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การศึกษาเพือ่พฒันาเคร่ืองต้นแบบการผลติผงเอนไซม์ผสมจากต้นสดข้าวฟ่างหวาน 
ส าหรับอตุสาหกรรมเอทานอล 

 

บทคัดย่อ 
 

งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อผลิตผงจุลินทรียผ์สมจากกระบวนการหมกัแขง็ล าตน้สดขา้ว
ฟ่างหวานดว้ยจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิ 2 สายพนัธ์ุ คือไตรโคเดอร์มา รีสิอีและแซคคาโรมายซิส สิรีวซิิอี 
เพื่อน าไปใชส้ าหรับการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวจากล าตน้สดขา้วฟ่างหวานแบบกะและก่ึงกะ ศึกษา
ความเร็วการป้อนน ้าหมกัเพื่อแยกเอทานอลและจุลินทรียด์ว้ยเยือ่แผน่อลัตราและการรีไซเคิล
จุลินทรียคื์นถงัหมกัแบบก่ึงกะ ผลของงานวจิยัดงัต่อไปน้ี 

การผลิตผงจุลินทรียผ์สมใชล้ าตน้สดขา้วฟ่างหวานหนกั 100 กรัม หวัเช้ือจุลินทรียผ์สมท่ี
มีความเขม้ขน้ประมาณ 1×106 เซลลต่์อมิลลิลิตรในอาหารเหลว 60 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากบั 5 ใชเ้วลา
บ่มนาน 7 วนัท่ีอุณหภูมิ 242oC จากนั้นจุลินทรียผ์สมสดท่ีไดถู้กน าไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 60oC 
เพื่อใหมี้ความช้ืนสุดทา้ยประมาณร้อยละ 12 โดยน ้าหนกั เม่ือน าจุลินทรียผ์สมแหง้ไปผา่นเคร่ืองบด
ตน้แบบจะไดผ้งจุลินทรียผ์สมหรือเรียกวา่ผงเอนไซมผ์สมท่ีมีความเขม้ขน้ประมาณ 2.0×108 เซลล์
ต่อมิลลิลิตร  

สภาวะเหมาะสมของการหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะจากล าตน้สดขา้วฟ่างหวานดว้ย
ผงจุลินทรียผ์สมโดยใชว้ธีิการทดลองออร์โธโกนอลท่ีอุณหภูมิหอ้ง (30oC) คือ ใชล้ าตน้สดขา้วฟ่าง
หวานหนกั 35 กรัม ผงจุลินทรียผ์สมหนกั 4.5 กรัมในอาหารเหลว 100 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากบั 5 และ
ใชเ้วลาหมกันาน 7 วนั  

การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะท่ีสภาวะเหมาะสมในระดบัเขยา่ขวดรูปชมพูข่นาด 5 
ลิตร พบวา่ เอทานอลท่ีไดเ้ท่ากบั 39.59  กรัมต่อลิตร เวลาหมกันาน 5 วนั เวลาท่ีจุลินทรียเ์ติบโตเป็น
สองเท่าคือ 2 วนั  

การหมกัเอทานอลก่ึงเหลวแบบกะท่ีสภาวะเหมาะสมในถงัหมกัขนาด 15 ลิตร ใช้
ความเร็วกวนผสมประมาณ 200 รอบต่อนาที เวลา 3 ชัว่โมงต่อวนั ใบกวนชนิด paddle blade และ
ปรับพีเอชเท่ากบั 5 พบวา่ เอทานอลท่ีไดเ้ท่ากบั 43.11 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาหมกันาน 8 วนั และ
ผลไดข้องเอทานอลเท่ากบัร้อยละ 69 

การหมกัแบบก่ึงกะในถงัหมกัขนาด 15 ลิตร การทดลองเหมือนแบบกะทุกประการ 
ยกเวน้ เติมอาหารเหลวใหม่ 500 มิลลิลิตรทุกๆ 2 วนั และปรับพีเอชเท่ากบั 5 พบวา่ เอทานอลท่ีได้
เท่ากบั 35.81 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาหมกันาน 9 วนั และผลไดข้องเอทานอลประมาณร้อยละ 240 
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การหมกัแบบก่ึงกะในถงัหมกัขนาด 15 ลิตรร่วมกบัการรีไซเคิลจุลินทรีย ์ โดยเติมอาหาร
เหลวใหม่ 500 มิลลิลิตรทุกๆ 2 วนั ปรับพีเอชเท่ากบั 5 โดยท่ีทุกๆ 4 วนั ท าการรีไซเคิลจุลินทรียใ์น
รีเทนเทต 300 มิลลิลิตรและอาหารเหลวใหม่ 200 มิลลิลิตร พบวา่ เอทานอลท่ีไดเ้ท่ากบั 58.2 กรัม
ต่อลิตรหรือ 494.8 กรัมเอทานอลในปริมาตรน ้าหมกั 9 ลิตร และผลไดข้องเอทานอลประมาณร้อย
ละ 450 ท่ีเวลาหมกันาน 54 วนั 

การศึกษาความเร็วการป้อนน ้ าหมกัของการแยกดว้ยเยือ่แผน่อลัตราแบบไหลขวางเพื่อ
กรองเอทานอลและจุลินทรีย ์ โดยแปรผนัความเร็วการป้อนเท่ากบั 0.1, 0.2 และ 0.3 เมตรต่อวินาที 
พบวา่ ความเร็วการป้อนคือ 0.1 เมตรต่อวนิาทีหรือ 50 รอบต่อนาที ใหผ้ลการกกักนัเอทานอลใน
เพอมิเอทและการเพิ่มจุลินทรียใ์นรีเทนเทตประมาณร้อยละ 16.8 และ 56.3 อยา่งไรก็ตาม ท่ี
ความเร็วการป้อนน้ีใชเ้วลากรองน ้าหมกั 1 ลิตรนานประมาณ 100 นาที  

 
ค าส าคัญ: เอทานอล การหมกัแขง็ การหมกัก่ึงเหลวแบบกะและก่ึงกะ การแยกดว้ยเยือ่แผน่แบบ
ไหลขวาง ล าตน้สดขา้วฟ่างหวาน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ง 
 

Study on the Pilot Scale Development of Mixed Enzymes Powder Production 
from Sweet Sorghum Fresh Stalks for Ethanol Industries 

 
Abstract 

  
This study aim to produce powder of mixed-culture microorganisms from solid state-

fermentation of sweet sorghum fresh stalks using pure culture of Trichoderma reesei and 
Saccharomyces cerevisiae for ethanol batch and fed-batch submerged fermentation. And also 
fermentation broth feed velocity for ethanol and microorganism separation using ultrafiltration 
membrane was investigated. The research results were found as following. 

The mixed-culture microorganisms powder production under solid state-fermentation 
was performed using 100 g sweet sorghum fresh stalks, 1×106 cell/mL mixed –culture 
microorganism in 60 mL liquid medium at pH 5 and 7 days incubated at temperature 24±2 oC. 
Then fresh product was dried at 60oC until 12% by weight final moisture content. After that 
2.0×108 cell/mL mixed-culture microorganism or mixed enzyme powder was produced by 
grinding. 

The orthogonal experimental method was used to find the optimal condition for ethanol 
submerged fermentation of sweet sorghum fresh stalks with mixed enzyme powder at room 
temperature (30oC). The optimal condition at 250 mL Erlenmeyer shaking flask were 35 g sweet 
sorghum fresh stalks, 4.5 g mixed enzyme powder in 100 mL liquid medium at pH 5 and 7 days 
incubation. 

The ethanol submerged batch fermentation at the optimal condition was performed in 5 
L Erlenmeyer shaking flask. It was found that 39.59 gL-1 ethanol obtained at 5 days fermentation 
and 2 days for double time microorganism growth estimation.   

Moreover, ethanol submerged batch fermentation at the optimal condition was 
investigated in  15 L fermenter with paddle blade at 200 rpm mixing rate for 3 h per day, 6 L 
liquid medium control volume and pH 5 adjusted. It was found that 43.11 gL-1 ethanol and about 
69% ethanol yield for 8 days fermentation. 
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Fed-batch fermentation was performed as same as batch fermentation except for 500 
mL fresh liquid medium addition at every 2 days and pH 5 adjusted in 15 L fermenter. It was 
found that 35.81 gL-1 ethanol and about 240% ethanol yield for 9 days fermentation. 

Fed-batch fermentation with filtrated microorganism recycle was done. The 500 mL 
fresh liquid medium was added at every 2 days and pH 5 adjusted then refilled 300 mL filtrated 
microorganism in retentate and 200 mL fresh liquid medium at every 4 days. It was found that 
58.2 gL-1 ethanol or 494.8 g ethanol in 9 L fermentation broth and about 450% ethanol yield at 54 
days fermentation. 

The fermentation broth feed velocity of cross-flow ultrafiltration membrane separation 
was investigated for ethanol and microorganism filtration using 0.1, 0.2 and 0.3 m/s as variable 
parameters.  It was found that suitable feed velocity is 0.1 m/s or 50 rpm. The results showed that 
16.8% ethanol rejection in permeate and 56.3% microorganism increasing in retentate. However 
it took 100 min for 1 L fermentation broth filtration.  
 
Keyword: ethanol, solid-state fermentation, fed-batch submerged fermentation, cross-flow 
membrane separation, sweet sorghum fresh stalks 

 
 
 
 
 

 
 
 

 


