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 ภาณุพงศ์ ทองขาว: อิทธิพลของสายพนัธ์ุคลอสตริเดียมและแหล่งไนโตรเจนต่อการหมกั
 บิวทานอล (EFFECTS OF CLOSTRIDIUM STRAINS AND NITROGEN SOURCES 
 ON BUTANOL FERMENTATION) อ. ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั: อ.ดร. ชุติมณฑน์  
 สถิรพิพฒัน์กุล, 111 หนา้.  
 
 น ้าออ้ยถูกใชใ้นการผลิต ABE (อะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล) โดยใชเ้ช้ือ Clostridium acetobutylicum 
ATCC 824, Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 และ Clostridium saccharobutylicum ATCC BAA 117 ใน
การศึกษาการเปรียบเทียบกระบวนการหมกัท่ีใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ท่ี 60 และ 80 กรัมต่อลิตร เช้ือ 
C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ให้ความเขม้ขน้ตวัท าละลายสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัอีกสองสายพนัธ์ุ 
เช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 และ C. acetobutylicum ATCC 4259 ให้ตวัท าละลายรวม เป็น 17.46 
และ 14.09 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ท่ีสภาวะเหมาะสมท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ี C. 
acetobutylicum ATCC 824 ใหป้ริมาณตวัท าละลาย (7.09 กรัมต่อลิตร) ท่ีสภาวะเหมาะสมท่ีมีความเขม้ขน้น ้ าตาล 
80 กรัมต่อลิตร  
 การศึกษาอิทธิพลของไนโตรเจนอินทรีย์ (ยีสตส์กดั, แอลไลซีน และกากผงชูรส) และไนโตรเจนอนิ-
นทรีย ์ (แอมโมเนียมอะซิเตต) ร่วมกันต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตตวัท าละลายโดยเช้ือ C. 
saccharobutylicum ATCC BAA 117 ในกระบวนการหมกัแบบกะท่ีอุณหภูมิ 35 OC และค่าความเป็นกรด่าง 5.0 
ส าหรับอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนชนิดเดียว พบวา่ กระบวนการหมกัท่ีใชย้ีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจน ให้
การผลิตตวัท าละลาย 16.06 กรัมต่อลิตร โดยสูงกวา่กระบวนการหมกัท่ีใชแ้อลไลซีน (11.25 กรัมต่อลิตร) และ
กากผงชูรส (6.71 กรัมต่อลิตร) กากผงชูรสช่วยในการสร้างกรด และมวลเซลล ์ในขณะท่ียสีตส์กดั และแอลไลซีน 
ช่วยส่งเสริมการรสร้างตวัท าละลาย เม่ือใชแ้หล่งไนโตรเจนร่วมกนั (ยสีตส์กดั/ แอมโมเนียมอะซิเตต หรือแอลไล
ซีน / แอมโมเนียมอะซิเตต) ในอาหารสูตรซบัซอ้น พบวา่ ปริมาณตวัท าละลายรวม การเจริญเติบโตของเซลล ์และ
อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม สามารถเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคญั การเติมแอมโมเนียมอะซิเตตร่วม ไม่มีผลต่อ
กระบวนการหมกัท่ีใชก้ากผงชูรส การใชน้ ้ าออ้ยท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร ร่วมกบั ยีสตส์กดั และ
แอมโมเนียมอะซิเตต ท่ีสภาวะเหมาะสมใหป้ริมาณตวัท าละลายรวมสูงสุด 21.51 กรัมต่อลิตร (ประกอบดว้ยบิวทา
นอล 15.83 กรัมต่อลิตร, อะซิโตน 5.08 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.6 กรัมต่อลิตร) โดยมีร้อยละผลไดต้วัท า
ละลายรวม 35.99 และอตัราการผลิตตวัท าละลาย (Yp/s) 0.166 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง อตัราการเจริญเติบโตเฉล่ีย
จ าเพาะ ส่วนอตัราการผลิตกรดเฉล่ียจ าเพาะ และอตัราการผลิตตวัท าละลายเฉล่ียจ าเพาะ เป็น 0.041 ชัว่โมง-1, 0.03 
และ 0.293 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง ตามล าดบั 
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 Sugarcane juice was used as a substrate to produce ABE (acetone, butanol and ethanol) using 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 and Clostridium 
saccharobutylicum ATCC BAA 117. In a comparative study of fermentation using initial reducing sugar 
concentrations of 60 and 80 g/L, C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 yielded the highest solvent concentration 
compared with other two strains. With C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 and C. acetobutylicum ATCC 
4259, the optimal solvent production was obtained as 17.46 and 14.09 g/L, respectively in the media with sugar 
content at 60 g/L, whereas C. acetobutylicum ATCC 824 provided the optimal solvent production (7.09 g/L) in 
media with sugar content at 80 g/L.  
 The effect of organic nitrogen (Yeast extract, L-lysine and Ajinomoto waste liquor) and inorganic 
nitrogen (ammonium acetate) combination on the cell growth and solvent production by C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 was studied in a batch fermentation at 35 OC and pH = 5.0. For the effect of single nitrogen 
source, it revealed that the fermentation using yeast extract as a nitrogen source resulted in 16.06 g/L solvent 
production, which was higher than those obtained in fermentations using L-lysine (11.25 g/L) and Ajinomoto 
waste liquor (6.71 g/L). Ajinomoto waste liquor favored acid formation and cell growth, whereas the yeast extract 
and L-lysine enhanced solvent production. When co-nitrogen sources (yeast extract/ ammonium acetate or L-
lysine/ ammonium acetate) were used in the complex media, total solvent, cell growth and solvent production rate 
could be raised significantly. Addition of ammonium acetate has no effect on the fermentation using Ajinomoto 
waste liquor. By using sugarcane juice medium at optimal sugar concentration (60 g/L) with yeast extract and 
ammonium acetate, the total solvent of 21.51 g/L (composed of 15.83 g/L butanol, 5.08 g/L acetone and 0.6 g/L 
ethanol) with the conversion yield (Yp/s) of 35.99 % and 0.166 g/ L„h production rate was obtained. The average 
specific growth rate, specific rate of acid formation and specific rate of solvent formation were 0.041, 0.03 and 
0.293 g/g„h, respectively.  
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    = มีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 

   Qac = อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 

   ac = อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 

   Qsol = อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 

   sol = อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 
 

 
 
 
 
 
 



 

 

บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ปัจจุบนัมูลค่าน ้ ามนัดิบภายในประเทศไทยมีราคาสูงข้ึนเน่ืองจาก  ปริมาณน ้ ามนัดิบท่ี
น าเขา้ในปี พ.ศ. 2554 อยูท่ี่ระดบั 791 ลา้นบาร์เรลต่อวนั โดยราคาของน ้ ามนัดิบเพิ่มร้อยละ 35.6 
หรือ เพิ่มข้ึน 30.62 เหรียญสหรัฐต่อบาร์เรล  สังเกตไดจ้าก ตารางท่ี 1.1 ราคาการน าเขา้น ้ ามนัดิบ
เฉล่ียในปี พ.ศ. 2553 เท่ากบั 79.48 เหรียญสหรัฐต่อบาร์เรล เม่ือเทียบกบัราคาน ้ ามนัดิบในปี พ.ศ. 
2554 อยู่ท่ีระดบั 110.10 เหรียญสหรัฐต่อบาร์เรล (ส านักงานนโยบาย และพลงังาน กระทรวง
พลงังาน, 2555) จากราคาน ้ ามนัดิบท่ีมีค่าเพิ่มข้ึนผนวกกบัแหล่งพลงังานส ารองในประเทศท่ีค่อยๆ 
ลดลง อาจส่งผลกระทบทางดา้นเศรษฐกิจ และอุตสาหกรรมในประเทศได ้ดงันั้นจึงจ าเป็นอยา่งยิ่ง
ท่ีจะตอ้งเสาะหาพลงังานทดแทน รูปแบบอ่ืนมาทดแทนการใชน้ ามนัเช้ือเพลิงจากฟอสซิล  
 
ตารางที่ 1.1 แสดงปริมาณ และราคาน าเขา้น ้ามนัดิบในปี พ.ศ. 2550-2554* 
 

*ส านกังาน และนโยบาย กระทรวงพลงังาน, 2555 
**เบ้ืองตน้ 

 ชีวมวลเป็นพลงังานรูปแบบหน่ึงท่ีน่าสนในส าหรับประเทศท่ีเป็นประเทศเกษตรกรรม
อยา่งประเทศไทยท่ีมีวตัถุดิบ และวสัดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เน่ืองจากมีการปลูกพืชทดแทนอยา่ง
ต่อเน่ือง โดยสามารถน ามาผลิตเป็นเช้ือเพลิง เช่น บิวทานอล เอทานอล และอะซิโตน เป็นตน้ โดยมี
การน าเอทานอลมาใช้เป็นสารเติมแต่งปรับปรุงค่ากลุ่มออกซิเจน (Oxygenates) และออกเทน 

 2550 2551 2552 2553 2554 
ร้อยละอตัราการเปล่ียนแปลง 

2552 2553 2554** 
ปริมาณ 
(พนับาร์เรล/วนั) 

804 812 803 816 791 -1.0 1.6 -3.1 

ราคาเฉล่ีย 
($ US/บาร์เรล) 

70.54 101.44 61.90 79.48 110.10 -39.0 28.4 35.6 

มูลค่า 
(พนัลา้นบาท) 

716 1,003 623 754 981 -37.9 21.0 30.1 
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(Octane) ส าหรับบิวทานอล (ส านกังานนโยบาย และพลงังาน กระทรวงพลงังาน , 2555) เป็น
เช้ือเพลิงอีกชนิดหน่ึงท่ีมีคุณสมบติัดีกวา่เอทานอล  
ตารางที ่1.2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของบิวทานอลกบัเช้ือเพลิงชนิดอ่ืน (Sangและคณะ, 2008) 
 

 คุณสมบัตขิองเช้ือเพลงิ 

บิวทานอล น า้มนัเบนซิน เอทานอล เมทานอล 
ความหนาแน่นของพลงังาน 
(เมกะจูลต่อลิตร) 

29.2 32 19.6 16 

อตัราส่วนผสมระหวา่งอากาศ 
และเช้ือเพลิง 

11.2 14.6 9 6.5 

ความร้อนแฝงของการกลายเป็นไอ 
 (เมกะจูลต่อลิตร) 

0.43 0.36 0.92 1.2 

ค่าออกเทนโดยวธีิวจิยั (RON) 96 91-99 129 136 
ค่าออกเทนโดยวธีิมอเตอร์ (MON) 78 81-89 102 104 

  
 บิวทานอลเป็นแอลกอฮอล์ชนิดหน่ึงท่ีถูกน ามาผสมกบัน ้ ามนัเบนซิน และน ามนัดีเซลล์
เช่นกนัโดยมีข้อดีเปรียบเทียบหลายประการเม่ือเปรียบเทียบกับเอทานอล คือ จากตารางท่ี 1.2 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของบิวทานอล พบวา่สามารถ ให้พลงังานในการเผาไหม ถึง 29.2 เมกะ
จูลต่อลิตร โดยมีความใกลเ้คียงกบัน ้ ามนัเบนซินมากกวา่เอทานอล  ทั้งน้ีเพราะบิวทานอลมีพนัธะ
ของคาร์บอนส่ีอะตอมต่อกนั แต่เอทานอลมีเพียงคาร์บอนสองอะตอมเท่านั้น (Sang และคณะ, 
2008) จึงท าให้มี ค่าออกเทน (octane number) สูงกว่าเอทานอลใช้ในเคร่ืองยนต์ดีเซลไดดี้มี
ประสิทธิภาพสูงกว่า เม่ือใช้บิวทานอลร่วมกบัน ามนัเบนซิน และดีเซลในอตัราส่วนร้อย 10-50 
นอกจากยงัช่วยลดการปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์สู่บรรยากาศ และมีการดูดซึมน ้ าท่ีต  ่ากว่า 
รวมทั้งมีสมบติัในการผสมกบัน ้ ามนัเบนซินดีกว่า และใช้กบัเคร่ืองยนต์สันดาปธรรมดาแบบไม่
ตอ้งดดัแปลง (Dürre , 2007) จึงช่วยเพิ่มสมรรถนะของเคร่ืองยนตไ์ดเ้ป็นอยา่งดี เน่ืองจากมีสมบติั
การละลายไดอ้ย่างสมบูรณ์ในน ้ ามนัเบนซิน และดีเซลจึงไม่เกิดปัญหาการแยกชั้นอย่างเอทานอล 
นอกจากน้ีการกดักร่อนภายในหอ้งเผาไหมเคร่ืองยนตเ์กิดไดน้อ้ยกวา่เอทานอลมาก  
 บิวทานอลเป็นเช้ือเพลิงท่ีสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมกัของจุลินทรียโ์ดยไม่ใช่
ออกซิเจน กลุ่มครอสตริเดียมท าให้เกิดแอลกอฮอล์ 3 ชนิด คือ บิวทานอล เอทานอล และอะซิโตน
โดยใช้ว ัตถุดิบทางการเกษตร และเหลือทิ้งทางการเกษตรท่ีสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได ้
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(Renewable energy) เช่น มนัส าปะหลงัสด, ผกัตบชวา (จิรกานต์และคณะ, 2554) และน ้ าออ้ย 
(องัคณา, 2553) เป็นตน้  
  น ้ าซ่ึงไดม้าจากการหีบออ้ยของโรงงานผลิตน ้ าตาล นบัวา่เป็นวตัถุดิบท่ีมีความเหมาะสม
ส าหรับการใชใ้นการหมกับิวทานอล เน่ืองจากออ้ยมีราคาถูก สามารถหาไดง่้านตลอดเวลาทั้งปี และ
มกัจะประสบปัญหาราคาขายท่ีตกต ่า เม่ือน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน จุลินทรียส์ามารถใช้น ้ าตาล
ส าหรับการเจริญเติบโต และผลิตผลิตภณัฑ ์จากงานวจิยัท่ีผา่นมา พบวา่ ปริมาณแร่ธาตุ และวิตามิน
ท่ีอยู่ในองค์ประกอบของน ้ าออ้ยมีส่วนส่งเสริมกระบวนการหมกัของคลอตริเดียมไดเ้ป็นอย่างดี 
แหล่งไนโตรเจน (อินทรีย ์และอนินทรีย ์ ส าหรับการเล้ียงเช้ือ มีผลต่อปริมาณผลิตภณัฑ์โดยตรง 
โดยการใชไ้นโตรเจนอินทรียร่์วมกบัไนโตรเจนอนินทรีย ์ช่วยในการเพิ่มปริมาณ และสัดส่วนของ
ผลิตภณัฑ์ (องัคณา, 2553; นนัทนชั, 2554) โดยสารสกดัยีสตมี์บทบาทส าคญัต่อปริมาณบิวทานอล
ท่ีไดด้งันั้น แต่เน่ืองจากมีราคาสูง จึงจ าเป็นตอ้งหาแหล่งไนโตรเจนอินทรียอ่ื์นๆมาทดแทน  
 ดงันั้นการศึกษาน้ี จึงมีวตัถุประสงคใ์นการผลิตบิวทานอลจากน ้ าออ้ยโดยการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพการใชน้ ้ าออ้ยเพื่อสร้างเป็นผลิตภณัฑ์ของเช้ือคลอสตริเดียม 3 สายพนัธ์ุและศึกษาใช้
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหลือจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารมาทดแทนการใชส้ารสกดัยสีต ์
 
1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจัิย 

ศึกษาอิทธิพลของสายพนัธ์ุคลอสตริเดียม และแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์(สารสกดัยีสต์, 
แอลไลซีน และกากผงชูรส) และไนโตรเจนอนินทรียท่ี์มีต่อกระบวนการหมกับิวทานอลในระบบ
แบบกะ 
 
1.3 ขอบเขตการวจัิย  
 1.3.1 ศึกษาชนิดสายพนัธ์ุเช้ือคลอสตริเดียม และความเขม้ขน้น ้าออ้ยท่ีเหมาะสมใน
กระบวนการหมกัแบบกะ 
  1.3.1.1 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 
   1.3.1.1.1 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร 
   1.3.1.1.2 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร 
  1.3.1.2 Clostridium acetobutylicum ATCC 4259  
   1.3.1.2.1 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร 
   1.3.1.2.2 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร 
  1.3.1.3 Clostridium saccharobutylicum ATCC  BAA 117  
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   1.3.1.3.1 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร 
   1.3.1.3.2 ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร 
 
 1.3.2 ศึกษาชนิดแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อการผลิตบิวทานอล จากเช้ือคสอสตริเดียมใน
กระบวนการหมกัแบบกะ  
  1.3.2.1 แหล่งไนโตรเจนอินทรียช์นิดเดียว 
   1.3.2.1.1 สารสกดัยสีต ์
   1.3.2.1.2 แอลไลซีน 
   1.3.2.1.3 กากผงชูรส 
  1.3.2.2 แหล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย ์
   1.3.2.2.1 สารสกดัยสีตร่์วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต 
   1.3.2.2.2 แอลไลซีนร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต 
   1.3.2.2.3 กากผงชูรสร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต  
    
 1.3.3 วเิคราะห์ผลการทดลอง ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะในถงัหมกั 1 ลิตร และหา
ค่าพารามิเตอร์ดงัต่อไปน้ี 
   1.3.3.1 อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (  ) 
   1.3.3.2 อตัราการผลิตผลิตภณัฑจ์ าเพาะ ( ) 
   1.3.3.3 อตัราการผลิตผลิตภณัฑ์ (productivity, Q) 
   1.3.3.4 ผลไดข้องเซลลแ์ละผลิตภณัฑ ์(Yield) 
 
1.5 ประโยชน์ทีไ่ด้รับ  
 ไดข้อ้มูลความเขม้ขน้น ้าออ้ยต่อกระบวนการหมกับิวทานอลโดยเช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุครอ
สตริเดียม (Clostridium) และแหล่งไนโตรเจน ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะในถงัหมกั 1 ลิตร เพื่อ
เป็นประโยชน์ต่อการพฒันากระบวนการหมกัในระดบัอุตสาหกรรมต่อไป 



 

 

บทที ่2  
เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 
2.1 ประวตัิการหมัก อะซิโตน–บิวทานอล–เอทานอล  
 การผลิตบิวทานอลจากจุลินทรีย ์มีรายงานว่าเกิดข้ึนคร้ังแรก โดย Pasteur ปี ค.ศ. 1861 
ในช่วงหลงัศตวรรษท่ี 19 การผลิตบิวทานอลจากจุลินทรียจึ์งไดรั้บความสนใจจากนกัวิจยั ผูท่ี้คน้
พบว่า มีอะซิโตนเกิดข้ึนร่วมกบับิวทานอลจากการหมกั คือ Sehardinger ปี ค.ศ. 1906 ต่อมา
ภายหลงั มีการแยกจุลินทรีย์ Clostridium acetobutylicum จากการผลิต อะซิโตน บิวทานอล เอทา
นอล ไดส้ าเร็จ โดย Dr.Weizman ปี ค.ศ. 1906 นบัเป็นกา้วแรกส าหรับอุตสาหกรรม การหมกั อะซิ
โตน บิวทานอล และเอทานอล (David และคณะ, 1986) สมยัสงครามโลกคร้ังท่ี 1 มีการยกระดบั
การผลิต อะซิโตนสู่อุตสาหกรรมการท าระเบิด ส่วนบิวทานอลผา่นสังเคราะห์เป็นบิวตะไดอีนเพื่อ
ใชผ้ลิตเป็นยางสังเคราะห์ เม่ือสงครามยุติลง ความตอ้งการ อะซิโตนก็นอ้ยลงจึงท าให้โรงงานผลิต 
อะซิโตนหยดุชะงกัลง 

 ปี ค.ศ.1930 ไดมี้การคดัแยกสายพนัธ์ุ Clostridium Saccharoacetobutylicum จากการหมกั
โดยใช้กากน ้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนไดส้ าเร็จ หลงัสงครามโลกคร้ังท่ี 2 การผลิตบิวทานอลดว้ย
วธีิการทางชีวภาพถูกแข่งขนัดว้ยอุตสาหกรรมโตรเคมี เม่ือปี ค.ศ. 1973-1979 เป็นตน้มาเน่ืองจากมี
ตน้ทุนในการผลิตท่ีต ่ากวา่ (สุรทร กาญจนทวี, 2537) ผนวกกบัราคาผลผลิตทางการเกษตรท่ีใชเ้ป็น
สารตั้งตน้มีราคาท่ีเพิ่มข้ึน แต่ปัจจุบนัปริมาณน ้ ามนัดิบท่ีลดตวัลงแล้วราคาก็เพิ่มสูงขน้จึงท าให้
อุตสาหกรรมการผลิต อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล จากกระบวนการหมกัจึงไดรั้บความสนใจข้ึน
อีกคร้ังหน่ึง เพื่อน ามาเป็นแหล่งพลงังานทดแทนในอนาคต 
 
2.2 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการหมัก  
 จุลินทรียก์ลุ่มคลอสตริเดียม (Clostridia) เป็นจุลินทรียแ์กรมบวก มีลกัษณะรูปร่างเป็น
ทรงกระบอก มีการขยายพนัธ์ุโดยการแตกหน่อ เจริญได้ดีในสภาวะไรออกซิเจนอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมอยูใ่นช่วง 29-35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสม 4.5-6.8 เป็นจุลินทรียท่ี์
สามารถผลิตตวัท าละลายไดจ้ากน ้ าตาลหลายชนิด เช่น น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว น ้ าตาลโมเลกุลคู่ และ
น ้าตาลชนิดอ่ืนๆ (เพนโทส, เฮกโซส) (David และคณะ, 1986) แหล่งไนโตรเจน เช่น สารสกดัยีสต ์
โดยทัว่ไปช่วยท าให้เซลล์เจริญเติบโตท่ีดี และยงัเพิ่มปริมาณตวัท าละลาย (Monot และคณะ, 1982) 
จุลินทรีย์กลุ่มน้ีสามารถใช้ไนโตรเจนได้โดยตรงผ่านกระบวนการตรึงไนโตรเจนในรูปของ 
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แอมโมเนียมอิออน และกรดอะมิโนต่างๆ โดยสารสกดัยีสต์หรือหางนมเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีมี
ความซับซ้อนซ่ึงสารมารถใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนได ้(Qureshi และคณะ2006) อุตสาหกรรมการ
ผลิตตวัท าลายจุลินทรียก์ลุ่มคลอสตริเดียมท่ีสามารถผลิตผลิตภณัฑ ์ดงักล่าวไดแ้ก่  
 2.2.1 Clostridium acetobutylicum เป็นชนิดท่ีนิยมในอุตสาหกรรม การผลิต อะซิโตน บิว
ทานอล เอทานอล โดยมีอตัราส่วนประมาณ 6:3:1 ตามล าดบั เช่น C. acetobutylicum ATCC 824, 
Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 (นนัทนชั, 2554) 
 2.2.2 Clostridium beijerinckii (C. butylicum) ผลิตตวัท าละลายในอตัราส่วนเดียวกบั 
Clostridium acetobutylicum คือ 6:3:1 แต่ แทนท่ีจะผลิต อะซิโตน จะผลิตไอโซโพรพานอลแทน
ส่วนตวัท าละลายชนิดอ่ืนยงัคงเหมือนเดิม เช่น Clostridium beijerinkii BA 101, Clostridium 
acetobutylicum P260 (Nasib และคณะ, 2008) และClostridium beijerinkii NRRL B592 (ชุติมณฑน์ 
และคณะ 2552) 

2.2.3 Clostridium saccharoperbutylacetonicum ผลิตตวัท าละลาย อะซิโตน บิวทานอล และ
เอทานอล เช่น Clostridium saccharoperbutylacetonicum N1-4 (Monot และคณะ, 1982) 

2.2.4 Clostridium saccharobutylicum ผลิตตวัท าละลาย อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ไอ
โซโพรพานอล โดยใชส้ารตั้งตน้ท่ีต่างกนั 
 2.2.5 Clostridium aurantibutyricum ผลิตทั้งอะซิโตน และisopropanol นอกเหนือไปจากบิว
ทานอล (George และคณะ, 1983) 
 2.2.5 Clostridium tetanomorphum ผลิตบิวทานอล และเอทานอลเกือบเท่ากนั แต่ไม่มีตวัท า
ละลายชนิดอ่ืน (Gottwald และคณะ 1984) 
 โดยในการทดลองน้ีให้ความสนใจเช้ือสามสายพนัธ์ุเช่น Clostridium acetobutylicum 
ATCC 824, Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 และClostridium saccharobutylicum  
หาขอ้มูลมาอธิบายช้ือทั้งสามสายพนัธ์ุ(หาขอ้มูลมาอธิบายวา่ท าไมถึงเลือกเช้ือทั้งสามสายพนัธ์ุ 
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2.3 กระบวนการผลติทางชีวเคมีของกระบวนการหมัก อะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล 
 กระบวนการผลิต อะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล เกิดจากกระบวนการหมกั 2 ช่วง คือ 
ก ระบวนกา รส ร้ า งกรด อินท รีย์  (Acidogenesis) แ ละกระบวนการส ร้ า งตัวท า ละล า ย 
(Soventogenesis) ( Mitchell, 1998) 
 2.3.1 กระบวนการการสร้างกรดอินทรีย ์
 เร่ิมจาก น ้ าตาลกลูโคสถูกเมตาโบไลต์ (Metabolite) ด้วยกระบวนการเอ็มเดน‟เมเยอร์
ฮอฟ‟พานาส (Embden-Meyerhof-Parnas, EMP) เป็นไพรูเวต (Pyruvate) แลว้เปล่ียนเป็นอะซิทติล
โคเอ (Acety Co-A) ต่อจากนั้นเปล่ียนเป็น กรดอะซิติก (Acetic acid) ส่วนบิวไทริลโคเอ (Butyryl 
Co-A) เปล่ียนเป็นกรดบิวทิวริก (Butylric acid) ในช่วงน้ีค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายใน
กระบวนการหมกันั้นลดลง โดยเป็นช่วงระยะพกัตวั (lag phase) และระยะเพิ่มจ านวน (exponential 
growth phase) ช่วงน้ีมีอะซิโตน และแลคเตต เกิดข้ึนในปริมาณไม่มากนกั รวมทั้งเกิดอะซิเตต บิว
ทีเรต คาร์บอนไดออกไซด์ และแก็สไฮโดรเจน ซ่ึงเป็นผลิตภณัฑ์ท่ีส าคญัในการผลิตตวัท าละลาย 
เม่ือกรดเพิ่มมากข้ึนจะไปยบัยงัการเจริญเติบโตของเซลล ์ท าใหเ้ซลลต์ายลง ดงัระยะลดลงของเซลล ์
(Decline phase) ดงัรูปท่ี 2.1 

 
 

รูปที ่2.1 ภาพแสดงการเจริญเติบโตของเซลลแ์บบกะ (bath)  
(Carcano และคณะ, 2010) 
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2.3.2 กระบวนการการสร้างตวัท าละลาย  
เร่ิมตน้เม่ือค่าความเป็นกรดด่างลดลงประมาณ 4.8 ใน 12 ชัว่โมงแรกของการเล้ียงเช้ือ 

หลงัจากท่ีความเขม้ขน้ของกรดทั้งสองชนิดมีการสะสมมากข้ึนจะกระตุน้ให้เช้ือคลอสตริเดียมใช้
กรดอินทรีย ์และแหล่งคาร์บอนไปดว้ยกนั เพื่อเปล่ียนเป็นตวัท าละลาย อะซิโตน บิวทานอล เอทา
นอล โดย กรดอะซิติกถูกเปล่ียนเป็นอะซิโตน ส่วนบิวไทริลโคเอถูกเปล่ียนเป็นบิวทานอล และอะ
ซิทิลโคเอเปล่ียนเป็นอะซิทลัดีไฮด์ (Acetyldehyde) แลว้เปล่ียนเป็นเอทานอลในท่ีสุด โดยจุดท่ีกรด
อินทรียเ์ปล่ียนเป็นตวัท าละลายเรียกวา่ “pH break point” จะเกิดข้ึนเม่ือปริมาณกรดอินทรียค์่อยๆ 
ลดลง ท าใหค้่าความเป็นกรดด่างของสารละลายในกระบวนการหมกัเพิ่มข้ึน แลว้ท าให้ปริมาณการ
สร้างก๊าซไฮโดรเจนจะลดลงเหลือเพียงคร่ึงหน่ึงของระยะการสร้างกรด ( Tashiro, 2004) ดงัรูปท่ี 
2.2  การสร้างสปอร์มีความสัมพนัธ์กบัระยะการสร้างตวัท าละลายอินทรียข์องจุลินทรีย ์ในช่วงค่า
ความเป็นกรดด่างประมาณ 5.5   
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รูปที ่2.2 แสดงกระบวนการการสร้าง อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล (David และคณะ, 1986) 
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2.4 ผลติภัณฑ์ทีไ่ด้จากการหมัก อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล  
 กระบวนการผลิต อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล จุลินทรีย์สามารถเปล่ียนน ้ าตาลให้
เปล่ียนเป็น ผลิตภณัฑ์ต่างๆ ไดป้ระมาณร้อยละ 32-34 เท่านั้น ปริมาณก๊าซท่ีเกิดข้ึนมากกวา่กวา่ตวั
ท าละลาย 1.5 เท่า โดยสารมารถเกิดเป็นก๊าซ คาร์บอนไดออกไซด์และไฮโดรเจนไดถึ้งร้อยละ 70 
ในอตัราส่วน 3:2 ส่วนตวัท าละลายเกิดข้ึนประมาณร้อยละ 30 ในอตัราส่วนของ บิวทานอลต่ออะซิ
โตนต่อเอทานอลเท่ากบั 6:3:1 ท่ีเหลือเกิดเป็นกรดอินทรีย  ์ (กรดอะซิติก และกรดบิวทิริก) ใน
ปริมาณน้อยมาก ดังเช่น กระบวนการหมักจุลินทรีย์สายพนัธ์ุ C.acetobutylicum มีการผลิต
ผลิตภณัฑ ์ตามตารางท่ี 2.1  
 

 ตารางที ่2.1 แสดงผลติภัณฑ์ทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการหมัก จุลนิทรีย์สายพนัธ์ุ 
C.acetobutylicum (David, และคณะ, 1986) 

 

ชนิดผลิตภณัฑ ์
โมล/โมล ของกลโูคสท่ีใชใ้นการหมกั 

การหมกัทั้งหมด ขั้นตอนการผลิตกรด ขั้นตอนการผลิตตวัท าละลาย 
H2 1.35 2.5 1.4 

CO2 2.21 2.0 2.3 
Acetate 0.14 0.5 - 
Butyrate 0.04 0.75 - 
Acetone 0.22 - 0.3 
Butanol 0.56 - 0.65 
Ethanol 0.07 - 0.1 

ATP/ กลโูคส  3.25 2.0 
Solvent yield 
(ร้อยละ)  

32 - 36.7 
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2.5 ปัจจัยทีม่ีผลต่อการหมัก 
 2.5.1 แหล่งคาร์บอนในการหมกั 
 แหล่งคาร์บอนถือเป็นธาตุท่ีมีความส าคัญในการสร้างพลังงาน และเซลล์ โดยทัว่ไป
จุลินทรียท่ี์ไม่ใชอ้ากาศจะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ของการสร้างเซลล์ และร้อยละ 50-
55 ส าหรับจุลินทรียท่ี์ใชอ้ากาศ (สมใจ ศิริโภค, 2555) ตวัอยา่งกลุ่มน ้ าตาลท่ีเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น 
น ้าตาลเฮกโซส และเพนโทส ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีกลุ่มเช้ือคลอสตริเดียมสามารถเจริญเติบโตได ้
วตัถุดิบท่ีสามารถผลิตตวัเป็นท าละลายบิวทานอลได ้เช่น กากน ้ าตาล แป้งมนัส าปะหลงั ผกัตบชวา 
น ้าออ้ย เป็นตน้ ในวตัถุดิบท่ีเป็นพวกลิโนเซลลูโลสตอ้งผา่นการปรับสภาพก่อน เช่น การใชก้รดเจือ
จาง (Purwadi และคณะ, 2004)การใช้น ้ าร้อนท่ีมีการควบคุมค่าความเป็นกรดด่างไว ้(Mosier และ
คณะ, 2005) และการใชว้ธีิการยอ่ยเส้นใยดว้ยแอมโมเนีย (ammonia fiber expansion) (Teymouri และ
คณะ, 2005) หลงัจากนั้นน ามายอ่ยดว้ยกรดหรือเอนไซน์เพื่อยอ่ยสลายให้ไดน้ ้ าตาล นอกจากการใช้
น ้าตาลแลว้ยงัมีการใชก้ลีซอรอล (จิรวรรณ และคณะ, 2555) และสลดัด์จากโรงงานน ้ ามนัปาล์มอีก
ดว้ย (Cirilo และคณะ, 2008) แต่โดยทัว่ไปส าหรับการผลิตบิวทานอลนั้นนิยมการใชน้ ้ าตาลในการ
ผลิต 
 2.5.2 แหล่งไนโตรเจนในการหมกั 
 จุลินทรีย ์มีไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบประมาณร้อยละ 8-10 ของน ้ าหนกัแห้งของเซลล ์
จุลินทรียแ์ต่ละชนิดจะมีความตอ้งการไนโตรเจนของแตกต่างกนั บางชนิดตอ้งการแหล่งอาหารท่ีมี
ไนโตรเจนอนินทรีย ์แต่บางชนิดตอ้งการไนโตรเจนจากสารประกอบอินทรีย ์
 2.5.2.1 แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน  
 แหล่งอนินทรียไ์นโตรเจน ไดแ้ก่ แอมโมเนีย เกลือแอมโมเนีย และไนเตรท นิยมใช้ใน
อุตสาหกรรมการหมกั 
 แอมโมเนีย อาจใช้ในรูปแก๊ส หรือสารละลายแอมโมเนียความเขม้ขน้ร้อยละ 25 การใช้
แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจนจะตอ้งระมดัระวงัในเร่ืองการเก็บรักษา เน่ืองจากแอมโมเนีย ระเหย
ง่ายจึงตอ้งเก็บในภาชนะบรรจุท่ีป้องกนัการระเหย และทนต่อการกดักร่อนได ้
 เกลือแอมโมเนียม ชนิดท่ีมีราคาสูงสุดไดแ้ก่ แอมโมเนียมซัลเฟต ตามปกติจะท าให้เกิด
สภาวะท่ีเป็นกรดในอาหารเล้ียงเช้ือ เม่ือ NH4

+ ถูกใชไ้ป เพราะเกิด SO4
-2 ข้ึนในทางตรงขา้มแก๊ส

แอมโมเนีย และไนเตรทเม่ือถูกเมแทบอไลซ์ ปกติจะท าให้เกิดสภาวะท่ีเป็นด่างในอาหารเล้ียงเช้ือ 
แต่ในกรณีท่ีใชแ้อมโมเนียมไนเตรท ตามปกติในระยะแรก NH4

+ จะถูกใชไ้ปก่อน ท าให้เกิดสภาวะ
ท่ีเป็นกรด จนกระทัง่ NH4

+ หมด จุลินทรียจึ์งสังเคราะห์เอนไซม ์nitrate reductase และใชไ้นเตรท
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เป็นแหล่งไนโตรเจนท าให้อาหารเล้ียงเช้ือมีค่าความเป็นกรดด่างสูงข้ึน ยกเวน้ใน Gibberella 
fujikuroiI ท่ีไนเตรทจะยบัย ั้งปฏิกิริยาการยอ่ยสลาย NH4

+ ทีค่าความเป็นกรดด่าง  
 แอมโมเนียมอะซิเตต มีบทบาทต่อการเจริญเติบโต และการผลิตตวัท าละลาย ปริมาณท่ี
เหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 1.1-2.2 กรัมต่อลิตร ถา้ปริมาณมากกวา่น้ี จะท าให้ผลิตกรดมากข้ึน และผลิต
ตวัท าละลายนอ้ยลง (Monot, F. และคณะ, 1982) ดงันั้นไนเตรทจึงถูกใชไ้ปก่อน จนกระทัง่ค่าความ
เป็นกรดด่างสูงมากพอ จึงจะมีการเมทาบอไลซ์ NH4

+  ได ้(สมใจ ศิริโภค, 2555)  
 Joseph W. ROOS และคณะ (1984) ศึกษาการใช้แอมโมเนียมซัลเฟสเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนอนินทรีย ์โดยเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 พบวา่การใชแ้อมโมเนียมซลัเฟส ท่ีมี
ความเขม้ขน้ต ่าสามารใหป้ริมาณตวัท าละลายไดสู้ง ท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 3.7  
 M.S. Madihah  และคณะ (2001) ศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนออินทรีย ์ร่วมกบัยีสต์
สกดัในปริมาณคงท่ีโดยท าการแปรผนัชนิดของแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์(แอมโมเนียมไนเตต, 
แอมโมเนียมซลัเฟต, แอมโมเนียมคลอไรด์ และแอมโมเนียมฟอสเฟต) ในปริมาณท่ีเท่ากนัโดยใช้
เช้ือ C. acetobutylicum P262 พบวา่ การใชแ้อมโมเนียมไนเตต ให้ปริมาณตวัท าละลายรวมสูงสุด
เท่ากบั 18.78 กรัมต่อลิตร และปริมาณของบิวทานอล 15.24 กรัมต่อลิตร  
 Yang Gu และคณะ (2009) ศึกษาการใชแ้หล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์(แอมโมเนียมอะซิเตต) 
โดยเช้ือ Clostridium acetobutylicum EA 2018 โดยใช ้corn medium เป็นแหล่งคาร์บอน ผลปรากฏ
วา่ แอมโมเนียมอะซิเตตมีฤทธ์ิส่งเสริมการผลิตตวัท าละลายไดเ้ป็นอยา่งดี  
 2.5.2.2 แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน  
 แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน นิยมใช้ในรูปแบบ กรดอะมิโน โปรตีน หรือยูเรีย โดยปกติ
ไนโตรเจนอินทรียเ์ป็นอาหารท่ีจุลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้กวา่แหล่งไนโตรเจนอนินทรียโ์ดยเฉพาะ
จุลินทรียท่ี์ผ่านการท าให้กลายพนัธ์ุแลว้ในกระบวนการผลิตกรดอะมิโน จะสามารถเจริญไดดี้ใน
กรดอะมิโนเท่านั้น แต่เน่ืองจากกรดอะมิโนบริสุทธ์ิมีราคาแพงจึงใชก้รดอะมิโนท่ีเป็นสารประกอบ
เชิงซอ้นแทน 
 แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน ท่ีนิยมใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนในอุตสาหกรรมการหมกั ไดแ้ก่ น ้า
แช่ขา้วโพด ถัว่เหลือง กากถัว่เหลือง กากถัว่ลิสง ฟาร์มามีเดีย และสารสกดัยสีต ์(yeast extract) เป็น
ตน้ (สมใจ ศิริโภค, 2555) งานวจิยัท่ีเก่ียวกบัแหล่งไนโตรเจน 
 Welsh และคณะ (1986) ศึกษาแหล่งไนโตรเจนอินทรียร่วมอนินทรีย ์โดยใชเ้ช้ือ C. 
acetobutylicum ATCC 824 ในการผลิต อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล พบวา่ มีการเจริญเติบโต
ของเซลล ์และผลิตตวัท าละลายรวมไดสู้ง 
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Khare และคณะ (1995) ศึกษาแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์คือ การใช้กากถัว่เหลืองมาเป็น
อาหารเล้ียงเช้ือ Aspergillus niger ในการหมกั และมีการสร้างกรดซิตริก ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 5-10 ต่อ 100 กรัมน ้าหนกัแหง้ 

Witjira และคณะ (1996) ศึกษาการใชน้ ้ านมขา้วโพดเป็นแหล่งไนโตรเจน ซ่ึงประกอบไป
ดว้ยกรดอะมิโนดว้ยการหมกัน ้ านมขา้วโพดโดยจุลินทรีย ์ C. thermoaceticum ATCC 49707 
ส าหรับการผลิตอะซิเตต ผลปรากฏว่า ไดป้ริมาณอะซิเตตน้อยกว่าการใช้สารสกดัยีสต์เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน 

Lay และคณะ (2001) ศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียเ์ช่น สารสกดัยีสต์ ทริปโทน 
และเปปโทน ผลปรากฏวา่ การใชส้ารสกดัยีสตเ์ป็นแหล่งไนโตรเจนให้ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนมาก
ท่ีสุด ส าหรับการหมกัโดยใชเ้ช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 13357 
 Mohd และคณะ (2008) ศึกษาการใช้แหล่งอินทรียไ์นโตรเจน เช่น สารสกดัยีสต ์ทริปโทน 
และ เปปโทน ใชค้วามเขม้ขน้เท่ากนั พบวา่ สารสกดัยีสตส์ามารถให้การผลิตไฮโดรเจนท่ีมีปริมาณ
มากท่ีสุด โดยเช้ือ C. acetobutylicum NCIMB 13357 และท าให้เซลล์สารมารถเจริญเติบโตไดดี้ แต่
เซลลจ์ะเจริญเติบโตไดช้า้ลงเม่ือใชแ้หล่งอนินทรียไ์นโตรเจนแทนแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน 
คือ ใชแ้อมโมเนียมอะซิเตต 

 องัคณา และคณะ (2553) ศึกษาการใชแ้หล่งอินทรียไ์นโตรเจนร่วมกบัแหล่งไนโตรเจนอนิ
นทรีย ์คือ สารสกดัยสีตร่์วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต พบวา่ สามารถผลิตตวัท าละลายไดสู้งกวา่การ
ใชแ้หล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว  

จากงานงานวิจยัท่ีหลายๆ งานผ่านมาแลว้ เก่ียวกบัแหล่งไนโตรเจนอินทรียช่์วยเน้นย  าว่า 
แหล่งไนโตรเจนอินทรียน์ั้นมีความส าคญัเพียงใด งานวิจยัน้ีจึงให้ความสนใจแหล่งไนโตรเจนชนิด
ดงัต่อไปน้ี  
 ยสีตส์กดั (Yeast extract) เป็นสารประกอบท่ีไดจ้ากการออโตไ้ลซิสยสีต ์(Saccharomyces 
cerevisiae) โดย ผลิตภณัฑท่ี์ไดอุ้ดมไปดว้ยแร่ธาตุ วิตามิน กรดอะมิโนท่ีส าคญั และโกรทแฟคเตอร์ 
ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์(Parekh และ Blaschek, 1999) ดงัตารางท่ี 2.2 
 งานวิจยัของ Tadahiro และคณะ (1995) ศึกษากรดอะมิโนจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ
เช้ือ Clostridium difficile ทั้ง 5 สายพนัธ์ุ พบวา่ Cysteine,isoleucine, leucine, proline, tryptophan 
และ valine  ส่วน Arginine, glycine, histidine, methionine และthreonine ช่วยเสริมการเพิ่มปริมาณ
ของเซลล ์นอกจากน้ียงัมีวติามินจ าเป็น Biotin, pantothenate และpyridoxine  



14 
 

 

 แอลไลซีน (L-lysine monohydrochloride) เป็นกรดอะมิโนท่ีแยกจากของท่ีเหลือจาก
กระบวนการผลิตผงชูรส (จากบริษทั อายิโนะโมะโต๊ะ ประเทศไทย จ ากดั) ส่วนใหญ่ใช่ใน
อุตสาหกรรม อาหารสัตว ์เพราะแอลไลซีนเป็นอะมิโนท่ีจ าเป็นส าหรับมนุษย ์ 
 การผงชูรส (Ajinomoto waste) จากบริษทั อายิโนะโมะโต๊ะ ประเทศไทย จ ากดั มี
องคป์ระกอบขอกกรดอะมิโนหลายชนิด เพราะวา่ เป็นผลิตภณัฑท่ี์เหลือจากกระบวนการหมกัผงชู-
รส และผา่นการท าใหเ้ซลลแ์ตก ดงันั้นจึงมี เอนไซม ์และกรดอะมิโน อยูห่ลายชนิด ดงัตารางท่ี 2. 

 
ตารางที ่2.2 แสดงกรดอะมิโนทีพ่บในยสีต์สกดั (Organotechnie, 2008) 

 
s 

Total - T Free - F F/T x 100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  

Amino Acids  Total – T (g/100g) 
Alanine Ala 4.1 
Arginine Arg 2.8 

Aspartic acid Asp 6.0 
Cystine Cys 0.6 

Glutamic acid Glu 11.0 
Glycine Gly 2.5 

Histidine His 1.1 
Isoleucine Iso 2.6 
Leucine Leu 3.7 
Lysine Lys 4.2 

Methionine Met 0.8 
Phenylalanine Phe 2.5 

Proline Pro 2.2 
Serine Ser 2.7 

Threonine Thr 2.6 
Tryptophan Tryp 0.8 

Tyrosine Tyr 0.8 
Valine Val 3.1 
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ตารางที่ 2.3 แสดงกรดอะมิโนทีพ่บนากากผงชูรส  
(บริษทั อายิโนะโมะโตะ๊ ประเทศไทย จ ากดั, 2546) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.3 แร่ธาตุ 
แร่ธาตุมีความส าคญัต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์โดยปกติมีการเติมแร่ธาตุลงในอาหาร

เล้ียงเช้ือ เช่น แมกนีเซียม ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม ซลัเฟอร์ และแคลเซียม เป็นตน้ นอกจากน้ียงัมี
แร่ธาตุเสริมท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ดแ้ก่ โคบอลต ์ทองแดง เหล็ก แมงกานีส โม-
ลิบดินัม และสังกะสี แต่ส่วนใหญ่มักจะพบว่าแร่ธาตุเหล่าน้ีมีการเจือบนอยู่ในน ้ า  ในรูป
สารประกอบเชิงซ้อนท่ีใชเ้ป็นวตัถุดิบในอาหารเล้ียงเช้ือซ่ึงส่วนใหญ่มีเพียงพออยู่แลว้ เช่น น ้ าแช่
ขา้วโพด และฟาร์มาเดียร์ ดงันั้นในบางคร้ังอาจจะไม่มีการเติมแร่ธาตุลงในอาหารเล้ียงเช้ือ ยกเวน้
การเตรียมอาหารท่ีมีการสังเคราะห์ จึงมีความจ าเป็นตอ้งเติมแร่ธาตุเหล่าน้ีไปโดยตรง แร่ธาตุท่ีนิยม
ส่วนใหญ่จะอยูใ่นรูปสารประกอบอนินทรีย ์(สมใจ ศิริโภค, 2555) ดงัแสดงในตารางท่ี 2.2 

Amino Acids  Total – T (g/100g) 
Alanine Ala 1.00 
Arginine Arg 0.03 

Aspartic acid Asp 0.23 
Glutamic acid Glu 4.45 

Glycine Gly 0.07 
Histidine His 0.04 
Isoleucine Iso 0.09 
Leucine Leu 0.05 
Lysine Lys 0.12 
Serine Ser 0.06 

Threonine Thr 0.02 
Valine Val 0.08 
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ตารางที่ 2.4 แสดงความเข้มข้นของแร่ธาตุทีนิ่ยมเป็นส่วนประกอบของอาหารเลีย้งเช้ือ  
(สมใจ ศิริโภค, 2555; Stanbury และคณะ, 1984)  

 
สารประกอบ ช่วง (g/L) 

KH2PO4* 1.0-4.0 
MgSO4.7H2O 0.25-3.0 

KCl 0.5-12.0 
CaCO3 5.0-17.0 

FeSO4.4H2O 0.01-0.1 
ZnSO4.8H2O 0.1-1.0 
MnSO4.H2O 0.01-0.1 
CuSO4.5H2O 0.003-0.01 

Na2MoO4.2H2O 0.01-0.1 
 

*อาหารท่ีไดจ้ากซากพืชซากสัตวต์ามปรกติจะมีอนินทรียฟ์อสเฟสขอ้นขา้งสูงอยูแ่ลว้ 
 ตวัอยา่งแร่ธาตุท่ีมีความส าคญัไดแ้ก่ 
 แมงกานีส (Mn) มีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือคลอสตริเดียม ปริมาณท่ีเหมาะสมอยู่
ระหว่าง 0-20 มิลลิกรัมต่อลิตร ถ้ามากกว่าน้ี จะมีอิทธิพลต่อการผลิตบิวทานอล โดยอตัราการ
เปล่ียนน ้าตาลเป็นตวัท าละลายลดลง (Monot และคณะ, 1982) 
 แมกนีเซียม (Mg) ผลต่อการท างานของเอนไซม์ และการเจริญเติบโตของคลอสตริเดียม 
ปริมาณท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 0.05-0.2 กรัมต่อลิตร จะท าให้การเจริญเติบโต ผลผลิตตวัท าละลาย 
และการใชน้ ้าตาลของคลอสตริเดียมดีท่ีสุด (Monot และคณะ, 1982) 
 เหล็ก (Fe) ผลต่อการท างานของเอนไซม ์และการเจริญเติบโตของคลอสตริเดียม ปริมาณ
เหล็กท่ีเหมาะสมคือ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร เม่ือไม่เติมเหล็กในอาหารเล้ียงเช้ือจะท าให้การเจริญเติบโต
ชา้ลง น ้าถูกใชเ้พียง 40 เปอร์เซ็นต ์และเปล่ียนเป็นตวัท าละลายเพียง 25 เปอร์เซ็นต ์ 
 โปแตสเซียม (K) ผลต่อการใช้กลูโคสของเช้ือคลอสตริเดียม ปริมาณท่ีเหมาะสมอยู่
ระหวา่ง 0.6-0.8 กรัมต่อลิตร ถา้ปริมาณมากกวา่น้ี จะท าให้ผลิตกรดมากข้ึน และผลิตตวัท าละลาย
นอ้ยลง (Monot และคณะ, 1982) 
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 2.5.4 วติามิน 
 วติามินเป็นสารจ าเป็นส าหรับส่ิงมีชีวติ โดยจุลินทรียบ์างชนิดสามารถวิเคราะห์จุลินทรียไ์ด้
เองตามธรรมชาติ แต่ก็มิจุลินทรียบ์างชนิดท่ียงัไม่สามารถสังเคราะห์จุลินทรียไ์ด ้ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้
แหล่งวติามินส่วนใหญ่มีในแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนอยูแ่ลว้ แต่บางคร้ังทั้งสองแหล่งน้ี
อาจะมีวิตามินไม่ครบถว้นจึงตอ้งมีการเติมวิตามินเพิ่มเพื่อให้จุลินทรียมี์การเจริญเติบโตท่ีดี (สมใจ 
ศิริโภค, 2555) 
 การเติมวติามินใหก้บัจุลินทรียก์ลุ่มครอสตริเดียมยงัมีงานวจิยัท่ียงัไม่แน่ชดัส าหรับการผลิต
ตวัท าละลาย วิตามินท่ีจ าเป็นส าหรับจุลินทรียก์ลุ่มน้ีส่วนใหญ่มีอยูใ่นสารสกดัยีสต(์yeast extract) 
เช่นไบโอติน (Biotin) และพาราอะมิโนเบนโซอิก (para-aminobenzoic acid) โดยปริมาณท่ี
เหมาะสม คือ 0.01 กรัมต่อลิตร และ 1 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดบั (Monot และคณะ, 1982) 
 สารสกดัยีสต ์มีกรดอะมิโนท่ีส าคญั และโกรทแฟคเตอร์ ช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย ์และพบว่ามีท่ีอตัราส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต ่า หรือปริมาณไนโตรเจนจ ากัด
ส าหรับการหมกั (nitrogen-limited) จะมีการผลิตตวัท าละลายมากข้ึน (Parekh และ Blaschek, 1999) 
โดยในกระบวนการหมกัแบบกะ และการหมกัแบบต่อเน่ือง พบวา่ การผลิตบิวทานอลจะลดลงเม่ือ
อตัราส่วนระหวา่งคาร์บอนต่อไนโตรเจนมากกวา่ 7.3  
 หางนมเขม้ขน้ (whey protein concentration) มีส่วนประกอบของโปรตีนสูงถึงร้อยละ 70 
แต่ไม่มีส่วนประกอบของน ้าตาลแลคโตส จึงสามารถใชท้ดแทนสารสกดัยสีต ์และทริปโทนได ้แต่
จะท าใหก้ระบวนการสร้างตวัท าละลายนั้นเกิดไดช้า้ลง เน่ืองจากตอ้งมีการปรับสภาพเซลลน์านข้ึน
ในช่วง (lag phase) แต่สามารถผลิตบิวทานอลไดดี้กวา่ (Qureshi และคณะ, 2006) 
 ส่วนผลิตภณัฑข์า้งเคียงท่ีไดจ้ากอุตสาหกรรมแป้งขา้วโพด คือ น ้ าแป้งขา้วโพด (corn steep 
water , CSW) จะช่วยลดตน้ทุนในการผลิตบิวทานอล เพราะว่า อุดมไปดว้ย กรดอะมิโน วิตามิน 
ไนโตรเจน และเกลือแร่ จึงสามารถใชแ้ทนอาหารเสริมไดดี้ โดยพบวา่เม่ือใชน้ ้ าตม้ขา้วโพดร่วมกบั
กลูโคส 50 กรัมต่อลิตร โดย เช้ือ C. beijerinckii BA101 จะให้ผลิตภณัฑ์เป็น บิวทานอล 16 กรัมต่อ
ลิตร ในกระบวนการหมกัท่ีมีขนาดของถงัหมกั 20 ลิตร และใช้น ้ าตม้ขา้วโพดร่วมกบักลูโคส 60 
กรัมต่อลิตร เม่ือขยายขนาดถงัหมกัเป็น 200 ลิตร จะไดป้ริมาณบิวทานอล เท่ากบั 17.8 กรัมต่อลิตร 
เน่ืองจาก กรดแลคติค ซัลไฟต์ กรดฟิลิค โลหะหนกั และเกลือของโลหะในน ้ าตม้ขา้วโพดเป็นตวั
ยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ดงันั้นตอ้งมีการเจือจางน ้ าตม้ขา้วโพดก่อนท่ีจะน ามาใช ้(Parekh 
และ Blaschek, 1999) 
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 2.5.5 ความเขม้ขน้ของน ้าตาล 
 กระบวนการหมกั อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล นั้นปริมาณความเขม้ขน้ของน ้าตาลมี
ความส าคญัต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์ต่ละชนิด ดงัเช่น เช้ือคลอสตริเดียมท่ีใชใ้น
อุตสาหกรรม C. acetobtylicum ATCC 824, C. beijerinckii NCIMB 8825, C. beijerinckii NRRL 
B592, C. saccharobutylicum NCP P262 และ C. beijerinckii BA101 ในกระบวนการหมกัแบบกะ 
จ าเป็นอยา่งยิง่ท่ีตอ้งใชป้ริมาณความเขม้ขน้น ้าตาลใหเ้หมาะสม เพราะส่งผลโดยตรงต่อปริมาณบิว
ทานอลท่ีเกิดข้ึน จากงานวจิยัท่ีใช ้สารสกดัยสีต,์ ทริปโทน, และแอมโมเนียมอะซิเตต เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนโดยใชเ้ช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ C. acetobtylicum ATCC 824 ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์
เป็น 45, 60, 80 และ90 จะใหป้ริมาณของบิวทานอลเป็น 3.16, 3.81, 15.35 และ12.75 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั (องัคณา สุจริต, 2553) 
 2.5.6 การสเตอริไลส์อาหารเล้ียงเช้ือ 
  การสเตอริไลส์ มีผลต่อการเลือกใชแ้หล่งคาร์บอน เพราะวา่ การให้ความร้อนภายใตค้วาม
ดนัสูง ถา้ผูท้  าการทดลองใชน้ ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนควรตอ้งแยกน ้ าตาลออกจากองคป์ระกอบอ่ืน
เพราะว่าท่ีความเป็นกรดด่างท่ีเป็นกลาง น ้ าตาลจะท าปฏิกิริยากบักรดอะมิโนไดเ้ป็นสารประกอบ
ไนโตรเจน ท าให้อาหารมีสีน ้ าตาลเขม้ และอาจยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียไ์ด้บางส่วน 
(สมใจ ศิริโภค, 2555) 
 2.5.7 การ ท า heat Shock  

 การท า heat shock ยงัไม่มีการรายงานอยา่งแน่ชดัมากนกั ต่อผลการผลิตผลิตบิวทานอล แต่
การท า heat shock ตามงานวิจยั พบว่า มีผลต่อการกระตุ่นโปรตีนในจุลินทรีย์ และมีเพิ่ม
ความสามารถในการเพิ่มผลิตภณัฑ์ และท าให้จุลินทรียท์นทานต่อการปริมาณบิวทานอลท่ีเกิดข้ึน
และท าให้จุลินทรีย์ในรุ่นต่อๆมามีการเพิ่มจ านวนเซลล์อย่างว่องไว เช่น การหมักโดย C. 
beijerinckii NRRL B592 การท า heat shock ท่ีอุณหภูมิต่างๆ ท าให้มีผลต่อการผลิตตวัท าละลายได้
ดีต่างกนั จากงานวิจยัน้ีอุณหภูมิท่ี 75 องศาเซลเซียส ให้ปริมาณตวัท าละลายมากท่ีสุด (Stanbury 
และWhitaker, 1984) เน่ืองจากไปเร่งการเจริญของสปอร์ แต่โดยทัว่ไปช่วงอุณหภูมิในการท า heat 
shock ท่ีเหมาะจะอยูใ่นช่วง 70-80 องศาเซลเซียส แต่อ่ืนไดนั้นก็ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์
 2.5.8 อุณหภูมิของการหมกั 

อุณหภูมิมีความส าคญัในการผลิตตวัท าละลาย และนอกจากน้ีอุณหภูมิในช่วง 29-35 ยงัมี
ความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์จากงานวิจยั พบว่า อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการ
กระบวนการหมกั อยูใ่นช่วง 30-35 องศาเซลเซียส โดยใชม้นัส าปะหลงัสด และน ้ าตาลท่ีไดจ้าการ
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ยอ่ยสลายผกัตบชวาเป็นแหล่งคาร์บอน ในกระบวนการผลิตบิวทานอล ดว้ยเช้ือ C. acetobutylicum 
ATCC 824 (ชุติมณฑน์ สถิรพิพฒัน์กุล, 2553) 

2.5.9 อิทธิพลของการกวน 
การกวนในถังหมกัมีผลต่ออตัราการผลิตตัวท าละลายจ าเพาะ จากงานวิจัยท่ีใช้แหล่ง

คาร์บอนเป็นกลูโคส อตัราการผลิตตวัท าละลายจ าเพาะจะเพิ่มข้ึนเม่ือความเร็วรอบเพิ่มข้ึน จนถึง 
340 รอบต่อนาที จะท าให้อตัราการผลิตอะซิโตน, บิวทานอล และเอทานอล 5.54, 3.85 และ 0.8 
มิลลิโมลต่อชัว่โมง สูงสุดตามล าดบัตามล าดบั แต่เม่ือเพิ่มความเร็วรอบเป็น 360 รอบต่อนาที อตัรา
การผลิตตวัท าละลายจะมีค่าเป็น 0 มิลลิโมลต่อชัว่โมง ถา้มีความเร็วรอบมากเกินไปอาจท าให้ของ
เซลลเ์ส่ือมสภาพได ้(Stanbury และ Whitaker, 1984) 

2.5.10 ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 
 ค่าความเป็นกรดด่างมีความจ าเป็นในการเจริญเติบโต และผลิตผลิตภณัฑ์ของจุลินทรียแ์ต่
ละสายพนัธ์ุ โดยส่วนใหญ่ช่วงความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะกบัจุลินทรีย ์จะอยูใ่นช่วงประมาณ 3.8-5.5 
ค่าความเป็นกรดต่างเป็นตวัก าหนดการใชน้ ้ าตาลของจุลินทรีย ์เพื่อผลิตเป็นผลิตภณัฑ์จึงตอ้งมีการ
ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างใหอ้ยูใ่นสภาวะท่ีเหมาะสม การควบคุมค่าความเป็นกรดด่างไวท่ี้ค่าสูง 
จะใหผ้ลิตภณัฑส่์วนใหญ่เป็นกรด ในขณะท่ีการควบคุมท่ีค่าความเป็นกรดด่างต ่า จะมีผลให้เกิดตวั
ท าละลายเป็นผลิตภณัฑ์หลกั โดยมีงานวิจยัท่ีศึกษา ค่าความเป็นกรดด่างท่ีเหมาะสมในการผลิตบิว
ทานอล เท่ากบั 4.5, 5, 5.5 และไม่ควบคุมโดยใชเ้ช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824  ความเขม้ขน้
ของน ้ าตาลรีดิวซ์เท่ากบั 60 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไดป้ริมาณบิวทานอลเท่ากบั 
0.89, 0.35, 1.69 และ 1.11 ตามล าดบั (องัคณา และคณะ, 2553) 
 2.5.11 การยบัย ั้งโดยผลิตภณัฑ ์

ในกระบวนการผลิตบิวทานอล ปริมาณบิวทานอลท่ีเกิดข้ึนมีผลต่อเซลล์โดยตรง เน่ืองจาก
ความเป็นพิษน้ีอาจจะไปท าละลายไลโปโปรตีนท่ีเป็นส่วนประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ท าให้มีผลต่อ
ความเป็นของไหลของเยือ่หุม้เซลล ์โดย C. acetobutylicum ซ่ึงใหผ้ลิตภณัฑเ์ป็นบิวทานอลเป็นส่วน
ใหญ่มีผลต่อการเจริญเตอบโตของเซลล์ (Tarkow และ Feist, 1969) อีกงานวิจยัหน่ึงรายงานวา่บิวทา
นอลท่ีมีความเขม้ขน้สูงมาก จะยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ และท าลายคุณสมบติัในการรักษา
ความเป็นกรดด่างของเซลล์ โดยจะยบัยงัการใช้น ้ าตาลของเซลล์และยงัท าให้ระดบั ATP ต ่าลง 
(Linda และ Ellefson, 1985) ซ่ึงปริมาณความเขม้ขน้ท่ีท าให้เซลล์มีผลต่อการยอ่ยตวัเอง (autolysis) 
แต่ไม่ส่งผลต่อการกลายพนัธ์ุ อยูใ่นช่วง 7-16 กรัมต่อลิตร การท าให้เซลล์มีความคงทนต่อปริมาณ
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ความเขม้ขน้ของบิวทานอลท่ีสูงข้ึนโดยมีผูท้  าการทดลองโดยการฉายแสงอุตาไวโอเลตท าให้เซลล์
เกิดการกลายพนัธ์ุ (Grott schall และ Bahl, 1981) 

2.5.12 สูตรอาหาร 
การก าหนดสูตรอาหารเป็นขั้นตอนท่ีมีความส าคญัมากในกระบวนการหมกั โดยสูตร

อาหาร ตอ้งธาตุต่างๆท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์การสร้างสารเมแทบอไลท ์และการ
รักษาสภาพของเซลล ์อาจใชข้อ้มูลดงัตารางท่ี 2.3 ต่อไปน้ีมนการประมวลผลปริมาณของธาตุต่างๆ 
(สมใจ ศิริโภค, 2555) 

 
ตารางที่ 2.5 แสดงองค์ประกอบของธาตุต่างๆที่พบใน จุลินทรีย์ (ร้อยละน ้าหนักแห้ง) 

 (Stanbury และ Whitaker, 1984) 
 

Element Bacteria 
Carbon 50-53 

Hydrogen 7 
Nitrogen 12-15 

Phosphorus 2.0-3.0 
Sulphur 0.2-1.0 

Potassium 1.0-4.5 
Sodium 0.5-1.0 
Calcium 0.01-1.1 

Magnesium 0.1-0.5 
Chloride 0.5 

Iron 0.02.0.2 
  
 การก าหนดสูตรอาหารท่ีดีนั้ นจะต้องมีการประมาณความจ าเป็นแหล่งคาร์บอนแหล่ง
ไนโตรเจน หรือแมแ้ต่ปริมาณวติามิน และแร่ธาตุท่ีเหมาะสม ต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์และ
การผลิตผลิตภณัฑ์ ดงังานวิจยัของ องัคนา (2553) โดยท าการเปรียบเทียบสูตรอาหาร 2 สูตร ซ่ึงมี
การปรับสัดส่วนของ วิตามิน, แร่ธาตุ, อินทรีย ์และอนินทรียไ์นโตรเจน ผลปรากฏวา่สูตรอาหารท่ี 
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1 และสูตรอาหารท่ี 2 ใหป้ริมาณของบิวทานอล เท่ากบั 0.35 และ 3.81 ตามล าดบั ส่วนงานวิจยัของ 
นนัทนชั และคณะ มีการปรับเปล่ียนปริมาณ และชนิดของแหล่งไนโตรเจนโดยจากงานวิจยัแสดง
วา่แหล่งไนโตรเจนมีผลต่อปริมาณบิวทานอลโดยตรง 
 
2.6 การใช้น า้ตาลของจุลนิทรีย์ 
 น ้ าตาลมีความส าคญัส าหรับกระบวนการผลิตตวัท าละลาย โดยข้ึนกบัชนิดของน ้ าตาลซ่ึง
น ้าตาลแต่ละชนิดใหป้ระสิทธิภาพท่ีแตกต่างกนั ดงัเช่นการใชน้ ้ าตาลซูโคสของจุลินทรียก์ลุ่มครอส
ตริเดียม C. acetobutylicum ATCC 824 ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนหลกัเพียงชนิดเดียว พบวา่ มีการสร้าง
เอนไซม์ซูเครสของระบบ PEP-dependent phosphotransferase system รวมทั้งเอนไซม์ฟลุคโต
ไคเนส (fructokinase) ในระบบ ATP-dependent phosphorylation ของฟรุคโตส ข้ึนมาตามล าดบั 
และส่วนในแหล่งอาหารทีมีการใชน้ ้าตาลกลูโคสร่วมกบัน ้ าตาลซูโครสไม่มีการสร้างเอนไซมท์ั้ง 2 
ชนิดน้ี เบ้ืองตน้โดยการเล้ียงเช้ือในอาหารซูโครสก่อน แลว้จึงยา้ยมาเล้ียงในอาหารใหม่ (กลูโคส 
และซูโครส) และพบวา่เช้ือจุลินทรียก์ลุ่มคลอสตริเดียมยงัสามารถใชน้ ้ าตาลชนิดอ่ืนๆ ไดอี้ก เช่น  
23-25 แมนโนส 4.5-5.2 อาราบิโนส 9.2-10.3 และ ไซโลส 18-20 กรัมต่อลิตร ส่วนใหญ่จุลินทรีย์
กลุ่มน้ีสามารถใช้น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวเป็นล าดับแรกของการหมกัรองลงมาคือ การใช้น ้ าตาล
โมเลกุลคู่ แต่ก็ข้ึนกบัชนิดสายพนัธ์ุของจุลินทรียด์ว้ย (Lee, 2005 และ Tangney, 2000) 

จิรกานต ์และคณะ (2544) ศึกษาเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 โดยการใชค้วามเขม้
น ้าตาลกลูโคส 50 กรัมต่อลิตร ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายจากยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงั มนัส าปะหลงั
สด และผกัตบชวา ดว้ยเอนไซม ์ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง ในช่วง 4.5-5.5 
พบวา่ปริมาณบิวทานอลได ้8.94, 7.62 และ 5.98 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 

ชุติมณฑน์ และคณะ (2552) ศึกษาเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 โดยการใชค้วามเขม้
น ้ าตาลกลูโคสท่ีไดจ้ากการย่อยผกัตบชวาอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สามารถผลิตบิวทานอลได ้
10.43 กรัมต่อลิตร ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีการควบคุมความเป็นกรดด่าง 

องัคณา และคณะ (2553) ศึกษาเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 โดยน ้ าออ้ยท่ีมี
ส่วนประกอบของน ้ าตาลกลูโคส และซูโครส ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร ให้
ปริมาณ บิวทานอล 15.35 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่างเท่ากบั 5.0 
ดงันั้นการใหป้ริมาณท่ีเหมาะสมของน ้าตาลจึงมีผลต่อการผลิตผลิตภณัฑ์ของเช้ือจุลินทรีย ์เพราะถา้
ใหค้วามเขม้ขน้น ้ าตาลนอ้ยเกินไปจุลินทรียก์็จะใชน้ ้ าตาลไดห้มด แต่ประสิทธิภาพของจุลินทรียย์งั
สามารถผลิตผลิตภณัฑไ์ดอ้ยู ่



 

 

บทที ่3 

อปุกรณ์ เคมภีัณฑ์และวธีิด าเนินงานวจิยั 
3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 เคร่ืองกวน (stirrer) รุ่น RW 20 ZM.n. ของบริษทั lka labortechnik, Germany 
3.1.2 เคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ Controlled Environment Incubator Shaker New  
Brunswich Scientific Co., U.S.A.  
3.1.3 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuger) Kubota 7820, Kubota Corporation, Japan  
3.1.4 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuger) BOECO U-320, Boeckel Corporation, Germany 
3.1.5 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) UV-2450, Shimadzu, Japan 
3.1.6 เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH Meter) MP220, Mettler Toledo, Switzerland 
3.1.7 เคร่ืองวเิคราะห์น ้าตาล (Industrial Analyzer YSI Model 27) Yellow Springs Instrument  Co.,  U.S.A.  
3.1.8 เคร่ืองและอุปกรณ์วดัโปรตีนดว้ยวธีิ Kjeldah method 
 Distillation Unit Nitrogen analyzer รุ่น BUCHI 339 
 Digestion Unit รุ่น BUCHI K 435 
 Control Unit รุ่น BUCHI B 436 
 Scrubber Unit รุ่น BUCHI B 414 
3.1.9 ตูอ้บ (Hot Air Oven) ULM 500, Memmert, Germany  
3.1.10  ถงัหมกั (Fermentor) ขนาด 1 ลิตร Biostat Q®, B Braun Biotech International, Germany 
3.1.11 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave) SS-325, TOMY, Japan 
3.1.12 Vertical Laminar flow VS-124, ISSCO, U.S.A.  
3.1.13 เคร่ืองชัง่ 
3.1.14 Hood 
3.1.15 ตูแ้ช่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.1.16 แก๊สโครมาโทการฟ่ี (shimadzu model Gc 7AG, Japan)  
3.1.17 Vortex mixer 

3.2 เคมีภัณฑ์ 
 3.2.1 กรดซลัฟิวริค (H2SO4) (Fisher Chemical)  
 3.2.2 กรดบิวทิริค (Butyric acid) (Merck, ) 
 3.2.3 กรดบอริค (H3BO3) (MAY & Baker LTD., England) 
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3.2.4 กรดอะซิติค (Acetic acid) (May & Baker,British)  
3.2.5 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (BDH laboratory, England 

 3.2.6 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.7 ไดโปตสัเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.8 น ้าตาลซูโครส (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.9 น ้าออ้ยไม่ใส่สารกนับูด 
 3.2.10 บิวทานอล (n-Butanal) (May & Baker, British) 
 3.2.11 โปตสัเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.12 เฟอรัสซลัเฟต (FeSO4.H2O) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.13 แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4.7H2O) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.14 แมงกานีสซลัเฟต (MnSO4.7H2O) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.15 แอมโมเนียมอะซิเตต (CH3COONH4) (Ajax Finechem, Australia) 
 3.2.16 สารสกดัยสีต ์(Yeast extract) (Himedia , India2) 
 3.2.14 สารสกดัเอนไซมเ์คซิน (Tryptone) (Himedia , India2) 
 3.2.15 Reinforced Clostridial Medium (Himedia , India2) 
 3.2.16 อะซิโตน (Acetone) (May & Baker, British) 
 3.2.17 เอทานอล (Ethanol) (May & Baker, British) 
 3.2.18 Serenium reagent mixture (Merck, Germany) 
 3.2.19 การผงชูรส (Ajinomoto waste) จากบริษทั อายโินะโมะโตะ๊ ประเทศไทย จ ากดั 
 3.2.20 แอลไลซีน (L-Lysine) จากบริษทั อายโินะโมะโตะ๊ ประเทศไทย จ ากดั 
 
3.3 จุลนิทรีย์ทีใ่ช้ในการหมัก 

3.3.1 Clostridium acetobutylicum ATCC 824 จาก American Type Culture Collection 
12301 Pask Lawn Drive Rock, Maryland, U.S.A.  

3.3.2 Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 จาก American Type Culture Collection 
12301 Pask Lawn Drive Rock, Maryland, U.S.A. 

3.3.3 Clostridium saccharobutylicum ATCC BAA 117 จาก American Type Culture 
Collection, Maryland, U.S.A. 
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3.4 กระบวนการหมัก (The Fermentation Process) 
 3.4.1 การเตรียมกลา้เช้ือส าหรับการหมกั 
 เร่ิมจากการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Reinforced clostridium Medium (RCM) แลว้น าไปผา่น
การฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค (Autoclave) อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที แลว้รอให้เยน็
ในตู ้Vertical Laminar flow โดยใชรั้งสียวูี (UV) ท าการฆ่าเช้ือ 1-2 ชัว่โมง ในขณะเดียวกนั น ากลา้
เช้ือท่ีผ่านการเก็บท่ี อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาท าการ heat shock ท่ีอุณหภูมิ 70-80 องศา
เซลเซียส 10 นาที แลว้ น ามาแช่งในถงัน ้ าแข็งทนัที จากนั้นท าการถ่ายเช้ือร้อยละ 10 โดยปริมาตร
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผา่นแก๊สไนโตรเจนในอตัราการไหล 0.1 มิลลิลิตรต่อนาที 5 นาที เพื่อให้
อาหารอยู่ในสภาวะไรออกซิเจน(ในตูป้ลอดเช้ือ) แลว้น าไปบ่มท่ี ดว้ยเคร่ืองเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 
ความเร็วรอบ 115 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง  
 3.4.2 การเตรียมกลา้เช้ือระดบัขวดเขยา่ก่อนลงถงัหมกั 
 เร่ิมเตรียมอาหารตามสูตรอาหารใน ตารางภาคผนวก ก ปริมาณ 60 มิลลิลิตร โดยน ้ าตาล
ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน แลว้น าไปผ่านการฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส 15 นาที แล้วฆ่าเช้ือโดยรังสียูวี 1-2 ชั่วโมงในตู้ปลอดเช้ือ จากนั้นท าการผ่านแก๊ส
ไนโตรเจนในอตัราการไหล 0.1 มิลลิลิตรต่อนาที 10-15 นาที โดยถ่ายเช้ือร้อยละ 10 โดยปริมาตร ท่ี
ไดจ้ากกขั้นตอนการเตรียมกลา้เช้ือ ลงในอาหารท่ีเตรียมไว ้หลงัจากนั้น น าไปเขย่าความเร็วรอบ 
115 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง 
 3.4.3 กระบวนการหมกัในถงัหมกั 1 ลิตร 
 เร่ิมเตรียมอาหารตามสูตรอาหารในตารางภาคผนวก ก ปริมาณ 600 มิลลิลิตร ในถงัหมกั 1
ลิตร แลว้น าไปผา่นการฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงฆ่าเช้ือโรค อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที และอีก
ส่วนหน่ึงเตรียมน ้าออ้ยท่ีมีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีตอ้งการแลว้น าไปน่ึง อุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส 20 นาที จากนั้นรอให้เยน็ท่ีอุณหภูมิห้องในตู ้(Vertical Laminar flow) พร้อมทั้งฆ่าเช้ือ
โดยรังสียูวี 1-2 ชั่วโมง ต่อจากนั้นท าการผสมทั้งสองส่วนเข้าด้วยกัน แล้วท าการผ่านแก๊ส
ไนโตรเจนในอตัราการไหล 0.1 มิลลิลิตรต่อนาที 20 นาที โดยถ่ายเช้ือ 10 เปอร์เซ็นโดยปริมาตร 
จากการเตรียมกลา้เช้ือระดบัขวดเขย่าก่อนลงถงัหมกัตามสูตรอาหารท่ีเตรียมไว  ้ จากนั้นน าไป
ประกอบกบัชุดการหมกั (fermentor) โดยมีตวัแปรควบคุมดงัน้ี ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0  
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3.5 ศึกษาชนิดของเช้ือคลอสตริเดียมสายพนัธ์ุต่างๆ ทีม่ีผลต่อการผลติบิวทานอล 
 เปรียบเทียบความสามารถในการผลิตตวัท าละลายของคลอตริเดียม 3 สายพนัธ์ุ คือ C. 
acetobutylicum ATCC 824, C. acetobutylicum ATCC 4259 และ C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117 โดยใช้น ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีความเขม้ขน้ 60 และ 80 กรัมต่อลิตร ตามอาหารสูตรท่ี 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที แลว้ท าการวิเคราะห์ปริมาณผลิตภณัฑ์, 
เซลลท่ี์เกิดข้ึน และปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือ ดว้ยกระบวนการแบบการหมกัแบบกะในถงัหมกั 1
ลิตร  
 
3.6 ศึกษาผลของชนิดของแหล่งไนโตรเจนทีม่ีผลต่อปริมาณบิวทานอล 
 ศึกษาชนิดแหล่งไนโตรเจนท่ีมีผลต่อการผลิตบิวทานอล ไดแ้ก่ สกดัยีสต ์(Yeast extract), 
กากผงชูรส (Ajinomoto waste), แอลไลซีน (L-Lysine) และแอมโมเนียมอะซิเตต (Ammonium 
acetate)  
 3.6.1 ศึกษาการใชแ้หล่งอินทรียไ์นโตรเจนชนิดเดียว 
 ใชป้ริมาณของแหล่งไนโตรเจนอินทรียเ์ท่ากบัสูตรอาหารท่ี 1 คือ 1.468 กรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร โดยชนิดของแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนท่ีใชคื้อ สารสกดัยีสต,์ กากผงชูรส และแอลไลซีน จึงมี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 13.382, 29.301 และ19.573 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที   
 3.6.2 ศึกษาการใชแ้หล่งอินทรียไ์นโตรเจนร่วมกบัอนินทรียไ์นโตรเจน 
 ใชป้ริมาณของแหล่งไนโตรเจนอินทรียเ์ท่ากบัสูตรอาหารท่ี 1 คือ 0.923 กรัมไนโตรเจนต่อ
ลิตร โดยชนิดของแหล่งอินทรียไ์นโตรเจนท่ีใชคื้อ สารสกดัยีสต,์ กากผงชูรส และแอลไลซีน จึงมี
ความเขม้ขน้เท่ากบั 8.496, 18.423 และ12.306 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต 
3กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเป็นกรดด่าง 5 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที  
  
3.7 การเตรียมตัวอย่างน า้หมักก่อนท าการวเิคราะห์ 
 ตวัอยา่งวิเคราะห์ทุก 6 ชัว่โมง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร และหลงัจากกระบวนการหมกัเสร็จส้ิน
แลว้เก็บตวัอยา่งน ้ าหมกัแยกใส่หลอดทดลอง 2 หลอด หลอดละ 20 มิลลิลิตร แลว้น ามาป่ันเหวี่ยง
ด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuger) ความเร็วรอบ 2000 รอบต่อนาที 20 นาที จะได้ ส่วนท่ีเป็น
ของเหลว และของแข็ง ในการป่ันเหวี่ยงคร้ังแรก แยกเก็บของเหลว ไวส้ าหรับวิเคราะห์ น ้ าตาล ตวั
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ท าละลาย และกรดส่วนของแขง็ท่ีได ้น าไปวเิคราะห์หาปริมาณของเซลล์ หลงัจากนั้นเติมน ้ า DI ให้
ได ้ปริมาตรเหมือนเท่าเดิม แลว้ป่ันเหวีย่งอีก 2 คร้ัง เพื่อเก็บเซลลม์าวเิคราะห์ความเขม้ขน้ 
 
3.8 การวเิคราะห์ปริมาณ กรดบิวทริิก กรดอะซิติก บิวทานอล เอทานอล และอะซิโตน  
 การหาปริมาณกรด และตวัท าละลาย โดยใชเ้คร่ืองแก๊สโครมาโทการฟี โดยใช ้คอลมัน์ยาว 
1 เมตร ขนาด 1/8 น้ิว ท่ีบรรจุดว้ย porapak Q 60/80 mesh โดยท่ีอุณหภูมิคอลมัน์ 180 องศา
เซลเซียส แลว้ใช้อุณหภูมิอินเจคเตอร์ (injecter) 280 อุณหภูมิดีเทคเตอร์ (detector) 230 องศา
เซลเซียส อตัราการไหลของแก๊สไนโตรเจน 50 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรท่ีฉีดเข้าเคร่ือง 5 
ไมโครลิตร การหาความเขม้ขน้ของตวัอยา่งสารท่ีเก็บไดห้าจากการสมการท่ีมีความสัมพนัธ์กนัโดย
พล๊อตระหวา่งความเขม้ขน้กบัพื้นท่ีของกรดและตวัท าละลายมาตรฐาน โดยท่ีพื้นท่ีของสารตวัอยา่ง
ดูจากรีเทนชนัไทม์ (retention time) ของสารต่างๆ ดงัน้ี กรดบิวทิริค กรดอะซิติก บิวทานอล อะซิ
โตน และเอทานอล 8.58, 1.95, 3.8, 1.2 และ 0.866 ตามล าดบั 
 
3.9 การวเิคราะห์ปริมาณของเซลล์ 
 สารละลายท่ีเก็บไดจ้ากชัว่โมงสุดทา้ย 20 มิลลิลิตร ทั้งหมด 2 หลอด มาเหวี่ยงดว้ยเคร่ือง
ป่ันเหวี่ยง (Centrifuger) เสร็จแลว้ จากนั้นเซลล์ท่ีเก็บเอาไว ้20 มิลลิลิตร หน่ึงหลอดมาท าน ้ าหนกั
เซลล์แห้ง (cell dry weight) โดยเทใส่ถว้ยอลูมิเนียมฟอยด์แลว้ท าการอบแห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศา
เซลเซียส จากนั้นปล่อยให้เยน็ในโถดูดความช้ืน (desiccators) โดยน ามาชัง่น ้ าหนักด้วยเคร่ืองชั่ง
ละเอียดถึง 0.001 มิลลิกรัม จนไดน้ ้าหนกัของเซลลค์งท่ี เม่ือค่าท่ีไดจ้ากการชัง่น ้าหนกัเซลล์ก็สามารถ
ค านวณหาความเขม้ขน้ของมวลเซลล์ได ้อีกหลอดหน่ึงใชท้  าความเขม้ขน้ของเซลล์มาตรฐาน แลว้ท า
การมาตรฐานจากจากวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) จากนั้นน า
ตวัอยา่งสารละลายท่ีเก็บจากถงัหมกัทุก 6 ชัว่โมง คร้ังละ 5 มิลลิลิตรท่ีผา่นการเตรียมแลว้ตามหวัขอ้
ท่ี 3.7วดัค่าการดูดกลืนแสง เม่ือไดค้่าจากการวดัแลว้จากนั้นน ามาค านวณความเขม้ขน้ของเซลล์ของ
แต่ละตวัอยา่ง  
 
 3.10 การวเิคราะห์ปริมาณของน า้ตาล 
 การหาปริมาณน ้าตาลสามารถหาไดด้ว้ยวธีิการ 2 ดว้ยกนั คือ การวเิคราะห์ดว้ยวิธี ดีเอ็นเอส 
(DNS) และ การวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง วายเอสไอ (YSI) โดยกระบานการเตรียมสารเร่ิมตน้ของทั้ง
สองวิธีเหมือนกนั โดยเร่ิมแรกมีการเตรียมสารมาตรฐาน น าน ้ าตาลซูโครส (Sucrose) ท าการอบท่ี 
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อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชัว่โมง หลงัจากนั้นน าไปใส่ไวใ้นโถดูดความช้ืน รอ
จนกว่า น ้ าตาลซูโครสอุณหภูมิลดลง แล้วน าซูโครสท่ีได้มาท าสารละลายมาตรฐาน โดยท าการ
เตรียมความเขม้ขน้ 5 ความเขม้ขน้ร้อยละ 0, 6.25, 12.5, 18.75 และ 25 เปอร์เซ็นโดยมวลต่อ
ปริมาตร  
 กระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) น ้ าตาลซูโครส เร่ิมต้นโดยการน าสารละลาย
มาตรฐาน และ สารตวัอยา่ง ปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แลว้เติมน ้ า DI 0.8 มิลลิลิตร 
แลว้เติม 0.5 มิลลิลิตร 37% กรดไฮโดรคลอริก (HCL) น าไปตม้ท่ีอ่างน ้ าร้อน ( Water bath) 10 นาที 
หลงัจากนั้น ท าการหยดุ ปฏิกิริยาดว้ยการน าสารละลายมาตรฐาน และ สารตวัอยา่งแช่ในอ่างน ้ าแข็ง 
แลว้เติม 0.5 มิลลิลิตร 20% สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ท าให้ผสมเขา้กนัดว้ยเคร่ือง
ผสมสารละลาย (Vortex mixer) ถา้มีตะกอนให้เอาไปหมุนเหวี่ยง ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 20 นาที  แลว้น าไปวิเคราะห์หาปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ดว้ย การวิเคราะห์ดว้ยวิธี ดีเอ็นเอส หรือ 
การวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง วายเอสไอ  
 3.10.1 วธีิ ดีเอน็เอส (DNS)  
 การเตรียมสารละลาย ดีเอนเอส โดย ละลาย 1.633 ของ 98% สารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์มวลโดยมวล ใน 20 มิลลิลิตร ของ น ้ า DI ท าการผสมให้เขา้กนั โดยใช ้เคร่ืองผสมสารละลาย 
(magnetic stirrer) ในขณะผสมสารละลายท าการเพิ่ม 1 กรัม ของ 3,5-dinitrosalicylic acid powder 
ในสารละลาย ท าการเจือจางโดยการเติม น ้ า DI 50 มิลลิลิตร แลว้กวนผสมจนกระทัง่เป็นเน้ือ
เดียวกนั เติม 30 กรัม Na-K tartrate ผสมให้เขา้กนั แลว้ปรับปริมาตรให้ได ้100 มิลลิลิตร เก็บ
สารละลายไวก่้อนใช ้3 วนั    
 การวิเคราะห์กระท าโดย น าสารละลายท่ีไดจ้ากกระบวนการไฮโดรไลซิส ทั้งสารละลาย
มาตรฐาน และสารตวัอยา่ง 0.2 มิลลิลิตร เติม 1 มิลลิลิตร สารละลาย ดีเอน็เอส ในหลอดทดลองแลว้
ท าไปตม้ 10 นาที ใน อ่างน ้ าร้อน หลงัจากนั้น น าไปแช่ในอ่างน ้ าแข็ง เพื่อหยุดปฏิกิริยา แลว้เติมน ้ า 
DI 10 มิลลิลิตร เม่ือเสร็จขั้นตอนการเตรียมการวิเคราะห์ขา้งตน้ ท าการวิเคราะห์ดว้ย เคร่ืองวดัค่า
การดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) UV-2450, Shimadzu, Japan ท่ีความยาวเคล่ือน 520 นาโนเมตร 
โดยใชส้ารละลายมาตรฐาน 0% เป็น Blank สามารถไดก้ราฟมาตรฐาน โดยการพล๊อตระหวา่ง ค่า
การดูดกลืนแสง กบัความเขม้ขน้ จากนั้นจึงจะสามารถค านวณหา ปริมาณความเขม้ขน้ของสาร
ตวัอยา่งได ้โดยเทียบค่าการดูกลืนแสง  
 3.10.2 วธีิ การวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง วายเอสไอ (YSI)  
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 น าสารละลายท่ีได้จากกระบวนการ โฮโดรไลซิส มาวิเคราะห์ด้วย เคร่ืองวิเคราะห์น ้ าตาล  
(Industrial Analyzer YSI Model 27) Yellow Springs Instrument Co., U.S.A. โดยใช้เมมเบรน ส าหรับ น ้ าตาล ดี- 
กลูโคส (D-glucose) เมมเบรน 1 ช้ินสามารถใชส้ าหรับการวิเคราะห์ได ้30 วนั การวิเคราะห์สร้าง
กราฟมาตรฐานโดยสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมไว ้ทั้ง 5 ความเขม้ขน้ โดยท าการพล๊อตกราฟ
ระหวา่ง ความเขน้ขน้น ้าตาลกลูโคสกบั ความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์ ท่ีอ่านไดจ้ากเคร่ือง แลว้สามารถ
ค านวณหา ปริมาณความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่งไดโ้ดยเทียบปริมาณความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 
 
 3.11 การวเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจน  
 วเิคราะห์ปริมาณไนโตรเจนดว้ยเคร่ือง และอุปกรณ์วดัโปรตีนดว้ยวิธี Kjeldah method โดย
ใช ้ Distillation Unit Nitrogen analyzer รุ่น BUCHI 339, Digestion Unit รุ่น BUCHI K 435, 
Control Unit รุ่น BUCHI B 436 และScrubber Unit รุ่น BUCHI B 414 โดยเร่ิมจากการน าสาร
ตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์ไนโตรเจน 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดย่อยโปรตีนแล้วเติมซีรีเนียม 
(Serenium reagent) ซ่ึงเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาในการยอ่ยโปรตีนจะสังเกตไดว้า่เป็นสารละลายสีน ้ าเงิน 
จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเขม้ขน้ (H2SO4) 10 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นน าไปใส่เคร่ืองยอ่ยอุณหภูมิ
ในช่วง 200 -360 องศาเซลเซียส 60 นาที แลว้ทิ้งให้เยน็ สังเกตดูสีสารละลายในหลอดยอ่ยโปรตีน 
พบว่าเป็นสารละลายใสไม่มีสี ขั้นตอนต่อใส่ในเคร่ืองกลัน่ โดยเคร่ืองกลัน่จะท าการไทเทรตหา
ปริมาณโปรตีน โดยกระบวนการภายในเคร่ืองกลัน่ มีการเติมน ้ากลัน่ลงไป 30 มิลลิลิตร เพื่อเจือจาก
กรด และเคร่ืองจะเติมสารละลายกรดบอริก ปริมารณ 50 มิลลิลิตร เพื่อเป็นตวัท าละลาย แอมโมเนีย
ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาในการยอ่ย และเติม 30 มิลลิลิตร สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ จากนั้นเคร่ือง
จะท าการไทเทรตดว้ยสารละลายกรดซลัฟิวริก 0.024 นอร์มลั ซ่ึงจุดยุติของการไทเทรต อยูค่่าความ
เป็นกรดด่างของกรดบอริก คือ 4.65 โดยสมการการค านวณหาเปอร์เซ็นไนโตรเจนสามารถค านวณ
ไดจ้ากสมการดงัต่อไปน้ี 

 
ร้อยละของไนโตรเจน = (1.4007 x NH2SO4 x V H2SO4)/ VSample 

   NH2SO4  = ความเขม้ขน้นอร์มลัลิต้ีของกรดซลัฟิวริคท่ีใชไ้ตเตรท 
   V H2SO4  = ปริมาตรของกรดซลัฟิวริคท่ีใชไ้ตเตรท 
   VSample  = ปริมาตรของสารตวัอยา่ง



 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง วเิคราะห์ผลการทดลอง 

 
4.1 ศึกษาความเข้มข้นน า้อ้อยทีเ่หมาะสมในกระบวนการหมักแบบกะของสายพนัธ์ุจุลินทรีย์ 
 กระบวนการหมักบิวทานอล เป็นการหมักตัวท าละลายท่ีให้พลังงานในการเผาไหม้
ใกลเ้คียงกบัน ้ ามนัเบนซิน (เบนซิน 32 และ บิวทานอล 29.2 เมกะจูลต่อลิตร) ดงังานวิจยัของ Sang 
และคณะ (2008) เพื่อให้ได้ปริมาณบิวทานอลมีมากพอต่อความตอ้งการในอนาคต จึงมีความ
พยายามศึกษาประสิทธิภาพของสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์และชนิดแหล่งอาหารท่ีเหมาะสม จากงานวิจยัท่ี
ผา่นมาเก่ียวกบักระบวนการหมกัของจุลินทรียส์ายพนัธ์ุคลอสตรีเดียม มาผลิตตวัท าละลาย แมว้า่จะ
ไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของบิวทานอลท่ีสูง แต่ก็มีตน้ทุนของแหล่งอาหารในการผลิตท่ีสูงเช่นกนั 
ดังนั้นงานวิจยัน้ีจึงท าการศึกษาการผลิตบิวทานอลด้วยสายพนัธ์ุจุลินทรีย์ 3 สายพนัธ์ุ เช่น 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824, Clostridium acetobutylicum ATCC 4259, Clostridium 
saccharobutylicum ATCC  BAA 117 โดยใชสู้ตรอาหารตามงานวิจยัของ องัคณา (2010) เป็นฐาน
ในการเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตตวัท าละลาย จากน ้ าออ้ย โดยการแปรผนัความเขม้ขน้
ของแหล่งคาร์บอน (น ้าตาลรีดิวซ์) ท่ี 60 และ 80 กรัมต่อลิตร  
 4.1.1 การผลิตบิวทานอลโดยเช้ือ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 
 แหล่งคาร์บอนมีผลต่อจุลินทรียโ์ดยตรงทั้งการเจริญเติบโต และการผลิตผลิตภณัฑ์ ดงันั้น
จุลินทรียแ์ต่ละสายพนัธ์ุจึงตอ้งการปริมาณท่ีเหมาะสม  โดยแหล่งคาร์บอนท่ีงานวิจยัน้ีให้ความ
สนใจ คือ น ้าออ้ย (Sugarcane juice) เป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีองคป์ระกอบของน ้ าตาลหลายชนิด เช่น 
กลูโคส, ซูโครส แลว้อุดมไปดว้ยวิตามิน, แร่ธาตุ และประกอบกรดอะมิโนเป็นจ านวนมาก (SN 
WALFORD, 1996) และเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีปริมาณสูงมากภายในประเทศ ดงันั้นมีความเหมาะสม
เป็นอยา่งยิง่ต่อการหมกั อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล  
 การศึกษาความเหมาะสมของปริมาณน ้ าตาลกระบวนการหมกัต่อเช้ือ C. acetobutylicum 
ATCC 824 โดยเปรียบเทียบความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 2 ความเขม้ขน้ 60 และ 80 กรัมต่อลิตร 
ดว้ยสูตรอาหารท่ี 1 โดยตวัแปรควบคุมในการทดลองคือ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 
200 รอบต่อนาที ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะ โดยสภาวะไร้ออกซิเจน 
ดงัรูปท่ี 4.1-4.7  
 ผลของความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร เม่ือพิจารณาการใช้น ้ าตาลของเช้ือ
คลอสตริเดียม พบว่า เช้ือสามารถใช้น ้ าตาลหมดภายใน 72 ชัว่โมง ส่งผลให้เกิดเซลล์สูงสุด 6.94 
กรัมต่อลิตร จากรูปท่ี 4.1 และ 4.2 ในช่วง 6 ชั่วโมงแรกเซลล์เร่ิมมีการปรับตวั จากนั้นในช่วง
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ชัว่โมงท่ี 12 ถึง 24 เป็นระยะท่ีเซลล์มีการเจริญเติบโตของสูงสุด (exponential phase) ส่งผลให้
ปริมาณน ้าตาลในกระบวนการหมกัลดลงอยา่งรวดเร็ว  เน่ืองจากมีการผลิตกรดบิวทิริก และอะซิติก 
5.53 และ 5.95 กรัมต่อลิตร จึงท าให้ร้อยละผลได้กรดรวมมีค่าสูงเป็น 18.35 โดยในช่วงท่ีกรด
เพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วจดัเป็นระยะการสร้างกรด ส่วนในช่วงกระบวนการผลิตตวัท าละลายจุลินทรีย์
สามารถเปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลาย โดยให้ร้อยละ ผลไดต้วัท าละลายรวมเป็น 11.33 และผลิตตวั
ท าละลายรวมมีค่าเท่ากบั 7.09 กรัมต่อลิตร (ประกอบดว้ย บิวทานอล 5.20 กรัมต่อลิตร อะซิโตน 
1.43 และเอทานอล 0.46 กรัมต่อลิตร) เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกัมีปริมาณกรดบิวทิริก และอะ
ซิติกเพียง 2.90 และ 3.60 ตามล าดบั  
 เม่ือพิจารณาการใช้ความเข้มข้นของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 80 กรัมต่อลิตร จนกระทั่ง
กระบวนการหมกัเสร็จส้ินมีปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เหลือเพียง 16.59 กรัมต่อลิตร ในช่วง 6 ชัว่โมงแรก
ของการหมกั เซลลย์งัมีการปรับสภาพต่อความเขม้ขน้น ้ าตาล จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 18 มีมวลเซลล์
มากสุดเท่ากบั 5.56 กรัมต่อลิตร ส่วนระยะการผลิตตวัท าละลาย เซลลส์ามารถผลิตท าละลายรวมได้
ถึง 13.56 กรัมต่อลิตร (ประกอบดว้ย บิวทานอล 8.51 กรัมต่อลิตร, อะซิโตน 3.51 และเอทานอล 
1.54 กรัมต่อลิตร) และให้ร้อยละผลไดต้วัท าละลายรวมเป็น 21.02 แสดงวา่ปริมาณความเขม้ขน้
น ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร มีความเหมาะสมกบัเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใช้ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร เม่ือเสร็จส้ินกระบวนการ 96 
ชัว่โมง แลว้มีปริมาณกรดบิวทิริก และอะซิติกเหลืออยูเ่พียง 1.34 และ 1.56 ตามล าดบั  
 เม่ือท าการเปรียบเทียบการใช้น ้ าตาลทั้งสองความเขม้ขน้ ดงัรูปท่ี 4.5 ปรากฏว่า ท่ีความ
เขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร เซลล์สามารถผลิตบิวทานอลสูงว่า 1.6 เท่า เน่ืองความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร มีปริมาณน ้าตาลไม่เพียงพอส าหรับขั้นตอนการเปล่ียนกรด
เป็นตวัท าละลายจึงท าใหผ้ลิตตวัท าละลายไดน้อ้ย และมีกรดเหลือเป็นจ านวนมาก  รูปท่ี 4.6 และอีก
เหตุผลหน่ึง เพราะว่า มีการผลิตกรดในปริมาณสูงถึง 1.8 เท่า จึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งเซลล์ให้ผลิตตวัท า
ละลายไดน้อ้ยลง  
 เม่ือพิจารณาถึงค่าจลนศาสตร์ของการหมกัเม่ือเปรียบเทียบท่ีความเขม้ขน้ของนา้ตาลรีดิวซ์ 
60 กรัมต่อลิตร และ 80 กรัมต่อลิตร พบวา่ ท่ีสภาวะทั้งสอง จะมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ () 
มีค่าใกลเ้คียงกนั แต่เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้เซลล์สูงสุด และผลไดเ้ซลล์ (ตารางท่ี 4.1) พบวา่ ท่ี
ความเขม้ขน้ของน้าตาลรีดิวซ์ จะให้ค่าต ่ากวา่ คือ มีค่าเป็น 6.94 กรัมต่อลิตร และร้อยละ 11.09 
ตามล าดบั ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงอิทธิพลความเขม้ขน้น้าตาลท่ีสูงจะมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของ
เซลล์ ท าให้ไดค้วามเขม้ขน้ของเซลล์ลดลง และประสิทธิภาพการใชน้ ้ าตาลเพื่อเปล่ียนเป็นมวล
เซลลมี์ค่าลดลง  
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 ส่วนการสร้างกรดรวมของเช้ือจุลินทรีย ์พบวา่ ท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้าตาลต ่ากวา่ จะให้ค่า 

ac และ Qac มีค่าสูงกวา่เป็นสองเท่าของค่าท่ีไดรับจากการหมกัท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลสูง โดยความ
เขม้ขน้ของกรดรวมสูงสุดท่ีได้ (ตารางท่ี 4.1) มีค่าเป็น 11.48 กรัมต่อลิตร และส่วนผลไดก้รดรวม
เป็นร้อยละ 18.35 โดยค่าพารามิเตอร์ทั้งสองค่า คิดเป็น 1.8 เท่า ของค่าท่ีไดจ้ากอีกสภาวะ ซ่ึงการ
สร้างผลิตภณัฑ์กรดจะเกิดข้ึนพร้อมกบัการเจริญเติบโต ( Growth associated product) ดงันั้นมวล
เซลลท่ี์จะท าใหส้ามารถผลิตกรดรวมไดค้วามเขม้ขน้สูงเช่นเดียวกนั  
 เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพของเซลล์ในการผลิตตวัท าละลายรวม  พบว่า ท่ีสภาวะความ

เขม้ขน้น ้าตาลสูง จะใหก้ารผลิตท่ีดีกวา่ โดยมีค่า Q sol เป็น 0.147 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง หรือ มีค่าสูง

เป็น 1.5 เท่า ของค่าท่ีไดจ้ากอีกสภาวะ ส่วน sol เป็น 0.054 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง หรือ คิดเป็น 2.3 
เท่าของเม่ือเปรียบเทียบค่าท่ีไดจ้ากท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาลต ่ากวา่ เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกั 
จะให้ความเขม้ขน้ตวัท าละลายรวม (13.56 กรัมต่อลิตร) และค่าผลไดต้วัท าละลายรวม (ร้อยละ 
21.02) ท่ีมีค่าสูงเป็นสองเท่าของค่าท่ีไดจ้ากอีก 
 เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพของเซลล์ในการผลิตตวัท าละลายรวม  พบว่า ท่ีสภาวะความ

เขม้ขน้น ้ าตาลสูง จะให้การผลิตท่ีดีกวา่ โดยมีค่า Q sol และ sol เป็น 0.147 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
และ 0.054 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง ตามล าดบั หรือ มีค่าสูงเป็น 1.5 เท่า และ 2.3 เท่า เม่ือเทียบค่าท่ีได้
จากท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาลต ่ากว่า (60 กรัมต่อลิตร) โดยท่ีสภาวะน้ี ทั้งน้ีเน่ืองจากเช้ือมี
ประสิทธิภาพในการเปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลายไดอ้ยา่งดี จึงท าให้เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกั จะ
ใหค้วามเขม้ขน้ตวัท าละลายรวม (13.56 กรัมต่อลิตร) และค่าผลไดต้วัท าละลายรวม (ร้อยละ 21.02) 
ท่ีมีค่าสูงเป็นสองเท่าของผลผลิตท่ีไดจ้ากอีกสภาวะหน่ึง 
 ดงันั้นความเขม้ขน้น ้าตาลท่ีเหมาะสมส าหรับเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 คือ 80 
กรัมต่อลิตร ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยั องัคณา (2010) และนนัทนชั (2011) มีไดร้ายงานถึงการสร้าง
ตวัท าละลายของเช้ือชนิดน้ีวา่ สามารถใชน้า้ตาลท่ีความเขม้ขน้สูงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยผลิต
ตวัท าละลายรวมอยูใ่นช่วง 64.51-78.58 กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.1 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที ่4.2 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

 
 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.3 ความเข้มขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที ่4.4 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.5 ผลความเข้มข้นของน ้ าอ้อยต่อการผลิตตัวท าละลาย ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย C. 
acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

 
 

รูปที่ 4.6 ผลความเขม้ขน้ของน ้ าออ้ยต่อการผลิตกรด ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย C. acetobutylicum 
ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
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รูปที ่4.7 การเปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ของการหมกัแบบกะ ดว้ย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ี
แปรผนัความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด 5.0 
ตารางที่ 4.1 ผลของความเขม้ขน้น ้ าออ้ยต่อการผลิตตวัท าละลาย และกรด ในสูตรอาหารสูตรท่ี 1 ใน
กระบวนการหมกัแบบกะโดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรดด่าง 5.0 
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ตวัแปรการหมกั 
 ความเขม้ขน้น ้าตาล (กรัมต่อลิตร) 

60 80 

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 1.43 3.51 

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 5.2 8.51 

เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.46 1.54 

ตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร) 7.09 13.56 

กรดบิวทิริค (กรัมต่อลิตร) 5.53 3.38 

กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 5.95 2.95 

กรดรวม (กรัมต่อลิตร) 11.48 6.33 

น ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 62.56 81.1 

น ้าตาลท่ีถกูใช ้(กรัมต่อลิตร) 62.56 64.51 
เซลลสู์งสุด (กรัมต่อลิตร) 6.94 5.56 

ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) 96 96 

ผลไดบิ้วทานอล (เปอร์เซ็นต)์ 8.31 13.19 

ผลไดต้วัท าละลายรวม (เปอร์เซ็นต)์ 11.33 21.02 

ผลไดก้รดรวม (เปอร์เซ็นต)์ 18.35 9.81 

อตัราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.07 0.08 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.10 0.15 

อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.24 0.10 
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 0.10 0.092 

อตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.026 0.037 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.024 0.054 

อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.040 0.024 

 4.1.2 การผลิตบิวทานอลของเช้ือ Clostridium acetobutylicum ATCC 4259 
 จุลินทรียส์ายพนัธ์ุน้ี มีรายงานวิจยัวา่ สามารถผลิตตวัท าละลายไดใ้กลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุC. 
acetobutylicum ATCC 824 (Shaheen และคณะ, 2000) ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงมีความสนใจศึกษา โดย
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ใชสู้ตรอาหารท่ี 1 ดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 
5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที สภาวะไร้ออกซิเจน โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพของความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ 60 และ 80 กรัมต่อลิตร ดงัรูปท่ี 4.8-4.14  
 ผลการศึกษาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร C. acetobutylicum 
ATCC 4259 เซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลไดเ้พียง 34.66 กรัมต่อลิตรเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกั จาก
การพิจารณาการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ท่ีชัว่โมงเร่ิมตน้เซลล์ พบวา่ เซลล์สามารถใช้น ้ าตาลได้
โดยไม่ตอ้งมีระยะการปรับตวั (lag phase) ส่งผลให้เซลล์สามารเจริญเติบโตสูงสุดถึง 10.35 กรัมต่อ
ลิตร แสดงดงัรูปท่ี 4.9 ช่วงการสร้างกรดเซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลผลิตกรดไดสู้ง ส่งผลให้ร้อยละ 
ผลไดก้รดรวมเป็น 37.39 แลว้มีปริมาณกรดรวม 12.96 กรัมต่อลิตร (กรดบิวทิริก 5.27 และกรดอะซิ
ติก 7.29 กรัมต่อลิตร) ชัว่โมงท่ี 24-78 กรดสองชนิดน้ีถูกใชเ้พื่อผลิตตวัท าละลายท าให้ปริมาณกรด
เร่ิมลดลงอยา่งคงท่ี แลว้ให้ร้อยละผลไดต้วัท าละลายรวมเป็น 40.65 และสามารถผลิตตวัท าละลาย
รวม 14.09 กรัมต่อลิตร (บิวทานอล 9.3, อะซิโตน 3.79 และเอทานอล 1 กรัมต่อลิตร) เม่ือส้ินสุด
กระบวนการหมกัมีกรดบิวทิริก และอะซิติกเหลือเพียง 2.1 และ 5.6 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั จากผล
การศึกษา พบว่า เซลล์สามารถใช้น ้ าตาลในกระบวนการผลิตกรด และกระบวนการผลิตตวัท า
ละลายได้น้อยมาก แต่ให้ประสิทธิภาพต่อการผลิตกรดได้ในปริมาณสูง แล้วยงัมีความสามารถ
เปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลายไดใ้นปริมาณสูงอีกเช่นกนั 
 ผลการศึกษาความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร โดยเช้ือ C. acetobutylicum 
ATCC 4259 เซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลในการผลิตกรดไดโ้ดยไม่ตอ้งผา่นระยะการปรับตวั แมว้า่เม่ือ
ส้ินสุดการหมกัแลว้เซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลไดเ้พียง 24.76 กรัมต่อลิตร แต่สามรถเพิ่มมวลเซลล์ได้
สูงถึง 9.64 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการสร้างกรดเซลล์สามารถผลิตกรดรวมได ้10.0 กรัมต่อลิตร 
(กรดบิวทิริก 5.56 และกรดอะซิติก 7.69 กรัมต่อลิตร) จึงท าให้ร้อยละผลไดก้รดรวมสูงถึง 40.63 
หลงัจาก 24 ชัว่โมง เซลลเ์ร่ิมใชก้รดเพื่อเปล่ียนเป็นผลิตตวัท าละลายอินทรีย ์จนกระทัง่ให้ค่าร้อยละ
ผลไดต้วัท าละลายรวมสูงถึง 36.55 (บิวทานอล 6.15 อะซิโตน 2.10 และเอทานอล 0.8 กรัมต่อลิตร) 
และมีกรดบิวทิริก และกรดอะซิติกเหลืออยู่เพียง 4.79 และ 5.37 กรัมต่อลิตร หลงัจากเสร็จส้ิน
กระบวนการหมกั 
 เม่ือเปรียบเทียบการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้นทั้ ง 2 ความเข้มข้นของจุลินทรีย์ C. 
acetobutylicum ATCC 4259 ดงัรูป 4.5-4.6 ปรากฏวา่ ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อ
ลิตร มีความเหมาะสมต่อเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 4259 เพราะวา่ ให้ปริมาณบิวทานอลสูงกวา่ 
1.51 เท่า แล้วมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และการผลิตกรดในปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนั เม่ือ
พิจารณาความเหมาะสมของความเขม้ขน้ของน ้ าตาล พบวา่ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัม
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ต่อลิตร มีผลต่อการยบัย ั้งการท างานของเซลล์ในกระบวนการผลิตตวัท าละลายอินทรีย ์จึงมีผลต่อ
ปริมาณตวัท าละลายอินทรียท่ี์เกิดข้ึนดงังานวจิยัของ T.C. Ezeji และคณะ (2004) เช้ือ C. beijerinckii 
BA101 ผลการลดปริมาณน ้าตาลกลูโคสท่ีใช ้ท าใหมี้การผลิตผลิตภณัฑท่ี์สูงข้ึน  
 เม่ือพิจารณาถึงค่าจลนศาสตร์ของการหมกัเม่ือเปรียบเทียบท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 
60 กรัมต่อลิตร และ 80 กรัมต่อลิตร พบว่า เช้ือมีการเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
รีดิวซ์ต ่า โดยให้ค่า  สูงกวา่เป็น 0.030 ชัว่โมง-1 รวมทั้งมีความเขม้ขน้ของเซลล์สูงสุดท่ีมากกวา่ 
เป็น 10.35 กรัมต่อลิตร เม่ือเทียบกบัค่าท่ีไดจ้าการหมกัท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลสูง (ตารางท่ี 4.2) ซ่ึง
แสดงให้เห็นถึงอิทธิพลความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีสูง จะมีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ ท าให้ได้
ความเขม้ขน้ของเซลลล์ดลง 
 เม่ือพิจารณาการสร้างกรดรวม พบวา่ ท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาลต ่ากวา่ จะให้ค่า ac และ 
Qac มีค่าสูงกว่าค่าท่ีไดรับจากการหมกัท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลสูงเช่นดว้ยกนั โดยมีค่าเท่ากบั 0.029 
กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง และ 0.26 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง ตามล าดบั รวมทั้งให้ความเขม้ขน้กรดสูงสุด
เป็น 12.96 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากเช้ือจะมีการผลิตกรดไปพร้อมกบัการเจริญเติบโต (Growth 
associated product) ดงันั้นมวลเซลล์ท่ีสูงย่อมให้ปริมาณกรดท่ีสูงกว่า แต่อยา่งไรก็ดี ค่าผลไดก้รด
รวมมีค่าต ่ากว่า คือ คิดเป็นร้อยละ 37.39 แสดงว่า การให้น ้ าตาลของเซลล์เพื่อสร้างกรดได้มี
ประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลสูง    
 ในการผลิตตวัท าละลายรวมนั้น ท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้าตาลต ่ากวา่ จะให้ค่า sol และ Q sol 
ท่ีสูงกวา่ คือมีค่าเป็น 0.151 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง และ 0.030 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง ตามล าดบั  
เช้ือจุลินทรีย ์มีประสิทธิภาพสูงในการสร้างตวัท าละลาย โดยสามารถให้ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย
รวมสูงสุดเป็น 14.09 กรัมต่อลิตร หรือ คิดเป็น 1.5 เท่า ของความเขม้ขน้ตวัท าละลายรวมสูงสุด ท่ี
สภาวะความเข้มขน้น ้ าตาลสูง รวมทั้งให้ค่าผลได้ตวัท าละลายรวมสูงกว่า โดยมีคิดเป็นร้อยละ 
40.65 จะเห็นไดว้า่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีสูง จะมีผลในการยบัย ั้งการผลิตตวัท าละลายของเซลล ์
โดยเม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกัความเข้มข้นของกรดท่ีเหล่ืออยู่ในระบบจะเหลืออยู่น้อยกว่า
เช่นกนั คือ เหลือเพียง 7.812 กรัมต่อลิตร  
 ดังนั้ น ความเข้มข้นของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเหมาะสม ในสูตรอาหารท่ี 1 ในการเล้ียง
เช้ือจุลินทรียส์ายพนัธ์ุ C. acetobutylicum ATCC 4259 คือ 60 กรัมต่อลิตร เพราะให้การผลิตตวัท า
ละลายรวมสูงกว่า และยงัสามารถใช้กรดในการเปล่ียนเป็นตวัท าละลายได้อย่างมีประสิทธิภาพ

http://link.springer.com/search?facet-author=%22T.+C.+Ezeji%22
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รูปที่ 4.8 ความเข้มขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 

 
 
 
 



   42 
 

 

 
 
รูปที ่4.9 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล
รีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และ
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.10 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
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รูปที่ 4.11 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้
น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.12 ผลความเข้มข้นของน ้ าอ้อยต่อการผลิตตวัท าละลาย ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย C. 
acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

 
 



   46 
 

 

รูปที่ 4.13 ผลความเขม้ขน้ของน ้ าออ้ยต่อการผลิตกรด ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย C. acetobutylicum 
ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

 

 

 
รูปที ่4.14 การเปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ของการหมกัแบบกะ ดว้ย C. acetobutylicum ATCC 4259 
ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด5.0 
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ตารางที่ 4.2 ผลของความเขม้ขน้น ้ าออ้ยต่อการผลิตตวัท าละลาย และกรด ในสูตรอาหารสูตรท่ี 1 ใน
กระบวนการหมกัแบบกะโดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรดด่าง 5.0 

ตวัแปรการหมกั  ความเขม้ขน้น ้าตาล (กรัมต่อลิตร) 
60 80 

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 3.79 2.1 

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 9.3 6.15 

เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 1 0.8 

ตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร) 14.09 9.05 

กรดบิวทิริค (กรัมต่อลิตร) 5.27 5.56 
กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 7.69 4.5 

กรดรวม (กรัมต่อลิตร) 12.96 10.06 
น ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 66.07 82.66 
น ้าตาลท่ีถกูใช ้(กรัมต่อลิตร) 34.66 24.76 

เซลลสู์งสุด (กรัมต่อลิตร) 10.35 9.64 
ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) 96 96 

ผลไดบิ้วทานอล (เปอร์เซ็นต)์ 26.83 24.84 

ผลไดต้วัท าละลายรวม (เปอร์เซ็นต)์ 40.65 36.55 

ผลไดก้รดรวม (เปอร์เซ็นต)์ 37.39 40.63 

อตัราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.10 0.07 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.15 0.10 

อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.26 0.18 

อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 0.03 0.020 

อตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.020 0.011 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.030 0.016 

อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.029 0.021 
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 4.1.3 การผลิตบิวทานอลของเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117  
 การศึกษาผลของความเขม้ขน้ของน ้ าตาลต่อการผลิตบิวทานอลโดย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 โดยใชสู้ตรอาหารท่ี 1 ในกระบวนการหมกัแบบกะ อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีสภาวะไร้ออกซิเจน โดยท าการ
เปรียบเทียบ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์เร่ิม 60 และ 80 กรัมต่อลิตร ดงัรูปท่ี 4.15-4.21  
 กระบวนการหมกับิวทานอลโดยศึกษาการใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ท่ีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อ
ลิตร โดยเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโต เซลล์สามารถ
การปรับตวัเข้ากบัสภาวะแวดล้อมได้อย่างดี โดยไม่มีระยะการปรับตวัการปรับตวั เม่ือส้ินสุด
กระบวนการเซลลส์ามารถใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ถึง 58.22 กรัมต่อลิตร จากรูปท่ี 4.15 และ 4.16 พบวา่ การ
เกิดข้ึนของเซลล์ และการใช้น ้ าตาลนั้ นมีความสอดคล้องกัน เซลล์มีการปรับตัวต่อสภาวะ
สภาพแวดลอ้มอยู่ในช่วง 36 ถึง 48 ชั่วโมง เป็นช่วงเวลาท่ีเซลล์เร่ิมมีการสร้างเอนไซน์มาย่อย
น ้ าตาลซูโครสซ่ึงเป็นน ้ าตาลโมเลกุลคู่ เน่ืองจากมีการใชน้ ้ าตาลกลูโคสท่ีเป็นน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว
หมดในช่วงน้ี พบวา่ เซลล์นั้นไม่มีการเจริญเติบโตโดยสอดคลอ้งกบัปริมาณน ้ าตาลนั้นมีปริมาณท่ี
คงท่ี จนกระทัง่ท่ีเวลา 72 ชัว่โมง มีการเจริญเติบโตของเซลลสู์งสุด 2.91 กรัมต่อลิตร จนถึงชัว่โมงท่ี 
84 เซลล์สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงสุด ร้อยละผลได้ตัวท าละลายรวมเท่ากับ 29.99 จาก
กระบวนการการหมกัแบบกะจุลินทรียส์ายพนัธ์ุน้ีสามารผลิตตวัท าละลายรวมได ้17.46 กรัมต่อลิตร 
(ประกอบด้วยบิวทานอล 11.1 อะซิโตน 5.9 และ เอทานอล 0.46 กรัมต่อลิตร) เม่ือส้ินสุด
กระบวนการหมกัมีน ้ าตาลเหลืออยูเ่พียง 3.06 กรับต่อลิตร และมีกรดอินทรีย ์บิวทิริก และอะซิติก
เหลืออยูเ่พียง 1.6 และ 0.21 ตามล าดบั  
 ผลการศึกษาความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร เน่ืองจากความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
ค่อนขา้งสูง จึงมีผลต่อการปรับสภาพของเซลล์ให้เขา้กบัสภาวะแวดลอ้มในระยะการปรับตวั (lag 
phase) ช่วง 36 ชัว่โมงแรก เพราะวา่ ความเขม้ขน้ของน ้าตาลไดย้บัยงัการเจริญเติบโตของเซลล์ หลงั
เวลาดังกล่าวปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมลดลง จนกระทัง่เซลล์สามารปรับสภาพเข้าสู่ระยะการ
เจริญเติบโต (exponential phase) จึงเร่ิมใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์มากข้ึนจนถึงชัว่โมงท่ี 138 มีปริมาณน ้ าตาล
รีดิวซ์เพียง 76.47 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง ส่งผลเซลล์มีความเขม้ขน้ของมวลเซลลสู์งสุดเท่า
เป็น 6.59 กรัมต่อลิตร กรดบิวทิริก และอะซิติกถูกใช้ในกระบวนการผลิตตวัท าละลายอินทรีย์ 
ส่งผลใหป้ริมาณกรดในระบบเหลือเพียง 2.66 และ 1.08 กรัมต่อลิตร ตามล าดบัเม่ือส้ินสุดการหมกั 
แลว้สามารถผลิตบิวทานอล อะซิโตน และ เอทานอล 11.96, 3.58 และ 0.48 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
โดยจุลินทรียช์นิดน้ีใหป้ริมาณของบิวทานอลกวา่ จุลินทรียท์ั้ง 2 สายพนัธ์ุในสภาวะเดียวกนั 
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 เม่ือเปรียบเทียบผลระหว่างความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์ 60 และ 80 กรัมต่อลิตร พบว่า 
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ เน่ืองเซลล์ใชเ้วลาในการ
ปรับสภาพค่อนขา้งสูง ผลท าให้เซลล์สามารถปรับสภาพเขา้สู่ระยะการเจริญเติบโต (exponential 
phase) ไดล่้าช้า แต่ค่าของน ้ าตาลทั้งสองความเขม้ขน้น้ีให้ปริมาณของบิวทานอลท่ีใกลเ้คียงกนั ดงั
รูป 4.19 และ 4.20 แต่ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร ใชเ้วลาในการหมกัมากวา่ถึง 
42 ชัว่โมง และให้ปริมาณเซลล์สูงกวา่ 2.26 เท่า แต่ประสิทธิภาพในการผลิตตวัท าละลายดอ้ยกวา่ 
ความเขม้ขน้น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร  
 เม่ือพิจารณาถึงค่าจลนศาสตร์ของการหมกัท่ีความเขม้ขน้ของนา้ตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร 
และ 80 กรัมต่อลิตร พบวา่ เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์สูงข้ึน ค่า  มีค่าไม่เปล่ียนแปลง แต่
อิทธิพลความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีสูงจะมีผลท าให้เช้ือจุลินทรียต์อ้งใชเ้วลาในการปรับตวัเขา้กบัสภาวะ
แวดลอ้มใหม่นานข้ึนจาก 36 ชัว่โมง ก่อนเขา้สู่สภาวะการเพิ่มเซลล์แบบทวีคูณ (exponential phase) 
เน่ืองจาการเจริญในสภาวะท่ีอาหารมีความเขม้ขน้สูง และมีระยะเวลาท่ียาวนานกว่าน้ี จึงท าให้ได้
ความเขม้ขน้ของเซลล์สูงสุด (6.59 กรัมต่อลิตร) และผลไดเ้ซลล์ (ร้อยละ 8.62) มีค่าสูงกวา่ค่าท่ีได้
จากการหมกัท่ีความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร แสดงวา่ ความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีสูงมีผล
เพียงชะลอการเจริญเติบโตใหเ้กิดข้ึนไดช้า้ลงกวา่เดิม แต่ยงัคงใหม้วลเซลลท่ี์สูงกวา่ ส่วนการเจริญท่ี
ความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีต ่า เช้ือจะมีการปรับตวัไดดี้ และมี lag phase ท่ีสั้นมาก (รูปท่ี 4.16) การเพิ่ม
เซลล ์และการสร้างกรดจะเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วมาก 

 ส่วนการสร้างกรดรวม พบวา่ ท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้าตาลสูงจะให้ค่า ac และ Qac มีค่าสูง

กวา่ความเขม้ขน้น ้าตาลต ่า ค่า ac เท่ากบั 0.47 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง หรือ คิดเป็น 2.6 เท่า ของ ac 

ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลต ่า ส่วน Qac มีค่าใกลเ้คียงกนัในทั้ง 2 สภาวะ ท าให้มีความเขม้ขน้ของกรด
รวมสูงสุด และผลไดก้รดรวม ซ่ึงผลิตไดมี้ค่าสูงกวา่สอดคลอ้งกบัการเพิ่มมวลเซลล ์
 ส่วนการผลิตตวัท าละลายรวมนั้น พบว่า ท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร  

เซลล์มีสามารถผลิตตวัท าละลายรวมไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยค่า sol  (0.158 กรัมต่อกรัมต่อ

ชัว่โมง) และ Qsol (0.174 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) ท่ีสูงกวา่ เม่ือพิจารณาค่าความเขม้ขน้ตวัท าละลาย
รวมสูงสุด (17.46 กรัมต่อลิตร ) และผลไดต้วัท าละลายรวม (ร้อยละ 29.99 ) จากตารางท่ี 4.3 พบวา่ 
มีค่าสูงกวา่ค่าท่ีไดจ้ากท่ีสภาวะความเขม้ขน้น ้ าตาล 80 กรัมต่อลิตร อยา่งเห็นไดช้ดั นอกจากน้ีแลว้
เม่ือส้ินสุดกระบวนการหมกัความเขม้ขน้ของกรดท่ีเหลืออยูใ่นระบบจะเหลืออยูเ่ป็น 1.83 กรัมต่อ
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ลิตร จะเห็นไดว้า่ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีสูง มีผลกระทบต่อประสิทธิภาพการสร้างตวัท าละลาย 
และการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรียช์นิดน้ี 
 ดงันั้นความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีเหมาะสมส าหรับเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 
คือ 60 กรัมต่อลิตร โดยจุลินทรียมี์การเจริญเติบโตสร้างมวลเซลล์ท่ีดีกวา่ รวมทั้งสร้างตวัท าละลาย
รวมไดใ้นปริมาณสูงกวา่ และใชเ้วลาการสร้างผลิตภณัฑท่ี์นอ้ยกวา่ ถึงแมว้า่ การหมกัท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาลทั้ง 2 สภาวะ จะใหป้ริมาณบิวทานอลท่ีใกลเ้คียงกนั   
 เม่ือน าสภาวะท่ีเหมาะท่ีสุดของเช้ือคลอสตริเดียมทั้งสามสายพนัธ์ุมาท าการเปรียบเทียบ
ปริมาณของตวัท าละลายรวม และปริมาณของบิวทานอล ถา้พิจารณาปริมาณน ้ าตาลท่ีใช ้พบวา่ เช้ือ 
C. acetobutylicum ATCC 4259 และ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ใชน้ ้ าตาลไดน้อ้ยกวา่
แต่ ให้ปริมาณของบิวทานอลไดสู้งกว่า C. acetobutylicum ATCC 824  ดงันั้นในงานวิจยัน้ี จึง
เลือกใชเ้ช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 เพราะวา่เม่ือเปรียบเทียบกบั C. acetobutylicum 
ATCC 4259 สามารถให้ปริมาณของบิวทานอล และตวัท าละลายรวมสูง ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสม 
คือ ใชค้วามเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร สูตรอาหารท่ี 1 ในกระบวนการหมกัแบบกะ 
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ท่ีสภาวะไร้
ออกซิเจน มาศึกษาชนิดของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตตวัท าละลายต่อไป 

จากรูปท่ี 4.22 จะเห็นไดว้า่ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 เม่ือเปรียบเทียบ sol นั้น 
เช้ือสายพนัธ์ุน้ีมี sol จ  าเพาะสูงสุด หรือคิดเป็น 6.6 และ 5.2 เท่าของสายพนัธ์ุ C. acetobutylicum 
ATCC 4259 และ คลอสตริเดียมสายพนัธ์ุ C. acetobutylicum ATCC 824 ตามล าดบั แสดงว่ามี
ประสิทธิภาพของมวลเซลลใ์นการเปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลายไดดี้มากท่ีสุด  

กระบวนการหมกัของเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 มีค่าจลนศาสตร์ของการ
หมกัสูงท่ีสุด ส่วนสายพนัธ์ุ C. acetobutylicum ATCC 4259 จะมีค่าต ่าท่ีสุด แมว้า่สามารถผลิตมวล
เซลลท่ี์สูงก็ตาม แต่ผลจากการยบัย ั้งของผลิตภณัฑ์กรดต่อเซลล์ท าให้ท าให้ประสิทธิภาพของเซลล์
ในการเปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลายไดน้อ้ย 

ดงันั้นกระบวนการหมกัเพื่อผลิตตวัท าละลายจากน ้ าออ้ยโดยเช้ือ C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 จึงมีความเหมาะสมท่ีสุด การทดลองในปัจจยัอ่ืนๆ จึงเลือกใช้เช้ือจุลินทรียส์าย
พนัธ์ุน้ีในการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 4.15 ความเขม้ขน้ตวัท าละลายและผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.16 ความเข้มขน้กรด และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ข้น
น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.17 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความ
เขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 
35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.18 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าออ้ย ในอาหารสูตรท่ี 1 ท่ีความเขม้ขน้
น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 80 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.19 ผลความเข้มข้นของน ้ าอ้อยต่อการผลิตตวัท าละลาย ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย C. 
saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 
 

รูปที่  4.20 ผลความเข้มข้นของน ้ าอ้อยต่อการผลิตกรด ในอาหารสูตรท่ี 1 โดย  C. 
saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสและค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
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รูปที่ 4.21 การเปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ของการหมกัแบบกะ ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรด5.0 
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ตารางที่ 4.3 ผลของความเขม้ขน้น ้ าออ้ยต่อการผลิตตวัท าละลาย และกรด ในสูตรอาหารสูตรท่ี 1 ใน
กระบวนการหมกัแบบกะโดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

ตวัแปรการหมกั 
 ความเขม้ขน้น ้าตาล (กรัมต่อลิตร) 

60 80 

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 5.9 3.52 

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 11.1 11.96 
เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.46 0.48 
ตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร) 17.46 15.96 

กรดบิวทิริค (กรัมต่อลิตร) 2.23 3.56 

กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 0.43 1.78 

กรดรวม (กรัมต่อลิตร) 2.66 5.34 

น ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 61.28 78.84 

น ้าตาลท่ีถกูใช ้(กรัมต่อลิตร) 58.22 76.47 

เซลลสู์งสุด (กรัมต่อลิตร) 2.91 6.59 
ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) 96 138 

ผลไดบิ้วทานอล (เปอร์เซ็นต)์ 19.07 15.64 

ผลไดต้วัท าละลายรวม (เปอร์เซ็นต)์ 29.99 20.87 
ผลไดก้รดรวม (เปอร์เซ็นต)์ 4.57 6.98 

อตัราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.112 0.077 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.174 0.114 

อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.059 0.068 
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 0.03 0.033 

อตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.104 0.056 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.158 0.085 

อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.018 0.047 
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รูปที ่4.22 การเปรียบเทียบปริมาณบิวทานอล และตวัท าละลายรวมของจุลินทรียแ์ต่ละชนิดต่อความ
เขม้ขน้น ้ าออ้ยท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมกัแบบกะ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความ
เป็นกรด 5.0 
 
 
 
 
 
 
 
 



   59 
 

 

4.2 ศึกษาผลของชนิดแหล่งไนโตรเจนทีม่ีผลต่อการผลติบิวทานอล จากเช้ือคสอสตริเดียมใน
กระบวนการหมักแบบกะ  
 4.2.1 การใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียช์นิดเดียว 
 แหล่งไนโตรเจนอินทรีย์มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยทั่วไปเซลล์
สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในแหล่งไนโตรเจนอินทรียม์ากกว่าอนินทรีย  ์ (สมใจ ศิริโภค, 2012) 
งานวจิยัน้ีเลือกใชสู้ตรอาหารท่ี 1 (องัคณา สุจริต, 2010) โดยสูตรอาหารน้ีมีส่วนประกอบของแหล่ง
ไนโตรเจนรูปอินทรียป์ระกอบด้วย ยีสต์สกดั 0.22 และทริปโทน 0.70 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร 
แหล่งไนโตรเจนอนินทรียป์ระกอบดว้ย แอมโมเนียมอะซิเตต 0.54 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ในสูตร
อาหารน้ีมีปริมาณของไนโตรเจนทั้งหมด 1.46 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงให้ความ
สนใจแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์โดยเลือกใช้ ยีสต์สกดั แอลไลซีน และกากผงชูรส มีปริมาณ
ไนโตรเจน 10.97 7.5 และ5.01 กรัมไนโตรเจนต่อ 100 กรัมสารทั้งหมด แลว้น าแหล่งไนโตรเจนทั้ง
สามชนิดน้ีมาทดแทนปริมาณไนโตรเจน ในสูตรอาหารท่ี 1 ทั้งหมด โดยใชป้ริมาณ ยีสตส์กดั, แอล
ไลซีน และกากผงชูรส 13.18, 19.57 และ 29.2 กรัมต่อลิตร ตามล าดบัโดยเท่ากบัปริมาณของยีสต์
สกดั และทริปโทนสูตรอาหารท่ี 1 ทั้งหมด จากผลการศึกษาในหัวขอ้ 4.1 พบว่า โดยเช้ือ C. 
saccharobutylicum ATCC BAA 117 มีความเหมาะสมมากท่ีสุดในการผลิตผลิตภณัฑ์ เพราะว่า 
สามารถใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ความเขม้ขน้ต ่า 60 กรัมต่อลิตร แลว้สามารถผลิตบิวทานอลไดใ้นปริมาณท่ี
สูง ในสภาวะไร้ออกซิเจน อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ความเร็วรอบ 200 
รอบต่อนาที  ในกระบวนการหมกัแบบกะ  
 ผลจากรูปท่ี 4.24 เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเซลล์โดยใช้ยีสต์สกัดเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียวโดยเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 จากรูปท่ี 4.23 ในระยะ
เร่ิมตน้เซลล์ไม่มีระยะการปรับตวั (lag Phase) แสดงว่า เซลล์สามารถเจริญเติบโตไดดี้ท่ีความ
เขม้ขน้น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร เม่ือเซลลเ์ขา้สู่ระยะการเจริญเติบโต (exponential phase) ในช่วงเวลา 
0-48 ชัว่โมง ระยะน้ีเซลล์สามารถใช้น ้ าตาลในการเพิ่มมวลเซลล์สูงสุดเป็น 3.92 กรัมต่อลิตร 
ขณะเดียวกนัก็ผลิตกรดอินทรีย ์(บิวทิริก 4.50 และอะซิติก 3.22 กรัมต่อลิตร)ร่วมกนั ชัว่โมงท่ี 48-
96 กรดถูกใชผ้ลิตตวัท าละลาย ผลคือ มีตวัท าละลายเพิ่มข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั (บิวทานอล 10.67 อะซิ
โตน 4.93 และเอทานอล 0.46 กรัมต่อลิตร) จนกระทัง่ชัว่โมงท่ี 90 เซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลไดห้มด 
จนสุดทา้ยมีปริมาณของ บิวทิริก, อะซิติกเหลือเพียง 2.45 และ 1.93 ตามล าดบั  
 ผลการศึกษาการใชแ้อลไลซีนเป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว ดงัรูปท่ี 4.25-4.26 เม่ือ
พิจารณาการเจริญเติบโตของเซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลเหลือเพียง 9.24 กรัมต่อลิตร เม่ือส้ินสุดการ
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หมกั เซลล์มีการปรับสภาพให้เขา้กบัสภาพแวดลอ้มในระยะการปรับตวั (lag phase) ตั้งแต่เร่ิมตน้
จนถึง 24 ชัว่โมง จากนั้นเร่ิมเขา้สู่ระยะการเจริญเติบโต (exponential phase) ช่วงน้ีสามารถผลิต
เซลล์ได้สูงสุด 1.94 กรัมต่อลิตร การผลิตกรดอินทรียเ์ร่ิมผลิตท่ีชัว่โมงท่ี 18 โดยสอดคลอ้งกบั
ปริมาณน ้ าตาลท่ีลดลงอยา่งรวดเร็ว มีปริมาณกรดรวมสูงถึง 11.54 กรัมต่อลิตร ประกอบดว้ย บิวทิ
ริก และอะซิติก 5.53, 6.01 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั แสดงวา่การใช ้แอลไลซีนมีผลต่อการผลิตกรด
โดยตรง โดยจุลินทรียส์ามารถใชก้รดเพื่อตวัท าละลาย (บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล 7.27 3.63 
และ 0.35 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั)  
 ผลการศึกษาการใช้กากผลชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว จุลินทรียส์ามารถ
เจริญเติบโตไดโ้ดยไม่มีระยะการปรับตวั สามารถใช้น ้ าตาลสูงถึง 40.84 กรัมต่อลิตร ท าให้ได้
ปริมาณเซลลสู์งสุด 5.31 กรัมต่อลิตร ดงัแสดงในรูป 4.27 และ 4.28 ชัว่โมงท่ี 12 เซลล์เร่ิมมีการผลิต
กรดสูงถึง 10.40 กรัมต่อลิตร (ประกอบดว้ย บิวทิริก อะซิติก 4.51 และ 5.89 กรัมต่อลิตร) จุลินทรีย์
สามารถใชก้รด ชัว่โมงท่ี 36 ส่งผลให้ปริมาณของตวัท าละลายเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว และไดป้ริมาณ
มากสุดท่ีชัว่โมงท่ี 72 บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล 5.26, 1.20 และ0.25 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
 เปรียบเทียบผลของการผลิตผลิตภณัฑ์ โดยเช้ือ C. saccharobutylicum  ATCC BAA 117 
ดว้ยแหล่งไนโตรเจนอินทรียท์ั้ง 3 ชนิด ยสีตส์กดั แอลไลซีน และกากผลชูรส ปรากฏวา่ เม่ือใชย้ีสต์
สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจน จุลินทรียส์ามารถใชน้ ้ าตาลไดสู้งสุด รองลงมาคือแอลไลซีน และกากผล
ชูรสนั้นมีปริมาณน ้าตาลเหลือมากท่ีสุด เพราะวา่ ยสีตส์กดัอุดมไปดว้ย วิตามินแร่ธาตุ และกรดอะมิ
โนหลายชนิด (SN WALFORD, 1996) สอดคลอ้งกบักบัผลิตตวัท าละลายรวม โดยยีสตส์กดัให้
ปริมาณตวัท าละลายรวม และบิวทานอลสูงสุด จากรูปท่ี 4.30 ผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิต
กรดอินทรีย ์พบวา่ แอลไลซีน สามารถผลิตกรดรวมไดม้ากท่ีสุด รองลงมาคือ กากผงชูรสและยีสต์
สกดัตามล าดบั แสดงว่าทั้งกากผลชูรส และแอลไลซีนมีปริมาณสารอินทรียท่ี์เหมาะสมในสภาวะ
การผลิตกรดมากกวา่การผลิตตวัท าละลาย ส่วนยีสตส์กดัมีปริมาณสารอินทรียท่ี์เอ้ือต่อสภาวะการ
ผลิตตวัท าละลายท่ีสูงกวา่ แหล่งไนโตรเจนทั้งสองชนิด  
 เม่ือพิจารณาถึงค่าจลนศาสตร์ของการหมกัเม่ือใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียเ์ป็นยีสต์สกดั 
แอลไลซีน และกากผงชูรส พบวา่ กากผงชูรสมีผลต่อการส่งเสริมการเพิ่มมวลเซลล์มากท่ีสุด โดย
ให้อตัราการเจริญ เติบโตจ าเพาะ  สูงสุดถึง 0.027 ชัว่โมง-1 รองลงมา คือ การใช้ยีสต์สกดั 
(0.021ชัว่โมง-1) และแอลไลซีน (0.014ชัว่โมง-1) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของความเขม้ขน้ของเซลล์ และ
ผลไดเ้ซลล์ท่ีไดจ้ากตารางท่ี 4.4 ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงอิทธิพลของแหล่งไนโตรเจนมีส่วนในการช่วย
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ส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ แสดงวา่ในกากผงชูรส มีสารบางชนิดท่ีช่วยในการส่งเสริมการ
เพิ่มมวลเซลล ์
 ส่วนการสร้างกรดรวมของเช้ือจุลินทรีย ์ พบวา่ แอลไลซีนมีส่วนในการช่วยส่งเสริมการ

สร้างกรดรวมไดดี้กวา่แหล่งไนโตรเจนอีกสองชนิด โดยจะใหค้่า ac (0.236 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง) 

สูงสุด แมว้่าจะมีการผลิตมวลเซลล์ท่ีน้อยก็ตาม แต่ Qac (0.210 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) มีค่าสูงสุด 
รวมทั้งความเขม้ขน้กรดสูงสุด (11.54 กรัมต่อลิตร) และผลไดก้รดรวม (ร้อยละ 22.35) มีค่า
ใกลเ้คียงกบัค่าท่ีไดก้ารใชก้ากผงชูรสเป็นแหล่งไนโตรเจน 
 เม่ือพิจารณาประสิทธิภาพของเซลล์ในการผลิตตวัท าละลายรวม พบวา่ ยีสตส์กดัมีส่วนใน

การช่วยส่งเสริมการสร้างตวัท าละลายรวมไดดี้ท่ีสุด โดยมีค่า Qsol สูงถึง 0.192 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง 
จะสอดคลอ้งกบัปริมาณตวัท าละลายรวม (16.06 กรัมต่อลิตร ) และค่าผลไดต้วัท าละลายรวม (ร้อย
ละ 25.73 ) จัดว่าเป็นค่าท่ีได้สูงสุดเม่ือเทียบกับการใช้แอลไลซีน และกากผงชูรส  แต่เม่ือ

เปรียบเทียบค่า sol ปรากฏวา่ การใชแ้อลไลซีนเป็นแหล่งในโตรเจนมีค่า sol สูงสุด (0.186 กรัม
ต่อกรัมต่อชัว่โมง) แสดงวา่ มวลเซลลมี์ประสิทธิภาพในการผลิตตวัท าละลายมากถึงแมว้า่ จะมีมวล
เซลล์ท่ีน้อยสุดก็ตาม จากผลท่ีได้ สรุปว่า  ยีสตส์กดัเป็นแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการ
ส่งเสริมการผลิตตวัท าละลาย   
 ดงันั้นการใช้ยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนมีความเหมาะสมมากท่ีสุดเพราะท าให้จุลินทรียมี์
ประสิทธิภาพของในใชน้ ้าตาลไดดี้ และผลิตตวัท าละลายไดสู้งกวา่แหล่งไนโตรเจนอินทรียท์ั้งสอง
ชนิด เพราะว่ายีสตส์กดัอุดมไปดว้ย กรดอะมิโน วิตามิน และแร่ธาตุช่วยส่งเสริมในกระบวนการ
ผลิตตวัท าละลาย และยงัเป็นแหล่งไนโตรเจนรูปอินทรีย ์มีอะตอมไนโตรเจนท่ีเป็นองคป์ระกอบใน
โครงสร้างของโปรตีน และกรดนิวคลีอิก ช่วยเสริมสร้างโครงสร้างของเซลล์ไดโ้ดยตรง รวมทั้ง
กระบวนการสันดาปต่างๆของเซลล์และท่ีส าคญัยงัเป็นองคป์ระกอบหลงัของดีเอนเอ และอาร์เอ็น
เอ มีผลต่อการสร้างโปรตีนภายในเซลล ์(สมใจ ศิริโภค, 2555)  
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รูปที่ 4.23 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าออ้ย โดยใชส้ารสกดัยีสเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ท่ีความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที ่4.24 ความเขม้ขน้กรด และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าออ้ยโดยใชย้ีสตส์กดั เป็นแหล่งไนโตรเจน  
ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย  C. saccharobutylicum ATCC  BAA 117  ท่ี
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที ่ 4.25 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย โดยใชแ้อลไลซีนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117  ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.26 ความเข้มข้นกรด และผลท่ีได้จากการหมักน ้ าอ้อย โดยใช้กากผงชูรสเป็นแหล่ง
ไนโตรเจน ท่ีความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.27 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย น ้าออ้ย โดยใชก้ากผงชูรสเป็น
แหล่งไนโตรเจน ความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.28 ความเข้มข้นกรด และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าอ้อยโดยใช้กากผงชูรส เป็นแหล่ง
ไนโตรเจน  ท่ีความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.29 ผลของชนิดแหล่งไนโตเจนต่อการผลิตตวัท าละลาย โดย C. saccharobutylicum 
ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 
รูปที่ 4.30 ผลของชนิดแหล่งไนโตเจนต่อการผลิตกรด โดย C. saccharobutylicum ATCC  BAA 
117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
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รูปที่ 4.31 การเปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ของการหมกัแบบกะ ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรด 5.0 
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ตารางที่ 4.4 ผลของแหล่งไนโตรเจนชนิดเดียวต่อการผลิตตวัท าละลาย และกรด ในกระบวนการหมกั
แบบกะโดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสและค่าความเป็น
กรดด่าง 5.0 

ตวัแปรการหมกั 
ชนิดของแหล่งอินทรียไ์นโตรเจน 
สารสกดั
ยีสต ์

แอลไลซีน 
กากผงชู
รส 

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 4.93 3.63 1.2 

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 10.67 7.27 5.26 

เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.46 0.35 0.25 

ตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร) 16.06 11.25 6.71 

กรดบิวทิริค (กรัมต่อลิตร) 4.5 5.53 4.51 

กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 3.22 6.01 5.89 
กรดรวม (กรัมต่อลิตร) 7.72 11.54 10.4 
น ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 63.95 60.87 61.64 
น ้าตาลท่ีถกูใช ้(กรัมต่อลิตร) 62.41 51.63 40.84 
เซลลสู์งสุด (กรัมต่อลิตร) 3.92 1.94 5.31 
ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) 96 96 96 

ผลไดบิ้วทานอล (เปอร์เซ็นต)์ 17.10 14.08 12.88 

ผลไดต้วัท าละลายรวม (เปอร์เซ็นต)์ 25.73 21.79 16.43 

ผลไดก้รดรวม (เปอร์เซ็นต)์ 12.37 22.35 25.47 

อตัราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.106 0.080 0.056 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.192 0.125 0.072 

อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.157 0.214 0.193 
อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 0.021 0.014 0.027 

อตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.048 0.122 0.022 

อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.073 0.186 0.027 

อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.049 0.236 0.036 
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4.2.2 การใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย ์ 
 การใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัแหล่งไนโตรเจนอนินทรีย ์มีผลโดยตรงกบัการผลิต
ตวัท าละลายมากกวา่การใชแ้หล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว จากสูตรอาหารท่ี 1 ใชแ้หล่งอนินทรีย์
ไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอมโมเนียมอะซิเตต 3 กรัมต่อลิตร แลว้แปรผนัชนิดของแหล่ง
ไนโตรเจนอินทรีย ์ปริมาณ 0.92 กรัมไนโตรเจนต่อลิตร ดว้ย ยสีตส์กดั แอลไลซีน และ กากผลชูรส 
8.41, 12.30 และ 18.14 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 ผลการศึกษายสีตส์กดัร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต ดงัรูปท่ี 4.32-4.33 พบวา่ เซลล์สามารถ
ใชน้ ้ าตาลเหลือเพียง 1.37 กรัมต่อลิตร เซลล์อยู่ในระยะการปรับตวั (lag phase) จนถึง48 ชัว่โมง 
หลงัจากนั้นเซลล์เขา้สู่สภาวะการเจริญเติบโต (exponential phase) จนมีมวลเซลล์สูงสุด 3.01 กรัม
ต่อลิตร ชัว่โมงท่ี 36 จุลินทรียส์ามารถเปล่ียนกรดเป็นตวัท าละลาย บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล 
15.83 5.08 และ 0.60 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ส่งผลให้มีปริมาณ บิวทาริก และอะซิติก เหลือเพียง 
1.14 และ 1.37 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 ผลการศึกษาแอลไลซีนร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต ดงัรูปท่ี 4.34-4.35 จุลินทรียมี์การ
เปล่ียนจากระยะการปรับตวั (lag phase) เป็นระยะการเจริญเติบโตท่ีชัว่โมงท่ี 42 สามารถให้ปริมาณ
เซลล์ท่ีสูงท่ีสุดเท่ากบั 4.76 กรัมต่อลิตร และเซลล์สามารถใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ 55.48 กรัมต่อลิตรเม่ือ
ส้ินสุดกระบวนการหมกั เซลล์สามารถผลิตกรดบิวทิริก และอะซิติก 4.22, 2.69 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดบั ชัว่โมงท่ี 24 จุลินทรียมี์การใชก้รดเปล่ียนตวัท าละลายมีปริมาณท่ีเพิ่มข้ึน บิวทานอล เอ
ทานอล อะซิโตน 8.71, 3.35 และ 0.53 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  
 ผลการศึกษากากผงชูรสร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต ดงัรูป 4.36-4.37 ระยะ 42 ชัว่โมงแรก 
จุลินทรียอ์ยูใ่นระยะปรับตวั (lag phase) ผนวกปริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีถูกใชเ้ร่ิมลดลงอยา่งชา้ๆ เช้ือ
สามารถผลิตเซลล์สูงสุดเป็น 1.49 กรัมต่อลิตร และใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ไดเ้พียง 26.8 กรัมต่อลิตร เซลล์
สามารถผลิตกรดบิวทิริก และอะซิติกได ้4.09 และ 3.43 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ในกระบวนการ
ผลิตตวัท าละลาย จุลินทรียส์ามารถใช้กรด จนไดป้ริมาณตวัท าละลาย บิวทานอล อะซิโตน เอทา
นอล 5.31, 0.3 และ 7.19 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั 
 เปรียบเทียบผลการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีร่วมกบัอนินทรีย ์พบว่า การใช้ยีสต์สกัด
ร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตตให้ปริมาณตวัท าลายรวม และบิวทานอลสูงสุด 21.51 และ15.83 กรัม
ต่อลิตร ตามล าดบั และสามารถใชน้ ้าตาลรีดิวซ์ในการผลิตผลิตภณัฑไ์ดม้ากท่ีสุด แต่ให้ปริมาณกรด
รวมนอ้ยท่ีสุด ดงัรูป 4.38-4.39 พบวา่ แหล่งไนโตรเจนอินทรียท์ั้ง 3 ชนิด ทั้งแอลไลซีน และกากผง
ชูรสจะมีส่วนส่งเสริมกระบวนการผลิตกรดไดดี้ กว่ายีสต์สกดั แต่เน่ืองจากยีสต์สกดัอุดมไปดว้ย
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วิตามินแร่ธาตุ และกรดอะมิโนอิสระ (K. Witjitra, 1996; SN WALFORD, 1996) จึงมีช่วยส่งเสริม
การผลิตในกระบวนการผลิตตวัท าละลายไดดี้   
 เม่ือพิจารณาถึงค่าจลนศาสตร์ของการหมกัเม่ือเปรียบเทียบการใชไ้นโตรเจนอินทรีย  ์(ยีสต์
สกดั แอลไลซีน และกากผงชูรส) ร่วมกบัไนโตรเจนอนินทรีย ์ (แอมโมเนียมอะซิเตต) พบวา่ การ
เพิ่มแอมโมเนียมอะซิเตตมีผลต่อการส่งเสริมการเพิ่มมวลเซลล์อย่างมีนยัส าคญั เม่ือเทียบกบัการ
หมกัท่ีใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียเ์พียงอย่างเดียว โดยการใช้แอลไลซีนร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิ
เตตให้อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ  สูงสุดถึง 0.086 ชัว่โมง-1 หรือ คิดเป็น 6 เท่าของการใชแ้อล
ไลซีนเพียงอยา่งเดียว รองลงมา คือ การใชย้ีสตส์กดักบัแอมโมเนียมอะซิเตต (0.041ชัว่โมง-1) ซ่ึง
เพิ่มข้ึน 2 เท่าจากการใชย้ีสตส์กดัอยา่งเดียว ส่วนการใชก้ากผงชูรสกบัแอมโมเนียมอะซิเตตนั้น ให้
ค่า  ต ่าท่ีสุดเพียง 0.023ชัว่โมง-1 โดยมีค่าลดลงเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัค่าท่ีไดเ้ป็น 0.027ชัว่โมง-1 จาก
การใชก้ากผงชูรสอยา่งเดียว ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของความเขม้ขน้ของเซลลท่ี์ไดจ้ากตารางท่ี 4.5  
 เม่ือพิจารณาการสร้างกรดรวม พบว่า การใช้แอมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบัยีสต์สกดัหรือ

แอลไลซีนมีผลท าใหค้่า Qac และ ac มีค่าต ่าลงจากค่าท่ีไดจ้ากการใชย้ีสตส์กดัหรือแอลไลซีนเพียง

ชนิดเดียว ส่วนการใชร่้วมกบักากผงชูรส พบวา่ Qac มีค่าลดลงเช่นกนั แต่เม่ืออตัราการผลิตกรดต่อ

มวลเซลลท่ี์มีความเขม้ขน้ต ่า จึงส่งผลให้ ac มีค่าสูงข้ึนอยา่งเห็นไดช้ดั โดยการใชแ้อมโมเนียมอะ

ซิเตตร่วมกบัยสีตส์กดั แอลไลซีน และกากผงชูรส ให้ค่า Qac เป็น 0.12, 0.12 และ 0.14 กรัมต่อลิตร

ต่อชัว่โมง ส่วน ac เป็น 0.03, 0.163 และ 0.226 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง ตามล าดบั  
 ส่วนการผลิตตวัท าละลายรวม พบว่า การใชแ้อมโมเนียมอะซิเตตร่วมแหล่งไนโตรเจน
อินทรียท์ั้ง 3 ชนิด ใหผ้ลท่ีแตกต่างกนั คือ การใชแ้อมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบัยสีตส์กดั จะใหค้่า  
Q sol ลดลงเท่ากบั 0.166 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง หรือ เทียบเป็น 0.87 เท่า ของการใชย้ีสตส์กดัอยา่ง
เดียว แต่ค่า sol มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 0.293 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง หรือเพิ่มข้ึน 4 เท่า แสดงวา่ การใช้
แหล่งไนโตรเจนร่วมให้ผลส่งเสริมประสิทธิภาพเซลล์ต่อการสร้างตวัท าละลายให้ดีข้ึน รวมทั้ง
เซลล์มีการใช้น ้ าตาลในการสร้างตวัท าละลายดีข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัค่าผลไดบิ้วทานอลท่ีเพิ่มจาก
ร้อยละ 17.10 เป็น 26.49 ส่วนค่าผลไดต้วัท าละลายรวมท่ีเพิ่มสูงจากร้อยละ 25.73 เป็น 35.95    

 การใชแ้อมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบัแอลไลซีน จะมีผลท าให้ค่า Q sol และ sol ลดลงโดย

ให้ค่า Q sol เท่ากบั 0.075 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง หรือ เทียบเป็น 0.6 เท่า ของการใชแ้อลไลซีนอยา่ง

เดียว และค่า sol มีค่า 0.122 กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง หรือ เทียบเป็น 0.5 เท่าเช่นกนั แต่อยา่งไรก็ดี
การเสริมแอมโมเนียมอะซิเตต จะมีผลให้การเปล่ียนน ้ าตาลเป็นตวัท าละลายดีข้ึน โดยท าให้ค่า
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ผลไดบิ้วทานอลท่ีเพิ่มจากร้อยละ 14.05 เป็น 15.70 ส่วนค่าผลไดต้วัท าละลายรวมท่ีเพิ่มสูงจากร้อย
ละ 21.79 เป็น 22.69    

  การใช้แอมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบักากผงชูรส จะให้ค่า Q sol 0.073 กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง 

ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการใชก้ากผงชูรสอย่างเดียว แต่ค่า sol มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 0.172 กรัมต่อกรัมต่อ
ชัว่โมง หรือเพิ่มข้ึน 6.3 เท่า แสดงวา่ การเสริมแอมโมเนียมอะซิเตต จะมีผลให้การเปล่ียนน ้ าตาล
เป็นตวัท าละลายดีข้ึนเช่น โดยท าให้ค่าผลไดบิ้วทานอลท่ีเพิ่มจากร้อยละ 12.86 เป็น 19.80 ส่วนค่า
ผลไดต้วัท าละลายรวมท่ีเพิ่มสูงจากร้อยละ 16.43 เป็น 26.83    
 จากผลท่ีได้นั้นการหมกัเพื่อผลิตบิวทานอล และตวัท าละลายทั้งหมด เม่ือใช้น ้ าออ้ยเป็น
แหล่งคาร์บอน พบว่า  การใช้แอมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบัแหล่งไนโตรเจนอินทรียใ์ห้ผลเสริมต่อ
ประสิทธิภาพของเซลล์ในการเปล่ียนน ้ าตาลเป็นตัวท าละลายในทุกสภาวะ โดยการใช้
แอมโมเนียมอะซิเตตร่วมกบัยีสต์สกดั ให้ความเขม้ขน้ผลิตภณัฑ์สูงสุด ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยั
ของท่ีผ่านท่ีไดร้ายงานวา่ การหมกัโดยใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัไนโตรเจนอนินทรียจ์ะ
ให้ผลผลิตตวัท าละลายดีกว่าการหมกัโดยใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์หรือ ไนโตรเจนอนินทรีย์
เพียงอยา่งเดียว (Welsh และคณะ, 1986; องัคณาและคณะ, 2010; นนัทนชั และคณะ, 2011) 
 ดังนั้ นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของกระบวนการผลิตบิวทานอลในงานวิจัย น้ี  คือ 
กระบวนการหมกัดว้ยเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 จากการใชน้ ้ าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร (อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ค่าความ
เป็นกรดด่าง 5.0 ท่ีสภาวะไรออกซิเจนดว้ยกระบวนการหมกัแบบกะ) โดยการใช้ยีสต์สกดั (8.41 
กรัมต่อลิตร) ร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต (3 กรัมต่อลิตร) เป็นแหล่งไนโตรเจน มีส่วนช่วยส่งเสริม
ปริมาณตวัท าละลายรวม และบิวทานอลสูงสุด โดยมีความสอดคลอ้งกบัอตัราส่วนของอะซิโตน: 
บิวทานอล: เอทานอล เป็น 8:26:1 ในงานวิจยัน้ีถึงแมว้า่ จะมีการใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียช์นิด
อ่ืน (แอลไลซีน และกากผงชูรส) ท่ีมีราคาต้นทุนท่ีต ่ ากว่า แต่ก็ให้ประสิทธิภาพในการผลิต
ผลิตภณัฑท่ี์ดอ้ยกวา่การใชย้สีตส์กดัเป็นแหล่งในโตรเจนอินทรียอ์ยูดี่ 
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รูปที่ 4.32 ความเขม้ขน้ตวัท าละลาย และผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้ าออ้ย โดยใชส้ารสกดัยีสต์ร่วมกบั
แอมโมเนียมอะซิเตตเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย 
C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่  4.33 ความเข้มข้นกรดและผลท่ีได้จากการหมักน ้ าอ้อย โดยใช้สารสกัดยีสต์ร่วมกับ
แอมโมเนียมอะซิเตตเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย 
C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที ่ 4.34 ความเขม้ขน้ตวัท าละลายและผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย โดยใชแ้อลไลซีนยสีตร่์วมกบั
แอมโมเนียมอะซิเตตเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย 
C. saccharobutylicum ATCC BAA 117  ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.35 ความเข้มข้นกรดและผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าอ้อย โดยใช้แอลไลซีนยีสต์ร่วมกับ
แอมโมเนียมอะซิเตตเป็นแหล่งไนโตรเจน ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร ดว้ย 
C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที ่4.36 ความเขม้ขน้ตวัท าละลายและผลท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ย น ้าออ้ย โดยใชก้ากผงชูรสยสีต์
ร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตตเป็นแหล่งไนโตรเจน.ท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ 60 กรัมต่อ
ลิตร ดว้ย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็น
กรดด่าง 5.0 
 
 น ้าตาลรีดิวซ์                  บิวทานอล                  อะซิโตน                 เอทานอล 
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รูปที่ 4.37 ความเข้มข้นกรด และผลท่ีได้จากการหมกัน ้ าอ้อย โดยใช้กากผงชูรสเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 
 

 เซลล์                        กรดบิวทิริก                       กรดอะซิติก 
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รูปที่ 4.38 ผลของแหล่งอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย ์(แอมโมเนียมอะซิเตต) ไนโตรเจนต่อการผลิตตวั
ท าละลาย โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความ
เป็นกรดด่าง 5.0 

 
รูปที ่4.39 ผลของแหล่งอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย ์(แอมโมเนียมอะซิเตต) ไนโตรเจนต่อการผลิตกรด 
โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด่าง 
5.0 
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รูปที่ 4.40 การเปรียบเทียบค่าจลนศาสตร์ของการหมกัแบบกะ ด้วย C. saccharobutylicum 
ATCC BAA 117 ท่ีแปรผนัความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์เร่ิมตน้ ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และค่า
ความเป็นกรด 5.0 
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ตารางที่ 4.5 ผลของการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัอนินทรียต่์อการผลิตตวัท าละลาย และกรด 
ในกระบวนการหมกัแบบกะโดย C. saccharobutylicum ATCC  BAA 117 อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 

ตวัแปรการหมกั 

ชนิดของแหล่งอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย์
(แอมโมเนียมอะซิเตต)ไนโตรเจน 

สารสกดั
ยีสต ์ แอลไลซีน กากผงชูรส 

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 5.08 3.35 1.58 
บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 15.83 8.71 5.31 
เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.6 0.53 0.3 
ตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร) 21.51 12.59 7.19 
กรดบิวทิริค (กรัมต่อลิตร) 1.12 4.22 4.09 
กรดอะซิติก (กรัมต่อลิตร) 3.57 2.69 3.43 
กรดรวม (กรัมต่อลิตร) 4.69 6.91 7.52 
น ้าตาลเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 61.14 63.18 62.52 
น ้าตาลท่ีถกูใช ้(กรัมต่อลิตร) 59.76 55.48 26.8 
เซลลสู์งสุด (กรัมต่อลิตร) 3.01 4.76 1.49 
ระยะเวลาหมกั (ชัว่โมง) 96 96 96 
ผลไดบิ้วทานอล (เปอร์เซ็นต)์ 26.49 15.70 19.81 
ผลไดต้วัท าละลายรวม (เปอร์เซ็นต)์ 35.99 22.69 26.83 
ผลไดก้รดรวม (เปอร์เซ็นต)์ 7.85 12.45 28.06 
อตัราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.118 0.048 0.052 
อตัราการผลิตตวัท าละลายรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.166 0.075 0.073 
อตัราการผลิตกรดรวม (กรัมต่อลิตร-ชัว่โมง) 0.117 0.122 0.140 

อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 0.041 0.086 0.023 
อตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.204 0.078 0.798 
อตัราการผลิตตวัท าละลายรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.293 0.122 0.174 

อตัราการผลิตกรดรวมจ าเพาะ (กรัมต่อกรัม-ชัว่โมง) 0.030 0.163 0.226 



 
 

 

บทที ่5 
สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวจัิย 
 5.1.1 ผลการศึกษาความเขม้ขน้น ้าออ้ยท่ีเหมาะสมต่อคลอสตริเดียมสามสายพนัธ์ุ  
 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเหมาะสมต่อเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 824 ในสูตร
อาหารสูตรท่ี 1 คือ 80 กรัมต่อลิตร โดยให้ผลิตภณัฑ์สูงกวา่ รวมทั้งมีค่าอตัราการเจริญเติบโตของ
เซลลจ์ าเพาะเป็น 1.4 เท่า เม่ือเทียบกบัการหมกัท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร 
 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเหมาะสมต่อเช้ือ C. acetobutylicum ATCC 4259 ในสูตร
อาหารสูตรท่ี 1 คือ 60 กรัมต่อลิตร โดยให้ผลิตภณัฑ์สูงกวา่ รวมทั้งมีค่าอตัราการเจริญเติบโตของ
เซลลจ์ าเพาะเป็น 1.5 เท่า เม่ือเทียบกบัการหมกัท่ีความเขม้ขน้น ้าตาลรีดิวซ์ 80 กรัมต่อลิตร  
 ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีเหมาะสมต่อเช้ือ C.saccharobutylicum ATCC BAA 117 คือ 60 
กรัมต่อลิตร มีการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพในการผลิตตวัท าละลาย เซลล์สามารถ
เจริญเติบโตไดดี้โดยไม่มีระยะการปรับตวั (lag phase) จึงท าให้มีค่าผลไดก้ารผลิตตวัท าลายรวม
และบิวทานอล สูง ภายในเวลา 96 ชัว่โมง รวมทั้งอตัราการผลิตตวัท าละลายจ าเพาะ และบิวทานอล
จ าเพาะ มีค่าสุงกวา่คิดเป็น 1.85 เท่า เม่ือเทียบกบัการหมกัท่ี 80 กรัมต่อลิตร  การหมกัท่ีความเขม้ขน้
น ้ าตาลสูงของเช้ือสายพนัธ์ุน้ี เซลล์มีการปรับตวัเขา้ให้เขา้กบัความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ีสูงนานถึง 42 
ชัว่โมง แมจ้ะมีมวลเซลล์ในระบบสูงกว่า โดยคิดเป็น 2.26 เท่า แต่ให้ปริมารผลผลิตตวัท าละลาย
รวมและบิวทานอลใกลเ้คียงกนั 
 เม่ือเปรียบเทียบจุลินทรียท์ั้งสามสายพนัธ์ุ พบวา่ C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 มี
ความเหมาะสมต่อต่อการทดลองในขั้นต่อไป เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการผลิตตวัท าละลายรวม 
และบิวทานอลจากน ้าออ้ยในอาหารสูตรท่ี 1 สูงกวา่จุลินทรียอี์กสองสายพนัธ์ุ  
 ผลการศึกษาการใชแ้หล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อเช้ือ C. saccharobutylicum ATCC BAA 
117 การหมกัแบบกะ ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที สภาวะไร้ออกซิเจน โดยแปรผนัตามสูตร
อาหารท่ี 2-7 ดงัตารางท่ี ก. ไดผ้ลดงัน้ี คือ 
 5.1.2 ผลการศึกษาการใชแ้หล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว  
 เม่ือท าการเปรียบเทียบการใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรีย ์คือ ยสีตส์กดั แอลไลซีน และกากผง
ชูรส เม่ือใชน้ ้ าหนกัไนโตรเจนในองคป์ระกอบเท่ากบั 1.46 กรัมต่อลิตรของอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ 
ยีสต์สกดัเป็นแหล่งไนโตรเจนมีความเหมาะสมมากท่ีสุด โดยเช้ือจุลินทรียส์ามารถใช้น ้ าตาลไดดี้ 
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และผลิตตวัท าละลายได้สูงกว่าแหล่งไนโตรเจนอินทรียอี์กสองชนิด (แอลไลซีน, กากผงชูรส) 
เน่ืองจากยสีตส์กดัอุดมไปดว้ยกรดอะมิโนหลายชนิดท่ีช่วยเสริมสร้างการสร้างโปรตีนภายในเซลล์
และโครงสร้างของเซลล์โดยตรง (สมใจ ศิริโภค, 2555) รวมทั้งอุดมดว้ยวิตามิน และแร่ธาตุ ท่ีจะ
ช่วยเสริมประสิทธิภาพของเอนไซมต่์างๆท่ีจ าเป็นต่อกิจกรรมภายในเซลล์ต่างๆ และวิถีการผลิตตวั
ท าละลาย โดยท่ีสภาวะน้ี เช้ือผลิตตวัท าละลายรวมได ้16.06 กรัมต่อลิตร หรือคิดเทียบกบัค่าท่ีได้
จากการใช้แอลไลซีน และกากผงชูรส เป็น 4.25 และ 2.393 เท่าตามล าดับ ส่วนอตัราส่วน
องคป์ระกอบแอลกอฮอล์ทั้ง 3 ชนิด เป็นอะซีโตนต่อบิวทานอลต่อเอทานอล ( A: B: E ) เท่ากบั 
10.7: 23.2: 1 ใหบิ้วทานอลในสัดส่วนท่ีสูงท่ีสุดเช่นกนั 
 การหมักท่ีใช้แอลไลซีนท่ีได้จากโรงงานอุตสาหกรรมเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่า 
เช้ือจุลินทรียเ์จริญเติบโตค่อนขา้งต ่า ไดม้วลเซลล์ และอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะต ่าท่ีสุด เม่ือ
เทียบกบัการใช้ยีสต์สกดั และกากผงชูรส ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากมีแต่กรดอะมิโนชนิดเดียว ไม่มี
กรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆท่ีจ าเป็นมาใชเ้สริมสร้างโปรตีน และโครงสร้างของเซลล์  รวมทั้งไม่มีแหล่ง
วติามินหรือแร่ธาตุท่ีช่วยในกิจกรรมต่างๆของเอนไซม ์ท าให้มีปริมาณกรดรวมเหลือสูง 10.38 กรัม
ต่อลิตร หรือ คิดเป็น 4.24 เท่า ของค่าท่ีไดจ้ากการใชย้ีสตส์กดั อยา่งไรก็ดี กรดอะมิโนชนิดแอลไล
ซีน มีผลช่วยใหก้ารผลิตตวัท าละลายเกิดไดอ้ยา่งมีประสิทธิในระดบัหน่ึง คือ ผลิตตวัท าละลายรวม 
11.25 กรัมต่อลิตร โดยมีบิวทานอลนอ้ยกวา่ ( 7.27 กรัมต่อลิตร)ในขณะท่ีปริมาณอะซีโตน และเอ
ทานอลมีค่าใกลเ้คียงกบัค่าท่ีไดจ้ากการใชย้สีตส์กดั ส่วนอตัราส่วน A: B: E เท่ากบั 10.4: 20.8: 1 ให้
บิวทานอลเป็นผลิตภณัฑห์ลกัเช่นกนั 
 การหมกัท่ีใชก้ากผงชูรสท่ีไดจ้ากโรงงานอุตสาหกรรม พบวา่ เช้ือจุลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้
ท่ีสุด มีปริมาณมวลเซลล์เขม้ขน้มากท่ีสุดเม่ือเทียบกบัเป็น 1.3 หรือ 2.3 เท่าของมวลท่ีไดจ้ากการ
หมกัท่ีใช้ยีสต์สกดั และแอลไลซีน สอดคลอ้งกบัปริมาณกรดรวมสูงสูดท่ีมีถึง 10.4 กรัมต่อลิตร 
ส่วนการผลิตตวัท าละลายรวมเกิดไดต้  ่าท่ีสุด เพียง 6.71 กรัมต่อลิตร มีปริมาณกรดรวม และน ้ าตาล
เหลือในระบบสูงถึง 9.22 และ 20.80 กรัมต่อลิตร ภายหลงัเม่ือส้ินสุดการหมกั โดยอตัราการผลิตบิว
ทานอล และตวัท าละลายจ าเพาะมีค่านอ้ยท่ีสุดเช่นกนั ส่วนอตัราส่วน A: B: E เท่ากบั 4.8: 21.04: 1 
ใหบิ้วทานอลเป็นผลิตภณัฑ์หลกัเช่นกนั จากขอ้มูลท่ีไดรั้บจากบริษทั พบวา่ กากผงชูรสมีกรดอะมิ
โนชนิดกลูตามิค เป็นองค์ประกอบมากท่ีสุด รองลงมาคือ อะลานีน กรดเอสพาติค และไลซีน 
ตามล าดบั พร้อมทั้งกรดอะมิโนอีก 9 ชนิด (บริษทั อายิโนะโมะโต๊ะ ประเทศไทย จ ากดั, 2546) 
นอกจากน้ีการใชส้ารเคมีในกระบวนตกตะกอนกรดกลูตามิค อาจมีส่วนท าให้กากผงชูรสเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมกบัการเพิ่มมวลเซลลข์องเช้ือสายพนัธ์ุน้ีมากกวา่ 
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 5.1.3 ผลการศึกษาการใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัอนินทรีย ์ 
 การศึกษาการใช้แหล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัไนโตรเจนอนินทรีย ์โดยก าหนดให้ใช้
แอมโมเนียมอะซิเตต เท่ากบั 3 กรัมต่อลิตร ท าการแปรผนัชนิดแหล่งไนโตรเจนอินทรีย ์(ยีสตส์กดั, 
แอลไลซีน, กากผงชูรส) ตามปริมาณไนโตรเจนท่ีวเิคราะห์จากองคป์ระกอบ ไดผ้ลดงัน้ี คือ  

การใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียร่์วมกบัไนโตรเจนอนินทรีย ์ส่งผลให้เกิดการผลิตตวัท าละ 
ลายสูงข้ึนอยา่งเด่นชดักว่า การหมกัท่ีใชแ้หล่งไนโตรเจนอินทรียช์นิดเดียว โดยเฉพาะการหมกัท่ี
ให้ผลผลิตสูงสุด คือ การหมกัท่ีใช้ยีสต์สกดัร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต เช้ือจุลินทรียผ์ลิตตวัท า
ละลายรวมเพิ่มมากข้ึนเป็น 21.51 กรัมต่อลิตร โดยเพิ่มเฉพาะความเขม้ขน้บิวทานอลข้ึนอีก 5.6 กรัม
ต่อลิตร ท าใหมี้อตัราส่วน A: B: E เท่ากบั 8: 26: 1 เช้ือสามารถเปล่ียนอะซิเตตให้เป็นบิวทานอลได้
มากข้ึน ส่งผลใหเ้พิ่มอตัราส่วนบิวทานอลอยา่งมีนยัส าคญั  

การหมกัท่ีใชแ้อลไลซีนร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต พบวา่ การเติมไนโตรเจนอนินทรีย ์ มี
ผลท าใหเ้ช้ือมีการเจริญเติบโตไดดี้ข้ึน โดยให้มวลเซลล์สูงสุดเพิ่มข้ึนเป็น 2.75 เท่าเม่ือเทียบกบัการ
หมกัท่ีใช้แอลไลซีนอย่างเดียว นอกจากน้ีการสร้างผลิตภณัฑ์ตวัท าละลายเกิดไดอ้ย่างมีประสิทธิ 
ภาพมากข้ึน แมว้่า ปริมาณตวัท าละลายรวมและบิวทานอลจะเพิ่มไม่มาก แต่อตัราการการสร้าง
ผลิตภณัฑแ์ละมวลเซลลมี์ค่าสูงอยา่งเด่นชดั 

การหมกัท่ีใชก้ากผงชูรสร่วมกบัแอมโมเนียมอะซิเตต พบวา่ เช้ือมีการเจริญเติบโตนอ้ยลง 
ท าใหใ้หม้วลเซลลน์อ้ยเหลือเพียง 0.28 เท่า เม่ือเทียบกบัการหมกัท่ีใชก้ากผงชูรสอยา่งเดียว และการ
ใชน้ ้ าตาลของเช้ือไดเ้พียง 26.8 กรัมต่อลิตร ทั้งน้ีเน่ืองจากกากผงชูรสมีความเขม้ขน้ไนโตรเจนต ่า
กว่าแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์อีก 2 ชนิด จึงต้องใช้เติมในปริมาณท่ีสูง เพื่อให้มีสัดส่วนของ
ไนโตรเจนคงท่ีในอาหารเล้ียงเช้ือ ดงันั้นความเขม้ขน้โดยรวมของอาหารท่ีสูงน้ี จึงมีผลยบัย ั้งการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย ์ท าให้มวลเซลล์ต ่าแต่เซลล์สามารถผลิตตวัท าละลายมีประสิทธิภาพดีข้ึน 
โดยมีอตัราการผลิตบิวทานอลจ าเพาะ และอตัราการผลิตตวัท าละลายจ าเพาะมีค่าสูงข้ึน การเปล่ียน
น ้าตาลเป็นผลิตภณัฑสู์งข้ึนเช่นกนั  

 จากผลการทดลองท่ีไดส้รุปได้ว่า การใช้แอมโมเนียมอะซิเตตเป็นไนโตรเจนอนินทรีย์
ร่วมกับไนโตรเจนอินทรีย์ส าหรับการหมักบิวทานอล จะมีผลส่งเสริมประสิทธิภาพของเช้ือ 
C.saccharobutylicum ATCC BAA 117 ในการผลิตตวัท าลายรวมให้สูงกว่าการหมกัท่ีใช้แหล่ง
ไนโตรเจนอินทรียเ์พียงชนิดเดียว ซ่ึงผลท่ีไดส้อดคลอ้งกบังานวิจยัขององัคณา (2010) และนนัทนชั 
(2011) โดย Yang Gu และคณะ (2009) รายงานถึงการเติมแอมโมเนียมอะซิเตตว่า มีส่วนเพิ่ม
กระบวนการสร้างตวัท าละลาย (Soventogenesis) และการสะสมของกรดอะซีติก และกรดบิวทีริก
ในขั้นตอนการสร้างกรด (Acidogenesis) มีปริมาณเพิ่มข้ึน เน่ืองจากมีการเพิ่มข้ึนของการถอดรหัส
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ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างกรด (ยีนaskc และยีนbuk) และการสร้างตวัท าละลาย (ยีน
adc, ยนีctfAB, ยนีadhE และยนีbdhB) ของเช้ือ C. acetobutylicum EA 2018  
 ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดของกระบวนการผลิต บิวทานอลคือ การใชย้ีสตส์กดัร่วมกบั
แอมโมเนียมอะซิเตต ใหป้ริมาณบิวทานอลสูงสุด โดยใชป้ริมาณของยีสตส์กดั และแอมโมเนียมอะ
ซิเตต 8.4 และ 3 กรัมต่อลิตร ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาลรีดิวซ์ 60 กรัมต่อลิตร ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ
นาที ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส สภาวะไรออกซิเจน ดว้ยกระบวนการ
หมกัแบบกะ 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1. ควรศึกษาการปรับสัดส่วนของ L-lysine และกากผงชูรสท่ีเหมาะสมต่อการผลิตบิว
ทานอล เน่ืองจากเป็นแหล่งไนโตรเจนอินทรียจ์ากอุตสาหกรรมท่ีมีราคาถูก  
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ภาคผนวก ก 

สูตรสารอาหารในการหมัก 

ตารางที ่ก. สารอาหารท่ีใชใ้นกระบวนการหมกัเพื่อผลิตตวัท าละลาย

สารอาหาร  
ความเขม้ขน้สาร (กรัมต่อลิตร) 

อาหารสูตรท่ี 1 * อาหารสูตรท่ี 2 อาหารสูตรท่ี 3 อาหารสูตรท่ี 4 อาหารสูตรท่ี 5 อาหารสูตรท่ี 6 อาหารสูตรท่ี 7 

K2HPO4  0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

MgSO4.7H2O  0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

FeSO4.7H2O  0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 

Tryptone  6 - - - - - - 

CH3COONH4  3 - - - 3 3 3 

Yeast extract 2 13.18 - - 8.41 - - 

L-Lysine - - 19.57 - - 12.30 - 

Ami-Ami (กากผงชูรส) - - - 29.12 - - 18.14 

น ้าตาลรีดิวส์ 60, 80 60 60 60 60 60 60 

*สูตรอาหาร อังคณา, 2010 
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ภาคผนวก ข 

การค านวณ 

การวเิคราะห์ข้อมูล 

1. ค่าผลไดต้วัท าละลายรวมและค่าผลไดก้รดรวม (Yield) 

100
Pr


utilizedSugarLg

oductsTotalLg
Y

S
P  

2. ค่าอตัราการผลิตตวัท าละลายและอตัราการผลิตกรดรวม (productivity) 

  onfermentatiofPeriodh

oductsLg
oductivity

Pr
Pr   

3.ค่าจลน์ศาสตร์ของการหมกั 

 
 

สมการสมดุลเชิงชีวมวล 

X
V

FX

V

FS
X

dt

dX
  0  

อตัราการสะสมชีวมวล = อตัราการเกิดชีวมวล+ อตัราการไหลของชีวมวลเขา้สู่ถงัหมกั - อตัราการ
ไหลของชีวมวลท่ีออกจากถงัหมกั - อตัราการตายของชีวมวล 
เม่ือ   = อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (specific growth rate) ชัว่โมง-1 
        = อตัราการตายจ าเพาะ (specific death rate) ชัว่โมง-1 

การหมกัแบบไม่ต่อเน่ือง F=0 เน่ืองจาก X0=P0=0 ในสภาวะท่ีเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว   >>   

อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ ( ) =
dt

dX

X

1  

หมายถึง ปริมาณเซลลข์องแบคทีเรียท่ีถูกสร้างข้ึนต่อ 1 หน่วยของจุลินทรีย ์ใน 1 หน่วยเวลา (ชัว่โมง) 

F, X0, S0, P0 
เม่ือ F: เป็นอตัราการไหลเขา้-ออก ของสารละลาย
อาหาร (กรัมต่อลิตร) 
X0, X : เป็นค่าความเขม้ขน้ของชีวมวลในสารละลาย
อาหารท่ีเขา้ออกถงัหมกั (กรัมต่อลิตร) 
S0, S : เป็นค่าความเขม้ขน้ของสารละลายอาหารท่ี
เขา้ออกถงัหมกั (กรัมต่อลิตร) 
P0, P : เป็นค่าความเขม้ขน้ของผลิตภณัฑใ์น
สารละลายอาหารท่ีเขา้-ออกถงัหมกั (กรัมต่อลิตร) 
V : เป็นปริมาณของสารละลายในถงัหมกั (ลิตร) F,X,S,P 
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สมการสมดุลเชิงผลิตภณัฑ ์ 

P
V

FP

V

FP
X

dt

dP
  0  

 
อตัราการสะสมผลิตภณัฑ ์= อตัราการสร้างผลิตภณัฑ ์+ อตัราการไหลของผลิตภณัฑท่ี์เขา้สู่ถงัหมกั 
‟ อตัราการไหลของน ้าหมกั ‟ อตัราการสลายตวัของผลิตภณัฑ์ 
เม่ือ   = อตัราการสร้างผลิตภณัฑจ์ าเพาะ (specific rate of product formation) กรัมผลิตภณัฑต่์อ
กรัมชีวมวล-ชัว่โมง 
 = อตัราการสลายตวัของผลิตภณัฑ ์(rate of product destruction) ลิตรต่อชัว่โมง 
การหมกัแบบไม่ต่อเน่ือง F=0 เน่ืองจาก X0=P0=0 ในสภาวะการสร้างผลิตภณัฑ ์ >>   

อตัราการการสร้างผลิตภณัฑ์จ าเพาะ ( ) = 
dt

dP

X

1  

หมายถึง ปริมาณกรดหรือตวัท าละลายท่ีถูกสร้างข้ึนต่อ 1 กรัมของจุลินทรียใ์น 1 หน่วยเวลา (ชัว่โมง) 
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลทางการทดลองและกราฟมาตรฐาน 

ค.1 ข้อมูลทางการทดลอง 
ตารางที่ ค 1.1 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล 
60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ีค่าความเป็นกรด
ด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารสูตร 1 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 62.57 0.09 0.08 0.02 0.24 2.55 1.33 

6 56.43 0.10 0.09 0.02 1.87 2.79 1.43 

12 50.30 0.42 0.12 0.02 2.90 3.12 4.26 

18 39.26 0.46 0.14 0.15 3.23 4.13 6.95 

24 31.90 2.25 0.66 0.26 3.19 4.46 6.03 

30 20.86 4.69 0.73 0.25 3.18 5.49 5.45 

36 19.63 5.20 0.99 0.26 3.27 5.73 5.08 

42 10.43 4.86 1.03 0.27 3.64 5.95 5.05 

48 8.59 4.83 1.20 0.29 4.35 5.50 3.71 

54 7.36 4.63 1.43 0.33 4.71 5.87 3.68 

60 6.75 4.58 1.38 0.38 5.01 3.61 3.46 

66 2.45 4.41 1.31 0.38 5.53 3.82 3.51 

72 0.00 4.33 1.26 0.46 3.18 3.68 3.24 

78 0.00 4.39 1.15 0.42 3.18 3.72 3.29 
84 0.00 4.34 1.16 0.36 3.24 3.97 3.13 
90 0.00 4.25 1.12 0.32 2.99 3.72 2.87 

96 0.00 4.30 1.11 0.30 2.99 3.67 2.65 
 

หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.2 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ีค่าความ
เป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารสูตร 1 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 81.10 0.19 0.25 0.07 0.11 1.12 1.51 

6 71.88 0.27 0.33 0.15 0.21 1.22 1.41 

12 66.97 0.46 0.36 0.63 0.40 1.86 4.92 

18 62.05 0.49 0.49 0.76 0.50 1.99 5.65 

24 60.82 0.61 0.56 0.86 0.98 2.35 5.02 

30 44.85 1.62 1.25 1.01 2.59 2.56 4.70 

36 43.01 2.77 1.69 1.06 3.38 2.95 4.38 

42 42.39 3.38 1.74 1.05 2.34 2.78 3.04 

48 41.78 6.37 1.87 1.18 2.27 2.19 2.05 

54 38.09 6.81 2.08 1.22 1.61 2.10 1.99 

60 34.41 7.72 2.33 1.40 1.67 2.18 1.91 

66 33.79 7.84 2.53 1.55 1.75 2.14 1.77 

72 31.95 8.17 2.72 1.47 1.71 2.15 1.69 

78 29.49 8.16 2.80 0.99 1.79 2.11 1.36 

84 27.65 8.28 3.25 0.95 1.98 2.10 1.35 
90 20.27 8.51 3.51 0.67 1.50 1.65 1.15 

96 16.59 8.23 3.04 0.70 1.34 1.57 0.95 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.3 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ีค่า
ความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารสูตร 1 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 66.07 0.39 0.00 0.03 0.23 2.80 1.48 

6 51.27 0.43 0.03 0.15 0.42 3.21 10.35 

12 47.48 0.46 0.21 0.26 1.10 3.94 8.82 

18 45.49 0.54 0.26 0.43 3.68 5.58 6.07 

24 42.97 1.17 0.17 0.54 5.27 6.86 5.98 

30 41.52 2.69 0.43 0.65 4.57 6.82 5.18 

36 40.62 4.14 1.12 0.81 4.59 7.69 5.23 

42 40.44 5.75 1.90 0.83 3.81 7.23 5.34 

48 38.45 6.47 2.36 0.87 3.68 7.24 4.87 

54 38.63 7.49 2.58 0.81 3.08 6.61 4.86 

60 37.55 7.51 2.80 0.82 2.71 6.24 4.84 

66 35.38 8.31 3.46 0.82 2.71 6.44 4.54 

72 35.38 8.85 3.52 0.83 2.21 5.47 4.39 

78 35.56 8.99 3.67 0.85 1.76 4.55 4.36 

84 33.40 9.30 3.79 0.89 2.16 5.53 4.33 
90 32.86 8.99 3.74 0.93 2.16 5.70 4.09 

96 31.41 8.85 3.73 0.92 2.15 5.66 3.29 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.4 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 80 กรัมต่อลิตร โดย C. acetobutylicum ATCC 4259 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ีค่า
ความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารสูตร 1 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 62.57 0.09 0.08 0.02 0.24 2.55 1.33 

6 56.43 0.10 0.09 0.02 1.87 2.79 1.43 

12 50.30 0.42 0.12 0.02 2.90 3.12 4.26 

18 39.26 0.46 0.14 0.15 3.23 4.13 6.95 

24 31.90 2.25 0.66 0.26 3.19 4.46 6.03 

30 20.86 4.69 0.73 0.25 3.18 5.49 5.45 

36 19.63 5.20 0.99 0.26 3.27 5.73 5.08 

42 10.43 4.86 1.03 0.27 3.64 5.95 5.05 

48 8.59 4.83 1.20 0.29 4.35 5.50 3.71 

54 7.36 4.63 1.43 0.33 4.71 5.87 3.68 

60 6.75 4.58 1.38 0.38 5.01 3.61 3.46 

66 2.45 4.41 1.31 0.38 5.53 3.82 3.51 

72 0.00 4.33 1.26 0.46 3.18 3.68 3.24 

78 0.00 4.39 1.15 0.42 3.18 3.72 3.29 

84 0.00 4.34 1.16 0.36 3.24 3.97 3.13 
90 0.00 4.34 1.16 0.36 3.24 3.97 3.13 

96 0.00 4.25 1.12 0.32 2.99 3.72 2.87 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.5 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 1 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 61.28 0.19 0.13 0.10 2.17 0.79 0.25 

6 59.74 0.41 0.21 0.14 2.49 0.59 0.42 

12 56.68 1.48 0.60 0.17 2.68 0.39 0.54 

18 55.15 2.06 1.04 0.20 2.04 0.22 0.71 

24 55.15 2.80 1.10 0.25 1.68 0.18 0.93 

30 42.89 3.19 1.44 0.27 1.60 0.20 1.42 

36 38.30 3.57 1.49 0.28 1.45 0.30 1.76 

42 38.30 3.60 1.52 0.30 1.41 0.31 1.77 

48 38.30 5.08 2.19 0.35 1.36 0.33 1.77 

54 22.98 6.39 2.73 0.37 1.39 0.30 2.02 

60 15.32 7.57 3.28 0.39 1.49 0.28 2.57 

66 15.32 9.41 4.85 0.40 1.93 0.33 2.67 

72 15.32 9.42 5.10 0.47 2.46 0.43 2.91 

78 12.26 9.98 5.34 0.43 2.23 0.41 2.77 

84 10.72 11.11 5.91 0.37 1.95 0.36 2.54 
90 10.72 9.78 5.51 0.38 1.69 0.30 2.47 

96 3.06 8.73 4.82 0.37 1.63 0.21 2.12 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
 
 
 
 



101 
 

 

ตารางที่ ค 1.6 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 80 กรัมต่อลิตร C. saccharobutylicum ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ี
ค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 1 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 78.85 0.02 0.00 0.17 0.90 0.46 0.39 

6 60.98 0.03 0.00 0.32 1.03 0.47 0.50 

12 52.11 0.04 0.00 0.28 1.13 0.47 0.45 

18 50.61 0.04 0.00 0.19 2.02 0.62 0.50 

24 47.86 0.55 0.00 0.20 1.75 0.74 0.69 

30 41.24 0.87 0.00 0.24 1.02 0.89 0.68 

36 38.49 1.03 0.35 0.25 1.44 0.93 0.77 

42 35.36 1.35 0.92 0.27 1.61 1.36 1.57 

48 34.36 3.87 1.94 0.30 1.84 1.29 1.77 

54 20.99 7.48 3.00 0.31 2.21 1.22 3.02 

60 17.74 7.99 3.27 0.37 2.48 1.26 3.19 

66 17.49 8.88 3.35 0.41 2.80 1.28 3.23 

72 14.62 9.17 3.45 0.42 2.64 1.29 3.32 

78 13.87 9.38 3.53 0.44 2.53 1.31 4.80 

84 13.37 9.50 3.49 0.49 2.64 1.20 5.65 
90 10.87 9.58 3.32 0.38 2.46 1.07 5.83 
96 10.62 9.34 3.27 0.38 2.95 1.39 6.59 
102 10.50 9.57 3.19 0.37 3.56 1.79 5.32 
108 9.50 9.68 3.27 0.41 3.05 1.46 4.75 
114 7.75 10.19 3.62 0.45 2.86 1.32 4.68 
120 7.75 10.39 3.70 0.45 2.73 1.29 4.35 
126 4.75 11.96 4.39 0.44 2.32 1.13 4.33 
132 3.25 9.97 3.87 0.39 2.70 1.10 4.19 
138 2.37 9.00 3.63 0.37 2.66 1.08 3.99 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   



102 
 

 

ตารางที่ ค 1.7 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 2 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 63.95 0.10 0.43 0.00 0.42 1.24 1.60 

6 55.48 0.16 0.51 0.14 0.95 1.41 1.96 

12 53.17 0.22 0.60 0.21 1.49 1.61 2.16 

18 46.23 0.28 0.74 0.24 2.91 2.12 2.20 

24 40.84 2.40 2.54 0.33 3.68 1.96 2.24 

30 39.30 2.90 4.02 0.34 3.69 2.16 2.68 

36 37.76 5.46 4.24 0.35 4.00 2.31 3.10 

42 32.36 6.43 4.25 0.36 4.14 2.73 3.32 

48 30.05 6.78 4.31 0.35 4.50 3.19 3.92 

54 25.43 7.97 4.59 0.38 4.38 3.22 3.18 

60 25.43 8.04 4.67 0.37 4.13 3.10 2.98 

66 19.26 8.66 4.49 0.41 3.32 2.65 2.72 

72 16.18 9.43 4.70 0.44 3.56 2.16 2.40 

78 15.41 10.67 4.93 0.46 2.69 2.32 2.36 
84 10.02 9.74 4.57 0.40 2.60 2.12 2.06 
90 1.54 9.00 4.41 0.38 2.56 1.95 2.00 

96 1.54 8.83 4.30 0.37 2.46 1.94 1.92 
 

หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
 
 
 
 



103 
 

 

ตารางที่ ค 1.8 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC  BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 3 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 60.87 0.05 0.11 0.02 0.58 2.87 1.16 

6 56.25 0.12 0.15 0.04 0.89 2.58 1.04 

12 45.46 0.17 0.19 0.07 1.02 2.43 0.88 

18 43.92 0.93 0.27 0.10 1.04 2.25 0.74 

24 43.15 1.27 0.62 0.13 1.77 3.07 0.52 

30 40.84 2.26 1.14 0.18 2.45 4.34 0.70 

36 39.30 4.41 1.61 0.17 4.12 5.90 0.82 

42 34.67 4.77 2.55 0.23 4.56 6.02 1.10 

48 34.67 5.13 2.66 0.23 4.66 5.80 1.94 

54 28.51 5.68 2.78 0.25 4.55 5.71 1.64 

60 22.35 6.39 2.97 0.25 4.80 6.13 1.42 

66 20.03 7.27 3.45 0.26 4.84 6.31 1.34 

72 13.87 7.02 3.64 0.35 5.52 6.38 1.26 

78 13.10 6.78 3.43 0.35 5.52 5.54 1.04 
84 11.56 6.64 3.38 0.31 5.51 5.76 0.72 
90 10.02 6.64 3.33 0.31 5.04 5.52 0.62 

96 9.25 6.51 3.33 0.31 4.90 5.50 0.58 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.9 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 4 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 61.64 0.33 0.09 0.03 0.56 2.87 2.09 

6 60.10 0.37 0.09 0.04 0.64 2.51 3.16 

12 58.56 0.43 0.10 0.05 0.67 2.38 3.72 

18 49.31 0.52 0.11 0.05 1.02 2.25 4.20 

24 46.23 0.70 0.11 0.06 1.73 3.07 5.31 

30 40.07 0.98 0.20 0.12 2.39 4.34 4.95 

36 36.99 1.53 0.36 0.14 4.02 5.54 4.61 

42 35.44 2.53 0.76 0.18 4.45 5.90 3.36 

48 33.13 3.44 0.76 0.17 3.45 5.33 3.00 

54 32.36 4.18 0.82 0.19 3.54 4.86 2.49 

60 30.05 4.64 1.15 0.24 3.78 4.89 2.07 

66 24.66 4.89 1.14 0.25 3.81 4.98 2.01 

72 27.74 5.25 1.20 0.23 4.35 5.13 1.93 

78 26.20 5.27 1.17 0.22 4.35 5.19 1.47 
84 21.57 4.97 1.22 0.20 4.34 5.17 1.27 
90 20.80 4.89 1.19 0.19 4.26 5.13 1.13 

96 20.80 4.85 1.09 0.20 4.15 5.08 0.72 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.10 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 5 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 61.14 1.28 0.41 0.07 0.23 3.39 0.38 

6 38.47 1.28 0.46 0.38 0.19 3.51 0.53 

12 37.79 1.60 0.51 0.04 0.22 3.50 0.47 

18 27.48 1.12 0.39 0.17 0.17 3.29 0.39 

24 26.11 0.97 0.36 0.18 0.08 3.57 0.52 

30 19.92 1.37 0.48 0.19 0.87 2.96 0.54 

36 16.49 1.97 0.95 0.19 0.98 2.42 0.54 

42 15.80 3.65 1.40 0.20 1.08 1.89 0.55 

48 15.11 4.32 1.56 0.20 0.90 1.80 0.59 

54 11.68 6.51 2.10 0.26 1.09 1.41 0.82 

60 8.24 7.35 2.24 0.49 1.10 1.23 1.36 

66 7.56 8.80 2.63 0.61 1.12 1.33 2.46 

72 6.87 9.36 2.85 0.33 0.84 1.25 2.74 

78 6.18 15.24 4.84 0.30 0.62 1.46 3.01 

84 2.75 15.83 5.08 0.25 0.82 1.20 2.99 
90 2.06 13.90 4.43 0.29 0.63 1.02 2.97 

96 1.37 11.63 3.55 0.19 1.15 1.37 2.93 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.11 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 6 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 63.18 0.00 0.00 0.00 1.58 1.29 0.09 

6 58.56 0.00 0.00 0.10 2.01 1.28 0.09 

12 43.15 0.02 0.00 0.25 0.43 1.27 0.10 

18 32.36 0.03 0.05 0.24 0.48 2.69 0.17 

24 33.13 0.03 0.06 0.21 0.55 2.53 0.22 

30 28.51 0.65 0.07 0.22 0.51 2.50 0.28 

36 27.74 0.72 0.11 0.23 0.57 2.06 0.35 

42 24.66 0.72 0.14 0.22 1.95 2.04 0.40 

48 23.89 1.68 0.16 0.24 2.54 1.69 1.48 

54 22.35 3.00 1.70 0.23 4.23 1.38 4.76 

60 21.57 4.63 2.16 0.23 3.99 1.28 3.66 

66 21.57 5.47 2.37 0.23 3.68 1.07 3.52 

72 20.80 6.32 2.54 0.46 4.16 0.97 2.48 

78 20.80 6.80 3.08 0.51 3.78 1.34 2.45 

84 16.18 7.62 3.21 0.53 3.98 1.56 2.24 
90 7.71 8.72 3.35 0.52 5.08 1.49 2.07 

96 7.71 8.16 3.29 0.50 5.02 1.44 1.78 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ตารางที่ ค 1.12 ความเขม้ขน้ปริมาณน ้าตาล และผลิตภณัฑท่ี์ไดจ้ากการหมกัน ้าออ้ยท่ีความเขม้ขน้
น ้าตาล 60 กรัมต่อลิตร โดย C. saccharobutylicum ATCC BAA 117 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
และท่ีค่าความเป็นกรดด่าง 5.0 เม่ือใช ้สูตรอาหารท่ี 7 
 

เวลา (ชม.) 
น ้าตาล
รีดิวซ์ 

บิวทานอล อะซิโตน เอทานอล กรดบิวทิริค กรดอะซิติก 
ความเขม้ขน้

เซลล ์

0 62.52 0.34 0.12 0.04 0.75 1.67 0.01 

6 61.14 0.35 0.12 0.05 0.63 1.46 0.01 

12 59.08 0.46 0.13 0.06 0.96 1.39 0.01 

18 52.90 0.58 0.14 0.06 1.63 1.31 0.05 

24 52.21 0.59 0.14 0.07 2.25 1.78 0.06 

30 50.15 1.26 0.26 0.15 3.06 2.52 0.06 

36 50.15 2.33 0.47 0.16 3.51 2.72 0.10 

42 47.40 3.07 0.98 0.21 3.25 3.43 0.11 

48 43.97 4.43 0.99 0.21 3.34 3.10 0.41 

54 43.28 5.37 1.07 0.23 3.56 2.83 1.49 

60 43.28 5.61 1.34 0.28 3.59 3.05 1.27 

66 41.22 6.29 1.49 0.30 4.09 2.90 1.15 

72 39.85 6.75 1.56 0.28 3.89 2.98 0.69 

78 37.79 6.63 1.52 0.28 3.28 2.72 0.68 

84 37.79 6.42 1.58 0.24 3.45 2.61 0.65 
90 37.10 6.30 1.55 0.23 3.42 2.48 0.59 

96 35.72 6.28 1.42 0.24 3.48 2.56 0.59 

 
หมายเหตุ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล และผลิตภณัฑมี์หน่วยเป็น กรัมต่อลิตร   
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ค.2 กราฟมาตรฐานทีไ่ด้จากการทดลอง 

 

รูปที ่ค.21 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้บิวทานอล 

 

รูปที ่ค 2.2 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้อะซิโตน 
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รูปที ่ค 2.3 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้เอทานอล 

 

รูปที ่ค 2.4 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้กรดบิวทิริค 
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รูปที ่ค 2.5 กราฟมาตรฐานความเขม้ขน้กรดอะซิติก 
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