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บทคัดย่อ 
 

 
 โครงการวิจยันีศ้กึษาการปนเปือ้นแบคทีเรียกรดแลคตกิของ โรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้
กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิจ านวน 4 แหง่  โดยน าตวัอยา่งจากขัน้ตอนตา่งๆ ได้แก่ กากน า้ตาลเข้มข้น
สารอาหารเพิ่มเตมิ กากน า้ตาลท่ีใช้เลีย้งยีสต์  กากน า้ตาลจากทอ่ผสม  กากน า้ตาลจากถงัหมกั และ
น า้หมกัก่อนการกลัน่  รวมทัง้สิน้ 67 ตวัอยา่ง ระหวา่งเดือนสิงหาคม 2556 ถึงเดือนมิถนุายน 2557  
ท าการแยกเชือ้บนอาหาร MRS agar ท่ีเตมิ cycloheximide 100 mg/l  พบวา่ทกุโรงงานมีแบคทีเรีย
กรดแลคตกิปนเปือ้นในทกุจดุท่ีเก็บตวัอยา่ง โดยมีปริมาณอยูใ่นชว่งประมาณ  5-8 log cfu/ml  
ยกเว้นในกากน า้ตาลเข้มข้นท่ีพบน้อยกวา่ 0.5 log cfu/ml   และสามารถรวบรวมโคโลนีท่ีพบมากได้
ทัง้หมด 25  ไอโซเลต  เม่ือน ามาจดัจ าแนกโดยใช้ชดุทดสอบ API 50 CHL พบวา่อยูใ่น 2 จีนสั ได้แก่ 
Lactobacillus และ Pediococcus โดยไอโซเลตร้อยละ 88 เป็นจีนสั  Lactobacillus   สปีชีส์ของ 
Lactobacillus ท่ีพบ ได้แก่ L. plantarum 1, L. pentosus, L. fermentum 2, L. brevis 1, L. 
rhamnosus และ L. buchneri    โดย L. pentosus เป็นสปีชีส์ท่ีพบได้บอ่ยท่ีสดุ และจากการศกึษา
ซ า้ในบางโรงงานพบการปนเปือ้นในระดบัท่ีใกล้เคียงกนัรวมทัง้พบแบคทีเรียสปีชีส์เดมิด้วย      ผล
การศกึษาทัง้หมดแสดงให้เห็นวา่โรงงานผลิตเอทานอลในประเทศไทยท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิมี
แบคทีเรียกรดแลคตกิปนเปือ้นในระดบัคอ่นข้างสงูและแพร่กระจายอยูใ่นทกุขัน้ตอนของกระบวนการ
หมกั   จงึควรมีการศกึษาถึงผลกระทบตอ่การผลิตเอทานอลของแบคทีเรียเหลา่นีร้วมทัง้หาแนวทาง
ในการลดการปนเปือ้นเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลตอ่ไป 
 
ค ำส ำคัญ : แบคทีเรียกรดแลคตกิ;  การปนเปือ้น;  เอทานอล;  กากน า้ตาล;  ประเทศไทย 
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     Abstract 
 

This research studied the contamination of lactic acid bacteria in the process for 
ethanol production in four commercial plants employing molasses as the raw material. A 
total of 67 samples collected were  concentrated molasses, additional nutrients, yeast 
cultivation molasses, molasses in mixing lines, as well as fermentation molasses between 
August, 2013 to June, 2014. Isolations of lactic acid bacteria were performed  by 
cultivating on MRS agar containing 100 mg/l cycloheximide.  It was found that all four 
ethanol plants were contaminated with lactic acid bacteria in a range of ca.5-8 log cfu/ml 
except  the molasses raw material which contained less than 0.5 log cfu/ml.  A total of 26 
predominated isolates of lactic acid bacteria were identified using API 50CHL biochemical 
tests to be in two genera, Lactobacillus and Pediococcus  with Lactobacillus  accounted 
for 88 % of total isolates. The species  of Lactobacillus found were L. plantarum 1, L. 
pentosus, L. fermentum 2, L. brevis 1, L. rhamnosus, and L. buchneri  with L. pentosus 
being the most common species.  Moreover, re-examination in some plants revealed 
similar numbers and same species of bacteria. The data verify contamination with lactic 
acid bacteria throughout the processes to produce ethanol from molasses in Thailand. 
Further studies on effects of contamination on ethanol production as well as strategies for 
reducing such contamination should be conducted in order to increase the production 
efficiency. 
 
Keywords : Lactic acid bacteria; Contamination, Ethanol; Molasses, Thailand 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ปัจจบุนัการใช้เอทานอลเป็นพลงังานทดแทนพลงังานจากฟอสซิลมีแนวโน้มเพิ่มขึน้เกือบทัว่

โลก  โดยเอทานอลดงักลา่วได้จากการหมกัวตัถดุบิท่ีมีน า้ตาลด้วยยีสต์หรือเรียกวา่ “เอทานอล
ชีวภาพ” (bioethanol)    จงึมีการขยายการผลิตเอทานอลเพื่อตอบสนองความต้องการในการใช้  
ตวัอยา่งเชน่ ในสหรัฐอเมริกาในปี ค.ศ. 2000 มีปริมาณการผลิตเอทานอล 1.63 พนัล้านแกลลอน  
และเพิ่มขึน้เป็น 4.89 ล้านแกลลอนในปี 2006 และในประเทศจีนและอินเดียก็มีแนวโน้มคล้ายคลงึกนั 
(Bai, et. al., 2008)  

 
ประเทศไทยเป็นประเทศหนึง่ท่ีได้มีการก าหนดนโยบายเก่ียวกบัการใช้เอทานอลเป็นพลงังาน

ทดแทนเชน่เดียวกนั  โดยได้มีการอนญุาตให้จดัตัง้โรงงานผลิตเอทานอลชีวภาพเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ือง  
สง่ผลให้ปัจจบุนัมีโรงงานท่ีด าเนินการผลิตแล้วจ านวนกวา่ 21 แหง่ มีก าลงัการผลิตเอทานอลรวมกวา่ 
4 ล้านลิตรตอ่วนั   โดยวตัถดุบิท่ีใช้ ได้แก่ อ้อยและมนัส าปะหลงั   และก าหนดเป้าหมายการใช้เอทา
นอลเป็นแหลง่พลงังานทดแทนเพิ่มขึน้เป็น 9 ล้านลิตรตอ่วนั ภายในปี 2564 (กรมพฒันาพลงังาน
ทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน, 2557ก)   โดยในแถบเอเชียประเทศไทยนบัวา่เป็นตลาดท่ีส าคญัอนัดบั 3 
รองจากจีนและอินเดียท่ีใช้เอทานอลชีวภาพเพ่ือเป็นพลงังานทดแทน (Nguyen, et. al., 2008) 

 
อยา่งไรก็ตาม  แม้วา่ในปัจจบุนักระบวนการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลจะมีความก้าวหน้าทาง

เทคโนโลยีเพิ่มมากขึน้   แตก่ารปนเปือ้นจากจลุินทรีย์ยงัคงเป็นปัญหาท่ีส าคญัตอ่อตุสาหกรรมการ
ผลิตเอทานอลทัว่โลกเน่ืองจากกระบวนการผลิตเอทานอลด าเนินการในสภาวะไมป่ลอดเชือ้ท าให้มี
โอกาสมีจลุินทรีย์อ่ืนสามารถเจริญแขง่ขนักบัยีสต์สายพนัธุ์ท่ีใช้ในการผลิตเอทานอลได้      จลุินทรีย์ท่ี
ปนเปือ้นนีจ้ะก่อให้เกิดผลกระทบเชิงลบตอ่ต้นทนุการผลิตเอทานอลเน่ืองจากจะท าให้ประสิทธิภาพใน
การผลิตเอทานอลของยีสต์ต ่าลง   หรือบางครัง้อาจท าให้กระบวนการผลิตล้มเหลว  เกิดการสญูเสีย
คา่ใช้จา่ยและเวลา     จลุินทรีย์ท่ีพบปนเปือ้นมีทัง้ยีสต์ชนิดอ่ืนและแบคทีเรีย    โดยในกลุม่แบคทีเรีย
นัน้ท่ีพบได้บอ่ย  ได้แก่ แบคทีเรียกรดแลคตกิ (lactic acid bacteria) ทัง้นีเ้น่ืองจากแบคทีเรียกลุม่นี ้
สามารถปรับตวัให้เจริญในสภาวะการหมกัเอทานอลได้ดี         มีรายการการตรวจพบแบคทีเรียกรด
แลคตกิปนเปือ้นในขัน้ตอนตา่งๆ ในโรงงานการผลิตเอทานอลทัว่โลกรวมทัง้โรงงานเอทานอลของไทย  
(ศริิโฉม ทุง่เก้า, 2554)     โดยจีนีสท่ีพบ ได้แก่ Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc และ 
Weisella เป็นต้น (Lushia & Heist, 2005; Heist, 2009)   
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   ด้วยเหตดุงักลา่ว จงึจ าเป็นต้องมีการควบคมุการปนเปือ้นของจลุินทรีย์เหลา่นีเ้พ่ือไมใ่ห้เกิด
ผลเสียตอ่กระบวนการหมกัโดยใช้วิธีการตา่งๆ  เชน่  การท าความสะอาดและฆา่เชือ้ถงัหมกัและ
อปุกรณ์การผลิตก่อนการหมกั  ตลอดจนการเตมิสารยบัยัง้การเจริญของจลุินทรีย์ปนเปือ้นในน า้หมกั 
เชน่ สารกลุม่ carbamates, quaternary ammonium compounds และ halogenated phenols   
รวมถึงการเตมิยาปฏิชีวนะชนิดตา่งๆ เชน่ penicillin, virginiamicin และ Kamoran เป็นต้น (de 
Oliva-Neto & Yokoya, 2001)     อยา่งไรก็ตาม  การท่ีจะควบคมุจลุินทรีย์ปนเปือ้นได้อยา่งมี
ประสิทธิภาพ  สิ่งส าคญัอนัดบัแรกก็คือการระบปัุญหา  กลา่วคือ จะต้องมีองค์ความรู้เร่ืองการ
ปนเปือ้นแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเอทานอลทัง้ในแง่ของปริมาณเชือ้และชนิดของเชือ้ท่ีพบ  ใน
ประเทศไทยแม้วา่จะมีการจดัตัง้โรงงานผลิตเอทานอลเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ืองเพ่ือตอบสนองตอ่นโยบาย
ด้านการใช้เอทานอลเป็นพลงังานทดแทนของประเทศ  แตย่งัมีการศกึษาวิจยัเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตโดยการลดการปนเปือ้นในกระบวนการหมกัจากจลุินทรีย์อ่ืนไมม่ากนกั    ดงันัน้โครงการวิจยั
นีจ้งึต้องการส ารวจแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีปนเปือ้นในอตุสาหกรรมการผลิตเอทานอลของประเทศไทย  
โดยเลือกศกึษาในโรงงานท่ีใช้กากน า้ตาลจากอ้อยเป็นวตัถดุบิ   เน่ืองจากวตัถดุบิชนิดนีใ้ช้มากในการ
ผลิตเอทานอลของไทย   ทัง้นีเ้พ่ือเป็นข้อมลูพืน้ฐานในอนัจะน าไปสู่การแก้ปัญหาและควบคมุการ
ปนเปือ้นแบคทีเรียในกระบวนการผลิตเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลในระดบัอตุสาหกรรม
ของประเทศตอ่ไป 
 
วัตถุประสงค์ 

เพ่ือส ารวจการปนเปือ้นแบคทีเรียแลคตกิในกระบวนการผลิตเอทานอล ชีวภาพของโรงงาน 
ท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิ 
 
ขอบเขตการวิจัย 
 โครงการวิจยันีจ้ะน าตวัอยา่งจากขัน้ตอนตา่งๆ ของการผลิตเอทานอลชีวภาพในโรงงานท่ีใช้
กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิในการผลิต  จ านวน 4  แหง่  โดยมีการเก็บตวัอยา่งซ า้ในโรงงานบางแหง่ น า
ตวัอยา่งมาแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิโดยการเพาะด้วยอาหารเลีย้งเชือ้  และท าการจดัจ าแนกเชือ้
ท่ีพบมากโดยใช้ชดุทดสอบ API 50CHL 
 
ประโยชน์ที่จะได้รับ 
 โครงการวิจยันีจ้ะท าให้ทราบอบุตักิารณ์การปนเปือ้นแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานผลิต    
เอทานอลชีวภาพของไทย  ซึง่ยงัมีการศกึษาไมม่ากนกั โดยทราบถึงระดบัปริมาณเชือ้รวมทัง้สปีชีส์ของ
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แบคทีเรียท่ีพบในปริมาณมาก  ซึง่ข้อมลูดงักลา่วสามารถน าไปใช้ในการควบคมุเพ่ือลดการปนเปือ้นใน
กระบวนการเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลชีวภาพตอ่ไป 



 
 

บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

 
 
1. เอทานอล 
  เอทานอล (ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol)  เป็นสารประกอบท่ีมีสตูรโมเลกลุ 
C2H2OH   อาจได้จากการสงัเคราะห์ทางเคมีโดยใช้เอทิลีน (ethylene) เป็นสารตัง้ต้น หรือได้จากการ
หมกัน า้ตาลด้วยจลุินทรีย์   โดยเอทานอลท่ีได้จากกระบวนการหมกัอาจเรียกวา่ เอทานอลชีวภาพ 
(bioethanol)  เอทานอลเป็นสารเคมีท่ีมีประโยชน์มากชนิดหนึง่  โดยอาจใช้เป็นตวัท าละลาย  ใช้
เตรียมสารประกอบเคมีชนิดตา่งๆ  และใช้เป็นสารฆา่เชือ้   ในขณะท่ีเอทานอลชีวภาพใช้ในรูปของ
เคร่ืองดื่มแอลกอฮอล์   รวมทัง้ใช้เป็นเชือ้เพลิงส าหรับยานพาหนะซึง่เรียกวา่เอทานอลเชือ้เพลิง (fuel 
ethanol)     

การใช้เอทานอลเป็นเชือ้เพลิงเร่ิมต้นมานานแล้ว  มีบนัทกึวา่ในปี 1826  ชาวอเมริกนัได้
ทดลองเตมิเคร่ืองยนต์ด้วยเอทานอล  และในปี 1908  บริษัทฟอร์ดได้ผลิตรถยนต์ต้นแบบท่ีขบัเคล่ือน
ด้วยเอทานอล   ในปี 1925  ประเทศบราซิล  ฝร่ังเศสและเยอรมนีเร่ิมจ าหนา่ยน า้มนัเบนซินท่ีผสม    
เอทานอล   อยา่งไรก็ตามการใช้เอทานอลเป็นเชือ้เพลิงในระยะนัน้ก็ไมส่ามารถแขง่ขนัด้านราคากบั
เชือ้เพลิงจากปิโตรเลียมได้  จนกระทัง่เกิดปัญหาวิกฤตกิารขาดแคลนน า้มนัดบิท าให้การใช้เอทานอล
เป็นเชือ้เพลิงทดแทนเร่ิมมีความเป็นไปได้มากขึน้    สง่ผลให้รัฐบาลบราซิลประกาศแผน “Pro-
alcohol”  ขึน้ในปี 1975  เพ่ือสง่เสริมการผลิตและการใช้เอทานอลเป็นพลงังานทางเลือกส าหรับ
เคร่ืองยนต์โดยก าหนดให้น า้มนัเชือ้เพลิงส าหรับรถยนต์ต้องมีเอทานอลผสมอยูอ่ยา่งน้อย 10 %  
รวมทัง้สนบัสนนุให้ใช้ hydrous ethanol (ethanol 96% + น า้ 4%) แทนน า้มนัเบนซินอีกด้วย (Balat 
& Balat, 2009)   ในสหรัฐอเมริกาก็ได้ประกาศมาตรการทางภาษีพลงังานในปี 1978  โดยยกเว้นการ
เก็บภาษีน า้มนั E10 (น า้มนัเบนซินท่ีมีเอทานอล 10%)  และให้เงินกู้ส าหรับลงทนุสร้างโรงงานผลิต   
เอทานอล และผลิตเอทานอลเชือ้เพลิงในรูป E85 (ethanol 85% + gasoline 15%) (Balat & Balat, 
2009)   สง่ผลให้ปัจจบุนับราซิลและสหรัฐอเมริกาเป็นผู้ผลิตและผู้ใช้เอทานอลชีวภาพรายใหญ่ของ
โลก 

 
การใช้เอทานอลเพื่อเป็นพลงังานนัน้นอกจากจะมีข้อดีในการเป็นแหลง่พลงังานทดแทน

เชือ้เพลิงจากปิโตรเลียมท่ีก าลงัจะหมดไปแล้ว  ยงัมีข้อดีในด้านสิ่งแวดล้อมอีกด้วย  กลา่วคือ ท าให้
การเผาไหม้ของเคร่ืองยนต์สะอาด  ลดการปลดปลอ่ยเขมา่และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ลดความ
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เส่ียงจากปัญหาโลกร้อน  นอกจากนัน้ยงัท าให้เกิดความมัน่คงทางพลงังานของประเทศอีกด้วย     การ
น าเอทานอลมาใช้ในรูปเชือ้เพลิงนัน้อาจใช้เป็นเชือ้เพลิงโดยตรงหรือน ามาผสมกบัน า้มนัเบนซิน ซึง่
เรียกวา่ แก๊สโซฮอล์ (gasohol) หรืออาจผสมกบัน า้มนัดีเซล เรียกวา่ ดีโซฮอล์ (diesohol) เพ่ือเป็นสาร
เพิ่มคา่ออกเทน โดยผสมกบัน า้มนัเบนซินในสดัสว่น 5-30 % โดยปริมาตร โดยไมต้่องดดัแปลง
เคร่ืองยนต์ หรือดดัแปลงเพียงเล็กน้อย  นอกจากนัน้ยงัใช้เป็นสารเพิ่มคา่ออกเทนของน า้มนัให้กบั
เคร่ืองยนต์ในรูปของ Ethyl tertiary butyl ether (ETBE)  ส าหรับประเทศไทยการใช้เอทานอลในรูป

แก๊สโซฮอลล์เกิดจากแนวพระราชด าริในพระบาทสมเดจ็พระเจ้าอยู่หวัเม่ือปี พ.ศ.2528   โดยโครงการ

สว่นพระองค์ได้ศกึษาการผลิตแก๊สโซฮอล์เพ่ือใช้เป็นพลงังานทดแทน โดยผลิตเอทานอลจากอ้อย   
หลงัจากนัน้ก็เกิดความต่ืนตวัทัง้จากภาครัฐและเอกชนเขามารวมพฒันาและน าไปทดสอบกบั

เคร่ืองยนต์แต่ยงัไม่เกิดการใช้กนัอยา่งแพร่หลาย จนกระทัง่ราคาน า้มนัโลกเพิ่มสงูขึน้อยา่งมาก เม่ือปี 
พ.ศ.2546   รัฐบาลจงึได้หนัมาผลกัดนัการผลิตและการใช้แก๊สโซฮอล์อยา่งจริงจงั โดยได้ก าหนด
เป้าหมายสง่เสริมการใช้เอทานอล  2.4 ล้านลิตร/วนั จดัท ายทุธศาสตร์การสง่เสริมแก๊สโซฮอล์ขึน้ซึง่
ก าหนดให้มีการใช้เอทานอลวนัละ 1 ล้านลิตรในปี 2549  เพ่ือทดแทนสาร MTBE ในน า้มนัเบนซิน 95 
และเพ่ือทดแทนเนือ้น า้มนัในน า้มนัเบนซิน 91 ภายในปี 2554   และตอ่มาได้ปรับเป้าหมายเพิ่มเป็น
วนัละ 2.4 ล้านลิตร  และในปี 2554  เพิ่มการใช้เอทานอลเป็นวนัละ 2.95 ลิตร    นอกจากนัน้ใน
แผนพฒันาพลงังานทดแทน 15 ปี (พ.ศ. 2551-พ.ศ. 2565)  ยงัได้ก าหนดเป้าหมายการใช้เอทานอล
เพิ่มขึน้เป็นวนัละ 9 ล้านลิตรในปี 2565 (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน, 2557ข)   
โดยเอทานอลท่ีใช้เป็นเชือ้เพลิงนัน้ต้องมีความบริสทุธ์ิ 95%  ขึน้ไป  และใช้ใน 3 รูปแบบ  ดงันี ้ 

1) เอทานอล 95% ใช้เป็นเชือ้เพลิงโดยตรงทดแทนน า้มนัเบนซินหรือน า้มนัดีเซล  โดยใช้กบั
เคร่ืองยนต์ท่ีมีอตัราสว่นการอดัสงู 

2) เอทานอล 99.5-99.6%  น ามาผสมกบัน า้มนัเบนซินในสดัสว่น 10%  เรียกวา่ แก๊สโซฮอล์  
ซึง่จะชว่ยรักษาคา่ออกเทนของน า้มนัได้  หรืออาจเตมิเอทานอลในสดัสว่นเพิ่มขึน้ เชน่ 
85% เรียกวา่ E85  ซึง่เป็นน า้มนัท่ีมีคา่ออกเทนสงู โดยรถยนต์ท่ีใช้น า้มนัประเภทนีไ้ด้
เคร่ืองยนต์จะต้องทนตอ่การกดักร่อนได้ดี  

3) ใช้เตรียม ethyl tertiary butyl ether (ETBE) ซึง่เป็นสารเพิ่มคา่ออกเทนท่ีใช้แทนสาร 
MTBE ซึง่เป็นสารพิษท่ีก่อให้เกิดมลภาวะของอากาศ 

 
2. การผลิตเอทานอล 
 การผลิตเอทานอลสามารถแบง่ออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ด้วยกนั คือ กระบวนการ
สงัเคราะห์ทางเคมี (chemical synthesis) และกระบวนการหมกั (fermentation)   ปัจจบุนัเอทานอล
ท่ีใช้ในรูปของเชือ้เพลิงได้มาจากกระบวนการหมกัผลิตภณัฑ์ทางการเกษตรประเภทท่ีมีแป้งและ
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น า้ตาลโดยใช้จลุินทรีย์กลุม่ยีสต์ในการผลิต  และอาจเรียกเอทานอลท่ีได้วา่ “เอทานอลชีวภาพ” หรือ 
“ไบโอเอทานอล (bioethanol)” 
    

2.1  จุลินทรีย์ที่ใช้ผลิตเอทานอล 
 จลุินทรีย์ท่ีนิยมใช้ในการผลิตเอทานอลในระดบัอตุสาหกรรม ได้แก่ ยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae   โดยทัว่ไปสภาวะทีเหมาะสมในการผลิตเอทานอลของยีสต์คือคา่พีเอช 3.0-5.0 และ
อณุหภมูิในชว่ง 27-35 องศาเซลเซียส   สายพนัธุ์ยีสต์ท่ีใช้ควรทนตอ่ความเข้มข้นของเอทานอลได้ดี
เพ่ือให้ได้ผลผลิตเอทานอลท่ีสงู    นอกจากยีสต์แล้วยงัมีความสนใจผลิตเอทานอลจากแบคทีเรีย 
Zymomonas mobilis  แตปั่จจบุนัการผลิตเอทานอลโดยใช้แบคทีเรียยงัอยูใ่นขัน้การศกึษาวิจยั
เทา่นัน้ยงัไมมี่การผลิตในอตุสาหกรรม (Bai, et. al., 2008) 
  

2.2. วัตถุดบิที่ใช้ในการผลิตเอทานอล 
 วตัถดุบิ (raw material or feedstock) ท่ีใช้ในการผลิตเอทานอลชีวภาพ ได้แก่ วสัดทุาง
การเกษตรท่ีมีน า้ตาลซูโครส  เชน่ อ้อยและหวัผกักาดหวาน (sugar beet)  และวตัถดุบิท่ีมีพอลิแซค-
คาไรด์ เชน่ แป้ง (starch) จากเมล็ดธญัพืชและจากหวัมนัส าปะหลงั     นอกจากนัน้ยงัอาจใช้พอลิ-
แซคคาไรด์จากลิกโนเซลลโูลส (lignocelluloses)  ซึง่วตัถดุบิท่ีมีแป้งและลิกโนเซลลโูลสจะต้องน ามา
ผา่นการเตรียม (pretreatment) เพ่ือยอ่ยพอลิแซคคาไรด์ให้กลายเป็นน า้ตาลเชิงเดี่ยวก่อนจงึจะ
น าไปใช้หมกัเพ่ือผลิตเอทานอลได้  

1. วัตถุดบิท่ีมีซูโครส  
พืชท่ีเป็นแหลง่ของน า้ตาลซูโครสท่ีน ามาเป็นวตัถดุบิในการผลิตเอทานอล ท่ีส าคญั ได้แก่ 

อ้อยและหวัผกักาดหวาน  โดยน ามาใช้ทัง้ในรูปน า้หวาน ( juice) และของเหลือท่ีได้จากการสกดั
น า้ตาลซึง่เรียกวา่กากน า้ตาลหรือโมลาส (molasses)   การเลือกใช้พืชให้น า้ตาลชนิดใดเป็นวตัถดุบิ
ในการผลิตเอทานอลขึน้อยูก่บัอปุทาน (supply) ภายในประเทศ  เน่ืองจากอ้อยเป็นพืชเมืองร้อน 
ดงันัน้ประเทศในเขตร้อนและกึ่งเขตร้อน  เชน่  บราซิล  อินเดีย ปากีสถาน  โคลอมเบีย รวมทัง้ไทยจงึ
เลือกใช้อ้อยเป็นวตัถดุบิในการผลิตเอทานอล  โดยใช้ในรูปกากน า้ตาลและน า้อ้อย   ส าหรับประเทศ
ในแถบทวีปยโุรปนิยมใช้กากน า้ตาลจากหวัผกักาดหวานในการผลิตเอทานอล   นอกจากอ้อยและหวั
ผกักาดหวานแล้ว  ปัจจบุนัยงัมีความสนใจวตัถดุบิท่ีมีซูโครสชนิดใหม ่ได้แก่ ข้าวฟ่างหวาน (sweet 
sorghum)  ซึง่เป็นพืชท่ีล าต้นมีน า้หวานท่ีประกอบด้วยน า้ตาลซูโครส    การผลิตเอทานอลจาก
วตัถดุบิท่ีมีน า้ตาลเหลา่นีมี้ข้อดีเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้วตัถดุบิประเภทพอลิแซคคาไรด์เน่ืองจาก
สามารถน าไปใช้ในการหมกัได้โดยตรงโดยไมต้่องผา่นขัน้ตอนการเปล่ียนให้เป็นน า้ตาลก่อน     
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ประเทศบราซิลนบัวา่เป็นผู้น าในการใช้เอทานอลชีวภาพท่ีผลิตจากอ้อยเป็นพลงังานทดแทน  
โดยตัง้แตปี่ 1990 ก าหนดให้รถยนต์รุ่นใหมเ่ตมิน า้มนัท่ีผสมเอทานอล 90 %  และส าหรับรถยนต์รุ่นเก่า
ให้ใช้น า้มนัท่ีเตมิเอทานอล 20-22%  (Demain, 2009)   และมีการเพิ่มก าลงัการผลิตเอทานอลเป็น
3.8 พนัล้านแกลลอนในปี 2003-2004    ส าหรับประเทศไทยนัน้ดงัท่ีกลา่วมาแล้ววา่ก็มีนโยบาย
ภาครัฐเก่ียวกบัการใช้เอทานอลเป็นพลงังานทดแทนส าหรับใช้ในยานพาหนะเชน่เดียวกนั   รวมทัง้มี
การก่อสร้างโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้กากน า้ตาลจากอ้อยเป็นวตัถดุบิจ านวนกวา่ 10 แหง่  โดยมี
ก าลงัการผลิตเอทานอลรวมกวา่ 2 ล้านลิตรตอ่ปี      มีรายงานวา่ในปีการผลิตน า้ตาล พ.ศ. 
2555/2556  ได้กากน า้ตาลเป็นผลพลอยได้ประมาณ 4.6 ล้านตนั (บริษัทไทยชกูาร์มิล , 2557)   ซึง่
กากน า้ตาลมีราคาถกูกวา่น า้ตาลทรายมาก  โดยราคากากน า้ตาลอยูใ่นชว่งประมาณ 3 บาทตอ่
กิโลกรัม    จงึท าให้วตัถดุบิชนิดนีไ้ด้รับความนิยมในการน ามาเลีย้งเชือ้ยีสต์เพ่ือผลิตเอทานอล 

 
กากน า้ตาลหรือโมลาส (molasses) เป็นผลพลอยได้ (by product) จากการผลิตน า้ตาลทราย  

เป็นของเหลวท่ีเหลืออยูห่ลงัจากตกผลกึน า้ตาลซูโครส  แตก็่ยงัมีน า้ตาลเหลืออยูใ่นปริมาณสงูรวมทัง้มี
แร่ธาตหุลายชนิด  เชน่ มีรายงานการวิเคราห์องค์ประกอบของกากน า้ตาลท่ีได้จากอ้อยพบวา่
ประกอบด้วยน า้ตาลทัง้หมด (total sugar) 40.5 g/l เถ้า 99.7 g/l  และมีเกลืออนินทรีย์หลายชนิด เชน่ 
โปตสัเซียม  โซเดียม  แคลเซยม  แมกนีเซียม  เหล็กและซลัเฟต เป็นต้น  (Kaseno & Kokugan, 
1997)    กากน า้ตาลมีราคาถกูกวา่น า้ตาลบริสทุธ์มากจงึนิยมใช้เป็นวตัถดุบิ ในการผลิตเอทานอล 
รวมทัง้ผลิตภณัฑ์ชีวภาพอ่ืน    ในกระบวนการผลิตน า้ตาลจากอ้อย ในทกุๆ 1 ตนัของน า้ตาลท่ีผลิตได้ 
จะมีผลพลอยได้เป็นกากน า้ตาลประมาณ 190 ลิตร โดยกากน า้ตาลนีจ้ะมีสว่นประกอบเป็นน า้ตาลท่ี
ใช้หมกัได้ ซึง่สว่นใหญ่เป็นพวกซูโครส กลโูคส และฟรุกโทสประมาณ 50-55 %    นอกจากนัน้ยงัมี
สารอาหารและแร่ธาตตุา่งๆ ส าหรับให้ยีสต์ใช้ในการเจริญเตบิโตและผลิตเอทานอล  โดยกากน า้ตาล 
1 ตนัให้ผลผลิตเอทานอลประมาณ 280 ลิตร 

 
2. วัตถุดบิที่มีแป้ง 

 แป้ง (starch)  เป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลกลโูคสจงึสามารถน าไปใช้ในการหมกัเพ่ือผลิตเอทา
นอลได้  วตัถดุบิทางการเกษตรท่ีมีแป้งท่ีสามารถน ามาใช้ในการผลิตเอทานอลได้ ได้แก่  ข้าวโพดและ
ข้าวสาลี ซึง่นิยมใช้ในการผลิตเอทานอลในประเทศแถบอเมริกาเหนือ  ในขณะท่ีประเทศในเขตร้อน
รวมทัง้ประเทศไทยใช้แป้งจากหวัมนัส าปะหลงั     โดยในประเทศไทยนัน้  โรงงานเอทานอลท่ีได้รับ
อนญุาตให้ใช้มนัส าปะหลงัในรูปมนัเส้น  มนัสด หรือน า้แป้งเป็นวตัถดุบิในการผลิตมีจ านวน  6 แหง่  
รวมก าลงัการผลิตเอทานอลประมาณ 1.28 ล้านลิตรตอ่ปี     ในการผลิตเอทานอลจากแป้งจะต้องน า
แป้งไปผา่นขัน้ตอนการยอ่ยให้เป็นน า้ตาลกลโูคสก่อนโดยใช้เอนไซม์กลุม่อะมยัเลส (amylases)  
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เพ่ือให้ยีสต์สามารถน าน า้ตาลท่ีได้ไปใช้ในการผลิตเอทานอลได้   ซึง่ขัน้ตอนการยอ่ยแป้งดงักลา่วอาจ
สง่ผลให้ต้นทนุการผลิตเอทานอลเพิ่มขึน้ 
 
 3. วัตถุดบิท่ีมีลิกโนเซลลูโลส 
  ลิกโนเซลลโูลส (lignocelluloses) ประกอบด้วยลิกนิน (lignin) และเซลลโูลส (cellulose) ซึง่
เป็นพอลิเมอร์ของน า้ตาลหลายๆ ชนิด   เป็นวตัถดุบิอีกประเภทหนึง่ท่ีได้รับความสนใจน าไปใช้เป็น
วตัถดุบิเพ่ือผลิตเอทานอลโดยเฉพาะอยา่งยิ่งประเภทท่ีเป็นของเหลือทิง้จากการเกษตร  ซึง่มีราคาถกู
มาก    อยา่งไรก็ตามเน่ืองจากสารกลุม่นีมี้โครงสร้างท่ีซบัซ้อนจ าเป็นต้องมีขัน้ตอนในการยอ่ยให้เป็น
น า้ตาลก่อนการน าไปใช้  ซึง่ขัน้ตอนการเตรียมดงักลา่วมีความยุง่ยากและมีคา่ใช้จา่ยสงูสง่ผลตอ่
ต้นทนุการผลิตเอทานอลจงึยงัไมมี่การน าไปเป็นวตัถดุบิในการผลิตในระดบัอตุสาหกรรม  อยา่งไรก็
ตามในปี 2002  ได้มีการพฒันากระบวนการผลิตเอทานอลจากลิกโนเซลลโูลสในระดบัโรงงานต้นแบบ 
(pilot plant) ขึน้ท่ีประเทศแคนาดา  โดยใช้ฟางข้าวสาลีเป็นวตัถดุบิปริมาณ 25 ตนัตอ่สปัดาห์  และ
ได้ผลผลิตเอทานอล 320,000 ลิตรตอ่ปี (Bai et. al., 2008)   
 

2.3 กระบวนการผลิตเอทานอล 
กระบวนการหมกัเอทานอลในอตุสาหกรรมสามารถแบง่ออกเป็นขัน้ตอนใหญ่ๆ ได้ดงันี  ้
            1. การเตรียมวัตถุดบิก่อนการหมัก 
การเตรียมวตัถดุบิท่ีใช้ในการหมกัเอทานอลขึน้อยูก่บัชนิดของวตัถดุบิ   ถ้าใช้กากน า้ตาลหรือ

น า้หวานจากพืชให้น า้ตาล เชน่  อ้อย  หวัผกักาดหวาน หรือต้นข้าวฟ่างหวาน  จะสามารถน าน า้หวาน
มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นน า้ตาลตามต้องการและน าไปใช้ได้ทนัที  ในขณะท่ีถ้าเป็นวตัถดุบิ
ประเภทแป้งและลิกโนเซลลโูลสจะต้องน าไปผา่นขัน้ตอนการเตรียม  เชน่  การลดขนาด  การยอ่ยพอลิ
เมอร์ให้เป็นน า้ตาลโดยใช้กรดหรือเอนไซม์ก่อน  จากนัน้จงึน าน า้หวานท่ีได้ไปปรับความเข้มข้นของ
น า้ตาลให้เหมาะสมเพ่ือใช้ในการเลีย้งเซลล์ยีสต์หรือใช้ในการหมกัเอทานอลตอ่ไป 

 
            2. การเตรียมหัวเชือ้ยีสต์ 
หวัเชือ้ยีสต์ หรือกล้าเชือ้ยีสต์ (yeast starter)  ท่ีใช้ในการผลิตเอทานอลเตรียมโดยการเลีย้ง

ยีสต์สายพนัธุ์ท่ีเลือกใช้ให้ได้ปริมาณเพียงพอในการน าไปใช้  และเซลล์ควรมีความสมบรูณ์รวมทัง้ควร
มีจลุินทรีย์อ่ืนปนเปือ้นน้อยท่ีสดุเพ่ือไมใ่ห้เกิดผลเสียตอ่การผลิตเอทานอล    โดยสว่นใหญ่จะเลีย้ง
ยีสต์ในอาหารท่ีมีสตูรคล้ายคลงึกบัท่ีใช้ในการหมกัและมีการเตมิออกซิเจนในรูปของอากาศเพิ่มลงไป
เพ่ือให้ยีสต์ใช้ในการเจริญเตบิโตด้วย   
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             3. การหมักเอทานอล 
เทคโนโลยีการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอลนัน้อาจใช้กระบวนการแบบครัง้คราว (batch 

fermentation)  แบบกึ่งครัง้คราว (fed-batch fermentation) หรือแบบตอ่เน่ือง (continuous 
fermentation)  ก็ได้  โดยแตล่ะแบบก็มีข้อดีข้อเสียแตกตา่งกนัไป   ในระหวา่งการหมกัยีสต์จะผลิต  
เอทานอลผา่นทางวิถีไกลโคไลซีส (glycolysis) หรือวิถี Embden-Mayerhof-Panas (EMP) โดยในวิถี
ดงักลา่วกลโูคส 1 โมเลกลุจะถกูเปล่ียนเป็นไพรูเวต (pyruvate) 2 โมเลกลุ  จากนัน้ไพรูเวตจะถกูรีดวิซ์
เป็นเอทานอลภายใต้สภาวะไมมี่ออกซิเจนและมีการปลดปลอ่ยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ดงัสมการ
ตอ่ไปนี ้          
                ยีสต์  

C6H12O6                  2 CH3CH2OH   +    2CO2 

กลโูคส                      เอทานอล      คาร์บอนไดออกไซด์ 
 
ในทางทฤษฎี  กลโูคส 100 % จะถกูเปล่ียนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และเอทานอล 48.9 และ 

51.1 % โดยน า้หนกัตามล าดบั  และมีการผลิต ATP 2 โมเลกลุ   ซึง่ยีสต์น าไปใช้เป็นแหลง่พลงังาน   
แตใ่นทางปฏิบตัจิะเกิดการสญูเสียคาร์บอนและได้สารประกอบอ่ืนๆ (by products) เชน่  กลีเซอรอล 
(glycerol)  กรดอินทรีย์  และ higher alcohols  (Bai, et. al., 2008)  รวมทัง้ใช้คาร์บอนในการสร้าง
เซลล์ยีสต์ ท าให้ได้ผลผลิตเอทานอล (ethanol yield) เพียงประมาณ 50-90 % ของคา่ตามทฤษฎี    
ในการผลิตเอทานอลในอตุสาหกรรมสามารถพฒันาจนได้ผลผลิตเอทานอลสงูถึง 90-93% ของคา่
ตามทฤษฎี เม่ือค านวณจากน า้ตาลทัง้หมดโดยไมค่ดิน า้ตาลท่ีเหลืออยู ่   ซึง่โดยทัว่ไปเม่ือสิน้สดุการ
หมกัจะมีปริมาณน า้ตาลรีดวิซ์ในน า้หมกัเหลืออยูไ่มเ่กิน 2 กรัมตอ่ลิตร และน า้ตาลทัง้หมดเหลือไมเ่กิน 
5 กรัมตอ่ลิตร (Bai, et. al., 2008)  ซึง่ถ้าควบคมุสภาวะการหมกัให้เหมาะสมจะได้เอทานอลความ
เข้มข้น 10-12% โดยปริมาตร  ภายในเวลา 5 วนั (Demain, 2009) 

 
ในระหวา่งการหมกัยีสต์จะได้รับความเครียด (stress) ทัง้จากปัจจยัด้านสิ่งแวดล้อม เชน่ การ

ขาดสารอาหาร (nutrient deficiency) อณุหภมูิของถงัหมกัท่ีสงูขึน้  คา่พีเอชของอาหารหมกัท่ีต ่าลง  
รวมทัง้การมีจลุินทรีย์ปนเปือ้นท่ีเป็นคูแ่ขง่     นอกจากนัน้ยงัมีความเครียดท่ีเกิดจากกิจกรรมเมตาบอ
ลิซมึของยีสต์เอง  เชน่  การมีเอทานอลความเข้มข้นสงู  ซึง่สง่ผลให้การเจริญของยีสต์และผลผลิต    
เอทานอลลดลงได้  (Bai, et. al., 2008)  ดงันัน้  จงึจ าเป็นต้องมีการควบคมุสภาวะในการหมกัให้
เหมาะสมเพ่ือไมใ่ห้เกิดผลเสียตอ่ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล    และเม่ือสิน้สดุกระบวนการหมกั
แล้วในขัน้ตอนตอ่ไปเป็นการท าให้เอทานอลมีความเข้มข้นและความบริสทุธ์ิสงูขึน้โดยการน าน า้หมกั
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ไปผา่นการกลัน่และการก าจดัน า้จนได้เอทานอลเข้มข้น 99 % ขึน้ไป    ซึง่สามารถสรุปขัน้ตอนการ
ผลิตเอทานอลจากวตัถดุบิประเภทตา่งๆ ได้ดงัภาพท่ี 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1 ขัน้ตอนการผลิตเอทานอลจากวตัถดุบิทัง้ 3 ชนิด    
(ท่ีมา: กล้าณรงค์ ศรีรอต และคณะ, 2550, หน้า 42) 
 
ดงัท่ีกลา่วมาแล้ววา่การผลิตเอทานอลชีวภาพระดบัอตุสาหกรรมของไทยจะใช้กากน า้ตาล

และมนัส าปะหลงัเป็นวตัถดุบิหลกั  โดยมีข้อมลูวา่เอทานอลท่ีได้ 1 ลิตร จะใช้กากน า้ตาล 4-6 
กิโลกรัม  หรือมนัส าปะหลงั 5.45-6.5 กิโลกรัม (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน , 
2557ข)   กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน า้ตาลสรุปเป็นแผนภมูิได้ดงัภาพท่ี 2 
 
 
 
 
 

วตัถุดิบประเภทน ้ าตาล วตัถุดิบประเภทแป้ง วตัถุดิบประเภทเซลลูโลส 

การสกดัและท าใสน ้ าหวาน Liquefaction Pretreatment 

Saccharification Enzyme hydrolysis 

น ้ าตาล 

กากน ้ าตาล
เจือจาง 

การหมกั 

การกลัน่ 

เอทานอล 
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ภาพท่ี 2 กระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน า้ตาล 
 
เทคโนโลยีการผลิตเอทานอล 
  ปัจจบุนัเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลในระดบัอตุสาหกรรมท่ีพฒันาขึน้ใช้แพร่หลายทัว่โลก  มี
ดงัตอ่ไปนี ้(นคร ทิพยาวงศ์, 2553) 

1. “BOSTIL” พฒันาโดยบริษัท Alfa-Laval AB ประเทศสวีเดน  โรงงานแรกท่ีใช้
เทคโนโลยีนีเ้ป็นโรงงานกลัน่เอทานอลในประเทศออสเตรเลีย ด้วยก าลงัการผลิต 12 ,000 ลิตร
ตอ่วนั และตอ่มามีการน าเทคโนโลยีนีเ้ข้าสูป่ระเทศอินเดีย ฝร่ังเศส เยอรมนี บราซิล และ
ปากีสถาน จดุเดน่ของเทคโนโลยีนีคื้อ ใช้ยีสต์สายพนัธุ์พิเศษ Schizosaccharomyces 
pombe ซึง่สามารถใช้กากน า้ตาลท่ีความเข้มข้นสงู (40-45 °Brix) ได้ ซึง่ความเข้มข้นน า้ตาล
ท่ีสงูจะชว่ยลดการปนเปือ้นของเชือ้อ่ืนได้ ภายหลงัการหมกัสิน้สดุลง สารละลายท่ีได้จะผา่น
เข้าเคร่ืองเหว่ียงความเร็วสงูเพ่ือแยกครีมยีสต์ออกมา หมนุเวียนกลบัเข้าถงัหมกัใหม ่ท าให้ได้
ยีสต์ท่ีมีการเจริญเตม็ท่ีแล้ว จงึไมต้่องเตมิสารอาหารเข้าในระบบและยงัได้ผลผลิตสงู 
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนน า้ตาลเป็นเอทานอลและการกลัน่มีคา่เป็น 91-92 % และ 99 % 
ตามล าดบั  นอกจากนีร้ะบบจะใช้ถงัหมกัเพียงถงัเดียว จงึใช้พืน้ท่ีน้อย มีระบบควบคมุ
อตัโนมตัทิ าให้ง่ายตอ่การควบคมุ มีการใช้เคร่ืองมือน้อยท าให้ต้นทนุต ่า แตมี่ข้อจ ากดัคือ

กากน า้ตาล 

เติมกล้าเชือ้ยสีต์ 

เจือจางด้วยน า้ (และเติมสารอาหารเพิ่มเติม) 

หมัก 

หมัก 

กลั่นและแยกน า้ 

เอทานอลบริสุทธ์ิ 
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ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีได้ต ่า มีคา่เพียง 5-7 % โดยปริมาตร เพียงเทา่นัน้ ท าให้ต้องใช้
พลงังานมากในการกลัน่เอทานอล  

2. “HIFERM-GR” หรือ “CASCADE” เป็นระบบท่ีพฒันาโดยบริษัท Vogelbusch 
GmbH ประเทศออสเตรีย   จดุเดน่ของเทคโนโลยีนีคื้อประสิทธิภาพในการหมกัสงู 90 % ได้ 
เอทานอลท่ีมีความเข้มข้นสงู 8.5-9.5 % โดยปริมาตร ท าให้ใช้พลงังานในการกลัน่ต ่า ต้นทนุ
การผลิตต ่า ทนตอ่เกลือแคลเซียมท่ีความเข้มข้นสงูได้และใช้เวลาในการหมกัสัน้  

3. “HOECHST-UHDE”   มีจดุเดน่คือ ยีสต์ท่ีใช้เป็นชนิดลอยตวัขึน้ (flocculating 
yeast) และถงัหมกัเป็นชนิด Loop reactor ซึง่ท าให้การหมกัสิน้สดุรวดเร็วและรักษาความ
เข้มข้นของยีสต์ให้สงูสดุตลอดการหมกัได้ และได้ความเข้มข้นของเอทานอลท่ี 7.5-8.0 % 
โดยปริมาตร โรงงานท่ีใช้เทคโนโลยีนีคื้อ โรงกลัน่ Diana ซึง่เป็นโรงกลัน่ขนาดใหญ่ท่ีประเทศ
บราซิล ผลิตได้ 75,000 ลิตรตอ่วนั ข้อดีและข้อเสียของระบบนีจ้ะคล้ายคลงึกบัระบบ 
BIOSTIL 

4. “LURGI” พฒันาโดยบริษัท Lurgi เป็นระบบตอ่เน่ืองท่ีใช้ถงัหมกั 6 ถงัเรียงกนั ซึง่
ภายในมียีสต์ท่ีตรึงไว้บน Sodium-alginate หรือ Calcium-alginate จงึท าให้เซลล์เคล่ือนท่ี
ไมไ่ด้ (immobilized yeast) โดยวตัถดุบิจะไหลเข้าถงัหมกัใบท่ี 1 ความเข้มข้นของเอทานอล
จะสงูขึน้อยา่งตอ่เน่ืองและน า้หมกัท่ีออกจากถงัหมกัท่ี 6 จะเข้าสูก่ระบวนการกลัน่ตอ่ไป ยีสต์
ในแตล่ะถงัจะมีการปรับตวัให้เข้ากบัความเข้มข้นของเอทานอลท่ีเปล่ียนไป   ข้อจ ากดัของ
เทคโนโลยีนีคื้อ จะต้องมีการเตมิสารอาหารให้ยีสต์ในแตล่ะถงัเจริญเตบิโต เน่ืองจาก
สารอาหารบางสว่นจะออกมาพร้อมกบัน า้หมกั  และต้องไมใ่ห้มีซูโครสหรือน า้ตาลอินเวอร์ต 
ออกมาด้วยเน่ืองจากจะท าให้ผลผลิตเอทานอลท่ีได้ลดลง 

5. “STARCOSA”  เป็นระบบการหมกัตอ่เน่ือง 2 ขัน้ตอนท่ีพฒันาโดย STARCOSA 
ประเทศเยอรมนี  ท่ีมีการน า microfiltration membrane มาใช้เพ่ือก าจดัเชือ้ปนเปือ้นใน
วตัถดุบิก่อนเข้าถงัหมกัแทนการฆา่เชือ้ รวมทัง้ป้องกนัไมใ่ห้เซลล์ยีสต์ออกจากถงั   ขัน้ตอน
แรกเป็นถงัท่ีใช้เลีย้งยีสต์เพ่ือเพิ่มปริมาณเซลล์ ซึง่จะมีความเข้มข้นของยีสต์สงู  ขัน้ตอนท่ี 2 
จะเป็นการหมกัเพ่ือให้ได้เอทานอล  ยีสต์จะหมนุเวียนระหวา่ง 2 ถงั จนได้ความเข้มข้น        
เอทานอล 6.5-8%  แตเ่ทคโนโลยีนีมี้ข้อเสียคือต้นทนุสงู (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและ
อนรัุกษ์พลงังาน, 2557)    ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลของแตล่ะเทคโนโลยีเปรียบเทียบ
ไว้ในตารางท่ี 1     
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ตารางท่ี 1  เปรียบเทียบเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากวตัถดุบิแป้งและน า้ตาล  
 

ปัจจัย Batch Cascade BIOSTIL UHDE LURGI STARCOSA 
ความเข้มข้น
ยีสต์ (g/l) 

3-8 6-10 40-55 50 35-45 120-150 

ผลผลิต (% 
yield) 

88-92 90-92 90-92 90-95 85-95 94 

ความเข้มข้น 
เอทานอล 
(%v/v) 

7-9 8-10 5-7 6.5-7.5 8-9 7-8 

อตัราการผลิต 
(l/m3/h) 

1.5-7 3-30 7 15-17 12-15 21 

ที่มา : กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน (2557ข) 
 

ส าหรับเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลท่ีใช้ในโรงงานผลิตเอทานอลของไทยนัน้สว่นใหญ่เป็น
เทคโนโลยีของบริษัทจากตา่งประเทศ เชน่  อินเดีย  ฝร่ังเศสและจีน  ทัง้นีเ้น่ืองจากบริษัทเหลา่นัน้มี
ประสบการณ์ในการออกแบบและก่อสร้างโรงงานผลิตเอทานอลรวมทัง้มีราคาการก่อสร้างถกูกวา่ของ
ประเทศอ่ืน ซึง่ลกัษณะเดน่ของแตล่ะเทคโนโลยีท่ีใช้ในประเทศไทยแสดงในตารางท่ี 2   
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ตารางท่ี 2  ลกัษณะเดน่ของเทคโนโลยีการผลิตเอทานอลท่ีใช้ในประเทศไทย 
 

ผู้ผลิตเทคโนโลยี ประเทศ วัตถุดบิที่ใช้ 
กากน า้ตาล มันส าปะหลัง 

ALFA LAVAL อินเดีย -หมกัแบบตอ่เน่ืองแบบถงั
เดียว (single fermenter 
continuous) 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 

-หมกัแบบ batch แบบ SSF 
(simultaneous 
saccharification and 
fermentation) 
-กลัน่แบบหลายคอลมัน์แบบ 
multipressure 

KATZEN สหรัฐอเมริกา -หมกัแบบ fed-batch แบบ 
SSF 
-กลัน่แบบหลายคอลมัน์แบบ 
multipressure 

-หมกัแบบ SSF 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 

MAGUIN ฝร่ังเศส -หมกัแบบหลายถงัตอ่เน่ือง 
(cascade continuous) 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์ 

-หมกัแบบหลายถงัตอ่เน่ือง 
(cascade continuous) 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์ 

PRAJ อินเดีย -หมกัแบบตอ่เน่ือง 
(continuous) 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 

-หมกัแบบ continuous แบบ 
SSF 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 

SHANDONG จีน -หมกัแบบหลายถงัตอ่เน่ือง 
(cascade continuous) 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 

-หมกัแบบ continuous 
-กลัน่แบบ 2 คอลมัน์แบบ 
multipressure 
 

ที่มา : กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน  (2557ข) 
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3. สถานการณ์การผลิตเอทานอลของประเทศไทย 
ปัจจบุนัประเทศไทยมีโรงงานผลิตเอทานอลท่ีเปิดด าเนินการผลิตแล้วจ านวน 21 แหง่ 

กระจายอยูใ่นจงัหวดัตา่งๆ ในทกุภมูิภาคยกเว้นในภาคใต้  โดยมีก าลงัการผลิตท่ีจดทะเบียนกบักรม
สรรพสามิตร 4.79 ล้านลิตรตอ่วนั   แตมี่ก าลงัการผลิตตดิตัง้จริง 4.19 ล้านลิตรตอ่วนั  และโรงงานท่ี
อยูร่ะหวา่งการด าเนินการก่อสร้างอีก 3 แหง่  รวมก าลงัการผลิต 1.37 ล้านลิตรตอ่วนั   ซึง่วตัถดุบิท่ีใช้ 
ได้แก่ กากน า้ตาล  น า้อ้อย มนัเส้นและมนัสด   โดยมีโรงงานท่ีของอนญุาตใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิ
เพียงชนิดเดียว 10 แหง่  โรงงานท่ีใช้มนัส าปะหลงั (มนัเส้น/มนัสด) 6  แหง่  โรงงานท่ีใช้ทัง้กากน า้ตาล
และมนัส าปะหลงั 4  แหง่ และโรงงานท่ีใช้น า้อ้อยอีก 1 แหง่   รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 3   

 
ตารางท่ี 3 รายช่ือโรงงานผลิตเอทานอลของไทยและก าลงัการผลิต 
 

 ผู้ประกอบการ จังหวัด วัตถุดบิ ก าลังการผลิตจด
ทะเบียนกับกรม

สรรพสามิตร (ลิตร/วัน) 

ก าลังการผลิต
ตดิตัง้จริง  
(ลิตร/วัน) 

วัตถุดบิกากน า้ตาล 

1 
บริษัท ไทยอะโกร เอ็นเนอร์ย่ี จ ากดั 
(มหาชน) (ดา่นช้าง) 

สพุรรณบรีุ 
กากน า้ตาล 150,000 150,000 

2 บริษัท เอกรัฐพฒันา จ ากดั นครสวรรค์ กากน า้ตาล 230,000 230,000 

3 บริษัท น า้ตาลไทยเอทานอล จ ากดั กาญจนบรีุ กากน า้ตาล 200,000 100,000 

4 
บริษัท มิตรผลไบโอฟเูอล จ ากดั 
(ชยัภมูิ) 

ชยัภมูิ 
กากน า้ตาล 500,000 500,000 

5 
บริษัท มิตรผล ไบโอฟเูอล จ ากดั
(กาฬสินธุ์) 

กาฬสินธุ์ 
กากน า้ตาล 230,000 230,000 

6 บริษัท เคไอเอทานอล จ ากดั 
นครราชสี
มา 

กากน า้ตาล 100,000 100,000 

7 บริษัท ขอนแก่นแอลกอฮอล์ จ ากดั ขอนแก่น กากน า้ตาล 150,000 150,000 
8 บริษัทไทยรุ่งเรืองพลงังาน จ ากดั เฟส 1 สระบรีุ  กากน า้ตาล 120,000 120,000 

9 
บริษัท มิตรผลไบโอฟเูอล จ ากดั  
(ดา่นช้าง) 

สพุรรณบรีุ 
กากน า้ตาล 200,000 200,000 

10 
บริษัท ขอนแก่นแอลกอฮอล์ จ ากดั  
(บอ่พลอย) 

กาญจนบรีุ 
กากน า้ตาล 300,000 200,000 

11 บริษัท แม่สอดพลงังานสะอาด จ ากดั ตาก น า้อ้อย 230,000 230,000 
รวม (1) 2,410,000 2,210,000 
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ตารางท่ี 3 (ตอ่) 
 ผู้ประกอบการ จังหวัด วัตถุดบิ ก าลังการผลิตจด

ทะเบียนกับกรม
สรรพสามิตร  

(ลิตร/วัน) 

ก าลังการผลิต
ตดิตัง้จริง  
(ลิตร/วัน) 

วัตถุดบิมันส าปะหลังและกากน า้ตาล 

12 บริษัท ราชบรีุเอทานอล จ ากดั ราชบรีุ 
มนัเส้น/

กากน า้ตาล 
150,000 150,000 

13 บริษัท อี เอส เพาเวอร์ จ ากดั สระแก้ว 
มนัเส้น/

กากน า้ตาล 
150,000 150,000 

14 บริษัท ไทยแอลกอฮอล์ จ ากดั (มหาชน) นครปฐม 
มนัเส้น/

กากน า้ตาล 
200,000 200,000 

15 
บริษัท ไทยอะโกร เอนเนอย่ี จ ากดั 
(มหาชน) (ดา่นช้าง) เฟส 2 

สพุรรณบรีุ 
มนัเส้น/

กากน า้ตาล 
200,000 200,000 

รวม (2) 700,000 700,000 
3. โรงงานเอทานอล (วัตถุดบิมันส าปะหลัง) 
บริษัท ทรัพย์ทพิย์ จ ากดั ลพบรีุ มนัเส้น 200,000 200,000 
บริษัท ไทยเอทานอล พาวเวอร์ จ ากดั 
(มหาชน) 

ขอนแก่น มนัสด 130,000 130,000 

บริษัท ไทผ่ิงเอทานอล จ ากดั สระแก้ว มนัสด 300,000 150,000 
บริษัท พี เอส ซี สตาร์ซ โปรดกัส์ จ ากดั 
(มหาชน) 

ชลบรีุ มนัสด/มนัเส้น 150,000 150,000 

บริษัท อี 85 จ ากดั  ปราจีนบรีุ มนัสด/น า้แป้ง 500,000 250,000 

บริษัท อบุล ไบโอ เอทานอล จ ากดั อบุลราชธานี มนัสด/มนัเส้น 400,000 400,000 
รวม (3) 1,680,000 1,280,000 

รวมก าลังการผลิต (1) +(2) + (3) 4,790,000 4,190,000 
4. โรงงานเอทานอลท่ีอยู่ระหว่างด าเนินการก่อสร้าง 
บริษัท ที พี เค เอทานอล จ ากดั เฟส 1 นครราชสีมา มนัเส้น 340,000 340,000 
บริษัท ที พี เค เอทานอล จ ากดั เฟส 2, 3 นครราชสีมา มนัเส้น 680,000 680,000 

บริษัท สีมาอินเตอร์โปรดกัส์ จ ากดั ฉะเชิงเทรา มนัสด 150,000 150,000 

บริษัท อิมเพรสเทคโนโลยี จ ากดั ฉะเชิงเทรา 
มนัสด/มนัเส้น/
กากน า้ตาล 

200,000 200,000 

รวมก าลงัการผลิต 1,370,000 1,370,000 

 (ท่ีมา: กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน, 2557ก) 
 

มีรายงานสถานการณ์การผลิตเอทานอลของประเทศพบวา่ในเดือนตลุาคม 2557 ผลิตเอทา
นอลจากกากน า้ตาลได้ 58.97 ลิตร โดยใช้กากน า้ตาล 245,921.58 ตนั  ผลิตจากอ้อยได้ 5.20 ล้าน
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ลิตร  โดยใช้อ้อย 69,316 ตนั และผลิตจากมนัส าปะหลงัได้ 28.84 ล้านลิตร  โดยใช้มนัส าปะหลงั 
180,513.36 ตนั (กรมพฒันาพลงังานทดแทนและอนรัุกษ์พลงังาน, 2557ก) 
 
ตัวอย่างกระบวนการผลิตเอทานอลจากกากน า้ตาล 
 กระบวนการผลิตเอทานอลโดยใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิของโรงงานเอทานอลของไทย
ประกอบด้วยขัน้ตอนหลกั 3 ขัน้ตอน  ดงันี  ้

1. การเตรียมกากน า้ตาล 
เจือจางกากน า้ตาลด้วยน า้ให้ได้ความเข้มข้น 12-16  ºBrix  ส าหรับใช้เลีย้งเชือ้ยีสต์เพ่ือเตรียม

กล้าเชือ้หรือหวัเชือ้ ซึง่เรียกวา่ขัน้ prefermentation  และเข้มข้น 30-35 ºBrix ส าหรับใช้ในขัน้ตอนการ
หมกั เตมิสารอาหาร (diammonium phosphate และ diammonium sulfate)  ประมาณ 0.1%  

2. การเตรียมหัวเชือ้ยีสต์ (prefermentation) 
เตมิยีสต์ในรูปยีสต์แห้ง (active dry yeast) ในกากน า้ตาลท่ีเตรียมไว้ในอตัราสว่น 1% w/v 

บม่เป็นเวลาประมาณ 6 ชัว่โมง โดยมีการเตมิอากาศเพ่ือเพิ่มออกซิเจนให้แก่ยีสต์เพ่ือน าไปใช้ในการ
เพิ่มจ านวนเซลล์  จะได้ยีสต์ประมาณ 108 cell/ml 

3. การหมัก (fermentation) 
ถ่ายเซลล์ยีสต์จากขัน้ prefermentation ลงในถงัหมกัท่ีมีกากน า้ตาลเจือจางท่ีเตรียมไว้ 

ควบคมุอณุหภมูิท่ี 32-34ºซ  โดยมีการกวนภายในถงัหมกัแตไ่มมี่การให้อากาศ  เม่ือครบ 6 ชัว่โมง  
ถ่ายน า้หมกัสว่นหนึง่ลงในถงัหมกัใบท่ี 2  และเตมิกากน า้ตาลลงไปเพิ่ม  บม่ตอ่อีก 6 ชัว่โมง และถ่าย
น า้หมกัลงในถงัหมกัถงัตอ่ไปเป็นล าดบัเชน่เดียวกนัจนครบ 6 ถงั  รวมระยะเวลาการหมกัทัง้หมด
ประมาณ 36 ชัว่โมง  จะได้ความเข้มข้นเอทานอลประมาณ 8-9%     จากนัน้จงึน าน า้หมกัท่ีได้ไปกลัน่
และก าจดัน า้เพ่ือให้ได้เอทานอลบริสทุธ์ิตอ่ไป 
  
4. แบคทีเรียปนเป้ือนกับการผลิตเอทานอล 

เน่ืองจากการผลิตเอทานอลในระดบัอตุสาหกรรมเพ่ือใช้เป็นเชือ้เพลิงมีการด าเนินการผลิต
ขนาดใหญ่จงึเป็นการยากท่ีจะควบคมุสภาวะในการผลิตให้ปราศจากเชือ้อ่ืน   ดงันัน้ปัญหาการมี
แบคทีเรียเจริญร่วมกบัยีสต์ท่ีใช้ในการผลิตจงึยงัคงเป็นปัญหาส าคญัในอตุสาหกรรมการผลิตเอทา
นอลเน่ืองจากสง่ผลเสียด้านเศรษฐศาสตร์การผลิต  โดยเชือ้ปนเปือ้นจะแขง่ขนัใช้น า้ตาลและ
สารอาหารกบัยีสต์ รวมถึงยบัยัง้การเจริญของยีสต์อีกด้วยจนในท่ีสดุเชือ้ปนเปือ้นอาจเพิ่มจ านวนขึน้
จนมีจ านวนมากกวา่ยีสต์สง่ผลให้ผลผลิตเอทานอลของยีสต์ลดต ่าลง (Muthaiyam & Ricke, 2010)    
ดงันัน้จงึจ าเป็นต้องตรวจสอบกระบวนการอยา่งสม ่าเสมอเพ่ือควบคมุระดบัการปนเปือ้นให้ไมเ่กิดการ
สญูเสียทัง้เวลาและคา่ใช้จา่ย     
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จลุินทรีย์อ่ืนท่ีพบในอตุสาหกรรมผลิตเอทานอลเพื่อเป็นเชือ้เพลิงมีทัง้ยีสต์ชนิดอ่ืนและ
แบคทีเรีย   แหลง่ท่ีมาของจลุินทรีย์อาจแบง่ออกเป็นแหลง่ทางตรงและแหลง่ทางอ้อม  แหลง่ท่ีจดัเป็น
แหลง่ทางตรง ได้แก่  สิ่งท่ีเตมิลงไปในถงัหมกั  เชน่  วตัถดุบิท่ีมีน า้ตาล  สารอาหารเพิ่มเตมิ 
(ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส)  และหวัเชือ้ยีสต์   ส าหรับแหลง่ท่ีมาทางอ้อม ได้แก่ ถงัหมกัและทอ่ขนถ่าย
อาหารเลีย้งเชือ้  รวมทัง้น า้ท่ีใช้ในการควบคมุการท างานของเคร่ืองจกัร  ซึง่แม้วา่อปุกรณ์เหลา่นีจ้ะมี
การล้างและฆา่เชือ้ด้วยไอน า้ร้อนเป็นครัง้คราวแตก็่เป็นการยากท่ีจะก าจดัเชือ้ให้หมดไป  เชือ้ปนเปือ้น
เหลา่นีจ้งึอาจสะสมอยูแ่ละแพร่กระจายอยูใ่นระบบการผลิต    และเน่ืองจากการหมกัเอทานอลเป็น
กระบวนการแบบไมใ่ช้ออกซิเจน  ดงันัน้เชือ้ปนเปือ้นสว่นใหญ่จงึเป็นพวกท่ีไมต้่องการออกซิเจน 
(anaerobic) หรือพวกท่ีต้องการออกซิเจนหรือไมก็่ได้ (facultative anaerobic)  นอกจากนัน้ยงัต้อง
ทนตอ่สภาะในถงัหมกั  เชน่  การมีความเข้มข้นของน า้ตาลสงู  ความเป็นกรด  ฯลฯ  จลุินทรีย์ปนเปือ้น
ท่ีนบัวา่มีความส าคญั  ได้แก่  แบคทีเรียกรดแลคตกิ (lactic acid bacteria) ซึง่เป็นกลุม่ของแบคทีเรีย
แกรมบวก  ไมส่ร้างสปอร์  เซลล์รูปทอ่นหรือรูปกลม  ไมผ่ลิตเอนไซม์คะตะเลส  และสามารถเมตา
บอไลซ์น า้ตาลและได้กรดแลคตกิเป็นผลิตภณัฑ์สดุท้ายในปริมาณมาก  แบคทีเรียกลุม่นีท่ี้มีรายงาน
พบในอตุสาหกรรมผลิตเอทานอล  ได้แก่  Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc และ 
Weisella (Muthaiyam & Ricke, 2010)  โดยจีนสั Lactobacillus มีการศกึษากนัมากท่ีสดุถึง
ผลกระทบตอ่การผลิตเอทานอล  โดยเช่ือกนัวา่แบคทีเรียยบัยัง้ Saccharomyces หรือยบัยัง้การผลิต
เอทานอลโดยอาศยักลไกหลกั 2 กลไก  คือ กลไกท่ีเกิดจากกรดแลคตกิและกรดอะซิตกิท่ีแบคทีเรีย
ผลิตขึน้และกลไกท่ีเกิดจากการแขง่ขนัใช้สารอาหารกบัยีสต์ รวมทัง้อาจมีกลไกอ่ืนท่ีนอกเหนือจากนี ้
(Muthaiyam & Ricke, 2010)      
 
การควบคุมการปนเป้ือน 

ดงัท่ีกลา่วมาแล้วถึงผลกระทบท่ีเกิดจากเชือ้ปนเปือ้นตอ่การผลิตเอทานอล  ดงันัน้จงึ
จ าเป็นต้องป้องกนัและลดระดบัการปนเปือ้นไมใ่ห้สง่ผลเสียตอ่การผลิต    วิธีการควบคมุเชือ้ปนเปือ้น
ท าได้หลายแนวทาง  แตท่ี่นิยมใช้กนัในอตุสาหกรรมผลิตเอทานอล คือการเตมิยาปฏิชีวนะเพ่ือยบัยัง้
แบคทีเรีย  และการล้างเซลล์ยีสต์ด้วยกรดซลัฟริุก (acid treatment)  หรือแอมโมเนียก่อนการน ามาใช้
เป็นหวัเชือ้ในการผลิต   ยาปฏิชีวนะท่ีนิยมใช้ในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียในถงัหมกัเอทานอล 
ได้แก่ penicillin,  verginiamycin และ ยาในกลุม่ ionophore เชน่ Kamoran    นอกจากนัน้ยงัมีการ
ทดลองใช้สารเคมีชนิดตา่งๆ  เพ่ือยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียปนเปือ้น  เชน่  urea hydrogen 
peroxide, chitosan, hydroxycinnamates และ membrane active peptides เป็นต้น  (Beckner et. 
al, 2011)  รวมทัง้ยงัควรมีการล้างท าความสะอาดและฆา่เชือ้ถงัหมกัและอปุกรณ์ก่อนการใช้งานเพื่อ



19 

 

 

ลดการสะสมของจลุินทรีย์ในรูปของไบโอฟิล์ม (biofilm)  เพ่ือชว่ยลดความเส่ียงในการปนเปือ้นแบบ
เรือ้รังด้วย    
 
5. รายงานวิจัยท่ีเก่ียวข้องกับการศึกษา 

ศริิโฉม  ทุง่เก้า (2554)  ส ารวจแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีปนเปือ้นในโรงงานเอทานอลแหง่หนึง่ท่ี
ใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิ  โดยใช้กระบวนการ sequential-batch  ท่ีประกอบด้วยถงัหมกัจ านวน 6 
ถงัตอ่เน่ืองกนั   น าตวัอยา่งมาจากถงัหมกัจ านวน 3 ถงั รวมทัง้กากน า้ตาลเข้มข้น  กากน า้ตาลหลงั
การตกตะกอน  น า้ท่ีใช้ในการผลิต  ตวัอยา่งจากถงัเตรียมสารอาหาร (diammonium phosphate, 
diammonium sulfate)  รวม 7 ตวัอยา่ง   น ามาเพาะแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิบนอาหาร MRS agar 
ท่ีเตมิ cycloheximide 100 mg/L  พบวา่น า้หมกัจากถงัหมกัทัง้ 3 ถงัมีแบคทีเรียกรดแลคตกิในระดบั 
105 cfu/ml  ในขณะท่ีตวัอยา่งท่ีเหลือไมพ่บโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคตกิ   โดยโคโลนีท่ีพบมากมี 3 
ไอโวเลต  เม่ือน ามาจดัจ าแนกโดยใช้ชดุทดสอบ API 50CHL  พบวา่ 2 ไอโซเลตเป็น Lactobacillus. 
plantarum และอีก 1 ไอโซเลตเป็น L. fermentum  

 
In-Seop et. al. (1995)  รายงานการส ารวจแบคทีเรียในโรงงานในประเทศเกาหลี 1 แหง่ ท่ีใช้

แป้งมนัส าปะหลงัและข้าวบาร์เลย์เป็นวตัถดุบิ  โดยใช้กระบวนการแบบ batch  โดยเก็บตวัอยา่งจาก
ขัน้ตอนการยอ่ยแห้งเป็นน า้ตาล  ได้แก่ ขัน้ liquefaction  ขัน้ cooking  ขัน้ก่อนและหลงั 
sacharification  ขัน้หลงัการหมกั และขัน้การเก็บ  โดยน ามาแยกแบคทีเรียบน MRS agar   พบวา่
ขัน้ตอนการยอ่ยแป้งเป็นน า้ตาลมีแบคทีเรียปนเปือ้นในชว่ง 10-10 4 cfu/ml  หลงัจากการหมกัและ
ระหวา่งการเก็บน า้หมกัแบคทีเรียเพิ่มขึน้เป็นมากกวา่ 108 cfu/ml  จากการจดัจ าแนกแบคทีเรียท่ีแยก
ได้พบวา่เม่ือใช้มนัส าปะหลงัเป็นวตัถดุบิพบ Lactobacillus fermentum และ L. casei ได้มากท่ีสดุ  
ในขณะท่ีเม่ือใช้ข้าวบาร์เลย์พบ L. fermentum และ S. salivarius   

 
Skinner and Leathers (2004)  ศกึษาแบคทีเรียปนเปือ้นในโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้

ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิในสหรัฐอเมริกา 3 แหง่  โดยแบง่เป็นโรงงานท่ีใช้กระบวนการยอ่ยแป้งแบบ wet 
mill 1 แหง่  และท่ีใช้กระบวนการ dry grind อีก 2 แหง่  โดยโรงงาน wet mill ใช้กระบวนการหมกั
แบบตอ่เน่ืองโดยใช้ถงัหมกัชดุละ  5 ถงั 2 ชดุ โดยจะมารวมกนัใน 2 ถงัสดุท้าย   ในขณะท่ีโรงงาน dry 
grind  โรงงานท่ี 1 ใช้ถงัหมกั 3 ถงั และหมกัแบบ batch  และโรงงาน dry grind แหง่ท่ี 2 ใช้ถงัหมกั
แบบ batch 1 ถงั  เก็บตวัอยา่งจากสายการผลิต  ไดแ่ก่  ถงัเลีย้งยีสต์  ถงัหมกั  และน า้   น ามาเพาะ
แยกแบคทีเรียบน MRS agar ท่ีเตมิ cycloheximide 0.001%  สุม่เลือกโคโลนีน ามาจดัจ าแนกโดยใช้
ชดุทดสอบ API50CHL  และชดุทดสอบ Biolog  และวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป
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เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู   ผลการศกึษาพบวา่โรงงาน wet mill ซึง่ตวัอยา่งเก็บระหวา่งธนัวาคม 
2002 กมุภาพนัธ์  เมษายน และกนัยายน 2003  รวม 9 เดือน  มีแบคทีเรียในทกุตวัอยา่ง  โดย
น า้หวานท่ีสกดัได้จากข้าวโพดมีแบคทีเรียอยูใ่นชว่ง 104-105 cfu/ml  ในขณะท่ีหลงัผา่นการพาสเจอร์
ไรซ์ยงัคงพบแบคทีเรียในระดบั 104-106 cfu/ml  โดยบางตวัอยา่งพบปริมาณเพิ่มขึน้กวา่ก่อนผา่นการ
พาสเจอร์ไรซ์ซึง่คาดวา่นา่จะเน่ืองมาจากมีการปนเปือ้นเพิ่มจากเคร่ืองฆา่เชือ้ (heat exchanger)  
และเม่ือน า้หมกัถกูสง่ไปถึงถงัสดุท้าย (ถงัท่ี 5) จ านวนแบคทีเรียจะเพิ่มขึน้เป็นมากกวา่ 10 6 cfu/ml  
จากการจดัจ าแนกแบคทีเรียพบวา่ Lactobacillus มีสดัสว่นถึง 44-60% ของไอโซเลตทัง้หมด  โดยพบ 
L. delbrueckii subsp. delbrueckii มากท่ีสดุ   โดยมีสดัสว่น 21-45% ของ Lactobacillus ทัง้หมด   
นอกจากนัน้ยงัพบ L. acidophilus, L. crispatus ได้บอ่ย  รวมทัง้พบ Bifidobacterium ด้วยใน
ตวัอยา่งท่ีเก็บในเดือนกมุภาพนัธ์ 2003   ส าหรับแบคทีเรียจีนสัอ่ืนนัน้ท่ีพบได้แก่ Clostridium, 
Eubacterium, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus และ Weisella    

 
 ในโรงงาน dry grind แหง่ท่ี 1  เก็บตวัอยา่งจากทัง้ 3 ถงัหมกัในเดือนกมุภาพนัธ์และเมษายน 
2003  ตลอดระยะเวลาการหมกั 48 ชัว่โมง  พบวา่ เร่ิมต้นมีแบคทีเรียปริมาณคอ่นข้างต ่า คือ 10 4 
cfu/ml  และท่ีระยะเวลาการหมกั 12-18 ชัว่โมง ปริมาณแบคทีเรียเพิ่มขึน้เป็น 105-108 cfu/ml  
จากนัน้จะลดลงจนเหลือต ่ากวา่ 106 cfu/ml เม่ือสิน้สดุการหมกั    และจากการจดัจ าแนกแบคทีเรียท่ี
พบท าให้ทราบวา่เป็นชนิดท่ีคล้ายกนัในทกุครัง้ของการเก็บตวัอยา่ง   โดย Lactobacillus มีสดัสว่น
มากท่ีสดุเชน่เดียวกนั  คือพบ 37-39% ของแบคทีเรียท่ีพบทัง้หมด   โดยเป็น L. delbrueckii subsp. 
lactis มากท่ีสดุ  แตไ่มพ่บ L. delbrueckii subsp. delbrueckii ท่ีพบในโรงงาน wet mill นอกจากนัน้
ในโรงงาน dry grind ยงัพบ Pediococcus และ Weisella confosa มากกวา่ในโรงงาน wet mill  โดย
พบในสดัสว่น 18 และ 24% ตามล าดบั  แสดงให้เห็นวา่แบบของการหมกัท่ีแตกตา่งกนัมีผลตอ่ชนิด
ของแบคทีเรียท่ีพบในโรงงานเอทานอล 
 
 ส าหรับโรงงาน dry grind แหง่ท่ี 2 นัน้ท าการเก็บตวัอยา่งนาน 9 เดือน คือ ธนัวาคม 2002  
กมุภาพนัธ์ พฤษภาคม และกนัยายน 2003  โดยน ามาจาก batch ท่ี 2  ซึง่มีการเตมิยา 
verginiamycin ลงในถงัหมกัเป็นระยะๆ ตลอดการหมกัด้วย   โดยโรงงานแหง่นีใ้ช้ถงัหมกัถงัเดียว  ท า
การหมกันาน 50-55 ชัว่โมง   พบวา่ในน า้หมกัเร่ิมต้นมีแบคทีเรียในชว่ง 10 6 cfu/ml  และเม่ือสิน้สดุ
การหมกัจ านวนเพิ่มขึน้เป็น 108 cfu/ml  และพบวา่แบคทีเรีย 69-87% เป็น Lactobacillus  โดยอยู่
ในสปีชีส์ L. delbrueckii subsp. delbrueckii มากท่ีสดุ  รวมทัง้พบ L. crispatus, L. brevis, L. 
fermentum และ L. delbrueckii subsp. lactis ซึง่ผู้วิจยัคาดวา่การเตมิยาปฏิชีวนะเป็นระยะๆ สง่ผล
ให้ประชากรแบคทีเรียในน า้หมกัไมมี่ความหลากหลาย  ซึง่จากผลทัง้หมดผู้วิจยัได้สรุปวา่ปริมาณและ
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ความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีพบในโรงงานเอทานอลท่ีใช้ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิเก่ียวข้องกบัวิธีการ
เตรียมน า้หวานจากข้าวโพด  ฤดกูาลรวมทัง้ประวตักิารใช้ยาปฏิชีวนะ  โดย Lactobacillus เป็น
แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบได้มากท่ีสดุ 
 
 Passoth et. al. (2007)  รายงานการศกึษาการเปล่ียนแปลงรูปแบบประชากรยีสต์และ
แบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานเอทานอลของประเทศสวีเดนแหง่หนึง่  ท่ีใช้กระบวนการหมกั
แบบตอ่เน่ืองท่ีมีการน าเซลล์ยีสต์กลบัมาใช้ซ า้  และใช้แป้งจากข้าวสาลีเป็นวตัถดุบิโดยน ามาผา่น

ขัน้ตอนการยอ่ยสลายแห้งให้เป็นน า้ตาลก่อน 2 ขัน้ตอน คือท่ีอณุหภมูิ 90 ºซ ตามด้วยอณุหภมูิ 60ºซ  
เร่ิมกระบวนการหมกัเอทานอลโดยการเตมิ baker’s yeast 1 ตนั  ลงในถงัหมกัขนาด 100 ลกูบาศก์
เมตร  และใช้เวลาประมาณ 3 สปัดาห์ระบบจงึจะคงท่ีและเข้าสูก่ระบวนการแบบตอ่เน่ือง  ซึง่สามารถ
ด าเนินการหมกัไปได้ยาวนานจนถึง 2 ปี หรือมากกวา่นัน้  โดยผู้วิจยัเก็บตวัอยา่งในเดือนมกราคม  
มีนาคมและมิถนุายน 2006  จากถงัหมกั  ซึง่ระบบมีความคงท่ีตัง้แตก่รกฎาคม 2005   น ามาเพาะ
แยกแบคทีเรียบน MRS agar ท่ีเตมิ Delvocid 0.1 g/L  พบวา่ตวัอยา่งจากเดือนมกราคม  และ
มีนาคมมีแบคทีเรียกรดแลคตกิปนเปือ้นในระดบัสงู คือ 6.0x107 และ 7.0x107 cfu/ml ตามล าดบั  โดย
คดิเป็นสดัสว่นถึง 70% ของปริมาณเซลล์ยีสต์และแบคทีเรียรวมกนั   ในขณะท่ีตวัอยา่งจากเดือน
มิถนุายนมีปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิลดลงเป็น 1.2 x107 cfu/ml  ซึง่คดิเป็นสดัสว่น 10% ของ
เซลล์ทัง้หมด   และจากการสุม่น าโคโลนีของแบคทีเรียท่ีพบตวัอยา่งละ 20 โคโลนี  น าไปจดัจ าแนก
ด้วยวิธี PCR fingerprint  พบวา่ทัง้ 20 ไอโซเลตจากตวัอยา่งแรก (เดือนมกราคม)  จดัจ าแนกได้เป็น 
Lactobacillus vini   ในขณะท่ีอีก 2 ตวัอยา่ง (มีนาคมและมิถนุายน)  มี 19 ไอโซเลตท่ีจดัจ าแนกได้
เป็น L. vini  และมีอีก 1 ไอโซเลตจากแตล่ะเดือนท่ีพบวา่เป็น L. fermentum และ L. panis 
ตามล าดบั   นอกจากนัน้ยงัมีการตรวจสอบแบคทีเรียปนเปือ้นใน baker’s yeast  น า้ และในขัน้ตอน
การยอ่ยแป้งเป็นน า้ตาล    พบวา่ baker’s yeast มี Lactococcus lactis, Leuconostoc 
pseudomesenteroides และ Pediococcus sp. ปนเปือ้น  แตพ่บในปริมาณน้อย  ในน า้พบ L. 
fermentum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Weisella confosa และ L. salivarius  ในขณะท่ีใน
ขัน้ตอนการยอ่ยแป้งพบ L. parabuchneri และ L. casei  ปนเปือ้น  อยา่งไรก็ตามไมพ่บ L. vini ใน
ตวัอยา่งเหลา่นีแ้ละผู้วิจยัได้สรุปวา่  วตัถดุบิ  น า้และหวัเชือ้ยีสต์เป็นแหลง่ท่ีมาของแบคทีเรียกรดแล
คตกิในกระบวนการผลิตเอทานอล  
 

Leja and Broda (2009)  รายงานการส ารวจแบคทีเรียท่ีปนเปือ้นในโรงงานเอทานอลใน
ประเทศโปแลนด์ 5 แหง่  ได้แก่โรงงาน a, b, c, d และ e   โดยโรงงาน a, b, c ใช้ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิ  
โรงงาน d ใช้ข้าวฟ่าง (triticale) เป็นวตัถดุบิ และโรงงาน e ใช้ข้าวไรน์เป็นวตัถดุบิ   โดยการหมกัใช้
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เวลา 3 วนั  น าตวัอยา่งมาแยกเชือ้แบคทีเรียบน MRS agar, Lab-agar, Thioglycollate Fluid 
Medium และ Chloramphenicol Lab-agar  จดัจ าแนกโคโลนีท่ีพบโดยวิธีเปรียบเทียบล าดบัเบสของ 
ribosomal RNA gene  กบัล าดบัเบสอ้างอิง   ผลการศกึษาพบวา่วตัถดุบิท่ีใช้ผลิตเอทานอลทกุชนิดมี
แบคทีเรียปนเปือ้นทัง้แบคทีเรียกรดแลคตกิและแบคทีเรีย anaerobic  โดยโรงงาน b และ c ซึง่ใช้
ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิพบแบคทีเรียในระดบั 107 cfu/g  ในขณะท่ีโรงงาน a ท่ีใช้ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิ
เชน่เดียวกนัมีแบคทีเรียปนเปือ้นในวตัถดุบิระดบัต ่ากวา่นี ้ ซึง่ผู้วิจยัได้เสนอวา่นา่จะเป็นผลมาจาก
สภาพการเก็บรักษาข้าวโพดของแตล่ะโรงงานท่ีแตกตา่งกนั   ส าหรับโรงงาน e นัน้ พบแบคทีเรียใน
วตัถดุบิ (ข้าวไรน์) ปริมาณต ่าสดุ  คืออยูใ่นชว่ง 105-106 cfu/g  และในน า้หวานท่ีได้จากการยอ่ยแป้ง
ในระยะแรกท่ีใช้ในการหมกัเอทานอลนัน้พบแบคทีเรียกรดแลคตกิอยูใ่นชว่ง 10 2-104 cfu/ml  และเม่ือ
ระยะเวลาในการหมกันานขึน้แบคทีเรียจะมีปริมาณเพิ่มขึน้โดยมีปริมาณสงูสดุท่ีเวลา 24 ชัว่โมงของ
การหมกั  ท่ีระดบั 106-1010cfu/ml      โดยเม่ือเปรียบเทียบปริมาณท่ีพบจากโรงงานตา่งๆ พบวา่มี
คา่สงูสดุในโรงงาน a       ผลการจดัจ าแนกแบคทีเรียพบวา่ Bifidobacterium มีสดัสว่นในแบคทีเรีย
ทัง้หมดมากท่ีสดุในทกุโรงงาน  รองลงมาคือ Clostridium aerotolerans ส าหรับแบคทีเรียกรดแลคตกิ
นัน้พบจีนสั Lactobacillus มากท่ีสดุ  โดยสปีชีส์ท่ีพบมาก คือ L. delbrueckii และ L. fermentum 
รวมทัง้ยงัพบแบคทีเรียกรดแลคตกิจีนสั Leuconostoc และ Pediococcus ด้วย 
 

Lucena et. al., (2010)  ได้รายการการตดิตามการเปล่ียนแปลงปริมาณและชนิดของ
แบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานเอทานอล 4 แหง่ ทางตะวนัออกเฉียงเหนือของบราซิล  ระหวา่งปี 
2007-2008  โดยเก็บตวัอยา่งทกุเดือนจากถงัหมกัตัง้แตว่นัแรกของการหมกัจนสิน้สดุการหมกัท่ี 180 
วนั  โดยโรงงานท่ี 1  ใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิ  ในขระท่ีอีก 3 โรงงานทีเหลือใช้น า้อ้อย   ทัง้ 4 โรงงาน
ใช้วิธีล้างเซลล์ยีสต์ด้วยกรดซลัฟริุกเพ่ือลดแบคทีเรียปนเปือ้นก่อนน ากลบัมาใช้ซ า้และมีการเตมิยา
ปฏิชีวนะ (penicillin และ ionophore monensin)  ลงไปเป็นครัง้คราว   น าตวัอยา่งมาแยกเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคตกิบนอาหาร MRS agar ท่ีเตมิ cycloheximide 0.1%   และคดัเลือกมา 20 โคโลนี  
น ามาจดัจ าแนกโดยวิธี DNA fingerprint  ผลการศกึษาพบวา่เม่ือเร่ิมต้นการหมกัทกุโรงงานมี
แบคทีเรียกรดแลคตกิในน า้หมกัอยูใ่นชว่ง 108 cfu/ml  และพบตลอดระยะเวลาการหมกั 180 วนั  โดย
มีปริมาณเปล่ียนแปลงอยูใ่นชว่ง 106-109 cfu/ml   นอกจากนัน้ยงัพบวา่ในน า้อ้อยท่ีใช้เป็นวตัถดุบิใน
การผลิตมีแบคทีเรียกรดแลคตกิในระดบั 107-108 cfu/ml   

 
แบคทีเรียท่ีรวบรวมได้มีทัง้หมด 489 ไอโซเลต  น ามาตรวจสอบเบือ้งต้นวา่เป็นแบคทีเรียกรด

แลคตกิหรือไม่ โดยการวิเคราะห์ rRNA operon ด้วย restriction enzyme  จากนัน้จงึหาวา่เป็นจีนสัใด
ด้วยวิธี Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA)  พบวา่สว่นใหญ่เป็น
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Lactobacillus  โดยในระยะ 30 วนัแรกของการผลิต  มีแบคทีเรียกรดแลคตกิในระดบัสงู  และพบสปี
ชีส์ L. plantarum ได้มากในระยะแรกในบางโรงงาน  ในขณะท่ีโรงงานบางแหง่พบ L. 
manihotivorans และ Weisella paramesenteriodes แตโ่ดยรวมๆ แล้วในระยะแรก L. fermentum 
และ L. vini เป็นสปีชีส์เดน่หลงัหมกัท่ี 60 ชัว่โมง  และในชว่งท้ายของการหมกัพบวา่ความหลากหลาย
ของสปีชีส์แบคทีเรียกรดแลคตกิมีแนวโน้มลดลง  ซึง่คาดวา่เกิดจากการบางสปีชีส์เกิดการดือ้ยาหรือ
อาจมีการตดิเชือ้แบบถาวร (persistant endermic infection) ของบางสปีชีส์    โดยสภาวะท่ีรุนแรง
ของการหมกั เชน่  การมียาปฏิชีวนะ  การมีอณุหภมูิสงูขึน้  การท่ีน า้หมกัมีคา่พีเอชลดลง และการมี  
เอทานอลความเข้มข้นสงูขึน้อาจสง่ผลให้เกิดการคดัเลือกดงักลา่วขึน้    นอกจากนัน้ยงัพบ L. 
ferintoshensis, L. diolivorans-like, L. nagelii, unidentified lactic acid bacteria และ 
Oenococcus kitahaerae-like เม่ือสิน้สดุการหมกั    

 
จากข้อมลูพบวา่โรงงานท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิมีความหลากหลายของแบคทีเรียกรด   

แลคตกิแตกตา่งจากของโรงงานท่ีใช้น า้อ้อย  ดงันัน้ผู้วิจยัจงึสรุปวา่อ้อยและกากน า้ตาลเป็นแหลง่
ส าคญัของการแบคทีเรีย  โดยขึน้อยูก่บัแหลง่ท่ีปลกู  ระยะเวลาท่ีเก็บเก่ียวด้วย    และการพบ L. vini 
และ L. fermentum หลงัหมกัได้ 30 วนั   แสดงให้เห็นวา่ทัง้ 2 สปีชีส์นีป้รับตวัได้ดีในสภาวะการหมกั   
โดยมีรายงานวา่ L. fermentum มีผลท าให้เซลล์ยีสต์เกาะกลุม่กนัและลอยตวั (flocculation)  และ
ผู้วิจยัได้เสนอแนวทางการลดการปนเปือ้นในโรงงานเอทานอลโดยควรใช้วตัถดุบิ (อ้อย) ท่ีสดใหม ่ มี
สิ่งสกปรกตดิมาน้อย  มีการล้างต้นอ้อยด้วยน า้สะอาดเพ่ือลดปริมาณแบคทีเรีย  ใช้น า้อ้อยและ
กากน า้ตาลท่ีมีแบคทีเรียปนเปือ้นน้อย  รวมทัง้มีการเตมิยาปฏิชีวนะท่ีเฉพาะเจาะจงกบัแบคทีเรียชนิด
เป้าหมาย   ตลอดจนมีการจดัการระบบการผลิตท่ีดีเพ่ือลดการปนเปือ้นเพิ่ม      

 



บทที่ 3 
วธีิด าเนินการวจิัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ 

- จานเพาะเชือ้พลาสตกิขนาด 15 x 90 มิลลิเมตร 
- ขวดแก้วฝาเกลียว (Duran) ปริมาตร 250 และ 500 มิลลิลิตร 
- หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 16× 150 มิลลิเมตร 
- ปิเปต ปริมาตร 1 และ 10 มิลลิลิตร 
- บีกเกอร์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 
- กระบอกตวง ขนาด 500 มิลลิลิตร 
- แทง่แก้วเกล่ียเชือ้ (glass spreader) 
-หลอดพลาสตกิส าหรับแชแ่ข็ง (cryotube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
- ซองบรรจสุารเคมีก าจดัออกซิเจน (AnaeroGen, Oxoid, United Kingdom) 
- ชดุทดสอบชีวเคมี API 50 CH  (BioMé rieux, France) 
 

เคร่ืองมือ 
 - หม้อนึง่ความดนัไอ (Autoclave)  (SS-325, Tomy, Japan) 
 - เคร่ืองชัง่  (PG 802-S, Metler Toledo,USA) 
 - เคร่ืองไมโครเวฟ (Sharp) 
 - เคร่ืองเขยา่ (บริษัท ไทยโพล่ีเมดคิ จ ากดั) 
 - กล้องจลุทรรศน์  (CH30, Olympus, Japan) 
 - เคร่ืองนบัจ านวนเซลล์ (Haemacytometer) (Boeco, USA) 
 - เคร่ืองวดัความหวาน (Refractometer) ( N-1 α, Atago, USA) 
 - เคร่ืองวดัพีเอช (pH Meter) (Meter PP-50, Sartorius) 
 - โถบม่เชือ้ไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) (Anaerocult, Merck, USA) 
 - เคร่ืองวดัความขุน่  (Densimat K011100, BioMérieux, France) 
 -ตู้บม่เชือ้ (Incubator) อณุหภมูิ 35ºซ (Memmert, Germany) 

 -ตู้แชเ่ยือกแข็ง อณุหภมูิ -70ºซ 
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อาหารเลีย้งเชือ้ (ภาคผนวก ก) 
- Yeast extract Peptone Dextrose (YPD) agar (Difco, 2003) 
- de Man, Rogosa and  Sharpe (MRS) agar (Difco, 2003) 
- MRS agar ท่ีมี Cycloheximide 10 mg/L 
- MRS broth (Difco, 2003) 

 
ตัวอย่าง 
 ตวัอยา่งท่ีใช้ในการศกึษาได้มาจากโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิหลกั  
จ านวน  4  แหง่  โดย 3 แหง่ ตัง้อยูใ่นจงัหวดัเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ สว่นอีก  1 แหง่ตัง้อยูใ่น
จงัหวดัเขตภาคกลาง   โดยโรงงานทัง้หมดใช้กระบวนการผลิตแบบ sequential-batch ซึง่
ประกอบด้วยถงัหมกัจ านวน 6 ถงั    เก็บตวัอยา่งแหง่ละ  1-2  ครัง้  จ านวนตวัอยา่งท่ีเก็บแหง่ละ  9-
13 ตวัอยา่ง  รวมจ านวนตวัอยา่งทัง้สิน้ 66  ตวัอยา่ง  
 
 ตวัอยา่งท่ีเก็บมาประกอบด้วย กากน า้ตาลเข้มข้น  กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งเชือ้ยีสต์ 
(fermenter)  กากน า้ตาลจากถงัหมกัเอทานอลแตล่ะถงั น า้หมกัก่อนการกลัน่ และสารอาหารเพิ่มเตมิ 
(diammonium phosphate, diammonium sulfate)  โดยน ามาไมน้่อยกวา่ตวัอยา่งละ 100 มิลลิลิตร  
บรรจใุนขวดพลาสตกิ ปิดฝา   
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. การแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
 1.1  เขยา่ภาชนะบรรจตุวัอยา่งเพื่อผสมตวัอยา่งให้เข้ากนั   และใช้ปิเปตขนาด 5 มิลลิลิตร  ดดู
ตวัอยา่งมา 5 มิลลิลิตร  ถ่ายลงในขวดบรรจ ุ0.85 %NaCl ปริมาตร 45  มิลลิลิตร  เขยา่ให้เข้ากนั จะ
ได้ตวัอยา่งระดบัความเจือจาง 10-1 

หมายเหตุ 
 ส าหรับตวัอย่างกากน ้าตาลเข้มข้นใช้วิธีการชัง่น ้าหนกั 5 กรัม และผสมกบั 0.85 % NaCl แทนการ
วดัปริมาตรเนือ่งจากกากน ้าตาลมีความหนืดสูง 

1.2  ท าการเจือจางตวัอยา่งตอ่ไป โดยใช้ปิเปตขนาด 1 มิลลิลิตร  ดดูตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร  ถ่ายลง
ในหลอดบรรจ ุ0.85% NaCl ปริมาตร 9 มิลลิลิตร  จะได้ตวัอยา่งระดบัความเจือจาง 10 -2 และท าเชน่นี ้
ตอ่ไปเป็นล าดบั  จนได้ระดบัความเจือจางท่ีต้องการ  
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1.3  เพาะตวัอยา่งระดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม โดยวิธีเกล่ียตวัอยา่ง 0.1 มิลลิลิตรลงบนผิวหน้า
อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีผสม Cycloheximide  ท าซ า้ 2 จานเพาะเชือ้ในแตล่ะระดบัความเจือ
จางของตวัอยา่ง 

1.4  บม่จานเพาะเชือ้ในโถบม่เชือ้ท่ีมีซองบรรจสุารเคมีก าจดัออกซิเจน ท่ีอณุหภมูิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

1.5  น าโคโลนีท่ีมีลกัษณะตา่งกนั อยา่งละ 3 โคโลนี  ขีดแยกเชือ้แตล่ะโคโลนีบนจานอาหาร MRS 
agar  บม่ท่ีสภาวะเดมิ   

1.6 ทดสอบคณุสมบตัขิองแบคทีเรียกรดแลคตกิเบือ้งต้นของแตล่ะโคโลนี ได้แก่ การย้อมสีแกรม  
การผลิตเอนไซม์คะตะเลส  ดงันี ้

การย้อมแกรม 
1. ผสมเชือ้กบัน า้กลัน่ให้ได้รอยเกล่ียบางๆ บนสไลด์ท่ีสะอาด  ทิง้ให้แห้งในอากาศ และตรึง

เซลล์ด้วยเปลวไฟ 
2. ย้อมด้วยสี crystal violet  นาน 1 นาที  ล้างด้วยน า้ 
3. ย้อมด้วยสารละลาย Gram iodine นาน 1 นาที  ล้างน า้ 
4. ชะด้วย 95% Ethanol  ประมาณ 10 วินาที  ล้างน า้ 
5. ย้อมด้วยสี Safranin O  นาน 20 นาที  ล้างน า้  ซบัให้แห้ง และตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์  
แบคทีเรียกรดแลคตกิเซลล์ตดิสีมว่ง (แกรมบวก)  รูปร่างเป็นทอ่น  กลม หรือ coccobacilli  

อยูเ่ป็นคู ่ เป็นสายหรืออยูเ่ดี่ยว  ไมมี่สปอร์  
การทดสอบคะตะเลส 
1. ใช้ไม้จิม้ฟันปลอดเชือ้เข่ียเชือ้ป้ายบนสไลด์ท่ีสะอาด 
2. หยด 3% H2O2 1 หยดลงบนเชือ้  ถ้าเกิดฟองแสดงวา่ให้ผลบวกกบัการทดสอบ (เชือ้ผลิต

เอนไซม์คะตะเลส) 
แบคทีเรียกรดแลคตกิให้ผลลบ (ไมผ่ลิตคะตะเลส) 
 

1.7 ค านวณปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิในตวัอยา่ง (cfu/ml)  ดงันี ้
cfu/ml   =         จ านวนโคโลนีเฉล่ียใน 1 จาน 
         ปริมาตรของตวัอยา่ง x ความเจือจางของตวัอยา่ง 

 น าคา่ท่ีได้เปล่ียนให้อยูใ่นรูป log cfu/ml  
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2.  การศึกษาแบคทีเรียปนเป้ือนโดยตรงจากตัวอย่าง 
เขยา่ภาชนะบรรจตุวัอยา่ง  ใช้ปิเปตดดูตวัอยา่งน ามาหยดตวัอยา่งบนสไลด์ท่ีสะอาด  ปิดทบั

ด้วยกระจกปิดสไลด์  น าไปตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์  พร้อมทัง้ถ่ายรูปไว้ด้วย  
 
3.  การเก็บเชือ้บริสุทธ์  

เลือกโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีมีลกัษณะตา่งๆ กนั อยา่งละ 2-3 โคโลนี  ขีดแยกเชือ้บน 
MRS agar และบม่ใน anaerobic jar  นาน 48-72 ชัว่โมง  เก็บเชือ้บริสทุธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคตกิ
แตล่ะไอโซเลตเพ่ือใช้ในการศกึษาตอ่ไป  ดงันี  ้

1. เพาะแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลตในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีบรรจใุนหลอด
ขนาด 16x150 มิลลิเมตร ฝาปิดแบบเกลียว 

2. บม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
3. ผสมเชือ้ 7 มิลลิลิตร กบักลีเซอรอลท่ีปราศจากเชือ้ 3 มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั จะได้ความ

เข้มข้นกลีเซอรอล 30% ใน MRS broth 
4. แบง่ใสใ่นหลอด cryotube  หลอดละ 1 มิลลิลิตร  และน าไปแชเ่ยือกแข็งท่ีอณุหภมูิ -70 

องศาเซลเซียส  
 
4.  การจัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
      จดัจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคตกิแตล่ะไอโซเลตโดยใช้ชดุทดสอบ API 50 CHL  ดงันี ้

4.1 ชุดทดสอบ 
ชดุทดสอบ ประกอบด้วยแผน่ทดสอบ (strip) ถาดพลาสตกิส าหรับวาง strip พร้อมฝาปิด

(incubation box) กระดาษบนัทกึผล และคูมื่ออา่นผล 
 
    4.2 แผ่นทดสอบ  

แผน่ทดสอบ หรือแถบทดสอบ (strip) เป็นแถบพลาสตกิท่ีมีหลอดขนาดเล็ก (microtube) 
จ านวน 50 หลอด  โดย 49 หลอดมี substrate (สารกลุม่คาร์โบไฮเดรตและอนพุนัธ์) ท่ีใช้ทดสอบ
ปฏิกิริยาทางชีวเคมีตา่งๆ ของเชือ้  และอีก 1 หลอดท่ีเหลือเป็นหลอดควบคมุผลลบ (ไมมี่ substrate 
ใดๆ)  โดยแบง่เป็นแถบยอ่ย 5 แถบ ดงันี  ้

- Strip 0-9 มีจ านวน 10 หลอด คือ หลอดท่ี 0-9  โดยหลอด 0 เป็นหลอดควบคมุ และอีก 9 
หลอดท่ีเหลือมี substrate ชนิดตา่งๆ   
- Strip 10-19 มีจ านวน 10 หลอด คือ หลอดท่ี 10-19 ซึง่มี substrate ตา่งชนิดกนั 



28 
 

- Strip 20-29 มีจ านวน 10 หลอด คือหลอดท่ี 20-29 ซึง่มี substrate ตา่งชนิดกนั 
- Strip 30-39 มีจ านวน 10 หลอด คือหลอดท่ี 30-39 ซึง่มี substrate ตา่งชนิดกนั 
- Strip 40-49 มีจ านวน 10 หลอด คือหลอดท่ี 40-49 ซึง่มี substrate ตา่งชนิดกนั 
รายละเอียดของ substrate ในหลอดขนาดเล็กของแตล่ะแถบทดสอบยอ่ยแสดงในตาราง

ตอ่ไปนี ้
 

Strip 0-9 Strip 10-19 Strip 20-29 

Tube Substrate Tube Substrate Tube Substrate 

0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

Control 
Glycerol 
Erythrytol 
D- Arabinose 
L-Arabinose 
Ribose 
D-Xylose 
L-Xylose 
Adonitol 
ß-Methyl-D-xyloside 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 

Galactose 
Glucose 
Fructose 
Manose 
Sorbose 
Rhamnose 
Dulcitol 
Inocitol 
Mannitol 
Sorbitol 

20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 

Þ-Methyl-D-mannoside 
Þ-Methyl-D-glucoside 
N-Acetyl-glucosamine 
Amygdalin 
Arbutin 
Esculin 
Salicin 
Cellobiose 
Maltose 
Lactose 

Strip 30-39   

Tube Substrate Tube Substrate 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 

Melibiose 
Sucrose 
Trehalose 
Inulin 
Melezitose 
Raffinose 
Starch 
Glycogen 
Xylitol 
Gentobiose 

40 
41 
42 
43 
44 
45 

446 
47 
48 
49 

D-Turanose 
D-Lyxose 
D-Tagatose 
D-Fucose 
L-Fucose 
D-Arabitol 
L-Arabitol 
Gluconate 
2-Keto-gluconate 
5-Keto-gluconate 
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    4.3 วัสดุอุปกรณ์เพิ่มเตมิ 

- API 50 CHL Medium  
มีสว่นผสมตอ่ลิตร ดงันี ้polypeptone (bovine/porcine origin)  10 g, yeast extract  g, 
tween 80 1 ml, dipotassium phosphate 2 g, sodium acetate 5 g, diammonium 
citrate 2 g, magnesium sulfate 0.2 g, manganese sulfate 0.05 g, bromcresol 
purple 0.17 g, pH 6.7-7.1 

- Mineral oil ปราศจากเชือ้ 

- กลอ่งพลาสตกิส าหรับวางแถบทดสอบ (กลอ่งบม่เชือ้) 

- Densimat (เคร่ืองวดัคา่ความขุน่ในหนว่ย McFarland) 

- พาสเจอร์ปิเปตพลาสตกิชนิดใช้ได้ครัง้เดียว (disposable plastic Pasteur pipettes) 

- ตะแกรงส าหรับวางหลอดบรรจ ุmedium (Ampule rack) 

- ท่ีสวมหลอด medium ส าหรับป้องกนัอนัตรายจากการแตก (Ampule protector) 
 

4.4 การเตรียมแถบทดสอบ 
1) เตรียมกลอ่งบม่เชือ้ส าหรับวางแถบทดสอบโดยน าสว่นฝาประกบกบัสว่นถาด (มีหลมุตืน้

ขนาดเล็กกระจายทัว่ไป)  บนัทกึรหสัของเชือ้ทดสอบบนสว่นของถาดท่ีย่ืนออกมา 
2) เปิดฝากลอ่งออก เตมิน า้กลัน่ (หรือน า้ก าจดัอิออน) 10 มิลลิลิตร ลงในถาด  เอียงถาดให้น า้

กระจายอยู่ในหลมุของถาดให้ทัว่ถึง  
3) วางแถบทดสอบลงในถาด  โดยเรียงเป็นเป็นล าดบัให้ครบ 5 แถบยอ่ย (0-9, 10-19, 20-29, 

30-39, 40-49) 
 

4.5  การเตรียมเซลล์แขวนลอย 
1) เพาะเชือ้ท่ีต้องการทดสอบโดยขีดให้ได้โคโลนีเดี่ยวบนอาหาร MRS agar  บม่ท่ีอณุหภมูิ 35 

องศาเซลเซียส ใน โถบม่เชือ้ไร้ออกซิเจนนาน 24 ชัว่โมง 
2) ตรวจสอบความบริสทุธ์ิของเชือ้โดยสงัเกตจากลกัษณะโคโลนีและย้อมแกรม (ต้องเป็นแกรม

บวก ไมส่ร้างสปอร์) และทดสอบ catalase (ต้องได้ผลลบ) 
3) เปิดฝาหลอด (ampule) บรรจ ุAPI 50 CHL Medium ดงันี ้ 
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- ถือหลอด medium ด้วยมือข้างท่ีถนดัให้อยู่ในแนวดิง่ (หลอด medium ท าด้วยแก้ว  
ด้านบนของหลอดคอดเว้าเข้าไป และสว่นปลายมีลกัษณะเรียวแหลมครอบด้วยฝาพลาสตกิ 
โดยฝามีรูปทรงกระบอกด้านบนมีลกัษณะคล้ายลิ่ม) 

- ใช้นิว้หวัแมมื่อกดฝาพลาสตกิของหลอดให้สว่นปลายนิว้มืออยูบ่ริเวณสว่นราบของฝา 
- ออกแรงกดฝาในแนวออกจากตวัเพ่ือท าให้สว่นบนของหลอดแก้วท่ีเว้าเข้าไปซึง่อยู่ข้าง

ในฝาหกัออก  ดงึฝาพร้อมสว่นของขวดแก้วท่ีหกัออกจากหลอด 
4) ใช้พาสเจอร์ปิเปตปราศจากเชือ้เข่ียโคโลนีบนจาน MRS agar น ามาแขวนลอยใน API 50 

medium   ดดูเชือ้ขึน้ลงหลายๆ ครัง้เพ่ือท าให้เซลล์กระจาย 
5) น าหลอด medium ไปวดัความขุน่ด้วยเคร่ือง Densimat ปรับให้ได้คา่ 2 McFarland  ถ้ายงัไม่
ถึงให้เข่ียโคโลนีลงไปเพิ่ม และวดัจนได้คา่ 2 McFarland ตามต้องการ  

 
 

4.6  การเพาะเชือ้ 
1) ใช้พาสเจอร์ปิเปตปราศจากเชือ้อนัใหมด่ดูเซลล์แขวนลอยท่ีได้ลงในหลอดขนาดเล็กบนแถบ

ทดสอบ ดงันี ้
-เอียงถาดของกลอ่งบม่เชือ้มาด้านหน้าเล็กน้อย 
-เตมิเซลล์แขวนลอยลงในแตล่ะหลอดของแถบทดสอบ  โดย

แตะปลายปิเปตท่ีด้านข้างบริเวณสว่นเปิดของหลอดท่ีเรียกวา่ 
cupule (ดงัรูป) และคอ่ยๆ ปลอ่ยเซลล์แขวนลอยลงไปจนเตม็
สว่นหลอดท่ีเรียกวา่ tube  (ดงัรูป) ระวงัอยา่ให้มีฟองอากาศ ท า
จนครบทกุหลอด        

      2) ใช้พาสเจอร์ปิเปตอนัใหม ่ดดู mineral oil ท่ีปราศจากเชือ้เตมิลงไปจนเตม็สว่น cupule  ของทกุ
หลอด 
      3) ปิดฝากลอ่งและน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  อา่นผลท่ีเวลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

 
    4.7 การอ่านผล 

อา่นผลการทดสอบโดยหลอดท่ีให้ผลบวกอาหารทดสอบจะเปล่ียนจากสีมว่งเป็นสีเหลือง 
(เน่ืองจากเชือ้ทดสอบใช้ substrate ท่ีอยูใ่นหลอดและเกิดความเป็นกรดขึน้  ท าให้สีของ Bromcresol 
purple ซึง่เป็น pH indicator เปล่ียนจากสีมว่งเป็นสีเหลือง  ยกเว้นหลอดท่ี 25 ซึง่เป็นการทดสอบ 
esculin ผลบวกจะเปล่ียนจากสีมว่งเป็นสีด า) 
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-ถ้าอาหารทดสอบยงัเปล่ียนสีไมช่ดัเจนภายใน 24 ชัว่โมง ให้บม่ตอ่ไปอีกจนครบ 48 ชัว่โมง 
บนัทกึผล (บวกหรือลบ) ลงในกระดาษบนัทกึผล และน าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย software ใน api 
web  ของบริษัทผู้ผลิต 



บทที่ 4 
ผลการวจิัย 

 
 

1. การแยกแบคทีเรียแลคตกิ 
 งานวิจยันีไ้ด้เก็บตวัอยา่งจากขัน้ตอนการผลิตเอทานอลจากโรงงานท่ีใช้กากน า้ตาลเป็น
วตัถดุบิ  ได้แก่ กากน า้ตาลท่ีใช้เลีย้งยีสต์ในขัน้ตอนการเตรียมหวัเชือ้ (prefermentation) กากน า้ตาล
ท่ีใช้หมกัเพ่ือผลิตเอทานอลในขัน้ตอนการหมกั (fermentation) กากน า้ตาลจากทอ่ผสม   สารอาหาร
เพิ่มเตมิ (diammonium phosphate/diammonium phosphate) น า้หมกัจากถงัเก็บก่อนน าไปกลัน่  
รวมทัง้กากน า้ตาลเข้มข้น  โรงงานท่ีศกึษามีทัง้หมด 4 แหง่   ก าหนดรหสัของโรงงานเป็น PK1, PK2, 
KL และ DC    โดยมี 2 โรงงานท่ีท าการน าตวัอยา่งมาศกึษา  2 ครัง้  ได้แก่ โรงงาน PK1 เก็บครัง้ท่ี 1 
จ านวน 12 ตวัอยา่ง ครัง้ท่ี 2 จ านวน 10 ตวัอยา่ง  และโรงงาน DC ครัง้ท่ี 1 น ามาจ านวน 13 ตวัอยา่ง 
ครัง้ท่ี 2  จ านวน 10 ตวัอยา่ง   และมีโรงงานท่ีเก็บตวัอยา่งมาศกึษา 1 ครัง้จ านวน 2 โรงงาน  ได้แก่ 
โรงงาน KL น ามาจ านวน 9 ตวัอยา่ง และโรงงาน PK2 จ านวน 10 ตวัอยา่ง    รวมจ านวนตวัอยา่งท่ี
น ามาศกึษาทัง้สิน้ 67 ตวัอยา่ง   รายละเอียดจ านวนตวัอยา่งและวนัท่ีเก็บตวัอยา่งในแตล่ะครัง้แสดง
ในตารางท่ี 4  ตวัอยา่งท่ีเก็บมาบรรจใุนขวดพลาสตกิ  มีฝาปิดแบบเกลียว  แตล่ะตวัอยา่งมีปริมาตร
ไมน้่อยกวา่ 100 มิลลิลิตร ดงัแสดงในภาพท่ี 3 

 

 
 

ภาพท่ี 3  ขวดบรรจตุวัอยา่งกากน า้ตาลจากถงัหมกัของโรงงานเอทานอลท่ีใช้ในการศกึษา  
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ตารางท่ี 4  วนัท่ีเก็บตวัอยา่ง และจ านวนตวัอยา่งท่ีเก็บจากโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้ในการศกึษา  
 

รหัสโรงงาน ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 
วันท่ีเก็บ จ านวนตัวอย่าง วันท่ีเก็บ จ านวนตัวอย่าง 

PK1 15 สค. 56 12 29 สค. 57 10 
KL 15  สค. 56 12 - - 

PK2 29 สค. 57 10 - - 
DC 25 เมย. 57 13 13 มิย. 57 10 

   
น าตวัอยา่งมาตรวจดเูซลล์แบคทีเรียโดยตรงภายใต้กล้องจลุทรรศน์  พบวา่ตวัอยา่งทัง้หมด 

ยกเว้นกากน า้ตาลเข้มข้น  มีแบคทีเรียปนเปือ้นอยูด้่วยร่วมกบัยีสต์ ดงัภาพท่ี 4 ซึง่แสดงลกัษณะเซลล์
ยีสต์และแบคทีเรียในกากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์  น า้หมกัจากถงัหมกัจ านวน 4 ถงั และน า้หมกัก่อน
การกลัน่  จะเห็นได้วา่ทกุตวัอยา่งมีแบคทีเรียและยีสต์  โดยเซลล์แบคทีเรียท่ีพบมีรูปร่างหลายแบบทัง้
รูปทอ่นและรูปกลม  และมีความหนาแนน่ใกล้เคียงกบัเซลล์ยีสต์  ยกเว้นในถงัเก็บน า้หมกัก่อนการ
กลัน่ซึง่พบเซลล์ยีสต์จ านวนน้อยกวา่ซึง่อาจเน่ืองจากเป็นน า้หมกัจากถงัหมกัถงัสดุท้ายดงันัน้เซลล์
ยีสต์บางสว่นจงึอาจแตกสลายไป  หรือเกิดการตกตะกอนขณะเก็บตวัอยา่งมาศกึษา     

 
เม่ือน าตวัอยา่งทัง้หมดเพาะแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิโดยวิธีเกล่ียเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้  

MRS agar ท่ีเตมิ Cycloheximide 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เพ่ือยบัยัง้การเจริญของยีสต์  และบม่ภายใต้
สภาวะไมมี่ออกซิเจนท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส  เป็นเวลานาน 48 ชัว่โมง  พบวา่ทกุตวัอยา่งยกเว้น
กากน า้ตาลเข้มข้น มีโคโลนีแบคทีเรียเจริญบน MRS agar  โดยโคโลนีท่ีพบสว่นใหญ่มีสีขาวหรือสีเทา  
กลม นนู ทัง้ขนาดเล็กและขนาดใหญ่ ดงัแสดงตวัอยา่งในภาพท่ี 5 
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    ถังเลีย้งยีสต์                       ถังหมักใบที่ 1  
 
 
 

        
                     ถังหมักใบท่ี 2                                        ถังหมักใบที่ 4 
 
 
 

     
                     ถังหมักใบท่ี 6                                    ถังรวมก่อนการกล่ัน 
 
 
ภาพท่ี 4  ลกัษณะเซลล์ยีสต์ (ลกูศรสีด า) และเซลล์แบคทีเรีย (ลกูศรสีขาว) ท่ีพบในกากน า้ตาลจาก
ถงัเลีย้งยีสต์  ถงัหมกัเอทานอล และถงัน า้หมกัก่อนกลัน่ เม่ือตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ก าลงัขยาย 
400 เทา่  
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                  โรงงาน PK1 ครัง้ท่ี 1           โรงงาน DC ครัง้ท่ี 1 
 
 
 

              
         โรงงาน DC ครัง้ท่ี 2     โรงงาน KL 
 
 
ภาพท่ี 5  โคโลนีแบคทีเรียท่ีแยกได้จากโรงงานเอทานอลท่ีศกึษา  เม่ือน ามาแยกเชือ้บน MRS agar ท่ี
มี cycloheximide เข้มข้น 100 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และบม่นาน 48 ชัว่โมง 
 

เม่ือท าการเลือกโคโลนีบน MRS agar ท่ีมีลกัษณะแตกตา่งกนัมาทดสอบเบือ้งต้นเพ่ือให้
ทราบวา่เป็นแบคทีเรียกรดแลคตกิหรือไม ่   โดยน ามาย้อมสีแกรมและตรวจดดู้วยกล้องจลุทรรศน์เพ่ือ
ดรููปร่าง การเรียงตวัของเซลล์และการตดิสีแกรม  รวมทัง้ทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตะเลส   พบวา่
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แบคทีเรียทัง้หมดตดิสีแกรมบวก  เซลล์มีรูปร่างเป็นทอ่น หรือรูปทอ่นเกือบกลม (coccobacilli)  ไมพ่บ
สปอร์  และให้ผลลบกบัการทดสอบคะตะเลส (ไมผ่ลิตคะตะเลส)  ซึง่เป็นลกัษณะของแบคทีเรียกรด
แลคตกิ  จงึสามารถค านวณหาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในตวัอยา่งท่ีน ามาศกึษาได้  ดงันี ้ 

 
โรงงาน PK1 ครัง้ท่ี 1 
 ท าการเก็บตวัอยา่งจากโรงงานเอทานอล PK1  จ านวน 2 ครัง้  การเก็บตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 
ก าหนดรหสัเป็น PK11  มีจ านวนตวัอยา่งรวม 12 ตวัอยา่ง  โดยเก็บมาจากจดุตา่งๆ ของกระบวนการ
ผลิตเอทานอล  โดยเป็นกากน า้ตาลในถงัหมกัจ านวน 6 ตวัอยา่ง  ตวัอยา่งท่ีเหลือ ได้แก่  กากน า้ตาล
จากถงัเลีย้งยีสต์  จากทอ่ผสมก่อนเข้าถงัเลีย้งยีสต์และทอ่ผสมก่อนเข้าถงัหมกั  น า้หมกัจากถงัเก็บ
ก่อนกลัน่เอทานอล และกากน า้ตาลเข้มข้น    ผลการแยกเชือ้บน MRS agar พบโคโลนีแบคทีเรียท่ีมี
ปริมาณมาก (ตัง้แต ่6 log cfu/ml ขึน้ไป) ทัง้หมด 5 แบบ (หรือ 5 ไอโซเลต) และก าหนดรหสัเป็น 
PK11-1  ถึง PK11-5  ดงันี ้  

-PK11-1 : โคโลนีกลม นนู สีขาว ขอบเรียบ ผิวมนัวาว    
-PK11-2 : โคโลนีกลม นนู สีเทาใส ขอบเรียบ ขนาดเล็กมาก (ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร)   
-PK11-3 : โคโลนี กลม แบน สีเทา ขอบหยกั ผิวหยาบด้าน   
-PK11-4 : โคโลนีกลม นนูเล็กน้อย สีขาว ขอบไมเ่รียบ ผิวเยิม้ ขนาดใหญ่    
-PK11-5 : โคโลนีกลม นนู  สีขาวตรงกลาง ขอบหยกัสีเทา 
 
เม่ือท าการย้อมแกรมและทดสอบคะตะเลสของแบคทีเรียทัง้ 5 ไอโซเลต  พบวา่ทัง้หมด

จดัเป็นแบคทีเรียกรดแลคตกิ เน่ืองจากตดิสีแกรมบวก  ไมมี่สปอร์ และให้ผลลบกบัการทดสอบ       
คะตะเลส (ไมมี่เอนไซม์คะตะเลส) โดยรายละเอียดผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีแยกได้จากโรงงาน 
ผลิตเอทานอล PK1 ครัง้ท่ี 1  

การทดสอบ 
รหัสเชือ้ 

PK11-1 PK11-2 PK11-3 PK11-4 PK11-5 
ลักษณะ
โคโลนี 

โคโลนีกลมนนู 
สีขาว ขอบ
เรียบ 
ผิวมนัวาว 

โคโลนีกลม 
นนู สีเทาใส 
ขอบเรียบ 
ขนาดเล็กมาก 

โคโลนีกลม 
แบน สีเทา 
ขอบหยกั  
ผิวหยาบด้าน 

โคโลนีกลม 
นนูเล็กน้อย  
สีขาว ผิวเยิม้  
ขอบไมเ่รียบ 
ขนาดใหญ่ 

โคโลนีกลม 
นนู ตรงกลางสี
ขาว ขอบหยกั
สีเทา 

การย้อม 
แกรม 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก 
รูปทอ่น ขนาด
คอ่นข้างใหญ่  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นสัน้
เกือบกลม  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นขนาด
เล็ก ตดิสีไม่
สม ่าเสมอ  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นขนาด
เล็ก ยาว  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นขนาด
เล็ก ยาว  
ไมมี่สปอร์ 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

 
แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในตวัอยา่งท่ีเก็บมาจากจดุตา่งๆ  ของกระบวนการผลิตของโรงงาน

เอทานอล PK1  ในการเก็บตวัอยา่งครัง้ท่ี 1   มีปริมาณอยูใ่นชว่ง 6.42-7.89 log cfu/ml   โดยตวัอยา่ง
กากน า้ตาลจากถงัหมกัทัง้ 6 ถงั  พบแบคทีเรียกรดแลคตกิอยูใ่นชว่ง 6.93-7.22 log cfu/ml หรือเฉล่ีย 
7.12 log cfu/ml    ถงัเตรียมสารอาหารพบ 6.42 log cfu/ml  ถงัเลีย้งยีสต์พบ 7.76 log cfu/ml  และ
ในทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์และทอ่ผสมของถงัหมกัพบ 7.89 และ 7.69 log cfu/ml ตามล าดบั น า้หมกั
ก่อนการกลัน่พบ 7.85 log cfu/ml  ส าหรับกากน า้ตาลเข้มข้นนัน้ไมพ่บโคโลนีใดๆ บน MRS agar เม่ือ
เจือจางตวัอยา่ง 5 เทา่ ซึง่สามารถค านวณได้วา่ในกากน า้ตาลเข้มข้นมีแบคทีเรียกรดแลคตกิน้อยกวา่ 
5 cfu/g หรือ น้อยกวา่ 0.5 log cfu/g    และเม่ือพิจารณาการแพร่กระจายของแบคทีเรียรหสัตา่งๆ 
พบวา่แตล่ะจดุท่ีเก็บตวัอยา่งมีแบคทีเรียชนิดเดน่คล้ายคลงึกนั  ตวัอยา่งเชน่  PK11-2 เป็นแบคทีเรีย
ไอโซเลตท่ีพบมากในสารอาหารจากถงัเตรียม  ในกากน า้ตาลจากทอ่ผสมก่อนเข้าถงัเลีย้งยีสต์พบ
แบคทีเรียทกุไอโซเลตยกเว้น PK11-5    ในถงัเลีย้งยีสต์พบ PK11-1, PK11-2 และ PK11-4 ปริมาณ
มาก  ในขณะท่ีในถงัหมกัทัง้ 6 ถงั มีแบคทีเรีย PK11-1 ถึง PK11-4  เป็นชนิดเดน่เหมือนกนั แตพ่บไอ
โซเลต PK11-5 ได้มากเฉพาะในบางถงัหมกัเทา่นัน้    รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 6 
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ตารางท่ี 6 ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานผลิตเอทานอล PK1 ครัง้
ท่ี 1 
  
ล ำดับ ช่ือตัวอย่ำง 

Log 
cfu/ml 

รหัสเชือ้** 

PK 
11-1 

PK 
11-2 

PK 
11-3 

PK 
11-4 

PK 
11-5 

1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ < 0.5* - - - - - 
2 ถงัเตรียมสารอาหาร 

(Das/Dap) 
6.42 - + - - - 

3 กากน า้ตาลจากทอ่ผสม 
ของถงัเลีย้งยีสต์ 

7.89 + + + + - 

4 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์  7.76 + + - + - 
5 กากน า้ตาลจากทอ่ผสม 

ของถงัหมกั 
7.69 + + - + - 

6 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 7.07 + + + + - 
7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 7.22 + + + + - 
8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 3 7.17 + + + + - 
9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 7.13 + + + + + 
10 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 7.18 + + + + + 
11 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 6.93 + + + + + 
12 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 7.85 + + + + - 

หมายเหตุ 
*  มีหนว่ยเป็น log cfu/g   
** PK11-1 : กลม นนู สขีาว ขอบเรียบ ผิวมนัวาว 
   PK11-2 : กลม นนู สเีทาใส ขอบเรียบ ขนาดเลก็มาก   
   PK11-3 : กลม แบน สเีทา ขอบหยกั ผิวหยาบด้าน   
   PK11-4 : กลม นนูเลก็น้อย สขีาว ขอบไมเ่รียบ ผิวเยิม้ ขนาดใหญ่   
   PK11-5 : กลม นนู สขีาวตรงกลาง ขอบหยกัสเีทา 
   +   หมายถึง พบในปริมาณมาก     
   -    หมายถึง ไมพ่บหรือพบในปริมาณน้อย 
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โรงงาน PK1  ครัง้ท่ี 2 
ตวัอยา่งจากโรงงานผลิตเอทานอล PK1 ในการเก็บตวัอยา่งมาศกึษาครัง้ท่ี 2 (ก าหนดรหสั

เป็น PK12)   มีจ านวน  10 ตวัอยา่ง  ได้แก่ กากน า้ตาลในทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์  กากน า้ตาลจาก
ถงัเลีย้งยีสต์  น า้หมกัจากถงัหมกั 6 ถงั น า้หมกัก่อนการกลัน่และกากน า้ตาลเข้มข้น  เม่ือน ามาเพาะ
แยกเชือ้บน MRS agar พบโคโลนีแบคทีเรียในทกุตวัอยา่ง ยกเว้นตวัอยา่งกากน า้ตาลเข้มข้น
เชน่เดียวกนั    โคโลนีท่ีพบมากมีทัง้หมด 4 แบบ และก าหนดรหสัแตล่ะไอโซเลตเป็น PK12-1 ถึง 
PK12-4 ดงันี ้

-PK12-1 : โคโลนีกลม นนู สีขาวขุน่ ขอบเรียบ  
-PK12-2 : โคโลนีกลม สีเทาใส ขนาดเล็ก 
-PK12-3 : โคโลนีกลม นนู สีเทาใส เยิม้  
-PK12-4 : โคโลนีนนู สีขาวขุน่ ขอบหยกั ผิวมนั  
ลกัษณะโคโลนี  ผลการย้อมแกรมและผลการทดสอบคะตะเลสของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลต

ท าให้สรุปได้วา่ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียกรดแลคตกิ เน่ืองจากย้อมตดิสีแกรมบวก  ไมมี่สปอร์และให้ผล
ลบกบัการทดสอบคะตะเลส   รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 7 

 
ตารางท่ี 7 ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากโรงงาน 
ผลิตเอทานอล PK1 ครัง้ท่ี 2 
 

การทดสอบ 
รหัสเชือ้ 

PK12-1 PK12-2 PK12-3 PK12-4 
ลักษณะโคโลนี โคโลนีกลม นนู  

สีขาวขุน่  
ขอบเรียบ 

โคโลนีกลม สีเทา
ใส ขนาดเล็ก 

โคโลนีกลม นนู  
สีเทาใส เยิม้ 

โคโลนีนนู สีขาว
ขุน่ ขอบหยกั ผิว
มนั 

การย้อมแกรม เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น
ปลายมน 
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น
เกือบกลม  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น 
ปลายมน 
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น 
ไมมี่สปอร์ 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ ลบ 
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จากการค านวณปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิในตวัอยา่งจากโรงงานผลิตเอทานอล PK1 ใน
การเก็บตวัอยา่งมาศกึษาครัง้ท่ี 2  พบวา่มีคา่อยูร่ะหวา่ง 6.97-8.38 log cfu/ml โดยพบในทอ่ผสมของ
ถงัเลีย้งยีสต์ 8.38 log cfu/ml  ในถงัเลีย้งยีสต์พบ 8.05 log cfu/ml  ในถงัหมกั 6 ถงัพบในชว่ง 7.18-
8.28 log cfu/ml  หรือเฉล่ีย 7.59 log cfu/ml   ในถงัเก็บน า้หมกัก่อนกลัน่พบ  6.97 log cfu/mlและพบ
น้อยกวา่ 0.5 log cfu/g ในกากน า้ตาลเข้มข้น  ส าหรับแบคทีเรียทัง้ 4 ไอโซเลตท่ีมีปริมาณมากนัน้  มี
การแพร่กระจายในตวัอยา่งท่ีเก็บจากจดุตา่งๆ  ตวัอยา่งเชน่ ในทอ่ผสมก่อนเข้าถงัเลีย้งยีสต์พบ
แบคทีเรียทกุรหสั ยกเว้น PK12-4  โดยแบคทีเรียรหสั PK12-1 เป็นไอโซเลตเดน่ในทกุตวัอยา่ง 
รองลงมาคือ PK12-2 ท่ีมีปริมาณมากในถงัหมกัและทอ่ผสมรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 8 
 
ตารางท่ี 8 ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานผลิตเอทานอล PK1   
ครัง้ท่ี 2 
 

ล าดับ 
ตัวอย่าง Log cfu/ml 

รหัสเชือ้** 

PK 
12-1 

PK 
12-2 

PK 
12-3 

PK 
12-4 

1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ <0.5* - - - - 
2 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงั

เลีย้งยีสต์ 
8.38 + + + - 

3 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 8.05 + + + - 
4 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 8.28 + + - - 
5 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 8.08 + + - - 
6 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 3 7.36 + + + - 
7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 7.32 + + - - 
8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 7.18 + + - - 
9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 7.32 + - - + 
10 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 6.97 + - - - 

หมายเหตุ 
* มีหนว่ยเป็น log cfu/g 
**PK12-1 : โคโลนีกลม นนู สขีาวขุน่ ขอบเรียบ   PK12-2 : โคโลนีกลม สเีทาใส ขนาดเลก็ 
   PK12-3 : โคโลนีกลม นนู สเีทาใส เยิม้   PK12-4 : โคโลนนีนู สขีาวขุน่ ขอบหยกั ผิวมนั  
  + หมายถึง พบในปริมาณมาก       -  หมายถึงไมพ่บ หรือพบในปริมาณน้อย  
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โรงงาน KL 
โรงงานเอทานอลแหง่ท่ี 2  ได้แก่โรงงาน KL มีการเก็บตวัอยา่งมาศกึษา 1 ครัง้  โดยน ามาจาก

ถงัเตรียมสารอาหาร  ทอ่ผสมก่อนเข้าถงัเลีย้งยีสต์และก่อนเข้าถงัหมกั  ถงัเลีย้งยีสต์ ถงัหมกั น า้หมกั
ก่อนการกลัน่ และกากน า้ตาลเข้มข้น  รวม 12  ตวัอยา่ง  จากการเพาะแยกเชือ้จากตวัอยา่งบน MRS 
agar พบโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคตกิในทกุตวัอยา่งยกเว้นในกากน า้ตาลเข้มข้นเชน่เดียวกนั   โดย
โคโลนีท่ีพบมากมีทัง้หมด 4 ไอโซเลต และก าหนดรหสัเป็น KL-1 ถึง KL-5 ดงันี ้

  -KL-1 : โคโลนีกลม นนู สีขาว ขอบเรียบ ผิวมนัวาว  
  -KL-2 :โคโลนีกลม นนู สีเทาใส ขอบเรียบ ขนาดเล็กมาก  
  -KL-3 :โคโลนีกลม นนูเล็กน้อย สีขาว ขอบไมเ่รียบ ผิวเยิม้ ขนาดใหญ่  
  -KL-4 :โคโลนีกลม นนูสีขาวตรงกลาง ขอบหยกัสีเทา 
  
รายละเอียดลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในโรงงาน 

PK1 ครัง้ท่ี 1 แสดงในตารางท่ี 9  ซึง่ทัง้หมดให้ผลการทดสอบเบือ้งต้นท่ีสรุปได้วา่เป็นแบคทีเรียกรด
แลคตกิ 
 
ตารางท่ี 9 ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากโรงงาน 
ผลิตเอทานอล KL 
 

การทดสอบ 
ไอโซเลต 

KL-1 KL-2 KL-3 KL-4 
ลักษณะ
โคโลนี 

โคโลนีกลม นนู  
สีขาว ขอบ
เรียบ ผิวมนั 

โคโลนีกลม นนู  
สีเทาใส ขอบเรียบ 
ขนาดเล็กมาก 

โคโลนีกลม นนู
เล็กน้อย สีขาว 
ผิวเยิม้ ขอบไม่
เรียบ ขนาดใหญ่ 

โคโลนีกลม นนู 
สีขาวตรงกลาง 
ขอบหยกั สีเทา 

การย้อม 
แกรม 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นขนาด
คอ่นข้างใหญ่  
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก 
รูปทอ่นสัน้เกือบ
กลม ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก  
รูปทอ่นขนาดเล็ก 
ยาว ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสี 
แกรมบวก 
รูปทอ่นขนาดเล็ก 
ยาว ไมมี่สปอร์ 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ ลบ 
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 แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากจดุตา่งๆ ของกระบวนการผลิตของโรงงานเอทานอล KL  มี
ปริมาณอยูร่ะหวา่ง 5.85-7.87 log cfu/ml  โดยพบในถงัหมกั 6 ถงั ในชว่ง 5.85-6.30 log cfu/ml (คดิ
เป็นคา่เฉล่ีย 6.10 log cfu/ml)  พบในถงัเตรียมสารอาหาร 6.18 log cfu/ml  ถงัเลีย้งยีสต์พบ 7.60 log 
cfu/ml  ในทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์และทอ่ผสมของถงัหมกัพบปริมาณ 7.84 และ 7.71 log cfu/ml 
ตามล าดบั  และในน า้หมกัก่อนการกลัน่พบ 7.72 log cfu/ml   ส าหรับกากน า้ตาลเข้มข้นนัน้พบ
แบคทีเรียกรดแลคตกิน้อยกวา่ 0.5 log cfu/g   เชน่เดียวกบัในโรงงาน PK1  แบคทีเรียทกุไอโซเลตท่ี
พบปริมาณมากในทกุจดุท่ีเก็บตวัอยา่งรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 10 
 

ตารางท่ี 10 ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานผลิตเอทานอล KL 
 

ล าดับ 
ตัวอย่าง 

Log 
cfu/ml 

รหัสเชือ้** 

KL-1 KL-2 KL-3 KL-4 
1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ < 0.5* - - - - 
2 ถงัเตรียมสารอาหาร (Das/Dap) 6.18 - + - - 
3 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์ 7.84 + + + - 
4 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 7.60 + + + - 
5 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัหมกั 7.71 + + + - 
6 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 5.96 - + + + 

7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 5.85 + + + + 

8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 3 5.99 + + + + 

9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 6.24 + + + + 

10 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 6.30 + + + - 
11 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 6.23 + + + + 

12 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 7.72 + + - + 
หมายเหตุ 

*  มีหนว่ยเป็น log cfu/g   
** KL-1 : โคโลนกีลม นนู สขีาว ขอบเรียบ ผิวมนัวาว   
   KL-2 : โคโลนกีลม นนู สเีทาใส ขอบเรียบ ขนาดเลก็มาก   
   KL-3 : โคโลนกีลม นนูเลก็น้อย สขีาว ขอบไมเ่รียบ ผิวเยิม้ ขนาดใหญ่    
   KL-4 : โคโลนกีลม นนู สขีาวตรงกลาง ขอบหยกัสเีทา 
   +   หมายถึง พบในปริมาณมาก   
    -    หมายถึง ไมพ่บ หรือพบในปริมาณน้อย 
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โรงงาน PK2 
 โรงงานเอทานอลแหง่ท่ี 3  ได้แก่โรงงาน PK2  น าตวัอยา่งมาจากกระบวนการผลิตเอทานอล
ของโรงงานนีเ้พียงรอบเดียว รวมทัง้หมด 10 ตวัอยา่ง  ประกอบด้วยกากน า้ตาลเข้มข้น  กากน า้ตาล
จากถงัเลีย้งยีสต์  กากน า้ตาลจากถงัหมกัจ านวน 6 ถงั กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัหมกั  และน า้
หมกัก่อนการกลัน่  เม่ือน ามาเพาะแยกแบคทีเรียบนอาหาร MRS agar  สามารถแยกโคโลนีแบคทีเรีย
ได้ในทกุตวัอยา่ง  ยกเว้นในกากน า้ตาลเข้มข้นเชน่เดียวกนั  โดยโคโลนีท่ีพบมากมีทัง้หมด  3 แบบ 
และก าหนดรหสัเป็น PK2-1 ถึง PK2-3  ดงันี ้
 - PK2-1 : โคโลนีสีขาวขุน่  กลม  นนู ขอบเรียบ 
 - PK2-2 : โคโลนีสีเทา ใส กลม นนู  ผิวเยิม้ 
 - PK2-3 : โคโลนีสีเทา แบน  ขอบหยกั 
 
 เม่ือทดสอบแบคทีเรียทัง้ 3 ไอโซเลตเบือ้งต้นเพ่ือยืนยนัวา่เป็นแบคทีเรียกรดแลคตกิหรือไม ่ 
โดยการย้อมแกรมและทดสอบคะตะเลส  พบวา่ไอโซเลตเหลา่นีต้ดิสีแกรมบวก ไมมี่สปอร์ และไมผ่ลิต
คะตะเลส  ซึง่เป็นลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลคตกิ   รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 11 
 
ตารางท่ี 11 ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากโรงงาน 
ผลิตเอทานอล PK2  
 

การทดสอบ 
รหัสเชือ้ 

PK2-1 PK2-2 PK2-3 
ลักษณะโคโลนี โคโลนีสีขาวขุน่  กลม  

นนู ขอบเรียบ  
โคโลนีสีเทา ใส กลม 
นนู  ผิวเยิม้ 

โคโลนีสีเทา แบน  ขอบ
หยกั 

การย้อมแกรม เซลล์ตดิสีแกรมบวก 
รูปทอ่น ปลายมน 
ไมมี่สปอร์ อยูเ่ดี่ยว
หรือเป็นคู ่

เซลล์ตดิสีแกรมบวก 
รูปทอ่น ปลายมน ไมมี่
สปอร์ อยูเ่ดี่ยว คูห่รือ
สายสัน้ 

เซลล์ตดิสีแกรมบวก รูป
ทอ่นยาว ตอ่กนัเป็นสาย 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ 
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ภาพท่ี 6 แสดงเซลล์ของแบคทีเรียแตล่ะรหสั (PK2-1, PK2-2 และ PK2-3) ซึง่พบมากใน
โรงงาน PK2   เม่ือน าเชือ้บริสทุธ์ิแตล่ะไอโซเลตมาย้อมแกรมและตรวจดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์    จะ
เห็นได้วา่ทัง้หมดเป็นแบคทีเรียรูปทอ่น ตดิสีแกรมบวก  ไมมี่สปอร์  เซลล์อยูเ่ดี่ยว  เป็นคูห่รือเป็นสาย
สัน้ๆ   ยกเว้น PK2-3  ท่ีเซลล์ตอ่เป็นสายยาว   
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 6  การตดิสีแกรม  รูปร่างและการเรียงตวัของเซลล์แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในโรงงาน 
เอทานอล PK2 (ก าลงัขยาย 1,000 เทา่) 
 
 ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในแตล่ะจดุของกระบวนการผลิตของโรงงานแหง่นีมี้คา่อยู่
ระหวา่ง  5.38-7.71 log cfu/ml  โดยในถงัเลีย้งยีสต์พบ 6.11 log cfu/ml ในทอ่ผสมของถงัหมกัพบ 
7.65 log cfu/ml  ในถงัหมกั 6 ถงัพบระหวา่ง 5.56-7.71 log cfu/ml หรือเฉล่ีย 6.45 log cfu/ml      
น า้หมกัก่อนการกลัน่พบ 5.38 log cfu/ml  และในกากน า้ตาลเข้มข้นพบน้อยกวา่ 0.5 log cfu/g    
แบคทีเรียกรดแลคตกิรหสั PK2-1  พบมากในทกุจดุท่ีเก็บตวัอยา่ง  ในขณะท่ีแบคทีเรียรหสั PK2-2 
และ PK2-3 พบมากในบางจดุเทา่นัน้รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PK2-1 PK2-2 PK2-3 
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ตารางท่ี 12 ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในโรงงานผลิต 
เอทานอล PK2  
 

ล าดับ 
ตัวอย่าง Log CFU/ml 

รหัสเชือ้** 

PK2-1 PK2-2 PK2-3 
1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ <0.5* - - - 
2 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 6.11 + + - 
3 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงั

หมกั 
7.65 + + + 

4 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 7.71 + - - 
5 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 6.81 + + - 
6 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 3 6.63 + - - 
7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 6.15 + - - 
8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 5.86 + - + 
9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 5.56 + - + 
10 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 5.38 + - + 

หมายเหตุ 
*มีหนว่ยเป็น log cfu/g 
**PK2-1 : โคโลนีสขีาวขุน่  กลม  นนู ขอบเรียบ 
   PK2-2 : โคโลนีสเีทา ใส กลม นนู  ผิวเยิม้ 
   PK2-3 : โคโลนีสเีทา แบน  ขอบหยกั 
  + หมายถึง พบในปริมาณมาก     
   -  หมายถึงไมพ่บ หรือพบในปริมาณน้อย 
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โรงงาน DC ครัง้ท่ี 1 
 โรงงานเอทานอลแหง่ท่ี 4 ได้แก่โรงงาน DC  การเก็บตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 (ก าหนดรหสัเป็น DC1) 
น ามาจากจดุตา่งๆ ของกระบวนการผลิตเชน่เดียวกบั 3 โรงงานท่ีกลา่วมาแล้ว ได้แก่ สารอาหาร 
(Diammonium phosphate) กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์และของถงัหมกั  กากน า้ตาล
จากถงัเลีย้งยีสต์และจากถงัหมกั และกากน า้ตาลเข้มข้น   โดยมีจ านวนตวัอยา่งรวม 13 ตวัอยา่ง  เม่ือ
น ามาแยกเชือ้บน MRS agar พบวา่ทกุตวัอยา่งยกเว้นกากน า้ตาลเข้มข้นมีแบคทีเรียกรดแลคตกิ
ปนเปือ้นเชน่เดียวกนั  โดยโคโลนีท่ีพบมากมีทัง้หมด 6 แบบ และก าหนดรหสัแตล่ะไอโซเลตเป็น DC1-
1 ถึง DC1-6  ดงันี ้

-DC1-1 : สีขาวขุน่  กลม  นนู  ขอบเรียบ 
-DC1-2 : สีเทา  แบน  ขอบหยกั  ผิวไมเ่รียบ 
-DC1-3 : ใส  นนู  กลม  ขอบเรียบ  ขนาดเล็ก 
-DC1-4 : ขาวขุน่  นนู  ผิวมนั  ขอบหยกั 
-DC1-5 : สีเทา กลม ของเรียบ ขนาดเล็ก 
-DC1-6 : สีเทาขุน่ กลม นนู ขอบเรียบ 
 
ลกัษณะโคโลนี  ผลการย้อมแกรมและการทดสอบคะตะเลสของแบคทีเรียแตล่ะรหสัแสดงใน

ตารางท่ี 13  ซึง่สรุปได้วา่ทกุไอโซเลตจดัเป็นแบคทีเรียกรดแลคตกิ   ลกัษณะรูปร่างและการเรียงตวั
ของเซลล์แบคทีเรียแตล่ะไอโซเลต (DC1-1 ถึง DC1-6) เม่ือน าแตล่ะไอโซเลตมาย้อมสีแกรมและ
ตรวจดภูายใต้กล้องจลุทรรศน์พบวา่ทกุไอโซเลตเซลล์ตดิสีแกรมบวก เซลล์เป็นรูปทอ่น  ขนาดและ
ความยาวแตกตา่งกนัไป  และไมมี่สปอร์  ดงัแสดงในภาพท่ี 7 
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ตารางท่ี 13  ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากโรงงาน  
เอทานอล DC  ครัง้ท่ี 1 

การทดสอบ 
รหัสเชือ้ 

DC1-1 DC1-2 DC1-3 DC1-4 DC1-5 DC1-6 
ลักษณะโคโลนี ขาวขุน่  

กลม  นนู  
ขอบเรียบ 

เทา  แบน   
ขอบหยกั   
ผิวไมเ่รียบ 

ใส  นนู  กลม  
ขอบเรียบ   
ขนาดเลก็ 

ขาวขุน่  นนู  
ผิวมนั  ขอบ
หยกั 

สเีทา กลม 
ขอบเรียบ 
ขนาดเลก็ 

สเีทาขุน่ กลม 
นนู ขอบเรียบ 

การย้อม 
แกรม 

เซลล์ติดสี
แกรมบวก   
รูปทอ่น 
ขนาดเลก็  
ปลายมน 
อยูเ่ดียว
หรือเป็นคู ่
ไมม่ีสปอร์   

เซลล์ติดสี
แกรมบวก   
รูปทอ่น  
เรียงตวัเป็น
สายสัน้ๆ 
หรือสาย
ยาว  ไมม่ี
สปอร์ 

เซลล์ติดส ี
แกรมบวก  
รูปทอ่นสัน้
เกือบกลม  
อยูเ่ดี่ยว  
เป็นคู ่ หรือ
สายสัน้ 
ไมม่ีสปอร์ 

เซลล์ติดส ี
แกรมบวก  
รูปทอ่น  
ปลายมน  
ไมม่ีสปอร์  
อยูเ่ดี่ยวหรือ
เป็นคู ่

เซลล์ติดส ี
แกรมบวก   
รูปทอ่นสัน้ 
ปลายมน  
อยูเ่ดี่ยวหรือ
เป็นคู ่ ไมม่ี
สปอร์ 

เซลล์ติดส ี
แกรมบวก  
รูปทอ่น  
อยูเ่ดียว          
ไมม่ีสปอร์ 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

  
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
ภาพท่ี 7  การตดิสีแกรม  รูปร่างและการเรียงตวัของเซลล์แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในโรงงานเอ
ทานอล DC  ครัง้ท่ี 1 (ก าลงัขยาย 1,000 เทา่) 

DC1-1 DC1-2 DC1-3 

DC1-4 DC1-5 DC1-6 
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ตวัอยา่งจากโรงงานเอทานอล DC ในการเก็บตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 (DC1)  แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ี
พบมีปริมาณระหวา่ง 5.50-8.54 log cfu/ml  โดยในถงัหมกั 6 ถงั  พบในชว่ง 5.50-8.04 log cfu/ml 
(คา่เฉล่ีย 7.13 log cfu/ml)  ในถงัสารอาหารพบ 7.92 log cfu/ml  ถงัเลีย้งยีสต์ 2 ถงัพบ 8.54 และ 
8.32 log cfu/ml ตามล าดบั   ทอ่ผสมกากน า้ตาลของถงัเลีย้งยีสต์และของถงัหมกัพบ 7.62 และ 7.15 
log cfu/ml ตามล าดบั  และถงัน า้หมกัก่อนการกลัน่พบ 7.04 log cfu/ml  ส าหรับกากน า้ตาลเข้มข้น
นัน้พบแบคทีเรียกรดแลคตกิน้อยกวา่ 0.5 log cfu/g เชน่เดียวกบัในโรงงานอ่ืนๆ   โดยแบคทีเรีย DC1-
1 พบมากในทกุจดุท่ีเก็บตวัอยา่ง  ในขณะท่ีไอโซเลตอ่ืนพบปริมาณมากในบางจดุ  รายละเอียดแสดง
ในตารางท่ี 14 
 
ตารางท่ี 14  ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในโรงงานเอทานอล DC  
ครัง้ท่ี 1 

ล าดับ ตัวอย่าง 
log 

cfu/ml 

รหัสเชือ้** 

DC 
1-1 

DC 
1-2 

DC 
1-3 

DC 
1-4 

DC 
1-5 

DC 
1-6 

1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ <0.5* - - - - - - 

2 
สารอาหารจากถงัเตรียม
สารอาหาร 

7.92 + - + - - - 

3 
กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงั
เลีย้งยีสต์ 

7.62 + - - - - + 

4 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 1 8.54 + + - - + - 
5 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 2 8.32 + - - - + - 

6 
กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงั
หมกั 

7.15 +  + + -  

7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 5.50 + - - - - + 
8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 8.04 + - - + + + 
9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 3 7.72 + + + + - - 
10 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 7.20 + - - + + + 
11 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 7.18 + - - + + + 
12 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 7.18 + - + - - - 
13 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 7.04 + - - + - - 
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ตารางท่ี 14 (ต่อ) 
หมายเหตุ 

*  มีหนว่ยเป็น log cfu/g   
** DC1-1 : โคโลนขีาวขุน่  กลม  นนู  ขอบเรียบ 

       DC1-2 : โคโลนเีทา  แบน  ขอบหยกั  ผิวไมเ่รียบ 
       DC1-3 : โคโลนใีส  นนู  กลม  ขอบเรียบ  ขนาดเลก็  

   DC1-4 : โคโลนขีาวขุน่  นนู  ผิวมนั  ขอบหยกั 
   DC1-5 : โคโลนเีทา กลม ขอบเรียบ ขนาดเลก็ 
   DC1-6 : โคโลนเีทา ขุน่ กลม นนู ขอบเรียบ 
   +   หมายถึง พบในปริมาณมาก  
   -    หมายถึง ไมพ่บ หรือพบในปริมาณน้อย 

 
 
โรงงาน DC ครัง้ท่ี 2 
 ตวัอยา่งจากโรงงานเอทานอล DC ครัง้ท่ี 2  มีจ านวนรวม 10 ตวัอยา่ง  ได้แก่ กากน า้ตาล
เข้มข้น  กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์   จากทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์  ตวัอยา่งน า้หมกัจากถงัหมกั
จ านวน 5 ถงั และน า้หมกัก่อนการกลัน่  น ามาแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิบนอาหาร MRS agar  
พบวา่มีโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคตกิในทกุตวัอยา่ง  ยกเว้นในกากน า้ตาลเข้มข้นเชน่เดียวกบัในการ
เก็บตวัอยา่งครัง้อ่ืนๆ  โดยโคโลนีลกัษณะท่ีพบมากมี 4 แบบ  และก าหนดรหสัแตล่ะไอโซเลตเป็น 
DC2-1 ถึง DC2-4  ดงันี ้
 - DC2-1 : โคโลนีขาวขุน่  กลม นนู ขอบเรียบ 
 - DC2-2 : โคโลนีสีเทา แบน ขอบหยกั ผิวไมเ่รียบ 
 - DC2-3 : โคโลนีใส กลม นนู ขอบเรียบ ขนาดเล็ก 
 - DC2-4 : โคโลนีขาวขุน่ นนู ขอบหยกั ผิวมนั 
 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลต ผลการย้อมแกรมและผลการทดสอบคะตะเลส
แสดงในตารางท่ี 15  ซึง่ทัง้หมดให้ผลการทดสอบของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
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ตารางท่ี 15 ลกัษณะโคโลนีและการทดสอบเบือ้งต้นของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจากโรงงาน 
ผลิตเอทานอล DC ครัง้ท่ี 2 
 

การทดสอบ 
รหัสเชือ้ 

DC2-1 DC2-2 DC2-3 DC2-4 
ลักษณะโคโลนี โคโลนีขาวขุน่  

กลม นนู ขอบ
เรียบ 

โคโลนีสีเทา แบน 
ขอบหยกั ผิวไม่
เรียบ 

โคโลนีใส กลม 
นนู ขอบเรียบ 
ขนาดเล็ก 

โคโลนีขาวขุน่ นนู 
ขอบหยกั ผิวมนั 
 

การย้อมแกรม เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่นสัน้
ปลายมน เรียงตวั
แบบเดี่ยวและคู่ 
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น
คอ่นข้างยาว 
เรียงตวัเป็นสาย 
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่นสัน้ 
เกือบกลม เรียง
ตวัแบบเด่ียว คู่
และสายสัน้ 
ไมมี่สปอร์ 

เซลล์ตดิสีแกรม
บวก รูปทอ่น
ปลายมน เรียงตวั
แบบเดี่ยว 
ไมมี่สปอร์ 

คะตะเลส ลบ ลบ ลบ ลบ 
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 ลกัษณะรูปร่างและการเรียงตวัของเซลล์แบคทีเรียกรดแลคตกิแตล่ะไอโซเลตแสดงในภาพท่ี 
8  ซึง่จะพบวา่เซลล์มีรูปร่างทอ่น  อยูเ่ดี่ยว เป็นคู ่หรือเป็นสายสัน้ๆ  ยกเว้นไอโซเลต  DC2-2   ท่ีเซลล์
ตอ่กนัเป็นสายยาว   

 
 
 
 
                             

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 8 การตดิสีแกรม  รูปร่างและการเรียงตวัของเซลล์แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในโรงงาน  
เอทานอล DC  ครัง้ท่ี 2 (ก าลงัขยาย 1,000 เทา่) 
 
 

แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบในตวัอยา่งจากโรงงานเอทานอล DC ในครัง้ท่ี 2  มีปริมาณอยู่
ในชว่ง 6.00-8.40 log cfu/ml  โดยพบในถงัเลีย้งยีสต์ปริมาณ 6.00 log cfu/ml ในทอ่ผสมของถงัเลีย้ง
ยีสต์และของถงัหมกัพบ 8.40 และ 7.88 log cfu/ml ตามล าดบั  ส าหรับน า้หมกัจากถงัหมกั 5 ถงันัน้ 
พบแบคทีเรียปนเปือ้นในชว่ง 7.48-7.95 log cfu/ml หรือเฉล่ีย 7.82 log cfu/ml  ในขณะท่ีน า้หมกัก่อน
การกลัน่พบ 7.34 log cfu/ml  และพบน้อยกวา่ 0.5 log cfu/g ในกากน า้ตาลเข้มข้น   ไอโซเลต DC2-
1 และ DC2-2  เป็นชนิดเดน่ในเกือบทกุจดุท่ีเก็บตวัอยา่ง   ในขณะท่ีไอโซเลต DC2-3  และ DC2-4  มี
ปริมาณมากเฉพาะในบางจดุเทา่นัน้   รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 16 
 
 

DC2-1 

DC2-3 DC2-4 

DC2-2 
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ตารางท่ี 16 ปริมาณและการแพร่กระจายของแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานผลิตเอทานอล DC   
ครัง้ท่ี 2 
 

ล าดับ 
ตัวอย่าง Log cfu/ml 

รหัสเชือ้** 

DC 
2-1 

DC 
2-2 

DC 
2-3 

DC 
2-4 

1 กากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บ <0.5* - - - - 
2 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัเลีย้ง

ยีสต์ 
8.40 + + + - 

3 กากน า้ตาลจากถงัเลีย้งยีสต์ 6.00     
4 กากน า้ตาลจากทอ่ผสมของถงัหมกั 7.88     
5 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 1 7.91 + + - - 
6 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 2 7.95 + + - - 
7 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 4 7.84 + + - - 
8 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 5 7.93 + + - - 
9 กากน า้ตาลจากถงัหมกัใบท่ี 6 7.48 + - - + 
10 น า้หมกัก่อนการกลัน่ 7.34 + - - - 

หมายเหตุ 
*มีหนว่ยเป็น log cfu/g 
**DC2-1 : โคโลนีขาวขุน่  กลม นนู ขอบเรียบ  

      DC2-2 : โคโลนีสเีทา แบน ขอบหยกั ผิวไมเ่รียบ 
   DC2-3 : โคโลนีใส กลม นนู ขอบเรียบ ขนาดเลก็  

       DC2-4 : โคโลนีขาวขุน่ นนู ขอบหยกั ผิวมนั 
  + หมายถึง พบในปริมาณมาก     
  -  หมายถึงไมพ่บ หรือพบในปริมาณน้อย 
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ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบ ณ จดุตา่งๆ ของกระบวนการผลิตในโรงงานเอทานอลทัง้ 
4 แหง่  สรุปได้ดงัตารางท่ี 17  ซึง่จะพบวา่โรงงานเอทานอลท่ีท าการศกึษามีแบคทีเรียกรดแลคตกิ
ปนเปือ้นในชว่ง 5.38-8.43 log cfu/ml   โดยในแตล่ะขัน้ตอนของกระบวนการผลิตพบปริมาณ
แบคทีเรียใกล้เคียงกนั 
 
ตารางท่ี 17  สรุปปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีปนเปือ้นในขัน้ตอนการผลิตเอทานอลของโรงงานท่ี
ท าการศกึษา 
โรงงาน กากน า้ตาล สารอาหาร ท่อผสม 

(1)a 

ถังเลีย้ง
ยีสต์ 

ท่อผสม 
(2)b 

ถังหมักc น า้หมักd 

PK1 #1 <0.5 6.42 7.89 7.76 7.69 7.12 7.85 
PK1 #2 <0.5 -e 8.38 8.05 - 7.59 6.97 
KL <0.5 6.18 7.84 7.60 7.71 6.11 7.72 
PK2 <0.5 - - 6.11 7.65 6.45 5.38 
DC #1 <0.5 7.92 7.62 8.43f 7.15 7.13 7.04 
DC #2 <0.5 - 8.40 6.00 7.88 7.82 7.34 
a ทอ่ผสมของถงัเลีย้งยีสต์ b ทอ่ผสมของถงัหมกั  c คา่เฉลี่ยจากถงัหมกัทกุถงั  
d น า้หมกัก่อนกลัน่  e ไมมี่ตวัอยา่ง  f คา่เฉลี่ยจาก 2 ถงั   

 
 
2. การจัดจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
 ในการเก็บรวบรวมแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบปริมาณมาก (6-8 log cfu/ml)   ในจดุตา่งๆ 
ของกระบวนการผลิตเอทานอลของโรงงานเอทานอลท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิท่ีใช้ในการศกึษาใน
ครัง้นี ้ สามารถรวบรวมได้ทัง้หมด 26  ไอโซเลต   โดยได้มากจากโรงงาน PK1 (ท าการศกึษา 2 ครัง้) 
จ านวน 9 ไอโซเลต  โรงงาน PK2  จ านวน 3  ไอโซเลต  โรงงาน KL จ านวน 4 ไอโซเลต  และโรงงาน 
DC (จ านวน 2 ครัง้)  อีก 10 ไอโซเลต  รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 18 
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ตารางท่ี 18  จ านวนไอโซเลตของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในโรงงานเอทานอลท่ีน ามาศกึษา  
 

โรงงาน ครัง้ท่ี 1 ครัง้ท่ี 2 

รหัส จ านวน 
ไอโซเลต 

รหัส 
ไอโซเลต 

รหัส จ านวน 
ไอโซเลต 

รหัส 
ไอโซเลต 

PK1 PK11 5 PK11-1 ถึง 
PK11-5 

PK12 4 PK12-1 ถึง 
PK12-4 

KL KL 4 KL-1 ถึง KL-
4 

- - - 

PK2 PK2 3 PK2-1 ถึง 
KL2-3 

- - - 

DC DC1 6 DC1-1 ถึง 
DC1-6 

DC2 4 DC2-1 ถึง 
DC2-4 

 
 ท าการจดัจ าแนกแบคทีเรียแตล่ะไอโซเลตโดยใช้ชดุทดสอบชีวเคมีส าเร็จรูป API 50 CHL  
เพ่ือหารูปแบบการใช้ substrate  ของแบคทีเรีย    โดยน าโคโลนีของเชือ้บริสทุธ์ิแตล่ะไอโซเลตบน 
MRS agar  เพาะลงในชดุทดสอบ API 50 CHL หลงับม่  น ามาอา่นผล  ถ้าแบคทีเรียใช้ substrate 
ชนิดใดได้จะอา่นเป็นผลบวก   จากนัน้น ารูปแบบ (profile) การใช้ substrate ท่ีได้ไปวิเคราะห์โดยใช้
ฐานข้อมลูใน software api version 5.1 ของบริษัทผู้ผลิตชดุทดสอบ (Biomerieux, France)   ซึง่จะ
แสดงผลเป็นสปีชีส์ หรือจีนสัของแบคทีเรีย   สามารถจดัจ าแนกแบคทีเรียได้ทัง้หมด 25 ไอโซเลต  (อีก 
1 ไอโซเลตไมส่ามารถจดัจ าแนกได้เน่ืองจากเชือ้เกิดการตาย)   แบคทีเรียทัง้หมดจดัอยูใ่น 2 จีนสั 
ได้แก่ Lactobacillus และ Pediococcus  โดย 88% ของไอโซเลตทัง้หมดอยูใ่นจีนสั Lactobacillus 
และสามารถจดัจ าแนกสปีชีส์ของ Lactobacillus ได้ทัง้หมด 7 สปีชีส์  ได้แก่ L. plantarum 1, L. 
pentosus, L. rhamnosus, L. brevis 1, L. fermentum 2, L. rhamnosus และ L. buchneri  
ส าหรับ Pediococcus นัน้ พบ 1 สปีชีส์ คือ P. damnosus  รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 19 และผล
การวิเคราะห์ท่ีได้จาก api software แสดงตวัอยา่งในภาคผนวก ข   
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ตารางท่ี 19  ผลการจดัจ าแนกแบคทีเรียแลคตกิท่ีพบมากในโรงงานผลิตเอทานอลด้วยชดุทดสอบ 
API50 CHL 
 

โรงงาน รหัสเชือ้ สปีชีส์ % Similarity 

PK11 
(โรงงาน PK1 ครัง้ท่ี 1) 

PK11-1 Lactobacillus plantarum 1 99.1 
PK11-2 Pediococcus damnosus 99.8 
PK11-3 Lactobacillus brevis 1 97.2 
PK11-4 Lactobacillus rhamnosus 99.6 
PK11-5 Lactobacillus buchneri 97.2 

PK12 
(โรงงาน PK1 ครัง้ท่ี 2) 

PK12-1 Lactobacillus pentosus 99.9 
PK12-2 Pediococcus damnosus 99.9 
PK12-3 No growth - 
PK12-4 Lactobacillus plantarum 1 98.4 

KL 
(โรงงาน KL) 

KL-1 Lactobacillus plantarum 1 99.1 
KL-2 Pediococcus damnosus 99.8 
KL-3 Lactobacillus rhamnosus 99.6 
KL-4 Lactobacillus buchneri 97.2 

PK2 
(โรงงาน PK2) 

PK2-1 Lactobacillus plantarum 1 99.9 
PK2-2 Lactobacillus fermentum 2 94.7 
PK2-3 Lactobacillus rhamnosus 99.9 

DC1 
(โรงงาน DC ครัง้ท่ี 1) 

 

DC1-1 Lactobacillus pentosus 99.9 
DC1-2 Lactobacillus plantarum 1 99.9 
DC1-3 Lactobacillus brevis 1 92.3 
DC1-4 Lactobacillus plantarum 1  99.9 
DC1-5 Lactobacillus pentosus 99.9 
DC1-6 Lactobacillus pentosus 99.9 
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ตารางท่ี 19 (ต่อ) 

โรงงาน รหัสเชือ้ สปีชีส์ % Similarity 

DC2 
(โรงงาน DC ครัง้ท่ี 2) 

DC2-1 Lactobacillus pentosus 99.9 
DC2-2 Lactobacillus fermentum 2 86.4 
DC2-3 Lactobacillus pentosus 99.9 
DC2-4 Lactobacillus pentosus 99.9 

 
 
 จากตารางท่ี 19  พบวา่แบคทีเรียท่ีจดัจ าแนกได้ด้วยวิธีนีมี้ความคล้ายคลงึกบัเชือ้ท่ีอยูใ่น
ฐานข้อมลู (%similarity) ตัง้แต ่86.4-99.9%  โดยสปีชีส์ท่ีพบได้บอ่ยท่ีสดุ คือ L. pentosus พบถึง 7 
ใน 25 ไอโซเลต   รองลงมาคือ L. plantarum 1 พบ 6 ใน 25 ไอโซเลต  ส าหรับสปีชีส์อ่ืนนัน้พบใน 2 
ถึง 3 ไอโซเลต   และเม่ือเปรียบเทียบผลจากการเก็บตวัอยา่งซ า้ในโรงงานเดมิพบแบคทีเรียสปีชีส์
เดียวกนัด้วย ตวัอยา่งเชน่ โรงงาน DC พบ L. pentosus, L. plantarum 1, L. brevis 1 ในการเก็บ
ตวัอยา่งครัง้ท่ี 1 และในการเก็บตวัอยา่งครัง้ท่ี 2 ก็พบ L. pentosus เชน่เดียวกบัในครัง้ท่ี 1 แตไ่มพ่บ 
L. plantarum และ L. brevis 1  



 

บทที่ 4 
สรุปและอภปิรายผล 

 
 
สรุป 

1. โรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิทัง้ 4 แหง่ท่ีท าการศกึษามีแบคทีเรีย
กรดแลคตกิปนเปือ้นในกระบวนการผลิต  โดยมีจ านวนระหวา่ง 5.38-8.43 log cfu/ml  หรือ
ประมาณ 5-8 log cfu/ml  โดยพบในทกุขัน้ตอนของกระบวนการผลิต ยกเว้นในกากน า้ตาลเข้มข้นท่ี
พบน้อยกวา่ 0.5 log cfu/ml  

2. แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีมีปริมาณมากท่ีพบมี 2 จีนสั ได้แก่ Lactobacillus และ 
Pediococcus โดยเป็นจีนสั Lactobacillus 88% ของไอโซเลตทัง้หมด 

3. สปีชีส์ของ Lactobacillus ท่ีพบ ได้แก่ L. plantarum 1, L. pentosus, L. fermentum 2, 
L. brevis 1, L. rhamnosus และ L. buchneri   และสปีชีส์ของ Pediococcus ท่ีพบได้แก่ P. 
damnosus  โดยพบ L. pentosus ได้บอ่ยท่ีสดุ 

4. โรงงานบางแหง่ท่ีท าการศกึษาซ า้ยงัคงพบแบคทีเรียกรดแลคตกิในปริมาณสงูใกล้เคียง
กบัการศกึษาในครัง้แรก  และสปีชีส์ท่ีพบบางสว่นก็เป็นสปีชีส์เดมิด้วย 
 
อภปิรายผล 
 เป็นท่ีทราบกนัทัว่ไปวา่กระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพในอตุสาหกรรมไมไ่ด้ด าเนินการใน
สภาวะปลอดเชือ้  จงึมกัมีโอกาสพบจลุินทรีย์ชนิดอ่ืนปนเปือ้นได้เสมอ   ซึง่จลุินทรีย์เหลา่นี ้ได้แก่  
ยีสต์ชนิดอ่ืนและแบคทีเรีย   โดยในกลุม่ของแบคทีเรียนัน้  แบคทีเรียกรดแลคตกินบัวา่พบได้มาก
ท่ีสดุเน่ืองจากสามารถปรับตวัได้ดีในสภาวะการหมกัเพ่ือผลิตเอทานอล  โดยทนตอ่สภาวะมี
ออกซิเจนจ ากดั  ทนตอ่ความเข้มข้นของน า้ตาล   ความเป็นกรดและเอทานอลในน า้หมกัได้ดี    อีก
ทัง้โดยทัว่ไปแบคทีเรียยงัมีอตัราการเจริญสงูกวา่ยีสต์     ดงันัน้ในชว่งท่ีเจริญร่วมกบัยีสต์แบคทีเรีย
จงึมีโอกาสเพิ่มจ านวนขึน้จนมีความหนาแนน่ใกล้เคียงหรือสงูกวา่ยีสต์  สง่ผลให้ประสิทธิภาพในการ
เปล่ียนน า้ตาลเป็นเอทานอลของยีสต์ลดต ่าลง  นอกจากนัน้ผลิตภณัฑ์จากการสลายน า้ตาลของ
แบคทีเรียกรดแลคตกิ เชน่  กรดแลคตกิและกรดอินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ยงัมีผลยบัยัง้เมตาบอลิซมึของยีสต์   
ด้วยเหตดุงักลา่วการมีแบคทีเรียกรดแลคตกิเจริญร่วมกบัยีสต์ในการผลิตเอทานอลจงึสง่ผลเสียตอ่
การผลิต  ท าให้ได้ความเข้มข้น  อตัราการผลิตและประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลต ่าลง  ซึง่ในบาง
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กรณีผลกระทบดงักลา่วอาจมีความรุนแรงจนไมส่ามารถด าเนินการผลิตตอ่ไปได้  และต้องหยดุการ
ผลิตเพ่ือหาสาเหตแุละแก้ไขปรับปรุงกระบวนการก่อนท่ีจะเร่ิมการผลิตใหม ่  ท าให้เสียเวลาและ
คา่ใช้จา่ย  จงึสง่ผลเสียตอ่เศรษฐศาสตร์การผลิต (Muthaiyan & Ricke, 2010) 
 
 ไทยเป็นอีกประเทศหนึง่ท่ีมีนโยบายสนบัสนนุการใช้เอทานอลชีวภาพเพ่ือเป็นเชือ้เพลิง
ทดแทนเชือ้เพลิงจากปิโตรเลียม   โดยก าหนดเป้าหมายการใช้เอทานอลเพื่อการดงักลา่ว 2.4 ล้าน
ลิตรตอ่วนั ในปี 2554  และเพิ่มขึน้เป็นวนัละ 9 ล้านลิตรภายในปี 2564   ในขณะท่ีปัจจบุนั
โรงงานผลิตเอทานอลท่ีมีอยูจ่ านวน 21 แหง่ มีก าลงัการผลิตเอทานอลรวมประมาณ 4 ล้านลิตรตอ่
วนั   จากข้อมลูดงักลา่วจะเห็นได้วา่จะต้องมีการเพิ่มก าลงัการผลิตเอทานอลขึน้เพ่ือให้เป็นไปตาม
เป้าหมาย    ซึง่การเพิ่มผลผลิตเอทานอลโดยการลดการปนเปือ้นแบคทีเรียในกระบวนการผลิตก็เป็น
อีกแนวทางหนึง่      แนวทางการลดการปนเปือ้นแบคทีเรียในอตุสาหกรรมการผลิตเอทานอลอาจใช้
วิธีลดโอกาสการปนเปือ้นโดยการล้างท าความสะอาดและฆา่เชือ้อปุกรณ์ก่อนเร่ิมการผลิตรวมทัง้การ
พาสเจอร์ไรซ์วตัถดุบิเพ่ือลดปริมาณเชือ้ปนเปือ้น  แตก่ารฆา่เชือ้วตัถดุบิไมเ่ป็นท่ีนิยมเน่ืองจากเสีย
คา่ใช้จา่ยสงู  ในโรงงานท่ีใช้กระบวนการหมกัแบบท่ีมีการน าเซลล์ยีสต์กลบัมาใช้ซ า้จะลดเชือ้
ปนเปือ้นโดยการล้างเซลล์ยีสต์ด้วยกรดซลัฟริุก  (Amorim et. al., 2011)    นอกจากนัน้ในโรงงาน
บางแหง่ยงัมีการเตมิยาปฏิชีวนะลงในถงัหมกัเพ่ือยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย  เชน่  ยากลุม่ 
penicillin, streptomycin, verginiamycin และ monensin  เป็นต้น (Muthaiyan & Ricke, 2010)    
ส าหรับโรงงานเอทานอลของไทยนัน้มีข้อมลูวา่บางโรงงานใช้ยาปฏิชีวนะในกลุม่ monensin  เพ่ือ
ยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียในถงัหมกัเอทานอล    โดยยาปฏิชีวนะกลุม่ดงักลา่วมีความไวตอ่
แบคทีเรียแกรมบวกซึง่รวมทัง้แบคทีเรียกรดแลคตกิด้วย   อยา่งไรก็ตาม  แม้วา่การเตมิยาปฏิชีวนะ
ในน า้หมกัจะสามารถลดระดบัการปนเปือ้นของแบคทีเรียให้ไมส่ง่ผลเสียตอ่การหมกัได้แตก็่อาจ
ก่อให้เกิดปัญหาการดือ้ยาของแบคทีเรียบางสายพนัธุ์หากใช้ยาชนิดและความเข้มข้นไมเ่หมาะสม   
ดงันัน้  การศกึษาวา่แบคทีเรียชนิดใดพบได้มากในโรงงานเอทานอลจงึเป็นแนวทางไปสูก่ารเลือกใช้
ยาปฏิชีวนะหรือสารยบัยัง้ท่ีออกฤทธ์ิตรงกบัแบคทีเรียเป้าหมายมากขึน้    จงึน ามาสูก่ารส ารวจการ
ปนเปือ้นแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานเอทานอลของโครงการวิจยันี  ้
 
 โรงงานเอทานอลท่ีเป็นเป้าหมายของการส ารวจในโครงการวิจยัเป็นโรงงานท่ีใช้กากน า้ตาล
เป็นวตัถดุบิในการผลิตเน่ืองจากเป็นวตัถดุบิท่ีมีสดัสว่นการใช้ในการผลิตมากท่ีสดุ   โดยเลือกศกึษา
ในโรงงานทัง้หมด 4 แหง่ท่ีได้รับความร่วมมือในการเก็บตวัอยา่งจากจดุตา่งๆ ทัง้กระบวนการผลิต     
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โดยโรงงาน 3 แหง่ตัง้อยูใ่นเขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  สว่นอีก 1 แหง่ตัง้อยูใ่นเขตภาคกลาง   และ
มี 2 โรงงานท่ีเก็บตวัอยา่งมาศกึษาซ า้ 2 รอบ   มีรายงานวา่โรงงานทัง้ 4 แหง่ ใช้ยาปฏิชีวนะกลุม่ 
monensin เพ่ือยบัยัง้แบคทีเรียปนเปือ้นเป็นครัง้คราว    และใช้กระบวนการหมกัแบบ sequential-
batch  ซึง่เป็นกระบวนการหมกัท่ีใช้ถงัหมกัหลายถงัตอ่เน่ืองกนัเป็นล าดบั   โดยใช้ระยะเวลาในการ
หมกัรวมประมาณ 48 ชัว่โมงก่อนท่ีจะน าน า้หมกัในขัน้สดุท้ายไปกลัน่แยกเอทานอล    
 

ตวัอยา่งท่ีศกึษาน ามาจากขัน้ตอนตา่งๆ เร่ิมตัง้แตข่ัน้การเลีย้งยีสต์เพ่ือเป็นหวัเชือ้ (ถงั 
prefermentation)  ขัน้การหมกัเอทานอลในถงัหมกัแตล่ะถงั  ขัน้การเก็บน า้หมกัก่อนการกลัน่  
รวมทัง้น าสารอาหารเพิ่มเตมิ (ไนโตรเจนและฟอสฟอรัส) และกากน า้ตาลเข้มข้นจากถงัเก็บมาศกึษา
ด้วยเพ่ือให้ทราบวา่กากน า้ตาลท่ีเป็นวตัถดุบิตัง้ต้นเป็นแหลง่ท่ีมาของแบคทีเรียกรดแลคตกิหรือไม ่     
ซึง่ผลการแยกเชือ้พบแบคทีเรียกรดแลคตกิในทกุจดุของกระบวนการผลิตในทกุโรงงานท่ีน ามาศกึษา
ทัง้ในถงัเตรียมสารอาหาร  ถงัเตรียมหวัเชือ้ยีสต์  ทอ่ขนถ่ายระหวา่งถงั  ถงัหมกัทกุถงั และถงัเก็บน า้
หมกัก่อนน าไปกลัน่  โดยมีปริมาณเชือ้อยูใ่นชว่ง 5-8 log cfu/ml  ยกเว้นกากน า้ตาลเข้มข้นท่ีไมพ่บ
โคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคตกิ     แบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบมากในทกุโรงงานประกอบด้วย 2 
จีนสั คือ Lactobacillus และ Pediococcus  โดยพบจีนสั Lactobacillus ได้มากกวา่จีนสั 
Pediococcus   สอดคล้องกบัท่ีมีรายงานการศกึษาแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานหลายๆ แหง่ของ
ประเทศอ่ืนท่ีพบวา่ Lactobacillus เป็นจีนสัท่ีมีรายงานการพบได้มากท่ีสดุในโรงงานเอทานอล
เชน่เดียวกนั  (Muthaiyan & Ricke, 2010)    รวมทัง้สอดคล้องกบัรายงานท่ีได้มีการศกึษาก่อนหน้า
ของผู้วิจยั (ศริิโฉม  ทุง่เก้า, 2554) 

 
การท่ีจีนสัของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีแยกได้ไมมี่ความหลากหลายโดยพบเพียง 2 จีนสันัน้

คาดวา่เกิดจากสาเหตหุลายประการ   เป็นไปได้วา่โรงงานเอทานอลท่ีน ามาศกึษามีการเตมิยา
ปฏิชีวนะลงในน า้หมกัจงึท าให้แบคทีเรียบางจีนสัถกูยบัยัง้และเหลือเฉพาะจีนสัท่ีสามารถต้านทาน
ยาปฏิชีวนะท่ีใช้เทา่นัน้   อยา่งไรก็ตามการท่ีโรงงานมีการใช้ยาปฏิชีวนะชนิดดงักลา่วแตย่งัคงพบ
แบคทีเรียกรดแลคตกิในปริมาณสงูถึง 5-8 log cfu/ml   ชีใ้ห้เห็นวา่ยาปฏิชีวนะท่ีใช้ไมส่ามารถก าจดั
แบคทีเรียกรดแลคตกิให้หมดไปจากน า้หมกัได้  ซึง่อาจเกิดจากการใช้ในความเข้มข้นไมม่ากพอ  หรือ
เชือ้เกิดการดือ้ยาเน่ืองจากใช้ตอ่เน่ืองเป็นระยะเวลายาวนาน     อยา่งไรก็ตามการท่ีแยกเชือ้ได้เพียง 
2 จีนสัไมไ่ด้หมายความวา่มีเฉพาะแบคทีเรีย 2 จีนสันีเ้ทา่นัน้ท่ีมีอยูใ่นโรงงานเอทานอล  เน่ืองจาก
อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในการเพาะแยกเชือ้ (MRS agar)  อาจไมเ่หมาะสมตอ่การเจริญของแบคทีเรีย
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กรดแลคตกิทกุจีนสัท่ีมีอยู ่    นอกจากนัน้อาจเป็นไปได้วา่แบคทีเรียจีนสัอ่ืนมีอยูแ่ตมี่ในปริมาณน้อย
จนวิธีการท่ีใช้ไมส่ามารถแยกเชือ้เหลา่นีเ้ป็นเชือ้บริสทุธ์ิเพ่ือน าไปจดัจ าแนกตอ่ได้   หรือแบคทีเรีย
บางจีนสัอาจอยูใ่นรูปท่ีมีชีวิตแตไ่มส่ามารถเพาะเลีย้งให้เจริญเป็นโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ได้ หรือ
เรียกวา่ “viable but nonculturable state”  เน่ืองจากมีรายงานวา่แบคทีเรียกรดแลคตกิบางสาย
พนัธุ์เม่ืออยูใ่นเบียร์เป็นระยะเวลานานๆ จะสญูเสียความสามารถในการเจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
MRS agar  (Suzuki et. al., 2006)   อยา่งไรก็ตามในงานวิจยันีก็้ได้แสดงให้เห็นวา่ Lactobacillus 
และ Pediococcus เป็นแบคทีเรียชนิดเดน่ท่ีพบในโรงงานผลิตเอทานอลท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิ
ในการผลิต    

 
การท่ีพบ Lactobacillus ได้ในปริมาณมากและพบในทกุโรงงานนัน้แสดงให้เห็นวา่แบคทีเรีย

กรดแลคตกิจีนสันีส้ามารถทนตอ่สภาวะในถงัหมกัเอทานอลได้ดี  เน่ืองจากในถงัหมกัเอทานอลนัน้

นอกจากจะมีความเข้มข้นของน า้ตาลสงู (12-30ºBrix) แล้ว ยงัมีความเป็นกรด มีออกซิเจนต ่า มียา
ปฏิชีวนะรวมทัง้มีเอทานอลท่ียีสต์ผลิตออกมาด้วย   มีรายงานวา่ Lactobacillus บางสปีชีส์ ทนตอ่
สภาวะการมีสารอาหารจ ากดั  การมีเซลล์ความหนาแนน่สงูและการมียาปฏิชีวนะในกากน า้ตาลได้ดี  
โดยในการปรับตวัเซลล์จะเปล่ียนจากรูปทอ่นไปเป็นรูปคอ่นข้างกลมคล้ายโครงสร้างท่ีเรียกวา่ “ซิสต”์ 
(cyst-like dormant cell)  ซึง่ท าให้สามารถรอดชีวิตได้ดีขึน้ (Golod et. al., 2009)  ส าหรับ 
Pediococcus นัน้ก็เป็นจีนสัท่ีมีความส าคญัเชน่เดียวกนัเน่ืองจากสามารถต้านทานยาปฏิชีวนะท่ี
นิยมใช้ในโรงงานผลิตเอทานอล เชน่ Penicillin, Verginiamycin ได้เชน่เดียวกนั (Heist, 2015)     

 
 จ านวนและชนิดของแบคทีเรียกรดแลคตกิในโรงงานเอทานอลขึน้อยูก่บัปัจจยัตา่งๆ เชน่  
ชนิดของวตัถดุบิท่ีใช้ผลิต  กระบวนการเตรียมวตัถดุบิ  รวมทัง้พืน้ท่ีตัง้ของโรงงาน   In-Seop et. al. 
(1995) รายงานวา่โรงงานเอทานอลของเกาหลีท่ีใช้มนัส าปะหลงัเป็นวตัถดุบิพบ Lactobacillus 
fermentum และ L. casei เป็นชนิดเดน่  ในขณะท่ีเม่ือใช้ข้าวบาร์เลย์่เป็นวตัถดุบิพบ L. fermentum 
และ L. salivarius ได้มาก  ในสหรัฐอเมริกา  โรงงานเอทานอลซึง่ใช้ข้าวโพดเป็นวตัถดุบิตัง้ต้นในการ
ผลิตพบแบคทีเรียปนเปือ้นตัง้แตข่ัน้ตอนการสกดัแป้งจากเมล็ดข้าวโพดและการยอ่ยแป้งให้เป็น
น า้ตาล  จนถึงในถงัหมกัเอทานอล   และมีความแตกตา่งกนัระหวา่งโรงงานท่ีใช้วิธีเตรียมวตัถดุบิ
แบบ wet mill และแบบ dry grain   โดยจ านวนแบคทีเรียท่ีพบในโรงงาน wet mill มีจ านวนอยู่
ในชว่ง 5-6 log cfu/ml   และ Lactobacillus เป็นจีนสัท่ีพบในสดัสว่นมากท่ีสดุ คือ 44-60% ของ
แบคทีเรียทัง้หมด   ในขณะท่ีโรงงาน dry grind  มีแบคทีเรียปนเปือ้นในชว่ง 4-8 log log cfu/ml  
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รวมทัง้พบ Lactobacillus ในสดัสว่นมากท่ีสดุเชน่เดียวกนั  แตส่ปีชีส์ท่ีพบในแตล่ะโรงงานแตกตา่ง
กนัไป   และแม้กระทัง่ในโรงงาน dry grind เชน่เดียวกนัแตต่ัง้อยูต่า่งพืน้ท่ีกนัก็พบปริมาณและชนิด
แบคทีเรียปนเปือ้นแตกตา่งกนั  โดยผู้วิจยัคาดวา่เป็นเพราะวิธีปฏิบตัติอ่วตัถดุบิของแตล่ะโรงงาน
แตกตา่งกนั    นอกจากนัน้โรงงานท่ีมีการใช้ยาปฏิชีวนะ (verginiamycin)  ในการควบคมุแบคทีเรีย
ปนเปือ้นแบคทีเรียท่ีพบจะมีความหลากหลายน้อยกวา่โรงงานท่ีไมใ่ช้ยาปฏิชีวนะ (Skinner & 
Leathers, 2004)    
 

วตัถดุบิท่ีใช้ในการผลิตเป็นแหลง่ท่ีมาแหลง่หนึง่ของแบคทีเรียท่ีพบในกระบวนการผลิตของ
โรงงานเอทานอล  Leja & Broda (2009)  แยกแบคทีเรียได้จากข้าวโพด  ข้าวฟ่างและข้าวไรน์ท่ีใช้
เป็นวตัถดุบิผลิตเอทานอลของโรงงานท่ีตัง้อยูใ่นประเทศโปแลนด์  โดยวตัถดุบิแตล่ะชนิดพบชนิด
และปริมาณแบคทีเรียแตกตา่งกนัหรือแม้แตว่ตัถดุบิชนิดเดียวกนัก็พบชนิดและปริมาณแบคทีเรียท่ี
ปนเปือ้นแตกตา่งกนัหากมีการเตรียมและการปฏิบตัติอ่วตัถดุบิไมเ่หมือนกนั   ส าหรับโรงงานเอทา
นอลท่ีท าการส ารวจในโครงการวิจยันีใ้ช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุบิซึง่แม้วา่จะไมส่ามารถแยกเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคตกิได้จากกากน า้ตาลดงักลา่ว แตก็่ไมห่มายความวา่ในกากน า้ตาลไมมี่โอกาสพบ
แบคทีเรียกลุม่นี ้  เน่ืองจากกากน า้ตาลเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตน า้ตาลทราย  มี
รายงานวา่น า้อ้อยมีแบคทีเรียกรดแลคตกิปนเปือ้น (Sobrun et. al., 2012)   ดงันัน้ในโรงงานผลิต
น า้ตาลยอ่มเป็นแหลง่สะสมของแบคทีเรียชนิดตา่งๆ รวมทัง้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  แม้วา่แบคทีเรีย
กรดแลคตกิจะไมส่ามารถเพิ่มจ านวนได้ในกากน า้ตาลเน่ืองจากมีแรงดนัออสโมตกิสงูเน่ืองจากความ
เข้มข้นของน า้ตาล   แตเ่ม่ือกากน า้ตาลถกูเจือจางด้วยน า้เพ่ือเตรียมเป็นอาหารส าหรับเลีย้งยีสต์ใน
ขัน้การเตรียมหวัเชือ้และในขัน้การหมกัก็มีโอกาสท่ีแบคทีเรียกรดแลคตกิจะเจริญเพิ่มจ านวนขึน้ได้
เน่ืองจากเม่ือเจือจางแล้วไมมี่การน ากากน า้ตาลไปฆา่เชือ้ด้วยความร้อนก่อนน าไปใช้เลีย้งเชือ้ยีสต์  
โดยเฉพาะอยา่งยิ่งหากทิง้กากน า้ตาลท่ีเจือจางไว้เป็นเวลานานแบคทีเรียก็มีโอกาสเพิ่มจ านวนได้
มากขึน้เป็นล าดบั    ดงัจะเห็นได้จากจ านวนแบคทีเรียกรดแลคตกิในกากน า้ตาลท่ีมาจากถงัเลีย้ง
ยีสต์ซึง่มีปริมาณสงูถึง 6-7 log cfu/ml  ซึง่แบคทีเรียเหลา่นีจ้ะถกูสง่ผา่นตอ่ไปยงัถงัหมกัเป็นล าดบั
ท าให้ในน า้หมกัมีแบคทีเรียกรดแลคตกิปริมาณสงูเชน่เดียวกนั  แม้กระทัง่ในถงัหมกัใบสดุท้ายก่อนท่ี
จะน าน า้หมกัไปกลัน่ซึง่ยีสต์ได้ผลิตเอทานอลจนมีความเข้มข้นสงูถึง 8-10% แล้ว ก็ยงัคงพบ
แบคทีเรียกลุม่นีใ้นระดบัสงูเชน่เดียวกนั  แสดงให้เห็นความสามารถในการปรับตวัให้ทนตอ่ความ
เข้มข้นเอทานอลของแบคทีเรียกลุม่นี ้  
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Lactobacillus เป็นแบคทีเรียจีนสัท่ีพบได้มากในโรงงานทกุแหง่ท่ีศกึษาแตส่ปีชีส์ท่ีพบมาก
ในโรงงานแตล่ะแหง่อาจแตกตา่งกนับ้าง  ตวัอยา่งเชน่  โรงงานเอทานอล PK1 สปีชีส์ท่ีพบมาก  
ไดแ้ก่ L. plantarum, L. brevis, L. rhamnosus, และ L. buchneri ในขณะท่ีโรงงานเอทานอล DC 
พบ L. pentosus, L. brevis 1 และ L. plantarum 1 (ตารางท่ี 19)    แตโ่ดยรวมแล้วสปีชีส์ท่ีพบได้
บอ่ยท่ีสดุในการศกึษาครัง้นี ้ได้แก่ L. pentosus เน่ืองจากพบถึง 22 จาก 25 ไอโซเลตท่ีรวบรวมได้ 
หรือคดิเป็น 88%  สปีชีส์ของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบก็ขึน้อยูก่บัปัจจยัตา่งๆ เชน่เดียวกนัรวมทัง้
ชนิดของวตัถดุบิ กระบวนการผลิตรวมทัง้สภาพแวดล้อม   ดงัเชน่มีรายงานวา่ L. vini เป็นแบคทีเรีย
ประจ าถ่ินท่ีปนเปือ้นในโรงงานเอทานอลของสวีเดนท่ีใช้แป้งจากข้าวสาลีเป็นวตัถดุบิ (Passort et. 
al., 2007)   Skinner et. al. (2004) พบวา่ L. delbrueckii  เป็นสปีชีส์เดน่ท่ีสดุในโรงงานผลิตเอทา
นอลจากข้าวโพดท่ีใช้วิธีการเตรียมข้าวโพดแบบ wet mill ในอเมริกา  รวมทัง้พบ Lactobacillus อีก
มากกวา่ 10 สปีชีส์  แตใ่นโรงงานท่ีใช้วิธีการเตรียมข้าวโพดแบบ dry grind พบ L. lactis เป็นสปีชีส์
เดน่ร่วมรวมทัง้พบ Lactocacillus อีกหลายสปีชีส์เชน่เดียวกนั      

 
จะเห็นได้วา่ Lactobacillus เป็นจีนสัของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบได้มากในโรงงาน        

เอทานอลท่ีท าการศกึษา   โดยแตล่ะจดุในขัน้ตอนการผลิตของแตล่ะโรงงานพบปริมาณแบคทีเรีย
ใกล้เคียงกนั  แสดงให้เห็นวา่เกิดการแพร่กระจายของแบคทีเรียตลอดทัง้กระบวนการหมกัตัง้แตใ่นถงั
เตรียมสารอาหารเพิ่มเตมิ  ในถงัท่ีเลีย้งยีสต์และในถงัหมกั  รวมทัง้ในทอ่ขนถ่ายท่ีเช่ือมตอ่กบัสว่น
ตา่งๆ ของกระบวนการผลิต ท าให้เป็นการยากท่ีจะหาจดุเร่ิมต้นของการปนเปือ้นแบคทีเรีย   ซึง่ท่ีมา
ของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีเป็นไปได้นอกจากกากน า้ตาลท่ีเป็นวตัถดุบิในการผลิตแล้ว  ยงัอาจมา
จากสิ่งแวดล้อมเน่ืองจากแบคทีเรียกลุม่นีพ้บได้ในพืชผกั  อาหาร น า้และสิ่งแวดล้อมทัว่ไป (Stiles & 
Holzapfel, 1997)  และเน่ืองจากกระบวนการผลิตเอทานอลชีวภาพดงักลา่วไมไ่ด้ด าเนินการใน
สภาวะปลอดเชือ้  ดงันัน้  แบคทีเรียจงึมีโอกาสปนเปือ้นในขัน้ตอนตา่งๆ ได้ตลอดเวลา  ยิ่งไปกวา่นัน้ 
แบคทีเรียกรดแลคตกิยงัสามารถสร้างโครงสร้างท่ีเรียกวา่ “ไบโอฟิล์ม” บนพืน้ผิววสัดชุนิดตา่งๆ ได้   
จงึยากตอ่การก าจดัด้วยการล้างหรือการใช้ยาปฏิชีวนะแบบปกต ิ เน่ืองจากโครงสร้างดงักลา่วท าให้
แบคทีเรียทนตอ่สภาวะไมเ่หมาะสมได้ดีขึน้ (Kubota et. al., 2008) สง่ผลให้มีเชือ้เหลืออยูใ่นระบบ
แบบเรือ้รัง  และเม่ือเร่ิมการผลิตอีกรอบหนึง่แบคทีเรียเหลา่นีก็้พร้อมท่ีจะกลบัมาปนเปือ้นได้อีก   ดงั
จะเห็นได้จากผลการส ารวจแบคทีเรียซ า้ในโรงงานเดมิ ตวัอยา่งเชน่ โรงงาน PK1  การเก็บตวัอยา่ง
ครัง้ท่ี 1 พบแบคทีเรียกรดแลคตกิในชว่ง 6.42-7.89 log cfu/ml  (ตารางท่ี 6) และในการเก็บ
ตวัอยา่งครัง้ท่ี 2 พบเชือ้ปริมาณ  6.97-8.38 log cfu/ml (ตารางท่ี 8)   และพบสปีชีส์เดมิในการเก็บ
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ตวัอยา่งแตล่ะครัง้ เชน่ Lactobacillus plantarum 1 และ Pediococcus damnosus   หรือใน
โรงงาน DC  ครัง้ท่ี 1  พบเชือ้ปริมาณ  5.50-8.54 log cfu/ml  (ตารางท่ี 14) ครัง้ท่ี 2 พบ 6.00-8.40 
log cfu/ml (ตารางท่ี 16)  และพบสปีชีส์ L. pentosus  ในทัง้สองครัง้    
 

อยา่งไรก็ตามแม้วา่ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีพบจะคอ่นข้างสงูแตก่ารท าให้น า้หมกั
ปราศจากเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกินัน้ไมใ่ชจ่ดุมุง่หมายของโรงงานเอทานอล  ทัง้นีเ้น่ืองจากต้องเสีย
คา่ใช้จา่ยในการด าเนินการสงูจงึไมคุ่้มคา่ในการผลิต   ด้วยเหตดุงักลา่ว โรงงานจงึเพียงเฝ้าระวงัเพ่ือ
ตดิตามและควบคมุปริมาณแบคทีเรียไมใ่ห้สงูจนมีผลเสียตอ่การผลิตเทา่นัน้    อยา่งไรก็ดี การทราบ
ข้อมลูการแพร่กระจายทัง้ชนิดและปริมาณแบคทีเรียในการศกึษาวิจยัครัง้นีจ้ะท าให้ผู้ ท่ีเก่ียวข้อง
ตระหนกัและหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการควบคมุและจ ากดัปัญหาการปนเปือ้นได้อยา่งเหมาะสมเพ่ือ
ลดความเส่ียงในการสญูเสียรวมทัง้เพิ่มผลผลิตเอทานอลชีวภาพตอ่ไป   
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ภาคผนวก ก 
                             อาหารเลีย้งเชือ้ 

 
 
MRS agar + 100 mg/l Cycloheximide 
    การเตรียม MRS agar 
     MRS agar มีสว่นผสม  ดงันี ้(Difco & BBL Manual, 2009) 

-Proteose peptone     10  g/l 
-Beef extract      10  g/l 

  -Yeast extract      5    g/l 
  -Dextrose      20  g/l 

   -Polysorbate 80     1    g/l 
  -Ammonium citrate     2    g/l 
  -Sodium acetate     5    g/l 

  -Megnesium sulfate     0.1 g/l 
  -Manganese sulfate              0.05  g/l 

  -Dipotassium phosphate    2    g/l 
  -Agar       15  g/l 
 ชัง่สว่นผสมทัง้หมดละลายด้วยน า้กลัน่  1 ลิตร หรือละลายอาหารครบสตูรแบบแห้ง 70 
กรัม ในน า้กลัน่ 1 ลิตร   น าไปให้ความร้อนจนวุ้นละลาย น าไปฆา่เชือ้ในหม้อนึง่ความดนัไอท่ี
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที    
    การเตรียม Cycloheximide 
 ละลาย cycloheximide 1 กรัม ในน า้กลัน่ 100 มิลลิลิตร  กรองสว่นผสมผา่นเย่ือกรอง
ขนาดชอ่ง 0.45 µm  จะได้สารละลายยา cycloheximide ความเข้มข้น 1 g/100 ml หรือ 1000 
mg/100 ml 
    การผสม 
 เตมิสารละลายยา cycloheximide 10 มิลลิลิตร ลงใน MRS agar ท่ีฆา่เชือ้แล้ว (อณุหภมูิ
ประมาณ 50 องศาเซลเซียส)  1 ลิตร  ผสมให้เข้ากนั  จะได้ MRS agar ท่ีมี cycloheximide 100 
mg/l 
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MRS broth (Difco & BBL Manual, 2009) 
 มีสว่นผสมดงันี ้
  -Proteose peptone    10  g/l 

  -Beef extract     10  g/l 
  -Yeast extract     5    g/l 
  -Dextrose     20  g/l 
  -Polysorbate 80   1    g/l 
  - Ammonium citrate    2    g/l 
  -Sodium acetate    5    g/l 
  -Megnesium sulfate    0.1 g/l 
  -Manganese sulfate              0.05 g/l 
  -Dipotassium phosphate   2    g/l 
 

 ชัง่สว่นผสมทัง้หมดหรือชัง่อาหาร ครบสตูรแบบแห้ง 55 กรัม ละลายในน า้กลัน่ 1 ลิตร 
น าไปฆา่เชือ้ในหม้อนึง่ความดนัไอ ท่ีความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาคผนวก ข 
                การจัดจ าแนกเชือ้โดยใช้ API 50CHL 

 
จากการจดัจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีแยกได้จากโรงงานผลิตเอทานอล โดยใช้ชดุ

ทดสอบ API 50CHL  หลงัเตมิเชือ้ลงในหลอดทดสอบและน าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ให้ผลดงัภาพท่ี 9  ซึง่เม่ือน าผลท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย software version 
Lactobacillus pentosus  ดงัตวัอยา่งท่ีแสดงในหน้าถดัไป 

 
 

  
 

ภาพท่ี 9 ลกัษณะของหลอดทดสอบใน API 50CHL หลงัเตมิเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิและบม่
นาน 48 ชัว่โมง  

 

  
 



Company Microbiology Department Burapha UniversityCity Chonburi

REFERENCE- DATE ###### COMMENT-

Strip Profile Identification commentTaxon % ID T index Type Test againstValue

API 50 CHL V5.1-+--+++---++++----++-++++++++++++-++--------------EXCELLENT IDENTIFICATIONLactobacillus pentosus99.9 0.78 Significant MLZ 25

API 50 CHL V5.1-+--+++---++++----++-++++++++++++-++--------------EXCELLENT IDENTIFICATIONLactobacillus plantarum 10.1 0.41 Next GLY 1



Test againstValue Test againstValue

GEN 99

DXYL 2 GEN 98


