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บทคัดยอ 

การใชครูดเอนไซมผงสําหรับการหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดในงานวิจัยน้ี มีจุดประสงคเพื่อศึกษาผลของน้ําตาลเริ่มตนใน
อาหารเหลวที่มีตอความเขมขนของเอทานอลที่ไดจากการหมักดวยครูด
เอนไซมผงสองชนิด คือครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี 
และเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี กับแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี 
การหมักเอทานอลใชเปลือกสับปะรดคงที่เทากับรอยละ 8 โดยนํ้าหนัก
แหง ในอาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่พีเอชเทากับ 5 และ
อุณหภูมิหอง (30oC) ในขวดรูปชมพู 250 มิลลลิิตร วางบนเครื่องเขยา
ดวยอัตรา 120 รอบตอนาที แปรผันอัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาล
เร่ิมตนในอาหารเหลวเทากับ 1:0.25 และ 1:0.50 และเพื่อเปรียบเทียบ
เอทานอลที่ไดระหวางการหมักเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงกับ
การหมักแบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v ของหัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส 
ซิริวิสิอีผสมกับครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี พบวา
เอทานอลที่ไดจากการใชครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมที่อัตราสวนครูด
เอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.50 มีคาสูงสุดเทากับ 42 g/L ใช
เวลาหมักนาน 4 วัน สําหรับการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาที่
อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.50 พรอมกับ 
10%v หัวเชื้อแซคคาโรมายซิส ซิริวิสิอี พบวาเอทานอลที่ไดมีคาสูงสุด
เทากับ 47 g/L ใชเวลาหมัก นาน 4 วัน   
 
คําสําคัญ: เอทานอล เปลือกสับปะรด ครูดเอนไซมผง ไตรโคเดอรมา รี
สิอี แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี 
 
Abstract 

The objectives of crude enzyme powder utilization for 
ethanol fermentation from pineapple skins in this study was to find 
the effect of initial sugar in liquid medium on ethanol 
concentration obtained from fermentation by using two types of 
crude enzyme powder. Crude enzyme powder was produced from 
monoculture of Trichoderma reesei and co-culture of Trichoderma 
reesei and Saccharomyces cerevisiae. Ethanol fermentation was 
carried out in 250 mL shaking flaks at 120 rpm, by using 8% dry 
weight of pineapple skin in 100 mL liquid medium at initial pH 5, 
room temperature (30oC) and varied the ratio of crude enzyme 
powder to sugar in medium as 1:0.25 and 1:0.50. And also 
comparison of ethanol obtained between fermentation by using 

crude enzyme powder and simultaneous sacchairfication and 
fermentation with 10%v Saccharomyces cerevisiae starter mixed 
with crude enzyme powder from Trichoderma reesei were 
investigated. It was found that the highest ethanol obtained was 
42 g/L for 4 days by using crude enzyme powder from co-
culture of Trichoderma reesei and Saccharomyces cerevisiae at 
the ratio of crude enzyme powder to sugar in medium as 
1:0.50. The highest ethanol concentration from simultaneous 
sacchairfication and fermentation was 47 g/L for 4 days.  

 
1. บทนํา 

เอทานอลผลิตไดจากการหมักทางชีวภาพนอกเหนือจากการ
สังเคราะหทางเคมี เอทานอลบริสุทธิ์ 99.5 %v สามารถนําไปใชเปน
พลังงานทดแทนน้ํามันเบนซิน [1] สารตั้งตนที่นํามาใชในการหมักคือ
นํ้าตาลหรือกากน้ําตาลและใชยีสตเปลี่ยนไปเปนเอทานอล หรืออาจ
ใชแปงจากมันสําปะหลังหรือขาวโพดเปนวัตถุดิบ แตตองเพิ่ม
กระบวนการยอยแปงไปเปนนํ้าตาลกอนนําไปหมักกับยีสตเพื่อ
เปลี่ยนไปเปนเอทานอล [2] เน่ืองจากน้ําตาล กากน้ําตาล หรือแปง
มันสําปะหลังหรือขาวโพดเปนวัตถุดิบที่มีความตองการสูงทําใหราคา
แพง และบางครั้งขาดแคลนวัตถุดิบดังกลาว เพื่อลดตนทุนวัตถุดิบ
ของการผลิตเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน จึงไดมีการศึกษาการนํา
วัสดุลิกโนเซลลูโลสมาใช  แทนน้ําตาล กากน้ําตาลและแปงจากมัน
สําปะหลังหรือขาวโพด โดยตองเพ่ิมกระบวนการยอยสลายเซลลูโลส 
เฮมิเซลลูโลส และลิกนินที่เปนองคประกอบของวัสดุลิกโนเซลลูโลส
ใหเปนนํ้าตาล จากนั้นจึงใชการหมักเอทานอลจากน้ําตาลดวยยีสต 
[3] การยอยสลายวัสดุลิกโนเซลลูโลสอาจใชวิธีทางกายภาพ เคมี 
ฟสิกส-เคมี ความรอน หรือเอนไซมที่เหมาะสม [4]  อยางใดอยาง
หน่ึงหรือใชตั้งแต 2 วิธีรวมกันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเอทา
นอลจากการหมักทางชีวภาพ [5]  

เปลือกสับปะรดเปนวัสดุลิกโนเซลลูโลสซึ่งไดของเหลือทิ้ง
จากอุตสาหกรรมเกษตร เชน สับปะรดกระปอง นํ้าสับปะรดเขมขน 
เหลาหรือบร่ันดี เปนตน สับปะรด 1 ตัน มีวัสดุเหลือทิ้งประมาณ 0.5 
ตัน ในป 2551 ผลผลิตสับปะรดโรงงานรวมทั้งประเทศ 2.476 ตัน 
ดังน้ัน มีปริมาณเปลือกสับปะรดประมาณ 1.238 ตันตอป [6] ไดถูก
นําไปใชเปนอาหารสัตว และปุยหมัก [7] ประเทศไทยสงออก
ผลิตภัณฑสับปะรดประมาณ 688,600 ตัน มูลคา 2,820 ลานบาท ใน
เดือนมกราคมถึงกันยายน 2553 กระทรวงเกษตรและสหกรณจึงได
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วางยุทธศาสตรสับปะรดป 2553-2557 โดยมีเปาหมายเพื่อใหประเทศ
ไทยรักษาความเปนผูนําอันดับหน่ึงในการผลิตและสงออกผลิตภัณฑ 
และไดรับอนุมัติจากคณะรัฐมนตรี เม่ือวันที่ 15 มิถุนายน 2553 [8] หลัง
การผลิตจะมีวัสดุเหลือทิ้งเปลือกสับปะรดปริมาณมาก ดังน้ันเปลือก
สับปะรดจึงเปนวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสที่มีศักยภาพที่จะนํามาเพิ่มมูลคา
ในการผลิตเอทานอลเพื่อพลังงานทดแทน  

งานวิจัยที่ผานมาไดมีการศึกษาปจจัยของการผลิตนํ้าตาลจาก
การยอยสลายเปลอืกสับปะรดดวยเซลลูเลสเอนไซมที่ไดจากการหมัก
ดวยเชื้อจุลินทรียชนิดเชื้อเดี่ยว คือ Trichoderma longibrachiatum, 
Aspergillus niger และ Saccharomyces cerevisiae, เวลา พีเอช ความ
เขมขนสับสเตรท ขนาดของการเพาะเชื้อ และอุณหภมิู จากนั้นใชยีสต 
Saccharomyces cerevisiae เปลี่ยนนํ้าตาลเปนเอทานอล [9]  

การศึกษาที่ผานมาไดผลิตครูดเอนไซมชนิดผงแหงผลิตจากการ
หมักแข็งกากมันสําปะหลังดวยเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 (T) 
[10] และเชื้อผสมที่ไดจากการเพาะเชื้อรวมกันระหวางไตรโคเดอรมา รีสิ
อี RT-P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 (TY) และ [11] และหา
สภาวะหมาะสมของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูด
เอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 [12] และ
เชื้อผสมที่ไดจากการเพาะเชื้อรวมกันระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-
P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 [13] ในอาหารเหลวสูตร
เฉพาะพีเอช 5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง (30oC) โดยใช
วิธีการทดลองออรโธโกนอลหาปจจัยควบคุม 4 พารามิเตอร คือ นํ้าหนัก
แหงเปลือกสับปะรด (8, 10 และ 12 กรัม) ครูดเอนไซมชนิดผงแหง ( 4, 
5 และ 6 กรัม) นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลว (1, 2 และ 3 กรัม) และ
ระยะเวลาที่ใชหมัก (2, 3 และ 4 วัน) พบวา นํ้าหนักแหงเปลือก
สับปะรดของการหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อ
เดี่ยวและเชื้อผสมเทากันคือ 8 กรัม สวนอัตราสวนครูดเอนไซมผงตอ
นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวสําหรับเชื้อเดี่ยวและเช้ือผสมคือ 1:0.25 
และ 1:0.50 ใชระยะเวลาหมักคือ 2 วัน และ 4 วัน ตามลําดับ  

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาการใชครูดเอนไซมผงจาก
เชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1และเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา 
รีสิอี RT-P1 และ แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 โดยศึกษาผลของ
อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวที่มีตอการผลิต
เอทานอลจากเปลือกสับปะรดที่สภาวะที่เหมาะสมเพิ่มเติมจากงานวิจัย
ที่ผานมาเพื่อยืนยันผล และเพื่อเปรียบเทียบวิธีการหมักเอทานอลจาก
เปลือกสับปะรดที่ใชครูดเอนไซมผงกับวิธีการหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดแบบรวมปฏิกิริยาดวย10%v หัวเชื้อยีสต แซคคาโรมายซิส ซิรี
วิสิอี RT-P2 ผสมกับครูดเอนไซมผง  

 
2. วัตถุดิบและวิธีการทดลอง 
2.1 วัตถุดิบ 

เปลือกสับปะรดแหง  บดละเอียด ขนาดอนุภาค  5 – 10 
มิลลิเมตร จากบริษัท ยูไนเต็ด ไวนเนอร่ี แอนดดิสทิลเลอร่ี จํากัด 
อําเภอนครไชยศรี จังหวัดนครปฐม 
2.2  จุลินทรีย 

ประกอบดวย 

- เชื้อเดี่ยวยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2  
- ครูดเอนไซมผงจากเชื้อเด่ียวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 

เรียกสั้นๆ วาครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว 
- ครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี 

RT-P1 และแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 เรียกส้ันๆ วาครูด
เอนไซมผงเชื้อผสม  

เชื้อจุลินทรียทั้งสามผลิตจากหองปฏิบัติการวิศวกรรมชีวเคมี 
คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลัญบุรี  
2.3 อาหารเหลวสูตรเฉพาะ พีเอช 5   

อาหารเหลวสูตรเฉพาะ พีเอช 5 ประกอบดวย 1 g/L 
CaHPO4, 1g/L MgSO4.7H2O, 8 g/L ปุยยูเรีย (46% NH4SO4), 15 
g/L ปุยฟอสเฟต (NPK: 0-52-34), นํ้าตาลเร่ิมตน 10 g/L หรือ 30 g/L 
และน้ําสะอาด 1 L ปรับพีเอชใหเทากับ 5  
2.4 วิธีการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรด 

สภาวะที่เหมาะสมของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรด
ดวยครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว [12] และเชื้อผสม [13] โดยใช
วิธีการทดลองออรโธโกนอลจากงานวิจัยที่ผานมา ดังตารางที่ 1 เม่ือ
พิจารณาที่ปริมาณเปลือกสับปะรดเทากัน การหมักเอทานอลโดยใช
ครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมใชปริมาณมากกวา และนํ้าตาลเริ่มตนใน
อาหารเหลว รวมทั้งระยะเวลาที่ใชหมักมีคามากกวาการใชครูด
เอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว ถาพิจารณาที่ครูดเอนไซมผงจากเชื้อเดี่ยว
และเชื้อผสมปริมาณเทากัน การหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมผง
จากเชื้อผสมใชนํ้าตาลเริ่มตนเพิ่มข้ึน 25%w และระยะเวลาที่ใชหมัก
มากข้ึน 2 วันเชนกัน เปรียบเทียบจากผลการทดลองดังกลาวในรูป
ของอัตราสวนระหวางปจจัยควบคุม ดังตารางที่ 2 
 

ตารางที่ 1  สภาวะที่เหมาะสมจากใชวิธีการทดลองออรโธโกนอล
ของการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูด
เอนไซมชนิดผงแหงจากเช้ือเด่ียวและเชื้อผสมจาก
การศึกษาที่ผานมา [12] และ [13] 

ครูดเอนไซมผง ปจจัยควบคุม 
เชื้อเดี่ยว  เชื้อผสม  

เปลือกสับปะรด (PAW) %w 8 8 
ครูดเอนไซม (CE) ชนิดผงแหง %w 4 6 
นํ้าตาล (G) เร่ิมตนในอาหารเหลว %w 1 3 
ระยะเวลาหมัก วัน 2 4 

 

ตารางที่ 2 อัตราสวนระหวางปจจัยควบคุมที่ไดจากการทดลองที่
ผานมา  [12] และ [13] 

ครูดเอนไซมผง อัตราสวนของ 
เชื้อเดี่ยว  เชื้อผสม  

PAW:CE 1:0.500 1:0.750 
PAW:G 1:0.125 1:0.375 
CE:G ในอาหารเหลว 1:0.250 1:0.500 
ระยะเวลาหมัก วัน 2 4 
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งานวิจัยน้ีจึงทําการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลที่ไดจาก การ
ใชวิธีการทดลองออรโธโกนอลหาสภาวะที่เหมาะสมจากงานวิจัยที่ผาน
มา โดยกําหนดตัวแปรคงที่ คือ 8 กรัมเปลือกสับปะรด อาหารเหลวสูตร
เฉพาะปริมาตร 100 มิลลิลิตร พีเอชเร่ิมตนเทากับ 5 และอุณหภูมิหอง 
(30oC) ตัวแปรแปรผัน คือชนิดของครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยว และเชื้อ
ผสม อยางละ 4 และ 6 กรัม นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลว 10 และ 30 
กรัมตอลิตร และระยะเวลาที่ใชหมัก 1, 2, 3, 4 และ 5 วัน โดยใชวิธีการ
หมักเอทานอลแบบกะซึ่งแบงเปน 

วิธีที่1 การหมักเอทานอลดวยครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยวและเชื้อ
ผสมมีวิธีการทดลองดังน้ี 

การทดลองดําเนินการภายใตสภาวะปลอดเชื้อ เร่ิมจากผสม
ครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยวหรือเชื้อผสมลงในอาหารเหลวสูตรเฉพาะพีเอช 
5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บรรจุในขวดชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยใช
เครื่องกวนแมเหล็ก นาน 30 นาที แลวจึงใสเปลือกสับปะรด 8 กรัม ปด
จุกดวยสําลี นําไปวางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที เก็บตัวอยาง
วิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ เอทานอล และจุลินทรีย ทุกวันเปนเวลา 5 วัน 

วิธีที่ 2 การหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาจากเปลือกสับปะรด
ดวย 10%v หัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 ผสมกับครูด
เอนไซมผงเชื้อเด่ียว แบงเปน 2 ข้ันตอน 

ข้ันตอนที่ 1 การเตรียมหัวเชื้อยีสต ทําไดโดยเข่ียยีสต 1-2 
โคโลนีจากจานเพาะเลี้ยงวายเอ็มเอ ลงในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตรซ่ึงมีอาหารเหลว (นํ้าตาลเริ่มตน 200 g/L) สูตรเฉพาะปริมาตร 
100 มิลลิลิตร พีเอช 5 ปดจุกดวยสําลี วางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอ
นาที นาน 24 ชั่วโมง 

ข้ันตอนที่ 2 นําหัวเชื้อยีสตที่ไดปริมาตร 10 มิลลิลิตรเทลงใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงใสเปลือกสับปะรด 8 กรัมและ
อาหารเหลว (นํ้าตาลเริ่มตน 30 g/L หรือ 10 g/L) สูตรเฉพาะ พีเอช 5 ที่
ไดผสมครูดเอนไซมผงเชื้อเดี่ยวไวกอนแลว ในปริมาตร 90 มิลลิลิตร 
ปดจุกดวยสําลี วางบนเครื่องเขยา 120 รอบตอนาที เก็บตัวอยาง
วิเคราะหนํ้าตาลรีดิวซ เอทานอล และจุลินทรีย ทุกวันเปนเวลา 5 วัน 
2.5 วิธีวิเคราะหทางเคมี 

ความเขมขนของจุลินทรียจากการวัดเซลลดวยกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 40 เทา โดยใชเฮมาไซโตมิเตอร (Boeco, Germany) ความ
เขมขนนํ้าตาลรีดิวซดวยวิธีดีเอ็นเอส [14] และเอทานอลดวยวิธี
ออกซิเดชันของไดโครเมต [15] โดยวัดคาการดูดกลืนจากเครื่อง UV-
visible spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 570 nm และ 600 nm 
ตามลําดับ 
 
3.  ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
3.1 ผลการหมักเอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซม

ผงจากเชื้อเด่ียวและเชื้อผสม  
โปรไฟลของเอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูด

เอนไซมผงเช้ือเดี่ยวและเชื้อผสมตอนํ้าตาลเริ่มตนเทากับ 1:0.25 และ 
1:0.50 ดังตารางที่ 3 และรูปที่ 1  

พิจารณาโปรไฟลเอทานอลจากการใชครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว
ที่อัตราสวน 1:0.25 และ 1:0.50 ในรูปที่ 1 พบวา นํ้าตาลเริ่มตนใน

อาหารเหลวเพิ่มข้ึน 25% ครูดเอนไซมผงสามารถผลิตเอทานอลได
เพิ่มข้ึน 44.5% ใชเวลาหมักเทากับ 3 วัน ทํานองเดียวกันจากโปร
ไฟลเอทานอลของครูดเอนไซมผงเช้ือผสมที่อัตราสวน 1:0.25 และ 
1:0.50 พบวาน้ําตาลเพิ่มข้ึน 25% เอทานอลที่ไดเพิ่มข้ึนประมาณ 
21.2% ใชหมักเทากับ 4 วัน เน่ืองจากนํ้าตาลเปนแหลงคารบอนที่
สําคัญของการหมักเอทานอล 
 

ตารางที่  3  เอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูดเอนไซมผง
เชื้อเดี่ยวตอนํ้าตาลเริ่มตน (CE-T:G) และเชื้อผสม (CE-
TY:G) ที่อัตราสวนตางๆ ใชระยะเวลาหมัก 5 วัน 

เอทานอล (g/L) ที่ไดจาก ระยะเวลา  
(วัน) CE-T:G  

= 1:0.25 
CE-T:G 
=1:0.50 

CE-TY:G 
= 1:0.25 

CE-TY:G 
= 1:0.50 

0 
1 
2 
3 
4 
5 

8.07 
14.36 
24.81 
20.05 
18.05 
15.43 

9.53 
29.39 
33.54 
36.14 
33.20 
32.86 

6.77 
18.95 
28.84 
31.31 
33.17 
32.43 

7.73 
16.17 
24.74 
40.10 
42.08 
42.00 
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รูปที่ 1  โปรไฟลเอทานอลจากการหมักเปลือกสับปะรดดวยครูด

เอนไซมผงเชื้อเดี่ยว (CE-T) และเชื้อผสม (CE-TY) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  

 
พิจารณาโปรไฟลของเอทานอลที่ไดจากการใชครูดเอนไซม

ผงระหวางเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมที่อัตราสวนครูดเอนไซมผงตอนํ้าตาล
เร่ิมตนในอาหารเหลวเทากันคือ 1:0.50 ในรูปที่ 1 พบวา ครูดเอนไซม
ผงเชื้อผสม ผลิตเอทานอลไดมากกวาเชื้อเด่ียวประมาณ 21% 
เน่ืองจากครูดเอนไซมผงเชื้อผสมมีเชื้อยีสตผสมอยูจึงสามารถเปลี่ยน
นํ้าตาลไปเปนเอทานอลไดเพิ่มข้ึน และเอทานอลที่ไดจากการหมัก
ดวยครูดเอนไซมผงจากเชื้อผสมที่อัตราสวน 1:0.50 มีคาสูงที่สุด 42 
g/L ใชเวลาหมักเทากับ 4 วัน น่ันคือ นํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวมี
ผลตอการเกิดเอทานอลอยางมีนัยสําคัญ  

พิจารณาโปรไฟลของนํ้าตาลเริ่มตนและการเติบโตของ
เชื้อจุลินทรียในครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว พบวาผลของปริมาณนํ้าตาล
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เร่ิมตนในอาหารเหลวเพิ่มข้ึนทําใหจุลินทรียเติบโตเพิ่มข้ึนดวยและ      
จุลินทรียใชเวลาปรับตัวนอยกวาจุลินทรียในอาหารเหลวที่มีนํ้าตาลนอย
กวาอยู 1 วัน ดังรูปที่ 2 สําหรับครูดเอนไซมผงเช้ือผสม พบวาจุลินทรีย
ผสมไมมีระยะเวลาการปรับตัว แตเติบโตไดดีตั้งแตเร่ิมตนการหมัก ดัง
รูปที่ 3 ซ่ึงแตกตางจากเชื้อเดี่ยวอยางชัดเจน 
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รูปที่ 2  โปรไฟลนํ้าตาลรีดิวซและการเติบโตของจุลินทรียจากการหมัก

เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว (CE-T) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  
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รูปที่ 3  โปรไฟลนํ้าตาลรีดิวซและการเติบโตของจุลินทรียจากการหมัก

เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือผสม (CE-TY) ที่
อัตราสวน 1.025 และ 1:0.50  

 
3.2 ผลการหมักเอทานอลแบบรวมปฏิกิริยาจากเปลือกสับปะรด

ดวย 10%v หัวเชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 ผสม
กับครูดเอนไซมผงแหงเชื้อเด่ียว  

โปรไฟลเอทานอลและน้ําตาลรีดิวซของการหมักแบบรวม
ปฏิกิริยาดวย10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว ดังรูปที่ 
4 พบวาเอทานอลที่ไดจากการใชอัตราสวนของครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว
ตอนํ้าตาลเริ่มตนในอาหารเหลวเทากับ 1:0.50 มีคาสูงสุดประมาณ     
47 g/L ระยะเวลาหมักเทากับ 4 วัน ขณะที่อัตราสวนเทากับ 1:0.25        

เอทานอลที่ไดมีคาสูงสุดประมาณ 25 g/L ระยะเวลาหมักเทากับ 2 วัน 
เน่ืองจากที่อัตราสวนน้ี ทั้งราและยีสตเติบโตอยางเอ็กซโพเนนเชียล
ในชวง 2 วันแรกและมีความชันมากกวาที่อัตราสวน 1:0.50 และลดลง
ที่ระยะเวลาหมัก 3 วัน อาจเปนเพราะสารอาหารไมเพียงพอ และเกิด
การยับยั้งจากผลิตภัณฑที่เกิดข้ึน จึงทําใหเอทานอลลดลง น่ันคือ    
เอทานอลที่ไดจากการหมักแบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v หัวเชื้อยีสต
ผสมกับครูดเอนไซมที่อัตราสวน 1:0.50 มีคามากกวาการใชเฉพาะ
ครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.25 อยูประมาณ 46.8% 
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รูปที่ 4  โปรไฟลเอทานอลและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักเปลือก
สับปะรดดวย10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือ
เดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.25 และ 1:0.50  
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เอทานอลจากวิธีที่ 1 นํ้าตาลรีดิวซจากวิธีที่ 1 จุลินทรียของวิธีที่ 1

เอทานอลจากวิธีที่ 2 นํ้าตาลรีดิวซจากวิธีที่ 2 จุลินทรียของวิธีที่ 2  
 
รูปที่ 5  โปรไฟลเอทานอล นํ้าตาลรีดิวซและจุลินทรียของวิธีที่ 1 การ

หมัก  เอทานอลจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเชื้อ
ผสมที่อัตราสวน 1:0.50 และวิธีที่ 2 การหมักแบบรวม
ปฏิกิริยาโดยใช 10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผง
เชื้อเดี่ยวที่อัตราสวน 1:0.50 
 
เปรียบเทียบเอทานอลที่ไดจากการหมัก 2 วิธี คือวิธีที่ 1 การ

หมักเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเช้ือผสมและวิธีที่ 2 การหมัก
แบบรวมปฏิกิริยาดวย 10%v หัวเชื้อยีสตผสมกับครูดเอนไซมผงเช้ือ
เดี่ ยว  ดัง รูปที่  5 พบวาเอทานอลที่ ไดจากการหมักวิธีที่  2 มี
คาประมาณ 47 g/L ซ่ึงมากกวาวิธีที่ 1 ประมาณ 11% ใชเวลาหมัก
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เทากับ 4 วัน รวมกับเวลาที่ใชเตรียมหัวเชื้อยีสตอีก 1 วัน รวมเปน 5 
วัน อยางไรก็ตาม ถึงแมวา ความเขมขนของเอทานอลของวิธีที่ 1 มี
คาประมาณ 42 g/L แตใชเวลาหมักเทากับ 4 วัน ซ่ึงนอยกวาวิธีที่ 2 อยู 
1 วัน และวิธีที่ 1 เปนวิธีการหมักที่สะดวกเพราะไมตองเสียเวลาเตรียม
หัวเชื้อยีสต ดังน้ันวิธีที่ 1 จึงเหมาะสมสําหรับการหมักเอทานอลจาก
เปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมผงเชื้อผสมที่อัตราสวน 1:0.50 ใช
ระยะเวลาหมัก 4 วัน  

เอทานอลที่ไดจากการหมักเสนใยขาวโพดที่ไมไดปรับสภาพ 
ปรับสภาพดวยไอนํ้า และดางออนดวยเอนไซมทางการคา  Spezyme-
CP, white rot หรือราขาวเนา (P. chrysosporium, ATCC 24725) 
brown-rot หรือรานํ้าตาลเนา (G. trabeum, ATCC 11349) และ soft-rot 
หรือราเขียว (T. reesei, ATCC 13631) ของงานวิจัยที่ผานมาใชเวลา
หมักนาน 6 วัน [16] พบวาการผลิตเอทานอลโดยปรับสภาพเสนใย
ขาวโพดดวยดางออนใหผลดีกวาไมปรับสภาพ    เอทานอลที่ไดจากการ
หมักแบบรวมปฏิกิริยาเสนใยขาวโพดที่ปรับสภาพดวยดางออนดวย
เอนไซมการคา Spezyme-CP มีคาสูงสุดเทากับ 7.7 กรัมเอทานอลตอ 
100 กรัมเสนใยขาวโพด สําหรับเอทานอลที่ไดจากการใช T. reesei, 
ATCC 13631, G. trabeum, ATCC 11349 และ P. chrysosporium, 
ATCC 24725 ยอยสลายและหมักเสนใยขาวโพดเทากับ 5.5, 2.9 และ 
2.6 กรัมเอทานอลตอ 100 กรัมเสนใยขาวโพด ตามลําดับ เ ม่ือ
เปรียบเทียบกับเอทานอลที่ไดจากงานวิจัยน้ี พบวา เอทานอลที่ไดจาก
ครูดเอนไซมผงเช้ือผสมมีคาเทากับ 50 กรัมเอทานอลตอ 100 กรัม
เปลือกสับปะรดโดยใชเปลือกสับปะรดที่ไมผานการปรับสภาพ และเวลา
หมักนาน 4 วัน 

งานวิจัยที่ผานมาเรื่องปจจัยของความเขมขนเซลลูเลสตอการ
ผลิตเอทานอลดวยยีสต Kluyveromyces marxianus ในการหมักแบบ
รวมปฏิกิริยาจากคริสตัลไลนเซลลูโลส Sigmacell 50 (SIGMA) ดวย
เอนไซมทางการคา Cellulast 1.5 L, FG (Novozymes A/S) ซ่ึงผลิตมา
จาก T. reesei [17] พบวา เอทานอลสูงสุดเทากับ 43.5 g/L เม่ือใช
เอนไซม 15 FPU/g substrate ที่ความเขมขนของสับสเตรทเทากับ 
15%w/v และที่สับสเตรท 10%w/v เอทานอลมีคาลดลงตามความเขมขน
ของเอนไซมที่ใช ที่ระยะเวลาหมัก 3 วัน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอทานอลที่
ไดจากเปลือกสับปะรดดวยครูดเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อผสมของ
งานวิจัยน้ี  
 
4. สรุป 

เอนไซมผงเช้ือผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 และ
แซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 เหมาะสําหรับนํามาใชหมักเอทานอล
จากเปลือกสับปะรดไดในข้ันตอนเดียว สภาวะของการหมัก คือเปลือก
สับปะรด 8 กรัมตอเอนไซมชนิดผงแหงจากเชื้อผสม 6 กรัมในอาหาร
เหลวพีเอช 5 ปริมาตร 100 มิลลิลิตรที่มีนํ้าตาลเริ่มตน 3 กรัม ใชเวลา
หมักนาน 4 วัน เอทานอลที่ไดประมาณ 42 กรัมตอลิตร 

ขอดีของการใชเอนไซมผงเช้ือผสมสําหรับการหมักเอทานอล
จากเปลือกสับปะรดคือ 

1. ใชสะดวก วิธีเตรียมงาย เพียงผสมลงเอนไซมชนิดน้ีลงใน
อาหารเหลวปริมาณตามตองการกอนนําไปใช 

2. ไมตองปรับสภาพเปลือกสับปะรดกอนการยอยดวย
เอนไซมชนิดน้ี จึงไมตองใชสารเคมี นํ้าลาง พลังงาน และไมมีนํ้าเสีย 
ทําใหระยะเวลาที่ใชในการหมักลดลงอยางมีนัยสําคัญ 

3. การใชครูดเอนไซมชนิดน้ีหมักเอทานอลจากเปลือก
สับปะรดในขั้นตอนเดียว ใชเวลาหมัก 4 วัน เวลาที่ใชหมักนอยกวา
การหมักแบบรวมปฏิกิริยาซึ่งตองใชเวลาหมัก 4 วัน รวมเวลาหมักหัว
เชื้อยีสต 1 วัน เวลาที่ใชทั้งหมดเปน 5 วัน น่ันคือการใชเอนไซมชนิด
น้ีทําใหลดเวลาลงได 1 วัน  

 
สัญลักษณและคํายอ ความหมาย 
PAW เปลือกสับปะรด 
T  เชื้อเดี่ยวไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 
TY เชื้อผสมระหวางไตรโคเดอรมา รีสิอี RT-P1 

กับแซคคาโรมายซิส ซิริวิสิอี RT-P2 
CE ครูดเอนไซม (crude enzyme)  
CE-T ครูดเอนไซมผงเช้ือเดี่ยว 
CTY ครูดเอนไซมผงเช้ือผสม 
Trichoderma reesei 
RT-P1 

เชื้อราไตรโครเดอรมา รีสิอี RT-P1 

Saccharomyces 
cerevisiae RT-P2 

เชื้อยีสตแซคคาโรมายซิส ซิรีวิสิอี RT-P2 

G นํ้าตาลมะพราว 
oC องศาเซลเซยีส 
%w  รอยละโดยน้ําหนัก  
%v รอยละโดยปริมาตร 
%w/v รอยละโดยน้ําหนักตอปริมาตร 
mL มิลลิลิตร 
L ลิตร 
g/L กรัมตอลิตร 
g กรัม 
FPU Filter paper unit 
การหมักแบบรวม
ปฏิกิริยา  

Simultaneous saccharification and 
fermentation 

 
5.  กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบพระคุณมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุรีที่ได
สนับสนุนทุนวิจัย งบประมาณประจําป พ.ศ. 2552 สําหรับงานวิจัยน้ี
ไดประสบผลสําเร็จลุลวงดวยด ี
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