
บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วิธีการดําเนินการวิจัย เรื่อง “การศึกษากระบวนการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาสอง

ขั้นตอนจากกากผลไม้เหลือทิง้อุตสาหกรรมเกษตรโดยใช้เอนไซม์ผสมที่ได้จากการหมักแข็งในถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพเดี่ยว” ประกอบด้วยขั้นตอนการดําเนินการต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

ขั้นตอนที่ 1 ศกึษาองค์ประกอบของกากกะทิจากตลาดและกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน 

ได้แก่ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเถ้า และการกระจายขนาดอนุภาคของกากกะทิ 

ขั้นตอนที่ 2 การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักแข็งกากกะทิจากตลาดด้วยเชื้อผสม RT-

P3 ในอาหารเหลวสูตร LM-pH5 

ขั้นตอนที่ 3 การหมักแข็งกากกะทิจากตลาดและกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานด้วยเชื้อผสม 

RT-P3 ในอาหารเหลวที่สภาวะเหมาะสม 
ขั้นตอนที่ 4 การผลิตผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 จากตลาด 

ขั้นตอนที่ 5 การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักก่ึงเหลวแบบแบทซใ์นขั้นตอนเดียวจาก

กากกะทิจากตลาดด้วยผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 เพื่อผลิตเอทานอล 

ขั้นตอนที่ 6 กระบวนการหมักก่ึงเหลวแบบ Fed-batch เพื่อผลิตเอทานอลจากกากกะทิจาก

ตลาดด้วยผงเอนไซม์ผสม CCN-RT-P3 

 

3.1 การเตรียมวัตถุดิบ 

วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตผงเอนไซม์ผสมคือของเหลือจากกะทิที่ถูกคั้นน้ํากะทิออกแล้ว เรียกว่า

กากกะทิ หรือ coconut residue (CCNR) ที่มาของวัตถุดิบมาจาก 2 แหล่ง คือแหล่งที ่1 ให้ช่ือกาก

กะทิเป็น CCNR-M ความช้ืนเริ่มต้นประมาณร้อยละ 78-80 โดยน้ําหนัก จากตลาดการเคหะ คลองหก 

ธัญบุรี จ. ปทมุธานี ราคา 2 บาท ต่อกิโลกรัมน้ําหนักปียก ถูกทําใหแ้หง้โดยการตากแดด ดังรูปที่ 3.1 

เมื่อผ่านการตากแดดเป็นเวลา 3 วัน ความช้ืนสุดท้ายประมาณร้อยละ 6 โดยน้ําหนัก และเก็บไว้ในถัง

พลาสติกที่มีฝาปิดที่อุณหภูมิห้อง วัตถุดิบแหล่งที่ 2 คือกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานหรือ CCNR-F ได้รับ

ความอนุเคราะห์จากบริษัทแนชเจอรัลมายด์ จํากัด จังหวัดชุมพร เป็นของเหลือจากการผลิตน้ํามัน

มะพร้าวโดยการสกัดเย็น  
การกระจายขนาดอนุภาคหาได้จากเครื่องคัดขนาด ย่ีห้อ Endecotts รุ่น ASTM E11  ดังรูป

ที่ 3.2 
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3.2 การวิเคราะหอ์งค์ประกอบทางเคม ี

องค์ประกอบกากกะทิแห้งเซลลูโลสด้วยวิธีมาตรฐาน  TAPPI  203  om – 88  [49] เถ้าด้วย

วิธีมาตรฐาน TAPPI  203  om – 85 ความช้ืนด้วยวิธีมาตรฐาน TAPPI  203 om – 86 และ 

ลิกนินด้วยวิธีมาตรฐาน TAPPI 222 om-88.  1988 [50] 

 
 

รูปที่ 3.1  กากกะทิจากตลาดชุมชนเคหะรังสิตถูกนําตากแดดเพื่อไล่ความช้ืน 

 

 
 

รูปที่ 3.2 เครื่องหาการกระจายขนาดอนุภาคกากกะทิโดยใช้ตะแกรงมาตรฐาน 
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3.3 การเตรียมจลุนิทรีย์ผสม 

เชื้อเดี่ยว หมายถึง จุลินทรีย์บริสุทธ์ิหนึ่งสายพันธ์ุ นํามาปลูกถ่ายหรือเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้น

แข็งที่เหมาะสม คือ ไตโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1 (Trichoderma reesei RT-P1) และแซคคาโรมายซสี 

สิรีวิซิอี RIT-P2 (Saccharomyces cerevisiae RT-P2) แต่ละสายพันธ์ุเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นแข็ง 

พีดีเอ (PDA) และวายเอ็มเอ (YMA) ตามลําดับ 

วิธีการปลูกถ่ายเชื้อเดี่ยวขึ้นกับชนิดของจุลินทรีย์ แบ่งออกเป็น 

3.3.1 วิธีการเพาะเลี้ยงไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT01 

ไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1 เป็นเชื้อรา ลักษณะภายนอกที่มองเห็นด้วยตาเปล่ามีสีเขียวบน
อาหารเต็มพ้ืนที่ ปลูกถ่ายไว้ในหลอดวุ้นเอียง นํามาเพาะเลี้ยงต่อบนจานเพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้นแข็งพีดี

เอ ดังรูปที่ 3.3 ซึ่งมีวิธีการดังนี้ 

การเตรียมอาหารวุ้นแข็งพีดีเอตามสูตร คือ ละลาย potato dextrose agar ปริมาณ 39 

กรัม ในน้ําอารโ์อปริมาตร 1 ลิตร นําไปทําให้ปลอดเชื้อในหม้อนึ่งความดันป็นเวลา 15 นาที ที่อุณหภมูิ 

120 oC และความดัน 14.7 psig หลังจากนั้นนํามาเทลงบนจานเพาะเชื้อในตู้เขี่ยเชื้อจะได้อาหารวุ้น

แข็ง นําเข็มเขีย่เชื้อปลายแหลมมาเขี่ยไตรโคเดอร์มา รีสิอี จากหลอดวุ้นเอียง ไปวางบนอาหารวุ้นแข็ง

ตรงบริเวณศูนย์กลางของจาน ปิดฝาจานแล้วนําไปบ่มในตู้บ่มที่มีความเชื้อ ไตรโคเดอร์มา รีสิอีจะเตบิโต

เต็มที่เป็นสีเขียวบนอาหารวุ้นแข็ง ใช้เวลาประมาณ 5-7 วัน  

 

 
 

รูปที่ 3.3 ไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1 เติบโตบนอาหารแข็งพีดีเอ 
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3.3.2 วิธีการเพาะเลี้ยงแซคคาโรมายซีส ซิรีวิสิอี RT-P2 

แซคคาโรมายซีส ซิรีวิสิอี RT-P2 มีลักษณะภายนอกที่มองเห็นด้วยตาเปล่าเป็นเม็ดสีขาว 

กระจายเป็นโคโลนีเด่ียว อาหารเพาะเลี้ยงยีสต์คืออาหารวุ้นแข็งวายเอ็มเอ ดังรูปที่ 3.4 ซึ่งมีวิธีการ ดังนี้ 

การเตรียมอาหารวุ้นแข็งวายเอ็มเอ คือ ละลายยีสต์ แอ็กซ์แทร็ก 3 กรมั มอลต์ แอ็กซ์แทร็ก 

3 กรัม เบคโต-เปปโตน 5 กรมั กลูโคส 20 กรัม และวุ้น 20 กรัม ลงในน้าํอาร์โอปริมาตร 1 ลิตร นํา

สารละลายที่ได้ไปทําให้ปลอดเชื้อ และเทลงจานเพาะเชื้อเหมือนการเตรียมอาหารวุ้นแข็งพีดีเอ แต่จะ

ได้อาหารวุ้นแข็งวายเอ็มเอ นําลูปเขี่ยเชื้อยีสต์จากหลอดวุ้นเอียง มาเขี่ยลากบนอาหารวายเอ็มเอ ปิดฝา

จานด้วยพาราฟิล์ม นําไปบ่มในตู้บ่มเชื้อ ยีสต์จะเติบโตเต็มที่ภายใน 3 วัน สังเกตจากการเกิดโคโลนี
เด่ียวกระจายทั่วจานเพาะเชื้อ  

 

 
 

รูปที่ 3.4 แซคคาโรมายซีส ซิรีวิสิอี RT-P2 เติบโตบนอาหารแข็งวายเอ็มเอ 

 

3.3.3 วิธีการเพาะเลี้ยงเชื้อผสมระหว่างเชื้อเดี่ยว 2 สายพันธ์ุ  

เชื้อผสมที่เกิดจากการนําไตรโคเดอร์มา รีสอีิ RT-P1 และแซคคาโรมายซิส สิรีวิซิอี RT-P2 มา

เพาะเลี้ยงร่วมกันในอาหารวุ้นแข็งพีดีเอบนจานเดียวกัน จะเรียกอย่างย่อว่าเชื้อผสม RT-P3 วิธีการ

เตรียมอาหารวุ้นแข็งพีดีเอเหมือนวิธีการทดลอง 3.2.1 ต่างกันตรงที่ ทําการเขี่ยไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-

P1 มาวางตรงกลางจานเท่ากับปลายเข็มเขี่ยเชื้อ แล้วใช้เข็มชนิดลูปเขี่ยแซคคาโรมายซิส สิรีวิซิอี RT-P2 

จํานวน 3 โคโลนี และนํามาเขี่ยลากลงบนบริเวณที่เหลือของจานเพาะเชื้อพีดีเอที่มีเชื้อราอยู่ตรงกลาง

แล้ว ปิดฝาจานเพาะเชื้อแล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน ดังรปูที่ 3.5 เก็บเชื้อผสม RT-P3 ที่

ได้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ก่อนนําไปใช้ในกระบวนการหมักแข็งต่อไป 
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(ก) 

 

 
(ข) 

รูปที่ 3.5 เชื้อจุลินทรียผสม RT-P3 บนอาหารวุ้นแข็งพีดีเอ (ก) วันแรก (ข) อายุ 7 วัน  

 

3.4 การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักแข็งกากกะทิด้วยเชื้อผสม RT-P3 

การผลิตเอนไซม์ผสมจากการหมักแข็งกากกะทิเริ่มจากการหาสภาวะของการหมักแข็งกาก

กะทิใช้กากกะทิโดยใช้กากกะทิจากแหล่ง 1 ก่อน ดังรูปที่ 3.6 (ก) หลังจากได้สภาวะท่ีเหมาะสมแลว้จึง

ทําการหมักแขง็กากกะทิจากแหล่ง 2 ดังรูปที่ 3.6 (ข) ที่สภาวะเหมาะสมเพื่อเปรียบเทียบผลได้ของ

เอนไซม์ผสม หลังจากนั้นทําการขยายขนาดการผลิตเอนไซม์ผสมจากกากกะทิเป็นครั้งละ 5 กิโลกรัม 

และทําการอบแห้งเพื่อผลิตผงเอนไซม์ สุดทา้ยทําการลดขนาดด้วยเครื่องบดละเอียด ก่อนเก็บไว้ใน

ถุงพลาสติกเคลือบอะลูมิเนียม ซลีปากถุงอย่างดี ดังต่อไปน้ี 
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การศึกษาผลความช้ืนเริ่มต้นในอาหารเหลวสูตรเฉพาะพีเอช 5 ต่อความเข้มข้นของน้ําตาล

รีดิวซ์และเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนสจากการหมัก

แข็ง ที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียสในชามแก้ว 

3.4.1 การผลิตหัวเชื้อผสม RT-P3 สดในชามแก้วด้วยอาหารเหลวสูตร LM  

การทดลองนี้มีจุดประสงค์เพื่อหาระดับความช้ืนเริ่มต้น (ปริมาตรอาหารเหลวที่ต้องการ) และ

ระยะเวลาที่ใช้หมักแข็งที่เหมาะสม โดยแปรผันความช้ืนเริ่มต้น 4 ระดับ โดยให้กากกะทิคงที่เท่ากับ 50 

กรัม แปรผันอาหารเหลว LM ที่ pH 5 ปรมิาตรเท่ากับ 50 100 150 และ 200 มิลลิลติร ตามลําดับ 

โดยอาหารเหลวมีสูตรดังตารางที่ 3.1 ใช้ระยะเวลาหมัก 7 วัน เก็บตัวอย่างวิเคราะห์ความเข้มข้นของ
น้ําตาลรีดิวซ์ โดยวิธี DNS [20] กิจกรรมของเซลลูเลส [21] กิจกรรมของแมนแนนเนส และไซแลนเนส 

[22] และความเข้มข้นของเชื้อผสมโดยวัดจํานวนเซลล์จากการส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์และใช้ 

Haemacytometer เป็นอุปกรณ์วัด [23] ทําการวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา 

การเตรียมกากกะทิจํานวน 8 ถุง โดยช่ังกากกะทิลงในถุงพอลิพอพิลีน ถุงละ 50 กรมั ไล่

อากาศออกจากถุงพลาสติกให้หมดและรัดปากถุงด้วยหนังยาง ดังรูปที่ 3.6 (ค) 

การเตรียมอาหารเหลวสูตร LM ในขวดเตรียมอาหารฝาเกลียวสีฟ้า ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 

เขย่าให้สารประกอบละลายน้ําและปิดฝาใหแ้น่น นําไปทําให้ปลอดเชื้อในเครื่องนึ่งความดันไอน้ําที่ 14.7 

psig เป็นเวลา 15 นาที นําออกจากเครื่อง วางให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง วัดพีเอชเท่ากับ 5 ก่อนนําไปใช้ ถ้า

พีเอชไม่เท่ากับ 5 ใหป้รับพีเอชด้วยกรดซิตริกหรือ10 % สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ก่อนการนําไป

เตรียมหัวเชื้อ 
 

ตารางที่ 3.1 สูตรอาหารเหลวสําหรับการหมักแข็งกากกะทิด้วยเชื้อผสม RT-P3  

สารประกอบ LM-pH5 

น้ําตาลมะพร้าว (กรัม) 

CaHPO4.2H2O (กรัม) 

MgSO4.7H2O   (กรัม) 

Urea (46 % (NH4)2SO4  (กรัม) 
Phosphate ( NPK-0–52-34 ) (กรัม) 

น้ํา (กรัม)                                       

30 

1 

1 

8 
15 

1000 

 

การเตรียมหัวเชื้อเพื่อใช้ในการหมักแข็ง โดยนําเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 จํานวน 3 จาน ขูด

เฉพาะเชื้อผสมที่อยู่บนผิวหน้าของอาหารวุ้นแข็ง ลงสูตรอาหาร LM ปริมาตร 1000 มิลลลิิตร กวนผสม
ให้เข้ากันเครื่องกวนแม่เหล็ก นาน 30 นาที สังเกตสารละลายในขวดเป็นสีเขียวสมํ่าเสมอ ดังรูปที่ 3.7 
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(ค) 

รูปที่ 3.6 กากกะทิก่อนการทําให้ปลอดเชื้อ (ก และ ค) แหล่งที่ 1 ตลาด (ข) แหล่งที่ 2 โรงงาน  

 

         
 

 

                             
รูปที่ 3.7 หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 ในอาหารเหลว  
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การหมักแข็งกากกะทิด้วยสูตรอาหาร LM ในชามแก้วขนาดปริมาตร 1000 มิลลลิิตร นาํกาก

กะทิ 50 กรมั ที่ผ่านการทําให้ปลอดเชื้อแต่ละถุงผสมกับอาหารเหลวที่แปรผันปริมาตร 50 100 150 

และ 200 มลิลลิิตร โดยใช้เครื่องผสมมูลิเนก็ซ์ ทําการทดลอง 2 ซ้ํา นําแผ่นฟิมลม์าปิดปากชามแก้วให้

สนิทแล้วเจาะรูระบายอากาศถี่ๆ แล้วนําไปบ่มในตู้บ่มซึ่งควบคุมอุณหภูมิที่ 24±2 องศาเซลเซียส ดังรูป

ที่ 3.8 เก็บตัวอย่างทุกวัน ต้ังแต่เริ่มต้นจนครบ 7 วัน เพื่อวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม 

กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ทําการวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา 

 

 
 

รูปที่ 3.8 การหมักแข็งกากกะทิในชามแก้วด้วยหัวเชื้อผสม RT-P3 ในอาหารเหลวสูตร LM ที่ pH5 

 

3.4.2 การหมักแข็งกากกะทิด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว 

 เชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้วทีไ่ด้จากการทดลองที่ 3.4.1 ทีส่ภาวะเหมาะสมถูก
นํามาใช้เป็นหัวเชื้อจุลินทรีย์สดสําหรับการหมักแข็งกากกะทิในอาหารเหลว LM โดยแปรผันปริมาณหัว

เชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้วหนกั 50 75 100 และ 125 กรัม ที่อัตราส่วนของกากกะทิต่อ

อาหารเหลว LM คงที่เท่ากับ 1:3 หรือ กากกะทิ 250 กรัมในอาหารเหลว LM ปริมาตร 750 มลิลิลิตร 

ที่ pH  เก็บตัวอย่างวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส 

และไซแลนเนส ทุกวัน และทําการวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา 

    

3.5 การหมักแข็งกากกะทิด้วยเชือ้จุลินทรีย์ผสม RT-P3 ที่สภาวะเหมาะสม 

3.5.1 การหมักแข็งกากกะทิจากตลาดที่สภาวะเหมาะสม 

เมื่อเปรียบการหมักแข็งกากกะทิด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว กับหัว

เชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 จากจานเพาะเชื้อ เนื่องจากเกิดการปนเปื้อนเมื่อใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมสดใน

ชามแก้ว การใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 จากจานเพาะจึงดีกว่า ดังนั้น การหมักแข็งกากกะทิจาก

ตลาดที่สภาวะเหมาะสมด้วยจุลินทรีย์ผสม RT-P3 ทําการทดลองเหมือน 3.4.1 และใชร้ะยะเวลาหมัก 6 
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วัน เก็บตัวอย่างทุกวัน ต้ังแต่เริ่มต้นจนครบ 6 วัน เพื่อวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม 

กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ทําการวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา 

3.5.2 การหมักแข็งกากกะทิจากโรงงานที่สภาวะเหมาะสม 

การหมักแข็งกากกะทิจากโรงงานที่สภาวะเหมาะสมด้วยจุลินทรีย์ผสม RT-P3 ทําการ

ทดลองเหมือน 3.4.1 และใชร้ะยะเวลาหมัก 6 วัน เก็บตัวอย่างทุกวัน ต้ังแต่เริ่มต้นจนครบ 6 วัน เพื่อ

วิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ทํา

การวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา ดังรูปที่ 3.9 

 
 

รูปที่ 3.9 การหมักแข็งกากกะทิด้วยจุลินทรีย์ผสมจากตลาดและโรงงานในตู้บ่มต้นแบบที่ 24±2 oC  

 

3.6 การผลิตเอนไซม์ผสมสด CCNR-RT-P3 

การหมักแข็งกากกะทิจากตลาดด้วยเช้ือผสม RT-P3 ด้วยอาหารเหลวสูตรที่เหมาะสม ใน

ระดับขยายขนาด จากการใช้กากกะทิ 50 กรัมในชามแก้วเป็น 250 กรมัในกล่องพลาสติกใสพอลิโพรพิ

ลีน ซึ่งใช้เป็นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ เอนไซม์ผสมที่ได้จากการหมักแข็งมีช่ือเป็น เอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 

วิธีการหมักแขง็เพื่อผลิตเอนไซม์ผสมสด CCNR-RT-P3 เหมือนกับข้อที่ 3.4.1 ยกเว้น ใชถ้ัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพที่ทําจากกลอ่งพลาสติกใสพอลิโพรพิลีน ทรงสี่เหลี่ยมผนืผ้า ขนาด 10 ลิตร ฝาถังเปน็

พลาสติกใสเจาะรูระบายขนาด 0.5 เซนติเมตร จํานวน 100 รู  ล้างใหส้ะอาด ทําให้แห้ง และผ่านการ

ทําให้ปลอดเชื้อด้วยรังสี UV ก่อนนําไปใช้ สําหรับสภาวะที่เหมาะสมได้จากข้อที่ 3.5 คืออัตราส่วน

น้ําหนักกากกะทิต่อปริมาตรอาหารเหลว ขยายขนาดการผลิตเป็น 5 เท่าของการผลิตในชามแก้ว ที่พี

เอช 5 บ่มในตูบ่้มต้นแบบ (ผลงานวิจัย-2554) ควบคมุอุณหภูมิที่ 24±2 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่ใช้

หมักที่สภาวะเหมาะสม ดังรูปที่ 3.10 ถึง 3.12 เก็บตัวอย่างวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อ

ผสม กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ที่เวลาเริ่มต้นและเวลาสุดท้ายของการหมัก 
ทําการวิเคราะห์การทดลองละ 2 ซ้ํา 
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(ก)                                                           (ข) 

รูปที่ 3.10 (ก) กากกะทิจากตลาดและโรงงาน (ข) หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม  
 
 

                           
(ก)                                                               (ข) 

รูปที่ 3.11 (ก) การผสมกากกะทิจากตลาดกับหัวเชื้อจุลินทรีย์โดยใช้เครื่องกวนผสม (ข) ปิดฝากล่อง

ด้วยฟิล์มพลาสติกเจาะรูถี่ๆ  
 

 
รูปที่ 3.12 การหมักแข็งกากกะทิจากตลาดในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 10 ลิตร ด้วยหัวเชื้อผสม RT-

P3 ในอาหารเหลวที่สภาวะเหมาะสมในตู้บ่มต้นแบบ 
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3.7 การผลิตผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3  

การอบแห้งเอนไซม์ผสมสด CCNR-RT-P3 ที่สภาวะเหมาะสมด้วยตู้อบแห้งต้นแบบ 

(ผลงานวิจัย-2554) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ดังรูปที่ 3.13 ถึงรูปที ่3.17 ตามลําดับ อบแห้ง

จนกระทั่งความช้ืนสุดท้ายไมเ่กินร้อยละ 13 โดยน้ําหนัก ทาํการวัด 2 ซ้ํา จากนั้นนําไปลดขนาดอนุภาค

ด้วยเครื่องบดละเอียด และวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม กิจกรรมของเซลลูเลส แมน

แนนเนส และไซแลนเนส ก่อนและหลังการอบแห้ง ทําการวิเคราะห์ 2 ซ้ํา 
 

  
 

รูปที่ 3.13 การเตรียมเอนไซม์ผสมใส่ตะกรา้ก่อนเข้าเครื่องอบแห้ง 

 

 
 

รูปที่ 3.14  การคลุกผสมเอนไซม์ก่อนการอบแห้งในกล่องขนาดใหญ ่
 

 
 

รูปที่ 3.15  การเรียงตะกร้าอบแห้งที่มีเอนไซม์ผสมเข้าเครือ่งอบแห้งต้นแบบ 
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รูปที่ 3.16  ตําแหน่งการวางตะกร้าในเครื่องอบแห้งต้นแบบ 

 

 
 

รูปที่ 3.17  ตู้ควบคุมอุณหภูมิภายในเครื่องอบแห้งต้นแบบ 

 

ผลิตภัณฑ์คือ ผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 และนําไปบรรจุลงในถุงพลาสติกเคลือบ

อะลูมิเนียม ปิดผนึกถุงอย่างดีด้วยเครื่องซีลลวดความร้อน ดังรูปที่ 3.18  
 

        
 

รูปที่ 3.18 การบรรจุผงเอนไซม์ผสมใส่ถงุเคลือบอะลูมิเนียมกันความช้ืน  
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3.8 การหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักก่ึงเหลวแบบแบทซ์ในขัน้ตอนเดยีวจากกากกะทิด้วยผง

เอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 เพื่อผลิตเอทานอล 

การนําผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 ที่ได้ไปใช้ผลิตเอทานอลในการหมกัก่ึงเหลวแบบแบทซ์

ในขั้นตอนเดียว แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ดังนี้คือ 

การทดลองครั้งที่ 1 ออกแบบชุดการทดลองแบบสุ่ม โดยแปรผันพารามเิตอร์ 4 ตัวแปร และ

แปนผันแต่ละตัวแปรเป็น 5 ระดับ คือ น้ําหนักเป็นกรัมของกากกะทิ (4, 6, 8, 10, 12) ผงเอนไซมผ์สม 

CCNR-RT-P3 (1, 2, 3, 4, 5), น้ําตาลมะพร้าว (0, 1, 2, 3, 4) ในอาหารเหลวปริมาตรคงที่ 100 

มิลลลิิตร และเวลาที่ใช้ในการหมัก (2, 4, 6, 8, 10 วัน) ชุดการทดลองแบบสุ่มจึงมีทั้งสิ้น 27 การ
ทดลอง ดังตารางที่ 3.2 ทําการทดลอง 2 ซ้ํา วิเคราะห์ความเข้มข้นเอทานอลโดยวิธีของ Willium and 

Reese, 1950 [24] การทดลองละ 2 ซ้ํา สภาวะที่เหมาะสมคือความเขม้ข้นเอทานอลที่ได้จากการ

คํานวณมีค่าสูงสุดที่สภาวะนั้น 

การทดลองครั้งที่ 2 จะใช้วิธีการทดลองออร์โธโกนอลหาสภาวะที่เหมาะสม โดยแปรผนั

พารามิเตอร์ 4 ตัวแปร และแปนผันแต่ละตัวแปรเป็น 5 ระดับ คือ น้ําหนักเป็นกรัมของกากกะทิ (2, 4, 

6, 8, 10) ผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 (1, 2, 3, 4, 5), น้ําตาลมะพร้าว (0, 1, 2, 3, 4) ในอาหาร

เหลว ปริมาตรคงที่ 100 มิลลลิิตร และเวลาที่ใช้ในการหมกั (1, 3, 5, 7, 9 วัน) ชุดการทดลองแบบสุม่

จึงมีทั้งสิ้น 25 การทดลอง ดังตารางที่ 3.3 ทาํการทดลอง 2 ซ้ํา เก็บของเหลวตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์

ความเข้มข้นเอทานอลโดยวิธีของ Willium and Reese, 1950 ตามเวลาหมักที่กําหนดไว้ [24] การ

ทดลองละ 3 ซ้าํ สภาวะที่เหมาะสมคือความเข้มข้นเอทานอลที่ได้จากการคํานวณมีค่าสงูสุดที่สภาวะนั้น  

วิธีการหมักก่ึงเหลวแบบแบทซ์ในขั้นตอนเดียวจากกากกะทิด้วยผงเอนไซมผ์สม CCNR-RT-

P3 เพื่อผลิตเอทานอล มีรายละเอียดดังนี้ คือ ช่ังน้ําหนักกากกะทิลงในถงุพลาสติกพอลิโพรพิลีนไล่

อากาศ รัดด้วยหนังยางให้แน่นก่อนนําไปทําให้ปลอดเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอน้ําที่ 14.7 psig นาน 15-

20 นาท ีทําอาหารเหลวที่มีความเข้มข้นของน้ําตาลต่างๆ ให้ปลอดเชื้อที่สภาวะเดียวกัน  
ขั้นตอนการหมักก่ึงเหลวเริ่มจากเทกากกะทิปลอดเชื้อตามน้ําหนักของแต่ละการทดลองลงใน

ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลลิิตร ใส่ผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 ตามนํ้าหนักของการทดลองนั้นๆ 

แล้วจึงใส่อาหารเหลวที่มีความเข้มข้นน้ําตาลลงในขวดรูปชมพู่ ปริมาตรอาหารเหลวที่ใช้เท่ากับ 100 

มิลลลิิตร เขย่าให้เข้ากัน ปิดฝาขวดรูปชมพู่ด้วยสําลีปลอดเชื้อ นําไปว่างบนเครื่องเขย่าที่มีความเร็ว 120 

รอบต่อนาที เปิดและปิดเครื่องเขย่าช่วงกลางวันและกลางคืน ตามลําดับ  
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ตารางที่ 3.2 การออกแบบชุดการทดลองแบบสุ่มของการหมักก่ึงเหลวแบบกะ 

การทดลองที่ ตัวแปรอิสระ 

กากกะทิ (กรัม) ผงเอนไซม์ผสม (กรัม) น้ําตาล (กรัม) เวลาที่ใช้ (วัน) 

1 

2 

3 

4 

5 
6 

7 

8 

9 

4 

8 

8 

8 

8 
12 

8 

8 

8 

3 

1 

3 

3 

3 
3 

5 

3 

3 

2 

2 

0 

2 

2 
2 

2 

4 

4 

6 

6 

6 

2 

6 
6 

6 

6 

10 

10 
11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

8 
6 

6 

6 

6 

8 

6 

6 

6 

3 
2 

2 

2 

2 

3 

4 

4 

4 

2 
1 

1 

3 

3 

2 

3 

3 

1 

6 
4 

8 

4 

8 

6 

8 

4 

4 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

6 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

4 

4 

4 

4 

4 

2 

2 

2 

2 

1 

3 

3 

1 

1 

1 

1 

3 

3 

8 

8 

4 

4 

8 

4 

8 

4 

8 

 



55 
 
ตารางที่ 3.3 การออกแบบชุดการทดลองแบบสุ่มด้วยวิธีการทดลองออร์โธโกนอลเพื่อหาสภาวะที่

เหมาะสม 

การทดลองที่ ตัวแปรอิสระ 

กากกะทิ (กรัม) ผงเอนไซม์ผสม (กรมั) น้ําตาล (กรัม) เวลาที่ใช้ (วัน)

1 

2 

3 

4 
5 

2 

4 

6 

8 
10 

1 

1 

1 

1 
1 

0 

1 

2 

3 
4 

1 

3 

5 

7 
9 

6 

7 

8 

9 
10 

2 

4 

6 

8 
10 

2 

2 

2 

2 
2 

4 

0 

1 

2 
3 

9 

1 

3 

5 
7 

11 

12 

13 

14 
15 

2 

4 

6 

8 
10 

3 

3 

3 

3 
3 

3 

4 

0 

1 
2 

7 

9 

1 

3 
5 

16 

17 

18 
19 

20 

2 

4 

6 
8 

10 

4 

4 

4 
4 

4 

2 

3 

4 
0 

1 

5 

7 

9 
1 

3 

21 

22 

23 
24 

25 

2 

4 

6 
8 

10 

5 

5 

5 
5 

5 

1 

2 

3 
4 

0 

3 

5 

7 
9 

1 
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3.9 การหมักก่ึงเหลวแบบกะในขั้นตอนเดียวจากกากกะทิด้วยผงเอนไซมผ์สม CCNR-RT-P3 เพื่อ

ผลิตเอทานอลที่สภาวะเหมาะสม 

วิธีเตรียมกากกะทิ อาหารเหลว เหมือนกับการทดลองข้อที่ 3.8 ยกเว้นทําการทดลองที่

สภาวะเหมาะสม โดยทําการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแก้ว ทรงกระบอก ขนาดปริมาตร 20 ลิตร บรรจุ

กากกะทิและผงเอนไซม์ มอเตอร์ไฟฟ้าปรับความเร็วรอบได้ใช้หมุนใบกวน ด้านข้างของถังปฏิกรณ์

ชีวภาพแก้วมีท่อที่ปลายท่อติดดิฟฟิวเซอร์เพื่อเติมอากาศจํานวน 2-3 ทอ่ ปริมาตรที่ใชใ้นการหมักก่ึง

เหลวแบบแบทซ์เริ่มต้นที่ 5 ลติร โดยใช้กากกะทิและผงเอนไซม์ขยายขนาดขึ้น 30 เท่าของข้อมูลการ

หมักก่ึงเหลวแบบแบทซ์ทีส่ภาวะเหมาะสม (จากการทดลองที่ 3.8) ดังรูปที่ 3.19 (ซ้ายมือ) เก็บ
ของเหลวตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ความเข้มขน้เอทานอล  น้าํตาลรีดิวส์ การเติบโตของเชื้อผสม กิจกรรม

ของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนสทุกวัน ทําการวิเคราะห์ 3 ซ้ํา  

 

3.10 กระบวนการหมักก่ึงเหลวแบบ Fed-batch เพื่อผลิตเอทานอลจากกากกะทิด้วยผงเอนไซม์

ผสม CCN-RT-P3  

วิธีการหมักก่ึงเหลวแบบ Fed-batch ในถังปฏิกรณ์แก้ว ขนาด 20 ลิตร เพื่อผลิตเอทานอล

จากกากกะทิด้วยผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 ในขั้นตอนเดียว วิธีการทดลองเหมือนการทดลองที่ 3.9 

ยกเว้นมีการเติมอาหารเหลวที่มีน้ําตาลปีปเข้มข้นร้อยละ 3 โดยน้ําหนัก ทุกๆ วัน จํานวน 500 มลิลิลติร 

ดังรูปที่ 3.19 (ขวามือ) เก็บของเหลวตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์ความเข้มข้นเอทานอล น้ําตาลรีดิวซ์ การ

เติบโตของเชื้อผสม กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนสทุกวันต้ังแต่เริ่มต้น ทําการ

วิเคราะห์ 3 ซ้าํ 

 
รูปที่ 3.19 การหมักก่ึงเหลวแบบกะ (ซ้ายมือ) และกึ่งกะ (ขวามือ) ทีส่ภาวะเหมาะสมในถังปฏิกรณ์

แก้ว ขนาด 20 ลิตร เพื่อผลิตเอทานอลจากกากกะทิด้วยผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3  


