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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

 พืชโดยทั่วไปมอีงคประกอบหลักของชวีมวล  (biomass) คือ เซลลูโลส (cellulose)          
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) ซึ่งรวมเรียกวา ลิกโนเซลลูโลส                
(lignocellulose)  โดยมีปริมาณเซลลูโลสมากที่สุด  ประมาณ  40-80%  (เปอรเซ็นต)  รองลงมา
คือ  เฮมิเซลลโูลส  มีอยูประมาณ  10-40%  และลิกนนิมีอยูประมาณ  5-25%  โดยน้ําหนักแหง  
(Eriksson,  Blanchette, and   Ander,  1990)  และมีองคประกอบอืน่ ๆ  อีก  ประกอบดวยสารที่
สามารถสกัดได  (extractives)  ไดแก  ไขมัน  (fats)  น้ํามนั  (oils)  โปรตีน  (protein)  และเถา  
(ash)  (Himmel,  Baker,  and  Overend,  1994)    
 เซลลูโลสเปนสารประกอบอนิทรียที่สําคัญของโลก  ซึ่งอยูในผนังเซลลพืชและเปน
สวนประกอบสําคัญของไม  (wood)  ใยฝาย  และพืชทีม่ีการเจรญิเติบโตรวดเร็ว  เชน  หญา    
เซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่สามารถหมนุเวียนกลับมาใชใหมได  (renewable  resource)    เพราะพชื
เปนทรพัยากรธรรมชาติที่สามารถปลูกทดแทนได   เปนแหลงวัตถุดบิในการผลิตกระดาษ  สิ่งทอ  
และผลิตภัณฑสังเคราะห  อีกทัง้เซลลูโลสยังเปนวัตถดุิบที่สามารถใชในกระบวนการหมัก  เพือ่
ผลิตอาหารและเชื้อเพลงิดวย  (Uhlig,  and  Linsmaier-Bednar,  1998 ;  Aldridge,  2000) 
 หญาแฝกหอม  (Vetiveria  zizanioides  Nash)  เปนพชืที่ปลูกอยางแพรหลายและมีการ
สงเสริมใหปลูกเพื่อประโยชนในการอนุรักษดินและน้าํเปนสําคัญ  (ราเชนทร  ถิรพร,  2537)  และ
หากมีการตัดใบหญาแฝกหอมในชวงของการเจริญเติบโตทางลาํตน  จะทําใหตนหญาแฝกหอม
เจริญเติบโตดีขึ้น  ใบหญาแฝกหอมที่ถูกตดัทิ้งจึงเปนวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตร  ซึ่งเปนแหลง
เซลลูโลสทีน่าสนใจที่สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอลได 
 เอทานอล  (ethanol)  หรือ  ไบโอเอทานอล  (bioethanol)  หรือ  เอทิลแอลกอฮอล        
(ethyl  alcohol)  เปนเชื้อเพลิงสะอาด  (Varma,  and  Behera, 2003)  ที่สามารถใชแทนน้ํามนั 
ปโตรเลียม  ซึง่เปนเชื้อเพลงิที่กอใหเกิดมลภาวะทางอากาศ  และมีปริมาณลดนอยลงทกุขณะตาม
การนาํมาใช  เพื่อแกปญหาของวกิฤติราคาน้ํามันที่สูงขึ้นในปจจุบนั  เนื่องจากเอทานอลมีราคาที่
ต่ํากวา  (Bothast, Nichols,  and  Dien, 1999)  ซึ่งเทคโนโลยกีารหมกัเอทานอลนัน้  จะใช
วัตถุดิบต้ังตนที่สําคัญ  คือ  เซลลูโลส  น้ําตาล  หรือ  แปง  (Varma,  and  Behera, 2003) 
 เชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดมีทัง้ที่อยูในดินและอยูกับพืช  จึงมีแนวทางในการ
คัดแยกเชื้อราที่สามารถผลติเซลลูเลสไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอม  และจากใบแหง
ของหญาแฝกหอม  ซึง่ในประเทศไทยเคยมีรายงานถึงการคัดแยกเชื้อราที่สามารถผลิตเซลลูเลสได



 2

จากปานศรนารายณ  ใน  3  จังหวัด  พบเชื้อรา  52  สายพนัธุ  และเมื่อตรวจระบุพบวาเชื้อราที่มี
กิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสสงูที่สุด  คอืเชื้อรา  Acrophialophora  sp.                     
(Punnapayak, Kuhirun,  and  Thanonkeo,  1999)  และสําหรับการเปลีย่นเซลลูโลสเปน         
เอทานอลโดยใชเชื้อรารวมกบัยีสตที่เหมาะสมนัน้  คือกระบวนการยอยสลายพรอมกับการหมกั  
ซึ่งเรียกวา  กระบวนการ  simultaneous  saccharification  and  fermentation  (SSF)  
(Punnapayak,  and  Emert,  1986)  และเพื่อเพิม่มลูคาของทรัพยากรที่มีอยู  จึงใชใบแหงหญา
แฝกหอมเปนแหลงวัตถุดิบดวย 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อทาํการคัดแยกเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส  และแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  
จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมและใบแหงของหญาแฝกหอม  แลวนํามาใชรวมกับยีสตใน
กระบวนการยอยสลายพรอมกับการหมักเพื่อผลิตเอทานอล  โดยใชวัตถุดิบเปนใบแหงของหญา
แฝกหอม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ทราบถงึภาวะและวิธีการหมกัที่ใชใบหญาแฝกหอมเปนวัตถุดิบ  โดยใชเชื้อราที่คัดแยกได
และยีสตเพื่อผลิตเอทานอลแบบ  SSF  ซึ่งอาจนาํไปใชใหเกิดประโยชนในดานอุตสาหกรรมตอไป 
 
ขอบเขตของงานวจิัย 
 งานวิจยันี้มจีดุประสงคเพื่อคัดแยกเชื้อราที่มีแอคติวิตีจาํเพาะสงูที่สุด  จากผิวดนิบริเวณ
ใตกอหญาแฝกหอมและใบแหงของหญาแฝกหอม  และตรวจระบุเชือ้ราที่คัดแยกไดนี้ในระดับจนีัส  
(genus)  โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวทิยา  แลวผลิตเอนไซมเพื่อใชในการยอยสลายใบแหง
ของหญาแฝกหอมซึ่งเปนแหลงเซลลูโลส  เพื่อใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสที่สามารถถูกเปลีย่นเปน     
เอทานอลไดโดยใชยีสตในกระบวนการหมกัแบบ  SSF  อีกทั้งยงัศกึษาถึงปริมาณองคประกอบ
สําคัญของชีวมวลของหญาแฝกหอม  คือ  เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  อีกดวย 
 































บทที่  3 
 

วัสดุอุปกรณ  เคมีภัณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

1. เครื่องชั่ง  2  ตําแหนง  (Model  BL610,  Sartorius,  Germany) 
2. เครื่องชั่ง  4  ตําแหนง  (Model  TC-205,  Denver  Instrument  Company) 
3. กลองจุลทรรศน  (Model  CH30RF200,  Olympus,  Japan) 
4. Vortex  (Model  Genie  2,  Scientific  Industries) 
5. Hot  plate  (Cimarec  3) 
6. Hot  plate  (Model  210T,  Thermix,  Fisher  Scientific,  USA) 
7. เครื่องปนเหวีย่ง  (centrifuge)  แบบควบคุมอุณหภูมิ  (Model  Universal  32R,  

Hettich,  Germany) 
8. เครื่องปนเหวีย่ง  (centrifuge)  แบบควบคุมอุณหภูมิ  (Model  B-22M,  Thermo  

IEC,  International  Equipment  Company,  USA) 
9. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer)  (Model  NovaSpec  4049,  

LKB  Biochrom,  England) 
10. เครื่องวัดความเปนกรดดาง  (pH  meter)  (Model  PP–50,  Sartorius,  

Germany) 
11. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  (water  bath)  (Heto,  Heto–Holten,  Den  Mark) 
12. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (controlled  environmental  incubator  

shaker,  Model  G25,  New  Brunswick  Scientific  Co.  Inc.,  USA) 
13. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator  shaker,  Lab – Line) 
14. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (model  U50  790,  387,  Memmert) 
15. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (Binder) 
16. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (Fisher  Scienctific) 
17. เตาเผาเถา  (Muffle  Furnace)  (Fisher  Scienctific) 
18. หมอนึง่ความดันไอ  (autoclave)  (Ta  Chang,  Taichang,  Taiwan) 
19. หมอนึง่ความดันไอ  (autoclave)  (TC-459,  Gemmy  Industrail  Corp,  Taiwan) 
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20. ตูถายเชื้อ  (laminar  flow)  (Model  B∀T123,  Issco) 
21. ตูถายเชื้อ  (laminar  flow)  (Model,  Clean) 
22. เครื่อง  Gas  liquid  Chromatography  (Model  7AG,  Shimadzu)  แบบ  

ionization  detector  โดยใช  Parapak  Q  column 
 

เคมีภัณฑสาํหรับการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชวีมวลพืช 
 
1. Sodium  lauryl  sulfate  (APS) 
2. Disodium  ethylenediamine  tetraacetate  (EDTA)  (APS) 
3. Sodium  borate  decarhydrate  (Na2B407.10H2O)  (APS) 
4. Disodium  hydrogen  phosphate  (Na2HPO4)  (Merck) 
5. 2–Ethoxyethanol  (Ethylene  glycol  monoehyl  ether)  (Merck) 
6. Sodium  Sulfite  (NaSO3)  (Scharlau) 
7. Decahydronaphtalene  (Fluka) 
8. Acetone  (Merck) 
9. Sulfuric  acid  (Merck) 
10. Cetyl  trimethylammonium  bromide  (CTAB)  (SERVA) 
11. Potassium  permanganate  (KmnO4)  (Carlo  Erba) 
12. Silver  sulfate  (Ag2SO4)  (Carlo  Erba) 
13. Ferric  nitrate  nanohydrate  (Fe (NO3)3.9H2O)  (APS) 
14. Silver  nitrate  (AgNO3)  (Merck)  
15. Potassium  acetate  (Scharlau) 
16. Acetic   acid,  glacial  (Merck) 
17. Tertiary  butyl  alcohol  (Butanol)  (APS) 
18. Oxalic  acid  dehydrate  (Carlo  Erba) 
19. 95%  Ethanol 
20. Hydrochloric  acid  (HCl)  (Merck) 
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เคมีภัณฑสาํหรับการเลีย้งเชื้อราและยีสตและการผลิตเอนไซม 
 

1. วุนผง 
2. Yeast  extract  (Difco) 
3. Malt  extract  (Difco) 
4. Bacto  peptone  (Difco) 
5. D–glucose  (Merck) 
6. Magnesium  sulfate  (MgSO4.7H2O)  (Carlo  Erba) 
7. Ammonium  sulfate  ((NH4 )2SO4)  (Merck) 
8. Calcium  hydrogenphosphate  dehydrate  (CaHPO4.2H2O)  (Scharlau) 
9. Corn  steep  liquor 
10. α-cellulose  (sigma) 
11. Tween  80  (Fluka) 
12. Ferrous  sulfate  (FeSO4)  (M&B) 
13. Zinc sulfate  (ZnSO4)  (M&B) 
14. Manganese  sulfate  (MnSO4)  (Carlo  Erba) 
15. Cobalt  chloride  (CoCl2)  (M&B) 
16. calcium  chloride  (Scharlau) 

 
เคมีภัณฑสาํหรับการวัดปริมาณเอนไซมและโปรตีน 
 

1. 3,5–dinitrosalicylic  acid  (C7H4N2O7) (Sigma) 
2. Sodium  bisulfite  (NaHSO3)  (M&B) 
3. Sodium  potassium  tartrate  (Carlo  Erba) 
4. D–salicin  (Fluka) 
5. D–glucose  monohydrate  (Merck) 
6. Phenol  (C6H6O)  (Merck) 
7. Sodium  hydroxide  (Mallinckrodt) 
8. Copper  sulfate  (CuSO4.5H2O) (APS) 
9. กระดาษกรองเบอร  1  (Whatman  No.1) 
10. D–xylose  (Fluka) 
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11. Ammonium  molybdate 
12. Na2HaSO4.7H2O 
13. NaH2PO4.2H2O 
14. Na2HPO4.2H2O 
 
เคมีภัณฑสาํหรับการเตรยีมบัฟเฟอร 
 
1. Citric  acid  (C3H4(OH)  (COOH)3)  (APS) 
2. Trisodium  citrate  (Na3C6H5O7.H2O)  (APS) 
3. Acetic  acid,  glacial  (Merck) 
4. Sodium  acetate  (Merck) 
5. Sodium  hydroxide  (Mallinckrodt) 
6. Hydrochloric  acid  (Merck) 
7. Sodium  sulfate   
8. Sodium  carbonate  (M&B) 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1. การเก็บตัวอยางหญาแฝกหอม 
เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม  3  อีโคไทป  คือ  อีโคไทปสุราษฏธานี  อีโคไทป

สงขลา  3  อีโคไทปศรีลังกา  พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละ          
อีโคไทป 

 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได 
 2.1  การคัดแยกขั้นที่ 1 
 นําตัวอยางมาตัวอยางละ  10  กรัม  ใสในน้าํกลัน่  100  มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว  
และเขยาใหเขากัน  2  นาท ี  หลงัจากนัน้ดูดมา  1  มิลลิลิตร  ใสในอาหารสูตร  Czapex’s  dox  
medium  (ภาคผนวก  ก)  100  มิลลิลติร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากัน  
แลวใสแหลงคารบอนซึ่งเปนกระดาษกรอง  Whatman  เบอร  1  ขนาด  2.0 х 10.0  เซนติเมตร  ที่
ผานการฆาเชือ้แลวโดยการนึ่งดวยไอน้าํ  แลวนําไปบมที่อุณหภูมหิอง  (30  องศาเซลเซียส)  เปน
เวลา  7  วัน  และแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ในอาหาร  Potato  Dextrose  Agar  (PDA)  (ภาคผนวก  ก)  
ตามวิธีของ  Mandel  และ  Sternberg  (1976) 
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2.2 การคัดแยกขั้นที ่ 2 
ถายเชื้อมาเลีย้งในอาหารสตูร  Carboxymethyl  Cellulose (CMC) Agar  (ภาคผนวก ก)  

ตามวิธีของ  Hankin  และ  Anagnostakis  (1977)  แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา  3  วนั  
จากนั้นนํามาราดทับดวย  Congo  red  ที่มีความเขมขน  0.01  เปอรเซ็นต  (ภาคผนวก  ข)  แลว
ลางดวย  โซเดียมคลอไรด  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร  (ภาคผนวก  ข)  หลังจากนั้นเก็บเชื้อราที่ให
บริเวณใสที่ดทีี่สุดของแตละตัวอยางไวเพื่อทาํการคัดแยกขั้นที ่ 3  ตอไป 

2.3 การคัดแยกขั้นที ่ 3 
นําเชื้อราที่มีบริเวณใสที่ดีที่สดุของแตละตัวอยางที่ไดจากการคัดแยกขั้นที ่  2  มาผลิต

เอนไซมเซลลูเลส  ตามวิธีของ  Punnapayak  และ  Emert  (1986)  ในอาหารสูตร  production  
medium  (ภาคผนวก  ก)  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ที่
อุณหภูมิหอง  (30  องศาเซลเซียส)  คาความเปนกรดดาง  (pH)  เทากับ  5  เปนเวลา  7  วัน  ที่
สภาวะเขยาความเรว็  150  รอบตอนาท ี  (rpm)  การเตรียมหวัเชือ้ใช  cork  borer  ขนาด        
เสนผานศูนยกลาง  1  เซนติเมตร  เจาะปลายเสนใย  จํานวน  5  ชิ้น  ใสลง  และเก็บน้าํใสของ
เอนไซมเซลลูเลสที่อยูในอาหาร  (crude  enzyme)  โดยวิธ ี  centrifuge  ที่ความเร็วรอบ  8000  
รอบตอนาท ี  มาวเิคราะหประสิทธภิาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส  โดยวัดแอคติวิต ี 
(activity)  ของเอนไซม  exoglucanase  และเอนไซม  endoglucanase  ตามวธิขีอง  Ghose  
(1987)  และวัดแอคติวิตี  (activity)  ของเอนไซม  β - glucosidase  ตามวธิีของ  Sternberg  
Vijayakumar  และ  Reese  (1977)  (ภาคผนวก  ง)  และวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน  ตามวิธีของ  
Bradford  assay (ภาคผนวก ง)  คัดเลือกเชื้อราสายพันธุ  ที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สุดไวเพื่อใช
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 
3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 นําเชื้อราที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สุด  มาทาํการจัดจําแนกในระดบัจีนัส  โดยทําการ
เลี้ยงเชื้อราในอาหารสูตร  PDA  ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน
ชนิดใชแสงดวยเทคนิคการทาํสไลดแบบ  Slide  culture  technique  ตามวิธีของ  Barnett  และ  
Hunter  (1972)  Klich  และ  Pitt  (1988)  และ  Sutton  (1964) 
 
4.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 นําเชื้อราที่มีคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงูทีสุ่ดจากขอ  2.3  มา
เลี้ยงในอาหารสูตร  PDA  ในจานเลีย้งเชื้อที่อุณหภูมหิอง  (30  องศาเซลเซยีส)  คาความเปน   
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กรดดางเทากบั  5  เปนเวลา  7  วัน  จากนั้นนาํมาถายเชื้อลงในอาหารสูตร  Production  
medium  ที่มปีริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  เพื่อผลิตเอนไซม  โดย
เจาะชิน้วุนบริเวณที่มีปลายเสนใยอยู  ดวย  cork  borer  ขนาดเสนผานศนูยกลาง  1  เซนติเมตร  
จํานวน  5  ชิ้น  จากนัน้นาํไปบมในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  
และทําการแปรผันอุณหภูมิการบมอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่อุณหภูมิ  30  35  และ  40  องศาเซลเซียส  
ตามลําดับ  คาความเปนกรดดางเทากับ  5  เปนเวลา  7  วัน 
 เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงู
ที่สุด  และทําการเปรียบเทยีบกันของอุณหภูมิที่  30  35  และ  40  องศาเซลเซยีส  เพื่อเลือก
อุณหภูมิที่ใหผลดีที่สุดไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 
 4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
 ทําการเลี้ยงเชือ้ราจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  เปนเวลา  7  วัน  แลวทาํการทดลอง
เชนเดียวกับขอ  4.1  บมเชื้อที่อุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  ซึง่เปนอุณหภูมทิีใ่หคาแอคติวติี
จําเพาะสงูที่สดุ  และทําการ    แปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  4  5  6  และ  
7  เปนเวลา  7  วัน  ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ 150  รอบตอนาท ี
 เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงู
ที่สุด  ที่ไดจากการเปรียบเทียบกนัของคาความเปนกรดดางที ่ 4  5  6  และ  7  เพื่อเลือกคาความ
เปนกรดดางทีใ่หผลดีที่สุดไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

4.3 หาระยะเวลาเหมาะสม 
ทําการเลี้ยงเชือ้ราจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  เปนเวลา  7  วัน  แลวทาํการทดลอง

เชนเดียวกับขอ  4.2  การหาอุณหภูมิที่เหมาะสม  โดยใชอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  และคา
ความเปนกรดดาง  pH 5  ที่ทําใหคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  และแปรผันจํานวนวนัที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อดังนี้คือ  3  5  9  11  และ  13  วัน  ตามลําดับ  ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ
ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  

เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  ที่ไดจากการเปรียบเทยีบ
กันของจาํนวนวนัที ่  3  5  7  9  11  และ  13  วัน  เพื่อเลือกระยะเวลาที่ใหผลดทีี่สุดไวใชในการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

 
5.  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราเพื่อใชผลิตหวัเชื้อในอาหารเหลว 
 โดยทาํการเลีย้งเชื้อราที่คัดแยกไดจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  ที่อุณหภูมิหอง        
(30  องศาเซลเซียส)  เปนเวลา  7  วัน  แลวนาํมาถายเชื้อลงในอาหารเหลวสูตร  Potato  
Dextrose  Broth  (PDB)  โดยเจาะชิ้นวุนบริเวณที่มีปลายเสนใยเจรญิอยูบน  PDA  ดวย  cork  
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borer  เสนผานศูนยกลางขนาด  1  เซนติเมตร  จํานวน  5  ชิ้น  ใสในอาหารสูตร  PDB  ปริมาตร  
100  มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  จากนัน้นาํไปบมเชื้อในเครื่องเขยาแบบควบคมุ
อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  ทีม่ีความเรว็รอบ  150  รอบตอนาท ี เปนเวลา  8  วนั 
 เก็บผลทกุ  2  วัน  นํามากรองผานกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  เอาแตเสนใยและ
ลางเสนใยดวย  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v)  แลวนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ  60       
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  แลวนาํคาน้ําหนกัแหงของเสนใยที่ไดมาสรางกราฟแสดง
การเจริญเติบโตเทียบกับเวลา   
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6.  การหาปรมิาณองคประกอบของชวีมวลพืช 
ทําการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวล ไดแก ปริมาณเซลลูโลส                  

เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  ของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  ทัง้กอนทาํการ  pretreatment  
และหลังทําการ  pretreatment  ตามวธิีของ  Goering  และ  Van  Soest  (1970)  (ภาคผนวก  ค)  
ซึ่งมีขั้นตอนโดยยอดังภาพที ่ 7  

 
  ตัวอยางพืช 

 
สกัดดวยสารละลาย  Neutral  detergent 

 
      โปรตีนและสิง่เจือปน 

 
สกัดดวยสารละลาย  acid  detergent 

 
      เฮมิเซลลูโลส 

 
วิเคราะหหา  Permanganate  lignin  ( PML ) 

                                     
                                          ลิกนนิ 

 
เผาเถา 

 
             เซลลูโลส 

 
เถา 

 
ภาพที ่ 7  ข้ันตอนโดยยอในการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื 
 
7.  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต 
 ยีสตที่ใชในการทดลองคือ  Kluyveromyces  thermotolerans  ซึ่งไดรับจาก
หองปฏิบัติการ  Plant  Biomass  Utilization  ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  
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จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ศึกษาการเจรญิของยีสตในอาหารสูตร  Yeast  Malt  Broth  (YMB)     
(ภาคผนวก  ก)  โดยเขี่ยเชือ้  ถายลงในอาหารเหลวสตูร  YMB  ปริมาณ  100  มิลลิลิตร  นําไป
เลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส      (อุณหภูมิหอง)  
ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  เพื่อใชเปนหวัเชื้อเมื่อยีสตเจริญจนมีความเขมขนของเซลล  107  

เซลลตอมิลลิลิตร  จงึถายเชื้อลงในอาหารสูตรเดียวกันโดยใชหัวเชื้อปริมาตร  5%  (v/v)  จากนั้น
นําไปเลี้ยงในภาวะเดียวกนั 
 เก็บตัวอยางทกุ  6  ชั่วโมง  เปนเวลา  36  ชั่วโมง  นํามา  centrifuge  เพื่อเอาน้าํใส
สวนบน  (supernatant)  ทิง้  และกรองเอาแตเซลลโดยใชกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  ลาง
เซลลดวย  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v)  แลวนาํไปอบที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซยีส  
จนน้าํหนักแหงคงที่  เพื่อหาน้าํหนักแหง  แลวนําคาน้ําหนกัแหงของเซลลที่ไดมาสรางกราฟการ
เจริญเติบโตเทียบกับเวลา  (ภาคผนวก  จ) 
 
8.  การหมักและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  saccharification  and  
fermentation,  SSF) 
 8.1  การผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 ทําการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในระดับฟลาสกขนาด  1,000  มิลลิลิตร  (1  ลิตร)  โดยใช
สปอรของเชื้อราเปน  seed  แทนการใชชิ้นวุนที่มีปลายเสนใยเจรญิอยู เนื่องจากตองใชหัวเชื้อ
ปริมาณมาก  และ  seed  ที่ใชจะมีชวงการเจริญอยูในชวงกลางถึงปลาย  log  phase  (ผลการ
ทดลองจากขอ  5)  ปริมาตร  10%  (v/v)  บมเชื้อในอาหารสูตร  Production  medium  ที่  150  
รอบตอนาท ี และใชภาวะตาง ๆ  ตามผลการทดลองขอ  4 
       8.2  การปรับสภาพพืช 

ทําการปรับสภาพพืชดวยวธิีทางกายภาพและทางเคม ี  การปรับสภาพดวยวิธทีาง
กายภาพทําไดโดยนําตวัอยางหญาแฝกแตละอีโคไทปมาตัดใหเปนชิ้น ๆ  ขนาดยาวประมาณ  1  
นิ้ว  แลวนาํไปปนตัดดวยเครื่องปนตัดพอลิเมอร  จากนัน้นาํมาปรับสภาพดวยวธิีทางเคมีตามวิธี
ของ  Punnapayak  และ  Hoffmann  (1994)  โดยแชในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซม  10%     
(w/v)  ในอัตราสวน  2 : 1  (สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซม : ตัวอยางพืช)  ที่อุณหภูมิ  60     
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามาลางดวยน้าํประปาที่ไหลผานจนกระทัง่มคีา  
pH  เทากับ  7.0  หลังจากนัน้เก็บตัวอยางที่ผานการปรับสภาพแลวใน  0.04 M  sodium  acetate  
buffer  pH  5.0  แลวแชในตูเย็นอยางนอย  1  คืนกอนมาใชในการหมักตัวอยางพชืที่ผานการปรับ
สภาพแลวใหนํามาวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบชีวมวล  ไดแก  เซลลูโลส  เฮมเิซลลูโลส  และ
ลิกนนิ 
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8.3 การเตรียมหัวเชื้อยีสต 
เลี้ยงยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans  ในอาหารสูตร  YMB  โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ

ลงในอาหารเหลวสูตร  YMB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  นําไปเลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุม
อุณหภูมิ  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  เพือ่ใชเปนหวัเชือ้
เร่ิมตน  เมื่อยสีตเจริญจนเขาสูภาวะที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดที่  6  ชั่วโมง  (ผลการทดลอง
จากขอ  7)  ใหถายเชื้อลงในอาหารสูตรเดิมแตขยายขนาดการผลิตเปนระดับ ฟลาสกขนาด  1  
ลิตร  ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อ  400  ml  แลวเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  6  
ชั่วโมง  เขยาที่  150  rpm  โดยใชเชื้อปริมาตร  5%  (v/v)  นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  5000  
รอบตอนาที  เพื่อแยกเอาแตเซลล  ลางเซลลโดยการปนเหวีย่ง  2  คร้ัง  ดวย  0.04  M  sodium  
acetate  buffer  pH  5.0  หรือ  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v) เมื่อไดเซลลยีสตแลวให
นํามาเจือจางดวยอาหารสูตร  PDB  นบัจํานวนเซลลจนไดความเขมขน  1 х 109  เซลลตอ
มิลลิลิตร  ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการหมักแบบ  SSF  ตามวิธีของ  Punnapayak  
Kuhirun  และ  Thanonkeo  (1999) 

8.4  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร       
ชั่งหญาแฝกหอมแตละอีโคไทปที่ผานการปรับสภาพแลว  3  กรัม  (น้ําหนกัแหง)  ใสใน 

ฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  เติม  0.04 M  sodium  acetate  buffer  pH  5.0  ปริมาตร  5  
มิลลิลิตร  และเติม  F2  medium  (Punnapayak  et  al.,  1999)  (ภาคผนวก ก)  ปริมาตร  10  
มิลลิลิตร  จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํา  ที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ความดัน  
15  ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา  15  นาท ี  เมื่อเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลวนาํมาเติมเอนไซม    
เซลลูเลส  75  มิลลิลิตร  และเติมยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans   ที่อยูในอาหารสูตร  
PDB  และมีความเขมขนของจํานวนเซลล  1 х 109   ปริมาตร  10  มลิลิลิตร  ปดปากฟลาสกดวย
อะลูมินัมฟอยดและรัดยาง  เพื่อปองกันไมใหอากาศเขาได  แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ  40        
องศาเซลเซยีสที่เอนไซมเซลลูเลสมีแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุด  (ผลการทดลองจากขอ 4)  และยีสต
สามารถทนได  ความเรว็รอบในการเขยา  125  รอบตอนาที  (เพื่อใหสวนประกอบตาง ๆ    เขากนั
ไดดี) 

เก็บผลการทดลองในวนัที่  0  1  2  3  4  5  6  และ  7  แลวนํามาวัดคา  pH  และนับ
จํานวนเซลล  จากนัน้นํามาปนเหวีย่ง  ที่ความเร็วรอบ  5000  รอบตอนาท ี  อุณหภูม ิ  4         
องศาเซลเซลเซียส  เพื่อนาํสวนน้ําใสมาวเิคราะหหาปรมิาตรเอทานอลดวยเครื่อง  Gas  liquid  
chromatography  (GC)   โดยใช  Parapak  Q  column  แบบ  ionization  detector  แลวนํา
พื้นที่ใตกราฟที่ไดมาเทียบกบักราฟมาตรฐานเอทานอล  และวัดปริมาณ  reducing  sugar  โดย
วิธี  DNS  Assay   
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9.  การวิเคราะหหาผลทางสถิติ 
 ทุกการทดลองถูกออกแบบการทดลองแบบ  Complete  Randomized  Design  (CRD)  
นําขอมูลที่ไดจากการทดลองซึ่งทํา  3  ซ้ํา  มาวิเคราะหหาผลดวยโปรแกรม  SPSS  เพื่อ
เปรียบเทยีบความแตกตางของขอมูลโดยใชคานัยสาํคัญที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  พรอมทั้ง
เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของขอมูลดวยคา  LSD  (Least  Significant  Difference)  Homogeneous  
subsets   (Duncan) 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

1.  การเก็บตัวอยาง  
เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม  3  อีโคไทป  คือ  อีโคไทปศรีลังกา   อีโคไทปสงขลา  3  

และอีโคไทปสุราษฏธานี (ภาพที่  8)  พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละอีโค
ไทป  (ภาพที ่   9)  ในชวงเดือนพฤษภาคม  ป  พ.ศ.  2546  จากสถานพีัฒนาที่ดิน  อําเภอวังทอง  
จังหวัดพิษณุโลก  พรอมทัง้ตรวจสอบชื่อวทิยาศาสตรของหญาแฝกหอม  คือ  Vetiveria  zizaniondes  
Nash  (ภาพที ่ 10) 

                        
 

ภาพที ่ 8  ตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม 
 

                                     
 

ภาพที ่ 9  ตัวอยางดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอม 
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ภาพที ่ 10  ตัวอยางหญาแฝกหอม  Vetiveria  zizanioides  Nash 
 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได 
 2.1  การคัดแยกขั้นที ่ 1 
 เมื่อแยกเชื้อโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ  Czapex’s dox  medium  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  7  วัน  พบวามเีชื้อราเจริญขึ้นบนกระดาษกรองนาํเชื้อราขึ้นบนกระดาษกรองมาทาํการคัด
แยกเชื้อราใหบริสุทธิ์ตอไปในอาหาร  Potato  Dextrose  Agar  โดยบมเชื้อที ่  เปนเวลา  7  วัน  
สามารถคัดแยกเชื้อราไดทัง้สิ้น  113  สายพันธุ จากตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา 
12 สายพันธุ จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  5  สายพันธุ  จากใบแหงของ
หญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  13  สายพนัธุ  และจากผวิดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทป
สงขลา 3  20  สายพันธุ  ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี  30   สายพนัธุ  จากผิวดิน
บริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี 33  สายพันธุ  ดงัภาพตัวอยางที ่ 11   
 โดยเชื้อราที่คดัแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  เรียกชื่อโดยใชตัวยอวา  
(L-SR-)  และลําดับของสายพันธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-12  เชนเชือ้ราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา    
L-SR-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาเรียกชื่อโดยใชตวัยอ
วา  (S-SR-)     และลําดับของสายพันธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-5   เชนเชื้อราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อ
วา  S-SR-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  เรียกชื่อโดยใชตัวยอ
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วา  (L-SK-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-13 เชนเชื้อราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา  
L-SK-1 เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3 เรียกชื่อโดยใชตัวยอ
วา (S-SK-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-20  เชน   เชื้อราสายพนัธุที ่ 1  ใหเรียกชื่อ
วา  S-SK-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฏธาน ี  เรียกชื่อโดยใชตัว
ยอวา  (L-ST-)   และลําดับของสายพันธุใหเรียงลาํดับต้ังแต  1-30  เชน   เชื้อราสายพนัธุที่  1  ให
เรียกชื่อวา  S-SK-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฏธานี  
เรียกชื่อโดยใชตัวยอวา  (S-ST-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลาํดับต้ังแต 1-33  เชน  เชื้อราสาย
พันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา  S-ST-1   
 
 

                                      
 
ภาพที ่  11  ตัวอยางลกัษณะโคโลนขีองเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  ในอาหารสูตร  
Czapex’s  dox  medium  ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา  3   

 
 
 
 
 
 
 
 



    

 

31

2.2  การคัดแยกขั้นที่  2 
นําเชื้อราที่คัดแยกไดทั้งหมด  113  สายพนัธุ  มาทําการเพาะเลีย้ง  ในอาหาร  

Carboxymethyl  Cellulose  Agar  แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  3  วัน  
จากนั้นนํามาราดทับดวย  Congo  red  ที่มีความเขมขน  0.01  เปอรเซ็นต  แลวลางดวยโซเดียมคลอ
ไรด  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร  พบเชื้อราที่สามารถผลติเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วัน  
มีทั้งหมด  39  สายพนัธุ  จากตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทป  ศรีลังกา (L-SR-) 5 สายพันธุ  
จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา (S-SR-)  4   สายพันธุ จากใบแหงของหญา
แฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3 (L-SK-) 1  สายพันธุ  จากผวิดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 
3  (S-SK-)  3  สายพนัธุ    จากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (L-ST-)  4 สายพนัธุ  
และจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี (S-ST-)  22 สายพันธุ ดงัแสดงใน
ตารางที่ 2 และภาพที่ 12 
 
ตารางที่  1  อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสตอโคโลนีของเชื้อราทีส่ามารถยอยสลาย
เซลลูเลสได  

 
ตัวอยาง สายพนัธุ อัตราสวนของเสนผานศูนยกลาง 

ของบริเวณใสตอโคโลน ี(cm) 
ใบแหง-ศรีลังกา L-SR-2                                        1.67 

 L-SR-3                                        1.12 
 L-SR-8                                        1.13 
 L-SR-10                                        1.97 * 
 L-SR-12                                        1.13 

ดิน-ศรีลังกา S-SR-1                                        2.12 * 
 S-SR-3                                        1.30 
 S-SR-4                                        1.45 
 S-SR-5                                        1.31 
ใบแหง-สงขลา 3 L-SK-1                                        1.05 * 
ดิน-สงขลา 3 S-SK-1                                        1.48 * 

 S-SK-7                                        1.03 
 S-SK-11                                        1.02 
ใบแหง-สุราษฏธาน ี L-ST-8                                        1.10 
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ตัวอยาง สายพนัธุ อัตราสวนของเสนผานศูนยกลาง 
ของบริเวณใสตอโคโลน ี(cm) 

 L-ST-14                                        1.03 * 
 L-ST-16                                        1.03 
 L-ST-24                                        1.18 
ดิน-สุราษฏธาน ี S-ST-1                                        1.30 

 S-ST-3                                        1.29 
 S-ST-5                                        1.06 
 S-ST-6                                        1.27 
 S-ST-8                                        1.04 
 S-ST-10                                        1.04 
 S-ST-11                                        1.04 
 S-ST-13                                        1.31 
 S-ST-14                                        1.09 
 S-ST-15                                        1.61 
 S-ST-16                                        1.38 
 S-ST-18                                        2.42 * 
 S-ST-19                                        1.04 
 S-ST-20                                        1.32 
 S-ST-21                                        1.87 
 S-ST-23                                        2.12 
 S-ST-24                                        1.38 
 S-ST-25                                        1.47 
 S-ST-26                                        1.29 
 S-ST-30                                        1.38 
 S-ST-32                                        1.79 
 S-ST-33                                        1.06 

 
*  อัตราสวนของเสนผานศนูยกลางของบรเิวณใสตอโคโลนี  (cm)  ที่สูงสุดของแตละอีโคไทป 
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ภาพที ่  12  ตัวอยางลกัษณะโคโลนขีองเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  ในอาหารสูตร  
Carboxymethyl  Cellulose  ( CMC )  Agar  ของเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1   
 

2.3  การคัดแยกขั้นที่  3 
 นําเชื้อราที่มีบริเวณใสที่กวางที่สุดมา 1 สายพนัธุ  จากแตละตัวอยางรวม  6  สายพันธุ  มา
ผลิตเอนไซมเซลลเลสในอาหาร  Production  medium ที่อุณหภูม ิ30  องศาเซลเซยีส  200  rpm  เปน
เวลา  7  วัน  และวิเคราะหประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซม  โดยวัดคาแอคติวิตีจําเพาะ  พบวาเชื้อ
ทั้งหมดมีคา  ของ  endoglucanase  สูงที่สุด  โดยมีคาระหวาง  0.213–1.324  U/mg  protein  
(หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน)  (0.094–0.613  U/ml)  (หนวยตอมิลลิลิตร)  สาํหรับคาแอคติวิตีจําเพาะ
ของ  exoglucanase  และ  β-glucosidase  มีคาใกลเคียงกัน  คือ  มีคาอยูระหวาง  0.03–0.245  
U/mg  protein  (0.013–0.147  U/ml)  และ  0–0.134  U/mg  protein  (0–0.124  U/ml)  ตามลาํดับ  
(ตารางที ่ 3–4)  (ภาพที่  13) 
 สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของ  exoglucanase  นั้นพบวาเชื้อราสายพนัธุ S-SK-1  มีคาสูง
ที่สุดคือ  0.245  U/mg protein  และแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับ
คาแอคติวิตีจําเพาะ  ของเชื้อราอีก  5  สายพันธุ   (ตารางที ่ 3–4)  (ภาพที ่ 13) 

สําหรับคาของแอคติวิตีจําเพาะ  endoglucanase  พบวาเชื้อราสายพันธุ  L-SR-10  มีคาสูง
ที่สุดคือ  1.324  U/mg  protein  และแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  
กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของเชื้อราอีก  5    โดยที่เชือ้ราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  
รองลงมาคือ  0.779  U/mg  protein  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคํญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  
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0.05  กับเชื้อราสายพันธุ S-SR-1  สายพนัธุ S-ST-18  และสายพนัธุ L-SK-1           (ตารางที่  3-4)  
(ภาพที ่ 13) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase   พบวาเชื้อราสายพนัธุ L-ST-14  มีคาสูงสุด
คือ  0.134  U/mg  protein  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับ
เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1   ที่มีคาแอคติวติีจําเพาะ  รองลงมาคือ  0.125  U/ mg  protein  และเชื้อรา
ทั้ง  2  สายพันธุ  มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  แตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  
0.05  กับเชื้อราสายพันธุ  S-SR-1  สายพนัธุ  L-SR-10  สายพนัธุ  L-SK-1  และ  สายพนัธุ  S-ST-18  
(ตารางที ่ 3-4 )  (ภาพที ่ 13)  
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1 เปนสายพนัธุทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะ
สูงทัง้  3  คา  จึงเปนสายพันธุที่ไดรับการคดัเลือกมาใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 
 
ตารางที่  2  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) (mg protein/ml) 
(มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตไดจากเชื้อรา 6  สายพันธุ 
ในอาหารสูตร  Production  medium  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  pH  5  เปนเวลา  7  วัน 
 

สายพนัธุ Exoglucanase 
(U/ml) 

endoglucanase 
(U/ml) 

β–glucosidase 
(U/ml) 

Total  protein 
(mg protein/ml) 

L-SR-10  0.034 0.376 0.002 0.294 
S-SR-1 0.139 0.613 0.056 0.780 
L-SK-1 0.013 0.191        0.000 0.342 
S-SK-1 0.147 0.471 0.124 0.607 
L-ST-14 0.013 0.094 0.058 0.446 
S-ST-18 0.090          0.640        0.000 0.995 
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ตารางที่  3  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  6  
สายพนัธุ  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH  5  เปนเวลา  7  วัน 
 

สายพนัธุ exoglucanase 
(U/mg protein) 

endoglucanase 
(U/mg protein) 

β–glucosidase 
(U/mg protein) 

L-SR-10  0.119b 1.324a 0.003c 
S-SR-1  0.097c 0.655b 0.108b 
L-SK-1  0.040d 0.580b  0.000c 
S-SK-1 0.245a 0.779b  0.125a 
L-ST-14  0.030d 0.213c   0.134a 
S-ST-18  0.091c 0.643b   0.000c 

 
a  b  c  d  หมายถงึ  คาความแตกตางทางสถิติที่ระดบันัยสําคัญทางสถิติเทากับ  0.05  เรียงลาํดับ
จากคามากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบกนัระหวางเชื้อราแตสายพนัธุของเอนไซมชนิดเดียวกัน 
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ภาพที่  13  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลเูลส  ที่อุณหภมูิ  30  
องศาเซลเซยีส  ของเชื้อรา  6  สายพันธุ  ที่คัดเลือกมาจากแตละตัวอยาง  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05) 
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3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 นําเชื้อราที่คัดแยกไดและมีคาแอคติวิตีสูงที่สุด  มาทาํการจัดจาํแนกในระดับจีนสั  สําหรับ
งานวิจยันีพ้บวา  เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูทั้ง  3  คา  และเชื้อราสายพนัธุ  S-
SR-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะทั้ง  3  คา  สูงรองลงมา  คอนขางใกลเคียงกับเชื้อราสายพันธุ        S-SK-1  
จึงเลือกนํามาจัดจําแนกทั้ง  2  สายพนัธุ  โดยศึกษาตามลักษณะสัณฐานวิทยาโดยทําการเลี้ยงเชือ้รา
ในอาหาร  PDA  และศึกษาตามลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจลุทรรศนชนิดใชแสง  ดวยเทคนิค
การทาํสไลดแบบ  slide  culture  technique  ตามวิธีของ  Barnet  และ  Hunter  (1972)  Klich  และ  
Pitt  (1988)  และ  Sutton  (1964)  พบวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  คือ  เชื้อรา  Aspergillus  sp.  
เพราะเสนใยไมมีสี  แตกกิง่กาน  และมีผนังกัน้แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  มี  Conidiophores  ตั้งตรง
และยาว  กวาง  20  µm  (ไมโครเมตร)  สวนปลายพองออกเปน  vesicle  รูปรางกลมเปน  uniseriate  
aspergillum  มีเฉพาะ  phialides  และ  conidia  มีสีดํา  รูปรางกลมผิวขรุขระ  และ  เชื้อราสายพันธุ  
S-SR-1  คือ  เชื้อรา  Phoma  sp.  เพราะเสนใยไมมีสี  แตกกิ่งกาน  มีผนังกั้นแบงเสนใยออกเปนเซลล  
มี  phialide  ส้ันมาก (หรืออาจไมมี)  และ  conidia  ทรงกลมไมมีส ี pycnidia  รูปทรงกลม  ปากเปด  
ผนังของ  pycnidia  มีเซลลหนา   
 

      
 
ภาพที ่ 14  ลักษณะเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหารเลีย้งเชื้อ  PDA  และภายใตกลอง
จุลทรรศน  กําลังขยาย   Х 320 
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ภาพที่  15  ลักษณะเชื้อรา  Phoma  sp.  S-SR-1 ในอาหารเลีย้งเชื้อ  PDA  และภายใตกลอง
จุลทรรศน  กําลังขยาย  Х 900 

     
ภาพที ่  16  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 

      
ภาพที ่  17  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-SK-1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
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ภาพที ่  18  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-ST-14  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
 

     
 
ภาพที่  19  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  S-ST-18  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
 
4.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส   
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 เมื่อทําการแปรผันอุณหภูมทิี่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตเอนไซมแลววิเคราะหหาคาแอคติ
วิตีจําเพาะ  โดยทําการเปรยีบเทียบที่อุณหภูมิ  30  35  และ  40  องศาเซลเซียส  เพื่อเลือกอุณหภูมิที่
เหมาะสมที่สุดไวในการผลติเอนไซมเซลลูเลสตอไปพบวา Aspergillu sp. S-SK-1  ผลิตเอนไซม  
exoglucanase  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  ทั้ง  3  ภาวะอุณหภูมิ  โดยที่อุณหภูมิ  30      องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดี
ที่สุดคือ  0.245  U/mg  protein  (0.147 U/ml)  รองลงมาคือที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  ใหคาแอ
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คติวิตีจําเพาะ  0.110  U/mg protein  (0.024 U/ml)  และที่อุณหภูม ิ 35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติ
วิตีจําเพาะต่าํที่สุดคือ  0.046  U/mg  protein  (0.075 U/ml)  (ตารางที ่ 5-6) (ภาพที ่20) 
 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดทัง้  3  อุณหภูมิ  เมื่อ
เปรียบเทียบกบั  exoglucanase  และ  β–glucosidase  โดยที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  ใหคา  
แอคติวิตีจําเพาะดีที่สุด  คือ  1.658  U/mg  protein  (0.367  U/ml)  ซึ่งแตกตางอยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของอุณหภูม ิ  30  และ  35  องศาเซลเซียส  
สําหรับอุณหภมูิ  30  และ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ ใกลเคียงกนัโดยไมแตกตางกัน
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น  0.05  คือ  0.779   U/mg  protein  (0.471  U/ml)  
และ  0.760  U/mg  protein  (0.936  U/ml)  ตามลําดบั  (ตารางที ่ 5-6) (ภาพที่ 20) 
 สําหรับ  β–glucosidase  พบวาที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  สูง
ที่สุด  คือ  0.298  U/mg  protein  (0.402  U/ml)  ซึ่งแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของอุณหภูมิ  30  และ  40  องศาเซลเซียส  โดยที่อุณหภูมิ  30  
และ  40  องศาเซลเซียส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะใกลเคยีงกนั  ไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชือ่มั่น  0.05  คือ  0.125  U/mg  protein  (0.124 U/ml)  และ  0.198  U/mg  protein  
(0.044  U/ml)  ตามลําดับ  (ตารางที่  5-6)  (ภาพที ่20)    

จากผลการทดลองที่ไดนี้จะเห็นไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  เชื้อราสายพันธุ  S-
SK-1 มีคาแอคติวิตีจําเพาะของเซลลูเลสโดยรวมดีที่สดุ  จงึเลือกอณุหภูมินี้ไวใชสําหรับผลิตเอนไซม
เซลลูเลสเพื่อใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป  
 
ตารางที่  4  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total protein) (mg protein/ml)  ของ
องคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชือ้รา Aspergillus sp. S-SK-1 ที่อุณหภมูิ 30 35 และ 40 
องศาเซลเซยีส  pH  5  เปนเวลา  7  วนั 
 
อุณหภูมิ (oC) Exoglucanase 

(U/ml) 
Endoglucanase 

(U/ml) 
β – glucosidase 

(U/ml) 
Total  protein 

(mg protein/ml) 
30 0.147 0.471 0.124 0.607 
35 0.075 0.936 0.402 1.300 
40 0.024 0.367 0.044 0.225 
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ตารางที ่ 5  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา 
Aspergillus sp. S-SK-1ที่อุณหภูมิ  30  35  และ 40 องศาเซลเซียส pH 5 เปนเวลา  7  วัน 
 
อุณหภูมิ(oC) exoglucanase 

(U/mg protein) 
endoglucanase 
(U/mg protein) 

β – glucosidase 
(U/mg protein) 

30 0.245a 0.779b 0.125b 
35 0.046c 0.760b 0.298a 
40 0.110b 1.658a 0.198b 

 
a b c หมายถงึ  คาความแตกตางทางสถิตทิี่ระดับนัยสาํคัญทางถสิติเทากับ  0.05  เรียงลําดับจากคา
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระวางเชื้อราแตละสายพันธุ 
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ภาพที่  20  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลเูลส  ที่อุณหภมูิ  30  
35  และ  40  องศาเซลเซยีส  ของเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05)   
 

4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเพาะเลีย้งเชือ้รา 

Aspergillus  sp.  S-SK-1  เพื่อการผลิตเอนไซมเซลลูเลสแลววิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะ  โดยทํา
การเปรียบเทยีบกันของคาความเปนกรดดางที่  4  5  6  และ  7  เพื่อเลือกคาความเปนกรดดางที่
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เหมาะสมที่สดุ ไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไปพบวาเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  ใหคาแอ
คติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ที่  pH  5  สูงที่สดุ  คือ  0.110  U/mg protein  (0.024  U/ml)  
และแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  
pH  4  6  และ  7  ซึ่งทั้ง  3  ภาวะนี้มคีาแอคติวิตีจําเพาะไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่
ระดับความเชือ่มั่น  0.05  คือ  0.051  U/mg protein  (0.030  U/ml)  0.062  U/mg  protein  (0.033  
U/ml)  และ  0.056  U/ mg  protein  (0.030  U/ml )  (ตารางที่  7-8) (ภาพที่  21) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1 พบวา
มีคาสูงกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ β–glucosidase  อยางเห็นไดชัด  และที่  
pH  5  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ดีที่สุดคือ  1.658 U/mg  protein  (0.367  
U/ml) และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของ
ภาวะ  pH  4  6  และ  7  ซึ่งทัง้  3  ภาวะนี้มีคาแอคติวติีจําเพาะ  ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  คือ  1.256  U/mg  protein  (0.733  U/ml)  1.167  U/mg  protein  
(0.629  U/ml)  และ  1.197  U/mg  protein  (0.647  U/ml)  (ตารางที่  7-8) (ภาพท่ี 21)   

  สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1   นั้น
พบวาที่  pH  4  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุดคือ  0.205  U/mg  protein  (0.120  U/ml)  แตไมมี
ความแตกตางทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  pH  5  และ  6  
ซึ่งมีคาแอคตวิิตีจําเพาะเทากับ 0.198   U/mg protein  (0.44  U/ml)  และ  0.198  U/mg  protein  
(0.107  U/ml)  ตามลําดับ  แตทั้ง  3  ภาวะใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่แตกตางอยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  pH  7  ที่มีคา  แอคติวิตีจําเพาะต่ํา
ที่สุดคือ  0.144  U/mg  protein  (0.077  U/ml) (ตารางที่  7-8) (ภาพที่ 21) 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ  40  องศาเซียลเซยีส  และ  pH  5     เชื้อรา 
Aspergillus sp. S-SK-1  สามารถผลิตเซลลูเลสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะดทีั้ง  3  องคประกอบ  จึง
เลือกภาวะอณุหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  และ  pH  5  ไวสําหรับใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อไว
ใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป 
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ตารางที ่ 6 คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total  protein)  (mg protein/ml) ของ
องคประกอบของเอนไซมจากเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1 ที่ pH  4  5  6  และ  7  ที่อุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  7 วัน  
 
      คา  pH exoglucanase 

(U/ml) 
endoglucanase 

(U/ml) 
β – glucosidase 

(U/ml) 
Total  protein 

(mg  protein/ml) 
          4 0.030 0.733 0.120 0.588 
          5 0.024 0.367 0.044 0.607 
          6 0.033 0.629 0.107 0.541 
          7 0.030 0.647 0.077 0.542 

 
ตารางที ่  7  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  
Aspergillus  sp.  S-SK-1 ที่   pH  4  5  6  และ  7  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  7 วนั   
  

คา  pH Exoglucanase 
(U/mg  protein) 

Endoglucanase 
(U/mg  protein) 

β–glucosidase 
(U/mg  protein) 

 4           0.051b 1.256b 0.205a 
 5           0.110a 1.658a 0.198a 
 6           0.062b 1.167b 0.198a 
 7           0.056b 1.197b 0.144b 

 
a  b หมายถงึ  คาความแตกตางทางสถติิที่ระดับนัยสาํคัญทางสถิตเิทากับ  0.05  เรียงลาํดับจากคา
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระหวางเชื้อราแตสายพนัธุ  
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ภาพที ่ 21  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสที่  pH  4  5  6  
และ  7  ของเชื้อรา  Aspergillus  sp. S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  Standard  Deviation  ที่
ระดับนัยสําคญัทางสถิติเทากับ 0.05)   

 
4.3   หาระยะเวลาที่เหมาะสม 
เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเพาะเลีย้งเชือ้รา 

Aspergillus  sp.  S-SK-1  เพื่อการผลิตเอนไซมเซลลูเลสแลววิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะ  โดยทํา
การเปรียบเทยีบกันของจํานวนวนัที ่ 3  5  7  9  11  และ  13  วัน  เพื่อเลือกจาํนวนวนัที่เหมาะสมที่สุด
ไวใชในการผลติเอนไซมเซลลูเลสตอไป  พบวาเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1   ใหคาแอคติวิตี
จําเพาะของ  exoglucanase  ต่ําที่สุด  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ   ของ  
endoglucanase  และ  β–glucosidase  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่บมเชื้อเปนเวลา  7  วัน  มคีาสูง
ที่สุด  คือ  0.110  U/mg  protein  (0.024  U/ml)  ซึง่ไมแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของเชื้อที่บมเปนเวลา  3  และ  9  วนั  ซึ่งมีคาแอคติวิตี
จําเพาะเทากบัที่  0.102  U/mg  protein  (0.041 U/ml)  และ  0.095  U/mg  protein     (0.036  
U/ml)  ตามลาํดับ  แตแตกตางอยางมนีัยสําคญัทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ่ที่บมเปนเวลา  11  และ  13  วนั  ซึ่งมีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.083  U/mg  
protein  (0.033 U/ml)  และ  0.081  U/mg  protein  (0.039 U/ml)  ตามลําดับ  ซึง่ระยะเวลาบมเชื้อ  
5  วัน  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะต่ําที่สุดคือ  0.069  U/mg protein  (0.026 U/ml)  (ตารางที ่  9-10)  
(ภาพที ่ 22) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase ของเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1  เมื่อ
เปรียบเทยีบกบัคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ  β–glucosidase  แลวพบวามีคาแอคติ
วิตีจําเพาะสงูที่สุด  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  เมื่อบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  มีคาสูงสุดคือ  1.892  
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U/mg  protein  (0.739 U/ml) และไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  
รองลงมาคือระยะเวลาบมเชื้อที่  9  วนั  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากบั  1 .859  U/mg  protein  (0.698 
U/ml)  และทีก่ารบมเชื้อเปนเวลา  3  วนั  มีคาแอคติวิตีจําเพาะต่าํสุดคือ  0.779  U/mg  protein  
(0.314  U/ml)  ( ตารางที่  9-10 )   (ภาพที ่22) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ   β–glucosidase  เมื่อเปรียบเทยีบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ
ของ  exoglucosidase  และ  endoglucosidase  แลวพบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงรองลงมาจาก  
endoglucosidase  และที่ระยะเวลาบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  เชื้อรามีคาแอคติวติีจําเพาะสูงทีสุ่ดคือ  
0.789  U/mg  protein  (0.310 U/ml)  และแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น  
0.05  กับอันดบัรองลงมาคือที่ระยะเวลาบมเชื้อนาน  13  วนั  ที่มีคา         แอคติวติีจําเพาะ  เทากับ  
0.660  U/mg protein  (0.313  U/ml )  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  ทีร่ะดับความเชือ่มั่น  
0.05  กับที่ระยะเวลาบมเชือ้นาน  9  วนั  ที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.653  U/mg protein  
(0.246 U/ml)  และระยะเวลาบมเชื้อ  3  วัน  มีคาแอคตวิิตีจําเพาะต่าํที่สุดคือ  0.157  U/mg  protein  
(0.065 U/ml)  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับระยะเวลาบม
เชื้อ  7  วัน  ทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.198  U/mg  protein  (0.044  U/ml )  (ตารางที่  9-10) 
(ภาพที ่22)    

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาที่ระยะเวลา 9 และ 13 วัน เชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  มี
คาแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมทั้ง  3  ชนิดที่ใกลเคยีงกนั  ซึ่งเปนเวลาที่ไดผลดีที่สุด  
และใชเวลาสัน้ที่สุด 
 
ตารางที ่  8  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total protein) (mg protein/ml) ของ
องคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชือ้รา Aspergillus sp. S-SK-1 ที่ 3 5 7 9 11 และ 13  วัน  ที่
อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  pH 5  
 

ระยะเวลา 
 (วัน) 

Exoglucanase 
(U /ml) 

Endoglucanase 
(U/ml) 

β–glucosidase
(U/ml) 

Total  protein 
(mg protein/ml) 

3 0.041 0.314 0.065 0.407 
5 0.026 0.578 0.136 0.366 
7 0.024 0.367 0.044 0.225 
9 0.036 0.698 0.246 0.376 
11 0.033 0.739 0.310 0.397 
13 0.039 0.770 0.313 0.483 
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ตารางที ่  9  คาแอคติวิตจีําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  
Aspergillus  sp. S-SK-1  ที่  3  5  7  9  11  และ  13  วัน  ที่อุณหภมูิ  40  องศาเซลเซียส  pH 5   
  

ระยะเวลา 
(วัน) 

exoglucanase 
(U/mg  protein) 

endoglucanase 
(U/mg  protein) 

β – glucosidase 
(U/mg  protein) 

3 0.102a 0.779d 0.157d 
5 0.069c 1.592c 0.347c 
7 0.110a  1.658b 0.198d 
9  0.095a  1.859a 0.653b 
11  0.083b  1.892a 0.789a 
13  0.081b  1.620c 0.660b 

 
a b c d หมายถงึ คาความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญทางสถิติเทากับ  0.05 เรียงลําดบัจาก
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระหวางเชื้อราแตละสายพนัธุ  
   

0

0.5

1

1.5

2

2.5

exoglucanase endoglucanase β - glucosidase

ค
าแ
อ
ค
ต
ิวิต
ีจํา
เพ
าะ

  U
/m

g 
 p

ro
te

in

3    day
5    day
7    day
9    day
11  day
13  day

  
ภาพที ่22  คาแอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลส  ที่ระยะเวลา  
3  5  7  9  11  และ  13  วัน  ของ  เชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05)   
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5. การหมกัและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  Saccharification  and         
Fermentation,  SSF) 
     5.1  ศกึษาการเจริญของเชื้อราเพือ่ใชผลิตหัวเชื้อในอาหารเหลว 

 ศึกษาการเจรญิเติบโตของเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหารสูตร  Potato  
Dextrose  Broth  เพื่อใชผลิตหัวเชื้อที่เรียกวา  seed  culture  สําหรับใชผลิตเอนไซมปริมาณมากไว
สําหรับการหมัก  ซึ่งนําขอมูลจากผลการเจริญเติบโต  มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง
น้ําหนกัแหงของเสนใย ณ วันตาง ๆ  (ภาพที ่23)  พบวาเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1  มีน้าํหนัก
แหงเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง  2  วันแรก  ของการบมเชื้อ  จากนัน้คาน้าํหนกัแหงของเสนใยเพิ่มข้ึน
เล็กนอยในวนัที ่  4  และคอย ๆ  ลดลงในวันที ่  6  จนถงึวนัที ่  8  คา  maximum  specific  growth  
rate  เทากับ  0.0207  ตอวนั  (ภาพที่ 23)  
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ภาพที ่ 23  น้าํหนักแหงของ  Aspergillus  sp.  S-SK-1  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  PDB  ที่อุณหภูม ิ 30  
องศาเซลเซยีส 
 
          5.2  การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 จากการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื ไดแก ปริมาณเซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนนิ  ของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  พบวา กอนปรับสภาพมีปริมาณเซลลูโลส  
34.41%  ปริมาณเฮมิเซลลโูลส  34.04% และปริมาณลิกนนิ  15.95%  เมื่อปรับสภาพแลวมีปริมาณ
เซลลูโลส  55.45%  ปริมาณเฮมิเซลลูโลส  15.20%  และปริมาณลิกนนิ  11.64% 
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 5.3  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต 
 จากผลการศึกษาการเจริญของยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans   ที่เลีย้งในอาหาร
สูตร  Yeast  Malt  Broth  พบวา  K.  thermotolerans   พบวามกีารเจริญเติบโตสูงสุดภายใน
ระยะเวลา  6  ชั่วโมงหลังการบมเชื้อ  จากนั้นคอย ๆ  เพิม่ข้ึน  จากชัว่โมงที ่ 12  จนถึงชั่วโมงที ่ 66  คา  
maximum  specific  growth  rate  เทากบั  0.3388  ตอช่ัวโมง  (ภาพที ่24)  

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84

ระยะเวลาบมเช้ือ (ช่ัวโมง)

น้ํ
าห
น
ัก
เซ
ลล
แห
ง (
ก
รัม

)

 
ภาพที่  24  น้าํหนักแหงของยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  YMB  
ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  84  ชั่วโมง 
 
          5.4  การผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในระดับฟลาสกขนาด  250 มิลลิลิตร สําหรับในการหมักและยอย
สลายแบบตอเนื่องในระดับฟลาสก  โดยเลอืกเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในการผลิตเซลลเูลส  
ในลักษณะ  seed  เนื่องจากมีคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจาํเพาะที่ดีที่สุดของ  
exoglucanase  endoglucanase  และ     β–glucosidase  seed  culture  ที่ใชเปนหวัเชื้อมีอาย ุ 2  
วัน  ระยะเวลาผลิตคือ  9  วัน  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  pH  5  แสดงในตารางที ่ 10     
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ตารางที่  10  คาแอคติวิตี (U/ml) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) (mg protein/ml)  และ  แอ
คติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ของเอนไซมเซลลูเลสจาก Seed ของเชื้อรา Aspergillus sp.   S-SK-1  
ที่ผลิตในระยะเวลา  9  วัน  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  pH  5   
 

เอนไซม แอคติวิตี  
(U/ml) 

ปริมาณโปรตีนทัง้หมด 
(mg protein/ml) 

แอคติวิตีจําเพาะ 
(U/mg protein) 

Exoglucanase     0.096 0.510 0.067 
Endoglucanase 0.618 0.510 0.431 
β – glucosidase    0.351 0.510 0.245 

 
5.5  การปรับสภาพพืช 

 การปรับสภาพพืชดวยวธิีทางกายภาพและทางเคมี  ดวยการตัด  บด  และแชในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซมเขมขน 10% (w/v)  มีผลใหปริมาณองคประกอบชีวมวลของหญาแฝกหอมอีโค
ไทปศรีลังกา  เปลี่ยนแปลงไปหลังการปรับสภาพ  ซึ่งไดแก  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และ
ลิกนนิ  ซึ่งมีความแตกตางจากปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  กอนปรับสภาพ  ดังแสดง
ในตารางที ่ 11 
 
ตารางที่  11  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลโูลส  และลิกนิน  หญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  กอนปรับ
สภาพ  หลงัปรับสภาพ  และการเปลี่ยนแปลง 
 
องคประกอบชีวมวลพืช กอนปรับสภาพ (%) หลังปรับสภาพ (%) การเปลี่ยนแปลง (%)  

เซลลูโลส 34.41 55.45      เพิ่มข้ึน  61.51 
เฮมิเซลลูโลส 34.04 15.20      ลดลง   55.35 

ลิกนนิ 15.95 11.64      ลดลง   27.02 
  

5.6  การเตรยีมหัวเช้ือยีสต             
จากการเพาะเลี้ยงยีสต  K.  thermotolerans  ในอาหารสูตร  YMB  ที ่ 6  ชั่วโมง  นาํมาใชเปน

หัวเชื้อในการหมัก  หัวเชือ้ที่ใชในการหมักหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  มีความเขมขนประมาณ  
1.045 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร 
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5.7  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลติร 
ผลการหมกัใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  ที่อุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  ใน

ระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  แสดงอยูในคาของผลผลิตเอทานอลที่ได  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซ  ที่
เหลืออยูในน้าํหมัก  โดยผลผลิตเอทานอลคอย ๆ  เพิ่มข้ึน  ในชวง  2  วันแรกและวนัที่  2  ใหผลผลิตเอ
ทานอลสูงที่สดุในวันที่  2  มีคาเทากับ  6.07  กรัมตอลิตร  (0.20  กรัมตอกรัมสับสเตรท)  จากนัน้มี
ปริมาณลดลงและคอนขางคงที่ในวนัที ่  3  ถงึวนัที่  7  เมื่อส้ินสุดการหมักจะมีปริมาณผลผลิตเอทา
นอลเทากับ   2.34  กรัมตอลิตร  (0.078  กรัมตอกรัมสับสเตรท)   

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลือในน้าํหมกัของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  คอย ๆ 
ลดลงในวนัแรกของการหมัก  มีคาเทากับ  7.376  กรัมตอลิตร  จากนั้นเริ่มเพิ่มข้ึนและเพิ่มข้ึนสงูสุดใน
วันที่  3  มีคา  24.433  กรัมตอลิตร  แลวเริ่มลดลงอีกในวนัที่  4  จนถึงวนัที่  7  ซึ่งมีคาต่าํสุดเทากับ  
6.328  กรัมตอลิตร   

สําหรับกากที่เหลือพบวามีความสมัพนัธกบัปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยางชัดเจน  กลาวคือ
กากที่เหลือลดลงเพราะเซลลโูลสถูกเปลี่ยนเปนกลูโคสและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลโูคสเปนเอทานอล 

จํานวนเซลลทีน่ับไดในน้าํหมักโดยใช  haemacytometer  พบวา  จากจาํนวนเซลลยีสต
เร่ิมตนในการหมัก  1.045 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  เร่ิมเพิ่มข้ึนในวนัที ่ 1  และเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็ใน
วันที ่ 2  แลวคอย ๆ  เพิม่ข้ึน  จนถึงวันที ่ 4  ซึ่งเพิ่มข้ึนสูงที่สุดถงึ  2.045  х 109  เซลลตอมิลลิลิตรใน
วันที่  4  จากนัน้ลดลงอยางรวดเร็วในวนัที่  5  แลวคอย ๆ  ลดลงจนถึงวันที่  7  ซึ่งมีจาํนวนเซลล
เทากับ  1.285 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  (ภาพที ่25)       

สําหรับคา pH ของน้ําหมักพบวามีคาอยูในชวง  4.43– 5.4  โดยในวนัที ่ 0  ของการหมักมีคา  
4.67  แลวลดลงในวนัที่  1  ซึ่งมีคาต่ําทีสุ่ดเทากับ  4.43  และเพิ่มสูงขึ้นในวันที่  2  และ  3  และ
คอนขางคงที่จนถึงวนัที ่ 4  มีซึ่งคาเทากับ  4.52  5.06  และ  5.03  ตามลําดับ  แลวลดลงอีกในวนัที ่ 5  
มีคา  4.48  จากนัน้เพิ่มข้ึนสูงที่สุดในวนัที่  6  มีคาเทากับ  5.4  และลดลงอีกในวนัที่  7  มีคาเทากับ  
4.5  (ภาพที ่26)       
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ภาพที ่  25  ปริมาณเอทานอล  น้ําตาลรดีิวซ  จํานวนเซลลยีสต  น้าํหนกักากที่เหลือ  ในระยะเวลา  7  
วัน  ของกระบวนการหมักแบบ  SSF 
(g/L) = (กรัมตอลิตร)  (x 109 cells/ml) = (x 109 เซลลตอมิลลิลิตร)   
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ภาพที ่ 26  คาความเปนกรดดางของน้าํหมัก  ในระยะเวลา  7  วนั  ของกระบวนการหมักแบบ  SSF 



บทที่  5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
1.  การเก็บตัวอยาง 
 จากการเก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม 3 อีโคไทป คือ อีโคไทปศรีลังกา อีโคไทป
สงขลา 3 และอีโคไทปสุราษฎธาน ี พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละ   
อีโคไทป เพื่อรวบรวมสายพนัธุของเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลโูลสได ในชวงเดือนพฤษภาคม 
ซึ่งเปนระยะแรกของฤดูฝนมีความเหมาะสมในการเก็บตัวอยาง และประกอบกบัเปนชวงที่หญา
แฝกหอมเจรญิเติบโตเต็มที ่ สามารถพบเชื้อราไดหลากหลาย   
 
2.   การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได   
 เมื่อนําตวัอยางทัง้หมดมาคดัแยกเชื้อรา ตามวิธกีารของ Mandels และ Sternberg 
(1976)  ดวยอาหารเหลวสตูร Czapex's  dox สามารถคัดแยกเชื้อราไดทั้งสิน้  113  สายพนัธุ  ซึ่ง
เปนเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดทั้งหมด แตเชื้อราแตละสายพนัธุสามารถหลัง่เอนไซม
ออกมายอยเซลลูโลสไดในระยะเวลาที่ตางกันและมีความสามารถในการยอยสลายทีต่างกนัดวย 
ดังนัน้จึงตองมีการคัดแยกในขั้นตอไปเพื่อใหไดเชื้อราทีห่ลั่งเอนไซมไดอยางรวดเร็ว  และมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายที่ดี  
 จึงเลือกใชการคัดแยกตามวธิีของ Hankin และ Anagnostakis (1977) เปนการคดัแยก
โดยใชอาหารแข็งสูตร CMC agar และเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา  3  วนั  แลวใชสี  congo red เปน
ตัวตรวจสอบการเกิดบริเวณวงใสรอบโคโลนี เนื่องจากใน CMC agar  มี  CMC  เปนแหลง
คารบอน ซึ่งจะใหสีแดงเมื่อทําปฏิกิริยากบัสี Congo red เชื้อที่สามารถใช CMC ไดจะหลั่งเซลลู
เลสออกมายอยสลาย  ดงันัน้เมื่อตรวจสอบดวยสี Congo red จึงไมติดสี  หรือเกิดเปนบริเวณวงใส
รอบโคโลนี  โดยที่อัตราสวนระหวางบริเวณวงใสรอบโคโลนีกับโคโลนีของเชื้อรา  ข้ึนอยูกบั
ความสามารถของเชื้อในการสรางเอนไซมเซลลูเลส  ถามีอัตราสวนสงู  แสดงวาภายในเวลา 3 วนั 
เชื้อรามีการสรางเอนไซมเซลลูเลสไดสูงกวาเชื้อราที่ใหอัตราสวนต่ํา (Punnapayak et. al., 1998) 
ซึ่งขั้นตอนนีท้าํใหคัดแยกเชือ้ราไดทั้งหมด  39  สายพันธุ 
 หลังจากนั้นนาํเชื้อราที่ใหบริเวณใสดีที่สุดมา 1 สายพันธุจากแตละตัวอยางรวม  6       
สายพนัธุ  ไดแก  สายพนัธุ  L-SR-10  S-SR-1  L-SK-1  S-SK-1  L-ST-14  และ  S-ST-18  แลว
นํามาศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลส และวิเคราะหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม  โดยวัด
คาแอคติวิตีจําเพาะ  พบเชือ้ราทั้ง  6  สายพันธุ  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  เนื่องมาจากแหลง
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คารบอนในอาหารสูตร Production คือ  α-cellulose  ซึง่มีองคประกอบสวนใหญเปน 
amorphous cellulose  จึงสามารถชักนาํใหเชือ้ราผลิต endoglucanase ออกมาไดมาก  
(Amano, 2002)  และทําการคัดเลือกเชื้อรา  S-SK-1  ทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะโดยรวมสูงทัง้  3 คา
ไว  แตไมเลือกเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10 ที่มีคาแอคตวิิตีจําเพาะของ  endoglucanase  สูงทีสุ่ด 
แตมีแอคติวิตีจําเพาะของ β-glucosidase ต่ํามาก เพียง 0.003 U/mg protein ตางจาก  S-SK-1  
ซึ่งมีถงึ 0.125 U/mg protein  ซึ่ง  β-glucosidase  มีความสําคัญมากในการยอยสลาย           
เซลโลไบโอสใหกลายเปนกลูโคส  ซึ่งเซลโลไบโอสจะไดมาจากการยอยสลายเซลลูโลสโดยตดั
ปลายสวนที่เปน  non-reducing  sugar  ดวย  exoglucanase  ทําใหไดเซลโลไบโอสเปนสวน
ใหญและไดกลูโคสดวย  และเซลโลไบโอสที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลส  โดยตัดพันธะ β-
glucosidic แบบสุม  ดวย  endoglucanase  ทําใหไดกลูโคสและเซลโลไบโอส  (Smith and 
Aidoo,  1988; Radfort et al., 1996)  ดังนั้นจงึนําเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  ไปศึกษาตอโดยมีการ
จัดจําแนกจนีสัของเชื้อรา และศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูโลสไดสูงสุดใน
ขั้นตอไป 
 
3. การจัดจาํแนกเชื้อรา   
 ในการศึกษาถงึการจัดจาํแนกจีนัสของเชื้อรา ตามแนวของ Maren และ John (1988)  
และ Sutton (1964)  โดยจากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  พบวาเชือ้รา  S-SK-1 มี
โคโลนีสีดําคลายปุยฝาย  และภายใตกลองจุลทรรศนชนิดใชแสงและโดยใชวิธ ี Slide culture 
technique พบวา  เสนใย  กวาง  5  µm  ไมมีส ีแตกกิ่งกาน ม ีseptate แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  
มี Conidiophores ตั้งตรงและยาว  กวาง  20  µm  สวนปลายพองออกเปน vesicle รูปรางกลม  
มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  90  µm  เปน uniseriate aspergillum มีเฉพาะ phialides  ยาว  10  
µm  connidia รูปรางกลมผิวขรุขระ  มีขนาดเสนผานศนูยกลาง  3  µm  จึงทาํใหบงชี้ไดชัดเจนวา
คือเชื้อรา  Aspergillus sp. 

 Aspergillus sp. S-SK-1 เปนเชื้อราที่อยูใน Class Deuteromycetes (Imperfect Fungi)  
Order Moniliales Family Moniliaceae Genus Aspergillus ซึ่งเปนเชื้อราที่สามารถพบไดในดิน
สอดคลองกับการทดลองของ Razak และคณะ (1999) ที่ทําการคัดแยกเชื้อราจากดินพบเชื้อราที่
สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดจากพืน้ที่ต่าํ El-Sharkia และดินจากพืน้ที่สูง Aswan พบเชื้อราจีนสั 
Aspergillus มากที่สุด  ซึง่พื้นที่ El-Sharkia และพื้นที่ Aswan อยูในประเทศอียิปต  นอกจากนีย้ัง
สอดคลองกับการทดลองของ Kader และคณะ (1999) ที่คัดแยกเชื้อราจากดนิบริเวณที่สูง Bario 
ซึ่งเปนพืน้ที่ปาฝนในประเทศมาเลเซีย พบเชื้อรา Aspergillus sp. มีจํานวนสายพันธุมากที่สุด 
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และมีแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสสูงเมือ่เปรียบเทียบกับเชื้อราชนิดอื่น ๆ  ที่สามารถผลิตเซลลู
เลสไดเชนกัน         

เมื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  S-SR-1  พบวาโคโลนีมีสีเหลืองคลาย
กํามะหยี ่และเมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน พบวา เสนใย  กวาง  2.5  µm  ไมมีสีแตกกิ่งกาน 
มี septate แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  ม ี phialide ส้ันมาก(หรืออาจไมมี)และไมมีสี conidia ทรง
กลมไมมีสี มขีนาดเสนผานศูนยกลาง  3  µm pycnidia รูปทรงกลม  ปากเปด  มีเสนผาน
ศูนยกลางขนาด  65 µm ผนงัของ pycnidia มีเซลลหนา  จึงทาํใหบงชี้ไดชัดเจนวาคือเชื้อรา 
Phoma sp. ซึ่งเปนเชื้อราที่อยูใน Class Deuteromycetes (Imperfect Fungi)  Order 
Sphaeropsidales  Family  Sphaeropsidaceae  Genus  Phoma  เปนเชื้อราที่สามารถพบไดที่
ผิวดินเชนกนั  ซึง่อาจเปนแซโพรไฟทหรือปรสิตของพืช  ข้ึนอยูกับชนดิของพืช (Campbell, 1985; 
Donnison et al., 2000)  ซึ่งสอดคลองกบัการทดลองของ Tokumasu และคณะ (1997) ที่ทําการ
คัดแยกเชื้อราจากใบสนที่ผสุลายในพื้นที ่  5  จงัหวัดของประเทศไทย  คือ  จงัหวัดสุราษฏธาน ี 
พื้นที่น้าํหนาว  จงัหวัดเลย  พื้นที่แควนอย  จงัหวัดเชียงใหม  พืน้ที่อางขาง  จงัหวัดเชียงใหม  พืน้ที่
แมจันทร  จงัหวัดเชยีงราย พบเชื้อรา Phoma sp. ในสวนของใบสนที่ไมมีสีแลว จากพืน้ที่แควนอย  
จังหวัดเชียงใหม  
 
4. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลเูลส 

4.1  การหาอณุหภูมิทีเ่หมาะสม 
 เชื้อรา  Aspergillus sp.  S-SK-1  ที่นาํมาศึกษาภาวะการผลิตเอนไซมที่อุณหภูม ิ 30 35 
และ 40   องศาเซลเซียส พบวาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase มีคาสูงที่สดุที่อุณหภูมิ 30             
องศาเซลเซยีส  ซึ่งมีแอคติวิตี  เทากบั  0.147 U/ml  เมื่อนํามาเปรยีบเทียบกับแอคติวิตีของเชื้อรา 
Aspergillus sp. ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณที่สงู Bario ซึ่งเปนพืน้ที่ปาฝนในประเทศมาเลเซยี  
จากการทดลองของ Kader  และคณะ  (1999)  โดยทําการทดลองผลิตเอนไซมที่  30  องศา
เซลเซียส  เปนเวลา  8  วนั  ในสภาวะเขยา 150 rpm  และทําการเก็บตัวอยางทกุวนัเพื่อตรวจสอบ
แอคติวิตีของเอนไซม  พบวา  มีแอคติวิตีของ  exoglucanase  สูงที่สดุคือ 0.13 U/ml  ซึ่งมีคานอย
กวา  Aspergillus sp. S-SK-1 ที่ทาํการคัดแยกไดจากผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทป
สงขลา 3 
 สําหรับ endoglucanase มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส ซึง่
สอดคลองกับการทดลองของ Coral และคณะ (2002) ทีท่ําการผลิตเอนไซม endoglucanase ที่
อุณหภูมิระหวาง  30-90  องศาเซลเซยีส จากเชื้อรา Aspergillus niger Z10 สายพันธุธรรมชาติ  
พบอุณหภูมทิีเ่หมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม endoglucanase คือประมาณ  40 องศาเซลเซยีส    
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 สําหรับคา  β-glucosidase  พบวา  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  อยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 ที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียส อาจเปนเพราะมีเซลโลไบโอส  เกิดขึ้น
จากการยอยสลายเซลลูโลสของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  ในปริมาณมากทาํให
เชื้อราผลิต  β-glucosidase  ออกมามากเพื่อยอยสลายใหไดกลูโคส  แสดงวาปริมาณ             
เซลโลไบโอสทีเ่กิดขึ้นจากการทํางานของทั้งสองเอนไซมนี้เหมาะสมในการกระตุนการทํางานของ    
β-glucosidase  นอกจากนี้ปริมาณเซลโลไบโอสและกลูโคสยงัไมมากพอที่จะยบัยั้งการทาํงาน
ของเอนไซมนี ้ เพราะเอนไซม β-glucosidase สามารถถูกยบัยั้งไดโดยเซลโลไบโอสซึ่งเปน
สับสเตรทไดดีเทา ๆ  กับกลูโคสที่เปนผลิตภัณฑ  (Saha et al.,1998)   
 สําหรับอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส คาแอคติวิตีจําเพาะมีคารองลงมา ซึ่งสามารถอธิบาย
ไดวาเซลโลไบโอสที่เกิดจากการยอยสลายเซลลูโลสของ exoglucanase และ endoglucanase มี
ปริมาณไมเหมาะสมในการกระตุนการทํางานของ β-glucosidase อยางเชนทีอุ่ณหภูมิ 35        
องศาเซลเซยีส และอาจเพราะมีปริมาณกลูโคสที่เปนผลิตภัณฑมากเกนิไป  สามารถยับยัง้การ
ทํางานของเอนไซม  β-glucosidase  ได  (Saha et al., 1998) 
 เอนไซม  β-glucosidase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะต่ําที่สดุที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส 
อาจเปนเพราะเซลโลไบโอสที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายเซลลูโลสของ exoglucanase และ 
endoglucanase มีปริมาณมากเกนิไป สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม β-glucosidase ได 
(Saha et al., 1998)  ซึ่งจะสังเกตเห็นไดจากคาแอคตวิิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่มีคาสูง
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิ 35 และ 40 องศาเซลเซียส และเปนทีท่ราบแนชัดแลววา  
exoglucanase สามารถยอยสลายเซลลูโลสใหไดผลิตภัณฑสวนใหญคือ เซลโลไบโอสและได
กลูโคสดวย  (Smith and Aidoo, 1988; Eriksson et al., 1990)  แตปริมาณกลูโคสอาจไมมาก
พอที่จะยับยัง้การทาํงานของเอนไซม β-glucosidase ได เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคาแอคตวิิตี
จําเพาะของ  endoglucanase  ที่อุณหภมูิ  30  และ  35  องศาเซลเซยีส  ประกอบดวย   
 นอกจากนี้ผลที่ไดจากการทดลองแสดงใหเห็นวาแอคติวติีของเอนไซม exoglucanase 
endoglucanase และ β-glucosidase มคีวามแตกตางกันในแตละอุณหภูมิ  ซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองของ Garcia และคณะ (2002) ซึ่งศึกษากระบวนการ saccharification วัตถุดิบ 
lignocellulose โดยใชเชื้อรา Aureobasidium sp. CHTE-18 Penicillium sp. CH-001 และ 
Aspergillus  terreus CH-TE-013 พบวา  exoglucanse  endoglucanase  β-glucosidase  
และ  xylanase  มีแอคติวิตีที่แตกตางกนั  แตถงึอยางไรก็ตามเอนไซมเหลานีก้็ทาํงานรวมกนัใน
การเปลี่ยน lignocellulose เปนน้าํตาล และเมื่อพิจารณาคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม 
exoglucanase  endoglucanase  และ  β-glucosidase  ของทั้ง 3 อุณหภูมิ  พบวาอุณหภูม ิ40 
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องศาเซลเซยีส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะโดยรวมที่ดี  จึงเลือกใชอุณหภูมินี้ในการผลิตเอนไซม      
เซลลูเลสตอไป   

4.2  การหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม   
 เชื้อรา Aspergillus sp.  S-SK-1  ที่นํามาทําการศึกษาเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางที่  
4  5  6 และ 7 เพื่อเลือกคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุด ไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
พบวาคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม  exoglucanase  endoglucanase  และ  β-glucosidase 
สูงที่สุดที่ pH 5 อยางมนีัยสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 0.05  ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง
ของ El-Hawary และคณะ (2001) ที่ทําการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก Aspergillus niger  S-SK-1
พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมทีสุ่ด สําหรบัผลิตเอนไซม exoglucanase และ                        
β-glucosidase  คือ  pH 5  สอดคลองกับรายงานของ  Teugborg  และคณะ (2001) ที่ไดรายงาน
ไววาเชื้อราสวนมากสามารถผลิตเซลลูเลสใหมีแอคติวติีสูงที่สุดในชวง  pH  4.0–5.0  นอกจากนี้
ยังทาํการทดลองพบวาเชื้อรา Aspergillus sp.  ที่นํามาทาํการทดลอง  6  สายพันธุ  มีคาความ
เปนกรดดางทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสที ่ pH 4.8 ซึ่งใกลเคียงกบั pH 5 มาก 
สอดคลองกับรายงานของ  Sharma  และคณะ (2002)  ที่ศกึษา Trichoderma reesei  Rut–C 30 
ซึ่งเปนเชื้อราทีผ่ลิตเอนไซมเซลลูเลส พบวาสามารถเปลี่ยนกานตนทานตะวันที่ผานการปรับสภาพ
แลวใหกลายเปน reducing sugar ไดสูงที่สุดที่  pH 5  และสอดคลองกับรายงานของ  Lu-Kwang 
และ Afolabi (1999) ที่รายงานวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมทีสุ่ดในการผลิตเซลลูเลสจาก
เซลลูโลสโดยเชื้อรา  Trichoderma sp. คือ pH 5 
 ดังนัน้ จึงเลือกใชคาความเปนกรดดางเทากับ  5 ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสใหไดกลโูคสมากที่สุดมาใชในกระบวนการหมกและยอยสลายแบบตอเนื่อง
ตอไป  (Philippidis,  1996)   

4.3  การหาระยะเวลาทีเ่หมาะสม   
 เมื่อทําการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อ  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหาร  Production  
medium  ที่ภาวะอุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเทากับ  5  โดยแปรผัน
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ  เพื่อการผลิตเอนไซมเปน  3  5  7  9   11  และ  13  วัน   พบวา 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ต่ํามากและมีแนวโนมคอนขางคงที่  เมื่อเวลาผานไป 
แสดงวาการใชอัลฟาเซลลโูลสเขมขน 3% (w/v) เปนแหลงคารบอน  มีความเขมขนของสับสเตรทที่
ไมเหมาะสมตอการชักนําใหมีการผลิตเอนไซม  exoglucanase  เขมขนของสับสเตรทที่ไม
เหมาะสมตอการชักนาํใหมีการผลิตเอนไซม  exoglucanase  
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 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มคีาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดและมีแนวโนมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตวันที่  3  ถึงวันที่  11  แลวลดลงในวนัที่ 13  อยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  
0.05  แสดงวา อัลฟาเซลลูโลสความเขมขน  3% (w/v) มีความเหมาะสมตอการชักนาํใหมีการ
ผลิตเอนไซม endoglucanase ทีท่ําหนาที่ตัดพันธะ β-glucosidic โดยตัดแบบสุมทําใหไดกลูโคส
และเซลโลไบโอส  (Smith and Aidoo, 1988; Eriksson et al., 1990)  ตั้งแตเร่ิมผลิตจนถึงวนัที ่ 
11  แลวลดลงในวนัที ่  13 เนื่องจากวา  endoglucanase  จะถูกยบัยั้งไดโดยเซลโลไบโอสที่เปน
ผลิตภัณฑ  (Saha et al., 1998)   
 สําหรับเอนไซม  β-glucosidase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงรองลงมาจาก endoglucanase 
และมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตัง้แตวนัที ่  3  ถงึวนัที ่  11  แสดงวามีเซลโลไบโอสที่เกิดขึ้นจากการยอย
สลายอัลฟาเซลลูโลสของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  ในปริมาณที่เหมาะสมใน    
การชักนําใหเชื้อรา  Aspergillus sp.  S-SK-1  ผลิตเอนไซม  β-glucosidase  ออกมา ทําหนาที่
ยอยสลายเซลโลไบโอสใหไดกลูโคสเพื่อนําไปใชในการเจริญเติบโต β-glucosidase มีคากิจกรรม
การทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสเริ่มลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น 0.05 ใน
วันที่ 13 แสดงวาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นมีมากเกินไปสามารถยับยั้งการทาํงานของเอนไซม                   
β-glucosidase ได  (Saha et al.,  1998)   
 สําหรับการเลอืกระยะเวลาวันที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อนาํไปใชใน
กระบวนการหมักและยอยสลายแบบตอเนื่อง   ทําการเลือกที่ระยะ 9  วัน   เนื่องจากที่กิจกรรมการ
ทํางานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะของ exoglucanase และ endoglucanase ในวนัที่ 9 และ
วันที่ 11 ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  ถึงแมวาคากิจกรรมการทํางานของ
เอนไซมเซลลูเลสจําเพาะของ β-glucosidase ในวนัที่  11  จะสูงกวาวนัที่  9  อยางมีนยัสําคญั
ทางสถิติก็ตาม  เนื่องจากวาการผลิตทางอุตสาหกรรมตองการความรวดเร็ว   
 
5. การหมกัและการยอยสลายแบบตอเนือ่ง  (Simultaneous  Saccharification  and     

Fermentation,  SSF) 
          5.1  ศึกษาการเจริญของเชื้อราเพื่อใหผลิตหัวเชื้อ  
 จากผลการเจริญเติบโตของ Aspergillus sp. S-SK-1  ที่เลี้ยงในอาหารสูตร PDB จะ
พบวาเชื้อรามกีารเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว  จากเริ่มตนการบมเชื้อจนถึงระยะ log phase ใชเวลา  
2  วัน  ซึ่งนับวาเร็วมากเมื่อเทียบกบัการเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร PDA ในจานเลีย้งเชื้อที่ใชเวลา
ถึง 7 วนั ตามการทดลองของพิสทุธิ์ พวงนาค (2542) ดังนั้นการเลี้ยงเชือ้ Aspergillus sp. S-SK-1  
ในอาหารสูตร PDB เปนเวลา 2 วัน จึงเหมาะที่จะใชเปน seed เพื่อเปนหัวเชื้อสําหรับผลิต       
เซลลูเลสตอไป เนื่องจากจะไดหัวเชื้อปริมาณมากในเวลาอันรวดเร็ว และยังชวยประหยัดอาหาร
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เลี้ยงเชื้อและพลังงานที่ใชในการบมเชื้อได  สําหรับการเลือกเวลาที่เหมาะสมในการผลิต seed 
สามารถเลือกเชื้อที่เจริญอยูในระยะ log  phase คือ 1-2 วัน    
          5.2  การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช   
 ปริมาณองคประกอบของชีวมวลซึ่งไดแก เซลลูโลส  เฮมเิซลลูโลส  และลิกนนิ สามารถใช
เปนปจจยัเบื้องตนเพื่อเลือกพืชมาเปนวัตถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล ซึ่งพืชที่มีปริมาณเซลลูโลส
ควรใหผลผลิตที่ดี  (Samson and Omielan,  1992)  แตทั้งนี้ตองคํานึงถงึปจจยัอืน่ดวย  ที่สําคญั
คือ การปรับสภาพ  เพื่อเพิม่ความสามารถในการเขายอยสลายของเอนไซมเซลลูเลส ใหไดน้ําตาล
กลูโคสที่สามารถหมักเพื่อผลิตเอทานอลได  (McMillan,  1994; Hsu,  1996)   
          5.3  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต   
 การศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต  K.  thermotolerans ในอาหารสูตร YMB ที่เก็บผล
การทดลองทุก 6 ชั่วโมง พบวา  ยีสตมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว จากเริ่มตนการบมเชื้อจนถงึ
ปลายระยะ log phase  ใชเวลา 6 ชั่วโมง การที่ยสีตเจริญเติบโตอยางรวดเร็วเพราะวายีสตที่เจริญ
ในภาวะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง (Batch culture) ระดับของการสะสมคารโบไฮเดรตในเซลลจะ
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเจรญิเติบโต  เพราะในอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีน้ําตาลอยูสงู
และมีปริมาณไนโตรเจนอยูจํากัด  (Berry,  1989)  สําหรับการเลือกเวลาที่เหมาะสมในการบมเชือ้ 
เพื่อใชเปนหวัเชื้อในการหมักสามารถเลือกที่กึ่งกลางระยะ  log phase  คือ  6  ชัว่โมง  เซลลมี
ความเขมขน  1 Х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  

5.4  การผลติเอนไซมเซลลูเลส  
กิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจาํเพาะที่ไดจาก  seed  ของ  Aspergillus sp.  

S-SK-1  มีคาสูงที่สุดคือ endoglucanase  รองลงมาคือ  β-glucosidase และคาต่ําที่สุดคือ  
exoglucanase  

5.5  การปรับสภาพ   
การปรับสภาพพืชกอนนํามาใชในกระบวนการหมักและยอยสลายแบบตอเนื่องมีจุดประสงค

เพื่อกําจัดสิ่งทีป่องกันการเขายอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลส และเพิ่มความสามารถใน
การเขาทําปฏกิิริยากนัระหวางเซลลูเลสกบัเซลลูโลส  ปจจัยที่เกี่ยวของกับความสามารถในการเขา
ยอยสลายของเอนไซม หรือความสามารถในการหมกัของวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสแตละชนิด
คือ  การปกปองเซลลูโลสดวยลิกนิน  เฮมิเซลลูโลสที่อยูลอมรอบชั้นของมัดสายเซลลูโลส พืน้ทีผ่ิว
ของเซลลูโลสที่เอนไซมสามารถเขาไปจับเพื่อยอยสลาย  และความเปน crystallinity  ของ 
เซลลูโลส  (Hsu,  1996)   
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จากผลการทดลองพบวาใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  มีการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสและลิกนินหลังการปรบัสภาพโดยการตัดและบด และแชใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ซึง่การเปลี่ยนแปลงปริมาณขององคประกอบหลกัของชีวมวลทัง้ 
3 ชนิดนี ้  จะแตกตางกันไปขึ้นอยูกบัชนิดของพชื  ปริมาณองคประกอบแตละองคประกอบ  
ลักษณะสมบตัิของแตละองคประกอบนั้น ๆ  และการตอบสนองทีต่างกนัตอวิธกีารปรับสภาพที่
หลากหลาย (McMillan,  1994; Hsu,  1996)   

การตัดและบดเปนการลดขนาดและความยาวของเสนใยลิกโนเซลลูโลส  สวนการปรับ
สภาพดวยสารเคมี เชน สารละลายดาง ซึง่ใชในการทดลองนี้ เปนสารทีท่าํใหวสัดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสบวมพอง นิม่ข้ึน ทาํใหยอยสลายไดมากขึน้ เพราะมกีารกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิ 
ออกไปบางสวน เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิประเภท alkali lignins สามารถละลายไดใน
สารละลายดางเจือจาง (Bungay, 1981)  ดวยเหตุนีจ้งึทาํใหปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิเมื่อ
เทียบตอน้ําหนักแหงของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาลดลง  และทําใหปริมาณเซลลูโลส
ตอหนวยน้าํหนักแหงเพิ่มข้ึน 

5.6  การเตรยีมหัวเช้ือยีสต 
ทําการเพาะเลีย้งยีสต  K.  thermotolerans  ในอาหารสูตร  YMB  ที่  6  ชั่วโมง  แลวทาํ

การ  centifuge  เก็บเซลลยีสตไวใชเปนหัวเชื้อในการหมักหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  โดยทํา
การเจือจางใหมีความเขมขนประมาณ  1 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  ดวย  Normal  saline  เขมขน  
0.85 % (w/v)          

5.7  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250 มิลลิเมตร  
จากผลการทดลองพบวา  ชวงแรกใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาถูกยอยสลาย

เปนน้าํตาลไดอยางรวดเร็ว  แตยีสตยงัมีการเจริญเติบโตไมดี  จึงสามารถเปลี่ยนกลโูคสเปน        
เอทานอลไดในปริมาณไมสงูมาก  ทาํใหเหลือน้าํตาล  reducing  sugar  ปริมาณมากในน้าํหมกั  
ในวนัแรกของการหมกัน้าํตาล  reducing  sugar  ลดลง  และปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงขึ้น  
ในขณะที่ยีสตมีอัตราการเพิม่ของจํานวนเซลลคอนขางคงที่  นั่นอาจเปนเพราะวายีสตมีอัตราการ
เจริญเติบโตทีด่ี  มีความแข็งแรง  จึงสามารถเปลีย่นกลูโคสเปนเอทานอลไดปริมาณมากขึน้  
สําหรับวนัที่  2  มีปริมาณเทากับ  6.07  กรัมตอลิตร  (0.2  กรัมตอสับเสตรท)  อัตราการเพิม่ข้ึน
ของจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  และปริมาณเอทานอลเพิม่ข้ึนสูงสุด  ประกอบกับน้าํตาล  
reducing  sugar  ที่เหลือมีปริมาณเพิ่มข้ึนเลก็นอย  เนื่องมาจากวาเซลลูโลสถูกยอยสลาย
กลายเปนกลโูคสไดปริมาณเพิ่มข้ึน  ยีสตจึงสามารถนําน้ําตาลที่เกิดขึน้มาเปลี่ยนเปนเอทานอลได
ปริมาณที่สูงขึ้นดวย  ในวนัที่  3  ยีสตมีอัตราการเจริญคอนขางคงที ่ และมีปริมาณเอทานอลลดลง  
และน้ําตาล  reducing  sugar  ที่เหลือมีปริมาณสูงขึน้และสูงที่สุดเทากับ  24.43  กรัมตอลิตร  
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อาจเนื่องมาจากวาการมีน้าํตาลมากเกินไป  สามารถยบัยั้งการเจริญของยีสต  และทําใหการหมกั
ไดปริมาณเอทานอลที่ลดต่ําลง  ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ  Sreenath  และคณะ  (2001)  ที่
ทําการผลิตเอทานอลจากเสนใย  alfalfa  ในกระบวนการ  SSF  โดยใชยีสต  Candida  shehatae  
พบวาปริมาณน้ําตาลที่มีความเขมขนสงูเกินไป  สามารถยับยั้งการหมักได  ในวนัที่  4  ยีสตมี
อัตราการเจรญิคอนขางคงที่  จงึไดผลิตภัณฑเปนเอทานอลคอนขางคงที่เชนกนั  ในวนัที ่ 5  ยีสตมี
อัตราการเจรญิคอนขางลดลง  และมีแนวโนมลดลงจนถึงวนัที่  7  สําหรับปริมาณเอทานอลและ
ปริมาณ  reducing  sugar  มีแนวโนมลดลงเชนกัน 

จะเหน็ไดวาผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดในวนัที ่ 2 ของการหมักมีปริมาณเทากับ 6.07        
กรัมตอลิตร (0.2  กรัมตอสับสเตรท) ซึง่สอดคลองกบัการทดลองของ Punnapayak และคณะ 
(1999)  ทีท่ําการผลิตเอทานอลจากเสนใยปานศรนารายณในกระบวนการ SSF โดยใชเชื้อรา 
Acrophialophora sp. และยีสต Saccharomyces cerevisiae ใหผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดใน
วันที่ 2  ของการหมัก มีปริมาณเทากับ  0.11  กรัมตอกรัมสับสเตรท 

สําหรับกากที่เหลือจากการหมักพบวามีความสัมพันธกับปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยาง
ชัดเจน  ซึ่งถามีปริมาณกากมากปริมาณเอทานอลจะนอย  กลาวคือกากทีเ่หลือเกิดจากการ
เปลี่ยนเซลลโูลสเปนกลูโคสไดเพียงบางสวนและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลูโคสที่ไดเปนเอทานอล 

สําหรับคา  pH  ของน้ําหมักคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาในการหมัก  มีคาอยูในชวง  
4.43-5.40 

 
 



บทที่  6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
1.  การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมและดินบริเวณผวิดินใตกอหญาแฝกหอม 3           
อีโคไทป คือ อีโคไทปศรีลังกา อีโคไทปสงขลา 3 และอีโคไทปสุราษฎธานี  เพื่อรวบรวมสายพนัธุ
ของเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสได  
 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได   
 เมื่อนําตวัอยางทัง้หมดมาคดัแยกเชื้อรา  ดวยอาหารเหลวสูตร Czapex's  dox สามารถ
คัดแยกเชื้อราไดทั้งสิ้น  113  สายพนัธุ     ดังตารางที่  12 
 
ตารางที่  12  สรุปจํานวนสายพนัธุเชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงและดินบริเวณผวิดินใตกอหญา
แฝกหอม  3  อีโคไทป 
 

ตัวอยาง จํานวนสายพนัธุ 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  (L-SR-) 12 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  (S-SR-)  5 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสงขลา 3  (L-SK-) 13 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  (S-SK-)     20 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี (L-ST-)   30 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (S-ST-)  33 

 
ทําการเพาะเลีย้งเชื้อรา  113  สายพันธุ  ในอาหาร  Carboxymethyl  Cellulose  Agar   

พบเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วนั  มีทัง้หมด  39    สายพนัธุ  
ดังตารางที่  13 
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ตารางที่ 13 สรุปจํานวนสายพันธุเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วนั 
 

ตัวอยาง จํานวนสายพนัธุ 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  (L-SR-)   5 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  (S-SR-)    4 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสงขลา 3  (L-SK-)  1 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  (S-SK-) 3 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี (L-ST-)   4 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (S-ST-)  22 

 
สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase นั้นพบวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคา

สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ้ราอีก  5  สายพนัธุ    

สําหรับคาของแอคติวิตีจําเพาะ  endoglucanase  พบวาเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10  มีคา
สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดบัความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ้ราอีก  5  สายพนัธุ     

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase   พบวาเชื้อราสายพนัธุ L-ST-14  มี
คาสูงสุด  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น  0.05  กับเชื้อราสายพันธุ   
S-SK-1   ที่มคีาแอคติวิตีจําเพาะรองลงมา    
 โดยสรุปเชื้อราสายพนัธุ  S-SK-1 เปนสายพนัธุทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงทัง้  3  คา  จึง
เลือกมาใชในการผลิตเอนไซมตอไป 
 
3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูทัง้  3  คา  และเชือ้ราสายพันธุ S-SR-1  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะทั้ง  3  คา  สูงรองลงมา  คอนขางใกลเคยีงกบัเชื้อราสายพนัธุ  S-SK-1  จึง
เลือกนาํมาจัดจําแนกทั้ง  2  สายพนัธุ  โดยการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  พบวาเชื้อราสาย
พันธุ  S-SK-1 คือเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1  และสายพันธุ  S-SR-1  คือเชื้อรา  Phoma  
sp. S-SR-1   
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4.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส   
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 Aspergillus sp.   S-SK-1  ผลิตเอนไซม  exoglucanase  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่มี
ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ  ที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  ทั้ง  3  ภาวะอุณหภูมิ  
โดยที่อุณหภูม ิ 30  องศาเซลเซียส  ดทีี่สดุ  รองลงมาคอืที่อุณหภูม ิ 40  องศาเซลเซียส  และต่ําที่
สดคืออุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ตามลําดับ  
 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มีคาคาแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดทัง้  3  อุณหภูมิ  เมื่อ
เปรียบเทยีบกบั  exoglucanase  และ  β–glucosidase  โดยที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียสดีที่สดุ     
 สําหรับ  β–glucosidase  พบวาที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  
สูงที่สุด  โดยที่อุณหภูม ิ 30  และ  40  องศาเซลเซยีส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะใกลเคียงกนั  และไม
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05    

สรุปไดวาที่ภาวะอุณหภูม ิ 40  องศาเซลเซยีส  เชื้อราสายพนัธุ  Aspergillus  sp. S-SK-1 
มีคาแอคติวิตีจําเพาะของเซลลูเลสโดยรวมดีที่สุด  จึงเลือกอุณหภูมนิี้ไวใชสําหรับผลิตเอนไซมเพื่อ
ใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป  

4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
เชื้อรา Aspergillus sp.  S-SK-1  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ที่  pH  5  

สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของภาวะ  pH  4  6  และ  7   

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1 
พบวามีคาสงูกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ β–glucosidase  อยางเหน็ไดชัด  
และที่  pH  5  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ดีที่สุด และแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของภาวะ  pH  4  6  และ  
7     

  สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1   
นั้นพบวาที ่  pH  4  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุด  แตไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวติีจําเพาะของภาวะ  pH  5  และ  6     

สรุปไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ 40 องศาเซียลเซียส และ pH 5 เชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  
สามารถผลิตเซลลูเลสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะดีทัง้  3  องคประกอบ  จึงเลือกภาวะอุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซยีส  และ  pH  5  ไวสําหรบัใชในการผลติเอนไซมเซลลูเลสเพื่อไวใชในกระบวนการ  
SSF  ตอไป 
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4.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสม 
เชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1   ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ต่ําที่สุด  

เมื่อเปรียบเทยีบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ   ของ  endoglucanase  และ  β–glucosidase  และคา
แอคติวิตีจําเพาะ  ที่บมเชื้อเปนเวลา  7  วัน  มีคาสูงที่สุด  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของเชื้อที่บมเปนเวลา  3  และ  9  วนั   
ตามลําดับ  

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase ของเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สดุ  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ  
β–glucosidase  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  เมื่อบมเชือ้เปนเวลา  11  วัน  มีคาสูงสุด และไม
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กับระยะเวลาบมเชื้อที่  9  วนั  ซึง่มี
คาแอคติวิตีจําเพาะสงูรองลงมา   

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ   β–glucosidase  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตี
จําเพาะของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  แลวพบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะสูง
รองลงมาจาก  endoglucanase  และที่ระยะเวลาบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  เชื้อรามีคาแอคติวติี
จําเพาะสงูที่สดุ  และแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับอันดบั
รองลงมาคือทีร่ะยะเวลาบมเชื้อนาน  13  วนั  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับ
ความเชื่อมัน่  0.05  กับที่ระยะเวลาบมเชือ้นาน  9  วัน        

โดยสรุประยะเวลาที่เลือกไวในการบมเชื้อคือ  9  วัน  เพื่อการผลิตเซลลูเลสเนื่องจากใน
อุตสาหกรรมตองการความรวดเร็วในการผลิต 

 
5.  การหาปรมิาณองคประกอบของชวีมวลพืช 

ปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช  ไดแก  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ    
พบวา  กอนปรับสภาพและลังปรับสภาพมีความแตกตางกัน  โดยกอนปรับสภาพมีปริมาณ
เซลลูโลส  34.41%  หลงัปรับสภาพมีปริมาณ  55.45%  (เพิ่มข้ึน  61.15%)  ปริมาณเฮมิเซลลูโลส
กอนปรับสภาพมี  34.04%  หลังปรับสภาพมีปริมาณ  15.20%  (ลดลง 55.35%)  และปริมาณ
ลิกนนิกอนปรับสภาพมี  15.95%  และหลงัปรับสภาพมปีริมาณ  11.64%  (ลดลง 27.02%) 
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6. การหมักและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  sacchrification  and  
fermentation,  SSF) 

ผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดในวนัที่  2  มีคาเทากบั  6.07  กรัมตอลิตร  (0.20  กรัมตอกรัม
สับสเตรท)     

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลือในน้าํหมกัของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  สูงสุด
ในวนัที ่ 3  มีคา  24.43  กรัมตอลิตร     

สําหรับกากที่เหลือพบวามีความสัมพนัธกบัปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยางชัดเจน  
กลาวคือกากที่เหลือลดลงเพราะเซลลโูลสถูกเปลี่ยนเปนกลูโคสและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลโูคสเปน
เอทานอล 

จํานวนเซลลยสีตเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในวนัที ่  2  จากนั้นลดลงต่ําทีสุ่ดในวันที่  3  แลว
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและสูงที่สุดถึง  2.045  х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  ในวนัที่  4 

สําหรับคา pH ของน้าํหมักพบวามีคาอยูในชวง 4.43– 5.4   
 
ขอเสนอแนะ 
 
1. ควรมีการปรับปรุงสายพันธุของเชื้อราเพื่อใหสามารถผลติเอนไซมที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นได 
2. ควรจะมีการประยุกตใชวิธกีารปรับสภาพพืชจากวิธทีางชีวภาพ  เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการ

ยอยสลาย  ซึง่จะชวยเพิ่มผลผลิตเอทานอลใหสูงขึ้นได 
3. ควรหาภาวะทีเ่หมาะสมในกระบวนการหมกัพรอมกับการยอยสลายเพือ่สามารถผลติ 
      เอทานอลไดปริมาณสูงขึ้น  
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ภาคผนวก  ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีเตรียม 
 

1.  Czapex ’ s  dox  Medium  (Mandels  and  Sternberg,  1976) 
 (NH4)2SO4    1.4       กรัม 
 KH2PO4    2.0       กรัม 
 Urea     0.3       กรัม 
 CaCl2     0.3       กรัม 
 MgSO4     0.3       กรัม 
 FeSO4     5.0       มิลลิกรัม 
 MnSO4     1.6       มิลลิกรัม 
 ZnSO4     1.4       มิลลิกรัม 
 CoCl2     2.0       มิลลิกรัม 
 น้ํากลัน่     1.0       ลิตร 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่  ถายใสฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ใหมีปริมาตร  100  
มิลลิลิตร  แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อ  จากนัน้นํากระดาษกรอง  Whatman  No.1  ขนาด  2.0 x 10.0  
เซนติเมตร  ที่ผานการนึง่ฆาเชื้อแลวเชนกนั  ใสไวในอาหาร   

 
2. Potato  Dextrose  Agar  (PDA) 

มันฝร่ัง                                        200   กรัม 
น้ําตาลกลูโคส                                20      กรัม 
วุน                                                 16    กรัม 
น้ํากลัน่ 
หั่นมนัฝร่ังเปนชิ้นลูกเตาประมาณ  1 х 1  เซนติเมตร  ตมกับน้าํกลัน่  เมื่อสุกแลวกรองเอาแต

น้ํา  จากนัน้เตมิน้ําตาลน้าํตาลกลูโคสแลวปรับปริมาตรใหใกล  1  ลิตร  ปรับ  pH  เทากับ  5.5  เติมวุน
แลวตมจนวุนละลายหมด  สุดทายปรับใหเปน  1  ลิตร  และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งความดันไอ  
(autoclave)  ที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซยีส  ความดนั  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา  15  นาท ี
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3. Potato  Dextrose  Broth  (PDB ) 
มันฝร่ัง         200    กรัม 
น้ําตาลกลูโคส         20    กรัม 
น้ํากลัน่ 
วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร  PDA  แตใสวุน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

4. Yeast  Malt  Agar  (YMA) 
Yeast  extract            5 กรัม 
Malt  extract             5        กรัม 
Bacto  peptone          5        กรัม 
น้ําตาลกลูโคส        20        กรัม 
วุน         16        กรัม 
น้ํากลัน่   
ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวนวุนดวยน้ํากลั่น  แลวเติมวุน  จากนั้นนําไปตมจนวุนละลาย

หมด  แลวปรบัปริมาตรใหได  1  ลิตร  แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอ 
 

5. Yeast  Malt  Agar  (YMB) 
Yeast  extract          5 กรัม 
Malt  extract            5 กรัม    
Bacto  peptone          5 กรัม 
น้ําตาลกลูโคส         20 กรัม 
น้ํากลัน่ 
วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร  YMA  แตไมใสวุน  ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
6.  Carboxymethyl Cellulose Agar (CMC agar)   
 (NH4)SO4     1 กรัม 
 Carboxymethyl cellulos  5 กรัม 
 Yeast extrat    1 กรัม 
 Agar     10 กรัม 
 น้ํากลัน่     10 กรัม  
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 แบงละลาย CMC และ gar แลวนําไปตมจนละลาย จากนัน้นาํมารวมกัน แลวใส yeast 
extract และ (NH4)2SO4 ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ความดันไอ 
 
7.   Production   medium  (Punnapayak  and  Emert,  1986) 
 MgSO4.7H2O       1    กรัม 
 (NH4)2SO4          4    กรัม 
 CaHPO4.2H2O      5    กรัม 
 Corn  steep  liquor      7   กรัม 
 α-cellulose           30   กรัม 
 Tween  80        2    มล. 
 FeSO4          5    มก. 
 ZnSO4        1.4   มก. 
 MnSO4          1.6    มก. 
 CoCl2       3.6   มก. 
 น้ํากลัน่ 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวน   α–cellulose   Tween  80  และ   CaHPO4.2H2O  ปรับ
ปริมาตรใหใกลเคียง  1  ลิตร  แลวปรับ  pH  เทากับ  5.0  เติม  Tween  80  แลวปรับปริมาตรใหได  1  
ลิตร  สําหรับ  α-cellulose   และ   CaHPO4.2H2O  ใหชั่งแยกแตละฟลาสก  
 
8. F2  medium  (Punnapayak,  Kuhirun,  and  Thanonkeo,  1999) 

  (NH4)2SO4             30      กรัม 
 MgSO4.7H2O          2.2      กรัม 
 CaCl2                       1.2      กรัม 
 น้ํากลัน่ 
 ละลายสวนผสมแตละชนิดดวยน้าํกลัน่  โดยละลายแยกจากกัน  แลวนาํมาผสมกนั  ปรับ
ปริมาตรใหได  1  ลิตร  แลวนําไปนึง่ฆาเชือ้ 
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ภาคผนวก  ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื 
 
1. สารละลาย  Neutral  Detergent 

1.1 ชั่ง  Disodium  ethylene  diamine  tetraacetate  (EDTA)  16.18  กรัม  และ  
Sodiumborate  decahydrate  (Na2B4O7.10H2O)  6.81  กรัม  ใสในบีกเกอร  เติมน้ํา
กลั่นลงไปพอประมาณ  นาํไปตมจนละลายหมด 

1.2 ละลาย  Sodium  lauryl  sulphate  30  กรัม  ในน้ํา  แลวเติม  2–Ethoxyethanol    
(Ethylene  glycol  monoethyl  ether)  10  มิลลิลิตร 

1.3 นําสารละลายในขอ  1.1  มาผสมกับสารละลายในขอ  1.2 
1.4 ชั่ง  Disodium  hydrogen  phosphate  anhydrous (Na2HPO4)  4.56  กรัม  ใสในบีก

เกอร  เติมน้ํากลัน่ลงไปพอประมาณ  แลวนาํไปตมจนละลายหมด  นําไปตมกับ
สารละลายผสมที่ไดในขอ  1.3  จากนัน้ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  ดวยน้ํากลั่น  และ
ปรับ  pH  ใหอยูในชวง  6.9 - 7.1 

 
2. สารละลาย  Acid  Detergent 

ละลาย  Cetyl  trimethylammonium  bromide  (CTAB)  20  กรัม  ในกรดซัลฟูริกความ
เขมขน  1  N  แลวปรับปริมาตรดวยกรดนีใ้หได  1  ลิตร   
 

3. สารละลาย  Saturated  potassium  permanganate 
ละลาย  Potassium  permanganate  (KMnO4)  50  กรัม  และ  Silver  sulphate  (Ag2SO4)  

0.05  กรัม  ในน้าํกลัน่  แลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร  เกบสารละลายนี้ในขวดแกวสีชา  อยาใหโดน
แสงแดด 

 
4.    สารละลาย  Lignin  buffer 
 ละลาย  Ferric  nitrate  nanohydrate  [Fe(NO3)3.9H2O]  6  กรัม  และ  Silver  nitrate  
(AgNO3)  0.15  กรัม  ในน้าํกลั่น  100  มิลลิลิตร  เติม  Acetic  acid  glacial  500  มิลลิลิตร  เติม  
Potassium  acetate  5  กรัม  และเติม  Tertiary  butyl  alcohol  400  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั 
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5.    สารละลาย  Combined  permanganate 
ผสมสารละลาย  Saturated  potassium  permanganate  กับ  สารละลาย  Lignin  buffer  

ในอัตราสวน  2:1  ( ปริมาตรตอปริมาตร )  เก็บสารละลายนี้ในขวดสีชา  แชในตูเยน็ไมใหถูกแสงแดด  
ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสีแดงแลวจะไมสามารถนํามาใชไดอีก 
 
6.    สารละลาย  Demineralizing   
 ละลาย  Oxalic  acid  dihydrate  50  กรัม  ในน้ํากลั่นปริมาตร  700  มิลลิลิตร  จากนัน้เติม
น้ํากลัน่  250  มิลลิลิตร  และ  Hydrochloric  acid  (HCl) 50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 
 
7.    สารละลาย  80 %  ethanol 
 ผสม  95 %  Ethanol  843  มิลลิลิตร  กับน้ํากลัน่  157  มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากนั 
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัใชในการคดัแยกเชื้อ   
 1.   สารละลาย 0.01% Congo red   
        ละลาย Congo red 0.01 กรัม ในน้าํกลั่น 100 มิลลิเมตร แลวผสมใหเขากนั   

2. สาระละลาย 1 M Sodium Chloride  
ละลาย Sodium chloride 58.44 กรัม ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิเมตร แลวปรับปริมาตรเปน 1 

ลิตร  
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัการวดัแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส 
 
1.    DNS  reagent 
 1.1  เตรียมสารละลาย  NaOH  10 %  ปริมาตร  22  มิลลิลิตร  ใส  phenol   10  กรัม  
จากนั้นเติมน้ําใหครบ  100  มิลลิลิตร  คนใหเขากนั  เทแบงออกมา  96  มิลลิลิตร  เติม  NaOSO3  9.6  
กรัม  คนใหเขากัน 
 1.2  เตรียมสารละลาย  DNS  1 %  ปริมาตร  880  มิลลิลิตร  และเตรียมสารละลาย  
Rochelle  salt  255  กรัม  ดวยสารละลาย  NaOH  4.5 %  ปริมาตร  300  มิลลิลิตร  จากนัน้นาํมาเท
รวมกับสารละลาย  DNS   1 %  คนใหเขากัน 
 1.3  นําสารละลายจากขอ  1.1  และ  1.2  เทรวมกนั  จะได  DNS  reagent  เก็บไวในขวดสี
ชา  แลวแชตูเย็นอยางนอย  1  คืน  จึงนําไปใช 
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2.    0.05  M  Citrate  buffer  pH  4.8 
 ละลาย  Sodium  citrate  ( MW = 210.14  g/mol )  (กรัมตอโมล)  7.6466  กรัม  ในน้าํกลัน่  
990  มิลลิลิตร  แลวเติม  Citric  acid  5.0434  กรัม  ปรับ  pH  ดวย  1  N  HCl  ใหได  4.8  จากนัน้
ปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร  
 
3.    0.025  M  Citrate  buffer  pH  4.5 
 ละลาย  Sodium  citrate  (MW = 210.14 g/mol)  1.2940  กรัม  ในน้ํากลัน่  490  มิลลิลิตร 
 
4.    สารละลาย  Carboxymethyl  cellulose  (CMC)  ความเขมขน  2% 
 ละลาย  CMC  2  กรัม  ดวย  0.05  M  citrate  buffer  แลวปรับปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร  
แลวเติม  Citric  acid  1.6958  กรัม  ปรับ  pH  ดวย  1  N  HCl  ใหได  4.5  จากนัน้ปรับปริมาตรเปน  
1  ลิตร 
 
5.    สารละลาย  Salicin  ความเขมขน  4  มิลลกิรมัตอมิลลลิิตร  
 ละลาย  D-salicin  0.4  กรัม  ดวย  0.025  M  citrate  buffer  ปรับปริมาตรเปน  100  
มิลลิลิตร 
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัการวัดปริมาณโปรตีน 
 
สารละลาย  Biuret  reagent 
 ถาตองการเตรียมสารละลาย  Biuret  reagent  ปริมาตร  500  มิลลิลิตร  ใหละลาย  
CuSO4.5H2O  0.75  กรัม  และ  Rochelle  salt  ( Potassium  sodium  tartrate )  3  กรัม  ในน้ํา
กลั่น  250  มิลลิลิตร  จากนั้นนํามาผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  เขมขน  10 %  ปริมาตร  
150  มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรเปน  500  มิลลิลิตร    
 
การเตรยีมสารเคมีที่ใชในกระบวนการ  SSF 
 
1.    0.04  M  Sodium  acetate  buffer  pH  5.0 
 ชั่ง  Sodium  acetate  0.3456  กรัม  ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร  990  มิลลิลิตร  เติม  Acetic  
acid  (conc.)  ปริมาตร  0.83  มิลลิลิตร  นําไปวัด  pH  แลวปรับ  pH  ใหได  5.0  โดยใช  1 N  
Sodium  hydroxide 
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2.    Normal  saline  0.85% 
 ละลาย  Nacl  8.5  กรัม  ดวยน้ํากลั่น  แลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร 
 
การเตรยีม  DNS  reagent  สําหรับวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือในกระบวนการ  SSF 
 
1.    สารละลาย  Dinitrosalicylic  Acid  Reagent  Solution  1%  ประกอบดวย 
 Dinitrosalicylic  acid      10   กรัม 
 Phenol       2     กรัม 
 Sodium  sulfite    0.5   กรัม 
 Sodium  hydroxide    10  กรัม 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร 
 
2.    สารละลาย  Potassium  sodium  tartrate  solution  40% 
 ละลาย  Potassium  sodium  tartrate  40  กรัม  แลวปรับปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก  ค 
 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 
1. การวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื  (Goering  and  Van  Soest,  

1970) 
1.1 การสกัดดวยสารละลาย  Neutral  detergent 

(1)  นํา  Sintered  glass  crucible  เบอร  1  ขนาด  50  มิลลิลิตร  ไปอบในตูอบแหงที่
อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  แลวนํามาใสใน  desiccator  ทิ้งใหเยน็แลวชั่ง
น้ําหนกั 

(2)  ชั่งตัวอยางที่แหงและบดละเอียดขนาด  20-30  mesh  หรือ  1  มิลลิลิตร  ประมาณ  1  
กรัม  ใสในบีกเกอรทรงสงูขนาด  600  มิลลิลิตร 

(3)  เติมสารละลาย  Neutral  detergent  100  มิลลิลิตร  Sodium  sulfite  0.5  กรัม  และ  
Decahydronaphthalene  2  มิลลิลิตร  นําไป  reflux  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  โดยนบัต้ังแตเร่ิมเดือด 

(4)  ถายสวนผสมที่  reflex  เสร็จแลวลงใน  Sintered  glass  crucible  ที่วางอยูบนชุด
กรอง  ลางตวัอยางใน  crucible  ดวยน้าํรอน  ( 90-100  องศาเซลเซียส )  3-4  คร้ัง  แลวลางดวย  
Acetone  2  คร้ัง  ดูดสารละลายออกดวยเครื่อง  vacuum  pump  จนแหง  จากนั้นนํา  crucible  ไป
อบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง 

(5)  นํา  crucible  ออกมาทิง้ใหเย็นใน  desicator  แลวชั่งน้ําหนกั  น้าํหนักที่เพิ่มข้ึนคือ  
ปริมาณ  Neutral  detergent  fiber  ( NDF ) 

 
วิธีคํานวณ 
 
 % NDF  =  [(น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนัก  NDF)  -  น้ําหนกั  crucible]  х  100 

                                  น้ําหนักตัวอยางพชื   
 

1.2 การสกัดดวยสารละลาย  Acid  detergent 
(1)  นําตวัอยางพืชที่ผานการสกัดดวย  Neutral  detergent  มาถายใสในบีกเกอรเพื่อทาํ

การ  Reflux  ดวย  acid  detergent  โดยเติม  Acid  detergent  10  มิลลิลิตร  และ  
Decahydronaphtalene  2  มิลลิลิตร  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  นับเวลาตั้งแตเร่ิมเดือด   
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(2)  กรองตัวอยางพืชใน  crucible  ใบเดิม  เพื่อลดการสูญเสียตัวอยางใหนอยที่สุด แลว
ลางดวยน้าํรอน  (90-100  องศาเซลเซยีส)  3-4  คร้ัง  แลวลางดวย  80%  Ethanol  2  คร้ัง 

(3)  นํา  crucible  ไปอบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง  จากนัน้
นํามาปลอยใหเยน็ใน  desiccator  แลวชัง่น้าํหนัก  น้ําหนกัที่ไดคือ  น้ําหนกัของ  Acid  detergent  
fiber  (ADF)  น้ําหนกัที่แตกตางระหวาง  NDF  และ  ADF  คือ  น้ําหนักของเฮมิเซลลูโลส 

 
วิธีคํานวณ 
  
 % ADF  =   [(น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนัก  ADF)  -  น้ําหนกั  crucible]  х  100 

                                     น้ําหนกัตัวอยางพืช 
     
                                % Hemicellulose          =          % NDF  -  % ADF   
 
 1.3  การวิเคราะหหา  Permanganate  lignin  (PML) 
                 (1)  เติมสารละลาย  Combined  permanganate  25  มิลลิลิตร  ลงใน  crucible  ที่มี
ตัวอยางซึ่งผานการสกัดดวย  Acid  detergent  แลว  แช  crucible  ลงในถาดทีม่นี้ําเย็นสงู  ประมาณ  
2  เซนติเมตร  คนดวยแทงแกวเพื่อไมใหตวัอยางจับเปนกอน  ทิง้ไว  45  นาท ี โดยคนเปนบางครั้ง  
จากนั้นดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช  vacuum  pump 
                 (2)  เติมสารละลาย  Combined  permanganate  25  มิลลิลิตร  ลงใน  crucible  อีกครั้ง  
ทิ้งไวอีก  45  นาที  แลวดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช  vacuum  pump 
                 (3)  เติมสารละลาย  Demineralizing  ลงใน  crucible  แตละถวย  แชไว  5  นาท ี แลวดูด
สารละลายออกโดยใช  vacuum  pump  ทําซ้าํจนตวัอยางพืชเปนสีขาวภายในเวลา  20  นาที  
จากนั้นลางดวย  80 %  Ethanol  และ  acetone  แลวดูดใหแหงโดยใช  vacuum  pump 
                 (4)  นํา  crucible  ไปอบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง  จากนัน้
นํามาปลอยใหเยน็ใน  desiccator  แลวชัง่น้าํหนัก  น้ําหนกัที่แตกตางกันระหวาง  Acid  detergent  
fiber  ( ADF )  และน้ําหนกัตัวอยางพืชทีผ่านการสกัดลิกนนิออก  คอื  น้าํหนกัของลิกนนิ 
 
วิธีคํานวณ 
 
     % Lignin      =       (A – B)  х  100    

         C 
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โดยที ่ A = น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนัก  ADF 
 B = น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนักตัวอยางพชืที่ผานการสกัดลิกนนิออก 
 C = น้ําหนกัตัวอยางพืช 
 

1.4  การวิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลสดวยการเผาเถา 
        นาํ  crucible  ที่มีตัวอยางพืชซึง่ผานการสกัดลิกนินออกแลวในขอ  1.3  ไปเผาในเครื่อง

เผาเถา  ที่อุณหภูมิ  500  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  จากนัน้นาํออกมาปลอยใหเยน็ใน  
desiccator  แลวชั่งน้ําหนกั  น้ําหนกัที่แตกตางกนัระหวาง  น้ําหนักพืชหลงัการสกัดลิกนนิออก  และ
น้ําหนกัหลงัการเผาเถา  คอื  น้ําหนักเซลลูโลส  สวนน้ําหนกัเถาก็คอื  ผลตางระหวางน้ําหนกัหลังการ
เผาเถาและน้าํหนกั  crucible 

 
วิธีคํานวณ 
 
    % Cellulose =  (B – D)  х  100 

         C 
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ภาคผนวก  ง 
 

การวัดแอคติวิตีของเอนไซม 
 

1.  การวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเอนไซม exoglucanase (1,4-β-D-glucan  cellobiohydrolase, 
[EC 3.2.1.91])  ดวยวธิี  FPU  Assay  (Ghose, 1987) 

วิธีทาํ 
(1)  เติม  0.05  M  sodium  citrate  buffer  pH  4.8  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ลงในหลอด

ทดลองขนาดปริมาตรอยางนอย  25  มิลลิลิตร 
(2)  เตมิเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  (บางตวัอยางอาจตองเจือจางดวย  citrate  buffer  กอน)  แลว

ใสกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  ขนาด  1.0 х 6.0   เซนติเมตร  (น้ําหนกัประมาณ  50  มิลลิกรัม)  
1  ชิ้น 

(3)  นําไปบมใน  water  bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  60  นาท ี
(4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากนั  แลวนาํไปตมในน้าํเดือด  เปน

เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
(5)  เติมน้าํกลัน่หลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex 
(6)  เมื่อกระดาษกรองนอนกนดีแลว  (หลังจากตัง้ทิง้ไวอยางนอย  20  นาท)ี  นําสวนน้าํใสไปวัด

คาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  540  นาโนเมตร  แลวนําคา
การดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมารน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตราฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาคาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 
 
2. การวิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซม  endoglucanase  (1,4-β-D-glucan  4-                   

glucohydrolase [EC 3.2.1.4]) ดวยวธิี Carboxymethyl  Cellulase  Assay  (Ghose, 1987) 
วิธีทาํ 

   (1)  เติม  2%  Carboxymethyl  cellulose  (CMC)  ที่ละลายใน  0.05  M  sodium  citrate  
buffer  pH  4.8  ปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตรอยางนอย  25  มิลลิลิตร 

   (2)  เติมเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  (เจือจางดวย  citrate  buffer  กอน)  เขยาใหเขากัน 
   (3)  นําไปบมใน  water  bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาท ี
   (4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  แลวนาํไปตมในน้ําเดือด  เปน

เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
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   (5)  เติมน้ํากลั่นหลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex  แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร  จากนัน้นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดไปเทียบหาปริมาณน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตรฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาคาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 

 
3.    การวิเคราะหหาแอคติวตีิของเอนไซม  β-glucosidase  (β-D-glucosidase  

glucohydrolase  [ EC 3.2.1.21 ])  (Sternberg,  Vijaykumar,  and  Reese,  1977) 
วิธีทาํ 
    (1)  เติมสารละลาย  salicin  ความเขมขน  4  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ที่ละลายใน  0.025  M  
sodium  citrate  buffer  pH  4.5  ปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตรอยาง
นอย  25  มิลลิลิตร  
    (2)  เติมเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร   เขยาใหเขากนั 
    (3)  นําไปบมใน  water   bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที   
    (4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  แลวนาํไปตมในน้ําเดือด  เปน
เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
    (5)  เติมน้ํากลั่นหลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex  แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร  จากนัน้นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดไปเทียบหาปริมาณน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตราฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 
 
4.  การคาํนวณหาคา  unit  of  enzyme  ตามวธิีการของ  The  International  Union  of   

Biochemistry  (Lehninger,  1982) 
 กําหนดให  1  หนวยของเอนไซม  คือ  ปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตน  ใหเปน
ผลิตภัณฑสุดทาย  1  ไมโครกรัม  ในเวลา  1  นาท ี ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ  นัน่คือ   
1  หนวยของเอนไซม = 1  ไมโครโมลของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน  1  นาท ี
    = 1  ไมโครโมลของกลูโคสทีถ่กูปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี
    = 0.180  มิลลิกรัม  ของกลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี
 5.1  การคํานวณแอคติวิตีของเซลลูเลส 
คาแอคติวิตีของ  exoglucanase  จะไดวา   
ถากลูโคส  0.180  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี มีคา  1  หนวย 
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ถากลูโคส  1.00  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  60  นาท ี มีคา                      1   =   0.093  
    
                                                                                                                                                          (0.180  Х  60) 
หนวย 
เมื่อใชเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  สามารถปลดปลอยกลูโคส  Х  มิลลิกรัม  ใน  60  นาที  มีคาเทากบั Х Х  
0.093  หนวย 
ดังนัน้  เมื่อใชเอนไซม  1.0  มิลลิลิตร  ในสภาวะเดียวกนัจะมีคา  เทากับ  (Х Х  0.093)  หนวย 
                                                                                                                  0.5 
                 หรือ     =      มิลลิกรัมกลูโคส  Х  0.093           หนวย/มล.  (U/ml) 
                                         ปริมาตรของเอนไซม 
ดังนัน้  คาแอคติวิตีของ  endoglucanase  จะไดวา 
ถากลูโคส  0.180  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี มีคา  1  หนวย 
ถากลูโคส  1.00  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  30  นาท ี มีคา                   1    =  0.185      
                                                                                                       (0.180 Х 30) 
หนวย 
เมื่อใชเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  สามารถปลดปลอยกลูโคส  Х  มิลลิกรัม  ใน  30  นาที  มีคา  เทากบั  x 
x 0.185  หนวย 
ดังนัน้  เมื่อใชเอนไซม  1.0  มิลลิลิตร  ในสภาวะเดียวกนั  จะมีคา  เทากับ  (x x 0.185)  หนวย 
                                                                                             0.5  
หรือ       =       มิลลิกรัมกลูโคส  Х  0.185       หนวย/มล.  (U/ml) 
                          ปริมาตรของเอนไซม 
สําหรับคาแอคติวิตีของ  β-glucosidase  คํานวณเชนเดียวกนักับคาแอคติวิตีของ  endoglucanase 
 
6.  การวัดปรมิาณโปรตีนดวยวธิี Biuret Method (Bradford, 1976)   

วิธีทาํ 
(1) เติมเอนไซม 1.0 มิลลิเมตรลงในหลอดทดลอง และเตมิสารละลาย Biuret reagent 4 

มิลลิลิตร (ควรเตรียมใหมทกุครั้ง)  เขยาใหเขากนัดีดวยเครื่อง Vortex ตั้งทิง้ไว  30 นาทีที่
อุณหภูมิหอง   

(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยเขยาใหเขากนัดีดวย
เครื่อง Vortex กอนนาํไปวัดทันที จากนัน้นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกบักราฟ
โปรตีนมาตรฐาน เพื่อคํานวณหาคาปริมาณโปรตีน   
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7. การหาคา Specific activity   
นําคาแอคติวติีของเอนไซมที่คํานวณไดในหนวย หนวยตอมิลลิลิตร มาหารดวยคาปริมาณ

โปรตีนของเอนไซมนัน้คา specific activity  ของเอนไซมจะมหีนวยเปน หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน   
 

8. การหาคา  maximum  specific  growth  rate  สําหรับเชื้อราที่เจรญิเปน  pellet  
(Prosser,1995) 

จากกราฟแสดงการเจริญเตบิโตทียบกบัเวลา  สามารถหาคาคงที่  k  ไดจากสมการ 
   M1/3 = M0

1/3   +    kt .................(1) 
โดยที ่  M       =       น้ําหนักแหงของเสนใยที่เวลา  t  (เวลาที่ใหคาน้ําหนกัแหงสงูสุด      

ในชวง  log  phase) 
           M0         =           น้าํหนักแหงของเสนใยที่เวลาเริ่มตนบมเชื้อ 
 
เมื่อทราบคาคงที่  k  แลว  คํานวณหาคา  w  (ความกวางของชั้นนอกของ  pellet  ที่เปนชั้น

ของ  active  hyphae)  จากสมการ 
 M = M0  +   (4/3 ¶pn)1/3  wµt       ...................(2) 
โดยที่  p = คาคงที่ของความหนาแนนของ  pellet 
          N =          จํานวน  pellet 
          µ  = specific  growth  rate 
แทนคาคงที ่ k = (4/3 ¶pn)1/3  µt     ลงในสมการที ่ 2 
เมื่อทราบคา  w  แลว  คํานวณหาคา  µ  สมการ 
          r              =           r0  +  wµt      ..............(3) 
โดยที่  r   =   รัศมีของ  pellet  ณ  เวลา  t 
           r 0     =   รัศมีของ   pellet  ณ  เวลาเริ่มบมเชื้อ 
 

9. การสรางกราฟมาตรฐานน้ําตาลและโปรตีนสําหรบัวัดแอคติวิตีของเอนไซม  
 

10.1 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส  
วิธีทาํ 

(1) เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสเขมขน  0  0.1   0.2   0.4  0.6  0.8   1.0  1.2  
และ  1.4  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย citrate buffer   
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(2) เติมสารละลาย DNS reagent หลอดละ 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั แลวนาํไปตม
ในน้าํเดือดบน water bath นาน 5 วินาท ี  

(3) ตั้งทิ้งไวใหเย็นในอางน้าํเยน็ จากนั้นเติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสง
ที่ไดมาสรางกราฟน้าํตาลมาตรฐานดังภาพที ่ 25  
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ภาพที ่ 26   กราฟมาตรฐานกลูโคสที่ไดจาก DNS assay เพื่อใชในการคํานวณแอคติวิตีของ
เซลลูเลส   
nm = นาโนเมตร 
     
10.2 การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน   
วิธีทาํ 

(1) เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เขมขน  0  2  4  6  8  และ  
10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดวยน้าํกลัน่   

(2) เติมสารละลาย Biuret reagent ลงไปหลอดละ 4 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันตัง้ทิง้
ไวที่อุณหภูมหิอง 30 นาท ี  

(3) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  โดยเขยาใหเขากัน
ดีดวยเครื่อง Vortex กอนนําไปวัดทันท ี แลวนาํคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน
โปรตีนดังภาพที่ 26  

 



                                                                                                                                                                               

 

87

  

0

1

2

3

4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mg/ml protein

A5
50

 nm

 
    ภาพที ่27  กราฟมาตรฐานโปรตีน เพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธ ีBiuret method  
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ภาคผนวก จ 
 

1.  การสรางกราฟมาตรฐานเอทานอล   
 เตรียมเอทานอลความเขมขน  0.2  0.4   0.6  0.8  และ 1.0% (v/v)  (ปริมาตรตอปริมาตร)
แลวนําไปตรวจสอบความเขมขนดวยเครื่อง Gas Chromatography (GC) นําพืน้ทีใ่ตกราฟที่ไดของแต
ละความเขมขนมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอทานอลและพื้นที่ใตกราฟ 
ดังภาพที่ 27  
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 ภาพที ่28 กราฟมาตรฐานเอทานอล   
 
2.การวัดปรมิาณน้าํตาลรีดิวซในน้ําหนัก (Miller, 1959)   

(1) ปเปตน้ําหมักที่เจือจางแลวปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง  
(2) เติม 1% DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลติร ลงในแตละหลอด เขยาใหเขากนั 
(3) นําไปตมบน Water bath ที่มีน้าํเดือดนาน  5 นาท ี จากนั้นยกลงมาวางในอางน้าํเยน็ 

เพื่อใหเย็นลงที่อุณหภูมหิอง  
(4) เมื่อเย็นแลวเติม  40%  Potassium sodium tartate ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ลงในแตละ

หลอด เขยาใหเขากนั   
(5) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575  นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับ

คาการดูดกลนืแสงในกราฟมาตรฐานที่ใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน แลวคํานวณ
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซออกมาเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือกรัมตอ 100 มิลลิลิตร (% w/v)   

2.1 การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซโดยใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน   



                                                                                                                                                                               

 

89

เตรียมสารละลายกลูโคสความเขมขน  0.2   0.4   0.6  และ  0.8  มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร  แลว
ทําตามวิธีในขอ  2 (1-4)  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  575  นาโนเมตร  นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดมาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ
กลูโคส ดังภาพที ่28 
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ภาพที ่29 กราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซที่ใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน   

 
3.การสรางกราฟมาตรฐานน้ําหนกัเซลลยีสต   

(1) เจือจางเซลลยสีตเขมขนดวย Normal saline เขมขน 0.85%  ใหไดความเขมขนของเซลล
ตาง ๆ กัน นับจํานวนเซลลในแตละความเขมขนโดยใช heamacytometer   

(2) ปเปตเซลลในแตละความเขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง Whatman 
No.1 ที่ชั่งน้ําหนกัแหงไว แลวนาํไปอบในตูอบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา  48  
ชั่วโมง  จากนัน้นาํมาปลอยใหเยน็ใน dessicator ชั่งน้าํหนักแหง เมื่อหักลบน้ําหนกั
กระดาษกรองออกแลว  น้ําหนกัที่ไดคือน้าํหนักเซลลยีสต  

(3) นําคาน้ําหนักที่ไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักแหงของเลลและความ
เขมขนของเซลล (จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร)  ดังภาพที ่ 29 
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ภาพที ่30  กราฟมาตรฐานน้ําหนกัแหงของยีสต K.  thermotolerans ที่เลีย้งในอาหารสูตร YMB 
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ภาคผนวก  ฉ 
 

1.  การนับจาํนวนเซลลยสีตดวยวิธ ีDirect Microscopic Count โดยใช Haemacytometer   
Haemacytometer  เปนอปุกรณที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด  แตสามารถนํามาประยกุตใชในการ

นับสปอรของราหรือจํานวนเซลลจุลินทรีพยได  Haemacytometer เปน สไลดมีชองแบงไวเปนตาราง  
เมื่อปดดวย cover glass ซึ่งใชเฉพาะกับอุปกรณนี้จะทําใหมีความลึกระหวางตวัสไลดกับ cover 
glass  ทําใหบรรจุของเหลวซึ่งมีตวัอยางที่ตองการนับจํานวนไวได ขีดแบงจะแบงออกเปนชองสี่เหลี่ยม
จัตุรัส  25 ชอง  แตละชองมขีนาด  0.2 × 0.2  ตารางมลิลิเมตร  ซึง่ภายในแตละชองใหญจะแบงยอย
ออกเปน 16 ชองเล็ก แตละชองมีขนาด 0.05 × 0.05 ตารางมิลลิเมตร ดังนั้นเมือ่ปดทับสไลดดวย 
cover glass  ซึ่งใชเฉพาะกบัอุปกรณนี้  ของเหลวที่บรรจุอยูจึงมีปริมาตรเทากับ  0.00025 ลูกบาศก
มิลลิเมตร            

 
ในการนับจํานวนเซลลควรเจอืจางเซลลใหมีปริมาณที่สามารถนบัไดสะดวกและแมนยําไมเจือ

จางหรือหนาเกินจนเกนิไป  ในการนับใหหยดน้าํตัวอยางที่ตองการนับจํานวนเซลลลงบน 
Haemacytometer แลวปดทับดวย cover glass จากนัน้นําไปตรวจนับภายใตกลองจุลทรรศนถานับ
จากชองใหญควรนับอยางนอย  5  ชอง   

วิธีการคํานวณ 
ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)     =   0.1 ลูกลาศกมิลลิเมตร 
สมมติคาเฉลีย่จํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ  = X เซลล 
สมมติคาเฉลีย่จํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก  = Y เซลล 
นั่นคือ     X = 16Y เซลล 
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ดังนัน้ 
ใน 0.1 ลบ.มม.มีจาํนวนเซลลทั้งหมด   X × 25  หรือ Y × 16 × 25        เซลล  
ใน 1.0  ลบ.มม. มจีํานวนเซลลทั้งหมด X × 25 × 10  หรือ Y × 16 × 25 × 10 เซลล 
ใน 1  ลบ.ซม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด X × 25 × 10 × 1000 หรือ Y × 16 × 25 × 10 × 1000 
เซลล  
หรือเทากับ  X × 25 × 104 หรือ  4Y × 106  เซลลตอมิลลิเมตร   
 
2.  การคํานวณหาปริมาณแอลกอฮอล  
 นําคา  area  ที่ไดจากการวัดแอลกอฮอลดวยเครื่อง  gas  liquid  chromatograph  ไป
คํานวณหาคาปริมาณของแอลกอฮอล  จากกราฟมาตราฐาน  (รูปที่  24)  ผลที่ไดมีหนวยเปน
เปอรเซ็นต  นัน่คือ  มีปริมาณแอลกอฮอล  x กรัม  ในสารละลาย  100  มิลลิลิตร  หรือถาตองการคิด
ใหมีหนวย  กรัมแอลกอฮอลตอกรัมสับสเตรท  (ก./ก.) 
 

ปริมาณแอลกอฮอล  (ก./ 100 มล.)                  =               ก./ก.    
                              ปริมาณของสับสเตรทที่ใช  (ก.) 

 
3.  การคํานวณ  % Conversion   
 คํานวณความเขมขนของแอลกอฮอลใหเปนความหนาแนน  โดยเทียบกับ  absolute  alcohol  
แลวคิดเทียบตอ  1  กรัมสับสเตรท 
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ภาคผนวก  ช 
 

ตารางสถิติ 
 

1=Leaves-Srilangka-10, 2=Soil-Srilangka-1, 3=Leaves-Songkla-1, 4=Soil-Songkla-1, 5=Leaves-Surathanee-14, 6=Soil-Surathanee-18 
 
    คาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
 

    Subset  for  alpha = .05     
Isolate N d c b a 

Duncan         5 9 0.0296       
3 9 0.0398       
2 9   0.0894     
6 9   0.0910     
1 9     0.1187   
4 9       0.2447 

Sig.   0.3859 0.8946 1.0000 1.0000 
 
 คาแอคติวิตีจําเพาะของ endoglucanase ที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียส 
 

    Subset  for  alpha = .05   
   Isolate N d c b a 
Duncan      5 9 0.2131       

3 9   0.5796     
6 9   0.6430     
2 9   0.6554     
4 9   0.7790 0.7790   
1 9       1.3236 

Sig.   1.0000 0.1551 0.1309 1.0000    
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คาแอคติวิตีจําเพาะของ β-glucosidase ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
       

    
Subset for alpha = .05 
   

  Isolate       N c b a  
Duncan    3 9 0.0000      

6 9 0.0000      
1 9 0.0026      
2 9   0.0726    
4 9     0.1252  
5 9     0.1337  

Sig.   0.8538 1.0000 0.5284  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่อุณหภูมิ 30-35-40 องศาเซลเซียส 
      

    
 Subset for alpha = .05 
    

  Isolate       N c b a  
Duncan    2 9 0.0460      

3 9   0.1101    
1 9     0.2447  

Sig.   1.0000 1.0000 1.0000  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ endoglucanase ที่อุณหภูมิ 30-35-40 องศาเซลเซียส 
       
     Subset for alpha = .05    
  Isolate N b a    
Duncan    2 9 0.7600      

1 9 0.7790      
3 9   1.2494    

Sig.   0.9049 1.0000    
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ β-glucosidase ที่อุณหภูมิ 30-35-40 องศาเซลเซียส 
       
     Subset for alpha = .05    
  Isolate N b a    
Duncan    1 9 0.1252      

2 9 0.2977      
3 9   0.5788    

Sig.   0.1519 1.0000    
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คาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่ pH 4-5-6-7   
        
     Subset for alpha = .05    
   Isolate N b a    
Duncan    3 9 1.1670      
               4 9 1.1968      
               1 9 1.2557      
                2 9   1.6575    

Sig.  0.4764 1.0000    
  
คาแอคติวิตีจําเพาะของ endoglucanase ที่ pH 4-5-6-7   
       
     Subset for alpha = .05    
   Isolate N b a    
Duncan     3 9 1.1670      

4 9 1.1968      
1 9 1.2557      
2 9   1.6575    

Sig.   0.4764 1.0000    
       
คาแอคติวิตีจําเพาะของ   β    glucosidase ที่  pH  4-5-6-7    
       
     Subset for alpha = .05    

Isolate N b a    
Duncan     4 9 0.1442      

2 9   0.1983    
3 9   0.1984    
1 9   0.2050    

Sig.   1.0000 0.7700    
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คาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่ 3-5-7-9-11-13 วัน 
       
    Subset for alpha = .05   
   Isolate N c b a   
Duncan     2 9 0.0693       

6 9 0.0812 0.0812     
5 9 0.0827 0.0827     
4 9   0.0955 0.0955   
1 9     0.1015   
3 9     0.1101   

Sig.   0.1387 0.1146 0.1091  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ที่ 3-5-7-9-11-13  วัน 
 

        Subset for alpha = .05  
  Isolate        N d c b a 
Duncan        1 9 0.7790       

2 9   1.5915     
6 9   1.6202     
3 9   1.6575 1.6575   
4 9     1.8585 1.8585 
5 9       1.8916 

Sig.  1 0.5681 0.0678 0.7596 
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ    β-glucosidase ที่ 3-5-7-9-11-13 วัน 1  

 
    Subset for alpha = .05    
   Isolate        N d c b a 
Duncan        1 9 0.1573       

3 9 0.1983       
2 9   0.3474     
4 9     0.6533   
6 9     0.6597   
5 9       0.7888 

Sig.   0.2708 1.0000 0.8617 1.0000 
 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 9.000. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวอรุณวรรณ   นุชพวง เกิดเมื่อวันที่ 13 พฤษภาคม 2522 ที่จังหวัดพิษณุโลก 
สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป
การศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาพฤกษศาสตร  ภาควิชา 
พฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2544  สําเร็จการศึกษา 
ในปการศึกษา 2547 
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