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บทคัดย่อ 

		  บทความนีศ้กึษาการเจรญิและการผลติเอทานอลภายใต้สภาวะไม่ใช้ออกซิเจน โดยใช้เช้ือ Clostridium  

acetobutylicum TISTR 1462 จากนํ้าอ้อยเป็นสารตั้งต้นในการผลิตเอทานอล ซึ่งในการผลิตเอทานอลนี้มี

อยู่หลายปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต เช่น ความเข้มข้นของนํ้าตาล ค่าพีเอช และแหล่งไนโตรเจน ซึ่งปัจจัยดัง

กลา่ว ใชศ้กึษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติเอทานอล พบวา่ สภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติเอทานอล คือ 

ที่ความเข้มข้นนํ้าตาล 6  ํBrix ค่าพีเอชเริ่มต้น เท่ากับ 5 และปริมาณ DAP4 g/L หมักในสภาวะไร้ออกซิเจน

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง จะได้เอทานอลสูงที่สุด 23.51 กรัมต่อลิตร จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อ C. 

acetobutylicum TISTR 1462 จากนํ้าอ้อยสามารถใช้ผลิตเอทานอลได้

คำ�หลัก: 

		  คลอสทริเดียม การผลิตเอทานอล นํ้าอ้อย

Abstract

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

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

anaerobic conditions. Various fermentation conditions (sugar concentration, initial pH and nitrogen) 

were evaluated for ethanol production. It was found that the optimum condition for producing ethanol 

was at sugar concentration 6๐Brix, pH 5 and DAP 4 g/L for 72 h under anaerobic fermentation, 

giving the greatest amount of ethanol of 23.51 g/L. The results indicate that C. acetobutylicum 

TISTR 1462 can produce ethanol by sugarcane juice.
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1.	 บทนำ�

		  พลังงานถูกนำ�มาใช้เพื่อดำ�รงชีพของมนุษย์

ไม่ว่าจะเป็นภายในบ้านพักอาศัย อาคาร ร้านค้า 

โรงงานรวมถึงการเดินทางล้วนแล้วใช้พลังงานทั้ง

สิ้น ยิ่งนานวันความต้องการพลังงานทวีมากขึ้น นั่น

หมายถึงพลังงานจะถูกนำ�มาจากแหล่งต่างๆ เพื่อ

ตอบสนองการใชพ้ลงังานทัง้พลงังานจากดวงอาทติย์

และพลังงานจากภายในโลกซึ่งพลังงานทั้งมวลที่มี

อยู่ถูกจำ�แนกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ตามแหล่งที่มา

คือ พลังงานหมุนเวียน (Renewable energy) ได้แก่ 

พลงังานแสงอาทติย์ พลังงานลม พลังนํา้ พลังงานคล่ืน

ในทะเลและพลังงานชีวมวล ส่วนพลังงานสิ้นเปลือง 

(Nonrenewable energy) ได้แก่ นํ้ามันดิบ ถ่านหิน 

ก๊าซธรรมชาติ และพลังงานนิวเคลียร์ (แร่ยูเรเนียม) 	

		  [1] เมือ่ใชห้มดแลว้ไมส่ามารถสรา้งขึน้มาใหม ่

หรือหามาทดแทนโดยธรรมชาติได้ทันความต้องการ

ในเวลาอันรวดเร็ว ต้องใช้เวลานานกว่าร้อยล้านปีที่

จะสร้างขึ้นมาอีกได้ และมีปริมาณจำ�กัด ในปัจจุบัน

มนุษย์จึงหันมาสนใจนำ�แหล่งพลังงานหมุนเวียนมา

ใชใ้นกระบวนการผลติชวีพลงังานมากขึน้ โดยเฉพาะ

แหลง่พลงังานชวีมวลทีม่ปีรมิาณมาก และสามารถนำ�

มาใชป้ระโยชนไ์ด ้เชน่ มนัสำ�ปะหลัง ข้าวโพด ข้าวฟา่ง

หวาน และออ้ย โดยเฉพาะอ้อยเปน็วตัถดิุบท่ีปลูกมาก

ในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย 

		  [2] สามารถนำ�มาใชเ้ปน็วตัถดุบิในกระบวนการ

ผลติเอทานอลซึง่เปน็พลงังานทดแทนสามารถใชแ้ทน

นํ้ามันเบนซินได้ 

		  [3] อ้อยเมื่อนำ�มาหีบจะได้ส่วนของนํ้าอ้อย

หลักๆ ประกอบด้วยนํ้าตาลกลูโคส ซึ่งจุลินทรีย์จะใช้

เปลี่ยนไปเป็นแอลกอฮอล์ ดังนั้นจึงมีงานวิจัยหลาย

เรื่องที่ศึกษาการผลิตเอทานอลโดยใช้กลุ่มของยีสต์ 

Saccharomyces sp. Min และคณะ [3] ได้ศึกษา

การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตอะซิโตน-บิวทานอล-

เอทานอลโดยเชือ้ Clostridium acetobutylicum IB4 

ซึ่งควบคุม pH จาก 4.9-7.0 ได้ ABE สูงสุด 24.6 g/L 

ได้เอทานอล 17.7 g/L ที่ pH 5.5 			 

		  สาวติรแีละคณะ [4] ไดศ้กึษาการผลติเอทานอลที่

สภาวะอณุหภมูสิงูจากนํา้ออ้ยโดยเชือ้ Kluyveromyces 

marxianus DMKU 3-1042 ใชส้ตูรอาหารน้ําออ้ยท่ีมี

การเตมิเอทานอล 4% ผลติเอทานอลทีอ่ณุหภมู ิ40 และ 

45 องศาเซลเซยีส ที ่40 องศาเซลเซยีส ผลติเอทานอล

ได้สูงที่สุด 6.78%(w/v)  

		  [5] ดังนัน้งานวิจัยครัง้นีจึ้งสนใจทีจ่ะใช้นํา้อ้อย

เปน็วตัถดุบิในการผลติเอทานอล โดยใช้เช้ือแบคทเีรยี            

C. acetobutylicum TISTR 1462 ซึง่จะศกึษาสภาวะ

ที่เหมาะสมของการหมัก ความเข้มข้นของนํ้าตาลที่

เชื้อใช้ pH และปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสม เพื่อ

นำ�ผลที่ได้จากการทำ�วิจัยไปใช้ผลิตเอทานอลต่อไป

2.	 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย

		  เพือ่ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมของความเข้มข้น

ของน้ําตาล ค่าพีเอช และปริมาณไนโตรเจนต่อการ

ผลติ เอทานอลของ C. acetobutylicum TISTR 1462
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3.	 วิธีดำ�เนินการวิจัย

    		 3.1 จุลินทรีย์และอาหารเล้ียงชื้อ
				    เชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 
จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง     
ประเทศไทย
           		  อาหารเลี้ยงเชื้อ Cooked meat medium 
(CMM) 
				    อ้อยสายพันธุ์ฟิล 6607 ปลูกในเขตพื้นที่ 
อำ�เภอหนองแสง จังหวัดอุดรธานี อายุ 10-12 เดือน
		  3.2 วิธีการดำ�เนินการวิจัย
     				   3.2.1 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของ
กระบวนการหมักเอทานอล
	          		  3.2.1.1 การเตรียมกล้าเชื้อ
	       				   1. นำ� C. acetobutylicum TISTR 
1462 เล้ียงในอาหาร Cooked Meat Medium (CMM) 
ปรมิาตร 10 mL ในสภาวะทีไ่รอ้อกซเิจน บม่ทีอ่ณุหภมู ิ
37   ํC เปน็เวลา 24 ชัว่โมง เมือ่อาหาร CMM มลีกัษณะ
ขุ่นจึงนำ�ไปเลี้ยงในอาหาร (TGY) ในข้อที่ 2.
              			   2. เตรยีมอาหาร Tryptone-Glucose-
Yeast Extract (TGY) ปรมิาตร 50 mL นำ�เชือ้ทีเ่ตรยีม
ได้จากข้อ 1. เติมลงในอาหาร TGY เลี้ยงในสภาวะ
ที่ไร้ออกซิเจน บ่มที่อุณหภูมิ 37  ํC เป็นเวลา 16-18 
ชั่วโมง
                 	 3.2.1.2 การศึกษาความเข้มข้นของ 
นํ้าตาลที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล
	         			   1. เตรียมนํ้าหมักปริมาตร 60 mL 
และปรับความเข้มข้นของนํ้าตาลให้ได้ 5 ระดับ คือ 2 
4 6 8 และ 10   ํBrix 
	       				     2. นำ�นํ้าหมักที่เตรียมได้มาหมัก
โดยใช้ C. acetobutylicum TISTR 1462 ที่เตรียมได้
จากข้อ 1 ติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ 12 ชั่วโมง 
เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างน้ําหมักปริมาตร    
5 mL นำ�ไปวิเคราะหน์ํา้ตาลรดีวิซ ์(Reducing sugar) 

นํา้ตาลทัง้หมด (Total sugar) และปรมิาณเอทานอล 
(ทำ�การทดลอง 3 ซํ้า)
				    3.2.1.3 การศึกษา pH ที่เหมาะสมใน
กระบวนการหมักเอทานอล
					     1. เตรยีมนํา้หมกัปรมิาตร 60 mL และ
ปรับ pH ให้ได้ 7ระดับ คือ 4  4.5  5  5.5  6  6.5 และ 
7 ดว้ยสารละลายแคลเซยีมไฮดรอกไซด ์(Ca (OH)2) 
ความเข้มข้น 5 N
					     2. นำ�นํา้หมกัทีเ่ตรยีมไดม้าหมกัโดยใช ้
C. acetobutylicum TISTR 1462 ติดตามการเปลีย่น
แปลงทกุๆ 12 ชัว่โมง เปน็เวลา 72 ชัว่โมง เกบ็ตวัอยา่ง
นํ้าหมักปริมาตร 5 mL นำ�ไปวิเคราะห์นํ้าตาลรีดิวซ์ 
(Reducing sugar) นํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) 
และปริมาณเอทานอล (ทำ�การทดลอง 3 ซํ้า)
				    3.2.1.4 การศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่
เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล
                		 1. เลอืกความเขม้ขน้ของนํา้ตาลทีเ่หมาะ
สมในกระบวนการหมกัเอทานอลจากขอ้ 3.2.1.2  pH 
ที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.1.3 และเติมแหล่งไนโตรเจน 
คือ Diammonium phosphate (DAP) เป็น 4 ระดับ 
1  2  3 และ 4 g/L ใช้เตรียมนํ้าหมักปริมาตร 60 mL
	             	 2. เติมกล้าเชื้อจากข้อ 3.2.1.1 ลงใน
นํ้าหมักที่เตรียมในข้อ1) ปริมาตร 5 mL ในสภาวะที่
ไม่มีอากาศ บ่มที่อุณหภูมิ 37  ํC
            			  3. ติดตามการเปลี่ยนแปลงทุกๆ  
12 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างนํ้าหมัก 
นำ�ไปวิเคราะห์นํ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) 
นํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) และวิเคราะห์ปริมาณ
เอทานอล (ทำ�การทดลอง 3 ซํ้า)
		  3.3	การวิเคราะห์
				    3.3.1 การวิเคราะห์ค่า pH [6]
            				   1. การวัด pH 
						      เปรียบเทียบมาตรฐานเครื่อง
พีเอชมิเตอร์ให้พร้อมก่อนจะวัดค่า pH ของ

สารละลายตัวอย่าง โดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์



108

วศิวกรรมสาร มก.

มาตรฐานที่ทราบค่าแน่นอน จากนั้นนำ�สารละลาย

ตัวอย่าง 50 mL วัดค่า pH

			   3.3.2 การวิเคราะห์ปริมาณ นํ้าตาลทั้งหมด 

(Total sugar) โดยวิธี Phenol sulfuric total sugar 

[7] นํ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing Sugar) โดยวิธี 

3,5-dinitrosalicylic acid [8]

			   3.3.3 วเิคราะหป์ริมาณ เอทานอล[8] ใชเ้คร่ือง 

GC ยีห่อ้ SHIMADZU รุน่ GC-2014 และ Auto sampler 

8200 บรษิทั Bara Scientific จากประเทศญ่ีปุน่ มเีสน้

ผา่นศูนยก์ลาง 0.25 mm ความยาว 30 m และความหนา

ของสารเคลอืบ 0.5 µm , ใช ้Detector ชนดิเอฟไอด ี(FID) 

ใชอ้ณุหภมู ิColumn, Injector และ Detector 150 200 

และ 240  ํC ตามลำ�ดับ ฉีดสารละลายมาตรฐาน

เอทานอลความเข้มข้น 0.1 0.2 0.30.4 และ 0.5 % 

ปริมาตร  1 µl เข้าเครื่อง GC โดยใช้อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 

150  ํC คงอุณหภูมินี้ไว้ 3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 

150 ํC ต่อนาทีจนถึง 200  ํC คงอุณหภูมินี้ไว้ 5 นาที 

แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 200  ํC ต่อนาที จนถึง 240   ํC 

คงอุณหภมูนิีไ้ว ้20 นาท ีใชเ้วลาในการวเิคราะหท์ัง้หมด 

28 นาที สร้างเส้นกราฟมาตรฐานของสารละลาย

มาตรฐานเอทานอล จากนัน้ฉดีสารละลายตวัอยา่ง   1 

µl เขา้เครือ่ง GC ซึง่ใชส้ภาวะเดยีวกนักบัการวเิคราะห์

สารละลายมาตรฐาน คำ�นวณปริมาณเอทานอล

จากเส้นกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน

แอลกอฮอล์ บันทึกผลการทดลอง

240 ๐C ตามลําดับ ฉีดสารละลายมาตรฐานเอทานอล

ความเขมขน 0.1 0.2 0.30.4 และ 0.5 % ปริมาตร  1 

µl เขาเครื่อง GC โดยใชอุณหภูมิเริ่มตนท่ี 150 ๐C คง

อุณหภูมินี้ไว 3 นาที แลวเพ่ิมอุณหภูมิจาก 150 ๐C 

ตอนาทีจนถึง 200 ๐C คงอุณหภูมินี้ไว 5 นาที แลว

เพ่ิมอุณหภูมิจาก 200 ๐C ตอนาที จนถึง 240๐C คง

อุณหภูมินี้ไว 20 นาที ใชเวลาในการวิเคราะหท้ังหมด 

28 นาที สรางเสนกราฟมาตรฐานของสารละลาย

มาตรฐานเอทานอล จากนั้นฉีดสารละลายตัวอยาง   1 

µl เข า เครื่ อง  GC ซ่ึงใชสภาวะเดียวกันกับการ

วิ เคราะหสารละลายมาตรฐาน คํานวณปริมาณ        

เอทานอลจากเสนกราฟมาตรฐานของสารละลาย

มาตรฐานแอลกอฮอล บันทึกผลการทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ผลและวิจารณผล 

    4.1 ผลการศึกษาหาปริมาณของน้ํ าตาล ท่ี

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล 

         ผลศึกษาปริมาณของน้ําตาลในกระบวนการ

ห มัก เอทานอลโดย ใช เ ชื้ อ  C. acetobutylicum 

TISTR 1462 หมักน้ําออยท่ีความเขมขนของน้ําตาล 5 

ระดับ คือ 2, 4, 6, 8 และ 10๐Brix เก็บตัวอยางทุกๆ 

12 ชั่ ว โ ม ง  เป น เ ว ล า  72 ชั่ ว โ ม ง  นํ า ม า ศึกษา

ประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล ปริมาณน้ําตาล

ท้ังหมดและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ พบวา การผลิตเอทา

นอล การใชน้ําตาลท้ังหมดและใชน้ําตาลรีดิวซ ไดผล

การทดลองดังตารางท่ี 1 ภาพท่ี 1 และ 2 จะเห็นวา

เชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถผลิต     

เอทานอลไดเพ่ิมข้ึนตามเวลาท่ีใชในกระบวนการหมัก 

ไดปริมาณแอลกอฮอลเทากับ 20.07 20.07 25.09 

10.04 และ 10.04  g/L ตามลําดับ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. (ข) 

          (ค)                                         (ง)                                                     (จ)

ภาพท่ี 1 ผลการผลิตเอทานอลและการใชนํ้าตาลของเช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการเอทานอลจาก

นํ้าออยนํ้าตาล (ก) 2°Brix , (ข) นํ้าตาล 4°Brix , (ค) นํ้าตาล 6°Brix ,(ง) นํ้าตาล 8°Brix และ    (จ) นํ้าตาล 10°Brix;        

♦: นํ้าตาล, ■: เอทานอล 
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การผลิตเอทานอลจากน้ำ�อ้อยโดยใช้เชื้อ 
Clostridium acetobutylicum TISTR 1462

4.	 ผลและวิจารณ์ผล

    		 4.1 ผลการศึกษาหาปริมาณของน้ําตาลที่

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

         			   ผลศึกษาปรมิาณของนัา้ตาลในกระบวนการ

หมกัเอทานอลโดยใชเ้ชือ้ C. acetobutylicum TISTR 

1462 หมักนํ้าอ้อยที่ความเข้มข้นของนํ้าตาล 5 ระดับ 

คือ 2, 4, 6, 8 และ 10   ํBrix เกบ็ตวัอยา่งทกุๆ 12 ชัว่โมง 

เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง นำ�มาศกึษาประสทิธภิาพการผลติ

เอทานอล ปรมิาณนํา้ตาลทัง้หมดและปรมิาณนํา้ตาล

รดีวิซ ์พบวา่ การผลติเอทานอล การใชน้ํา้ตาลทัง้หมด

และใช้นํ้าตาลรีดิวซ์ ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 1 

ภาพที่ 1 และ 2 จะเห็นว่าเชื้อ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 สามารถผลิตเอทานอลได้เพิ่มขึ้นตาม

เวลาทีใ่ชใ้นกระบวนการหมกั ไดป้รมิาณแอลกอฮอล์

เท่ากับ 20.07 20.07 25.09 10.04 และ 10.04  g/L 

ตามลำ�ดับ 

ตารางที ่1 ผลการวเิคราะหแ์อลกอฮอลใ์นกระบวนการ

หมักเอทานอล ที่ความเข้มข้นของนํ้าตาล 

ภาพที ่2 ผลการใชน้ํา้ตาลรดีวิซข์อง  C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ที่ปริมาณนํ้าตาล 2 4 6 8 และ 10  ํBrix 

ในกระบวนการผลิตเอทานอลจากนํ้าอ้อย

	 เมือ่ตดิตามการใชน้ํา้ตาลรดีวิซพ์บวา่ใชน้ํา้ตาลไป 

92.07 191.78 138.91109.82 และ 283.64 g/L ตาม

ลำ�ดับ จากเริ่มต้น 152.62 207.82 267.27 305.82 

และ 474.91 g/L ตามลำ�ดับ แสดงให้เห็นว่าการผลิต

แอลกอฮอล์สามารถผลิตได้โดยใช้นํ้าตาลจากนํ้า

อ้อยในกระบวนการหมัก  จากผลการทดลองจะเห็น

ว่าปริมาณของนํ้าตาลที่แตกต่างกันมีผลต่อการผลิต

แอลกอฮอล์

		  4.2	ผลการศึกษาหา pH ที่เหมาะสมใน

กระบวนการเอทานอล

				    ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมัก 

เอทานอลในโดยใช้เช้ือ C. acetobutylicum TISTR 1462 

ในนํ้าอ้อยที่มีความเข้มข้นของนํ้าตาล 6 ํBrix และ

ปรับ pH 7 ระดับ คือ 4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7 เก็บ

ตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง นำ�มา

ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลการใช้นํ้าตาล

ทัง้หมดและการใช้ปรมิาณนํา้ตาลรดีวิซ ์และตดิตาม

เปลี่ยนแปลงเอทานอล ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดและ

ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ ดังภาพที่ 3 และ 4 เมื่อนำ�มา

คำ�นวณหาปริมาณเอทานอล พบวา่ เชือ้สามารถผลติ

เอทานอล ได้ทุกสภาวะ pH ดังตารางที่ 2 คือ14.11 

ต า ร า ง ท่ี  1 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของน้ําตาล  

5 ระดับ 

samples Ethanol(g/L) h 

นํ้าตาล 2 °Brix 20.07 60 

นํ้าตาล 4 °Brix 20.07 36 

นํ้าตาล 6 °Brix 23.51 72 

นํ้าตาล 8 °Brix 10.04 12 

นํ้าตาล 10 °Brix 10.04 12 

 

และท่ีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix สามารถผลิต

แอลกอฮอลไดสูงท่ีสุดคือ 23.51g/L ท่ี 72 ชั่วโมง เม่ือ 

ติดตามการใชปริมาณน้ําตาลท้ังหมด พบวาปริมาณ

น้ําตาลลดลงตามเวลาในกระบวนการหมักและใช

น้ําตาลไป 380.92 334.77 258.46 368.00 และ 

457.85 g/L ตามลําดับ จากเริ่มตน 489.72 475.57 

544.49 739.57 และ 775.26 g/L ตามลําดับ  

 

 
ภาพท่ี 2 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                      C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ีปริมาณน้ําตาล 2 

4 6 8 และ 10 ๐Brix ในกระบวนการผลิตเอทานอล

จากน้ําออย 

 เม่ือติดตามการใชน้ําตาลรีดิวซพบวาใชน้ําตาล

ไป 92.07 191.78 138.91109.82 และ 283.64 g/L 

ตามลําดับ จากเริ่มตน 152.62 207.82 267.27 

305.82 และ 474.91 g/L ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา

การผลิตแอลกอฮอลสามารถผลิตไดโดยใชน้ําตาลจาก

น้ําออยในกระบวนการหมัก  จากผลการทดลองจะ

เห็นวาปริมาณของน้ําตาลท่ีแตกตางกันมีผลตอการ

ผลิตแอลกอฮอล 

 

4.2 ผลก า ร ศึ ก ษ า ห า  pH ท่ี เ หม า ะสม ใ น

กระบวนการเอทานอล 

ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมักเอทานอลใน

โ ดย ใ ช เ ชื้ อ  C. acetobutylicum TISTR 1462 ใ น

น้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix และปรับ 

pH 7 ร ะดั บ  คื อ  4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ  7 เ ก็บ

ตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง นํามา

ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลการใชน้ําตาล

ท้ังหมดและการใชปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และติดตาม

เปลี่ยนแปลงเอทานอล ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดและ

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 3 และ 4 เม่ือนํามา

คํานวณหาปริมาณเอทานอล พบวา เชื้อสามารถผลิต

เอทานอล ไดทุกสภาวะ pH ดังตารางท่ี 2 คือ14.11 

1 4 . 1 123.51 20.07 20.07 20.07 แล ะ  15.05g/L 

ตามลําดับ  

ต า ร า ง ท่ี  2 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ี pH 7 ระดับ 

sample Ethanol(g/L) h 

pH 4 14.11 12 

pH 4.5 14.11 12 

pH 5 23.51 72 

pH 5.5 20.07 48 

pH 6 20.07 60 

pH 6.5 20.07 36 

pH 7 15.05 12 

และพบวาท่ี pH 5 สามารถผลิตเอทานอลได

สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L เม่ือติดตามการใชปริมาณ

น้ําตาลท้ังหมดพบวาน้ําตาลถูกใชไป 369.23 241.85 

315.69 121.23 206.77 204.31 แล ะ  194.46 g/L 

ตามลําดับจากเริ่มตน 447.88 418.95 85.82 154.18 

และที่ความเข้มข้นของนํ้าตาล 6 ํBrix สามารถผลิต

แอลกอฮอลไ์ดส้งูทีส่ดุคอื 23.51g/L ที ่72 ชัว่โมง เมือ่

ติดตามการใช้ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด พบว่าปริมาณ 

นํ้าตาลลดลงตามเวลาในกระบวนการหมัก และใช้ 

นํ้าตาลไป 380.92 334.77 258.46 368.00 และ 

457.85 g/L ตามลำ�ดับ จากเริ่มต้น 489.72 475.57 

544.49 739.57 และ 775.26 g/L ตามลำ�ดับ 

ต า ร า ง ท่ี  1 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของน้ําตาล  

5 ระดับ 

samples Ethanol(g/L) h 

นํ้าตาล 2 °Brix 20.07 60 

นํ้าตาล 4 °Brix 20.07 36 

นํ้าตาล 6 °Brix 23.51 72 

นํ้าตาล 8 °Brix 10.04 12 

นํ้าตาล 10 °Brix 10.04 12 

 

และท่ีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix สามารถผลิต

แอลกอฮอลไดสูงท่ีสุดคือ 23.51g/L ท่ี 72 ชั่วโมง เม่ือ 

ติดตามการใชปริมาณน้ําตาลท้ังหมด พบวาปริมาณ

น้ําตาลลดลงตามเวลาในกระบวนการหมักและใช

น้ําตาลไป 380.92 334.77 258.46 368.00 และ 

457.85 g/L ตามลําดับ จากเริ่มตน 489.72 475.57 

544.49 739.57 และ 775.26 g/L ตามลําดับ  

 

 
ภาพท่ี 2 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                      C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ีปริมาณน้ําตาล 2 

4 6 8 และ 10 ๐Brix ในกระบวนการผลิตเอทานอล

จากน้ําออย 

 เม่ือติดตามการใชน้ําตาลรีดิวซพบวาใชน้ําตาล

ไป 92.07 191.78 138.91109.82 และ 283.64 g/L 

ตามลําดับ จากเริ่มตน 152.62 207.82 267.27 

305.82 และ 474.91 g/L ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา

การผลิตแอลกอฮอลสามารถผลิตไดโดยใชน้ําตาลจาก

น้ําออยในกระบวนการหมัก  จากผลการทดลองจะ

เห็นวาปริมาณของน้ําตาลท่ีแตกตางกันมีผลตอการ

ผลิตแอลกอฮอล 

 

4.2 ผลก า ร ศึ ก ษ า ห า  pH ท่ี เ หม า ะสม ใ น

กระบวนการเอทานอล 

ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมักเอทานอลใน

โ ดย ใ ช เ ชื้ อ  C. acetobutylicum TISTR 1462 ใ น

น้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix และปรับ 

pH 7 ร ะดั บ  คื อ  4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ  7 เ ก็บ

ตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง นํามา

ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลการใชน้ําตาล

ท้ังหมดและการใชปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และติดตาม

เปลี่ยนแปลงเอทานอล ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดและ

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 3 และ 4 เม่ือนํามา

คํานวณหาปริมาณเอทานอล พบวา เชื้อสามารถผลิต

เอทานอล ไดทุกสภาวะ pH ดังตารางท่ี 2 คือ14.11 

1 4 . 1 123.51 20.07 20.07 20.07 แล ะ  15.05g/L 

ตามลําดับ  

ต า ร า ง ท่ี  2 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ี pH 7 ระดับ 

sample Ethanol(g/L) h 

pH 4 14.11 12 

pH 4.5 14.11 12 

pH 5 23.51 72 

pH 5.5 20.07 48 

pH 6 20.07 60 

pH 6.5 20.07 36 

pH 7 15.05 12 

และพบวาท่ี pH 5 สามารถผลิตเอทานอลได

สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L เม่ือติดตามการใชปริมาณ

น้ําตาลท้ังหมดพบวาน้ําตาลถูกใชไป 369.23 241.85 

315.69 121.23 206.77 204.31 แล ะ  194.46 g/L 

ตามลําดับจากเริ่มตน 447.88 418.95 85.82 154.18 
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วศิวกรรมสาร มก.

14.1123.51 20.07 20.07 20.07 และ 15.05g/L 

ตามลำ�ดับ 

ตารางที ่2 ผลการวิเคราะหแ์อลกอฮอลใ์นกระบวนการ

หมักเอทานอล ที่ pH 7 ระดับ

ต า ร า ง ท่ี  1 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของน้ําตาล  

5 ระดับ 

samples Ethanol(g/L) h 

นํ้าตาล 2 °Brix 20.07 60 

นํ้าตาล 4 °Brix 20.07 36 

นํ้าตาล 6 °Brix 23.51 72 

นํ้าตาล 8 °Brix 10.04 12 

นํ้าตาล 10 °Brix 10.04 12 

 

และท่ีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix สามารถผลิต

แอลกอฮอลไดสูงท่ีสุดคือ 23.51g/L ท่ี 72 ชั่วโมง เม่ือ 

ติดตามการใชปริมาณน้ําตาลท้ังหมด พบวาปริมาณ

น้ําตาลลดลงตามเวลาในกระบวนการหมักและใช

น้ําตาลไป 380.92 334.77 258.46 368.00 และ 

457.85 g/L ตามลําดับ จากเริ่มตน 489.72 475.57 

544.49 739.57 และ 775.26 g/L ตามลําดับ  

 

 
ภาพท่ี 2 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                      C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ีปริมาณน้ําตาล 2 

4 6 8 และ 10 ๐Brix ในกระบวนการผลิตเอทานอล

จากน้ําออย 

 เม่ือติดตามการใชน้ําตาลรีดิวซพบวาใชน้ําตาล

ไป 92.07 191.78 138.91109.82 และ 283.64 g/L 

ตามลําดับ จากเริ่มตน 152.62 207.82 267.27 

305.82 และ 474.91 g/L ตามลําดับ แสดงใหเห็นวา

การผลิตแอลกอฮอลสามารถผลิตไดโดยใชน้ําตาลจาก

น้ําออยในกระบวนการหมัก  จากผลการทดลองจะ

เห็นวาปริมาณของน้ําตาลท่ีแตกตางกันมีผลตอการ

ผลิตแอลกอฮอล 

 

4.2 ผลก า ร ศึ ก ษ า ห า  pH ท่ี เ หม า ะสม ใ น

กระบวนการเอทานอล 

ผลการศึกษา pH ในกระบวนการหมักเอทานอลใน

โ ดย ใ ช เ ชื้ อ  C. acetobutylicum TISTR 1462 ใ น

น้ําออยท่ีมีความเขมขนของน้ําตาล 6 ๐Brix และปรับ 

pH 7 ร ะดั บ  คื อ  4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ  7 เ ก็บ

ตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 ชั่วโมง นํามา

ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอลการใชน้ําตาล

ท้ังหมดและการใชปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และติดตาม

เปลี่ยนแปลงเอทานอล ปริมาณน้ําตาลท้ังหมดและ

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 3 และ 4 เม่ือนํามา

คํานวณหาปริมาณเอทานอล พบวา เชื้อสามารถผลิต

เอทานอล ไดทุกสภาวะ pH ดังตารางท่ี 2 คือ14.11 

1 4 . 1 123.51 20.07 20.07 20.07 แล ะ  15.05g/L 

ตามลําดับ  

ต า ร า ง ท่ี  2 ผลกา ร วิ เ ค ร า ะห แ อลกอฮอ ล ใ น

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ี pH 7 ระดับ 

sample Ethanol(g/L) h 

pH 4 14.11 12 

pH 4.5 14.11 12 

pH 5 23.51 72 

pH 5.5 20.07 48 

pH 6 20.07 60 

pH 6.5 20.07 36 

pH 7 15.05 12 

และพบวาท่ี pH 5 สามารถผลิตเอทานอลได

สูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L เม่ือติดตามการใชปริมาณ

น้ําตาลท้ังหมดพบวาน้ําตาลถูกใชไป 369.23 241.85 

315.69 121.23 206.77 204.31 แล ะ  194.46 g/L 

ตามลําดับจากเริ่มตน 447.88 418.95 85.82 154.18 

		  และพบว่าท่ี pH 5 สามารถผลิตเอทานอล

ได้สูงที่สุดคือ 23.51 g/L เมื่อติดตามการใช้ปริมาณ      

นํา้ตาลทัง้หมดพบวา่นํา้ตาลถกูใชไ้ป 369.23 241.85 

315.69 121.23 206.77 204.31 และ 194.46 g/L 

ตามลำ�ดบัจากเริม่ตน้ 447.88 418.95 85.82 154.18 

149.09 109.09 94.55 85.82 และ 212.73 g/L ตาม

ลำ�ดบัแสดงใหเ้หน็วา่ที ่pH 5 คอืสภาวะทีเ่หมาะสมใน

การผลิตเอทานอล

149.09 109.09 94.55 85.82 แ ล ะ  212.73 g/L 

ตามลํ าดับแสดงให เห็นว า ท่ี  pH 5 คือสภาวะ ท่ี

เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 

 

   
(ก)                                (ข)                                          (ค) 

     
                  (ง)                                        (จ)                                         (ฉ) 

 

 
                                                                 (ช) 

ภาพท่ี 3 ผลการผลิตเอทานอล และการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน กระบวนการ   

เอทานอลจากน้ําออย (ก) pH 4, (ข) pH 4.5, (ค) pH 5, (ง) pH 5.5, (จ) pH 6, (ฉ) pH 6.5 และ (ช) pH 7;     

♦: น้ําตาล, ■: เอทานอล 
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การผลิตเอทานอลจากน้ำ�อ้อยโดยใช้เชื้อ 
Clostridium acetobutylicum TISTR 1462

		  4.3	ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตรเจน

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล

				    ผลศกึษาปรมิาณไนโตรเจนในกระบวนการ

หมกัเอทานอลโดยใช้เช้ือ C. acetobutylicum TISTR 

1462 ใน นํ้าอ้อยที่มีค่าความหวาน 6   ํBrix และ

ค่า pH เท่ากับ 5 และปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช้

ไดแอมโมเนยีมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดบั คอื 1 2 3 และ 

149.09 109.09 94.55 85.82 แ ล ะ  212.73 g/L 

ตามลํ าดับแสดงให เห็นว า ท่ี  pH 5 คือสภาวะ ท่ี

เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 

 

   
(ก)                                (ข)                                          (ค) 

     
                  (ง)                                        (จ)                                         (ฉ) 

 

 
                                                                 (ช) 

ภาพท่ี 3 ผลการผลิตเอทานอล และการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน กระบวนการ   

เอทานอลจากน้ําออย (ก) pH 4, (ข) pH 4.5, (ค) pH 5, (ง) pH 5.5, (จ) pH 6, (ฉ) pH 6.5 และ (ช) pH 7;     

♦: น้ําตาล, ■: เอทานอล 
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149.09 109.09 94.55 85.82 แ ล ะ  212.73 g/L 

ตามลํ าดับแสดงให เห็นว า ท่ี  pH 5 คือสภาวะ ท่ี

เหมาะสมในการผลิตเอทานอล 

 

   
(ก)                                (ข)                                          (ค) 

     
                  (ง)                                        (จ)                                         (ฉ) 

 

 
                                                                 (ช) 

ภาพท่ี 3 ผลการผลิตเอทานอล และการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ใน กระบวนการ   

เอทานอลจากน้ําออย (ก) pH 4, (ข) pH 4.5, (ค) pH 5, (ง) pH 5.5, (จ) pH 6, (ฉ) pH 6.5 และ (ช) pH 7;     

♦: น้ําตาล, ■: เอทานอล 
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ภาพท่ี 4 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                     C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 

6 6.5 และ 7 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ําออย 

4.3 ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตร เจน ท่ี

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล 

ผลศึกษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมักเอทา

นอลโดยใชเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 

ในน้ําออยท่ีมีคาความหวาน 6 ๐Brix และคา pH 

เทากับ 5 และปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช ได

แอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 g/L เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง นํามาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล

โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอล 

ประมาณน้ําตาลท้ังหมดและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

พบวาเชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดท่ีความเขมขน

ของไนโตรเจน เทา กับ14.11 14.11 14.11 และ 

23.51g/L ต ามลํ า ดั บ ดั ง ต า ร า ง ท่ี  3 แล ะก า ร

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลท้ังหมด ดังภาพท่ี 5 และการ

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 6 

ต า ร า ง ท่ี  3 ผลการวิ เ ค ราะห แอลกอฮอล ใน

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของ

ไนโตรเจน (DAP) 4 ระดับ 

 

sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 

DAP 2 g/L 14.11 12 

DAP 3 g/L 14.11 12 

DAP 4 g/L 23.51 72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
                                (ก)                                                                          (ข) 

 
        (ค)                                                                        (ง) 

ภาพท่ี 5 การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิต         
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ภาพท่ี 4 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                     C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 

6 6.5 และ 7 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ําออย 

4.3 ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตร เจน ท่ี

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล 

ผลศึกษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมักเอทา

นอลโดยใชเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 

ในน้ําออยท่ีมีคาความหวาน 6 ๐Brix และคา pH 

เทากับ 5 และปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช ได

แอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 g/L เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง นํามาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล

โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอล 

ประมาณน้ําตาลท้ังหมดและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

พบวาเชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดท่ีความเขมขน

ของไนโตรเจน เทา กับ14.11 14.11 14.11 และ 

23.51g/L ต ามลํ า ดั บ ดั ง ต า ร า ง ท่ี  3 แล ะก า ร

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลท้ังหมด ดังภาพท่ี 5 และการ

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 6 

ต า ร า ง ท่ี  3 ผลการวิ เ ค ราะห แอลกอฮอล ใน

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของ

ไนโตรเจน (DAP) 4 ระดับ 

 

sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 

DAP 2 g/L 14.11 12 

DAP 3 g/L 14.11 12 

DAP 4 g/L 23.51 72 
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ภาพท่ี 5 การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิต         
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ภาพที ่4 ผลการใชน้ํา้ตาลรดีวิซข์อง  C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ที่ pH 4 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7 ใน

กระบวนการผลิตเอทานอลจากนํ้าอ้อย
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วศิวกรรมสาร มก.

ประมาณนํา้ตาลทัง้หมดและปรมิาณนํา้ตาลรดีวิซ ์พบ

ว่าเช้ือสามารถผลิตเอทานอลได้ที่ความเข้มข้นของ

ไนโตรเจน เทา่กบั14.11 14.11 14.11 และ 23.51g/L 

ตามลำ�ดบั  ดงัตารางที ่3 และการเปลีย่นแปลงนํา้ตาล

ท้ังหมด ดังภาพที่ 5 และการเปลี่ยนแปลงนํ้าตาล

รีดิวซ์ ดังภาพที่ 6

ตารางที ่3 ผลการวิเคราะหแ์อลกอฮอลใ์นกระบวนการ

หมักเอทานอล ที่ความเข้มข้นของไนโตรเจน (DAP) 

4 ระดับ

 
ภาพท่ี 4 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                     C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 

6 6.5 และ 7 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ําออย 

4.3 ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตร เจน ท่ี

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล 

ผลศึกษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมักเอทา

นอลโดยใชเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 

ในน้ําออยท่ีมีคาความหวาน 6 ๐Brix และคา pH 

เทากับ 5 และปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช ได

แอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 g/L เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง นํามาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล

โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอล 

ประมาณน้ําตาลท้ังหมดและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

พบวาเชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดท่ีความเขมขน

ของไนโตรเจน เทา กับ14.11 14.11 14.11 และ 

23.51g/L ต ามลํ า ดั บ ดั ง ต า ร า ง ท่ี  3 แล ะก า ร

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลท้ังหมด ดังภาพท่ี 5 และการ

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 6 

ต า ร า ง ท่ี  3 ผลการวิ เ ค ราะห แอลกอฮอล ใน

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของ

ไนโตรเจน (DAP) 4 ระดับ 

 

sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 

DAP 2 g/L 14.11 12 

DAP 3 g/L 14.11 12 

DAP 4 g/L 23.51 72 
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ภาพท่ี 5 การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิต         
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ภาพท่ี 5 การผลติเอทานอลและการใชน้ํา้ตาลของเชือ้ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลติ         

 
ภาพท่ี 4 ผลการใชน้ําตาลรีดิวซของ                     C. 

acetobutylicum TISTR 1462 ท่ี pH 4 4.5 5 5.5 

6 6.5 และ 7 ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ําออย 

4.3 ผลการศึกษาหาปริมาณไนโตร เจน ท่ี

เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล 

ผลศึกษาปริมาณไนโตรเจนในกระบวนการหมักเอทา

นอลโดยใชเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 

ในน้ําออยท่ีมีคาความหวาน 6 ๐Brix และคา pH 

เทากับ 5 และปรับปริมาณไนโตรเจนโดยใช ได

แอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 g/L เก็บตัวอยางทุกๆ 12 ชั่วโมง เปนเวลา 72 

ชั่วโมง นํามาศึกษาประสิทธิภาพการผลิตเอทานอล

โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงปริมาณเอทานอล 

ประมาณน้ําตาลท้ังหมดและปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

พบวาเชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดท่ีความเขมขน

ของไนโตรเจน เทา กับ14.11 14.11 14.11 และ 

23.51g/L ต ามลํ า ดั บ ดั ง ต า ร า ง ท่ี  3 แล ะก า ร

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลท้ังหมด ดังภาพท่ี 5 และการ

เปลี่ยนแปลงน้ําตาลรีดิวซ ดังภาพท่ี 6 

ต า ร า ง ท่ี  3 ผลการวิ เ ค ราะห แอลกอฮอล ใน

กระบวนการหมักเอทานอล ท่ีความเขมขนของ

ไนโตรเจน (DAP) 4 ระดับ 

 

sample Ethanol(g/L) h 

DAP 1 g/L 14.11 12 

DAP 2 g/L 14.11 12 

DAP 3 g/L 14.11 12 

DAP 4 g/L 23.51 72 
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ภาพท่ี 5 การผลิตเอทานอลและการใชน้ําตาลของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในกระบวนการผลิต         
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ภาพท่ี 6 การใชน้ําตาลรีดิวซของ                         

C. acetobutylicum TISTR 1462 ท่ีปริมาณ DAP 1 2 

3 และ 4g/L ในกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ําออย 

 ผลจากการศึกษานี้ ไดนําไปใชในการผลิต     

เอทานอล โดยศึกษาความเขมขนของน้ําตาลท่ี

เหมาะสมในการผลิตเอทานอล พบวาท่ีความเขมขน

น้ําตาล 6 ๐ Brix สามารถผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุดคือ 

23.51 g/L ท่ี  72 ชั่ ว โมง  น้ํ าตาลรีดิ วซ ถูก ใช ไป 

138.91 g/L จากน้ําตาลเริ่มตน 267.27 g/L และ

น้ําตาลท้ังหมดถูกใชไป 258.46 g/L จากน้ําตาล

เริ่มตน 544.49 g/L จากการศึกษาคา pH พบวา คา

ความเปนกรด-ดางท่ีเหมาะสมคือ pH 5 สามารถ

ผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุดคือ 23.51 g/L ท่ี 72 ชั่วโมง 

น้ําตาลรีดิวซถูกใชไป149.09 g/L จากน้ําตาลเริ่มตน 

236.73 g/L และน้ําตาลท้ังหมดถูกใชไป 315.69 

g/Lจากน้ําตาลเริ่มตน 433.72 g/L และศึกษาการ

เติมแหลงไนโตรเจน พบวา การเติมไดแอมโมเนียม

ฟอสเฟต 4 g/L เชื้อสามารถผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุด

คือ 23.51 g/Lท่ี 72 ชั่วโมง น้ําตาลรีดิวซถูกใชไป 

75.64 g/L จากน้ําตาลเริ่มตน 258.18 g/L และ

น้ําตาลท้ังหมดถูกใชไป 320.62 g/L จากเริ่มตน 

551.26 g/L 

 เม่ือพิจารณางานวิจัยของ Wenyan และคณะ 

[9] ศึกษาการผลิตบิวทานอลจากน้ําตาลซูโครสและ

น้ําออยโดยใช C. acetobutylicum JB200 ท่ีทําให

กลายพันธุ เชื้อสามารถผลิตบิวทานอลได 16.5 g/L 

อะซิโตน 8.1 g/L และเอทานอล75.9 g/L ในเวลา 

47 ชั่วโมง Mohamed และคณะ [10] ศึกษาการ

ผลิตอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล โดยใชอาหาร T6 

โดยเชื้อสายพันธุ C. acetobutylicum ATCC 824 

สามารถผลิตบิวทานอลได 16.16 g/L อะซิโตน 7.4 

g/L และเอทานอล 0.51 g/L จะเห็นไดวาผลการวิจัย

ครั้งนี้สามารถผลิตเอทานอลท่ีสภาวะท่ีเหมาะสมได 

23.51 g/L ซ่ึงอยูในชวงเดียวกับงานวิจัยท้ัง 2 ซ่ึงใน

ง า น วิ จั ย ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ล จ า ก  C. 

acetobutylicum จะตองพัฒนาใหสามารถผลิต    

เอทานอลไดมากข้ึนเพ่ือนําไปใชผลิตในระดับขนาด

ใหญตอไป 

 

5. สรุปผล 

 การศึกษาปจจัยท่ีเหมาะสมตอการผลิตเอทา

นอลจากน้ําออยโดยใชเชื้อ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ในกระบวนการผลิตเอทานอลนี้ ได

ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในกระบวนการหมักเอทา

นอล คือ ความเขมขนของน้ําตาล คา pH และ

ปริมาณไนโตรเจน พบวาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ

หมัก คือ ท่ีความเขมขนของน้ําตาลเริ่มตน 6 ๐Brix 

pH 5 และความเขมขนของไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 

4 g/L    C. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถ

ผลิตเอทานอลไดสูงท่ีสุด 23.51 g/L  

 

6. กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัย   

ราชภัฏอุดรธานี และสํานักงานคณะกรรมการวิจัย

แหงชาติ ท่ีสนับสนุนทุนวิจัยนี้  ขอขอบคุณศูนย

เครื่องมือกลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ในความ

อนุเคราะหเครื่องมือและหองปฏิบัติการ 

 

 

ภาพที ่6 การใชน้ํา้ตาลรดีวิซข์อง  C. acetobutylicum 

TISTR 1462 ที่ปริมาณ DAP 1 2 3 และ 4g/L ใน

กระบวนการผลิตเอทานอลจากนํ้าอ้อย

	 ผลจากการศกึษานีไ้ดน้ำ�ไปใชใ้นการผลติเอทานอล 

โดยศกึษาความเขม้ขน้ของนํา้ตาลทีเ่หมาะสมในการ

ผลิตเอทานอล พบว่าที่ความเข้มข้นนํ้าตาล 6  ํ Brix 

สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดคือ 23.51 g/L ที่ 

72 ชั่วโมง นํ้าตาลรีดิวซ์ถูกใช้ไป 138.91 g/L จาก     

นํ้าตาลเริ่มต้น 267.27 g/L และนํ้าตาลทั้งหมดถูก

ใช้ไป 258.46 g/L จากนํ้าตาลเริ่มต้น 544.49 g/L 

จากการศึกษาค่า pH พบว่า ค่าความเป็นกรด-ด่าง

ที่เหมาะสมคือ pH 5 สามารถผลิตเอทานอลได้สูง

ที่สุดคือ 23.51 g/L ที่ 72 ชั่วโมง นํ้าตาลรีดิวซ์ถูกใช้
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ไป149.09 g/L จากนํ้าตาลเริ่มต้น 236.73 g/L และ

น้ําตาลท้ังหมดถกูใชไ้ป 315.69 g/Lจากนํา้ตาลเริม่ตน้ 

433.72 g/L และศกึษาการเตมิแหลง่ไนโตรเจน พบวา่ 

การเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L เชื้อสามารถ

ผลิตเอทานอลได้สูงที่สุดคือ 23.51 g/Lที่ 72 ชั่วโมง 

นํ้าตาลรีดิวซ์ถูกใช้ไป 75.64 g/L จากนํ้าตาลเริ่มต้น 

258.18 g/L และนํ้าตาลทั้งหมดถูกใช้ไป 320.62 g/L 

จากเริ่มต้น 551.26 g/L

	 เมื่อพิจารณางานวิจัยของ Wenyan และคณะ 

[9] ศึกษาการผลิตบิวทานอลจากนํ้าตาลซูโครสและ

นํ้าอ้อยโดยใช้ C. acetobutylicum JB200 ที่ทำ�ให้

กลายพันธุ์ เชื้อสามารถผลิตบิวทานอลได้ 16.5 g/L 

อะซิโตน 8.1 g/L และเอทานอล 75.9 g/L ในเวลา 

47 ชั่วโมง Mohamed และคณะ [10] ศึกษาการผลิต  

อะซิโตน บิวทานอล เอทานอล โดยใช้อาหาร T6 โดย

เชือ้สายพนัธุ ์C. acetobutylicum ATCC 824 สามารถ

ผลิตบิวทานอลได้ 16.16 g/L อะซิโตน 7.4 g/L และ

เอทานอล 0.51 g/L จะเห็นได้ว่าผลการวิจัยครั้งนี้

สามารถผลติเอทานอลทีส่ภาวะทีเ่หมาะสมได ้23.51 g/L

ซึ่งอยู่ในช่วงเดียวกับงานวิจัยทั้ง 2 ซึ่งในงานวิจัยการ

ผลิตเอทานอลจาก C. acetobutylicum จะต้องพฒันา

ใหส้ามารถผลติเอทานอลไดม้ากขึน้เพือ่นำ�ไปใชผ้ลติ

ในระดับขนาดใหญ่ต่อไป

5.	 สรุปผล

		  การศกึษาปจัจยัทีเ่หมาะสมตอ่การผลติเอทานอล

จากนํ้าอ้อยโดยใช้เชื้อ C. acetobutylicum TISTR 

1462 ในกระบวนการผลติเอทานอลนีไ้ดศ้กึษาสภาวะ

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักเอทานอล คือ ความ

เขม้ขน้ของนํา้ตาล คา่ pH และปรมิาณไนโตรเจน พบ

ว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก คือ ที่ความเข้มข้น

ของนํา้ตาลเริม่ตน้ 6   ํBrix pH 5 และความเขม้ขน้ของ

ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 4 g/L    C. acetobutylicum 

TISTR 1462 สามารถผลิตเอทานอลได้สูงที่สุด 

23.51 g/L 

6.	 กิตติกรรมประกาศ

		  ขอขอบคณุสถาบนัวจิยัและพฒันา มหาวทิยาลยั   

ราชภฏัอดุรธาน ีและสำ�นกังานคณะกรรมการวจิยัแหง่

ชาติ ที่สนับสนุนทุนวิจัยนี้ ขอขอบคุณศูนย์เครื่องมือ

กลาง มหาวทิยาลยัมหาสารคาม ในความอนเุคราะห์

เครื่องมือและห้องปฏิบัติการ
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