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บทคัดย่อ 
 วัชพืชน้้า 3 ชนิด ได้แก่ ผักตบชวา (Eichhornia crassipes (Mart.) Solms) จอกน้้า (Pistia 
stratiotes L.) และธูปฤาษี (Typha angustifolia L.) ถูกใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอลโดยเซื้อยีสต์ 
Candida shehatae TISTR 5843 โดยใช้กระบวนการหมักแบบกะและกึ่งกะ พบว่าที่สภาวะการหมักเอ
ทานอล โดยปรับpH เริ่มต้นเท่ากับ 5.0 เขย่าที่ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความ
เข้มข้นเซลล์เริ่มต้น และความเข้มข้นของน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้นที่เหมาะสมคือ 1×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ 
20 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่สภาวะดังกล่าว พบว่าการหมักแบบกะผักตบชวาให้ความเข้มข้นของเอทา
นอล (P) ผลได้ของการผลิต (Yps) และอัตราการผลิตเอทานอล (Qp) สูงสุดเท่ากับ 9.28 กรัมต่อลิตร 0.46 
กรัมต่อกรัมวัตถุดิบ และ 0.39 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ เมื่อหมักเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งสูงกว่าผล

ของวัชพืชน้้าอ่ืนที่เหลือ (p 0.05)  ส่วนการหมักแบบกึ่งกะ พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทา
นอล ที่ความเข้มข้นน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร ด้วยการเติมอาหารจ้านวน 2 ครั้ง (สัดส่วน 
1:0.6:0.4 โดยปริมาตร) ให้ผลผลิตสูงสุดได้ ค่า P Yps และ Qp เท่ากับ 13.54 กรัมต่อลิตร 0.48 กรัมต่อ
กรัมวัตถุดิบ และ 0.56 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ จากการวิจัยนี้ชี้ให้เห็นว่าการหมักแบบกึ่งกะช่วย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าในแง่ของความเข้มข้นของเอทานอล และ
ประสิทธิภาพการหมักให้สูงขึ้น 
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Abstract 
 Three types of aquatic plants namely; water hyacinth (Eichhornia crassipes 
(Mart.) Solms), water lettuce (Pistia stratiotes L.) and cattail (Typha angustifolia L.) were 
used as a substrate for ethanol production by Candida shehatae TISTR 5843 using batch 
and fed-batch fermentation. The optimum conditions for ethanol production were as 
follows: initial pH 5.0; shaking speed 120 rpm; temperature 30 °C; initial cell 
concentrations and reducing sugar concentrations in the batch fermentation were 1×108 
cells/ml and 20 g/l respectively. At these conditions water hyacinth gave high 
concentration of ethanol (P), yield (Yps) and productivity (Qp) of 9.28 g/l, 0.46 g/gs and 

0.39 g/l/h, respectively, compared with the others (p 0.05). In fed-batch fermentation, 
the optimum substrate feeding strategy for ethanol production at  initial sugar 
concentration of 20 g/l was two-time substrate feeding, (Ratio 1:0.6:0.4 by volume) 
where P Yps and Qp were 13.54 g/l 0.48 g/gs and 0.56 g/l/h, respectively. These findings 
suggested that fed-batch fermentation improves the efficiency of ethanol production 
from aquatic plants in terms of ethanol concentration and fermentation efficiency. 
 
บทน้า 
 หน่วยงานด้านพลังงานของโลกส้านักงานพลังงานระหว่างประเทศ (Energy Information 
Administration : EIA) ระบุถึงปริมาณส้ารองน้้ามันที่พิสูจน์แล้ว (proved reserves) ว่าน้้ามันโลกมี
เหลืออยู่ 1,208 พันล้านบาร์เรล หรือมีพอใช้อีก 42 ปีข้างหน้า เนื่องจากวิกฤตพลังงานน้้ามันที่เกิดขึ้น ท้า
ให้ทั่วโลกให้ความสนใจในการหาแหล่งพลังงานทดแทนใหม่ๆ ซึ่งเอทานอลเป็นแหล่งพลังงานทดแทนที่
น่าสนใจ สามารถผลิตเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพหรือสารเติมแต่งน้้ามันเชื้อเพลิงได้ (คมสันติ์ ศรีคงเพ็ชร, 2555) 
โดยภายในปี พ.ศ. 2565 ประเทศไทยมีการวางแผนที่จะผลิตเอทานอลให้ได้ 9 ล้านลิตรต่อวัน ซึ่งหาก
สามารถผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพดังกล่าวได้ตามแผนจริง จะท้าให้ไทยขยับการจัดอันดับประเทศผู้ผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพขึ้นไปอยู่ที่อันดับที่ 5 ของโลก และนั้นหมายถึงประเทศไทยจะกลายเป็นผู้น้าในการผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพของภาคพ้ืนเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  (ธราพงษ์ วิฑิตศานต์และคณะ, 2553) ส้าหรับ
ประเทศไทยมีวัตถุดิบเหลือทิ้งทางการเกษตรอยู่มาก เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย ซังข้าวโพด เศษไม้ เป็นต้น 
โดยวัตถุดิบดังกล่าวสามารถน้ามาเป็นสารตั้งต้นส้าหรับการผลิตเอทานอลได้ (คณะกรรมาธิการ
การพลังงานสภาผู้แทนราษฎร, 2545) นอกจากนี้ยังได้มีการมองหาแหล่งวัตถุดิบชนิดอ่ืนที่นอกเหลือไป
จากวัตถุดิบที่กล่าวไปแล้วนั้น วัชพืชน้้า เช่น ผักตบชวา ธูปฤาษี จอกน้้าเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ก้าลังได้รับ
ความสนใจ และตั้งข้อสังเกตถึงศักยภาพในการใช้เป็นพืชพลังงาน เพราะสามารถเจริญเติบโตในเกือบทุก
ภูมิภาคเขตร้อน และยังเป็นการจัดการปัญหาของวัชพืชน้้าที่แพร่ระบาดซึ่งเป็นสิ่งกีดขวางต่อการคมนาคม
ทางน้้า (อ้าพร คล้ายแก้ว, 2554) ได้มีกลุ่มงานนักวิจัยท้าการศึกษา และพัฒนากระบวนการหมักส้าหรับ
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การผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าเพ่ือให้มีประสิทธิภาพการหมักที่ดียิ่งขึ้น ซึ่งส่วนใหญ่ในการผลิตเอทานอล
จะมีขั้นตอนการใช้เชื้อยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ในกระบวนหมักแบบกะ (Batch 
fermentation) ซึ่งสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลได้ในระดับหนึ่ง (Ogbonna et al., 
2001) ทั้งนี้หากมีการพัฒนาและศึกษาหากระบวนการหมักที่เหมาะสมจะส่งผลให้ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
ในการเกิดผลผลิตเอทานอลได้มากขึ้น กระบวนการหมักแบบกึ่งกะ (Fed-batch fermentation) จึงเป็น
อีกกระบวนการหนึ่งที่ถูกน้ามาใช้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอล เพราะมีข้อดีหลายประการ
เมื่อเทียบกับการหมักแบบกะ เช่น ลดผลกระทบของความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้น ยืดการเจริญเติบโต 
และกระบวนการหมักโดยเชื้อยีสต์ออกไป ท้าให้เชื้อยีสต์สามารถใช้วัตถุดิบ และสารอาหารได้ในปริมาณสูง
และเพ่ิมผลผลิตเอทานอลให้สูงขึ้น  
 ดังนั้นวัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยนี้ คือ ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า 
ได้แก่ ผักตบชวา จอกน้้า และธูปฤาษี เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า โดย
เชื้อยีสต์ Candida shehatae TISTR 5843 โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดย
กระบวนการหมักแบบกะ (Batch fermentation) และแบบกึ่งกะ (Fed-batch fermentation) ในแง่
ของผลผลิตเอทานอล และอัตราการผลิตเอทานอล 
 
วิธีการวิจัย 
 1. อุปกรณ์และสารเคมี 
  1.1  เครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร์ 
  1.2  เครื่อง High performance liquid chromatography (HPLC) ของบริษัท 
Shimadzu (Class LC10 ประเทศญี่ปุ่น) 
  1.3  ยีสต์สายพันธุ์ C. shehatae TISTR 5843 (จากศูนย์จุลินทรีย์ สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์ และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.)) 
  1.4 วัชพืชน้้าได้แก่ ผักตบชวา จอกน้้า ธูปฤาษี 
 2. การเตรียมวัตถุดิบ และการปรับสภาพเพื่อผลิตน้้าตาลรีดิวซ์ 
  เก็บตัวอย่ างวัช พืชน้้ า  ได้แก่  ผักตบชวา จอกน้้ า  ธูปฤาษี  จากแหล่ งน้้ าบริ เวณ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก้าแพงแสน น้าส่วนใบ และล้าต้นน้าไปล้างให้สะอาด ผึ่งลม ตาก
แดดให้แห้ง และน้าไปบดเป็นชิ้นเล็กๆ (ขนาดประมาณ 1-2 มิลลิเมตร) อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 48 ชั่วโมง ท้าการปรับสภาพตัวอย่างวัชพืชน้้าโดยดัดแปลงจากวิธีการของ Goshadrou et al. 
(2011) น้าตัวอย่างวัชพืชน้้า จ้านวน 100 กรัม แช่สารละลายด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.25 
นอร์มัล (อัตราส่วน 1:10 ของแข็ง:ของเหลว) ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที น้าส่วนผสมที่ได้มาปรับ
ค่า pH 5.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ จากนั้นน้ามาย่อยสลายด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส (ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 200 ยูนิตต่อมิลลิลิตร) และเอนไซม์ไซแลนเนส (ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 200 ยู
นิตต่อมิลลิลิตร) (บริษัท genencor, USA) จ้านวน 20 ยูนิตต่อกรัมตัวอย่าง และ10 ยูนิตต่อกรัมตัวอย่าง 
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ตามล้าดับ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้น
น้าไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งไอน้้าแรงดันสูง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 15 นาที วัดปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ของวัชพืชน้้าแต่ละชนิดที่ผ่านการปรับสภาพและการไฮโดรไล
ซีสด้วยเอนไซม์ ได้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์จากผักตบชวา จอกน้้า และธูปฤาษีเท่ากับ 59.60, 46.70 และ
55.30 กรัมต่อลิตร เก็บส่วนผสมทั้งหมดเพ่ือใช้เป็นสารตั้งต้นในขั้นตอนการผลิตเอทานอลเป็นล้าดับต่อไป 
 3. การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์เริ่มต้น 
  ท้าการเตรียมกล้าเชื้อยีตส์เริ่มต้นท้าโดยใช้เชื้อยีสต์ C. shehatae TISTR 5843 จากอาหาร
วุ้น YMA (Yeast malt extract agar) จ้านวน 1 loop ลงในอาหารเหลว YM (Yeast malt extract 
medium) ดัดแปลงจากวิธีการของเวสารัชและคณะ (2556) ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่า pH 
5.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายกล้าเชื้อยีสต์ จ้านวน 4 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 
YM ปริมาตร 96 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับค่า pH 5.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอ
ริกความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ท้าการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะคงที่ (ตั้งทิ้งไว้) ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (วัดปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 1 กรัมน้้าหนักแห้งต่อลิตร หรือจ้านวนเซลล์ประมาณ 
1 x 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) เซลล์ที่เจริญในอาหารเหลวจะถูกน้ามาใช้เป็นกล้าเชื้อเริ่มต้นในการผลิตเอทา
นอลต่อไป 
 4.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับกระบวนการผลิตเอทานอล 
  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอล โดยน้าตัวอย่างวัชพืชน้้าที่ผ่านการ
ปรับสภาพ และการไฮโดรไลซีสในข้อ.1 ปรับความเข้มข้นให้ได้ความเข้มข้นของน้้าตาลรดีิวซ์เริ่มต้นที่ความ
เข้มข้น 10, 15 และ 20 กรัมต่อลิตร โดยการเจือจางด้วยน้้ากลั่น จากนั้นเติม Yeast extract 1.0 กรัม 
(NH4)2SO4 2.0 กรัม KH2PO4 0.5 กรัม MgSO4.7H2O 1.0 กรัม ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร ให้ได้
ปริมาตรการท้างานสุดท้ายเท่ากับ 200 มิลลิลิตร ปรับค่า pH 5.0 ด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกความ
เข้มข้น 0.5 โมลาร์ จากนั้นน้าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ีเพ่ือใช้เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับกระบวนการผลิตเอทานอลต่อไป 
 5.  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า 
  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการผลิตเอทานอล โดยพิจารณาผลของความเข้มข้น
ของเซลล์ยีสต์เริ่มต้น (1×106 1×107 และ 1×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร) และผลความเข้มข้นของน้้าตาล
รีดิวซ์เริ่มต้นในอาหารส้าหรับการผลิตเอทานอล (10 15 และ 20 กรัมต่อลิตร) ท้าการหมักที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ค่า pH 5.0 เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เก็บตัวครั้งละ 5 มิลลิลิตร ทุกๆ 4 ชั่วโมง 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท้าการวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ทีเ่หลือ และปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึน  
 
 
 



วารสารวิชาการ  Veridian E-Journal  ปีที่ 6  ฉบับที่ 3 เดือนกันยายน – ธันวาคม  2556 กลุ่มวิทยาศาสตร ์
 
 

 939 

 

 6.  การศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า 
 การศึกษากระบวนการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า โดยพิจารณากระบวนหมักที่แตกต่างกัน 

คือ กระบวนการหมักแบบกะ และแบบกึ่งกะ โดยกระบวนการผลิตเอทานอลแบบกะ ท้าโดยใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอลที่ความเข้มข้นของน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น และความเข้มข้นของเซลล์ยีสต์
เริ่มต้นทีเหมาะสม ในอาหารส้าหรับการผลิตเอทานอล ในฟลากส์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 200 
มิลลิลิตร ท้าการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ค่า pH 5.0 เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เก็บตัว
ครั้งละ 5 มิลลิลิตร ทุกๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 36 ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ และปริมาณ
เอทานอลที่ผลิตได้ ส้าหรับกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ ท้าการทดลองโดยใช้สภาวะที่เหมาะสมจาก
กระบวนการผลิตเอทานอลแบบกะ โดยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอลที่แตกต่างกัน 3 ชุด 
คือ ชุดที่ 1 เติมอาหาร 2 ครั้ง (สัดส่วน 1:1 โดยปริมาตร) ชุดที่ 2 เติมอาหาร 3 ครั้ง (สัดส่วน 1:0.5:0.5 
โดยปริมาตร) และ ชุดที่ 3 เติมอาหาร 3 ครั้ง (สัดส่วน 1:0.6:0.4 โดยปริมาตร) โดยเริ่มต้นเติมอาหารเลี้ยง
เชื้อส้าหรับผลิตเอทานอลปริมาตร 100 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมส่วนที่เหลือที่ชั่วโมงที่ 6 และ 12 ตาม
สัดส่วน ให้ได้ปริมาตรสุดท้าย 200 มิลลิลิตร เก็บตัวครั้งละ 5 มิลลิลิตร ทุกๆ 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 36 
ชั่วโมง วิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ และปริมาณเอทานอลที่เกิดข้ึน 
 7.  การวิเคราะห์ 
  การนับจ้านวนเซลล์ยีสต์โดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Haemacytometer) วัดค่าความหนาแน่น
ของเซลล์ (turbidity) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร วัดน้้าหนักเซลล์แห้ง (Cell dry weight) 
วิเคราะห์ปริมาณของน้้าตาลที่ได้ในรูปของน้้าตาลรีดิวซ์โดยวิธี Dinitrosalicylic colorimetric method 
(DNS) ตามวิธีของ James (1995) และวิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยวิธีไดโครเมต ซึ่งใช้ โพแทสเซียมได
โครเมตเป็นตัวออกซิไดส์ (Oxidizing agent) เอทานอลไปเป็นกรดคาร์บอกซิลิก เมื่อโครเมียมถูกรีดิวซ์จะ
เกิดการเปลี่ยนสีซึ่งเห็นได้ชัดเจนจากสีส้มเป็นสีเขียว โดยดัดแปลงมาจากวิธีของ Seo et al. (2009) โดย
ค่าพารามิเตอร์ผลผลิตเอทานอล (Yps) เป็นค่าของผลผลิตเอทานอลที่ผลิตที่เกิด แสดงเป็นกรัมเอทานอล
ต่อกรัมน้้าตาลที่ถูกใช้ (กรัมต่อกรัม) อัตราการผลิตเอทานอล (Qp) เป็นค่าของเอทานอลที่ผลิตที่เกิดขึ้น
จริงในช่วงเวลาหนึ่ง (กรัมต่อชั่วโมง) และร้อยละของประสิทธิภาพการหมัก (Ey) เป็นค่าร้อยละของผลผลิต
เอทานอลเทียบกับค่าท่ีได้ทางทฤษฎี ค้านวณโดยสมการดังนี้ 
 
    Qp  =     P                และ Ey =      Yps × 100 
                t                                         0.51 
 
 P คือความเข้มข้นของเอทานอลที่ผลิตที่เกิดขึ้นจริง (กรัมต่อลิตร), t คือเวลาของการผลิตเอทา
นอลที่ให้ความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุด และค่า 0.51 เป็นค่าคงที่ของผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎีโดย
เทียบกับน้้าตาลกลูโคส 1 กรัม 
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 8.  การใช้สถิติในการวิเคราะห์ผลข้อมูล 
  ขั้นตอนในการวิจัยและผลการทดลองทั้งหมดจากการวิจัยท้าทั้งหมด 3 ซ้้า วิเคราะห์ข้อมูล
โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ Completely Randomized Design (CRD) วิเคราะห์ความ
แปรปรวน (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของสองชุดข้อมูลโดยวิธี t-test และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธี Duncan ที่ระดับความเชื่อมั่น 95.0 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) 
 
ผลการวิจัยและอภิปราย 
 1.  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการผลิตเอทานอล 

 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าด้วยการหมักแบบกะ
โดยใช้ยีสต์  C. shehatae TISTR 5843 เลี้ยงในอาหารส้าหรับผลิตเอทานอล โดยศึกษาความเข้มข้นของ
เชื้อเริ่มต้น และความเข้มข้นของน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น พบว่า เมื่อมีความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นเพ่ิมมากขึ้นจะมี
แนวโน้มส่งผลให้ความเข้มข้นเอทานอลมากข้ึนด้วย (ภาพท่ี 1, a-c) โดยที่ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้น 1×108 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร ให้ผลผลิตความเข้มข้นเอทานอลสูงที่สุด โดยพบในผักตบชวาคิดเป็น 7.54±0.14 กรัม
ต่อลิตร ในชั่วโมงท่ี 24 ของการหมัก เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างที่เหลือ (p<0.05) สอดคล้องกับงานวิจัย
ของ Lakkana et al., (2007) ซ่ึงพบว่าเซลล์ยีสต์ที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตเอทานอลจากน้้าคั้นข้าวฟ่าง
หวานโดยใช้กระบวนการหมักแบบกะ คือ ให้ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นที่ 1×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีผล
ท้าให้ความเข้มข้นเอทานอลที่ได้รับสูงกว่าการให้ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นที่ 1×106 และ 1×107 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร โดยการให้ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นที่ 1×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร จะท้าให้มีอัตราการใช้น้้าตาล
เพ่ิมขึ้นจึงท้าให้ความเข้มข้นเอทานอลเพ่ิมขึ้นด้วย ดังนั้นความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นที่ 1×108 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร จึงเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลในการทดลองขั้นตอนต่อไป  

ภาพที่ 1 ผลของความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้น (เซลล์ต่อมิลลิลิตร) 1×106 (a) 1×107 (b) และ 1×108 (c)  
 ต่อการหมักเอทานอลจากวัชพืชน้้าโดยยีสต์ C. shehatae TISTR 5843 ทีค่วามเข้มข้นของ 
 น้้าตาลเริ่มต้น 15 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 48 ชั่วโมง ก้าหนดให้:  
 ผักตบชวา (  ) จอกน้้า(  ) และ ธูปฤาษี(  )  
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 ในท้านองเดียวกับผลของความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้น (ภาพที่ 2 , d-f) เมื่อความเข้มข้น
น้้าตาลเริ่มต้นเพ่ิมมากขึ้นจะมีแนวโน้มส่งผลให้การผลิตเอทานอลมากขึ้น พบว่า ที่ความเข้มข้นน้้าตาล
เริ่มต้นที ่20 กรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด พบในผักตบชวา จอกน้้า และธูปฤาษีคิด
เป็น 9.28±0.60, 6.86±0.14 และ8.78±0.26 กรัมต่อลิตร ในชั่วโมงที่ 24 ของการหมัก ซึ่งหลังจาก 24 
ชั่วโมงของการหมักมีการผลิตเอทานอลลดลงเนื่องจากมีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เหลือไม่เพียงพอต่อการ
เจริญของยีสต์จึงท้าให้เกิดการผลิตเอทานอลได้น้อยลง เมื่อพิจารณาถึงปริมาณเอทานอลที่ผลิตได้จาก
วัชพืชน้้าแต่ละชนิด พบว่าผักตบชวาให้ผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดและจอกน้้าให้ผลผลิตเอทานอลน้อยที่สุด 
เนื่องจากองค์ประกอบเส้นใยของวัชพืชน้้าแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน ซึ่งองค์ประกอบที่ส้าคัญสามารถ
เปลี่ยนไปเป็นน้้าตาลกลูโคสและไซโลสได้คือเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส พรชัย ไพบูลย์และคณะ (2555) 
ในเส้นใยวัชพืชน้้าที่ได้จากการปรับสภาพและการไฮโดรไลซีสด้วยเอนไซม์ของผักตบชวาและธูปฤาษีใน
งานวิจัยนี้มีปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสที่ใกล้เคียงกัน ส่วนจอกน้้ามีปริมาณเซลลูโลสและเฮมิ
เซลลูโลสที่น้อยกว่า จึงท้าให้มีปริมาณน้้าตาลกลูโคสและไซโลสน้อยว่าซึ่งเป็นแหล่งพลังงานของยีสต์ C. 
shehatae TISTR 5843 ที่ใช้ส้าหรับการผลิตเอทานอล ส้าหรับการทดลองนี้ความเข้มข้นของน้้าตาล
รีดิวซ์เริ่มต้นมีผลต่อค่าจลศาสตร์ของการหมักส่งผลให้มีปริมาณเอทานอลที่สูงขึ้น (รัชพล พะวงศ์รัตน์, 
2554) ดังนั้นความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้นที่ 20 กรัมต่อลิตร จึงเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลในการ
ทดลองขั้นตอนต่อไป 
 

 
 
 
 
ภาพที ่2  ผลของความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้น (กรัมต่อลิตร) 10 (d) 15 (e) และ 20 (f) ต่อการหมัก 
 เอทานอลจากวัชพืชน้้าโดยยีสต์ C. shehatae TISTR 5843 ที่ความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้น  
 1×108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 48 ชั่วโมง ก้าหนดให้ : ผักตบชวา  
 (  ) จอกน้้า (  ) และ ธูปฤาษี (  ) 
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 2. ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า 
  จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าโดยกระบวนการหมัก
แบบกะ และแบบกึ่งกะ จากตารางที่ 1 พบว่าเมื่อท้าการผลิตเอทานอลด้วยกระบวนการหมักแบบกะ ให้
ค่าพารามิเตอร์ผลผลิตเอทานอล (Yps) อัตราการผลิตเอทานอล (Qp) และร้อยละของประสิทธิภาพการ
หมัก (Ey) จากวัชพืชน้้าทั้ง 3 ชนิด โดยผักตบชวาให้ความเข้มข้นเอทานอลสูงสุด มีค่าเท่ากับ 9.28±0.60 
กรัมต่อลิตร ให้ค่า Yps และ Qp มีเท่ากับ 0.46±0.01 กรัม/กรัม และ 0.39±0.01 กรัม/ลิตร/ชั่วโมง 
ตามล้าดับ และจอกน้้าให้ความเข้มข้นเอทานอลต่้าสุด ที่ความเข้มข้นเอทานอล มีค่าเท่ากับ 6.86±0.54 
กรัม/ ลิตร โดยจากกระบวนการหมักดังกล่าวคิดเป็นประสิทธิภาพการหมัก (Ey) มีค่าเท่ากับร้อยละ 67-90 
ของผลผลิตทางทฤษฎีที่ได้สูงสุด นอกจากนี้ยังพบว่า ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์จะลดลง และคงที่หลังจาก
ชั่วโมงที่ 24 ในน้้าหมักของวัชพืชน้้าทั้ง 3 ชนิด (ไม่ได้แสดงข้อมูล) โดยที่ปริมาณเอทานอลเริ่มจะคงที่
เช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยของ Zoecklein et al. (1995); Amutha and Gunasekaran 
(2001); Goksungur and Zorlu (2001) ที่กล่าวว่าอาจจะเป็นเพราะเกิดผลิตภัณฑ์พลอยได้อ่ืนๆ ใน
ระหว่างการหมัก เช่น glycerol, succinate, alpha-ketogutarate, butanediol และ diacetyl ซึ่งมีผล
ท้าให้เกิดการยับยั้งการผลิตเอทานอลได้  
  ในท้านองเดียวกันกับกระบวนการหมักเอทานอลแบบกึ่งกะ โดยท้าการศึกษาสัดส่วนที่
เหมาะสมในการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอลที่แตกต่างกัน 3 วิธี (ภาพที่ 3 และตารางที่ 
2) ซึ่งพบว่าเมื่อเติมอาหารในสัดส่วนที่แตกต่างกันจะมีผลให้การผลิตเอทานอลเพ่ิมขึ้น โดยวิธีการเติม
อาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอล 1 ครั้ง (ชุดที่ 1) และการเติมอาหาร 2 ครั้ง (ชุดที่ 2 และ 3) จะ

ส่งผลกระทบต่อค่าพารามิเตอร์ P Yps และ Qp อย่างมีนัยส้าคัญ (p 0.05) จากผลการทดลองพบว่า 
วิธีการที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตเอทานอลในการหมักแบบกึ่งกะเป็นการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการ
ผลิตเอทานอลจ้านวน 2 ครั้ง โดยชุดที่ 3 (สัดส่วน 1:0.6:0.4 โดยปริมาตร) จะให้ผลผลิตเอทานอลที่สูง 
ด้วยวิธีดังกล่าวพบว่า ผักตบชวาให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด มีค่าเท่ากับ 13.54±0.62 กรัม/ลิตร ผลผลิตเอ
ทานอลจากธูปฤาษีเท่ากับ 12.68 ±0.49 กรัม/ลิตร และจอกน้้าให้ผลผลิตเอทานอลต่้าที่สุด มีค่าเท่ากับ 
11.17±0.79 กรัม/ลิตร นอกจากนี้ยังพบว่า การเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอลจ้านวน 2 
ครั้ง ยังให้ค่าประสิทธิภาพการหมัก (Ey) ในผักตบชวา ที่สูงกว่าการเติมแบบ 1 ครั้ง เนื่องจากวิธีการเติม
อาหารครั้งเดียวในชุดที่ 1 มีการออกแบบการทดลองโดยการเติมอาหารในชั่วโมงที่ 12 ของการหมัก เมื่อดู
ผลการทดลองจากภาพที่ 3 กราฟ a และ b พบว่าปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เหลือทั้งหมดในชั่วโมงที่ 12 
เหลืออยู่ที่ 5-6 กรัมต่อลิตร จากนั้นจึงมีการเติมอาหารเข้าไปใหม่ 1 ครั้ง ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ส่วนการ
เติมอาหาร 2 ครั้ง (ชุดที่ 2 และ 3) จะท้าการเติมอาหารในชั่วโมงการหมักที่ 6 และ12 ซึ่งในชั่วโมงที่ 6 
ของการหมักยังมีปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่เพียงพอต่อการเจริญของยีสต์อยู่ที่ 10-12 กรัมต่อลิตร จึงเป็น
ข้อสังเกตว่าการเติมอาหารครั้งเดียวในชั่วโมงท่ี 12 เป็นการเติมอาหารที่ช้าไป ท้าให้ปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ที่
เหลืออยู่ไม่เพียงพอต่อการน้าไปใช้ในการสร้างเอทานอลของยีสต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Altıntas 
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et al. (2002) กล่าวว่าวิธีการเติมอาหารให้เหมาะสมต่อระบบการหมักเอทานอลสามารถปรับปรุงการ
ผลิตในกระบวนการหมักเอทานอลให้ได้ผลผลิตที่ดีขึ้นได้  และที่ส้าคัญควรค้านึงถึงช่วงเวลาของการเติม
อาหารที่เหมาะสมด้วย ซึ่งจากการทดลองท้าให้ประสิทธิภาพการหมักดีขึ้นโดยการเติมอาหาร 2 ครั้ง ใน
ชุดที่ 3 ของผักตบชวา จอกน้้า และธูปฤาษีมีค่าเท่ากับร้อยละ 94.82±0.01, 78.22±0.00 และ
88.80±0.01  
  ดังนั้นจะเห็นว่ากระบวนการผลิตเอทานอลแบบกึ่งกะสามารถปรับปรุงกระบวนการหมักให้

ดีขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับแบบกะ (p 0.05) โดยการผลิตเอทานอลในการหมักแบบกึ่งกะของชุดที่ 3 
สามารถให้ผลผลิตเอทานอลที่สูงกว่าการหมักแบบกะ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Ogbonna et al. (2001) 
ที่พบว่าผลผลิตเอทานอลสูงสุดจากแป้งมันส้าปะหลังโดยใช้ยีสต์สายผสมในกระบวนการผลิตเอทานอล
หมักแบบกึ่งกะ จะให้ผลผลิตสูงกว่าการหมักแบบกะ คิดเป็น 0.49 และ 0.44 กรัมเอทานอลต่อกรัมสารตั้ง
ต้น ตามล้าดับ ท้านองเดียวกับงานวิจัยของพุทธิพร ศรวรเวทย์ (2552) ได้ท้าการศึกษาการผลิตเอทานอล
จากผักตบชวา และวัสดุเหลือทิ้งจากมันส้าปะหลัง โดยใช้กระบวนการหมักแบบท้าให้เป็นน้้าตาลควบคู่กับ
การหมักด้วยยีสต์ Saccharomyces diastaticus KM 2047 พบว่าได้ปริมาณเอทานอลสูงสุดจาก
ผักตบชวาเท่ากับ 5.10 กรัมต่อลิตร มีประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลสูงสุดคือ 67.28 เปอร์เซ็นต์ และ
นอกจากนี้การศึกษาของเสรี มหาวิชัด (2555) พบว่าการผลิตลิกโนเซลลูโลสิกเอทานอลจากสารละลายที่
ได้จากการย่อยล้าต้นมันส้าปะหลังด้วยวิธีการหมักแบบกะด้วยยีสต์ S. cerevisiae TISTR 5048 ให้
ผลผลิตเป็นเอทานอลเท่ากับ 0.070 กรัมต่อกรัมตัวอย่างแห้ง คิดเป็นผลผลิตเอทานอลเมื่อเทียบกับค่า
ในทางทฤษฎีเท่ากับ 74.3 เปอร์เซ็นต ์ 
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ภาพที่ 3  ผลของการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิตเอทานอลโดยสัดส่วนที่แตกต่างกัน (a, b) ชุดที่  
 1 (สัดส่วน 1:1 โดยปริมาตร); (c, d) ชุดที่ 2 (สัดส่วน 1:0.5:0.5 โดยปริมาตร) และ (e, f) ชุด 
 ที่ 3 (สัดส่วน 1:0.6:0.4 โดยปริมาตร) ในกระบวนการผลิตเอทานอลแบบกึ่งกะจากวัชพืชน้้า ที ่
 มีผลต่อการผลิตเอทานอล (a, c, e) และปริมาณน้้าตาลรีดิวซ์ (b, d, f) โดยใช้ยีสต์ C.  
 shehatae TISTR 5843 ก้าหนดให้: ผักตบชวา (  ); จอกน้้า (  ) และ ธูปฤาษี (  ):  
 กระบวนการหมักเอทานอลแบบกึ่งกะ (      ) และกระบวนการหมักเอทานอลแบบกะ  (      )  
 ลูกศรชี้ลงเป็นการเติมอาหารในระหว่างกระบวนการหมักแบบกึ่งกะ
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ตารางท่ี 1  ค่าพารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าในกระบวนการผลิตเอทานอลแบบกะ  
  โดยใช้ยีสต์ C. shehatae TISTR 5843 ที่ความเข้มข้นน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร 
  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง 

 

หมายเหตุ: a, b, c ในแนวนอนเป็นค่าทางสถิติท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p0.05) 
 
ตารางท่ี 2  ค่าพารามิเตอร์ของการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าในกระบวนการผลิตเอทานอลแบบกึ่งกะ  
  โดยใช้ยีสต์ C. shehatae TISTR 5843 ที่ความเข้มข้นน้้าตาลรีดิวซ์เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร  
  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง 
 

ค่าตัวแปร 
ผักตบชวา จอกน้้า ธูปฤาษ ี

ชุดที ่1 ชุดที ่2 ชุดที ่3 ชุดที ่1 ชุดที ่2 ชุดที ่3 ชุดที ่1 ชุดที ่2 ชุดที ่3 
P (กรัม/ลิตร) 9.33 

±0.33b 
12.96 
±1.00a 

13.54 
±0.62a 

7.54 
±0.44b 

10.82 
±0.83a 

11.17 
±0.79a 

8.64 
±0.91b 

11.66 
±0.81a 

12.68 
±0.49a 

Yps (กรัม/กรัม) 0.47 
±0.01a 

0.46 
±0.01ab 

0.48 
±0.01a 

0.38 
±0.01a 

0.39 
±0.01a 

0.40 
±0.01a 

0.43 
±0.01a 

0.42 
±0.01ab 

0.45 
±0.01a 

Qp (กรัม/ลิตร 
ชั่วโมง) 

0.39 
±0.01b 

0.54 
±0.01a 

0.56 
±0.01a 

0.31 
±0.01b 

0.45 
±0.01a 

0.47 
±0.01a 

0.37 
±0.01b 

0.47 
±0.01a 

0.50 
±0.01a 

Ey (%) 91.47±0.
00ab 

90.76±0.
01ab 

94.82±0.
01a 

73.92±0.
01ab 

75.77±0.
00ab 

78.22±0.
00a 

84.71±0.
01a 

81.65±0.
02ab 

88.80±0.
01a 

 

หมายเหตุ:  a, b, c  ในแนวนอนของวัชพืชน้้าแต่ละชนิดเป็นค่าทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95  

  เปอร์เซ็นต์ (p0.05) โดยท้าการศึกษาสัดส่วนการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อส้าหรับการผลิต 
  เอทานอลที่แตกต่างกัน 3 ชุด คือ ชุดที่ 1 (สัดส่วน 1:1 โดยปริมาตร) ชุดที่ 2 (สัดส่วน  
  1:0.5:0.5 โดยปริมาตร) และ ชุดที่ 3 (สัดส่วน 1:0.6:0.4 โดยปริมาตร) 
 
สรุปผลการวิจัย 
 จากการศึกษาครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นว่า วัชพืชน้้าทั้ง 3 ชนิด มีศักยภาพและมีความเป็นไปได้ใน
การน้ามาใช้เพ่ือผลิตเอทานอล โดยเฉพาะจากผักตบชวา ซึ่งจากการศึกษาพบว่า สภาวะการหมักที่
เหมาะสมต่อการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้า คือ pH เริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ความเร็วรอบที่ 120 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้น และความเข้มข้นของน้้าตาลเริ่มต้น เท่ากับ 1×108 

ค่าตัวแปร ผักตบชวา จอกน้้า ธูปฤาษ ี
P (กรัม/ลิตร) 9.28±0.60a 6.86±0.54b 8.78±0.11a 
Yps (กรัม/กรัม) 0.46±0.01a 0.34±0.01b 0.44±0.01ab 
Qp (กรัม/ลิตร ชั่วโมง) 0.39±0.01a 0.29±0.01b 0.37±0.01ab 
Ey (%) 90.98±0.01a 67.25±0.01c 86.08±0.00b 
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เซลล์ต่อมิลลิลิตร และ 20 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ นอกจากนี้พบว่า กระบวนการผลิตเอทานอลแบบกึ่งกะ
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลจากวัชพืชน้้าให้เพ่ิมขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิต
เอทานอลแบบกะ ดังนั้นจึงเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่น่าสนใจในการประยุกต์ใช้เพ่ือการผลิต และพัฒนาต่อยอด
เพ่ือใช้ในการบริหารจัดการวัชพืชน้้าอย่างยั่งยืนต่อไปในอนาคต 
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