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บทคัดยอ 

การใชครูดเอนไซมผงสําหรับการหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดในงานวิจัยน้ี มีจุดประสงคเพื่อศึกษาผลของน้ําตาลเริ่มตนใน
อาหารเหลวที่มีตอความเขมขนของเอทานอลที่ไดจากการหมักดวยครูด
เอนไซมผงสองชนิด คือครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี 
และเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี กับแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี 
การหมักเอทานอลใชเปลือกสับปะรดคงที่เทากับรอยละ 8 โดยนํ้าหนัก
แหง ในอาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่พีเอชเทากับ 5 และ
อุณหภูมิหอง (30oC) ในขวดรูปชมพู 250 มิลลลิิตร วางบนเครื่องเขยา
ดวยอัตรา 120 รอบตอนาที แปรผันอัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาล
เร่ิมตนในอาหารเหลวเทากับ 1:0.25 และ 1:0.50 และเพื่อเปรียบเทียบ
เอทานอลที่ไดระหวางการหมักเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงกับ
การหมักแบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v ของหัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส 
ซิริวิสิอีผสมกับครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี พบวา
เอทานอลที่ไดจากการใชครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมที่อัตราสวนครูด
เอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.50 มีคาสูงสุดเทากับ 42 g/L ใช
เวลาหมักนาน 4 วัน สําหรับการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาที่
อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.50 พรอมกับ 
10%v หัวเชื้อแซคคาโรมายซิส ซิริวิสิอี พบวาเอทานอลที่ไดมีคาสูงสุด
เทากับ 47 g/L ใชเวลาหมัก นาน 4 วัน   
 
คําสําคัญ: เอทานอล เปลือกสับปะรด ครูดเอนไซมผง ไตรโคเดอรมา รี
สิอี แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี 
 
Abstract 

The objectives of crude enzyme powder utilization for 
ethanol fermentation from pineapple skins in this study was to find 
the effect of initial sugar in liquid medium on ethanol 
concentration obtained from fermentation by using two types of 
crude enzyme powder. Crude enzyme powder was produced from 
monoculture of Trichoderma reesei and co-culture of Trichoderma 
reesei and Saccharomyces cerevisiae. Ethanol fermentation was 
carried out in 250 mL shaking flaks at 120 rpm, by using 8% dry 
weight of pineapple skin in 100 mL liquid medium at initial pH 5, 
room temperature (30oC) and varied the ratio of crude enzyme 
powder to sugar in medium as 1:0.25 and 1:0.50. And also 
comparison of ethanol obtained between fermentation by using 

crude enzyme powder and simultaneous sacchairfication and 
fermentation with 10%v Saccharomyces cerevisiae starter mixed 
with crude enzyme powder from Trichoderma reesei were 
investigated. It was found that the highest ethanol obtained was 
42 g/L for 4 days by using crude enzyme powder from co-
culture of Trichoderma reesei and Saccharomyces cerevisiae at 
the ratio of crude enzyme powder to sugar in medium as 
1:0.50. The highest ethanol concentration from simultaneous 
sacchairfication and fermentation was 47 g/L for 4 days.  

 
1. บทนํา 

เอทานอลผลิตไดจากการหมักทางชีวภาพนอกเหนือจากการ
สังเคราะหทางเคมี เอทานอลบริสุทธิ์ 99.5 %v สามารถนําไปใชเปน
พลังงานทดแทนน้ํามันเบนซิน [1] สารตั้งตนที่นํามาใชในการหมักคือ
นํ้าตาลหรือกากน้ําตาลและใชยีสตเปลี่ยนไปเปนเอทานอล หรืออาจ
ใชแปงจากมันสําปะหลังหรือขาวโพดเปนวัตถุดิบ แตตองเพิ่ม
กระบวนการยอยแปงไปเปนนํ้าตาลกอนนําไปหมักกับยีสตเพื่อ
เปลี่ยนไปเปนเอทานอล [2] เน่ืองจากน้ําตาล กากน้ําตาล หรือแปง
มันสําปะหลังหรือขาวโพดเปนวัตถุดิบที่มีความตองการสูงทําใหราคา
แพง และบางครั้งขาดแคลนวัตถุดิบดังกลาว เพื่อลดตนทุนวัตถุดิบ
ของการผลิตเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน จึงไดมีการศึกษาการนํา
วัสดุลิกโนเซลลูโลสมาใช  แทนน้ําตาล กากน้ําตาลและแปงจากมัน
สําปะหลังหรือขาวโพด โดยตองเพ่ิมกระบวนการยอยสลายเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่เปนองคประกอบของวัสดุลิกโนเซลลูโลส
ใหเปนนํ้าตาล จากนั้นจึงใชการหมักเอทานอลจากน้ําตาลดวยยีสต 
[3] การยอยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสอาจใชวิธีทางกายภาพ เคมี 
ฟสิกส-เคมี ความรอน หรือเอนไซมที่เหมาะสม [4]  อยางใดอยาง
หน่ึงหรือใชตั้งแต 2 วิธีรวมกันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลจากการหมักทางชีวภาพ [5]  

เปลือกสับปะรดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสซึ่งไดของเหลือทิ้ง
จากอุตสาหกรรมเกษตร เชน สับปะรดกระปอง นํ้าสับปะรดเขมขน 
เหลาหรือบร่ันดี เปนตน สับปะรด 1 ตัน มีวัสดุเหลือทิ้งประมาณ 0.5 
ตัน ในป 2551 ผลผลิตสับปะรดโรงงานรวมทั้งประเทศ 2.476 ตัน 
ดังน้ัน มีปริมาณเปลือกสับปะรดประมาณ 1.238 ตันตอป [6] ไดถูก
นําไปใชเปนอาหารสัตว และปุยหมัก [7] ประเทศไทยสงออก
ผลิตภัณฑสับปะรดประมาณ 688,600 ตัน มูลคา 2,820 ลานบาท ใน
เดือนมกราคมถึงกันยายน 2553 กระทรวงเกษตรและสหกรณจึงได
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วางยุทธศาสตรสับปะรดป 2553-2557 โดยมีเปาหมายเพื่อใหประเทศ
ไทยรักษาความเปนผูนําอันดับหน่ึงในการผลิตและสงออกผลิตภัณฑ 
และไดรับอนุมัติจากคณะรัฐมนตรี เม่ือวันที่ 15 มิถุนายน 2553 [8] หลัง
การผลิตจะมีวัสดุเหลือทิ้งเปลือกสับปะรดปริมาณมาก ดังน้ันเปลือก
สับปะรดจึงเปนวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสที่มีศักยภาพที่จะนํามาเพิ่มมูลคา
ในการผลิตเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน  

งานวิจัยที่ผานมาไดมีการศึกษาปจจัยของการผลิตนํ้าตาลจาก
การยอยสลายเปลอืกสับปะรดดวยเซลลูเลสเอนไซมที่ไดจากการหมัก
ดวยเชื้อจุลินทรียชนิดเชื้อเดี่ยว คือ Trichoderma longibrachiatum, 
Aspergillus niger และ Saccharomyces cerevisiae, เวลา พีเอช ความ
เขมขนสับสเตรท ขนาดของการเพาะเชื้อ และอุณหภมิู จากนั้นใชยีสต 
Saccharomyces cerevisiae เปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอล [9]  

การศึกษาที่ผานมาไดผลิตครูดเอนไซมชนิดผงแหงผลิตจากการ
หมักแข็งกากมันสําปะหลังดวยเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 (T) 
[10] และเชื้อผสมที่ไดจากการเพาะเชื้อรวมกันระหวางไตรโคเดอรมา รีสิ
อี RT-P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 (TY) และ [11] และหา
สภาวะหมาะสมของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูด
เอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 [12] และ
เชื้อผสมที่ไดจากการเพาะเชื้อรวมกันระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-
P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 [13] ในอาหารเหลวสูตร
เฉพาะพีเอช 5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง (30oC) โดยใช
วิธีการทดลองออรโธโกนอลหาปจจัยควบคุม 4 พารามิเตอร คือ นํ้าหนัก
แหงเปลือกสับปะรด (8, 10 และ 12 กรัม) ครูดเอนไซมชนิดผงแหง ( 4, 
5 และ 6 กรัม) นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลว (1, 2 และ 3 กรัม) และ
ระยะเวลาที่ใชหมัก (2, 3 และ 4 วัน) พบวา นํ้าหนักแหงเปลือก
สับปะรดของการหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อ
เดี่ยวและเชื้อผสมเทากันคือ 8 กรัม สวนอัตราสวนครูดเอนไซมผงตอ
นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวสําหรับเชื้อเดี่ยวและเช้ือผสมคือ 1:0.25 
และ 1:0.50 ใชระยะเวลาหมักคือ 2 วัน และ 4 วัน ตามลําดับ  

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชครูดเอนไซมผงจาก
เชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1และเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา 
รีสิอี RT-P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 โดยศึกษาผลของ
อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวที่มีตอการผลิต
เอทานอลจากเปลือกสับปะรดที่สภาวะที่เหมาะสมเพิ่มเติมจากงานวิจัย
ที่ผานมาเพื่อยืนยันผล และเพื่อเปรียบเทียบวิธีการหมักเอทานอลจาก
เปลือกสับปะรดที่ใชครูดเอนไซมผงกับวิธีการหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดแบบรวมปฏิกิริยาดวย10%v หัวเชื้อยีสต แซคคาโรมายซิส ซิรี
วิสิอี RT-P2 ผสมกับครูดเอนไซมผง  

 
2. วัตถุดิบและวิธีการทดลอง 
2.1 วัตถุดิบ 

เปลือกสับปะรดแหง  บดละเอียด ขนาดอนุภาค  5 – 10 
มิลลิเมตร จากบริษัท ยูไนเต็ด ไวนเนอร่ี แอนดดิสทิลเลอร่ี จํากัด 
อําเภอนครไชยศรี จังหวัดนครปฐม 
2.2  จุลินทรีย 

ประกอบดวย 

- เชื้อเดี่ยวยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2  
- ครูดเอนไซมผงจากเชื้อเด่ียวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 

เรียกสั้นๆ วาครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว 
- ครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี 

RT-P1 และแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 เรียกส้ันๆ วาครูด
เอนไซมผงเชื้อผสม  

เชื้อจุลินทรียทั้งสามผลิตจากหองปฏิบัติการวิศวกรรมชีวเคมี 
คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลัญบุรี  
2.3 อาหารเหลวสูตรเฉพาะ พีเอช 5   

อาหารเหลวสูตรเฉพาะ พีเอช 5 ประกอบดวย 1 g/L 
CaHPO4, 1g/L MgSO4.7H2O, 8 g/L ปุยยูเรีย (46% NH4SO4), 15 
g/L ปุยฟอสเฟต (NPK: 0-52-34), นํ้าตาลเร่ิมตน 10 g/L หรือ 30 g/L 
และน้ําสะอาด 1 L ปรับพีเอชใหเทากับ 5  
2.4 วิธีการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรด 

สภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรด
ดวยครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว [12] และเชื้อผสม [13] โดยใช
วิธีการทดลองออรโธโกนอลจากงานวิจัยที่ผานมา ดังตารางที่ 1 เม่ือ
พิจารณาที่ปริมาณเปลือกสับปะรดเทากัน การหมักเอทานอลโดยใช
ครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมใชปริมาณมากกวา และนํ้าตาลเริ่มตนใน
อาหารเหลว รวมทั้งระยะเวลาที่ใชหมักมีคามากกวาการใชครูด
เอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว ถาพิจารณาที่ครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว
และเชื้อผสมปริมาณเทากัน การหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมผง
จากเชื้อผสมใชนํ้าตาลเริ่มตนเพิ่มข้ึน 25%w และระยะเวลาที่ใชหมัก
มากข้ึน 2 วันเชนกัน เปรียบเทียบจากผลการทดลองดังกลาวในรูป
ของอัตราสวนระหวางปจจัยควบคุม ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 1  สภาวะที่เหมาะสมจากใชวิธีการทดลองออรโธโกนอล
ของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูด
เอนไซมชนิดผงแหงจากเช้ือเด่ียวและเชื้อผสมจาก
การศึกษาที่ผานมา [12] และ [13] 

ครูดเอนไซมผง ปจจัยควบคุม 
เชื้อเดี่ยว  เชื้อผสม  

เปลือกสับปะรด (PAW) %w 8 8 
ครูดเอนไซม (CE) ชนิดผงแหง %w 4 6 
นํ้าตาล (G) เร่ิมตนในอาหารเหลว %w 1 3 
ระยะเวลาหมัก วัน 2 4 

 

ตารางที่ 2 อัตราสวนระหวางปจจัยควบคุมที่ไดจากการทดลองที่
ผานมา  [12] และ [13] 

ครูดเอนไซมผง อัตราสวนของ 
เชื้อเดี่ยว  เชื้อผสม  

PAW:CE 1:0.500 1:0.750 
PAW:G 1:0.125 1:0.375 
CE:G ในอาหารเหลว 1:0.250 1:0.500 
ระยะเวลาหมัก วัน 2 4 

  

-14-



การประชุมวิชาการเครือขายพลังงานแหงประเทศไทย คร้ัง 7 
3-5 พฤษภาคม 2554, โรงแรม Phuket Orchid Resort and Spa หาดกะรน จังหวัดภูเก็ต 

คณะวิศวกรรมศาสตร                                                                                                                                             มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรี 

 

งานวิจัยน้ีจึงทําการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลที่ไดจาก การ
ใชวิธีการทดลองออรโธโกนอลหาสภาวะที่เหมาะสมจากงานวิจัยที่ผาน
มา โดยกําหนดตัวแปรคงที่ คือ 8 กรัมเปลือกสับปะรด อาหารเหลวสูตร
เฉพาะปริมาตร 100 มิลลิลิตร พีเอชเร่ิมตนเทากับ 5 และอุณหภูมิหอง 
(30oC) ตัวแปรแปรผัน คือชนิดของครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยว และเชื้อ
ผสม อยางละ 4 และ 6 กรัม นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลว 10 และ 30 
กรัมตอลิตร และระยะเวลาที่ใชหมัก 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน โดยใชวิธีการ
หมักเอทานอลแบบกะซึ่งแบงเปน 

วิธีที่1 การหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยวและเชื้อ
ผสมมีวิธีการทดลองดังน้ี 

การทดลองดําเนินการภายใตสภาวะปลอดเชื้อ เร่ิมจากผสม
ครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยวหรือเชื้อผสมลงในอาหารเหลวสูตรเฉพาะพีเอช 
5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุในขวดชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยใช
เครื่องกวนแมเหล็ก นาน 30 นาที แลวจึงใสเปลือกสับปะรด 8 กรัม ปด
จุกดวยสําลี นําไปวางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที เก็บตัวอยาง
วิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ เอทานอล และจุลินทรีย ทุกวันเปนเวลา 5 วัน 

วิธีที่ 2 การหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาจากเปลือกสับปะรด
ดวย 10%v หัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 ผสมกับครูด
เอนไซมผงเชื้อเด่ียว แบงเปน 2 ข้ันตอน 

ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมหัวเชื้อยีสต ทําไดโดยเข่ียยีสต 1-2 
โคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงวายเอ็มเอ ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตรซ่ึงมีอาหารเหลว (นํ้าตาลเริ่มตน 200 g/L) สูตรเฉพาะปริมาตร 
100 มิลลิลิตร พีเอช 5 ปดจุกดวยสําลี วางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอ
นาที นาน 24 ชั่วโมง 

ข้ันตอนที่ 2 นําหัวเชื้อยีสตที่ไดปริมาตร 10 มิลลิลิตรเทลงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงใสเปลือกสับปะรด 8 กรัมและ
อาหารเหลว (นํ้าตาลเริ่มตน 30 g/L หรือ 10 g/L) สูตรเฉพาะ พีเอช 5 ที่
ไดผสมครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยวไวกอนแลว ในปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
ปดจุกดวยสําลี วางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที เก็บตัวอยาง
วิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ เอทานอล และจุลินทรีย ทุกวันเปนเวลา 5 วัน 
2.5 วิธีวิเคราะหทางเคมี 

ความเขมขนของจุลินทรียจากการวัดเซลลดวยกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 40 เทา โดยใชเฮมาไซโตมิเตอร (Boeco, Germany) ความ
เขมขนนํ้าตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส [14] และเอทานอลดวยวิธี
ออกซิเดชันของไดโครเมต [15] โดยวัดคาการดูดกลืนจากเครื่อง UV-
visible spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 570 nm และ 600 nm 
ตามลําดับ 
 
3.  ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
3.1 ผลการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซม

ผงจากเชื้อเด่ียวและเชื้อผสม  
โปรไฟลของเอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูด

เอนไซมผงเช้ือเดี่ยวและเชื้อผสมตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.25 และ 
1:0.50 ดังตารางที่ 3 และรูปที่ 1  

พิจารณาโปรไฟลเอทานอลจากการใชครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว
ที่อัตราสวน 1:0.25 และ 1:0.50 ในรูปที่ 1 พบวา นํ้าตาลเริ่มตนใน

อาหารเหลวเพิ่มข้ึน 25% ครูดเอนไซมผงสามารถผลิตเอทานอลได
เพิ่มข้ึน 44.5% ใชเวลาหมักเทากับ 3 วัน ทํานองเดียวกันจากโปร
ไฟลเอทานอลของครูดเอนไซมผงเช้ือผสมที่อัตราสวน 1:0.25 และ 
1:0.50 พบวาน้ําตาลเพิ่มข้ึน 25% เอทานอลที่ไดเพิ่มข้ึนประมาณ 
21.2% ใชหมักเทากับ 4 วัน เน่ืองจากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนที่
สําคัญของการหมักเอทานอล 
 

ตารางที่  3  เอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูดเอนไซมผง
เชื้อเดี่ยวตอนํ้าตาลเริ่มตน (CE-T:G) และเชื้อผสม (CE-
TY:G) ที่อัตราสวนตางๆ ใชระยะเวลาหมัก 5 วัน 

เอทานอล (g/L) ที่ไดจาก ระยะเวลา  
(วัน) CE-T:G  

= 1:0.25 
CE-T:G 
=1:0.50 

CE-TY:G 
= 1:0.25 

CE-TY:G 
= 1:0.50 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

8.07 
14.36 
24.81 
20.05 
18.05 
15.43 

9.53 
29.39 
33.54 
36.14 
33.20 
32.86 

6.77 
18.95 
28.84 
31.31 
33.17 
32.43 

7.73 
16.17 
24.74 
40.10 
42.08 
42.00 
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รูปที่ 1  โปรไฟลเอทานอลจากการหมักเปลือกสับปะรดดวยครูด

เอนไซมผงเชื้อเดี่ยว (CE-T) และเชื้อผสม (CE-TY) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  

 
พิจารณาโปรไฟลของเอทานอลที่ไดจากการใชครูดเอนไซม

ผงระหวางเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมที่อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาล
เร่ิมตนในอาหารเหลวเทากันคือ 1:0.50 ในรูปที่ 1 พบวา ครูดเอนไซม
ผงเชื้อผสม ผลิตเอทานอลไดมากกวาเชื้อเด่ียวประมาณ 21% 
เน่ืองจากครูดเอนไซมผงเชื้อผสมมีเชื้อยีสตผสมอยูจึงสามารถเปลี่ยน
นํ้าตาลไปเปนเอทานอลไดเพิ่มข้ึน และเอทานอลที่ไดจากการหมัก
ดวยครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมที่อัตราสวน 1:0.50 มีคาสูงที่สุด 42 
g/L ใชเวลาหมักเทากับ 4 วัน น่ันคือ นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวมี
ผลตอการเกิดเอทานอลอยางมีนัยสําคัญ  

พิจารณาโปรไฟลของนํ้าตาลเริ่มตนและการเติบโตของ
เชื้อจุลินทรียในครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว พบวาผลของปริมาณนํ้าตาล
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เร่ิมตนในอาหารเหลวเพิ่มข้ึนทําใหจุลินทรียเติบโตเพิ่มข้ึนดวยและ      
จุลินทรียใชเวลาปรับตัวนอยกวาจุลินทรียในอาหารเหลวที่มีนํ้าตาลนอย
กวาอยู 1 วัน ดังรูปที่ 2 สําหรับครูดเอนไซมผงเช้ือผสม พบวาจุลินทรีย
ผสมไมมีระยะเวลาการปรับตัว แตเติบโตไดดีตั้งแตเร่ิมตนการหมัก ดัง
รูปที่ 3 ซ่ึงแตกตางจากเชื้อเดี่ยวอยางชัดเจน 
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รูปที่ 2  โปรไฟลนํ้าตาลรีดิวซและการเติบโตของจุลินทรียจากการหมัก

เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว (CE-T) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  
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รูปที่ 3  โปรไฟลนํ้าตาลรีดิวซและการเติบโตของจุลินทรียจากการหมัก

เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือผสม (CE-TY) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  

 
3.2 ผลการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาจากเปลือกสับปะรด

ดวย 10%v หัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 ผสม
กับครูดเอนไซมผงแหงเชื้อเด่ียว  

โปรไฟลเอทานอลและน้ําตาลรีดิวซของการหมักแบบรวม
ปฏิกิริยาดวย10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว ดังรูปที่ 
4 พบวาเอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว
ตอนํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวเทากับ 1:0.50 มีคาสูงสุดประมาณ     
47 g/L ระยะเวลาหมักเทากับ 4 วัน ขณะที่อัตราสวนเทากับ 1:0.25        

เอทานอลที่ไดมีคาสูงสุดประมาณ 25 g/L ระยะเวลาหมักเทากับ 2 วัน 
เน่ืองจากที่อัตราสวนน้ี ทั้งราและยีสตเติบโตอยางเอ็กซโพเนนเชียล
ในชวง 2 วันแรกและมีความชันมากกวาที่อัตราสวน 1:0.50 และลดลง
ที่ระยะเวลาหมัก 3 วัน อาจเปนเพราะสารอาหารไมเพียงพอ และเกิด
การยับยั้งจากผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน จึงทําใหเอทานอลลดลง น่ันคือ    
เอทานอลที่ไดจากการหมักแบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v หัวเชื้อยีสต
ผสมกับครูดเอนไซมที่อัตราสวน 1:0.50 มีคามากกวาการใชเฉพาะ
ครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.25 อยูประมาณ 46.8% 
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รูปที่ 4  โปรไฟลเอทานอลและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักเปลือก
สับปะรดดวย10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือ
เดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.25 และ 1:0.50  
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เอทานอลจากวิธีที่ 1 นํ้าตาลรีดิวซจากวิธีที่ 1 จุลินทรียของวิธีที่ 1

เอทานอลจากวิธีที่ 2 นํ้าตาลรีดิวซจากวิธีที่ 2 จุลินทรียของวิธีที่ 2  
 
รูปที่ 5  โปรไฟลเอทานอล นํ้าตาลรีดิวซและจุลินทรียของวิธีที่ 1 การ

หมัก  เอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเชื้อ
ผสมที่อัตราสวน 1:0.50 และวิธีที่ 2 การหมักแบบรวม
ปฏิกิริยาโดยใช 10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผง
เชื้อเดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.50 
 
เปรียบเทียบเอทานอลที่ไดจากการหมัก 2 วิธี คือวิธีที่ 1 การ

หมักเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือผสมและวิธีที่ 2 การหมัก
แบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือ
เดี่ ยว  ดัง รูปที่  5 พบวาเอทานอลที่ ไดจากการหมักวิธีที่  2 มี
คาประมาณ 47 g/L ซ่ึงมากกวาวิธีที่ 1 ประมาณ 11% ใชเวลาหมัก
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เทากับ 4 วัน รวมกับเวลาที่ใชเตรียมหัวเชื้อยีสตอีก 1 วัน รวมเปน 5 
วัน อยางไรก็ตาม ถึงแมวา ความเขมขนของเอทานอลของวิธีที่ 1 มี
คาประมาณ 42 g/L แตใชเวลาหมักเทากับ 4 วัน ซ่ึงนอยกวาวิธีที่ 2 อยู 
1 วัน และวิธีที่ 1 เปนวิธีการหมักที่สะดวกเพราะไมตองเสียเวลาเตรียม
หัวเชื้อยีสต ดังน้ันวิธีที่ 1 จึงเหมาะสมสําหรับการหมักเอทานอลจาก
เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเชื้อผสมที่อัตราสวน 1:0.50 ใช
ระยะเวลาหมัก 4 วัน  

เอทานอลที่ไดจากการหมักเสนใยขาวโพดที่ไมไดปรับสภาพ 
ปรับสภาพดวยไอนํ้า และดางออนดวยเอนไซมทางการคา  Spezyme-
CP, white rot หรือราขาวเนา (P. chrysosporium, ATCC 24725) 
brown-rot หรือรานํ้าตาลเนา (G. trabeum, ATCC 11349) และ soft-rot 
หรือราเขียว (T. reesei, ATCC 13631) ของงานวิจัยที่ผานมาใชเวลา
หมักนาน 6 วัน [16] พบวาการผลิตเอทานอลโดยปรับสภาพเสนใย
ขาวโพดดวยดางออนใหผลดีกวาไมปรับสภาพ    เอทานอลที่ไดจากการ
หมักแบบรวมปฏิกิริยาเสนใยขาวโพดที่ปรับสภาพดวยดางออนดวย
เอนไซมการคา Spezyme-CP มีคาสูงสุดเทากับ 7.7 กรัมเอทานอลตอ 
100 กรัมเสนใยขาวโพด สําหรับเอทานอลที่ไดจากการใช T. reesei, 
ATCC 13631, G. trabeum, ATCC 11349 และ P. chrysosporium, 
ATCC 24725 ยอยสลายและหมักเสนใยขาวโพดเทากับ 5.5, 2.9 และ 
2.6 กรัมเอทานอลตอ 100 กรัมเสนใยขาวโพด ตามลําดับ เ ม่ือ
เปรียบเทียบกับเอทานอลที่ไดจากงานวิจัยน้ี พบวา เอทานอลที่ไดจาก
ครูดเอนไซมผงเช้ือผสมมีคาเทากับ 50 กรัมเอทานอลตอ 100 กรัม
เปลือกสับปะรดโดยใชเปลือกสับปะรดที่ไมผานการปรับสภาพ และเวลา
หมักนาน 4 วัน 

งานวิจัยที่ผานมาเรื่องปจจัยของความเขมขนเซลลูเลสตอการ
ผลิตเอทานอลดวยยีสต Kluyveromyces marxianus ในการหมักแบบ
รวมปฏิกิริยาจากคริสตัลไลนเซลลูโลส Sigmacell 50 (SIGMA) ดวย
เอนไซมทางการคา Cellulast 1.5 L, FG (Novozymes A/S) ซ่ึงผลิตมา
จาก T. reesei [17] พบวา เอทานอลสูงสุดเทากับ 43.5 g/L เม่ือใช
เอนไซม 15 FPU/g substrate ที่ความเขมขนของสับสเตรทเทากับ 
15%w/v และที่สับสเตรท 10%w/v เอทานอลมีคาลดลงตามความเขมขน
ของเอนไซมที่ใช ที่ระยะเวลาหมัก 3 วัน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอทานอลที่
ไดจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อผสมของ
งานวิจัยน้ี  
 
4. สรุป 

เอนไซมผงเช้ือผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 และ
แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 เหมาะสําหรับนํามาใชหมักเอทานอล
จากเปลือกสับปะรดไดในข้ันตอนเดียว สภาวะของการหมัก คือเปลือก
สับปะรด 8 กรัมตอเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อผสม 6 กรัมในอาหาร
เหลวพีเอช 5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่มีนํ้าตาลเริ่มตน 3 กรัม ใชเวลา
หมักนาน 4 วัน เอทานอลที่ไดประมาณ 42 กรัมตอลิตร 

ขอดีของการใชเอนไซมผงเช้ือผสมสําหรับการหมักเอทานอล
จากเปลือกสับปะรดคือ 

1. ใชสะดวก วิธีเตรียมงาย เพียงผสมลงเอนไซมชนิดน้ีลงใน
อาหารเหลวปริมาณตามตองการกอนนําไปใช 

2. ไมตองปรับสภาพเปลือกสับปะรดกอนการยอยดวย
เอนไซมชนิดน้ี จึงไมตองใชสารเคมี นํ้าลาง พลังงาน และไมมีนํ้าเสีย 
ทําใหระยะเวลาที่ใชในการหมักลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

3. การใชครูดเอนไซมชนิดน้ีหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดในขั้นตอนเดียว ใชเวลาหมัก 4 วัน เวลาที่ใชหมักนอยกวา
การหมักแบบรวมปฏิกิริยาซึ่งตองใชเวลาหมัก 4 วัน รวมเวลาหมักหัว
เชื้อยีสต 1 วัน เวลาที่ใชทั้งหมดเปน 5 วัน น่ันคือการใชเอนไซมชนิด
น้ีทําใหลดเวลาลงได 1 วัน  

 
สัญลักษณและคํายอ ความหมาย 
PAW เปลือกสับปะรด 
T  เชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 
TY เชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 

กับแซคคาโรมายซิส ซิริวิสิอี RT-P2 
CE ครูดเอนไซม (crude enzyme)  
CE-T ครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว 
CTY ครูดเอนไซมผงเช้ือผสม 
Trichoderma reesei 
RT-P1 

เชื้อราไตรโครเดอรมา รีสิอี RT-P1 

Saccharomyces 
cerevisiae RT-P2 

เชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 

G นํ้าตาลมะพราว 
oC องศาเซลเซยีส 
%w  รอยละโดยน้ําหนัก  
%v รอยละโดยปริมาตร 
%w/v รอยละโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
mL มิลลิลิตร 
L ลิตร 
g/L กรัมตอลิตร 
g กรัม 
FPU Filter paper unit 
การหมักแบบรวม
ปฏิกิริยา  

Simultaneous saccharification and 
fermentation 

 
5.  กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรีที่ได
สนับสนุนทุนวิจัย งบประมาณประจําป พ.ศ. 2552 สําหรับงานวิจัยน้ี
ไดประสบผลสําเร็จลุลวงดวยด ี
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