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การผลิตเอทานอลจากกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันโดยเช้ือผสมท่ีคัดเลือก 

Mixed cultures of palm kernel meal for ethanol production by selected 

microorganisms 

1. บทนํา  

เอทานอล (Ethanol) เปนแหลงพลังงานทดแทนท่ีสําคัญยิ่ง นอกจากใหพลังงานแลวยังจัดเปน

เชื้อเพลิงสะอาด อุตสาหกรรมการผลิตเอท านอลในประเทศไทยปจจุบันใชน้ําตาลและแปงมันสําปะหลังเปน

วัตถุดิบหลัก  แนวทางการผลิตเอทานอลตนทุนต่ํา นิยมใชวัสดุเหลือท้ิง เชน ชานออย ฟางขาว แกลบ ข้ีเลื่อย 

กากและเปลือกเมล็ดปาลมน้ํามัน  ตางๆ  ซ่ึงมีราคาถูกและมีปริมาณสูง  อยางไรก็ตามการผลิตเอทานอลจาก

วัสดุเหลือท้ิงดังกลาวตองประสบปญหาตนทุนสูงจากเทคโนโลยีการพรีทรีทเมนท ผลไดเอทานอลตามทฤษฏี 

(Theoretical Yield) ต่ํา และสวนประกอบท่ีไดจากการยอยสารประกอบ lignocellulosic materials 

เหลานี้ยังมีสวนผสมสารยับยั้งหลายชนิด   เซน furfural ป ะปนมากับ  hydrolysate product  ทําใหการ

หมักเพ่ือใหเกิดเอทานอลตองประสบปญหา  การทดลองนําจุลินทรียท่ีคัดเลือกท่ีทนตอสภาวะอุณหภูมิสูงและ

ทนตอสภาวะของสารเคมียับยั้งดังกลาวแทนการใชสายพันธุยีสตนําเขาเพ่ือผลิตเอทานอลในระดับ

อุตสาหกรรม จะชวยใหประหยัดตนทุนและประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลดีข้ึน   การใชวัสดุเหลือท้ิงจาก

อุตสาหกรรมน้ํามันปาลม เชน กากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน  (palm kernel meal)  ซ่ึงเปนผลพลอยไดจาก

อุตสาหกรรมผลิตน้ํามันปาลม มาใชเปนวัตถุดิบในการทดสอบการผลิตเอทานอลจึงนาสนใจเนื่องจากกากเนื้อ

ในเมล็ดปาลมน้ํามัน ประกอบดวยแหลงสารอาหารปริมาณสูง เชน mannan, xylan, cellulose, protein,  

minerals และสารอ่ืนๆ จากคุณสมบัติดังกลาวเม่ือผานการพรีทรีทเมนท จะใหสวนประกอบหลักเปนน้ําตาล

ชนิดตางๆไดแก mannose, xylose , glucose และน้ําตาลอ่ืนๆ ซ่ึงเหมาะท่ีจะนํามาเปนแหลงคารบอนหลักท่ี

ใชในการหมักของเชื้อท่ีผลิตเอทานอลได โดยท่ัวไปแลวการผลิตเอทานอลนิยมใชยีสตในการหมัก  ยีสตหลาย

สายพันธุท่ีนิยมใชในการผลิตเอทานอล เชน Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, 

Candida tropicalis   อยางไรก็ตามพบวายีสตท่ัวๆ ไป เหลานี้ไมสามารถหมัก hydrolysates ท่ีไดจากการ

ยอยลิกโนเซลลูโลสไดหมด เนื่องจากขาดความสามารถในการยอยและใชน้ําตาลบางชนิด เฃน C5  และการไม

ทนสภาวะจํากัด เชน สารยับยั้ง บางชนิด ดังนั้น การพัฒนาเทคนิคการหมักรวมของเชื้อท่ีมีคุณสมบัติดังกลาว  

จะทําใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล จาก lignocellulosic materials ดีข้ึน โดยเชื้อราหลายชนิด เชน 

Tricoderma , Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, Monilia  มีความสามารถในการผลิตเอทานอลจาก

เซลลูโลสได แตพบวาผลไดเอทานอลคอนขางต่ํา  ดังนั้นแนวทางการใชเชื้อผสมในการหมักรวมระหวางเชื้อรา

และยีสตท่ีคัดเลือก จะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักเอทานอลไดดียิ่งข้ึน  
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2. วัตถุประสงค 

2.1 นําสายพันธุท่ีคัดเลือกสําหรับใชในการผลิตเอทานอลในสภาวะอะไบโอติก เชน การทนอุณหภูมิ

สูง และการทนสารยับยั้ง มาทดสอบการหมักเพ่ือผลิตเอทานอลรวมกับเชื้ออ่ืนๆ เชน เชื้อรา โดยใชกากเนื้อใน

เมล็ดปาลมน้ํามันเปนวัตถุดิบอันเปนตัวแทนหนึ่งสําหรับวัตถุดิบเซลลูโลสท่ีมีราคาถูกท่ีมีสวนประกอบของ

น้ําตาล C5 และ C6 

2.2 ทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักรวมของเชื้อ โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน เปน

วัตถุดิบ เพ่ือศึกษาแนวทางเพ่ิมประสิทธิภาพการหมักเอทานอลจาก lignocellulosic materials  

2.3 ศึกษาผลไดเอทานอลในการหมักรวม ท่ีสภาวะตางๆ ท่ีทดสอบ  

 

3. การตรวจเอกสาร 

เอทานอล (Ethanol) จัดเปนแหลงพลังงานทดแทนท่ีสําคัญอันดับหนึ่ง แทนพลังงานฟอสซิลจาก

ธรรมชาติ  เนื่องจากเอทานอลนอกจากจะใหพลังงานแลวยังจัดเปนเชื้อเพลิงสะอาด ปจจุบันประมาณ 95 

เปอรเซ็นต ของเอทานอลท่ีใชอยู มาจากกระบวนการหมัก  อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล ประมาณ  61 

เปอรเซ็นต นิยมใชวัตถุดิบน้ําตาลจากออย และ beet root  ท่ีเหลือ 39 เปอรเซ็นต  นิยมใชแปงจากธัญพืช

ตางๆ เชน เชน มันสําปะหลัง  ขาวโพด ขาวสาลี ขาวจาว  เปนตน  เทคโนโลยีการผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบ

แปงและน้ําตาล มีการศึกษาและใชกันอยางแพรหลาย  เรียกวา  เทคโนโลยีพรอมใช ซ่ึงมีกระบวนการงาย ๆ 

เริ่มจาก การนําวัตถุดิบ มาผานการยอยสลายใหเปนน้ําตาล จากนั้นผานกระบวนการหมักดวยยีสตแลวผาน

กระบวนการแยกโดยการกลั่น และทําใหบริสุทธิ์ เพ่ือใหได เปอรเซ็นตเอทานอลสูงๆ ถึง  95-100 เปอรเซ็นต   

สําหรับประเทศไทย วัตถุดิบในการผลิตเอทานอล เชน แปง น้ําตาลทราย  มีจํากัด และถูกนําไปใช

ประโยชนอ่ืนๆ มากกวา ดังนั้นการหันมาสนใจนําวัสดุเหลือท้ิงประเภทลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulosic 

materials) ท่ีมีปริมาณมากและมีราคาตนทุนถูกกวามาใชในการผลิตเอทานอล    เชน ชานออย รําขาว

สาลี รําขาวจาว ซังและเปลือกขาวโพด ฟางขาว ข้ีเลื่อย แกลบ เปลือกตนสาคู กากมะพราว เปลือกกลวย 

เปลือกแอปเปล และกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน  จึงจัดเปนแหลงวัตถุดิบท่ีนาสนใจในการผลิตเอทานอล

ตนทุนต่ํา 

แนวทางหนึ่งในการนํากากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน(Palm kernel meal; PKM) จัดเปนวัสดุเหลือใช 

(by-product) ท่ีเหลือจากการสกัดน้ํามัน จึงเปนทางเลือกหนึ่งท่ีสําคัญในการผลิตเอทานอลและเปนตัวแทน

ขอลแหลงวัตถุดิบท่ีมีสวนประกอบของน้ําตาล C5 และ C6 นอกจากนี้ยังประกอบดวยแหลงธาตุอาหารท่ี

สําคัญและพลังงานท่ีจําเปนสําหรับใชในการเจริญของจุลินทรีย การศึกษาพบวากากเนื้อเมล็ดในปาลม มี



3 

 

สวนประกอบทางโภชนาการสูง เชน โปรตีน เยื่อใย ไขมัน เถา ไนโตรเจนฟรีเอกซแทรก แคลเซียม และ

ฟอสฟอรัส อยูในชวง 89.82-94.85, 13.51-16.63, 15.11-17.06, 9.68-23.77, 42.68-53.42, 0.18-0.31 

และ 0.50-0.82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และยังประกอบดวยกรดอะมิโนท่ีจําเปนหลายชนิด เชน กรดอะมิ

โนไลซีน เมไธโอนีน ทรีโอนีน ลิวซีน ไอโซลิวซีน วาลีน ฮิสติดีน อารจินีน และเฟนิลอะลานีน พบในปริมาณ  

0.42, 0.22, 0.51, 0.82, 0.49, 0.66, 0.35, 0.81 และ 0.53 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  ยังพบวาสวนประกอบ

ของกากเนื้อเมล็ดในปาลมมีโพลีแซคคาไรดท่ีไมใชแปง (Non starch polysaccharide, NSP) ประมาณ 60-

74 เปอรเซ็นต ซ่ึง 78 เปอรเซ็นตของสวนนี้จะอยูในรูปแมนแนน ท่ีเหลือจะพบในรูปอ่ืน  ๆ เชน เซลลูโลส 

และ xylan ประมาณ 12 และ 6 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (Choct, 2001)   

อยางไรก็ตามการผลิตเอานอลในระดับอุตสาหกรรมโดยใช  จาก lignocellulosic materials   

ตนทุนการผลิตยังสูงเม่ือเทียบกับราคาตนทุนการผลิตแก็สโซลีน เนื่องจากเปนวัตถุดิบ คอนขางจํากัด การ

นําไปใชงานโดยตรงทําไดยาก ตองประสบปญหาสําคัญๆ  เชน  เม่ือนํามาผานการ pretreatment เนื่องจาก

เซลลูโลส ยังประกอบดวยสวนท่ีเปนเฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และโพลีแซคคารไรดอ่ืนๆ ท่ีไมไชแปง    ทําใหทําให

มีสารยับยั้งอ่ืนๆ ปะปนมา ซ่ึงมีผลยับยั้งการทํางานของเชื้อท่ัวๆไป ท่ีใชในการหมักเอทานอล  นอกจากนี้

สวนประกอบท่ีไดจากการยอย (Hydrolysate products)  นอกเหนือจากเปนแหลงน้ําตาลตั้งตนท่ีเปน

น้ําตาล C6 เชน  glucose, fructose ท่ีเชื้อยีสตท่ัวๆ ไป เชน Saccharomyces cerevisiae สามารถ

นําไปใชไดดีแลว ยังประกอบดวยน้ําตาลท่ีมี C5  เชน  xylose  ซ่ึงเปนปญหาในการนําไปหมักโดยเชื้อสวน

ใหญ (Olsson and Gahn-Hagerdal, 1996) หากสามารถคิดคนหาวิธีการนําสารตั้งตนดังกลาวมาใชได

โดยตรง จะชวยใหเกิดความคมทุนเปนอยางมาก แนวทางในการแกไขปญหา คือ พัฒนากระบวนการหมักโดย

ใชเชื้อจุลินทรียทีมีประสิทธิภาพดังกลาว หรือพัฒนาเทคนิคการหมักเพ่ือใหสามารถแกไขปญหาการถูกยับยั้ง

จากสารยับยั้งขณะเดียวกันก็ใหสามารถนําน้ําตาล C5 และ C6 มาใชได 

การผลิตเอทานอลโดยวิธีการหมักสามารถทําไดโดยเชื้อจุลินทรียหลายชนิด เชน 

Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis, Candida sp., Pichia sp. (Yu and Zhang, 

2003) ซ่ึงการผลิตแอลกอฮอลข้ึนกับปจจัยหลายอยาง เชน ความเขมขนของน้ําตาล ความเขมขนของเอ

ทานอล ปริมาณออกซิเจน ความเปนกรดดาง และสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญของยีสต (Cheung 

and Anderson,1997, Sun and Cheng, 2002)  และความสามารถในการใชนําตาลของยีสต    ปจจุบัน

การใชเทคนิคการหมัก  เชน simultaneous saccharification and fermentation (SSF) มาใชในการ

หมัก ทําใหไดปริมาณเอทานอลสูงข้ึนและยังชวยลดตนทุนและพลังงานในข้ันตอนการกลั่นอีกดวย 

(Ohgren  et al.,2006) 

นอกจากนี้ไดมีการศึกษานําเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม ไดนํามาใชเพ่ือศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ

ยีสต แบคทีเรีย และเชื้อรา สําหรับการผลิตเอทานอลเชน การพัฒนาจเชื้อท่ีสามารถหมักน้ําตาบ C5 ได 

(Olsson and Gahn-Hagerdal, 1996)   การพัฒนาสายพันธุยีสตทนอุณหภูมิสูง Hansenula 
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polymorpha ใหสามารถใชวัตถุดิบไดท้ังแปงและไซแลน (Voronovsky et al., 2009) การนํายีนส α-

amylase และ  ยีนส glucoamylase ใสใน S. cerevisiae (Yamada et al., 2009)  การนํายีนสท่ีผลิต

เอนไซม glucoamylase จาก Rhizopus oryzae ใสใน S. cerevisiae Kyokai no.7 (Kosugi et al., 

2009)  เพ่ือใหไดสายพันธท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด   อยางไรก็ตามถึงแมจะไดเชื้อท่ีมีคุณสมบัติท่ีดีข้ึนในการ

ผลิตเอทานอล ปจจุบันก็ยังไมมีสายพันธุท่ีเหมาะสมสําหรับนํามาใชในอุตสาหกรรมผลิตเอทานอลจาก 

lignocellulosic material   เนื่องจากผลไดเอทานอลยังคอนขางต่ํา เชน เม่ือใชรําขาวสาลีเปนวัตถุดิบ จะ

ใหผล 83 % ของผลไดเอทานอลตามทฤษฎี เม่ือใชระยะเวลาในการหมัก 21 ชั่วโมง (Palmarola-Adrados 

et al., 2005) Gupta et al., 2009 ศึกษาการผลิตเอทานอลจากไมเนื้อแข็ง โดยหมักดวย 

Saccharomyces cerevisiae และ Pichia stipitis-NCIM 3498  ไดผลได 0.39 และ  0.49 g/g  ของ

ผลไดเอทานอลตามทฤษฎี  ตามลําดับ เนื่องจากมีสารยับยั้งเชน hydroxymethyl furfural และ furfural 

เกิดข้ึน 

จะเห็นไดวาปจจัยสําคัญอยางหนึ่งท่ีทําใหการผลิตเอทานอลลดลงเนื่องจาก สภาวะการหมักไม

เหมาะสม  หรือเกิด สภาวะกดดัน (stress environment) เชน สัดสวนสารอาหาร สัดสวนคารบอน-

ไนโตรเจนไมเหมาะสม  อุณหภูมิเพ่ิมข้ึน มีการเปลี่ยนความเปนกรดดางระหวางการหมัก  เชื้อท่ีใชในการหมัก

ไมทนปริมาณเอทานอล ท่ีสูงหรือเกิด สภาวะกดดันอ่ืนๆ ท่ีเปลี่ยนแปลงไป ท่ีมีผลตอคุณสมบัติของเชื้อท่ีใชใน

การหมัก ซ่ึงสงผลใหประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลลดลง   และการจะหาเชื้อท่ีมีมากคุณสมบัติทุกประการท่ี

กลาวถึง ปจจุบันยังไมสามารถทําได   

ดังนั้นแนวทางการใชเชื้อผสมจึงเปนแนวทางหนึ่งในการแกปญหาการผลิตเอทานอลจาก 

lignocellulosic materials  เชน การใชเชื้อท่ีทนอุณหภูมิสูงรวมกับเชื้อท่ีทนตอสารยับยั้งและสามารถหมัก

น้ําตาล C5 และ C6 ได  จึงเปนแนวทางหนึ่งในการแกปญหาการผลิตเอทานอลจาก lignocellulosic 

material  อันจะมีประโยชนในการท่ีพัฒนากระบวนการหมักเพ่ือนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล

จาก  lignocellulosic materials ตอไปในอนาคต     
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4. วิธีการทดลอง 

 

4.1 เชื้อจุลินทรีย 

4.1.1 เชื้อรา ไดแก  Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma sp., 

Pennicillium sp. และ Monascus sp.  

4.1.2 ยีสตท่ีไดจากการคัดเลือก เปนยีสตทนรอนสายพันธุ Yeast Hmi 194   

 

4.2 การเตรียมหัวเชื้อ 

 

4.2.1 การเตรียมหัวเชื้อยีสต Yeast Hmi 194 

โดยนําเชื้อดังกลาวจาก stock culture จากๆ ถายลง  MM agar slant บมท่ี

อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา  3  วัน เก็บไวเปน stock culture สําหรับการ

ทดสอบตอไป  

การเตรียมหัวเชื้อยีสต ยีสต Hmi 194 สําหรับการหมัก  โดยถายเชื้อจาก MM 

agar slant ลงในอาหาร YM Broth บมท่ีอุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 

ชั่วโมง  

4.2.2 การเตรียม Spore Suspension ของเชื้อราท่ีทดสอบ 

ถายเชื้อรา Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Trichoderma sp., 

Pennicillium sp. และ Monascus sp. ท่ีคัดเลือกจาก stock culture ลงบนอาหาร  

PDA agar plate นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  จนเกิด spore ประมาณ 5-7 

วัน  ขูด spore  และนับจํานวนดวย Haemacytometer จากนั้น ปรับความเขมขนใหได 

1.0 x 106 spores/ml  โดยใชน้ํากลั่นฆาเชื้อ เตรียมไวสําหรับเปนหัวเชื้อ  

 

4.3 การเตรียมกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน 

ในการทดลองใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน (Palm Kernel Press Cake) โดยนําตัวอยาง 

กากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน นํามาผานการบดดวยเครื่องบด จากนั้นทําการวิเคราะหไขมัน และ

ความชื้น  แลวทําการสกัดตัวอยางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามัน ดวย Hexane ท่ีอุณหภูมิ 40 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง กรองดวยกระดาษกรอง และผานการอบแหงท่ีอุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บไวในถุงพลาสติก เปนตัวอยางสําหรับการวิเคราะหตอไป 

 

4.4 การยอยกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีผานการสกัดไขมัน (Palm Kernel Press Cake)  

 เตรียมตัวอยาง โดยยอยกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีผานการสกัดไขมัน โดยทําการ

ทดสอบยอยดวยกรด sulfuric acid  อัตราสวน 1 %v/v โดยใชความรอนชื้น 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 30 นาที  สําหรับใชในการหมัก 

 

4.5 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักรวมเพ่ือผลิตเอทานอลระหวางยีสต  Hmi 194 และเชื้อรา     

              ตาง ๆ ดังนี้ เพ่ือหาเชื้อท่ีเหมาะสม ดังนี้ 

 - Aspergillus niger + Yeast Hmi 194 

- Aspergillus oryzae + Yeast Hmi 194 

- Trichoderma sp. + Yeast Hmi 194 

- Pennicillium sp. + Yeast Hmi 194 

- Monascus sp. + Yeast Hmi 194 

 

  4.5.1 การหมักแบบ One-step co-culture system 

โดยนําตัวอยางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีผานการสกัดไขมัน และผานการยอย 

ตามขอ 4.4 เติมสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญและการหมัก จากนั้นถายหัวเชื้อราและ

ยีสต  ลงไป สัดสวน 1:1 ปลอยใหเกิดการหมักเอทานอล 4-8 วัน โดยการหมักจะทําการ

ทดลองใน scale ขนาด 0.5 ลิตร  โดยทําการศึกษาและเก็บตัวอยางท่ีระยะเวลาตางๆ ทุก 2 

วัน  ตัวอยางทีไดนํามา centrifuge   และเก็บสวนใส ไวสําหรับวิเคราะหดังนี้ 

- ปริมาณเอทานอล  โดยใช Modified Dichromate method (Magri et al., 1997) 

- ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  ดวย DNS Method  
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- ผลไดของ ethanol ท่ีไดจากการหมักจริง เปรียบเทียบกับผลไดตามทฤษฎี

(Theoretical Yield) 

- % conversion ของเซลลูโลส ไปเปน ethanol 

 

4.6 การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก แบบ one step co-culture system 

 ทําการทดลองเชนเดียวกับ  ขอ 4.5.1  โดยออกแบบการทดลองทางสถิติ  ศึกษา

ปจจัยตางๆ ดังนี้  

A : คาความเจือจางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีไดจากการยอย (4:0, 2:2, 1:3) 

B: ปริมาณและชนิดสารอาหาร (Media I, Media II, Media III) 

C:  pH (5, 5.5, 6) 

D: อุณหภูมิ (35, 37, 40 องศาเซลเซียส) 

E: ระยะเวลาในการใหอากาศ (3, 5, 7วัน) 

F: การเติมเอนไซฒ (Accelerace, Hemicellulase, Azyme) 

G: ชนิดเชื้อราท่ีใช (A. niger, A. oryzae , Trichoderma sp.) 

H: ยีสต (BK, Hmi194, Hmi180) 

โดยเก็บตัวอยาง สําหรับวิเคราะหดังนี้ 

- ปริมาณเอทานอล  โดยใช HPLC Method  

- ปริมาณน้ําตาลท่ีถูกใชไป  HPLC Method  

- ผลไดของ ethanol ท่ีไดจากการหมักจริง เปรียบเทียบกับผลไดตามทฤษฎี 

(Theoretical Yield) 

- % conversion ของเซลลูโลส ไปเปน ethanol 

 

4.7  การหมักแบบ two-step co-culture system และสภาวะท่ีทดสอบ 

โดยนําตัวอยางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีผานการสกัดไขมัน และผานการยอย ตามขอ 

4.4 เติมสารอาหารท่ีจําเปนสําหรับการเจริญและการหมัก ตามสภาวะท่ีไดจากการทดสอบในข้ัน one 
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stage co-culture จากนั้นถายหัวเชื้อรา A. oryzae และยีสต Hmi 194 ลงไป สัดสวน 1:1 ปลอยให

เกิดการหมักเอทานอล 4-8 วัน โดยการหมักจะทําการทดลองใน scale ขนาด 0.5 ลิตร  โดย

ทําการศึกษาและเก็บตัวอยางท่ีระยะเวลาตางๆ ทุก 2 วัน ตัวอยางทีไดนํามา centrifuge   และเก็บ

สวนใส ไวสําหรับวิเคราะหดังนี้ 

- ปริมาณเอทานอล  โดยใช HPLC Method  

- ปริมาณน้ําตาลท่ีถูกใชไป  HPLC Method  

- ผลไดของ ethanol ท่ีไดจากการหมักจริง เปรียบเทียบกับผลไดตามทฤษฎี 

(Theoretical Yield) 

- % conversion ของเซลลูโลส ไปเปน ethanol 

 

โดยทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักรวม ดังนี้ 

 

-การเติมและไมเติมเอนไซม Hemicellulase 

- ทดสอบระยะเวลาท่ีเติมหัวเชื้อยีสต Hmi194 ท่ีเวลา 0, 2, 3, 5, 7, 9 วันทําการ

หมักเชนเดียวกับขอ 4.6  เปนระยะเวลา 11 วัน โดยทําการศึกษาและเก็บตัวอยางท่ี   9 และ 

11 วัน  ตัวอยางทีไดนํามาสกัดเก็บสวนใส  สําหรับวิเคราะหดังนี้ 

- ปริมาณเอทานอล  โดยใช HPLC Method  

- ผลไดของ ethanol ท่ีได เปรียบเทียบกับผลไดตามทฤษฎี (Theoretical 

Yield) 

- % conversion ของเซลลูโลส ไปเปน ethanol 

 

5. ผลการทดลองและวิจารณ 

  

5.1 ผลจากการหมักการหมักแบบ One-step co-culture system ดวย Aspergillus niger และ 

     Yeast Hmi 194 

      กากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันจะผานการสกัดดวยเฮกเซน (รูปท่ี 1) เพ่ือลดปริมาณไขมันกอน

ทําการหมัก การทดลองเบื้องตนทําการหมักแบบ One-step co-culture system เพ่ือหาเชื้อราท่ี



9 

 

เหมาะสมในการผลิตเอทานอลรวมกับยีสตทนรอน Yeast Hmi 194 โดยเชื้อราท่ีทดสอบ ไดแก  

Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,  Trichoderma sp., Pennicillium sp. และ Monascus 

sp.  โดยผลการหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Aspergillus niger และ Yeast 

Hmi 194 (รูปท่ี 2 ) โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 
เปรียบเทียบกับ control จะใหปริมาณเอทานอล 6.71 , 6.98, 6.46 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไมผานการ pretreatment จะใหผลเอทานอล 1.55 , 
2.43 และ 5.54 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก กาก
เนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก จะสูงสุดในวันท่ี 4 ใหคา 6.98 % มีคาเทากับ 34.9 % 
conversion (g/100g) (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีชุดควบคุมใหคาเอทานอลสูงสุดในวันท่ี 6 เทากับ 5.45 

% มีคาเทากับ 27.7 % conversion (g/100g) 

 

                           

    (a)     (b) 

รูปท่ี 1 กากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันกอน (a) และหลัง (b) การสกัดดวยเฮกเซน 
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รูปท่ี 2 การผลิตเอทานอล เม่ือหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Aspergillus niger และ  
Yeast Hmi 194 โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 
เปรียบเทียบกับ control  

 

5.2 ผลจากการหมักการหมักแบบ One-step co-culture system ดวย Aspergillus oryzae และ            

              Yeast Hmi 194 

ผลการหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Aspergillus oryzae และ 
Yeast Hmi 194 (รูปท่ี 3 ) โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ 
pretreatment เปรียบเทียบกับ control จะใหปริมาณเอทานอล 9.33 , 6.15 และ 6.12 % ใน
วันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไมผานการ pretreatment จะใหผลเอ
ทานอล 3.54, 4.39 และ 4.56 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลท่ีไดจาก
การหมักกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกจะสูงสุดในวันท่ี 2 ใหคา 9.33 % มีคาเทากับ 46.7 
% % conversion (g/100g) (ตารางท่ี 1 ) ในขณะท่ีชุดควบคุมใหคาเอทานอลสูงสุดในวันท่ี 6 

เทากับ 4.56 % มีคาเทากับ 22.8 % conversion (g/100g) 
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รูปท่ี 3 การผลิตเอทานอล เม่ือหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Aspergillus oryzae   

และ Yeast Hmi 194 โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment  

เปรียบเทียบกับ control  

 

5.3 ผลจากการหมักการหมักแบบ One-step co-culture system ดวย Trichoderma sp. และ 

     Yeast Hmi 194 

ผลการหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Trichoderma sp. และ Yeast 

Hmi 194 (รูปท่ี 4 ) โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 
เปรียบเทียบกับ control จะใหปริมาณเอทานอล 6.94 , 9.08 และ 6.98 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไมผานการ pretreatment จะใหผลเอทานอล 2.24 , 
4.13 และ 4.76 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก กาก
เนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก จะสูงสุดในวันท่ี 4 ใหคา 9.08 % มีคาเทากับ  45.4 % 
conversion (g/100g) (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีชุดควบคุมใหคาเอทานอลสูงสุดในวันท่ี 6 เทากับ 4.76 

% มีคาเทากับ 23.8 % conversion (g/100g) 
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รูปท่ี 4 การผลิตเอทานอล เม่ือหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเซ้ือ Trichoderma sp. และ  

Yeast Hmi 194 โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment  

เปรียบเทียบกับ control 

 

5.4 ผลจากการหมักการหมักแบบ One-step co-culture system ดวย Pennicillium sp. และ 

     Yeast Hmi 194 

ผลการหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Pennicillium sp. และ Yeast 

Hmi 194 (รูปท่ี 5 ) โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 
เปรียบเทียบกับ control จะใหปริมาณเอทานอล 6.61 , 7.91 และ 7.03 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไมผานการ pretreatment จะใหผลเอทานอล 2.49 , 
3.20 และ 5.08 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก กาก
เนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก จะสูงสุดในวันท่ี 4 ใหคา 7.91 % มีคาเทากับ  39.5 % 
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conversion (g/100g) (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีชุดควบคุมใหคาเอทานอลสูงสุดในวันท่ี 6 เทากับ 5.08 

% มีคาเทากับ 25.4 % conversion (g/100g) 
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รูปท่ี 5 การผลิตเอทานอล เม่ือหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเซ้ือ Pennicillium  

sp. และ Yeast Hmi 194 โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ  

pretreatment เปรียบเทียบกับ control 

 

5.5 ผลจากการหมักการหมักแบบ One-step co-culture system ดวย Monascus sp. และYeast  

     Hmi 194 

ผลการหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเชื้อ Monascus sp. และ Yeast 

Hmi 194 (รูปท่ี 6 ) โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 
เปรียบเทียบกับ control จะใหปริมาณเอทานอล 6.02 , 6.10 และ 7.00 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 
ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุมท่ีไมผานการ pretreatment จะใหผลเอทานอล 1.66 , 
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2.98 และ 3.35 % ในวันท่ี 2, 4 และ 6 ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก กาก
เนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก จะสูงสุดในวันท่ี 6ใหคา 7.00 % มีคาเทากับ  35.0 % 
conversion (g/100g) (ตารางท่ี 1) ในขณะท่ีชุดควบคุมใหคาเอทานอลสูงสุดในวันท่ี 6 เทากับ 5.08 

% มีคาเทากับ 16.8 % conversion (g/100g) 
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รูปท่ี 6 การผลิตเอทานอล เม่ือหมักแบบ One-step co-culture system ดวยเซ้ือ Monascus sp.  

และ Yeast Hmi 194 โดยใชกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออกและผานการ pretreatment 

เปรียบเทียบกับ control 
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ตารางท่ี 1 คา % Conversion สูงสุด ของกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก เม่ือทําการหมักแบบ One- 

   step co-culture system รวมกับ Yeast Hmi 194 รวมกับเชื้อตางๆ  

 

เช้ือ % Conversion สูงสุด 

(g/100g) 

Aspergillus niger  34.9 

Aspergillus oryzae  46.7 

Trichoderma sp. 45.4 

Pennicillium sp. 39.5 

Monascus sp. 35.0 

 

 เม่ือเปรียบเทียบคา % Conversion สูงสุด ของกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมันออก เม่ือทําการ

หมักแบบ One-step co-culture system รวมกับ Yeast Hmi 194 รวมกับเชื้อตางๆ พบวา Aspergillus 

oryzae ใหคา % Conversion สูงสุดเทากับ 46.7 % (g/100g) รองลงมาเปนเชื้อ Trichoderma sp. ใหคา 

% Conversion สูงสุดเทากับ 45.4 % (g/100g) ตามลําดับ 

 

5.6 ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก แบบ one step co-culture system  

จากการออกแบบการทดลองทางสถิติ  Taguchi Design เพ่ือศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการหมัก 7 

ปจจัย (A  B  C  D  E  F  G  H) ปจจัยละ 3 ระดับ (1  2  3 )โดยกําหนดคาปจจัยท่ีตองการทดสอบ A, B, C, 

D, E, F, G, H ดังรายละเอียด เม่ือ A คือคาความเจือจางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีไดจากการเจือจางดวย

น้ํา (4:0, 2:2, 1:3) B คือคาปริมาณและชนิดสารอาหาร (Media I, Media II, Media III) C คือคา pH (5, 5.5, 

6) D คือคาอุณหภูมิ (35, 37, 40 องศาเซลเซียส) E คือคาระยะเวลาในการใหอากาศ (3, 5, 7วัน) F คือคาการ

เติมเอนไซฒ (Accelerace, Hemicellulase, Azyme) G คือคาชนิดเชื้อราท่ีใช (A. niger, A. oryzae , 

Trichoderma sp.) และ H คือคายีสต (BK, Hmi194, Hmi180) โดยนําคาเฉลี่ยเอทานอลท่ีได มา

เปรียบเทียบทางสถิติไดคาความสัมพันธแสดงดังตารางท่ี 2 และ กราฟรูปท่ี 7  โดยผลแสดงใหเห็นวาคาความ

เจือจางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีไดจากการเจือจางดวยน้ํา (A) ท่ี 4:0 จะใหคาเฉลี่ยสูงสุด 1.77 รองลงมา 
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1.32 และ 0.78 สําหรับการเจือจาง  2:2 และ 1:3 ตามลําดับ ผลการใหอากาศ (E) ท่ี 3 วัน  จะใหคาเฉลี่ย

สูงสุด 1.64 รองลงมา 1.40 และ 0.82 สําหรับ  5 และ 7 วัน ตามลําดับ ผลการใหอากาศ (E) ท่ี 3 วัน จะให

คาเฉลี่ยสูงสุด 1.64 รองลงมา 1.40 และ 0.82 สําหรับ  5 และ 7 วัน  ตามลําดับ ชนิดเชื้อราท่ีใช (G)  A. 

oryzae  จะใหผลดีท่ีสุดเม่ือหมักรวมกับยีสต Hmi 194  โดยสูตรอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการหมัก 

เปน media III  และคา pH 5.5 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

ปจจัยท่ีสําคัญท่ีสุดท่ีมีผลตอการหมัก คือ  F A E H C D B G ตามลําดับ ดังตารางท่ี 2 โดยการเติม
เอนไซมเปนปจจัยท่ีมีผลมากท่ีสุด รองลงมาเปน คาความเจือจางกากเนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีไดจากการเจือ

จางดวยน้ํา คาปริมาณและชนิดสารอาหาร ชนิดเชื้อยีสต pH อุณหภูมิ สารอาหาร และเชื้อราท่ีใชทดสอบ

ตามลําดับ โดยปริมาณเอทานอลคิดตามคาทฤษฏีสูงสุดเทากับ   97.4 % (R16)  โดยน้ําตาลถูกใชในการ
หมักไดสูงสุดท่ี 99.3 % (R23) แสดงดังตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 2  Response table for mean 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 7 Main effects plot for means 

Level       A        B        C         D         E             F        G          H 
1          1.77    1.19    1.05     1.10    1.64      1.37      1.37     0.82 
2          1.32    1.16    1.50     1.27    1.40      1.76      1.41     1.61 
3          0.78    1.52    1.31     1.49    0.82      0.74      1.09     1.44 
Delta    0.99    0.35    0.45     0.38    0.82       1.02      0.32     0.79 
Rank        2        7         5         6        3            1         8         4 
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ตารางท่ี 3  แสดงคาปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก เม่ือออกแบบการหมักดวย Taguchi Design L27 

RUN 

 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

E 

 

F 

 

G 

 

H 

 

คาเอทานอลตามทฤษฏี 

(%) 

Sugar conversion 

(%) 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 0.0 
32.0 

2 1 1 1 1 2 2 2 2 71.8 
72.2 

3 1 1 1 1 3 3 3 3 2.5 
18.9 

4 1 2 2 2 1 1 1 2 73.6 
72.6 

5 1 2 2 2 2 2 2 3 62.1 
78.1 

6 1 2 2 2 3 3 3 1 0.0 
19.5 

7 1 3 3 3 1 1 1 3 75.9 
66.9 

8 1 3 3 3 2 2 2 1 49.1 
37.5 

9 1 3 3 3 3 3 3 2 34.7 
70.3 

10 2 1 2 3 1 2 3 1 86.9 
87.2 

11 2 1 2 3 2 3 1 2 65.2 
94.3 

12 2 1 2 3 3 1 2 3 56.7 
95.5 

13 2 2 3 1 1 2 3 2 55.6 
95.9 

14 2 2 3 1 2 3 1 3 49.3 
92.2 

15 2 2 3 1 3 1 2 1 15.3 
94.5 

16 2 3 1 2 1 2 3 3 97.4 
88.3 

17 2 3 1 2 2 3 1 1 6.5 
26.3 
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           ตารางท่ี 3 (ตอ) 

18 2 3 1 2 3 1 2 2 62.4 
96.3 

19 3 1 3 2 1 3 2 1 25.8 
98.2 

20 3 1 3 2 2 1 3 2 79.1 
98.1 

21 3 1 3 2 3 2 1 3 71.2 
99.3 

22 3 2 1 3 1 3 2 2 49.9 
98.8 

23 3 2 1 3 2 1 3 3 35.4 
99.3 

24 3 2 1 3 3 2 1 1 32.2 
96.0 

25 3 3 2 1 1 3 2 3 76.0 
98.9 

26 3 3 2 1 2 1 3 1 74.5 
99.0 

27 3 3 2 1 3 2 1 2 86.5 
94.3 
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5.7 การหมักแบบ two stage co-culture 

 เม่ือทําการหมักโดยใชผลท่ีไดจากขอ 5.6 และทดสอบปจจัยท่ีมีผลตอการหมักมากท่ีสุดคือการเติม
เอนไซม hemicellulase โดยทําการหมักโดยเชื้อ A. oryzae และยีสตทนรอน Hmi 194 และทดสอบ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเติมเชื้อยีสตทนรอน Hmi 194 พบวาไดผลดังตารางท่ี  4  ผลการทดสอบพบวา
เม่ือเติมเชื้อพรอมกันจะใหปริมาณเอทานอลสูงสุด คือ 3.65 % และ 4.43 % และการเติมเอนไซมในกาก
เนื้อในเมล็ดปาลมน้ํามันท่ีผานการยอยจะใหปริมาณเอทานอลสูงกวาการไมเติมเอนไซม 

 

ตารางท่ี 4  แสดงคาปริมาณเอทานอลท่ีไดจากการหมัก เม่ือทดสอบการหมักแบบ two stage co-culture           
โดยเชื้อ A. oryzae และยีสตทนรอน Hmi 194 

 

การทดสอบท่ี การเติม Hemicellulase ระยะเวลาท่ีเติม Hmi 194 เอทานอล (%) 

1 - 0 3.65 

2 - 2 1.57 

3 - 3 0.74 

4 - 5 0.30 

5 - 7 0.22 

6 - 9 0.12 

7 √ 0 4.43 

8 √ 2 1.10 

9 √ 3 0.94 

10 √ 5 0.57 

11 √ 7 0.14 

12 √ 9 0.12 
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6. สรุปผลการทดลอง 

 การทดลองการหมักกากเนื้อในเมล็ดปาลมท่ีสกัดไขมัน และผานการยอยดวยกรด แลวทํา

การทดสอบหมักแบบ One-step co-culture system ของ Yeast Hmi 194 รวมกับเชื้อรา  Aspergillus 

niger, Aspergillus oryzae,  Trichoderma sp., Pennicillium sp. และ Monascus sp.  พบวาสามารถ

ผลิตเอทานอลไดสูงสุด 6.98, 9.33, 9.08, 7.91 และ 7.00 ๔ โดยใหคา % Conversion สูงสุด เทากับ 34.9, 

46.7, 45.4, 39.5 และ 35.0 % (g/100g) ตามลําดับ  เม่ือทําการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมัก
พบวาปจจัยท่ีสําคัญท่ีสุดท่ีมีผลตอการผลิตเอทานอลคือ เอนไซม Hemicellulase โดยการหมักใหปริมาณเอ
ทานอลคิดตามคาทฤษฏีสูงสุดเทากับ   97.4 % (R16)  และปริมาณน้ําตาลถูกใชในการหมักไดสูงสุดท่ี 99.3 
%  สวนการเติมเอนไซมในระกวาการหมักแบบ Two stage co-culture system จะใหผลปริมาณเอทานอล
ต่ํากวา เม่ือหมักโดยเชื้อ Aspergillus oryzae รวมกับยีสตทนรอน Hmi194 
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