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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

 พืชโดยทั่วไปมอีงคประกอบหลักของชวีมวล  (biomass) คือ เซลลูโลส (cellulose)          
เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนนิ (lignin) ซึ่งรวมเรียกวา ลิกโนเซลลูโลส                
(lignocellulose)  โดยมีปริมาณเซลลูโลสมากที่สุด  ประมาณ  40-80%  (เปอรเซ็นต)  รองลงมา
คือ  เฮมิเซลลโูลส  มีอยูประมาณ  10-40%  และลิกนนิมีอยูประมาณ  5-25%  โดยน้ําหนักแหง  
(Eriksson,  Blanchette, and   Ander,  1990)  และมีองคประกอบอืน่ ๆ  อีก  ประกอบดวยสารที่
สามารถสกัดได  (extractives)  ไดแก  ไขมัน  (fats)  น้ํามนั  (oils)  โปรตีน  (protein)  และเถา  
(ash)  (Himmel,  Baker,  and  Overend,  1994)    
 เซลลูโลสเปนสารประกอบอนิทรียที่สําคัญของโลก  ซึ่งอยูในผนังเซลลพืชและเปน
สวนประกอบสําคัญของไม  (wood)  ใยฝาย  และพืชทีม่ีการเจรญิเติบโตรวดเร็ว  เชน  หญา    
เซลลูโลสเปนวัตถุดิบที่สามารถหมนุเวียนกลับมาใชใหมได  (renewable  resource)    เพราะพชื
เปนทรพัยากรธรรมชาติที่สามารถปลูกทดแทนได   เปนแหลงวัตถุดบิในการผลิตกระดาษ  สิ่งทอ  
และผลิตภัณฑสังเคราะห  อีกทัง้เซลลูโลสยังเปนวัตถดุิบที่สามารถใชในกระบวนการหมัก  เพือ่
ผลิตอาหารและเชื้อเพลงิดวย  (Uhlig,  and  Linsmaier-Bednar,  1998 ;  Aldridge,  2000) 
 หญาแฝกหอม  (Vetiveria  zizanioides  Nash)  เปนพชืที่ปลูกอยางแพรหลายและมีการ
สงเสริมใหปลูกเพื่อประโยชนในการอนุรักษดินและน้าํเปนสําคัญ  (ราเชนทร  ถิรพร,  2537)  และ
หากมีการตัดใบหญาแฝกหอมในชวงของการเจริญเติบโตทางลาํตน  จะทําใหตนหญาแฝกหอม
เจริญเติบโตดีขึ้น  ใบหญาแฝกหอมที่ถูกตดัทิ้งจึงเปนวสัดุเหลือทิง้ทางการเกษตร  ซึ่งเปนแหลง
เซลลูโลสทีน่าสนใจที่สามารถนํามาใชเปนวัตถุดิบในการผลิตเชื้อเพลิงเอทานอลได 
 เอทานอล  (ethanol)  หรือ  ไบโอเอทานอล  (bioethanol)  หรือ  เอทิลแอลกอฮอล        
(ethyl  alcohol)  เปนเชื้อเพลิงสะอาด  (Varma,  and  Behera, 2003)  ที่สามารถใชแทนน้ํามนั 
ปโตรเลียม  ซึง่เปนเชื้อเพลงิที่กอใหเกิดมลภาวะทางอากาศ  และมีปริมาณลดนอยลงทกุขณะตาม
การนาํมาใช  เพื่อแกปญหาของวกิฤติราคาน้ํามันที่สูงขึ้นในปจจุบนั  เนื่องจากเอทานอลมีราคาที่
ต่ํากวา  (Bothast, Nichols,  and  Dien, 1999)  ซึ่งเทคโนโลยกีารหมกัเอทานอลนัน้  จะใช
วัตถุดิบต้ังตนที่สําคัญ  คือ  เซลลูโลส  น้ําตาล  หรือ  แปง  (Varma,  and  Behera, 2003) 
 เชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดมีทัง้ที่อยูในดินและอยูกับพืช  จึงมีแนวทางในการ
คัดแยกเชื้อราที่สามารถผลติเซลลูเลสไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอม  และจากใบแหง
ของหญาแฝกหอม  ซึง่ในประเทศไทยเคยมีรายงานถึงการคัดแยกเชื้อราที่สามารถผลิตเซลลูเลสได
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จากปานศรนารายณ  ใน  3  จังหวัด  พบเชื้อรา  52  สายพนัธุ  และเมื่อตรวจระบุพบวาเชื้อราที่มี
กิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสสงูที่สุด  คอืเชื้อรา  Acrophialophora  sp.                     
(Punnapayak, Kuhirun,  and  Thanonkeo,  1999)  และสําหรับการเปลีย่นเซลลูโลสเปน         
เอทานอลโดยใชเชื้อรารวมกบัยีสตที่เหมาะสมนัน้  คือกระบวนการยอยสลายพรอมกับการหมกั  
ซึ่งเรียกวา  กระบวนการ  simultaneous  saccharification  and  fermentation  (SSF)  
(Punnapayak,  and  Emert,  1986)  และเพื่อเพิม่มลูคาของทรัพยากรที่มีอยู  จึงใชใบแหงหญา
แฝกหอมเปนแหลงวัตถุดิบดวย 
 
วัตถุประสงค 
 เพื่อทาํการคัดแยกเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลส  และแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  
จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมและใบแหงของหญาแฝกหอม  แลวนํามาใชรวมกับยีสตใน
กระบวนการยอยสลายพรอมกับการหมักเพื่อผลิตเอทานอล  โดยใชวัตถุดิบเปนใบแหงของหญา
แฝกหอม 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 ทราบถงึภาวะและวิธีการหมกัที่ใชใบหญาแฝกหอมเปนวัตถุดิบ  โดยใชเชื้อราที่คัดแยกได
และยีสตเพื่อผลิตเอทานอลแบบ  SSF  ซึ่งอาจนาํไปใชใหเกิดประโยชนในดานอุตสาหกรรมตอไป 
 
ขอบเขตของงานวจิัย 
 งานวิจยันี้มจีดุประสงคเพื่อคัดแยกเชื้อราที่มีแอคติวิตีจาํเพาะสงูที่สุด  จากผิวดนิบริเวณ
ใตกอหญาแฝกหอมและใบแหงของหญาแฝกหอม  และตรวจระบุเชือ้ราที่คัดแยกไดนี้ในระดับจนีัส  
(genus)  โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวทิยา  แลวผลิตเอนไซมเพื่อใชในการยอยสลายใบแหง
ของหญาแฝกหอมซึ่งเปนแหลงเซลลูโลส  เพื่อใหไดผลิตภัณฑเปนกลูโคสที่สามารถถูกเปลีย่นเปน     
เอทานอลไดโดยใชยีสตในกระบวนการหมกัแบบ  SSF  อีกทั้งยงัศกึษาถึงปริมาณองคประกอบ
สําคัญของชีวมวลของหญาแฝกหอม  คือ  เซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  อีกดวย 
 































บทที่  3 
 

วัสดุอุปกรณ  เคมีภัณฑ  และวิธีดําเนินการวิจัย 
 

วัสดุอุปกรณ 
 

1. เครื่องชั่ง  2  ตําแหนง  (Model  BL610,  Sartorius,  Germany) 
2. เครื่องชั่ง  4  ตําแหนง  (Model  TC-205,  Denver  Instrument  Company) 
3. กลองจุลทรรศน  (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. เครื่องปนเหวีย่ง  (centrifuge)  แบบควบคุมอุณหภูมิ  (Model  Universal  32R,  

Hettich,  Germany) 
8. เครื่องปนเหวีย่ง  (centrifuge)  แบบควบคุมอุณหภูมิ  (Model  B-22M,  Thermo  

IEC,  International  Equipment  Company,  USA) 
9. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer)  (Model  NovaSpec  4049,  

LKB  Biochrom,  England) 
10. เครื่องวัดความเปนกรดดาง  (pH  meter)  (Model  PP–50,  Sartorius,  

Germany) 
11. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ  (water  bath)  (Heto,  Heto–Holten,  Den  Mark) 
12. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (controlled  environmental  incubator  

shaker,  Model  G25,  New  Brunswick  Scientific  Co.  Inc.,  USA) 
13. เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  (Incubator  shaker,  Lab – Line) 
14. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (model  U50  790,  387,  Memmert) 
15. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (Binder) 
16. ตูอบความรอนสูง  (Hot  Air  Oven)  (Fisher  Scienctific) 
17. เตาเผาเถา  (Muffle  Furnace)  (Fisher  Scienctific) 
18. หมอนึง่ความดันไอ  (autoclave)  (Ta  Chang,  Taichang,  Taiwan) 
19. หมอนึง่ความดันไอ  (autoclave)  (TC-459,  Gemmy  Industrail  Corp,  Taiwan) 
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20. ตูถายเชื้อ  (laminar  flow)  (Model  B∀T123,  Issco) 
21. ตูถายเชื้อ  (laminar  flow)  (Model,  Clean) 
22. เครื่อง  Gas  liquid  Chromatography  (Model  7AG,  Shimadzu)  แบบ  

ionization  detector  โดยใช  Parapak  Q  column 
 

เคมีภัณฑสาํหรับการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชวีมวลพืช 
 
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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เคมีภัณฑสาํหรับการเลีย้งเชื้อราและยีสตและการผลิตเอนไซม 
 

1. วุนผง 
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) 

 
เคมีภัณฑสาํหรับการวัดปริมาณเอนไซมและโปรตีน 
 

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 
 
เคมีภัณฑสาํหรับการเตรยีมบัฟเฟอร 
 
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. การเก็บตัวอยางหญาแฝกหอม 
เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม  3  อีโคไทป  คือ  อีโคไทปสุราษฏธานี  อีโคไทป

สงขลา  3  อีโคไทปศรีลังกา  พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละ          
อีโคไทป 

 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได 
 2.1  การคัดแยกขั้นที่ 1 
 นําตัวอยางมาตัวอยางละ  10  กรัม  ใสในน้าํกลัน่  100  มิลลิลิตรที่ผานการฆาเชื้อแลว  
และเขยาใหเขากัน  2  นาท ี  หลงัจากนัน้ดูดมา  1  มิลลิลิตร  ใสในอาหารสูตร  Czapex’s  dox  
medium  (ภาคผนวก  ก)  100  มิลลิลติร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากัน  
แลวใสแหลงคารบอนซึ่งเปนกระดาษกรอง  Whatman  เบอร  1  ขนาด  2.0 х 10.0  เซนติเมตร  ที่
ผานการฆาเชือ้แลวโดยการนึ่งดวยไอน้าํ  แลวนําไปบมที่อุณหภูมหิอง  (30  องศาเซลเซียส)  เปน
เวลา  7  วัน  และแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ในอาหาร  Potato  Dextrose  Agar  (PDA)  (ภาคผนวก  ก)  
ตามวิธีของ  Mandel  และ  Sternberg  (1976) 
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2.2 การคัดแยกขั้นที ่ 2 
ถายเชื้อมาเลีย้งในอาหารสตูร  Carboxymethyl  Cellulose (CMC) Agar  (ภาคผนวก ก)  

ตามวิธีของ  Hankin  และ  Anagnostakis  (1977)  แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา  3  วนั  
จากนั้นนํามาราดทับดวย  Congo  red  ที่มีความเขมขน  0.01  เปอรเซ็นต  (ภาคผนวก  ข)  แลว
ลางดวย  โซเดียมคลอไรด  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร  (ภาคผนวก  ข)  หลังจากนั้นเก็บเชื้อราที่ให
บริเวณใสที่ดทีี่สุดของแตละตัวอยางไวเพื่อทาํการคัดแยกขั้นที ่ 3  ตอไป 

2.3 การคัดแยกขั้นที ่ 3 
นําเชื้อราที่มีบริเวณใสที่ดีที่สดุของแตละตัวอยางที่ไดจากการคัดแยกขั้นที ่  2  มาผลิต

เอนไซมเซลลูเลส  ตามวิธีของ  Punnapayak  และ  Emert  (1986)  ในอาหารสูตร  production  
medium  (ภาคผนวก  ก)  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ที่บรรจุอยูในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ที่
อุณหภูมิหอง  (30  องศาเซลเซียส)  คาความเปนกรดดาง  (pH)  เทากับ  5  เปนเวลา  7  วัน  ที่
สภาวะเขยาความเรว็  150  รอบตอนาท ี  (rpm)  การเตรียมหวัเชือ้ใช  cork  borer  ขนาด        
เสนผานศูนยกลาง  1  เซนติเมตร  เจาะปลายเสนใย  จํานวน  5  ชิ้น  ใสลง  และเก็บน้าํใสของ
เอนไซมเซลลูเลสที่อยูในอาหาร  (crude  enzyme)  โดยวิธ ี  centrifuge  ที่ความเร็วรอบ  8000  
รอบตอนาท ี  มาวเิคราะหประสิทธภิาพการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส  โดยวัดแอคติวิต ี 
(activity)  ของเอนไซม  exoglucanase  และเอนไซม  endoglucanase  ตามวธิขีอง  Ghose  
(1987)  และวัดแอคติวิตี  (activity)  ของเอนไซม  β - glucosidase  ตามวธิีของ  Sternberg  
Vijayakumar  และ  Reese  (1977)  (ภาคผนวก  ง)  และวิเคราะหหาปริมาณโปรตีน  ตามวิธีของ  
Bradford  assay (ภาคผนวก ง)  คัดเลือกเชื้อราสายพันธุ  ที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สุดไวเพื่อใช
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 
3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 นําเชื้อราที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สุด  มาทาํการจัดจําแนกในระดบัจีนัส  โดยทําการ
เลี้ยงเชื้อราในอาหารสูตร  PDA  ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาของเชื้อราภายใตกลองจุลทรรศน
ชนิดใชแสงดวยเทคนิคการทาํสไลดแบบ  Slide  culture  technique  ตามวิธีของ  Barnett  และ  
Hunter  (1972)  Klich  และ  Pitt  (1988)  และ  Sutton  (1964) 
 
4.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 นําเชื้อราที่มีคากิจกรรมการทํางานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงูทีสุ่ดจากขอ  2.3  มา
เลี้ยงในอาหารสูตร  PDA  ในจานเลีย้งเชื้อที่อุณหภูมหิอง  (30  องศาเซลเซยีส)  คาความเปน   
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กรดดางเทากบั  5  เปนเวลา  7  วัน  จากนั้นนาํมาถายเชื้อลงในอาหารสูตร  Production  
medium  ที่มปีริมาตร  100  มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  เพื่อผลิตเอนไซม  โดย
เจาะชิน้วุนบริเวณที่มีปลายเสนใยอยู  ดวย  cork  borer  ขนาดเสนผานศนูยกลาง  1  เซนติเมตร  
จํานวน  5  ชิ้น  จากนัน้นาํไปบมในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  
และทําการแปรผันอุณหภูมิการบมอาหารเลี้ยงเชื้อ  ที่อุณหภูมิ  30  35  และ  40  องศาเซลเซียส  
ตามลําดับ  คาความเปนกรดดางเทากับ  5  เปนเวลา  7  วัน 
 เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงู
ที่สุด  และทําการเปรียบเทยีบกันของอุณหภูมิที่  30  35  และ  40  องศาเซลเซยีส  เพื่อเลือก
อุณหภูมิที่ใหผลดีที่สุดไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 
 4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
 ทําการเลี้ยงเชือ้ราจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  เปนเวลา  7  วัน  แลวทาํการทดลอง
เชนเดียวกับขอ  4.1  บมเชื้อที่อุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  ซึง่เปนอุณหภูมทิีใ่หคาแอคติวติี
จําเพาะสงูที่สดุ  และทําการ    แปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  4  5  6  และ  
7  เปนเวลา  7  วัน  ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิความเร็วรอบ 150  รอบตอนาท ี
 เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะสงู
ที่สุด  ที่ไดจากการเปรียบเทียบกนัของคาความเปนกรดดางที ่ 4  5  6  และ  7  เพื่อเลือกคาความ
เปนกรดดางทีใ่หผลดีที่สุดไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

4.3 หาระยะเวลาเหมาะสม 
ทําการเลี้ยงเชือ้ราจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  เปนเวลา  7  วัน  แลวทาํการทดลอง

เชนเดียวกับขอ  4.2  การหาอุณหภูมิที่เหมาะสม  โดยใชอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  และคา
ความเปนกรดดาง  pH 5  ที่ทําใหคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  และแปรผันจํานวนวนัที่ใชในการ
เพาะเลี้ยงเชื้อดังนี้คือ  3  5  9  11  และ  13  วัน  ตามลําดับ  ในตูเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ
ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  

เก็บผลการทดลองและวิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  ที่ไดจากการเปรียบเทยีบ
กันของจาํนวนวนัที ่  3  5  7  9  11  และ  13  วัน  เพื่อเลือกระยะเวลาที่ใหผลดทีี่สุดไวใชในการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 

 
5.  ศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อราเพื่อใชผลิตหวัเชื้อในอาหารเหลว 
 โดยทาํการเลีย้งเชื้อราที่คัดแยกไดจากขอ  2.3  ในอาหารสูตร  PDA  ที่อุณหภูมิหอง        
(30  องศาเซลเซียส)  เปนเวลา  7  วัน  แลวนาํมาถายเชื้อลงในอาหารเหลวสูตร  Potato  
Dextrose  Broth  (PDB)  โดยเจาะชิ้นวุนบริเวณที่มีปลายเสนใยเจรญิอยูบน  PDA  ดวย  cork  
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borer  เสนผานศูนยกลางขนาด  1  เซนติเมตร  จํานวน  5  ชิ้น  ใสในอาหารสูตร  PDB  ปริมาตร  
100  มิลลิลิตร  ในฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  จากนัน้นาํไปบมเชื้อในเครื่องเขยาแบบควบคมุ
อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  ทีม่ีความเรว็รอบ  150  รอบตอนาท ี เปนเวลา  8  วนั 
 เก็บผลทกุ  2  วัน  นํามากรองผานกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  เอาแตเสนใยและ
ลางเสนใยดวย  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v)  แลวนําไปอบแหงที่อุณหภูมิ  60       
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  48  ชั่วโมง  แลวนาํคาน้ําหนกัแหงของเสนใยที่ไดมาสรางกราฟแสดง
การเจริญเติบโตเทียบกับเวลา   
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6.  การหาปรมิาณองคประกอบของชวีมวลพืช 
ทําการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวล ไดแก ปริมาณเซลลูโลส                  

เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  ของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  ทัง้กอนทาํการ  pretreatment  
และหลังทําการ  pretreatment  ตามวธิีของ  Goering  และ  Van  Soest  (1970)  (ภาคผนวก  ค)  
ซึ่งมีขั้นตอนโดยยอดังภาพที ่ 7  

 
  ตัวอยางพืช 

 
สกัดดวยสารละลาย  Neutral  detergent 

 
      โปรตีนและสิง่เจือปน 

 
สกัดดวยสารละลาย  acid  detergent 

 
      เฮมิเซลลูโลส 

 
วิเคราะหหา  Permanganate  lignin  ( PML ) 

                                     
                                          ลิกนนิ 

 
เผาเถา 

 
             เซลลูโลส 

 
เถา 

 
ภาพที ่ 7  ข้ันตอนโดยยอในการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื 
 
7.  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต 
 ยีสตที่ใชในการทดลองคือ  Kluyveromyces  thermotolerans  ซึ่งไดรับจาก
หองปฏิบัติการ  Plant  Biomass  Utilization  ภาควิชาพฤกษศาสตร  คณะวิทยาศาสตร  
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จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ศึกษาการเจรญิของยีสตในอาหารสูตร  Yeast  Malt  Broth  (YMB)     
(ภาคผนวก  ก)  โดยเขี่ยเชือ้  ถายลงในอาหารเหลวสตูร  YMB  ปริมาณ  100  มิลลิลิตร  นําไป
เลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส      (อุณหภูมิหอง)  
ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  เพื่อใชเปนหวัเชื้อเมื่อยีสตเจริญจนมีความเขมขนของเซลล  107  

เซลลตอมิลลิลิตร  จงึถายเชื้อลงในอาหารสูตรเดียวกันโดยใชหัวเชื้อปริมาตร  5%  (v/v)  จากนั้น
นําไปเลี้ยงในภาวะเดียวกนั 
 เก็บตัวอยางทกุ  6  ชั่วโมง  เปนเวลา  36  ชั่วโมง  นํามา  centrifuge  เพื่อเอาน้าํใส
สวนบน  (supernatant)  ทิง้  และกรองเอาแตเซลลโดยใชกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  ลาง
เซลลดวย  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v)  แลวนาํไปอบที่อุณหภูมิ  60  องศาเซลเซยีส  
จนน้าํหนักแหงคงที่  เพื่อหาน้าํหนักแหง  แลวนําคาน้ําหนกัแหงของเซลลที่ไดมาสรางกราฟการ
เจริญเติบโตเทียบกับเวลา  (ภาคผนวก  จ) 
 
8.  การหมักและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  saccharification  and  
fermentation,  SSF) 
 8.1  การผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 ทําการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในระดับฟลาสกขนาด  1,000  มิลลิลิตร  (1  ลิตร)  โดยใช
สปอรของเชื้อราเปน  seed  แทนการใชชิ้นวุนที่มีปลายเสนใยเจรญิอยู เนื่องจากตองใชหัวเชื้อ
ปริมาณมาก  และ  seed  ที่ใชจะมีชวงการเจริญอยูในชวงกลางถึงปลาย  log  phase  (ผลการ
ทดลองจากขอ  5)  ปริมาตร  10%  (v/v)  บมเชื้อในอาหารสูตร  Production  medium  ที่  150  
รอบตอนาท ี และใชภาวะตาง ๆ  ตามผลการทดลองขอ  4 
       8.2  การปรับสภาพพืช 

ทําการปรับสภาพพืชดวยวธิีทางกายภาพและทางเคม ี  การปรับสภาพดวยวิธทีาง
กายภาพทําไดโดยนําตวัอยางหญาแฝกแตละอีโคไทปมาตัดใหเปนชิ้น ๆ  ขนาดยาวประมาณ  1  
นิ้ว  แลวนาํไปปนตัดดวยเครื่องปนตัดพอลิเมอร  จากนัน้นาํมาปรับสภาพดวยวธิีทางเคมีตามวิธี
ของ  Punnapayak  และ  Hoffmann  (1994)  โดยแชในสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซม  10%     
(w/v)  ในอัตราสวน  2 : 1  (สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซม : ตัวอยางพืช)  ที่อุณหภูมิ  60     
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  2  ชั่วโมง  จากนั้นนํามาลางดวยน้าํประปาที่ไหลผานจนกระทัง่มคีา  
pH  เทากับ  7.0  หลังจากนัน้เก็บตัวอยางที่ผานการปรับสภาพแลวใน  0.04 M  sodium  acetate  
buffer  pH  5.0  แลวแชในตูเย็นอยางนอย  1  คืนกอนมาใชในการหมักตัวอยางพชืที่ผานการปรับ
สภาพแลวใหนํามาวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบชีวมวล  ไดแก  เซลลูโลส  เฮมเิซลลูโลส  และ
ลิกนนิ 
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8.3 การเตรียมหัวเชื้อยีสต 
เลี้ยงยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans  ในอาหารสูตร  YMB  โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ

ลงในอาหารเหลวสูตร  YMB  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  นําไปเลี้ยงในเครื่องเขยาแบบควบคุม
อุณหภูมิ  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  ความเร็วรอบ  150  รอบตอนาที  เพือ่ใชเปนหวัเชือ้
เร่ิมตน  เมื่อยสีตเจริญจนเขาสูภาวะที่มีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุดที่  6  ชั่วโมง  (ผลการทดลอง
จากขอ  7)  ใหถายเชื้อลงในอาหารสูตรเดิมแตขยายขนาดการผลิตเปนระดับ ฟลาสกขนาด  1  
ลิตร  ซึ่งมีอาหารเลี้ยงเชื้อ  400  ml  แลวเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  6  
ชั่วโมง  เขยาที่  150  rpm  โดยใชเชื้อปริมาตร  5%  (v/v)  นํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ  5000  
รอบตอนาที  เพื่อแยกเอาแตเซลล  ลางเซลลโดยการปนเหวีย่ง  2  คร้ัง  ดวย  0.04  M  sodium  
acetate  buffer  pH  5.0  หรือ  normal  saline  เขมขน  0.85%  (w/v) เมื่อไดเซลลยีสตแลวให
นํามาเจือจางดวยอาหารสูตร  PDB  นบัจํานวนเซลลจนไดความเขมขน  1 х 109  เซลลตอ
มิลลิลิตร  ซึ่งเปนความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการหมักแบบ  SSF  ตามวิธีของ  Punnapayak  
Kuhirun  และ  Thanonkeo  (1999) 

8.4  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร       
ชั่งหญาแฝกหอมแตละอีโคไทปที่ผานการปรับสภาพแลว  3  กรัม  (น้ําหนกัแหง)  ใสใน 

ฟลาสกขนาด  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  จากนัน้นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งไอน้ํา  ที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  ความดัน  
15  ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา  15  นาท ี  เมื่อเย็นลงที่อุณหภูมิหองแลวนาํมาเติมเอนไซม    
เซลลูเลส  75  มิลลิลิตร  และเติมยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans   ที่อยูในอาหารสูตร  
PDB  และมีความเขมขนของจํานวนเซลล  1 х 109   ปริมาตร  10  มลิลิลิตร  ปดปากฟลาสกดวย
อะลูมินัมฟอยดและรัดยาง  เพื่อปองกันไมใหอากาศเขาได  แลวนาํไปบมทีอุ่ณหภูมิ  40        
องศาเซลเซยีสที่เอนไซมเซลลูเลสมีแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุด  (ผลการทดลองจากขอ 4)  และยีสต
สามารถทนได  ความเรว็รอบในการเขยา  125  รอบตอนาที  (เพื่อใหสวนประกอบตาง ๆ    เขากนั
ไดดี) 

เก็บผลการทดลองในวนัที่  0  1  2  3  4  5  6  และ  7  แลวนํามาวัดคา  pH  และนับ
จํานวนเซลล  จากนัน้นํามาปนเหวีย่ง  ที่ความเร็วรอบ  5000  รอบตอนาท ี  อุณหภูม ิ  4         
องศาเซลเซลเซียส  เพื่อนาํสวนน้ําใสมาวเิคราะหหาปรมิาตรเอทานอลดวยเครื่อง  Gas  liquid  
chromatography  (GC)   โดยใช  Parapak  Q  column  แบบ  ionization  detector  แลวนํา
พื้นที่ใตกราฟที่ไดมาเทียบกบักราฟมาตรฐานเอทานอล  และวัดปริมาณ  reducing  sugar  โดย
วิธี  DNS  Assay   
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9.  การวิเคราะหหาผลทางสถิติ 
 ทุกการทดลองถูกออกแบบการทดลองแบบ  Complete  Randomized  Design  (CRD)  
นําขอมูลที่ไดจากการทดลองซึ่งทํา  3  ซ้ํา  มาวิเคราะหหาผลดวยโปรแกรม  SPSS  เพื่อ
เปรียบเทยีบความแตกตางของขอมูลโดยใชคานัยสาํคัญที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  พรอมทั้ง
เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของขอมูลดวยคา  LSD  (Least  Significant  Difference)  Homogeneous  
subsets   (Duncan) 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

1.  การเก็บตัวอยาง  
เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม  3  อีโคไทป  คือ  อีโคไทปศรีลังกา   อีโคไทปสงขลา  3  

และอีโคไทปสุราษฏธานี (ภาพที่  8)  พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละอีโค
ไทป  (ภาพที ่   9)  ในชวงเดือนพฤษภาคม  ป  พ.ศ.  2546  จากสถานพีัฒนาที่ดิน  อําเภอวังทอง  
จังหวัดพิษณุโลก  พรอมทัง้ตรวจสอบชื่อวทิยาศาสตรของหญาแฝกหอม  คือ  Vetiveria  zizaniondes  
Nash  (ภาพที ่ 10) 

                        
 

ภาพที ่ 8  ตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม 
 

                                     
 

ภาพที ่ 9  ตัวอยางดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอม 
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ภาพที ่ 10  ตัวอยางหญาแฝกหอม  Vetiveria  zizanioides  Nash 
 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได 
 2.1  การคัดแยกขั้นที ่ 1 
 เมื่อแยกเชื้อโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อ  Czapex’s dox  medium  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส  
เปนเวลา  7  วัน  พบวามเีชื้อราเจริญขึ้นบนกระดาษกรองนาํเชื้อราขึ้นบนกระดาษกรองมาทาํการคัด
แยกเชื้อราใหบริสุทธิ์ตอไปในอาหาร  Potato  Dextrose  Agar  โดยบมเชื้อที ่  เปนเวลา  7  วัน  
สามารถคัดแยกเชื้อราไดทัง้สิ้น  113  สายพันธุ จากตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา 
12 สายพันธุ จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  5  สายพันธุ  จากใบแหงของ
หญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  13  สายพนัธุ  และจากผวิดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทป
สงขลา 3  20  สายพันธุ  ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี  30   สายพนัธุ  จากผิวดิน
บริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี 33  สายพันธุ  ดงัภาพตัวอยางที ่ 11   
 โดยเชื้อราที่คดัแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  เรียกชื่อโดยใชตัวยอวา  
(L-SR-)  และลําดับของสายพันธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-12  เชนเชือ้ราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา    
L-SR-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาเรียกชื่อโดยใชตวัยอ
วา  (S-SR-)     และลําดับของสายพันธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-5   เชนเชื้อราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อ
วา  S-SR-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  เรียกชื่อโดยใชตัวยอ
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วา  (L-SK-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-13 เชนเชื้อราสายพันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา  
L-SK-1 เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3 เรียกชื่อโดยใชตัวยอ
วา (S-SK-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลําดับต้ังแต  1-20  เชน   เชื้อราสายพนัธุที ่ 1  ใหเรียกชื่อ
วา  S-SK-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฏธาน ี  เรียกชื่อโดยใชตัว
ยอวา  (L-ST-)   และลําดับของสายพันธุใหเรียงลาํดับต้ังแต  1-30  เชน   เชื้อราสายพนัธุที่  1  ให
เรียกชื่อวา  S-SK-1  เชื้อราที่คัดแยกไดจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฏธานี  
เรียกชื่อโดยใชตัวยอวา  (S-ST-)  และลําดับของสายพนัธุใหเรียงลาํดับต้ังแต 1-33  เชน  เชื้อราสาย
พันธุที่  1  ใหเรียกชื่อวา  S-ST-1   
 
 

                                      
 
ภาพที ่  11  ตัวอยางลกัษณะโคโลนขีองเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  ในอาหารสูตร  
Czapex’s  dox  medium  ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา  3   
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2.2  การคัดแยกขั้นที่  2 
นําเชื้อราที่คัดแยกไดทั้งหมด  113  สายพนัธุ  มาทําการเพาะเลีย้ง  ในอาหาร  

Carboxymethyl  Cellulose  Agar  แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  3  วัน  
จากนั้นนํามาราดทับดวย  Congo  red  ที่มีความเขมขน  0.01  เปอรเซ็นต  แลวลางดวยโซเดียมคลอ
ไรด  ที่มีความเขมขน  1  โมลาร  พบเชื้อราที่สามารถผลติเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วัน  
มีทั้งหมด  39  สายพนัธุ  จากตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทป  ศรีลังกา (L-SR-) 5 สายพันธุ  
จากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา (S-SR-)  4   สายพันธุ จากใบแหงของหญา
แฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3 (L-SK-) 1  สายพันธุ  จากผวิดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 
3  (S-SK-)  3  สายพนัธุ    จากใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (L-ST-)  4 สายพนัธุ  
และจากผิวดนิบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี (S-ST-)  22 สายพันธุ ดงัแสดงใน
ตารางที่ 2 และภาพที่ 12 
 
ตารางที่  1  อัตราสวนของเสนผานศูนยกลางของบริเวณใสตอโคโลนีของเชื้อราทีส่ามารถยอยสลาย
เซลลูเลสได  

 
ตัวอยาง สายพนัธุ อัตราสวนของเสนผานศูนยกลาง 

ของบริเวณใสตอโคโลน ี(cm) 
ใบแหง-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 
ใบแหง-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 
ใบแหง-สุราษฏธาน ี L-ST-8                                        1.10 



    

 

32

ตัวอยาง สายพนัธุ อัตราสวนของเสนผานศูนยกลาง 
ของบริเวณใสตอโคโลน ี(cm) 

 L-ST-14                                        1.03 * 
 L-ST-16                                        1.03 
 L-ST-24                                        1.18 
ดิน-สุราษฏธาน ี 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 

 
*  อัตราสวนของเสนผานศนูยกลางของบรเิวณใสตอโคโลนี  (cm)  ที่สูงสุดของแตละอีโคไทป 
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ภาพที ่  12  ตัวอยางลกัษณะโคโลนขีองเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสได  ในอาหารสูตร  
Carboxymethyl  Cellulose  ( CMC )  Agar  ของเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1   
 

2.3  การคัดแยกขั้นที่  3 
 นําเชื้อราที่มีบริเวณใสที่กวางที่สุดมา 1 สายพนัธุ  จากแตละตัวอยางรวม  6  สายพันธุ  มา
ผลิตเอนไซมเซลลเลสในอาหาร  Production  medium ที่อุณหภูม ิ30  องศาเซลเซยีส  200  rpm  เปน
เวลา  7  วัน  และวิเคราะหประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซม  โดยวัดคาแอคติวิตีจําเพาะ  พบวาเชื้อ
ทั้งหมดมีคา  ของ  endoglucanase  สูงที่สุด  โดยมีคาระหวาง  0.213–1.324  U/mg  protein  
(หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน)  (0.094–0.613  U/ml)  (หนวยตอมิลลิลิตร)  สาํหรับคาแอคติวิตีจําเพาะ
ของ  exoglucanase  และ  β-glucosidase  มีคาใกลเคียงกัน  คือ  มีคาอยูระหวาง  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) 
 สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของ  exoglucanase  นั้นพบวาเชื้อราสายพนัธุ S-SK-1  มีคาสูง
ที่สุดคือ  0.245  U/mg protein  และแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับ
คาแอคติวิตีจําเพาะ  ของเชื้อราอีก  5  สายพันธุ   (ตารางที ่ 3–4)  (ภาพที ่ 13) 

สําหรับคาของแอคติวิตีจําเพาะ  endoglucanase  พบวาเชื้อราสายพันธุ  L-SR-10  มีคาสูง
ที่สุดคือ  1.324  U/mg  protein  และแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  
กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของเชื้อราอีก  5    โดยที่เชือ้ราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  
รองลงมาคือ  0.779  U/mg  protein  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคํญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  
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0.05  กับเชื้อราสายพันธุ S-SR-1  สายพนัธุ S-ST-18  และสายพนัธุ L-SK-1           (ตารางที่  3-4)  
(ภาพที ่ 13) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase   พบวาเชื้อราสายพนัธุ L-ST-14  มีคาสูงสุด
คือ  0.134  U/mg  protein  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับ
เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1   ที่มีคาแอคติวติีจําเพาะ  รองลงมาคือ  0.125  U/ mg  protein  และเชื้อรา
ทั้ง  2  สายพันธุ  มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  แตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  
0.05  กับเชื้อราสายพันธุ  S-SR-1  สายพนัธุ  L-SR-10  สายพนัธุ  L-SK-1  และ  สายพนัธุ  S-ST-18  
(ตารางที ่ 3-4 )  (ภาพที ่ 13)  
 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1 เปนสายพนัธุทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะ
สูงทัง้  3  คา  จึงเปนสายพันธุที่ไดรับการคดัเลือกมาใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไป 
 
ตารางที่  2  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) (mg protein/ml) 
(มิลลิกรัมโปรตีนตอมิลลิลิตร) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตไดจากเชื้อรา 6  สายพันธุ 
ในอาหารสูตร  Production  medium  ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  pH  5  เปนเวลา  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  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  6  
สายพนัธุ  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส pH  5  เปนเวลา  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  คาความแตกตางทางสถิติที่ระดบันัยสําคัญทางสถิติเทากับ  0.05  เรียงลาํดับ
จากคามากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบกนัระหวางเชื้อราแตสายพนัธุของเอนไซมชนิดเดียวกัน 
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ภาพที่  13  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลเูลส  ที่อุณหภมูิ  30  
องศาเซลเซยีส  ของเชื้อรา  6  สายพันธุ  ที่คัดเลือกมาจากแตละตัวอยาง  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05) 
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3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 นําเชื้อราที่คัดแยกไดและมีคาแอคติวิตีสูงที่สุด  มาทาํการจัดจาํแนกในระดับจีนสั  สําหรับ
งานวิจยันีพ้บวา  เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูทั้ง  3  คา  และเชื้อราสายพนัธุ  S-
SR-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะทั้ง  3  คา  สูงรองลงมา  คอนขางใกลเคียงกับเชื้อราสายพันธุ        S-SK-1  
จึงเลือกนํามาจัดจําแนกทั้ง  2  สายพนัธุ  โดยศึกษาตามลักษณะสัณฐานวิทยาโดยทําการเลี้ยงเชือ้รา
ในอาหาร  PDA  และศึกษาตามลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจลุทรรศนชนิดใชแสง  ดวยเทคนิค
การทาํสไลดแบบ  slide  culture  technique  ตามวิธีของ  Barnet  และ  Hunter  (1972)  Klich  และ  
Pitt  (1988)  และ  Sutton  (1964)  พบวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  คือ  เชื้อรา  Aspergillus  sp.  
เพราะเสนใยไมมีสี  แตกกิง่กาน  และมีผนังกัน้แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  มี  Conidiophores  ตั้งตรง
และยาว  กวาง  20  µm  (ไมโครเมตร)  สวนปลายพองออกเปน  vesicle  รูปรางกลมเปน  uniseriate  
aspergillum  มีเฉพาะ  phialides  และ  conidia  มีสีดํา  รูปรางกลมผิวขรุขระ  และ  เชื้อราสายพันธุ  
S-SR-1  คือ  เชื้อรา  Phoma  sp.  เพราะเสนใยไมมีสี  แตกกิ่งกาน  มีผนังกั้นแบงเสนใยออกเปนเซลล  
มี  phialide  ส้ันมาก (หรืออาจไมมี)  และ  conidia  ทรงกลมไมมีส ี pycnidia  รูปทรงกลม  ปากเปด  
ผนังของ  pycnidia  มีเซลลหนา   
 

      
 
ภาพที ่ 14  ลักษณะเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหารเลีย้งเชื้อ  PDA  และภายใตกลอง
จุลทรรศน  กําลังขยาย   Х 320 
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ภาพที่  15  ลักษณะเชื้อรา  Phoma  sp.  S-SR-1 ในอาหารเลีย้งเชื้อ  PDA  และภายใตกลอง
จุลทรรศน  กําลังขยาย  Х 900 

     
ภาพที ่  16  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 

      
ภาพที ่  17  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-SK-1  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
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ภาพที ่  18  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  L-ST-14  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
 

     
 
ภาพที่  19  ลักษณะเชื้อราสายพนัธุ  S-ST-18  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ  PDA  และภายใตกลองจุลทรรศน  
กําลังขยาย  Х 2200 
 
4.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส   
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 เมื่อทําการแปรผันอุณหภูมทิี่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อเพือ่ผลิตเอนไซมแลววิเคราะหหาคาแอคติ
วิตีจําเพาะ  โดยทําการเปรยีบเทียบที่อุณหภูมิ  30  35  และ  40  องศาเซลเซียส  เพื่อเลือกอุณหภูมิที่
เหมาะสมที่สุดไวในการผลติเอนไซมเซลลูเลสตอไปพบวา Aspergillu sp. S-SK-1  ผลิตเอนไซม  
exoglucanase  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  ทั้ง  3  ภาวะอุณหภูมิ  โดยที่อุณหภูมิ  30      องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดี
ที่สุดคือ  0.245  U/mg  protein  (0.147 U/ml)  รองลงมาคือที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  ใหคาแอ
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คติวิตีจําเพาะ  0.110  U/mg protein  (0.024 U/ml)  และที่อุณหภูม ิ 35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติ
วิตีจําเพาะต่าํที่สุดคือ  0.046  U/mg  protein  (0.075 U/ml)  (ตารางที ่ 5-6) (ภาพที ่20) 
 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดทัง้  3  อุณหภูมิ  เมื่อ
เปรียบเทียบกบั  exoglucanase  และ  β–glucosidase  โดยที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  ใหคา  
แอคติวิตีจําเพาะดีที่สุด  คือ  1.658  U/mg  protein  (0.367  U/ml)  ซึ่งแตกตางอยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของอุณหภูม ิ  30  และ  35  องศาเซลเซียส  
สําหรับอุณหภมูิ  30  และ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ ใกลเคียงกนัโดยไมแตกตางกัน
อยางมีนยัสําคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น  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  พบวาที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  สูง
ที่สุด  คือ  0.298  U/mg  protein  (0.402  U/ml)  ซึ่งแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของอุณหภูมิ  30  และ  40  องศาเซลเซียส  โดยที่อุณหภูมิ  30  
และ  40  องศาเซลเซียส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะใกลเคยีงกนั  ไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่
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)    

จากผลการทดลองที่ไดนี้จะเห็นไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  เชื้อราสายพันธุ  S-
SK-1 มีคาแอคติวิตีจําเพาะของเซลลูเลสโดยรวมดีที่สดุ  จงึเลือกอณุหภูมินี้ไวใชสําหรับผลิตเอนไซม
เซลลูเลสเพื่อใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป  
 
ตารางที่  4  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total protein) (mg protein/ml)  ของ
องคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชือ้รา Aspergillus sp. S-SK-1 ที่อุณหภมูิ 30 35 และ 40 
องศาเซลเซยีส  pH  5  เปนเวลา  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  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา 
Aspergillus sp. S-SK-1ที่อุณหภูมิ  30  35  และ 40 องศาเซลเซียส pH 5 เปนเวลา  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  คาความแตกตางทางสถิตทิี่ระดับนัยสาํคัญทางถสิติเทากับ  0.05  เรียงลําดับจากคา
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระวางเชื้อราแตละสายพันธุ 
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ภาพที่  20  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลเูลส  ที่อุณหภมูิ  30  
35  และ  40  องศาเซลเซยีส  ของเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05)   
 

4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเพาะเลีย้งเชือ้รา 

Aspergillus  sp.  S-SK-1  เพื่อการผลิตเอนไซมเซลลูเลสแลววิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะ  โดยทํา
การเปรียบเทยีบกันของคาความเปนกรดดางที่  4  5  6  และ  7  เพื่อเลือกคาความเปนกรดดางที่
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เหมาะสมที่สดุ ไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสตอไปพบวาเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  ใหคาแอ
คติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ที่  pH  5  สูงที่สดุ  คือ  0.110  U/mg protein  (0.024  U/ml)  
และแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  
pH  4  6  และ  7  ซึ่งทั้ง  3  ภาวะนี้มคีาแอคติวิตีจําเพาะไมแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่
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) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1 พบวา
มีคาสูงกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ β–glucosidase  อยางเห็นไดชัด  และที่  
pH  5  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ดีที่สุดคือ  1.658 U/mg  protein  (0.367  
U/ml) และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของ
ภาวะ  pH  4  6  และ  7  ซึ่งทัง้  3  ภาวะนี้มีคาแอคติวติีจําเพาะ  ไมแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทาง
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)   

  สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1   นั้น
พบวาที่  pH  4  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุดคือ  0.205  U/mg  protein  (0.120  U/ml)  แตไมมี
ความแตกตางทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  pH  5  และ  6  
ซึ่งมีคาแอคตวิิตีจําเพาะเทากับ 0.198   U/mg protein  (0.44  U/ml)  และ  0.198  U/mg  protein  
(0.107  U/ml)  ตามลําดับ  แตทั้ง  3  ภาวะใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่แตกตางอยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของภาวะ  pH  7  ที่มีคา  แอคติวิตีจําเพาะต่ํา
ที่สุดคือ  0.144  U/mg  protein  (0.077  U/ml) (ตารางที่  7-8) (ภาพที่ 21) 

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ  40  องศาเซียลเซยีส  และ  pH  5     เชื้อรา 
Aspergillus sp. S-SK-1  สามารถผลิตเซลลูเลสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะดทีั้ง  3  องคประกอบ  จึง
เลือกภาวะอณุหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  และ  pH  5  ไวสําหรับใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อไว
ใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป 
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ตารางที ่ 6 คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total  protein)  (mg protein/ml) ของ
องคประกอบของเอนไซมจากเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1 ที่ pH  4  5  6  และ  7  ที่อุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  7 วัน  
 
      คา  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  คาแอคติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  
Aspergillus  sp.  S-SK-1 ที่   pH  4  5  6  และ  7  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  7 วนั   
  

คา  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  คาความแตกตางทางสถติิที่ระดับนัยสาํคัญทางสถิตเิทากับ  0.05  เรียงลาํดับจากคา
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระหวางเชื้อราแตสายพนัธุ  
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ภาพที ่ 21  แอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสที่  pH  4  5  6  
และ  7  ของเชื้อรา  Aspergillus  sp. S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  Standard  Deviation  ที่
ระดับนัยสําคญัทางสถิติเทากับ 0.05)   

 
4.3   หาระยะเวลาที่เหมาะสม 
เมื่อทําการแปรผันคาความเปนกรดดางของอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการเพาะเลีย้งเชือ้รา 

Aspergillus  sp.  S-SK-1  เพื่อการผลิตเอนไซมเซลลูเลสแลววิเคราะหหาคาแอคติวิตีจําเพาะ  โดยทํา
การเปรียบเทยีบกันของจํานวนวนัที ่ 3  5  7  9  11  และ  13  วัน  เพื่อเลือกจาํนวนวนัที่เหมาะสมที่สุด
ไวใชในการผลติเอนไซมเซลลูเลสตอไป  พบวาเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1   ใหคาแอคติวิตี
จําเพาะของ  exoglucanase  ต่ําที่สุด  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ   ของ  
endoglucanase  และ  β–glucosidase  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่บมเชื้อเปนเวลา  7  วัน  มคีาสูง
ที่สุด  คือ  0.110  U/mg  protein  (0.024  U/ml)  ซึง่ไมแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของเชื้อที่บมเปนเวลา  3  และ  9  วนั  ซึ่งมีคาแอคติวิตี
จําเพาะเทากบัที่  0.102  U/mg  protein  (0.041 U/ml)  และ  0.095  U/mg  protein     (0.036  
U/ml)  ตามลาํดับ  แตแตกตางอยางมนีัยสําคญัทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ่ที่บมเปนเวลา  11  และ  13  วนั  ซึ่งมีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.083  U/mg  
protein  (0.033 U/ml)  และ  0.081  U/mg  protein  (0.039 U/ml)  ตามลําดับ  ซึง่ระยะเวลาบมเชื้อ  
5  วัน  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะต่ําที่สุดคือ  0.069  U/mg protein  (0.026 U/ml)  (ตารางที ่  9-10)  
(ภาพที ่ 22) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase ของเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1  เมื่อ
เปรียบเทยีบกบัคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ  β–glucosidase  แลวพบวามีคาแอคติ
วิตีจําเพาะสงูที่สุด  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  เมื่อบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  มีคาสูงสุดคือ  1.892  
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U/mg  protein  (0.739 U/ml) และไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  
รองลงมาคือระยะเวลาบมเชื้อที่  9  วนั  มีคาแอคติวิตีจําเพาะเทากบั  1 .859  U/mg  protein  (0.698 
U/ml)  และทีก่ารบมเชื้อเปนเวลา  3  วนั  มีคาแอคติวิตีจําเพาะต่าํสุดคือ  0.779  U/mg  protein  
(0.314  U/ml)  ( ตารางที่  9-10 )   (ภาพที ่22) 

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ   β–glucosidase  เมื่อเปรียบเทยีบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ
ของ  exoglucosidase  และ  endoglucosidase  แลวพบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงรองลงมาจาก  
endoglucosidase  และที่ระยะเวลาบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  เชื้อรามีคาแอคติวติีจําเพาะสูงทีสุ่ดคือ  
0.789  U/mg  protein  (0.310 U/ml)  และแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น  
0.05  กับอันดบัรองลงมาคือที่ระยะเวลาบมเชื้อนาน  13  วนั  ที่มีคา         แอคติวติีจําเพาะ  เทากับ  
0.660  U/mg protein  (0.313  U/ml )  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ  ทีร่ะดับความเชือ่มั่น  
0.05  กับที่ระยะเวลาบมเชือ้นาน  9  วนั  ที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.653  U/mg protein  
(0.246 U/ml)  และระยะเวลาบมเชื้อ  3  วัน  มีคาแอคตวิิตีจําเพาะต่าํที่สุดคือ  0.157  U/mg  protein  
(0.065 U/ml)  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับระยะเวลาบม
เชื้อ  7  วัน  ทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะ  เทากับ  0.198  U/mg  protein  (0.044  U/ml )  (ตารางที่  9-10) 
(ภาพที ่22)    

จากผลการทดลองจะเห็นไดวาที่ระยะเวลา 9 และ 13 วัน เชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  มี
คาแอคติวิตีและแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซมทั้ง  3  ชนิดที่ใกลเคยีงกนั  ซึ่งเปนเวลาที่ไดผลดีที่สุด  
และใชเวลาสัน้ที่สุด 
 
ตารางที ่  8  คาแอคติวิตี (U/ml) และปริมาณโปรตีนทัง้หมด (total protein) (mg protein/ml) ของ
องคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชือ้รา 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  คาแอคติวิตจีําเพาะ (U/mg protein) ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อรา  
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 คาความแตกตางทางสถิติที่ระดับนยัสําคัญทางสถิติเทากับ  0.05 เรียงลําดบัจาก
มากไปหานอย  โดยเปรียบเทียบเอนไซมชนิดเดียวกันระหวางเชื้อราแตละสายพนัธุ  
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ภาพที ่22  คาแอคติวิตีจําเพาะ  (U/mg protein)  ขององคประกอบของเอนไซมเซลลูเลส  ที่ระยะเวลา  
3  5  7  9  11  และ  13  วัน  ของ  เชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  (แถบความผิดพลาด = คา  
Standard  Deviation  ที่ระดับนัยสําคัญทางสถิติเทากบั 0.05)   
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5. การหมกัและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  Saccharification  and         
Fermentation,  SSF) 
     5.1  ศกึษาการเจริญของเชื้อราเพือ่ใชผลิตหัวเชื้อในอาหารเหลว 

 ศึกษาการเจรญิเติบโตของเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหารสูตร  Potato  
Dextrose  Broth  เพื่อใชผลิตหัวเชื้อที่เรียกวา  seed  culture  สําหรับใชผลิตเอนไซมปริมาณมากไว
สําหรับการหมัก  ซึ่งนําขอมูลจากผลการเจริญเติบโต  มาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง
น้ําหนกัแหงของเสนใย ณ วันตาง ๆ  (ภาพที ่23)  พบวาเชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1  มีน้าํหนัก
แหงเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวง  2  วันแรก  ของการบมเชื้อ  จากนัน้คาน้าํหนกัแหงของเสนใยเพิ่มข้ึน
เล็กนอยในวนัที ่  4  และคอย ๆ  ลดลงในวันที ่  6  จนถงึวนัที ่  8  คา  maximum  specific  growth  
rate  เทากับ  0.0207  ตอวนั  (ภาพที่ 23)  
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ภาพที ่ 23  น้าํหนักแหงของ  Aspergillus  sp.  S-SK-1  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  PDB  ที่อุณหภูม ิ 30  
องศาเซลเซยีส 
 
          5.2  การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 จากการวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื ไดแก ปริมาณเซลลูโลส เฮมิ
เซลลูโลส และลิกนนิ  ของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  พบวา กอนปรับสภาพมีปริมาณเซลลูโลส  
34.41%  ปริมาณเฮมิเซลลโูลส  34.04% และปริมาณลิกนนิ  15.95%  เมื่อปรับสภาพแลวมีปริมาณ
เซลลูโลส  55.45%  ปริมาณเฮมิเซลลูโลส  15.20%  และปริมาณลิกนนิ  11.64% 
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 5.3  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต 
 จากผลการศึกษาการเจริญของยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans   ที่เลีย้งในอาหาร
สูตร  Yeast  Malt  Broth  พบวา  K.  thermotolerans   พบวามกีารเจริญเติบโตสูงสุดภายใน
ระยะเวลา  6  ชั่วโมงหลังการบมเชื้อ  จากนั้นคอย ๆ  เพิม่ข้ึน  จากชัว่โมงที ่ 12  จนถึงชั่วโมงที ่ 66  คา  
maximum  specific  growth  rate  เทากบั  0.3388  ตอช่ัวโมง  (ภาพที ่24)  
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ภาพที่  24  น้าํหนักแหงของยีสต  Kluyveromyces  thermotolerans  เมื่อเลี้ยงในอาหารสูตร  YMB  
ที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  84  ชั่วโมง 
 
          5.4  การผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
 ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในระดับฟลาสกขนาด  250 มิลลิลิตร สําหรับในการหมักและยอย
สลายแบบตอเนื่องในระดับฟลาสก  โดยเลอืกเชื้อรา  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในการผลิตเซลลเูลส  
ในลักษณะ  seed  เนื่องจากมีคากิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจาํเพาะที่ดีที่สุดของ  
exoglucanase  endoglucanase  และ     β–glucosidase  seed  culture  ที่ใชเปนหวัเชื้อมีอาย ุ 2  
วัน  ระยะเวลาผลิตคือ  9  วัน  ที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  pH  5  แสดงในตารางที ่ 10     
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ตารางที่  10  คาแอคติวิตี (U/ml) ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) (mg protein/ml)  และ  แอ
คติวิตีจําเพาะ (U/mg protein) ของเอนไซมเซลลูเลสจาก 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 

 การปรับสภาพพืชดวยวธิีทางกายภาพและทางเคมี  ดวยการตัด  บด  และแชในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซมเขมขน 10% (w/v)  มีผลใหปริมาณองคประกอบชีวมวลของหญาแฝกหอมอีโค
ไทปศรีลังกา  เปลี่ยนแปลงไปหลังการปรับสภาพ  ซึ่งไดแก  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และ
ลิกนนิ  ซึ่งมีความแตกตางจากปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ  กอนปรับสภาพ  ดังแสดง
ในตารางที ่ 11 
 
ตารางที่  11  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลโูลส  และลิกนิน  หญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  กอนปรับ
สภาพ  หลงัปรับสภาพ  และการเปลี่ยนแปลง 
 
องคประกอบชีวมวลพืช กอนปรับสภาพ (%) 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  นาํมาใชเปน

หัวเชื้อในการหมัก  หัวเชือ้ที่ใชในการหมักหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  มีความเขมขนประมาณ  
1.045 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร 
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5.7  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลติร 
ผลการหมกัใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  ที่อุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  ใน

ระดับฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  แสดงอยูในคาของผลผลิตเอทานอลที่ได  ปริมาณน้าํตาลรดีิวซ  ที่
เหลืออยูในน้าํหมัก  โดยผลผลิตเอทานอลคอย ๆ  เพิ่มข้ึน  ในชวง  2  วันแรกและวนัที่  2  ใหผลผลิตเอ
ทานอลสูงที่สดุในวันที่  2  มีคาเทากับ  6.07  กรัมตอลิตร  (0.20  กรัมตอกรัมสับสเตรท)  จากนัน้มี
ปริมาณลดลงและคอนขางคงที่ในวนัที ่  3  ถงึวนัที่  7  เมื่อส้ินสุดการหมักจะมีปริมาณผลผลิตเอทา
นอลเทากับ   2.34  กรัมตอลิตร  (0.078  กรัมตอกรัมสับสเตรท)   

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลือในน้าํหมกัของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  คอย ๆ 
ลดลงในวนัแรกของการหมัก  มีคาเทากับ  7.376  กรัมตอลิตร  จากนั้นเริ่มเพิ่มข้ึนและเพิ่มข้ึนสงูสุดใน
วันที่  3  มีคา  24.433  กรัมตอลิตร  แลวเริ่มลดลงอีกในวนัที่  4  จนถึงวนัที่  7  ซึ่งมีคาต่าํสุดเทากับ  
6.328  กรัมตอลิตร   

สําหรับกากที่เหลือพบวามีความสมัพนัธกบัปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยางชัดเจน  กลาวคือ
กากที่เหลือลดลงเพราะเซลลโูลสถูกเปลี่ยนเปนกลูโคสและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลโูคสเปนเอทานอล 

จํานวนเซลลทีน่ับไดในน้าํหมักโดยใช  haemacytometer  พบวา  จากจาํนวนเซลลยีสต
เร่ิมตนในการหมัก  1.045 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  เร่ิมเพิ่มข้ึนในวนัที ่ 1  และเพิ่มข้ึนอยางรวดเรว็ใน
วันที ่ 2  แลวคอย ๆ  เพิม่ข้ึน  จนถึงวันที ่ 4  ซึ่งเพิ่มข้ึนสูงที่สุดถงึ  2.045  х 109  เซลลตอมิลลิลิตรใน
วันที่  4  จากนัน้ลดลงอยางรวดเร็วในวนัที่  5  แลวคอย ๆ  ลดลงจนถึงวันที่  7  ซึ่งมีจาํนวนเซลล
เทากับ  1.285 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  (ภาพที ่25)       

สําหรับคา pH ของน้ําหมักพบวามีคาอยูในชวง  4.43– 5.4  โดยในวนัที ่ 0  ของการหมักมีคา  
4.67  แลวลดลงในวนัที่  1  ซึ่งมีคาต่ําทีสุ่ดเทากับ  4.43  และเพิ่มสูงขึ้นในวันที่  2  และ  3  และ
คอนขางคงที่จนถึงวนัที ่ 4  มีซึ่งคาเทากับ  4.52  5.06  และ  5.03  ตามลําดับ  แลวลดลงอีกในวนัที ่ 5  
มีคา  4.48  จากนัน้เพิ่มข้ึนสูงที่สุดในวนัที่  6  มีคาเทากับ  5.4  และลดลงอีกในวนัที่  7  มีคาเทากับ  
4.5  (ภาพที ่26)       
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ภาพที ่  25  ปริมาณเอทานอล  น้ําตาลรดีิวซ  จํานวนเซลลยีสต  น้าํหนกักากที่เหลือ  ในระยะเวลา  7  
วัน  ของกระบวนการหมักแบบ  SSF 
(g/L) = (กรัมตอลิตร)  (x 109 cells/ml) = (x 109 เซลลตอมิลลิลิตร)   
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ภาพที ่ 26  คาความเปนกรดดางของน้าํหมัก  ในระยะเวลา  7  วนั  ของกระบวนการหมักแบบ  SSF 



บทที่  5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
1.  การเก็บตัวอยาง 
 จากการเก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอม 3 อีโคไทป คือ อีโคไทปศรีลังกา อีโคไทป
สงขลา 3 และอีโคไทปสุราษฎธาน ี พรอมดวยตัวอยางดินบริเวณผิวดินใตกอหญาแฝกหอมแตละ   
อีโคไทป เพื่อรวบรวมสายพนัธุของเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลโูลสได ในชวงเดือนพฤษภาคม 
ซึ่งเปนระยะแรกของฤดูฝนมีความเหมาะสมในการเก็บตัวอยาง และประกอบกบัเปนชวงที่หญา
แฝกหอมเจรญิเติบโตเต็มที ่ สามารถพบเชื้อราไดหลากหลาย   
 
2.   การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได   
 เมื่อนําตวัอยางทัง้หมดมาคดัแยกเชื้อรา ตามวิธกีารของ Mandels และ Sternberg 
(1976)  ดวยอาหารเหลวสตูร Czapex's  dox สามารถคัดแยกเชื้อราไดทั้งสิน้  113  สายพนัธุ  ซึ่ง
เปนเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดทั้งหมด แตเชื้อราแตละสายพนัธุสามารถหลัง่เอนไซม
ออกมายอยเซลลูโลสไดในระยะเวลาที่ตางกันและมีความสามารถในการยอยสลายทีต่างกนัดวย 
ดังนัน้จึงตองมีการคัดแยกในขั้นตอไปเพื่อใหไดเชื้อราทีห่ลั่งเอนไซมไดอยางรวดเร็ว  และมี
ประสิทธิภาพการยอยสลายที่ดี  
 จึงเลือกใชการคัดแยกตามวธิีของ Hankin และ Anagnostakis (1977) เปนการคดัแยก
โดยใชอาหารแข็งสูตร CMC agar และเลี้ยงเชื้อเปนระยะเวลา  3  วนั  แลวใชสี  congo red เปน
ตัวตรวจสอบการเกิดบริเวณวงใสรอบโคโลนี เนื่องจากใน CMC agar  มี  CMC  เปนแหลง
คารบอน ซึ่งจะใหสีแดงเมื่อทําปฏิกิริยากบัสี Congo red เชื้อที่สามารถใช CMC ไดจะหลั่งเซลลู
เลสออกมายอยสลาย  ดงันัน้เมื่อตรวจสอบดวยสี Congo red จึงไมติดสี  หรือเกิดเปนบริเวณวงใส
รอบโคโลนี  โดยที่อัตราสวนระหวางบริเวณวงใสรอบโคโลนีกับโคโลนีของเชื้อรา  ข้ึนอยูกบั
ความสามารถของเชื้อในการสรางเอนไซมเซลลูเลส  ถามีอัตราสวนสงู  แสดงวาภายในเวลา 3 วนั 
เชื้อรามีการสรางเอนไซมเซลลูเลสไดสูงกวาเชื้อราที่ใหอัตราสวนต่ํา (Punnapayak et. al., 1998) 
ซึ่งขั้นตอนนีท้าํใหคัดแยกเชือ้ราไดทั้งหมด  39  สายพันธุ 
 หลังจากนั้นนาํเชื้อราที่ใหบริเวณใสดีที่สุดมา 1 สายพันธุจากแตละตัวอยางรวม  6       
สายพนัธุ  ไดแก  สายพนัธุ  L-SR-10  S-SR-1  L-SK-1  S-SK-1  L-ST-14  และ  S-ST-18  แลว
นํามาศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลส และวิเคราะหประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซม  โดยวัด
คาแอคติวิตีจําเพาะ  พบเชือ้ราทั้ง  6  สายพันธุ  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  เนื่องมาจากแหลง
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คารบอนในอาหารสูตร Production คือ  α-cellulose  ซึง่มีองคประกอบสวนใหญเปน 
amorphous cellulose  จึงสามารถชักนาํใหเชือ้ราผลิต endoglucanase ออกมาไดมาก  
(Amano, 2002)  และทําการคัดเลือกเชื้อรา  S-SK-1  ทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะโดยรวมสูงทัง้  3 คา
ไว  แตไมเลือกเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10 ที่มีคาแอคตวิิตีจําเพาะของ  endoglucanase  สูงทีสุ่ด 
แตมีแอคติวิตีจําเพาะของ β-glucosidase ต่ํามาก เพียง 0.003 U/mg protein ตางจาก  S-SK-1  
ซึ่งมีถงึ 0.125 U/mg protein  ซึ่ง  β-glucosidase  มีความสําคัญมากในการยอยสลาย           
เซลโลไบโอสใหกลายเปนกลูโคส  ซึ่งเซลโลไบโอสจะไดมาจากการยอยสลายเซลลูโลสโดยตดั
ปลายสวนที่เปน  non-reducing  sugar  ดวย  exoglucanase  ทําใหไดเซลโลไบโอสเปนสวน
ใหญและไดกลูโคสดวย  และเซลโลไบโอสที่ไดจากการยอยสลายเซลลูโลส  โดยตัดพันธะ β-
glucosidic แบบสุม  ดวย  endoglucanase  ทําใหไดกลูโคสและเซลโลไบโอส  (Smith and 
Aidoo,  1988; Radfort et al., 1996)  ดังนั้นจงึนําเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  ไปศึกษาตอโดยมีการ
จัดจําแนกจนีสัของเชื้อรา และศึกษาหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูโลสไดสูงสุดใน
ขั้นตอไป 
 
3. การจัดจาํแนกเชื้อรา   
 ในการศึกษาถงึการจัดจาํแนกจีนัสของเชื้อรา ตามแนวของ Maren และ John (1988)  
และ Sutton (1964)  โดยจากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา  พบวาเชือ้รา  S-SK-1 มี
โคโลนีสีดําคลายปุยฝาย  และภายใตกลองจุลทรรศนชนิดใชแสงและโดยใชวิธ ี Slide culture 
technique พบวา  เสนใย  กวาง  5  µm  ไมมีส ีแตกกิ่งกาน ม ีseptate แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  
มี Conidiophores ตั้งตรงและยาว  กวาง  20  µm  สวนปลายพองออกเปน vesicle รูปรางกลม  
มีขนาดเสนผานศูนยกลาง  90  µm  เปน uniseriate aspergillum มีเฉพาะ phialides  ยาว  10  
µm  connidia รูปรางกลมผิวขรุขระ  มีขนาดเสนผานศนูยกลาง  3  µm  จึงทาํใหบงชี้ไดชัดเจนวา
คือเชื้อรา  Aspergillus sp. 

 Aspergillus sp. S-SK-1 เปนเชื้อราที่อยูใน Class Deuteromycetes (Imperfect Fungi)  
Order Moniliales Family Moniliaceae Genus Aspergillus ซึ่งเปนเชื้อราที่สามารถพบไดในดิน
สอดคลองกับการทดลองของ Razak และคณะ (1999) ที่ทําการคัดแยกเชื้อราจากดินพบเชื้อราที่
สามารถยอยสลายเซลลูโลสไดจากพืน้ที่ต่าํ El-Sharkia และดินจากพืน้ที่สูง Aswan พบเชื้อราจีนสั 
Aspergillus มากที่สุด  ซึง่พื้นที่ El-Sharkia และพื้นที่ Aswan อยูในประเทศอียิปต  นอกจากนีย้ัง
สอดคลองกับการทดลองของ Kader และคณะ (1999) ที่คัดแยกเชื้อราจากดนิบริเวณที่สูง Bario 
ซึ่งเปนพืน้ที่ปาฝนในประเทศมาเลเซีย พบเชื้อรา Aspergillus sp. มีจํานวนสายพันธุมากที่สุด 
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และมีแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลสสูงเมือ่เปรียบเทียบกับเชื้อราชนิดอื่น ๆ  ที่สามารถผลิตเซลลู
เลสไดเชนกัน         

เมื่อศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อรา  S-SR-1  พบวาโคโลนีมีสีเหลืองคลาย
กํามะหยี ่และเมื่อศึกษาภายใตกลองจุลทรรศน พบวา เสนใย  กวาง  2.5  µm  ไมมีสีแตกกิ่งกาน 
มี septate แบงเสนใยออกเปนเซลลๆ  ม ี phialide ส้ันมาก(หรืออาจไมมี)และไมมีสี conidia ทรง
กลมไมมีสี มขีนาดเสนผานศูนยกลาง  3  µm pycnidia รูปทรงกลม  ปากเปด  มีเสนผาน
ศูนยกลางขนาด  65 µm ผนงัของ pycnidia มีเซลลหนา  จึงทาํใหบงชี้ไดชัดเจนวาคือเชื้อรา 
Phoma sp. ซึ่งเปนเชื้อราที่อยูใน Class Deuteromycetes (Imperfect Fungi)  Order 
Sphaeropsidales  Family  Sphaeropsidaceae  Genus  Phoma  เปนเชื้อราที่สามารถพบไดที่
ผิวดินเชนกนั  ซึง่อาจเปนแซโพรไฟทหรือปรสิตของพืช  ข้ึนอยูกับชนดิของพืช (Campbell, 1985; 
Donnison et al., 2000)  ซึ่งสอดคลองกบัการทดลองของ Tokumasu และคณะ (1997) ที่ทําการ
คัดแยกเชื้อราจากใบสนที่ผสุลายในพื้นที ่  5  จงัหวัดของประเทศไทย  คือ  จงัหวัดสุราษฏธาน ี 
พื้นที่น้าํหนาว  จงัหวัดเลย  พื้นที่แควนอย  จงัหวัดเชียงใหม  พืน้ที่อางขาง  จงัหวัดเชียงใหม  พืน้ที่
แมจันทร  จงัหวัดเชยีงราย พบเชื้อรา Phoma sp. ในสวนของใบสนที่ไมมีสีแลว จากพืน้ที่แควนอย  
จังหวัดเชียงใหม  
 
4. การหาภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลเูลส 

4.1  การหาอณุหภูมิทีเ่หมาะสม 
 เชื้อรา  Aspergillus sp.  S-SK-1  ที่นาํมาศึกษาภาวะการผลิตเอนไซมที่อุณหภูม ิ 30 35 
และ 40   องศาเซลเซียส พบวาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase มีคาสูงที่สดุที่อุณหภูมิ 30             
องศาเซลเซยีส  ซึ่งมีแอคติวิตี  เทากบั  0.147 U/ml  เมื่อนํามาเปรยีบเทียบกับแอคติวิตีของเชื้อรา 
Aspergillus sp. ที่คัดแยกไดจากดินบริเวณที่สงู Bario ซึ่งเปนพืน้ที่ปาฝนในประเทศมาเลเซยี  
จากการทดลองของ Kader  และคณะ  (1999)  โดยทําการทดลองผลิตเอนไซมที่  30  องศา
เซลเซียส  เปนเวลา  8  วนั  ในสภาวะเขยา 150 rpm  และทําการเก็บตัวอยางทกุวนัเพื่อตรวจสอบ
แอคติวิตีของเอนไซม  พบวา  มีแอคติวิตีของ  exoglucanase  สูงที่สดุคือ 0.13 U/ml  ซึ่งมีคานอย
กวา  Aspergillus sp. S-SK-1 ที่ทาํการคัดแยกไดจากผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทป
สงขลา 3 
 สําหรับ endoglucanase มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดที่อุณหภูม ิ 40 องศาเซลเซียส ซึง่
สอดคลองกับการทดลองของ Coral และคณะ (2002) ทีท่ําการผลิตเอนไซม endoglucanase ที่
อุณหภูมิระหวาง  30-90  องศาเซลเซยีส จากเชื้อรา Aspergillus niger Z10 สายพันธุธรรมชาติ  
พบอุณหภูมทิีเ่หมาะสมที่สุดในการผลิตเอนไซม endoglucanase คือประมาณ  40 องศาเซลเซยีส    
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 สําหรับคา  β-glucosidase  พบวา  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุด  อยางมีนยัสําคญัทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 0.05 ที่อุณหภูม ิ35 องศาเซลเซียส อาจเปนเพราะมีเซลโลไบโอส  เกิดขึ้น
จากการยอยสลายเซลลูโลสของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  ในปริมาณมากทาํให
เชื้อราผลิต  β-glucosidase  ออกมามากเพื่อยอยสลายใหไดกลูโคส  แสดงวาปริมาณ             
เซลโลไบโอสทีเ่กิดขึ้นจากการทํางานของทั้งสองเอนไซมนี้เหมาะสมในการกระตุนการทํางานของ    
β-glucosidase  นอกจากนี้ปริมาณเซลโลไบโอสและกลูโคสยงัไมมากพอที่จะยบัยั้งการทาํงาน
ของเอนไซมนี ้ เพราะเอนไซม β-glucosidase สามารถถูกยบัยั้งไดโดยเซลโลไบโอสซึ่งเปน
สับสเตรทไดดีเทา ๆ  กับกลูโคสที่เปนผลิตภัณฑ  (Saha et al.,1998)   
 สําหรับอุณหภมูิ 40 องศาเซลเซียส คาแอคติวิตีจําเพาะมีคารองลงมา ซึ่งสามารถอธิบาย
ไดวาเซลโลไบโอสที่เกิดจากการยอยสลายเซลลูโลสของ exoglucanase และ endoglucanase มี
ปริมาณไมเหมาะสมในการกระตุนการทํางานของ β-glucosidase อยางเชนทีอุ่ณหภูมิ 35        
องศาเซลเซยีส และอาจเพราะมีปริมาณกลูโคสที่เปนผลิตภัณฑมากเกนิไป  สามารถยับยัง้การ
ทํางานของเอนไซม  β-glucosidase  ได  (Saha et al., 1998) 
 เอนไซม  β-glucosidase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะต่ําที่สดุที่อุณหภูมิ  30  องศาเซลเซียส 
อาจเปนเพราะเซลโลไบโอสที่เกิดขึ้นจากการยอยสลายเซลลูโลสของ exoglucanase และ 
endoglucanase มีปริมาณมากเกนิไป สามารถยับยัง้การทาํงานของเอนไซม β-glucosidase ได 
(Saha et al., 1998)  ซึ่งจะสังเกตเห็นไดจากคาแอคตวิิตีจําเพาะของ exoglucanase ที่มีคาสูง
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิ 35 และ 40 องศาเซลเซียส และเปนทีท่ราบแนชัดแลววา  
exoglucanase สามารถยอยสลายเซลลูโลสใหไดผลิตภัณฑสวนใหญคือ เซลโลไบโอสและได
กลูโคสดวย  (Smith and Aidoo, 1988; Eriksson et al., 1990)  แตปริมาณกลูโคสอาจไมมาก
พอที่จะยับยัง้การทาํงานของเอนไซม β-glucosidase ได เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบคาแอคตวิิตี
จําเพาะของ  endoglucanase  ที่อุณหภมูิ  30  และ  35  องศาเซลเซยีส  ประกอบดวย   
 นอกจากนี้ผลที่ไดจากการทดลองแสดงใหเห็นวาแอคติวติีของเอนไซม exoglucanase 
endoglucanase และ β-glucosidase มคีวามแตกตางกันในแตละอุณหภูมิ  ซึ่งสอดคลองกับการ
ทดลองของ Garcia และคณะ (2002) ซึ่งศึกษากระบวนการ saccharification วัตถุดิบ 
lignocellulose โดยใชเชื้อรา Aureobasidium sp. CHTE-18 Penicillium sp. CH-001 และ 
Aspergillus  terreus CH-TE-013 พบวา  exoglucanse  endoglucanase  β-glucosidase  
และ  xylanase  มีแอคติวิตีที่แตกตางกนั  แตถงึอยางไรก็ตามเอนไซมเหลานีก้็ทาํงานรวมกนัใน
การเปลี่ยน lignocellulose เปนน้าํตาล และเมื่อพิจารณาคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม 
exoglucanase  endoglucanase  และ  β-glucosidase  ของทั้ง 3 อุณหภูมิ  พบวาอุณหภูม ิ40 
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องศาเซลเซยีส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะโดยรวมที่ดี  จึงเลือกใชอุณหภูมินี้ในการผลิตเอนไซม      
เซลลูเลสตอไป   

4.2  การหาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม   
 เชื้อรา Aspergillus sp.  S-SK-1  ที่นํามาทําการศึกษาเปรียบเทียบคาความเปนกรดดางที่  
4  5  6 และ 7 เพื่อเลือกคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมที่สุด ไวใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
พบวาคาแอคติวิตีจําเพาะของเอนไซม  exoglucanase  endoglucanase  และ  β-glucosidase 
สูงที่สุดที่ pH 5 อยางมนีัยสาํคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมั่น 0.05  ซึ่งสอดคลองกับการทดลอง
ของ El-Hawary และคณะ (2001) ที่ทําการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก Aspergillus niger  S-SK-1
พบวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมทีสุ่ด สําหรบัผลิตเอนไซม exoglucanase และ                        
β-glucosidase  คือ  pH 5  สอดคลองกับรายงานของ  Teugborg  และคณะ (2001) ที่ไดรายงาน
ไววาเชื้อราสวนมากสามารถผลิตเซลลูเลสใหมีแอคติวติีสูงที่สุดในชวง  pH  4.0–5.0  นอกจากนี้
ยังทาํการทดลองพบวาเชื้อรา Aspergillus sp.  ที่นํามาทาํการทดลอง  6  สายพันธุ  มีคาความ
เปนกรดดางทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสที ่ pH 4.8 ซึ่งใกลเคียงกบั pH 5 มาก 
สอดคลองกับรายงานของ  Sharma  และคณะ (2002)  ที่ศกึษา Trichoderma reesei  Rut–C 30 
ซึ่งเปนเชื้อราทีผ่ลิตเอนไซมเซลลูเลส พบวาสามารถเปลี่ยนกานตนทานตะวันที่ผานการปรับสภาพ
แลวใหกลายเปน reducing sugar ไดสูงที่สุดที่  pH 5  และสอดคลองกับรายงานของ  Lu-Kwang 
และ Afolabi (1999) ที่รายงานวาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสมทีสุ่ดในการผลิตเซลลูเลสจาก
เซลลูโลสโดยเชื้อรา  Trichoderma sp. คือ pH 5 
 ดังนัน้ จึงเลือกใชคาความเปนกรดดางเทากับ  5 ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อสามารถ
ยอยสลายเซลลูโลสใหไดกลโูคสมากที่สุดมาใชในกระบวนการหมกและยอยสลายแบบตอเนื่อง
ตอไป  (Philippidis,  1996)   

4.3  การหาระยะเวลาทีเ่หมาะสม   
 เมื่อทําการทดลองเพาะเลี้ยงเชื้อ  Aspergillus  sp.  S-SK-1  ในอาหาร  Production  
medium  ที่ภาวะอุณหภูม ิ  40  องศาเซลเซียส  คาความเปนกรดดางเทากับ  5  โดยแปรผัน
ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเชื้อ  เพื่อการผลิตเอนไซมเปน  3  5  7  9   11  และ  13  วัน   พบวา 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ต่ํามากและมีแนวโนมคอนขางคงที่  เมื่อเวลาผานไป 
แสดงวาการใชอัลฟาเซลลโูลสเขมขน 3% (w/v) เปนแหลงคารบอน  มีความเขมขนของสับสเตรทที่
ไมเหมาะสมตอการชักนําใหมีการผลิตเอนไซม  exoglucanase  เขมขนของสับสเตรทที่ไม
เหมาะสมตอการชักนาํใหมีการผลิตเอนไซม  exoglucanase  
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 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มคีาแอคติวิตีจําเพาะสูงที่สุดและมีแนวโนมเพิ่มข้ึน
ตั้งแตวันที่  3  ถึงวันที่  11  แลวลดลงในวนัที่ 13  อยางมีนยัสําคญัทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  
0.05  แสดงวา อัลฟาเซลลูโลสความเขมขน  3% (w/v) มีความเหมาะสมตอการชักนาํใหมีการ
ผลิตเอนไซม endoglucanase ทีท่ําหนาที่ตัดพันธะ β-glucosidic โดยตัดแบบสุมทําใหไดกลูโคส
และเซลโลไบโอส  (Smith and Aidoo, 1988; Eriksson et al., 1990)  ตั้งแตเร่ิมผลิตจนถึงวนัที ่ 
11  แลวลดลงในวนัที ่  13 เนื่องจากวา  endoglucanase  จะถูกยบัยั้งไดโดยเซลโลไบโอสที่เปน
ผลิตภัณฑ  (Saha et al., 1998)   
 สําหรับเอนไซม  β-glucosidase  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงรองลงมาจาก endoglucanase 
และมีแนวโนมเพิ่มข้ึนตัง้แตวนัที ่  3  ถงึวนัที ่  11  แสดงวามีเซลโลไบโอสที่เกิดขึ้นจากการยอย
สลายอัลฟาเซลลูโลสของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  ในปริมาณที่เหมาะสมใน    
การชักนําใหเชื้อรา  Aspergillus sp.  S-SK-1  ผลิตเอนไซม  β-glucosidase  ออกมา ทําหนาที่
ยอยสลายเซลโลไบโอสใหไดกลูโคสเพื่อนําไปใชในการเจริญเติบโต β-glucosidase มีคากิจกรรม
การทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสเริ่มลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติทีร่ะดับความเชือ่มั่น 0.05 ใน
วันที่ 13 แสดงวาปริมาณกลูโคสที่เกิดขึ้นมีมากเกินไปสามารถยับยั้งการทาํงานของเอนไซม                   
β-glucosidase ได  (Saha et al.,  1998)   
 สําหรับการเลอืกระยะเวลาวันที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสเพื่อนาํไปใชใน
กระบวนการหมักและยอยสลายแบบตอเนื่อง   ทําการเลือกที่ระยะ 9  วัน   เนื่องจากที่กิจกรรมการ
ทํางานของเอนไซมเซลลูเลสจําเพาะของ exoglucanase และ endoglucanase ในวนัที่ 9 และ
วันที่ 11 ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ  ถึงแมวาคากิจกรรมการทํางานของ
เอนไซมเซลลูเลสจําเพาะของ β-glucosidase ในวนัที่  11  จะสูงกวาวนัที่  9  อยางมีนยัสําคญั
ทางสถิติก็ตาม  เนื่องจากวาการผลิตทางอุตสาหกรรมตองการความรวดเร็ว   
 
5. การหมกัและการยอยสลายแบบตอเนือ่ง  (Simultaneous  Saccharification  and     

Fermentation,  SSF) 
          5.1  ศึกษาการเจริญของเชื้อราเพื่อใหผลิตหัวเชื้อ  
 จากผลการเจริญเติบโตของ Aspergillus sp. S-SK-1  ที่เลี้ยงในอาหารสูตร PDB จะ
พบวาเชื้อรามกีารเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว  จากเริ่มตนการบมเชื้อจนถึงระยะ log phase ใชเวลา  
2  วัน  ซึ่งนับวาเร็วมากเมื่อเทียบกบัการเลี้ยงในอาหารกึ่งแข็งสูตร PDA ในจานเลีย้งเชื้อที่ใชเวลา
ถึง 7 วนั ตามการทดลองของพิสทุธิ์ พวงนาค (2542) ดังนั้นการเลี้ยงเชือ้ Aspergillus sp. S-SK-1  
ในอาหารสูตร PDB เปนเวลา 2 วัน จึงเหมาะที่จะใชเปน seed เพื่อเปนหัวเชื้อสําหรับผลิต       
เซลลูเลสตอไป เนื่องจากจะไดหัวเชื้อปริมาณมากในเวลาอันรวดเร็ว และยังชวยประหยัดอาหาร
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เลี้ยงเชื้อและพลังงานที่ใชในการบมเชื้อได  สําหรับการเลือกเวลาที่เหมาะสมในการผลิต seed 
สามารถเลือกเชื้อที่เจริญอยูในระยะ log  phase คือ 1-2 วัน    
          5.2  การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช   
 ปริมาณองคประกอบของชีวมวลซึ่งไดแก เซลลูโลส  เฮมเิซลลูโลส  และลิกนนิ สามารถใช
เปนปจจยัเบื้องตนเพื่อเลือกพืชมาเปนวัตถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล ซึ่งพืชที่มีปริมาณเซลลูโลส
ควรใหผลผลิตที่ดี  (Samson and Omielan,  1992)  แตทั้งนี้ตองคํานึงถงึปจจยัอืน่ดวย  ที่สําคญั
คือ การปรับสภาพ  เพื่อเพิม่ความสามารถในการเขายอยสลายของเอนไซมเซลลูเลส ใหไดน้ําตาล
กลูโคสที่สามารถหมักเพื่อผลิตเอทานอลได  (McMillan,  1994; Hsu,  1996)   
          5.3  ศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต   
 การศึกษาการเจริญเติบโตของยีสต  K.  thermotolerans ในอาหารสูตร YMB ที่เก็บผล
การทดลองทุก 6 ชั่วโมง พบวา  ยีสตมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว จากเริ่มตนการบมเชื้อจนถงึ
ปลายระยะ log phase  ใชเวลา 6 ชั่วโมง การที่ยสีตเจริญเติบโตอยางรวดเร็วเพราะวายีสตที่เจริญ
ในภาวะเลี้ยงเชื้อแบบไมตอเนื่อง (Batch culture) ระดับของการสะสมคารโบไฮเดรตในเซลลจะ
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในชวงแรกของการเจรญิเติบโต  เพราะในอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีน้ําตาลอยูสงู
และมีปริมาณไนโตรเจนอยูจํากัด  (Berry,  1989)  สําหรับการเลือกเวลาที่เหมาะสมในการบมเชือ้ 
เพื่อใชเปนหวัเชื้อในการหมักสามารถเลือกที่กึ่งกลางระยะ  log phase  คือ  6  ชัว่โมง  เซลลมี
ความเขมขน  1 Х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  

5.4  การผลติเอนไซมเซลลูเลส  
กิจกรรมการทาํงานของเอนไซมเซลลูเลสจาํเพาะที่ไดจาก  seed  ของ  Aspergillus sp.  

S-SK-1  มีคาสูงที่สุดคือ endoglucanase  รองลงมาคือ  β-glucosidase และคาต่ําที่สุดคือ  
exoglucanase  

5.5  การปรับสภาพ   
การปรับสภาพพืชกอนนํามาใชในกระบวนการหมักและยอยสลายแบบตอเนื่องมีจุดประสงค

เพื่อกําจัดสิ่งทีป่องกันการเขายอยสลายเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลส และเพิ่มความสามารถใน
การเขาทําปฏกิิริยากนัระหวางเซลลูเลสกบัเซลลูโลส  ปจจัยที่เกี่ยวของกับความสามารถในการเขา
ยอยสลายของเอนไซม หรือความสามารถในการหมกัของวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลสแตละชนิด
คือ  การปกปองเซลลูโลสดวยลิกนิน  เฮมิเซลลูโลสที่อยูลอมรอบชั้นของมัดสายเซลลูโลส พืน้ทีผ่ิว
ของเซลลูโลสที่เอนไซมสามารถเขาไปจับเพื่อยอยสลาย  และความเปน crystallinity  ของ 
เซลลูโลส  (Hsu,  1996)   
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จากผลการทดลองพบวาใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  มีการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสและลิกนินหลังการปรบัสภาพโดยการตัดและบด และแชใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  ซึง่การเปลี่ยนแปลงปริมาณขององคประกอบหลกัของชีวมวลทัง้ 
3 ชนิดนี ้  จะแตกตางกันไปขึ้นอยูกบัชนิดของพชื  ปริมาณองคประกอบแตละองคประกอบ  
ลักษณะสมบตัิของแตละองคประกอบนั้น ๆ  และการตอบสนองทีต่างกนัตอวิธกีารปรับสภาพที่
หลากหลาย (McMillan,  1994; Hsu,  1996)   

การตัดและบดเปนการลดขนาดและความยาวของเสนใยลิกโนเซลลูโลส  สวนการปรับ
สภาพดวยสารเคมี เชน สารละลายดาง ซึง่ใชในการทดลองนี้ เปนสารทีท่าํใหวสัดุประเภทลิกโน
เซลลูโลสบวมพอง นิม่ข้ึน ทาํใหยอยสลายไดมากขึน้ เพราะมกีารกําจัดเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิ 
ออกไปบางสวน เนื่องจากเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิประเภท alkali lignins สามารถละลายไดใน
สารละลายดางเจือจาง (Bungay, 1981)  ดวยเหตุนีจ้งึทาํใหปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิเมื่อ
เทียบตอน้ําหนักแหงของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาลดลง  และทําใหปริมาณเซลลูโลส
ตอหนวยน้าํหนักแหงเพิ่มข้ึน 

5.6  การเตรยีมหัวเช้ือยีสต 
ทําการเพาะเลีย้งยีสต  K.  thermotolerans  ในอาหารสูตร  YMB  ที่  6  ชั่วโมง  แลวทาํ

การ  centifuge  เก็บเซลลยีสตไวใชเปนหัวเชื้อในการหมักหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  โดยทํา
การเจือจางใหมีความเขมขนประมาณ  1 х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  ดวย  Normal  saline  เขมขน  
0.85 % (w/v)          

5.7  การหมกัในระดับฟลาสกขนาด  250 มิลลิเมตร  
จากผลการทดลองพบวา  ชวงแรกใบแหงของหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกาถูกยอยสลาย

เปนน้าํตาลไดอยางรวดเร็ว  แตยีสตยงัมีการเจริญเติบโตไมดี  จึงสามารถเปลี่ยนกลโูคสเปน        
เอทานอลไดในปริมาณไมสงูมาก  ทาํใหเหลือน้าํตาล  reducing  sugar  ปริมาณมากในน้าํหมกั  
ในวนัแรกของการหมกัน้าํตาล  reducing  sugar  ลดลง  และปริมาณเอทานอลเพิ่มสูงขึ้น  
ในขณะที่ยีสตมีอัตราการเพิม่ของจํานวนเซลลคอนขางคงที่  นั่นอาจเปนเพราะวายีสตมีอัตราการ
เจริญเติบโตทีด่ี  มีความแข็งแรง  จึงสามารถเปลีย่นกลูโคสเปนเอทานอลไดปริมาณมากขึน้  
สําหรับวนัที่  2  มีปริมาณเทากับ  6.07  กรัมตอลิตร  (0.2  กรัมตอสับเสตรท)  อัตราการเพิม่ข้ึน
ของจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว  และปริมาณเอทานอลเพิม่ข้ึนสูงสุด  ประกอบกับน้าํตาล  
reducing  sugar  ที่เหลือมีปริมาณเพิ่มข้ึนเลก็นอย  เนื่องมาจากวาเซลลูโลสถูกยอยสลาย
กลายเปนกลโูคสไดปริมาณเพิ่มข้ึน  ยีสตจึงสามารถนําน้ําตาลที่เกิดขึน้มาเปลี่ยนเปนเอทานอลได
ปริมาณที่สูงขึ้นดวย  ในวนัที่  3  ยีสตมีอัตราการเจริญคอนขางคงที ่ และมีปริมาณเอทานอลลดลง  
และน้ําตาล  reducing  sugar  ที่เหลือมีปริมาณสูงขึน้และสูงที่สุดเทากับ  24.43  กรัมตอลิตร  
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อาจเนื่องมาจากวาการมีน้าํตาลมากเกินไป  สามารถยบัยั้งการเจริญของยีสต  และทําใหการหมกั
ไดปริมาณเอทานอลที่ลดต่ําลง  ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ  Sreenath  และคณะ  (2001)  ที่
ทําการผลิตเอทานอลจากเสนใย  alfalfa  ในกระบวนการ  SSF  โดยใชยีสต  Candida  shehatae  
พบวาปริมาณน้ําตาลที่มีความเขมขนสงูเกินไป  สามารถยับยั้งการหมักได  ในวนัที่  4  ยีสตมี
อัตราการเจรญิคอนขางคงที่  จงึไดผลิตภัณฑเปนเอทานอลคอนขางคงที่เชนกนั  ในวนัที ่ 5  ยีสตมี
อัตราการเจรญิคอนขางลดลง  และมีแนวโนมลดลงจนถึงวนัที่  7  สําหรับปริมาณเอทานอลและ
ปริมาณ  reducing  sugar  มีแนวโนมลดลงเชนกัน 

จะเหน็ไดวาผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดในวนัที ่ 2 ของการหมักมีปริมาณเทากับ 6.07        
กรัมตอลิตร (0.2  กรัมตอสับสเตรท) ซึง่สอดคลองกบัการทดลองของ Punnapayak และคณะ 
(1999)  ทีท่ําการผลิตเอทานอลจากเสนใยปานศรนารายณในกระบวนการ SSF โดยใชเชื้อรา 
Acrophialophora sp. และยีสต Saccharomyces cerevisiae ใหผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดใน
วันที่ 2  ของการหมัก มีปริมาณเทากับ  0.11  กรัมตอกรัมสับสเตรท 

สําหรับกากที่เหลือจากการหมักพบวามีความสัมพันธกับปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยาง
ชัดเจน  ซึ่งถามีปริมาณกากมากปริมาณเอทานอลจะนอย  กลาวคือกากทีเ่หลือเกิดจากการ
เปลี่ยนเซลลโูลสเปนกลูโคสไดเพียงบางสวนและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลูโคสที่ไดเปนเอทานอล 

สําหรับคา  pH  ของน้ําหมักคอนขางคงที่ตลอดระยะเวลาในการหมัก  มีคาอยูในชวง  
4.43-5.40 

 
 



บทที่  6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 
1.  การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางใบแหงของหญาแฝกหอมและดินบริเวณผวิดินใตกอหญาแฝกหอม 3           
อีโคไทป คือ อีโคไทปศรีลังกา อีโคไทปสงขลา 3 และอีโคไทปสุราษฎธานี  เพื่อรวบรวมสายพนัธุ
ของเชื้อราที่สามารถยอยสลายเซลลูโลสได  
 
2.  การคัดแยกเชื้อราที่ผลิตเอนไซมเซลลูเลสได   
 เมื่อนําตวัอยางทัง้หมดมาคดัแยกเชื้อรา  ดวยอาหารเหลวสูตร Czapex's  dox สามารถ
คัดแยกเชื้อราไดทั้งสิ้น  113  สายพนัธุ     ดังตารางที่  12 
 
ตารางที่  12  สรุปจํานวนสายพนัธุเชื้อราที่คัดแยกไดจากใบแหงและดินบริเวณผวิดินใตกอหญา
แฝกหอม  3  อีโคไทป 
 

ตัวอยาง จํานวนสายพนัธุ 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  (L-SR-) 12 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  (S-SR-)  5 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสงขลา 3  (L-SK-) 13 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  (S-SK-)     20 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี (L-ST-)   30 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (S-ST-)  33 

 
ทําการเพาะเลีย้งเชื้อรา  113  สายพันธุ  ในอาหาร  Carboxymethyl  Cellulose  Agar   

พบเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วนั  มีทัง้หมด  39    สายพนัธุ  
ดังตารางที่  13 
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ตารางที่ 13 สรุปจํานวนสายพันธุเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดภายในระยะเวลา  3  วนั 
 

ตัวอยาง จํานวนสายพนัธุ 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปศรีลังกา  (L-SR-)   5 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  (S-SR-)    4 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสงขลา 3  (L-SK-)  1 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสงขลา 3  (S-SK-) 3 
ใบแหงของหญาแฝกหอมอโีคไทปสุราษฎธาน ี (L-ST-)   4 
ผิวดินบริเวณใตกอหญาแฝกหอมอีโคไทปสุราษฎธานี  (S-ST-)  22 

 
สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ exoglucanase นั้นพบวาเชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคา

สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ้ราอีก  5  สายพนัธุ    

สําหรับคาของแอคติวิตีจําเพาะ  endoglucanase  พบวาเชื้อราสายพนัธุ  L-SR-10  มีคา
สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดบัความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของเชือ้ราอีก  5  สายพนัธุ     

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase   พบวาเชื้อราสายพนัธุ L-ST-14  มี
คาสูงสุด  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสาํคัญทางสถิติที่ระดบัความเชื่อมั่น  0.05  กับเชื้อราสายพันธุ   
S-SK-1   ที่มคีาแอคติวิตีจําเพาะรองลงมา    
 โดยสรุปเชื้อราสายพนัธุ  S-SK-1 เปนสายพนัธุทีม่ีคาแอคติวิตีจําเพาะสูงทัง้  3  คา  จึง
เลือกมาใชในการผลิตเอนไซมตอไป 
 
3.  การจัดจาํแนกเชื้อรา 
 เชื้อราสายพันธุ  S-SK-1  มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูทัง้  3  คา  และเชือ้ราสายพันธุ S-SR-1  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะทั้ง  3  คา  สูงรองลงมา  คอนขางใกลเคยีงกบัเชื้อราสายพนัธุ  S-SK-1  จึง
เลือกนาํมาจัดจําแนกทั้ง  2  สายพนัธุ  โดยการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา  พบวาเชื้อราสาย
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.  การหาภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลส   
 4.1  หาอุณหภูมิที่เหมาะสม 
 Aspergillus sp.   S-SK-1  ผลิตเอนไซม  exoglucanase  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  ที่มี
ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญทางสถติิ  ที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  ทั้ง  3  ภาวะอุณหภูมิ  
โดยที่อุณหภูม ิ 30  องศาเซลเซียส  ดทีี่สดุ  รองลงมาคอืที่อุณหภูม ิ 40  องศาเซลเซียส  และต่ําที่
สดคืออุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ตามลําดับ  
 สําหรับเอนไซม  endoglucanase  มีคาคาแอคติวิตีจําเพาะดีที่สุดทัง้  3  อุณหภูมิ  เมื่อ
เปรียบเทยีบกบั  exoglucanase  และ  β–glucosidase  โดยที่อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียสดีที่สดุ     
 สําหรับ  β–glucosidase  พบวาที่อุณหภูมิ  35  องศาเซลเซียส  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะ  
สูงที่สุด  โดยที่อุณหภูม ิ 30  และ  40  องศาเซลเซยีส  มีคาแอคติวิตีจําเพาะใกลเคียงกนั  และไม
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05    

สรุปไดวาที่ภาวะอุณหภูม ิ 40  องศาเซลเซยีส  เชื้อราสายพนัธุ  Aspergillus  sp. S-SK-1 
มีคาแอคติวิตีจําเพาะของเซลลูเลสโดยรวมดีที่สุด  จึงเลือกอุณหภูมนิี้ไวใชสําหรับผลิตเอนไซมเพื่อ
ใชในกระบวนการ  SSF  ตอไป  

4.2  หาคาความเปนกรดดางที่เหมาะสม 
เชื้อรา Aspergillus sp.  S-SK-1  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ที่  pH  5  

สูงที่สุด  และแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิตทิี่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กบัคาแอคติวิตี
จําเพาะของภาวะ  pH  4  6  และ  7   

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1 
พบวามีคาสงูกวาคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ β–glucosidase  อยางเหน็ไดชัด  
และที่  pH  5  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase  ดีที่สุด และแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะ  ของภาวะ  pH  4  6  และ  
7     

  สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  β–glucosidase  ของเชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1   
นั้นพบวาที ่  pH  4  ใหคาแอคติวิตีจําเพาะดทีี่สุด  แตไมมีความแตกตางทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวติีจําเพาะของภาวะ  pH  5  และ  6     

สรุปไดวาที่ภาวะอุณหภูมิ 40 องศาเซียลเซียส และ pH 5 เชื้อรา Aspergillus sp. S-SK-1  
สามารถผลิตเซลลูเลสที่มีคาแอคติวิตีจําเพาะดีทัง้  3  องคประกอบ  จึงเลือกภาวะอุณหภูมิ  40  
องศาเซลเซยีส  และ  pH  5  ไวสําหรบัใชในการผลติเอนไซมเซลลูเลสเพื่อไวใชในกระบวนการ  
SSF  ตอไป 
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4.3  การหาระยะเวลาที่เหมาะสม 
เชื้อรา Aspergillus  sp.  S-SK-1   ใหคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  ต่ําที่สุด  

เมื่อเปรียบเทยีบกับคาแอคติวิตีจําเพาะ   ของ  endoglucanase  และ  β–glucosidase  และคา
แอคติวิตีจําเพาะ  ที่บมเชื้อเปนเวลา  7  วัน  มีคาสูงที่สุด  ซึ่งไมแตกตางอยางมีนยัสาํคัญทางสถิติ
ที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับคาแอคติวิตีจําเพาะของเชื้อที่บมเปนเวลา  3  และ  9  วนั   
ตามลําดับ  

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  endoglucanase ของเชื้อรา Aspergillus  sp. S-SK-1  
มีคาแอคติวิตีจําเพาะสงูที่สดุ  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตีจําเพาะของ  exoglucanase  และ  
β–glucosidase  และคาแอคติวิตีจําเพาะ  เมื่อบมเชือ้เปนเวลา  11  วัน  มีคาสูงสุด และไม
แตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมัน่  0.05  กับระยะเวลาบมเชื้อที่  9  วนั  ซึง่มี
คาแอคติวิตีจําเพาะสงูรองลงมา   

สําหรับคาแอคติวิตีจําเพาะของ   β–glucosidase  เมื่อเปรียบเทียบกับคาแอคติวิตี
จําเพาะของ  exoglucanase  และ  endoglucanase  แลวพบวามีคาแอคติวิตีจําเพาะสูง
รองลงมาจาก  endoglucanase  และที่ระยะเวลาบมเชื้อเปนเวลา  11  วัน  เชื้อรามีคาแอคติวติี
จําเพาะสงูที่สดุ  และแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น  0.05  กับอันดบั
รองลงมาคือทีร่ะยะเวลาบมเชื้อนาน  13  วนั  ซึ่งไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  ที่ระดับ
ความเชื่อมัน่  0.05  กับที่ระยะเวลาบมเชือ้นาน  9  วัน        

โดยสรุประยะเวลาที่เลือกไวในการบมเชื้อคือ  9  วัน  เพื่อการผลิตเซลลูเลสเนื่องจากใน
อุตสาหกรรมตองการความรวดเร็วในการผลิต 

 
5.  การหาปรมิาณองคประกอบของชวีมวลพืช 

ปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช  ไดแก  ปริมาณเซลลูโลส  เฮมิเซลลูโลส  และลิกนนิ    
พบวา  กอนปรับสภาพและลังปรับสภาพมีความแตกตางกัน  โดยกอนปรับสภาพมีปริมาณ
เซลลูโลส  34.41%  หลงัปรับสภาพมีปริมาณ  55.45%  (เพิ่มข้ึน  61.15%)  ปริมาณเฮมิเซลลูโลส
กอนปรับสภาพมี  34.04%  หลังปรับสภาพมีปริมาณ  15.20%  (ลดลง 55.35%)  และปริมาณ
ลิกนนิกอนปรับสภาพมี  15.95%  และหลงัปรับสภาพมปีริมาณ  11.64%  (ลดลง 27.02%) 
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6. การหมักและการยอยสลายแบบตอเนื่อง  (Simultaneous  sacchrification  and  
fermentation,  SSF) 

ผลผลิตเอทานอลสูงที่สุดในวนัที่  2  มีคาเทากบั  6.07  กรัมตอลิตร  (0.20  กรัมตอกรัม
สับสเตรท)     

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลือในน้าํหมกัของใบแหงหญาแฝกหอมอีโคไทปศรีลังกา  สูงสุด
ในวนัที ่ 3  มีคา  24.43  กรัมตอลิตร     

สําหรับกากที่เหลือพบวามีความสัมพนัธกบัปริมาณเอทานอลที่ผลิตไดอยางชัดเจน  
กลาวคือกากที่เหลือลดลงเพราะเซลลโูลสถูกเปลี่ยนเปนกลูโคสและสุดทายยีสตเปลี่ยนกลโูคสเปน
เอทานอล 

จํานวนเซลลยสีตเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในวนัที ่  2  จากนั้นลดลงต่ําทีสุ่ดในวันที่  3  แลว
เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วและสูงที่สุดถึง  2.045  х 109  เซลลตอมิลลิลิตร  ในวนัที่  4 

สําหรับคา pH ของน้าํหมักพบวามีคาอยูในชวง 4.43– 5.4   
 
ขอเสนอแนะ 
 
1. ควรมีการปรับปรุงสายพันธุของเชื้อราเพื่อใหสามารถผลติเอนไซมที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นได 
2. ควรจะมีการประยุกตใชวิธกีารปรับสภาพพืชจากวิธทีางชีวภาพ  เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการ

ยอยสลาย  ซึง่จะชวยเพิ่มผลผลิตเอทานอลใหสูงขึ้นได 
3. ควรหาภาวะทีเ่หมาะสมในกระบวนการหมกัพรอมกับการยอยสลายเพือ่สามารถผลติ 
      เอทานอลไดปริมาณสูงขึ้น  
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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 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลัน่  ถายใสฟลาสกขนาด  250  มิลลิลิตร  ใหมีปริมาตร  100  
มิลลิลิตร  แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อ  จากนัน้นํากระดาษกรอง  Whatman  No.1  ขนาด  2.0 x 10.0  
เซนติเมตร  ที่ผานการนึง่ฆาเชื้อแลวเชนกนั  ใสไวในอาหาร   

 
2. Potato  Dextrose  Agar  (PDA) 

มันฝร่ัง                                        200   กรัม 
น้ําตาลกลูโคส                                20      กรัม 
วุน                                                 16    กรัม 
น้ํากลัน่ 
หั่นมนัฝร่ังเปนชิ้นลูกเตาประมาณ  1 х 1  เซนติเมตร  ตมกับน้าํกลัน่  เมื่อสุกแลวกรองเอาแต

น้ํา  จากนัน้เตมิน้ําตาลน้าํตาลกลูโคสแลวปรับปริมาตรใหใกล  1  ลิตร  ปรับ  pH  เทากับ  5.5  เติมวุน
แลวตมจนวุนละลายหมด  สุดทายปรับใหเปน  1  ลิตร  และนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องนึ่งความดันไอ  
(autoclave)  ที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซยีส  ความดนั  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา  15  นาท ี
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3. Potato  Dextrose  Broth  (PDB ) 
มันฝร่ัง         200    กรัม 
น้ําตาลกลูโคส         20    กรัม 
น้ํากลัน่ 
วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร  PDA  แตใสวุน  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 
 

4. Yeast  Malt  Agar  (YMA) 
Yeast  extract            5 กรัม 
Malt  extract             5        กรัม 
Bacto  peptone          5        กรัม 
น้ําตาลกลูโคส        20        กรัม 
วุน         16        กรัม 
น้ํากลัน่   
ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวนวุนดวยน้ํากลั่น  แลวเติมวุน  จากนั้นนําไปตมจนวุนละลาย

หมด  แลวปรบัปริมาตรใหได  1  ลิตร  แลวนาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึง่ความดันไอ 
 

5. Yeast  Malt  Agar  (YMB) 
Yeast  extract          5 กรัม 
Malt  extract            5 กรัม    
Bacto  peptone          5 กรัม 
น้ําตาลกลูโคส         20 กรัม 
น้ํากลัน่ 
วิธีเตรียมเชนเดียวกับการเตรียมอาหารสูตร  YMA  แตไมใสวุน  ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  
แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ 

 
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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 แบงละลาย CMC และ gar แลวนําไปตมจนละลาย จากนัน้นาํมารวมกัน แลวใส yeast 
extract และ (NH4)2SO4 ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตร แลวนําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยหมอนึง่ความดันไอ 
 
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 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดยกเวน   α–cellulose   Tween  80  และ   CaHPO4.2H2O  ปรับ
ปริมาตรใหใกลเคียง  1  ลิตร  แลวปรับ  pH  เทากับ  5.0  เติม  Tween  80  แลวปรับปริมาตรใหได  1  
ลิตร  สําหรับ  α-cellulose   และ   CaHPO4.2H2O  ใหชั่งแยกแตละฟลาสก  
 
8. F2  medium  (Punnapayak,  Kuhirun,  and  Thanonkeo,  1999) 

  (NH4)2SO4             30      กรัม 
 MgSO4.7H2O          2.2      กรัม 
 CaCl2                       1.2      กรัม 
 น้ํากลัน่ 
 ละลายสวนผสมแตละชนิดดวยน้าํกลัน่  โดยละลายแยกจากกัน  แลวนาํมาผสมกนั  ปรับ
ปริมาตรใหได  1  ลิตร  แลวนําไปนึง่ฆาเชือ้ 
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ภาคผนวก  ข 
 

การเตรียมสารเคมี 
 

การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื 
 
1. สารละลาย  Neutral  Detergent 

1.1 ชั่ง  Disodium  ethylene  diamine  tetraacetate  (EDTA)  16.18  กรัม  และ  
Sodiumborate  decahydrate  (Na2B4O7.10H2O)  6.81  กรัม  ใสในบีกเกอร  เติมน้ํา
กลั่นลงไปพอประมาณ  นาํไปตมจนละลายหมด 

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

1.3 นําสารละลายในขอ  1.1  มาผสมกับสารละลายในขอ  1.2 
1.4 ชั่ง  Disodium  hydrogen  phosphate  anhydrous (Na2HPO4)  4.56  กรัม  ใสในบีก

เกอร  เติมน้ํากลัน่ลงไปพอประมาณ  แลวนาํไปตมจนละลายหมด  นําไปตมกับ
สารละลายผสมที่ไดในขอ  1.3  จากนัน้ปรับปริมาตรใหได  1  ลิตร  ดวยน้ํากลั่น  และ
ปรับ  pH  ใหอยูในชวง  6.9 - 7.1 

 
2. สารละลาย  Acid  Detergent 

ละลาย  Cetyl  trimethylammonium  bromide  (CTAB)  20  กรัม  ในกรดซัลฟูริกความ
เขมขน  1  N  แลวปรับปริมาตรดวยกรดนีใ้หได  1  ลิตร   
 

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

0.05  กรัม  ในน้าํกลัน่  แลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร  เกบสารละลายนี้ในขวดแกวสีชา  อยาใหโดน
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  ผสมใหเขากนั 
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5.    สารละลาย  Combined  permanganate 
ผสมสารละลาย  Saturated  potassium  permanganate  กับ  สารละลาย  Lignin  buffer  

ในอัตราสวน  2:1  ( ปริมาตรตอปริมาตร )  เก็บสารละลายนี้ในขวดสีชา  แชในตูเยน็ไมใหถูกแสงแดด  
ถาสารละลายเปลี่ยนเปนสีแดงแลวจะไมสามารถนํามาใชไดอีก 
 
6.    สารละลาย  Demineralizing   
 ละลาย  Oxalic  acid  dihydrate  50  กรัม  ในน้ํากลั่นปริมาตร  700  มิลลิลิตร  จากนัน้เติม
น้ํากลัน่  250  มิลลิลิตร  และ  Hydrochloric  acid  (HCl) 50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากัน 
 
7.    สารละลาย  80 %  ethanol 
 ผสม  95 %  Ethanol  843  มิลลิลิตร  กับน้ํากลัน่  157  มิลลิลิตร  แลวเขยาใหเขากนั 
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัใชในการคดัแยกเชื้อ   
 1.   สารละลาย 0.01% Congo red   
        ละลาย Congo red 0.01 กรัม ในน้าํกลั่น 100 มิลลิเมตร แลวผสมใหเขากนั   

2. สาระละลาย 1 M Sodium Chloride  
ละลาย Sodium chloride 58.44 กรัม ในน้ํากลัน่ 800 มิลลิเมตร แลวปรับปริมาตรเปน 1 

ลิตร  
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัการวดัแอคติวิตีของเอนไซมเซลลูเลส 
 
1.    DNS  reagent 
 1.1  เตรียมสารละลาย  NaOH  10 %  ปริมาตร  22  มิลลิลิตร  ใส  phenol   10  กรัม  
จากนั้นเติมน้ําใหครบ  100  มิลลิลิตร  คนใหเขากนั  เทแบงออกมา  96  มิลลิลิตร  เติม  NaOSO3  9.6  
กรัม  คนใหเขากัน 
 1.2  เตรียมสารละลาย  DNS  1 %  ปริมาตร  880  มิลลิลิตร  และเตรียมสารละลาย  
Rochelle  salt  255  กรัม  ดวยสารละลาย  NaOH  4.5 %  ปริมาตร  300  มิลลิลิตร  จากนัน้นาํมาเท
รวมกับสารละลาย  DNS   1 %  คนใหเขากัน 
 1.3  นําสารละลายจากขอ  1.1  และ  1.2  เทรวมกนั  จะได  DNS  reagent  เก็บไวในขวดสี
ชา  แลวแชตูเย็นอยางนอย  1  คืน  จึงนําไปใช 
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2.    0.05  M  Citrate  buffer  pH  4.8 
 ละลาย  Sodium  citrate  ( MW = 210.14  g/mol )  (กรัมตอโมล)  7.6466  กรัม  ในน้าํกลัน่  
990  มิลลิลิตร  แลวเติม  Citric  acid  5.0434  กรัม  ปรับ  pH  ดวย  1  N  HCl  ใหได  4.8  จากนัน้
ปรับปริมาตรเปน  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)  ความเขมขน  2% 
 ละลาย  CMC  2  กรัม  ดวย  0.05  M  citrate  buffer  แลวปรับปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร  
แลวเติม  Citric  acid  1.6958  กรัม  ปรับ  pH  ดวย  1  N  HCl  ใหได  4.5  จากนัน้ปรับปริมาตรเปน  
1  ลิตร 
 
5.    สารละลาย  Salicin  ความเขมขน  4  มิลลกิรมัตอมิลลลิิตร  
 ละลาย  D-salicin  0.4  กรัม  ดวย  0.025  M  citrate  buffer  ปรับปริมาตรเปน  100  
มิลลิลิตร 
 
การเตรยีมสารเคมีสาํหรบัการวัดปริมาณโปรตีน 
 
สารละลาย  Biuret  reagent 
 ถาตองการเตรียมสารละลาย  Biuret  reagent  ปริมาตร  500  มิลลิลิตร  ใหละลาย  
CuSO4.5H2O  0.75  กรัม  และ  Rochelle  salt  ( Potassium  sodium  tartrate )  3  กรัม  ในน้ํา
กลั่น  250  มิลลิลิตร  จากนั้นนํามาผสมกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  เขมขน  10 %  ปริมาตร  
150  มิลลิลิตร  แลวปรับปริมาตรเปน  500  มิลลิลิตร    
 
การเตรยีมสารเคมีที่ใชในกระบวนการ  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  แลวปรับ  pH  ใหได  5.0  โดยใช  1 N  
Sodium  hydroxide 
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2.    Normal  saline  0.85% 
 ละลาย  Nacl  8.5  กรัม  ดวยน้ํากลั่น  แลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร 
 
การเตรยีม  DNS  reagent  สําหรับวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เหลือในกระบวนการ  SSF 
 
1.    สารละลาย  Dinitrosalicylic  Acid  Reagent  Solution  1%  ประกอบดวย 
 Dinitrosalicylic  acid      10   กรัม 
 Phenol       2     กรัม 
 Sodium  sulfite    0.5   กรัม 
 Sodium  hydroxide    10  กรัม 
 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรเปน  1  ลิตร 
 
2.    สารละลาย  Potassium  sodium  tartrate  solution  40% 
 ละลาย  Potassium  sodium  tartrate  40  กรัม  แลวปรับปริมาตรเปน  100  มิลลิลิตร  
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ภาคผนวก  ค 
 

การหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพืช 
 
1. การวิเคราะหหาปริมาณองคประกอบของชีวมวลพชื  (Goering  and  Van  Soest,  

1970) 
1.1 การสกัดดวยสารละลาย  Neutral  detergent 

(1)  นํา  Sintered  glass  crucible  เบอร  1  ขนาด  50  มิลลิลิตร  ไปอบในตูอบแหงที่
อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  แลวนํามาใสใน  desiccator  ทิ้งใหเยน็แลวชั่ง
น้ําหนกั 

(2)  ชั่งตัวอยางที่แหงและบดละเอียดขนาด  20-30  mesh  หรือ  1  มิลลิลิตร  ประมาณ  1  
กรัม  ใสในบีกเกอรทรงสงูขนาด  600  มิลลิลิตร 

(3)  เติมสารละลาย  Neutral  detergent  100  มิลลิลิตร  Sodium  sulfite  0.5  กรัม  และ  
Decahydronaphthalene  2  มิลลิลิตร  นําไป  reflux  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  โดยนบัต้ังแตเร่ิมเดือด 

(4)  ถายสวนผสมที่  reflex  เสร็จแลวลงใน  Sintered  glass  crucible  ที่วางอยูบนชุด
กรอง  ลางตวัอยางใน  crucible  ดวยน้าํรอน  ( 90-100  องศาเซลเซียส )  3-4  คร้ัง  แลวลางดวย  
Acetone  2  คร้ัง  ดูดสารละลายออกดวยเครื่อง  vacuum  pump  จนแหง  จากนั้นนํา  crucible  ไป
อบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง 

(5)  นํา  crucible  ออกมาทิง้ใหเย็นใน  desicator  แลวชั่งน้ําหนกั  น้าํหนักที่เพิ่มข้ึนคือ  
ปริมาณ  Neutral  detergent  fiber  ( NDF ) 

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

                                  น้ําหนักตัวอยางพชื   
 

1.2 การสกัดดวยสารละลาย  Acid  detergent 
(1)  นําตวัอยางพืชที่ผานการสกัดดวย  Neutral  detergent  มาถายใสในบีกเกอรเพื่อทาํ

การ  Reflux  ดวย  acid  detergent  โดยเติม  Acid  detergent  10  มิลลิลิตร  และ  
Decahydronaphtalene  2  มิลลิลิตร  เปนเวลา  1  ชั่วโมง  นับเวลาตั้งแตเร่ิมเดือด   
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(2)  กรองตัวอยางพืชใน  crucible  ใบเดิม  เพื่อลดการสูญเสียตัวอยางใหนอยที่สุด แลว
ลางดวยน้าํรอน  (90-100  องศาเซลเซยีส)  3-4  คร้ัง  แลวลางดวย  80%  Ethanol  2  คร้ัง 

(3)  นํา  crucible  ไปอบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง  จากนัน้
นํามาปลอยใหเยน็ใน  desiccator  แลวชัง่น้าํหนัก  น้ําหนกัที่ไดคือ  น้ําหนกัของ  Acid  detergent  
fiber  (ADF)  น้ําหนกัที่แตกตางระหวาง  NDF  และ  ADF  คือ  น้ําหนักของเฮมิเซลลูโลส 

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

                                     น้ําหนกัตัวอยางพืช 
     
                                % Hemicellulose          =          % NDF  -  % ADF   
 
 1.3  การวิเคราะหหา  Permanganate  lignin  (PML) 
                 (1)  เติมสารละลาย  Combined  permanganate  25  มิลลิลิตร  ลงใน  crucible  ที่มี
ตัวอยางซึ่งผานการสกัดดวย  Acid  detergent  แลว  แช  crucible  ลงในถาดทีม่นี้ําเย็นสงู  ประมาณ  
2  เซนติเมตร  คนดวยแทงแกวเพื่อไมใหตวัอยางจับเปนกอน  ทิง้ไว  45  นาท ี โดยคนเปนบางครั้ง  
จากนั้นดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช  vacuum  pump 
                 (2)  เติมสารละลาย  Combined  permanganate  25  มิลลิลิตร  ลงใน  crucible  อีกครั้ง  
ทิ้งไวอีก  45  นาที  แลวดูดสารละลายออกใหหมดโดยใช  vacuum  pump 
                 (3)  เติมสารละลาย  Demineralizing  ลงใน  crucible  แตละถวย  แชไว  5  นาท ี แลวดูด
สารละลายออกโดยใช  vacuum  pump  ทําซ้าํจนตวัอยางพืชเปนสีขาวภายในเวลา  20  นาที  
จากนั้นลางดวย  80 %  Ethanol  และ  acetone  แลวดูดใหแหงโดยใช  vacuum  pump 
                 (4)  นํา  crucible  ไปอบที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  12  ชั่วโมง  จากนัน้
นํามาปลอยใหเยน็ใน  desiccator  แลวชัง่น้าํหนัก  น้ําหนกัที่แตกตางกันระหวาง  Acid  detergent  
fiber  ( ADF )  และน้ําหนกัตัวอยางพืชทีผ่านการสกัดลิกนนิออก  คอื  น้าํหนกัของลิกนนิ 
 
วิธีคํานวณ 
 
     % Lignin      =       (A – B)  х  100    

         C 
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โดยที ่ A = น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนัก  ADF 
 B = น้ําหนกั  crucible  +  น้ําหนักตัวอยางพชืที่ผานการสกัดลิกนนิออก 
 C = น้ําหนกัตัวอยางพืช 
 

1.4  การวิเคราะหหาปริมาณเซลลูโลสดวยการเผาเถา 
        นาํ  crucible  ที่มีตัวอยางพืชซึง่ผานการสกัดลิกนินออกแลวในขอ  1.3  ไปเผาในเครื่อง

เผาเถา  ที่อุณหภูมิ  500  องศาเซลเซยีส  เปนเวลา  3  ชั่วโมง  จากนัน้นาํออกมาปลอยใหเยน็ใน  
desiccator  แลวชั่งน้ําหนกั  น้ําหนกัที่แตกตางกนัระหวาง  น้ําหนักพืชหลงัการสกัดลิกนนิออก  และ
น้ําหนกัหลงัการเผาเถา  คอื  น้ําหนักเซลลูโลส  สวนน้ําหนกัเถาก็คอื  ผลตางระหวางน้ําหนกัหลังการ
เผาเถาและน้าํหนกั  crucible 

 
วิธีคํานวณ 
 
    % Cellulose =  (B – D)  х  100 

         C 
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ภาคผนวก  ง 
 

การวัดแอคติวิตีของเอนไซม 
 

1.  การวิเคราะหหาแอคตวิิตีของเอนไซม exoglucanase (1,4-β-D-glucan  cellobiohydrolase, 
[EC 3.2.1.91])  ดวยวธิี  FPU  Assay  (Ghose, 1987) 

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

ทดลองขนาดปริมาตรอยางนอย  25  มิลลิลิตร 
(2)  เตมิเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  (บางตวัอยางอาจตองเจือจางดวย  citrate  buffer  กอน)  แลว

ใสกระดาษกรอง  Whatman  No. 1  ขนาด  1.0 х 6.0   เซนติเมตร  (น้ําหนกัประมาณ  50  มิลลิกรัม)  
1  ชิ้น 

(3)  นําไปบมใน  water  bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  60  นาท ี
(4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากนั  แลวนาํไปตมในน้าํเดือด  เปน

เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
(5)  เติมน้าํกลัน่หลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex 
(6)  เมื่อกระดาษกรองนอนกนดีแลว  (หลังจากตัง้ทิง้ไวอยางนอย  20  นาท)ี  นําสวนน้าํใสไปวัด

คาการดูดกลนืแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลื่น  540  นาโนเมตร  แลวนําคา
การดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบหาปริมารน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตราฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาคาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 
 
2. การวิเคราะหหาแอคติวิตีของเอนไซม  endoglucanase  (1,4-β-D-glucan  4-                   

glucohydrolase [EC 3.2.1.4]) ดวยวธิี 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  ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตรอยางนอย  25  มิลลิลิตร 

   (2)  เติมเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  (เจือจางดวย  citrate  buffer  กอน)  เขยาใหเขากัน 
   (3)  นําไปบมใน  water  bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาท ี
   (4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  แลวนาํไปตมในน้ําเดือด  เปน

เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
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   (5)  เติมน้ํากลั่นหลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex  แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร  จากนัน้นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดไปเทียบหาปริมาณน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตรฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาคาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 

 
3.    การวิเคราะหหาแอคติวตีิของเอนไซม  β-glucosidase  (β-D-glucosidase  

glucohydrolase  [ EC 3.2.1.21 ])  (Sternberg,  Vijaykumar,  and  Reese,  1977) 
วิธีทาํ 
    (1)  เติมสารละลาย  salicin  ความเขมขน  4  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ที่ละลายใน  0.025  M  
sodium  citrate  buffer  pH  4.5  ปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองขนาดปริมาตรอยาง
นอย  25  มิลลิลิตร  
    (2)  เติมเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร   เขยาใหเขากนั 
    (3)  นําไปบมใน  water   bath  ที่อุณหภูมิ  50  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  30  นาที   
    (4)  เติมสารละลาย  DNS  reagent  3  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากัน  แลวนาํไปตมในน้ําเดือด  เปน
เวลา  5  นาท ี จากนัน้ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมิหองโดยแชในอางน้ําเย็น 
    (5)  เติมน้ํากลั่นหลอดละ  20  มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันดวยเครื่อง  Vortex  แลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงดวยเครื่อง  Spectrophotometer  ที่ความยาวคลืน่  540  นาโนเมตร  จากนัน้นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดไปเทียบหาปริมาณน้าํตาลกลูโคสจากกราฟน้าํตาลมาตราฐาน  แลวนําคาที่ไดมา
คํานวณหาแอคติวิตีจากสูตรตามหลักของ  International  Unit  (IU) 
 
4.  การคาํนวณหาคา  unit  of  enzyme  ตามวธิีการของ  The  International  Union  of   

Biochemistry  (Lehninger,  1982) 
 กําหนดให  1  หนวยของเอนไซม  คือ  ปริมาณของเอนไซมที่สามารถยอยสลายสารตั้งตน  ใหเปน
ผลิตภัณฑสุดทาย  1  ไมโครกรัม  ในเวลา  1  นาท ี ภายใตภาวะที่ใชทดสอบ  นัน่คือ   
1  หนวยของเอนไซม = 1  ไมโครโมลของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน  1  นาท ี
    = 1  ไมโครโมลของกลูโคสทีถ่กูปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี
    = 0.180  มิลลิกรัม  ของกลูโคสที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี
 5.1  การคํานวณแอคติวิตีของเซลลูเลส 
คาแอคติวิตีของ  exoglucanase  จะไดวา   
ถากลูโคส  0.180  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี มีคา  1  หนวย 
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ถากลูโคส  1.00  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  60  นาท ี มีคา                      1   =   0.093  
    
                                                                                                                                                          (0.180  Х  60) 
หนวย 
เมื่อใชเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  สามารถปลดปลอยกลูโคส  Х  มิลลิกรัม  ใน  60  นาที  มีคาเทากบั Х Х  
0.093  หนวย 
ดังนัน้  เมื่อใชเอนไซม  1.0  มิลลิลิตร  ในสภาวะเดียวกนัจะมีคา  เทากับ  (Х Х  0.093)  หนวย 
                                                                                                                  0.5 
                 หรือ     =      มิลลิกรัมกลูโคส  Х  0.093           หนวย/มล.  (U/ml) 
                                         ปริมาตรของเอนไซม 
ดังนัน้  คาแอคติวิตีของ  endoglucanase  จะไดวา 
ถากลูโคส  0.180  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  1  นาท ี มีคา  1  หนวย 
ถากลูโคส  1.00  มิลลิกรัม  ที่ถูกปลดปลอยออกมาใน  30  นาท ี มีคา                   1    =  0.185      
                                                                                                       (0.180 Х 30) 
หนวย 
เมื่อใชเอนไซม  0.5  มิลลิลิตร  สามารถปลดปลอยกลูโคส  Х  มิลลิกรัม  ใน  30  นาที  มีคา  เทากบั  x 
x 0.185  หนวย 
ดังนัน้  เมื่อใชเอนไซม  1.0  มิลลิลิตร  ในสภาวะเดียวกนั  จะมีคา  เทากับ  (x x 0.185)  หนวย 
                                                                                             0.5  
หรือ       =       มิลลิกรัมกลูโคส  Х  0.185       หนวย/มล.  (U/ml) 
                          ปริมาตรของเอนไซม 
สําหรับคาแอคติวิตีของ  β-glucosidase  คํานวณเชนเดียวกนักับคาแอคติวิตีของ  endoglucanase 
 
6.  การวัดปรมิาณโปรตีนดวยวธิี Biuret Method (Bradford, 1976)   

วิธีทาํ 
(1) เติมเอนไซม 1.0 มิลลิเมตรลงในหลอดทดลอง และเตมิสารละลาย Biuret reagent 4 

มิลลิลิตร (ควรเตรียมใหมทกุครั้ง)  เขยาใหเขากนัดีดวยเครื่อง Vortex ตั้งทิง้ไว  30 นาทีที่
อุณหภูมิหอง   

(2) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร โดยเขยาใหเขากนัดีดวย
เครื่อง Vortex กอนนาํไปวัดทันที จากนัน้นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบกบักราฟ
โปรตีนมาตรฐาน เพื่อคํานวณหาคาปริมาณโปรตีน   
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7. การหาคา Specific activity   
นําคาแอคติวติีของเอนไซมที่คํานวณไดในหนวย หนวยตอมิลลิลิตร มาหารดวยคาปริมาณ

โปรตีนของเอนไซมนัน้คา specific activity  ของเอนไซมจะมหีนวยเปน หนวยตอมิลลิกรัมโปรตีน   
 

8. การหาคา  maximum  specific  growth  rate  สําหรับเชื้อราที่เจรญิเปน  pellet  
(Prosser,1995) 

จากกราฟแสดงการเจริญเตบิโตทียบกบัเวลา  สามารถหาคาคงที่  k  ไดจากสมการ 
   M1/3 = M0

1/3   +    kt .................(1) 
โดยที ่  M       =       น้ําหนักแหงของเสนใยที่เวลา  t  (เวลาที่ใหคาน้ําหนกัแหงสงูสุด      

ในชวง  log  phase) 
           M0         =           น้าํหนักแหงของเสนใยที่เวลาเริ่มตนบมเชื้อ 
 
เมื่อทราบคาคงที่  k  แลว  คํานวณหาคา  w  (ความกวางของชั้นนอกของ  pellet  ที่เปนชั้น

ของ  active  hyphae)  จากสมการ 
 M = M0  +   (4/3 ¶pn)1/3  wµt       ...................(2) 
โดยที่  p = คาคงที่ของความหนาแนนของ  pellet 
          N =          จํานวน  pellet 
          µ  = specific  growth  rate 
แทนคาคงที ่ k = (4/3 ¶pn)1/3  µt     ลงในสมการที ่ 2 
เมื่อทราบคา  w  แลว  คํานวณหาคา  µ  สมการ 
          r              =           r0  +  wµt      ..............(3) 
โดยที่  r   =   รัศมีของ  pellet  ณ  เวลา  t 
           r 0     =   รัศมีของ   pellet  ณ  เวลาเริ่มบมเชื้อ 
 

9. การสรางกราฟมาตรฐานน้ําตาลและโปรตีนสําหรบัวัดแอคติวิตีของเอนไซม  
 

10.1 กราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส  
วิธีทาํ 

(1) เตรียมสารละลายน้าํตาลกลูโคสเขมขน  0  0.1   0.2   0.4  0.6  0.8   1.0  1.2  
และ  1.4  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ดวย citrate buffer   
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(2) เติมสารละลาย DNS reagent หลอดละ 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั แลวนาํไปตม
ในน้าํเดือดบน water bath นาน 5 วินาท ี  

(3) ตั้งทิ้งไวใหเย็นในอางน้าํเยน็ จากนั้นเติมน้ํากลั่นหลอดละ 20 มิลลิลิตร แลวนําไป
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร แลวนําคาการดูดกลืนแสง
ที่ไดมาสรางกราฟน้าํตาลมาตรฐานดังภาพที ่ 25  
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ภาพที ่ 26   กราฟมาตรฐานกลูโคสที่ไดจาก DNS assay เพื่อใชในการคํานวณแอคติวิตีของ
เซลลูเลส   
nm = นาโนเมตร 
     
10.2 การสรางกราฟมาตรฐานโปรตีน   
วิธีทาํ 

(1) เตรียมสารละลาย Bovine Serum Albumin (BSA) เขมขน  0  2  4  6  8  และ  
10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  ดวยน้าํกลัน่   

(2) เติมสารละลาย Biuret reagent ลงไปหลอดละ 4 มิลลิลิตร  เขยาใหเขากันตัง้ทิง้
ไวที่อุณหภูมหิอง 30 นาท ี  

(3) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  โดยเขยาใหเขากัน
ดีดวยเครื่อง Vortex กอนนําไปวัดทันท ี แลวนาํคาที่ไดมาสรางกราฟมาตรฐาน
โปรตีนดังภาพที่ 26  
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    ภาพที ่27  กราฟมาตรฐานโปรตีน เพื่อใชในการวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธ ีBiuret method  
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ภาคผนวก จ 
 

1.  การสรางกราฟมาตรฐานเอทานอล   
 เตรียมเอทานอลความเขมขน  0.2  0.4   0.6  0.8  และ 1.0% (v/v)  (ปริมาตรตอปริมาตร)
แลวนําไปตรวจสอบความเขมขนดวยเครื่อง Gas Chromatography (GC) นําพืน้ทีใ่ตกราฟที่ไดของแต
ละความเขมขนมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของเอทานอลและพื้นที่ใตกราฟ 
ดังภาพที่ 27  
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 ภาพที ่28 กราฟมาตรฐานเอทานอล   
 
2.การวัดปรมิาณน้าํตาลรีดิวซในน้ําหนัก (Miller, 1959)   

(1) ปเปตน้ําหมักที่เจือจางแลวปริมาตร 3 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง  
(2) เติม 1% DNS reagent ปริมาตร 3 มิลลิลติร ลงในแตละหลอด เขยาใหเขากนั 
(3) นําไปตมบน Water bath ที่มีน้าํเดือดนาน  5 นาท ี จากนั้นยกลงมาวางในอางน้าํเยน็ 

เพื่อใหเย็นลงที่อุณหภูมหิอง  
(4) เมื่อเย็นแลวเติม  40%  Potassium sodium tartate ปริมาตร 1 มลิลิลิตร ลงในแตละ

หลอด เขยาใหเขากนั   
(5) นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575  นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดไปเทียบกับ

คาการดูดกลนืแสงในกราฟมาตรฐานที่ใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน แลวคํานวณ
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซออกมาเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือกรัมตอ 100 มิลลิลิตร (% w/v)   

2.1 การสรางกราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซโดยใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน   
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เตรียมสารละลายกลูโคสความเขมขน  0.2   0.4   0.6  และ  0.8  มลิลิกรัมตอมิลลิลิตร  แลว
ทําตามวิธีในขอ  2 (1-4)  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  575  นาโนเมตร  นําคาการ
ดูดกลืนแสงทีไ่ดมาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของ
กลูโคส ดังภาพที ่28 
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ภาพที ่29 กราฟมาตรฐานน้าํตาลรีดิวซที่ใชกลูโคสเปนสารละลายมาตรฐาน   

 
3.การสรางกราฟมาตรฐานน้ําหนกัเซลลยีสต   

(1) เจือจางเซลลยสีตเขมขนดวย Normal saline เขมขน 0.85%  ใหไดความเขมขนของเซลล
ตาง ๆ กัน นับจํานวนเซลลในแตละความเขมขนโดยใช heamacytometer   

(2) ปเปตเซลลในแตละความเขมขนปริมาตร 1 มิลลิลิตร กรองผานกระดาษกรอง Whatman 
No.1 ที่ชั่งน้ําหนกัแหงไว แลวนาํไปอบในตูอบที่อุณหภมูิ 60 องศาเซลเซียสเปนเวลา  48  
ชั่วโมง  จากนัน้นาํมาปลอยใหเยน็ใน dessicator ชั่งน้าํหนักแหง เมื่อหักลบน้ําหนกั
กระดาษกรองออกแลว  น้ําหนกัที่ไดคือน้าํหนักเซลลยีสต  

(3) นําคาน้ําหนักที่ไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพนัธระหวางน้าํหนักแหงของเลลและความ
เขมขนของเซลล (จํานวนเซลลตอมิลลิลิตร)  ดังภาพที ่ 29 
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ภาพที ่30  กราฟมาตรฐานน้ําหนกัแหงของยีสต K.  thermotolerans ที่เลีย้งในอาหารสูตร YMB 
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ภาคผนวก  ฉ 
 

1.  การนับจาํนวนเซลลยสีตดวยวิธ ีDirect Microscopic Count โดยใช Haemacytometer   
Haemacytometer  เปนอปุกรณที่ใชสําหรับนับเม็ดเลือด  แตสามารถนํามาประยกุตใชในการ

นับสปอรของราหรือจํานวนเซลลจุลินทรีพยได  Haemacytometer เปน สไลดมีชองแบงไวเปนตาราง  
เมื่อปดดวย cover glass ซึ่งใชเฉพาะกับอุปกรณนี้จะทําใหมีความลึกระหวางตวัสไลดกับ cover 
glass  ทําใหบรรจุของเหลวซึ่งมีตวัอยางที่ตองการนับจํานวนไวได ขีดแบงจะแบงออกเปนชองสี่เหลี่ยม
จัตุรัส  25 ชอง  แตละชองมขีนาด  0.2 × 0.2  ตารางมลิลิเมตร  ซึง่ภายในแตละชองใหญจะแบงยอย
ออกเปน 16 ชองเล็ก แตละชองมีขนาด 0.05 × 0.05 ตารางมิลลิเมตร ดังนั้นเมือ่ปดทับสไลดดวย 
cover glass  ซึ่งใชเฉพาะกบัอุปกรณนี้  ของเหลวที่บรรจุอยูจึงมีปริมาตรเทากับ  0.00025 ลูกบาศก
มิลลิเมตร            

 
ในการนับจํานวนเซลลควรเจอืจางเซลลใหมีปริมาณที่สามารถนบัไดสะดวกและแมนยําไมเจือ

จางหรือหนาเกินจนเกนิไป  ในการนับใหหยดน้าํตัวอยางที่ตองการนับจํานวนเซลลลงบน 
Haemacytometer แลวปดทับดวย cover glass จากนัน้นําไปตรวจนับภายใตกลองจุลทรรศนถานับ
จากชองใหญควรนับอยางนอย  5  ชอง   

วิธีการคํานวณ 
ปริมาตรใน 25 ชองใหญ (400 ชองเล็ก)     =   0.1 ลูกลาศกมิลลิเมตร 
สมมติคาเฉลีย่จํานวนเซลลใน 1 ชองใหญ  = X เซลล 
สมมติคาเฉลีย่จํานวนเซลลใน 1 ชองเล็ก  = Y เซลล 
นั่นคือ     X = 16Y เซลล 
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ดังนัน้ 
ใน 0.1 ลบ.มม.มีจาํนวนเซลลทั้งหมด   X × 25  หรือ Y × 16 × 25        เซลล  
ใน 1.0  ลบ.มม. มจีํานวนเซลลทั้งหมด X × 25 × 10  หรือ Y × 16 × 25 × 10 เซลล 
ใน 1  ลบ.ซม. มีจํานวนเซลลทั้งหมด X × 25 × 10 × 1000 หรือ Y × 16 × 25 × 10 × 1000 
เซลล  
หรือเทากับ  X × 25 × 104 หรือ  4Y × 106  เซลลตอมิลลิเมตร   
 
2.  การคํานวณหาปริมาณแอลกอฮอล  
 นําคา  area  ที่ไดจากการวัดแอลกอฮอลดวยเครื่อง  gas  liquid  chromatograph  ไป
คํานวณหาคาปริมาณของแอลกอฮอล  จากกราฟมาตราฐาน  (รูปที่  24)  ผลที่ไดมีหนวยเปน
เปอรเซ็นต  นัน่คือ  มีปริมาณแอลกอฮอล  x กรัม  ในสารละลาย  100  มิลลิลิตร  หรือถาตองการคิด
ใหมีหนวย  กรัมแอลกอฮอลตอกรัมสับสเตรท  (ก./ก.) 
 

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

 
3.  การคํานวณ  % Conversion   
 คํานวณความเขมขนของแอลกอฮอลใหเปนความหนาแนน  โดยเทียบกับ  absolute  alcohol  
แลวคิดเทียบตอ  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 
 
    คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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 
 
 คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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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คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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    
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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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คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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    
  
คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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    
       
คาแอคติวิตีจําเพาะของ   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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คาแอคติวิตีจําเพาะของ 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  
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ  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 
 
คาแอคติวิตีจําเพาะของ    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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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นางสาวอรุณวรรณ   นุชพวง เกิดเมื่อวันที่ 13 พฤษภาคม 2522 ที่จังหวัดพิษณุโลก 
สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา ในป
การศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอระดับปริญญามหาบัณฑิต  สาขาพฤกษศาสตร  ภาควิชา 
พฤกษศาสตร คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ปการศึกษา 2544  สําเร็จการศึกษา 
ในปการศึกษา 2547 
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