
บทที่ 4

ผลการทดลองและการวิเคราะห์ผล

การคืกษาการผลิตเอทานอลจากกากน้ําตาลโดยใช้ยีสต์สายพันธุ Saccharomyces
cerevisiae M30 ในงานวิจัยน้ีแบ่งการคืกษาทดลองออกเป็น 3 ส่วนหลัก  ๆ คือ ส่วนแรกทำการ 
หมักแบบไม่ต่อเน่ืองในขวดเขย่ารูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร วัตถุประสงค์ของการทดลองส่วนน้ี 
คือต้องการหาความเข้มข้นน้ําตาลรดิวซ์ต้ังต้นท่ีเหมาะลม ลำหรับการผลิตเซลล์และเอทานอล
ส่วนท่ีลองคือการหมักแบบไม่ต่อเน่ืองในถังหมักขนาด 7 ลิตร โดยจะนำข้อมูลท่ีได้จากส่วนแรกมา 
ช่วยในการพิจารณาเลือกความเข้มข้นของน้ําตาลต้ังต้นท่ีเหมาะสม วัตถุประสงค์ของงานวิจัยส่วน 
น้ีคือ ต้องการคืกษาลักษณะการเจริญและหาจลนพลศาสตร์พารามิเตอร์เพ่ือนำไปออกแบบการ
ทดลองถัดไป ส่วนสุดท้ายจะทำการคืกษาผลของการหมักแบบต่อเน่ืองท้ังแบบมีและไม่มีการเวียน 
กลับเซลล์ในถังหมักขนาด 7 ลิตร ผลการทดลองท่ีได้จะแสดงไวิในลำดับถัดไป

4.1 การหมักแบบไม่ต่อเนี่'องในขวดเขย่ารูปชมพู่

ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้เ ร ิ่ม ต ้น จ า ก ก า ร ท ำ ก า ร ห ม ัก แ บ บ ไ ม ่ต ่อ เน ื่อ ง ใ น ข ว ด เข ย ่า ร ูป ช ม พ ู่ เพ ื่อ ต ้อ ง ก า ร  

ค ืก ษ า ล ัก ษ ณ ะ ก า ร เ จ ร ิญ เ บ ื้อ ง ต ้น ข อ ง ก า ร เพ า ะ เล ี้ย ง  Saccharomyces cerevisiae M 3 0  โด ย ได ้ท ำ  

ก า ร ท ด ล อ ง เ พ า ะ เ ล ี้ย ง เ ช ื้อ ใ น ส ูต ร อ า ห า ร ท ี่แ ส ด ง ไว้ใ น บ ท ท ี่ 3 ใ น ง า น ว ิจ ัย น ี้จ ะ ท ำ ก า ร ค ืก ษ า ผ ล ข อ ง  

ค ว า ม เข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ต ั้ง ต ้น ท ี่ม ีต ่อ ก า ร เ จ ร ิญ ข อ ง เช ื้อ  โ ด ย จ ะ ท ำ ก า ร ค ืก ษ า ค ว า ม เข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล  

ร ีด ิว ซ ์ต ั้ง ต ้น ใ น ช ่ว ง  3 0  ถ ึง  2 5 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร  ข ั้น แ ร ก ท ด ล อ ง ห ม ัก แ บ บ ไ ม ่ต ่อ เ น ื่อ ง ใ น ข ว ด เข ย ่า ร ูป

ช ม พ ู่ซ ึ่ง จ ะ แ บ ่ง เ ป ็น  2 ส ่ว น  ค ือ ส ่ว น แ ร ก ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง เ พ ื่อ ห า ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ต ั้ง ต ้น ท ี่ 

เห ม า ะ ล ม ส ำ ห ร ับ ก า ร ผ ล ิต เ ซ ล ล ์(3 0  ถ ึง  1 5 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )  แ ล ะ ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ต ั้ง ต ้น ท ี่ 

เห ม า ะ ส ม ล ำ ห ร ับ ก า ร ผ ล ิต เ อ ท า น อ ล (1 7 0  ถ ึง  2 5 0  ก ร ัม ต ่อ ล ิต ร )  จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง พ บ ว ่า ท ี่ค ว า ม  

เข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ต ั้ง ต ้น ต ่า ง ๆ ถ ัน จ ะ ท ำ ใ ห ้เ ซ ล ล ์ม ีร ูป แ บ บ ก า ร เจ ร ิญ แ ต ก ต ่า ง ถ ัน  โ ด ย จ ะ ล ัง เก ต แ ล ะ  

เ ก ็บ ข ้อ ม ูล จ า ก ก า ร เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น น ํ้า ต า ล ร ีด ิว ซ ์ จ ำ น ว น เ ซ ล ล ์( ห ร ือ น ํ้า ห น ัก เ ซ ล ล ์

แ ห ้ง )  แ ล ะ ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง เ อ ท า น อ ล ต า ม เว ล า จ ะ ไ ด ้ก า ร เป ล ี่ย น แ ป ล ง ข อ ง ส า ร ต ่า ง ๆ ด ัง แ ส ด ง ไ ว ้ใ น  

ร ูป ท่ี 4.1 ถ ึง  ร ูป ท่ี 4.6
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0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
เวลา (ชั่วโมง)

—♦ —3% - ฒ - 5% —jV-8% - X - 11% - X - 13% —• —15%

รูปที่ 4.1 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ ตามเวลาที่ได้จากการหมักแบบ 
ไม่ต่อเนื่องในขวดเขย่ารูปชมพู่ที่มีความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ตั้งด้นร้อยละ 3,5,8,11 และ 
15 โดยนํ้าหมักต่อปริมาตร

<3ฐฐ:CZ2

เวลา (ชั่วโมง)

-♦ — 3% 5% • 8% - * -1 1 % -X— 13% 15%

รูปที่ 4.2 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างจำนวนเชลล ์ ตามเวลาท ี่ได ้จากการหม ักแบบไม ่ต ่อเน ื่องใน

ขวดเขย ่าร ูปชมพ ู่ท ี่ม ีความเข ้มข ้นน ํ้าตาลร ีด ิวช ์ต ั้งต ้น ร ้อยละ 3 ,5,8,11และใ 5 โดย

น ํ้าห ม ักต ่อปร ิม าตร
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■ ♦ — 3% - H -  5% —£ — 8% - X - 1 1 %  - * - 1 3 %  - # - 1 5 %

รูปที่ 4.3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอลตามเวลาที่ได้จากการหมักแบบ
ไม่ต่อเนื่องในขวดเขย่ารูปชมพู่ที่มีความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ตั้งต้นร้อยละ3 ,5,8,11และ15 
โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร

เวลา (ชั่งโมง)
—♦ — 17% - a - 20% -£ -2 1 %  22% 23% - * - 2 4 %  —1— 25%

รูปที่ 4.4 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความเข ้มข ้นน ํ้าตาลร ีด ิวซ ์ตามเวลาท ี่ได ้จากการหม ักแบบไม ่

ต ่อ เน ื่องในขวดเขย ่าร ูปชมพ ู่ท ี่ม ีความเข ้มข ้นน ํ้าตาลร ีด ิวซ ์ต ั้งต ้นร ้อยละ17,20,21,22,23,

24 และ 25 โดยน ํ้าหน ักต ่อปร ิมาตร
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0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78
เวลา (ชั่วโมง)

•♦ — 17% —ร —20% -T ir - 21% - H - 22% 23% - « - 2 4 %  —f— 25%

รูปที่ 4.5 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจำนวนเชลล์ตามเวลาที่ได้จากการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง 
ในขวดเขย่ารูปชมพู่ที่มีความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ตั้งต้นร้อยละ17,20,21,22,23,24 
และ 25 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร

—♦ — 17% —H— 20% - £ - 2 1 %  22% - * - 2 3 %  — 24% —f— 25%

รูปที่ 4.6 แสดงความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างความเข ้มข ้น เอทานอลตามเวลาท ี่ได ้จากการหม ักแบบไม ่

ต ่อ เน ื่องในขวดเขย ่าร ูปชมพ ู่ท ี่ม ีป ร ิมาณ น ํ้าตาลร ีดวช ์ต ั้งต ้น ร ้อยละ 17,20,21,22,23,

24 และ 25 โดยน ํ้าหน ักต ่อปร ิมาตร
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จากผลการทดลองพบว่า ในการทดลองที่ช่วงความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้นร้อยละ 3 - 1 5  
โดยนำหนักต่อ!ทมาตร ในช่วง 6 ชั่วโมงแรก ความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์จะลดลงอย่างช้าๆแต่จะมี 
อัตราการใช้สูงฃึนเมื่ออยู่ในช่วงชั่วโมงที่ 6 - 1 2  และค่อยๆลดลงจนเข้ายู่สภาวะคงที่ประมาณ 
ชัวโมงที่ 28 ส่วนในทางกลับกันความเข้มข้นเซลล์และเอทานอลจะเพิ่มขึ้นอย่างๆข้าในช่วง 6
ชั่วโมงแรกและจะมีอัตราเพิ่มสูงขึ้น ในช่วงชั่วโมงที่ 6 - 1 8  หลังจากนั้นจะลดอัตราการผลิตลงจน 
เข้ายู่สภาวะคงที่ประมาณชั่วโมงที่ 1 8 - 3 0  ขึ้นกับความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้น และเมื่อเปรียบเทียบ 
ผลที่ได้จะพบว่าความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ตั้งต้นร้อยละ 11 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร จะเป็นสภาวะ 
เหมาะลมที่นำไปใช้ในการทำเป็นหัวเชื้อตั้งต้นในการหมัก เนื่องมาจากเมื่อเปรียบเทียบอัตราการ 
เจริญในระยะ Log phase ของเชลล์ที่ใข้ความเข้มข้นของนั้าตาลตั้งต้นร้อยละ11 โดยนํ้าหนักต่อ 
ปริมาตร จะมีอัตราสูงสุดเมื่อเทียบกับอัตราการเจริญของเซลล์ที่ได้จากความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้น 
ค่าอื่น  ๆ โดยนํ้าตาลที่ถูกใช้ไปก็จะเหลือในปริมาณน้อยและเมื่อมาพิจารณาถึงความเข้มข้น
เอทานอลที่ถูกผลิตออกมาก็จะไม่มากจนเกินไป เพราะถ้ามีเอทานอลสูงจะเกิดการยับยั้งการเจริญ 
ของเซลลํได้(Taylor,1997) ในส่วนของการทดลองที่ความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้นที่อยู่ในช่วงร้อยละ 
1 7 - 2 5  โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร พบว่าลักษณะการเปลี่ยนแปลงของความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ 
ตั้งต้น จำนวนเซลล์ และความเข้มข้นเอทานอล จะมีลักษณะใกล้เคียงกับการใช้ความเข้มข้น 
นํ้าตาล'รีดิวซ์ตั้งต้นร้อยละ3 - 1 5  โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร แต่จะแตกต่างกันในปริมาณและอัตรา 
การผลิตเท่านั้น เมื่อเปรียบเทียบผลที่ได้จะพบว่าความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ตั้งต้นร้อยละ 22 โดย 
นํ้าหนักต่อปริมาตร จะเป็นสภาวะเหมาะสมที่นำไปใชในการหมักเพื่อการผลิตเอทานอล
เนื่องมาจาก เมื่อพิจารณาจากความเข้มข้นเอทานอลที่ได้จะเห็นได้ว่า การใช้ความเข้มข้นนํ้าตาล 
ตั้งต้นร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร จะให้ความเข้มข้นเอทานอลมากกว่าการใช้ความเข้มข้น 
นํ้าตาลตั้งต้นที่ตํ่ากว่า แต่จะได้ความเข้มข้นเอทานอลใกล้เคียงกับการหมักที่ใข้ความเข้มข้น
นํ้าตาลตั้งต้นที่มีความเข้มข้นตั้งต้นที่สูงกว่าและเมื่อพิจารณาถึงการใข้นํ้าตาลและอัตราการเจริญ 
ของเชลล์ พบว่าการใช้ความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้นที่มากกว่าร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร จะ 
มีนํ้าตาลเหลืออยู่ในระบบมากกว่าแต่จะได้เซลล์น้อยกว่าและใช้เวลาหมักนานกว่าการใช้นํ้าตาลที่ 
มีความเข้มข้นตั้งต้น ร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร
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4.2 การหมักแบบไม่ต่อเนื่องในถังหมักขนาด 7 ลิตร

จากการทดลองหมักแบบไม่ต่อเนื่องในถังหมักขนาด 7 ลิตร ใช้ความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ 
ตังต้นที่ร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร ใช้ปริมาณหัวเชื้อตั้งต้นที่เตรียมจากความเข้มข้น 
นํ้าตาลตั้งต้นร้อยละ 11 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 18 ชั่วโมง จำนวนร้อยละ 5 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร มีการควบคุมอุณหภูมิที่ 33 องศาเซลเซียส และมีค่าความเป็นกรด-
เป็นด่างเริ่มต้น เท่ากับ 5 ทำการทดลอง 2 คร้ัง พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของความเข้มข้น
นํ้าตาลรีดิวซ์ เอทานอล และ นํ้าหนักเซลแห้ง เป็นไปตาม รูปที่ 4.7 แลรูปที่ 4.8 ตามลำดับ 10

(ฐ
«รTï<h»(—ร ิ

ฐ
à*5=1
Oริ:

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

Ch»ร ิ<l(S'ร ิ
' ร ิ

O < J-0

'“รร ิI
* “ 3

เวลา (ช่ัวโมง)

-♦ — นาดาลรีดิวฟ •เอทานอล •เซลล์

is

ร ูป ท ี่4.7 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวช์ ,เอทานอลและนํ้าหนักเซลล์แห้ง 
ตาม เวลาที่ไต้จากการหมักแบบไม่ต่อเนื่องในถังหมักขนาด 7 ลิตร ครั้งที่ 1
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เวลา (ช่ัวโมง)

♦ —นาตาลรีดิวฟ เอทานอล « — เซลล์

รูปท่ี 4.8 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ําตาลรีดิวซ์ 1 เอทานอล และน้ําหนักเซลล์แห้ง 
ตามเวลาท่ีได้จากการหมักแบบไม่ต่อเน่ืองในถังหนักขนาด 7 ลิตร คร้ังท่ี 2

จากผลการทดลองที่ได้แลดงดังรูปที่ 4.7 และรูปที่ 4.8 พบว่ารูปแบบการเจริญมีลักษณะ 
ใกล้เคียงถันกล่าวคือ เชื้อจะอยู่ในระยะ log phase ในช่วงต้น จนกระทั้งชั่วโมงที่ 24 ก็จะเริ่มเข้า 
stationary phase เมื่อพิจารณาถึงการผลิตเอทานอลพบว่า ในการทดลองครั้งแรกเชื้อจะเริ่มผลิต 
เอทานอลตั้งแต่ชั่วโมงที่ 6 และจะมีอัตราการผลิตเพิ่มชื้นตามลำดับจนกระทั้งเข้า ชั่วโมงที่ 42 จึง 
เริ่มมีอัตราการผลิตคงที่ โดย ณ สภาวะคงที่ (48 ชั่วโมง) จะได้ความเข้มข้นเอทานอลเท่ากับ 84 
กรัมต่อลิตรหรือจะได้ปริมาณผลผลิตต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใชใป(yield of production, Yp/S) 
เท่ากับ 0.47 กรัม เอทานอลต่อกรัมนํ้าตาลรีดิวซ์ในการทดลองครั้งที่สองจะได้ความเข้มข้น
เอทานอลเท่ากับ 94 กรัมต่อลิตรหรือจะได้ปริมาณผลผลิตต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใข้ไปเท่ากับ
0.52 กรัมเอทานอลต่อกรัมนํ้าตาลรีดิวซ์ โดยจากการทดลอง 2 คร้ัง จะได้ปริมาณผลผลิตต่อ
ปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใช้ไปเฉลี่ยประมาณ 0.50 กรัม เอทานอลต่อกรัมนํ้าตาลรีดิวซ์ เมื่อนำข้อมูล 
ที่ได้จากการหมักไม่ต่อเนื่องมาสร้างความสัมพันธ์ระหว่างนํ้าหนักเชลล์แห้งต่อเวลา(dx/dt) ความ 
เข้มข้นเอทานอลต่อเวลา(dP/dt) ความเข้มข้น เอทานอลเฉลี่ย(P) ตามเวลาจะได้ดังรูปที่ 4.9
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และถ้านำมาสร้างความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณผลผลิตเชลล์ต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใช้!ป(Ŷ g) 
และปริมาณผลผลิตเอทานอลต่อปริมาณนำตาลที่ถูกใช้!ป(Yp/S) ตามเวลา จะได้ดังรูปที่ 4.10
ตามลำดับ

รูปท่ี 4.9 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างการเปลี่ยนแปลงเชลล์ต่อเวลา การเปล่ียนแปลง
ความเข้มข้นเอทานอลต่อเวลา และความเข้มข้นเอทานอลตามเวลาที่ได้จากการหมัก 
แบบไม่ต่อเนื่องของ ร. cerevisiae แ30โดยใช้กากนํ้าตาล ใช้ความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้น 
ร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร

0.1
*p

 [ก
รัม

ต่อ
ลิต

ร]
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รูปที่ 4.10 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณผลผลิตเซลล์ต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใช้ไป(Y*,ร) 
และปริมาณผลผลิตเอทานอลต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถูกใช้ใป(Yp/S)ตามเวลาที่ได้จาก 
การหมักแบบไม่ต่อเนื่องของ ร. cerevisiae M30 โดยใช้กากนํ้าตาล ใช้ความเข้มข้น 
นํ้าตาลตั้งต้นร้อยละ 22 โดยนํ้าหนักต่อปริมาตร

จากรูปที่ 4.9 พบว่าในช่วง 3 ชั่วโมงแรก อัตราการเพิ่มขึ้นของเซลล์และเอทานอลจะมี 
ค่อนข้างตํ่าจากนั้นจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วจนถึงประมาณชั่วโมงที่ 14 จะมีอัตราการเพิ่มของเซลล์ 
มากที่ลุดคือ 0.49 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และจะค่อยๆลดอัตราลงจนเข้าล่สภาวะคงที่ประมาณ 
ชั่วโมงที่ 27 ในขณะที่อัตราการผลิตเอทานอลจะสูงสุดที่ประมาณชั่วโมงที่ 17 จะได้อัตราการเพิ่ม 
ของเอทานอลเป็น 5.63 กรัมต่อลิตรชั่วโมง โดยที่ความเข้มข้นของเอทานอลจะเพิ่มขึ้นในช่วงแรก 
อย่างช้า  ๆ จนถึงประมาณชั่วโมงที่ 10 ก็จะมีอัตราการเพิ่มมากตามลำดับจนถึงเวลาประมาณ 
ชั่วโมงที่ 39 ความเข้มข้นของเอทานอลจะเริ่มคงที่ (ประมาณ 88 กรัมต่อลิตร) และจะเห็นได้ว่า 
รูปแบบความสัมพันธ์ดังกล่าวจะใกล้เคียงกับการเจริญในรูปแบบ Growth -  associated product 
formation kinetics แสดงให้เห็นว่าเอทานอลจะเป็นสารที่ผลิตขึ้นมาพร้อมการเจริญของเซลล์ 
ดังนั้นเวลาการหมักในช่วง A ถึง C (18 ถึง 38 ชั่วโมง) จึงถูกเลือกเพื่อใช้ในการทดลองหมัก 
แบบต่อเนื่องต่อไป
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จากการทดลองการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง เมื่อนำผลการทดลองมาวิเคราะห์สัดส่วนผลผลิต 
เซลล์หรือเอทานอลต่อปริมาณนํ้าตาลที่ถ ูก ใช้ไปด ังในรูปท่ี 4.10 พบว่าในช่วงแรกปริมาณผลผลิต 
เชลล์ต ่อปริมาณนํ้าตาลที่ถ ูก ใช้ไป(Y^g) จะค่อยๆเพิ่มขึ้นจนได้ค่ามากที่ลุดในช่วงชั่วโมงที่ 21 -  24 
(ประมาณ 0.052 กรัมเชลล์ต่อกรัมนํ้าตาล) และจะค่อยๆลดลงจนเข้าสภาวะคงที่ประมาณชั่วโมง 
ท่ี 48 (ประมาณ 0.040 กรัมเซลล์ต่อกรัมนํ้าตาล) ในขณะที่ปริมาณผลผลิตเอทานอลต่อปริมาณ 
น ํ้าตาลท ี่ถ ูก ใช้ไป (Yp/S) จะค่อยๆเพิ่มขึ้นจนเข้าส่สภาวะคงที่ประมาณ ชั่วโมงที่ 48 (ประมาณ 0.48 
กรัมเอทานอลต่อกรัมนํ้าตาล) Yx15 และ Yp/g สูงสุด หลังทำการหมัก 24 ชั่วโมง และ 54 ช่ัวโมง 
ตามลำดับ โดยจากผลการทดลองพบว่า อัตราการใช้นํ้าตาลเพื่อเปลี่ยนเป็นเซลล์หรือเอทานอลจะ 
เปลี่ยนแปลงไปตามเวลาการหมักและสภาวะแวดล้อมที่ทำการหมัก

จากความสัมพันธ์ที่ได้จากรูปที่ 4.9 และ 4.10 สามารถนำมาเป็นประโยชน์ในการ 
ตัดสินใจเลือกใช้อัตราการป้อนสารอาหารที่เหมาะสม สำหรับนำไปทดสอบในกระบวนการหมัก
แบบต่อเนื่องต่อไป โดยในงานวิจัยนี้จะทำการเปลี่ยนแปลงอัตราการป้อนอาหารในช่วง A ถึง C 
โดยจะสืกษาอัตราการป้อนอาหารเป็น 3 ค่า คือ ท่ี A (อัตราการเจือจางเป็น 1/18 ต่อช่ัวโมง) 
เพราะว่า ณ จุดนี้จะให้อัตราการผลิตเอทานอลสูงสุด โดยท่ีอัตราการเพ่ิม'ข้ึน'ของเซลล์ก็ไม่ต่ํามาก 
(ประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ของอัตราสูงสุด) ท่ี B (อัตราการเจือจางเป็น 1/25 ต่อช่ัวโมง) อัตรา 
การผลิต เอทานอลประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ของอัตราการผลิตสูงสุดโดยมีอัตราการผลิตเชลล์
ใกล้เคียงกับจุด A และมีความเข้มข้นเอทานอลประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ของความเข้มข้นเอทานอล 
ณ สภาวะคงที่ และ ท่ี C (อัตราการ เจือจางเป็น 1/38 ต่อช่ัวโมง) เพราะว่า ณ จุดน้ีจะให้ความ 
เข้มข้นของ เอทานอลประมาณร้อยละ 95 ของความเข้มข้นเอทานอลที่สภาวะคงที่ โดยท่ียังมี
อัตราการผลิตของเซลล์และเอทานอลเล็กน้อย ตังนั้นในการทดลองหมักแบบต่อเนื่องจะใช้ป้อน
อาหารด้วยอัตราการ เจือจาง 3 ค่า คือ 1/38 (0.026) 1 1/25 (0.040) และ 1/18 (0.056) ต่อ 
ช่ัวโมง ตามลำดับ

4.3 การหมักแบบต่อเนื่องชนิดหนึ่งขั้นตอนในถังหมักขนาด 7 ลิตร

การทดลองหมักแบบต่อเน่ืองชนิดหน่ึงข้ันตอน เพ่ือคืกษาและเปรียบเทียบผลท่ีได้จากการ 
ใช้อัตราการป้อนสารอาหารท้ัง 3 อัตรา ดังได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ในขณะทำการทดลองการ 
ตรวจสอบว่าระบบเข้าส่สภาวะคงท่ีแล้วหรือไม่ ทำได้จากการกัดความเข้มข้นของน้ําตาลท่ีอยู่ใน 
ระบบเป็นตัวแทนของระบบ โดยจะเร่ิมจากอัตราการเจือจางท่ีน้อยท่ีสุดไปหามากท่ีสุดคือ
ช่วงแรกจะป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง จนความระดับเข้มข้นน้ําตาลเข้าส่
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สภาวะคงท่ี แล้วจึงปรับเปลี่ยนความเร็วในการป้อนอาหารไปที่อัตราการเจือจาง 0.040 ต่อช่ัวโมง 
จนระดับความเข้มข้นนำตาลเช้าลํสภาวะคงที่ แล้วจึงปรับเปลี่ยนความเร็วในการป้อนอาหารไปที่ 
อัตราการเจือจาง 0.056 ต่อช่ัวโมงตามลำดับ

จากการทดลองพบว่าการป้อนอาหารโดยใช้อัตราการเจือจาง 0.040 ต่อช่ัวโมงจะทำให้มี 
นํ้าตาลเหลือในระบบสูงเกินไป (125 กรัมต่อลิตร) จึงหยุดทำการเพิ่มอัตราการป้อน ดังน้ันใน 
งานวิจัยนี้จืงใช้อัตราการป้อนอาหาร 2 ค่า คือ 0.18 และ 0.28 ลิตรต่อชั่วโมง (อัตราการเจือจาง
0.026 และ 0.040 ต่อช่ัวโมง) ตามลำดับ โดยลำหรับการเปลี่ยนแปลงของสารต่างๆจากการหมัก 
ได้แสดงไวิในรูปที่ 4.11

ป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง

(j-ok«ระ
~k.ฐ
à(j-oC.

เวลา (ช่ัวโมง)
«— เซลล์ —Û— เอทานอล —♦ — นาตาลรีดิวฟ้

ร ูปท ี่4.11 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์1 เอทานอล และน้ําหนักเซลล์แห้ง 
ตามเวลาที่ได้จากการหมักต่อเนื่องในถังหมักขนาด 7 ลิตรชนิดหนึ่งขั้นตอน
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จากรูปท่ี 4.11 ในช่วงแรกของการหมักจะเป็นการหมักแบบไม่ต่อเน่ืองเชื้อจะมีการเจริญดี 
และลามารถให้ความเข้มข้นเอทานอล 45 กรัมต่อลิตรท่ี 18 ชั่วโมงหลังจากการเริ่มหมักหลัง 
จากนั้นเมื่อเริ่มมีการป้อนอาหารแบบต่อเนื่องที่อัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง จะทำให้เชลล์ 
นำตาล และเอทานอล บางลิวนที่อยู่ในถังหมักไหลปนออกมาในสายออก(ทางด้านบนของถังหมัก
2) ลิงผลให้ความเข้มข้นเซลล์และความเข้มข้นของเอทานอลในถังหมักจะลดลงเรื่อยๆจนเริ่มเข้าลิ 
ลภาวะคงที่ประมาณชั่วโมงที่ 30 โดยจะมีน้ําหนักเซลล์แห้ง ความเข้มข้นเอทานอลและความ 
เข้มข้นนั้าตาลที่เหลือ เป็น 4.12 1 33 และ 76 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ จากนั้นเม่ือทำการปรับ
เพิ่มความเร็วในการป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.040 ต่อชั่วโมง(ชั่วโมงที่ 38) พบว่า
ความเข้มข้นนั้าตาลที่อยู่ในถังหมักจะค่อยๆเพิ่มช้ืนจนคงท่ี ในช่วงแรกของการเปลี่ยนอัตราการ
ป้อนสารอาหารจะทำให้ความเข้มข้น เอทานอลลดลงระยะหน่ึงแล้วจะค่อย  ๆ เพ่ิมช้ืนจนคงท่ี
ในขณะที่นํ้าหนักเชลล์แห้งมีการเปลี่ยนแปลงน้อยมาก และเม่ือเข้าลิสภาวะคงที่ (ชั่วโมงที่102) 
พบว่าความเข้มข้นนั้าตาลรีดิวซ์ที่เหลือ น้ําหนักเชลล์แห้ง และความเข้มข้นเอทานอลในระบบเป็น 
126 ,3.90 และ 31 กรัมต่อลิตรตามลำดับ

จากการหมักแบบต่อเนื่องที่ป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง จะให้ 
ปรมาณเอทานอล ณ สภาวะคงท่ี (ช่ัวโมงท่ี 36 ) ประมาณ 33 กรัมต่อลิตรหรือจะได้ปริมาณ 
ผลผลิตเอทานอลต่อปรมาณนํ้าตาลที่ถูก'ใช้ไปประมาณ 0.30 กรัมเอทานอลต่อกรัมนํ้าตาล และ 
ที่ป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.040 ต่อช่ัวโมง จะให้ปรมาณเอทานอล ณ สภาวะคงท่ี 
(ช่ัวโมงท่ี 102 ) ประมาณ 31 กรัมต่อลิตร หรือจะได้ปรีมาณผลผลิตเอทานอลต่อปรีมาณนํ้าตาลที่ 
ถูกใข้ใปเท่ากับ 0.42 กรัมเอทานอลต่อกรัมน้ําตาล แต่ความเข้มข้นเอทานอลที่ได้จะน้อยกว่าการ 
ป้อนอาหารที่อัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง และมีนํ้าตาลรืดิวช์เหลือภายในระบบเป็นจำนวน 
มาก (ประมาณ 126 กรัมต่อลิตร) เมื่อทำการเปรียบผลที่ได้จากการใช้อัตราการป้อนอาหารทั้ง 
สองอัตราพบว่า การป้อนด้วยอัตราการเจือจาง 0.040 ต่อช่ัวโมง จะเป็นอัตราที่เร็วไปเชื้อจะไม่ 
สามารถใข้นํ้าตาลที่ใลิให้ไปทัน ลิงผลให้ในสายออก(ด้านบนของถัง)จะมีนั้าตาลเหลือเหลือใน
ปริมาณที่มากเกินไป ในขณะปริมาณเซลล์ค่อนข้างจะคงที่ แต่ความเข้มข้นเอทานอลที่ได้จะลดลง 
ดังน้ันสามารถสรุปได้ว่าที่การป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง เป็นอัตราท่ี
เหมาะสมสำหรับการหมักแบบต่อเนื่อง เพราะว่าเชื้อจะสามารถใช้นํ้าตาลได้ดีและมีน้ําตาลเหลือ 
น้อยกว่าการป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.040 ต่อช่ัวโมง แต่เมื่อเปรียบเทียบค่า Yp/S ท่ีได้ 
จากการหมักแบบต่อเนื่องกับค่า Yp/S ที่ได้จากการหมักแบบไม่ต่อเน่ือง ณ ที่สภาวะคงที่ พบว่า ค่า 
Yp/S ที่ได้จากการหมักแบบต่อเนื่อง จะน้อยกว่าที่ได้จากการหมักไม่เนื่อง อาจมีสาเหตุมากจากใน 
การหมักแบบไม่ต่อเนื่องเชื้อจะใช้นํ้าตาลในการผลิตเอทานอลมากกว่านำไปสร้างเชลล์เองในขณะ 
ที่การหมักแบบต่อเนื่องที่มีการป้อนสารอาหารใหม่เข้าระบบตลอดเวลา เชื้อจะใช้นํ้าตาลในการ
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สร้างเซลล์มากกว่าการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง จึงส่งผลให้ปริมาณผลผลิตเอทานอลต่อปริมาณ
นำตาลที่ถูกใช้ใปที่ได้จากการหมักแบบต่อเนื่องน้อยกว่าปริมาณผลผลิตเอทานอลต่อปริมาณ 
นำตาลที่ถูกใช้ใปท่ีได้จากการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง

4.4 การหมักต่อเนื่องชนิดสองขนตอนและการหมักแบบต่อเนื่องชนิดสอง«ขนตอนที่มึการ 
เวียนกลับเชลล์

ผลการทดลองหมักต่อเนื่องแบบมีการเวียนกลับเซลล์ชนิดสองขั้นตอน โดยใช้การป้อน
อาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง ในช่วงแรกจะทำการหมักแบบต่อเนื่อง ชนิด 2 
ขั้นตอนจนระบบเข้าส่สภาวะคงที่ (ใช้ปริมาณนํ้าตาลริดิวช์ที่เหลือเป็นตัวแทนระบบ) ท้ังสองถัง 
จากนั้นจะทำการเวียนกลับเซลล์ด้วยอัตราการเวียนกลับด้วยอัตรา 1ใน 6 ของอัตราการป้อน 
สารอาหาร(ในถังเวียนกลับที่ 2 มีการปันกวนด้วยอัตราเร็ว 50 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาทีทุกๆ 8 
นาที) ผลการหมักแสดงตังในรูปท่ี 4.12-4.14

เร่ิมป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง

■ ♦ —  ก ล า ง อ ัง ห ม ัก 1 — ■ —  ส า ย อ อ ก ด ้า น บ น อ ัง m โ ก 2  — A —  ก ล า ง อ ัง ห ฟ ้ก 2  — K —  ส า ย เ ร ย น ก ส ํเ บ

รูปท่ี 4.12 แสดงความลัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นนํ้าตาลรีดิวช์ตามเวลาที่ได้การหมักต่อเนื่อง 
ชนิดสองขั้นตอนและการหมักต่อเนื่องชนิดสองขั้นตอนที่มีการเวียนกลับเซลล์
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เร่ิมป้อนอาหารด้วยอัตราเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง

รูปท่ี4.13 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างนํ้าหนักเชลล์แห้งตามเวลาที่ได้จากการหมักต่อเนื่องชนิด
1/  I ร✓  I

สองขนตอนและการหมักต่อเนื่องชนิดสองขนตอนที่มีการเวียนกลับเซลล์
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ร ิ่ม ป ้อ น อ าห ารด ้วย อ ัต ร า เจ ือ จ า ง  0 .0 2 6  ต ่อช ั่ว โมง

I ร ิ่ม ท ำก าร เว ีย น ก ล ับ เซ ล ล ์ด ้วย อ ัต รา เจ ือ จ า ง  0 .0 0 4  ต ่อช ั่ว โม ง

รูปท่ี4.14 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอลตามเวลาที่ได้จากการหมักต่อเนื่อง 
ชนิดลองขั้นตอนและการหมักต่อเนื่องชนิดสองขั้นตอนที่มีการเวียนกลับเชลล์

โดยการทดลองจะเริ่มจากการหมักแบบไม่ต่อเนื่องในช่วง 15 ชั่วโมงแรก ความเข้มข้น 
นํ้าตาลรีดิวซ์จะค่อย  ๆลดลงอย่างข้า  ๆในช่วงต้น หลังจากนั้นอัตราการใช้นํ้าตาลรีดิวช์ของเซลล์ 
จะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว และเมื่อเริ่มป้อนอาหารเข้าส่ระบบแบบต่อเนื่อง(หลังจากการหมัก 16
ชั่วโมง) จะมีพฤติกรรมคล้าย  ๆ กับการหมักแบบต่อเนื่องที่ผ่านมาความเข้มข้นนั้าตาลรีดิวซ์จะเริ่ม 
คงท่ีประมาณชั่วโมงที่ 56 ในส่วนของเซลล์และความเข้มข้นเอทานอล เซลล์มีการเพ่ิมข้ึนอย่าง 
รวดเร็วในช่วงแรกจนถึงชั่วโมงที่ 24 จะเร่ิมคงท่ี และพบว่าความเข้มข้นนํ้าตาลของถังหมักที่ 1 จะ 
มีค่ามากกว่าถังหมักที่ 2 แต่จำนวนเชลล์และปริมาณของเอทานอลในถังหมักที่ 2 จะสูงกว่าถัง 
หมักท่ี 1 หลังจากเริ่มมีการเวียนกลับเซลล์จากถังหมักที่ 2 กลับไปส่ถังหมักท่ี 1 พบว่าความ 
เข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์ของทั้งสองถังจะค่อยๆเพิ่มขึ้นและเข้าส่สภาวะคงที่อีกครั้งแต่จะมีความเข้มข้น
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สูงกว่าสภาวะคงที่เดิม ปริมาณเซลล์ของถังหมักที่ 1 ค่อยเพิ่มขึ้นจนเข้าส่สภาวะคงที่ที่สูงกว่าเดิม 
เล็กน้อย ในขณะท่ีความเข้มข้นเอทานอลจะลดลงเล็กน้อย

ลามารถสรุปผลท่ีได้จากการหมักต่อเนื่องชนิด 2 ขั้นตอนได้ดังนี้ ณ สภาวะคงท่ี ท่ีอัตรา 
การป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง ความเข้มข้นนํ้าตาลตั้งต้น 220 กรัมต่อลิตร 
อุณหภูมิ 33 องศาเซลเชียล ในถังหมักท่ี 1 ความเข้มข้นนํ้าตาลที่เหลือประมาณ 83 กรัมต่อลิตร 
นํ้าหนักเชลล์แห้งประมาณ 7.9 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นเอทานอลประมาณ 52 กรัมต่อลิตร ใน 
ถังหมักท่ี 2 ความเข้มข้นน้ําตาลท่ีเหลือประมาณ 50 กรัมต่อลิตร นํ้าหนักเซลล์แห้งประมาณ 8.5 
กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นเอทานอลประมาณ 72 กรัมต่อลิตร และที่สภาวะคงที่หลังจากมีการ 
เวียนกลับเซลล์ด้วยอัตรา 1 ใน 6 ของอัตราการป้อนอาหาร ในถังหมักที่1 ความเข้มข้นน้ําตาล
ที่เหลือประมาณ 105 กรัมต่อลิตร นํ้าหนักเซลล์แห้งประมาณ 7.5 กรัมต่อลิตร ความ
เข้มข้นเอทานอลประมาณ 48 กรัมต่อลิตร ในถังหมักท่ี 2 ความเข้มข้นน้ําตาลที่เหลือที่สายออก 
ทางด้านบนประมาณ 78 กรัมต่อลิตร ส่วนทางด้านลายเวียนกลับจะประมาณ 80 กรัมต่อลิตร 
ส่วนสายออกด้านบนและลายเวียนกลับด้านล่างของถังหมักที่ 2 จะได้นํ้าหนักเชลล์แห้งประมาณ
3.4 และ 8.0 กรัมต่อลิตรตามลำดับ ความเข้มข้นเอทานอล ณ ลายออกทางด้านบนประมาณ 65 
กรัมต่อลิตร ส่วนทางด้านสายเวียนกลับประมาณ 60 กรัมต่อลิตร จากการทดลองความเข้มข้น 
ของเซลล์ที่อยู่ทางด้านล่างของถังหมักที่ 2 (ใช้ลำหรับการเวียนกลับ) จะมีปริมาณมากกว่า 2 เท่า 
ของเชลล์ที่อยู่ทางด้านบนของถังหมักที่ 2 แต่อย่างไรก็ตามเนื่องจากอัตราการเวียนกลับเซลลํไม่สูง 
มากนัก เชลล์ที่ถูกเวียนกลับส่วนหนึ่งจะติดด้างในสายท่อ เน่ืองจากอัตราการไหลค่อนข้างต่ําจึง 
ต้องใช้เวลาที่อยู่ในท่อมากพอสมควร อีกประการหนึ่งเซลล์จะมีการรวมตัวเกาะถันเป็นกลุ่ม ทำ
ให้เกิดการตกตะกอนเกาะที่ด้านล่างของท่อ การที่ปริมาณเชลล์เวียนกลับที่มีไม่มากพอ ความ 
สมบูรณ์ของเซลล์ตํ่าลง ผลกระทบจากการเวียนกลับของเอทานอล และอาจรวมถึงสารอื่น  ๆ ท่ี 
เกิดขึ้นหลังการหมักอาจมีผลไปเพิ่มการยับยั้งการเจริญของเชลล์และลัดส่วนของเชลล์ที่มีชีวิตต่อ 
เซลล์ที่ตายในสายเวียนกลับมีค่าตํ่า ส่งผลทำให้ความเข้มข้นของเชลล์ในถังหมักที่1 โดยผลรวมไม่ 
เพิ่มขึ้นแต่กลับทำให้ปริมาณเอทานอลลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับในกรณีที่ไม่มีการเวียนกลับเซลล์ 
อย่างไรก็ตามการหมักแบบสองขั้นตอนจะได้ค่าอัตราการผลิตเอทานอลประมาณ 1.12 เท่าของ 
การหมักแบบขั้นตอนเดียว



4.5 การหaTกแบบต่อเนื่องชนิดหนึ๋งขนตอนต่อก้บถ้งตกตะกอนเพื่อเวียนกล้บเซลล์

ทำการปรับปรุงประสิทธิภาพของ การหมักต่อเน่ืองชนิดสองข้ันตอนและมีการเวียนก ล ับ  

เซลล์ โดยการเพาะเล้ียงแบบการใช้หัวเช้ือต้ังต้นมากข้ึนประมาณ 4-5 เท่าของการหมักต่อเน่ือง 
แบบมีการเวียนกลับเซลล์ชนิดลองข้ันตอน (ทำการหมักแบบ repeat batch 1 คร้ังใช้เวลา 
ประมาณ 18 ช่ัวโมง) เพ่ือเป็นการลดเวลาในการทดลอง และใช้การต่อกับถังตกตะกอนแทนเพ่ือ 
เพ่ิมความเข้มข้นของเซลล์ท่ีจะเวียนกลับ (ในถังตกตะกอนมีการปันกวนด้วยอัตราเร็ว 50 รอบต่อ 
นาที เป็นเวลา 15 นาทีทุก  ๆ 90 นาที) และทำการสืกษาผลของการปรับเพ่ิมอัตราการเวียนกลับ 
เซลล์ โดยในการทดลองจะปรับเวลาในการเวียนกลับเซลล์!ข้เร็วช้ืน (ช่ัวโมงท่ี 15) เม่ือทำการ 
ทดลองแล้วจะได้ผลการทดลองด้งแสดงไวีในรูปท่ี 4.15 - 4.17
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เริมป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง และ
เวียนกลับเซลล์ด้วยอัตราเจือจาง 0.004 ต่อช่ัวโมง

เวลา (ฟ้วโมง)
— กลางถ ังหม ัก1 "กลางถ ัง 'หม ัก2 สายออกด ้านบนถ ังหม ัก2 --©■ ■ ■ ■ สายเว ียนกล ้บ

รูปท่ี 4.15 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้ําตาลรีดิวซ์ตามเวลา ท่ีได้จากการหมัก 
ต่อเน่ืองชนิดหน่ึงข้ันตอนต่อกับถังตกตะกอนเพ่ือเวียนกลับเซลล์
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เรมป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง และ 
เวียนกลับเซลล์ด้วยอัตราเจือจาง 0.004 ต่อช่ัวโมง

เวียนกลับเซลล์ด้วยอัตราการเจือจาง 0.009 ต่อช่ัวโมง

เวลา (ฟ้าโมง)

♦ — กลางถังหมัก 1 กลางถังหมัก 2 — สายออกด้านบนถังหมัก 2 สายเวียนกลับ

รูปท่ี 4.16 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างนํ้าหนักเซลล์แห้งตามเวลาที่ได้จากการหมักต่อเนื่องชนิด 
หนึ่งขั้นตอนต่อกับถังตกตะกอนเพื่อเวียนกสับเชลล์
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เริมป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง และ 
เวียนกลับเชลล์ด้วยอัตราเจือจาง 0.004 ต่อช่ัวโมง

เวลา (ช่ัวโมง)

I —♦ — กลางถังหมัก1 — กลางถังหมัก2 สายออกด้านบนถังหมัก 2 —Q— สายเวียนกลับ

รูปท่ี 4.17 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นเอทานอลตามเวลาที่ได้จากการหมักต่อเนื่อง 
ชนิดหนึ่งขั้นตอนต่อถับถังตกตะกอนเพื่อเวียนกลับเซลล์

จากผลการทดลองหมักต่อเนื่องแบบมีการเวียนกลับเซลล์ ในช่วงแรกจะทำการหมักแบบ 
ไม่ต่อเน่ืองเป็นเวลา 15 ชั่วโมงก่อนแล้วทำการป้อนอาหารและเวียนกลับเซลล์ ณ ช่ัวโมงท่ี 15 
ป้อนอาหารด้วยอัตราการอัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง และ อัตราการเวียนกลับเซลล์ 1 ใน 6 
ของอัตราการป้อนอาหาร พบว่าระบบจะมีการเปลี่ยนแปลงเร็วขึ้นและเข้าล่สภาวะคงที่ได้เร็วกว่า 
การหมักต่อเนื่องและเวียนกลับเซลล์ครั้งที่1 กล่าวคือเมื่อระบบเข้าล่สภาวะคงที่ ( ชั่วโมงที่ 120 ) 
ในถังท่ี 1 จะมีความเข้มข้นนํ้าตาลรดิวซ์เหลือประมาณ 60 กรัมต่อลิตร นํ้าหนักเซลล์แห้งประมาณ
9.4 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นเอทานอลประมาณ 62 กรัมต่อลิตร ล่วนในถังที่ 2 จะมีความ
เข้มข้นนํ้าตาลรีดิวซ์เหลือประมาณ 35 กรัมต่อลิตร นํ้าหนักเชลล์แห้งบริเวณสายออกด้านบน



57

และในลายเวียนกลับของป็น 2.5 และ 12 กรัมต่อลิตร จะผลิตเอทานอลบริเวณสายออก
ด้านบนและในสายเวียนกลับเป็น 69 และ 72 กรัมต่อลิตร โดยความเข้มข้นเซลล์ด้านล่างของถ ัง  

หมักท่ี 2 (ในลายเวียนกลับ) จะเพิ่มข้ึน คือประมาณ 4 เท่าของความเข้มข้นเซลล์ด้านบนของถ ัง  

หมัก(สายออก) จากนั้นทำการปรับเพิ่มอัตราการเวียนกลับเป็น า ใน 3 ของอัตราการป้อนอาหาร 
พบว่าความเข้มข้นนั้าตาลในถังหมักที่ 1 จะเพิ่มขึ้นอย่างๆข้าจนในที่สุดจะเข้าสภาวะคงที่ใหม่โดย 
จะใช้เวลาประมาณ 48 ช่ัวโมง (หรอประมาณช่ัวโมงท่ี 192 ) จะเหลือนํ้าตาลประมาณ 100 กรัม 
ต่อลิตร นั้าหนักเซลล์จะลดลงอย่างช้าๆโดยจะมีนํ้าหนักเซลล์แห้งประมาณ 8.0 กรัมต่อลิตร ความ 
เข้มข้นเอทานอลที่ได้ก็จะลดลงจนเหลือประมาณ 45 กรัมต่อลิตร ล่วนในถังที่ 2 ก็จะมีการ 
เปลี่ยนแปลงในลักษณะเดียวกับถังหมักที่ 1 โดย จะมีปริมาณนํ้าตาลเหลือประมาณ 50 กรัมต่อ 
ลิตรทั้งด้านบนและด้านล่างของถัง นํ้าหนักเชลล์แห้งด้านบน(สายออก) และด้านล่าง(ในสายเวียน 
กลับ) เป ็น3 .0และ 11.0กรัมต่อลิตรตามลำดับ และความเข้มข้นเอทานอลด้านบน(สายออก)และ 
ด้านล่าง(ในสายเวียนกลับ) เท่ากับ 62 และ 55 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ

เมื่อทำการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ได้ จากการป้อนอาหารด้วยอัตราการเจือจาง
0.026 ต่อชั่วโมงที่อัตราการเวียนกลับ 1 ใน 6 และ 1 ใน 3 ของอัตราการป้อนอาหารพบว่าการ 
เพิ่มอัตราการเวียนกลับเซลล์ไห้เร็วขึ้นจะทำให้อัตราการผลิตเชลล์และเอทานอลลดลง ในขณะท่ี 
ความเข้มข้นน้ําตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือในระบบจะมีมากกว่า ซึ่งอาจเป็นผลมาจากความสมบูรณ์ของ
เซลล์ท่ีลดลง ในขณะที่สารจากการหมักที่เซลล์ผลิตขึ้นมาที่อาจเป็นอันตรายต่อเซลล์จะกลับเข้าล่ 
ระบบมากขึ้น และลัดล่วนของเชลล์ที่มีชีวิตต่อเซลล์ตายมีค่าตํ่าในสายเวียนกลับ ดังน้ันอาจสรุป 
ได้ว่า อัตราการเวียนกลับเซลล์ที่เหมาะสมสำหรับการหมักแบบต่อเนื่องและมีการเวียนกลับเชลล์ 
ชนิด 2 ขั้นตอน คือ ที่อัตราการเวียนกลับ 1 ใน 6 เท่าของอัตราการป้อน จากการตรวจสอบ
ระบบพบว่าแม้ว่าจะมีการดัดแปลงถังหมักที่ 2 จากถังกวนเป็นถังตกตะกอน ซึ่งทำให้ความเข้มข้น 
ของเชลล์ที่ล่วนก้นถังเพิ่มขึ้นเป็น 4 เท่าของเชลล์ท่ีล่วนบนของถัง (ในขณะการหมักแบบต่อถังกวน 
2 ถัง และทิ้งให้ตกตะกอนเป็นระยะ ความเข้มข้นของเซลล์ที่ล่วนก้นถังเพิ่มขึ้นประมาณ 2.4 เท่า 
ของเชลล์ที่ล่วนบนของถัง) แต่ปัญหาที่พบก็จะมีลักษณะเหมือนเดิม คือระบบท่ีใข้ทำการทดลองมี 
ขนาดไม่ใหญ่พอเมื่อควบคุมอัตราการไหลเวียนกลับตํ่า มีผลให้เชลล์จะมีการตกตะกอนและติด
ค้างอยู่ในท่อบางล่วนทำให้การเวียนกลับไม่สมบูรณ์ และลัดล่วนของเซลล์ที่มีชีวิตต่อเซลล์ตายที่ 
เวียนกลับมีค่าน้อย นอกจากน้ีเอทานอลและสารอื่น  ๆ ที่ถูกเวียนกลับยังอาจล่งผลยับทั้งการเจริญ 
ของเชลล์อีกประการหนึ่ง จึงทำให้ความเข้มข้นของเซลล์ในถังหมักที่ 1 ไม่เพิ่มมากตามต้องการ 
อย่างไรก็ตามในระบบที่ทดลองลามารถคงความเข้มข้นเซลล์อยู่ในช่วง 9 ถึง 10 กรัมต่อลิตร ท่ี 
อัตราการเวียนกลับเซลล์ 1 ใน 6 อัตราการป้อนอาหาร ซึ่งจะสูงกว่าการหมักต่อเนื่องสองขั้นตอน 
แบบมีการเวียนกลับเซลล์ (ความเข้มข้นเชลล์ประมาณ 7 ถึง 8 กรัมต่อลิตร) สูงกว่าการหมัก
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ต่อเนื่องแบบขั้นตอนเดียว (ความเข้มข้นเซลล์ประมาณ 5 กรัมต่อลิตร) และสูงกว่าการหมักแบบไม่ 
ต่อเน่ือง (ความเข้มข้นเซลล์ประมาณ 7 กรัมต่อลิตร) โดยความเข้มข้นของเอทานอลที่ไหลออก 
จากถังตกตะกอนทางด้านบน ที่อัตราการเจือจาง 0.026 ต่อช่ัวโมง (อัตราการป้อนอาหาร 0.184 
ลิตรต่อชั่วโมง) และอัตราการเวียนกลับเซลล์ 0.004 ต่อช่ัวโมง (0.031 ลิตรต่อช่ัวโมง) จะประมาณ 
72.49 กรัมต่อลิตร (ร้อยละ 9.25 โดยปริมาตรต่อปริมาตร) ซึ่งมีปริมาณใกล้เคียงกับความเข้มข้น 
ของเอทานอลที่ได้จากการหมักแบบไม่ต่อเนื่อง แต่กำลังการผลิตเอทานอลจะมีมากกว่าการหมัก 
แบบไม่ต่อเนื่องประมาณ 7 เท่า

เมื่อทำการเปรียบเทียบผลที่ได้จาก การหมักต่อเนื่องซนิดหนึ่งขั้นตอนต่อกับถังตกตะกอน 
เพื่อเวียนกลับเซลล์โนงานวิจัยนี้กับงานวิจัยอื่นๆจะพบว่าจะ มีอัตราการผลิตเอทานอลมากกว่า
การหมักต่อเนืองทีใช้นำตาลแล็กโทสโดยเรือ Recombinant Flocculating Saccharomyces 
cerevisiae ในกังหมักแบบอากาศยก (Airlift bioreactor) ถึง 2.35 กรัมต่อลิตรชั่วโมง 
(Domingues, 1999) มีอัตราการผลิตเอทานอลมากกว่าการหมักต่อเนื่องที่ใช้นํ้าตาลจาก
หัวบีทโดยเรือ Recombinant Flocculating Saccharomyces cerevisiae IR2 ในกังหมักแบบ 
อากาศยก (bubble column bioreactor) ประมาณ 2 กรัมต่อลิตรซัว่โมง (Ogbonna, 2001) 
จะได้ความเข้มข้นของเอทานอลสูงสุดใกล้เคียงกับการหมักต่อเนื่องแบบเวียนกลับเซลล์โน Tower 
reactor โดยใช้ยีสต์ตกตะกอน (Flocculating yeast) คือได้ประมาณ 72 กรัมต่อลิตร 
(Oliveira,1999) เป็นต้น ดังนั้นผลของการหมักต่อเนื่องชนิดหนึ่งขั้นตอนต่อกับกังตกตะกอนเพื่อ 
เวียนกลับเซลล์โนงานวิจัยนี้ แสดงให้เห็นว่าสามารถจะปรับปรุงอัตราการผลิตเอทานอลให้มี
ประสิทธิภาพมากกว่าการผลิตแบบที่นิยมใช้ในปัจจุบัน (การหมักแบบไม่ต่อเนื่อง และการหมัก 
แบบต่อเนื่อง) โดยวิธีการหมักต่อเนื่องชนิดหนึ่งขั้นตอนต่อกับกังตกตะกอนเพื่อเวียนกลับเซลล์โน 
งานวิจัยนี้ เป็นกระบวนการที่ง่ายต่อการดำเนินการในกระบวนการผลิตจริงโดยไม่ต้องสินเปลือง 
ค่าใช้จ่ายทางด้านพลังงานหรืออุปกรณ์เพิ่มเติมแก่ระบบ เมื่อเทียบกับระบบเวียนกลับเซลล์ระบบ 
อื่น  ๆ ทำให้มีความเหมาะสมในการนำไปประยุกต์ใช้เพื่อทำให้ราคาต่อหน่วยของการผลิต
เอทานอลมีราคาตํ่าลง
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