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การประเมินจ�ำนวนเซลล์มีชีวิตของ Clostridium beijerinckii TISTR 1461 

ระหว่างการผลิตบิวทานอลจากกากน�้ำตาลด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี

Clostridium beijerinckii TISTR 1461 Viability Determination  

during Butanol Production from Sugarcane Molasses by Flow Cytometry

บทคัดย่อ

บิวทานอลสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมักอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล (เอบีอี) ในกระบวนการหมักแบบ

กะโดยท่ัวไปสามารถแบ่งได้ 2 ระยะ คือ ระยะการสร้างกรดและการสร้างตัวท�ำละลาย วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้คือ

ประเมินจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตของ Clostridium beijerinckii TISTR 1461 ส�ำหรับการผลิตบิวทานอลจากกากน�้ำตาลใน

ระบบการหมักแบบกะด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี จากผลการทดลอง พบว่า การผลิตบิวทานอลจากกากน�้ำตาลสามารถ

ผลิตบิวทานอลและเอบีอีมีค่าเท่ากับ 7.39 ± 0.14 และ 11.96 ± 0.29 กรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ ท่ีชั่วโมงท่ี 60 ของการ

หมัก และในระยะของการสร้างกรด (ชั่วโมงที่ 24 ของการหมัก) จ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตในกากน�้ำตาล คือ 71.75 ± 2.76% 

และมีปริมาณบิวทานอลเท่ากับ 2.69 ± 0.01 กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 72 (ระยะการสร้างตัวท�ำละลาย) จ�ำนวนเซลล์ที่

มีชีวิตในกากน�้ำตาล คือ 4.90 ± 1.56% ในช่วงเวลานี้มีปริมาณบิวทานอลเท่ากับ 7.33 ± 0.07 กรัมต่อลิตร ในระหว่าง

ช่วงระยะการสร้างตัวท�ำละลาย จ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 มีจ�ำนวนลดลง ในขณะที่ความ

เข้มข้นของบิวทานอลมีค่าเพิ่มขึ้น ดังนั้น พบว่าเทคโนโลยีของโฟลไซโทเมทรีมีศักยภาพในการประเมินจ�ำนวนเซลล์ที่มี

ชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 ในกระบวนการผลิตบิวทานอลและความเข้มข้นของบิวทานอลมีผลต่อจ�ำนวน

เซลล์ที่มีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461

ค�ำส�ำคัญ: การหมักแบบกะ, บิวทานอล, กากน�้ำตาล, โฟลไซโทเมทรี

Abstract

Butanol can be produced by Acetone Butanol Ethanol (ABE) fermentation. In batch mode,  

the fermentation process typically proceeds in two phases, namely the acidogenic and solventogenic 

phase. The aim of this study was to determine physiological population of Clostridium beijerinckii  

TISTR 1461 for butanol production from sugarcane molasses in batch fermentation by flow cytometer  

analysis. The results show that the butanol production from sugarcane molasses gave the butanol 

and ABE concentration with the values of 7.39 ± 0.14 and 11.96 ± 0.29 g/L, respectively at 60 h  

of fermentation time. During acidogenic phase (24 h of fermentation time), the viable cells of  
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บทน�ำ

เนื่องจากปัญหาราคาน�้ำมันที่ผันผวนตามภาวะ

เศรษฐกิจโลก ประกอบกับแหล่งพลังงานฟอสซิลเป็นแหล่ง

พลังงานที่มีอยู่ในปัจจุบันมีปริมาณจ�ำกัดและอัตราการใช้

พลังงานมีแนวโน้มสูงขึ้น ในอนาคตอาจท�ำให้เกิดปัญหา

การขาดแคลนพลังงานอย่างรุนแรง ซึ่งจะส่งผลกระทบ

ต่ออุตสาหกรรมและการพัฒนาของประเทศ จากปัญหา

ดังกล่าว การหาแหล่งพลังงานทดแทนในรูปอื่น ๆ  จึงมี

ความจ�ำเป็นอย่างเร่งด่วน เพื่อน�ำมาใช้ทดแทนหรือลด

ปริมาณการใช้น�้ำมันปิโตรเลียม 

ในปัจจบุนั พลงังานทดแทนทีใ่ช้กนัอย่างแพร่หลาย 

คือ เอทานอล ซึ่งมีข้อเสียหลายประการเมื่อเปรียบเทียบ

กับบิวทานอล โดยบิวทานอลเป็นแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่งท่ีมี

ความส�ำคัญ สามารถใช้เป็นตัวท�ำละลาย ตัวสกัด หรือสาร

เติมแต่งในอุตสาหกรรมเรซิน สารท�ำความสะอาด เป็นต้น 

(Wei, Tai-Shung & Takeshi, 2004) และสามารถใช้เป็น

สารตั้งต้นส�ำหรับใช้ในอุตสาหกรรมพลาสติก อุตสาหกรรม

อาหาร และสามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ได้  

(Qureshi & Ezeji, 2008) บวิทานอลมจี�ำนวนคาร์บอนอะตอม 

สูงกว่าเอทานอล ท�ำให้สามารถละลายในน�้ำมันดีเซลได้ดี

กว่าเอทานอลแม้ที่อุณหภูมิต�่ำ ทั้งยังไม่ก่อให้เกิดปัญหา

การแยกชั้นแบบที่พบในเชื้อเพลิงผสมเอทานอล การใช ้

บิวทานอลมีความสะดวกในการเก็บและการขนส่ง เพราะ

สามารถขนส่งบิวทานอลได้ทางท่อโดยตรง นอกจากนี้ 

บวิทานอลมคีณุสมบัติไม่ละลายน�ำ้ ท�ำให้มฤีทธิก์ดักร่อนน้อย  

(Shen & Liao, 2008) 

C. beijerinckii TISTR 1461 in sugarcane molasses were 71.75 ± 2.76% and the butanol concentration 

was 2.69 ± 0.01 g/L. At 72 h (solventogenic phase), the viable cells of C. beijerinckii TISTR 1461 in  

sugarcane molasses were 4.90 ± 1.56 %. At this point, the butanol concentration was 7.33 ± 0.07 g/L.  

During solventogenic phase, the viable cells of C. beijerinckii TISTR 1461 were reduced, however, 

the concentrations of butanol were increased. Therefore, we found that flow cytometry technique 

has the potential to viability determination of C. beijerinckii TISTR 1461 in butanol production and 

butanol concentration affects viable cells of C. beijerinckii TISTR 1461.

Keywords: batch fermentation, butanol, sugarcane molasses, flow cytometry

บิวทานอลสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมัก  

ท่ีเรียกว่า กระบวนการหมักอะซิโตน บิวทานอล เอทานอล 

(Acetone Butanol Ethanol--ABE) หรือการหมักตัวท�ำ

ละลาย โดยท่ัวไปอัตราส่วนการผลิต ABE เป็น 3:6:1 โดย

ได้บิวทานอลเป็นผลิตภัณฑ์หลัก อย่างไรก็ตาม อัตราส่วน

นี้อาจเปลี่ยนไปตามชนิดของจุลินทรีย์ ความเป็นกรด-ด่าง 

สารอาหาร แร่ธาตุ การขนส่งอาหาร (nutrient transport) 

การขนส่งไอออน (ion transport) ส่วนประกอบของเซลล์

เมมเบรนและสภาวะในการเลี้ยง (Maddox, Qureshi & 

Roberts-Thomson, 1995) กระบวนการหมักบิวทานอล

เกิดขึ้นโดย Clostridia ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (gram 

positive) ไม่ใช้อากาศ (obligate anaerobic) สามารถ

สร้างสปอร์ได้ (Maddox, Qureshi & Roberts-Thomson, 

1995; Lee, et al., 2008; Patakova, et al., 2013) 

การผลิตบิวทานอลจากจุลินทรีย์ สามารถใช้วัสดุ

จากการเกษตร หรือของเสียจากอุตสาหกรรมทางชีวภาพ

เป็นวัตถุดิบในการผลิตได้หลายชนิด ตัวอย่างเช่น น�้ำข้าว

ฟ่างหวาน น�้ำตาล และกากน�้ำตาล เป็นต้น ซ่ึงอ้อยเป็น

พืชเศรษฐกิจหลักของประเทศ ปลูกมากในภาคตะวันออก

เฉียงเหนือ และภาคกลางของประเทศไทย กากน�้ำตาลเป็น

ผลพลอยได้หลกัของโรงงานผลติน�ำ้ตาล โดยส�ำนกังานคณะ

กรรมการอ้อยและน�้ำตาล (Office of the Cane and 

Sugar Board, Ministry of Industry, 2017) ได้รายงาน

การผลติน�ำ้ตาลทรายของโรงงานน�ำ้ตาลทัว่ประเทศ ประจ�ำ

ปีการผลิต 2559/60 ในประเทศไทยว่าจากผลผลิตอ้อยที่

ถูกส่งเข้าโรงงานน�้ำตาลท่ัวประเทศอยู่ท่ี 92,950,815.09 

ตัน จะเหลือเป็นกากน�้ำตาลเท่ากับ 3,894,356.247 ตัน 
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หรือเฉลี่ย 41.90 กิโลกรัมต่ออ้อย 1 ตัน ซึ่งในปัจจุบัน 

กากน�ำ้ตาลถกูน�ำมาใช้เป็นวตัถดิุบหลกัในการผลติเอทานอล 

ของประเทศไทย 

การเปลี่ยนแปลงทางสรีระของจุลินทรีย์ท่ีอยู่ในถัง

ปฏิกรณ์มีผลต่อประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอลอย่างมาก 

ไม่ว่าจะเป็นปรมิาณจ�ำนวนเซลล์ทีม่ชีวีติ จ�ำนวนเซลล์ทีต่าย 

จ�ำนวนเซลล์ทีส่ร้างสปอร์ หรอืขนาดของเซลล์ ซึง่วธิกีารเดมิ

ในการตรวจวดัปัจจยัเหล่านี ้คอื การย้อมสเีฉพาะและน�ำไป

ตรวจนับจ�ำนวนเซลล์จุลินทรีย์โดยการใช้กล้องจุลทรรศน์ 

แต่มีความยุ่งยากและใช้เวลานาน เนื่องจากจุลินทรีย์ท่ีผลิต 

บิวทานอลสามารถเคลื่อนที่ได้รวดเร็ว ท�ำให้ข้อมูลท่ีได้อาจ

คลาดเคลื่อน หรือวิธีการอีกอย่างคือ การเพาะเลี้ยงเช้ือ

แล้วท�ำการนับปริมาณจ�ำนวน โดยต้องใช้เทคนิค spread 

plate technique หรือ pour-plate technique แต่วิธี

การดงักล่าวต้องใช้ระยะเวลานาน และข้อมลูทีไ่ด้อาจคลาด

เคล่ือน เนื่องจากจุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักเป็นจุลินทรีย์ท่ี

ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ ปัจจุบันมีเทคโนโลยีใหม่ 

ที่เรียกว่า โฟลไซโทเมทรี (flow cytometry) โดยหลักการ

ของเครื่อง คือ การท�ำให้เซลล์ไหลผ่านระบบการตรวจวัด

ทีละเซลล์ โดยท�ำการตรวจวัดการกระจายของแสงทั้งทาง

ด้านตรง (forward scatter) และแสงจากด้านข้าง (side 

scatter) หรืออาจใช้การเรืองแสงจากสารฟลูออเรสเซนต์

ร่วมด้วย ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับโมเลกุลที่ติดสารฟลูออเรสเซนต์

ว่าจ�ำเพาะกับเซลล์ชนิดใด โดยอาศัยหลักการทางฟิสิกส์ 

ชีวเคมี และคุณสมบัติทางภูมิคุ้มกัน เพื่อใช้ในการคัดแยก

เซลล์ออกมาศึกษา จากหลักการดังกล่าว จึงมีการน�ำเครื่อง

โฟลไซโทเมทรีมาใช้กันอย่างแพร่หลายทางวงการแพทย์ 

เพราะสามารถวัดเซลล์ได้ทีละเซลล์และวัดได้ปริมาณ

มาก มีความจ�ำเพาะ รวดเร็วและที่ส�ำคัญเซลล์นั้นยังมี

ชีวิต โดยนิยมวัดปริมาณของเซลล์ ขนาด รูปร่างของเซลล์ 

นอกจากน้ียังสามารถใช้ในการวัดปริมาณ DNA content, 

Metabolic activity, Surface receptors, Membrane 

permeability และ Calcium flux ได้ (Linhová, et al., 

2010; Linhová, et al., 2012)

โดยในการหมักเพื่อผลิตบิวทานอลนั้น เริ่มมี

การพัฒนาและประยุกต์เคร่ืองโฟลไซโทเมทรีมาใช้ใน 

การวัดปริมาณเซลล์มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย โดยทดสอบใน  

C. acetobutylicum ATCC824 (Tracy, Gaida &  

Papoutsakis, 2008) C. pasteurianum NRRL B-598 

และ C. beijerinkii CCM 6218 (Linhová, et al., 2012) 

ซ่ึงอยู ่ในช่วงการประยุกต์และพัฒนาเทคนิค และส่วน 

สายพันธุ์อื่นยังไม่มีการศึกษา 

วัตถุประสงค์การวิจัย

งานวิจัยนี้มีจุดมุ ่งหมายหลักคือ การประยุกต ์

การใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีในการประเมินจ�ำนวนเซลล ์

ที่มีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 ระหว่าง 

การผลิตบิวทานอลจากกากน�้ำตาล

วิธีด�ำเนินการวิจัย

1. เตรยีมกากน�ำ้ตาลเพือ่ใช้ในการผลติบวิทานอล

กากน�้ำตาลที่น�ำมาท�ำการทดลองในครั้งนี้คือ  

กากน�้ำตาลยี่ห้อ M molasses จากโรงงานน�้ำตาล มิตรผล  

หลงัจากเกบ็ตวัอย่าง น�ำตวัอย่างกากน�ำ้ตาลแบ่งในถงุ ถงุละ 

1 กิโลกรัม แช่ที่อุณหภูมิ -20°C เพื่อใช้ในการทดลองต่อไป

2. การวเิคราะห์องค์ประกอบหลกัของกากน�ำ้ตาล

วิเคราะห์ปริมาณน�้ำตาลท้ังหมด โดยวิธี Phenol 

sulfuric method (Mecozzi, 2005) ความเป็นกรด- 

ด่าง โดย pH meter ปริมาณโลหะหรือธาตุต่าง ๆ (trace  

elements) โดยใช้ Inductively coupled plasma mass 

spectrometry (ICP-MS) (AOAC, 1995)

3. การเตรียมจุลินทรีย์และกระบวนการหมัก

น�ำสารละลายสปอร์จุ่มในน�้ำร้อนอุณหภูมิ 80°C 

เป็นเวลา 1 นาที แล้วน�ำมาจุ่มลงในน�้ำเย็นจัด 0°C นาน 

1 นาที (Sirisantimethakom, et al., 2016) จากนั้นถ่าย

กล้าเช้ือ C. beijerinckii TISTR 1461 ท่ีผ่านการกระตุ้น

ลงใน CMM (Cooked Meat Medium) 10 มิลลิลิตร น�ำ

ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 13-15 ชั่วโมง สังเกตการ

เจริญของแบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยเช้ือที่เจริญ 

จะสามารถเคลื่อนที่ได้อย่างรวดเร็ว จากนั้นถ่ายสารละลาย 

เซลล์จ�ำนวน 5% โดยปรมิาตร ลงในอาหาร TGY (Tryptone  

Glucose Yeast Extract Medium) 20 มิลลิลิตร แล้ว
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น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 4-5 ชั่วโมง จนสังเกต

เห็นการเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งจะได้กล้าเชื้อเพื่อน�ำไปใช้

ในการหมักต่อไป

เตรียมน�้ำหมัก 37.5 มิลลิลิตร ที่ปลอดเชื้อในขวด

ขนาด 50 มิลลิลิตร โดยใช้กากน�้ำตาลที่มีน�้ำตาลเริ่มต้น

ทั้งหมด 60 กรัมต่อลิตร 

จากน้ันน�ำน�ำ้หมกัไปฆ่าเชือ้ทีอ่ณุหภมู ิ110°C นาน 

30 นาที (Wechgama, Laopaiboon & Laopaiboon, 

2017) พ่นด้วยไนโตรเจนบริสุทธิ์ผ ่านชุดกรองอากาศ  

ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เพ่ือไล่ออกซิเจน และท�ำให้เกิด

สภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 10 นาที ถ่ายกล้าเชื้อลงในขวด 

แล้วน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C ในระหว่างการหมักเก็บ

ตัวอย่างในชั่วโมงที่ 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 เพื่อ 

วิเคราะห์ปริมาณของเซลล์มีชีวิตและเซลล์ตาย โดยใช ้

เทคนิคโฟลไซโทเมทรี (Linhová, et al., 2010; Linhová, 

et al., 2012) ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด ความเป็นกรด-ด่าง 

ปริมาณบิวทานอล เอทานอล อะซิโตน กรดอะซิติก และ

กรดบิวทิริก (Sirisantimethakom, et al., 2016)

4. การย้อมเซลล์เพื่อศึกษาสัดส่วนของเซลล์ท่ี

มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย 

น�ำน�้ำหมักตัวอย่างเติมพรอพิเดียมไอโอไดด์ 

(Propidium Iodide--PI) ในสารละลายให้มีความเข้มข้น

เท่ากับ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นน�ำไปบ่มในที่

มืด ที่อุณหภูมิห้อง นาน 10 นาที จากนั้นน�ำไปวิเคราะห ์

ในขั้นตอนเพื่อหาเซลล ์มีชีวิตและเซลล ์ตายด ้วยวิธ ี

โฟลไซโทเมทรี โดยใช้เซลล์ในระยะแบ่งตัวเพื่อเป็นตัวแทน

ของกลุ่มเซลล์มีชีวิต (กลุ่มควบคุม) และใช้เซลล์มีชีวิตที่

ผ่านการบ่มที่ 100°C เป็นเวลา 5 นาที เป็นตัวแทนของ

กลุ ่มเซลล์ตาย โดยเซลล์ทั้งสองกลุ ่มจะท�ำการทดลอง 

เพื่ อท� ำการปรับหาสภาวะที่ เหมาะสมของเทคนิค 

โฟลไซโทเมทรีในการหาสัดส่วนของเซลล์ที่มีชีวิตและ

เซลล์ที่ตาย

5. การตรวจวัดด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี 

เซลล์ที่ผ่านการย้อมสี จะถูกวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

โฟลไซโทมิเตอร์ รุ่น Cytomics FC500 MPL ที่ใช้โปรแกรม 

MXP ของบริษัท Beckman Coulter ในการด�ำเนินการ

ทดสอบ ซ่ึงมีอาร์กอนเป็นแหล่งก�ำเนิดแสงเลเซอร์ มี

ความยาวคลื่นเท่ากับ 488 นาโนเมตร โดยปรับสัญญาณ

ของการเอยีงท�ำมมุเลก็น้อย (Forward Scatter--FSC) และ

การสะท้อนของแสงท่ีท�ำมุมตั้งฉาก (Side Scatter--SSC) 

และช่องฟลูออเรสเซนต์ที่ให้สีเขียว (FL1) มีความยาวคล่ืน 

515-565 นาโนเมตร ส่วนช่องฟลูออเรสเซนต์ที่ให้สีแดง 

(FL3) มีความยาวคลื่นมากกว่า 605 นาโนเมตร และตั้งค่า

โวลต์ของตัวตรวจวัดของ FSC, SSC, FL1 และ FL3 เป็น 

32, 149, 660 และ 640 โวลต์ตามล�ำดับ และให้จ�ำนวน

เซลล์ที่เข้ามาในระบบการทดสอบแต่ละการทดลองอย่าง

น้อย 1,000 เซลล์ จากนัน้ท�ำการทดสอบหาจดุตดัทีส่ามารถ

แยกเซลล์มชีวีติและเซลล์ตาย โดยการใช้กลุม่ควบคมุ (เซลล์ 

มชีวีติมากกว่า 95%) และเซลล์มชีวีติทีผ่่านการบ่มที ่100 °C  

เป็นเวลา 5 นาที เป็นตัวแทนของกลุ่มเซลล์ตาย (เซลล์

มีชีวิตน้อยกว่า 5%) ซึ่งท�ำการทดสอบทีละกลุ่มตัวอย่าง 

โดยปรับค่าโวลต์ของ FL3 โดยให้กลุ่มควบคุมท่ีเป็นเซลล์

มีชีวิต ควรเป็นกลุ่มประชากรส่วนใหญ่มีค่าความเข้มแสง

สีแดงของพรอพิเดียมไอโอไดด์ในปริมาณต�่ำ และกลุ ่ม

เซลล์ตายควรเป็นกลุ่มประชากรส่วนใหญ่มีค่าความเข้ม

แสงสีแดงของพรอพิเดียมไอโอไดด์ในปริมาณสูง จาก

นั้นน�ำท้ังสองกลุ่มผสมกัน โดยปรับค่าโวลต์ของ FL3 ให้

สามารถหาจุดตัดท่ีสามารถแยกเซลล์มีชีวิตและเซลล์ 

ตายได้อย่างชัดเจน เมื่อปรับค่าสภาวะท่ีเหมาะสมในเคร่ือง 

โฟลไซโทมิเตอร์ได้แล้ว ท�ำการทดสอบตามกลุ่มการทดลอง

ต่าง ๆ  โดยรายงานผลเป็นเปอร์เซน็ต์เทยีบในกลุม่ประชากร

ทัง้หมดด้วยโปรแกรม CXP analysis ของบรษิทั Beckman  

Coulter

6. การวิเคราะห์ข้อมูล

ท�ำการทดลองแบบสามซ�้ำ ข้อมูลรายงานในรูปค่า

เฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (mean ± SD)

ผลการวิจัย

1. การวเิคราะห์องค์ประกอบหลกัของกากน�ำ้ตาล

ผลการวิเคราะห์แร่ธาตุ และโลหะหนักในกาก

น�้ำตาลแสดงดังตาราง 1 โดยผลการวิเคราะห์องค์ประกอบ

หลกัของตวัอย่างกากน�ำ้ตาลพบว่า มปีรมิาณน�ำ้ตาลทัง้หมด

เท่ากับ 56.19 กรัมต่อตัวอย่างกากน�้ำตาล 100 กรัม และ
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มีปริมาณธาตุไนโตรเจนเท่ากับ 0.88% โดยน�้ำหนักกาก

น�้ำตาล อีกทั้งยังพบว่ามีแร่ธาตุส�ำคัญอื่น ๆ (ตาราง 1)  

ดังนั้น กากน�้ำตาลสามารถน�ำมาเป็นสารตั้งต้นส�ำหรับ 

ผลิตบิวทานอลได้ 

ตาราง 1

องค์ประกอบหลักของกากน�้ำตาล 

Composition Concentration

Chloride 1.47 % w/w

Organic Carbon (OC) 36.27 % w/w

Total Nitrogen (as N) 0.88 % w/w

Total Phosphate (as P2O2) 0.05 % w/w

Sulfur (S) 1.03 % w/w

Protein 5.10 g/100 g

Total sugar 56.19 g/100g

Aluminium (AI) 306.60 mg/kg

Potassium (K) 18,590.00 mg/kg

Sodium (Na) 841.90 mg/kg

Calcium (Ca) 4,750.00 mg/kg

Magnesium (Mg) 3,236.00 mg/kg

Iron (Fe) 58.12 mg/kg

Manganese (Mn) 2.37 mg/kg

Copper (Cu) 2.43 mg/kg

Molybdenum (Mo) 0.15 mg/kg

Nickel (Ni) 11.82 mg/kg

Boron (B) 330.40 mg/kg

Cobalt (Co) 0.51 mg/kg

2. การประเมินจ�ำนวนเซลล ์ ท่ี มีชีวิตของ  

C. beijerinckii TISTR 1461 ระหว่างการผลติบวิทานอล 

จากกากน�้ำตาลด้วยเทคนิคโฟลไซโทเมทรี

จากการประ เมิ นจ� ำนวน เซลล ์ มี ชี วิ ต ของ  

C. beijerinckii TISTR 1461 ระหว่างการผลติบวิทานอลจาก

กากน�้ำตาลด้วยเครื่องโฟลไซโทเมทรี พบว่าในช่วงเริ่มต้น  

(ชั่วโมงที่ 0-12) ของการหมัก C. beijerinckii TISTR 1461 

มีเซลล์ที่มีชีวิตเพิ่มขึ้นจากเริ่มต้นเป็น 85.5 ± 0.14% หลัง

จากชัว่โมงที ่12 เซลล์ทีม่ชีวีติจะลดลงอย่างต่อเนือ่ง โดยจะ

มีอัตราการลดลงเร็วที่สุดระหว่างชั่วโมงการหมักที่ 36-48 

หลังจากนั้นจะลดลงเล็กน้อย (ภาพ 1) ในสภาวะดังกล่าว

เมื่อสิ้นสุดการทดลองจะมีเซลล์ท่ีมีชีวิต 4.90 ± 1.56%
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3. การศกึษาจลนพลศาสตร์ของ C. beijerinckii 

TISTR 1461 จากกากน�้ำตาล

การศึกษาการผลิตบิวทานอลในจากกากน�้ำตาล

โดย C. beijerinckii TISTR 1461 ผลการทดลองและ 

รูปแบบการผลิตผลิตภัณฑ์แสดงดังภาพ 1 จากผลการ

ทดลองที่ได้พบว่า C. beijerinckii TISTR 1461 มีการใช้

น�้ำตาลไปจนถึง 60 ชั่วโมงของการหมัก (31.80 กรัมต่อ

ลิตร) และหลังจากชั่วโมงที่ 60 จะเริ่มคงที่ ในชั่วโมงท่ี 12 

ของการหมักซ่ึงเป็นช่วงของการผลติกรด พเีอชจะลดลงจาก 

6.5 เป็น 5.0 (ภาพ 2) โดยความเข้มข้นของกรดอะซีติก

และบิวทิริกในช่ัวโมงท่ี 60 เท่ากับ 1.42 และ 0.50 กรัม

ต่อลิตร ตามล�ำดับ จากนั้นค่าพีเอชจะเพิ่มข้ึนสูงสุดเท่ากับ 

5.29 และผลิตตัวท�ำละลาย (solvents) ได้แก่ อะซิโตน  

บิวทานอล เอทานอล และเอบีอี มีความเข้มข้นเท่ากับ 

4.44, 7.39, 0.13 และ 11.96 กรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ 

ในสภาวะนี้ให้ผลได้และอัตราการผลิตบิวทานอลเท่ากับ 

0.23 และ 0.12 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง ตามล�ำดับ (ภาพ 

2 และตาราง 2)

ภาพ 1 การผลิตบิวทานอล การใช้น�้ำตาล และเซลล์ที่มีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 ระหว่างการผลิตบิวทานอล

จากกากน�้ำตาล: บิวทานอล (¢) ปริมาณน�้ำตาลทั้งหมด (p) และเซลล์ที่มีชีวิต (�)

ภาพ 2 รูปแบบการผลิตผลิตภัณฑ์ในการหมักแบบกะจากกากน�้ำตาล: อะซิโตน () บิวทานอล (¢) เอทานอล ()  

เอบีอี (p) กรดอะซิติก () กรดบิวทิริก () กรดโดยรวม () น�้ำตาลทั้งหมด (�) และ พีเอช ()
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ตาราง 2

การผลิตบิวทานอลในกากน�้ำตาลด้วยกระบวนการหมักแบบกะ โดย C. beijerinckii TISTR 1461

พารามิเตอร์การหมัก* กากน�้ำตาล

อะซิโตน (กรัมต่อลิตร) 4.44 ± 0.16

บิวทานอล (กรัมต่อลิตร) 7.39 ± 0.14

เอทานอล (กรัมต่อลิตร) 0.13 ± 0.01

เอบีอี (กรัมต่อลิตร) 11.96 ± 0.29

กรดอะซีติก (กรัมต่อลิตร) 1.42 ± 0.26

กรดบิวไทริก (กรัมต่อลิตร) 0.50 ± 0.05

กรดโดยรวม (กรัมต่อลิตร) 1.91 ± 0.31

น�้ำตาลเริ่มต้น (กรัมต่อลิตร) 62.46 ± 0.64

น�้ำตาลที่ถูกใช้ (กรัมต่อลิตร) 31.80 ± 1.40

พีเอช 5.29 ± 0.03

ระยะเวลาการหมัก (ชั่วโมง) 60

ผลได้ของบิวทานอล 0.23 ± 0.01

อัตราการผลิตบิวทานอล (กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง) 0.12 ± 0.00

*การทดสอบ ท�ำจ�ำนวน 3 ซ�้ำ ค่าที่แสดง คือค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) 

จากการทดลองสามารถอธิบายได้ว่า ความเข้มข้น

ของบวิทานอล มีผลโดยตรงต่อการมชีวีติของ C. beijerinckii  

TISTR 1461 จาก Jiang, et al. (2014) รายงานว่าปัญหา

ที่ส�ำคัญในการผลิตบิวทานอลที่ส่งผลให้ได้ผลผลิต ผลได้ 

และอัตราการผลิตน้อย ก็คือผลของความเข้มข้นท่ีสูงข้ึน

ของบิวทานอลที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์  

Al-Shorgani, et al. (2012) รายงานว่าความเข้มข้นของ 

บวิทานอลที ่5 กรมัต่อลติร จะเริม่ส่งผลกระทบต่อการเจรญิ

เตบิโตของ C. saccharoperbutyacetonicum N1-4 และ

จะยับยั้งการเจริญเติบโตอย่างสมบูรณ์ที่ความเข้มข้นของ 

บิวทานอล 15 กรัมต่อลิตร Qureshi and Ezaji (2008) 

รายงานว่าความเข้มข้นของบิวทานอลที่ 5-10 กรัมต่อลิตร 

จะยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ผลิตบิวทานอล 

ขณะที่ Soni, Das and Ghose (1987) และ Qunine, 

et al. (1985) รายงานว่าความเข้มข้นของบิวทานอลที่ 

13 และ 14 กรัมต่อลิตร จะยับยั้งการเจริญเติบโตของ  

C. saccharoperbutylacetonicum ATCC 27022 และ 

C. acetobutylicum ตามล�ำดับ ซึ่งผลการทดลองท่ีได้

สอดคล้องกับงานวิจัยอื่น ๆ 

การใช้เทคนิคโฟลไซโทเมทรีมาใช้ในการพิจารณา

จ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 ใน

ระหว่างกระบวนการผลิตบิวทานอลจากกากน�้ำตาลนั้น 

ท�ำให้ทราบช่วงระยะเวลาที่เซลล์เริ่มเกิดการตาย ซึ่งจะ

ส่งผลกระทบถึงประสิทธิภาพในการผลิตบิวทานอล จาก

ข้อมูลดังกล่าวซึ่งถือว่าเป็นจุดที่ส�ำคัญในการพัฒนาเพ่ือ

เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตบิวทานอล ซึ่งอาจศึกษาเพ่ิมเติม 

ในส่วนปัจจัยท่ีท�ำให้เช้ือตายในช่วงระยะเวลาดังกล่าว 

หรืออาจมีการเติมสารเพื่อช่วยให้ C. beijerinckii TISTR 

1461 สามารถมีชีวิตอยู่ได้นานยิ่งข้ึน จะท�ำให้การผลิต 

บิวทานอลได้ปริมาณมากยิ่งข้ึน
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การอภิปรายผล

การทดลองที่ใช้กากน�้ำตาลเป็นวัตถุดิบหลักใน 

การผลิตบิวทานอลด้วย C. beijerinckii TISTR 1461  

พบว่า สามารถผลิตบิวทานอล และเอบีอีได้ 7.39 ± 0.14 

และ 11.96 ± 0.29 กรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ ภายใต้สภาวะนี้ 

มีค่าผลได้และอัตราการผลิตของบิวทานอลเท่ากับ 0.23 

และ 0.12 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามล�ำดับ ซึ่งความเข้ม

ข้นของบิวทานอลที่ผลิตได้มีค่าใกล้เคียงกันกับงานวิจัยของ 

Wechgama, Laopaiboon and Laopaiboon (2017) 

งานวิจัยของ Areesirisuk, et al (2010) งานวิจัยของ Lee, 

et al (2011) และงานวิจัยของ Al-Shorgani, Kalil and 

Yusoff (2011) ที่ผลิตบิวทานอลได้ 7.45 7.56 8.20 และ 

8.69 กรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า C. beijerinckii 

TISTR 1461 และกากน�้ำตาลที่ไม่มีการเติมสารอาหารอื่น

เพิ่มเติมสามารถผลิตบิวทานอลได้ และเมื่อพิจารณาเซลล ์

ที่มีชีวิตของ C. beijerinckii TISTR 1461 ระหว่างการผลิต 

บิวทานอล พบว่าเมื่อเข้าสู ่ระยะการผลิตตัวท�ำละลาย

ซึ่งเป็นช่วงที่มีการผลิตบิวทานอล จ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต

ของ C. beijerinckii TISTR 1461 จะลดลงอย่างต่อเนื่อง  

ในขณะที่ความเข้มข้นของบิวทานอลจะเพิ่มขึ้น โดยจ�ำนวน

เซลล์ที่มีชีวิตในกากน�้ำตาล ในชั่วโมงที่ 24 เท่ากับ 71.75 

± 2.76% ช่วงดังกล่าวมีปริมาณบิวทานอลเท่ากับ 2.69 

± 0.01 กรัมต่อลิตร หลังจากนั้นในระหว่างการหมักจะมี

การผลิตบิวทานอลข้ึนอย่างต่อเนื่อง เมื่อพิจารณาจ�ำนวน

เซลล์ท่ีมีชีวิตในช่ัวโมงท่ี 72 พบว่า มีปริมาณเท่ากับ 4.90  

± 1.56% และมีปริมาณบิวทานอลเท่ากับ 7.33 ± 0.07 

กรัมต่อลิตร จากการทดลองสรุปได้ว่าความเข้มข้นของ 

บิวทานอลมีผลโดยตรงต่อการมีชีวิตของ C. beijerinckii 

TISTR 1461

ข้อเสนอแนะการวิจัย

เพื่อเป็นการเพิ่มประสิทธิภาพกระบวนการผลิต 

บิวทานอล ควรศึกษาถึงสารที่สามารถเสริมสร้างความแข็ง

แรงให้กับเซลล์ C. beijerinckii ซ่ึงข้อมูลท่ีได้สามารถจะ

เป็นข้อมลูทีส่�ำคญัในการผลติบวิทานอลเพือ่ใช้เป็นพลงังาน

ทางเลือกเชิงพาณิชย์ต่อไป 

กิตติกรรมประกาศ

ง านวิ จั ยนี้ ไ ด ้ รั บทุ นอุ ดหนุ นกา รวิ จั ย จ าก

มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ์ ประจ�ำปีงบประมาณ พ.ศ. 2559 

ขอขอบพระคุณศูนย์ปฏิบัติการวิจัยโรคเขตร้อน คณะ

แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่ให้ความอนุเคราะห์

เครื่องโฟลไซโทมิเตอร์ในการด�ำเนินงานวิจัย
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