
บทที่ 4 
 

ผลการวิจัยและวิจารณ ์
 
ผลการวิจัย เรือ่ง “การศึกษากระบวนการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาสองขั้นตอนจาก

กากผลไม้เหลอืทิ้งอุตสาหกรรมเกษตรโดยใช้เอนไซม์ผสมที่ได้จากการหมักแข็งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

เด่ียว” ประกอบด้วยผลการวิจัยจาก 2 กระบวนการ (1) กระบวนหมักแขง็จากกากกะทิด้วยเชื้อผสม 

RT-P3 ในอาหารเหลว LM-pH5 เพื่อผลิตผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 และ (2) กระบวนการหมักก่ึง

เหลวแบบกะ (Batch) และกึ่งกะ (Fed-batch) เพื่อผลิตเอทานอลโดยใช้การหมักกากกะทิด้วยผง

เอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 ในอาหารเหลว LM-pH5 ดังรายละเอียดต่อไปนี้ 

 

4.1 ผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของกากกะทิ 

กากกะทิจาก 2 แหล่ง คือกากกะทิจากตลาดการเคหะ คลองหก ธัญบุรี ปทุมธานี และ กาก

เนื้อมะพร้าวจากโรงงานผลิตน้ํามันมะพร้าวสกัดเย็น จ. ชุมพร ผลจากการวิเคราะห์องค์ประกอบทาง

เคมี พบว่า ในกากกะทิประกอบด้วยเซลลูโลสมากทีสุ่ด รองลงมาคือลิกนิน และที่น้อยที่สุดคือเฮมิ

เซลลูโลส เนื่องจากตัวอย่างกากกะทิมีเปลอืกสีน้ําตาลที่ติดอยู่กับเนื้อมะพร้าวผสมอยู่ด้วย พิจารณาได้

จากรูปที่ 3.6 และผลการวิเคราะห์ ดังตารางที่ 4.1  

ร้อยละความแตกต่างของสมบัติทางเคมีระหวา่งกากกะทิจากตลาดและกากเนื้อมะพร้าวจาก

โรงงาน พบว่า มีค่าลิกนินใกล้เคียงกันกากกะทิจากตลาดมีค่าเซลลูโลสมากกว่าประมาณร้อยละ 8.24 
ขณะที่กากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานมีค่าร้อยละเฮมิเซลลูโลสไขมัน และเถา้ มากกว่าอยู่เท่ากับ 3.18,  

3.04 และ 1.13 โดยน้ําหนัก ตามลําดับ  
 

ตารางที่ 4.1  องค์ประกอบทางเคมีของกากกะทิจากตลาดและโรงงาน 
 

 ร้อยละ โดยน้ําหนัก 

วัตถุดิบ ลิกนิน เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ไขมัน เถ้า ความช้ืน 

กากกะทิจากตลาด 31.17 48.68 0.39 19.33 0.43 6 

กากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน 32.06 40.44 3.57 22.37 1.56 6 

 
ผลของการวัดการกระจายขนาดอนุภาคในกากกะทิ พบว่า ขนาดอนุภาคกากกะทิจากตลาด

และกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานมีขนาดเฉลี่ยโดยมวลประมาณ 1.94 และ 2.23 มิลลิเมตร และเฉลี่ย

โดยปริมาตรประมาณ 2.29 และ 2.42 มิลลิเมตร ตามลําดับ ขนาดเฉลี่ยโดยมวลและโดยปริมาตรของ

กากกะทิจากตลาดมีขนาดเล็กกว่ากากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานร้อยละประมาณ 15 และ 6 ตามลําดับ 
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4.2 ผลของปริมาตรอาหารเหลวต่อการหมักแข็งกากกะทิด้วยเชื้อจุลนิทรย์ีผสม RT-P3 

4.2.1 ผลของการใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 จากจานเพาะเชื้อ 

การหมักแข็งกากกะทิจากตลาด (CCNR, M) โดยให้น้ําหนักกากกะทิคงที่เท่ากับ 50 กรมั 

แปรผันปริมาตรอาหารเหลว (LM) ที่ 50 100 150 และ 200 มิลลลิิตร คดิเป็นอัตราส่วน CCNR:LM 

(น้ําหนักต่อปริมาตร) คือ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4 ตามลําดับ กับเชื้อจุลินทรีย์ผสม 3 จาน ในอาหาร

เหลว 1000 มลิลิลิตร ผลการทดลอง พบว่า หลังจากจุลนิทรีย์ผสมใช้เวลาปรับตัว 2 วัน การเติบโตของ

จุลินทรีย์ที ่CCNR:LM เท่ากับ 1:2 เชื้อจุลินทรีย์เติบโตได้สูงที่สุด มีความเข้มข้นเท่ากับ 1.9×108 

สปอร์/มิลลลิิตร ระยะเวลาหมักนาน 6 วัน และการเติบโตลดลงในระยะเวลาต่อมา เนื่องจากที่สภาวะน้ี
เมื่อถึงระยะเวลาหมัก 7 วัน มีอาหารเหลืออยู่น้อยจึงไม่เพียงพอต่อการเติบโตของจุลินทรีย์ ส่วนการ

เติบโตของจุลินทรีย์ของการหมักแข็งกากกะทิที่ CCNR:LM เท่ากับ 1:3 มีแนวโน้มเพิม่ขึ้นอย่างต่อเนื่อง

ต้ังแต่ระยะเวลา 5 วันเป็นต้นไปและมีอัตราการเติบโตดีกว่าที่ CCNR:LM เท่ากับ 1:1 และ 1:4 การ

เติบโตที่ระยะเวลา 4 วันของ CCNR:LM เท่ากับ 1:3 และ 1:4 มีค่าตํ่าอาจจะเป็นปัญหาของการสุ่ม

ตัวอย่างที่นํามาวิเคราะห์ ดังรูปที่ 4.1  

ดังนั้น งานวิจัยนี้เลือกอัตราส่วนของ CCNR:LM เท่ากับ 1:3 เพื่อใช้ในการหมักแข็งระดับ

ขยายขนาดต่อไป รวมทั้งใช้สภาวะนี้ทําการหมักแข็งกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานเพื่อเปรียบเทียบ

กิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ ที่ได้จากการหมักแข็งในระดับปฏิบัติการและการขยายขนาดด้วย 

 

 
 

รูปที่ 4.1   ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสมกับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อ

ปริมาตรอาหารเหลว (น้ําหนกัต่อปริมาตร) เท่ากับ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4  
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รูปที่ 4.2   กิจกรรมของเซลลูลเสกับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตรอาหาร

เหลว (น้ําหนักต่อปริมาตร) เท่ากับ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4  

 
 

รูปที่ 4.3   กิจกรรมของแมนแนนเนสกบัเวลาที่ได้จากการหมักแข็งทีอั่ตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตร

อาหารเหลว (น้ําหนักต่อปริมาตร) เท่ากับ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4  
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รูปที่ 4.4   กิจกรรมของไซแลนเนสกับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตร

อาหารเหลว (น้ําหนักต่อปริมาตร) เท่ากับ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4  

 

ผลการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ คือ กิจกรรมของเซลลูลเส แมนแนนเนส และไซ

แลนเนส พบว่า ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ มคี่ามากที่สดุที่อัตราส่วน CCNR:LM เท่ากับ 1:3 ดัง

แสดงในรูปที่ 4.2 ถึง 4.4 ตามลําดับ ค่ากิจกรรมของเซลลเูลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส เท่ากับ 

1.41, 0.45 และ 0.30 IU/mL ที่ระยะเวลาหมักนาน 6 วัน ตามลําดับ ความเข้มข้นของน้ําตาลรีดิวซ์

สูงสุดเท่ากับ 25.62 g/L ระยะเวลาหมักนาน 5 วัน ดังรูปที่ 4.5 

 
รูปที่ 4.5 น้ําตาลรีดิวซ์กับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งทีอั่ตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตรอาหารเหลว 

(น้ําหนักต่อปริมาตร) เท่ากับ 1:1, 1:2, 1:3 และ 1:4  
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ดังนั้น สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการหมักแข็งกากกะทิจากตลาดด้วยจุลินทรีย์ผสมในอาหาร

เหลว LM ที่ pH เท่ากับ 5 เพื่อการผลิตเอนไซม์ต่างๆ ได้มากที่สุด คือทีอั่ตราส่วนกากกะทิจากตลาดต่อ

อาหารเหลวเท่ากับ 1:3 ระยะเวลาที่ใช้หมักนาน 6 วัน ผลจากการทําการทดลองที่สภาวะเหมาะสม 

พบว่า กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ที่ระยะเวลาหมักนาน 6 วันมีค่าประมาณ 

0.98 FPU/mL, 0.28 IU/mL และ 0.21 IU/mL ตามลําดับ น้ําตาลรีดิวซ์มีค่าประมาณ 38.80 g/L 

และความเข้มข้นของจุลินทรย์ีผสมประมาณ 4.27×107 cell/mL ดังตารางที่ 4.2 

 

ตารางที่ 4.2 กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส น้ําตาลรีดิวซ์และความเข้มข้นของ
จุลินทรีย์ผสมจากการหมักแขง็กากกะทิด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 จากจานเพาะ

เชื้อด้วยอาหารเหลว LM ที่ pH เท่ากับ 5 ที่สภาวะเหมาะสม 

ระยะเวลา

ที่ใช้หมัก 

กิจกรรมของ 
น้ําตาลรีดิวซ์ 

(g/L) 

ความเข้มข้นของ

จุลินทรีย์ผสม 

(cell/mL) 
เซลลูเลส 

(FPU/mL) 

แมนแนนเนส 

(IU/mL) 

ไซแลนเนส 

(IU/mL) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0.88 

0.23 

0.27 

1.17 

1.04 

1.03 

0.98 

0.19 

0.09 

0.13 

0.31 

0.28 

0.31 

0.45 

0.17 

0.07 

0.07 

0.25 

0.20 

0.19 

0.21 

9.97 

4.63 

4.96 

21.11 

30.02 

32.05 

38.80 

7.07×105 

2.31×105 

2.97×105 

1.24×107 

3.28×107 

5.26×107 

4.27×107 

 

4.2.2 ผลของการใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว 

การหมักแข็งกากกะทิจากตลาดในอาหารเหลวด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชาม

แก้ว กําหนดตัวแปรคงที่คือกากกะทิเท่ากับ 250 กรมั และอาหารเหลว LM ที่ pH 5 ปริมาตรเท่ากับ 

750 มลิลิลิตร ทําการหมักแขง็กากกะทิในอาหารเหลว LM โดยแปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สด

ในชามแก้วเท่ากับ 50 75 100 และ 125 กรัม ตามลําดับ ผลการทดลองพบว่า กิจกรรมเซลลูเลส แมน

แนนเนส ไซแลนเนส ความเขม้ข้นน้ําตาลรีดิวซ์และจลุินทรย์ีผสม RT-P3 มีค่ามากที่สุดเมื่อใช้หัวเชื้อ
ผสมในชามแกว้เริ่มต้นเท่ากับ 125 กรมั ดังรูปที่ 4.6 ถึง 4.10 ตามลําดับ  

เมื่อเปรียบเทียบระหว่างการใช้เชื้อจุลินทรีย์ผสมจากจานเพาะเชื้อและหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมใน

ชามแก้ว พบว่า หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากจานเพาะเชื้อให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ น้ําตาลรีดิวซ์ 

และการเติบโตของจุลินทรีย์มากกว่าหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมสดในชามแก้ว ดังตารางที่ 4.2 และ 4.3  
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รูปที่ 4.6 กิจกรรมของเซลลูเลสกับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตรอาหาร

เหลวคงที่ แปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว (FS) ที่น้ําหนักต่างๆ  

 

 
 

รูปที่ 4.7 กิจกรรมของแมนแนนเนสกบัเวลาที่ได้จากการหมักแข็งทีอั่ตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตร

อาหารเหลวคงที่ แปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว (FS) ที่น้ําหนักต่างๆ  
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รูปที่ 4.8 กิจกรรมของไซแลนเนสกับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตร

อาหารเหลวคงที่ แปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว (FS) ที่น้ําหนักต่างๆ  

 

 
 

รูปที่ 4.9 ความเข้มข้นน้าํตาลรีดิวซ์กับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิต่อปริมาตร

อาหารเหลวคงที่ แปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว (FS) ที่น้ําหนักต่างๆ  

 

0.0

0.1

0.2

0.3

0 1 2 3 4 5 6

Xy
la

na
se

 a
ct

ivi
ty

, IU
/m

L

day

FS-50 g FS-75 g

FS-100 g FS-125 g

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

0 1 2 3 4 5 6

Re
du

cin
g s

ug
ar

, g
/L

day

FS-50 g

FS-75 g

FS-100 g

FS-125 g



64 
 

 
รูปที่ 4.10 ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสม RT-P3 กับเวลาที่ได้จากการหมักแข็งที่อัตราส่วนกากกะทิ

ต่อปริมาตรอาหารเหลวคงที่ แปรผันหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว (FS) ที่

น้ําหนักต่างๆ  

 

ตารางที่ 4.3 กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส น้ําตาลรีดิวซ์และความเข้มข้นของ

จุลินทรีย์ผสมจากการหมักแขง็กากกะทิด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 สดในชามแก้ว

ปริมาณต่างๆ ที่อัตราส่วนกากกะทิต่ออาหารเหลวคงที่เท่ากับ 1:3 

 

ระยะเวลา

ที่ใช้หมัก 

กิจกรรมของ 
น้ําตาลรีดิวซ์ 

(g/L) 

ความเข้มข้นของ

จุลินทรีย์ผสม 

(cell/mL) 
เซลลูเลส 

(FPU/mL) 

แมนแนนเนส 

(IU/mL) 

ไซแลนเนส 

(IU/mL) 

0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0.52 

0.22 

0.39 

0.28 

0.30 

0.76 

0.96 

0.13 

0.09 

0.17 

0.22 

0.28 

0.33 

0.42 

0.11 

0.04 

0.08 

0.06 

0.10 

0.25 

0.19 

7.39 

4.01 

6.12 

4.32 

9.35 

13.74 

20.37 

2.05×105 

6.00×105 

1.10×105 

2.40×107 

8.00×107 

9.00×107 

2.95×107 

 

ผลการวิจัยพบว่า การใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากจานเพาะเลี้ยงด้วยอาหารแข็งพีดีเอให้

ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นน้ําตาลรดิีวซ์ และกิจกรรมของเอนไซม์ต่างๆ ได้แก่ เซลลูเลส แมนแนนเนส และไซ
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แลนเนส มากกว่าการใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมจากชามแก้ว เนื่องจากจุลินทรีย์จากจานเพาะเลี้ยงได้

สารอาหารที่ดีกว่าจากกากกะทิ ซึ่งกากกะทิมีลิกนินผสมอยู่ ลิกนินเป็นสารโมเลกุลใหญ่ยับย้ังการย่อย

สลาย จึงทําใหม้ีค่ากิจกรรมของจุลินทรีย์น้อยกว่า อย่างไรก็ตามจุลินทรีย์ผสมจากชามแก้วสามารถ

เติบโตได้ดีกว่าจากจานเพาะเลี้ยงที่ระยะเวลาการหมัก 3 วันขึ้นไป และได้ใช้น้ําตาลที่เกิดจากการย่อย

สลายในการเตบิโตทําให้น้ําตาลรีดิวซ์ลดลง กิจกรรมของเอนไซม์จึงลดลงด้วย ดังนั้นการหมักแข็งกาก

กะทิด้วยจุลินทรีย์ผสมในชามแก้วจึงอาจจะต้องใช้เวลาในการหมักนานกว่า 6 วัน เมื่อเทียบกับการใช้

จุลินทรีย์ผสมจากจานเพาะเลี้ยง 

4.2.2 ผลของการหมักกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานที่สภาวะเหมาะสมในระดับปฏิบัติการ 
การทดลองนี้จะเป็นการผลิตเอนไซม์ผสมในกล่องขนาดเล็กโดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสม คอื

ปริมาณอาหารเหลว (มลิลิลิตร) ต่อกากเนื้อมะพร้าว (กรัม)  ที่อัตราส่วน 3:1 หรือ 150 ml:50 g เพื่อ

เปรียบเทียบการผลิตเอนไซมผ์สมระหว่างกากกะทิจากตลาดและกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน ก่อนการ

หมักวัตถุดิบทั้งสองมีสีต่างกัน ดังรูปที่ 4.11 เนื่องจากกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานเป็นของเหลือแห้งที่

ผ่านกระบนวการสกัดเย็นเพื่อผลิตน้ํามันมะพร้าว ที่ใช้จุลนิทรีย์ย่อยสลายแยกน้ํามันมะพร้าวออกจาก

เนื้อมะพร้าว ส่วนกากกะทิจากตลาดเป็นของเหลือแห้งที่ผา่นการคั้นน้ํากะทิออก  

 

 
 
รูปที่ 4.11  ความแตกต่างของสีระหว่างกากกะทิจากตลาดและกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน 

 

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ผสม RT-P 3 ซึ่งประกอบด้วยเชื้อราไตรโคเดอร์มา รีสิอี RT-P1 

และยีสต์แซคคาโรมายซิส สิรวิีซิอี RT-P2 ในกากกะทิ และกากเนื้อมะพร้าวจะมีการแตกแขนงของเส้น

ใยขึ้น และเหนีย่วนําให้เกิดแขนงอันที่สองและสามต่อไปเรื่อยๆ โดยการแตกแขนงของจุลินทรีย์ผสมจะ

มีลักษณะขยายออกไปบนสับสเตรทที่อยู่ในชามแก้วและในกล่อง  โดยจะเติบโตจากผิวหน้าและค่อยๆ

ลึกลงไปในสับสเตรท การเติบโตนี้ต้องการใช้อากาศ ความช้ืน และอุณหภูมิที่เหมาะสมซึ่งมีค่าประมาณ 
24 ± 2 องศาเซลเซียส ทําใหเ้กิดสปอร์ซึ่งเห็นได้ด้วยตาเป็นสีเขียว หรือในที่นี้จะเรียกว่าเอนไซม์ผสม 

ย่ิงใช้เวลาในการหมักนาน เอนไซม์ผสมน้ีจะมีความแข็งแรงที่สุดจนถึงจุดจุดหนึ่งก็จะทําให้การเติบโต

ของจุลินทรีย์ผสมลดลงเนื่องจากสารอาหารลดลง ดังรูปที่ 4.12 และ 4.13 ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.12 เปรียบเทียบการหมักแข็งกากกะทิจากตลาดที่ระยะเวลาเริ่มต้น (ซ้าย) และ 7 วัน (ขวา) 

 

 
 

รูปที่ 4.13 เปรียบเทียบการหมักแข็งกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานที่ระยะเวลาเริ่มต้น (ซ้าย) และ 7 วัน 

(ขวา) 

 

เปรียบเทียบผลการเติบโตของจุลินทรีย์ผสมระหว่างกากกะทิจากตลาดและโรงงาน พบว่า ที่

ระยะเวลาการหมัก 4 วัน จุลินทรีย์ผสมเติบโตในกากกะทิได้ดีกว่าในกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน และ

สามารถเติบโตได้อย่างต่อเนื่อง ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสมของการหมักแข็งกากกะทิจากตลาดและ

โรงงานที่ระยะเวลาหมัก 4 วัน มีค่าประมาณ 7.15×106 และ 3.10×106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร ตามลําดับ 

และที่ระยะเวลาหมัก 7 วัน ความเข้มข้นจุลินทรีย์ในกากกะทิมีค่าสูงสุดเท่ากับ 1.30 X 107 สปอร์ต่อ

มิลลิลิตร ขณะที่ในกากเนื้อมะพร้าวมีค่าลดลง (2.05 X 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) ดังตารางที่ 4.4 และรูป

ที่ 4.14 การใช้กากกะทิจากตลาดเป็นสับสเตรทในการผลิตเอนไซม์ผสมดีกว่ากากเนื้อมะพร้าวจาก
โรงงาน เพราะกากกะทิจากตลาดมีเซลลูโลสมากกว่า และมีเฮมิเซลลูโลส ไขมัน และเถ้าน้อยกว่า 

(ตารางที่ 4.1)    
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ตารางที่ 4.4  ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสมของการหมักแข็งกากกะทิจากตลาด (CCNR-M) และกาก

เนื้อมะพร้าวจากโรงงาน (CCNR-F) 

 

ระยะเวลาหมัก (วัน) 
ความเข้มข้นจลุินทรีย์ผสม (สปอร์ต่อมิลลลิิตร) 

CCNR-M CCNR-F 

0 7.55E+04 4.40 X 105 

1 7.00E+05 2.25 X 105 

2 2.50E+06 3.40 X 105 

3 4.65E+06 7.80 X 105 

4 7.15E+06 3.60 X 106 

5 9.50E+06 3.10 X 106 

6 1.20E+07 3.05 X 106 

7 1.30E+07 2.05 X 106 

 

 
 

รูปที่ 4.14  โปรไฟล์การเติบโตของจุลินทรีย์ผสมสําหรับการหมักแข็งกากเนื้อมะพร้าวจากตลาด 

(CCNR-M) และกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน (CCNR-F) 
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ตารางที่ 4.5  กิจกรรมของเอนไซม์ผสมของกากกะทิจากตลาด (CCNR-M) และกากเนื้อมะพร้าวจาก

โรงงาน (CCNR-F) 

 

อายุ 

(วัน) 

น้ําตาลรีดิวซ์ 

(g/L) 

กิจกรรมแมนแนนเนส 

(IU/mL) 

กิจกรรมไซแลนเนส 

(IU/mL) 

กิจกรรมเซลลูเลส 

(FPU/mL) 

CCNR-M CCNR-F CCNR-M CCNR-F CCNR-M CCNR-F CCNR-M CCNR-F 

0 12.662 8.905 0.22 0.15 0.25 0.15 0.10 0.05 

1 16.443 13.483 0.33 0.24 0.34 0.16 0.14 0.09 

2 2.649 7.662 0.11 0.18 0.05 0.12 0.01 0.07 

3 18.955 7.637 0.29 0.23 0.15 0.16 0.06 0.05 

4 18.868 22.877 0.39 0.25 0.25 0.17 0.12 0.07 

5 25.622 13.458 0.45 0.21 0.30 0.15 0.12 0.06 

6 24.502 17.446 0.32 0.45 0.19 0.25 0.06 0.10 

7 21.816 16.376 0.28 0.38 0.10 0.24 0.04 0.09 

 

 
 

รูปที่ 4.15 โปรไฟล์น้ําตาลรีดิวซ์ของกากกะทิจากตลาด (CCNR-M) และกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน 

(CCNR-F)  
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ผลของน้ําตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการหมักแข็งเมื่อใช้กากกะทิจากตลาด (CCNR-M) เป็นสบัสเตรท

มีค่าสูงที่สุดเทา่กับ 25.62 g/L ที่ระยะเวลาหมักนาน 5 วัน ส่วนกากเนื้อมะพร้าวจากโรงงานให้น้ําตาล

รีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 22.88 g/L ที่ระยะเวลาหมักนาน 4 วัน ดังรูปที่ 4.15 ผลที่ได้นี้สอดคล้องกับการ

เติบโตของจุลินทรีย์ผสม (รปูที่ 4.14) นั่นคือจํานวนจุลินทรีย์ผสมมากจะย่อยสลายเซลลูโลสได้เพิ่มขึน้ 

ที่ระยะเวลาหมัก 3 ถึง 5 วัน แต่ที่จํานวนจลุินทรีย์มากเกนิกว่าสารอาหารที่เหลืออยู่จะทําให้น้ําตาล

รีดิวซ์ถูกใช้ไปในการเติบโตของจุลินทรีย์ผสมได้ ที่ระยะเวลาหมัก 6 วันเป็นต้นไป เมื่อพิจารณาการเกิด

น้ําตาลรีดิวซ์มากที่สุดเพื่อผลติเอนไซม์ผสมคือการหมักแขง็โดยใช้กากกะทิจากตลาดเป็นสับสเตรทและ

ระยะเวลาหมักนาน 5 วัน เนื่องจากกากกะทิจากตลาดมีเซลลูโลสมากกว่าโรงงาน  
ผลของแมนแนนเนส ไซแลนเนส และเซลลูเลส แอคทิวิต้ี ที่ได้จากการหมักแข็งกากกะทิจาก

ตลาดเป็นไปในทํานองเดียวกันกับน้ําตาลรีดิวซ์ คือมีค่าสูงสุดที่ระยะเวลาหมัก 5 วันเท่ากับ 0.45 

IU/mL, 0.30 IU/mL และ 0.12 FPU/mL ตามลําดับ ดังตารางที่ 4.5 และรูปที่ 4.16  

 

 
 

รูปที่ 4.16  โปรไฟล์ของแมนแนนเนส ไซแลนเนส และเซลลูเลส แอคทิวิต้ี ที่ได้จากการหมักแข็งกาก

เนื้อมะพร้าวจากตลาด 

 

0.00
0.05
0.10
0.15
0.20
0.25
0.30
0.35
0.40
0.45
0.50

0 1 2 3 4 5 6 7

M
an

na
na

se
 a

ct
ivi

ty
, I

U/
m

L

Xy
la

na
se

 a
ct

ivi
ty

, I
U/

m
L

Ce
llu

la
se

 a
ct

ivi
ty

, F
PU

/m
L

day

Mannanase  activity Xylanase  activity Cellulase activity 



70 
 

 
 

รูปที่ 4.17 โปรไฟล์ของแมนแนนเนส ไซแลนเนส และเซลลูเลส แอคทิวิต้ี ที่ได้จากการหมักแข็งกาก

เนื้อมะพร้าวจากโรงงาน                                    

 

ผลของแมนแนนเนส ไซแลนเนส และเซลลูเลส แอคทิวิต้ี ที่ได้จากการหมักแข็งกากเนื้อ

มะพร้าวจากโรงงาน พบว่า มีค่ามากที่สุดที่ระยะเวลาหมัก 6 วัน เท่ากับ 0.45 Unit / ml, 0.25 Unit / 

ml และ 0.10 FPU / ml ตามลําดับ  

ดังนั้นกากกะทิจากตลาดสามารถใช้เป็นสับสเตรทในการผลิตเอนไซม์ผสมได้แก่ แมนแนนเนส 
ไซแลนเนส และเซลลูเลส โดยผ่านกระบวนการหมักแข็งด้วยจุลินทรีย์ผสม RT-P3 ระหว่างไตรโคเดอร์

มา รีสิอี RT-P1 และแซคคาโรมายซิส สิรีวิซอีิ RT-P2 ได้ดีกว่ากากเนื้อมะพร้าวจากโรงงาน เพราะใช้

เวลาในการผลติน้อยกว่า 1 วัน และผลกิจกรรมของเอนไซม์ผสมยกเว้นกิจกรรมแมนแนนเนสของการใช้

กากกะทิจากตลาดมีค่าเพิ่มขึ้นเนื่องจากกากกะทิจากตลาดมีเซลลูโลสมากกว่า และมขีนาดอนุภาคเฉลี่ย

โดยมวลและปริมาตรน้อยกว่าทําให้จุลินทรย์ีผสมสามารถย่อยสลายสับสเตรทนี้ได้ดีกว่า ที่ระยะเวลา

หมักต้ังแต่ 2 ถงึ 5 วัน จลุินทรีย์ผสมเติบโตในกากกะทิได้ดีมากกว่าในกากเนื้อมะพร้าว (รูปที่ 4.14)  

ผลิตภัณฑ์ที่ได้จึงมีค่ามากกว่า อย่างไรก็ตาม ค่าของกิจกรรมแมนแนนเนสของการใช้กากกะทิและกาก

เนื้อมะพร้าวมีค่าเท่ากัน อาจเกิดจากในกากกะทิและกากเนื้อมะพร้าวมีแมนโนสซึ่งเป็นองค์ประกอบใน

สายโซ่เซลลูโลสท่ีจุลินทรีย์ผสมสามารถย่อยสลายได้พอๆ กัน 
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4.3 ผลการผลิตผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3  

การผลิตผงเอนไซม์ผสม CCNR-RT-P3 เริ่มจากกระบวนการหมักแข็งกากกะทิจากตลาดที่

สภาวะเหมาะสมในกล่องพลาสติกใสขนาดกลางปิดด้วยฝาเจาะรูและบ่มในตู้บ่มต้นแบบโดยควบคุม

อุณหภูมิที่ 24±2oC  อัตราสว่นของการหมักแข็งคือกากกะทิต่ออาหารเหลว เท่ากับ  1 : 3 (น้ําหนัก:

ปริมาตร) ที่พีเอชเท่ากับ 5 การผลิตต่อกล่องใช้กากกะทิเท่ากับ 250 g ในห้วเชื้อจุลินทรีย์ผสม RT-P3 

ที่มีความเข้มขน้เท่ากับ 7.50 X 104 spore/mL (จุลินทรย์ีผสมจากจานเพาะเลี้ยงพีดีเอ 3 จาน) ใน

อาหารเหลวเท่ากับ 750 ml การผลิตผงเอนไซม์ผสมจะใช้ 6 กล่องต่อครั้ง นั่นคือ ผลิตภัณฑ์สดที่ผลิต

ได้คือเอนไซม์ผสม RT-P3 ที่ยังสด มีน้ําหนักประมาณ 7 kg ต่อการผลิต โดยความช้ืนเริ่มต้นของ
ผลิตภัณฑ์สดประมาณร้อยละ 72.62 โดยน้ําหนัก ก่อนการนําไปอบแห้งในตู้บ่มต้นแบบ เมื่อเอนไซม์

ผสมสดนี้ได้ผ่านกระบวนการอบแห้งแล้ว จะได้ผงเอนไซม์ผสมซึ่งมีน้ําหนกัแห้งประมาณ 2 กิโลกรัม ที่

ความช้ืนสุดท้ายประมาณร้อยละ 8 โดยน้ําหนัก  

จากการทดลอง พบว่า กิจกรรมเซลลูเลส แมนแนนเนส ไซแลนเนส และความเข้มข้นของ

น้ําตาลรีดิวซ์ของเอนไซม์ผสมหลังการอบแห้งมีค่ามากกว่าก่อนการอบแห้ง ดังรูปที่ 4.18 และรูปที ่

4.19 ตามลําดับ เนื่องจากตัวอย่างก่อนการอบแห้งไปหาความเข้มข้นต่างๆ ใช ้1 กรัมน้าํหนักเปียก และ

หลังการอบแห้งใช้น้ําหนักตัวอย่าง 1 กรัมน้าํหนักแห้ง 

 

 
รูปที่ 4.18 กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนสของเอนไซม์ผสมก่อนและหลังการ

อบแห้ง   
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ตารางที่ 4.6  ร้อยละความชื้นของเอนไซม์ผสมจากกากกะทิระหว่างการอบแห้ง 

 

ระยะเวลา 
ร้อยละความชื้นของเอนไซม์ผสม 

การทดลองที่ 1 การทดลองที่ 2 การทดลองที่ 3 เฉลี่ย 

เริ่มต้น 79.92 76.09 77.57 77.86 

1 58.62 62.01 67.61 62.74 

2 16.62 33.54 31.55 27.24 

3 6.14 5.49 8.67 6.77 
 

ตารางที่ 4.7  พลังงานไฟฟ้าและค่าใช้จ่ายในการอบแห้งแต่ละการทดลอง 
 

วันที่ 
พลังงานที่ใช้  (kW·h) 

การทดลองที่ 1 การทดลองที่ 2 การทดลองที่ 3 เฉลี่ย 

0 2.55 1.55 1.55 1.85 

1 1.50 1.50 1.50 1.50 

2 1.50 1.50 1.50 1.50 

3 1.65 1.50 1.50 1.55 

รวม 7.20 6.00 6.00 6.40 

 

 
รูปที่ 4.22  โปรไฟล์ร้อยละความชื้นของเอนไซม์ผสมระหว่างการอบแห้ง 
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ตารางที่ 4.8 ค่าใช้จ่ายวัตถุดิบและสารเคมีของหมักแข็งกากกะทิในตู้บ่มต้นแบบ 

 

ลําดับ รายการ ราคาต่อหน่วย ปริมาณที่ใช ้ เป็นเงิน (บาท) 

1 กากกะทิ 2 บาท/กิโลกรมั 5 กิโลกรัม 10.00

2 แคลเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 2 น้ํา 8 บาท/กรัม 5 กรัม 40.00

3 แมกนีเซียมซลัเฟต 7 น้ํา 1.4 บาท/กรัม 5 กรัม 7.00

4 ปุ๋ยยูเรีย 0.02 บาท/กรมั 40 กรัม 0.80

5 ปุ๋ยฟอสเฟต 0.09 บาท/กรมั 75 กรัม 6.75

6 น้ําตาลมะพร้าว 0.06 บาท/กรมั 150 กรัม 9.00

7 กรดซิตริก 0.58 บาท/กรมั 2 กรัม 1.16

8 อาหารเลี้ยงเชื้อพีดีเอ 5.7 บาท/กรัม 14.63 กรมั 83.36

9 น้ําอาร์โอ 0.4 บาท/ลิตร 20 ลิตร 8.00

10 อ่ืนๆ 10 บาท/กิโลกรัม 5 กิโลกรมั 50.00

รวมเป็นเงินทั้งสิ้น (บาท/กากกะทิ 5 กิโลกรมั) 216.07

รวมเป็นเงินทั้งสิ้น (บาท/กากกะทิ 1 กิโลกรมั) 43.21

 

ตารางที่ 4.9 คา่ใช้จ่ายในการดําเนินงานของการหมักแข็งกากกะทิในตู้บ่มต้นแบบ 

 

ลําดับ อุปกรณ์ กําลังไฟฟ้า 

(กิโลวัตต์) 

เวลาที่ใช้ในการ

ดําเนินงาน 

(ช่ัวโมง) 

หน่วยไฟฟ้า 

(kW.h) 

เป็นเงิน 

(บาท) 

1 ตู้เขี่ยเชื้อ 2.2 1 2.2 7.70 

2 หม้อนึ่งความดันไอน้ํา 2.2 1 2.2 7.70 

3 เครื่องกวนแม่เหล็ก 1.03 ½ 0.51 1.79 

4 เครื่องบดมูลิเน็กซ ์ 0.50 3 1.50 5.25 

5 เครื่องบดกากกะทิ 1.65 0.08 0.13 0.46 

6 ตู้บ่มต้นแบบ 0.3 144 43.2 151.2 

7 เครื่องอบแห้งต้นแบบ - - 6.40 22.4 

รวมทั้งสิ้น (บาทต่อ 5 กิโลกรมั) 196.5 

รวมทั้งสิ้น (บาทต่อ 1 กิโลกรมั) 39.3 

 



76 
 
4.4 ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักก่ึงเหลวแบบกะจากกากกะทิด้วยผงเอนไซมผ์สม 

CCNR-RT-P3 เพื่อผลิตเอทานอล 

ผลของความเข้มข้นเอทานอลที่ได้ที่สภาวะต่างๆ ดังตารางที่ 4.10 เมื่อนาํความเข้มข้นของ 

เอทานอลไปคํานวณหาสภาวะที่เหมาะสมดว้ยวิธีการทดลองออโธโกนอล ดังตารางที่ 4.11 พบว่า 

สภาวะที่ทําให้ได้ความเข้มข้นเอทานอลมากที่สุดคือน้ําหนักกากกะทิเท่ากับร้อยละ 12 โดยน้ําหนัก ผง

ครูดเอนไซม์ผสมเท่ากับร้อยละ 4 โดยน้ําหนัก ใช้ความเขม้ข้นน้ําตาลปีปในอาหารเหลวเท่ากับร้อยละ 3 

โดยน้ําหนัก และระยะเวลาหมักนาน 10 วัน  

 
ตารางที่ 4.10  ผลของเอทานอลที่ได้จากการหมักก่ึงเหลวกากกะทิด้วยผงครูดเอนไซม์ผสม RT-P3 ใน

อาหารเหลวปริมาตร 100 mL โดยวิธีการทดลองออร์โธโกนอล (การทดลองที่ 1) 

 

ลําดับที่ ตัวแปรอิสระ ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) กากกะทิ (g) ผงเอนไซม์ผสม (g) น้ําตาล (g) 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 

46.76 

54.19 

59.73 

64.73 

70.00 

64.59 

59.73 

50.95 

68.78 
 

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 

50.41 

37.70 

31.08 

64.19 

49.46 

49.46 

76.89 

70.81 

60.95 
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ตารางที่ 4.10  (ต่อ) ผลของเอทานอลที่ได้จากการหมักก่ึงเหลวกากกะทิด้วยผงครูดเอนไซม์ผสม RT-

P3 ในอาหารเหลวปริมาตร 100 mL โดยวิธีการทดลองออร์โธโกนอล (การทดลองที่ 1) 

 

ลําดับ

ที่ 

ตัวแปรอิสระ ความเข้มข้นเอทานอล 

(กรัมต่อลิตร) กากกะทิ (g) ผงเอนไซม์ผสม (g) น้ําตาล (g) เวลาที่ใช้ (วัน)

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 

75.14 

74.86 

61.89 
56.89 

85.14 

46.62 

61.35 

58.38 

62.43 
 

 

ตารางที่ 4.11  ผลการคํานวณความเข้มข้นเอทานอลที่สภาวะต่างๆ ของการหมักก่ึงเหลวแบบแบทซ์

โดยวิธีการทดลองออร์โธโกนอล (การทดลองที่ 1) 
 

กากกะทิ (g) 4 6 8 10 12 g 

เอทานอล (g/L) 46.76 58.28 58.66 63.45 64.59 g/L 

ครูดเอนไซม์ (g) 1 2 3 4 5 g 

เอทานอล (g/L) 54.19 51.40 58.38 70.32 59.73 g/L 

น้ําตาล (g) 0 1 2 3 4 g 

เอทานอล (g/L) 59.73 56.86 57.48 64.86 59.87 g/L 

เวลา (วัน) 2 4 6 8 10 g 

เอทานอล (g/L) 64.73 57.18 56.20 64.54 68.78 g/L 

 

ผลการทดลองที่ 1 สภาวะที่ได้ยังไม่เหมาะสมเพราะกากกะทิที่ใช้เป็นน้ําหนักที่กําหนดใน

ขอบเขตสูงสุด นั่นคือถ้าใช้กากกะทิเป็นสับสเตรทมากขึ้น เอทานอลที่ได้ก็จะมีค่ามากตามไปด้วย และ

การใช้กากกะทิร้อยละ 12 มขีีดจํากัดในการหมักก่ึงเหลวเอทานอลจากกากกะทิเพราะกากกะทิดูด

อาหารเหลวทําให้ปริมาตรของเหลวลดลง และกากกะทิพองขึ้น การเก็บของเหลวตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์

เอทานอลทําได้ยาก นั่นคือ การหมักเอทานอลโดยใช้กากกะทิร้อยละ 12 เข้าใกล้การหมักแข็ง 
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ดังนั้น งานวิจัยนี้ได้ออกแบบขอบเขตของการทดลองใหมท่ี่น้ําหนักกากกะทิน้อยกว่าร้อยละ 

12 ด้วยการแปรผันกากกะทเิป็นร้อยละ 10, 8, 6 และ 4 โดยน้ําหนัก ผงเอนไซม์ผสมเป็นร้อยละ 1, 2, 

3, 4 และ 5 โดยน้ําหนัก และระยะเวลาที่ใช้หมักเท่ากับ 1, 3, 5, 7 และ 9 วัน ตามลาํดับ ในอาหาร

เหลวปริมาตร 100 mL คงที่ ผลการทดลองดังตารางที่ 4.12 และผลการคํานวณดังตารางที่ 4.13  
 

ตารางที่ 4.12  ผลของเอทานอลที่ได้จากการหมักก่ึงเหลวกากกะทิด้วยผงครูดเอนไซม์ผสม RT-P3 ใน

อาหารเหลวปริมาตร 100 mL วิธีการทดลองออร์โธโกนอล (การทดลองที่ 2 และ 3)  
 

ลําดับ

ที่ 
กากกะทิ (g) เอนไซม์ผสม (g) น้ําตาล (g) เวลา (วัน) 

เอทานอล (g/L) 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 เฉลี่ย 

1 2 1 0 1 12.16 20.16 16.16
2 4 1 1 3 42.26 48.63 45.45
3 6 1 2 5 83.82 80.11 81.97
4 8 1 3 7 65.88 160.04 112.96
5 10 1 4 9 86.47 65.96 76.22
6 2 2 4 9 38.73 69.67 54.20
7 4 2 0 1 25.09 45.54 35.32
8 6 2 1 3 72.15 58.98 65.57
9 8 2 2 5 96.64 100.09 98.37
10 10 2 3 7 105.04 179.13 142.09
11 2 3 3 7 87.89 178.43 133.16
12 4 3 4 9 98.59 109.37 103.98
13 6 3 0 1 20.02 76.39 48.21
14 8 3 1 3 60.48 111.58 86.03
15 10 3 2 5 108.13 109.02 108.58
16 2 4 2 5 123.87 122.55 123.21
17 4 4 3 7 100.97 204.86 152.92
18 6 4 4 9 116.89 112.38 114.64
19 8 4 0 1 48.10 100.27 74.19
20 10 4 1 3 99.12 123.61 111.37
21 2 5 1 3 115.47 116.36 115.92
22 4 5 2 5 99.12 128.74 113.93
23 6 5 3 7 95.05 201.24 148.15
24 8 5 4 9 100.00 93.72 96.86

25 10 5 0 1 35.51 107.16 71.34 
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ตารางที่ 4.13  ผลการคํานวณความเข้มข้นเอทานอลที่สภาวะต่างๆ ของการหมักก่ึงเหลวแบบแบทซ์

โดยวิธีการทดลองออร์โธโกนอล (การทดลองที่ 2 และ 3) 

 

กากกะทิ (g) 2 4 6 8 10 g 

เอทานอล (g/L) 88.53 90.32 91.70 93.68 101.92 g/L 

ครูดเอนไซม์ (g) 1 2 3 4 5 g 

เอทานอล (g/L) 66.55 79.11 95.99 115.26 109.24 g/L 

น้ําตาล (g) 0 1 2 3 4 g 

เอทานอล (g/L) 49.04 84.86 105.21 137.85 89.18 g/L 

เวลา (day) 1 3 5 7 9 g 

เอทานอล (g/L) 49.04 84.86 105.21 137.85 89.18 g/L 

 

สภาวะที่เหมาะสมของการหมักก่ึงเหลวแบบกะจากการคํานวณ (ตารางที่ 4.13) ด้วยวิธีการ

ทดลองออร์โธโกนอลคือ กากกะทิร้อยละ 10 โดยน้ําหนัก ผงครูดเอนไซมร์้อยละ 4 โดยน้ําหนัก น้ําตาล

ในอาหารเหลวร้อยละ 3 โดยน้ําหนักและระยะเวลาที่ใช้หมัก 7 วัน  

 
4.5 ผลของการหมักก่ึงเหลวเอทานอลแบบกะและกึ่งกะจากกากกะทิด้วยเอนไซม์ผสม RT-P3 ใน 

อาหารเหลวทีส่ภาวะเหมาะสม 

ผลการหมักก่ึงเหลวเอทานอลจากกากกะทิด้วยเอนไซม์ RT-P 3 ในอาหารเหลวที่สภาวะ

เหมาะสมแบ่งตามกระบวนการหมัก 2 แบบ คือ 

4.5.1 ผลการหมักเอทานอลแบบกะ (Batch)  

วิธีทดลองจะทําการขยายขนาดการหมักก่ึงเหลวจากเขย่าขวดปริมาตร 100 mL เป็น 30 เท่า 

ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 15 ลิตรทีส่ภาวะเหมาะสม นัน่คือ ใช้น้ําหนักกากกะทิเท่ากับ 300 g ผงครูด

เอนไซม์ผสม RT-P3 เท่ากับ 120 g และปรมิาตรอาหารเหลว (ความเข้มข้นน้ําตาลในร้อยละ 3 โดย

น้ําหนัก) เท่ากับ 3,000 mL แต่เมื่อใช้ส่วนผสมดังกล่าว กากกะทิได้ดูดอาหารเหลว ทําให้ของเหลวใน

ถังหมักจึงลดลง ไม่สามารถเก็บตัวอย่างของเหลววิเคราะห์ผลผลิตได้ จงึเพิ่มปริมาตรหัวเชื้อจุลินทรีย์

ผสมเท่ากับ 4500 mL (เพิ่มขึ้นอีกร้อยละ 50 โดยน้ําหนกั) ที ่pH เท่ากับ 5 และอุณหภูมิห้อง (30oC) 

การหมักเอทานอลกึ่งเหลวแบบกะใช้วิธีการกวนผสมกากกะทิและหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมในอาหารเหลว

ด้วยความเร็วรอบประมาณ 120 รอบต่อนาทีประมาณ 6 ถึง 8 ช่ัวโมง เติมอากาศเฉพาะตอนกลางคืน

ประมาณ 12 ถึง 15 ช่ัวโมง  
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วิธีการเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์เอทานอลคือเก็บสารละลายใสที่อยู่ด้านบนเมื่อไม่ได้ทําการ

กวนผสมและเติมอากาศ อย่างไรก็ตาม ก่อนเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์น้ําตาลรีดิวซ์ เชื้อจุลินทรีย์ผสม 

กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส จะทาํการกวนผสมนานประมาณ 1 ช่ัวโมง และทิ้ง

ไว้นาน 30 นาทีให้ตกตะกอน แล้วจึงเก็บตัวอย่างสารแขวนลอยด้านบน   

การหมักก่ึงเหลวเอทานอลกึ่งเหลวแบบกะพบว่า จุลินทรย์ีผสม RT-P3 ใช้เวลาปรับตัว 1 วัน

และการเติบโตลดลงที่ระยะเวลาหมักนาน 2 วัน เพราะอาหารหรือแหล่งคาร์บอนลดลงจากการที่

น้ําตาลถูกเปลี่ยนเป็นเอทานอลในกระบวนการหมัก จุลินทรีย์ผสมมีการเติบโตอย่างรวดเร็วในช่วงสั้นๆ 

ที่เวลาหมัก 3 วัน หลังจากนั้นการเติบโตลดลงอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากนํ้าตาลลดลงจากการเปลี่ยนไป
เป็นเอทานอลที่เพิ่มขึ้น เกิดการยับย้ังของผลิตภัณฑ์ขึ้น ความเข้มข้นของเชื้อจุลินทรีย็ผสมจึงลดลง

ต้ังแต่ระยะเวลาหมัก 4 วันขึ้นไป เอทานอลที่ได้มีค่าคงที่ พบว่า เอทานอลที่ได้มีค่าสูงสุดประมาณ 33 

กรัมต่อลิตร ที่เวลาหมักนาน 4 วัน  

โปรไฟล์กิจกรรมของเซลลูเลส และแมนแนนเนส ของการหมักก่ึงเหลวเอทานอลกึ่งเหลวแบบ

กะนี้มีค่าสูงสุดประมาณ 2.78 FPU/mL และ 1.00 IU/mL ที่ระยะเวลาหมัก 1 วัน และลดตํ่าลงอย่าง

รวดเร็วที่ระยะเวลาหมัก 2 วัน และต่ําลงเลก็น้อยที่ระยะเวลาหมัก 3 วันขึ้นไป ส่วนกิจกรรมของไซ

แลนเนสมีค่าประมาณ 0.68 IU/mL ที่เวลาหมักนาน 2 วัน อย่างไรก็ตาม กิจกรรมไซแลนเนสมีการ

เปลี่ยนแปลงเล็กน้อย  

ผลของการกวนผสมและการเติมอากาศในระหว่างการหมักทําให้การเติบโตของราใน SmF 

ไม่สอดคล้องกับธรรมชาติ การเติบโตของเชื้อราจะอยู่บนและภายในสับสเตรทของแข็ง ซึ่งเป็นหลักการ

เบื้องต้นสัมพันธ์กับการเกาะติดของเซลล์ (adhesion) รูปร่างลักษณะการเติบโตของราเส้นใยเป็น

พารามิเตอร์สําคัญสมัพันธ์กับอัตราการผลิตเอนไซม์ การเตบิโตของราเกิดเป็นฟิล์มชีวภาพซึ่งมีผลต่อ

ประสิทธิภาพการผลิต [47] การกวนผสมและการเติมอากาศในถังหมักในงานวิจัยนี้ อาจจะไปทําลาย

การเกิดฟิล์มดังกล่าว อัตราการผลิตจึงลดลงอย่างต่อเนื่อง ดังรูปที่ 4.23 และ 4.24 ตามลําดับ  
การผลิตเอนไซม์ผสมต่างๆ จากกากกะทิจึงควรใช้กระบวนการหมักแข็งมากกว่ากระบวนการ

หมักก่ึงเหลว เพราะได้ผลิตภัณฑ์และเป็นกระบวนการที่ไม่ยุ่งยาก อย่างไรก็ตาม ควรทาํปรับปรุงระบบ

การหมักก่ึงเหลวเอทานอลจากกากกะทิซึ่งมีของแข็งผสมในอาหารเหลว จึงจําเป็นต้องออกแบบถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพใหม่ที่เหมาะสม ศึกษาตัวแปรต่างๆ ที่มีผลต่อกระบวนการหมักเอทานอล ได้แก่ เวลา

และปริมาณของการเติมอากาศ เวลาและปริมาตรของการเติมอาหารเหลว ที่ความเข้มขน้ของจุลินทรีย์

ผสมทีม่ีอยู่ในถงัหมักคงที่ เป็นต้น  
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รูปที่ 4.23 โปรไฟล์ของเอทานอล น้ําตาลรีดิวซ์และความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสมของการหมัก 

ก่ึงเหลวเอทานอลแบบกะ 

 

 
รูปที่ 4.24 โปรไฟล์กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ของการหมักเอทานอล 

ก่ึงเหลวแบบกะ 
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4.5.2 ผลการหมักเอทานอลแบบกึง่กะ (Fed-batch)  

วิธีการทดลองการหมักเอทานอลแบบกึ่งกะเหมือนกับแบบกะที่สภาวะเหมาะสม ยกเว้น

หลังจากระยะเวลาหมักผ่านไป 1 วัน จะต้องเติมอาหารเหลวใหม่ ปรมิาตร 500 มลิลลิติรลงในถังหมกั

ทุกๆ วัน พบว่า เอทานอลที่ได้มีค่าสูงสุดประมาณ 47.7 กรัมต่อลิตร ที่เวลาหมักนาน 4 วัน โปรไฟล์

กิจกรรมเซลลูเลสของการหมกัก่ึงเหลวเอทานอลแบบกะที่ได้มีค่าสูงสุดประมาณ 2.75 FPU/mL ที่

ระยะเวลาหมัก 1 วัน และลดต่ําลงอย่างรวดเร็วที่ระยะเวลาหมัก 2 วัน และต่ําลงเล็กน้อยที่ระยะเวลา

หมัก 3 วันขึ้นไป ส่วนกิจกรรม แมนแนนเนสและไซแลนเนส มีค่าประมาณ 1.18 IU/mL และ 1.00 

IU/mL ที่ระยะเวลาหมัก 1 วัน ตามลําดับ หลังจากนั้นกิจกรรมเอนไซมท์ั้งสองมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง 
ดังรูปที่ 4.25 และ 4.26 ตามลําดับ 

ความเข้มข้นเอทานอลที่ได้จากการหมักก่ึงเหลวกากกะทิด้วยเผงเอนไซม์ผสม RT-P3 แบบกึ่ง

กะ เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับการหมักแบบกะ คิดเป็นร้อยละ 45 อย่างไรก็ตาม กิจกรรมของเอนไซม์เพิ่มขึ้น

ไม่มากนัก เนื่องจาก จุลินทรย์ีผสมสามารถใช้น้ําตาลในอาหารเหลวที่เติมเข้าไปใหม่ได้ทนัที จึงเปลี่ยน

น้ําตาลเป็นเอทานอลและใชใ้นการเติบโตได้ค่อนข้างคงที่ต่อไปอีก 2 วัน จากนั้นการเติบโตของจุลินทรีย์

ผสมจะลดลง เพราะเอทานอลที่ได้มีค่าสูงสดุ ซึ่งเอทานอลจะเป็นสารยับย้ังการเติบโตของจุลินทรีย์ผสม 

และทําให้การย่อยสลายถูกยับย้ังไปด้วย ทําให้น้ําตาลรีดิวซ์มีค่าลดลงด้วย ดังนั้น การหมักเอทานอล

แบบกึ่งกะจึงควรทําการศึกษาในงานวิจัยต่อไป เพื่อหาปริมาตรหัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมในอาหารเหลวที่

ต้องการเติมลงในถังหมักร่วมกับการนําผลิตภัณฑ์เอทานอลที่ได้ออกจากถังหมัก ที่ระยะเวลาหมักนาน 

4 วัน เพื่อการผลิตเอทานอลได้อย่างต่อเนื่อง  

การหมักเอทานอลกึ่งเหลวทั้งแบบกะและกึ่งกะจะมีเอทานอลเริ่มต้น เพราะในขั้นตอนการ

หมักแข็งผลิตภัณฑ์ผงครูดเอนไซม์ผสมจะมเีอทานอลเกิดขึ้นด้วย จึงผสมอยู่ในผงที่นํามาใช้ งานวิจัยนี้มี

ข้อเสนอแนะเพื่องานวิจัยต่อไป ดังนี้ 

1. การผลิตเอทานอลจากการหมักแข็งวัสดุลิกโนเซลลูโลสด้วยผงครูดเอนไซม์ผสม RT-P3  
2. ศึกษาวิธีการสกัดแยกเอทานอลและเอนไซม์ออกจากการหมักแข็งเพื่อผลิตเอทานอล 

3. ศึกษาการแยกเอนไซม์และน้าํตาลรีดิวซ์ที่ได้จากการหมักก่ึงเหลวมาใช้หมุนเวียนเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพการหมักเอทานอล 

4. ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการปลดปล่อยเอนไซม์ต่างๆ โดยการเพิ่มตัวแปรที่มผีลต่อการ

เหนี่ยวนําการเกิดเอนไซม์ ได้แก่ ปัจจัยของสับสเตรทผสมต่างๆ ต่อเอนไซม์จากการหมกัแข็งวัสดุ

เซลลูโลสผสม ได้แก่ การผสมของกากกะท ิกากเห็ดหลินจือ กากถั่วเหลือง กากเปลือกตระกูลส้ม และ

รําข้าว ในอาหารเหลวและผงครูดเอนไซม์ผสม RT-P3 ที่ได้จากงานวิจัยนี้ 
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รูปที่ 4.25 โปรไฟล์ของเอทานอล น้ําตาลรีดิวซ์และความเข้มข้นของจุลินทรีย์ผสมของการหมักก่ึงเหลว

เอทานอลแบบกึ่งกะ 

 

 
รูปที่ 4.26 โปรไฟล์กิจกรรมของเซลลูเลส แมนแนนเนส และไซแลนเนส ของการหมักก่ึงเหลว 

เอทานอลแบบกึ่งกะ 
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(ก)                                                          (ข) 

 

                                
                    

(ค) ไม่เติมอาหาร                                       (ง) เติมอาหาร 

  
รูปที่ 4.27 การหมักก่ึงเหลวเอทานอลแบบกะ (ก) และ (ค) และกึ่งกะ (ข) และ (ง) ในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพขนาด 15 ลิตรที่สภาวะเหมาะสม  


