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การห่อหุ้มเซลล์ยีสต์ที่ëูกตรึงบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพ 

และการประยุกต์ใช้เพื่อการผลิตเอทานอล
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บทคัดย่อ
การผลิตเอทานอลส่วนใหญ่มีข้อจ�ากัดของผลผลิตที่ต�่าและการน�าเซลล์กลับมาใช้ซ�้า	 การศึกษาวิจัยนี้

จึงได้น�าเซลล์ยีสต์	Saccharomyces cerevisiae	TISTR	5339	ที่ถูกตรึงรูปบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพและ

ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตเพื่อใช้ในการผลิตเอทานอล	 โดยศึกษาปŦจจัยที่มีผลต่อการตรึงรูปเซลล์	 ได้แก่	 ปริมาณชานอ้อย	

และความเข้มข้นของอัลจิเนตต่อผลผลิตเอทานอลพบว่าเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของอัลจิเนตและเพิ่มปริมาณชานอ้อย	

มีผลท�าให้เม็ดอัลจิเนตมีความแข็งแรงมากขึ้น	และเสื่อมสภาพช้าลง	โดยสภาวะที่เหมาะสม	คือ	ชานอ้อยร้อยละ	1	

(น�้าหนัก/ปริมาตร)	 และความเข้มข้นของอัลจิเนตที่ร้อยละ	 2.5	 (น�้าหนัก/ปริมาตร)	 ให้ผลผลิตเอทานอล	 (Y
p/s

)

อัตราการผลิตเอทานอล	(2
p
)	และร้อยละประสิทธิภาพของการหมัก	(E

y
)	เท่ากับ	3.39s0.72	กรัม/ลิตร	0.14s0.03	

กรมั/ลติร/ชัว่โมง	และ	70.98s14.08	ตามล�าดบั	เมือ่ท�าการวเิคราะห์ลกัษณะพืน้ผวิของวสัดตุรงึโดยใช้กล้องจลุทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด	(SEM)	พบว่า	เซลล์ยีสต์	S. cerevisiae TISTR	5339	สามารถเกาะกับวัสดุตรึงได้อย่างดี	

นอกจากนี้ศึกษาการน�าเซลล์ยีสต์ตรึงรูปกลับมาใช้ซ�้าในการหมักเอทานอล	 สามารถน�ากลับมาใช้ได้	 5	 ครั้ง	 โดยที่

ประสิทธิภาพในการหมักสูงมากกว่าร้อยละ	50	ของการหมักรอบที่	1	ดังนั้นการตรึงรูปเซลล์ยีสต์บนชานอ้อยที่ผ่าน

การปรับสภาพร่วมกับการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจและมีประสิทธิภาพในการผลิต

เอทานอลต่อไปในอนาคต
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Abstract
Most	of	ethanol	production	processes	are	limited	by	low	ethanol	production	rate	and	

recyclable	problem	of	ethanologenic	organisms.	In	the	present	study,	Saccharomyces cerevisiae	

TISTR	5339	entrapped	in	an	aqueous	mixture	of	alginate	and	pretreated-bagasse	was	used	for	

ethanol	production	of	immobilization	parameter	of	yeast	cells	consisting	of	amount	of	bagasse	

and	alginate	concentration	on	ethanol	production	were	 investigated.	The	results	showed	that	

increase	 in	alginate	concentration	and	the	amount	of	bagasse	can	 increase	structural	strength	

and	 reduce	 deterioration	 of	 bead.	 The	 optimal	 condition	 of	 immobilization	was	 1.0�	 (w/v)	

bagasse	and	2.5�	alginate.	Ethanol	yield	(Yp/s)	ethanol	production	rate	(2p)	and	efficiency	of	

fermentation	(Ey)	obtained	from	the	bagasse-alginate	immobilized	yeast	cell	was	3.39s0.72	g/l	

0.14s0.03	g/l/h	and	70.98s14.08�	respectively.	The	ultrastructure	obtained	from	SEM	illustrated	

that	S. cerevisiae	TISTR	5339	was	well	incorporated	within	the	bagasse-alginate	matrix.	Moreover,	

the	bagasse-alginate	immobilized	yeast	cells	were	reusable	at	least	5	times	with	Ey	higher	than	

50�	of	1st	round	of	fermentation.	Therefore,	the	pretreated	bagasse-alginate	immobilized	yeast	

cells	is	an	alternatively	interesting	techniques	with	effiiciency	for	ethanol	production	in	the	future.

,eywords : Encapsulation;	Pretreated-bagasses;	Imobilization;	Ethanol	Production 
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1. บทน�า
ปŦจจุบันปŦญหาการขาดแคลนพลังงาน	 และ

สถานการณ์ความต้องการพลังงานของโลกมีแนวโน้ม

เพิ่มสูงขึ้น	 ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นพลังงานที่ใช้แล้วหมดไป

ไม่สามารถสร้างทดแทนขึ้นมาใหม่ได้	จึงส่งผลให้มีการ

ศกึษาและวจิยัเพือ่หาแหล่งพลงังานทดแทนใหม่ๆ	เพ่ิม

มากขึ้น	 เอทานอล	 (Ethanol)	 จึงเป็นทางเลือกหนึ่ง

ที่น่าสนใจ	 เนื่องจากสามารถผลิตได้จากวัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตร	 เช่น	 ฟางข้าว	 ชานอ้อย	 กากมัน

ส�าปะหลงั	ซงัข้าวโพด	เป็นต้น	ซ่ึงการผลิตเอทานอลม	ี2	

แบบ	คอื	การสงัเคราะห์ทางเคม	ี(Chemical	Process)	

และชีวเคมี	 (Biochemical	 Process)	 โดยการผลิต

เอทานอลทางชีวเคมีจะมีการใช้เซลล์จุลินทรีย์ใน

ขั้นตอนการหมักซึ่งอยู ่ในรูปของเซลล์อิสระ	 (Free	

Cells)	แต่เนื่องด้วยข้อจ�ากัดบางอย่างของการใช้เซลล์

อิสระ	 เช่น	 ความไม่เสถียร	 การใช้งานไม่ต่อเน่ือง	 จึง

นิยมใช้ในรูปของเซลล์ตรึงรูป	 (Immobilized	 Cells)	

โดยวธิกีารดงักล่าวเป็นอีกวธิหีนึง่ท่ีน�าไปประยกุต์ใช้ใน

การผลิตเอทานอลในปŦจจุบัน [1]

	 การตรึงเซลล์	 (Immobilization	 of	 Cells)	

เป็นเทคนิคที่ใช้ตรึงเซลล์ท้ังการตรึงทางกายภาพหรือ

ทางเคมีไว้บนวัสดุช่วยพยุงท่ีเป็นของแข็งหรือการตรึง

ภายในเนื้อสารที่เป็นของแข็งหรือถูกกักไว้ในแผ่นเยื่อ

เพื่อเพิ่มความคงตัว	การตรึงเซลล์แบ่งเป็น	3	วิธีใหญ่ๆ	

คือ	การเชื่อมกับตัวพยุง	(Carrier	Binding	Method)	

การเชื่อมขวาง	(Cross-linking	Method)	และการห่อ

หุม้	(Entrapping	Method)	ข้อดขีองการตรงึเซลล์	เพือ่

เพิ่มความคงตัวท�าให้เซลล์สามารถทนต่อสภาวะที่ไม่

เหมาะสมมากขึน้	อกีทัง้เซลล์ตรงึรปูยงัสามารถน�ากลับ

มาใช้ใหม่ได้อย่างต่อเน่ือง	 โดยท่ียังคงมีประสิทธิภาพ

สงู	และยงัช่วยลดต้นทนุในขัน้ตอนการผลติได้	[2]	วสัดุ

ตรึงรูป	(Supporting	Materials)	เป็นอีกหนึ่งปŦจจัยที่

มคีวามส�าคญัส�าหรบัการตรงึรปูเซลล์	เนือ่งจากจะช่วย

ให้เซลล์สามารถยึดเกาะ	 และเกิดกิจกรรมของเซลล์	

นอกจากนี้ยังช่วยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของเซลล์

ได้อกีด้วย	โดยวสัดตุรงึรปูทีด่ต้ีองมพีืน้ทีผ่วิต่อปรมิาตร

ทีส่งู	ซึง่จากงานวจิยัของ	W.	Soontornchaiboon	and	

R.	Pawongrat	[3]	พบว่าชานอ้อยทีผ่่านการปรบัสภาพ	

(Pretreated	 Bagasse)	 เป็นวัสดุที่ มีคุณสมบัติ

เหมาะสมต่อการน�ามาประยุกต์ใช้เป็นวัสดุตรึงรูป	

เนื่องจากมีรูพรุนจ�านวนมาก	จึงเพิ่มพื้นที่ผิวในการดูด

ซับเซลล์	 นอกจากนี้ต้นทุนของวัสดุยังมีราคาไม่แพง	

แต่การตรึงรูปดังกล่าวยังมีปŦญหาในเรื่องการกักเก็บ

ตัวเซลล์ยังไม่มีประสิทธิภาพ	เนื่องจากมีเซลล์บางส่วน

หลุดออกไปในระหว่างน�ากลับมาใช้ซ�้า	 ส่งผลให้การ

น�ากลับใช้ใหม่ยังมีการใช้งานได้ไม่เต็มประสิทธิภาพ	

จึงได้มีการศึกษาโดยการประยุกต์ใช้วิธีการห่อหุ้มร่วม

กับการตรึงรูปเซลล์บนวัสดุตรึงที่มีรูพรุน	 เพื่อเป็นการ

เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต	 และการน�ากลับมาใช้

ใหม่ให้มากขึ้น

	 ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อท�าการ

ศึกษาการใช้ชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพเพ่ือเป็น

วัสดุตรึงรูปเซลล์ยีสต์	 Saccharomyces cerevisiae	

TISTR	5339	ร่วมกบัการห่อหุม้ด้วยอลัจเินต	โดยศึกษา

ศกัยภาพในการผลิตเอทานอล	และศกึษาประสทิธภิาพ

การน�าเซลล์ตรึงรูปกลับมาใช้ซ�้า	 เพื่อเป็นแนวทางใน

การประยุกต์ใช้	 และพัฒนาขั้นตอนการผลิตเอทานอล

ด้วยเทคนิคเซลล์ตรึงรูปที่มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น

ต่อไปในอนาคต

2. วิธีการศึกษา
2.1 การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ 4. cereWJsJae

T*STR 5339
การเตรียมกล้าเชื้อยีสต์ดัดแปลงจากวิธีการของ	

W.	 Soontornchaiboon	 and	 R.	 Pawongrat	 [3]

โดยเข่ียเชื้อยีสต์	 S. cerevisiae	 TISTR	 5339	 ลงใน

อาหารเพาะเล้ียงเชื้อ	 Yeast	 Extract-malt	 Extract	

(YM	 Broth)	 ซึ่งประกอบด้วย	 Yeast	 extract	 3

กรัม/ลิตร	Malt	Extract	3	กรัม/ลิตร	น�้าตาลกลูโคส	

10	กรัม/ลิตร	และเปปโตน	5	กรัม/ลิตร	ปริมาตร	100	
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มิลลิลิตร	 เพาะเลี้ยงบนเครื่องเขย่า	 ที่ความเร็ว	 120	

รอบ/นาที	 ที่อุณหภูมิ	 30	 องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	

18	ชั่วโมง	ท�าการวัดจ�านวนเซลล์ยีสต์โดยใช้ăีมาไซโต

มิเตอร์ให้ได้จ�านวนเซลล์เริ่มต้นประมาณ	 1x108

เซลล์/มิลลิลิตร	 เพื่อใช้ในการตรึงรูปกับวัสดุตรึงรูป

ต่อไป

2.2 การเตรียมชานอ้อยและการปรับสภาพ

ชานอ้อย
น�าชานอ้อยมาล้างท�าความสะอาด	 ตากแดด

ให้แห้ง	 ลดขนาดด้วยการบดให้มีขนาดประมาณ	 1-2	

เซนติเมตร	และน�าไปอบที่อุณหภูมิ	60	องศาเซลเซียส	

เป็นเวลา	 24	 ชั่วโมง	 ท�าการปรับสภาพชานอ้อยโดย

ดัดแปลงมาจากวิธีการของ	K.	Roekarun	et	al.	 [2]

โดยน�าชานอ้อยแช่ในสารละลายกรดไăโดรคลอริก

ความเข้มข้นร้อยละ	3	โดยปริมาตร	 (อัตราส่วน	1:20	

กรัมต่อมิลลิลิตร)	 ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ	 60	 องศา

เซลเซียส	 เป็นเวลา	 3	 ชั่วโมง	 กรองเก็บส่วนที่เป็น

ของแข็ง	ล้างด้วยน�้ากลั่นจนค่าพีเอชเป็นกลาง	(pH	7)	

น�าไปอบที่อุณหภูมิ	60	องศาเซลเซียส	จนน�้าหนักคงที่	

จากนั้นน�าไปแช่ในสารละลายด่างโซเดียมไăดรอกไซด์	

ความเข้มข้นร้อยละ	2	โดยปริมาตร	 (อัตราส่วน	1:20	

กรัมต่อมิลลิลิตร)	 ที่อุณหภูมิ	 30	 องศาเซลเซียส	 เป็น

เวลา	 24	 ชั่วโมง	 จากนั้นกรองเก็บส่วนที่เป็นของแข็ง	

ล้างด้วยน�้ากลั่นจนค่าพีเอชเป็นกลาง	(pH	7)	น�าไปอบ

ทีอ่ณุหภมู	ิ60	องศาเซลเซยีส	ก่อนการเกบ็รกัษาท�าการ

ฉายแสง	UV	(ช่วงความยาวคลื่น	100-280	นาโนเมตร)	

เป็นเวลา	 1	 ชั่วโมง	 เพื่อยืดอายุในการเก็บรักษา	 แล้ว

เก็บตัวอย่างที่อุณหภูมิห้องในถุงพลาสติกที่ปŗดมิดชิด	

2.3 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการตรึง

 เซลล์ยีสต์ 4. cereWJsJae T*STR 5339 

 บนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับ

 การห่อหุ้มโดยอัลจิเนต

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมการตรึงเซลล์ยีสต์	

S. cerevisiae TISTR	 5339	 บนชานอ้อยที่ผ่านการ

ปรับสภาพกับการห่อหุ้มโดยใช้อัลจิเนตดัดแปลงมา

จากวิธีการของ	P.	 Jeamjoankhao	et	 al. [4]	 และ

S.	Shahrulzaman	and	I.	I.	Muhamada	[5]	โดยน�า

เซลล์ยีสต์	(ความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้น	1x108	เซลล์/

มิลลิลิตร)	ปริมาตร	1	มิลลิลิตร	ผสมกับชานอ้อยที่ผ่าน

การปรับสภาพร้อยละ	0,	0.5,	1,	1.5	และ	2	(น�้าหนัก/

ปริมาตร)	บ่มไว้	5	นาที	จากนั้นเติมสารละลายโซเดียม

อัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ	 1.5,	 2.0	 และ	 2.5	

(น�า้หนกั/ปรมิาตร)	ทีล่ะลายในซเิตรตบฟัเฟอร์	pH	5.5	

ปรมิาตร	100	มลิลิลิตร	ทีผ่่านการฆ่าเชือ้ทีอ่ณุหภมิู	121	

องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	15	นาที	ผสมให้เข้ากัน	แล้ว

หยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์	(CaCl
2
)	ความ

เข้มข้น	0.1	โมลาร์	ปริมาตร	150	มิลลิลิตร	กวนผสม

ตลอดเวลา	 แล้วพักไว้	 20	นาที	 แยกเซลล์ตรึงรูปด้วย

กระดาษกรอง	ล้างด้วยซเิตรตบฟัเฟอร์	pH	5.5	จ�านวน	

2	 ครั้ง	 เก็บสารละลาย	 CaCl
2
	 และน�้ากลั่นที่ใช้ล้าง	

วิเคราะห์จ�านวนเซลล์ที่ไม่ถูกตรึงเปรียบเทียบกับชุด

ควบคุม	(เซลล์อิสระ)	แล้วค�านวณหาค่าร้อยละการยึด

เกาะ	(Immobilization	Yield,	IM)	และศึกษาลักษณะ

พืน้ผวิของวสัดตุรงึด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด	 จากนั้นน�าเซลล์ตรึงรูปไปทดสอบการผลิต

เอทานอลโดยใช้อาหารเหลว	YM	Broth	ปริมาตร	100	

มิลลิลิตร	ในฟลาสก์ขนาด	250	มิลลิลิตร	ก่อนการปŗด

จุกไล่อากาศในฟลาสก์ด้วยกŢาซไนโตรเจน	 (N
2
)	 แล้ว

น�าไปเขย่าทีค่วามเร็ว	120	รอบ/นาท	ีอณุหภมู	ิ30	องศา

เซลเซียส	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	ท�าการวิเคราะห์ปริมาณ

ที่น�้าตาลที่ เหลือในรูปน�้าตาลรีดิวส์	 และปริมาณ

เอทานอลที่เกิดขึ้น

2.4 การศึกษาประสิทธิภาพการน�ากลับมาใช้

 ซ�้าของเซลล์ยีสต์ตรึงรูป
การศกึษาประสทิธภิาพการน�ากลบัมาใช้ซ�า้ของ

เซลล์ยีสต์	 S. cerevisiae	 TISTR	 5339	 ที่ถูกตรึงบน
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ชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับการห่อหุ้มด้วย

อัลจิเนต	 โดยเก็บเซลล์ตรึงรูปท�าการล้างด้วยซิเตรต

บัฟเฟอร์	pH	5.5	และท�าการหมักต่อด้วยอาหารเหลว	

YM	 Broth	 ที่เตรียมข้ึนใหม่	 เก็บตัวอย่างทุกเวลา	 24	

ชั่วโมง	 ท�าการวิเคราะห์ปริมาณน�้าตาลท่ีเหลือในรูป

น�้าตาลรีดิวส์	 ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น	 จนกระท่ัง

พบว่า	 ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นมีค่าลดลงต�่ากว่า

ร้อยละ	 50	 เม่ือเทียบกับเริ่มต้น	 และศึกษาลักษณะ

พื้นผิวของวัสดุตรึงด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน

แบบส่องกราด

2.5 การวิเคราะห์
การวัดการเจริญและจ�านวนเซลล์โดยของเชื้อ

ยสีต์ S. cerevisiae	TISTR	5339	โดยใช้ăีมาไซโตมเิตอร์	

(Haemacytometer)	 การวัดค่าความหนาแน่นของ

เซลล์	ที่ความยาวคลื่น	 660	นาโนเมตร	 (OD
660

)	 การ

วิเคราะห์ค่าร้อยละการยึดเกาะ	 (Immobilization	

Yield,	 IM) ค่าร้อยละการยึดเกาะ	=	100	x	 [จ�านวน

เซลล์ในชุดควบคุม	(ไม่ผ่านการตรึงรูป)	–	จ�านวนเซลล์

ที่ตกค้างในสารละลาย]	 /	 จ�านวนเซลล์ในชุดควบคุม	

(ไม่ผ่านการตรึงรูป)

	 การวเิคราะห์ลกัษณะพืน้ผวิด้วยกล้องจลุทรรศน์

อิเล็คตรอนแบบส่องกราด	 วิเคราะห์ปริมาณน�้าตาล

ที่ เหลือ ใน รูปแบบของน�้ าตาลรีดิ วซ ์ โดยใช ้ วิ ธี	

Dinitrosalicylic	Colorimetric	Method	(DNS)	ตาม

วิธีการของ	 J.C.	 Lee	 [6]	 และวิเคราะห์ปริมาณ

เอทานอลที่เกิดขึ้นด้วยวิธีการไดโครเมทโดยดัดแปลง

มาจากวิธีการของ	 B.	 Seo	 et	 al.	 [7]	 ค�านวณค่า

พารามิเตอร์ผลผลิตเอทานอล	 (Y
p/s

)	 เป็นค่าผลผลิต

เอทานอลที่ผลิตแสดงเป็นกรัมเอทานอล/กรัมน�้าตาล

ที่ถูกใช้	 (กรัม/กรัม)	 อัตราการผลิตเอทานอล	 (2
p
)	

เป็นค่าของเอทานอลที่ผลิตที่เกิดขึ้นจริงช่วงเวลาหนึ่ง	

(กรัม/ลิตร/ชั่วโมง)	 และค่าร้อยละของประสิทธิภาพ

การหมกั	(E
y
)	เป็นค่าร้อยละของผลผลติเอทานอลเทยีบ

กับค่าที่ได้ทางทฤษฎี

	 2
p
	=	p/t,	และ	E

y
	=	100	x	Y

p/s	
/0.51

	 โดยที่	 S	 คือ	 ความเข้มข้นของน�้าตาลที่ถูกใช้	

(กรัม/ลิตร)มีค่าเท่ากับความเข้มข้นของน�้าตาลเร่ิมต้น	

(กรัม/ลิตร)	 ลบด้วยค่าความเข้มข้นของน�้าตาลที่เหลือ

อยู่	 ณ	 เวลานั้น	 (กรัม/ลิตร),	 P	 คือ	 ความเข้มข้นของ

เอทานอลที่ผลิตจริง	 (กรัม/ลิตร),	 t	 คือ	 เวลาของการ

ผลิตเอทานอลที่ให้ความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุด	

และค่า	 0.51	 เป็นค่าคงที่ของผลผลิตเอทานอลทาง

ทฤษฎีโดยเทียบกับน�้าตาลกลูโคส	1	กรัม	

2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสëิติ
ขัน้ตอนในการวจัิยและผลการทดลองทัง้หมดมา

จากการวิจัยทั้งหมด	3	ซ�้า	ใช้แผนการทดลองแบบสุ่ม

สมบูรณ์	Completely	Randomized	Design	(CRD)	

วิเคราะห์ความแปรปรวน	 (ANOVA)	 เปรียบเทียบ

ความแตกต่างของสองชุดข้อมูลโดยวิธี	 t-test	 แล

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยใช้วิธี	

Turkey	ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ	95.0	(p�0.05)

3. ผลการทดลองและวิจารณ์ผล
3.1 ผลการศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมของเซลล์

 ยีสต์ตรึงรูป 4. cereWJsJae T*STR 5339 

บนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับ

การห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต
จากตารางที่	 1	 ซึ่งแสดงผลการศึกษาสภาวะที่

เหมาะสมของเซลล์ยีสต์ตรึงรูป	S. cerevisiae	TISTR	

5339	 บนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับการ

ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตพบว่าค่า	 IM	 มีค่ามากกว่าร้อยละ	

96	 นอกจากนี้ยังพบว่าค่า	 IM	 ของเซลล์ที่ตรึงรูปบน

ชานอ้อยร่วมกบัด้วยการห่อหุม้ด้วยอลัจเินต	และเซลล์

ที่ตรึงรูปด้วยอัลจิเนตโดยไม่มีชานอ้อย	 ไม่แตกต่าง

กันอย่างมีนัยส�าคัญ	 (p�0.05)	 แสดงให้เห็นว่าการห่อ

หุ้มด้วยอัลจิเนตสามารถตรึงเซลล์ยีสต์ไว้ในวัสดุตรึง
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ได้เป็นอย่างดี	 และเม่ือพิจารณาสภาวะท่ีเหมาะสมใน

การผลิตเอทานอลโดยเชื้อยีสต์	S. cerevisiae TISTR	

5339	 ตรึงรูปบนชานอ้อยท่ีปรับสภาพและห่อหุ้มด้วย

อัลจิเนต	 จากตารางที่	 1	 พบว่า	 ความเข้มข้นของ

อัลจิเนตและปรมิาณชานอ้อยมผีลต่อการผลติเอทานอล

ของยีสต์	 เมื่อความเข้มข้นของอัลจิเนตเพิ่มมากขึ้น

ส่งผลให้ผลผลิตเอทานอลมีแนวโน้มเพิ่มข้ึน	 โดย

พิจารณาจากสภาวะการตรึงเซลล์อัลจิเนตท่ีไม่มีชาน

อ้อย	 ซึ่งให้ผลประสิทธิภาพการหมัก	 ดังน้ี	 อัลจิเนตที่

ความเข้มข้นร้อยละ	1.5,	2	และ	2.5	ได้ร้อยละของ	Ey	

เท่ากับ	34.44s0.86,	55.36s1.11	และ	51.69	s4.41	

ตามล�าดับ	 เพราะความเข้มข้นอัลจิเนตส่งผลต่อความ

หนาแน่นและการเข้าออกของอาหารซ่ึงจากทดลอง

พบว่าความเข้มข้นร้อยละ	1.5	ไม่เหมาะสมความหนา

แน่นน้อยท�าให้เม็ดอัลจิเนตเปราะบางและเสียรูปทรง

ได้	 ความเข้มข้นอัลจิเนตร้อยละ	 2	 และ	 2.5	 มีความ

เหมาะสมเพราะให้ผลผลิตเอทานอลได้สูง	 เม็ดรูปทรง

สมบูรณ์	ซึ่งเป็นท�านองเดียวกันกับงานวิจัย	A.	Mishra	

et	 al. [8]	 กล่าวว่าความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนต

ที่ร ้อยละ	 2-3	 มีความเหมาะสมที่สุดในการผลิต

เอทานอล	 และงานวิจัยของ	 F.	 DavarcÂ	 et	 al.	 [9]	

ความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีร้อยละ	 2-3	 ให้รูปทรงท่ี

สมบูรณ์ที่สุดไม่หนาแน่นจนเกินไป	ปริมาณชานอ้อยที่

ใส่มีผลต่อการผลิตเอทานอล	โดยพิจารณาจากสภาวะ

การทดลองทุกความเข้มข้นของอัลจิเนต	 ท่ีปริมาณ

ชานอ้อยร้อยละ	0.5	และ	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ส่งผล

ให้มผีลผลติเอทานอลเพิม่มากขึน้แต่ทีช่านอ้อยร้อยละ	

1.5	 และ	 2	 (น�้าหนัก/ปริมาตร)	 ผลผลิตเอทานอลที่

ได้มีค่าลดต�่าลงอาจเป็นเพราะการใส่ชานอ้อยปริมาณ

มากเกินไปจะไปเพิ่มความหนาแน่นให้แก่เม็ดอัลจิเนต

จึงท�าให้อาหารผ่านได้น้อยลง	 สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ	K.	Roekarun	et	al. [2]	ในการใช้ประโยชน์จาก

ล�าต้นแก่นตะวันเพื่อเป็นวัสดุตรึงเซลล์ยีสต์พบว่า

ปริมาณล�าต้นแก่นตะวันร้อยละ	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	

ให้ผลผลิตเอทานอลดีที่สุด	 จากตารางที่	 1	 สภาวะที่

เหมาะสมที่สุดในการตรึงชานอ้อยร่วมกับการห่อหุ้ม

ด้วยอัลจิเนต	 คือ	 ความเข้มข้นอัลจิเนตที่ร้อยละ	 2.5	

ปริมาณชานอ้อยร้อยละ	 1	 เพราะว่าให้ผลผลิต

เอทานอลที่ดีที่สุดแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญ	 (p�0.05)	

เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ	 เซลล์ท่ีห่อหุ้มโดยไม่

ใส่ชานอ้อย	เซลล์ทีต่รงึโดยใส่ชานอ้อยอย่างเดยีวพบว่า	

การตรึงเซลล์บนวัสดุร่วมกับการห่อหุ ้มส่งผลให้มี

ปริมาณเอทานอลที่ดีกว่าเซลล์อิสระ	เซลล์ที่ห่อหุ้มโดย

ไม่ใส่ชานอ้อย	 และเซลล์ที่ตรึงโดยใส่ชานอ้อยอย่าง

เดียว	 เพราะการตรึงเซลล์บนวัสดุร่วมกับการห่อหุ้ม	

ท�าให้เซลล์ยสีต์สามารถทนต่อสภาพวะทีไ่ม่เหมาะสมได้

มากกว่าจึงสามารถผลติเอทานอลได้ด	ีซ่ึงสอดคล้องกบั

การศกึษาของ	R.	Razmovski	and	V.	Vucurovi.	[10]	

โดยพบว่าในการหมักเอทานอลด้วยการตรึงเซลล์ยีสต์

บนล�าต้นของข้าวโพดห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตให้ผลผลิต

เอทานอลได้มากกว่าการหมักแบบเซลล์อิสระ

 ดงันัน้สภาวะทีเ่หมาะสมในการตรงึรปูเซลล์ร่วม

กับอัลจิเนต	 คือ	 ความเข้มของอัลจิเนตร้อยละ	 2.5

(น�้าหนัก/ปริมาตร)	และชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพ

ร้อยละ	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ซึ่งให้ปริมาณเอทานอล	

3.39s0.72	กรัม/ลิตร,	Y
p/s	

0.36s0.07	กรัม/กรัม,	2
p

0.14s0.03	กรัม/ลิตร/ชั่วโมง	และ	E
y
	70.98s1.08�	

(ตารางที่	 1)	 จึงท�าการเลือกสภาวะนี้ไปศึกษาในเรื่อง

ของการน�าเซลล์ตรึงรูปกลับมาใช้ซ�้า

		 เ ม่ือพิจารณาผลการศึกษาภายใต ้กล ้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด	 (รูปที่	 1	 ก-ง)

พบว่า	ลกัษณะภายนอกเมด็อลัจเินตทีไ่ม่ใส่ชานอ้อยจะ

เห็นการเพิ่มขึ้นของเซลล์ยีสต์อยา่งชัดเจน	 เมื่อใช้เป็น

เวลานานท�าให้เมด็อัลจเินตเส่ือมสภาพได้เรว็	เนือ่งจาก

เซลล์ยีสต์เจริญเติบโต	 ส่งผลให้เม็ดอัลจิเนตแตกออก

เป็นรูพรุน	[11]	แต่เมื่อพิจารณาลักษณะภายนอกและ

ภายในเม็ดอัลจิเนตที่ใส่ชานอ้อยพบว่าเซลล์ยีตส์เจริญ

เติบโตเพิ่มมากขึ้น	 แต่จะเจริญและเกาะอยู่ภายใน

ชานอ้อย	 ดังนั้นจึงส่งผลให้เม็ดอัลจิเนตเสื่อมสภาพ

ช้าลง	 นอกจากนี้ชานอ้อยยังเพิ่มความแข็งแรงให้แก่

เม็ดอัลจิเนตอีกด้วย
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ตารางที่ 1	ค่าร้อยละการยึดเกาะ	(IM)	ปริมาณน�้าตาลที่ถูกใช้	(S)	ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น	(P)	ผลผลิตเอทานอล	

(Y
p/s
)	อัตราการผลิตเอทานอล	(2

p
)	และประสิทธิภาพของการหมัก	(E

y
)	โดยเซลล์ยีสต์	S. cerevisiae	

	 TISTR	5339	ทีถ่กูตรงึบนชานอ้อยทีผ่่านการปรบัสภาพร่วมกบัอลัจเินตทีค่วามเข้มข้นต่างๆ	กนัในอาหาร

	 เลี้ยงเชื้อ	YM	Broth	ที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	เขย่าที่ความเร็ว	120	รอบ/นาที	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง

วิธีการ อัลจิเนต ชานอ้อย *M 

(�)

S 

(กรัม/ลิตร)

P

 (กรัม/ลิตร)

:
p/s

 

(กรัม/กรัม)

2
p
 

(กรัม/ลิตร/ชม.)

E
y
 

(�)กรัม/1�� มล.

เซลล์อิสระ 9.31s0.35bc 2.67s0.65ab 0.29s0.02b 0.11s0.00ab 56.87s0.42b

เซลล์ตรึงรูป 1.0 90.93s0.06c 10.07s0.67ab 2.02s0.09ef 0.20s0.00cd 0.08s0.00ef 39.61s1.31ef

เซลล์ตรึงรูป

ห่อหุ้มด้วย

อัลจิเนต

1.5 0.0 97.73s0.00ab 9.21s0.20bc 1.60s0.00ef 0.17s0.00e 0.06s0.00ef 34.44s0.86de

0.5 98.00s0.27ab 9.29s0.12bc 1.60s0.18ef 0.17s0.02e 0.06s0.00def 35.23s4.24de

1.0 97.93s0.06ab 10.07s0.67ab 2.02s0.09cd 0.20s0.00cd 0.08s0.00ef 39.38s1.31d

1.5 96.86s0.86cb 9.95s0.26ab 1.73s0.25de 0.17s0.02e 0.05s0.01f 34.13s5.79de

2.0 97.20s0.13ab 8.93s0.37c 1.50s0.16f 0.17s0.02e 0.07s0.00cd 32.94s5.40f

2.0 0.0 98.40s0.53ab 9.56s0.28ab 2.69s0.59b 0.28s0.06b 0.11s0.02ab 55.36s1.11b

0.5 98.40s0.00ab 9.40s0.28bc 2.30s0.08cd 0.24s0.01bc 0.09s0.00bc 48.80s1.94c

1.0 98.33s0.20ab 10.42s0.47ab 2.80s0.20ab 0.27s0.02bc 0.11s0.00ab 53.93s5.67bc

1.5 97.66s0.46ab 10.84s0.25a 2.18s0.40bc 0.20s0.03cd 0.09s0.01ef 39.48s6.82d

2.0 97.46s1.40ab 9.85s0.46ab 1.71s0.38cd 0.17s0.02e 0.07s0.01bc 34.02s5.62de

2.5 0.0 98.46s0.66ab 10.41s1.10ab 2.74s0.25bc 0.26s0.02b 0.11s0.01bc 51.69s4.41bc

0.5 98.80s0.40a 9.08s0.24bc 2.55s0.10cd 0.28s0.01b 0.11s0.00cd 55.12s3.51b

1.0 98.26s1.20ab 9.50s0.24ab 3.39s0.72a 0.36s0.07a 0.14s0.03a 70.98s1.08a

1.5 97.66s0.60ab 9.61s0.47ab 1.93s0.65cd 0.20s0.08cd 0.09s0.02cd 40.74s1.19cd

2.0 97.46s0.00ab 8.78s0.31c 1.73s0.12ef 0.20s0.01cd 0.07s0.00ab 38.71s2.89d

หมายเหตุ	a,	b,	c,	d,	e	และ	f	เป็นค่าทางสถิติที่แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p�0.05)

3.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการผลิต 

เอทานอลของเซลล ์ยีสต ์ตรึง รูป 4. 

cereWJsJae T*STR 5339 บนชานอ้อยที่

 ผ่านการปรบัสภาพร่วมกบัการห่อหุม้ด้วย

 อัลจิเนต
จากการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล

ของยสีต์ของเชือ้ยสีต์ตรงึรปูบนชานอ้อยทีผ่่านการปรบั

สภาพร่วมกบัการห่อหุ้มด้วยอลัจเินตทีส่ภาวะเหมาะสม

คือ	 ความเข้มข้นอัลจิเนตร้อยละ	 2.5	 (น�้าหนัก/

ปริมาตร)	และชานอ้อย	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ภายใต้

สภาวะอณุหภมู	ิ30	องศาเซลเซยีส	ความเรว็รอบในการ

เขย่า	120	รอบต่อนาที	ระยะเวลาการหมัก	24	ชั่วโมง	

จากตารางที่	2	พบว่า	 เวลาในการหมักที่เพิ่มขึ้นส่งผล

ให้ปรมิาณน�า้ตาลลดลงและปรมิาณเอทานอลเพิม่มาก

ขึ้นเพราะเชื้อยีสต์มีการใช้น�้าตาลแล้วผลิตเอทานอล	

โดยพบว่าปริมาณของเอทานอลสูงสุดที่เกิดขึ้น	เท่ากับ	
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3.51s0.42	กรัม/ลิตร,	Y
p/s	

0.36s4.37	กรัม/กรัม,	2
p

0.15s0.02	กรัม/ลิตร/ชั่วโมง	และ	E
y
	69.79s4.12	�

3.3 ผลการศกึษาประสิทธิภาพการน�ากลับมา

 ใช้ซ�้าของเชื้อยีสต์ตรึงรูป
การศกึษาประสทิธภิาพการน�ากลบัมาใช้ใหม่ของ

เชื้อยีสต์ตรึงรูป	S. cerevisiae TISTR	5339 บนชาน

อ้อยทีผ่่านการปรบัสภาพร่วมกบัการห่อหุม้ด้วยอลัจเินต

ที่สภาวะเหมาะสมคือ	 ความเข้มข้นอัลจิเนต	 ร้อยละ	

2.5	 (น�้าหนัก/ปริมาตร)	 และชานอ้อย	 1	 (น�้าหนัก/

ปริมาตร)	ภายใต้อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	ความเร็ว

รอบในการเขย่า	120	รอบต่อนาที	ระยะเวลาการหมัก	

24	ชัว่โมง	จากตารางที	่3	พบว่า	ปรมิาณของเอทานอล	

ทีเ่กดิขึน้ในรอบที	่1-5	เท่ากบั	3.22s0.54,	3.04s0.89,	

3.11s0.22,	 3.19s0.08	และ	3.23s0.48	กรัม/ลิตร	

ตามล�าดับ	มีค่า	E
y
	ในรอบที่	1-5	เท่ากับ	100,	85.78,	

90.05,	 91.45	 และ	 94.85	 ตามล�าดับ	 และร้อยละ

ผลผลิตในรอบที่	 1-5	 มีค่ามากกว่าร้อยละ	 50	 ของ

ผลผลิตเอทานอลในรอบที่	1

	 เมื่อพิจารณาผลการศึกษาจากกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด	 (รูปท่ี	 2)	 พบว่า	 ลักษณะ

รูปที่ 1 ลักษณะพื้นผิวและโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด;	

ก)	ภายนอกของเซลล์ยีสต์ตรึงรูปบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพที่ก�าลังขยาย	750	เท่า;	

ข)	ภายนอกของเซลล์ยีสต์ที่ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตที่ก�าลังขยาย	750	เท่า;	

ค)	ภายนอก	และ	ง)	ภายในของเซลล์ยีสต์ตรึงรูปบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร้อยละ	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	

และห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร้อยละ	2.5	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ที่ก�าลังขยาย	750	และ	1000	เท่า	ตามล�าดับ

โครงสร้างของเม็ดเจลในรอบที่	5	เริ่มมีการเสื่อมสภาพ

ทั้งนี้เพราะโครงสร้างของเม็ดเจลอัลจิเนตมีการบวม

น�้าและมีการเพิ่มขึ้นของเซลล์ยีสต์ภายในเม็ดเจลอัล-

จิเนตส่งผลให้เม็ดเจลอัลจิเนตแตก	[12]	ดังนั้นจากผล

การศึกษาประสิทธิภาพการน�ากลับมาใช้ใหม่ของเช้ือ

ยีสต์ตรึงรูปบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับ

การห่อหุม้ด้วยอลัจเินต	จงึสามารถน�ากลบัมาใช้ใหม่ได้

อย่างน้อย	5	รอบ	โดยที่ค่า	E
y
	มีค่ามากกว่าร้อยละ	50	

4. สรุป
การศึกษาสภาวะที่เหมาะในการตรึงเซลล์ยีสต์	

S. cerevisiae TISTR	5339	ตรงึบนชานอ้อยปรบัสภาพ

ร่วมกับการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต	โดยศึกษาปริมาณวัสดุ

ทีใ่ส่ในการตรงึรปูและความเข้มข้นของอลัจเินตร้อยละ

ต่าง	ๆ	พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการให้ผลผลิต

เอทานอล	 คือ	 อัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ	 2.5	

(น�้าหนัก/ปริมาตร)	 และปริมาณชานอ้อยร้อยละ	 1	

(น�้าหนัก/ปริมาตร)	 ให้ปริมาณเอทานอล	 3.39s0.72	

กรัม/ลิตร,	Y
p/s	

0.36s0.07	กรัม/กรัม,	2
p
	0.14s0.03	

กรัม/ลิตร/ช่ัวโมง	 และ	 E
y
	 70.98s14.08�	 ผลการ

ศึกษาประสิทธิภาพการน�าเม็ดอัลจิเนตมาใช้ใหม่ของ
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ตารางที่ 2	ปริมาณน�้าตาลท่ีถูกใช้	 (S)	 ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น	 (P)	 ผลผลิตเอทานอล	 (Y
p/s

)	 อัตราการผลิต

	 เอทานอล	(2
p
)	และประสิทธิภาพของการหมัก	(Ey)	โดยเซลล์ยีสต์	S. cerevisiae	TISTR	5339	ที่ถูก

	 ตรึงบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร้อยละ	1	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ร่วมกับอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ	

	 2.5	(น�้าหนัก/ปริมาตร)	ในอาหารเลี้ยงเชื้อ	YM	Broth	ที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	เขย่าที่ความเร็ว	120	

	 รอบ/นาที	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง

เวลา (ชม.) S (กรัม/ลิตร) P (กรัม/ลิตร) :
p/s

 (กรัม/กรัม) 2
p
 (กรัม/ลิตร/ชม.) E

y
 (�)

0 0.01s0.21a 0.00s0.00e 0.00s0.00b 0.00s0.00c 0.00s0.00c

1 1.65s0.26ab 0.05s0.06e 0.03s0.09b 0.00s0.06ab 5.74s16.45ab

2 1.51s0.48bc 0.08s0.14e 0.05s0.12b 0.00s0.01b 10.47s13.83bc

3 4.62s0.73bc 0.52s0.42d 0.11s0.35ab 0.02s0.14a 22.03s22.58a

6 6.84s0.44cd 1.03s0.34cd 0.11s0.68ab 0.04s0.06b 29.60s13.93ab

12 8.96s1.83d 1.99s0.14bc 0.22s1.96ab 0.08s0.01b 43.59s16.17a

18 9.75s2.43e 3.28s0.55ab 0.34s0.02b 0.14s0.03bc 65.92s4.08bc

24 9.87s0.63e 3.51s0.42a 0.36s4.37a 0.15s0.02bc 69.79s4.12bc

หมายเหตุ	a,	b,	c,	d,	e	และ	f	เป็นค่าทางสถิติที่แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p�0.05)

ตารางที่ 3	การน�ากลบัมาใช้ซ�า้ของเซลล์ยสีต์	S. cerevisiae	TISTR	5339	ทีถ่กูตรงึบนชานอ้อยทีผ่่านการปรับสภาพ

	 ร้อยละ	 1	 (น�้าหนัก/ปริมาตร)	 ร่วมกับอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ	 2.5	 (น�้าหนัก/ปริมาตร)	 ในอาหาร

	 เลี้ยงเชื้อ	YM	Broth	ที่อุณหภูมิ	30	องศาเซลเซียส	เขย่าที่ความเร็ว	120	รอบ/นาที	เป็นเวลา	24	ชั่วโมง	

	 โดยแสดงปริมาณน�้าตาลท่ีถูกใช้	 (S)	 ปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้น	 (P)	 ผลผลิตเอทานอล	 (Y
p/s

)	 อัตรา

	 การผลิต	เอทานอล	(2
p
)	และประสิทธิภาพของการหมัก	(E

y
)

รอบที่ S (กรัม/ลิตร) P (กรัม/ลิตร) :
p/s

 (กรัม/กรัม) 2
p
 (กรัม/ลิตร/ชม.) E

y
 (�)

1 7.85s1.05a 3.22s0.54a 0.40s0.05a 0.13s0.02a 80.32s11.56a

2 8.66s0.22a 3.04s0.89a 0.	35s0.09a 0.12s0.03a 78.90s18.84a

3 8.43s1.41a 3.11s0.22a 0.36s0.03a 0.13s0.00a 72.33s6.95a

4 8.52s0.30a 3.19s0.08a 0.37s0.00a 0.13s0.00a 73.46s1.59a

5 8.33s0.38a 3.23s0.48a 0.38s0.05a 0.13s0.02a 76.19s10.92a

หมายเหตุ	a,	b,	c,	d,	e	และ	f	เป็นค่าทางสถิติที่แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(p�0.05)

เซลล์ยีสต์ตรึงรูป S. cerevisiae	 TISTR	 5339	 บน

ชานอ้อยปรับสภาพร่วมกับการห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต

พบว่า	เมด็อลัจเินตสามารถน�ากลบัมาใช้ใหม่ได้ทัง้หมด	

5	รอบ	ซึง่ให้ผลการผลผลติเอทานอลสงูกว่าร้อยละ	50	

ของรอบที่	 1	 ของการหมักซ�้า	 ดังน้ันการตรึงรูปเซลล์

ยสีต์บนชานอ้อยทีผ่่านการปรบัภาพร่วมกบัการห่อหุม้

ด้วยอัลจเินตจงึเป็นทางเลอืกหนึง่ทีน่่าสนใจในการผลติ

เอทานอลต่อไปในอนาคต
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รูปที่ 2	ลักษณะพื้นผิวและโครงสร้างภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของเซลล์ยีสต์	

S. cerevisiae	TISTR	5339	ที่ถูกตรึงบนชานอ้อยที่ผ่านการปรับสภาพร้อยละ	1	กรัม/ปริมาตร	ร่วมกับอัลจิเนต

ความเข้มข้นร้อยละ	2.5	กรัม/ปริมาตร	ที่ก�าลังขยาย	750	เท่า	โดย	ก)	ภาพภายนอกในรอบที่	1	และ	

ข)	ภาพภายนอกในรอบที่	5
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