
KKU Res J (GS) 16 (4) :  October-December 2016		  101

การผลิตเอทานอลจากน�ำ้อ้อยโดยใช้เชือ้ Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 

Ethanol production from sugarcane juice by 

Clostridium acetobutylicum TISTR 1462

นวภัทร นวกะคาม (Navapat Navakakam)1*, *** ดร.ปรียา แก้วนารี (Dr.Preeya Kaewnaree)*,** 

เอมอร บัวศรี (Aimorn Buasri)** วัลยา มงคลสวัสดิ์ (Walaya Mongkolsawat)*,***

บทคัดย่อ
น�้ำอ้อยถูกใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอทานอล โดย Clostridium acetobutylicum TISTR 1462  

โดยศกึษาการเจริญและการผลติเอทานอล ภายใต้สภาวะไม่ใช้ออกซเิจน ในการผลติเอทานอล มปัีจจยัหลายปัจจยัทีม่ผีล 

ต่อการผลิต เช่น ความเข้มข้นของน�้ำตาล ค่าพีเอช และแหล่งไนโตรเจน ซึ่งสภาวะดังกล่าว จะใช้ศึกษาเพื่อหาสภาวะ

ที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอล พบว่า สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล คือ ท่ีความเข้มข้นน�้ำตาล 6๐Brix  

ค่าพีเอชเริ่มต้น เท่ากับ 5 และปริมาณ DAP4 g/L หมักในสภาวะไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ได้เอทานอลสูง

ทีส่ดุ 23.51 กรมัต่อลติร จากผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่า C. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถผลติเอทานอล 

โดยใช้น�้ำอ้อยได้

ABSTRACT
Sugarcane juice was used as substrate for ethanol production by Clostridium acetobutylicum  

TISTR 1462. C. acetobutylicum TISTR 1462 was studied on growth and ethanol production under anaerobic 

conditions. Various fermentation conditions (sugar concentration, initial pH and nitrogen) were evaluated for 

ethanol production. It was found that the optimum condition for producing ethanol was at sugar concentration 

6๐Brix, pH 5 and DAP 4 g/L for 72 h under anaerobic fermentation, giving the greatest amount of ethanol of 

23.51 g/L. The results indicate that C. acetobutylicum TISTR 1462 can produce ethanol by sugar cane juice.
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บทน�ำ
พลังงานถูกน�ำมาใช้เพื่อด�ำรงชีพของมนุษย์

ไม่ว่าจะเป็นภายในบ้านพักอาศัยอาคาร ร้านค้า โรงงาน

รวมถึงการเดินทางล้วนแล้วใช้พลังงานทั้งส้ินย่ิงนานวัน

ความต้องการพลังงานทวีมากข้ึน น่ันหมายถึงพลังงาน 

จะถกูน�ำมาจากแหล่งต่างๆ เพือ่ตอบสนองการใช้พลงังาน 

ทั้งพลังงานจากดวงอาทิตย์และพลังงานจากภายในโลก 

ซึง่พลงังานทัง้มวลทีม่อียูถ่กูจ�ำแนกออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ 

ตามแหล่งที่มาคือ พลังงานหมุนเวียน (Renewable  

energy) ได้แก่ พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานลม พลังน�้ำ 

พลังงานคลื่นในทะเลและพลังงานชีวมวล ส่วนพลังงาน

สิ้นเปลือง (Nonrenewable energy) ได้แก่ น�้ำมันดิบ  

ถ ่ านหิน  ก ๊ าซธรรมชาติและพลั งงานนิ ว เคลียร ์  

(แร่ยูเรเนียม) [1] เม่ือใช้หมดแล้วไม่สามารถสร้างขึ้น

มาใหม่หรือหามาทดแทนโดยธรรมชาติได้ทันความ

ต้องการในเวลาอันรวดเร็ว ต้องใช้เวลานานกว่าร้อยล้าน

ปีที่จะสร้างข้ึนมาอีกได้และมีปริมาณจ�ำกัด ในปัจจุบัน

มนุษย์จึงหันมาสนใจแหล่งพลังงานหมุนเวียนน�ำมาใช้

ในกระบวนการผลิตชีวพลังงานมากขึ้น โดยเฉพาะแหล่ง

พลังงานชีวมวลท่ีมีปริมาณมากและสามารถน�ำมาใช้

ประโยชน์ได้ เช่น มันส�ำปะหลัง ข้าวโพด ข้าวฟ่างหวาน 

และอ้อย โดยเฉพาะอ้อยเป็นวัตถุดิบที่ปลูกมากในแถบ

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย [2] สามารถ

น�ำมาใช้เป็นวัตถุดิบในกระบวนการผลิต เอทานอล 

ซึ่งเป็นพลังงานทดแทนสามารถใช้แทนน�้ำมันเบนซินได้  

[3] อ้อยเม่ือน�ำมาหีบจะได้ส่วนของน�้ำอ้อยหลักๆ 

ประกอบด้วยน�้ำตาลกลูโคส ซึ่งจุลินทรีย์จะใช้เปลี่ยนไป

เป็นแอลกอฮอล์ดังน้ันจึงมีงานวิจัยหลายฉบับท่ีศึกษา

การผลิตเอทานอลโดยใช้กลุ่มของยีสต์ Saccharomyces 

sp. [3] Min และคณะได้ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการ

ผลติอะซโิตน-บวิทานอล-เอทานอลโดยเชือ้ Clostridium 

acetobutylicum IB4 โดยควบคุม pH จาก 4.9-7.0 ได้ 

ABE สูงสุด 24.6 g/L ได้เอทานอล 17.7 g/L ที่ pH 

5.5 [4] สาวิตรีและคณะได้ศึกษาการผลิต เอทานอล 

ที่สภาวะอุณหภูมิสูงจากน�้ำอ้อยโดยเชื้อ Kluyveromyces  

marxianus DMKU 3-1042 ใช้สูตรอาหารน�้ำอ้อย 

ที่มีการเติมเอทานอล 4% ผลิต เอทานอลที่อุณหภูมิ 40 

และ 45 องศาเซลเซยีส ที ่40 องศาเซลเซยีสผลติเอทานอล 

ได้สูงท่ีสุด 6.78% (w/v) [5] ดังน้ันงานวิจัยคร้ังน้ี 

จึงสนใจที่จะใช้น�้ำอ้อยเป็นวัตถุดิบในการผลิตเอทานอล 

โดยใช้เชื้อแบคทีเรีย C. acetobutylicum TISTR 1462  

ซึ่งจะศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการหมัก ความเข้มข้น

ของน�ำ้ตาลทีเ่ช้ือใช้ pH และปริมาณไนโตรเจน ทีเ่หมาะสม  

เพื่อน�ำผลที่ได้จากการท�ำวิจัยไปใช้ผลิตเอทานอลต่อไป

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของความเข้มข้น

ของน�้ำตาล ค่าพีเอช และปริมาณไนโตรเจนต่อการผลิต 

เอทานอลของ C. acetobutylicum TISTR 1462

วิธีด�ำเนินการวิจัย
1. 	 จุลินทรีย์และอาหารเลี้ยงชื้อ

	 เชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462  

จากสถาบนัวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย

	 อาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked meat medium 

(CMM) 

	 อ้อยสายพันธุ์ฟิล 6607 ปลูกในเขตพื้นที่ 

อ�ำเภอหนองแสง จังหวัดอุดรธานี อายุ 10-12 เดือน

2. 	 วิธีการด�ำเนินการวิจัย

     	2.1 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ

กระบวนการหมักเอทานอล

		  2.1.1 	 การเตรียมกล้าเชื้อ

	       		 1. น�ำ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 เลี้ยงในอาหาร Cooked Meat Medium  

(CMM) ปริมาตร 10mL ในสภาวะที่ไร ้ออกซิเจน  

บ่มที่อุณหภูมิ 37๐C เป็นเวลา 24 h เมื่ออาหาร CMM 

มีลักษณะขุ่นจึงน�ำไปเลี้ยงในอาหาร (TGY) ในข้อที่ 2

      				    2. เตรียมอาหาร Tryptone 

-Glucose-Yeast Extract (TGY) ปริมาตร 50mL  

น�ำเช้ือท่ีเตรียมได้จากข้อ 1. เติมลงในอาหาร TGY  

เลี้ยงในสภาวะที่ไร ้ออกซิเจน บ่มท่ีอุณหภูมิ 37๐C  

เป็นเวลา 16-18 h
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     		  2.1.2 	 การศึกษาความเข ้มข ้น 

ของน�้ำตาลที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

	         	 1. เตรียมน�้ำหมักปริมาตร 

60 mL และปรับความเข้มข้นของน�้ำตาลให้ได้ 5 ระดับ 

คือ 2, 4, 6, 8 และ 10 ๐Brix 

	         	 2. น�ำน�้ำหมักที่เตรียมได้ 

มาหมักโดยใช้ C. acetobutylicum TISTR 1462  

ที่เตรียมได้จากข้อ 1 ติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ  

12 h เป็นเวลา 72 h เก็บตัวอย่างน�้ำหมักปริมาตร 5 

mL น�ำไปวิเคราะห์น�้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar)  

น�้ำตาลท้ังหมด (Total sugar) และปริมาณเอทานอล 

(ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ)

		  2.1.3  	 การศึกษา pH ที่เหมาะสม 

ในกระบวนการหมักเอทานอล

	          	 1. เตรียมน�้ำหมักปริมาตร 

60 mL และปรับ pH ให้ได้ 7 ระดับ คือ 4, 4.5, 5, 5.5 , 

6, 6.5 และ 7 ด้วยสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์  

(Ca (OH)
2
) ความเข้มข้น 5 N

	          	 2. น�ำน�ำ้หมักทีเ่ตรียมได้มา

หมักโดยใช ้ C. acetobutylicum TISTR 1462 ติดตาม

การเปลี่ยนแปลงทุกๆ 12 h เป็นเวลา 72 h เก็บตัวอย่าง

น�้ำหมักปริมาตร 5 mL น�ำไปวิเคราะห์น�้ำตาลรีดิวซ ์ 

(Reducing sugar) น�้ำตาลทั้งหมด (Total sugar) และ

ปริมาณเอทานอล (ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ)

		  2.1.4 	 การศกึษาปรมิาณไนโตรเจน 

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

                	 1. เลือกความเข้มข้นของ

น�้ำตาลที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอลจากข้อ 

3.2.1.2 pH ที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.1.3 และเติมแหล่ง

ไนโตรเจน คือ Diammonium phosphate (DAP) เป็น  

4 ระดับ 1, 2, 3 แล 4 g/L ใช้เตรียมน�ำ้หมกัปรมิาตร 60 mL

	             	 2.  เติมกล ้าเ ช้ือจากข ้อ 

3.2.1.1 ลงในน�้ำหมักที่เตรียมในข้อ1) ปริมาตร 5 mL 

ในสภาวะที่ไม่มีอากาศ บ่มที่อุณหภูมิ 37 ๐C

            			  3. ติดตามการเปลีย่นแปลง 

ทุกๆ 12 h เป็นเวลา 72 h เก็บตัวอย่างน�้ำหมัก น�ำไป

วิเคราะห์น�ำ้ตาลรีดวิซ์ (Reducing sugar) น�ำ้ตาลทัง้หมด 

(Total sugar) และวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล (ท�ำการ

ทดลอง 3 ซ�้ำ)

		  2.2 	การวิเคราะห์

			   2.2.1	 การวิเคราะห์ค่า pH [6]

				    การวัด pH เปรียบเทียบ

มาตรฐานเครื่อง พีเอชมิเตอร์ให้พร้อมก่อนจะวัดค่า 

pH ของสารละลายตัวอย่าง โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์

มาตรฐานทีท่ราบค่าแน่นอนจากนัน้น�ำสารละลายตัวอย่าง 

50 mL วัดค่า pH

			   2.2.2 	 การวิเคราะห์ปริมาณ

น�้ำตาล น�้ำตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธี Phenol 

sulfuric total sugar [7] น�้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing Sugar) 

โดยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid [8]

			   2.2.3 	 วิเคราะห์ปรมิาณเอทานอล 

[8] ใช้เครื่อง GC ยี่ห้อ SHIMADZU รุ่น GC-2014 

และ Auto sampler 8200 บริษัท Bara Scientific  

จากประเทศญ่ีปุ ่น มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.25 mm 

ความยาว 30 m และความหนาของสารเคลือบ 0.5 µm,  

ใช้ Detector ชนิดเอฟไอดี (FID) ใช้อุณหภูมิ Column,  

Injector และ Detector 150 200 และ 240 ๐C  

ตามล�ำดบั ฉดีสารละลายมาตรฐานเอทานอลความเข้มข้น 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 % ปรมิาตร  1 µl เข้าเครือ่ง GC  

โดยใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 150 ๐C คงอุณหภูมินี้ไว้ 3 นาที 

แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 150 ๐C ต่อนาทีจนถึง 200 ๐C  

คงอุณหภูมิน้ีไว้ 5 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 200 ๐C  

ต ่อนาที จนถึง 240๐C คงอุณหภูมิน้ีไว ้  20 นาที  

ใช้เวลาในการวิเคราะห์ทั้งหมด 28 นาที สร้างเส้นกราฟ

มาตรฐานของสารละลายมาตรฐานเอทานอล จากน้ัน

ฉีดสารละลายตัวอย่าง 1 µl เข้าเครื่อง GC ซึ่งใช้สภาวะ

เดียวกันกับการวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน ค�ำนวณ

ปริมาณ เอทานอลจากเส้นกราฟมาตรฐานของสารละลาย

มาตรฐานแอลกอฮอล์ บันทึกผลการทดลอง
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ผลและวิจารณ์ผล
1. 	 ผลการศึกษาหาปริมาณของน�้ำตาล 

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

	 ผ ล ศึ ก ษ า ป ริ ม า ณ ข อ ง น�้ ำ ต า ล ใ น

กระบวนการหมกัเอทานอลโดยใช้เช้ือ C. acetobutylicum  

TISTR 1462 หมักน�้ำอ้อยท่ีความเข้มข้นของน�้ำตาล  

5 ระดับ คือ 2, 4, 6, 8 และ 10๐Brix เก็บตัวอย่างทุกๆ  

12 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง น�ำมาศึกษาประสิทธิภาพ

การผลิตเอทานอล ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมดและปริมาณ

น�ำ้ตาลรดีวิซ์ พบ พบว่า การผลติเอทานอล การใช้น�ำ้ตาล

ทัง้หมดและใช้น�ำ้ตาลรดีวิซ์ ได้ผลการทดลองดังตารางที ่1  

ภาพที่ 1 และ 2 จะเห็นว่าเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 

1462 สามารถผลติ เอทานอลได้เพิม่ข้ึนตามเวลาทีใ่ช้ใน

กระบวนการหมัก ได้ปรมิาณแอลกอฮอล์เท่ากบั 20.07 , 

20.07, 25.09, 10.04 และ 10.04 g/L ตามล�ำดับ  

และท่ีความเข้มข้นของน�้ำตาล 6 ๐Brix สามารถผลิต

แอลกอฮอล์ได้สูงที่สุดคือ 23.51g/L ที่ 72 ชั่วโมง  

เมื่อติดตามการใช้ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด พบว่าปริมาณ

น�ำ้ตาลลดลงตามเวลาในกระบวนการหมกัและใช้น�ำ้ตาลไป 

380.92, 334.77, 258.46, 368.00 และ 457.85 g/L  

ตามล�ำดับ จาก เริ่มต้น 489.72, 475.57, 544.49 

739.57 และ 775.26 g/L ตามล�ำดับ 

เมือ่ตดิตามการใช้น�ำ้ตาลรีดิวซ์พบว่าใช้น�ำ้ตาลไป  

92.07, 191.78, 138.91, 109.82 และ 283.64 g/L  

ตามล�ำดับ จากเร่ิมต้น 152.62, 207.82, 267.27 

305.82 และ 474.91 g/L ตามล�ำดับ แสดงให้เหน็ว่าการ

ผลติแอลกอฮอล์สามารถผลติได้โดยใช้น�ำ้ตาลจากน�ำ้อ้อย

ในกระบวนการหมกั  จากผลการทดลองจะเหน็ว่าปรมิาณ

ของน�้ำตาลที่แตกต่างกันมีผลต่อการผลิตแอลกอฮอล์

2.	 ผลการศึกษาหา pH ท่ีเหมาะสม 

ในกระบวนการเอทานอล

	 ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมัก 

เอทานอลในโดยใช้เช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462  

ในน�ำ้อ้อยทีมี่ความเข้มข้นของน�ำ้ตาล 6๐Brix และปรบั pH 7  

ระดับ คือ 4, 4.5, 5, 5.5, 6 6.5 และ 7 เกบ็ตวัอย่างทกุๆ 

12h เป็นเวลา 72 h น�ำมาศึกษาประสิทธิภาพการผลิต 

เอทานอลการใช้น�ำ้ตาลทัง้หมดและการใช้ปรมิาณน�ำ้ตาล

รดิีวซ์ และติดตามเปลีย่นแปลงเอทานอล ปรมิาณน�ำ้ตาล

ทั้งหมดและปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ ดังภาพที่ 3 และ 4  

เมือ่น�ำมาค�ำนวณหาปรมิาณเอทานอล พบว่า เช้ือสามารถ

ผลติเอทานอล ได้ทกุสภาวะ pH ดงัตารางท่ี 2 คือ 14.11, 

14.11, 23.51, 20.07, 20.07, 20.07 และ 15.05g/L  

ตามล�ำดับและพบว่าที่ pH 5 สามารถผลิตเอทานอล 

ได้สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L เมื่อติดตามการใช้ปริมาณ 

น�ำ้ตาลทัง้หมดพบว่าน�ำ้ตาลถูกใช้ไป 369.23, 241.85 , 

315.69, 121.23, 206.77, 204.31 และ 194.46 g/L 

ตามล�ำดับจากเริม่ต้น 447.88, 418.95, 85.82, 154.18 , 

149.09, 109.09, 94.55, 85.82 และ 212.73 g/L  

ตามล�ำดับแสดงให้เห็นว่าที่ pH 5 คือสภาวะที่เหมาะสม 

ในการผลิตเอทานอล

3. 	 ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตรเจน 

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

	 ผลศกึษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการ 

หมักเอทานอลโดยใช้เชื้อ C. acetobutylicum TISTR 

1462 ในน�้ำอ้อยท่ีมีค่าความหวาน 6๐Brix และค่า pH  

เ ท ่ า กั บ  5  แ ล ะ ป รั บ ป ริ ม า ณ ไ น โ ต ร เ จ น โ ด ย ใ ช ้  

ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดบั คือ 1, 2, 3 และ 

4 g/L เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 

น�ำมาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดยติดตาม

การเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอล ประมาณน�้ำตาล

ทั้งหมดและปริมาณน�้ำตาลรีดิวซ์ พบว่าเชื้อสามารถผลิต

เอทานอลได้ทีค่วามเข้มข้นของไนโตรเจน เท่ากบั 14.11, 

14.11, 14.11 และ 23.51g/L ตามล�ำดับดังตารางที่ 3  

และการเปลี่ยนแปลงน�้ำตาลท้ังหมด ดังภาพท่ี 5 และ 

การเปลี่ยนแปลงน�้ำตาลรีดิวซ์ ดังภาพที่ 6

จากการศึกษาน้ีไปใช้ในการผลิตเอทานอล 

ศึกษาความเข้มข้นของน�้ำตาลท่ีเหมาะสมในการผลิต 

เอทานอล พบว่าทีค่วามเข้มข้นน�ำ้ตาล  6 ๐Brix  สามารถผลติ

เอทานอลได้สงูท่ีสดุคอื 23.51 g/L ที ่72 h น�ำ้ตาลรีดิวซ์

ถูกใช้ไป 138.91 g/L จากน�้ำตาลเริ่มต้น 267.27 g/L  

และน�้ำตาลทั้งหมดถูกใช้ไป 258.46 g/L จากน�้ำตาล

เริ่มต้น 544.49 g/L ศึกษาค่า pH พบว่า ค่าความเป็น 
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กรด-ด่างท่ีเหมาะสมคือ pH 5 สามารถผลิตเอทานอล

ได้สูงที่สุดคือ 23.51 g/L ที่ 72 h น�้ำตาลรีดิวซ์ถูกใช้ไป 

149.09 g/L จากน�้ำตาลเร่ิมต้น 236.73 g/L และ

น�้ำตาลทั้งหมดถูกใช้ไป 315.69 g/L จากน�้ำตาลเริ่มต้น 

433.72 g/L และศึกษาการเติมแหล่งไนโตรเจน พบว่า  

การเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L เชือ้สามารถผลติ

เอทานอลได้สูงที่สุดคือ 23.51 g/Lที่ 72 h น�้ำตาลรีดิวซ์

ถูกใช้ไป 75.64 g/L จากน�้ำตาลเริ่มต้น 258.18 g/L  

และน�้ำตาลทั้งหมดถูกใช้ไป 320.62 g/L จากเร่ิมต้น 

551.26 g/L

เม่ือพิจารณางานวิจัยของ Wenyan และคณะ 

[9] ศึกษาการผลิตบิวทานอลจากน�้ำตาลซูโครสและ 

น�้ำอ้อยโดยใช้ C.acetobutylicum JB200 ที่ท�ำให้กลาย

พันธุ์ เชื้อสามารถผลิตบิวทานอลได้ 16.5 g/L อะซิโตน 

8.1 g/L และเอทานอล75.9 g/L ในเวลา 47 ชั่วโมง  

Mohamed และคณะ [10] ศกึษาการผลิตอะซโิตน บวิทานอล  

เอทานอล โดยใช ้อาหาร T6 โดยเ ช้ือสายพันธุ  ์ 

C. acetobutylicum ATCC 824 สามารถผลติบวิทานอลได้  

16.16 g/L อะซิโตน 7.4 g/L และเอทานอล 0.51 g/L  

จะเห็นได้ว่าผลการวิจัยคร้ังน้ีสามารถผลิตเอทานอลที่

สภาวะที่เหมาะสมได้ 23.51 g/L ซึ่งอยู่ในช่วงเดียวกับ

งานวิจัยทั้ง 2 ซึ่งในงานวิจัยการผลิตเอทานอลจาก C. 

acetobutylicum จะต้องพัฒนาให้สามารถผลิตเอทานอล

ได้มากขึ้นเพื่อน�ำไปใช้ผลิตในระดับขนาดใหญ่ต่อไป

สรุปผล
การศึกษาป ัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิต 

เอทานอลจากน�้ำอ้อยโดยใช้เช้ือ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ในกระบวนการผลิตเอทานอลน้ีได้ศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอลคือ 

ความเข้มข้นของน�้ำตาล ค่าpH และปริมาณไนโตรเจน 

พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก คือที่ความเข้มข้น

ของน�้ำตาลเริ่มต้น 6 ๐Brix pH 5 และความเข้มข้นของ 

ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L C. acetobutylicum 

TISTR 1462 สามารถผลติเอทานอลได้สงูทีส่ดุ 23.51 g/L 

กิตติกรรมประกาศ
ข อ ข อ บ คุ ณ ส ถ า บั น วิ จั ย แ ล ะ พั ฒ น า 
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ตารางที ่1 ผลการวเิคราะห์แอลกอฮอลใ์นกระบวนการหมกั

เอทานอล ท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 5 ระดบั 
samples Ethanol(g/L) h 

น ้าตาล 2 °Brix 20.07 60 
น ้ าตาล 4 °Brix 20.07 36 
น ้ าตาล 6 °Brix 23.51 72 
น ้ าตาล 8 °Brix 10.04 12 
น ้ าตาล 10 °Brix 10.04 12 

 
 และท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 6 ๐Brix สามารถผลิต
แอลกอฮอลไ์ดสู้งท่ีสุดคือ 23.51g/L ท่ี 72 ชัว่โมง เม่ือติดตาม
การใช้ปริมาณน ้ าตาลทั้ งหมด พบว่าปริมาณน ้ าตาลลดลง
ตามเวลาในกระบวนการหมักและใช้น ้ าตาลไป 380.92 
334.77 258.46 368.00 และ 457.85 g/L ตามล าดบั จาก 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เร่ิมต้น 489.72 475.57 544.49 739.57 และ 775.26 g/L 
ตามล าดบั  
 เม่ือติดตามการใช้น ้ าตาลรีดิวซ์พบว่าใช้น ้ าตาลไป 
92.07 191.78 138.91109.82 และ 283.64 g/L ตามล าดบั จาก
เร่ิมต้น 152.62 207.82 267.27 305.82 และ 474.91 g/L 
ตามล าดบั แสดงให้เห็นวา่การผลิตแอลกอฮอลส์ามารถผลิต
ได้โดยใช้น ้ าตาลจากน ้ าออ้ยในกระบวนการหมกั  จากผล
การทดลองจะเห็นว่าปริมาณของน ้ าตาลท่ีแตกต่างกันมีผล
ต่อการผลิตแอลกอฮอล ์
 

                            
(ก) (ข) 

   
          (ค)                                         (ง)                                                     (จ)       

ภาพที่ 1 ผลการผลิตเอทานอลและการใชน้ ้ าตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการเอทานอลจาก
น ้ าออ้ยน ้ าตาล (ก) 2°Brix  (ข) น ้ าตาล 4°Brix  (ค) น ้ าตาล 6°Brix (ง) น ้ าตาล 8°Brix และ (จ) น ้ าตาล 10°Brix;        

  : น ้ าตาล, ■: เอทานอล 
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ภาพที่ 1 	 ผลการผลิตเอทานอลและการใช้น�้ำตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการ 

	 เอทานอลจากน�ำ้อ้อยน�ำ้ตาล (ก) 2°Brix (ข) น�ำ้ตาล 4°Brix (ค) น�ำ้ตาล 6°Brix (ง) น�ำ้ตาล 8°Brix และ  

	 (จ) น�้ำตาล 10°Brix; ♦: น�้ำตาล, ■: เอทานอล

ตารางที่ 1   ผลการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในกระบวนการหมักเอทานอล ที่ความเข้มข้นของน�้ำตาล 5 ระดับ

samples Ethanol(g/L) h

น�้ำตาล 2 °Brix 20.07 60

น�้ำตาล 4 °Brix 20.07 36

น�้ำตาล 6 °Brix 23.51 72

น�้ำตาล 8 °Brix 10.04 12

น�้ำตาล 10 °Brix 10.04 12
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ภาพที ่2   ผลการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ท่ีปริมาณน ้ าตาล 2 4 6 8 และ 10 ๐

Brix ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้ าออ้ย 
 

2. ผลการศึกษาหา pH ทีเ่หมาะสมในกระบวนการเอ
ทานอล 

ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมกัเอทานอลใน
โดยใช้เช้ือ  C. acetobutylicum TISTR 1462 ในน ้ าอ้อยท่ีมี
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 6๐Brixและปรับ pH 7 ระดบั คือ 4 
4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7เก็บตัวอย่างทุกๆ 12h เป็นเวลา 72 h 
น ามาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลการใช้น ้ าตาล
ทั้ งหมดและการใช้ป ริมาณน ้ าตาลรีดิวซ์  และติดตาม
เปล่ียนแปลงเอทานอล ปริมาณน ้ าตาลทั้งหมดและปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ ดงัภาพท่ี 3 และ 4 เม่ือน ามาค านวณหาปริมาณ
เอทานอล พบว่า เช้ือสามารถผลิตเอทานอล ได้ทุกสภาวะ 
pH ดังตารางท่ี  2 คือ14.11 14.1123.51 20.07 20.07 20.07 
และ 15.05g/L ตามล าดับและพบว่าท่ี pH 5 สามารถผลิตเอ
ทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/Lเม่ือติดตามการใช้ปริมาณ
น ้ าตาลทั้งหมดพบวา่น ้ าตาลถูกใชไ้ป 369.23 241.85 315.69 
121.23 206.77 204.31 และ 194.46 g/L ตามล าดบัจากเร่ิมตน้ 
447.88 418.95 85.82 154.18 149.09 109.09 94.55 85.82 
และ 212.73 g/L ตามล าดบัแสดงใหเ้ห็นวา่ท่ี pH 5 คือสภาวะ
ท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล 

 
 
 
 
 
 

ตารางที ่2 ผลการวเิคราะห์แอลกอฮอลใ์นกระบวนการหมกั
เอทานอล ท่ี pH 7 ระดบั 

 
sample Ethanol(g/L) h 

pH 4 14.11 12 
pH 4.5 14.11 12 
pH 5 23.51 72 
pH 5.5 20.07 48 
pH 6 20.07 60 
pH 6.5 20.07 36 
pH 7 15.05 12 

 
3. ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตรเจนที่ เหมาะสมใน

กระบวนการหมกัเอทานอล 
ผลศึกษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมกัเอ

ท าน อลโด ยใช้ เช้ื อ  C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน
น ้ าออ้ยท่ีมีค่าความหวาน 6๐Brix และค่า pH เท่ากบั 5 และ
ปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช้          ไดแอมโมเนียม
ฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ 4 g/Lเก็บตัวอย่าง
ทุ ก ๆ  12 ชั่ ว โม ง  เป็ น เว ล า  72 ชั่ ว โ ม ง  น าม า ศึ ก ษ า
ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลโดยติดตามการเปล่ียนแปลง
ปริมาณเอทานอล ประมาณน ้ าตาลทั้ งหมดและปริมาณ
น ้ าตาลรีดิวซ์ พบว่าเช้ือสามารถผลิตเอทานอลได้ท่ีความ
เข้มข้นของไนโตรเจน  เท่ ากับ 14.11 14.11 14.11 และ 
23.51g/L ตามล าดับดังตารางท่ี  3 และการเปล่ียนแปลง
น ้ าตาลทั้ งหมด ดังภาพท่ี 5 และการเปล่ียนแปลงน ้ าตาล
รีดิวซ์ ดงัภาพท่ี 6 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 2  	 ผลการใช้น�้ำตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ปริมาณน�้ำตาล 2 4 6 8 และ 10 ๐Brix  

	 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากน�้ำอ้อย

ตารางที่ 2  ผลการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในกระบวนการหมักเอทานอล ที่ pH 7 ระดับ

sample Ethanol(g/L) h

pH 4 14.11 12

pH 4.5 14.11 12

pH 5 23.51 72

pH 5.5 20.07 48

pH 6 20.07 60

pH 6.5 20.07 36

pH 7 15.05 12

ตารางที ่3  ผลการวิเคราะห์แอลกอฮอล์ในกระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเข้มข้นของไนโตรเจน (DAP) 4 ระดบั

sample Ethanol(g/L) h

DAP 1 g/L 14.11 12

DAP 2 g/L 14.11 12

DAP 3 g/L 14.11 12

DAP 4 g/L 23.51 72
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(ก)                                (ข)                                          (ค) 

     
                  (ง)                                        (จ)                                         (ฉ) 
 

 
                                                                 (ช) 
 
ภาพที่ 3 ผลการผลิตเอทานอล และการใช้น ้ าตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน กระบวนการ   เอทานอลจาก

น ้ าออ้ย (ก) pH 4 (ข) pH 4.5 (ค) pH 5 (ง) pH 5.5 (จ) pH 6 (ฉ) pH 6.5 และ (ช) pH 7;  : น ้ าตาล, ■: เอทานอล 
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ภาพท่ี 3 	 ผลการผลติเอทานอล และการใช้น�ำ้ตาลของเชือ้ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการเอทานอล 

	 จากน�้ำอ้อย (ก) pH 4 (ข) pH 4.5 (ค) pH 5 (ง) pH 5.5 (จ) pH 6 (ฉ) pH 6.5 และ (ช) pH 7;   

	 ♦: น�้ำตาล, ■: เอทานอล

                 (ก)  			               (ข)  			               (ค)

                 (ง)  			               (จ)  			               (ฉ)

 (ช)
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ภาพที ่4  ผลการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7 ใน
กระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้าออ้ย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที ่3 ผลการวเิคราะห์แอลกอฮอลใ์นกระบวนการ
หมกัเอทานอล ท่ีความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 
(DAP) 4 ระดบั 

 
sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 
DAP 2 g/L 14.11 12 
DAP 3 g/L 14.11 12 
DAP 4 g/L 23.51 72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             
                                (ก)                                                                          (ข) 

      
        (ค)                                                                        (ง) 

ภาพที ่5  การผลิตเอทานอลและการใชน้ ้ าตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้ าออ้ย 
(ก) DAP 1 g/L (ข) DAP 2 g/L (ค) DAP 3 g/L และ (ง) DAP 4 g/L;        
: น ้ าตาล : เอทานอล 
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ภาพที ่4  	 ผลการใช้น�้ำตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum TISTR 1462 ที่ pH 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7  

	 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากน�้ำอ้อย

 

 
ภาพที ่4  ผลการใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7 ใน
กระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้าออ้ย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที ่3 ผลการวเิคราะห์แอลกอฮอลใ์นกระบวนการ
หมกัเอทานอล ท่ีความเขม้ขน้ของไนโตรเจน 
(DAP) 4 ระดบั 

 
sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 
DAP 2 g/L 14.11 12 
DAP 3 g/L 14.11 12 
DAP 4 g/L 23.51 72 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

             
                                (ก)                                                                          (ข) 

      
        (ค)                                                                        (ง) 

ภาพที ่5  การผลิตเอทานอลและการใชน้ ้ าตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้ าออ้ย 
(ก) DAP 1 g/L (ข) DAP 2 g/L (ค) DAP 3 g/L และ (ง) DAP 4 g/L;        
: น ้ าตาล : เอทานอล 
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ภาพที่ 5 	 การผลิตเอทานอลและการใช้น�้ำตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิต 

	 เอทานอลจากน�้ำอ้อย (ก) DAP 1 g/L (ข) DAP 2 g/L (ค) DAP 3 g/L และ (ง) DAP 4 g/L; 

	 ♦: น�้ำตาล : เอทานอล
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ภาพที ่6 การใชน้ ้ าตาลรีดิวซ์ของ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ท่ีปริมาณ DAP 1 2 3 และ 4g/L ใน
กระบวนการผลิตเอทานอลจากน ้าออ้ย 

 
 จากการศึกษาน้ีไปใชใ้นการผลิตเอทานอล ศึกษา
ความเขม้ขน้ของน ้ าตาลท่ีเหมาะสมในการผลิตเอทานอล 
พบวา่ท่ีความเขม้ขน้น ้ าตาล 6 ๐Brix สามารถผลิตเอทานอล
ได้สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L ท่ี  72 h น ้ าตาลรีดิวซ์ถูกใช้ไป 
138.91 g/L จากน ้ าตาลเร่ิมต้น 267.27 g/L และน ้ าตาล
ทั้งหมดถูกใชไ้ป 258.46 g/L จากน ้ าตาลเร่ิมตน้ 544.49 g/L 
ศึกษาค่า pH พบวา่ ค่าความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมคือpH 
5 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L ท่ี 72 h 
น ้ าตาลรีดิวซ์ถูกใชไ้ป149.09 g/L จากน ้ าตาลเร่ิมตน้ 236.73 
g/L และน ้ าตาลทั้ งหมดถูกใช้ไป 315.69 g/Lจากน ้ าตาล
เร่ิมต้น 433.72 g/L และศึกษาการเติมแหล่งไนโตรเจน 
พบวา่ การเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L เช้ือสามารถ
ผลิตเอทานอลไดสู้งท่ีสุดคือ 23.51 g/Lท่ี 72 h น ้ าตาลรีดิวซ์
ถูกใช้ไป 75.64 g/L จากน ้ าตาลเร่ิมต้น 258.18 g/L และ
น ้ าตาลทั้งหมดถูกใชไ้ป 320.62 g/L จากเร่ิมตน้ 551.26 g/L 
 เม่ือพิจารณางานวิจัยของ Wenyan และคณะ [9] 
ศึกษาการผลิตบิวทานอลจากน ้ าตาลซูโครสและน ้ าออ้ยโดย
ใช้  C.acetobutylicum JB200 ท่ี ท า ให้ ก ล ายพั น ธ์ุ  เ ช้ื อ
สามารถผลิตบิวทานอลได ้16.5 g/L อะซิโตน 8.1 g/L และ
เอทานอล75.9 g/L ในเวลา 47 ชัว่โมง Mohamed และคณะ 
[10] ศึกษาการผลิตอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล โดยใช้
อาหาร T6 โดยเช้ือสายพนัธ์ุ C. acetobutylicum ATCC 824 
สามารถผลิตบิวทานอลได้ 16.16 g/L อะซิโตน 7.4 g/L 
และเอทานอล 0.51 g/L จะเห็นได้ว่าผลการวิจัยคร้ังน้ี

สามารถผลิตเอทานอลท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมได้ 23.51 g/L 
ซ่ึงอยูใ่นช่วงเดียวกบังานวจิยัทั้ง 2 ซ่ึงในงานวจิยัการผลิตเอ
ทานอลจาก C. acetobutylicum จะต้องพฒันาให้สามารถ
ผลิตเอทานอลไดม้ากข้ึนเพ่ือน าไปใชผ้ลิตในระดบัขนาด
ใหญ่ต่อไป 
 
สรุปผล 
 การศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตเอทานอล
จากน ้ าออ้ยโดยใชเ้ช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน
กระบวนการผลิตเอทานอลน้ีได้ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในกระบวนการหมกัเอทานอลคือ ความเขม้ขน้ของน ้ าตาล 
ค่าpH และปริมาณไนโตรเจน พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมใน
การหมกั คือท่ีความเขม้ขน้ของน ้ าตาลเร่ิมตน้ 6 ๐Brix pH 5 
และความเข้มข้นของไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L C. 
acetobutylicum TISTR 1462 สามารถผลิตเอทานอลไดสู้ง
ท่ีสุด 23.51 g/L  
 
กติตกิรรมประกาศ 
 ขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัย
ราชภฏัอุดรธานี และส านกังานคณะกรรมการวจิยัแห่งชาติ 
ท่ีสนับสนุนทุนวิจัยน้ีขอขอบคุณศูนย์เค ร่ืองมือกลาง 
มหาวิทยาลยัมหาสารคาม ในความอนุเคราะห์เคร่ืองมือ
และหอ้งปฏิบติัการ 
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