
 
 

สภาวะที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม<อะไมเลสและ 
เซลลูเลสเพื่อการเจริญเติบโตของ Clostridium acetobutylicum  

 
Optimal Conditions of Cassava Stem Hydrolysis by Amylase and 

Cellulase for Clostridium acetobutylicum Growth 
 
 
 
 

 
 

ศิริกัญญา แก*วขุนทศ 
สริดา      อ3อนน้ำคำ 
 

 
 
 

 
 

โครงงานพิเศษฉบับนี้เปfนส-วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตร 
ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาจุลชีววิทยาอุตสาหกรรม 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร< 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล4าเจ4าคุณทหารลาดกระบัง 

ปmการศึกษา 2566 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 
OPTIMAL CONDITIONS OF CASSAVA STEM HYDROLYSIS  

BY AMYLASE AND CELLULASE  
FOR CLOSTRIDIUM ACETOBUTYLICUM GROWTH 

 
 
 
 
 

SIRIKANYA KAEWKUNTOD 
 

SARIDA     OONNAMKAM 
 
 
 
 
 

 
A SPECIAL PROJECT SUBMITTIED IN PARTIAL FULFILLMENT OF  

THE REQUIREMENT FOR THE DEGREE OF BACHELOR OF SCIENCE 
(INDUSTRY MICROBIOLOGY) 

DEPARTMENT OF BIOLOGY, SCHOOL OF SCIENCE 
KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 

ACADEMIC YEAR 2023 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 
หัวข%อโครงงานพิเศษ  สภาวะท่ีเหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< 
                                          อะไมเลสและเซลลูเลสเพ่ือการเจริญเติบโตของ Clostridium         
                                          acetobutylicum  
                                         Optimal Conditions of Cassava Stem Hydrolysis by Amylase    

                                 and Cellulase for Clostridium acetobutylicum Growth 
ช่ือนักศึกษา   ศิริกัญญา แก4วขุนทศ  รหัสนักศึกษา 63050523 

สริดา อ-อนน้ำคำ        รหัสนักศึกษา 63050524 
ปริญญา    วิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม) 
ภาควิชา   ชีววิทยา 
ป;การศึกษา   2566 
อาจารย>ท่ีปรึกษา  ผศ.ดร.วรภัทร< สงวนไชยไผ-วงศ< 
 
คณะวิทยาศาสตร< สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล4าเจ4าคุณทหารลาดกระบัง (สจล.) อนุมัติให4โครงงาน
พิเศษนี้เปvนส-วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญา วิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม) 
ประจำปwการศึกษา 2566 
 

คณะกรรมการสอบ ลายเซ็นมือ 
รศ.ดวงใจ โอชัยกุล 
ประธานกรรมการ 

 

ผศ.ดร.สุทธิจิต ศรีวัชรกุล 
กรรมการ 

 

ผศ.ดร.วรภัทร< สงวนไชยไผ-วงศ< 
กรรมการและอาจารย<ท่ีปรึกษา 

 

 
 

ลิขสิทธ์ิของคณะวิทยาศาสตร< 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล4าเจ4าคุณทหารลาดกระบัง

erimi sentatio

dr &

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 ก 

หัวข%อโครงงานพิเศษ  สภาวะท่ีเหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< 
                                          อะไมเลสและเซลลูเลสเพ่ือการเจริญเติบโตของ Clostridium         
                                          acetobutylicum  
                                         Optimal Conditions of Cassava Stem Hydrolysis by Amylase    

                                 and Cellulase for Clostridium acetobutylicum Growth 
ช่ือนักศึกษา   ศิริกัญญา แก4วขุนทศ  รหัสนักศึกษา 63050523 

สริดา อ-อนน้ำคำ        รหัสนักศึกษา 63050524 
ปริญญา    วิทยาศาสตรบัณฑิต (จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม) 
ภาควิชา   ชีววิทยา 
ป;การศึกษา   2566 
อาจารย>ท่ีปรึกษา  ผศ.ดร.วรภัทร< สงวนไชยไผ-วงศ< 
 
 

บทคัดย3อ 
       งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค<เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง ท่ีเปvนวัสดุ
เหลือใช4จากการเกษตรด4วยเอนไซม<เพื่อการเจริญเติบโตของเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 
1419 โดยนำลำต4นมันสำปะหลังมาปรับสภาพด4วยการละลายลิกนิน และปรับสภาพด4วย Soxhlet 
extraction ที ่ใช4อะซิโตนเปvนตัวทำละลาย จากนั ้นทำการย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส (! -
Amylase from Bacillus licheniformis) , เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase from 
Aspergillus niger) และเอนไซม<เซลลูเลส (Cellulase from Trichodema reesei aqueous solution) 
ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม ได4แก- อุณหภูมิที่เหมาะสม 50 และ 60 องศาเซลเซียส เวลาที่เหมาะสม 12, 24, 
36 และ 48 ชั่วโมง และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสม 20, 30, 40 และ 50 ไมโครลิตรต-อกรัมลำ
ต4นมันสำปะหลัง ผลการทดลองพบว-าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการย-อยลำต4นมันสำปะหลังคือ 60 องศา
เซลเซียส ซึ ่งที ่อุณหภูมินี ้ เมื ่อนำลำต4นมันสำปะหลังมาย-อยด4วยเอนไซม<เซลลูเลสในปริมาตร 30 
ไมโครลิตร เปvนเวลา 48 ชั่วโมง จะได4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 16.00 กรัมต-อลิตร ใน
การศึกษาช-วงเวลาที่เหมาะสมในการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง พบว-าเวลาที่เหมาะสมที่สุดคือ 36 ชั่วโมง 
โดยท่ีเวลาน้ีให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 38.25 กรัมต-อลิตร  
และในส-วนของการศึกษาปริมาตรของเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสมที่สุดในการย-อยลำต4นมันสำปะหลังคือ 
40 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง โดยให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 15.12 กรัมต-อลิตร 
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เมื ่อได4สภาวะที่เหมาะสมจึงนำมาใช4ในการเลี ้ยงเชื ้อ Clostridium acetobutylicum JMC 1419 ใน
ข้ันตอนถัดไปโดยเปรียบเทียบอาหาร 2 ชนิดได4แก- อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อ
ลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะ
ไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซม<เซลลูเลสที่ค-าน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดและเติมกลูโคสให4น้ำตาล
รีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร จากการศึกษาพบว-าอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อ
ลิตร มีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (") สูงกว-าเท-ากับ 0.084 h-1 เมื่อเทียบกับอาหารที่มีส-วนประกอบ
ของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอนไซม< ซึ่งมีค-า (") เท-ากับ 0.013 h-1 แต-อาหารที่มีส-วนประกอบของ
ลำต4นมันสำปะหลังให4ค-าผลผลิตชีวมวลต-อซับสเตรท (YX/s) สูงกว-าเท-ากับ 0.177 กรัม น้ำหนักเซลล<แห4ง
ต-อกรัมน้ำตาลรีดิวซ< ขณะท่ีอาหารกลูโคสมีค-า (YX/s)  เท-ากับ 0.103 กรัมน้ำหนักเซลล<แห4งต-อกรัม น้ำตาล
รีดิวซ<แสดงถึงความเปvนไปได4ในการใช4วัตถุดิบทางเลือกนี้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตชีวภาพต-างๆ
จากการหมัก 
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Abstract 
 
       The objective of this research is to study the optimal conditions of the hydrolysis of 
cassava stems, an agricultural residue, using enzymes, for the growth of Clostridium 
acetobutylicum JCM 1419 The cassava stems were pretreated by delignifying using and 
Soxhlet extraction with acetone as solvent. Subsequently, enzymatic hydrolysis was 
conducted using alpha-amylase (! -Amylase from Bacillus licheniformis), 
amyloglucosidase enzyme (Amyloglucosidase from Aspergillus niger), and cellulase 
enzyme (Cellulase from Trichodema reesei aqueous solution). The study investigated 
optimal conditions including temperatures (50 and 60 ° C), incubation period (12, 24, 36, 
and 48 h), and volumes of cellulase enzyme (20, 30, 40, and 50 "#/g pretreated cassava 
stem). It has been found that the most suitable incubation temperature for cassava stems 
was 60 °C and incubating with 30 "# cellulase enzyme for 48 h yielded the highest 
reducing sugar concentration of 16.00 g/L. Regarding the optimal incubation period, thirty 
six hours provided the maximum reducing sugar concentration of 38.25 g/L. The study 
also found that cellulase enzyme (40 "#/g pretreated cassava stem) was optimal for 
hydrolyzing cassava stems, resulting in a reducing sugar concentration of 15.12 g/L. These 
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optimal conditions were utilized for Clostridium acetobutylicum JMC 1419 culture 
medium. The study was compared two types of media: T6 medium containing 45 g/L of 
glucose (control) and T6 medium containing hydrolyzed cassava stems with maximum 
reducing sugars and supplemented glucose to 45 g/L equivalent. The study has been 
found that T6 medium with 45 g/L of glucose had a specific growth rate (μ) of 0.084 h-1 
greater than that of T6 medium containing hydrolysis cassava stems with  μ of 0.013 h-1. 
However, the cassava stem-based medium had a higher biomass yield coefficient (YX/s) of  
0.177 g dry cell weight/g reducing sugars, whereas the glucose based medium obtained 
YX/s of 0.103 g dry cell weight/g reducing sugars. This indicated the potential of using 
cassava stems as an alternative raw material to enhance various bioproduction efficiencies 
through fermentation. 
 
Keyword : cassava Stem, amylase, cellulase, enzymatic hydrolysis, Clostridium 
acetobutylicum 
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กิตติกรรมประกาศ 
 
       ในการจัดทำโครงงานพิเศษเล-มน้ีสำเร็จลุล-วงไปได4ด4วยดี โดยได4รับความอนุเคราะห<จากผู4มีพระคุณ 
หลายท-าน ทางคณะผู4จัดทำขอกราบขอบพระคุณอาจารย<ที่ปรึกษาโครงงานพิเศษ ผศ.ดร. วรภัทร< สงวน
ไชยไผ-วงศ< เปvนอย-างสูงที่ให4คำปรึกษาด4วยดีเสมอมา คอยให4ความรู4และ แนะนำแนวทางในการแก4ไข
ปöญหาต-าง ๆรวมทั้งแนะนำการวางแผนในการปฏิบัติกรต-างๆ จนโครงงานพิเศษเล-มนี้สำเร็จลุลวงมาได4
ด4วยดี และขอขอบพระคุณ รศ. ดวงใจ โอชัยกุล ประธานกรรมการโครงงานพิเศษและ ผศ.ดร. สุทธิจิต ศรี
วัชรกุลกรรมการโครงงานพิเศษที่สละเวลามาเปvนคณะกรรมการสอบโครงงานพิเศษและคอยให4คำปรึกษา
แนะนำแนวทางในการแก4ไขปöญหา จุดบกพร-องต-างๆ ทำให4โครงงานพิเศษเล-มน้ีออกมาสมบูรณ<มากย่ิงข้ึน 
 
       ขอขอบพระคุณเจ4าหน4าที ่นักวิทยาศาสตร<ประจำภาคชีวิวิทยา คณะวิทยาศาสตร< ที ่คอยให4
คำปรึกษาในการใช4อุปกรณ< สารเคมีและวิธีการใช4เคร่ืองมือตลอดจนเทคนิคการทดลองต-าง ๆ นายสมศักด์ิ 
จำปาทิว ที่คอยให4อำนวยความสะดวกในเรื่องสถานที่ ขอขอบพระคุณ คุณปúาแม-บ4านประจำชั้น 4 และ
คุณลุงยาม ตึกวิทย<เก-า ที่ดูแลความสะดวกในการทำโครงงานพิเศษ และขอขอบคุณ สถาบันเทคโนโลยี
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บทที่ 1  

บทนำ 
 

1.1 ความเปLนมาและความสำคัญของปPญหา 
ปöจจุบันโลกมีการพัฒนาทางอุตสาหกรรมเพิ่มขึ้นอย-างต-อเนื่อง ส-งผลให4เกิดความต4องการของ

พลังงานป™โตรเลียมมากขึ้นตามไปด4วย ซึ ่งทำให4ป™โตรเลียมขาดแคลนและราคาของป™โตรเลียม
ค-อนข4างสูง จากรายงานการใช4เชื้อเพลิงฟอสซิสที่ผ-านมาเปvนเวลานานหลายศตวรรษตั้งแต-ยุคเริ่มต4น
อุตสาหกรรมจนถึงปöจจุบันทำให4เห็นว-าเชื้อเพลิงฟอสซิส มีการลดลงอย-างต-อเนื่อง ก´าซธรรมชาติน้ัน
ก-อให4เกิดก´าซคาร<บอนไดออกไซด<เมื่อถูกเผาไหม4สิ่งนี้สามารถนำไปสู-มลพิษทางอากาศ ทำให4เกิด
ภาวะโลกร4อน (กรมเชื้อเพลิงธรรมชาติ, 2556)และไม-สามารถกลับมาใช4ใหม-ได4 มีความผันผวนของ
ราคาในตลาด เมื่อเกิดความต4องการมากขึ้นมนุษย<จึงคิดค4นหาเเหล-งพลังงานทดแทนที่ยั่งยืน เพ่ือ
ตอบสนองความต4องการที่มากขึ้นในอนาคต ไบโอบิวทานอลจึงถือว-าเปvนเชื ้อเพลิงทางเลือกท่ี
เหมาะสมและได4รับการพิจารณาว-าเปvนพลังงานทดแทนที่มีศักยภาพใกล4เคียงกับน้ำมันเบนซินมาก
ท่ีสุด (อภิชาติ, 2555) สามารถผลิตได4ในกระบวนการทางชีวภาพ 
 บิวทานอล หรือ บิวทิลแอลกอฮอล< มีองค<ประกอบที่มีคาร<บอนเปvนองค<ประกอบ 4 คาร<บอนอะ
ลิฟาติกแอลกอฮอล< บิวทานอลไม-มีสี สามารถติดไฟได4 เปvนของเหลวที่มีคุณสมบัติที ่ไม-ชอบน้ำ
เล็กน4อย (Slightly Hydrophobic Liquid) มีกลิ่นคล4ายคลึงกับกล4วยและมีกลิ่นแอลกอฮอล<รุนแรง 
มีคุณสมบัติสามารถรวมกับสารทำละลายอินทรีย<ได4เกือบทั้งหมด แต-สามารถแยกออกจากน้ำและ
สารเคมีอื่นๆ ที่เปvนแอลกอฮอล<กลุ-มเดียวกัน (ชนิกา และคณะ, 2555) การผลิตไบโอบิวทานอลด4วย
กระบวนการทางชีวภาพโดยใช4แบคทีเรียที ่เจริญได4ในสภาวะไร4อากาศ (Anaerobic bacteria) 
แบคทีเรียท่ีมีบทบาทสำคัญในอุตสาหกรรมการผลิตไบโอบิวทานอลคือ คลอสทริเดียม (Clostridium 
spp.) เปvนแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร-างท-อน สามารถสร4างสปอร<ได4 โดยสปอร<มีรูปร-างได4ท้ังกลมและ
วงรี สามารถพบได4ในรูปสปอร<กระจายทั่วไปในธรรมชาติ เช-น ดิน น้ำ ของเสีย ลำไส4ของมนุษย<และ
สัตว< มีคุณสมบัติในการหมักเซลลูโลส แปúง น้ำตาลให4เปvนแอลกอฮอล< สำหรับกระบวนการทาง
ชีวภาพแล4วการหมักเพื ่อเพื ่อผลิตเชื ้อเพลิงเหลวเปvนหนึ ่งในงานวิจัยที ่ได4รับความสนใจอย-าง
กว4างขวาง ซึ่งบิวทานอล สามารถผลิตได4จากวัสดุเหลือใช4ทางการเกษตร เช-น ชานอ4อย กากถ่ัว
เหลือง เปลือกเผือก มันสำปะหลัง ในโครงงานพิเศษนี้เลือกใช4ลำต4นของมันสำปะหลัง เนื่องจากลำเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ต4นมันสำปะหลังถือว-าเปvนวัสดุเหลือใช4ทางการเกษตร ที่มีราคาต่ำ ในลำต4นของมันสำปะหลังมี
ไฮโดรเจนไซยาไนด<เปvนอันตรายต-อสัตว<เมื่อนำไปผสมกับอาหารสัตว<อย-างไม-ถูกวิธีจะทำให4สัตว<
เสียชีวิตได4 ถึงเกิดปöญหาในการจัดเก็บเน่ืองจากมีปริมาณท่ีมากเกิดความต4องการ 
 โครงงานพิเศษนี้ ผู4จัดทำจึงได4มีแนวคิดที่จะจัดการกับวัสดุที่เหลือใช4จากการเกษตร เพื่อลด
ปริมาณขยะ ลดต4นทุนในการผลิต ลดปöญหาสิ่งแวดล4อมและเพิ่มมูลค-าให4กับวัสดุเหลือใช4 จึงเลือกลำ
ต4นของมันสำปะหลังซึ่งมีคาร<โบไฮเดรตอยู-ในปริมาณมาก มาใช4ในการผลิตไบโอบิวทานอล โดยการ
ปรับสภาพด4วยวิธี Soxhlet extraction โดยใช4ตัวทำละลาย คือ อะซิโตน ในการละลายลิกนิน 
จากน้ันย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซม<เซลลูเลส หาสภาวะ
ที ่ทำให4ได4ค -าน้ำตาลรีด ิวซ<ส ูงสุดเพื ่อเปvนแหล-งคาร<บอนของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ Clostridium 
acetobutylicum เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตต-อไป 

  

1.2 วัตถุประสงคUของโครงงานพิเศษ 
1. เพ่ือเตรียมลำต4นมันสำปะหลังให4เหมาะสมต-อการเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum 
2. เพ่ือศึกษาความสามารถของ Clostridium acetobutylicum ในการใช4อาหารเพ่ือการ     
    เจริญเติบโต 
3.เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของ อุณหภูมิ เวลาและความเข4มข4นของการย-อยด4วยเอนไซม< 
   แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซม<เซลลูเลส 
 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
       นำลำต4นมันสำหลังท่ีเปvนวัสดุเหลือใช4ทางการเกษตร มากำจัดลิกนินด4วย Soxhlet extraction 
โดยใช4ตัวทำละลาย คือ อะซิโตน จากนั้นย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส (! -Amylase from 
Bacillus licheniformis) , เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase from Aspergillus 
niger) และเอนไซม<เซลลูเลส (Cellulase from Trichodema reesei aqueous solution) ทำการ
วัดค-าน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) เพื่อหาอุณหภูมิ เวลาและความเข4มข4นท่ี
เหมาะสมเพื่อนำไปใช4ในการเพาะเลี้ยงต-อไป เมื่อได4ค-าน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดแล4วจากนั้นนำไปหมักแบบ 
batch fermentation ในถ ั งหม ักขนาด 1 ล ิตร  และทำการว ิ เคราะห <น ้ ำตาลโดยใช 4 ว ิ ธี  
Dinitrosalicylic acid (DNS) , วัดน้ำหนักเซลล<แห4ง และวิเคราะห<ความแตกต-างทางสถิติ 
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1.4 ประโยชนUที่คาดว3าจะได*รับ 
 1. ทราบวิธีการท่ีเหมาะสมในการเตรียมลำต4นมันสำปะหลังเพ่ือการย-อยเอนไซม< 
  2. ทราบแนวโน4มความสามารถของ Clostridium acetobutylicum ท่ีใช4ลำต4นมันสำปะหลังท่ี 
              ผ-านการย-อยเอนไซม< 
 3. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมของอุณหภูมิ, เวลาและความเข4มข4นของเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส    
              เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสและเอนไซม<เซลลูเลสต-อการย-อยมันสำปะหลัง 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวขCอง 
2.1 มันสำปะหลัง  
       มันสำปะหลังเปvนพืชหัวชนิดหนึ ่งมีชื ่อเรียกกันทั ่วไปในภาษาอังกฤษว-า แคสซาวา 
(Cassava) หรือ ทาป™โอก4า (Tapioca) ประเทศแถบแอฟริกา เรียกชื่อ ภาษาฝรั่งเศสว-า แมนิออ 
(Manioc) 
       มันสำปะหลังมีถิ่นกำเนิดในอเมริกาใต4 เช-น ประเทศเปรู เม็กซิโก กัวเตมาลา ฮอนดูรัส 
และบราซิล ซ่ึงมีการปลูกมันสำปะหลังมา 3,000 ถึง 7,000 ปwแล4ว ต-อมาได4ขยายไปสู-แหล-งอ่ืนๆ 
ของโลก โดยชาวโปรตุเกส และสเปน นำมันสำปะหลังจากเม็กซิโก มายังฟ™ลิปป™นส< ประมาณ 
ค.ศ.17 และชาวฮอลแลนด< นำไปยังอินโดนิเซีย ประมาณ ค.ศ.18 มันสำปะหลังเปvนไม4พุ-มยืน
ต4นมีอายุอยู-ได4หลายปw การปลูกมันสำปะหลังจะใช4ส-วน ของลำต4นตัดเปvนท-อนปöกไปในดิน ตรง
บริเวณรอยตัดที่ปöกอยู-ในดินจะแตกเปvนราก ฝอย หลังจากปลูกได4ประมาณ 2 เดือนรากจะ
ค-อยๆสะสมแปúง และมีขนาดโตขึ้น เรียกว-าหัวมันสำปะหลัง และจะสามารถเก็บเกี่ยวหัวมัน
สำปะหลังหลังจาก 6 เดือน ผ-านไปแล4วโดยจะยืดอายุเก็บเกี่ยวไปได4ถึง 16 เดือน โดยส-วนตาท่ี
อยู-ด4านข4างท-อน มันจะเจริญเติบโตออกมาเปvนลำต4นต-อไป (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสำปะหลัง
แห-งประเทศไทย, 2547) 
 

 

รูปท่ี 2.1 หัวมันสำปะหลัง 
ท่ีมา : https://www.thairath.co.th/news/local/central/2737031 

(สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
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นักวิทยาศาสตร<ได4จัดมันสำปะหลังไว4เปvนหมวดหมู- ดังน้ี (สุกัญญาและคณะ, 2559) 
 
     ORDER: Geraniales or Euphorbiales 
             CLASS: Dicotyledonea 
                   SUBCLASS: Archichlamydeae 
                          FAMILY: Euphorbiaceae 
                                  TRIBE: Manihoteae 
                                         GENUS: Mannihot 
                                                SPECIES : M. esculenta 
 
 

       2.1.1 การจำแนกชนิดของมันสำปะหลัง 
              มันสำปะหลังทั่วโลกมีทั้งหมดประมาณ 150 พันธุ<แต-ละพันธุ<มีลักษณะแตกต-างกัน
ไปโดยสามารถจำแนกตามลักษณะภายนอก ปริมาณของกรดไฮโดรไซยานิกหรืออายุการเก็บ
เก่ียว 
          2.1.1.1 การจำแนกพันธุ>โดยใช%คุณลักษณะภายนอก 
                     มีการใช4ลักษณะภายนอกหลายอย-างช-วยในการจำแนก เช-น สีของใบอ-อน  สี
ก4านใบ สีลำต4น ขนที่ยอดอ-อน ลักษณะทรงต4น หูใบ เช-น  ในส-วนของก4านใบพันธุ<ระยอง จะมี
ก4านใบสีแดง พันธุ<เกษตรศาสตร< จะมีก4านใบสีเขียวอ-อนหรือสีขาว และห4วยบงจะมีก4านสองสี 
เนื่องจากห4วยบงเปvนลูกผสมระหว-างพันธุ<ระยอง กับพันธุ<เกษตรศาสตร< นอกจากนั้น รูปร-างของ
หัว สีของเปลือก และเนื้อจะแตกต-างกันออกไปตามพันธุ< เปvนต4น (มูลนิธิสถาบันพัฒนามัน
สำปะหลังแห-งประเทศไทย, 2547) 
 
          2.1.1.2 การจำแนกพันธุ>ตามปริมาณของกรดไฮโดรไซยานิก 
                     โดยแบ-งมันสำปะหลังออกเปvน 2 ชนิดตามปริมาณกรดไฮโดรไซยานิก คือ 
ชนิดขม (bitter cassava) ที่ใช4เปvนวัตถุดิบในการผลิตแปúงมันสำปะหลัง จะมีปริมาณกรดโฮโดร
ไซยานิกสูง และ ชนิดหวาน (sweet cassava) มีปริมาณกรดโฮโดรไซยานิกต่ำ (มูลนิธิสถาบัน
พัฒนามันสำปะหลังแห-งประเทศไทย, 2547) 
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       2.1.2 ชนิดของมันสำปะหลัง 
                สำหรับประเทศไทยมีพันธุ<ของมันสำปะหลังท่ีปลูกท่ัวไปอยู- 3 กลุ-ม ได4แก- 
           2.1.2.1 พันธุ>ชนิดหวาน  
                      เปvนมันสำปะหลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) ต่ำ เปvนพันธุ<ที่ใช4หัว
เพื่อการบริโภคได4โดยตรง รสไม-ขม มีทั้งชนิดเนื้อร-วน นุ-มและชนิดเนื้อเหนียว แน-น นิยมนำมา
เชื่อม ป™ûง เผา ไม-มีการปลูกเปvนพื้นที่ใหญ- ๆ เนื่องจากมีตลาดจำกัด  ในประเทศไทยมีพันธุ<ท่ี
นิยมปลูกได4แก- พันธุ<ห4านาที และพันธุ<ระยอง 2  ซึ่งเปvนพันธุ<ที่กรมวิชาการเกษตรปรับปรุงข้ึน 
พันธุ<นี้สังเกตได4ที่ก4านใบมีสี แดงเข4ม ทั้งก4าน และเปลือกของหัวขรุขระ มีสีน้ำตาล หัวมักมีสี
ออกเหลือง (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสำปะหลังแห-งประเทศไทย, 2547) 
 
          2.1.2.1 พันธุ>ชนิดขม  
                    เปvนมันสำปะหลังที่มีปริมาณกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) สูงกว-าชนิดแรก และ 
มีรสขมเนื้อหยาบ ไม-เหมาะสำหรับการบริโภคของมนุษย<หรือใช4หัวมันสดเลี้ยง สัตว<โดยตรง แต-
เนื่องจากเปvนพันธุ<ที่มีปริมาณแปúงสูง จึงนิยมใช4ในอุตสาหกรรมแปรรูปต-าง ๆ เช-น แปúงมัน มัน
เส4น มันอัดเม็ด และแอลกอฮอล< การแปรรูปเปvนอาหารโดยใช4ความร4อน เช-น ตากแดด เผาและ
ต4ม สามารถจะทำให4ไซยาไนด<แตกตัวหมดไป  ทำให4รสขมลดลงได4  ในประเทศไทย พันธุ<ชนิด
ขม เปvนพันธุ<ที่มีพื้นที่ปลูกมากที่สุด เพื่อส-งโรงงานอุตสาหกรรมนำไปแปรรูป เพื่อผลิตเปvนมัน
เส4น มันอัดเม็ด แปúงมัน และผลิตเอทานอลแอลกอฮอล< ได4แก- พันธุ<ระยอง 1  ระยอง 2  ระยอง 
3  ระยอง 5  ระยอง 7  ระยอง 9   ระยอง 60  ระยอง 72  ระยอง 90  พันธุ<เกษตรศาสตร< 50   
 และ พันธุ<ห4วยบง 60  ห4วยบง 80  ลักษณะประจำพันธุ<น้ี คือ ก4านใบมีสีเขียวอ-อนปนแดง หัว
เรียบ มีสีขาว (มูลนิธิสถาบันพัฒนามันสำปะหลังแห-งประเทศไทย, 2547) 
 
          2.1.2.3 พันธุ>ท่ีใช%ประดับ  
                     ใช4ปลูกเปvนไม4ประดับตามสถานท่ีต-างๆเพ่ือความสวยงาม มีช่ือเรียกว-า มันด-าง 
เนื่องจากใบมีแถบสีขาวและเหลือง กระจายตามความยาวของใบ  และยังมีพันธุ<มันป†า ใช4ปลูก
เพื่อให4ร-มเงา  เปvนไม4พุ-มขนาดกลางถึงใหญ-พบได4แถบ จังหวัดชลบุรี และระยอง (สถาบันวิจัย
และพัฒนาแห-งมหาลัยเกษตรศาสตร<, 2558) 
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       2.1.2 ลักษณะทางพันธุศาสตร>ของมันสำปะหลัง 
          2.1.2.1 รากหรือหัว  
                      มันสำปะหลัง มีราก 2 ชนิด คือ รากจริงเปvนแบบรากฝอย และรากสะสม
อาหาร ที่เรียกกันทั่วไปว-า หัวรากจริงเปvนระบบรากแบบ adventitious root system รากท่ี
งอกจากท-อนพันธุ< สามารถงอกได4จาก 3 ส-วนคือ รากจากส-วนเนื้อเยื่อ รากจากส-วนตาและราก
จากส-วนรอยหลุดร-วงของใบส-วนหัวของมันสำปะหลัง คือส-วนรากที่ขยายใหญ-เพื่อสะสมอาหาร
ที่เปvนคาร<โบไฮเดรต ในส-วน parenchyma cell รากสะสมอาหารมีปริมาณแปúงประมาณ 15 – 
40 % มีกรดไฮโดรไซยานิก (HCN) หรือ กรดพรัสซิก (prussic acid ) ซึ่งมีพิษจะมีอยู-มากใน
ส-วนของเปลือกมากกว-าเนื้อของหัว ลักษณะของรากหรือหัวมันสำปะหลังแสดงในรูปท่ี 2.2 
(สถาบันวิจัยและพัฒนาแห-งมหาลัยเกษตรศาสตร<, 2558) 
 
 

 
 
 

 
 

รูปท่ี 2.2 ลักษณะรากหรือหัวมันสำปะหลัง 
  ท่ีมา : https://www.pobpad.com/มันสำปะหลัง-มีประโยชน< 

                                        (สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
          2.1.2.2 ลำต%น  
                     มันสำปะหลังเปvนไม4เน้ือแข็ง ลำต4นต้ังตรง ขนาดเส4นผ-าศูนย<กลาง 2-6 ซม.(รูป
ท่ี 2.3) สีของลำต4นแตกต-างกันไปตามพันธุ< ส-วนที่อยู-ใกล4ยอดมีสีเขียว ส-วนท่ีแก-ที่ต่ำลงมาอาจมี
สีน้ำเงิน สีเหลือง หรือสีน้ำตาล ความสูงของต4น 1-5 เมตร ขึ้นกับพันธุ< โดยพันธุ<ที่ไม-แตกกิ่ง ต4น
จะสูง ส-วนพันธุ<ที่แตกกิ่งต4นจะสูงน4อยกว-าการแตกกิ่งของมันสำปะหลังจะแตกออกเปvน 2 ก่ิง 
หรือ 3 กิ่ง กิ่งที่แตกออกจากลำต4นหลักเรียกว-า กิ่งชุดแรก ส-วนกิ่งที่แตกออกจาก กิ่งชุดแรก 
เรียกว-า กิ่งชัดที่สอง บนลำต4นหรือกิ่งของมันสำปะหลังจะเห็นรอยหลุดร-วงของก4านใบ เรียกว-า 
รอยแผลใบ ซึ่งเปvนรอยต-อระหว-างก4านใบกับลำต4นหรือกิ่ง ระยะระหว-างรอยแผลใบ 2 รอยต-อ
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กันเรียกว-าความยาวของชั้น ด4านบนเหนือรอย แผลใบจะมีตา ซึ่งจะงอกเปvนต4นใหม-เมื่อนำท-อน
พันธุ<ไปปลูก (สถาบันวิจัยและพัฒนาแห-งมหาลัยเกษตรศาสตร<, 2558) 
 
          
    
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.3 ลักษณะของลำต4นมันสำปะหลัง 
 ท่ีมา : https://www.sotus.co.th/site/มันสำปะหลังพันธุ<เกษตร/ 

                                       (สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
          2.1.2.3 ใบ  
                     เปvนแบบใบเดี่ยว (simple leaf) (รูปท่ี 2.4) การเกิดของใบจะหมุนเวียนรอบ
ลำต4น มีการจัดเรียงตัว ค-อนข4างคงที่แน-นอนคือ 2/5  ก4านใบต-อระหว-างลำต4นหรือกิ่งกับตัว
แผ-นใบ ก4านใบอาจมีสีเขียวหรือสีแดง ตัวใบหรือแผ-นใบจะเว4าเปvนหยักลึกเปvนแฉกจำนวนหยัก
มีตั ้งแต- 3-9 หยัก  ที ่โคนก4านใบติดกับลำต4นมีหูใบ (สถาบันวิจัยและพัฒนาแห-งมหาลัย
เกษตรศาสตร<, 2558) 
 

 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 ลักษณะใบของมันสำปะหลัง 
 ท่ีมา : https://www.palangkaset.com/พืชพลังงาน/ใบมันสำปะหลัง 

                                            (สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
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          2.1.2.4 ชÑอดอกและดอก  
                      มันสำปะหลังเปvนพืชที่มีช-อดอกเปvนแบบ panicle (รูปที่ 2.5) คือมีดอกตัวผู4
และดอกตัวเมียอยู-บนต4นเดียวกัน แต-แยกกันอยู-คนละดอกในช-อเดียวกัน ช-อดอกจะเกิดตรง
ปลายยอดของลำต4นหรือก่ิง หรืออาจเกิดตรงรอยต-อท่ีเกิดการแตกก่ิง 

ดอกตัวผู4 มักเกิดบริเวณส-วนปลายหรือยอดของช-อดอก มีก4านดอก  กลีบรองดอก หรือกลีบ
เลี้ยง 5 กลีบ แต-ไม-มีกลีบดอก ภายในดอกมีเกสรตัวผู4 10 อัน แบ-งเปvน 2 วง ๆ ละ 5 อัน เกสร
ตัวผู4วงในมีก4านชูเกสรตัวผู4 ส้ันกว-าวงนอก   

ดอกต ัว เม ีย  ม ีขนาดใหญ -กว - าดอกต ัวผ ู 4  ม ัก เก ิดอย ู -บร ิ เวณส -วนโคนของช -อดอก                                                                                                      
ไม-มีกลีบดอก แต-มีกลีบรองดอกหรือกลีบเลี้ยง 5 กลีบ เช-นเดียวกับดอกตัวผู4 ตรงกลางจะเปvน  
เกสรตัวเมีย รังไข-  มี 3 carpel  ภายในแต-ละ carpel มีไข- อยู- 1 ใบ ในช-อดอกเดียวกันดอกตัว
เมียจะบานก-อนดอกตัวผู 4 7-10 วัน การบานของดอกตัวผู 4 และดอกตัวเมียจะบานในเวลา 
11.30-12.30 น. (สถาบันวิจัยและพัฒนาแห-งมหาลัยเกษตรศาสตร<, 2558) 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.5 ลักษณะดอกตัวเมียของมันสำปะหลัง 
ท่ีมา : https://www3.rdi.ku.ac.th/wp-contents/uploads/2015/04/9-61.jpg 

(สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
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         2.1.2.5 ผลและเมล็ด  
                     หลังการผสมเกสรแล4ว รังไข-ก็จะเจริญเติบโตขยายใหญ-กลายเปvนผลแบบ 
capsule ขนาดโตเต็มท่ีมีเส4นผ-าศูนย<กลางประมาณ 1 ซม. ยาว 1-1.5 ซม.  ภายในมี 3 ช-อง แต-
ละช-องมีเมล็ด 1 เมล็ด รูปร-างยาวรี มีสีน้ำตาล และมีลายดำ (รูปที่ 2.6) เมื่อแก-จะแตกดีดเมล็ด
กระเด็นออกไป (สถาบันวิจัยและพัฒนาแห-งมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร<,2558) 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.6 ลักษณะเมล็ดของมันสำปะหลัง 
ท่ีมา : https://medthai.com/wp-content/.jpg 

(สืบค4นวันท่ี 20 พฤษภาคม 2567) 
 

2.2 อะไมเลส (Amylase)  
       เปvนเอนไซม<ในกลุ-ม Hydrolases และเปvนตัวเร-งปฏิกิริยา (Catalyst) ในการเปลี่ยน
แปúงเปvนน้ำตาลโดยไฮโดรไลซ<พันธะ 1,4-glycoside ในโมเลกุลของสตาร<ช (starch) ให4มี 
ขนาดของโมเลกุลเล็กลง ทำให4ได4เปvนเดกซ<ทริน (dextrin) และน้ำตาล (sugar) ไดแซ็กคาไรด< 
เช-น มอลโทส (maltose) มอโนแซ็กคาไรด< เช-น กลูโคส (glucose) อะไมเลสส-วนใหญ-พบใน
น้ำลาย ตับอ-อน อะไมเลสที่พบ ในน้ำลายจะเรียกว-า ไทยาลิน (Ptyalin) ซึ่งสามารถพบได4ใน
คนและสัตว<เล้ียงลูกด4วยนม (Colon Institute, 2012) 
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             ชนิดของเอนไซม<อะไมเลส สามารถแบ-งได4 3 ชนิดคือ 

              2.2.1 แอลฟา-อะไมเลส (alpha-amylase) รหัสเอนไซม>คือ 3.2.1.1  
                      เปvนเอนไซม<ที่ไฮโดรไลซ<พันธะไกลโคไซด< ภายในสายพอลิเมอร<ของโมเลกุล
สตาร<ช (starch) และไกลโคเจน (glycogen) ที่ตำแหน-งแอลฟา 1-4 แบบสุ-ม ทำให4โมเลกุลของ
สตาร<ช และไกลโคเจนถูกไฮโดรไลซ<ได4 น้ำตาล เช-น น้ำตาลมอลโทส (maltose) และกลูโคส 
(glucose) เพิ่มขึ้นอย-างรวดเร็ว เอนไซม<แอลฟา-อะไมเลส พบทั่วไปในระบบการย-อยอาหาร 
(digestive system) ของมนุษย <  และส ัตว < เช -น ในน้ำลายและน้ำย -อยจากต ับอ -อน ใน
อุตสาหกรรมอาหารใช4เอนไซม<นี้ในการไฮโดรไลซ<สตาร<ช (starch hydrolysis) ในขั้นตอนการ
ทำ liquefaction เพื ่อลดความหนืดของสารละลายสตาร<ช ภายหลังการเกิดเจลาติไนซ< 
(gelatinization) เพ่ือผลิตน้ำเช่ือมกลูโคส (พิมพ<เพ็ญ และ เกียรติคุณ, 2546) 

              2.2.2 บีตา-อะไมเลส (beta-amylase) รหัสเอนไซม>คือ 3.2.1.2  
                      เปvนเอนไซม<ที่ไฮโดรไลซ<สตาร<ซ (starch) ท่ีตำแหน-งแอลฟา 1-4 ของพันธะ
ไกลโคไซด<ที่เฉพาะส-วนปลายสายด4านที่เปvนนอนรีดิวส< (non reducing end) เข4ามาทีละ 2 
หน-วย ทำให4ได4น้ำตาลมอลโทส (maltose) เอนไซม<นี้ไม-พบในน้ำย-อยของมนุษย< แต-พบในรา 
แบคทีเรีย เช-น Bacillus cereus และพบในผลไม4ระหว-างการสุก (ripe) (พิมพ<เพ็ญ และ เกียรติ
คุณ, 2546) 

              2.2.3 แกมมา-อะไมเลส กลูโคอะไมเลส หรือ อะมิโลกลูโคซิเดส 

                       ชื ่อตามระบบ g-1,4-glucan glucohydrolase รหัสเอนไซม<คือ 3.2.1.3 
เปvนเอนไซม<ที่ไฮโดรไลซ<สายพอลิเมอร<ของสตาร<ซ (starch) ได4ทั้งที่พันธะไกลโคไซด<ท่ี ตำแหน-ง
แอลฟา 1-4 และแอลฟา 1-6 จึงสามารถไฮโดรไลซ<โมเลกุลของอะไมโลเพกทิน (amylopectin) 
ซึ่ง โมเลกุลมีสายแขนง โดยจะไฮโดรไลซ<จากส-วนปลายด4านนอนรีดิวส< (non-reducing end) 
เข4ามาทีละ 1 หน-วยได4น้ำตาลกลูโคส (glucose) ผลิตได4โดยรา แบคทีเรีย (ผกามาส, 2552) 
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2.3 เซลลูเลส (cellulases)  

       เอนไซม<เซลลูเลสพบในจุลินทรีย<ทั ่วไป ได4แก- รา แบคทีเรีย และแอคติโนมัยสีท แต-
จุลินทรีย<บางชนิดเท-านั้นที่มีคุณสมบัติเหมาะสมต-อการนำมาใช4ย-อยสลายเซลลูโลสและผลิต
เอนไซม<อย-างมีประสิทธิภาพแม4ว-าเอนไซม<เซลลูเลสทางการค4าส-วนใหญ-จะผลิตโดยเชื้อราแต-
ปöจจุบันมีการศึกษาและวิจัยเอนไซม<เซลลูเลสจากแบคที่เรียอย-างกว4างขวาง เนื่องจากคุณสมบัติ
ท่ีเปvนข4อได4เปรียบของเอนไซม<เซลลูเลสที่ผลิตจากแบคทีเรีย คือ มีความเสถียรที่พีเอชใน
ช-วงกว4าง และทำงานได4ดีท่ีอุณหภูมิสูง (Lynd และคณะ, 2002; Wilson, 2004)  

       2.3.1 องค>ประกอบและการทำงานของเซลลูเลส 

     ประกอบด4วยกลุ-มของเอนไซม< (complex enzyme) ท่ีทำงานร-วมกัน คือ 

       2.3.2 เอนไซม> C1 หรือ hydrogen bondase  

                ทำหน4าที่กระตุ4นหรือแตกสลายเซลลูโลสให4มีสภาพที่เหมาะสม คือ ทำให4พันธะ
ไฮโดรเจนย-อนอ-อนลง เพ่ือเปvนซับสเตรทของเซลลูเลส 

       2.3.3 เอนไซม> C2 หรือ %-1,4 glucanase  

                เปvนเซลลูเลสที่ย-อยสลายพันธะในเซลลูโลสหรืออนุพันธ<ของเซลลูโลสที่ละลายน้ำ
ได4 แต-ไม-สามารถย-อยสลายซับสเตรทท่ีมีโครงสร4างซับซ4อนได4กลุ-มน้ีมี 2 ชนิด คือ 

       2.3.3.1  Endo-%-glucanase (%-D-glucan glucanohydrolase, EC.3.2.1.4)        

                   จะทำหน4าท่ี ย-อยพันธะ $-glucoside แบบสุ-ม ได4ผลผลิต คือ กลูโคส เซลโลได
รโอส ไม-ย-อยเซลลูโลสไบโอส สามารถย-อยเซลโลเดกซ<ตริน (cellodextrin), เซลลูโลสท่ีเกิดการ
พองตัว (swollen cellulose), carboxymethy cellulose (CMC), hydroxy-ethyl 
cellulose (HEC) ตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม<ตัวน้ีใช4 CMC และ HEC เปvนซับสเตรท 
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       2.3.3.2 Exon-&-glucoses (1,4-&-D-glycan cellobiohydrolase EC. 3.2.1.91)   

                  เรียกอีกอย-างได4ว-า cellobiohydrolase ทำหน4าที ่ย-อยสลายเซลลูโลสด4าน 
non-reducing end สามารถย-อยเซลลูโลสในรูปผลึก (crystalline cellulose) หรือย-อย
เซลลูโลสที ่ไม-ละลายน้ำ (insoluble cellulose) เปvนเซลโลเดกซ<ตรินและเซลโลไบโอส 
ตรวจสอบเอนไซม<นี้โดยการใช4ฝúายอวิเซล (avicel) และ amorphous cellulose เปvนซับสเต
รท 

       2.3.3.3 %-glucosidase (%-D-glucohydrolase EC.3.2.1.21)  

                 ทำหน 4 าท ี ่ ย - อย เซลโลไบโอสและ เซลโล โอล ิ โกแซคคาร < ไ รด<  ( cello-
oligosaccharide) ได4กลูโคส ไม-สามารถย-อยเซลลูโลสหรือเซลโลเดกซ<ดริน การทดสอบเอนไซม<
น้ี ใช4เซลโลไบโอส, p-nitrophynyl-$-d-glucoside หรือซาลิซินเปvนสับสเตรท  

       2.3.2 คุณสมบัติของเอนไซม>เซลลูเลส  

               จากการศึกษาถึงโครงสร4างของเอนไซม<เซลลูเลสพบว-า เซลลูเลสเปvนไกลโคโปรตีน
ประกอบด4วยโปรตีน และคาร<โบไฮเดรตในอัตราส-วน 1 ต-อ 1 มีน้ำหนักโมเลกุลประมาณ 
30,000 ถึง 60,000 ดาลตัน มีสมบัติละลายน้ำได4ดี ไม-ต4องการ โคแฟกเตอร< หรือโลหะอื่นๆใน
การทำปฏิกิริยา โดยทั่วไปเอนไซม<เซลลูเลสที่ได4จากจุลินทรีย<จะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ
ทำงานประมาณ 50 องศาเซลเชียส ยกเว4นจุลินทรีย<ทนร4อนบางชนิด นอกจากน้ี เอนไซม<เซลลู
เลสยังมีความทนต-ออุณหภูมิสูง ทนต-อ pH ในช-วงกว4างประมาณ 4.8-8.0 และคงทนต-อสารเคมี
ได4ดี สามารถเก็บที่อุณหภูมิที่ต่ำกว-า 0 และ 4.0 องศาเซลเซียส ได4เปvนเวลาหลายปw หรือเก็บ
โดยวิธี freeze dry หรือตกตะกอนด4วยอะซิโตน หรือเอทานอล โดยไม-สูญเสียคุณสมบัติ 
อย-างไรก็ตามเอนไซม<ท่ีได4จากจุลินทรีย<ต-างชนิดกัน ย-อมมีสมบัติแตกต-างกัน (ทิพวรรณ, 2553) 
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2.4 Clostridium acetobutylicum 

       เปvนแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะท-อนขนาดอยู-ในช-วง 0.5-1.5 x 1.5-6  ไมโครเมตร 
เจริญเติบโตได4ในสภาวะไร4ออกซิเจน สามารถเจริญได4ท่ีอุณหภูมิ 20-47 องศาเซลเซียสและ
เจริญได4ดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ลักษณะโคโลนีเปvนแบบกลม สีครีมผิวมันโปร-งแสง 
ขอบไม-เรียบ เส4นผ-านศูนย<กลาง 3-5 µm ย4อมติดสีแกรมบวก สปอร<ทนความร4อนได4ดี 
สามารถทนอุณหภูมิได4ถึง 120 องศาเซลเซียส นาน 10-15 นาที เคลื่อนที่โดยใช4แฟลกเจล
ลา (Peritrichous flagella) สร4างเอนโดสปอร<ร ูปไข- (Oval)  มีตำแหน-งเอนโดสปอร<
ค -อนข 4างไปทางปลายเซลล<ข 4างใดข 4างหนึ ่ง (Subterminal) ไม -ม ี เอกโซสปอเร ียม 
(Exosporium) ไม-มีรยางค< (Appendage) ผนังเซลล<ประกอบด4วย diaminopimelic acid 
พบได4ในดิน น้ำเสีย และระบบย-อยของสัตว< มีคุณสมบัติในการหมักเซลลูโลส แปúง น้ำตาล
ให4เปvนแอลกอฮอล< โดยเฉพาะบิวทานอล แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเปลี่ยนคาร<โบไฮเดรต
หลายชนิดเปvนผลิตภัณฑ<สุดท4าย เช-น อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ด4วยกระบวนการ
หมัก Acetone-Butanol-Ethanol (ABE) ในสภาวะที่เหมาะสม แบคทีเรียกลุ-มนี้จะผลิต
ผลิตภัณท<หลักเปvนบิวทานอลและอะซิโตน แต-ถ4าสภาวะไม-เหมาะสมแบคทีเรียจะผลิต
ผลิตภัณฑ<อะซิโตนและเอทานอลเปvนผลผลิตหลัก (ชนิกาและคณะ, 2565) 

       อนุกรมวิธานของ Clostridium acetobutylicum เปvนดังน้ี (ชนิกาและคณะ, 2565) 

       Domain: Bacteria 

              Phylum: Bacillota 

                      Class: Clostridia 

                                Order: Eubacteriales 

                                         Family: Clostridiaceae 

                                                Genus: Clostridium 

                                                        Species: Clostridium acetobutylicum 
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2.5 การปรับสภาพวัตถุดิบ 

       การปรับสภาพวัตถุดิบมีวัตถุประสงค<เพื่อกำจัดลิกนิน ซึ่งมีสมบัติไปห-อหุ4มหรือเคลือบ
โครงสร4างของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส ลิกนินจึงเปvนเหมือนผนังปúองกันไม-ให4จุลินทรีย<เข4าไป
ย-อยสลายเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลส นอกจากนี้ยังมีวัตถุประสงค<เพื่อเพิ่มขนาดรูพรุนของตัว
วัตถุดิบและลดการเกิดผลึกของเซลลูโลส (cellulose crystallinity) ทำให4เอนไซม<สามารถ
เข4าถึงวัตถุดิบได4ง-ายขึ้น  กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบสามารถแบ-งออกเปvน 4 รูปแบบ ได4แก- 
การปรับสภาพทางกายภาพ การปรับสภาพทางกายภาพร-วมกับเคมี การปรับสภาพทางเคมี 
และการปรับสภาพทางชีวภาพ (สุภาวดี, 2557) 

       2.5.1 การปรับสภาพทางกายภาพ 

              การใช4เครื่องมือหรือเครื่องจักรในการหั่น สับ และบด เพื่อเพิ่มพื้นที่ผิวและลดขนาด
อนุภาคของลิกโนเซลลูโลสนอกจากนี้ยังเปvนการลดผลึกของเซลลูโลสด4วย (Harun และคณะ, 
2011) โดยทั่วไปควรลดขนาดวัตถุดิบหลังจากหั่นแล4วให4มีขนาดประมาณ 1-3 เซนติเมตร และ
ให4มีขนาด 0.2-2 มิลลิเมตร หลังจากการบดละเอียดแล4ว พลังงานที่ต4องใช4ในการบดวัตถุดิบ
ขึ้นอยู-กับขนาดสุดท4ายของชีวมวลที่ต4องการ โดยส-วนใหญ-วิธีการปรับสภาพทางกายภาพจะใช4
ร-วมกับกระบวนการปรับสภาพอ่ืนๆด4วย (สุภาวดี, 2557) 

      2.5.2 การปรับสภาพทางกายภาพรÑวมกับเคมี 

       2.5.2.1 การระเบิดด%วยไอน้ำ (stream explosion) ชีวมวลที่ผ-านการหั่นและบดแล4ว
จะถูกปรับสภาพต-อด4วยไอน้ำอิ่มตัวที่ความดันสูง หลังจากนั้นจึงลดความดันลง โดยส-วนใหญ-จะ
ควบคุมอุณหภูมิท่ี 160-260 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 0.69-4.83 เมกะพาสคาล (MPa) ไว4
ระยะหนึ่ง หลังจากนั้นจึงลดความดันลงให4เหลือเท-ากับความดันบรรยากาศ ซึ่งเปvนสาเหตุให4
เกิดการย-อยสลายเฮมิเซลลูโลสและการเปลี่ยนรูปลิกนิน เนื่องจากอุณหภูมิสูงและเปvนการเพ่ิม
ศักยภาพในการย-อยเซลลูโลสด4วย ปöจจัยที่มีผลต-อการระเบิดด4วยไอน้ำ ได4แก- ระยะเวลา 
อุณหภูมิ และขนาดของช้ินชีวมวล (Pejo และคณะ, 2008) 

       2.5.2.2 การระเบิดด%วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion, AFEX) การทำให4
ชีวมวลสัมผัสกับแอมโมเนียเหลวที่อุณหภูมิและความดันสูงในระยะเวลาหนึ่ง หลังจากนั้นจึงลด
ความดันลง โดยมีตัวแปร 4 ตัวสำคัญ ในการปรับสภาวะของกระบวนการนี้ให4มีประสิทธิผล 
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ได4แก- ปริมาณแอมโมเนีย ปริมาณน้ำ อุณหภูมิ และระยะเวลาในการทำปฏิกิริยาโดยทั่วไป
กระบวนการ AFEX จะใช4แอมโมเนียเหลวปริมาณ 1-2 กิโลกรัมแอมโมเนียต-อกิโลกรัมชีวมวล
แห4ง ที่อุณหภูมิ 60-120 องศาเซลเซียส และความดัน 1.72-2.06 เมกะพาสคาล เปvนเวลา 30 
นาที (Kumar และคณะ, 2009) กระบวนการนี ้สามารถช-วยเพิ ่มอัตราการเปลี ่ยนแปúงเปvน
น้ำตาล อย-างไรก็ตาม กระบวนการน้ีมีประสิทธิผลน4อยเม่ือใช4ปรับสภาพชีวมวลท่ีมีองค<ประกอบ
ของลิกนินสูง เช-น หนังสือพิมพ< (มีลิกนิน 18-30 %) เศษไม4 (มีลิกนิน 25-35 %)  (Cheng, 
2009) 

     2.5.3 การปรับสภาพทางเคมี 

       2.5.3.1 การปรับสภาพด%วยโอโซน (ozonolysis) โอโซนสามารถย-อยสลายลิกนินและ
เฮมิเซลลูโลสในวัตถุดิบพวกลิกโนเซลลูโลสได4 เช-น ฟางข4าวสาลี ชานอ4อย หญ4า พืชถั่ว ไม4สน 
ก´าซโอโซนเปvนสารออกซิแดนท<ที่ดีสามารถละลายน้ำได4 สามารถเข4าไปทำละลายโครงสร4างของ
ลิกนินและปลดปล-อยสารประกอบที่ละลายน้ำได4และมีน้ำหนักโมเลกุลน4อย เช-น กรดอะซิติก 
กรดฟลอมิก (Balat, 2011) ประสิทธิภาพการย-อยสลายชีวมวลด4วยเอนไซม<จะเพิ่มขึ้นเมื่อผ-าน
กระบวนการของการปรับสภาพ 

       2.5.3.2 การปรับสภาพด%วยกรด (acid hydrolysis) กรดที่นิยมใช4 ได4แก- กรดซัลฟูริก 
และกรดไฮโดรคลอริก ซึ่งเดิมเคยใช4กรดเข4มข4นในการย-อยลิกโนเซลลูโลส แต-เนื่องจากกรด
เข4มข4นเหล-านี้มีฤทธิ์กัดกร-อน มีความเปvนพิษและเปvนอันตรายต-อสิ่งแวดล4อมจึงจำเปvนต4องใช4ถัง
ปฏิกิริยาท่ีทนทานต-อการกัดกร-อนและมีค-าใช4จ-ายในการคืนสภาพของกรดน้ันสูงมากดังน้ันจึงใช4
กรดเจือจางในการปรับสภาพ (Jung และคณะ, 2013) 

       2.5.3.3 การปรับสภาพด%วยดÑาง (alkaline hydrolysis) การใช4ด-างในกระบวนการ
ปรับสภาพวัตถุดิบมีผลต-อวัสดุจำพวกลิกโนเชลลูโลส และผลของด-างที่ใช4ในกระบวนการแปลง
สภาพจะขึ้นอยู-กับปริมาณของลิกนินที่มีอยู-ในวัสดุนั้นด4วย (McMillan, 1994) กลไกการทำงาน
ของดังนั้นชื่อว-าจะไปเพิ่มการพองตัวภายในโมเลกุลภายในต-อสายพันธะภายในของไซแลนในเฮ
มิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะเพิ่มขึ้นได4เมื่อทำการกำจัดสายโซ-ที่เชื่อมต-อภายใน การใช4ด-าง
เจือจางในวัสดุลิกโนเซลลูโลสมีผลทำให4เกิดการบวมภายในเปvนการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสในการทำ
ปฏิกิริยาทำให4วัสดุมีความพรุนเพิ่มขึ้นได4 ลดความเปvนโครงสร4างผลึกของเซลลูโลส ลดระดับ
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ความเปvนพอลิเมอร<ขนาดใหญ- และแยกสายโครงสร4างระหว-างลิกนินและคาร<โบไฮเดรต และ
เปvนการแยกองค<ประกอบหรือทำลายโครงสร4างของลิกนิน 

       2.5.4 การปรับสภาพทางชีวภาพ 

               เปvนการ pretreatment ที่ต4องพึ่งพาจุลินทรีย<ชนิดต-างๆ ที่เปvนแบคทีเรียและเช้ือ
รา รวมทั้งเอนไซม<ที่ผลิตจากจุลชีพเหล-านี้ เชื้อราทั้งชนิดที่เปvน white-rot, brown-rod และ
ชนิดที่เปvน soft-rot สามารถย-อยสลายเชลลูโลส เฮมิเซลลูโลสและลิกนินได4 โดย brown-rod 
มีบทบาทสำคัญในการย-อยพวกเซลลูโลส ในขณะที่ white-rot และ soft-rot จะเข4าย-อยสลาย
พวกลิกนินและเฮมิเซลลูโลส นอกจากนั้นยังพบว-า ชีวมวลที่ผ-านการ pretreatment ด4วยวิธีน้ี
ยังให4ก´าซชีวภาพได4มากกว-าเมื่อนำไป post-treat ต-อด4วยระบบ  anaerobic digestion ส-วน
เอนไซม<ที่ใช4ย-อยลิกโนเซลลูโลส ตัวอย-างเช-น cellulases, glucuronidase, acetylesterase, 
feruloylesterase, xylanese, B-xylosidase, lignin peroxidase, manganese peroxidase 
และ laccase เปvนต4น (อรุณี, 2555) 

 

2.6  กระบวนการหมักอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล 

    2.6.1 การผลิตบิวทานอลจากกระบวนการหมัก  

             บิวทานอลสามารถผลิตได4จากกระบวนการหมักผ-านกระบวนการที่เรียกว-า เอบีอี 
(ABE fermentation) ซึ่งใช4แบคที่เรียในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอลจากสารชีว
มวล เปvนกระบวนการที่รู4จักกันดี และเริ่มใช4ครั้งแรกในการผลิตอะซิโตนในสมัยสงครามโลกคร้ัง
ที่สองซึ่งเปvนกระบวนการหมักที่ไม-ต4องการออกซิเจนจึงต4องมีการ ไล-อากาศด4วยแก´สไนโตรเจน
โดยให4 ผลผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ในอัตราส-วน 3:6:1 ซึ ่งส-วนใหญ-จะใช4
แบคทีเรีย Clostridium sp. ในการผลิต โดยเฉพาะ C. acetobutylicum ที่เปvนสายพันธุ<ท่ี
นิยมใช4มากที่สุด รวมทั้งสายพันธุ< C. beijerinckii ก็ถูกใช4ในกระบวนการหมักอะซิโตน บิว
ทานอล และเอทานอล ซ่ึงให4ผลผลิตท่ีดีเช-นกัน (สุนทรและคณะ, 2555) 
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     2.6.2 รูปแบบของกระบวนการหมัก  

                  รูปแบบกระบวนการหมักแบบกะโดยแบคทีเรีย C. acetobutylicum ได4ถูก
บันทึกไว4ในหลายๆ เอกสาร และเผยแพร-จนเปvนที่รู4จักกันอย-างแพร-หลาย ซึ่งประกอบไปด4วย 2 
ระยะที่แตกต-างกัน โดยสอดคล4องกันกับกลไกการสร4างผลิตภัณฑ< 2 ลักษณะ (Jones และ 
Woods, 1986; Schuste และคณะ, 1998; Badr และคณะ, 2001)  ในระยะแรก จะมีการ
ผลิตกรดอินทรีย< อันได4แก- กรดบิวทิริคและกรดอะซิติกในช-วง 7-18 ชั่วโมงแรก ซึ่งเปvนเหตุให4
ค-า pH ในน้ำหมักลดลง ช-วงนี้นิยมเรียกว-าช-วงของการผลิตกรดอินทรีย< หรือ Acidogenesis 
หลังจากนั้นระยะที่สอง ซึ่งเปvนช-วงของการผลิตตัวทำละลายอินทรีย< อันได4แก- อะซิโตน บิว
ทานอล และเอทานอล ซึ่งปกติจะเกิดขึ้นภายหลังจากเริ่มการหมักไปแล4ว 18 ชั่วโมง จนถึง 36 
หรือ 60 ชั่วโมง ในช-วงนี้ค-า pH ของน้ำหมักจะเพิ่มขึ้นเล็กน4อย และจะมีการนำกรดอินทรีย<ท่ี
ผลิตได4ในช-วงแรกมาใช4เปvนบางส-วน ระยะที่สองนี้นิยมเรียกว-าระยะของการผลิตตัวทำละลาย
อินทรีย<หรือ Solventogenesis นอกจากนี้ในระหว-างกระบวนการหมัก ยังมีการผลิตแก́ส
ไฮโดรเจนและแก́สคาร<บอนไดออกไซด< ออกมาตลอดกระบวนการด4วย (สุนทรและคณะ, 2555) 

     2.6.3 ปíจจัยท่ีมีผลตÑอการหมัก 

                  ปöจจัยที่มีผลต-อการเปลี่ยนสภาพจากการผลิตกรดอินทรีย<ไปเปvนการผลิตตัวทำ
ละลายอินทรีย<มีความยุ-งยากซับซ4อน ได4มีการทำการศึกษาค4นคว4ามากมายเพื่อที่จะเข4าใจถึง
สาเหตุของปöจจัย ที่มีผลต-อกระบวนการหมัก ทั้งในกระบวนการหมักแบบกะ (Batch) และ
แบบต-อเนื่อง (Continuous) โดยมุ-งหวังที่จะค4นหาสาเหตุของปöจจัยที่กระตุ4นให4เกิดการผลิตตัว
ทำละลายอินทรีย<และรักษาสภาวะดังกล-าวไว4ให4ยาวนานที่สุดเท-าที่จะทำได4อย-างไรก็ตามจนถึง
ปöจจุบันนี้ปöจจัยที่เปvนสาเหตุของการเปลี่ยนระยะดังกล-าวก็ยังไม-เปvนที่แน-ชัด (Lee และคณะ, 
2008) ถึงแม4ว-าการศึกษาค4นคว4าดังกล-าวจะนำมาซึ่งข4อมูลใหม-ๆ  ที่มีคุณค-า  แต-ก็เปvนที่เข4าใจ
ว-าไม-มีปöจจัยเฉพาะปöจจัยใดปöจจัยหน่ึงท่ีสามารถกระตุ4นการสร4างตัวทำละลายอินทรีย< 

              2.6.3.1 แหลÑงของสารต้ังต%นและความเข%มข%น 

                         ความเข4มข4นเริ่มต4นของน้ำตาลเปvนสิ่งที่สำคัญในการหมักอะซิโตน บิว
ทานอล และเอทานอล ถ4าความเข4มข4นเริ่มต4นของน้ำตาลต่ำ (ต่ำกว-า 20 g/L) การหมักจะมุ-ง
ไปสู- Acidogenesis phase โดยจะผลิตตัวทำละลายอินทรีย<ได4เพียงเล็กน4อย (Lee และคณะ, 
2008) อย-างไรก็ตามถ4าความเข4มข4นสูงๆ (สูงกว-า 60 g/L) กระบวนการจะผลิตตัวทำละลาย
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อินทรีย<ได4มากกว-า (Madihah และคณะ, 2001) และที่ความเข4มข4นสูงกว-า 80 g/ L น้ำตาลจะ
ไม-ถูกหมักซึ่งเปvนผลมาจากการยับยั้งของผลิตภัณฑ< (Product inhibition) ขณะที่ความเข4มข4น
สูงถึง 120 g/L กิจกรรมการหมักจะเกิดขึ้นได4เพียงเล็กน4อย (Qadeer และคณะ, 1980) ซึ่งอาจ
เปvนเพราะการขับยั้งของวัตถุดิบ (Substrate inhibition) กลไกการส-งผ-านน้ำตาลยังไม-เปvนท่ี
เข4าใจชัดเจนอย-างไรก็ตามเชื ่อกันว-าระบบPhosphotransferase ทำให4เกิดการใช4น้ำตาล
กลูโคสและน้ำตาลฟรุกโตส (Lee และคณะ, 2008) และดูเหมือนว-าการใช4วัตถุดิบอย-างอื่นของ 
C. acetobutylicum ที่เกิดขึ้น จะเกิดขึ้นโดยการส-งผ-าน Proton ผ-าน Membrane สำหรับ
น้ำตาล Disaccharide เช-น น้ำตาลซูโครส และน้ำตาลมอลโตส จะถูกย-อยโดย Phosphorylase 
และ Free glucose ที่ได4สามารถเปลี่ยนไปเปvน Glucose-6-phosphate โดย Hexokinase 
(Jones และ Woods, 1986) 

         2.6.3.2 อุณหภูมิ 

                      อุณหภูมิในการหมักมีผลต-อการผลิตตัวทำละลายอินทรีย<อย-างยิ่ง ซึ่งอัตรา
การผลิตตัวทำละลายอินทรีย<และผลิตภัณฑ<ที่เกิดขึ้นในการหมักโดยใช4น้ำตาลเปvนวัตถุดิบนั้นจะ
ขึ้นอยู-กับอุณหภูมิ ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมจะอยู-ระหว-าง 30 ° C และ 33 ° C แต-จะลดลงท่ี
อุณหภูมิ 37 ° C (Jones และ Woods, 1986) ผลที่คล4ายกันนี้ถูกพบในการหมักโดยใช4อาหาร
สังเคราะห< (Synthetic medium) โดย Mcneil และ Kristiansen (1985) เมื่อทำการทดลอง 
Mcneil และ Kristiansen พบว-าผลของอุณหภูมิต-ออัตราการเจริญและการผลิตตัวทำละลาย
อินทรีย<ในการหมักแบบกะของ C. acetobuylicum คือผลผลิตตัวทำละลายอินทรีย<รวม 
(Total solvent yield) มีค-าลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มขึ้น ซึ่งอาจเปvนไปได4ว-าเพราะการลดลงของ
การผลิตอะซิโตน และพบว-าบิวทานอลจะไม-ได4รับผลกระทบจากอุณหภูมิในรูปของผลผลิตตัว
ทำละลายอินทรีย<รวม และอัตราการผลิต ทั้งนี้อุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตตัวทำละลาย
อินทรีย<คือ 35 ° C 

          2.6.3.3 ออกซิเจน  

                      C. acetobutylicum ดำรงชีว ิตอยู - ได 4ในสภาวะที ่ ไร 4อากาศ (Obligate 
anaerobe) การเจริญที่เหมาะสมเกิดขึ ้นในน้ำหมักที ่มีความต-างศักย<ของ Redox (Redox 
potential) ในช-วงระหว-าง -250 mV ถึง -400 mV การสัมผัสกับออกซิเจนในการหมักแบบไร4
อากาศไม-เปvนอันตรายถ4าเกิดขึ้นเพียงระยะสั้นๆ อย-างไรก็ตามถ4าน้ำหมักสัมผัสกับออกซิเจนใน
ปริมาณมากๆ (40-60 mM) การใช4น้ำตาลกลูโคสของจุลินทรีย<จะลดลง การเจริญ การ
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สังเคราะห< DNA RNA และโปรตีนจะหยุดชะงักภายใต4สภาวะที่มีอากาศ (Aerobic condition) 
จุลินทรีย<จะมีการผลิต Butylate แต-ไม-ผลิต Acetate หรือมีการผลิตลดลง รวมถึงมีการลดลง
ของ ATP ในเซลล<ด4วย ซึ่งผลของออกซิเจนคือมีการย4อนกลับของปฏิกิริยาทั้งหมด การเจริญ
และเมแทบอลิซึม (Mctabolism) จะกลับคืนสู-สภาพเดิมเมื่อเข4าสู-สภาวะไร4อากาศอีก (Jones 
และ Woods, 1986) 

          2.6.3.4 คÑาความเปìนกรด-ดÑาง (pH)  

                       ผลิตภัณฑ<กรดในขั้นตอนสุดท4ายในน้ำหมัก pH จะเปvนตัวกำหนดการย-อย
สลายของน้ำตาล มีรายงานหลายฉบับที่รายงานว-า ถ4ารักษาค-า pH ของน้ำหมักไว4ที่ค-าสูงๆ จะ
ทำให4ผลิตภัณฑ<ส-วนใหญ-ของการหมักเปvนกรดอินทรีย< ในทางตรงกันข4ามถ4ารักษาค-า pH ไว4ท่ีค-า
ต่ำๆ ผลิตภัณฑ<ส-วนใหญ-ท่ีเกิดข้ึนจะเปvนตัวทำละลายอินทรีย< อย-างไรก็ตามช-วงของ pH ท่ีจะทำ
ให4มีการผลิตตัวทำละลายอินทรีย<จะอยู-ในช-วงกว4างมาก ขึ้นอยู-กับสายพันธุ<ของจุลินทรีย<และ
สภาวะของการหมักด4วย ช-วงของการหมักที่มีการสร4างตัวทำละลายอินทรีย<มักอยู-ในช-วง pH 
3.8 ถึง 5.5 (Lee และคณะ, 2008) อย-างไรก็ตามแบคทีเรียที่ใช4ในการผลิตระดับอุตสาหกรรม
อย-าง C. acetobutylicum P262 สามารถผลิตตัวทำละลายอินทรีย<ได4ดีในช-วง pH 6.5 (Jones 
และ Woods, 1986) กรดอินทรีย<อ-อน (Weak organic acid) เช-น กรดอะซิติก และกรดบิวทิ
ริก ถูกสร4างเปvนผลิตภัณฑ<สุดท4าย (End-product) ของปฏิกิริยา โดยธรรมชาติแล4วจะเปvนพิษ
ต-อเซลล<และสามารถแพร-ผ-านเข4าไปในเยื่อหุ4มเซลล< (Cell membrane) ในรูปที่ไม-แตกตัว ท่ี
ความเข4มข4นของกรดสูงๆ ค-า pH ที่ผิวของเยื่อหุ4มเซลล<จะลดลงซึ่งเปvนสาเหตุในการขับย้ัง
ปฏิกิริยาเมแทบอลิซึมทั้งหมดของเซลล< ภายในตัวเซลล<ที่มีความเข4มข4นต่ำกว-าจะมีการสะสม
ของกรดและการลดลงของค-า pH จึงทำให4อัตราการเจริญลดลงจนกระทั่งหยุดชะงักในที่สุด 
ถึงแม4ว-าการใช4วัตถุดิบและเมแทบอลิซึมของเซลล<ยังคำเนินต-อไป (Zhu และ Yang, 2004) 
ดังน้ันจึงมีข4อเสนอว-าจุดท่ีเปล่ียนเปvน Solventogenesis ก็คือกลไก Detoxification  ของเซลล< 
เพื่อกำจัดผลที่จะเกิดขึ้นเนื่องจากการยับยั้งเมื่อกรดในขั้นตอนสุดท4ายมาถึงระดับช-วงที่มีพิษ 
( Hatarnis และคณะ , 1984; Long และคณะ , 1984) โ ดยท ั ่ ว ๆ  ไปกา ร เ ร ิ ่ ม ต 4 นขอ ง 
Solventogenesis จะเกิดข้ึนร-วมกันขณะท่ี pH ของสารอาหารมีค-าต่ำและมีกรดในรูปท่ีไม-แตก
ตัวอยู-ในช-วงวิกฤต (Lee และคณะ, 2008) ดังนั้นความเข4มข4นของ Butylate จะต่ำที่ค-า pH ต่ำ 
(Jones และ Woods, 1986) ปöจจุบันเปvนที่ยอมรับกันอย-างแพร-หลายว-าผลของ pH เปvนผล
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จากความเข4มข4นของกรดบิวทริกที่ไม-แตกตัวและสิ่งนี้เปvนปöจจัยควบคุมการผลิตตัวทำละลาย
อินทรีย< 
 
 
 

2.7 งานวิจัยที่เกี่ยวข*อง 
อภิชัย (2555) ศึกษาความเปvนไปได4ในการใช4มันสำปะหลังเปvนแหล-งคาร<บอน ร-วมกับยีสต<ที่เหลือใช4จาก
โรงงานอุตสาหกรรมการผลิตเบียร<เปvนแหล-งไนโตรเจน เพื่อผลิตตัวทำละลายอินทรีย< อะซิโตน บิวทานอล
และเอทานอล ด4วยกระบวนการหมักแบบกะ โดยใช4แบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum TISTR 
1462 การทดลองได4ทำการศึกษาผลของการควบคุมค-า pH ท่ี แตกต-างกันในช-วง pH 4.5-6.5 รวมท้ัง
ทำการศึกษาผลของความเข4มข4นของแปúงมันสำปะหลังในช-วง 20-80 g/L ตลอดจนศึกษาผลของการใช4
แหล-งคาร<บอนและไนโตรเจนที่แตกต-างกันที่มีต-อการผลิตตัว ทำละลายอินทรีย<จากผลการทดลองพบว-า 
แบคทีเรีย C. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถใช4 แปúงมันสำปะหลังในการผลิตตัวทำละลาย
อินทรีย<ได4อย-างมีประสิทธิภาพเทียบเท-ากับการใช4น้ำตาลกลูโคสเปvนแหล-งคาร<บอน 
 

จิราพรรณ และคณะ (2561) ได4ทำการศึกษาการผลิตอะซิโตน บิวทานอล เอทานอลด4วยสารที่ได4
จากการย-อยกากถั่วเหลืองแยกเปลือกด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส อะไมโลกลูโคซิเดส เพคติเนส และ
เซลลูเลส ให4ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดเท-ากับ 0.183 กรัมต-อกรัมกากถั่วเหลือง และนำสารที่ได4จากการ
ย-อยด4วยเอนไซม<มาเสริมในอาหาร T6 เพื่อใช4เปvนแหล-งคาร<บอน โดยมีการปรับความเข4มข4นของน้ำตาล
รีดิวซ<เปvน 50 กรัมต-อลิตรด4วยน้ำตาลกลูโคส พบว-ามีปริมาณบิวทานอลและเอทานอลสูงสุดเท-ากับ 1.64 
และ 0.23 กรัมต-อลิตร ตามลำดับ จากการศึกษานี้ทำให4ทราบว-าสามารถใช4กากถั่วเหลืองที่ผ-านการย-อย
ด4วยเอนไซม<ในการผลิตตัวทำละลายบิวทานอล และเอทานอลได4 

 
อิศรา และคณะ (2556) ได4ทำกาศึกษาการเปลี่ยนต4นปาล<มมันเก-าที่โค-นทิ้งนำมาผลิตเปvนไบโอบิว

ทานอล โดยใช4 Clostridium spp. น้ำยางจะถูกใช4โดยตรง ในขณะที่เส4นใยของลำต4นจะถูกไฮโดรไลซิสให4
เปvนน้ำตาลที่หมักได4 ก-อนใช4เชื้อ Clostridium acetobutylicum DSM 1731ที่เหมาะสมต-อการผลิตบิว
ทานอลจากน้ำยางที่สุด โดยไม-เติมสารอาหาร ได4ปริมาณสูงสุด 14.4 กรัมต-อลิตร จากน้ำยาง (ความ
เข4มข4นของน้ำตาล 50 กรัมต-อลิตร) โดยมีปริมาณผลผลิตบิวทานอล 0.35 กรัมต-อกรัม ส-วนเส4นใยจากลำ
ต4นถูกไฮโดรไลซิสเปvนแหล-งคาร<บอนทางเลือก (ความเข4มข4นของน้ำตาล 50 กรัมต-อลิตร โดยใช4 
Clostridium bejjerincki TISTR 1461 ให4ปริมาณบิวทานอลสูงสุด 10.0 กรัมต-อลิตร โดยมีผลผลิตบิวทา
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นอล 0.41 กรัมต-อกรัม แสดงให4เห็นว-าต4นปาล<มน้ำมันเปvนสารตั้งต4นที่สามารถนำกลับมาใช4ใหม-ได4สำหรับ
การผลิตไบโอบิวทานอล 

 
วรลักษณ< (2556) ศึกษา 2 กระบวนการหลัก คือ กระบวนการปรับสภาพและย-อยแกนข4าวโพดซ่ึง

เปรียบเทียบระหว-างการใช4สารเคมีและการใช4เอนไซม< และกระบวนการหมักซึ่งเปรียบเทียบระหว-างการ
ใช4ยีสต<ขนมปöง (Baker's yeast) และยีสต< Saccharomyces cerevisiae YSC2 สำหรับการปรับสภาพ
และย-อยด4วยสารเคมี ทำการศึกษาการปรับสภาพด4วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซค< 1-2.5 โมลาร< ท่ี
อุณหภูมิ 50-80 องศาเซลเซียส และระยะเวลา 6-24 ช่ัวโมง และย-อยด4วยสารละลายกรดซัลฟ™วริกท่ีความ
เข4มข4นร4อยละ 0.5 - 2 โดยมวล ที่อุณหภูมิ 90-120 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 1-6 ชั่วโมง พบสภาวะท่ี
เหมาะสม คือ การปรับสภาพด4วยสารละลายด-าง 2.5 โมลาร< อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 18 
ช่ัวโมง และย-อยด4วยสารละลายกรดร4อยละ 0.5 โดยมวล อุณหภูมิ 100 องศาเซลเชียส เปvนเวลา 3 ช่ัวโมง 
ได4ผลผลิตน้ำตาลรีดิวซ< 12.420 กรัมต-อลิตร และสำหรับการปรับสภาพและย-อยด4วยเอนไซม< ทำการศึกษา
การปรับสภาพและย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลสร4อยละ 0.05-0.2 โดยมวล อุณหภูมิ 80-100 องศา
เซลเซียส เวลา 60-240 นาที และย-อยต-อด4วยเอนไซม<กลูโคอะไมเลส ร4อยละ 0.05-0.2 โดยมวล อุณหภูมิ 
50-70 องศาเซลเซียส เวลา 240-480 นาที พบสภาวะที ่เหมาะสม คือ การปรับสภาพด4วยเอนไซม<
แอลฟาอะไมเลส ร4อยละ 0.2 โดยมวล อุณหภูมิ 87.6 องศาเซลเซียส เวลา 150 นาที และย-อยด4วย
เอนไซม<กลูโคอะไมเลส ร4อยละ 0.13 โดยมวล อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 360 นาที ได4ผลผลิต
น้ำตาลรีดิวซ< 13.251 กรัมต-อลิตร ซ่ึงผลของการใช4เอนไซม<ให4ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<มากกว-าการใช4สารเคมี 
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บทที่ 3 
วิธีการดำเนินงานวิจัย 

 

3.1 วัสดุและอุปกรณU 

 3.1.1 ลำต$นมันสำปะหลัง 

  ลำต4นมันสำปะหลังที่ได4จากเกษตรกรที่ตัดส-วนหนึ่งของลำต4นที่ไม-ใช4แล4วออก ของ
เกษตรกรในพื้นที่ หมู-ที่ 11 ตำบลโคกว-าน อำเภอละหานทราย จังหวัดบุรีรัมย< ซึ่งเปvนช-วงเก็บเกี่ยวมัน
สำปะหลัง ในเดือนสิงหาคม ปw พ.ศ. 2566  

 3.1.2 เช้ือจุลินทรีย> 

  เช้ือจุนทรีย<ท่ีใช4ในการศึกษา คือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ท่ีเปvนเช้ือ 
freeze dried ทำการถ-ายเชื้อและเก็บในอาหาร Reinforced Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) ท่ี
อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 3.1.3 อาหารเล้ียงเช้ือ  

  กระตุ 4นเชื ้อด4วย Reinforced Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) ที ่อ ุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะนิ่งและไร4ออกซิเจน จากนั้นนำมาเตรียมหัวเชื้อด4วยอาหาร
สูตร T6 ท่ีดัดแปลงมาจาก Tryptone Yeast extract Acetate (Ogata และ คณะ, 1973) 

  3.1.3.1 สูตรอาหารสำเร็จ Reinforced Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) 

   มีส-วนประกอบต-อน้ำหน่ึงลิตรดังน้ี 

   เปปโทน (Peptone)     10 กรัม 

   สารสกัดจากเน้ือ (Beef Extract)    10 กรัม 

   สารสกัดจากยีสต< (Yeast Extract)    3 กรัม 
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   เด็กซ<โตส (Dextrose)     5 กรัม 

   โซเดียมคลอไรด< (Sodium Chloride)   5 กรัม 

   แปúงท่ีละลายน้ำได4 (Soluble Starch)   1 กรัม 

   ซีสเทอีน ไฮโดรคลอไรด< (Cysteine HCl)   0.5 กรัม 

   โซเดียมอะซีเตต (Sodium Acetate)   3 กรัม 

   วุ4น (Agar)      0.5 กรัม 

ชั่งอาหารสำเร็จ RCM 38 กรัม แล4วนำมาละลายด4วยน้ำกลั่น ปรับปริมาตรให4
ได4 1 ลิตร และปรับค-า pH ให4เปvน 6.8 + 0.2 จากนั้นนำไปฆ-าเชื้อด4วยหม4อนึ่งความดัน
ไอ (Autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด<ต-อตารางนิ้ว เปvนเวลา 15 
นาที 

  3.1.3.2 สูตรอาหาร T6 

ดัดแปลงจากอาหาร Tryptone Yeast extract Acetate (Ogata และ คณะ, 
1973) มีส-วนประกอบต-อน้ำหน่ึงลิตรดังน้ี 

   กลูโคส (Glucose)     45 กรัม 

   ทริปโตน (Tryptone)     6 กรัม 

   แอมโมเนียมอะซีเตต (Ammonium acetate)  3 กรัม 

   สารสกัดยีสต< (Yeast extract)    2 กรัม 

   ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต    0.5 กรัม 

   (Dipotassium hydrogen phosphate) 

   ซิสเทอีนไฮโดรคลอไรด< (Cysteine hydrochloride)  0.5 กรัม 
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   แมกนีเซียมซัลเฟตเตตระไฮเดรต    0.3 กรัม 

   (Magnesium sulphate tetrahydrate) 

   เฟอรัสซัลเฟตเพนตะไฮเดรต    0.1 กรัม 

   (Ferrous sulphate pentahydrate) 

ชั่งส-วนประกอบต-าง ๆ ทั้งหมด แล4วนำมาละลายด4วยน้ำกลั่น ปรับปริมาตรให4
ได4 1 ลิตร และปรับค-า pH ให4เปvน 6.8 จากนั้นนำไปฆ-าเชื้อด4วยหม4อนึ่งความดันไอ 
(Autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด<ต-อตารางน้ิง เปvนเวลา 15 นาที 

 3.1.3.3 สูตรอาหาร T6 ท่ีมีสÑวนประกอบของลำต%นมันสำปะหลังท่ียÑอยด%วยเอมไซม>
แอลฟาอะไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม>เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ>
สูงสุด และเติมกลูโคสให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 45 กรัมตÑอลิตร 

นำเปลือกลำต4นมันสำปะหลังย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไม
โลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด มาปรับ pH ให4เท-ากับ 6.8 
จากนั้นวัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซ< (วิธีการวัดน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี DNS อยู-ในหัวข4อ 3.5.1) 
ต-อมาเติมส-วนประกอบของอาหาร T6 และทำการเติมกลูโคสรวมกับน้ำตาลรีดิวซ<ใน 
hydrolysate ให4ได4เท-ากับ 45 กรัมต-อลิตร มาละลายด4วยไฮโดรเสตของลำต4นมัน
สำปะหลัง ปรับปริมาตรให4ได4 1 ลิตร และทำการปรับค-า pH ให4เปvน 6.8 จากนั้นนำไป
ฆ-าเช้ือด4วยหม4อน่ึงความดันไอ (Autoclave) ท่ี 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด<
ต-อตารางน้ิว เปvนเวลา 15 นาที 

    3.1.4 สารเคมี 
กรดอะซีติก (Acetic acid) อะซิโตน (Acetone) 
กลูโคส (Glucose) โพแทสเซียมโซเดียวทาร<เทรต (Potassium sodium tartrate) 
โซเดียมอะซิเตต(Sodium acetate) โซเดียมไฮดรอกไซด< (Sodium hydroxide) 
Parafin Oil กรด 3, 5 ไดไนโตรซาลิไซลิก (3, 5-dinitrosalicylic acid) 
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   3.1.5 เอนไซม>  

แอลฟา-อะไมเลส (!-Amylase from Bacillus licheniformis ของ บริษัท Sigma) 

อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase from Aspergillus niger ของ บริษัท Sigma) 

เซลลูเลส (Cellulase from Trichoderma reesei ของ บริษัท Sigma) 

  3.1.6 เคร่ืองแก%ว อุปกรณ> และเคร่ืองมือ  

กระบอกตวง (Cylinder) ขวดก4นกลม (Round Bottom Flask) 

ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask) ขวดรูปชมพู- (Erlenmeyer flask) 

คิวเวตต< (Cuvette) คีมคีบ (Forceps) 

เคร่ืองช่ังทศนิยม 2, 3 และ 4 ตำแหน-ง เคร่ืองบดละเอียด (Hammer mill) 

เคร่ืองปö­นเหว่ียง (Centrifuge) เคร่ืองผสมสาร (Vortex) 

เคร่ืองสกัดซอกเลต (Soxhlet) จานเพาะเช้ือ (Plate) 

ช4อนตักสาร (Spatula) ตะแกรงใส-หลอดทดลอง (Rack) 

ตู4อบลมร4อน (Hot air oven) โถดูดความช้ืน (Desiccator)   

แท-งแก4วคนสาร (Stirring rod) เทอร<โมมิเตอร< (Thermometer)  

บีกเกอร< (Beaker) ป™เปตแก4ว (Pipette) 

ลูกยางดูดสาร (Rubber bulb) ลูปเข่ียเช้ือ (Loop) 

หม4อน่ึงความดันไอน้ำ (Autoclave) หลอดกระดาษ (Thimble) 

หลอดทดลอง (Test tube) หลอดปö­นเหว่ียง (Centrifuge tube) 

อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) เคร่ืองวัดพีเอช (pH meter) 
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เคร่ืองไมโครเพลททรีดเดอร< (Microwell reader) ตู4เย็น (Refrigerator) 

เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร< (Spectrophotometer) 

ถังหมัก (Fermentor/ Bioreactor) และ อุปกรณ< ไมโครเวลเพลท 96 หลุม (Microwell plate) 

Anaerobic Jar และ GasPak 

3.2 การเตรียมลำต*นมันสำปะหลัง 

 หั่นเปvนท-อนขนาดประมาณ 30 เซนติเมตร แล4วนำไปตากให4แห4งเปvนเวลา 3 วัน จากนั้นหั่นท-อน
มันสำปะหลังแห4งเปvนชิ้นเล็กขนาดประมาณ 2.5 เซนติเมตรด4วยมีดปöงตอ ก-อนนำไปบดหยาบ แล4วจึง
นำไปบดด4วยเครื่องบด (Retsch SK100) โดยใช4ใบมีดขนาด 1.00 มม. และเก็บรักษาในโถดูดความช้ืน 
(Desiccator) 

     3.3 การปรับสภาพและการย3อยลำต*นมันสำปะหลัง 

 3.3.1 การละลายลิกนินด%วยอะซิโตน 

  นำลำต4นมันสำปะหลังที่บดแล4ว 10 กรัม ห-อด4วยกระดาษกรอง Whatman® No.1 125 
มิลลิเมตร  ใส-ลงในหลอด thimble ครั้งละ 3 ห-อ นำไปสกัดด4วยเครื่อง Soxhlet extractor โดยเติมอะซิ
โตน 250 มิลลิลิตร ทำการสกัด 12 รอบต-อ 1 คร้ัง ทำเร่ือย ๆ จนครบท้ังหมด 800 กรัม 

     3.3.2 การยÑอยด%วยเอนไซม> 
       3.3.2.1 การหาสภาวะท่ีเหมาะสมตÑอการยÑอยลำต%นมันสำปะหลัง 

                     ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของเอนไซม<ต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง โดยวัดค-าความ
เข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดมาศึกษาในการหาสภาวะอ่ืนๆ ต-อ โดยการทดลองแบ-งออกเปvน 3 ชุด    

          ชุดการทดลองท่ี 1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

อัตราส-วนของลำต4นมันสำปะหลังที่จะใช4ย-อยเปvน ของแข็ง 1 กรัมต-อของเหลว 10 มิลลิลิตร โดย
เตร ียมลำต 4นม ันสำปะหล ั งด ั งห ัวข 4อ 3.3.1 จากน ั ้น เต ิมเอนไซม< 	!-Amylase from Bacillus 
licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 3 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมน้ำ 
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9.67 มิลลิลิตร เพื่อให4ครบ 10 มิลลิลิตร นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำมาตั้งทิ้งไว4ให4เย็นที่อุณหภูมิห4อง จากนั้นเติมเอนไซม< 
Amyloglucosidase from Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 0.06 ยูนิตต-อกรัม
ลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมเอนไซม< Cellulase from Trichoderma reesei ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
(ความเข4มข4น 30 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอย-างไปปö­น
เหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที แล4วนำส-วนใสที่ไม-มีตะกอนมาทำการวัดความเข4มข4นของ
น้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี DNS (3, 5-Dinitrosalicylic acid) เพื่อเปรียบเทียบหาอุณหภูมิที่เหมาะสมที่ทำให4ได4
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด โดยในชุดการทดลองจะทำ 3 ซ้ำ เมื่อได4อุณหภูมิที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4น
มันสำปะหลัง จากน้ันก็นำไปเข4าสู-ชุดการทดลองท่ี 2 ต-อไป 

ชุดการทดลองท่ี 2 เวลาท่ีเหมาะสม 

อัตราส-วนของลำต4นมันสำปะหลังที่จะใช4ย-อยเปvน ของแข็ง 1 กรัมต-อของเหลว 10 มิลลิลิตร โดย
เตร ียมลำต 4นม ันสำปะหล ั งด ั งห ัวข 4อ 3.3.1 จากน ั ้น เต ิมเอนไซม< 	!-Amylase from Bacillus 
licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 3 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมน้ำ 
9.67 มิลลิลิตร เพื่อให4ครบ 10 มิลลิลิตร นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำมาตั้งทิ้งไว4ให4เย็นที่อุณหภูมิห4อง จากนั้นเติมเอนไซม< 
Amyloglucosidase from Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 0.06 ยูนิตต-อกรัม
ลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมเอนไซม< Cellulase from Trichoderma reesei ปริมาตร 30 ไมโครลิตร 
(ความเข4มข4น 30 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ท่ี
เหมาะสม (ชุดการทดลองที่ 1) โดยจะเก็บตัวอย-างท่ีเวลา 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง นำตัวอย-างที่ได4ไป
ปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที แล4วนำส-วนใสที่ไม-มีตะกอนมาทำการวัดความเข4มข4น
ของน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี DNS (3, 5-Dinitrosalicylic acid) เพ่ือเปรียบเทียบหาเวลาท่ีเหมาะสมท่ีทำให4ได4
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด โดยในชุดการทดลองจะทำ 3 ซ้ำ เมื่อได4เวลาที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมัน
สำปะหลัง จากน้ันก็นำไปเข4าสู-ชุดการทดลองท่ี 3 ต-อไป 

ชุดการทดลองท่ี 3 ปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสท่ีเหมาะสม 

อัตราส-วนของลำต4นมันสำปะหลังที่จะใช4ย-อยเปvน ของแข็ง 1 กรัมต-อของเหลว 10 มิลลิลิตร โดย
เตร ียมลำต 4นม ันสำปะหล ั งด ั งห ัวข 4อ 3.3.1 จากน ั ้น เต ิมเอนไซม< 	!-Amylase from Bacillus 
licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 3 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมน้ำ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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9.67 มิลลิลิตร เพื่อให4ครบ 10 มิลลิลิตร นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำมาตั้งทิ้งไว4ให4เย็นที่อุณหภูมิห4อง จากนั้นเติมเอนไซม< 
Amyloglucosidase from Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 0.06 ยูนิตต-อกรัม
ลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมเอนไซม< Cellulase from Trichoderma reesei ปริมาตร 20, 30, 40 และ 
50 ไมโครลิตร (ความเข4มเข4น 20, 30, 35 และ 40 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) ตามลำดับ นำไปบ-มท่ี
อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่เหมาะสม (ชุดการทดลองที่ 1) เปvนระยะเวลาที่เหมาะสม (ชุดการ
ทดลองที่ 2) นำตัวอย-างที่ได4ไปปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที แล4วนำส-วนใสที่ไม-มี
ตะกอนมาทำการวัดความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธ ี DNS (3, 5-Dinitrosalicylic acid) เพ่ือ
เปรียบเทียบหาปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสมที่ทำให4ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด โดยในชุดการ
ทดลองจะทำ 3 ซ้ำ จากนั้นนำค-าอุณหภูมิ เวลา และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสจากชุดการทดลองทั้ง 3 ท่ี
เหมาะมาใช4ในการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอมไซม< เพื่อนำน้ำตาลรีดิวซ<ที่ได4ไปใช4ในการเพาะเลี้ยงเช้ือ
ต-อไป 

     3.3.3 การเตรียม hydrolysate ลำต%นมันสำปะหลัง 

การย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม<เพื ่อเตรียมไปทำการทดลองการเพาะเลี ้ยงเช้ือ 
Clostridium acetobutylicum JCM 1419 อัตราส-วนของลำต4นมันสำปะหลังที่จะใช4ย-อยเปvน ของแข็ง 
120 กรัมต-อของเหลว 1,200 มิลลิลิตร จะปรับปริมาตรตามขวดแก4ว Duran 250 มิลลิลิตร ใส-ของเหลว
สูงสุดเพียง 100 มิลลิลิตรเท-านั้น ดังนั้นอัตราส-วนของลำต4นมันสำปะหลังที่จะใช4ย-อยเปvน ของแข็ง 10 
กรัมต-อของเหลว 100 มิลลิลิตร โดยเตรียมลำต4นมันสำปะหลังดังหัวข4อ 3.3.1 จากนั้นเติมเอนไซม<	!-
Amylase from Bacillus licheniformis ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 30 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมัน
สำปะหลัง) และเติมน้ำให4ครบ 1,200 มิลลิลิตร นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลานำมาตั้งทิ้งไว4ให4เย็นที่อุณหภูมิห4อง จากนั้นเติม
เอนไซม< Amyloglucosidase from Aspergillus niger ปริมาตร 13.3 มิลลิลิตร (ความเข4มข4น 0.6 ยูนิต
ต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) และเติมเอนไซม< Cellulase from Trichoderma reesei ปริมาตร 400 
ไมโครลิตร (ความเข4มข4น 350 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง) (ชุดการทดลองที่ 3) นำไปบ-มที่อ-าง
ควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่เหมาะสม 60 องศาเซลเซียส (ชุดการทดลองที่ 1) เปvนเวลาที่เหมาะสม 
36 ชั่วโมง (ชุดการทดลองที่ 2) นำตัวอย-างที่ได4ไปปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที แล4ว
นำส-วนใสที่ไม-มีตะกอนมาทำการวัดความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี DNS (3, 5-Dinitrosalicylic 
acid) เพื่อยืนยันค-าน้ำตาลรีดิวซ<อีกรอบ จากนั้นนำลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส 
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เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด ไปเปvนอาหารท่ีใช4ในการ
เพาะเล้ียงเช้ือต-อไป 

 

3.4 การเพาะเลี้ยง Clostridium acetobutylicum 

 3.4.1 การเตรียมหัวเช้ือ Clostridium acetobutylicum 

  ถ-ายเชื ้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เพาะเลี ้ยงในอาหาร RCM 2 
หลอด หลอดละ 3 มิลลิลิตร โดยแต-ละหลอดนำเช้ือปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงในอาหาร RCM ท่ีมีปริมาตร 
2.7 มิลลิลิตร โดยไม-ต4องป™ดด4วยน้ำมันพาราฟ™มออยล< (Parafin Oil) และนำไป heat shock ด4วยอ-าง
ควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 10 นาที จากนั้นป™ดด4วยน้ำมัน
พาราฟ™นออยล< (Parafin Oil) บ-มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไม-เกิน 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาให4เทใส-ใน
อาหาร T6 ปริมาตร 54 มิลลิลิตร จะได4ปริมาตร 60 มิลลิลิตร เพื่อนำไปเปvนหัวเชื้อ สุดท4ายจึงนำไปบ-มใน
สภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน (Anaerobic jar) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 24 ช่ัวโมง 

  นำหัวเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ปริมาณ 60 มิลลิลิตร มาใส-ลง
ในอาหาร 2 ชนิด ได4แก- อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และ อาหาร 
T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิ
เดส และเอนไซม<เซลลูเลส และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร 

 3.4.2 การเพาะเล้ียงเช้ือในระดับถังหมัก (Fermentor/ Bioreactor) 

                     หลังจากนั้นนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก ขนาด 1 ลิตร โดยหมัก
ปริมาตร 600 มิลลิลิตร ควบคุมสภาวะ เช-น ความเร็วของรอบใบพัด 300 rpm อุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส ในถัง จากนั้นใส-อาหารที่เตรียมไว4ที่จะใช4 แล4วเป™ดแก´สไนโตรเจนไล-อากาศก-อนเติมหัวเชื้อ และ
เก็บตัวอย-างทุกๆ 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 และ 120 ช่ัวโมง  

  จากนั้นนำตัวอย-างไปวิเคราะห<ปริมาณความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<, ค-าน้ำหนักเซลล<
แห4ง, ค-า pH และค-าความขุ-นของเซลล< OD 600 นาโนเมตร 
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3.5 การวิเคราะหUทางเคมี  

 3.5.1 การวิเคราะห>น้ำตาลโดย ใช%วิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) (ดัดแปลงจาก Miller, 
1959) 

  นำตัวอย-างมาปö­นเหวี่ยง 5000 rpm เปvนเวลา 10 นาที จะได4ส-วนใสและส-วนตะกอน ให4
นำตัวอย-างส-วนใสมาวิเคราะห<ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) โดยเจือจาง
ตัวอย-างส-วนใสให4ได4ความเข4มข4นท่ี 10 50 และ 100 จากน้ันนำตัวอย-างส-วนใสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร เติม
ลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS 1.5 มิลลิลิตร ผสมให4เข4ากัน และนำไปต4มในน้ำเดือดเปvนเวลา 
10 นาที จากนั้นนำมาแช-ในน้ำเย็นจนอุณหภูมิลดลง เติมน้ำกลั่นลงในหลอดทดลองปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
ผสมให4เข4ากันด4วย เครื่อง vortex และนำไปวัดค-าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร ด4วยเครื่องไมโคร
เพลทรีดเดอร< จากนั้นทำการคำนวณความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ที่วัดได4 โดยทำการเปรียบเทียบจาก
กราฟมาตรฐานของน้ำตาลกลูโคส 

       3.5.2 น้ำหนักเซลล>แห%ง 

  ก-อนนำไปใส-ตัวอย-างทำการอบแห4งหลอดปö­นเหวี่ยงเปvนเวลา 3 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 105 
องศาเซลเซียส ทิ้งไว4ให4เย็นในโถดูดความช้ืน จากนั้นนำหลอดปö­นเหวี่ยงมาช่ังน้ำหนักด4วยเครื่องชั่ง 4 
ตำแหน-ง พร4อมบันทึกผล จากหัวข4อ 3.5.1 นำตัวอย-างส-วนตะกอน มาล4างตะกอนเซลล<โดยน้ำกลั่นเพ่ือ
กำจัดน้ำตาลที่เหลือออก จากนั้นนำไปอบที่ 105 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 วัน หรือจนกว-าน้ำหนักคงจะ
คงท่ี ท้ิงไว4ให4เย็นในโถดูดความช้ืน นำไปช่ังน้ำหนัก และคำนวณหาค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง 

 3.5.4 การวิเคราะห>ทางสถิติ 

  ทุกการทดลองทำอย-างต่ำ 3 ซ้ำ และนำข4อมูลมาวิเคราะห<ผลทางสถิติ โดยใช4โปรแกรม 
SPSS วิเคราะห< T-test ในการหาอุณหภูมิที่เหมาะสมต-อการบ-มด4วยเอนไซม<เซลลูเลส และวิเคราะห<
ตาราง ANOVA ค-าความแปรปรวนที่ค-าความเชื่อมั่นอยู-ที่ร4อยละ 95 (p < 0.05) เพื่อหาความแตกต-าง
อย-างมีนัยสำคัญ โดยใช4วิธีของ Duncan ในการวิเคราะห<ค-าความแปรปรวนของผลการเพาะเลี้ยง และ
การหาระยะเวลาและปริมาตรท่ีเหมาะสมต-อการบ-มด4วยเอนไซม<เซลลูเลส 
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3.6 จลนพลศาสตรUเบื้องต*น 

 คำนวณค-าพารามิเตอร<จลนศาสตร< คือ อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (" , h-1) และค-าผลได4ของ
เซลล< (Ys/s , g/g) โดยใช4สมการดังน้ี 

อัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ  µ = !"#(%&#)	)	!"#(*)+(*)	)	+    โดยคำนวณจากระยะ exponential เท-าน้ัน  

ค-าผลได4ของเซลล<   Yx/s = (xmax - x0 ) / (s0 – s) 

เม่ือค-า x0 คือ ความเข4มข4นของเซลล<ท่ีเวลาเร่ิมต4น (กรัม/ลิตร) 

 xmax คือ ความเข4มข4นของเซลล<สูงสุด (กรัม/ลิตร) 

 t คือ เวลา (ช่ัวโมง) 

 s0 คือ ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<เร่ิมต4น (กรัม/ลิตร) 

 s คือ ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<เวลาเดียวกับท่ีความเข4มข4นเซลล<สูงสุด (กรัม/ลิตร) 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 การยืนยันสัณฐานวิทยา 

 4.1.1 ลักษณะของเช้ือ Clostridium acetobutylicum  
จากการศ ึกษาโครงงานพ ิ เศษในคร ั ้ งน ี ้  โดยได 4ทำการเพาะเล ี ้ ยงช ื ้ อ  Clostridium 

acetobutylicum JCM 1419 ที ่เปvนเชื ้อ freeze dried ลงในอาหารเหลว Reinforced Clostridial 
Medium (RCM, DifcoTM) ที ่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 48 ชั ่วโมง ในสภาวะนิ ่งและไร4
ออกซิเจน จากนั้นนำเชื้อไปย4อมแกรม (Gram stain) และส-องด4วยกล4องจุลทรรศน<กำลังขยาย 1000 เท-า 
เพื่อดูลักษณะรูปร-าง และการติดสีของเชื้อ Clostridium acetobutylicum หลังจากที่ทำการส-องด4วย
กล4องจุลทรรศน<พบว-าเชื้อ Clostridium acetobutylicum ย4อมติดสีม-วงของคริสตัลไวโอเล็ต  (Crystal 
violet) 
 

 

รูปท่ี 4.1 เช้ือแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ภายใต4กล4องจุลทรรศน< 100 เท-า 
       จะเห็นได4ว-าลักษณะรูปร-างของเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM มีรูปร-างเปvนท-อน โดยจะ
มีการสร4างสปอร< ซึ ่งลักษณะที่ผู 4วิจัยพบตรงกับงานวิจัย Patakova และคณะ (2013) ที ่กล-าวไว4ว-า 
จุลินทรีย<ในกลุ-ม Clostridium เปvนแบคทีเรียแกรมบวก รูปร-างเปvนท-อน (rod-shaped) และสามารถผลิต
บิวทานอลได4 จุลินทรีย<กลุ-มนี้ยังเปvนแบคทีเรียที่ไม-ใช4อากาศ (anaerobic bacteria) และสามารถสร4าง
สปอร< (spore-forming) 
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4.2 ผลการศึกษาการย3อยลำต*นมันสำปะหลังด*วยเอนไซมU 

 4.2.1 อุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

  ในการศึกษาอุณหภูมิที ่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< !-
Amylase from Bacillus licheniformis นำไปบ-มที่อ-างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ที่อุณหภูมิ 90 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง และเติมเอนไซม< Amyloglucosidase from Aspergillus niger  และ
เอนไซม< Cellulase from Trichoderma reesei นำไปบ-มที ่อ -างควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) ท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 48 ชั ่วโมง พบว-าอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมคือ 60 องศาเซลเซียส โดยกำหนดใช4เวลาอยู-ที่ 48 ชั่วโมง และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสเท-ากับ 
30 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ที่ได4หลังการย-อยสูงถึง 14.34 
กรัมต-อลิตร แต-ในทางกลับกันที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยกำหนดใช4เวลาอยู-ที่ 48 ชั่วโมง และ
ปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสเท-ากับ 30 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลังเช-นกัน มีค-าความเข4มข4นของ
น้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 11.20 กรัมต-อลิตร ซึ่งมีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<น4อยกว-าอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส แสดงผลดังรูปท่ี 4.2 
  วรลักษณ< (2556) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากแกนข4าวโพด โดยแปรผันสภาวะในการ
ปรับสภาพและเปรียบเทียบการย-อยสลายด4วยวิธีทางเคมีและเอนไซม< และกระบวนการหมักโดยใช4ยีสต<
ขนมปöงและยีสต< Saccharomyces cerevisiae โดยการปรับสภาพด4วยโซเดียมไฮดรอกไซด<และกรดซัลฟู
ริก พบว-า สภาวะท่ีเหมาะสมในการปรับสภาพด4วยโซเดียมไฮดรอกไซด<ท่ี 2.5 โมลาร< ท่ี 60 องศาเซลเซียส 
เปvนเวลา 18 ชั่วโมง และย-อยด4วยกรดซัลฟูริก 0.5 เปอร<เซ็นต< ที่ 100 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 3 ชั่วโมง 
ให4ผลผลิตน้ำตาลรีดิวซ< 12.42 กรัมต-อลิตร สำหรับการปรับสภาพและย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส
และกลูโคอะไมเลส สภาวะที่เหมาะสมคือ แอลฟาอะไมเลส 0.20 เปอร<เซ็นต< ที่ 87.60 องศาเซลเซียส 
เปvนเวลา 150 นาที และกลูโคอะไมเลส 0.13 เปอร<เซ็นต< ที่ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 360 นาที ให4
ผลผลิตน้ำตาลรีดิวซ< 13.25 กรัมต-อลิตร ซึ่งมากกว-าวิธีทางเคมี การหมักด4วยยีสต<ขนมปöง 8 เปอร<เซ็นต< ท่ี 
pH 5.12 เปvนเวลา 48 ช่ัวโมง ให4ผลผลิตเอทานอล 7.46 เปอร<เซ็นต< ส-วนการหมักด4วย Saccharomyces 
cerevisiae 5.77 เปอร<เซ็นต< ที่ pH 5.65 เปvนเวลา 48 ชั่วโมง ให4ผลผลิตเอทานอล 6.47 เปอร<เซ็นต< 
สำหรับการหมักที่ผ-านการปรับสภาพและย-อยด4วยเอนไซม< โดยใช4ยีสต<ขนมปöง 8 เปอร<เซ็นต< ที่ pH 5.33 
เปvนเวลา 135 ชั ่วโมง ให4ผลผลิตเอทานอล 8.16 เปอร<เซ็นต< และ Saccharomyces cerevisiae 2 
เปอร<เซ็นต< ที่ pH 5.64 เปvนเวลา 48 ชั่วโมง ให4ผลผลิตเอทานอล 9.31 เปอร<เซ็นต< ซึ่งมากกว-ายีสต<ขนม
ปöงและมีความบริสุทธิ์สูงสุด จากงานวิจัยจะเห็นได4ว-า ผลการทดลองที่ได4นั้นสอดคล4องกับงานวิจัยในเรื่อง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 35 

ของการใช4เอนไซม<ในการย-อยตัวอย-างท่ีมีองค<ประกอบหลักคือ คาร<โบไฮเดรตและเซลลูโลส โดยอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต-อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม<แต-ละชนิด เช-น เอนไซม<กลูโคอะไมเลสในงานวิจัย ได4สภาวะท่ี
เหมาะสมคือ ปริมาตรเอนไซม< 0.13 เปอร<เซ็นต<โดยมวล อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 360 นาที 
ซ่ึงสอดคล4องกับผลการทดลอง ท่ีใช4อะไมโลกลูโคซิเดส ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง 
ได4สภาวะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู-ท่ี 60 องศาเซลเซียสเช-นกัน  

Fan และคณะ (1987) ศึกษาคุณสมบัติของเอนไซม<เซลลูเลส โดยระบุว-าอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต-อการทำงานของเอนไซม<นี้มีผลต-ออัตราการเกิดปฏิกิริยา เมื่ออุณหภูมิสูงหรือต่ำกว-าจุดท่ี
เหมาะสม อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม<จะช4าลง เนื่องจากเอนไซม<เกิดการเสียสภาพหรืออยู-ใน
สภาวะที่ไม-เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา เอนไซม<เซลลูเลสจะเกิดการเสียสภาพที่อุณหภูมิประมาณ 80 
องศาเซลเซียส แสดงให4เห็นว-าในการทดลอง อุณหภูมิที่เหมาะสมเมื่อใช4เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสร-วมกับ
เอนไซม<เซลลูเลส คือ 60 องศาเซลเซียส จึงทำการเลือกอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เพื่อใช4ในการทดลอง
ต-อไป 

 
 

 
รูปท่ี 4.2 ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ท่ีได4จากการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม<  

!-Amylase from Bacillus licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไป
บ-มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมเอนไซม< Amyloglucosidase from 
Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง และเติมเอนไซม< Cellulase from 
Trichoderma reesei ปริมาตร 30 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไปบ-มที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส และ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 48 ช่ัวโมง  
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       4.2.2 เวลาท่ีเหมาะสม 
  ในการศึกษาเวลาที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< พบว-าเวลาท่ี
เหมาะสมคือ 36 ชั่วโมง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ที่ได4หลังการย-อยสูงถึง 38.25 กรัมต-อลิตร แต-
ในทางกลับกันท่ีเวลาท่ี 48 ช่ัวโมง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 30.62 กรัมต-อลิตร รองลงมา
เวลาท่ี 24 ชั่วโมง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 15.31 กรัมต-อลิตร และสุดท4ายเวลาท่ี 12 
ชั่วโมง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 10.46 กรัมต-อลิตร โดยการหาเวลาที่เหมาะสม มีการ
กำหนดใช4อุณหภูมิที่เหมาะสมเท-ากับ 60 องศาเซลเซียส (หัวข4อ 4.2.1)  และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลส
เท-ากับ 30 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลังเหมือนกัน ซึ่งเวลาท่ี 48 24 และ 12 ชั่วโมง มีค-าความ
เข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<น4อยกว-าเวลา 36 ช่ัวโมง แสดงผลดังรูปท่ี 4.3  
  Sun และคณะ (2015) ศ ึกษาความสำคัญของส-วนประกอบเอนไซม<ท ี ่ส -งผลต-อ
ประสิทธิภาพของการย-อยสลายด4วยเอนไซม< ได4ทำการเปรียบเทียบการเตรียมเซลลูเลส Novozymes 
นำมาใช4ในการย-อยลิกโนเซลลูโลสจากชีวมวลธรรมชาติบนพื้นผิวที่แตกต-างกัน ปริมาณเอนไซม<ที่ใช4เสริม
แต-ละตัวแตกต-างกัน จาการศึกษาของงานวิจัยนี้ค4นพบว-า ส-วนประกอบของเอนไซม<มีผลต-อการเตรียม
เซลลูเลสที่จะส-งผลต-อการย-อยสลายลิกโนเซลลูโลส และถือว-าเปvนส-วนสำคัญที่จะทำให4เกิดความแตกต-าง
ของการย-อยสลายด4วยเอนไซม<ระหว-างสารต้ังต4นท่ีหลากหลายและเซลลูเลสท่ีแตกต-างกันออกไป  
  Berson และคณะ (2014) ศึกษาปöจจัยท่ีมีผลต-อการย-อยสลายของเซลลูโลสด4วยเอนไซม< 
เช-น อุณหภูมิ ระยะเวลา และพื้นผิวของสารตั้งต4น โดยเปรียบเทียบกับแบบจำลองการใช4การดูดซับของ
เซลลูเลส การทดลองใช4เครื่อง incubator shaker ที่ความเร็ว 150 รอบต-อนาที ใน flask ขนาด 250 
มิลลิลิตร โดยมีค-า pHเท-ากับ 4.8 ใช4บัฟเฟอร< citrate เพื่อปúองกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และ
อุณหภูมิที่แตกต-างกันคือ 50, 35, และ 20 องศาเซลเซียส ผลพบว-าอัตราการย-อยสลายสูงสุดที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียสเมื่อเวลาที่ 2 ชั่วโมง สูงกว-าอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส และสูงกว-าอุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียสถึงสองเท-า แสดงให4เห็นว-าอัตราการย-อยสลายสูงสุดจะเกิดในช-วง 2-3 ชั่วโมงแรก ปöจจัยสำคัญ
อีกอย-างคือพื้นที่ผิวและขนาดรูพรุนของเซลลูโลสที่ถูกวัดโดยการดูดซับของแก´สไนโตรเจนและไอโซเทอม
การคายซับ โดยใช4เครื่องดูดซับ (Micromeritics Instrument Corporation, Tristar 3000) พื้นที่ผิวท่ี
ได4รับการปรับสภาพส-งผลต-อการย-อยสลาย การยับยั้งของเอนไซม<หรือความเฉื่อยชาของเอนไซม<จาก
พ้ืนผิวทำให4มีการศึกษาสารลดแรงตึงผิวหรือโปรตีน BSA ในการปรับสภาพก-อนการย-อยสลายเซลลูโลส 
  ปรียารัตน< (2550) ศึกษาการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใช4ทางการเกษตร โดยใช4
กระบวนการทำให4เปvนน้ำตาลควบคู-กับการหมัก โดยใช4แปúงเข4มข4น 0.25% ย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะ
ไมเลส 166.7 มิลลิยูนิต ที่อุณหภูมิ 90°C เปvนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
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333.33 มิลลิยูนิต ท่ีอุณหภูมิ 50°C เปvนเวลา 24 ช่ัวโมง แล4วใส-ยีสต< Saccharomyces cerevisiae 5048 
หมักที่อุณหภูมิ 30°C เปvนเวลา 24 ชั่วโมง และ 36 ชั่วโมง ได4ผลผลิตเอทานอล 0.832 กรัม/ลิตร และ 
0.8912 กรัม/ลิตร ตามลำดับ แสดงให4เห็นว-าระยะเวลาหมักท่ีเพ่ิมข้ึนทำให4ปริมาณเอทานอลเพ่ิมข้ึนด4วย  
  หฤทัย และไพโรจน< (2534) ศึกษาการพัฒนาการย-อยแปúงแบบข้ันตอนเดียวด4วยเอนไซม<
ผสม โดยศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในแง-อุณหภูมิ, pH และปริมาณเอนไซม< พบว-าอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส pH 5.0 ใช4เอนไซม<อัลฟาอะไมเลส 1.0 กรัม/กิโลกรัม dry substance และเอนไซม<อะไมโลกลู
โคซิเดส 7.30 กรัม/กิโลกรัม dry substance ย-อยแปúงมันสำปะหลังเปvนเวลา 70 ช่ัวโมง ให4ค-าสมมูลเดกซ<
โตรส 66.64 การย-อยแปúงมันสำปะหลังขึ ้นอยู-กับปริมาณเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสโดยตรง ขณะท่ี
เอนไซม<อัลฟาอะไมเลสช-วยย-อยแปúงให4มีโมเลกุลเล็กลง เพ่ิมปลาย non-reducing sugar ทำให4เอนไซม<อะ
ไมโลกลูโคซิเดสทำงานได4ดีขึ้น จากงานวิจัยจะเห็นได4ว-า ผลการทดลองที่ได4นั้นสอดคล4องกับงานวิจัยใน
เรื่องของการใช4เอนไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลสในการย-อยลำ
ต4นมันสำปะหลัง โดยบ-งบอกให4เห็นว-าการใช4ปริมาตรและส-วนประกอบของเอนไซม<เซลลูเลสท่ีแตกต-างกัน
จะส-งผลต-อการย-อย ในการทดลองมีการใช4เอนไซม<เซลลูเลสที่ปริมาตรน4อยกว-าเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส
และเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และไม-ควรใช4เอนไซม<เซลลูเลสย-อยนานเกินไป จะทำให4ส-งผลต-อ
ประสิทธิภาพการย-อยจะลดลง จากผลการทดลองได4สภาวะเวลาที ่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมัน
สำปะหลังเท-ากับ 36 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล4องและใกล4เคียงกับงานวิจัยของ ปรียารัตน<. (2550) ที่ใช4เวลาใน
การย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสรวม 26 ชั่วโมง และจากงานวิจัยยัง
เผยให4เห็นว-าการย-อยแปúงมันสำปะหลังขึ้นอยู-กับปริมาณเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดสโดยตรง ในขณะท่ี
เอนไซม<อัลฟาอะไมเลสช-วยย-อยแปúงให4มีโมเลกุลเล็กลงเท-าน้ัน  จึงทำการเลือกเวลาท่ี 36 ช่ัวโมง เพ่ือใช4ใน
การทดลองต-อไป 
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รูปท่ี 4.3 ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ท่ีได4จากการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< 

!-Amylase from Bacillus licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไป
บ-มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมเอนไซม< Amyloglucosidase from 
Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง และเติมเอนไซม< Cellulase from 
Trichoderma reesei ปริมาตร 30 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไปบ-มที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เปvนเวลา 12 24 36 และ 48 ช่ัวโมง 

       4.2.3 ปริมาตรเอนไซม>เซลลูเลสท่ีเหมาะสม 
 ในการศึกษาปริมาตรของเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสมต-อการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง 

พบว-าปริมาตรท่ีเหมาะสมคือ 40 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<
ที่ได4หลังการย-อยสูงถึง 15.12 กรัมต-อลิตร แต-ในทางกลับกัน ปริมาตรท่ี 20 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมัน
สำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 12.39กรัมต-อลิตร ถัดมาปริมาตรท่ี 30 ไมโครลิตร
ต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 11.98 กรัมต-อลิตร และสุดท4าย
ปริมาตรท่ี 50 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงเพียง 10.43 
กรัมต-อลิตร โดยการหาปริมาตรท่ีเหมาะสม มีการกำหนดใช4อุณหภูมิท่ีเหมาะสมเท-ากับ 60 องศาเซลเซียส 
(หัวข4อ 4.2.1) และเวลาท่ีเหมาะสมเท-ากับ 36 ช่ัวโมง (หัวข4อ 4.2.2) เหมือนกัน ซ่ึงการใช4ปริมาตรเอนไซม<
เซลลูเลสที่ 20 30 และ 50 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง มีค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<น4อย
กว-าการใช4ปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสท่ี 40 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง แสดงดังรูปท่ี 4.4 
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  ชุลีนารถ และกัลยา (2558) ศึกษาการเตรียมน้ำตาลกลูโคสจากเซลลูโลสด4วยเอนไซม< 
โดยมีตัวแปรคือ อุณหภูมิ (45, 50, 55 องศาเซลเซียส), pH (4, 5, 6), และปริมาณเอนไซม<เซลลูเลสต-อ
เซลลูโลส (1:20, 2:20, 3:20, 4:20 มิลลิกรัมเอนไซม<ต-อมิลลิกรัมเซลลูโลส) ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง ผล
พบว-าอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส และ pH 4 เหมาะสมที่สุด และปริมาณเอนไซม< 3:20 มิลลิกรัมเอนไซม<
ต-อมิลลิกรัมเซลลูโลสให4ร4อยละผลได4น้ำตาลรีดิวซ<รวมสูงสุด 66% และร4อยละผลได4น้ำตาลกลูโคส 51.6% 
การทดลองพบว-าปริมาณเอนไซม<เซลลูเลสต-อเซลลูโลสมีผลต-อร4อยละผลได4น้ำตาลรีดิวซ<รวมสูงสุด โดย
การเร-งปฏิกิริยาของเอนไซม<ขึ้นกับจำนวนการชนกันของโมเลกุลเอนไซม<และสารตั้งต4น เมื่อเพิ่มปริมาณ
เอนไซม< อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้น แต-เมื่อเพิ่มมากเกินไป อัตราปฏิกิริยาจะคงที่เนื่องจากสารตั้งต4น
หมดและน้ำตาลกลูโคสที่สะสมจะยับยั้งการทำงานของเอนไซม<บางชนิด เช-น endoglucanase และ 
exoglucanase ทำให4ปฏิกิริยาช4าลงและยุติในที่สุด จากงานวิจัยนี้จะเห็นได4ว-า ผลการทดลองที่ได4น้ัน
สอดคล4องกับงานวิจัยในเรื่องของการใช4ปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสในการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง โดยใน
งานวิจัยค4นพบว-าปริมาณเอนไซม<เซลลูเลสต-อเซลลูโลสมีผลต-อร4อยละผลได4น้ำตาลรีดิวซ< การเร-งปฏิกิริยา
ของเอนไซม<ขึ้นกับจำนวนการชนกันของโมเลกุลเอนไซม<และสารตั้งต4น เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม< อัตราเร็ว
ของปฏิกิริยาจะเพิ่มขึ้น แต-หากเพิ่มมากเกินไป อัตราปฏิกิริยาจะคงที่เนื่องจากสารตั้งต4นหมดและน้ำตาล
กลูโคสที่สะสมจะยับยั ้งการทำงานของเอนไซม<บางชนิด จึงได4เลือกปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสที่ 40 
ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลังไปใช4ในการย-อยลำต4นมันสำปะหลังเพื่อเปvนส-วนประกอบของอาหาร 
T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิ
เดส และเอนไซม<เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4ครบ 45 กรัมต-อลิตรต-อไป 
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รูปท่ี 4.4 ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ท่ีได4จากการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอนไซม< 

!-Amylase from Bacillus licheniformis ปริมาตร 0.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไป
บ-มที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเติมเอนไซม< Amyloglucosidase from 
Aspergillus niger ปริมาตร 1.33 มิลลิลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง และเติมเอนไซม< Cellulase from 
Trichoderma reesei ปริมาตร 20 30 40 และ 50 ไมโครลิตรต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง นำไปบ-มท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 36 ช่ัวโมง 
 

4.3 ผลการเพาะเลี้ยง Clostridium acetobutylicum ในระดับถังหมัก  
นำเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ปริมาณ 60 มิลลิลิตร มาใส-ลงในอาหาร 2 

ชนิด ได4แก- อาหาร T6 ที ่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที ่มี
ส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และ
เอนไซม<เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร หลังจาก
นั ้นนำไปหมักแบบ batch fermentation ในถังหมักขนาด 1 ลิตร โดยมีอาหารเลี ้ยงเชื ้อรวม 600 
มิลลิลิตร ใส-หัวเช้ือท่ีเตรียมไว4ปริมาตร 60 มิลลิลิตร แล4วเก็บตัวอย-างทุกๆ 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 96 
และ 120 ชั่วโมง จากนั้นนำไปวิเคราะห<ปริมาณความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<, ค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง, ค-า 
pH และค-าความขุ-นของเซลล< OD 600 นาโนเมตร  
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       4.3.1 ความเข%มข%นของน้ำตาลรีดิวซ> 
 ผลการศึกษาเชื้อ Clostridium acetobutylicum JMC 1419 โดยใส-ลงในอาหาร T6 

ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมัน
สำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มี
น้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร เก็บตัวอย-างตามเวลาท่ี
กำหนด และนำไปปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที นำส-วนใสที่ได4ไปวิเคราะห<ปริมาณ
ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ด4วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS)  
 
ตารางที่ 4.1 ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ< Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 

 
T6 + กลูโคส 45 กรัมตÑอลิตร 

(ควบคุม) 

T6 + ลำต%นมันสำปะหลังท่ียÑอยด%วยเอมไซม>
แอลฟาอะไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิ

เดส และเอนไซม>เซลลูเลสท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ>
สูงสุด + กลูโคสให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 

45 กรัมตÑอลิตร 

0 59.685c ± 0.866  59.748b ± 0.000 
12 60.823c ± 0.247 61.423c ± 0.000 
24  61.535c ± 0.265 61.623c ± 0.778 
36 63.110c ± 0.301 62.973c ± 0.000 
48 62.898c ± 0.000 58.773b ± 1.202 
60 57.856c ± 5.085 55.235a ± 0.442 
72 45.583b ± 8.141 56.282a ± 1.471 
96 44.786b ± 0.430 55.123a ± 0.283 
120 35.949a ± 1.911 55.499a ± 0.618 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต-างกัน หมายถึงมีความแตกต-างอย-างมีนัยสำคัญท่ีระดับ
ความเช่ือม่ันร4อยละ 95 ค-าท่ีแสดงผล คือ ค-าเฉล่ีย±ค-าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 4.5 ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ< ท่ีพบในอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 
1419 ในอาหาร T6 ท่ีมีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 
120 ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 
 

จากตารางที่ 4.1 และรูปที่ 4.5 เห็นได4ว-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ< ในช-วงเวลา 0 ชั่วโมง มี
ค-าเท-ากับ 59.685 กรัมต-อลิตร และมีการเพิ่มขึ้นเล็กน4อยอย-างต-อเนื่องในช-วงเวลา 12 ชั่วโมง และ 24 
ชั่วโมง ซึ่งได4ค-าเท-ากับ 60.823 และ 61.535 กรัมต-อลิตร ตามลำดับ ซึ่งอาจเกิดจากน้ำระเหยออกจากถัง
หมัก ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดพบในช-วงเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีค-าเท-ากับ 63.110 กรัมต-อลิตร 
จากน้ันในช-วงเวลา 48 ช่ัวโมง ปริมาณความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ลดลงเหลือ 62.898 กรัมต-อลิตร และ
ลดลงอย-างต-อเน่ืองในช-วงเวลา 60 ช่ัวโมง ถึง 120 ช่ัวโมง โดยมีค-าเท-ากับ 57.856, 45.583, 44.786 และ 
35.949 กรัมต-อลิตร ตามลำดับ จากผลการทดลองพบว-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<มีการเพิ่มขึ้นจนถึง
เวลา 36 ช่ัวโมง และหลังจากน้ันมีแนวโน4มลดลงอย-างต-อเน่ืองจนถึงเวลา 120 ช่ัวโมง 

จากการศึกษาเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบ
ของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) พบว-าน้ำตาลรีดิวซ< เพิ่มขึ้นจาก 59.685 กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 0 
ชั่วโมง เปvน 63.110 กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นลดลงอย-างต-อเนื่องจนถึง 35.949 กรัมต-อ
ลิตรในช-วงเวลา 120 ชั่วโมง ซึ่งสอดคล4องกับการศึกษาเกี่ยวกับการใช4ประโยชน<น้ำตาลของ Clostridium 
acetobutylicum ในกระบวนการหมัก (Jones และคณะ, 2021) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.6 ความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ< ท่ีพบในอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 
1419 ท่ีมีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังท่ีย-อยด4วยเอมไซม< ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคส
ให4ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<เท-ากับ 45 กรัมต-อลิตร 
 

จากรูปที่ 4.6 เห็นได4ว-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ< ในช-วงเริ่มต4นที่ 0 ชั่วโมงเท-ากับ 59.748 
กรัมต-อลิตร เพิ่มขึ ้นในช-วงเวลา 12 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง เปvน 61.423 และ 61.623 กรัมต-อลิตร
ตามลำดับ เนื่องจากความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุดพบในช-วงเวลา 36 ชั่วโมง โดยมีค-าเท-ากับ 62.973 
กรัมต-อลิตร หลังจากนั้นในช-วงเวลา 48 ชั่วโมง ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<ลดลงเหลือ 58.773 กรัมต-อลิตร 
และลดลงอย-างต-อเนื่องในช-วงเวลา 60 ชั่วโมง ถึง 96 ชั่วโมง โดยมีค-าเท-ากับ 55.235, 56.282 และ 
55.123 กรัมต-อลิตรตามลำดับ ในช-วงเวลา 120 ชั่วโมง ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<เพิ่มขึ้นเล็กน4อยเปvน 
55.499 กรัมต-อลิตร จากผลการทดลองพบว-า ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<มีการเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 36 
ชั่วโมง และหลังจากนั้นมีแนวโน4มลดลงอย-างต-อเนื่องจนถึงเวลา 120 ชั่วโมง แต-มีการเพิ่มขึ้นเล็กน4อย
ในช-วงสุดท4ายของการหมัก 

จากการศึกษาเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบ
ของลำต4นมันสำปะหลังท่ีย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส, เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส, และเอนไซม<เซลลู
เลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร พบว-าความเข4มข4น
น้ำตาลรีดิวซ< เพิ่มขึ้นจาก 59.748 กรัมต-อลิตรเริ่มต4นในช-วงเวลา 0 ชั่วโมง เปvน 62.973 กรัมต-อลิตรใน
ช-วงเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นลดลงอย-างต-อเนื่องจนถึง 55.499 กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 120 ชั่วโมง ซึ่งผล
การศึกษานี ้สอดคล4องกับการศึกษาเกี ่ยวกับการใช4น้ำตาลโดย Clostridium acetobutylicum ใน
กระบวนการหมัก (Smith และคณะ, 2022) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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       4.3.2 น้ำหนักเซลล>แห%งท่ีได%การเจริญเติบโตของเช้ือ Clostridium acetobutylicum 
 ผลการศึกษาเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 โดยใส-ลงในอาหาร T6 

ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมัน
สำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มี
น้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร เก็บตัวอย-างตามเวลาท่ี
กำหนด นำไปปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาที นำส-วนตะกอนที่ได4มาล4างน้ำกลั่นอีกหน่ึง
รอบ และนำไปปö­นเหวี่ยงที่ 5000 รอบต-อนาที เปvนเวลา 10 นาทีอีกครั้ง นำตะกอนที่ได4ไปอบที่อุณหภูมิ 
105 องศาเซลเซียส เวลา 2 วัน หลังจากอบ นำตะกอนไปช่ังเคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน-ง และวิเคราะห<ค-าน้ำหนัก
เซลล<แห4ง 
 
ตารางที่ 4.2 น้ำหนักเซลล<แห4ง ที่ได4จากการเพาะเลี้ยง Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน
อาหารท้ัง 2 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 

 
T6 + กลูโคส 45 กรัมตÑอลิตร 

(ควบคุม) 

T6 + ลำต%นมันสำปะหลังท่ียÑอยด%วยเอมไซม>
แอลฟาอะไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิ

เดส และเอนไซม>เซลลูเลสท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ>
สูงสุด + กลูโคสให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 

45 กรัมตÑอลิตร 

0 0.520b ± 0.122 0.620c ± 0.072 
12 1.220c	± 0.716 0.840d	± 0.020 
24 0.033a ±	 0.023 0.860d ± 0.131 
36 0.187ab ±	 0.101 0.720cd ± 0.100 
48 0.347ab ±	 0.122 0.040a	± 0.020 
60 1.320cd ± 0.035 1.420e ± 0.087 
72 1.967e ± 0.081 1.293e ± 0.103 
96 1.700de ± 0.020 0.650c ± 0.099 
120 1.493cd ± 0.081 0.313b	± 0.081 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต-างกัน หมายถึงมีความแตกต-างอย-างมีนัยสำคัญท่ีระดับ
ความเช่ือม่ันร4อยละ 95 ค-าท่ีแสดงผล คือ ค-าเฉล่ีย±ค-าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปท่ี 4.7 ค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง ท่ีได4จากการเพาะเล้ียง Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน
อาหาร T6 ท่ีมีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 
ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 
 

จากรูปที่ 4.7 และตารางที่ 4.2 จะเห็นได4ว-าค-าน้ำหนักเซลล<แห4งเริ่มต4นที่ 0.520 กรัมต-อลิตรใน
เวลา 0 ชั่วโมง เพิ่มขึ้นเปvน 1.220 กรัมต-อลิตรในเวลา 12 ชั่วโมง และลดลงเหลือ 0.033 กรัมต-อลิตรใน
เวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นน้ำหนักเซลล<แห4งเพิ่มขึ้นอีกครั้งเปvน 0.187 กรัมต-อลิตรในเวลา 36 ชั่วโมง 
และเพิ่มขึ้นต-อเนื่องเปvน 0.347 กรัมต-อลิตรในเวลา 48 ชั่วโมง ในเวลา 60 ชั่วโมง น้ำหนักเซลล<แห4ง
เพิ่มขึ้นเปvน 1.320 กรัมต-อลิตรและสูงสุดที่ 1.967 กรัมต-อลิตรในเวลา 72 ชั่วโมง หลังจากนั้นน้ำหนัก
เซลล<แห4งลดลงเปvน 1.700 กรัมต-อลิตรในเวลา 96 ชั่วโมง และลดลงต-อเนื่องเปvน 1.493 กรัมต-อลิตรใน
เวลา 120 ช่ัวโมง จากการทดลองพบว-าได4ว-าน้ำหนักเซลล<แห4งมีแนวโน4มเพ่ิมข้ึนจนถึงเวลา 72 ช่ัวโมงก-อน
จะลดลงในช-วงเวลาต-อมา 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปท่ี 4.8 ค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง ท่ีได4จากการเพาะเล้ียง Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน
อาหาร T6 ท่ีมีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังท่ีย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไม
โลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<
เท-ากับ 45 กรัมต-อลิตร 
 

จากรูปที่ 4.8 และตารางที่ 4.2 จะเห็นได4ว-าน้ำหนักเซลล<แห4งเริ่มต4นที่ 0 ชั่วโมงมีค-าเท-ากับ 
0.620 กรัมต-อลิตร จากน้ันเพ่ิมข้ึนเปvน 0.840 กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 12 ช่ัวโมง และเพ่ิมข้ึนเล็กน4อยเปvน 
0.860 กรัมต-อลิตรในเวลา 24 ชั่วโมง ในช-วงเวลา 36 ชั่วโมง น้ำหนักเซลล<แห4งลดลงเล็กน4อยเปvน 0.720 
กรัมต-อลิตร ก-อนจะลดลงอย-างชัดเจนเปvน 0.040 กรัมต-อลิตรในเวลา 48 ชั่วโมง อย-างไรก็ตาม น้ำหนัก
เซลล<แห4งเพิ่มขึ้นอย-างมากเปvน 1.420 กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 60 ชั่วโมง และลดลงเล็กน4อยเปvน 1.293 
กรัมต-อลิตรในช-วงเวลา 72 ชั่วโมง ในช-วงเวลา 96 ชั่วโมง น้ำหนักเซลล<แห4งลดลงเหลือ 0.650 กรัมต-อ
ลิตร และสุดท4ายลดลงเปvน 0.313 กรัมต-อลิตรในเวลา 120 ช่ัวโมง จากการทดลองพบว-าน้ำหนักเซลล<แห4ง
มีการเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นมีการลดลงในช-วงเวลา 36 ถึง 48 ชั่วโมง และเพิ่มขึ้นสูงสุดใน
เวลา 60 ช่ัวโมง ก-อนจะลดลงอีกคร้ังในช-วงเวลาท่ีเหลือ 

 
 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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      4.3.3 คÑาความขุÑนของอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum 
 นำตัวอย-างที่ได4จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน

อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของ
ลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส 
ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร มาวัดค-าความขุ-นของ
อาหารจากค-า OD 600 นาโนเมตร ได4ผลตามตารางท่ี 4.3 รูปท่ี 4.9 และรูปท่ี 4.10  

 
ตารางที่ 4.3 ค-า OD 600 นาโนเมตร ที่วัดได4จากอาหารเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 
1419 ในอาหารท้ัง 2 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 
เวลา 

(ช่ัวโมง) 

 
T6 + กลูโคส 45 กรัมตÑอลิตร 

(ควบคุม) 

T6 + ลำต%นมันสำปะหลังท่ียÑอยด%วยเอมไซม>
แอลฟาอะไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิ

เดส และเอนไซม>เซลลูเลสท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ>
สูงสุด + กลูโคสให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 

45 กรัมตÑอลิตร 

0 0.344a 	± 0.006 0.737a ± 0.002 
12 0.332a 	± 0.003 0.724a ± 0.011 
24 0.326a 	± 0.002 0.780a ± 0.007 
36 0.334a 	± 0.004 0.766a ± 0.007 
48 0.340a 	± 0.002 0.771a ± 0.007 
60 5.068b 	± 0.136 4.192d ± 0.171 
72 5.947d 	± 0.089 3.947c ± 0.034 
96 6.128e 	± 0.136 3.517b ± 0.132 
120 5.452c 	± 0.050 3.404b± 0.173 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต-างกัน หมายถึงมีความแตกต-างอย-างมีนัยสำคัญท่ีระดับ
ความเช่ือม่ันร4อยละ 95 ค-าท่ีแสดงผล คือ ค-าเฉล่ีย±ค-าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปท่ี 4.9 ค-าความขุ-นของอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 ท่ีมี
ส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ในสภาวะ
น่ิงไร4ออกซิเจน 
 

จากรูปที่ 4.9 และตารางที่ 4.3 จะเห็นได4ว-าค-า OD 600 นาโนเมตร เริ่มต4นที่ 0.344 ในเวลา 0 
ชั่วโมง และลดลงเล็กน4อยเปvน 0.332 ในเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นค-า OD 600 นาโนเมตร ลดลงเล็กน4อย
อีกเปvน 0.326 ในเวลา 24 ชั่วโมง และเพิ่มขึ้นเล็กน4อยเปvน 0.334 ในเวลา 36 ชั่วโมง ในเวลา 48 ชั่วโมง 
ค-า OD 600 นาโนเมตรเพิ่มขึ้นเปvน 0.340  และเพิ่มขึ้นอย-างชัดเจนเปvน 5.068 ในเวลา 60 ชั่วโมง 
จากนั้นค-า OD 600 นาโนเมตร เพิ่มขึ้นต-อเนื่องเปvน 5.947 ในเวลา 72 ชั่วโมง และ 6.128 ในเวลา 96 
ชั่วโมง สุดท4ายค-า OD 600 นาโนเมตร ลดลงเล็กน4อยเปvน 5.452 ในเวลา 120 ชั่วโมง จากผลการทดลอง
ว-าค-า OD 600 นาโนเมตร มีแนวโน4มเพิ่มขึ้นอย-างต-อเนื่องจนถึงเวลา 96 ชั่วโมง ก-อนจะลดลงเล็กน4อยใน
ช-วงเวลา 120 ช่ัวโมง 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปท่ี 4.10 ค-าความขุ-นของอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 ท่ี
มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังท่ีย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
และเอนไซม<เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<เท-ากับ 45 กรัม
ต-อลิตร 
 

จากรูปที่ 4.10 และตารางที่ 4.3 จะเห็นได4ว-าค-า OD 600 นาโนเมตร เริ่มต4นที่ 0.737 ในเวลา 0 
ชั่วโมง และลดลงเล็กน4อยเปvน 0.724 ในเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นค-า OD 600 นาโนเมตร เพิ่มขึ้นเปvน 
0.780 ในเวลา 24 ชั่วโมง และลดลงเล็กน4อยเปvน 0.766 ในเวลา 36 ชั่วโมง ในเวลา 48 ชั่วโมง ค-า OD 
600 นาโนเมตร เพ่ิมข้ึนเปvน 0.771 และเพ่ิมข้ึนอย-างชัดเจนเปvน 4.192 ในเวลา 60 ช่ัวโมง จากน้ันค-า OD 
600 นาโนเมตร ลดลงต-อเนื่องเปvน 3.947 ในเวลา 72 ชั่วโมง และ 3.517 ในเวลา 96 ชั่วโมง สุดท4ายค-า 
OD 600 นาโนเมตร ลดลงเล็กน4อยเปvน 3.404 ในเวลา 120 ชั่วโมง จากผลการทดลองพบว-าค-า OD 600 
นาโนเมตร มีค-าลดลงในช-วงเวลา 0 ถึง 12 ช่ัวโมง และเพ่ิมข้ึนในเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากเวลา 36 ช่ัวโมง 
มีแนวโน4มเพ่ิมข้ึนจนถึง 60 ช่ัวโมง ก-อนจะค-อยๆ ลดลงไปถึงเวลา 120 ช่ัวโมง 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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       4.3.5 ผลการศึกษา ค6า pH ท่ีวัดได$จากอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum 

  นำตัวอย-างที่ได4จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน
อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของ
ลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส 
ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร มาวัดค-า pH ได4ผลตาม
ตารางท่ี 4.4 รูปท่ี 4.11 และรูปท่ี 4.12 
 
ตารางที่ 4.4 ค-า pH ที่วัดได4จากอาหารเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร
ท้ัง 2 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ในสภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 
เวลา 

(ช่ัวโม) 

 
T6 + กลูโคส 45 กรัมตÑอลิตร 

(ควบคุม) 

T6 + ลำต%นมันสำปะหลังท่ียÑอยด%วยเอมไซม>
แอลฟาอะไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิ

เดส และเอนไซม>เซลลูเลสท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ>
สูงสุด + กลูโคสให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 

45 กรัมตÑอลิตร 

0 5.430 5.530 
12 5.410 5.520 
24 5.290 5.440 
36 5.260 5.510 
48 5.250 5.510 
60 4.310 4.850 
72 4.350 4.860 
96 4.310 4.820 
120 4.260 4.830 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต-างกัน หมายถึงมีความแตกต-างอย-างมีนัยสำคัญท่ีระดับ
ความเช่ือม่ันร4อยละ 95 ค-าท่ีแสดงผล คือ ค-าเฉล่ีย±ค-าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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รูปท่ี 4.11 ค-า pH ท่ีวัดจากอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 
ท่ีมีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 120 ช่ัวโมง ใน
สภาวะน่ิงไร4ออกซิเจน 

 
จากตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.11 จะเห็นได4ว-าค-า pH เริ่มต4นที่ 5.430 ในเวลา 0 ชั่วโมง ลดลง

เล็กน4อยเปvน 5.410 ในเวลา 12 ชั่วโมง และต-อเนื่องลดลงเปvน 5.290 ในเวลา 24 ชั่วโมง และ 5.260 ใน
เวลา 36 ชั่วโมง หลังจากนั้นค-า pH ลดลงเล็กน4อยอีกเปvน 5.250 ในเวลา 48 ชั่วโมง และลดลงอย-างมาก
เปvน 4.310 ในเวลา 60 ช่ัวโมง จากน้ันค-า pH มีการเพ่ิมข้ึนเล็กน4อยเปvน 4.350 ในเวลา 72 ช่ัวโมง ก-อนท่ี
จะลดลงอีกครั้งเปvน 4.310 ในเวลา 96 ชั่วโมง และสุดท4ายลดลงเหลือ 4.260 ในเวลา 120 ชั่วโมง สรุปได4
ว-าค-า pH มีแนวโน4มลดลงอย-างต-อเนื่องตลอดระยะเวลาการหมัก โดยมีการลดลงอย-างมากในช-วงเวลา
หลัง 48 ช่ัวโมง 

จากผลการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 พบว-า
เชื้อมีการสร4างกรดอินทรีย<หลายชนิด เช-น กรดบิวทิริก (butyric acid), กรดอะซีติก (acetic acid), และ
กรดแลกติก (lactic acid) ซึ่งสังเกตได4จากการลดลงของค-า pH อย-างต-อเนื่องจาก 5.430 ในเวลา 0 
ชั่วโมง เปvน 4.260 ในเวลา 120 ชั่วโมง การลดลงของ pH แสดงถึงการสะสมของกรดอินทรีย<ในระหว-าง
การหมัก (Jones และ Woods, 1986; Ezeji และคณะ, 2007) 
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รูปท่ี 4.12 ค-า pH ท่ีวัดจากอาหารเล้ียงเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร T6 
ท่ีมีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังท่ีย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
และเอนไซม<เซลลูเลส ท่ีมีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4ความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ<เท-ากับ 45 กรัม
ต-อลิตร 
 

จากตารางที่ 4.4 และรูปที่ 4.12 จะเห็นได4ว-าค-า pH เริ่มต4นที่ 5.530 ในเวลา 0 ชั่วโมง ลดลง
เล็กน4อยเปvน 5.520 ในเวลา 12 ชั่วโมง และต-อเนื่องลดลงเปvน 5.440 ในเวลา 24 ชั่วโมง และเพิ่มข้ึน 
5.510 ในเวลา 36 และ 48 ชั่วโมงเท-ากัน หลังจากนั้นค-า pH ลดลงอย-างมากเปvน 4.850 ในเวลา 60 
ชั่วโมง และค-า pH มีการเพิ่มขึ้นเล็กน4อยเปvน 4.860 ในเวลา 72 ชั่วโมง ก-อนที่จะลดลงอีกครั้งเปvน 4.820 
ในเวลา 96 ชั่วโมง สุดท4ายลดลงเหลือ 4.830 ในเวลา 120 ชั่วโมง สรุปได4ว-าค-า pH มีแนวโน4มลดลงอย-าง
ต-อเน่ืองตลอดระยะเวลาการหมัก โดยมีการลดลงอย-างมากในช-วงเวลาหลัง 48 ช่ัวโมง 

จากผลการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 พบว-ามี
การสร4างกรดอินทรีย<ในกระบวนการหมัก โดยสามารถสังเกตได4จากค-า pH ที่ลดลงอย-างชัดเจนใน
ช-วงเวลา 60 ถึง 120 ชั่วโมง ซึ่งบ-งชี ้ถึงการผลิตกรดอินทรีย<ต-างๆ เช-น กรดบิวทีริก (Butyric acid), 
กรดอะซิติก (Acetic acid) และกรดแลคติก (Lactic acid) การผลิตกรดเหล-านี้เปvนลักษณะเฉพาะของ 
Clostridium acetobutylicum ซ ึ ่งสอดคล4องก ับการศึกษาของ Jones และ Woods (1986) และ 
Girbal และ Soucaille (1994) ที่พบว-าเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้มีความสามารถในการผลิตกรดอินทรีย<หลาย
ชนิดในกระบวนการหมัก 
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4.4 จลนพลศาสตร>เบ้ืองต%น 
ในการศึกษาการเจริญเติบโตของเชื ้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ในการใช4

อาหารสองชนิด ได4แก- อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 
ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส, เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร 
พบว-าเชื้อมีการเจริญเติบโตและผลิตกรดอินทรีย<ได4ในทั้งสองอาหาร โดยพบว-าปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<ใน
อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคสเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 36 ชั่วโมงก-อนลดลงอย-างต-อเนื่องจนถึงเวลา 
120 ชั่วโมง ในขณะที่อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังมีแนวโน4มการเปลี่ยนแปลงท่ี
คล4ายกัน แต-ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ<เพิ่มขึ้นในช-วงท4ายของการหมัก น้ำหนักเซลล<แห4งในอาหาร T6 ที่มี
ส-วนประกอบของกลูโคสมีแนวโน4มเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 72 ชั่วโมงก-อนลดลง ส-วนในอาหารที่มีลำต4นมัน
สำปะหลัง น้ำหนักเซลล<แห4งเพิ่มขึ้นสูงสุดที่เวลา 60 ชั่วโมง และลดลงในเวลาต-อมา ค-า OD 600 นาโน
เมตร ในอาหารที่มีส-วนประกอบของกลูโคสมีแนวโน4มเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 96 ชั่วโมงก-อนลดลงเล็กน4อย 
ส-วนในอาหารที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลัง ค-า OD 600 นาโนเมตรเพิ่มขึ้นจนถึงเวลา 60 
ชั่วโมงและลดลงอย-างต-อเนื่อง ค-า pH ในทั้งสองอาหารมีแนวโน4มลดลงตลอดการหมัก บ-งชี้ถึงการสะสม
ของกรดอินทรีย<หลายชนิด นอกจากนี้ระยะการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของ
กลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) พบว-าน้ำหนักเซลล<แห4งเริ่มต4นที่ 0.520 กรัมต-อลิตร ในเวลา 0 ชั่วโมง 
เพิ่มขึ้นเปvน 1.220 กรัมต-อลิตร ในเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งบ-งบอกถึงระยะ Lag phase และ Log phase 
หลังจากนั้นลดลงเหลือ 0.033 กรัมต-อลิตร ในเวลา 24 ชั่วโมง เปvนช-วงระยะ Stationary phase และ
ลดลงอีกในช-วง 24 ถึง 36 ช่ัวโมง ก-อนท่ีจะเพ่ิมข้ึนอีกคร้ังเปvน 0.187 กรัมต-อลิตร ในเวลา 36 ช่ัวโมง และ
เพิ่มขึ้นต-อเนื่องเปvน 0.347 กรัมต-อลิตร ในเวลา 48 ชั่วโมง ในช-วงนี้เกิดการฟùûนตัวของเซลล<อย-างชัดเจน 
น้ำหนักเซลล<แห4งเพิ่มขึ้นสูงสุดที่ 1.967 กรัมต-อลิตร ในเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งเปvนระยะ Stationary phase 
สุดท4าย หลังจากนั้นลดลงอย-างต-อเนื่องเปvน 1.700 กรัมต-อลิตร ในเวลา 96 ชั่วโมง และ 1.493 กรัมต-อ
ลิตร ในเวลา 120 ชั ่วโมง ซึ ่งเปvนช-วงระยะ Death phase ในทางตรงกันข4าม เมื ่อนำ Clostridium 
acetobutylicum JCM 1419 ใส-ในอาหาร T6 ที ่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที ่ย-อยด4วย
เอนไซม< พบว-าน้ำหนักเซลล<แห4งเร่ิมต4นท่ี 0.620 กรัมต-อลิตร ในเวลา 0 ช่ัวโมง เพ่ิมข้ึนเปvน 0.840 กรัมต-อ
ลิตร ในเวลา 12 ชั่วโมง และเพิ่มขึ้นเล็กน4อยเปvน 0.860 กรัมต-อลิตร ในเวลา 24 ชั่วโมง แสดงถึงระยะ 
Lag phase และ Log phase ในช-วงเวลา 36 ชั่วโมง น้ำหนักเซลล<แห4งลดลงเล็กน4อยเปvน 0.720 กรัมต-อ
ลิตร ก-อนจะลดลงอย-างชัดเจนเปvน 0.040 กรัมต-อลิตร ในเวลา 48 ชั่วโมง ซึ่งเปvนระยะ Stationary 
phase จากนั้นน้ำหนักเซลล<แห4งเพิ่มขึ้นอย-างมากเปvน 1.420 กรัมต-อลิตร ในเวลา 60 ชั่วโมง ซึ่งเปvนการ
ฟùûนตัวของเซลล<และสูงสุดในช-วงนี้ หลังจากนั้นลดลงเล็กน4อยเปvน 1.293 กรัมต-อลิตร ในเวลา 72 ชั่วโมง 
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และลดลงต-อเนื่องเปvน 0.650 กรัมต-อลิตร ในเวลา 96 ชั่วโมง และสุดท4ายลดลงเปvน 0.313 กรัมต-อลิตร 
ในเวลา 120 ชั่วโมง ซึ่งเปvนช-วงระยะ Death phase จากการทดลองน้ำหนักเซลล<แห4งมีการเปลี่ยนแปลง
อย-างชัดเจนตามระยะต-าง ๆ ของการเจริญเติบโตของเชื้อโดยสรุปได4ว-าระยะ Lag phase และ Log 
phase จะมีการเพ่ิมข้ึนของน้ำหนักเซลล<แห4ง ในขณะท่ีระยะ Stationary phase และ Death phase จะ
มีการลดลงของน้ำหนักเซลล<แห4งตามลำดับ 
 เมื ่อนำค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง และค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีด ิวซ<ที ่พบในอาหารเลี ้ยงเช้ือ 
Clostridium acetobutylicum JCM 1419 มาคำนวณค-าจลนพลศาสตร<เปรียบเทียบระหว-างอาหาร 2 
ชนิด ได4แก- อาหาร T6 ที ่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และอาหาร T6 ที ่มี
ส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และ
เอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร ผลได4
พบว-าอาหารที่ใช4 T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) มีอัตราการเจริญเติบโต
จำเพาะ (μ) เท-ากับ 0.084 h-1 ค-าผลผลิตชีวมวลต-อซับสเตรท (Yx/s) เท-ากับ 0.103 กรัมน้ำหนักเซลล<แห4ง
ต-อกรัมน้ำตาลรีดิวซ< และน้ำหนักเซลล<แห4งสูงสุดอยู-ที ่ 1.967 กรัมต-อลิตร ในขณะที่อาหาร T6 ที่มี
ส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และ
เอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร มีอัตรา
การเจริญเติบโตจำเพาะ (μ) เท-ากับ 0.013 h-1 ค-าผลได4ชีวมวลต-อซับสเตรท (Yx/s) เท-ากับ 0.177 กรัม
น้ำหนักเซลล<แห4งต-อกรัมน้ำตาลรีดิวซ< และน้ำหนักเซลล<แห4งสูงสุดอยู-ที่ 1.420 กรัมต-อลิตร ข4อมูลดังกล-าว
แสดงให4เห็นว-าอาหารที่ประกอบด4วยลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<ต-าง ๆ ส-งผลให4มีอัตราการ
เจริญเติบโตจำเพาะต่ำกว-าอาหารที่ใช4กลูโคสเพียงอย-างเดียว แต-ผลได4ชีวมวลต-อซับสเตรทกลับสูงกว-า
เล็กน4อย ซึ่งชี ้ให4เห็นถึงความเปvนไปได4ในการใช4วัตถุดิบทางเลือกในการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium 
acetobutylicum เพื ่อเพิ ่มประสิทธิภาพในการผลิตผลิตภัณฑ<ชีวภาพต-างๆ จากกระบวนการหมัก 
งานวิจัยโดย Han และคณะ (2011) พบว-าการใช4มันสำปะหลังและอ4อยเปvนแหล-งคาร<บอนในการหมักด4วย 
Clostridium acetobutylicum สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตได4อย-างมีนัยสำคัญ (Han และคณะ, 
2011)  

นอกจากนี้ งานวิจัยโดย Jiang และคณะ (2013) ยังแสดงให4เห็นว-าการปรับเปลี่ยนสภาวะการ
หมัก เช-น ความเข4มข4นของเหล็กในสารละลาย สามารถเพิ่มการผลิตบิวทานอลได4อย-างมีประสิทธิภาพ 
งานเหล-าน้ีสนับสนุนการใช4วัสดุเหลือใช4ทางการเกษตรและการปรับปรุงเง่ือนไขการหมักเพ่ือเพ่ิมผลผลิตใน
กระบวนการหมักแบบ batch 
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ตารางที่ 4.5 ค-าจลนพลศาสตร<เบื้องต4นของการเจริญเติบโตที่ได4จากการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium 
acetobutylicum JCM 1419 ในอาหาร 2 ชนิด นำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก 
ขนาด 1 ลิตร โดยมีอัตราเร็วใบพัด 300 rpm, อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส และสภาวะไร4ออกซิเจน 

 
 

คÑาจลนพลศาสตร> 

 
 

T6 + กลูโคส 45 กรัมตÑอลิตร 
(ควบคุม) 

T6 + ลำต%นมันสำปะหลังท่ี
ยÑอยด%วยเอมไซม>แอลฟาอะ

ไมเลส เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิ
เดส และเอนไซม>เซลลูเลสท่ีมี
น้ำตาลรีดิวซ>สูงสุด + กลูโคส
ให%น้ำตาลรีดิวซ>เทียบเทÑา 45 

กรัมตÑอลิตร 
! (h-1) 0.084 0.013 

Yx/s (g.g-1) 0.103 0.177 
น้ำหนักเซลล<แห4งสูงสุด (g.L-1 ) 1.967 1.420 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขCอเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

 
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค<เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วย

เอนไซม<และเปรียบเทียบอาหาร 2 ชนิด ได4แก- อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร 
(ควบคุม) และ อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส 
เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<
เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร ซึ่งลำต4นมันสำปะหลังที่นำมาทำการศึกษา เปvนวัสดุเหลือใช4จากทางการเกษตร 
ในการผลิตไบโอบิวทานอลด4วยเชื ้อ Clostridium acetobutylicum โดยเริ ่มจากการนำลำต4นมัน
สำปะหลังมาปรับสภาพด4วยการละลายลิกนิน และปรับสภาพด4วย Soxhlet extraction ท่ีใช4อะซิโตนเปvน
ตัวทำละลาย จากนั้นทำการย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<
เซลลูเลส ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม ได4แก- อุณหภูมิที ่เหมาะสม 50 และ 60 องศาเซลเซียส เวลาท่ี
เหมาะสม 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสม 20, 30, 40 และ 50 
ไมโครลิตร ผลการทดลองพบว-าอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดในการย-อยลำต4นมันสำปะหลังคือ 60 องศา
เซลเซียส ซึ ่งที ่อุณหภูมินี ้ เมื ่อนำลำต4นมันสำปะหลังมาย-อยด4วยเอนไซม<เซลลูเลสในปริมาตร 30 
ไมโครลิตรเปvนเวลา 48 ชั่วโมง จะได4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 16.00 กรัมต-อลิตร ในขณะท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<เพียง 12.95 กรัมต-อลิตร 

ในการศึกษาช-วงเวลาที่เหมาะสมในการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง พบว-าเวลาที่เหมาะสมที่สุดคือ 
36 ชั่วโมง โดยที่เวลานี้ให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 38.25 กรัมต-อลิตร ในขณะที่เวลาที่ยาว
ขึ้นเปvน 48 ชั่วโมง กลับให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<เพียง 30.62 กรัมต-อลิตร ส-วนเวลาที่สั้นลงคือ 
24 ชั่วโมงและ 12 ชั่วโมงให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<เพียง 15.31 กรัมต-อลิตรและ 10.46 กรัมต-อ
ลิตรตามลำดับ  

นอกจากนี้ยังพบว-าปริมาตรของเอนไซม<เซลลูเลสที่เหมาะสมที่สุดในการย-อยลำต4นมันสำปะหลัง
คือ 40 ไมโครลิตร โดยให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงถึง 15.12 กรัมต-อลิตร ในขณะที่ปริมาตร
อื่นๆ เช-น 20 ไมโครลิตร, 30 ไมโครลิตร, และ 50 ไมโครลิตรให4ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<ต่ำกว-า 
คือ 12.39 กรัมต-อลิตร, 11.98 กรัมต-อลิตร, และ 10.43 กรัมต-อลิตรตามลำดับ  
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จากผลการทดลองนี้ จึงได4สรุปว-าสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการย-อยลำต4นมันสำปะหลังคือการใช4
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ใช4เวลา 36 ชั่วโมง และปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสที่ 40 ไมโครลิตร เพื่อให4ได4
ค-าความเข4มข4นของน้ำตาลรีดิวซ<สูงที่สุดในการเตรียมลำต4นมันสำปะหลังให4เหมาะสมต-อการเลี้ยงเช้ือ 
Clostridium acetobutylicum  
 จากการศึกษาเปรียบเทียบอาหารเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 พบว-า
อาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร มีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (μ) สูงกว-า
เท-ากับ 0.084 h-1 เมื่อเทียบกับอาหารที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอนไซม< ซึ่งมีค-า 
(μ) เท-ากับ 0.013 h-1 อย-างไรก็ตาม อาหารที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังให4ค-าผลผลิตชีวมวล
ต-อซับสเตรท (Yx/s) สูงกว-าเท-ากับ 0.177 กรัมน้ำหนักเซลล<แห4งต-อกรัมน้ำตาลรีดิวซ< ขณะที่อาหารกลูโคส
มีค-า (Yx/s) เท-ากับ 0.103 กรัมน้ำหนักเซลล<แห4งต-อกรัมน้ำตาลรีดิวซ< แสดงถึงความเปvนไปได4ในการใช4
วัตถุดิบทางเลือกน้ีเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตชีวภาพต-าง ๆ จากการหมัก 
 

5.2 ข*อเสนอแนะ 
1. ควบคุมอุณหภูมิใน Soxhlet Extraction : เพื่อปúองกันการสูญเสียและระเหยของอะซิโตน ควร

ควบคุมอุณหภูมิอย-างเหมาะสม เพ่ิมประสิทธิภาพการสกัดและลดการสูญเสียตัวทำละลาย 
2. ตรวจสอบการเพาะเลี ้ยงและการหมัก : ควรตรวจสอบเชื ้ออย-างสม่ำเสมอเพื ่อปúองกันการ

ปนเปùûอน รักษาคุณภาพและความบริสุทธิ์ของเชื้อ ลดปöญหาการปนเปùûอน และเพิ่มความแม-นยำ
ในการควบคุมกระบวนการผลิต 

3. ในการศึกษาการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum ยังมีส-วนประกอบของอาหาร
เลี้ยงเชื้ออื่น ๆ ที่สามารถนำมาใช4เปvนแหล-งคาร<บอนและสารอาหารเพิ่มเติมได4 ซึ ่งอาจช-วย
ปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตผลิตภัณฑ<ชีวภาพต-างๆ เช-น กากน้ำตาล (Molasses), เปลือก
ผลไม4, ข4าวสาลี, และข4าวบาร<เลย<ที่เหลือจากการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล<หรือการกลั่นสามารถ
นำมาใช4เปvนอาหารเล้ียงเช้ือได4 

การวิจัยนี ้ชี ้ให4เห็นถึงความเปvนไปได4ในการใช4วัตถุดิบทางการเกษตรราคาถูก เพื ่อเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรมชีวภาพและพัฒนาในอนาคต. 
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ภาคผนวก ก 
ข*อมูลการเตรียมสารละลายและกราฟมาตรฐาน 

 
การเตรียมสารละละลายอะซิเตตบัฟเฟอร> (Blanchard และ Stoll, 1990) 
 สารละลาย ก สารละลายของกรดอะซิติก ความเข4มข4น 0.2 โมลาร< (ทำการละลายกรดอะซิติก 
11.55 มิลลิลิตร ในน้ำกลั่น 1 ลิตร) สารละลาย ข สารละลายของโซเดียมอะซิเตต ความเข4มข4น 0.2 โม
ลาร< (ทำการละลาย C2H3O2Na3 16.4 กรัม หรือ C2H3O2Na • 3H2O 27.2 กรัมในน้ำกลั ่น 1 ลิตร) 
เตรียมอะซิเตตบัฟเฟอร<โดยใช4 14.8 มิลลิลิตรของสารละลาย ก ผสมกับ 35.2 มิลลิลิตรของ สารละลาย ข 
และปรับปริมาตรเปvน 100 มิลลิลิตร จะได4อะซิเตตบัฟเฟอร<มีความเข4มข4น 0.2 โมลาร< ท่ีค-าความเปvนกรด-
ด-างเท-ากับ 5 
 
การเตรียมสารละลายเพื่อทดลองหาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ>โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (ดัดแปลง
จากวิธีของ Miller และคณะ, 1959) 

การเตรียมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ละลายโซเดียมไฮ
ดรอกไซด< 16 กรัม ในน้ำกลั่น 200 มิลลิลิตรผสมให4เข4ากันดี โดยใช4ที่กวนละลายลาย (Magnetic Stirer) 
จะได4ความเข4มข4นโซเดียมไฮดรอกไซด< 2 โมลาร< จากนั้นเติม 3,5-dinitrosalicylic 10 กรัม ในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซม< ละลายให4เปvนเน้ือเดียวกันและให4ความร4อนท่ีอุณหภูมิ 80 ถึง 90 องศาเซลเซียส แล4ว
เติมสารโพแทสเซียมทาเททลงไปทีละน4อยจนครบ 300 กรัม แล4วเติมน้ำกลั่นให4ครบ 1000 มิลลิลิตร เก็บ
ในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห4อง 

 
การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

อบกลูโคสด4วยตู4อบลมร4อนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปvนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นทิ้งให4เย็นใน
โถดูดความชื้น 1 คืน นำกลูโคสมาชั่ง 0.1 กรัม ละลายโดยน้ำกลั่น 50 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรให4เปvน 
100 มิลลิลิตร ด4วยขวดปรับปริมาตร จะได4สารละลายกลูโคสความเข4มข4น 1 กรัมต-อลิตร ทำการเจือจาง
กลูโคสจากความเข4มเข4น 1 กรัมต-อลิตร เปvน 0.1 0.2 0.4 0.6 และ 0.8 กรัมต-อลิตร 
คำนวณได4จากสูตร 

C1V1 = C2V2 
(1g/l) x V1 = (0.1 g/l) x (5 ml) 

V1 = 0.5 ml 
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 เตรียมสารละลายกลูโคสความเข4มข4น 0.1 กรัมต-อลิตร โดยป™เปตสารลละลายกลูโคสที่มีความ
เข4มข4น 1 กรัมต-อลิตร มาปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และเติมน้ำกลั่น 4.5 มิลลิลิตร จะได4ปริมาตรทั้งหมด 5 
มิลลิลิตร 
 
ตารางที่ ก.1 ค-าดูดกลืนแสงของสารละลายกลูโคสมาตรฐานที่ความเข4มขนต-างๆ ที่ทำการวิเคราะห<ด4วย 
Dinitrosalicylic acid (DNS) 
 

ความเข4มข4นของสารละลายกลูโคสมาตรฐาน  
(กรัม/ลิตร) 

ค-าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 

0 0.14 
0.1 0.25 
0.2 0.42 
0.4 0.70 
0.6 0.97 
0.8 1.20 
1.0 1.42 

 

 
รูปท่ี ก.1 กราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส ทำการวิเคราะห<ด4วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 
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การเตรียมสารละลายเอนไซม>สำหรับยÑอย 
เอนไซม>แอลฟาอะไมเลส 
 !-Amylase from Bacillus licheniformis ของ บริษัท Sigma  
มีกิจกรรมของเอนไซม< เท-ากับ 827 ยูนิตต-อกรัมลำต4นมันสำปะหลัง ที่ความเข4มข4น 22.2 มิลลิกรัมโปรตีน
ต-อมิลลิลิตร  
 ถ4า 1 มิลลิกรัม มีเอนไซม< 827 ยูนิต 
 ดังน้ัน 22.2 มิลลิกรัม มีเอนไซม<เท-ากับ !"#	%	""."'  = 18359.4 ยูนิตต-อมิลลิลิตร 
 
เตรียมสารละลายเอนไซม>แอลฟาอะไมเลส 
 ทำการเตรียมสารละลายเอนไซม<ที่เข4มข4นร4อยละ 0.05 โดยป™เปตเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส 0.05 
มิลลิลิตร ลงในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร< pH 5 ปริมาตร 99.95 มิลลิลิตร 
 ดังนั้นที่สารละลายเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส 100 มิลลิลิตร จะมีเอนไซม<แอลฟาอะไมเลส เท-ากับ 
0.05 x 18359.4 = 917.97 ยูนิต 
 
เอนไซม>อะไมโลกลูโคซิเดส 

Amyloglucosidase from Aspergillus niger ของ บร ิษ ัท Sigma ม ีก ิจกรรมของเอนไซม< 
เท-ากับ 300 ยูนิตต-อมิลลิลิตร 

 
เตรียมสารละลายเอนไซม>อะไมโลกลูโคซิเดส 
 ทำการเตรียมสารละลายเอนไซม<ที่เข4มข4นร4อยละ 0.015 โดยป™เปตเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
0.015 มิลลิลิตร ลงในสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร< pH 5 ปริมาตร 99.98 มิลลิลิตร 
 ดังนั้นที่สารละลายเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 100 มิลลิลิตร จะมีเอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส 
เท-ากับ 0.015 x 300 = 4.5 ยูนิต 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 68 

ภาคผนวก ข 
การวิเคราะหUทางสถิติ 

ตารางที่ ข.1 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง ที ่ได4จากการเพาะเลี ้ยง Clostridium 
acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) และหลังจากน้ัน
นำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก ขนาด 1 ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
 
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 12.200 8 1.525 24.187 .000 

Within Groups 1.135 18 .063   
Total 13.335 26    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

24 3 .0333     
36 3 .1867 .1867    
48 3 .3467 .3467    
0 3  .5200    
12 3   1.2200   
60 3   1.3200 1.3200  
120 3   1.4933 1.4933  
96 3    1.7000 1.7000 

72 3     1.9667 

Sig.  .164 .140 .223 .095 .210 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 3 .5200 .12166 .07024 .2178 .8222 .38 

12 3 1.2200 .71582 .41328 -.5582 2.9982 .42 

24 3 .0333 .02309 .01333 -.0240 .0907 .02 

36 3 .1867 .10066 .05812 -.0634 .4367 .08 

48 3 .3467 .12220 .07055 .0431 .6502 .24 

60 3 1.3200 .03464 .02000 1.2339 1.4061 1.30 

72 3 1.9667 .08083 .04667 1.7659 2.1675 1.88 

96 3 1.7000 .02000 .01155 1.6503 1.7497 1.68 

120 3 1.4933 .08083 .04667 1.2925 1.6941 1.40 

Total 27 .9763 .71617 .13783 .6930 1.2596 .02 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 .60 

12 1.80 

24 .06 

36 .28 

48 .48 

60 1.36 

72 2.04 

96 1.72 

120 1.54 

Total 2.04 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.2 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าน้ำหนักเซลล<แห4ง ที ่ได4จากการเพาะเลี ้ยง Clostridium 
acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอมไซม<แอลฟาอะ
ไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติมกลูโคสให4น้ำตาล
รีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร หลังจากนั้นนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก ขนาด 1 
ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 4.461 8 .558 79.951 .000 

Within Groups .126 18 .007   
Total 4.586 26    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

48 3 .0400     
120 3  .3133    
0 3   .6200   
96 3   .6500   
36 3   .7200 .7200  
12 3    .8400  
24 3    .8600  
72 3     1.2933 

60 3     1.4200 

Sig.  1.000 1.000 .181 .066 .080 
 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 3 .6200 .07211 .04163 .4409 .7991 .54 

12 3 .8400 .02000 .01155 .7903 .8897 .82 

24 3 .8600 .13115 .07572 .5342 1.1858 .74 

36 3 .7200 .10000 .05774 .4716 .9684 .62 

48 3 .0400 .02000 .01155 -.0097 .0897 .02 

60 3 1.4200 .08718 .05033 1.2034 1.6366 1.36 

72 3 1.2933 .10263 .05925 1.0384 1.5483 1.18 

96 3 .6500 .09900 .04041 .4761 .8239 .58 

120 3 .3133 .08083 .04667 .1125 .5141 .22 

Total 27 .7507 .41999 .08083 .5846 .9169 .02 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 .68 

12 .86 

24 1.00 

36 .82 

48 .06 

60 1.52 

72 1.38 

96 .72 

120 .36 

Total 1.52 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.3 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่ได4จากการเพาะเลี้ยง 
Clostridium acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) 
และหลังจากน้ันนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก ขนาด 1 ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 190.317 8 23.790 4501.203 .000 

Within Groups .095 18 .005   
Total 190.412 26    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

24 3 .3259     
12 3 .3317     
36 3 .3337     
48 3 .3398     
0 3 .3435     
60 3  5.0677    
120 3   5.4520   
72 3    5.9467  
96 3     6.1280 

Sig.  .793 1.000 1.000 1.000 1.000 
 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 3 .3435 .00641 .00370 .3276 .3594 .34 

12 3 .3317 .00331 .00191 .3235 .3400 .33 

24 3 .3259 .00185 .00107 .3213 .3305 .32 

36 3 .3337 .00366 .00211 .3246 .3428 .33 

48 3 .3398 .00201 .00116 .3348 .3448 .34 

60 3 5.0677 .13645 .07878 4.7287 5.4066 4.91 

72 3 5.9467 .08864 .05117 5.7265 6.1669 5.85 

96 3 6.1280 .13599 .07851 5.7902 6.4658 6.05 

120 3 5.4520 .05027 .02902 5.3271 5.5769 5.40 

Total 27 2.6966 2.70620 .52081 1.6260 3.7671 .32 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 .35 

12 .33 

24 .33 

36 .34 

48 .34 

60 5.17 

72 6.02 

96 6.29 

120 5.50 

Total 6.29 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.4 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ที่ได4จากการเพาะเลี้ยง 
Clostridium acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอม
ไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติม
กลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร หลังจากนั้นนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลง
ถังหมัก ขนาด 1 ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 61.609 8 7.701 890.319 .000 

Within Groups .156 18 .009   
Total 61.764 26    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

12 3 .7239    
0 3 .7369    
36 3 .7663    
48 3 .7710    
24 3 .7799    
120 3  3.4037   
96 3  3.5167   
72 3   3.9473  
60 3    4.1923 

Sig.  .516 .154 1.000 1.000 
 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
Descriptives 

   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 3 .7369 .00246 .00142 .7308 .7430 .74 

12 3 .7239 .01113 .00642 .6963 .7516 .71 

24 3 .7799 .00715 .00413 .7621 .7976 .77 

36 3 .7663 .00723 .00417 .7483 .7842 .76 

48 3 .7710 .00690 .00398 .7538 .7881 .77 

60 3 4.1923 .17069 .09855 3.7683 4.6163 4.07 

72 3 3.9473 .03350 .01934 3.8641 4.0306 3.93 

96 3 3.5167 .13193 .07617 3.1889 3.8444 3.38 

120 3 3.4037 .17293 .09984 2.9741 3.8333 3.25 

Total 27 2.0931 1.54128 .29662 1.4834 2.7028 .71 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 .74 

12 .73 

24 .79 

36 .77 

48 .78 

60 4.39 

72 3.99 

96 3.64 

120 3.59 

Total 4.39 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที ่ ข.5 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ< ที ่ว ัดได4จากการเพาะเลี ้ยง 
Clostridium acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของกลูโคส 45 กรัมต-อลิตร (ควบคุม) 
และหลังจากน้ันนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลงถังหมัก ขนาด 1 ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2557.834 8 319.729 14.415 .000 

Within Groups 421.418 19 22.180   
Total 2979.252 27    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana,b   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

120 4 35.9488   
96 4  44.7862  
72 6  45.5825  
60 4   57.8562 

0 2   59.6850 

12 2   60.8225 

24 2   61.5350 

48 2   62.8975 

36 2   63.1100 

Sig.  1.000 .848 .269 
 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 2 59.6850 .86621 .61250 51.9024 67.4676 59.07 

12 2 60.8225 .24749 .17500 58.5989 63.0461 60.65 

24 2 61.5350 .26517 .18750 59.1526 63.9174 61.35 

36 2 63.1100 .30052 .21250 60.4099 65.8101 62.90 

48 2 62.8975 .00000 .00000 62.8975 62.8975 62.90 

60 4 57.8562 5.08470 2.54235 49.7654 65.9471 52.98 

72 6 45.5825 8.14090 3.32351 37.0392 54.1258 34.73 

96 4 44.7862 .42956 .21478 44.1027 45.4698 44.42 

120 4 35.9488 1.91127 .95563 32.9075 38.9900 33.74 

Total 28 51.5700 10.50441 1.98515 47.4968 55.6432 33.74 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 60.30 

12 61.00 

24 61.72 

36 63.32 

48 62.90 

60 62.61 

72 53.36 

96 45.36 

120 37.77 

Total 63.32 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที ่ ข.6 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ< ที ่ว ัดได4จากการเพาะเลี ้ยง 
Clostridium acetobutylicum ในอาหาร T6 ที่มีส-วนประกอบของลำต4นมันสำปะหลังที่ย-อยด4วยเอม
ไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส ที่มีน้ำตาลรีดิวซ<สูงสุด และเติม
กลูโคสให4น้ำตาลรีดิวซ<เทียบเท-า 45 กรัมต-อลิตร หลังจากนั้นนำไปหมักแบบ batch fermentation ในลง
ถังหมัก ขนาด 1 ลิตร  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 171.829 8 21.479 33.059 .000 

Within Groups 7.796 12 .650   
Total 179.625 20    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana,b   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

96 2 55.1225   
60 2 55.2350   
120 4 55.4988   
72 3 56.2817   
48 2  58.7725  
0 2  59.7475  
12 2   61.4225 

24 2   61.6225 

36 2   62.9725 

Sig.  .187 .228 .078 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

0 2 59.7475 .00000 .00000 59.7475 59.7475 59.75 

12 2 61.4225 .00000 .00000 61.4225 61.4225 61.42 

24 2 61.6225 .77782 .55000 54.6341 68.6109 61.07 

36 2 62.9725 .00000 .00000 62.9725 62.9725 62.97 

48 2 58.7725 1.20208 .85000 47.9722 69.5728 57.92 

60 2 55.2350 .44194 .31250 51.2643 59.2057 54.92 

72 3 56.2817 1.47078 .84915 52.6281 59.9353 55.32 

96 2 55.1225 .28284 .20000 52.5813 57.6637 54.92 

120 4 55.4988 .61773 .30886 54.5158 56.4817 55.12 

Total 21 58.1252 2.99687 .65397 56.7611 59.4894 54.92 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

0 59.75 

12 61.42 

24 62.17 

36 62.97 

48 59.62 

60 55.55 

72 57.98 

96 55.32 

120 56.42 

Total 62.97 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.7 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ< ที่ย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอม
ไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส เพ่ือหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสม  
ระหว-าง 50 และ 60 องศาเซลเซียส โดยการทดสอบ T-Test 
 

Paired Samples Statistics 
 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 Fifty 12.9530 12 3.28857 .94933 

Sixty 15.9303 12 1.93598 .55887 

 
 

Paired Samples Correlations 
 N Correlation Sig. 

Pair 1 Fifty & Sixty 12 -.629 .028 

 
 

Paired Samples Test 

 

Paired Differences 

Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

95% Confidence Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 1 Fifty - Sixty -2.97727 4.75123 1.37156 -5.99606 .04152 
 

Paired Samples Test 

 t df Sig. (2-tailed) 

Pair 1 Fifty - Sixty -2.171 11 .053 

 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.8 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ< ที่ย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอม
ไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส เพ่ือหาเวลาท่ีเหมาะสม  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1515.684 3 505.228 29.857 .000 

Within Groups 135.372 8 16.922   
Total 1651.057 11    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Time N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

12 3 10.4600  
24 3 15.3142  
48 3  30.6183 

32 3  38.2517 

Sig.  .186 .053 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

Descriptives 
   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

12 3 10.4600 3.12072 1.80175 2.7077 18.2123 8.37 

24 3 15.3142 2.78518 1.60803 8.3954 22.2329 12.16 

32 3 38.2517 4.80814 2.77598 26.3076 50.1957 33.67 

48 3 30.6183 5.20307 3.00399 17.6932 43.5435 26.37 

Total 12 23.6610 12.25137 3.53667 15.8769 31.4452 8.37 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

12 14.05 

24 17.44 

32 43.26 

48 36.42 

Total 43.26 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ข.9 การวิเคราะห<ทางสถิติของค-าความเข4มข4นน้ำตาลรีดิวซ< ที่ย-อยลำต4นมันสำปะหลังด4วยเอม
ไซม<แอลฟาอะไมเลส เอนไซม<อะไมโลกลูโคซิเดส และเอนไซม<เซลลูเลส เพ่ือหาปริมาตรเอนไซม<เซลลูเลสท่ี
เหมาะสม  
 
ตาราง ANOVA 
 

ANOVA 
   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 34.264 3 11.421 1.084 .410 

Within Groups 84.310 8 10.539   
Total 118.574 11    

 
ตารางความแตกตÑางอยÑางมีนัยสำคัญของชุดข%อมูล โดยทดสอบ Duncan’s 
 

yield 
Duncana   

Volume N 

Subset for alpha 

= 0.05 

1 

50 3 10.4308 

30 3 11.9767 

20 3 12.3892 

40 3 15.1183 

Sig.  .135 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางแสดงคÑาเฉล่ียและสÑวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

 
Descriptives 

   

 N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Lower Bound Upper Bound 

20 3 12.3892 1.55625 .89850 8.5232 16.2551 10.84 

30 3 11.9767 1.97414 1.13977 7.0726 16.8807 9.72 

40 3 15.1183 4.65743 2.68897 3.5486 26.6880 11.70 

50 3 10.4308 3.76087 2.17134 1.0883 19.7733 6.94 

Total 12 12.4787 3.28321 .94778 10.3927 14.5648 6.94 
 

Descriptives 
   

 Maximum 

20 13.95 

30 13.40 

40 20.42 

50 14.41 

Total 20.42 

 
 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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erans esentation
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