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บทคัดย่อ 
 

ในยุคปัจจุบันกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลจากสารชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส ก าลังได้รับความ
สนใจเป็นอย่างมาก และอ้อยก็เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส าคัญของประเทศไทย ซึ่งเมื่อเกษตรกรเก็บเกี่ยวผลผลิตแล้ว
ก็จะท้ิงส่วนท่ีเป็นยอดและใบอ้อยไว้เป็นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร ผู้วิจัยจึงเห็นว่าควรจะมีแนวทางในการ
วิจัยท่ีจะน าเศษยอดและใบของต้นอ้อยมาใช้ประโยชน์ โดยมีวัตถุประสงค์คือน าเศษยอดและใบอ้อยมาเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์โดยเช้ือรา Aspergillus tubingensis HS1-5 และผลิตไบโอเอ
ทานอลจากเศษยอดและใบอ้อย 

การศึกษาหาองค์ประกอบทางเคมีของเศษยอดและใบอ้อยในส่วนขององค์ประกอบประเภทลิกโน
เซลลูโลสพบว่า มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบสูงถึง 49.14 % (w/w) การทดสอบหาสภาวะท่ี เหมาะสมในการ
เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์โดยการออกแบบการทดลองทางสถิติพื้นท่ีผิวตอบสนอง
(Response surface methods)โดยวิธี Central Composite Design (CCD) พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
ผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์โดยจะพิจารณาค่ากิจกรรมของเอนไซม์ FPase เป็นหลักคือใช้เศษยอดและใบอ้อยใน
ปริมาณ 14.1 กรัม Mendel’s medium ปริมาตร 33 มิลลิลิตร และ pH เป็น 6.68 ให้ค่าพยากรณ์เท่ากับ 
191.33 IU/g solid และค่าจริงท่ีได้มีค่าสูงถึง 190.74 IU/g solid และเมื่อขยายขนาดการผลิตเซลลูโลไลติ
กเอนไซม์พบว่าการผลิตในขนาดปริมาตรรวมเท่ากับ 200 กรัม (10 เท่า) มีความเหมาะสมท่ีสุด เนื่องจากค่า
กิจกรรมของเอนไซม์ FPase CMCase และ β-glucosidase สูงใกล้เคียงกับสภาวะท่ีหมักในขนาดรวม 20 
กรัม 

การทดสอบประสิทธิภาพในการปรับสภาพเศษยอดและใบอ้อยเพื่อให้ได้น้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนใน
การหมักเอทานอล พบว่าการใช้ 1% NaOH และตามด้วย 1% H2SO4 ให้ความร้อน ท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ร่วมกับการใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ ท่ีผลิตโดย A. tubingensis HS1-5 ท าให้ได้
น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดถึง 14.6 กรัมต่อลิตร และเมื่อน ามาผลิตเอทานอลโดยเติมอาหารเล้ียงเช้ือ Ethanol 
production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร หมักเอทานอลโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
TISTR5339 พบว่ามีการผลิตเอทานอลสูงถึง 5.17 กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 24 และเมื่อขยายขนาดการผลิตเอ
ทานอลเป็นขนาด 20 เท่า ของอัตราส่วนเดิม พบว่ามีการผลิตเอทานอลสูงถึง 31.26 กรัมต่อลิตร ภายหลังจาก
ส้ินสุดกระบวนการหมักเอทานอล กรองเอากากวัสดุหมักน าไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง บดให้ละเอียดและน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบอาหารสัตว์ พบว่า กากวัสดุหมักท่ีได้หลังจาก
การส้ินสุดกระบวนการหมักเอทานอลมีคุณสมบัติท่ีจะน าไปใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ โดยใช้น าไปปรับสูตรอาหาร
เพื่อใช้เป็นอาหารหยาบส าหรับโคนมได้ 
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การทดสอบความคงทนของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ -20, 4, 30 และ 45 องศาเซลเซียส โดย
การวัดกิจกรรมของเอนไซม์  FPase CMCase และ β-glucosidase เป็นเวลา 17 สัปดาห์, 13 สัปดาห์, 11 
วัน และ 24 ช่ัวโมง ตามล าดับ พบว่าเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีความคงทนมากกว่า 80% เมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิและ
ระยะเวลาท่ีแตกต่างกัน  

ดังนั้นการน าเศษยอดและใบอ้อยท่ีมีองค์ประกอบของเซลลูโลสท่ีสูงเมื่อถูกย่อยสลายจะได้น้ าตาล
กลูโคส ซึ่งเป็นแหล่งท่ีเหมาะสมในการน าไปใช้มาเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์และการ
ผลิตไบโอเอทานอล ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานท่ีส าคัญและมีมูลค่าสูงได้อย่างมีประสิทธิภาพ รวมท้ังกากวัสดุหมักท่ี
ได้หลังจากการส้ินสุดกระบวนการหมักเอทานอลมีคุณสมบัติท่ีจะน าไปใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ ซึ่งเป็นการเพิ่ม
มูลค่าของเศษยอดและใบอ้อยได้อีกทางหนึ่งได้ในอนาคต  

 
  
 
 



 

 

Abstract 
 

In the recently, lignocellulosic feedstocks are gaining great interest for bioethanol 
production.  Sugar cane as well-known as plays an important role in Thailand crop. The 
agriculture residue of sugar cane which farmer always leaves after harvest production both 
top and sugar cane leave. So the researcher interested for value adds of the waste. The aim 
of this research, to enhance effectiveness of cellulolytic enzyme production from Aspergillus 
tubingensis and bioethanol by sugar cane top and leaves.  

The sugar cane chemical composition was investigated for the component of 
lignocelluloses which reach 49.14% (w/w). In the order to the optimal condition for high 
effectiveness production of cellulolytic enzyme was tested by designed statistic experiment 
as response surface methods following Central Composite Design (CCD) and the optimal 
conditions for producing cellulolytic enzyme mainly based on FPase activity as 14.1 g of 
mixed sugar cane top and leave that blending with 33 mL of Mendel's medium and adjust  
pH at 6.68 which showed  the forecast values at 191.33 IU/g solid and the fact value also 
reach 190.74 IU/g solid. Moreover, the enlargement of cellulolytic enzyme production by 
using total volume was 200 g (10-fold). The enzymatic activity as FPase, CMCase and Beta-
glucosidase were also resemble to the ferment condition at 20g total size. 

The optimal pretreatment condition was 1% of NaOH and 1% of H2SO4 at 121° C for 60 
minutes and the reducing sugar reach 14.6 g/L. The ethanol production process also 
produced sugar after pretreatment and added 100 mL of ethanol production medium and 
Saccharomyces cerevisiae TISTR5339.  From the condition that mentioned before the 
ethanol product reach 5.17 g/L at 24 hours after fermentation and when rise the scale of 
ethanol production to 20-fold, the ethanol product highest was 31.26 g/L.  After ethanol 
fermentation, the hydrolysis of substrate was separated and dried at 80° C for 24 hours and 
gained.  Proximate analysis was also determined.  The results showed that, the fermented 
residues after ethanol fermentation had high efficiency for apply to improve the daily cow 
feed.   

The stability of cellulolytic enzymes were determined for 17 weeks, 13 weeks, 11 days 
and 24 hours by varies temperature at -20, 4, 30 and 45°C. The stability of cellulose enzyme 
has more than 80%. From the result can indicate that the top and leave of sugar cane has 
high cellulose composition and after digested them will be the good carbon source as 
glucose sugar which play a vital role in cellulolytic enzyme production and bioethanol 
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production. Both cellulolytic enzyme and bioethanol are an important energy source and 
valuable. Moreover, value added of the end of fermented residues after ethanol 
fermentation for the daily cow feed will be improved.  
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ตารางท่ี 4.11  ค่าสูงสุดกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase จากสมการถดถอยก าลังสอง 34 
  ในการพยากรณ์โดยมีปัจจัยท้ัง 3 ปัจจัย 
ตารางท่ี 4.12  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ส าหรับ 35 
  สมการถดถอยในรูปแบบก าลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ FPase 
ตารางท่ี 4.13  ค่าสูงสุดของกิจกรรมของเอนไซม์  FPase จากสมการถดถอยก าลังสอง 39 
 ในการพยากรณ์โดยมีปัจจัยท้ัง 4 ปัจจัย  
ตารางท่ี 4.14  การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ส าหรับ 40 
 สมการถดถอยในรูปแบบก าลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

     หน้า 

ตารางท่ี  4.15 ค่าสูงสุดของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase 44 
 จากสมการถดถอยก าลังสองในการพยากรณ์โดยมีปัจจัยท้ัง 4 ปัจจัย   
ตารางท่ี 4.16  ค่าความคงทนของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์  45 
 เก็บท่ีอุณหภูมิ -20°C เป็นเวลา 17 สัปดาห ์
ตารางท่ี 4.17  ค่าความคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 46 
 เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 13 สัปดาห์ 
ตารางท่ี 4.18  ค่าความคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์  47 
 เก็บท่ีอุณภูมิ 30°C เป็นเวลา 11 วัน 
ตารางท่ี 4.19  ค่าความคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 48 
  เก็บท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ตารางท่ี 4.20 กิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีผลิตในระดับขนาดการผลิต 49 
 แบบเล็กและขยายขนาดการผลิตในระดับท่ีใหญ่ขึ้น 
ตารางท่ี 4.21 น้ าตาลรีดิวซ์หลังจากปรับสภาพเศษยอดและใบอ้อยด้วย  51 
 1% NaOH, 1% H2SO4 และ1% NaOH, 2% H2SO4 บ่มร่วมกับ 
 เซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอัตราส่วน 1:5 และ1:10 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ตารางท่ี 4.22  น้ าตาลรีดิวซ์หลังจากปรับสภาพเศษยอดและใบอ้อยด้วย 51 
  2% NaOH, 1% H2SO4 และ 2 % NaOH, 2% H2SO4 บ่มร่วมกับ 
 เซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอัตราส่วน 1:5 และ 1:10 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ตารางท่ี 4.23  ผลการวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของเศษยอดและใบอ้อยหลังจาก  52 
 กระบวนการ Pretreatment ด้วยวิธี TG/DTA  
ตารางท่ี 4.24  ช่ือท่ีใช้แสดงแทนตัวอย่างในการหมักเอทานอล 53 
ตารางท่ี 4.25  ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์จากกระบวนการหมักเอทานอลจากเศษยอด 54 
 และใบอ้อยเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
ตารางท่ี 4.26 ปริมาณเอทานอลจากกระบวนการหมักเอทานอลจากเศษยอด 54 
 และใบอ้อยเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 4.27  ผลการศึกษาองค์ประกอบของกากหมักภายหลังจากการหมักเอทานอล 57 
 เพื่อใช้เป็นอาหารสัตว์ที่ขนาด 20 กรัม และ 200 กรัม 
  
 
 



 
 

สารบัญภาพ 
 
 

   หน้า 
ภาพที่ 2.1 โครงสร้างของลิกโนเซลลูโลสในเซลล์พืช 4 
ภาพที่ 3.1 การเก็บตัวอย่างยอดและใบอ้อยจากไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร  7 
 หมู่บ้านพาดปอแดง อ าเภอบ้านแฮด  จังหวัดขอนแก่น 
ภาพที่ 3.2    ตัวอย่างยอดและใบอ้อยท่ีใช้ในการทดลอง 8 
ภาพที่ 3.3  ยอดและใบอ้อยภายหลังจากการตัด (A) และปั่น (B) 8 
ภาพที่ 4.1     ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 31 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandel’s medium (B) 
ภาพที่ 4.2 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 32 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C)  
ภาพที่ 4.3 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 33 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง  
 Mandel’s medium (B) และ pH (C) 
ภาพที่ 4.4  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 36 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandels’ medium (B) 
ภาพที่ 4.5 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 37 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C) 
ภาพที่ 4.6   ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ  38 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง  
 Mandels’ medium (B) และ pH (C) 
ภาพที่ 4.7  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ  41 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandels’ medium (B)  
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ภาพที่ 4.8   ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 42 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง 
 เศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C)  
ภาพที่ 4.9  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ 43 
 กราฟโครงร่าง (Contour plot) ของอิทธิพลร่วมระหว่าง  
 Mandel’s medium (B) และ pH (C)  
ภาพที่ 4.10  ผลการผลิตเอทานอลจากการขยายขนาดการหมักเอทานอล 55 
 เป็น 20 เท่า โดยยีสต์Saccharomyces cerevisae TISTR 5339  
 ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
 
 
 



 
 

บทที่ 1 
บทน ำ 

 

1.1      หลักกำรและเหตุผล 
อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจส ำคัญของประเทศไทย กระบวนกำรผลิตอ้อยปัจจุบันเมื่อถึงระยะเวลำ

ในกำรเก็บเกี่ยวผลผลิต ผู้ผลิตนิยมใช้ไฟเผำต้นอ้อยเพื่อให้เก็บเกี่ยวได้ง่ำย แต่กำรกระท ำดังกล่ำวจะ
ท ำให้ปริมำณน  ำตำลท่ีได้ลดลง จึงเป็นวิธีกำรท่ีไม่เหมำะสมทำงวิชำกำร แต่เนื่องจำกจะไม่สะดวกกับผู้
เก็บเกี่ยวจึงยังกระท ำอยู่ในทุกท่ีของประเทศ กำรใช้วิธีเผำดังกล่ำวนอกจำกท ำให้ผลผลิตน  ำตำลท่ีได้
ลดลงแล้วยังก่อให้เกิดมลภำวะ และอำจก่อให้เกิดอัคคีภัยขึ นได้อีกด้วย  คณะผู้วิจัยเล็งเห็นถึงปัญหำ
ดังกล่ำว จึงมีแนวทำงกำรวิจัยท่ีจะน ำเศษต้นอ้อย อันได้แก่ ส่ วนยอดและใบของต้นอ้อย ท่ีไม่มี
ประโยชน์ในขณะนี  แต่ท่ีจริงแล้ว ส่วนใบของต้นอ้อยนั นประกอบไปด้วยองค์ประกอบของเซลลูโลสใน
ปริมำณมำกกว่ำร้อยละ 70 ของน  ำหนักแห้ง ซึ่งวัสดุเซลลูโลสดังกล่ำวเมื่อถูกย่อยสลำยแล้วจะได้
น  ำตำลกลูโคสซึ่งเป็นแหล่งท่ีเหมำะสมในกำรน ำไปใช้ในกำรผลิตเอทำนอล ซึ่งเป็นพลังงำนทดแทนท่ี
ส ำคัญและมีมูลค่ำสูง ประกอบกับผลพลอยได้ท่ีเกิดภำยหลังกระบวนกำรหมักเอทำนอลด้วยวิธี solid 
state fermentation ซึ่งสำมำรถน ำไปพัฒนำเป็นอำหำรสัตว์ได้เนื่องจำกมีปริมำณธำตุอำหำรท่ี
เหมำะสมโดยเฉพำะแหล่งโปรตีนท่ีได้จำกเชื อยีสต์ ดังนั นกำรศึกษำวิจัยกำรใช้ส่วนเหลือทิ งของต้น
อ้อย เช่น ส่วนยอดและใบอ้อย มำใช้ประโยชน์ในกำรย่อยสลำยและผลิตเป็นเอทำนอล รวมทั งผล
พลอยได้หลังจำกกระบวนกำรผลิตเอทำนอล จะน ำมำใช้เป็นอำหำรสัตว์ ดังนั นในงำนวิจัยนี จึงเป็น
แนวทำงท่ีจะท ำให้เกิดประโยชน์หลำยด้ำนต่อเกษตรกรและประเทศชำติอย่ำงยิ่ง รวมทั งยังเป็นกำร
เพิ่มมูลค่ำของทิ งทำงกำรเกษตรของประเทศไทยให้มีค่ำมำกยิ่งขึ น 
 
1.2      วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เพื่อเพิ่มมูลค่ำให้กับอ้อยโดยกำร ผลิตเอทำนอลจำกกำรย่อยสลำยเศษอ้อยเหลือทิ งจำกกำร
เก็บเกี่ยว เช่น ยอดและใบอ้อย อันประกอบด้วย 

1.2.1 เพื่อผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์แบบ solid-state fermentation ด้วยเชื อรำ 
Aspergillus tubingensis HS1-5 โดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่งคำร์บอน 

1.2.2 เพื่อเพิ่มประสิทธิภำพกำรย่อยสลำยเศษต้นยอดและใบอ้อยด้วยสำรเคมีและเอนไซม์ท่ี
ผลิตจำกเชื อรำ A. tubingensis HS1-5 

1.2.3 เพื่อผลิตเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อยด้วยระบบกำรหมักท่ีเหมำะสม 
1.2.4 เพื่อศึกษำองค์ประกอบของกำกท่ีได้หลังกำรหมักเอทำนอลส ำหรับเป็นข้อมูลพื นฐำน

ในกำรน ำไปพัฒนำเป็นอำหำรสัตว์ 



 
 

บทที่ 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1        เซลลูโลส 

เซลลูโลส เป็นสารประกอบคาร์โบไฮเดรตเ ชิงซ้อนท่ีประกอบไปด้วยหน่วยย่อย คือ                     
D-anhydroglucopyranose ต่อกันด้วยพันธะ beta-1,4 glycosidic โดยต่อเรียงกันเป็นสารตรง
เรื่อยๆ เกิดเป็นโพลีเมอร์สายยาวท่ีไม่มีกิ่งก้านสาขา จ านวนของหน่วยย่อยท่ีมาต่อกันจะแตกต่างกัน
ไปตามชนิดของพืช ต้ังแต่ 200 ถึง 15,000 หน่วย ถ้าพิจารณาภาพเป็นรูปสามมิติของ สาย β-1,4 
linked glucopyranose พบว่ากลุ่ม ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) กลุ่มไฮดรอกซีเมทิล                  
(CH2OH group) และพันธะ glycosidic จะอยู่ในแนวระนาบเดียวกัน พบว่าหน่วยย่อย                        
D-anhydroglucopyranose นี้ส่วนใหญ่มีรูปร่างเป็นแบบ chair form พบประมาณ 2% ของหน่วย
ย่อยนี้ท่ีอยู่ในรูป boat หรือ skew form และเนื่องจากสายของ glucan ท่ีได้นี้มีผิวหน้าเป็น
ไฮโดรเจนอะตอมส่วนใหญ่ฉะนั้นโมเลกุลของสาย glucan นี้จึงมีสมบัติเป็น hydrophobic คือ                  
ไม่ชอบน้ า ด้วยการต่อพันธะ beta-1,4 นี้จึงเกิดแรงท่ีท าให้สาย glucan หมุนบิดตัวได้ 180 องศา 
รอบแกนกลางจึงท าให้แต่ละสายมีรูปร่างลักษณะท่ีเปรียบเสมือนแผ่นริบบิ้น สาย glucan แต่ละสาย
จะมาเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล (microfibril) ซึ่งเมื่อมาเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล แล้วพับพันธะ
ไฮโดรเจนเกิดระหว่างกลุ่มไฮดรอกซิลของคาร์บอนต าแหน่งท่ี 3 กับออกซิเจนในวงแหวนของโมเลกุล
หน่วยย่อยในสายถัดไป  นอกจากนี้ยังพบพันธะไฮโดรเจนของคาร์บอนต าแหน่งท่ี 2 ของหน่วยย่อยใน
สายหนึ่งกับคาร์บอนต าแหน่งท่ี 6 ของหน่วยย่อยในอีกสายหนึ่งด้วยสายของ beta-1,4 linked 
glucan ท่ีขนานกันนั้นยึดกันอยู่ด้วยพันธะไฮโดรเจนเป็นจ านวนมาก  

ปริมาณเซลลูโลสในไม้เนื้อแข็งจะมีมากกว่าในไม้เนื้ออ่อน อย่างไรก็ตามปริมาณเซลลูโลสใน

ต้นพืชยังมีความแตกต่างตามอายุของต้นพืช การเปล่ียนแปลงของผนังเซลล์พืช และชนิดของพืช                

พบเซลลูโลสมากท่ี secondary cell wall คือ ประมาณ 50% ของปริมาณเซลลูโลสท้ังหมดท่ี 

primary cell wall คือ ประมาณ 10-20 % ของปริมาณเซลลูโลสท้ังหมด ในส่วนของ secondary 

cell wall เซลลูโลสและสารประกอบคาร์โบไฮเดรตชนิดอื่นท่ีเป็นองค์ประกอบร่วมของผนังเซลล์พืช 

ได้แก่ เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และเพคติน แต่ละชนิดจะรวมตัวกันเป็นไมโครไฟบริล แต่ ละสายของ                 

ไมโครไฟบริลจะเรียงขนานกันและยึดกันด้วยพันธะไฮโดรเจน โดยไมโครไฟบริลเหล่านั้นอาจจะม้วน

หรือพับไปมาตามแกนของเส้นใยไมโครไฟบริลของเซลลูโลส ท าให้รูปร่างของเซลลูโลสในผนังเซลล์มี

รูปร่างต่างกัน 3 แบบ 
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เศษวัสดุทางธรรมชาติต่างๆและพืชเมื่อล้มตายลงจะเกิดการทับถมลงในดินเกิดกระบวนการ

ย่อยสลายทางธรรมชาติ ท าให้ได้สารประกอบอินทรีย์และสารอนินทรีย์เกิดขึ้นและเกิดการหมุนเวียน

ของธาตุอาหารในดินเป็นส าคัญ ปริมาณเซลลูโลสในพืชจะเปล่ียนแปลงตามอายุของพืชโดยท่ัวไปต้น

พืชประกอบไปด้วยเซลลูโลส 40-60 % ในธรรมชาติพบว่าจุลินทรีย์หลายชนิดสามารถสร้างเอนไซม์

เซลลูเลส เพื่อย่อยสลายเซลลูโลสเป็นแหล่งพลังงานได้ เซลลูโลสเป็นสารประกอบท่ีถูกท าลายได้ยาก

แต่ถูกย่อยสลายได้เร็วโดยเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตจากจุลินทรีย์หลายชนิด เช่น แบคทีเรีย รา และ 

ยีสต์ เป็นต้น  

 

2.2         การย่อยสลายเซลลูโลส 

 ปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะเกิดขึ้นอย่างช้าๆ เป็นกระบวนการย่อยสลายท่ีมี

ความจ าเพาะสูง เอนไซม์จะไม่ท าปฏิกิริยากับสารอื่นท่ีปะปนมา ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์สูง 

ปฏิกิริยาไม่รุนแรง ดังนั้นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จึงไม่ถูกท าปฏิกิริยาต่อไป โดย เอนไซม์เซลลูเลสเป็นเอนไซม์ท่ี

ประกอบด้วยเอนไซม์หลายชนิดท างานร่วมกัน แสดงดังรูปท่ี 2.1      

 Endoglucanase (endo-β-1, 4-glucanase) ตัดพันธะ β-1,4  ภายในสายของเซลลูโลส

แบบสุ่ม ผลผลิตท่ีได้คือ กลูโคส และ cello-oligo saccharides ตัวอย่างเอนไซม์ carboxymrthyl 

cellulase Exoglucosidase (exo-β-1, 4-glucanase) ตัดท่ีบริเวณ non-reducing สุดท้ายของ 

cellulose ผลผลิตท่ีได้คือ cellobiose ตัวอย่างเอนไซม์ cellobiohydrolase beta-glucosidase 

หรือ cellobiase  จะตัดท่ีพันธะ β-1,4-glycosidic ผลผลิตท่ีได้คือ กลูโคส  
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รูปที่ 2.1 กลไกการย่อยเซลลูโลส 

(ท่ีมา : http://en.wikipedia.org/wiki/File:Types_of_Cellulase2.png) 

  

2.3         การผลิตเอทานอล 

 ปัจจุบันการพัฒนาการผลิตเช้ือเพลิงชีวภาพ (bio-fuel) เป็นเป้าหมายหนึ่งในการพัฒนา

ประเทศไทยเพื่อลดการน าเข้าน ้ามันดิบและใช้เป็นพลังงานทดแทน ท้ังนี้เนื่องจากน้ ามันเป็นปัจจัย

ส าคัญในการขับเคล่ือนทางเศรษฐกิจซึ่งทุกวันนี้มีราคาสูงขึ้น จึงต้องมีการพัฒนาหาพลังงานทดแทน

น้ ามันดิบ ในกระบวนการผลิตเอทานอลการหมักเป็นขั้นตอนท่ีส าคัญเนื่องจากจุลินทรีย์สามารถ

เปล่ียนวัตถุดิบ (raw material) ให้กลายมาเป็นเอทานอล  

 

C6H12O6       -------->        2 CH3CH2OH     +        2 CO2 
           วัตถุดิบ (น้ าตาล)                  เอทิลแอลกอฮอล์        คาร์บอนไดออกไซด์ 
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เอทานอลสามารถผลิตได้จากกระบวนการทางชีวเคมีโดยใช้พืชผลหรือวัสดุเหลือใช้ทาง

การเกษตรท่ีมีแป้งและน้ าตาลสูงเป็นวัตถุดิบ ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีได้รับความนิยมและมีวัตถุดิบท่ี

สามารถเลือกใช้ได้หลากหลายชนิดตามความเหมาะสมของแต่ละประเทศ เช่น ข้าวโพด ข้าวฟ่าง มัน

ส าปะหลัง อ้อย กากน้ าตาล สาหร่าย ฯลฯ นอกจากนั้นยังมีความพยายามพัฒนาเทคโนโลยีเพื่อการ

ผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบท่ี มีเซลลูโลสสูง เช่น ฟางข้าว ข้ีเล่ือย หญ้า เป็นต้น ซึ่งวัสดุเหล่านี้ก าลังเป็น

ท่ีสนใจเนื่องจากราคาถูก เป็นวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรท าให้ต้นทุนของกระบวนการผลิตเอทานอล

ต่ าลง นั่นคือสอดคล้องกับความต้องการน้ ามันในราคาต่ า อีกท้ังประเทศไทยยังเป็นประเทศ

เกษตรกรรมมีวัสดุจ าพวกเซลลูโลสมากจึงเหมาะท่ีจะน ามาเป็นวัสดุในการผลิตเอทานอล โดย

เซลลูโลสจากวัสดุเหลือท้ิงจะถูกเปล่ียนไปเป็นน้ าตาลโดยใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ จากนั้นน้ าตาลท่ีได้

ผ่านกระบวนการหมักเพื่อเปล่ียนให้เป็นเอทานอล 

 

2.4         อาหารสัตว์ 

 อาหารสัตว์ (Feed) หมายถึง อาหารท่ีสัตว์กินเข้าไปแล้วไม่ท าให้เกิดอันตรายแก่สัตว์           

โดยสามารถย่อยและถูกดูดซึมได้ ส่งผลต่อการด ารงชีพ การเจริญเติบโต สืบพันธุ์ และ สร้างผลิตผล

ต่างๆ ได้ ดังนั้นอาหารสัตว์จึงเป็นปัจจัยส าคัญในการเล้ียงและผลิตสัตว์ โดยเป็นแหล่งอาหารท่ีสัตว์จะ

น าไปใช้เพื่อเป็นพลังงาน การเจริญเติบโต การสืบพันธุ์และให้ผลผลิต เช่น เนื้อ นม ไข่ และ ขนสัตว์ 

เป็นต้น 

 ปัจจุบันได้มีการน าส่วนประกอบของยีสต์ ท่ีเป็นผลพลอยได้ (by product) ท่ีได้จากโรงเบียร์ 

หรือท่ีได้จากการผลิตเบียร์มาใช้ประโยชน์ด้วยกันหลากหลายรูปแบบ อาทิเช่น น ามาท าปุ๋ย น ามาท า

เป็นอาหารสัตว์  เป็น ต้น  ซึ่ งจะมี ท้ั งการน ามาใ ช้ในรูปแบบของเหลว และรูปแบบแห้ ง                

(ผ่านการอบแล้ว) โดยยีสต์ท่ีได้จากโรงเบียร์ เป็นยีสต์ท่ีมีประโยชน์ และเป็นยีสต์ท่ีตายแล้ว คงเหลือ

แต่ผนังเซลล์ของยีสต์ ซึ่งเป็นแหล่งโปรตีนคุณภาพ ย่อยสลายได้ทันที นอกจากนี้ยีสต์ท่ีได้จาก

โรงงานผลิตเบียร์ ยังมีอย่างอื่นตามมาด้วย นั่นคือกากของข้าวต่างๆ ท่ีน ามาท าเบียร์นั่นเอง                  

ท าให้คุณค่าทางอาหาร ท่ีมีในน้ ายีสต์นั้น มีคุณค่าสูง และเหมาะอย่างยิ่งท่ีจะน ามาท าเป็นอาหารสัตว์ 

หรือใช้ท าปุ๋ย 
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       จากงานวิจัยนี้ เป็นการหมักเอทานอลจากยอดและใบอ้อย โดยผลพลอยได้หลังจาก

กระบวนการหมักคือกากยอดและใบอ้อยและยีสต์ จะเห็นได้ว่ายีสต์เป็นแหล่งโปรตีนท่ีส าคัญ ดังนั้น

ผลพลอยได้จากกระบวนการมีจึงความเหมาะสมส าหรับน าไปใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ 

การย่อยสลายเศษใบและยอดอ้อย ซึ่งมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลัก โดยเซลลูโลไลติก  

เอนไซม์ท่ีผลิตได้จากเช้ือท่ีมีประสิทธิภาพท่ีได้คัดเลือกจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ ภายใต้โครงการวิจัย

เรื่องการประยุกต์ใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์เพื่อใช้ในการผลิตเอทานอลจากวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร 

จากศูนย์วิจัยและพัฒนาพลังงานทดแทน มหาวิทยาลัยขอนแก่น ประจ าปีงบประมาณ 2554 โดยได้

เช้ือราท่ีมีศักยภาพในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ คือ เช้ือรา Aspergillus tubingensis HS1-5                 

ท่ีสามารถผลิต CMCase, FPase และ –glucosidase ท่ีมีศักยภาพสูงและสามารถย่อยสลาย

เซลลูโลสได้เป็นน้ าตาลส าหรับหมักร่วมกับยีสต์และเอทานอลได้ ซึ่งในการวิจัยนี้จะเป็นการต่อยอด

งานวิจัยท่ีได้ศึกษาผ่านมา โดยการขยายขนาดในการผลิตเอนไซม์ให้ใหญ่ขึ้นและพัฒนาการหมักเอทา

นอลให้ง่าย นอกจากนั้นจะศึกษาคุณลักษณะกากท่ีเหลือจากการหมักเอทานอลส าหรับเป็นข้อมูลพื้น

ในการน าไปพัฒนาไปเป็นอาหารสัตว์ต่อไป   

2.5         การทบทวนวรรณกรรม/สารสนเทศ (Information) ที่เก่ียวข้อง 
 Singh et al. (2009)  การศึกษานี้ศึกษาถึงสภาวะของ pH อุณหภูมิ ท่ีเหมาะสมของเอนไซม์
และความเข้มข้นของสารตั้งต้น ส าหรับกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสท่ีไม่ถูกท าลายจากความร้อนของ 

Aspergillus heteromorphus ท่ีใช้ในการศึกษา ค่าสภาวะท่ีเหมาะสมของเอนไซม์เซลลูเลส                 
คือ pH 4.8 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีค่า crude enzyme ต่อความเข้มข้นของสับสเตรตเท่ากับ 
4:6  กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีค านวณได้สูงสุดคือ 13.05 U/ml ซึ่งใกล้เคียงกับท่ีคาดไว้ประมาณ                     
11.26 U/ml เอนไซม์เซลลูเลสของ A. heteromorphus มีประมาณ 60 % ของกิจกรรมท่ีหลังจาก                 
1 ช่ัวโมง ก่อนการบ่มท่ี 90 องศาเซลเซียส เมื่อทดสอบอยู่ท่ีอุณหภูมิใกล้เคียงกัน ค่า R2 เท่ากับ 

0.9977 และความส าคัญของค่า p< 0.0001 แสดงถึงผลของสภาวะท่ีเหมาะสมและอุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 
 Shazia et al.(2009)  ได้ศึกษาเอนไซม์เซลลูเลสประกอบไปด้วยโปรตีนหลายชนิด ซึ่งแปร
สภาพจากเซลลูโลสเป็นน้ าตาลกลูโคสในกระบวนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์จากเช้ือราท่ีมี                  
ต้นก าเนิดอยู่ท่ีประเทศปากีสถาน ได้แก่ Trichoderma viride pres. T. reesie Rifai,                        

T. harzianum Rifai  โดยคัดเลือกจากการตรวจสอบการเกิดโซนใสของกิจกรรมเอนไซม์ ในสภาวะ
การหมักบนอาหาร PDA และ plate screening medium (PMS) ท่ี pH 4.0, 5.0 และ 6.0 PMS 
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พบว่าท่ี pH 4.0 มีผลดีท่ีสุดส าหรับการทดสอบ สายพันธุ์ FCBP-210 และ FCBP-232 ของ 
Trichoderma viride  และสายพันธุ์ FCBP-271 และ FCBP-364 ของ T. reesie และสายพันธุ์ 

FCBP-210 และ FCBP-325 ของ T. harzianum พบว่ามีความสามารถย่อยเซลลูโลสได้ดีและและมี
ค่าการสร้างกิจกรรมเอนไซม์เซลลูโลไลติกผ่านการหมักแบบ submerged  โดยตรวจสอบน้ าตาลด้วย
วิธี 3,5-dinitrosalisylic acid (DNS) กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีสูงท่ีสุดพบท่ี 72 ช่ัวโมง ของการบ่มท่ี 
30±2 องศาเซลเซียส pH 4.0  
 Swangkeaw et al.(2008) ศึกษาการท าเอนไซม์ β-glucosidase ท่ีปลดปล่อยออกนอก
เซลล์ของยีสต์  MDD24 ท่ีท าให้บริ สุทธิ์  ผลการทดลองพบว่ ากิจกรรมของเอนไซม์ สูง สุด                     

เท่ากับ 657.86 ยูนิตต่อมิลลิกรัมของโปรตีน และมีขนาดของโมเลกุล 43 กิโลดาลตัน เอนไซม์บริสุทธิ์ 
β-glucosidase ของยีสต์ MDD24 ถูกยับยั้งการท างานด้วยน้ าตาลฟรัคโทสและซูโครส ในท านอง
เดียวกันกลูโคสยับยั้งการท างานของเอนไซม์แบบแข่งขันด้วยค่าคงท่ีของการยับยั้ งเท่ากับ                  
0.0026 โมลาร์ ส่วนเอทานอลมีผลในการกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ pHและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่อการท างานของเอนไซม์คือ 4.5 และ 40 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ถึงแม้ว่าท่ีสภาวะของการหมัก

ไวน์  (พี เอช 3.5 และ 20 องศาเซลเซียส) กิจกรรมของเอนไซม์มี เพียงประมาณร้อยละ 40                    
ของกิจกรรมเอนไซม์สูงสุด แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์มีความคงตัวท่ีพีเอชและอุณหภูมิดังกล่าว                 
จากคุณลักษณะต่างๆ ของเอนไซม์ท่ีตรวจ สอบข้างต้นสรุปได้ว่าสามารถน าเอนไซม์ท่ีผลิตได้จาก             
P. anomala MDD24  ไปใช้ในการเพิ่มโมโนเทอร์ปีนในไวน์  
 Yejun and Hongzhang (2008) การท าให้บริ สุทธิ์และคุณสมบัติของเอนไซม์                       

β-glucosidase ท่ีได้จากเปลือกข้าวโพดเหลือท้ิง ซึ่งจะแสดงถึงเอนไซม์ท่ีทดสอบใน SSF แสดงค่า
ความเหมาะสมในการแปรสภาพของพืชด้วยการ glycosyl hydrolase ใน lignocellulose เอนไซม์ 
β-glucosidase ท่ีบริสุทธ์ มีมวลโลเลกุลเท่ากับ 62.4 kDa หลังจากการเปล่ียนสภาพของเปลือก
ข้าวโพดแล้ว ส่ิงท่ีตามมาคือปัจจัย physicochemical และ kinetic ของเอนไซม์ เช่น อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม ความร้อนท่ีเสถียร pH ท่ีเหมาะสม ค่า Km, Vmax กิจกรรมเอนไซม์ β-glucosidase                  

บน salicin มีความเหมาะสมท่ี pH 4.8 และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ลักษณะเฉพาะของอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมต่อการสร้างเอนไซม์ β-glucosidase ท่ีมีประโยชน์ใน SFF  และใน SFF ได้ปล่อยเอนไซม์
ออกมาอย่างรวดเร็วหลังจากย่อยเปลือกข้าวโพดแล้ว และจะยัง ช่วยส่งเสริมให้ เอนไซม์                           
β-glucosidase บริสุทธิ์มีผลมากกว่าเอนไซม์ β-glucosidase ท่ีได้จาก Aspergillus niger  
 Yurayard et al. (2012) แยกราท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต carboxymethyl cellulase 

production พบ Penicillium oxalicum HS1-3 แยกได้จากดิน จังหวัดชัยภูมิ มีกิจกรรมของ
เอนไซม์สูงสุดเท่ากับ 150 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 



 
 

บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1      กำรเตรียมเศษยอดอ้อยและใบออ้ย 

การเก็บตัวอย่างยอดและใบอ้อย เริ่มต้นได้ติดต่อ คุณกิตติพิชญ์ อึงสถิตถาวร เจ้าของไร่อ้อย
พูลสวัสด์ิถาวร (ได้รับค าแนะน าจาก ผศ.ดร. สุวรรณา เนียมสนิท) โดยเก็บตัวอย่างยอดและใบอ้อยจากไร่
อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร หมู่บ้านพาดปอแดง ซึ่งอยู่ใน อ าเภอบ้านแฮด จังหวัดขอนแก่น (รูปท่ี 3.1, 3.2)   
ในการเก็บตัวอย่างอ้อยจะเก็บส่วนยอดอ้อยท่ีชาวไร่อ้อยตัดท้ิง โดยส่วนยอดมีขนาดเฉล่ีย 5 นิ้ว และมี
ใบอ้อยเฉล่ีย จ านวน 7 ใบ โดยการเตรียมตัวอย่างจะน าท้ังยอดและใบ มาปั่นผสมรวมกันท้ังหมด โดย
หั่นเศษยอดอ้อยและใบอ้อยเป็นช้ินเล็กๆ และตากแดดจนแห้ง ปั่นให้ละเอียด ให้มีขนาดประมาณ             
1-2 เซนติเมตร อบให้แห้งท่ี 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน ส าหรับใช้ในการทดลองขั้นต่อไป                 
(รูปท่ี 3.3)  

       ภำพท่ี 3.1   การเก็บตัวอย่างยอดและใบอ้อยจากไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร หมู่บ้านพาดปอแดง  
             อ าเภอบ้านแฮด  จังหวัดขอนแก่น 
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ภำพท่ี 3.2   ตัวอย่างยอดและใบอ้อยท่ีใช้ในการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภำพท่ี 3.3 ยอดและใบอ้อยภายหลังจากการตัด (A) และปั่น (B) 

 
3.2      กำรวิเครำะห์หำองค์ประกอบหลักทำงเคมีของใบอ้อย 

3.2.1   กำรเตรียมใบอ้อย 
น าใบอ้อยมาล้างด้วยน้ าประปาหลายครั้งจนสะอาดแล้วน ามาตากแดดให้แห้ง

จากนั้นน าไปปั่น ให้มีขนาดเล็กลงด้วยเครื่ องปั่นไฟฟ้า น ามาร่อนผ่านตะแกรงให้มีขนาด                        
35-100 mesh (0.5-0.14 mm) จะได้เป็น Raw I เก็บไว้ในโถดูดความช้ืนรอวิเคราะห์ในขั้นตอน
ต่อไป 

 
3.2.2   กำรเตรียมโฮโลเซลลูโลสด้วยวิธี Acid chlorite delignification 

การปรับสภาพจะประยุกต์จากวิธีของ Lima และคณะ (2013) ช่ัง Raw I หนัก               
100 กรัม เทใส่ในขวดรูปชมพู่ขนาด 2 ลิตร เติมน้ ากล่ันปริมาตร 1.6 ลิตร ตามด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรต์ 100 มิลลิลิตร (ร้อยละ 15 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร) จากนั้นเติมกรดอะซิติก      

A B 
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ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย น าไปให้ความร้อนพร้อมกวน ท่ีอุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา                  
1 ช่ัวโมง จากนั้นเติมโซเดียมคลอไรต์และกรดอะซิติกลงในสารละลายทุก 1 ช่ัวโมง จนครบ 3 ช่ัวโมง 
น าตัวอย่างท่ีได้ต้ังท้ิงไว้ให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปกรองเอาเฉพาะส่วนท่ีเป็นของแข็งล้างให้
เป็นกลางด้วยน้ าประปา น าไปอบให้แห้ง ท่ีอุณหภูมิ 60°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังน้ าหนักจะได้
ตัวอย่างท่ีมีสีขาว เรียกว่า โฮโลเซลลูโลส (เซลลูโลสกับเฮมิเซลลูโลส) 

 
3.2.3    กำรเตรียมเซลลูโลสด้วยวิธี Alkaline pretreatment 

ช่ังตัวอย่างโฮโลเซลลูโลส หนัก 10 กรัม มาแช่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีมี
ความเข้มข้น 0.25 โมลาร์ ในอัตราส่วนร้อยละ 5 โดยน้ าหนักต่อปริมาตร ต้ังท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปให้ความร้อน ท่ีอุณหภูมิ 85°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง กรองเอาเฉพาะส่วนท่ี
เป็นของแข็งล้างด้วยน้ าประปา น าไปอบให้แห้งท่ีอุณหภูมิ 60°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ช่ังน้ าหนัก จะได้
เป็นเซลลูโลส 

 
3.2.4   กำรหำปริมำณเฮมิเซลลูโลส 

ค านวณจากสมการ 
ปริมาณเฮมิเซลลูโลส = น้ าหนัก(g) ของโฮโลเซลลูโลส – น้ าหนัก (g) ของเซลลูโลส 
 

3.2.5   กำรหำปริมำณลิกนิน 
ปริมาณลิกนิน(%) = โฮโลเซลลูโลส(%) – เซลลูโลส (%) - ความช้ืน(%) - เถ้า (%) 
 

3.2.6    กำรวิเครำะห์หำควำมชื้น 
ช่ัง Raw I หนัก 5 g ใส่ถ้วยกระเบ้ืองท่ีทราบน้ าหนักแน่นอน น าไปอบท่ีอุณหภูมิ 

105°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่างในโถดูดความช้ืนท้ิงให้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง น าไปช่ังน้ าหนัก 
ค านวณหาปริมาณความช้ืนได้จากสมการท่ี 1 
           ความช้ืน % =      (น้ าหนักตัวอย่างก่อนอบ – น้ าหนักตัวอย่างหลังอบ) x 100                   
           น้ าหนักตัวอย่างหลังอบ 
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3.2.7 กำรวิเครำะห์หำปริมำณเถ้ำ 
ช่ังตัวอย่าง Raw I หนัก 2 กรัม ลงในถ้วยครูซิเบิลท่ีทราบน้ าหนักแน่นอน แล้วน าไป

เผาท่ีอุณหภูมิ 575±25°C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท้ิงให้เย็นในโถดูดความช้ืน บันทึกน้ าหนักท่ีได้ 
 
3.3  กำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจำกเชื้อรำ 
 3.3.1   กำรเพำะเลี้ยงเชื้อรำแบบ solid-state   

เช้ือรา Aspergillus tubingensis HS1-5 เป็นเช้ือท่ีผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้สูงซึ่ง 
คัดแยกได้จากงานวิจัยก่อนหน้านี้  เมื่อเพาะเล้ียงราแบบ solid state บนอาหารท่ีประกอบด้วย                
ร าข้าวสาลี (16 กรัม) แกลบ (2 กรัม) และ หมักวัสดุเพาะเล้ียงเห็ดท่ีใช้แล้ว (2 กรัม) pH 5.0 และ 
ความช้ืนเริ่มต้น 65 % พบปริมาณเอนไซม์เซลลูเลส ดังตารางท่ี 3.1  

 
ตำรำงที่ 3.1 ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสท่ีผลิตได้จาก A. tubingensis HS1-5 

CMCase (IU/g solid) FPase (IU/g solid) β-glucosidase (IU/g 
solid) 

4161.61 166.86 43282.26 
 
เพาะเล้ียงเช้ือรา A. tubingensis HS1-5 ในอาหาร ประกอบด้วย ร าข้าวสาลีและ 

เศษยอดและใบอ้อย (g/g) ในอัตราส่วน 16:4, 12:8, 8:12, 4:16 และ 2:8 และ Mandel’s medium 
broth (Mandels, 1975) (urea 0.3 กรัมต่อลิตร, (NH4)2SO4 1.4 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 2 กรัมต่อ
ลิตร, CaCl2 0.3 กรัมต่อลิตร, MgSO4 0.3 กรัมต่อลิตร, yeast extract 0.25 กรัมต่อลิตรและ 
peptone 0.75 กรัมต่อลิตร) pH 5.0 ปริมาตร 40 มิลลิลิตร (เพื่อให้มีความช้ืน 65%) ท่ีบรรจุในลง
ถุงพลาสติกชนิดถุงร้อนขนาด 12x18 นิ้ว ปากถุงครอบด้วยท่อพลาสติกรูปทรงกระบอกท่ีมี
เส้นผ่าศูนย์กลาง 50 มิลลิเมตร เพื่อบังคับขนาดของปากถุง และปิดปากถุงด้วยจุกส าลีโดยสวมตรง
บริเวณท่ีครอบไว้ด้วยท่อพลาสติก ท้ังนี้เพื่อป้องกันการปนเปื้อนหลังจากการฆ่าเช้ือแล้ว (Lotong 
and Suwanarit, 1983) จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ ท่ี 121 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง น ากล้าเช้ือรา               
A. tubingensis HS1-5  อายุ 3 วัน ท่ีเพาะเล้ียงใน PDA slant มาท าให้เป็นสารละลายสปอร์ (spore 
suspension) ให้มีค่าเท่ากับ 108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร จากนั้นเติมลงในถุงปริมาตร 5 มิลลิลิตร คลุก
สปอร์ให้ท่ัวอาหาร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างวันท่ี 1, 3, 5, 7 และ 10 วัน 
แยกราออกจากอาหารโดยการปั่นเหวี่ยง น าส่วนใสไปวัดกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ พร้อมท้ัง
วัดปริมาณ reducing sugar ท่ีได้จากการย่อย substrate ภายหลังจากการเพาะเล้ียง โดยในการ
เล้ียง 1 ถุง จะได้ เอนไซม์ประมาณ 20 มิลลิลิตร 
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ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะต่อการผลิตเอนไซม์จะใช้วิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติ 
พื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methods) ด้วยวิธี Central Composite Design (CCD) 
เพื่อให้ได้สภาวะท่ีเหมาะสม โดยเพาะเล้ียงเช้ือรา A. tubingensis HS1-5 ในอาหาร ประกอบด้วย     
ร าข้าวสาลี และเศษยอดและใบอ้อย (g/g) ในอัตราส่วนต่างๆ และ Mandel’s medium ปริมาตร
ต่างๆ ผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์แบบ solid-state fermentation ด้วยเช้ือรา Aspergillus 
tubingensis HS1-5 โดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่งคาร์บอน จากนั้นวิเคราะห์กิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลส (β-glucosidase, CMCase, FPase) โดยสูตรอาหารแสดงดังตารางท่ี 3.2  
ตำรำงที่ 3.2 การออกแบบการทดลองทางสถิติพื้นผิวตอบสนองของการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 

Run Ratio of sample (g) Volume mendel’s 
medium (ml) 

pH 

1 อ้อย 16 g : ร าข้าวสาลี 4 g 60.00 4.00 
2 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
3 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 70.00 5.00 
4 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
5 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
6 อ้อย 16 g : ร าข้าวสาลี 4 g 60.00 6.00 
7 อ้อย 6 g : ร าข้าวสาลี 14 g 30.00 6.00 
8 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 3.32 
9 อ้อย 6 g : ร าข้าวสาลี 14 g 60.00 6.00 
10 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
11 อ้อย 2.59 g : ร าข้าวสาลี 17.41 g 45.00 5.00 
12 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 6.68 
13 อ้อย 16 g : ร าข้าวสาลี 4 g 30.00 4.00 
14 อ้อย 16 g : ร าข้าวสาลี 4 g 30.00 6.00 
15 อ้อย 6 g : ร าข้าวสาลี 14 g 30.00 4.00 
16 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
17 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 19.77 5.00 
18 อ้อย 19.41 g : ร าข้าวสาลี 0.59 g 45.00 5.00 
19 อ้อย 11 g : ร าข้าวสาลี 9 g 45.00 5.00 
20 อ้อย 6 g : ร าข้าวสาลี 14 g 60.00 4.00 
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3.3.2     ขยำยขนำดกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
 การขยายขนาดส าหรับการผลิตเอนไซม์ในดับท่ีสูงขึ้นโดยท าการทดลองเหมือนการ

เพาะเล้ียงเช้ือราแบ Solid state ในถุงพลาสติก โดยเลือกสูตรอาหารท่ีผลิตเอนไซม์ได้สูง จากนั้น
ขยายขนาดโดยเพาะเล้ียงในถุงพลาสติก 24 x 40 นิ้ว โดยขนาดการผลิตจะมีปริมาตร 1 กิโลกรัม 
จากนั้นจะผลิตเอนไซม์ให้มีปริมาณมากเพื่อผลิตเอนไซม์ส าหรับใช้ในการทดลองขั้นต่อไป โดยในการ
เล้ียง 1 ถุง เอนไซม์ประมาณ 520 มิลลิลิตร  

 
3.4      กำรศึกษำกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 

3.4.1    วัดกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase (ดัดแปลง Swangkeaw et al, 2008)  
ปิเปต 0.002 M p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside 0.2 มิลลิลิตร ใส่ตัวอย่าง

สารละลายเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี 45°C 30 นาที ปิเปต 0.25 M  Na2CO3 มิลลิลิตร เพื่อหยุด
ปฏิกิริยาและน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานของ 
p-nitrophenol ท่ี A405 โดยใช้ p-nitrophenol ท่ีความเข้มข้น 50, 100, 150, 200, 250 ไมโครโม
ลาร์ ตามล าดับและค านวณหากิจกรรมของเอนไซม์ หนึ่งยูนิตของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส หมายถึง 
ปริมาณเอนไซม์ท่ีย่อยสลาย  p-nitrophenyl-β-glucopyranoside แล้วท าให้เกิด p-nitrophenol                     
1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 
 

3.4.2   วัดกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase (ดัดแปลงจำก Sengupta et al, 2000) 
ปิเปตสับสเตรต (1% CMC + 0.05M CP buffer) 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด

ทดลองและปิเปตตัวอย่างเอนไซม์ท่ีต้องการหาความเข้มข้นของน้ าตาล ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ี 
45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลองท่ีมีตัวอย่าง น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที  เสร็จแล้วน าไปแช่ในน้ าเย็น เติมน้ ากล่ัน 5 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร เทียบกับกราฟ
มาตรฐานของน้ าตาลกลูโคส หนึ่งยูนิตของเอนไซม์ CMCase หมายถึง ปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลาย 
carboxymethyl cellulose  แล้วได้น้ าตาลรีดิวซ์ 1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาพที่ใช้ในการทดลอง  
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3.4.3   วัดกิจกรรมของเอนไซม์ FPase (Ghose, 1987) 
  Filter paper ขนาด 3 x 0.5 เซนติเมตร (0.02กรัม) เป็นสับสเตรท ใส่ในหลอด                 
ปิเปต 0.05M CP buffer 0.5 มิลลิลิตร และปิเปตตัวอย่างเอนไซม์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มท่ี 45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่าง จากนั้นเติมสารละลาย DNS ปริมาณ 1 มิลลิลิตร                
ลงในหลอดทดลองท่ีมีตัวอย่าง น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 10 นาที  เสร็จแล้วน าไปแช่ในน้ าเย็น 
เติมน้ ากล่ัน 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีมีความยาวคล่ืน 540                  
นาโนเมตร เทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ าตาลกลูโคส หนึ่งยูนิตของเอนไซม์ FPase หมายถึง 
ปริมาณเอนไซม์ท่ีใช้ย่อยสลาย Filter paper แล้วได้น้ าตาลรีดิวซ์ 1 ไมโครโมลต่อนาที ในสภาพท่ีใช้
ในการทดลอง  
 
3.5      กำรย่อยสลำยเศษยอดใบอ้อยด้วยวิธีทำงเคมีและเอนไซม์ 
 หั่นเศษยอดและใบอ้อยเป็นช้ินเล็กๆ และตากแดดจนแห้ง ปั่นให้ละเอียดให้มีขนาด                 
500 ไมโครเมตร อบให้แห้งท่ี 90°C เป็นเวลา 1 วัน จากนั้น pretreatment ด้วย NaOH                     
ความเข้มข้น 1.0 และ 2.0๔ ในอัตราส่วน 1:10 และใช้ความร้อนท่ี 121°C เป็นเวลา 60 นาที (ตรวจ 
profile การเพิ่มขึ้นของระดับอุณหภูมิในเครื่องนึ่งฆ่าเช้ือ) จากนั้นล้างด้วยน้ าจนสภาพเป็นกลาง 
(แบ่งตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี) จากนั้นย่อยด้วยกรดซัลฟูริก (H2SO4) ความเข้มข้น 
1.0 และ 2.0% ในอัตราส่วน 1:10 และใช้ความร้อนท่ี 121°C เป็นเวลา 60 นาที และ ล้างด้วยน้ า 
(แบ่งตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี) จากนั้นน ามาย่อยสลายด้วยเอนไซม์จากเช้ือราท่ีผลิต
ได้ ในอัตราส่วน เอนไซม์ (CMCase 250 IU/ml, FPase 10 IU/ml, -glucosidase 250 IU/ml) 
ต่อเศษต้นอ้อยใบอ้อยท่ีผ่านการ pretreatment (กรัม) แล้วในอัตราส่วน 1:5 และ 1:10 บ่มท่ี 45°C 
เป็นเวลา 0, 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง ศึกษาน้ าตาลท่ีได้โดย วิธี DNS หรือ HPLC หรือ glucose 
oxidase วิเคราะห์และประมวลผลสภาวะท่ีเหมาะสมในการท าให้ได้ปริมาณน้ าตาลสูงสุด  
 
3.6      กำรศึกษำคุณสมบัติของเอนไซม์และ shelf life ของเอนไซม์ 
 การศึกษาผลอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์ โดยน าเอนไซม์ท่ีผลิตได้เจือจางเอนไซม์
ท่ีความเข้มข้นที่เหมาะสม มาตรวจหากิจกรรมและความคงตัวของเอนไซม์เซลลูเลส (β-glucosidase, 
CMCase, FPase) โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 – 80 องศาเซลเซียส  
 การศึกษาผลของค่า pH ต่อกิจกรรมเอนไซม์ โดยน าเอนไซม์ท่ีผลิตได้เจือจางเอนไซม์ท่ีความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม มาตรวจหากิจกรรมและความคงตัวของเอนไซม์เซลลูเลส (β-glucosidase, 
CMCase, FPase) ท่ี pH 3-8  
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 การศึกษา Shelf life ของเอนไซม์เซลลูเลส (β-glucosidase, CMCase, FPase) โดยบ่ม
เอนไซม์ท่ี 30, 4 และ -20 องศาเซลเซียส บันทึกปริมาณเอนไซม์ในแต่ละชุดการทดลอง 
 
3.7      กำรผลิตเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อยโดยวิธี Simultaneous Saccharification 
and Fermentation    
 ขั้ น ต อ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ ท า น อ ลจ าก เ ศ ษ ย อ ด แ ละ ใบ อ้ อ ย โ ด ย วิ ธี  Simultaneous 
Saccharification and Fermentation จะท าในโถพลาสติกทรงกระบอกขนาด 18 ลิตร เตรียมหั่น
เศษต้นอ้อยใบอ้อยเป็นชิ้นเล็กๆ และตากแดดจนแห้ง ปั่นให้ละเอียด ให้มีขนาด 500 ไมโครเมตร อบ
ให้แห้งท่ี 90 องศาเซลเซียส 1 วัน ช่ังตัวอย่าง 2 กิโลกรัม จากนั้น pretreatment ด้วย ด่างและกรด 
ในอัตราส่วนท่ีเหมาะสม น าไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติมเอนไซม์
เซลลูเลสลงในวัสดุหมักในอัตราส่วนท่ีเหมาะสม บ่มท่ี 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
เติมอาหารท่ีประกอบด้วย KH2PO4 20.0 กรัมต่อลิตร, (NH4)2SO4 10.0 กรัมต่อลิตร, MgSO4.7H2O 
10.0 กรัมต่อลิตร, yeast extract 5.0 กรัมต่อลิตร, MnSO4 1.0 กรัมต่อลิตร pH 5.0  ปริมาตร 2, 3 
หรือ 4 ลิตร  เริ่มหมักเอทานอลโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5339 (ท่ีเล้ียงใน
อาหาร YPD 24 ช่ัวโมง) ให้มีจ านวนเช้ือเริ่มต้นเท่ากับ 5x105, 5x106 หรือ 5x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน เก็บตัวอย่างทุกวัน ศึกษาปริมาณน้ าตาลโดย วิธี DNS หรือ 
glucose oxidase และเอทานอลด้วย GC 
 
3.8      กำรศึกษำองค์ประกอบของกำกภำยหลังจำกกำรหมักเอทำนอลเพื่อใช้เป็นอำหำรสัตว์ 
  น ากากหลังกระบวนการเก็บเกี่ยวเอทานอลมาวิเคราะห์โดยประมาณ (Proximate analysis) 
โดยวิธีของ Weende Experiment station โดยวิเคราะห์หาปริมาณ น้ า (Moisture), โปรตีนหยาบ
หรือโปรตีนรวม (Crude protein หรือ N x 6.25), ไขมันรวม หรือ ส่ิงท่ีสกัดได้ในไขมัน (Crude fat 
หรือ Ether extract), เยื่อใย (Crude fiber), สารไร้ไนโตรเจนท่ีละลายได้ในน้ า (Nitrogen-free 
extract) และ เถ้าถ่าน หรือ แร่ธาตุ (Ash หรือ Minerals) เป็นต้น 

3.8.1   กำรวิเครำะห์หำควำมชื้นในอำหำรสัตว์ (Determination of moisture in                     
Animal feed) 
  เตรียมจานอะลูมิเนียมท่ีล้างสะอาดแล้วน ามาอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ช่ัวโมง น าออกมาจากเตาอบใส่ในโถอบแห้ง ท้ิงให้เย็นแล้วน ามาช่ังน้ าหนัก น ากลับไปใส่ในโถ
อบแห้งจนกระท่ังต้องการใช้จึงน าออกมา บดตัวอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ให้มีขนาดเล็กเท่าท่ีจะท าได้
แล้วช่ังน้ าหนักอาหารประมาณ 2-3 กรัม ใส่ในจานอะลูมิเนียมท่ีทราบน้ าหนักแน่นอนแล้ว น าจาน
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อะลูมิเนียมไปอบในเตาอบท่ีอุณหภูมิ 100°C ± 0.5°C นาน 2 ช่ัวโมง น าจานอะลูมิเนียมออกจากเตา
อบ แล้วทิ้งให้เย็นในโถอบแห้ง เมื่อเย็นแล้วจึงน ามาช่ังน้ าหนัก 
 การค านวณ 

% ความช้ืน =
(A−B)

W
×100 

 
A = น้ าหนักจานอะลูมิเนียม + ตัวอย่างก่อนการอบ 
B = น้ าหนักจานอะลูมิเนียม + ตัวอย่างหลังการอบ 
W = น้ าหนักของตัวอย่างท่ีใช้เป็นการวิเคราะห์ 
 
 3.8.2   กำรวิเครำะห์ปริมำณเถ้ำทั้งหมด 
  เผาเบ้ากระเบื้องท่ีสะอาดและแห้งในเตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550-600 องศาเซลเซียส 
นาน 2 ช่ัวโมง ปล่อยให้เย็นในโถอบแห้งแล้งช่ังเพื่อให้ทราบและบันทึกน้ าหนักท่ีแน่นอน เติมตัวอย่าง
อาหารที่ต้องการหาเถ้าประมาณ 2 กรัม โดยช่ังให้รู้น้ าหนักท่ีแน่นอนลงในเบ้ากระเบื้อง (ปกติจะเป็น
ตัวอย่างแห้งท่ีได้จากการวิเคราะห์หาความช้ืน) น าเบ้ากระเบื้ องพร้อมตัวอย่างอาหารเข้าไปเผาใน
เตาเผาท่ีอุณหภูมิ 550-600°C เผาจนเถ้าเป็นสีขาวหรือสีเทาอ่อน ปกติใช้เวลาประมาณ     2 ช่ัวโมง 
ในกรณีท่ีเถ้าไม่เป็นสีขาว ซึ่งแสดงว่ายังมีสารคาร์บอนหลงเหลืออยู่บ้าง ให้หยดน้ ายาแอมโมเนียม
คาร์บอเนต 2-3 หยดลงบนเถ้า ระเหยให้แห้งแล้วน าเข้าไปเผาต่อไปในเตาเผาจนได้เถ้าสีขาว ใช้คีมคีบ
เบ้ากระเบ้ืองจากเตาเผาไปวางให้เย็นในโถอบแห้งแล้วชั่งน้ าหนักอย่างละเอียด 
การค านวณปริมาณเถ้าท้ังหมด 
การค านวณ 

% เถ้าท้ังหมดในตัวอย่าง =
(A−B)

W
×100 

 
A = น้ าหนักเถ้ากระเบ้ืองท่ีเย็น + น้ าหนักของเถ้าหลังจากการเผาในเตาเผา 
B = น้ าหนักเบ้ากระเบ้ือง 
W= น้ าหนักตัวอย่างแห้งท่ีใช้ในการวิเคราะห์ 

% เถ้าท้ังหมดในตัวอย่างแห้ง =
%เถ้าทั้งหมดในตัวอย่าง

1
×

100

%สิ่งแห้ง
  

% ส่ิงแห้ง (Dry matter) = 100 - % ความช้ืน 
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 3.8.3    กำรวิเครำะห์หำโปรตีนโดยวิธี Kjeldahl Method 
  ช่ังตัวอย่างอาหารให้ทราบน้ าหนักท่ีแน่นอนใส่บนกระดาษท่ีไม่มีไนโตรเจนเป็น
ส่วนประกอบ (อาหารประเภทปลาป่น กากถั่วต่างๆ ใช้ 1-2 กรัม ธัญพืช ใช้ 2-4 กรัม) แล้วพับ
กระดาษซึ่งห่อตัวอย่างไว้ภายในน ามาใส่ใน Kjeldahl digestion flask เติมสารเร่งปฏิกิริยาผสม 
catalyst mixture หนัก 2 กรัม และลูกแก้ว 2-3 เม็ด เพื่อป้องกันการเดือดอย่างรุนแรง (bumping)      
เทกรดก ามะถันเข้มข้น 25 ml. ใส่ลงใน Kjeldahl digestion flask โดยค่อยๆเท และหากยังมี
สารเคมีค้างอยู่จะได้ล้างคอขวดลงไปด้วย เขย่าอย่างระมัดระวังจนกระท่ังผสมเข้ากันดี เตรียม blank 
โดยท าเช่นเดียวกันแต่ไม่ใส่ตัวอย่างอาหาร น า Kjeldah digestion flask วางในลักษณะเอนๆ ลน
เครื่องมือส าหรับย่อย (digestion apparatus) ให้ความร้อนโดยเริ่มให้ความร้อนน้อยๆก่อน จนเมื่อ
หยุดกระเด็นจึงให้ความร้อนให้เดือด ย่อยไปจนกระท่ังได้สารละลายใส ให้ความร้อนต่อไปอีก 1 
ช่ัวโมง เพื่อให้แน่ใจว่า oxidation สมบูรณ์แล้วหยุดให้ความร้อน ปล่อยให้เย็น ถ้าท่ีคอ Kjeldahl 
digestion flask มีจุดด าๆให้ล้างด้วยน้ ากล่ันแล้วให้ความร้อนต่อจนหมดควัน ท้ิงให้เย็น เติมน้ ากล่ัน 
300 ml. ลงใน Kjeldahl digestion flask จึงเติมส่วนผสมของ 4% Boric acid 75 ml. ลงใน 
Erlenmeyer flask 250 ml. เติม screened methylred indicator 4 หยด แล้วน าไปต่อเข้ากับ 
condenser ของเครื่องกล่ัน จุ่มปลายของ Condenser ลงในกรด ส าหรับ Blank ให้ใช้กรดจ านวนท่ี
เท่ากับตัวอย่าง จากนั้นเปิดน้ าให้ไหลผ่าน condenser ให้เย็น ตวงสารละลาย NaOH 45% 80 ml. 
ค่อยๆเทลงใน Kjeldahl digestion flask ท่ีต้ังอยู่ในลักษณะเอียงเพื่อให้ NaOH ไหลไปตามข้างๆ 
flask แล้ว ไหลไปตามข้างๆ flask แล้วรีบน าไปต่อเข้ากับ condenser ของเครื่องกล่ันหมุน Kjeldahl 
digestion flask เพื่อให้สารผสมเข้ากันดี ให้ความร้อนจนแอมโมเนียถูกกล่ันออกอย่างน้อย 150 ml. 
ใน Erlenmeyer flask (สังเกตเห็นสารละลายเปล่ียนเป็นสีเขียว) จึงหยุดให้ความร้อน น า 
Erlenmeyer flask ออก ในขณะท่ีท่อกล่ันยังอยู่ใน flask เหนือของเหลว ให้ใช้น้ ากล่ันล้างปลายท่อ
น้ ากล่ันให้ไหลลงใน flask น า Erlenmeyer flask ซึ่งมีกรดมากเกินพอ (excess acid) มา titrate 
กับ standard 0.10 N HCl จนกระท่ังถึง end point (indicator เปล่ียนสีจากสีเขียวเป็นสีม่วงแดง)  
การค านวณ 

1 ml. ของ 1 N HCl = 0.014g Nitrogen 

%Nitrogen =
(S−B)×0.014×N×100

W
 

S= ml. ของ HCl ท่ีใช้ titrate ตัวอย่าง 
B= ml. ของ HCl ท่ีใช้ titrate blank 
N= Normolity ของ standard HCl 
% Crude protein = % Nitrogen × appropriate factor (6.25) 
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 3.8.4    กำรวิเครำะห์หำเยื่อใยทั้งหมดในอำหำร 
  ช่ังตัวอย่างอาหารประมาณ 2-3 กรัม ใส่ใน Berzelius beaker เติม H2SO4 1.25%                 
ลงใน Berzelius beaker 200 ml. (ถ้าอาหารมี % แป้งสูงให้ใส่ prepared asbestos  g ก่อนเติม
กรด H2SO4) น า Berzelius beaker ไปต่อเข้ากับเครื่องย่อยหาเยื่อใยท่ีมี condenser เพื่อควบคุม
ความเข้มข้นของสารละลายให้คงท่ีเป็นเวลา 30 นาที รีบน าสารละลายออกจากเครื่องย่อยแล้วกรอง
ตะกอนด้วยเครื่องบนผ้าลินินบน Buchner funnel ท่ีต่อกับ fittering flask โดยอาศัย suction 
pump ช่วย แล้วล้างตะกอนด้วยน้ ากล่ันร้อน จากนั้นขูดตะกอนออกจากผ้าลิกนินให้หมด ใส่คืนลงใน 
Beaker ใบเดิม เติมด่าง NaOH 1.25% ปริมาตร 200 ml ลงใน Beaker แล้วล้างตะกอนอีกครั้ง ด้วย
น้ าร้อนจนหมดด่างและล้างด้วย methanol ประมาณ 20-25 ml. ขูดตะกอนออกจากผ้าลินินให้หมด
ด้วยช้อนและ spatula แล้วใส่ใน Crucible ท่ีเผาไว้เรียบร้อยแล้ว (ระวังอย่าให้ตกหล่น)  

น า Crucible พร้อมตะกอนไปอบท่ีเตาอบอุณหภูมิ 100°C ท้ิงไว้ 1 คืน แล้วน า 
Crucible ออกมาท้ิงให้เย็นใน desiccators แล้วช่ังน้ าหนัก จากนนั้นน า Crucible พร้อมตะกอนไป
เผาท่ีอุณหภูมิ 550-600 องศาเซลเซียส ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง จนตะกอนถูกเผาไปจนเป็นเถ้า น า 
Crucible ออกมาท้ิงให้เย็นให้เย็นใน desiccators แล้วชั่งน้ าหนักอีกครั้ง 
การค านวณ 

% Crude fiber =
(A − B) × 100

W
 

A = น้ าหนัก Crucible + น้ าหนักกากท่ีย่อยแล้วหลังอบแห้ง 
B = น้ าหนัก Crucible + น้ าหนักเถ้าหลังจากเผา 
W = น้ าหนักของอาหารที่ใช้หาเย่ือใย 
 
 



 
 

บทท่ี 4 
ผลการทดลอง 

 
4.1      ผลการวิเคราะห์หาองค์ประกอบหลักทางเคมีของยอดและใบอ้อย  

เศษยอดและใบอ้อยท่ีน ำมำใช้เป็นวัสดุในกำรหมัก ถูกเตรียมโดยกำรตำกแห้งปั่นให้มีขนำด
เล็กลงแล้วน ำไปอบท่ีอุณหภูมิ 90 องศำเซลเซียส หลังจำกนั้นจึงน ำมำวิเครำะห์หำองค์ประกอบทำง
เคมีของเศษยอดและใบอ้อย โดยวิเครำะห์หำเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถ้ำ และควำมช้ืน                  
ดังแสดงในตำรำงท่ี 4.1 ผลกำรทดลองพบว่ำเศษยอดและใบอ้อยมีส่วนประกอบท่ีเป็นเซลลูโลส                         
มีค่ำเป็น 49.14% (w/w) ในขณะท่ีเฮมิเซลลูโลสและลิกนินมีค่ำเป็น 26.72% (w/w)                          
และ 12.10% (w/w) ตำมล ำดับ และเมื่อน ำเฉพำะส่วนใบมำหำองค์ประกอบทำงเคมีพบว่ำมี
ส่วนประกอบท่ีเป็นเซลลูโลสเป็น 47.98% (w/w) และเฮมิเซลลูโลสและลิกนินมีค่ำเป็น 38.06 และ 
3.79 % (w/w) ตำมล ำดับ 
 
ตารางที่ 4.1 องค์ประกอบทำงเคมีของยอดและใบอ้อย 

องค์ประกอบทางเคมี ร้อยละโดยน ้าหนัก (%) 
ส่วนยอดและใบอ้อย ส่วนใบออ้ย 

เซลลูโลส 49.14 47.98 
เฮมิเซลลูโลส 26.72 38.06 

ลิกนิน 12.10 3.79 
เถ้ำ 7.49 6.17 

ควำมช้ืน 4.63 4.00 
 

มีหลำยงำนวิจัยท่ีรำยงำนเกี่ยวกับองค์ประกอบของเซลลูโลสในสำรชีวมวลท่ีคล้ำยคลึงกับกำร
วิจัย เช่น ศึกษำองค์ประกอบของเซลลูโลสในผักตบชวำพบเป็น 34.6% (w/w) (Das et al., 2015) 
ศึกษำในฟำงข้ำว ฟำงข้ำวสำลี และชำนอ้อยพบองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็น 41.02%, 38.50% 
และ 39% (w/w) ตำมล ำดับ (Narra, 2016) ในขณะท่ี (Roberto, 2013) ได้ศึกษำหำองค์ประกอบ
ทำงเคมีของชำนอ้อยก่อนท่ีจะผ่ำนกระบวนกำรแปรสภำพด้วยกรดและด่ำง พบว่ำมีองค์ประกอบของ
เซลลูโลสเป็น 34.1%  (w/w) ในขณะท่ีเฮมิเซลลูโลสและลิกนินเป็น 29.6% (w/w) และ 19.4% 
(w/w) ตำมล ำดับ (Raud et al., 2016) ได้ศึกษำหำองค์ประกอบของเซลลูโลสในฟำงข้ำวบำร์เลย์
ก่อนท่ีจะ Pretreatment ด้วยวิธี N2 exposive พบว่ำมีองค์ประกอบของเซลลูโลสมำกถึง 45.7% 
(w/w)  
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กำรศึกษำหำองค์ประกอบทำงเคมีของวัสดุหมักนับว่ำเป็นขั้นตอนท่ีส ำคัญเพื่อศึกษำ                      
หำปริมำณของเซลลูโลสท่ีเป็นองค์ประกอบส ำคัญในกำรศึกษำครั้งนี้ ซึ่งเศษยอดและใบอ้อยนอกจำก
จะมีองค์ประกอบของเซลลูโลสท่ีสูงแล้ว ลิกนินซึ่งเป็นปัจจัยส ำคัญท่ียับยั้งกระบวนกำรย่อยสลำยโดย
เอนไซม์เซลลูเลสพบว่ำมีค่ำเป็น 12.10% (w/w) ซึ่งพบในปริมำณท่ีต่ ำกว่ำท่ีศึกษำในในผักตบชวำท่ีมี
ลิกนิน 21.4% (w/w) (Das et al., 2015) และชำนอ้อยพบลิกนิน 19.4% (w/w) (Roberto, 2013)  
 
4.2      การปรับสูตรส้าหรับการเลี ยงราแบบ solid state fermentation ส้าหรับผลิตและ

วิเคราะห์เอนไซม์เซลลูเลส 
เพำะเล้ียงเช้ือรำ A. tubingensis HS1-5 ในอำหำร ประกอบด้วย ร ำข้ำวสำลี (กรัม) และ                     

เศษยอดและใบอ้อย (กรัม) ในอัตรำส่วน 16:4, 12:8, 8:12, 4:16 และ 2:8 และ Mandel’s 
medium 50 มิลลิลิตร (ควำมช้ืนเริ่มต้น 70% w/w) ผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์แบบ solid-state 
fermentation ด้วยเช้ือรำ Aspergillus tubingensis HS1-5 โดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่ง
คำร์บอน จำกนั้นวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลส (ß-glucosidase, CMCase, FPase) โดย
สูตรอำหำรแสดงดังตำรำงท่ี 4.2 

 
ตารางที่ 4.2 สูตรอำหำรที่ใช้ในกำรเพำะเล้ียงเช้ือรำแบบ solid state 

สูตรอาหาร ปริมาณร้าข้าวสาลี (g) ปริมาณใบออ้ย (g) 
A 16 4 
B 12 8 
C 8 12 
D 4 16 
E 2 18 

 
ผลกำรศึกษำกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสหลังจำกกำรเพำะเล้ียงเช้ือรำแบบ solid state 

ในสูตรอำหำรที่แตกต่ำงกัน ผลกำรวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ ß-glucosidase เมื่อกำรเพำะเล้ียง
เช้ือรำด้วยวิธี solid state ในสูตรอำหำรท่ีประกอบด้วย ร ำข้ำวสำลี 8 กรัม และใบอ้อย 12 กรัม                
ท่ีมีกำรเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตร 50 มิลลิลิตร  เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วัน 
ให้กิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase สูงท่ีสุดเป็น 80548.92 IU/g solid ส่วนกิจกรรมของ
เอนไซม์ CMCase เมื่อกำรเพำะเล้ียงเช้ือรำด้วยวิธี solid state ในสูตรอำหำรท่ีประกอบด้วย              
ร ำข้ำวสำลี 16 กรัม และใบอ้อย 4 กรัม ท่ีมีกำรเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium                  
ปริมำตร 50 มิลลิลิตร เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วัน ให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase สูงท่ีสุด                     
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เป็น 3499.99 IU/g solid และกิจกรรมของเอนไซม์ FPase เมื่อกำรเพำะเล้ียงเช้ือรำด้วยวิธี                  
solid state ในสูตรอำหำรที่ประกอบด้วย ร ำข้ำวสำลี 4 กรัม และใบอ้อย 16 กรัม ท่ีมีกำรเติมอำหำร
เล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตร 50 มิลลิลิตร  เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วัน ให้กิจกรรมของ
เอนไซม์ FPase สูงท่ีสุดเป็น 105  IU/ml 

ในกำรทดลองขั้นต่อไปจะเลือกใช้สูตรอำหำรท่ีประกอบด้วย ร ำข้ำวสำลี 8 กรัม และใบอ้อย 
12 กรัม เนื่องจำกลดปริมำณกำรใช้ร ำข้ำวลง เนื่องจำกร ำข้ำวสำลีต้องน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศและมี
รำคำแพง โดยเมื่อเล้ียงเช้ือรำในสูตรอำหำรดังกล่ำวพบเอนไซม์ ß-glucosidase, CMCase และ 
FPase ปริมำณสูง 
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ตารางที่ 4.3 กิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase เมื่อเล้ียงในสูตรอำหำรต่ำงๆ 
สูตร

อาหาร 
วันที่ 

β -glucosidase (IU/g solid) 
Uncertainty  

(±) 

A (16:4) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

102.09±8.00 
44,640.33±36,947.85 
19,849.38±6,601.46 
22,947.78±5,274.92 

47,239.40±13,308.05 

8.00 
36,947.85 
6,601.46 
5,274.92 

13,308.05 

B (12:8) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

234.765±34.79 
63,115.23±18,534.04 

23,022.23±934.77 
30,814.44±2,922.96 
24,603.03±8,476.89 

34.79 
18,534.04 

934.77 
2,922.96 
8,476.89 

C (8:12) 
 

1 
3 
5 
7 
10 

406.40±34.60 
80,548.92±585.45 

14,404.94±1,763.18 
20,174.45±3,087.13 
42,811.80±9,574.30 

34.60 
585.45 

1,763.18 
3,087.13 
9,574.30 

 
 

 D (4:16) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

891.93±188.87 
6,983.07±1,665.88 

6,754.935±1,734.13 
11,914.17±943.53 
5,458.08±613.65 

188.87 
1,665.88 
1,734.13 

943.53 
613.65 

E (2:18) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

881.13±263.38 
7,008.60±639.71 

786.57±129.27 
8,703.75±646.80 
3,275.00±48.21 

263.38 
639.71 
129.27 
646.80 
48.21 
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ตารางที่ 4.4 กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase เมื่อเล้ียงในสูตรอำหำรต่ำงๆ 
สูตร

อาหาร 
วันที่ 

CMCase 
(IU/g solid) 

Uncertainty  
(±) 

A (16:4) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

1802.77±28.48 
3499.99±1407.66 
1882.41±141.50 
2068.21±51.46 
2208.94±50.38 

28.48 
1,407.66 
141.50 
51.46 
50.38 

B (12:8) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

519.45±47.14 
1572.84±20.54 
1873.77±47.07 
1975.01±61.95 
2176.85±54.56 

47.14 
20.54 
47.07 
61.95 
54.56 

C (8:12) 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

400.92±13.09 
1788.88±179.25 
2000.31±31.34 
2101.84±3.93 
2170.06±79.46 

13.09 
179.25 
31.34 
3.93 
79.46 

D (4:16) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

533.03±42.86 
1359.96±216.85 
1654.63±48.04 
1791.66±73.17 
1791.66±38.80 

42.86 
216.85 
48.04 
73.17 
38.80 

E (2:18) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

650.00±34.25 
1685.19±74.29 
1840.74±60.11 
1929.31±82.87 
1760.19±47.14 

34.25 
74.29 
60.11 
82.87 
47.14 
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ตารางที่ 4.5 กิจกรรมของเอนไซม์ FPase เมื่อเล้ียงในสูตรอำหำรต่ำงๆ 
สูตร

อาหาร 
วันที่ 

FPase 
(IU/g solid) 

Uncertainty  
(±) 

A (16:4) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

9.97± 
19.93± 
0.00 

13.33± 
36.02± 

2.31 
2.61 
0.00 
1.47 
5.77 

B (12:8) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

8.30± 
52.05± 
22.71± 
42.49± 
72.36± 

0.74 
1.72 
3.95 
9.93 
0.98 

 

C (8:12) 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

14.89± 
24.57± 
45.39± 
53.39± 
68.89± 

0.25 
2.46 
0.41 
1.96 
2.43 

D (4:16) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

62.64± 
105.22± 
59.74± 
97.36± 
108.12± 

1.97 
4.94 
2.12 
10.22 
25.34 

E (2:18) 
 
 
 
 

1 
3 
5 
7 
10 

21.15± 
34.86± 
71.32± 
47.47± 
43.89± 

6.14 
5.40 
3.52 
15.63 
0.49 
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ตารางที่ 4.6 กิจกรรมของเอนไซม์ ß-glucosidase เมื่อเล้ียงใน Mandel’s medium ในปริมำตรที ่
                  แตกต่ำงกัน 

Mandel’s 
medium 

วันที่ 
ß-glucosidase 
(IU/g solid) 

Uncertainty  
(±) 

30 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
1847.82 
2130.94 
35575.79 
40940.63 
50151.57 

1.49 
172.36 
11.60 

6910.86 
4772.97 
696.06 

40 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
1320.46 
4147.03 
34704.69 
37307.82 
39182.82 

2.86 
53.03 
36.46 

3174.14 
3148.83 
563.48 

50 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0 
406.40 

80548.92 
14404.94 
20714.45 
42811.79 

6.00 
6.04 
8.13 

2423.47 
3622.65 
321.65 

 

60 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
712.18 
3892.65 
26219.54 
29821.88 
31907.82 

2.32 
175.80 
89.26 
82.86 

2386.49 
4010.62 
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ตารางที่ 4.7  กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase เมื่อเล้ียงใน Mandel’s medium ในปริมำตรที ่
                  แตกต่ำงกัน 

Mandel’s 
medium 

วันที่ 
CMCase 

(IU/g solid) 
Uncertainty  

(±) 

30 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
985.83 
2309.44 
1884.45 
2127.96 
2241.39 

72.67 
21.61 
86.42 
82.50 
17.86 
80.53 

40 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
1069.17 
1885.83 
1916.38 
2120.55 
2040.00 

64.82 
72.67 
9.82 

104.10 
74.64 
62.85 

50 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
400.92 
1788.88 
2000.31 
2101.84 
2170.06 

66.00 
86.04 
58.13 
223.47 
122.65 
221.65 

60 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
633.06 
1467.78 
1481.67 
1684.44 
1363.60 

23.57 
115.89 
343.34 
19.64 
60.92 
178.74 
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ตารางที่ 4.8 กิจกรรมของเอนไซม์ FPase เมื่อเล้ียงใน Mandel’s medium ในปริมำตรที่ 
                  แตกต่ำงกัน 

Mandel’s 
medium 

วันที่ 
FPase 

(IU/g solid) 
Uncertainty  

(±) 

30 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
41.98 
46.44 
63.51 
67.68 
81.04 

2.46 
6.63 
3.37 
0.74 
4.17 
6.32 

40 ml 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 

0.00 
55.00 
47.71 
53.85 
71.49 

17.19 
0.98 
0.49 
2.95 
0.25 

 
10 66.97 1.7 

50 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
14.89 
27.57 
45.39 
53.97 
68.89 

8.00 
12.04 
7.15 
29.27 
26.35 
41.85 

60 ml 
 
 
 
 
 

0 
1 
3 
5 
7 
10 

0.00 
25.67 
39.52 
49.05 
49.98 
58.08 

4.21 
1.23 
1.06 
6.63 
7.61 
3.68 
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ผลกำรวิเครำะห์ควำมช้ืนของอำหำรเริ่มต้นท่ีใช้เพำะเล้ียงเช้ือรำแบบ solid state โดยกำร
เพำะเล้ียงเช้ือรำ A. tubingensis HS1-5 ในอำหำร ประกอบด้วย ร ำข้ำวสำลี (กรัม) และ เศษยอด
และใบอ้อย (กรัม) ในอัตรำส่วน 8:12 และเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตรต่ำงกัน                  
คือ 30, 40, 50 และ 60 มิลลิลิตร พบว่ำมีค่ำควำมช้ืนเป็น 60, 65, 70 และ 75 เปอร์เซ็นต์ 
ตำมล ำดับ ปริมำณควำมช้ืนท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ ß-glucosidase และ FPase คือ 70 % 
และ CMCase คือ 60 %  
 ผลกำรวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ ß-glucosidase พบว่ำ กำรเพำะเล้ียงเช้ือรำด้วยวิธี 
solid state ท่ีมีกำรเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตร 50 มิลลิลิตร เพำะเล้ียงเป็น
เวลำ 3 วัน ให้กิจกรรมของเอนไซม์ ß-glucosidase สูงท่ีสุดเป็น 80548.92 IU/g solid ส่วนกิจกรรม
ของเอนไซม์ CMCase ท่ีมีกำรเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตร 30 มิลลิลิตร  
เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วัน ให้กิจกรรมของเอนไซม์ CMCase สูงท่ีสุดเป็น 2309.44 IU/g solid และ 
กิจกรรมของเอนไซม์ FPase ท่ีมีกำรเติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Mandel’s medium ปริมำตร 60 มิลลิลิตร  
เพำะเล้ียงเป็นเวลำ 10 วัน ให้กิจกรรมของเอนไซม์ FPase สูงท่ีสุดเป็น 58.08 IU/g solid 

 
4.3    ผลการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์  

ในกำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะต่อกำรผลิตเอนไซม์จะใช้วิธีกำรออกแบบกำรทดลองทำงสถิติ 
พื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methods) ด้วยวิธี Central Composite Design (CCD) 
เพื่อให้ได้สภำวะท่ีเหมำะสม โดยเพำะเล้ียงเช้ือรำ A. tubingensis HS1-5 ในอำหำร ประกอบด้วย ร ำ
ข้ำวสำลีผสมกับเศษยอดและใบอ้อยในอัตรำส่วนต่ำงๆ จำกนั้นเติม Mendel’s medium ในปริมำตร                   
ท่ีก ำหนดในแต่ละอัตรำส่วน ผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์แบบ solid-state fermentation ด้วยเช้ือรำ                
A. tubingensis HS1-5 โดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่งคำร์บอน จำกนั้นวิเครำะห์กิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลส (β-glucosidase, CMCase, FPase)  

จำกกำรทดลองเบ้ืองต้นได้ข้อมูลกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ให้กิจกรรมของเอนไซม์สูงสุด
เมื่อเพำะเล้ียงเช้ือเป็นเวลำ 3 วัน ดังนั้นกำรออกแบบกำรทดลองทำงสถิติพื้นผิวตอบสนองของกำร
ผลิตเอนไซม์เซลลูเลส จะเพำะเล้ียงเป็นเวลำ 3 วัน บ่มท่ี อุณหภูมิ 30 องศำเซลเซียส  
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ตารางที่ 4.9   แสดงกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์โดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นสับสเตรท 
กำร

ทดลอง 
ใบอ้อย 
A,(g) 

อำหำร 
B, (g) 

pH  
C 

BG 
(IU/g solid) 

CMC 
(IU/g solid) 

FP 
(IU/g solid) 

1 16 60 4 14.23 3470.00 143.71 

2 11 45 5 19.39 3847.77 180.28 
3 11 70 5 5.91 3308.88 192.78 
4 11 45 5 21.55 4114.44 188.61 
5 11 45 5 22.10 4392.22 187.92 
6 16 60 6 11.16 3908.88 179.58 
7 6 30 6 3.42 2061.11 105.97 
8 11 45 3.32 23.94 4042.22 171.25 
9 6 60 6 2.85 3733.33 139.99 
10 11 45 5 23.10 4981.11 190.00 
11 2.59 45 5 6.37 3886.66 160.14 
12 11 45 6.68 22.00 3908.88 176.80 
13 16 30 4 25.75 4075.55 172.63 
14 16 30 6 20.48 3753.33 189.30 
15 6 30 4 4.73 3738.88 136.53 
16 11 45 5 21.00 3958.88 210.13 
17 11 19.77 5 10.21 3694.44 165.00 
18 19.41 45 5 17.82 4003.33 163.60 
19 6 60 4 13.10 3586.66 115.69 

 
BG: β-glucosidase activity 
CMC: CMCase activity 
FP: FPase activity 
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จำกตำรำงท่ี 4.9 แสดงให้เห็นว่ำ ผลกำรประมวลผลของโปรแกรมจำกกำรเปล่ียนแปลงตัว
แปรอิสระท้ัง 3 ตัวแปร ได้ค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีแตกต่ำงกัน เมื่อน ำข้อมูลจำกแผนกำรทดลอง      
ท่ีได้มำใช้ในกำรสร้ำงสมกำรถดถอยก ำลังสอง (second order regression analysis) เพื่ออธิบำย
ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงตัวแปรท่ีศึกษำท่ีมีต่อค่ำกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ ได้ค่ำ  สัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (R2 ) ของ CMCase FPase และ β-glucosidase เท่ำกับ 0.7131, 0.8706 และ 0.9365 
ตำมล ำดับ  ส ำหรับสมกำรถดถอยรูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase FPase และ 
β-glucosidaseโดยใช้ค่ำรหัสของท้ัง 3 ปัจจัย คือ เศษยอดและใบอ้อย (A), Mandels’ medium (B) 
และ pH (C) ในกำรพยำกรณ์ ดังนี้ 
CMCase =  4267.70+167.23×A+29.02×B120.08×C246.25×AB+205.97×AC+323.19×BC-    

161.20×A2-320.35×B2-150.87×C2 

FPase = 121.00+22.87×A+5.64×B+7.58×C-10.24×A×B-2.43×AC-19.10×BC-8.23×A2                  

-14.90×B2+4.11×C2 

 β-glucosidase =      21.51+4.89×A-1.52×B-1.70×C-3.58×AB+0.40×AC-0.84×BC-3.71×A2 

                             -5.19×B2+0.13×C2 
จำกสมกำรถดถอยรูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase FPase และ                    

β-glucosidaseโดยใช้ค่ำรหัสของท้ัง 3 ปัจจัยท ำให้ได้ค่ำพยำกรณ์ของกิจกรรม เป็น 4,333, 191.33 
และ 25.16 IU/g solid และจำกกำรทดสอบซ้ ำเพื่อยืนยันกำรวิเครำะห์ข้อมูลด้วยวิธีพื้นท่ีผิว
ตอบสนอง แสดงให้เห็นว่ำกำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ โดยประยุกต์ใช้
วิธีวิเครำะห์ข้อมูลทำงคณิตศำสตร์และสถิติด้วยวิธีพื้นท่ีผิวตอบสนอง (RSM) ร่วมกับกำรออกแบบกำร
ทดลองแบบประสมกลำง (CCD) พบว่ำ ค่ำกิจกรรมของ CMCase FPase และ β-glucosidase 
(5829.63, 190.74 และ 27.14 IU/g solid) มีค่ำใกล้เคียงกับค่ำค่ำกิจกรรมของ CMCase FPase 
และ β-glucosidase ประมวลผลด้วยโปรแกรม  
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ตารางที่ 4.10    กำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of variance) ส ำหรับสมกำรถดถอยในรูป          
                          แบบก ำลังสองของกิจกรมของเอนไซม์ CMCase 
Source SS df F-value p-value  

Model 3.934×106 9 2.49 0.0956 significant 
A-Sugar 3.819×105 1 2.17 0.1746  
B-Buf 11459.11 1 0.065 0.8043 
C-pH 1.967×105 1 1.12 0.3177 
AB 4.851×105 1 2.76 0.1311 
AC 3.394×105 1 1.93 0.1982 
BC 8.356×105 1 4.75 0.0572 

A2 3.551×105 1 2.02 0.1890 

B2 1.382×106 1 7.86 0.0206 

C2 3.098×105 1 1.76 0.2171 

Residual 1.583×106 9   
Lack of Fit 7.635×105 5 0.75 0.6293 
Cor Total 5.516×106 18   

 R2 = 0.7131 
  ส ำหรับสมกำรถดถอยรูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase โดยใช้ค่ำรหัสของ
ท้ัง 3 ปัจจัย คือ เศษยอดและใบอ้อย (A), Mandel’s medium (B) และ pH (C) ในกำรพยำกรณ์ 
ดังนี้  
CMCase =  4267.70+167.23×A+29.02×B120.08×C246.25×AB+205.97×AC+323.19×BC-     

161.20×A2-320.35×B2-150.87×C2 
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ภาพที่ 4.1   ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)                   

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandel’s medium (B) 
 
 
 

B: 
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A: เศษยอดและใบอ้อย 

B: อำหำร Mandel’s medium 
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CM
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A: เศษยอดและใบอ้อย 
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ภาพที่ 4.2 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)                  

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C)  
 

 
 

 
 

A: เศษยอดและใบอ้อย 

CMCase 

C:
 p

H 

A: เศษยอดและใบอ้อย 
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A: เศษยอดและใบอ้อย 

C: pH 
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ภาพที่ 4.3 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)                   
ของอิทธิพลร่วมระหว่ำง Mandel’s medium (B) และ pH (C) 

 
 
 
 
 
 

B: อำหำร Mandel’s medium 

B: อำหำร Mandel’s medium 
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ตารางที่ 4.11  ค่ำสูงสุดกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase จำกสมกำรถดถอยก ำลังสองในกำรพยำกรณ์
โดยมีปัจจัยท้ัง 3 ปัจจัย 

ปัจจัย เศษยอดและ
ใบอ้อย A, (g) 

Mandel’s medium 
B, (ml) 

% 
ควำมช้ืน 

pH  
C 

ค่ำ
พยำกรณ์ 

ค่ำจริง 

 13.16 39.27 64.63 4.55 4,333.00 5,829.63 
  
 หลังจำกโปรแกรมสร้ำงสมกำรถดถอยก ำลังสองและท ำกำรประมวลผล จะแสดงสภำวะ                
ท่ีเหมำะสมท่ีสุด (stationary point) ในกำรผลิตเอนไซม์ CMCase ให้ค่ำกิจกรรมมำกท่ีสุดในรูปแบบ
กรำฟสำมมิติ ดังแสดงในรูปภำพที่ 4.1 และ 4.2 และ 4.3 จำกกรำฟสำมมิติพบว่ำ สภำวะท่ีเหมำะสม
ท่ีสุดในกำรผลิตเอนไซม์ CMCase คือใช้เศษยอดและใบอ้อยปริมำณ 13.16 กรัม ผสมกับ Mandels’ 
medium ปริมำตร 39.27 มิลลิลิตร และ pH 4.55 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลำ 3 วัน ได้ค่ำ
กิจกรรมของ CMCase เท่ำกับ 4,333.00 IU/g solid เมื่อน ำสภำวะท่ีได้จำกกำรประมวลผลของ
โปรแกรมมำท ำกำรทดลองเพื่อทดสอบซ้ ำพบว่ำได้ค่ำกิจกรรมของ CMCase จำกกำรทดลองเพื่อ
ทดสอบซ้ ำมีค่ำน้อยค่ำท่ีได้จำกกำรประมวลผลด้วยโปรแกรมคือ 5829.63 IU/g solid ดังแสดงใน
ตำรำงท่ี 4.11 
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ตารางที่ 4.12  กำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of variance) ส ำหรับสมกำรถดถอยใน     
                        รูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ FPase 
Source SS df F-value p-value  
Model 16595.49 9 7.48 0.0021 significant 
A-Sugar 7145.65 1 28.98 0.0003 
B-Buf 434.83 1 1.76 0.2137 
C-pH 783.39 1 3.18 0.1050 
AB  839.37 1 3.40 0.0948 
AC  47.27 1 0.19 0.6708 
BC  2917.64 1 11.83 0.0063 

A2  977.40 1 3.96 0.0745 

B2  3201.04 1 12.98 0.0048 

C2  243.16 1 0.99 0.3441 

Residual 2465.69 10   
Lack of Fit 2465.69 5   
Cor Total 19061.18 19   

R2  = 0.8706 
ส ำหรับสมกำรถดถอยรูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ FPase โดยใช้ค่ำรหัสของท้ัง 

3 ปัจจัย คือ Sugar cane leaf (A), Mandels’ medium (B) และ pH (C) ในกำรพยำกรณ์  ดังนี้ 

FPase = 121.00+22.87×A+5.64×B+7.58×C-10.24×A×B-2.43×AC-19.10×BC-8.23×A2                

               -14.90×B2+4.11×C2 
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ภาพที่ 4.4  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)               

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandels’ medium (B) 
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ภาพที่ 4.5 ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)                

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C) 
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ภาพที่ 4.6   ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ กรำฟโครงร่ำง (Contour plot)            

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำง Mandels’ medium (B) และ pH (C) 
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ตารางที่ 4.13 ค่ำสูงสุดของกิจกรรมของเอนไซม์  FPase จำกสมกำรถดถอยก ำลังสองในกำร 
                     พยำกรณ์โดยมีปัจจัยท้ัง 4 ปัจจัย  
ปัจจัย เศษยอดและ

ใบอ้อย A,(g) 
Mandel’s medium  

B, (ml) 
%ควำมช้ืน pH  C ค่ำพยำกรณ์ ค่ำจริง 

 14.1 33 61.50 6.68 191.33 190.74 
 
หลังจำกโปรแกรมสร้ำงสมกำรถดถอยก ำลังสองและท ำกำรประมวลผล จะแสดงสภำวะ               

ท่ีเหมำะสมท่ีสุด (stationary point) ในกำรผลิตเอนไซม์ FPase ให้ค่ำกิจกรรมมำกท่ีสุดในรูปแบบ
กรำฟสำมมิติ ดังแสดงในรูปภำพที่ 4.4 และ 4.5 และ 4.6 จำกกรำฟสำมมิติพบว่ำ สภำวะท่ีเหมำะสม
ท่ีสุดในกำรผลิตเอนไซม์  FPase คือใช้ เศษยอดและใบอ้อยปริมำณ 14.1 กรัม ผสมกับ                   
Mandels’ medium ปริมำตร 33 มิลลิลิตร และ pH 6.68 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลำ 3 วัน                   
ได้ค่ำกิจกรรมของ FPase เท่ำกับ 191.33 IU/g solid เมื่อน ำสภำวะท่ีได้จำกกำรประมวลผลของ
โปรแกรมมำท ำกำรทดลองเพื่อทดสอบซ้ ำพบว่ำได้ค่ำกิจกรรมของ FPase จำกกำรทดลองเพื่อ         
ทดสอบซ้ ำ มีค่ำใกล้เคียงกับค่ำท่ีได้จำกกำรประมวลผลด้วยโปรแกรมคือ 190.74 IU/g solid                   
ดังแสดงในตำรำงท่ี 4.13 
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ตารางที่ 4.14 กำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of variance) ส ำหรับสมกำรถดถอยใน 
                        รูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase 
Source SS df F-value p-value  
Model 1013.28 9 14.75 0.0002 significant 
A-Sugar 326.74 1 42.80 0.0001  
B-Buf 31.52 1 4.13 0.0727 
C-pH 39.26 1 5.14 0.0495 
AB  102.44 1 13.42 0.0052 
AC  1.29 1 0.17 0.6901 
BC  5.67 1 0.74 0.4111 

A2  188.23 1 24.66 0.0008 

B2  363.06 1 47.56 < 0.0001 

C2  0.24 1 0.031 0.8640 

Residual 68.71 9   
Lack of Fit 61.14 5 6.46 0.0474 
Cor Total 1081.99 18   

 R2  = 0.9365 
 ส ำหรับสมกำรถดถอยรูปแบบก ำลังสองของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase โดยใช้ ค่ำ

ของรหัสท้ัง 3 ปัจจัย คือ เศษยอดและใบอ้อย (A), Mendel’s medium (B) และ pH (C) ในกำร
พยำกรณ์  ดังนี้ 

β-glucosidase = 21.51+4.89×A-1.52×B-1.70×C-3.58×AB+0.40×AC-0.84×BC-3.71×A2 

-5.19×B2+0.13×C2 
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ภาพที่ 4.7  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และ กรำฟโครงร่ำง (Contour plot)               

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ Mandels’ medium (B)  
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ภาพที่ 4.8   ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)              

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำงเศษยอดและใบอ้อย (A) และ pH (C)  
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ภาพที่ 4.9  ผลของพื้นผิวตอบสนอง (Response surface) และกรำฟโครงร่ำง (Contour plot)            

ของอิทธิพลร่วมระหว่ำง Mandel’s medium (B) และ pH (C)  
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ตารางที่  4.15   ค่ำสูงสุดของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidaseจำกสมกำรถดถอยก ำลังสองใน 
                       กำรพยำกรณ์โดยมีปัจจัยท้ัง 4 ปัจจัย  
ปัจจัย เศษยอดและ

ใบอ้อย A,(g) 
Mandel’s 
medium  
B, (ml) 

% ควำมช้ืน pH  C ค่ำพยำกรณ์ ค่ำจริง 

 14.82 40.05 65.02 4.00 25.16 27.14 
 

หลังจำกโปรแกรมสร้ำงสมกำรถดถอยก ำลังสองและท ำกำรประมวลผล จะแสดงสภำวะ               
ท่ีเหมำะสมท่ีสุด (stationary point) ในกำรผลิตเอนไซม์ β-glucosidase ให้ค่ำกิจกรรมมำกท่ีสุดใน
รูปแบบกรำฟสำมมิติ ดังแสดงในรูปภำพท่ี 4.7 และ 4.8 และ 4.9 จำกกรำฟสำมมิติพบว่ำ สภำวะท่ี
เหมำะสมท่ีสุดในกำรผลิตเอนไซม์ β-glucosidase คือใช้เศษยอดและใบอ้อยปริมำณ 14.82 กรัมผสม 
กับ Mandels’ medium ปริมำตร 40.05 มิลลิลิตร และ pH 4.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลำ                
3 วัน ได้ค่ำกิจกรรมของ β-glucosidase เท่ำกับ 25.16 IU/g solid เมื่อน ำสภำวะท่ีได้จำกกำร
ประมวลผลของโปรแกรมมำท ำกำรทดลองเพื่อทดสอบซ้ ำพบว่ำได้ค่ำกิจกรรมของ β-glucosidase 
จำกกำรทดลองเพื่อทดสอบซ้ ำ มีค่ำใกล้เคียงกับค่ำท่ีได้จำกกำรประมวลผลด้วยโปรแกรมคือ                  
27.14 IU/g solid ดังแสดงในตำรำงท่ี 4.15 

จำกผลกำรออกแบบกำรทดลองทำงสถิติพื้นผิวตอบสนองของกำรผลิตเอนไซม์เซลลูเลสท ำให้
ได้สภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์และเลือกสภำวะท่ีเหมำะสมของ FPase ซึ่งใช้
เศษยอดและใบอ้อยปริมำณ 14.1 กรัม ผสมกับร ำข้ำวสำลี 5.9 กรัม และMendel’s medium 
ปริมำตร 33 มิลลิลิตร pH 6.68 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลำ 3 วันในกำรทดลองต่อไป              
ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Vu et al. (2011) ได้ศึกษำกำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิต              
เซลลูโลไลติกเอนไซม์ของเช้ือรำ Aspergillus sp. SU-M15 ท่ีกลำยพันธ์ภำยใต้สภำวะกำรหมักแบบ
แข็ง พบว่ำแหล่งคำร์บอนท่ีใช้ในกำรศึกษำประกอบด้วยร ำข้ำวสำลี แกลบ และขี้เล้ือย พบว่ำเมื่อใช้
แกลบและขี้เล้ือยเป็นแหล่งคำร์บอนจะไม่ส่งเสริมกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ ในขณะท่ีใช้ร ำข้ำว
สำลีเป็นแหล่งคำร์บอนจะส่งผลต่อกำรเจริญของ Aspergillus sp. SU-M15 ท ำให้มีกิจกรรมของเซลลู
โลไลติกเอนไซม์ท่ีสูง และ Liu et al. (2011) ได้ศึกษำกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ของเช้ือรำ A. 
fumigatus Z5 ภำยใต้สภำวะกำรหมักแบบแข็งและประยุกต์ใช้ในกำรย่อยสลำยเศษวัสดุเหลือท้ิงทำง
กำรเกษตร โดยมีฟำงข้ำวสำลีเป็นแหล่งคำร์บอน พบว่ำเมื่อบ่มเช้ือรำ A. fumigatus Z5 ในฟำงข้ำว
เป็นระยะเวลำ 4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 50°C ส่งผลให้มีกิจกรรมเอนไซม์ FPase และ CMCase สูงขึ้น
ในขณะท่ีหลังจำกบ่มเป็นระยะเวลำ 7 วันส่งผลให้กิจกรรมเซลลูโลไลติกเอนไซม์ลดลงและ                   
Narra et al. (2012) ท่ีใช้ฟำงข้ำวเป็นสับสเตรทในกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์โดยเช้ือรำ 
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Aspergillus terreus โดยกำรหมักแบบ Solid State Fermentation ให้ผลกิจกรรมของเอนไซม์ 
FPase เท่ำกับ 10.96 U/g  

 
4.4      ผลการศึกษาความคงตัวของเซลลูโลไลติกเอนไซม์  

กำรศึกษำควำมคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ (CMCase FPase และ                     
β-glucosidase) โดยบ่มเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ -20, 4, 30 และ 45°C จำกนั้นวัดค่ำกิจกรรมของ                      
เซลลูโลไลติกเอนไซม์ในแต่ละชุดกำรทดลอง และบันทึกผล โดยผลหลังจำกเก็บเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ                 
-20°C แล้วเก็บตัวอย่ำงมำวัดกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase, FPase และ β-glucosidase ทุกๆ              
1 สัปดำห์ เป็นเวลำ 17 สัปดำห์ พบว่ำเมื่อเวลำผ่ำนไป 17 สัปดำห์ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของ
เอนไซม์ CMCase มีควำมคงตัวสูงถึง 97.41% ในขณะท่ีค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์                   
β-glucosidase และ FPase มีค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์เป็น 88.50% และ 81.45% 
ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.16) โดยท่ีค่ำควำมคงตัวของเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีแนวโน้มค่อยๆลดลงแต่ยังมี
ควำมคงตัวมำกกว่ำ 80% เมือ่เวลำผ่ำนไป 17 สัปดำห ์

 
ตารางที่ 4.16   ค่ำควำมคงทนของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ เก็บท่ีอุณหภูมิ -20°C เป็น 
                      เวลำ 17 สัปดำห ์

สัปดาห์ที่ ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ (%) 
β-glucosidase CMCase FPase 

0 100.00 100.00 100.00 
1 100.00 99.63 98.58 
3 94.96 93.53 85.26 
5 92.06 93.72 88.11 
7 95.31 93.90 89.06 
9 94.66 93.72 85.26 
11 88.62 94.46 81.93 
13 89.68 96.67 84.31 
15 87.62 96.86 83.36 
17 88.50 97.41 81.45 
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หลังจำกเก็บเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลำ 13 สัปดำห์ แล้วเก็บตัวอย่ำงมำวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์ CMCase, FPase และ β-glucosidase ทุกๆ 1 สัปดำห์ เป็นเวลำ 13 สัปดำห์ พบว่ำเมื่อ
เวลำผ่ำนไป 13 สัปดำห์ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase มีควำมคงตัวสูงถึง 93.99% 
ในขณะท่ีค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase และ FPase มีค่ำควำมคงตัวของ
กิจกรรมของเอนไซม์มีค่ำเป็น 85.69% และ 80.87% ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.17) โดยท่ีค่ำควำมคงตัว
ของเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีแนวโน้มค่อยๆลดลงแต่ยังมีควำมคงตัวมำกกว่ำ 80% เมื่อเวลำผ่ำนไป 13 
สัปดำห์   

 
ตารางที่ 4.17   ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นเวลำ 
                     13 สัปดำห์ 

สัปดาห์ที่ 
 

ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ (%)  
β-glucosidase CMCase FPase 

0 100.0 100.00 100.00 
1 98.45 99.31 98.22 
2 99.01 98.28 93.43 
3 99.26 95.88 92.83 
4 97.40 94.85 90.44 
5 97.21 94.50 88.05 
6 96.16 94.50 83.26 
7 84.57 95.19 84.46 
8 85.69 95.36 83.26 
9 86.31 95.02 85.65 
10 86.00 93.99 85.06 
11 87.55 93.30 84.46 
12 85.69 93.99 80.87 
13 83.58 91.58 70.70 
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หลังจำกเก็บเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลำ 11 วัน แล้วเก็บตัวอย่ำงมำวัดกิจกรรมของ
เอนไซม์ CMCase, FPase และ β-glucosidase โดยเก็บตัวอย่ำงวันเว้นวันเป็นเวลำ 11 วัน พบว่ำ
เมื่อเวลำผ่ำนไป 11 วันค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase มีควำมคงตัวสูงถึง 94.10% 
ในขณะท่ีค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase และ FPase มีค่ำควำมคงตัวเป็น 
89.63% และ 93.11% ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.18) โดยท่ีค่ำควำมคงตัวของเซลลูโลไลติกเอนไซม์มี
แนวโน้มค่อยๆลดลงแต่ยังมีควำมคงตัวมำกกว่ำ 80% เมื่อเวลำผ่ำนไป 11 วัน 

 
ตารางที่ 4.18  ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ เก็บท่ีอุณภูมิ 30°C เป็น                 
                       เวลำ 11 วัน 

 วันที่ ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ (%)   
β-glucosidase CMCase FPase 

0 100.00 100.00 99.31 
1 97.72 97.22 100.00 
3 98.20 96.53 97.25 
5 98.32 96.18 97.93 
7 92.09 95.49 91.74 
9 94.72 94.10 92.42 
11 89.63 94.10 93.11 

 
หลังจำกเก็บเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง แล้วเก็บตัวอย่ำงมำวัดกิจกรรม

ของเอนไซม์ CMCase, FPase และ β-glucosidase โดยเก็บตัวอย่ำงทุกๆ 6 ช่ัวโมง พบว่ำเมื่อเวลำ
ผ่ำนไป 24 ช่ัวโมง ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์  β-glucosidase มีควำมคงตัวสูงถึง 
96.37% ในขณะท่ีค่ำกิจกรรมของเอนไซม์  CMCase และ FPase มีค่ำควำมคงตัวเป็น 94.48% และ 
86.38% ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.19) โดยท่ีค่ำควำมคงตัวของเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีแนวโน้มค่อยๆ
ลดลงแต่ยังมีควำมคงตัวมำกกว่ำ 80% เมื่อเวลำผ่ำนไป 24 ช่ัวโมง 
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ตารางที่ 4.19   ค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ เก็บท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็น                    
                      เวลำ 24 ช่ัวโมง 

ชั่วโมงที่  ค่ากิจกรรมสัมพัทธ์ (%)    
β-glucosidase CMCase FPase 

0 100.00 100.00 100.00 
6 99.58 98.79 100.00 
12 98.63 97.76 92.87 
18 95.83 96.37 83.79 
24 96.37 94.48 86.38 

 
จำกกำรทดลองศึกษำค่ำควำมคงตัวของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอุณหภูมิและเวลำท่ีแตกต่ำง

กันพบว่ำอุณหภูมิท่ีแตกต่ำงกันในกำรเก็บรักษำเอนไซม์ไม่มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ เอนไซม์ยัง
สำมำรถท ำงำนได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ ซึ่งค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ CMCase ท่ีอุณหภูมิ
ต่ำงๆมีควำมคงตัวมำกกว่ำ 90% และค่ำควำมคงตัวของกิจกรรมของเอนไซม์ β-glucosidase                
และ FPase ท่ีอุณหภูมิต่ำงๆมีควำมคงตัวมำกกว่ำ 80% เมื่อเทียบกับระยะเวลำเริ่มต้นในกำร               
เก็บรักษำ ดังนั้นจะเห็นได้ว่ำเซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีผลิตจำกเช้ือรำ A. tubingensis HS1-5 โดยใช้
เศษยอดและใบอ้อยเป็น สับสเตรทมีควำมคงตัว สูง เหมำะแก่กำรน ำไปใช้งำนในสภำวะ                   
ท่ีอุณหภูมิแตกต่ำงกันและกำรเก็บรักษำเอนไซม์สำมรถเก็บรักษำไว้ได้ในช่วงอุณหภูมิท่ีกว้ำงโดย               
ท่ีเอนไซม์ไม่เสียสภำพ  
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4.5     การขยายขนาดการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
กำรขยำยขนำดส ำหรับกำรผลิตเอนไซม์ในดับท่ีสูงขึ้นโดยท ำกำรทดลองเหมือนกับ                      

กำรเพำะเล้ียงเช้ือรำแบบ Solid State Fermentationในถุงพลำสติกขนำดรวม 20 กรัม โดยเลือก
สูตรอำหำรท่ีผลิตเอนไซม์ FPase ได้สูง จำกนั้นขยำย scale โดยเพำะเล้ียงในถุงพลำสติก 24 x 40 
นิ้ว โดยขนำดปริมำณรวมในกำรผลิตจะมีปริมำณ 200, 500 และ 1,000 กรัม (10, 25, 50 เท่ำ) 
จำกนั้นผลิตเอนไซม์ให้มีปริมำณมำกใช้ในกำรทดลองขั้นต่อไป  เมื่อเปรียบเทียบปริมำณเอนไซม์เซลลู
เลสท่ีผลิตในระดับขนำดเล็ก (20 กรัม) และขนำดใหญ่พบว่ำกำรผลิตเอนไซม์ CMCase และ FPase 
ในระดับขนำดเล็กและขนำดใหญ่มีค่ำกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีใกล้เคียงกัน แต่อย่ำงไรก็ตำมกำรผลิต ใน
ระดับกำรผลิตขนำดใหญ่ (1000 กรัม) มีค่ำน้อยกว่ำระดับขนำดเล็กมำก อำจมีผลเนื่องมำจำกกำรใช้
ถุงหมักขนำดเท่ำกันแต่ขนำดกำรผลิตเอนไซม์แตกต่ำงกันท ำให้ปริมำณวัสดุในถุงหมักมีมำกเกินไป
ส่งผลถึงระบบกำรถ่ำยเทอำกำศและกำรเจริญของเช้ือรำไม่ท่ัวถึง ซึ่งควรปรับขนำดในกำรผลิตให้มี
วัสดุหมักน้อยกว่ำเดิมหรือเพิ่มขนำดถุงหมักให้มีควำมเหมำะสมต่อปริมำณวัสดุหมักอำจจะส่งผลให้
ผลิตเอนไซม์ไ ด้สูงขึ้น  ดังนั้นในขั้นตอนต่อไปผู้วิ จัยจึงปรับปริมำณของวัสดุหมักลงให้เหลือ                
500 กรัม  เมื่อทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์แล้วพบว่ำกิจกรรมยังไม่สูงเท่ำท่ีควร จำกนั้นผู้วิจัยได้ปรับ
ปริมำณของวัสดุหมักลงให้เหลือ 200 กรัม พบว่ำกิจกรรมของเอนไซม์ได้ใกล้เคียงกับขนำดกำรผลิต
เริ่มต้น (20 กรัม)ให้ค่ำกิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ CMCase, FPase และ β-glucosidase                 
มีค่ำเป็น 4764.44, 207.01 และ 27.91 IU/g solid ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.20) ดังนั้นในกำรขยำย
ขนำดกำรผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์นักวิจัยจึงผลิตเอนไซม์โดยขนำดกำรผลิตโดยใช้วัสดุหมักรวม                
200 กรัม (10 เท่ำ) 
 
ตารางที่ 4.20   กิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีผลิตในระดับขนำดกำรผลิตแบบเล็กและขยำย 
                      ขนำดกำรผลิตในระดับท่ีใหญ่ขึ้น 
ระดับ scale การผลิตเอนไซม์ กิจกรรมของเอนไซม์ (IU/g solid) 

CMCase FPase β-glucosidase 

20 g 5682.75 190.72 27.91 
200 g (10 เท่ำ) 4764.44 207.01 31.71 
500 g (25 เท่ำ) 4336.67 191.39 18.92 
1000 g (50 เท่ำ) 531.481 74.07 3.32 
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4.6      การย่อยสลายเศษต้นอ้อยใบอ้อยด้วยวิธีทางเคมีและเอนไซม์ 
ในกำรผลิตเอทำนอลโดยใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่งน้ ำตำลโดยวิธีกำร Pretreatment

ด้วย 1% NaOH และ 2% NaOH ตำมด้วย 1% H2SO4 และ 2% H2SO4 และใช้ควำมร้อนท่ี 121°C   
เป็นเวลำ 60 นำที เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภำพในกำรย่อยเศษยอดและใบอ้อยและเป็นกำรท ำให้
โครงสร้ำงผลึกของเซลลูโลสมีขนำดเล็กท่ีเรียกว่ำ Oligosaccharide ท ำให้กำรเข้ำจับของเอนไซม์              
มีประสิทธิภำพท ำงำนได้ดีขึ้นจำกนั้นย่อยสลำยเศษยอดและใบอ้อยโดยใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์               
ท่ีผลิตจำกเศษยอดและใบอ้อย โดยใช้อัตรำส่วน 1:5 และ 1:10 g/mL (กิจกรรมเริ่มต้นของเอนไซม์ 
CMCase  เท่ำกับ 23,822 , 47,644 IU/g solid, FPase เท่ำกับ 1,035 , 2,070 IU/g solid, และ                    

β- glucosidase เท่ำกับ 158 , 317 IU/g solid) บ่มท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง เพื่อให้
เอนไซม์ท ำปฏิกิริยำไฮโดรไลซิสกับเศษยอดและใบอ้อย และเก็บผลทุกๆ 6 ช่ัวโมง พบว่ำผลกำรย่อย
สลำยเศษยอดและใบอ้อยด้วย 1% NaOH ตำมด้วย 1% H2SO4 และย่อยสลำยโดยใช้                
เซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอัตรำส่วน 1:5 บ่มเป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง ให้ปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์มำกท่ีสุดเป็น 
14.6 g/L (ตำรำงท่ี 4.21) และเมื่อวิเครำะห์หำองค์ประกอบทำงเคมีของเศษยอดและใบอ้อยหลัง
กระบวนกำร Pretreatment พบว่ำมีองค์ประกอบของเซลลูโลสเพิ่มขึ้นจำก 49.73% (w/w)                   
เป็น 63.90% (w/w) ในขณะท่ีเฮมิเซลลูโลส และลิกนินมีค่ำลดลงจำก 22.13 และ 2.22 % (w/w)    
เป็น 8.70 และ0.70 % (w/w) ตำมล ำดับ (ตำรำงท่ี 4.22 ) ในกำรทดลองต่อไป เพื่อเป็นกำรลด
ปริมำณควำมเข้มข้นของ NaOH และ H2SO4 จึงเลือกใช้ท่ีควำมเข้มข้น 1% และใช้อัตรำส่วนของเศษ
ยอดและใบอ้อย 1 ส่วน ต่อปริมำตรเอนไซม์ 5 ส่วน (1:5) บ่มท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง                
ซึ่งสอดคล้องกับงำนวิจัยของ Rocha  et al. (2012) ท่ีได้ท ำศึกษำหำองค์ประกอบทำงเคมีของอ้อย             
ท่ีมีสำยพันธุ์แตกต่ำงกัน 20 สำยพันธุ์ โดยพบว่ำมีเซลลูโลสเฉล่ียอยู่ท่ี 43.1% (w/w) และหลังกำร
ปรับสภำพด้วย 1% NaOH โดยกำรให้ควำมร้อนท่ีอุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ช่ัวโมง 
ท ำให้เซลลูโลสมีปริมำณเพิ่มขึ้นเป็น 57.5% (w/w) Roberto (2013) ได้ศึกษำหำองค์ประกอบทำง
เคมีของชำนอ้อยก่อนผ่ำนกำรปรับสภำพพบว่ำมีองค์ประกอบของเซลลูโลสเป็น 34.1% (w/w)             
และเมื่อปรับสภำพด้วย 4% NaOH พบว่ำองค์ประกอบของเซลลูโลสเพิ่มข้ึนเป็น 68.0% (w/w) 

มีงำนวิจัยท่ีศึกษำเกี่ยวกับกำรปรับสภำพท่ีเกี่ยวข้องกับกำรวิจัย เช่น Rocha et al. (2012)      
ได้ท ำศึกษำหำองค์ประกอบทำงเคมีของอ้อยท่ีมีสำยพันธุ์แตกต่ำงกัน 20 สำยพันธุ์ โดยพบว่ำมี
เซลลูโลสเฉล่ียอยู่ท่ี 43.1% (w/w) และหลังกำรปรับสภำพด้วย 1% NaOH โดยกำรให้ควำมร้อนท่ี
อุณหภูมิ 100 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ช่ัวโมง ท ำให้เซลลูโลสมีปริมำณเพิ่มขึ้นเป็น 57.5% (w/w) 
Roberto (2013) ได้ศึกษำหำองค์ประกอบทำงเคมีของชำนอ้อยก่อนผ่ำนกำรปรับสภำพพบว่ำมี
องค์ประกอบของเซลลูโลสเป็น 34.1% (w/w) และเมื่อปรับสภำพด้วย 4% NaOH พบว่ำ
องค์ประกอบของเซลลูโลสเพิ่มข้ึนเป็น 68.0% (w/w) 
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ตารางที่ 4.21   น้ ำตำลรีดิวซ์หลังจำกปรับสภำพเศษยอดและใบอ้อยด้วย 1% NaOH, 1% H2SO4       
                      และ1% NaOH, 2% H2SO4 บ่มร่วมกับเซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอัตรำส่วน 1:5               
                      และ1:10 เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง 

ความเข้มข้นของด่าง-กรด   ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (g/L) 
ชั่วโมงที่  1:5 (g/mL) 1:10 (g/mL) 

    1% NaOH, 1% H2SO4 6 5.30 0.95 
  12 8.65 0.75 
  18 11.30 9.90 
  24 14.60 12.90 

1% NaOH, 2% H2SO4 6 0.80 3.30 
  12 6.50 4.60 
  18 8.10 6.40 
  24 9.90 7.41 

 
ตารางที่ 4.22   น้ ำตำลรีดิวซ์หลังจำกปรับสภำพเศษยอดและใบอ้อยด้วย 2% NaOH, 1% H2SO4                        
                      และ 2 % NaOH, 2% H2SO4 บ่มร่วมกับเซลลูโลไลติกเอนไซม์ในอัตรำส่วน 1:5  
                      และ 1:10 เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง 

ความเข้มข้นของด่าง-กรด   ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (g/L) 

ชั่วโมงที่  1:5 (g/mL) 1:10 (g/mL) 

2% NaOH, 1% H2SO4 6 8.60 6.00 
  12 10.70 9.55 
  18 12.00 12.30 
  24 14.20 14.25 
2% NaOH, 2% H2SO4 6 5.60 5.00 
  12 8.40 7.15 
  18 9.35 8.00 
  24 13.55 11.15 
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ตารางที่ 4.23 ผลกำรวิเครำะห์หำองค์ประกอบทำงเคมีของเศษยอดและใบอ้อยหลังจำก  
 กระบวนกำร Pretreatment ด้วยวิธี TG/DTA  

ตัวอย่าง ร้อยละโดยน ้าหนัก (%) 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน 

ก่อน Pretreatment 49.73 22.13 2.22 
1% NaOH 63.90 8.70 0.70 
2% NaOH 68.00 14.30 5.50 
1% NaOH + 1% H2SO4 74.70 7.20 3.60 
1% NaOH + 2% H2SO4 74.4 7.10 1.20 
2% NaOH + 1% H2SO4 79.00 5.70 3.40 
2% NaOH + 2% H2SO4 72.90 5.80 3.50 

 
4.7      การผลิตเอทานอลจากเศษยอดและใบอ้อย 

ในกำรผลิตเอทำนอลจะใช้เศษยอดและใบอ้อยเป็นแหล่งน้ ำตำลโดยผ่ำนกระบวนกำร 
pretreatment ด้วย 1% NaOH และตำมด้วย 1% H2SO4 และใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีผลิตได้ร่วม
ในกระบวนกำรย่อยสลำยเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพในกำรย่อยสลำย จำกนั้นกำรหมักเอทำนอลจะใช้
น้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้จำกกำรย่อยสลำย ผลกำรทดลองพบว่ำกำรใช้เศษยอดและใบอ้อย 10 กรัม ผ่ำน
กระบวนกำร pretreatment จำกนั้นเติมเซลลูโลไลติกเอนไซม์ลงในวัสดุหมักในอัตรำส่วน 1:5 บ่มท่ี 
45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง จำกนั้นจึงเติมอำหำร Ethanol production ท่ีมี pH 5 ลงไปในปริมำตร 
100, 200 และ 300 มิลลิลิตร แล้วจึงเริ่มหมักเอทำนอลโดยยีสต์ saccharomyces cerevisae 
TISTR 5339 ท่ีเล้ียงในอำหำร YPD เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง (ดังตำรำงท่ี 4.24) ให้มีจ ำนวนเช้ือเริ่มต้น
เท่ำกับ 106, 107 และ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเติมลงไป 10% inoculums ของวัสดุหมัก บ่มท่ี 
30°C เป็นเวลำ 72 ช่ัวโมง และเก็บผลทุกๆช่ัวโมงท่ี 0, 12, 24, 36, 48, และ 72 เพื่อศึกษำปริมำณ
น้ ำตำลกลูโคสด้วยวิธี DNS และเอทำนอลด้วย Gas chromatography (GC)  
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ตารางที่ 4.24 ช่ือท่ีใช้แสดงแทนตัวอย่ำงในกำรหมักเอทำนอล 
ตัวอย่าง ปริมาตรอาหารเลี ยงเชื อ (mL) จ้านวนเชื อที่เติม (10% 

inoculums) 
(Cell/mL) 

A1 
A2 
A3 
B1 
B2 
B3 
C1 
C2 
C3 

100 
100 
100 
200 
200 
200 
300 
300 
300 

106 
107 
108 
106 
107 
108 
106 
107 
108 

                                  
กำรผลิตเอทำนอลโดยใช้น้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้จำกกำร Pretreatment เศษยอดและใบอ้อยด้วย

เซลลูโลไลติกเอนไซม์ และหมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 จำกนั้นวิเครำะห์หำน้ ำตำล
รีดิวซ์ท่ีได้ พบว่ำหลังจำกกระบวนกำรหมักเกิดขึ้นในชั่วโมงท่ี 12 ของกำรหมัก ในขณะท่ีน้ ำตำลรีดิวซ์
มีแนวโน้มลดลงอย่ำงรวดเร็วในช่วงแรกเนื่องจำกต้องใช้น้ ำตำลในกำรเจริญเติบโตและลดลงอย่ำงช้ำๆ
ตำมระยะเวลำกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอล (ตำรำงท่ี 4.25)  ส่วนเอทำนอลท่ีผลิตจำกน้ ำตำลท่ีย่อย
ด้วยเซลลูโลไลติเอนไซม์ท่ีผลิตจำก A. tubingensis HS1-5 มีควำมเข้มข้นของเอทำนอลสูงสุด 5.17 
กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 24 ของกำรหมักเอทำนอล และลดลงตำมระยะเวลำของกำรหมัก                       
เอทำนอล (ตำรำงท่ี 4.26)   

จำกกำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมนี้ จึง เลือกสภำวะกำรผลิตเอทำนอลโดย ใช้เศษยอด                     
และใบอ้อย 10 กรัม ผ่ำนกระบวนกำร pretreatment เสร็จแล้วเติมเอนไซม์เซลลูเลสลงในวัสดุหมัก
ในอัตรำส่วน 1:5 บ่มท่ี 45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง จำกนั้นจึงเติมอำหำร Ethanol production ท่ีมี 
pH 5 ลงไปในปริมำตร 100 มิลลิลิตร แล้วจึงเริ่มหมักเอทำนอลโดยยีสต์ Saccharomyces 
cerevisae TISTR 5339 (ท่ีเล้ียงในอำหำร YPD เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง) ให้มีจ ำนวนเช้ือเริ่มต้นเท่ำกับ                            
108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเติมลงไป 10% inoculums ของวัสดุหมัก บ่มท่ี 30°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง 
เพื่อใช้ในกำรศึกษำข้ันต่อไป  
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ตารางที่ 4.25   ปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์จำกกระบวนกำรหมักเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อย  
                      เป็นเวลำ 72 ช่ัวโมง 

 
ตัวอย่าง 

น ้าตาลรีดิวซ์ (g/L) 

เวลาในการหมักเอทานอล (ชั่วโมง) 
0 12 24 36 48 72 

A1 
A2 
A3 
B1 
B2 
B3 
C1 
C2 
C3 

21.15 
17.61 
27.32 
12.23 
11.73 
12.86 
10.73 
13.07 
11.44 

11.90 
6.44 
7.65 
8.36 
4.78 
6.03 
6.03 
5.69 
3.90 

6.83 
6.55 
7.10 
4.72 
4.66 
4.71 
3.65 
3.63 
3.78 

6.46 
6.28 
6.46 
4.58 
4.58 
4.77 
3.47 
3.59 
3.64 

6.53 
6.52 
6.43 
4.80 
4.65 
4.88 
3.63 
3.55 
3.82 

6.35 
6.07 
6.31 
4.32 
4.23 
4.06 
3.35 
3.48 
3.16 

 
ตารางที่  4.26 ปริมำณเอทำนอลจำกกระบวนกำรหมักเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อย                     

 เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง 
ช่ัวโมงท่ี ปริมำณเอทำนอล (g/L) 

A1 A2 A3 B1 B2 B3 C1 C2 C3 
12 4.26 2.56 4.79 2.02 2.93 3.44 1.48 2.27 2.78 
24 4.37 4.33 5.17 3.78 3.07 3.59 2.18 2.36 2.79 
48 4.37 4.31 4.98 2.97 3.03 3.57 2.3 2.35 2.87 
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4.8      การขยายขนาดการผลิตเอทานอลจากเศษยอดและใบอ้อย 
ในกำรขยำยขนำดกำรผลิตเอทำนอลโดยใช้วัสดุหมักคือเศษยอดและใบอ้อยท่ีผ่ำน

กระบวนกำร Pretreatment ด้วย 1% NaOH และตำมด้วย 1% H2SO4 ปริมำณ 200 กรัม                   
บ่มร่วมกับเอนไซม์เซลลูเลส ปริมำตร 1,000 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 45°C เป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง จำกนั้น
เติมอำหำรเล้ียงเช้ือ Ethanol production medium ลงในปริมำตร 2,000 มิลลิลิตร แล้วจึงเริ่มหมัก
เอทำนอลโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisae TISTR 5339 (ท่ีเล้ียงในอำหำร YPD เป็นเวลำ                
24 ช่ัวโมง) ให้มีจ ำนวนเช้ือเริ่มต้นเท่ำกับ 108 เซลล์ต่อมิลลิลิตร โดยเติมลงไป 10% inoculums     
ของวัสดุหมักบ่มท่ี 30°C เป็นเวลำ 72 ช่ัวโมง และเก็บตัวอย่ำงภำยหลังจำกกำรเล้ียงเช้ือท่ี 0, 12, 24, 
36, และ 48 ช่ัวโมง เพื่อศึกษำปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS และศึกษำหำปริมำณเอทำนอลด้วย                    
Gas chromatography (GC)  
 
 

 
ภาพที่ 4.10 ผลกำรผลิตเอทำนอลจำกกำรขยำยขนำดกำรหมักเอทำนอลเป็น 20 เท่ำ โดยยีสต์

Saccharomyces cerevisae TISTR 5339 ท่ีอุณหภูมิ 30°C เป็นเวลำ 48 ช่ัวโมง 
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จำกกำรขยำยขนำดกำรผลิตเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อยด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ 
และหมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 จำกนั้นวิเครำะห์หำน้ ำตำลรีดิวซ์ท่ีได้  พบว่ำ
หลังจำกกระบวนกำรหมักเกิดขึ้นในช่ัวโมงท่ี 12 ของกำรหมัก ได้ปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์เท่ำกับ    
10.91 กรัมต่อลิตร (ภำพที่ 4.13) และลดลงอย่ำงช้ำๆตำมระยะเวลำกำรหมักเพื่อผลิตเอทำนอล ส่วน
เอทำนอลท่ีผลิตจำกน้ ำตำลท่ีย่อยด้วยเซลลูโลไลติเอนไซม์ท่ีผลิตจำก A. tubingensis HS1-5 มีควำม
เข้มข้นของเอทำนอลสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 48 เป็น 32.34 กรัมต่อลิตร ในขณะท่ีช่ัวโมงท่ี 24 ของกำรหมัก
เอทำนอลได้ปริมำณเอทำนอล 31.26 กรัมต่อลิตร ตำรำงท่ี 4.16 

มีหลำยงำนวิจัยท่ีศึกษำเกี่ยวกับกำรผลิตเอทำนอลโดย Liu  et al. (2011) ได้ท ำศึกษำกำร
ผลิตน้ ำตำลรีดิวซ์จำกกำรย่อยสลำยซังข้ำวโพดโดยใช้เอนไซม์ท่ีผลิตจำกเช้ือรำ A. fumigatus Z5 
พบว่ำ กำรใช้ซังข้ำวโพด 1 กรัม ให้ปริมำณน้ ำตำลรีดิวซ์สูงสุด 0.45g/gds และเมื่อหมักเอทำนอลโดย 
Saccharomyces cerevisae BY4741WT ให้ปริมำณเอทำนอล 11.20 g/L หลังจำกหมักเป็นเวลำ 
36 ช่ัวโมง Yu et al. (2008) พบปริมำณเอทำนอล 0.46 g ethanol/g sugar ท่ีผลิตได้จำกกำรปรับ
สภำพข้ำวฟ่ำงหวำนโดยใช้ยีสต์ทนร้อนในกำรหมักเอทำนอล และ Lima et al. (2013) ได้ศึกษำกำร
ผลิตเอทำนอลโดยใช้ป่ำนศรนำรำยณ์ท่ีปรับสภำพโดย 3% H2SO4 จำกนั้นเริ่มหมักเอทำนอลโดยใช้  
S. cerevisae พบว่ำได้ปริมำณเอทำนอลมีค่ำเป็น 0.47 g ethanol/g sugar   
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4.9        ผลการวิเคราะห์อาหารสัตว์ 
 
ตารางที่ 4.27 ผลกำรศึกษำองค์ประกอบของกำกหมักภำยหลังจำกกำรหมักเอทำนอลเพื่อใช้เป็น    

 อำหำรสัตว์ที่ขนำด 20 กรัม และ 200 กรัม 
รายการวิเคราะห์ 

  
กากหมักจากการหมักเอทานอลที่ขนาดต่างกัน  

20 กรัม 200 กรัม 
ควำมช้ืน, % 6.67±0.11 6.39±0.27  
เถ้ำ (Ash), % 9.73±0.44 6.40±0.40 
โปรตีน (CP), % 9.32±1.17 17.29±0.43 
ไขมัน (EE), % 2.51±0.12 3.17±0.30 
เย่ือใยหยำบ (CF), % 39.28±1.93 35.11±0.53 
คำร์โบไฮเดรต (NFE), % 32.50±2.90 31.64±0.94 
ผนังเซลล์ (NDF), % 67.39±1.30 56.33±1.23 
ลิกโนเซลลูโลส (ADF), % 55.21±0.57 53.58±2.61 
ลิกนิน (ADL), % 10.90±2.38 24.71±1.06 
 
 จำกกำรทดลองศึกษำหำองค์ประกอบของกำกหมักภำยหลังจำกกำรหมักเอทำนอลจำกเศษ
ยอดและใบอ้อยด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ และหมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 ท่ีขนำด
กำรหมัก 20 กรัม พบว่ำ กำกเอทำนอลมีควำมช้ืน 6.67%, เถ้ำ 9.73%, โปรตีน 9.32%, ไขมัน 
2.51%, เยื่อใยหยำบ (Crude fiber) 39.28%, คำร์โบไฮเดรต 32.50%, ผนังเซลล์ 67.39%,               
ลิกโนเซลลูโลส 55.21% และ ลิกนิน 10.90% (ตำรำงท่ี 4.27) 
 เมื่อขยำยขนำดกำรหมักเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อยด้วยเซลลูโลไลติกเอนไซม์ และ
หมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 จำกขนำด 20 กรัม เป็น 200 กรัม พบว่ำ กำกเอทำนอล
มีควำมช้ืน 6.39%, เถ้ำ 6.40%, โปรตีน 17.29%, ไขมัน 3.17%, เยื่อใยหยำบ (Crude fiber) 
35.11%, คำร์โบไฮเดรต 31.64%, ผนังเซลล์ 56.33%, ลิกโนเซลลูโลส 53.58% และ ลิกนิน 
24.71% (ตำรำงท่ี 4.27) 
  จำกกำรศึกษำกำรขยำยขนำดกำรหมักเอทำนอลจำกเศษยอดและใบอ้อยด้วยเซลลูโล             
ไลติกเอนไซม์ และหมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 จำก 20 กรัมเป็น 200 กรัม               
พบว่ำสำมำรถเพิ่มระดับโปรตีนจำก 9.32 เปอร์เซ็นต์ ได้สูงถึง 17.29 เปอร์เซ็นต์โปรตีนต่อวัตถุแห้ง                              
มีค่ำใกล้เคียงกับรำยงำนของ วรำงคณำและฉลอง (2557) ท่ีพบว่ำสำมำรถเพิ่มระดับโปรตีนได้                
26 เปอร์เซ็นต์โปรตีน นอกจำกนี้  ศุภกิจและคณะ (2556) พบว่ำกำรหมักกำกเอทำนอลจำกมัน
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ส ำปะหลังหมักยีสต์สำมำรถเพิ่มระดับโปรตีนได้ 22 เปอร์เซ็นต์ และนอกจำกนี้ยังส่งผลต่อ
องค์ประกอบทำงเคมีของเยื่อใย NDF และ ADF ให้มีระดับสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับค่ำท่ีเหมำะสม
ของเยื่อใยท่ีไม่ละลำยในสำรละลำยท่ีเป็นกรด (Acid 91 Detergent Fiber, NDF) และเยื่อใยท่ีไม่
ละลำยในสำรละลำยท่ีเป็นกลำง (Acid Detergent Fiber, ADF)ในสูตรอำหำรสัตว์เค้ียวเอื้องควร
ในช่วง 30-35%  และ 20-25%ตำมล ำดับ จะส่งผลต่อกำรย่อยได้ในกระเพำะรูเมนได้มีประสิทธิภำพ
อย่ำงเต็มท่ี และสำมำรถรักษำสมดุลควำมเป็นกรด-ด่ำง ในกระเพำะรูเมนให้คงท่ีได้ (ฉลอง, 2541)  
ซึ่งค่ำ ADF และ NDF จะ สอดคล้องกับรำยงำนของ ศุภกิจและคณะ (2556) ท่ีรำยงำนว่ำสำมำรถใช้
กำกเอทำนอลสดหมักยีสต์ในสูตรอำหำรผสมส ำเร็จท่ีมีหญ้ำรูซี่สดเป็นแหล่งอำหำรหยำบในโคนมระยะ
ให้นมได้สูงถึง 25% โดยไม่มีผลต่อปริมำณกำรกินได้ ปริมำณกำรกินได้เป็นปัจจัยท่ีส่งผลกระทบต่อ
ปริมำณกำรเจริญเติบโตของสัตว์เค้ียวเอื้อง ซึ่งปริมำณกำรกินได้ของโคนั้นยังมีผลมำจำกปัจจัยอื่นๆ
ร่วมด้วย เช่นลักษณะของอำหำร รสชำติ กล่ิน ควำมน่ำกินของอำหำร ควำมสัมพันธ์ของพลังงำนใน
อำหำร ควำมสำมำรถในกำรย่อยได้ และน้ ำหนักตัว เป็นต้น (ฉลอง, 2541) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากตัวอย่างเศษยอดและใบอ้อยจากไร่อ้อยพูลสวัสด์ิถาวร บ้านพาดปอแดง อ.บ้านแฮด                    

จ.ขอนแก่น น ามาหาองค์ประกอบทางเคมีประเภทลิกโนเซลลูโลส พบว่า มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ 
49.14 % (w/w) ในขณะท่ี เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถ้า และความช้ืน มีองค์ประกอบเป็น 26.72, 12.10, 
7.49 และ 4.63% (w/w) ตามล าดับ  

การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะต่อการผลิตเอนไซม์จะใช้วิธีการออกแบบการทดลองทางสถิติ 
พื้นผิวตอบสนอง (Response Surface Methods) ด้วยวิธี Central Composite Design (CCD) 
เพื่อให้ได้สภาวะท่ีเหมาะสม โดยเพาะเล้ียงเช้ือรา A. tubingensis HS1-5 พบว่า สภาวะท่ีเหมาะสม
ในการผลิตเซลลูโลไลติดเอนไซม์คือใช้เศษยอดและใบอ้อยปริมาณ 14.1 กรัม ผสมกับ Mendel’s 
medium ปริมาตร 33 มิลลิลิตร และ pH 6.68 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ได้
ค่ากิจกรรมของ FPase เท่ากับ 191.33 IU/g solid เมื่อน าสภาวะท่ีได้จากการประมวลผลของ
โปรแกรมมาท าการทดลองเพื่อทดสอบซ้ าพบว่าได้ค่ากิจกรรมของ FPase จากการทดลองเพื่อทดสอบ
ซ้ า มีค่าใกล้เคียงกับค่าท่ีได้จากการประมวลผลด้วยโปรแกรมคือ 190.74 IU/g solid 

เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะท่ีเหมาะสมจากการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากเศษยอดและใบ
อ้อยในวันท่ี 3 เหมือนกัน โดยใช้ธูปฤาษีเป็นสับสเตรท พบว่า ถึงแม้ว่าธูปฤาษีจะให้กิจกรรมของ
เอนไซม์ท่ีสูงแต่แนวโน้มการผลิตต้องใช้ระยะเวลายาวนานกว่าการใช้เศษยอดและใบอ้อยจึ งเป็น
ข้ อ จ า กั ด ใ นกา ร ท่ี จ ะน า ธู ปฤ าษี ม า ใ ช้ เป็ น สับส เ ตรท เพื่ อ ผ ลิต เซล ลู โ ล ไ ล ติ ก เอ น ไ ซ ม์   
ขยายขนาดการผลิตเซลลูโลไลติกเอนไซม์จากสภาวะท่ีเหมาะสมข้างต้นโดยขนาดการผลิตท่ีเหมาะสม
คือ ผลิตในขนาด 10 เท่า ให้กิจกรรมของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ใกล้เคียงกับการผลิตในขนาดเล็ก ซึ่ง
กิจกรรมของ CMCase FPase และ β-glucosidase เป็น 4764.44, 207.01 และ 31.71 IU/g solid 
ตามล าดับ  

ทดสอบประสิทธิภาพในการปรับสภาพเศษยอดและใบอ้อยโดยใช้กรด -ด่างย่อยสลาย         
ร่วมกับเซลลูโลไลติกพบว่า การใช้ 1% NaOH และตามด้วย 1% H2SO4 ให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ                        
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที ร่วมกับการใช้เซลลูโลไลติกเอนไซม์ผลิตโดย A. tubingensis 
HS1-5 ในอัตราส่วนเศษยอดและใบอ้อยท่ีผ่านการปรับสภาพแล้ว 1 กรัมต่อเอนไซม์ 5 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท าให้ได้น้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดถึง 14.6 กรัมต่อลิตร 
น ามาผลิตเอทานอล โดยอาหารเล้ียงเช้ือ Ethanol production medium ปริมาตร 100 มิลลิลิตร                
หมักเอทานอลโดยยีสต์ Saccharomyces cerevisae TISTR5339 บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส                 
เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง พบว่ามีการผลิตเอทานอลสูงถึง 5.17 กรัมต่อลิตรในช่ัวโมงท่ี 24 และเมื่อขยาย
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การผลิตเอทานอลเป็นขนาด 20 เท่า ของอัตราส่วนเดิม พบว่ามีการผลิตเอทานอลสูงถึง 31.26 กรัม
ต่อลิตร 

การทดสอบประสิทธิภาพความคงทนของเซลลูโลไลติกเอนไซม์ท่ีอุณหภูมิ -20, 4, 30 และ 
45 องศาเซลเซียส โดยการวัดกิจกรรมของเอนไซม์  FPase CMCase และ β-glucosidase เป็นเวลา                
17 สัปดาห์,13 สัปดาห์, 11 วัน และ 24 ช่ัวโมง ตามล าดับ พบว่าเซลลูโลไลติกเอนไซม์มีความคงทน
มากกว่า 80% เมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีแตกต่างกัน  

ดังนั้น การน าเศษยอดและใบอ้อยท่ีมีองค์ประกอบของเซลลูโลสท่ีสูงเมื่อถูกย่อยสลายจะได้
น้ าตาลกลูโคสซึ่งเป็นแหล่งท่ีเหมาะสมในการน าไปใช้มาเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลไลติก          
เอนไซม์และการผลิตไบโอเอทานอล ซึ่ง เป็นแหล่งพลังงานท่ีส าคัญและมีมูลค่าสูงได้อย่าง                          
มีประสิทธิภาพ และยังเป็นการเพิ่มมูลค่าของผลผลิตทางการเกษตรอีกทางหนึ่งด้วย 

จากการศึกษาจากการศึกษาการขยายขนาดการหมักเอทานอลจากเศษยอดและใบอ้อยด้วย
เซลลูโลไลติกเอนไซม์ และหมักโดยใช้ยีสต์ S. cerevisae TISTR 5339 จาก 20 กรัมเป็น 200 กรัม
พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณโปรตีนจาก จาก 9.32% ได้สูงถึง 17.29% แต่มีค่า ADF และ NDF อยู่ใน
ปริมาณท่ีสูงกว่าค่าท่ีเหมาะสมคือ 53.58% และ 56.33% ตามล าดับ ซึ่งจะส่งผลเสียต่อปริมาณการ
กินได้เป็นปัจจัยท่ีส่งผลกระทบต่อปริมาณการเจริญเติบโตของสัตว์เค้ียวเอื้องเมื่อน ากากหมักไปผสม
ในอาหารให้โคกิน 

ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงมีแนวทางว่าควรมีการปรับปรุงขั้นตอนการย่อยสลายเศษยอดและใบอ้อย
ด้วยกรด-ด่างท่ีเหมาะสม ก่อนท่ีจะน ามาเข้าสู่กระบวนการหมักเอทานอลต่อไปเพื่อส่งเสริมให้ได้
ปริมาณน้ าตาล และเอทานอลให้ได้ผลผลิตเพิ่มข้ึน และสามารถน ากากหมักมาพัฒนาเป็นอาหารสัตว์
จะได้อย่างมีประสิทธิภาพเพิ่มยิ่งขึ้น 
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อุปกรณ์ 
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1.  อุปกรณ์เคร่ืองแก้ว  
 -จานเพาะเล้ียงเช้ือ (petri dish) ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 9 เซนติเมตร  
 -หลอดทดลอง (test tube) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
 -หลอดทดลองฝาเกลียว (test tube Screw Cap) ปริมาตร 11 มิลลิลิตร 
 -ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
 -ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 1000 มิลลิลิตร 
 -ขวดแลบฝาเกลียว (duran) ขนาด 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
 -บีกเกอร์ (beaker) ขนาด 150 และ 250 มิลลิลิตร 
 -กระบอกตวง (cylinder) ขนาด 50, 500 และ 1000 มิลลิลิตร 
 -แผ่นสไลด์และกระจกปิดสไลด์ (slide and cover slide)  
 -ปิเปตต์แบบใช้ตวง (measuring pipette) ขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
 -แท่งแก้วคนสาร (stirring rod) ขนาด 10 นิ้ว 
-glass cuvette 
 

2.  อุปกรณ์ในการแยกเชื้อ  
 -เข็มเข่ียเช้ือ (needle) แบบปลายตรงและปลายงอ 
 -ลูป (loop) 
 -แท่งแก้วสามเหล่ียม (spreader) 
 -ท่ีเจาะจุกคอร์ก (cork borer) เบอร์ 2 และเบอร์ 5 
 -ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
 -ปากคีบ (forcept) 
 

3.  เคร่ืองมือ 
 -เครื่องพีเอชมิเตอร์ (pH meter), Lab pH meter, PL-600 
 -ไมโครปิเปตต์ (micropipette) ขนาด 100 และ 1000 ไมโครลิตร 
 -หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave), model NO. 1941x, USA 
 -หม้อนึ่งความดันไอ (autoclave), Kokusan, biomed group, model H88LLD 
 -หม้อนึ่งความดันไอแก็ส (autoclave) 
 -ตู้ถ่ายเช้ือ (laminar flow), microtech, serial No. 0474 
-ตู้บ่มเช้ือ (incubator), Termaks, KBP 6000 
-ตู้บ่มเช้ือ (incubator), Hotpack, model 352602 
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-ตู้บ่มเช้ือแบบเขย่า (shaker incubator), JSR, JSSL-100C 
-ตู้อบฆ่าเช้ือ (hot air oven), Memmert, UFE 600, Germany 
-เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer), UV7504 
-อ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath), LWB-222A, Lab Tech 
-เครื่องเขย่าผสม (vortex mixture), moder NO.541, Heidolph, Germany 
-เครื่องช่ังไฟฟ้า 2 ต้าแหน่ง (analytical balance), Huajie, HJ-series 
-เครื่องช่ังไฟฟ้า 4 ต้าแหน่ง (analytical balance), AND, GR-200 
-กล้องจุลทรรศน์แบบประกอบ (compound microscope), Olympus-digital    camera 

DP11 
-เครื่องปั่นเหวี่ยงอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (refrigerated centrifuge), Hitachi, CR20B2 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

ภาคผนวก ข 
อาหารเลี้ยงเช้ือและบัฟเฟอร์ 
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1. Mandel’s mineral salt medium (pH 5.0) 
Urea                                  0.3      g 
(NH4)2SO4                         1.4      g 
KH2PO4                             2.0      g 
CaCl2                                 0.3      g 
MgSO4                               0.3      g 
Yeast extract                      0.25     g 
Peptone                              0.75    g 
น้้ากล่ัน                              1.0      L 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 

 
2. Potato dextrose agar (PDA) slant 

Commercial PDA                39.0    g 
น้้ากล่ัน                              1.0       L 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 

 
3. Yeast extract peptone dextrose (YPD) broth, pH 5.0 

Glucose                              20.0    g 
Yeast extract                      20.0     g  
Peptone                             10.0     g 
น้้ากล่ัน                                1.0     L 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 

 
4. Yeast extract peptone extrose (YPD) agar, pH 5.0 

Glucose                              20.0    g 
Yeast extract                      20.0    g 
Peptone                             10.0    g 
Agar                                   15.0    g 
น้้ากล่ัน                                1.0     L 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 
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5. Ethanol production medium, pH 5.0 
KH2PO4                              20.0    g 
(NH4)2SO4                          10.0    g 
MgSO4                               10.0    g 
MgSO4.7H20                      10.0    g 
Yeast extract                       5.0    g 
MnSO4                                 1.0    g 
น้้ากล่ัน                                 1.0    L 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 
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6. Citrate phosphate buffer (CP buffer), pH 5.0 
Stock solution  
A: 0.1 M Citric acid (C6H8O.7H2O g ละลายในน้้ากล่ัน 1.0 ลิตร) 
B: 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4 : 7H2O 53.65 g ละลายในน้้ากล่ัน 1.0 
ลิตร) 

Solution A (mL) Solution B (mL) pH 
42.2 7.8 2.8 
39.3 10.2 3.0 
37.7 12.3 3.2 
35.9 14.1 3.4 
33.9 16.1 3.6 
32.3 17.7 3.8 
30.7 19.3 4.0 
29.4 20.6 4.2 
27.8 22.2 4.4 
26.7 23.3 4.6 
25.2 24.8 4.8 
24.3 25.7 5.0 
23.3 26.7 5.2 
22.2 27.8 5.4 
21.0 29.0 5.6 
19.7 30.3 5.8 
17.9 32.1 6.0 
16.9 33.1 6.2 
15.4 34.6 6.4 
13.6 36.1 6.6 

 
นึ่งฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้้าท่ี  121°C, 15 นาที 
 



 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ค 

สารเคม ี
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1. 1% Carboxymethylcellulose 
Carboxymethylcellulose   1       กรัม 
น้้ากล่ัน                                 100  mL 

  ละลายส่วนผสมท้ังหมดให้เข้ากันในน้้ากล่ันปริมาตร 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีชา  
 
2. DNS (3,5-Dinitrosalicylic acid) reagent  

DNS 2.5 กรัม ละลายใน 2 N NaOH 50 mL เติม Sodium potassium tatrate 
(Rochelle salt) 75 กรัม คนให้ละลาย ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้ากล่ันเป็น 250 mL เก็บในขวด             
สีชาท่ีอุณภูมิห้อง 
 
3. 0.002 M p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside (pNPG)  

ช่ัง p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside (pNPG)  0.0602 กรัม ละลายใน 0.05 M 
Citrate phosphate buffer 100 มิลลิลิตร, pH 5.0 เก็บในขวดสีชา 
 
4. 0.25 M Na2CO3  

ช่ัง Na2CO3 26.45 กรัม ละลายใน0.05 M Citrate phosphate buffer 100 มิลลิลิตร                 
ใส่ขวดพลาสติกเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
 
5. 1000 µM p-Nitrophenol  

ช่ัง p-Nitrophenol 0.0139 กรัม ละลายใน 0.05 M Citrate phosphate buffer                  
100 มิลลิลิตร, pH 5.0 เก็บในขวดสีชา 
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ภาคผนวก ง 
วิธีการวิเคราะห์ 
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1. การวิเคราะห์หาน้้าตาลรีดิวซ์โดยวิธี 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
การเตรียมสารละลาย DNS 
ช่ัง DNS 2.5 กรัม ละลายในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) เข้มข้น 2 โมลาร์ 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติม Sodium potassium ttartraet (Rochelle salt) 75 กรัม และคนจนให้
ละลาย ปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยน้้ากล่ันเป็น 250 มิลลิลิตร เก็บไว้ในขวดสีชาท่ีอุณภูมิห้อง 
 
วิธีวิเคราะห์ 

1. เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐานเข้มข้น 1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
2. ปิเปตสารละลายกลูโคสมาตรฐานใส่ในหลอดทดลอง เจือจางด้วย CP buffer, pH 5ให้ได้

ระดับความเข้มข้นระหว่าง 100-1000 µg/ml ปิเปตสารละลายกลูโคสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง ตารางภาคผนวกท่ี ง 1 
 
ตารางภาคผนวกที่ ง 1 การเตรียมสารละลายน้้าตาลกลูโคสมาตรฐาน 

ความเข้มข้นกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ปริมาตรสารละลายกลูโคส 
มาตรฐาน (ไมโครลิตร) 

ปริมาตร CP buffer, pH 5.0 

0 0 1000 
100 100 900 
200 200 800 
300 300 700 
400 400 600 
500 500 500 
800 800 200 

 
3. เติมสารละลาย DNS ท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex 

mixer แล้วต้มในหม้อน้้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 
4. ท้าให้เย็นลงทันทีโดยการน้าหลอดทดลองแช่ในอ่างน้้าแข็ง จากนั้นจึงเติมน้้ากล่ัน 5 

มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer 
5. วัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Spectrophotometer ด้วยความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร 
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การสร้างกราฟมาตรฐาน 
สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นน้้าตาลกลูโคสกับค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คล่ืน 540 นาโนเมตร ค้านวณหาค่าความชัน (Slope) 
 

ตารางภาคผนวกที่ ง 2 ค่าดูดกลืนแสงของกลูโคสมาตรฐานท่ี 540 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
A 540 นาโนเมตร 

0 0 
100 0.052 
200 0.105 
300 0.160 
400 0.213 
500 0.267 
800 0.439 

 

 
ความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ภาพภาคผนวกที่ ง 1 กราฟมาตรฐานของน้้าตาลกลูโคสท่ีวัดโดยวิธี DNS 

 
 
 
 

y = 0.0005x - 0.0035 

R² = 0.9996 

0

0.2

0.4

0.6

0 500 1000
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2. การวิเคราะห์กิจกรรม β-glucosidase 
การเตรียมสารละลาย 

1. 0.002 M p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside (pNPG) ช่ังมา 0.0602 กรัม 
ละลาย ใน0.05 M Citrate phosphate buffer 100 มิลลิลิตร, pH 5.0 

2. 0.25 M Na2CO3 (26.45 กรัม ละลายในน้้ากล่ัน 100 มิลลิลิตร) 
3. 1000 µM p-Nitrophenol (0.0139 กรัม ละลายใน 0.05 M Citrate phosphate 

buffer 100 มิลลิลิตร, pH 5.0 
 
วิธีการวิเคราะห์ 

1. ปิเปต 0.002 M p-nitrophenyl-beta-D-glucopyranoside (pNPG) 0.2 มิลลิลิตร              
ใส่ตัวอย่างสารละลายเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร บ่มท่ี 45 องศเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

2. ปิเปต 0.25 M Na2CO3 1 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาและน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร เขียนกราฟมาตรฐานของ p-nitrophenol ท่ีความยาว
คล่ืน 405 นาโนเมตร โดยใช้ p-nitrophenol ท่ีความเข้มข้น 0, 50, 100, 150, 200 
และ 250 ไมโครโมลาร์ และค้านวณหากิจกรรม 

 
เตรียมสารละลาย p-nitrophenol 

1. เตรียมสารละลาย p-nitrophenol เข้มข้น 1000 µM 
2. ปิเปตสารละลาย p-nitrophenol ใส่ในหลอดทดลอง เจือจางด้วย 0.05 M Citrate 

phosphate buffer, pH 5.0 ให้ได้ระดับความเข้มข้นระหว่าง 100-1000 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปิเปตสารละลาย p-nitrophenol ลงในหลอดทดลอง ดังตารางภาคผนวก                    
ท่ี ง 3 
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ตารางภาคผนวกที่ ง 3 การเตรียมสารละลาย p-nitrophenol 
p-nitrophenol 
(ไมโครโมลาร์) 

p-nitrophenol 
(ไมโครลิตร) 

ปริมาตร CP buffer, pH 5.0 

0 0 1000 
50 50 950 
100 100 900 
150 150 850 
200 200 800 
250 250 750 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ ง 4 ค่าการดูดกลืนแสง p-nitrophenol ท่ี A 405 นาโนเมตร 

pNP 
(ไมโครโมลาร์) 

A 405 
(นาโนเมตร) 

0 0 
50 0.146 
100 0.299 
150 0.479 
200 0.634 
250 0.809 
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pNP (ไมโครโมลาร์) 

ภาพภาคผนวกที่ ง 2 กราฟมาตรฐาน p-nitrophenol 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 0.0033x - 0.0119 

R² = 0.999 
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3. การค้านวณกิจกรรมของเอนไซม์ 
 

3.1 Betaglucosidase activity (IU/g solid) 
 

1 IU = [
(pNP ×0.3 ×10 ×dilution (30 ×1000)⁄

20
]  × 30 

 
  3.2 CMCase activity (IU/g solid) 
 

1 IU = [
(reducing sugar ×2 ×1000 ×dilution (30 ×180)⁄

20
]  × 30 

 
3.3 FPase activity (IU/g solid) 

 

1 IU = [
(reducing sugar ×2 ×1000 ×dilution) (240 ×180)⁄

20
]  × 30  

 

4. การวิเคราะห์เอทานอลโดยวิธี Gas Chromatography (GC) (ดัดแปลง Yu et al., (2008)) 
 ใช้ Algilent 7890A (USA) แก๊ส chromatography (GC) ร่วมกับ DB-wax colum                     
(30 m × 0.25 µm) ในการตรวจจับเปลวไฟไอออไนซ์ (FID) ใช้อัตราการไหลของก๊าซฮีเลียมเท่ากับ    
2.0 mL/นาที อุณหภูมิของเครื่องตรวจจับ FID และพอร์ตฉีดถูกก้าหนดไว้ที่ 190°C 
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ภาคผนวก จ 
บทความส้าหรับการเผยแพร่ 
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1.   การเพิ่มมูลค่าอ้อยโดยการใช้ประโยชน์จากการย่อยสลายเศษยอดและใบอ้อยเพื่อใช้ในการ
ผลิตไบโอเอทานอลและอาหารสัตว์. ในงานสัมมนาเชิงวิชาการ “งานวิจัยอ้อยและน้้าตาล” 
Thailand Cane and Sugar Seminar 2015, 22 กรกฎาคม 2558 ณ ห้องแกรนด์บอลรูม 1 
โรงแรมรามาการ์เด้นส์ กรุงเทพฯ (Poster presentation)  
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2.  Production of carboxymethyl cellulase from sugarcane tops by Aspergillus 
tubingensis HS1-5 under solid state fermentation. Abstract in The 6th International 
Conference on Fermentation Technology for Value Added Agricultural Products, 
29 - 31 July 2015 Centara Hotel & Convention Center, Khon Kaen, Thailand.  
(Poster presentation) 
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3. Value addition from the conversion of sugarcane tops and leaf waste to 
bioethanol. Proceeding in The 29th International Society of Sugar Cane 
Technologists ((ISSCT), volume 29, 2-11 December 2016 Chiang Mai International 
Conventional and Exhibition Center, Thailand. (Poster presentation) 
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ภาพภาคผนวกที่ จ 1 การขยายขนาดการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสในถุงหมักขนาด 200 กรัม 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ จ 2 เอนไซม์เซลลูเลส 
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ภาพภาคผนวกที่ จ 3 การขยายขนากการหมักเอทานอลในถังหมักขนาด 200 กรัม 

 

 

 

 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ จ 4 กระบวนการกลั่นเอทานอล 
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ภาพภาคผนวกที่ จ 5 เอทานอล 

 

 

ภาพภาคผนวกที่ จ 6 กากหมักเอทานอลที่นา้ไปวิเคราะห์อาหารสัตว์ 
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