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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

สุพัตรา เลิศศรีวงษ์ : การคัดกรอง Clostridium sp. ที่มีความสามารถใช้
คาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออลโดยการ
วิเคราะห์ยีน acsA และ acsE (SCREENING OF Clostridium sp. WITH ABILITY TO 
UTILIZE CARBON DIOXIDE FOR PRODUCING ETHANOL, BUTANOL AND 2, 3-
BUTANDIOL BY acsA AND acsE  GENE ANALYSIS) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. 
ดร.ชมภูนุช กลิ่นวงษ{์, 86 หน้า. 

Clostridium spp. เป็นแบคทีเรียรูปท่อนเจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน สามารถสร้างสปอร์
ได ้มักพบกระจายทั่วไปตามธรรมชาติในรูปของสปอร์ มีความสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลาย 
รวมถึงสามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้โดยวิถี  Wood–
Ljungdahl ด้วยการท างานของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสที่ถูกควบคุมโดย
ยีน acsA ร่วมกับยีน acsE เพ่ือสร้างแอซิติลโคเอนไซม์เอที่เป็นสารตั้งต้นในการผลิตตัวละลายต่างๆ 
ได้แก่ กรดแอซิติก เอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล แต่มีแบคทีเรียในสกุลคลอสทริ 
เดียมเพียงไม่ก่ีชนิดที่สามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และผลิตตัวท าลายได้ ด้วยเหตุนี้การคัดเลือก
และการคัดแยกสายพันธุ์ใหม่ที่มีความสามารถในการผลิตเอทานอล บิวทานอลจึงได้รับความสนใจ
เพ่ิมขึ้น ในงานวิจัยนี้จึงสนใจการคัดเลือก Clostridium sp. ที่มีความสามารถใช้คาร์บอนไดออกไซด์
ในการผลิตตัวท าละลาย โดยเทคนิคการคัดแยกเชื้อแบบไร้ออกซิเจนซึ่งถูกแทนที่ด้วยแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ ในอาหารสูตร DSMZ640 จากแหล่งตัวอย่างใหม่ๆ ได้แก่ ท่อส่ง
แก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม และท่อไอเสียรถชนิดต่างๆ โดยอาศัยความรู้ทางพันธุศาสตร์โมเลกุล เพ่ือ
ใช้สืบหาและวิเคราะห์ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ในแบคทีเรียที่คัดแยกได้  จากการ
วิเคราะห์ล าดับเบสที่บริเวณ 16S rDNA พบว่าเชื้อที่คัดแยกได้เป็นแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม 14 
ไอโซเลท ซึ่งไอโซเลทที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออลได้ดีที่สุด 
คือ Clostridium sp. CUi ที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม สามารถผลิตเอทานอล
ได้สูงสุด 0.94 กรัมต่อลิตร บิวทานอล 1.11 กรัมต่อลิตร และ 2, 3 บิวเทนไดออล 0.28 กรัมต่อลิตร 
นอกจากนี้ยังพบยีนบางส่วนของ acsA ขนาด 1500 เบส ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการตรึงแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 
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Clostridium spp. is a strictly anaerobic, rod-shaped, gram-positive and spore-
forming bacteria that can utilize a large variety of substrates to producing solvents 
such as acetate, ethanol, butanol, and butyrate. This anaerobic bacteria can also 
consume carbon dioxide via Wood-ljungdahl pathway to reduced CO2 to acetyl CoA 
by carbon monoxide dehydrogenase (CODH)/Acetyl CoA synthase (ACS). 
The acsA gene has been reported to encode the catalytic domain of the key enzyme 
and acsE encode methyltransferase, which transfers the methyl group to CODH/ACS 
for generating Acetyl-CoA that serves as key intermediate for synthesis of cell mass 
and solvents. In this study, the carbon dioxide utilization of Clostridium species was 
isolated by specific screening condition from the industrial gas pipeline and exhaust 
pipe. The modified DSMZ640 media were used to isolate under anaerobic condition 
with 20% carbon dioxide. Morphological and genetical 16S rDNA identification were 
performed. There are 14 isolates showing the characteristics of Clostridium sp. From 
all isolates, isolate CUi from industrial gas pipeline showed the highest 
concentrations of ethanol, butanol and 2, 3-butanediol reaches 0.94, 1.11 and 0.28 
g/L respectively. Partial 1500 bp acsA gene was detected in genomics DNA 
of Clostridium sp. CUi. 
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บทที่ 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

ปัจจุบันปัญหาภาวะโลกร้อนอันเกิดจากการปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) สู่ชั้น

บรรยากาศที่เพ่ิมมากขึ้น ทั้งราคาน้ ามันที่ผันผวน และความต้องการพลังงานเชื้อเพลิงที่เพ่ิมมากขึ้น

ทุกวัน ในขณะที่วัตถุดิบหลักอย่างฟอสซิลที่เป็นแหล่งปิโตรเลียมนั้นมีอยู่อย่างจ ากัดและก าลังลด

น้อยลง จึงมีความจ าเป็นต้องเร่งหาพลังงานทดแทนที่สามารถใช้แทนเชื้อเพลิงฟอสซิลได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ ท าให้เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuels) อย่างเอทานอลและบิวทานอลก้าวมามีบทบาท

ส าคัญในด้านเชื้อเพลิงทดแทนที่ใช้ในการขนส่ง ด้วยคุณสมบัติต่างๆที่ใกล้เคียงกับเบนซีน ได้แก่ ค่า

ออกเทน (octane number) ปริมาณพลังงาน (energy content) และความหนาแน่นของพลังงาน 

(energy density) โดยเฉพาะบิวทานอลซึ่งเป็นไบโอแอลกอฮอล์ที่ก าลังเป็นที่สนใจในปัจจุบัน 

เนื่องจากมีคุณสมบัติที่คล้ายกับน้ ามันเบนซินที่ใช้กับรถยนต์มากกว่าไบโอแอลกอฮอล์ตัวอ่ืนๆ 

นอกจากนี้เอทานอลและบิวทานอลยังใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรมเคมี การผลิตสี และน้ ามัน

เคลือบเงา (Lacquers) เช่นเดียวกับ 2, 3 บิวเทนไดออล ที่นิยมใช้เป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรม

สังเคราะห์ยาง สารละลายและอุตสาหกรรมยา โดยเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์สาร เช่น 

สารละลายเมทิลเอทิลคีโตน (MEK) แกมมาบิวทีโรแลคโทน (GBL) และ 1, 3 บิวทาไดอีน ซึ่งมีการ

ผลิตและใช้มาตั้งแต่ช่วงสงครามโลกครั้งที่ 2 (Celińska และคณะ, 2009) 

การผลิตสารละลายเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล สามารถผลิตได้จาก

กระบวนการหมักโดยแบคทีเรียที่ ได้ แอซี โตน (acetone) บิวทานอล (butanol) เอทานอล 

(ethanol) เป็นผลิตภัณฑ์ หรือท่ีเรียกว่า ABE fermentation แบคทีเรียที่ใช้ในกระบวนการ ABE กัน

มาช้านานเป็นแบคทีเรียในสกุลคลอสทริ เดียม (Clostridium spp.) โดยเฉพาะ Clostridium 

acetobutylicum และ C. beijerinckii ซึ่งมีการศึกษาข้อมูลทางพันธุกรรมในจีโนมอย่างครบถ้วน 

แบคทีเรีย 2 ชนิดนี้เป็นที่สนใจเนื่องจากให้ปริมาณผลิตภัณฑ์ตัวท าละลายสูงในระยะเวลาอันสั้น 

(Jones และ Woods, 1986)  และมีประวัติการใช้งานอย่างยาวนาน ตั้งแต่ในช่วงสงครามโลกครั้งที่ 
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1 แบคทีเรียในตระกูลนี้ถูกใช้เพ่ือผลิตแอซีโตน ก่อนจะกลายเป็นที่สนใจในด้านการผลิตไบโอ

แอลกอฮอล์ที่มีศักยภาพ ด้วยคุณสมบัติที่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย โดยในยุคแรก

ของการผลิตเอทานอลนิยมผลิตจากการหมักแป้งหรือน้ าตาลจากพืชที่เป็นแหล่งอาหารของมนุษย์และ

สัตว์ เช่น ข้าวโพด อ้อย หรือหัวบีท แต่ต่อมาประสบกับปัญหาการแย่งพ้ืนที่ปลูกพืชเพ่ือเป็นแหล่ง

อาหารกับพ้ืนที่ส าหรับปลูกพืชผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ จึงได้หันมาสนใจการใช้ลิกโนเซลลูโลส 

(lignocellulose) เป็นสารตั้งต้นในการผลิตไบโอแอลกอฮอล์ แต่ด้วยปัญหาทางด้านค่าใช้จ่ายที่

ค่อนข้างสูงในการท า pre-treatment ในกระบวนการย่อยโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสด้วยสารเคมีและ

เอนไซม์เพ่ือเปลี่ยนเซลลูโลสให้อยู่ในรูปที่ต้องการใช้งานได้ เพ่ือเป็นการหลีกเล่ียงปัญหาดังกล่าวจึง

น าไปสู่การหาแหล่งคาร์บอนอ่ืนที่ไม่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจ เช่น แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งถูก

ปลดปล่อยอย่างมากมายจากโรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ เป็นวตัถดุบิในการสังเคราะห์สารละลายต่างๆ

แทน (Lee และคณะ, 2008) 

แบคทีเรียที่สามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์มีอยู่หลายสกุล แต่ที่สามารถผลิตเอทานอล 

บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล ได้มีอยู่ไม่กี่ชนิด ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม 

ได้แก่ C. thermoaceticum (Wood, 1991), C. autoethanogenum (Köpke, Mihalcea, Liew, 

และคณะ, 2011), C. ljungdahlii (Köpke และคณะ, 2010) และ C. carboxidivorans (Liou และ

คณะ, 2005) เป็นต้น แบคทีเรียเหล่านี้สามารถใช้แก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ หรือแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนโดยผ่านวิถี Wood–Ljungdahl (Daniell และคณะ, 2012) 

ซึ่งค้นพบครั้งแรกในกลุ่มแบคทีเรียที่ผลิตกรด (acetogen) ใน Moorella thermoacetica (เดิมชื่อ 

C. thermoaceticum) ลักษณะของวิถีนี้มีรูปแบบแบ่งเป็น 2 สาขา เรียกว่า สาขาอีสเทิร์น (Eastern 

branch) และสาขาเวสเทิร์น (Western branch)  เมื่อแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ถูกตรึงเข้าในวิถีนี้ 

สาขาอีสเทิร์นจะท าหน้าที่สร้างหมู่เมทิล (CH3) และสาขาเวสเทิร์นท าหน้าที่สร้างหมู่คาร์บอนิล (CO) 

จากแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ โดยการท างานของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส (CODH) 

ซึ่งจัดเป็นเอนไซม์ที่มีความส าคัญในวิถี Wood–Ljungdahl หมู่เมทิลที่ได้จากสาขาอีสเทิร์นจะถูก

ขนส่งโดยเมธิลทรานเฟอร์เรสที่จับอยู่กับโปรตีนคอร์รินอยด์เพ่ือไปรวมกับหมู่คาร์บอนิลของสาขาเวส

เทิร์น และรวมเข้ากับโคเอนไซม์เอ ได้เป็นแอซิติลโคเอนไซม์เอ ซึ่งจะเป็นสารตั้งต้นที่จะเข้าในวิถีอ่ืนๆ 
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เพ่ือสร้างองค์ประกอบต่างๆภายในเซลล์ และสังเคราะห์สารผลิตภัณฑ์ตัวอ่ืนๆต่อไป ได้แก่ เอทานอล 

บิวทานอล บิวทิเรท แอซิเตตและ 2, 3 บิวเทนไดออล เป็นต้น (Ragsdale และคณะ, 2008) 

งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็น

แหล่งคาร์บอนได้ โดยสนใจแบคทีเรียที่มีความสามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในการผลิตเอทา

นอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล และอาศัยความรู้ทางพันธุศาสตร์โมเลกุลเพ่ือใช้สืบหาและ

วิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ในแบคทีเรียที่คัดแยกได้ เพ่ือการประยุกต์ใช้ใน

กระบวนการผลิตและสิ่งแวดล้อมต่อไปในอนาคต 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1. เพ่ือคัดกรอง Clostridium spp. ที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 

บิวเทนไดออล 

2. เพ่ือวิเคราะห์ยีน acsA และ acsE ร่วมกับกิจกรรมของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์ของแบคทีเรียที่คัดแยกได้และมีความสามารถในการผลิตตัวท าละลาย 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 1. ค้นคว้าเอกสารและข้อมูลที่เก่ียวข้องกับงานวิจัย 

2. เก็บตัวอย่างและคัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 

 3. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

4. ระบุชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสยีน 16S rDNA และจัดท า

แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) เพ่ือดูความสัมพันธ์ของเชื้อที่คัดแยกได้ 

5. วิเคราะห์หายีน  acsA และ acsE ที่เกี่ยวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ของ

แบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมที่คัดแยกได้ 

6. ศึกษาความสามารถในการหมักโดยใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ของ Clostridium sp. ที่

คัดแยกได ้
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7. วิเคราะห์สารผลิตภัณฑ์จากการหมัก การเจริญ และวัดกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนมอ- 

นอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส 

8. สรุปผลและเขียนวิทยานิพนธ์ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ได้ไอโซเลตที่มีศักยภาพในการผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล โดย

สามารถใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนได้ 

2. ได้ข้อมูลทางพันธุกรรมของไอโซเลตในส่วนของยีนที่เกี่ยวข้องกับการใช้คาร์บอนไดออก- 

ไซด์ พร้อมทั้งกระบวนการที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล 
Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพ 

เชื้อเพลิงชีวภาพ (Biofuels) เป็นเชื้อเพลิงที่ได้จากชีวมวล (biomass) ซึ่งเป็นผลผลิตจากพืช

และสัตว์ นอกจากนี้ยังได้จากสารอินทรีย์ เช่น วัสดุเหลือใช้จากทางการเกษตรและจากอุตสาหกรรม 

เชื้อเพลิงชีวภาพมีทั้งในรูปของแข็ง (ถ่านชีวภาพ) ของเหลว (เอทานอล บิวทานอล และไบโอดีเซล) 

และแก๊ส (แก๊สชีวภาพ แก๊สสังเคราะห์ แก๊สไฮโดรเจน) ซึ่งจัดเป็นพลังงานหมุนเวียน (renewable 

energy) และเป็นพลังงานสะอาด (clean energy) ที่สามารถฟ้ืนฟูหมุนเวียนมาใช้ใหม่ได้ ช่วยลด

ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ที่เกิดจากการเผาไหม้ รวมถึงลดปริมาณแก๊สอ่ืนๆที่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม 

ซึ่งแตกต่างจากเชื้อเพลิงฟอสซิลอย่างถ่านหินและปิโตรเลียมที่ เป็นพลังไม่หมุนเวียน (non-

renewable energy) และเป็นแหล่งปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ที่เป็นสาเหตุของภาวะโลกร้อน  

(Demirbas, 2009)  

เอทานอลและบิวทานอล จัดเป็นเชื้อเพลิงชีวภาพในอนาคตที่ก าลังเป็นที่สนใจอย่างมาก 

เนื่องจากคุณสมบัติต่างๆ เช่น ค่าออกเทน (octane number) ปริมาณพลังงาน (energy content) 

และความหนาแน่นของพลังงาน (energy density) มีความคล้ายคลึงกับน้ ามันเบนซิน (ตารางที่ 2.1) 

ท าให้สามารถน ามาผสมกับน้ ามันเบนซินใช้เป็นน้ ามันเชื้อเพลิงได้ ส่งผลให้ลดการใช้น้ ามันจากฟอสซิล

ที่ใกล้จะหมดไปได้ ปัจจุบันเชื้อเพลิงชีวภาพที่ถูกใช้และผลิตมากที่สุดทั่วโลก คือ เอทานอล โดยผู้ผลิต

รายใหญ่ของโลกคือ บราซิล รองลงมาคือ สหรัฐอเมริกา (Demirbas และคณะ, 2006) และมี

แนวโน้มที่เชื้อเพลิงชีวภาพจะถูกใช้สูงขึ้นในอนาคต ตัวอย่างเช่น ในสหภาพยุโรปมีเป้าหมายให้

ประเทศสมาชิกผลิตเชื้อเพลิงจากแหล่งพลังงานทดแทน (renewable source) เพ่ิมขึ้น 10 

เปอร์เซ็นต์ของน้ ามันเชื้อเพลิงที่ใช้ทั้งหมดภายในปี 2020 ซึ่งนอกจากยุโรปแล้ว จีนเป็นอีกประเทศที่มี

แผนเพ่ิมการใช้เชื้อเพลิงชีวภาพรวมถึงพลังงานทดแทนด้านอ่ืนให้ได้ 10 เปอร์เซ็นต์ของพลังงาน

ทั้งหมดในอีก 10 ปีข้างหน้า (Luo และคณะ, 2009) รวมถึงในประเทศไทยมีแผนส่งเสริมให้มีการใช้

และผลิตเอทานอลเพ่ิมมากขึ้นเพ่ือให้เป็นเชื้อเพลิงทดแทนการน าเข้าน้ ามันจากต่างประเทศ โดยมี
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แผนการผลิตเอทานอลระหว่างปี 2012-2016 เป็นปริมาตร 6.2 ล้านลิตรต่อวัน และคาดว่าในปี 

2017-2022 จะผลิตได้สูงถึง 9.0 ล้านลิตรต่อวัน (กาญจนา แสงลิ้มสุวรรณ, 2553) 

ตารางที่ 2.1 คุณสมบัติต่างๆ ของน้ ามันเบนซินเปรียบเทียบกับบิวทานอลและเอทานอล (Dürre, 
2007) 

คุณสมบัติ บิวทานอล น้ ามันเบนซิน เอทานอล 

ความหนาแน่นพลังงาน (Energy density, MJ/L) 27-29.2 32 19.6 
ปริมาณพลังงาน  
(Energy content/value, BTU/gal) 

110000 115000 84000 

อัตราส่วนผสมระหว่างน้ ามันและอากาศ  
(Air-fuel ratio) 

11.2 14.6 9 

ค่าออกเทนโดยวิธีวิจัย  
(Research octane number, RON) 

96 91-99 129 

ค่าออกเทนโดยวิธีมอเตอร์  
(Motor octane number, MON) 

78 81-89 102 

 

2.1.1 เอทานอล 

เอทานอล หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) มีสูตรเคมี C2H5OH มีน้ าหนัก

โมเลกุล 46.07 กรัมต่อโมล ลักษณะทางกายภาพเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ระเหยได้ง่าย และมีความ

ไวไฟ สามารถผลิตได้ 2 วิธี คือ กระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี โดยมีเอธิลีน (C2H4) เป็นสารตั้งต้น 

และกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์ โดยใช้แป้งและน้ าตาล หรือวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่

ประกอบด้วยลิกโนเซลลูโลสเป็นสารตั้งต้น โดยกระบวนการผลิตทางชีวภาพนี้เป็นที่นิยมอย่าง

กว้างขวาง และวัตถุดิบที่น ามาใช้เป็นสารตั้งต้นขึ้นอยู่กับความเหมาะสมของแต่ละประเทศผู้ผลิต 

ได้แก่ อ้อย ข้าวโพด ฟางข้าว มันส าปะหลัง และกากน้ าตาล เป็นต้น (Goldemberg, 2007) การ

น ามาใช้ประโยชน์นิยมน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารเคมีชนิดอ่ืนๆ หรือน ามาใช้ประโยชน์

โดยตรง เช่น ใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม ใช้เป็นตัวท าละลาย และเชื้อเพลิง เป็นต้น  
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การใช้เอทานอลเป็นเชื้อเพลิงสามารถใช้ได้ 3 รูปแบบ คือ  

1. ใช้เป็นเชื้อเพลิงโดยตรง โดยใช้เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์ แทนน้ ามันเบนซินหรือ

น้ ามันดีเซล ซึ่งรถยนต์ที่สามารถใช้งานแบบนี้ได้ต้องเป็นรถที่ถูกออกแบบมาเป็นพิเศษ โดยชิ้นส่วน

ต่างๆ ของเครื่องยนต์ เช่น ถังน้ ามัน ท่อน้ ามัน ท่อยาง หัวฉีดและแหวนยางต่างๆ ถูกออกแบบและใช้

วัสดุที่สามารถทนทานการกัดกร่อนต่อเอทานอล เนื่องจากเอทานอลสามารถกัดกร่อนโลหะ ยาง และ

พลาสติกบางชนิดได ้(Sheehan และคณะ, 2003) 

2. น าไปผสมกับน้ ามันเบนซินในอัตราส่วนระหว่างน้ ามันเบนซิน 90 เปอร์เซ็นต์กับ

แอลกอฮอล์ 10 เปอร์เซ็นต์ เรียกว่า แก๊สโซฮอล์ (Gasohol)  น้ ามันผสมนี้ใช้กันในหลายประเทศ และ

มีอัตราส่วนการผสมที่แตกต่างกันของแต่ละประเทศ (ตารางที่ 2.2) ซึ่งมีชื่อเรียกแตกต่างตาม

อัตราส่วนการผสม น้ ามัน E5 E10 และ E15 สามารถใช้ได้กับรถปกติทั่วไป แต่น้ ามัน E25 และ E85 

จะใช้ได้กับเครื่องยนต์ที่มีการออกแบบมาโดยเฉพาะเท่านั้นหรือใช้กับรถยนต์ที่เรียกว่า Flexible 

Fuel Vehicle (FFV) (Graham และคณะ, 2008) 

ตารางท่ี 2.2 ส่วนผสมของน้ ามันแก๊สโซฮอล์ที่นิยมใช้ทั่วโลก (Gravalos และคณะ, 2011) 

ชื่อน้ ามัน เอทานอล (%) น้ ามันเบนซิน ประเทศผู้ใช้ 

E5 5 95 ยุโรปตะวันตก 
E10 10 90 สหรัฐอเมริกา 
E15 15 85 สหรัฐอเมริกา 
E20 20 80 ไทย 
E25 25 75 บราซิล 
E85 85 15 สหรัฐอเมริกา 

 

3. ใช้เป็นสารเพ่ิมค่าออกเทนในน้ ามันเบนซิน ด้วยคุณสมบัติของเอทานอลที่มีค่า

ออกเทนสูง (สูงได้มากกว่า 100) ทดแทนการใช้สาร Methyl Tertiary Butyl Ether (MTBE) ที่ท าให้

เกิดการปนเปื้อนในน้ าใต้ดินและน้ าดื่ม โดยค่าออกเทนจะเพ่ิมขึ้นตามสัดส่วนของเอทานอลที่ใช้ผสม

ในน้ ามันเบนซิน 
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การผลิตแอลกอฮอล์ในประเทศไทย รัฐบาลได้มีนโยบายส่งเสริมให้ใช้ผลผลิตทาง

การเกษตร เช่น อ้อย มันส าปะหลัง กากน้ าตาลซึ่งเป็นของเสียจากโรงงานน้ าตาล รวมถึงผลผลิตทาง

การเกษตรอย่าง ข้าว ข้าวโพด และข้าวฟ่าง ที่ผลิตมากในไทยมาเป็นวัตถุดิบในการผลิตไบโอ

แอลกอฮอล์ กระทรวงพลังงานได้ก าหนดแผนแม่บทพลังงานทดแทน 15 ปี หรือ Renewable 

Energy Development Plan (REDP) ปี 2552 มีเป้าหมายส่งเสริมด้านพลังงานทดแทนให้เพ่ิมขึ้น 

20 เปอร์เซ็นต์ในปี พ.ศ. 2565 ท าให้น้ ามันแก๊สโซฮอล์ที่จัดเป็นพลังงานทดแทนชนิดหนึ่งที่มีบทบาท

ในด้านพลังงานในประเทศไทย เพราะช่วยลดการน าเข้าน้ ามันเบนซินและสารเพ่ิมค่าออกแทน MTBE 

ทั้งเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้ผลผลิตทางการเกษตรและช่วยลดปริมาณมลพิษทางอากาศ เพราะแก๊ส

โซฮอล์ลดปริมาณแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ได้ถึง 30 เปอร์เซ็นต์ ปัจจุบันน้ ามันแก๊สโซฮอล์ E10 E20 

เป็นที่นิยมใช้อย่างแพร่หลายในไทย ส่วนน้ ามันแก๊สโซฮอล์ E85 ก าลังมีการส่งเสริมและเดินทางหน้า

อย่างต่อเนื่อง (กระทรวงพลังงาน, 2557) 

2.1.2 บิวทานอล 

บิวทานอล หรือ บิวทิลแอลกอฮอล์ (butyl alcohol) มีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ 4 

คาร์บอน มีสูตรโครงสร้างเป็น C4H9OH (ภาพที่ 2.1) มีน้ าหนักโมเลกุล 74.12 กรัมต่อโมล ลักษณะ

ทางกายภาพเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ติดไฟได้ง่าย มีกลิ่นแอลกอฮอล์คล้ายกล้วย ระคายเคืองต่อตา

และผิวหนัง สามารถผลิตได้สองวิธีคือ ด้วยกระบวนการทางเคมีที่ได้จากน้ ามันหรือไฮโดรคาร์บอน 

และจากกระบวนการทางชีวภาพโดยการหมักด้วยจุลินทรีย์ จากวัตถุดิบที่มีความหลากหลาย ได้แก่ 

แปง้ น้ าตาล และวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรที่ประกอบไปด้วยเซลลูโลสและลิกโนเซลลูโลส จุลินทรีย์

ที่นิยมใช้ในอุสาหกรรมบิวทานอล คือ แบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม (Clostridium spp.) ผ่าน

กระบวนการที่เรียกว่า กระบวนการหมักเพ่ือผลิต แอซีโตน-บิวทานอล-เอทานอล (Acetone-

Butanol-Ethanol fermentation) บิวทานอลนิยมใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรมเคมีและสิ่งทอ 

นอกจากนี้ยังใช้เป็นสารสกัดในอุตสาหกรรมยาและอาหารอีกด้วย (Lee และคณะ, 2008) 
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ภาพที่ 2.1 โครงสร้างบิวทานอล 
 
ตารางท่ี 2.3 คุณสมบัติทางฟิสิกส์และเคมีของบิวทานอล (Lee และคณะ, 2008) 

คุณสมบัติ บิวทานอล 

จุดหลอมเหลว (Melting point, C) -89.3 

ความถ่วงจ าเพาะ (Specific gravity) 0.810-0.812 

อุณหภูมิการจุดติดไฟ (Ignition temperature, C) 35-37 

อุณหภูมิการติดไฟเอง (Auto-ignition, C) 343-345 

จุดวาบไฟ (Flash point, C) 25-29 

ความหนาแน่นสัมพัทธ์ (Relative density, น้ า: 1.0) 0.81 
ความดันวิกฤต (Critical pressure, hPa) 48.4 

อุณหภูมิวิกฤต (Critical temperature, C) 287 

การระเบิด (Explosive limits, vol.% in air) 1.4-11.3 

การละลายน้ า (Water solubility, 9.0 mL/ 100mL), ที่ 20 C 7.7 กรัม/น้ า 100 มล. 

ความหนาแน่นสัมพัทธ์ของไอน้ า (Relative vapor density, อากาศ: 
1.0) 

2.6 

ความดันไอ (Vapor pressure, kPa ที่ 20 C) 0.58 
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การใช้บิวทานอลเป็นเชื้อเพลิง ด้วยคุณสมบัติของบิวทานอลที่มีข้อดีกว่าเอทานอล

ในการใช้เป็นพลังงานเชื้อเพลิงหลายประการ (ตารางที่ 2.3) ได้แก่ บิวทานอลมีการกัดกร่อนน้อยกว่า

เอทานอล จึงไม่จ าเป็นต้องปรับเปลี่ยนเครื่องยนต์ส าหรับการใช้บิวทานอล การมีความเป็นขั้วต่ า

สามารถผสมกับน้ ามันเบนซินได้ในอัตราส่วนต่างๆ ได้อย่างสมบูรณ์ ในด้านความปลอดภัย บิวทานอล

มีการระเหยต่ ากว่าจึงมีความพิษน้อยกว่าเอทานอล มีความดันไอต่ าและมีอุณหภูมิการติดไฟสูงท าให้

อันตรายน้อยกว่าเอทานอลที่ติดไฟง่าย นอกจากนี้บิวทานอลให้ค่าพลังงานสูงกว่าเอทานอลและมีค่า

ใกล้เคียงกับน้ ามันเบนซิน ท าให้เครื่องยนต์ท างานได้ประสิทธิภาพเท่ากับการใช้น้ ามันเบนซิน ในด้าน

สิ่งแวดล้อมบิวทานอลมีความเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมมากกว่า เนื่องจากมีการปลดปล่อยแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ ไฮโดรคาร์บอน และสารพิษอ่ืนๆ น้อยกว่าเมื่อเทียบกับการให้เอทานอลและ

น้ ามันเบนซิน (Jin และคณะ, 2011) 

2.2 การผลิตไบโอแอลกอฮอล์ 

การผลิตและการใช้เชื้อเพลิงชีวภาพมีประวัติมายาวนาน โดยการผลิตเอทานอลนั้นถูกคิดค้น

ขึ้นตั้งแต่สมัยก่อนคริสตกาล โดยกระบวนการหมักน้ าตาลและแป้งด้วยจุลินทรีย์ได้สารผลิตภัณฑ์เป็น

เอทานอล และกระบวนการนี้ถูกใช้มาเป็นเวลานานหลายพันปี แต่ยังไม่มีการใช้กับเครื่องยนต์กระทั่ง

นักประดิษฐ์ที่มีชื่อเสียงชาวเยอรมันคือ นิโคลัส ออตโต และรูดอล์ฟ ดีเซล ผู้คิดค้นระบบเครื่องยนต์ที่

สามารถใช้กับเอทานอลและน้ ามันสกัดจากพืช (natural oils) จึงเป็นจุดเริ่มต้นใช้เอทานอลเป็น

พลังงานเชื้อเพลิง (Köpke, Mihalcea, Bromley, และคณะ, 2011) ต่อมาภายหลังได้มีการใช้ลิกโน

เซลลูโลส กลีเซอรอล และแก๊สสังเคราะห์เป็นวัตถุดิบในการผลิต เพ่ือหลีกเลี่ยงปัญหาการแย่งพืช

อาหารและพ้ืนที่เพาะปลูก (Demirbas, 2009) โดยน ามาใช้ในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตเอทานอล 

บิวทานอล และแอซีโตน หรือเรียกว่า ABE fermentation 

2.2.1 การผลิตไบโอแอลกอฮอล์ด้วยการหมัก 

เอทานอลและบิวทานอลสามารถผลิตได้ด้วยกระบวนการหมักที่เรียกว่า ABE 

fermentation (Acetone-Butanol-Ethanol) ที่ประสบความส าเร็จในการผลิตแอซีโตนระดับ

อุตสาหกรรม เพื่อน ามาใช้เป็นเชื้อเพลิงระเบิดในช่วงสงครามโลกครั้งที่ 1 โดยไคม์ ไวซ์แมนน์ สามารถ

คัดแยกแบคทีเรียชนิดคลอสทริเดียม การผลิตแอซีโตนจากการหมักวัสดุประเภทแป้งด้วยเชื้อ

แบคทีเรีย C. acetobutylicum (Dürre, 2007; Köpke, Noack, และคณะ, 2011) ซึ่งในขณะนั้นบิว
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ทานอลที่ถูกผลิตขึ้นจ านวนมากไม่ได้รับความสนใจและได้ถูกเก็บรักษาไว้ในคลัง ภายหลังสงครามโลก

ครั้งที่ 1 ความต้องของแอซีโตนเริ่มลดลง ท าให้โรงงานที่เป็นแหล่งผลิต ABE ปิดตัวลง (Dürre, 2007) 

และกลับมาเปิดตัวอีกครั้งช่วงสั้นๆในสงครามโลกครั้งที่ 2 ก่อนจะถูกปิดอย่างยาวนาน เนื่องจากราคา

ของวัตถุดิบที่สูงขึ้น และไม่สามารถแข่งขันกับการผลิตจากน้ ามันดิบของตะวันออกกลางที่มีราคาถูก

กว่าได้ เป็นเหตุให้เทคโนโลยี ABE fermentation ยุติลงในสถานการณ์นั้น ปัจจุบันมีการฟ้ืนฟู

เทคโนโลยีนี้ขึ้น มีการเปิดโรงงานการผลิตอีกครั้งและมีแผนสร้างโรงงานใหม่ในประเทศจีน อเมริกา 

อังกฤษ บราซิล ฝรั่งเศส และออสเตรีย เนื่องมาจากภาวะราคาน้ ามันโลกมีแนวโน้มสูงขึ้นอย่าง

ต่อเนื่อง(Dürre, 2007; Köpke, Mihalcea, Bromley, และคณะ, 2011) 

กระบวนการหมักเพ่ือผลิต ABE แบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมจัดเป็นแบคทีเรียที่

สร้างตัวท าละลาย (solventogenic bacteria) ที่มีศักยภาพ โดยในกระบวนการหมักขนาดใหญ่นิยม

ใช้ C. acetobutylicum และ C. beijerinckii ซึ่งแบคทีเรียทั้งสองชนิดได้มีการศึกษาข้อมูลทาง

สรีรวิทยาและข้อมูลทางพันธุกรรมในจีโนมครบสมบูรณ์และมีผู้ศึกษาท างานวิจัยอย่างกว้างขวาง 

เนื่องมาจากแบคทีเรียชนิดนี้สามารถใช้คาร์โบไฮเดรตได้อย่างหลากหลายเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับ

การผลิตแอลกอฮอล์ โดยวัตถุดิบที่นิยมอย่างมากในการผลิตเชื้อ เพลิงชีวภาพได้จากพืชอาหาร เช่น 

อ้อย ข้าวโพด และหัวบีท เป็นต้น 

2.2.2 วิวัฒนาการในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ (Generation of biofuel) 

การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพได้มีวิวัฒนาการตามแหล่งวัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเชื้อเพลิง 

จากการประสบปัญหาต่างๆ ในกระบวนการผลิต ได้แก่ ราคาของวัตถุดิบที่ไม่คงที่ ปริมาณที่ไม่

เพียงพอต่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรมและกระบวนการแปรรูปของวัตถุดิบที่มีค่าใช้จ่ายสูง น าไปสู่

การสรรหาแหล่งวัตถุดิบใหม่ๆ ที่ยั่งยืนต่อการผลิตในระดับอุตสาหกรรม โดยแบ่งออกเป็น 4 ยุด ได้แก่ 

- เชื้อเพลิงชีวภาพยุดที่ 1 (First  generation biofuel) การผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพใน

รุ่นแรกๆขึ้นอยู่กับพืชอาหาร เช่น หัวบีท อ้อย ข้าวโพด ข้าวสาลี และมันส าปะหลัง เป็นวัตถุดิบในการ

ผลิตเอทานอล และน้ ามันพืชและไขมันสัตว์ส าหรับการผลิตไบโอดีเซล แม้ว่าจะมีการคิดค้นและ

พัฒนาวิธีในการผลิตเอทานอลจนประสบความส าเร็จ โดยการใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 

แต่พบว่ายีสต์ไม่สามารถใช้น้ าตาล C5 และไม่สามารถผลิตบิวทานอลได้ (Sims และคณะ, 2008)และ
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ปัญหาการใช้พืชที่เป็นอาหารของมนุษย์มาเป็นวัตถุดิบของคาร์โบไฮเดรต หากผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพใน

ระดับอุตสาหกรรม จะต้องการพ้ืนที่ทางการเกษตรจ านวนมาก ซึ่งจะน าไปสู่ปัญหาความขัดแย้งใน

พ้ืนที่ในการเพาะปลูกที่เพ่ิมขึ้นมากกว่าพ้ืนที่เพาะปลูกพืชเพ่ือเป็นอาหาร และเมื่อความต้องการพืช

เพ่ือผลิตเชื้อเพลิงเพ่ิมมากขึ้นจะส่งกระทบผลต่อราคาพืชอาหารทั่วโลกพุ่งสูงขึ้น  (Naik และคณะ, 

2010) 

- เชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่ 2 (Second generation biofuel) เป็นการใช้ชีวมวลลิกโน

เซลลูโลส ได้แก่ ไม้ โดยเฉพาะพืชพลังงาน และวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรมาเป็นวัตถุดิบ เพ่ือลด

ปัญหาการแย่งแหล่งอาหารของมนุษย์ ชีวมวลลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วย เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 

และลิกนิน ซึ่งลิกนินเป็นส่วนที่ทนทานต่อการย่อยสลายอย่างมาก ดังนั้นในการน าลิกโนเซลลูโลสมา

ใช้ต้องท าการแยกลิกนินออกจากคาร์โบไฮเดรต เรียกขั้นตอนนี้ว่า pre-treatment ได้แก่ การระเบิด

ด้วยไอน้ า (steam explosion) หรือการปรับสภาพด้วยกรดหรือด่างความเข้มข้นสูง เพ่ือให้ได้ส่วน

โครงสร้างของคาร์โบไฮเดรตที่สามารถย่อยเป็นน้ าตาลอย่างง่ายด้วยเอนไซม์ จากนั้นจะเข้าสู่

กระบวนการหมัก ซึ่งวิธีการดังกล่าวนั้นมีค่าใช้จ่ายสูงและมีข้อจ ากัด อีกวิธีคือการใช้จุลินทรีย์ที่ย่อย

เซลลูโลส (cellulolytic microorganism) เช่น C. cellulolyticum, C. termocellum และ C. 

phytofermentans ในการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสและการหมักน้ าตาลในขั้นตอนเดียวเรียก

กระบวนการนี้ว่า Consolidated Bioprocessing Process (CBP) อย่างไรก็ตามกระบวนการเหล่านี้

ยังมีอัตราการผลิตค่อนข้างต่ าและอยู่ระหว่างการด าเนินการวิจัยและพัฒนา ซึ่งได้ผลใกล้เคียงกับ

เชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่ 1 (Datar และคณะ, 2004) 

- เชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่ 3 (Third generation biofuel) เป็นการผลิตเชื้อเพลิง

ชีวภาพจากสาหร่ายที่ให้น้ ามัน (algae fuel) โดยระบบการเลี้ยงสาหร่ายจะใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 

(bioreactor) ไม่จ าเป็นต้องใช้ที่ดินการเกษตรส าหรับเพาะปลูก มีผลผลิตต่อพ้ืนที่สูงมาก และ

สาหร่ายบางชนิดสามารถเพาะเลี้ยงได้ในน้ าเค็ม ท าให้ช่วยลดค่าใช้จ่ายในการผลิต เชื้อเพลิงที่ผลิต

จากสาหร่ายสามารถน าไปผลิตเป็นเชื้อเพลิงได้หลากหลาย เช่น น้ ามันดีเซล น้ ามันเบนซิน และน้ ามัน

อากาศยาน เป็นต้น (Nigam และคณะ, 2011)  
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- เชื้อเพลิงชีวภาพรุ่นที่ 4 (Fourth generation biofuel) เน้นการใช้วัตถุดิบราคา

ถูกและไม่เป็นที่ต้องการของตลาด จึงมีความสนใจไปที่แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ นอกจากจะมีราคาถูก 

และยังมีจ านวนมหาศาล การใช้แก๊สในกระบวนการหมักมีข้อดีกว่าเทคโนโลยีการผลิตเชื้อเพลิงในรุ่น

แรกหลายประการ ได้แก่ เป็นการใช้ชีวมวลที่ไม่ใช่แหล่งอาหาร เป็นแหล่งวัตถุดิบที่มีมากอย่าง

เพียงพอต่อการผลิตน้ ามันเชื้อเพลิง นอกจากนี้กระบวนการหมักแก๊สมีข้อดีกว่าเทคโนโลยีใน 2 รุ่น

แรก ตรงที่มีความยืดหยุ่นของวัตถุดิบและเศรษฐศาสตร์การผลิต (Liew และคณะ, 2013) 

2.3 การใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นสารตั้งต้นของกระบวนการหมัก 

ในภาวะที่ราคาน้ ามันผันผวนและราคาแพงขึ้นอย่างต่อเนื่อง ท าให้มีการเริ่มต้นพัฒนาหา

แหล่งพลังงานที่ยั่งยืนทดแทนพลังงานทางปิโตรเคมี และเนื่องจากเทคโนโลยีการผลิตพลังงาน

เชื้อเพลิงในรุ่นที่ 1 และ 2 ยังขาดความยืดหยุ่นของวัตถุดิบและเศรษฐศาสตร์การผลิต ด้วยราคา

น้ าตาลทรายโลกมีความผันผวนสูงในช่วง 10 ปีที่ผ่านมา สร้างความไม่แน่นอนให้กับการใช้วัตถุดิบ

ส าหรับการการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพในระดับอุตสาหกรรม ส่งผลให้นักวิจัยในหลายประเทศหันมา

สนใจการใช้แก๊สสังเคราะห์ (syngas) และแก๊สเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมาเป็นวัตถุดิบ นอกจาก

เป็นการใช้แก๊สเสียจากโรงงานให้เกิดประโยชน์เพ่ือผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพแล้ว ยังเป็นการเปลี่ยนสาร

มูลค่าต่ าเป็นผลิตสารอ่ืนๆที่มีมูลค่าสูง (Klasson และคณะ, 1991) 

การผลิตเชื้อเพลิงจากแก๊สสามารถท าได้ 2 วิธี คือ การใช้ความร้อนทางเคมี เช่น กระบวน

การฟิชเชอร์-โทรปช์ (Fischer-Tropsch) ที่เปลี่ยนแก๊สสังเคราะห์เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 

และกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์ที่สามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และแก๊สอ่ืนๆ ที่เป็น

ส่วนประกอบของแก๊สเสียจากโรงงาน (syngas) เช่น แก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ และแก๊สไฮโดรเจน 

เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานส าหรับการเจริญเติบโตได้ รวมถึงผลิตไบโอแอลกอฮอล์ และสาร

ผลิตภัณฑ์อ่ืนๆที่มีมูลค่าได้อีกด้วย แม้ว่ากระบวนการทางชีวภาพจะเกิดช้ากว่ากระบวนการทางเคมี 

แต่การใช้จุลินทรีย์ในการหมักแก๊สมีข้อดีกว่าดังนี้ (Klasson และคณะ, 1992) 

- การใช้จุลินทรีย์ในการผลิต สามารถท าได้ที่อุณหภูมิแวดล้อมและความดันต่ า จึงมีผลดี

ทางด้านการประหยัดพลังงานและประหยัดค่าใช้จ่าย  
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- กระบวนการทางชีวภาพเกิดท่ีสภาวะปกติ ไม่มีการผันกลับของปฏิกิริยาทางชีวภาพ ช่วยให้

มีประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาได้สมบูรณ์ และยังหลีกเลี่ยงเรื่องสมดุลความร้อนอีกด้วย  

- การเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพมีความเฉพาะเจาะจงสูง  เนื่องจากเอนไซม์ที่มีความ

เฉพาะเจาะจงสูง ส่งผลให้ได้ผลผลิตที่ต้องการสูงพร้อมกับมีผลิตภัณฑ์พลอยได้เพียงเล็กน้อย ซึ่งท าให้

ง่ายต่อการแยกเอาสารผลิตภัณฑ์ที่ต้องการออกจากสารปนเปื้อนอ่ืน เป็นการลดความซับซ้อนและลด

ค่าใช้จ่ายในกระบวนการผลิต  

- ความแตกต่างอีกประการระหว่างการใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเคมีแบบดั้งเดิมที่ต้องมีการสร้าง

แก๊สสังเคราะห์ที่มีอัตราส่วนองค์ประกอบเหมาะสม เพ่ือให้ได้สัดส่วนในการผลิตเป็นผลิตภัณฑ์ที่

ต้องการ ขณะที่การท างานของจุลินทรีย์สามารถสร้างผลิตภัณฑ์ได้ แม้มีอัตราส่วน CO ต่อ H2 ที่

แตกต่างกันในแก๊สสังเคราะห์ที่ใช้ในกระบวนการผลิต (Mohammadi และคณะ, 2011) ตัวเร่ง

ปฏิกิริยาชีวภาพบางชนิดมีความทนทานสูงต่อน้ ามัน ก ามะถัน และคลอรีน และทนทานได้ดีกว่า

ตัวเร่งอนินทรีย์ (Abubackar และคณะ, 2011) 

2.4 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกระบวนการหมักแก๊ส  

ในยุคที่ชั้นบรรยากาศโลกไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียออโตทรอพ (autotroph bacteria) เป็น

แบคทีเรียที่เจริญได้ในสภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobe) ด ารงชีวิตด้วยการใช้สารอนินทรีย์ เช่น แก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนมอนอกไซด์ และไฮโดรเจน เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน เพ่ือ

สร้างอะซิติลโคเอนไซม์เอ (acetyl-coenzyme A) ที่เป็นสารตัวกลางในการสร้างสารให้พลังงาน 

องค์ประกอบของเซลล์และผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ ด้วยวิถีอะซิติลโคเอ (acetyl-CoA pathway) หรือที่รู้จัก

ในชื่อวิถี Wood-Ljungdahl ซึ่งเรียกตามชื่อผู้คิดค้น 2 คน คือ Lars G. Ljungdahl และ Harland 

G. Wood ที่ท าการศึกษาด้านเคมีและเอนไซม์ในวิถี Wood-Ljungdahl ของ Moorella 

thermoacetica (ชื่อเดิมว่า C. thermoaceticum) ที่เป็นแบคทีเรียกลุ่มอะซิโตเจนนิค 

(acetogenic bacteria) สามารถสร้างอะซิติลโคเอ องค์ประกอบของเซลล์และสารละลายกรด จาก

แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ได้ (Drake และคณะ, 2006) 
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แบคทีเรียกลุ่มอะซิโตเจนนิคทั้งประเภทแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลาง (mesophilic 

acetogen) และแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic acetogen) ที่สามารถใช้แก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนมอนอกไซด์ และไฮโดรเจนเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้มีอย่าง

น้อย 23 สกุล ได้แก่ Acetitomaculum, Acetoanaerobium, Acetobacterium, 

Acetohalobium, Acetonema, Alkalibaculum, Bryantella, Butyribacterium, 

Caloramator, Clostridium, Eubacterium, Holophaga, Moorella, Natroniella, 

Natronincola, Oxobacter, Ruminococcus, Sporomusa, Syntrophococcus, Tindallia, 

Thermoacetogenium, Thermoanaerobacter และ Treponema (Drake และคณะ, 2008) 

แสดงอยู่ในตารางที่ 2.4 และการใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ไฮโดรเจน และ/หรือ 

คาร์บอนมอนอกไซด์ เพ่ือผลิตกรดแอซีติกและเอทานอลของแบคทีเรียกลุ่มนี้เป็นดังสมการ (1) (2) (3) 

และ (4) 

      2CO2 + 4H2  -----> CH3COOH + 2H2O       H= -75.3 kJ/mol        (1) 

2CO2 + 6H2  -----> C2H5OH + 3H2O  H= -97.3 kJ/mol  (2) 

4CO + 2H2O -----> CH3COOH + 2CO2  H= -154.9 kJ/mol  (3) 

4CO + 3H2O -----> C2H5OH + 4CO2  H= -217.9 kJ/mol  (4) 

แบคทีเรียส่วนใหญ่เมื่อเข้าสู่วิถีเมแทบอลิซึมแล้วจะได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายส่วนใหญ่เป็นแอซีเตต 

มีไม่กี่ชนิดที่สามารถผลิตตัวท าละลายได้ (เอทานอล และบิวทานอล) ได้แก่ C. ljungdahlii, C. 

ragsdalei or “P11” C. carboxidivorans หรือ “P7” และ C. autoethanogenum 
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ตารางท่ี 2.4 แบคทีเรียกลุ่มอะซิโตเจนนิคท่ีมีรายงานว่ามีความสามารถในการตรึงแก๊สเข้าสู่เซลล์ 

จุลินทรีย์ สารตั้งต้น ผลิตภัณฑ์ อ้างอิง 

จุลินทรีย์ท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic Microorganisms) 
Acetobacterium woodii H2/CO2, CO แอซีเตต (Poehlein และคณะ, 2012) 
Acetonema longum H2/CO2 แอซีเตต, บิวทิเรต (Kane และคณะ, 1991) 
Alkalibaculum bacchi H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล (Allen และคณะ, 2010; Liu 

และคณะ, 2012) 
 

Blautia producta H2/CO2, CO แอซีเตต (Lorowitz และคณะ, 1984) 
Butyribacterium 
methylotrophicum 

H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล, 
บิวทิเรต, บิวทานอล 

(Lynd และคณะ, 1982) 
(Zeikus และคณะ, 1980) 

C. aceticum H2/CO2, CO แอซีเตต (Lux และคณะ, 1992) 
C. autoethanogenum H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล,  

2, 3 บิวเทนไดออล 
(Abrini และคณะ, 1994) 
(Köpke, Mihalcea, 
Bromley, และคณะ, 2011) 

C. carboxidivorans or 
“P7” 

H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล, 
บิวทานอล, แลคเตต 

(Bruant และคณะ, 2010) 
(Liou และคณะ, 2005) 

C. drakei H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล, 
บิวทิเรต 

(Küsel และคณะ, 2000) 
(Gossner และคณะ, 2008) 

C. formicoaceticum CO แอซีเตต, ฟอร์เมต (Diekert และคณะ, 1978) 
C. glycolicum H2/CO2 แอซีเตต (Küsel และคณะ, 2001) 
C. ljungdahlii H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล, 

2, 3 บิวเทนไดออล, 
แลคเตต 

(Köpke และคณะ, 2010) 
(Tanner และคณะ, 1993) 
(Abrini และคณะ, 1994) 

C. magnum H2/CO2 แอซีเตต (Bomar และคณะ, 1991) 
C. mayombei H2/CO2 แอซีเตต (Kane และคณะ, 1991) 
“C. ragsdalei” or “P11” H2/CO2, CO แอซีเตต, เอทานอล, 

2, 3 บิวเทนไดออล, 
แลคเตต 

(Huhnke และคณะ, 2010) 
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ตารางที่ 2.4 แบคทีเรียกลุ่มอะซิโตเจนนิคที่มีรายงานว่ามีความสามารถในการตรึงแก๊สเข้าสู่เซลล์ 

(ต่อ) 

จุลินทรีย์ สารตั้งต้น ผลิตภัณฑ์ อ้างอิง 

จุลินทรีย์ท่ีชอบอุณหภูมิสูง (Thermophilic Microorganisms) 
M. thermoacetica H2/CO2, CO แอซีเตต (Pierce และคณะ, 2008) 
M. thermoautotrophica H2/CO2, CO แอซีเตต (Savage และคณะ, 

1987) 
Thermoanaerobacter 
kiuvi 

H2/CO2 แอซีเตต (Daniel และคณะ, 1990) 

 

2.5 วิถ ีWood-Ljungdahl และยีนที่เกี่ยวกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ 

วิถี Wood-Ljungdahl ถูกค้นพบครั้งแรกใน C. aceticum ที่สามารถใช้แก๊ส

ไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานได้สารผลิตภัฑณ์เป็นแอซีเตต แต่

ต่อมาแบคทีเรียนี้ได้สูญหายไปก่อนการศึกษาจะเสร็จสิ้น จึงได้มีการศึกษาวิถี Wood-Ljungdahl ใน 

M. thermoacetica หรือชื่อเดิมว่า C. thermoaceticum ท าให้ M. thermoacetica กลายเป็น

แบคทีเรียต้นแบบของวิถี Wood-Ljungdahl (Fontaine และคณะ, 1942) ในแบคทีเรียกลุ่มอะซิโต

เจนนิค ที่ตรึงแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่มวลชีวภาพผ่านสารตัวกลางใรรูปของอะซิติลโคเอ โดยวิถี

นี้แบ่งออกเป็น 2 สาขา คือ สาขาอีสเทิร์น (Eastern หรือ Methyl branch) และสาขาเวสเทิร์น 

(Western หรือ Carbonyl branch) ดังแสดงในภาพที่ 2.2 สาขาอีสเทิร์นหรือเมธิลจะท าการเปลี่ยน

คาร์บอนไดออกไซด์ 1 โมเลกุลเป็นหมู่เมธิลของอะซิติลโคเอ โดยการท างานของชุดเอนไซม์เตตระ

ไฮโดรโฟเลต (tetrahydrofolate-dependent enzymes) ในขณะที่สาขาเวสเทิร์นมีเอนไซม์

คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส (carbon monoxide dehydrogenase; CODH) เป็นตัวเร่ง

ปฏิกิริยาการเปลี่ยนคาร์บอนไดออกไซด์ 1 โมเลกุลไปเป็นคาร์บอนมอนอกไซด์ที่ถูกใช้เป็นหมู่คาร์บอ

นิลของอะซิธิลโคเอ และในขั้นตอนสุดท้ายหมู่เมธิลจากสาขาเวสเทิร์น และหมู่คาร์บอนิลจากสาขาอีส

เทิร์นจะรวมตัวกับโคเอนไซม์เอ (coenzyme A; CoA) ได้เป็นอะซิธิลโคเอ โดยการท างานของ

เอนไซม์อะซิธิลโคเอซินเทส (acetyl-CoA synthase; ACS) (Ragsdale, 2004) โดยทั้ง 2 สาขามียีน

และเอนไซม์ท างานรวมกันหลายชนิดด้วยกันดังนี้ 
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ภาพที่ 2.2 แสดงเมแทบอลิซึมคาร์บอน 1 อะตอมของวิถี Wood-Ljungdahl ที่มี 2 สาขา คือ สาขา
อีสเทิร์นหรือเมธิล (เส้นสีแดง) และสาขาเวสเทิร์นหรือคาร์บอนิล (เส้นสีน้ าเงิน) (ดัดแปลงจาก Liew 

และคณะ, 2013) 
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 2.5.1 เอนไซม์ในสาขาอีสเทิร์นหรือเมธิล (Eastern branch)  

  สาขาอีสเทิร์นท าหน้าที่ในการสร้างหมู่เมธิลของอะซิติลโคเอ โดยมีฟอร์เมตดีไฮโดร

จีเนส (formate dehydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ตัวแรกของสาขาอีสเทิร์นท าหน้าที่เปลี่ยน

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นฟอร์เมต (Andreesen และคณะ, 1973) จากนั้นชุดเอนไซม์เตตระไฮโดรโฟ

เลต (tetrahydrofolate-dependent enzymes) จะท าหน้าที่ในการเปลี่ยนฟอร์เมตไปเป็น

สารประกอบเมธิลเตตระไฮโดดรโฟเลต ประกอบด้วย 4 ขั้นตอน  คือ 

  - การรวมตัวของฟอร์เมตกับเตตระไฮโดรโฟเลตเป็นฟอร์มิลเตตระไฮโดรโฟเลต 

(formyl-tetrahydrofolate) จากการท างานของเอนไซม์ฟอร์มิลเตตระไฮโดรโฟเลตซินเทส (formyl-

tetrahydrofolate synthase) 

  - การเปลี่ยนฟอร์มิลเตตระไฮโดรโฟเลตไปเป็นเมธินิลเตตระไฮโดรโฟเลต 

(methenyl-tetrahydrofolate) ด้วยการดึงน้ าออกจากฟอร์มิลเตตระไฮโดรโฟเลตจากการเร่ง

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ฟอร์มิลเตตระไฮโดรโฟเลตไซโคลไฮโดรเลต (formyl-tetrahydrofolate 

cyclohydrolasse) 

  - การปฏิกิริยารีดักชั่นของเมธินิลเตตระไฮโดรโฟเลตไปเป็นเมธิลีน เตตระไฮโดรโฟ

เลต (methylene tetrahydrofolate) ด้วยเอนไซม์เมธิลีนเตตระไฮโดรโฟเลตดีไฮโดรจีเนส (formyl-

tetrahydrofolate dehydrogenase) 

  - ในขั้นตอนสุดท้ายของสาขาอีสเทิร์น เมธิลีนเตตระไฮโดรโฟเลตถูกเปลี่ยนเป็นเมธิล

เตตระไฮโดรโฟเลต (methyl- tetrahydrofolate) ด้วยเอนไซม์เมธิลีนเตตระไฮโดรโฟเลตรีดักเทส 

(methylene-tetrahydrofolate reductase) ซึ่งหมู่เมธิลของเมธิลเตตระไฮโดรโฟเลตนี้จะถูกน าไป

สร้างอะซิธิลโคเอ (Ragsdale และคณะ, 2008) 

2.5.2 เอนไซม์ในสาขาเวสเทิร์นหรือคาร์บอนิล (Western branch)  

สาขาเวสเทิร์นมีเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส/อะซิธิลโคเอซินเทส 

(CODH/ACS) ซึ่งจัดเป็นเอนไซม์ส าคัญของวิถี Wood-Ljungdahl ที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาได้ 2 

ปฏิกิริยา คือ เร่งปฏิกิริยารีดักชั่นของคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป็นคาร์บอนมอนอกไซด์ด้วยการท างาน
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ของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส (CODH) และเร่งปฏิกิริยาการรวมหมู่เมธิล คาร์บอนิล 

และโคเอนไซม์เอ ได้เป็นอะซิติลโคเอด้วยการท างานของเอนไซม์อะซิธิลโคเอซินเทส (ACS)  

เอนไซม์ CODH/ACS มีขนาด 310 kDa ประกอบด้วยโปรตีน 4 สาย (α2β2 

tetramer) คือ สายแอลฟ่า 2 สาย หรือ ACS ที่ถูกสร้างโดยยีน acsB และสายเบต้า 2 สาย หรือ 

CODH ถูกสร้างโดยยีน acsA (Parkin และคณะ, 2007) ในแบคทีเรียอะซิโตเจนเอนไซม์ CODH/ACS 

มีกลุ่มโมเลกุลของเหล็กและนิกเกิลอยู่ในโมเลกุล 7 คลัสเตอร์ (ภาพที่ 2.3) คือ คลัสเตอร์ A จ านวน 2 

คลัสเตอร์ พบในเอนไซม์ ACS และอีก 5 ครัสเตอร์พบในเอนไซม์ CODH ได้แก่ ครัสเตอร์ B C และ D 

(ตารางที่ 2.5) โดยปฏิกิริยาการเปลี่ยนคาร์บอนไดออกไซด์เป็นคาร์บอนมอนอกไซด์จะเกิดที่

บริเวณคลัสเตอร์ C เท่านั้น ส่วนบริเวณคลัสเตอร์ B และ D หน้าที่ส่งถ่ายอิเล็กตรอน (Ragsdale, 

2007) ซ่ึงแบคทีเรียอะซิโตเจนสามารถใช้แก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ได้เร็วกว่าแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 

โดย Kumar และคณะ (1994) ได้รายงานว่าเอนไซม์ CODH มีความสามารถในการใช้

คาร์บอนมอนอกไซด์ได้เร็วและมีประสิทธิภาพ (ประมาณ 4,000 – 40,000 โมเลกุลต่อวินาที) ในขณะ

ที่การรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์ได้ 11 โมเลกุลต่อวินาที และเมื่อแบคทีเรียอะซิโตเจนเจริญในสภาวะ

ออโตทรอฟจะมีการแสดงออกของยีนที่ควบคุมการท างานของเอนไซม์เชิงซ้อน CODH/ACS สูงขึ้น 

(Mörsdorf และคณะ, 1992)  

 

ภาพที่ 2.3 เอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส/อะซิธิลโคเอซินเทส A B C และ D แสดง
ต าแหน่งกลุ่มของเหล็กและนิกเกิลในโมเลกุลของ CODH/ACS (Doukov และคณะ, 2002) 
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ตารางท่ี 2.5 กลุ่มของโคแฟกเตอร์ในเอนไซม์ CODH/ACS (Doukov และคณะ, 2002) 

คลัสเตอร์ จ านวน องค์ประกอบ บริเวณที่พบ 

A 2 Ni-[4Fe-4S] ACS 
B 2 [4Fe-4S] CODH 
C 2 [3Fe-4S] CODH 
D 1 [4Fe-4S] CODH 

 

2.5.3 การสร้างอะซิติลโคเอ 

ในแบคทีเรียอะซิโตเจนจะมียีน acsB ท าหน้าที่ในการสร้างอะซิติลโคเอซินเทส เพ่ือ

เร่งปฏิกิริยาการสร้างอะซิติลโตเอ โดยท างานรวมกับโปรตีนคอร์รินอยด์ (ที่สร้างโดยยีน acsCD) และ

เอนไซม์เมธิลทรานเฟอร์เรส (methyltransferase) ที่สร้างโดยยีน acsE โดยเมธิลทรานเฟอร์เรสจะ

ท าหน้าที่ในการขนย้ายหมู่เมธิล จากเมธิลเตตระไฮโดรโฟเลตในสาขาอีสเทิร์นไปยังโปรตีนคอร์รินอยด์ 

(corrinoid iron-sulfur protein) ก่อนจะถูกน าไปรวมกับหมู่คาร์บอนิลจากสาขาเวสเทิร์นและโค

เอนไซม์เอ ดังสมการที่ (5) เป็นอะซิติลโคเอ 

CO + CH3 + SCoA -----> CH3CO-SCoA   (5) 

 2.5.4 การจัดเรียงตัวของกลุ่มยีนในวิถี Wood-Ljungdahl 

ยีนในสาขาเมธิล ของวิถี Wood-Ljungdahl พบได้ทั่วไปและกระจายอยู่บนจีโนม 

ในขณะยีนในสาขาคาร์บอนิล มีลักษณะเป็นเอกลักษณ์ในแบคทีเรียที่ใช้วิถี Wood-Ljungdahl และ

อยู่รวมกับกลุ่มยีน acs (acs gene cluster) (Roberts และคณะ, 1989) การจัดเรียงตัวของยีนในวิถี

นี้ที่ประกอบด้วยยีนที่สร้างเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส (acsA) /อะซิธิลโคเอซินเทส 

(acsB) โปรตีนคอร์รินอยด์ (acsCD) และ methyltransferase (acsE) โดยการท างานของยีนที่สร้าง

โปรตีนคอร์รินอยด์นี้ยังไม่ทราบหน้าที่แน่นอน นอกจากนี้ยัง มียีนอ่ืนๆ ที่ท างานเกี่ยวข้องกับ 

CODH/ACS ในสาขาคาร์บอนิล คือ cooC และ acsF ที่ท าหน้าที่ส าคัญในการแทรกนิกเกิลเข้าใน

เอนไซม์ CODH/ACS (Jeon และคณะ, 2001) 
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Pierce และคณะ (2008) ได้ท าการจัดกลุ่มของยีนในวิถี Wood-Ljungdahl 

ออกเป็น 5 กลุ่ม (ภาพที่ 2.4) โดยกลุ่ม A พบได้ใน M. thermoacetica Carboxydothermus 

hydrogenoformans Desufitobacterium hafniense และ Kuenenia กลุ่ม B พบใน 

Syntrophobacter furmaroxidans และ Candidatus Desulfococcus oleovorans กลุ่ม C พบ

ใน Alkaliphilus metalliredigens C. difficile และ C. carboxidivorans กลุ่ม D พบใน 

Dehalococcoides sp. และกลุ่ม E พบใน Deltaproteobacterium MLMS-1 ซึ่งในแต่ละกลุ่มมี

การจัดเรียงตัวของยีนที่แตกต่างกัน ประกอบด้วยการท างานของยีน 16 ชนิด (ตารางที่ 2.6) ในการ

เปลี่ยนแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นอะซิติลโคเอ วิถี Wood-Ljungdahl มีความแตกต่างกัน ในกลุ่ม 

A B และ C พบยีน acs ทั้งหมด ในขณะที่กลุ่ม D ไม่เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่ไม่มียีน acsA และใน

กลุ่ม E ไม่พบยีน acsE ซึ่งสันนิษฐานว่าทั้ง 2 กลุ่มอาจมีวิถีสังเคราะห์รวมในการตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์มาใช้ หรืออาจมีการเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม์เชิงซ้อนที่ท างานรวมกับวิถีนี้ (Pierce 

และคณะ, 2008) 

 

ภาพที่ 2.4 กลุ่มของยีนในวิถี Wood-Ljungdahl ที่ถูกจัดออกเป็น 5 กลุ่มโดย Pierce และคณะ 
(2008) 
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จากงานวิจัยของ Bruant และคณะ (2010) พบว่าแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมมี

การจัดเรียงตัวของยีนในวิถี Wood-Ljungdahl คล้ายกับยีนในกลุ่ม C โดยโปรตีนทั้ง 17 ชนิดในวิถี 

Wood-Ljungdahl ของ C. difficile C. carboxidivorans และ C. ljungdahlii มีความคล้ายคลึง

กัน 47-91 เปอร์เซ็นต์ โดยยีน acsA ของ C. carboxidivorans และ C. ljungdahlii มีความ

คล้ายคลึงกันค่อนข้องสูง 77-86 เปอร์เซ็นต ์

ตารางท่ี 2.6 ยีนและเอนไซม์ในวิถี Wood-Ljungdahl (Bruant และคณะ, 2010) 

ยีน เอนไซม์และโปรตีน 

acsA CODH/ACS complex, CODH subunit 
acsB CODH/ACS complex, ACS subunit 
acsC corrinoid iron-sulfur protein large subunit 
acsD corrinoid iron-sulfur protein small subunit 
acsE CODH/ACS complex, methyltransferase subunit 
acsF CODH accessory protein similar to CooC 
cooC CODH accessory protein 
fd ferredoxin 
fhs formyltetrahydrofolate synthase 
fchA formimido-tetrahydrofolate cyclodeaminase 
folD bifunctional methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase/ 

formyltetrahydrofolate cyclohydrolase 
hyp hypothetical protein 
metF methylene-tetrahydrofolate reductase 
acoL CODH/ACS complex, dihydrolipoamide dehydrogenase subunit 
gcvH glycine cleavage system H protein 
pulE ATPase 
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2.6 การผลิตไบโอแอลกอฮอล์ด้วยกระบวนการหมักแก๊สด้วยคลอสทริเดียม 

 2.6.1 คุณลักษณะของคลอสทริเดียม 

คลอสทริเดียมเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) เจริญได้ใน

สภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobic bacteria) มีรูปร่างเป็นท่อน (rod shape) โดยมีความยาวและ

ขนาดของเซลล์แตกต่างกันไปตามแหล่งอาหาร สามารถสร้างสปอร์ได้ (spore forming bacteria) 

พบได้ท่ัวไปในดิน น้ า ฝุ่นละออง และบางชนิดพบในล าไส้ของสิ่งมีชีวิต คลอสทริเดียมมีความสามารถ

ในการหมักและย่อยสารประกอบอินทรีย์ได้หลากหลายชนิด ได้แก่ แป้ง น้ าตาล และเซลลูโลส สาร

ผลิตภัณฑ์ที่ได้หลังจากเกิดกระบวนหมักคือ เอทานอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล กรดแอซีติก 

และกรดบิวทิริก ท าให้คลอสทริเดียมถูกจัดเป็น solventogenic bacteria 

คุณสมบัติที่โดดเด่นของคลอสทริเดียมคือการสร้างสปอร์ พบเมื่ออยู่ในสภาวะที่ไม่

เหมาะสม เช่น เมื่อมีออกซิเจน การขาดแคลนอาหารหรือเมื่อมีการสะสมสารที่เป็นพิษต่อเซลล์ ซึ่งมี

คุณสมบัติของสปอร์ทนต่ออุณหภูมิได้สูง และสามารถด ารงชีวิตได้ในสิ่งแวดล้อมถึงแม้ในที่มีออกซิเจน

ได้นานหลายปี เมื่ออยู่ในดินสปอร์จะพักตัวจนกระทั่งอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสมในสภาวะไร้

ออกซิเจนก็จะเริ่มมีการเจริญของโคโลนี สปอร์ของคลอสทริเดียมมีความแตกต่างกันทั้งรูปร่าง บาง

ชนิดมีสปอร์รูปร่างกลม เช่น C. tetani บางชนิดมีรูปร่างรี เช่น C. beijerinckii และ C. botullinum 

และบางชนิดอาจมีรูปร่างกลมบวม (swollen spore) นอกจากนี้ต าแหน่งของสปอร์ในเซลล์ยังมีความ

แตกต่างกัน (ภาพที่ 2.2) ได้แก่ อยู่ตรงกลางเซลล์ (central spore) อยู่ปลายเซลล์ (terminal 

spore) และอยู่ใกล้ปลายเซลล์ (subterminal spore) ซึ่งขนาดรูปร่างและต าแหน่งของสปอร์ของ

คลอสทริเดียมมีประโยชน์ในการพิสูจน์ถึงชนิดของแบคทีเรียในสกุลนี้ (MacLennan, 1962) มีบาง

ชนิดเป็นแบคทีเรียที่ผลิตสารพิษถึงแก่ชีวิต เช่น C. botullinum ดังที่เป็นข่าวถึงพิษต่อผู้บริโภคใน

ประเทศไทย อย่างไรก็ตามแบคทีเรียประเภทที่น ามาใช้ในอุตสาหกรรมต้องมีความปลอดภัย และ

สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้ตรงตามวัตถุประสงค์ ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี้ต้องไม่มีผลกระทบต่อชีวิต

มนุษย์และสิ่งแวดล้อม ดังนั้นความแม่นย าในการจัดจ าแนกของแบคทีเรียที่แยกได้จึงเป็นเรื่องส าคัญ

ที่สุด เพ่ือให้ได้แบคทีเรียที่สามารถน ามาใช้เป็นประโยชน์ในอุตสาหกรรมการผลิตสารละลายอินทรีย์

ต่างๆ อย่างปลอดภัยไม่เป็นพิษ และเป็นโรคต่อคน สัตว์ และพืช โดยการจัดจ าแนกด้วยวิธีทางชีวเคมี

ในการหมักย่อยน้ าตาลและโปรตีนชนิดต่างๆ หรือการตรวจผลิตผลของเมแทบอลิซึมด้วยแก๊สโคร
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มาโทกราฟี ร่วมการใช้เทคนิคทางพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล ซึ่งเป็นช่วยในการจัดจ าแนกชนิดเชื้อ

เหล่านี้ที่มีความส าคัญอย่างยิ่งและเป็นเทคนิคที่ใช้ในการจัดจ าแนกแบคทีเรียที่เป็นระบบสากลมาก

ที่สุดในปัจจุบัน (อัญชลี ตัณฑ์ศุภศิริ, 2548) 

 

ภาพที่ 2.5 ลักษณะต าแหน่งสปอร์ของคลอสทริเดียม (a) central spore (b) terminal spore และ 
(c) subterminal spore subterminal spore  

2.6.2 การผลิตไอโบแอลกอฮอล์ด้วยคลอสทริเดียม 

การน าเป็นแบคทีเรียมาใช้ในกระบวนการผลิตไบโอแอลกอฮอล์จากแก๊สต้อง

ค านึงถึงความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนเป็นสารตั้งต้นได้หลากหลาย และประสิทธิภาพของ

จุลินทรีย์ในการในการแปรสภาพคาร์บอนไปเป็นสารผลิตภัณฑ์ แบคทีเรียส่วนใหญ่ที่ใช้แก๊สใน

กระบวนการหมักมักให้ผลผลิตภัณฑ์หลักเป็นกรด ในขณะที่แบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมสามารถ

ผลิตเอทานอล และบิวทานอลได้จึงจัดเป็นแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตตัวท าละลายและ

ก าลังเป็นที่สนใจอย่างมาก ซึ่งในปัจจุบันนักวิจัยพยายามพัฒนากระบวนการผลิตสารละลายจากการ

หมักแก๊สด้วยแบคทีเรีย เนื่องจากสารละลายที่ได้นั้นยังคงมีปริมาณน้อย เพราะการเลี้ยงแบคทีเรีย

ด้วยแก๊สค่อนข้างมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย ทั้งการขาดแร่ธาตุและวิตามินที่เป็นปัจจัยในการเพ่ิม

ปริมาณเซลล์ และค่าความเป็นกรดด่างที่เปลี่ยนแปลงเมื่อมีการให้แก๊ส 

Barik และคณะ (1988) ได้ศึกษาผลของสารอาหารที่เป็นแหล่งไนโตรเจนของ C. 

ljungdahlii ที่คัดแยกได้จากมูลไก่ เป็นแบคทีเรียรูปท่อน สร้างสปอร์ภายในเซลล์ มีความสามารถใน

การใช้สารตั้งต้นได้หลากหลาย ได้แก่ น้ าตาล C5 และ C6 แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ และ

คาร์บอนมอนอกไซด์ เป็นสารตั้งต้น ได้สารผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นเอทานอลและแอซีเตต โดยเลี้ยงบน
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อาหารที่เติมวิตามินรวม สารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งอาหารไนโตรเจน ที่สภาวะความเป็นกรดด่าง 5-7 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าแหล่งอาหารที่มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบมีความจ าเป็นต่อวิถีเม

แทบอลิกในการเปลี่ยนสารตั้งต้นที่เป็นมวลชีวภาพหรือของเหลว และ C. ljungdahlii สามารถเจริญ

ได้ในอาหารที่ปราศจากสารสกัดจากยีสต์แต่มีอัตราการเจริญและสารผลิตภัณฑ์ลดลง (0.005%) 

ต่อมาได้มีการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอัตราส่วนของสารสกัดจากยีสต์ในอาหารกับอัตราการ

ผลิตไบโอแอลกอฮอลล์และแอซีเตต พบว่าการเปลี่ยนสารสกัดจากยีสต์ไปเป็นกรดอะมิโนของ

แบคทีเรียเพ่ือช่วยในการเจริญเติบโตนั้นมีความสัมพันธ์น้อย แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียต้องการแหล่ง

ไนโตรเจนในปริมาณท่ีน้อยส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์ นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเกี่ยวกับตัวชี้วัด

อัตราการผลิตเอทานอลและกรดแอซีเตตในแบคทีเรียชนิดนี้ พบว่าการผลิตของเหลวมีความสัมพันธ์

โดยตรงกับการเจริญเติบโตของเซลล์ (Vega และคณะ, 1989) 

การทดลองเมื่อเลี้ยง C. ljungdahlii ร่วมกับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 

คาร์บอนมอนอกไซด์ และไฮโดรเจน พบว่ามีผลิตภัณฑ์ที่เป็นเอทานอลในปริมาณที่ต่ า คือ 0.5 กรัมต่อ

ลิตร ซึ่งความเข้มข้นเอทานอลสุทธิน้อยกว่า 1 กรัมต่อลิตร (Klasson และคณะ, 1992) แต่อย่างไรก็

ตามก็ยังมีการเลี้ยง C. ljungdahlii ในอัตราส่วนแก๊สทั้งสามที่แตกต่างกัน พบว่าสัดส่วนแก๊สที่

เหมาะสมที่สุดคือ 65% CO: 24% H2: 11% CO2 ซึ่งเมื่อเลี้ยงในอัตราส่วนนี้เชื้อ C. ljungdahlii จะ

สามารถผลิตเอทานอลได้ถึง 7 กรัมต่อลิตร แอซีเตต 1 กรัมต่อลิตร โดยระยะของเชื้อที่มีการผลิตเอ

ทานอลคือช่วงระยะที่เซลล์คงที่ (stationary phase) ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 4.0 และ 4.5 ในขณะที่

ช่วงสร้างแอซีเตตจะเป็นช่วงการเจริญ (log phase) (Klasson และคณะ, 1992) แม้ปริมาณเอทา

นอลที่ได้มีปริมาณเพ่ิมขึ้นก็ตาม ก็ยังคงมีการศึกษาการเพ่ิมผลผลิตเอทานอลให้มีความเข้มข้นที่สูงขึ้น

ต่อไป โดย Kopke และคณะ (2010) ได้ศึกษาถึงวิถีเมแทบอลิกของ Wood –Ljungdahl พบว่ายีนที่

มีความส าคัญในการตรึงแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์คือ ยีนกลุ่ม acs รวมถึงข้อมูลทางด้านชีวสารสนเทศ

อ่ืนๆของแบคทีเรียชนิดนี้และมีท าการตัดต่อยีนเพ่ือให้มีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้ แต่

พบว่าเมื่อท าการดัดแปลงพันธุกรรมแล้ว C. ljungdahlii มีความสามารถในการผลิตบิวทานอลเพียง 

0.2 กรัมต่อลิตรซึ่งถือว่ามีความเข้มข้นที่ต่ ามาก (Köpke และคณะ, 2010) 

Abrini และคณะ (1994)  ได้ท าการศึกษาผลิตเอทานอลในแบคทีเรียกลุ่มอะซิโต

เจนนิคท่ีเป็นออโตทรอพ คือ C. autoethanogenum ที่คัดแยกได้จากมูลกระต่าย แบคทีเรียชนิดนี้มี
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ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนได้หลากหลาย ได้แก่ แก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์ แก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ แก๊สไฮโดรเจน ไพรูเวต น้ าตาลไซโลส น้ าตาลอะราบิโนส น้ าตาลฟรุกโทส 

น้ าตาลแรมโนส (rhamnose) และ แอล-กลูตามีน (L-glytamine) สามารถผลิตเอทานอล แอซีเตต 

และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายได้ พบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของแก๊สคาร์บอน

มอนออกไซด์จาก 33 เปอร์เซ็นต์ เป็น 60 เปอร์เซ็นต์ สามารถเพ่ิมอัตราส่วนการผลิตของเอทานอล : 

แอซีเตต เพ่ิมขึ้นจาก 0.27 มิลลิโมล เป็น 0.97 มิลลิโมล โดยสภาวะที่ดีที่สุดส าหรับการผลิตคือ 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในช่วงพีเอชระหว่าง 4.5–6.5 ในปี 2008 Cotter และคณะ  ได้ท าการ

เลี้ยง C. autoethanogenum ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร DSMZ640 ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนที่ถูก

แทนที่ด้วยแก๊สผสมที่ประกอบด้วยคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ ไฮโดรเจน 10 เปอร์เซ็นต์ 

คาร์บอนมอนอกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ และไนโตรเจน 5 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

พบว่าสามารถผลิตเอทานอลได้ 0.66 กรัมต่อลิตร และแอซิเตต 1.40 กรัมต่อลิตร ต่อมาในปี 2009 

Cotter และคณะ ได้ท าการศึกษาผลกระทบของแหล่งไนโตรเจนและคาร์บอนที่มีอยู่อย่ างจ ากัดใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ พบว่าแบคทีเรียชนิดนี้ไม่สามารถเจริญได้เมื่อไม่มีสารสกัดจากยีสต์ หรือกรดคาซามิ

โน (casamino acids) ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งแตกต่างจาก C. ljungdahlii ที่เจริญได้แต่น้อยลงอย่าง

เห็นได้ชัด และในการวิเคราะห์ข้อมูลทางด้านพันธุศาสตร์ของ C. autoethanogenum เมื่อน าล าดับ

เบสอนุรักษ์ของแบคทีเรียชนิดนี้มาเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์กับแบคทีเรียชนิด

อ่ืนในฐานข้อมูล พบว่ามีความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ C. ljungdahlii มากที่สุด 

(Cotter และคณะ, 2009) 

C. carboxidivorans P7 เป็นแบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมสายพันธุ์ใหม่ ที่คัดแยก

ได้จากตะกอนดิน เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีสปอร์รูปท่อน สามารถใช้สารตั้งต้นได้หลากหลาย ได้แก่ 

กลู โคส ฟรุคโตส ไซโลส แมนโนส เซลโลไบโอส กาแลคโตส แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 

คาร์บอนมอนอกไซด์ และไฮโดรเจน เป็นแบคทีเรียที่สามารถผลิต แอซีเตต เอทานอล บิวทิเรต และ

บิวทานอล (Liou และคณะ, 2005) Phillips และคณะ (2015) ได้ท าการทดลองเลี้ยง C. 

carboxidivorans ในแก๊สผสมที่มี CO: H2: CO2 ในอัตราส่วน 70: 20: 10 ในอาหารที่มีไนโตรเจน 

ฟอสเฟส และแร่ธาตุที่มีความเข้มข้นเหมาะสมต่อประสิทธิภาพในการผลิตแอลกอฮอล์ของแบคทีเรีย
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ชนิดนี้ พบว่า C. carboxidivorans สามารถเจริญได้แม้ไม่มีการเติมสารสกัดจากยีสต์ และผลิตเอทา

นอลได้สูงสุด 3 กรัมต่อลิตร และบิวทานอล มากกว่า 1 กรัมต่อลิตร 

ปั จจุ บันแบคที เ รี ย ในสกุ ลคลอสทริ เ ดี ยมที่ มี ศั กยภาพในการ ใช้ แก๊ สที่ มี

คาร์บอนไดออกไซด์และคาร์บอนมอนอกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงานมีเพียง 3 สายพันธุ์ คือ 

C. autoethanogenum C. ljungdahlii และ C. carboxidivorans แต่ยังคงมีการผลิตสารละลาย

ค่อนข้างต่ าเมื่อเทียบกับการใช้น้ าตาลความเข้มข้นสูงมาเป็นสารตั้งต้น การน าไปใช้ในในระดับ

อุตสาหกรรมการผลิตไบโอแอลกอฮอล์ เช่น เอทานอลและบิวทานอลในอนาคต จึงยังคงต้องการการ

พัฒนากระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้สารผลิตภัณฑ์ความเข้มข้นสูง รวมถึงการคัดเลือกหาแบคทีเรียสาย

พันธุ์ใหม่ที่มีศักยภาพในการใช้แก๊สคาร์บอน 1 อะตอมเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการผลิตสารมูลค่าสูง

เหล่านี้ได ้

2.6.3 ผลิตภัฑณ์ที่ได้จากกระบวนการหมักและการใช้ประโยชน์ 

เอทานอล นิยมใช้ในอุตสาหกรรมผลิตอาหารและเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ใช้ตัวท า

ละลายในอุตสาหกรรมเคมีต่างๆ เช่น น้ ายาฆ่าเชื้อ และที่ส าคัญที่สุดคือการใช้เป็นพลังงานทดแทน

การใช้น้ ามันเชื้อเพลิงจากฟอสซิล และยังใช้เป็นสารเพ่ิมค่าออกเทนในน้ ามันเบนซิน ลดการน าเข้าสาร 

MTBE ที่มีราคาสูงและเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม (Köpke และคณะ, 2010) 

บิวทานอล นิยมใช้เป็นสารเจือจางหรือตัวท าละลายในอุตสาหกรรมสารเคมี สิ่งทอ 

และอุตสาหกรรมน้ าหอม นอกจากนี้ยังถูกใช้เป็นสารตัวกลางในกระบวนการสังเคราะห์สารเคมีเพ่ือใช้

ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหารและยา วิตามินและฮอร์โมน ใช้เป็นสารสกัดใน

อุตสหกรรมอาหารและกลิ่น และท่ีส าคัญการใช้ประโยชน์ด้านพลังงานด้วยคุณสมบัติของบิวทานอลที่

ใกล้เคียงกับน้ ามันเบนซิน สามารถใช้แทนน้ ามันได้โดนไม่ต้องดัดแปลงเครื่องยนต์ จึงท าให้บิวทานอล

เป็นที่สนใจอย่างมาก (Köpke, Noack, และคณะ, 2011) 

2, 3 บิวเทนไดออล เป็นสารเคมีท่ีมีมูลค่าสูง ซึ่งใช้เป็นสารตั้งต้นสารเคมีที่น าไปใช้ใน

อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น เป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์เมธิลคีโตน (MEK) ที่ใช้ในอุตสาหกรรมกาว สี 

และสิ่งพิมพ์ หรือเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ 1, 3 บิวทาไดอีน ที่ใช้ในอุตสาหกรรมยางยนต์และ

พลาสติก สารตัวนี้มีมูลค่าอยู่ที่ 43 พันล้านดอลล่าต่อป ี(Köpke, Noack, และคณะ, 2011) 
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กรดบิวทิริก สามารถใช้ประโยชน์ทางด้านอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม และใช้

ในรูปของกรดส าหรับการปรับปรุงกลิ่น รส และลักษณะของอาหารในอุตสาหกรรมประเภทเนยและ

นม ใช้ในรูปของเอสเทอร์เพ่ือเพ่ิมกลิ่นผลไม้ และอนุพันธ์ของกรดบิวทิริกสามารถใช้ใน อุตสาหกรรม

พลาสติกและสิ่งทอได ้(Wagner, 2002) 

กรดแอซิติกหรือที่รู้จักกันในชื่อกรดน้ าส้ม นิยมใช้ในปรุงแต่งกลิ่นและรสใน
อุตสาหกรรมอาหาร ถูกใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรม และใช้ในการสังเคราะห์สารเคมีภัณฑ์ 
เช่น เซลลูโลสแอซิเตต ที่ใช้ในอุตสาหกรรมไหมเทียม และฟิล์มถ่านรูป (Wagner, 2002) 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

3.1 เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

กระบอกฉีดยา (Syringe, 3 ml และ 5 ml)       (Nipro, Thailand) 

กล้องจุลทรรศน์ (Microscope)       (Olympus, Japan) 

ขวดซีรั่ม (Serum bottle)       (Amani, Thailand) 

เข็มฉีดยา (Needle, 18Gx1)        (Nipro, Thailand) 

เครื่องกวนแท่งแม่เหล็ก (Megnetic stirrer)        (Barnstead, USA) 

เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (Gas chromatography)      (GC-2010A Shimadzu, Japan) 

เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex mixer)   (Vision Sciencetific, Korea) 

เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter)           (Sartorius, Germany) 

เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบความคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge)  (Hettrich, Germany) 

เครื่องชั่ง 2 ต าแหน่ง รุ่น BJ 1000C          (Precisa, Switzerland) 

เครื่องชั่ง 4 ต าแหน่ง รุ่น AG285          (Mettler Toledo, USA) 

เครื่องนึ่งอบฆ่าเชื้อความดันสูง (Autoclave)  (Sturdy Industrial, Taiwan) 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้ า (Waterbath)          (Memmert, Germany) 

เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Microplate Spectrophotometer) (ANTHOS Zenyth 200, 

USA) 

จุกยาง (Gray butyl rubber stopper)      (Amani, Thailand) 
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ตู้เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์แบบไร้ออกซิเจน (Anaerobic Chamber) รุ่น Bactron(Shellab, 

USA) 

ตู้บ่มเชื้อ (Incubator)       (EHRET, Germany) 

ตู้อบฆ่าเชื้อ (Hot air oven)           (Memmert, Germany) 

ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow)       (Clean model, Leb service Ltd) 

โถบ่มเพาะเชื้อชนิดไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar)     (Merck, Germany) 

กล่องแก๊สผสม (Genbox)        (VRbioscience, Thailand) 

ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor)      (Gibthai, Thailand) 

ฝาอลูมิเนียม (Aluminium crimp seal)      (Amani, Thailand) 

ไม้พันส าลี (Cotton swab)         (CTchemical, Thailand) 

3.2 สารเคมี 

 กรดบอริก (H3BO3)       (Merck, Germany) 

 กรดบิวทิริก (Butyric acid)            (Sigma Aldrich, USA) 

 กรดแอซีติก (Acetic acid)                       (Labscan, Thailand) 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl)        (Merck, Germany) 

คริสตัล ไวโอเลต (crystal violate)   (Hopkin and Williams, UK) 

คอปเปอร์คลอไรด์ (CuCl2.2H2O)       (Univar, Australia) 

โคบอลท์คลอไรด์ (CoCl2.6H2O)       (Univar, Australia) 

ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)           (Scharlau, Thailand) 

ซาฟรานิน-โอ (Safranin O)              (Hopkin and Williams, UK) 
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 ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2)            (Univar, Australia) 

ซิสเทอีนไฮโดรคลอไรด์ (L-cysteine-HCl)       (Hi media, India) 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)        (Univar, Australia) 

โซเดียมโมลิบเดท (Na 2MoO4.2H 2O)           (Sigma Aldrich, USA) 

ทริปติเคส (Trypticase)         (Hi media, India) 

นิกเกิลคลอไรด์ (NiCl2.6H2O)            (Sigma Aldrich, USA) 

น้ าตาลกลูโคส (Glucose)        (Univar, Australia) 

 น้ าตาลไซโลส (Xylose)        (Univar, Australia) 

น้ าตาลเซลโลไบโอส (Cellobiose)            (Sigma Aldrich, USA) 

น้ าตาลฟรักโทส (Fructose)       (Univar, Australia) 

 น้ าตาลแมนโนส (Mannose)       (Univar, Australia) 

 น้ าตาลอะราบิโนส (Arabinose)       (Univar, Australia) 

 บิวทานอล (Butanol)               (Labscan, Thailand) 

 โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)              (Univar, Australia) 

โพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI)        (Univar, Australia) 

เฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl2.4H2O)                          (Univar, Australia) 

 เฟอร์ริคคลอไรด์ (FeCl3.6H2O)            (Sigma Aldrich, USA) 

รีซาซูรีน (Resazurin)               (Acros, USA) 

มาลาไคท์กรีน (Malachite green)           (Loba Chemie, India) 
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เมธิล ไวโอเลต              (Sigma Aldrich, USA) 

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl.6H2O)                (Univar, Australia) 

แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2.4H2O)       (Univar, Australia) 

สารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract)         (Bio Basic Inc., Canada) 

เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ (C2H5OH)       (CT chemical, Thailand) 

เอทานอล 99.9 เปอร์เซ็นต์ (Absolute ethanol)     (Merck, Germany) 

แอซีโตน (Acetone)        (Merck, Germany) 

แอมโมเนียม (Ammonia)        (Merck, Germany) 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)       (Univar, Australia) 

แอมโมเนียม ออกซาเลต (ammonium oxalate)     (Univar, Australia) 

ไอโอดีน (iodine)        (Univar, Australia) 

2, 3 บิวเทนไดออล        (TCI, USA) 

Nitroblue tetrazolium chloride           (Sigma Aldrich, USA) 

Phenazine methosulfate                      (Sigma Aldrich, USA) 
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3.3 วิธีการด าเนินงานวิจัย 

3.3.1 เก็บตัวอย่าง 

เก็บตั วอย่ า งคราบเขม่ า  ฝุ่ น  และดิน  จากแหล่ งที่ มี การปลดปล่อยแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์โดยการท างานของเครื่องยนต์หรือเครื่องจักร ด้วยการใช้ไม้พันส าลีป้ายบนผิววัตถุ

และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ก่อนท าการคัดแยกแบคทีเรีย ตัวอย่างแบ่งออกเป็น 2 

ประเภท คือ  

1. ตัวอย่างจากท่อไอเสียรถยนต์ชนิดต่างๆ ทั้งรถที่ใช้น้ ามันเบนซิน ดีเซล แก๊ส

โซฮอล์ และแก๊ส จ านวน 30 คัน 

2. ตัวอย่างจากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม จังหวัดระยอง คือ บริเวณท่อส่ง

แก๊สขาเข้าและขาออก ดิน และตะกอนดินจากบ่อตกตะกอน จ านวน 8 จุด 

3.3.2 คัดแยกเชื้อแบคทีเรียให้บริสุทธิ์ 

3.3.2.1 การคัดแยกเชื้อ น าส าลีที่ป้ายเก็บตัวอย่างจากไม้พันส าลีเลี้ยงในอาหารเหลว

สูตร DSMZ640 ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์กับแก๊สไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์ เป็น

แหล่งคาร์บอนในอาหาร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนที่มี

แก๊สไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วัน สังเกตการ

เจริญของเชื้อจากความขุ่นและการเกิดฟองแก๊ส จากนั้นถ่ายเชื้อลงอาหารใหม่ท าอย่างน้อย  3 ซ้ า 

เพ่ือให้ได้เชื้อที่สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนได้อย่าง

แท้จริง 

3.3.2.2 การแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ ท าการดูดสารละลายเชื้อในข้อ 3.3.2.1 จ านวน 100 

ไมโครลิตรลงบนอาหารแข็ง DSMZ640 ที่มีน้ าตาลเซลโลไบโอส 5 กรัมต่อลิตร ใช้แท่งแก้วรูปตัวแอล

เกลี่ยจนผิวหน้าอาหารแห้ง บ่มในตู้ เพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในสภาพไร้ออกซิเจน ( Bactron 

anaerobic chamber, Sheldon, USA) ที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

เลือกโคโลนีที่มีลักษณะแตกต่างกันไปแยกเป็นโคโลนีเดี่ยว โดยใช้ลูปเขี่ยโคโลนีของเชื้อ 1 โคโลนี มา

ขีดลาก (cross streak) บนอาหารแข็ง DSMZ640 ท าซ้ าจนได้โคโลนีเดี่ยวอย่างน้อย 20 ไอโซเลต 
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3.3.3 ศึกษาทางสัณฐานวิทยาคุณลักษณะทางกายภาพและคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 

3.3.3.1 ศึกษาลักษณะรูปร่างเซลล์ การจัดเรียงตัว และการติดสีแกรมของแบคทีเรีย 

น าไอโซเลตที่คัดแยกได้จากข้อ 3.3.2.2 มาศึกษาลักษณะสี (color) ขนาด (size) รูปร่าง (form) ขอบ 

(margin) และการยกตัวของผิวโคโลนี (elevation) พร้อมทั้งทดสอบการติดสีย้อมและส่องดูด้วย

กล้องจุลทรรศน์ 

 

ภาพที่ 3.1 ลักษณะของรูปร่าง ขอบและการยกตัวของผิวโคโลนีบนอาหารแข็ง 
3.3.3.2 ความสามารถในการสร้างสปอร์ (Petitdemange และคณะ, 1984) น าไอ

โซเลตที่แยกได้จากข้อ 3.3.2.2 มาป้ายบนสไลด์ท าการเกลี่ยเชื้อให้บางด้วยลูป จากนั้นน ามาย้อมสี

ด้วยมาลาไคท์กรีนความเข้มข้น 5% โดยหยดสีให้ท่วมรอยเชื้อที่เกลี่ยไว้ วางสไลด์บนไอน้ าเดือดนาน 

10 นาที คอยระวังไม่ให้สไลด์แห้ง จากนั้นล้างด้วยน้ า ทิ้งไว้ให้แห้งแล้วย้อมสีด้วยซาฟรานิน-โอนาน 1 

นาที แล้วล้างออกด้วยน้ า ซับให้แห้ง น าไปส่องดูใต้กล้องจุลทรรศน์ สปอร์จะติดสีเขียวของมาลาไคท์

กรีนและตัวเซลล์จะติดสีแดงของซาฟรานิน-โอ 

3.3.3.3 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีโดยการศึกษาการใช้น้ าตาลชนิดต่างๆ ได้แก่ 

กลูโคส เซลโลไบโอส แมนโนส อะราบิโนส ไซโลส และฟรุคโตส เป็นแหล่งคาร์บอน ที่ความเข้มข้น 1 

กรัมต่อลิตร โดยดัดแปลงจากอาหารเหลวสูตร DSMZ 640 ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่ง

คาร์บอนในอาหาร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนที่มีแก๊ส

ไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ (Abrini และคณะ, 1994) เป็น
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เวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างเพ่ือน าไปวิเคราะห์หาความสามารถการใช้สารตั้งต้นและผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น

ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี 

3.3.4 ระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้ โดยการวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

3.3.4.1 การเตรียมดีเอ็นเอแม่แบบ น าไอโซเลตที่ได้จากข้อ 3.3.2.2 มาเลี้ยงใน

อาหารเหลวสูตร DSMZ640 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน เก็บตัวอย่าง 1 มิลลิลิตร 

น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4000 rpm นาน 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง เติมสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TE ผสมให้เข้า

กันด้วยเครื่องเขย่าผสมสาร จากนั้นน ามาสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัด Bacterial DNA kit (OMEGA Bio-

Tek, USA)  

3.3.4.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ

ต าแหน่ง 27F (5’AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3’) และ 1492R (5’ GGTACCTTGTTACGACTT 

3’) (Gillan และคณะ, 1998) ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) 

โดยมีส่วนผสมของสารต่างๆตามตารางที่ 3.1 ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ ประกอบด้วย initial-

denature ที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที denature ที่ 98 องศาเซลเซียส นาน 

10 วินาที annealing ที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที extension ที่ 72 องสาเซลเซียส นาน 

30 วินาที และ final extension ที่ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที จากนั้นตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่

มีขนาด 1600 คู่เบส โดยท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

ตารางท่ี 3.1 ส่วนผสมสารและความเข้มข้นในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ที่ปริมาณ 50 
ไมโครลิตร 

สาร ความเข้มข้นสุดท้าย 

Phusion HF buffer 1X 
dNTPs 0.2 mM 
ไพรเมอร์ 27F  1.0 uM 
ไพรเมอร์ 1492R 1.0 uM 
ดีเอ็นเอแม่แบบ 1.0 ug 
Phusion DNA polymerase 1.25 U 
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3.3.4.3 วิเคราะห์หาล าดับเบส (sequencing) น าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ข้อ 3.3.4.2 ส่ง

วิเคราะห์ล าดับเบส (PacificSci, Thailand) และน าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบความสัมพันธ์กับ

ฐานข้อมูล GenBank โดยใช้ Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เลือกโปรแกรม nucleotide-nucleotide BLAST 

(blastn) (Altschul และคณะ, 1990) เพ่ือเป็นข้อมูลประกอบในการระบุชนิดของ Clostridium 

spp. และน าข้อมูลมาเปรียบเทียบวิเคราะห์ล าดับเบสโดยโปรแกรม ClustalW2 เวอร์ชั่น 2.0 

(Thompson และคณะ, 1994) เลือกโปรแกรมการท า multiple sequence alignment เพ่ือ

เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแต่ละไอโซเลต 

3.3.4.4 การสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์

ข้อ 3.3.4.3 มาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยโปรแกรม Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA) version 4.0 (Tamura และคณะ, 2007) เพ่ือสร้าง Neighbour-

joining (NJ) tree ที่มีค่า bootstrap จ านวน 1000 ซ้ า 

3.3.5 ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ acsA และ acsE 

3.3.5.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจหายีน acsA และ acsE จากข้อมูลล าดับนิว 

คลีโอไทด์ของ Clostridium spp. 3 สายพันธุ์ได้แก่ C. autoethanogenum (GenBank 

HQ876031), C. carboxidivorans (GenBank HM590563) และ C. ljungdahlii (GenBank 

NC_014328) ที่มีรายงานว่ามีความสามารถในการใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนได้ 

โดยการเปรียบเทียบล าดับเบสของยีน acsA และ acsE โดยโปรแกรม clustalW เลือกโปรแกรมการ

ท า multiple sequence alignment ร่วมกับโปรแกรม Primer3 (Rozen และคณะ, 1999) เพ่ือ

เลือกบริเวณอนุรักษ์ท่ีเหมาะสมต่อการออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน 

3.3.5.2 สกัดดีเอ็นเอจากเชื้อ Clostridium sp. ที่คัดแยกได้ โดยชุดสกัด Bacterial 

DNA kit และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน acsA และ acsE ด้วยไพรเมอร์จ าเพาะจากข้อ 3.3.5.1 

โดยท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอโดยท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และส่งวิเคราะห์

หาล าดับเบส 
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3.3.5.3 วิเคราะห์ความแตกต่างของยีน acsA และ acsE จ านวนเบส ปริมาณ GC 

content และวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยโปรแกรม MEGA4 เพ่ือสร้าง Neighbour-

joining (NJ) tree ที่มีค่า bootstrap จ านวน 1000 ซ้ า 

3.3.6 ศึกษาความสามารถในการหมักโดยใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์แบบไร้ออกซิเจนจาก 
Clostridium sp. ที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

คัดเลือกเชื้อ Clostridium sp. ที่มีสามารถผลิตเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิว 

เทนไดออล ได้สูงสุดในระดับ 30 มิลลิลิตร (small scale) มาท าการหมักในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 

5 ลิตร ในอาหารเหลวสูตร DSMZ 640 ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนที่มีแก๊สไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์

และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส pH เริ่มต้น 6.8 ปั่นกวน

ด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที (พรรณธิภา ส่งเสริมพานิช, 2553) ท าการเก็บตัวอย่างปริมาณ 

25 มิลลิลิตรทุก 6 ชั่วโมง เป็นเวลา 5 วัน  

3.3.7 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของการเติบโต กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดี
ไฮโดรจีเนสและผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมัก 

3.3.7.1 วิเคราะห์หาปริมาณเอทานอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล ที่เกิดจาก

กระบวนการหมัก โดยน าตัวอย่างจากข้อ 3.3.6 จ านวน 1 มิลลิลิตร มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

10,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที ดูดส่วนใส 700 ไมโครลิตรบรรจุลงใส่หลอดแก้วขนาดเล็ก น าไป

วิเคราะห์หาผลิตภัณฑ์จากกระบวนการหมักด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC-2010A Shimadzu, 

Japan) ด้วยคอลัมน์ DB-WAX (Agilent Technologies, USA) และตัวตรวจจับ (Detector) แบบ 

flame ionization detector (FID) โดยใช้อุณหภูมิคอลัมน์ 45 องศาเซลเซียส หัวฉีด (Injector) 250 

องศาเซลเซียส และตัวตรวจจับ 260 องศาเซลเซียส มีแก๊สฮีเลียมเป็นตัวน า (Carrier gas) ผลการ

วิเคราะห์ปริมาณสารได้จากการน าพ้ืนที่ใต้กราฟของสารไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ทราบ

ความเข้มข้นของสาร 

3.3.7.2 วัดการเติบโตของแบคทีเรีย โดยน าตัวอย่างข้อ 3.3.6 มาวัดความขุ่นของ

เชื้อด้วยเครื่อง Zenyth 200rt spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 นาโนเมตร 
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ค านวณหาจ านวนเซลล์จากกราฟมาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความสัมพันธ์ของความขุ่นกับ

จ านวนเซลล์ 

3.3.7.3 วัดน้ าหนักเซลล์แห้ง กรองสารละลายเชื้อผ่านกระดาษกรองขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.2 นาโนเมตร อบแห้งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส และชั่งน้ าหนักหาความแตกต่างของ

น้ าหนักกระดาษกรองก่อนกรองเซลล์และหลังกรองเซลล์ 

3.3.7.4 วัดปริมาณแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในอาหารเลี้ยง โดยวิเคราะห์ด้วยชุด 

HI3818 Carbon Dioxide Test kit (HANNA Instrument, Romania) โดยส่วนใสจากตัวอย่างใน

ข้อ 3.3.6 ปริมาณ 5 มิลลิลิตร หยดฟีนอล์ฟทาลีน จากนั้นไทเทรตด้วย HI 3818-0 solution จน

อาหารเลี้ ยง เปลี่ ยนเป็นสีชมพู บันทึกปริมาณสารละลายที่ ไทเ ทรต ค านวณหาปริมาณ

คาร์บอนไดออกไซด์โดยคูณด้วย 100 จะได้ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

3.3.7.5 วัดกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส โดยดัดแปลงจาก

วิธีของ Lorite และคณะ (2000)   น าตัวอย่างจากข้อ 3.3.6 จ านวน 20 มิลลิลิตร มาด้วยการปั่น

เหวี่ยงเพ่ือแยกเก็บเกี่ยวเซลล์ออกจากส่วนใสที่ความเร็ว 4,000 rpm  ล้างเซลล์ด้วย potassium 

phosphate เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส กิจกรรมของเอนไซม์วัดจากปฏิกิริยารีดักชั่น

ของ nitroblue tetrazolium chloride (NBT) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 

540 นาโนเมตร เตรียมสารผสมที่ใช้ในการวัดปฏิกิริยา ซึ่งประกอบด้วย NBT ความเข้มข้น 0.5 มิลลิ

โมล PMS ความเข้มข้น 1 มิลลิโมล และ Tris-HCl buffer pH 7.5 ความเข้มข้น 50 มิลลิโมล 

สารละลายที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาจะถูกไล่ออกซิเจนด้วยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์อย่างน้อย 20 นาที 

เติมสารละลายเซลล์แล้วน าไปบ่มที่  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และให้แก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ตลอดการทดลอง น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร บันทึกผลและ

ค านวณค่ากิจกรรมของเอนไซม์ โดยใช้กฎของเบียร์และแลมเบิร์ต 

3.3.7.6 วัดปริมาณโปรตีนทั้งหมด วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford น า

สารละลายเซลล์ในข้อ 3.3.7.5 20 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย 1X Dye Reagent 1 มิลลิลิตร บ่ม

ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที น ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับกราฟโปรตีน

มาตรฐาน Bovine serum albumin (BSA) เพ่ือดูปริมาณโปรตีนที่ใช้ในการทดลองแต่ละครั้ง 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

ผลการวิเคราะห์ 

4.1 ตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

 การเก็บตัวอย่างคราบเขม่า ฝุ่น และดิน จากบริเวณที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (ภาพที่ 4.1) 

จ านวน 38 ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ ตัวอย่างจากท่องส่งแก๊สโรงงานอุตสาหกรรม 

จังหวัดระยอง 8 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 4.1) และตัวอย่างจากท่อไอเสียรถ 30 ตัวอย่าง (ตารางท่ี 4.2) 

 

      (ก)           (ข)             (ค) 

ภาพที่ 4. 1 ตัวอย่างคราบเขม่า ฝุ่น และดิน จากท่อล าเรียงแก๊สบริเวณต่างของโรงอุตสาหกรรม 
จังหวัดระยองและท่อไอเสียรถ (ก) ตัวอย่างที่เก็บด้วยไม้พันส าลี (ข) ตัวอย่างน้ าและตะกอนดินจาก
บ่อตกตะกอน (ค) ดินบริเวณท่อส่งแก๊ส 

พ้ืนที่ในการเก็บตัวอย่างที่โรงงานอุตสาหกรรมแบ่งออกเป็น 2 บริเวณ คือ พ้ืนที่ส าหรับการ

แยกแก๊ส ได้แก่ พื้นทีผ่ลิตไอน้ าและหล่อเย็น ซึ่งมีอุณหภูมิสูง (40-60 องศาเซลเซียส) และพ้ืนที่ถังเก็บ

ผลิตภัณฑ์เพ่ือเตรียมจัดส่ง ซึ่งมีอุณหภูมิปกติ (35-40 องศาเซลเซียส) ในบริเวณดังกล่าวประกอบด้วย 

แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ แก๊สไนโตรเจน แก๊สไฮโดรเจนซัลไฟด์ และแก๊สอ่ืนๆ 
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ตารางท่ี 4.1 ตัวอย่างจากบริเวณท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรมจังหวัดระยอง 

ล าดับ รหัส แหล่งที่เก็บตัวอย่าง แก๊ส อุณหภูมิ 

1 CUBi ท่อบริเวณเหนือท่อแยกแก๊ส 01 แก๊สผสม 40-45C 
2 CUBo ท่อบริเวณใต้ท่อแยกแก๊ส 01 แก๊สผสม 40-45C 
3 CUQ ตะกอนดินจากบ่อตกตะกอน แก๊สผสม 40-60C 
4 CUK ท่อส่งแก๊สผสม TK แก๊สผสม 40-45C 
5 CUW ท่อส่งแก๊สผสม TW แก๊สผสม 35-40C 
6 CUi ท่อส่งแก๊ส ขาเข้า CO2 และ H2 35-40C 
7 CUo ท่อส่งแก๊ส ขาออก CO2 35-40C 
8 CUSL ดินบริเวณรอบท่อส่งแก๊ส - 35-40C 

ตัวอย่างจากท่อไอเสียรถยนต์ ได้จากคราบเขม่าของไอเสียที่ออกมาจากเครื่องยนต์ระหว่าง

การเผาไหม้ของน้ ามันกับอากาศ ก่อให้เกิดแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ คาร์บอนมอนอกไซด์ ซัลเฟอร์ได

ออกไซด์ ไนโตรเจนออกไซด์ ฟอสฟอรัส และโลหะบางชนิด ซึ่งจะถูกปลดปล่อยสู่ชั้นบรรยากาศ 

ตารางท่ี 4.2 ตัวอย่างจากท่อไอเสียรถยนต์ชนิดต่างๆ 

ล าดับ รหัส แหล่งที่มา ล าดับ รหัส แหล่งที่มา ล าดับ รหัส แหล่งที่มา 

1 CPN Nissan  11 CPF Toyota 21 CMK Nissan  

2 CVW Honda  12 CPK Toyota 22 CYK Toyota  

3 CRK Toyota  13 CTW Toyota  23 CCI Toyota  

4 CVA Van 14 CNC Nissan  24 CVI Toyota 

5 CUN Pick up 15 CSC Suzuki  25 CMC Chevrolet 

6 CLI Toyota  16 CTV Toyota  26 CMP Nissan 

7 CLL ISUZU  17 CTA Toyota 27 CAI Toyota 

8 CAO ISUZU  18 CHC Honda  28 CCW Toyota 

9 CMY ISUZU 19 CBE Benz 29 CPA Toyota 

10 CPH Chevrolet 20 CBP Benz 30 CMZ ISUZU 
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4.2 การคัดแยกเชื้อให้บริสุทธิ์ 

 จากการคัดแยกเชื้อในอาหารเหลวสูตร DSMZ640 ที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่ง

คาร์บอน ที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนที่ถูกแทนที่ด้วยแก๊ส

ไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 7 วัน และถ่ายเชื้อลง

อาหารใหม่อย่างน้อย 3 ซ้ า เพื่อให้ได้เชื้อที่สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ โดย

สังเกตจากความขุ่นของอาหารและการสร้างฟองแก๊สของเชื้อ (ภาพที่ 4.2) พบว่าผลจากการถ่ายเชื้อ 

3 ซ้ าก่อนการคัดแยกบนอาหารแข็ง ซึ่งขั้นตอนดังกล่าวเป็นกระบวนที่สามารถคัดเลือกเชื้อที่สามารถ

เจริญได้ในสภาวะที่ก าหนดได้เบื้องต้น เมื่อน าสารละลายเชื้อมาคัดแยกบนอาหารแข็ง จึงได้เชื้อที่มี

ลักษณะของโคโลนีที่แตกต่างกันน้อยมาก จากการคัดแยกเชื้อในครั้งนี้ได้ เชื้อทั้งหมด 21 ไอโซเลต 

จาก 19 ตัวอย่าง (ตารางที่ 4.3)  

เชื้อที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่เจริญได้ดีที่ 37 และ 45 องศา

เซลเซียส ยกเว้นไอโซเลต CUW ที่สามารถเจริญได้เพียงเล็กน้อยที่อุณหภูมิ 37 และไม่พบการเจริญ

ของเชื้อที่ 45 องศาเซลเซียส ในขณะที่เชื้อที่คัดแยกได้จากท่อไอเสียส่วนใหญ่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส แต่เจริญได้เพียงเล็กน้อยที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ยกเว้นไอโซเลต CPN ที่

สามารถเจริญได้ดีทั้งอุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส 

    

(ก)    (ข)          (ค)      (ง) 

ภาพที่ 4. 2 ลักษณะสี ความขุ่น และการเกิดฟองของอาหารที่เปลี่ยนไป (ก) อาหารเหลว DSMZ 
640 ปราศจากเชื้อ ซึ่งใช้เป็นชุดควบคุมการทดลอง (Negative control) (ข) ลักษณะอาหารที่ไม่มี
เชื้อเจริญเติบโต (ค) ลักษณะอาหารที่มีเชื้อเติบโตได้เล็กน้อย และ (ง) ลักษณะอาหารในขวดที่มีเชื้อ 
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ตารางท่ี 4.3 ชื่อและจ านวนไอโซเลตที่คัดแยกได้จาก 38 ตัวอย่าง 

ล าดับ ชื่อ จ านวนไอโซเลตที่คัดแยกได้ อุณหภูมิ (C) 

37 45 

1 CUi 1 +++ +++ 
2 CUo 1 +++ +++ 
3 CUK 1 +++ +++ 
4 CUW 1 + - 
5 CUSL 2 +++ +++ 
6 CAI 1 +++ + 
7 CBP 1 +++ + 
8 CCI 1 +++ + 
9 CCW 1 +++ + 
10 CHC 2 +++ + 
11 CMC 1 +++ + 
12 CMK 1 +++ + 
13 CMZ 1 + + 
14 CNC 1 +++ + 
15 CPA 1 +++ + 
16 CPK 1 +++ + 
17 CPN 1 +++ +++ 
18 CTV 1 +++ + 
19 CVI 1 +++ + 

หมายเหตุ +++ คือ เจริญได้ดี; + เจริญได้แต่ไม่ค่อยดี และ – ไม่เจริญ 
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4.3 ศึกษาทางสัณฐานวิทยาคุณลักษณะทางกายภาพและคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียท่ีคัด
แยกได้ 

4.3.1 การศึกษาทางสัณฐานวิทยา และคุณลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรีย 

ตารางท่ี 4.4 ลักษณะรูปร่าง สี ความนูน ขอบของโคโลนี รูปร่างเซลล์ และการติดสีแกรมทั้ง 21 ไอโซ
เลต 

No. Name  Size 
(mm) 

Color Form Elevation Margin Shape G 

1 CUi 2.0-3.0 cream irregular umbonate undulate rod + 
2 CUo 2.0 cream circular umbonate undulate rod - 
3 CUK 2.0 cream irregular  convex undulate rod - 
4 CUW 2.0 cream circular raised entire rod - 

5 CUSL1 2.0 cream irregular convex undulate rod - 

6 CUSL2 2.0 cream circular convex entire rod + 

7 CAI 2.0 cream circular umbonate undulate rod + 

8 CBP 2.0 cream circular convex entire rod + 

9 CCI 2.0 cream circular raised entire rod + 

10 CCW 2.0 cream circular convex entire rod + 

11 CHC1 1.0-2.0 cream circular umbonate undulate rod + 

12 CHC2 2.0 cream irregular umbonate lobate rod + 

13 CMC 2.0 cream circular convex entire rod + 

14 CMK 2.0 cream circular convex entire rod + 

15 CMZ 2.0 cream circular convex entire rod + 

16 CNC 2.0-3.0 cream irregular convex undulate rod + 

17 CPA 1.0-1.5 cream circular convex entire rod + 
18 CPK 1.0-1.5 cream circular convex erose cocci + 

19 CPN 2.0-3.0 cream irregular convex undulate rod + 
20 CTV 2.0-3.0 cream irregular convex entire rod + 

21 CVI 2.0-3.0 cream irregular convex undulate rod + 
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จากการศึกษาลักษณะโคโลนี รูปร่างเซลล์ และการติดสีแกรมของไอโซเลตที่คัดแยก

ได้ (ตารางท่ี 4.4) พบว่าทุกไอโซเลตมีโคโลนีมีสีครีม ลักษณะของโคโลนีกลม (circular) บางไอโซเลต

มีรูปร่างไม่แน่นอน (irregular) การยกตัวนูนมีทั้งแบบยกตัวจากผิวอาหารไม่มากนัก (raised) ยกตัว

สูงเพียงเล็กน้อย (convex) และแบบยกตัวนูนมีปุ่มอยู่กลางโคโลนี (umbonate) ลักษณะของขอบ

ของโคโลนีมีความแตกต่างกันไป แบคทีเรียที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่มีรูปร่างท่อน (rod) ยกเว้นไอโซเลต 

CPK มีรูปร่างกลมอยู่กันเป็นคู่และเป็นกลุ่ม การติดสีแกรม พบว่าม ี17 ไอโซเลตที่เป็นแกรมบวกและ

อีก 4 ไอโซเลตเป็นแกรมลบ (ตารางที่ 4.4) 

4.3.2 การสร้างสปอร์ 

จากการทดสอบความสามารถการสร้างสปอร์ของเชื้อที่คัดแยกได้ พบว่ามี 8 ไอโซเลตจากทั้งหมด 21 

ไอโซเลต (ภาพที่ 4.3) สามารถการสร้างเอนโดสปอร์สปอร์ได้ โดย 7 ไอโซเลต (CUi, CPN, CHC1, 

CHC2, CNC, CTV และ CVI) สปอร์มีรูปร่างคล้ายกับ C. carboxydivorans (ภาพที่ 4.3 ก) คือมี

สปอร์อยู่บริเวณปลายเซลล์ (terminal spore) มีรูปร่างรี และตัวเซลล์มีรูปร่างท่อน ยกเว้นไอโซเลต 

CUSL2 สปอร์มีลักษณะกลมบวมจนท าให้ตัวเซลล์มีขนาดใหญ่ ตัวเซลล์ที่ไม่พบการสร้างสปอร์ มี

ลักษณะเป็นสายยาว 

   

  (ก)         (ข)         (ค) 

   

         (ค)        (ง)                                    (จ)   
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       (ช)                 (ซ)                                    (ฌ) 

ภาพที่ 4. 3 การติดสีเขียวจาก Malachite green ของสปอร์ Clostridium carboxydivorans (ก) 
ไอโซเลต CUi (ข) ไอโซเลต CUSL2 (ค) ไอโซเลต CPN (ง) ไอโซเลต CHC1 (จ) ไอโซเลต CHC2 (ฉ) 
ไอโซเลต CNC (ช) ไอโซเลต CTV (ซ) ไอโซเลต CVI (ฌ) 
 

4.3.3 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมี 

ศึกษาการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ กลูโคส เซลโลไบโอส แมนโนส อะราบิ

โนส ไซโลส และฟรุคโตส (ตารางท่ี 4.5) ร่วมกับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ ที่ความเข้มข้น 1 กรัมต่อ

ลิตร พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้ส่วนใหญ่สามารถใช้น้ าตาล C6 (กลูโคส แมนโนส และฟรุคโตส) ได้

ดีกว่าน้ าตาล C5 (อะราบิโนส และไซโลส) และน้ าตาลโมเลกุลคู่ (เซลโลไบโอส) มี 2 ไอโซเลตที่

สามารถใช้น้ าตาลทั้ง 6 ชนิดได้ คือ ไอโซเลต CUi และ CUK สารผลิตภัณฑ์จากกระบวนการหมักแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ร่วมกับน้ าตาล 1 กรัมต่อลิตร ส่วนใหญ่เป็นกรด ได้แก่ กรดแอซีติก และกรดบิวทิ

ริก รองลงมาคือ เอทานอล และสารผลิตภัณฑ์ที่พบได้น้อยคือ บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล ไอ

โซเลตที่สามารถผลิตได้ทั้งเอทานอล บิวทานอล และ2, 3 บิวเทนไดออล คือ CUi 
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ตารางท่ี 4.5 แสดงการเปรียบเทียบการใช้น้ าตาลต่างๆและสารผลิตภัณฑ์ของแต่ละไอโซเลต 

ล าดับ ไอโซเลต การใช้น้ าตาลชนิดต่างๆ สารผลิตภัณฑ์* 

A C F G M X Et Bu BD Ac Br 

1 CUi + + + + + + + + + + + 
2 CUo W + + + W - - - - + + 
3 CUK + + + + + + + - - + W 
4 CUW W + + + + - + - - + + 

5 CUSL1 - + + + - - - - - + + 

6 CUSL2 - + W + - - + + W + + 

7 CAI - W + + + - + - - + + 
8 CBP - W + + + - + - - + + 

9 CCI - W + + + - + W W + + 

10 CCW - W + + + - + - - + + 
11 CHC1 - + + + + W + - + + + 

12 CHC2 - + + + + - + - + + W 

13 CMC - W + + + - + - - + + 

14 CMK - W + + + - + - - + + 

15 CMZ - W + + + - + - - + + 

16 CNC + + + + W - W + - + + 

17 CPA - W + + + - + - - + + 

18 CPK - W + + + - + - - W + 

19 CPN + + + + + - + - - + + 

20 CTV + + + + W - + - - + + 

21 CVI + + + + W - W + - W + 

*หมักด้วยน้ าตาล 1 กรัมและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์ 

+ เจริญได้ดีหรือพบการผลิต, - ไม่เจริญหรือไม่พบการผลิต, W เจริญได้แต่ไม่ค่อยดีหรือผลิตได้น้อย

กว่า 0.2 กรัมต่อลิตร, A อะราบิโนส, C เซลโลไบโอส, F ฟรุคโตส, G กลูโคส, M แมนโนส และ X 

ไซโลส, Et เอทานอล, Bu บิวทานอล, BD 2, 3 -บิวเทนไดออล, Ac กรดแอซีติก และ Br กรดบิวทิริก 
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4.4 ระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกได้ โดยการวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA และวิเคราะห์
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree)  

จากการวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริเวณ 16S rDNA โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่

จ าเพาะต่อต าแหน่ง 27F และ 1492R พบว่าเป็นแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม 14 ไอโซเลต เป็น

แบคทีเรียสกุลอ่ืนๆ 3 ไอโซเลต และไม่สามารถระบุชนิดได้ 4 ไอโซเลต จากตารางที่ 4.6 กลุ่มที่เป็น

คลอสทริเดียม ได้แก่ C. saccharolyticum, C. sporogenes, C. beijerinckii, C. perfringens และ 

C. tertium ซึ่งค่าความเหมือนของล าดับเบสของยีน 16S rDNA ประมาณ 93-100 เปอร์เซ็นต์ กลุ่มที่

ไม่ใช่คลอสทริเดียม ได้แก่ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Proteus 

mirabilis และ Enterococcus hirae มีค่าความเหมือนของล าดับเบสของยีน 16S rDNA 83 79 

และ 96 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ และกลุ่มที่ไม่สามารถระบุได้ (Uncultured bacterium และ 

Uncultured Clostridium) จากนั้นน าล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของทั้ง 21 ไอโซเลตมาวิเคราะห์

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (ภาพที่ 4.4) ร่วมกับแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมที่มีข้อมูลการใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ ได้แก่ C. autoethanogenum, C. carboxidivorans, และ C. ljungdahlii 

พบว่าไอโซเลตที่คัดแยกได้จากท่อไอเสียของรถจะอยู่ในกลุ่มเดียวกัน แบ่งออกเป็นกลุ่มของ C. 

perfringens และ C. beijerinckii ส่วนแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม

ถูกจัดอยู่ในอีกกลุ่ม 
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ตารางท่ี 4.6 การระบุชนิดของแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดยการวิเคราะห์ล าดับเบส 16S rDNA 

ล าดับ ไอโซเลต  Clostridium spp. % ความเหมือน Accession 
No. 

1 CUi C. saccharolyticum 93% CP002109.1 
2 CUSL2 C. sporogenes 99% HG813109.1 
3 CNC C. beijerinckii 96% CP006777.1 
4 CPN  C. beijerinckii 100% KC915012.1 

5 CTV C. beijerinckii 96% CP006777.1 

6 CVI C. beijerinckii 99% KC851824.1 

7 CAI C. perfringens 99% JF764801.1 
8 CBP C. perfringens 95% FN356962.1 

9 CCI C. perfringens 97% BA000016.3 

10 CCW C. perfringens 99% JF764804.1 
11 CMC C. perfringens 98% NR121697.1 

12 CMK C. perfringens 98% JX267106.1 

13 CHC1 C. tertium 96% JX267105.1 

14 CHC2 C. tertium 96% JX267105.1 

15 CPA Uncultured Clostridium 96% JN792371.1 

16 CMZ Uncultured Clostridium 96% JQ940553.1 

17 CPK Enterococcus hirae 96% JQ411243.1 

18 CUo Proteus mirabilis 79% LN558623.1 

19 CUK Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum 

83% KM036188.1 

20 CUW Uncultured bacterium 98% KF105272.1 

21 CUSL1 Uncultured bacterium 98% JF185885.1 
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ภาพที่ 4. 4 แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยวิธีการสร้าง Neighbour-joining (NJ) tree 
ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของ 24 ไอโซเลต 
 

4.5 ตรวจหายีนที่เกี่ยวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ acsA และ acsE 

ไพรเมอร์ส าหรับตรวจหายีน acsA และ acsE ถูกออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 

Clostridium spp. 3 สายพันธุ์ได้แก่ C. autoethanogenum (GenBank HQ876031), C. 

carboxidivorans (GenBank HM590563) และ C. ljungdahlii (GenBank NC_014328) พบว่า

ไพรเมอร์ของยีน acsA สามารถตรวจหายีนส าหรับสร้างเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส 

(CODH) ในคลอสทริเดียมได้ (ภาพที่ 4.4) โดยพบยีน acsA ในไอโซเลต Clostridium sp. CUi ไอโซ

เลต C. beijerinckii CNC ไอโซเลต C. beijerinckii CPN ไอโซเลต C. beijerinckii CTV ไอโซเลต C. 

beijerinckii CVI และไอโซเลต C. perfringens CCI แต่ไม่พบยีน acsE ในทุกไอโซเลตที่คัดแยกได้ 

(ตารางท่ี 4.7) 
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ตารางที่ 4.7 แสดงผลการตรวจหายีน acsA และ acsE ถูกออกแบบจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 
Clostridium spp. 3 สายพันธุ์ C. autoethanogenum, C. carboxidivorans และ C. 
ljungdahlii 

ล าดับ ไอโซเลต  Clostridium sp. acsA acsE 

1 CUi C. saccharolyticum + - 
2 CUSL2 C. sporogenes - - 
3 CNC C. beijerinckii + - 
4 CPN  C. beijerinckii + - 

5 CTV C. beijerinckii + - 

6 CVI C. beijerinckii + - 

7 CAI C. perfringens - - 
8 CBP C. perfringens - - 

9 CCI C. perfringens + - 

10 CCW C. perfringens - - 
11 CMC C. perfringens - - 

12 CMK C. perfringens - - 

13 CHC1 C. tertium - - 

14 CHC2 C. tertium - - 

+ พบยีน  - ไม่พบยีน 
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                        1      2      3     4     5     6      7    

 

ภาพที่ 4. 5 การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ของยีน acsA โดยเจลอิเล็คโตรโฟไลซิส ช่องที่ 1 ladder 
1kb ช่องที่ 2 C. carboxidivoeans ช่องที่ 3 ไอโซเลต CNC ช่องที่ 4 ไอโซเลต CTV ช่องที่ 5 ไอโซ
เลต CVI ช่องที่ 6 ไอโซเลต CUi และช่องที่ 7 ไอโซเลต CCI 
 

4.6 ศึกษาความสามารถในการหมักโดยใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์แบบไร้ออกซิเจนจากคลอสท
ริเดียมที่คัดแยกได้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร 

 จากคุณสมบัติของ Clostridium sp. CUi  ที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม 

จังหวัดระยองสามารถใช้น้ าตาลได้ทั้ง C5 C6 และโมเลกุลคู่ ร่วมกับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ได้ ทั้งยัง

สามารถผลิตสารที่ต้องการได้ทั้ง 3 ชนิด คือ เอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล 

นอกจากนี้ยังพบยีน acsA ที่ควบคุมการท างานของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส จึงถูก

คัดเลือกมาผลิตตัวท าละลายในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วยอาหารเหลว DSMZ640 พบว่าไอโซเลต CUi 

มีช่วง Log phase ที่นานถึง 48 ชั่วโมง และเข้าสู่ช่วง Stationary phase หลังจากชั่วโมงที่ 72 (ภาพ

ที่ 4.6) การใช้น้ าตาลเซลโลไบโอสในกระบวนการหมักพบว่าไอโซเลต CUi ใช้น้ าตาลหมดตั้งแต่ชั่วโมง

ที่ 24 และมีน้ าหนักเซลล์แห้ง 955 มิลลิกรัมต่อลิตร 
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ภาพที่ 4. 6 กราฟแสดงการเปรียบเทียบระหว่างเวลากับการเจริญ () และค่าความเป็นกรด-ด่าง 

() ระหว่างกระบวนการหมักแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ด้วย Clostridium sp. CUi ในถังหมักขนาด 5 
ลิตร ที่มีอาหารเหลวดัดแปลง DSMZ640 เป็นเวลา 168 ชั่วโมง 
 

การสร้างกรดในกระบวนการหมักของ Clostridium sp. CUi พบว่าสารผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่

เป็นกรดบิวทิริก มีการผลิตสูงสุดที่ชั่วโมง 72 (3.12 กรัมต่อลิตร) และลดลงหลังจากชั่วโมงที่ 72 ซึ่ง

สอดคล้องกับค่าความเป็นกรดด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 24 ชั่วโมงแรก และ

ค่อยๆลดลงจนกระทั่งชั่วโมงที่ 96 (ภาพที่ 4.6) ในขณะที่ความเข้มข้นของกรดแอซิติกสูงสุด 0.92 

กรัมต่อลิตร  

การผลิตตัวท าละลายอย่างเอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล จากการหมักแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์ร่วมกับน้ าตาลเซลโลไบโอส 1 กรัมต่อลิตรของ Clostridium sp. CUi พบว่า ผลิต

เอทานอลได้สูงสุด 0.94 กรัมต่อลิตรที่ 48 ชั่วโมง ในขณะที่การผลิตบิวทานอลสูงสุดที่ 1.11 กรัมต่อ

ลิตรที่ 24 ชั่วโมง และมีการผลิต 2, 3 บิวเทนไดออล ได้เล็กน้อยประมาณ 0.28 กรัมต่อลิตร การสร้าง

สารผลิตภัณฑ์ทั้งหมดถูกผลิตในช่วงหลัง Log phase คือ 72 ชั่วโมงแรก หลังจากนั้นปริมาณสาร

เปลี่ยนแปลงเล็กน้อยและเริ่มคงที ่โดยมีความเข้มข้นสารผลิตภัณฑ์รวมสูงสุด 5.78 กรัมต่อลิตร 
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ภาพที่ 4. 7 การเปรียบเทียบการผลิตสารละลาย 2, 3 บิวเทนไดออล ( ) เอทานอล ( ) บิวทา
นอล ( )กรดแอซิติก ( ) และกรดบิวทิริก ( ) ที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการหมัก
คาร์บอนไดออกไซด์ร่วมกับน้ าตาลเซลโลไบโอส 1 กรัมต่อลิตร ด้วย Clostridium sp. CUi ในถังหมัก
ขนาด 5 ลิตร ที่ช่วงเวลาต่างๆ 
 
4.7 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของการเติบโต กิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส
และผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมัก 

วัดกิจกรรมของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสโดยดัดแปลงจากวิธีของ Lorite 

และคณะ (2000) ดูการเปลี่ยนแปลงสีของ nitroblue tetrazolium ที่เกิดขึ้นหลังจากรับอิเล็คตรอ

นจากปฏิกิริยาการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ จากสีเหลืองเป็นสีม่วง ดังภาพที่ 4.7 ท าการเปรียบเทียบ

กับ Positive control (C. carboxidivorans) และ Negative control (E. coli) พบว่าใน Negative 

control ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสีเมื่อเทียบกับตัวควบคุมที่ไม่มีการเติมสารละลายเซลล์ ในขณะที่

สารละลายเซลล์ไอโซเลต CUi เกิดสารประกอบสีม่วงเหมือนกับ Positive control และมีกิจกรรม

สูงสุดที่ 24 ชั่วโมง ค านวณตามวิธีของ Beer-Lambert ที่มีค่าสัมประสิทธิ์ของ CODH ที่ 540 นาโน

เมตรเท่ากับ 7.2 มิลลิโมลต่อเซนติเมตร ได้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ของ CODH จาก Clostridium sp. 

CUi ในการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์เท่ากับ 3.66 ไมโครโมลต่อนาที ในขณะที่ C. carboxidivorans 

ที่เป็น Positive control มีค่ากิจกรรมการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์เท่ากับ 2.60 ไมโครโมลต่อนาที 

ซึ่งมีค่าน้อยกว่าไอโซเลตที่คัดแยกได ้
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ภาพที่ 4. 8 เปรียบเทียบสีของสาร nitroblue tetrazolium ที่เกิดขึ้นหลังจากรับอิเล็คตรอนจาก
ปฏิกิริยาการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ โดยคิวเวตต์ที่ 1 เป็น control ไม่เติมสารละลายเชลล์; คิวเวตต์
ที่ 2 เป็น Negative control (E. coli); คิวเวตต์ที่ 3 เป็น Clostridium sp. CUi และคิวเวตต์ที่ 4 
เป็น C. carboxidivorans 
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บทที่ 5 

การอภิปรายผล 

5.1 การคัดแยกเชื้อ 

การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียคลอสทริเดียมใช้อาหารเหลวสูตร DSMZ640 ที่มีแหล่ง

คาร์บอนอย่างจ ากัด โดยมีน้ าตาลเซลโลไบโอส 1 กรัมต่อลิตรและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่ง

คาร์บอน ในสภาวะไร้ออกซิเจนที่แทนที่ด้วยแก๊สผสมระหว่างแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์

และไนโตรเจน 80 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือมุ่งเน้นการคัดแยกเชื้อที่สามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนจ ากัด 

แหล่งคาร์บอนที่เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นจัดเป็นวัตถุดิบที่ส่งผลโดยตรงต่อราคาต้นทุนการผลิต ดังนั้น

การใช้แหล่งคาร์บอนที่มีมูลค่าในจ านวนที่น้อยย่อมส่งผลดีต่อราคาของต้นทุนการผลิต รวมถึ งการใช้

แหล่งคาร์บอนราคาถูกหรือไม่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจอย่างแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ที่มีมหาศาลในรูป

ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมและการคมนาคมมาเป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารผลิตภัณฑ์ที่มีมูลค่า 

นอกการจะเป็นน าแก๊สเสียจากโรงงานมาใช้ให้เกิดมูลค่าแล้วยังเป็นการลดแก๊สเรือนกระจกที่เป็น

สาเหตุของภาวะโลกร้อนได้อีกด้วย   

ในงานวิจัยนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียจากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรมและท่อ

ไอเสียรถยนต์ไดท้ั้งหมด 21 ไอโซเลต จากตัวอย่าง 38 ตัวอย่าง โดยกลุ่มแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากท่อ

ส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรมส่วนใหญ่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งมีลักษณะ

เป็นแบคทีเรียชอบร้อน (Thermophilic bacteria) เนื่องจากพ้ืนที่เก็บตัวอย่างในโรงงานอุตสาหกรรม

ค่อนข้างมีอุณหภูมิสูงตลอดเวลา ดังนั้นแบคทีเรียที่พบส่วนใหญ่จึงมีลักษณะชอบร้อน ในขณะ

แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากท่อไอเสียส่วนใหญ่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แต่เจริญได้

เล็กน้อยที่ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งมีลักษณะเป็นแบคทีเรียทนร้อนได้ (Thermotolerant bacteria) 

เนื่องมาจากท่อไอเสียรถยนต์มีความร้อนสูงในช่วงขณะใช้งานเครื่องยนต์ เมื่อไม่มีการใช้งานท่อไอเสีย

จะมีอุณหภูมิปกติ ดังนั้นแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากท่อไอเสียจึงมีความสามารถในการทนร้อนได้ ซึ่ง 

Malashenko และคณะ (1974) ได้รายงานว่าแบคทีเรียทนร้อนสามารถเจริญได้ในช่วง 37-45 องศา

เซลเซียส เมื่ออุณหภูมิสูงอาจเจริญได้ไม่ดีแต่สามารถด ารงอยู่ได้ จากการวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริเวณ 



 

 

57 

16S rDNA ของแต่ละไอโซเลตพบว่าเป็นแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม 14 ไอโซเลต คิดเป็น 67 

เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกได้ แสดงให้เห็นว่าอาหารเหลวสูตร DSMZ640 ที่มีการใช้

แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน มีประสิทธิภาพในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียสกุลคลอสท

ริเดียมได้ถึง 67 เปอร์เซ็นต์ และเป็นแบคทีเรียกลุ่มอ่ืนๆ จ านวน 3 ไอโซเลต ได้แก่ 

Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Proteus mirabilis และ 

Enterococcus hirae จากการสังเกตผลการวิจัยการพบแบคทีเรีย Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum เป็นสิ่งที่เกิดขึ้นได้เนื่องมาจากอาหารสูตร DSMZ640 นั้นมีสูตรที่

เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเชื้อในกลุ่มคลอสทริเดียม และยังสามารถใช้เพาะเลี้ยงเชื้อกลุ่ม 

Thermoanaerobacterales ได้อีกด้วย (Ivanova และคณะ, 2009) ส่วน Proteus mirabilis และ 

Enterococcus hirae เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มักพบปะปนกับคลอสทริเดียม โดยทั่วไปแบคทีเรียกลุ่มโค

ลิฟอร์ม (Coliforms) โปรเทียส (Proteus) ซูโดโมแนส (Pseudomonas) และกลุ่มที่เจริญในสภาวะ

ไร้ออกซิเจนที่ไม่สร้างสปอร์ สามารถพบปะปนกับกลุ่มคลอสทริเดียมได้ในอาหารเพาะเลี้ยงที่บ่มใน

สภาวะไร้ออกซิเจน (อัญชลี ตัณฑ์ศุภศิริ, 2548; Agnoletti และคณะ, 2004) ดังนั้นเทคนิคการคัด

แยกและจ าแนกชนิดของคลอสทริเดียมทางห้องปฏิบัติการจึงต้องอาศัยกระบวนการหลายวิธีร่วมกัน 

ได้แก่ การตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพ่ือส ารวจการติดสีย้อมแกรมและการมีสปอร์ ผลการเพาะแยก

ในอาหารชนิดคัดเลือก (selective medium) การเจริญได้ดีในสภาวะที่ไม่ออกซิเจน ปฏิกิริยาทาง

ชีวเคมีในการหมักย่อยน้ าตาลและโปรตีนชนิดต่างๆ และการตรวจผลิตผลของเมแทบอลิซึมด้วยแก๊ส

โครมาโทกราฟี นอกจากนี้พบแบคทีเรียกลุ่มที่ระบุว่าล าดับเบสของ 16S rDNA ในช่วงบิรเวณอนุรักษ์

มีความเหมือนกับล าดับเบสในฐานข้อมูลที่เป็นกลุ่มแบคทีเรียซึ่งไม่สามารถเพาะเลี้ยงได้ (uncultured 

bacterium) จ านวน 4 ไอโซเลต คือ ไอโซเลต CPA CMZ CUW และ CUSL1 โดยไอโซเลต CPA 

และ CMZ มีล าดับเบสที่บริเวณ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Unculture 

Clostridium ที่ได้จากล าไส้ของสิ่งมีชีวิต 96 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งคลอสทริเดียมสามารถพบได้ในทางเดิน

อาหารของสิ่งมีชีวิตต่างๆ เนื่องมาจากการบริโภคอาหารที่มีการปนเปือนของแบคทีเรียหรือสปอร์ของ

คลอสทริเดียม และจากแผนภาพความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่ได้จากงานวิจัยนี้ (ภาพที่ 4.4) พบว่า

ไอโซเลต CPA และ CMZ ถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ C. perfringens ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับงานวิจัย

ของ McLaughlin และคณะ (2012) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในมูลของโลมาหัวบาตร

หลังเรียบในแม่น้ าแยงซี ประเทศจีน พบว่า uncultured bacterium จากโคลน PLYFP105 
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(JN792371.1) ที่มีล าดับเบสเหมือนกับไอโซเลต CPA ของงานวิจัยนี้ ได้ถูกจัดอยู่ในไฟลัม 

Firmicutes และถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ C. perfringens ตามแผนภาพเชิงวิวัฒนาการของงานวิจัย

ของ McLaughlin และคณะ ในขณะที่ไอโซเลต CUW และ CUSL1 มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอ

ไทด์ของ 16S rDNA ในบริเวณอนุรักษ์เหมือน Uncultured bacterium จากเลือดของมนุษย์ 98 

เปอร์เซ็นต์ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยไม่ผ่านการเพาะเลี้ยงบนอาหาร  

5.2 คุณลักษณะของแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียมที่คัดแยกได้ 

คลอสทริเดียมเป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อน มีสปอร์ เจริญได้ในสภาวะ

ไร้ออกซิเจนพบได้ทั่วไปในดิน น้ า ฝุ่นละออง และบางชนิดพบในล าไส้ของสิ่งมีชีวิต ซึ่งจากการศึกษา

ลักษณะของแบคทีเรียคลอสทริเดียมที่คัดแยกได้ทั้ง 14 ไอโซเลต พบว่าส่วนใหญ่มีโคโลนีลักษณะกลม 

สีครีม รูปร่างไม่แน่นอน ยกตัวนูนจากผิวอาหาร และตรงกลางโคโลนีโค้งนูนเล็กน้อย  เซลล์มีรูปร่าง

ท่อน การติดสีแกรมบวก บางไอโซเลตพบการติดสีแกรมลบหลังจากการสร้างสปอร์  ซ่ึงเกิดจาก

ความสามารถในการติดสีย้อมแกรมของแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม เช่น ในบางสายพันธุ์ที่อาจติด

สีย้อมเป็นแกรมลบได้หลังจากการเพราะเลี้ยงไว้ค้างคืน หรือเชื้อบางตัวที่ติดสีย้อมแกรมบวกอาจ

เปลี่ยนแปลงเป็นติดสีย้อมแกรมลบได้เมื่อมีการเพาะถ่ายเชื้อ หรือเชื้อบางสายพันธุ์อาจเปลี่ยนเป็น  

แกรมลบได้เมื่อมีการสร้างสปอร์ (Alexander และคณะ, 1995) นอกจากนี้แบคทีเรียทั้ง 14 ไอโซเลต

ที่คัดแยกได้นั้นสามารถเจริญได้โดยใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนร่วมกับน้ าตาลที่มี

ความเข้มข้นต่ าได้ 

ไอโซเลต CUi คัดแยกได้จากโรงงานอุตสาหกรรมบริเวณท่อส่งแก๊สขาเข้าของถังกัก

เก็บแก๊สที่บรรจุแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์และแก๊สไฮโดรเจน แสดงผลการวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริเวณ

อนุรักษ์ของ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. saccharolyticum 93 

เปอร์เซ็นต์ เซลล์มีลักษณะรูปท่อน สปอร์เป็นรูปรีอยู่บริเวณปลายเซลล์ เจริญได้ที่อุณหภูมิ 37 และ 

45 องศาเซลเซียส การทดสอบการเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนต่างๆเช่น น้ าตาลกลูโคส แมนโนส ฟรุค

โตส อะราบิโนส ไซโลส และเซลโลไบโอส พบว่าสามารถใช้น้ าตาลได้ทุกชนิดและสามารถสร้างเอทา

นอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล กรดแอซีติก และกรดบิวทิริกได้ ซึ่งมีคุณสมบัติบางประการ

ใกล้เคียงกับ C. saccharolyticum WM1 ที่คัดแยกได้จากตะกอนน้ าเสียโดย Murray และคณะ 

(1982) พบว่าแบคทีเรียชนิดนี้มีการสร้างสปอร์อยู่ที่ปลายเซลล์ มีคุณสมบัติในการใช้แหล่งคาร์บอนได้
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หลากหลาย ได้แก่ กลูโคส อะราบิโนส ไซโลส กาแลคโตส แลคโตส แมนโนส และแมนนิทอล แต่ยังไม่

มีรายงานเกี่ยวกับการใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ สามารถผลิตเอทานอล และกรดแอซิติกได้ดี ดังนั้ น

ผลการทดลองในส่วนนี้แสดงถึงคุณลักษณะใหม่ที่ไม่มีข้อมูลบันทึกในงานวิจัยก่อนหน้า 

ไอโซเลต CUSL2 คัดแยกได้จากดินบริเวณท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม มี

ล าดับเบสที่บริเวณอนุรักษ์ของ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. sporogenes 

99 เปอร์เซ็นต์ เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนยาว สปอร์มีขนาดใหญ่บวมพอง สามารถเจริญได้ทั้งอุณหภูมิ 

37 และ 45 องศาเซลเซียส ใช้น้ าตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสได้ดี แต่ใช้น้ าตาลฟรุคโตสได้ไม่ค่อยดี 

และไม่พบการเจริญในน้ าตาลแมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส สามารถสร้างเอทานอล บิวทานอล 

กรดแอซีติก และกรดบิวทิริกได้ แต่ไม่พบการผลิต 2, 3 บิวเทนไดออล จากรายงานของ Lovitt และ

คณะ (1987) พบว่าแบคทีเรีย C. sporogenes เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถใช้

กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนได้ดี ยังไม่มีรายงานการใช้น้ าตาล C5 ของแบคทีเรียชนิดนี้ และสามารถ

ผลิตกรดแอซิติก บิวทิริก เอทานอล และบิวทานอลได้ การสร้างสปอร์ของแบคทีเรียชนิดนี้มีลักษณะ

พองกลมใหญ่มีขนาดประมาณ 2.4 ไมโครเมตร (Yang และคณะ, 2009) 

ไอโซเลต CHC1 และ CHC2 คัดแยกได้จากท่อไอเสียของรถยนต์ มีล าดับเบสที่

บริเวณ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. tertium 96 เปอร์เซ็นต์ เซลล์มี

ลักษณะคล้ายคลึงกันคือ มีรูปท่อน แต่เซลล์ของ C. tertium CHC2 ยาวและผอมกว่า C. tertium 

CHC1 ทั้ง 2 ไอโซเลตเจริญได้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สามารถใช้ได้น้ าตาลเฮกโซส (กลูโคส 

แมนโนส และฟรุคโตส) ได้ดีกว่าน้ าตาลเพนโตส โดย C. tertium CHC1 เจริญได้เล็กน้อยในน้ าตาล

ไซโลส แต่ไม่พบการเจริญในน้ าตาลอะราบิโนส ในขณะที่ C. tertium CHC2 ไม่พบการเจริญทั้งในอะ

ราบิโนส และไซโลส พบการสร้างเอทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล กรดแอซีติก และกรดบิวทิริก แต่ไม่

พบบิวทานอล จากรายงานของ Kataoka และ Tokiwa (1998) พบว่าแบคทีเรียชนิดนี้เป็น 

aerotolerant bacteria เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 15-40 องศาเซลเซียส มีสปอร์อยู่ที่ปลายเซลล์ สามารถ

ใช้น้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส ซูโครส แมนโนส แมนนิทอล มอลโตส ไซโลส และพบว่าบางสายพันธุ์ไม่

สามารถเจริญในอะราบิโนส และกลีเซอรอลได้ สามารถผลิตเอทานอล กรดแอซิติก และบิวทิริกได้ 
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ไอโซเลต CNC CPN CTV และ CVI คัดแยกได้จากท่อไอเสียของรถยนต์ มีล าดับเบส

ที่บริเวณ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. beijerinckii 96-100 เปอร์เซ็นต์ 

เซลล์ของทุกไอโซเลตมีรูปร่างท่อนสปอร์เป็นรูปรีอยู่บริเวณปลายเซลล์ ติดสีย้อมแกรมบวก สามารถ

เจริญได้ทั้งอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ยกเว้นไอโซเลต C. beijerinckii CPN สามารถเจริญได้ทั้ง

อุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียส ทั้ง 4 ไอโซเลตใช้น้ าตาลกลูโคสและเซลโลไบโอสได้ดี แต่ใช้

น้ าตาลฟรุคโตสได้ไม่ค่อยดี และไม่พบการเจริญในน้ าตาลแมนโนส ไซโลส และอะราบิโนส สามารถ

สร้างเอทานอล บิวทานอล กรดแอซีติก และกรดบิวทิริกได้ แต่ไม่พบการผลิต 2, 3 บิวเทนไดออล 

ปัจจุบันมีงานวิจัยจ านวนมากที่ใช้แบคทีเรียชนิดนี้เพ่ือผลิตเอทานอล และบิวทานอล ด้วยคุณสมบัติที่

สามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย เช่น กลูโคส ฟรุคโตส กาแลคโตส แมนนิทอล อะราบิ

โนส เซลโลไบโอส และมีบางสายพันธุ์ที่สามารถใช้น้ าตาลไซโลสได้ (Mitchell, 1996) สามารถผลิตแอ

ซิโตน เอทนอล บิวทานอล กรดแอซิติก และกรดบิวทิริกได้ โดยส่วนใหญ่ผลิตจากน้ าตาลที่ได้จากวัสดุ

เหลือจากการเกษตร ซึ่งงานวิจัยก่อนหน้าไม่มีรายงานการผลิตตัวท าละลายจากแบคทีเรีย C. 

beijerinckii จากแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (Ezeji และคณะ, 2007; Survase และคณะ, 2001) 

อย่างไรก็ตาม ในงานวิจัยนี้พบว่าแบคทีเรียไอโซเลตนี้ มีความสามารถสร้างตัวท าละลาย เมื่อให้แก็ ส

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนได ้ 

ไอโซเลต CAI CBP CCI CCW CMC และ CMK คัดแยกได้จากท่อไอเสียของรถยนต์ 

มีล าดับเบสที่บริเวณ 16S rDNA มีความเหมือนกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของ C. perfringens 95-99 

เปอร์เซ็นต์ สามารถใช้น้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส และแมนโนสได้ เจริญได้ในน้ าตาลเซลโลไบโอสแต่ไม่

ค่อยดีและไม่พบการเจริญในน้ าตาล C5 อย่างไซโลสและอะราบิโนส สารผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่เป็นกรด

ผลิตแอลกอฮอล์ได้เพียงเล็กน้อย ส่วนรูปร่างเซลล์ในแต่ละไอโซเลตยังมีความแตกต่างกันทั้งความยาว

และขนาดของเซลล์ มีรายงานของ Ryu และLabbe (1989)  ว่าขนาดและความยาวของเซลล์ C. 

perfringens ขึ้นอยู่อาหารที่ใช้เพราะเลี้ยงให้เชื้อเจริญ เช่น ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าตาลกลูโคสจะ

เห็นเซลล์ที่มีรูปร่างค่อนข้างอ้วนสั้น ส่วนอาหารที่มีน้ าตาลโมเลกุลใหญ่เป็นองค์ประกอบนั้นจะเห็น

เซลล์มีรูปร่างผอมยาว หรือบางครั้งอาจเห็นรูปร่างเซลล์เป็นแบบเส้นใย ในงานวิจัยนี้ทั้ง 6 ไอโซเลตไม่

พบการสร้างสปอร์ ซึ่งอาจมีสาเหตุมาจาก C. perfringens มีแตกต่างจากคลอสทริเดียมอ่ืนๆ คือเมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไปจะไม่สร้างสปอร์ แต่จะสร้างสปอร์ได้เมื่ออยู่ในล าไส้หรือเมื่ออยู่ใน
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อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมซึ่งสามารถกระตุ้นให้เชื้อสร้างสปอร์ได้ โดยสปอร์มีลักษณะเป็นรูปไข่ มี

ขนาดใหญ่แต่ไม่ท าให้เซลล์บวม อยู่ตรงกลางตัวเซลล์ หรือใกล้ปลายเซลล์ (อัญชลี ตัณฑ์ศุภศิริ, 2548; 

Baron และคณะ, 1996) นอกจากนี้การสร้างสปอร์ของคลอสทริเดียมยังเกี่ยวข้องกับการสร้างตัวท า

ละลาย (เอทานอล และบิวทานอล) โดยยีนที่ท าหน้าที่ควบคุมการสร้างสปอร์และการสร้างตัวท า

ละลายเป็นยีนที่อยู่บนพลาสมิด เมื่อเซลล์มีการแบ่งตัวและสูญเสียพลาสมิดนี้ไป หรือในกรณีที่ยีนที่ท า

หน้าที่สร้างสปอร์ไม่ได้ถูกกระตุ้นให้ท างาน ซี่งส่งผลให้ไม่พบการสร้างสปอร์และมีการสร้างตัวท า

ละลายไดน้้อยลง (Long และคณะ, 1984; Ravagnani และคณะ, 2000; Harris และคณะ, 2002)     

5.3 การตรวจหายีนที่สร้างเอนไซม์คาร์บอนไดออกไซด์ดีไฮโดรจีเนส 

จากการออกแบบไพรเมอร์ ส าหรั บตรวจหายีน ที่ เ กี่ ย วกับการตรึ งแก๊ ส

คาร์บอนไดออกไซด์มาใช้ของแบคทีเรียคลอสทริเดียม คือยีน acsA และ acsE โดยออกแบบจาก

ล าดับ นิวคลีโอไทด์ของ Clostridium spp. 3 สายพันธุ์ได้แก่ C. autoethanogenum, C. 

carboxidivorans และ C. ljungdahlii พบว่าสามารถตรวจหายีน acsA ส าหรับสร้างเอนไซม์

คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสในคลอสทริเดียมได้ โดยพบในไอโซเลต Clostrdium sp. CUi ไอโซ

เลต C. beijerinckii CNC ไอโซเลต C. beijerinckii CPN  ไอโซเลต C. beijerinckii CTV ไอโซเลต 

C. beijerinckii CVI และไอโซเลต C. perfringens CCI ซึ่งแบคทีเรียคลอสทริเดียมเหล่านี้ยังไม่มี

รายงานการพบยีน acsA มาก่อน การตรวจหายีน acsE ที่ท าหน้าที่สร้างเอนไซม์เมธิลทรานเฟอร์เรส 

ไม่พบในแบคทีเรียคลอสทริเดียมทุกไอโซเลตที่คัดแยกได้ เนื่องมาจากยีน acsE อาจมีความ

หลากหลายทางพันธุกรรม โดยมีงานวิจัยของ Zhuang และคณะ (2014)  ได้ท าการศึกษายีนต่างๆ 

ในวิถี Wood-Ljungdahl ของ Dehalococcoided mccartyi ที่มีความสามารถในการใช้

คาร์บอนไดออกไซด์ พบว่าในแบคทีเรียชนิดนี้มียีน acsA ที่เป็น monofunction ในการตรึง

คาร์บอนไดออกไซด์มาใช้ แต่ไม่พบยีน acsE ซึ่งสันนิษฐานว่าเอนไซม์เมธิลทรานเฟอร์เรสอาจสร้างมา

จากยีนที่มีความแตกต่างจากยีน acsE ที่รู้จัก และจากการท างานของสาขาเมธิลในวิถีด้วยเอนไซม์

เชิงซ้อนที่ท าหน้าที่ด้วยกันหลายชนิดอาจมีการส่งหมู่เมธิลผ่านตัวเร่งปฏิกิริยาอ่ืนๆ หรือผ่านวิถีที่

ท างานร่วมกับเอนไซม์เชิงซ้อนเหล่านั้น อย่างวิถีการสังเคราะห์เซอรีน หรือเมทไธโอนีน เป็นต้น 

(Rüdiger และคณะ, 1973) ดังนั้นจึงสามารถอนุมานได้ว่าการไม่พบยีน acsE ในแต่ละไอโซเลต อาจ

ไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของแบคทีเรียในสภาวะไร้ออกซิเจนที่มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็น
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แหล่งคาร์บอน แบคทีเรียยังคงสามารถเจริญและใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ได้ด้วยการท างานของ

เอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสรวมกับเอนไซม์อ่ืนๆ ที่ควบคุมการท างานด้วยยีนต่างๆ ดัง

แสดงในตารางที่ 2.6 

5.4 ความสามารถในการใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 

Clostridium sp. CUi ที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม มีสามารถ

ใช้น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนได้หลากหลายและสามารถผลิตสารที่ต้องการได้ท้ัง 3 ชนิด คือ เอทานอล 

บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล นอกจากนี้ยังพบยีน acsA ที่ควบคุมการท างานของเอนไซม์

คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส จึงถูกคัดเลือกมาผลิตตัวท าละลายในถังหมักขนาด 5 ลิตร ด้วย

อาหารเหลวดัดแปลง DSMZ640 พบว่าโดยสามารถผลิตเอทานอลได้สูงสุด 0.94 กรัมต่อลิตร ที่ 48 

ชั่วโมง ผลิตบิวทานอลได้สูงสุดที่ 1.11 กรัมต่อลิตร ที่ 24 ชั่วโมง และมีการผลิต 2, 3 บิวเทนไดออล 

ได้เล็กน้อย (0.28 กรัมต่อลิตร) โดยสารผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่เป็นกรดบิวทิริกที่พบสูงถึง 3.12 กรัมต่อ

ลิตรในชั่วโมงที่ 72 ซึ่งเป็นช่วง exponential phase เนื่องจากแบคทีเรียคลอสทริเดียมจะสร้างกรด

ได้สูงสุดในช่วงที่มีการแบ่งตัวและการเจริญสูงสุด และเมื่อเชื้อเข้าสู้ช่วง stationary phase จะมีการ

ผลิตกรดได้น้อยลง (Lee และคณะ, 2008) ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองในครั้งนี้ โดยหลังชั่วโมงที่ 72 

ค่าความเป็นกรดด่างในอาหารเลี้ยงเชื้อเริ่มคงที่ ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการผลิตกรดลดลง และจากการ

ทดลองในครั้งนี้ได้สารละลายรวมทั้งหมด 5.78 กรัมต่อลิตรและมีน้ าหนักเซลล์แห้ง 955 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร ซึ่งมีค่าเกินว่า 1 กรัมเซลโลไบโอสที่เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเหลวสูตร DSMZ640 ดังนั้นส่วน

ที่เกินกว่า 1 กรัมมาจากการใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนรวมกันกับน้ าตาล อีกทั้งการใช้

น้ าตาลของเชื้อหมดตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 24 แต่การผลิตสารละลายต่างๆยังคงพบว่ามีปริมาณเพ่ิมจนกระทั่ง

ชั่วโมงท่ี 96 ที่เริ่มมีการลดลงของสารละลายบางชนิด เมื่อน าเปรียบเทียบกับ C. ljungdahlii และ C. 

autoethanolgenum แบคทีเรียที่มีรายงานว่าสามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ได้ พบว่า 

Clostridium sp. CUi มีการผลิต ABE และ ค่า Yield ABE (กรัม/กรัม) ที่สูงกว่า และมีผลิตบิวทา

นอลที่ดีกว่า เนื่องจาก Cotter และคณะ (2009) ได้รายงานว่าแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมีการผลิตบิวทา

นอลค่อนข้างต่ า (ประมาณ 0.2 กรัมต่อลิตร) (ตารางท่ี 5.1)  
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ตารางท่ี 5.1 เปรียบเทียบผลผลิตสารละลาย ABE ที่ได้จากเชื้อ C. autoethanolgenum C. 
ljungdahlii และ Clostridium sp. CUi 

แบคทีเรีย CAU CLJ CUi 

สารตั้งต้น ไซโลส ฟรุคโตส เซลโลไบโอส 
ปริมาณ ABE (กรัมต่อลิตร) 0.24 0.60 1.165 
Yield butanol (กรัม/กรัม) NR NR 0.758 
Yield ABE (กรัม/กรัม) 0.048 0.12 1.165 
อ้างอิง Cotter และคณะ Cotter และคณะ การทดลองนี้ 

NR ไม่รายงานผล, CAU คือ C. autoethanolgenum, CLJ คือ C. ljungdahlii และ CUi คือ  

Clostridium sp. CUi 

การวัดกิจกรรมของคาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส พบว่า Clostridium sp. CUi 

มีกิจกรรมสูงสุดที่ 24 ชั่วโมง โดยมีการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์เท่ากับ 3.66 ไมโครโมลต่อนาที 

ในขณะที่ C. carboxidivorans ที่เป็น Positive control มีค่ากิจกรรมการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์

เท่ากับ 2.60 ไมโครโมลต่อนาที ซึ่งมีค่าน้อยกว่าไอโซเลตที่คัดแยกได้  โดยกิจกรรมของเอนไซม์มี

ค่าคงที่จนกระทั่งชั่วโมงที่ 36 และค่อยๆลดลง จนกระทั่งชั่วโมงที่ 72 ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม์

คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสแล้ว ซึ่งสอดคล้องกับผลการผลิตสารละลายที่ได้กล่าวมาแล้วว่ามี

การผลิตน้อยลงหลังจากชั่วโมงท่ี 72 กล่าวคือหลังจากที่น้ าตาลได้ถูกใช้หมด ช่วงเวลาชั่วโมงที่ 24 ถึง 

72 ชั่วโมงกิจกรรมต่างๆภายในเซลล์ เกิดขึ้นโดยการใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ที่เป็นแหล่งคาร์บอน

ร่วมผ่านการท างานของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีโฮโดรจีเนส จนกระทั่งชั่วโมงที่ 72 ไม่พบ

กิจกรรมของเอนไซม์ CODH ซึ่งส่งผลให้กิจกรรมการผลิตสารละลายต่างๆลดลงด้วย นอกจากนี้ได้มี

การวิจัยของ  Ukpong และคณะ (2012) ได้ศึกษาการเจริญ การแสดงออกของยีน กิจกรรมของ

เอนไซม์ และผลิตภัณฑ์ของแบคทีเรีย C. carboxidivorans ในการเปลี่ยนแก๊สไปเป็นของเหลว 

พบว่าในช่วง 72 ชั่วโมงแรก แบคทีเรียมีการสร้างแอซิเตทสูงมาก ในขณะที่เอทานอลมีอัตราการสร้าง

สูงสุดในช่วง 48-96 ชั่วโมง ส่วนกิจกรรมของเอนไซม์ CODH สูงสุดในช่วงการเจริญ (growth phase) 

72 ชั่วโมงแรก ขณะที่ยีน codh มีการแสดงออกสูงสุดช่วง 48-192 ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงการสร้าง

สารละลาย (solvent production) ชี้ให้เห็นว่าแม้ยีนมีการแสดงออกแต่อาจมีประสิทธิภาพของ
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เอนไซม์ลดลง ดังนั้นกิจกรมการท างานเอนไซม์จึงเป็นตัวบ่งชี้ประสิทธิภาพของเอนไซม์ได้ดี และพบว่า

หลังจาก 72 ชั่วโมง เชื้อสามารถใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ได้น้อยลง 
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

6.1 สรุปผลการวิจัย 

การคัดแยกแบคทีเรียจากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรมและท่อไอเสียรถยนต์ได้ จาก

ตัวอย่างทั้งหมด 38 ตัวอย่าง สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่แตกต่างกันได้ 21 ไอโซเลต โดยแบคทีเรีย

เหล่านี้สามารถเจริญในอาหารเหลวสูตร DSMZ640 ที่มีแหล่งคาร์บอนอย่างจ ากัด ร่วมกับการใช้แก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน จากการวิเคราะห์ล าดับเบสที่บริเวณ 16S rDNA พบว่าเป็น

แบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม 14 ไอโซเลต โดยแบคทีเรียทั้งหมดนี้เป็นแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อน 

มีสปอร์รูปรีอยู่บริเวณปลายเซลล์  และพบยีน acsA ที่ควบคุมการท างานของเอนไซม์

คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนสในคลอสทริเดียมบางไอโซเลตที่คัดแยกได้ ได้แก่ ไอโซเลต 

Clostrdium sp. CUi ไอโซเลต C. beijerinckii CNC ไอโซเลต C. beijerinckii CPN  ไอโซเลต C. 

beijerinckii CTV ไอโซเลต C. beijerinckii CVI และไอโซเลต C. perfringens CCI ซึ่งแบคทีเรีย

คลอสทริเดียมเหล่านี้ยังไม่มีรายงานการพบยีน acsA มาก่อน ในขณะการตรวจหายีน acsE ที่ท า

หน้าที่สร้างเอนไซม์เมธิลทรานเฟอร์เรส ไม่พบในแบคทีเรียคลอสทริเดียมทุกไอโซเลตที่คัดแยกได้  

การศึกษาความสามารถในการผลิตตัวท าละลาย พบว่าไอโซเลต Clostridium sp. CUi ที่คัด

แยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม เป็นไอโซเลตที่มีศักยภาพในการผลิตตัวท าละลายได้ดี

ที่สุด สามารถผลิตสารที่ต้องการได้ท้ัง 3 ชนิด คือ เอทานอล บิวทานอล และ 2, 3 บิวเทนไดออล โดย

มีการผลิตเอทานอลได้สูงสุด 0.94 กรัมต่อลิตร บิวทานอลได้สูงสุดที่ 1.11 กรัม และมีการผลิต 2, 3  

บิวเทนไดออล 0.28 กรัมต่อลิตร นอกจากนี้ยังพบการผลิตกรดบิวทิริกสูงถึง 3.12 กรัม และกรดแอซิ

ติก 0.92 กรัมต่อลิตร ไอโซเลต Clostridium sp. CUi มีความสามารถใช้น้ าตาลเฮกโซสและเพนโตส

เป็นแหล่งคาร์บอนได้หลากหลายร่วมกับแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ และพบยีน acsA ที่ควบคุมการ

ท างานของเอนไซม์คาร์บอนมอนอกไซด์ดีไฮโดรจีเนส โดยสามารถการวัดกิจกรรมของเอนไซม์นี้จาก

การใช้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นสารตั้งต้น โดยมีการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์สูงสุดเท่ากับ 3.66 

ไมโครโมลต่อนาท ีที่ 24 ชั่วโมง 
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6.2 ข้อเสนอแนะ 

จากการทดลองในครั้งนี้พบว่าแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากท่อส่งแก๊สในโรงงานอุตสาหกรรม
และท่อไอเสียรถยนต์มีความสามารถเจริญได้ในแหล่งคาร์บอนที่มีปริมาณน้อยรวมกับแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ สามารถผลิตกรดและตัวท าละลายได้ โดยเฉพาะ Clostridium sp. CUi ที่
สามารถสร้างสสารผลิตภัณฑ์ได้มากกว่าสารตั้งต้น แสดงให้เห็นว่าแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์มีส่วนรวม
ในการผลิต ซึ่งเป็นที่สนใจว่าควรศึกษาอัตราและปริมาณของแก๊สที่มีผลต่อการเจริญของเชื้อ เพราะ
การให้แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณที่มากเกินไป จะท าให้อาหารเลี้ยงเชื้อมีสภาวะเป็นกรดซึ่ง
อาจไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียได้ นอกจากนี้ควรศึกษายีนอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับการตรึงแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์หรือยีนที่เกี่ยวข้องกับการตรึงแก๊สอ่ืนๆ ที่เป็นแก๊สเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม 
เพ่ือการน าเอาแก๊สผสมที่ เป็นของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช้ในกระบวนการหมักได้
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ภาคผนวก ก 

วิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. อาหาร DSMZ640 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)     0.90 กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       0.90 กรัม  

แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl.6H2O)     0.40 กรัม 

โพแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)    0.75 กรัม  

ไดโพแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)    1.50 กรัม  

ทริปติเคส (Trypticase)      2.00 กรัม  

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)     1.00 กรัม 

Trace element solution SL-10     1.00 มิลลิลิตร  

เฟอร์ริคคลอไรด์ (FeCl3.6H2O)     2.50 มิลลิกรัม  

น้ าตาลเซลโลไบโอส       1.00 กรัม  

ซิสเทอีนไฮโดรคลอไรด์ (L-cysteine-HCl)    0.75 กรัม 

Resazurin        0.50 มิลลิกรัม  

น้ ากลั่น         1 ลิตร 

 ปรับ pH ด้วยแอมโมเนียมจนได้ 7.2 น าไปต้มจนเดือด เทใส่ขวดซีรั่ม จากนั้นน าไปไล่

ออกซิเจนด้วยแก๊สผสมระหว่างแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 20 เปอร์เซ็นต์และแก๊สไนโตรเจน 80 

เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 15 นาที ปิดด้วยจุกยางและฝาอลูมิเนียม น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว นาน 15 นาท ี
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 การเตรียมอาหารแข็ง DSMZ640 ให้เติมในรูปของเหลวและเติมผงวุ้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ต้มจน

เดือดและน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ หลังจากเทเพลทและท้ิงจนอาหารแข็งแล้ว น าไปเก็บในตู้

เพาะเลี้ยงเชื้อแบบไร้ออกซิเจนอย่างน้อย 24 ชั่วโมง 

2. Trace element solution SL-10 

กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (25%; 7.7 M)     10.00 มิลลิลิตร  

เฟอร์รัสคลอไรด์ (FeCl2.4H2O)     1.50 กรัม 

ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2)       70.00 มิลลิกรัม  

แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2.4H2O)     100.00 มิลลิกรัม 

กรดบอริก (H2BO2)      6.00 มิลลิกรัม  

โคบอลท์คลอไรด์ (CoCl2.6H2O)     190.00 มิลลิกรัม  

คอปเปอร์คลอไรด์ (CuCl2.2H2O)     2.00 มิลลิกรัม 

นิกเกิลคลอไรด์ (NiCl2.6H2O)      24.00 มิลลิกรัม  

โซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4.2H2O)    36.00 มิลลิกรัม  

น้ ากลั่น         990.00 มิลลิลิตร 

การเตรียมสารละลาย Trace element เริ่มต้นจากการละลายเฟอร์รัสคลอไรด์ในกรดไฮโดร

คลอริกก่อนน าไปละลายในน้ า หลังจากนั้นค่อยๆเติมสารทีละตัว ละลายให้เข้ากัน สุดท้ายปรับ

ปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. สีส าหรับย้อมแกรม 

 1.1 แอมโมเนียม ออกซาเลต คริสตัล ไวโอเลต (ammonium oxalate crystal violate) 

  - สารละลาย A เตรียมคริสตัล ไวโอเลต 2 กรัม ละลายในแอลกอฮอล์ 95 

เปอร์เซ็นต์ 20 มิลลิลิตร 

  - สารละลาย B เตรียมแอมโมเนียม ออกซาเลต (ammonium oxalate) 0.8 กรัม 

ละลายในน้ ากลั่น 80 มิลลิลิตร 

  - ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกัน เก็บในขวดสีชาและตั้งทิ้งไว้ 24 ชั่วโมงก่อน

น ามาใช้ 

1.2 สารละลายแกรมไอโอดีน (Gram’s iodine solution) 

- เตรียมไอโอดีน 1 กรัม บดให้ละเอียด และโพแทสเซียมไอโอไดด์ (KI) 2 กรัม เติม

น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา ก่อนใช้ให้น าไปผสมกับน้ าในอัตรา 1 ต่อ 2 (น้ า)  

 1.3 แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต ์

 1.4 สารละลายซาฟรานิน-โอ (safranin-O solution) 

  - เตรียมซาฟรานิน-โอ 2 กรัม ละลายในแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ 100 มิลลิลิตร 

2. สีย้อมสปอร์ 

 2.1 สีมาลาไคท์กรีน (Malachite green) 5 เปอร์เซ็นต์ 

  - เตรียมมาลาไคท์กรีน 5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

 2.2 สีซาฟรานิน-โอ 0.5 เปอร์เซ็นต์ เตรียมซาฟรานิน-โอ 0.5 กรัม ละลายในน้ ากลั่น 100 

มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐาน 

1. การเตรียมกราฟมาตรฐานของแอซีโตน เอทานอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล กรดแอซิติก 

และกรดบิวทิริก 

1.1 เตรียมสารละลายมาตรฐานผสมระหว่างแอซีโทน เอทานอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนได

ออล กรดแอซิติก และกรดบิวทิริกความเข้มข้น 2 4 6 8 และ 10 กรัมต่อลิตร 

1.2 ดูดสารละลายผสมแต่ละความเข้มข้นใส่ vial ปริมาตร 700 มิลลิลิตร เพ่ือน าไปฉีด

วิเคราะห์ผลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC-2010A Shimadzu, Japan) 

1.3 เขียนกราฟระหว่างพ้ืนที่ใต้กราฟกับค่าความเข้มข้นของสารละลายผสมทั้ง 5 ตัวจะได้

กราฟมาตรฐานของแอซีโตน เอทานอล บิวทานอล 2, 3 บิวเทนไดออล กรดแอซิติก และกรดบิวทิริก 

 

ภาพที่ ค-1 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

 

ภาพที่ ค-2 กราฟมาตรฐานบิวทานอล 
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ภาพที่ ค-3 กราฟมาตรฐานแอซีโตน 

 

ภาพที่ ค-4 กราฟมาตรฐานแอซีติก   

 

ภาพที่ ค-5 กราฟมาตรฐานบิวทิริก 



 

 

83 

 

ภาพที่ ค-6 กราฟมาตรฐาน 2, 3- บิวเทนไดออล 

 

ภาพที่ ค-7 โครมาโทรแกรมของสารละลายที่ได้จากกระบวนการหมัก 
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2. การเตรียมสารละลาย DNS ส าหรับวิเคาระห์น้ าตาลรีดิวซ์  (Miller, 1959) 

 3, 5 ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซีด  10 กรัม 

 โพสแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต  300 กรัม 

 โซเดียมไฮดรอกไซด์   16 กรัม 

 น้ ากลั่น     1 ลิตร 

- การเตรียม ผสมสารเข้าด้วนกัน ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร รอจนสารละลายเข้าด้วยกัน 

- เตรียมสารละลายมาตรฐานเซลโลไบโอส ที่ความเข้มข้น 0 2 4 6 และ 10 กรัมต่อลิตร 

 

ภาพที่ ค-8 กราฟมาตรฐานเซลโลไอโอส 

 

 

 

 

y = 0.0469x + 0.0373 

R² = 0.9981 
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ความเข้มข้นเซลโลไบโอส (กรัมต่อลติร) 



 

 

85 

ภาคผนวก ง 

การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ 

1. เตรียมสารละลายส าหรับวัดกิจกรรมของเอนไซม์ประกอบด้วย 

Nitroblue tetrazolium chloride   0.5 มิลลิโมล 

Phenazine methosulfate     1.0 มิลลิโมล 

Tris-HCl buffer pH 7.5      50 มิลลิโมล 

- ก่อนน าไปใช้น าสารละลายมาไล่ออกซิเจนด้วยแก๊สไนโตรเจน และให้แก๊สคาร์บอนได- 

ออกไซด์ 100 เปอร์เซ็นต์ก่อนเติมโปรตีนเพื่อวัดกิจกกรมของเอนไซม์ 

2. การค านวณกิจกรรมของเอนไซม์ (ดัดแปลงจาก Lorite และคณะ) 

- ค านวนกิจกรรมเอมไซม์ตามกฎของเบียร์-แลมเบิร์ต  

ค่าการดูดกลืนแสง = (ค่าลงที่การดูดกลืนแสง)*(ความยาวของคิวเวตต์)*(ความเข้มข้นสาร) 

โดยที่ค่าลงที่การดูดกลืนแสงของ CODH ที่ 540 นาโนเมตร เท่ากับ 7.2 มิลลิโมลต่อเซนติเมตร 
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