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 ไบโอบิวทานอลเปนพลังงานทางเลือกที่นาสนใจเนื่องจากความหนาแนนพลังงานที่

มากกวาไบโอเอทานอลและสามารถผลิตไดจากทรัพยากรหมุนเวียน แตการผลิตไบโอบิวทา

นอลยังคงไมคุมทุน หนึ่งในปญหาหลักของการผลิตไบโอบิวทานอล คือ ราคาของวัตถุดิบ ใน

ประเทศไทย แปงมันสําปะหลังเปนหนึ่งในผลิตภัณฑหลักทางการเกษตรซึ่งประมาณได 4 ลาน

ตันตอป สงผลใหเกิดน้ําเสียมากกวา 10 ลานตันตอป ตามความเปนจริงวาน้ําเสียจากโรงงาน

แปงยังคงประกอบดวยคารโบไฮเดรตที่สามารถใชหมักได ดังนั้น น้ําเสียแปงเหลานี้จึงมี

ศักยภาพในการเปนสารตั้งตนราคาถูกสําหรับผลิตไบโอบิวทานอลได ในงานวิจัยนี้ น้ําเสียจาก

โรงงานมันสําปะหลังทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยถูกประยุกตใชเปนสารตั้ง

ตนสําหรับการหมัก แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล โดยจุลินทรียสกุลคลอสทริเดียม 

ปริมาณแปงในน้ําเสียที่เก็บมามีคาประมาณ 14 เปอรเซ็นตจากการตรวจตามวิธี AOAC การ

เพิ่มสารสกัดจากยีสตมีผลตอการสรางผลิตตัวทําละลายเพียงเล็กนอย แตชวยสงเสริมการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การสรางผลิตภัณฑเกิดขึ้นมากที่สุดเกิดขึ้นโดย C. butyricum 

ที่ความเปนกรด-ดาง 6.5 โดยไมมีสารสกัดจากยีสตหรือสารอาหารเพิ่มเติม ผลการวิจัยแสดง

วาน้ําเสียแปงมันสําปะมันมีศักยภาพในการถูกใชเปนเปนสารตั้งตนเพื่อผลิตไบโอบิวทานอล

โดยจุลินทรียสกุลคลอสทริเดียมได  
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 Biobutanol is an interesting alternative fuel due to its higher energy density 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

additional substrate to biobutanol production by Clostridium sp.   
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

 

 ในยุคปจจุบันโลกไดมีการพัฒนากาวหนาไปอยางรวดเร็ว สงผลใหเกิดการใชพลังงาน

ตางๆมากมาย สําหรับเชื้อเพลิงที่นํามาใชกับยานพาหนะ เชน แกสโซลีนและดีเซลไดเพิ่มปริมาณ

สูงขึ้นทั่วโลก แตเนื่องจากน้ํามันปโตรเลียมเปนทรัพยากรที่มีอยูจํากัด จึงนํามาซึ่งปญหาที่สําคัญ

ทั่วโลกในขณะนี้ คือ ปญหาวิกฤตการณน้ํามันแพง ดังนั้น ความพยายามในการพึ่งพาตนเอง

ทางดานพลังงานจึงเกิดขึ้นทั่วโลก สําหรับประเทศไทยซึ่งเปนประเทศเกษตรกรรมแตความอุดม

สมบูรณของทรัพยากรทางดานพลังงานไมเพียงพอตอความตองการของประเทศ การแสวงหา

พลังงานทดแทนจึงอยูในรูปการนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปรรูปและใชเปนวัตถุดิบใน

กระบวนการหมักเชื้อเพลิงทางชีวภาพ แตอยางไรก็ดียังพบวาปญหาที่สําคัญจากการนําผลผลิต

ทางการเกษตรมาใช คือ ราคาของตนทุนและการแกงแยงพื้นที่เพาะปลูกอาหาร ดังนั้น วัตถุดิบที่ดี

สําหรับการนํามาผลิตพลังงานชีวภาพทางเลือกจึงควรหาไดงายในพื้นที่ มีปริมาณมาก ราคาถูก 

และไมกอใหเกิดการแขงขันทางพื้นที่การเพาะปลูกอาหาร ดังนั้น การนําของเหลือทิ้งจาก

การเกษตรและอุตสาหกรรมจึงเปนทางเลือกที่นาสนใจ  

ประเทศไทยเปนผูสงออกผลผลิตทางการเกษตรรายใหญของโลก โดยเฉพาะจาก

อุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง และเนื่องจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังตองใชน้ําปริมาณมาก

ในกระบวนการทําความสะอาดและการผลิตทําใหเกิดน้ําเสียปริมาณมาก (Avancini และคณะ, 

2007) โดยปกติน้ําเสียจะถูกบําบัดกอนปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ จากสถิติประเทศไทยมีการ

สงออกแปงมันสําปะหลังมากที่สุดในโลก (Food and Agriculture Organization, 2009) ดังนั้น 

น้ําเสียจึงเกิดขึ้นในปริมาณมหาศาล และเปนสวนทิ้งซึ่งไมสงผลกระทบตอการแขงขันกับพื้นที่

เพาะปลูกสําหรับการบริโภคของประชากร และเนื่องจากมันสําปะหลังประกอบดวยแปงเปนหลัก 

จึงสามารถถูกใชเปนสารตั้งตนสําหรับจุลินทรียในการหมักใหเกิดเปนแอลกอฮอลไดดี จึงทําใหมี

ความนาสนใจที่จะนํามาใชเปนสารตั้งตนในการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ ซึ่งเปนการนําวัสดุเหลือทิ้ง

ทางการเกษตรมาทําใหเกิดมูลคา เพื่อลดตนทุนในการใชสารตั้งตนที่มีราคาแพงเปนวัตถุดิบ  

แอลกอฮอลเปนตัวทําละลายที่มีคุณสมบัติในการนํามาผสมกับเชื้อเพลิงประเภทแกสโซ

ลีน เรียกวา แกสโซฮอลล (gasohol) และน้ํามันดีเซล เรียกวา ดีโซฮอลล (desohol) สามารถใช
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เปนพลังงานทดแทนหรือใชเปนเชื้อเพลิงโดยตรง และใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนในน้ํามันเบนซิน  

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

ไบโอแอลกอฮอล (bioalcohol) คือ แอลกอฮอลที่ไดมาจากกระบวนการทางชีวภาพ ไบโอ

แอลกอฮอลที่ไดรับความสนใจในการพัฒนามาเปนพลังงานทดแทนในปจจุบันมี 2 ชนิด ไดแก  เอ

ทานอลและบิวทานอล เนื่องจากสามารถนํามาดัดแปลงหรือใชในเครื่องยนตไดโดยตรง โดยเฉพาะ

บิวทานอล ซึ่งมีขอไดเปรียบ คือ มีความหนาแนนพลังงาน (energy density) ที่สูงใกลเคียงกับแกส

โซลีนมากกวาเอทานอล มีคุณสมบัติใกลเคียงกับแกสโซลีนและไมตองเก็บในระบบที่มีความดันสูง

เหมือนแกสธรรมชาติ เนื่องจากการระเหยต่ําซึ่งต่ํากวาการระเหยของน้ํามัน รวมตัวกับน้ํามันไดดี

ไมเกิดการแยกตัว สามารถขนสงตามทอและไมมีปญหากับเครื่องยนตเนื่องจากไมมีการกัดกรอน 

(Dürre, 2007 และ Arnold, 2008) จึงมีความนาสนใจที่จะนํามาพัฒนาเปนพลังงานเชื้อเพลิง

ทางเลือกตอไปในอนาคต  

ไบโอบิวทานอล (biobutanol) เปนแอลกอฮอลที่มีสูตรโครงสรางโมเลกุล C4H9OH 

สามารถผลิตไดจากการหมักคารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล แปง และเซลลูโลส ซึ่งมีอยูในพืชชนิด

ตางๆ เพื่อใหจุลินทรียบริโภคและผลิตเปนบิวทานอลไดโดยตรง โดยเฉพาะแบคทีเรียในสกุล

คลอสทริเดียม บิวทานอลมักถูกใชเปนตัวทําละลาย มีจุดเดือด จุดหลอมเหลวต่ํา ในภาวะปกติจะ

อยูในภาวะของเหลวและระเหยไดงาย สามารถติดไฟไดงายจึงใชเปนเชื้อเพลิงได (Keim, 1983)  

คลอสทริเดียม (Clostridium sp.) เปนแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตไบโอบิวทานอล

โดยไมตองการออกซิเจน (anaerobe) ดวยกระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 

(Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) fermentation) ซึ่งสงผลดีตอกระบวนการผลิตเนื่องจากลด

ตนทุนในการติดตั้งอุปกรณเพิ่มออกซิเจนในถังหมัก แบคทีเรียชนิดนี้มีรูปรางเปนทอน สามารถ

สรางสปอรได มีคุณสมบัติในการหมักน้ําตาล แปง หรือเซลลูโลส ใหเปลี่ยนเปนบิวทานอล รวม

ทั้งตัวทําละลายอ่ืน คือ แอซีโทนและเอทานอล (Tashiro และคณะ, 2005)   

ดังนั้น ในภาวะที่ตองประสบกับวิกฤตพลังงาน การนําของเหลือทิ้งทางการเกษตรจาก

อุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนวัตถุดิบที่ไมมีมูลคาหรือมีมูลคาต่ํามาใชเปนสารตั้ง

ตนสําหรับคลอสทริเดียมในกระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่มี

มูลคา จึงมีความเหมาะสมในการพึ่งพาตัวเองทางดานพลังงานสําหรับประเทศไทย 
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1.2 วัตถุประสงคของการวิจยั 

 

 เพื่อศึกษาการนําน้ําเสียจากอุตสาหกรรมผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนของเหลือทิ้งและไม

แขงขันกับการผลิตอาหารมาเพิ่มมูลคา โดยผานกระบวนการและหมักดวยจุลินทรียในสกุลคลอส 

ทริเดียมซึ่งใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เพื่อลดตนทุนในกระบวนการผลิต  

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

 

ผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากคลอสทริเดียมดวยกระบวนการหมักที่

ปราศจากออกซิเจน โดยใชน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังเปนสารตั้งตน 

 

1.4 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรบั 

  

 สามารถผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียซึ่งเปนของเหลือทิ้งจาก

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังดวยจุลินทรียในสกุลคลอสทริเดียม ในภาวะที่ปราศจากออกซิเจน 

 

1.5 วิธีดาํเนินการวิจัย 

 

 1. เก็บตัวอยางน้ําเสีย 

 2. วิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตน 

 3. ทดสอบความสามารถในการเจริญเติบโตและการใชสารอาหารของคลอสทริเดียม 

 4. ศึกษาการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 เชื้อเพลิงชีวภาพ  

 

เชื้อเพลิงชีวภาพ (biofuel) คือ เชื้อเพลิงที่ไดมาจากชีวมวล (biomass) จัดเปนพลังงาน

หมุนเวียน (renewable energy) ชนิดหนึ่งที่สามารถฟนฟูหรือสรางขึ้นใหมได เชื้อเพลิงชีวภาพ

หลักมี 3 รูปแบบ ไดแก แกสชีวภาพ (biogas) เชน แกสมีเทนและแกสไฮโดรเจน (Demirel และ

คณะ, 2010) เชื้อเพลิงแข็ง (solid biofuel) เชน ไม ขี้เลื่อย ฟางขาว ซังขาวโพด ชานออย มูลสัตว

และถาน เชื้อเพลิงเหลว (liquid biofuel) เชน ไบโอดีเซล (biodiesel) และไบโอแอลกอฮอล 

(bioalcohol) (Enguídanos และคณะ, 2002) 

ไบโอแอลกอฮอล (bioalcohol) ที่ไดรับความสนใจในอุตสาหกรรมยานยนตมี 2 ชนิด คือ 

ไบโอเอทานอลและไบโอบิวทานอล (Thomas, 2009) แอลกอฮอลทั้ง 2 ชนิดใหคาออกเทนที่สูง 

โดยเฉพาะบิวทานอล ซึ่งมีขอไดเปรียบ (ตารางที่ 2.1 และ 2.2) คือ มีคาปริมาณพลังงาน (energy 

content) ใกลเคียงกับน้ํามันเบนซินและมากกวาเอทานอลถึง 30 เปอรเซ็นต มีโอกาสระเบิดได

นอยกวาเนื่องจากการระเหยต่ํา โดยที่บิวทานอลมีคาความดันไอ (Reid vapor pressure) นอย

กวาเอทานอลประมาณ 6.7 เทา (Brekke, 2007) คาออกเทน (octane number) ไมสูงกวาน้ํามัน

มากนักทําใหผสมกับน้ํามันไดมาก (ชัชวาล คําวงศ และคณะ, 2550) มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ

น้ํามันแกสโซลีนและไมตองเก็บในระบบที่มีความดันสูงเหมือนแกสธรรมชาติ เนื่องจากการระเหย

ต่ําซึ่งต่ํากวาการระเหยของน้ํามันจึงรวมตัวกับน้ํามันไดดีไมเกิดการแยกตัว เนื่องจากสามารถ

ละลายในน้ํามันไดดีจึงสามารถผสมกับน้ํามันในอัตราสวนตามที่ตองการ ในขณะที่เอทานอล

สามารถผสมไดสูงที่สุด 85 เปอรเซ็นต และเนื่องจากไมมีการกัดกรอนจึงสามารถขนสงตามทอและ

ไมมีปญหากับเครื่องยนต (Dürre, 2007 และ Arnold, 2008) ดังนั้นบิวทานอลจึงมีความนาสนใจ

ที่จะนํามาพัฒนาเปนพลังงานเชื้อเพลิงทางเลือกตอไปในอนาคต 
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ตารางที่ 2.1 เปรียบเทียบการใชบิวทานอลและเอทานอล (Ramey, 2007 และ Arnold, 2008 และ 

Lee และคณะ, 2008) 

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล เอทานอล 

1. ความสามารถใน

การละลายน้ํา 

 

 

2. การรวมตัวกับ

น้ํามัน  

 

 

3. การกัดกรอน  

 

 

 

4. มลพิษจากการ

เผาไหม 

 

5. ปริมาณการผลิต  

 

 

6. เทคโนโลยีการ

ผลิต 

 

7. ราคาตนทุน  

นอยมาก จึงงายตอการแยก เมื่อ

ถูกปนเปอนจากน้ํา 

 

 

รวมตัวไดดีไมเกิดการแยกชั้น ทํา

ใหสามารถผสมกับแกสโซลีนดวย

อัตราสวนที่ตองการ 

   

ไมมีการกัดกรอน ทําใหสามารถ

ขนสงตามทอได และไมมีปญหา

กับเครื่องยนต  

 

นอยกวา 

 

 

ผลิตไดนอย เนื่องจากความเปน

พิษของบิวทานอลตอจุลินทรีย 

 

อยูในชวงการวิจัยใหมีผลผลิตที่

สูงขึ้น  

 

สูง เนื่องจากปญหาในกระบวนการ

หมักและการแยกผลิตภัณฑ 

สามารถละลายในน้ําได  จึ งเกิด

ปญหาในการแยก เมื่อถูกปนเปอน

จากน้ํา 

 

นอยกวา ปจจุบันสามารถผสมกับ

น้ํามันไดสูงสุด 85 เปอรเซ็นต  

 

 

กัดกรอนสูง ทําใหไมสามารถสงทาง

ทอได และทําใหเครื่องยนตสึกหรอ  

 

 

มากกวา 

 

 

ผลิตไดมาก  

 

 

มีการพัฒนาจนกระทั่งผลิตไดงาย

และมีผลผลิตสูง  

 

ต่ํา เนื่องจากปญหาในกระบวนการ

ผลิตมีไมมาก  
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ตารางที่ 2.2 เปรียบเทียบคณุสมบตัิของบิวทานอล แกสโซลีน และเอทานอล (Lee และคณะ, 

2008 และ Davis และ Morton, 2008) 

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล แกสโซลีน เอทานอล 

ความหนาแนนพลังงาน  

(energy density, MJ/L) 

อัตราสวนผสมระหวางน้ํามันและอากาศ  

(air-fuel ratio) 

ความรอนแฝงของการกลายเปนไอ  

(heat of vaporization, MJ/kg) 

ปริมาณพลังงาน  

(energy content/value, BTU/gal) 

ความสามารถในการละลายน้ํา 100 

กรัม (solubility) 

research octane number 

motor octane number 

29.2 

 

11.2 

 

0.43 

 

110000 

 

ไมละลาย 

 

96 

78 

32 

 

14.6 

 

0.36 

 

115000 

 

ไมละลาย 

 

91-99 

81-89 

19.6 

 

9 

 

0.92 

 

84000 

 

ละลาย 

 

129 

102 

 

ในป ค.ศ. 2005 David Ramey ไดขับรถยนตขามรัฐในประเทศสหรัฐอเมริกาเปน

ระยะทาง 10,000 ไมล โดยใชบิวทานอล 100 เปอรเซ็นต แทนการใชแกสโซลีน พบวาบิวทานอล

สามารถใชเปนเชื้อเพลิงสําหรับรถยนตไดประมาณ 10.62 กิโลเมตรตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับ

แกสโซลีน คือ 9.35 กิโลเมตรตอลิตร รวมทั้งปริมาณการปลดปลอยกาซไนโตรเจนออกไซดและ 

ไฮโดรคารบอนลดลงถึง 37 และ 95 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และเกิดคารบอนมอนอกไซดเพียง 0.01 

เปอรเซ็นต (Ramey, 2007) 

 
2.2 ไบโอบิวทานอล  

 

ไบโอบิวทานอล (biobutanol) เปนแอลกอฮอลที่มีโครงสรางโมเลกุล C4H9OH สามารถ

ผลิตไดจากการหมัก (fermentation) คารโบไฮเดรต ไดแก น้ําตาล แปง และเซลลูโลส ที่มีอยูในพืช

ชนิดตางๆ เพื่อใหจุลินทรียใชเปนแหลงอาหารและผลิตเปนบิวทานอลไดโดยตรง ซึ่งถูกจัดเปน

พลังงานชีวภาพในรุนถัดไปจากปจจุบัน (next generation of biofuel) (Dürre, 2008)  
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บิวทานอล (โครงสรางดังภาพที่ 2.1) ตามระบบการเรียกชื่อสารเคมีของสหภาพเคมี

บริสุทธิ์และเคมีประยุกตระหวางประเทศ (International Union of Pure and Applied 

Chemistry, IUPAC nomenclature) คือ 1-butanol มีมวลโมเลกุล 74.12 เปนสารไมมีสี มักใชเปน

ตัวละลาย มีจุดเดือด-จุดหลอมเหลวต่ํา ในภาวะปกติจะอยูในภาวะของเหลวและระเหยไดงาย 

สามารถติดไฟไดงายจึงใชเปนเชื้อเพลิงได (ตารางที่ 2.3) (Keim, 1983 และ Lee และคณะ, 2008)  

 

 
     

ภาพที่ 2.1 โครงสรางของบิวทานอล 

 

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

 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล 

จุดหลอมเหลว (melting point, °C) 

จุดเดือด (boiling point, °C) 

อุณหภูมิขณะที่มกีารลุกไหม (ignition point, °C) 

จุดวาบไฟ (flash point, °C) 

ความถวงจําเพาะ (density, g/ml) 

ความดันวิกฤต (critical pressure, hPa) 

อุณหภูมิวิกฤต (critical temperature, °C) 

-89.3 

117.2 

367 

35 

0.80 

48.4 

287 
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2.3 การผลติบวิทานอลดวยวิธีทางชีวภาพ 

  

จุลินทรียที่สามารถผลิตบิวทานอลและใชในอุตสาหกรรม คือ แบคทีเรียในสกุลคลอสทริ 

เดียม (Clostridium sp.) ซึ่งสามารถผลิตตัวทําละลายที่สําคัญในทางอุตสาหกรรมได 3 ชนิด คือ 

แอซีโทน บิวทานอลเปนผลิตภัณฑหลัก และเอทานอลในปริมาณเล็กนอย จึงมักเรียกกระบวนการ

ผลิตตัวทําละลายของแบคทีเรียนี้วา กระบวนการหมักแอซีโทน-บิวทานอล (Acetone-Butanol 

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

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

 

2.3.1 ประวัติการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอลโดยการหมัก 

 

ป ค.ศ. 1861 นักวิทยาศาสตรชาวฝรั่งเศส Louis Pasteur เปนบุคคลแรกที่พบ

แบคทีเรียที่สามารถผลิตบิวทานอลและใหชื่อวา “Vibrion butyrique” (Finegold, 1993 และ 

Dürre, 2007)  

การผลิตแอซีโทน-บิวทานอล เริ่มขึ้นเปนครั้งแรกในป ค.ศ. 1912 เมื่อนักเคมีชาว

อิสราเอล Chaim Weizmann ไดทําการแยกจุลินทรีย C. acetobutylicum และหมักโดยใชแปง

เปนสารตั้งตน ใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เปนผลสําเร็จ (Zverlov และ

คณะ, 2006)  

อุตสาหกรรมการหมักแอซีโทน-บิวทานอล เกิดขึ้นที่ประเทศอังกฤษ เมื่อเริ่ม

สงครามโลกครั้งที่ 1 ในป ค.ศ. 1914 เนื่องจากประเทศอังกฤษตองการแอซีโทนเพื่อใชสําหรับ

อุตสาหกรรมการทําวัตถุระเบิด และตองการบิวทานอลเพื่อเปลี่ยนไปเปนบิวทาไดอีน (butadiene) 

ใชสําหรับผลิตยางสังเคราะห และเกิดอุตสาหกรรมการหมักแอซีโทน-บิวทานอล ตอมาที่ประเทศ

แคนาดา และสหรัฐอเมริกา ตามลําดับ (Dürre, 2007) 

ตอมาในป ค.ศ. 1930 สามารถแยกเชื้อที่สามารถใชกากน้ําตาล (molasses) เปน

วัตถุดิบในการหมักไดสําเร็จ และใชกากน้ําตาลเปนวัตถุดิบในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 

เนื่องจากกากน้ําตาลมีราคาถูกกวาธัญพืช (Jones และ Woods, 1986) 

ในระหวางสงครามโลกครั้งที่ 2 อุตสาหกรรมการผลิตรถยนตขยายตัวอยางรวดเร็ว 

ซึ่งสงผลตอความตองการแล็กเกอรซึ่งเปนสารที่ผลิตไดจากบิวทานอล อุตสาหกรรมการผลิตแอซี

โทน- บิวทานอลจึงมีความสําคัญมากซึ่งเปนอันดับที่ 2 รองจากอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล 

(Nimcevic และ Gapes, 2000) 
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เมื่อสงครามโลกสิ้นสุดลง อุตสาหกรรมการผลิตแอซีโทน-บิวทานอลไมสามารถ

แขงขันกับอุตสาหกรรมน้ํามันปโตรเลียมได เนื่องจากราคาน้ํามันไดลดลง การพัฒนาที่รวดเร็วของ

อุตสาหกรรมการผลิตเชื้อเพลิงปโตรเลียม รวมทั้งปญหาและราคาวัตถุดิบในการผลิตบิวทานอล

ดวยไบโอเทคโนโลยี (Dürre, 2008) 

อยางไรก็ตามปญหาทางดานพลังงานไดกลับมาเปนปญหาที่สําคัญของโลกใน

ปจจุบัน เนื่องจากความขัดแยงในพื้นที่ประเทศผูผลิตน้ํามันและปริมาณที่จํากัดของเชื้อเพลิง

ฟอสซิล มีผลใหราคาของเชื้อเพลิงปโตรเลียมมีราคาสูงขึ้นและไมคงที่ อุตสาหกรรมการหมักแอซี

โทน-บิวทานอลจึงกลับมาเปนที่สนใจอีกครั้ง 

 

2.3.2 ผลิตภัณฑท่ีไดจากการหมักแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 

  

ผลิตภัณฑหลักที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการหมักดวยแบคทีเรียในสกุลคลอสทริ 

เดียม สามารถแบงได 3 ประเภทหลัก ประเภทแรก คือ ตัวทําละลาย ไดแก แอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอล ประเภทที่ 2 คือ กรดอินทรีย ไดแก กรดแอซีติก และกรดบิวทิริก และประเภท

สุดทาย คือ แกส ไดแก คารบอนไดออกไซด และไฮโดรเจน (Datta และ Zeikus, 1985) และเมื่อ

สิ้นสุดกระบวนการหมัก ผลิตภัณฑที่ได คือ แกสประมาณ 70% และ ตัวทําละลายประมาณ 30% 

โดยที่อัตราสวนของตัวทําละลาย แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล จะแตกตางตามสายพันธุ 

สําหรับ C. acetobutylicum และ C. beijerinckii มีอัตราสวนในการผลิต ABE เปน 3:6:1 

(Formanek และคณะ, 1997 และ Qureshi และคณะ, 2006)   

ขาวโพดซึ่งผานการใชความรอนและความดันเปลี่ยนแปลงโครงสรางภายในของ

ขาวโพด เพื่อเพิ่มโภชนการสําหรับเปนอาหารสัตว หรือ ขาวโพดเอกซทรูด (extruded corn) 

(Amornthewaphat และคณะ, 2005) ไดถูกใชเปนสารตั้งตนในงานวิจัยของ Lin และ Blaschek 

(1983) ซึ่งรายงานอัตราสวนผลิตภัณฑจากการหมักขาวโพดเอกซทรูดดวยแบคทีเรียสกุลคลอสทริ 

เดียมสายพันธุ C. acetobutylicum ATCC 824 และ SA-1 ที่ 37°C เปนเวลา 96 ชั่วโมงดังตาราง

ที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 ผลการแปรความเขมขนขาวโพดเอกซทรูดที่มีตออัตราสวนของผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น

และประสิทธิภาพการเปลี่ยนเปนบิวทานอลโดย C. acebutylicum ATCC 824 และ 

SA-1 
 

% (น้ําหนัก/ปรมิาตร) 

ขาวโพดเอกซทรดู 

อัตราสวนการผลิตตัวทําละลาย 

(บิวทานอล:แอซีโทน:เอทานอล) 

 ประสิทธิภาพการเปลีย่น    

สารตั้งตนเปนผลิตภัณฑ 

824 SA-1  824 SA-1 

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

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

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

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

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

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

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

18 NDC 64:29:7  ND 0.101 

20 ND 60:32:8  ND 0.095 

 

 

2.3.3 การใชประโยชนจากผลิตภณัฑท่ีเกดิจากกระบวนการหมกั 
 

บิวทานอล (butanol) นอกจากประโยชนทางดานพลังงาน และเปนตัวทําละลายใน

อุตสาหกรรมสารเคมีและสิ่งทออยางกวางขวางแลว บิวทานอลยังถูกใชเปนสารระหวางกลาง 

(intermediate) ในกระบวนการสังเคราะหสารเคมีเพื่อใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน อุตสาหกรรม

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

แอซีโทน (acetone) ใชสําหรับเปนตัวทําละลายทั่วไปในอุตสาหกรรมเคมี 

อุตสาหกรรมผลิตยา ใชผลิตน้ํามันหลอลื่น คลอโรฟอรม (chloroform) พลาสติก น้ํามันชักเงา และ

เครื่องสําอาง (กองควบคุมวัตถุเสพติด สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2548) 

เอทานอล (ethanol) นอกจากถูกใชผลิตอาหารและเครื่องดื่ม รวมทั้งเปนตัวทํา

ละลายในอุตสาหกรรม และน้ํายาฆาเชื้อแลว ยังถูกใชเปนพลังงานทดแทนโดยผสมกับแกสโซลีน 
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เรียกวา แกสโซฮอล (gasohol) ใชเปนสารเพิ่มคาออกเทนใหกับน้ํามันเบนซินทดแทนสาร Methyl 

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

กรดบิวทิริก (butyric acid) สามารถใชประโยชนทางดานอุตสาหกรรมอาหารและ

เครื่องดื่ม ใชในรูปกรดสําหรับอุตสาหกรรมนม ใชในรูปเอสเทอรเพื่อเพิ่มกลิ่นผลไม อนุพันธุของ

กรดบิวทิริกสามารถใชในอุตสาหกรรรมพลาสติกและสิ่งทอ (Zigová และ Šturdík, 2000) 

กรดแอซีติก (acetic acid) หรือกรดน้ําสม นอกจากใชประโยชนทางดานอาหารแลว 

ยังสามารถใชสังเคราะหแอซีติกเอสเทอรและถูกใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรม (Kalaichelvi 

และคณะ, 2007) 

แกส  คารบอนไดออกไซดสามารถใชในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําอัดลม (Ljunggren 

และ Karlberg, 1995) ใชทําน้ําแข็งแหง (Krailas, 1994) หรือใชสําหรับในการเลี้ยงสาหรายเพื่อ

ผลิตน้ํามัน (Ezeji และคณะ, 2007) สําหรับแกสไฮโดรเจน สามารถใชเปนพลังงานเชื้อเพลิงได (Lo 

และคณะ, 2009) 

เซลลและของแข็งที่เหลือจากกระบวนการหมัก มักถูกใชเปนอาหารสัตว (Qureshi 

และ blaschek 2001)  

 

2.3.4 ปจจัยที่มีผลตอการหมกัแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 
 
  2.3.4.1 จุลินทรีย 

 

จุลินทรียที่ไมใชออกซิเจน (anaerobic organism) ที่สามารถผลิตแอซี

โทน-บิวทานอลได คือ แบคทีเรียในสกุลบาซิลัส (Bacillus) เชน Bacillus butacone (Beesch, 

1952) และแบคทีเรียในสกุลคลอสทริเดียม (Clostridium) เชน C. acetobutylicum และ C. 

butyricum เปนตน (Zverlov และคณะ, 2006) โดยที่ในระดับอุตสาหกรรมและงานวิจัยนิยมใช

แบคทีเรียสกุลคลอสทริเดียมในการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล 

คลอสทริเดียม (Clostridium sp.) เปนแบคทีเรียที่ไมใชออกซิเจน 

(anaerobic bacteria) สวนมากเปนแกรมบวก รูปรางเปนแทง (ภาพที่ 2.2) สรางสปอรภายใน

เซลล (endospore) (Dürre, 2005 และ Virunanon และคณะ, 2008) สปอรทนความรอนไดดี

สามารถทนตออุณหภูมิสูงถึง 120 องศาเซลเซียส ไดนานถึง 10 – 15 นาที พบไดในดิน น้ําเสีย 

และระบบยอยของสัตว (Zigová และ Šturdík, 2000) สามารถใชสารตั้งตนไดหลายประเภทตั้งแต

คาร โบ ไฮ เดรตโม เ ลกุ ล เดี่ ย ว  (monosaccharides) จ นถึ งคาร โบไฮ เ ดรตโม เ ลกุล ใ ห ญ 
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(polysaccharides) เปนแหลงคารบอน (Jones และ Woods, 1986) สําหรับแหลงไนโตรเจน 

สามารถใชโมเลกุลของไนโตรเจนในอากาศไดโดยตรงผานกระบวนการตรึงไนโตรเจน หรือใชในรูป

อื่น เชน แอมโมเนียมอิออน และกรดอะมิโน หรือแหลงไนโตรเจนที่ซับซอน เชน สารสกัดยีสต 

(yeast extract) (Madihah และคณะ, 2001) แตแหลงไนโตรเจนที่ไมซับซอนมีความเหมาะสม

สําหรับการเจริญเติบโตของแบคมีเรียคลอสทริเดียมมากกวาแหลงไนโตรเจนที่ซับซอน (Monot 

และคณะ, 1982) และสามารถผลิตสารละลายไดหลายชนิด เชน แอซีโทน บิวทานอล และเอทา

นอล ซึ่งอัตราสวนในการผลิตจะแตกตางตามสายพันธุ  สําหรับ C. acetobutylicum และ C. 

beijerinckii มีอัตราสวนในการผลิต ABE เปน 3:6:1 (Formanek และคณะ, 1997 และ Qureshi 

และคณะ, 2006)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2 เซลล C. acetobutylicum จากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสแกน (Scanning 

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

 

  2.3.4.2 วัตถุดบิ 

 

เนื่องจากคลอสทริเดียมเปนแบคทีเรียที่สามารถเจริญไดในอาหารที่

หลากหลาย สามารถใชสารตั้ งตนไดหลายประเภทตั้งแตคารโบไฮเดรตโมเลกุลเดี่ยว 

(monosaccharides) ทั้ งน้ําตาลเฮกโซสและเพนโทส จนถึงคารโบไฮเดรตโมเลกุลใหญ 

(polysaccharides) เชน แปง เปนแหลงคารบอน (Jones และ Woods, 1986) สําหรับพอลิแซ็กคา
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ไรดประเภทเซลลูโลส มีคลอสทริเดียมจํานวนไมมากที่สามารถใชเปนแหลงอาหารได ซึ่งมัก      

เปนกลุมที่ไมสามารถผลิตบิวทานอลได เชน C. thermocellum (Lu และคณะ, 2006) C. 

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

2003) แตคลอสทริเดียมในกลุมที่ผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล เชน C. acetobutylicum 

พบวาไมสามารถยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดประเภทเซลลูโลสได (Kim และคณะ, 1994 และ 

Perret และคณะ, 2004) การใชวัตถุดิบประเภทเซลลูโลสจึงตองมีการผานกระบวนการยอยกอน

ทําการหมัก (Qureshi และคณะ, 2008) งานวิจัยที่ใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรประเภทเซลลูโลส

จึงนิยมใชกรดหรือเอนไซมยอยเซลลูโลสเหลานี้ใหเปนน้ําตาลกอนแลวจึงหมักดวยคลอสทริเดียม 

หรือใชคลอสทริเดียมในกลุมที่สามารถยอยเซลลูโลสรวมกับจุลินทรียสายพันธุอื่น (co-culture) 

โดยเฉพาะ C. thermocellum เนื่องจากมีผลิตภัณฑหลักเปนน้ําตาลกลูโคส (Freier และคณะ, 

1988) ซึ่งทําใหสามารถหมักตอดวยจุลินทรียที่ใชน้ําตาลเปนสารตั้งตนในการผลิตใหไดผลิตภัณฑ

ที่ตองการ (Demain และคณะ, 2005) 

เนื่องจาก 60-70 เปอรเซ็นตของตนทุนในกระบวนการผลิตไบโอบิวทา

นอล คือ สารตั้งตน (Madihah และคณะ, 2001) ดังนั้นงานวิจัยในปจจุบันจึงมีจุดประสงคเพื่อลด

ตนทุนการผลิต โดยการใชวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตรซึ่งมีองคประกอบหลัก คือ เซลลูโลสหรือแปง 

ดังงานวิจัยตอไปนี้ 

ในป ค.ศ. 1985 Yu และคณะ ศึกษาการผลิตบิวทานอลโดยวิธีการหมัก

แบบ co-culture โดยใช C. thermocellum เปลี่ยนเซลลูโลสผงชนิดที่มีความบริสุทธิ์สูง (Solka 

Floc®) เปนน้ําตาล และพบวา C. acetobutylicum สามารถใชสารตั้งตนที่ผานการยอยดวย C. 

thermocellum และผลิตบิวทานอลได 

ในป ค.ศ.  2000 Nimcevic และ Gapes รายงานวาประเทศฝรั่งเศสได

ผลิตบิวทานอลในระดับกอนอุตสาหกรรม (pilot หรือ pre-industrial scale) โดยใชฟางของธัญพืช

และซังขาวโพดซึ่งผานการยอยดวยเอนไซมจาก Trichoderma reesei CL 847เปนสารตั้งตน และ

หมักดวย C. acetobutylicum ไดตัวทําละลาย 1 ตัน จากสารตั้งตน 6-7 ตัน 

ในป ค.ศ. 2002 Jesse และคณะ ศึกษาการผลิตบิวทานอลโดยการหมัก 

starch-based waste packing peanuts (โฟมสําหรับปองกันการแตกของวัสดุระหวางการขนสง 

ซึ่งผลิตจากแปง) พบวา C. beijerinckii BA101 สามารถใชวัสดุนี้เปนแหลงคารบอนไดและผลิตตัว

ทําละลายรวม 21.7 กรัมตอลิตร ในขณะที่เมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอนสามารถผลิตตัวทําละลาย

รวมได 24.7 กรัมตอลิตร 
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ในป ค.ศ. 2007 Qureshi และคณะ ศึกษาการยอยกากขาวโพดดวยกรด

และเอนไซม สําหรับการหมักเพื่อผลิตบิวทานอล พบวาการยอยดวยกรดเกิดตัวยับยั้ง (inhibiter) 

ซึ่งสงผลให C. beijerinckii BA101 ผลิตตัวทําละลายรวมมีเพียง 1.7 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบ

กับการยอยดวยเอนไซมที่ไดตัวทําละลายรวม 8.6 กรัมตอลิตร 

ในป ค.ศ. 2008 Qureshi และคณะ ศึกษาการใชฟางขาวสาลีซึ่งผานการ

ปรับสภาพ (pretreatment) ดวยกรดกอนนํามายอยและหมักในขั้นตอนเดียว (simultaneous 

hydrolysis and fermentation) และปนกวนดวยแกส (gas stripping) พบวา C. beijerinckii 

P260 สามารถผลิตตัวทําละลายรวมได 21.42 กรัมตอลิตร 

ในป ค.ศ. 2010 Geng และคณะ ไดศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวย

การหมักแบบ co-culture โดยการยอยเซลลูโลสในรูปของกระดาษกรองดวย C. thermocellum 

และผลิตแกสไฮโดรเจนดวย C. thermopalmarium  

 

2.3.4.3 อุณหภูมิ 
 

อุณหภูมิมีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย การผลิตตัวทําละลายรวม 

และอัตราสวนของผลิตภัณฑที่ได (Ross, 1961) อุณหภูมิที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต

ขึ้นอยูกับสายพันธุของคลอสทริเดียม โดยอุณหภูมิที่เหมาะสมทั่วไปอยูในชวง 30-40 องศา

เซลเซียส (Schlegel และคณะ, 1993) สําหรับอุณหภูมิที่ใชในกระบวนหมัก คือ 35 และ 37 องศา

เซลเซียส และเมื่อพิจารณาถึงผลิตภัณฑ แอซีโทนซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักมี

จุดเดือดประมาณ 56 องศาเซลเซียส ดังนั้นอุณหภูมิในการหมักไมควรสูงกวา 37-42 องศา

เซลเซียส เนื่องจากการหมักที่อุณหภูมิสูงจะเกิดการระเหยและสูญเสียผลิตภัณฑ (Krailas, 1994) 

Voget และคณะ (1985) ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิตอการหมักเพื่อผลิต

ตัวทําละลายจากหางนม (whey) พบวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการหมัก คือ 30 และ 37 องศา

เซลเซียส ขึ้นกับสายพันธุของคลอสทริเดียม 

Lai และ Traxle (1994) ไดทําการหมักแบบตอเนื่องดวย C. 

acetobutylicum โดยแบงการใชอุณหภูมิในการหมักเปน 2 คา ตามขั้นตอนการผลิต 2 ชวง คือ 

ในชวงการหมักเพื่อผลิตกรด (acid production) ใชอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และในชวงการ

หมักเพื่อผลิตตัวทําละลาย (solvent production) ใชอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส โดยขั้นการผลิต

กรด ใหผลผลิตกรดรวม 8 กรัมตอลิตร และตัวทําละลายรวม 0.86 กรัมตอลิตร สําหรับขั้นตอนการ

ผลิตตัวทําละลาย ใหผลผลิตกรดรวม 4.32 กรัมตอลิตร และตัวทําละลายรวม 9.11 กรัมตอลิตร 
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  2.3.4.4 ความเปนกรด-ดาง (pH) 
 

ความเปนกรด-ดาง (pH) ที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของคลอส 

ทริเดียมแตกตางกันตามสายพันธุและกระบวนการหมัก เนื่องจากเปนปจจัยที่มีผลตอชีวเคมีของ

คลอสทริเดียมในการผลิตตัวทําละลายโดยตรง ความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมทั่วไปมีคาอยูที่ชวง 

4.5-7.0 (Grupe และ Gottschalk, 1992) โดยทั่วไปความเปนกรด-ดางเริ่มตนสําหรับกระบวนการ

หมัก คือ 6.0-6.5 และ ความเปนกรด-ดางสุดทายในกระบวนการหมัก คือ 4.2-4.4 (Beesch, 

1953) 

   

  2.3.4.5 ความเขมขนของบิวทานอล 

 

ความเปนพิษของบิวทานอลเปนปญหาที่สําคัญในกระบวนการผลิตแอซี

โทนและบิวทานอล เนื่องจากบิวทานอลเปนตัวทําละลายที่ละลายในไขมันได (lipophilic) จึง

ละลายฟอสโฟไลปด ซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลลของคลอสทริเดียม พบวาที่ความ

เขมขนของบิวทานอลเพียง 7.4-11.1 กรัมตอลิตร เปนสาเหตุใหการเจริญเติบโตและการใชน้ําตาล

ของคลอสทริเดียมลดลงไปครึ่งหนึ่ง (Bowles และ Ellefson, 1985) ในขณะที่แอซีโทนและเอทา

นอลตองใชความเขมขนถึง 40 กรัมตอลิตร จึงสามารถลดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมลดลง

ไปครึ่งหนึ่ง (Jones และ Woods, 1986) ในปจจุบันพบวาคลอสทริเดียมมีความสามารถในการทน

บิวทานอลไดเพียง 2 เปอรเซ็นต หรือ 20 กรัมตอลิตร (Dürre, 2008) 

ในป ค.ศ. 2000 Liyanage และคณะ ไดทําการปรับปรุงคลอสทริเดียม

สายพันธุ C. beijerinckii NCIMB 8052 ดวยวิธี antisense RNA ยีน gldA พบวาคลอสทริเดียม

ตอบสนองตอบิวทานอลลดลง จึงทําใหสามารถทนบิวทานอลไดมากขึ้น 

ในป ค.ศ. 2001 Qureshi และ Blaschek ไดทําการปรับปรุงคลอสทริ 

เดียมสายพันธุ C. beijerinckii BA101 ดวยวิธี random mutagenesis ซึ่งไดคลอสทริเดียมที่

สามารถทนตอบิวทานอลไดมากขึ้น 

 

2.3.4.6 การกระตุนดวยความรอน (heat shock) 
 

คลอสทริเดียมสายพันธุที่ผลิตแอซีโทน-บิวทานอล เมื่ออยูในสิ่งแวดลอม

ที่ไมเหมาะสม จะสรางสปอร (ภาพที่ 2.3) ซึ่งทนตอความรอน เพื่อเก็บรักษาเชื้อไว เมื่อถายเชื้อลง

อาหารใหมในรูปของสปอรจึงตองกระตุนดวยความรอน (heat shock) เพื่อกระตุน (activate) ให
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เกิดการเปลี่ยนแปลงของสปอรใหเปนเซลลที่สามารถเจริญเติบโตในอาหารใหม รวมทั้งเปนการ

ทําลายเซลล (vegetative cell) และสปอรที่ออนแอ มีผลใหไดเซลลคลอสทริเดียมที่แข็งแรง 

(active) และมีประสิทธิภาพในการหมักไมเปลี่ยนแปลง (Monot และคณะ, 1982; และ Liu และ

คณะ, 2008) 

วิธีการ heat shock ทําไดโดยการนําเชื้อที่อยูในรูปของสปอร (spore 

suspension) มาจุมในน้ํารอน ซึ่งอุณหภูมิและเวลาที่ใชมีความแตกตางกัน ดังงานวิจัยตอไปนี้  

Beesch (1953) ใชที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที 

Ounine และคณะ (1983) และ Assobhei และคณะ (1998) ใชที่

อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที 

Long และคณะ (1983) ใชที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

นาที   

Formanek และคณะ (1997) ใชที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 

Qureshi และ Blaschek (2001) ใชอุณหภูมิที่ 75 องศาเซลเซียส เปน

เวลาตั้งแต 2-5 นาที และพบวา การ heat shock ที่ 75 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3.5 นาที มีผลให

คลอสทริเดียมสรางผลิตภัณฑไดมากที่สุด  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.3 สปอรภายในเซลล (endospore) ของ C. acetobutylicum (F (forespore) คือ สปอรที่

เริ่มสราง และ C (spore coat) คือ เปลือกหุมสปอร) (Long และคณะ, 1983) 
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2.3.5 ชีวเคมีของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล 
 

ชีวเคมีของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล โดยคลอสทริเดียมสามารถแบง

ไดเปน 2 ข้ัน (Prescott และ Dunn, 1959; Dürre, 2007; Dürre, 2008; Lee และคณะ, 2008 และ 

Shinto และคณะ, 2008) 

 

ขั้นการสรางกรดอินทรีย (acidogenesis) 
 

คลอสทริเดียมจะมีชวงการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว (log phase) ผลิต

กรดแอซีติกและกรดบิวทิริกปลอยออกมานอกเซลล ทําใหความเปนกรด-ดางลดลงเรื่อยๆ 

จนกระทั่งถึงจุดหนึ่งที่คาความเปนกรด-ดางต่ําที่สุดเรียกวา จุดหัก (break point) จากนั้นจะเขาสู

ขั้นที่ 2 ของการหมัก ในการขั้นแรกนี้นอกจากกรดแอซีติกและกรดบิวทิริกแลว คลอสทริเดียมยัง

ผลิตแกสคารบอนไดออกไซดและไฮโดรเจนออกมาเปนผลิตภัณฑหลักดวย และการที่ความเปน

กรด-ดางที่ลดต่ําเกินไปหรือต่ํากวาประมาณ 4.5 เปนสาเหตุหนึ่งที่ทําใหเซลลเจริญเติบโตชาลง

หรือตายไป เนื่องจากแบคทีเรียที่ไมใชออกซิเจนสวนมากไมสามารถรักษาระดับความเปนกรด-ดาง

ภายในเซลลใหคงที่ได โปรตอนจากกรดที่ผลิตขึ้นจะแพรเขาสูไซโตพลาสซึมทําใหระดับการ

เปลี่ยนแปลงโปรตรอน (proton gradient) สูงเกินไป สงผลใหเยื่อหุมไซโตพลาสซึมสูญเสียและ

เซลลตายในที่สุด 

 

ขั้นการสรางตัวทาํละลาย (solventogenesis) 
 

ขั้นตอนนี้ความเปนกรด-ดางเปนปจจัยที่สําคัญมาก โดยเริ่มตนขึ้นเมื่อ

ถูกกระตุนจากปริมาณของกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก สงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดยีม

ลดลงและเริ่มใชกรดทั้งสองรวมกับแหลงคารบอนในอาหาร โดยการเปลี่ยนเปนตัวทําละลาย ไดแก 

แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ทําใหความเปนกรด-ดางเพิ่มสูงขึ้น และยังคงผลิตแกส

ตลอดเวลาแตในปริมาณที่นอยลงจนกระทั่งสิ้นสุดการหมัก โดยคลอสทริเดียมจะถูกยับยั้งการ

เจริญเติบโตจากความเขมขนของตัวทําละลายที่ผลิต โดยคลอสทริเดียมสามารถทนบิวทานอลไดที่

ความเขมขนประมาณ 20 กรัมตอลิตร และสุดทายคลอสทริเดียมจะสรางสปอรภายในเซลล 

(endospore) เก็บรักษาเชื้อไว เพื่อปองกันความเปนพิษของบิวทานอลที่เกิดขึ้น (วิถีเมตาบอลิซึม

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

 

 

      pyruvate 

 

 

 

acetate          acetyl P                   acetyl – CoA            acetylaldehyde        ethanol 

 

 

 

acetone              acetoacetate             acetoacetyl – CoA 

 

 

 

butyrate                    butyryl                      butyryl – CoA          butyraldehyde         butanol 

  

 

ภาพที่ 2.4 วิถีเมตาบอลิซมึของการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ของ C. acetobutylicum 

 

2.3.6 ปญหาที่พบในการผลิตตวัทําละลายของคลอสทริเดียม 
 

นอกจากความเปนพิษของบิวทานอลแลว ปญหาที่สําคัญซึ่งสงผลตอการพัฒนา

กระบวนการผลิตตัวทําละลายจากคลอสทริเดียม คือ การสูญเสียคุณสมบัติในการผลิตตัวทํา

ละลาย 

จากขอมูลทางพันธุกรรม (genome) โดยทั่วไปในเซลลแบคทีเรียมีสารพันธุกรรมอยู 

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

ประกอบไปดวยสวนที่เปนยีนและไมใชยีน สําหรับ C. acetobutylicum เปนแบคทีเรียในสกุล

คลอสทริเดียมที่ไดรับความสนใจในระดับอุตสาหกรรมและงานวิจัย พบวาขอมูลทางพันธุกรรม

ของ C. acetobutylicum ประกอบไปดวยสารพันธุกรรมหลัก ขนาด 3.94 Mbp และพลาสมิด

H2 

 

CO2 
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ขนาด 192 kbp (ภาพที่ 2.5) เรียกวา pSOL1 และมียีน Spo0A ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการสราง

สปอรและมีความเกี่ยวของกับการควบคุมการผลิตตัวทําละลาย ในกระบวนการผลิตแอซีโทน-บิว

ทานอล – เอทานอล โดยการหมักแบบตอเนื่อง (continuous fermentation) จําเปนตองรักษา

ระยะของเซลลใหอยูในชวง log phase ตลอดเวลา สงผลใหยีน Spo0A ซึ่งทําหนาที่ควบคุมการ

สรางสปอรไมทํางานจึงสงผลใหการผลิตตัวทําละลายลดลง (Long และคณะ, 1984; Cornillot 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.5 จําลองสารพันธุกรรมแบบวงกลม (circular representation) ของ C. acetobutylicum 

(วงนอก คือ chromosomal DNA วงใน คือ plasmid DNA) (Nolling และคณะ, 2001) 
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2.4 การผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล โดยใชมันสําปะหลังเปนสารตั้งตน 
  
 2.4.1 มันสําปะหลัง 

 

มันสําปะหลัง (ภาพที่  2.6) จัดเปนพืชหัวชนิดหนึ่งและเปนพืชอาหารที่มี

ความสําคัญของโลก จัดเปนอาหารที่เปนแหลงคารโบไฮเดรตที่ใหญเปนอันดับที่ 3 ของโลก 

(Fauquet และ Fargette, 1990) มีชื่อเรียกมากมายตามภาษาตางๆ เชน ภาษาอังกฤษ สเปน โปร

ตุเกต ฝรั่งเศส เรียกวา cassava, yuca, mandioca, manioc ตามลําดับ เปนตน สําหรับชื่อทาง

วิทยาศาสตร คือ Manihot esculenta Crantz สามารถปลูกไดทั่วไปในแถบเมืองรอน ปลูกได

ตลอดทั้งป ทนตอความแหงแลงไดดี ปลูกงายไมตองการน้ํามาก ไมมีแมลงและโรคพืชรบกวน 

สะดวกในการดูแลรักษา ใหผลผลิตสูง จึงเพาะปลูกกันมาก (สมาคมการคาอุตสาหกรรมแปงมัน

สําปะหลังไทย, 2530)  

 

  การจัดหมวดหมูของมันสําปะหลัง (เจรญิศักดิ์ โรจนฤทธิ์พเิชษฐ, 2519)  

Subdivision     Angiospermae  

          Class     Dicotyledonae  

                    Order     Geraniales  

                               Family     Euphorbiaceae  

                                  Genus     Manihot  

 

 สําหรับประเทศไทย มันสําปะหลังเปนพืชที่มีความสําคัญตอ

เศรษฐกิจของประเทศมากชนิดหนึ่ง พื้นที่เพาะปลูกสวนมากอยูในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีเนื้อ

ที่เพาะปลูกทั่วประเทศในป พ.ศ. 2550 ประมาณ 7.3 ลานไร และมีผลผลิตประมาณ 27 ลานตัน 

จัดเปนประเทศผูผลิตมันสําปะหลังสูงสุดอันดับที่ 3 ของโลก ดังตารางที่ 2.5 (กระทรวงเกษตรและ

สหกรณ, สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2551) ซึ่งผลผลิตสวนมากจะนํามาใชเปนอาหารของ

มนุษย สัตว และใชในอุตสาหกรรมบางประเภท 
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ภาพที่ 2.6 มันสําปะหลัง 

 

  2.4.2 การใชประโยชนจากมันสาํปะหลัง (สมาคมการคาอุตสาหกรรมแปงมัน

สําปะหลังไทย, 2530) 

 

1) แหลงพลังงานที่สําคัญของมนษุย 

มันสําปะหลังเปนพืชที่ใหพลังงานสูง เมื่อเทียบราคาและแคลอรี่ที่ไดรับจะมี

ตนทุนที่ถูกกวาพืชชนิดอื่นมาก จึงถูกนําไปใชบริโภคโดยตรง 

2) แปง 

แปงที่ผลิตจากมันสําปะหลังสามารถนําไปทดแทนแปงที่ผลิตไดจากพืชหัวชนิด

อื่น รวมทั้งแปงจากขาวโพด ขาวฟาง และขาวสาลีได แปงมันสําปะหลังสามารถนําไปใชได 2 ทาง

ใหญๆ คือ แปงดิบ (native starch) ใชในการประกอบอาหาร ไดแก การทําซอส ผงชูรส กลูโคส 

ผลิตภัณฑเบเกอรี่ตางๆ และแปงแปรรูป (modified starch) ใชในอุตสาหกรรมตางๆ ไดแก 

อุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมเภสัชกรรม อุตสาหกรรมกาว อุตสาหกรรมกระดาษ อุตสาหกรรม

ไมอัด เปนตน 

3) อาหารสัตว 

เนื่องจากหัวมันสําปะหลังมีแปงเปนองคประกอบหลัก สามารถนํามาเปนแหลง

คารโบไฮเดรตราคาถูก เหมาะสําหรับใชประกอบอาหารสัตว 
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4) อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล 

แปงซึ่งเปนองคประกอบหลักในหัวมันสําปะหลังสามารถถูกใชเปนสารตั้งตน

โดยตรงหรือผานกระบวนการทางเคมีหรือกระบวนการทางชีวภาพ ใหสลายตัวเปนน้ําตาลและใช

ผลิตแอลกอฮอลได  

ประโยชนของมันสําปะหลังในภาพรวมแสดงในภาพที่ 2.7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.7 ประโยชนของมนัสําปะหลัง (กระทรวงพาณชิย, กรมการคาตางประเทศ, กองการคา

สินคาขอตกลง, 2546) 
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ตารางที่ 2.5 มันสําปะหลัง: เนื้อทีเ่กบ็เกีย่ว ผลผลิต และผลผลิตตอไร ของประเทศผูผลิตทีส่ําคัญ 

ป 2548-2550 (กระทรวงเกษตรและสหกรณ, สํานักงานเศรษฐกจิการเกษตร, 2551) 

 

     

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเทศ 

 

เนื้อทีเ่ก็บเกี่ยว (1,000 ไร) ผลผลิต (1,000 ตัน) ผลผลิตตอไร (กก.) 

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

2549 2550 2549 2550 2549 2550 

2006 2007 2006 2007 2006 2007 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

อื่น ๆ 39,218 39,200 62,217 62,334 1,586 1,590 
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ถึงแมมันสําปะหลังจะเปนสารตั้งตนที่ดีสําหรับการผลิตแอลกอฮอล แตเมื่อ

พิจารณาถึงผลกระทบตออุตสาหกรรมตอเนื่องที่ใชมันสําปะหลังหรือแปงมันสําปะหลัง เชน 

อุตสาหกรรมสารความหวาน ผงชูรส สิ่งทอ และกระดาษแลว การนํามันสําปะหลังมาผลิต

แอลกอฮอลมากขึ้น จะสงผลใหผลผลิตสําหรับอุตสาหกรรมตอเนื่องลดลง ดังนั้นการใชวัสดุเหลือ

ทิ้งจากอุตสาหกรรมการแปรรูปมันสําปะหลังเพื่อเปนสารตั้งตนในการผลิตแอลกอฮอลจึงเปนอีก

ทางเลือกหนึงในการหลีกเลี่ยงปญหาทั้งทางดานพลังงานและทางดานอุตสาหกรรม 

 

2.4.3 อุตสาหกรรมการแปรรูปมันสาํปะหลัง 

  

หัวมันสําปะหลังสดเมื่อถูกขุดขึ้นจากดินแลวไมสามารถเก็บรักษาใหคงสภาพเดิมไว

ไดนานเหมือนพืชชนิดอื่น ในระยะ 2 วันแรกหัวมันสําปะหลังยังไมเนาเสียและเปอรเซ็นตแปงยังไม

ลดลง แตหากปลอยทิ้งไวเกิน 4 วัน หัวมันสําปะหลังจะเนาเสียมากและเปอรเซ็นตแปงในหัวจะ

ลดลง (อรุณี วงศราเชน, 2549) ดังนั้นผลผลิตหัวมันสําปะหลังสดปริมาณมากจึงจําเปนตองมีการ

แปรสภาพกอนการเก็บรักษา เพื่อยืดอายุการอุปโภคบริโภคใหนานขึ้น อุตสาหกรรมแปรรูปมัน

สําปะหลังหลักในปจจุบัน คือ อุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลัง อุตสาหกรรมมันสําปะหลังเสน และ

อุตสาหกรรมมันสําปะหลังอัดเม็ดโดยมีอัตราการแปรรูป ดังนี้ (กรมวิชาการเกษตร, 2526) 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดแปงมันสําปะหลัง  เฉลี่ย 0.20 กิโลกรัม 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลงัเสน  เฉลี่ย 0.40 กิโลกรัม 

  หัวมันสําปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลงัอัดเม็ด  เฉลี่ย 0.37 กิโลกรัม 

  มันสําปะหลังเสน    1 กิโลกรัม ไดมันสําปะหลังอัดเม็ด เฉลี่ย 0.93 กิโลกรัม 

 

สําหรับตลาดแปงมันสําปะหลัง ประเทศไทยเปนประเทศผูสงออกมากที่สุดในโลก 

โดยในป พ.ศ. 2552 ปริมาณการสงออกแปงมันสําปะหลังสูงถึง 4.3 ลานตัน ดังตารางที่ 2.6 

(Food and Agriculture Organization, 2009) ปจจุบันมีโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังที่เปน

สมาชิกของสมาคมแปงมันสําปะหลังไทยมีทั้งสิ้น 74 แหง (สมาคมแปงมันสําปะหลังไทย, 2553) 

ซึ่งการผลิตแปงมันสําปะหลังจะเริ่มจากการนําหัวมันสําปะหลังสดมาผานเครื่องรอนดินและทราย

ออกจากหัวมันและลอกเปลือกออก นําไปผานเครื่องลางหัวมันและเขาสูกระบวนการผลิตแปง 

(ภาพที่ 2.8) 
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ตารางที่ 2.6 ปริมาณการสงออกมันสําปะหลังแปรรูปในป ค.ศ. 2006-2009 (Food and 

Agriculture Organization, 2009) 

 

ประเทศ ผลผลิต (1,000 ตัน) 

2006 2007 2008 2009 

แปง (flour and starch) 4,852 4,686 4,265 4,651 

ไทย 4,616 4,416 3,963 4,316 

อื่นๆ 236 269 302 335 

มันสําปะหลังเสน และอัดเม็ด 

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

เวียดนาม 1,041 1,317 2,000 4,000 

ไทย 4,348 4,824 2,848 3,450 

อินโดนีเซีย 132 210 170 160 

อื่นๆ 108 156 169 191 

 

 จากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังตองใชน้ําในกระบวนการผลิตถึง 

20-30 ลูกบาศกเมตรตอการผลิตแปงมันสําปะหลัง 1 ตัน (สุรพล สายพานิช, 2529) และเกิดน้ํา

เสียปริมาณมากถึง 10-30 ลูกบาศกเมตร (Sriroth และคณะ, 2000)  สําหรับองคประกอบของน้ํา

เสียมีความแตกตางกันตามกระบวนการผลิต จากรายงานการวิจัยพบวา น้ําเสียมีองคประกอบ

ของ Suspended Solid (SS) อยูถึง 4,200-7,600 มิลลิกรัมตอลิตร และมีแปงหลงเหลืออยูถึงอยู

ถึง 3 กิโลกรัม (Chavalparit และ Ongwandee, 2009) คา Chemical Oxygen Demand (COD) 

มากถึง 11,000-13,500 มิลลิกรัมตอลิตร คาความเปนกรดดาง 4.5-5.0 (Mai และคณะ, 2001) น้ํา

เสียเหลานี้เปนปญหาที่สําคัญสําหรับแหลงที่มีการทําอุตสาหกรรมแปงมันสําปะหลังมาก 

เนื่องจากสงผลกระทบตอสิ่งแวดลอมและชุมชนในระยะยาว จึงจําเปนตองบําบัดกอนถูกปลอย

ออกสูแหลงน้ําธรรมชาติซึ่งตองใชพื้นที่มาก ดังนั้น งานวิจัยเพื่อกําจัดความเปนพิษของน้ําเสียและ

นําน้ําเสียไปใชใหเกิดประโยชนจึงมีอยูจํานวนมาก 
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ภาพที่ 2.8 กระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลัง (เดชา พิมพิสุทธิ์, 2550) 

 

 

 

 

 

 

 

 

แปงที่นํากลับเขาสู 

กระบวนการใหม  

ลมรอน 

กระแสไฟฟาสาํหรบั
กระบวนการผลิต 

Alum 
NaOCl 

ใชในการทาํความสะอาด 

เครื่องเปนครั้งคราว 

เครื่องผลิตกระแสไฟฟา 

ระบบปรับปรุงคุณภาพน้ํา 

น้ําที่นํากลับมาใชใหม 

ซัลเฟอร 

น้ําสะอาด 

น้ําสะอาด 

สารละลายซัลเฟอร 

น้ําสะอาด 

น้ํามันเตา            ชีวมวล 

 

การกําจัดดินทรายและราก
มันสําปะหลัง 

การปอกเปลือกและ 
การลางหัวมันสําปะหลัง 

การแยก Fruit Water 
ดวย Decanter  

การบดหัวมันสําปะหลัง 

การสกัดแปงมันสําปะหลัง 

การทําแปงใหบริสุทธิ ์

การแยกน้ําออกจาก 

แปงมันสําปะหลงั  

การอบแปง 

การทําใหเย็นและการบรรจ ุ

หัวเตาผลิตลมรอน 

หัวมันสําปะหลงั 

แปงมันสําปะหลงั 

มลสารที่ปลอยออกทางอากาศ 

การสับหัวมันสําปะหลัง 

กาซชีวภาพ 

กาซชีวภาพ 

เปลือกมันสําปะหลัง 

น้ําลาง ตะแกรงรอน

รากมันสําปะหลัง 
ทรายแหง 

ทรายเปยก

ทราย 

ขาย 

ทิ้ง  

Fruit Water 

น้ําที่นํากลับมาใชใหม 

เครื่องอัดกาก

กากมันสําปะหลัง

ขาย        ทิ้ง 

น้ําเสีย 

ระบบกาซชีวภาพ 

น้ําเสียที่ผาน 

การบําบัดขั้นตน 
ระบบบําบัดนํ้าเสีย 

น้ําทิ้ง     กากตะกอน 

 



 

 

27

ตัวอยางงานวิจัยที่เกี่ยวของกับน้ําเสีย 

 

 สุรพล สายพานิช (2529) ศึกษาการบําบัดน้ําเสียและการผลิตแกสชีวภาพจาก

โรงงานแปงมันสําปะหลัง โดยกระบวนการตะกอนเรงคอนแทคสเตบิไลเซชันแบบแอนแอโรบิก 

 ธาดา ฉัตรธานี (2531) ศึกษาการบําบัดน้ําเสียและการผลิตแกสชีวภาพจาก

โรงงานแปงมันสําปะหลัง โดยกระบวนการไรออกซิเจนอิสระแบบสองขั้นตอน 

ในป ค.ศ. 2003 Damasceno และคณะ ศึกษาการใชน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปง

มันสําปะหลังเพื่อผลิตสารระเหยจาก Geotrichum fragrans และเมื่อเพิ่มกลูโคสปริมาณ 50 กรัม

ตอลิตร พบวาสามารถผลิตบิวทานอลได 0.007 กรัมตอลิตร 

 ในป ค.ศ. 2005 Kobayashi และคณะ ศึกษาการใชตะกอนของน้ําเสียเปนสารตั้ง

ตนในการผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอทานอล ดวย C. saccharoperbutylacetonicum เมื่อเติม

กลูโคส 40 กรัมตอลิตร ในสูตรอาหารที่ใชตะกอนของน้ําเสียเปนแหลงอาหาร พบวาสามารถผลิต

บิวทานอลได 9.3 กรัมตอลิตร 

 Razif และคณะ ในป ค.ศ. 2006 ใชยีสตเพื่อลดปริมาณน้ําเสียของโรงงานผลิต

มันสําปะหลังในประเทศอินโดนีเซีย พบวาสามารถลดคาบีโอดี ไดถึง 70 เปอรเซ็นต 

 Hipolito และคณะ (2008) ศึกษาการหมักแปงสาคูและน้ําเสียจากโรงงานสกัด

น้ํามันปาลมสาคูดวย C. saccharoperbutylacetonicum เพื่อผลิตบิวทานอล พบวาเมื่อใชน้ําเสีย

ผสมกับแปงสาคูที่ผานการยอยดวยเอนไซม คลอสทริเดียมสามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 10.4 กรัม

ตอลิตร เมื่อไมควบคุมความเปนกรด-ดางในกระบวนการหมัก ซึ่งใกลเคียงกับการใชกลูโคสเปน

สารตั้งตน 

Chavalparit และ Ongwandee ในป ค.ศ. 2009 รายงานวาในน้ําเสียจาก

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังของประเทศไทยหลงเหลือแปงอยูถึง 3 กิโลกรัมตอการผลิตแปง 1 

ตัน ซึ่งสามารถนํามาใชเปนแหลงคารบอนจุลินทรียสําหรับผลิตแกสชีวภาพได  
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บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณ เคมีภัณฑ และวิธีดําเนินการวิจัย 
 
วัสดุอุปกรณ 

 

กระดาษกรองเบอร 1 (Whatman, England) 

กระบอกฉีดยา (Nipro, Thailand) 

กลองจุลทรรศน รุน CH30RF200 (Olympus, Japan) 

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

 เข็มฉีดยา (Nipro, Thailand) 

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

เครื่องกวนสารใหความรอนแบบแทงแมเหล็ก รุน PC-420 (Corning, USA) 

เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ รุน VS-8480SFN (Vision Sciencetific, Korea) 

 เครื่องเขยาผสมสาร รุน KMC-1300V (Vision Sciencetific, Korea) 

 เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง รุน BJ 1000C (Precisa, Switzerland) 

 เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง รุน AG285 (Mettler Toledo, USA) 

 เครื่องดูดสุญญากาศ รุน DOA-V502-BN  (GAST, USA)  

เครื่องปน (Moulinex, France) 

 เครื่องปนเหวี่ยง รุน BiofugeA (Heraeus, Sepatech, Germany) 

 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง รุน DR/2010 (HACH, USA) 

 เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง รุน PP-50 (Sartorius, Germany) 

เครื่องอานปฏิกิริยาบนไมโครเพลท รุน Zenyth 200 rt (Anthos Labtec Instruments 

GmbH, Austria) 

เครื่อง Gas Chromatography รุน 7AG (Shimadzu, Japan) 

จุกยาง ขนาดเสนผานศูนยกลาง 20 มิลลิเมตร (Amani, Thailand) 

 ตูถายเชื้อ รุน Clean model: BC (Lab Services, Thailand) 

 ตูบมเชื้อ (EHRET, Germany) 

 ตูเพาะเชื้อภาวะไรออกซิเจน รุน Bactron (SHEL LAB, USA) 

ตูอบลมรอน (Memmert, Germany) 
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 ฝาอลูมิเนียม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 20 มิลิเมตร (Amani, Thailand) 

หมอนึ่งฆาเชื้อ (DAIHAN Scientific, Korea) 

 อางน้ําแบบควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 

 
เคมีภัณฑ 

 

 กรดซัลฟูริก (H2SO4: Labscan, Ireland) 

 กรดบิวทิริก (C4H8O2: BDH, England) 

 กรดไฮโดรคลอริก (HCl: Merck, Germany) 

 กลาเซียลแอซีติกแอซีด (CH3COOH: BDH, England) 

 กลูโคส (C6H12O6: Fisher scientific, UK) 

 คารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (carboxymethylcellulose: Fluka, Finland) 

 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3: Merck, Germany) 

 ซาฟรานิน โอ (safranin O: Searle, England) 

 ซิลเวอรซัลเฟต (Ag2SO4: Merck, Germany) 

 โซเดียมซัลไฟต (Na2SO3: Merck, Germany) 

เดคะไฮโดรแนพทาลีน (C10H18: Carlo Erba, Italy) 

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4: Scharlau, Spain) 

 เทอรเชียรีบิวทิลแอลกอฮล ((CH3)3COH: Carlo Erba, Italy) 

 1-บิวทานอล (C4H9OH: GReC, Malaysia) 

 ไบโอติน (biotin: Fluka, China) 

เปปโทน (peptone from casein: Scharlau, Spain) 

 แปงที่ละลายน้ํา (starch soluble: Merck, Germany) 

 โพแทสเซียมไดโครเมต (K2Cr2O7: Univar, Australia) 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4: Univar, Australia) 

โพแทสเซียมพทาเลท (C8H5O4K: Fisher Scientific, UK) 

เฟอรรัสซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O: Univar, Australia) 

มาลาไคท กรีน (malachite green: Labchem, Australia) 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O: Univar, Australia) 

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

 สารสกัดจากมอลต (malt extract: Himedia, India) 

สารสกัดจากยีสต (yeast extract: Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ cooked meat (Himedia, India) 

 อาหารเลี้ยงเชื้อ reinforced clostridium (Himedia, India) 

 เอทานอล 99.9 เปอรเซ็นต (absolute ethanol: Merck, Germany) 

แอซีโทน (C3H6O: Burdick & Jackson, Korea) 

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

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

  

วิธีดําเนินการวิจัย 

 

วิธีเตรียมสารเคมีและกราฟมาตรฐานของการวิจัยแสดงในภาคผนวก   

 

 3.1 น้ําเสยีที่ใชในการวิจยั 

 

น้ําเสียที่ใชในการวิจัยเปนสวนที่เก็บจากทอซึ่งเปนน้ําทิ้งจากสวนของการลางหัวมัน

สําปะหลังโดยตรงของโรงงานอุตสาหกรรมผลิตแปงมันแบบสลัดแหงในจังหวัดนครราชสีมา โดย

เก็บตัวอยางจากเดือนที่แตกตางกัน 3 เดือน ไดแก เดือนกรกฎาคม เดือนมีนาคม และเดือน

พฤษภาคม ตัวอยางน้ําเสียจะถูกเก็บไวที่  4 องศาเซลเซียส เพื่อวัดคา Biological Oxygen 

Demand (BOD) ภายใน 24 ชั่วโมง วิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตนอื่นๆ และถูก

นํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพเบื้องตน 

 

  3.2.1 คา Biological Oxygen Demand (BOD) ในน้ําเสีย 
 

วิเคราะหคาบีโอดีในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร ดวยวิธี Azide Modification: 

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

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

วิเคราะหคาซีโอดีในหนวยมิลลิกรัมตอลิตร ดวยกระบวนการ close reflux: 

colorimetric method (Lapara และคณะ, 2000) โดยการปเปตน้ําเสียตัวอยางมา 10 มิลลิลิตร 

ลงในหลอดแกวทรงสูงมีฝาปด เติมสารละลายสําหรับการยอยสลายสารอินทรีย (digestion 

solution) 6 มิลลิลิตร และเติมสารละลายกรดซัลฟวริก-ซิลเวอรซัลเฟต 14 มิลลิลิตร ปดฝา

หลอดแกว เขยาใหผสมเขาดวยกัน นําเขาตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 150 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 

ชั่วโมง รอใหสารละลายเย็นลง นําไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

และเทียบหาคาซีโอดีจากกราฟมาตรฐาน  

 

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

 

อบกระดาษกรองและบีกเกอรที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อระเหย

ความชื้นจนกวาน้ําหนักของกระดาษกรองและบีกเกอรไมเปลี่ยนแปลง (บันทึกเปนคา ก และ ข 

ตามลําดับ) กรองน้ําเสียผานกระดาษกรอง และนําสวนน้ําใสในบีกเกอร นํากระดาษกรองและบีก

เกอรไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อระเหยความชื้นจนกวาน้ําหนักของกระดาษกรองและ

บีกเกอรไมเปลี่ยนแปลง (บันทึกเปนคา ค และ ง ตามลําดับ) (Murphy, 2008; Vaisala 

Instruments, 2008 และ Sawyer และ McCarty, 1967) 

 

ปริมาณของแข็งแขวนลอย  =  คา ค. – คา ก.  

                                       ปริมาตรของน้ําเสีย  

 

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ํา =  คา ง. – คา ข.  

                                       ปริมาตรของน้ําเสีย   

 

3.2.4 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

ดวยวิธี DNS (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) โดยปเปตตัวอยางและ

สารละลาย DNS ปริมาตรอยางละ 100 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลท นําไปบมที่ 95 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ปเปตมา 50 ไมโครลิตร ลงในไมโครเพลทที่น้ํากลั่นอยู 200 ไมโครลิตร 
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และนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร และเทียบหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซในหนวยกรัม

ตอลิตรจากกราฟมาตรฐาน  

 

3.2.5 ปริมาณแปงในนํ้าเสีย 
 

ปริมาณแปงในน้ําเสียถูกสงตรวจดวยวิธี T-CM-064 Based on AOAC 

(2000) 950.55 ในหนวยกรัมตอ 100 กรัม โดยสถาบันคนควาและพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  

 

 3.3 จุลินทรียที่ใชในการวิจัย 

   
  3.3.1 ชนิดของจุลินทรีย 
 

แบคทีเรียคลอสทริเดียมที่ใชในงานวิจัยนี้มี 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA 

ซึ่งเปนสายพันธุที่คัดแยกไดในประเทศไทย และไดรายงานถึงผลการผลิตบิวทานอลที่สูงกวาสาย

พันธุอื่นที่คัดแยกไดในคราวเดียวกัน (Virunanon และคณะ, 2008) C. acetobutylicum ATCC 

824 และ C. butyricum TISTR1032 ซึ่งเปนสายพันธุที่ไดรับการศึกษาในงานวิจัยอยางกวางขวาง

ถึงคุณสมบัติในการผลิตตัวทําละลาย  

 
3.3.2 การเก็บรักษาคลอสทริเดียม 

 

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

butyricum) โดยการบมในอาหาร Reinforce Clostridial Media (RCM) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 14 วัน เพื่อใหคลอสทริเดียมสรางสปอร และเก็บในรูปของสปอร (spore suspension) ที่ -20 

องศาเซลเซียส 

 

  3.3.3 การถายเชื้อคลอสทริเดียมลงสูอาหารสําหรับการหมัก 
 

ในการหมักจะใชคลอสทริเดียมในรูปของสปอร โดยถายคลอสทริเดียมเขา

สูอาหารหมักในอัตราสวน 1:9 (10% inoculum) นําไปกระตุนดวยความรอนที่ 80 องศาเซลเซียส 
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เปนเวลา 10 นาที และบมที่ 37 องศาเซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน ตามเวลาที่ตองการ

เก็บผลวิเคราะห 

 

  3.3.4 การตรวจวัดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
 

ตรวจวัดการเจริญเติบโตของจุลินทรียดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Demain and Davies, 1999) 

 

3.3.5 การยอมสีเซลล 
 

เกลี่ยเชื้อ (smear) ดวยลูป (loop) บนแผนสไลดทิ้งใหแหงในอากาศ และ

นําไปผานเปลวไฟ 3-4 ครั้งอยางรวดเร็ว เพื่อใหเชื้อติดแนนบนแผนสไลด (heat fix) หยดมาลาไคท 

กรีน 5 เปอรเซ็นต จนทวมบริเวณ และนําแผนสไลดไปอังบนอางน้ํารอนอุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส ใหไอน้ําสัมผัสกับแผนสไลด และคอยเติมมาลาไคทกรีน อยาใหแผนสไลดแหงเปนเวลา 

20 นาที ลางสีออกดวยน้ํา จากนั้นหยดซาฟรานินโอ 1 เปอรเซ็นต จนทวมบริเวณ ทิ้งไวเปนเวลา 

30 วินาที ลางสีออกดวยน้ํา รอจนสไลดแหงและสองแผนสไลดดวยกลองจุลทรรศน สวนที่ติดสี

แดงเปนเสน คือ เซลล สวนที่ติดสีฟาเปนจุดกลม คือ สปอร (Wistreich, 2003) 

 

 3.4 การเตรียมอาหารสําหรับการหมักแบบปราศจากออกซิเจน 

 

นําอาหารสําหรับหมักที่ผานการปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดแอซีติกและ

แอมโมเนีย ตวงใสขวดยาฉีด (serum bottle) และนํามาผานแกสไนโตรเจน 99.995 เปอรเซ็นต 

เปนเวลา 15 นาที (สําหรับอาหารปริมาตร 30 มิลลิลิตร) จากนั้นปดจุกยางและฝาอลูมิเนียมดวย 

คริมเปอร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

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

 

หมักอาหาร RCM ดวยคลอสทริเดียมเปนเวลา 216 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอยางที่

ชวงเวลาตางๆ เพื่อตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-

ดาง และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น   

 

 3.6 การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 

 
  3.6.1 แหลงคารบอนที่เหมาะสม 
 

แหลงคารบอนที่ใชในการวิจัย 3 ประเภท คือ กลูโคส แปง และคารบอกซี่

เมททิวเซลลูโลส (carboxymethylcellulose, CMC) ที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร ในอาหาร

สังเคราะห (Synthetic Medium) ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 และไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม 

การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

  

3.6.2 การแปรปริมาณกลูโคสในอาหารหมัก 
 

เตรียมอาหารสังเคราะหที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 โดยใชกลูโคส

เปนแหลงคารบอน ที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร หมักเปนเวลา 96 ชั่วโมง ตรวจวัดปริมาณ

น้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

3.6.3 การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารหมัก 

 

เตรียมอาหารสังเคราะหที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 และไมควบคุม

ความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน ที่ความเขมขน 20 กรัมตอ

ลิตร เติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจนดวยความเขมขน 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร หมักเปน

เวลา 96 ชั่วโมง ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
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 3.7 การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 

3.7.1 ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม 

 

ปรับความเปนกรด-ดางของน้ําเสียเปน 4.5 และ 6.5 และใชเปนแหลง

อาหารสําหรับคลอสทริเดียมโดยตรงไมเติมสารอาหารใดเพิ่มเติม และไมควบคุมความเปนกรด-

ดางระหวางการหมัก ใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และ

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

3.7.2 ปริมาณสารสกัดจากยีสตตอการผลิตตัวทําละลาย 
 

ปรับน้ําเสียใหมีความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมดังขอ 3.7.1 เติมสาร

สกัดยีสตปริมาณ 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร เพื่อเปนแหลงไนโตรเจนใหแกคลอสทริเดียม หมักเปน

เวลา 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

 

 3.8 การใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 

 

ปรับน้ําเสียทีเก็บตัวอยางจากแตละเดือนใหมีความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมดงั

ขอ 3.7.1 และหมักดวยคลอสทริเดียมเปนเวลา 96 ชั่วโมง ตรวจสอบปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ 

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น และคาซีโอด ี

 

 3.9 การเตรียมตัวอยางจากการหมักเพื่อวิเคราะห 
 

ตัวอยางที่เก็บในแตละชวงเวลาจะถูกนํามาทําใหตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวี่ยง ที่

ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ดูดสวนใสเพื่อวิเคราะห สําหรับน้ําตาลรีดิวซปนเหวี่ยง 1 ครั้ง 

สําหรับการวิเคราะหผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นปนเหวี่ยง 2 ครั้ง และหยดกรดไฮโดรคลอริก 6 นอรมัล 1 

หยด เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกระทั่งทําการตรวจวิเคราะห  
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 3.10 ปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
 

วิเคราะหดวยเครื่อง Gas Chromatography ในปริมาตร 1 ไมโครลิตร โดยใชแกส

ไนโตรเจนอัตราการไหล 40 มิลลิลิตรตอนาที พาสารตัวอยางผานคอลัมน Porapax Q ยาว 2 เมตร 

เสนผานศูนยกลาง 3.3 มิลลิเมตร อุณหภูมิขณะฉีด (injection) 240 องศาเซลเซียส อุณหภูมิใน

คอลัมน 170 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิขณะตรวจวัดดวย FID 240 องศาเซลเซียส วิเคราะหผล

จากโครมาโทแกรม สรางกราฟมาตรฐานสําหรับเปรียบเทียบปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
ผลการวเิคราะห 

 
4.1 น้ําเสยีที่ใชในการวิจยั 

 

โรงงานผลิตแปงมันสําปะหลัง บริษัท สงวนวงษอุตสาหกรรม จํากัด จังหวัดนครราชสีมา 

เปนโรงงานผูผลิตแปงมันสําปะหลังรายใหญที่สุดของประเทศไทย น้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการ

ผลิตแปงมันสําปะหลังมีอยู 2 สวน คือ น้ําเสียจากกระบวนการลางหัวมันสําปะหลังและน้ําเสีย

รวมจากทั้งโรงงาน ซึ่งรวมถึงน้ําที่เกิดจากกิจกรรมตางๆ ภายในโรงงาน เชน การลางหองน้ําและ

สิ่งปฏิกูล จึงแบงน้ําเสียแบงไดสองประเภท ไดแก น้ําเสียที่มีศักยภาพที่จะใชเปนแหลงอาหารของ

จุลินทรียได และน้ําเสียที่ไมสามารถนํากลับมาใชไดอีก ในการวิจัยนี้จึงเลือกเก็บตัวอยางน้ําเสีย

จากสวนที่มีศักยภาพที่จะเปนแหลงอาหารของจุลินทรีย คือ น้ําเสียที่เกิดจากการลางหัวมัน

สําปะหลัง การเก็บตัวอยางเพื่อวิเคราะหองคประกอบของน้ําเสียสามารถทําไดสองแบบ แบบแรก 

คือ จวงตักจากบอพักน้ําเสีย แบบที่สอง คือ เก็บแบบรองเก็บจากทอปลอยน้ําทิ้งจากกระบวนการ

ลางหัวมันสําปะหลังโดยตรง น้ําเสียจากกระบวนการลางมันสําปะหลังจากทอตอที่มีการไหลอยาง

ตอเนื่องมีลักษณะเปนคราบขุนขนสีขาว และไมมีกลิ่นบูดเนา ไมเกิดกระบวนการหมัก 

เนื่องมาจากน้ําถูกถายเทไปยังบอพักรวมตลอดเวลา ผูวิจัยเลือกการวิเคราะหองคประกอบของน้ํา

เสียโดยใชน้ําจากการเก็บแบบทอ (ภาพที่ 4.1) เนื่องจากมีผลกระทบจากการตกตะกอนและการ

หมักในบอพักนอยกวา น้ําเสียที่เก็บไดมีความสดใหมมากกวา  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.1 น้ําเสียจากกระบวนการลางหัวมันสําปะหลงั 
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4.2 ผลการวิเคราะหนํ้าเสียเบื้องตน 
 

จากการเก็บตัวอยางน้ําเสียทั้ง 3 เดือน ไดแก เดือนกรกฎาคม มีนาคม และ

พฤษภาคม พบวาคุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีในแตละเดือนมีความแตกตางกัน (ตารางที่ 

4.1) คือ เดือนกรกฎาคมมีปริมาณแปงใกลเคียงกับเดือนพฤษภาคม คือ 14.01และ 14.98 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ สําหรับเดือนมีนาคมมีปริมาณแปง คาบีโอดี และซีโอดีต่ํากวาเดือนอื่น โดย

มีปริมาณแปง 10.06 เปอรเซ็นต  

 

ตารางที่ 4.1 ผลการวิเคราะหทางกายภาพและทางเคมีของน้ําเสียที่ไดจากกระบวนการผลิตแปง

มันสําปะหลังในแตละเดือน 

 

 

 4.3 การเกบ็รักษาคลอสทริเดยีม 

 

บมคลอสทริ เดียมทั้ ง  3 สายพันธุ  (Decom-PA, C. butyricum และ C. 

acetobutylicum) ในอาหาร Reinforce Clostridial Media (RCM) ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

พารามิเตอร ผลการวิเคราะห 

กรกฎาคม มีนาคม พฤษภาคม 

ความเปนกรด-ดาง (pH) 4.56 (ที่ 27.2°C) 5.13 (ที ่28.4°C) 6.21 (ที ่27.2 °C) 

ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ํา 

(Total Dissolved Solids,  

กรัม/ลิตร) 

5.32  8.23 13.52 

ปริมาณของแข็งแขวนลอย 

(Suspended Solids, กรัม/ลิตร) 

14.00  1.07 1.91 

Chemical Oxygen Demand 

(COD, มิลลิกรัม/ลิตร) 

17,133.33  9,866.667 20,433.33 

Biological Oxygen Demand 

(BOD, มิลลิกรัม/ลิตร) 

ND 3,000 9,750 

แปง (กรัม/100 กรัม) 14.01 10.06 14.98 

น้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) 7.83  2.900 6.073 
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14 วัน เพื่อใหคลอสทริเดียมสรางสปอร โดยตรวจสอบดวยการยอมสีเซลล (ภาพที่ 4.2) และเก็บ

รักษาคลอสทริเดียมในรูปของสปอร (spore suspension) ที่ –20 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4.2 C. acetobutylicum เมื่อเลี้ยงในอาหาร RCM เปนเวลา 14 วัน จุดสีเขียว คือ สปอร 

 
4.4 การเตรียมอาหารสําหรับการหมักแบบปราศจากออกซิเจน 

 

อาหารสําหรับหมักที่ผานการปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดแอซีติกและ

แอมโมเนีย ซึ่งถูกตวงใสขวดยาฉีด (serum bottle) จะถูกนํามาผานแกสไนโตรเจน 99.995 

เปอรเซ็นต (ภาพที่ 4.3) เมื่อครบเวลา 15 นาที (สําหรับอาหารปริมาตร 30 มิลลิลิตร) ขวดอาหาร

จะมีอุณหภูมิลดลงและมีไอน้ําเกาะดานนอกขวด เนื่องจากแกสไนโตรเจนซึ่งเปนแกสอุณหภูมิต่ํา

เขาแทนที่แกสออกซิเจนภายในอาหาร  

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.3 การเตรียมอาหารสําหรบัการหมกัแบบปราศจากออกซิเจน ดวยวิธีผานแกสไนโตรเจน 
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4.5 การทดสอบการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในอาหาร Reinforce 
Clostridial Media (RCM) 

 

Reinforced Clostridial Media (RCM) ถูกใชเปนแหลงอาหารสําหรับเพิ่มจํานวน

และเก็บจุลินทรียในรูปของสปอร เพื่อใชเปนหัวเชื้อของการทดลองแตละครั้ง จึงไดทดสอบการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. 

acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงสูตร RCM โดยทําการบมไวเปนเวลา 216 ชั่วโมง ที่ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตภาวะที่ปราศจากออกซิเจน โดยเก็บตัวอยางที่ชวงเวลาตางๆ เพื่อตรวจวัดการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น ซึ่ง

แสดงดังภาพที่ 4.4-4.9 

 

 
ภาพที่ 4.4 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.5 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 

ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 4.6 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.7 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อหมัก

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

 

 
ภาพที่ 4.8 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 4.9 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

จากผลการทดลองคลอสทริเดียมทุกสายพันธุมีผลิตภัณฑหลัก คือ กรดแอซีติก 

และกรดบิวทิริก โดยที่ Decom-PA ใชเวลาในการแบงตัวและเจริญเติบโต 28 ชั่วโมง สําหรับ 

C.butyricum และ C.acetobutylicum ใชเวลา 48 ชั่วโมง 

 

4.6 การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 

 
  4.6.1 แหลงคารบอนท่ีเหมาะสม 
 

การใชกลูโคส แปงที่ละลายน้ําได (soluble starch) และคารบอกซีเมทิล

เซลลูโลส (Carboxymethyl cellulose, CMC) ที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร ในอาหารสังเคราะห 

(Synthetic Medium) ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนแหลงคารบอน สําหรับคลอสทริเดียมใน

กลุมผลิตตัวทําละลายทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum 

ในการเจริญเติบโตและผลิตตัวทําละลาย เพื่อศึกษาการใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับคลอส 

ทริเดียมแตละสายพันธุ โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ที่ 37 องศาเซลเซียส ภายใตภาวะที่
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ปราศจากออกซิเจน ตรวจวัดการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม การเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-

ดาง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือ และผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น  

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุที่คัดแยกไดในประเทศไทย (Decom-PA) 

สามารถใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนได (ภาพที่ 4.10) เมื่อสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง สามารถ

ผลิตกรดบิวทิริกเปนผลิตภัณฑหลัก คือ 2.696 กรัมตอลิตร และบริโภคน้ําตาลประมาณ 6.55 กรัม

ตอลิตร โดยไมพบการผลิตบิวทานอล (ตารางที่ 4.2)  

 

 
ภาพที่ 4.10 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.2 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหาร

สังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส 

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.015 0.006 0.000 0.208 

24 0.020 0.000 0.000 2.147 

48 0.019 0.000 0.000 2.298 

72 0.022 0.000 0.000 2.638 

96 0.022 0.011 0.000 2.696 

 

เมื่อใชแปงและเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน คลอสทริเดียมสายพันธุ 

Decom-PA ไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตจากการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 

(ภาพที่ 4.11-4.12) และตรวจไมพบตัวทําละลายที่ผลิตขึ้น จากการเปรียบเทียบลักษณะการ

เปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเบื้องตน

โดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาเมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนอาหารหมักเกิดฟองแกสมาก

ที่สุด โดยเริ่มเกิดฟองแกสในชั่วโมงที่ 12 
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ภาพที่ 4.11 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

 
ภาพที่ 4.12 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA และการเปลี่ยนแปลงความ

เปนกรด-ดาง เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลง

คารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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สําหรับ C. butyricum สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารที่มีแหลงคารบอน

ชนิดกลูโคส (ภาพที่ 4.13) และแปง โดยไมสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีแหลงคารบอนเปน

เซลลูโลส จากตารางที่ 4.3 C. butyricum สามารถผลิตแอซีโทนและบิวทานอลไดสูงที่สุด 0.989 

และ 1.753 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และบริโภคน้ําตาล 11.783 กรัมตอลิตร เมื่อใชกลูโคสเปน

แหลงคารบอน โดยผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริก  

 
ภาพที่ 4.13 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.3 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.012 0.007 0.000 0.175 

24 0.020 0.450 0.508 0.730 

48 0.050 0.859 1.383 1.820 

72 0.057 0.989 1.753 2.514 

96 0.048 0.823 1.413 2.132 
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สําหรับการทดสอบการใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum 

พบวา C. butyricum สามารถใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.14) โดย

ในชั่วโมงที่ 48 C. butyricum สามารถผลิตแอซีโทนและบิวทานอลไดสูงที่สุดถึง 0.973 และ 1.075 

กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งเปนเวลาที่ผลิตกรดบิวทิริกไดมากที่สุด 3.787 กรัมตอลิตร ดังตารางที่ 

4.4 และเปนเวลาที่มีการเจริญสูงที่สุด กอนลดลงในชั่วโมงที่ 48 พรอมกับปริมาณผลิตภัณฑที่ผลิต

ไดลดลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบมีคาเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 24 คือ 8.473 กรัมตอลิตร ซึ่ง

เปนเวลาที่เริ่มเกิดแกส และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุดการหมัก ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสุดทาย คือ 

3.907 กรัมตอลิตร  (ภาพที่ 4.15)  

 
ภาพที่ 4.14 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.4 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปน

เวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.028 0.016 0.014 0.222 

6 0.018 0.005 0.000 0.454 

12 0.022 0.003 0.004 0.247 

18 0.026 0.003 0.000 0.009 

24 0.039 0.128 0.103 0.836 

30 0.042 0.423 0.369 1.066 

48 0.073 0.973 1.075 3.787 

72 0.045 0.556 0.668 2.428 

96 0.050 0.617 0.724 2.723 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.15 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบตั้งแตตนจนกระทั่ง 96 ชั่วโมงเมื่อใชแปง 20 กรัมตอ

ลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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สําหรับการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน พบวา C. butyricum ไม

สามารถถูกตรวจพบเจริญเติบโต (ภาพที่ 4.16) และไมผลิตตัวทําละลาย จากการเปรียบเทียบ

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการเจริญเติบโตของคลอสทริ 

เดียมเบื้องตนโดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นเมื่อใชแหลงคารบอนแตกตาง

กัน พบวาฟองแกสเกิดมากที่สุดเมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอนของอาหารหมัก และตรวจพบวามี

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซเกิดขึ้นระหวางการหมัก โดยมีมากที่สุดในชั่วโมงที่ 24 คือ 8.473 กรัมตอลิตร 

และคอยๆลดลง สอดคลองกับคาการดูดกลืนแสงซึ่งวัดการเจริญของคลอสทริเดียมหลังชั่วโมงที่ 

24 และคอยๆลดลง สอดคลองกับคาการดูดกลืนแสงซึ่งวัดการเจริญของคลอสทริเดียมหลังชั่วโมง

ที่ 24 (ภาพที่ 4.15 และ 4.16)  

 
ภาพที่ 4.16 การเจริญเติบโตของ C. butyricum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง เมื่อ

หมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนในอาหารสังเคราะหสําหรับหมัก C. 

acetobutylicum พบวา C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.17) สําหรับ

ผลิตภัณฑหลักที่เกิดขึ้น คือ กรดบิวทิริก (ตารางที่ 4.5) และบริโภคน้ําตาล 6.172 กรัมตอลิตร  
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ภาพที่ 4.17 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.5 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารสังเคราะหโดยใชกลูโคส 

20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.051 0.003 0.000 0.180 

24 0.028 0.044 0.044 1.465 

48 0.030 0.060 0.131 2.733 

72 0.030 0.058 0.153 2.770 

96 0.032 0.052 0.149 2.662 
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สําหรับการใชแปงเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. acetobutylicum พบวา 

C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตได (ภาพที่ 4.18) โดยผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริกดัง

ตารางที่ 4.6 สําหรับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวาปริมาณน้ําตาลสูงสุดที่เวลา 18 ชั่วโมง คือ 6.240 

กรัมตอลิตร และลดลงจนกระทั่งเวลา 48 ชั่วโมง เหลือน้ําตาลเพียง 0.667 กรัมตอลิตร และเริ่ม

สูงขึ้นอีกครั้งจนกระทั่งสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง พบน้ําตาลเพิ่มขึ้นเปน 6.027 กรัมตอลิตร (ภาพ

ที่ 4.19) 

 

 
ภาพที่ 4.18 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.6 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารสังเคราะหโดยใชแปง 20 

กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.089 0.024 0.000 0.161 

6 0.052 0.013 0.000 0.157 

12 0.055 0.004 0.000 0.489 

18 0.065 0.028 0.030 1.467 

24 0.075 0.043 0.071 2.023 

30 0.134 0.076 0.103 3.050 

48 0.101 0.050 0.076 2.366 

72 0.107 0.064 0.098 3.096 

96 0.091 0.057 0.089 2.689 
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ภาพที่ 4.19 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบตั้งแตตนจนกระทั่ง 96 ชั่วโมงเมื่อใชแปง 20 กรัมตอ

ลิตร เปนแหลงคารบอนสําหรับ C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปน

กรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สําหรับการใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน พบวา C. acetobutylicum ไม

สามารถตรวจพบการเจริญเติบโต (ภาพที่ 4.20) และไมสามารถตรวจพบการผลิตตัวทําละลาย 

จากการเปรียบเทียบลักษณะการเปลี่ยนแปลงของอาหารหมักซึ่งแสดงความสามารถในการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเบื้องตนโดยการสังเกตจากฟองแกส พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นเมื่อใช

แหลงคารบอนประเภทกลูโคสและแปง  
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ภาพที่ 4.20 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง 

เมื่อหมักในอาหารสังเคราะหโดยใชเซลลูโลส 20 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 

องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

4.6.2 การแปรปริมาณกลูโคสในอาหารหมัก 

 

การแปรปริมาณกลูโคสซึ่งเปนแหลงคารบอนในอาหารสังเคราะห โดยเพิ่ม

ปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก และใชเปนอาหารสําหรับหมักคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, 

C. butyricum และ C. acetobutylicum โดยใชเวลาในการหมัก 96 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน ตรวจวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (กลูโคส) ที่เหลือ และ

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น 

สําหรับคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ สามารถในใชกลูโคสที่ความเขมขนสูง 

60 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอนได เมื่อสิ้นสุดการหมักที่ 96 ชั่วโมง ผลิตภัณฑหลักของคลอสทริ 

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

และ 2.697 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และบริโภคกลูโคสประมาณ 11.07 และ 9.72 กรัมตอลิตร 

ตามลําดับ ในขณะที่ C. butyricum ใหผลิตภัณฑหลักเปนบิวทานอล 2.102 กรัมตอลิตร ดังตาราง

ที่ 4.7 และบริโภคกลูโคสประมาณ 13.61 กรัมตอลิตร  
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ตารางที่ 4.7 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น เมื่อหมักคลอสทริเดียม 3 สายพันธุ ในอาหารสังเคราะหโดยใช

กลูโคสความเขมขน 60 กรัมตอลิตร เปนแหลงคารบอน ที่ 37 องศาเซลเซียส ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สายพันธุ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

Decom-PA 0.028 0.004 0.000 2.748 48.933 

C. butyricum 0.049 0.880 2.102 1.890 46.387 

C. acetobutylicum 0.034 0.065 0.105 2.697 50.280 

 

4.6.3 การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารหมัก 

 

การแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต (yeast extract) ในอาหารหมักโดยเติม

สารสกัดจากยีสตปริมาณ 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ในอาหารสังเคราะหที่ใชกลูโคสเปนแหลง

คารบอนปริมาณ 20 กรัมตอลิตร ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ไมควบคุมความเปนกรด-ดาง

ระหวางการหมัก หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง ในภาวะปราศจาก

ออกซิเจน และเปรียบเทียบผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลงไนโตรเจน 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA เมื่อหมักอาหารที่ความเขมขน

ของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียม (ภาพที่ 4.21) และการบริโภค

กลูโคสสูงข้ึนตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก โดยที่ผลิตภัณฑหลัก คือกรด

บิวทิริก และการเพิ่มสารสกัดจากยีสตในปริมาณใดๆ ไมสงผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอล ของคลอสทริเดียมสายพันธุนี้มากนัก (ตารางที่ 4.8) ซึ่งขณะการหมักเกิดฟองแกส

จํานวนมาก 
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ภาพที่ 4.21 การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารที่มีความเขมขน

ของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอ

ลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.8 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA 

ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.022 0.011 0.000 2.696 13.45 

2 0.038 0.017 0.000 3.177 11.189 

4 0.047 0.005 0.000 3.314 10.450 

8 0.041 0.005 0.017 2.799 8.739 

 

สําหรับ C. butyricum ในอาหารหมักที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัม

ตอลิตร การเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสูงขึ้นตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหาร

หมัก (ภาพที่ 4.22) และการบริโภคกลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัม

ตอลิตร แตการผลิตแอซีโทนและบิวทานอลเกิดมากที่สุดเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสต คือ 0.989 

และ 1.753 กรัมตอลิตร (ตารางที่ 4.9) ซึ่งฟองแกสจํานวนมากเกิดขึ้นระหวางการหมัก  
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ภาพที่ 4.22 การเจริญเติบโตของ C. butyricum ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอ

ลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.9 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารที่มีความ

เขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 

กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.057 0.989 1.753 2.514 8.217 

2 0.056 0.252 0.685 2.195 9.694 

4 0.050 0.132 0.491 2.359 9.156 

8 0.065 0.202 0.728 2.551 7.383 

 

สําหรับการหมัก C. acetobutylicum ในอาหารที่มีความเขมขนกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร พบวาการเติมสารสกัดจากยีสตสงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมสูงขึ้นและ

ใกลเคียงกัน (ภาพที่ 4.23) และพบวาปริมาณสารสกัดจากยีสตที่เพิ่มขึ้น สงผลใหการบริโภค

กลูโคส รวมถึงการสรางกรดบิวทิริกของคลอสทริเดียมเพิ่มขึ้นอยางชัดเจน (ตารางที่ 4.10) และเกิด

ฟองแกสขึ้นในปริมาณมากในขณะหมัก  
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ภาพที่ 4.23 การเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum ในอาหารที่มีความเขมขนของกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศา

เซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ตารางที่ 4.10 ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นและกลูโคสที่เหลือ เมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารที่มี

ความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 

และ 8 กรัมตอลิตร ที่ 37 องศาเซลเซียส ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนเวลา 

96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) กลูโคส 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.032 0.060 0.153 2.770 13.828 

2 0.042 0.027 0.236 3.685 9.728 

4 0.050 0.028 0.267 3.831 9.044 

8 0.060 0.028 0.292 4.135 7.861 
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 4.7 การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 
  4.7.1 ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม 

 

ความเปนกรด-ดางเริ่มตนของน้ําเสียที่ใชในการทดลองมี 2 คา คือ 4.5 

และ 6.5 การเลือกความเปนกรด-ดางที่เหมาะสม ถูกพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลที่คลอสทริเดียม

บริโภคและผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นไดมากกวา โดยหมักดวยคลอสทริเดียมในกลุมผลิตตัวทําละลายทั้ง 

3 สายพันธุ ไดแก Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum เปนเวลา 96 ชั่วโมง โดย

ใชน้ําเสียจากเดือนพฤษภาคมเปนสารตั้งตน และไมควบคุมความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก 

สําหรับปริมาณกรดแอซีติกและน้ําตาลเริ่มตนของน้ําเสียแสดงในตารางที่ 4.11 

 

ตารางที่ 4.11 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซของน้ําเสียเริ่มตนสําหรับหมักดวยคลอสทริเดียมที่ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 และ 6.5 ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.032 0.038 3.144 0.000 0.000 9.133 

6.5 0.087 0.070 0.504 0.005 0.000 7.687 

 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA พบวาผลิตภัณฑหลัก คือ กรด

บิวทิริก โดยที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 คลอสทริเดียมสามารถผลิตเอทานอลและแอซีโทนได

มากกวา และพบวาที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 คลอสทริเดียมสามารถบริโภคน้ําตาลได

มากกวา (ตารางที่ 4.12) และไมพบฟองแกสในอาหารหมักที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5  
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ตารางที่ 4.12 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวยคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.036 0.020 2.979 0.000 0.364 6.720 

6.5 0.076 0.074 2.548 0.010 5.189 1.520 

 

สําหรับ C. butyricum ที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 คลอสทริเดียมไม

สามารถผลิตบิวทานอลได ในขณะที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 สามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 

1.608 กรัมตอลิตร รวมทั้งแอซีโทน เอทานอลและการบริโภคกลูโคส เกิดขึ้นมากกวาที่ความเปน

กรด-ดางเริ่มตน 4.5 (ตารางที่ 4.13) สําหรับฟองแกสในอาหารระหวางการหมัก ไมพบในน้ําเสียที่

ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5  

 

ตารางที่ 4.13 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวย C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการกมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.041 0.039 1.867 0.000 0.413 6.567 

6.5 0.115 0.236 0.902 1.608 1.893 0.547 

 

จากการหมัก C. acetobutylicum ดวยน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 

6.5 คลอสทริเดียมสามารถผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลไดมากกวาที่ความเปนกรด-ดาง

เริ่มตน 4.5 รวมทั้งมีการบริโภคกลูโคสไดมากกวา (ตารางที่ 4.14) เมื่อพิจารณาการเจริญของ

คลอสทริเดียมเบื้องตนจากฟองแกสในอาหารหมักพบวาที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 ไมเกิด

ฟองแกส 
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ตารางที่ 4.14 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 

และ 6.5 ดวย C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

ความเปน

กรด-ดาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

4.5 0.040 0.030 2.170 0.011 0.636 6.833 

6.5 0.149 0.097 1.555 0.055 5.100 2.185 

 

4.7.2 ปริมาณสารสกัดจากยีสตตอการผลิตตัวทําละลาย 

 

น้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 ถูกใชในการทดสอบการแปร

ปริมาณสารสกัดจากยีสต เพื่อเลือกปริมาณที่เหมาะสมตอการผลิตตัวทําละลาย โดยการ

เปรียบเทียบปริมาณของผลิตภัณฑและการบริโภคกลูโคสของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก 

Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum หลังจากการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมงที่ 37 

องศาเซลเซียส ในภาวะปราศจากออกซิเจน โดยแปรปริมาณของสารสกัดจากยีสต 2, 4 และ 8 

กรัมตอลิตร เปรียบเทียบกับน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดาง 6.5 เมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสตเปนแหลง

ไนโตรเจน 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA การเติมสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณใดๆ ไมมีผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล แตสงผลใหการบริโภคกลูโคส

ของคลอสทริเดียมสูงขึ้น ดังตารางที่ 4.15 หากพิจารณาจากฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมัก 

พบวาฟองแกสที่เกิดขึ้นในขวดอาหารที่ไมมีสารสกัดจากยีสต มีปริมาณนอยกวาขวดอาหารที่มี

การเติมสารสกัดจากยีสต 
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ตารางที่ 4.15 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวยคลอสทริเดียม

สายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.076 0.074 0.010 5.189 1.520 

2 0.053 0.040 0.000 2.607 0.318 

4 0.051 0.046 0.000 2.532 0.347 

8 0.056 0.035 0.000 3.009 0.386 

 

สําหรับ C. butyricum การเติมสารสกัดจากยีสตปริมาณใดๆ สงผลใหการ

ผลิตบิวทานอลลดลง โดยที่แอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลมีปริมาณสูงสุดเมื่อไมเติมสารสกัด

จากยีสต และการบริโภคกลูโคสของคลอสทริเดียมเมื่อไมมีสารสกัดจากยีสตใกลเคียงกันกับเมื่อ

เติมสารสกัดจากยีสตที่ปริมาณใดๆ (ตารางที่ 4.16) และฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมักมี

ปริมาณไมแตกตางกัน 

 

ตารางที่ 4.16 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวย C. butyricum ที่ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.115 0.236 1.608 1.893 0.547 

2 0.064 0.058 0.513 1.926 0.315 

4 0.069 0.068 0.415 2.335 0.338 

8 0.075 0.062 0.509 2.406 0.407 
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สําหรับ C. acetobutylicum เมื่อไมมีสารสกัดจากยีสตพบวาสามารถสราง

แอซีโทน บิวทานอลและเอทานอลไดสูงที่สุด 0.039, 0.115 และ 0.056 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แต

มีการบริโภคกลูโคสต่ําที่สุด (ตารางที่ 4.17) และจากฟองแกสที่เกิดขึ้นระหวางการหมักพบวา ใน

น้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสตเกิดฟองแกสนอยที่สุด 

 

ตารางที่ 4.17 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซจากการหมักน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 

และสารสกัดจากยีสตในปริมาณ 0, 2, 4 และ 8 กรัมตอลิตร ดวย                    

C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

สารสกัดจากยีสต 

(กรัม/ลิตร) 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.149 0.097 0.055 5.100 2.185 

2 0.061 0.035 0.021 2.792 0.303 

4 0.056 0.038 0.018 2. 536 0.320 

8 0.057 0.033 0.022 2.804 0.403 

 

4.8 ผลการใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 
 

จากการทดลองความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม และการแปรปริมาณสารสกัด

จากยีสตเพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม ทําใหได

ภาวะที่เหมาะสมในการใชน้ําเสียเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล 

คือ ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 โดยไมเติมสารสกัดจากยีสต สําหรับการใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยาง

จากเดือนที่แตกตางกัน คือ กรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม นอกจากการพิจารณาผลิตภัณฑที่

เกิดขึ้น และน้ําตาลรีดิวซที่เหลือจากการหมักเปนเวลา 96 ชั่วโมงแลว ไดเพิ่มการวิเคราะหคาซีโอดี

หลังจากการหมัก สําหรับเปนแนวทางในการบําบัดน้ําเสียตอไป 

ปริมาณแปงและน้ําตาลรีดิวซที่ตรวจพบในน้ําเสียทั้ง 3 เดือน กอนการหมักดวย

คลอสทริเดียมแสดงในตารางที่ 4.18  
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ตารางที่ 4.18 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซและแปงในน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม 

และพฤษภาคม 

 

สารอาหาร กรกฎาคม  มีนาคม  พฤษภาคม  

น้ําตาลรีดิวซ (กรัม/ลิตร) 7.830  2.900 6.073 

แปง (กรัม/100 กรัม) 14.01 10.06 14.98 

 

สําหรับคลอสทริเดียมสายพันธุ  Decom-PA เมื่อหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือน พบวา

ผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิริก ดังตารางที่ 4.19  

 

ตารางที่ 4.19 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม

หลังจากการหมักดวยคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมกั (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.137 0.297 0.011 5.371 2.150 

มีนาคม 0.081 0.074 0.000 4.021 0.420 

พฤษภาคม 0.076 0.074 0.010 5.189 1.520 

 

สําหรับน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคมสามารถผลิตแอซีโทนไดมากที่สุด คือ 0.297 กรัม

ตอลิตร โดยผลิตเอทานอลและบิวทานอล 0.137 และ 0.011 กรัมตอลิตร ตามลําดับ น้ําเสียจาก

เดือนมีนาคมเกิดการสรางผลิตภัณฑเกิดนอยที่สุด จากเดือนพฤษภาคมบิวทานอลถูกผลิต

ใกลเคียงกันเดือนกรกฎาคม คือ 0.010 กรัมตอลิตร โดยที่ผลิตภัณฑหลักของคลอสทริเดียมสาย

พันธุ Decom-PA ในน้ําเสียทุกเดือน คือ กรดบิวทิริก  

สําหรับ C. butyricum เมื่อหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือน พบวาผลิตภัณฑหลัก คือ กรดบิวทิ

ริกและรองลงมา คือ บิวทานอล ดังตารางที่ 4.20  
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ตารางที่ 4.20 ผลิตภัณฑน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม 

หลังจากการหมักดวย C. butyricum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.081 0.193 1.123 3.969 0.621 

มีนาคม 0.084 0.137 0.866 4.257 0.272 

พฤษภาคม 0.115 0.236 1.608 1.893 0.547 

 

จากเดือนพฤษภาคม C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลไดมากที่สุด 1.586 กรัม

ตอลิตร รองลงมา คือ เดือนกรกฎาคม 1.123 กรัมตอลิตร และสามารถผลิตแอซีโทนได 0.307 กรัม

ตอลิตร โดยเดือนมีนาคมสามารถผลิตกรดบิวทิริกไดมากที่สุดใน 3 เดือน คือ 4.257 กรัมตอลิตร 

สําหรับการหมักน้ําเสียจาก 3 เดือนดวย C. acetobutylicum ผลิตภัณฑหลัก คือ กรด

บิวทิริก และรองลงมา คือ เอทานอล ดังตารางที่ 4.21 

 

ตารางที่ 4.21 ผลิตภัณฑและน้ําตาลรีดิวซในน้ําเสียจากเดือนกรกฎาคม มีนาคม และพฤษภาคม 

หลังจากการหมักดวย C. acetobutylicum ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 

ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) น้ําตาลรีดิวซ 

(กรัม/ลิตร) เอทานอล แอซีโทน บิวทานอล กรดบิวทิริก 

กรกฎาคม 0.174 0.137 0.099 7.622 1.217 

มีนาคม 0.131 0.068 0.054 4.489 0.407 

พฤษภาคม 0.149 0.097 0.055 5.100 2.185 

 

น้ํา เสียจากเดือนกรกฎาคม ผลิตภัณฑทุกชนิดที่ เกิดจากการหมักดวย  C. 

acetobutylicum มีปริมาณมากกวาเดือนมีนาคมและพฤษภาคม  

สําหรับการเปลี่ยนแปลงของคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียทั้ง 3 เดือนดวยคลอส 

ทริเดียม 3 สายพันธุ แสดงในตารางที่ 4.22 
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ตารางที่ 4.22 คาซีโอดีกอนและหลังการหมักน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจาก 3 เดือน ดวยคลอสทริเดียม 

3 สายพันธุ ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 96 ชั่วโมง 

 

เดือนทีเ่ก็บ

ตัวอยาง 

คาซีโอดี (มิลลิกรัม/ลิตร) 

กอนการหมกั 

 

หลังการหมกั  

Decom-PA C. butyricum C. acetobutylicum 

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

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

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

 

สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ พบวาคาซี

โอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 
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บทที่ 5 
 

อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
 
ผลการวเิคราะหนํ้าเสียเบื้องตน 

 

 จากผลการวิเคราะหเบื้องตนแสดงถึงปริมาณสารอินทรียที่ผสมอยูในน้ําเสียเปนจํานวน

มาก และเปนแปงซึ่งสูญเสียมาในน้ําเสียจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังไมต่ํากวา 10 

เปอรเซ็นต ในน้ําเสียทั้ง 3 เดือน ซึ่งการวิเคราะหโดยใชคาซีโอดีเพียงอยางเดียวไมสามารถทราบ

ไดวาสารอินทรียที่ปะปนอยูเปนประเภทใด จําเปนตองมีการวิเคราะหบีโอดีรวมดวย เนื่องจาก

สารอินทรียสามารถจัดไดเปนสองประเภท คือ ประเภทที่หนึ่ง สารที่สามารถยอยสลายไดดวย

กระบวนการทางชีววิทยาสามารถตรวจสอบไดจากคาบีโอดี และแบบที่สอง คือ สารอินทรียที่ไม

สามารถยอยสลายโดยกระบวนการทางชีววิทยาสามารถตรวจสอบไดจากคาซีโอดี การตรวจซีโอดี

รวมกับบีโอดีจึงสามารถทําใหทราบวาสารอินทรียที่เจือปนอยูในน้ําเสียสามารถนําไปใชไดหรอืสาร

ถูกนําไปใชแลวดวยจุลินทรียโดยตรงหรือไม ซึ่งสวนตางของซีโอดีและบีโอดีในน้ําเสียแสดงถึง

ปริมาณสารอินทรียเหลืออยูนอกเหนือจากการนําไปใชโดยจุลินทรียได ซึ่งสะทอนใหเห็นวา น้ําเสีย

จากการลางมันอาจจะมีสารที่ยากแกการนําไปใชโดยจุลินทรียทั่วไปเจือปนอยูมากอีกดวย สําหรับ

ปริมาณแปงในน้ําเสียมีความสัมพันธกับคาซีโอดีและบีโอดี คือ น้ําเสียจากเดือนมีนาคมซึ่งมี

ปริมาณแปงต่ํากวาเดือนอื่น สงผลใหคาซีโอดีและบีโอดีต่ํากวาเดือนอื่น เชนเดียวกับเดือน

พฤษภาคม มีปริมาณแปงสูงที่สุด จึงสงผลใหคาซีโอดีและคาบีโอดีสูงที่สุดเชนกัน แสดงวาฤดูกาล

สงผลตอปริมาณตลอดจนองคประกอบของสารอินทรียในน้ําเสีย ในการนําน้ําเสียมาใชประโยชน

จึงจําเปนอยางยิ่งที่จะตองประเมินชวงเวลาที่จะนํามาใช หรือปรับเปลี่ยนกระบวนการนํามาใชให

เหมาะกับชวงฤดูกาล โดยปกติน้ําเสียเหลานี้จะถูกนําไปบําบัดหรือใชผลิตไบโอแกสเพื่อใชผลิต

กระแสไฟฟาภายในโรงงานดวยกระบวนการแบบปราศจากออกซิเจน (anaerobic process) ซึ่งใช

พื้นที่ในการสรางบอบําบัดเปนจํานวนมาก ทั้งยังสงกลิ่นเหม็นไปสูชุมชนเกิดเปนมลภาวะ 

จากผลการวิเคราะหเบื้องตน พบวามีแปงเปนองคประกอบเจือปนในน้ําเสียจากโรงงาน

แปงมันสําปะหลัง งานวิจัยนี้จึงมีสมมติฐานวา น้ําเสียที่ เกิดจากกระบวนการผลิตแปงมัน

สําปะหลังมีศักยภาพที่จะใชเปนแหลงคารบอนสําหรับจุลินทรียเพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล 

และเอทานอลได ประเทศไทยเปนประเทศผูผลิตและสงออกผลิตภัณฑจากมันสําปะหลังที่สําคัญ

ของโลก (Food and Agriculture Organization, 2009) จึงมีความเปนไปไดในการพัฒนาของเสีย

 



 

 

69

จากโรงงานแปรรูปมันสําปะหลังใหเปนแหลงสําหรับผลิตพลังงานเชื้อเพลิงชีวภาพและผลิตภัณฑ

อื่น โดยเฉพาะอยางยิ่งผลิตภัณฑประเภทแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ดวยจุลินทรียสกุล

คลอสทริเดียมภายใตกระบวนการแบบปราศจากออกซิเจน  

 

การทดสอบการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในอาหาร Reinforce Clostridial Media 

(RCM) 
 

 Reinforced Clostridial Media (RCM) เปนอาหารซึ่งมีกลูโคสปริมาณ 5 กรัมตอลิตร 

เปนแหลงคารบอน รวมทั้งไนโตรเจน วิตามิน และแรธาตุตางๆ ซึ่งใชกระตุนการเจริญเติบโตของ

คลอสทริเดียมและแบคทีเรียแอนแอโรปสอื่นๆ จึงถูกใชเปนแหลงอาหารสําหรับเพิ่มจํานวนและ

เก็บจุลินทรียในรูปของสปอร เพื่อใชเปนหัวเชื้อของการทดลองแตละครั้ง  

ผลการทดลองแสดงความสอดคลองกันในแตละสายพันธุของคลอสทริเดียม กลาวคือ เมื่อ

เวลาผานไปคลอสทริเดียมผลิตกรดในรูปของกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก จึงสงผลใหคาความเปน

กรด-ดางลดลง จากนั้นคาความเปนกรด-ดางคอนขางคงที่ซึ่งสอดคลองกับปริมาณของกรดที่พบ

ในอาหารเลี้ยง เมื่อพิจารณาจากกราฟ ที่เวลาขณะคลอสทริเดียมมีการแบงตัวและเจริญเติบโต

อยางรวดเร็ว เปนเวลาเดียวกันที่ความเปนกรด-ดางลดลงอยางรวดเร็ว เนื่องมาจากผลิตภัณฑ

ประเภทกรดที่เซลลผลิตขึ้นระหวางการเจริญเติบโตชวง exponential phase (Alsaker และ 

Papoutsakis, 2005) จนถึงชวงเวลาที่ เซลลมีอัตราการเจริญและการตายที่ใกลเคียงกัน 

(stationary phase) สงผลใหคาความเปนกรด-ดางคงที่ โดยที่คลอสทริเดียมแตละสายพันธุใช

เวลาในการเจริญเติบโตแตกตางกันไป คือ Decom-PA ใชเวลาในการแบงตัวและเจริญเติบโตเร็ว

ที่สุด คือ 28 ชั่วโมง สําหรับ C. butyricum และ C. acetobutylicum ใชเวลานานกวา คือ 48 

ชั่วโมง โดยที่ผลิตภัณฑในรูปของตัวทําละลายที่ตองการมีปริมาณนอย เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อ

สูตรนี้เปนอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชสําหรับเพิ่มจํานวนจุลินทรีย กลูโคสซึ่งเปนแหลงคารบอนจึงมี

ปริมาณนอย โดยถูกใชสําหรับการเจริญเติบโตและผลิตกรดซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เชื้อสรางขึ้นกอน 

จึงไมมีแหลงคารบอนเพียงพอสําหรับการผลิตตัวทําละลายซึ่งเกิดภายหลังและจําเปนตองมีแหลง

คารบอนมากเพียงพอ สุดทายเมื่อสารอาหารหมดจุลินทรียจึงสรางสปอรขึ้นเพื่อดํารงชีพในภาวะที่

ไมเหมาะสมจนกระทั่งภาวะแวดลอมเหมาะสมจึงเกิดการเจริญเติบโตอีกครั้ง 
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การใชแหลงคารบอนและไนโตรเจนของคลอสทริเดียม 
 

จากการศึกษาแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก 

Decom-PA, C. butyricum และ C. acetobutylicum โดยใชแหลงคารบอน 3 ประเภทหลักที่

จุลินทรียสามารถนําไปใชได คือ น้ําตาล (กลูโคส) แปง และเซลลูโลส รวมทั้งผลของการแปร

ปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร และผลของสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มีกลูโคส 20 กรัม

ตอลิตร เปนแหลงคารบอน พบวาอาหารหมักที่แตกตางกันสงผลใหความสามารถในการ

เจริญเติบโตและการสรางผลิตภัณฑมีความแตกตางกันไป ดังนี้ 

คลอสทริเดียมสายพันธุที่คัดแยกไดจากประเทศไทย (Decom-PA) ผลิตภัณฑหลักของ 

Decom-PA ในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลงคารบอน คือ กรดบิวทิริก จากการเจริญเติบโตและการ

เปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด-ดาง พบวา Decom-PA เริ่มเขาสูชวง stationary phase ซึ่งเปน

ชวงเวลาเดียวกับคาความเปนกรด-ดางคงที่ เมื่อเวลาผานไปประมาณ 30 ชั่วโมง เมื่อแปรปริมาณ

กลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร พบวา Decom-PA สามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มีความเขมขน

น้ําตาลสูงข้ึนได แตสามารถบริโภคกลูโคสไดเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยเทานั้น และสรางผลิตภัณฑได

ลดลง จึงเปนไปไดวากลูโคสที่ความเขมขน 60 กรัมตอลิตร ยับยั้งการสรางผลิตภัณฑของ Decom-

PA สําหรับสารสกัดจากยีสตสงผลใหอัตราเร็วในการเจริญเติบโตของ Decom-PA สูงขึ้นตาม

ปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมักในชวงแรก โดยที่การเพิ่มสารสกัดจากยีสตใน

ปริมาณใดๆ ไมสงผลตอการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ของ Decom-PA  

สําหรับ C. butyricum สามารถเจริญเติบโตและสรางผลิตภัณฑไดดีในอาหารที่มีแหลง

คารบอนชนิดกลูโคสและแปง สามารถผลิตบิวทานอลไดสูงสุดในอาหารที่มีกลูโคสเปนแหลง

คารบอน โดยผลิตภัณฑหลักยังคงเปนกรดบิวทิริก และไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตใน

อาหารที่มีแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส เมื่อใชแปงเปนแหลงคารบอน พบวาปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่

ตรวจพบมีคาเพิ่มขึ้นจนถึงชั่วโมงที่ 24 ซึ่งเปนเวลาที่เริ่มเกิดแกส และเริ่มลดลงจนกระทั่งสิ้นสุด

การหมัก แสดงถึงกระบวนการใชแปงเปนแหลงคารบอน โดยจุลินทรียมีความสามารถในการสราง

เอนไซมเพื่อยอยแปงใหเปลี่ยนเปนน้ําตาลกอนในชวงแรก จากนั้นจึงใชน้ําตาลที่ยอยไดในการผลติ

กรดและตัวทําละลาย ทําใหตรวจวัดการลดลงของน้ําตาลรีดิวซในชวงตอมา เมื่อแปรปริมาณ

กลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร พบวา C. butyricum สามารถเจริญเติบโตไดและสรางบิวทานอลไดสูง

กวาเมื่อใชกลูโคสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 1.2 เทา สําหรับสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่

มีความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญเติบโตของ C. butyricum เห็นไดชัดเจน

กวา Decom-PA โดยสูงขึ้นตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก และการบริโภค
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กลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัมตอลิตร แตการผลิตแอซีโทนและบิว

ทานอลเกิดมากที่สุดเมื่อไมเติมสารสกัดจากยีสต  

สําหรับ C. acetobutylicum สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารที่มีแหลงคารบอนชนิด

กลูโคสและแปง สามารถผลิตแอซีโทนไดสูงสุดในอาหารที่มีแปงเปนแหลงคารบอน โดยผลิตภัณฑ

หลักยังคงเปนกรดบิวทิริก และไมสามารถตรวจพบการเจริญเติบโตของ C. butyricum ในอาหารที่

มีแหลงคารบอนเปนเซลลูโลส ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Kim และคณะ ในป 1994 และ Perret 

และคณะ ในป 2004 เมื่อพิจารณาจากปริมาณน้ําตาลรีดิวซในอาหารที่มีแปงเปนแหลงคารบอน 

พบวา C. acetobutylicum นําแปงไปใชโดยการยอยเปนน้ําตาลกอนและนําน้ําตาลนั้นไปใช โดย

การยอยแปงเพื่อใชน้ําตาลของ C. acetobutylicum แตกตางจาก C. butyricum คือ C. 

acetobutylicum จะสามารถผลิตเอนไซมในการยอยแปงจนไดปริมาณน้ําตาลเพียงพอในปริมาณ

หนึ่งและบริโภคน้ําตาลนั้นจนกระทั่งเหลือนอยลงแลวจึงปลอยเอนไซมทําการยอยแปงอีกครั้ง การ

แปรปริมาณกลูโคสเปน 60 กรัมตอลิตร สําหรับ C. acetobutylicum พบวาไมมีผลตอการผลิตเอ

ทานอลและแอซีโทน แตสงผลใหผลิตบิวทานอลลดลง 31.37 เปอรเซ็นต เมื่อเทียบกับการใช

กลูโคสที่ความเขมขน 20 กรัมตอลิตร เปนอาหารหมัก สําหรับสารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มี

ความเขมขนของกลูโคส 20 กรัมตอลิตร พบวาการเจริญเติบโตของ C. acetobutylicum และกรด

บิวทิริกสูงขึ้นอยางชัดเจน ตามปริมาณของสารสกัดจากยีสตที่เติมในอาหารหมัก และการบริโภค

กลูโคสเกิดขึ้นมากที่สุดเมื่อมีสารสกัดจากยีสตปริมาณ 8 กรัมตอลิตร  

 

การใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร 
 

จากการวิจัยความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการใชน้ําเสียเปนแหลงอาหาร

โดยไมควบคุมความเปนกรด-ดางระหวางการหมัก สําหรับคลอสทริเดียมในกลุมผลิตตัวทําละลาย

ทั้ง 3 สายพันธุ ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่ใชในมี 2 คา คือ 4.5 และ 6.5 โดยใชกรดแอซีติกและ

แอมโมเนียในการปรับคาความเปนกรด-ดาง เนื่องจากที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 เปนจุดที่

คลอสทริเดียมเริ่มผลิตตัวทําละลาย และที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 เปนคาที่ในสูตรอาหาร

และงานวิจัยตางๆใชเปนคาเริ่มตนในการหมัก พบวาความเปนกรดดางเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ โดยพิจารณาจากปริมาณของผลิตภัณฑ การบริโภคกลูโคส และการ

เจริญเติบโตเบื้องตนจากการเกิดแกสในอาหารระหวางการหมัก คือ ความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่ 

6.5 เนื่องจากคลอสทริเดียมมีการเจริญเติบโต การสรางผลิตภัณฑทั้งแอซีโทน บิวทานอล และเอ

ทานอล รวมทั้งการบริโภคน้ําตาลมากกวาน้ําเสียที่ความเปนกรด-ดางเริ่มตน 4.5 
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สําหรับผลของสารสกัดจากยีสตโดยการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในน้ําเสียที่ความ

เปนกรด-ดางเริ่มตน 6.5 พบวาสารสกัดจากยีสตไมมีผลตอคลอสทริเดียมในการผลิตแอซีโทน บิว

ทานอลและเอทานอลที่สูงขึ้น แตสําหรับคลอสทริ เดียมสายพันธุ  Decom-PA และ C. 

acetobutylicum เมื่อเติมสารสกัดจากยีสตที่ปริมาณใดๆ สงผลใหการบริโภคกลูโคสสูงขึ้น และ

เกิดฟองแกสซึ่งแสดงถึงการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมในเบื้องตนในน้ําเสียมากกวาการหมัก

ดวยน้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสต โดยน้ําเสียที่ไมมีสารสกัดจากยีสตเปนอาหารหมักที่คลอสทริ 

เดียมทั้ง 3 สายพันธุสามารถสรางผลิตภัณฑทั้งแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล โดยเฉพาะ C. 

butyricum สามารถผลิตบิวทานอลได 1.608 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับบิวทานอลที่ผลิตได

จากอาหารหมักที่มีกลูโคส 20, 60 กรัมตอลิตร และอาหารที่มีแปง 20 กรัมตอลิตรเปนแหลง

คารบอน คือ 1.753,  2.102 และ 1.075 กรัมตอลิตรตามลําดับ เนื่องจากแปงซึ่งเปนแหลง

คารบอนในน้ําเสียอาจอยูในรูปที่จุลินทรียไมสามารถนําไปใชไดทั้งหมด และเมื่อเปรียบเทียบกับ

งานวิจัยกอนหนา ซึ่งใช Geotrichum fragrans ผลิตสารระเหยจากน้ําเสียโรงงานผลิตแปงมัน

สําปะหลังเชนกันแตไดปริมาณของผลิตภัณฑรวม 0.167 กรัมตอลิตร และเปนบิวทานอลเพียง 

0.007 กรัมตอลิตร ในขณะที่ตองเพิ่มกลูโคสเปนแหลงคารบอนในปริมาณ 50 กรัมตอลิตร 

(Damasceno และคณะ, 2003) ดังนั้น จุลินทรียสกุลคลอสทริเดียมสามารถใชในการเปลี่ยนน้ํา

เสียใหเกิดผลิตภัณฑที่มีมูลคาในปริมาณที่มากกวาดวยตนทุนที่ต่ํากวาเนื่องจากไมตองใสแหลง

คารบอนเพิ่มเติม 

เมื่อพิจารณารวมกับผลการทดลองการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสตในอาหารสังเคราะห

เมื่อใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาสารสกัดจากยีสตไมสงผลตอการผลิตตัวทําละลายโดยตรง 

แตสงผลใหการเจริญเติบโตของคลอสทริเดียมเพิ่มขึ้น ดังนั้น การเติมสารสกัดจากยีสตจึงไมมี

ความจําเปนในการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล ซึ่งสอดคลองกับการวิจัยของ Monot 

และคณะ ในป 1982 และ Madihah และคณะ ในป 2001 ซึ่งพบวาสารสกัดจากยีสตสงเสริมการ

เจริญเติบโตของคลอสทริเดียม โดยที่ปริมาณของไนโตรเจนที่จํากัดในอาหารหมักสงผลใหคลอส 

ทริเดียมสามารถผลิตตัวทําละลายไดมากขึ้น  

เมื่อพิจารณาถึงปริมาณของน้ําเสียที่เกิดขึ้นประมาณ 10-30 ลูกบาศกเมตร จากการผลิต

แปงมันสําปะหลัง 1 ตัน (Sriroth และคณะ, 2000) พบวาจุลินทรีย C. butyricum สามารถผลิตบิว

ทานอลได 20-60 ลิตร โดยการอนุมานจากผลการทดลอง จึงมีความเปนไปไดที่จะนํา C. 

butyricum มาใชเปลี่ยนน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังใหเปนบิวทานอลซึ่งผลิตภัณฑที่

มีคาทั้งทางดานอุตสาหกรรมและโดยเฉพาะอยางยิ่งในทางพลังงาน  
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การใชน้ําเสียที่เก็บตัวอยางจากเดือนท่ีแตกตางกันในการผลิตตัวทําละลาย 

 

จากการวิจัยความเปนกรด-ดางเริ่มตนที่เหมาะสม และการแปรปริมาณสารสกัดจากยีสต

เพื่อการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลจากน้ําเสียดวยคลอสทริเดียม ภาวะที่เหมาะสมใน

การใชน้ําเสียเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล คือ ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 โดยไมเติมสารสกัดจากยีสต ทั้งนี้ไดทําการทดลองการใชน้ําเสียซึ่งเก็บตัวอยาง

จากเดือนที่แตกตางกัน คือ เดือนกรกฎาคม มีนาคมและพฤษภาคม เพื่อศึกษาความคงที่ของน้ํา

เสียเพื่อเปนสารอาหารตั้งตนสําหรับการผลิตแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอลดวยคลอสทริเดียม 

ปริมาณของแปงที่พบในน้ําเสียแตละเดือนแตกตางกันโดยพบมากที่สุดในเดือน

พฤษภาคม ซึ่งใกลเคียงกับเดือนกรกฏาคม และพบนอยที่สุดในเดือนมีนาคม จากผลของการหมัก

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ ในน้ําเสีย 3 เดือน พบวาน้ําเสียจากเดือนที่แตกตางกันสงผลให

คลอสทริเดียมสรางผลิตภัณฑในปริมาณที่แตกตางกัน โดยน้ําเสียจากเดือนมีนาคมคลอสทริเดียม

สามารถผลิตตัวทําละลายไดนอยที่สุดเนื่องจากมีปริมาณแปงอยูในน้ําเสียนอยที่สุด แตลําดับของ

ปริมาณผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นคอนขางคงที่ในแตละสายพันธุในทุกเดือน โดยที่ผลิตภัณฑหลักของทั้ง 

3 สายพันธุ คือ กรดบิวทิริก เนื่องจากคุณภาพของหัวมันสําปะหลังในแตละเดือนไมเทากัน สงผล

ใหน้ําเสียจากแตละเดือนแตกตางกัน จากขอมูลของงานวิจัยนี้สามารถระบุไดเพียงปริมาณสารตั้ง

ตนในน้ําเสีย ไดแก แปงและน้ําตาลที่ไมเทากันในแตละเดือนเปนสาเหตุของความไมคงที่ของการ

ผลิต และมีนอยที่สุดในเดือนมีนาคม โดยปกติยังมีปจจัยอื่นอีกที่อาจเปนสาเหตุ ไดแก การ

ปรับปรุงกระบวนการผลิตซึ่งกระทําการทดสอบเปนครั้งคราวของโรงงานอีกดวย 

สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ เนื่องจาก

จุลินทรียไดเปลี่ยนแปงและน้ําตาลไปเปนผลิตภัณฑซึ่งยังคงปะปนอยูในน้ําหมัก ตัวทําละลาย

เหลานี้สงผลตอคาซีโอดี จึงพบวาคาซีโอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 
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ขอเสนอแนะ 

 

 จากงานวิจัยทั้งหมดผลิตภัณฑหลักของคลอสทริเดียม คือ กรดบิวทิริก บิวทานอล และเอ

ทานอล พบวาน้ําเสียจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังมีศักยภาพในการนํามาผลิตพลังงาน

ทางเลือกโดยการหมักดวยจุลินทรียได และอาจตรวจหาคา total organic carbon (TOC) ในน้ํา

เสียจากโรงงานผลิตแปงมัน หรือแปงหมี่เพิ่มเติมเพื่อการประเมินความเหมาะสมของการนําไปใช 

โดยเฉพาะคลอสทริเดียม ซึ่งสามารถใชสารอินทรียที่ยากแกการยอยสลายดวยกระบวนการทาง

ชีวะในน้ําเสียจากการลางมัน และหากพิจารณาจากวิถีเมแทบอลิซึมของการผลิตแอซีโทน-บิว

ทานอล-เอทานอล ของ C. acetobutylicum เปนตนแบบ พบวากรดบิวทิริกสามารถเปลี่ยนเปนบิว

ทานอล ดังนั้น การศึกษาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการเปลี่ยนกรดบิวทิริกเปนบิวทานอลดวยแบค

มีเรียสกุลคลอสทริเดียมจึงเปนนาสนใจ โดยที่ปจจุบันไดมีการทําพันธุวิศวกรรมเพื่อเพิ่มคุณสมบัติ

บางประการ เชน สามารถใชเซลลูโลสเปนแหลงคารบอน (Perret และคณะ, 2004)  แกไขปญหา 

เชน ลดการตอบสนองตอความเปนพิษของบิวทานอลซึ่งเปนผลิตภัณฑหลักที่ตองการจากคลอส 

ทริเดียม (Liyanage และคณะ, 2000 และ Qureshi และ Blaschek, 2001) และสงเสริมวิถีเม

แทบอลิซึมในจุดที่ตองการของคลอสทริเดียม เชน ควบคุมใหผลิตบิวทานอลในปริมาณสูง (Harris 

และคณะ, 2001) ควบคูไปกับการคัดแยกคลอสทริเดียมสายพันธุใหมจากธรรมชาติ (Virunanon 

และคณะ, 2008) เนื่องจากสายพันธุจากธรรมชาติเหลานี้มีขอดีบางประการซึ่งไมสามารถสราง

ดวยกระบวนการทางพันธุวิศวกรรม ดังนั้น หากประสบความสําเร็จในการพัฒนาหรือคนพบ

คลอสทริเดียมสายพันธุใหม และกระบวนการหมักคลอสทริเดียมเพื่อผลิตแอซีโทน-บิวทานอล-เอ

ทานอล โดยใชของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลังและอุตสาหกรรม

การเกษตรอ่ืนๆไดรับการศึกษาพัฒนาในระดับอุตสาหกรรม กระบวนการนี้จะเปนทางออกหนึ่งใน

การพึ่งพาตนเองทางดานพลังงานของประเทศไทย 
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บทที่ 6 
 

สรุปผลการวิจัย  

 

 ในงานวิจัยนี้มุงศึกษาการนําน้ําเสียจากอุตสาหกรรมผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งเปนของ

เหลือทิ้งและไมแขงขันกับการผลิตอาหารมาเพิ่มมูลคา โดยผานกระบวนการและหมักดวย

จุลินทรียในสกุลคลอสทริเดียมซึ่งใหผลิตภัณฑเปนแอซีโทน บิวทานอล และเอทานอล เพื่อลด

ตนทุนในกระบวนการผลิต 

คลอสทริเดียมที่ใชผลิตตัวทําละลายในงานวิจัยทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก คลอสทริเดียมที่คัด

แยกไดในประเทศไทย Clostridium sp. สายพันธุ Decom-PA รวมทั้ง C. butyricum TISTR1032 

และ C. acetobutylicum ATCC 824 มีความสามารถในการใชแหลงคารบอนไดแตกตางกัน 

(กลูโคส แปง และเซลลูโลส) โดยที่แหลงคารบอนประเภทกลูโคสสามารถใชเปนแหลงคารบอนของ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 ชนิด ในขณะที่แปงสามารถใชเปนแหลงคารบอนสําหรับ C. butyricum และ 

C. acetobutylicum เทานั้น สําหรับเซลลูโลสไมสามารถตรวจพบการใชเปนแหลงคารบอนของ

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ เมื่อแปรความเขมขนกลูโคสจาก 20 กรัมตอลิตร เปน 60 กรัมตอ

ลิตร พบวาความเขมขนน้ําตาลที่สูงขึ้นสงผลตอคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุแตกตางกันไปโดย

คลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุยังคงเจริญเติบโตและสามารถสรางผลิตภัณฑได แตสําหรับ Decom-

PA ความสามารถในการผลิตตัวทําละลายลดลง สําหรับ C. butyricum สามารถสรางบิวทานอล

ไดเพิ่มขึ้น 1.2 เทา และ C. acetobutylicum ผลิตบิวทานอลดลลง 31.37 เปอรเซ็นต ในขณะที่

ความเขมขนกลูโคสสูงขึ้น 3 เทา แตทั้ง 3 สายพันธุสามารถบริโภคกลูโคสไดเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอย

เทานั้น โดยที่สารสกัดจากยีสตในอาหารหมักที่มีกลูโคสเปนแหลงมีผลสงเสริมการเจริญเติบโตของ

คลอสทริเดียม แตไมมีผลสงเสริมการสรางผลิตภัณฑ คลอสทริเดียมสายพันธุที่สามารถผลิตบิวทา

นอลไดมากที่สุด คือ C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลในอาหารหมักที่มีกลูโคส 20, 60 กรัม

ตอลิตร และอาหารที่มีแปง 20 กรัมตอลิตรเปนแหลงคารบอน คือ 1.753,  2.102 และ 1.075 กรัม

ตอลิตร ตามลําดับ 

 เมื่อใชน้ําเสียเปนแหลงอาหารของคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุพบวา ที่ความเปนกรด-

ดางเริ่มตน 6.5 เปนคาที่เหมาะสม โดยเฉพาะ C. butyricum สามารถผลิตบิวทานอลไดถึง 1.608 

กรัมตอลิตร โดยไมตองเติมสารอาหารใดๆเพิ่มเติม น้ําเสียซึ่งเก็บตัวอยางจากเดือนที่แตกตางกัน

สงผลตอปริมาณของผลิตภัณฑที่คลอสทริเดียมผลิตไดในทุกสายพันธุ โดยที่น้ําเสียในทุกเดือนมี

ปริมาณแปงหลงเหลืออยูมากกวา 10 เปอรเซ็นต และมากที่สุดในเดือนพฤษภาคมซึ่งใกลเคียงกับ
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เดือนกรกฎาคม คือ 14.98 และ 14.01 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ซึ่งเปนปจจัยที่สงผลใหคลอสทริ 

เดียมสามารถสรางผลิตภัณฑไดมากที่สุดในน้ําเสียจากเดือนพฤษภาคม และนอยที่สุดในน้ําเสีย

จากเดือนมีนาคม สําหรับคาซีโอดีหลังจากการหมักน้ําเสียดวยคลอสทริเดียมทั้ง 3 สายพันธุ 

เนื่องจากจุลินทรียไดเปลี่ยนแปงและน้ําตาลไปเปนผลิตภัณฑซึ่งยังคงปะปนอยูในน้ําหมัก จึง

พบวาคาซีโอดียังทั้งกอนและหลังการหมักมีคาใกลเคียงกัน 

 จากผลการวิจัยทั้งหมด น้ําเสียที่เกิดจากกระบวนการผลิตแปงมันสําปะหลังซึ่งไมมีมูลคา

และตองผานการบําบัดกอนถูกปลอยสูแหลงน้ําธรรมชาติ ยังคงประกอบดวยแหลงคารบอน ไดแก 

แปงและน้ําตาล ซึ่งสามารถถูกใชสําหรับการเจริญเติบโตและเปลี่ยนเปนผลิตภัณฑโดยจลุนิทรยีได

โดยเฉพาะอยางยิ่ง C. butyricum สามารถใชน้ําเสียเปนแหลงอาหารและเปลี่ยนเปนบิวทานอลที่

มีมูลคาได ซึ่งนอกจากเปนการเพิ่มมูลคาของน้ําเสียแลวยังเปนการลดตนทุนซึ่งเปนปญหาหลักใน

การผลิตบิวทานอลดวย 
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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

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

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 0.220 กรัม 

โพแทสเซยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.550 กรัม 

ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต  0.550 กรัม 

เฟอรรัสซัลเฟตเฮบตะไฮเดรต 0.011 กรัม 

 เติมน้ํากลัน่ประมาณ 800 มิลลิลิตร และละลายสวนผสมทั้งหมด 

รีซาซูริน (1 กรัมตอลิตร) 1.0 มิลลิลิตร 

กรดแอซีติกเขมขน 2.3 มิลลิลิตร 

 ปรับความเปนกรดดางใหได 6.5 (±0.2) ดวยแอมโมเนยี  

วิตามินพาบา (1.6 กรัมตอลิตร) 5.0 มิลลิลิตร 

ไบโอติน (0.02 กรัมตอลิตร) 4.0 มิลลิลิตร 

เติมน้ํากลั่นจนไดปริมาตรสุดทายเปน 1 ลิตร จากนั้นนําไปตมจนเดือด ตวงอาหารเหลวที่

ไดลงในขวดแกวเลี้ยงเชื้อขวดละ 26 มิลลิลิตร โดยแตละขวดใส 

แหลงอาหารคารบอนด 0.60 กรัม 

แคลเซยีมคารบอเนต 0.05 กรัม 

ทําใหอยูในภาวะปราศจากออกซิเจนโดยผานแกสไนโตรเจน 15 นาที ปดฝาแตละขวด

ดวยจุกยางแลวครอบฝาโลหะ ล็อคฝาดวยคริมเปอรแลวนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 

ปอนดตตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที (สีของ media ที่ไดขึ้นอยูกับ

แหลงอาหารคารบอนด) กอนลงเชื้อ 1 วัน เติม cysteine (15 กรัมตอลิตร) ที่นึ่งฆาเชื้อแลว 1 

มิลลิลิตร ตอขวดอาหารที่ใชปริมาตรการหมัก 30 มิลลิลิตร  
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วิธีการเตรียมสารเคมีและกราฟมาตรฐาน 

 

1. สารละลายสําหรับการวเิคราะหคา Chemical Oxygen Demand (COD, mg/l) ในน้ําเสยี ดวย

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

 

1.1 สารละลายสําหรับการยอยสลายสารอินทรีย (ก) 

โพแทสเซยีมไดโครเมต  

     (อบแหงที่ 130 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง) 

10.2     

 

กรัม 

 

น้ํากลั่น 500 มิลลิลิตร 

กรดซัลฟูริกเขมขน 167 มิลลิลิตร 

เมอรคิวร่ีซัลเฟต 33.3          กรัม 

   ตั้งทิ้งไวใหละลาย ปลอยใหเย็นและปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลั่น 

 

1.2 สารละลายกรดซัลฟวริก-ซิลเวอรซัลเฟต (ข) 

ซิลเวอรซัลเฟต 22.0       กรัม 

กรดซัลฟูริกเขมขน 2.5         ลิตร 

 ตั้งทิ้งไว 1-2 วัน ใหซิลเวอรซัลเฟตละลาย    

     

1.3 สารละลายมาตรฐานซีโอดี (ค) 

โพแทสเซยีมไฮโดรเจนพทาเลต 0.85      กรัม 

น้ํากลั่น 800    มิลลิลิตร 

ตั้งทิ้งไวใหละลาย และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
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การเตรียมกราฟมาตรฐานซีโอด ี

ปเปตสารละลาย ค. ปริมาตรตางๆดังตาราง และปรับปริมาตรในแตละความเขมขน

เปน 50 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 

 

ซีโอดี (มิลลิกรัมตอลิตร) ปริมาตรสารละลาย ค. (มิลลิลิตร) 

20 1.0 

50 2.5 

100 5.0 

200 10.0 

400 20.0 

600 30.0 

900 45.0 

 

ปเปตสารละลายมาตรฐานซีโอดีแตละความเขมขน ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงใน

หลอดแกวทรงสูงมีฝาปด ปเปตสารละลาย ก. ปริมาตร 6.0 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย ข. ปริมาตร 

14.0 มิลลิลิตร ปดฝาหลอดแกวและเขยาใหผสมเขาดวยกัน นําเขาตูอบควบคุมอุณหภูมิที่ 150 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ชั่วโมง รอใหสารละลายเย็นลง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 600 นาโนเมตร เขียนกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสงกับคาซีโอดีของสารละลายมาตรฐาน 
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กราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานซีโอดี 

                    

2. สารละลายสําหรับวิเคราะหน้ําตาลรีดิวซ (ดัดแปลงมาจาก Miller, 1959) 

DNS solution  

3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิกแอซีด 10.0 กรัม 

โพแทสเซยีมโซเดียมทารเทรต 300.0 กรัม 

โซเดียมไฮดรอกไซด 16.0    กรัม 

 ปรับปริมาณเปน 1 ลิตร รอจนละลาย 

  

 สารสะลายมาตรฐานกลูโคส ใชที่ความเขมขน 100, 200, 400, 500, 600, 800, 1000, 

1500, 2000 มิลลิกรัมตอกรัม 
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กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคส 

 

4 สารมาตรฐานสําหรับวิเคราะหผลิตภัณฑ 

 สารสะลายมาตรฐานแอซีโทน บิวทานอล เอทานอล กรดแอซีติก และกรดบิวทิริก ใชที่

ความเขมขน 2, 4, 6, 8, 10 กรัมตอลิตร 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของเอทานอล 
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กราฟมาตรฐานของแอซีโทน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของกรดแอซีติก 
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กราฟมาตรฐานของบิวทานอล 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กราฟมาตรฐานของกรดบิวทิริก 
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ผลิตภัณฑท่ีเกิดขึ้นเมื่อหมกัคลอสทริเดยีมในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM 

 

ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมักคลอสทริเดียมสายพันธุ Decom-PA ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.057 0 8.605 0 0 

3 0.091 0 7.408 0 0 

6 0.139 0 7.385 0 0 

9 0.123 0 7.325 0 0 

12 0.116 0 7.765 0 0 

18 0.138 0 8.999 0 0 

21 0.157 0 8.813 0 1.739 

24 0.253 0 7.489 0 2.399 

28 0.237 0 6.930 0 3.853 

48 0.208 0 6.375 0 4.167 

144 0.279 0 5.999 0.020 5.628 

194 0.299 0 5.435 0.022 5.512 

216 0.356 0 5.453 0.022 5.385 
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. butyricum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล กรดบิวทิริก 

0 0.050 0 8.472 0 0.556 

3 0.068 0 9.153 0 0.488 

6 0.0901 0 8.504 0 0.567 

9 0.112 0 7.750 0 0 

12 0.096 0 8.332 0 0 

18 0.142 0 7.858 0 0 

21 0.138 0 9.082 0 0 

24 0.163 0 7.167 0 0 

28 0.191 0 9.032 0 0.692 

48 0.254 0.073 8.714 0.269 3.293 

144 0.477 0.080 7.977 0.284 3.965 

194 0.577 0.082 7.884 0.265 3.793 

216 0.729 0.080 7.374 0.270 3.817 
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ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้นเมื่อหมัก C. acetobutylicum ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM ที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 216 ชั่วโมง 

 

ชั่วโมงที ่ ผลิตภัณฑทีเ่กิดขึน้จากการหมัก (กรัม/ลิตร) 

เอทานอล แอซีโทน กรดแอซีติก บิวทานอล) กรดบิวทิริก 

0 0.107 0 7.965 0 0 

3 0.110 0 8.358 0 0.3560 

6 0.135 0 8.207 0 0.313 

9 0.139 0 8.125 0 0.295 

12 0.128 0 8.384 0 0.341 

18 0.168 0 8.150 0 0.307 

21 0.154 0 8.782 0 0 

24 0.203 0 9.095 0 0 

28 0.245 0 9.867 0 0.826 

48 0.264 0 6.792 0 3.388 

144 0.322 0 6.088 0 4.059 

194 0.356 0 6.390 0 4.368 

216 0.435 0 6.668 0 4.704 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 

 นางสาวชนิกา อื้อพานิช เกิดวันที่ 28 ธันวาคม 2527 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร สําเร็จ

การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต เกียรตินิยมอันดับที่ 2 สาขาวิชาพันธุศาสตร 

ภาควิชาพฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2549 และ

เขาศึกษาตอในสาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต จุฬาลงกรณ

มหาวิทยาลัย และสําเร็จการศึกษาในปการศึกษา 2552 โดยงานวิจัยนี้ถูกเผยแพรผลงานวิจัย

บางสวนในการประชุมวิชาการ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ครั้งที่ 17 ประจําป 

2552 เรื่อง Cellulosic ethanol and butanol production from Clostridium sp. ระหวางวันที่ 

12-13 มีนาคม พ.ศ. 2552  การประชุมวิชาการพันธุศาสตร แกวิกฤตพลังงานชาติ ครั้งที่ 16 

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

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร ศูนยรังสิต อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี เรื่อง การผลิตบิวทานอลและเอทา

นอลจากน้ําเสียกระบวนการผลิตแปงมันดวยสายพันธุคลอสทริเดียมในประเทศไทย และในการ

ประชุมวิชาการ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ครั้งที่ 18 ประจําป 2553 เรื่อง 

Cellulosic ethanol and butanol from Clostridium sp. bacteria ระหวางวันที่ 11-12 มีนาคม 

พ.ศ. 2553 รวมทั้งไดยื่นจดสิทธิบัตร 1 เรื่อง ชื่อ การผลิตบิวทานอลและเอทานอลดวยเชื้อคลอส 

ทริเดียม โดยใชของเสียจากโรงงานแปงมันสําปะหลัง หมายเลขอางอิง 0801005960 
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