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บทคัดย่อ 
วิจัยฉบับนี้ได้ท าการศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยแบบกึ่งกะ ( Fed-Batch 

Fermentation) ที่มีการเติมสารละลายกากน ้าตาลเข้าไป 2 ขั้นตอน ด้วยเชื้อจุลินทรีย์ Saccharomyces cerevisiae เพื่อ
เพิ ่มประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย โดยอาศัยเทคนิคการออกแบบการทดลอง (Design of Experiment) 
เนื่องจากในกระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเพื่อผลิตสุราขาวในระดับอุตสาหกรรมต้องการผลิตน ้าส่าให้มีประสิทธิภาพ
การหมักสูง ใช้วัตถุดิบอย่างคุ้มค่า และค านึงถึงกลิ่นรสเป็นส าคัญ โดยปัจจุบันโรงงานกรณีศึกษาได้รับวัตถุดิบกากน ้าตาลมี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 48-53%w/w จากหลายแหล่งที่มา ซึ่งมีองค์ประกอบภายในต่างกัน หมักที่ความเข้มข้นของน ้าตาลเฉลีย่ 
20.99%w/v และมีประสิทธิภาพการหมักเฉลี่ย 79.96% จากการศึกษาก่อนหน้าร่วมกับการใช้หลักการแผนภูมิก้างปลา (Fish 
bone diagram) และหลักการ 4M1E มาช่วยในการวิเคราะห์หาสาเหตุของปัญหาที ่มีผลต่อประสิทธิภาพการหมักส่า
กากน ้าตาลจากอ้อยโดยผู้ที่มีประสบการณ์เชี่ยวชาญด้านการหมักส่ากากน ้าตาล พบว่าปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการหมัก
ส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมี 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของกากน ้าตาล (%w/w) ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก (%w/v) และ
อุณหภูมิภายในถังหมัก (°C) เมื ่อน ามาออกแบบการทดลองด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบพื้นผิวตอบ (Response 
Surface Design) แบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken Design) เพื่อหาค่าสภาวะที่เหมาะสมของปัจจัยทั้ง 3 ปัจจัย ที่ส่งผล
ท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเพิ่มสูงขึ้น พบว่า องค์ประกอบภายในกากน ้าตาลที่ 50%w/w ความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมัก 16%w/v และอุณหภูมิภายในถังหมัก 33°C ส่งผลท าให้ค่าเฉลี่ยประสิทธิภาพการหมักกากน ้าตาลจากอ้อย
เพิ่มขึ้นมีค่าเท่ากับ 85.74% 
ค าส าคัญ: การออกแบบการทดลองแบบพ้ืนผิวตอบ; การออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน; การหมักแบบกึ่งกะ; กากน ้าตาลจากอ้อย 
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ABSTRACT 
 This research studied about the factors that related to the Fed-Batch Fermentation process. It cover 
the process of adding the molasses solution into 2 steps with Saccharomyces cerevisiae microorganisms to 
enhance the fermentation of molasses from sugar cane.  This can process by the design of experiment 
technique. According to the producing white spirit process from sugar cane molasses in the industrial level, 
it needs to provide the high fermentation efficiency which using the raw materials wisely and consider to 
the smell and taste as important.  Currently, the case study factory has received molasses with 
concentrations in the range of 48- 53%w/ w from multiple sources with different internal components and 
fermented at an average sugar concentration of 20. 99%w/ v and an average fermentation efficiency of 
79. 96%.  Based on the previous studies combine with the fish bone diagram and 4M1E principles, it can 
analyze the root causes of problems affecting the fermentation efficiency of sugar cane molasses by those 
who have experience and expertise in the fermentation of molasses.  It was found that there were three 
factors affecting the fermentation efficiency of sugar cane molasses:  sugar cane molasses concentration 
( %w/ w) , fermentation sugar concentration ( % w/ v)  and temperature inside the tank ( °C) .  The designing 
experiments using the Response Surface Design method in Box-Behnken Design to determine the optimum 
state of the three factors. The results showed that the fermentation efficiency of molasses from sugar cane 
increased, it was found that the concentration of sugar cane molasses at 50%w/ w, the fermentation sugar 
concentration of 16%w/v and the temperature inside the fermentation tank 33°C resulted. The efficiency of 
fermentation of molasses from sugar cane increased was 85.74%. 
Keywords:  Response Surface Design; Box-Behnken Design; Fed-Batch Fermentation; Sugar cane molasses 
 

1. บทน า 
1.1 ที่มาและความส าคัญของงานวิจัย 

 ในอุตสาหกรรมการผลิตเชื ้อเพลิงเอทานอลและ
เครื่องดื่มที่มีแอลกอฮอล์ นิยมน ากากน ้าตาล (Molasses) 
จากอ้อยมาใช้เป็นวัตถุดิบหลักในการผลิต เนื่องจากประเทศ
ไทยมีการเพาะปลูกอ้อย และผลิตน ้าตาลทรายมากท าให้มี
กากน ้าตาลที่เป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตน ้าตาล
ทรายจากอ้อยจ านวนมาก และกากน ้าตาลมีองค์ประกอบ
ส่วนใหญ่ประกอบด้วยน ้าตาลประมาณ 50-60% และ 
แร่ธาตุต่าง ๆ จึงเหมาะสมที่จะน ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิต   
เอทานอล [1] โดยโรงงานกรณีศึกษาเป็นโรงงานผลิต 
สุราขาว ประกอบด้วยกระบวนการหมัก (Fermentation) 
การกลั่น (Distillation) การปรุง (Blending) และการบรรจุ 
(Packing)  [2, 3]  ซ ึ ่ งข ั ้ นตอนท ี ่ สนใจน  ามาศ ึกษาคือ 

กระบวนการหมัก เน ื ่องจากเป็นกระบวนการเร ิ ่มต้น 
ในการผลิต ที ่จะต้องหมักให้ได้กลิ ่นรสคงที ่ ใช้วัตถุดิบ 
อย่างคุ ้มค่า ได้ปริมาณความเข้มข้นของแอลกอฮอล์สูง 
และมีประสิทธิภาพดี  

ปัจจุบันนี้โรงงานกรณีศึกษาได้รับวัตถุดิบกากน ้าตาล 
(Sugar Cane Molasses) ที่มีความเข้มข้นน ้าตาล (Total 
Reducing Sugar) อย ู ่ ในช่วง 48-53%w/w จากหลาย
แหล่งที่มา ซึ่งมีองค์ประกอบภายในต่างกัน โดยน ามาหมัก
แบบก่ึงกะ (Fed-Batch Fermentation) คือ การเพาะเลี้ยง
จุลินทรีย์ยีสต์สายพันธุ์ Saccharomyces cerevisiae ที่มี
การเติมอาหาร (สารละลายกากน ้าตาล) เข้าไป 2 ขั้นตอน 
[4] จากข้อมูลการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเฉลี่ยในแต่ละ
เดือนของปี พ.ศ. 2562 ความเข้มข้นวัตถุดิบกากน ้าตาล
เฉลี่ย 50.73%w/w หมักที่ความเข้มข้นของน ้าตาลเฉลี่ย 
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20.99%w/v ปริมาตรรวม 175,000 ลิตร/ถัง และความ
เข้มข้นน ้าตาลที ่ เหลือเฉลี ่ย 2.64%w/v ความเข้มข้น
แอลกอฮอล ์ของส ่าส ่งกล ั ่นเฉล ี ่ย 10.87%v/v โดยมี
ประสิทธิภาพการหมักเฉลี ่ยอยู ่ในช่วง 78.45-82.90% 
ดังรูปที่ 1 

จากข้อมูลดังกล่าวจะเห็นว่า ประสิทธิภาพการหมัก  
ไม่คงที่ ความเข้มข้นของวัตถุดิบกากน ้าตาล (%w/w) ที่ 
ได้รับมาสูง และการหมักได้ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ส่า 
ส่งกลั่นสูง ไม่ได้ท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่าสูงไปด้วย 
ต้องพิจารณาถึงองค์ประกอบภายในวัตถุดิบกากน ้าตาล 
สภาวะการควบคุมการหมัก และความเข้มข้นที่ใช้ในการ
หม ักต ้องม ีความเหมาะสมเพ ื ่อให ้ เช ื ้อย ีสต ์ใช ้ ในการ
เจร ิญเต ิบโตและผล ิตแอลกอฮอล ์  เม ื ่อศ ึกษาข ้อมูล
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลย้อนหลังของโรงงาน
กรณีศ ึกษาพบว่า เคยหมักส ่ากากน ้าตาลจากอ้อยได้

ประสิทธิภาพการหมักส่าสูงสุด 85.15% และในทางทฤษฎี
การหมักน ้าตาลด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้ประมาณ 90% เนื่องจากส่วนที่
เหลือเซลล์ยีสต์น าไปใช้ในการเจริญเติบโตเพื่อเพิ่มจ านวน
เซลล์ และผลิตสารสังเคราะห์อื่น ๆ [5] 

ด ังน ั ้นงานว ิจ ัยน ี ้ต ้องการเพ ิ ่มประส ิทธ ิภาพใน
กระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย โดยศึกษาปัจจยัที่
เกี่ยวข้องกับการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย องค์ประกอบ
ภายในวัตถุดิบกากน ้าตาล สภาวะการควบคุมการหมักที่
เหมาะสม จ ึงน  าเทคนิคทางสถิต ิในการออกแบบและ
ว ิ เคราะห ์การทดลอง (Design of Experiment)  [6, 7] 
มาช่วยในศึกษาปัจจ ัยที ่ม ีผลต่อกระบวนการหม ักส่า
กากน ้าตาลจากอ้อย และหาระดับของปัจจัยที่ท าให้หมักได้
ประสิทธิภาพการหมักกากน ้าตาลสูงที่สุด 

 

 
รูปที่ 1 ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล (%) และความเข้มข้นของกากน ้าตาล (%w/w) ที่โรงงานกรณีศึกษาใช้หมัก  

เฉลี่ยในแตล่ะเดือนของปี พ.ศ. 2562 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากออ้ย

แบบกึ่งกะ (Fed-Batch Fermentation) ด้วยเชื้อจุลินทรีย์ 
Saccharomyces cerevisiae  
 

2. ขั้นตอนการออกแบบการทดลอง 
จากการศึกษาก่อนหน้านี้ได้มีผู้ศึกษาแนวทางการเพิ่ม

ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลในโรงงาน A [8] และมี
ข้อเสนอแนะในการเพิ่มประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล
โดยเสนอให้ 
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• ศึกษาเปรียบเทียบผลกระทบที ่อาจเกิดขึ ้นจาก
วัตถุดิบกากน ้าตาลของแต่ละโรงงานท่ีใช้หมัก 

•  ศ ึ กษารายละ เอ ี ยด เก ี ่ ย วก ับเ ช ื ้ อจ ุ ล ิ นทร ีย์  
Saccharomyces cerevisiae เพิ่มเติมเพื่อหาแนวทางที่จะ
ลดช่วงเวลาที่ใช้ในการหมักให้น้อยลงและสามารถท างานได้
มีประสิทธิภาพสูงที่สุด 

• ศึกษาตัวแปรอื่น ๆ ที่อาจส่งผลต่อกระบวนการหมัก 
เช่น pH อุณหภูมิ วิธีการหมัก เป็นต้น เพื ่อหาสภาวะที่
เหมาะสมที่สุดต่อกระบวนการหมักกากน ้าตาล 

จึงน าข้อเสนอดังกล่าวมาวิเคราะห์ร่วมกับการหา
สาเหตุปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล
ของโรงงานกรณีศึกษา 
2.1 การวิเคราะห์หาสาเหตุปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพ
การหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

เมื่อศึกษาปัญหาที่เกิดขึ้นของโรงงานกรณีศึกษา เก็บ
ข้อมูล วิเคราะห์ข้อผิดพลาดในการท างาน ระดมสมองกับ   
ผู ้ที ่มีประสบการณ์เชี ่ยวชาญด้านการหมักส่ากากน ้าตาล 
และวิเคราะห์หาสาเหตุของปัญหาโดยอาศัยจากแผนภูมิ
ก้างปลา (Fish bone diagram) [7] และหลักการ 4M1E 

มาช่วยในการวิเคราะห์ โดยหาปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธภิาพ
การหมักส่าไม่คงที่ ดังรูปที่ 2 

จากการว ิ เคราะห ์แผนภ ูม ิก ้างปลา (Fish bone 
diagram) ดังรูปที่ 2 ปัจจัยที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพการหมัก
นั้นมีหลายปัจจัย ซึ่งจะคัดเลือกปัจจัยที่คาดว่าจะส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลมากที่สุด โดยอาศัย
ตารางแสดง เหต ุและผล (Cause and effect matrix)      
มาช่วยในการยืนยันผลอีกครั้ง พบว่า มี 3 ปัจจัย ได้แก่  

• ปัจจัยที่ 1 ความเข้มข้นของกากน ้าตาล (%w/w) 
กากน ้าตาลเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตน ้าตาล
ทราย โดยปริมาณน ้าตาลมากหรือน้อยนั ้นข ึ ้นอยู ่กับ
กระบวนการผลิต ซึ่งแต่ละแหล่งวัตถุดิบจะมีองค์ประกอบ
ภายในกากน ้าตาลที่มีปริมาณความเข้มข้นน ้าตาลต่างกัน 
การวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลทั ้งหมดที ่ม ีในวัตถุดิบ 
แต ่ละแหล่งด ้วยว ิธ ี  Modified Lane-Eynon Constant 
Volume Volumetric Method [9] ซึ ่งน ้าตาลส่วนใหญ่ 
จะประกอบด้วยน ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตส และน ้าตาล
ซูโครส ดังนั้นการน ากากน ้าตาลจากแต่ละแหล่งที่มีความ
เข้มข้นของกากน ้าตาลต่างกันมาใช้หมักภายใต้สภาวะ
เดียวกันอาจส่งผลต่อประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล 

 

 
รูปที่ 2 แผนภูมิก้างปลา (Fish Bone Diagram) 

   

• ปัจจัยที่ 2 ความเข้มข้นของน ้าตาลที่ใช้หมัก (%w/v)  
ในปัจจุบันโรงงานกรณีศึกษาใช้ความเข้มข้นน ้าตาลรวม
ประมาณ 20%w/v และเหล ือจากกระบวนการหมัก
ประมาณ 3%w/v บ่งบอกว่าอาจจะใช้ความเข้มข้นสูงไป 

เซลล์ยีสต์เจริญได้ไม่สมบูรณ์ น ้าตาลในการหมักเหลือ       
ท าให้ผลผลิตต่อถังต ่าและต้นทุนในการผลิตสูงขึ้น ดังนั้น 
จึงควรหาความเข้มข้นน ้าตาลที่เหมาะสมในการหมัก เพื่อให้
คุ้มค่าในการผลิตมากท่ีสุด  
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• ปัจจัยที่ 3 อุณหภูมิภายในถังหมัก (°C) การควบคุม
อุณหภูมิในกระบวนการหมักเป็นส่วนที่ส าคัญ เนื่องจากมีผล
โดยตรงต่อการท างานของเซลล์ยีสต์ อุณหภูมิภายในถังหมัก
ที่ควบคุมคือ ไม่ควรเกิน 36°C โดยอาศัยการคุมอุณหภูมจิาก
หอผึ่งน ้า ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ 30°C และในสภาวะการ
หมักของยีสต ์ อ ุณหภูม ิท ี ่ย ีสต์สามารถเจริญและผลิต
แอลกอฮอล์ได้ดีจะอยู่ในช่วง 32-35°C [10] 

จากข้อเสนอแนะการศึกษาก่อนหน้าและการวิเคราะห์
จากผู้เชี่ยวชาญด้านการหมัก มีความเห็นต่อปัจจัยที่ส่งผล 
ต่อประสิทธิภาพกระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลคล้ายคลึง
ก ันในเร ื ่องของวัตถุด ิบกากน ้าตาลแต่ละโรงงานซึ ่งมี
องค์ประกอบภายในแตกต่างกัน และสภาวะในการหมัก 
ดังนั้นจึงน าปัจจัยดังกล่าวทั้ง 3 ปัจจัยมาศึกษาโดยวิธีการ
ออกแบบการทดลองทางสถิติวิศวกรรม หาปัจจัยที่ส่งผล
อย่างแท้จริง พัฒนาหาสภาวะการหมักที่เหมาะสมเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการหมักกากน ้าตาลจากอ้อย 
2.2 การออกแบบการทดลอง ก าหนดตัวแปรตอบสนอง 
ปัจจัย ระดับ และขอบเขตงานวิจัย 

การออกแบบการทดลองเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการ
หมักส่ากากน ้าตาล ต้องการหาระดับของปัจจัยที่ท าให้หมัก
ได้ประสิทธิภาพการหมักกากน ้าตาลดีที่สุด ซึ่งการออกแบบ
การทดลองแบบพื้นผิวตอบ (Response Surface Design) 
เป็นเทคนิคที ่เหมาะสม โดยเลือกแบบการทดลองแบบ   
บ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken Design) ที่มีการก าหนด
จุดกึ่งกลาง (Center point) เนื่องจาก 

• สามารถท าการทดลองจ านวนปัจจัย 3 ปัจจัยขึ้นไป 
โดยปัจจัยใด ๆ จะถูกทดลองที่ 3 ระดับ 

• หาค่าระดับที่เหมาะสมของปัจจัยที่ท าให้ตัวแปร
ตอบสนองมีค่าที่ต้องการ และสร้างแบบจ าลองที่มีลักษณะ
เป็นโพลิโนเมียลก าลังสองเพื่อหาค่าท่ีดีที่สุดของผลตอบได้ 

• ในกรณีที่มี 3 ปัจจัย จะใช้จ านวนการทดลองน้อย
กว่าเมื่อเทียบกับการทดลองแบบส่วนผสมกลาง (Central 
Composite Design) เนื ่องด้วยข้อจ ากัดของค่าใช้จ่ายใน
การทดลอง 

จัดล าดับการทดลองแบบสุ ่มเพื ่อลดผลของปัจจัย
ภายนอกที ่อาจส่งผลกระทบต่อการทดลอง และท าการ

ทดลองซ ้า 2 การทดลอง เพื่อท าให้สามารถหาค่าประมาณ
ของความผิดพลาดในการทดลอง หาค่าได้ถูกต้องและ
น่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น การทดลองท าในระดับห้องปฏิบัติการ
วิทยาศาสตร์ หมักปริมาตรรวม 1,500 มิลลิลิตร ซึ่งเทียบ
สัดส่วนปริมาตรการหมักจากโรงงานกรณีศึกษา โดยถังหมัก
ของโรงงานกรณีศึกษาสามารถหมักปริมาตรรวมได้ไม่เกิน 
175,000 ลิตร 

การออกแบบการทดลองแบบแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน 
ทีม่ี 3 จุดกึ่งกลาง ในงานวิจัยนี้ก าหนดให้ 

• หน่วยทดลอง (Experiment Unit) คือ น ้าหมักหรือ
น ้าส่า (Mash of Fermentation)  

•  ต ั วแปรตอบสนอง (Response Variable)  คื อ 
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย (%) โดย
ค านวณจากสมการ ดังนี้  

 
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย (%)= 

ปริมาตรน ้าส่า (𝐿)×ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ส่าส่งกลั่น(%
𝑣

𝑣
)×100

ปริมาณกากน ้าตาล(𝑘𝑔)×ความเข้มข้นกากน ้าตาล(%
𝑤

𝑤
)×0.648

             (1) 
 

หมายเหตุ: 0.648 มาจากน ้าตาลกลูโคส 1 กิโลกรัม (ความ
หวาน 100%) สามารถเปลี่ยนเป็นแอลกอฮอล์ได้ 0.648 
ลิตร ท่ี 20°C (100°Alc) 
 

• การก าหนดปัจจัย (Factor) และระดับ (Level) ที่ใช้
ในการทดลองดังตารางที่ 1 

 
ตารางที่ 1 ปัจจัยและระดับของการออกแบบการทดลอง
แบบบ็อกซ-์เบห์นเคน ท่ีมี 3 จุดกึ่งกลาง 

ปัจจัย  หน่วย สัญลักษณ ์
ระดับ  

-1 0 1 

ความเข้มข้นของ
กากน า้ตาล  

%w/w A 49 51 53 

ความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมัก  

%w/v B 16 18 20 

อุณหภูมิภายในถัง
หมัก  

°C C 30 33 36 
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3. วิธีการทดลองการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 
น ากากน ้าตาลของแต่ละโรงงานมาท าการทดลองการ

หมักแบบกึ ่งกะ (Fed-Batch Fermentation) ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ (Lab scale) ด้วยเครื่อง Magnetic stirrer 
ที่สามารถควบคุมอุณหภูมิได้ โดยอ้างอิงวิธีการและสัดส่วน
ปริมาตรในการหมักตามโรงงานในกรณีศึกษา ซึ ่งจะหมัก
ปริมาตรรวม 1,500 มิลลิลิตร โดยมีรายละเอียดการทดลอง
ดังรูปที่ 3 

ควบคุมและก าหนดพารามิ เตอร ์ต ่าง  ๆ ให ้คงที่ 
ในขั้นตอนการหมักส่ากากน ้าตาล โดยอ้างอิงตามโรงงาน
กรณีศึกษาดังตารางที่ 2 

ในกระบวนการหม ักส ่าต ้องมี การว ิ เคราะห ์ค่า 
พารามิเตอร์ต่าง ๆ เพื่อดูการเจริญเติบโตของยีสต์ และการ
ผลิตแอลกอฮอล์ รวมถึงการปนเปื้อนของเช้ือจุลินทรีย์อื่น ๆ 
ในกระบวนการหมัก โดยมีพารามิเตอร์ที่ต้องวิเคราะห์แสดง
ดังตารางที่ 3  

 

 
รูปที ่3 ขั้นตอนการทดลองการหมักกากน ้าตาลในระดบัห้องปฏิบัตกิารวิทยาศาสตร์ 

 
ตารางที่ 2 ค่าพารามิเตอร์ที่ควบคุมในการทดลองการหมักกากน ้าตาล 

ล าดับที่ พารามิเตอร์ที่ควบคุม ค่าพารามิเตอร ์

1 ปริมาตรรวมหมัก 1,500 มิลลิลิตร 

2 ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่เติมใน Starter A, Starter B และ Ferment 0.05%w/v  

3 ปริมาตร Starter A 5% ของ Starter B 

4 ปริมาตร Starter B 3% ของปริมาตรรวมหมัก 

5 ความเข้มข้นรวมสารละลายกากน า้ตาลของ Starter A และ B 14%w/v 

6 ระยะเวลาการเลี้ยงเช้ือ Starter A 18 ชั่วโมง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             Saccharomyces cerevisiae 
       1 Loop      Starter A  

Starter A (    +           
               14 %w/v) 

 

Starter B (    +           
               14 %w/v) 

 

         

Fermentation            2 (    +                              
     (total sugar)          (-1), (0), (+1)                      

Fermentation            1     +                              
     14 %w/v (initial sugar) 

 

18         

72         

                                (-1), (0), (+1)                     

18         

18  ั่ว มง 
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ตารางที่ 2 (ต่อ) ค่าพารามิเตอร์ที่ควบคุมในการทดลองการหมักกากน ้าตาล 
ล าดับที่ พารามิเตอร์ที่ควบคุม ค่าพารามิเตอร ์

7 จ านวนเช้ือยีสต์ Starter A ≥10 x 106 

8 ระยะเวลาการเลี้ยงเช้ือ Starter B 18 ชั่วโมง 

9 จ านวนเช้ือยีสต์ Starter B ≥50 x 106 

10 ความเข้มข้นสารละลายกากน ้าตาลขั้นตอนที่ 1 14 %w/v 

11 ระยะเวลาการเติมขั้นตอนที่ 2 ของการหมัก ชั่วโมงที่ 18 

12 ความเร็วรอบในการกวนหมกั 100 rpm 

ตารางที่ 3 พารามิเตอร์ที่ต้องวิเคราะห์ในกระบวนการหมักกากน ้าตาล 

ระยะเวลาการเก็บตัวอย่าง 
พารามิเตอร์ที่ต้องการวิเคราะห์ 

Brix 
(°Brix) 

pH 
Acid 

(%w/v) 
Total Reducing  
Sugar (%w/v) 

Yeast Count 
(Cells/ml) 

Aldehyde 
(mg/dm3) 

Alcoholic strength  
(at 20 °C) (%v/v) 

ชั่วโมงที ่0 / / / /    

ก่อนเติม Step II / / /  /   

หลังเติม Step II  / /      

ชั่วโมงที ่48 / / /    / 

ชั่วโมงที ่72 / / / /  / / 
  

4. ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 
4.1 ผลการทดลองการออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ์-
เบห์นเคน (Box-Behnken Design)  

จากการออกแบบการทดลองตามแนวทางการ
ออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน ส าหรับ 3 ปัจจัย น ามาสร้าง
ตารางการทดลองโดยอาศัยโปรแกรม Minitab ที่มีล าดับ

การสุ่มการทดลองทั้งหมด 15 การทดลอง และท าซ ้าท้ังหมด 
2 ครั้ง น าค่าความเข้มข้นของแอลกอฮอล์หรือท่ีเรียกว่า ดีกรี 
(%v/v) มาค านวณเข้าสูตรสมการที่ 1 จะได้ค่าประสิทธิภาพ
การหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยส าหรับทุกการทดลองโดย
ผลลัพธ์จากการทดลองหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย ได้ผล
การทดลองดังตารางที่ 4 

 
ตารางที่ 4 ผลการค านวณประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

Std 
Order 

Run 
Order 

Pt 
Type 

Blocks 

A 
ความ
เข้มขน้ 
ของ

กากน ้าตาล 

B 
ความ
เข้มขน้ 
น ้าตาล
ที่ใช้
หมัก 

C 
อุณหภูม ิ
ภายใน
ถังหมัก 

Sugar Cane 
Molasses 

Volume  
mash 
(ml) 

Alcoholic 
strength  
(at 20 °C) 
(%v/v) 

Fermenter 
72 hr 

Efficiency  
(%) 

Total 
Reducing 

Sugar 
(%w/w) 

Weight  
 (g) 

2 1 2 1 53 16 33 53.48 448.77 1500 8.75 84.39 
25 2 2 1 51 20 30 51.42 583.43 1500 10.85 83.72 
22 3 2 1 49 18 36 49.17 549.11 1500 9.55 81.88 
17 4 2 1 53 16 33 53.48 448.77 1500 8.85 85.36 
7 5 2 1 49 18 36 49.17 549.11 1500 9.60 82.31 
5 6 2 1 49 18 30 49.17 549.11 1500 9.75 83.59 
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ตารางที่ 4 (ต่อ) ผลการค านวณประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

Std 
Order 

Run 
Order 

Pt 
Type 

Blocks 

A 
ความ
เข้มขน้ 
ของ

กากน ้าตาล 

B 
ความ
เข้มขน้ 
น ้าตาล
ที่ใช้
หมัก 

C 
อุณหภูม ิ
ภายใน
ถังหมัก 

Sugar Cane 
Molasses 

Volume  
mash 
(ml) 

Alcoholic 
strength  
(at 20 °C) 
(%v/v) 

Fermenter 
72 hr 

Efficiency  
(%) 

Total 
Reducing 

Sugar 
(%w/w) 

Weight  
 (g) 

20 7 2 1 49 18 30 49.17 549.11 1500 9.75 83.59 
8 8 2 1 53 18 36 53.48 504.87 1500 9.45 81.02 
16 9 2 1 49 16 33 49.17 488.10 1500 8.80 84.88 
18 10 2 1 49 20 33 49.17 610.13 1500 10.60 81.79 
14 11 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.85 84.45 
12 12 2 1 51 20 36 51.42 583.43 1500 10.65 82.18 
28 13 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.85 84.45 
3 14 2 1 49 20 33 49.17 610.13 1500 10.60 81.79 
10 15 2 1 51 20 30 51.42 583.43 1500 10.85 83.72 
27 16 2 1 51 20 36 51.42 583.43 1500 10.65 82.18 
1 17 2 1 49 16 33 49.17 488.10 1500 8.75 84.39 
24 18 2 1 51 16 30 51.42 466.74 1500 8.65 83.43 
9 19 2 1 51 16 30 51.42 466.74 1500 8.60 82.95 
21 20 2 1 53 18 30 53.48 504.87 1500 9.65 82.73 
23 21 2 1 53 18 36 53.48 504.87 1500 9.45 81.02 
13 22 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.85 84.45 
15 23 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.85 84.45 
29 24 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.80 84.02 
6 25 2 1 53 18 30 53.48 504.87 1500 9.60 82.30 
19 26 2 1 53 20 33 53.48 560.96 1500 10.80 83.33 
4 27 2 1 53 20 33 53.48 560.96 1500 10.75 82.95 
26 28 2 1 51 16 36 51.42 466.74 1500 8.70 83.91 
30 29 0 1 51 18 33 51.42 525.09 1500 9.85 84.45 
11 30 2 1 51 16 36 51.42 466.74 1500 8.75 84.40 

 

จากข้อมูลในตารางที่ 4 จะเห็นได้ว่าการทดลอง (Run 
Order) ที่ 4 มีค่าประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจาก
อ้อยมากท่ีสุดคือ 85.36% ในขณะที่การทดลองที่ 8 และ 21 
มีค่าประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลต ่าที่สุดเท่ากันคือ 
81.02% 

 
 

4.2 การตรวจสอบความเพียงพอของแบบจ าลองทางสถิติ 
(Model adequacy checking) 

การน าข้อมูลผลการทดลองการหมักส่ากากน ้าตาล
จากอ้อยไปวิเคราะห์ผลต้องมีการตรวจสอบความเพียงพอ
ของแบบจ าลองทางสถิติที ่จะน ามาใช้ก่อน ซึ่งเครื่องมือที่
น ามาใช้ตรวจสอบคือ การวิเคราะห์ส่วนตกค้าง (Residual 
Analysis) ด้วยโปรแกรม Minitab แสดงผลดังรูปที่ 4  
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การตรวจสอบความเพียงพอของแบบจ าลองทางสถิติ
ประกอบด้วย 3 สมมุติฐาน ดังนี ้

• สมมุติฐานที่ 1 ค่าส่วนตกค้างมีการแจกแจงแบบ
ปกติ (Normality) จากรูปที่ 4 พบว่าการกระจายตัวของค่า
ส่วนตกค้างมีลักษณะแนวโน้มใกล้เคียงเส้นตรง และมีค่า P-
value มากกว่าระดับนัยส าคัญที่ 0.05 ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95 % แสดงว่าข้อมูลค่าส่วนตกค้างมีการแจกแจงแบบปกติ  

• สมมุติฐานที่ 2 ค่าส่วนตกค้างมีความเป็นอิสระตอ่กนั 
(Independence) จากรูปที ่ 4 พิจารณาจากกราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าส่วนตกค้างของประสิทธิภาพการ
หมักส่ากากน ้าตาลและล าดับของการทดลอง (Observation 
Order) พบว่ามีรูปแบบการกระจายที่ไม่แน่นอน แสดงว่า
ข้อมูลกลุ่มนี้มีความเป็นอิสระต่อกัน  

• สมมุติฐานที่ 3 ค่าส่วนตกค้างมีค่าความแปรปรวน
คงที่ (Variance Stability) จากรูปที่ 4 พิจารณากราฟแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างค่าส่วนตกค้างกับตัวแปรตอบสนอง
หรือประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยที่ได้มาก
จากสมการถดถอย (Fitted Value) พบว่า ลักษณะการ
กระจายตัวของค่าส่วนตกค้างมีลักษณะการกระจายตัวแบบ
สุ ่ม ไม่ม ีร ูปแบบที ่แน่นอน แสดงว่าข้อมูลนี ้ม ีค่าความ
แปรปรวนคงที ่

จากการตรวจความเพียงพอของแบบจ าลองทางสถิติ
ข้อมูลนี้เป็นไปตามสมมุติฐานทั้ง 3 ข้อ แสดงว่าข้อมูลมี
ความเหมาะสมเพียงพอกับแบบจ าลองทางสถิตินี้ 

 

 
รูปที่ 4 การวิเคราะห์ส่วนตกค้าง (Residual Analysis) 

 

4.3 การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
จากผลการทดลองวิเคราะห์ความแปรปรวนของการ

ออกแบบการทดลองแบบบ็อกซ์ -เบห์นเคน ที ่ม ีต ัวแปร
ตอบสนองคือ ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 
และมีปัจจัย 3 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของกากน ้าตาลซึ่งที่

ส ่วนใหญ่ประกอบด้วยน ้าตาลรีด ิวซ์ (Total Reducing 
Sugar) แทนด้วยสัญลักษณ์ A, ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก 
แทนด้วยสัญลักษณ์ B, และอุณหภูมิภายในถังหมัก แทน
ด้วยสัญลักษณ์ C แสดงดังรูปที่ 5  
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รูปที่ 5 ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของการทดลองพื้นผิวตอบสนองส าหรับประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

 
จากผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของการทดลอง

พ ื ้นผ ิวตอบสนองส  าหร ับประส ิทธ ิภาพการหม ักส่ า
กากน ้าตาลจากอ้อยดังร ูปที่  5 พบว่าแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ที่พัฒนาขึ้นมีผลอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งจะ
เห็นได้จากค่า P-value ที ่มีค่าน้อยกว่าระดับนัยส าคัญที่ 
0.05 และเมื ่อพิจารณาปัจจัยหลัก ได้แก่ ความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมัก (B) และอุณหภูมิภายในถังหมัก (C) ปัจจัย
หลักก าลังสอง ได้แก่ ความเข้มข้นของกากน ้าตาล2 (A2) 
และ อุณหภูมิภายในถังหมัก2 (C2) และปัจจัยที่มีอันตรกิริยา
ต่อกัน ได้แก่ ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก*อุณหภูมิภายใน
ถ ั งหม ัก (B*C)  ม ีผลอย ่ างม ีน ัยส  าค ัญทางสถ ิต ิ ต่ อ
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย สังเกตได้จาก
ค่า P-value ที่มีค่าน้อยกว่าระดับนัยส าคัญที่ 0.05 

เมื ่อพิจารณาสมการถดถอยส าหรับการท านายค่า
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยสามารถเขียน
ได้ดังสมการที่ 2 

Y = 84.378 - 0.753B - 0.446C - 0.887A2 -    
               1.186C2 - 0.626BC                           (2) 

โดยที่ Y คือ ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล (%) 
A คือ ความเข้มข้นของกากน ้าตาล (%w/w) 
B คือ ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก (%w/v) 
C คือ อุณหภูมิภายในถังหมัก (°C)  

ซึ ่งมีค ่าสัมประสิทธิ์แสดงการตัดสินใจ R2 เท่ากับ 
78.57% และ Adjusted R2 เท่ากับ 68.93% หมายความว่า
ค่าความแปรปรวนของตัวแปรตอบสนองที่กระจายอยู่รอบ
ค่าเฉลี่ยซึ่งสามารถอธิบายได้มีอยู่ในตัวแบบเชิงเส้นนี้มากถึง 
78.57% และพิจารณาค่าความเหมาะสมของรูปสมการ
ถดถอย (Lack of Fit) มีนัยส าคัญทางสถิติที่มีค่า P-value 
น้อยกว่าระดับนัยส าคัญที่ 0.05 อาจเกิดจากความแปรปรวน
ที ่ ไม ่สามารถอธ ิบายได ้ในแบบจ าลองเช ิงสมม ุต ิฐาน 
(Hypothesized Model) และค่าประมาณของข้อผิดพลาด
ที่แท้จริง (Pure Error) ในการทดลองซ ้า ซึ่งค่า Lack of Fit 
กับค่าประมาณของข้อผิดพลาดที่แท้จริงถูกแยกออกมาจาก
ค่าส่วนตกค้าง (Residual) ที่ค านวณได้ในแต่ละระดับของ
รูปสมการถดถอย โดยค่าประมาณของข้อผิดพลาดที่แท้จริง
นั้นได้มาจากการออกแบบการทดลองที่มีการทดลองซ ้า  

รูปที่ 6 กราฟแสดงอิทธิพลหลัก (Main Effect) ที่มีผล
ต่อประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย พบว่า
เส้นกราฟปัจจัยหลักของความเข้มข้นกากน ้าตาล (A) และ
อุณหภูมิภายในถังหมัก (C) มีล ักษณะเป็นเส้นโค้ง ซึ่ง
หมายความว่า ระดับที่จะท าให้ค่าตัวแปรตอบสนองมีค่าสูง
ที ่สุดคือ ค่าตรงกลางระหว่างระดับต ่าและระดับสูง และ
เส้นกราฟปัจจัยหลักความเข้มข้นน ้าตาลที ่ใช้หมัก (B) 
มีลักษณะเป็นเส้นตรงที่มีความชัน ซึ่งหมายความว่า เมื่อมี
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การเปลี่ยนระดับจากระดับสูงไปต ่า จะท าให้ค่าเฉลี่ยของ  
ตัวแปรตอบสนองเปลี่ยนตามไปด้วย โดยจะส่งผลให้ค่าเฉลี่ย

ของประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้น 

  

 
รูปที่ 6 กราฟแสดงอิทธิพลหลัก (Main Effect) ที่มผีลต่อประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

 
ร ูปท ี ่  7 กราฟแสดงอ ิทธ ิพลของอ ันตรก ิ ร ิ ยา 

( Interaction)  ท ี ่ ม ี ผลต ่อประส ิทธ ิภาพการหม ั กส่ า
กากน ้าตาลจากอ้อย พบว่าอันตรกิริยาสองปัจจัย B*C 
(ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก*อุณหภูมิภายในถังหมัก) มีผล
ต่อค่าเฉลี่ยของประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจาก
อ้อย เมื่อปัจจัย B (ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก) และ C 

(อุณหภูมิภายในถังหมัก) เกิดการเปลี่ยนระดับ โดยปัจจัย B 
เปลี่ยนจากระดับสูงไปต ่า และปัจจัย C ค่าตรงกลางระหว่าง
ระด ับต  ่ าและระด ับส ูง จะส ่งผลท  าให ้ค ่าเฉล ี ่ยของ
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้น

 

 
รูปที่ 7 กราฟแสดงอิทธิพลของอันตรกิริยา (Interaction) ที่มีผลตอ่ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

 
จากผลของกราฟเส้นโครงร่างและกราฟพื้นผิวผลตอบ

ของประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยดังรูปที่ 8 
และรูปที่ 9 จะเห็นว่าปัจจัยความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก

และความเข้มข้นของกากน ้าตาล (B*A) เมื่อเกิดการเปลี่ยน
ระดับของปัจจัยความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมักจากระดับท่ี 
20%w/v ไประดับที ่ 16%w/v ที ่ป ัจจัยความเข้มข้นของ
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กากน ้าตาลระดับที่ 51%w/w ส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการ
หมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเพิ่มสูงขึ้น 

ปัจจัยอุณหภูมิภายในถังหมักและความเข้มข้นของ
กากน ้าตาล (C*A) เมื ่อเกิดการเปลี ่ยนระดับของปัจจัย
อุณหภูมิภายในถังหมักเป็นระดับที ่ 33°C ที ่ปัจจัยความ
เข้มข้นของกากน ้าตาลระดับที ่  51%w/w ส ่งผลท าให้
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเพิ่มสูงขึ้น 

ปัจจัยอุณหภูมิภายในถังหมักและความเข้มข้นน ้าตาล
ที่ใช้หมัก (C*B) เมื่อเกิดการเปลี่ยนระดับของปัจจัยอุณหภูมิ
ภายในถังหมักเป็นระดับที ่ 33°C ที ่ป ัจจัยความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมักจากระดับที่ 20%w/v ไประดับที่ 16%w/v 
ส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย
เพิ่มสูงขึ้น 

 

 
รูปที่ 8 กราฟเส้นโครงร่างของประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

 

 
รูปที่ 9 กราฟพื้นผิวผลตอบของประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 

 

เมื่อพิจารณาแต่ละปัจจัยพบว่า ปัจจัย A ความเข้มข้น
ของกากน ้าตาลที ่ม ีค ่าอยู ่ระหว่างระดับต ่าและระดับสูง 
(ระดับ 0) จะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล
จากอ้อยมีค่าสูงที่สุด ซึ่งในความเข้มข้นของกากน ้าตาล (Total 
Reducing Sugar) นี้จะประกอบไปด้วยน ้าตาลที่ยีสต์สามารถ

น  ามาหม ักได ้  (Fermentable sugar) และน  ้าตาลที ่ย ีสต์  
ไม่สามารถน ามาหมักได้ (Unfermentable sugar) เมื่อน ามา
คิดเป็นอัตราส่วนระหว่างค่า Fermentable sugar (FS) และ 
Total Reducing Sugar (TRS) ของกากน ้าตาลแต่ละระดับ
พบว่า กากน ้าตาลระดับ 0 (กากน ้าตาลแหล่ง S) มีค่า อัตราส่วน 
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FS : TRS มากที ่ส ุดคือ 0.8804 ส่วนกากน ้าตาลระดับ -1 
(กากน ้าตาลแหล่ง K) และ +1 (กากน ้าตาลแหล่ง N) มี
อัตราส่วน FS : US ใกล้เคียงกันคือ 0.8615 และ 0.8560 
ตามล าดับ ดังตารางที่ 5 

 

ตารางที่ 5 การค านวณอัตราส่วนน ้าตาลที่สามารถหมักได้
ในแต่ละแหล่งของกากน ้าตาลที่น ามาทดลอง 

พารามิเตอร ์ หน่วย 
แหล่งกากน า้ตาล 

K S N 

Total reducing 
sugar (as Invert 
Sugar) 

%w/w 49.17 51.42 53.48 

Unfermentable 
sugar (as Invert 
Sugar) 

%w/w 6.81 6.15 7.70 

Fermentable 
Sugar 

%w/w 42.36 45.27 45.78 

Fermentable 
Sugar : Total 
Reducing Sugar 

- 0.8615 0.8804 0.8560 

 

ปัจจัย B ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมัก ถ้ามีค่าเพิ่มขึ้น
จากระดับต ่าไประดับสูงจะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพกาก
หมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย ลดลง เนื่องจากความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมักสูง ปริมาณความเข้มข้นของแอลกอฮอล์เพิม่
ส ูงขึ ้นเกิดแรงดันออสโมติก (Osmotic pressure) มีผล

ยับยั ้งการเจริญเติบโตของเซลล์ยีสต์ เยื ่อหุ ้มเซลล์ยีสต์
แข็งแรงมากขึ้น ท าให้สารอาหารไม่สามารถแพร่เข้าสู่เซลล์
ได้รวมถึงเอทานอลก็ไม่สามารถแพร่ออกนอกเซลล์ยีสต์ได้
เช่นกัน ก่อให้เกิดเซลล์ตาย [4] 

ปัจจัย C อุณหภูมิภายในถังหมัก มีค่าอยู่ระหว่างระดับ
ต ่าและระดับสูง (ระดับ 0) ในการหมักกากน ้าตาลจากอ้อยด้วย
เชื้อยีสต์สายพันธุ ์ Saccharomyces cerevisiae ซึ่งจะส่งผล
ท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมีค่าสูงที่สุด  

ทั้งนี้ปัจจัย B และปัจจัย C มีอิทธิพลของอันตรกิริยา 
(Interaction) ร่วมกัน จะเห็นว่าไม่ว่าที่ความเข้มข้นน ้าตาล
ที ่ใช้หมักระดับใด ๆ ที ่อุณหภูมิภายในถังหมักระดับต ่า 
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยที่ได้จะไม่
แตกต่างกัน แต่ถ้าหากความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมักระดับต ่า 
อุณหภูมิภายในถังหมักระดับสูง จะส่งผลให้ประสิทธิภาพ
การหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมีค่าเพิ่มมากข้ึน และที่ความ
เข้มข้นน ้าตาลที่ใช้หมักระดับต ่า อุณหภูมิที ่อยู ่ระหว่าง
ระดับสูงและระดบัต ่า (ระดับ 0) จะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพ
การหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยมีค่าสูงที่สุด 

ในการหาระดับของปัจจัยที่เหมาะสมของทั้ง 3 ปัจจัย
ที่ท าให้ได้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลมากที่สุด 
สามารถวิเคราะห์ได้จากการหาสภาวะที ่เหมาะสมที่สุด 
(Response optimizer) ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ข้อมูลทาง
สถิติ Minitab แสดงดังรูปที่ 10 

 

 
รูปที่ 10 กราฟแสดงผลการวเิคราะห์การหาระดับของปัจจัยที่เหมาะสมของทั้ง 3 ปัจจัย 

ที่ท าให้ได้ประสิทธิภาพการหมักสา่กากน ้าตาลมากท่ีสดุ  
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จากรูปที่ 10 สามารถสรุปค่าระดับที่เหมาะสมที่สุด
ของแต่ละปัจจัยที่จะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่า
กากน ้าตาลมีค่ามากที่สุด คือ 85.291% ด้วยค่าความพึง
พอใจของผลตอบ (Composite Desirability, D) เท่ากับ 
98.42% ที่ความเช่ือมั่น 95% ดังตารางที ่6 

 

ตารางที่ 6 ค่าเงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของแต่ละ
ปัจจัยจะส่งผลท าให้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลมี
ค่ามากที่สุด 

 ปัจจยั  หน่วย 
ค่าเดิมของ

โรงงาน 
กรณีศึกษา 

ค่าเง่ือนไข 
ที่

เหมาะสม 

ค่าที่
ปรับ 

ได้จริง 

ความเข้มข้นของ
กากน า้ตาล  

%w/w 48-53 50.6162 50 

ความเข้มข้น
น ้าตาลที่ใช้หมัก  

%w/v 20-21 16.00 16 

อุณหภูมิภายใน
ถังหมัก  

°C 30-36  33.2121 33 

4.4 การทดสอบเพ่ือยืนยันผล 
น าผลค่าเงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของแต่ละ

ปัจจัยดังตารางที ่6 มาท าการทดลองในระดับห้องปฏิบัตกิาร
ว ิทยาศาสตร ์ตามขั ้นตอนการหมักดังร ูปที ่  3 ควบคุม
ค่าพารามิเตอร์ในการทดลองการหมักกากน ้าตาลดังตารางที่ 
2 และวิเคราะห์พารามิเตอร์ในกระบวนการหมักดังตารางที่ 
3 ซึ่งจะท าการทดลองซ ้าทั้งหมด 5 ครั้ง ได้ผลการทดลอง 
ดังตารางที่ 7 

จากตารางที่ 7 ผลการทดลองหมักส่ากากน ้าตาลจาก
อ้อยเพื่อยืนยันผล พบว่าค่าเฉลี่ยของประสิทธิภาพการหมัก
ส่ากากน ้าตาลจากอ้อยที ่ได้คือ 85.74% และจากข้อมูล 
ในตารางที่ 8 แสดงการค านวณอัตราส่วนน ้าตาลที่สามารถ
หมักได้ในกากน ้าตาลที ่น ามาทดลองเพื ่อยืนยันผล โดย 
มีค่าอัตราส่วน FS : TRS คือ 0.8791 ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ
กากน ้าตาลระดับที่ 0 ที่น ามาทดลองเพื่อหาค่าเงื่อนไขและ
สภาวะที่เหมาะสมที่สุด  

 

ตารางที่ 7 ผลการทดลองการค านวณประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยเพื่อยืนยันผลผล 

Run 
Order 

A 
ความเขม้ขน้ 

ของกากน ้าตาล 

B 
ความเขม้ขน้ 
น ้าตาลที่ใช้

หมัก 

C 
อุณหภูม ิ
ภายในถัง

หมัก 

Sugar Cane Molasses 
Volume  
mash 
(ml) 

Alcoholic strength  
(at 20 °C) (%v/v) 
Fermenter 72 hr 

Efficiency  
(%) 

Total Reducing 
Sugar (%w/w) 

Weight  
 (g) 

1 50 16 33 50.62 474.12 1500 8.80 84.88 
2 50 16 33 50.62 474.12 1500 8.90 85.84 
3 50 16 33 50.62 474.12 1500 8.90 85.84 
4 50 16 33 50.62 474.12 1500 8.95 86.32 
5 50 16 33 50.62 474.12 1500 8.90 85.84 

 

ตารางที่ 8 การค านวณอัตราส่วนน ้าตาลที่สามารถหมักได้ของกากน ้าตาลที่น ามาท าการทดลองเพื่อยืนยันผล  
พารามิเตอร ์ หน่วย กากน า้ตาลจากอ้อย 

Total reducing sugar (as Invert Sugar) %w/w 50.62 
Unfermentable sugar (as Invert Sugar) %w/w 6.12 
Fermentable Sugar %w/w 44.50 
Fermentable Sugar : Total Reducing Sugar - 0.8791 

 

5. สรุปผลงานวิจัยและข้อเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลงานวิจัย  

จากการศึกษาปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการหมักส่า
กากน  ้ าตาลจากอ ้อยของโรงงานกรณ ีศ ึกษาในระดับ

ห้องปฏิบัติการเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาล
จากอ้อยสูงที ่ส ุดด้วยวิธีการออกแบบพื ้นผิวตอบและการ
ทดลองแบบบ็อกซ์-เบห์นเคนในการสร้างแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ส าหรับท านายค่าเงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสม
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ของแต่ละปัจจัยในกระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย 
พบว่าค่าที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยสามารถสรุปได้คือ ความ
เข้มข้นของกากน ้าตาล 50%w/w ความเข้มข้นน ้าตาลที่ใช้
หมัก 16%w/v และอุณหภูมิภายในถังหมัก 33°C หมักได้
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลสูงที่สุดเฉลี่ย 85.74% ซึ่ง
มีค ่าใกล้เคียงกับการใช้โปรแกรม Minitab ท านายหาค่า
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลมากที่สุดคือ 85.29% 
เมื่อพิจารณาค่าอคติ (Bias) พบว่ามีค่าเป็น 0.53% ซึ่งค่าอคติ 
ที่ยอมรับได้ไม่ควรเกิน 5% แสดงให้เห็นว่าค่าเงื ่อนไขและ
สภาวะที ่เหมาะสมในกระบวนการหมักส่ากากน ้าตาลของ
โรงงานกรณีศึกษาที่ได้จากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์มีความ
น่าเชื ่อถือ และอนุมานได้ว่าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์  
ตามสมการที ่ 2 เหมาะสมส าหรับการน าไปใช้ท านายค่า
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลของโรงงานกรณีศึกษาได้ 
5.2 การเปรียบเทียบการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยของ
 รงงานกรณีศึกษากับการทดลองที ่ปรับค่าเงื ่อนไขและ
สภาวะที่เหมาะสมในระดับห้องปฏิบัติการ 

จากการเปรียบเทียบระหว่างการหมักส่ากากน ้าตาลจาก
อ้อยระหว่างโรงงานกรณีศึกษาปี พ.ศ. 2562 กับการทดลองที่
เงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสมในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่า

ค ่าเฉล ี ่ยความเข้มข้นของกากน ้าตาล (Total Reducing 
Sugar) ทั ้งสองแบบมีค่าใกล้เคียงกัน แต่การหมักทดลองที่
เงื่อนไขและสภาวะที่เหมาะสมด้วยความเข้มข้นของน ้าตาล 
16%w/v นั้นมีค่าประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลเพิ่มสูง
กว่าแบบที่โรงงานกรณีศึกษาปฏิบัติอยู่ 7.23% แสดงให้เห็น
ว่าการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยในสภาวะที่เหมาะสมและ 
ใช้ความเข้มข้นของน ้าตาลต ่ากว่าจะส่งผลให้เชื ้อจุลินทรีย์ 
Saccharomyces cerevisiae สามารถหมักกากน ้าตาลจาก
อ้อยเปลี่ยนเป็นแอลกอฮอล์ได้ดีกว่า ท าให้ได้ประสิทธิภาพ
การหมักส่ากากน ้าตาลเพิ่มสูงขึ้น  

เมื่อพิจารณาต้นทุนกากน ้าตาลที่ใช้ในการผลิต (บาท 
ต่อลิตรที่ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ 70%v/v) ซึ่งเป็นค่าใช้จา่ย
ส ่วนใหญ่ของโรงงานกรณ ีศ ึกษาประมาณร ้อยละ 80 
ในกระบวนการหมัก โดยค านวณจากอัตราการใช้กากน ้าตาล 
(กิโลกรัมต่อลิตรที่ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ 70%v/v) คูณกับ
ราคากากน ้าตาลจากอ้อยเฉลี่ยกิโลกรัมละ 5 บาท ดังตารางที่ 
9 จะเห็นว่าต้นทุนของการหมักแบบเงื ่อนไขและสภาวะที่
เหมาะสมในระดับห้องปฏิบัติการมีต้นทุนกากน ้าตาลที่ใช้ใน
การผลิตเฉลี่ยต ่ากว่า 0.91 บาทต่อลิตร  

 

ตารางที่ 9 การเปรียบเทียบการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อยระหว่างโรงงานกรณีศึกษากับการทดลองที่เงื ่อนไขและสภาวะ            
ที่เหมาะสมในระดับห้องปฏิบัติการ 

พารามิเตอร ์
ค่าเฉลี่ยการหมกัส่ากากน า้ตาลจากออ้ย 

โรงงานกรณีศึกษา 
ปี พ.ศ. 2562 

การทดลองที่เง่ือนไข 
และสภาวะที่เหมาะสม 

ความเข้มข้นของกากน ้าตาล (Total Reducing Sugar) (%w/w) 50.73 50.62 
ความเข้มข้นน ้าตาลรวมที่หมัก (%w/v) 20.99 16.00 
ความเข้มข้นน ้าตาลที่เหลือสุดทา้ยจากการหมัก (%w/v) 2.79 2.11 
ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ของส่าส่งกลั่น (%v/v) 10.87 8.89 
ประสิทธิภาพการหมักส่ากากน ้าตาลจากอ้อย (%) 79.96 85.74 

อัตราการใช้กากน ้าตาล (kg/l at alcohol 70 %v/v) 2.70 2.52 
ต้นทุนกากน ้าตาลที่ใช้ในการผลิต (bath/l at alcohol 70 %v/v) 13.51 12.60 

หมายเหตุ: การค านวณอัตราการใช้กากน ้าตาลคิดเทียบที่ความเข้มข้นกากน ้าตาล 50%w/w และที่ประสิทธิภาพการกลั่น 
100% ความเข้มข้นแอลกอฮอล์ 70%v/v 
 

  



ป.วงษ์สวรรค์ และ จ.เงาประเสริฐวงศ์ 
 

 108  

 

 

5.3  ข้อเสนอแนะ 
ในงานวิจัยนี้ท าการทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ 

ที ่มีการควบคุมพารามิเตอร์อย่างละเอียด ถูกต้อง และ
แม่นย าหากเมื่อน าไปปฏิบัติจริงในโรงงานจึงต้องมีการทวน
สอบเทียบมาตรฐานเครื่องมือ อุปกรณ์ และถังหมักที่ใช้ใน
กระบวนการหมักให้อยู่ในระดับที่สามารถท างานไดล้ะเอียด 
ถูกต้อง และแม่นย า เช่น การตวงปริมาตรน ้าและกากน ้าตาล
ได ้ถ ูกต ้องแม่นย า และการควบคุมอุณหภูมิภายในถัง 
ให้เหมาะสมกับสภาวะการหมัก เป็นต้น 

เชื ้อยีสต์ที ่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นสายพันธุ์ เฉพาะของ
โรงงานกรณีศึกษา เนื ่องจากต้องค านึงถึงกลิ ่นรสของ
แอลกอฮอล์ที่ผลิตได้ หากต้องการหมักกากน ้าตาลที่ต้องการ
ความเข้มข้นแอลกอฮอล์สูงและไม่ค านึงถึงกลิ่นรสสามารถ
ใช้เชื้อยีสต์ที่ผ่านการตัดต่อทางพันธุกรรมเพื่อผลิตเอทานอล
ได้ 

ในการศึกษาวิจ ัยต่อไปควรมีการศึกษาอัตราส่วน
ระหว่าง Fermentable sugar และ Total reducing sugar 

ของว ัตถ ุด ิบกากน ้าตาลแต ่ละแหล ่งท ี ่น  ามาใช ้หมัก
แอลกอฮอล์ เพื ่อช่วยในการพิจารณาคัดเลือกคุณภาพ 
และความเหมาะสมของราคาในการซื ้อขายของวัตถุดิบ
กากน ้าตาล     

และควรศึกษาการควบคุมอุณหภูมิภายในถังระหว่าง
การหมัก ซึ่งในแต่ละช่วงเวลาการเจริญเติบโตและการผลิต
แอลกอฮอล์ เชื ้อยีสต์อาจต้องใช้อุณหภูมิที ่แตกต่างกัน 
ตามความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ และความเข้มข้นของ
แอลกอฮอล ์ท ี ่ผล ิตได ้  เพ ื ่อให ้ เช ื ้อย ีสต ์สามารถผลิต
แอลกอฮอล์ได้สูงที่สุด 

 

6.  กิตติกรรมประกาศ 
ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ ทีมงานโรงงานกรณีศึกษา และ

ผู ้ม ีส ่วนร ่วมที ่ เก ี ่ยวข้องกับงานวิจ ัยทุกท่านที ่คอยให้
ค าปรึกษาและท างานวิจัยให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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