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 ไบโอบิวทานอลเปนพลังงานทางเลือกที่นาสนใจเนื่องจากความหนาแนนพลังงานที่

มากกวาไบโอเอทานอลและสามารถผลิตไดจากทรัพยากรหมุนเวียน แตการผลิตไบโอบิวทา

นอลยังคงไมคุมทุน หนึ่งในปญหาหลักของการผลิตไบโอบิวทานอล คือ ราคาของวัตถุดิบ ใน

ประเทศไทย แปงมันสําปะหลังเปนหนึ่งในผลิตภัณฑหลักทางการเกษตรซึ่งประมาณได 4 ลาน

ตันตอป สงผลใหเกิดน้ําเสียมากกวา 10 ลานตันตอป ตามความเปนจริงวาน้ําเสียจากโรงงาน

แปงยังคงประกอบดวยคารโบไฮเดรตที่สามารถใชหมักได ดังนั้น น้ําเสียแปงเหลานี้จึงมี

ศักยภาพในการเปนสารตั้งตนราคาถูกสําหรับผลิตไบโอบิวทานอลได ในงานวิจัยนี้ น้ําเสียจาก

โรงงานมันสําปะหลังทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยถูกประยุกตใชเปนสารตั้ง

ตนสําหรับการหมัก แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล โดยจุลินทรียสกุลคลอสทริเดียม 

ปริมาณแปงในน้ําเสียที่เก็บมามีคาประมาณ 14 เปอรเซ็นตจากการตรวจตามวิธี AOAC การ

เพิ่มสารสกัดจากยีสตมีผลตอการสรางผลิตตัวทําละลายเพียงเล็กนอย แตชวยสงเสริมการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นมากที่สุดเกิดขึ้นโดย C. butyricum 

ที่ความเปนกรด-ดาง 6.5 โดยไมมีสารสกัดจากยีสตหรือสารอาหารเพิ่มเติม ผลการวิจัยแสดง

วาน้ําเสียแปงมันสําปะมันมีศักยภาพในการถูกใชเปนเปนสารตั้งตนเพื่อผลิตไบโอบิวทานอล

โดยจุลินทรียสกุลคลอสทริเดียมได  
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 Biobutanol is an interesting alternative fuel due to its higher energy density 

than bioethanol and potential for production from renewable resource, but biobutanol 

production is still not economical. One of the major problems in biobutanol 

production is the raw material cost.  In Thailand, tapioca starch is one of the major 

agricultural products with roughly 4 million tons of starch produced annually, which 

generates over ten million tons of wastewater per year. Due to the fact that waste 

water from starch factory still contains fermentable carbohydrates, thus this starchy 

wastewater has a potential to be a low cost substrate for biobutanol production. In 

this study, wastewater from starch factory in Northeastern Thailand is applied as the 

substrate for Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) fermentation by Clostridium sp. The 

starch content of wastewater collected was around 14% based on AOAC 

method.  Supplementation of yeast extract had very little effect on solvent 

production, but promoted the growth of Clostridium sp. The highest production was 

produced by C. butyricum at pH 6.5 without yeast extract or nutrient supplements. 

The results show that tapioca starch wastewater has a potential to be used as 

additional substrate to biobutanol production by Clostridium sp.   
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1

บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

 ในยุคปจจุบันโลกไดมีการพัฒนากาวหนาไปอยางรวดเร็ว สงผลใหเกิดการใชพลังงาน

ตางๆมากมาย สําหรับเชื้อเพลิงที่นํามาใชกับยานพาหนะ เชน แกสโซลีนและดีเซลไดเพิ่มปริมาณ

สูงขึ้นทั่วโลก แตเนื่องจากน้ํามันปโตรเลียมเปนทรัพยากรที่มีอยูจํากัด จึงนํามาซึ่งปญหาที่สําคัญ

ทั่วโลกในขณะนี้ คือ ปญหาวิกฤตการณน้ํามันแพง ดังนั้น ความพยายามในการพึ่งพาตนเอง

ทางดานพลังงานจึงเกิดขึ้นทั่วโลก สําหรับประเทศไทยซึ่งเปนประเทศเกษตรกรรมแตความอุดม

สมบูรณของทรัพยากรทางดานพลังงานไมเพียงพอตอความตองการของประเทศ การแสวงหา

พลังงานทดแทนจึงอยูในรูปการนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปรรูปและใชเปนวัตถุดิบใน

กระบวนการหมักเชื้อเพลิงทางชีวภาพ แตอยางไรก็ดียังพบวาปญหาที่สําคัญจากการนําผลผลิต

ทางการเกษตรมาใช คือ ราคาของตนทุนและการแกงแยงพื้นที่เพาะปลูกอาหาร ดังนั้น วัตถุดิบที่ดี

สําหรับการนํามาผลิตพลังงานชีวภาพทางเลือกจึงควรหาไดงายในพื้นที่ มีปริมาณมาก ราคาถูก 

และไมกอใหเกิดการแขงขันทางพื้นที่การเพาะปลูกอาหาร ดังนั้น การนําของเหลือทิ้งจาก

การเกษตรและอุตสาหกรรมจึงเปนทางเลือกที่นาสนใจ  

ประเทศไทยเปนผูสงออกผลผลิตทางการเกษตรรายใหญของโลก โดยเฉพาะจาก

อุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง และเนื่องจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังตองใชน้ําปริมาณมาก

ในกระบวนการทําความสะอาดและการผลิตทําใหเกิดน้ําเสียปริมาณมาก (Avancini และคณะ, 

2007) โดยปกติน้ําเสียจะถูกบําบัดกอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ จากสถิติประเทศไทยมีการ

สงออกแปงมันสําปะหลังมากที่สุดในโลก (Food and Agriculture Organization, 2009) ดังนั้น 

น้ําเสียจึงเกิดขึ้นในปริมาณมหาศาล และเปนสวนทิ้งซึ่งไมสงผลกระทบตอการแขงขันกับพื้นที่

เพาะปลูกสําหรับการบริโภคของประชากร และเนื่องจากมันสําปะหลังประกอบดวยแปงเปนหลัก 

จึงสามารถถูกใชเปนสารตั้งตนสําหรับจุลินทรียในการหมักใหเกิดเปนแอลกอฮอลไดดี จึงทําใหมี

ความนาสนใจที่จะนํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ ซึ่งเปนการนําวัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรมาทําใหเกิดมูลคา เพื่อลดตนทุนในการใชสารตั้งตนที่มีราคาแพงเปนวัตถุดิบ  

แอลกอฮอลเปนตัวทําละลายที่มีคุณสมบัติในการนํามาผสมกับเชื้อเพลิงประเภทแกสโซ

ลีน เรียกวา แกสโซฮอลล (gasohol) และน้ํามันดีเซล เรียกวา ดีโซฮอลล (desohol) สามารถใช
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เปนพลังงานทดแทนหรือใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรง และใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนในน้ํามันเบนซิน  

(octane improver) แทนสารตะกั่วหรือสาร MTBE (Gonzalez-Olmos และ Iglesias, 2008)  

ไบโอแอลกอฮอล (bioalcohol) คือ แอลกอฮอลที่ไดมาจากกระบวนการทางชีวภาพ ไบโอ

แอลกอฮอลที่ไดรับความสนใจในการพัฒนามาเปนพลังงานทดแทนในปจจุบันมี 2 ชนิด ไดแก  เอ

ทานอลและบิวทานอล เนื่องจากสามารถนํามาดัดแปลงหรือใชในเครื่องยนตไดโดยตรง โดยเฉพาะ

บิวทานอล ซึ่งมีขอไดเปรียบ คือ มีความหนาแนนพลังงาน (energy density) ที่สูงใกลเคียงกับแกส

โซลีนมากกวาเอทานอล มีคุณสมบัติใกลเคียงกับแกสโซลีนและไมตองเก็บในระบบที่มีความดันสูง

เหมือนแกสธรรมชาติ เนื่องจากการระเหยต่ําซึ่งต่ํากวาการระเหยของน้ํามัน รวมตัวกับน้ํามันไดดี

ไมเกิดการแยกตัว สามารถขนสงตามทอและไมมีปญหากับเครื่องยนตเนื่องจากไมมีการกัดกรอน 

(Dürre, 2007 และ Arnold, 2008) จึงมีความนาสนใจที่จะนํามาพัฒนาเปนพลังงานเชื้อเพลิง

ทางเลือกตอไปในอนาคต  

ไบโอบิวทานอล (biobutanol) เปนแอลกอฮอลที่มีสูตรโครงสรางโมเลกุล C4H9OH 

สามารถผลิตไดจากการหมักคารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล แปง และเซลลูโลส ซึ่งมีอยูในพืชชนิด

ตางๆ เพื่อใหจุลินทรียบริโภคและผลิตเปนบิวทานอลไดโดยตรง โดยเฉพาะแบคทีเรียในสกุล

คลอสทริเดียม บิวทานอลมักถูกใชเปนตัวทําละลาย มีจุดเดือด จุดหลอมเหลวต่ํา ในภาวะปกติจะ

อยูในภาวะของเหลวและระเหยไดงาย สามารถติดไฟไดงายจึงใชเปนเชื้อเพลิงได (Keim, 1983)  

คลอสทริเดียม (Clostridium sp.) เปนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอบิวทานอล

โดยไมตองการออกซิเจน (anaerobe) ดวยกระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 

(Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) fermentation) ซึ่งสงผลดีตอกระบวนการผลิตเนื่องจากลด

ตนทุนในการติดตั้งอุปกรณเพิ่มออกซิเจนในถังหมัก แบคทีเรียชนิดนี้มีรูปรางเปนทอน สามารถ

สรางสปอรได มีคุณสมบัติในการหมักน้ําตาล แปง หรือเซลลูโลส ใหเปลี่ยนเปนบิวทานอล รวม

ทั้งตัวทําละลายอ่ืน คือ แอซีโทนและเอทานอล (Tashiro และคณะ, 2005)   

ดังนั้น ในภาวะที่ตองประสบกับวิกฤตพลังงาน การนําของเหลือทิ้งทางการเกษตรจาก

อุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนวัตถุดิบที่ไมมีมูลคาหรือมีมูลคาต่ํามาใชเปนสารตั้ง

ตนสําหรับคลอสทริเดียมในกระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่มี

มูลคา จึงมีความเหมาะสมในการพึ่งพาตัวเองทางดานพลังงานสําหรับประเทศไทย 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 

 

 เพื่อศึกษาการนําน้ําเสียจากอุตสาหกรรมผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนของเหลือทิ้งและไม

แขงขันกับการผลิตอาหารมาเพิ่มมูลคา โดยผานกระบวนการและหมักดวยจุลินทรียในสกุลคลอส 

ทริเดียมซึ่งใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เพื่อลดตนทุนในกระบวนการผลิต  

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 

ผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากคลอสทริเดียมดวยกระบวนการหมักที่

ปราศจากออกซิเจน โดยใชน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังเปนสารตั้งตน 

 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 

  

 สามารถผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียซึ่งเปนของเหลือทิ้งจาก

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังดวยจุลินทรียในสกุลคลอสทริเดียม ในภาวะที่ปราศจากออกซิเจน 

 

1.5 วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

 1. เก็บตัวอยางน้ําเสีย 

 2. วิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตน 

 3. ทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตและการใชสารอาหารของคลอสทริเดียม 

 4. ศึกษาการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพ  

 

เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) คือ เชื้อเพลิงที่ไดมาจากชีวมวล (biomass) จัดเปนพลังงาน

หมุนเวียน (renewable energy) ชนิดหนึ่งที่สามารถฟนฟูหรือสรางขึ้นใหมได เชื้อเพลิงชีวภาพ

หลักมี 3 รูปแบบ ไดแก แกสชีวภาพ (biogas) เชน แกสมีเทนและแกสไฮโดรเจน (Demirel และ

คณะ, 2010) เชื้อเพลิงแข็ง (solid biofuel) เชน ไม ขี้เลื่อย ฟางขาว ซังขาวโพด ชานออย มูลสัตว

และถาน เชื้อเพลิงเหลว (liquid biofuel) เชน ไบโอดีเซล (biodiesel) และไบโอแอลกอฮอล 

(bioalcohol) (Enguídanos และคณะ, 2002) 

ไบโอแอลกอฮอล (bioalcohol) ที่ไดรับความสนใจในอุตสาหกรรมยานยนตมี 2 ชนิด คือ 

ไบโอเอทานอลและไบโอบิวทานอล (Thomas, 2009) แอลกอฮอลทั้ง 2 ชนิดใหคาออกเทนที่สูง 

โดยเฉพาะบิวทานอล ซึ่งมีขอไดเปรียบ (ตารางที่ 2.1 และ 2.2) คือ มีคาปริมาณพลังงาน (energy 

content) ใกลเคียงกับน้ํามันเบนซินและมากกวาเอทานอลถึง 30 เปอรเซ็นต มีโอกาสระเบิดได

นอยกวาเนื่องจากการระเหยต่ํา โดยที่บิวทานอลมีคาความดันไอ (Reid vapor pressure) นอย

กวาเอทานอลประมาณ 6.7 เทา (Brekke, 2007) คาออกเทน (octane number) ไมสูงกวาน้ํามัน

มากนักทําใหผสมกับน้ํามันไดมาก (ชัชวาล คําวงศ และคณะ, 2550) มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ

น้ํามันแกสโซลีนและไมตองเก็บในระบบที่มีความดันสูงเหมือนแกสธรรมชาติ เนื่องจากการระเหย

ต่ําซึ่งต่ํากวาการระเหยของน้ํามันจึงรวมตัวกับน้ํามันไดดีไมเกิดการแยกตัว เนื่องจากสามารถ

ละลายในน้ํามันไดดีจึงสามารถผสมกับน้ํามันในอัตราสวนตามที่ตองการ ในขณะที่เอทานอล

สามารถผสมไดสูงที่สุด 85 เปอรเซ็นต และเนื่องจากไมมีการกัดกรอนจึงสามารถขนสงตามทอและ

ไมมีปญหากับเครื่องยนต (Dürre, 2007 และ Arnold, 2008) ดังนั้นบิวทานอลจึงมีความนาสนใจ

ที่จะนํามาพัฒนาเปนพลังงานเชื้อเพลิงทางเลือกตอไปในอนาคต 
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ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบการใชบิวทานอลและเอทานอล (Ramey, 2007 และ Arnold, 2008 และ 

Lee และคณะ, 2008) 

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล เอทานอล 

1. ความสามารถใน

การละลายน้ํา 

 

 

2. การรวมตัวกับ

น้ํามัน  

 

 

3. การกัดกรอน  

 

 

 

4. มลพิษจากการ

เผาไหม 

 

5. ปริมาณการผลิต  

 

 

6. เทคโนโลยีการ

ผลิต 

 

7. ราคาตนทุน  

นอยมาก จึงงายตอการแยก เมื่อ

ถูกปนเปอนจากน้ํา 

 

 

รวมตัวไดดีไมเกิดการแยกชั้น ทํา

ใหสามารถผสมกับแกสโซลีนดวย

อัตราสวนที่ตองการ 

   

ไมมีการกัดกรอน ทําใหสามารถ

ขนสงตามทอได และไมมีปญหา

กับเครื่องยนต  

 

นอยกวา 

 

 

ผลิตไดนอย เนื่องจากความเปน

พิษของบิวทานอลตอจุลินทรีย 

 

อยูในชวงการวิจัยใหมีผลผลิตที่

สูงขึ้น  

 

สูง เนื่องจากปญหาในกระบวนการ

หมักและการแยกผลิตภัณฑ 

สามารถละลายในน้ําได  จึ งเกิด

ปญหาในการแยก เมื่อถูกปนเปอน

จากน้ํา 

 

นอยกวา ปจจุบันสามารถผสมกับ

น้ํามันไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต  

 

 

กัดกรอนสูง ทําใหไมสามารถสงทาง

ทอได และทําใหเครื่องยนตสึกหรอ  

 

 

มากกวา 

 

 

ผลิตไดมาก  

 

 

มีการพัฒนาจนกระทั่งผลิตไดงาย

และมีผลผลิตสูง  

 

ต่ํา เนื่องจากปญหาในกระบวนการ

ผลิตมีไมมาก  
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ตารางที่ 2.2 เปรียบเทียบคณุสมบตัิของบิวทานอล แกสโซลีน และเอทานอล (Lee และคณะ, 

2008 และ Davis และ Morton, 2008) 

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล แกสโซลีน เอทานอล 

ความหนาแนนพลังงาน  

(energy density, MJ/L) 

อัตราสวนผสมระหวางน้ํามันและอากาศ  

(air-fuel ratio) 

ความรอนแฝงของการกลายเปนไอ  

(heat of vaporization, MJ/kg) 

ปริมาณพลังงาน  

(energy content/value, BTU/gal) 

ความสามารถในการละลายน้ํา 100 

กรัม (solubility) 

research octane number 

motor octane number 

29.2 

 

11.2 

 

0.43 

 

110000 

 

ไมละลาย 

 

96 

78 

32 

 

14.6 

 

0.36 

 

115000 

 

ไมละลาย 

 

91-99 

81-89 

19.6 

 

9 

 

0.92 

 

84000 

 

ละลาย 

 

129 

102 

 

ในป ค.ศ. 2005 David Ramey ไดขับรถยนตขามรัฐในประเทศสหรัฐอเมริกาเปน

ระยะทาง 10,000 ไมล โดยใชบิวทานอล 100 เปอรเซ็นต แทนการใชแกสโซลีน พบวาบิวทานอล

สามารถใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนตไดประมาณ 10.62 กิโลเมตรตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับ

แกสโซลีน คือ 9.35 กิโลเมตรตอลิตร รวมทั้งปริมาณการปลดปลอยกาซไนโตรเจนออกไซดและ 

ไฮโดรคารบอนลดลงถึง 37 และ 95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเกิดคารบอนมอนอกไซดเพียง 0.01 

เปอรเซ็นต (Ramey, 2007) 

 
2.2 ไบโอบิวทานอล  

 

ไบโอบิวทานอล (biobutanol) เปนแอลกอฮอลที่มีโครงสรางโมเลกุล C4H9OH สามารถ

ผลิตไดจากการหมัก (fermentation) คารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล แปง และเซลลูโลส ที่มีอยูในพืช

ชนิดตางๆ เพื่อใหจุลินทรียใชเปนแหลงอาหารและผลิตเปนบิวทานอลไดโดยตรง ซึ่งถูกจัดเปน

พลังงานชีวภาพในรุนถัดไปจากปจจุบัน (next generation of biofuel) (Dürre, 2008)  
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บิวทานอล (โครงสรางดังภาพที่ 2.1) ตามระบบการเรียกชื่อสารเคมีของสหภาพเคมี

บริสุทธิ์และเคมีประยุกตระหวางประเทศ (International Union of Pure and Applied 

Chemistry, IUPAC nomenclature) คือ 1-butanol มีมวลโมเลกุล 74.12 เปนสารไมมีสี มักใชเปน

ตัวละลาย มีจุดเดือด-จุดหลอมเหลวต่ํา ในภาวะปกติจะอยูในภาวะของเหลวและระเหยไดงาย 

สามารถติดไฟไดงายจึงใชเปนเชื้อเพลิงได (ตารางที่ 2.3) (Keim, 1983 และ Lee และคณะ, 2008)  

 

 
     

ภาพที่ 2.1 โครงสรางของบิวทานอล 

 

ตารางที่ 2.3 คุณสมบัติทางกายภาพของบิวทานอล (Patnaik, 2007 และ Lee และคณะ, 2008) 

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล 

จุดหลอมเหลว (melting point, °C) 

จุดเดือด (boiling point, °C) 

อุณหภูมิขณะที่มกีารลุกไหม (ignition point, °C) 

จุดวาบไฟ (flash point, °C) 

ความถวงจําเพาะ (density, g/ml) 

ความดันวิกฤต (critical pressure, hPa) 

อุณหภูมิวิกฤต (critical temperature, °C) 

-89.3 

117.2 

367 

35 

0.80 

48.4 

287 
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2.3 การผลติบวิทานอลดวยวิธีทางชีวภาพ 

  

จุลินทรียที่สามารถผลิตบิวทานอลและใชในอุตสาหกรรม คือ แบคทีเรียในสกุลคลอสทริ 

เดียม (Clostridium sp.) ซึ่งสามารถผลิตตัวทําละลายที่สําคัญในทางอุตสาหกรรมได 3 ชนิด คือ 

แอซีโทน บิวทานอลเปนผลิตภัณฑหลัก และเอทานอลในปริมาณเล็กนอย จึงมักเรียกกระบวนการ

ผลิตตัวทําละลายของแบคทีเรียนี้วา กระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล (Acetone-Butanol 

(AB) fermentation) หรือกระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล (Acetone-Butanol-

Ethanol (ABE) fermentation) (Zverlov และคณะ, 2006 และ Dürre, 2008) 

 

2.3.1 ประวัติการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอลโดยการหมัก 

 

ป ค.ศ. 1861 นักวิทยาศาสตรชาวฝรั่งเศส Louis Pasteur เปนบุคคลแรกที่พบ

แบคทีเรียที่สามารถผลิตบิวทานอลและใหชื่อวา “Vibrion butyrique” (Finegold, 1993 และ 

Dürre, 2007)  

การผลิตแอซีโทน-บิวทานอล เริ่มขึ้นเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1912 เมื่อนักเคมีชาว

อิสราเอล Chaim Weizmann ไดทําการแยกจุลินทรีย C. acetobutylicum และหมักโดยใชแปง

เปนสารตั้งตน ใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เปนผลสําเร็จ (Zverlov และ

คณะ, 2006)  

อุตสาหกรรมการหมักแอซีโทน-บิวทานอล เกิดขึ้นที่ประเทศอังกฤษ เมื่อเริ่ม

สงครามโลกครั้งที่ 1 ในป ค.ศ. 1914 เนื่องจากประเทศอังกฤษตองการแอซีโทนเพื่อใชสําหรับ

อุตสาหกรรมการทําวัตถุระเบิด และตองการบิวทานอลเพื่อเปลี่ยนไปเปนบิวทาไดอีน (butadiene) 

ใชสําหรับผลิตยางสังเคราะห และเกิดอุตสาหกรรมการหมักแอซีโทน-บิวทานอล ตอมาที่ประเทศ

แคนาดา และสหรัฐอเมริกา ตามลําดับ (Dürre, 2007) 

ตอมาในป ค.ศ. 1930 สามารถแยกเชื้อที่สามารถใชกากน้ําตาล (molasses) เปน

วัตถุดิบในการหมักไดสําเร็จ และใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

เนื่องจากกากน้ําตาลมีราคาถูกกวาธัญพืช (Jones และ Woods, 1986) 

ในระหวางสงครามโลกครั้งที่ 2 อุตสาหกรรมการผลิตรถยนตขยายตัวอยางรวดเร็ว 

ซึ่งสงผลตอความตองการแล็กเกอรซึ่งเปนสารที่ผลิตไดจากบิวทานอล อุตสาหกรรมการผลิตแอซี

โทน- บิวทานอลจึงมีความสําคัญมากซึ่งเปนอันดับที่ 2 รองจากอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล 

(Nimcevic และ Gapes, 2000) 
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เมื่อสงครามโลกสิ้นสุดลง อุตสาหกรรมการผลิตแอซีโทน-บิวทานอลไมสามารถ

แขงขันกับอุตสาหกรรมน้ํามันปโตรเลียมได เนื่องจากราคาน้ํามันไดลดลง การพัฒนาที่รวดเร็วของ

อุตสาหกรรมการผลิตเชื้อเพลิงปโตรเลียม รวมทั้งปญหาและราคาวัตถุดิบในการผลิตบิวทานอล

ดวยไบโอเทคโนโลยี (Dürre, 2008) 

อยางไรก็ตามปญหาทางดานพลังงานไดกลับมาเปนปญหาที่สําคัญของโลกใน

ปจจุบัน เนื่องจากความขัดแยงในพื้นที่ประเทศผูผลิตน้ํามันและปริมาณที่จํากัดของเชื้อเพลิง

ฟอสซิล มีผลใหราคาของเชื้อเพลิงปโตรเลียมมีราคาสูงขึ้นและไมคงที่ อุตสาหกรรมการหมักแอซี

โทน-บิวทานอลจึงกลับมาเปนที่สนใจอีกครั้ง 

 

2.3.2 ผลิตภัณฑท่ีไดจากการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 

  

ผลิตภัณฑหลักที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการหมักดวยแบคทีเรียในสกุลคลอสทริ 

เดียม สามารถแบงได 3 ประเภทหลัก ประเภทแรก คือ ตัวทําละลาย ไดแก แอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอล ประเภทที่ 2 คือ กรดอินทรีย ไดแก กรดแอซีติก และกรดบิวทิริก และประเภท

สุดทาย คือ แกส ไดแก คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจน (Datta และ Zeikus, 1985) และเมื่อ

สิ้นสุดกระบวนการหมัก ผลิตภัณฑที่ได คือ แกสประมาณ 70% และ ตัวทําละลายประมาณ 30% 

โดยที่อัตราสวนของตัวทําละลาย แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล จะแตกตางตามสายพันธุ 

สําหรับ C. acetobutylicum และ C. beijerinckii มีอัตราสวนในการผลิต ABE เปน 3:6:1 

(Formanek และคณะ, 1997 และ Qureshi และคณะ, 2006)   

ขาวโพดซึ่งผานการใชความรอนและความดันเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในของ

ขาวโพด เพื่อเพิ่มโภชนการสําหรับเปนอาหารสัตว หรือ ขาวโพดเอกซทรูด (extruded corn) 

(Amornthewaphat และคณะ, 2005) ไดถูกใชเปนสารตั้งตนในงานวิจัยของ Lin และ Blaschek 

(1983) ซึ่งรายงานอัตราสวนผลิตภัณฑจากการหมักขาวโพดเอกซทรูดดวยแบคทีเรียสกุลคลอสทริ 

เดียมสายพันธุ C. acetobutylicum ATCC 824 และ SA-1 ที่ 37°C เปนเวลา 96 ชั่วโมงดังตาราง

ที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ผลการแปรความเขมขนขาวโพดเอกซทรูดที่มีตออัตราสวนของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น

และประสิทธิภาพการเปลี่ยนเปนบิวทานอลโดย C. acebutylicum ATCC 824 และ 

SA-1 
 

% (น้ําหนัก/ปรมิาตร) 

ขาวโพดเอกซทรดู 

อัตราสวนการผลิตตัวทําละลาย 

(บิวทานอล:แอซีโทน:เอทานอล) 

 ประสิทธิภาพการเปลีย่น    

สารตั้งตนเปนผลิตภัณฑ 

824 SA-1  824 SA-1 

4 54:40:6 68:27:5  0.191 0.213 

6 57:37:6 66:28:6  0.185 0.199 

8 55:39:6 66:28:6  0.162 0.170 

10 55:39:6 65:29:6  0.140 0.160 

12 58:38:6 65:28:7  0.127 0.140 

14 59:35:6 64:29:7  0.126 0.139 

16 61:32:7 65:28:7  0.107 0.115 

18 NDC 64:29:7  ND 0.101 

20 ND 60:32:8  ND 0.095 

 

 

2.3.3 การใชประโยชนจากผลิตภณัฑท่ีเกดิจากกระบวนการหมกั 
 

บิวทานอล (butanol) นอกจากประโยชนทางดานพลังงาน และเปนตัวทําละลายใน

อุตสาหกรรมสารเคมีและสิ่งทออยางกวางขวางแลว บิวทานอลยังถูกใชเปนสารระหวางกลาง 

(intermediate) ในกระบวนการสังเคราะหสารเคมีเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรม

อาหารและยา (Patnaik, 2007; Lee และคณะ, 2008 และ Dürre, 2008) 

แอซีโทน (acetone) ใชสําหรับเปนตัวทําละลายทั่วไปในอุตสาหกรรมเคมี 

อุตสาหกรรมผลิตยา ใชผลิตน้ํามันหลอลื่น คลอโรฟอรม (chloroform) พลาสติก น้ํามันชักเงา และ

เครื่องสําอาง (กองควบคุมวัตถุเสพติด สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2548) 

เอทานอล (ethanol) นอกจากถูกใชผลิตอาหารและเครื่องดื่ม รวมทั้งเปนตัวทํา

ละลายในอุตสาหกรรม และน้ํายาฆาเชื้อแลว ยังถูกใชเปนพลังงานทดแทนโดยผสมกับแกสโซลีน 
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เรียกวา แกสโซฮอล (gasohol) ใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนใหกับน้ํามันเบนซินทดแทนสาร Methyl 

tert-Butyl Ether (MTBE) (Barnard, 1983  และ Gallagher และคณะ, 2000) 

กรดบิวทิริก (butyric acid) สามารถใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมอาหารและ

เครื่องดื่ม ใชในรูปกรดสําหรับอุตสาหกรรมนม ใชในรูปเอสเทอรเพื่อเพิ่มกลิ่นผลไม อนุพันธุของ

กรดบิวทิริกสามารถใชในอุตสาหกรรรมพลาสติกและสิ่งทอ (Zigová และ Šturdík, 2000) 

กรดแอซีติก (acetic acid) หรือกรดน้ําสม นอกจากใชประโยชนทางดานอาหารแลว 

ยังสามารถใชสังเคราะหแอซีติกเอสเทอรและถูกใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรม (Kalaichelvi 

และคณะ, 2007) 

แกส  คารบอนไดออกไซดสามารถใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําอัดลม (Ljunggren 

และ Karlberg, 1995) ใชทําน้ําแข็งแหง (Krailas, 1994) หรือใชสําหรับในการเลี้ยงสาหรายเพื่อ

ผลิตน้ํามัน (Ezeji และคณะ, 2007) สําหรับแกสไฮโดรเจน สามารถใชเปนพลังงานเชื้อเพลิงได (Lo 

และคณะ, 2009) 

เซลลและของแข็งที่เหลือจากกระบวนการหมัก มักถูกใชเปนอาหารสัตว (Qureshi 

และ blaschek 2001)  

 

2.3.4 ปจจัยที่มีผลตอการหมกัแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 
 
  2.3.4.1 จุลินทรีย 

 

จุลินทรียที่ไมใชออกซิเจน (anaerobic organism) ที่สามารถผลิตแอซี

โทน-บิวทานอลได คือ แบคทีเรียในสกุลบาซิลัส (Bacillus) เชน Bacillus butacone (Beesch, 

1952) และแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม (Clostridium) เชน C. acetobutylicum และ C. 

butyricum เปนตน (Zverlov และคณะ, 2006) โดยที่ในระดับอุตสาหกรรมและงานวิจัยนิยมใช

แบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมในการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล 

คลอสทริเดียม (Clostridium sp.) เปนแบคทีเรียที่ไมใชออกซิเจน 

(anaerobic bacteria) สวนมากเปนแกรมบวก รูปรางเปนแทง (ภาพที่ 2.2) สรางสปอรภายใน

เซลล (endospore) (Dürre, 2005 และ Virunanon และคณะ, 2008) สปอรทนความรอนไดดี

สามารถทนตออุณหภูมิสูงถึง 120 องศาเซลเซียส ไดนานถึง 10 – 15 นาที พบไดในดิน น้ําเสีย 

และระบบยอยของสัตว (Zigová และ Šturdík, 2000) สามารถใชสารตั้งตนไดหลายประเภทตั้งแต

คาร โบ ไฮ เดรตโม เ ลกุ ล เดี่ ย ว  (monosaccharides) จ นถึ งคาร โบไฮ เ ดรตโม เ ลกุล ใ ห ญ 
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(polysaccharides) เปนแหลงคารบอน (Jones และ Woods, 1986) สําหรับแหลงไนโตรเจน 

สามารถใชโมเลกุลของไนโตรเจนในอากาศไดโดยตรงผานกระบวนการตรึงไนโตรเจน หรือใชในรูป

อื่น เชน แอมโมเนียมอิออน และกรดอะมิโน หรือแหลงไนโตรเจนที่ซับซอน เชน สารสกัดยีสต 

(yeast extract) (Madihah และคณะ, 2001) แตแหลงไนโตรเจนที่ไมซับซอนมีความเหมาะสม

สําหรับการเจริญเติบโตของแบคมีเรียคลอสทริเดียมมากกวาแหลงไนโตรเจนที่ซับซอน (Monot 

และคณะ, 1982) และสามารถผลิตสารละลายไดหลายชนิด เชน แอซีโทน บิวทานอล และเอทา

นอล ซึ่งอัตราสวนในการผลิตจะแตกตางตามสายพันธุ  สําหรับ C. acetobutylicum และ C. 

beijerinckii มีอัตราสวนในการผลิต ABE เปน 3:6:1 (Formanek และคณะ, 1997 และ Qureshi 

และคณะ, 2006)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 เซลล C. acetobutylicum จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning 

Electron Microscope, SEM) (Ni และ Sun, 2009) 

 

  2.3.4.2 วัตถุดบิ 

 

เนื่องจากคลอสทริเดียมเปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในอาหารที่

หลากหลาย สามารถใชสารตั้ งตนไดหลายประเภทตั้งแตคารโบไฮเดรตโมเลกุลเดี่ยว 

(monosaccharides) ทั้ งน้ําตาลเฮกโซสและเพนโทส จนถึงคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญ 

(polysaccharides) เชน แปง เปนแหลงคารบอน (Jones และ Woods, 1986) สําหรับพอลิแซ็กคา
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ไรดประเภทเซลลูโลส มีคลอสทริเดียมจํานวนไมมากที่สามารถใชเปนแหลงอาหารได ซึ่งมัก      

เปนกลุมที่ไมสามารถผลิตบิวทานอลได เชน C. thermocellum (Lu และคณะ, 2006) C. 

cellulolyticum (Guedon และคณะ, 2002) และ C. cellulovorans (Murashima และคณะ, 

2003) แตคลอสทริเดียมในกลุมที่ผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล เชน C. acetobutylicum 

พบวาไมสามารถยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดประเภทเซลลูโลสได (Kim และคณะ, 1994 และ 

Perret และคณะ, 2004) การใชวัตถุดิบประเภทเซลลูโลสจึงตองมีการผานกระบวนการยอยกอน

ทําการหมัก (Qureshi และคณะ, 2008) งานวิจัยที่ใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทเซลลูโลส

จึงนิยมใชกรดหรือเอนไซมยอยเซลลูโลสเหลานี้ใหเปนน้ําตาลกอนแลวจึงหมักดวยคลอสทริเดียม 

หรือใชคลอสทริเดียมในกลุมที่สามารถยอยเซลลูโลสรวมกับจุลินทรียสายพันธุอื่น (co-culture) 

โดยเฉพาะ C. thermocellum เนื่องจากมีผลิตภัณฑหลักเปนน้ําตาลกลูโคส (Freier และคณะ, 

1988) ซึ่งทําใหสามารถหมักตอดวยจุลินทรียที่ใชน้ําตาลเปนสารตั้งตนในการผลิตใหไดผลิตภัณฑ

ที่ตองการ (Demain และคณะ, 2005) 

เนื่องจาก 60-70 เปอรเซ็นตของตนทุนในกระบวนการผลิตไบโอบิวทา

นอล คือ สารตั้งตน (Madihah และคณะ, 2001) ดังนั้นงานวิจัยในปจจุบันจึงมีจุดประสงคเพื่อลด

ตนทุนการผลิต โดยการใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งมีองคประกอบหลัก คือ เซลลูโลสหรือแปง 

ดังงานวิจัยตอไปนี้ 

ในป ค.ศ. 1985 Yu และคณะ ศึกษาการผลิตบิวทานอลโดยวิธีการหมัก

แบบ co-culture โดยใช C. thermocellum เปลี่ยนเซลลูโลสผงชนิดที่มีความบริสุทธิ์สูง (Solka 

Floc®) เปนน้ําตาล และพบวา C. acetobutylicum สามารถใชสารตั้งตนที่ผานการยอยดวย C. 

thermocellum และผลิตบิวทานอลได 

ในป ค.ศ.  2000 Nimcevic และ Gapes รายงานวาประเทศฝรั่งเศสได

ผลิตบิวทานอลในระดับกอนอุตสาหกรรม (pilot หรือ pre-industrial scale) โดยใชฟางของธัญพืช

และซังขาวโพดซึ่งผานการยอยดวยเอนไซมจาก Trichoderma reesei CL 847เปนสารตั้งตน และ

หมักดวย C. acetobutylicum ไดตัวทําละลาย 1 ตัน จากสารตั้งตน 6-7 ตัน 

ในป ค.ศ. 2002 Jesse และคณะ ศึกษาการผลิตบิวทานอลโดยการหมัก 

starch-based waste packing peanuts (โฟมสําหรับปองกันการแตกของวัสดุระหวางการขนสง 

ซึ่งผลิตจากแปง) พบวา C. beijerinckii BA101 สามารถใชวัสดุนี้เปนแหลงคารบอนไดและผลิตตัว

ทําละลายรวม 21.7 กรัมตอลิตร ในขณะที่เมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอนสามารถผลิตตัวทําละลาย

รวมได 24.7 กรัมตอลิตร 
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ในป ค.ศ. 2007 Qureshi และคณะ ศึกษาการยอยกากขาวโพดดวยกรด

และเอนไซม สําหรับการหมักเพื่อผลิตบิวทานอล พบวาการยอยดวยกรดเกิดตัวยับยั้ง (inhibiter) 

ซึ่งสงผลให C. beijerinckii BA101 ผลิตตัวทําละลายรวมมีเพียง 1.7 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบ

กับการยอยดวยเอนไซมที่ไดตัวทําละลายรวม 8.6 กรัมตอลิตร 

ในป ค.ศ. 2008 Qureshi และคณะ ศึกษาการใชฟางขาวสาลีซึ่งผานการ

ปรับสภาพ (pretreatment) ดวยกรดกอนนํามายอยและหมักในขั้นตอนเดียว (simultaneous 

hydrolysis and fermentation) และปนกวนดวยแกส (gas stripping) พบวา C. beijerinckii 

P260 สามารถผลิตตัวทําละลายรวมได 21.42 กรัมตอลิตร 

ในป ค.ศ. 2010 Geng และคณะ ไดศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวย

การหมักแบบ co-culture โดยการยอยเซลลูโลสในรูปของกระดาษกรองดวย C. thermocellum 

และผลิตแกสไฮโดรเจนดวย C. thermopalmarium  

 

2.3.4.3 อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย การผลิตตัวทําละลายรวม 

และอัตราสวนของผลิตภัณฑที่ได (Ross, 1961) อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต

ขึ้นอยูกับสายพันธุของคลอสทริเดียม โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมทั่วไปอยูในชวง 30-40 องศา

เซลเซียส (Schlegel และคณะ, 1993) สําหรับอุณหภูมิที่ใชในกระบวนหมัก คือ 35 และ 37 องศา

เซลเซียส และเมื่อพิจารณาถึงผลิตภัณฑ แอซีโทนซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักมี

จุดเดือดประมาณ 56 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิในการหมักไมควรสูงกวา 37-42 องศา

เซลเซียส เนื่องจากการหมักที่อุณหภูมิสูงจะเกิดการระเหยและสูญเสียผลิตภัณฑ (Krailas, 1994) 

Voget และคณะ (1985) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการหมักเพื่อผลิต

ตัวทําละลายจากหางนม (whey) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมัก คือ 30 และ 37 องศา

เซลเซียส ขึ้นกับสายพันธุของคลอสทริเดียม 

Lai และ Traxle (1994) ไดทําการหมักแบบตอเนื่องดวย C. 

acetobutylicum โดยแบงการใชอุณหภูมิในการหมักเปน 2 คา ตามขั้นตอนการผลิต 2 ชวง คือ 

ในชวงการหมักเพื่อผลิตกรด (acid production) ใชอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และในชวงการ

หมักเพื่อผลิตตัวทําละลาย (solvent production) ใชอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส โดยขั้นการผลิต

กรด ใหผลผลิตกรดรวม 8 กรัมตอลิตร และตัวทําละลายรวม 0.86 กรัมตอลิตร สําหรับขั้นตอนการ

ผลิตตัวทําละลาย ใหผลผลิตกรดรวม 4.32 กรัมตอลิตร และตัวทําละลายรวม 9.11 กรัมตอลิตร 
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  2.3.4.4 ความเปนกรด-ดาง (pH) 
 

ความเปนกรด-ดาง (pH) ที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของคลอส 

ทริเดียมแตกตางกันตามสายพันธุและกระบวนการหมัก เนื่องจากเปนปจจัยที่มีผลตอชีวเคมีของ

คลอสทริเดียมในการผลิตตัวทําละลายโดยตรง ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมทั่วไปมีคาอยูที่ชวง 

4.5-7.0 (Grupe และ Gottschalk, 1992) โดยทั่วไปความเปนกรด-ดางเริ่มตนสําหรับกระบวนการ

หมัก คือ 6.0-6.5 และ ความเปนกรด-ดางสุดทายในกระบวนการหมัก คือ 4.2-4.4 (Beesch, 

1953) 

   

  2.3.4.5 ความเขมขนของบิวทานอล 

 

ความเปนพิษของบิวทานอลเปนปญหาที่สําคัญในกระบวนการผลิตแอซี

โทนและบิวทานอล เนื่องจากบิวทานอลเปนตัวทําละลายที่ละลายในไขมันได (lipophilic) จึง

ละลายฟอสโฟไลปด ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของคลอสทริเดียม พบวาที่ความ

เขมขนของบิวทานอลเพียง 7.4-11.1 กรัมตอลิตร เปนสาเหตุใหการเจริญเติบโตและการใชน้ําตาล

ของคลอสทริเดียมลดลงไปครึ่งหนึ่ง (Bowles และ Ellefson, 1985) ในขณะที่แอซีโทนและเอทา

นอลตองใชความเขมขนถึง 40 กรัมตอลิตร จึงสามารถลดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมลดลง

ไปครึ่งหนึ่ง (Jones และ Woods, 1986) ในปจจุบันพบวาคลอสทริเดียมมีความสามารถในการทน

บิวทานอลไดเพียง 2 เปอรเซ็นต หรือ 20 กรัมตอลิตร (Dürre, 2008) 

ในป ค.ศ. 2000 Liyanage และคณะ ไดทําการปรับปรุงคลอสทริเดียม

สายพันธุ C. beijerinckii NCIMB 8052 ดวยวิธี antisense RNA ยีน gldA พบวาคลอสทริเดียม

ตอบสนองตอบิวทานอลลดลง จึงทําใหสามารถทนบิวทานอลไดมากขึ้น 

ในป ค.ศ. 2001 Qureshi และ Blaschek ไดทําการปรับปรุงคลอสทริ 

เดียมสายพันธุ C. beijerinckii BA101 ดวยวิธี random mutagenesis ซึ่งไดคลอสทริเดียมที่

สามารถทนตอบิวทานอลไดมากขึ้น 

 

2.3.4.6 การกระตุนดวยความรอน (heat shock) 
 

คลอสทริเดียมสายพันธุที่ผลิตแอซีโทน-บิวทานอล เมื่ออยูในสิ่งแวดลอม

ที่ไมเหมาะสม จะสรางสปอร (ภาพที่ 2.3) ซึ่งทนตอความรอน เพื่อเก็บรักษาเชื้อไว เมื่อถายเชื้อลง

อาหารใหมในรูปของสปอรจึงตองกระตุนดวยความรอน (heat shock) เพื่อกระตุน (activate) ให
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เกิดการเปลี่ยนแปลงของสปอรใหเปนเซลลที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารใหม รวมทั้งเปนการ

ทําลายเซลล (vegetative cell) และสปอรที่ออนแอ มีผลใหไดเซลลคลอสทริเดียมที่แข็งแรง 

(active) และมีประสิทธิภาพในการหมักไมเปลี่ยนแปลง (Monot และคณะ, 1982; และ Liu และ

คณะ, 2008) 

วิธีการ heat shock ทําไดโดยการนําเชื้อที่อยูในรูปของสปอร (spore 

suspension) มาจุมในน้ํารอน ซึ่งอุณหภูมิและเวลาที่ใชมีความแตกตางกัน ดังงานวิจัยตอไปนี้  

Beesch (1953) ใชที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที 

Ounine และคณะ (1983) และ Assobhei และคณะ (1998) ใชที่

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที 

Long และคณะ (1983) ใชที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

นาที   

Formanek และคณะ (1997) ใชที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 

Qureshi และ Blaschek (2001) ใชอุณหภูมิที่ 75 องศาเซลเซียส เปน

เวลาตั้งแต 2-5 นาที และพบวา การ heat shock ที่ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3.5 นาที มีผลให

คลอสทริเดียมสรางผลิตภัณฑไดมากที่สุด  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.3 สปอรภายในเซลล (endospore) ของ C. acetobutylicum (F (forespore) คือ สปอรที่

เริ่มสราง และ C (spore coat) คือ เปลือกหุมสปอร) (Long และคณะ, 1983) 
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2.3.5 ชีวเคมีของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 
 

ชีวเคมีของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล โดยคลอสทริเดียมสามารถแบง

ไดเปน 2 ข้ัน (Prescott และ Dunn, 1959; Dürre, 2007; Dürre, 2008; Lee และคณะ, 2008 และ 

Shinto และคณะ, 2008) 

 

ขั้นการสรางกรดอินทรีย (acidogenesis) 
 

คลอสทริเดียมจะมีชวงการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (log phase) ผลิต

กรดแอซีติกและกรดบิวทิริกปลอยออกมานอกเซลล ทําใหความเปนกรด-ดางลดลงเรื่อยๆ 

จนกระทั่งถึงจุดหนึ่งที่คาความเปนกรด-ดางต่ําที่สุดเรียกวา จุดหัก (break point) จากนั้นจะเขาสู

ขั้นที่ 2 ของการหมัก ในการขั้นแรกนี้นอกจากกรดแอซีติกและกรดบิวทิริกแลว คลอสทริเดียมยัง

ผลิตแกสคารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจนออกมาเปนผลิตภัณฑหลักดวย และการที่ความเปน

กรด-ดางที่ลดต่ําเกินไปหรือต่ํากวาประมาณ 4.5 เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเซลลเจริญเติบโตชาลง

หรือตายไป เนื่องจากแบคทีเรียที่ไมใชออกซิเจนสวนมากไมสามารถรักษาระดับความเปนกรด-ดาง

ภายในเซลลใหคงที่ได โปรตอนจากกรดที่ผลิตขึ้นจะแพรเขาสูไซโตพลาสซึมทําใหระดับการ

เปลี่ยนแปลงโปรตรอน (proton gradient) สูงเกินไป สงผลใหเยื่อหุมไซโตพลาสซึมสูญเสียและ

เซลลตายในที่สุด 

 

ขั้นการสรางตัวทาํละลาย (solventogenesis) 
 

ขั้นตอนนี้ความเปนกรด-ดางเปนปจจัยที่สําคัญมาก โดยเริ่มตนขึ้นเมื่อ

ถูกกระตุนจากปริมาณของกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก สงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดยีม

ลดลงและเริ่มใชกรดทั้งสองรวมกับแหลงคารบอนในอาหาร โดยการเปลี่ยนเปนตัวทําละลาย ไดแก 

แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ทําใหความเปนกรด-ดางเพิ่มสูงขึ้น และยังคงผลิตแกส

ตลอดเวลาแตในปริมาณที่นอยลงจนกระทั่งสิ้นสุดการหมัก โดยคลอสทริเดียมจะถูกยับยั้งการ

เจริญเติบโตจากความเขมขนของตัวทําละลายที่ผลิต โดยคลอสทริเดียมสามารถทนบิวทานอลไดที่

ความเขมขนประมาณ 20 กรัมตอลิตร และสุดทายคลอสทริเดียมจะสรางสปอรภายในเซลล 

(endospore) เก็บรักษาเชื้อไว เพื่อปองกันความเปนพิษของบิวทานอลที่เกิดขึ้น (วิถีเมตาบอลิซึม

ของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ของ C. acetobutylicum แสดงในภาพที่ 2.4) 
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       glucose 

 

 

      pyruvate 

 

 

 

acetate          acetyl P                   acetyl – CoA            acetylaldehyde        ethanol 

 

 

 

acetone              acetoacetate             acetoacetyl – CoA 

 

 

 

butyrate                    butyryl                      butyryl – CoA          butyraldehyde         butanol 

  

 

ภาพที่ 2.4 วิถีเมตาบอลิซมึของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ของ C. acetobutylicum 

 

2.3.6 ปญหาที่พบในการผลิตตวัทําละลายของคลอสทริเดียม 
 

นอกจากความเปนพิษของบิวทานอลแลว ปญหาที่สําคัญซึ่งสงผลตอการพัฒนา

กระบวนการผลิตตัวทําละลายจากคลอสทริเดียม คือ การสูญเสียคุณสมบัติในการผลิตตัวทํา

ละลาย 

จากขอมูลทางพันธุกรรม (genome) โดยทั่วไปในเซลลแบคทีเรียมีสารพันธุกรรมอยู 

2 ประเภท คือ สารพันธุกรรมหลัก (chromosomal DNA) และพลาสมิด (plasmid DNA) ซึ่ง

ประกอบไปดวยสวนที่เปนยีนและไมใชยีน สําหรับ C. acetobutylicum เปนแบคทีเรียในสกุล

คลอสทริเดียมที่ไดรับความสนใจในระดับอุตสาหกรรมและงานวิจัย พบวาขอมูลทางพันธุกรรม

ของ C. acetobutylicum ประกอบไปดวยสารพันธุกรรมหลัก ขนาด 3.94 Mbp และพลาสมิด

H2 

 

CO2 
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ขนาด 192 kbp (ภาพที่ 2.5) เรียกวา pSOL1 และมียีน Spo0A ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการสราง

สปอรและมีความเกี่ยวของกับการควบคุมการผลิตตัวทําละลาย ในกระบวนการผลิตแอซีโทน-บิว

ทานอล – เอทานอล โดยการหมักแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) จําเปนตองรักษา

ระยะของเซลลใหอยูในชวง log phase ตลอดเวลา สงผลใหยีน Spo0A ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการ

สรางสปอรไมทํางานจึงสงผลใหการผลิตตัวทําละลายลดลง (Long และคณะ, 1984; Cornillot 

และคณะ, 1997;  Nolling และคณะ, 2001 และ Harris และคณะ,. 2002) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 จําลองสารพันธุกรรมแบบวงกลม (circular representation) ของ C. acetobutylicum 

(วงนอก คือ chromosomal DNA วงใน คือ plasmid DNA) (Nolling และคณะ, 2001) 
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2.4 การผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล โดยใชมันสําปะหลังเปนสารตั้งตน 
  
 2.4.1 มันสําปะหลัง 

 

มันสําปะหลัง (ภาพที่  2.6) จัดเปนพืชหัวชนิดหนึ่งและเปนพืชอาหารที่มี

ความสําคัญของโลก จัดเปนอาหารที่เปนแหลงคารโบไฮเดรตที่ใหญเปนอันดับที่ 3 ของโลก 

(Fauquet และ Fargette, 1990) มีชื่อเรียกมากมายตามภาษาตางๆ เชน ภาษาอังกฤษ สเปน โปร

ตุเกต ฝรั่งเศส เรียกวา cassava, yuca, mandioca, manioc ตามลําดับ เปนตน สําหรับชื่อทาง

วิทยาศาสตร คือ Manihot esculenta Crantz สามารถปลูกไดทั่วไปในแถบเมืองรอน ปลูกได

ตลอดทั้งป ทนตอความแหงแลงไดดี ปลูกงายไมตองการน้ํามาก ไมมีแมลงและโรคพืชรบกวน 

สะดวกในการดูแลรักษา ใหผลผลิตสูง จึงเพาะปลูกกันมาก (สมาคมการคาอุตสาหกรรมแปงมัน

สําปะหลังไทย, 2530)  

 

  การจัดหมวดหมูของมันสําปะหลัง (เจรญิศักดิ์ โรจนฤทธิ์พเิชษฐ, 2519)  

Subdivision     Angiospermae  

          Class     Dicotyledonae  

                    Order     Geraniales  

                               Family     Euphorbiaceae  

                                  Genus     Manihot  

 

 สําหรับประเทศไทย มันสําปะหลังเปนพืชที่มีความสําคัญตอ

เศรษฐกิจของประเทศมากชนิดหนึ่ง พื้นที่เพาะปลูกสวนมากอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีเนื้อ

ที่เพาะปลูกทั่วประเทศในป พ.ศ. 2550 ประมาณ 7.3 ลานไร และมีผลผลิตประมาณ 27 ลานตัน 

จัดเปนประเทศผูผลิตมันสําปะหลังสูงสุดอันดับที่ 3 ของโลก ดังตารางที่ 2.5 (กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ, สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551) ซึ่งผลผลิตสวนมากจะนํามาใชเปนอาหารของ

มนุษย สัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภท 
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ภาพที่ 2.6 มันสําปะหลัง 

 

  2.4.2 การใชประโยชนจากมันสาํปะหลัง (สมาคมการคาอุตสาหกรรมแปงมัน

สําปะหลังไทย, 2530) 

 

1) แหลงพลังงานที่สําคัญของมนษุย 

มันสําปะหลังเปนพืชที่ใหพลังงานสูง เมื่อเทียบราคาและแคลอรี่ที่ไดรับจะมี

ตนทุนที่ถูกกวาพืชชนิดอื่นมาก จึงถูกนําไปใชบริโภคโดยตรง 

2) แปง 

แปงที่ผลิตจากมันสําปะหลังสามารถนําไปทดแทนแปงที่ผลิตไดจากพืชหัวชนิด

อื่น รวมทั้งแปงจากขาวโพด ขาวฟาง และขาวสาลีได แปงมันสําปะหลังสามารถนําไปใชได 2 ทาง

ใหญๆ คือ แปงดิบ (native starch) ใชในการประกอบอาหาร ไดแก การทําซอส ผงชูรส กลูโคส 

ผลิตภัณฑเบเกอรี่ตางๆ และแปงแปรรูป (modified starch) ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ไดแก 

อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมเภสัชกรรม อุตสาหกรรมกาว อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรม

ไมอัด เปนตน 

3) อาหารสัตว 

เนื่องจากหัวมันสําปะหลังมีแปงเปนองคประกอบหลัก สามารถนํามาเปนแหลง

คารโบไฮเดรตราคาถูก เหมาะสําหรับใชประกอบอาหารสัตว 
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4) อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล 

แปงซึ่งเปนองคประกอบหลักในหัวมันสําปะหลังสามารถถูกใชเปนสารตั้งตน

โดยตรงหรือผานกระบวนการทางเคมีหรือกระบวนการทางชีวภาพ ใหสลายตัวเปนน้ําตาลและใช

ผลิตแอลกอฮอลได  

ประโยชนของมันสําปะหลังในภาพรวมแสดงในภาพที่ 2.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.7 ประโยชนของมนัสําปะหลัง (กระทรวงพาณชิย, กรมการคาตางประเทศ, กองการคา

สินคาขอตกลง, 2546) 
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ตารางที่ 2.5 มันสําปะหลัง: เนื้อทีเ่กบ็เกีย่ว ผลผลิต และผลผลิตตอไร ของประเทศผูผลิตทีส่ําคัญ 

ป 2548-2550 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, สํานักงานเศรษฐกจิการเกษตร, 2551) 

 

     

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเทศ 

 

เนื้อทีเ่ก็บเกี่ยว (1,000 ไร) ผลผลิต (1,000 ตัน) ผลผลิตตอไร (กก.) 

harvested area (1,000 rai) production (1,000 tons) yield per rai (Kgs.) 

2549 2550 2549 2550 2549 2550 

2006 2007 2006 2007 2006 2007 

รวมทั้งโลก 113,590 115,113 218,240 224,273 1,921 1,948 

ไนจีเรีย 23,813 24,063 45,721 45,750 1,920 1,901 

บราซิล 11,853 12,155 26,639 27,313 2,247 2,247 

ไทย  6,693 7,339 22,584 26,916 3,375 3,668 

อินโดนีเซีย 7,643 7,543 19,928 19,610 2,607 2,600 

คองโก 11,733 11,563 14,989 15,000 1,278 1,297 

กานา 4,938 5,000 9,638 9,650 1,952 1,930 

เวียดนาม 2,968 3,500 7,714 8,900 2,599 2,543 

อังโกลา 4,731 4,750 8,810 8,800 1,862 1,853 

อื่น ๆ 39,218 39,200 62,217 62,334 1,586 1,590 
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ถึงแมมันสําปะหลังจะเปนสารตั้งตนที่ดีสําหรับการผลิตแอลกอฮอล แตเมื่อ

พิจารณาถึงผลกระทบตออุตสาหกรรมตอเนื่องที่ใชมันสําปะหลังหรือแปงมันสําปะหลัง เชน 

อุตสาหกรรมสารความหวาน ผงชูรส สิ่งทอ และกระดาษแลว การนํามันสําปะหลังมาผลิต

แอลกอฮอลมากขึ้น จะสงผลใหผลผลิตสําหรับอุตสาหกรรมตอเนื่องลดลง ดังนั้นการใชวัสดุเหลือ

ทิ้งจากอุตสาหกรรมการแปรรูปมันสําปะหลังเพื่อเปนสารตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอลจึงเปนอีก

ทางเลือกหนึงในการหลีกเลี่ยงปญหาทั้งทางดานพลังงานและทางดานอุตสาหกรรม 

 

2.4.3 อุตสาหกรรมการแปรรูปมันสาํปะหลัง 

  

หัวมันสําปะหลังสดเมื่อถูกขุดขึ้นจากดินแลวไมสามารถเก็บรักษาใหคงสภาพเดิมไว

ไดนานเหมือนพืชชนิดอื่น ในระยะ 2 วันแรกหัวมันสําปะหลังยังไมเนาเสียและเปอรเซ็นตแปงยังไม

ลดลง แตหากปลอยทิ้งไวเกิน 4 วัน หัวมันสําปะหลังจะเนาเสียมากและเปอรเซ็นตแปงในหัวจะ

ลดลง (อรุณี วงศราเชน, 2549) ดังนั้นผลผลิตหัวมันสําปะหลังสดปริมาณมากจึงจําเปนตองมีการ

แปรสภาพกอนการเก็บรักษา เพื่อยืดอายุการอุปโภคบริโภคใหนานขึ้น อุตสาหกรรมแปรรูปมัน

สําปะหลังหลักในปจจุบัน คือ อุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง อุตสาหกรรมมันสําปะหลังเสน และ

อุตสาหกรรมมันสําปะหลังอัดเม็ดโดยมีอัตราการแปรรูป ดังนี้ (กรมวิชาการเกษตร, 2526) 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดแปงมันสําปะหลัง  เฉลี่ย 0.20 กิโลกรัม 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลงัเสน  เฉลี่ย 0.40 กิโลกรัม 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลงัอัดเม็ด  เฉลี่ย 0.37 กิโลกรัม 

  มันสําปะหลังเสน    1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลังอัดเม็ด เฉลี่ย 0.93 กิโลกรัม 

 

สําหรับตลาดแปงมันสําปะหลัง ประเทศไทยเปนประเทศผูสงออกมากที่สุดในโลก 

โดยในป พ.ศ. 2552 ปริมาณการสงออกแปงมันสําปะหลังสูงถึง 4.3 ลานตัน ดังตารางที่ 2.6 

(Food and Agriculture Organization, 2009) ปจจุบันมีโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังที่เปน

สมาชิกของสมาคมแปงมันสําปะหลังไทยมีทั้งสิ้น 74 แหง (สมาคมแปงมันสําปะหลังไทย, 2553) 

ซึ่งการผลิตแปงมันสําปะหลังจะเริ่มจากการนําหัวมันสําปะหลังสดมาผานเครื่องรอนดินและทราย

ออกจากหัวมันและลอกเปลือกออก นําไปผานเครื่องลางหัวมันและเขาสูกระบวนการผลิตแปง 

(ภาพที่ 2.8) 
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ตารางที่ 2.6 ปริมาณการสงออกมันสําปะหลังแปรรูปในป ค.ศ. 2006-2009 (Food and 

Agriculture Organization, 2009) 

 

ประเทศ ผลผลิต (1,000 ตัน) 

2006 2007 2008 2009 

แปง (flour and starch) 4,852 4,686 4,265 4,651 

ไทย 4,616 4,416 3,963 4,316 

อื่นๆ 236 269 302 335 

มันสําปะหลังเสน และอัดเม็ด 

(chips and pellets) 
5,629 6,506 5,187 7,802 

เวียดนาม 1,041 1,317 2,000 4,000 

ไทย 4,348 4,824 2,848 3,450 

อินโดนีเซีย 132 210 170 160 

อื่นๆ 108 156 169 191 

 

 จากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังตองใชน้ําในกระบวนการผลิตถึง 

20-30 ลูกบาศกเมตรตอการผลิตแปงมันสําปะหลัง 1 ตัน (สุรพล สายพานิช, 2529) และเกิดน้ํา

เสียปริมาณมากถึง 10-30 ลูกบาศกเมตร (Sriroth และคณะ, 2000)  สําหรับองคประกอบของน้ํา

เสียมีความแตกตางกันตามกระบวนการผลิต จากรายงานการวิจัยพบวา น้ําเสียมีองคประกอบ

ของ Suspended Solid (SS) อยูถึง 4,200-7,600 มิลลิกรัมตอลิตร และมีแปงหลงเหลืออยูถึงอยู

ถึง 3 กิโลกรัม (Chavalparit และ Ongwandee, 2009) คา Chemical Oxygen Demand (COD) 

มากถึง 11,000-13,500 มิลลิกรัมตอลิตร คาความเปนกรดดาง 4.5-5.0 (Mai และคณะ, 2001) น้ํา

เสียเหลานี้เปนปญหาที่สําคัญสําหรับแหลงที่มีการทําอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลังมาก 

เนื่องจากสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและชุมชนในระยะยาว จึงจําเปนตองบําบัดกอนถูกปลอย

ออกสูแหลงน้ําธรรมชาติซึ่งตองใชพื้นที่มาก ดังนั้น งานวิจัยเพื่อกําจัดความเปนพิษของน้ําเสียและ

นําน้ําเสียไปใชใหเกิดประโยชนจึงมีอยูจํานวนมาก 
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ภาพที่ 2.8 กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง (เดชา พิมพิสุทธิ์, 2550) 

 

 

 

 

 

 

 

 

แปงที่นํากลับเขาสู 

กระบวนการใหม  

ลมรอน 

กระแสไฟฟาสาํหรบั
กระบวนการผลิต 

Alum 
NaOCl 

ใชในการทาํความสะอาด 

เครื่องเปนครั้งคราว 

เครื่องผลิตกระแสไฟฟา 

ระบบปรับปรุงคุณภาพน้ํา 

น้ําที่นํากลับมาใชใหม 

ซัลเฟอร 

น้ําสะอาด 

น้ําสะอาด 

สารละลายซัลเฟอร 

น้ําสะอาด 

น้ํามันเตา            ชีวมวล 

 

การกําจัดดินทรายและราก
มันสําปะหลัง 

การปอกเปลือกและ 
การลางหัวมันสําปะหลัง 

การแยก Fruit Water 
ดวย Decanter  

การบดหัวมันสําปะหลัง 

การสกัดแปงมันสําปะหลัง 

การทําแปงใหบริสุทธิ ์

การแยกน้ําออกจาก 

แปงมันสําปะหลงั  

การอบแปง 

การทําใหเย็นและการบรรจ ุ

หัวเตาผลิตลมรอน 

หัวมันสําปะหลงั 

แปงมันสําปะหลงั 

มลสารที่ปลอยออกทางอากาศ 

การสับหัวมันสําปะหลัง 

กาซชีวภาพ 

กาซชีวภาพ 

เปลือกมันสําปะหลัง 

น้ําลาง ตะแกรงรอน

รากมันสําปะหลัง 
ทรายแหง 

ทรายเปยก

ทราย 

ขาย 

ทิ้ง  

Fruit Water 

น้ําที่นํากลับมาใชใหม 

เครื่องอัดกาก

กากมันสําปะหลัง

ขาย        ทิ้ง 

น้ําเสีย 

ระบบกาซชีวภาพ 

น้ําเสียที่ผาน 

การบําบัดขั้นตน 
ระบบบําบัดนํ้าเสีย 

น้ําทิ้ง     กากตะกอน 
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ตัวอยางงานวิจัยที่เกี่ยวของกับน้ําเสีย 

 

 สุรพล สายพานิช (2529) ศึกษาการบําบัดน้ําเสียและการผลิตแกสชีวภาพจาก

โรงงานแปงมันสําปะหลัง โดยกระบวนการตะกอนเรงคอนแทคสเตบิไลเซชันแบบแอนแอโรบิก 

 ธาดา ฉัตรธานี (2531) ศึกษาการบําบัดน้ําเสียและการผลิตแกสชีวภาพจาก

โรงงานแปงมันสําปะหลัง โดยกระบวนการไรออกซิเจนอิสระแบบสองขั้นตอน 

ในป ค.ศ. 2003 Damasceno และคณะ ศึกษาการใชน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปง

มันสําปะหลังเพื่อผลิตสารระเหยจาก Geotrichum fragrans และเมื่อเพิ่มกลูโคสปริมาณ 50 กรัม

ตอลิตร พบวาสามารถผลิตบิวทานอลได 0.007 กรัมตอลิตร 

 ในป ค.ศ. 2005 Kobayashi และคณะ ศึกษาการใชตะกอนของน้ําเสียเปนสารตั้ง

ตนในการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ดวย C. saccharoperbutylacetonicum เมื่อเติม

กลูโคส 40 กรัมตอลิตร ในสูตรอาหารที่ใชตะกอนของน้ําเสียเปนแหลงอาหาร พบวาสามารถผลิต

บิวทานอลได 9.3 กรัมตอลิตร 

 Razif และคณะ ในป ค.ศ. 2006 ใชยีสตเพื่อลดปริมาณน้ําเสียของโรงงานผลิต

มันสําปะหลังในประเทศอินโดนีเซีย พบวาสามารถลดคาบีโอดี ไดถึง 70 เปอรเซ็นต 

 Hipolito และคณะ (2008) ศึกษาการหมักแปงสาคูและน้ําเสียจากโรงงานสกัด

น้ํามันปาลมสาคูดวย C. saccharoperbutylacetonicum เพื่อผลิตบิวทานอล พบวาเมื่อใชน้ําเสีย

ผสมกับแปงสาคูที่ผานการยอยดวยเอนไซม คลอสทริเดียมสามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 10.4 กรัม

ตอลิตร เมื่อไมควบคุมความเปนกรด-ดางในกระบวนการหมัก ซึ่งใกลเคียงกับการใชกลูโคสเปน

สารตั้งตน 

Chavalparit และ Ongwandee ในป ค.ศ. 2009 รายงานวาในน้ําเสียจาก

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังของประเทศไทยหลงเหลือแปงอยูถึง 3 กิโลกรัมตอการผลิตแปง 1 

ตัน ซึ่งสามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนจุลินทรียสําหรับผลิตแกสชีวภาพได  
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ 

 

กระดาษกรองเบอร 1 (Whatman, England) 

กระบอกฉีดยา (Nipro, Thailand) 

กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 (Olympus, Japan) 

ขวดยาฉีด ขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร (BTI packaging, Thailand) 

 เข็มฉีดยา (Nipro, Thailand) 

 คริมเปอร (The Finest in Crimping Tool & Accessories, USA) 

เครื่องกวนสารใหความรอนแบบแทงแมเหล็ก รุน PC-420 (Corning, USA) 

เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ รุน VS-8480SFN (Vision Sciencetific, Korea) 

 เครื่องเขยาผสมสาร รุน KMC-1300V (Vision Sciencetific, Korea) 

 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BJ 1000C (Precisa, Switzerland) 

 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน AG285 (Mettler Toledo, USA) 

 เครื่องดูดสุญญากาศ รุน DOA-V502-BN  (GAST, USA)  

เครื่องปน (Moulinex, France) 

 เครื่องปนเหวี่ยง รุน BiofugeA (Heraeus, Sepatech, Germany) 

 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง รุน DR/2010 (HACH, USA) 

 เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง รุน PP-50 (Sartorius, Germany) 

เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท รุน Zenyth 200 rt (Anthos Labtec Instruments 

GmbH, Austria) 

เครื่อง Gas Chromatography รุน 7AG (Shimadzu, Japan) 

จุกยาง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 20 มิลลิเมตร (Amani, Thailand) 

 ตูถายเชื้อ รุน Clean model: BC (Lab Services, Thailand) 

 ตูบมเชื้อ (EHRET, Germany) 

 ตูเพาะเชื้อภาวะไรออกซิเจน รุน Bactron (SHEL LAB, USA) 

ตูอบลมรอน (Memmert, Germany) 

 
 



 

 

29

 ฝาอลูมิเนียม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 20 มิลิเมตร (Amani, Thailand) 

หมอนึ่งฆาเชื้อ (DAIHAN Scientific, Korea) 

 อางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

 
เคมีภัณฑ 

 

 กรดซัลฟูริก (H2SO4: Labscan, Ireland) 

 กรดบิวทิริก (C4H8O2: BDH, England) 

 กรดไฮโดรคลอริก (HCl: Merck, Germany) 

 กลาเซียลแอซีติกแอซีด (CH3COOH: BDH, England) 

 กลูโคส (C6H12O6: Fisher scientific, UK) 

 คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose: Fluka, Finland) 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3: Merck, Germany) 

 ซาฟรานิน โอ (safranin O: Searle, England) 

 ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4: Merck, Germany) 

 โซเดียมซัลไฟต (Na2SO3: Merck, Germany) 

เดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18: Carlo Erba, Italy) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4: Scharlau, Spain) 

 เทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮล ((CH3)3COH: Carlo Erba, Italy) 

 1-บิวทานอล (C4H9OH: GReC, Malaysia) 

 ไบโอติน (biotin: Fluka, China) 

เปปโทน (peptone from casein: Scharlau, Spain) 

 แปงที่ละลายน้ํา (starch soluble: Merck, Germany) 

 โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7: Univar, Australia) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4: Univar, Australia) 

โพแทสเซียมพทาเลท (C8H5O4K: Fisher Scientific, UK) 

เฟอรรัสซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O: Univar, Australia) 

มาลาไคท กรีน (malachite green: Labchem, Australia) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O: Univar, Australia) 

 รีซาซูริน (resazurin: Acros, Belgium) 
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 วิตามินพาบา (PABA-Aminobenzoic acid: Fluka, Switzerland) 

 สารสกัดจากมอลต (malt extract: Himedia, India) 

สารสกัดจากยีสต (yeast extract: Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ cooked meat (Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ reinforced clostridium (Himedia, India) 

 เอทานอล 99.9 เปอรเซ็นต (absolute ethanol: Merck, Germany) 

แอซีโทน (C3H6O: Burdick & Jackson, Korea) 

 แอล-ซิสเตอนิ (L-Cysteine: Fluka, Switzerland) 

 แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4: Scharlau, Spain) 

  

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วิธีเตรียมสารเคมีและกราฟมาตรฐานของการวิจัยแสดงในภาคผนวก   

 

 3.1 น้ําเสยีที่ใชในการวิจยั 

 

น้ําเสียที่ใชในการวิจัยเปนสวนที่เก็บจากทอซึ่งเปนน้ําทิ้งจากสวนของการลางหัวมัน

สําปะหลังโดยตรงของโรงงานอุตสาหกรรมผลิตแปงมันแบบสลัดแหงในจังหวัดนครราชสีมา โดย

เก็บตัวอยางจากเดือนที่แตกตางกัน 3 เดือน ไดแก เดือนกรกฎาคม เดือนมีนาคม และเดือน

พฤษภาคม ตัวอยางน้ําเสียจะถูกเก็บไวที่  4 องศาเซลเซียส เพื่อวัดคา Biological Oxygen 

Demand (BOD) ภายใน 24 ชั่วโมง วิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตนอื่นๆ และถูก

นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตน 

 

  3.2.1 คา Biological Oxygen Demand (BOD) ในน้ําเสีย 
 

วิเคราะหคาบีโอดีในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร ดวยวิธี Azide Modification: 

Standard Methods for The Examination of Water and Wastewater (APHA, AWWA, WEF 

21st Edition 2005, Part 5210 B.) โดยบริษัท Environment & Laboratory Co., Ltd. ประเทศไทย 
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  3.2.2 คา Chemical Oxygen Demand (COD) ในน้ําเสีย  
 

วิเคราะหคาซีโอดีในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร ดวยกระบวนการ close reflux: 

colorimetric method (Lapara และคณะ, 2000) โดยการปเปตน้ําเสียตัวอยางมา 10 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดแกวทรงสูงมีฝาปด เติมสารละลายสําหรับการยอยสลายสารอินทรีย (digestion 

solution) 6 มิลลิลิตร และเติมสารละลายกรดซัลฟวริก-ซิลเวอรซัลเฟต 14 มิลลิลิตร ปดฝา

หลอดแกว เขยาใหผสมเขาดวยกัน นําเขาตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 150 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

ชั่วโมง รอใหสารละลายเย็นลง นําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

และเทียบหาคาซีโอดีจากกราฟมาตรฐาน  

 

3.2.3 ปริมาณของแข็งแขวนลอย Suspended Solids (SS) และ ของแข็งที่
ละลายน้ํา Total Dissolved Solids (TDS)   

 

อบกระดาษกรองและบีกเกอรที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อระเหย

ความชื้นจนกวาน้ําหนักของกระดาษกรองและบีกเกอรไมเปลี่ยนแปลง (บันทึกเปนคา ก และ ข 

ตามลําดับ) กรองน้ําเสียผานกระดาษกรอง และนําสวนน้ําใสในบีกเกอร นํากระดาษกรองและบีก

เกอรไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อระเหยความชื้นจนกวาน้ําหนักของกระดาษกรองและ

บีกเกอรไมเปลี่ยนแปลง (บันทึกเปนคา ค และ ง ตามลําดับ) (Murphy, 2008; Vaisala 

Instruments, 2008 และ Sawyer และ McCarty, 1967) 

 

ปริมาณของแข็งแขวนลอย  =  คา ค. – คา ก.  

                                       ปริมาตรของน้ําเสีย  

 

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ํา =  คา ง. – คา ข.  

                                       ปริมาตรของน้ําเสีย   

 

3.2.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

ดวยวิธี DNS (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) โดยปเปตตัวอยางและ

สารละลาย DNS ปริมาตรอยางละ 100 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท นําไปบมที่ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ปเปตมา 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทที่น้ํากลั่นอยู 200 ไมโครลิตร 
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และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซในหนวยกรัม

ตอลิตรจากกราฟมาตรฐาน  

 

3.2.5 ปริมาณแปงในนํ้าเสีย 
 

ปริมาณแปงในน้ําเสียถูกสงตรวจดวยวิธี T-CM-064 Based on AOAC 

(2000) 950.55 ในหนวยกรัมตอ 100 กรัม โดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 

 3.3 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย 

   
  3.3.1 ชนิดของจุลินทรีย 
 

แบคทีเรียคลอสทริเดียมที่ใชในงานวิจัยนี้มี 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA 

ซึ่งเปนสายพันธุที่คัดแยกไดในประเทศไทย และไดรายงานถึงผลการผลิตบิวทานอลที่สูงกวาสาย

พันธุอื่นที่คัดแยกไดในคราวเดียวกัน (Virunanon และคณะ, 2008) C. acetobutylicum ATCC 

824 และ C. butyricum TISTR1032 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดรับการศึกษาในงานวิจัยอยางกวางขวาง

ถึงคุณสมบัติในการผลิตตัวทําละลาย  

 
3.3.2 การเก็บรักษาคลอสทริเดียม 

 

การเก็บรักษาคลอสทริเดียม (Decom-PA, C. acetobutylicum และ C. 

butyricum) โดยการบมในอาหาร Reinforce Clostridial Media (RCM) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 14 วัน เพื่อใหคลอสทริเดียมสรางสปอร และเก็บในรูปของสปอร (spore suspension) ที่ -20 

องศาเซลเซียส 

 

  3.3.3 การถายเชื้อคลอสทริเดียมลงสูอาหารสําหรับการหมัก 
 

ในการหมักจะใชคลอสทริเดียมในรูปของสปอร โดยถายคลอสทริเดียมเขา

สูอาหารหมักในอัตราสวน 1:9 (10% inoculum) นําไปกระตุนดวยความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส 
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เปนเวลา 10 นาที และบมที่ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน ตามเวลาที่ตองการ

เก็บผลวิเคราะห 

 

  3.3.4 การตรวจวัดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
 

ตรวจวัดการเจริญเติบโตของจุลินทรียดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Demain and Davies, 1999) 

 

3.3.5 การยอมสีเซลล 
 

เกลี่ยเชื้อ (smear) ดวยลูป (loop) บนแผนสไลดทิ้งใหแหงในอากาศ และ

นําไปผานเปลวไฟ 3-4 ครั้งอยางรวดเร็ว เพื่อใหเชื้อติดแนนบนแผนสไลด (heat fix) หยดมาลาไคท 

กรีน 5 เปอรเซ็นต จนทวมบริเวณ และนําแผนสไลดไปอังบนอางน้ํารอนอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส ใหไอน้ําสัมผัสกับแผนสไลด และคอยเติมมาลาไคทกรีน อยาใหแผนสไลดแหงเปนเวลา 

20 นาที ลางสีออกดวยน้ํา จากนั้นหยดซาฟรานินโอ 1 เปอรเซ็นต จนทวมบริเวณ ทิ้งไวเปนเวลา 

30 วินาที ลางสีออกดวยน้ํา รอจนสไลดแหงและสองแผนสไลดดวยกลองจุลทรรศน สวนที่ติดสี

แดงเปนเสน คือ เซลล สวนที่ติดสีฟาเปนจุดกลม คือ สปอร (Wistreich, 2003) 

 

 3.4 การเตรียมอาหารสําหรับการหมักแบบปราศจากออกซิเจน 

 

นําอาหารสําหรับหมักที่ผานการปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดแอซีติกและ

แอมโมเนีย ตวงใสขวดยาฉีด (serum bottle) และนํามาผานแกสไนโตรเจน 99.995 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 15 นาที (สําหรับอาหารปริมาตร 30 มิลลิลิตร) จากนั้นปดจุกยางและฝาอลูมิเนียมดวย 

คริมเปอร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที (Demain and Davies, 1999) 
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3.5 การทดสอบการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในอาหาร Reinforce 
Clostridial Media (RCM) 

 

หมักอาหาร RCM ดวยคลอสทริเดียมเปนเวลา 216 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอยางที่

ชวงเวลาตางๆ เพื่อตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-

ดาง และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น   

 

 3.6 การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 

 
  3.6.1 แหลงคารบอนที่เหมาะสม 
 

แหลงคารบอนที่ใชในการวิจัย 3 ประเภท คือ กลูโคส แปง และคารบอกซี่

เมททิวเซลลูโลส (carboxymethylcellulose, CMC) ที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร ในอาหาร

สังเคราะห (Synthetic Medium) ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 และไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม 

การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

  

3.6.2 การแปรปริมาณกลูโคสในอาหารหมัก 
 

เตรียมอาหารสังเคราะหที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 โดยใชกลูโคส

เปนแหลงคารบอน ที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร หมักเปนเวลา 96 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

3.6.3 การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารหมัก 

 

เตรียมอาหารสังเคราะหที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 และไมควบคุม

ความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน ที่ความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร เติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขน 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร หมักเปน

เวลา 96 ชั่วโมง ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
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 3.7 การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 

3.7.1 ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม 

 

ปรับความเปนกรด-ดางของน้ําเสียเปน 4.5 และ 6.5 และใชเปนแหลง

อาหารสําหรับคลอสทริเดียมโดยตรงไมเติมสารอาหารใดเพิ่มเติม และไมควบคุมความเปนกรด-

ดางระหวางการหมัก ใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และ

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

3.7.2 ปริมาณสารสกัดจากยีสตตอการผลิตตัวทําละลาย 
 

ปรับน้ําเสียใหมีความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมดังขอ 3.7.1 เติมสาร

สกัดยีสตปริมาณ 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนใหแกคลอสทริเดียม หมักเปน

เวลา 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

 3.8 การใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 

 

ปรับน้ําเสียทีเก็บตัวอยางจากแตละเดือนใหมีความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมดงั

ขอ 3.7.1 และหมักดวยคลอสทริเดียมเปนเวลา 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ 

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น และคาซีโอด ี

 

 3.9 การเตรียมตัวอยางจากการหมักเพื่อวิเคราะห 
 

ตัวอยางที่เก็บในแตละชวงเวลาจะถูกนํามาทําใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่

ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสเพื่อวิเคราะห สําหรับน้ําตาลรีดิวซปนเหวี่ยง 1 ครั้ง 

สําหรับการวิเคราะหผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นปนเหวี่ยง 2 ครั้ง และหยดกรดไฮโดรคลอริก 6 นอรมัล 1 

หยด เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งทําการตรวจวิเคราะห  
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 3.10 ปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
 

วิเคราะหดวยเครื่อง Gas Chromatography ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยใชแกส

ไนโตรเจนอัตราการไหล 40 มิลลิลิตรตอนาที พาสารตัวอยางผานคอลัมน Porapax Q ยาว 2 เมตร 

เสนผานศูนยกลาง 3.3 มิลลิเมตร อุณหภูมิขณะฉีด (injection) 240 องศาเซลเซียส อุณหภูมิใน

คอลัมน 170 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิขณะตรวจวัดดวย FID 240 องศาเซลเซียส วิเคราะหผล

จากโครมาโทแกรม สรางกราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
ผลการวเิคราะห 

 
4.1 น้ําเสยีที่ใชในการวิจยั 

 

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลัง บริษัท สงวนวงษอุตสาหกรรม จํากัด จังหวัดนครราชสีมา 

เปนโรงงานผูผลิตแปงมันสําปะหลังรายใหญที่สุดของประเทศไทย น้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการ

ผลิตแปงมันสําปะหลังมีอยู 2 สวน คือ น้ําเสียจากกระบวนการลางหัวมันสําปะหลังและน้ําเสีย

รวมจากทั้งโรงงาน ซึ่งรวมถึงน้ําที่เกิดจากกิจกรรมตางๆ ภายในโรงงาน เชน การลางหองน้ําและ

สิ่งปฏิกูล จึงแบงน้ําเสียแบงไดสองประเภท ไดแก น้ําเสียที่มีศักยภาพที่จะใชเปนแหลงอาหารของ

จุลินทรียได และน้ําเสียที่ไมสามารถนํากลับมาใชไดอีก ในการวิจัยนี้จึงเลือกเก็บตัวอยางน้ําเสีย

จากสวนที่มีศักยภาพที่จะเปนแหลงอาหารของจุลินทรีย คือ น้ําเสียที่เกิดจากการลางหัวมัน

สําปะหลัง การเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหองคประกอบของน้ําเสียสามารถทําไดสองแบบ แบบแรก 

คือ จวงตักจากบอพักน้ําเสีย แบบที่สอง คือ เก็บแบบรองเก็บจากทอปลอยน้ําทิ้งจากกระบวนการ

ลางหัวมันสําปะหลังโดยตรง น้ําเสียจากกระบวนการลางมันสําปะหลังจากทอตอที่มีการไหลอยาง

ตอเนื่องมีลักษณะเปนคราบขุนขนสีขาว และไมมีกลิ่นบูดเนา ไมเกิดกระบวนการหมัก 

เนื่องมาจากน้ําถูกถายเทไปยังบอพักรวมตลอดเวลา ผูวิจัยเลือกการวิเคราะหองคประกอบของน้ํา

เสียโดยใชน้ําจากการเก็บแบบทอ (ภาพที่ 4.1) เนื่องจากมีผลกระทบจากการตกตะกอนและการ

หมักในบอพักนอยกวา น้ําเสียที่เก็บไดมีความสดใหมมากกวา  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 น้ําเสียจากกระบวนการลางหัวมันสําปะหลงั 
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4.2 ผลการวิเคราะหนํ้าเสียเบื้องตน 
 

จากการเก็บตัวอยางน้ําเสียทั้ง 3 เดือน ไดแก เดือนกรกฎาคม มีนาคม และ

พฤษภาคม พบวาคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในแตละเดือนมีความแตกตางกัน (ตารางที่ 

4.1) คือ เดือนกรกฎาคมมีปริมาณแปงใกลเคียงกับเดือนพฤษภาคม คือ 14.01และ 14.98 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับเดือนมีนาคมมีปริมาณแปง คาบีโอดี และซีโอดีต่ํากวาเดือนอื่น โดย

มีปริมาณแปง 10.06 เปอรเซ็นต  

 

ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหทางกายภาพและทางเคมีของน้ําเสียที่ไดจากกระบวนการผลิตแปง

มันสําปะหลังในแตละเดือน 

 

 

 4.3 การเกบ็รักษาคลอสทริเดยีม 

 

บมคลอสทริ เดียมทั้ ง  3 สายพันธุ  (Decom-PA, C. butyricum และ C. 

acetobutylicum) ในอาหาร Reinforce Clostridial Media (RCM) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห 

กรกฎาคม มีนาคม พฤษภาคม 

ความเปนกรด-ดาง (pH) 4.56 (ที่ 27.2°C) 5.13 (ที ่28.4°C) 6.21 (ที ่27.2 °C) 

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ํา 

(Total Dissolved Solids,  

กรัม/ลิตร) 

5.32  8.23 13.52 

ปริมาณของแข็งแขวนลอย 

(Suspended Solids, กรัม/ลิตร) 

14.00  1.07 1.91 

Chemical Oxygen Demand 

(COD, มิลลิกรัม/ลิตร) 

17,133.33  9,866.667 20,433.33 

Biological Oxygen Demand 

(BOD, มิลลิกรัม/ลิตร) 

ND 3,000 9,750 

แปง (กรัม/100 กรัม) 14.01 10.06 14.98 

น้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) 7.83  2.900 6.073 
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14 วัน เพื่อใหคลอสทริเดียมสรางสปอร โดยตรวจสอบดวยการยอมสีเซลล (ภาพที่ 4.2) และเก็บ

รักษาคลอสทริเดียมในรูปของสปอร (spore suspension) ที่ –20 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4.2 C. acetobutylicum เมื่อเลี้ยงในอาหาร RCM เปนเวลา 14 วัน จุดสีเขียว คือ สปอร 

 
4.4 การเตรียมอาหารสําหรับการหมักแบบปราศจากออกซิเจน 

 

อาหารสําหรับหมักที่ผานการปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดแอซีติกและ

แอมโมเนีย ซึ่งถูกตวงใสขวดยาฉีด (serum bottle) จะถูกนํามาผานแกสไนโตรเจน 99.995 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4.3) เมื่อครบเวลา 15 นาที (สําหรับอาหารปริมาตร 30 มิลลิลิตร) ขวดอาหาร

จะมีอุณหภูมิลดลงและมีไอน้ําเกาะดานนอกขวด เนื่องจากแกสไนโตรเจนซึ่งเปนแกสอุณหภูมิต่ํา

เขาแทนที่แกสออกซิเจนภายในอาหาร  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 การเตรียมอาหารสําหรบัการหมกัแบบปราศจากออกซิเจน ดวยวิธีผานแกสไนโตรเจน 
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4.5 การทดสอบการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในอาหาร Reinforce 
Clostridial Media (RCM) 

 

Reinforced Clostridial Media (RCM) ถูกใชเปนแหลงอาหารสําหรับเพิ่มจํานวน

และเก็บจุลินทรียในรูปของสปอร เพื่อใชเปนหัวเชื้อของการทดลองแตละครั้ง จึงไดทดสอบการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. 

acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงสูตร RCM โดยทําการบมไวเปนเวลา 216 ชั่วโมง ที่ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตภาวะที่ปราศจากออกซิเจน โดยเก็บตัวอยางที่ชวงเวลาตางๆ เพื่อตรวจวัดการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ซึ่ง

แสดงดังภาพที่ 4.4-4.9 

 

 
ภาพที่ 4.4 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.5 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 

ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 4.6 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.7 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อหมัก

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

 

 
ภาพที่ 4.8 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.9 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

จากผลการทดลองคลอสทริเดียมทุกสายพันธุมีผลิตภัณฑหลัก คือ กรดแอซีติก 

และกรดบิวทิริก โดยที่ Decom-PA ใชเวลาในการแบงตัวและเจริญเติบโต 28 ชั่วโมง สําหรับ 

C.butyricum และ C.acetobutylicum ใชเวลา 48 ชั่วโมง 

 

4.6 การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 

 
  4.6.1 แหลงคารบอนท่ีเหมาะสม 
 

การใชกลูโคส แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch) และคารบอกซีเมทิล

เซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose, CMC) ที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร ในอาหารสังเคราะห 

(Synthetic Medium) ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนแหลงคารบอน สําหรับคลอสทริเดียมใน

กลุมผลิตตัวทําละลายทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum 

ในการเจริญเติบโตและผลิตตัวทําละลาย เพื่อศึกษาการใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับคลอส 

ทริเดียมแตละสายพันธุ โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส ภายใตภาวะที่
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ปราศจากออกซิเจน ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-

ดาง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุที่คัดแยกไดในประเทศไทย (Decom-PA) 

สามารถใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนได (ภาพที่ 4.10) เมื่อสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง สามารถ

ผลิตกรดบิวทิริกเปนผลิตภัณฑหลัก คือ 2.696 กรัมตอลิตร และบริโภคน้ําตาลประมาณ 6.55 กรัม

ตอลิตร โดยไมพบการผลิตบิวทานอล (ตารางที่ 4.2)  

 

 
ภาพที่ 4.10 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.2 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหาร

สังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส 

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.015 0.006 0.000 0.208 

24 0.020 0.000 0.000 2.147 

48 0.019 0.000 0.000 2.298 

72 0.022 0.000 0.000 2.638 

96 0.022 0.011 0.000 2.696 

 

เมื่อใชแปงและเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน คลอสทริเดียมสายพันธุ 

Decom-PA ไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

(ภาพที่ 4.11-4.12) และตรวจไมพบตัวทําละลายที่ผลิตขึ้น จากการเปรียบเทียบลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเบื้องตน

โดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนอาหารหมักเกิดฟองแกสมาก

ที่สุด โดยเริ่มเกิดฟองแกสในชั่วโมงที่ 12 
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ภาพที่ 4.11 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 4.12 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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สําหรับ C. butyricum สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารที่มีแหลงคารบอน

ชนิดกลูโคส (ภาพที่ 4.13) และแปง โดยไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีแหลงคารบอนเปน

เซลลูโลส จากตารางที่ 4.3 C. butyricum สามารถผลิตแอซีโทนและบิวทานอลไดสูงที่สุด 0.989 

และ 1.753 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และบริโภคน้ําตาล 11.783 กรัมตอลิตร เมื่อใชกลูโคสเปน

แหลงคารบอน โดยผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริก  

 
ภาพที่ 4.13 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.3 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.012 0.007 0.000 0.175 

24 0.020 0.450 0.508 0.730 

48 0.050 0.859 1.383 1.820 

72 0.057 0.989 1.753 2.514 

96 0.048 0.823 1.413 2.132 
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สําหรับการทดสอบการใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum 

พบวา C. butyricum สามารถใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.14) โดย

ในชั่วโมงที่ 48 C. butyricum สามารถผลิตแอซีโทนและบิวทานอลไดสูงที่สุดถึง 0.973 และ 1.075 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งเปนเวลาที่ผลิตกรดบิวทิริกไดมากที่สุด 3.787 กรัมตอลิตร ดังตารางที่ 

4.4 และเปนเวลาที่มีการเจริญสูงที่สุด กอนลดลงในชั่วโมงที่ 48 พรอมกับปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิต

ไดลดลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบมีคาเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 24 คือ 8.473 กรัมตอลิตร ซึ่ง

เปนเวลาที่เริ่มเกิดแกส และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการหมัก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทาย คือ 

3.907 กรัมตอลิตร  (ภาพที่ 4.15)  

 
ภาพที่ 4.14 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.4 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปน

เวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.028 0.016 0.014 0.222 

6 0.018 0.005 0.000 0.454 

12 0.022 0.003 0.004 0.247 

18 0.026 0.003 0.000 0.009 

24 0.039 0.128 0.103 0.836 

30 0.042 0.423 0.369 1.066 

48 0.073 0.973 1.075 3.787 

72 0.045 0.556 0.668 2.428 

96 0.050 0.617 0.724 2.723 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.15 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบตั้งแตตนจนกระทั่ง 96 ชั่วโมงเมื่อใชแปง 20 กรัมตอ

ลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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สําหรับการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน พบวา C. butyricum ไม

สามารถถูกตรวจพบเจริญเติบโต (ภาพที่ 4.16) และไมผลิตตัวทําละลาย จากการเปรียบเทียบ

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการเจริญเติบโตของคลอสทริ 

เดียมเบื้องตนโดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นเมื่อใชแหลงคารบอนแตกตาง

กัน พบวาฟองแกสเกิดมากที่สุดเมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอนของอาหารหมัก และตรวจพบวามี

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเกิดขึ้นระหวางการหมัก โดยมีมากที่สุดในชั่วโมงที่ 24 คือ 8.473 กรัมตอลิตร 

และคอยๆลดลง สอดคลองกับคาการดูดกลืนแสงซึ่งวัดการเจริญของคลอสทริเดียมหลังชั่วโมงที่ 

24 และคอยๆลดลง สอดคลองกับคาการดูดกลืนแสงซึ่งวัดการเจริญของคลอสทริเดียมหลังชั่วโมง

ที่ 24 (ภาพที่ 4.15 และ 4.16)  

 
ภาพที่ 4.16 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในอาหารสังเคราะหสําหรับหมัก C. 

acetobutylicum พบวา C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.17) สําหรับ

ผลิตภัณฑหลักที่เกิดขึ้น คือ กรดบิวทิริก (ตารางที่ 4.5) และบริโภคน้ําตาล 6.172 กรัมตอลิตร  
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ภาพที่ 4.17 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.5 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 

20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.051 0.003 0.000 0.180 

24 0.028 0.044 0.044 1.465 

48 0.030 0.060 0.131 2.733 

72 0.030 0.058 0.153 2.770 

96 0.032 0.052 0.149 2.662 
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สําหรับการใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. acetobutylicum พบวา 

C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.18) โดยผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริกดัง

ตารางที่ 4.6 สําหรับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวาปริมาณน้ําตาลสูงสุดที่เวลา 18 ชั่วโมง คือ 6.240 

กรัมตอลิตร และลดลงจนกระทั่งเวลา 48 ชั่วโมง เหลือน้ําตาลเพียง 0.667 กรัมตอลิตร และเริ่ม

สูงขึ้นอีกครั้งจนกระทั่งสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง พบน้ําตาลเพิ่มขึ้นเปน 6.027 กรัมตอลิตร (ภาพ

ที่ 4.19) 

 

 
ภาพที่ 4.18 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.6 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 

กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.089 0.024 0.000 0.161 

6 0.052 0.013 0.000 0.157 

12 0.055 0.004 0.000 0.489 

18 0.065 0.028 0.030 1.467 

24 0.075 0.043 0.071 2.023 

30 0.134 0.076 0.103 3.050 

48 0.101 0.050 0.076 2.366 

72 0.107 0.064 0.098 3.096 

96 0.091 0.057 0.089 2.689 
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ภาพที่ 4.19 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบตั้งแตตนจนกระทั่ง 96 ชั่วโมงเมื่อใชแปง 20 กรัมตอ

ลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับ C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปน

กรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สําหรับการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน พบวา C. acetobutylicum ไม

สามารถตรวจพบการเจริญเติบโต (ภาพที่ 4.20) และไมสามารถตรวจพบการผลิตตัวทําละลาย 

จากการเปรียบเทียบลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเบื้องตนโดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นเมื่อใช

แหลงคารบอนประเภทกลูโคสและแปง  
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ภาพที่ 4.20 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

4.6.2 การแปรปริมาณกลูโคสในอาหารหมัก 

 

การแปรปริมาณกลูโคสซึ่งเปนแหลงคารบอนในอาหารสังเคราะห โดยเพิ่ม

ปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก และใชเปนอาหารสําหรับหมักคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, 

C. butyricum และ C. acetobutylicum โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน ตรวจวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และ

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

สําหรับคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ สามารถในใชกลูโคสที่ความเขมขนสูง 

60 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนได เมื่อสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง ผลิตภัณฑหลักของคลอสทริ 

เดียมสายพันธุ Decom-PA และ C. acetobutylicum คือ กรดบิวทิริก ซึ่งสามารถผลิตได 2.748 

และ 2.697 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และบริโภคกลูโคสประมาณ 11.07 และ 9.72 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ ในขณะที่ C. butyricum ใหผลิตภัณฑหลักเปนบิวทานอล 2.102 กรัมตอลิตร ดังตาราง

ที่ 4.7 และบริโภคกลูโคสประมาณ 13.61 กรัมตอลิตร  
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ตารางที่ 4.7 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมักคลอสทริเดียม 3 สายพันธุ ในอาหารสังเคราะหโดยใช

กลูโคสความเขมขน 60 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

Decom-PA 0.028 0.004 0.000 2.748 48.933 

C. butyricum 0.049 0.880 2.102 1.890 46.387 

C. acetobutylicum 0.034 0.065 0.105 2.697 50.280 

 

4.6.3 การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารหมัก 

 

การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต (yeast extract) ในอาหารหมักโดยเติม

สารสกัดจากยีสตปริมาณ 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ในอาหารสังเคราะหที่ใชกลูโคสเปนแหลง

คารบอนปริมาณ 20 กรัมตอลิตร ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง ในภาวะปราศจาก

ออกซิเจน และเปรียบเทียบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA เมื่อหมักอาหารที่ความเขมขน

ของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม (ภาพที่ 4.21) และการบริโภค

กลูโคสสูงข้ึนตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก โดยที่ผลิตภัณฑหลัก คือกรด

บิวทิริก และการเพิ่มสารสกัดจากยีสตในปริมาณใดๆ ไมสงผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอล ของคลอสทริเดียมสายพันธุนี้มากนัก (ตารางที่ 4.8) ซึ่งขณะการหมักเกิดฟองแกส

จํานวนมาก 
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ภาพที่ 4.21 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารที่มีความเขมขน

ของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอ

ลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.8 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA 

ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.022 0.011 0.000 2.696 13.45 

2 0.038 0.017 0.000 3.177 11.189 

4 0.047 0.005 0.000 3.314 10.450 

8 0.041 0.005 0.017 2.799 8.739 

 

สําหรับ C. butyricum ในอาหารหมักที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัม

ตอลิตร การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสูงขึ้นตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหาร

หมัก (ภาพที่ 4.22) และการบริโภคกลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัม

ตอลิตร แตการผลิตแอซีโทนและบิวทานอลเกิดมากที่สุดเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสต คือ 0.989 

และ 1.753 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 4.9) ซึ่งฟองแกสจํานวนมากเกิดขึ้นระหวางการหมัก  
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ภาพที่ 4.22 การเจริญเติบโตของ C. butyricum ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอ

ลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.9 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารที่มีความ

เขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 

กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.057 0.989 1.753 2.514 8.217 

2 0.056 0.252 0.685 2.195 9.694 

4 0.050 0.132 0.491 2.359 9.156 

8 0.065 0.202 0.728 2.551 7.383 

 

สําหรับการหมัก C. acetobutylicum ในอาหารที่มีความเขมขนกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร พบวาการเติมสารสกัดจากยีสตสงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสูงขึ้นและ

ใกลเคียงกัน (ภาพที่ 4.23) และพบวาปริมาณสารสกัดจากยีสตที่เพิ่มขึ้น สงผลใหการบริโภค

กลูโคส รวมถึงการสรางกรดบิวทิริกของคลอสทริเดียมเพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (ตารางที่ 4.10) และเกิด

ฟองแกสขึ้นในปริมาณมากในขณะหมัก  
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ภาพที่ 4.23 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.10 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารที่มี

ความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 

และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 

96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.032 0.060 0.153 2.770 13.828 

2 0.042 0.027 0.236 3.685 9.728 

4 0.050 0.028 0.267 3.831 9.044 

8 0.060 0.028 0.292 4.135 7.861 
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 4.7 การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 
  4.7.1 ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม 

 

ความเปนกรด-ดางเริ่มตนของน้ําเสียที่ใชในการทดลองมี 2 คา คือ 4.5 

และ 6.5 การเลือกความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม ถูกพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลที่คลอสทริเดียม

บริโภคและผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไดมากกวา โดยหมักดวยคลอสทริเดียมในกลุมผลิตตัวทําละลายทั้ง 

3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum เปนเวลา 96 ชั่วโมง โดย

ใชน้ําเสียจากเดือนพฤษภาคมเปนสารตั้งตน และไมควบคุมความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก 

สําหรับปริมาณกรดแอซีติกและน้ําตาลเริ่มตนของน้ําเสียแสดงในตารางที่ 4.11 

 

ตารางที่ 4.11 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซของน้ําเสียเริ่มตนสําหรับหมักดวยคลอสทริเดียมที่ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 และ 6.5 ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.032 0.038 3.144 0.000 0.000 9.133 

6.5 0.087 0.070 0.504 0.005 0.000 7.687 

 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA พบวาผลิตภัณฑหลัก คือ กรด

บิวทิริก โดยที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 คลอสทริเดียมสามารถผลิตเอทานอลและแอซีโทนได

มากกวา และพบวาที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 คลอสทริเดียมสามารถบริโภคน้ําตาลได

มากกวา (ตารางที่ 4.12) และไมพบฟองแกสในอาหารหมักที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5  
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ตารางที่ 4.12 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวยคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.036 0.020 2.979 0.000 0.364 6.720 

6.5 0.076 0.074 2.548 0.010 5.189 1.520 

 

สําหรับ C. butyricum ที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 คลอสทริเดียมไม

สามารถผลิตบิวทานอลได ในขณะที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 สามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 

1.608 กรัมตอลิตร รวมทั้งแอซีโทน เอทานอลและการบริโภคกลูโคส เกิดขึ้นมากกวาที่ความเปน

กรด-ดางเริ่มตน 4.5 (ตารางที่ 4.13) สําหรับฟองแกสในอาหารระหวางการหมัก ไมพบในน้ําเสียที่

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5  

 

ตารางที่ 4.13 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวย C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการกมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.041 0.039 1.867 0.000 0.413 6.567 

6.5 0.115 0.236 0.902 1.608 1.893 0.547 

 

จากการหมัก C. acetobutylicum ดวยน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 คลอสทริเดียมสามารถผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลไดมากกวาที่ความเปนกรด-ดาง

เริ่มตน 4.5 รวมทั้งมีการบริโภคกลูโคสไดมากกวา (ตารางที่ 4.14) เมื่อพิจารณาการเจริญของ

คลอสทริเดียมเบื้องตนจากฟองแกสในอาหารหมักพบวาที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 ไมเกิด

ฟองแกส 
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ตารางที่ 4.14 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวย C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.040 0.030 2.170 0.011 0.636 6.833 

6.5 0.149 0.097 1.555 0.055 5.100 2.185 

 

4.7.2 ปริมาณสารสกัดจากยีสตตอการผลิตตัวทําละลาย 

 

น้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ถูกใชในการทดสอบการแปร

ปริมาณสารสกัดจากยีสต เพื่อเลือกปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิตตัวทําละลาย โดยการ

เปรียบเทียบปริมาณของผลิตภัณฑและการบริโภคกลูโคสของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก 

Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum หลังจากการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมงที่ 37 

องศาเซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน โดยแปรปริมาณของสารสกัดจากยีสต 2, 4 และ 8 

กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดาง 6.5 เมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลง

ไนโตรเจน 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA การเติมสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณใดๆ ไมมีผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล แตสงผลใหการบริโภคกลูโคส

ของคลอสทริเดียมสูงขึ้น ดังตารางที่ 4.15 หากพิจารณาจากฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก 

พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นในขวดอาหารที่ไมมีสารสกัดจากยีสต มีปริมาณนอยกวาขวดอาหารที่มี

การเติมสารสกัดจากยีสต 

 

 

 

 

 

 



 

 

63

ตารางที่ 4.15 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวยคลอสทริเดียม

สายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.076 0.074 0.010 5.189 1.520 

2 0.053 0.040 0.000 2.607 0.318 

4 0.051 0.046 0.000 2.532 0.347 

8 0.056 0.035 0.000 3.009 0.386 

 

สําหรับ C. butyricum การเติมสารสกัดจากยีสตปริมาณใดๆ สงผลใหการ

ผลิตบิวทานอลลดลง โดยที่แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลมีปริมาณสูงสุดเมื่อไมเติมสารสกัด

จากยีสต และการบริโภคกลูโคสของคลอสทริเดียมเมื่อไมมีสารสกัดจากยีสตใกลเคียงกันกับเมื่อ

เติมสารสกัดจากยีสตที่ปริมาณใดๆ (ตารางที่ 4.16) และฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมักมี

ปริมาณไมแตกตางกัน 

 

ตารางที่ 4.16 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวย C. butyricum ที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.115 0.236 1.608 1.893 0.547 

2 0.064 0.058 0.513 1.926 0.315 

4 0.069 0.068 0.415 2.335 0.338 

8 0.075 0.062 0.509 2.406 0.407 
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สําหรับ C. acetobutylicum เมื่อไมมีสารสกัดจากยีสตพบวาสามารถสราง

แอซีโทน บิวทานอลและเอทานอลไดสูงที่สุด 0.039, 0.115 และ 0.056 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แต

มีการบริโภคกลูโคสต่ําที่สุด (ตารางที่ 4.17) และจากฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมักพบวา ใน

น้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสตเกิดฟองแกสนอยที่สุด 

 

ตารางที่ 4.17 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวย                    

C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.149 0.097 0.055 5.100 2.185 

2 0.061 0.035 0.021 2.792 0.303 

4 0.056 0.038 0.018 2. 536 0.320 

8 0.057 0.033 0.022 2.804 0.403 

 

4.8 ผลการใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 
 

จากการทดลองความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม และการแปรปริมาณสารสกัด

จากยีสตเพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม ทําใหได

ภาวะที่เหมาะสมในการใชน้ําเสียเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล 

คือ ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 โดยไมเติมสารสกัดจากยีสต สําหรับการใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยาง

จากเดือนที่แตกตางกัน คือ กรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม นอกจากการพิจารณาผลิตภัณฑที่

เกิดขึ้น และน้ําตาลรีดิวซที่เหลือจากการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมงแลว ไดเพิ่มการวิเคราะหคาซีโอดี

หลังจากการหมัก สําหรับเปนแนวทางในการบําบัดน้ําเสียตอไป 

ปริมาณแปงและน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบในน้ําเสียทั้ง 3 เดือน กอนการหมักดวย

คลอสทริเดียมแสดงในตารางที่ 4.18  
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ตารางที่ 4.18 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและแปงในน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม 

และพฤษภาคม 

 

สารอาหาร กรกฎาคม  มีนาคม  พฤษภาคม  

น้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) 7.830  2.900 6.073 

แปง (กรัม/100 กรัม) 14.01 10.06 14.98 

 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ  Decom-PA เมื่อหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือน พบวา

ผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริก ดังตารางที่ 4.19  

 

ตารางที่ 4.19 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม

หลังจากการหมักดวยคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมกั (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.137 0.297 0.011 5.371 2.150 

มีนาคม 0.081 0.074 0.000 4.021 0.420 

พฤษภาคม 0.076 0.074 0.010 5.189 1.520 

 

สําหรับน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคมสามารถผลิตแอซีโทนไดมากที่สุด คือ 0.297 กรัม

ตอลิตร โดยผลิตเอทานอลและบิวทานอล 0.137 และ 0.011 กรัมตอลิตร ตามลําดับ น้ําเสียจาก

เดือนมีนาคมเกิดการสรางผลิตภัณฑเกิดนอยที่สุด จากเดือนพฤษภาคมบิวทานอลถูกผลิต

ใกลเคียงกันเดือนกรกฎาคม คือ 0.010 กรัมตอลิตร โดยที่ผลิตภัณฑหลักของคลอสทริเดียมสาย

พันธุ Decom-PA ในน้ําเสียทุกเดือน คือ กรดบิวทิริก  

สําหรับ C. butyricum เมื่อหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือน พบวาผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิ

ริกและรองลงมา คือ บิวทานอล ดังตารางที่ 4.20  
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ตารางที่ 4.20 ผลิตภัณฑน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม 

หลังจากการหมักดวย C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.081 0.193 1.123 3.969 0.621 

มีนาคม 0.084 0.137 0.866 4.257 0.272 

พฤษภาคม 0.115 0.236 1.608 1.893 0.547 

 

จากเดือนพฤษภาคม C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลไดมากที่สุด 1.586 กรัม

ตอลิตร รองลงมา คือ เดือนกรกฎาคม 1.123 กรัมตอลิตร และสามารถผลิตแอซีโทนได 0.307 กรัม

ตอลิตร โดยเดือนมีนาคมสามารถผลิตกรดบิวทิริกไดมากที่สุดใน 3 เดือน คือ 4.257 กรัมตอลิตร 

สําหรับการหมักน้ําเสียจาก 3 เดือนดวย C. acetobutylicum ผลิตภัณฑหลัก คือ กรด

บิวทิริก และรองลงมา คือ เอทานอล ดังตารางที่ 4.21 

 

ตารางที่ 4.21 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม 

หลังจากการหมักดวย C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 

ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.174 0.137 0.099 7.622 1.217 

มีนาคม 0.131 0.068 0.054 4.489 0.407 

พฤษภาคม 0.149 0.097 0.055 5.100 2.185 

 

น้ํา เสียจากเดือนกรกฎาคม ผลิตภัณฑทุกชนิดที่ เกิดจากการหมักดวย  C. 

acetobutylicum มีปริมาณมากกวาเดือนมีนาคมและพฤษภาคม  

สําหรับการเปลี่ยนแปลงของคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือนดวยคลอส 

ทริเดียม 3 สายพันธุ แสดงในตารางที่ 4.22 
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ตารางที่ 4.22 คาซีโอดีกอนและหลังการหมักน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจาก 3 เดือน ดวยคลอสทริเดียม 

3 สายพันธุ ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัม/ลิตร) 

กอนการหมกั 

 

หลังการหมกั  

Decom-PA C. butyricum C. acetobutylicum 

กรกฎาคม 17,133.33 16,666.67 15,933.33 16,600.00 

มีนาคม 9,866.667 10,900.00 10,666.67 10,966.67 

พฤษภาคม 20,433.33 18,933.33 17,700.00 19,100.00 

 

สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ พบวาคาซี

โอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
 
ผลการวเิคราะหนํ้าเสียเบื้องตน 

 

 จากผลการวิเคราะหเบื้องตนแสดงถึงปริมาณสารอินทรียที่ผสมอยูในน้ําเสียเปนจํานวน

มาก และเปนแปงซึ่งสูญเสียมาในน้ําเสียจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังไมต่ํากวา 10 

เปอรเซ็นต ในน้ําเสียทั้ง 3 เดือน ซึ่งการวิเคราะหโดยใชคาซีโอดีเพียงอยางเดียวไมสามารถทราบ

ไดวาสารอินทรียที่ปะปนอยูเปนประเภทใด จําเปนตองมีการวิเคราะหบีโอดีรวมดวย เนื่องจาก

สารอินทรียสามารถจัดไดเปนสองประเภท คือ ประเภทที่หนึ่ง สารที่สามารถยอยสลายไดดวย

กระบวนการทางชีววิทยาสามารถตรวจสอบไดจากคาบีโอดี และแบบที่สอง คือ สารอินทรียที่ไม

สามารถยอยสลายโดยกระบวนการทางชีววิทยาสามารถตรวจสอบไดจากคาซีโอดี การตรวจซีโอดี

รวมกับบีโอดีจึงสามารถทําใหทราบวาสารอินทรียที่เจือปนอยูในน้ําเสียสามารถนําไปใชไดหรอืสาร

ถูกนําไปใชแลวดวยจุลินทรียโดยตรงหรือไม ซึ่งสวนตางของซีโอดีและบีโอดีในน้ําเสียแสดงถึง

ปริมาณสารอินทรียเหลืออยูนอกเหนือจากการนําไปใชโดยจุลินทรียได ซึ่งสะทอนใหเห็นวา น้ําเสีย

จากการลางมันอาจจะมีสารที่ยากแกการนําไปใชโดยจุลินทรียทั่วไปเจือปนอยูมากอีกดวย สําหรับ

ปริมาณแปงในน้ําเสียมีความสัมพันธกับคาซีโอดีและบีโอดี คือ น้ําเสียจากเดือนมีนาคมซึ่งมี

ปริมาณแปงต่ํากวาเดือนอื่น สงผลใหคาซีโอดีและบีโอดีต่ํากวาเดือนอื่น เชนเดียวกับเดือน

พฤษภาคม มีปริมาณแปงสูงที่สุด จึงสงผลใหคาซีโอดีและคาบีโอดีสูงที่สุดเชนกัน แสดงวาฤดูกาล

สงผลตอปริมาณตลอดจนองคประกอบของสารอินทรียในน้ําเสีย ในการนําน้ําเสียมาใชประโยชน

จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองประเมินชวงเวลาที่จะนํามาใช หรือปรับเปลี่ยนกระบวนการนํามาใชให

เหมาะกับชวงฤดูกาล โดยปกติน้ําเสียเหลานี้จะถูกนําไปบําบัดหรือใชผลิตไบโอแกสเพื่อใชผลิต

กระแสไฟฟาภายในโรงงานดวยกระบวนการแบบปราศจากออกซิเจน (anaerobic process) ซึ่งใช

พื้นที่ในการสรางบอบําบัดเปนจํานวนมาก ทั้งยังสงกลิ่นเหม็นไปสูชุมชนเกิดเปนมลภาวะ 

จากผลการวิเคราะหเบื้องตน พบวามีแปงเปนองคประกอบเจือปนในน้ําเสียจากโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง งานวิจัยนี้จึงมีสมมติฐานวา น้ําเสียที่ เกิดจากกระบวนการผลิตแปงมัน

สําปะหลังมีศักยภาพที่จะใชเปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรียเพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอลได ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกผลิตภัณฑจากมันสําปะหลังที่สําคัญ

ของโลก (Food and Agriculture Organization, 2009) จึงมีความเปนไปไดในการพัฒนาของเสีย
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จากโรงงานแปรรูปมันสําปะหลังใหเปนแหลงสําหรับผลิตพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพและผลิตภัณฑ

อื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งผลิตภัณฑประเภทแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ดวยจุลินทรียสกุล

คลอสทริเดียมภายใตกระบวนการแบบปราศจากออกซิเจน  

 

การทดสอบการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในอาหาร Reinforce Clostridial Media 

(RCM) 
 

 Reinforced Clostridial Media (RCM) เปนอาหารซึ่งมีกลูโคสปริมาณ 5 กรัมตอลิตร 

เปนแหลงคารบอน รวมทั้งไนโตรเจน วิตามิน และแรธาตุตางๆ ซึ่งใชกระตุนการเจริญเติบโตของ

คลอสทริเดียมและแบคทีเรียแอนแอโรปสอื่นๆ จึงถูกใชเปนแหลงอาหารสําหรับเพิ่มจํานวนและ

เก็บจุลินทรียในรูปของสปอร เพื่อใชเปนหัวเชื้อของการทดลองแตละครั้ง  

ผลการทดลองแสดงความสอดคลองกันในแตละสายพันธุของคลอสทริเดียม กลาวคือ เมื่อ

เวลาผานไปคลอสทริเดียมผลิตกรดในรูปของกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก จึงสงผลใหคาความเปน

กรด-ดางลดลง จากนั้นคาความเปนกรด-ดางคอนขางคงที่ซึ่งสอดคลองกับปริมาณของกรดที่พบ

ในอาหารเลี้ยง เมื่อพิจารณาจากกราฟ ที่เวลาขณะคลอสทริเดียมมีการแบงตัวและเจริญเติบโต

อยางรวดเร็ว เปนเวลาเดียวกันที่ความเปนกรด-ดางลดลงอยางรวดเร็ว เนื่องมาจากผลิตภัณฑ

ประเภทกรดที่เซลลผลิตขึ้นระหวางการเจริญเติบโตชวง exponential phase (Alsaker และ 

Papoutsakis, 2005) จนถึงชวงเวลาที่ เซลลมีอัตราการเจริญและการตายที่ใกลเคียงกัน 

(stationary phase) สงผลใหคาความเปนกรด-ดางคงที่ โดยที่คลอสทริเดียมแตละสายพันธุใช

เวลาในการเจริญเติบโตแตกตางกันไป คือ Decom-PA ใชเวลาในการแบงตัวและเจริญเติบโตเร็ว

ที่สุด คือ 28 ชั่วโมง สําหรับ C. butyricum และ C. acetobutylicum ใชเวลานานกวา คือ 48 

ชั่วโมง โดยที่ผลิตภัณฑในรูปของตัวทําละลายที่ตองการมีปริมาณนอย เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรนี้เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับเพิ่มจํานวนจุลินทรีย กลูโคสซึ่งเปนแหลงคารบอนจึงมี

ปริมาณนอย โดยถูกใชสําหรับการเจริญเติบโตและผลิตกรดซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เชื้อสรางขึ้นกอน 

จึงไมมีแหลงคารบอนเพียงพอสําหรับการผลิตตัวทําละลายซึ่งเกิดภายหลังและจําเปนตองมีแหลง

คารบอนมากเพียงพอ สุดทายเมื่อสารอาหารหมดจุลินทรียจึงสรางสปอรขึ้นเพื่อดํารงชีพในภาวะที่

ไมเหมาะสมจนกระทั่งภาวะแวดลอมเหมาะสมจึงเกิดการเจริญเติบโตอีกครั้ง 
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การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 
 

จากการศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก 

Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum โดยใชแหลงคารบอน 3 ประเภทหลักที่

จุลินทรียสามารถนําไปใชได คือ น้ําตาล (กลูโคส) แปง และเซลลูโลส รวมทั้งผลของการแปร

ปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร และผลของสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มีกลูโคส 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอน พบวาอาหารหมักที่แตกตางกันสงผลใหความสามารถในการ

เจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑมีความแตกตางกันไป ดังนี้ 

คลอสทริเดียมสายพันธุที่คัดแยกไดจากประเทศไทย (Decom-PA) ผลิตภัณฑหลักของ 

Decom-PA ในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน คือ กรดบิวทิริก จากการเจริญเติบโตและการ

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง พบวา Decom-PA เริ่มเขาสูชวง stationary phase ซึ่งเปน

ชวงเวลาเดียวกับคาความเปนกรด-ดางคงที่ เมื่อเวลาผานไปประมาณ 30 ชั่วโมง เมื่อแปรปริมาณ

กลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร พบวา Decom-PA สามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขน

น้ําตาลสูงข้ึนได แตสามารถบริโภคกลูโคสไดเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเทานั้น และสรางผลิตภัณฑได

ลดลง จึงเปนไปไดวากลูโคสที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร ยับยั้งการสรางผลิตภัณฑของ Decom-

PA สําหรับสารสกัดจากยีสตสงผลใหอัตราเร็วในการเจริญเติบโตของ Decom-PA สูงขึ้นตาม

ปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมักในชวงแรก โดยที่การเพิ่มสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณใดๆ ไมสงผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ของ Decom-PA  

สําหรับ C. butyricum สามารถเจริญเติบโตและสรางผลิตภัณฑไดดีในอาหารที่มีแหลง

คารบอนชนิดกลูโคสและแปง สามารถผลิตบิวทานอลไดสูงสุดในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลง

คารบอน โดยผลิตภัณฑหลักยังคงเปนกรดบิวทิริก และไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตใน

อาหารที่มีแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส เมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอน พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่

ตรวจพบมีคาเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 24 ซึ่งเปนเวลาที่เริ่มเกิดแกส และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุด

การหมัก แสดงถึงกระบวนการใชแปงเปนแหลงคารบอน โดยจุลินทรียมีความสามารถในการสราง

เอนไซมเพื่อยอยแปงใหเปลี่ยนเปนน้ําตาลกอนในชวงแรก จากนั้นจึงใชน้ําตาลที่ยอยไดในการผลติ

กรดและตัวทําละลาย ทําใหตรวจวัดการลดลงของน้ําตาลรีดิวซในชวงตอมา เมื่อแปรปริมาณ

กลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร พบวา C. butyricum สามารถเจริญเติบโตไดและสรางบิวทานอลไดสูง

กวาเมื่อใชกลูโคสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 1.2 เทา สําหรับสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่

มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญเติบโตของ C. butyricum เห็นไดชัดเจน

กวา Decom-PA โดยสูงขึ้นตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก และการบริโภค
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กลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัมตอลิตร แตการผลิตแอซีโทนและบิว

ทานอลเกิดมากที่สุดเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสต  

สําหรับ C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารที่มีแหลงคารบอนชนิด

กลูโคสและแปง สามารถผลิตแอซีโทนไดสูงสุดในอาหารที่มีแปงเปนแหลงคารบอน โดยผลิตภัณฑ

หลักยังคงเปนกรดบิวทิริก และไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตของ C. butyricum ในอาหารที่

มีแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ ในป 1994 และ Perret 

และคณะ ในป 2004 เมื่อพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซในอาหารที่มีแปงเปนแหลงคารบอน 

พบวา C. acetobutylicum นําแปงไปใชโดยการยอยเปนน้ําตาลกอนและนําน้ําตาลนั้นไปใช โดย

การยอยแปงเพื่อใชน้ําตาลของ C. acetobutylicum แตกตางจาก C. butyricum คือ C. 

acetobutylicum จะสามารถผลิตเอนไซมในการยอยแปงจนไดปริมาณน้ําตาลเพียงพอในปริมาณ

หนึ่งและบริโภคน้ําตาลนั้นจนกระทั่งเหลือนอยลงแลวจึงปลอยเอนไซมทําการยอยแปงอีกครั้ง การ

แปรปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร สําหรับ C. acetobutylicum พบวาไมมีผลตอการผลิตเอ

ทานอลและแอซีโทน แตสงผลใหผลิตบิวทานอลลดลง 31.37 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับการใช

กลูโคสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนอาหารหมัก สําหรับสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มี

ความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และกรด

บิวทิริกสูงขึ้นอยางชัดเจน ตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก และการบริโภค

กลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัมตอลิตร  

 

การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 

จากการวิจัยความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร

โดยไมควบคุมความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก สําหรับคลอสทริเดียมในกลุมผลิตตัวทําละลาย

ทั้ง 3 สายพันธุ ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่ใชในมี 2 คา คือ 4.5 และ 6.5 โดยใชกรดแอซีติกและ

แอมโมเนียในการปรับคาความเปนกรด-ดาง เนื่องจากที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 เปนจุดที่

คลอสทริเดียมเริ่มผลิตตัวทําละลาย และที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนคาที่ในสูตรอาหาร

และงานวิจัยตางๆใชเปนคาเริ่มตนในการหมัก พบวาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ โดยพิจารณาจากปริมาณของผลิตภัณฑ การบริโภคกลูโคส และการ

เจริญเติบโตเบื้องตนจากการเกิดแกสในอาหารระหวางการหมัก คือ ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่ 

6.5 เนื่องจากคลอสทริเดียมมีการเจริญเติบโต การสรางผลิตภัณฑทั้งแอซีโทน บิวทานอล และเอ

ทานอล รวมทั้งการบริโภคน้ําตาลมากกวาน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 
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สําหรับผลของสารสกัดจากยีสตโดยการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในน้ําเสียที่ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 พบวาสารสกัดจากยีสตไมมีผลตอคลอสทริเดียมในการผลิตแอซีโทน บิว

ทานอลและเอทานอลที่สูงขึ้น แตสําหรับคลอสทริ เดียมสายพันธุ  Decom-PA และ C. 

acetobutylicum เมื่อเติมสารสกัดจากยีสตที่ปริมาณใดๆ สงผลใหการบริโภคกลูโคสสูงขึ้น และ

เกิดฟองแกสซึ่งแสดงถึงการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในเบื้องตนในน้ําเสียมากกวาการหมัก

ดวยน้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสต โดยน้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสตเปนอาหารหมักที่คลอสทริ 

เดียมทั้ง 3 สายพันธุสามารถสรางผลิตภัณฑทั้งแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล โดยเฉพาะ C. 

butyricum สามารถผลิตบิวทานอลได 1.608 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับบิวทานอลที่ผลิตได

จากอาหารหมักที่มีกลูโคส 20, 60 กรัมตอลิตร และอาหารที่มีแปง 20 กรัมตอลิตรเปนแหลง

คารบอน คือ 1.753,  2.102 และ 1.075 กรัมตอลิตรตามลําดับ เนื่องจากแปงซึ่งเปนแหลง

คารบอนในน้ําเสียอาจอยูในรูปที่จุลินทรียไมสามารถนําไปใชไดทั้งหมด และเมื่อเปรียบเทียบกับ

งานวิจัยกอนหนา ซึ่งใช Geotrichum fragrans ผลิตสารระเหยจากน้ําเสียโรงงานผลิตแปงมัน

สําปะหลังเชนกันแตไดปริมาณของผลิตภัณฑรวม 0.167 กรัมตอลิตร และเปนบิวทานอลเพียง 

0.007 กรัมตอลิตร ในขณะที่ตองเพิ่มกลูโคสเปนแหลงคารบอนในปริมาณ 50 กรัมตอลิตร 

(Damasceno และคณะ, 2003) ดังนั้น จุลินทรียสกุลคลอสทริเดียมสามารถใชในการเปลี่ยนน้ํา

เสียใหเกิดผลิตภัณฑที่มีมูลคาในปริมาณที่มากกวาดวยตนทุนที่ต่ํากวาเนื่องจากไมตองใสแหลง

คารบอนเพิ่มเติม 

เมื่อพิจารณารวมกับผลการทดลองการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารสังเคราะห

เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาสารสกัดจากยีสตไมสงผลตอการผลิตตัวทําละลายโดยตรง 

แตสงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเพิ่มขึ้น ดังนั้น การเติมสารสกัดจากยีสตจึงไมมี

ความจําเปนในการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ซึ่งสอดคลองกับการวิจัยของ Monot 

และคณะ ในป 1982 และ Madihah และคณะ ในป 2001 ซึ่งพบวาสารสกัดจากยีสตสงเสริมการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม โดยที่ปริมาณของไนโตรเจนที่จํากัดในอาหารหมักสงผลใหคลอส 

ทริเดียมสามารถผลิตตัวทําละลายไดมากขึ้น  

เมื่อพิจารณาถึงปริมาณของน้ําเสียที่เกิดขึ้นประมาณ 10-30 ลูกบาศกเมตร จากการผลิต

แปงมันสําปะหลัง 1 ตัน (Sriroth และคณะ, 2000) พบวาจุลินทรีย C. butyricum สามารถผลิตบิว

ทานอลได 20-60 ลิตร โดยการอนุมานจากผลการทดลอง จึงมีความเปนไปไดที่จะนํา C. 

butyricum มาใชเปลี่ยนน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังใหเปนบิวทานอลซึ่งผลิตภัณฑที่

มีคาทั้งทางดานอุตสาหกรรมและโดยเฉพาะอยางยิ่งในทางพลังงาน  
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การใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 

 

จากการวิจัยความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม และการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต

เพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม ภาวะที่เหมาะสมใน

การใชน้ําเสียเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล คือ ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 โดยไมเติมสารสกัดจากยีสต ทั้งนี้ไดทําการทดลองการใชน้ําเสียซึ่งเก็บตัวอยาง

จากเดือนที่แตกตางกัน คือ เดือนกรกฎาคม มีนาคมและพฤษภาคม เพื่อศึกษาความคงที่ของน้ํา

เสียเพื่อเปนสารอาหารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลดวยคลอสทริเดียม 

ปริมาณของแปงที่พบในน้ําเสียแตละเดือนแตกตางกันโดยพบมากที่สุดในเดือน

พฤษภาคม ซึ่งใกลเคียงกับเดือนกรกฏาคม และพบนอยที่สุดในเดือนมีนาคม จากผลของการหมัก

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ในน้ําเสีย 3 เดือน พบวาน้ําเสียจากเดือนที่แตกตางกันสงผลให

คลอสทริเดียมสรางผลิตภัณฑในปริมาณที่แตกตางกัน โดยน้ําเสียจากเดือนมีนาคมคลอสทริเดียม

สามารถผลิตตัวทําละลายไดนอยที่สุดเนื่องจากมีปริมาณแปงอยูในน้ําเสียนอยที่สุด แตลําดับของ

ปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคอนขางคงที่ในแตละสายพันธุในทุกเดือน โดยที่ผลิตภัณฑหลักของทั้ง 

3 สายพันธุ คือ กรดบิวทิริก เนื่องจากคุณภาพของหัวมันสําปะหลังในแตละเดือนไมเทากัน สงผล

ใหน้ําเสียจากแตละเดือนแตกตางกัน จากขอมูลของงานวิจัยนี้สามารถระบุไดเพียงปริมาณสารตั้ง

ตนในน้ําเสีย ไดแก แปงและน้ําตาลที่ไมเทากันในแตละเดือนเปนสาเหตุของความไมคงที่ของการ

ผลิต และมีนอยที่สุดในเดือนมีนาคม โดยปกติยังมีปจจัยอื่นอีกที่อาจเปนสาเหตุ ไดแก การ

ปรับปรุงกระบวนการผลิตซึ่งกระทําการทดสอบเปนครั้งคราวของโรงงานอีกดวย 

สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ เนื่องจาก

จุลินทรียไดเปลี่ยนแปงและน้ําตาลไปเปนผลิตภัณฑซึ่งยังคงปะปนอยูในน้ําหมัก ตัวทําละลาย

เหลานี้สงผลตอคาซีโอดี จึงพบวาคาซีโอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 
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ขอเสนอแนะ 

 

 จากงานวิจัยทั้งหมดผลิตภัณฑหลักของคลอสทริเดียม คือ กรดบิวทิริก บิวทานอล และเอ

ทานอล พบวาน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังมีศักยภาพในการนํามาผลิตพลังงาน

ทางเลือกโดยการหมักดวยจุลินทรียได และอาจตรวจหาคา total organic carbon (TOC) ในน้ํา

เสียจากโรงงานผลิตแปงมัน หรือแปงหมี่เพิ่มเติมเพื่อการประเมินความเหมาะสมของการนําไปใช 

โดยเฉพาะคลอสทริเดียม ซึ่งสามารถใชสารอินทรียที่ยากแกการยอยสลายดวยกระบวนการทาง

ชีวะในน้ําเสียจากการลางมัน และหากพิจารณาจากวิถีเมแทบอลิซึมของการผลิตแอซีโทน-บิว

ทานอล-เอทานอล ของ C. acetobutylicum เปนตนแบบ พบวากรดบิวทิริกสามารถเปลี่ยนเปนบิว

ทานอล ดังนั้น การศึกษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเปลี่ยนกรดบิวทิริกเปนบิวทานอลดวยแบค

มีเรียสกุลคลอสทริเดียมจึงเปนนาสนใจ โดยที่ปจจุบันไดมีการทําพันธุวิศวกรรมเพื่อเพิ่มคุณสมบัติ

บางประการ เชน สามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน (Perret และคณะ, 2004)  แกไขปญหา 

เชน ลดการตอบสนองตอความเปนพิษของบิวทานอลซึ่งเปนผลิตภัณฑหลักที่ตองการจากคลอส 

ทริเดียม (Liyanage และคณะ, 2000 และ Qureshi และ Blaschek, 2001) และสงเสริมวิถีเม

แทบอลิซึมในจุดที่ตองการของคลอสทริเดียม เชน ควบคุมใหผลิตบิวทานอลในปริมาณสูง (Harris 

และคณะ, 2001) ควบคูไปกับการคัดแยกคลอสทริเดียมสายพันธุใหมจากธรรมชาติ (Virunanon 

และคณะ, 2008) เนื่องจากสายพันธุจากธรรมชาติเหลานี้มีขอดีบางประการซึ่งไมสามารถสราง

ดวยกระบวนการทางพันธุวิศวกรรม ดังนั้น หากประสบความสําเร็จในการพัฒนาหรือคนพบ

คลอสทริเดียมสายพันธุใหม และกระบวนการหมักคลอสทริเดียมเพื่อผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอ

ทานอล โดยใชของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลังและอุตสาหกรรม

การเกษตรอ่ืนๆไดรับการศึกษาพัฒนาในระดับอุตสาหกรรม กระบวนการนี้จะเปนทางออกหนึ่งใน

การพึ่งพาตนเองทางดานพลังงานของประเทศไทย 
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจัย  

 

 ในงานวิจัยนี้มุงศึกษาการนําน้ําเสียจากอุตสาหกรรมผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนของ

เหลือทิ้งและไมแขงขันกับการผลิตอาหารมาเพิ่มมูลคา โดยผานกระบวนการและหมักดวย

จุลินทรียในสกุลคลอสทริเดียมซึ่งใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เพื่อลด

ตนทุนในกระบวนการผลิต 

คลอสทริเดียมที่ใชผลิตตัวทําละลายในงานวิจัยทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก คลอสทริเดียมที่คัด

แยกไดในประเทศไทย Clostridium sp. สายพันธุ Decom-PA รวมทั้ง C. butyricum TISTR1032 

และ C. acetobutylicum ATCC 824 มีความสามารถในการใชแหลงคารบอนไดแตกตางกัน 

(กลูโคส แปง และเซลลูโลส) โดยที่แหลงคารบอนประเภทกลูโคสสามารถใชเปนแหลงคารบอนของ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 ชนิด ในขณะที่แปงสามารถใชเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum และ 

C. acetobutylicum เทานั้น สําหรับเซลลูโลสไมสามารถตรวจพบการใชเปนแหลงคารบอนของ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ เมื่อแปรความเขมขนกลูโคสจาก 20 กรัมตอลิตร เปน 60 กรัมตอ

ลิตร พบวาความเขมขนน้ําตาลที่สูงขึ้นสงผลตอคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุแตกตางกันไปโดย

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุยังคงเจริญเติบโตและสามารถสรางผลิตภัณฑได แตสําหรับ Decom-

PA ความสามารถในการผลิตตัวทําละลายลดลง สําหรับ C. butyricum สามารถสรางบิวทานอล

ไดเพิ่มขึ้น 1.2 เทา และ C. acetobutylicum ผลิตบิวทานอลดลลง 31.37 เปอรเซ็นต ในขณะที่

ความเขมขนกลูโคสสูงขึ้น 3 เทา แตทั้ง 3 สายพันธุสามารถบริโภคกลูโคสไดเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย

เทานั้น โดยที่สารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มีกลูโคสเปนแหลงมีผลสงเสริมการเจริญเติบโตของ

คลอสทริเดียม แตไมมีผลสงเสริมการสรางผลิตภัณฑ คลอสทริเดียมสายพันธุที่สามารถผลิตบิวทา

นอลไดมากที่สุด คือ C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลในอาหารหมักที่มีกลูโคส 20, 60 กรัม

ตอลิตร และอาหารที่มีแปง 20 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน คือ 1.753,  2.102 และ 1.075 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ 

 เมื่อใชน้ําเสียเปนแหลงอาหารของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุพบวา ที่ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 เปนคาที่เหมาะสม โดยเฉพาะ C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 1.608 

กรัมตอลิตร โดยไมตองเติมสารอาหารใดๆเพิ่มเติม น้ําเสียซึ่งเก็บตัวอยางจากเดือนที่แตกตางกัน

สงผลตอปริมาณของผลิตภัณฑที่คลอสทริเดียมผลิตไดในทุกสายพันธุ โดยที่น้ําเสียในทุกเดือนมี

ปริมาณแปงหลงเหลืออยูมากกวา 10 เปอรเซ็นต และมากที่สุดในเดือนพฤษภาคมซึ่งใกลเคียงกับ
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เดือนกรกฎาคม คือ 14.98 และ 14.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งเปนปจจัยที่สงผลใหคลอสทริ 

เดียมสามารถสรางผลิตภัณฑไดมากที่สุดในน้ําเสียจากเดือนพฤษภาคม และนอยที่สุดในน้ําเสีย

จากเดือนมีนาคม สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ 

เนื่องจากจุลินทรียไดเปลี่ยนแปงและน้ําตาลไปเปนผลิตภัณฑซึ่งยังคงปะปนอยูในน้ําหมัก จึง

พบวาคาซีโอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 

 จากผลการวิจัยทั้งหมด น้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งไมมีมูลคา

และตองผานการบําบัดกอนถูกปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ ยังคงประกอบดวยแหลงคารบอน ไดแก 

แปงและน้ําตาล ซึ่งสามารถถูกใชสําหรับการเจริญเติบโตและเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑโดยจลุนิทรยีได

โดยเฉพาะอยางยิ่ง C. butyricum สามารถใชน้ําเสียเปนแหลงอาหารและเปลี่ยนเปนบิวทานอลที่

มีมูลคาได ซึ่งนอกจากเปนการเพิ่มมูลคาของน้ําเสียแลวยังเปนการลดตนทุนซึ่งเปนปญหาหลักใน

การผลิตบิวทานอลดวย 
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วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. Synthetic media สูตร 1 ลิตร (Virunanon และคณะ, 2008) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.220 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.550 กรัม 

ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.550 กรัม 

เฟอรรัสซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต 0.011 กรัม 

 เติมน้ํากลัน่ประมาณ 800 มิลลิลิตร และละลายสวนผสมทั้งหมด 

รีซาซูริน (1 กรัมตอลิตร) 1.0 มิลลิลิตร 

กรดแอซีติกเขมขน 2.3 มิลลิลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหได 6.5 (±0.2) ดวยแอมโมเนยี  

วิตามินพาบา (1.6 กรัมตอลิตร) 5.0 มิลลิลิตร 

ไบโอติน (0.02 กรัมตอลิตร) 4.0 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปตมจนเดือด ตวงอาหารเหลวที่

ไดลงในขวดแกวเลี้ยงเชื้อขวดละ 26 มิลลิลิตร โดยแตละขวดใส 

แหลงอาหารคารบอนด 0.60 กรัม 

แคลเซยีมคารบอเนต 0.05 กรัม 

ทําใหอยูในภาวะปราศจากออกซิเจนโดยผานแกสไนโตรเจน 15 นาที ปดฝาแตละขวด

ดวยจุกยางแลวครอบฝาโลหะ ล็อคฝาดวยคริมเปอรแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (สีของ media ที่ไดขึ้นอยูกับ

แหลงอาหารคารบอนด) กอนลงเชื้อ 1 วัน เติม cysteine (15 กรัมตอลิตร) ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 1 

มิลลิลิตร ตอขวดอาหารที่ใชปริมาตรการหมัก 30 มิลลิลิตร  
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วิธีการเตรียมสารเคมีและกราฟมาตรฐาน 

 

1. สารละลายสําหรับการวเิคราะหคา Chemical Oxygen Demand (COD, mg/l) ในน้ําเสยี ดวย

กระบวนการ Close reflux: Colorimetric method (Lapara, Alleman, and Pope, 2000) 

 

1.1 สารละลายสําหรับการยอยสลายสารอินทรีย (ก) 

โพแทสเซยีมไดโครเมต  

     (อบแหงที่ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง) 

10.2     

 

กรัม 

 

น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 

กรดซัลฟูริกเขมขน 167 มิลลิลิตร 

เมอรคิวร่ีซัลเฟต 33.3          กรัม 

   ตั้งทิ้งไวใหละลาย ปลอยใหเย็นและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 

 

1.2 สารละลายกรดซัลฟวริก-ซิลเวอรซัลเฟต (ข) 

ซิลเวอรซัลเฟต 22.0       กรัม 

กรดซัลฟูริกเขมขน 2.5         ลิตร 

 ตั้งทิ้งไว 1-2 วัน ใหซิลเวอรซัลเฟตละลาย    

     

1.3 สารละลายมาตรฐานซีโอดี (ค) 

โพแทสเซยีมไฮโดรเจนพทาเลต 0.85      กรัม 

น้ํากลั่น 800    มิลลิลิตร 

ตั้งทิ้งไวใหละลาย และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานซีโอด ี

ปเปตสารละลาย ค. ปริมาตรตางๆดังตาราง และปรับปริมาตรในแตละความเขมขน

เปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

 

ซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาตรสารละลาย ค. (มิลลิลิตร) 

20 1.0 

50 2.5 

100 5.0 

200 10.0 

400 20.0 

600 30.0 

900 45.0 

 

ปเปตสารละลายมาตรฐานซีโอดีแตละความเขมขน ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

หลอดแกวทรงสูงมีฝาปด ปเปตสารละลาย ก. ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย ข. ปริมาตร 

14.0 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดแกวและเขยาใหผสมเขาดวยกัน นําเขาตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 150 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง รอใหสารละลายเย็นลง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับคาซีโอดีของสารละลายมาตรฐาน 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานซีโอดี 

                    

2. สารละลายสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) 

DNS solution  

3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซีด 10.0 กรัม 

โพแทสเซยีมโซเดียมทารเทรต 300.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด 16.0    กรัม 

 ปรับปริมาณเปน 1 ลิตร รอจนละลาย 

  

 สารสะลายมาตรฐานกลูโคส ใชที่ความเขมขน 100, 200, 400, 500, 600, 800, 1000, 

1500, 2000 มิลลิกรัมตอกรัม 
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

 

4 สารมาตรฐานสําหรับวิเคราะหผลิตภัณฑ 

 สารสะลายมาตรฐานแอซีโทน บิวทานอล เอทานอล กรดแอซีติก และกรดบิวทิริก ใชที่

ความเขมขน 2, 4, 6, 8, 10 กรัมตอลิตร 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของเอทานอล 
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กราฟมาตรฐานของแอซีโทน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของกรดแอซีติก 
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กราฟมาตรฐานของบิวทานอล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของกรดบิวทิริก 
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ผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้นเมื่อหมกัคลอสทริเดยีมในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM 

 

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.057 0 8.605 0 0 

3 0.091 0 7.408 0 0 

6 0.139 0 7.385 0 0 

9 0.123 0 7.325 0 0 

12 0.116 0 7.765 0 0 

18 0.138 0 8.999 0 0 

21 0.157 0 8.813 0 1.739 

24 0.253 0 7.489 0 2.399 

28 0.237 0 6.930 0 3.853 

48 0.208 0 6.375 0 4.167 

144 0.279 0 5.999 0.020 5.628 

194 0.299 0 5.435 0.022 5.512 

216 0.356 0 5.453 0.022 5.385 
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.050 0 8.472 0 0.556 

3 0.068 0 9.153 0 0.488 

6 0.0901 0 8.504 0 0.567 

9 0.112 0 7.750 0 0 

12 0.096 0 8.332 0 0 

18 0.142 0 7.858 0 0 

21 0.138 0 9.082 0 0 

24 0.163 0 7.167 0 0 

28 0.191 0 9.032 0 0.692 

48 0.254 0.073 8.714 0.269 3.293 

144 0.477 0.080 7.977 0.284 3.965 

194 0.577 0.082 7.884 0.265 3.793 

216 0.729 0.080 7.374 0.270 3.817 
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล) กรดบิวทิริก 

0 0.107 0 7.965 0 0 

3 0.110 0 8.358 0 0.3560 

6 0.135 0 8.207 0 0.313 

9 0.139 0 8.125 0 0.295 

12 0.128 0 8.384 0 0.341 

18 0.168 0 8.150 0 0.307 

21 0.154 0 8.782 0 0 

24 0.203 0 9.095 0 0 

28 0.245 0 9.867 0 0.826 

48 0.264 0 6.792 0 3.388 

144 0.322 0 6.088 0 4.059 

194 0.356 0 6.390 0 4.368 

216 0.435 0 6.668 0 4.704 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาวชนิกา อื้อพานิช เกิดวันที่ 28 ธันวาคม 2527 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับที่ 2 สาขาวิชาพันธุศาสตร 

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 และ

เขาศึกษาตอในสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2552 โดยงานวิจัยนี้ถูกเผยแพรผลงานวิจัย

บางสวนในการประชุมวิชาการ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ครั้งที่ 17 ประจําป 

2552 เรื่อง Cellulosic ethanol and butanol production from Clostridium sp. ระหวางวันที่ 

12-13 มีนาคม พ.ศ. 2552  การประชุมวิชาการพันธุศาสตร แกวิกฤตพลังงานชาติ ครั้งที่ 16 

ระ ห ว าง วัน ที่  25-27 มีน าค ม  พ . ศ .  2552 ณ  ค ณ ะ วิ ท ย าศ าส ตร แ ละ เ ท คโ น โ ล ยี 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี เรื่อง การผลิตบิวทานอลและเอทา

นอลจากน้ําเสียกระบวนการผลิตแปงมันดวยสายพันธุคลอสทริเดียมในประเทศไทย และในการ

ประชุมวิชาการ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ครั้งที่ 18 ประจําป 2553 เรื่อง 

Cellulosic ethanol and butanol from Clostridium sp. bacteria ระหวางวันที่ 11-12 มีนาคม 

พ.ศ. 2553 รวมทั้งไดยื่นจดสิทธิบัตร 1 เรื่อง ชื่อ การผลิตบิวทานอลและเอทานอลดวยเชื้อคลอส 

ทริเดียม โดยใชของเสียจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง หมายเลขอางอิง 0801005960 
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