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บทคัดยอ 
 การหมักเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานโดยใชเชื้อราไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 ท่ีผลิตไดจากกระบวน         

การหมักแข็ง มีวัตถุประสงคเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมโดยการใชวิธีการทดลองออรโธโกนอลจากการหมักขาวฟางหวาน         
2 สายพันธุ คือ เคลเลอรและคลาวล่ี กําหนดปจจัยควบคุม 3 พารามิเตอร แบงออกเปน 5 ระดับ คือ ระยะเวลาที่ใชหมัก           
1, 3, 5, 7 และ 9 วัน  ความเขมขนของเชื้อราเทากับ 1, 2, 3, 4 และ 5 % น้ําหนักแหง และลําตนสดขาวฟางหวานเทากับ     
10, 15, 20, 25 และ 30 % น้ําหนักเปยก การหมักเอทานอลทําในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตรกับอาหารเหลว pH 5 
ปริมาตรคงที่ 100 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิหอง (32๐C) พบวา สภาวะท่ีเหมาะสมตอ            
การเจริญเติบโตของไตรโคเดอรมา รีสิอี   RT-P1 เมื่อใชขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอรและคลาวล่ี คือความเขมขนของเชื้อรา 
4% และ 5% น้ําหนักแหง ความเขมขนของลําตนสดขาวฟางหวาน 25% และ 30% น้ําหนักเปยก และระยะเวลาท่ีใชหมัก
เทากันคือ 9 วัน ตามลําดับ จากการทดลองหมักเอทานอลที่สภาวะเหมาะสม พบวา เอทานอลที่ไดจากลําตนสดขาวฟางหวาน
สายพันธุคลาวล่ีและเคลเลอรเทากับ 240 ลิตร และ 220 ลิตร ตอ 1 ตันลําตนสด ใชระยะเวลาหมัก 8 วัน  
 
คําสําคัญ: เอทานอล, ลําตนสดขาวฟางหวาน, ไตรโคเดอรมา ริสิอี RT-P1 
 
1. บทนํา  

 ปจจุบันเราใหความสําคัญกับพืชพลังงานท่ีนําไปเปนวัตถุดิบท่ีผลิตเปนเอทานอลโดยเราจะเนนไปท่ีออยในรูปกาก 
น้ําตาลท่ีเปนผลพลอยไดจากโรงงานน้ําตาล และมันสําปะหลังซึ่งทําใหเกิดการขาดแคลน  ดังนั้นเราจึงไดคิดคนพืชพลังงานมา
ทดแทน  พืชชนิดใหมคือขาวฟางหวานเพื่อใชเสริมกากน้ําตาล และพบวาขาวฟางหวานเปนวัตถุดิบท่ีมีศักยภาพอีกชนิดหน่ึง
เพราะมีตนทุนการผลิตเอทานอลต่ํารองจากมันสําปะหลัง [1] ถาสามารถผลิตในเชิงพาณิชยก็จะเปนพืชไรท่ีเปนทางเลือกใหม

ของอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลของประเทศไทยได 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการใชไตรโคเดอรมา ริสิอี RT-P1 ชนิดผงแหง สําหรับผลิตเปนเอทานอลจากลําตนสด        

ขาวฟางหวาน เนื่องจากสวนใหญงานวิจัยอื่นๆจะใชน้ําคั้นขาวฟางหวาน (สับสเตรท) ในการผลิตเอทานอล [2] โดยการผลิต     
เอทานอลจากน้ําคั้นขาวฟางหวานพันธุเรยท่ีความหวานเริ่มตน 18 บริกซ ใชปริมาณหัวเชื้อยีสต Saccharomyces  cerevisiae 
RT-P2 ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร YM อัตรารอยละ 5 (v/v) พีเอชเทากับ 5 พบวานํ้าคั้นขาวฟางหวานพันธุเรยใหอัตราการ
ผลิตเอทานอล ความเขมขนของเอทานอล ระยะเวลาในการหมัก มากกวานํ้าคั้นขาวฟางหวานพันธุเคลเลอร และหัวเชื้อยีสตท่ี
เล้ียงในอาหารเหลวสูตรท่ีใชน้ําขาวฟางหวานที่เขมขันรอยละ 5 (v/v) ไดผลมากกวาท่ีเล้ียงในอาหารเหลวสูตร YM งานวิจัยนี้ใช
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ลําตนสดขาวฟางหวานแทนการใชน้ําคั้นขาวฟางหวานเพื่อเปนการลดพลังงานและลดขั้นตอนการผลิต โดยไมตองนําขาวฟาง
หวานมาหีบใหเปนน้ําคั้น และยังเปนการเพิ่มมูลคาขาวฟางหวานใหเกิดประโยชนมากท่ีสุด โดยใชไตรโคเดอรมา ริสิอี RT-P1 

ชนิดผงแหง เปนเอนไซมมายอยลําตนสดขาวฟางหวานใหเปนเอทานอล โดยในการหมักใชอาหารเหลวสูตรเดียวกับการหา
สภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเอทานอลแบบรวมปฎิกิริยาระหวาง Saccharomyces  cerevisiae RT-P2 กับ Trichoderma 
reesei RT-P1 ชนิดผงแหงจากเปลือกสับปะรด [3] โดยวิธีการทดลองออรโธโกนอลดวยยีสต 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เมื่อ
ทําการหมักโดยใช T.reesei RT-P1 ชนิดผงแหง 4 เปอรเซ็นต เปลือกสับปะรด 8 กรัม ในอาหารเหลวที่มีน้ําตาล 1 เปอรเซ็นต 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใชเวลาการหมัก 2 วัน ท่ีพีเอชเทากับ 5 ณ อุณหภูมิหองพบวา เอทานอลที่ไดประมาณ 30 กรัมตอลิตร 
เพ่ือใชเปนพลังงานทดแทน ซึ่งเปนทางเลือกใหมในการผลิตเอทานอล 
 
2. อุปกรณและวิธีการทดลอง 

2.1 จุลินทรียและการเพาะเลี้ยง 
    ไตรโคเดอรมา ริสิอี RT-P1 จากจานอาหารวุนแข็งพีดีเอ (potato dextrose agar) ซึ่งเปนจุลินทรียท่ีไดจาก

เพาะเล้ียงจากหองปฏิบัติการวิศวกรรมชีวเคมีในงานวิจัยนี้ 
 

     2.2 วัตถุดิบและสูตรอาหารเหลวTN-2 [2] สําหรับการหมักเอทานอล 
    ขาวฟางหวานหั่นละเอียด ขนาด 5 มิลลิเมตร 
    อาหารเหลว (LM-pH5) 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), และน้ําสะอาด 1 L ปรับพีเอชใหเทากับ 5  
 

       2.3 หาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักลําตนสดขาวฟางหวาน 
    การหมักเหลวเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวาน โดยใชไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 ท่ีผลิตไดจากกระบวน  

การหมักแข็ง ทําการศึกษาเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมดวยวิธีการทดลองออรโธโกนอลจากขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอรและ
สายพันธุคลาวล่ีโดยกําหนดปจจัยควบคุม 3 พารามิเตอร แบงออกเปน 5 ระดับ คือ ระยะเวลาที่ใชหมัก 1, 3, 5, 7 และ 9 วัน  
ความเขมขนของเชื้อราเทากับ 1, 2, 3, 4 และ 5 % โดยนํ้าหนักแหงและลําตนสดขาวฟางหวานเทากับ 10, 15, 20, 25       
และ 30 % โดยน้ําหนักเปยก การหมักเหลวเอทานอลทําในขวดรูปชมพูปริมาตร 250 มิลลิลิตรกับอาหารเหลว pH 5 ปริมาตร
คงท่ี 100 มิลลิลิตร บนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที ณ อุณหภูมิหอง (32๐C) เก็บตัวอยางวิเคราะหความเขมขนของจุลินทรีย  
ตามระยะเวลาที่ใชหมัก 

 
    2.4 วิธีวิเคราะห 
    ความเขมขนของจุลินทรียจากการวัดเซลลดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40 เทา โดยใชเฮมาไซโตมิเตอร 

(Boeco, Germany) ใชวิธีการของ Ghose [4] ความเขมขนน้ําตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส [5] และเอทานอลดวยวิธีดีเอ็นเอส [5] 
โดยวัดคาการดูดกลืนจากเครื่อง UV-visible spectrophotomete ท่ีความยาวคล่ืน 570 nm และ 600 nm ตามลําดับ 
 

3.  การอภิปรายและวิเคราะหผลงานวิจัย 
3.1 การหาสภาวะที่เหมาะสม 

การศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการหมักเหลวเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอร 
และสายพันธุคลาวล่ี ดวยเชื้อราไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 โดยใชวิธีออรโธโกนอล ดังตารางท่ี 1 พบวา สภาวะท่ีเหมาะสมของ
ขาวฟางหวานท้ังสองสายพันธุพบวาสายพันธุเคลเลอรใชปริมาณเชื้อรา 4 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 
25 % โดยน้ําหนักเปยก สวนสายพันธุคลาวล่ีจะใชปริมาณเชื้อรา 5 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 30 % 
โดยน้ําหนักเปยก โดยใชเวลาท้ังส้ิน 9 วันเทากัน โดยนําสภาวะท่ีไดมาทําการศึกษาตามวิธีออรโธโกนอล ดังตารางท่ี 1 
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                                          ตารางที่ 1 สภาวะตางๆตามวิธีการทดลองออรโธโกนอล  
ระดับ ปจจัย 

C1 C2 C3 C4 C5 

ลําตนสดขาวฟางหวาน (กรัม) 10 15 20 25 30 
ปริมาณเชื้อรา (กรัม) 1 2 3 4 5 
จํานวนวันที่ใชหมัก (วัน) 1 3 5    7 9 

  
 จากน้ันนําสภาวะท่ีไดนี้ไปทําการศึกษา ตามวิธีของออรโธโกนอล แลวนําผลการทดลองที่ไดมาหาคาเฉล่ียการ
เจริญเติบโตของเชื้อราในแตละปจจัยท่ีทําการศึกษาจะไดผลดังตารางที่ 2 และ 3 ตามลําดับ 
 
                                        ตารางที่ 2 การหาสภาวะที่เหมาะสมของสายพันธุเคลเลอร 

ระดับ ปจจัย 
C1 C2 C3 C4 C5 

ลําตนสดขาวฟางหวาน (กรัม) 18.4 16.2 13.0 20.3 19.1 
ปริมาณเชื้อรา (กรัม) 12.2 12.2 14.3 25.3 23.1 
จํานวนวันที่ใชหมัก (วัน) 11.1 15.2 18.6 20.0 22.2 

 
                                          ตารางที่ 3 การหาสภาวะที่เหมาะสมของสายพันธุคลาวล่ี 

ระดับ ปจจัย 
C1 C2 C3 C4 C5 

ลําตนสดขาวฟางหวาน (กรัม) 16.8 17.2 17.5 18.3 22.0 
ปริมาณเชื้อรา (กรัม) 13.4 13.0 17.4 22.7 25.5 
จํานวนวันที่ใชหมัก (วัน) 11.1 16.2 19.7 21.9 24.0 

 

เมื่อไดผลการทดลองดังตารางเราจะทําการเลือกคาเฉล่ียท่ีมีคามากท่ีสุดเปนสภาวะท่ีเหมาะสม เพราะเปนคาท่ีเชื้อ
ราสามารถเจริญเติบโตไดดีท่ีสุดเพ่ือนําสภาวะท่ีไดไปหาปริมาณเอทานอล  โดยสายพันธุเคลเลอรไดสภาวะเหมาะสมที่ปริมาณ
เชื้อรา 4 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 25 % โดยน้ําหนักเปยก ใชเวลา 9 วัน สวนสายพันธุคลาวล่ีได
สภาวะเหมาะสมที่ปริมาณเชื้อรา 5 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 30 % โดยน้ําหนักเปยก ใชเวลา 9 วัน
และนําสภาวะท่ีไดไปทําการทดลองตอโดยทําการวัดการเจริญเติบโตของเชื้อราทุกๆวัน เนื่องจากเวลาท่ีใชหมัก 9 วันเปนเวลา
ท่ีมากท่ีสุดจึงทําการขยายเวลาที่ใชหมักเปน 12 วัน  

 
3.2 การหาเอทานอลที่สภาวะท่ีเหมาะสม  

              จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการหมักเหลวเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอร
และสายพันธุคลาวล่ี ดวยไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 พบวาสายพันธุเคลเลอร ไดปริมาณเอทานอล 41.82 กรัมตอลิตร และ   
สายพันธุคลาวล่ีไดปริมาณเอทานอล 56.82 กรัมตอลิตร ดังรูปท่ี 1 และ 2 ตามลําดับ 

143



สายพันธุคลาวล่ี
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รูปท่ี 1 ปริมาณเอทานอล น้ําตาลรีดิวซ และจุลินทรียของขาวฟางหวานสายพันธุคลาวล่ี 
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รูปท่ี 2 ปริมาณเอทานอล น้ําตาลรีดิวซ และจุลินทรียของขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอร 

 
 จากรูปท่ี 1 และ 2 พบวา ปริมาณเอทานอลมีคาเพ่ิมขึ้นเปนลําดับ จนกระท่ังถึงเวลาท่ีใชหมักท่ีสภาวะเหมาะแลว 

จึงมีคาลดลง มีผลมาจากการเจริญเติบโตของจุลินทรีย จะเห็นวาจุลินทรียมีคาเพ่ิมขึ้นจนกระท่ังถึงเวลาท่ีใชหมักท่ีสภาวะ
เหมาะสมแลวจึงมีคาลดลงเชนกัน เน่ืองจากปริมาณสารอาหารในอาหารเหลวเหลือ แสดงวาการเจริญเติบโตของจุลิทรียมีผลตอ
การหมักเอทานอล แตปริมาณเอทานอลจะลดลงเร็วกวาจุลินทรียเนื่องจากเมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมแลวเอทานอลจะมีปริมาณ

สูงสุดทําใหเอทานอลเกิดการระเหยออกไปมากในวันท่ี 9 จึงทําใหลดลงอยางมาก และเมื่อนําคาท่ีไดมาคํานวณหาคาปริมาณเอ

ทานอลพบวาลําตนสดขาวฟางหวานสายพันธุคลาวล่ี 1 ตันลําตนสด ไดปริมาณเอทานอล 240 ลิตร สวนลําตนสดขาวฟาง
หวานสายพันธุเคลเลอร 1 ตันลําตนสด ไดปริมาณเอทานอล 220 ลิตร ซึ่งคํานวณมาจาก 99% เอทานอล ท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
ฟาเรนไฮต มีความถวงจําเพาะ 0.79 [6] และพบวาเอทานอลที่ไดจากสายพันธุคลาวล่ีมีปริมาณมากกวาสายพันธุเคลเลอร 
เนื่องจากสายพันธุคลาวล่ีมีปริมาณน้ําตาลเริ่มตนมากกวาสายพันธุเคลเลอรคิดเปนรอยละ 2.4 จึงทําใหไดปริมาณเอทานอลท่ี

มากกวาคิดเปนรอยละ 2.21 เมื่อนําไปเปรียบเทียบกับเปลือกสับปะรดที่มี 
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4.  บทสรุป 

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการหมักเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานสายพันธุเคลเลอรและสายพันธุคลาวล่ี 
ดวยเชื้อราไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 ตามวิธีการทดลองออรโธโกนอล ไดสภาวะท่ีเหมาะสมของสายพันธุเคลเลอรท่ีปริมาณ
เชื้อรา 4 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 25 % โดยน้ําหนักเปยก สวนสายพันธุคลาวล่ีไดสภาวะเหมาะสม
ท่ีปริมาณเชื้อรา 5 % โดยน้ําหนักแหง ปริมาณลําตนสดขาวฟางหวาน 30 % โดยน้ําหนักเปยก โดยใชระยะเวลาในการหมัก   
8 วันเทากัน จะไดปริมาณเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานสายพันธุคลาวล่ีและเคลเลอรเทากับ 240 ลิตร และ 220 ลิตร 
ตอ 1 ตันลําตนสด ตามลําดับ ดังนั้น เราจึงควรสงเสริมการปลูกขาวฟางหวานสายพันธุคลาวล่ี เนื่องจากลําตนสดมีปริมาณ
น้ําตาลสูง จึงเหมาะสมที่จะนํามาใชผลิตเอทานอลมากกวาสายพันธุเคลเลอร 

 
5.   กิตติกรรมประกาศ 
       โครงงานเรื่องการหมักเอทานอลจากลําตนสดขาวฟางหวานดวยไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 ท่ีผลิตไดจากการหมักแข็ง 
สามารถประสบความสําเร็จรุรวงไปไดดวยดี เน่ืองจากการอนุเคราะหจากบุคคลและหนวยงานตางๆ 
  คณะผูจัดทําขอขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารยผองศรี  ศิวราศักด์ิ อาจารยท่ีปรึกษาโครงงานที่ใหความชวยเหลือ ให
คําปรึกษา และคําแนะนําในทุกเร่ืองท่ีเกี่ยวของกับโครงงานเปนอยางย่ิง 
  สถาบันวิจัยพืชไร จังหวัดสุพรรณบุรี ท่ีไดรับการอนุเคราะหลําตนสดขาวฟางหวาน และใหความรูท่ีเกี่ยวของกับลําตน
สดขาวฟางหวาน 
  ท้ังนี้ขอขอบคุณบุคคลและหนวยงานดังกลาวขางตนเปนอยางสูง รวมทั้งขอขอบคุณทุกทานท่ีมีสวนชวยในการทํา

โครงงานที่ผานไปดวยดีและหวังเปนอยางย่ิงวาโครงงานนี้จะเปนประโยชนแกผูท่ีสนใจ 
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