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บทคัดย่อ 
การผลิตเอทานอลเพื่อใช้เป็นเชือ้เพลิงโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ST-541 ด้วยวิธีตรึงเซลล์และวิธี             

เซลล์อิสระในอาหารกากน า้ตาลที่มีความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัมต่อลิตร ที่ประกอบด้วยแอมโมเนียมซลัเฟต 
0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร ยีสต์เอ็กแทรกซ์ 1.5 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชของอาหาร
เร่ิมต้นเท่ากบั 5.0 พบว่าการตรึงเซลล์ยีสต์ด้วยชานอ้อยให้ปริมาณเอทานอลสงูสดุเท่ากบั 72 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง           
มีค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 1.00 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากับ 88.04 เปอร์เซ็นต์ของค่า             
ทางทฤษฎี สว่นการหมกัเอทานอลด้วยเซลล์อิสระให้คา่เอทานอลใกล้เคียงกบัวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย ให้คา่เอทานอลเท่ากบั 
71 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง มีค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 0.99 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกั
เทา่กบั 86.82 เปอร์เซ็นต์ของคา่ทางทฤษฎี ในขณะที่วิธีตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอลัจิเนทให้คา่เอทานอลน้อยกวา่สองวิธีข้างต้น
คือให้เอทานอลเท่ากบั 67 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง ให้ค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 0.93 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง             
และมีค่าผลผลิตการหมักเท่ากับ 81.93 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี เมื่อน าวิธีการตรึงเซลล์ยีสต์ด้วยชานอ้อยไปศึกษา           
การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ พบวา่การหมกัรอบแรกให้เอทานอลสงูสดุโดยให้เอทานอลเท่ากบั 73 กรัมตอ่ลติร การหมกัรอบท่ีสอง
ให้เอทานอล 67 กรัมต่อลิตร และการหมกัในรอบที่สามให้ปริมาณเอทานอล 63 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั เห็นได้ว่าการตรึง        
เซลล์ยีสต์ด้วยชานอ้อย นอกจากยีสต์หมกัเอทานอลได้สงูแล้วยงัสามารถน าเซลล์ยีสต์กลบัมาใช้หมกัได้ใหม่อนัเป็นการลด
ระยะเวลาการเตรียมเซลล์ยีสต์มีผลให้ต้นทนุการผลติเอทานอลลดลง   
 
ค าส าคัญ  :  การตรึงเซลล์   Saccharomyces cerevisiae   ชานอ้อย   เอทานอลเชือ้เพลงิ   การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ 
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Abstract 
 Fuel ethanol production from Saccharomyces cerevisiae ST-541 in diluted sugarcane blackstrap 
molasses containing 160 gL-1 reducing sugar, 0.5 gL-1 (NH4)2SO4, 0.5 gL-1 KH2PO4, 1.5 gL-1yeast extract and 
adjusted an initial pH to 5.0 by using immobilized and free cell methods.  The results revealed that the yeast cells 
absorbed in sugarcane bagasse as immobilized support could produce higher ethanol concentration than other 
methods.  It produced 72 gL-1 of ethanol after 72 h, with a productivity of 1.00 gL-1h-1 and fermentation yield of 
88.04% of the theoretical yield. In similar way, the ethanol fermentation by yeast free cells, it produced ethanol as 
sugarcane bagasse immobilized support, 71 gL-1 of ethanol after 72 h, a productivity of 0.99 gL-1h-1 and                            
a fermentation yield of 86.82% of the theoretical yield.  In contrast, the ethanol fermentation by calcium alginate-
immobilized S. cerevisiae, produced less ethanol than the methods mentioned above.  It produced 67 gL-1                      
of ethanol after 72 h, with a productivity of 0.93 gL-1h-1 and a fermentation yield of 81.93% of the theoretical yield. 
The yeast cells absorbed in sugarcane bagasse support were performed in repeat batches of fermentation.               
The results implied that the first fermentation cycle produced the highest amount at 73 gL-1, followed by second 
and third fermentation cycles at 67 and 63 gL-1, respectively.  These results implied that sugarcane bagasse-
supported yeast cells not only produced high concentrations of ethanol, the yeast cells can also be reused for                   
the next cycle of fermentation.  Therefore, this method could save time and cost for fuel ethanol fermentation. 
  
 
Keywords : Immobilization, Saccharomyces cerevisiae, sugarcane bagasse, fuel ethanol production, 
                   repeat-batch fermentation 
 
บทน า 

เอทานอลเข้ามามีบทบาทส าคัญในการใช้เป็นพลงังานทดแทน นับตัง้แต่เกิดวิกฤตการณ์ราคาน า้มนัปิโตรเลียม               
แพงขึน้ทั่วโลก ท าให้หลาย ๆ ประเทศให้ความสนใจในการน าเอทานอลมาผสมกับแก๊สโซลีนเพื่อใช้เป็นเชือ้เพลิงในการ
ขบัเคลือ่นรถยนต์ โดยมีอตัราสว่นการผสมแตกต่างกนัไป เช่น บราซิลใช้เอทานอลผสมในแก๊สโซลนี 24 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
แคนาดา ใช้เอทานอลผสม 7.5-10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร อเมริกา โคลมัเบียและไทย ใช้เอทานอลผสม 10 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร สว่นสวีเดนและอินเดีย ใช้เอทานอลผสม 5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เป็นต้น (Sanchez & Cardona, 2008) ส าหรับ
ประเทศไทยความต้องการเอทานอลมีมากขึน้ จากการรายงานการใช้เอทานอลในเดอืนเมษายน 2014 พบวา่มีการใช้เอทานอล
เฉลี่ย 3.18 ล้านลิตรต่อวนั และคาดว่าในปี ค.ศ. 2021 จะมีการใช้เอทานอลภายในประเทศมากถึง 9 ล้านลิตรต่อวัน             
เอทานอลสว่นใหญ่ถกูน ามาใช้กบัรถยนต์ เห็นได้จากรถยนต์ที่ออกจ าหน่ายในตลาดของไทยสามารถเติม E20 และ E85 ที่มี
ปริมาณการสัง่ซือ้มากขึน้ถึง 3 เท่า จาก 100,000 คนัในปี ค.ศ. 2013 เป็น 300,000 คนัในปี ค.ศ. 2014 (Bloyd & Foster, 
2014) 
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 ส าหรับการวิจยัด้านพลงังานทดแทนอยา่งเอทานอลนอกจากจะให้ความส าคญักบัจลุนิทรีย์ที่น ามาใช้ในกระบวนการ
ผลติเอทานอล ไมว่า่จะเป็นยีสต์สายพนัธุ์ที่มีประสทิธิภาพสงูในการหมกัเอทานอล อย่าง Pichia kudriavzevii (Sankh, Thiru, 
Saran & Rangaswamy, 2013; Kaewkrajay, Dethoup & Limtong, 2014) Kluyveromyces marxianus (Limtong, 
Sringiew & Yongmanitchai, 2007; Farfan, Lappe, Saavedra, Mendez & Perez, 2008) Saccharomyces cerevisiae 
(Hernandez-Salas et al., 2009, Saravanakumar, Senthilraja & Kathiresan, 2013) หรือแบคทีเรียที่มีความสามารถ              
ในการหมกัเอทานอลอย่าง Zymomonas mobilis แล้ว (Golias, Dumsday, Stanley & Pamment, 2002) วตัถดุิบที่น ามาใช้    
ในการหมกัเอทานอลก็มีความส าคญัเช่นกันในการลดต้นทนุการผลิต ไม่ว่าจะเป็น อ้อย มนัส าปะหลงั กากน า้ตาล วสัดทุี่ให้
เส้นใยพวกเซลลโูลส หรือวสัดเุหลอืทิง้ทางการเกษตร  (ศิรินชุ จินดารักษ์, 2551; เสรี มหาวิชดั และ เฉลมิ เร่ืองวิริยะชยั, 2555) 
นอกจากนีส้ิ่งที่มีความส าคญัไม่แพ้กันคือกระบวนการผลิตที่น าวิธีการต่าง ๆ มาใช้เพื่อลดต้นทุนการผลิต หนึ่งในหลายวิธี             
คือการตรึงเซลล์ เพื่อให้จุลินทรีย์คงประสิทธิภาพในการหมักเอทานอล และสามารถน าเซลล์จุลินทรีย์ที่หมักเอทานอล               
ในคราวแรกกลบัมาใช้ได้ใหมด้่วยเทคนิคการหมกัแบบรีพิท-แบตช์ ซึง่จะเป็นการลดระยะ lag ของการหมกัลง ท าให้ระยะเวลา
หมกัสัน้ลง ปัจจบุนัได้มีการวิจยัและพยายามที่จะหาวสัดตุรึงเซลล์ที่เป็นของเหลอืทิง้ทางการเกษตรมาใช้มากขึน้     ไม่ว่าจะเป็น
ใยบวบ ชานข้าวฟ่าง  ดอกของ Mahula (Madhuca latifolia L.) ซึ่งเป็นพืชป่าของอินเดีย รังไหม เป็นต้น (Roble, Ogbonna & 
Tanaka, 2002; Yu, Zhang & Tan, 2007; Swain, Kar, Sahoo & Ray, 2007, Eiadpum, Limtong & Phisalaphong, 2012) 
ส าหรับชานอ้อยเป็นของเหลอืทิง้เป็นลกิโนเซลลโูลสทีป่ระกอบด้วยเซลลโูลส 40 เปอร์เซ็นต์    เฮมิเซลลโูลส 24 เปอร์เซ็นต์ และ
ลิกนิน 25 เปอร์เซ็นต์ (Lee, Chung & Day, 2009) ผนงัเซลล์ทตุิยภมูิมีสามชัน้ คือ S1, S2 และ S3 ที่ล้อมรอบด้วยผนงัเซลล์
ปฐมภมูิ โดยชัน้ S2 และ S3 มีเซลลโูลสและเฮมิเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบ ขณะที่ชัน้ S1  มีลกัษณะเป็นผลกึเซลลโูลส ด้วย
ลกัษณะดงักลา่วท าให้ชานอ้อยมีคณุสมบตัิในการดดูซบัหรือยึดเกาะของเซลล์จุลินทรีย์    เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารเหลวได้ดี 
(Karnitz et al., 2007; Homagai, Ghimire & Inoue, 2010) 
 S. cerevisiae จดัเป็นยีสต์ที่มีการน ามาใช้ในอตุสาหกรรมการผลติเอทานอลอยา่งกว้างขวาง เพราะนอกจากจะเป็น
ยีสต์ที่มีความปลอดภยัต่อการบริโภคแล้วยงัเป็นยีสต์ที่มีประสิทธิภาพในการหมกัเอทานอลสงูจากการหมกัเอทานอลโดยใช้
ดอก Mahula เป็นแหลง่คาร์โบไฮเดรต ระหวา่งยีสต์ S. cerevisiae CTCRI กบัแบคทีเรีย Z. mobilis MTCC 92 พบว่าเมื่อการ
หมกัสิน้สดุลงที่ 96 ชัว่โมง S. cereivisiae CTCRI หมกัเอทานอลได้มากว่า Z. mobilis MTCC 92 ถึง 21.2 เปอร์เซ็นต์ คือให้        
เอทานอล 149 กรัมต่อกิโลกรัม ขณะที่ Z. mobilis MTCC 92 หมกัได้ 122.9 กรัมต่อกิโลกรัม (Behera, Mohantly & Ray, 
2010) นอกจากนีย้งัมีการรายงานถึงความต้านทานต่อการมีชีวิตรอดของยีสต์ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของเอทานอลสูง                
จากการทดลองหมกัเอทานอลเป็นเวลา 8 วนั พบว่า Kluyveromyces lactis มีการตายอย่างสมบรูณ์ ขณะที่ S. cerevisiae   
K-701 สามารถทนต่อเอทานอลได้ และพบว่าการท า co-culture ของยีสต์ทัง้สองมีผลต่อการอยู่รอดมากกว่าการใช้เชือ้           
เพียงชนิดเดียว (Yamaoka, Kurita & Kubo, 2014) 
 ดงันัน้การวิจัยในครัง้นีจ้ึงเป็นการศึกษาการตรึงเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ด้วยชานอ้อยเพราะมีคณุสมบตัิในการ               
ดดูซบัหรือยึดเกาะได้ดีพร้อมศึกษาการน าเซลล์กลบัมาใช้ใหม่ด้วยเทคนิคการหมกัแบบรีพิท-แบตช์ เพื่อลดต้นทนุการผลิต            
ในส่วนของการเตรียมเซลล์และลดระยะ lag ของการหมกัลง  ทัง้นีเ้พื่อเป็นแนวทางส าหรับการพฒันาการผลิตเอทานอล
เชือ้เพลงิของไทยในอนาคต 
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วิธีการวจิัย 
1. จลุนิทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 

Saccharomyces cerevisiae สายพนัธุ์  ST-541 ที่แยกจากซากแมลง บริเวณ อ. ทองผาภูมิ จ. กาญจนบุรี โดย               
ดร.ศศิธร จินดามรกฎ และจัดเก็บเชือ้บริสุทธ์ิไว้ท่ีห้องปฏิบัติการเก็บรวบรวมสายพันธ์ุจุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรม              
และเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาติ  

น าจุลินทรีย์สายพนัธุ์ดงักลา่วมาเพาะเลีย้งบนอาหารแข็งเอียง Yeast extract malt extract peptone dextrose (YM) 
agar บ่มที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 36-48 ชั่วโมง จากนัน้เก็บรักษาเชือ้ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไว้ใช้ส าหรับ
การศกึษาตอ่ไป 
2. การเตรียมกล้าเชือ้ 

น าเซลล์ยีสต์ที่เพาะเลีย้งไว้บนอาหารแข็งเอียง YM บม่ที่อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จ านวน 1 ลปู ใสล่งในอาหาร
เหลวที่ท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึ่งความดนัไอที่อุณหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ส าหรับใช้เป็นกล้าเชือ้ 
ประกอบด้วย น า้ตาลรีดิวซ์จากกากน า้ตาล เข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมซลัเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอช            
ของอาหารเร่ิมต้นเทา่กบั 4.5 ปริมาตร 50 มิลลลิติร บรรจอุยูใ่นฟลาส์กขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มแบบเขย่าบนเคร่ืองเขย่า
แบบหมนุ ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ด้วยความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เซลล์ยีสต์จะอยู่ในระยะ             
late log-phase เก็บเซลล์ซสัเพนชนันีไ้ว้ส าหรับการหมกัตอ่ไป 

3. การเตรียมอาหารหมกั 
น ากากน า้ตาลที่วิเคราะห์ความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้นได้ 41.6 เปอร์เซ็นต์ มาเจือจางด้วยน า้กลัน่จนมีความ

เข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัมต่อลิตร เติมแอมโมเนียมซลัเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ยีสต์เอ็กแทรกซ์เข้มข้น 1.5 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชเร่ิมต้นเท่ากบั 5.0 ซึ่งสภาวะดงักลา่วเป็น
สภาวะที่เหมาะสมของยีสต์ S. cerevisiae ST-541 ซึง่ได้ศกึษาไว้ในห้องปฏิบตัิการเดียวกนัก่อนหน้านี ้น าอาหารหมกัดงักลา่ว
ใสใ่นฟลาส์กขนาด 500 มิลลลิติร ปริมาตร 200 มิลลลิติร แล้วน าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอที่อณุหภมูิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
4. การเตรียมวสัดแุละตรึงเซลล์ยสีต์ 

4.1 การเตรียมวสัดแุละตรึงเซลล์ยีสต์แบบยดึเกาะ (adsorption method) 
ตดัชานอ้อย (sugarcane bagasse) ที่อบไว้ที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส นาน 2 วนั เป็นรูปสี่เหลี่ยมขนาด 10 x 

10 มิลลิเมตร (Yu et al., 2007) แล้วน าไปเก็บไว้ในโถดดูความชืน้เพื่อป้องกนัการปนเปือ้นจากเชือ้รา จากนัน้น าวสัดตุรึง  
ปริมาณ 2.0 กรัม ใสใ่นอาหารส าหรับใช้เป็นกล้าเชือ้ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร (ส าหรับ
อาหารหมกัปริมาตร 200 มิลลลิติร) น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึง่ความดนัไอ ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที จากนัน้ถ่ายยีสต์ที่เพาะเลีย้งไว้บนอาหาร YM เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จ านวน 1 ลปู ลงในอาหารที่มีวสัดตุรึงเซลล์
ดงักลา่ว แล้วน าไปบ่มที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าแบบหมุนด้วยความเร็ว 160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 



บทความวจิัย 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา  ปีที่  20  (ฉบบัที่ 2)  กรกฎาคม – ธันวาคม  พ.ศ. 2558  100 

 

ชัว่โมง เพื่อให้เซลล์ยดึเกาะวสัดตุรึงก่อนน าไปใช้ (สวุิชา กลัยาณมิตร, 2548; Rattanapan, Limtong & Phisalaphong, 2011; 
Eiadpum et al., 2012) 

 
4.2 การเตรียมวสัดแุละตรึงเซลล์ยีสต์แบบดกัจบั (entrapment method) 

น าสารละลายเซลล์ยีสต์ (เซลล์ยีสต์ 1 ลปู ในน า้กลัน่ท่ีผา่นการฆา่เชือ้แล้วปริมาตร 1 มิลลลิติร) ผสมกบัสารละลาย
โซเดียมอลัจิเนท (sodium alginate) ที่มีความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ และผา่นการฆา่เชือ้แล้ว ปริมาตร 9 มิลลลิติร ผสมให้เข้ากนั 
ใช้หลอดฉีดยาที่ผา่นการฆา่เชือ้ดดูสารละลายผสม แล้วหยดลงในบิกเกอร์ที่มีสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) เข้มข้น 15 
กรัมตอ่ลติร ท่ีมีการกวนเบา ๆ อย่างสม ่าเสมอในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์นาน 15 นาที แล้วล้างเม็ดเจลด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เข้มข้น 9 กรัมต่อลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชือ้จ านวน 3 รอบ ก่อนน าไปใช้ (Hang, 1989; Bangrak, 
Limtong & Phisalaphong, 2011; Eiadpum et al., 2012) 
5. ศกึษาการหมกัเอทานอลโดยวิธีตรึงเซลล์ (immobilized cells) และเซลล์อิสระ (free cells) 

5.1 วิธีตรึงเซลล์  
น าเซลล์ตรึงที่ได้จากข้อ 4.1 และ 4.2 จ านวน 2.0 กรัม ใสล่งในอาหารหมกักากน า้ตาลที่มีความเข้มข้นของน า้ตาล

รีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัมตอ่ลติร แอมโมเนียมซลัเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมตอ่ลติร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เข้มข้น 0.5 กรัม
ต่อลิตร ยีสต์เอ็กแทรกซ์เข้มข้น 1.5 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชของอาหารเร่ิมต้นเท่ากับ 5.0 ปริมาตร 200 มิลลิลิตร บรรจุอยู่          
ในฟลาส์กขนาด 500 มิลลิลิตร น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส นาน             
72 ชัว่โมงเก็บตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทกุ ๆ  24 ชัว่โมง ส าหรับวิเคราะห์ความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ และเอทานอล            
สว่นน า้หนกัเซลล์แห้งวิเคราะห์ที่ 0 และ 72 ชัว่โมง 

5.2 วิธีเซลล์อิสระ  
ใช้ปิเปตดูดสารละลายเซลล์ยีสต์ที่เจริญในอาหารเหลวกากน า้ตาลที่ใช้เป็นกล้าเชือ้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร             

(5 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรของอาหารหมกั) ใสล่งในอาหารหมกักากน า้ตาลที่มีความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัม
ต่อลิตร เติมแอมโมเนียมซลัเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมต่อลิตร ยีสต์            
เอ็กแทรกซ์เข้มข้น 1.5 กรัมตอ่ลติร ปรับพีเอชเร่ิมต้นเทา่กบั 5.0 ปริมาตร 200 มิลลลิติร บรรจอุยูใ่นฟลาส์กขนาด 500 มิลลลิติร 
น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชัว่โมงเก็บตวัอย่างปริมาตร          
5 มิลลลิติร ทกุ ๆ 24 ชัว่โมง ส าหรับวิเคราะห์ความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ น า้หนกัเซลล์แห้ง และเอทานอล  
6 การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ (Repeat-batch fermentation) 

การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ เป็นการน าเซลล์ที่หมกัในรอบแรกกลบัมาใช้หมกัในรอบการหมกัถดัไป เลอืกท าเฉพาะวิธีตรึง
เซลล์ที่ให้เอทานอลสงูสดุ จากข้อ 5.1 โดยท าการหมกัแบบแบตช์ติดต่อกนั 3 ครัง้ ในการหมกัแต่ละครัง้หากพบว่าปริมาณ
น า้ตาลรีดิวซ์ในอาหารหมักเร่ิมหมดจึงหยุดหมัก แล้วถ่ายน า้หมักส่วนบนออก 90 เปอร์เซ็นต์ จากนัน้เติมอาหารใหม่                
ที่มีปริมาตรเทา่กบัน า้หมกัที่ถ่ายออกเข้าไปแทนท่ี เก็บตวัอยา่งทกุ 24 ชัว่โมง มาวิเคราะห์ความเข้มข้นของเอทานอล และความ
เข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ สว่นน า้หนกัเซลล์แห้งวิเคราะห์ที่ชัว่โมงสดุท้ายของการหมกัแต่ละรอบ (ปนิดา กิตติรัตน์หมาย, 2546; 
Gomes, Guimaraes, Pereira, Teixeira & Domingues, 2012) 
7. การวิเคราะห์ผล 
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วิเคราะห์การเจริญท า 2 วิธี คือ 1) วดัค่าความขุ่นของเซลล์ (optical density) ด้วยเคร่ือง spectrophotometer             
(SP-830 Plus Metertech) ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร โดยการป่ันเหวี่ยงแยกเซลล์ยีสต์ออกจากน า้หมกั ด้วยความเร็ว 
1383 x g นาน 5 นาที แล้วน ามาล้างด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้อย่างน้อย 3 ครัง้ จากนัน้ท าให้เซลล์กระจายและเจือจางด้วย 
0.1M EDTA พีเอช 7 แล้วจึงน ามาวดัหาค่าความขุ่นของเซลล์ (Kaewkrajay et al., 2014) และ 2) การหาน า้หนกัเซลล์แห้ง              
ซึ่งท า 2 วิธี คือ 2.1) การหาน า้หนกัเซลล์แห้งในรูปเซลล์อิสระท าโดยน าหลอดทดลองขนาด 16 x 100 มิลลิเมตร ไปอบที่
อณุหภมูิ 180 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง รอจนอณุหภมูิลดลงถึงอณุหภมูิห้อง จึงน าหลอดทดลองไปชัง่น า้หนกัจากนัน้
ใสน่ า้หมกัปริมาตร 5 มิลลลิติร น าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1383 x g นาน 5 นาที เก็บสว่นใสไว้ สว่นตะกอนล้างด้วยน า้กลัน่ 
3 รอบ ก่อนน าไปอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน า้หนักคงที่แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณหาน า้หนักเซลล์                
2.2) การหาน า้หนกัเซลล์แห้งในรูปเซลล์ตรึง ท าโดยล้างเซลล์ตรึงในชานอ้อยด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ 2 รอบ น าน า้ล้างที่ได้ไป
ป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1383 x g นาน 5 นาที แล้วน าตะกอนพร้อมวสัดตุรึงที่ผ่านการล้างแล้วไปอบที่อณุหภมูิ 105 องศา
เซลเซียส จนกระทัง่น า้หนกัคงที่ แล้วน าค่าที่ได้ไปค านวณหาน า้หนกัเซลล์ (ดดัแปลงวิธีจาก อทุยัพร อคัรานภุาพพงศ์, 2547;  
สวุิชา กลัยาณมติร, 2548; Yu et al., 2007; Eiadpum et al., 2012)  

วิเคราะห์ความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์โดยวิธี DNS (Miller, 1959) แล้วน าคา่ที่ได้ไปเทียบกบักราฟมาตรฐานกลโูคส 
วิเคราะห์ปริมาณเอทานอลด้วยเคร่ือง Gas Chromatography (Varian star 3600 GC พร้อมชุด autosampler 8200)              
ใช้ n-propanol เป็น internal standard ตามวิธีของ Komagata and Ohmomo (1984) คอลมัน์ที่ใช้เป็น capillary column 
(DB-wax) เส้นผ่านศนูย์กลาง 0.32 มิลลิเมตร ยาว 60 เมตร ความหนาของฟิล์ม 0.5 ไมโครเมตร อณุหภมูิคอลมัน์ 70 องศา
เซลเซียส อณุหภมูิ injector 200 องศาเซลเซียส ใช้ FID (flame-ionized detector) และไนโตรเจนเป็น carrier gas ค่าความ
เข้มข้นของเอทานอลในสารละลายตัวอย่างจะถูกน าไปเปรียบเทียบกับสารละลายเอทานอลมาตรฐานเข้มข้น 2 และ 8
เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั ทีส่ร้างเป็นกราฟมาตรฐานตามวิธี two-point calibration curve (internal standard method) ปริมาตร
ที่ใช้ในการฉีดเท่ากับ 1 ไมโครลิตร วิเคราะห์ค่าอัตราการผลิตเอทานอล และผลผลิตเอทานอลทางทฤษฎี ตามวิธีของ 
Morimura, Ling and Kida (1997) 
    
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล  
1. วสัดตุรึงเซลล์ และยีสต์ S. cerevisiae ST-541 

วสัดตุรึงเซลล์แบบยดึเกาะได้จากของเหลอืทิง้ทางการเกษตรคือชานอ้อย โดยน าชานอ้อยมาตดัเป็นรูปสีเ่หลีย่มจตัรัุส
ขนาด 10 x 10 มิลลเิมตร (ภาพท่ี 1A) จากการรายงานของ  Yu et al. (2007) พบว่าขนาดของวสัดตุรึงซงัข้าวโพด (sorghum 
bagasse)   ที่ใหญ่ จะสง่ผลให้การเกาะติดของเซลล์ดีกว่าวสัดตุรึงที่มีขนาดเล็ก แต่ถ้าเพิ่มขนาดให้ใหญ่มากเกินไปจะสง่ผล
ตอ่การเคลื่อนย้ายและสดุท้ายจะไปมีผลต่อค่าอตัราการผลิต ดงันัน้ขนาดของวสัดตุรึงที่เหมาะสมของซงัข้าวฟ่างจ าเป็นต้อง              
มีการศึกษาต่อไปแต่ในที่นีเ้ลือกใช้ 10 x 10 x 10 มิลลิเมตรไปพรางก่อน จากการวิจารณ์ของ Yu et al. (2007) ท าให้การ
ทดลองนีเ้ลือกใช้ชานอ้อยขนาด 10 x 10 มิลลิเมตร สว่นความสงูไม่ได้ก าหนดเนื่องจากชานอ้อยที่น ามาใช้ได้ผ่านการหีบมา           
จึงมีลกัษณะแบน (เฉลีย่ 0.2-0.3 มิลลเิมตร) 

วสัดตุรึงเซลล์แบบดกัจบัคือแคลเซียมอลัจิเนท ท่ีภายในมีเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ST-541 (ภาพท่ี 2) โดยขนาดของ
วสัดตุรึงมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางเทา่กบั 0.2 มิลลเิมตร (ภาพท่ี 1B) 
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(A)                                                         (B) 
ภาพที่ 1  วสัดตุรึง (A) ชานอ้อย (B) แคลเซียมอลัจิเนท  
 

 
 
                   (A)                                                             (B) 
ภาพที่ 2  S. cerevisiae ST-541 (A) โคโลนีของยีสต์บนอาหารแข็ง YM บม่ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง และ (B) 
ลกัษณะของเซลล์ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ ที่เลีย้งไว้บนอาหารแข็ง YM บม่ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ที่ก าลงัขยายภาพ 
1000 เทา่ 
 
2. การหมกัเอทานอลโดยวิธีตรึงเซลล์ (immobilized cells) และเซลล์อิสระ (free cells) 

การหมกัเอทานอลโดยใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุิบที่ประกอบด้วยความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัมต่อลิตร 
แอมโมเนียมซลัเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมตอ่ลติร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต เข้มข้น 0.5 กรัมตอ่ลติร ยีสต์เอ็กแทรกซ์ เข้มข้น 
1.5 กรัมตอ่ลติร ปรับพีเอชของอาหารเร่ิมต้นเทา่กบั 5.0 น าไปบม่แบบเขยา่ด้วยความเร็ว 120 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส พบว่าวิธีการตรึงเซลล์แบบยึดเกาะโดยใช้ชานอ้อยเป็นวัสดุตรึง ให้ผลการหมักเอทานอลได้ดีใกล้เคียงกับแบบ                
เซลล์อิสระ ในขณะที่การตรึงเซลล์ด้วยวิธีแบบดักจับโดยใช้แคลเซียมอัลจิเนท ให้ผลการหมักเอทานอลน้อยกว่า 2 วิธี               
ข้างต้น ดงันี ้
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2.1 วิธีเซลล์อิสระ 

 จากกากหมกัเอทานอลโดยวิธีเซลล์อิสระ พบวา่ยีสต์หมกัเอทานอลสงูสดุเท่ากบั 71 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง 
มีคา่อตัราการผลติเอทานอลเทา่กบั 0.99 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และมีคา่ผลผลิตการหมกัเท่ากบั 86.82 เปอร์เซ็นต์ของค่าทาง
ทฤษฎี สว่นการใช้น า้ตาลพบว่าในช่วง 48 ชัว่โมงแรกของการหมกัน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงอย่างรวดเร็ว และเมื่อสิน้สดุการหมกัที่    
72 ชัว่โมง มีน า้ตาลคงเหลือ 57 กรัมต่อลิตร เมื่อพิจารณาการเจริญพบว่าในช่วง 24 ชัว่โมงแรกยีสต์มีการเจริญอย่างรวดเร็ว 
วิเคราะห์ได้ 4.9 กรัมต่อลิตร และวิเคราะห์ค่าน า้หนกัเซลล์แห้งได้สงูสดุที่ 48 ชัว่โมง คือ 5.7 กรัมต่อลิตร เมื่อสิน้สดุการหมกั            
ที่ 72 ชัว่โมง พบวา่น า้หนกัเซลล์แห้งลดลง คือเทา่กบั 4.4 กรัมตอ่ลติร ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะยีสต์ต้องอยูใ่นสภาพท่ีมีความเข้มข้น
ของเอทานอลสงูจึงอาจมีการตายและหยดุการเจริญลงได้ (ภาพท่ี 3) 

 
ภาพที่ 3  การหมกัเอทานอลโดยวิธีเซลล์อิสระ (■) น า้ตาลรีดิวซ์, () เอทานอล และ () น า้หนกัเซลล์แห้ง  
 

2.2 วิธีตรึงเซลล์แบบยดึเกาะด้วยชานอ้อย 
 การตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย พบว่ายีสต์หมกัเอทานอลสงูสดุเท่ากบั 72 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง ให้ค่าอตัรา

การผลิตเอทานอลเท่ากบั 1.00 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากบั 88.04 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี 
สว่นการใช้น า้ตาลพบวา่ในช่วง 24 ชัว่โมงแรกของการหมกัน า้ตาลรีดิวซ์ลดลงอยา่งรวดเร็ว และเมื่อสิน้สดุการหมกัที่ 72 ชัว่โมง 
มีน า้ตาลคงเหลือ 48 กรัมต่อลิตร ส าหรับการเจริญที่วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งที่ 72 ชั่วโมง ในรูปเซลล์อิสระวิเคราะห์ได้             
0.8 กรัมต่อลิตร และที่อยู่ในรูปเซลล์ตรึงวิเคราะห์ได้ 5.4 กรัมต่อลิตร (ค านวณจากน า้หนกัแห้งของเซลล์ตรึงในชานอ้อยที่            
เวลาหมกั 72 ชัว่โมงลบออกจากน า้หนกัแห้งของชานอ้อยเร่ิมต้น) เท่ากบัว่ามีปริมาณเซลล์แห้งที่อยู่ในน า้หมกัทัง้หมดเท่ากบั 
6.2 กรัมตอ่ลติร (ภาพที่ 4) 

การวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งของวิธีตรึงเซลล์ท าเฉพาะที่ 72 ชั่วโมง เท่านัน้ ทัง้นีเ้พราะเป็นชั่วโมงที่การหมกั        
สิน้สดุลง ซึง่วสัดตุรึงเซลล์จะถกูเก็บมาวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งด้วย สว่นตวัอย่างน า้หมกัที่เก็บทกุ ๆ 24 ชัว่โมง จะถกูน ามา
วิเคราะห์ความเข้มข้นของเอทานอล และน า้ตาลรีดิวซ์เท่านัน้ การรายงานน า้หนักเซลล์แห้งทัง้หมดที่มีอยู่ในน า้หมัก                        
จึงมีเฉพาะที่ 72 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 4  การหมกัเอทานอลโดยวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย (■) น า้ตาลรีดิวซ์, () เอทานอล และ () น า้หนกัเซลล์แห้ง  
 

2.3 วิธีตรึงเซลล์แบบดกัจบัด้วยแคลเซียมอลัจิเนท 
 การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนีพ้บวา่ให้คา่เอทานอลสงูสดุเทา่กบั 67 กรัมตอ่ลติรที่เวลาหมกั 72 ชัว่โมง ให้คา่อตัราการผลติ

เอทานอลเท่ากับ 0.93 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากับ 81.93 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี ซึ่งให้          
เอทานอล อตัราการผลิตเอทานอล และผลผลิตการหมกัต ่ากว่า 2 วิธีข้างต้น สว่นการใช้น า้ตาลพบว่าน า้ตาลค่อย ๆ ลดลง
ในช่วง 48 ชัว่โมงแรกของการหมกั และเมื่อสิน้สดุการหมกัที่ 72 ชัว่โมง มีน า้ตาลคงเหลือ 69 กรัมต่อลิตร ส าหรับการเจริญ             
ที่วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งทัง้หมดที่ 72 ชัว่โมง ได้เท่ากบั 5.3 กรัมต่อลิตร โดยอยู่ในรูปเซลล์อิสระ 0.3 กรัมต่อลิตร และที่อยู่
ในรูปเซลล์ตรึงวิเคราะห์ได้ 5.0 กรัมตอ่ลติร ซึง่ค านวณได้จากน า้หนกัแห้งของเซลล์ในเม็ดเจลที่เวลาหมกั 72 ชัว่โมง ที่ผ่านการ
ล้างด้วยน า้กลัน่ปราศจากเชือ้ 2 ครัง้ ก่อนน าไปอบแห้งจนน า้หนกัคงที่ แล้วลบด้วยน า้หนกัแห้งของเม็ดเจลเร่ิมต้น (ภาพท่ี 5) 

 
ภาพที่ 5  การหมกัเอทานอลโดยวิธีตรึงเซลล์แบบดกัจบัด้วยแคลเซียมอลัจิเนท (■) น า้ตาลรีดิวซ์, () เอทานอล    
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              และ () น า้หนกัเซลล์แห้ง  
  

จากผลการหมกัเอทานอลทัง้ 3 วิธี พบว่าการหมกัเอทานอลโดยวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย และวิธีเซลล์อิสระให้           
เอทานอลใกล้เคียงกนั คือ 72 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชัว่โมง มีค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 1.00 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
และมีคา่ผลผลติการหมกัเทา่กบั 88.04 เปอร์เซ็นต์ของคา่ทางทฤษฎี และ 71 กรัมตอ่ลติร ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง มีคา่อตัราการผลติ
เอทานอลเทา่กบั 0.99 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากบั 86.82 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี ตามล าดบั 
จากการรายงานการหมกัเอทานอลของ Eiadpum et al. (2012) ในอาหารกากน า้ตาลที่มีความเข้มข้นของน า้ตาลเร่ิมต้น 220 
กรัมต่อลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยยีสต์ Kluyveromyces marxianus DMKU 3-1042 และ 
coculture ระหว่างยีสต์ K. marxianus DMKU 3-1042 กับ Saccharomyces cerevisiae M30 ด้วยวิธีตรึงเซลล์ด้วย 
alginate-loofa matrix (ALM) และ thin-shell silk cocoons (TSC) เปรียบเทียบกบัวิธีเซลล์อิสระ พบวา่วิธีตรึงเซลล์ด้วย ALM 
ยีสต์ K. marxianus ให้เอทานอล 66.1 กรัมต่อลิตร coculture ให้เอทานอล 80.4 กรัมต่อลิตร วิธีตรึงเซลล์ด้วย TSC ยีสต์             
K. marxianus ให้เอทานอล 65.0 กรัมต่อลิตร coculture ให้เอทานอล 81.4 กรัมต่อลิตร ขณะที่วิธีเซลล์อิสระ K. marxianus 
ให้เอทานอล 54.5 กรัมตอ่ลติร coculture ให้เอทานอล 76.9 กรัมตอ่ลติร เห็นได้วา่การตรึงเซลล์ให้ผลการหมกัเอทานอลดีกว่า
วิธีเซลล์อิสระ ซึ่งก่อนหน้านี ้Yu et al.(2007) ได้ศึกษาการหมกัเอทานอลโดยวิธีการตรึงเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae ด้วย                 
ซงัข้าวฟ่าง พบวา่การหมกัเอทานอลโดยวิธีการตรึงเซลล์ให้เอทานอลสงูกว่าวิธีเซลล์อิสระ 2.24 เท่า ในปี ค.ศ. 2003 Alegrel, 
Rigol and Joekesll ได้ศึกษาการหมกัเอทานอลโดยวิธีการตรึงเซลล์ยีสต์ S. cerevisiae บน chrysotile และใช้กากน า้ตาล     
เป็นวตัถดุิบ พบวา่การหมกัเอทานอลโดยใช้ chrysotile เป็นวสัดตุรึงเซลล์ ให้เอทานอลสงูกวา่ที่ไมไ่ด้ใช้ chrysotile  

สว่นวิธีตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอลัจิเนทให้เอทานอลน้อยกว่าสองวิธีข้างต้น คือให้เอทานอลเท่ากบั  67 กรัมต่อลิตร            
ที่เวลาหมกั 72 ชัว่โมง ให้คา่อตัราการผลติเอทานอลเทา่กบั 0.93 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และมีคา่ผลผลติการหมกัเทา่กบั 81.93 
เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี ทัง้นีอ้าจเป็นเพราะการมีชีวิตรอดของเซลล์ภายในเม็ดเจลตรึงหรือกิจกรรมภายในเซลล์ยีสต์             
ที่ลดลงเพราะในการเตรียมกล้าเชือ้ของการหมกัแต่ละครัง้จะเร่ิมต้นด้วยเชือ้ที่มีอาย ุ24 ชัว่โมง ในอาหาร YM จ านวน 1 ลปู
เทา่กนั (เซลล์เฉลีย่ 2.89±0.35 x 108เซลล์) เห็นได้จากปริมาณการใช้น า้ตาลที่เร่ิมลดลงอย่างรวดเร็วที่ 48 ชัว่โมง  และความ
เข้มข้นของเอทานอลก็เพิ่มขึน้อยา่งรวดเร็วหลงัการหมกัที่ 48 ชัว่โมงนี ้ซึง่ตา่งจาก 2 วิธีแรกที่ปริมาณน า้ตาลเร่ิมลดลงตัง้แตเ่ร่ิม
หมกัและลดลงต ่าที่ 48 ชัว่โมง จึงท าให้วิธีตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอลัจิเนทให้เอทานอลน้อยกว่า ซึ่งจากการรายงานการหมกั           
เอทานอลโดยยีสต์ S. cerevisiae MTCC 174 โดยใช้ชานอ้อยที่ถกูย่อยด้วยเอนไซม์เป็นวตัถดุิบของการหมกั โดยวิธีการตรึง
เซลล์แบบต่าง ๆ พบว่าการหมกัโดยการตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อยให้ผลผลิตเอทานอล 0.44 gp/gs ขณะที่การตรึงเซลล์ด้วย
แคลเซียมอลัจิเนท และการตรึงด้วยวุ้น ให้ผลผลิตเอทานอล 0.38 gp/gsและ 0.33 gp/gs ตามล าดบั (Singh, Sharma, Saran, 
Singh & Bishnoi, 2013) ซึ่งสอดคล้องกบัผลการทดลองที่ได้คือการตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอลัจิเนทให้เอทานอลต ่ากว่าการ
ตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อยแสดงได้ดงัตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2   เอทานอล อตัราการผลติเอทานอล และคา่ผลผลติทางทฤษฎี ของการหมกัแบบแบตช์ที่ 30 องศาเซลเซียส   
                   เป็นเวลา 72 ชัว่โมง โดยยีสต์ S. cerevisiae ST-541 แบบเซลล์อิสระ ตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย และแคลเซียม          
                   อลัจิเนท 
 
Cell type Ethanol 

(gL-1) 
Cell Dry wt. (gL-1) Sugar conc. 

remained 
Productivity 

(gL-1h-1) 
Fermentation yield (%of 

theoretical yield) Xf Xi Xt 
Free cell 71 5.7 - 5.7 57 0.99 86.82 
Sugarcane 
bagasse 

72 0.8 5.4 6.2 48 1.00 88.04 

Calcium 
alginate 

67 0.3 5.0 5.3 69 0.93 81.93 

Xf, Xi and Xt are the free cell, immobilized cell and total cell concentration, respectively. 
Productivity (gL-1h-1) = (Pf – Pi)/t 
Fermentation yield = {Pf/(Si x 92/180)} x 100 
Pf, Pi, Si and t are final product, initial product, initial substrate and time, respectively. 
 

จากผลการทดลองที่ได้การหมกัเอทานอลโดยวิธีการตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อยจึงถกูคดัเลือกไว้เพื่อศึกษาการน าเซลล์
กลบัมาใช้ใหม ่คือการหมกัแบบรีพิท-แบตช์ 

 
3. การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ (Repeat-batch fermentation) 

การหมักแบบรีพิท-แบตช์ที่มีการดึงอาหารเก่าออก 90 เปอร์เซ็นต์ โดยพิจารณาจากความเข้มข้นของน า้ตาล            
ที่คงเหลอืในถงัหมกั และความเข้มข้นของเอทานอลที่ยีสต์ผลติขึน้ พบวา่ที่ 72 ชัว่โมงของการหมกัแตล่ะรอบ มีความเหมาะสม
ที่จะมีการดงึเอาอาหารเก่าออกและเติมอาหารใหมพ่บวา่รอบแรกของการหมกัให้เอทานอลสงูสดุเท่ากบั 73 กรัมต่อลิตร อตัรา
การผลิตเอทานอลเท่ากบั 1.01 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และค่าผลผลิตการหมกัเท่ากับ 89.26 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี               
เมื่อน าเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ใหม่ในรอบ 2 พบว่าให้ค่าเอทานอลลดลงเล็กน้อย คือให้ค่าเอทานอลเท่ากบั 67 กรัมต่อลิตร มีค่า
อตัราการผลติเอทานอลเทา่กบั 0.93 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และคา่ผลผลติการหมกัเทา่กบั 81.93 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี 
และเมื่อน าเซลล์ตรึงกลบัมาใช้ใหมใ่นรอบ 3 พบวา่ให้คา่เอทานอลลดลง โดยให้เอทานอลเทา่กบั 63 กรัมตอ่ลติร มีคา่อตัราการ
ผลติเอทานอลเทา่กบั 0.88 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และคา่ผลผลติการหมกัเท่ากบั 77.04 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี จากการ
ทดลองเห็นได้ว่าการหมกัเอทานอลโดยวิธีการตรึงเซลล์แม้สามารถน าเซลล์ยีสต์กลบัมาใ ช้ได้ใหม่อนัเป็นการช่วยลดต้นทุน             
และระยะเวลาในการเตรียมเซลล์ตัง้ต้นเพื่อการหมักเอทานอล แต่อย่างไรก็ตามการน าเซลล์กลบัมาใช้ใหม่ไม่สามารถ             
น ากลบัมาใช้ได้ทกุรอบของการหมกั คงน ากลบัมาใช้ได้เพียงรอบต้น ๆ เพราะมีผลต่อความเข้มข้นของเอทานอล ทัง้นีอ้าจเป็น
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เพราะเซลล์ต้องเผชิญกบัสภาวะที่มีความเข้มข้นของน า้ตาลสงู และเอทานอลสงูมานาน ซึง่โดยสภาพทัว่ไปในสภาวะที่มีความ
เข้มข้นของเอทานอลสงูจะมีผลตอ่การมีชีวิตรอดของเซลล์ (Birch & Walker, 2000) 

 
ตารางที่ 3   การหมกัแบบรีพิท-แบตช์ของยีสต์ S. cerevisiae ST-541 โดยวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย บม่ในฟลาส์กแบบเขยา่ 
                  ด้วยความเร็ว 120 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส จ านวน 3 รอบ 
 
cycle Fermentation 

time (h) 
Final ethanol 

(gL-1) 
Productivity 

(gL-1h-1) 
Fermentation yield (%of 

theoretical yield) 
Sugar conc. 

Remained (gL-1) 
1 72 73 1.01 89.26 49 
2 48 43 0.90 52.58 59 
2 72 67 0.93 81.93 57 
3 48 51 1.06 62.36 62 
3 72 63 0.88 77.04 57 

 
 ในปี ค.ศ. 2012 Gomes et al.   ได้รายงานการหมกัเอทานอลโดยยีสต์ S. cerevisiae สายพนัธุ์ตกตะกอน FL20 
ด้วยการหมกัแบบรีพิท-แบตช์ โดยการบ่มในฟลาส์กแล้วท าการหมกั 5 รอบ พบว่ารอบแรก ระยะเวลาการหมกัที่ 42 ชัว่โมง 
หมกัเอทานอลได้ 135.9±1.4 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 3.24±0.03 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิต
การหมกัเท่ากบั 80±1 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี รอบสอง ระยะเวลาการหมกัที่ 47.3 ชัว่โมง หมกัเอทานอลได้ 130.4±0.2 
กรัมต่อลิตร อัตราการผลิตเอทานอลเท่ากับ 2.76±0.00 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และมีค่าผลผลิตการหมักเท่ากับ 81±0 
เปอร์เซ็นต์ของคา่ทางทฤษฎี รอบสาม ระยะเวลาการหมกัที่ 47.6 ชัว่โมง หมกัเอทานอลได้ 128.8±3.0 กรัมต่อลิตร อตัราการ
ผลิตเอทานอลเท่ากบั 2.71±0.06 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากบั 77±2 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี 
รอบสี่ ระยะเวลาการหมกัที่ 48 ชัว่โมง หมกัเอทานอลได้ 107.8±2.2 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 2.25±0.05 
กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และมีคา่ผลผลติการหมกัเทา่กบั 67±1 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี และรอบที่ห้า ระยะเวลาการหมกัที่ 
47.6 ชัว่โมง หมกัเอทานอลได้ 135.3±1.6 กรัมต่อลิตร อตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 2.84±0.03 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ             
มีคา่ผลผลติการหมกัเทา่กบั 73±1 เปอร์เซ็นต์ของคา่ทางทฤษฎี ซึง่เห็นได้วา่รอบแรกของการหมกัยีสต์ยงัคงให้เอทานอลสงูสดุ 
หลงัจากนัน้รอบการหมกัที่สอง สาม สี่ การหมกัเอทานอลของยีสต์จะค่อย ๆ ลดลง นอกจากนี ้ปนิดา กิตติรัตน์หมาย (2546) 
ยงัได้รายงานการหมกัเอทานอลแบบรีพิท-แบตช์ร่วมกบัระบบ double stage โดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae M30 
พบวา่สามารถหมกัเอทานอลได้สงูสดุติดตอ่กนั 3 รอบ โดยแตล่ะรอบได้เอทานอล 9 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรขึน้ไป หลงัจากนัน้
เอทานอลจะเร่ิมลดลง จากข้อมูลดังกล่าวเห็นได้ว่าเซลล์ยีสต์สามารถน ากลับมาใช้หมักเอทานอลได้ใหม่และยังคง
ประสทิธิภาพการหมกัเอทานอลได้ดี แตก่ารน ามาใช้ติดตอ่กนัหลายรอบอาจสง่ผลตอ่ความเข้มข้นของเอทานอล ดงันัน้จ านวน
รอบของการน าเซลล์ยีสต์มาใช้อาจแตกตา่งกนัตามสายพนัธุ์ยีสต์ จึงจ าเป็นต้องศกึษาความเหมาะสมของแตล่ะสายพนัธุ์ ซึง่ใน
การทดลองนี ้S. cerevisiae ST-541 ที่ยึดเกาะกับชานอ้อย มีความเหมาะสมต่อการน าเซลล์กลบัมาใช้ใหม่ได้ 3 รอบ                
ถ้าน ากลบัมาใช้มากกวา่นีก็้ได้ แตค่วามเข้มข้นของเอทานอลที่ได้จะลดลงซึง่อาจมีผลตอ่ความคุ้มคา่ในการลงทนุ 
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สรุปผลการวิจัย  

จากการหมกัเอทานอลโดยใช้กากน า้ตาลเป็นวตัถดุิบโดยยีสต์ S. cerevisiae ST-541 ด้วยวิธีการตรึงเซลล์และวิธี
เซลล์อิสระ พบว่าการหมักเอทานอลในอาหารกากน า้ตาลที่มีความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 160 กรัมต่อลิตร 
แอมโมเนียมซลัเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร ยีสต์เอ็กแทรกซ์ 1.5 กรัมต่อลิตร             
ปรับพีเอชของอาหารเร่ิมต้นเท่ากับ 5.0 ที่เวลาหมกั 72 ชั่วโมง การตรึงเซลล์เซลล์ยีสต์ด้วยชานอ้อย ยีสต์หมกัเอทานอล             
ได้สงูสดุเท่ากับ 72 กรัมต่อลิตร มีค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 1.00 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และมีค่าผลผลิตการหมัก
เท่ากับ 88.04 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี สว่นวิธีเซลล์อิสระยีสต์หมกัเอทานอลได้ใกล้เคียงกบัวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย               
โดยยีสต์หมกัเอทานอลได้ 71 กรัมตอ่ลติร มีคา่อตัราการผลติเอทานอลเทา่กบั 0.99 กรัมตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และมีคา่ผลผลติการ
หมกัเท่ากบั 86.82 เปอร์เซ็นต์ของค่าทางทฤษฎี ขณะที่การตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอลัจิเนท ยีสต์หมกัเอทานอลได้ 67 กรัม              
ต่อลิตร ให้ค่าอตัราการผลิตเอทานอลเท่ากบั 0.93 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และมีค่าผลผลิตการหมกัเท่ากบั 81.93 เปอร์เซ็นต์
ของคา่ทางทฤษฎี ซึง่น้อยกวา่สองวิธีข้างต้น  

เมื่อศึกษาการหมักแบบรีพิท-แบตช์ โดยวิธีตรึงเซลล์ด้วยชานอ้อย พบว่าการหมักรอบแรกยีสต์หมักเอทานอล             
ได้สงูกวา่การหมกัรอบท่ีสองและสาม โดยหมกัเอทานอลได้เทา่กบั 73, 67 และ 63 กรัมตอ่ลติร อตัราการผลติเอทานอลเท่ากบั 
1.01, 0.93 และ 0.88 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงและค่าผลผลิตการหมกัเท่ากบั 89.26, 81.93 และ 77.04 เปอร์เซ็นต์ของค่า            
ทางทฤษฎี ตามล าดบั  

อยา่งไรก็ตามแม้ว่าการตรึงเซลล์ยีสต์ด้วยชานอ้อยจะหมกัเอทานอลได้พอ ๆ กบัวิธีเซลล์อิสระแต่การตรึงเซลล์ยีสต์
ด้วยชานอ้อยสามารถน าเซลล์กลบัมาใช้ใหมไ่ด้ อนัเป็นการช่วยลดระยะเวลาและต้นทนุการผลิตเอทานอลได้จึงเป็นทางเลือก     
ที่ดีในการท่ีจะน าไปพฒันาการผลติเอทานอลเชือ้เพลงิในอนาคต 
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