
บทที่ 3 
วิธีการทดลอง 

 
3.1 วัสดุอุปกรณ 
 3.1.1 เชื้อจุลินทรีย 
  ยีสต(yeast)เปนจุลินทรียที่สามารถใชน้ําตาลเปนอาหารเพื่อการเจริญและเพิ่ม
จํานวนเซลล   และในขณะเดียวกันทําให เกิดการเปลี่ยนน้ําตาลเปนแอลกอฮอลและกาซ
คารบอนไดออกไซด  ซ่ึงเรียกวากระบวนการหมัก  (fermentation)  ขณะเดียวกันจะเกิดการ
เปล่ียนแปลงทางชีวเคมีควบคูกันไปดวย   ยีสตที่นํามาใชในการทดลองกระบวนการหมักเอทานอล
นี้ ใชยีสตสายพันธุ  S. erevisiae ซ่ึงนิยมใชในอุตสาหกรรมในการหมักเครื่องดื่มแอลกอฮอล และ
ในอุตสาหกรรมอื่นๆ เพราะมีคุณสมบัติทนทานตอสภาวะตางๆไดดีกวายีสตสายพันธุ อ่ืน 
โดยเฉพาะอุณหภูมิที่มีคาสูงๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก.การอยูเปนกลุมของยีสต         ข.แสดงรูปรางภายนอก 
ภาพที่ 3.1 แสดงยีสตสายพนัธุ  S. erevisiae 
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3.1.2  วัสดุยึดเกาะ 
  แกลบที่บรรจุในลวดตาขายแลวใชผาตาขายพลาสติกลอมไวอีกชั้น 
 
 
 

 
 
 
  

    ภาพที่ 3.2 แสดงการยดึตรงึแกลบไวในถงัหมัก โดยการบรรจุใสในลวดตาขาย 
 
3.1.3  อุปกรณและสารเคมี 

3.1.3.1. ถังหมัก (ทอPVCและทอใส)  ถังเก็บสารละลายตั้งตน (น้ําตาล) ถังเก็บ 
ผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักเอทานอล (ethanol) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค.  
 
 
ก.ถังหมักโดยใชทอ PVC                   ข.ถังหมักโดยใชทอใส 
         ภาพที่ 3.3 แสดงถงัหมักและถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) 
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3.1.3.2. สายยางซิลิโคน 
3.1.3.3. ปม Peristaltic 2 เครื่อง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.4 แสดงปม Peristaltic อาศัยหลักการบีบทับของของเหลวในสายยางใหเกิดการไหล 
 
3.1.3.4. Autoclave รุน VS-1221-100 ของบริษัท VISION SCIENCTIFIC 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.5 แสดงเครื่องAutoclave ท่ีใชในกระบวนการทําใหปลอดเชื้อ  
 
3.1.3.5. Peptone 
3.1.3.6. น้ําตาล 
3.1.3.7. Potassium metabisulphite  (KMS) 
3.1.3.8. Yeast Extract 
3.1.3.9. KH2PO4
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3.1.3.10. (NH4)2SO4

3.1.3.11. MgSO4H2O 
3.1.3.12. Sucrose (น้ําตาลทราย) 
3.1.3.13. Glucose 
3.1.3.14. Dextrose 
3.1.3.15. น้ํากลั่น  
 

3.1.4  เคร่ืองมือวิเคราะห 
  3.1.4.1. Spectrophotometer  Pharmacia  Biotech ใชวัดหาน้ําตาล 
 

 
 
 
 
 
 

 
      ภาพที่ 3.6 แสดงเครื่องSpectrophotometer  Pharmacia  Biotech 

  3.1.4.2.Gas chromatography(GC) รุนGC-174 ยี่หอSHIMADZU ใชวัดหาเอทา
นอลที่ไดจากกระบวนการหมักเอทานอล 

 
 

 
 
 
   
 
 
 

ภาพที่ 3. 7 แสดงเครื่องGas chromatography (GC) 
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3.2 วิธีการทดลองเบื้องตนเพื่อนําไปใชในการออกแบบถังหมัก 
3.2.1 การทดลองที่ 1  หาคุณลักษณะการทํางานของปม  

เนื่องจากปมทีจ่ะนํามาใชในการทดลอง มีสเกลบอกมาเปนคารอบตอนาที (rpm) 
ซ่ึงจะเหน็วาไมสอดคลองในทางปฏิบัติ ดังนั้นจึงไดทําการทดลองเพื่อหาความสัมพันธของอัตรา
การไหลระหวางหนวยรอบตอนาที (rpm) กับหนวยมิลลิลิตรตอนาที (ml/min) แลวนําไปเขยีน
กราฟแสดงความสัมพันธ ซ่ึงในการทดลองนี้ไดใชสายยางเสนผานศูนยกลางภายในขนาด 3 
มิลลิเมตร 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

           ภาพที่ 3.8 แสดงการทดลองหาคุณสมบัติการทํางานของปม 
 
3.2.1.1 จุดประสงค  
  เพื่อใหทราบอัตราการไหลจริงที่จะนําไปใชในหนวยมิลลิลิตรตอนาที 
3.2.1.2 วิธีการทดลอง  

  3.2.1.2.1 เปดปม แลวเลือกอัตราการไหลที่ปมในสเกลรอบตอนาที  ไดแก 
2, 5, 10,15, 20, 25, 30 และ 35 รอบตอนาที 

  3.2.1.2.2 จับเวลาในการไหลของปมสเกลละ 90 วินาที  
  3.2.1.2.3 วัดปริมาตรของน้ําที่ไดจากแตละสเกล 
  3.2.1.2.4 บันทึกผลการทดลองและนํามาเขียนกราฟอัตราการไหลโดยให

แกนนอนคือสเกลรอบตอนาที (rpm) และแกนตั้งเปนสเกลมิลลิลิตรตอนาที(ml/min) 
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3.2.2 การทดลองที่ 2 การหาปริมาตรรอยละของน้ําตอปริมาตรแกลบรวมกับน้ํา 
 การหาปริมาตรของน้ําหมักเมื่อทําการบรรจุแกลบลงไปในถังหมัก เปนสิ่งจําเปน

เนื่องจากปริมาตรน้ําที่แทจริงโดยไมคิดปรมิาตรของแกลบ จะนําไปใชในการคํานวณอัตราการไหล
ของน้ําหมักที่เหมาะสม  แตเนื่องจากถังหมกัมีขนาดใหญไมเหมาะกับการวัดหาปริมาตรน้ําโดยตรง
จึงทําการจําลองการหาปริมาตรเปนสเกลที่มีขนาดเล็กลง เพื่อนําไปเทียบอัตราสวนกับถังหมักจริง 
ซ่ึงจะเปนวิธีทีง่ายสะดวกและรวดเร็ว 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก.กอนเติมน้ํา     ข.หลังเติมน้ํา 
ภาพที่ 3.9 แสดงการทดลองหาปริมาตรรอยละของน้ําตอปริมาตรแกลบรวมกับน้ํา 

 
 3.2.2.1 จุดประสงค 
  เพื่อทําการหาปริมาตรรอยละของน้ําตอปริมาตรแกลบรวมกับน้ํา 
 3.2.2.2 วิธีการทดลอง 
  3.2.2.2.1 เทแกลบลงบีกเกอร ใหมีปริมาตรที่ 600 , 800 , 1,000 มิลลิลิตร 
  3.2.2.2.2 เทน้ําลงไปโดยไมทําใหระดับแกลบในบีกเกอรเดิมเปลี่ยนแปลง 
  3.2.2.2.3 เทน้ําออกและวัดปริมาตรน้ําที่เทลงในบีกเกอรแตละปริมาตร 
  3.2.2.2.4 ทําการบันทึกผลการทดลองที่ไดและนําไปหาปริมาตรจริง 
 
 
 
 
 
 



 23

3.2.3 การทดลองที่ 3 หาอัตราการไหลเขาเทียบอัตราการไหลออกในถังหมักของน้ําหมัก 
ในการทดลองหมักเอทานอล เนื่องจากในตนแบบถังหมกัที่ 1 ถังหมักที่ใชเปน 

ทอทึบ(ทอPVC) ทําใหไมสามารถมองเห็นระดับน้ําภายในถังหมักไดและไมทราบวาอัตราการไหล
ของสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ที่เขาไปในถังหมักจะเทากับอัตราการไหลของสารละลายผลิตภัณฑ
ที่ไดจากกระบวนการหมักหรือไม   เพราะหากอัตราการไหลของสารละลายตั้งตน(น้าํตาล)ที่ทางเขา
มากกวาอตัราการไหลของสารละลายผลิตภัณฑที่ทางออก  น้ําหมักกจ็ะเกิดการไหลออกไปยังชอง 
ระบายอากาศที่อยูดานบนของถังหมัก ดังรูปขางลาง (รูป ข.) 
 
 

 
 
 
 
 

   
 
 
 
    
 

 ก.ถังท่ีใชทอPVC           ข.แสดงชองระบายอากาศ 
ภาพที่ 3.10 แสดงลักษณะถงัท่ีใชทอทึบ(ทอPVC) ท่ีใชในการทดลอง 

 
3.2.3.1 จุดประสงค  

   เพื่อตองการใหทราบวาอัตราการไหลของสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)ที่
ทางเขาของถังหมักจะเทากับอัตราการไหลของสารละลายผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักที่
ทางออกของถังหมักหรือไม 
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3.2.3.2 วิธีการทดลอง 
   3.2.3.2.1 เปดปม ใหน้ําไหลเขาไปภายในถังหมักที่ทางเขาดวยอัตราการ
ไหลตางๆ ดังนี้ 10, 20, 30 และ 40  มิลลิลิตรตอนาที 
   3.2.3.2.2 วัดปริมาตรน้ําที่ไหลออกมา ภายในเวลา 90 วินาที แลวทําซ้ําอีก 
2 คร้ัง ที่อัตราการไหลตางๆ 
   3.2.3.2.3 บันทึกผลการทดลองที่ไดแลวนํามาวิเคราะห 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      
ภาพที่ 3.11 แสดงการทดลองหาอัตราการไหลเขาเทียบอัตราการไหลออกของน้ําหมกั 
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3.3 สรางตนแบบถังหมกัท่ี 1  
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.12 แสดงรปูของตนแบบถังหมักท่ี 1และอุปกรณท่ีใชในการทดลอง 
  
 3.3.1 ขนาดของตนแบบถังหมักท่ี 1 
  3.3.1.1 เสนผานศูนยกลางของถังหมักขนาด 2 นิ้ว (5.08 เซนติเมตร)   
  3.3.1.2 ถังหมักมีความยาว 1 เมตร 
  3.3.1.3 ปริมาตรของถังหมัก 2,026  มิลลิลิตร 
  
 3.3.2 ประโยชนท่ีไดรับจากตนแบบถงัหมกัท่ี 1 
  เนื่องจากการทําโครงการนี้ เปนเรื่องที่ใหมและยังไมเคยศึกษามากอนจึงได
ทําการศึกษาคนควาขอมูลตางๆที่เกี่ยวของ พรอมทั้งเพิ่มประสบการณในทางปฏิบัติใหมาก จึงไดทาํ
การออกแบบและสรางถังหมักที่ 1 ออกมา โดยในตนแบบถังหมักที่ 1 เปนถังหมักที่ใชจําลองและ
ทดสอบกระบวนการหมักแบบตอเนื่อง จะใชในการฝกทักษะเกี่ยวกับกระบวนการหมักเอทานอล
ทุกขั้นตอน  เชน  การเลี้ยงเชื้อยีสต  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ การนับจํานวนเซลลของยีสต การทํา
ใหอุปกรณที่ใชในการหมักปลอดเชื้อ รวมท้ังการตรึงเซลล ในขั้นตอนกระบวนการหมัก และศึกษา
ขอบกพรองตางๆจากตนแบบถังหมักที่ 1 จะถูกนําไปใชเปนเงื่อนไขในการออกแบบตนแบบถัง
หมักที่ 2 ตอไป 
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3.4 วิธีการทดลองกระบวนการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 1 (ทอPVC)  
 เพื่อจําลองกระบวนการหมักเอทานอลแบบตอเนื่องอยางคราวๆ  และฝกทักษะเพื่อเพิ่ม
ประสบการณในการทดลองใหมากขึ้น จึงทําการออกแบบและสรางตนแบบถังหมักที่ 1 ขึ้น โดย
การใชวัสดุที่หางาย และประหยัดคือใชทอ PVC  ขนาดเสนผานศูนยกลาง  2 นิ้ว(5.08 เซนติเมตร) 
ยาว 100 เซนติเมตร มีปริมาตรความจุภายในถังหมัก 2026 มิลลิลิตร(2 .026 ลิตร) แลวนําผาตาขาย
พลาสติกมาเย็บเขากับลวดตาขายที่ดัดเปนทรงกระบอกขนาดเสนผานศูนยกลางเล็กกกวาเสนผาน
ศูนยกลางของถังหมักประมาณ 0.10 - 0.50 เซนติเมตร เพื่อใหสามารถใสเขาไปยังภายในถังหมักได 
จากนั้นมีขั้นตอนวิธีการทดลองกระบวนการหมักในถังหมักตนแบบที่ 1 ดังนี้ 

3.4.1. นําแกลบมาลางใหสะอาด แลวนําไปผานกระบวนการทําใหปลอดเชื้อโดยนึ่งที่เครื่อง 
Autoclave ที่ความดัน 15 lb/in2 อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที เมื่อแกลบแหงแลวนํามาบรรจุใสภายใน
ลวดตาขายที่เตรียมไวใหเต็มความจุ ดังภาพขางลาง 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.13 แสดงรปูลวดตาขายท่ีใชผาตาขายพลาสติกเย็บลอมอีกที 
 

3.4.2. นําแกลบที่บรรจุในลวดตาขาย มายัดใสลงไปในถังหมักตนแบบที่ 1 แลวเตรียม
สารละลาย KMS  ที่ความเขมขน  200  ppm.  เพื่อทํากรรมวิธีฆาเชื้อในถังหมัก  นําไปใสถังหมักทิ้ง 
ไว 1 คืนแลวปลอยน้ําทิ้ง  สารละลาย KMS  นี้จะใชเวลาในการสลายตัว  10 -12  ช่ัวโมง 

3.4.3. เตรียมสารละลายตั้งตน (น้ําตาล)ที่จะใชเปนอาหารในกระบวนการหมักเอทานอล 
ซ่ึงมีสูตรสารเคมีในน้ํา 1000 มิลลิลิตร(1 ลิตร) ดังนี้ 

 3.4.3.1  Yeast Extract                  10 g. 
 3.4.3.2  Peptone                   20 g. 
 3.4.3.3  Dextrose   20 g. 
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เนื่องจากถังหมักจุได 2.026 ลิตร  และยังไมคิดปริมาตรแกลบ (รอยละ 15 ของปริมาตร
แกลบรวมกับน้ํา)ที่ตองหักออกดวย จึงเตรียมสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) จํานวนทั้งหมด 3 ลิตร
(สํารองไว 1 ลิตร)  

 
 

   
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.14 แสดง การเตรียมสารละลายตัง้ตน (น้าํตาล)  
 
 

 3.4.4. นําสารละลายตั้งตนที่เตรียมเสร็จแลว บรรจุลงในถังเก็บสารละลายตั้งตน จากนั้นทํา
กรรมวิธีใหปลอดเชื้อโดยการนําไปนึ่งฆาเชื้อที่เครื่อง Autoclave ที่ความดัน 15 lb/in2 อุณหภูมิ 
121°C เปนเวลา 15 นาที รวมถังเปลาที่ใชเก็บสารละลายผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักดวย 
 3.4.5. ทิ้งถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ใหเย็นลง 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อยีสต ที่
เตรียมไว มาเติมลงไปในถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)  
 3.4.6. นําตนแบบถังหมักที่ 1 เขาไปทํากระบวนการหมักในตูบม เพื่อรักษาอุณหภูมิ
ระหวางเกิดกระบวนการหมักใหคงที่ อยูที่ 40 °C แลวทําการเปดปมที่อัตราการไหล 3.92 ml/min 
เพื่อใหสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ไหลเขาไปภายในถังหมักตนแบบที่ 1 จนเต็ม ทิ้งไว 48 ช่ัวโมง
เพื่อใหเกิดกระบวนการหมักแบบ Batch กอน 
 
 
 
 



 28

 สําหรับการทดลองกระบวนการหมักเอทานอลแบบตอเนื่องโดยใชวิธีการตรึงแกลบรวม 
ในถังหมักตนแบบที่ 1 นี้ เปนการทดลองแบบเต็มรูปแบบและอาศัยความตอเนื่องในการเตรียมการ
แตละขั้นตอนใชระยะเวลาตั้งแตการเตรียม แกลบ ถังหมัก เตรียมสารละลายตั้งตน กรรมวิธีทําให
ปลอดเชื้อ จนถึงขั้นตอนกระบวนการตรึงเซลล ใชเวลาทั้งสิ้น 6 วัน ซ่ึงตองอาศัยความเพียรพยายาม 
และความเอาใจใสเปนอยางสูง เพื่อใหทุกขั้นตอนเปนไปอยางตอเนื่องและถูกตอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.15 แสดงการทดลองกระบวนการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 1 (ทอPVC) 
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3.5 การออกแบบตนแบบถังหมักท่ี 2  
   จากผลการทดลองที่ไดจากการทดลองกระบวนการหมักเอทานอลแบบตอเนื่องโดยใช
วิธีการตรึงแกลบรวมในตนแบบถังหมักที่ 1 ไดเงื่อนไขที่ใชในการออกแบบตนแบบถังหมักที่ 2 
  3.5.1. สรางโครงเหล็กเพื่อใชยึดตัวถังหมักใหอยูในแนวตั้ง  และโครงยึดตองมี
ขนาดไมใหญเกินตูบมควบคุมอุณหภูมิ ซ่ึงมีขนาด  45 x77 x 150  เซนติเมตร   
  3.5.2. ถังหมักควรมีมากกวา  1 ถัง เนื่องจากแตละขั้นตอนกระบวนการตางๆ ที่ทํา
ใหไดมาซึ่งกระบวนการหมักนั้น ตองใชเวลาในการดําเนินการอยางตอเนื่องและเปนเวลานาน 
  3.5.3. ทอทางน้ําออกของสารละลายผลิตภัณฑที่ไดตองมีขนาดใหญกวาทอทางเขา
ของสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)  เพื่อทําใหลดแรงเสียดทานของการไหลและลดการอุดตันของแกลบ
ซ่ึงจะไมกอใหเกิด  น้ําลนออกที่ชองระบายอากาศ 
  3.5.4. ขนาดของถังเก็บบรรจุสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)และสารละลายผลิตภัณฑ
จากกระบวนการหมักเอทานอลตองมีขนาดเล็กลง  เนื่องจากพื้นที่มีขนาดจํากัด 
 จากเงื่อนไขที่กลาวมานี้ทําใหสามารถนําไปใชในการออกแบบตนแบบถังหมักที่ 2 ดังรูป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.16 แสดงแบบของตนแบบถงัหมกัท่ี 2 
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3.6 สรางตนแบบของถังหมักท่ี 2 
 จากการออกแบบโดยใชเงื่อนไขเบื้องตน  จึงไดทําการสรางตนแบบของถังหมักที่ 2 ซ่ึง
มีขั้นตอนในการสราง ดังตอไปนี้ 

3.6.1. สรางโครงเหล็กเพื่อใชในการยึดถังหมักจํานวน 2 ถัง และมีพื้นที่ในการวางปมกับ 
ถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)และสารละลายผลิตภัณฑจากกระบวนการหมักเอทานอล  โดยใช
เหล็กกลองที่มีขนาดหนาตัด  2 x 2 เซนติเมตร 

3.6.2. สรางถงัหมักโดยใชทอใสเพื่อทําใหสามารถมองเห็นกระบวนการการปลี่ยนแปลง 
ตางๆที่เกิดภายในถังหมกั โดยทอใสนี้มีขนาดเสนผานศนูยกลาง 4 นิว้ (10.16 เซนติเมตร)  ยาว 100 
เซนติเมตร(1 เมตร) จํานวน 2  ถัง 
            3.6.3. เจาะรูเพื่อทําเปนชองทางการไหลเขาของสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)และชองทาง
การไหลออกของสารละลายผลิตภัณฑที่ไดจากกระบวนการหมักเอทานอล  รวมทั้งชองระบาย
อากาศทางดานบนสุดของถังหมัก   
 3.6.4.  ประกอบโครงยึดและตนแบบถังหมกัที่ 2 เขาดวยกัน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.17 แสดงตนแบบถงัหมักท่ี 2 
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3.7 วิธีการหาคา Retention Time (RT) และ Dilution rate ในตนแบบถังหมักท่ี 2  
ในการทดลองจําเปนที่ตองหาคา Retention Time (RT) เพื่อใหทราบระยะเวลาที่สารละลาย 

ตั้งตน(น้ําตาล) จะไหลเขาไปเต็มถังหมักนั้นใชเวลาเทาไร เพื่อที่จะเก็บตัวอยางที่ถูกตองและทําการ
ปรับเปลี่ยนคาอัตราการไหลอื่นๆ เพื่อหาคา Retention Time (RT) ที่อัตราการไหลนั้นๆ แลวนํามา
วิเคราะหหาคา Retention Time (RT) ที่เหมาะสมและหาอัตราการเจือจาง (Dilution rate) เพื่อนํามา
วิเคราะหหาคาความสัมพันธระหวางอัตราการไหลของอาหารเขาสูภาชนะกับปริมาตรของภาชนะ 
ที่ใหผลิตภัณฑ(เอทานอล)ที่ตองการออกมามากที่สุด 
 3.7.1 จุดประสงค 
  หาคา Retention Time (RT) และอัตราการเจือจาง(Dilution rate)   
 3.7.2 วิธีการทดลอง 
  3.7.2.1 เติมน้ําใหเต็มถังหมักที่มีแกลบ   แลวปลอยน้ําออกจากถังหมักเพื่อวัดหา
ปริมาตรน้ําที่ถังหมักสามารถจุไดทั้งหมด 
  3.7.2.2 เปดปม ใหน้ําไหลเขาไปในตนแบบถังหมักที่ 2 ที่อัตราการไหล 2 rpm 
แลวนําบีกเกอรมารองน้ําที่ไหลออกมาจากชองทางออกของถังหมัก พรอมจับเวลาที่ 20 นาที  
  3.7.2.3 นําน้ําจากบีกเกอร ที่ไดจากการไหลทางชองออกของถังหมักมาตวงเพื่อวัด
หาปริมาตรน้ําที่ไหลออกมา แลวจดบันทึกลงในตารางผลการทดลอง 
  3.7.2.4 ทําการทดลองโดยการเปลี่ยนอัตราการไหล เปน 4 rpm, 6 rpm และ 8 rpm 
ที่ปมแลวทําการจับเวลาที่อัตราการไหลตางๆ อยางละ 2 รอบ 
  3.7.2.5 นําผลการทดลองที่ไดไปคํานวณหาคา Retention Time (RT) และคา 
Dilution rate ที่อัตราการไหลตางๆ ตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.18 แสดงการทดลองหาคา Retention Time (RT) และคา Dilution rate 
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3.8  วิธีการทดลองการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 2 (ทอใส) ครั้งที่ 1 ใชสูตรอาหาร YPD  
 ในการทดลองนี้ จะทําการหมักแบบตอเนื่อง โดยใชสูตรอาหาร YPDมาเปนสารละลายตั้ง
ตน(น้ําตาล) โดยในกระบวนการหมักจะทําการหมักแบบ Batch กอน 2 วันในตูบมเพื่อควบคุม
อุณหภูมิใหคงที่ ที่อุณหภูมิ 40 °C  แลวหลังจากนั้นจะทําการเปดปมใหสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) 
ไหลเขาไปอยางตอเนื่อง พรอมทั้งปรับเปลี่ยนคาอัตราการไหลที่ความเร็วรอบตางๆตอนาที เพื่อ
ศึกษาหาอัตราการไหลที่เหมาะสมตอไป ซ่ึงมีวิธีขั้นตอนดําเนินงานดังนี้ 

3.8.1 นําแกลบมาลางใหสะอาด แลวนําไปผานกระบวนการทําใหปลอดเชื้อโดยนึ่งที่เครื่อง 
Autoclave ที่ความดัน 15 p/in2 อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที เมื่อแกลบแหงแลวนํามาบรรจุใส
ตนแบบถังหมักที่ 2 ที่เตรียมไวใหเต็มความจุที่กําหนดไว  

3.8.2 เย็บผาตาขายพลาสติกไวกับลวดตาขายเพื่อใชกั้นแกลบเฉพาะที่ชองทางไหลเขาของ
สารละลายตั้งตน(น้ําตาล)และชองทางไหลออกของสารละลายผลิตภัณฑภายในถังหมัก 

3.8.3 ใสแกลบลงไปในถังหมักแลวนําลวดตาขายที่เตรียมไวมาใสทั้ง 2 ดาน แลวเตรียม
สารละลาย KMS  ที่ความเขมขน  200  ppm.  เพื่อทํากรรมวิธีฆาเชื้อในถังหมัก  นําไปใสถังหมักทิ้ง 
ไว 1 คืนแลวปลอยน้ําทิ้ง   

3.8.4 เตรียมสูตรอาหารของสารตั้งตน YPD (Yeast extract sucrose medium) ซ่ึงมีสูตร
สารเคมีในน้ํา 1000 มิลลิลิตร(1 ลิตร) ดังนี้ 

 3.8.4.1 Yeast Extract  10 g. 
 3.8.4.2 Peptone   20 g. 
 3.8.4.3 Glucose   20 g. 

เนื่องจากถังหมักจุปริมาตรทั้งหมดในถังหมักได 8,103 มิลลิลิตร (8.10 ลิตร) โดยมีปริมาตรน้ําอยู
รอยละ 85  ของปริมาตรแกลบรวมกับน้ํา ดังนั้นสามารถบรรจุน้ําได    (8,103) X (0. 85)  = 
6,887.55  มิลลิลิตร จึงตองเตรียมสารละลายตั้งตนทั้งหมด 15  ลิตร (สํารองไว 1 ลิตร) สําหรับถัง
หมัก 2 ถัง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) อีกวันละ 15 ลิตร  เพื่อใชในการ feed เขาไป
ในถังหมักเพื่อไลน้ําหมักในกระบวนการหมักแบบ Batch ออก 
 3.8.5 นําสารละลายตั้งตนที่เตรียมเสร็จแลว บรรจุลงในถังเก็บสารละลายตั้งตน จากนั้นทํา
กรรมวิธีใหปลอดเชื้อโดยการนําไปนึ่งฆาเชื้อที่เครื่อง Autoclave ที่ความดัน 15 p/in2 อุณหภูมิ 
121°C เปนเวลา 15 นาที รวมทั้งถังเปลาที่ใชเก็บสารละลายผลิตภัณฑจากกระบวนการหมักดวย 
 3.8.6 ทิ้งถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ใหเย็นลง 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อยีสต ที่
เตรียมไว มาเติมลงไปในถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)  
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 3.8.7 นําตนแบบถังหมักที่ 2 เขาไปทํากระบวนการหมักในตูบมทั้ง 2 ถัง เพื่อรักษาอุณหภูมิ
ระหวางเกิดกระบวนการหมักใหคงที่ อยูที่ 40 °C   แลวทําการเปดปมที่อัตราการไหล 2 rpm เพื่อให
สารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ไหลเขาไปภายในถังหมักตนแบบที่ 2 จนเต็ม ทิ้งไว 48 ช่ัวโมงเพื่อใหเกิด
กระบวนการหมักแบบ Batch กอน จากนั้นก็เร่ิมจับเวลาเพื่อทําการปรับอัตราการไหล เปน 4 rpm, 6   
rpm ตามลําดับ ที่ Retention Time (RT) และอัตราการเจือจาง(Dilution rate)  ตางๆที่ไดจากการ
คํานวณในการทดลองที่ผานมา 
 3.8.8 เมื่อเก็บตัวอยางหมดแลวนําไปตรวจวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลและเอทานอลตอไป 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 3.19แสดงกระบวนการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 2 (ทอใส) คร้ังท่ี 1 
 

 ในการทดลองกระบวนการหมักเอทานอลแบบตอเนื่องโดยใชวิธีการตรึงแกลบรวมนี้ใน
ตนแบบถังหมักที่ 2 ทั้ง 2 ถัง ใชสูตรอาหารคือ YPD (Yeast extract sucrose medium) ซ่ึงคา
ดําเนินการเฉพาะสารเคมีที่ใชในการทดลองนี้คอนขางสูง และใชระยะเวลาในการดําเนินงานทุก
ขั้นตอนตั้งแตขั้นเตรียมการจนถึงการวิเคราะหหาปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลใชเวลา
ทั้งสิ้น 10 วัน 
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3.9  วิธีการทดลองการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 2 (ทอใส) ครั้งที่ 2 ใชสูตรอาหาร YSM  
 ในการทดลองนี้ จะทําการหมักแบบตอเนื่อง โดยใชสูตรอาหารที่แตกตางจากเดิมคือYPD 
(Yeast extract sucrose medium) มาใชสาร YSM (Yeast sucrose medium) เปนสารละลายตั้งตน
(น้ําตาล) เพื่อลดตนทุนสารเคมีที่นํามาใชเปนสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)   ในกระบวนการหมักจะทํา
การหมักแบบ Batch กอน 2 วันในตูบมเพื่อควบคุมอุณหภูมิใหคงที่ ที่อุณหภูมิ 40 °C  แลวหลังจาก
นั้นจะทําการเปดปมใหสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ไหลเขาไปอยางตอเนื่อง พรอมทั้งปรับเปลี่ยนคา
อัตราการไหลที่ความเร็วรอบตางๆตอนาที เพื่อศึกษาหาอัตราการไหลที่เหมาะสมตอไป ซ่ึงมีวิธี
ขั้นตอนดําเนินงานเหมือนกับการทดลองครั้งที่ 1 ดังนี้ 

3.9.1 นําแกลบมาลางใหสะอาด แลวนําไปผานกระบวนการทําใหปลอดเชื้อโดยนึ่งที่เครื่อง 
Autoclave ที่ความดัน 15 p/in2 อุณหภูมิ 121°C เปนเวลา 15 นาที เมื่อแกลบแหงแลวนํามาบรรจุใส
ตนแบบถังหมักที่ 2 ที่เตรียมไวใหเต็มความจุที่กําหนดไว  

3.9.2 เย็บผาตาขายพลาสติกไวกับลวดตาขายเพื่อใชกั้นแกลบเฉพาะที่ชองทางไหลเขาของ
สารละลายตั้งตน(น้ําตาล)และชองทางไหลออกของสารละลายผลิตภัณฑภายในถังหมัก 

3.9.3 ใสแกลบลงไปในถังหมักแลวนําลวดตาขายที่เตรียมไวมาใสทั้ง 2 ดาน แลวเตรียม
สารละลาย KMS  ที่ความเขมขน  200  ppm.  เพื่อทํากรรมวิธีฆาเชื้อในถังหมัก  นําไปใสถังหมักทิ้ง 
ไว 1 คืนแลวปลอยน้ําทิ้ง   

3.9.4 เตรียมสูตรอาหารของสารตั้งตน สาร YSM (Yeast sucrose medium)  ซ่ึงมีสูตร
สารเคมีในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร(1 ลิตร) ดังนี้ 

 3.9.4.1 Yeast Extract       6 g. 
 3.9.4.2 Peptone        5 g. 
 3.9.4.3 Sucrose (น้ําตาลทราย)    120 g. 
 3.9.4.4 KH2PO4        4 g. 
 3.9.4.5 (NH4)2SO4       2 g. 
 3.9.4.6 MgSO4H2O       1 g. 
เนื่องจากถังหมักจุปริมาตรทั้งหมดในถังหมักได 8,103 มิลลิลิตร (8.10 ลิตร) โดยมีปริมาตร

น้ําอยูรอยละ 85  ของปริมาตรแกลบรวมกับน้ํา ดังนั้นสามารถบรรจุน้ําได    (8,103) X (0. 85)  = 
6,887.55  มิลลิลิตร จึงตองเตรียมสารละลายตั้งตนทั้งหมด 15  ลิตร (สํารองไว 1 ลิตร) สําหรับถัง
หมัก 2 ถัง หลังจากนั้นเตรียมสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) อีกวันละ 15 ลิตร  เพื่อใชในการ feed เขาไป
ในถังหมักเพื่อไลน้ําหมักในกระบวนการตรึงเซลลออก 
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 3.9.5 นําสารละลายตั้งตนที่เตรียมเสร็จแลว บรรจุลงในถังเก็บสารละลายตั้งตน จากนั้นทํา
กรรมวิธีใหปลอดเชื้อโดยการนําไปนึ่งฆาเชื้อที่เครื่อง Autoclave ที่ความดัน 15 lb/in2 อุณหภูมิ 
121°C เปนเวลา 15 นาที รวมทั้งถังเปลาที่ใชเก็บสารละลายผลิตภัณฑจากกระบวนการหมักดวย 
 3.9.6 ทิ้งถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ใหเย็นลง 1-2 ช่ัวโมง จากนั้นนําเชื้อยีสต ที่
เตรียมไว มาเติมลงไปในถังเก็บสารละลายตั้งตน(น้ําตาล)  
 3.9.7 นําตนแบบถังหมักที่ 2 เขาไปทํากระบวนการหมักในตูบมทั้ง 2 ถัง เพื่อรักษาอุณหภูมิ
ระหวางเกิดกระบวนการหมักใหคงที่ อยูที่ 40 °C   แลวทําการเปดปมที่อัตราการไหล 3.92 ml/min 
เพื่อใหสารละลายตั้งตน(น้ําตาล) ไหลเขาไปภายในถังหมักตนแบบที่ 2 จนเต็ม ทิ้งไว 48 ช่ัวโมง
เพื่อใหเกิดกระบวนการหมักแบบ Batch กอน จากนั้นก็เร่ิมจับเวลาเพื่อทําการปรับอัตราการไหล 
เปน 6.6 ml/min, 9.47 ml/min ตามลําดับ ที่ Retention Time (RT) และอัตราการเจือจาง(Dilution 
rate)  ตางๆที่ไดจากการคํานวณในการทดลองที่ผานมา 
 3.9.8 เมื่อเก็บตัวอยางหมดแลวนําไปตรวจวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลและเอทานอลตอไป 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.20 แสดงกระบวนการหมักในตนแบบถังหมักท่ี 2 (ทอใส) คร้ังท่ี 2 
 

 ในการทดลองกระบวนการหมักเอทานอลแบบตอเนื่องโดยใชวิธีการตรึงแกลบรวมนี้ใน
ตนแบบถังหมักที่ 2 ทั้ง 2 ถัง ใชสูตรอาหารคือ สาร YSM (Yeast sucrose medium) ซ่ึงเดิมคา
ดําเนินการเฉพาะสารเคมีที่ใชในการทดลองครั้งที่ 1 นั้นคอนขางสูงจึงทําการปรับเปลี่ยนมาใชสูตร
อาหารที่ตนทุนไมสูงมากนักโดยไดนําน้ําตาลทรายมาใชเปนสูตรอาหารในการเตรียมสารละลายตั้ง
ตน(น้ําตาล)  ใชระยะเวลาในการดําเนินงานทุกขั้นตอนตั้งแตขั้นเตรียมการจนถึงการวิเคราะหหา
ปริมาณเอทานอลและปริมาณน้ําตาลใชเวลาทั้งสิ้น 12 วัน 




