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บทคัดย่อ 
 

 บิวทานอล เป็นหนึ่งในสารเคมีท่ีมีความส าคัญในด้านอุตสาหกรรมและได้รับการยอมรับเพิ่ม
มากขึ้นว่าเป็นเช้ือเพลิงชีวภาพทางเลือกท่ีสามารถใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนจากแหล่งน้ ามัน
ปิโตรเลียมท่ีมีอยู่อย่างจ ากัดและลดลงอย่างต่อเนื่อง  บิวทานอลผลิตได้โดยกระบวนการหมักอะซิโตน-
บิวทานอล-เอทานอล (Acetone-Butanol-Ethanol, ABE) โดยแบคทีเรีย Clostridium sp. ซึ่งเจริญ
ได้ในสภาวะไร้ออกซิเจน และพบได้ท่ัวไปในแหล่งธรรมชาติ เช่น แหล่งดินและน้ า เป็นต้น  เนื่องจาก
เช้ือเหล่านี้ยังผลิตบิวทานอลได้ความเข้มข้นต่ า ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงคัดแยกเช้ือ Clostridium sp. ท่ี
สามารถผลิตบิวทานอลได้สูง จากตะกอนดินในแหล่งน้ าและดินเพาะปลูกพืชทางการเกษตร ซึ่ง
สามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตบิวทานอลได้ 94 ไอโซเลต จากแบคทีเรียท้ังหมด 410  
ไอโซเลต โดยท่ีไอโซเลต G10 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุด 5.89 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลาย
ท้ังหมด 6.90 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.06 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.52 กรัมต่อลิตร) ซึ่งคัดแยก
ได้จากตะกอนดินในแหล่งน้ า และไม่เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (γ-hemolytic) เมื่อเพาะเล้ียง
บนอาหาร blood agar  จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณยีน 16S rRNA ในฐานข้อมูล 
EzBioCloud พบว่า Clostridium sp. G10 มีความใกล้ชิดกับ C. diolis DSM 5431 (99.30 %) 
และ C. beijerinckii NCIMB 8052 (99.23 %) เมื่อทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test) พบว่า 
Clostridium sp. G10 แตกต่างจาก C. beijerinckii คือ Clostridium sp. G10 ไม่สามารถใช้ 
แลคโตส และ อิโนซิทัล เป็นแหล่งคาร์บอนได้ และแตกต่างจากเช้ือ C. diolis คือ Clostridium sp. 
G10 สามารถใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอนได้ 
 จากนั้นได้ศึกษาองค์ประกอบของอาหารท่ีมีผลต่อการผลิต ABE พบว่าเช้ือ Clostridium sp. 
G10 สามารถผลิตบิวทานอลได้มากท่ีสุดในอาหาร T6 คือ 13.49 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลาย
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ท้ังหมด 16.22 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.63 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.10 กรัมต่อลิตร) เมื่อ
ควบคุมค่า pH เริ่มต้นท่ีแตกต่างกันในช่วง pH 5.0-6.5 ผลผลิตบิวทานอลท่ีได้ไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุด 12.04 กรัมต่อลิตรและตัวท าละลาย
ท้ังหมด 14.83 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.51 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.28 กรัมต่อลิตร) ท่ี pH 
เริ่มต้น 6.0 และการหมักท่ีความเข้มข้นกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตบิวทานอลได้ 11.64 กรัม
ต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 14.05 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.31 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 
0.11 กรัมต่อลิตร) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สารละลายเปลือกเผือกท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ใน
การหมักแทนกลูโคส สามารถผลิตบิวทานอลได้ 10.67 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 13.37 
กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 1.80 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.90 กรัมต่อลิตร) ดังนั้นจึงสามารถผลิตบิว
ทานอลโดยเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีคัดแยกได้ และใช้เปลือกเผือกซึ่งเป็นของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตบิวทานอลได้ 

 
ค าส าคัญ : การคัดแยกแบคทีเรีย  กระบวนการหมัก ABE  แบคทีเรียไม่ใช้อากาศ  บิวทานอล  
  เปลือกเผือก  อาหาร T6  Clostridium beijerinckii  Clostridium diolis   
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Abstract 
 

 Butanol is one of the most important chemicals in the industry and is 
increasingly recognized as an alternative biofuel, which is capable of using as a 
renewable source of continuously decreased petroleum. Production of butanol can 
be achieved by acetone-butanol-ethanol fermentation (ABE fermentation) using 
Clostridium sp., anaerobic bacteria grown in natural sources, e.g. soils and sediment 
in water. Due to low butanol concentration production of these bacteria, this 
research has been interested in the Isolation of high butanol concentration producing 
Clostridium sp. from sediment in water and agricultural soils cultivated with different 
plants. It has been found that among 410 isolates, there were 94 bacterial isolates 
capable of producing butanol. The highest butanol concentration of 5.89 g/L was 
obtained from G10 isolated from sediment in water with 6.90 g/L total solvents (2.06 
g/L acetone and 0.52 g/L ethanol). This isolate did not hemolyse red blood cells (γ-
hemolytic) when examined on blood agar. A comparison of the 16S rRNA gene 
sequences in the EzBioCloud database revealed that Clostridium sp. G10 was closely 
related to C. diolis DSM 5431 (99.30 %) and C. beijerinckii NCIMB 8052 (99.23 %). 
Biochemical test of this isolate showed that Clostridium sp. G10 was slightly different 
from C. beijerinckii. It could not utilize lactose or inositol as a carbon source. The 
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difference between Clostridium sp. G10 and C. diolis was the starch utilization as a 
carbon source of Clostridium sp. G10.  
 Subsequently, the effects of medium compositions and cultivation conditions 
on the solvent production were studied. Clostridium sp. G10 produced the maximum 
butanol concentration in T6 medium (13.49 g/L) with 16.22 g/L total solvent (2.63 g/L 
acetone and 0.10 g/L ethanol). When the effect of the initial pH (5.0-6.5) were 
investigated, the results showed that there was no significant difference on the 
butanol production (p<0.05). The initial pH of 6.0 caused the butanol production of 
12.04 g/L and the total solvent concentration was 14.83 g/L (2.51 g/L acetone and 
0.28 g/L ethanol). Afterwards, the various glucose concentrations were fermented by 
Clostridium sp. G10, the highest butanol concentration of 11.64 g/L and 14.05 g/L 
total solvents (2.31 g/L acetone and 0.11 g/L ethanol) were found with the addition 
of 60 g/L glucose in T6 medium. Compared with the fermentation using taro peel 
hydrolysate in T6 medium, Clostridium sp. G10 produced 10.67 g/L butanol with 
total solvents of 13.37 g/L (1.80 g/L acetone and 0.90 g/L ethanol). Hence, 
Clostridium sp. G10 could produce butanol and, furthermore, has been able to 
utilize taro peel, an industrial waste, as a substrate in the production of biobutanol. 
 
Keywords : Bacteria isolation, ABE fermentation, Anaerobic bacteria, Butanol, 
  Taro peel, T6 medium, Clostridium beijerinckii, Clostridium diolis 
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และให้ค าปรึกษาการท าวิทยานิพนธ์ ตลอดจนตรวจสอบและแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ ด้วยความเอาใจ
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ความสมบูรณ์เพิ่มขึ้น ข้าพเจ้ารู้สึกซาบซึ้งในความกรุณาของท่านเป็นอย่างยิ่ง จึงขอกราบขอบพระคุณ
อย่างสูง 
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ขอขอบพระคุณ ดร.มนตรี ยะสาวงษ์ ท่ีกรุณาให้เกียรติเป็นผู้ทรงคุณวุฒิการสอบวิทยานิพนธ์ และยัง
เป็นผู้เช่ียวชาญในการตรวจสอบความถูกต้องรวมทั้งให้ค าปรึกษา ข้อเสนอแนะท่ีเป็นประโยชน์ในการ
ท าวิจัย  
  ขอขอบพระคุณ คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
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     ท่ีมีความเข้มขันของน้ าตาล 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
     ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
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ตารางที่   หน้า 
4.9 การผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 .......................... 96 
     ท่ีคัดแยกได้ โดยใช้เปลือกเผือกกับกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร T6 ท่ีอุณหภูม ิ
     37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
จ-1 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ..............132 
     อาหาร RCM ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-2 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส ...................134 
     และค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร RCM ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-3 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ..............136 
     อาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-4 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส ........................138 
     และค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-5 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ..............141 
     อาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-6 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส ...................143 
     และค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-7 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ..............146 
      อาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10  
จ-8 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส ...................148 
     และค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-9 ความเข้มข้นของบิวทานอล ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก ......................151 
     (productivity) ในอาหาร RCM, T6, GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-10 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่า ............152 
       ประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร RCM ,T6, GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ 
       Clostridium sp. G10 
จ-11 ความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก ...........................153 
       (productivity) ในอาหาร RCM, T6, GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-12 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE ค่าผลได้ (yield) และค่า ......................153 
       ประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร RCM, T6, GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ 
       Clostridium sp. G10 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่   หน้า 
จ-13 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ............155 
       อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-14 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส ................157  
       และค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-15 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่าง ..........................160 
       การหมักอาหาร ท่ี pH เริ่มต้น 5.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-16 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และ .........162 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-17 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่าง ..........................165 
       การหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-18 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ........167 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-19 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มขน้กลูโคส และค่า pH ในระหว่าง ..........................170 
       การหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-20 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ........172 
       ค่า pH ระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-21 ความเข้มข้นของบิวทานอล ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก ....................175 
       (productivity) ในอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ด้วยเช้ือ  
       Clostridium sp. G10 
จ-22 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล ค่าผลได้ (yield) และ ..................175 
       ค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 
       และ 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-23 ความเข้มข้นของ ABE ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก.............................177 
       (productivity) อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ด้วยเช้ือ  
       Clostridium sp. G10 
จ-24 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และ .........................177 
       ค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 
       และ 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

 
ตารางที่   หน้า 
จ-25 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ...........179 
       อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-26 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และ .........181 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-27 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ............184 
       อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-28 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ........186 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-29 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ...........189 
       อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-30 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นตัวตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และ ...........191 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-31 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก ............194 
       อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-32 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ........196 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-33 ความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก ...................199 
       (productivity) อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-34 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล ค่าผลได้ (yield) และ ..................199 
       ค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น  
       30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-35 ความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก ...........................201 
       (productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร  
       ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่   หน้า 
จ-36 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE ค่าผลได้ (yield) และค่า ......................201 
       ประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น  
       30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-37 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในการหมักเปลือก ..............203 
       เผือก ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-38 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และ .........205 
       ค่า pH ในการหมักเปลือกเผือก ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-39 ความเข้มข้นของบิวทานอลท่ีได้การหมักเปลือกเผือกและหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ ....................208 
       Clostridium sp. G10 
จ-40 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นบิวทานอลท่ีได้การหมักเปลือกเผือก ....................209 
       และหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
จ-41 ความเข้มข้นของ ABE ท่ีได้การหมักเปลือกเผือกและหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ ...........................210 
       Clostridium sp. G10 
จ-42 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้น ABE ท่ีได้การหมักเปลือกเผือก ...........................211 
       และหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
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สารบัญรูป 
 
รูปที่ หน้า 
2.1 โครงสร้างของบิวทานอล ............................................................................................................. 5 
2.2 ปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรีย Clostridium sp. ในการสร้างกรดอินทรีย์ .......................... 11 
  (Acidogenic phase) และตัวท าละลายอินทรีย์ (Solventogenic phase) 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
       บิวทานอล ถือเป็นหนึ่งในพลังงานทางเลือกใหม่ท่ีได้รับความสนใจเพิ่มข้ึนอย่างมากในปัจจุบัน 
เนื่องจากมนุษย์มีความต้องการใช้พลังงานเพิ่มมากขึ้น ส่งผลให้แหล่งพลังงานจากน้ ามันปิโตรเลียมซึ่งมี
อยู่อย่างจ ากัดลดลงอย่างต่อเนื่อง ดังนั้นจึงได้มีการค้นหาแหล่งพลังงานทดแทนหรือพลังงานทางเลือก
ชีวภาพเพื่อน ามาใช้แทนพลังงานจากปิโตรเลียม ซึ่งแหล่งพลังงานทางเลือกใหม่ท่ีได้รับความสนใจในการ
พัฒนาเป็นพลังงานทดแทนคือบิวทานอล เนื่องจากเป็นแหล่งพลังงานต้นทุนต่ า มีการหมุนเวียนพลังงาน
ท่ีดี และเป็นเช้ือเพลิงชีวภาพท่ีมีจุดเด่นเหนือกว่าเอทานอล เมื่อพิจารณาคุณสมบัติทางกายภาพ 
คุณสมบัติทางเคมี รวมท้ังคุณสมบัติทางด้านพลังงานแล้ว บิวทานอลมีค่าออกเทนใกล้เคียงกับแก๊สโซลีน
มากกว่า ให้ค่าพลังงานและมีจุดเดือดท่ีสูงกว่าเอทานอล (Huber. et al., 2006, Dürre, 2007) อีกท้ังยัง
สามารถใช้บิวทานอลกับเครื่องยนต์ได้โดยตรงโดยไม่ต้องดัดแปลงเครื่องยนต์ นอกจากนี้การเผาไหม้
เครื่องยนต์ท่ีมีบิวทานอลเป็นส่วนผสมพบว่ามีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ไฮโดรคาร์บอน
และอนุพันธ์ของไนตรัสออกไซด์ท่ีเป็นมลภาวะต่อสภาพแวดล้อมมีปริมาณลดลง ซึ่งเป็นผลดีต่อ
ส่ิงแวดล้อมอย่างมากเมื่อเทียบกับแก๊สโซลีน อีกท้ังบิวทานอลยังสามารถขนส่งตามท่อส่งน้ ามันท่ีมีอยู่
เดิมได้ เนื่องจากมีการดูดซับความช้ืนและการระเหย (Volatility) ต่ ากว่า และไม่เกิดการกัดกร่อนเมื่อ
เทียบกับเอทานอล (Lee. et al., 2008a) นอกเหนือจากน ามาใช้เป็นพลังงานเช้ือเพลิงเหลวใช้กับ
เครื่องยนต์แล้ว บิวทานอลยังมีความส าคัญกับอุตสาหกรรมต่างๆ อีกมากมาย โดยอนุพันธ์ของบิวทานอล
ท่ีอยู่ในรูปของ Butyl acrylate และ Methacrylates esters ถูกน ามาใช้ในกระบวนการผลิตกาว สาร
เคลือบผิว (Enamels) วัสดุส่ิงทอ (Textile) และพลาสติก เป็นต้น และยังใช้เป็นตัวท าละลายใน
อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมการผลิตยาปฏิชีวนะ วิตามิน และฮอร์โมนได้อีกด้วย (Lee. et al., 
2008b; Dürre, 2008)  
 กระบวนการผลิตบิวทานอลสามารถผลิตได้ท้ังกระบวนการทางเคมีและชีวภาพ ซึ่งในปัจจุบัน
นิยมผลิตด้วยกระบวนการทางเคมีมากกว่าเนื่องจากต้นทุนในการผลิตต่ า แต่ในการผลิตต้องอาศัย
วัตถุดิบหรือสารต้ังต้นจากทรัพยากรปิโตรเลียมท่ีมีอยู่อย่างจ ากัดและท าให้ทรัพยากรปิโตรเลียมมีการ
ลดลงอย่างต่อเนื่อง ส่งผลให้อุตสาหกรรมหันมาสนใจในการผลิตทางชีวภาพมากขึ้นเรื่อยๆ 
(Demirbas. et al., 2008) ด้วยกระบวนการหมักอะซิโตน-บิวทานอล-เอทานอล (Acetone-
Butanol-Ethanol, ABE) โดยแบคทีเรียสกุล Clostridium ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก 
(Gram-positive) มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) และสามารถสร้างสปอร์ได้ โดยสปอร์มีรูปร่างได้ท้ัง
กลมและรี ลักษณะของเซลล์เมื่อสร้างสปอร์คล้ายคลึงกับไม้ตีกลองหรือไม้เทนนิส สามารถพบกระจาย
ท่ัวไปในธรรมชาติ เจริญได้ดีในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจน อีกท้ังแบคทีเรีย Clostridium sp. ได้ถูกจ าแนก
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ออกเป็นสายพันธุ์ต่างๆ เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตตัวท าละลาย ABE ให้ได้ผลผลิต
มากท่ีสุด โดยสายพันธุ์ท่ีนิยมน ามาศึกษากันเป็นส่วนใหญ่ ได้แก่ C. saccharoperbutylacetonicum 
C. saccharobutylicum, C. acetobutylicum และ C. beijerinckii  ซึ่งเป็นเช้ือท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตบิวทานอลได้สูง (Keis. et al., 2001) แต่แบคทีเรีย C. acetobutylicum เป็นหนึ่งในสาย
พันธุ์ท่ีนิยมน าไปใช้ในกระบวนการหมัก ABE ในอุตสาหกรรม (Jones and Woods, 1986) รวมท้ัง
สายพันธุ์ C. beijerinckii ก็นิยมใช้ในกระบวนการหมัก ABE ซึ่งให้ผลดีเช่นกัน โดยแบคทีเรียสายพันธุ์
เหล่านี้สามารถใช้วัตถุดิบท่ีเหลือใช้ทางการเกษตร เช่น กากน้ าตาล (Molasses) สารชีวมวลทาง
การเกษตร (Agricultural biomass) เช่น ข้าวโพด ข้าวสาลี ข้าวเจ้า ข้าวไรย์ มันส าปะหลัง และของ
เสียจากอุตสาหกรรมนม (Dairy industrial waste) เป็นต้น (Campos. et al., 2002) โดยข้ันตอนใน
เมแทบอลิซึมของการหมัก ABE ของเช้ือ Clostridium sp. นั้น ประกอบด้วยสองระยะ กล่าวคือ
ระยะแรกเป็นระยะการสร้างกรดอินทรีย์ (Acidogenic phase) ซึ่งวิถีทางชีวเคมีของแบคทีเรียกลุ่มนี้
จะเกี่ยวข้องกับการเปล่ียนอนุพันธ์ของสารประกอบประเภทคาร์โบไฮเดรต โดยเฉพาะน้ าตาล 5 และ 
6 คาร์บอนให้กลายเป็นกรดอินทรีย์ ได้แก่ กรดบิวทิริก (Butyric acid) และกรดอะซิติก (Acetic 
acid) เกิดขึ้นในช่วงระยะการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential phase หรือ log phase) ท่ี 
7-18 ช่ัวโมงแรก จึงเป็นเหตุท าให้ค่า pH ในน้ าหมักลดลง และระยะท่ีสองเป็นระยะของการผลิต 
ตัวท าละลายอินทรีย์ (Solventogenic phase) ได้แก่ อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ปกติเกิด
ภายหลังจากเริ่มการหมักไปแล้ว 18 ช่ัวโมง จนถึง 36 หรือ 60 ช่ัวโมง โดยเซลล์จะดูดซึมกรดกลับ
เพื่อผลิตตัวท าละลายอินทรีย์เหล่านี้ ในช่วงนี้ค่า pH ของน้ าหมักจะเพิ่มขึ้นเล็กน้อย นอกจากนี้ใน
ระหว่างกระบวนการหมักยังมีการสร้างแก๊สไฮโดรเจนและแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ตลอดกระบวนการ
หมักด้วย ซึ่งผลได้ในกระบวนการหมักโดยท่ัวไปจะได้อัตราส่วนบิวทานอลต่ออะซิโตนต่อเอทานอล ใน
อัตราส่วน 6: 3: 1 (Jones and Woods, 1986; Schuster. et al., 1998; Badr. et al., 2001) 
 โดยท่ัวไปค่าความเข้มข้นตัวท าละลาย ABE ของเช้ือ Clostridium sp. มีต้ังแต่ 0.9 จนถึง
สูงสุด 20 กรัมต่อลิตร และมีอัตราในการผลิต ABE อยู่ท่ี 0.04 ถึง 0.24 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่ง
ความสามารถในการผลิต ABE นี้ ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น สารต้ังต้นท่ีใช้ อุณหภูมิ และสายพันธุ์
ของจุลินทรีย์ เป็นต้น (Ennis and Maddox, 1989) แต่อย่างไรก็ตาม กระบวนการผลิตทางชีวภาพ
ยังมีข้อจ ากัดอยู่หลายประการ เช่น ได้ผลผลิต ABE ท่ีมีความเข้มข้นต่ ากว่ากระบวนการผลิตทางเคมี 
เนื่องจากเกิดความเป็นพิษของ ABE ต่อเช้ือแบคทีเรียในกระบวนการหมัก ตามหลักการแล้วผลผลิต 
ABE ท่ีความเข้มข้นสูงจนถึงจุดท่ีมีความเป็นพิษต่อเซลล์และเมื่อเซลล์มีการสะสมสารพิษนั้นจนมาก
เกินเซลล์จะหยุดการเจริญและตายในท่ีสุด อีกท้ังค่าใช้จ่ายในกระบวนการเก็บเกี่ยว (Down-stream 
processing) ABE นั้น มีต้นทุนสูงเนื่องจากความเข้มข้นของผลผลิตต่ า ด้วยเหตุนี้ท าให้กระบวนการ
ผลิตทางชีวภาพไม่สามารถแข่งขันได้กับกระบวนการสังเคราะห์ทางเคมี  
 ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้จึงมุ่งเน้นไปท่ีการคัดแยกสายพันธุ์เช้ือ Clostridium spp. ท่ีสามารถ
ผลิตบิวทานอลได้ ซึ่งแบคทีเรียชนิดนี้สามารถพบได้ท่ัวไปในแหล่งธรรมชาติ เช่น ในดิน บึง หนอง 
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ขยะ อาหาร และสัตว์ รวมถึงการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ และสภาวะท่ี
เหมาะสมต่อกระบวนการหมักในการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์เพื่อกระตุ้นให้เกิดการผลิต ABE มาก
ท่ีสุด ได้แก่ การหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสม ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลูโคส และค่าความเป็นกรด-ด่าง 
(pH) อีกท้ังยังสามารถน าความรู้ท่ีได้ไปปรับประยุกต์ใช้และพัฒนากระบวนการหมัก ABE ในระดับ
อุตสาหกรรมให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น อย่างไรก็ตาม การศึกษาความเป็นไปได้ในการน าของเสียจาก
อุตสาหกรรมอาหารอย่างเปลือกเผือกมาเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีจุลินทรีย์ใช้ในการเจริญก็เป็นอีกวิธีหนึ่ง
ท่ีสามารถช่วยลดต้นทุนในการผลิตได้ 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
1. เพื่อคัดแยกสายพันธุ์ของเช้ือ Clostridium spp. ท่ีสามารถผลิตอะซิโตน บิวทานอล และ 

เอทานอล จากแหล่งดินเพาะปลูกพืชทางการเกษตร และตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่ง 
2. เพื่อจ าแนกสายพันธุ์ของเช้ือ Clostridium spp. ท่ีคัดแยกได้ ท่ีมีความสามารถผลิตบิวทานอล

ได้สูง ด้วยการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA และการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test)  
3. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพในการผลิตอะซิโตน  

บิวทานอล และเอทานอลของเช้ือ Clostridium sp. ท่ีแยกได้  
4. เพื่อศึกษาความเป็นไปได้ในการน าเปลือกเผือกท่ีผ่านกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์มาใช้เป็น

สารต้ังต้นในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ด้วยเช้ือ Clostridium sp. ท่ีคัด
แยกได้ 

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
1. ท าการคัดแยกและจ าแนกสายพันธุ์ของเช้ือ Clostridium spp. จากแหล่งดินเพาะปลูกพืช

ทางการเกษตรในจังหวัดพะเยา และตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่งบริเวณสถาบันเทคโนโลยี 
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง จังหวัดกรุงเทพมหานคร ด้วยการวิเคราะห์ยีน 16S 
rRNA และการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test)  

2. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล จากการเพาะเล้ียงเช้ือ
ท่ีคัดแยกได้ในอาหารเหลว T6 ระดับห้องปฏิบัติการ (Laboratory scale)  

3. ศึกษาหาสภาวะต่อการเจริญเติบโตของเช้ือเพื่อน ามาวิเคราะห์และปรับใช้เป็นแนวทางในการ
ผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ ซึ่งจะน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่อไป 

4. ท าการย่อยเปลือกเผือกซึ่งเป็นของเหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมอาหารด้วยเอนไซม์ต่างๆ  
เพื่อน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในกระบวนการหมัก ABE  

1.4  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
1. ได้สายพันธุ์เช้ือ Clostridium sp. ท่ีสามารถผลิต อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ได้  
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2. ได้สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์เพื่อเพิ่มอัตราส่วนผลผลิตให้มีมากขึ้น 
เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้ 

3. น าเปลือกเผือกซึ่งเป็นของเหลือท้ิงจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนใน
กระบวนการหมัก ABE ได้ 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  บิวทานอล 
      บิวทานอล (IUPAC Nomenclature, 1-butanol; CAS no. 71-73-76) เป็นท่ีรู้จักกัน
โดยท่ัวไปในช่ือของ Butyl alcohol หรือ n-butanol และเรียกว่า biobutanol ในกรณีท่ีผลิตมา
จากกระบวนการทางชีวภาพ บิวทานอลเป็นแอลกอออล์พื้นฐานท่ีมีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ 4 
อะตอมสายตรง (Primary alcohol) และมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) สูตรโมเลกุลคือ C4H9OH มีน้ าหนัก
โมเลกุล 74.12 กรัมต่อโมล โดยมีสูตรโครงสร้างดังรูปท่ี 2.1   

 

รูปที่ 2.1 โครงสร้างของบิวทานอล 
ท่ีมา (ออนไลน์): http://eng.genetika.ru/aaa%20genetika/Articles/butanol.jpg 

  (วันท่ีสืบค้น 29 พฤษภาคม 2559)  
 

 2.1.1 คุณสมบัติทั่วไป 
  บิวทานอลเป็นสารท่ีไม่มีสี ไวไฟ ละลายน้ าได้เล็กน้อย แต่ละลายในตัวท าละลายอินทรีย์
อื่นๆ ได้ดี มีกล่ินเฉพาะตัวคล้ายกล่ินของกล้วย แต่มีกล่ินแอลกอฮอล์ท่ีชัดเจน บิวทานอลสามารถท า
ให้เกิดการระคายเคืองเมื่อสัมผัสโดยตรง โดยเฉพาะดวงตาและผิวหนัง ไอระเหยของบิวทานอล
สามารถก่อให้เกิดการระคายเคืองต่อเยื่อบุโพรงจมูกได้ (Lee. et al., 2008; Düerre, 2008) 
นอกจากนี้ยังมีสารเคมีชนิดอื่นท่ีอยู่ในตระกูลแอลกอฮอล์เช่นเดียวกับบิวทานอล ได้แก่ เมทานอล 
(คาร์บอน 1 อะตอม) เอทานอล (คาร์บอน 2 อะตอม) และโพรพานอล (คาร์บอน 3 อะตอม) (Kristin, 
2007) โดยสามารถสรุปคุณลักษณะของบิวทานอลทางกายภาพ ดังตารางท่ี 2.1 และคุณลักษณะของ
บิวทานอลทางเคมี ดังตารางท่ี 2.2 
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ตารางที่ 2.1 ลักษณะทางกายภาพของบิวทานอล (Devis and Morton, 2008; Lee. et al., 2008a) 

คุณสมบัต ิ บิวทานอล โครงสร้างทางเคมี 
จุดหลอมเหลว (

ºC) -89.3  

 

ความถ่วงจ าเพาะ 0.810–0.812 
จุดติดไฟ (

ºC) 35-37 
จุดลุกติดไฟได้เอง (ºC) 343-345 
จุดวาบไฟ (

ºC) 25-29 
ความหนาแน่นสัมพัทธ์ (น้ า: 1.0) 0.81  
ความดันวิกฤต (hPa) 48.4  
อุณหภูมิวิกฤต (

ºC) 287  
ปริมาณเปอร์เซ็นต์ของก๊าซหรือไอระเหย 
(เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรในอากาศ) 

1.4-11.3  

การละลายได้ในน้ า 9.0 มิลลิลิตร ต่อ 100 
มิลลิลิตร 

7.7 กรัมต่อมิลลิลิตร ที่ 20ºC  

ความหนาแน่นไอสัมพัทธ์ (อากาศ: 1.0) 2.6  
ความดันไอ (kPa ที่ 20 ºC) 0.58  

 
ตารางที่ 2.2 คุณสมบัติทางเคมีของบิวทานอล (Devis and Morton, 2008; Lee. et al., 2008a) 
 บิวทานอล แก๊ซโซลีน เอทานอล เมทานอล 
จุดเดือด (ºC) 117-118 27-221 78 64.7 
ความหนาแน่นที่ 20 ºC (g/mL) 0.8098 0.7-0.8 0.7851 0.7866 
การละลายในน้ า 100 กรัม ผสมไม่เป็นเน้ือ

เดียวกัน 
ผสมไม่เป็นเน้ือ
เดียวกัน 

ผสมไม่เป็นเน้ือ
เดียวกัน 

ผสมไม่เป็นเน้ือ
เดียวกัน 

ความหนาแน่นของพลงังาน (MJ·L-1) 27-29.2 32 19.6 16 
ปริมาณความร้อนและค่าพลังงาน (BTU/gal) 110000 115000 84000 76000 
อัตราส่วนผสมของอากาศกับเชื้อเพลิง 11.2 14.6 9 6.5 
ความร้อนที่ต้องการเพื่อระเหยสสารที่จุดเดือดปกติ 

(MJ/Kg) 
0.43 0.36 0.92 1.2 

ความจุความร้อน (Cp) ที่ STP (kJ/kmol·K) 178 160-300 112.3 81.14 
Research octane number 96 91-99 129 136 
Motor octane number 78 81-89 102 104 
สัมประสิทธิ์การกระจายตัวของสารในชั้นน้ า และ

ชั้นออกทานอล (logPo/w)a 
0.88 3.52±0.62 -0.31 -0.77 

Dipole moment (การมีขั้ว) 1.66 ไม่มีข้อมูล 1.7 1.6 
ความหนืด (10-3 Pa·s) 2.593 0.24-0.32 1.078 0.5445 
หมายเหตุ: aLog P เป็นตัวชี้วัดการไม่ชอบน้ า และการมีข้ัว ส าหรับแอลกอฮอล์ทั้ง 3 ชนิด ในน้ ามันเบนซิน Log P 

เป็นค่าประมาณค่าเฉลี่ยน้ าหนักของส่วนประกอบหลัก 
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 2.1.2 คุณสมบัติการเป็นเชื้อเพลิง 
  ไบโอบิวทานอล เป็นบิวทานอลท่ีผลิตได้จากกระบวนการทางชีวภาพ สามารถน ามาใช้
เป็นเช้ือเพลิงในเครื่องยนต์ได้ในอนาคตอันใกล้นี้ ถึงแม้ว่าในขณะนี้ด้วยเหตุผลหลายประการท่ีท าให้ 
เอทานอลยังคงเป็นเช้ือเพลิงเหลวที่นิยมใช้มากกว่าก็ตาม อย่างไรก็ตามบิวทานอลจัดเป็นสารท่ีมีข้อดี
กว่าเอทานอลหลายประการ คือมีความสามารถใช้เป็นเช้ือเพลิงในเครื่องยนต์ได้โดยตรงโดยไม่ต้อง
ผ่านการดัดแปลงใดๆ ในขณะท่ีการใช้เอทานอลจะต้องมีการปรับเปล่ียนคุณสมบัติของเอทานอลบาง
ประการเพื่อให้เหมาะสมต่อการน าไปเป็นพลังงานเช้ือเพลิง (Hansen. et al., 2005; Niven, 2005) 
เนื่องจากบิวทานอลมีคุณสมบัติเฉพาะทางกายภาพและทางเคมี เช่น มีค่าออกเทนใกล้เคียงกับแก๊ส
โซลีนมากกว่าเอทานอล รวมท้ังให้ค่าพลังงานท่ีดีกว่าเอทานอล (Huber. et al., 2006) เมื่อ
เปรียบเทียบค่าพลังงานระหว่างบิวทานอลกับเอทานอล ดังตารางท่ี 2.2 จะเห็นได้ว่าบิวทานอลให้ค่า
พลังงานใกล้เคียงกับแก๊สโซลีน (น้ ามันเบนซิน) มากกว่าเอทานอล ในปริมาณท่ีเท่ากันเครื่องยนต์จะใช้
เอทานอลหมดเร็วกว่าบิวทานอล ในขณะท่ีสารผสมของเอทานอลกับก๊าซโซลีนจะต้องใช้ปริมาณ
มากกว่าจึงจะให้ค่าพลังงานท่ีออกมาเท่ากัน ซึ่งค่าพลังงานของบิวทานอลมีค่าเท่ากับ 110,000 BTU 
ต่อแกลลอน ในขณะท่ีเอทานอลมีค่า 84,000 BTU ต่อแกลลอน  และบิวทานอลยังสามารถผสมกับ
แก๊สโซลีนได้หลายอัตราส่วน เนื่องจากมีความเป็นขั้วต่ ากว่า ส่วนเอทานอลสามารถน าไปผสมกับก๊าซ
โซลีนได้เพียงบางส่วนเท่านั้น (Atsumi. et al., 2008) ยิ่งไปกว่านั้น บิวทานอลสามารถน าไปใช้ได้โดย
ไม่ต้องดัดแปลงเครื่องยนต์และไม่ส่งผลกระทบต่อเครื่องยนต์เลย ชนิกา และคณะ (2555) ได้กล่าวว่า
มีการทดลองใช้บิวทานอลเติมแทนแก๊สโซลีน พบว่าเครื่องยนต์ใช้งานได้ตามปกติ โดยมีการใช้บิวทา
นอลสูงกว่าก๊าซโซลีน 9 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ถึงแม้ว่าเครื่องยนต์จะใช้บิวทานอลสูงกว่า แต่พบว่า
การเผาไหม้ของเครื่องยนต์โดยใช้บิวทานอลนั้นมีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
ไฮโดรคาร์บอน และอนุพันธ์ของไนตรัสออกไซด์ท่ีเป็นพิษ (NOx) ลดลงมาก ซึ่งเป็นเรื่องท่ีส าคัญต่อ
ส่ิงแวดล้อมอย่างมาก 
  คุณสมบัติอื่นๆ ของบิวทานอลท่ีเหนือกว่าเอทานอล ได้แก่  การระเหยเป็นไอ (Volatility) 
ของบิวทานอลต่ ากว่า จึงมีความเป็นพิษน้อยกว่า โดยมีค่า Reid Vapor Pressure (RVP) ต่ ากว่า 7.5 
เท่า เมื่อเทียบกับเอทานอล โดยค่าแรงดันไอ (Vapor Pressure) ของบิวทานอลมีค่าเท่ากับ 4
มิลลิเมตรปรอท ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส มีค่าต่ ากว่าเอทานอล 11 เท่า ซึ่งมีค่าเท่ากับ 45 
มิลลิเมตรปรอท ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จึงสามารถผสมได้โดยตรงกับแก๊สโซลีนโดยไม่สูญเสีย
จากการระเหย ไม่มีผลกระทบข้างเคียงอื่นๆ และจะไม่เกิดการแยกช้ันในท่ีท่ีมีน้ าอยู่ก็ตาม บิวทานอล
ไม่ดูดซับความช้ืนจึงมีค่า Hygroscopicity ต่ ากว่า และบิวทานอลยังมีความสามารถในการกัดกร่อน
ต่ าท าให้ปลอดภัยในการขนส่งตามระบบท่อส่งน้ ามัน ในขณะท่ีเอทานอลไม่สามารถเก็บไว้เป็น
เวลานานได้เนื่องจากมีค่าความดันไอสูง (Dürre, 2007) อย่างไรก็ตาม บิวทานอลมีความหนืดเป็น 2 
เท่าของเอทานอล และประมาณ 5 ถึง 7 เท่า ของก๊าซโซลีน (Wackett, 2008) ส่วนคุณสมบัติอื่นๆ 
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ของบิวทานอล เช่น ความหนาแน่น และความจุความร้อนมีค่าค่อนข้างใกล้เคียงกับเอทานอล ดัง
แสดงในตารางท่ี 2.2 

 2.1.3 ประวัติการผลิตบิวทานอล  
  การผลิตบิวทานอลโดยเช้ือจุลินทรีย์ได้ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1861 โดยหลุยส์ 
พาสเตอร์ ต่อมาในปี ค.ศ. 1905  Schardinger ได้ค้นพบอะซิโตนจากกระบวนการเดียวกันกับหลุยส์ 
พาสเตอร์ ซึ่งเป็นกระบวนการหมักเพื่อผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ อะซิโตน บิวทานอล และ 
เอทานอล และในปี ค.ศ. 1912 ถึงปี ค.ศ. 1914 เชม วิทแมนน์ (Chaim Weizmann) ได้ท าการแยก
จุลินทรีย์กลุ่มหนึ่งท่ีมีความสามารถผลิตอะซิโตนและบิวทานอลได้ เรียกว่าไอโซเลต BY (Gabriel, 
1928) ซึ่งต่อมาเรียกจุลินทรีย์นี้ว่า Clostridium acetobutylicum ในระยะแรกกระบวนการหมักนี้
ได้ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อแก้ปัญหาการขาดแคลนยางธรรมชาติ โดยใช้บิวทานอลมาเป็นสารต้ังต้นในการ
ผลิตเบตาไดอีน ส่วนอะซิโตนนั้นมีความส าคัญมากในช่วงนั้น โดยใช้อะซิโตนเป็นตัวท าละลายคอร์ไดท์ 
(Cordite) ส าหรับเป็นวัตถุดิบส าหรับการผลิตวัตถุระเบิด TNT (Trinitrotoluene) (Jones and 
Woods, 1986) ภายหลังสงครามยุติ ความต้องการอะซิโตนลดน้อยลงท าให้โรงงานเหล่านั้นต้องปิด
ตัวลง แต่อย่างไรก็ตาม บิวทานอลกลับมีความต้องมากขึ้นในอุตสาหกรรมผลิตรถยนต์และ
อุตสาหกรรมสีทา เนื่องจากบิวทานอลสามารถใช้เป็นตัวท าละลายไนโตรเซลลูโลสผสมในแล็กเกอร์ 
(Lacquer) ซึ่งเป็นสารเคลือบเงารถยนต์ ต้ังแต่ปี ค.ศ. 1950 เริ่มมีการผลิตอะซิโตนและบิวทานอลได้
ด้วยกระบวนการทางเคมีจากสารท่ีได้จากกระบวนการผลิตน้ ามันปิโตรเลียมซึ่งมีต้นทุนถูกกว่าการ
ผลิตโดยกระบวนการหมัก ท าให้โรงงานอุตสาหกรรมต่างๆ ในอเมริกาเริ่มมีการเปิดขึ้นใหม่ จนกระท่ัง
สิทธิบัตรโรงงานของวิทแมนน์ (Weizmann) ส้ินสุดลงจึงเกิดโรงงานเพื่อการผลิตอะซิโตนและ 
บิวทานอลขึ้นอีกมากมาย ท้ังในญี่ปุ่น อินเดีย ออสเตรีย และอเมริกาใต้ โดยใช้แบคทีเรีย  
C. acetobutylicum เป็นหลักในการผลิต (Lee. et al., 1985)   

 2.1.4 กระบวนการผลิตบิวทานอล  
  กระบวนการหมัก ABE เป็นกระบวนการหมักแบบไร้ออกซิเจน จึงท าให้ประหยัด
ค่าใช้จ่ายในการให้ก๊าซออกซิเจนในกระบวนการหมัก และยังประหยัดพลังงานท่ีต้องใช้ในการกวน
ผสมอีกด้วยเมื่อเทียบกับกระบวนการหมักแบบใช้ออกซิเจน ซึ่งกระบวนการผลิตบิวทานอลสามารถ
ผลิตได้ 3 วิธี คือกระบวนการทางเคมี กระบวนการทางชีวภาพ และกระบวนการขั้นสูง แต่วิธีท่ีนิยม
ในปัจจุบันคือกระบวนการหมักทางชีวภาพโดยใช้แบคทีเรีย ซึ่งในกระบวนการหมักมักเรียกว่า การ
ห มั ก อ ะ ซิ โ ตน  บิ ว ท าน อ ล  เ อ ท าน อ ล  ( Acetone-butanol-ethanol fermentation, ABE 
fermentation) โดยแบคทีเรีย ท่ีใ ช้มักจะเป็นแบคทีเรียในตระกูล Clostridium sp. เช่น C. 
butylinum และ C. acetobutylinum เป็นต้น เดิมทีนั้นแบคทีเรียในตระกูลนี้ใช้เพื่อผลิตอะซิโตน
จากสารจ าพวกแป้ง ซึ่งตอนนั้นบิวทานอลและเอทานอลเป็นผลพลอยได้ท่ีได้ออกมาจากกระบวนการ
หมัก (สมใจ, 2550; Jones and Woods, 1986) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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   ผลท่ีได้จากกระบวนการหมักโดยท่ัวไปคือ บิวทานอล: อะซิโตน: เอทานอล ในอัตราส่วน 
6: 3: 1 ซึ่งผลผลิตท้ัง 3 ชนิด รวมกันมีค่าประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ ของน้ าตาลท่ีใช้ในกระบวนการ
หมัก ดังแสดงในตาราง ท่ี 2.3 ผลพลอยได้ท่ีส าคัญท่ีไ ด้จากกระบวนการหมักนี้  ไ ด้แก่ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งสามารถน าไปผลิตเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เหลวหรือน้ าแข็งแห้ง (dry ice) 
และบางส่วนน าไปใช้ในการรักษาสภาวะไร้ออกซิเจนในถังหมักได้อีกด้วย (สมใจ, 2550) 
   การเก็บเกี่ยวอะซิโตนและบิวทานอลออกจากของเหลวท่ีได้จากกระบวนการหมักท าได้
โดยการกล่ัน หลังจากนั้นก็แยกอะซิโตนออกมาจากบิวทานอลได้โดยการกล่ันล าดับส่วน หรือการเป่า
ไล่ด้วยแก๊ส (Gas stripping) โดยตัวท าละลาย ABE ท่ีได้จะละลายในแก๊สและถูกพาออกจากถังหมัก 
และ ABE ถูกแยกออกจากกันโดยการควบแน่น เป็นต้น 
   ปัญหาท่ีมักพบในกระบวนการหมักอะซิ โตนและบิวทานอล ได้แก่ การปนเปื้ อน 
แบคทีริโอฟาจ (Bacteriophage) และแลคโตบาซิลไล (Lactobacilli) การป้องกันสามารถท าได้โดย
การฆ่าเช้ืออาหารเล้ียงเช้ือและอุปกรณ์ต่างๆ ท่ีเกี่ยวข้องในกระบวนการหมัก รวมท้ังก๊าซและสารท่ี
เติมเข้าไปในถังหมัก ใช้เช้ือเริ่มต้นท่ีบริสุทธิ์ และรักษาสภาพปลอดเช้ือในระหว่างการหมัก (สมใจ, 
2550) 

ตารางที่ 2.3 ผลผลิตท่ีได้จากกระบวนการหมักอะซิโตนและบิวทานอล ในถังหมักขนาด 90 ลูกบาศก์
   เมตร โดยใช้น้ าตาล 5.5 ตัน (Crueger and Crueger, 1989) 

ผลิตภัณฑ์ น้ าตาลที่เปลี่ยนไป (เปอร์เซ็นต์) ปริมาณที่ผลิต (กิโลกรัม) 
บิวทานอล  1,053 
อะซิโตน 30 (อัตราส่วน 6: 3: 1) 526 
เอทานอล  175 
CO2 50 2900 
H2 2 117 

 
 2.1.5 ชีวเคมีในกระบวนการหมัก 
   รูปแบบการหมักของแบคทีเรียในกลุ่ม Clostridium sp. สามารถแบ่งได้เป็น 2 ระยะ 
ได้แก่ ระยะของการสร้างกรดอินทรีย์ (Acidogenic phase) ในระยะนี้แบคทีเรียจะผลิตกรดบิวทิริก 
และกรดอะซิติก ในช่วง 7-18 ช่ัวโมงแรก ซึ่งเป็นเหตุท าให้ค่า pH ในน้ าหมักลดลง และระยะท่ีสองคือ
การสร้างตัวท าละลาย ได้แก่ อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล โดยปกติจะเกิดหลังจากเริ่มการหมัก
ไปแล้ว 18 ช่ัวโมง จนถึง 36 หรือ 60 ช่ัวโมง ท าใหค่้า pH ของน้ าหมักในช่วงนี้เพิ่มขึ้นเล็กน้อย และมี
การน ากรดอินทรีย์บางส่วนท่ีผลิตได้ในช่วงแรกมาใช้เป็นสารต้ังต้นเพื่อผลิตตัวท าละลาย นอกจากนี้ใน
ระหว่างกระบวนการหมัก ยังมีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมาตลอด
กระบวนการด้วย (Jones and Woods, 1986) 
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 วิถีทาง ชีว เคมีของก ลุ่ม  Clostridium sp. จะ เกี่ ยวข้องกับการเป ล่ียนอนุพันธ์ ของ
สารประกอบประเภทคาร์โบไฮเดรตให้กลายเป็นกรดอินทรีย์และตัวท าละลาย รวมท้ังก๊าซไฮโดรเจน
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ดังแสดงในรูปท่ี 2.2 โดยน้ าตาลในกลุ่ม Hexose (C6) จะถูกดึงเข้าสู่วิถี
ของ Embden-Meyerhof glycolytic pathway (EMP) ในระหว่างการเกิดเมแทบอลิซึมของ
แบคทีเรียเพื่อเปล่ียนเป็นกรดไพรูวิก น้ าตาล 1 โมเลกุลจะสามารถเปล่ียนเป็นกรดไพรูวิกได้ 2 
โมเลกุล พร้อมกับมีการปลดปล่อยพลังงาน ATP ออกมา 2 โมเลกุล และ NADH + H+ 2 โมเลกุล 
ส่วนน้ าตาล Pentose (C5) ถูกเมตาบอไรซ์ (metabolized) ด้วยวิถี Pentose phosphate เกิดการ
สร้าง Fructose-6-phosphate และ Glyceraldehyde-3-phosphate ตามล าดับ ก่อนจะเข้าสู่ 
Embden-Meyerhof glycolytic pathway ต่อไป กรดไพรูวิ ก ท่ีสร้ างขึ้นจากวิถี  EMP จะถูก
เปล่ียนเป็น Acetyl-CoA คาร์บอนไดออกไซด์ และ Reduced ferredoxin โดยเอนไซม์ Pyruvate-
ferredoxin oxidoreductase ท่ีมีตัวเร่งปฏิกิริยาเป็น Coenzyme A (CoA) ท้ังนี้ Acetyl-CoA ท่ี
เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาดังกล่าวถูกน ามาใช้เป็นสารต้ังต้นในกระบวนการหมักเพื่อสร้างผลผลิตท้ังหมด 
โดย Acetyl-CoA 2 โมเลกุล ถูกเปล่ียนเป็น Acetoacetyl-CoA ซึ่งต่อมาถูกใช้ในการสร้างกรด 
บิวทิริกโดยจะท าให้ค่า pH ของน้ าหมักลดลงในช่วงนี้ นอกจากนี้ Acetoacetyl-CoA ยังถูกใช้เพื่อ
สร้างอะซิเตตด้วย ต่อมาอะซิเตตจะถูกเปล่ียนเป็นอะซิโตนและคาร์บอนไดออกไซด์ด้วยเอนไซม์ 
Acetoacetate decarboxylase ซึ่ งปฏิกิริยาดังกล่าวเป็นปฏิกิริยาท่ีผันกลับไม่ได้  (Jone and 
Woods, 1986) ท้ังนี้กลไกการผลิตอะซิโตนนั้นเพื่อป้องกันการผลิตกรดบิวทิริกในปริมาณท่ีเป็นพิษ
และช่วยก าจัด 2 ปฏิกิริยาท่ีสร้าง NAD+ ด้วย ซึ่งถ้าต้องการสร้าง NAD+ แบคทีเรียจะมีกลไกในการ
เปล่ียน Butyrate กลับไปเป็น Butyryl-CoA แล้ว Butyryl-CoA ถูกลดรูปเป็นบิวทานอลต่อไป 
นอกจากนี้ยังพบว่าการผลิตบิวทานอลเกิดมากกว่าการผลิตเอทานอลและแก๊สไฮโดรเจนอย่างมาก
ส าหรับเอทานอลจะถูกสร้ างจาก Acetoacetyl-CoA เ ช่นกัน ผ่าน 2 ปฏิกิ ริยาโดยเริ่ มจาก 
Acetoacetyl-CoA ถูกเปล่ียนเป็น Acetaldehyde โดยเอนไซม์ Acetaldehyde dehydrogenase 
ก่อนท่ี Acetaldehyde จะถูกเปล่ียนเป็นเอทานอลด้วยเอนไซม์ Ethanol dehydrogenase พร้อม
กับการใช้ NADH + H+ ถึง 2 โมเลกุลเพื่อสรา้ง NAD+ ด้วย (Jones and Woods, 1986) 
 เอนไซม์ต่างๆ ท่ีใช้ในการสร้างกรดและสร้างตัวท าละลายอินทรีย์ ในรูปท่ี 2.2 แสดงตาม
ตัวอักษรดังนี้: (A) glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; (B) pyruvate-ferredoxin 
oxidoreductase; (C) NADH-ferredoxin oxidoreductase; (D) NADPH-ferredoxin oxidoreductase; 
(E) NADH rubredoxin oxidoreductase; (F) hydrogenase; (G) phosphate acetyl transferase 
(phosphotransacetylase); (H) acetate kinase; (i) thiolase (acetyl-CoA acetyl transferase); 
(J) 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase; (K) crotonase; (L) butyryl-CoA  dehydrogenase; 
(M) phosphate butyl transferase (phosphotransbutyrylase); (N) butyrate kinase; (O) 
acetaldehyde dehydrogenase; (P) ethanol dehydrogenase; (Q) butyraldehyde 
dehydrogenase; (R) butanol dehydrogenase; (S) acetoacetyl-CoA:acetate/butyrate:CoA 
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transferase; (T) acetoacetate decarboxylase; (U) phosphorglucomutase; (V) ADP-glucose 
pyrophosphorylase; (W) granulose (glycogen) synthase และ (X) granulose phosphorylase 

 

รูปท่ี 2.2 ปฏกิิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรีย Clostridium sp. ในการสร้างกรดอินทรีย์ (Acidogenic 
phase) และตัวท าละลายอินทรีย์ (Solventogenic phase) (Jones and Woods, 1986) 
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 2.1.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตบิวทานอล 
  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการหมักและสามารถผลิตบิวทานอลได้ปริมาณสูงจ าเป็นต้องมี
ปัจจัยแวดล้อมท่ีเหมาะสมต่อการท างานของจุลินทรีย์ในการหมักบิวทานอล ซึ่งปัจจัยท่ีมีผลต่อการ
เปล่ียนสภาพจากการผลิตกรดอินทรีย์ไปเป็นการผลิต ABE มีความยุ่งยากซับซ้อน จึงได้มีการศึกษาถึง
สาเหตุท่ีมีผลต่อกระบวนการหมัก เพื่อกระตุ้นให้เกิดการผลิต ABE และรักษาสภาวะในกระบวนการ
หมักให้ยาวนานท่ีสุดเท่าท่ีจะท าได้ (Lee. et al., 2008b)   
  2.1.6.1 สารต้ังต้น 
   วัตถุดิบท่ีใช้ในกระบวนการหมักจะท าหน้าท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนของจุลินทรีย์ 
ได้แก่ น้ าตาลและคาร์โบไฮเดรตในรูปต่างๆ ท้ังท่ีเป็นโมเลกุลเด่ียวและพอลิเมอร์ ซึ่งอาจจ าแนกได้ดังนี้ 
ประเภทแรกเป็นผลผลิตทางการเกษตร เช่น ข้าว ข้าวโพด มันส าปะหลัง และมันเทศ เป็นต้น 
ประเภทท่ีสองเป็นวัสดุเหลือใช้จากโรงงานอุตสาหกรรม เช่น กากน้ าตาล และหางนม เป็นต้น และ
ประเภทท่ีสามเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว และซังข้าวโพด เป็นต้น 
    Ndaba. et al (2015) ได้ศึกษาการผลิตไบโอบิวทานอลและกรดอินทรีย์จาก
น้ าข้าวฟ่างหวาน ด้วยเช้ือ C. acetobutylicum และ C. tetanomorphum พบว่าแบคทีเรียท้ังสอง
สายพันธุ์สามารถใช้น้ าตาลกลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสในการหมักได้  
    โดยในกระบวนการหมักอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ในขั้นตอนแรกจะ
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) เช้ือจุลินทรีย์ปลดปล่อยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์ เพื่อท าลาย
โครงสร้างโมเลกุลท่ีซับซ้อนให้แตกกลายเป็นโมเลกุลเด่ียว (monomer) เช่น การย่อยสลายแป้งเป็น
น้ าตาลกลูโคส จากนั้นกลูโคสจะถูกย่อยสลายเป็นอะซิเตตและบิวทาเรตในช่วงการสร้างกรดอินทรีย์ 
และกรดอินทรีย์ถูกใช้เป็นสารต้ังต้นในการสร้างตัวท าละลายอินทรีย์โดยจุลินทรีย์ท่ีไม่ใช้ออกซิเจน  
   2.1.6.2 ความเข้มข้นของสารอาหาร  
    ความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลเป็นปัจจัยส าคัญท่ีมีผลต่อการหมักอะซิโตน  
บิวทานอล และเอทานอลอย่างมาก ถ้าความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลต่ ากว่า 20 กรัมต่อลิตร ท าให้
กระบวนการหมักมุ่งเข้าสู่ระยะการสร้างกรดอินทรีย์ (Acidogenesis phase) และผลิต ABE ได้เพียง
เล็กน้อย (Lee. et al., 2008b) แต่ถ้าความเข้มข้นสูงถึง 60 กรัมต่อลิตร ท าให้ความสามารถในการ
ผลิต ABE เพิ่มมากขึ้น (Madihah. et al., 2001) อย่างไรก็ตาม ถ้าความเข้มข้นของน้ าตาลสูงถึง 80 
กรัมต่อลิตร น้ าตาลถูกหมักได้น้อยลงซึงเกิดจากการยับย้ังของสารต้ังต้น (Qadee. et al., 1980)  
   2.1.6.3 ออกซิเจน  
    Brien and Morris (1971) ศึกษาการเจริญของแบคทีเรีย C. acetobutylicum 
ในสภาวะไร้ออกซิเจน (Obligate anaerobe) พบว่าการเจริญท่ีเหมาะสมเกิดขึ้นในน้ าหมักท่ีมีความ
ต่างศักย์ของ Redox (Redox potential; Eh) ในช่วงระหว่าง -250 mV ถึง -400 mV การสัมผัสกับ
ออกซิเจนในกระบวนการหมักแบบไร้ออกซิเจนอาจไม่เป็นอันตรายหากเกิดขึ้นในระยะเวลาอันส้ัน แต่
ถ้าน้ าหมักสัมผัสกับออกซิเจนในปริมาณมาก (40-60 µM) การใช้กลูโคสของจุลินทรีย์จะลดลง การ
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เจริญเติบโต และการสังเคราะห์ DNA  RNA และโปรตีน จะหยุดชะงักภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจน 
(Aerobic condition) จุลินทรีย์อาจมีการผลิตบิวทิเรตแต่ไม่ผลิตอะซิเตตหรือมีการผลิตลดลง รวมถึง
มีการลดลงของ ATP ในเซลล์ด้วย ซึ่งผลของออกซิเจนคือมีการย้อนกลับของปฏิกิริยาท้ังหมด การ
เจริญเติบโตและเมแทบอลิซึม (Metabolism) ของเช้ือ anaerobe จะกลับคืนสู่สภาพเดิมเมื่อเข้าสู่
สภาวะไร้ออกซิเจนอีกครั้ง (Jones and Woods, 1986) 
   2.1.6.4 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
    ในกระบวนการหมัก ค่า pH เป็นตัวก าหนดการย่อยของน้ าตาล ซึ่ง Bahl. et al. 
(1982) ได้กล่าวไว้ว่าในการหมักแบบต่อเนื่องโดยเช้ือ C. acetobutylicum ถ้ารักษาระดับค่า pH 
ของน้ าหมักไว้ ท่ีค่าประมาณ pH 7 จะท าให้ผลิตภัณฑ์ส่วนใหญ่ของการหมักเป็นอะซิเตต  
บิวทิเรต ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ ในทางตรงกันเมื่อค่า pH ต่ ากว่า 5.0 จะสามารถผลิตตัว
ท าละลายได้เล็กน้อย ซึ่งสามารถเพิ่มอัตราการผลิตได้ด้วยการเติมกรดบิวทิริกลงไปในน้ าหมัก อย่างไร
ก็ตาม ช่วงของ pH ท่ีจะท าให้มีการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์จะอยู่ในช่วงกว้างมากขึ้นอยู่กับสายพันธุ์
ของจุลินทรีย์และสภาวะของการหมักด้วย ช่วงของการหมักท่ีมีการสร้างตัวท าละลายมักอยู่ในช่วง pH 
3.8 ถึง 5.5 ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ีใช้ในการผลิตระดับอุตสาหกรรมอย่าง C. acetobutylicum P262 
สามารถผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ได้ดีในช่วง pH สูงถึง 6.5 (Jones and Woods, 1986) 
    กรดอินทรีย์อย่างอ่อน (Weak organic acid) เช่น กรดอะซิติก และกรด 
บิวทิริก ถูกสร้างเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (End-product) ของปฏิกิริยา โดยธรรมชาติแล้วจะเป็นพิษต่อ
เซลล์ และสามารถแพร่ผ่านเข้าไปในเยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) ในรูปท่ีไม่แตกตัว ท่ีความ
เข้มข้นของกรดสูงๆ ค่า pH ท่ีผิวของเยื่อหุ้มเซลล์จะลดลง ซึ่งเป็นสาเหตุในการยับยั้งปฏิกิริยา 
เมแทบอลิซึมท้ังหมดของเซลล์ ภายในตัวเซลล์ท่ีมีความเข้มข้นกรดต่ ากว่า จะมีการสะสมของกรดและ
การลดลงของค่า pH จึงท าให้อัตราการเจริญลดลงจนหยุดชะงักในท่ีสุด ถึงแม้ว่าการใช้วัตถุดิบและ 
เมแทบอลิซึมของเซลล์ยังด าเนินต่อไป (Zhu and Yang, 2004) ดังนั้นจึงมีการเสนอว่าจุดส าคัญท่ี
เปล่ียนระยะการสร้างกรดอินทรีย์ไปเป็นระยะการสร้างตัวท าละลายคือกลไก Detoxification ของ
เซลล์ เพื่อก าจัดผลท่ีเกิดขึ้นเนื่องจากการยับยั้งจากกรด เมื่อกรดท่ีถูกสร้างขึ้นในขั้นตอนสุดท้ายมีค่า
สูงถึงระดับท่ีมีพิษ (Hartmanis. et al., 1984; Long. et al., 1984) โดยท่ัวไป การเริ่มต้นของระยะ
การสร้างตัวท าละลายอินทรีย์เกิดขึ้นร่วมกันขณะท่ี pH ของสารอาหารมีค่าต่ าและมีกรดในรูปท่ีไม่
แตกตัวอยู่ในช่วงวิกฤต (Lee. et al., 2008b) ดังนั้น ความเข้มข้นของบิวทิเรตจะต่ าท่ีค่า pH ต่ า 
(Jones and Woods, 1986) ปัจจุบันเป็นท่ียอมรับกันอย่างแพร่หลายว่าผลของ pH เป็นผลจาก
ความเข้มข้นของกรดบิวทิริกท่ีไม่แตกตัวและเป็นปัจจัยควบคุมการผลิตตัวท าละลายอินทรีย์ 
   2.1.6.5 วิตามิน 
    ไบโอติน (biotin) และกรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (p-aminobenzoic acid) มี
ความจ าเป็นส าหรับการเจริญของจุลินทรีย์ท่ีสร้างอะซิโตนและบิวทานอล ซึ่งสารอาหารเหล่านี้มีอยู่ใน
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สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) หรือวัตถุท่ีประกอบไปด้วยวิตามินท่ีจ าเป็น (essential vitamin) 
(นวลจันทร์ และสุวิญชา, 2548) 

 2.1.7 บิวทานอลกับการประยุกต์ใช ้
   นอกจากมีความสนใจในการน าบิวทานอลมาเป็นเช้ือเพลิงเหลวกับเครื่องยนต์แล้ว  
บิวทานอลยังมีความส าคัญต่ออุตสาหกรรมทางเคมีอย่างมาก บิวทานอลส่วนใหญ่ถูกท าปฏิกิริยา
เปล่ียนไปเป็นสารประกอบเอสเทอร์ เช่น Butyl acrylate และ Methacrylate ester ซึ่งใช้ใน
กระบวนการผลิตกาว สารเคลือบผิว และเป็นสารผสมในสี อนุพันธ์ของบิวทานอลชนิดอื่นๆ ท่ีส าคัญ 
ได้แก่ Butyl glycol ether  Butyl acetate และ Plasticizer เป็นต้น ท้ังนี้ บิวทานอลยังใช้เป็นตัว
ท าละลายกันอย่างแพร่หลายส าหรับสารเคลือบไม้และวัสดุต่างๆ ในอุตสาหกรรมเฟอร์นิเจอร์ ใช้เป็น
ทินเนอร์ส าหรับผสมสี (Paint thinner) เป็นตัวท าละลายในสี เช่น หมึกปริ้นท์ และใช้เป็นสารสกัดใน
กระบวนการผลิตยาและสารธรรมชาติ เช่น ยาปฏิชีวนะ ฮอร์โมน และวิตามิน เป็นต้น นอกจากนี้บิว
ทานอลยังใช้ในอุตสาหกรรมอื่นๆ อีก เช่น อุตสาหกรรมการผลิตแก้ว ผงซักฟอก เครื่องส าอาง 
ผลิตภัณฑ์ท าความสะอาด รวมไปถึงสามารถใช้เป็นตัวท าละลายในอุตสาหกรรมอาหาร และ
อุตสาหกรรมกล่ินรสได้อีกด้วย (Lee. et al., 2008b; Dürre, 2008)  
 

2.2 จุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถผลิตบิวทานอล 
 2.2.1 เชื้อ Clostridium 
   แบคทีเรียคลาส Clostridia ประกอบด้วย แบคทีเรีย 3 อันดับ และ 11 วงศ์ สกุล 
Clostridium เป็นสกุลท่ีใหญ่ท่ีสุด (Klein and Harlry, 2002) มีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียแกรมบวก
รูปท่อน การเรียงตัวของเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงระยะแรก (young culture) เซลล์มีการเรียงตัวเป็นเส้นสาย
ส้ันๆ ท่ีมีปลายกลมหรือปลายแหลม โดยท่ัวไปมักมีรูปร่างไม่แน่นอน (Holt. et al., 1994) สร้าง
สปอร์อยู่ภายในเซลล์ (endospore) สปอร์มีรูปรีหรือกลม จัดเป็น obligate หรือ strict anaerobe 
มีบางชนิดเ ท่านั้น ท่ีสามารถเจริญได้ในสภาพท่ีมีออกซิ เจน  (aeroterolant) เ ช่น C. canis 
 C. histolyticum และ C. tertium ซึ่งมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ catalase ได้แตกต่างกัน 
บางสายพันธุ์สร้างได้แต่น้อย (Sneath. et al., 1986) เช้ือจุลินทรีย์ชนิดนี้ไม่สร้างแคปซูล ส่วนใหญ่
เคล่ือนท่ีโดยใช้แฟลกเจลลาท่ีมีอยู่รอบเซลล์ (peritrichous flagella) สามารถหมักกลูโคสได้ 
อุณหภูมิท่ีเจริญเติบโตได้คือ 10 ถึง 65 องศาเซลเซียส ประกอบด้วยสมาชิกท้ังหมด 131 ชนิด 
(MacFaddin, 2000) 
  Clostridia ท่ีผลิตกรดแซคคาโรไลติคและกรดบิวทิริกนั้นมีหลายสายพันธุ์ท่ีมีความส าคัญต่อ
การผลิตอะซิโตนและบิวทานอลในการหมักแบบ batch ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ซึ่งสายพันธุ์ท่ีนิยม
ใช้กันอย่างกว้างขวางมากท่ีสุดคือ C. acetobutylicum ซึ่ง Clostridia นั้นมีหลากหลายสายพันธุ์ท่ี
สามารถผลิตบิวทานอลได้ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน โดย C. beijerinckii (C. butylicum) สามารถผลิต
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ได้ในอัตราส่วนท่ีใกล้เคียงกับ C. acetobutylicum แต่ C. beijerinckii บางสายพันธุ์ผลิตไอโซโพพา-
นอล (isopropanol) แทนท่ีการผลิตอะซิโตน ในขณะท่ี C. aurantibutyricum สามารถผลิตได้
ท้ังอะซิโตนและไอโซโพพานอล นอกเหนือจากการผลิตบิวทานอล (George. et al., 1983)  
 C. tetanomorphum เป็นสายพันธุ์ท่ีคัดแยกได้ สามารถผลิตบิวทานอลและเอทานอลใน
ปริมาณท่ีเกือบจะเท่ากันและไม่ผลิตสารละลายตัวอื่น (Gottwald. et al., 1984) จากการรายงาน
สามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตอะซิโตนและบิวทานอลเหล่านี้ ได้ในดินท่ีมีการสลายตัวของ
พืช มันฝรั่ง พืชตระกูลถั่วท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน และรากพืชอื่นๆ เป็นแหล่งท่ีเหมาะสมต่อ
การศึกษาอย่างมาก นอกจากนี้บริเวณท่ีมีการเพาะปลูกธัญพืช ผลไม้ เช่น กู้สเบอรี และดินเพาะปลูก
ทางการเกษตรอาจท าให้เพิ่มความส าเร็จในการค้นพบแบคทีเรียเหล่านี้ได้ (Beesch, 1953; Calam, 
1980; McCutchan and Hickey, 1954) 
 กระบวนการหมักทางอุตสาหกรรมข้ึนอยู่กับการคัดเลือกสายพันธุ์ วัตถุดิบท่ีใช้ อัตราส่วนของ
ผลิตภัณฑ์สุดท้ายท่ีต้องการ สารอาหารท่ีต้องการเพิ่มเติม และการทนทานของจุลินทรีย์ (Hastings, 
1978; Ross, 1961) ซึ่งลักษณะสายพันธุ์ที่ต้องการอาจได้จากการคัดแยกสายพันธุ์ใหม่ หรือปรับปรุง
สายพันธุ์โดยกระบวนการทางพันธุวิศวกรรม 
  การผลิตอะซิโตนและบิวทานอล โดยใช้แป้งเป็นวัตถุดิบเริ่มต้นนั้น สามารถหมักได้โดยเช้ือ 
 C. acetobutylicum เนื่องจากเช้ือนี้สามารถย่อยแป้งได้ แต่ในกรณีใช้กากน้ าตาลเป็นวัตถุดิบเริ่มต้น
จะนิยมใช้เช้ือ C. saccharobutylicum เพราะจะให้ผลได้ดีกว่า 

 2.2.2 Clostridium acetobutylicum 
  C. acetobutylicum เป็นแบคทีเรียท่ีไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต (obligate 
anaerobic bacteria) ย้อมติดสีแกรมบวก (Gram positive) มีรูปร่างเป็นแท่ง (Rod shape) ดัง
แสดงในรูปท่ี 2.3 (ก) มีขนาด 0.6-0.9 x 2.4-4.7 µm เคล่ือนท่ีโดยใช้แฟลกเจลลารอบๆ เซลล์ 
(Peritrichous flagella) สร้างเอนโดสปอร์รูปไข่ (Oval) มีต าแหน่งของเอนโดสปอร์ค่อนไปทางปลาย
เซลล์ข้างใดข้างหนึ่ง (Subterminal) ดังแสดงในรูปท่ี 2.3 (ข) ไม่มีเอกโซสปอเรียม(Exospoerium) 
ไม่มีรยางค์ (appendage) ผนังเซลล์ประกอบด้วย DL-diaminopimelic acid ลักษณะโคโลนีเป็น
แบบกลม (Circular) ขอบไม่เรียบ (Irregular) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-5 µm สีของโคโลนีเป็นสี
ครีม ผิวเป็นมัน และโปร่งแสง (Jones. et al., 1982) 
  วงจรชีวิตและการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย C. acetobutylicum สามารถแบ่งได้ 4 ช่วง 
ซึ่งมีลักษณะการเจริญท่ีแตกต่างกันอย่างชัดเจนและสอดคล้องกับการสร้างผลิตภัณฑ์ ดังรูปท่ี 2.4 
ได้แก่ (1) การเจริญในสภาวะปกติ (Vegetative cell) พบเซลล์ท่ีมีรูปร่างเป็นท่อน (Rods shaped) 
ซึ่งอาจพบในลักษณะท่ีเป็นเซลล์เด่ียว (Single cell) หรืออยู่กันเป็นคู่ (Pair) ตลอดจนอยู่เรียงกันเป็น
สายโซ่ยาวก็ได้ (2) รูปร่างแบบคลอสติเดีย (Clostridia) เซลล์จะมีลักษณะคล้ายซิกก้าร์ยาสูบ (Cigar 
shape) การเจริญในขั้นนี้เซลล์จะมีการสร้างสารจ าพวก Granulose สะสมภายในเซลล์ท าให้เซลล์
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เกิดการพองขึ้น (3) Forespores จะเกิดขึ้นในกรณีท่ีสภาวะแวดล้อมเริ่มไม่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตส่งผลให้เซลล์เริ่มมีการสร้าง Forespores และจะถูกพัฒนาเป็นสปอร์ต่อไป (4) รูปแบบ
สปอร์ (Spore) เป็นขั้นท่ีเซลล์สร้างโครงสร้างท่ีเรียกว่าสปอร์ เพื่อให้สามารถด ารงชีวิตอยู่ต่อได้ใน
สภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม (Schuster. et al., 1998) 

 

รูปที่ 2.3  ลักษณะรูปร่างของแบคทีเรีย C. acetobutylicum ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
(SEM): (ก) เซลล์ปกติ (Vegetative cells); (ข) สปอร์ (Spore formed cells) (Jones. 
et al., 1982) 

 

 

รูปที่ 2.4 วงจรชีวิตของแบคทีเรีย C. acetobutylicum (Schuster. et al, 1998) 
   

(ก) 

(ข) 
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 2.2.3 Clostridium beijerinckii 
   ข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับ C. beijerinckii NCIMB 8052 คือเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถย่อย
สลายน้ าตาลได้ (saccharolytic bacteria) ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ (strictly anaerobic) 
เจริญได้ดีในอุณหภูมิ 40 ถึง 45 องศาเซลเซียส สามารถเคล่ือนท่ีได้ด้วยแฟลกเจลลาท่ีอยู่รอบเซลล์ มี
รูปร่างเป็นท่อน และสปอร์อยู่ค่อนมาปลายเซลล์ (sub-terminal spores) ในระหว่างกระบวนการ
หมัก C. beijerinckii NCIMB 8052 จะผลิตอะซิเตต บิวทิเรต แลคเตต ไฮโดรเจน คาร์บอนไดออกไซด์ 
อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล อะซิโตอิน (acetoin) และอะซิทิลเมทิลคาร์บอนิล (acetyl methyl 
carbonyl) ซึ่งลักษณะทางสัณฐานวิทยาเกี่ยวกับการเปล่ียนแปลงในช่วงการเจริญเติบโตของเซลล์ 
โดยในระยะ early exponential phase เซลล์จะมีลักษณะเป็นเส้นสายและมีการเคล่ือนท่ีอย่างมาก 
ส่วนในระยะผลิตตัวท าละลายจะคล้ายกันระยะ stationary phase คือเซลล์มีรูปร่างส้ันลง ขนาด
ใหญ่ขึ้นและมีการเคล่ือนท่ีลดลง (Jones and Woods, 1986) สามารถพบ C. beijerinckii ได้ท่ัวไป
ในธรรมชาติ และมักแยกได้จากตัวอย่างดิน (O'Brien and Morris, 1971) 
  C. beijerinckii NCIMB 8052 เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอล  
อะซิโตน และ/หรือไอโซโพรพานอลได้อย่างดี และสามารถใช้สารต้ังต้นได้หลากหลาย เช่น น้ าตาล
เพนโตส น้ าตาลเฮกโซส และแป้ง เป็นต้น ซึ่งเช้ือสามารถผลิตตัวท าละลายได้อย่างต่อเนื่องในช่วงเข้า
สู่ระยะ log-phase มีความเสถียร และสามารถปรับตัวได้ดีในกระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง 
(continuous processes) จากการศึกษาของโรงงานต้นแบบในการผลิตตัวท าละลาย โดย 
C. beijerinckii BA101 ได้รับการยอมรับว่าสามารถเจริญเติบโตและย่อยสารต้ังต้นได้ดี เหมาะส าหรับ
การน ามาใช้ในอุตสาหกรรม โดยท่ี C. beijerinckii NCIMB 8052 ได้รับการปรับปรุงพันธุกรรมจาก 
C. beijerinckii BA101 ซึ่งมีการผลิตตัวท าละลายท่ีโดดเด่นในช่วงหลังจากการกลายพันธุ์ท าให้
ศักยภาพในการผลิตตัวท าละลายของ C. beijerinckii NCIMB 8052 ได้ดีมากขึ้น (Annous and 
Blaschek, 1991) 
  การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทป์ของ C. beijerinckii NCIMB 8052 โดยการประยุกต์ใช้วิธี DNA 
microarrays เพื่อดูรูปแบบการแสดงออกของยีนและการเปรียบเทียบจีโนมิกส์ (genomics) เพื่อแยก
ความแตกต่างระหว่าง C. beijerinckii NCIMB 8052 กับแบคทีเรียสายพันธุ์อื่นท่ีย่อยน้ าตาลได้ดี 
(saccharolytic bacteria) เช่น C. acetobutylicum ATCC 824 ซึ่งการจัดจ าแนกนี้ท าให้ง่ายต่อ
การเลือกใช้จุลินทรีย์ในการย่อยสารต้ังต้นและการผลิตตัวท าละลาย เพื่อเป็นแนวทางในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพของกระบวนการหมัก  
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



18 

 

 

  

2.3 แบคทีเรียท่ีไม่ต้องการออกซิเจน 
 2.3.1 การจ าแนกแบคทีเรียที่ไม่ต้องการออกซิเจน (Identification of Anaerobic 
Bacteria) 
  Obligate anaerobic คือแบคทีเรียท่ีไม่สามารถเพิ่มจ านวนบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง
ขณะบ่มในบรรยากาศห้องหรือบ่มท่ีมีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 5 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ (CO2 incubator) 
แต่เจริญได้ในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจนเท่านั้น ค าจ ากัดความท่ีจัดแบ่งตามความสัมพันธ์ของการเจริญของ
แบคทีเรียกับออกซิเจน มีดังนี้ (นันทนา, 2549; อัญชลี, 2548) 
  - Aerobic bacteria หมายถึงเช้ือแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนเพื่อการเจริญเติบโต โดยใช้
ออกซิเจนเป็นตัวรับไฮโดรเจนตัวสุดท้าย 
  - Obligate aerobe หมายถึงเช้ือแบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต และไม่
สามารถเจริญในท่ีไร้ออกซิเจน 
  - Anaerobic bacteria หมายถึงเช้ือแบคทีเรียท่ีไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโต แต่
อาศัยพลังงานจากการหมัก (fermentation) ซึ่งเช้ือจะเจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนน้อยหรือมี 
Oxidation-reduction potential (EH) ต่ า ถ้าในท่ีมีออกซิเจนสูง เช้ือจะเจริญได้ไม่ดีหรือไม่เจริญ
เลย 
  - Facultative anaerobe หมายถึงเช้ือแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตได้ท้ังสภาวะท่ีมีออกซิเจน
และไม่มีออกซิเจน ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนจะใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย แต่ใน
สภาวะท่ีไร้ออกซิเจน เช้ือจะได้พลังงานจากปฏิกิริยาการหมัก 
  - Aerotolerant anaerobes หมายถึงเช้ือท่ีไม่ใช้ออกซิเจนในการเจริญเติบโตแต่สามารถทน
ต่อสภาวะท่ีมีออกซิเจนได้  
  - Microaerophile bacteria หมายถึงแบคทีเรียท่ีเจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนปริมาณ
น้อยๆ 2 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ ถ้ามีออกซิเจนน้อยกว่าหรือมากเกินไปเช้ือจะไม่เจริญ จึงมักพบการเจริญ
ท่ีระดับต่ ากว่าผิวหน้าของอาหารเหลว 
   ส าหรับ obligate aerobe ต้องการออกซิเจนเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย ได้ผลผลิต
เป็นน้ า ไม่จ าเป็นต้องได้พลังงานจากการหมัก  
   ในขณะท่ี obligate anaerobe สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม จากความสามารถในการ
ทนต่อออกซิเจน กลุ่มแรกคือ strictly obligate anaerobe ไม่สามารถเจริญเติบโตในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนสูงกว่า 0.5 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณออกซิเจนในสภาวะปกติเป็นพิษต่อเซลล์แบคทีเรีย 
แบคที เรี ยก ลุ่มนี้  ไ ด้แก่  C. haemolyticum, C. novyi B, Selenomonas ruminatum และ 
Treponema denticola ซึ่งส่วนใหญ่มักไม่ก่อโรคในมนุษย์ กลุ่มท่ี 2 ได้แก่ moderately obligate 
anaerobe เป็นแบคทีเรียท่ีเจริญได้ในท่ีท่ีมีออกซิเจน 2 ถึง 8 เปอร์เซ็นต์ (เฉล่ียประมาณ 3 
เปอร์เซ็นต์) (นันทนา, 2549) 
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   เนื่องจากแบคทีเรียท่ีเป็น aeroterolant สามารถเจริญในอากาศได้บ้าง หรือเจริญเติบโต
ได้ท่ี CO2 incubator 5 ถึง 10 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นจึงอาจมีความสับสนเมื่อแยกเช้ือระหว่าง Bacillus
กับ Clostridium ซึ่ ง  Clostridium จะสร้างสปอร์ในสภาวะไร้ออกซิ เจน ส าหรับกลุ่มท่ีเป็น 
aeroterolant ส่วนใหญ่ผลิตเอนไซม์ catalase เช่นเดียวกับ Bacillus แต่โคโลนีของ Clostridium 
ท่ีเพาะเล้ียงในสภาพไร้ออกซิเจนมีขนาดใหญ่กว่าโคโลนีในกลุ่มของ Bacillus ท่ีเพาะเล้ียงในสภาวะ
เดียวกัน นอกจากนี้แบคทีเรียสกุล Bacillus ไม่สร้างสปอร์ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ส าหรับสปอร์
ของ Clostridium บางครั้งจะบวมมีหนาม หรือมีลักษณะเหมือนไม้ตีกลอง ไม้เทนนิส บางชนิดสปอร์
อาจอยู่กลางเซลล์ (central) บางชนิดอยู่ปลายเซลล์ (terminal) หรือบางชนิดสปอร์อยู่ค่อนไปทาง
ปลายเซลล์ (subterminal) ส าหรับ obligate (strick) anaerobes ไม่ผลิตเอนไซม์ catalase และ 
cytochrome oxidase ท าให้ไม่สามารถใช้ออกซิเจนในการรับอิเล็กตรอนในการหายใจแบบใช้
ออกซิเจน หรือขาดเอนไซม์ superoxide dismutase ท าให้มีการสะสมของ superoxide anion 
และ peroxide anion เกิดขึ้น การเพาะเล้ียงเช้ือจึงจ าเป็นต้องเล้ียงในสภาวะท่ีมีค่า Eh ต่ า เช่น 
thiglycolate medium, cooked meat medium หรือเพาะเล้ียงใน anaerobic incubater หรือ 
anaerobic jar ท่ีมีการดึงออกซิเจนออก 

 2.3.2 ปัจจัยที่มีความส าคัญต่อการเจริญของ Anaerobic Bacteria 
   ปัจจัยท่ีมีความส าคัญต่อการเจริญของ anaerobe มีเพียง 2 ข้อ คือผลกระทบจาก
บรรยากาศท่ีมีออกซิเจนหรืออนุพันธ์ของออกซิเจน และค่า Oxidation–reduction potential (Eh) 
ของอาหารเล้ียงเช้ือ 
   2.3.2.1 Oxygen Tolerance 
    ในขณะท่ีแบคทีเรียกลุ่มแอโรบหรือ facultative anaerobic เผชิญกับออกซิเจน
ในอากาศ ผลท่ีเกิดขึ้นคือ reduced flavoprotein หรือ reduced iron-sulfur protein จะรวมกับ
ออกซิเจน และมีการท างานของเอนไซม์ oxidase ท าให้ได้ผลผลิตเป็น superoxide anion (O2

-), 
hydrogen peroxide (H2O2) ดังสมการ นอกจากนี้ superoxide anion และ H2O2 อาจท าปฏิกิริยา
กันท าให้ได้ hydroxyl radical (OH-) ซึ่งมีสมบัติเป็นตัว oxidant อย่างรุนแรงและอาจมี single 
oxygen (O2

-) ซึ่งเป็นสารพิษเกิดข้ึน (Gregory. et al., 1977) 

FADH2 FAD + 2H + 2ẽ 
Flavoprotein         Reduce flavoprotein 

           oxidase 
O2 + 2ẽ + H+           H2O2 

หรือ 
FADH2 FAD + 2H + 2ẽ 

Flavoprotein         Reduce flavoprotein 
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          oxidase 
2O2 + 2ẽ + 2H+           2O2

- + 2H+ 

  แบคทีเรียบางชนิดในกลุ่ม strictly obligate anaerobe จะถูกท าลายขณะบ่มในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจน นานอย่างน้อย 10 นาที ขณะท่ี moderately obligate anaerobe นั้นทนต่อสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนนานกว่า เพราะสามารถผลิตเอนไซม์ superoxide dismutase เอนไซม์ catalase และ 
peroxidase เพื่อท าลายผลผลิต โดยเปล่ียน H2O และ O2 (Fridovich, 1978) ดังสมการต่อไปนี้ 

Catalase:     H2O2  2H2O + O2 
Peroxidases:    H2O2 + RH2  2H2O + R 
Superoxide Dismutase:  H2O2 + RH2  2H2O + O2 

    
        2H2O+ O2 

  แบคทีเรียกลุ่ม anaerobe และ facultative anaerobe หรือ aerotolerant ซึ่งสามารถ
ผลิตเอนไซม์ catalase และ SOD ยกตัวอย่าง เช่น สมาชิกของ Propionibacterium acnes, 
Bacteroides fragilis ยกเว้น Streptococcus spp. ท่ีขาดเอนไซม์ catalase ส าหรับ obligate 
(strict) anaerobe ขาดเอนไซม์ท้ังสองชนิด ส าหรับแบคทีเรีย anaerobe เช่น Clostridium spp. 
ผลิตเอนไซม์ peroxidase และ catalase 
   2.3.2.2 Oxidation-Reduction Potential (“Redox” Potential or Eh) 
    ค่า Eh ของอาหารเล้ียงเ ช้ือมีหน่วยเป็นโวลต์หรือมิลลิโวต์ วัดไ ด้โดยใช้ 
platinum wire electrode พร้อมกับ standard reference electrode ต่อเข้ากับ pH meter ค่า 
redox potential ท่ี pH 7 จะเป็นค่า Eh’ การใช้ reducing agent เช่น thioglycollate และ 
L-cysteine ผสมใน anaerobic transport media และอาหารเล้ียงเช้ืออื่นๆ เพื่อให้อาหารอยู่ใน
สภาพท่ีถูกรีดิวซ์ ค่า Eh เป็นบวก (สังเกตจากอินดิเคเตอร์ resazurin เปล่ียนเป็นสีชมพูหรืออินดิเค-
เตอร์ methylene blue เปล่ียนเป็นสีน้ าเงิน) แสดงว่าอาหารเล้ียงเช้ือถูกออกซิไดซ์ในธรรมชาติ ค่า 
Eh สูงสุดมีค่า +820 mV (Collee. et al., 1989) 
  anaerobe ส่วนใหญ่ไม่เจริญในสภาวะท่ีมีค่า Eh สูงกว่าค่า Eh ท่ีก าหนด และบางชนิด
เจริญเติบโตในท่ีมีอากาศได้ ถ้าอาหารเล้ียงเช้ือมีค่า Eh ต่ าเพียงพอ Walden and Hentges (1975) 
ได้ศึกษาผลกระทบของ Eh และ O2 ต่อการเจริญของ C. perfringens, B. fragilis และ P. magnus 
พบว่าออกซิเจนยับย้ังการเจริญเติบโตของ anaerobe เหล่านี้ ขณะบ่มเพาะเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือท่ี
มีค่า Eh -50 mV (โดยผสม thioglycollic acid หรือ cysteine hydrochloride หรือ dithiothreitol 
เป็นตัวรีดิวซ์) และไม่เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่า Eh +500 mV ในสภาวะท่ีมีอากาศ และส าหรับ
การเพาะเล้ียงในสภาพท่ีไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียเหล่านี้สามารถเพิ่มจ านวนถึงแม้ในอาหารเล้ียงเช้ือ
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จะมีค่า Eh สูงถึง +325 mV (โดยผสม potassium ferric cyanide เป็นตัวออกซิไดซ์) จากผล
การศึกษาในครั้งนี้จะเห็นได้ว่าการบ่มเพาะเช้ือในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน ซึ่งเป็นการหลีกเล่ียงสารพิษ
ท่ีเกิดจากการออกซิไดซ์มีความส าคัญมากกว่าการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเช้ือท่ีมีค่า Eh ต่ า ดังนั้น
หลักการส าคัญในการเพาะเล้ียงเช้ือ anaerobe ให้ประสบความส าเร็จต้องหลีกเล่ียงสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนให้มากท่ีสุดเท่าท่ีจะท าได้ เช่น บ่มเพาะเล้ียงเช้ือใน anaerobic jar การใช้ glove box หรือ 
anaerobic chamber เป็นต้น 

 2.3.3 เทคนิคการบ่มเพาะเชื้อ 
   การเจริญของแบคทีเรีย anaerobe สัมพันธ์กับ Eh potential ของอาหารเล้ียงเช้ือ ถ้า
อยู่ในสภาวะรีดิวซ์สูง ค่า Eh potential จะมีค่าลบ แต่ถ้าในสภาวะออกซิไดซ์สูงค่าจะเป็นบวก ซึ่ง
anaerobe จะเจริญได้ดีก็ต่อเมื่อก าจัดออกซิเจนออกไปจากส่ิงแวดล้อมนั้น หรือท าให้ส่ิงแวดล้อมนั้น
มีค่า Eh ต่ า เช่น การเติมสาร reducing agent ลงในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ หรือไล่ออกซิเจนออกจาก
อาหารเหลว วิธีการต่างๆ ท่ีนิยมใช้มีดังนี้ (นันทนา, 2549; อัญชลี, 2548)  
   2.3.4.1 การใช้สาร reducing agent 
    สาร reducing agent เช่น sodium thioglycollate, cysteine ผสมกับอาหาร
ท่ีใช้เพาะเล้ียงเช้ือให้อยู่ในสภาวะรีดิวซ์ และปิดทับด้วย paraffin oil เพื่อเป็นการป้องกันเช้ือต่อการ
สัมผัสกับออกซิเจนอีกขั้นหนึ่ง (อัญชลี, 2548) 
   2.3.4.2 Anaerobic Jar Techniques 
    ปัจจุบัน anaerobic jar เป็นภาชนะทรงกลม อาจท าด้วยโลหะ พลาสติก หรือ
แก้วมีฝาปิดสนิท ใช้ในการเพาะแยกเช้ือ anaerobe มีหลากหลายแบบด้วยกัน เช่น Brewer, Baird-
Tatlock, GasPak, Mclntosh-Fildes, Oxoid, Scott Laboratories และ Torbal jar ส าหรับ 
GasPak jar เป็นท่ีนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการโดยท่ัวไปเพราะไม่ยุ่งยาก เสียค่าใช้จ่ายต่ าและได้ผลดี 
ในขณะท่ี Oxoid jar มีฝาปิดเป็นโลหะ มี Schraader valve มีเครื่องวัดความดัน หลักการคือดึง
ออกซิเจนออกจากถังโดยออกซิเจนท าปฏิกิริยากับไฮโดรเจนขณะมีคาตาลิสต์อยู่ด้วย ท าให้ออกซิเจน
เปล่ียนรูปเป็นน้ า ดังสมการ 

2H2 + O2   2H2O 

  การใช้คาตาลิสต์ในระบบ anaerobic jar เป็นส่ิงท่ีส าคัญมาก ส าหรับ Brewer jar ใช้ 
palladium เป็นตัวคาตาลิสต์ใส่ในของถัง (modified Mcintosh-Fildes jar) ซึ่งต้องให้ความร้อน
ด้วยกระแสไฟฟ้า จึงจะเป็นตัวคาตาลิสต์ท่ีสมบูรณ์แบบได้ ส าหรับ GasPak jar ใช้ “cold” catalyst 
ท่ีประกอบด้วย palladium-coated alumina pellets ซึ่งไม่ต้องการใช้ความร้อนเร่งปฏิกิริยา ท าให้
สะดวกกว่าและไม่มีการระเบิดเกิดขึ้น แต่คาตาลิสต์ชนิดนี้อาจจะไม่ท างานได้ถ้าในภาชนะมีแบคทีเรีย
ท่ีผลิตก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์หรือสารระเหยอื่นๆ ตัวคาตาลิสต์ท่ีเส่ือมสภาพอาจน ามาให้ความร้อนโดย
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การอบท่ีอุณหภูมิ 160 ถึง 170 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บในภาชนะท่ีสะอาดท่ี
อุณหภูมิห้อง หรือใส่ในโถดูดความช้ืน (dessicator) จนกว่าจะใช้งานก็สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้ 
นอกจากนี้การใช้ถังต้องระมัดระวังอุบัติเหตุท่ีอาจเกิดขึ้นได้ เช่น ไม่ควรจุดไฟใกล้ถังก๊าซไฮโดรเจน
และควรตรวจว่ามีรอยรั่วหรือไม่ 
  การเตรียมสภาพถังหมักให้อยู่ในสภาวะไร้ออกซิเจนสามารถท าได้หลายวิธี วิธีหนึ่งท่ีท าได้คือ
ใช้ hydrogen-carbon dioxide generator ส่วนอีกวิธีเป็นการเป็นการแทนท่ีอากาศด้วย N2 85 
เปอร์เซ็นต์ H2 10 เปอร์เซ็นต์ และ CO2 5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นวิธีท่ีส้ินเปลืองค่าใช้จ่ายน้อยกว่าการใช้ 
gas generator และท าให้เกิดสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของแอนแอโรบได้รวดเร็ว
กว่า ส่วนแบบท่ีไม่ต้องมีถังก๊าซผสมคือ GasPac jar (GasPac Anaerobic Jar, BBL, Cockeysville, 
MD) เมื่อใส่อาหารท่ีเพาะเล้ียงเช้ือในถังแล้ว พร้อมกับใส่ซองท่ีผลิตก๊าซ H2 และ CO2 ตัดมุมซองผลิต
ก๊าซออก แล้วใช้ปิเปตต์ดูดน้ า 10 มิลลิลิตร ใส่ในซอง จากนั้นท าการปิดฝาถังให้สนิท ก๊าซไฮโดรเจน
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์จะผลิตขึ้นในถัง จากปฏิกิริยาดังต่อไปนี้ 

1. C6H8O7  + 3NaHCO3   Na3(C6H5O7) + 3H2O + 3CO2 
กรดซิตริก   โซเดียมคาร์บอเตน  เกลือซิเตรท น้ า  คาร์บอนไดออกไซด์ 

2. NaBH4 + 2H2O   NaBO2   +   4H2 
โซเดียมโบโรไฮไดรด์  เกลือบอเรต    ก๊าซไฮโดรเจน 

  ถ้าไม่มีการผลิตก๊าซภายใน 25 นาที ควรเปิดถังและน าซองท่ีผลิตก๊าซไปท้ิง ความผิดพลาดนี้
อาจเกิดจากการซองบรรจุขาดท าให้เกิดการเล็ดลอดของก๊าซเข้าซอง หรือคาตาลิสต์เส่ือมคุณภาพก็ได้ 
  การตรวจสอบสภาพปราศจากออกซิเจนท าได้โดยการวางแผ่น Methylene blue (BBL 
Microbiology systems, Cockeysville, MD) หรือหลอดทดลองขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ท่ีมี
สารละลายผสมของ methylene blue-NaHCO3-glucose ลงในถัง ซึ่ง methylene blue จะมีสีน้ า
เงินเมื่ออยู่ในสภาพถูกออกซิไดซ์และจะมีสีขาวเมื่ออยู่ในสภาพถูกรีดิวซ์ อินดิเคเตอร์จะเปล่ียนเป็นสี
ขาวและจะยังคงสภาพเป็นสีขาวต่อไป ถ้าหากอินดิเคเตอร์เปล่ียนกลับมาเป็นสีน้ าเงินอีกแสดงว่า 
สภาพปราศจากออกซิเจนไม่ได้เกิดขึ้น ผลของการเพาะเล้ียงเช้ืออาจไม่ได้ผล (นันทนา, 2549) 
   2.3.4.3 Anaerobic Glove Box Techniques 
    เป็นตู้ส าหรับการแยกและจ าแนกชนิดของ anaerobe โดยไม่สัมผัสกับอากาศ
เลย จึงเพาะเล้ียงเช้ือได้มาก เหมาะกับห้องปฏิบัติการใหญ่ๆ ท่ีมีการเพาะแยกเช้ือ anaerobe เป็น
จ านวนมาก ราคาของอุปกรณ์ค่อนข้างแพง ตู้บ่มเช้ือมีถุงมือสามารถยื่นเข้าไปในตู้เพื่อให้ผู้ปฏิบัติงาน
สอดมือเข้าไปปฏิบัติงานได้ จึงเหมาะส าหรับการเพาะแยกเช้ือ strict anaerobe ในขณะใช้เครื่องมือ
จะมีก๊าซไนโตรเจนและก๊าซผสมของไนโตรเจน ไฮโดนเจน และคาร์บอนไดออกไซด์แทนท่ีอากาศในตู้ 
(นันทนา, 2549)  
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2.4 ความหลากหลายของ Clostridium 
     แบคทีเรีย Clostridium เป็นสกุลใหญ่สกุลหนึ่งของ prokaryotes ซึ่งขณะนี้มีมากกว่า 200 สาย
พันธุ์ เจริญในสภาวะไร้ออกซิเจน รูปร่างเป็นท่อน (Euzeby, 2014) และสามารถสร้างสปอร์ได้ 
ถึงแม้ว่าสายพันธุ์ Clostridium ส่วนใหญ่เป็นแกรมบวก แต่ก็ถูกค้นพบว่าบางสายพันธุ์มีผนังเซลล์เป็น
แกรมลบ (Cato. et al., 1986) ซึ่งการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 23S rRNA นั้นไม่สามารถ
แยก Clostridia แกรมบวกและแกรมลบได้อย่างชัดเจน (Johnson and Francis, 1975) แต่อย่างไร
ก็ตาม Collins. et al. (1994) ได้วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA ของ Clostridium 
แสดงให้เห็นว่ามีมากกว่า 30 สายพันธุ์ ท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม (cluster) เดียวกัน ดังนั้นการศึกษาความ
หลากหลายของแบคทีเรียในกลุ่ม Clostridium จึงมีผู้ให้ความสนใจและท าการศึกษากันมากขึ้น โดย
แบคทีเรียชนิดนี้มีความสามารถในการสร้างสปอร์ได้ จึงพบได้ท่ัวไปตามแหล่งธรรมชาติ เช่น แหล่งท่ีมี
การย่อยสลายทางชีวภาพ ระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ น้ าเสีย ดิน และตะกอนดินใน
แหล่งน้ า (Miwa, 1975; Borneman and Triplett, 1997) จากความก้าวหน้าทางด้านอณูวิทยาได้มี
การศึกษาและพัฒนาเทคนิคท่ีใช้ในการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียโดยท าการวิเคราะห์ลักษณะท่ีมีการ
แสดงออก (Phenotypic) ร่วมกับลักษณะความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic) จากล าดับ 
นิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA ซึ่ง Woese (1987) ได้กล่าวไว้ว่าในยุคแรกนั้นท าการวิเคราะห์ล าดับ
นิวคลีโอไทป์บริเวณ 5S rRNA แต่เนื่องจากมีความจ ากัดทางข้อมูลท่ีใช้ในการเปรียบเทียบและขนาด
ของล าดับนิวคลีโอไทป์ ภายหลังจึงปรับเปล่ียนมาศึกษาบริเวณ 16S rRNA ในการวิเคราะห์ เนื่องจาก
ยีนส่วน 16S rRNA นั้น สามารถพบได้ในแบคทีเรียทุกชนิด และยีนดังกล่าวเป็นยีนโครงสร้าง 
(Structural gene) โดยท่ียีนนี้จะถูกถอดรหัสไปเป็น 16S rRNA ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของไรโบ
โซมในแบคทีเรียทุกชนิด และยังไม่มีการค้นพบการถ่ายยีนในโมเลกุลของ rRNA ดังนั้นจึงคาดว่าน่าจะ
น ามาศึกษาในการสร้าง Phylogenetic tree ของส่ิงมีชีวิตได้ อีกท้ังบางต าแหน่งของยีน 16S rRNA 
มีการอนุรักษ์ยีนไว้ แม้ว่าจะเกิดการวิวัฒนาการก็ตาม 

 2.4.1 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและการจัดจ าแนก (Phylogenetic and taxonomic) 
   Clostridiaceae เป็นวงศ์แรก (Family I) ใน 19 วงศ์ท่ีอยู่ในล าดับ (Order I) Clostridiales 
ของกลุ่ม (Class) Clostridia ในไฟลัม (Phylum) Firmicutes ซึ่งแบ่งได้เป็น 13 สกุล (genus) 
(Prévot, 1953) ข้อมูลแสดงดังนี้  
 Class II “Clostridia”  

Order I Clostridiales  
Family I Clostridiaceae  

Genus I Clostridium  
Genus II Alkaliphilus  
Genus III Anaerobacter  
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Genus IV Anoxynatronum  
Genus V Caloramator  
Genus VI Caloranaerobacter  
Genus VII Caminicella  
Genus VIII Natronincola  
Genus IX Oxobacter  
Genus X Sarcina  
Genus XI Thermobrachium  
Genus XII Thermohalobacter  
Genus XIII Tindallia  

Euzéby (1997) ได้กล่าวไว้ว่าได้มีการจัดจ าแนกเช้ือ Anaerobacter polyendosporus ใน
สกุล Anaerobacter ถูกจัดจ าแนกให้อยู่ในสกุลของ Clostridium เป็น C. polyendosporum และ
จัดจ าแนกให้ Thermobrachium celere ในสกุล Thermobrachium จัดเป็น Calaromator 
celer อยู่ในสกุล Calaromator ดังนั้นจึงจัดจ าแนกได้เพียง 11 สกุล และสายพันธุ์ท่ีเป็นท่ีรู้จักกันใน 

Clostridiaceae มีท้ังหมดประมาณ 190 สายพันธุ์ นอกจากนี้จากการศึกษาของ Collins. et al. 
(1994) และการอภิปรายของ Wiegel. et al. (2006) ได้กล่าวไว้ว่าอาจมีสายพันธุ์มากกว่าครึ่งหนึ่งท่ี
มีช่ืออยู่ใน Clostridial แต่ไม่ได้อยู่ในสกุล Clostridium sensu stricto (Collins’ Group I) และควร
ท่ีจะได้รับการแต่งต้ังให้เป็นสกุลและวงศ์ใหม่ ซึ่งในปัจจุบันมีการวิเคราะห์ความสัมพันธุ์ เชิง
วิวัฒนาการโดยยีน 16S rRNA เป็นอย่างมาก เพื่อแก้ไขปัญหาบางประการในการระบุสายพันธุ์ท่ียัง
ไม่ได้ก าหนดไว้ในสกุล Clostridium โดยก่อนหน้านี้หลายทศวรรษก่อนท่ีจะมีการวิเคราะห์โดยยีน 
16S rRNA ได้มีการวิเคราะห์ปริมาณ G+C ของ DNA (22–55 mol%) และความแปรปรวนของการ
สร้างสปอร์และการย้อมสีแกรม ดังนั้น Clostridium หลายสายพันธุ์ท่ีไม่ได้จัดอยู่ในสกุลของ 
Clostridium sensu stricto จึงถูกจัดจ าแนกไปอยู่ในสกุลและวงศ์อื่น และอาจจัดอยู่ในล าดับท่ี
ต่างกัน ยกตัวอย่างสายพันธุ์ท่ีถูกจัดจ าแนกใหม่ เช่น C. thermosaccharolyticum ถูกจัดจ าแนกเป็น
สกุล Thermaoanaerobacterium (Lee. et al., 1993) และ C. thermoaceticum ถูกจัดจ าแนก
เป็นสกุล Moorella ซึ่งท้ังสองจัดอยู่ในวงศ์ Thermoanaerobacteraceae (Collins. et al., 
1994; Ludwig. et al., 2009; Stackebrandt. et al., 1999a; Stackebrandt and Rainey, 
1997)   

Clostridium sensu stricto (Collins. et al., 1994) เป็นแบคทีเรียชนิด obligately 
anaerobic สามารถสร้างสปอร์ได้ มีรูปร่างเป็นแท่ง และมีค่า G+C ของ DNA ประมาณ 22–35 
mol% ซึ่ งสายพันธุ์ ส่วนใหญ่เป็น  mesophilic ย้อมติดสีแกรมบวก และ ท่ีผนัง เซลล์มีกรด 

mesodiaminopimelic ยกเว้น C. thermobutyricum ท่ีย้อมติดสีแกรมลบ (Wiegel. et al., 
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1989) แต่เนื่องจากสายพันธุ์เหล่านี้ไม่มีความสามารถในการรีดิวซ์ซัลเฟต (sulfate) ดังนั้นคุณสมบัติ
ส่วนใหญ่ยังคงสอดคล้องกับค าจ ากัดความของ Clostridium ตามท่ีก าหนดโดย Hippe. et al. (1992) 
อย่างไรก็ตาม หลายสกุล ในวงศ์ Clostridiaceae มีคุณสมบัติท่ีแตกต่างกัน เช่น บางสายพันธุ์ไม่
สร้างสปอร์ (แต่มียีนท่ีสามารถสร้างสปอร์ได้) หรือไม่สร้างสปอร์ หรือไม่มียีนสร้างสปอร์ (Brill and 
Wiegel, 1997; Onyenwoke. et al., 2004) บางชนิดโดยเฉพาะในล าดับ (Order) thermophilic 
(thermophilic taxa) เช่น C. thermocellum เป็นแกรมลบในทุกระยะของการเจริญเติบโตถึงแม้ว่า
ผนังเซลล์จะเป็นประเภทแกรมบวกท่ีไม่มี lipopolysaccharide (Wiegel, 1981) 

Clostridiaceae สามารถคัดแยกได้ท่ัวไปตามอุจจาระและกองมูล ตะกอนน้ าเสีย ตะกอนน้ า
จืดและทะเล ทะเลสาบเกลือ และส่วนต่างๆ ของร่างกายมนุษย์ ซึ่งแต่ละสายพันธุ์มีถิ่นอาศัยแตกต่าง
กันออกไปขึ้นอยู่กับกับอุณหภูมิและปัจจัยอื่นๆ เช่น ช้ันดินเยือกแข็ง (permafrost) แหล่งอุณหภูมิ
ท่ัวไปตามธรรมชาติ (mesobiotic) และแหล่ง ท่ีมีความร้อน เนื่ องจากหลายสายพันธุ์ ของ 
Closridiaceae มีสปอร์ท่ีสามารถทนความแห้งและความร้อนได้จึงสามารถค้นพบได้หลากหลาย
สถานท่ี อย่างไรก็ตามบางสายพันธุ์พบได้เฉพาะแหล่งเท่านั้น นอกจากนี้ยังพบเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรคได้สูง 
ซึ่งอยู่ในสกุล Clostridium sensu stricto ตลอดจนสายพันธุ์ท่ีมีความส าคัญทางชีวภาพท่ีสามารถ
ผลิตตัวท าละลายได้ เช่น C. acetobutylicum เป็นต้น (Vos. et al., 2009) 

  2.4.2 อนุกรมวิธาน (Taxonomy) 
 เช้ือในสกุล (genus) Clostridium ท่ีได้รับการตีพิมพ์อย่างถูกต้องมีประมาณ 168 
สายพันธุ์ ซึ่งจากการวิเคราะห์ล าดับยีน 16S rRNA พบ 77 สายพันธุ์จัดอยู่ cluster I ของ Clostridia 
ตามท่ีก าหนดโดย Collins. et al. (1994) แสดงดังตารางท่ี 2.4 ส่วนท่ีเหลืออีก 91 สายพันธุ์ไม่ได้จัด
อ ยู่ ใ น  cluster I (Clostridium sensu stricto) เ ช่ น  C. histolyticum, C. limosum แ ล ะ  
C. proteolyticum ซึ่งจัดอยู่ใน cluster II โดยความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการระหว่างสายพันธุ์ท่ีอยู่ใน 
cluster I และ cluster II ของ Clostridia แสดงไว้ในรูปท่ี 2.5 (Collins. et al., 1994; Rainey. et 
al., 1993; Stackebrandt. et al., 1999; Wiegel. et al., 2006) 
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ตารางที่ 2.4 สายพันธุ์ Clostridium ท่ีจัดจ าแนกอยู่ใน cluster I และเป็นตัวแทนของสกุล (genus) 
   Clostridium sensu stricto (Collins. et al., 1994) 

C. butyricum 
C. acetireducans 
C. acetobutylicum 
C. acidisoli 
C. aciditolerans 
C. aestuarii 
C. akagii 
C. algidicarnis 
C. argentinense 
C. aurantibutyricum 
C. baratii 
C. beijerinckii 
C. botulinum 
C. bowmanii 
C. cadaveris 
C. carboxidivorans 
C. carnis 
C. celatum 
C. cellulovorans 
C. chartatabidum 
C. chauvoei 
C. cochlearium 
C. colicanis 
C. collagenovorans 
C. diolis 
C. disporicum 
C. drakei 
C. estertheticum sub sp. estertheticum 
C. estertheticum sub sp. laramiense 
C. fallax 
C. frigidicarnis 
C. frigoris 
C. ganghwense 
C. gasigenes 
C. granti 
C. hemolyticum 
C. homopropionicum 
C. intestinale 
C. isatidis 

C. kluyveri 
C. lacusfryxellense 
C. ljungdahlii 
C. lundense 
C. magnum 
C. malenominatum 
C. nitrophenolicum 
C. novyi 
C. oceanicum 
C. paraputrificum 
C. pascui 
C. pasteurianum 
C. peptidivorans 
C. perfringens 
C. polyendosporum 
C. psychrophilum 
C. puniceum 
C. putrefaciens 
C. quinii 
C. roseum 
C. saccharobutylicum 
C. saccharoperbutylacetonicum 
C. sardinense 
C. sartagoforme 
C. scatologenes 
C. schirmacherense 
C. septicum 
C. sporogenes 
C. subterminale 
C. tepidiprofundi 
C. tertium 
C. tetani 
C. tetanomorphum 
C. thermobutyricum 
C. thermopalmarium 
C. thiosulfatireducens 
C. tyrobutyricum 
C. uliginosum 
C. vincentii 
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 รูปที่ 2.5 แผนภูมิความสัมพันธุ์ของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย clusters I และ II ในสกุล Clostridium 
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 2.4.3 การใช้โปรแกรมสารสนเทศในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
  การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต เป็นการบ่งบอกถึงทางวิวัฒนาการ
ของกลุ่มส่ิงมีชีวิตหรือสปีชีส์นั้นๆ ในปัจจุบันนิยมน าสายดีเอ็นเอมาวิเคราะห์สร้างข้อมูลแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการมากกว่าลักษณะทางสัณฐานวิทยาอื่นๆ ของส่ิงมีชีวิต การวิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเชิงโมเลกุลนั้นประกอบไปด้วยหลายขั้นตอน กล่าวคือเริ่มต้นจากการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์ และจัดเรียงข้อมูลของสายดีเอ็นเอเพื่อสร้างแบบจ าลอง จากนั้นจึง
เป็นขั้นตอนการสร้างแผนภูมิทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) และวิเคราะห์แผนภูมิท่ีได้ ด้วย
โปรแกรมชีวสารสนเทศ (Bioinformatics) ยกตัวอย่างเช่น DNASIS และ GENETYX ส าหรับการ
จัดการข้อมูลท่ัวไปการวิเคราะห์ความคล้ายคลึงกันผ่านฐานข้อมูลทางอินเตอร์เน็ตด้วยการ  BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tools) ส่วนโปรแกรมในการท า Alignment ได้แก่ BioEdit, 
ClastalW, ClastalX, DNASIS และ GENETYX และวิธีการวิเคราะห์การค านวณ Algorithyms ได้แก่ 
Distance matrix เช่น UPGMA (Unweighted pair-group method using arithmetric averages),  
ME (Minimum evolution) และ NJ (Neighbor-joining) ตัวอย่างโปรแกรมการค านวณ ได้แก่ 
MEGA, DNASIS, GENETYX, PHYLIP และ PAUP เป็นต้น (ปรีชา, 2543; Durbin. et al., 1990; 
Gibas and Jamebeck, 2001)  
  

2.5 การทดสอบทางชีวเคมีเพ่ือจ าแนกแบคทีเรีย 
 ภายหลังการแยกเช้ือแบคทีเรียให้ได้สายพันธุ์เด่ียวที่บริสุทธิ์ไม่มีสายพันธุ์อื่นเจือปนแล้ว ขั้นตอน
ต่อไปคือการจ าแนกแบคทีเรียท่ีแยกได้ว่าเป็นแบคทีเรียชนิดใดเช้ือสายใด โดยเริ่มต้นจากการดู
ลักษณะโคโลนี การติดสีแกรม รูปร่าง ลักษณะเซลล์ ซึ่งเป็นข้อมูลเบื้อง ต้นในการเลือกการทดสอบ
ทางชีวเคมีเพื่อจ าแนกสายพันธุ์ (species) ของแบคทีเรียให้แน่ชัด โดยอาศัยคุณสมบัติเฉพาะในการ
สร้างเอนไซม์และเมแทบอลิซึมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแต่ละชนิด ซึ่งการทดสอบพื้นฐาน
โดยท่ัวไป สามารถแบ่งการทดสอบคุณสมบัติการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได้ดังนี้  

 2.5.1 การใช้น้ าตาลในการเจริญเติบโต 
   การเจริญเติบโตของแบคทีเรียต้องการสารอาหารท่ีประกอบด้วยคาร์บอน ออกซิเจน
ไฮโดรเจน และไนโตรเจน ท่ีแบคทีเรียน าไปประกอบเป็นคาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน และกรด
นิวคลีอิกซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมาประกอบเป็นส่วนต่างๆ ของเซลล์ สามารถจ าแนกแบคทีเรียได้ตาม
คุณสมบัติหรือความสามารถในการใช้สารอาหารประเภทต่างๆ เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลังงาน
ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ การทดสอบการใช้น้ าตาลหรือสารอินทรีย์อื่นๆ เพื่อการ
เจริญเติบโตจึงเป็นคุณสมบัติของแบคทีเรียแต่ละชนิดท่ีน ามาใช้เพื่อจ าแนกได้ (อรษา และเฟื่องฟ้า, 
2548) 
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  2.5.1.1 การหมักน้ าตาลชนิดต่างๆ (carbohydrate fermentation test)  
   แบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนได้ต่างกันซึ่งขึ้นอยู่
กับองค์ประกอบของเอนไซม์ท่ีมีอยู่ในแบคทีเรียนั้นๆ แบคทีเรียบางชนิดสามารถหมักน้ าตาล เช่น 
กลูโคส ได้ในในสภาวะไร้ออกซิเจน (anaerobically) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดหรือสารละลายต่างๆ 
รวมท้ังก๊าซ โดยในการทดสอบจึงใช้ pH indicator ผสมในอาหารท่ีใช้ทดสอบเพื่อแสดงการ
เปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง เช่น อาหารทดสอบท่ีมีฟีนอลเรดเป็น pH indicator เป็นการทดสอบ
การหมักย่อยกลูโคสแล้วได้ผลผลิตสุดท้ายเป็นกรด เช่น แลคติก ซัคซินิก อะซิติก และฟอร์มิก ท าให้ 
pH ของอาหารเล้ียงเช้ือต่ ากว่า 4.2 ซึ่งจะเปล่ียนสีของอาหารจากสีส้มเป็นสีเหลืองในสภาวะท่ีเป็น
กรด และจะเปล่ียนเป็นสีชมพูในสภาวะท่ีเป็นด่าง การทดสอบการหมักน้ าตาลหากมีก๊าซเกิดขึ้นจะพบ
ก๊าซในอาหารหรือช่องว่างในหลอด Durham ซึ่งแบคทีเรียแต่ละชนิดมีความสามารถในการใช้แหล่ง
คาร์บอนได้ต่างกันท าให้ได้ผลผลิตสุดท้ายจากการย่อยแตกต่างกันซึ่งเป็นคุณสมบัติเฉพาะของ
แบคทีเรียท่ีน ามาจ าแนกเช้ือได้ (Cappuccino and Sherman, 2001) 
   2.5.1.2 Triple Sugar-Iron (TSI) agar test 
    เป็นการทดสอบความสามารถในการหมักน้ าตาล 3 ชนิด คือกลูโคส 0.1 
เปอร์เซ็นต์ แลคโตส 1 เปอร์เซ็นต์ และซูโครส 1 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผสมในอาหารทดสอบ แบคทีเรียท่ีใช้ได้
เฉพาะกลูโคสซึ่งมีอยู่ในอาหารปริมาณน้อยจึงใหผ้ลผลิตกรดได้น้อย และต้องใช้กรดอะมิโนเป็นสารต้ัง
ต้นแทนท าให้ได้แอมโมเนีย (ด่าง) เป็นผลผลิตสุดท้าย อาหารเล้ียงเช้ือจึงเปล่ียนสีท่ีก้นหลอดเป็นสี
เหลืองและส่วนบนเป็นสีแดง ส่วนแบคทีเรียท่ีใช้แลคโตสและหรือซูโครสได้จะท าให้เกิดกรดมากขึ้น
อาหารทดสอบจึงเปล่ียนเป็นสีเหลืองท้ังหลอด แบคทีเรียท่ีสร้างก๊าซได้จากการหมักย่อยน้ าตาลก็จะ
เห็นเป็นฟองอากาศในอาหารทดสอบนอกจากนี้ในอาหารทดสอบ TSI ยังมี FeSO4 ผสมอยู่เพื่อ
ทดสอบการสร้างไฮโดรเจนซัลไฟด์  (Hydrogen sulfide; H2S) หากแบคทีเรียสามารถสร้าง
ไฮโดรเจนซัลไฟด์ได้ ไฮโดรเจนซัลไฟด์ท าปฏิกิริยาแทนท่ีกับ FeSO4 ได้เป็น FeS ซึ่งเห็นเป็นสีด าใน
อาหารเล้ียงเช้ือ (Cappuccino and Sherman, 2001) 
   2.5.1.3 การใช้ซิเตรทเป็นแหล่งคาร์บอน (Simmon citrate test)  
    ในการหมักกรณีท่ีไม่มีกลูโคสหรือแลคโตสจุลินทรีย์บางชนิดสามารถใช้ซิเตรท
เป็นแหล่งคาร์บอนในการสร้างพลังงานได้ ซึ่งขึ้นอยู่กับเอนไซม์ citrate permease ท าหน้าท่ีในการ
ขนส่งซิเตรทเข้าสู่เซลล์จุลินทรีย์ โดยซิเตรทถูกใช้เป็นสารตัวกลางในการเข้าสู่ Krebs cycle และผลิต
กรดออกซาโลแอซิติกและกรดอะซิติกด้วยเอนไซม์ citrase และผลผลิตกรดท่ีได้ถูกเปล่ียนเป็นกรด
ไพรูวิกและคาร์บอนไดออกไซด์ แสดงดังรูปท่ี 2.6 หลังจากนั้นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์จะท าปฏิกิริยา
กับโซเดียมและน้ าได้เป็นโซเดียมคาร์บอเนต ท าให้อาหารเกิดสภาวะความเป็นด่าง มีผลให้อินดิเค
เตอร์ท่ีผสมในอาหารเล้ียงเช้ือคือ bromthymol blue เปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีน้ าเงินในสภาวะท่ี
เป็นด่าง แต่ถ้าจุลินทรีย์ไม่สามารถใช้ซิเตรทได้สีของอาหารจะยังคงเป็นสีเขียว (Cappuccino and 
Sherman, 2001) 
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รูปท่ี 2.6 การย่อยซิเตรทด้วยเอนไซม์ (Cappuccino and Sherman, 2001) 
 

 2.5.2 การใช้โปรตีนในการเจริญเติบโต 
   แบคทีเรียท่ีสามารถสลายพันธะเปปไทด์ของโปรตีนได้กรดอะมิโนซึ่งน ามาใช้เป็น
สารอาหารท่ีส าคัญส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์การย่อยโปรตีนอาจเกิดจากการ deamination 
หรือ decarboxcylation ของกรดอะมิโนชนิดต่างๆ โดยแบคทีเรียแต่ละชนิดจะมีเอนไซม์ย่อยสลาย
กรดอะมิโนหรือโปรตีนได้แตกต่างกันจึงเป็นคุณสมบัติเฉพาะท่ีน ามาใช้ในการจ าแนกเช้ือได้ การ
ทดสอบการสร้างเอนไซม์ของเช้ือท าโดยอาศัยการตรวจวัดผลผลิตสุดท้ายของการย่อย  เช่น การ
ตรวจหาอินโดล ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายของการย่อย tryptophan ด้วย tryptophenase หรือการวัด
ความเป็นด่างของแอมโมเนียมซึ่งเป็นผลผลิตท่ีสุดท้ายของการย่อยยูเรียด้วยเอนไซม์ยูรีเอส เป็นต้น 
(อรษา และเฟื่องฟ้า, 2548) 
   2.5.2.1 การทดสอบสารอินโดล (Indole test)  
    เป็นการทดสอบความสามารถของเช้ือในการย่อย tryptophan เช้ือท่ีสามารถ
ย่อยได้จะมี เอนไซม์  tryptophanase ซึ่งย่อย tryptophan แล้วให้อินโดล กรดไพรูวิก และ
แอมโมเนียเป็นผลผลิตสุดท้าย การทดสอบว่าเกิดอินโดลหรือไม่ท าโดยหยดน้ ายา Kovac’s reagent 
(dimethylaminobenzaldehyde) ลงในหลอดท่ีเพาะเช้ือ สาร Kovac’s reagent จะท าปฏิกิริยา
กับอินโดลเกิดเป็นสารสีม่วงแดง (Cappuccino and Sherman, 2001) 

     tryptophanase 
L-tryptophan    Indole + pyruvic acid + ammonia 

       HCl, alcohol 
Indole + p-dimethylaminobenzaldehyde   red-violet color 
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   2.5.2.2 การทดสอบเอนไซม์ยูรีเอส (Urease test)  
    เป็นการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ยูรีเอส โดยเอนไซม์ยูรีเอสจะ
สลายยูเรียในอาหารเล้ียงเช้ือและได้ผลผลิตสุดท้ายเป็นแอมโมเนียมคาร์บอเนต ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นด่าง
ท าให้ฟีนอลเรดท่ีใช้เป็น pH indicator ในอาหารเล้ียงเช้ือเปล่ียนเป็นสีชมพู เข้มหรือม่วงแดง
(Cappuccino and Sherman, 2001) 

          Urease 
Urea + 2H2O  CO2 + H2O + 2NH3  (NH4)2CO3 

   2.5.2.3 การทดสอบเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase) 
    การทดสอบความสามารถในการย่อยกรดอะมิ โน  เ ช่น ไลซีน  (lysine)  
ออนิทีน (ornithine) และอาร์จินีน (arginine) โดยใช้เอนไซม์ decarboxylase ซึ่งได้ผลผลิตสุดท้าย
เป็นเอมีนและคาร์บอนไดออกไซด์ ท าให้อาหารเล้ียงเช้ือมีสภาวะเป็นด่าง และใช้ brom-cresol 
purple เป็น pH indicator (Cappuccino and Sherman, 2001; อรษา และเฟื่องฟ้า, 2548) 

     decarboxylase 
Amino acid   amine + CO2 

 2.5.3 การทดสอบหาการสร้างเอนไซม์ 
 การสร้างเอนไซม์ของแบคทีเรียเป็นคุณสมบัติทางพันธุกรรมท่ีเป็นลักษณะเฉพาะของ
แบคทีเรีย ซึ่งใช้ในการจ าแนกแบคทีเรียได้ 
  2.5.3.1 การทดสอบเอนไซม์คาตาเลส (Catalase)  
   เป็นการตรวจหาเอนไซม์คาตาเลสในเช้ือแบคทีเรียโดยเอนไซม์จากเช้ือจะสลาย 
H2O2  ได้เป็นน้ ากับออกซิเจนเกิดเป็นฟองก๊าซให้เห็นได้ สามารถทดสอบโดยใช้ 3% hydrogen 
peroxide (Cappuccino and Sherman, 2001) 

             Catalase 
2H2O2   2H2O + O2 

  2.5.3.2 การทดสอบเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase)  
   เป็นการทดสอบหา Cytochrome oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีใช้ในกระบวนการ
หายใจของแบคทีเรีย หากเซลล์มีการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส เอนไซม์จะท าปฏิกิริยากับสารทดสอบคือ 
tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเป็นสารไม่มีสีกลายเป็นสี
ม่วงเข้ม (Cappuccino and Sherman, 2001) 
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 2.5.4 ความสามารถในการใชค้าร์โบไฮเดรตของ Clostridia และลักษณะทางฟีโนไทป์ 
  Keis. et al. (2001) ได้ศึกษาความสามารถในการใช้คาร์โบไฮเดรตและน้ าตาลชนิดต่างๆ 
ของเช้ือ Clostridium 4 สายพันธุ์  ท่ีมีความสามารถผลิตตัวอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอลได้ 
ได้แก่ C. acetobutylicum  C. saccharoperbutylacetonicum  C. saccharobutylicum และ 
C. beijerinckii พบว่าเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ์ ไม่สามารถผลิตสารอินโดล (indole) เอนไซม์ urease และ 
catalase แต่เช้ือท้ัง 4 สายพันธุ์  สามารถย่อย aesculin ได้ และสามารถใช้น้ าตาลอะราบิโนส 
(arabinose) ไซโลส (xylose) กลูโคส (glucose) แมนโนส (mannose) เซลโลไบโอส (cellobiose) 
แลคโตส (lactose) มอลโตส (maltose) แซคคาโรส (saccharose) เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ 
(methyl-glucopyranoside) แรฟฟิโนส (raffinose) ซาลิซิน (salicin) อะไมดาลิน (amygdalin) 
แป้ง (starch) และเด็กซ์ตริน (dextrin) ได้ จากตารางท่ี 2.5 แสดงให้เห็นว่าท้ัง 4 สายพันธุ์ สามารถ
ใช้น้ าตาล 5 คาร์บอน ในการเจริญ เติบโตได้ ได้แก่ อะราบิโนส ไซโลส และไรโบส และมีเพียง  
C. saccharoperbutylacetonicum, C. acetobutylicum และ  C. saccharobutylicum ท่ีไม่
สามารถใช้ไรโบสหรือใช้ได้ไม่ดี ในขณะท่ี C. beijerinckii ท้ังหมด 9 strain จาก 16 strain ท่ีมี
ความสามารถในการใช้น้ าตาล 5 คาร์บอนได้ แต่อย่างไรก็ตามเช้ือท้ัง 4 สายพันธุ์ สามารถใช้น้ าตาล 6 
คาร์บอนได้ท้ังหมด แต่มีความสามารถในการใช้น้ าตาลแอลกอฮอล์แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ และ
เช้ือท้ัง 4 สายพันธุ์ สามารถใช้กลีเซอรอลได้เพียงเล็กน้อยหรือไม่สามารถใช้ได้เลย ส าหรับน้ าตาลแรม-
โนส (Rhamnose) เช้ือใช้ได้เล็กน้อยหรือไม่สามารถใช้ได้เลย ในขณะท่ีเช้ือ C. saccharobutylicum 
ไม่สามารถใช้เพคติน (pectin) ซึ่งเป็นสารโพลีแซคคาไรด์ท่ีซับซ้อน ดังนั้นจึงสามารถน าลักษณะดัง
กล่างมาใช้ในการจ าแนกความแตกต่างกับเช้ืออีก 3 สายพันธุ์ได้ นอกจากนี้เช้ือ C. acetobutylicum,  
C. saccharoperbutylacetonicum และ C. saccharobutylicum สามารถย่อยสลายเจลาตินได้ 
ในขณะท่ี C. beijerinckii ไม่สามารถย่อยเจลาตินได้ ยกเว้น strain NRRL B593 ท่ีย่อยได้ก็ต่อเมื่อ 
เจลาตินมีสถานะเป็นของเหลวเท่านั้น จากผลการทดสอบลักษณะทางฟีโนไทป์เหล่านี้สามารถน ามา
ระบุลักษณะท่ีแตกต่างกันเพื่อจัดจ าแนก Clostridium ท่ีมีความสามารถผลิตด้วยตัวท าละลายท้ัง 4 
สายพันธุ์  โดยจัดจ าแนกไ ด้จากการไว ต่อยา  rifampicin การย่อยสลายเจลา ติน  การใ ช้ 
เพคติน และการผลิต riboflavin จากนม เช่น เช้ือ C. acetobutylicum แตกต่างจาก C. beijerinckii 
คือมีความไวต่อยา rifampicin มีความสามารถในการผลิต riboflavin และเกิดการย่อยด้วยเจลาติน 
แต่ C. beijerinckii ไม่สามารถผลิต riboflavin และมีเพียง strain NRRL B593 เท่านั้นท่ีสามารถ
ย่อยเจลาตินได้ และพบเฉพาะ strain NCIMB 9579 และ NCIMB 9580 ท่ีมีความไวต่อยา rifampicin 
อีกท้ังยังสามารถแยกความแตกต่างของ C. acetobutylicum กับ C. saccharobutylicum ได้ โดย
พิจารณาความสามารถในการใช้เพคตินและการผลิต riboflavin โดยท่ี C. saccharobutylicum ไม่
สามารถใช้น้ าตาลท่ีมีโมเลกุลซับซ้อนหรือผลิต riboflavin ได้ อย่างไรก็ตามการแยกความแตกต่าง
ระหว่าง C. beijerinckii กับ C. saccharoperbutylacetonicum พิจารณาได้จากการย่อยเจลาติน
และความสามารถด้านอื่นๆ ตามการรายงานของ Johnson. et al. (1997) ยกตัวอย่างเช่น  
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C. saccharoperbutylacetonicum ไม่สามารถท าให้เกิดการก่อตัวของนมเปรี้ยวได้ในท่ี 48 ช่ัวโมง 
แต่ C. beijerinckii สามารถท าให้เกิดการก่อตัวของนมเปรี้ยวภายใน 24 ช่ัวโมง 
 
ตารางที่ 2.5 การย่อยคาร์โบไฮเดรตและลักษณะทางฟีโนไทป์ของ Clostridium 4 สายพันธุ์ ท่ี 
   สามารถผลิตตัวท าละลายได้ (Keis. et al., 2001) 
Characteristic 1 2 3 4 
Number of strain 
Susceptibility to rifampicin 
Riboflavin (yellow pigment) produced in milk* 
Gelatin liquefaction 
Utilization of: 
   Ribose 
   Glycerol 
   D-Arabitol 
   L- Arabitol 
   Dulcitol 
   Inositol 
   Mannitol 
   Sorbitol 
   Melezitose 
   Melibiose 
   Rhamnose 
   Trehalose 
   Turanose 
   Glycogen 
   Inulin 
   Pectic 

7 
s 
+ 
+ 
 
- 
w 
- 
- 
- 
- 
+ 
d 
(-) 
(-) 
- 
(-) 
(w) 
+ 
d 
+ 

16 
(r) 
- 
(-) 
 
d 
w 
(+) 
(+) 
(+) 
+ 
+ 
+ 
+ 
(+) 
(w) 
+ 
+ 
(+) 
+ 
+ 

2 
r 
- 
+ 
 
- 
- 
+ 
+ 
d 
d 
+ 
d 
+ 
+ 
w 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

4 
s 
- 
+ 
 
w 
- 
-/+ 
-/+ 
- 
+ 
-/+ 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+/- 
- 

ห ม า ย เ ห ตุ : 1 , C. acetobutylicum; 2 , C. beijerinckii; 3 , C. saccharoperbutylacetonicum; 4 , 
   C. saccharobutylicum; s, มีความไวต่อ rifampicin 10 ng/แผ่น และ 100 ng/แผ่น; r, ทนต่อ 
   rifampicin 10 ng/แผ่น และ 100 ng/แผ่น; (r) สายพันธ์ุส่วนใหญ่ทีความต้านทาน; +, ผลบวก; 
   -, ผลลบ; w, เล็กน้อย; (+) สายพันธ์ุส่วนใหญ่เป็นบวก; (-) สายพันธ์ุส่วนใหญ่เป็นลบ; (w) สายพันธ์ุ 
   ส่วนใหญ่ใช้ได้เล็กน้อย; d, 40-60% เป็นบวก; +/-, เป็นบวกส่วนใหญ่ในบางเวลา; -/+, เป็นลบส่วน 
   ใหญ่ในบางเวลา; * ที่มา: Johnson. et al. (1997) 
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2.6 เผอืก (Taro) 
 เผือกมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Colocasia esculenta (L.) Schott จัดเป็นพืชหัวชนิดหนึ่งมักปลูก
ในประเทศเขตร้อนและกึ่งเขตร้อนมากถึง 43 ประเทศจากท่ัวโลก ส่วนใหญ่ปลูกในแอฟริกามากท่ีสุด
ถึง 60% ในเอเชีย 32% และในหมู่เกาะแปซิฟิก 8% (Sen. et al., 2001) มักปลูกเพื่อบริโภคใน
ท้องถิ่นมากกว่าเพื่อการค้าบางประเทศนิยมรับประทานเป็นอาหารหลักโดยเฉพาะชาวพื้นเมืองของ
ฮาวายเป็นพวกท่ีบริโภคเผือกมากท่ีสุด ส าหรับประเทศไทยนั้นเผือกถือว่าเป็นพืชเศรษฐกิจระดับ
ท้องถิ่นท่ีส าคัญอีกพืชหนึ่งมักใช้ประกอบเป็นอาหารคาวและผลิตภัณฑ์ขนมต่างๆ แต่อย่างไรก็ตาม
ปริมาณการปลูกเผือกนั้นยังไม่มากเหมือนพืชชนิดอื่น จากสถิติปี 2511 ประเทศไทยสามารถผลิต
เผือกได้ปีละประมาณ 63,347 ตัน ในเนื้อท่ีเพาะปลูก 75,984 ไร่ และคาดว่าปริมาณการใช้เผือก
จะต้องเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ตามความต้องการของประชากรท่ีเพิ่มมากขึ้น  ซึ่งในประเทศไทยมีเผือกอยู่
ด้วยกัน 4 ชนิด ได้แก่ เผือกหอม (หัวมีขนาดใหญ่ แต่ละหัวมีน้ าหนักประมาณ 2-3 กิโลกรัม และมีหัว
เล็กติดอยู่กับหัวใหญ่เล็กน้อย มีกล่ินหอม ส่วนกาบใบเป็นสีเขียวมีขนาดใหญ่) เผือกเหลือง (หัวมีสี
เหลืองขนาดย่อม) เผือกไม้หรือเผือกไหหล า (หัวมีขนาดเล็ก) และเผือกตาแดง (ตาของหัวเป็นสีแดง
เข้ม มีหัวเล็กล้อมรอบหัวใหญ่เป็นกลุ่มจ านวนมาก กาบใบและเส้นใบเป็นสีแดง) (ไสว และคณะ, 
2523) 

ลักษณะโดยท่ัวไปมีล าต้นเป็นหัวอยู่ใต้ดินประกอบด้วยหัวใหญ่ 1 หัว และมีหัวเล็กๆ แตก
ออก รอบๆ ซึ่งขนาดรูปร่างของหัว สีของเนื้อเผือก มีความแตกต่างกันออกไปตามสายพันธุ์ ล าต้นสูง 
0.4-2 เมตร และยังมีล าต้นใต้ดินท่ีนอกจากหัวเผือกคือคอร์ม (corm) ดังรูปท่ี 2.7 และรูปท่ี 2.8 
สามารถน ามาใช้ท าอาหารและขนมได้ ใบและก้านใบสามารถกินเป็นผักได้เช่นกัน แต่ในหัวและต้น
เผือกนั้นมีผลึกแคลเซียมออกซาเลต (calcium oxalate) ซึ่งท าให้เกิดอาการคัน เช่นเดียวกับพืชชนิด
อื่นๆ ในวงศ์เดียวกัน เช่น บุก และบอน ดังนั้นทุกส่วนจึงต้องผ่านการต้มหรือหมักก่อนจึงจะกินได้ 
(ศศิวิมล และคณะ, 2546) ใบเผือกมีลักษณะเป็นใบเด่ียวเรียงเวียน มีขนาดใหญ่ ลักษณะของใบเป็น
รูปหัวใจหรือเป็นรูปลูกศรแกมรูปหัวใจ ปลายใบแหลม โคนใบแต่ละด้านกลมหรือเป็นเหล่ียม เห็นเส้น
ใบได้ชัดเจน ก้านใบอาจยาวได้ถึง 1 เมตร มีขนาดและสีท่ีต่างกันตามสายพันธุ์ โดยใบจะเกิดจากใต้ดิน 
ส าหรับการออกดอกของเผือกจะออกดอกเป็นช่อ ช่อดอกเป็นช่อเชิงลดมีกาบ ออกเด่ียวหรือหลายช่อ 
ก้านช่อดอกมีความยาวประมาณ 15-30 เซนติเมตร ส้ันกว่าก้านใบ กาบหุ้มช่อดอกยาวประมาณ 15-
35 เซนติเมตร ลักษณะต้ังตรงเป็นสีเขียว ปลายกาบเรียวแหลมยาวคล้ายหาง ช่อดอกส้ันกว่ากาบ 
ดอกจะทยอยบานเรื่อย ๆ ดอกเพศเมียมักจะไม่มี ส่วนดอกเพศผู้ในหนึ่งดอกจะมีก้านเกสรเพศผู้ 2-3 
ก้าน ผลเป็นสีเขียวเปลือกบางไม่ค่อยมีเมล็ด แต่บางสายพันธุ์ก็ติดเมล็ดได้ (ไสว และคณะ, 2523) 
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รูปที่ 2.7 ลักษณะโดยท่ัวไปของเผือก 
ท่ีมา (ออนไลน์): http://kanchanapisek.or.th/kp6/pictures5/l5-165a.jpg 

(วันท่ีสืบค้น 18 พฤศจิกายน 2560) 

 

 
รูปที่ 2.8 ลักษณะของผลเผือก 

ท่ีมา (ออนไลน์): https://health.mthai.com/app/uploads/2014/07/175773411.jpg 

(วันท่ีสืบค้น 18 พฤศจิกายน 2560) 

 

  2.6.1 ส่วนประกอบต่างๆ ของเผือก 
ใบและยอดเผือก ท้ังใบและยอดเป็นผักสามารถกินได้ ประกอบด้วยวิตามินเอ และ

วิตามินซีสูง โดยในใบมีวิตามินเอ 20,885 IU ต่อ 100 กรัมของส่วนท่ีกินได้ มีวิตามินซี 142 มิลลิกรัม
ต่อ 100 กรัม ในยอดมีวิตามินเอ 335 IU ต่อ 100 กรัม มีวิตามินซี 8 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม (ไสว 
และคณะ, 2523) 
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 หัวเผือก  องค์ประกอบส่วนใหญ่ของหัวเผือกนั้นเป็นสารประเภทแป้ง โดยมี
คาร์โบไฮเดรต 77 เปอร์เซ็นต์ โปรตีน 6.75 เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 0.74 เปอร์เซ็นต์ เส้นใย 3.35 
เปอร์เซ็นต์ เถ้า 0.52 เปอร์เซ็นต์ (สิริมา และคณะ, 2558) มีวิตามินซีมากประมาณ 7-9 มิลลิกรัมต่อ 
100 กรัมของส่วนท่ีกินได้ ไทอามีนประมาณ 0.8 มิลลิกรัม ไรโบฟลาวิน 0.04 มิลลิกรัม ไนอาซิน 0.9 
มิลลิกรัม เม็ดแป้งมีขนาดเล็กมากประกอบด้วยสองประเภท ประเภทหนึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
1-1.5 ไมครอน อีกประเภทหนึ่งมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-4 ไมครอน ด้วยเหตุนี้แป้งเผือกจึงย่อย
ง่ายแต่ไม่เหมาะท่ีจะใช้ในด้านอุตสาหกรรมแป้ง (ไสว และคณะ, 2523) ส่วนเปลือกเผือกมี
องค์ประกอบเป็นสารประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) ซึ่งประกอบด้วย เซลลูโลส 7.67 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง เฮมิเซลลูโลส 8.70 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง และลิกนิน 3.65 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง (สิริมา และคณะ, 2558) 

 2.6.2.1 ลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulose) 
   ลิกโนเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบผนังเซลล์ของพืชท่ีมีเนื้อเยื่อระบบท่อล าเลียง
ซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ในพืชแต่ละชนิดจะพบในปริมาณท่ีต่างกัน แสดง
ดังตารางท่ี 2.6 โดยพอลิเมอร์ท้ัง 3 ชนิดนี้ยึดจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาลล์ เป็น
ต้น จึงท าให้ผนังเซลล์พืชมีความแข็งแรง (สุขใจ, 2554) โดยลิกโนเซลลูโลสพบในเศษวัสดุเหลือท้ิงจาก
ไม้ท้ังไม้เนื้อแข็งและไม้เนื้ออ่อน เศษวัสดุจากการเกษตร เช่น ซังข้าวโพด เส้นใยข้าวโพด ชานอ้อย 
แกลบ และฟางข้าว เป็นต้น (อรุณี, 2555) 

ตารางที่ 2.6 ส่วนประกอบของลิกโนเซลลูโลสในพืชท่ีมีระบบท่อล าเลียง (Glazer and Nikaido, 2007) 
แหล่งลิกโนเซลลูโลส ลิกนิน (%) เซลลูโลส (%) เฮมิเซลลูโลส (%) 
หญ้า (Grassrs) 10-30 25-40 25-50 
ไม้เนื้ออ่อน (Softwoods) 25-35 45-50 25-35 
ไม้เนื่อแข็ง (Hardwoods) 18-25 45-55 24-40 

  1. เซลลูโลส (Cellulose) [C6(H2O)5]n เป็นองค์ประกอบท่ีพบมากท่ีสุด ทุกๆ 
ปีจะมีการผลิตเซลลุโลสจากพืชมากกว่า 1011 เมตริกตัน เซลลูโลสเป็นโฮโมโพลิเมอร์มีลักษณะเป็น
เส้นตรงไม่มีกิ่งก้าน ประกอบด้วยหน่วยย่อยคือ β-D-Glucopyranose เช่ือมต่อด้วยพันธะ β-1,4-
glycosidic bond ดังรูปท่ี 2.9 มีความยาวตามธรรมชาติประมาณ 10,000 หน่วย ยึดเหนี่ยวกันด้วย
พันธะไฮโดรเจน โดยท่ัวไปในธรรมชาติพบเซลลูโลส 2 แบบ คือ crystalline cellulose และ 
amorphous cellulose ซึ่ง amorphous cellulose มีความไวกับสารเคมีและเอนไซม์มากกว่า 
ดังนั้นจึงเป็นส่วนท่ีง่ายต่อการถูกย่อยด้วยปฏิกิริยาของกรด-เบสหรือเอนไซม์ (รัชพล, 2558; สุขใจ, 
2554) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.9 โครงสร้างของเซลลูโลส  
(ท่ีมา: Buselli. et al, 2007) 

   2. เ ฮ มิ เ ซ ล ลู โ ล ส  (Hemicellulose) [C5(H2O)4]n ห รื อ  [C6(H2O)5]n 
ประกอบด้วยพอลิแซ็กคาไรด์ท่ีมีความซับซ้อนโดยธรรมชาติมีโครงสร้างเป็นแบบ amorphous สาย
โซ่หลักคล้ายกับเซลลูโลสเพราะว่าเช่ือมต่อกันด้วยหน่วยของ β-1,4-D-pyranosyl แต่มีระดับการเกิด
พอลิเมอร์ (degree of polymerization; DP) ต่ ากว่าเซลลูโลส คือประมาณ 50-300 มีโครงสร้างท่ี
เป็นสายกิ่งมาก และเป็นเฮทเทอโรโพลิเมอร์ของน้ าตาลชนิดต่างๆ หลายชนิดผสมกัน ได้แก่ ไซโลส 
(D-xylose) อะราบิโนส (L-arabinose) กาแล็กโทส (D-galactose, L-galactose) แมนโนส (D-
mannose) แรมโนส (L-rhamose) และฟิวโคส (L-fucose) แสดงดังรูปท่ี 2.10 (Bastawde, 1992; 
สุขใจ, 2554)  

  

รูปที่ 2.10 โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส 
(ท่ีมา: Chesson, 1987) 

   3. ลิกนิน (Lignin) (C10H12O4)n เป็นสารประกอบประเภทอะโรมาติกมี
โครงสร้างซับซ้อนมาก หน่วยย่อยประกอบด้วยฟีนิลโพรเพน [phenylpropane (C9)] หรือฟีนิล
แอลกอฮอล์ (phenylpropionic alcohol) เช่ือมต่อกันเป็นโครงสร้าง 3 มิติ โดยลิกนินเป็นตัวเช่ือม
เพื่อยึดให้เส้นใยเซลลูโลสมารวมกัน ท าให้แยกลิกนินได้ยากมาก และเป็นส่วนป้องกันเซลลูโลสไม่ให้
ถูกย่อยสลายได้ง่าย ซึ่งองค์ประกอบของลิกนินเป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์ท่ีมีโครงสร้างแบบ 3 มิติ ไม่ตก
ผลึก ประกอบด้วยสารประกอบอะโรมาติก 3 ชนิด เรียกว่า mono-lignol ประกอบด้วย tran-p-
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coumaryl alcohol, trans-coniferyl alcohool และ trans-p-sinapyl alcohol ดังแสดงสูตร
โครงสร้างในรูปท่ี 2.11 นอกจากนี้โมเลกุลของลิกนินยังเช่ือมต่อกับสารประกอบอะโรมาติกอื่นอีก
มากมาย เช่น vanillin และ syringaldehyde  

 
รูปที่ 2.11 สารต้ังต้นในของการสังเคราะห์ลิกนินประกอบด้วย p-hydroxycinnamylalcohol 3 
   ชนิด: (a) trans-coniferyl alcohol; (b) trans-p-sinapyl alcohol และ (c) tran- 
   pcoumaryl alcohol (Glazer and Nikaido, 2007) 
 
  2.6.2.2 แป้ง (starch) 
  แป้งเป็นโพลิเมอร์ของกลูโคสท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่ มีสูตรโมเลกุลท่ัวไปคือ 
(C6H10O5)n แป้งมีหน่วยพื้นฐานเป็น anhydroglucose unit เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ α-glycosidic ท่ี
คาร์บอนต าแหน่งท่ี 1 ของหน่วยกลูโคสกับคาร์บอนต าแหน่งท่ี 4 ของหน่วยกลูโคสท่ีอยู่ถัดไป ด้าน
ปลายของโมเลกุลแป้งจะมี anomeric carbon (C1) ซึ่งไม่ได้จับกับโมเลกุลอื่นๆ ดังนั้นแต่ละโมเลกุล
ของแป้งจะมีด้านปลายท่ีมีคุณสมบัติรีดิวซ์ (reducing end) ดังนั้นแป้งหนึ่งโมเลกุลจะมีต าแหน่ง
ปลาย reducing 1 ต าแหน่ง โมเลกุลแป้งแบ่งออกเป็น 2 ชนิดหลักๆ ตามขนาดโมเลกุลและลักษณะ
การจัดเรียงตัว คืออะไมโลส ซึ่งมีขนาดเล็กและมีกิ่งก้านสาขาเพียงเล็กน้อย และอะไมโลเพคตินซึ่งมี
ขนาดใหญ่และมีกิ่งก้านสาขามากมาย (Beynum and Roels, 1985) 
  1. อะไมโลส (amylose) เป็นโพลิเมอร์เ ชิงเส้นท่ีประกอบด้วยกลูโคส
ประมาณ 1,000 – 6,000 หน่วย เช่ือมต่อกันด้วยพันธะ α-1,4 glycosidic อาจพบกิ่งสาขาในรูปแบบ
โมเลกุลของอะไมโลสได้บ้างแต่มีเล็กน้อย (Hizukuri, 1988) โดยท่ัวไปแป้งจากธัญพืช เช่น แป้ง
ข้าวโพด แป้งสาลี และแป้งข้าวฟ่าง มีปริมาณอะไมโลสสูงประมาณ 22-30% ส่วนแป้งจากรากและหัว 
เช่น แป้งมันส าปะหลัง แป้งมันฝรั่ง แป้งสาคูจะมีปริมาณอะไมโลสต่ ากว่า คืออยู่ในช่วง18-24% 
น้ าหนักโมเลกุลอะไมโลสอยู่ในช่วง 105 ถึง 106 ดาลตัน โดยอะไมโลสในแป้งแต่ละชนิดจะมีน้ าหนัก
โมเลกุลท่ีแตกต่างกันไป (Hizukuri, 1988) 
  2. อะไมโลเพคติน (amylopectin) เป็นโพลิเมอร์เชิงกิ่งของกลูโคส ส่วนท่ี
เป็นเส้นตรงของกลูโคสเช่ือมต่อกันด้วย พันธะ α-1,4- glycosidic และส่วนท่ีเป็นกิ่งสาขาท่ีเป็นโพลิ
เมอร์กลูโคสสายส้ันเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ α-1,6-glycosidic หน่วยกลูโคสท่ีมีพันธะ α-1,6 
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glycosidic มีอยู่ประมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณหน่วยกลูโคสในอะไมโลเพคตินท้ังหมด อะไมโล-
เพคตินมีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่าของอะไมโลส คือประมาณ 107 ถึง 109 ดาลตัน และมี
การคืนตัวต่ า เนื่องจากอะไมโลเพคตินมีลักษณะโครงสร้างเป็นกิ่ง อะไมโลเพคตินท าหน้าท่ีเป็น
โครงสร้างหลักของเม็ดแป้ง ดังนั้นเมื่อมีอะไมโลเพคตินเพียงอย่างเดียวจึงยังสามารถรวมตัวเป็นเม็ด
แป้งได้ (Hizukuri, 1988) 
 

2.7 การปรับสภาพวัตถุดิบ (pretreatment)  
การน าวัสดุเหลือใช้หรือวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสมาใช้เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมักทาง

ชีวภาพเพื่อผลิตผลิตภัณฑ์ต่างๆ นั้น จ าเป็นต้องผ่านกระบวนการ ปรับสภาพวัตถุ ดิบก่อน 
(pretreatment) เพราะวัตถุดิบเหล่านี้มีลิกโนเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ ซึ่งยากต่อการย่อยสลายเพื่อ
เปล่ียนไปเป็นน้ าตาล (ภูมิหทัย และประมุข, 2554) ด้วยเหตุนี้จึงต้องเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ
วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสให้เหมาะสมต่อกระบวนการย่อยเสียก่อน แสดงดังรูปท่ี 2.12 หลังจาก
วัตถุดิบผ่านกระบวนการปรับสภาพแล้วจึงสามารถน าน้ าตาลท่ีได้ไปใช้ในกระบวนการหมักต่อไป  

ปัจจัยท่ีมีผลต่อการย่อยสลายเซลลูโลสคือ ความพรุน (porosity) หรือช่องว่างระหว่างพื้นท่ีผิว
ผลึกเส้นใยเซลลูโลส ปริมาณลิกนิน และปริมาณเฮมิเซลลูโลส ซึ่งท าให้เกิดการลดประสิทธิภาพของ
เอนไซม์เซลลูเลส ดังนั้นการก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส การลดขนาดผลึกของเซลลูโลส และการ
เพิ่มช่องว่าง (ความพรุน) ระหว่างโมเลกุลของวัตถุดิบในกระบวนการเตรียมตัวอย่างเป็นการพัฒนา
กระบวนการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสอย่างมีนัยส าคัญ ท าให้เซลลูโลสตอบสนองต่อการย่อยของ
เอนไซม์ได้ดีขึ้น 

 

รูปที่ 2.12 การเตรียมตัวอย่าง (pretreatment) ในการเปล่ียนแปลงมวลชีวภาพลิกโนเซลลูโลส 
  (Kumar. et al, 2009) 
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 2.7.1 การปรับสภาพโดยกระบวนการทางกายภาพ (Physical pretreatment)  
 2.7.1.1 การลดขนาดวัตถุดิบโดยทางกล 
  วัตถุดิบจะถูกลดขนาดลงโดยการใช้แรงกล เช่น การบด ปั่น โม่ บด ตัด เป็นต้น 
เพื่อเพิ่มพื้นท่ีผิวและลดขนาดอนุภาคของลิกโนเซลลูโลสนอกจากนี้ยังเป็นการลดผลึกของเซลลูโลส
ด้วย โดยท่ัวไปหลังจากบดหยาบจะมีขนาดประมาณ 1-3 เซนติเมตร หลังจากนั้นบดละเอียดจนมี
ขนาด 0.2-2 มิลลิเมตร (สุขใจ, 2554) ซึ่งพลังงานท่ีต้องใช้ในการบดวัตถุดิบขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของ
วัตถุดิบและขนาดสุดท้ายของชีวมวลท่ีต้องการ โดยส่วนใหญ่วิธีการปรับสภาพทางกายภาพจะใช้
ร่วมกับกระบวนการปรับสภาพอื่นๆ ด้วย  
 2.7.1.2 การย่อยวัตถุดิบด้วยความร้อน 
  การปรับสภาพวัตถุดิบด้วยการย่อยด้วยความร้อน เมื่อวัตถุดิบได้รับความร้อนท่ี
อุณหภูมิสูงกว่า 300 องศาเซลเซียส ส่งผลให้เซลลูโลสถูกย่อยอย่างรวดเร็วกลายเป็นเถ้าและก๊าซ การ
ย่อยจะเกิดช้าลงเมื่อใช้อุณหภูมิต่ ากว่า 300 องศาเซลเซียส วัตถุดิบท่ีผ่านการย่อยด้วยความร้อนจะ
ถูกไฮโดรไลซ์ด้วยกรดเจือจาง (กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 1 นอร์มอล ท่ีอุณหภูมิ 97 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2.5 ช่ัวโมง) ซึ่งสงผลให้เกิดการย่อยเซลลูโลสไปเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ได้ถึง 80-85 เปอร์เซ็นต์ โดยได้
กลูโคสมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ และสามารถไฮโดรไลซ์ในอุณหภูมิท่ีต่ าลงได้เมื่อเติมซิงก์คลอไรด์ 
(ZnCl2) หรือโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) เป็นตัวเร่งปฏกิิริยา (สุขใจ, 2554) 

 2.7.2 การปรับสภาพโดยกระบวนการทางชีวภาพ (Biological pretreatment)  
 ในกระบวนการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพมีการใช้จุลินทรีย์ เช่น brown-rot fungi, 
white-rot fungi และ soft-rot fungi เพื่อย่อยสลายลิกนินและเฮมิเซลลูโลสในวัสดุเหลือใช้ต่างๆ 
โดย brown-rot ท าลายเซลลุโลสขณะท่ี white และ soft ท าลายท้ังเซลลูโลสและลิกนิน 
 White-rot fungi เป็นฟังไจในคลาส Basidiomycetes ท่ีมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดส าหรับ
กระบวนการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพของลิกโนเซลลุโลส ซึ่ง Hatakka (1983) ได้ศึกษาการเตรียม
ตัวอย่างฟางข้าวโดย white-rot fungi 19 สายพันธุ์ พบว่าเช้ือ Pleurotus ostreatus สามารถย่อย
ฟางข้าวได้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ 35 เปอร์เซ็นต์ ใน 5 สัปดาห์ และ Akin. et al. (1995) ได้รายงานการ
ก าจัดลิกนินของหญ้าสายพันธุ์เบอร์มิวดาโดยใช้ Cyathus stercoreus พบว่าได้น้ าตาลรีดิวซ์สูงถึง 
63-77 เปอร์เซ็นต์ หลังจากกระบวนการผ่านไป 6 สัปดาห ์
 เช้ือ Phanerochaete chrysosporium ซึ่งเป็น white-rot fungi สามารถผลิตเอนไซม์
ท่ีสามารถย่อยลิกนินได้ คือ lignin peroxidases และสามารถผลิตเอนไซม์ manganese-dependent 
peroxidases ระหว่างกระบวนการเมแทบอลิซึมทุติยภูมิ (secondary metabolite) โดยเอนไซม์ท้ัง 
2 ชนิดนี้ถูกหล่ังออกมานอกเซลล์พบได้ใน filtrate ของ white-rot fungi ในการย่อยสลายผลังเซลล์
ของเนื้อไม้ ส่วนเอนไซม์อื่นๆ เช่น polyphenol oxidase, laccases, H2O2 producing enzyme 
และ quinone-reducing enzyme ก็สามารถย่อยสลายลิกนินได้เช่นกัน 
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 ข้อดีของการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพ คือต้องการพลังงานต่ าภายใต้สภาวะแวดล้อมท่ีไม่
รุนแรง อย่างไรก็ตามอัตราการไฮโดรไลซ์โดยกระบวนการเตรียมตัวอย่างทางชีวภาพใช้เวลานานมาก 
(สุขใจ, 2554) 

  2.7.3 เอนไซม์อะไมเลส (amylase) 
 α-amylase มีช่ือทางการค้าเป็นท่ีรู้จักกันว่า Termamyl® และมีช่ือสามัญว่า 

diastase และมีช่ือตามระบบว่า α-1,4-glucan 4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1 พบได้ท้ังในพืช 
สัตว์ และคน ซึ่งจะพบในส่วนของน้ าลาย และตับอ่อน มีบทบาทส าคัญในการย่อยสลายโอลิโกแซ็กคา
ไรด์หรือพอลิแซ็กคาไรด์ เช่น แป้งและไกลโคเจน มีความจ าเพาะเจาะจงในการย่อยสลายพันธะ  
α-1,4-glycosidic ในลักษณะตัดภายในสายพอลิเมอร์ได้เป็นกลูแคน (glucan) และเดกซ์ทริน 
(dextrin) ท่ีมีหน่วยกลูโคสประมาณ 2-6 หน่วย (Boer. et al., 1996) 

 β-amylase มีช่ือตามระบบว่า α-1,4-glucan maltohydrolase, EC 3.2.1.2 ซึ่งพบ
ได้ท่ัวไปในพืชช้ันสูง เช่นข้าวบาร์เลย์ท่ีก าลังงอกเป็นข้าวมอลต์ ข้าวสาลี ข้าวไรย์ ถั่วเหลือง และมัน
เทศ และมักพบร่วมกับ α-amylase ปฏิกิริยาการย่อยสลายของ β-amylase จ าเพาะเจาะจงต่อ
พันธะ α-1,4-glycosidic ในลักษณะตัดสายพอลิเมอร์จากปลายสายท่ีไม่มีหมู่รีดิวซ์ทีละ 1 หรือ 2 
โมเลกุล และจะหยุดปฏิกิริยาท่ีพันธะ α-1,6-glycosidic (Boer. et al.,  1996) 
 γ-amylase มีช่ือตามระบบว่า γ-1,4-glucan glucohydrolase, EC 3.2.1.3 เป็น
เอนไซม์ท่ีพบท่ัวไปในจุลินทรีย์ เช่น แบคทีเรีย รา ซึ่งลักษณะท่ีส าคัญของปฏิกิริยาการย่อยสลาย
สตาร์ช คือสามารถย่อยสลายได้หลายพันธะ ได้แก่ α-1,4, α-1,6 และ α-1,3 การตัดสายพอลิเมอร์
เหมือนกับ β-amylase แต่ตัดปลายสายเข้าทีละ 1 หน่วยของกลูโคส ดังนั้นผลผลิตท่ีได้ส่วนใหญ่จะ
เป็นกลูโคส (Pandey. et al., 2000) 

  2.7.4 เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) 
 เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลส  (cellulolytic enzyme) 
ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 กลุ่มหลัก คือเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) เอกโซกลูคาเนส 
(exoglucanase) หรือ เซลโลไอไฮ โดรเลส (cellobiohydrolase) และ บีตา -กลูโคซิ เดส (β-
glucosidase) หรือเซลโลไอเอส (cellobiase) (Bhat, 2000; Karmakar and ray, 2011; เปี่ยมสุข, 
2551)  
 เอนโดกลูคาเนสหรือเอนโด-บีต้า-1,4-กลูคาเนส (E.C.3.2.1.4) มีช่ือตามระบบคือ 1,4-
β-D-glucan-4-glucanohydrolase) ท าหน้าท่ีย่อยโมเลกุลของเซลลูโลสในส่วนท่ีไม่เป็นระเบียบ 
(amorphous) หรือย่อยอนุพันธ์ของเซลลูโลส โดยย่อยสลายพันธะท่ีต าแหน่ง β-1,4-glycosidic 
แบบสุ่ม ท าใหไ้ด้ผลิตภัณฑ์หลายชนิด คือ เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ (cellooligo-saccharides) เซลโล
เพนธาโอส (cellopentaose) เซลโลไตรโอส (cellotriose) เซลโลไบโอส (cellobiose) และกลูโคส  
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 Exoglucanase หรือ Exo-1,4-glucanase พบว่ามักท าหน้าท่ีร่วมกับเอนไซม์ เอน
โดกลูคาเนสในการย่อยโมเลกุลของเซลลูโลส โดยการย่อยสลายเซลลูโลสจากปลายด้านท่ีไม่มีน้ าตาล
รีดิวซ์ (non-reducing) ของเซลลูโลส ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการย่อยสลายส่วนใหญ่ คือ น้ าตาล เซลโล
ไบโอส นอกจากนี้ ยังพบว่าสามารถย่อยสลายเซลลูโลสท่ีจัดตัวอย่างเป็นระเบียบ (microcrystalline 
cellulose) ได้โดยอาศัยการท างานร่วมกับเอนโดกลูคาเนส  
 เอนไซม ์ β-1,4-glucoxynase หรือ cellobiase (E.C.3.2.1.21) เป็นเอนไซม์ท่ีท า
หน้าท่ีย่อยโมเลกุลของเซลโลไบโอส เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ ให้เป็นน้ าตาลกลูโคส แต่ไม่สามารถย่อย
สลายโมเลกุลซับซ้อนขนาดใหญ่ของเซลลูโลสได้โดยตรง  
 กลไกการย่อยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสท้ังในส่วนท่ีเป็นระเบียบ (crystalline) และไม่
เป็นระเบียบ (amorphous) ให้เป็นน้ าตาลกลูโคส โดยเอนไซม์ท้ัง 3 ชนิดร่วมกันแสดงเป็นแผนภูมิได้
ดังรูปท่ี 2.13 

 

รูปที่ 2.13 กลไกการท างานของเซลลูเลส (Karmakar and ray, 2011) 
 

  2.7.5 เอนไซม์ ACCELLERASE 1500 
 เอนไซม์ ACCELLERASE 1500 ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน ได้แก่ 

Exoglucanase, Endoglucanase, Hemi-cellulase, β-glycosidic และอื่นๆ ท่ีสามารถย่อยลิกโน
เซลลุโลสได้เป็นอย่างดี ผลิตจากเช้ือรา Trichoderma reesei ใช้ส าหรับย่อยลิกโนเซลลูโลสใน
อุตสาหกรรมท้ังอุตสาหกรรมพลังงานทางเลือกและอุตสาหกรรมเคมี จัดเป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญ
ต่อการผลิตตัวท าละลาย และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตตัวท าละลายได้สะดวกยิ่งขึ้น ข้อดีของ
เอนไซม์ ACCELLERASE 1500 เมือ่เทียบกับเอนไซม์เซลลูโลสท่ัวไปกล่าวคือสามารถย่อยสารต้ังต้นได้
หลายชนิดท าให้เพิ่มประสิทธิภาพในการย่อย มีกิจกรรมของเอนไซม์ β-glycosidic สูงซึ่งจะช่วยย่อย
เซลโลไบโอสให้เป็นกลูโคสได้ ท าให้เกิดอัตราการย่อยสูงขึ้นและกระบวนการผลิตตัวท าละลายเร็วขึ้นเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โดยประสิทธิภาพในการย่อยเป็นผลมาจากการท างานร่วมกันของเอนไซม์ และการย่อยเกิดไม่สมบูรณ์
หากเอนไซม์ชนิดหนึ่งถูกแยกออกไป (ออนไลน์: http://accellerase.dupont.com/fileadmin/ 
user_upload/live/accellerase/documents/DUP-00413_ProdSheet_1500_web.pdf., วันท่ี
สืบค้น 12 กรกฎาคม 2559) 

 

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 2.8.1 การคัดแยกเชื้อ Clostridium 
  Panitz. et al. (2014) ได้รายงานการคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ์ใหม่ GT6 ท่ีสามารถ
ผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอลซึ่งคัดแยกได้จากตะกอนในแหล่งน้ านิ่ง จากการวิเคราะห์ยีน 
16S rRNA พบว่าสายพันธุ์ GT6 จัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรีย C. tetanomorphum มีความคล้ายคลึงกัน
กับ C. tetanomorphum 4474(T) ถึง 99 เปอร์เซ็นต์  โดยสายพันธุ์ GT6 มีความสามารถในการใช้
คาร์โบไฮเดรตได้หลากหลาย ประกอบด้วย กลุโคส ฟรุกโตส มอลโทส ไซโลส และกลีเซอรอล ในการ
ผลิตบิวทานอล โดยไม่ผลิตอะซิโตน แต่ผลิตเอทานอล กรดบิวทิริก กรดอะซิ ติก และ 1,3-
propanediol ซึ่งเป็นองค์ประกอบของอาหารและสารต้ังต้น ผลิตภัณฑ์หลักท่ีได้จากการหมักโดยใช้
กลีเซอรอลเป็นสารต้ังต้นคือบิวทานอล ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 11.5 กรัมต่อลิตร ท่ีกลีเซอรอล
เริ่มต้น 3 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สามารถผลิตตัวท าละลายรวมได้ถึง 14 กรัมต่อลิตร ภายใน 72 
ช่ัวโมง และยังสามารถเจริญเติบโตได้ท่ีกลีเซอรอลเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ 
   Abd-Alla. et al. (2015) ได้รายงานการคัดแยกเช้ือ Clostridium ท่ีสามารถผลิต 
ABE ซึ่งสามารถคัดแยกเช้ือ Clostridium ได้จ านวน 107 ไอโซเลต จากดินเพาะปลูกพืชทางการ
เกษตรท่ีแตกต่างกันในเมือง Assiut ประเทศ Egypt เมื่อเพาะเล้ียงเช้ือบนอาหาร T6 พบว่ามีเพียง 
80 ไอโซเลต จาก 107 ไอโซเลต ท่ีสามารถผลิต ABE มีค่าระหว่าง 0.036 ถึง 31.89 กรัมต่อลิตร เช้ือ
ท่ีสามารถผลิต ABE ได้สูง ถูกคัดแยกได้จากตัวอย่างดินท่ีเพาะปลูกมันฝรั่ง ซึ่งมีท้ังหมด 27 ไอโซเลต 
ตามด้วยตัวอย่างดินเพาะปลูกข้าวสาลี 18 ไอโซเลต และจากตัวอย่างดินเพาะปลูกหัวหอม 10  
ไอโซเลต ในทางกลับกันมีเช้ือ 3 สายพันธุ์ ท่ีสามารถผลิต ABE ได้มากกว่าเช้ืออ้างอิงคือ  
C. acetobutylicum ATCC 824 ซึ่งผลิต ABE ได้ 11.543 กรัมต่อลิตร จากการวิเคราะห์ฟีโนไทป์
และยีน 16S rRNA ของเช้ือท้ัง 3 ไอโซเลต พบว่าเป็น C. beijerinckii ASU10 (KF372577),   
C. chauvoei ASU55 (KF372580) และ C. roseum ASU58 (KF372581) เมื่อท าการหมักใน
อาหารเหลว T6 พบว่า C. roseum ASU58 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 16.77 กรัมต่อลิตร 
และ ABE 29.81 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 10.34 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 2.70 กรัมต่อลิตร) 
รองลงมาคือ C. beijerinckii ASU10 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 15.66 กรัมต่อลิตร และ 
ABE 31.89 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 14.61 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 1.62 กรัมต่อลิตร) และ  
C. chauvoei ASU55 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 12.92 กรัมต่อลิตร และ ABE 19.24 
กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 4.84 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 1.48 กรัมต่อลิตร) 
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   Al-Shorgani. et al. (2016a) รายงานการคัดแยกเช้ือสายพันธุ์ C. acetobutylicum ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตตัวท าละลายจากดินเพาะปลูกข้าวโดยท าการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA ของ
เช้ือท่ีแยกได้ พบว่ามีความใกล้ชิดกันกับ C. acetobutylicum ATCC 824 ท่ีระดับความใกล้ชิดกัน 
96 เปอร์เซ็นต์ และเรียกเช้ือท่ีคัดแยกได้ว่า C. acetobutylicum YM1 ซึ่งมีความสามารถในการ
ผลิตไบโอบิวทานอลได้ โดยใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย ประกอบด้วย กลูโคส ฟรุกโตส 
ไซโลส อะราบิโนส กลีเซอรอล แลคโตส เซลโลไบโอส แมนนิทอล มอลโตส กาแลคโตส ซูโครส และ
แมนโนส พบว่าเช้ือ C. acetobutylicum YM1 สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดเมื่อหมักโดยใช้ 
ฟรุกโตส (2 เปอร์เซ็นต์โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) เป็นสารต้ังต้นคือ 7.27 กรัมต่อลิตร และ ABE 10.22 
กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.31 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.64 กรัมต่อลิตร) 
   Shin. et al. (2016) รายงานการคัดแยกเช้ือ C. kogasensis sp. จากดินใต้ท่อขนส่งก๊าซ
ธรรมชาติท่ีเกิดการสึกกร่อน ได้ค้นพบแบคทีเรีย 2 สายพันธุ์ คือ YHK0403T และ YHK0508 เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ เจริญเติบโตแบบไม่ใช้ออกซิเจน (obligately anaerobic) สามารถสร้างสปอร์ได้ 
เซลล์รูปท่อน และสามารถเคล่ือนท่ีไ ด้โดยแฟลกเจลลาท่ีอยู่ รอบเซลล์ จากการวิ เคราะห์ 
Phylogenetic บริเวณล าดับยีน 16S rRNA แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียท้ัง 2 สายพันธุ์ อยู่ในสกุล 
Clostridium มีช่ือว่า C. kogasensis (สายพันธุ์ YHK0403T= KCTC 15258T= JCM 18719T) และมี
ความใกล้ชิดกับเช้ือ 4 สายพันธุ์คือ C. scatologenes KCTC 5588T (95.8 เปอร์เซ็นต์) C. magnum 
KCTC 15177T (95.8 เปอร์เซ็นต์) C. drakei KCTC 5440T (95.7 เปอร์เซ็นต์) และ C. tyrobutyricum 
KCTC 5387T (94.9 เปอร์เซ็นต์) จากกระบวนการหมักกลูโคสด้วยเช้ือท่ีคัดแยกได้สามารถผลิตกรด
บิวทิริกได้ 12.2 มิลลิโมล และกรดอะซิติก 9.8 มิลลิโมล และพบว่าสามารถผลิตบิวทานอลและเอทา
นอลได้แต่ไม่ได้ท าการประมวลเคราะห์ผลในรายงานฉบับนี้ 

 2.8.2 การใช้วัสดุเหลือทิ้งจากการเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรมมาเป็นสารต้ังต้นในการ
หมัก ABE 
   Thang. et al. (2010) ได้รายงานการหมัก ABE โดยใช้แป้งมันส าปะหลังและมัน
ส าปะหลังเส้นเป็นสารต้ังต้น ด้วยเช้ือ C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 ในการหมักแบบ 
batch ในถังหมักขนาด 1 ลิตร ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเช้ือ C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 มี
ความสามารถในการใช้แป้งมันส าปะหลังและมันส าปะหลังเส้นในการผลิต ABE ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ คือสามารถผลิต ABE ได้ 21.0 กรัมต่อลิตร (บิวทานอล 16.9 กรัมต่อลิตร) และ 19.4 
กรัมต่อลิตร (บิวทานอล 15.5 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้กลูโคสในหมัก
สามารถผลิต ABE ได้ 24.2 กรัมต่อลิตร (บิวทานอล 16.2 กรัมต่อลิตร) 
  Abd-Alla and El-Enany (2012) ใช้อินทผาลัมท่ีเน่าเสียมาใช้เป็นสารต้ังต้นใน
กระบวนการผลิตABE จากเช้ือสองชนิด คือ C. acetobutylicum ATCC 824 และ Bacillus 
subtilis DSM 4451 ซึ่ง B. subtilis จะใช้ O2 ในการเจริญเติบโต และช่วยรักษาสภาวะไร้ออกซิเจนใน
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ระหว่างการผลิต ABE ของ C. acetobutylicum ATCC 824 จากการหมักโดยใช้อินทผลัมบด 75 
กรัมต่อลิตร พบว่าเมื่อหมักโดยใช้เช้ือผสม 2 ชนิด ท าให้ได้ผลผลิต ABE มากกว่าการหมักโดยใช้เช้ือ 
C. acetobutylicum ATCC 824 เพียงชนิดเดียว คือสามารถผลิต ABE ได้มากท่ีสุด 21.56 กรัมต่อ
ลิตร (บิวทานอล 14.90 กรัมต่อลิตร อะซิโตน 5.80 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.86 กรัมต่อลิตร) 
และมีอัตราการผลิต ABE 0.30 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง โดยไม่มีการเติม reducing agent และเติมก๊าซ 
N2 เข้าไป แต่มีการเติมสารสกัดจากยีสต์ (Yeast extract) 5 กรัมต่อลิตร หรือแอมโมเนียมไนเตรต 
1.6 กรัมต่อลิตร เพื่อท าให้อัตราการผลิต ABE เพิ่มขึ้น  
   Abd-Alla. et al. (2015) ได้รายงานการใช้อินทผาลัมท่ีตกมาตรฐานมาใช้เป็นสารต้ังต้น
ในการหมัก ABE ด้วยเช้ือท่ีคัดแยกได้ 3 สายพันธุ์ คือ C. beijerinckii ASU10, C. chauvoei ASU55 
และ C. roseum ASU58 จากการใช้อินทผาลัม (น้ าตาล 36 กรัมต่อลิตร) ในกระบวนการหมัก พบว่า 
C. beijerinckii ASU10 ให้ผลผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 16.10 กรัมต่อลิตร และ ABE 24.07 กรัม
ต่อลิตร (อะซิโตน 7.4 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.51 กรัมต่อลิตร) ในขณะท่ีเช้ือ C.roseum 
ASU58 และ C. chauvoei ASU55 ผลิตบิวทานอลได้ 13.87 และ 9.86 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่ง 
C. acetobutylicum ATCC 824 ผลิตบิวทานอลได้ 9.71 กรัมต่อลิตร จากการศึกษาครั้งนี้ ช้ีให้เห็น
ว่าเช้ือ C. beijerinckii ASU10 และ C. roseum ASU58 มีประสิทธิภาพในการผลิต ABE จากอินท
ผาลัมได้ นอกจากนี้การใช้สารต้ังต้นโดยปราศจากการเสริมส่วนประกอบอื่นของอาหารนับว่าเป็นสาร
ต้ังต้นท่ีต้องการในการผลิต ABE ทางการค้า 
   Ndaba and Marx (2015) ได้รายงานการผลิตไบโอบิวทานอลและกรดอินทรีย์จาก
น้ าข้าวฟ่างหวาน ด้วยเช้ือ C. acetobutylicum และ C. tetanomorphum โดยใช้หัวเช้ือ 3 
เปอร์เซ็นต์ 5 เปอร์เซ็นต์ และ 10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร และอัตราส่วนระหว่างเช้ือสองสายพันธุ์
เป็น 3:10, 10:3, 6.5:6.5, 3:3 และ 10:10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร สามารถผลิตบิวทานอลได้ความ
เข้มข้นสูงสุดเท่ากับ 6.49 กรัมต่อลิตร หลังจากการหมัก 96 ช่ัวโมง โดยเช้ือ C. acetobutylicum 
เพียงชนิดเดียวที่ความเข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ และจากการหมักด้วยเช้ือ C. etanomorphum ท่ีความ
เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ สามารถผลิตกรดบิวทิริกได้มากกว่า 5 กรัมต่อลิตร หลังจากการหมักส้ินสุดลง 
พบว่าค่า pH ของอาหารเล้ียงเช้ือลดลงจาก 6.5 เป็น 4.6 ผลเนื่องจากการสร้างกรดอินทรีย์ใน
กระบวนการหมัก และเมื่อท าการหมักด้วยเช้ือท้ังสองสายพันธุ์ท่ีอัตราส่วน 6.5:6.5 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร สามารถผลิตกรดแลคติกได้ 2.7 กรัมต่อลิตร อีกท้ังเช้ือท้ังสองสายพันธุ์นี้สามารถใช้น้ าตาล
กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครสในการหมักได้ 
   Al-Shorgani. et al. (2016a) ได้คัดแยกเช้ือ C. acetobutylicum YM1 ซึ่งมีความสามารถ
ในการผลิตไบโอบิวทานอล โดยใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย และยังสามารถใช้โพลิแซคคา
ไรด์ เช่น แป้ง และเซลลูโลสในการผลิตไบโอบิวทานอลได้อีกด้วย โดยมีความสามารถในการผลิตไบโอ
บิวทานอลจากของเสียทางอุตสาหกรรมเกษตร เช่น ร าข้าว (rice bran) ร าข้าวท่ีสกัดน้ ามันออก  
(de-oiled rice bran) น้ าท้ิงจากโรงงานปาล์มน้ ามัน และกากเนื้อเมล็ดในปาล์ม (palm kernel 
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cake) สามารถการผลิตไบโอบิวทานอลได้ความเข้มข้นสูงสุด 3.49 กรัมต่อลิตร และ ABE 5.31 กรัม
ต่อลิตร จากการหมักโดยใช้ร าข้าวท่ีสกัดน้ ามันออก (de-oiled rice bran) (น้ าตาล 10.5 กรัมต่อ
ลิตร) ดังนั้นจึงสามารถใช้เช้ือสายพันธุ์นี้ในการผลิตไบโอบิวทานอลโดยใช้แหล่งคาร์บอนจากของเสีย
ทางการเกษตรเพื่อผลิตพลังงานทดแทนได้ 

 2.8.3 สภาวะที่เหมาะสมต่อการหมัก ABE 
   Chua. et al. (2013) ได้รายงานการผลิต ABE โดยการหมักของเช้ือ Clostridium sp. 
G117 ท่ีคัดแยกได้ ท่ีค่า pH เริ่มต้นแตกต่างกันคือ 5.0, 5.5 และ 6.0 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) พบว่า
การหมักท่ีค่า pH เริ่มต้น 6.0 ให้ผลผลิตบิวทานอลมากท่ีสุดคือ 6.45 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ pH 
เริ่มต้น 5.5 ผลิตบิวทานอลได้ 6.45 กรัมต่อลิตร เมื่อท าการหมักโดยใช้สารสกัดจากยีสต์ (yeast 
extract) 0.4 เปอร์เซ็นต์ ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ท าให้สามารถผลิตบิวทานอลได้ 8.25 กรัมต่อลิตร และ
ผลผลิตบิวทานอลเพิ่มขึ้นเป็น 13.50 กรัมต่อลิตร เมื่อเพิ่มความเข้มข้นกลูโคสเป็น 60 กรัมต่อลิตร 
(pH เริ่มต้น 6.0 และสารสกัดจากยีสต์ 0.4 เปอร์เซ็นต์) 
   Al-Shorgani. et al. (2016b) ได้รายงานการวิจัยการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต 
บิวทานอลโดยเช้ือ C. acetobutylicum YM1 จากการเพาะเล้ียงแบบ batch ซึ่งได้ศึกษาผลของ
ความเข้มข้นของกลูโคส การเพิ่มกรดบิวทิริก และอัตรา C/N โดยการศึกษาทีละปัจจัย อย่างไรก็ตาม
การทดสอบความเข้มข้นของกลูโคส การเพิ่มกรดบิวทิริก และอัตรา C/N เพื่อเหมาะสมต่อการผลิต 
บิวทานอลโดยใช้ response surface methodology (RSM) วางแผนการทดลองแบบ central 
composite design (CCD) และใช้สมการถดถอยแบบโพลีโนเมียลแบบใช้เวลาก าลังสอง น ามาใช้ใน
การวิเคราะห์ข้อมูลในการทดลองโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ท่ีระดับนัยส าคัญ 
p<0.0001 ต่อความเข้มข้นของกลูโคส ความเข้มข้นบิวทิริก และความเข้มข้นของบิวทานอล จากการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าสภาวะท่ีเหมะสมต่อการผลิต ABE คือการหมักท่ีความเข้มข้นกลูโคส 50 กรัม
ต่อลิตร  ค่า C:N ratio คือ 65 และกรดบิวทิริก 8.7 กรัมต่อลิตร ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้ 13.82 
กรัมต่อลิตร และผลผลิตบิวทานอลเพิ่มขึ้นเป็น 17 กรัมต่อลิตร และ ABE 21.71 กรัมต่อลิตร เมื่อ
หมักในถังหมักขนาด 5 ลิตร ท่ีมีปริมาตรอาหาร 3 ลิตร  
   Al-Shorgani. et al. (2015) รายงานว่าเช้ือ C. acetobutylicum YM1 ท่ีคัดแยกได้มี
คุณสมบัติเป็นเอกลักษณ์ในการผลิตไบโอบิวทานอลจากกลูโคสภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน และยังมี
ความสามารถในการเจริญเติบโตได้ดีและผลิตไบโอบิวทานอลได้ความเข้มข้นสูงในสภาวะความเข้มข้น
ของออกซิเจนท่ีละลายน้ า (dissolved oxygen; DO) ท่ีแตกต่างกัน จากการวิจัยได้รายงานการ
เจริญเติบโตและการผลิตตัวท าละลายในถังหมักขนาด 5 ลิตร พบว่าการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะไร้
ออกซิเจนมีความคล้ายคลึงกันกับการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะใช้ออกซิเจน (100% DO อิ่มตัวเริ่มต้น) 
ซึ่งได้ผลผลิตบิวทานอลสุดท้ายคือ 12.18 และ 12.30 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ การเพิ่มผลผลิตไบโอบิว
ทานอลโดย YM1 ท าได้โดยใช้ reducing agent และเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีมีออกซิเจน อีกท้ังสาย
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พันธุ์ YM1 ยังมีความแตกต่างทางคุณสมบัติทางของเอนไซม์ ซึ่งท าหน้าท่ีในการต้านอนุมูลอิสระของ
ออกซิเจน เช่น superoxide dismutase (SOD)  catalase และ NADH/NADPH oxidases ท าให้
ง่ายต่อการผลิตไบโอบิวทานอล โดยไม่จ าเป็นต้องอัดแก๊สไนโตรเจน 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 
 3.1.1 ตัวอย่างและวัสดุที่ใช้ในงานวิจัย  
  ตัวอย่างตะกอนดินในแหล่งน้ าบริเวณสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง เขตลาดกระบัง จังหวัดกรุงเทพมหานคร ข้อมูลแสดงดังรูปท่ี 3.1 และตารางท่ี 3.1 
  ตัวอย่างดินเพาะปลูกทางการเกษตรจากแหล่งเพาะปลูกพืชต่างๆ ได้แก่ สับปะรด 
ข้าวโพด แคนตาลูป ถั่วฝักยาว ข้าว ถั่วเหลือง และมันส าปะหลัง อ าเภอแม่ใจ จังหวัดพะเยา ข้อมูล
แสดงดังตารางท่ี 3.1 
  เปลือกเผือก ได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัท เพรซิเดนท์ เบเกอรี่ จ ากัด (มหาชน) นิคม
อุตสาหกรรมลาดกระบัง จังหวัดกรุงเทพมหานคร  

 

รูปที่ 3.1 แผนท่ีในการเก็บตัวอย่างตะกอนดินในแหล่งน้ าบริเวณสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้า 
    เจ้าคุณทหารลาดกระบัง: 1; สระน้ าหลังอาคารเรียนตึกพระเทพฯ; 2, สระน้ าหน้าคณะ 
    เทคโนโลยีการเกษตร; 3, สระน้ าท่ีแปลงเกษตรคณะเทคโนโลยีการเกษตร; 4, สระน้ าบริเวณ 
    ทางเข้าคณะวิศวกรรมศาสตร์; 5, สระน้ าท่ีสวนพระนคร; 6, สระน้ าท่ีคณะสถาปัตยกรรม 
    ศาสตร์; 7, สระน้ าท่ีโรงอาหารคณะอุตสาหกรรมเกษตร 

 1 

2 
3 

4

6 

7 

5 
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ตารางที่ 3.1 ข้อมูลการเก็บตัวอย่างตะกอนดินในแหล่งน้ าและดินเพาะปลูกพืช 
ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย พิกัดในการเก็บตัวอย่าง วันที่เก็บตัวอย่าง 
 
 
ตะกอนดิน 
ในแหล่งน้ า 

สระน้ าหลังอาคารเรียนตึกพระเทพฯ 13°43'52.5"N 100°46'34.2"E 16 ธันวาคม 2558 
สระน้ าหน้าคณะเทคโนโลยีการเกษตร 13°43'48.7"N 100°46'53.2"E 13 มกราคม 2559 
สระน้ าท่ีแปลงเกษตรคณะเทคโนโลยีการเกษตร 13°43'46.8"N 100°47'02.3"E 13 มกราคม 2559 
สระน้ าบริเวณทางเข้าคณะวิศวกรรมศาสตร์ 13°43'35.7"N 100°46'37.8"E 13 มกราคม 2559 
สระน้ าท่ีสวนพระนคร 13°43'15.8"N 100°46'52.0"E 20 มกราคม 2559 
สระน้ าท่ีคณะสถาปัตยกรรมศาสตร์ 13°43'33.9"N 100°46'35.5"E 13 มกราคม 2559 
สระน้ าท่ีโรงอาหารคณะอุตสาหกรรมเกษตร 13°43'30.4"N 100°46'49.4"E 13 มกราคม 2559 

 
 
 
ดินเพาะปลูกพืช 

สับปะรด  19°25'21.1"N 99°44'02.7"E 16 เมษายน 2559 
ข้าวโพด 19°25'25.5"N 99°44'13.7"E 16 เมษายน 2559 
แคนตาลูป 19°25'27.8"N 99°44'05.1"E 16 เมษายน 2559 
ถั่วฝักยาว 19°25'28.2"N 99°44'07.6"E 16 เมษายน 2559 
ข้าว 19°24'10.7"N 99°45'10.9"E 17 เมษายน 2559 
ถั่วเหลือง 19°24'14.3"N 99°45'11.9"E 17 เมษายน 2559 
มันส าปะหลัง 19°24'17.9"N 99°45'14.9"E 17 เมษายน 2559 
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 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
  อาหาร Reinforced Clostridia Medium (RCM, DifcoTM) (ภาคผนวก ก) ใช้เพาะเล้ียง
เพื่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย การคัดแยกแบคทีเรียในตัวอย่างน้ าและดินตามรายงานของ Al-
Shorgani. et al. (2015) และใช้เก็บรักษาแบคทีเรียท่ีอุณหภูมิ -20 และ -80 องศาเซลเซียส 
  อาหาร T6 (30% glucose) ซึ่งดัดแปลงจากอาหาร TYA (ภาคผนวก ก) ตามรายงานของ 
Ogata. et al. (1973) ใช้เพื่อทดสอบการผลิตอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล (Acetone butanol 
ethanol, ABE)   
   อาหาร GYCC และ P2 (ภาคผนวก ก) ใช้เพื่อศึกษาความเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
และความสามารถในการผลิต ABE ของเช้ือท่ีได้รับการคัดเลือก  

 3.1.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
   Chemical reagent   Company 
   Paraffin oil    Sigma-aldrich, Germany 
   กลีเซอรอล (Glycerol)   Merck, Germany 
   แผ่นดูดออกซิเจน (Anaerocult® A) Merck, Germany 
    Methylene blue   Unilab, Australia 
   Gram iodine    Merck, Germany 
   Safanin O    Merck, Germany 
   Malachite green   DC find Chemical, London 
   Sodium nitropruside   Merck, Germany 
   Sulfuric acid    QReCTM, New Zealand 
   Acetone    Fisher Scientific, U.K. 
   Butanol    Sigma-aldrich, USA 
   Ethanol    Macron fine chemicalTM, U.S.A 

 3.1.4 อุปกรณ์และเคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 
        Equipment          Company 
เครื่องเก็บตัวอย่างน้ าแบบแนวขวาง 
แอนแอโรบิก จาร์ (Anaerobic jar) 
เครื่องผสมสาร (Vortex) 
โถดูดความช้ืน (Desiccator) 
 
ตู้อบลมร้อน (hot air oven) 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) 

Water Sampler, Horizontal,Thailand 
Merck, Germany 
รุ่น Vortex-Genie® 2, Scientific Industries, U.S.A 
รุ่น W/plast. Knob diameter 290 mm, Simax, 
North America 
รุ่น UN110, Memmert, Germany 
รุ่น pH500, Clean,Taiwan 
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        Equipment 
Anaerobic chamber 
 
เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) 

        Company 
รุ่น White DG250 Anaerobic Work station, Don 
Whitley Scientific, England 
Hermle Z 383 K, Germany 
Memmert WNB 45, Germany 

ก๊าซไนโตรเจน 99.99% 
ก๊าซผสม (10% H2, 10% CO2, 80% N2) 
หม้อนึ่งอัดไอน้ า (Autoclave) 
เครื่องช่ังน้ าหนักทศนิยม 4 ต าแหน่ง 
ออโต้ปิเปตต์ (Autopipettes)     
เครื่อง HPLC 
ตัวกรองสารขนาดรู 0.22ไมโครเมตร 
ชุดกรองสุญญากาศ 
กระดาษกรองสาร Cellulose Acetate 
ขนาดรู 0.20ไมโครเมตร 
เครื่องบด Retsch  

Thonburiwattana, Thailand 
เอส.ไอ.เทคโนโลยี, Thailand 
รุ่น ES-315, Tomy Seiko, Japan 
รุ่น BSA224S-CW, Sartorius, Germany 
รุ่น Discovery, Hight Tech Lab, Poland 
Shimadzu, Japan 
Minisart®, Sartorius Stedim Biotech, Germany 
Whatman, England 
Sartorius stedim Biotech, Germany 
 
รุ่น SK100, Germany 

 
3.2 วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 3.2.1 การเก็บตัวอย่าง 
  3.2.1.1 การเก็บตัวอย่างตะกอนกินในแหล่งน้ า 
  เก็บตัวอย่างตะกอนดินในน้ านิ่งตามแหล่งธรรมชาติ (บึงขนาดเล็กหรือสระ) 7 
แหล่งๆ ละ 5 บริเวณ ท่ีระดับความลึก 0.5 ถึง 1 เมตร ด้วยเครื่องเก็บตัวอย่างน้ าแบบแนวขวางขนาด 
1 ลิตร รินใส่ขวดปริมาตร 60 มิลลิลิตร ให้เต็มขวด ปิดฝาให้สนิทแล้วพันด้วย Parafilm® เมื่อท าการ
เก็บตัวอย่างเสร็จเรียบร้อยแล้ว ให้น าตัวอย่างมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว RCM ทันที 
 3.2.1.1 การเก็บตัวอย่างดิน 
 เก็บตัวอย่างดินในแปลงเพาะปลูกทางการเกษตรพืช 7 ชนิด ได้แก่ สับปะรด 
ข้าวโพด แคนตาลูป ถั่วผักยาว ข้าว ถ่ัวเหลือง และมันส าปะหลัง ชนิดละ 5 หลุม ท่ีระดับความลึก 0.5 
เมตร แต่ละหลุมห่างกันอย่างน้อย 10 เมตร เก็บตัวอย่างดินใส่ถุงซิปล็อคให้เต็มถุงและปิดให้สนิท 
จากนั้นน ามาละลายในน้ ากล่ันท่ีฆ่าเช้ือแล้วปริมาตร 5 มิลลิลิตร (Montoya. et al., 2000) 

 3.2.2 การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียและสภาวะในการเจริญเติบโต 
 เพาะเล้ียงแบคทีเรียโดยการปิเปตตัวอย่างน้ าท่ีมีตะกอนดินหรือสารแขวนลอยของ
ตัวอย่างดิน 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดอาหารเหลว RCM 5 มิลลิลิตร และปิดทับด้วย paraffin oil ท่ีฆ่า
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เช้ือแล้ว น าไป heat shock เพื่อก าจัดเช้ือท่ีไม่สามารถสร้างสปอร์ได้ โดยบ่มใน water bath ท่ี
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นน ามาแช่ในน้ าแข็งทันที ท้ิงไว้นาน 10 
นาที น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน (Abd-Alla. 
et al., 2015) 

 3.2.3 การแยกเชื้อ Clostridium 
  ถ่ายเช้ือท่ีเจริญเติบโตลงในเพลทอาหารแข็ง RCM ด้วยวิธีการ streak plate โดยใช้ 
ไมโครปิเปตดูดส่วนอาหารท่ีมเีช้ือเจริญเติบโตมา 300 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด eppendorf ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร แล้วจึงท าการ streak เพื่อป้องกันการปนเปื้อนของ paraffin oil น าเพลทไปบ่มใน 
anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
หลังจากนั้นท าการแยกเช้ือในแต่ละเพลทเพื่อให้ได้เป็นโคโลนีเด่ียว โดยการแยกเช้ือจากการสังเกต
ลักษณะโคโลนีท่ีแตกต่างกัน เช่น สี ความมันวาว ขนาด พื้นผิว และลักษณะขอบโคโลนี เป็นต้น โดย
แยกเช้ือมา streak ลงบนเพลทอาหารแข็ง RCM แล้วน าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นถ่ายเช้ือท่ีเจริญเติบโตลงใน
หลอดอาหารเหลว RCM แล้วปิดทับด้วย Paraffin oil ท่ีฆ่าเช้ือแล้ว โดยท าการถ่ายเช้ือจ านวน 2 ซ้ า 
เพื่อน าไปใช้ในการคัดแยกเช้ือและเก็บเป็น stock เพื่อป้องกันการปนเปื้อนจากการคัดแยก ท าการ 
heat shock ด้วยการต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที และท าให้เย็นทันทีโดยการแช่ในน้ าแข็ง 
เพื่อให้แน่ใจว่าเช้ือท่ีได้เป็นเช้ือท่ีสามารถสร้างสปอร์ได้ท้ังหมด แล้วน าไปบ่ม ใน anaerobic 
chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นท าการ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์และลักษณะของเช้ือด้วยวิธีการย้อมแกรม (Gram stain) และย้อมเอ็นโด
สปอร์ (endospore stain) (ภาคผนวก ข) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ท าการคัดเลือกเช้ือท่ีย้อมติดสี 
แกรมบวก (Gram positive) เซลล์รูปท่อน (rod shaped cells) สร้างสปอร์ และผลิตแก๊สในขณะ
เพาะเล้ียงเพื่อน าไปศึกษาในขั้นตอนต่อไป ถ้าหากตรวจสอบแล้วพบว่าเช้ือท่ีคัดแยกได้ยังไม่มีความ
บริสุทธิ์ให้ท าการแยกเช้ือดว้ยวิธี streak plate อีกครั้งตามวิธีท่ีกล่าวดังขั้นต้น 
  ท าการคัดแยกเช้ือท่ีสามารถผลิตอะซิโตน โดยน าเช้ือท่ีย้อมติดสีแกรมบวก (Gram positive) 
เซลล์รูปท่อน (rod shaped cells) และสร้างสปอร์ มาเพาะเล้ียงบนเพลทอาหารแข็ง T6 หรืออาหาร
เหลว T6 แล้วบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้
สภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นน ามาทดสอบการผลิตอะซิโตน (Acetone test) โดยการหยด 5 
เปอร์เซ็นต์ Sodium nitropruside 1 หยด บนเพลทเพาะเล้ียงเช้ือหรือในหลอดเพาะเล้ียงเช้ือตาม
ด้วย Ammonium hydroxide 25 เปอร์ เซ็นต์  2-3 หยด ถ้าเ ช้ือมีการผลิตอะซิโตนจะท าให้
สารละลายเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีม่วงแดง (Calam, 1980)  
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 3.2.4 การคัดเลือกสายพันธุ์ Clostridium sp. ที่สามารถผลิต ABE ได้สูง 
  ถ่ายเช้ือท่ีมีการผลิตอะซิโตนจากหลอดท่ีเก็บเป็น stock ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร
เหลว RCM ปริมาณ 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วัน ภายใต้สภาวะไรอ้อกซิเจน จากนั้นท าการ Streak ลงบนเพลทอาหารแข็ง RCM แล้ว
บ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วันภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
จากนั้นถ่ายเช้ือปริมาณ 1 ลูป ลงในหลอดอาหารเหลว T6 ท่ีมีปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มใน 
anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 192 ช่ัวโมง (8 วัน) ภายใต้สภาวะไร้
ออกซิเจน (Abd-Alla. et al., 2014) โดยท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า และวิเคราะห์ผลการวิจัยด้วย
เครื่อง HPLC 
  ประเมินผลโดยเก็บรวบรวมผลการผลิต ABE ของไอโซเลตท่ีแยกได้ มาท าการวิเคราะห์
เพื่อหาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics 
V. 23 โดยใช้วิธีวิเคราะห์ของ Duncan’s เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีการผลิต ABE ได้สูง 
  น าเช้ือท่ีได้รับการคัดเลือกมาเพาะเล้ียงในหลอดอาหารเหลว RCM ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
และบนเพลทอาหารแข็ง RCM น าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 วันภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน และเก็บรักษาในกลีเซอรอล 50 เปอร์เซ็นต์ (Al-Shorgani. et 
al., 2016b) ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 3.2.5 วิเคราะห์การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic Analysis) 
  น าเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิต ABE มาทดสอบการเกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
โดยท าการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหาร blood agar (ภาคผนวก ก) จากนั้นน าไปบ่มใน anaerobic 
chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน หากตรวจพบ
โคโลนีท่ีสามารถเกิดการย่อยเม็ดเลือดแดงได้ (อาหารเปล่ียนเป็นสีเหลืองบริเวณท่ีเช้ือเจริญ) ให้ท า
การฆ่าเช้ือด้วย autoclave ทันที 

 3.2.6 ระบุสายพันธุ์เชือ้ Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ด้วยยีน 16S rRNA 
   วิเคราะห์ยีน 16S rRNA ของเช้ือ Clostridium spp. ท่ีได้รับการคัดเลือกจากการ
ประเมินผลการผลิต ABE สูงท่ีสุดสองล าดับ ด้วยการสกัดดีเอ็นเอและท าจีโนมิกให้บริสุทธิ์เพื่อน าไปใช้
ในการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์และระบุสายพันธุ์  
  3.2.6.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction)  
   โดยการใช้ชุดสกัด Presto™ Mini gDNA Bacteria kit (Geneaid, Taiwan) ซึ่งมี
ขั้นตอนการสกัด ดังนี้ เตรียมตัวอย่างโดยการน าตัวอย่างเช้ือ 1 ลูป ใส่ในสารละลาย G+ buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ในหลอดปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 14,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทส่วนใสท้ิงแล้วเติม G+ buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้ว
เติม Lysozyme ปริมาตร 0.8 มิลลิกรัมต่อ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มท่ี 37 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ในระหว่างบ่มนั้นท าการกลับหลอดทุก 10 นาที เมื่อครบเวลาท่ีก าหนด
แล้วน ามาเติมเอนไซม์ proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มท่ี 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที และท าการกลับหลอดทุก 3 นาที จากนั้นท าการ lysis โดยการเติม GB buffer 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มท่ี 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และท า
การกลับหลอดทุก 3 นาที พร้อมกับการท าการบ่ม Elution Buffer (pre-heat) ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร เพื่อน าไปใช้ในขั้นตอน Elution เมื่อบ่มเสร็จแล้วน ามาก าจัด RNA โดยการเติมเอนไซม์ 
Rnase A ปริมาตร 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วบ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ต่อไปเข้าสู่
ขั้นตอน DNA Binding โดยการเติมเอทานอลปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ใน GD column แล้วปั่น
เหวี่ยงท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ท าการล้าง DNA โดยการเติม W1 buffer ปริมาตร 
400 ไมโครลิตร ใน GD column แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ท าการ
เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 
วินาที และท าการปั่นเหวี่ยงหลอด GD column เปล่าอีกครั้งท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 
นาที เข้าสู่ขั้นตอน elution โดยการเติม pre-heated Elution buffer 100 ไมโครลิตร แล้วบ่มท่ี
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที และน าไปป่ันเหวี่ยงอีกรอบท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที 
เพื่อชะ DNA ให้บริสุทธิ์ จึงได้เป็น Genomic DNA 
  3.2.6.2 การทดสอบจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟรีซีส (agarose gel 
electrophoresis) 
   น าจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อ 3.2.6.1 มาวิเคราะห์ในอะกาโรสเจล 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
ซึ่งละลายในบัฟเฟอร์ Tris-borate-EDTA (TBE) pH 0.8 (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ด้วย
การให้ความร้อนจากไมโครเวฟ เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท าให้เย็นลงจนอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
แล้วเทเจลลงในถาดเจล (Gel chamber) ท้ิงให้เจลแข็งตัวท่ีอุณหภูมิห้อง และท าการผสมสารละลาย
ดีเอ็นเอกับ 6x Loading dye (ภาคผนวก ค) ในอัตราส่วน 1 ต่อ 4 โดยใช้ 100 bp DNA Ladder 
(Invitrogen, USA)  เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน ให้กระแสไฟฟ้าท่ีมีความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็น
เวลา 30 นาที น าเจลมาย้อมด้วยสารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วล้างแผ่นเจลด้วยน้ าเป็นเวลา 10 นาที หลังจากนั้นท าการตรวจสอบแถบดีเอ็น
เอด้วยเครื่อง Gel documentation (Syngene genious; Bio Imaging System) 
  3.2.6.3 การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 
  น าสารละลายดีเอ็นเอมาเจือจางด้วยน้ ากล่ัน แล้วท าการวัดค่าการดูดกลืนแสง
อัลตราไวโอเลตท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยค่า
การดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) ส าหรับดีเอ็นเอ 
และ 280 นาโนเมตร (A280) ส าหรับโปรตีน (Cseke et al., 2004) พิจารณาคุณภาพของดีเอ็นเอได้
จากค่า A260/A280 เพื่อประเมินความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอหลังจากการสกัด ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์สูง
จะมีค่า A260/A280 เท่ากับ 1.8-2 (Sambrook. et al. 1989) 
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  3.2.6.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase 
Chain Reaction; PCR) 
    ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้
เครื่อง PCR-thermal cycle (Biometra, Germany) และใช้ชุด universal primer คือ 27F (5’-
AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ขนาน 20 bp และ 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG 
ACT T-3’) ขนาน 19 bp (Lane. et al., 1985) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณเป้าหมาย โดยมี
ปริมาตรของปฏิกิริยาท้ังหมด 25 ไมโครลิตรต่อ 1 reaction ส่วนประกอบของสารละลายส าหรับท า
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ แสดงดังตารางท่ี 3.1 (PCR Protocol for Taq DNA Polymerase with Standard 
Taq Buffer, New England Biolabs® inc) 

ตารางที่ 3.2 ส่วนประกอบของสารละลายในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์  
สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 

10x EF-Taq rection buffer 2.5 1x 
10 mM dNTP 0.5 0.2 mM 
10 µM Primer 27F 0.5 0.2 µM 
10 µM Primer 1492R 0.5 0.2 µM 
5 U/µL EF-Taq DNA polymerase 0.125 0.025 U 
100 ng/µL DNA template 2  
น้ ากล่ัน 18.875  
รวม 25  

 ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ โดยการผสมส่วนประกอบของ
ปฏิกิริยาลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ซึ่งส่วนประกอบต่างๆ ของปฏิกิริยาแสดงในตารางท่ี 
3.1 ในการท าพีซีอาร์แต่ละครั้งจะท าการผสมส่วนประกอบท้ังหมด (Master mixture) ลงในหลอด
เดียวกันในปริมาณท่ีพอเพียงกับจ านวนตัวอย่างก่อนยกเว้นดีเอ็นเอต้นแบบ แล้วจึงแบ่งใส่หลอดพีซี
อาร์ในแต่ละหลอด จากนั้นจึงเติมดีเอ็นเอต้นแบบของแต่ละตัวอย่างลงไป น าส่วนผสมท่ีได้เข้า
เครื่องพีซีอาร์ โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาในเครื่องส าหรับแต่ละขั้นตอน ดังต่อไปนี้ 

1) Initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อเตรียมดีเอ็นเอ
ต้นแบบให้แยกเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวอย่างสมบูรณ์ 

2) Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาทีเพื่อท าให้ดีเอ็นเอเสีย
สภาพแยกเป็นสายเด่ียว 

3) Primer annealing ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที เพื่อท าให้สายดีเอ็นเอ
ต้นแบบจับกับไพรเมอร์ได้อย่างเหมาะสม 
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4) Primer extention ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาทีเพื่อให้มีการ
เพิ่มจ านวนล าดับนิวคลีโอไทป์จากการจับตัวกันกับตัวอย่างท่ีเหมาะสมของไพรเมอร์และดี
เอ็นเอต้นแบบ 

 โดยท าซ้ าขั้นตอนท่ี 2-4 จ านวน 35 รอบ เมื่อปฏิกิริยาพีซีอาร์ท างานครบ 35 
รอบ ก่อนส้ินสุดปฏิกิริยา (Final extention) ให้คงไว้ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที
ซึ่งถือได้ว่าข้ันตอนการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เสร็จส้ินอย่างสมบูรณ์ และเก็บรักษาผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR 
product) ไว้ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส (hold) 
 ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการท าเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้เทคนิคอะกาโรส
เจลอิเล็กโตโฟรีซีส (agarose gel electrophoresis) ด้วยเครื่องอิเล็กโตโฟรีซีส (Electrophoresis; 
Gel Mate 2000) ดังหัวข้อท่ี 3.2.8.2 และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์ท่ีบริษัท Bioneer ประเทศ
เกาหลีใต้ โดยใช้ 4 primer ในการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์ คือ 27F (5’-AGA GTT TGA TCC 
TGG CTC AG-3’), 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’), 518F (5' CCA GCA GCC 
GCG GTA ATA CG 3') และ 800R (5' TAC CAG GGT ATC TAA TCC 3') 

 3.2.7 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของเชื้อ Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ 
  น าล าดับนิวคลีโอไทป์ของยีน 16S rRNA ท่ีได้รับจากการส่งวิเคราะห์มาท าการตัดแต่ง
ล าดับนิวคลีโอไทป์ด้วยโปรแกรม BioEdit version 7.0.9.0 มีขั้นตอนดังนี้ 
  ท าการเปิดโปรแกรม BioEdit แล้วจึงเปิดไฟล์ (.txt) ของล าดับนิวคลีโอไทป์ 27F และ 
518F เพื่อท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์ระหว่างเส้น Forward โดยเปิด Accesory 
Application และ เ ลือก ClustalW Multiple alignment หลังจากนั้น  มีหน้ า ต่าง โปรแกรม 
ClustalW Options ขึ้นมา เลือก Full Multiple aligment และ Bootstrap NJ Tree ท่ี 1000 ครั้ง 
เลือก Run ClustalW และการตัดแต่งล าดับนิวคลีโอไทป์ จากนั้นท าการรวมล าดับนิวคลีโอไทป์ของ
ท้ังสองเส้นโดยการคลิกท่ี Alignment เลือก Create Consensus Sequence จะได้ล าดับนิวคลีโอไทป์
ใหม่ขึ้นมาอีก 1 เส้น ท าการบันทึกข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทป์เส้นใหม่ใน Notepad โดยการคลิกท่ีช่ือ
ของล าดับนิวคลีโอไทป์ จากนั้นคลิก Edit เลือก Copy Sequence to clipboard (Fasta Format) 
แล้วน าไปวางใน Notepad และท าการบันทึกข้อมูล 
  ในส่วนของล าดับนิวคลีโอไทป์ 800R และ 1492R ต้องท าการกลับล าดับนิวคลีโอไทป์
ก่อน โดยการเปิดไฟล์ (.txt) ของล าดับนิวคลีโอไทป์ท้ังสองในโปรแกรม BioEdit เลือก Sequence 
เลือก Nucleic Acid เลือก Reverse Complement และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์
ระหว่างเส้น Reverse ซึ่งมีขั้นตอนเหมือนกันกับการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์ระหว่างเส้น 
Forward จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทป์เส้น Forward และ Reverse มารวมกัน โดยวิธีการ
เหมือนกันกับการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์ดังอธิบายไว้ข้างต้น 
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  เมื่อได้ล าดับนิวคลีโอไทป์แล้วจึงน ามาวิเคราะห์หาสายพันธุ์และความความคล้ายคลึงกัน
ของล าดับนิวคลีโอไทป์จากฐานข้อมูล Blast ท่ีเว็บไซต์ NCBI: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Blast.cgi จากนั้นท าการบันทึกไฟล์ Fasta ของแบคทีเรียท่ีมีความใกล้ชิดกับ Clostridium spp. เพื่อ
มาเปรียบเทียบความสัมพันธุ์เชิงวิวัฒนาการโดยการสร้าง Phylogenetic tree แบบ Neighbor-
joining (NJ) ด้วยโปรแกรม MEGA 7.0.21 มีข้ันตอนดังนี้ 
  เปิดไฟล์ (.txt) ของล าดับนิวคลีโอไทป์ท้ังหมดในโปรแกรม BioEdit คลิกท่ี Accesory 
Application และ เ ลือก  ClustalW Multiple alignment ห ลังจากนั้ นมีหน้ า ต่ าง โปรแกรม 
ClustalW Options ขึ้นมา คลิกเลือก Full Multiple aligment และ Bootstrap NJ Tree ท่ี 1000 
ครั้ง  คลิก Run ClustalW และท าการบันทึกเป็นไฟล์ Fasta (.fas) จากนั้นเปิดไฟล์ Fasta ใน
โปรแกรม MEGA 7 เลือก Nucleotide Sequence เลือก Standard จากนั้นท าการบันทึกไฟล์ 
MEGA (.meg) โดยการคลิก File เลือก Convert File Format to MEGA ท าการเลือกไฟล์และ
บันทึกไฟล์ (.meg) หลังจากนั้นท าการสร้าง Phylogenetic tree แบบ Neighbor-joining (NJ) 
(Saitou and Nei, 1987) โดยการคลิกท่ี Phylogeny เลือก Construct/Test Neighbor-Joining 
Tree ต้ังค่า Bootstrap เป็น 1000 ครั้ง (Felsenstein, 1985) เลือกข้อมูลใน Model/method เป็น 
Maximum Composite Likelihood (Tamura. et al., 2004) เลือก d: Transitions + Transversions 
ในหัวข้อ Rates and Patterns เลือก Uniform rates และ Same (Homogeneous) และในหัวข้อ 
Data Subset to Use เลือก Complete deletion จากนั้นกด compute และท าการบันทึกไฟล์
ของ Phylogenetic tree ท่ีได้  
  ส าหรับการวิ เคราะห์ล า ดับนิวคลีโอไทป์ ในฐานข้อมูล EzBioCloud ท่ี เว็บไซ ด์ 
https://www.ezbiocloud.net/identify โดยการคลิกแถบเมนู IDENTIFY จากนั้นคลิกท่ี Identify 
single sequence เพื่อใส่ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณยีน 16S rRNA ของเช้ือท่ีคัดแยกได้ลงไปใน
ช่อง 16S rRNA Sequence พร้อมกับการต้ังช่ือ Sequence ในช่อง Sequence Name จากนั้นกด 
Next จะได้หน้าต่างแสดงความยาวของล าดับนิวคลีโอไทป์ และท าการ submit ข้อมูล เพื่อน าไป
เปรียบเทียบความใกล้ชิดบริเวณยีน 16S rRNA ของเช้ือท่ีคัดแยกได้กับล าดับนิวคลีโอไทป์ของ 
Clostridium sp. ใน EzBioCloud 
  ท าการจัดเก็บล าดับนิวคลีโอไทป์ของเช้ือ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. 
H5 ท่ีคัดแยดได้ ในฐานข้อมูล GenBank ซึ่งมี accession number ได้แก่ MG674699.1 และ 
MG674690.1 ตามล าดับ 

 3.2.8 การศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ของเชื้อ Clostridium spp. ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี 
(Biochemical test) 
 น าเช้ือ Clostridium spp. ได้รับการคัดเลือกจากการประเมินผลการผลิต ABE สูงท่ีสุด 2 
ล าดับมาท าการ streak บนเพลทอาหารแข็ง RCM ก่อนท่ีจะน าไปเพาะเล้ียงในอาหารท่ีใช้ในการจัด
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จ าแนกลักษณะทางฟีโนไทป์และทดสอบทางชีวเคมี ตามคุณสมบัติท่ีระบุไว้ในไว้ใน Bergey’s manual 
of Systematic Bacteriology (Vos. et al., 2009) โดยท าการทดสอบ ดังนี้ 
 3.2.8.1 ทดสอบความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน  
  ท าการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวท่ีมี Phenol red เป็น pH indicator 
(ภาคผนวก ก) และมีองค์ประกอบของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ อะราบิโนส (arabinose) 
ไซโลส (xylose) กลูโคส (glucose) แมนโนส (mannose) เซลโลไบโอส (cellobiose) แลคโตส 
(lactose) มอลโตส (maltose) แซคคาโรส (saccharose) เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ (methyl-
glucopyranoside) เดกซ์ทริ น  (dextrin) ไ ร โบส (ribose) ก ลี เซอรอล (glycerol) ดัลซิทอล 
(dulcital) อะราบิทอล (L-arabitol) อิโนซิทอล (inositol) แมนนิทอล (mannitol) ซอร์บิทอล 
(sorbitol) เมเลไซโตส (Melezitose) แรมโนส (rhamnose) ทูราโนส (turanose) อินนูลิน (inulin) 
เพกติน (pectin) และทรีฮาโลส (trehalose) ก่อนลงเช้ืออาหารมีสีส้ม และใส่หลอด Durham คว่ า
อยู่ในหลอดทดลองเพื่อทดสอบการผลิตก๊าซ ท าการทดสอบความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนของ
เช้ือท่ีคัดแยกได้ โดยการใช้ลูปถ่ายเช้ือจากเพลทอาหารแข็ง RCM ลงในหลอดอาหารเหลวท่ีมีแหล่ง
คาร์บอนชนิดต่างๆ และปิดทับด้วย paraffin oil ท่ีฆ่าเช้ือแล้ว จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน แล้วน ามาอ่านผล 
   ผลบวก (+) คืออาหารท่ีใช้ทดสอบเปล่ียนสีจากสีส้มเป็นสีเหลือง แสดงว่าเช้ือ
สามารถย่อยแหล่งคาร์บอนในหลอดได้ และถ้ามีช่องว่างในหลอด Durham แสดงว่าการหมักนั้นให้
ก๊าซด้วย (+) ถ้าไม่มีช่องว่างในหลอด Durham แสดงว่าการหมักนั้นไม่มีก๊าซเกิดขึ้น (-) 
   ผลลบ (-) คืออาหารท่ีใช้ทดสอบเปล่ียนเป็นสีชมพู หรือไม่เปล่ียนสี แสดงว่าเช้ือ
ไม่สามารถใช้น้ าตาลในหลอดทดสอบนั้น  
 3.2.8.2 ทดสอบการย่อยแป้ง (starch)  
  ท าการถ่ายเช้ือท่ีจะทดสอบโดยการ streak บนอาหารแข็ง (ภาคผนวก ก) ท่ีมี 
starch solution 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักต่อปริมาตร) แล้วน าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน วิเคราะห์ผลด้วยการหยด
สารละลาย Lugals’ iodine ลงบนผิวหน้าอาหาร (Holdeman, 1977) และสังเกตุผลรอบโคโลนี 
   ผลบวก (+) คือไม่เปล่ียนสี 
   ผลลบ (-) คือเปล่ียนเป็นสีน้ าเงิน 
 3.2.8.3 ทดสอบการท างานของเอนไซม์ Catalase  
  ทดสอบการท างานของเอนไซม์ Catalase โดยใช้ไม้จ้ิมฟันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว
เข่ียเช้ือท่ีผ่านการคัดเลือกจากเพลทอาหารแข็ง RCM ป้ายลงบนสไลด์ จากนั้นหยดสารละลาย H2O2 
3 เปอร์เซ็นต์ แล้วสังเกตฟองก๊าซท่ีเกิดขึ้น (Cappuccino and Sherman, 2001) 
   ผลบวก (+) คือสังเกตเห็นฟองก๊าซ (O2) แสดงว่าเช้ือสามารถสร้างเอนไซม์ 
Catalase ได้ 
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   ผลลบ (-) คือไม่มีฟองก๊าซเกิดขึ้น 
 3.2.8.4 ทดสอบการเคล่ือนท่ีของ Clostridium 
  ใช้เข็มเขี่ยเช้ือแตะเช้ือท่ีต้องการทดสอบแล้วแทง (stab) ลงในหลอดอาหาร
อาหารแข็ง (ภาคผนวก ก) เป็นแนวตั้งและยกเข็มเข่ียเช้ือออกจากอาหารในแนวเดิมซึ่งในอาหารมีวุ้น
เป็นองค์ประกอบ 5 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วันภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน (Holdeman, 1977)   
   ผลบวก (+) คือสังเกตเห็นอาหารเล้ียงเช้ือขุ่นท้ังหลอด ไม่เห็นรอย stab เช้ือใน
อาหาร 
   ผลลบ (-) คือเห็นรอย stab เช้ือเป็นแนวขุ่นชัดเจน รอบๆ รอยท่ี stab เช้ือลงไป
จะใส 
 3.2.8.5 ทดสอบสารอินโดล (Indole test) 
  ทดสอบสารอินโดลโดยใช้ลูปเขี่ยเช้ือแตะเช้ือท่ีผ่านการคัดเลือกจากเพลทอาหาร
แข็ง RCM ลงในอาหาร Tryptone broth (HiMedia®, India) ซึ่งเป็นอาหารเหลวท่ีมีทริพโตแฟน
ผสมอยู่ โดยก่อนลงเช้ืออาหารมีลักษณะสีเหลืองใส น าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วันภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน วิเคราะห์ผลโดยการหยด Kovac’s 
reagent (ภาคผยวก ค) 5 หยด เขย่าเบาๆ สังเกตการณ์เปล่ียนสีของ Kovac’s reagent ท่ีแยกช้ันอยู่
เหนืออาหารเล้ียงเช้ือ (Barrow, 1993)  
   ผลบวก (+) คือเกิดวงแหวนสีม่วงแดงในช้ันของ Kovac’s reagent เหนืออาหาร
เล้ียงเช้ือ  
   ผลลบ (-) คือเกิดวงแหวนสีเหลืองอ่อนในช้ันของ Kovac’s reagent เหนือ
อาหารเล้ียงเช้ือ 
 3.2.8.6 ทดสอบการย่อยเจลาติน (gelatin)  
  ใช้เข็มเขี่ยเช้ือแตะเช้ือท่ีต้องการทดสอบแล้วแทง (stab) ลงในหลอดอาหาร 
nutrient gelatin (ภาคผนวก ก)ในแนวด่ิง น าไปบ่มใน anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน บันทึกผลโดยการสังเกตการย่อยเจลาตินในอาหาร nutrient gelatin โดย
น าไปแช่ในตู้เย็นท่ี -4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ก่อนสังเกตการย่อยเจลาติน (Smith and 
Goodner, 1958) 
   ผลบวก (+) คือถ้าเกิดการย่อยเจลาตินอาหารจะเหลว 
   ผลลบ (-) คือถ้าไม่เกิดการย่อยเจลาตินอาหารจะยังคงแข็งเหมือนเดิม 
 3.2.8.7 ทดสอบ Nitrate reduction 
  เพาะเล้ียงเช้ือท่ีต้องการทดสอบในอาหารเหลว Nitrate broth (HiMedia®, 
India) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน มาท าการทดสอบ Nitrate reduction โดยการ
ใช้ standard nitrite reduction test ซึ่งประกอบด้วย nitrate reduction reagent A (sulfanilic 
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acid 8 เปอร์เซ็นต์ (น้ าหนักโดยปริมาตร) ใน 5 N acetic acid) และ nitrate reduction reagent B 
(N,N-dimethyl-l-naphthylamine 0.6 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ใน 5 N acetic acid) และใช้ 12 
mM NO2 เป็นตัวควบคุมในการทดสอบ จากนั้นท าการทดสอบการ reduce nitrate โดยการหยด 
reagent A ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และ reagent B ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร บันทึกผลโดยการสังเกต
การเกิดสีม่วงภายใน 5 นาที (Cappuccino and Sherman, 2001) 
   ผลบวก (+) คือ สังเกตเห็นสีม่วงเกิดขึ้น แสดงว่าไนเตรทถูกเปล่ียนเป็นไนไตรท์ 
   ผลลบ (-) คือ ไม่มีสีม่วงเกิดขึ้น  

 3.2.9 สภาวะของกระบวนการหมัก 
  ในขั้นตอนการหาสภาวะของกระบวนการหมักได้ท าการเตรียมหัวเช้ือปริมาณ 1 ลูป ลงใน
อาหาร T6 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 100 มิลลิลิตร จากนั้นท าการถ่ายหัวเช้ือ
ปริมาตร 10 เปอร์เซ็นต์ของปริมาตรท้ังหมด (450 มิลลิลิตร) ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร 
ท่ีมีอาหารอยู่  405 มิลลิลิตร ทุกการทดลองจะท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า แล้วน าไปบ่มใน 
anaerobic chamber ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 168 ช่ัวโมง (7 วัน) ในการหมักแต่ละ
ครั้งได้ท าการทดลองท้ังหมด 3 ซ้ า และเก็บตัวอย่างทุก 1 วัน   
  3.2.9.1 การทดสอบความสามารถในการผลิต ABE ของ Clostridium spp. ในอาหารท่ี
แตกต่างกัน  
    ศึกษาความสามารถในการผลิต ABE ของเช้ือสายพันธุ์ท่ีได้รับการคัดเลือกใน
อาหารท่ีแตกต่างกัน 4 ชนิด ได้แก่ อาหาร RCM, T6, GYCC และ P2 medium ท่ีระดับความเข้มข้น
ของกลูโคส 30 กรัมต่อลิตร โดยองค์ประกอบของอาหารแต่ละชนิดและวิธีการเตรียมได้อธิบายไว้ดัง
ภาคผนวก ก ซึ่งสูตรอาหารท่ีให้ผลผลิต ABE มากท่ีสุด จะได้รับการคัดเลือกในการศึกษาขั้นตอน
ต่อไป 
  3.2.9.2 การหา pH เริ่มต้น (initial pH) ท่ีเหมาะสมต่อกระบวนการหมัก ABE (ดัดแปลง
วิธีการของ Madihah. et al., 2008)  
   ศึกษาความสามารถในการผลิต ABE โดยการควบคุมค่า pH เริ่มต้นท่ี pH 5.0, 
5.5, 6.0 และ 6.5 ในสูตรอาหารท่ีได้รับคัดเลือกจากหัวข้อท่ี 3.2.9.1 ซึ่งค่า pH เริ่มต้นท่ีเหมาะสมใน
การผลิต ABE ได้ดีท่ีสุดจะได้รับการคัดเลือกในการศึกษาต่อไป 
  3.2.9.3 การทดสอบความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเหมาะสมต่อการผลิต ABE ดัดแปลงวิธีการ
ของ Al-Shorgani. et al. (2015) 
    ศึกษาปริมาณท่ีเหมาะสมของความเข้มข้นกลูโคสโดยใช้สูตรอาหารและค่า pH 
เริ่มต้นท่ีได้รับการคัดเลือกจากหัวข้อท่ี 3.2.9.1 และ 3.2.9.2 ให้มีความเข้มข้นของกลูโคสในอาหาร
เป็น 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร (ฆ่าเช้ือกลูโคสแยกกับอาหาร) ซึ่งความเข้มข้นกลูโคสท่ี
เหมาะสมในการผลิต ABE ได้ดีท่ีสุดจะได้รับการคัดเลือกในการศึกษาข้ันตอนต่อไป 
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 3.2.10 การใชเ้ปลอืกเผือกที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมัก 
   3.2.10.1 กระบวนการย่อยเปลือกเผือกด้วยเอนไซม์  
    น าเปลือกเผือกท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัท เพรซิเดนท์ เบเกอรี่ จ ากัด 
(มหาชน) นิคมอุตสาหกรรมลาดกระบัง จังหวัดกรุงเทพมหานคร มาอบเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปบดละเอียดด้วยเครื่องบด Retsch รุ่น SK100 น าผงเปลือก
เผือกท่ีได้มาร่อนด้วยตะเเกรงร่อนขนาดช่อง 300 ไมโครเมตร และเก็บรักษาในโถดูดความช้ืน 
(Desiccator) ท าการย่อยเปลือกเผือกด้วยเอนไซม์ตามวิธีการของสิริมาและคณะ (2558) โดยการช่ัง
เปลือกเผือกท่ีผ่านการร่อนแล้วปริมาณ 60 กรัมต่อน้ า 400 มิลลิลิตร ใส่ในขวด Duran® ขนาด 500 
มิลลิลิตร จากนั้นน าไปให้ความร้อนประมาณ 30 นาที ด้วยไฟอ่อนๆ เพื่อเป็นการเจลาติไนซ์แป้ง 
น าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ า (autoclave) เมื่อฆ่าเช้ือเสร็จแล้วให้ลดอุณหภูมิลงอยู่ท่ี 50 
องศาเซลเซียส เพื่อเติมเอนไซม์แอลฟาอะไมเลส 0.05 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 3.30 มิลลิลิตรต่อ 100 
มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มใน water bath เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส จากนั้นลด
อุณหภูมิให้เหลือ 50 องศาเซลเซียส เพื่อเติมเอนไซม์กลูโคอะไมเลส 0.015 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 
13.30 มิลลิลิตรต่อ 100 มิลลิลิตร และเติมเอนไซม์ ACCELLERASE1500 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรต่อ 
100 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มใน water bath เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส น า
เปลือกเผือกท่ีผ่านการย่อยแล้วมากรองด้วยผ้าขาวบาง และกระดาษกรอง Whatman No.1 จึง
สามารถน าส่วนใสไปวิเคาระห์น้ าตาลรีดิวซ์และใช้ในการเตรียมอาหารเพื่อกระบวนการหมักต่อไป  
  3.2.10.2 กระบวนการหมักเพื่อผลิต ABE 
    เพาะเล้ียงเช้ือ Clostridium spp. ในอาหารสูตร T6 ซึ่งเป็นอาหารท่ีได้รับการ
คัดเลือกจากหัวข้อ 3.2.9.1 โดยใช้ส่วนใสท่ีได้จากกระบวนการย่อยด้วยเอนไซม์มาใช้เป็นสารละลาย
แทนน้ ากล่ันในขั้นตอนการเตรียมอาหาร ท าการถ่ายหัวเช้ือ 10 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตรของอาหาร
เล้ียงเช้ือท้ังหมด (450 มิลลิลิตร) ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 500 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 168 ช่ัวโมง ในแอนแอโรบิกแชมเบอร์ (Anaerobic Chamber) ซึ่งอยู่
ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ท าการเพาะเล้ียงท้ังหมด 3 ซ้ า และเก็บตัวอย่างทุก 24 ช่ัวโมง จนครบ 7 
วัน 

3.3 การวิเคราะห์ผลการวิจัย  
 สารละลายท่ีได้จากการหมักในทุกขั้นตอนถูกมาหาความเข้มข้นของเซลล์ด้วยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง (OD) ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง spectrophotometer รุ่น UV-1800 
(Shimadzu, Japan) (Cai. et al., 2013) จากนั้นน าตัวอย่างท่ีเหลือมาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
7,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที (Al-Shorgani. et al., 2016a) และเก็บส่วนใสมาวิเคราะห์ปริมาณ
น้ าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธีการ DNS (Miller, 1959) วัด pH ด้วยเครื่อง pH meter รุ่น pH 500 
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pH/mV/TEMP meter (First Clean Corporation, La Puente) และวิเคราะห์ปริมาณผลิตภัณฑ์ 
ABE ด้วยเครื่อง High-performance liquid chromatography (HPLC) 

 3.3.1 ความเข้มข้นของอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล  
 เก็บส่วนใสท่ีได้จากการปั่นเหวี่ยงจะถูกน ามาวิเคราะห์หาปริมาณผลิตภัณฑ์ท้ังหมดโดยใช้
เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High-performance liquid chromatography; 
HPLC) รุ่น LC-20A (Shimadzu, Japan) ประมวลผลด้วยโปรแกรม LCsolution โดยน าส่วนใสท่ีได้
หลังจากการปั่นเหวี่ยงมาเจือจางด้วยสารละลายกรดซิตริก 2 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งใช้เป็นสารมาตรฐาน
ภายใน (internal standard) ในอัตราส่วนสารตัวอย่างต่อกรดซิตริก เท่ากับ 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร 
จากนั้นกรองสารละลายด้วยตัวกรองท่ีมีรูพรุนขนาด 0.2 ไมโครเมตร ให้ได้ปริมาตร 1 ถึง 1.5 
มิลลิลิตรแล้วดูดใส่ขวด (vial) ขนาด 2 มิลลิลิตร เพื่อน าไปวิเคราะห์หาความเข้มข้นของอะซิโตน บิว
ทานอล และเอทานอล โดยใช้คอลัมน์ Aminex® Fermentation Monitor ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ภายในคอลัมน์ 7.8 มิลลิเมตร ความยาว 150 มิลลิเมตร และอุณหภูมิคอลัมน์ (column oven) อยู่ท่ี 
37 องศาเซลเซียส ใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์ เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (Mobile phase) ซึ่งมี
อัตราการไหล 1.0 มิลลิลิตรต่อนาที ความดัน 1100 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ร่วมกับการใช้ Refractive 
index detector (RI detector) ซึ่งเป็นการวัดการหักเหแสงของสาร และ run time นาน 30 นาที 
จากนั้นวิเคราะห์หาความเข้มข้นของสารต่างๆ โดยใช้พื้นท่ีใต้กราฟท่ีมี Retention time เดียวกันมา
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานท่ีได้ท าการวิเคราะห์ไว้ก่อนหน้าแล้ว ดังภาคผนวก ค 

 3.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ 
   ตัวอย่างท่ีเก็บจากกระบวนการหมักต้ังแต่เวลาเริ่มต้นจนครบวันท่ี 7 ของการหมัก ถูก
น ามาวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลด้วยวิธี DNS (3,5-dinitrosalicylic) (ดัดแปลงจาก Miller, 1959) 
(ภาคผนวก ค) โดยการใช้ปิเปตดูดตัวอย่างปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง ตามด้วย
สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ค) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
เขย่าสารให้เข้ากัน จากนั้นน าไปให้ความร้อนในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที ท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง 
แล้วจึงเติมน้ ากล่ัน 3 มิลลิลิตร ลงในแต่ละหลอดทดลอง เขย่าสารให้เข้ากัน และน าไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer รุ่น UV-1800 (Shimadzu, Japan) ท่ีความยาวคล่ืน 
540 นาโนเมตร วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์โดยการน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวัดได้ไปเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานเพื่อหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ในสารละลายตัวอย่างหรือค านวณได้จากสมการ ดังนี้ 

น้ าตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง 
       ความชันของกราฟมาตรฐาน x 1000 
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 3.3.3 การค านวณค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) 
   ผลได้ (yield) ค านวณได้จากผลผลิตท่ีได้จากการหมักต่อสารต้ังต้นท่ีใช้ไป ดังสมการ 

ผลได้ (yield) (กรัมต่อกรัม) = 
   

    
 

   A คือความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีผลิตได้มากท่ีสุด 
   B คือความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีเวลาเริ่มต้น  
   C คือความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเหลือของวันท่ีผลิตตัวท าละลายได้มากท่ีสุด 
   D คือความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเวลาเริ่มต้น 

  ค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ค านวณได้จากผลผลิตท่ีได้จากการหมักต่อ
ระยะเวลาในการหมัก ดังสมการ 

 ค่าประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) (กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง) =    
   

 
 

   A คือความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีผลิตได้มากท่ีสุด 
   B คือความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีเวลาเริ่มต้น 
   h คือระยะเวลาท่ีผลิตตัวท าละลายได้มากท่ีสุด 

 3.3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
  น าข้อมูลจากการวิเคราะห์ผลการผลิต ABE และเปรียบเทียบค่าผลได้ (yield) และค่า
ประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ท่ีได้จากการทดลอง มาวิเคราะห์ด้วยการค านวณทางสถิติ
เพื่อหาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ท่ีระดับความเช่ือมั่นร้อยละ 95 ด้วยโปรแกรม SPSS Statistics 
V. 23 โดยใช้วิธีการวิเคราะห์แบบ Duncan’s  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

4.1 การคัดแยกเช้ือท่ีสามารถผลิต ABE  
 เช้ือ Clostridium spp. ท่ีคัดแยกจากตัวอย่างตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่ง บริเวณสถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ได้แก่ สระน้ าหลังอาคารเรียนตึกพระเทพฯ สระ
น้ าหน้าคณะเทคโนโลยีการเกษตร สระน้ าท่ีแปลงเกษตรคณะเทคโนโลยีการเกษตร สระน้ าบริเวณ
ทางเข้าคณะวิศวกรรมศาสตร์ สระน้ าท่ีสวนพระนคร สระน้ าท่ีคณะสถาปัตยกรรมศาสตร์ และสระน้ า
ท่ีโรงอาหารคณะอุตสาหกรรมการเกษตร และคัดแยกจากตัวอย่างดินเพาะปลูกทางการเกษตร ได้แก่ 
สับปะรด ข้าวโพด แคนตาลูป ถั่วฝักยาว ข้าว ถั่วเหลือง และมันส าปะหลัง โดยการเพาะเล้ียงบน
อาหาร RCM ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน พบว่าสามารถคัดแยกจุลินทรีย์ได้ท้ังหมด 410 ไอโซเลต จาก
การสังเกตลักษณะของโคโลนีท่ีแตกต่างกัน เช่น สี ความขุ่น ลักษณะขอบ ความโปร่งแสง และขนาด 
เป็นต้น  ตัวอย่างแสดงดังรูปท่ี 4.1 หมายเลข 1 โคโลนีมีลักษณะเป็นสีเหลือง มันวาว และขอบเรียบ  
ส่วนโคโลนีหมายเลข 2 มีลักษณะเป็นสีขาว ทึบแสง มันวาว และขอบเรียบ  ในขณะท่ีหมายเลข 3 มี
ลักษณะโคโลนีเป็นสีขาว โปร่งแสง และมีขนาดเล็ก  และหมายเลข 4 โคโลนีมีลักษณะเป็นสีขาว  
มันวาว และโปร่งแสง  ซึ่งโคโลนีท่ีมีลักษณะแตกต่างกันในแต่ละเพลทนั้นถูกน าไป streak ใหม่อีกครั้ง
บนอาหาร RCM เพื่อให้แน่ใจว่าจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้มีความบริสุทธิ์   หลังจากนั้นได้น าไอโซเลต
ท้ังหมดท่ีคัดแยกได้ (410 ไอโซเลต) มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว RCM และปิดทับผิวหน้าอาหารด้วย 
paraffin oil เพื่อให้อยู่ในสภาวะไร้ออกซิเจน พบว่าจากจุลินทรีย์ท้ังหมด 410 ไอโซเลต มีเพียง 220  

 
รูปที่ 4.1 ลักษณะท่ีแตกต่างกันของโคโลนีเด่ียวที่คัดแยกได้จากตะกอนดินในสระน้ าหลังอาคารเรียน 
  ตึกพระเทพฯ บนเพลทอาหารแข็ง RCM บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ 
  ออกซิเจน  

1 
2 

3 

4 
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ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซ สังเกตได้จากการเกิดฟองอากาศบริเวณผิวหน้าของ 
paraffin oil  เซลล์มีลักษณะเป็นรูปท่อน สามารถสร้างสปอร์ได้ และย้อมติดสีแกรมบวก จากปริมาณ
ไอโซเลตท้ังหมด 220 ไอโซเลต ท่ีมีความเป็นไปได้ว่าเป็นจุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium ถูกคัดแยกได้
จากดินเพาะปลูกสับปะรดมากท่ีสุด 29 ไอโซเลต รองลงมาคือดินเพาะปลูกแคนตาลูปซึ่งคัดแยกเช้ือ
ได้ปริมาณเท่ากันกับตะกอนดินในน้ าแหล่งท่ี 7 คือ 24 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 และเมื่อน า
ไอโซเลตท้ัง 220 ไอโซเลต มาทดสอบการผลิตอะซิโตน พบว่ามีเพียง 126 ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตอะซิโตนได้ หลังจากนั้นจึงได้น าจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตอะซิโตนมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) เป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน และวิเคราะห์ผลการผลิตอะซิ
โตน บิวทานอล และเอทานอล (acetone butanol ethanol, ABE) ด้วย HPLC เห็นได้ว่าจุลินทรีย์ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตบิวทานอลนั้นมีท้ังหมด 94 ไอโซเลต (ตารางท่ี 4.2) คิดเป็น 22.93 
เปอร์เซ็นต์ของไอโซเลตท้ังหมดท่ีคัดแยกได้ และ 74.60 เปอร์เซ็นต์ของไอโซเลตท่ีมีความสามารถใน
การผลิตอะซิโตน ซึ่งจากจุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลนั้นพบได้มากท่ีสุดในดิน
เพาะปลูกสับปะรด (28 ไอโซเลต) รองลงมาคือตะกอนดินในน้ าแหล่งท่ี 6  แหล่งท่ี 7 และดิน
เพาะปลูกมันส าปะหลัง (15, 14 และ 10 ไอโซเลต ตามล าดับ) ส าหรับตัวอย่างตะกอนดินในแหล่งน้ า
แหล่งท่ี 5 และดินเพาะปลูกข้าวไม่พบจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตบิวทานอล (จากไอโซเลตท้ังหมดท่ีคัด
แยกได้คือ 35 และ 5 ไอโซเลต ตามล าดับ) 
 ข้อมูลในตารางท่ี 4.2 แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการผลิตบิวทานอลของจุลินทรีย์ท้ัง 94  
ไอโซเลต เห็นได้ว่าจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้ต้ังแต่ 0.01 จนถึง 5.89 กรัมต่อ
ลิตร และผลิตตัวท าละลายท้ังหมด 0.58 จนถึง 8.48 กรัมต่อลิตร โดยท่ีไอโซเลต G10 สามารถผลิต
บิวทานอลได้มากท่ีสุดคือ 5.89 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 6.90 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 
2.06 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.52 กรัมต่อลิตร) ซึ่งคัดแยกได้จากตะกอนดินในน้ าแหล่งท่ี 1 
รองลงมาคือไอโซเลต H5 สามารถผลิตบิวทานอลได้ 2.39 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 6.90 
กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 3.74 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.76 กรัมต่อลิตร) ซึ่งคัดแยกได้จากตะกอนดิน
ในน้ าแหล่งท่ี 3  และมีเพียง 5 ไอโซเลตจากท้ังหมด 94 ไอโซเลต ท่ีผลิตบิวทานอลได้ 1.43 ถึง 5.89 
กรัมต่อลิตร คือไอโซเลต M12, G6, H1, H5 และ G10 ส่วนท่ีเหลืออีก 79 ไอโซเลต สามารถผลิตบิว
ทานอลได้น้อยกว่า 1 กรัมต่อลิตร  ถึงแม้ว่าสามารถคัดแยกจุลินทรีย์ได้มากท่ีสุดในดินเพาะปลูก
สับปะรด แต่พบว่าจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้สูงนั้น คัดแยกได้จากตะกอนดินใน
น้ าแหล่งท่ี 1 ข้อมูลเหล่านี้ช้ีให้เห็นว่าไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่างจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิต
ตัวท าละลายได้สูงกับแหล่งเพาะปลูกพืชหรือตะกอนดินในแหล่งน้ า ซึ่งสอดคล้องกันกับ Montoya et 
al. (2000) รายงานว่าสามารถแยกเช้ือ Clostridia ได้ท้ังหมด 178 ไอโซเลต จากดินท่ีเพาะปลูกหญ้า 
อ้อย พืชตระกูลถั่ว และฝ้าย 28, 24, 25 และ 19 ไอโซเลต ตามล าดับ ในขณะท่ี ดินท่ีเพาะปลูก
มะม่วง อะโวคาโด กล้วย น้ าเต้า ข้าวโพด กะหล่ าปลี และหัวหอม คัดแยกเช้ือได้น้อยกว่า 3 ไอโซเลต 
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ตารางที่ 4.1 แหล่งเก็บตัวอย่างและจ านวนแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ในเบ้ืองต้น 

ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย จ านวน
ตัวอย่าง 

ไอโซเลต
ทั้งหมด 

การคัดแยก
เบื้องต้น* 

การทดสอบ 
อะซิโตน 

สามารถผลิต 
บิวทานอล 

 
 
ตะกอนดิน 
ในแหล่งน้ า** 

สระน้ าหลังอาคารเรียนตึกพระเทพฯ 5 48 8 11 8 
สระน้ าหน้าคณะเทคโนโลยีการเกษตร 5 46 11 6 4 
สระน้ าท่ีแปลงเกษตรคณะเทคโนโลยีการเกษตร 5 23 19 6 6 
สระน้ าทางเข้าคณะวิศวกรรมศาสตร์ 5 21 13 7 2 
สระน้ าท่ีสวนพระนคร 5 34 2 2 0 
สระน้ าคณะสถาปัตยกรรมศาสตร์6 5 35 21 19 15 
สระน้ าโรงอาหารคณะอุตสาหกรรมเกษตร   5 45 24 17 14 

 
 
ดิน 
เพาะปลูกพืช 

สับปะรด 5 36 29 28 28 
ข้าวโพด 5 31 19 4 1 
แคนตาลูป 5 35 24 5 1 
ถ่ัวฝักยาว 5 29 20 3 3 
ข้าว 5 5 4 2 0 
ถ่ัวเหลือง 5 8 5 5 2 
มันส าปะหลัง 5 14 11 11 10 

จ านวนทั้งหมด 70 410 220 126 94 
   หมายเหตุ : *การคัดแยกเบื้องต้น คือการสังเกตุจากความสามารถในการผลิตแก๊ส เซลล์รูปท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก และการสร้างสปอร์  
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แต่เช้ือท่ีสามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคัดแยกได้จากดินเพาะปลูกข้าว คือ 11.4 กรัมต่อลิตร และ
ตัวท าละลายท้ังหมด 25.2 กรัมต่อลิตร 
 Chua. et al. (2013) ได้รายงานความสามารถในการผลิตบิวทานอลของเช้ือ Clostridium 
strain G117 ซึ่งคัดแยกได้จากดินในทุ่งหญ้าในประเทศสิงคโปร์ พบว่าสามารถผลิตบิวทานอลได้สูงถึง 
13.50 กรัมต่อลิตร ในปีเดียวกันนี้ Panitz. et al. (2013) ได้รายงานการคัดแยกเช้ือ Clostridium 
สายพันธุ์ GT6 จากตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่ง และมีความสามารถในการใช้กลีเซอรอลเป็นสารต้ังต้นใน
การผลิตบิวทานอลได้ถึง 11.5 กรัมต่อลิตร จากกลีเซอรอล 30 กรัมต่อลิตรของอาหารเล่ียงเช้ือ และ
ผลิต ABE ได้ 14 กรัมต่อลิตร ในปีต่อมา Abd-Alla. et al. (2015) ได้รายงานการคัดแยกเช้ือ 
Clostridium ท่ีสามารถตัวท าละลายได้ จากดินเพาะปลูกพืชทางการเกษตร ในเมือง Assiut ประเทศ 
Egypt ท้ังหมด 107 ไอโซเลต เมื่อเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว T6 พบว่ามีเพียง 80 ไอโซเลต 
สามารถผลิต ABE ได้ระหว่าง 0.036 ถึง 31.89 กรัมต่อลิตร โดยคัดแยกได้จากตัวอย่างดินท่ีเพาะปลูก
มันฝรั่งท้ังหมด 27 ไอโซเลต ตามด้วยตัวอย่างดินเพาะปลูกข้าวสาลี 18 ไอโซเลต และจากตัวอย่างดิน
เพาะปลูกหัวหอม 10 ไอโซเลต แต่อย่างไรก็ตามจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้สูง
ท่ีสุดถูกคัดแยกได้จากดินเพาะปลูกพืชตระกูลถั่ว คือ C. roseum ASU58 สามารถผลิตบิวทานอลได้
สูงถึง 16.77 กรัมต่อลิตร และ ABE 29.81 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 10.34 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 
2.70 กรัมต่อลิตร) และ Al-Shorgani. et al. (2016a) ได้รายงานการคัดแยกเช้ือ C. acetobutylicum 
YM1 จากดินท่ีเพาะปลูกข้าว ในประเทศมาเลเซีย ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้ 7.27 กรัมต่อลิตร 
และ ABE 10.22 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.31 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.64 กรัมต่อลิตร) 

ตารางที่ 4.2 ความสามารถในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ของเช้ือท่ีแยกได้ในอาหาร
เหลว T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้
ออกซิเจน 

ไอโซเลต แหล่งตัวอย่างที่วิจัย ความเข้มข้นตัวท าละลายในอาหาร T6 (กรัมต่อลิตร) 
  อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล ตัวท าละลายรวม 

G1 
G2 
G3 
G4 
G5 
G6 
G8 
G10 
H1 
H2 
H3 

แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 1 
แหล่งที่ 2 
แหล่งที่ 2 
แหล่งที่ 2 

2.11 

1.82 

1.95 

2.53 

2.21 
1.44 
1.71 

2.06 
5.00 
2.81 
2.23 

0.23 

0.19 
0.29 
0.62 
0.43 
1.73 
0.34 

5.89 
2.11 
0.23 
0.17 

4.49 
4.57 
2.07 
4.15 
6.23 
0.51 
1.48 
0.52 
0.55 
0.75 
0.55 

6.82 
6.58 
4.31 
7.30 
8.86 
3.68 
3.53 
8.48 
7.65 
3.79 
2.95 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.2 (ต่อ)  ความสามารถในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ของเช้ือท่ีแยกได้ใน   
อาหารเหลว T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 

ไอโซเลต แหล่งตัวอย่างที่วิจัย ความเข้มข้นตัวท าละลายในอาหาร T6 (กรัมต่อลิตร) 
  อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล ตัวท าละลายรวม 

H4 
H5 
H6 
H7 
H8 
H9 
H10 
K4 
K5 
L1 
L2 
L3 
L4 
L5 
L6 
L7 
L11 
L12 
L13 
L14 
L16 
L18 
L19 
L20 
M1 
M2 
M3 
M4 
M5 
M6  
M7 
M8 

แหล่งที่ 2 
แหล่งที่ 3 
แหล่งที่ 3 

แหล่งที่ 3 
แหล่งที่ 3 
แหล่งที่ 3 
แหล่งที่ 3 
แหล่งที่ 4 
แหล่งที่ 4 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 6 
แหล่งที่ 7 

แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 

0.94 
3.74 
0.09 
2.61 
4.10 
0.11 
1.44 
1.89 
2.90 
0.30 
0.18 
0.41 
0.10 
0.26 
0.39 
0.87 
2.12 
0.54 
0.84 
0.86 
1.51 
0.51 
1.14 
1.79 
0.92 
0.52 
0.46 
1.84 
0.94 
1.53 
1.18 
0.46 

0.17 
2.39 
0.06 
0.34 
0.23 
0.06 
0.16 
0.16 
0.06 
0.08 
0.04 
0.07 
0.03 
0.05 
0.06 
0.07 
0.14 
0.05 
0.07 
0.07 
0.09 
0.07 
0.15 
0.20 
0.07 
0.05 
0.05 
0.03 
0.01 
0.14 
0.17 
0.04 

1.01 
0.76 
0.78 
0.90 
0.77 
0.33 
0.93 
1.96 
1.47 
1.00 
0.50 
0.44 
0.68 
0.72 
0.66 
0.51 
0.61 
0.56 
0.65 
0.26 
0.35 
0.70 
0.69 
0.85 
0.56 
0.62 
0.71 
0.11 
0.09 
0.49 
0.58 
0.62 

2.11 
6.90 
0.94 
3.85 
5.10 
0.49 
2.54 
4.00 
4.43 
1.37 
0.71 
0.92 
0.81 
1.03 
1.11 
1.45 
2.87 
1.15 
1.56 
1.19 
1.95 
1.28 
1.98 
2.83 
1.55 
1.19 
1.22 
1.97 
1.04 
2.15 
1.93 
1.12 
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ตารางที่ 4.2 (ต่อ)  ความสามารถในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ของเช้ือท่ีแยกได้ใน
อาหารเหลว T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 

ไอโซเลต แหล่งตัวอย่างที่วิจัย ความเข้มข้นตัวท าละลายในอาหาร T6 (กรัมต่อลิตร) 
  อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล ตัวท าละลายรวม 

M9 
M11 
M12 
M14 
M15 
M16 
P1 
P2 
P3 
P4 
P5 
P6 
P7 
P8 
P9 
P10 
P12 
P13 
P14 
P15 
P16 
P17 
P18 
P19 
P20 
P21 
P22 
P23 
P24 
P25 
P26 
P27 

แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
แหล่งที่ 7 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 

สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 
สับปะรด 

1.72 
1.01 
3.55 
0.78 
0.79 
0.76 
1.22 
1.32 
1.23 
1.20 
1.07 
1.18 
1.47 
2.26 
1.53 
0.45 
0.90 
1.00 
1.18 
5.33 
1.87 
0.97 
0.86 
1.01 
1.29 
1.20 
1.85 
1.09 
1.56 
1.07 
1.27 
1.53 

0.10 
0.23 
1.43 
0.06 
0.08 
0.08 
0.06 
0.12 
0.05 
0.04 
0.08 
0.07 
0.11 
0.45 
0.25 
0.01 
0.08 
0.06 
0.06 
0.07 
0.15 
0.06 
0.06 
0.05 
0.04 
0.10 
0.28 
0.05 
0.44 
0.08 
0.06 
0.06 

0.63 
0.76 
1.16 
0.46 
1.13 
0.73 
0.14 
0.18 
0.13 
0.12 
0.15 
0.15 
0.17 
0.30 
0.32 
0.12 
0.18 
0.20 
0.11 
0.10 
0.21 
0.18 
0.17 
0.15 
0.15 
0.19 
0.25 
0.12 
0.17 
0.13 
0.10 
0.10 

2.45 
2.00 
6.15 
1.30 
2.00 
1.57 
1.43 
1.61 
1.42 
1.36 
1.30 
1.40 
1.74 
3.00 
2.11 
0.58 
1.15 
1.26 
1.34 
5.50 
2.22 
1.22 
1.10 
1.21 
1.49 
1.49 
2.38 
1.26 
2.18 
1.29 
1.43 
1.69 
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ตารางที่ 4.2 (ต่อ)  ความสามารถในการผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ของเช้ือท่ีแยกได้ใน
อาหารเหลว T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 

ไอโซเลต แหล่งตัวอย่างที่วิจัย ความเข้มข้นตัวท าละลายในอาหาร T6 (กรัมต่อลิตร) 
  อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล ตัวท าละลายรวม 

P28 
P29 
Q5 
R1 
S1 
S2 
S3 
U1 
U2 
T1 
T2 
T3 
T4 
T5 
T6 
T7 
T8 
T9 
T10 

สับปะรด 
สับปะรด 
ข้าวโพด 
แคนตาลูป 

ถ่ัวฝักยาว 

ถ่ัวฝักยาว 

ถ่ัวฝักยาว 
ถ่ัวเหลือง 
ถ่ัวเหลือง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 
มันส าปะหลัง 

1.24 
1.21 
0.52 
0.95 
1.16 
0.63 
0.31 
2.09 
1.25 
0.65 
0.69 
0.87 
0.55 
0.52 
0.95 
0.60 
0.26 
0.49 
0.57 

0.04 
0.09 
0.06 
0.06 
0.06 
0.03 
0.01 
0.18 
0.50 
0.05 
0.04 
0.04 
0.03 
0.02 
0.06 
0.03 
0.08 
0.03 
0.04 

0.10 
0.15 
0.74 
0.28 
0.06 
0.06 
0.15 
0.20 
0.18 
0.17 
0.19 
0.11 
0.12 
0.10 
0.19 
0.15 
0.18 
0.11 
0.17 

1.38 
1.46 
1.32 
1.19 
1.50 
0.71 
0.39 
2.48 
1.93 
0.87 
0.91 
1.02 
0.71 
0.64 
1.19 
0.78 
0.52 
0.62 
0.77 

หมายเหตุ: แหล่งที่ 1 คือสระน้ าหลังอาคารเรียนตึกพระเทพฯ; แหล่งที่ 2 คือสระน้ าหน้าคณะเทคโนโลยีการเกษตร; 
   แหล่งที่ 3 คือสระน้ าที่แปลงเกษตรคณะเทคโนโลยีการเกษตร;แหล่งที่ 4 คือสระน้ าทางเข้าคณะ 
   วิศวกรรมศาสตร์; แหล่งที่ 5 คือสระน้ าท่ีสวนพระนคร;แหล่งที่ 6 คือสระน้ าท่ีคณะสถาปัตยกรรมศาสตร์; 
   แหล่งที่ 7 คือสระน้ าท่ีโรงอาหารคณะ อุตสาหกรรมการเกษตร 
  ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า  

4.2 วิเคราะห์การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic Analysis) 
 เนื่องจากเช้ือ Clostridium sp. บางสายพันธุ์เป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถก่อให้เกิดโรคได้ ดังนั้นเพื่อ
ป้องกันอันตรายต่อตนเองและเพื่อรักษาความปลอดภัยต่อสถานท่ีท่ีปฏิบัติงานจึงได้น าเช้ือท่ีผ่านการ
ทดสอบการผลิตอะซิโตนแล้วทั้งหมด 94 สายพันธุ์ มาทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง บนอาหาร 
blood agar พบว่ามี 18 ไอโซเลต คือไอโซเลต G2, G4, G11, H2, H8, H11, K4, K5, L1, L2, L11, 
L11, L16, L19, M15, P1, P2 และ P27 (แหล่งท่ีคัดแยกสามารถดูได้จากข้อมูลในตารางท่ี 4.2) ท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง โดยสังเกตจากการเกิดบริเวณใส (Clear zone) รอบๆ โคโลนีบน
อาหาร blood agar และท าการฆ่าเช้ือดังกล่าวท้ิงทันที ตัวอย่างลักษณะการเจริญเติบโตของเช้ือบน
อาหาร blood agar แสดงดังรูปท่ี 4.2 พื้นท่ีตัวอักษร A แสดงให้เห็นว่าโคโลนีของไอโซเลต G10 มี
ลักษณะเป็นสีขาวขุ่น ทึบแสง และไม่เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ดังนั้นจึงพิจารณาได้ว่าไอโซเลต 
G10 ไม่เป็นเช้ือท่ีท าให้ก่อโรค (γ-hemolytic) พื้นท่ีตัวอักษร B คือไอโซเลต G9 พบว่าโคโลนีเป็นสี
เทา อย่างไรก็ตาม เช้ือมีการเจริญเติบโตอย่างหนาแน่นจึงไม่สามารถสังเกตุเป็นลักษณะโคโลนีเด่ียว
ของ เ ช้ือไ ด้  และไม่ เกิดการย่อยสลายเม็ดเ ลือดแดง (γ-hemolytic) พื้น ท่ี ตัวอักษร C คือ 
ไอโซเลต H1 มีลักษณะโคโลนีเป็นสีขาวขุ่น มีขนาดเล็ก กึ่งโปร่งแสง ขอบขรุขระ และไม่เกิดการย่อย
สลายเม็ดเลือดแดง (γ-hemolytic) และพื้นท่ีตัวอักษร D คือไอโซเลต G11 พบว่าการเจริญเติบโต
ของเช้ือบนอาหารเกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงในบางส่วน กล่าวคือท าให้สีของอาหารเปล่ียนจากสี
แดงเป็นสีเหลืองและเกิดบริเวณใส (Clear zone) รอบๆ โคโลนี อาจจ าแนกไอโซเลต G11 ได้เป็น  
β -hemolytic ส าหรับไอโซเลต H5 นั้นพบว่าไม่เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (γ-hemolytic) 
เช่นเดียวกันกับไอโซเลต G10 จากคุณสมบัติของเช้ือ C. beijerinckii ท่ีระบุใน Bergey’s Manual of 
Systematic Bacteriology (Vos. et al., 2009) ได้อธิบายลักษณะของเช้ือเมื่อเพาะเล้ียงบนอาหาร 
Blood agar ดังนี้ โคโลนีมีลักษณะเป็นวงกลมขอบขรุขระ โปร่งแสง มสีีเทาและเรียบเนียน มีขนาด 1 
ถึง 5 มิลลิเมตร และอาจตรวจพบได้ท้ัง α, β หรือ γ-hemolytic   

 
ก      ข 

รูปที่ 4.2 การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของ Clostridium spp. ท่ีคัดแยกได้จากตะกอนดินในแหล่งน้ า 
    บนเพลทอาหาร blood agar; (ก) ด้านบนเพลทอาหาร (ข) ด้านหลังเพลทอาหาร 
 

4.3 ระบุสายพันธุ์เช้ือ Clostridium sp. ท่ีคัดแยกได้ด้วยยีน 16S rRNA 
 เช้ือซึ่งคัดแยกได้ 2 สายพันธุ์ ท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้สูง คือไอโซเลต G10 
และ H5 ดังข้อมูลในตารางท่ี 4.2 ถูกคัดเลือกเพื่อน ามาจัดจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้ยีน 16S rRNA จาก
การสกัดดีเอ็นเอ (DNA Extraction) ของไอโซเลต G10 และ H5 พบว่าจีโนมิกท่ีสกัดได้มีขนาด

A A B B 

C D C D 
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มากกว่า 2,072 คู่เบส เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) และจีโนมิกท่ีได้มี
ความบริสุทธิ์เนื่องจากไม่มีการแตกหักของช้ินส่วนดีเอ็นเอและไม่มีโปรตีนปนเปื้อน แสดงดังรูปท่ี 4.3 
(a) และเมื่อน าจีโนมิกท่ีได้มาเพิ่มจ านวนบริเวณ 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR พบว่า ล าดับนิวคลีโอ
ไทป์ของเช้ือ Clostridium spp. ไอโซเลต G10 และ H5 ท่ีคัดแยกได้ มีขนาดประมาณ 1,400 คู่เบส 
แสดงดังรูปท่ี 4.3 (b) ซึ่งผลท่ีได้มีความคล้ายคลึงกันกับฐานข้อมล NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) ได้ระบุขนาดจีโนมิกของเช้ือ C. beijerinckii NCIMB 8052 (NC 
009617.1) มีขนาด 6,000,632 คู่เบส และล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA (U16165.1) มี
ขนาด 1,416 คู่เบส และล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA ของเช้ือ C. diolis DSM 5431 มี
ขนาด 1,483 คู่เบส จากการศึกษาของ Abd-Alla. et al. (2015) ได้คัดแยกเช้ือ C. beijerinckii 
ASU10  C. chauvoei ASU55 และ C. roseum ASU58 ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA 
ขนาด 1,192  722 และ 1,198 คู่เบส ตามล าดับ 

  

รูปที่ 4.3 ความบริสุทธิ์ของจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตโฟรีซีส (a) จีโนมิกดีเอ็นเอ 
   จากการสกัด; (b) จีโนมิกดีเอ็นเอจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA ด้วย 
   เทคนิค PCR  
  
 4.3.1 วิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของเชื้อ Clostridium spp. ที่คัดแยกได้ 
 จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์ด้วยวิธีการ Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih. 
gov/Blast.cgi) ท าให้ทราบได้ว่าไอโซเลต G10 และ H5 ท่ีคัดแยกได้ มีความคล้ายคลึงกับ  

C. beijerinckii และเมื่อน าข้อมูลท่ีได้จากการ Blast มาเปรียบเทียบความสัมพันธุ์เชิงวิวัฒนาการกับ
เชื้อ Clostridium sp. สายพันธุ ์ที ่มีความสามารถในการผลิตบิวทานอลได้ตามข้อมูลที่ระบุใน
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Vos. et al., 2009)  โดยการสร้าง Phylogenetic 
tree แบบ Neighbor-joining (NJ) แสดงดังรูปท่ี 4.4  อธิบายได้ว่าค่าเปอร์เซ็นต์ท่ีได้เกิดจากการท าซ้ า
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ในเปรียบเทียบ taxa ท่ีเกี่ยวข้องกัน ซึ่งก าหนดโดยการตั้งค่า bootstrap 1000 ครั้ง (Felsenstein, 
1985) ในขณะท่ีความยาวของกิ่งสาขา (branches) ถูกก าหนดให้ความยาวเป็นหน่วยเดียวกันกับ
ระยะทางวิวัฒนาการ ซึ่งถูกค านวณโดยวิธี Maximum Composite Likelihood (Tamura. et al., 
2004)  เมื่อพิจารณาไอโซเลต G10 และ H5 พบว่ามีความใกล้ชิดกันกับเช้ือ C. beijerinckii NCIMB 
8052, C. beijerinckii DSM 791 และ C. diolis DSM 5431 แต่ไม่สามารถระบุได้อย่างแน่ชัดว่ามี
ความใกล้ชิดกับสายพันธุ์ไหนมากกว่า และจากผลการวิเคราะห์ทางชีวเคมีในหัวข้อ 4.4 พบว่าให้ผล
คล้ายคลึงกัน คือมีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนเหมือนกันกับเช้ือ C. beijerinckii และ  
C. diolis จึงไม่สามารถระบุได้  
 ดังนั้น จึงได้น าล าดับนิวคลีโอไทป์ของไอโซเลต G10 และ H5 มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน 
EzBioCloud (https://www.ezbiocloud. net/identify) พบว่าไอโซเลต G10 มีความใกล้ชิดกับ  
C. diolis DSM 5431 99.30 เปอร์เซ็นต์ และ C. beijerinckii NCIMB 8052  99.23 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
ไอโซเลต H5 มีความใกล้ชิดกับ C. diolis DSM 5431  99.93 เปอร์เซ็นต์ และ C. beijerinckii 
NCIMB 8052  99.79 เปอร์เซ็นต์ ดังแสดงในตารางท่ี 4.3 และตารางท่ี 4.4 ตามล าดับ ซึ่งผลท่ีได้มี
ความคล้ายคลึงกันกับข้อมูลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณยีน 16S rRNA ของ  
C. beijerinckii ตามท่ีระบุไว้ใน Bergey’s manual of Systematic Bacteriology (Vos. et al., 
2009) กล่าวคือ C. beijerinckii DSM 791 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ต้นแบบ (type strain) มีความใกล้ชิดกัน
อย่างมากกับ C. diolis (99.9 เปอร์เซ็นต์), C. saccharoperbutylacetonicum (99.1 เปอร์เซ็นต์), 
C. puniceum (98.6 เปอร์เซ็นต์), C. saccharobutylicum (98.6 เปอร์เซ็นต์) และ C. butryicum 
(97.7 เปอร์เซ็นต์) และ Biebl and Spröer (2003) ได้กล่าวไว้ว่าเช้ือ C. diolis DSM 15410 มีความ
ใกล้ชิดกันอย่างมากกับเช้ือ C. beijerinckii มากกว่า 99 เปอร์เซ็นต์  
  ในขณะท่ีรายงานการศึกษาของ Panitz. et al. (2013) ได้วิเคราะห์ล าดับยีน 16S rRNA 
ของแบคทีเรียสายพันธุ์ GT6 ท่ีคัดแยกได้จากตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่ง พบว่าสายพันธุ์ GT6 จัดอยู่ใน
กลุ่มแบคทีเรีย C. tetanomorphum ซึ่งมีความใกล้ชิดกันกับ C. tetanomorphum 4474(T) 99 
เปอร์เซ็นต์ ต่อมา Chua. et al. (2013) ได้รายงานการคัดแยกเช้ือ Clostridium sp. strain G117 เมื่อ
ศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาโดยใช้ยีน 16S rRNA พบว่ามีความใกล้ชิดกันกับ  C. beijerinckii NCIMB 
8052 (99 เปอร์เซ็นต์) และ C. acetobutylicum ATCC 824 (88 เปอร์เซ็นต์) และเมื่อศึกษายีน BDH 
(butanol dehydrogenase gene) โดยใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน bdh คือ Forward primer (5’-
CGA ATT AAT TAA TGG ATT AAA TGA TAA GTT AGA-3’) และ R everse primer (5’-TTA CAA 
ATT AAC TTT AGT TCC ATA GTA TGT-3’) พบว่ามีความใกล้ชิดกับ C. beijerinckii NCIMB 8052 
BDH 1 (98 เปอร์เซ็นต์) ในปีเดียวกันนี้ Abd-Alla. et al. (2015) ได้วิเคราะห์ลักษณะฟีโนไทป์และยีน 
16S rRNA ของเช้ือท่ีคัดแยกได้ พบว่าเป็น C. beijerinckii ASU10, C. chauvoei ASU55 และ  
C. roseum ASU58 ซึ่งมีความใกล้ชิดกันกับ C. beijerinckii McCoyA 67 (99.5 เปอร์เซ็นต์)  
C. chauvoei strain 2585 (99.3 เปอร์เซ็นต์) และ C. roseum strain 653 (99.7 เปอร์เซ็นต์) 
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ตามล าดับ ต่อมา Al-Shorgani. et al. (2016a) คัดแยกเช้ือท่ีมีช่ือว่าไอโซเลต YM1 และเมื่อวิเคราะห์
ยีน 16S rRNA พบว่ามีความใกล้ชิดกับ C. acetobutylicum (96 เปอร์เซ็นต์) และเรียกว่าเช้ือท่ีคัดแยก
ได้นี้ว่า C. acetobutylicum YM1  

 
รูปที่ 4.4 แผนภูมิความสัมพันธุ์เชิงวิวัฒนาการของยีน 16S rRNA ของเช้ือ Clostridium sp. H5 
  Clostridium sp. G10 และ Clostridium spp. วิเคราะห์ด้วยวิธี Neighbor-Joining โดยใช้ 
  โปรแกรม MEGA7 เปรียบเทียบ taxa ท่ีเกี่ยวข้องกันด้วยค่า bootstrap 1000 ครั้ง และ 
  วิเคราะห์ความยาวของกิ่งสาขา (branches) ด้วยวิธี Maximum Composite Likelihood 
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ตารางที่ 4.3 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณยีน 16S rRNA ของไอโซเลต G10 กับเช้ือ Clostridium sp. ในฐานข้อมูลใน EzBioCloud 

Rank Name Strain Accession No.a Similarity (%) Diff/Total nt Completeness (%) 
1 C. diolis DSM 5431 AJ458418 99.30 10/1430 100 
2 C. beijerinckii NCIMB 8052 CP000721* 99.23 11/1432 100 
3 C. saccharoperbutylacetonicum N1-4(HMT) CP004121* 98.53 21/1432 100 
4 C. chromiireducens GCAF-1 AY228334 98.53 21/1430 100 
5 C. puniceum DSM 2619 LZZM01000091 98.32 24/1430 100 
6 C. saccharobutylicum DSM 13864 CP006721* 97.90 30/1432 100 
7 C. butyricum DSM 10702 AQQF01000149 97.34 38/1430 100 
8 C. paraputrificum DSM 2630 X73445 96.22 54/1429 99.9 
9 C. uliginosum DSM 12992 AJ276992 96.01 57/1432 100 
10 C. sardiniense DSM 2632 AB161367 95.74 61/1431 100. 

หมายเหตุ: a คือล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA; * คือล าดับนิวคลีโอไทป์ของท้ังจีโนม 
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ตารางที่ 4.4 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณยีน 16S rRNA ของไอโซเลต H5 กับเช้ือ Clostridium sp. ในฐานข้อมูลใน EzBioCloud 

Rank Name Strain Accession No.a Similarity (%) Diff/Total nt Completeness (%) 
1 C. diolis DSM 5431 AJ458418 99.93 10/1430 100 
2 C. beijerinckii NCIMB 8052 CP000721* 99.79 11/1432 100 
3 C. saccharoperbutylacetonicum N1-4(HMT) CP004121* 98.88 21/1432 100 
4 C. chromiireducens GCAF-1 AY228334 98.81 21/1430 100 
5 C. puniceum DSM 2619 LZZM01000091 98.81 24/1430 100 
6 C. saccharobutylicum DSM 13864 CP006721* 98.46 30/1432 100 
7 C. butyricum DSM 10702 AQQF01000149 98.11 38/1430 100 
8 C. uliginosum DSM 12992 AJ276992 96.57 54/1429 99.3 
9 C. paraputrificum DSM 2630 X73445 96.36 61/1431 100. 
10 C. chartatabidum DSM 5482 X71850 96.35 52/1428 100 

หมายเหตุ: a คือล าดับนิวคลีโอไทป์บริเวณ 16S rRNA; * คือล าดับนิวคลีโอไทป์ของท้ังจีโนม 
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4.4 การศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี (Biochemical test) 
 การทดสอบลักษณะฟีโนไทป์ ได้แก่ การเคล่ือนท่ี (Motility) การสร้างเอนไซม์ Catalase 
ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน และอื่นๆ ของเช้ือ Clostridium sp. G10 และ Clostridium 
sp. H5 ซึ่งสามารถน ามาพิจารณาความแตกต่างของสายพันธุ์ได้ชัดเจนขึ้น จากตารางท่ี 4.3 แสดงให้
เห็นว่า Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. H5 มีความสามารถในการเคล่ือนท่ีไ ด้
เหมือนกันกับเช้ือ C. beijerinckii และเช้ือ C. diolis ตามท่ีระบุไว้ใน Bergey’s manual of 
Systematic Bacteriology (Vos. et al., 2009) แต่พบว่าเช้ือท่ีคัดแยกได้ท้ัง 2 สายพันธุ์ ไม่มี
ความสามารถในการสร้างเอนไซม์ Catalase ไม่สามารถย่อย tryptophan เพื่อสร้างสารอินโดล และ
ไม่มีความสามารถในการย่อยเจลาติน เมื่อพิจารณาความสามารถในการใช้เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ 
(methyl-glucopyranoside) ทูราโนส (turanose) เด็กซ์ตริน (dextrin) และ เพคติน (pectin) 
พบว่าเช้ือ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. H5 มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอน
ดังกล่าวได้ ซึ่งผลท่ีได้มีความสอดคล้องกับการศึกษาของ Keis. et al. (2001) โดยได้กล่าวไว้ว่าทุกสาย
พันธุ์ของ C. beijerinckii สามารถใช้เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ (methyl- glucopyranoside) ทูราโนส 
(turanose) เด็กซ์ตริน (dextrin) และ เพคติน (pectin) ได้ จากการทดสอบความสามารถในการ
รีดิวซ์ไนเตรทพบว่า Clostridium sp. G10 มีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรทให้เปล่ียนเป็นไนไตรท์
ได้ แต่ Clostridium sp. H5 ไม่มีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเตรทซึ่งได้ผลเหมือนกันกับจาก
การศึกษาของ Vos. et al. (2009) และ Biebl and Spröer (2003) และเมื่อทดสอบความสามารถ
ในการใช้แหล่งคาร์บอนพบว่าเช้ือท้ังหมด สามารถใช้ไซโลส (xylose) กลูโคส (glucose) แมนโนส 

(mannose) เซลโลไบโอส (cellobiose) มอลโตส (maltose) เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ (methyl-
glucopyranoside) ทรีฮาโลส (trehalose) และเมลิซิโตล (Melezitose) ได้ แต่เช้ือ Clostridium sp. 
G10 และ Clostridium sp. H5 ไม่มีความสามารถในการใช้ไรโบส (ribose) กลีเซอรอล (glycerol) 
อิโนซิทอล (inositol) และแรมโนส (rhamnose) ในขณะท่ี C. beijerinckii ตามการรายงานของ 

Keis. et al. (2001) สามารถใช้น้ าตาลดังกล่าวได้หรือใช้ได้เล็กน้อย ตามตารางท่ี 4.5 และมีเพียง 
Clostridium sp. G10 ท่ีสามารถใช้แลคโตส (lactose) ได้ ซึ่ง Biebl and Spröer (2003) ได้กล่าว
ไว้ว่าเช้ือ C. diolis และ C. beijerinckii มีความใกล้ชิดกันมาก แต่เช้ือท้ังสองสายพันธุ์มีความ
แตกต่างกันคือ C. diolis ไม่สามารถใช้ราฟฟิโนส (raffinose) อิโนซิทอล (inositol) และแป้งเป็น
แหล่งคาร์บอนได้ ในขณะท่ี C. beijerinckii สามารถใช้แหล่งคาร์บอนท้ัง 3 ชนิดได้ ซึ่ง Clostridium 
sp. G10 และ Clostridium sp. H5 ไม่สามารถใช้อิโนซิทอล (inositol) เหมือนกันกับเช้ือ C. diolis 
แต่สามารถใช้แป้งได้ ดังนั้นจึงไม่สามารถสรุปได้ว่าไอโซเลตท่ีคัดแยกได้ท้ัง 2 ไอโซเลต มีความใกล้ชิด
กับสายพันธุ์ไหนมากท่ีสุด จึงต้องพิจารณาร่วมกันกับการวิเคราะห์ยีน 16S rRNA  
  จากการศึกษาของ Abd-Alla. et al. (2015) ได้รายงานลักษณะทางฟีโนไทป์ของเช้ือ  
C. beijerinckii ASU10, C. chauvoei ASU55 และ C. roseum ASU58 พบว่าเช้ือท้ัง 3 สายพันธุ์ 
มีความสามารถในการใช้ฟรุกโตส ซูโคส และแลคโตส แต่ไม่มีความสามารถในการสร้างสารอินโดล 
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เอนไซม์เซลลูเลส และเอนไซม์ Catalase และมีเพียง C. chauvoei ASU55 ท่ีสามารถรีดิวซ์ไนเตรท
ได้ แต่ไม่มีความสามารถในการใช้เซลโลไบโอสและแป้ง และจากการศึกษาความสามารถในการใช้
แหล่งคาร์บอนของเช้ือ C. tetanomorphum GT6 ท่ีคัดแยกได้ โดย Panitz. et al. (2013) พบว่า 
C. tetanomorphum GT6 มีความสามารถในการใช้กลูโคส ฟรุกโตส มอลโทส ไซโลส และกลีเซอรอล 

ตารางที่ 4.5 ลักษณะฟีโนไทป์ของ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. H5 จากการ 
  ทดสอบทางชีวเคมี เปรียบเทียบกับลักษณะฟีโนไทป์ของ C. beijerinckii และ C. diolis 
characteristic G10 H5 C. beijerinckii 1 C. beijerinckii 2 C. diolis 3 

Motility 
Catalase test 
Indole test 
Nitrate reduction 

gelatin 
Carbon source 
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    trehalose 
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หมายเหตุ: เครื่องหมาย + คือผลบวก; - คือผลลบ; NB คือไม่แสดงข้อมูล; w คือ weak; d คือให้ผลบวก 40±60%; 
    +/- คือเป็นบวกบางครั้ง; -/+ คือเป็นลบบางครั้ง; ± คือให้ผลบวก 61–89%;  
   (1 Keis. et al., 2001; 2 Vos. et al., 2009; 3
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4.5 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ Clostridium  

 เช้ือ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. H5 เป็นสายพันธุ์ท่ีมีความสามารถในการ
ผลิตบิวทานอลได้สูงจากจุลินทรีย์ท้ังหมดท่ีคัดแยกได้ ดังข้อมูลในตารางท่ี 4.2 จึงได้น ามาศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics)  โดยการเพาะเล้ียงในอาหารเหลว 
RCM ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน เมื่อพิจารณาลักษณะเซลล์จากการย้อมสีแกรม (Gram stain) 
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า เห็นได้ว่าเซลล์ของ Clostridium sp. G10 มีลักษณะ
เป็นรูปท่อน มีขนาดประมาณ 5 ไมโครเมตร ย้อมติดสีแกรมบวก สร้างสปอร์ด้านปลายเซลล์และท า
ให้บริเวณนั้นบวมข้ึนเล็กน้อย ดังแสดงในรูปท่ี 4.5 (a) ในขณะท่ีลักษณะเซลล์ของ Clostridium sp. 
H5 เป็นรูปท่อนและย้อมติดสีแกรมบวกเช่นเดียวกันกับ Clostridium sp. G10 ดังรูปท่ี 4.5 (d) แต่
สังเกตได้ว่าขนาดเซลล์ของ Clostridium sp. H5 ใหญ่กว่า Clostridium sp. G10 เล็กน้อย และการ
สร้างสปอร์จะค่อนอยู่บริเวณปลายเซลล์  ส าหรับการย้อมสีสปอร์ของเช้ือ Clostridium sp. G10 (รูป
ท่ี 4.5 (b)) และ Clostridium sp. H5 (รูปท่ี 4.5 (e)) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีก าลังขยาย 1000 เท่า 
สังเกตลักษณะสปอร์ของเช้ือท้ัง 2 สายพันธุ์ ได้จากการติดสีเขียวของ malachite green พบว่าสปอร์
มีลักษณะเป็นรูปไข่ และตัวเซลล์ย้อมติดสีแดงของ safranin O ซึ่งผลการศึกษาท่ีได้มีลักษณะ
คล้ายคลึงกันกับเช้ือ C. beijerinckii ตามการรายงานใน Bergey’s manual of Systematic 
Bacteriology (Vos. et al., 2009) ได้ระบุลักษณะเซลล์ท่ีเพาะเล้ียงในในอาหารเหลว PYG ไว้ดังนี้  
เซลล์มีรูปร่างเป็นแท่งและโค้งมนบริเวณปลายเซลล์ มีขนาด 0.5–1.7 × 1.7–8.0 ไมโครเมตร อยู่เป็น
เซลล์เด่ียว เป็นคู่หรือเป็นสายโซ่ส้ันๆ ย้อมติดสีแกรมบวก แต่หากเซลล์มีอายุมาก อาจย้อมติดสีแกรม
ลบ และสปอร์มีลักษณะเป็นรูปไข่อยูด้่านปลายเซลล์ (subterminal) จากเทคนิคการย้อมสีแกรมและ
ย้อมสปอร์ของเช้ือท้ัง 2 สายพันธุ์ พบว่ายังไม่สามารถแยกข้อแตกต่างระหว่างเช้ือท้ัง 2 สายพันธุ์ได้ 
แต่อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาลักษณะโคโลนีของเช้ือ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. 
H5 บนเพลทอาหารแข็ง RCM พบว่าเช้ือ Clostridium sp. G10 มีลักษณะโคโลนีเป็นสีขาวขุ่นกึ่ง
โปร่งแสง แต่บริเวณศูนย์กลางของโคโลนีเป็นสีขาวทึบแสง ผิวเรียบเนียบ โคโลนีมีขนาดใหญ่ประมาณ 
1 ถึง 10 มิลลิเมตร รูปร่างค่อนข้างกลม และขอบมลัีกษณะขรุขระ ดังรูปท่ี 4.5 (c) ในขณะท่ีลักษณะ
โคโลนีของเช้ือ Clostridium sp. H5 เป็นสีขาว ทึบแสง ผิวเรียบเนียนและมันวาว รูปร่างกลม ขอบ
ขรุขระ และโคโลนีมีขนาดเล็กประมาณ 1.5 มิลลิเมตรหรือน้อยกว่า ดังรูปท่ี 4.5 (f) จากลักษณะ
โคโลนีดังกล่าวสามารถบ่งบอกได้ถึงความแตกต่างของ Clostridium sp. G10 และ Clostridium sp. 
H5 ได้อย่างชัดเจน 
 

4.6 สภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมัก 
 จากกระบวนการคัดแยกเช้ือในขั้นต้น ไอโซเลต G10 เป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการผลิต 
บิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 5.89 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 6.90 กรัมต่อลิตร โดยท าการ
เพาะเล้ียงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว T6 ปริมาตร 5 มิลลิตร เป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะไร้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ออกซิเจน ดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลต G10 เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญและเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตตัวท าละลายให้มีปริมาณเพิ่มขึ้น โดยท าการหมักในสูตรอาหารท่ีแตกต่างกัน 
ค่า pH เริ่มต้นของอาหารต่างกัน และหมักในอาหารท่ีมีกลูโคสความเข้มข้นต่างๆ 
 

  

  

  

รูปที่ 4.5 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ Clostridium sp. G10 (ซ้าย) และ: Clostridium spp. 
   H5 (ขวา): (a) และ (d) การย้อมแกรม (ก าลังขยาย 1000 เท่า); (b) และ (e) การย้อม 
   สปอร์ (ก าลังขยาย 1000 เท่า); (c) และ (f) ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง RCM  

 
 

(a) 

(b) 

(c) 

5 µm 

5 µm 

(d) 
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 4.6.1 สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 
  การทดสอบความสามารถในการผลิต ABE ของเช้ือ Clostridium sp. G10 ในอาหารท่ี
แตกต่างกัน 4 ชนิด ได้แก่ RCM, T6, GYCC และ P2 ท่ีความเข้มข้นกลูโคส 30 กรัมต่อลิตร เป็นเวลา 
7 วัน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน เมื่อวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์
พบว่าเช้ือมีอัตราการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (log phase) ในวันแรกและการเจริญเติบโตคงท่ีจนถึง
วันท่ี 7 ของการหมัก แสดงดังรูปท่ี 4.6 ซึ่งเช้ือสามารถเจริญเติบโตได้ในอาหาร RCM และ T6 ได้ดีกว่า
ในอาหาร GYCC และ P2 เนื่องจากองค์ประกอบของอาหารแต่ละชนิดมีความแตกต่างกัน กล่าวคือ
อาหาร RCM มีองค์ประกอบของสารสกัดยีสต์ (Yeast extract)  สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract) 
และเปปโตน (Peptone) ในปริมาณท่ีมากกว่าอาหารอีก 3 ชนิด ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจน คาร์โบไฮเดรต 
โปรตีน และวิตามินท่ีช่วยส่งเสริมในการเจริญเติบโตของเช้ือ ส าหรับอาหาร T6 มีองค์ประกอบของ 
ทริปโตน (Tryptone) และสารสกัดยีสต์ (Yeast extract) รองจากอาหาร RCM  และมีแหล่งไอออน
ของโลหะ เช่น Fe2+ ซึ่งเป็นธาตุอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ จากผล
การเจริญเติบโตของเซลล์พบว่ามีความสอดคล้องกันกับการใช้กลูโคสในอาหารท้ัง 4 ชนิด กล่าวคือความ
เข้มข้นของกลูโคสลดลงอย่างรวดเร็วในวันท่ี 1 ของการหมักในอาหาร RCM, GYCC และ P2 ยกเว้น 
T6 ท่ีลดลงอย่างรวดเร็วจนถึงวันท่ี 2 ของการหมัก เนื่องจากในช่วงแรกเช้ือต้องการใช้กลูโคสเป็น
จ านวนมากเพื่อใช้สร้างพลังงานในการเจริญเติบโต เมื่อผ่านช่วงการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (log 
phase) เช้ือจะใช้กลูโคสเพื่อเจริญเติบโตควบคู่กับการผลิตตัวท าละลาย ในขณะท่ีเช้ือมีการใช้กลูโคส 

 

รูปที่ 4.6 อัตราการเจริญเติบโต (OD600) ของ Clostridium sp. G10 ในกระบวนการหมักของ 
  อาหารท้ัง 4 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน;   RCM;   

  T6;  GYCC และ  P2 
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ในการกระบวนการหมักระยะแรกเช้ือจะสร้างกรดอินทรีย์ออกมา ได้แก่ กรดบิวทิริก และกรดอะซิติก 
(Jones and Woods, 1986) จึงส่งผลให้ค่า pH ในน้ าหมักของอาหารท้ัง 4 ชนิด ลดลงอย่างรวดเร็ว
ในวันท่ี 1 ของการหมัก คือมีค่า pH ประมาณ 4.6, 5.4, 4.6 และ 4.7 ในน้ าหมักของอาหาร RCM,  
T6, GYCC และ P2 ตามล าดับ หลังจากนั้นเช้ือจะเข้าสู่ระยะของการสร้างตัวท าละลายอินทรีย์ ได้แก่ 
อะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล โดยเช้ือจะน ากรดอินทรีย์ส่วนหนึ่งท่ีสร้างออกมาในระยะแรกมา
ใช้เป็นสารต้ังต้นในการผลิตตัวท าละลาย จึงส่งผลให้ค่า pH ในน้ าหมักของอาหาร T6 เพิ่มขึ้นเล็กน้อย 
และค่า pH คงท่ีในน้ าหมักของอาหารอีก 3 ชนิด ตลอดจนระยะเวลาของการหมักครบ 7 วัน ซึ่ง
เป็นไปในทางเดียวกันกับความเข้มข้นของกลูโคสท่ีลดลงอย่างรวดเร็วในวันท่ี 1 ของการหมักในอาหาร 
RCM, GYCC และ P2 ยกเว้น T6 ท่ีลดลงอย่างรวดเร็วจนถึงวันท่ี 2 ของการหมัก และหลังจากการ
หมักครบ 7 วัน พบว่าความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเหลือในอาหาร RCM, GYCC, P2 และ T6 คือ 27.09, 
24.38, 24.36 และ 8.25 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ซึ่งผลท้ังหมดท่ีกล่าวมานี้แสดงดังรูปท่ี 4.7  
 ความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีได้จากการหมัก พบว่าการหมักในอาหาร T6 (รูปท่ี 4.7b) ให้
ผลผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุด คือ 13.49 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 16.21 กรัมต่อลิตร  
(อะซิโตน 2.63 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.09 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 7 ของการหมัก ซึ่งมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีผลิตได้ในวันอื่นๆ (ข้อมูล
การเปรียบเทียบแสดงในภาคผนวก จ)  เมื่อพิจารณาความเข้มข้นของตัวท าละลายท่ีได้จากการหมัก
ในอาหาร RCM (รูปท่ี 4.7a) พบว่าในการหมักเช้ือสามารถผลิตบิวทานอลได้น้อยกว่าอาหาร T6 แต่มี
ความสามารถในการผลิตอะซิโตนได้สูง และไม่พบการผลิตเอทานอลเลย ซึ่งความเข้มข้นของ 
บิวทานอลท่ีผลิตได้มากท่ีสุดคือ 2.17 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 7.89 กรัมต่อลิตร ในวันท่ี 
7 ของการหมัก และไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับการผลิตตัวท าละลายในวัน
อื่นๆ (ภาคผนวก ค) ส าหรับการหมักในอาหาร GYCC (รูปท่ี 4.7c) เช้ือมีความสามารถในการผลิต 
บิวทานอลได้เพียง 1.17 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 4.06 กรัมต่อลิตร ในวันท่ี 2 ของการ
หมัก และผลิตเอทานอลได้น้อยมากหรือไม่ผลิตเลย ในขณะท่ีการหมักในอาหาร P2 (รูปท่ี 4.7d) 
สามารถผลิตบิวทานอลได้ 2.60 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 3.20 กรัมต่อลิตร ในวันท่ี 4 
ของการหมัก และพบว่าสามารถผลิตเอทานอลได้น้อยมากหรือไม่ผลิตเลย  
 จากตารางท่ี 4.6 เมื่อท าการเปรียบเทียบความเข้มข้นของบิวทานอลท่ีผลิตได้สูงท่ีสุดในแต่ละ
อาหาร เห็นได้ว่าการหมักในอาหาร T6 ให้ผลได้บิวทานอลสูงท่ีสุด ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญ (p<0.05) รองลงมาคือ P2, RCM และ GYCC ตามล าดับ ส่วนค่าผลได้และค่าประสิทธิภาพ
ในการหมักก็ให้ผลเช่นเดียวกัน คือการหมักในอาหาร T6 ให้ค่าผลได้และค่าประสิทธิภาพในการหมัก
ของบิวทานอลสูงท่ีสุด 0.55 กรัมต่อกรัม และ 0.08 กรัมต่อลิตรต่อช้ัวโมง ตามล าดับ และมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับการหมักในอาหารอีก 3 ชนิด จึงได้คัดเลือกอาหาร T6 เพื่อ
น าไปศึกษาสภาวะอื่นๆ ต่อไป 
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รูปที่ 4.7 กระบวนการหมัก ABE ของเช้ือ Clostridium sp. G10 ในอาหาร 4 ชนิด ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน; (a) RCM; (b) T6; (c) 

    GYCC; (d) P2;   Butanol;  ABE;   pH;  Glucose 

(d) 

(a) (b) 

(c) 
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 จากการศึกษาสูตรอาหารท่ีมีผลต่อการผลิตบิวทานอลในอาหาร 4 ชนิด คือ RCM, AnS, P2 
และ TYA (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) โดยเช้ือ C. acetobutylicum YM1 ท่ีคัดแยกได้ พบว่าในอาหาร 
RCM เช้ือสามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุดซึ่งให้ผลท่ีได้สอดคล้องกับการศึกษาในครั้งนี้ ในขณะท่ีอาหาร 
TYA เป็นอาหารท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับผลิตบิวทานอลสามารถผลิตได้มากท่ีสุดคือ 6.20 กรัมต่อลิตร 
และตัวท าละลายท้ังหมด 8.93 กรัมต่อลิตร รองลงมาคืออาหาร P2 ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้ 

5.69 กรัมต่อลิตร (Al-Shorgani. et al., 2016a) และการศึกษาของ Formanek. et al. (1997) ได้
ท าการหมักในอาหาร P2 โดยเช้ือ C. beijerinckii 8052 (wild-type strain) และ C. beijerinckii 
BA101 (mutant) สามารถผลิตบิวทานอลและตัวท าละลายได้ 9.2 และ 18.6 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 

ตารางที่ 4.6 การผลิตบิวทานอลและ ABE โดย Clostridium sp. G10 ในอาหาร 4 ชนิด คือ RCM 
   T6   GYCC และ P2 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
อาหาร เวลา (วัน) บิวทานอล  ตัวท าละลายทั้งหมด  

 ความเข้มข้น
(g/L) 

ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

ความเข้มข้น
(g/L) 

ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

RCM 7 2.17±2.50b 0.16±0.20c 0.01±0.01b 7.89±1.52b 0.23±0.09c 0.02±0.00b 

T6 7 13.49±2.49a 0.55±0.05a 0.08±0.01a 16.21±3.25a 0.63±0.10a 0.09±0.01a 

GYCC 2 1.20±0.25b 0.26±0.13ab 0.03±0.00b 4.06±0.10c 0.80±0.25a 0.04±0.00a 

P2 4 2.6±0.67b 0.44±0.19ab 0.02±0.00b 3.20±0.93c 0.54±0.24ab 0.03±0.00b 

หมายเหตุ: a, b, c ตัวอักษรท่ีต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความสามารถในการผลิตบิวทานอล 
     และ ABE ค่าผลได้ และประสิทธิภาพในการหมัก ท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
     ทางสถิติ (p<0.05) เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
 
 4.6.2 ค่า pH เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 
  การศึกษาหาค่า pH เริ่มต้นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตบิวทานอลและตัวท าละลาย
ท้ังหมด โดยท าการเพาะเล้ียงเช้ือ Clostridium sp. G10 ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นน้ าตาล 30 
กรัมต่อลิตร ซึ่งอาหาร T6 เป็นอาหารท่ีได้รับการคัดเลือกจากการทดลองก่อนหน้านี้ (หัวข้อ 4.6.1) 
และได้ท าการหมักท่ีค่า pH เริ่มต้นแตกต่างกันคือ 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ผลท่ีได้จากกระบวนการ
หมักพบว่าการเจริญเติบโตของเช้ือ Clostridium sp. G10 มีอัตราการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (log 
phase) ในวันแรกของการหมักและการเจริญเติบโตคงท่ีจนถึงวันท่ี 7 ซึ่งให้ผลเหมือนกันท้ัง 4 ปัจจัย
ในการทดลอง ดังรูปท่ี 4.8  เมื่อพิจารณาค่า pH ในน้ าหมักพบว่า pH เพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จนมีค่า 6.5  7.0  
7.1 และ 6.9 ในวันท่ี 2 ของการหมักในอาหารท่ีค่า pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ตามล าดับ 
และหลังจากนั้น pH จะค่อยๆ ลดลง เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมัก (7 วัน) พบว่า pH มีค่าประมาณ 
4.8 ถึง 4.9 แสดงดังรูปท่ี 4.9 เนื่องจากในการเจริญเติบโตเช้ือต้องใช้กลูโคสเป็นสารต้ังต้นเพื่อสร้าง
พลังงานในการท ากิจกรรมต่างๆ ของเซลล์ จึงท าให้กลูโคสมีความเข้มข้นลดลงอย่างรวดเร็วจนถึงวันท่ี 
2 ของการหมัก ซึ่งให้ผลเหมือนกันกับการทดลองการหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมก่อนหน้านี้ใน โดยเหลือ  
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รูปที่ 4.8 อัตราการเจริญเติบโต (OD600) ของ Clostridium sp. G10 ในกระบวนการหมัก ABE ท่ีค่า 
   pH เริ่มต้นต่างกัน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน;   pH 5.0 ; 
    pH 5.5;   pH 6.0;  pH 6.5 
 
กลูโคสความเข้มข้น 14.04, 14.04, 11.63 และ 14.70 กรัมต่อลิตร ในอาหารท่ี pH เริ่มต้น 5.0  5.5  
6.0 และ 6.5 ตามล าดับ หลังจากนั้นความเข้มข้นของกลูโคสค่อยๆ ลดลงจนส้ินสุดกระบวนการหมัก 
และมีความเข้มข้นกลูโคสเหลือในอาหารเพียง 11.17, 11.87, 8.36 และ 12.56 กรัมต่อลิตร ท่ี pH 
เริ่มต้น 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ตามล าดับ ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการผลิตตัวท าละลายท่ีเพิ่มขึ้น 
โดยท่ี pH เริ่มต้น 5.0 เช้ือสามารถผลิตตัวท าละลายได้อย่างรวดเร็วในวันท่ี 2 ของการหมัก คือ
สามารถผลิตบิวทานอลได้ 7.66 กรัมต่อลิตร และการผลิตมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเล็กน้อยจนถึงวันท่ี 7 ของ
การหมัก ท าให้ผลิตบิวทานอลสุดท้ายท่ีได้มากท่ีสุดคือ 11.52 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 
14.19 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.47 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.20 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 7 ของการ
หมัก ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญกับตัวท าละลายท่ีผลิตได้ในวันอื่นๆ (p<0.05) (ข้อมูลการ
เปรียบเทียบแสดงในภาคผนวก จ)  เมื่อพิจารณาผลการผลิตตัวท าละลายของเช้ือในอาหารท่ี pH 
เริ่มต้น 5.5 พบว่าแนวโน้มในการผลิตตัวท าละลายคล้ายคลึงกันกับการหมักท่ี pH เริ่มต้น 5.0 และ
ผลผลิตท่ีได้มีค่าใกล้เคียงกันมาก ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 11.89 กรัมต่อลิตร และตัว
ท าละลายท้ังหมด 14.02 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.00 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.1 กรัมต่อลิตร) 
ในวันท่ี 7 ของการหมัก ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับตัวท าละลายท่ีผลิตได้ใน
วันอื่นๆ (ภาคผนวก จ) โดยท่ีในการหมักท่ี pH เริ่มต้น 6.0 สามารถผลิตตัวท าละลายได้มากกว่า pH 
เริ่มต้น 5.0 และ pH เริ่มต้น 5.5 เล็กน้อย คือสามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุด 12.04 กรัมต่อลิตร
และตัวท าละลายท้ังหมด 14.83 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.51 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.28 กรัม
ต่อลิตร) ในวันท่ี 7 ของการหมัก ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) กับตัวท าละลายท่ี
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ผลิตได้ในวันอื่นๆ (ภาคผนวก ค) ในขณะท่ี การหมักท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ให้ผลผลิตตัวท าละลายน้อย
ท่ีสุดในการทดลองครั้งนี้ ซึ่งผลิตบิวทานอลได้ความเข้มข้น 10.81 กรัมต่อลิตรและตัวท าละลาย
ท้ังหมด 13.57 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.54 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.23 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 7 
ของการหมัก และมีความแตกต่างกันกับตัวท าละลายท่ีผลิตได้ในวันอื่นๆ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
(ภาคผนวก จ) จากตารางท่ี 4.7 เมื่อน าผลผลิตของบิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดท่ีได้มากท่ีสุด
ในแต่ละปัจจัยมาเปรียบเทียบกัน พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ส่วนค่าผลได้
ของบิวทานอลมีค่าสูงท่ีสุดเมื่อหมักท่ี pH เริ่มต้น 6.5 คือ 0.65 กรัมต่อกรัม และค่าประสิทธิภาพใน
การหมักของบิวทานอลท่ี pH เริ่มต้น 6.5 คือ 0.06 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่งค่าท่ีได้ไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ดังนั้นในการศึกษาหาสภาวะความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเหมาะสมจึงได้
เลือกท่ีจะไม่ปรับค่า pH เริ่มต้นในอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ 
 
ตารางที่  4.7 การผลิตบิวทานอลและ ABE โดย Clostridium sp. G10 ในอาหาร T6 ท่ีค่า pH 
   เริ่มต้น 5.0 5.5 6.0 และ 6.5 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
pH เวลา (ชม.) บิวทานอล  ตัวท าละลายทั้งหมด  
  ความเข้มข้น

(g/L) 
ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

ความเข้มข้น
(g/L) 

ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

5.0 168 11.52±1.77a 0.57±0.05a 0.07±0.01a 14.19±2.29a 0.69±0.07b 0.08±0.01a 

5.5 168 11.23±1.31a 0.58±0.09a 0.06±0.00a 14.02±1.06a 0.72±0.04ab 0.08±0.00a 

6.0 168 12.04±0.66a 0.57±0.06a 0.07±0.00a 14.83±0.76a 0.68±0.06b 0.09±0.00a 

6.5 168 10.81±0.93a 0.68±0.05a 0.06±0.01a 13.57±1.56a 0.83±0.08a 0.08±0.01a 

หมายเหตุ: a, b, c ตัวอักษรท่ีต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความสามารถในการผลิตบิวทานอล 
     และ ABE ค่าผลได้ และประสิทธิภาพในการหมัก ท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
     ทางสถิติ (p<0.05) เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
 
 จากรายงานของ Chua. et al. (2013) ได้ศึกษาการหมักโดยเช้ือ Clostridium sp. G117 ใน
อาหารท่ีความเข้มข้นกลูโคส 30 กรัมต่อลิตร และมีค่า pH เริ่มต้น 5.0, 6.0 และ 6.5 พบว่าเมื่อปรับ
ค่า pH เริ่มต้นของอาหารท่ี pH 6.0 (น้ าตาล 30 กรัมต่อลิตร) สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 
6.45 กรัมต่อลิตร และเมื่อท าการหมักในสภาวะเดิม (pH เริ่มต้น 6.0 และกลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) แต่
มีสารสกัดจากยีสต์ (yeast extract) 0.4 เปอร์เซ็นต์ ท าให้สามารถผลิตบิวทานอลได้มากถึง 13.50 
กรัมต่อลิตร ต่อมา Li. et al. (2016) ได้ศึกษาการหมักโดยเช้ือ C. acetobutylicum SE25 ท่ีค่า pH 
แตกต่างกันคือ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 พบว่าท่ี pH 5.0 ให้ผลผลิตบิวทานอลสูงท่ีสุด คือ 8.49 
และ ABE 12.49 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ pH 5.5 สามารถผลิตบิวทานอลได้ 7.50 และ ABE 10.83  
กรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4.9 กระบวนการหมัก ABE ของเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีค่า pH เริ่มต้นต่างกัน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน; (a) pH 5.0; (b) 
  pH 5.5; (c) pH 6.0; (d) pH 6.5;   Butanol;   ABE;   pH;  Glucose 

(d) 

(b) (a) 

(c) 
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4.6.3 ความเข้มข้นกลูโคสท่ีเหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 
   สูตรอาหาร T6 ท่ีได้รับคัดเลือกจากการทดลองก่อนหน้านี้ถูกน ามาใช้เป็นอาหารเพาะเล้ียงเช้ือ
ในกระบวนการหมัก ABE ท่ีความเข้มข้นของกลูโคสแตกต่างกันคือ 30, 40, 50 และ 60 กรัมต่อลิตร 
และค่า pH เริ่มต้นอยู่ในช่วง 5.6 ถึง 5.9 เป็นเวลา 7 วัน ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน โดยเช้ือ 
Clostridium sp. G10 ท่ีคัดแยกได้ ผลจากการศึกษาพบว่าการเจริญเติบโตของเช้ือ Clostridium 
sp. G10 มีอัตราการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (log phase) ในวันแรก และการเจริญเติบโตลดลง
เล็กน้อยในวันท่ี 2 ของการหมัก จากนั้นเช้ือมีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นในวันท่ี 3 และคงท่ีจนถึงวันท่ี 7 
ของการหมัก ในอาหารท่ีมีกลูโคสเริ่มต้น 40 และ 50 กรัมต่อลิตร ส่วนในอาหารท่ีมีกลูโคสเริ่มต้น 30 
และ 60 กรัมต่อลิตร มีแนวโน้มการเจริญเติบโตลดลงเล็กน้อยจนถึงวันท่ี 5 และวันท่ี 6 ของการหมัก 
ตามล าดับ และจากค่าความขุ่นท่ีวัดได้ พบว่าเช้ือมีการเจริญเติบโตได้น้อยกว่าการทดลองก่อนหน้านี้
ท้ัง 2 การทดลอง แสดงดังรูปท่ี 4.10   

 

รูปที่ 4.10 อัตราการเจริญเติบโต (OD600) ของเช้ือ Clostridium sp. G10 ในกระบวนการหมัก 
    ABE ท่ีน้ าตาลความเข้มข้นต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน; 
     30 กรัมต่อลิตร;  40 กรัมต่อลิตร;   50 กรัมต่อลิตร;  60 กรัมต่อลิตร    

 จากรูปท่ี 4.11  เมื่อพิจารณากิจกรรมการหมักในอาหารท่ีกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 
4.11a) พบว่าเช้ือมีอัตราการใช้กลูโคสในการเจริญเติบโตอย่างช้าๆ ท าให้ในวันแรกสามารถผลิต 
บิวทานอลได้ 5.63 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 7.00 กรัมต่อลิตร ส่วนในวันท่ี 2 ของการ
หมัก พบว่าการผลิตตัวท าละลายของเช้ือเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยเท่านั้นคือ 5.78 กรัมต่อลิตร และตัวท า
ละลายท้ังหมด 6.64 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นเช้ือสามารถผลิตตัวท าละลายได้สูงขึ้นและผลิต 
บิวทานอลได้มากท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการหมัก คือ 10.97 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 
13.10 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.03 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.10 กรัมต่อลิตร) ซึ่งมีความแตกต่าง
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กันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) (ภาคผนวก จ) และมีความเข้มข้นกลูโคส 21.98 กรัมต่อลิตร แต่วันท่ี 
4 จนถึง 7 ของการหมักตัวท าละลายท่ีผลิตได้มีความเข้มข้นลดลงเล็กน้อย และมีกลูโคสเหลือเพียง 
14.42 กรัมต่อลิตร สาเหตุท่ีท าให้เช้ือผลิตตัวท าละลายได้สูงท่ีสุดในวันท่ี 3 ของการหมัก อาจ
เนื่องมาจากในช่วงแรกของการหมัก pH  มีค่าเพิ่มขึ้นจนถึงวันท่ี 3  ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าในระหว่าง
การหมักเช้ือมีการผลิตกรดอินทรีย์ได้น้อยจึงท าให้สารต้ังต้นในการผลิตตัวท าละลายลดลงไปด้วย และ
หลังจากนั้นเช้ือมุ่งเข้าสู่ระยะการผลิตกรดอินทรีย์จึงท าให้ pH มีค่าลดลง และไม่เกิดการผลิตตัวท า
ละลายจนส้ินสุดการหมัก (Jones and Woods, 1986)  ส าหรับการหมักในอาหารท่ีกลูโคสเริ่มต้น 
40 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 4.11b) เห็นได้ว่าเช้ือมีการใช้กลูโคสอย่างรวดเร็วจนถึงวันท่ี 2 ของการหมัก ท า
ให้ความเข้มข้นกลูโคสเหลือเพียง 21.73 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นเช้ือมีการใช้กลูโคสน้อยมากจน
ส้ินสุดกระบวนการหมักมีความเข้มข้นกลูโคส 19.52 กรัมต่อลิตร และสามารถผลิตบิวทานอลได้มาก
ท่ีสุด 10.74 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 13.05 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.15 กรัมต่อลิตร 
และเอทานอล 0.17 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 7 ของการหมัก แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) กับความเข้มข้นบิวทานอลในการหมักวันท่ี 4 คือ 12.64 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลาย
ท้ังหมด 13.05 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 1.91 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.10 กรัมต่อลิตร) (ภาคผนวก 
จ) ส่วนค่า pH ในน้ าหมักนั้นให้ผลเช่นเดียวกันกับการหมักท่ีกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร  ในขณะท่ี 
การหมักท่ีกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 4.11c)  มีการใช้กลูโคสในการเจริญเติบโตคล้ายคลึง
กันกับการหมักท่ีกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร คือกลูโคสมีความเข้มข้นลดลงอย่างรวดเร็วในวันท่ี 2 
ของการหมัก และมีความเข้มข้นอยู่ที่ 26.34 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นเช้ือมีการใช้กลูโคสเพียงเล็กน้อย
เท่านั้น และเช้ือมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลมากท่ีสุด 11.29 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลาย
ท้ังหมด 13.45 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.04 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.12 กรัมต่อลิตร) ซึ่งมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) (ภาคผนวก จ) ส่วนค่า pH ในน้ าหมักนั้นให้ผลเช่นเดียวกันกับ
การหมักท่ีกลูโคสเริ่มต้น 30, 40 และ 60 กรัมต่อลิตร แต่อย่างไรก็ตาม เช้ือมีความสามารถในการ
ผลิตตัวท าละลายได้ดีท่ีสุดท่ีกลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 4.11d)  คือสามารถผลิตบิวทานอล
ได้ 11.64 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 14.05 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.31 กรัมต่อลิตร และ
เอทานอล 0.11 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 6 ของการหมัก แต่พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ 
(p<0.05) (ภาคผนวก จ) กับวันท่ี 5 ของการหมัก คือ สามารถผลิตบิวทานอลได้ 11.58 กรัมต่อลิตร 
และตัวท าละลายท้ังหมด 14.13 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.42 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.13 กรัม
ต่อลิตร) และเหลือความเข้มข้นกลูโคสเมื่อส้ินสุดกระบวนการหมัก 32.90 กรัมต่อลิตร จากข้อมูลใน
ตารางท่ี 4.8 เมื่อน าความเข้นข้นของบิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดท่ีเช้ือสามารถผลิตได้มาก
ท่ีสุดในแต่ละปัจจัยมาเปรียบเทียบกัน พบว่าในการหมักโดยใช้กลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร สามารถ
ผลิตตัวท าละลายได้ดีท่ีสุดดังกล่าวไว้ข้างต้น ซึ่งผลท่ีได้มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
จึงได้คัดเลือกความเข้มข้นของกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร ไปใช้ในการศึกษาการใช้เปลือกเผือกท่ีผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์มาเป็นวัตถุดิบในการหมักด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีคัดแยกได้ 
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รูปที่ 4.11 กระบวนการหมัก ABE ของเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีน้ าตาลความเข้มข้นต่างๆ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน; (a) 30 กรัม 
   ต่อลิตร; (b) 40 กรัมต่อลิตร; (c) 50 กรัมต่อลิตร; (d) 60 กรัมต่อลิตร;    Butanol;   ABE;   pH;  Glucose 
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  จากการศึกษาของ Kheyrandish. et al. (2015) ได้ท าการหมักเพื่อผลิต ABE ในอาหาร 
PGY+P2 โดยเช้ือ C. acetobutylicum NRRL B-591 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 20, 40, 60 และ 
80 กรัมต่อลิตร ผลการทดลองพบว่าในการหมัก 48 ช่ัวโมง สามารถผลิตบิวทานอลได้ 5.2, 9.3, 11.0 
และ 11.5 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ หลังจากนั้น Al-Shorgani. et al. (2016a) ได้ศึกษาความเข้มข้น 
กลูโคสเริ่มต้นต้ังแต่ 20 กรัมต่อลิตร จนถึง 100 กรัมต่อลิตร ในกระบวนการหมัก ABE ด้วยเช้ือ  
C. acetobutylicum YM1 ในอาหาร TYA พบว่าท่ีความเข้มข้นกลูโคส 20 ถึง 50 กรัมต่อลิตร 
ปริมาณผลผลิตบิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ซึ่งมีความเข้มข้นมากท่ีสุดคือ 9.48 
และ 12.72 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร และปริมาณผลผลิต 
 
ตารางที่ 4.8 การผลิตบิวทานอลและ ABE โดย Clostridium sp. G10 ในอาหาร T6 ท่ีมีความเข้มข้น 
   ของกลูโคส 30 40 50 และ 60 กรัมต่อลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้ 
   สภาวะไร้ออกซิเจน 
น้ าตาล 
(g/L) 

เวลา (ชม.) บิวทานอล  ตัวท าละลายทั้งหมด  

  ความเข้มข้น
(g/L) 

ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

ความเข้มข้น
(g/L) 

ผลได ้  
(g/g) 

ประสิทธิภาพใน
การหมัก (g/L h) 

30 72 10.97±0.04c 0.64±0.07a 0.14±0.01a 13.10±0.04c 0.75±0.09a 0.16±0.00a 

40 96 10.63±0.05d 0.48±0.07b 0.11±0.00c 12.64±0.06d 0.57±0.08b 0.13±0.00d 

50 96 11.29±0.04b 0.40±0.02bc 0.12±0.00b 13.45±0.07b 0.46±0.02bc 0.14±0.00b 

60 120 11.58±0.06a 0.35±0.02c 0.10±0.00d 14.13±0.13a 0.42±0.03c 0.12±0.00c 

หมายเหตุ: a, b, c ตัวอักษรท่ีต่างกันในสดมภ์เดียวกันแสดงถึงความสามารถในการผลิตบิวทานอล 
     และ ABE ค่าผลได้ และประสิทธิภาพในการหมัก ท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
     ทางสถิติ (p<0.05) เปรียบเทียบค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน  
  
บิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดลดลงเรื่อยๆ เมื่อมีความเข้มข้นกลูโคสมากกว่า 50 กรัมต่อลิตร 
ผลท่ีได้คล้ายคลึงกับการทดลองของ Li. et al. (2013) ซึ่งได้ท าการหมักโดยเช้ือ C. beijerinckii 
MUT3 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40, 50, 60, 70 และ 100 กรัมต่อลิตร พบว่าสามารถผลิต 
บิวทานอลได้สูงท่ีสุด 14.0 กรัมต่อลิตร จากกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร และเมื่อความเข้มข้นกลูโคส
มากกว่า 60 กรัมต่อลิตร ผลผลิตบิวทานอลท่ีได้มีปริมาณลดลงอาจเนื่องจากเกิดการยับยั้งของสารต้ัง
ต้น ซึ่งมีความสอดคล้องกันกับการรายงานของ Al-Shorgani. et al. (2011) พบว่าการหมักท่ีความ
เข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ C. saccharoperbutylacetonicum N 1-4 สามารถ
ผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 8.69 กรัมต่อลิตร และ ABE 13.61 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 4.81 กรัมต่อ
ลิตร และเอทานอล 0.11 กรัมต่อลิตร) และผลผลิตบิวทานอลท่ีได้มีปริมาณลดลงท่ีความเข้มข้น
น้ าตาล 60 กรัมต่อลิตร  
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4.7 การใช้เปลือกเผือกท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมัก 
 4.7.1 การย่อยเปลือกเผอืกด้วยเอนไซม์ 
  จากการย่อยเปลือกเผือกด้วยเอนไซม์ผสมระหว่างแอลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส และ 
ACCELLERASE-1500 พบว่าสามารถย่อยได้น้ าตาลรีดิวซ์ 64.23 กรัมต่อลิตร ซึ่งจากการศึกษาการ
ย่อยเปลือกเผือกด้วยเอนไซม์ของสิริมาและคณะ (2558) แสดงให้เห็นว่าการย่อยเปลือกเผือกด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส (ACCELLERASE1500) เพียงอย่างเดียวสามารถย่อยได้น้ าตาลรีดิวซ์ 5.23 กรัมต่อ
ลิตร เมื่อใช้เอนไซม์อะไมเลส (α-amylase ร่วมกับ glucoamylase) สามารถย่อยได้น้ าตาลรีดิวซ์ 
8.54 กรัมต่อลิตร และเมื่อย่อยด้วยเอนไซม์ผสมระหว่างแอลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส และ 
ACCELLERASE-1500 พบว่าเอนไซม์ผสมมีประสิทธิภาพในการท างานได้ดีท่ีสุด สามารถย่อยได้
น้ าตาลรีดิวซ์ 31.79 กรัมต่อลิตร แต่มีค่าน้อยกว่าการศึกษาในครั้งนี้เกือบสองเท่า อาจเนื่องจาก
การศึกษาในครั้งนี้ได้น าวัตถุดิบไปผ่านการฆ่าเช้ือในหม้อความดันไอ (autoclave) ท าให้เกิดการปรับ
สภาพของเส้นใยเปลือกเผือกบางส่วนได้  ในขณะท่ี การรายงานของณัฐพงษ์และเศรษฐวัชร (2558) 
ได้ศึกษาการย่อยกากมันส าปะหลังด้วยเอนไซม์ท่ีแตกต่างกันคือเอนไซม์เซลลูเลส แอลฟาอะไมเลส 
และกลูโคอะไมเลส พบว่าการใช้เอนไซม์เซลลูเลสเพียงชนิดเดียวในการย่อยกากมันส าปะหลังสามารถ
ย่อยได้น้ าตาลกลูโคสได้ในปริมาณท่ีต่ า ซึ่งได้ผลคล้ายคลึงกันกับการใช้เอนไซม์แอลฟาอะไมเลสหรือ 
กลูโคอะไมเลสเพียงชนิดเดียวในการย่อย และเมื่อใช้เอนไซม์ท้ัง 3 ชนิด คือแอลฟาอะไมเลส  
กลูโคอะไมเลส และเซลลูเลส พบว่าสามารถย่อยได้น ้าตาลกลูโคสปริมาณสูงคือ 82.37 กรัมต่อลิตร 
ซึ่งเป็นผลมาจากการท างานของเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและกลูโคอะไมเลสท่ีย่อยเม็ดแป้งท่ีเกาะอยู่
บริเวณนอกเส้นใยของกากมันส าปะหลังให้กลายเป็นน ้าตาลกลูโคสส่วนหนึ่ง และการท า งานของ
เอนไซม์เซลลูเลสได้ย่อยเส้นใยเซลลูโลสท าให้เม็ดแป้งท่ีอยู่ด้านในเส้นใยหลุดออก ส่งผลให้แป้งถูก
เอนไซม์กลูโคอะไมเลส ย่อยกลายเป็นน ้าตาลได้อีก    

 4.7.2 กระบวนการหมักเพื่อผลิต ABE 
  จากกระบวนการหมักตัวท าละลายด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 โดยใช้สารละลายท่ีได้
จากการย่อยเปลือกเผือกมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนแทนน้ าตาลในสูตรอาหาร T6 ท่ีได้รับคัดเลือกใน
การศึกษาข้ันต้น เปรียบเทียบกับการหมักในอาหาร T6 โดยใช้กลูโคสท่ีความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร 
ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน ผลการทดลองแสดงดังรูปท่ี 4.12a ซึ่งเห็นได้ว่าเช้ือ Clostridium sp. G10 
มีอัตราการเจริญเติบโตในอาหารท่ีใช้สารละลายเปลือกเผือกในการหมักได้ดีกว่า เนื่องจากในเปลือก
เผือกนั้นยังมีองค์ประกอบของสารอินทรีย์อื่น เช่น ไขมัน โปรตีน และวิตามิน (สิริมาและคณะ, 2558) 
อีกท้ังยังมีองค์ประกอบของแร่ธาตุและสารประกอบบางชนิดท่ีจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต (trace 
element)  เช่น Fe, Mg, Zn, Mn, Co, NO3

-, SO4
-2, H2PO4

-, Cl- เป็นต้น (Kobayashi. et al., 
2011) ซึ่งฟอสเฟตท าหน้าท่ีเป็นบัฟเฟอร์เพื่อรักษาค่า pH ของอาหารให้อยู่ภายในขอบเขตท่ี
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย และไนไตรเจนมีส่วนช่วยในการเจริญเติบโตของเซลล์ 
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(Atlas, 2010) เมื่อพิจารณาค่า pH พบว่าแนวโน้มการเปล่ียนแปลงในการหมักท้ังสองปัจจัยมีความ
คล้ายกัน คือเพิ่มขึ้นในระยะแรกและลดลงในวันท่ี 4 และ 5 ของการหมักด้วยสารละลายเปลือกเผือก
และการหมักด้วยกลูโคส ตามล าดับ (รูปท่ี 4.12b) 
 จากรูปท่ี 4.12d แสดงให้เห็นว่าเช้ือมีอัตราการผลิตตัวท าละลายเพิ่มข้ึนอย่างรวดเร็วจนถึงวันท่ี 
3 ของการหมัก ซึ่งสามารถผลิตบิวทานอลได้ 9.21 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 11.18 กรัม
ต่อลิตร (อะซิโตน 1.08 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.89 กรัมต่อลิตร) ในการหมักด้วยสารละลาย
เปลือกเผือก  ในขณะท่ีการหมักด้วยกลูโคสสามารถผลิตบิวทานอลได้ 10.97 กรัมต่อลิตร และตัวท า
ละลายท้ังหมด 13.10 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.03 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.10 กรัมต่อลิตร) 
หลังจากนั้นความเข้มข้นของตัวท าละลายมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย และเมื่อส้ินสุดกระบวนการ
หมัก พบว่าผลผลิตบิวทานอลท่ีได้จากการหมักโดยใช้กลูโคสในอาหาร T6 ได้ความเข้มข้นสูงท่ีสุดคือ 
11.64 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 14.05 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.31 กรัมต่อลิตร และเอ
ทานอล 0.11 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 6 ของการหมัก และการหมักโดยใช้สารละลายเปลือกเผือก
สามารถผลิตบิวทานอลได้สูงท่ีสุดคือ 10.67 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 13.37 กรัมต่อลิตร 
(อะซิโตน 1.80 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.90 กรัมต่อลิตร) ในวันท่ี 7 ของการหมัก (รูปท่ี 4.12d 
และ 4.12e) ซึ่งมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) (ภาคผนวก จ) 
 เมื่อน าค่าปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ท่ีเหลือมาพิจารณาร่วมด้วยเห็นได้ว่าในการหมักด้วยกลูโคสมี
น้ าตาลท่ีเหลืออยู่เมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักคือ 27.5 กรัมต่อลิตร ส่วนการหมักโดยใช้เปลือกเผือกท่ี
ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์พบว่ามีน้ าตาลท่ีเหลือ 46.53 กรัมต่อลิตร (รูปท่ี 4.12c) ซึ่งเหลือปริมาณ
มากกว่าเกือบสองเท่าของการหมักโดยใช้กลูโคสในอาหาร T6  ในขณะท่ีผลผลิตท่ีได้ไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) แสดงดังตารางท่ี 4.9 และเมื่อน ามาค านวณค่าผลได้ (yield) 
ของบิวทานอลและตัวละลายท้ังหมด ท่ีไดจากการหมักด้วยสารละลายเปลือกเผือก คือ 0.46 และ 
0.54 กรัมต่อกรัม ตามล าดับ ในวันท่ี 7 ของการหมัก และมีผลได้มากกว่าการหมักด้วยกลูโคส จาก
การศึกษาของ Abd-Alla. et al. (2015) ได้เปรียบเทียบการหมัก ABE โดยเช้ือ C. beijerinckii 
ASU10 จากการใช้อินทผาลัมมาเป็นสารต้ังต้น พบว่าสามารถผลิตบิวทานอลได้มากถึง 16.16 กรัมต่อ
ลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 24.07 กรัมต่อลิตร และจากการรายงานของ Thang. et al. (2010) 
สามารถผลิตบิวทานอลได้  16.2 กรัมต่อลิตร โดยการใช้แป้งข้ าวโพดในการหมัก โดยเ ช้ือ  
C. saccharoperbutylacetonicum N1-4 และ Al-Shorgani. et al. (2016a) ได้รายงานการผลิต 
ABE โดยเช้ือ C. acetobutylicum YM1 จากการใช้กากร าสกัดน้ ามัน (deoiled rice bran) เป็นสาร
ต้ังต้นซึ่งมีน้ าตาลรีดิวซ์ 10.57 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตบิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดได้ 3.49 
และ 5.31 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
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รูปที่ 4.12 กระบวนการหมัก ABE โดย Clostridium sp. G10 เปรียบเทียบการใช้เปลือกเผือกกับ 
   กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน; (a) 
  การเจริญเติบโตของเซลล์; (b) pH; (c) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์; (d) ปริมาณบิวทานอล; (e) 
  ปริมาณตัวท าละลายท้ังหมด;  สารละลายจากการย่อยเปลือกเผือก;   น้ าตาลกลูโคส 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



95 

 

 

  

 

 

รูปที่ 4.12 (ต่อ) กระบวนการหมัก ABE โดย Clostridium sp. G10 เปรียบเทียบการใช้เปลือกเผือก 
   กับกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ 
   ออกซิเจน; (a) การเจริญเติบโตของเซลล์; (b) pH; (c) ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์; (d) 
   ปริมาณบิวทานอล; (e) ปริมาณตัวท าละลายท้ังหมด;  สารละลายจากการย่อย 
   เปลือกเผือก;    น้ าตาลกลูโคส 
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ตารางที่ 4.9 การผลิตอะซิโตน บิวทานอล และเอทานอล ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีคัดแยก 
  ได้ โดยใช้เปลือกเผือกกับกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหาร T6 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา 
  เซลเซียส ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 

 
เวลา (วัน) 

ความเข้มข้นของตัวท าละลายในอาหาร T6 (กรัมต่อลิตร) 

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) ตัวท าละลายทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) 
เปลือกเผือก กลูโคส เปลือกเผือก กลูโคส 

0 0.58±0.68g 0.05±0.04g 1.57±0.51i 0.20±0.09j 

1 2.43±0.89f 5.92±0.92e 5.36±1.21h 7.59±0.69g 

2 6.21±0.81e 8.06±0.02d 8.76±0.11fg 9.84±0.91f 

3 9.21±1.03c 9.87±0.05bc 11.19±0.48e 11.85±0.04cde 

4 9.51±0.74bc 10.27±0.06bc 11.67±0.21de 12.75±0.05abcd 

5 10.03±1.06bc 11.56±0.07a 12.40±0.48bcde 14.11±0.08a 

6 10.45±0.76b 11.62±0.05a 13.14±0.32abc 14.03±0.06a 

7 10.67±0.57ab 9.69±0.02bc 13.37±0.39ab 11.35±0.09e 

หมายเหตุ: a-j ตัวอักษรท่ีแตกต่างกันในแต่ละสดมภ์ แสดงค่าความเข้มข้นของบิวทานอลและตัวท า 
    ละลายท้ังหมดท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เปรียบเทียบ 
    ค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
     คัดแยกเช้ือ Clostridium spp. ท่ีมีความสามารถในการผลิต ABE จากตะกอนดินในแหล่งน้ านิ่ง
และดินเพาะปลูกทางการเกษตร สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้ท้ังหมด 410 ไอโซเลต โดยการสังเกต
ลักษณะของโคโลนีท่ีแตกต่างกัน เช่น สี ความขุ่น ลักษณะขอบ ความโปร่งแสง และขนาด แต่มีเพียง 
115 ไอโซเลต ท่ีมีความสามารถในการผลิตแก๊ส เซลล์เป็นรูปท่อน ย้อมติดสีแกรมบวก สร้างสปอร์ได้ 
และสามารถผลิตอะซิโตนได้ และเมื่อน ามาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว T6 (กลูโคส 30 กรัมต่อลิตร) 
พบว่าแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตบิวทานอลนั้นมีท้ังหมด 84 ไอโซเลต โดยท่ีไอโซเลต G10 
สามารถผลิตบิวทานอลได้มากท่ีสุด คือ 5.89 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 6.90 กรัมต่อลิตร 
(อะซิโตน 2.06 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.52 กรัมต่อลิตร) รองลงมาคือไอโซเลต H5 สามารถผลิต
บิวทานอลได้ คือ 2.39 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 6.90 กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 3.74 กรัม
ต่อลิตร และเอทานอล 0.76 กรัมต่อลิตร) ซึ่งคัดแยกได้จากตะกอนดินในแหล่งน้ า   
 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphological characteristics) ของเช้ือ Clostridium sp. 
G10 มีลักษณะเป็นรูปท่อน ย้อมติดแกรมบวก สปอร์มีลักษณะเป็นรูปไข่อยู่บริเวณปลายเซลล์ท าให้
เซลล์บริเวณนั้นบวมเล็กน้อย และจากการสังเกตลักษณะโคโลนีบนเพลทอาหารแข็ง RCM พบว่ามี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 ถึง 10 มิลลิเมตร รูปร่างค่อนข้างกลม ขอบมีลักษณะขรุขระ มีสีขาวอม
เทา กึ่งโปร่งแสงจนทึบแสง ผิวเรียบเนียนและมันวาว และลักษณะโคโลนีของ ไอโซเลต G10 บน
อาหาร Blood agar มีลักษณะเป็นสีขาวขุ่น ทึบแสง และไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ ดังนั้น

จึงพิจารณาได้ว่าเช้ือ Clostridium sp. G10 ไม่เป็นเช้ือท่ีท าให้ก่อโรค (γ-hemolytic) ในขณะท่ี 
ลักษณะโคโลนีของเช้ือ Clostridium sp. H5  เป็นสีขาว  ทึบแสง  ผิวเรียบเนียนและมันวาว รูปร่าง
กลม ขอบขรุขระ และโคโลนีมีขนาดเล็กประมาณ 1.5 มิลลิเมตรหรือน้อยกว่า  
 เมื่อระบุสายพันธุ์เช้ือ Clostridium spp. ไอโซเลต G10 และ H5 ด้วยยีน 16S rRNA โดยการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทป์ในฐานข้อมูล EzBioCloud พบว่าไอโซเลต G10 มีความใกล้ชิดกับ  
C. diolis DSM 5431 99.30 เปอร์เซ็นต์ และ C. beijerinckii NCIMB 8052  99.23 เปอร์เซ็นต์ ส่วน
ไอโซเลต H5 มีความใกล้ชิดกับ C. diolis DSM 5431 99.93 เปอร์เซ็นต์ และ C. beijerinckii 
NCIMB 8052  99.79 เปอร์เซ็นต์  และจากการศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ด้วยการทดสอบทางชีวเคมี 
(Biochemical test) พบว่าเช้ือท้ัง 2 ไอโซเลต สามารถใช้ไซโลส (xylose) กลูโคส (glucose) แมน
โนส (mannose) เซลโลไบโอส (cellobiose) มอลโตส (maltose) เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ (methyl-
glucopyyranoside) และทรีฮาโลส (trehalose) ได้ แต่ไม่มีความสามารถในการใช้ไรโบส (ribose) 
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กลีเซอรอล (glycerol) อิโนซิทอล (inositol) และแรมโนส (rhamnose) ซึ่งเช้ือท้ัง 2 ไอโซเลต มี
ความแตกต่างจาก C. beijerinckii คือ ไม่สามารถใช้ อิโนซิทัล (Inositol) เป็นแหล่งคาร์บอนได้ และ
เช้ือท้ัง 2 ไอโซเลต มีความแตกต่างจาก C. diolis คือสามารถใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอนได้ จึงไม่
สามารถจัดจ าแนก มีเพียงไอโซเลต G10 ท่ีไม่สามารถใช้แลคโตส (lactose) และมีความสามารถใน
การรีดิวซ์ไนเตรทให้เปล่ียนเป็นไนไตรท์ได้ และไอโซเลต H5 สามารถใช้อะราบิทอล (L- arabitol) ได้
เพียงสายพันธุ์เดียว  
 จากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมักท้ังหมด 3 ปัจจัยคือสูตรอาหาร ความ
เข้มข้นน้ าตาล และค่า pH เริ่มต้น ได้ผลดังนี้ อาหาร RCM เป็นอาหารท่ีเช้ือเจริญเติบโตได้ดีท่ีสุด 
และ T6 เป็นอาหารท่ีสามารถผลิตบิวทานอลและตัวท าละลายได้สูงท่ีสุดคือ 13.49 กรัมต่อลิตร และ 
16.22กรัมต่อลิตร (อะซิโตน 2.63 กรัมต่อลิตร และเอทานอล 0.10 กรัมต่อลิตร) ตามล าดับ จึง
คัดเลือกอาหาร T6 มาใช้ในกระบวนการหมักอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล ท่ี pH เริ่มต้น 5.0, 5.5, 
6.0 และ 6.5  พบว่าท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ให้ผลผลิตบิวทานอลและตัวท าละลายท้ังหมดสูงท่ีสุดคือ 
12.04 และ 14.83 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ดังนั้น
ในการศึกษาความเข้มข้นเริ่มต้นของกลูโคสท่ีแตกต่างกันจึงไม่ได้ปรับค่า pH เริ่มต้นของอาหาร และ
พบว่าท่ีความเข้มข้นกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตบิวทานอลสูงท่ีสุดคือ 11.64 กรัมต่อลิตร และ
ตัวท าละลายท้ังหมดคือ 14.05 และ 13.45 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ  เมื่อได้สภาวะท่ีเหมาะสมแล้ว จึง
ได้น ามาปรับใช้กับกระบวนการหมักโดยใช้เปลือกเผือกท่ีผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์เป็นวัตถุดิบ ซึ่งจาก
การย่อยเปลือกเผือกด้วยเอนไซม์ผสมระหว่างแอลฟาอะไมเลส กลูโคอะไมเลส และ ACCELLERASE 
1500 สามารถย่อยได้น้ าตาลรีดิวซ์ 64.23 กรัมต่อลิตร และเมื่อน ามาหมักโดยการเปรียบเทียบกับการ
ใช้น้ าตาลกลูโคส 60 กรัมต่อลิตร พบว่าการใช้กลูโคสในการหมักให้ผลผลิตบิวทานอล 11.62 กรัมต่อ
ลิตร และตัวท าละลายท้ังหมดคือ 14.03 กรัมต่อลิตร ในวันท่ี 6 ของการหมัก ซึ่งมีค่ามากกว่าการ
หมักโดยใช้สารละลายเปลือกเผือกเล็กน้อยคือ 10.67 กรัมต่อลิตร และตัวท าละลายท้ังหมด 13.37 
กรัมต่อลิตร ในวันท่ี 7 ของการหมัก ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ดังนั้นจึง
สามารถผลิตบิวทานอลโดยเช้ือ Clostridium sp. G10 ท่ีคัดแยกได้ และใช้เปลือกเผือกซึ่งเป็นของ
เสียจากโรงงานอุตสาหกรรมมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตบิวทานอลได้ 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ในขั้นตอนการแยกเช้ือจากตัวอย่างควรใช้วิธีการ spread plate แทนการ streak plate 
เนื่องจากในการ streak plate นั้นเช้ือท่ีมีจ านวนมากหรือมีการเจริญเติบโตได้ดีจะยับยังเช้ือท่ีมี
จ านวนน้อยหรือมีการเจริญเติบโตได้ช้า จึงท าให้เช้ือบางสายพันธุ์ถูกยับยั้งการเจริญจึงไม่สามารถแยก
ได้ 
 5.2.2 ในขั้นตอนการวิเคราะห์ตัวท าละลายควรท าการวิเคราะห์ปริมาณกรดท่ีเกิดขึ้นใน
กระบวนการหมักด้วย 
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 5.2.3 วิเคราะห์ความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนเพิ่ม เช่น ราฟฟิโนส เพื่อน ามาใช้ในการจัด
จ าแนกเช้ือได้ชัดเจนขึ้น 
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การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1.  อาหาร Reinforced Clostridial (RCM, DifcoTM) มีส่วนประกอบ ดังนี้  
 สารสกัดยีสต์ (Yeast extract)  3.0  กรัมต่อลิตร 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)  10.0  กรัมต่อลิตร 
 เปปโตน (Peptone)  10.0  กรัมต่อลิตร 
 น้ าแป้ง (Soluble starch)  1.0  กรัมต่อลิตร 
 เด็กซ์โตรส (Dextrose)  5.0  กรัมต่อลิตร 
 กรดอะมิโนซิสเทอีน-กรดไฮโดรคลอริก (cysteine-HCl)  0.5  กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  5.0  กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมอะซีเตต (Sodium acetate)  3.0  กรัมต่อลิตร 
 ผงวุ้น (Agar)  0.5  กรัมต่อลิตร 

 ช่ังผงอาหาร RCM ปริมาณ 38 กรัม น ามาละลายด้วยน้ ากล่ัน แล้วท าการปรับปริมาตรด้วย
น้ ากล่ัน จนมีปริมาตรเป็น 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดไอน้ า (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

2.  อาหาร T6 ซึ่งดัดแปลงจากอาหาร TYA ตามการรายงานของ Ogata. et al. (1973) มี
ส่วนประกอบ ดังนี้ 
 ทริปโตน (Tryptone) 6.0  กรัมต่อลิตร 

สารสกัดยีสต์ (Yeast extract) 2.0  กรัมต่อลิตร 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.5 กรัมต่อลิตร 
MnSO4.4H2O 0.3 กรัมต่อลิตร 
FeSO4.5H2O 0.01 กรัมต่อลิตร 

 แอมโมเนียมอะซิเตต 3.0  กรัมต่อลิตร 
 Cysteine hydrochloride 0.5 กรัมต่อลิตร 
 น้ าตาลกลูโคส (Glucose) 30.0  กรัมต่อลิตร 

ช่ังส่วนประกอบต่างๆ ของอาหาร ยกเว้นน้ าตาลกลูโคส น ามาละลายด้วยน้ ากล่ันปรับ pH 
เป็น 6.5 ด้วย NaOH พร้อมกับการปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ัน จนมีปริมาตรเป็น 1 ลิตร และน าไปนึ่ง
ฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดไอน้ า (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
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ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที โดยจะท าการนึ่งฆ่าเช้ือสารละลายน้ าตาลกลูโคสแยกจากส่วนประกอบ
อื่นๆ 

3.  อาหาร GYCC (Glucose Yeast extract Casein Cysteine) ซึ่งดัดแปลงสูตรอาหารเล้ียงเช้ือ
จาก Badr. et al. (2000) ซึ่งมีองค์ประกอบ ดังต่อไปนี้  
 น้ าตาลกลูโคส (Glucose)  30.0  กรัมต่อลิตร
 สารสกัดจากยีสต์(Yeast extract)  5.0  กรัมต่อลิตร 
 เคซีนไฮโดรไลเซต (Casein hydrolysate)  15.0  กรัมต่อลิตร 
 กรดอะมิโนซิสเทอีน-ไฮโดรคลอริก (Cysteine-HCl)  0.5  กรัมต่อลิตร 
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)  1.0  กรัมต่อลิตร 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  1.0  กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  2.5  กรัมต่อลิตร 
 เรซาซูลิน (Resazurin)  0.001 กรัมต่อลิตร 

 ช่ังส่วนประกอบต่างๆ ของอาหาร ยกเว้นน้ าตาลกลูโคส น ามาละลายด้วยน้ ากล่ัน แล้วท าการ
ปรับปริมาตรด้วยน้ ากล่ัน จนมีปริมาตรเป็น 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดไอน้ า 
(autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที โดย
จะท าการนึ่งฆ่าเช้ือสารละลายน้ าตาลกลูโคสแยกจากส่วนประกอบอื่นๆ  

4.  P2 medium ตามการรายงานของ Al-Shorgani. et al. (2016) มอีงค์ประกอบ ดังนี้ 
 อะซิเตตบัฟเฟอร์(Acetate buffer) 
  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.5 กรัมต่อลิตร 
  ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.5 กรัมต่อลิตร 

  ช่ังส่วนประกอบต่างๆ ละลายน้ า 100 มิลลิลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 สารละลายวิตามิน (Vitamin solution) 
  กรดพาราอะมิโนเบนโซอิก (4-aminobenzoic acid)  0.001  กรัมต่อลิตร 
  ไบโอติน (Biotin)   0.00008 กรัมต่อลิตร 

  ช่ังส่วนประกอบต่างๆ น ามาละลายในน้ า 1 มิลลิลิตร แล้วจึงกรองสารละลายด้วยตัว
กรองสารท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 ไมโครเมตร 

 สารละลายเกลือแร่ (Mineral solution) 
  MgSO4.7H2O   0.4 กรัมต่อลิตร 
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  MnSO4.4H2O   0.01 กรัมต่อลิตร 
  FeSO4.5H2O   0.01 กรัมต่อลิตร 

  ช่ังส่วนประกอบต่างๆ น ามาละลายในน้ า 100 มลิลิลิตร แล้วจึงกรองสารละลายด้วย
ตัวกรองสารท่ีมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.2 ไมโครเมตร 

 แหล่งอื่นๆ 
  น้ าตาลกลูโคส (Glucose)  30.0 กรัมต่อลิตร 
  สารสกัดจากยีสต์(Yeast extract)   1.0  กรัมต่อลิตร 
  Cysteine   0.5 กรัมต่อลิตร 

  ช่ังส่วนประกอบต่างๆ ละลายน้ า 799 มิลลิลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
  น าแต่ละส่วนของอาหาร P2 ท่ีเตรียมไว้มาผสมเข้าด้วยกัน ซึ่งประกอบไปด้วย อะซิ
เตตบัฟเฟอร์(Acetate buffer) 100 มิลลิลิตร สารละลายวิตามิน (Vitamin solution) 1 มิลลิลิตร
สารละลายเกลือแร่ (Mineral solution) 100 มิลลิลิตรและแหล่งน้ าตาลและแหล่งไนโตรเจน799 
มิลลิลิตร  

5.  อาหาร blood agar base (Atlas, 2010) มีส่วนประกอบ ดังนี้ 
 ผงวุ้น (Agar)   15.0 กรัมต่อลิตร 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)   10.0 กรัมต่อลิตร 
 เปปโตน (Peptone)   10.0 กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   5.0 กรัมต่อลิตร 
 เลือดแกะ (Sheep blood)   50.0 มิลลิลิตร 

 ช่ังส่วนประกอบของอาหาร ยกเว้นเลือดแกะ ละลายในน้ า 950 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้อยู่
ในช่วง 7.3 ± 0.2  น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นต้ังท้ิงไว้จนมีอุณหภูมิ 45 ถึง 50 องศาเซลเซียส จึงเติมเลือดแกะลงไป ผสม
ให้เข้ากันก่อนเทลงเพลท 

6.  Carbohydrate Fermentation Broth ดัดแปลงสูตรอาหารจาก Atlas (2010) มี
ส่วนประกอบ ดังนี้ 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)   1.0 กรัมต่อลิตร 
 เปปโตน (Peptone)   10.0 กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   5.0 กรัมต่อลิตร 
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 Phenol red   0.018 กรัมต่อลิตร 
 น้ าตาลชนิดต่างๆหรือแป้ง   10 กรัมต่อลิตร 

 ช่ังองค์ประกอบของอาหาร ยกเว้นน้ าตาล ละลายในน้ าปริมาตร 900 มิลลิลิตร แล้วปิเปตใส่
หลอดทดลองหลอดละ 9 มิลลิลิตร ปรับค่า pH เป็น 7.4± 0.2 และใส่หลอดดักก๊าซคว่ าในหลอด
ทดลอง เตรียมน้ าตาลแต่ละชนิด ละลายในน้ า 100 มิลลิลิตร ปรับค่า pH เป็น 7.4± 0.2 น าไปนึ่งฆ่า
เช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นปิเปต
น้ าตาลแต่ละชนิดท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วลงในอาหารแต่ละหลอด ปริมาตรหลอดละ 1 มิลลิลิตร 
 ส าหรับการอาหารทดสอบแป้ง ให้ช่ังองค์ประกอบของอาหาร ยกเว้น Phenol red และเติม
ผงวุ้น (Agar) 15 กรัมต่อลิตร  

8.  Motility test medium (MacFaddin, 1985) มีส่วนประกอบ ดังนี้ 
 ทริปโตน (Tryptone)   10.0 กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)   5.0 กรัมต่อลิตร 
 ผงวุ้น (Agar)   5.0 กรัมต่อลิตร 

 ช่ังส่วนประกอบของอาหารละลายในน้ า 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 7.3 ± 0.2  
ปิเปตใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที  

9.  Gelatin test medium (Zimbro. et al., 2009) มีส่วนประกอบ ดังนี้ 
 สารสกัดจากเนื้อ (Beef extract)   3.0 กรัมต่อลิตร 
 เปปโตน (Peptone)   5.0 กรัมต่อลิตร 
 เจลาติน (Gelatin)   120.0 กรัมต่อลิตร 

 ช่ังส่วนประกอบของอาหารละลายในน้ า 1,000 มิลลิลิตร ปรับ pH ให้อยู่ในช่วง 6.8 ± 0.2  
ปิเปตใส่หลอดทดลองหลอดละ 10 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 
15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

 
 

ภาคผนวก ข 

การย้อมแกรมและการย้อมสปอร์ 

 
1.  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียส าหรับย้อมสี 
 หยดน้ ากล่ันลงบนสไลด์ 1 หยด ใช้ปลายลูปเขี่ยเช้ือท่ีเจริญบนผิวหน้าอาหารมาเพียงเล็กน้อย 
น าเช้ือมาผสมกันหยดน้ า แล้วเกล่ียเช้ือให้กระจายออกเป็นแผ่นฟิล์มบางๆ บนสไลด์ หรือเรียกว่าการ
เสมียร์ (smear) ท้ิงให้รอยเสมียร์แห้ง หลังจากนั้นท าการตรึง (fix) ให้เซลล์ติดแน่นกับแผ่นสไลด์ โดย
การน าสไลด์มาลนผ่านเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เพื่อไม่ให้เซลล์หลุดออกไประหว่างย้อมสี 

2.  การย้อมแกรม (Gram stain) (Gram, 1884) 
 ท าการหยดสี crystal violet ลงบนสไลด์ให้ท่วมรอยเสมียร์ เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นล้างสี
ออกด้วยแกรมไอโอดีน แล้วหยดน้ ายาแกรมไอโอดีนให้ท่วมรอยเสมียร์ ท้ิงไว้นาน 1 นาที แล้วล้าง
ไอโอดีนออกด้วยน้ า และล้างอีกครั้งด้วยแอลกอออล์ 95 เปอร์เซ็นต์ จนไม่มีสีติดออกมา (ล้างด้วย 
แอลกอออล์ ไม่เกิน 20 วินาที แล้วล้างออกด้วยน้ าทันที) หลังจากนั้นย้อมทับ (counterstain) ด้วยสี 
safranin O เป็นเวลา 1 นาที ล้างออกด้วยน้ า ท้ิงให้สไลด์แห้ง จึงน ามาตรวจดูผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
ท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 

3.  การย้อมสปอร์ (endospore stain) 
 วางตะแกรงส าหรับรองสไลด์ลงบนบีกเกอร์น้ าเดือดท่ีมีไอ วางสไลด์ท่ีมีเช้ือลงบนตะแกรง และ
หยดสี malachite green ให้ท่วมรอยเสมียร์ ท้ิงไว้นาน 5 นาที และคอยเติมน้ ายาเพื่อไม่ให้สีแห้ง  
จากนั้นใช้ปากคีบจับสไลด์น าไปล้างเบาๆ ด้วยน้ า  ย้อมทับด้วยสี safranin O เป็นเวลา 1 นาที ล้าง
ออกด้วยน้ า ท้ิงให้สไลด์แห้ง จึงน ามาตรวจดูผลด้วยกล้องจุลทรรศน์ ท่ีก าลังขยาย 100 เท่า 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมสารและกราฟมาตรฐาน 

 
1.  Hucker’s crystal violet 
 สารละลาย A 
  Crystal violet (ความเข้มข้นของสีย้อม 90 เปอร์เซ็นต์)  2 กรัม 
  เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์      20 มิลลิลิตร 
 สารละลาย B 
  Ammonium oxalate      0.8 กรัม 
  น้ ากล่ัน        80 มิลลิลตร 
 ผสมสารละลาย A กับ B เข้าด้วยกัน แล้วท าการกรองผ่านกระดาษกรอง 

2. Gram’s iodine 
  Iodine        1 กรัม 
  Potassium iodide (KI)      2 กรัม 
  น้ ากล่ัน        300 มิลลิลตร 
 ใส่ Potassium iodide ลงในครกบดสาร  เติม Iodine แล้วบดให้ละเอีบด  5-10 นาที เติมน้ า
กล่ัน 1 มิลลิลิตร  บดต่อ แล้วเติมน้ ากล่ัน 10 มิลลิลิตรอีก บดจนสารละลายหมด จึงเทสารใส่ขวด ใช้
น้ ากล่ันล้างครก และปรับปริมาตรให้ได้ 300 มิลลิลิตร 

3.  10X TBE buffer 
 ช่ัง Tris-base 54 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน 800 มิลลิลิตร แล้วเติม Boric acid 27.5 กรัม ผสม
เข้าด้วยกัน เติม EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ปรับค่า pH เป็น 8.0 ผสมกัน 
และปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งอัดไอ ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ
ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

4.  การเตรียม 6X loading dry 
 เตรียม 6X loading dye ปริมาตร 10 มิลลิลิตร โดยละลายโบรโมฟีนอลบลู 25 มิลลิกรัม ใน
น้ากล่ันท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว ปริมาตร 6.7 มิลลิลิตร เติม 99 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล 3.3 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากัน เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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5.  Kovac’s reagent 
 ช่ังสาร p-dimethylaminobenzaldehyde  10 กรัม ละลายใน butyl alcohol หรือ 
isoamyl alcohol ปริมาตร 150 มิลลิลิตร ให้ความร้อนท่ี 56 องศาเซลเซียส จนละลายหมด  ท้ิงไว้
ให้เย็น แล้วเติม HCl เข้มข้น  อย่างช้าๆ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จะได้สารละลายสีเหลืองอ่อน เก็บ
สารละลายไว้ในขวดสีชา และอุณหภูมิต่ า 

6.  สารละลาย 3, 5-dinitrosalicylic (DNS) 1 เปอร์เซ็นต์ (Miller, 1959) 
 ช่ังสาร 3,5-dinitrosalicylic 10 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติม โซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ 2 โมลาร์ ทีละเล็กน้อย (เตรียมโดยช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด์ 16 กรัม ละลายในน้ ากล่ัน 200 
มิลลิลิตร)  คนให้สารละลายให้เข้ากัน  จากนั้นค่อยๆ เติมโพแทสเซียมโซเดียมทาเตทลงไปจนครบ 
300 กรัม พร้อมกับการคนให้เข้ากัน แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายให้ได้ 1000 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากล่ัน 

7.  การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
 น าผงกลูโคสไปอบท่ีตู้อบ 60-70 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นในเดซิเค
เตอร์เป็นเวลา 30 นาที จึงน ามาช่ังน้ าหนัก 0.1 กรัม ละลายในน้ ากล่ันปริมาตร 50 มิลลิลิตร แล้ว
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ท าให้ได้สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 1000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร และท าการเจือจางสารละลายกลูโคสด้วยน้ ากล่ัน ให้มีความเข้มข้น 1000  800  600  
400  200 และ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร วัดปริมาณน้ าตาลตามวิธีการในหัวข้อ 3.3.2 และได้
กราฟมาตรฐานดังรูปท่ี ค-1 
 

 

รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานกลูโคสท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร โดยการวัดด้วยวิธี DNS 
 
 

y = 0.0007x 
R² = 0.9983 
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ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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8.  การเตรียมสารละลายบิวทานอลมาตรฐาน 
 บิวทานอลความเข้มข้น 99.7 เปอร์เซ็นต์ มีมวลโมเลกุล (MW) 74.12 กรัมต่อโมลและความ
หนาแน่น (d) 0.81 กรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
   ค านวณความเข้มข้นบิวทานอล (CButanol) จากสูตร 

    CButanol  = 
10   d  

MW
 

      =  
10 0.81 99.7

74.12
  

      =   10.89  โมลต่อลิตร 

 เตรียมสารละลายบิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร  ปริมาตร 10 มิลลิลิตรจากสูตร  
     C1V1 = C2V2     
    10.89 x V1 =  1.0 x 10   

     V1 =   (1.0 x 10)/ 10.89  
       =  0.92 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลายบิวทานอลมาตรฐาน 0.2  0.4  0.6  0.8 และ 1.0 โมลต่อลิตร  
   ค านวณจากสูตรมาตรฐาน 
     C1V1 = C2V2  

  ยกตัวอย่างการค านวณท่ีความเข้มข้น 0.2 โมลต่อลิตร ให้มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
    1.0 x V1 =  0.2x 10     
     V1 =  (0.2x 10)/1.0  
       =  2 มิลลิลิตร 

 ดังนั้น เตรียมสาระลายบิวทานอลมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 
  0.2 โมลต่อลิตรจะต้องใช้บิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
  0.4 โมลต่อลิตรจะต้องใช้บิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
  0.6 โมลต่อลิตรจะต้องใช้บิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  
  0.8 โมลต่อลิตรจะต้องใช้บิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
  1.0 โมลต่อลิตรจะต้องใช้บิวทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานบิวทานอล ซึ่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 
 

9.  การเตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐาน 
 เอทานอลความเข้มข้น 99.9 เปอร์เซ็นต์ มีมวลโมเลกุล (MW) 46.08 กรัมต่อโมลและความ
หนาแน่น (d) 0.789 กรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
  ค านวณความเข้มข้นเอทานอล (CETOH)จากสูตร 

      CETOH= 
10   d  

MW
 

      =  
10 0.789 99.9

46.08
  

       =   17.11 โมลต่อลิตร 

 เตรียมสารละลายเอทานอล 1.0 โมลต่อลิตรปริมาตร (V)100 มิลลิลิตรจากสูตร  
     C1V1 = C2V2     
    17.11 x V1 =  1.0 x 100   

     V1 =   (1.0 x 100)/ 17.11  
       =  5.84 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลายเอทานอลมาตรฐาน 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 โมลต่อลิตร 
  ค านวณจากสูตรมาตรฐาน 
     C1V1 = C2V2  

  ยกตัวอย่างการค านวณท่ีความเข้มข้น 0.2 โมลต่อลิตร ให้มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร  

y = 2.2283x 
R² = 0.9966 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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    1.0 x V1 =  0.2x 10     
     V1 =  (0.2x 10)/1.0  
       =  2 มิลลิลิตร 

 ดังนั้น เตรียมสาระลายบิวทานอลมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 
  0.2 โมลต่อลิตรจะต้องใช้เอทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
  0.4 โมลต่อลิตรจะต้องใช้เอทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
  0.6 โมลต่อลิตรจะต้องใช้เอทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  
  0.8 โมลต่อลิตรจะต้องใช้เอทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
  1.0 โมลต่อลิตรจะต้องใช้เอทานอล 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

 

รูปที่ ค-3 กราฟมาตรฐานเอทานอล ซึ่งวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 
 

10.  การเตรียมสารละลายอะซิโตนมาตรฐาน 
 อะซิโตนความเข้มข้น 99.98 เปอร์เซ็นต์ มีมวลโมเลกุล (MW) 58.08 กรัมต่อโมลและความ
หนาแน่น (d) 0.79 กรัมต่อมิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

  ค านวณความเข้มข้นอะซิโตน (CAcetone)จากสูตร 

            CAcetone= 
10   d  

MW
 

      =  
10 0.79 99.98

58.08
  

       =   13.59 โมลต่อลิตร 

y = 1.3087x 
R² = 0.9966 
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ความเข้มข้นของเอทานอล (mol/L) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 เตรียมสารละลายอะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตรปริมาตร (V)100 มิลลิลิตรจากสูตร  
     C1V1 = C2V2     
    13.59x V1 =  1.0 x 100   

     V1 =   (1.0 x 100)/ 17.11  

       =  5.84 มิลลิลิตร 

 เตรียมสารละลายอะซิโตนมาตรฐาน 0.2 0.4 0.6 0.8 และ 1.0 โมลต่อลิตร  
  ค านวณจากสูตรมาตรฐาน 
     C1V1 = C2V2  

  ยกตัวอย่างการค านวณท่ีความเข้มข้น 0.2 โมลต่อลิตรให้มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
    1.0 x V1 =  0.2x 10     
     V1 =  (0.2x 10)/1.0  
       =  2 มิลลิลิตร 

 ดังนั้น เตรียมสาระลายบิวทานอลมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 
  0.2 โมลต่อลิตรจะต้องใช้อะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
  0.4 โมลต่อลิตรจะต้องใช้อะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
  0.6 โมลต่อลิตรจะต้องใช้อะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  
  0.8 โมลต่อลิตรจะต้องใช้อะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 8 มิลลิลิตร 
  1.0 โมลต่อลิตรจะต้องใช้อะซิโตน 1.0 โมลต่อลิตร ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
 

 

รูปที่ ค-4 กราฟมาตรฐานอะซิโตน ซึง่วิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 

y = 1.552x 
R² = 0.9968 
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ความเข้มข้นของอะซิโตน (mol/L) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

 
 

ภาคผนวก ง 

การศึกษาลักษณะฟีโนไทป์ 
 

 

รูปที่ ง-1  การทดสอบการผลิตอะซิโตนของจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ ในอาหารเหลว RCM: A, เกิดการ 
    ผลิตอะซิโตน; B, ไม่เกิดการผลิตอะซิโตน 

 

  

รูปที่ ง-2 ผลการทดสอบการเคล่ือนท่ีของเช้ือ Clostridium sp. G10 (1) และ Clostridium sp. H5 (2) 
 

A B 

1 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-3  ผลการทดสอบการสร้างสารอินโดล (Indole) ของเช้ือ Clostridium sp. G10 (1) และ 
    Clostridium sp. H5 (2) 
 

     

รูปที่ ง-4  ผลการทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรทของเช้ือ Clostridium sp. G10 (1) และ Clostridium 
   sp. H5 (2)  
 

1 2 

1 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-5  ผลการทดสอบการย่อยเจลาติน (Gelatin): A, Clostridium sp. G10; B, Clostridium 
    sp. H5 ; C, ชุดควบคุม (Control) ท่ีไม่มีการถ่ายเช้ือ 
 

  

รูปที่  ง-6  ผลการทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาลไรโบส (ribose) (1) และ อิโนซิทอล 
    (Inositol) (2): A, Clostridium sp. G10; B, Clostridium sp. H5; C, ชุดควบคุม 
    (Control) ท่ีไม่มีการถ่ายเช้ือ 

 
 

A B C 

A B C A B C 

1 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-7  ผลการทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาลแมนนิทอล (Mannitol) (1) ซอร์บิทอล 
    (Sorbitol) (2) แรมโนส (Rhamnose) (3) และแลคโตส (Lactose) (4): A, Clostridium 
    sp. G10;  B, Clostridium sp. H5;  C, ชุดควบคุม (Control) ท่ีไม่มีการถ่ายเช้ือ 

 
 
 
 
 
 

A B C A B C 

A B C A B C 

1 2 

3 4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-8  ผลการทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาลมอลโตส (Maltose) (1) แซคคาโรส 
    (Saccharose) (2) เมทิลกลูโคไพราโนไซด์ (methyl-glucopyranoside) (3) และเด็กซ์ตริน 
    (Dextrin) (4): A, Clostridium sp. G10; B, Clostridium sp. H5; C, ชุดควบคุม 
    (Control) ท่ีไม่มีการถ่ายเช้ือ 
 

A B C A B C 

A B C A B C 

3 4 

1 2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-9  ผลการทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาลทรีฮาโรส (Threhalose) (1) ดัลซิทอล 
    (Dulcitol)  (2)  ก ลี เซอรอล (Glycerol)  ( 3)  และอะราบิ โนส (Arabinose)  (4) : A, 
    Clostridium sp. G10; B, Clostridium sp. H5; C, ชุดควบคุม (Control) ท่ีไม่มีการ 
    ถ่ายเช้ือ 

 

A B C A B C 

A B C A B C 

3 

1 2 

4 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ ง-10  ผลการทดสอบความสามารถในการใช้น้ าตาลไซโรส (Xylose) (1)  กลูโคส (Glucose) (2) 
     แมนโนส (Mannose) (3) และเซลโลไบโอส (Cellobiose) (4): A, Clostridium sp. 
     G10; B, Clostridium sp. H5; C, ชุดควบคุม (Control) ท่ีไม่มีการถ่ายเช้ือ 
 
 

 
 

3 

1 2 

4 

C B A B 

B B A 

A 

A C C 

C 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

 
 

ภาคผนวก จ 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 

1.  สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 

ตารางที่ จ-1 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
     อาหาร RCM ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
RCM 

D0 3 5.0767 .59677 .34454 3.5942 6.5591 4.39 5.47 

D1 3 6.2300 .24637 .14224 5.6180 6.8420 5.97 6.46 

D2 3 6.5300 .04583 .02646 6.4162 6.6438 6.49 6.58 

D3 3 2.7567 3.14185 1.81395 -5.0481 10.5615 .59 6.36 

D4 3 5.3800 5.71745 3.30097 -8.8229 19.5829 .72 11.76 

D5 3 6.8667 2.21507 1.27887 1.3641 12.3692 5.46 9.42 

D6 3 6.2100 1.61025 .92968 2.2099 10.2101 4.53 7.74 

D7 3 5.7267 .98571 .56910 3.2780 8.1753 4.60 6.43 

Total 24 5.5971 2.44846 .49979 4.5632 6.6310 .59 11.76 

Butanol 
RCM 

D0 3 .2100 .02646 .01528 .1443 .2757 .18 .23 

D1 3 .3167 .08622 .04978 .1025 .5308 .24 .41 

D2 3 .2900 .03464 .02000 .2039 .3761 .27 .33 

D3 3 .6400 .42462 .24515 -.4148 1.6948 .38 1.13 

D4 3 .6700 .29597 .17088 -.0652 1.4052 .47 1.01 

D5 3 1.2067 1.05458 .60886 -1.4130 3.8264 .40 2.40 

D6 3 1.7933 1.84430 1.06481 -2.7882 6.3748 .47 3.90 

D7 3 2.1700 2.50402 1.44569 -4.0503 8.3903 .28 5.01 

Total 24 .9121 1.20795 .24657 .4020 1.4222 .18 5.01 

Ethanol 
RCM 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D3 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D4 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D5 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D6 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D7 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 24 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-1 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
       หมักอาหาร RCM ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

 
 
 
 
 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

ABE 
RCM 

D0 3 5.2900 .61733 .35642 3.7565 6.8235 4.58 5.70 

D1 3 6.5500 .28931 .16703 5.8313 7.2687 6.22 6.76 

D2 3 6.8167 .08327 .04807 6.6098 7.0235 6.75 6.91 

D3 3 3.4000 2.99040 1.72651 -4.0286 10.8286 1.00 6.75 

D4 3 6.0467 5.61308 3.24071 -7.8970 19.9903 1.25 12.22 

D5 3 8.0700 1.65103 .95322 3.9686 12.1714 6.54 9.82 

D6 3 7.9967 .55374 .31970 6.6211 9.3722 7.37 8.42 

D7 3 7.8967 1.52004 .87760 4.1207 11.6727 6.71 9.61 

Total 24 6.5083 2.52501 .51541 5.4421 7.5746 1.00 12.22 

Glucose 
RCM 

D0 3 37.2200 1.07699 .62180 34.5446 39.8954 36.29 38.40 

D1 3 30.5700 1.70361 .98358 26.3380 34.8020 28.74 32.11 

D2 3 29.2567 .89114 .51450 27.0429 31.4704 28.23 29.83 

D3 3 29.0467 1.00530 .58041 26.5494 31.5440 27.89 29.71 

D4 3 28.6300 1.43000 .82561 25.0777 32.1823 27.20 30.06 

D5 3 28.7033 1.61976 .93517 24.6796 32.7270 26.91 30.06 

D6 3 27.5200 .87881 .50738 25.3369 29.7031 26.51 28.11 

D7 3 27.0867 .59769 .34508 25.6019 28.5714 26.40 27.49 

Total 24 29.7542 3.21824 .65692 28.3952 31.1131 26.40 38.40 

pH 
RCM 

D0 3 5.9700 .00000 .00000 5.9700 5.9700 5.97 5.97 

D1 3 4.5500 .40706 .23502 3.5388 5.5612 4.08 4.79 

D2 3 4.7400 .01732 .01000 4.6970 4.7830 4.72 4.75 

D3 3 4.7433 .02082 .01202 4.6916 4.7950 4.72 4.76 

D4 3 4.7400 .01732 .01000 4.6970 4.7830 4.72 4.75 

D5 3 4.7333 .01155 .00667 4.7046 4.7620 4.72 4.74 

D6 3 4.7433 .00577 .00333 4.7290 4.7577 4.74 4.75 

D7 3 4.7367 .03055 .01764 4.6608 4.8126 4.71 4.77 

Total 24 4.8696 .44624 .09109 4.6812 5.0580 4.08 5.97 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-2 การเปรียบเทียบทางสถิติของตัวท าละลาย  ความเขม้ข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่าง 
     การหมักอาหาร RCM ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone RCM 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D3 3 2.7567 
D0 3 5.0767 
D4 3 5.3800 
D7 3 5.7267 
D6 3 6.2100 
D1 3 6.2300 
D2 3 6.5300 
D5 3 6.8667 
Sig.  .099 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
Butanol RCM 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D0 3 .2100 
D2 3 .2900 
D1 3 .3167 
D3 3 .6400 
D4 3 .6700 
D5 3 1.2067 
D6 3 1.7933 
D7 3 2.1700 
Sig.  .091 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE RCM 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D3 3 3.4000 
D0 3 5.2900 
D4 3 6.0467 
D1 3 6.5500 
D2 3 6.8167 
D7 3 7.8967 
D6 3 7.9967 
D5 3 8.0700 
Sig.  .052 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
Glucose RCM 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D7 3 27.0867   
D6 3 27.5200   
D4 3 28.6300 28.6300  
D5 3 28.7033 28.7033  
D3 3 29.0467 29.0467  
D2 3 29.2567 29.2567  
D1 3  30.5700  
D0 3   37.2200 
Sig.  .066 .093 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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pH RCM 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D1 3 4.5500  
D5 3 4.7333  
D7 3 4.7367  
D2 3 4.7400  
D4 3 4.7400  
D3 3 4.7433  
D6 3 4.7433  
D0 3  5.9700 
Sig.  .166 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ตารางที่ จ-3 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมักใน 
      อาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
T6 

D0 3 .8467 1.43197 .82675 -2.7105 4.4039 .00 2.50 

D1 3 3.0000 .64506 .37242 1.3976 4.6024 2.35 3.64 

D2 3 2.8000 1.53353 .88538 -1.0095 6.6095 1.03 3.73 

D3 3 2.1700 .71631 .41356 .3906 3.9494 1.43 2.86 

D4 3 2.1400 1.03436 .59719 -.4295 4.7095 1.24 3.27 

D5 3 2.3467 1.17874 .68055 -.5815 5.2748 1.04 3.33 

D6 3 2.1433 .72016 .41579 .3544 3.9323 1.33 2.70 

D7 3 2.6300 .76210 .44000 .7368 4.5232 1.75 3.07 

Total 24 2.2596 1.08010 .22047 1.8035 2.7157 .00 3.73 

Butanol 
T6 

D0 3 .1067 .01155 .00667 .0780 .1354 .10 .12 

D1 3 2.6733 .61338 .35413 1.1496 4.1971 2.01 3.22 
D2 3 6.7400 1.38719 .80090 3.2940 10.1860 5.40 8.17 

D3 3 8.2900 3.10793 1.79436 .5695 16.0105 4.97 11.13 
D4 3 9.4133 1.51130 .87255 5.6591 13.1676 8.11 11.07 

D5 3 10.2967 2.38515 1.37707 4.3716 16.2217 7.69 12.37 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-3 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
       หมักในอาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 12.6100 3.38248 1.95288 4.2074 21.0126 8.99 15.69 

D7 3 13.4900 2.48646 1.43556 7.3133 19.6667 10.69 15.44 

Total 24 7.9525 4.79176 .97811 5.9291 9.9759 .10 15.69 

Ethanol 
T6 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D3 3 .4033 .66425 .38351 -1.2468 2.0534 .00 1.17 

D4 3 .3067 .49692 .28690 -.9278 1.5411 .00 .88 

D5 3 .4500 .36056 .20817 -.4457 1.3457 .05 .75 

D6 3 .0700 .02000 .01155 .0203 .1197 .05 .09 

D7 3 .0933 .01528 .00882 .0554 .1313 .08 .11 

Total 24 .1654 .32299 .06593 .0290 .3018 .00 1.17 

ABE T6 D0 3 .9533 1.42637 .82352 -2.5900 4.4966 .10 2.60 

D1 3 5.6733 1.25480 .72446 2.5562 8.7904 4.36 6.86 

D2 3 9.5400 2.16377 1.24925 4.1649 14.9151 7.67 11.91 

D3 3 10.8633 3.38828 1.95622 2.4464 19.2803 7.83 14.52 

D4 3 11.8567 1.80976 1.04487 7.3610 16.3524 10.34 13.86 

D5 3 13.0967 3.92775 2.26769 3.3396 22.8537 8.78 16.46 

D6 3 14.8267 4.11425 2.37536 4.6063 25.0470 10.37 18.48 

D7 3 16.2100 3.25286 1.87804 8.1294 24.2906 12.51 18.62 

Total 24 10.3775 5.34787 1.09163 8.1193 12.6357 .10 18.62 

Glucose 
T6 

D0 3 32.8400 2.99271 1.72784 25.4057 40.2743 29.43 35.03 

D1 3 22.9367 1.22904 .70959 19.8836 25.9898 21.89 24.29 

D2 3 16.2700 1.02430 .59138 13.7255 18.8145 15.49 17.43 

D3 3 15.0100 1.42717 .82397 11.4647 18.5553 13.77 16.57 

D4 3 12.7600 1.19662 .69087 9.7874 15.7326 11.83 14.11 

D5 3 10.4367 .90118 .52030 8.1980 12.6753 9.51 11.31 

D6 3 9.0300 1.78782 1.03220 4.5888 13.4712 7.69 11.06 

D7 3 8.2500 2.54661 1.47028 1.9239 14.5761 6.03 11.03 

Total 24 15.9417 8.07416 1.64813 12.5322 19.3511 6.03 35.03 

pH T6 D0 3 5.8200 .01000 .00577 5.7952 5.8448 5.81 5.83 

D1 3 5.4100 .02646 .01528 5.3443 5.4757 5.39 5.44 

D2 3 5.9700 .03000 .01732 5.8955 6.0445 5.94 6.00 

D3 3 6.0100 .05292 .03055 5.8786 6.1414 5.97 6.07 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-3 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
       หมักในอาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D4 3 6.0600 .06928 .04000 5.8879 6.2321 6.02 6.14 

D5 3 6.1900 .11533 .06658 5.9035 6.4765 6.06 6.28 

D6 3 6.1900 .10000 .05774 5.9416 6.4384 6.09 6.29 

D7 3 6.0667 .04933 .02848 5.9441 6.1892 6.01 6.10 

Total 24 5.9646 .24893 .05081 5.8595 6.0697 5.39 6.29 

 

ตารางที่ จ-4 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
      ค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร T6 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone T6 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D0 3 .8467  
D4 3 2.1400 2.1400 
D6 3 2.1433 2.1433 
D3 3 2.1700 2.1700 
D5 3 2.3467 2.3467 
D7 3 2.6300 2.6300 
D2 3 2.8000 2.8000 
D1 3  3.0000 
Sig.  .061 .387 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Butanol T6 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .1067    
D1 3 2.6733    
D2 3  6.7400   
D3 3  8.2900   
D4 3  9.4133 9.4133  
D5 3  10.2967 10.2967 10.2967 
D6 3   12.6100 12.6100 
D7 3    13.4900 
Sig.  .166 .082 .105 .105 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
Ethanol T6 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D0 3 .0000 
D1 3 .0000 
D2 3 .0000 
D6 3 .0700 
D7 3 .0933 
D4 3 .3067 
D3 3 .4033 
D5 3 .4500 
Sig.  .148 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE T6 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .9533    
D1 3 5.6733 5.6733   
D2 3  9.5400 9.5400  
D3 3  10.8633 10.8633 10.8633 
D4 3   11.8567 11.8567 
D5 3   13.0967 13.0967 
D6 3   14.8267 14.8267 
D7 3    16.2100 
Sig.  .061 .051 .057 .055 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
GlucoseT6 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D7 3 8.2500      
D6 3 9.0300      
D5 3 10.4367 10.4367     
D4 3  12.7600 12.7600    
D3 3   15.0100 15.0100   
D2 3    16.2700   
D1 3     22.9367  
D0 3      32.8400 
Sig.  .173 .130 .142 .400 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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pH T6 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D1 3 5.4100    
D0 3  5.8200   
D2 3   5.9700  
D3 3   6.0100  
D4 3   6.0600  
D7 3   6.0667  
D5 3    6.1900 
D6 3    6.1900 
Sig.  1.000 1.000 .118 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางที่ จ-5 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมักใน 
       อาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
GYCC 

D0 3 .1167 .02309 .01333 .0593 .1740 .09 .13 

D1 3 2.7767 .13317 .07688 2.4459 3.1075 2.63 2.89 

D2 3 2.8700 .26665 .15395 2.2076 3.5324 2.57 3.08 

D3 3 2.8433 .37581 .21697 1.9098 3.7769 2.53 3.26 

D4 3 3.1633 .71988 .41563 1.3750 4.9516 2.40 3.83 

D5 3 3.5667 1.23715 .71427 .4934 6.6399 2.68 4.98 

D6 3 3.5600 .33867 .19553 2.7187 4.4013 3.29 3.94 

D7 3 3.5600 .60918 .35171 2.0467 5.0733 3.15 4.26 

Total 24 2.8071 1.19377 .24368 2.3030 3.3112 .09 4.98 

Butanol 
GYCC 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .4500 .21000 .12124 -.0717 .9717 .30 .69 

D2 3 1.1967 .25166 .14530 .5715 1.8218 .93 1.43 

D3 3 1.1000 .37802 .21825 .1609 2.0391 .82 1.53 

D4 3 1.1867 .29704 .17150 .4488 1.9246 .95 1.52 

D5 3 .8567 .48501 .28002 -.3482 2.0615 .37 1.34 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



142 
 

 

  

ตารางที่ จ-5 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
       หมักในอาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 .8833 .20232 .11681 .3807 1.3859 .65 1.01 

D7 3 .9833 .49116 .28357 -.2368 2.2034 .68 1.55 

Total 24 .8321 .47988 .09796 .6294 1.0347 .00 1.55 

Ethanol 
GYCC 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D3 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D4 3 .0400 .06928 .04000 -.1321 .2121 .00 .12 

D5 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D6 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D7 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

Total 24 .0050 .02449 .00500 -.0053 .0153 .00 .12 

ABE 
GYCC 

D0 3 .1167 .02309 .01333 .0593 .1740 .09 .13 

D1 3 3.2300 .28618 .16523 2.5191 3.9409 2.93 3.50 

D2 3 4.0600 .10440 .06028 3.8006 4.3194 3.99 4.18 

D3 3 3.9433 .34034 .19650 3.0979 4.7888 3.56 4.21 

D4 3 4.3567 .51588 .29784 3.0751 5.6382 3.93 4.93 

D5 3 4.4700 .87710 .50639 2.2912 6.6488 3.90 5.48 

D6 3 4.4433 .15567 .08988 4.0566 4.8300 4.28 4.59 

D7 3 4.5400 1.10041 .63532 1.8064 7.2736 3.87 5.81 

Total 24 3.6450 1.49613 .30540 3.0132 4.2768 .09 5.81 

Glucose 
GYCC 

D0 3 33.1433 1.70160 .98242 28.9163 37.3703 31.26 34.57 

D1 3 27.8500 .91110 .52602 25.5867 30.1133 27.09 28.86 

D2 3 27.9067 .33650 .19428 27.0708 28.7426 27.66 28.29 

D3 3 26.8733 1.25540 .72481 23.7547 29.9919 25.60 28.11 

D4 3 26.4367 1.13650 .65616 23.6134 29.2599 25.14 27.26 

D5 3 26.8767 1.50640 .86972 23.1346 30.6188 25.14 27.83 

D6 3 26.5333 1.21162 .69953 23.5235 29.5432 25.43 27.83 

D7 3 24.3800 3.42532 1.97761 15.8710 32.8890 20.74 27.54 

Total 24 27.5000 2.78584 .56866 26.3236 28.6764 20.74 34.57 

pH 
GYCC 

D0 3 5.9367 .01155 .00667 5.9080 5.9654 5.93 5.95 

D1 3 4.6167 .02517 .01453 4.5542 4.6792 4.59 4.64 

D2 3 4.5767 .04041 .02333 4.4763 4.6771 4.53 4.60 

D3 3 4.5767 .03512 .02028 4.4894 4.6639 4.54 4.61 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-5 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
       หมักในอาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D4 3 4.5700 .04359 .02517 4.4617 4.6783 4.52 4.60 

D5 3 4.5867 .00577 .00333 4.5723 4.6010 4.58 4.59 

D6 3 4.5867 .02082 .01202 4.5350 4.6384 4.57 4.61 

D7 3 4.5900 .04583 .02646 4.4762 4.7038 4.54 4.63 

Total 24 4.7550 .45720 .09333 4.5619 4.9481 4.52 5.95 

 

ตารางที่ จ-6 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า 
     pH ในระหว่างการหมักในอาหาร GYCC ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone GYCC 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D0 3 .1167  
D1 3  2.7767 
D3 3  2.8433 
D2 3  2.8700 
D4 3  3.1633 
D6 3  3.5600 
D7 3  3.5600 
D5 3  3.5667 
Sig.  1.000 .164 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ButanolGYCC 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .0000   
D1 3 .4500 .4500  
D5 3  .8567 .8567 
D6 3  .8833 .8833 
D7 3  .9833 .9833 
D3 3   1.1000 
D4 3   1.1867 
D2 3   1.1967 
Sig.  .111 .083 .272 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Ethanol GYCC 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D0 3 .0000 
D1 3 .0000 
D2 3 .0000 
D3 3 .0000 
D5 3 .0000 
D6 3 .0000 
D7 3 .0000 
D4 3 .0400 
Sig.  .097 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE GYCC 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .1167   
D1 3  3.2300  
D3 3  3.9433 3.9433 
D2 3  4.0600 4.0600 
D4 3   4.3567 
D6 3   4.4433 
D5 3   4.4700 
D7 3   4.5400 
Sig.  1.000 .102 .258 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Glucose GYCC 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D7 3 24.3800   
D4 3 26.4367 26.4367  
D6 3 26.5333 26.5333  
D3 3 26.8733 26.8733  
D5 3 26.8767 26.8767  
D1 3  27.8500  
D2 3  27.9067  
D0 3   33.1433 
Sig.  .116 .348 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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pH GYCC 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D4 3 4.5700  
D2 3 4.5767  
D3 3 4.5767  
D5 3 4.5867  
D6 3 4.5867  
D7 3 4.5900  
D1 3 4.6167  
D0 3  5.9367 
Sig.  .131 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

ตารางที่ จ-7 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
    อาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
P2 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .3967 .19604 .11319 -.0903 .8837 .19 .58 

D2 3 .4567 .06506 .03756 .2950 .6183 .39 .52 

D3 3 .4567 .03786 .02186 .3626 .5507 .43 .50 

D4 3 .5933 .25736 .14859 -.0460 1.2326 .43 .89 

D5 3 .6067 .16743 .09667 .1907 1.0226 .51 .80 

D6 3 .6033 .08145 .04702 .4010 .8057 .51 .66 

D7 3 .5467 .03512 .02028 .4594 .6339 .51 .58 

Total 24 .4575 .22275 .04547 .3634 .5516 .00 .89 

Butanol 
P2 

D0 3 .0767 .01155 .00667 .0480 .1054 .07 .09 

D1 3 1.2833 .23692 .13679 .6948 1.8719 1.01 1.43 

D2 3 1.8000 .27221 .15716 1.1238 2.4762 1.49 2.00 

D3 3 2.1033 .40204 .23212 1.1046 3.1020 1.68 2.48 

D4 3 2.6033 .67308 .38860 .9313 4.2754 2.19 3.38 

D5 3 2.8033 .92381 .53336 .5085 5.0982 2.26 3.87 

D6 3 2.6900 .65506 .37820 1.0627 4.3173 1.94 3.15 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-7 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
    หมักอาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 2.3367 .51433 .29695 1.0590 3.6143 1.75 2.71 

Total 24 1.9621 .98105 .20026 1.5478 2.3763 .07 3.87 

Ethanol 
P2 

D0 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D1 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D2 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D3 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D4 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D5 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D6 3 .0000 .00000 .00000 .0000 .0000 .00 .00 

D7 3 .0133 .02309 .01333 -.0440 .0707 .00 .04 

Total 24 .0017 .00816 .00167 -.0018 .0051 .00 .04 

ABE P2 D0 3 .0767 .01155 .00667 .0480 .1054 .07 .09 

D1 3 1.6833 .42360 .24456 .6311 2.7356 1.20 1.99 

D2 3 2.2567 .28746 .16597 1.5426 2.9708 1.95 2.52 

D3 3 2.5600 .43035 .24846 1.4910 3.6290 2.12 2.98 

D4 3 3.1967 .93039 .53716 .8854 5.5079 2.62 4.27 

D5 3 3.4133 1.08832 .62834 .7098 6.1169 2.78 4.67 

D6 3 3.2967 .74002 .42725 1.4583 5.1350 2.45 3.82 

D7 3 2.9033 .50123 .28939 1.6582 4.1485 2.34 3.30 

Total 24 2.4233 1.19071 .24305 1.9205 2.9261 .07 4.67 

Glucose 
P2 

D0 3 33.1433 3.28355 1.89576 24.9865 41.3001 30.11 36.63 

D1 3 28.1333 .41102 .23730 27.1123 29.1544 27.66 28.40 

D2 3 27.7900 .34176 .19732 26.9410 28.6390 27.43 28.11 

D3 3 26.6300 .50685 .29263 25.3709 27.8891 26.06 27.03 

D4 3 26.5333 .28676 .16556 25.8210 27.2457 26.23 26.80 

D5 3 25.9600 .86481 .49930 23.8117 28.1083 25.03 26.74 

D6 3 24.3033 .45611 .26333 23.1703 25.4364 23.83 24.74 

D7 3 24.3600 .63095 .36428 22.7926 25.9274 23.71 24.97 

Total 24 27.1067 2.88345 .58858 25.8891 28.3242 23.71 36.63 

pH P2 D0 3 6.1233 .08021 .04631 5.9241 6.3226 6.04 6.20 

D1 3 4.6733 .07506 .04333 4.4869 4.8598 4.60 4.75 

D2 3 4.7400 .08888 .05132 4.5192 4.9608 4.64 4.81 

D3 3 4.7267 .04041 .02333 4.6263 4.8271 4.69 4.77 

D4 3 4.6867 .01528 .00882 4.6487 4.7246 4.67 4.70 

D5 3 4.6333 .04163 .02404 4.5299 4.7368 4.60 4.68 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-7 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
    หมักาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 4.5833 .02082 .01202 4.5316 4.6350 4.56 4.60 

D7 3 4.6000 .05568 .03215 4.4617 4.7383 4.55 4.66 

Total 24 4.8458 .49848 .10175 4.6353 5.0563 4.55 6.20 

 

ตารางที่ จ-8 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
     ค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone P2 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D0 3 .0000  
D1 3  .3967 
D3 3  .4567 
D2 3  .4567 
D7 3  .5467 
D4 3  .5933 
D6 3  .6033 
D5 3  .6067 
Sig.  1.000 .111 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Butanol P2 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .0767   
D1 3  1.2833  
D2 3  1.8000 1.8000 
D3 3  2.1033 2.1033 
D7 3   2.3367 
D4 3   2.6033 
D6 3   2.6900 
D5 3   2.8033 
Sig.  1.000 .093 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Ethanol P2 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D0 3 .0000 
D1 3 .0000 
D2 3 .0000 
D3 3 .0000 
D4 3 .0000 
D5 3 .0000 
D6 3 .0000 
D7 3 .0133 
Sig.  .097 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE P2 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .0767   
D1 3  1.6833  
D2 3  2.2567 2.2567 
D3 3  2.5600 2.5600 
D7 3   2.9033 
D4 3   3.1967 
D6 3   3.2967 
D5 3   3.4133 
Sig.  1.000 .132 .065 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Glucose P2 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D6 3 24.3033   
D7 3 24.3600   
D5 3 25.9600 25.9600  
D4 3 26.5333 26.5333  
D3 3 26.6300 26.6300  
D2 3  27.7900  
D1 3  28.1333  
D0 3   33.1433 
Sig.  .057 .074 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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pH P2 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D6 3 4.5833   
D7 3 4.6000   
D5 3 4.6333 4.6333  
D1 3 4.6733 4.6733  
D4 3 4.6867 4.6867  
D3 3  4.7267  
D2 3  4.7400  
D0 3   6.1233 
Sig.  .066 .058 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ตารางที่ จ-9 ความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
   (productivity) ในอาหาร RCM  T6  GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Butanol RCM 3 2.1708 2.50541 1.44650 -4.0530 8.3946 .28 5.01 

T6 3 13.4890 2.48919 1.43714 7.3055 19.6725 10.69 15.44 

GYCC 3 1.1967 .25166 .14530 .5715 1.8218 .93 1.43 

P2 3 2.6033 .67308 .38860 .9313 4.2754 2.19 3.38 

Total 12 4.8649 5.44885 1.57295 1.4029 8.3270 .28 15.44 

 Butanol  
Yield 

RCM 3 .1591 .19806 .11435 -.3329 .6511 .01 .38 

T6 3 .5492 .05049 .02915 .4237 .6746 .49 .58 

GYCC 3 .2567 .13204 .07623 -.0713 .5847 .14 .40 

P2 3 .4367 .18771 .10837 -.0296 .9030 .22 .55 

Total 12 .3504 .20580 .05941 .2196 .4812 .01 .58 

Butanol 
Productivity 
 

RCM 3 .0117 .01485 .00857 -.0252 .0486 .00 .03 

T6 3 .0797 .01477 .00853 .0430 .1164 .06 .09 

GYCC 3 .0267 .00577 .00333 .0123 .0410 .02 .03 

P2 3 .0227 .00775 .00447 .0035 .0420 .02 .03 

Total 12 .0352 .02914 .00841 .0167 .0537 .00 .09 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-10 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่า 
     ประสิทธิภาพในการหมัก(productivity) ในอาหาร RCM T6  GYCC และ P2 ด้วย 
     เช้ือ Clostridium sp. G10 

Butanol 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

GYCC 3 1.1967  
RCM 3 2.1708  
P2 3 2.6033  
T6 3  13.4890 
Sig.  .386 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
Butanol Yield 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

RCM 3 .1591  
GYCC 3 .2567 .2567 
P2 3 .4367 .4367 
T6 3  .5492 
Sig.  .067 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
Butanol Productivity 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

RCM 3 .0117  
P2 3 .0227  
GYCC 3 .0267  
T6 3  .0797 
Sig.  .165 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.,   

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-11 ความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
    (productivity) ในอาหาร RCM  T6  GYCC และ P2 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

ABE RCM 3 7.8936 1.52087 .87808 4.1156 11.6717 6.71 9.61 

T6 3 16.2097 3.25390 1.87864 8.1266 24.2929 12.51 18.62 

GYCC 3 4.0600 .10440 .06028 3.8006 4.3194 3.99 4.18 

P2 3 3.1967 .93039 .53716 .8854 5.5079 2.62 4.27 

Total 12 7.8400 5.60250 1.61730 4.2804 11.3997 2.62 18.62 

ABE Yield RCM 3 .2333 .09153 .05284 .0059 .4607 .14 .32 

T6 3 .6294 .10108 .05836 .3783 .8805 .51 .70 

GYCC 3 .8033 .24786 .14310 .1876 1.4190 .58 1.07 

P2 3 .5395 .24364 .14066 -.0658 1.1447 .26 .69 

Total 12 .5514 .26822 .07743 .3809 .7218 .14 1.07 

ABE 
Productivity 
 

RCM 3 .0155 .00742 .00428 -.0029 .0339 .01 .02 

T6 3 .0908 .01811 .01046 .0458 .1358 .07 .11 

GYCC 3 .0800 .00000 .00000 .0800 .0800 .08 .08 

P2 3 .0328 .00482 .00278 .0208 .0448 .03 .04 

Total 12 .0548 .03397 .00981 .0332 .0764 .01 .11 

 

ตารางที่ จ-12 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่า 
     ประสิทธิภาพในการหมัก (productivity) ในอาหาร RCM  T6  GYCC และ P2 ด้วย 
     เช้ือ Clostridium sp. G10 

ABE 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

P2 3 3.1967   
GYCC 3 4.0600   
RCM 3  7.8936  
T6 3   16.2097 
Sig.  .584 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE Yield 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

RCM 3 .2333  
P2 3 .5395 .5395 
T6 3  .6294 
GYCC 3  .8033 
Sig.  .079 .135 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
ABE Productivity 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

RCM 3 .0155  
P2 3 .0328  
GYCC 3  .0800 
T6 3  .0908 
Sig.  .069 .226 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.   pH เร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 

ตารางที่ จ-13 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
       อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone  
pH 5.0 

D0 3 .1163 .11842 .06837 -.1778 .4105 .04 .25 

D1 3 .6160 .11506 .06643 .3302 .9018 .49 .72 

D2 3 1.5750 .35618 .20564 .6902 2.4598 1.25 1.96 

D3 3 1.8783 .17293 .09984 1.4487 2.3079 1.78 2.08 

D4 3 2.4423 .27704 .15995 1.7541 3.1305 2.14 2.68 

D5 3 2.0827 .21201 .12241 1.5560 2.6093 1.84 2.23 

D6 3 1.9083 .10601 .06120 1.6450 2.1717 1.79 1.98 

D7 3 2.4687 .52583 .30359 1.1624 3.7749 2.01 3.04 

Total 24 1.6360 .84120 .17171 1.2808 1.9912 .04 3.04 

Butanol 
pH 5.0 

D0 3 .1597 .05558 .03209 .0216 .2977 .12 .22 

D1 3 3.2870 .35228 .20339 2.4119 4.1621 2.90 3.59 

D2 3 7.6570 .15501 .08949 7.2719 8.0421 7.50 7.81 

D3 3 9.0233 1.00541 .58047 6.5258 11.5209 8.37 10.18 

D4 3 9.6593 1.40084 .80878 6.1795 13.1392 8.69 11.27 

D5 3 9.5047 1.80125 1.03995 5.0301 13.9792 8.32 11.58 

D6 3 10.3800 1.98875 1.14820 5.4397 15.3203 9.14 12.67 

D7 3 11.5153 1.76980 1.02179 7.1189 15.9118 10.26 13.54 

Total 24 7.6483 3.88758 .79355 6.0067 9.2899 .12 13.54 

Ethanol 
pH 5.0 

D0 3 .1757 .00681 .00393 .1588 .1926 .17 .18 

D1 3 .2100 .03020 .01744 .1350 .2850 .18 .24 

D2 3 .0927 .02194 .01267 .0382 .1472 .07 .11 

D3 3 .0973 .03225 .01862 .0172 .1775 .06 .13 

D4 3 .2127 .11956 .06903 -.0843 .5097 .09 .32 

D5 3 .1517 .04508 .02603 .0397 .2637 .10 .19 

D6 3 .1510 .06173 .03564 -.0024 .3044 .11 .22 

D7 3 .2033 .01943 .01122 .1551 .2516 .18 .22 

Total 24 .1618 .06391 .01305 .1348 .1888 .06 .32 

ABE  
pH 5.0 

D0 3 .4517 .17810 .10283 .0092 .8941 .34 .66 

D1 3 4.1127 .47607 .27486 2.9300 5.2953 3.57 4.46 

D2 3 9.3250 .34140 .19711 8.4769 10.1731 9.09 9.72 

D3 3 10.9993 .91864 .53037 8.7173 13.2814 10.43 12.06 

D4 3 12.3143 1.14521 .66119 9.4695 15.1592 11.62 13.64 

D5 3 11.7393 1.95343 1.12781 6.8867 16.5919 10.35 13.97 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-13 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักในอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 12.4390 2.02862 1.17123 7.3996 17.4784 11.05 14.77 

D7 3 14.1870 2.29833 1.32694 8.4776 19.8964 12.47 16.80 

Total 24 9.4460 4.66981 .95322 7.4742 11.4179 .34 16.80 

Glucose 
pH 5.0 

D0 3 32.1833 .59028 .34080 30.7170 33.6497 31.54 32.70 

D1 3 27.1733 1.43549 .82878 23.6074 30.7393 25.76 28.63 

D2 3 14.0433 .28937 .16707 13.3245 14.7622 13.71 14.23 

D3 3 14.7300 1.80300 1.04096 10.2511 19.2089 12.99 16.59 

D4 3 13.4000 1.15892 .66910 10.5211 16.2789 12.30 14.61 

D5 3 12.3567 .38812 .22408 11.3925 13.3208 12.00 12.77 

D6 3 12.2567 .59786 .34517 10.7715 13.7418 11.83 12.94 

D7 3 12.1733 1.97571 1.14068 7.2654 17.0813 10.29 14.23 

Total 24 17.2896 7.53458 1.53799 14.1080 20.4712 10.29 32.70 

pH 5.0 D0 3 5.2200 .01000 .00577 5.1952 5.2448 5.21 5.23 

D1 3 5.4033 .05508 .03180 5.2665 5.5401 5.35 5.46 

D2 3 6.4533 .71276 .41151 4.6827 8.2239 5.65 7.01 

D3 3 5.2433 .76540 .44190 3.3420 7.1447 4.66 6.11 

D4 3 5.0600 .80728 .46608 3.0546 7.0654 4.54 5.99 

D5 3 4.9000 .56471 .32604 3.4972 6.3028 4.53 5.55 

D6 3 4.8333 .44881 .25912 3.7184 5.9482 4.54 5.35 

D7 3 4.8400 .45310 .26160 3.7144 5.9656 4.53 5.36 

Total 24 5.2442 .68734 .14030 4.9539 5.5344 4.53 7.01 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-14 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
       ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0 ด้วยเช้ือ Clostridium 
    sp. G10 

Acetone pH 5.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .1163    
D1 3  .6160   
D2 3   1.5750  
D3 3   1.8783  
D6 3   1.9083  
D5 3   2.0827 2.0827 
D4 3    2.4423 
D7 3    2.4687 
Sig.  1.000 1.000 .050 .118 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

Buthanol pH 5.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .1597     
D1 3  3.2870    
D2 3   7.6570   
D3 3   9.0233 9.0233  
D5 3   9.5047 9.5047 9.5047 
D4 3   9.6593 9.6593 9.6593 
D6 3    10.3800 10.3800 
D7 3     11.5153 
Sig.  1.000 1.000 .100 .255 .098 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol pH 5.0 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D2 3 .0927  
D3 3 .0973  
D6 3 .1510 .1510 
D5 3 .1517 .1517 
D0 3 .1757 .1757 
D7 3  .2033 
D1 3  .2100 
D4 3  .2127 
Sig.  .105 .226 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

ABE pH 5.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .4517     
D1 3  4.1127    
D2 3   9.3250   
D3 3   10.9993 10.9993  
D5 3   11.7393 11.7393 11.7393 
D4 3    12.3143 12.3143 
D6 3    12.4390 12.4390 
D7 3     14.1870 
Sig.  1.000 1.000 .062 .264 .065 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose pH 5.0 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D7 3 12.1733    
D6 3 12.2567    
D5 3 12.3567    
D4 3 13.4000 13.4000   
D2 3 14.0433 14.0433   
D3 3  14.7300   
D1 3   27.1733  
D0 3    32.1833 
Sig.  .103 .216 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

pH 5.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D6 3 4.8333  
D7 3 4.8400  
D5 3 4.9000  
D4 3 5.0600  
D0 3 5.2200  
D3 3 5.2433  
D1 3 5.4033  
D2 3  6.4533 
Sig.  .281 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-15 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
       อาหาร ท่ี pH เริ่มต้น 5.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
pH 5.5 

D0 3 .1693 .16518 .09537 -.2410 .5797 .05 .36 

D1 3 .9180 .14816 .08554 .5499 1.2861 .77 1.06 

D2 3 2.1443 .33735 .19477 1.3063 2.9824 1.89 2.53 

D3 3 1.9770 .25034 .14453 1.3551 2.5989 1.78 2.26 

D4 3 1.9120 .23625 .13640 1.3251 2.4989 1.76 2.18 

D5 3 2.0317 .23229 .13411 1.4546 2.6087 1.84 2.29 

D6 3 2.3213 .30467 .17590 1.5645 3.0782 2.11 2.67 

D7 3 1.9973 .21975 .12687 1.4514 2.5432 1.76 2.19 

Total 24 1.6839 .73783 .15061 1.3723 1.9954 .05 2.67 

Butanol 
pH 5.5 

D0 3 .8760 .90272 .52118 -1.3665 3.1185 .16 1.89 

D1 3 5.3090 .47301 .27310 4.1340 6.4840 4.79 5.72 

D2 3 8.7933 1.16697 .67375 5.8944 11.6922 7.91 10.12 

D3 3 9.8410 .41353 .23875 8.8137 10.8683 9.55 10.32 

D4 3 10.0140 .60469 .34912 8.5119 11.5161 9.50 10.68 

D5 3 10.2820 .60389 .34866 8.7819 11.7821 9.69 10.90 

D6 3 11.1607 .59193 .34175 9.6902 12.6311 10.50 11.63 

D7 3 11.8917 .87158 .50321 9.7265 14.0568 10.94 12.66 

Total 24 8.5210 3.56029 .72674 7.0176 10.0243 .16 12.66 

Ethanol 
pH 5.5 

D0 3 .0603 .10450 .06033 -.1993 .3199 .00 .18 

D1 3 .1167 .10614 .06128 -.1470 .3803 .04 .24 

D2 3 .1170 .03897 .02250 .0202 .2138 .08 .16 

D3 3 .1173 .04823 .02785 -.0025 .2371 .07 .16 

D4 3 .0827 .01762 .01017 .0389 .1264 .06 .10 

D5 3 .1063 .07246 .04183 -.0737 .2863 .06 .19 

D6 3 .1663 .05408 .03122 .0320 .3007 .11 .22 

D7 3 .1300 .05151 .02974 .0020 .2580 .08 .18 

Total 24 .1121 .06430 .01312 .0849 .1392 .00 .24 

ABE 
pH 5.5 

D0 3 1.1057 1.16989 .67543 -1.8005 4.0118 .21 2.43 

D1 3 6.3437 .71268 .41147 4.5733 8.1141 5.60 7.02 

D2 3 11.0547 1.51897 .87698 7.2813 14.8280 10.04 12.80 

D3 3 11.9353 .69131 .39913 10.2180 13.6526 11.51 12.73 

D4 3 12.0087 .84829 .48976 9.9014 14.1159 11.35 12.97 

D5 3 12.4197 .77420 .44699 10.4964 14.3429 11.72 13.25 

D6 3 13.6480 .76320 .44064 11.7521 15.5439 12.79 14.25 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-15 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมัก T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 14.0187 1.06424 .61444 11.3750 16.6624 12.83 14.88 

Total 24 10.3168 4.28867 .87542 8.5058 12.1277 .21 14.88 

Glucose 
pH 5.5 

D0 3 29.8000 .75186 .43409 27.9323 31.6677 29.19 30.64 

D1 3 20.6600 2.31968 1.33927 14.8976 26.4224 18.43 23.06 

D2 3 14.0433 2.88786 1.66731 6.8695 21.2172 11.83 17.31 

D3 3 13.3833 1.02442 .59145 10.8385 15.9281 12.21 14.10 

D4 3 14.5133 1.04854 .60537 11.9086 17.1180 13.37 15.43 

D5 3 12.5433 1.24388 .71815 9.4534 15.6333 11.36 13.84 

D6 3 12.7000 3.42510 1.97748 4.1916 21.2084 9.26 16.11 

D7 3 11.8700 1.04000 .60044 9.2865 14.4535 10.67 12.51 

Total 24 16.1892 6.09897 1.24495 13.6138 18.7645 9.26 30.64 

pH 5.5 D0 3 5.4600 .01000 .00577 5.4352 5.4848 5.45 5.47 

D1 3 6.1367 .10116 .05840 5.8854 6.3880 6.02 6.20 

D2 3 6.9800 .07550 .04359 6.7925 7.1675 6.91 7.06 

D3 3 6.9467 .29092 .16796 6.2240 7.6693 6.67 7.25 

D4 3 6.2733 .73009 .42152 4.4597 8.0870 5.55 7.01 

D5 3 5.2833 .42158 .24340 4.2361 6.3306 5.03 5.77 

D6 3 4.9033 .08386 .04842 4.6950 5.1117 4.85 5.00 

D7 3 4.8233 .06807 .03930 4.6542 4.9924 4.77 4.90 

Total 24 5.8508 .86324 .17621 5.4863 6.2153 4.77 7.25 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-16 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
    ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.5 ด้วยเช้ือ Clostridium 
    sp. G10 

Acetone pH 5.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .1693   
D1 3  .9180  
D4 3   1.9120 
D3 3   1.9770 
D7 3   1.9973 
D5 3   2.0317 
D2 3   2.1443 
D6 3   2.3213 
Sig.  1.000 1.000 .085 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Butanol pH 5.5 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .8760     
D1 3  5.3090    
D2 3   8.7933   
D3 3   9.8410 9.8410  
D4 3   10.0140 10.0140  
D5 3    10.2820  
D6 3    11.1607 11.1607 
D7 3     11.8917 
Sig.  1.000 1.000 .073 .061 .246 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol pH 5.5 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D0 3 .0603 
D4 3 .0827 
D5 3 .1063 
D1 3 .1167 
D2 3 .1170 
D3 3 .1173 
D7 3 .1300 
D6 3 .1663 
Sig.  .113 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

ABE pH 5.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 1.1057     
D1 3  6.3437    
D2 3   11.0547   
D3 3   11.9353 11.9353  
D4 3   12.0087 12.0087  
D5 3   12.4197 12.4197 12.4197 
D6 3    13.6480 13.6480 
D7 3     14.0187 
Sig.  1.000 1.000 .135 .065 .075 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose pH 5.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D7 3 11.8700   
D5 3 12.5433   
D6 3 12.7000   
D3 3 13.3833   
D2 3 14.0433   
D4 3 14.5133   
D1 3  20.6600  
D0 3   29.8000 
Sig.  .159 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

pH 5.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D7 3 4.8233    
D6 3 4.9033 4.9033   
D5 3 5.2833 5.2833   
D0 3  5.4600   
D1 3   6.1367  
D4 3   6.2733  
D3 3    6.9467 
D2 3    6.9800 
Sig.  .114 .060 .609 .900 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-17 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
       อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
pH 6.0 

D0 3 .2143 .03879 .02239 .1180 .3107 .17 .24 

D1 3 2.8107 .15217 .08786 2.4327 3.1887 2.71 2.99 

D2 3 1.1580 .16857 .09733 .7392 1.5768 1.01 1.34 

D3 3 1.6233 .02050 .01184 1.5724 1.6743 1.60 1.64 

D4 3 2.1120 .10966 .06331 1.8396 2.3844 1.99 2.21 

D5 3 1.9390 .05012 .02894 1.8145 2.0635 1.89 1.99 

D6 3 1.8553 .03194 .01844 1.7760 1.9347 1.82 1.88 

D7 3 2.5060 .07275 .04200 2.3253 2.6867 2.43 2.58 

Total 24 1.7773 .77819 .15885 1.4487 2.1059 .17 2.99 

Butanol 
pH 6.0 

D0 3 .1367 .01102 .00636 .1093 .1640 .13 .15 

D1 3 4.4560 .26516 .15309 3.7973 5.1147 4.29 4.76 

D2 3 8.1373 1.07811 .62245 5.4592 10.8155 6.94 9.03 

D3 3 9.9117 .18890 .10906 9.4424 10.3809 9.70 10.07 

D4 3 10.5920 .52057 .30055 9.2988 11.8852 10.04 11.07 

D5 3 10.3347 .44226 .25534 9.2360 11.4333 9.82 10.59 

D6 3 11.0977 .27524 .15891 10.4139 11.7814 10.84 11.39 

D7 3 12.0360 .65769 .37972 10.4022 13.6698 11.30 12.57 

Total 24 8.3378 3.90154 .79640 6.6903 9.9852 .13 12.57 

Ethanol 
pH 6.0 

D0 3 .1647 .00945 .00546 .1412 .1881 .15 .17 

D1 3 .2063 .03907 .02256 .1093 .3034 .17 .24 

D2 3 .0910 .00361 .00208 .0820 .1000 .09 .09 

D3 3 .1760 .03081 .01779 .0995 .2525 .15 .21 

D4 3 .2367 .03118 .01800 .1592 .3141 .21 .27 

D5 3 .1187 .04128 .02384 .0161 .2212 .07 .14 

D6 3 .0960 .01908 .01102 .0486 .1434 .08 .12 

D7 3 .2837 .04669 .02696 .1677 .3997 .23 .32 

Total 24 .1716 .07066 .01442 .1418 .2015 .07 .32 

ABE 
pH 6.0 

D0 3 .5153 .03765 .02174 .4218 .6089 .47 .54 

D1 3 7.4730 .27214 .15712 6.7970 8.1490 7.17 7.70 

D2 3 9.3863 1.23708 .71423 6.3132 12.4594 8.04 10.46 

D3 3 11.7113 .15451 .08920 11.3275 12.0951 11.56 11.87 

D4 3 12.9407 .65856 .38022 11.3047 14.5766 12.24 13.55 

D5 3 12.3920 .37986 .21931 11.4484 13.3356 11.96 12.66 

D6 3 13.0490 .28276 .16325 12.3466 13.7514 12.78 13.34 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-17 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักอาหารT6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 14.8257 .75841 .43787 12.9417 16.7097 13.96 15.38 

Total 24 10.2867 4.39150 .89641 8.4323 12.1410 .47 15.38 

Glucose 
pH 6.0 

D0 3 29.5267 .99067 .57197 27.0657 31.9876 28.41 30.30 

D1 3 19.2600 1.04446 .60302 16.6654 21.8546 18.13 20.19 

D2 3 11.6300 1.42155 .82073 8.0987 15.1613 9.99 12.51 

D3 3 12.1533 .38812 .22408 11.1892 13.1175 11.74 12.51 

D4 3 9.6267 .75222 .43429 7.7581 11.4953 8.91 10.41 

D5 3 8.3567 .78501 .45322 6.4066 10.3067 7.84 9.26 

D6 3 7.9167 .26102 .15070 7.2682 8.5651 7.67 8.19 

D7 3 8.5300 .15395 .08888 8.1476 8.9124 8.36 8.66 

Total 24 13.3750 7.18900 1.46745 10.3394 16.4106 7.67 30.30 

pH 6.0 D0 3 5.9167 .06658 .03844 5.7513 6.0821 5.86 5.99 

D1 3 5.8233 .24846 .14345 5.2061 6.4405 5.67 6.11 

D2 3 7.1167 .04726 .02728 6.9993 7.2341 7.08 7.17 

D3 3 6.8333 .16258 .09387 6.4295 7.2372 6.69 7.01 

D4 3 6.0500 .67557 .39004 4.3718 7.7282 5.33 6.67 

D5 3 5.0100 .18330 .10583 4.5547 5.4653 4.85 5.21 

D6 3 4.8800 .13077 .07550 4.5552 5.2048 4.79 5.03 

D7 3 4.8500 .09539 .05508 4.6130 5.0870 4.79 4.96 

Total 24 5.8100 .85904 .17535 5.4473 6.1727 4.79 7.17 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-18 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
    ค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร T6ท่ี pH เริ่มต้น 6.0 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. 
    G10 

Acetone pH 6.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

D0 3 .2143       
D2 3  1.1580      
D3 3   1.6233     
D6 3    1.8553    
D5 3    1.9390    
D4 3     2.1120   
D7 3      2.5060  
D1 3       2.8107 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .304 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Butanol pH 6.0 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .1367      
D1 3  4.4560     
D2 3   8.1373    
D3 3    9.9117   
D5 3    10.3347 10.3347  
D4 3    10.5920 10.5920  
D6 3     11.0977  
D7 3      12.0360 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .155 .113 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol pH 6.0 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D2 3 .0910     
D6 3 .0960     
D5 3 .1187 .1187    
D0 3  .1647 .1647   
D3 3   .1760   
D1 3   .2063 .2063  
D4 3    .2367 .2367 
D7 3     .2837 
Sig.  .319 .090 .140 .251 .084 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

ABE pH 6.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .5153      
D1 3  7.4730     
D2 3   9.3863    
D3 3    11.7113   
D5 3    12.3920 12.3920  
D4 3     12.9407  
D6 3     13.0490  
D7 3      14.8257 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .183 .220 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose pH 6.0 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D6 3 7.9167     
D5 3 8.3567 8.3567    
D7 3 8.5300 8.5300    
D4 3  9.6267    
D2 3   11.6300   
D3 3   12.1533   
D1 3    19.2600  
D0 3     29.5267 
Sig.  .404 .094 .451 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
pH 6.0 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D7 3 4.8500   
D6 3 4.8800   
D5 3 5.0100   
D1 3  5.8233  
D0 3  5.9167  
D4 3  6.0500  
D3 3   6.8333 
D2 3   7.1167 
Sig.  .512 .356 .227 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-19 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
    อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
pH 6.5 

D0 3 .2410 .01300 .00751 .2087 .2733 .23 .25 

D1 3 1.1307 .75482 .43579 -.7444 3.0057 .66 2.00 

D2 3 1.1857 .17677 .10206 .7466 1.6248 .98 1.31 

D3 3 1.4897 .27234 .15724 .8131 2.1662 1.18 1.67 

D4 3 1.9700 .59764 .34505 .4854 3.4546 1.29 2.40 

D5 3 2.0700 .77748 .44888 .1386 4.0014 1.19 2.66 

D6 3 2.0993 .60395 .34869 .5990 3.5996 1.41 2.51 

D7 3 2.5413 .54587 .31516 1.1853 3.8973 1.92 2.93 

Total 24 1.5910 .82962 .16935 1.2406 1.9413 .23 2.93 

Butanol 
pH 6.5 

D0 3 .1000 .00500 .00289 .0876 .1124 .10 .11 

D1 3 4.5383 .82376 .47560 2.4920 6.5847 3.65 5.28 

D2 3 8.1420 .86127 .49725 6.0025 10.2815 7.17 8.80 

D3 3 9.2447 1.35978 .78507 5.8668 12.6225 7.68 10.13 

D4 3 9.9100 1.45817 .84187 6.2877 13.5323 8.29 11.11 

D5 3 9.9387 1.63290 .94276 5.8823 13.9950 8.06 11.01 

D6 3 10.2797 1.32079 .76256 6.9986 13.5607 8.76 11.07 

D7 3 10.8073 .93234 .53828 8.4913 13.1234 9.73 11.37 

Total 24 7.8701 3.67298 .74974 6.3191 9.4210 .10 11.37 

Ethanol 
pH 6.5 

D0 3 .1580 .01212 .00700 .1279 .1881 .15 .17 

D1 3 .2007 .02570 .01484 .1368 .2645 .17 .22 

D2 3 .0957 .00833 .00481 .0750 .1164 .09 .11 

D3 3 .1090 .00436 .00252 .0982 .1198 .10 .11 

D4 3 .1213 .03911 .02258 .0242 .2185 .08 .16 

D5 3 .1870 .04770 .02754 .0685 .3055 .14 .24 

D6 3 .2157 .06728 .03884 .0485 .3828 .17 .29 

D7 3 .2253 .09771 .05641 -.0174 .4680 .12 .31 

Total 24 .1641 .06294 .01285 .1375 .1907 .08 .31 

ABE 
pH 6.5 

D0 3 .4997 .02702 .01560 .4325 .5668 .47 .52 

D1 3 5.8693 .35651 .20583 4.9837 6.7549 5.51 6.23 

D2 3 9.4233 1.02996 .59465 6.8648 11.9819 8.26 10.20 

D3 3 10.8433 1.62690 .93929 6.8019 14.8848 8.97 11.86 

D4 3 12.0013 2.02234 1.16760 6.9776 17.0251 9.74 13.62 

D5 3 12.1957 2.44891 1.41388 6.1122 18.2791 9.39 13.90 

D6 3 12.5940 1.94366 1.12217 7.7657 17.4223 10.35 13.75 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-19 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
      หมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 13.5743 1.56558 .90389 9.6852 17.4634 11.77 14.57 

Total 24 9.6251 4.40854 .89989 7.7636 11.4867 .47 14.57 

Glu6.5 D0 3 28.3467 1.46070 .84333 24.7181 31.9752 26.66 29.19 

D1 3 17.9567 .33292 .19221 17.1297 18.7837 17.74 18.34 

D2 3 14.7000 2.00980 1.16036 9.7074 19.6926 12.94 16.89 

D3 3 12.9033 3.69535 2.13351 3.7236 22.0831 9.99 17.06 

D4 3 13.3867 1.88431 1.08791 8.7058 18.0676 12.21 15.56 

D5 3 12.8400 1.63918 .94638 8.7681 16.9119 11.31 14.57 

D6 3 11.5733 1.50188 .86711 7.8425 15.3042 10.03 13.03 

D7 3 12.6300 1.43628 .82924 9.0621 16.1979 11.23 14.10 

Total 24 15.5421 5.52427 1.12764 13.2094 17.8748 9.99 29.19 

pH6.5 D0 3 6.2133 .03215 .01856 6.1335 6.2932 6.19 6.25 

D1 3 6.3433 .11372 .06566 6.0608 6.6258 6.25 6.47 

D2 3 6.8733 .24685 .14252 6.2601 7.4865 6.60 7.08 

D3 3 6.1033 .80513 .46484 4.1033 8.1034 5.29 6.90 

D4 3 5.6333 1.18509 .68421 2.6894 8.5773 4.80 6.99 

D5 3 5.5300 1.22650 .70812 2.4832 8.5768 4.71 6.94 

D6 3 5.0067 .36774 .21232 4.0931 5.9202 4.69 5.41 

D7 3 4.8533 .12423 .07172 4.5447 5.1619 4.71 4.93 

Total 24 5.8196 .87389 .17838 5.4506 6.1886 4.69 7.08 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



172 
 

 

  

ตารางที่ จ-20 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
      ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. 
      G10 

Acetone pH 6.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .2410   
D1 3 1.1307 1.1307  
D2 3 1.1857 1.1857  
D3 3  1.4897  
D4 3  1.9700 1.9700 
D5 3  2.0700 2.0700 
D6 3  2.0993 2.0993 
D7 3   2.5413 
Sig.  .056 .065 .247 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

Butanol pH 6.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .1000    
D1 3  4.5383   
D2 3   8.1420  
D3 3   9.2447 9.2447 
D4 3   9.9100 9.9100 
D5 3   9.9387 9.9387 
D6 3   10.2797 10.2797 
D7 3    10.8073 
Sig.  1.000 1.000 .056 .153 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol pH 6.5 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D2 3 .0957   
D3 3 .1090 .1090  
D4 3 .1213 .1213  
D0 3 .1580 .1580 .1580 
D5 3 .1870 .1870 .1870 
D1 3  .2007 .2007 
D6 3   .2157 
D7 3   .2253 
Sig.  .052 .051 .143 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE pH 6.5 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .4997    
D1 3  5.8693   
D2 3   9.4233  
D3 3   10.8433 10.8433 
D4 3   12.0013 12.0013 
D5 3   12.1957 12.1957 
D6 3    12.5940 
D7 3    13.5743 
Sig.  1.000 1.000 .065 .074 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose pH 6.5 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D6 3 11.5733   
D7 3 12.6300   
D5 3 12.8400   
D3 3 12.9033   
D4 3 13.3867   
D2 3 14.7000 14.7000  
D1 3  17.9567  
D0 3   28.3467 
Sig.  .098 .058 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
pH 6.5 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D7 3 4.8533    
D6 3 5.0067 5.0067   
D5 3 5.5300 5.5300 5.5300  
D4 3 5.6333 5.6333 5.6333 5.6333 
D3 3 6.1033 6.1033 6.1033 6.1033 
D0 3  6.2133 6.2133 6.2133 
D1 3   6.3433 6.3433 
D2 3    6.8733 
Sig.  .060 .069 .208 .062 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-21 ความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
     (productivity) ในอาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0  5.5  6.0 และ 6.5 ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Butanol 5.0 3 11.5153 1.76980 1.02179 7.1189 15.9118 10.26 13.54 

5.5 3 11.2250 1.31390 .75858 7.9611 14.4889 10.08 12.66 

6.0 3 12.0360 .65769 .37972 10.4022 13.6698 11.30 12.57 

6.5 3 10.8073 .93234 .53828 8.4913 13.1234 9.73 11.37 

Total 12 11.3959 1.15678 .33393 10.6609 12.1309 9.73 13.54 

Butanol  
Yield 
 

5.0 3 .5680 .05237 .03024 .4379 .6981 .51 .61 

5.5 3 .5833 .09315 .05378 .3519 .8147 .48 .64 

6.0 3 .5683 .05577 .03220 .4298 .7069 .52 .63 

6.5 3 .6810 .04629 .02673 .5660 .7960 .64 .73 

Total 12 .6002 .07382 .02131 .5533 .6471 .48 .73 

Butanol 
Productivity 
 

5.0 3 .0677 .01079 .00623 .0409 .0945 .06 .08 

5.5 3 .0617 .00404 .00233 .0516 .0717 .06 .06 

6.0 3 .0710 .00361 .00208 .0620 .0800 .07 .07 

6.5 3 .0637 .00577 .00333 .0493 .0780 .06 .07 

Total 12 .0660 .00684 .00197 .0617 .0703 .06 .08 

 

ตารางที่ จ-22 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่า 
     ประสิทธิภาพในการหมัก(productivity) ในอาหาร T6ท่ี pH เริ่มต้น 5.0  5.5  6.0 
     และ 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Butanol concentration 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

6.5 3 10.8073 
5.5 3 11.2250 
5.0 3 11.5153 
6.0 3 12.0360 
Sig.  .286 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Butanol Yield 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

5.0 3 .5680 
6.0 3 .5683 
5.5 3 .5833 
6.5 3 .6810 
Sig.  .079 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 

Butanol Productivity 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

5.5 3 .0617 
6.5 3 .0637 
5.0 3 .0677 
6.0 3 .0710 
Sig.  .147 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-23 ความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
     (productivity) อาหาร T6 ท่ี pH เริ่มต้น 5.0  5.5  6.0 และ 6.5 ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

ABE 5.0 3 14.1870 2.29833 1.32694 8.4776 19.8964 12.47 16.80 

5.5 3 14.0187 1.06424 .61444 11.3750 16.6624 12.83 14.88 

6.0 3 14.8257 .75841 .43787 12.9417 16.7097 13.96 15.38 

6.5 3 13.5743 1.56558 .90389 9.6852 17.4634 11.77 14.57 

Total 12 14.1514 1.39159 .40172 13.2672 15.0356 11.77 16.80 

ABE Yield  5.0 3 .6860 .06972 .04025 .5128 .8592 .61 .75 

5.5 3 .7223 .03513 .02028 .6351 .8096 .68 .75 

6.0 3 .6833 .06401 .03696 .5243 .8423 .62 .75 

6.5 3 .8310 .07790 .04498 .6375 1.0245 .75 .90 

Total 12 .7307 .08292 .02394 .6780 .7834 .61 .90 

ABE 
Productivity 
 

5.0 3 .0817 .01422 .00821 .0463 .1170 .07 .10 

5.5 3 .0767 .00379 .00219 .0673 .0861 .07 .08 

6.0 3 .0850 .00436 .00252 .0742 .0958 .08 .09 

6.5 3 .0770 .00889 .00513 .0549 .0991 .07 .08 

Total 12 .0801 .00838 .00242 .0748 .0854 .07 .10 

 

ตารางที่ จ-24 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE ค่าผลได้ (yield) และค่า 
    ประสิทธิภาพในการหมัก(productivity) ในอาหาร T6 ท่ีpH เริ่มต้น 5.0  5.5  6.0   
    และ 6.5 ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

ABE 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

6.5 3 13.5743 
5.5 3 14.0187 
5.0 3 14.1870 
6.0 3 14.8257 
Sig.  .374 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ABE Yield 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

6.0 3 .6833  
5.0 3 .6860  
5.5 3 .7223 .7223 
6.5 3  .8310 
Sig.  .493 .070 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE Productivity 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

5.5 3 .0767 
6.5 3 .0770 
5.0 3 .0817 
6.0 3 .0850 
Sig.  .310 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.  ความเข้มข้นกลูโคสเร่ิมต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตบิวทานอล 

ตารางที่ จ-25 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
     อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
30 

D0 3 .3173 .07315 .04223 .1356 .4990 .26 .40 

D1 3 1.3050 .25990 .15005 .6594 1.9506 1.01 1.46 

D2 3 .7887 .01626 .00939 .7483 .8291 .77 .80 

D3 3 2.0273 .00924 .00533 2.0044 2.0503 2.02 2.04 

D4 3 2.5260 .07104 .04102 2.3495 2.7025 2.48 2.61 

D5 3 1.4330 .06899 .03983 1.2616 1.6044 1.38 1.51 

D6 3 1.5463 .00551 .00318 1.5327 1.5600 1.54 1.55 

D7 3 1.7640 .09297 .05367 1.5331 1.9949 1.66 1.83 

Total 24 1.4635 .66597 .13594 1.1822 1.7447 .26 2.61 

Butanol 
30 

D0 3 1.0557 .20428 .11794 .5482 1.5631 .92 1.29 

D1 3 5.6277 .40309 .23272 4.6263 6.6290 5.39 6.09 

D2 3 5.7983 .02857 .01650 5.7274 5.8693 5.77 5.83 

D3 3 10.9703 .03500 .02021 10.8834 11.0573 10.94 11.01 

D4 3 10.3667 .04682 .02703 10.2504 10.4830 10.32 10.41 

D5 3 9.2590 .03460 .01997 9.1731 9.3449 9.23 9.30 

D6 3 10.1297 .03256 .01880 10.0488 10.2106 10.10 10.16 

D7 3 9.8783 .02970 .01715 9.8045 9.9521 9.85 9.90 

Total 24 7.8857 3.28650 .67085 6.4979 9.2735 .92 11.01 

Ethanol 
30 

D0 3 .0690 .06126 .03537 -.0832 .2212 .00 .12 

D1 3 .0620 .00819 .00473 .0417 .0823 .05 .07 

D2 3 .0550 .00520 .00300 .0421 .0679 .05 .06 

D3 3 .1020 .00173 .00100 .0977 .1063 .10 .10 

D4 3 .1027 .03931 .02270 .0050 .2003 .08 .15 

D5 3 .0863 .04648 .02683 -.0291 .2018 .06 .14 

D6 3 .0807 .00981 .00567 .0563 .1050 .08 .09 

D7 3 .1517 .04143 .02392 .0488 .2546 .10 .18 

Total 24 .0887 .04100 .00837 .0714 .1060 .00 .18 

ABE 30 D0 3 1.4417 .22017 .12711 .8947 1.9886 1.27 1.69 

D1 3 6.9947 .15079 .08706 6.6201 7.3692 6.89 7.17 

D2 3 6.6413 .00874 .00504 6.6196 6.6630 6.63 6.65 

D3 3 13.1000 .04431 .02558 12.9899 13.2101 13.06 13.15 

D4 3 12.9950 .14994 .08657 12.6225 13.3675 12.89 13.17 

D5 3 10.7790 .14760 .08522 10.4123 11.1457 10.67 10.95 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-25 (ต่อ) ความเขม้ข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 11.7567 .03993 .02305 11.6575 11.8559 11.71 11.79 

D7 3 11.7943 .16404 .09471 11.3868 12.2018 11.61 11.91 

Total 24 9.4378 3.90015 .79612 7.7909 11.0847 1.27 13.17 

Glucose 
30 

D0 3 37.7333 1.91197 1.10388 32.9837 42.4829 36.57 39.94 

D1 3 27.1233 .49923 .28823 25.8832 28.3635 26.57 27.54 

D2 3 23.2567 .45545 .26295 22.1253 24.3881 22.74 23.60 

D3 3 21.9833 .43143 .24909 20.9116 23.0551 21.49 22.29 

D4 3 16.4967 .40501 .23383 15.4906 17.5028 16.06 16.86 

D5 3 15.1233 .23459 .13544 14.5406 15.7061 14.86 15.31 

D6 3 14.8367 1.11518 .64385 12.0664 17.6069 13.71 15.94 

D7 3 14.4167 .58526 .33790 12.9628 15.8705 13.77 14.91 

Total 24 21.3713 7.76840 1.58572 18.0909 24.6516 13.71 39.94 

pH 30 D0 3 5.9033 .02082 .01202 5.8516 5.9550 5.88 5.92 

D1 3 6.7333 .04619 .02667 6.6186 6.8481 6.68 6.76 

D2 3 7.2667 .03786 .02186 7.1726 7.3607 7.24 7.31 

D3 3 7.5600 .07937 .04583 7.3628 7.7572 7.47 7.62 

D4 3 6.5667 .03055 .01764 6.4908 6.6426 6.54 6.60 

D5 3 5.6600 .04583 .02646 5.5462 5.7738 5.61 5.70 

D6 3 5.5133 .03055 .01764 5.4374 5.5892 5.48 5.54 

D7 3 4.8200 .01732 .01000 4.7770 4.8630 4.80 4.83 

Total 24 6.2529 .89558 .18281 5.8747 6.6311 4.80 7.62 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-26 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
     ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร 
     ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone 30 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

D0 3 .3173       
D2 3  .7887      
D1 3   1.3050     
D5 3   1.4330 1.4330    
D6 3    1.5463    
D7 3     1.7640   
D3 3      2.0273  
D4 3       2.5260 
Sig.  1.000 1.000 .163 .213 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 
Butanol 30 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 1.0557      
D1 3  5.6277     
D2 3  5.7983     
D5 3   9.2590    
D7 3    9.8783   
D6 3    10.1297 10.1297  
D4 3     10.3667  
D3 3      10.9703 
Sig.  1.000 .217 1.000 .077 .093 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol 30 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D2 3 .0550  
D1 3 .0620  
D0 3 .0690  
D6 3 .0807  
D5 3 .0863  
D3 3 .1020 .1020 
D4 3 .1027 .1027 
D7 3  .1517 
Sig.  .150 .110 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE 30 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 1.4417      
D2 3  6.6413     
D1 3   6.9947    
D5 3    10.7790   
D6 3     11.7567  
D7 3     11.7943  
D4 3      12.9950 
D3 3      13.1000 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 .737 .355 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose 30 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D7 3 14.4167     
D6 3 14.8367     
D5 3 15.1233 15.1233    
D4 3  16.4967    
D3 3   21.9833   
D2 3   23.2567   
D1 3    27.1233  
D0 3     37.7333 
Sig.  .362 .072 .093 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
pH 30 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

D7 3 4.8200        
D6 3  5.5133       
D5 3   5.6600      
D0 3    5.9033     
D4 3     6.5667    
D1 3      6.7333   
D2 3       7.2667  
D3 3        7.5600 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-27 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
     อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
40 

D0 3 .0697 .07741 .04469 -.1226 .2620 .00 .15 

D1 3 1.8397 .50986 .29437 .5731 3.1062 1.25 2.14 

D2 3 1.3550 .08669 .05005 1.1396 1.5704 1.26 1.41 

D3 3 1.7127 .01290 .00745 1.6806 1.7447 1.70 1.73 

D4 3 1.9063 .01589 .00917 1.8669 1.9458 1.89 1.92 

D5 3 2.1477 .08122 .04689 1.9459 2.3494 2.09 2.24 

D6 3 1.8720 .03242 .01872 1.7915 1.9525 1.84 1.91 

D7 3 2.1457 .08373 .04834 1.9377 2.3537 2.05 2.21 

Total 24 1.6311 .66811 .13638 1.3490 1.9132 .00 2.24 

Butanol 
40 

D0 3 .2907 .03326 .01920 .2080 .3733 .25 .32 

D1 3 5.3707 .87632 .50594 3.1938 7.5476 4.84 6.38 

D2 3 7.7117 .04576 .02642 7.5980 7.8254 7.66 7.75 

D3 3 10.3490 .03804 .02196 10.2545 10.4435 10.31 10.39 

D4 3 10.6293 .04910 .02835 10.5074 10.7513 10.59 10.68 

D5 3 9.6560 .06351 .03667 9.4982 9.8138 9.59 9.72 

D6 3 9.9970 .04789 .02765 9.8780 10.1160 9.95 10.05 

D7 3 10.7363 .05405 .03121 10.6021 10.8706 10.68 10.79 

Total 24 8.0926 3.49286 .71298 6.6177 9.5675 .25 10.79 

Ethanol 
40 

D0 3 .0657 .05894 .03403 -.0808 .2121 .00 .11 

D1 3 .0550 .02773 .01601 -.0139 .1239 .04 .09 

D2 3 .0767 .00473 .00273 .0649 .0884 .07 .08 

D3 3 .0937 .00153 .00088 .0899 .0975 .09 .10 

D4 3 .1030 .00361 .00208 .0940 .1120 .10 .11 

D5 3 .1067 .03585 .02070 .0176 .1957 .08 .15 

D6 3 .0987 .00833 .00481 .0780 .1194 .09 .11 

D7 3 .1677 .03889 .02245 .0711 .2643 .12 .19 

Total 24 .0959 .04126 .00842 .0785 .1133 .00 .19 

ABE 40 D0 3 .4260 .11505 .06643 .1402 .7118 .31 .54 

D1 3 7.2657 .39534 .22825 6.2836 8.2478 7.00 7.72 

D2 3 9.1433 .12793 .07386 8.8255 9.4611 9.00 9.23 

D3 3 12.1543 .05220 .03014 12.0246 12.2840 12.11 12.21 

D4 3 12.6390 .06402 .03696 12.4800 12.7980 12.58 12.70 

D5 3 11.9097 .17529 .10120 11.4742 12.3451 11.77 12.11 

D6 3 11.9680 .08846 .05107 11.7483 12.1877 11.89 12.06 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-27 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 13.0493 .17434 .10066 12.6162 13.4824 12.86 13.19 

Total 24 9.8194 4.08937 .83474 8.0926 11.5462 .31 13.19 

Glucose 
40 

D0 3 43.4467 1.56174 .90167 39.5671 47.3262 41.77 44.86 

D1 3 31.8467 .54519 .31477 30.4923 33.2010 31.31 32.40 

D2 3 20.1333 .49217 .28416 18.9107 21.3560 19.60 20.57 

D3 3 21.0867 3.35770 1.93857 12.7457 29.4276 17.26 23.54 

D4 3 21.7333 1.68512 .97291 17.5473 25.9194 20.06 23.43 

D5 3 19.5600 1.12067 .64702 16.7761 22.3439 18.51 20.74 

D6 3 19.6000 .66204 .38223 17.9554 21.2446 18.91 20.23 

D7 3 19.5233 1.56273 .90224 15.6413 23.4054 17.83 20.91 

Total 24 24.6162 8.38125 1.71082 21.0772 28.1553 17.26 44.86 

pH 40 D0 3 5.6033 .01528 .00882 5.5654 5.6413 5.59 5.62 

D1 3 6.9500 .03000 .01732 6.8755 7.0245 6.92 6.98 

D2 3 7.2467 .01155 .00667 7.2180 7.2754 7.24 7.26 

D3 3 7.1100 .03000 .01732 7.0355 7.1845 7.08 7.14 

D4 3 5.2700 .02646 .01528 5.2043 5.3357 5.25 5.30 

D5 3 4.8700 .04359 .02517 4.7617 4.9783 4.82 4.90 

D6 3 4.8233 .01155 .00667 4.7946 4.8520 4.81 4.83 

D7 3 4.9300 .02646 .01528 4.8643 4.9957 4.90 4.95 

Total 24 5.8504 1.02215 .20865 5.4188 6.2820 4.81 7.26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-28 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
    ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 40 กรัมต่อลิตร 
    ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone 40 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .0697    
D2 3  1.3550   
D3 3   1.7127  
D1 3   1.8397 1.8397 
D6 3   1.8720 1.8720 
D4 3   1.9063 1.9063 
D7 3    2.1457 
D5 3    2.1477 
Sig.  1.000 1.000 .267 .090 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Butanol 40 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .2907      
D1 3  5.3707     
D2 3   7.7117    
D5 3    9.6560   
D6 3    9.9970 9.9970  
D3 3     10.3490 10.3490 
D4 3      10.6293 
D7 3      10.7363 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .201 .187 .170 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol 40 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D1 3 .0550  
D0 3 .0657  
D2 3 .0767  
D3 3 .0937  
D6 3 .0987  
D4 3 .1030  
D5 3 .1067  
D7 3  .1677 
Sig.  .079 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE 40 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .4260      
D1 3  7.2657     
D2 3   9.1433    
D5 3    11.9097   
D6 3    11.9680   
D3 3    12.1543   
D4 3     12.6390  
D7 3      13.0493 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .135 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose 40 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D7 3 19.5233   
D5 3 19.5600   
D6 3 19.6000   
D2 3 20.1333   
D3 3 21.0867   
D4 3 21.7333   
D1 3  31.8467  
D0 3   43.4467 
Sig.  .157 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

pH 40 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

D6 3 4.8233        

D5 3  4.8700       
D7 3   4.9300      

D4 3    5.2700     
D0 3     5.6033    

D1 3      6.9500   

D3 3       7.1100  

D2 3        7.2467 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-29 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
     อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
50 

D0 3 .1150 .12128 .07002 -.1863 .4163 .04 .26 

D1 3 1.7957 .03066 .01770 1.7195 1.8718 1.76 1.82 

D2 3 1.5287 .02205 .01273 1.4739 1.5834 1.51 1.55 

D3 3 1.8077 .02139 .01235 1.7545 1.8608 1.79 1.83 

D4 3 2.0403 .01914 .01105 1.9928 2.0879 2.02 2.06 

D5 3 2.2220 .09182 .05301 1.9939 2.4501 2.17 2.33 

D6 3 2.1283 .03512 .02028 2.0411 2.2156 2.10 2.17 

D7 3 2.3930 .01200 .00693 2.3632 2.4228 2.38 2.41 

Total 24 1.7538 .68611 .14005 1.4641 2.0436 .04 2.41 

Butanol 
50 

D0 3 .1457 .00862 .00498 .1242 .1671 .14 .16 

D1 3 5.4633 .84409 .48733 3.3665 7.5602 4.97 6.44 

D2 3 8.6403 .01834 .01059 8.5948 8.6859 8.63 8.66 

D3 3 10.7020 .05756 .03323 10.5590 10.8450 10.65 10.76 

D4 3 11.2903 .04347 .02510 11.1824 11.3983 11.25 11.34 

D5 3 10.9570 .06902 .03985 10.7855 11.1285 10.89 11.03 

D6 3 10.4783 .04752 .02744 10.3603 10.5964 10.43 10.53 

D7 3 11.1667 .04840 .02794 11.0464 11.2869 11.11 11.21 

Total 24 8.6055 3.77282 .77012 7.0123 10.1986 .14 11.34 

Ethanol 
50 

D0 3 .0860 .07922 .04574 -.1108 .2828 .00 .16 

D1 3 .0580 .01916 .01106 .0104 .1056 .05 .08 

D2 3 .0947 .00907 .00524 .0721 .1172 .09 .11 

D3 3 .1003 .00252 .00145 .0941 .1066 .10 .10 

D4 3 .1217 .00551 .00318 .1080 .1353 .12 .13 

D5 3 .1123 .05818 .03359 -.0322 .2569 .06 .17 

D6 3 .1093 .00681 .00393 .0924 .1262 .10 .12 

D7 3 .1143 .00153 .00088 .1105 .1181 .11 .12 

Total 24 .0996 .03557 .00726 .0846 .1146 .00 .17 

ABE 50 D0 3 .3460 .18526 .10696 -.1142 .8062 .20 .56 

D1 3 7.3170 .83409 .48156 5.2450 9.3890 6.82 8.28 

D2 3 10.2637 .02779 .01605 10.1946 10.3327 10.23 10.28 

D3 3 12.6097 .08135 .04697 12.4076 12.8117 12.53 12.70 

D4 3 13.4517 .06752 .03898 13.2839 13.6194 13.39 13.52 

D5 3 13.2917 .20316 .11729 12.7870 13.7963 13.17 13.53 

D6 3 12.7160 .08907 .05142 12.4947 12.9373 12.63 12.81 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-29 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 13.6740 .06121 .03534 13.5219 13.8261 13.61 13.73 

Total 24 10.4587 4.41955 .90214 8.5925 12.3249 .20 13.73 

Glucose 
50 

D0 3 51.7533 1.52546 .88073 47.9639 55.5428 50.63 53.49 

D1 3 33.5633 .46576 .26891 32.4063 34.7203 33.03 33.89 

D2 3 26.3433 .60178 .34744 24.8484 27.8382 25.77 26.97 

D3 3 24.5500 .32909 .19000 23.7325 25.3675 24.17 24.74 

D4 3 23.5233 .69371 .40051 21.8001 25.2466 22.74 24.06 

D5 3 24.2867 .71178 .41095 22.5185 26.0548 23.49 24.86 

D6 3 24.4400 1.39280 .80414 20.9801 27.8999 22.86 25.49 

D7 3 23.9600 .38223 .22068 23.0105 24.9095 23.71 24.40 

Total 24 29.0525 9.33325 1.90514 25.1114 32.9936 22.74 53.49 

pH 50 D0 3 5.6333 .03055 .01764 5.5574 5.7092 5.60 5.66 

D1 3 6.6233 .60962 .35196 5.1090 8.1377 5.92 7.00 

D2 3 7.1133 .03512 .02028 7.0261 7.2006 7.08 7.15 

D3 3 7.1733 .03055 .01764 7.0974 7.2492 7.14 7.20 

D4 3 6.9867 .06110 .03528 6.8349 7.1384 6.92 7.04 

D5 3 5.4233 .24583 .14193 4.8127 6.0340 5.14 5.58 

D6 3 5.1933 .16773 .09684 4.7767 5.6100 5.00 5.30 

D7 3 5.2233 .15044 .08686 4.8496 5.5971 5.05 5.32 

Total 24 6.1713 .86911 .17741 5.8043 6.5382 5.00 7.20 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-30 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
    ค่า pH ในระหว่างการหมักในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 50 กรัมต่อลิตร 
    ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
 

Acetone 50 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .1150      
D2 3  1.5287     
D1 3   1.7957    
D3 3   1.8077    
D4 3    2.0403   
D6 3    2.1283 2.1283  
D5 3     2.2220  
D7 3      2.3930 
Sig.  1.000 1.000 .803 .081 .065 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 
Butanol 50 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .1457      
D1 3  5.4633     
D2 3   8.6403    
D6 3    10.4783   
D3 3    10.7020 10.7020  
D5 3    10.9570 10.9570 10.9570 
D7 3     11.1667 11.1667 
D4 3      11.2903 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .083 .091 .217 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol 50 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D1 3 .0580 
D0 3 .0860 
D2 3 .0947 
D3 3 .1003 
D6 3 .1093 
D5 3 .1123 
D7 3 .1143 
D4 3 .1217 
Sig.  .072 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE 50 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .3460     
D1 3  7.3170    
D2 3   10.2637   
D3 3    12.6097  
D6 3    12.7160  
D5 3     13.2917 
D4 3     13.4517 
D7 3     13.6740 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .685 .178 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose 50 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D4 3 23.5233    
D7 3 23.9600    
D5 3 24.2867    
D6 3 24.4400    
D3 3 24.5500    
D2 3  26.3433   
D1 3   33.5633  
D0 3    51.7533 
Sig.  .211 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
pH 50 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D6 3 5.1933   
D7 3 5.2233   
D5 3 5.4233   
D0 3 5.6333   
D1 3  6.6233  
D4 3  6.9867 6.9867 
D2 3   7.1133 
D3 3   7.1733 
Sig.  .061 .091 .395 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-31 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการหมัก 
     อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
60 

D0 3 .0850 .09341 .05393 -.1470 .3170 .00 .19 

D1 3 1.5963 .24490 .14139 .9880 2.2047 1.45 1.88 

D2 3 1.6647 .09986 .05766 1.4166 1.9127 1.58 1.78 

D3 3 1.8970 .01375 .00794 1.8628 1.9312 1.89 1.91 

D4 3 2.1233 .01790 .01033 2.0789 2.1678 2.11 2.14 

D5 3 2.4180 .05226 .03017 2.2882 2.5478 2.37 2.47 

D6 3 2.3053 .03868 .02233 2.2092 2.4014 2.27 2.35 

D7 3 1.5267 .08693 .05019 1.3107 1.7426 1.45 1.62 

Total 24 1.7020 .70503 .14391 1.4043 1.9997 .00 2.47 

Butanol 
60 

D0 3 .0513 .04486 .02590 -.0601 .1628 .00 .08 

D1 3 5.9257 .91919 .53069 3.6423 8.2091 5.39 6.99 

D2 3 8.0653 .02272 .01312 8.0089 8.1218 8.04 8.09 

D3 3 9.8770 .03915 .02261 9.7797 9.9743 9.84 9.92 

D4 3 10.2860 .05145 .02970 10.1582 10.4138 10.24 10.34 

D5 3 11.5873 .05928 .03423 11.4401 11.7346 11.53 11.64 

D6 3 11.6360 .04703 .02715 11.5192 11.7528 11.59 11.68 

D7 3 9.6937 .02458 .01419 9.6326 9.7547 9.67 9.71 

Total 24 8.3903 3.69280 .75379 6.8310 9.9496 .00 11.68 

Ethanol 
60 

D0 3 .0697 .06311 .03643 -.0871 .2264 .00 .12 

D1 3 .0687 .01845 .01065 .0228 .1145 .05 .09 

D2 3 .1137 .04858 .02805 -.0070 .2344 .08 .17 

D3 3 .0857 .00153 .00088 .0819 .0895 .08 .09 

D4 3 .3553 .00839 .00484 .3345 .3762 .35 .37 

D5 3 .1260 .01212 .00700 .0959 .1561 .12 .14 

D6 3 .1103 .00777 .00448 .0910 .1296 .10 .12 

D7 3 .1323 .05479 .03164 -.0038 .2684 .07 .18 

Total 24 .1327 .09376 .01914 .0931 .1723 .00 .37 

ABE 60 D0 3 .2060 .16602 .09585 -.2064 .6184 .07 .39 

D1 3 7.5910 1.18232 .68261 4.6540 10.5280 6.89 8.96 

D2 3 9.8437 .16850 .09728 9.4251 10.2622 9.70 10.03 

D3 3 11.8597 .05431 .03135 11.7248 11.9946 11.81 11.92 

D4 3 12.7650 .07835 .04524 12.5704 12.9596 12.70 12.85 

D5 3 14.1310 .12350 .07130 13.8242 14.4378 14.01 14.26 

D6 3 14.0517 .09309 .05374 13.8204 14.2829 13.96 14.15 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-31 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในระหว่างการ 
     หมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ 
     Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D7 3 11.3523 .16264 .09390 10.9483 11.7563 11.19 11.51 

Total 24 10.2250 4.40505 .89918 8.3650 12.0851 .07 14.26 

Glucose 
60 

D0 3 66.4000 1.03923 .60000 63.8184 68.9816 65.20 67.00 

D1 3 41.8667 .55076 .31798 40.4985 43.2348 41.50 42.50 

D2 3 38.6333 .05774 .03333 38.4899 38.7768 38.60 38.70 

D3 3 35.7000 .17321 .10000 35.2697 36.1303 35.60 35.90 

D4 3 33.6667 .90738 .52387 31.4126 35.9207 33.00 34.70 

D5 3 32.9000 .75498 .43589 31.0245 34.7755 32.10 33.60 

D6 3 31.7000 .43589 .25166 30.6172 32.7828 31.20 32.00 

D7 3 27.5000 4.73181 2.73191 15.7455 39.2545 22.20 31.30 

Total 24 38.5458 11.62722 2.37340 33.6361 43.4556 22.20 67.00 

pH 60 D0 3 5.6667 .01528 .00882 5.6287 5.7046 5.65 5.68 

D1 3 7.2267 .02517 .01453 7.1642 7.2892 7.20 7.25 

D2 3 7.4333 .02517 .01453 7.3708 7.4958 7.41 7.46 

D3 3 7.2300 .03000 .01732 7.1555 7.3045 7.20 7.26 

D4 3 7.4433 .02309 .01333 7.3860 7.5007 7.43 7.47 

D5 3 5.3200 .01000 .00577 5.2952 5.3448 5.31 5.33 

D6 3 5.1133 .02517 .01453 5.0508 5.1758 5.09 5.14 

D7 3 5.5300 .03606 .02082 5.4404 5.6196 5.50 5.57 

Total 24 6.3704 .99836 .20379 5.9488 6.7920 5.09 7.47 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-32 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
    ค่า pH ในระหว่างการหมักอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 60 กรัมต่อลิตร 
    ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Acetone 60 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .0850     
D7 3  1.5267    
D1 3  1.5963    
D2 3  1.6647    
D3 3   1.8970   
D4 3    2.1233  
D6 3    2.3053 2.3053 
D5 3     2.4180 
Sig.  1.000 .152 1.000 .053 .214 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Butanol 60 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 .0513     
D1 3  5.9257    
D2 3   8.0653   
D7 3    9.6937  
D3 3    9.8770  
D4 3    10.2860  
D5 3     11.5873 
D6 3     11.6360 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .051 .858 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol 60 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D1 3 .0687  
D0 3 .0697  
D3 3 .0857  
D6 3 .1103  
D2 3 .1137  
D5 3 .1260  
D7 3 .1323  
D4 3  .3553 
Sig.  .068 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE 60 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D0 3 .2060      
D1 3  7.5910     
D2 3   9.8437    
D7 3    11.3523   
D3 3    11.8597   
D4 3     12.7650  
D6 3      14.0517 
D5 3      14.1310 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .172 1.000 .826 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose 60 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D7 3 27.5000      
D6 3  31.7000     
D5 3  32.9000 32.9000    
D4 3  33.6667 33.6667    
D3 3   35.7000 35.7000   
D2 3    38.6333   
D1 3     41.8667  
D0 3      66.4000 
Sig.  1.000 .218 .086 .061 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 
pH 60 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

D6 3 5.1133      
D5 3  5.3200     
D7 3   5.5300    
D0 3    5.6667   
D1 3     7.2267  
D3 3     7.2300  
D2 3      7.4333 
D4 3      7.4433 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 .872 .630 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-33 ความเข้มข้นของบิวทานอล  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
    (productivity) อาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30  40  50 
    และ 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum 
Maximu

m Lower Bound Upper Bound 

Butanol 30 3 10.9703 .03500 .02021 10.8834 11.0573 10.94 11.01 

40 3 10.6303 .04637 .02677 10.5151 10.7455 10.59 10.68 

50 3 11.2903 .04347 .02510 11.1824 11.3983 11.25 11.34 

60 3 11.5867 .05508 .03180 11.4499 11.7235 11.53 11.64 

Total 12 11.1194 .37459 .10813 10.8814 11.3574 10.59 11.64 

Butanol  
Yield 
 

30 3 .6367 .07767 .04485 .4437 .8296 .55 .70 

40 3 .4833 .06658 .03844 .3179 .6487 .44 .56 

50 3 .3953 .02120 .01224 .3427 .4480 .38 .42 

60 3 .3467 .02082 .01202 .2950 .3984 .33 .37 

Total 12 .4655 .12383 .03575 .3868 .5442 .33 .70 

Butanol 
Productivity 
 

30 3 .1363 .00551 .00318 .1227 .1500 .13 .14 

40 3 .1100 .00000 .00000 .1100 .1100 .11 .11 

50 3 .1160 .00000 .00000 .1160 .1160 .12 .12 

60 3 .1000 .00000 .00000 .1000 .1000 .10 .10 

Total 12 .1156 .01406 .00406 .1066 .1245 .10 .14 

 

 

ตารางที่ จ-34 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของบิวทานอล ค่าผลได้ (yield) และค่า 
    ประสิทธิภาพในการหมัก(productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 
    30  40  50 และ 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Butanol concentration 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

40 3 10.6303    
30 3  10.9703   
50 3   11.2903  
60 3    11.5867 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Yield Butanol 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

60 3 .3467   
50 3 .3953 .3953  
40 3  .4833  
30 3   .6367 
Sig.  .296 .078 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Productivity Butanol 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

60 3 .1000    
40 3  .1100   
50 3   .1160  
30 3    .1363 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่  จ-35 ความเข้มข้นของ ABE  ค่าผลได้ (yield) และค่าประสิทธิภาพในการหมัก 
    (productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น 30  40  50 และ 60 กรัม 
    ต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

ABE 30 3 13.1000 .04431 .02558 12.9899 13.2101 13.06 13.15 

40 3 12.6400 .06000 .03464 12.4910 12.7890 12.58 12.70 

50 3 13.4517 .06752 .03898 13.2839 13.6194 13.39 13.52 

60 3 14.1333 .12503 .07219 13.8227 14.4439 14.01 14.26 

Total 12 13.3312 .57358 .16558 12.9668 13.6957 12.58 14.26 

ABE Yield 30 3 .7467 .09452 .05457 .5119 .9815 .64 .82 

40 3 .5700 .07937 .04583 .3728 .7672 .51 .66 

50 3 .4650 .02443 .01411 .4043 .5257 .45 .49 

60 3 .4167 .03055 .01764 .3408 .4926 .39 .45 

Total 12 .5496 .14326 .04136 .4586 .6406 .39 .82 

ABE 
Productivity 
 

30 3 .1617 .00252 .00145 .1554 .1679 .16 .16 

40 3 .1300 .00000 .00000 .1300 .1300 .13 .13 

50 3 .1367 .00252 .00145 .1304 .1429 .13 .14 

60 3 .1167 .00577 .00333 .1023 .1310 .11 .12 

Total 12 .1363 .01732 .00500 .1252 .1473 .11 .16 

 

 
ตารางที่ จ-36 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของ ABE ค่าผลได้ (yield) และค่า 
    ประสิทธิภาพในการหมัก(productivity) ในอาหาร T6 ท่ีความเข้มข้นกลูโคส 
    เริ่มต้น 30  40  50 และ 60 กรัมต่อลิตร ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
 

ABE concentration 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

40 3 12.6400    
30 3  13.1000   
50 3   13.4517  
60 3    14.1333 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Yield ABE 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

60 3 .4167   
50 3 .4650 .4650  
40 3  .5700  
30 3   .7467 
Sig.  .387 .082 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
productivity 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

60 3 .1167    
40 3  .1300   
50 3   .1367  
30 3    .1617 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.  การใช้เปลอืกเผือกที่ผ่านการยอ่ยด้วยเอนไซม์เป็นวัตถุดิบในกระบวนการหมัก 

ตารางที่ จ-37 ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในการหมักเปลือก 
     เผือก ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

Acetone 
Taro 

D0 3 .1592 .06107 .03526 .0075 .3109 .09 .19 

D1 3 2.1626 .84624 .48858 .0604 4.2648 1.67 3.14 

D2 3 1.7152 .84056 .48530 -.3729 3.8033 .74 2.20 

D3 3 1.0815 .11151 .06438 .8045 1.3585 1.02 1.21 

D4 3 1.3226 .05878 .03393 1.1766 1.4686 1.25 1.36 

D5 3 1.5370 .14533 .08391 1.1760 1.8980 1.37 1.62 

D6 3 1.7101 .01172 .00677 1.6810 1.7392 1.70 1.72 

D7 3 1.7951 .12153 .07016 1.4932 2.0970 1.72 1.94 

Total 24 1.4354 .68282 .13938 1.1471 1.7237 .09 3.14 

Butanol 
Taro 

D0 3 .5800 .67506 .38974 -1.0969 2.2569 .09 1.35 

D1 3 2.4267 .88794 .51265 .2209 4.6324 1.50 3.27 

D2 3 6.2167 .81144 .46848 4.2009 8.2324 5.29 6.80 

D3 3 9.2133 1.03079 .59513 6.6527 11.7740 8.16 10.22 

D4 3 9.5100 .73729 .42568 7.6785 11.3415 8.97 10.35 

D5 3 10.0333 1.05860 .61118 7.4036 12.6630 8.87 10.94 

D6 3 10.4467 .76461 .44145 8.5473 12.3461 9.59 11.06 

D7 3 10.6700 .56666 .32716 9.2623 12.0777 10.08 11.21 

Total 24 7.3871 3.80478 .77665 5.7805 8.9937 .09 11.21 

EtOH 
Taro 

D0 3 .8343 .63012 .36380 -.7310 2.3996 .17 1.43 

D1 3 .7685 .61222 .35347 -.7523 2.2894 .16 1.38 

D2 3 .8294 .59178 .34167 -.6407 2.2995 .16 1.26 

D3 3 .8921 .64953 .37500 -.7215 2.5056 .17 1.42 

D4 3 .8320 .62090 .35848 -.7104 2.3743 .17 1.40 

D5 3 .8298 .58477 .33762 -.6228 2.2825 .19 1.34 

D6 3 .9786 .69483 .40116 -.7475 2.7046 .18 1.39 

D7 3 .9044 .65797 .37988 -.7301 2.5389 .19 1.48 

Total 24 .8586 .52999 .10818 .6348 1.0824 .16 1.48 

ABE 
Taro 

D0 3 1.5733 .89030 .51401 -.6383 3.7850 .67 2.45 

D1 3 5.3633 2.11105 1.21882 .1192 10.6075 3.95 7.79 

D2 3 8.7567 .18583 .10729 8.2950 9.2183 8.55 8.91 

D3 3 11.1867 .83764 .48361 9.1059 13.2675 10.26 11.89 

D4 3 11.6667 .36088 .20835 10.7702 12.5631 11.25 11.88 

D5 3 12.4033 .83429 .48168 10.3309 14.4758 11.45 13.00 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-37 (ต่อ) ความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และค่า pH ในการหมัก 
   เปลือกเผือก ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Descriptives 

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

 D6 3 13.1400 .55245 .31896 11.7676 14.5124 12.70 13.76 

D7 3 13.3700 .68037 .39281 11.6799 15.0601 12.85 14.14 

Total 24 9.6825 4.10956 .83886 7.9472 11.4178 .67 14.14 

Glucose D0 3 68.9000 1.21655 .70238 65.8779 71.9221 67.50 69.70 

D1 3 57.4667 3.52326 2.03415 48.7144 66.2189 54.60 61.40 

D2 3 48.1667 5.45374 3.14872 34.6188 61.7145 42.60 53.50 

D3 3 49.9667 3.78726 2.18658 40.5586 59.3747 45.80 53.20 

D4 3 46.8667 3.12623 1.80493 39.1007 54.6327 44.00 50.20 

D5 3 46.3333 4.14045 2.39049 36.0479 56.6188 41.90 50.10 

D6 3 45.4333 4.12957 2.38421 35.1749 55.6917 40.70 48.30 

D7 3 46.5333 3.85011 2.22286 36.9691 56.0975 42.70 50.40 

Total 24 51.2083 8.38186 1.71094 47.6690 54.7477 40.70 69.70 

pH D0 3 5.2433 .00577 .00333 5.2290 5.2577 5.24 5.25 

D1 3 5.2267 .02082 .01202 5.1750 5.2784 5.21 5.25 

D2 3 5.6300 .06557 .03786 5.4671 5.7929 5.57 5.70 

D3 3 5.7900 .70930 .40951 4.0280 7.5520 5.28 6.60 

D4 3 5.2433 .85541 .49387 3.1184 7.3683 4.71 6.23 

D5 3 4.7233 .11150 .06438 4.4463 5.0003 4.64 4.85 

D6 3 4.6800 .05292 .03055 4.5486 4.8114 4.64 4.74 

D7 3 4.6633 .04509 .02603 4.5513 4.7753 4.62 4.71 

Total 24 5.1500 .52845 .10787 4.9269 5.3731 4.62 6.60 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-38 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นของตัวท าละลาย  ความเข้มข้นกลูโคส และ 
      ค่า pH ในการหมักเปลือกเผือก ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 
 

Acetone Taro 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D0 3 .1592   
D3 3  1.0815  
D4 3  1.3226  
D5 3  1.5370 1.5370 
D6 3  1.7101 1.7101 
D2 3  1.7152 1.7152 
D7 3  1.7951 1.7951 
D1 3   2.1626 
Sig.  1.000 .087 .126 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
Butanol Taro 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

D0 3 .5800    
D1 3  2.4267   
D2 3   6.2167  
D3 3    9.2133 
D4 3    9.5100 
D5 3    10.0333 
D6 3    10.4467 
D7 3    10.6700 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .069 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ethanol Taro 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha 
= 0.05 

1 

D1 3 .7685 
D2 3 .8294 
D5 3 .8298 
D4 3 .8320 
D0 3 .8343 
D3 3 .8921 
D7 3 .9044 
D6 3 .9786 
Sig.  .721 

Means for groups in homogeneous subsets are 
displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
ABE Taro 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

D0 3 1.5733     
D1 3  5.3633    
D2 3   8.7567   
D3 3    11.1867  
D4 3    11.6667 11.6667 
D5 3    12.4033 12.4033 
D6 3     13.1400 
D7 3     13.3700 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .165 .065 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Glucose 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

D6 3 45.4333   
D5 3 46.3333   
D7 3 46.5333   
D4 3 46.8667   
D2 3 48.1667   
D3 3 49.9667   
D1 3  57.4667  
D0 3   68.9000 
Sig.  .212 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
pH 

Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 

D7 3 4.6633  
D6 3 4.6800  
D5 3 4.7233  
D1 3 5.2267 5.2267 
D0 3 5.2433 5.2433 
D4 3 5.2433 5.2433 
D2 3  5.6300 
D3 3  5.7900 
Sig.  .128 .134 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-39 ความเข้มข้นของบิวทานอลท่ีได้การหมักเปลือกเผือกและหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ 
    Clostridium sp. G10 

Descriptives 
Butanol   

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

TD0 3 .5800 .67506 .38974 -1.0969 2.2569 .09 1.35 
TD1 3 2.4267 .88794 .51265 .2209 4.6324 1.50 3.27 
TD2 3 6.2167 .81144 .46848 4.2009 8.2324 5.29 6.80 
TD3 3 9.2133 1.03079 .59513 6.6527 11.7740 8.16 10.22 
TD4 3 9.5100 .73729 .42568 7.6785 11.3415 8.97 10.35 
TD5 3 10.0333 1.05860 .61118 7.4036 12.6630 8.87 10.94 
TD6 3 10.4467 .76461 .44145 8.5473 12.3461 9.59 11.06 
TD7 3 10.6700 .56666 .32716 9.2623 12.0777 10.08 11.21 
GD0 3 .0467 .04041 .02333 -.0537 .1471 .00 .07 
GD1 3 5.9233 .92376 .53333 3.6286 8.2181 5.39 6.99 
GD2 3 8.0600 .01732 .01000 8.0170 8.1030 8.04 8.07 
GD3 3 9.8667 .04619 .02667 9.7519 9.9814 9.84 9.92 
GD4 3 10.2733 .05774 .03333 10.1299 10.4168 10.24 10.34 
GD5 3 11.5600 .06928 .04000 11.3879 11.7321 11.52 11.64 
GD6 3 11.6200 .05196 .03000 11.4909 11.7491 11.59 11.68 
GD7 3 9.6900 .01732 .01000 9.6470 9.7330 9.67 9.70 
Total 48 7.8835 3.74061 .53991 6.7974 8.9697 .00 11.68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-40 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้นบิวทานอลท่ีได้การหมักเปลือกเผือก 
    และหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

Butanol 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

GD0 3 .0467       
TD0 3 .5800       
TD1 3  2.4267      
GD1 3   5.9233     
TD2 3   6.2167     
GD2 3    8.0600    
TD3 3     9.2133   
TD4 3     9.5100 9.5100  
GD7 3     9.6900 9.6900  
GD3 3     9.8667 9.8667  
TD5 3     10.0333 10.0333  
GD4 3     10.2733 10.2733  
TD6 3      10.4467  
TD7 3      10.6700 10.6700 
GD5 3       11.5600 
GD6 3       11.6200 
Sig.  .310 1.000 .574 1.000 .079 .058 .091 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-41 ความเข้มข้นของ ABE ท่ีได้การหมักเปลือกเผือกและหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ 
      Clostridium sp. G10 

Descriptives 
ABE   

 N Mean 
Std. 

Deviation 
Std. 
Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

TD0 3 1.5733 .89030 .51401 -.6383 3.7850 .67 2.45 
TD1 3 5.3633 2.11105 1.21882 .1192 10.6075 3.95 7.79 
TD2 3 8.7567 .18583 .10729 8.2950 9.2183 8.55 8.91 
TD3 3 11.1867 .83764 .48361 9.1059 13.2675 10.26 11.89 
TD4 3 11.6667 .36088 .20835 10.7702 12.5631 11.25 11.88 
TD5 3 12.4033 .83429 .48168 10.3309 14.4758 11.45 13.00 
TD6 3 13.1400 .55245 .31896 11.7676 14.5124 12.70 13.76 
TD7 3 13.3700 .68037 .39281 11.6799 15.0601 12.85 14.14 
GD0 3 .2033 .15948 .09207 -.1928 .5995 .07 .38 
GD1 3 7.5867 1.18938 .68669 4.6321 10.5413 6.89 8.96 
GD2 3 9.8367 .15822 .09135 9.4436 10.2297 9.70 10.01 
GD3 3 11.8500 .06083 .03512 11.6989 12.0011 11.81 11.92 
GD4 3 12.7533 .08386 .04842 12.5450 12.9617 12.70 12.85 
GD5 3 14.1100 .13229 .07638 13.7814 14.4386 14.01 14.26 
GD6 3 14.0367 .10017 .05783 13.7878 14.2855 13.96 14.15 
GD7 3 11.3500 .15524 .08963 10.9644 11.7356 11.19 11.50 
Total 48 9.9492 4.22077 .60922 8.7236 11.1748 .07 14.26 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ จ-42 การเปรียบเทียบทางสถิติของความเข้มข้น ABE ท่ีได้การหมักเปลือกเผือก 
      และหมักกลูโคส ด้วยเช้ือ Clostridium sp. G10 

ABE 
Duncana   

concentration N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

GD0 3 .2033          
TD0 3  1.5733         
TD1 3   5.3633        
GD1 3    7.5867       
TD2 3    8.7567 8.7567      
GD2 3     9.8367      
TD3 3      11.1867     
GD7 3      11.3500     
TD4 3      11.6667 11.6667    
GD3 3      11.8500 11.8500 11.8500   
TD5 3      12.4033 12.4033 12.4033 12.4033  
GD4 3       12.7533 12.7533 12.7533 12.7533 
TD6 3        13.1400 13.1400 13.1400 
TD7 3         13.3700 13.3700 
GD6 3          14.0367 
GD5 3          14.1100 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .067 .089 .086 .116 .063 .161 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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