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บทที่ 1 
 บทน ำ  

 
 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 
เนื่องจากปัญหาราคาน ้ามันที่มีการเปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลาและมีแนวโน้มสูงขึ น ประกอบ

กับแหล่งพลังงานปัจจุบันที่เป็นแหล่งพลังงานจากฟอสซิลมีอยู่ในปริมาณจ้ากัด อาจจะท้าให้ในอนาคต
อาจเกิดปัญหาการขาดแคลนพลังงานได้ ดังนั นการศึกษาเพ่ือหาแหล่งพลังงานทดแทนในแบบรูปอ่ืนๆ 
จึงมีความส้าคัญอย่างยิ่งเพ่ือน้ามาใช้ทดแทนหรือลดปริมาณการใช้น ้ามันปิโตรเลียม (Sun and Liu, 
2010) พลังงานทางเลือกมีอยู่หลายชนิด เช่น เอทานอล ไฮโดรเจน และ มีเทน เป็นต้น และพลังงาน
ทางเลือกอีกชนิดหนึ่งที่มีการเริ่มการศึกษากันอย่างแพร่หลายก็คือบิวทานอล (butanol) ซึ่งเป็นแหล่ง
พลังงานทางเลือกในอนาคตอันใกล้นี  บิวทานอลเป็นแอลกอฮอล์ที่สามารถผลิตได้จากกระบวนการ
ทางเคมีและใช้แบคทีเรียการผลิต ข้อดีของบิวทานอลคือ บิวทานอลสามารถผสมกับน ้ามันเชื อเพลิงได้
ดีกว่าเอทานอล และมีความดันไอต่้ากว่า ในปริมาณที่เท่ากันกับเอทานอล บิวทานอลสามารถ
ขับเคลื่อนรถยนต์ได้ไกลกว่า อีกทั งการใช้บิวทานอลไม่จ้าเป็นต้องปรับแปลงเครื่องยนต์ นอกจากนี   
บิวทานอลมีความสะดวกในการเก็บและการขนส่ง เพราะสามารถขนส่งบิวทานอลได้ทางท่อโดยตรง
และมีคุณสมบัติไม่ดูดน ้า ท้าให้มีฤทธิ์กัดกร่อนท่อส่งน้อย (Shen and Liao, 2008; Al-Shorgani et 
al., 2011; Al-Shorgani et al., 2012) ข้อดีอีกประการของบิวทานอลคือ ช่วยลดปริมาณแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ชั นบรรยากาศซึ่งเป็นตัวการส้าคัญที่ท้าให้เกิดภาวะโลกร้อน ด้วยเหตุนี      
บิวทานอลจึงมีความเหมาะสมในการน้ามาผสมกับน ้ามันเชื อเพลิงมากกว่าเอทานอล (Al-Shorgani et 
al., 2011; Al-Shorgani et al., 2012) จากประโยชน์ที่ได้กล่าวมานี บิวทานอลยังสามารถใช้เป็น   
ตัวท้าละลาย ตัวสกัด หรือสารเติมแต่งในอุตสาหกรรมได้  เช่น อุตสาหกรรมเรซิน (resin) 
อุตสาหกรรมการท้าพลาสติก และอุตสาหกรรมสิ่งทอ เป็นต้น จากเหตุผลดังกล่าวจึงท้าให้เกิด           
ความสนใจในการผลิตบิวทานอลเพื่อน้ามาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมมากขึ น 

ในงานวิจัยนี จะกล่าวถึงเฉพาะบิวทานอลที่ผลิตได้จากแบคทีเรีย โดยบิวทานอลสามารถ
ผลิตได้จากกระบวนการหมัก ที่เรียกว่า กระบวนการหมักอะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล (acetone-
butanol-ethanol, ABE) กระบวนการหมักบิวทานอลเกิดขึ นโดย clostridia ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรม
บวก (Gram positive) ไม่ใช้อากาศ (obligate anaerobic) สามารถสร้างสปอร์ได้ (Maddox et al., 
1995; Lee et al., 2008; Patakova et al., 2013) การผลิตบิวทานอลโดยแบคทีเรีย สามารถใช้
วัสดุทางการเกษตรหรือของเสียจากอุตสาหกรรมทางชีวภาพเป็นวัตถุดิบในการผลิตได้ ส่วนใหญ่มักใช้
วัตถุดิบตั งต้นที่มีน ้าตาลมาใช้ในการผลิต เนื่องจากไม่ต้องมีการย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาลก่อนน้าวัตถุดิบ
มาใช้ในการผลิต (Ezeji et al., 2004) อย่างไรก็ตามวัตถุดิบที่ผ่านกระบวนการย่อยแป้งให้เป็นน ้าตาล 
(ไฮโดรไลซีส) ก็สามารถน้ามาเป็นวัตถุดิบตั งต้นในการผลิตบิวทานอลได้  วัตถุดิบทางการเกษตรที่
สามารถน้ามาผลิตบิวทานอลได้ เช่น หางนม (Maddox et al., 1995) มันส้าปะหลัง (Gutierrez et 
al., 1998) corn steep liquor (Qureshi and Blaschek, 1999) แป้งข้าวโพด (Ezeji et al., 2004) 
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กากน ้าตาล (Ni et al., 2012) ฟางข้าว (Ranjan et al., 2013) และ น ้าคั นล้าต้นข้าวฟ่างหวาน 
(Sirisantimethakom et al., 2004) เป็นต้น  

กากน ้าตาลมีมากในประเทศไทย และมีน ้าตาลที่แบคทีเรียสามารถน้าไปใช้ได้โดยตรงโดย
ไม่ต้องผ่านการบ้าบัดก่อน (pretreatment) เป็นผลพลอยได้หลักของโรงงานผลิตน ้าตาล ส้านักงาน
คณะกรรมการอ้อยและน ้าตาลได้รายงานว่าในปี พ.ศ. 2557 ประเทศไทยมีผลผลิตกากน ้าตาล
ประมาณ 3,610,000 ตัน ราคากากน ้าตาลเฉลี่ยอยู่ที่ 3.60 บาทต่อกิโลกรัม (Office of the cane 
and sugar board, 2014) กากน ้าตาลสามารถน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมปุ๋ย สุรา และผงชูรส เป็นต้น 
และส่วนที่เหลืออาจน้าไปราดถนน หรือไม่ถูกน้าไปใช้ประโยชน์ (Office of the cane and sugar 
board, 2014) จากข้อมูลดังกล่าวกากน ้าตาลจึงน่าจะเป็นวัตถุดิบชนิดหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการ
น้ามาผลิตบิวทานอล 

แหล่งไนโตรเจนเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส้าคัญต่อการเจริญเติบโต และผลิตเอบีอีเชื อ
แบคทีเรีย (Isar และ Rangaswamy, 2012) โดย Isar และ Rangaswamy (2012) พบว่าเมื่อเติม
แหล่งไนโตรเจนที่ต่างกัน แบคทีเรียจะสามารถผลิตบิวทานอลได้ต่างกัน ตัวอย่างเช่น เมื่อใช้เปปโตน 
สารสกัดจากยีสต์ สารสกัดจากเนื อ น ้าแช่ข้าวโพด ทริปโตน ไดแอมโมเนียไฮโดรเจนฟอสเฟส และ
แอมโมเนียมซัลเฟส เป็นแหล่งไนโตรเจนในการผลิตบิวทานอลจากอาหารสังเคราะห์ (anaerobic 
sugar medium) ที่มีน ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน C. beijerinckii ATCC 10132 สามารถผลิต
บิวทานอลได้ต่างกัน จากผลการทดลองสรุปได้ว่าชนิดของแหล่งไนโตรเจน และระดับความเข้มข้น
ต่างๆ มีผลต่อการผลิตบิวทานอล 

เพ่ือให้ได้ประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาลสูงสุดและลดต้นทุนในการผลิต
บิวทานอล ในการศึกษาครั งนี จะเน้นศึกษาผลของการเติมสารอาหารตามสูตรอาหาร P2 medium 
และความเข้มข้นของไนโตรเจนเริ่มต้น (สารสกัดจากยีสต์) ต่อการผลิตบิวทานอลโดยการหมักแบบกะ
จากกากน ้าตาล ซึ่งข้อมูลที่ได้สามารถใช้เป็นข้อมูลส้าหรับต่อยอดในการพัฒนากระบวนการหมัก    
บิวทานอลเพื่อใช้เป็นพลังงานทางเลือกต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาผลของสารอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) ต่อการผลิตบิวทานอลใน
ระบบการหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 

1.2.2 เพ่ือศึกษาผลของความเข้มข้นสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นต่อการผลิตบิวทานอลในระบบ
การหมักแบบกะจากากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 

 
1.3 ขอบเขตกำรวิจัย 

1.3.1 ศึกษาผลของสารอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) ต่อการผลิตบิวทานอลในระบบ
การหมั กแบบกะจากกากน ้ าตาล  โดย C. beijerinckii TISTR 1461 โดยการ
เปรียบเทียบการผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาลที่มีการเติมและไม่เติมสารอาหารจาก 
P2 medium 
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1.3.2 การศึกษาผลของความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ (1 ถึง 5 กรัมต่อลิตร) ต่อการผลิต
บิวทานอลในระบบการหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 

1.3.3 ศึกษาการผลิตบิวทานอลอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) ในระบบการหมักแบบกะ 
โดย C. beijerinckii TISTR 1461 เพ่ือใช้เป็นชุดควบคุม (control) 

 
1.4 สมมติฐำนกำรวิจัย 

ในปัจจุบันการผลิตบิวทานอลยังมีค่าใช้จ่ายในการผลิตสูง โดยปกติการผลิตบิวทานอลจาก
วัตถุดิบต่างๆ จะมีการเติมสารอาหารจาก P2 medium ร่วมด้วย ซึ่งองค์ประกอบของ P2 medium 
ค่อนข้างซับซ้อนและราคาแพง ดังนั นงานวิจัยนี จึงได้ศึกษาความเป็นไปได้ในการผลิตบิวทานอลโดยไม่
มีการเติมสารอาหารจาก P2 medium หรือมีการเติมสารอาหารเพียงแหล่งไนโตรเจนเพื่อให้จุลินทรีย์
ใช้ในการเจริญเติบโต ซึ่งคาดว่าถ้าสามารถลดการเติมสารอาหารหรือเติมเพียงแหล่งไนโตรเจนได้ ก็จะ
เป็นการลดต้นทุนการผลิตบิวทานอล และคาดว่าข้อมูลที่ได้จะน้าไปใช้เป็นประโยชน์ และเป็นข้อมูล
พื นฐานในการผลิตบิวทานอลในระดับอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคต 
  
1.5 ค ำจ ำกัดควำมท่ีใช้ในงำนวิจัย/(นิยำมศัพท์เฉพำะ) 

1.5.1 P2 medium คือ อาหารสังเคราะห์ที่ใช้ส้าหรับผลิตบิวทานอล 
1.5.2 เอบีอี (ABE) คือ ผลรวมของอะซีโตน บิวทานอล และเอทานอล ที่ผลิตขึ นระหว่าง 

การหมัก 
1.5.3 Clostridium เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตบิวทานอลได้ (Patakova et al., 2013) 

จุลินทรีย์กลุ่มนี เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (rod-shaped) สามารถสร้าง
สปอร์ (spore-forming) และเป็นแบคทีเรียที่ไม่ใช้อากาศ (anaerobic bacteria) 

1.5.4 กากน ้าตาล (Molasses) เป็นของเหลวสีด้าที่ เหนียวข้น ซึ่งไม่สามารถจะตกผลึก
น ้าตาลได้อีก เป็นเนื อของสิ่งที่ไม่ใช่น ้าตาลที่ละลายปนอยู่ในน ้าอ้อย ซึ่งประกอบไป
ด้วยน ้าตาลซูโครส  น ้าตาลอินเวอร์ท และสารเคมี 

  
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.6.1 ทราบผลของสารอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) ต่อการผลิตบิวทานอลในระบบ          
การหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 

1.6.2 ทราบผลของความเข้มข้นสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นต่อการผลิตบิวทานอลในระบบ        
การหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 

1.6.3 ได้ข้อมูลพื นฐานทางวิชาการในการผลิตบิวทานอลโดยใช้ C. beijerinckii TISTR 1461 
จากกากน ้าตาลในระดับห้องปฏิบัติการเพ่ือใช้เป็นแนวทางในการผลิตบิวทานอลใน
ระดับขยายส่วนหรือโรงงานอุตสาหกรรมในอนาคต 

1.6.4 ข้อมูลและงานวิจัยที่ได้สามารถเสนอผลงานระดับนานาชาติได้อย่างน้อย 1 เรื่อง 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎี เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 

2.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในกำรผลิตบิวทำนอล 
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Clostridium เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตบิวทานอลได้ (Patakova et al., 

2013) จุลินทรีย์กลุ่มนี เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (rod-shaped) สามารถสร้างสปอร์ 
(spore-forming) และ เป็ น แบ คที เรี ยที่ ไม่ ใช้ อ าก าศ  (anaerobic bacteria) จุ ลิ น ท รี ย์ ก ลุ่ ม 
Clostridium ที่ใช้ในการผลิตบิวทานอล ได้แก่ C. beijerinckii (Areesirisuk et al., 2010; Wanga 
and Blaschek, 2011) , C. acetobutylicum ( Yousheng et al., 2011; Wal et al., 2013),                        
C. Saccharoperbutylacetonicum (Al-Shorgani et al., 2011) และ C. pasteurianum (Ahn 
et al., 2011) เป็นต้น ซึ่งความสามารถในการผลิตบิวทานอลของ Clostridium ขึ นกับสายพันธุ์ของ
แบคทีเรีย ความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้น สารอาหาร วัตถุดิบที่ใช้ สภาวะแวดล้อมในการหมัก และ
กระบ วน การที่ ใช้ ใน ก ารห มั ก  (Tashiro et al., 2005; Al-Shorgani et al., 2011; Isar and 
Rangaswamy, 2012)  

 
2.2 กำรผลิตบิวทำนอล 

ในกระบวนการหมักสามารถผลิตบิวทานอลได้จากกระบวนการที่เรียกว่า กระบวนการหมัก      
อะซีโตน บิวทานอล และเอทานอล หรือ เอบีอี (acetone butanol ethanol, ABE fermentation)           
ดังแสดงในภาพที่ 2.1 โดยการเปลี่ยนวัตถุดิบประเภทคาร์โบโฮเดรตให้เป็นกรดบิวไทริก และกรด        
อะซิติก ในขั นตอนที่เรียกว่า acidogenesis phase ขั นตอนการผลิตกรดส่วนใหญ่เกิดขึ นในช่วงของ
การเจริญของแบคทีเรีย (exponential growth phase) จนถึงช่วงที่เซลล์เจริญได้เต็มที่ หรือเรียกว่า
ช่วง clostridia form ซึ่งเซลล์แบคทีเรียจะมีรูปร่างเป็นท่อน (Hartmanis and Gatenbeck, 1984) 
จากนั นกรดบิวไทริกจะเปลี่ยนเป็นบิวทานอล และกรดอะซิติกจะเปลี่ยนเป็นอะซีโตนต่อในขั นตอนที่
เรียกว่า solventogenesis phase ซึ่งเกิดในช่วงที่เซลล์แบคทีเรียเปลี่ยนจาก clostridia form เข้าสู่
ช่วงที่ก้าลังสร้างสปอร์ (forespores) ในขั นตอนนี รูปร่างเซลล์แบคทีเรียจะมีลักษณะแตกต่างจาก
ช่วงแรก โดยเริ่มมี forespores เกิดขึ น (Eversloh and Bahl, 2011) เอนไซม์ที่ส้าคัญในขั นตอนนี 
คือ CoA-transferase จะเปลี่ยนจาก butyrate เป็น butyryl-CoA และ acetate เป็น acetyl-CoA 
จากนั น butyraldehyde dehydrogenase และ butanol dehydrogenase จะเปลี่ยน butyryl-
CoA เป็น butyradehyde และบิวทานอล ตามล้าดับ และ thiolase, CoA-transferase และ 
acetoacetate decarboxylase จ ะ เป ลี่ ย น  acetyl-CoA, acetoacetyl-CoA, acetoacetate 
และอะซี โตน  ตามล้ าดับ  เกิดผลพลอยได้ อ่ืนคือ  เอทานอล โดยเอนไซม์  acetaldehyde 
dehydrogenase และ ethanol dehydrogenase (ภาพที่ 2.1) 
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ภำพที่  2.1 วิถีการผลิตบิวทานอลของ C. acetobutylicum (ATP:adenosine triphosphate, 

NAD: nicotina mide adenine dinucleotide, NADH: reduced nicotinamide 
adenine dinucleotide, NADPH: reduced nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate) (Lee et al., 2008) 

 
2.3 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรหมัก  
 การใช้น ้าตาลเริ่มต้นในการหมักที่ต่างกันส่งผลให้ได้บิวทานอลที่แตกต่างกัน โดยรายงานวิจัย
ของ Al-Shorgani และคณะ (2011) พบว่าการใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 20 กรัมต่อลิตร ในการผลิต       
บิ วท านอลจากอาหารสั ง เค ราะห์ ที่ และมี การเติ มกรดบิ ว ไทริกที่  10 กรัมต่ อลิ ตร ด้ วย                           
C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 ได้บิวทานอลและเอบีอี 12.99 และ 15.42 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ Areesirisuk และคณะ (2010) ใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 60 กรัมต่อลิตร ในการผลิตบิวทานอล
จากน ้าคั นล้าต้นข้าวฟ่างหวานด้วย C. beijerinckii JCM1390 ภายใต้สภาวะนี ได้บิวทานอลและเอบีอี 
7.29 และ 8.69 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ในขณะที่ Lu และคณะ (2012) ใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 80 กรัม
ต่อลิตร ในการผลิตบิวทานอลจาก cassava bagasse hydrolysate ด้วย C. acetobutylicum 
JB200 โดยได้บิวทานอลและเอบีอี 9.71 และ 15.41 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ นอกจากแหล่งคาร์บอน
แล้ว แหล่งไนโตรเจนเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส้าคัญต่อการเจริญเติบโต และผลิตเอบีอีเชื อแบคทีเรีย ( Isar 
และ Rangaswamy, 2012) โดย Isar และ Rangaswamy (2012) พบว่าเมื่อเติมแหล่งไนโตรเจนที่
ต่างกัน แบคทีเรียจะสามารถผลิตบิวทานอลได้ต่างกัน โดยเมื่อใช้ เปปโตน ยีสต์แอ็กแทรกซ์ บีฟแอ็ก
แทรกซ์ น ้าแช่ข้าวโพด ทริปโตน ไดแอมโมเนียไฮโดรเจนฟอสเฟส และแอมโมเนียมซัลเฟส 10 กรัม
ต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ในอาหารสังเคราะห์ (anaerobic sugar medium) ที่มีน ้าตาลกลูโคส
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เริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร C. beijerinckii ATCC 10132 สามารถผลิตบิวทานอลได้ 4.4, 4.0, 4.8, 1.0, 
3.8, 1.6 และ 1.8 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของบีฟแอ็กแทรกซ์เป็น 50 กรัม
ต่อลิตร สามารถผลิตบิวทานอลได้เพ่ิมขึ น โดยสามารถผลิตได้ 7.9 กรัมต่อลิตร จากผลการทดลอง
สรุปได้ว่าชนิดของแหล่งไนโตรเจน และระดับความเข้มข้นต่างๆ มีผลต่อการผลิตบิวทานอล 
นอกจากนี ยังพบว่าธาตุเหล็กเป็นธาตุอาหารที่ส้าคัญต่อการเปลี่ยนไพรูเวทเป็นอะซิติลโคเอ ซึ่งมี
ความสั ม พันธ์กั บ  ferredoxin oxidoreductase iron-sulfur protein (Kim et al., 1988) เมื่ อ              
C. acetobutylicum สูญเสีย megaplasmid pSOLl มีผลท้าให้สูญเสียความสามารถในการผลิต           
เอบีอีในระหว่างการหมัก ซึ่งสามารถป้องกันได้โดยการหมักภายใต้สภาวะที่มีฟอสเฟตจ้ากัด (Ezeji   
et al., 2005 ) ใน ขณ ะที่  Chen และ  Blaschek (1999) พ บ ว่ าก าร เกิ ด  degeneration ใน                        
C. Beijerinckii BA101 สามารถป้องกันได้โดยการเติมโซเดียมอะซิเตต  นอกจากนี  Bryant และ 
Blaschek (1988) พบว่าการเติมฟอสเฟต 6.5 มิลลิโมลาร์ในอาหารเลี ยงเชื อ สามารถเพ่ิมการเจริญ
และการใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรตของ C. acetobutylicum ATCC 824 ซึ่งท้าให้สามารถเพ่ิมการผลิต
บิวทานอลได้ โดยสามารถผลิตบิวทานอลในอาหารสังเคราะห์ (TGY medium) ได้ 7.9 กรัมต่อลิตร 
นอกจากนี  Al-Shorgani et al. (2011) รายงานว่าการเติมกรดบิวไทริก 10 กรัมต่อลิตร ลงในอาหาร
เลี ยงเชื อที่มีความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร จะท้าให้ประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอล
ของ C. Saccharoperbutyl acetonicum N1-4 เพ่ิมขึ น (12.99 กรัมต่อลิตร) จากที่ไม่ได้มีการเติม
กรดบิวไทริก (1.90 กรัมต่อลิตร) โดยกรดบิวไทริกสามารถเปลี่ยนเป็นบิวทานอลได้โดยตรง อย่างไร  
ก็ตามเมื่อเติมกรดบิวไทริกมากกว่า 15 กรัมต่อลิตร ความสามารถในการการผลิตบิวทานอล และ          
การเจริญของเชื อจะลดลง 
 
2.4  กำกน  ำตำล 
 กากน ้าตาล (Molasses) เป็นของเหลวสีด้าที่เหนียวข้น ซึ่งไม่สามารถจะตกผลึกน ้าตาลได้อีก 
เป็นเนื อของสิ่งที่ไม่ใช่น ้าตาลที่ละลายปนอยู่ในน ้าอ้อย ซึ่ งประกอบไปด้วยน ้าตาลซูโครส น ้าตาล      
อินเวอร์ท และสารเคมี เช่น ปูนขาว ซึ่งใช้ในการตกตะกอนให้น ้าอ้อยใสส่วนประกอบของกากน ้าตาล
จะไม่แน่นอนขึ นอยู่กับพันธุ์อ้อยและกรรมวิธีการผลิต แต่ส่วนมากพบว่าส่วนประกอบส่วนใหญ่ คือ 
น ้าตาลซูโครส น ้าตาลอินเวอร์ท และน ้า ปัจจุบันนี โรงงานน ้าตาลที่ทันสมัยมีความสามารถในการสกัด
น ้าตาลออกจากกากน ้าตาลได้มากขึ นแต่ก็ยังมีหลงเหลืออยู่ เพราะการสกัดออกทั งหมดจะสิ นเปลือง
ค่าใช้จ่ายสูง ดังนั นจึงมีน ้าตาลซูโครสบางส่วนที่สูญเสียไปกับกากน ้าตาลซึ่งเป็นการสูญเสีย
ค่อนข้างมากเม่ือเปรียบเทียบกับการสูญเสียแบบอื่น (นฤมล, 2549) 

2.4.1 กากน ้าตาลมี 3 ชนิด ได้แก่ 
        (1) Blackstrap molasses หรือ Final molasses คือ กากน ้าตาลที่ได้จากการผลิต
น ้าตาลทรายขาว มีปริมาณน ้าตาล ร้อยละ 50-60 การหมักเอทานอลในระดับอุตสาหกรรมจะใช้
น ้าตาลประเภทนี เป็นวัตถุดิบ1 
         (2) Refinery molasses คือ กากน ้าตาลที่ได้จากการผลิตน ้าตาลทรายขาวบริสุทธิ์
ปริมาณน ้าตาลร้อยละ 48 
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         (3) Highest molasses หรือ  Invert molasses คือ  กากน ้ าตาลที่ ไม่ ใช่ ได้ จาก
กระบวนการผลิตน ้าตาล แต่ได้จากการน้าบางส่วนของน ้าอ้อยไปแปรสภาพให้เข้มข้นโดยการระเหย
ซ่ึงมีปริมาณน ้าตาลร้อยละ 77 
 

2.4.2 การใช้ประโยชน์จากกากน ้าตาล 
(1) การใช้กากน ้าตาลเป็นอาหารเลี ยงเชื อ หรือส่วนผสมของอาหารเลี ยงเชื อในการเลี ยง

แบคทีเรีย (Keller, 1967) 
(2) การใช้กากน ้าตาลมาเป็นมาเป็นวัตถุดิบในโรงงานอุตสาหกรรมซึ่งใช้ในการผลิต 

เอทิลแอลกอฮอล์ บิวธิลแอลกอฮอล์ อะซีโตน กรดซิตริก กลีเซอรอล และยีสต์ เอทิลแอลกอฮอล์ใช้
ท้ากรดอะซิติกเอธีลอีเธอร์ เป็นต้น 

(3) การใช้กากน ้าตาลในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมท้าสุราอุตสาหกรรมการท้าผงชู
รสอุตสาหกรรมการท้ายีสต์อุตสาหกรรมการผลิตยารักษาโรคบางอย่างอุตสาหกรรมการท้าน ้าปลา
และซีอ๊ิว (กรมส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2553) 

(4) การใช้กากน ้าตาลซึ่งเป็นแหล่งวิตามินบีจ้านวนมากมาใช้หรือผลิตเป็นอาหารสัตว์ (กรม
ส่งเสริมอุตสาหกรรม, 2553) 
 (5) การเพาะเลี ย งสาหร่ายสไปรูลิ น าพลาเทนซิส  ซี เอ็มยู  2 ด้ วยน ้ ากากส่ าเหล้ า  
1(กากน ้าตาล) ในระบบบ่อเพาะเลี ยงน ้าวน  
 
2.5 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.5.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตบิวทานอล 
Clostridium เป็นจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตบิวทานอลได้ (Patakova et al., 2013) 

จุลินทรีย์กลุ่มนี เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน (rod-shaped) สามารถสร้างสปอร์ (spore-
forming) และเป็นแบคทีเรียที่เจริญเติบโตได้ดีในสภาวะไร้อากาศ (anaerobic bacteria) จุลินทรีย์
กลุ่ม Clostridium ที่ใช้ในการผลิตบิวทานอล ได้แก่ C. beijerinckii (Areesirisuk et al., 2010; 
Wanga and Blaschek, 2011) ,C. acetobutylicum ( Yousheng et al., 2011; Wal et al., 
2013), C. Saccharoperbutylacetonicum (Al-Shorgani et al., 2011) และ C. pasteurianum 
(Ahn et al., 2011) เป็นต้น ซึ่งความสามารถในการผลิตบิวทานอลของ Clostridium ขึ นกับสาย
พันธุ์ของแบคทีเรีย ความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้น สารอาหาร วัตถุดิบที่ใช้ สภาวะแวดล้อมในการ
หมัก และกระบวนการที่ใช้ในการหมัก (Tashiro et al., 2005; Al-Shorgani et al., 2011; Isar and 
Rangaswamy, 2012)  

 
2.5.2 การผลิตบิวทานอล 

  ในกระบวนการหมักสามารถผลิตบิวทานอลได้จากกระบวนการที่ เรียกว่า 
กระบวนการหมักอะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล หรือ เอบีอี (acetone butanol ethanol, ABE 
fermentation) โดยการเปลี่ยนวัตถุดิบประเภทคาร์โบโฮเดรทให้เป็นกรดบิวไทริก และกรดอะซิติก 
ในขั นตอนที่เรียกว่า acidogenesis phase ขั นตอนการผลิตกรดส่วนใหญ่เกิดขึ นในช่วงของการเจริญ
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ของแบคทีเรีย (exponential growth phase) จนถึงช่วงที่เซลล์เจริญได้เต็มที่ หรือเรียกว่าช่วง 
clostridia from ซึ่งเซลล์แบคทีเรียจะมีรูปร่างเป็นท่อน (Hartmanis and Gatenbeck, 1984) 
จากนั นกรดบิวไทริกจะเปลี่ยนเป็นบิวทานอล และกรดอะซีติกจะเปลี่ยนเป็นอะซีโตนต่อในขั นตอนที่
เรียกว่า solventogenesis phase ซึ่งเกิดในช่วงที่เซลล์แบคทีเรียเปลี่ยนจาก clostridia from เข้าสู่
ช่วงที่ก้าลังสร้างสปอร์ (forespores) ในขั นตอนนี รูปร่างเซลล์แบคทีเรียจะมีลักษณะแตกต่างจาก
ช่วงแรก โดยเริ่มมี forespores เกิดขึ น (Eversloh and Bahl, 2011) เอนไซม์ที่ส้าคัญในขั นตอนนี 
คือ CoA-transferase จะเปลี่ยนจาก butyrate เป็น butyryl-CoA และ acetate เป็น acetyl-CoA 
จากนั น butyraldehyde dehydrogenase และ butanol dehydrogenase จะเปลี่ยน butyryl-
CoA เป็น butyradehyde และบิวทานอล ตามล้าดับ และ thiolase, CoA-transferase และ 
acetoacetate decarboxylase จ ะ เป ลี่ ย น  acetyl-CoA, acetoacetyl-CoA, acetoacetate 
และอะซิ โตน ตามล้ าดับ  เกิดผลพลอยได้ อ่ืนคือ  เอทานอล โดยเอนไซม์  acetaldehyde 
dehydrogenase และ ethanol dehydrogenase 
 

2.5.3 ปัจจัยที่มีผลต่อการหมัก  
การใช้น ้าตาลเริ่มต้นในการหมักที่ต่างกันส่งผลให้ได้บิวทานอลที่แตกต่างกัน โดย

รายงานวิจัยของ Al-Shorgani และคณะ (2011) พบว่าการใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 20 กรัมต่อลิตร ในการ
ผลิตบิวทานอลจากอาหารสังเคราะห์ที่และมีการเติมกรดบิวไทริกที่  10 กรัมต่อลิตร ด้วย C. 
saccharoperbutylacetonicum N1-4 ได้บิวทานอลและเอบีอี 12.99 และ 15.42 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ Areesirisuk และคณะ (2010) ใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 60 กรัมต่อลิตร ในการผลิตบิวทานอล
จากน ้าคั นล้าต้นข้าวฟ่างหวานด้วย C. beijerinckii JCM1390 ภายใต้สภาวะนี ได้บิวทานอลและเอบีอี 
7.29 และ 8.69 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ในขณะที่ Lu และคณะ (2012) ใช้น ้าตาลเริ่มต้นที่ 80 กรัม
ต่อลิตร ในการผลิตบิวทานอลจาก cassava bagasse hydrolysate ด้วย C. acetobutylicum 
JB200 โดยได้บิวทานอลและเอบีอี 9.71 และ 15.41 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ นอกจากแหล่งคาร์บอน
แล้ว แหล่งไนโตรเจนเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส้าคัญต่อการเจริญเติบโต และผลิตเอบีอี  ของเชื อแบคทีเรีย 
(Isar และ  Rangaswamy, 2012) โดย  Isar และ  Rangaswamy (2012) พบว่า เมื่ อ เติ มแหล่ ง
ไนโตรเจนที่ต่างกัน แบคทีเรียจะสามารถผลิตบิวทานอลได้ต่างกัน โดยเมื่อใช้เปปโตน ยีสต์แอ็ก
แทรกซ์ บีฟแอ็กแทรกซ์ น ้าแช่ข้าวโพด ทริปโตน ไดแอมโมเนียไฮโดรเจนฟอสเฟส และแอมโมเนียม
ซัลเฟส 10 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งไนโตรเจน ในอาหารสังเคราะห์ (anaerobic sugar medium) ที่มี
น ้าตาลกลูโคสเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร C. beijerinckii ATCC 10132 สามารถผลิตบิวทานอลได้ 4.4, 
4.0, 4.8, 1.0, 3.8, 1.6 และ 1.8 กรัมต่อลิตร ตามล้ าดับ  และเมื่ อเพ่ิมความเข้มข้นของบีฟ         
แอ็กแทรกซ์เป็น 50 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตบิวทานอลได้เพ่ิมขึ น โดยสามารถผลิตได้ 7.9 กรัมต่อ
ลิตร จากผลการทดลองสรุปได้ว่าชนิดของแหล่งไนโตรเจน และระดับความเข้มข้นต่างๆ มีผลต่อการ
ผลิตบิวทานอล นอกจากนี ยังพบว่าธาตุเหล็กเป็นธาตุอาหารที่ส้าคัญต่อการเปลี่ยนไพรูเวทเป็นอะซิติล
โคเอ ซึ่งมีความสัมพันธ์กับ ferredoxin oxidoreductase iron-sulfur protein (Kim et al., 1988) 
เมื่อ C. acetobutylicum สูญเสีย megaplasmid pSOLl มีผลท้าให้สูญเสียความสามารถในการ
ผลิตเอบีอีในระหว่างการหมัก ซึ่งสามารถป้องกันได้โดยการหมักภายใต้สภาวะที่มีฟอสเฟตจ้ากัด 
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(Ezeji et al., 2005) ในขณะที่ Chen และ Blaschek (1999) พบว่าการเกิด degeneration ใน C. 
Beijerinckii BA101 สามารถป้องกันได้โดยการเติมโซเดียมอะซิเตต  นอกจากนี  Bryant และ 
Blaschek (1988) พบว่าการเติมฟอสเฟต 6.5 มิลลิโมลาร์ในอาหารเลี ยงเชื อ สามารถเพ่ิมการเจริญ
และการใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรตของ C. acetobutylicum ATCC 824 ซึ่งท้าให้สามารถเพ่ิมการผลิต
บิวทานอลได้ โดยสามารถผลิตบิวทานอลในอาหารสังเคราะห์ (TGY medium) ได้ 7.9 กรัมต่อลิตร 
นอกจากนี  Al-Shorgani et al. (2011) รายงานว่าการเติมกรดบิวไทริก 10 กรัมต่อลิตร ลงในอาหาร
เลี ยงเชื อที่มีความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคส 20 กรัมต่อลิตร จะท้าให้ประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอล
ของ            C. Saccharoperbutyl acetonicum N1-4 เพ่ิมขึ น (12.99 กรัมต่อลิตร) จากที่ไม่ได้
มีการเติมกรดบิวไทริก (1.90 กรัมต่อลิตร) โดยกรดบิวไทริกสามารถเปลี่ยนเป็นบิวทานอลได้โดยตรง 
อย่างไรก็ตามเมื่อเติมกรดบิวไทริกมากกว่า 15 กรัมต่อลิตร ความสามารถในการการผลิตบิวทานอล 
และการเจริญของเชื อจะลดลง 

 
2.5.4 การศึกษาการผลิตบิวทานอล 

Areesirisuk et al. (2010) หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ เอบีอี และกรด 
โดยใช้เครื่อง gas chromatography ผลการทดลองพบว่าภาวะที่ เหมาะสมส้าหรับวิเคราะห์
องค์ประกอบต่างๆ มีดังนี  อุณหภูมิต้าแหน่งฉีด (injector) และตัวตรวจวัด (detector, FID) ที่ 220 
และ 230 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 150 องศาเซลเซียส คงที่ไว้ 10 นาที 
จากนั นเพ่ิมขึ นเป็น 180 องศาเซลเซียส ด้วยอัตรา 15 องศาเซลเซียสต่อนาที คงอุณหภูมิที่ 180 
องศาเซลเซียสไว้ 20 นาที และใช้ไอโซบิวทานอลเป็นสารละลายมาตรฐานภายใน ( internal 
standard) นอกจากนี  Areesirisuk et al. (2010) ยังไดศ้ึกษาการผลิตบิวทานอลจากน ้าคั นล้าต้นข้าว
ฟ่างหวานโดย C. beijerincckii JCM 1390 ในถังหมักขนาด 2 ลิตร ภายใต้สภาวะควบคุมอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียส และที่พีเอชเริ่มต้นของการหมักเท่ากับ 6.0 ผลการทดลองพบว่า C. beijerincckii 
JCM 1390 สามารถผลิตบิวทานอลและเอบีอีได้ 7.56 และ 8.94 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และผลได้
ของบิวทานอล 0.33 กรัมต่อกรมัน ้าตาลที่ใช้ 

Yousheng et al. (2011) ศึกษาการเติมยีสต์แอ็กแทรกซ์ ไดแอมโมเนียมซัลเฟต 
โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนซัลเฟต แมกนีเซียมซัลเฟต เฟอรัสซัลเฟต คอปเปอร์ซัลเฟต และแคลเซียม
คาร์บอเนตที่มีผลต่อการผลิตบิวทานอล จากล้าต้นข้าวโพดที่ผ่านการย่อยด้วยกรดไฮโดรคลอริก โดย 
C. acetobutyricum ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และควบคุมพีเอชที่ 7 เพ่ือคัดเลือกปัจจัยหลักที่มี
ผลต่อการผลิตบิวทานอล โดยใช้วิธี Plackett & Burman design ผลการทดลองพบว่า มีเพียง
แคลเซียมคาร์บอเนตเท่านั นที่มีผลต่อการผลิตบิวทานอลจากล้าต้นข้าวโพดที่ผ่านการย่อยด้วยกรด 
เมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของแคลเซียมคาร์บอเนต อุณหภูมิ และระยะเวลาการหมัก ต่อการผลิต       
บิวทานอลจากล้าต้นข้าวโพดที่ผ่านการย่อยด้วยกรด โดยใช้ RSM ในการออกแบบการทดลอง พบว่า 
สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอลคือ แคลเซียมคาร์บอเนต 5.04 กรัมต่อลิตร ควบคุมอุณหภูมิ
ที่ 35 องศาเซลเซียส และใช้ระยะเวลาการหมัก 70 ชั่วโมง ซึ่งที่สภาวะดังกล่าวสามารถผลิต          
บิวทานอลได้ 6.20 กรัมต่อลิตร 
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Al-Shorgani et al. (2011) ศึกษาการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตบิวทานอลใน 
Phosphate-free nitrogen medium โด ย  C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 ใน ก า ร
ทดลองได้เติมกรดบิวไทริก 0-15 กรัมต่อลิตร และแปรผันความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้นที่ 0-20 กรัม
ต่อลิตร พีเอชเริ่มต้นของการหมัก 6.2 และอุณหภูมิในการหมัก 30 องศาเซลเซียส ผลการทดลอง
พบว่า การเติมกรดบิวไทริก 10 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้นที่ 20 กรัมต่อลิตร 
สามารถผลิตบิวทานอลได้ 12.99 กรัมต่อลิตร ในขณะที่สภาวะที่ไม่มีการเติมกรดบิวไทริกและมี            
ความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้น 20 กรัมต่อลิตร ได้บิวทานอลเพียง 1.90 กรัมต่อลิตร จากผลการ
ทดลองสรุปได้ว่ากรดบิวไทริกสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตบิวทานอลได้ 

Al-Shorgani et al. (2012) ศึกษาสารตั งต้น 5 ชนิด (กลู โคส ไซโลส ไซแลน             
คาร์บอกซิล-เมททิล-เซลลูโลส และแป้งสาคู) ที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารสังเคราะห์ 2 ชนิด (P2 
medium และ tryptone-yeast extract-acetate medium, TYA) โดยใช้ความเข้มข้นของน ้าตาล
เริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร เพ่ือผลิตบิวทานอล โดย C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 ผลการ
ทดลองพบว่า แหล่งคาร์บอนที่ดีที่สุดในการผลิตบิวทานอลคือ กลูโคส โดยสามารถผลิตบิวทานอลได้
สูงสุดเมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนอ่ืน ใน P2 medium ที่มีน ้าตาลกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อ
ลิตร สามารถผลิตบิวทานอลและเอบีอีได้ 4.86 และ 6.27 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และเมื่อใช้ TYA 
medium สามารถผลิตบิวทานอลและเอบีอีได้ 4.33 และ 6.252 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ การหาความ
เข้มข้นของน ้าตาลกลูโคสเริ่มต้นที่เหมาะสม (10-60 กรัมต่อลิตร) ต่อการผลิตบิวทานอลในอาหาร
สังเคราะห์ (TYA) พบว่า ความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคสเริ่มต้นที่เหมาะสมในการผลิตบิวทานอลคือ 
50 กรัมต่อลิตร โดยสามารถผลิตบิวทานอลได้ 8.69 กรัมต่อลิตร และเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของน ้าตาล
กลูโคสเริ่มต้นเป็น 60 กรัมต่อลิตร พบว่าแบคทีเรียผลิตบิวทานอลได้ลดลง โดยมีค่าเท่ากับ 7.99 กรัม
ต่อลิตร นอกจากนี ยังได้ศึกษาผลของความเข้มข้นบิวทานอลต่อการเจริญของ C. saccharo 
perbutylacetonicum N1-4 โดยการเติมบิวทานอล 0-35 กรัมต่อลิตร ลงในอาหารสังเคราะห์ 
(TYA) ที่ใช้ส้าหรับผลิตบิวทานอล ผลการทดลองพบว่าจ้านวนเซลล์แบคทีเรียลดลงเมื่อความเข้มข้น
ของบิวทานอลเพ่ิมขึ น และไม่พบการเจริญเมื่อเติมบิวทานอลมากกว่า 15 กรัมต่อลิตรลงในน ้าหมัก 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า C. saccharo perbutylacetonicum N1-4 สามารถทนความเข้มข้น
ของบิวทานอลได้ไม่เกิน 15 กรัมต่อลิตร 

Ni et al. (2012) ศึ ก ษ า ก า ร ผ ลิ ต บิ ว ท า น อ ล จ า ก ก า ก น ้ า ต า ล  โ ด ย                     
C. saccharobutylicum DSM 13864 ผลการทดลอง พบว่าในกระบวนการหมักบิวทานอลแบบ
กะ สามารถผลิตบิวทานอลและเอบีอีได้ 13.40 และ 19.80 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และได้ผลได้และ
อัตราผลผลิตของเอบีอี 0.33 และ 0.50 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ ในขณะที่กระบวนการหมัก
บิวทานอลแบบ two-stage semicontinuous ที่ใช้ระยะเวลาในการหมักทั งสิ น 205 ชั่วโมง สามารถ
เพ่ิมอัตราผลผลิตของเอบีอีได้ โดยให้อัตราผลผลิตของเอบีอีสูงสุด 1.05 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และได้
ความเข้มข้นเอบีอเีฉลี่ย 15.27 กรัมต่อลิตร 

Wechgama et al. (2017a) ได้ ศึ กษ าผลของก ารกระตุ้ น สป อร์  3 วิ ธี  คื อ 
microwave shock, ultrasonic shock และ heat shock พบว่าวิธี heat shock ที่ อุณหภูมิ 80 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เป็นวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการกระตุ้นสปอร์ Clostridium sp. เพ่ือใช้
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เป็นกล้าเชื อในการผลิตบิวทานอล เมื่อประเมินประสิทธิภาพการผลิตบิ วทานอลของ Clostridium 
spp. 4 สายพันธุ์ คือ C. beijerinckii JCM 1390, C. acetobutyricum JCM 7829, C. beijerinckii 
TISTR 1461 และ C. beijerinckii TISTR 1462 ในอาหาร P2 medium ที่มีกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่า C. beijerinckii TISTR 1461 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงสุด 
(10.41 กรัมต่อลิตร) จากนั นใช้วัตถุดิบทางการเกษตร 3 ชนิด คือ น ้าคั นล้าต้นข้าวฟ่างหวาน น ้าอ้อย 
และกากน ้ าตาล ที่มีน ้ าตาลทั งหมด 60 กรัมต่อลิตร เป็นอาหารในการผลิตบิวทานอลโดย                        
C. beijerinckii TISTR 1461 ผลการทดลองพบว่าได้บิวทานอล 1.40, 4.37 และ 7.45 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ นอกจากนี พบว่าเมื่อเติมสารอาหารใน P2 medium (ยกเว้นกลูโคส) ลงในกากน ้าตาล จะ
ได้บิวทานอลเพ่ิมขึ นเป็น 11.48 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่ากากน ้าตาลเป็นวัตถุดิบ
ที่มีศักยภาพสูงสุดในการใช้ผลิตบิวทานอล 

Wechgama et al. (2017b) ศึ กษ าป ระสิ ท ธิภ าพการผลิ ตบิ วท าน อลจาก
กากน ้าตาลโดย C. beijerinckii TISTR 1461 โดยท้าการหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของพารามิเตอร์
หลัก 3 พารามิเตอร์ คือ พีเอชเริ่มต้น (5.5, 6.5 และ 7.5) น ้าตาล (40, 60 และ 80 กรัมต่อลิตร) และ
ยู เรี ย  (0.27, 0.81 แ ล ะ  1.35 ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร ) โด ย ใช้  L9 (34) orthogonal array design ใน             
การออกแบบการทดลอง ท้าการหมักในขวดฝาเกลียวขนาด 1 ลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้สภาวะนิ่ง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดคือ พีเอชเริ่มต้น 6.5 น ้าตาล 
40 กรัมต่อลิตร และยูเรีย 0.81 กรัมต่อลิตร โดยล้าดับปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อความเข้มข้นของบิวทา
นอลและเอบีอีคือ พีเอชเริ่มต้น น ้าตาล และยูเรีย ตามล้าดับ โดยที่สภาวะที่เหมาะสมได้ความเข้มข้น
บิวทานอลและเอบีอี 12.23 และ 16.02 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ในขณะที่เมื่อใช้กากน ้าตาลที่ไม่เติม
สารอาหารได้ความเข้มข้นของบิวทานอลและเอบีอี 7.45 และ 13.00 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  เมื่อท้า
การหมักภายใต้สภาวะที่เหมาะสมในถังหมักขนาด 2 ลิตร อัตราการกวนที่ 100 รอบต่อนาที พบว่าได้
บิวทานอล (12.55 กรัมต่อลิตร) ใกล้เคียงกับที่สภาวะนิ่ง แต่ระยะเวลาการหมักลดลงจาก 60 ชั่วโมง 
เหลือ 48 ชั่วโมง เมื่อต่อระบบ gas stripping เข้ากับถังหมักขนาด 2 ลิตร พบว่าได้บิวทานอล (14.13 
กรัมต่อลิตร) อัตราผลผลิตบิวทานอล (0.29 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) และการใช้น ้าตาล (ร้อยละ 91) 
เพ่ิมขึ นประมาณร้อยละ 10 ถึง 14 เมื่อเปรียบเทียบกับระบบที่ไม่ใช้ gas stripping 
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2.6 กรอบแนวคิดในกำรวิจัย 
 

 
ภำพที่ 2.2 แผนผังการท้าการวิจัย 

 
 ในปัจจุบันการผลิตบิวทานอลมีปัญหาหลายประการที่ท้าให้ผลิตบิวทานอลได้ความเข้มข้นต่้า 
ปัญหาที่พบ เช่น ปริมาณไนโตรเจนของวัตถุดิบที่ใช้เป็นสารตั งต้นในการผลิตบิวทานอลแตกต่างกัน 
ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตสารผลิตภัณฑ์ อีกทั งปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมก็
ขึ นอยู่กับชนิดสายพันธุ์ของ Clostridium ซี่งในการทดลองนี จะท้าการศึกษาปริมาณไนโตรเจนเริ่มต้น
เพ่ือให้ได้สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาล โดยแผนผังการท้าการวิจัยดังภาพที่ 
2.2 และคาดว่าข้อมูลที่ได้จะน้าไปใช้เป็นประโยชน์ และเป็นข้อมูลพื นฐานในการผลิตบิวทานอลใน
ระดับอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
 
3.1 สำรเคมี 

 
ตำรำงท่ี 3.1 สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 

 ที่ ชื่อสำร ผลิตโดย 
ควำมบริสุทธิ์ 

(ร้อยละ) 
ประเทศ 

1 กรดบิวไทริก (butyric acid) ฟูก้า (Fluka) 99.5 สวิตเซอร์แลนด์ 
2 กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (ρ-aminobenzoic 

acid) 
ซิกมา (Sigma) 98 สหรัฐอเมริกา 

3 กรดออโธ-ฟอสฟอริค (ortho-phosphoric acid) ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 
4 กรดอะซิติก (acetic acid) ซิกมา 99 สหรัฐอเมริกา 
5 กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid) ฟูก้า  37 สวิตเซอร์แลนด์ 
6 กลูโคส (glucose) บีดีเอช (BDH)  98 อังกฤษ 
7 คุกมีทมีเดียม (cooked meat medium) อ๊อกซอยด ์(Oxoid)  อังกฤษ 
8 โซเดียมคลอไรด์ (sodium chloride) ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 
9 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (sodium hydroxide) ฟูก้า  98 สวิตเซอร์แลนด์ 
10 
11 

ไทอะมีน (thiamine) 
ทริฟโตน (tryptone) 

แลปเคม (Labchem) 
อ๊อกซอยด ์

 สหรัฐอเมริกา 
อังกฤษ 

12 บิวทานอล (butanol) ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 
13 ไบโอติน (biotin) ฟูก้า  สวิตเซอร์แลนด์ 
14 โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(potassium dihydrogen phosphate) 
ฟูก้า  99.5 สวิตเซอร์แลนด์ 

15 โพรพานอล (Propanol) ฟูก้า  99.5 สวิตเซอร์แลนด์ 
16 เฟอรัสซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 

(ferrous sulfate heptahydrate) 
ฟูก้า   สวิตเซอร์แลนด์ 

17 แมกนีเซียมซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 
(magnesium sulfate heptahydrate) 

ฟูก้า  99.5 สวิตเซอร์แลนด์ 

18 แมงกานีสซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 
(manganese sulfate heptahydrate) 

ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 

19 เรนินฟอส คอสทริเดียม มีเดียม             
(reinforced clostridial agar medium) 

เมอร์ก (Merck) 
 

 เยอรมันนี 

19 ยีสต์เอกแทร็กซ์ (yeast extract) อ๊อกซอยด ์  อังกฤษ 
21 อะซีโตน (acetone) เมอร์ก (Merck)  99 เยอรมันนี 
22 เอทานอล (ethanol) ฟูก้า  99.5 สวิตเซอร์แลนด์ 
23 แอมโมเนียมอะซิเตท (ammonium acetate) ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 
24 ไอโซบิวทานอล (isobutanol) ฟูก้า  99 สวิตเซอร์แลนด์ 
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3.2 อุปกรณ์ 
(1) เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (Gas chromatography, GC) 

รุ่น GC-2014 ของบริษัทชิมัดซึ (Shimadzu) ประเทศญี่ปุ่น ต่อกับตัวตรวจวัดชนิดเอฟ
ไอดี (flame ionization detector, FID) ของบริษัทชิมัดซึ ประเทศญี่ปุ่น 

(2) เครื่องโครมาโตกราฟีแบบของเหลวแรงดันสูงหรือเครื่องเอช  พี  แอล ซี  (High 
performance liquid chromatography, HPLC) ประกอบด้วย 

1) ปั๊ม LC-10 AD ของบริษัทชิมัดซึ ประเทศญี่ปุ่น 
2) เครื่องฉีดตัวอย่าง (6-port injector) รุ่น  7725 ของบริษัทรี โอไดน์ 

(Rheodyne) ประเทศสหรัฐอเมริกา  
3) ตัวตรวจวัด SPD-10A ของบริษัทชิมัดซึ ประเทศญี่ปุน่ 
4) ตัวตรวจวัด RID-10A ของบริษัทชิมัดซึ ประเทศญี่ปุ่น 
5) เครื่องประมวลผลรุ่น C-R7 Ae plus Chromatopac ของบริษัทชิมัดซึ 

ประเทศญี่ปุ่น 
(3) สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) รุ่น UV-1601 บริษัทชิมัดซึ ประเทศ

ญี่ปุ่น 
(4) เครื่องชั่ง 4 ต้าแหน่ง รุ่น BP221S บริษัทซาโตเรียส ประเทศสหรัฐอเมริกา 
(5) เครื่องชั่ง 2 ต้าแหน่ง รุ่น BP3100S บริษัทซาโตเรียส ประเทศสหรัฐอเมริกา 
(6) คิวเวต (cuvette) แบบควอตซ์ (quartz) บริษัทเฮลล์มา ประเทศออสเตรเลีย 
(7) เข็มฉีดสารส้าหรับเครื่องเอช พี แอล ซี (syringe for HPLC) ขนาด 100 ไมโครลิตร 

บริษัทเอสจีอี (SGE) ประเทศออสเตรเลีย 
(8) เข็มฉีดสารส้าหรับเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟี (syringe for GC) ขนาด 5 ไมโครลิตร 

บริษัทเอสจีอี ประเทศออสเตรเลีย 
 

3.3 จุลินทรีย ์
จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลองคือ C. beijerinckii TISTR 1461 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
 

3.4 วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย  
3.4.1 รวบรวมเอกสาร วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 
 รวบรวม และศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการผลิตบิวทานอล ในหนังสือ วารสาร

งานวิจัยระดับชาติ และนานาชาติ รวมทั งเอกสารที่เกี่ยวข้องต่างๆ  
 
3.4.2 วางแผนการด้าเนินงานวิจัย เตรียมวัสดุอุปกรณ์และสารเคมีท่ีต้องใช้ในงานวิจัย 

เตรียมอุปกรณ์ เครื่องมือ และสารเคมีต่างๆ ที่ใช้ในการท้างานวิจัย 
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3.4.3 การเตรียมวัตถุดิบและวิเคราะห์องค์ประกอบหลักของกากน ้าตาล 
 วัตถุดิบที่น้ามาศึกษาคือ กากน ้าตาล จากโรงงานน ้าตาลมิตรผลภูเวียง จังหวัดขอนแก่น 

โดยกากน ้าตาลจะถูกเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน้าไปใช้ในการทดลอง จากนั นน้า
กากน ้าตาลที่ได้มาวิเคราะห์องค์ประกอบหลัก ดังนี  วิเคราะห์องค์ประกอบหลักทางเคมี  ได้แก่ 
ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด โดยใช้ Hand-held refractometer ปริมาณน ้าตาลทั งหมด โดย
วิธี Phenol sulfuric method ปริมาณน ้าตาลกลูโคส น ้าตาลฟรุกโตส และน ้าตาลซูโครส โดยวิธี 
HPLC และพีเอช โดย pH meter 

 
3.4.4 การเตรียมสปอร์ของ C. beijerinckii TISTR 1461 ส้าหรับใช้ในการทดลอง 

น้าเชื อที่สั่งซื อจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทยมาท้าการตัด
ออกจากหลอดแอมพลู เทสารละลายคุกมีทมีเดียม (cooked meat medium, CMM) ไปชะผงเชื อ
ลงในหลอด จากนั นถ่ายสารแขวนลอยของเซลล์ลงในขวดอาหารที่ภายในบรรจุด้วยสารละลาย CMM 
บ่มที่ อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายให้สภาวะไร้อากาศ เลี ยงเชื อไปจนกว่าจะสังเกต ถึงการ
เปลี่ยนแปลงจากสปอร์เป็นเชื อที่เจริญเติบโตแล้ว จากนั นถ่ายเชื อลงในอาหารสังเคราะห์ (reinforced 
clostridia medium, RCM) บ่มที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายให้สภาวะไร้อากาศ เขย่าที่ 100 
รอบต่อนาที เลี ยงไปจนเชื อทั งหมดเข้าสู่สภาวะสปอร์ จึงน้า RCM ไปปั่นเวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ ง และล้างเซลล์ด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.8 น้า
เซลล์ที่ได้ล้างได้มาเจือจางด้วยน ้ากลั่น ให้ได้สปอร์เริ่มต้น 1X106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เพ่ือใช้ในการ
ทดลองต่อไป 

 
3.4.5 ศึกษาผลของการเติมสารอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) ต่อการผลิตบิวทานอลใน

ระบบการหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 
น้าสารละลายสปอร์ 1 มิลลิลิตร (1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) มากระตุ้นสปอร์ด้วยอ่าง

ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (Wechgama et al., 2015) แล้วน้ามา               
จุ่มลงในน ้าเย็นจัด 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  (Areesirisuk et al., 2010) จากนั นถ่ายกล้า
เชื อ C. beijerinckii TISTR 1461 ที่ผ่านการกระตุ้นลงใน CMM 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) จนสังเกตเห็นการเจริญของ
แบคทีเรีย จากนั นถ่ายสารละลายเซลล์จ้านวน 2.25 มิลลิลิตร ลงในอาหาร TGY 45 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) ซึ่งจะใช้เป็นกล้าเชื อใน
การหมักต่อไป 

องค์ประกอบของ CMM: 1 กรัม  กลูโคส 0.08 กรัม และน ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร (Qureshi 
et al., 1999)  

องค์ประกอบของ TGY: สารสกัดจากยีสต์ 5 กรัมต่อลิตร ทริฟโตน 5 กรัมต่อลิตร กลูโคส 
1 กรัมต่อลิตร และไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 1 กรัมต่อลิตร) (Qureshi et al., 1999) 

ชุดการทดลองที่ 1 เตรียมกากน ้าตาลปริมาตร 750 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 1 ลิตร 
ปรับความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้นที่ 40 กรัมต่อลิตร เติมสารอาหารตามสูตร P2 medium ได้แก่ 
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สารสกัดจากยีสต์ 1 กรัมต่อลิตร Stock solution A (ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อ
ลิตร โปแตสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.5 กรัมต่อลิตร แอมโมเนียมอะซีเตท 2.2 กรัมต่อลิตร) 
Stock solution B (กรดพารา-อะมิโน-เบนโซอิก 0.001 กรัมต่อลิตร ไทเอมีน 0.001 กรัมต่อลิตร          
ไบโอติน 0.00001 กรัมต่อลิตร) และ Stock solution C (แมกนีเซียมซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 0.2 กรัม
ต่อลิตร แมงกานีสซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 0.01 กรัมต่อลิตร เฟอรัสซัลเฟต-เฮปต้าไฮเดรต 0.01 กรัม
ต่อลิตร และโซเดียมคลอไรด์ 0.01 กรัมต่อลิตร)  

ชุดการทดลองที่ 2 เตรียมกากน ้าตาลปริมาตร 750 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 1 
ลิตร ปรับความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้นที่ 40 กรัมต่อลิตร และไม่มีการเติมสารอาหารตามสูตร P2 
medium 

ทั ง 2 ชุดการทดลองปรับค่าพีเอชเริ่มต้นเป็น 6.5 จากนั นน้าน ้าหมักไปฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (Areesirisuk et al., 2010) พ่นด้วยไนโตรเจนบริสุทธิ์ผ่านชุด
กรองอากาศ ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือไล่ออกซิเจนออกจากน ้าหมัก และท้าให้เกิดสภาวะไร้อากาศ
เป็นเวลา 30 นาที ถ่ายกล้าเชื อลงในขวดรูปชมพู่ร้อยละ 5 โดยปริมาตร แล้วน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในระหว่างการหมักเก็บตัวอย่างเพ่ือ  

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียโดยกล้องจุลทรรศน์  
- วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั งหมดโดยวิธี Phenol Sulfuric acid (Mecozzi et 

al., 2005)  
- ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด (Zoecklien et al., 1995)  
- พีเอช  
- ความเข้มข้นของบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน กรดอะซิติก และกรดบิวไท

ริก โดยวิธี GC (gas chroma tography) (ดัดแปลงจาก (Areesirisuk et al., 
2010) 

 
3.4.6 ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นต่อการผลิตบิวทานอลด้วย

กระบวนการหมักแบบกะจากกากน ้าตาล โดย C. beijerinckii TISTR 1461  
น้าสารละลายสปอร์ 1 มิลลิลิตร (1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) มากระตุ้นสปอร์ด้วยอ่าง

ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 นาที (Wechgama et al., 2015) แล้วน้ามา จุ่มลงในน ้า
เย็นจัด 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  (Areesirisuk et al., 2010) จากนั นถ่ายกล้าเชื อ           
C. beijerinckii TISTR 1461 ที่ผ่านการกระตุ้นลงใน CMM 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37             
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) จนสังเกตเห็นการเจริญของ
แบคทีเรีย จากนั นถ่ายสารละลายเซลล์จ้านวน 2.25 มิลลิลิตร ลงในอาหาร TGY 45 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) ซึ่งจะใช้เป็นกล้าเชื อใน
การหมักต่อไป 

เตรียมกากน ้าตาลปริมาตร 750 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 1 ลิตร เนื่องจากวิจัยนี ต้อง
การศึกษาผลของความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นต่อการผลิตบิวทานอลโดย C. beijerinckii 
TISTR 1461 ดังนั นกากน ้าตาลในการทดลองนี จึงแปรผันค่าสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นเป็น 5 ชุดการ
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ทดลอง ได้แก่ความเข้มข้นสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่  1 2 3 4 และ 5 กรัมต่อลิตร จากนั นน้าน ้าหมัก
ไปฆ่าเชื อที่ อุณหภูมิ  110 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  (Areesirisuk et al., 2010) พ่นด้วย
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ผ่านชุดกรองอากาศ ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือไล่ออกซิเจนออกจากน ้าหมัก และ
ท้าให้เกิดสภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 30 นาที ถ่ายกล้าเชื อลงในขวดรูปชมพู่ร้อยละ 5 โดยปริมาตร 
แล้วน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในระหว่างการหมักเก็บตัวอย่าง  

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียโดยกล้องจุลทรรศน์  
- วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั งหมดโดยวิธี Phenol Sulfuric acid (Mecozzi et 

al., 2005)  
- ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด (Zoecklien et al., 1995)  
- พีเอช  
- ความเข้มข้นของบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน กรดอะซิติก และกรด             

บิวไทริก โดยวิธี GC (gas chroma tography) (ดัดแปลงจาก (Areesirisuk 
et al., 2010) 

 
3.4.7 ศึกษาการผลิตบิวทานอลอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) เพ่ือใช้เป็นชุดควบคุม 

(control) 
น้าสารละลายสปอร์ 1 มิลลิลิตร (1x106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) มากระตุ้นสปอร์ด้วยอ่าง

ความร้อนที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 1 นาที (Wechgama et al., 2015) แล้วน้ามาจุ่มลงใน          
น ้าเย็นจัด 0 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  (Areesirisuk et al., 2010) จากนั นถ่ายกล้าเชื อ                  
C. beijerinckii TISTR 1461 ที่ผ่านการกระตุ้นลงใน CMM 10 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37                 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-15 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) จนสังเกตเห็นการเจริญของ
แบคทีเรีย จากนั นถ่ายสารละลายเซลล์จ้านวน 2.25 มิลลิลิตร ลงในอาหาร TGY 45 มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง (Wechgama et al., 2015) ซึ่งจะใช้เป็นกล้าเชื อใน
การหมักต่อไป 

เตรียมน ้าหมัก (P2 medium) ซึ่งเป็นอาหารสังเคราะห์ส้าหรับผลิตเอบีอี (Qureshi et 
al., 1999) ในฟลาสก์ขนาด 1 ลิตร (ชุดควบคุมที่ 1) ซึ่งน ้าหมักประกอบด้วยกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร 
สารสกัดจากยีสต์ 1 กรัมต่อลิตร เติม Stock solution A Stock solution B และ Stock solution C 
เช่นเดียวกันกับการทดลองที่ผ่านมา ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นที่ 6.5 จากนั นน้าน ้าหมักไปฆ่าเชื อที่อุณหภูมิ 
110 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที (Areesirisuk et al., 2007) พ่นด้วยไนโตรเจนบริสุทธิ์ผ่านชุด
กรองอากาศ ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือไล่ออกซิเจนออกจากน ้าหมัก และท้าให้เกิดสภาวะไร้อากาศ
เป็นเวลา 30 นาที ถ่ายกล้าเชื อลงในขวดรูปชมพู่ แล้วน้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส           
ในระหว่างการหมักเก็บตัวอย่าง  

- ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียโดยกล้องจุลทรรศน์  
- วิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลทั งหมดโดยวิธี Phenol Sulfuric acid (Mecozzi et 

al., 2005)  
- ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด (Zoecklien et al., 1995)  
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- พีเอช  
- ความเข้มข้นของบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน กรดอะซิติก และกรด       

บิวไทริกโดยวิธี GC (gas chroma tography) (ดัดแปลงจาก (Areesirisuk 
et al., 2010) 

 
3.4.8 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอลของ C. beijerinckii TISTR 1461 ที่

สภาวะการหมักต่างๆ 
 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอลของ C. beijerinckii TISTR 1461 ที่
สภาวะต่างๆ ในรูปของความเข้มข้น ผลได้ และอัตราผลผลิตของบิวทานอล พร้อมผลได้และอัตรา
ผลผลิตของผลิตภัณฑ์ต่างๆ (อะซีโตน เอทานอล กรดอะซิติก และกรดบิวไทริก) เพ่ือเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของการผลิตบิวทานอลของ C. beijerinckii TISTR 1461 ที่สภาวะการหมักต่างๆ 

วิธีค้านวณค่าพารามิเตอร์ทางจลนพลศาสตร์ที่ส้าคัญของการผลิตบิวทานอล แสดง
ดังต่อไปนี  
  1) ผลได้ของบิวทานอล (YB/S) 
ผลได้บิวทานอล (กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ถูกใช้) = ความเข้มข้นบิวทานอลที่ผลิตได้ (กรัมต่อลิตร) 
                               ความเข้มข้นน ้าตาลที่ถูกใช้ (กรัมต่อลิตร) 
 
  2) อัตราผลผลิตบิวทานอล (QB) 
อัตราผลผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) = ความเข้มข้นบิวทานอลที่ผลิตได้ (กรัมต่อลิตร) 
                                       ระยะเวลาของการหมัก (ชั่วโมง) 
 

3.4.9 สรุปผล เขียนรายงานฉบับสมบรูณ์ และเสนอผลงาน/ตีพิมพ์ผลงานในวารสารวิชาการ
ระดับนานาชาติ 

 
3.5 สถำนที่ท ำกำรทดลองและเก็บข้อมูล 

 3.5.1 สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยราชภัฏมหาสารคาม  
 3.5.2 ศูนย์เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 

3.5.3 ห้องปฏิบัติการทางเทคโนโลยีการหมัก สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัย
กาฬสินธุ์ 
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3.6 ระยะเวลำทำกำรวิจ ัย และแผนกำรดำเนินงำนตลอดโครงกำรว ิจัย  
 

ตำรำงท่ี 3.2 ระยะเวลาทำการวิจ ัย และแผนการดำเนินงานตลอดโครงการว ิจัย 
 
ปี กิจกรรม ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. มี.ค. เม.ย. พ.ค. มิ.ย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. 

1 1. รวบรวมเอกสาร วรรณกรรมที่
เกี่ยวข้อง 

X X X          

 2. วางแผนการด้าเนินงานวิจัย 
เตรียมวัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่
ต้องใช้ในงานวิจัย 

 X X          

 3. การเตรียมวตัถุดิบและวิเคราะห์
องค์ประกอบหลักของกากน ้าตาล 

 X X          

 4. เตรียมสปอร์ของ C. beijerinckii 
TISTR 1461 ส้าหรับใช้ในการ
ทดลอง 

 X X          

 5. ศึกษาผลของสารอาหาร
สังเคราะห์ต่อการผลิตบิวทานอล
ในระบบการหมักแบบกะจาก
กากน ้าตาล โดย C. beijerinckii 
TISTR 1461 

   X X        

 6. ศึกษาผลของความเข้มข้นของสาร
สกัดจากยสีตเ์ริ่มต้นต่อการผลิต
บิวทานอลด้วยกระบวนการหมัก
แบบกะจากกากน ้าตาล โดย        
C. beijerinckii TISTR 1461 

     X X      

 7. ศึกษาการผลิตบิวทานอลอาหาร
สังเคราะห์ (P2 medium) ใน
ระบบการหมักแบบกะจาก
กากน ้าตาล โดย C. beijerinckii 
TISTR 1461 เพื่อใช้เป็นชุด
ควบคุม (control) 

       X X    

 8. เปรียบเทยีบประสิทธิภาพการ
ผลิตบิวทานอลของ C. 
beijerinckii TISTR 1461 ที่
สภาวะการหมักต่างๆ 

         X   

 9. สรุปผล เขียนรายงานฉบับสมบรณู์ 
และเสนอผลงาน/ตีพมิพ์ผลงานใน
วารสารวิชาการระดับชาต/ิ
นานาชาติ 

          X X 
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บทที่ 4  

ผลกำรวิจัย 
  

 
4.1 เตรียมวัตถุดิบและวิเครำะห์องค์ประกอบหลักของกำกน  ำตำล 

วัตถุดิบที่น้ามาศึกษาคือ กากน ้าตาล จากโรงงานน ้าตาลมิตรผลภูเวียง จังหวัดขอนแก่น โดยกากน ้าตาล
จะถูกเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ก่อนน้าไปใช้ในการทดลอง จากนั นน้ากากน ้าตาลที่ได้มาวิเคราะห์
องค์ประกอบหลัก ดังนี  วิเคราะห์องค์ประกอบหลักทางเคมี ได้แก่ ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด โดยใช้ 
Hand-held refractometer ปริมาณน ้าตาลทั งหมด โดยวิธี Phenol sulfuric method ปริมาณน ้าตาล
กลูโคส น ้าตาล ฟรุกโตส และน ้าตาลซูโครส โดยวิธี HPLC และพีเอช โดย pH meter ซึ่งผลการวิเคราะห์
แสดงดังตารางที่ 4.1 
 
ตำรำงท่ี 4.1 องค์ประกอบหลักของกากน ้าตาล 
 

องค์ประกอบ ผลกำรวิเครำะห์ 
ปริมาณของแข็งที่ละลายได้ทั งหมด 75 oBrix 

ปริมาณน ้าตาลทั งหมด 590 กรัมต่อลิตร 
ปริมาณน ้าตาลกลโูคส 120.10 กรัมต่อลิตร 
ปริมาณน ้าตาลฟรุกโตส 100.70 กรัมต่อลิตร 
ปริมาณน ้าตาลซูโคส 356.30 กรัมต่อลิตร 

พีเอช (ที่ระดับความเข้มข้นน ้าตาล 40 กรัมต่อลติร) 5.14 
 

จากผลการวิเคราะห์พบว่า กากน ้าตาลมีประมาณน ้าตาลทั งหมดประมาณ 590 กรัมต่อลิตร และมี
น ้าตาลที่เชื อจุลินทรีย์สามารถใช้ในการหมักได้ (fermentable sugar) เช่น กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส 
(ตารางที่ 4.1) ประมาณ 120 101 และ 356 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ มีค่าพีเอชหลังจากเจือจางความเข้มข้น
ของน ้าตาลที่ 40 กรัมต่อลิตร เท่ากับ 5.14 ดังนั นกากน ้าตาลที่น้ามาท้าการทดลองนี น่าที่จะมีประสิทธิภาพใน
การใช้เป็นวัตถุดิบตั งต้นในการผลิตบิวทานอล แต่อย่างไรก็ตามควรจะมีการวิเคราะห์หาประมาณแร่ธาตุ 
สารอาหาร และองค์ประกอบทางเคมีอ่ืนๆ ในกากน ้าตาลเพิ่มเติม 
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4.2 ศึกษำผลของกำรเติมสำรอำหำรสังเครำะห์ (P2 medium) ต่อกำรผลิตบิวทำนอลในระบบกำรหมัก

แบบกะจำกกำกน  ำตำล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 
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ภำพที่ 4.1 รูปแบบการหมักเพ่ือผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาลที่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์ (P medium) 

โดยเชื อ C. beijerinckii TISTR 1461 (อะซีโตน (), บิวทานอล (▼), เอทานอล (), เอบีอี 
(), กรดอะซิติก (), กรดบิวไทริก (), กรดโดยรวม (), pH () และ น ้าตาลทั งหมด 
() 

 
ผลการทดลองชุดที่ 1 (กากน ้าตาลที่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์) พบว่าค่าพีเอชจะลดลงจาก 6.50 

จนถึง 4.95 ที่การหมัก 12 ชั่วโมง สอดคล้องกับผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมักในช่วงนี ที่มีการผลิตกรดอะซิติก 
และกรดบิวไทริก เรียกกระบวนการหมักในช่วงนี ว่า “ช่วงการผลิตกรด (acidogenesis phase)” จากนั น          
ค่า   พีเอช จะเริ่มเพ่ิมขึ นจนถึง 5.42 ที่ 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.1) และในช่วงระหว่างนี การหมักจะมีการผลิต           
ตัวท้าละลายได้แก่ อะซีโตน และบิวทานอล เรียกกระบวนการหมักในช่วงนี ว่า “ช่วงการผลิตตัวท้าละลาย 
(solventogenesis phase)” จากรูปแบบการหมักนี พบว่าในสภาวะการหมักนี มีรูปแบบการหมักครบทั งช่วง
การผลิตกรด (acidogenesis phase) และช่วงการผลิตตัวท้ าละลาย (solventogenesis phase) (Al-
Shorgani et al., 2012) 

ความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคสจะลดลงจาก 40.50 กรัมต่อลิตร เหลือ 10.30 กรัมต่อลิตร เมื่อการหมัก
ผ่านไป 48 ชั่วโมง สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไปทั งสิ น 30.20 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 74.57 ของน ้าตาล
ทั งหมด (ภาพที่ 4.1) 

กรดอะซิติก กรดบิวไทริก และปริมาณกรดโดยรวม จะเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วระหว่างการหมัก 12 ชั่วโมง
ซึ่งเป็นช่วงการผลิตกรด (acidogenesis phase) และจากนั นจะลดลงเพราะกรดที่ผลิตขึ นนั นจะถูกเปลี่ยนเป็น
ตัวท้าละลายซึ่งจะเข้าสู่ช่วงการผลิตตัวท้าละลาย (solventogenesis phase) และเริ่มคงที่เมื่อท้าการหมักที่ 
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48-120 ชั่วโมง โดยความเข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายเท่ากับ 1.50 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรด               
บิวไทริกสุดท้ายเท่ากับ 1.16 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวมสุดท้ายเท่ากับ 2.66 กรัมต่อลิตร  

ภายใต้สภาวะการหมักนี ความเข้มข้นของบิวทานอลและเอบีอีจะเพ่ิมขึ นตามระยะเวลาการหมักที่
เพ่ิมขึ น ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 10.34 กรัมต่อลิตร และ 13.17 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ ที่ 48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตราการผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.34 กรัมต่อกรัม
น ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ นอกจากนี พบว่าภายใต้สภาวะนี ไม่พบเอทานอล 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเอนไซม์ acetaldehyde dehydrogenase และ ethanol dehydrogenase ไม่
ท้างาน 
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ภำพที่ 4.2 รูปแบบการหมักเพ่ือผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาล โดยเชื อ C. beijerinckii TISTR 1461 (อะซี

โตน (), บิวทานอล (▼), เอทานอล (), เอบีอ ี(), กรดอะซิติก (), กรดบิวไทริก (), 
กรดโดยรวม (), pH () และ น ้าตาลทั งหมด () 

 
ผลการทดลองชุดการทดลองที่ 2 (กากน ้าตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหาร) พบว่าค่าพีเอชจะลดลงจาก 

6.50 จนถึง 5.02 ที่ 12 ชั่วโมง สอดคล้องกับที่มีการผลิตกรดอะซิติก และกรดบิวไทริก จากนั นค่าพีเอช จะเริ่ม
เพ่ิมขึ นจนถึง 5.29 ที่ 48 ชั่วโมง (ภาพที่ 4.2) และในช่วงระหว่างนี การหมักจะมีการผลิตตัวท้าละลายได้แก่  
อะซีโตน และบิวทานอล ความเข้มข้นของน ้าตาลกลูโคสจะลดลงจาก 41.50 กรัมต่อลิตร เหลือ 15.58 กรัมต่อ
ลิตร เมื่อการหมักผ่านไป 48 ชั่วโมง สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไปทั งสิ น 25.91 กรัมต่อลิตร คิดเป็นร้อยละ 
63.11 ของน ้าตาลทั งหมด (ภาพที่ 4.2) 

กรดอะซิติก กรดบิวไทริก และปริมาณกรดโดยรวม จะเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วระหว่างการหมัก 12 ชั่วโมง  
ซึ่งเป็นช่วงการผลิตกรด (acidogenesis phase) และจากนั นจะลดลงเพราะกรดที่ผลิตขึ นนั นจะถูกเปลี่ยนเป็น
ตัวท้าละลายซึ่งจะเข้าสู่ช่วงการผลิตตัวท้าละลาย (solventogenesis phase) และเริ่มคงที่ในการหมักที่ 60-
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120 ชั่วโมง โดยความเข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายเท่ากับ 0.98 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรดบิวไทริก
สุดท้ายเท่ากับ 1.02 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวมสุดท้ายเท่ากับ 2.00 กรัมต่อลิตร  

ภายใต้สภาวะการหมักนี ความเข้มข้นของบิวทานอลและเอบีอีจะเพ่ิมขึ นตามระยะเวลาการหมักที่
เพ่ิมขึ น ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 8.22 กรัมต่อลิตร และ 10.67 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ ที่ 48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตราการผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.32 กรัมต่อกรัม
น ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.17 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ (ตารางที่ 4.2) นอกจากนี พบว่าภายใต้สภาวะนี ไม่
พบเอทานอลเช่นเดียวกับชุดการทดลองที ่1  

เมื่อท้าการเปรียบเทียบการผลิตบิวทานอลจากากน ้าตาลที่มีการเติมและไม่เติมสารอาหารสังเคราะห์  
พบว่ากากน ้าตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์สามารถผลิตบิวทานอล (8.22 กรัมต่อลิตร) ได้ต่้ากว่า
กากน ้าตาลที่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์ (10.34 กรัมต่อลิตร) เล็กน้อย อีกทั งยังให้ค่าผลได้และอัตราการ
ผลิตบิวทานอลใกล้เคียงกัน ดังนั นเพ่ือลดค่าใช้จ่ายและต้นทุนการผลิตบิทานอล กากน ้าตาลที่ไม่มีการเติม
สารอาหารจึงถูกคัดเลือกเพ่ือน้ามาทดลองในขั นตอนต่อไป 

  
4.3  ศึกษำผลของควำมเข้มข้นของสำรสกัดจำกยีสต์เริ่มต้นต่อกำรผลิตบิวทำนอลด้วยกระบวนกำรหมัก

แบบกะจำกกำกน  ำตำล โดย C. beijerinckii TISTR 1461 
ใน การท ดลองนี น้ าสป อร์  C. beijerinckii TISTR 1461 ม า  heat shock ด้ วยความร้ อน  80            

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จากนั นแช่ในน ้าเย็น 0 องศาเซลเซียส 1 นาที จากนั นเตรียมกล้าเชื อ              
โดยเติมสปอร์ (ร้อยละ 5 โดยปริมาตร) ที่ผ่านการ heat shock แล้วลงในอาหาร CMM บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-14 ชั่วโมง จนสังเกตเห็นการเจริญเติบโต จากนั นถ่ายกล้าเชื อ (ร้อยละ 5 โดย
ปริมาตร) ลงในอาหาร TGY บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง เพ่ือใช้เป็นกล้าเชื อต่อไป 
เตรียมน ้ากากน ้าตาลส้าหรับผลิตเอบีอีในขวดรูปชมพู่ขนาด 1 ลิตร ให้ความเริ่มต้นของน ้าตาลเท่ากับ 40 กรัม
ต่อลิตร แปรผันความข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 1 2 3 4 และ 5 กรัมต่อลิตร โดยไม่มีการเติม
สารอาหารอ่ืนเพ่ิม จากนั นน้าน ้าหมักไปฆ่าเชื อที่ อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  พ่นด้วย
ไนโตรเจนบริสุทธิ์ผ่านชุดกรองอากาศ ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือไล่ออกซิเจนออกจากน ้าหมัก และท้าให้เกิด
สภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 30 นาที ถ่ายกล้าเชื อลงในขวดรูปชมพู่ ร้อยละ 5 โดยปริมาตร แล้วน้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในระหว่างการหมักเก็บตัวอย่างวิเคราะห์  

จากผลการทดลองพบว่า สภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นเท่ากับ 1 กรัมต่อ
ลิตร พบว่าค่าพีเอชจะลดลงจาก 6.51 จนถึง 5.00 ที่ 12 ชั่วโมง สอดคล้องกับที่มีการผลิตกรดอะซิติก และ
กรดบิวไทริก จากนั นค่าพีเอชจะเริ่มเพ่ิมขึ นจนถึง 5.25 ที่ 48 ชั่วโมง และในช่วงระหว่างนี การหมักจะมีการ
ผลิตตัวท้าละลายได้แก่ อะซีโตน และบิวทานอล เมื่อการหมักผ่านไป 48 ชั่วโมง สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไป
ทั งสิ น 26.87 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) คิดเป็นร้อยละ 67.18 ของน ้าตาลทั งหมด กรดอะซิติก กรดบิวไทริก 
และปริมาณกรดโดยรวม จะเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วที่ 12 ชั่วโมง และจากนั นจะลดลง และเริ่มคงที่ โดยความ
เข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายเท่ากับ 1.33 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรดบิวไทริกสุดท้ายเท่ากับ 1.54 
กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวมสุดท้ายเท่ากับ 2.87 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) ภายใต้สภาวะ
การหมักนี ความเข้มข้นของบิวทานอลและเอบีอีจะเพ่ิมขึ นตามระยะเวลาการหมักที่เพ่ิมขึ น ความเข้มข้นสูงสุด
ของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 6.91 กรัมต่อลิตร และ 9.27 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ เมื่อท้าการหมัก 48 
ชั่วโมง ภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตราการผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.26 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป 
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และ 0.14 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ (ตารางที่ 4.2) นอกจากนี พบว่าภายใต้สภาวะนี มีการผลิตเอทา
นอลเท่ากับ 0.25 กรมัต่อลิตร 

 
ตำรำงท่ี 4.2 การผลิตเอบีอีจากกากน ้าตาลที่มีการแปรผันความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 1-5 กรัม
ต่อลิตรโดย C. beijerinckii TISTR 1461 

 

ผลกำรทดลอง* 
ควำมเข้มขน้ของสำรสสกัดจำกยสีต์ (กรัมต่อลิตร) 

1  2  3 4  5  

อะซีโตน (กรัมต่อลติร) 2.110.24a 2.870.28b 3.170.11b 3.050.29b 3.110.36b 

บิวทานอล (กรัมต่อลติร) 6.910.31a 8.220.24b 10.570.41c 10.480.68c 10.390.52c 

เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.250.21a 0.530.11b 0.990.26c 1.030.32c 0.960.09c 

เอบีอี (กรัมต่อลติร) 9.270.56a 11.620.34b 14.730.31c 14.560.16c 14.460.42c 

กรดอะซติิก (กรัมต่อลิตร) 1.330.15a 1.540.04a 1.870.19b 2.540.29c 2.330.13c 

กรดบิวไทริก (กรัมต่อลิตร) 1.540.17a 1.370.27a 1.280.20a 1.310.08a 1.280.22a 

กรดทั งหมด (กรมัต่อลติร) 2.870.22a 2.910.20a 3.150.13a 3.850.36b 3.610.50b 

น ้าตาลที่ถูกใช้ (กรัมต่อลติร) 26.871.24a 28.900.81a 32.440.39ab 32.040.18ab 30.121.24a 

ผลได้ (กรัมต่อกรัม) 0.26 0.28 0.33 0.33 0.34 

อัตราการผลติ (กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง) 0.14 0.17 0.22 0.22 0.22 
* The experiments were performed in triplicate and the results were expressed as mean ± SD.  

a, b ad c Means followed by the same letter within the same row are not significantly different using Duncan’s 
multiple range test at the level of 0.05 

 
ในสภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นเท่ากับ 2 กรัมต่อลิตร จะมีลักษณะการ

ผลิตคล้ายกับสภาวะที่มีสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้น 1 กรัมต่อลิตร คือพีเอชจะลดลงจาก 6.49 จนถึง 4.97 ที่ 12 
ชั่วโมง สอดคล้องกับกรดอะซิติก และกรดบิวไทริกที่เพ่ิมขึ น จากนั นค่าพีเอชจะเริ่มเพ่ิมขึ นจนถึง 5.28 ที่ 48 
ชั่วโมง และในช่วงระหว่างนี การหมักจะมีการผลิตตัวท้าละลายได้แก่ อะซีโตน เอทานอล และบิวทานอล เมื่อ
การหมักผ่านไป 48 ชั่วโมง สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไปทั งสิ น 28.90 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) คิดเป็นร้อยละ 
72.25 ของน ้าตาลทั งหมด โดยความเข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายเท่ากับ 1.54 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของ
กรดบิวไทริกสุดท้ายเท่ากับ 1.37 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวมสุดท้ายเท่ากับ 2.91 กรัมต่อ
ลิตร (ตารางที่ 4.2) ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 8.22 กรัมต่อลิตร และ 11.62 กรัมต่อ
ลิตร ตามล้าดับ ที่ 48 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตราการผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.28 กรัม
ต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.17 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ (ตารางที่ 4.2)  
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ผลการทดลองในสภาวะการหมักท่ีมีความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นเท่ากับ 3 กรัมต่อลิตร คือ 

พีเอชจะลดลงจาก 6.52 จนถึง 4.90 ที่ 12 ชั่วโมง พร้อมกับการผลิตกรดอะซิติก และกรดบิวไทริกจากนั นค่า 
พีเอชจะเริ่มเพ่ิมขึ นจนถึง 5.35 ที่ชั่วโมงการหมักที่ 48 และมีการผลิตตัวท้าละลายได้แก่ อะซีโตน เอทานอล 
และบิวทานอลขึ น เมื่อการหมักผ่านไป 48 ชั่วโมง สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไปทั งสิ น 32.44 กรัมต่อลิตร 
(ตารางที่ 4.2) คิดเป็นร้อยละ 81.10 ของน ้าตาลทั งหมด โดยความเข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายเท่ากับ 1.87 
กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของกรดบิวไทริกสุดท้ายเท่ากับ 1.28 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวม
สุดท้ายเท่ากับ 3.15 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 10.57 
กรัมต่อลิตร และ 14.73 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่ 48 ชั่วโมง การหมักภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตรา
การผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.33 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ 
(ตารางที่ 4.2) 

ขณะที่ผลการทดลองในสภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นเท่ากับ 4 และ 5 
กรัมต่อลิตร จะมีรูปแบบการผลิตเอบีอีคล้ายกับสภาวะที่มีสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 3 กรัมต่อลิตร โดยพีเอช
จะลดลงในช่วง 12 ชั่วโมง พร้อมกับการผลิตกรดอะซิติก และกรดบิวไทริกจากนั นค่าพีเอชจะเริ่มเพ่ิมขึ นจนถึง 
48 ชั่วโมง และมีการผลิตตัวท้าละลายได้แก่อะซีโตน เอทานอล และบิวทานอล ระหว่าง 3.05-3.11 กรัมต่อ
ลิตร 0.96-1.03 กรัมต่อลิตร และ 10.39-10.48 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่เวลาการหมักผ่าน 48 ชั่วโมง ทั ง 2 
สภาวะนี มีการใช้น ้าตาลไปทั งสิ น 30.12-32.04 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) คิดเป็นร้อยละ 75.30-80.10 ของ
น ้าตาลทั งหมด โดยความเข้มข้นของกรดอะซิติกสุดท้ายระหว่าง 2.33–2.54  กรัมต่อลิตร ความเข้มข้นของ
กรดบิวไทริกสุดท้ายเท่ากับ 1.28–1.31 กรัมต่อลิตร และความเข้มข้นของกรดโดยรวมสุดท้ายเท่ากับ 3.61-
3.85 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 4.2) ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอล และเอบีอี เท่ากับ 10.39-10.48 กรัมต่อ
ลิตร และ 14.46-56 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่ 48 ชั่วโมงก ภายใต้สภาวะนี ให้ค่าผลได้ และอัตราการผลิตของ
บิวทานอลเท่ากับ 0.33-0.34 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล้าดับ (ตารางที่ 
4.2) 
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ภำพที่ 4.3 เปรียบเทียบการผลิตเอบีอีจากอาหารกากน ้าตาลที่มีการแปรผันความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์

เริ่มต้นโดย C. beijerinckii TISTR 1461 (     ; ปริมาณน ้าตาลที่ใช้ไป,      ; บวิทานอล และ     ;    
เอบีอี) 
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จากการศึกษาผลของความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นพบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัด

จากยีสต์จาก 1 ถึง 3 กรัมต่อลิตร จะส่งผลให้การใช้น ้าตาล ปริมาณบิวทานอล และเอบีอี สูงขึ น (ภาพที่ 4.3) 
โดยสภาวะการหมักที่มีสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 3 กรัมต่อลิตรจะให้ร้อยละของปริมาณน ้าตาลที่ใช้ไป           
บิวทานอล และเอบีอี สูงสุดเท่ากับ 81.10 10.57 และ 14.73 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่ระยะเวลาการหมัก 48 
ชั่วโมง ส่งผลให้มีผลได้และอัตราการผลิตบิวทานอลเท่ากับ 0.33 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.22 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง อย่างไรก็ตามสภาวะการหมักที่มีสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 4 และ 5 กรัมต่อลิตรนั น ให้ร้อยละ
ของน ้าตาลที่ใช้ไป ปริมาณบิวทานอล และเอบีอีใกล้เคียงกัน (ภาพที่ 4.3) อาจเนื่องมาจากในสภาวะการที่มี
สารสกัดจากยีสต์ 3 กรัมต่อลิตร มีปริมาณไนโตรเจนที่เชื่อสามารถใช้ได้เพียงพอแล้ว  
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และข้อเสนอแนะ 

 
 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล 

ในการผลิตบิวทานอลจากกากน ้าตาลที่มีการเติมและไม่เติมสารอาหารสังเคราะห์ พบว่า
กากน ้าตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์สามารถผลิตบิวทานอล (8.22 กรัมต่อลิตร) ได้ต่้ากว่า
กากน ้าตาลที่มีการเติมสารอาหารสังเคราะห์ (10.34 กรัมต่อลิตร) เล็กน้อย อีกทั งยังให้ค่าผลได้และ
อัตราการผลิตบิวทานอลใกล้เคียงกัน อาจเนื่องมาจากกากน ้าตาลอาจมีสารอาหารอ่ืนที่เชื อจุลินทรีย์
สามารถใช้ในการเจริญเติบโตผสมอยู่ด้วย (Wechgama et al., 2017) ดังนั นการผลิตบิวทานอล           
จากกากน ้าตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหารจึงเป็นแนวทางหนึ่งในการลดค่าใช้จ่ายและต้นทุนการผลิต  
บิวทานอลได้  

การทดลองแปรผันความเข้มข้นเริ่มต้นของสารสกัดจากยีสต์ที่ 1-5 กรัมต่อลิตร ในกากน ้าตาล
ที่มีความเข้มข้นของน ้าตาลเริ่มต้นเท่ากับ 40 กรัมต่อลิตรนั น ผลการทดลองพบว่าทุกสภาวะให้            
ความเข้มข้นของบิวทานอลในช่วง 6.91-10.57 กรัมต่อลิตร ขณะเดียวกันให้ค่าผลได้และอัตราการ
ผลิตบิวทานอลในช่วง 0.26-0.34 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.14-0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
ตามล้าดับ จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นเริ่มต้นของสารสกัดจากยีสต์จาก 1-3              
กรัมต่อลิตร จะส่งผลให้การเจริญเติบโตของเชื อ  C. beijerinckii TISTR 1461 การใช้น ้าตาล ปริมาณ
บิวทานอล และเอบีอี สูงขึ น โดยสภาวะการหมักท่ีมีความเข้มข้นเริ่มต้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 
3 กรัมต่อลิตรจะให้ค่าของร้อยละปริมาณน ้าตาลที่ใช้ไป บิวทานอล และเอบีอี สูงสุด เท่ากับ 81.10 
10.57 และ 14.73 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ที่ระยะเวลาการหมัก 48 ชั่วโมง ส่งผลให้มีผลได้และอัตรา
การผลิตบิวทานอลเท่ากับ 0.33 กรัมต่อกรัมน ้าตาลที่ใช้ไป และ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง อย่างไร 
ก็ตามสภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นเริ่มต้นของสารสกัดจากยีสต์เริ่มต้นที่ 4 และ 5 กรัมต่อลิตรนั น 
ให้ร้อยละของปริมาณน ้าตาลที่ใช้ไป ปริมาณบิวทานอล และเอบีอีใกล้เคียงกัน อาจเนื่องมาจากใน
สภาวะการหมักที่มีสารสกัดจากยีสต์ 3 กรัมต่อลิตร มีปริมาณไนโตรเจนที่เชื อสามารถใช้ได้เพียงพอ
แล้ว (Wechgama et al., 2017) จึงไม่จ้าเป็นต้องเพ่ิมสารสกัดจากยีสต์เกิน 3 กรัมต่อลิตร 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตบิวทานอลจากวัตถุดิบทาง
การเกษตรของ C. beijerinckii TISTR 1461 ต่อไป 
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ภำพที่ ก.1 กราฟสารละลายมาตรฐาน; เอทานอล (A), อะซีโตน (B), กรดอะซิติก (C), บิวทานอล (D) 
และ กรดบิวไทริก (E) (Wechgama et al., 2015) 

 
 
  

 



35 
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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของอาหารสังเคราะห์ (P2 medium) และความเข้มข้น
ของสารสกัดจากยีสต์ต่อการผลิตไบโอบิวทานอลจากกากน้ าตาลโดยใช้เชื้อ Clostridium beijerinckii 
TISTR 1461 โดยกากน้ าตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหารและมีความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมด 40 กรัม
ต่อลิตร ที่มีแปรผันความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ระหว่าง 1-5 กรัมต่อลิตร ถูกใช้เป็นอาหาร
ส าหรับการผลิตบิวทานอล ท าการหมัก 750 มิลลิลิตร ในขวดหมักขนาด 1 ลิตร ที่อุณหภูมิ 37      
องศาเซลเซียส พีเอช 6.5 ภายใต้สภาวะไร้อากาศ ผลการทดลองพบว่า ความเข้มข้นของบิวทานอล
และอะซีโตน-บิวทานอล-เอทานอล (เอบีอี) จะเพ่ิมขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์จาก 
1-3 กรัมต่อลิตร อย่างไรก็ตามความเข้มข้นของบิวทานอลมีความแตกต่างกับสภาวะที่มี                
ความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ 4 และ 5 กรัมต่อลิตร เพียงเล็กน้อย (10.48 และ 10.39 กรัมต่อ
ลิตร) ความเข้มข้นสูงสุดของบิวทานอลและเอบีอีถูกตรวจพบในสภาวะการหมักที่มีความเข้มข้นของ
สารสกัดจากยีสต์ที่ 3 กรัมต่อลิตร โดยมีค่าเท่ากับ 10.57 และ 14.73 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ สภาวะ
ดังกล่าวให้ค่าผลได้และอัตราการผลิตบิวทานอลเท่ากับ 0.33 และ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
ตามล าดับ จากการทดลองสรุปได้ว่าสภาวะการหมักดังกล่าวสามารถเพ่ิมความเข้มข้นของบิวทานอล 
ผลได้และอัตราการผลิตบิวทานอล 
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ABSTRACT 
 

This study aimed to investigate the effect of yeast extract concentrations on 
butanol production from sugarcane molasses by Clostridium beijerinckii TISTR 1461. 
The molasses without nutrient supplementation containing 40 g l-1 of total sugar and 
varied yeast extract concentrations at 1-5 g l-1 were used as butanol production media. 
The fermentation was carried out in a 1-l bottle with a working volume of 750 ml at 
37 C and an initial pH of 6.5 under anaerobic condition. The results showed that 
butanol and acetone butanol and ethanol (ABE) concentration increased with 
increasing of yeast extract concentration at 1-3 g l-1. The butanol concentration was 
slightly different at the yeast extract concentration between 4 and 5 g l-1 (10.48 and 
10.39 g l-1) in the media. The highest butanol and ABE concentrations were 10.57 g l-1, 
and 14.73 g l-1, when 3 g l-1 yeast extract was added. The fermentation under the 
optimal condition revealed that the butanol yield and butanol productivity were 0.33 
and 0.22 g l-1 h-1, respectively. The results demonstrated that the optimal condition 
could improve butanol concentration, yield and productivity. 
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