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พรรณธิภา สง่เสริมพานิช: การคดักรอง Clostridium spp. ทนบิวทานอลเพ่ือผลิตบิวทา
นอลจากนํา้อ้อย. (SCREENING OF BUTANOL-TOLERANT Clostridium spp. FOR 
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ไบโอบิวทานอลและไบโอเอทานอลเป็นเชือ้เพลิงชีวภาพเหลวท่ีสามารถผลิตได้จากมวล

ชีวภาพด้วยกลุม่แบคทีเรียท่ีไมใ่ช้ออกซเิจน วตัถปุระสงค์ของการศกึษาครัง้นีเ้พ่ือคดัแยกแบคทีเรีย

ไมใ่ช้ออกซเิจนโดยเฉพาะอยา่งยิ่ง Clostridium spp. จากวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรและมลูสตัว์

ในประเทศไทยสําหรับการผลติเชือ้เพลงิชีวภาพโดยใช้อาหารสงัเคราะห์ modified MS media ท่ีมี

นํา้ตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตรรวมกบักลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตร พาราอะมิโนเบนโซอิก แอซิดและไบ

โอตินถกูเติมเพ่ือเป็นวิตามินร่วมกบับิวทานอลความเข้มข้น 1% ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากการหมกัถกู

วิเคราะห์ร่วมด้วยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและปฏิกิริยาทางชีวเคมี 16 ไอโซเลทและ 22 ไอโซ

เลทของแบคทีเรียไม่ใช้ออกซิเจนคัดแยกได้จากนํา้ข้าวฟ่างหวานและมูลวัวท่ีเก็บจากจังหวัด

สระบรีุและจงัหวดัปทมุธานีตามลําดบั มีเพียง 25 ไอโซเลทท่ีแสดงลกัษณะของ Clostridium spp. 

โดยมีเกณฑ์ท่ีใช้ในการบง่ชี ้คือ แกรมบวก รูปร่างท่อน สร้างสปอร์รูปไข่อยู่บริเวณใกล้ปลายเซลล์ 

เคล่ือนท่ีได้ สามารถรีดิวส์ซลัไฟท์และสามารถผลิตตวัทําละลายได้ แต่ไม่รีดิวส์ไนเตรท ไม่สร้าง 

lecithinase และไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงซึง่บง่ชีใ้นเบือ้งต้นว่าไม่เป็นเชือ้ก่อโรค ไอโซเลท CG1 

ท่ีคดัแยกได้จากมลูววัสามารถผลิตบิวทานอล เอทานอลและอะซิโตนความเข้มข้นสงูท่ีสดุ 3.67 

2.11 และ 0.02 กรัมตอ่ลติรตามลําดบั และสามารถทนตอ่บวิทานอลความเข้มข้นสงูสดุท่ี 12 กรัม

ต่อลิตร ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ไอโซเลท CG1 ผลิตบิวทานอลได้มากท่ีสดุท่ีความ

เข้มข้น 9.9 กรัมตอ่ลติร ท่ีชัว่โมงท่ี 144 และผลติเอทานอลและอะซโิตนได้ 4.28 และ 0.27 กรัมตอ่

ลติรตามลําดบั 
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biomass by group of anaerobic bacteria. The objective of this study is to screen 
anaerobic bacteria especially Clostridium spp. from agricultural waste and dung in 
Thailand for biofuel production. The modified synthetic MS media are 30 g L-1 of 
sucrose mixed with 30 g L-1 of glucose were used to isolation. Para-aminobenzoic 
acid and biotin were added as additional vitamin. Modified MS media was 
supplemented with 1% butanol. Fermentation products were determined first. 
Morphology and biochemical reaction in each isolate were analyzed. Sixteen and 
twenty two isolates of anaerobic bacteria were screened from sweet sorghum 
bagasse and cow dung that were collected from Saraburi and Pathumthani 
provinces in Thailand, respectively. But twenty five of them showed Clostridium spp. 
characteristics are gram positive, rod-shape, sub-terminal spore-forming, motile, 
sulfite-reducing and produce solvent. They can’t reduce nitrate, not produce 
lecithinase activity and non-haemolysis were identified as primary criteria to non 
pathogen. From all isolates, isolate CG1 from cow dung was produce the highest 
concentrations of butanol ethanol and acetone reaches 3.61, 2.11 and 0.02 g L-1 
respectively and tolerant to butanol concentration of 12 g L-1. In bioreactor 5 L, isolate 
CG1 has produced the highest concentrations of butanol ethanol and acetone 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 
วิกฤตการณ์พลังงานท่ีเกิดขึน้อย่างรุนแรงทั่วโลก โดยเฉพาะปัญหาราคานํา้มันใน

ตลาดโลกท่ีถกูป่ันราคาให้ขึน้ไปแตะระดบัท่ีสงูกว่า 80 เหรียญสหรัฐฯ ตอ่บาร์เรล ได้ก่อให้เกิด
ความกังวลไปทัว่โลกเก่ียวกับนํา้มนัท่ีกําลงัจะหมด แต่ความเป็นจริงก็ คือ ในระยะสัน้ การผลิต
ไฟฟ้าในระดบัใหญ่ ยงัต้องพึ่งพิงเชือ้เพลิงฟอสซิลอยู่แต่ในระยะยาวอาจจะต้องพึ่งพิงพลงังาน
นิวเคลียร์ ด้วยราคานํา้มนัในปัจจบุนัท่ีเพิ่มสงูเป็นประวตัิการณ์ด้วยตวัเร่งคือสถานการณ์สงคราม
และการเมือง แต่ด้วยปัจจยัพืน้ฐาน คือ “ความต้องการ” ท่ีมากกว่า “ความสามารถในการผลิต” 
โดยเฉพาะความต้องการพลงังานมหาศาลเพ่ือมารองรับการเจริญเติบโตของเศรษฐกิจจีนและ
เศรษฐกิจอินเดียสองยกัษ์หลบัท่ีกําลงัไต่ระดบัการพฒันาเศรษฐกิจขึน้มา ทําให้ปัจจบุนัเร่ิมมีการ
ถามถึงพลงังานทางเลือกหรือพลงังานทดแทนเพ่ิมมากขึน้ รวมทัง้ประเทศไทยท่ีเร่ิมมีนโยบายให้
เพิ่มการใช้พลังงานทดแทนเพิ่มขึน้ เน่ืองจากประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีพืน้ฐานทางการ
เกษตรกรรม มีผลผลิตทางการเกษตรและอตุสาหกรรมแปรรูปอยู่มากมาย โดยท่ีผลผลิตหลกัและ
เศษวัสดุหรือของเหลือจากทัง้ 2 ภาคเศรษฐกิจสามารถนํามาใช้ประโยชน์หรือแปรรูปให้เป็น
พลังงานหรือเชือ้เพลิงเพ่ือทดแทนการใช้พลังงานจากฟอสซิล ซึ่งส่วนใหญ่ต้องนําเข้าจาก
ต่างประเทศและจะหมดไปจากโลกในอนาคต ในขณะท่ีพลังงานชีวมวลถือได้ว่าเป็นพลังงาน
ทดแทนชนิดหนึ่ง เน่ืองจากการปลกูพืชทดแทนจะมีต่อเน่ืองตลอดไปในอนาคตถ้าหากเรามีการ
จดัการในภาคเกษตรกรรมท่ีดี 

ไบโอบิวทานอล (Biobutanol) เชือ้เพลิงพลงังานชีวภาพท่ีเป็นทางเลือกพลงังานทดแทนท่ี
เกิดขึน้ใหม่ (Renewable energy) เป็นเชือ้เพลิงท่ีได้จากกระบวนการหมกั (Fermentation–
derived butanol) สามารถแข่งขนัได้โดยไม่ต้องมีมาตรการอดุหนุน (Subsidies) หากราคา
นํา้มนัดิบอยู่ในช่วง 30-40 เหรียญสหรัฐฯ ตอ่บาร์เรล เชือ้เพลิงชีวภาพ 1-บิวทานอล หรือ ไบโอบิว
ทานอล มีประโยชน์มากมายหลายประการเหนือกว่าเชือ้เพลิงชีวภาพเอทานอล เช่น การท่ีมีความ
ดนัไอต่ํา (Low vapor pressure) และมีเปอร์เซนต์การปนเปือ้นของนํา้น้อยกว่าเอทานอล ปกติ
แล้วเอทานอลจะดดูโมเลกลุของนํา้และมกัจะกดักร่อนท่อท่ีขนส่งนํา้มนั ดงันัน้จึงต้องขนส่งเอทา
นอลโดยรถบรรทกุ รถไฟ และเรือ ในปริมาณคอ่นข้างน้อยไปยงัแหลง่เก็บ เพ่ือนําไปผสมกบันํา้มนั
เชือ้เพลงิก๊าซโซลีนก่อนจําหน่าย นอกจากนีเ้อทานอลยงักดักร่อนเคร่ือยนต์มากกว่าบิวทานอล ทํา
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ให้การขนสง่บิวทานอลทางท่อจึงมีความเป็นไปได้มากกว่าเอทานอล ประโยชน์อีกข้อหนึ่งของบิว
ทานอล ได้แก่ การท่ีสามารถนําไปผสมกบันํา้มนัก๊าซโซลีนในปริมาณความเข้มข้นท่ีสงูกว่า         
เอทานอลโดยปราศจากการปรับปรุงเคร่ืองยนต์ นอกจากนีย้งัมีความประหยดั (Fuel economy) 
กว่าการท่ีใช้เอทานอล กระบวนการผลิตบิวทานอลใช้กระบวนการหมกัเช่นเดียวกบัการผลิตเอทา
นอล และสามารถใช้ผลิตผลทางการเกษตรมาผลิตเช่นเดียวกนั เช่น ข้าวโพด ข้าวสาลี นํา้ตาล 
ข้าวฟ่าง และในปัจจุบนักําลงัมีการวิจัยเพ่ือให้สามารถใช้วสัดุจําพวกท่ีมีเซลลูโลส (Cellulose-
based-crops) เช่น ฟางข้าวโพด หรือ หญ้า เป็นต้น (Hess, 2006) 

กระบวนการผลิตบิวทานอลสามารถผลิตได้จากแบคทีเรียสกุล Clostridium ซึ่งเป็น
แบคทีเรียท่ีมีศกัยภาพในการผลติบวิทานอลในภาวะไร้ออกซเิจน (anaerobe) ผา่นกระบวนการอะ
ซิโตน บิวทานอลและเอทานอล (ABE fermentation) แบคทีเรียชนิดนีเ้ป็นแบคทีเรียแกรมบวก มี
รูปร่างท่อน สามารถสร้างสปอร์ได้ โดยสปอร์มีรูปร่างได้ทัง้กลมและรี (Tashiro และคณะ, 2005) 
สามารถพบได้ในรูปสปอร์กระจายทัว่ไปในธรรมชาต ิเช่น ดนิ นํา้ ของเสีย ลําไส้ของมนษุย์และสตัว์ 
(อญัชลี ตณัฑ์ศภุศิริ, 2548) มีคณุสมบตัิในการหมกัเซลลโูลส แป้ง และนํา้ตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ 
โดยเฉพาะบิวทานอล เน่ืองจากความต้องการด้านพลังงานและข้อดีของบิวทานอลดงัท่ีกล่าว
ข้างต้น การคดัเลือกและคดัแยกสายพนัธุ์ใหม่ท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลจึงได้รับ
ความสนใจเพิ่มขึน้ โดยคดัแยกเชือ้จากสารตัง้ต้นหลายประเภทหรือจากแหล่งตวัอย่างท่ีต่างกัน 
ทัง้นีไ้ด้มีทีมวิจยัสามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรีย Clostridium spp. สายพนัธุ์ใหม่ท่ีสามารถผลิตบิว
ทานอลได้จากชีวมวลพืช (Berezina และคณะ, 2009) นอกจากนีย้งัมีการคดัเลือกจากลําไส้ของ
ววัและวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร (Virunanon และคณะ, 2008) หรือการปรับปรุงเชือ้แบคทีเรีย 
C. acetobutylicum สายพนัธุ์ ATCC824 โดยกระบวนการทางพนัธุวิศวกรรมจนสามารถผลิตบิว
ทานอลเป็นผลิตภณัฑ์หลกั ทําให้มีความคุ้มคา่เม่ือผลิตในระดบัอตุสาหกรรม (Gheshlaghi และ
คณะ, 2009) แต่การผลิตบิวทานอลยงัมีข้อจํากดั คือ ความเป็นพิษของบิวทานอลตอ่เซลล์ท่ีเป็น
ปัจจยัหลกัอนัแรกท่ีจํากดัการเจริญของเซลล์ โดยพบว่าเชือ้แบคทีเรีย C. acetobutylicum หรือ C. 
beijerinckii จะหยดุการผลิตบิวทานอลเม่ือความเข้มข้นของตวัทําละลายทัง้หมดสงูสดุท่ี 20 กรัม
ต่อลิตร (Qureshi และ Blaschek, 2000) ในกระบวนการหมกัด้วยเชือ้แบคทีเรีย Clostridium 
spp. พบว่านอกจากบิวทานอลแล้ว แบคทีเรียยงัมีศกัยภาพในการผลิตตวัทําละลายอ่ืน คือ อะซิ
โตนและเอทานอล เกิดเป็นผลติภณัฑ์พร้อมบวิทานอล ซึง่เป็นผลติภณัฑ์ท่ีมีมลูคา่และนํามาใช้เป็น
ตวัทําละลายในอตุสาหกรรมตา่งๆ (Jones และ Woods, 1986) 
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อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคญัของประเทศไทย แต่ละปีสามารถผลิตนํา้ตาลได้ในปริมาณ
มากทําให้การส่งออกนํา้ตาลสงูเป็นอนัดบัท่ี 2 ของโลกรองจากบราซิล (กรุงเทพธุรกิจออนไลน์, 
2552) โดยรายงานพยากรณ์พืน้ท่ีเพาะปลกูอ้อยและผลผลิตอ้อยปีการผลิต 2553/54 ประเทศไทย
มีพืน้ท่ีปลกูอ้อยประมาณ 6.9 ล้านไร่ ปลกูอ้อยได้ 68 ล้านตนั แปรรูปเป็นนํา้ตาล 101 กิโลกรัมต่อ
ตนัอ้อย และกากนํา้ตาล 43 กิโลกรัมต่อตนัอ้อย (สํานกังานคณะกรรมการอ้อยและนํา้ตาลทราย, 
2553) นอกจากนีอ้้อยคัน้นํา้สามารถนํามาคัน้ให้นํา้อ้อย 1 ลิตรต่ออ้อย 2 กิโลกรัม (กรมส่งเสริม
การเกษตร, 2549; ธวชั ตินนงัวฒันะ, 2543) นอกจากนีนํ้า้อ้อยประกอบด้วยนํา้ตาล เกลือ 
สารอินทรีย์ท่ีไมใ่ช่นํา้ตาลและสารท่ีไมล่ะลายนํา้ ในสว่นของนํา้ตาลในนํา้อ้อยประกอบด้วยนํา้ตาล
กลโูคส ฟรุกโตสและซูโครสซึง่มีปริมาณมากท่ีสดุ (Walford, 1996) จดัว่าเป็นแหล่งคาร์บอนท่ี
เหมาะสมตอ่การเจริญของจลุนิทรีย์อีกแหลง่หนึง่ 

งานวิจัยนีจ้ึงเป็นการคดัแยกแบคทีเรียสกุล Clostridium spp. จากวสัดุเหลือทิง้ทาง
การเกษตรและมลูสตัว์ในประเทศไทย และคดัเลือกจุลินทรีย์ท่ีสามารถทนต่อความเข้มข้นบิวทา
นอลในระดบัท่ีเหมาะสมต่อการผลิต โดยใช้นํา้อ้อยซึ่งมีปริมาณนํา้ตาลมากเป็นสารตัง้ต้น โดย
จุลินทรีย์ท่ีได้ควรมีความสามารถเปล่ียนนํา้ตาลในนํา้อ้อยไปเป็นบิวทานอลได้โดยไม่ต้องผ่าน
ขัน้ตอนการปรับสภาพและการยอ่ย (Sánchez และ Cardona, 2008)  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1. เพ่ือคดัแยก Clostridium spp. ทนบิวทานอลจากตวัอย่างในประเทศไทยสําหรับการ
ผลติบวิทานอล 
 2. เพ่ือผลติบวิทานอลจาก Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้โดยใช้นํา้อ้อยเป็นสารตัง้ต้น 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
1. เก็บตวัอยา่งจากแหลง่ธรรมชาตติา่ง ๆ ในประเทศไทย 
3. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและชีวเคมีของ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ 
4. ผลติบวิทานอลด้วย Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ในอาหารสงัเคราะห์และนํา้อ้อย 
5. วิเคราะห์ผลติภณัฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกั 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. สามารถผลติบวิทานอลจากเชือ้แบคทีเรีย Clostridium spp. ทนบวิทานอลท่ีคดัแยกได้ 
 2. ทราบข้อมลูท่ีสามารถนําไปปรับใช้กบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพไร้ออกซิเจนขนาดใหญ่ขึน้และ
นําข้อมลูท่ีได้มาประยกุต์ใช้กบัการผลติในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 
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ตารางที่ 2.1. คณุสมบตัิทางฟิสิกส์และเคมีของบิวทานอล (ประยกุต์จาก Davis และ Morton, 
2008; Lee และคณะ, 2008a) 
 
คุณสมบัต ิ บวิทานอล 
จดุหลอมเหลว (Melting point) (°C) - 89.3 
ความถ่วงจําเพาะ (Specific gravity)  0.810– 0.812 
อณุหภมูิในการจดุระเบดิ (Ignition temperature) (°C)  35–37 
อุณหภูมิในการจุดระเบิดอัตโนมัติ (Auto-ignition 
temperature) (°C)  

 
343–345 

จดุวาบไฟ (Flash point) (°C) 25–29 
ความหนาแน่นสมัพทัธ์ (Relative density) (นํา้: 1.0)  0.81 
ความดนัวิกฤต (Critical pressure) (hPa)  48.4 
อณุหภมูิวิกฤต (Critical temperature) (°C)  287 
ขอบเขตการระเบดิ (Explosive limits) (vol. % in air)  1.4–11.3 
การละลายนํา้ (Water solubility)  9.0 มล. /100 มล. (7.7 กรัม/100 มล

20)°C) 
ความหนาแน่นสมัพทัธ์ของไอ (Relative vapor density) 
(อากาศ: 1.0)  

 
2.6 

ความดนัไอ (Vapor pressure) (kPa ท่ี 20°C)  0.58 
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ตารางที่  2.2 คุณสมบัติอ่ืน ๆ ของบิวทานอลเม่ือเปรียบเทียบกับแก๊สโซลีน เอทานอลและ          
เมทานอล 
 
คุณสมบัต ิ บวิทานอล แก๊สโซลีน เอทานอล เมทานอล 
จดุเดือด (Boiling point) (°C) 117–118 27–221 78 64.7 
ความหนาแน่น (Density) ท่ี 20°C  
(กรัม/มล.) 

 
0.8098 

 
0.7–0.8 

 
0.7851 

 
0.7866 

การละลาย (Solubility) ใน 100 กรัม
ของนํา้ 

 
Immiscible 

 
Immiscible 

 
Miscible 

 
Miscible 

ความหนาแน่นของพลังงาน (Energy 
density) (MJ.l-1) 

 
27–29.2 

 
32 

 
19.6 

 
16 

Energy content/value (BTU/gal)  110000 115000 84000 76000 
Air-fuel ratio  11.2 14.6 9 6.5 
ความร้อนของการกลายเป็นไอ (Heat 
of vaporization) (MJ/kg)  

 
0.43 

 
0.36 

 
0.92 

 
1.2 

Liquid heat capacity (Cp) at STP 
(kJ/k-mol.ºK)  

 
178 

 
160–300 

 
112.3 

 
81.14 

Research octane number  96 91–99 129 136 
Motor octane number  78 81–89 102 104 
Octanol/Water partition coefficient 
(as logPo/w)a  

 
0.88 

 
3.52±0.62 

 
-0.31 

 
-0.77 

Dipole moment (polarity)  1.66 n.a. 1.7 1.6 
ความหนืด (Viscosity) (10-3 Pa.s)  2.593 0.24–0.32 1.078 0.5445 

หมายเหต ุ: a) LogP คือ ปริมาณของสว่นท่ีไม่ชอบนํา้ (Lipophilicity) และเหมือนกนักบัสว่นท่ีมีขัว้
สําหรับแอลกอฮอล์ทัง้สาม คา่เหลา่นีไ้ด้มาจาก Hansch และ Hoekman, (1995) และ LogP ของ
แก๊สโซลีน คือ คา่ประมาณอยา่งคร่าว ๆ เป็นนํา้หนกัเฉลี่ยขององค์ประกอบท่ีเป็นตวัแทนหลกั  
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2.2 ที่มาของการผลิตบวิทานอล 

การผลิตอะซีโตน-บิวทานอล-เอทานอลโดยกระบวนการหมกัด้วยเชือ้ Clostridium spp. 
เร่ิมต้นโดย Chaim Weizmann นกัเคมีชาวรัสเซีย ซึง่ตอ่มาได้ย้ายมาทํางานในประเทศองักฤษ เขา
ได้เข้าร่วมในโครงการผลิตยางสงัเคราะห์จากการหมกัของจุลินทรีย์และคดัแยกเชือ้ท่ีเขาเรียกว่า 
‘BY’ ตอ่มาคือ Clostridium acetobutylicum ซึง่มีคณุสมบตัท่ีิเป็นเอกลกัษณ์รวมถึงความสามารถ
ในการใช้สารตัง้ต้นจําพวกแป้งได้หลายชนิดและผลติบวิทานอลได้มากกวา่เชือ้ดัง้เดมิ (Jones และ 
Woods, 1986) ในยคุสงครามโลกครัง้ท่ี 1 กองทพัองักฤษต้องการ cordite ท่ีมีอะซีโตนเป็น
ผลิตภัณฑ์ในการผลิต ในขณะท่ีบิวทานอลเป็นเพียงผลพลอยได้ท่ีเก็บสะสมในปริมาณมาก 
หลงัจากสงครามจึงความพยายามนําบิวทานอลกลบัมาใช้ ในขณะนัน้อุตสาหกรรมยานยนต์ได้
ขยายตวัขึน้อยา่งรวดเร็วและต้องการแล็คเกอร์ท่ีแห้งอย่างรวดเร็วซึง่จะช่วยให้โครงร่างของรถเสร็จ
ได้เป็นอย่างดี E. I. du Pont de Nemours & Co เป็นบริษัทแถวหน้าของการพฒันาของไนโตร
เซลลูโลสแล็คเกอร์ (nitrocellulose lacquer)และการพัฒนากระบวนการในการผลิตไนโตร
เซลลโูลสความหนืดต่ําเพ่ือเปิดทางสําหรับอตุสาหกรรมการผลิตแล็คเกอร์เหล่านี ้ส่งผลต่อความ
ต้องการใช้ตวัทําละลายท่ีเหมาะสม และพบว่าบิวทานอลและเอสเตอร์ของมนั คือ บิวทิลอะซิเตท 
เป็นตวัทําละลายท่ีเหมาะสําหรับแล็คเกอร์เหลา่นี ้ (Jones และ Woods, 1986) อตุสาหกรรมการ
ผลติอะซีโตน-บิวทานอล-เอทานอล (ABE) โดยใช้จลุินทรีย์ Clostridium spp. ประสบความสําเร็จ
เป็นอย่างยิ่ง ในช่วงแรกของศตวรรษท่ี 20 การผลิตอะซีโตน-บิวทานอลโดยจุลินทรีย์เด่ียวและ
บริสทุธ์ินบัเป็นการผลิตสารเคมีระดบัอตุสาหกรรมขนาดใหญ่ด้วยจุลินทรีย์เช่นเดียวกบัการหมกั
ขนาดใหญ่ภายใต้ภาวะปราศจากเชือ้ ดงันัน้จึงมีการเล็งเห็นถึงความสําคญัของการพฒันาต่อใน
กระบวนการและเทคโนโลยีสมยัใหม่ การหมกัเพ่ือให้ได้ ABE ดําเนินต่อมาในสหรัฐอเมริกา
จนกระทัง่ในปี 1950 (Dürre, 2008) ในช่วงทศวรรษ 1950-1960 กระบวนการหมกัเพ่ือให้ได้ ABE 
ในยโุรปและอเมริกาเหนือหยดุชะงกัโดยสมบูรณ์เน่ืองจากไม่สามารถแข่งขนักบัวิธีการสงัเคราะห์
ทางปิโตรเคมีได้ กระบวนการผลติ ABE ในประเทศจีนเกิดขึน้ครัง้แรกในปี 1950 ถึงยคุรุ่งเรืองท่ีสดุ
ในปี 1980 และจบลงในปลายปี 1990 ด้วยเหตผุลทางเศรษฐกิจท่ีเสียเปรียบผลติภณัฑ์เดียวกนักบั
ท่ีผลติโดยอตุสาหกรรมปิโตรเคมี แตเ่น่ืองจากการใช้นํา้มนัปิโตรเลียมและราคาท่ีเพิ่มขึน้ในปัจจบุนั 
การใช้เชือ้เพลงิชีวภาพเพ่ือทดแทนบางสว่นของการใช้เชือ้เพลิงจากฟอสซิลเป็นท่ีน่าสนใจอย่างยิ่ง
ทัว่โลก เม่ือเปรียบเทียบเชือ้เพลงิทดแทนทัง้หมดแล้ว ไบโอบวิทานอล (biobutanol) ถกูคาดหวงัว่า
จะมีบทบาทสําคญัในยคุต่อไปของเชือ้เพลิงชีวภาพ บิวทานอล (1-butanol หรือ n-butanol) 
สามารถผสมรวมกับตวัทําละลายออร์แกนิกหลาย ๆ ชนิดท่ีใช้กันโดยทัว่ไป ส่วนใหญ่แล้วบิวทา
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นอลจะถกูเปล่ียนไปเป็นอนพุนัธ์เอสเทอร์ (ester derivative) แตส่ามารถละลายได้ในนํา้ประมาณ 
70 กรัมตอ่ลติร บวิทานอลเป็นสารเคมีท่ีสําคญัท่ีสามารถผลติได้ประมาณ 5-10 ล้านตนัในปัจจบุนั 
และคาดการณ์ในอนาคตว่าอตัราการผลิตบิวทานอลจะเพิ่มสงูขึน้ 3% ตอ่ปีใน 5 ปีข้างหน้า (Lee 
และคณะ, 2008a) ความสนใจในการนําบิวทานอลมาเป็นเชือ้เพลิงทดแทนเช่นเดียวกบัเอทานอล
และไบโอดีเซลเกิดขึน้เน่ืองจากสามารถนําบิวทานอลมาใช้เป็นเชือ้เพลิงเหลวได้โดยตรงเม่ือ
เปรียบเทียบกบัเอทานอล เน่ืองจากบิวทานอลมีคณุสมบตัิทางเคมีและฟิสิกส์ท่ีดีกว่าในการท่ีจะ
นํามาใช้เป็นเชือ้เพลิงชีวภาพ บิวทานอลไม่รวมกับนํา้จึงไม่มีคุณสมบตัิการกัดกร่อนและมีค่า
แรงดนัระเหย (Vapor pressure) ต่ํากว่าในขณะท่ีค่าพลงังานสงูกว่าถึงเกือบ 50% เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเอทานอล นอกจากนีย้งัสามารถผสมกบัแก๊สโซลีนทกุอตัราสว่นโดยปราศจากการ
ปรับเปลี่ยนเคร่ืองยนต์และสามารถเคล่ือนย้ายและเก็บรักษาในระบบท่อและถงัท่ีใช้กบัแก๊สโซลีน
ได้ (Gholizadeh, 2009) 

 
2.3 การผลิตบวิทานอล 
 

2.3.1 กระบวนการหมกั 
 การหมกัเป็นท่ีรู้จักกันดีและทํากันมาตัง้แต่ก่อนประวัติศาสตร์ นานกว่าท่ีหลกัการทาง
วิทยาศาสตร์จะเข้าใจ ช่ือของ ‘การหมกั’ ได้มาจากภาษาละตินคําว่า fervere ซึง่หมายถึง ‘เดือด’ 
โดยลกัษณะการเดือดเน่ืองจากการผลิตฟองแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีมีสาเหตมุาจากการย่อย
สลายนํา้ตาลท่ีมีอยู่ในสารสกดัในภาวะไร้ออกซิเจน การผลิตแอลกอฮอล์จากมอลต์หรือสารสกดั
จากผลไม้ด้วยยีสต์เป็นกระบวนการทางอตุสาหกรรมแรกสดุสําหรับการผลิตสารเมทาบอไลท์และ
ใช้เวลาหลายปีในการดําเนินการในระดบัใหญ่ขึน้ (Stanbury และคณะ, 1995) ดงันัน้นักจุล
ชีววิทยาทางอุตสาหกรรมจึงอธิบายการหมักเพิ่มเติมว่าเป็นกระบวนการทัง้หมดรวมถึงการใช้
นํา้ตาลของจุลินทรีย์เพ่ือผลิตผลิตภัณฑ์ กระบวนการหมักท่ีเป็นท่ียอมรับอาจจะแบ่งตาม
สว่นประกอบพืน้ฐานได้ 6 แบบ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.2 
 
 
 
 
 
 



หั

 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.2 ก

 
1. อาห
2. การฆ
3. การ
4. การ

ผลผ
5. การส
6. การก

 
 
 
 
 
 

วัเชือ้ 

การพั

ฟลา

กระบวนการห

หารท่ีใช้ในระห
ฆา่เชือ้อาหาร
ผลติเชือ้วอ่งไ
เจริญของจุลิ
ผลติ 
สกดัผลผลติแ
กําจดัของเสีย

พฒันากล้าเชือ้

าสก์แบบเขย่า 

หลกัในกระบว

หวา่งการพฒั
ร ถงัปฏิกรณ์ชี
ไวบริสทุธ์ิท่ีมีป
ลินทรีย์ในถังป

และการทําให้
ยท่ีเกิดขึน้ในก

3. ถงัหมกัหวั

2. การ

1. สตูรอาหารท

สารอาหา

วนการหมกั (

นาของกล้าเชื
์ชีวภาพและอุ
ปริมาณเพียง
ปฏิกรณ์ชีวภ

ห้บริสทุธ์ิ 
กระบวนการ 

เชือ้ 

4

รฆา่เชือ้

ท่ีเหมาะสม 

ร 

Aleksic, 200

ชือ้และในถงัป
อปุกรณ์อ่ืนๆ 
งพอตอ่การเพ
าพภายใต้สภ

4. ถงัปฏิกรณ์ 
ชีวภาพ 

 

09) 

ปฏิกรณ์ชีวภา

พาะเลีย้งในถงั
ภาวะท่ีเหมา

ข

จา

5

าพท่ีใช้ผลติผ

งผลติ 
ะสมสําหรับก

ของเหลว

ากการหมกั 

5. การทําบริสทุ

การบรรจภุณัฑ

9 

ผลติภณัฑ์ 

การสร้าง

การแยก

ชีวม

สว่นใสปราศจ

5. การสกดั

ทธ์ิ 6. การจดั

ฑ์ 

กเซลล์ 

มวล 

จากเซลล์ 

ผลติภณัฑ์ 

การของเสีย 



10 
 

2.3.2 การหมกัอะซีโตน-บวิทานอล-เอทานอล 
 การหมกัอะซีโตน-บิวทานอล-เอทานอลเป็นกระบวนการท่ีใช้ประโยชน์จากการหมกัของ
จลุนิทรีย์เพ่ือผลติอะซีโตน บวิทานอลและเอทานอลจากชีวมวล ซึง่เป็นกระบวนการท่ีเป็นท่ีรู้จกักนั
ดีและถูกใช้เป็นกระบวนการแรกในการผลิตอะซิโตนระหว่างสงครามโลกครัง้ท่ี 2 ในภาวะไร้
ออกซิเจนด้วยการเติมแก๊สไนโตรเจน สามารถผลิตอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลได้ใน
อตัราสว่น 3-6-1 (Aleksic, 2009) คณุสมบตัิทัว่ไปของกระบวนการหมกัของ Clostridium spp. 
สายพนัธุ์ท่ีผลิตตวัทําละลายแบ่งเป็น 2 ช่วง (Biphasic fermentation) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.3 
ช่วงแรกเป็นช่วงของการสร้างกรด (Acidogenic phase) ระหว่างนีจ้ะมีการผลิตกรดเกิดขึน้ 
นอกจากนีอ้ะซเิตท บวิทิเรท ไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ ยงัเป็นผลิตภณัฑ์หลกัท่ีถกูผลิตขึน้
อีกด้วย โดยปกติแล้วช่วงของการสร้างกรดนีจ้ะเกิดขึน้ระหว่าง Exponential growth phase 
(Andersch และคณะ, 1983; Hartmanis และคณะ, 1984). และช่วงท่ีสองเป็นช่วงของการสร้าง
ตวัทําละลาย (Solventogenic phase) ระหว่างนีก้รดจะถกูเปล่ียนรูปใหม่อีกครัง้และถกูใช้ในการ
สร้างอะซโิตน บวิทานอลและเอทานอล (Lee และคณะ, 2008a) 
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ภาพที่ 2.3. วิถีเมแทบอลิซึมใน C. acetobutylicum ปฏิกิริยาท่ีเป็นช่วงของการสร้างกรด 
(Acidogenic phase) และการสร้างตวัทําละลาย (Solventogenic phase) แสดงโดยลูกศร
เส้นประและเส้นทึบ ตามลําดับ ลูกศรเส้นหนาแสดงปฏิกิริยาของกระบวนการหมักทัง้หมด 
ตวัอกัษรสีเทาแสดงยีนและเอนไซม์ท่ีใช้ในปฏิกิริยา CAC และ CAP numbers เป็น ORF 
numbers ในจีโนม (genome) และ mega plasmid ตามลําดบั (Lee และคณะ, 2008a) 
 

2.3.3 อาหารสําหรับกระบวนการหมกั  
การออกแบบอาหารสําหรับการหมกัเป็นสิ่งสําคญัมาก ท่ีขึน้อยู่กบัเชือ้จลุินทรีย์ท่ีใช้ในการ

ดําเนินการเช่นเดียวกบัผลิตภณัฑ์ท่ีเป็นท่ีต้องการ ธัญพืชจากการเกษตรเป็นแหล่งของอาหารท่ีดี
สําหรับจุลินทรีย์เน่ืองจากจุลินทรีย์สามารถใช้นํา้ตาลจากธัญพืชได้ง่าย แต่การใช้ผลิตภณัฑ์ทาง
การเกษตรอาจส่งผลกระทบต่อราคาพืชอาหาร แนวคิดท่ีจะใช้ธัญพืชเป็นแหล่งอาหารสําหรับ
จุลินทรีย์จึงเป็นหลักการท่ีปฏิบัติในอดีต ในขณะท่ีการนําวัสดุจําพวกเซลลูโลสท่ีเหลือทิง้จาก
อตุสาหกรรมท่ีแตกต่างกนั เป็นการใช้ประโยชน์จากของเสียท่ีประหยดัและมีประสิทธิภาพ แต่
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ข้อเสียของวัสดุจําพวกเซลลูโลสนี  ้คือ จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการย่อยเซลลูโลสและมี
ความสามารถในการผลิตตัวทําละลายได้สูงในปัจจุบันมีน้อยมาก เทคนิคหลายประการถูก
นํามาใช้ในการย่อยเซลลูโลสและปลดปล่อยกลูโคส แต่ค่าใช้จ่ายของเทคนิคเหล่านีย้ังคงเป็น
ปัญหา และเพ่ือท่ีจะจดัการกบัปัญหาเหลา่นัน้ นกัจลุชีววิทยาใช้เทคนิคการดดัแปลงทางพนัธุกรรม
ท่ีแตกต่างกนัในการพฒันาแบคทีเรียสายพนัธุ์ใหม่ท่ีสามารถย่อยเซลลโูลสและผลิตบิวทานอลได้
โดยตรง ในกระบวนการหมกั จลุินทรีย์ทัง้หมดต้องการนํา้ แหล่งของพลงังาน คาร์บอน ไนโตรเจน 
แร่ธาตแุละวิตามิน (Stanbury และคณะ, 1995) อาหารสําหรับการหมกัท่ีดีจะช่วยให้  

 
1. ผลติผลติภณัฑ์หรือมวลชีวภาพตอ่กรัมของสารตัง้ต้นได้สงูสดุ 
2. ผลติภณัฑ์มีความเข้มข้นสงูสดุ 
3. ทําให้อตัราการสร้างผลติภณัฑ์สงูสดุ 
4. ให้ผลติภณัฑ์ท่ีไมต้่องการในปริมาณต่ํา 
5. ทําให้เกิดปัญหาในระหวา่งการเตรียมอาหารและการฆา่เชือ้น้อยท่ีสดุ 
6. ทําให้เกิดปัญหาในด้านอ่ืน ๆ ของกระบวนการผลิต (การกวน การทําบริสทุธ์ิและการ
บําบดัของเสีย) น้อยท่ีสดุ  
 
สิ่งท่ีสําคญัมากในสตูรอาหาร คือ ต้องพิจารณาราคาของวสัดท่ีุใช้ โดยการใช้กากนํา้ตาล 

แป้ง นํา้ตาลกลโูคส ซูโครสและแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอนและเกลือแอมโมเนียม ยูเรีย ไนเตรท 
หรือ corn steep liquor เป็นแหล่งไนโตรเจนจะพบมากท่ีสดุเน่ืองจากมีราคาถกู นํา้เป็น
องค์ประกอบท่ีใช้ในอาหารหมกัท่ีสําคญัเช่นเดียวกับ ความร้อน ความเย็น การทําความสะอาด
และการล้าง การนํานํา้กลับมาใช้ใหม่และประสิทธิภาพของนํา้มีความสําคัญสูง พลังงานท่ี
จุลินทรีย์ใช้ในการเจริญเติบโตมาจากส่วนประกอบของอาหารหรือจากแสง จุลินทรีย์ท่ีใช้ใน
อตุสาหกรรมส่วนใหญ่เป็น chemo-organotrophs และแหล่งพลงังานพืน้ฐาน คือ คาร์โบไฮเดรต 
ไขมันและโปรตีนท่ีมีอยู่ในอาหาร การเลือกแหล่งคาร์บอนจะพิจารณาจากจุลินทรีย์ท่ีใช้ใน
กระบวนการและผลิตภณัฑ์หลกัท่ีผลิตเสมอ โดยทัว่ไปในปัจจุบนัจะใช้คาร์โบไฮเดรตเป็นแหล่ง
คาร์บอน ความเข้มข้นของนํา้ตาลท่ีใช้ในอาหารเป็นอีกหนึ่งสิ่งสําคญั เน่ืองจากมีรายงานว่าอตัรา
ของแหล่งคาร์บอนท่ีจะถกูในกระบวนการเมแทบอลิซึม มีผลต่อการผลิตผลิตภณัฑ์ อตุสาหกรรม
ส่วนใหญ่มกัใช้จุลินทรีย์ท่ีสามารถใช้สารอินทรีย์และอนินทรีย์เป็นแหล่งไนโตรเจนได้ทัง้คู่ แหล่ง
ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอนินทรีย์อาจจะเป็นแก๊สแอมโมเนีย แอมโมเนียม เกลือหรือไนเตรต 
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แอมโมเนียมักใช้สําหรับควบคุมค่าความเป็นกรดด่างในถังหมักและเป็นแหล่งไนโตรเจนหลัก 
แหลง่ไนโตรเจนท่ีเป็นสารอินทรีย์อาจจะเป็นโปรตีน กรดอะมิโน หรือยเูรีย จลุนิทรีย์ทัง้หมดต้องการ
แร่ธาตบุางอย่างสําหรับการเจริญเติบโตและการเผาผลาญอาหาร (metabolism) ในอาหารส่วน
ใหญ่แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม แคลเซียม กํามะถันและคลอรีนเป็นส่วนประกอบท่ี
จําเป็น (Aleksic, 2009) 
 

2.3.4 ออกซเิจน 
O' Brien และ Mortis (1971) ศกึษาผลของออกซิเจนต่อการเจริญเติบโตและเมแทบอลิ

ซมึของ C. acetobutylicum พบว่าการมีเซลล์สมัผสักบัออกซิเจนในช่วงเวลาสัน้ ๆ ไม่ทําให้เซลล์
ตาย แตถ้่าเซลล์สมัผสักบัออกซิเจนความเข้มข้นสงูจะทําให้อตัราการบริโภคนํา้ตาลลดลงและการ
เจริญเติบโตและการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอ (DNA) กรดไรโบนิวคลีอิกและโปรตีนจะหยุดลง ภายใต้
ภาวะใช้ออกซเิจน (aerobic conditions) ผลกระทบจากการยบัยัง้ของออกซิเจนจะคืนสภาพอย่าง
รวดเร็วและการเจริญเติบโตและการเผาผลาญอาหารจะกลบัมาทํางานปกติเม่ือเซลล์กลบัเข้าสู่
ภาวะไร้ออกซิเจน ผู้วิจยัยงัแสดงให้เห็นว่าการสมัผสักบัออกซิเจนของจุลินทรีย์ยงัส่งผลให้มีการ
สร้างสปอร์เพิ่มขึน้ในระดบัของการเพิ่มการสร้างสปอร์ได้รับผลกระทบจากสภาวะของจุลินทรีย์ 
อายขุองเซลล์และระยะเวลาของการสมัผสักบัออกซิเจน มีการรายงานว่าการสมัผสักบัออกซิเจน
ช่วงสัน้ ๆ ระหว่าง 2 และ 3 นาทีทุก 1 ถึง 2 ชั่วโมงเพิ่มผลผลิตของบิวทานอลได้ถึง 3.1-9.1 
เปอร์เซนต์ 

 
2.3.5 คา่ความเป็นกรดดา่ง 
คา่ความเป็นกรดดา่งเป็นปัจจยัหลกัตอ่ผลของการหมกัอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล 

การผลิตตวัทําละลายในระดบัอตุสาหกรรมระบวุ่าการเร่ิมต้นของการผลิตตวัทําละลายจะเกิดขึน้
หลงัจากท่ีคา่ความเป็นกรดดา่งของสว่นผสมลดลงอยูท่ี่ประมาณ 4.5-5.0 จลุินทรีย์ท่ีถกูเลีย้งในคา่
ความเป็นกรดด่างสงูจะผลิตกรดเป็นส่วนใหญ่ ในขณะท่ีจุลินทรีย์ท่ีถูกเลีย้งในค่าความเป็นกรด
ดา่งต่ําจะผลติตวัทําละลาย (Nishio และคณะ, 1983) แตอ่ยา่งไรก็ตามช่วงคา่ความเป็นกรดดา่งท่ี
ใช้สําหรับการผลิตตวัทําละลายอาจจะค่อนข้างแตกต่างกนัไปขึน้อยู่กบัสายพนัธุ์และสภาวะของ
จลุินทรีย์ C. acetobutylicum DSM1732 ผลิตตวัทําละลายได้เม่ือค่าความเป็นกรดด่างต่ํากว่า 
5.0 เท่านัน้ (Andersch และคณะ, 1983) คา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมสําหรับสายพนัธุ์ท่ีผลิต
ตวัทําละลายเหล่านีอ้ยู่ท่ีประมาณ 4.3 และตวัทําละลายอาจยงัคงมีการผลิตท่ีค่าความเป็นกรด
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ดา่งต่ําถึง 3.8 ได้ C. acetobutylicum ATCC824 สามารถผลติตวัทําละลายในระดบัท่ีดีท่ีคา่ความ
เป็นกรดดา่งระหวา่ง 4.3 และ 5.5 ในขณะท่ีช่วงคา่ความเป็นกรดดา่งท่ีเหมาะสมในการผลิตตวัทํา
ละลายสําหรับ C. acetobutylicum P262 P265 และ P270 คือ 4.5 ในอตุสาหกรรมการหมกัคา่
ความเป็นกรดด่างของอาหารหมกัอยู่ท่ี 6.0 และในระยะแรกของการหมกัเม่ือถึงจุด breakpoint 
คา่ความเป็นกรดดา่งจะลดลงอยูท่ี่ประมาณ 5.2 หลงัจากนัน้จะเพิ่มขึน้ถึงประมาณ 5.8 เม่ือสิน้สดุ
การหมกั การศกึษาในห้องปฏิบตัิการพบว่าสายพนัธุ์เหล่านีส้ามารถผลิตตวัทําละลายได้ดีเม่ือค่า
ความเป็นกรดด่างอยู่ระหว่างท่ี 5.0-6.5 ในขณะท่ี C. beijerinckii VPI13436 ผลิตตวัทําละลาย
เม่ือค่าความเป็นกรดด่างอยู่ท่ี 6.8 (George และ Chen, 1983) ค่าความเป็นกรดด่างต่ําจะ
สัมพันธ์กับความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์กรดท่ีเพิ่มขึน้ การเพิ่มจํานวนเซลล์และลดการผลิต
ไฮโดรเจนและอตัราการเจริญเตบิโตท่ีเฉพาะเจาะจง (Jones และ Woods, 1986) 
 

2.3.6 ความเป็นพิษของตวัทําละลาย 
หนึ่งในปัญหาท่ีสําคญัท่ีสดุในการหมกัอะซีโตน บิวทานอลและเอทานอล คือ ความเป็น

พิษของตวัทําละลาย เมแทบอลิซมึของเซลล์ของ Clostridium สิน้สดุลงเม่ือมีตวัทําละลายมีความ
เข้มข้นถึง 20 กรัมตอ่ลติรหรือมากกวา่ 20 กรัมตอ่ลติร (Lee และคณะ, 2008a) เม่ือตวัทําละลายมี
ความเข้มข้นสูงจะไปจํากัดความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนท่ีนําไปใช้สําหรับการหมกั ส่งผลให้
ความเข้มข้นของตัวทําละลายและการผลิตสุดท้ายต่ําสุด บิวทานอลเป็นตัวทําละลายท่ีมีพิษ
ร้ายแรงกว่าตวัอ่ืน ๆ โดยจะไปขดัขวางองค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์ท่ีเป็นฟอสโฟลิปิด ส่งผลต่อ
การเพิ่มขึน้ของการไหลภายในเมมเบรน (Bowles และ Ellefson, 1985) ทําให้เย่ือหุ้มเซลล์อยู่ใน
สภาพขาดสมดลุและไมอ่าจดํารงชีพได้ในท่ีสดุ  
 
2.4 ลักษณะสายพันธ์ุที่ผลิตบวิทานอล 

Individual vegetative cells ของแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum มีรูปร่างแท่ง
ตรงขนาดอยู่ในช่วง 0.5–1.5×1.5–6 ไมโครเมตร (ภาพท่ี 2.4ก) เม่ือเชือ้อยู่ในช่วงของการเจริญจะ
ติดสีย้อมแกรมบวก โดยปกติออกซิเจนเป็นพิษต่อเซลล์อย่างรุนแรง สามารถผลิตผลิตภณัฑ์จาก
การหมกัได้มากกว่า 1 ชนิด (heterofermentative) สามารถสร้างสปอร์และเคลื่อนท่ีได้โดยใช้แฟล
เจลลาท่ีอยู่รอบเซลล์ (peritrichous flagella) ระหว่างการสร้างสปอร์ เซลล์จะบวมอย่างเห็นได้ชดั
และเก็บแกรนลูซึง่เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีเป็นแหลง่คาร์บอนและพลงังานระหว่างกระบวนการสร้าง
ตวัทําละลาย สปอร์รูปไข่อยู่บริเวณใกล้ปลายเซลล์ (sub-terminal) (ภาพท่ี 2.4ข) อุณหภูมิท่ี
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เหมาะสมต่อการเจริญคือ 37 องศาเซลเซียส โดยปกติแล้วเชือ้ต้องการ biotin และ 4-
aminobenzoate ซึง่เป็นวิตามินส่งเสริมการเจริญ เชือ้ Clostridium spp. สายพนัธุ์ท่ีผลิต ABE 
โดยทัว่ไปแบง่ออกได้ 4 กลุม่อย่างชดัเจนตามลกัษณะทางชีวเคมีและพนัธุกรรม (Woods, 1995) 
แตก่ลุม่ท่ีเป็นท่ีรู้จกักนัดีคือ กลุม่ท่ีเจริญในช่วงอณุหภมูิ 30-35 องศาเซลเซียม (mesophiles) คือ 
C. acetobutylicum และ C. beijerinckii (หรือท่ีรู้กนักนัในช่ือ C. butylicum) และเป็นหนึง่ในสาย
พนัธ์ท่ีมีการศกึษาการหมกั ABE มากท่ีสดุ (Karakashev และคณะ, 2007) 

 

   
 (ก)                                               (ข)  

ภาพที่ 2.4 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Micrographs, SEM) ของ C. acetobutylicum (หรือ “Weizmann organism”) แสดงระยะท่ี
แตกตา่งกนัของการสร้างสปอร์โดยภาพ (ก) vegetative cells ภาพ (ข) เซลล์ในรูปสปอร์ 
 

สายพนัธุ์แรก คือ C. acetobutylicum ATCC824 ถกูคดัแยกครัง้แรกในปี 1924 จากดิน
ในสวนในรัฐ Connecticut (Weyer และ Rettger, 1927) และเป็น Clostridium ผลิตตวัทําละลาย 
ABE ท่ีมีการศึกษามากท่ีสดุตวัหนึ่งร่วมกบั C. beijerinckii NCIMB8052 มีการวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ในกลุม่ของ Clostridium ท่ีผลิตตวัทําละลาย (Cornillot และ Soucaille, 1996) และ
สายพนัธุ์ ATCC824 แสดงให้เห็นว่ามีความสมัพนัธ์กบัสายพนัธุ์ดัง้เดิม คือ “Weizmann strain” 
โดยสายพนัธุ์ ATCC824 ดัง้เดิมมีลกัษณะเฉพาะทางสรีรวิทยาและใช้ศึกษาอย่างหลากหลายทัง้
ในด้านชีววิทยาโมเลกลุและดดัแปลงวิถีเมแทบอลิซมึในยโุรปและสหรัฐฯ (Girbal และ Soucaille, 
1998; Papoutsakis และ Bennett, 1999) การวิเคราะห์ลําดบัดีเอ็นเอของ 16s rRNA gene ของ
ตวัแทนหลายสายพนัธุ์แสดงให้เห็นว่าอะไมโลไลติก C. acetobutylicum ATCC824 เป็นช่วงการ
วิวฒันาการจากสายพนัธุ์แซคคาโรไลติก (saccharolytic strains) รวมถึง C. beijerinckii 
NCIMB8052 หลายรายงานเสนอวา่ C. beijerinckii อาจมีความเป็นไปได้สําหรับอตุสาหกรรมการ
ผลิตตวัทําละลายดีกว่า C. acetobutylicum เน่ืองจากมีขอบเขตของสารตัง้ต้นท่ีกว้างขึน้และค่า
ความเป็นกรดดา่งเหมาะสมสําหรับการเจริญและการสร้างตวัทําละลาย (Ezeji และคณะ, 2004) 
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เป็นท่ีรู้กันดีว่าสายพนัธุ์ ATCC824 ดัง้เดิมใช้โมโนแซ็กคาไรด์ ไดแซ็กคาไรด์ แป้งและสารตัง้ต้น
อ่ืนๆ เช่น อินลูิน เพกติน หางนมและไซแลนแต่ไม่ใช่เซลลโูลสท่ีตกผลึกเป็นแหล่งคาร์บอน (Lee 
และคณะ, 1985; Mitchell, 1998) 

 
2.5 เศรษฐศาสตร์ของการหมักอะซีโตน-บวิทานอล-เอทานอล 

บริษัทไบโอเทคโนโลยีหลายบริษัท เช่น ButylFuel, Cathay Industrial Biotech, Cobalt 
Biofuels, Green Biologics, Metabolic Explorer, Tetravitae Bioscience และอีกหลายแห่งทัว่
โลกทุ่มเทให้กับการค้นคว้าคดัเลือก พัฒนาสายพันธุ์ กระบวนการหมักเชือ้และการผลิต ABE 
อย่างมีประสิทธิภาพในระดบัอตุสาหกรรม ปัจจบุนักระบวนการหมกั ABE ในโรงงานบางแห่ง คือ 
ประเทศจีนและบราซิลในระดบัอตุสาหกรรมสามารถดําเนินการได้จริง กระบวนการผลิต ABE ใน
ยโุรป อเมริกา รัสเซีย เป็นต้น ได้มีการถกเถียงอภิปรายมากมาย (Zverlov และคณะ, 2006; 
Karakashev และคณะ, 2007; Ezeji และคณะ, 2007; Dürre, 2008; Lee และคณะ, 2008b) ใน
ปี 1996 การผลิตบิวทานอลประจําปีทัว่โลกอยู่ท่ี 2.49x106 ตนั (Lee และคณะ, 2008a) 
คาดการณ์ว่าบิวทานอลประมาณ 10-12 ล้านปอนด์จะถกูผลิตขึน้ทกุปี จะมีมลูค่า 7-8.4 ล้าน
ดอลลาห์สหรัฐฯ สําหรับราคาในปัจจุบนั โครงการทางการตลาดของบิวทานอลมีการขยายออก 
3% ทกุปี การผลติบวิทานอลในภมูิภาคตา่ง ๆ ของโลกแสดงดงัตารางท่ี 2.3  

 
ตารางที่ 2.3 การผลติบวิทานอลในภมูิภาคตา่ง ๆ ของโลก (Qureshi และ Blaschek, 2001) 
 

ภมูิภาค บวิทานอล (กก.) 

อเมริกาเหนือ 1.17 x 109 
สหรัฐอเมริกา 
อเมริกาใต้ 

1.17 x 109 
5.12 x 107 

ยโุรป 8.43 x 108 
เอเชีย 4.30 x 108 
รวม 2.49 x 109 
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เม่ือไม่นานมานีมี้การศึกษาเศรษฐศาสตร์หลายด้านท่ีชกันําให้มีการผลิตบิวทานอลจาก
สารตัง้ต้นหลายแหลง่และกระบวนการท่ีออกแบบ (Lenz และ Moreira, 1980; Qureshi และ 
Blaschek, 2001) การนําบิวทานอลกลบัคืนจากอาหารท่ีใช้หมกัโดยการกลัน่เป็นสิ่งท่ีสิน้เปลือง
เม่ือเปรียบเทียบกบับิวทานอลท่ีได้จากปิโตรเคมี อย่างไรก็ตามการศกึษา C. beijerinckii BA101, 
C. acetobutylicum P260, hydrolyzed DDGS ในการหมกัและฟางข้าวสาลีบอกให้รู้ว่าการ
ผลิตไบโอบิวทานอลจากวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตรเพ่ือการค้าใกล้เข้ามาแล้ว (Ezeji และคณะ, 
2007) ตวัอย่างเช่น DuPont (สหรัฐอเมริกา) และ British Petroleum/BP (องักฤษ) ได้จดัตัง้
ทีมงานพฒันา 1-butanol ในทางการค้าให้มีค่าออกเทนเท่ากบัไอโซเมอร์อ่ืนของไบโอบิวทานอล 
ทัง้สองบริษัทยงัได้แสดงให้เห็นถึงการทดสอบข้อดีของเชือ้เพลิงชีวภาพว่าการใช้ไบโอบิวทานอล
สามารถเพิ่มการผสมของเชือ้เพลิงชีวภาพกบัแก๊สโซลีนมากกว่าเอทานอลท่ีจํากดัอยู่ท่ี 10% โดย
ไม่มีการปรับเปลี่ยนเคร่ืองยนต์ คาดกันว่าโรงงานแรกมุ่งเน้นท่ีนํา้ตาล แป้งข้าวโพดหรือ
สารประกอบท่ีได้ซึง่จะเป็นแหล่งคาร์บอนแทนเน่ืองจากมีปริมาณมาก (Ezeji และคณะ, 2007) 
ความก้าวหน้าหลายอย่างได้รับการดําเนินการรวมถึงการพฒันาและการเพิ่มประสิทธิภาพของ
จลุนิทรีย์โดยกระบวนการทางพนัธุวิศวกรรมและการพฒันาสตูรอาหาร เทคโนโลยีของกระบวนการ
และใช้ของเสียเป็นสารตัง้ต้น แต่การผลิตบิวทานอลจะต้องได้รับการเปล่ียนเป็นการพัฒนา
เทคโนโลยีและกระบวนการท่ีสามารถแข่งขนัได้โดยตรงกบัปิโตรเคมี ตวัอย่างเช่นการศกึษาขัน้ต้น
ท่ีมุ่งเน้นไปท่ีการใช้ประโยชน์จากผลพลอยได้ราคาถกูจากอตุสาหกรรมต่าง ๆ เป็นวตัถดุิบตัง้ต้น 
รวมถึงนํา้เสียจากอตุสาหกรรมนํา้มนัปาล์ม (Hipolito และคณะ, 2008), corn steep medium 
(Parekh และ Blaschek, 1999), กากนํา้ตาล (ผลิตภณัฑ์รองของอตุสาหกรรมนํา้ตาล) (Syed 
และคณะ, 2008), corn fiber hydrolysate (Qureshi และคณะ, 2008), degermed corn 
(Campos และคณะ, 2002; Ezeji และคณะ, 2007), กากถัว่เหลือง wheat straw hydrolysate 
(Qureshi และคณะ, 2007 และ Qureshi และคณะ, 2008), wheat straw hydrolysate, มนัฝร่ัง
ทัง้หมด และ hemicelulose hydrolysate จากไม้และ อตุสาหกรรมกระดาษ (Mes - Hartree และ 
Saddler, 1982) ซึ่งคาดว่าการวิจยัในอนาคตอาจจะมุ่งเน้นการพฒันา second-generation 
cultures (เม่ือเทียบกบัสายพนัธุ์ท่ีมีอยู่ของ C. beijerinckii BA101, C. acetobutylicum PJC4BK 
และ C. acetobutylicum P260 ท่ีผลิตรวมตวัทําละลายอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลสงูถึง 
25-33 กรัมตอ่ลติร (Qureshi และ Blaschek, ปี 2005; Ezeji และคณะ, 2006) ความก้าวหน้าทาง
เทคโนโลยีอีกอย่างหนึ่งรวมถึงการนําผลพลอยได้ (by-products) กลบัมาใช้ใหม่ (นํา้เสีย มวล
เซลล์ แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และแก๊สไฮโดรเจน) สําหรับเพิ่มรายได้ ตัวอย่างเช่น แก๊ส



18 
 
คาร์บอนไดออกไซด์สามารถนํากลบัเข้าไปในสาหร่ายและเปล่ียนเป็นนํา้มนัเม่ือถกูแสงแดด การใช้
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์จะได้รับประโยชน์จากอตุสาหกรรมการผลิตไบโอบิวทานอลค่อนข้างมาก
เน่ืองจากเป็นต้นทุนการผลิตท่ีเป็นศนูย์ นอกจากนีแ้ก๊สไฮโดรเจนสามารถแยกและเผาไหม้ได้ใน
การผลติไฟฟ้า (Ezeji และคณะ, 2007).  

ปัจจุบนัมีบริษัทนํา้มนัหลายบริษัทท่ีสนใจและลงทุนในโครงการการผลิตบิวทานอลจาก
มวลชีวภาพท่ีไมมี่สิน้สดุ หากดแูล้วบริษัทท่ีสนใจอย่างยิ่งตอ่การผลิตเชือ้เพลิงชีวภาพ คือ BP และ 
DuPont ซึง่มีความร่วมมือกบัหลายองค์กรทางการวิจยัและการศกึษาในการพฒันาและผลิตไบโอ
บิวทานอลในระดบัอุตสาหกรรมในปี 2006 และเสนอโครงการให้มีการผลิตไบโอบิวทานอล 
30,000 ตนัต่อปีในโรงงานผลิตเอทานอลของ British sugar ในประเทศองักฤษ ผลจากการ
ทดสอบจาก BP และ DuPont ในปี 2008 แสดงให้เห็นว่าการใช้ไบโอบิวทานอลสามารถเพิ่มการ
ผสมระหว่างเชือ้เพลิงชีวภาพในแก๊สโซลีนมากกว่า 10% ท่ีใช้ในการผสมระหว่างเอทานอลโดย
ปราศจากการปรับแตง่เคร่ืองยนต์ (Gholizadeh, 2009) 
 
2.6 ประโยชน์จากบวิทานอล 

นอกจากการนําบิวทานอลมาเป็นเชือ้เพลิงเหลวใช้กับเคร่ืองยนต์แล้ว บิวทานอลยังมี
ความสําคญัทางเคมีในหลายอตุสาหกรรม เกือบคร่ึงหนึง่ของการผลติบวิทานอลทัว่โลกถกูใช้ในรูป
ของ butyl acrylate และ methacrylate ester สารทัง้สองต่างใช้ในการผลิต latex surface 
coatings, enamels, nitrocellulose lacquers, fibers และ plastics เป็นต้น นอกจากนีแ้ล้ว
สารประกอบจากบิวทานอลท่ีสําคญั คือ butyl glycol ether, butyl acetate และ plasticizers 
รองลงมา คือ butyl amines และ amino resins บิวทานอลและสารประกอบท่ีได้จากบิวทานอล
เป็นสารท่ีทําให้เกิดการเจือจางใน paint thinners, hydraulic ตวัทําละลายสีและ brake fluid 
formulations นอกจากนีย้ังสามารถใช้เป็นตัวทําละลายในอุตสาหกรรมนํา้หอมและเป็นส่วน
สําคญัในอตุสาหกรรมการผลติยาปฏิชีวนะ วิตามินและฮอร์โมน การใช้ประโยชน์ด้านอ่ืน ๆ ของบิว
ทานอลรวมถึงอตุสาหกรรม safety glass, detergents, flotation aids เช่น butyl xanthate 
อตุสาหกรรมเคร่ืองสําอาง เช่น สารตกแต่งตา ยาทาเล็บ ผลิตภณัฑ์สําหรับการโกนหนวดและ
ผลิตภัณฑ์เก่ียวกับสุขอนามัย นอกจากนีย้ังเป็นสารสําหรับการสกัดในอุตสาหกรรมอาหาร 
(baking finish) และกลิ่น (Lee และคณะ, 2008b; Dürre, 2008) ไบโอบิวทานอลเป็นบิวทานอลท่ี
ผลิตได้จากสารตัง้ต้นและกระบวนการผลิตทางชีวภาพและสามารถนํามาใช้เป็นเชือ้เพลิงเหลวใน
เคร่ืองยนต์ได้ในอนาคต ถึงแม้ว่าเอทานอลจะเป็นเชือ้เพลิงเหลวท่ีนิยมในปัจจุบนัด้วยเหตหุลาย
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ประการ (Hansen และคณะ, 2005; Niven, 2005) อย่างไรก็ตามบิวทานอลอาจเป็นสารท่ีมีข้อดี
กวา่หลายประการ เม่ือพิจารณาถึงคณุสมบตัทิางฟิสกิส์และคณุสมบตัทิางเคมีเปรียบเทียบกบั   เอ
ทานอล (Huber และคณะ, 2006) พบวา่มีคณุสมบตัทิางคา่พลงังานท่ีดีกวา่เอทานอล กลา่วคือ ไบ
โอบิวทานอลมีคุณสมบตัิด้านพลงังานท่ีใกล้เคียงกับแก๊สโซลีนมากกว่าไบโอเอทานอล โดยใน
ปริมาณท่ีเท่ากันเคร่ืองยนต์จะใช้เอทานอลหมดเร็วกว่าบิวทานอล นอกจากนีบ้ิวทานอลยัง
สามารถผสมกบัแก๊สโซลีนโดยทัว่ไปในอตัราผสมใดก็ได้ (Atsumi และคณะ, 2008) และไม่ต้องมี
การปรับเปล่ียนเคร่ืองยนต์ มีรายงานการทดลองใช้บิวทานอลเติมแทนแก๊สโซลีน พบว่าเคร่ืองยนต์
ทํางานได้ตามปกติ เคร่ืองยนต์มีการใช้บิวทานอลสงูกว่าแก๊สโซลีน 9% ถึงแม้ว่ารถยนต์ใช้บิวทา
นอลสูงกว่าแก๊สโซลีน แต่พบว่าการใช้ไบโอบิวทานอลมีการปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ 
ไฮโดรคาร์บอนและการปล่อยสารพิษ ไนตริกออกไซด์และไนโตรเจนไดออกไซด์ลดลงมาก ซึง่เป็น
เร่ืองสําคญัตอ่สิง่แวดล้อมของโลก ข้อได้เปรียบอ่ืนของการใช้บวิทานอลท่ีมากกวา่เอทานอล คือ  

 
1. การระเหย (Volatility) ต่ํากว่าจึงเป็นพิษน้อยกว่า เน่ืองจากมีค่า Reid Vapor 

Pressure (RVP) ต่ํากวา่เอทานอล 7.5 เท่า (Szulczyk, 2010) 
2. บิวทานอลไม่ดดูซบัความชืน้จึงมีค่า Hygroscopicity ต่ํากว่า ดงันัน้บิวทานอลจึง

ได้รับผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงอณุหภมูิต่ํากวา่ (Gholizadeh, 2009) 
3. บวิทานอลมีคา่การกดักร่อนต่ํากวา่ (Dürre, 2007)  
4. การใช้บิวทานอลปลอดภยักว่าเอทานอลเน่ืองจากมีคา่การติดไฟ (Flash point) สงู

กวา่และมีคา่ความดนัไอต่ํากวา่ (Gholizadeh, 2009) 
5. บวิทานอลมีคา่ออกเทนต่ํากวา่เอทานอล (Szulczyk, 2010) 
6. บิวทานอลมีค่าพลงังานสะสมตอ่แกลลอนสงูกว่าเอทานอลประมาณ 30% โดยบิวทา

นอลมีค่า 110,000 BTU ต่อแกลลอน ในขณะท่ีเอทานอลมีค่า 84,000 BTU ต่อ
แกลลอน (Aleksic, 2009) 

7. สามารถผสมรวมกนัทัง้แก๊สโซลีนและดีเซลได้สมบรูณ์มากกว่าเอทานอล (Park และ
คณะ, 1989) 
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ดังนัน้จึงทําให้การใช้บิวทานอลเป็นเชือ้เพลิงมีความสะดวกและประหยัดค่าขนส่ง
เน่ืองจากสามารถขนส่งผ่านท่อได้และสามารถใช้อุปกรณ์ท่ีใช้ในสถานีเติมนํา้มนัและรถยนต์ได้
โดยไม่ต้องปรับเปล่ียนใด ๆ เลย ในขณะท่ีการผสมเอทานอลให้อยู่ในระบบต้องทําในช่วงเวลา   
สัน้ ๆ จงึเหมาะสมและไมก่ระทบตอ่ระบบการเก็บและการเตมิเชือ้เพลงิเหลวเหลา่นี ้การท่ีคา่ความ
ดนัไอ (Vapor pressure) ของบิวทานอลมีค่าเท่ากบั 4 มิลลิเมตรปรอทท่ี 20 องศาเซลเซียส ต่ํา
กว่าเอทานอลท่ีมีคา่เป็น 45 มิลลิเมตรปรอทท่ี 20 องศาเซลเซียสอยู่ 11 เท่า (Gholizadeh, 2009) 
ทําให้สามารถเติมโดยตรงกับแก๊สโซลีนโดยไม่เกิดการสูญเสียจากการระเหยจึงไม่มีผลกระทบ
ข้างเคียง เม่ือเปรียบเทียบการผสมเชือ้เพลิงชีวภาพอ่ืน ๆ กับแก๊สโซลีนแล้วพบว่าจากคณุสมบตัิ
ทางฟิสิกส์และเคมีของบิวทานอลทําให้สะดวกต่อการผสมกบัแก๊สโซลีนโดยไม่มีการแยกชัน้ถึงแม้
มีนํา้ปนอยู่ด้วยก็ตาม (เน่ืองจากมีการปนของนํา้โดยตรงน้อยมาก) อย่างไรก็ตามบิวทานอลมี
ความความหนืดต่ําเป็น 2 เท่าของเอทานอลและเป็น 5-7 เท่าของแก๊สโซลีน (Wackett, 2008) 
คณุสมบตัิอ่ืน ๆ ทางฟิสิกส์ของบิวทานอล เช่น ความหนาแน่นและค่าความจุความร้อนใกล้เคียง
กบัเอทานอล 

 
2.7 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

Calam (1980) อธิบายการคดัแยกแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum จากถัว่ปาก
อ้า มนัฝร่ังหรือข้าวโพด ไอโซเลทท่ีคดัแยกได้นํามาทดสอบในอาหารท่ีมีกากนํา้ตาลและผลผลิตท่ี
ได้ คือ บิวทานอลรวมกับอะซิโตน 18-20 กรัมต่อลิตร จากแบคทีเรียท่ีแยกได้จากมนัฝร่ัง รากถั่ว
และเมล็ดข้าวโพดหกั ซึ่งผลเหล่านีไ้ด้เป็นผลจากตวัอย่างในสหราชอาณาจกัร ในขณะท่ีประเทศ
อ่ืน ๆ สามารถใช้วิธีการเดียวกนัได้ เช่น ปลกูถัว่ในดนิท่ีแตกตา่งกนัหรือโดยการทดสอบกบัข้าวโพด 
แต่มนัอาจจะขึน้อยู่กบัมลูค่าทางเศรษฐกิจในขณะทําการทดลอง ในขณะเดียวกนัการตรวจสอบ
อยา่งละเอียดของสายพนัธุ์ท่ีแยกก็ได้เป็นสิง่ท่ีจําเป็น การตรวจสอบทําโดยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟฟี 
(Gas chromatography) ซึ่งต้องแยกบางสายพนัธุ์ ท่ีอาจจะพบการผลิตไอโซโพรพานอล (Iso–
propanol) ออก 

Lin และ Blaschek (1983) ทําการศกึษาเพ่ือพฒันาสายพนัธุ์กลายท่ีผลิตบิวทานอลจาก 
Clostridium acetobutylicum และศกึษาลกัษณะการหมกั Extruded corn ในการหมกัแบบกะ
เพ่ือตรวจสอบว่าการหมักบิวทานอลมีประสิทธิภาพมากขึน้ จากการทําเจือจางอนุพันธ์ของ         
C. acetobutylicum ATCC824 ป้องกนัการเจริญของสายพนัธุ์ดัง้เดิม โดยท่ีสายพนัธุ์ดัง้เดิมไม่
สามารถเจริญเติบโตได้เม่ือมีบิวทานอล 15 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี สายพันธุ์กลาย SA-1 ยัง
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สามารถเจริญได้ท่ีอตัรา 66% ของชดุควบคมุท่ีไม่ถกูยบัยัง้ สายพนัธุ์ SA-1 ผลิตบิวทานอลท่ีความ
เข้มข้นสงูขึน้อยา่งตอ่เน่ือง (จาก 5-14%) และอะซโิตนท่ีความเข้มข้นต่ํา (12.5-40%) กวา่สายพนัธุ์ 
ดัง้เดมิใน Extruded corn broth (ECB) 4-20% 

Jones และ Woods (1986) ทําการแยก Clostridium สายพนัธุ์ท่ีผลิตตวัทําละลายถกู
พิสจูน์โดยการเปรียบเทียบอยา่งง่ายกบัการสร้างสปอร์ (Spore formers) และไมต้่องการออกซิเจน
ในการเจริญ (Obligate anaerobes) ซึง่สมัพนัธ์กบัความต้องการในการเจริญเติบโตพืน้ฐานและ
วิธีการต่าง ๆ ท่ีใช้ในการแยกได้รับการบนัทึกเป็นอย่างดี มีการตรวจพบว่าโดยทัว่ไปแบคทีเรีย
เหล่านีส้่วนใหญ่เก่ียวข้องกบัพืชท่ีมีชีวิตมากกว่าพืชท่ีผพุงัหรือดิน การเลือกสายพนัธุ์เพ่ือนําไปใช้
ในอุตสาหกรรมการหมักขึน้อยู่กับลักษณะของวัตถุดิบท่ีใช้ อัตราส่วนของผลิตภัณฑ์สุดท้ายท่ี
ต้องการ ความต้องการสารอาหารเพิ่มเติมและความต้านทานต่อฟาจ (Phage) จํานวนชนิดท่ี
แตกตา่งกนัของ Clostridia ผลิตบิวทานอลท่ีได้รับการยอมรับในปัจจบุนัขึน้อยู่กบัความแตกต่าง
ของชนิดและสดัสว่นของตวัทําละลายท่ีผลิต C. beijerinckii (C. butylicum) ผลิตตวัทําละลายใน
อัตราส่วนเดียวกับ C. acetobutylicum แต่ผลิตไอโซโพรพานอล (Isopropanol) แทนอะซิโตน 
ในขณะท่ี C. aurantibutyricum นอกจากบิวทานอลแล้วยงัผลิตทัง้อะซิโตนและไอโซโพรพานอล 
(Isopropanol) C. tetanomorphum เป็นชนิดท่ีแยกได้ใหม่ซึ่งผลิตบิวทานอลและเอทานอลได้
ปริมาณเกือบเท่ากนั แตไ่มมี่การผลติตวัทําละลายอ่ืน 

Sukhumavasi และคณะ (1988) อธิบายถึงการแยกแบคทีเรียท่ีเจริญในภาวะไร้ออกซิเจน
ท่ีอณุหภมูิปานกลาง สร้างสปอร์ ย่อยเซลลโูลสจากปุ๋ ยหมกัในประเทศไทย เซลล์ของแบคทีเรียนี ้
ย้อมติดสีแกรมบวก แตเ่ข้าสูช่่วง Stationary phase จะติดสีแกรมลบ รูปร่างท่อนไม่เคล่ือนท่ีและ
สร้างสปอร์รูปไข่บริเวณปลายเซลล์ (Terminal oval spores) ทําให้เซลล์พอง เม่ือดโูคโลนีใกล้ ๆ 
จะมีรูปร่างคล้ายกระสวยสีเหลืองขาว โดยมีแหล่งคาร์โบไฮเดรตท่ีหลากหลาย เช่น เซลโลไบโอส 
Esculin และไซโลส เป็นสารตัง้ต้นสําหรับการเจริญเติบโต และมีการผลิตเอทานอล อะซิเตท บิวทิ
เรท ไฮโดรเจน และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในระหว่างการเจริญในอาหารท่ีมีเซลลโูลสหรือเซลโล
ไบโอส สามารถไฮโดรไลซ์เซลลโูลสท่ีเป็นผลกึ ฟางข้าวและวสัดเุซลลโูลสอ่ืน ๆ ได้โดยไม่ต้อง ผ่าน
การปรับสภาพทางเคมีใด ๆ อณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญเตบิโต คือ 45 องศาเซลเซียส และคา่
ความเป็นกรดดา่งเท่ากบั 7.0 แบคทีเรียสายพนัธุ์ใหมมี่ช่ือวา่ Clostridium josui  

Afschar และคณะ (1990) พฒันากระบวนการหมกัอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล 
(ABE) ด้วยคาร์โบไฮเดรตผสม โดยความร่วมมือกบับริษัท Copersucar ของประเทศบราซิล ท่ี
พฒันาหลายตวัแปรของระบบการหมกัสําหรับการผลิตบิวทานอลและอะซิโตนอย่างต่อเน่ืองจาก
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กากนํา้ตาล ระบบการหมกัเหลา่นีเ้ก่ียวข้องกบัเศรษฐกิจท่ีต้องการการลงทนุน้อย โดยใช้เชือ้ท่ีเลีย้ง
อย่างต่อเน่ืองเป็นกล้าเชือ้ท่ีดีพอ ๆ กบัการหมกัแบบต่อเน่ืองสองขัน้ตอนด้วยการรีไซเคิลเซลล์ 
(cell recycling) ตวัอย่างเช่น อะซิโตนและบิวทานอล 13.3 กรัมตอ่ลิตร ถกูผลิตด้วย 3.3 กรัมตอ่
ลติรตอ่ชัว่โมง โดยการหมกักากนํา้ตาลแบบตอ่เน่ืองสองขัน้ด้วยการรีไซเคิลเซลล์ (cell recycling) 
การผลิตอะซิโตนบิวทานอลจากกากนํา้ตาลจดัเป็นเศรษฐกิจในบราซิลและมีการวางแผนการผลิต
ในระดบัใหญ่ขึน้ 

Quratulain และคณะ (1995) รายงานการพัฒนาสายพันธุ์ทนบิวทานอลจาก                
C. acetobutylicum สายพนัธุ์ดัง้เดิม โดยศึกษาผลการยบัยัง้ของบิวทานอลต่อการเจริญเติบโต
และการหมกักากนํา้ตาลเพ่ือการผลิตอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลของ C. acetobutylicum 
ทัง้ในสายพนัธุ์ดัง้เดิมและสายพนัธุ์ทนบิวทานอล 20 ไอโซเลทคดัแยกจากตวัอย่างดินปลกูมนัฝร่ัง
ท่ีแตกหัว หลงัจากท่ีการบ่งชีแ้ละคดัแยกมีเพียง 5 สายพันธุ์ ท่ีทดสอบการผลิตตวัทําละลายใน 
ฟลาสก์ขนาด 3 ลิตรในอาหารท่ีมีกากนํา้ตาล การผลิตอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลจาก
กากนํา้ตาลอ้อยของ C. acetobutylicum สายพนัธุ์ดัง้เดิมถูกจํากัดโดยความเป็นพิษของบิวทา
นอลท่ี 1.6 โมลต่อลิตร ความทนบิวทานอลเพิ่มขึน้ถึง 4.8 โมลต่อลิตรโดยวิธีการ serial 
enrichment method สายพันธุ์ทนบิวทานอลมีประสิทธิภาพมากขึน้สําหรับการเปล่ียน 
Saccharides เป็นตวัทําละลายผสมและผลิตบิวทานอลมากขึน้ 52% ท่ีสญูเสียอะซิโตนและเอทา
นอลมากกว่าสายพนัธุ์เดิม นอกจากนีข้้อมลูการหมกัของสายพนัธุ์ดัง้เดิมและสายพนัธุ์ทนบิวทา
นอลในการหมกัแบบไร้ออกซิเจนของกากนํา้ตาลแสดงให้เห็นถึงลกัษณะท่ีดีกว่าในแง่ของอตัรา
การเจริญ เวลาในการเร่ิมผลิตบิวทานอล การใช้นํา้ตาล ความเข้มข้นสดุท้ายของบิวทานอลและ
พารามิเตอร์อ่ืน ๆ 

Montoya และคณะ (2000) อธิบายการแยก Clostridia ตามธรรมชาติจากประเทศ
โคลมัเบีย การกระจายท่ีแตกตา่งกนัในพืชและดินและศกึษาลกัษณะทางสรีรวิทยาของแบคทีเรียท่ี
แยกได้ ซึง่คดัแยกแบคทีเรียผลิตบิวทานอล อะซิโตนได้ 178 ไอโซเลทและมีการประเมินศกัยภาพ
ในการหมัก พบว่า 13 ไอโซเลทผลิตตัวทําละลายทัง้หมดจากนํา้ตาลกลูโคสมากกว่า                  
C. acetobutylicum ATCC824 ไอโซเลทท่ีแยกได้ถกูบง่ชีด้้วยลกัษณะทางจลุชีววิทยาและยืนยนั
ด้วยลักษณะทางสรีรวิทยา สัณฐานวิทยา แมโครและไมโครโพลีมอฟิซึม (macro- and 
micropolymorphism) ว่าเป็น genus Clostridium ในขณะท่ีไอโซเลทท่ีผลิตตวัทําละลายสงูท่ีสดุ
คือ IBUN 125C และ IBUN 18A โดยผลิตบิวทานอล 0.46 โมล และเอทานอล 0.96 โมลจาก
กลโูคส 1 โมล ผลผลติ 25.2 และ 29.1 กรัมตอ่ลติรของตวัทําละลายทัง้หมดตามลําดบัซึง่ใกล้เคียง
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กบัค่าสงูสดุ จากข้อมลูทางสรีรวิทยาของไอโซเลทท่ีผลิตตวัทําละลายสามารถจดัว่าเป็นสายพนัธุ์
ของ C. acetobutylicum, C. beijerinckii และ Clostridium NCP262  

Qureshi และ Blaschek (2000) ศกึษาการประเมินค่าใช้จ่ายในการผลิตบิวทานอลจาก
ข้าวโพดเม่ือใช้สายพนัธุ์กลาย C. beijerinckii BA101 ท่ีพฒันาจาก C. beijerinckii NCIMB 8052 
ทําให้ผลิตบิวทานอลปริมาณมาก (Hyper–butanol) ร่วมกับอาหารท่ีใช้หมกัและกระบวนการท่ี
พฒันาขึน้ใหม่ในเชิงพาณิชย์ โดยผลิตบิวทานอลในเคร่ืองปฏิกรณ์แบบกะ (Batch reactors) และ
คืนสภาพ (recovered) โดยการกลัน่ ได้ผลผลติ คือ อะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล (ABE) รวม 
0.38 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง แต่การผลิตบิวทานอลโดยการหมกัหยุดชะงกัลงเน่ืองจากการยบัยัง้
ของผลิตภณัฑ์สุดท้ายเม่ือตวัทําละลายรวม (อะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล, ABE) มีความ
เข้มข้นสูงสุดท่ี 20 กรัมต่อลิตร เม่ือใช้ C. acetobutylicum หรือ C. beijerinckii ในขณะท่ี           
C. beijerinckii BA101 สามารถผลิตบิวทานอลได้ 23 กรัมตอ่ลิตร และทนตวัทําละลายรวมได้ 33 
กรัมตอ่ลิตร ในการเลีย้งแบบกะ (Batch culture) ภายใต้ภาวะท่ีเหมาะสม ซึง่เพิ่มขึน้มากกว่าสาย
พนัธุ์ดัง้เดมิถึง 69% ท่ีผลติตวัทําละลายรวมเพียง 15-20 กรัมตอ่ลติร 

Sánchez และ Cardona (2008) วิเคราะห์แนวโน้มท่ีแตกตา่งกนัในการผลิตเอทานอลซึง่
คํานงึถึงความสมบรูณ์ การพฒันาเทคโนโลยี ความสําคญัของวตัถดุิบท่ีแตกตา่งกนัจากเอทานอล
ท่ีได้และความเป็นไปได้ในการใช้วตัถดุบิทางเลือกท่ีจะนําไปสูก่ารปรับปรุงกระบวนการทัว่โลก โดย
พบว่าวตัถุดิบหลกัในการผลิตเอทานอล คือ อ้อยทัง้ในรูปแบบของนํา้อ้อยหรือกากนํา้ตาล (ผล
พลอยได้จากโรงงานนํา้ตาล) ประมาณร้อยละ 79 ของเอทานอลในประเทศบราซิลท่ีผลิตจาก
นํา้อ้อยสดและท่ีเหลือร้อยละ 21 จากกากนํา้ตาล จุลินทรีย์ท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด คือ ยีสต์
Saccharomyces cerevisiae เน่ืองมาจากความสามารถในการไฮโดรไลซ์นํา้ตาลอ้อยเป็นนํา้ตาล
กลโูคสและฟรุกโตสท่ีง่ายตอ่การนําไปใช้ นอกจากนีย้งัพบว่าผลผลิตเอทานอลประจําปีจากแตล่ะ
เฮคเตอร์ (hectare) ของข้าวโพดต่ํากว่าอ้อย โดยทั่วไปแล้วการใช้วัสดุท่ีมีนํา้ตาลซูโครส 
ตวัอย่างเช่นกากนํา้ตาลผลิตเอทานอลช่วยให้มีต้นทนุต่ําท่ีสดุเม่ือเทียบกบัวสัดจํุาพวกแป้ง (ส่วน
ของเมลด็เป็นสว่นใหญ่) 

Aleksic (2009) ศึกษาการผลิตและตรวจสอบศกัยภาพของบิวทานอลจากแบคทีเรีย 
Clostridium beijerinckii ATCC35702 กระบวนการหมักดําเนินการในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ 
BIOFLO 110 ขนาด 7 ลิตร ในสภาวะท่ีมีแก๊สไนโตรเจน 85% แก๊สไฮโดรเจน 5% และแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 10% ซึง่เลีย้งในอาหารท่ีมีสว่นผสมของสารเคมีหลายชนิดรวมทัง้ corn syrup 
เป็นแหล่งอาหารท่ีสําคญั การผลิตบิวทานอลขึน้อยู่กบัจลุินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการ รวมทัง้อาหาร
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ท่ีเลีย้ง สารตัง้ต้นสําหรับการหมกัแบบอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอล (ABE) ดัง้เดิมคือ แป้ง
หรือกากนํา้ตาล อย่างไรก็ตามมีการแนะนําสารตัง้ต้นใหม่ท่ีจะนําไปใช้ในการผลิตรวมถึงแก่น
ตะวนั (Jerusalem artichokes) ท่ีจะต้องมีการย่อยด้วยกรดหรือเอนไซม์และหางนม (Cheese 
whay) ท่ีต้องการการปรับสภาพก่อนท่ีจะหมกั การหมกัอะซิโตน บิวทานอลและเอทานอลทัว่ไปใช้
กากนํา้ตาลเป็นแหล่งนํา้ตาลหลกัท่ีจะให้บิวทานอล 13.7 กรัมต่อลิตร อะซิโตน 5.4 กรัมต่อลิตร
และเอทานอล 1.5 กรัมตอ่ลติรในอาหารเหลว  

Berezina และคณะ (2009) แยกแบคทีเรียท่ีเจริญในภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic 
bacterium) สายพนัธุ์ใหม่ท่ีมีแอคทิวิทีของเอนไซม์เฮมิเซลลเูลสสงู และผลิตบิวทานอลและอะซิ
โตน โดยผลติบวิทานอลประมาณ 80% ของตวัทําละลายทัง้หมด ลําดบัของ 16S rDNA ท่ีคา่ 99% 
บง่ชีไ้ด้ว่าเป็น C. saccharobutylicum ท่ีคดัแยกได้จากตวัอย่างของดิน พืช ตะกอนหรือของเสียท่ี
ถูกย่อยสลายท่ีเก็บมาจากพืน้ท่ีเกษตรกรรมในบริเวณใกล้เคียงและวิทยาเขตของมหาวิทยาลยั 

Technical University Munich ในประเทศเยอรมนี ทดสอบการผลิตตวัทําละลายโดยวิธีแก๊สโคร
มาโทกราฟฟี (Gas chromatography) ในขณะท่ีเชือ้ท่ีให้ผลบวกต่อการผลิตบิวทานอลจะถกู
ตรวจสอบรูปร่างและขนาดของเซลล์รวมทัง้การเกิดสปอร์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือให้มีความ
สอดคล้องกนั 

Gholizadeh (2009) ผลิตบิวทานอลจาก Clostridium spp. ท่ีแตกต่างกนั 4 สายพนัธุ์ 
ได้แก่ C. acetobutylicum ATCC824, C. beijerinckii ATCC55025, BA101 และ NCIMB 8052 
โดยใช้นํา้ตาลกลโูคสในอาหาร P2 ท่ีเสริมด้วยการเพิ่มความเข้มข้นของกรดบิวทิริกเพิ่มเป็นสารตัง้
ต้นร่วมโดยหมกัแบบกะในขวดซีร่ัม และ fibrous-bed bioreactor (FBB) และพบว่าบิวทิเรท 4.0 
กรัมต่อลิตรเป็นความเข้มข้นท่ีเหมาะสมท่ีเพิ่มผลผลิตของตวัทําละลายท่ีเกิดขึน้จากกระบวนการ
หมกัแบบ ABE และบวิทานอล ในจํานวนแบคทีเรียท่ีทดสอบ C. acetobutylicum ATCC824 สาย
พนัธุ์ดัง้เดิมถกูเลือกว่าเป็นสายพนัธุ์ท่ีมีประสิทธิภาพท่ีสดุในการผลิตบิวทานอล (บิวทานอล 10.3 
และ 0.72 กรัมตอ่ลิตรท่ีมีและไม่มีบิวทิเรท 4.0 กรัมตอ่ลิตรตามลําดบั) แสดงการผลิตเพิ่มมากขึน้ 
0.078 กรัมต่อลิตรตอ่ชัว่โมง (78.5%) และยงัพบว่ามีความทนต่อบิวทิเรทท่ีดีท่ีสดุเม่ือเพิ่มความ
เข้มข้นถึงประมาณ 6.0 กรัมตอ่ลติรและการดดูซมึกลโูคสสงูสดุ (65.5%) 

Mansur และคณะ (2010) ออกแบบการหมกันํา้อ้อยเพ่ือผลิตอะซิโตน บิวทานอลและ    
เอทานอล (ABE) ในระดบัอตุสาหกรรมในประเทศบราซิล โรงงานแห่งนีส้ร้างขึน้เพ่ือหมกันํา้ตาล 
40 ตนัตอ่ชัว่โมง ทํางานอย่างตอ่เน่ืองเป็นเวลา 32 สปัดาห์ระหว่างการเก็บเก่ียวอ้อยเป็นเวลา 20 
ปี ขัน้ตอนหลกัของกระบวนการมี 2 ขัน้ตอนคือ การหมกัและการแยกผลิตภณัฑ์ให้มีความบริสทุธ์ิ
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ถึง 99.5% สว่นการหมกัประกอบด้วยถงัปฏิกรณ์ขนาด 500,000 แกลลอนจํานวน 9 ถงัท่ีเปล่ียน
อ้อยปริมาณมากให้เป็นอะซโิตน บวิทานอลและเอทานอล (ABE) ท่ีให้ผลดีเท่ากบัถงัปฏิกรณ์ขนาด 
500,000 แกลลอนจํานวน 2 ถงัท่ีใช้เซลล์และโครงการนีย้งัใช้ถงัขนาดเล็กท่ีเพิ่มความเข้มข้นของ
เซลล์จากระดบัของหลอดทดลองเป็นระดบัถังหมกั ในส่วนของการแยกในระดบัอุตสาหกรรม
ประกอบด้วยถงัเก็บผลิตภณัฑ์ ตวัดกัจบัแก๊สเพ่ือนําสารอินทรีย์ส่วนใหญ่ออกจากนํา้ เพ่ือนําไป
แยกต่อไป การออกแบบนีป้ระสบความสําเร็จกบัอตัราผลตอบแทนจากการลงทนุ 35.67% และ
มลูคา่ปัจจบุนัสทุธิ 118,806,000 ดอลลาร์สหรัฐ  
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บทที่ 3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 

 
เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจยั 

กระบอกฉีดยา (Syringe, 3ml และ 5ml)        (Nipro, Thailand) 
กล้องจลุทรรศน์ (Microscope)       (Olympus, Japan) 
ขวดซีร่ัม (Serum bottle)        (Amani, Thailand) 
เข็มฉีดยา (Needle, 18Gx1)         (Nipro, Thailand) 
เคร่ืองกวนแทง่แมเ่หลก็ (Magnetic stirrer)      (Barnstead, USA) 
เคร่ืองเขยา่ควบคมุอณุหภมูิ (Shaking incubator)  (Vision Sciencetific, Korea) 
เคร่ืองเขยา่ผสมสาร (Vortex mixer)   (Vision Sciencetific, Korea) 
เคร่ืองวดัความเป็นกรดดา่ง (pH meter)             (Sartorius, Germany) 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภมู ิ(Refrigerated centrifuge) (Hettich, Germany) 
เคร่ืองชัง่ 2 ตําแหน่ง รุ่น BJ 1000C           (Precisa, Switzerland) 
เคร่ืองชัง่ 4 ตําแหน่ง รุ่น AG285             (Mettler Toledo, USA) 
เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ความดนัสงู (Autoclave)   (Sturdy Industrial, Taiwan) 
เคร่ืองป่ัน (Blender)       (Moulinex, France) 
เคร่ืองควบคมุอณุหภมูินํา้ (Waterbath)            (Memmert, Germany) 
เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง  
(Microplate Spectrophotometer)            (ANTHOS Zenyth 200, USA) 
เคร่ืองโครมาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู 
(High performance liquid chromatography, HPLC)  (Shimadzu, Japan) 
เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี (Gas chromatography)    (GC-2010A Shimadzu, Japan) 
จกุยาง (Gray butyl rubber stopper)      (Amani, Thailand) 
ตู้ เพาะเลีย้งเชือ้จลุนิทรีย์ในสภาพไร้ออกซเิจน  
(Anaerobic Chamber)           (Bactron Shellab, USA) 
ตู้บม่เชือ้ (Incubator)      (EHRET, Germany) 
ตู้อบฆา่เชือ้ (Hot air oven)             (Mammert, Germany) 
ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar flow)         (Clean model, Lab service Ltd) 
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โถบม่เพาะเชือ้ชนิดไร้ออกซเิจน (Anaerobic jar)     (Merck, Germany) 
ถงุแก๊สผสม (Genbox)               (Biomérieux, France) 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor)       (Gibthai,Thailand) 
ฝาอลมูิเนียม (Aluminium crimp seal)      (Amani, Thailand) 
 

สารเคมี  
กรดอะซติกิ (Acetic acid)               (Labscan, Thailand) 
กรดบวิทิริก (Butyric acid)               (Labscan, Thailand) 
ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)      (Scharlau, Spain) 
นํา้ตาลกลโูคส (Glucose)                (Fluka, Switzerland) 
นํา้ตาลซโูครส (Sucrose)                 (Fluka, Switzerland) 
นํา้ตาลฟรักโทส (Fructose)                (Fluka, Switzerland) 
บวิทานอล (Butanol)                (Labscan, Thailand) 
ผงสงักะสี (Zinc)                  (Fluka, Switzerland) 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)     (Merck, Germany) 
เฟอร์รัสซลัเฟต (FeSO4)                 (Fluka, Switzerland) 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)      (Merck, Germany) 
อะซโิตน  (Acetone)        (Merck, Germany) 
เอทานอล 95 เปอร์เซน็ต์ (C2H5OH)     (องค์การสรุา กรมสรรพสามิต, ประเทศไทย) 
เอทานอล 99.9 เปอร์เซน็ต์ (Absolute ethanol)     (Merck, Germany) 
แอมโมเนีย (Ammonia)        (Merck, Germany) 
Antimicrobic Vial K (Kanamycin)     (Difco Laboratories, USA) 
Antimicrobic Vial P (Polymyxin B)     (Difco Laboratories, USA) 
Biotin                   (Fluka, Switzerland) 
Differential Reinforced Clostridial Medium (DRCM)             (Fluka, Switzerland) 
Lactose-gelatin medium      (Difco Laboratories, USA) 
L-cysteine                  (Fluka, Switzerland) 
Motility test medium                 (Fluka, Switzerland) 
n-propanol                 (Labscan, Thailand) 
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Nitrate broth        (Difco Laboratories, USA) 
Para-Aminobenzoic Acid (PABA)               (Fluka, Switzerland) 
Reinforced Clostridial Medium (RCM)     (Difco Laboratories, USA) 
Resazurin                    (Merck, Germany) 
SFP agar                 (Difco Laboratories, U.S.A) 
Sheep blood agar plates              (Biomérieux, France) 

 
วิธีการดาํเนินงานวิจัย 
 
3.1 ตวัอย่างที่ใช้ในงานวจิัย 

เก็บตวัอย่างนํา้เสีย ตวัอย่างวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร และตวัอย่างมลูสตัว์ จากจงัหวดั
นครราชสีมา ปทมุธานี พระนครศรีอยธุยาและกรุงเทพมหานคร จํานวนทัง้สิน้ 12 ตวัอย่างโดยเก็บ
ตวัอยา่งใสถ่งุพลาสตกิท่ีใหมแ่ละอปุกรณ์ท่ีสะอาด ดงันี ้

1. นํา้เสียจากบอ่นํา้เสีย โดยทําการเก็บตวัอยา่งจากก้นบอ่ในบริเวณท่ีแตกตา่งกนั 4 จดุ  
2. นํา้ข้าวฟ่างหวานและกากข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 จากศนูย์วิจยัข้าวโพดและ

ข้าวฟ่างแห่งชาติ (ไร่สวุรรณ) จงัหวดันครราชสีมา โดยทําการเก็บตวัอย่างนํา้ข้าวฟ่าง
คัน้สดและกากข้าวฟ่างท่ีเหลือจากการคัน้นํา้ออก 

3. ชานอ้อยจากโรงงานนํา้ตาลครบุรี จงัหวดันครราชสีมา โดยทําการเก็บตวัอย่างจาก
กองชานอ้อยท่ีเหลือจากการหีบนํา้ออกและเก็บไว้เป็นเวลานานไมเ่กิน 3 เดือน 

4. มลูววัเก็บจาก 3 แหล่ง คือจากฟาร์มของเกษตรกร จงัหวดัปทุมธานี จากตําหนกั
จิตรลดารโหฐาน กรุงเทพมหานคร และจากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือเกษตรกร
ตามพระราชดําริ จงัหวดั พระนครศรีอยธุยา 

5. มูลควาย จากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือเกษตรกรตามพระราชดําริ จังหวัด
พระนครศรีอยธุยา 

6. มลูช้าง จากวงัช้างอยธุยา จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
ตวัอยา่งถกูเก็บรักษาในอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสก่อนนํามาคดัแยก 
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3.2 การศึกษาหาปริมาณนํา้ตาลที่เหมาะสมต่อการเจริญของ Clostridium spp. 

ชัง่ตวัอยา่งวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร และตวัอย่างมลูสตัว์ 1 กรัม หรือตวัอย่างนํา้เสีย 1 
มิลลลิติรลงในอาหาร modified MS medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีมีแหลง่คาร์บอนเป็นนํา้ตาล
กลโูคสหรือซโูครส โดยมีการแปรผนัปริมาณนํา้ตาลดงันี ้กลโูคส 60 กรัมตอ่ลิตร ซูโครส 60 กรัมตอ่
ลิตร และกลโูคส 30 กรัมต่อลิตรผสมรวมกบัซูโครส 30 กรัมต่อลิตร นําไปบ่มในภาวะเขย่าท่ี 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมงในสภาพไร้อากาศ ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการเตรียมตวัอย่างให้พร้อม ก่อน
การเติมตวัอย่าง 3 มิลลิลิตรลงในอาหารเพาะเลีย้ง Modified MS medium 27 มิลลิลิตร ท่ีมีการ
เติมแก๊สไนโตรเจนเพ่ือปรับภายในขวดเลีย้งเชือ้ให้อยู่ในสภาวะไร้ออกซิเจน และมีปริมาณนํา้ตาล
ดงักล่าว จากนัน้กระตุ้นด้วยความร้อน (Heat shock) ในอ่างนํา้แบบควบคมุอณุหภมูิ (water 
bath) ท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ใน
ภาวะเขยา่ท่ี 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั 

 
3.3 การคัดแยกเชือ้ Clostridium spp. จากแหล่งตวัอย่างต่างๆ 
 

3.3.1 การแยกเชือ้และทําให้บริสทุธ์ิ 
ดดูสารละลายเชือ้จากข้อ 3.2 มา 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารแข็ง Modified MS 

agar plate ใช้แท่งแก้วรูปสามเหล่ียมเกล่ียจนผิวหน้าอาหารแห้ง จํานวน 3 ซํา้ นําไปใส่ใน 
Anaerobic jar ท่ีใสถ่งุแก๊สผสม (Genbox) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ถ้า
เชือ้มีปริมาณมากจนไม่สามารถแยกได้ ให้ทําการเจือจางเชือ้ก่อน สงัเกตลกัษณะของโคโลนีท่ี
เกิดขึน้ บนัทึกผลและเลือกโคโลนีท่ีมีลักษณะต่างกันไปแยกให้เป็นโคโลนีเด่ียวด้วยวิธีขีดลาก 
(Cross streak) บนอาหารแข็ง Modified MS agar plate ทําซํา้จนกว่าเชือ้จะแยกเป็นโคโลนีเด่ียว 
โดยในขัน้ตอนการแยกเชือ้ทัง้หมดกระทําภายตู้ เพาะเลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ในสภาพไร้ออกซิเจน 
(Anaerobic chamber) (ภาพท่ี 3.1) 
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3.4 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) และทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical 
test) ของ Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ 

 
3.4.1 ศึกษาลกัษณะ รูปร่างของเซลล์โดยวิธีการย้อมสีเซลล์ และรูปร่างของสปอร์โดย

วิธีการย้อมสีสปอร์ ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ (Petitdemange และคณะ, 1984)  
 
3.4.2 การวดัการเจริญ (Growth measurements) โดยวดัความขุ่นของเชือ้ท่ี 600 นาโน

เมตร (Hermann และคณะ, 1985) ด้วยเคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer ให้มีคา่การ
ดดูกลืนแสงประมาณ 1.0 จากนัน้ถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลวขวดใหม่ นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส ในภาวะเขยา่ท่ี 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั เก็บผลวดัการเจริญทกุวนั  

 
3.4.3 การทดสอบการเคลื่อนท่ี (Motility test) (อญัชลี ตณัฑ์ศภุศิริ, 2548) เป็นการ

ตรวจสอบความสามารถในการเคลื่อนท่ีของเชือ้ในอาหาร Motility test medium (ภาคผนวก ก) 
โดยเลีย้งเชือ้ให้มีอาย ุ18 -24 ชัว่โมง ก่อนเพาะเชือ้นําอาหารมาต้มไล่ออกซิเจนออกและรอจน
อาหารแข็งตวั เพาะเชือ้ด้วยการใช้เข็มเข่ียปลายตรงแตะเชือ้แล้วแทงลงในอาหารวุ้นลกึประมาณ 
½ นิว้ และอีกหลอดไม่เพาะเชือ้ บม่ท่ีภาวะปลอดออกซิเจน อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-
48 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการทดลองสงัเกตการเคล่ือนท่ีของเชือ้ (Motile) ว่ามีการเคลื่อนท่ีของเชือ้
ออกจากรอยท่ีแทงไว้หรืออยูท่ี่รอยแทงเท่านัน้ โดยใช้เชือ้ Escherichia coli และ Staphylococcus 
aureus เป็นเชือ้เปรียบเทียบ 

 
3.4.4 การทดสอบการรีดิวส์ไนเตรท (Nitrate reduction test) (Rhodehamel และ 

Harmon, 1998) เป็นการตรวจสอบความสามารถในการรีดิวส์ไนเตรท (Nitrate) ไปเป็นไนไตรท์ 
(Nitrite) หรือแก๊สไนโตรเจนในอาหาร Nitrate broth (ภาคผนวก ก) โดยเลีย้งเชือ้ให้มีอาย ุ18 -24 
ชัว่โมง ก่อนเพาะเชือ้ลงในอาหาร Nitrate broth แตล่ะหลอด บม่ท่ีภาวะปลอดออกซิเจน อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชัว่โมง โดยใช้เชือ้ E. coli และ S. aureus เป็นเชือ้เปรียบเทียบ 
ตรวจสอบผลการทดลองโดยเติมสารละลาย A (reagent A) 0.5 มิลลิลิตรและสารละลาย B 
(reagent B) อีก 0.2 มิลลลิติร ลงใน Nitrate medium สงัเกตการเปลี่ยนสีเป็นสีแดงภายใน 5 นาที 
แสดงวา่แบคทีเรียมีการรีดวิส์จากไนเตรทเป็นไนไตรท์อย่างสมบรูณ์ (Complete positive test) แต่
ถ้าไม่มีการเปลี่ยนสีให้เติมผงสงักะสี (Zinc) ลงไปเล็กน้อย ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 2–3 นาที ถ้าไม่เกิด
การเปลี่ยนเป็นสีแดงหลงัจากเติมผงสงักะสี แสดงว่ามีไนเตรทถกูรีดิวส์เป็นไนไตรท์เรียบร้อยแล้ว 
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(Positive test) แต่ถ้ามีการเปล่ียนสีแสดงว่าแบคทีเรียไม่สามารถรีดิวส์ไนเตรทเป็นไนไตรท์ได้ 
(Negative test)  

 
3.4.5 การทดสอบการสร้าง Lecithinase (Rhodehamel และ Harmon, 1998) เป็นการ

ตรวจสอบความสามารถในการสร้าง Lecithinase ท่ียอ่ยเลซทิิน (Lecithin) ในไข่แดง จะให้ผลเป็น
ฟอสโฟรีลโคลีน (Phosphorylcholine) และไดกลีเซอไรด์ (Diglyceride) ท่ีไม่ละลายนํา้เกิดเป็น
ตะกอนขุ่นขาวขึน้รอบโคโลนีสีดํา โดยเลีย้งเชือ้ให้มีอายุ 18 -24 ชั่วโมง ก่อนเพาะเชือ้ ดูด
สารละลายเชือ้มา 100 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารแข็ง SFP agar ท่ีมีการเติม 50% Egg yolk 
emulsion (ภาคผนวก ก) ใช้แท่งแก้วรูปสามเหล่ียมเกล่ียจนผิวหน้าอาหารแห้ง จากนัน้ปิดทับ
ผิวหน้าด้วย SFP agar ท่ีไม่มีการเติม 50% Egg yolk emulsion หลงัจากวุ้ นแข็ง นําไปใส่ใน 
Anaerobic jar ท่ีใส่ถงุแก๊สผสม (GasPak) บ่มท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
สงัเกตสีของโคโลนีและตะกอนขุน่ขาวรอบ ๆ โคโลนี 

 
3.4.6 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Haemolysis) (Rhodehamel และ 

Harmon, 1998) เป็นการตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง เชือ้ท่ีสามารถ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้จะปรากฏเป็นวงใสอยู่รอบโคโลนี แต่เชือ้ท่ีไม่สามารถย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงได้จะไม่เกิดวงใสอยู่รอบโคโลนี โดยเพาะเชือ้ในอาหาร Sheep blood agar plates ก่อน
การเพาะเชือ้ต้องทําให้อาหารอยู่ในสภาวะแอนแอโรปส์ (Anaerobic condition) 6-24 ชัว่โมง 
เพาะเชือ้ด้วยวิธีขีดลาก (Cross streak) นําไปใสใ่น anaerobic jar ท่ีใสถ่งุแก๊สผสม (GasPak) บม่
ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48-72 ชัว่โมง สงัเกตลกัษณะของโคโลนีท่ีเกิดขึน้ โดยใน
ขัน้ตอนการเพาะเชือ้ทัง้หมดกระทําภายตู้ เข่ียเชือ้ในสภาพไร้ออกซเิจน (Anaerobic chamber)  

 
3.4.7 การทดสอบการรีดิวส์ซลัไฟท์ (Sulfite reduction) (Virunanon และคณะ, 2008) 

เป็นการตรวจสอบความสามารถในการรีดิวส์ซลัไฟท์ไปเป็นซลัไฟด์ ผลิต Iron sulfide ทําให้โคโลนี
และอาหารเป็นสีดํา โดยมี L-cysteine hydrochloride เป็น Reducing agent โดยเลีย้งเชือ้ให้มี
อาย ุ18-24 ชัว่โมง ก่อนเพาะเชือ้ในอาหาร Differential reinforced clostridial medium (DRCM) 
(ภาคผนวก ก) ต้องทําให้อาหารอยู่ในสภาวะแอนแอโรปส์ (Anaerobic condition) 6-24 ชัว่โมง 
เพาะเชือ้ด้วยวิธีขีดลาก นําไปใสใ่น anaerobic jar ท่ีใสถ่งุแก๊สผสม (GasPak) บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 
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องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตสีของโคโลนีท่ีเกิดขึน้ โดยในขัน้ตอนการเพาะเชือ้ทัง้หมด
กระทําภายตู้ เข่ียเชือ้ในสภาพไร้ออกซเิจน (Anaerobic chamber)  
 

3.5 การเตรียมจุลินทรีย์ 
 

3.5.1 จลุนิทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง  
  วดัความขุ่นของเชือ้ท่ี 600 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer ให้

มีค่าการดดูกลืนแสงประมาณ 1.0 (Ezeji และคณะ, 2007) ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร Reinforced 
Clostridial Medium (RCM) เพ่ือเพิ่มปริมาณเซลล์ จากนัน้กระตุ้นด้วยความร้อนในอ่างนํา้แบบ
ควบคมุอณุหภมูิ ท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 วนั วดัการเจริญของจลุินทรีย์ในอาหารเหลวท่ีคา่การดดูกลืนแสง ท่ี 600 นาโนเมตร (A600) 
ด้วยเคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer ให้มีคา่การดดูกลืนแสงประมาณ 1.0 

 
3.5.2 การเก็บรักษาเชือ้จลุนิทรีย์ 
ดดูเชือ้จากข้อ 3.4.2 ด้วยเข็มฉีดยาปริมาตร 3 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารเหลว Modified 

MS medium 27 มิลลลิติร จากนัน้กระตุ้นด้วยความร้อนในอา่งนํา้แบบควบคมุอณุหภมูิ ท่ีอณุหภมูิ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั แล้วนําไปเก็บไว้
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนํามาใช้ 

 
3.6 การศึกษาความทนบวิทานอลและการผลิตบวิทานอลจากกระบวนการหมักด้วย 
Clostridium spp.  

 
3.6.1 การศกึษาความทนบวิทานอลของเชือ้ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ 
เพาะเชือ้ลงในอาหารเหลว Modified MS medium ท่ีมีการแปรผนัความเข้มข้นของบิวทา

นอลเป็น 10, 12, 14, 16, 18 และ 20 กรัมตอ่ลิตร กระตุ้นด้วยความร้อนท่ี 80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที นําไปบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั วดัการเจริญของจลุินทรีย์ในอาหาร
เหลวท่ีคา่การดดูกลืนแสงท่ี 600 นาโนเมตร (A600) ด้วยเคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer 
บนัทกึผลการเจริญ 
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3.6.2 การผลติบวิทานอลจากกระบวนการหมกัด้วย Clostridium spp. 
วดัความขุ่นของเชือ้ท่ี 600 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer ให้

มีคา่การดดูกลืนแสงประมาณ 1.0 ถ่ายเชือ้ลงในอาหารเหลว Modified MS medium 3 มิลลิลิตร 
ท่ีมีนํา้อ้อยท่ีความเข้มข้นท่ี 3, 6 และ 8 เปอร์เซนต์ (v/v) เปรียบเทียบกบันํา้ตาลกลโูคสและนํา้ตาล
ซโูครสท่ีความเข้มข้นเดียวกนั (w/v) จากนัน้กระตุ้นด้วยความร้อน (heated shock) ในอ่างนํา้แบบ
ควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และบม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 7 วนั เก็บตวัอย่างเพ่ือนําไปวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการหมักทุกวัน 
กระบวนการหมกัทําในภาวะไร้ออกซิเจนโดยการเติมแก๊สไนโตรเจนลงในอาหารท่ีความดนั 5 บาร์
เป็นเวลา 15 นาที 

 
3.7 ทดสอบการหมักแบบไร้ออกซเิจนจาก Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

นําความเข้มข้นนํา้ตาลท่ีเหมาะสมและ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้มาทําการหมกั
ภายในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร (BIOSTAT®A plus, Satorius) working volumn เท่ากบั 3 ลิตร ใช้
กล้าเชือ้ (Inoculums) 10 เปอร์เซ็นต์ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ป่ันกวนด้วยความเร็วรอบ 150 
รอบต่อนาที ควบคมุค่าความเป็นกรดด่างให้เท่ากบั 5.0 ตลอดการทดลองด้วย แอมโมเนียและ
กรดอะซิติก และทําการเก็บตวัอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตรทกุวนั เพ่ือนําไปวดัการเจริญ วิเคราะห์
ผลติภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้และปริมาณนํา้ตาล 
 
3.8 การวิเคราะห์ผลิตภณัฑ์ที่เกิดจากกระบวนการหมัก 

ในกระบวนการหมกั ตวัอย่างปริมาตร 3 มิลลิลิตร จะถกูเก็บท่ีแตล่ะช่วงเวลาของการหมกั
เพ่ือนํามาทําการวิเคราะห์หาการเจริญของจลุนิทรีย์โดยวดัความขุน่ของเชือ้ท่ี 600 นาโนเมตร ด้วย
เคร่ือง Zenyth 200rt spectrophotometer หาปริมาณผลผลติของบวิทานอลท่ีเกิดขึน้จากการหมกั
ด้วยเคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC-2010A Shimadzu, Japan) ด้วยคอลมัน์ DB-WAX (Agilent 
Technologies, USA) อณุหภมูิคอลมัน์ หวัฉีด (Injector) และตวัตรวจจบั (Detector) เท่ากบั 45, 
250 และ 260 องศาเซลเซียส ตามลําดบั และใช้แก๊สฮีเลียมเป็นแก๊สตวันํา (Carrier gas) ผลผลิต
มวลรวมของผลติภณัฑ์ คํานวณออกมาเป็นกรัมตอ่ลติร พร้อมทัง้วดัปริมาณนํา้ตาลด้วยเทคนิคโคร
มาโทกราฟีของเหลวแบบสมรรถนะสงู (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) 
(Shimadzu LC-20A series, Japan) สําหรับ Mobile phase สารA คือ อะซีโตไนไตรล์ 
(Acetonitrile) สารB คือ นํา้กลัน่ (HPLC grade) อตัราการไหลเท่ากบั 1.5 มิลลิลิตรตอ่นาที โดย
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ใช้ NH2 column, 5 μm, 250 × 4.6 mm ตวัตรวจจบัสําหรับ HPLC คือ ELSD ข้อมลูท่ีได้จากการ
วิเคราะห์คํานวณออกมาเป็นนํา้หนกั/ปริมาตร (% w/v) 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภปิรายผล 

ผลการวิเคราะห์ 
 
4.1 ตวัอย่างที่ใช้ในงานวจิัย 

ตวัอย่างนํา้เสีย ตวัอย่างวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร และตวัอย่างมลูสตัว์ถกูเก็บจาก 4 
จงัหวดัในประเทศไทย จํานวนทัง้สิน้ 12 ตวัอยา่ง (ภาพท่ี 4.1)  

 

             
      (ก)       (ข)            (ค) 

             
                    (ง)      (จ)            (ฉ) 

    

                  (ช)       (ซ)     (ญ) 
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                  (ฎ)     (ฏ)    (ฐ) 
 
ภาพที่ 4.1 ตวัอย่างจากแหลง่ตา่ง ๆ (ก) นํา้เสียจดุท่ี 1 (ข) นํา้เสียจดุท่ี 2 (ค) นํา้เสียจดุท่ี 

3 (ง) นํา้เสียจดุท่ี 4 (จ) นํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 (ฉ) กากข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ 
KKU40 (ช) ชานอ้อยจากโรงงานนํา้ตาลครบุรี จังหวดันครราชสีมา (ซ) มูลววัจากฟาร์มของ
เกษตรกร จงัหวดัปทมุธานี (ญ) มลูววัจากพระตําหนกัจิตรลดารโหฐาน กรุงเทพมหานคร (ฎ) มลู
ววัจากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือเกษตรกรตามพระราชดําริ จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา (ฏ) 
มลูควายจากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือเกษตรกรตามพระราชดําริ จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 
(ฐ) มลูช้างจากวงัช้างอยธุยา จงัหวดัพระนครศรีอยธุยา 

 
ตวัอยา่งชานอ้อยและกากข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 จะถกูนํามาการปรับสภาพด้วย

วิธีทางกายภาพ โดยตัดตัวอย่างให้มีขนาดเล็กลง จากนัน้นํามาบดให้ละเอียดด้วยเคร่ืองป่ัน 
เพ่ือให้พร้อมตอ่การนําไปใช้ในการทดลองตอ่ไป  
 
4.2 การศึกษาหาปริมาณนํา้ตาลที่เหมาะสมต่อการเจริญของ Clostridium spp. 

เม่ือเตมิตวัอยา่ง 3 มิลลลิติรลงในอาหาร Modified MS medium ปริมาตร 30 มิลลลิติรท่ี
มีการแปรผนัปริมาณนํา้ตาลดงันี ้ซโูครส 60 กรัมตอ่ลติร และกลโูคส 30 กรัมตอ่ลติรผสมรวมกบั
ซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร จากนัน้กระตุ้นด้วยความร้อนในอา่งนํา้แบบควบคมุอณุหภมูิท่ีอณุหภมู ิ 80 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที นําไปบม่ท่ีอณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส ในภาวะเขยา่ท่ี 150 รอบ
ตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตการเจริญเบือ้งต้นของเชือ้จากความขุน่ของอาหารเลีย้งเชือ้ 
(Virunanon และคณะ, 2008) ในสตูรอาหารท่ีมีนํา้ตาลซโูครส 60 กรัมตอ่ลติร พบวา่ตวัอยา่งท่ีทํา
ให้อาหารมีความขุน่มี 4 ตวัอยา่ง ในขณะท่ีสตูรอาหารท่ีมีนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลติรผสมรวม
กบัซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร พบวา่ตวัอยา่งท่ีทําให้อาหารขุน่มีเพียง 2 ตวัอยา่ง ดงัแสดงในตารางท่ี 
4.1 
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ตารางที่ 4.1 การเจริญของ Clostridium spp. ในสตูรอาหารท่ีมีนํา้ตาลซโูครส 60 กรัมตอ่ลติร
และกลโูคส 30 กรัมตอ่ลติรผสมรวมกบัซโูครส 30 กรัมตอ่ลติรจากแตล่ะตวัอยา่ง  

 
แหลง่ของตวัอยา่ง ซโูครส 60 กรัม

ตอ่ลติร 
กลโูคส30 กรัมตอ่
ลติรและซโูครส 
30 กรัมตอ่ลติร 

นํา้เสียจดุท่ี 1 - - 
นํา้เสียจดุท่ี 2 - - 
นํา้เสียจดุท่ี 3 - - 
นํา้เสียจดุท่ี 4 - - 
นํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 + + 
กากข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 - - 
ชานอ้อย - - 
มลูววัจากฟาร์มของเกษตรกร + + 

มลูววัจากพระตําหนกัจิตรลดารโหฐาน - - 
มลูววัจากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือ
เกษตรกรตามพระราชดําริ 

  
+ 

 
- 

มลูควายจากโครงการธนาคารโค-กระบือเพ่ือ
เกษตรกรตามพระราชดําริ 

  
- 

  
- 

มลูช้างจากวงัช้างอยธุยา + - 
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4.3 การคัดแยกเชือ้ Clostridium spp. จากแหล่งตวัอย่างต่างๆ 
 

4.3.1 การแยกเชือ้และทําให้บริสทุธ์ิ 
การคดัแยกเชือ้ Clostridium spp. จาก 12 ตวัอย่างท่ีมีการแปรผนัปริมาณนํา้ตาลซูโครส 

60 กรัมตอ่ลติรและกลโูคส 30 กรัมตอ่ลติรผสมรวมกบัซโูครส 30 กรัมตอ่ลิตร พบว่ามี 83 ไอโซเลท 
(ภาพท่ี 4.2) ท่ีสามารถเจริญในสตูรอาหารดงักลา่วได้ดงัตารางท่ี 4.2 

 

   
                   (ก)              (ข) 
ภาพที่ 4.2 โคโลนีของเชือ้ Clostridium spp. บนอาหาร Modified MS agar plate ท่ีมี

การแปรผนัปริมาณ (ก) นํา้ตาลซูโครส 60 กรัมตอ่ลิตรและ (ข) นํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสม
รวมกบัซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร  
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ตารางที่ 4.2 จํานวนไอโซเลทจากแหลง่ตวัอย่างตา่ง ๆ ท่ีเจริญในอาหารท่ีมีการแปรผนัปริมาณ
นํา้ตาลซโูครส 60 กรัมตอ่ลติรและกลโูคส 30 กรัมตอ่ลติรผสมรวมกบัซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร 
 

แหลง่ของตวัอยา่ง ซโูครส 60 
กรัมตอ่ลติร 

ช่ือของเชือ้ท่ี
คดัเลือก 

กลโูคส 30 กรัม
ตอ่ลติรและ

ซโูครส 30 กรัม
ตอ่ลติร 

ช่ือของเชือ้
ท่ีคดัเลือก 

นํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ 
KKU40 

3 ไอโซเลท SS1-SS3 13 ไอโซเลท SG1-SG13 

มลูววัจากฟาร์มของเกษตรกร 15 ไอโซเลท CS1-CS15 7 ไอโซเลท CG1-CG7 
มลูววัจากโครงการธนาคารโค-
กระบือเพ่ือเกษตรกรตาม
พระราชดําริ 

27 ไอโซเลท  CA1-CA27 - - 

มลูช้างจากวงัช้างอยธุยา 18 ไอโซเลท ES1-ES18 - - 
 
4.3.2 การคดัเลือกเบือ้งต้น 
นําแบคทีเรียท่ีแยกเป็นโคโลนีเด่ียวใสใ่นอาหาร Modified MS broth นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 

37 องศาเซลเซียส ในภาวะเขย่าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั สงัเกตการสร้าง
แก๊สภายในขวด (ภาพท่ี 4.3) ในขัน้ตอนนีพ้บว่าจาก 83 ไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ มีเพียง 35 ไอโซเลท
ท่ีมีการสร้างแก๊สภายในขวดซึ่งมีลักษณะรูปร่าง ระดับความนูน ผิวหน้า ขอบ สีและเส้นผ่าน
ศนูย์กลางของโคโลนี (ภาพท่ี 4.4) (Pelczar และคณะ, 1957) ดงัตารางท่ี 4.3 
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          (ก)            (ข) 

ภาพที่ 4.3 อาหาร Modified MS broth ขวดควบคมุ (ก) และการสร้างแก๊สของเชือ้ Clostridium 
sp. ภายในขวด (ข) 
  
ตารางที่ 4.3 ลกัษณะรูปร่าง ระดบัความนนู ผิวหน้า ขอบ สีและเส้นผา่นศนูย์กลางของโคโลนีของ
เชือ้ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ 
 
ช่ือของ
เชือ้ท่ี
คดัเลือก 

เส้นผา่น
ศนูย์กลาง 

รูปร่าง 
(Form) 

ระดบัความ
นนู 

(Elevation) 

ลกัษณะ
ผิวหน้า 

(Surface) 

ขอบ 
(Margin) 

สี 

SS1 0.1 Circular Convex Smooth Entire White 
SS2 0.2 Irregular Pulvinate Smooth Entire Pink 
SS3 0.3 Circular Pulvinate Smooth Entire Yellow 
SG1 0.1 Circular Convex Smooth Entire White 
SG2 0.1 Circular Convex Smooth Entire Brown 
SG3 0.2 Irregular Umbonate Rough Undulate Brown 
SG4 0.1 Circular Convex Smooth Entire White 

SG5 0.1 Circular Umbonate Smooth Entire White 

SG6 0.1 Circular Umbonate Smooth Entire White 

SG8 0.1 Circular Convex Smooth Entire Yellow 

SG10 0.4 Irregular Umbonate Rough Undulate Yellow 

SG11 0.3 Irregular Umbonate Smooth Undulate Brown 
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ช่ือของ
เชือ้ท่ี
คดัเลือก 

เส้นผา่น
ศนูย์กลาง 

รูปร่าง (form) ระดบัความ
นนู 

(elevation) 

ลกัษณะ
ผิวหน้า 

(surface) 

ขอบ 
(margin) 

สี 

SG12 0.4 Irregular Pulvinate Smooth Undulate Brown 
SG13 0.5 Irregular Umbonate Smooth Undulate White 

CS1 0.1 Circular Convex Smooth Entire White 

CS2 0.2 Irregular Umbonate Smooth Entire Cream 
CS3 0.1 Irregular Convex Smooth Entire Cream 
CS4 0.15 Circular Flat Smooth Entire Cream 
CS5 0.1 Circular Convex Smooth Entire Cream 
CS6 0.2 Irregular Pulvinate Smooth Entire Yellow 
CS7 0.3 Circular Convex Smooth Entire Cream 
CS8 0.15 Irregular Umbonate Rough Entire Cream 
CS9 0.1 Irregular Umbonate Rough Undulate  Cream 
CS10 0.2 Irregular Umbonate Smooth Undulate Brown 
CS11 0.05 Circular Convex Smooth Entire White 
CS12 0.15 Circular Flat Smooth Entire Cream 
CS13 0.15 Circular Convex Smooth Entire Cream 
CS14 0.1 Irregular Umbonate Rough Undulate Brown 
CS15 0.15 Irregular Umbonate Rough Undulate Brown 
CG1 0.1 Irregular Convex Smooth Undulate Cream 
CG2 0.15 Irregular Convex Smooth Undulate Brown 
CG3 0.1 Circular Pulvinate Smooth Entire Brown 
CG4 0.2 Filamentous Convex Smooth Filamentous Brown 
CG5 0.1 Circular Pulvinate Smooth Entire Brown 
CG7 0.1 Circular Pulvinate Smooth Entire Brown 

 
 



 
4.4 ศึกษาลั
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ภาพที่ 4.5 การเจริญของไอโซเลท CG1 ในอาหาร Modified MS medium เม่ือบม่ท่ี

อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะเขยา่ท่ี 150 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 7 วนั  
 
4.4.3 การทดสอบการเคล่ือนท่ี (Motility test)  
ตรวจสอบความสามารถในการเคลื่อนท่ีของเชือ้ในอาหาร Motility test medium โดยเลีย้ง

เชือ้ให้มีอาย ุ18-24 ชัว่โมง ก่อนเพาะเชือ้นําอาหารมาต้มไลอ่อกซิเจนออกและรอจนอาหารแข็งตวั 
หลงัจากบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24-48 ชัว่โมง ผลการทดลองแสดงพบว่าทัง้ 25 ไอ
โซเลทสามารถเคลื่อนท่ีได้ดงัภาพท่ี 4.7 

 

   
      (ก)       (ข)       (ค) 

ภาพที่ 4.6 ความสามารถในการเคล่ือนท่ีของเชือ้ Clostridium sp. ท่ีคดัแยกได้           
(ก) ผลลบของเชือ้ Escherichia coli (ข) ผลบวกของเชือ้ Staphylococcus aureus (ค) ผลบวก
ของไอโซเลท CG1  
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4.4.4 การทดสอบการรีดวิส์ไนเตรท (Nitrate reduction test)  
ตรวจสอบความสามารถในการรีดิวส์ไนเตรท (Nitrate) ในอาหาร nitrate broth หลงัจากย

เลีย้งเชือ้ในอาหาร Nitrate broth บ่มท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24-48 ชัว่โมง ผลการ
ทดลองแสดงดงัภาพท่ี 4.8 

 

                                                 
    (ก)     (ข)     (ค)    (ง)  (จ)            (ฉ) 
ภาพที่ 4.7 ความสามารถในการรีดวิส์ไนเตรทของ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้       (ก) 

หลอดควบคมุหลงับ่มนาน 48 ชัว่โมง (ข) ไอโซเลท SG13 หลงับ่มนาน 48 ชัว่โมง (ค) ผลของ
หลอดควบคุมเม่ือเติมสารละลาย A และสารละลาย B (ง) ผลของไอโซเลท SG13 เม่ือเติม
สารละลาย A และสารละลาย B (จ) ผลของหลอดควบคมุเม่ือเติมผงสงักะสี (ฉ) ผลของไอโซเลท 
SG13 เม่ือเตมิผงสงักะสี 

 
หลงัจากบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 48 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการทดลองโดยเติม

สารละลาย A (reagent A) 0.5 มิลลิลิตรและสารละลาย B (reagent B) อีก 0.2 มิลลิลิตร พบว่า
หลอดควบคมุและทัง้ 25 ไอโซเลทไม่เกิดการเปล่ียนแปลง จากนัน้ยืนยนัผลโดยการเติมผงสงักะสี 
(Zinc) ลงไปเล็กน้อย ตัง้ทิง้ไว้ประมาณ 2–3 นาที พบว่าอาหารเปล่ียนเป็นสีแดงซึง่ให้ผลลบ 
(Negative test) แสดงวา่เชือ้ทัง้ 25 ไอโซเลทไมรี่ดวิส์ไนเตรท  
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4.4.5 การทดสอบการสร้าง Lecithinase  
ตรวจสอบความสามารถในการสร้าง Lecithinase ท่ีย่อยเลซิทิน (Lecithin) ในไข่แดง 

หลงัจากบ่มท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นําจานอาหารมาตรวจดกูารเกิด
ตะกอนขุ่นขาวขึน้รอบโคโลนีสีดํา ผลแสดงดงัภาพท่ี 4.9 ซึง่พบว่าทัง้ 25 ไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ไม่
เป็นเชือ้ก่อโรค เน่ืองจากไม่มีการสร้าง Lecithinase ในขณะท่ีไอโซเลท CA9 พบตะกอนขุ่นขาว
ขนาดเส้นผ่านศนูย์กลาง 3 มิลลิเมตรขึน้รอบโคโลนีสีดําขนาด 1 มิลลิเมตรจากการสร้าง 
Lecithinase ซึง่แสดงคณุสมบตัขิองเชือ้ก่อโรคเบือ้งต้น 

 
 

   
        (ก)             (ข) 

ภาพที่ 4.8 plate ท่ีเกล่ียด้วยไอโซเลท CG1 (ก) และplate ท่ีเกล่ียด้วยไอโซเลท CA9 (ข) 
 
จากภาพท่ี 4.9 (ก) ไมป่รากฏการเตบิโตของเชือ้ท่ีเกล่ียลงบนผิวหน้าอาหารในขณะท่ีภาพ

ท่ี 4.9 (ข) ปรากฏโคโลนีสีดําท่ีล้อมรอบด้วยตะกอนขุ่นขาวท่ีเป็นคุณสมบตัิของการสร้าง 
Lecithinase ท่ีแบคทีเรียสร้างขึน้ ซึง่เอนไซม์นีจ้ะไม่พบใน Clostridium spp. ท่ีผลิตตวัทําละลาย
แตจ่ะพบใน Clostridium spp. ท่ีเป็นสายพนัธุ์ก่อโรคซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาของ Shahidi และ 
Ferguson (1971) ท่ีเลีย้งเชือ้ C. perfringens ซึง่เป็นเชือ้ก่อโรค บนอาหาร SFP agar และพบว่า
หลงัจากบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โคโลนีท่ีปรากฏจะมีสีดําขนาดเส้น
ผ่านศนูย์กลาง 1 ถึง 2 มิลลิเมตรล้อมรอบด้วยการตกตะกอนเป็นโซนสีขาวทึบแสงเส้นผ่าน
ศนูย์กลาง 3 ถึง 4 มิลลิเมตรอย่างชดัเจนซึง่บอกให้ทราบว่าไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ไม่ใช่สายพนัธุ์ก่อ
โรค (Eisgruber และคณะ, 2000) 

 
 
 

โคโลนีสีดํา 

ตะกอนขุ่นขาว 
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4.4.6 การทดสอบการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง (Haemolysis)  
ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ในอาหาร Sheep blood agar 

plate หลงัจากบม่ท่ีอณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง ลกัษณะของโคโลนีท่ีเกิดขึน้
แสดงดงัภาพท่ี 4.10 

 
 

ภาพที่ 4.9 ลกัษณะโคโลนีท่ีเจริญบน Sheep blood agar plate ของไอโซเลท CG1 
 
โคโลนีเจริญตามรอยขีดลากมีสีขาวแตไ่มพ่บวา่มีคณุสมบตัใินการยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง

ซึ่งบ่งบอกว่าไอโซเลทท่ีคดัแยกได้ทัง้ 25 ไอโซเลทไม่ใช่สายพนัธุ์ก่อโรค (Eisgruber และคณะ, 
2000) 

 
4.4.7 การทดสอบการรีดวิส์ซลัไฟท์ (Sulfite reduction)  
ตรวจสอบความสามารถในการรีดิวส์ซลัไฟท์ของเชือ้ หลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั ลกัษณะโคโลนีและสีของอาหารท่ีเกิดขึน้แสดงดงัภาพท่ี 4.11 
 

   
        (ก)            (ข) 

ภาพที่ 4.10 (ก) สีของโคโลนีและอาหารเม่ือขีดลากด้วยไอโซเลท SS1 (ข) สีของโคโลนี
และอาหารเม่ือขีดลากด้วยไอโซเลท CG1 
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Clostridium spp. สายพนัธุ์ ท่ีผลิตตวัทําละลายได้สามารถรีดิวส์ซลัไฟท์ไปเป็นซลัไฟด์ 
(Virunanon และคณะ, 2008) ผลิต Iron sulfide โดยมี L-Cysteine hydrochloride เป็น 
Reducing agent ทําให้โคโลนีท่ีเกิดขึน้และอาหารเปลี่ยนเป็นสีดํา  

 
ตารางที่ 4.4 ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา (Morphology) และคณุสมบตัิทางชีวเคมี (Biochemical 
test) ของ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ 

 
ไอโซเลท การ 

ตดิสีแกรม 
การสร้าง
สปอร์ 

การ
เคล่ือนท่ี 

การรีดวิส์
ไนเตรท 

การสร้าง 
Lecithinase 

การยอ่ย
สลายเม็ด
เลือดแดง 

การ
รีดวิส์
ซลัไฟท์ 

SS1 บวก + + - - - + 

SS2 บวก + + - - - + 

SS3 บวก + + - - - + 

SG1 บวก + + - - - + 

SG2 บวก + + - - - + 

SG3 บวก + + - - - + 

SG4 บวก + + - - - + 

SG5 บวก + + - - - + 

SG6 บวก - - - + + + 

SG8 บวก + + - - - + 

SG10 บวก + + - - - + 

SG11 บวก + + - - - + 

SG12 บวก + + - - - + 

SG13 บวก + + - - - + 

CS1 บวก + + - - - + 

CS2 บวก + + - - - + 

CS3 บวก + + - - - + 

CS4 บวก - - - - + - 
CS5 ลบ - - - - + - 
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ไอโซเลท การ 

ตดิสีแกรม 
การสร้าง
สปอร์ 

การ
เคล่ือนท่ี 

การรีดวิส์
ไนเตรท 

การสร้าง 
Lecithinase 

การยอ่ย
สลายเม็ด
เลือดแดง 

การ
รีดวิส์
ซลัไฟท์ 

CS6 บวก + + - - - + 
CS7 บวก - - - - + - 
CS8 บวก + + - - - + 

CS9 บวก + + - - - + 

CS10 บวก + + - - - + 

CS11 บวก - - - + + - 
CS12 ลบ - - - - + - 
CS13 บวก - - - - + - 
CS14 บวก + + - - - + 

CS15 บวก + + - - - + 

CG1 บวก + + - - - + 

CG2 บวก + + - - - + 

CG3 บวก - - - - + - 
CG4 บวก - - - + - - 
CG5 บวก - - - - + - 
CG7 บวก - - - - - - 

 
4.5 การศึกษาความทนบวิทานอลและการผลิตบวิทานอลจากกระบวนการหมักด้วย 
Clostridium spp. 

 
4.5.1 การศกึษาความทนบวิทานอลของเชือ้ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้ 
หลงัจากเลีย้งเชือ้ท่ีคดัแยกได้ในอาหารเหลว Modified MS medium ท่ีมีการแปรผนัความ

เข้มข้นของบวิทานอลเป็น 10, 12, 14, 16, 18 และ 20 กรัมตอ่ลิตร พบว่ามีเพียง 5 ไอโซเลท ได้แก่ 
SG10, SG13, CG1, CS7 และ CS11 ท่ีสามารถทนบิวทานอลได้สงูท่ีสดุท่ีความเข้มข้น 12 กรัม
ตอ่ลิตรซึง่น้อยกว่าท่ี Knoshaug และ Zhang (2009) รายงานว่าในการหมกัแบบกะ (Batch 
fermentation) Clostridium sp. มีความไวตอ่บิวทานอลและโดยปกติแล้วจะไม่สามารถผลิตหรือ
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ทนบิวทานอลเม่ือความเข้มข้นสงูกว่า 2 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี ้ยีสต์สกลุ Saccharomyces และ
ยีสต์ชนิดอ่ืน ๆ ก็สามารถทนบวิทานอลได้ 1 ถึงเกือบ 2 เปอร์เซนต์ 

 
ตารางที่ 4.5 ความทนบวิทานอลของเชือ้ Clostridium spp. ท่ีคดัแยกได้สงูสดุ 5 ไอโซเลท 

 
 ความเข้มข้นบวิทานอล (กรัมตอ่ลติร) 

ไอโซเลท 0.2  0.4  0.6  0.8  1.0  1.2  1.4  
SG10 + + + + + + - 
SG13 + + + + + + - 
CG1 + + + + + + - 
CS7 + + + + + + - 
CS11 + + + + + + - 

 
4.5.2 การผลติบวิทานอลจากกระบวนการหมกัด้วย Clostridium spp. 
ไอโซเลทท่ีทนบิวทานอลได้สงูท่ีสดุ 5 ไอโซเลทถกูคดัเลือกมาผลิตตวัทําละลาย ในอาหาร

อาหารเหลว Modified MS medium ในขวดซีร่ัมท่ีมีนํา้อ้อยท่ีความเข้มข้นท่ี 6 เปอร์เซ็นต์ 
เปรียบเทียบกบันํา้ตาลกลโูคสผสมกบันํา้ตาลซูโครสท่ีความเข้มข้นเดียวกนั เม่ือบ่มท่ี 37 องศา
เซลเซียสเพ่ือให้เกิดการหมกัและผลิตผลิตภณัฑ์เป็นเวลา 7 วนั ตวัอย่างถกูนําไปวดัการเจริญ 
(ภาพท่ี 4.12) วิเคราะห์ผลติภณัฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัซึง่ผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้แบง่เป็น ตวัทํา
ละลาย 3 ชนิด คือ อะซโิตน บวิทานอลและเอทานอล และเกิดกรด 2 ชนิด คือ กรดอะซติกิและกรด
บิวทิริก (Jones และ Woods, 1986) ในอาหารท่ีมีนํา้ตาลกลโูคสผสมกบันํา้ตาลซูโครส (ตารางท่ี 
4.4) และนํา้อ้อย (ตารางท่ี 4.5) ท่ีมีปริมาณนํา้ตาลเร่ิมต้นท่ี 60 กรัมตอ่ลติร 
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ภาพที่ 4.11 การเจริญของ Clostridium spp. ทัง้ 5 ไอโซเลทในระยะเวลา 7 วนั 
 
แนวโน้มการเจริญของไอโซเลท SG10, SG13 และ CG1 เป็นไปในทิศทางเดียวกนั คือ มี

ช่วง Lag phase ถึงชัว่โมงท่ี 24 จากนัน้เร่ิมเข้าสู ่Log phase ท่ีพบว่าปริมาณของเซลล์เพิ่มขึน้
อยา่งรวดเร็วและ Stationary phase ท่ีอตัราการเกิดเท่ากบัอตัราการตายเร่ิมท่ีชัว่โมงท่ี 48 และเข้า
สู ่Dead phase ท่ี 140 ชัว่โมง ในขณะท่ีไอโซเลท CS7 และ CS11 นัน้มีช่วงของ Lag phase ท่ี
ยาวนานกว่าถึง 48 ชัว่โมง ไอโซเลท CS11 มีช่วง Log phase ท่ีสัน้กว่าไอโซเลท CS7 และยงัไม่
เข้าสูช่่วง Dead phase ถึงแม้จะเข้าสูช่ัว่โมงท่ี 140  

เน่ืองจากอ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทย มีพืน้ท่ีเพาะปลูกอ้อยและให้
ผลผลิตอ้อยปริมาณมาก นอกจากนีนํ้า้อ้อยยงัมีองค์ประกอบหลกั คือ นํา้ตาลซูโครสซึง่มีปริมาณ
มากท่ีสดุ (Walford, 1996) จดัวา่เป็นแหลง่คาร์บอนท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของจลุินทรีย์อีกแหลง่
หนึง่ และเชือ้สามารถเปลี่ยนนํา้ตาลในนํา้อ้อยไปเป็นบิวทานอลได้โดยไม่ต้องผ่านขัน้ตอนการปรับ
สภาพและการยอ่ย (Sánchez และ Cardona, 2008)  
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ตารางที่ 4.6 ปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัในวนัท่ี 7 ในอาหารเหลว Modified 
MS medium ท่ีใช้นํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสมกบันํา้ตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตรเป็นแหลง่
คาร์บอน 
 
ไอโซเลท อะซิโตน 

(กรัมตอ่
ลติร) 

บิวทานอล 
(กรัมตอ่
ลติร) 

เอทานอล 
(กรัมตอ่
ลติร) 

รวม 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดอะซิติก 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดบิวทิริก 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดรวม 
(กรัมตอ่
ลติร) 

SG10 0.85 3.12 1.02 4.99 2.38 0.77 3.15 
SG13 0 0.88 0.39 1.27 0.04 0.04 0.08 
CG1 0.30 3.67 2.11 6.08 1.33 0.59 1.92 
CS7 0.12 0.97 1.02 2.11 2.73 1.72 4.45 

CS11 0.42 0.73 0.45 1.6 2.46 0.66 3.12 

 
ตารางที่ 4.7 ปริมาณผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากกระบวนการหมกัในวนัท่ี 7 ในอาหารเหลว Modified 
MS medium ท่ีใช้นํา้อ้อยความเข้มข้น 60 กรัมตอ่ลติรเป็นแหลง่คาร์บอน 
 
ไอโซเลท อะซิโตน 

(กรัมตอ่
ลติร) 

บิวทานอล 
(กรัมตอ่
ลติร) 

เอทานอล 
(กรัมตอ่
ลติร) 

รวม 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดอะซิติก 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดบิวทิริก 
(กรัมตอ่
ลติร) 

กรดรวม 
(กรัมตอ่
ลติร) 

SG10 0.01 0.52 0.55 1.08 1.44 0.75 2.19 
SG13 0.02 1.08 1.04 2.14 1.54 0.47 2.01 
CG1 0.02 1.45 1.22 2.17 0.52 0.67 1.19 
CS7 0.04 1.21 0.63 1.88 1.22 1.18 2.4 

CS11 0.27 0.63 1.08 1.98 0.97 0.31 1.28 

 
จากผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้จากการหมกัของทัง้ 5 ไอโซเลทเม่ือเปรียบเทียบกนัระหว่างการใช้

นํา้ตาลกลโูคสและนํา้ตาลซูโครสและการใช้นํา้อ้อยผสมในอาหารสงัเคราะห์พบว่าไอโซเลท CG1 
ผลิตตวัทําละลาย (ABE) ได้มากท่ีสดุจากแหลง่คาร์บอนท่ีเป็นนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสม
กบันํา้ตาลซโูครส 30 กรัมตอ่ลติรและนํา้อ้อยความเข้มข้น 60 กรัมตอ่ลิตร คือ 6.08 และ 2.17 กรัม
ต่อลิตรตามลําดบั (ตารางท่ี 4.6) ในขณะท่ีไอโซเลท SG13 ผลิตตวัทําละลายจากอาหารท่ีมี
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นํา้อ้อยความเข้มข้น 60 กรัมตอ่ลิตรได้มากกว่าอาหารท่ีมีนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสมกบั
นํา้ตาลซโูครส 30 กรัมตอ่ลติร คือ 2.14 และ 1.27 กรัมตอ่ลติรตามลําดบั (ตารางท่ี 4.7) 
  
4.6 ทดสอบการหมักแบบไร้ออกซเิจนจาก Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

ไอโซเลทท่ีผลิตตวัทําละลาย (ABE) ได้มากท่ีสดุ คือ CG1 ทําการหมกัภายในถงัหมกั
ขนาด 5 ลิตร (BIOSTAT®A Plus, Satorius) (ภาพท่ี 4.13) โดยใช้อาหาร Modified MS medium 
ท่ีมีนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสมกบันํา้ตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตร และทําการเก็บตวัอย่าง
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพ่ือนําไปวดัการเติบโตซึง่การเติบโตในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบว่าไม่มีการ
เติบโตในช่วง Lag phase (ภาพท่ี 4.14) เน่ืองจากกล้าเชือ้ท่ีใสล่งไปอยู่ในช่วง Log phase และ
เลีย้งในอาหารและสภาวะเดียวกนัจึงสามารถเติบโตและเพ่ิมจํานวนได้อย่างรวดเร็วโดยทําให้ไม่
ต้องมีช่วงของการปรับสภาพของเซลล์ จึงเข้าสูช่่วง Log phase ทนัทีเม่ืออยู่ในถงัหมกัซึง่เป็นช่วง
การสร้างกรด (Acidogenic phase) ส่งผลให้ค่าความเป็นกรดด่างลดลงอย่างรวดเร็ว (ภาพท่ี 
4.14) จากนัน้จงึเข้าสูช่่วงการผลิตตวัทําละลาย (Solventogenic phase) คา่ความเป็นกรดดา่งถกู
ทําให้คงท่ีอยูท่ี่ 5.0 ตวัอยา่งจะถกูนําไปวิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาล (ภาพท่ี 4.15) พบวา่ไอโซเลท CG 
1 ใช้นํา้ตาลกลโูคสหมดท่ี 96 ชัว่โมงในขณะท่ีไม่ใช้นํา้ตาลซูโครสเลย เน่ืองจากกลโูคสเป็นนํา้ตาล
โมเลกุลเด่ียวท่ีเชือ้สามารถนําไปใช้ได้ง่ายกว่าซูโครสและเม่ือปริมาณกลโูคสหมดเซลล์จึงเร่ิมใช้
ซูโครสแต่ปริมาณท่ีใช้ยงัน้อยเม่ือเทียบกบักลโูคส ในขณะท่ีการผลิตผลิตภณัฑ์ (ภาพท่ี 4.16) ยงั
สามารถผลติได้สงูสดุท่ีชัว่โมงท่ี 144 จนเข้าสูช่่วง Dead phase ปริมาณผลติภณัฑ์จงึลดลง 
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ภาพที่ 4.12 ถงัหมกัขนาด 5 ลติร (BIOSTAT®A plus, Satorius)  
 

 

 
ภาพที่ 4.13 การเจริญของไอโซเลท CG1 ในถงัหมกัขนาด 5 ลติรเป็นระยะเวลา 7 วนั 
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ภาพที่ 4.14 คา่ความเป็นกรดด่างในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เม่ือหมกัด้วยไอโซเลท CG1 

เป็นระยะเวลา 7 วนั 
 

 
ภาพที่ 4.15 ปริมาณนํา้ตาลกลโูคสและซูโครสท่ีเหลือจากการหมกัของไอโซเลท CG1 ใน

ถงัหมกัขนาด 5 ลติรเป็นระยะเวลา 7 วนั 
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ภาพที่ 4.16 ความเข้มข้นของผลิตภณัฑ์ท่ีไอโซเลท CG1 ผลิตขึน้ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร

เป็นระยะเวลา 7 วนั 
 

จากแหล่งตวัอย่างในประเทศไทยสามารถคดัแยกแบคทีเรีย Clostridium spp. จาก
ตวัอย่างนํา้ข้าวฟ่างหวานและมลูววัท่ีเก็บจากจงัหวดัสระบรีุและจงัหวดัปทมุธานีซึง่เป็นแบคทีเรีย
แกรมบวก รูปร่างท่อน สร้างสปอร์รูปไข่อยู่บริเวณใกล้ปลายเซลล์ เคล่ือนท่ีได้ สามารถรีดิวส์
ซลัไฟท์และสามารถผลิตตวัทําละลายได้ แตไ่ม่รีดิวส์ไนเตรท ไม่สร้างเอนไซม์ lecithinase และไม่
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงซึ่งบ่งชีใ้นเบือ้งต้นว่าไม่เป็นเชือ้ก่อโรค (Eisgruber และคณะ, 2000) ได้ 
25 ไอโซเลท จากผลการทดลองพบว่ามีเพียง 5 ไอโซเลท ท่ีสามารถทนตอ่บิวทานอลความเข้มข้น
สูงสุดท่ี 12 กรัมต่อลิตร เม่ือเปรียบเทียบกับความสามารถในการทนต่อบิวทานอลพบว่า 
Clostridium acetobutylicum ATCC824 สามารถทนได้เม่ือตวัทําละลายมีความเข้มข้นถึง 20 
กรัมตอ่ลิตรหรือมากกว่า 20 กรัมตอ่ลิตร (Lee และคณะ, 2008a) เม่ือนําทัง้ 5 ไอโซเลทมาทําการ
หมกัในอาหารสงัเคราะห์ในขวดซีร่ัมปริมาตร 30 มิลลิลิตรโดยเปรียบเทียบกันระหว่างการใช้
นํา้ตาลกลโูคสผสมรวมกับนํา้ตาลซูโครสและการใช้นํา้อ้อย ผลการทดลองพบว่าไอโซเลท CG1 
ผลิตตวัทําละลาย (ABE) ได้มากท่ีสดุจากแหลง่คาร์บอนท่ีเป็นนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสม
กบันํา้ตาลซโูครส 30 กรัมตอ่ลติรและนํา้อ้อยความเข้มข้น 60 กรัมตอ่ลติร คือ 6.08 และ 2.17 กรัม
ตอ่ลติรตามลําดบั เน่ืองจากนํา้ตาลท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัในนํา้อ้อย คือ นํา้ตาลซโูครส (Walford, 
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1996) ซึง่ไอโซเลท CG1นํานํา้ตาลซูโครสไปใช้ในการผลิตตวัทําละลายได้น้อยกว่านํา้ตาลกลโูคส 
เม่ือทําการหมกัในถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตรท่ีสามารถควบคมุและจดัการระบบได้เป็นอย่างดี ทําให้
สามารถผลิตตวัทําละลายบิวทานอลได้มากท่ีสุด 9.9 กรัมต่อลิตรในอาหาร Modified MS 
medium ท่ีมีนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมต่อลิตรผสมกบันํา้ตาลซูโครส 30 กรัมต่อลิตรท่ีมีการควบคมุ
คา่ความเป็นกรดดา่งให้คงท่ีตลอดการทดลองท่ี 5.0 และพบว่าไอโซเลท CG 1 ใช้นํา้ตาลกลโูคส
หมด ในขณะท่ีใช้นํา้ตาลซูโครสเพียงเล็กน้อยซึง่สอดคล้องกบัผลการทดลองในขวดซีร่ัมท่ีไม่มีการ
ใช้นํา้อ้อย นอกจากนีอ้ายขุองกล้าเชือ้ท่ีใช้ในการหมกัเป็นช่วงท่ีเชือ้อยู่ใน Log phase (Aleksic, 
2009) คือ 36 ชัว่โมงทําให้การผลิตบิวทานอลในถงัปฏิกรณ์ขนาด 5 ลิตรสามารถผลิตตวัทํา
ละลายเพิ่มมากขึน้จากการหมกัในขวดซีร่ัมปริมาตร 30 มิลลลิติร 3 เท่า  
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บทที่ 5 
สรุปผลการวจิัย และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจยั  

การคดัแยกแบคทีเรีย Clostridium spp. จากตวัอย่างนํา้เสีย ตวัอย่างวสัดเุหลือทิง้ทาง
การเกษตร และตวัอย่างมลูสตัว์จาก 4 จงัหวดัในประเทศไทย จํานวนทัง้สิน้ 12 ตวัอย่าง สามารถ
คดัแยกแบคทีเรีย Clostridium spp. จากอาหารสงัเคราะห์ Modified MS media ท่ีมีการเติม
พาราอะมิโนเบนโซอิกแอซิดและไบโอตินเป็นวิตามินได้ทัง้สิน้ 83 ไอโซเลท โดย 63 ไอโซเลทคดั
แยกได้จากอาหาร Modified MS media ท่ีมีการเติมนํา้ตาลซูโครส 60 กรัมต่อลิตรจากตวัอย่าง
นํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 มลูววัจากฟาร์มของเกษตรกร มลูววัจากโครงการธนาคารโค-
กระบือเพ่ือเกษตรกรตามพระราชดําริและมลูช้างจากวงัช้างอยุธยา และ 20 ไอโซเลทคดัแยกได้
จากอาหาร Modified MS media ท่ีมีการเติมนํา้ตาลกลโูคส 30 กรัมตอ่ลิตรผสมรวมกบัซูโครส 30 
กรัมตอ่ลติรจากตวัอยา่งนํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 มลูววัจากฟาร์มของเกษตรกร พบว่ามี 
Clostridium spp. เพียง 38 ไอโซเลทจากตวัอย่างนํา้ข้าวฟ่างหวานสายพนัธุ์ KKU40 และมลูววั
จากฟาร์มของเกษตรกรท่ีมีการสร้างแก๊สภายในขวดซึ่งเป็นการคดัแยกเชือ้ Clostridium spp. ท่ี
สามารถผลิตตวัทําละลายได้เบือ้งต้น โดยมีคณุสมบตัิพืน้ฐานด้านลกัษณะรูปร่างของเซลล์และ
สปอร์ท่ีเป็นแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อนและสร้างสปอร์รูปไข่อยู่บริเวณใกล้ปลายเซลล์ (Sub-
terminal) ซึง่มีเพียง 25 ไอโซเลทท่ีแสดงคณุสมบตันีิ ้ 

การทดสอบคณุลกัษณะทางชีวเคมีช่วยบ่งชีถ้ึงการเป็นสายพนัธุ์ก่อโรคของเชือ้ท่ีคดัแยก 
อย่างคร่าว ๆ โดยจากการทดสอบคณุสมบตัิการเคล่ือนท่ี การรีดิวส์ไนเตรท สร้าง Lecithinase 
และการรีดิวส์ซลัไฟท์ พบว่าทัง้ 25 ไอโซเลทเคลื่อนท่ีและสามารถรีดิวส์ซลัไฟท์ ในขณะท่ีไม่รีดิวส์
ไนเตรท ไม่สร้าง Lecithinase ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ซึง่เป็นคณุสมบตัิของเชือ้ไม่ก่อโรคและ
ผลติตวัทําละลายได้ 

การทดสอบความทนตอ่ตวัทําละลายบวิทานอลพบว่าจาก 25 ไอโซเลทมีเพียง 5 ไอโซเลท 
ได้แก่ SG10, SG13, CG1, CS7 และ CS11ท่ีสามารถทนบิวทานอลได้สงูสดุท่ีความเข้มข้น 12 
กรัมตอ่ลติร 

การผลิตบิวทานอลจาก 5 ไอโซเลทในขวดซีร่ัมพบว่าไอโซเลทท่ีสามารถผลิตบิวทานอลได้
มากท่ีสดุคือ CG1 ผลิตได้ 3.67 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีผลิตเอทานอลและอะซิโตนได้ 2.11 และ 
0.02 กรัมตอ่ลติร ในขณะท่ีผลติกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกได้ 0.52 และ 0.67 กรัมตอ่ลิตร เม่ือนํา
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ไอโซเลท CG1 ไปผลิตบิวทานอลในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร ท่ีชัว่โมงท่ี 144 ผลิตบิวทา
นอลได้มากท่ีสดุท่ีความเข้มข้น 9.9 กรัมต่อลิตร เพิ่มขึน้ 2 เท่า ในขณะท่ีนํา้ตาลกลโูคสถกูใช้จน
หมดท่ีชัว่โมงท่ี 96 และคา่ความเป็นกรดดา่งลดลงจนคงท่ีท่ี 5.0 ในขณะท่ีผลิตเอทานอลและอะซิ
โตนได้ 4.28 และ 0.27 กรัมตอ่ลิตร ในขณะท่ีผลิตกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกได้ 0.45 และ 0.44 
กรัมตอ่ลติร 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ  
 

1. ควรศกึษาแหลง่คดัแยกใหม่ ๆ ท่ีมีความหลากหลายเพิ่มขึน้เพ่ือค้นหาเชือ้ใหม่ ๆ ท่ี
สามารถและผลติบวิทานอลได้ปริมาณสงู ๆ  

2. ควรศกึษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการหมกัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อให้เชือ้ท่ีคดัแยกได้
ผลติตวัทําละลายได้เตม็ประสทิธิภาพ  

3. ควรศกึษาแหลง่ท่ีจะนํามาใช้เป็นสารตัง้ต้นท่ีเหมาะสมเพ่ือให้การผลติเกิดประสทิธิภาพ
สงูสดุ 
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รายการอ้างองิ 
ภาษาไทย 
กรุงเทพธุรกิจออนไลน์. 2552. ขาขึน้อ้อย-นํา้ตาล รับราคาตลาดโลกสงูสดุใน 26 ปี. [ออนไลน์] 

แหลง่ท่ีมา: http://www.bangkokbiznews.com. [2552, สงิหาคม 27]. 
เกษตรและสหกรณ์, กระทรวง. กรมสง่เสริมการเกษตร. 2549. อ้อยคัน้นํา้ พืชแก้จนของคนระนอง. 

[ออนไลน์] แหลง่ท่ีมา: http://www.doae.go.th. [2549, พฤษภาคม 8]. 
ธวชั ตินนงัวฒันะ. 2543. การทําไร่อ้อยยคุใหม่. กรุงเทพมหานคร: ศนูย์เกษตรอ้อยภาค

ตะวนัออกเฉียงเหนือ. 
อตุสาหกรรม, กระทรวง. สํานกังานคณะกรรมการอ้อยและนํา้ตาลทราย. 2553. รายงานพืน้ท่ี
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http://www.ocsb.go.th. [2553, สงิหาคม 31]. 

อญัชลี ตณัฑ์ศภุศิริ. 2548. แบคทีเรียแอนแอโรบส์สกุลคลอสตริเดียม. คลอสตริเดียม เปอร์ฟริง
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ภาคผนวก ก 
วิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. อาหาร Modified MS medium 
โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.5 กรัม 
เฟอร์รัสซลัเฟต (FeSO4)      0.1 กรัม 
ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.25 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO4.7H2O)    0.2 กรัม 
กรดอะซติกิ (Acetic acid)     2.2 มิลลลิติร 
Para-aminobenzoic acid (PABA)    8 มิลลกิรัม 
Biotin        0.08 มิลลกิรัม 
Resazurin    1 มิลลลิติร (จาก stock 1 กรัมตอ่ลติร) 
นํา้ตาลกลโูคส       30 กรัม 
นํา้ตาลซโูครส       30 กรัม 
วุ้นผง        15 กรัม 
นํา้กลัน่        1 ลติร 
 
นําไปต้มจนอาหารเปล่ียนเป็นสีชมพูอ่อน เทใส่ขวดซีร่ัมปิดด้วยจุกยาง จากนัน้ไล่

ออกซิเจนด้วยการเติมแก๊สไนโตรเจนเป็นเวลา 15 นาที ปิดด้วยจกุยางและฝาอลมูิเนียม นําไปนึ่ง
ฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที หลงันึ่ง
ฆ่าเชือ้ปล่อยอาหารให้เย็นจากนัน้เติม 30x cysteine ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตัง้ทิง้ไว้อย่างน้อย 2 
ชัว่โมงก่อนนําไปใช้ สําหรับอาหาร modified MS agar ให้เติมวุ้นผงเพิ่ม ไม่เติม 30x cysteine 
หลงัจากอาหารแข็งก่อนนําไปใช้ให้นําจานอาหารวางทิง้ไว้ในตู้ เพาะเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์ในสภาพไร้
ออกซิเจน (Anaerobic chamber) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ส่วนของปริมาณนํา้ตาลเติมตามสตูร
อาหารท่ีเลือกไว้  

 
2. อาหารกึ่งแข็ง Motility test medium 

ใช้อาหารสําเร็จรูปของ Fluka โดยชัง่ Motility medium 22 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 
มิลลิลิตรด้วยนํา้กลัน่ นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เก็บในท่ีมืด 
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3. อาหารเหลว Nitrate broth 

ใช้อาหารสําเร็จรูปของ Difco โดยชัง่ Nitrate medium 9 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 
มิลลิลิตรด้วยนํา้กลัน่ นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที  
 
4 อาหารแขง็ SFP agar ท่ีมี 50% egg yolk emulsion 

4.1 Base layer: ใช้อาหารสําเร็จรูปของ Difco โดยชัง่ SFP agar 47 กรัม ปรับปริมาตรให้
ได้ 900 มิลลิลิตรด้วยนํา้กลัน่ นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ทิง้ให้เย็นท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เติม 50 เปอร์เซนต์ egg 
yolk emulsion (วิธีเตรียมจาก Bacteriological Analytical Manual (BAM)) Antimicrobic Vial P 
10 มิลลลิติรและ Antimicrobic Vial K 4.8 มิลลลิติรผสมให้เข้ากนั 

4.2 Cover layer: ใช้อาหารสําเร็จรูปของ Difco โดยชัง่ SFP agar 47 กรัม ปรับปริมาตร
ให้ได้ 1,000 มิลลิลิตรด้วยนํา้กลัน่ นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที ไมต้่องเตมิ 50 เปอร์เซน็ต์ egg yolk emulsions  
 
5. อาหารแขง็ Differential Reinforced Clostridial Medium (DRCM) 

ใช้อาหารสําเร็จรูปของ Fluka โดยชัง่ DRCM 30 กรัม ปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร
ด้วยนํา้กลัน่ นําไปนึ่งฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็น
เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. สีสาํหรับย้อมแกรม  
1.1 Modified Hucker’s crystal violet ammonium oxalate 

  Solution A: ชัง่ crystal violet 2 กรัมละลายใน เอทิลแอลกอฮอล์ 95% ปริมาตร 
20 มิลลลิติร 
  Solution B: ชัง่ ammonium oxalate 0.8 กรัมละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 80 
มิลลลิติร 
  ผสม Solution A และ solution B ตัง้ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมงกรองก่อนใช้ เก็บในขวดสีชา 

1.2 เอทิลแอลกอฮอล์ 95% 
1.3 Gram’s iodine 
  ชัง่ Potassium iodide (KI) 2 กรัม และ iodine crystal 1 กรัมบดให้ละเอียด เตมิ

นํา้กลัน่ 100 มิลลลิติรเก็บไว้เป็น stock ในขวดสีชา เม่ือจะใช้นํา stock 1 สว่นไปผสมกบันํา้ 2 
สว่น เก็บในขวดสีชา 

1.4 Gram’s safranin  
  ชัง่ safranin O มา 2 กรัมละลายในเอทิลแอลกอฮอล์ 95% ปริมาตร 100 
มิลลลิติร 

 
2. สีสาํหรับย้อมสปอร์ 

2.1 สี malachite green 5% 
  ชัง่ Malachite green 5 กรัมละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 100 มิลลลิติร 

2.2 สี safranin 0.5% 
 ชัง่ safranin O มา 0.5 กรัมละลายในนํา้กลัน่ปริมาตร 100 มิลลลิติร 
 

3. สารละลายทดสอบความสามารถรีดวิซ์ไนเตรท 
3.1 สารละลาย A 

sulfanilic acid     0.8 กรัม 
5 N acetic acid    100 มิลลลิติร 
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3.2 สารละลาย B 
Alpha-naphtylamine    0.5 กรัม 
5 N Acetic acid    100 มิลลลิติร 

ละลาย sulfanilic acid และ alpha-naphtylamine ใน 5 N acetic acid โดยใช้ความร้อน
ช่วยในการละลาย สําหรับสารละลาย A และ B ตามลําดบั 

 
4. สารละลาย 30x cysteine  

L-cysteine      15 กรัม 
นํา้กลัน่      1,000 มิลลลิตร 
ทํา Stock solution ใสข่วดซีร่ัมนําไปไลแ่ก๊สออกซเิจน (degas) ด้วยการเตมิแก๊ส

ไนโตรเจน 99.995 เปอร์เซนต์เป็นเวลา 15 นาที นําไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 

 
5. สารละลาย resazurin  

resazurin     1 กรัม 
นํา้กลัน่      1,000 มิลลลิตร 
เก็บเป็น Stock solution 

 
6. 50% egg yolk emulsion 

1. ล้างไขใ่ห้สะอาด แช่ในเอทานอล 70 เปอร์เซนต์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  
2. เจาะไขด้่านแหลมด้วย forceps ปลอดเชือ้ เทไขข่าวออกให้หมด 
3. เทไข่แดงใสล่งในกระบอกตวงปลอดเชือ้ เติมนํา้เกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปลอดเชือ้ลงไป

ให้เท่ากบัปริมาตรของไขแ่ดง ใช้ปิเปตคนให้เป็นเนือ้เดียวกนั 
4. เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสจนกวา่จะนํามาใช้ 
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ภาคผนวก ค 
กราฟมาตรฐาน 

1.ปริมาณสารท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานของนํา้ตาล สําหรับนําไปคํานวณปริมาณนํา้ตาล  
(1) เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของนํา้ตาลกลโูคส ซูโครส และฟรุกโตสความเข้มข้น 

5% นํา้หนกัตอ่ปริมาตรเป็น stock mix sugar  
(2) ปิเปต Stock mix sugar จากข้อ 1 ผสมกบันํา้กลัน่เพ่ือทําเป็นสารละลายมาตรฐานท่ี

ความเข้มข้นตา่ง ๆ ตามตารางด้านลา่ง  
 
ตารางที่ ค-1 ปริมาณสารท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานผสมของนํา้ตาลกลโูคส ซูโครส และ     
ฟรุกโตส 
 

ความเข้มข้น  
(นํา้หนกัตอ่ปริมาตร) 

Stock mix sugar 
(ไมโครลติร) 

นํา้กลัน่ (ไมโครลติร) 

1 200 800 
2 400 600 
3 600 400 
4 800 200 
5 1000 0 

 
(3) ดดูสารละลายผสมของนํา้ตาลกลโูคส ซูโครส และฟรุกโตสท่ีแตล่ะความเข้มข้นใสล่ง 

vial ปริมาตร 560 ไมโครลิตรเพ่ือนําไปวิเคราะห์ปริมาณนํา้ตาลด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี
ของเหลวแบบสมรรถนะสงู 

(4) เขียนกราฟระหว่างพืน้ท่ีใต้กราฟกับค่าความเข้มข้นของสารละลายผสมของนํา้ตาล
กลโูคส ซโูครส และฟรุกโตสจะได้กราฟมาตรฐานของนํา้ตาลกลโูคส ซโูครส และฟรุกโตส 
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ภาพที่ ค-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายนํา้ตาลกลโูคส 
 

 
ภาพที่ ค-2 กราฟมาตรฐานของสารละลายนํา้ตาลซโูครส 
 

 
ภาพที่ ค-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายนํา้ตาลฟรุกโตส 
 

y = (3.9461x106)x +562716) 

R2 = 0.986 

y = (4.7984x106)x +672727 

y = (3.70166x106)x +(1.49729x106) 

R2 = 0.998 

R2 = 0.995 
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ภาพที่ ค-4 โครมาโทแกรมของสารละลายนํา้ตาลฟรุกโตส กลโูคส และซูโครสมาตรฐาน 

3 เปอร์เซน็ต์ตามลําดบั 
 
2.ปริมาณสารท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานของอะซิโตน เอทานอล บิวทานอล กรดอะซิติกและ
กรดบวิทิริกสําหรับนําไปคํานวณปริมาณสารทัง้ 5 ตวั  

(1) เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิโตน เอทานอล บิวทานอล กรดอะซิติกและ
กรดบวิทิริกความเข้มข้น 5 กรัมตอ่ลติรเป็น Stock mix solvent  
 
ตารางที่ ค-2 ปริมาณสารท่ีใช้ในการทําสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิโตน เอทานอล         
บวิทานอล กรดอะซติกิและกรดบวิทิริกความเข้มข้น 5 กรัมตอ่ลติร  
 
ความเข้มข้น 
Stock mix 

solvent  
(กรัมตอ่ลติร) 

อะซโิตน (กรัม
ตอ่ลติร) 

เอทานอล 
(กรัมตอ่ลติร) 

บวิทานอล 
(กรัมตอ่ลติร) 

กรดอะซติกิ 
(กรัมตอ่ลติร) 

กรดบวิทิริก 
(กรัมตอ่ลติร) 

5 314.07 316.77 310.27 238.81 263.05 
 

(2) ปรับปริมาตรในขวดวดัปริมาตร (Volumetric flask) ให้เทา่กบั 50 มิลลลิติร เก็บไว้เป็น 
Stock mix solvent 

(3) เตรียมสารละลายมาตรฐานของ n-propanol ความเข้มข้น 3 กรัมตอ่ลติรเป็น Internal 
standard  
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(4) เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมของอะซิโตน เอทานอล บิวทานอล กรดอะซิติกและ
กรดบวิทิริกท่ีเข้มข้นตา่ง ๆ ดงันี ้

 
ตารางแสดง ค-3 ปริมาณสาร Stock mix solvent ท่ีใช้ในการทํากราฟมาตรฐานของอะซโิตน เอ
ทานอล บวิทานอล กรดอะซติกิและกรดบวิทิริก เพ่ือใช้ในการคํานวณปริมาณสารทัง้ 5 ตวัของ
ตวัอยา่ง 
 

ความเข้มข้น 
(กรัมตอ่ลติร) 

Stock mix solvent  
(ไมโครลติร) 

นํา้กลัน่ 
(ไมโครลติร) 

n-propanol 
(ไมโครลติร) 

0 0 560 140 
0.2 28 532 140 
0.4 56 504 140 
0.6 84 476 140 
0.8 112 448 140 
1.0 140 420 140 
2.0 280 280 140 
3.0 420 140 140 
4.0 560 0 140 
 
(5) ดดูสารละลายผสมของอะซิโตน เอทานอล บิวทานอล กรดอะซิติกและกรดบิวทิริกท่ี

แตล่ะความเข้มข้นใสล่ง Vial ปริมาตร 560 ไมโครลิตรผสมกบั n-propanol 140 ไมโครลิตรเพ่ือ
นําไปวิเคราะห์ปริมาณสารทัง้ 5 ตวั 

(6) เขียนกราฟระหว่างพืน้ท่ีใต้กราฟกบัค่าความเข้มข้นของสารละลายผสมสารทัง้ 5 ตวั
จะได้กราฟมาตรฐานของของอะซโิตน เอทานอล บวิทานอล กรดอะซติกิและกรดบวิทิริก 
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ภาพที่ ค-5 กราฟมาตรฐานของอะซโิตน 
 

 
ภาพที่ ค-6 กราฟมาตรฐานของเอทานอล 

 

 
ภาพที่ ค-7 กราฟมาตรฐานของบวิทานอล 

 

y = 1.7517x  

y = 1.5494x  

y = 1.6074x  

R2 = 0.997 

R2 = 0.999 

R2 = 0.999 
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ภาพที่ ค-8 กราฟมาตรฐานของกรดอะซติกิ 
 

 
ภาพที่ ค-9 กราฟมาตรฐานของกรดบวิทิริก 

 
 
 

y = 0.6649x  

y = 1.0943x  

R2 = 0.999 

R2 = 0.999 
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ภาพที่ ค-10 โครมาโทแกรมของอะซิโตน เอทานอล internal standard บิวทานอล 

กรดอะซติกิและกรดบวิทิริกมาตรฐาน 4 กรัมตอ่ลติรตามลําดบั 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 
 นางสาวพรรณธิภา สง่เสริมพานิช เกิดเม่ือวนัท่ี 6 กนัยายน พ.ศ. 2528 ณ จงัหวดั
กรุงเทพมหานคร ระดบัปริญญาตรีสําเร็จการศกึษาระดบัปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต (จุล
ชีววิทยา) จากภาควิชาจลุชีววิทยา มหาวิทยาลยัขอนแก่น เม่ือปี พ.ศ. 2550 และเข้าศกึษาตอ่ใน
หลกัสตูรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี
การศกึษา 2551 โดยงานวิจยัชิน้นีไ้ด้มีการนําเสนอผลงานวิจยับางสว่นแบบโปสเตอร์ในโครงการ
ประชมุวิชาการเสนอผลงานวิจยัระดบันานาชาติ ครัง้ท่ี 22 วนัท่ี 20-22 ตลุาคม 2553 ณ 
มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ วิทยาเขตตรัง หวัข้อเร่ือง ANAEROBIC BACTERIA FROM COW 
DUNG FOR BIOFUEL APPLICATIONS ในงาน The 22nd Annual Meeting of the Thai 
Society for Biotechnology “International Conference on Biotechnology for Healthy Living 
“ และในโครงการประชมุวิชาการเสนอผลงานวิจยัระดบับณัฑิตศกึษา ครัง้ท่ี 20 วนัท่ี 2-3 
กมุภาพนัธ์ 2554 ณ บณัฑิตวิทยาลยั มหาวิทยาลยัมหิดล ศาลายา หวัข้อเร่ืองการคดัแยก
แบคทีเรียไม่ใช้ออกซิเจนจากวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตรและมูลสตัว์สําหรับการผลิตเชือ้เพลิง
ชีวภาพ ในงาน 20th National Grad Research Conference และนําเสนอแบบบรรยายในหวัข้อ
เร่ือง SCREENING OF ANAEROBIC BACTERIA FROM COW DUNG IN THAILAND FOR 
BIOFUEL PRODUCTION ในงาน 15th Biological Science Graduate Congress (2010), 
University of Malaya ประจําปี 2553 ระหวา่งวนัท่ี 15-17 ธนัวาคม 2553 

 

 

 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
	บทที่ 3 วิธีดำเนินการวิจัย
	บทที่ 4 ผลการทดลองและอภิปรายผล
	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ
	รายการอ้างอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผู้เขียน

