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 โครโมโซมของ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีผลิตอะซิโตน  
บิวทานอล และเอทานอล (ABE) มียีนที่สรางเอนไซมเซลลูเลสที่เรียกวา cel48A ซึ่งอยูในรูปท่ี      
ไมสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสในการยอยคริสตัลไลนเซลลูโลสได ในการศึกษานี้
ไดพยายามแทนที่ยีน cel48A ดวยยีนพันธุลูกผสมที่สรางเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงสามารถแสดง  
แอตติวิตีของเอนไซมและยอยคริสตัลไลนเซลลูโลสไดท่ีเรียกวา SAFA hybrid gene ในโครโมโซม 
ของ  Cl. acetobutylicum ATCC 824 ∆cac1502∆upp∆cel48A mutant โดยคาดหวังท่ีจะไดสายพันธุ     
ลูกผสมใหม ท่ีมีความสามารถท้ังยอยเซลลูโลสและใชน้ํ าตาลจากการยอยเซลลูโลสเปน                         
แหลงคารบอนในการผลิตบิวทานอลได อยางไรก็ตามโคลนท่ีไดไมแสดงการสอดแทรกของ             
SAFA hybrid gene บนโครโมโซม ความเปนไปไดของปญหานี้นาจะเกี่ยวของกับโครงสรางท่ีไม
เหมาะสมของ integration plasmid ท่ีไดสรางขึ้นในสวนของ strong promoter และ reporter system 
การขาด scaffolding หรือ cohesion ท่ีทํางานรวมกันแบบเสริมสรางซ่ึงกันและกันระหวาง cellulosome 
gene ในโครโมโซมและยีนพันธุลูกผสม SAFA รวมถึงการขัดขวางระบบการขับเอนไซมภายในเซลล
โดย precursor ของยีนพันธุลูกผสม SAFA   
 ในสวนของแหลงคารบอนสําหรับ Cl. acetobutylicum เพ่ือใชในกระบวนการหมักสําหรับการ
สราง ABE นั้น เซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสในฟางขาวสามารถใชเปนสารตั้งตน ทางเลือกใหม
สําหรับเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานใหกับ Cl. acetobutylicum ไดเม่ือฟางขาวไดถูกเปล่ียนให
อยูในรูปน้ําตาลท่ีใชในกระบวนการหมักดังนั้นจึงทําการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ Pretreatment โดย
วิธีท่ีตางกันตอคุณภาพของเซลลูโลสจากฟางขาวท่ีผลิตไดและสภาวะท่ีเหมาะสมของการเปล่ียน
เซลลูโลสจากฟางขาวเปนน้ําตาลท่ีใชในกระบวนการหมักโดยวิธีการยอยดวยเอนไซมหรือจุลินทรีย
หรือสารเคมี ผลการทดลองทําใหทราบวา วิธี A2WB1 pretreatment มีประสิทธิภาพสูงสุดในการ
ปรับโครงสรางของเซลลูโลสของฟางขาวเม่ือเทียบกับวิธีอ่ืน ปริมาณท่ีเหมาะสมของเอนไซมเซลลู
เลสอยางหยาบเพ่ือใหไดน้ําตาลรวมทั้งหมดที่มากที่สุด (96.83±1.25 g/L, เรียกน้ําตาลนี้วา GE)          
จากกระบวนการ saccharification คือ 0.7 มิลลิลิตรตอกรัมเซลลูโลสแหง A2WB1 สวนการยอย
เซลลูโลสโดยจุลินทรีย พารามิเตอรท่ีสําคัญ ไดแก ความเขมขนของเซลลูโลส ความเขมขนของ
ไนโตรเจนจากกากยีสตแหงจากโรงงานเบียร อุณหภูมิในการเล้ียง และการเขยาของผสมมีผลอยางมี
นัยสําคัญตอการเพ่ิมความเขมขนของน้ําตาลท่ีผลิตไดหลังการเล้ียง Cl. cellulolyticum DSM 5812 
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สําหรับการผลิตน้ําตาลไซโลสโดยกระบวนการยอยฟางขาวดวยกรดสองครั้งทําใหไดสารละลาย
ไฮโดรไลเสท (ท่ีเรียกวา ARSH) ซ่ึงมีน้ําตาลท้ังหมด 44.67 กรัมตอลิตร 
 ลําดับตอมาไดทําการศึกษาการผลิต ABE จากน้ําตาลไซโลสที่อยูใน ARSH ซึ่งไดผาน
กระบวนการกําจัดสารพิษดวยวิธีการตางกัน ผลการทดลองสามารถสรุปไดคือ Cl. acetobutylicum 
ATCC 824 สามารถการเจริญและผลิตสารละลาย ABE ไดมากท่ีสุดใน ARSH ท่ีผานการกําจัดสารพิษ
ดวยวิธี over-titration plus activated charcoal absorption สุดทายทําการศึกษาการใช Cl. acetobutylicum 
รวมสองสายพันธุคือ Cl. acetobutylicum ATCC 824 และ Cl. acetobutylicum TISTR 1462 และใช
น้ําตาล GE เพ่ือปรับปรุงการผลิต ABE ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาความเขมขนของ ABE ท่ีผลิต
ไดจากการกระบวนการหมักแบบกะท่ีใชเช้ือสองสายพันธุรวมกันมีคาต่ํากวากระบวนการหมัก
เดียวกันแตใชเช้ือเพียงชนิดเดียวอยางไรก็ตามผลผลิตและความเขมขนของ ABE มากท่ีสุดท่ีผลิตได
โดยเช้ือชนิดเดียวท่ีใชน้ําตาล GE มีคาสูงกวาวิธีการหมักเดียวกันท่ีใชน้ําตาลกลูโคสในเชิงการคา 
สรุปภาพโดยรวมทั้งหมดของการศึกษากลาวไดวา ฟางขาวมีศักยภาพที่จะใชเปนสารตั ้งตน
จําพวกลิกโนเซลลูโลสในการผลิตบิวทานอลในกระบวนการหมักแบบกะดวย Cl. acetobutylicum 
ATCC 824 และ TISTR 1462 ได 
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The chromosome of Clostridium acetobutylicum ATCC 824 is an acetone-

butanol-ethanol (ABE) producing strain which consists of the inactive cellulase gene 

cel48A which results in a lack of cellulase activity towards crystalline cellulose. In this 

study, the replacement of the cel48A with a SAFA hybrid gene as an active cellulase gene 

in the chromosome of Cl. acetobutylicum ATCC 824 cac1502uppcel48A mutant was 

used to attempt the construction of a new recombinant strain as a cellulolytic-solvent 

producing strain. However, the clones obtained did not show the insertion of the 

hybrid gene on the chromosome. This could probably be attributed to the unsuitable  

gene structure of the integration plasmid such as the strong promoter and reporter 

system; lacking the complementary scaffolding or cohesion in the Clostridium 

chromosomal cellulosome gene to the hybrid gene employed; and blocking from the 

secretory system of the Clostridium cell from the precursor of the SAFA gene. 

Regarding the carbon source for ABE fermentation by Cl. acetobutylicum, 

cellulose and hemicelluloses of rice straw can be an alternative substrate as a carbon 

source and energy for fermentation when they are converted to fermentable sugars. 

Thus, the effectiveness of various pretreatments of rice straw on the quality of rice straw 

cellulose (RSC) and the optimum condition of the RSC to fermentable sugars conversion 
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by enzymatic, microbial and chemical hydrolyses were investigated. The results revealed 

that the A2WB1 pretreatment method had the highest effective modification of the 

RSC compared with other methods. The optimum dose of crude cellulase enzymes to 

achieve maximal total sugars (96.83±1.25 g/L, this sugar called GE) from the saccharification 

was 0.7 mL/g of dry A2WB1 cellulose. For the cellulose hydrolysis of the microorganism, 

major parameters including cellulose concentration, spent’s brewer yeast concentration, 

growth temperature and agitation had a significant effect on the increase of glucose 

concentration after fermentation by Clostridium cellulolyticum DSM 5812. With 

xylose production by the two-stage acid pretreatment of rice straw, acid rice straw 

hydrolysate (ARSH) was obtained. It consisted of 44.67 g/L total sugars. 

The investigation of ABE production from xylose in ARSH was carried out by 

different detoxification methods. The results showed that Cl. acetobutylicum ATCC 824 

could grow and produce ABE in the detoxified ARSH with over-titration plus activated 

charcoal carbon absorption. Finally, the use of co-culture between Cl. acetobutylicum 

ATCC 824 and Cl. acetobutylicum TISTR 1462 and GE sugar was investigated with 

the aim of improving ABE production. The results demonstrated that the amount of 

ABE obtained from batch fermentation by the co-culture was lower than the single 

culture. However, the maximum ABE yield and ABE concentration by using GE were 

higher than those of commercial glucose. Overall, the results of this study demonstrate 

that rice straw is a potential lignocellulosic substrate for ABE production in batch 

fermentation by both Cl. acetobutylicum ATCC 824 and TISTR 1462 strains.  
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