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บทความวิจัย 

การสกัดเซลลูโลสจากไซยาโนแบคทีเรียนอสตอกเพื่อเป็นแหล่งพลังงานทางเลือก 
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อุตสาหกรรมต่างๆ และ การใช้ชีวิตประจำวันมีมากขึ้นส่งผลกระทบ
ต่อแหล่งพลังงานท่ีใช้แล้วหมดไป เช่น แหล่งน้ำมันดิบ หรือ ถ่านหิน 
ดังนั ้นจึงมีความจำเป็นในการแสวงหาแหล่งพลังงานทดแทนใน
รูปแบบอื ่นๆ มาใช้ เช่น พลังงานลม พลังงานน้ำ และ ชีวมวล 
โดยเฉพาะชีวมวลท่ีได้จากผลผลิตทางการเกษตรท่ีได้จากพืชสามารถ
นำมาใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนได้ เช่น ไบโอดีเซล และ ไบโอเอ
ท า นอ ล  Germec et al., 2 0 1 5 ; Gumienna et al., 2 0 1 6 ; 
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Tamunaidu et al., 2013; Tsujik et al., 2011) สำหรับไบโอเอทา
นอลเป็นพลังงานทดแทนที่ได้จากการผสมกันระหว่างเอทานอลกับ
น้ำมันเบนซิน จัดเป็นแนวทางลดการใช้น้ำมันเบนซินลงด้วยการเพิ่ม
ปริมาณเอทานอล การผลิตเอทานอลโดยทั่วไปใช้กระบวนการหมัก
น้ำตาลด้วยจุลินทรีย์แล้วได้เอทานอล จึงเป็นที่มาในการนำชีวมวล
มาเป ็นทางเล ือกในการผล ิตช ีวมวลเน ื ่องจากเซลลู โ ลสเป็น
องค์ประกอบของพืชชีวมวล และ ถ้าย่อยเซลลูโลสด้วยกระบวนการ
เฉพาะจะได้น้ำตาลซึ่งเป็นองค์ประกอบสำคัญในการนำไปใช้ในการ

ข้อมู ลบทความ  

Article history 
รับ : 22 กรกฏาคม 2564 
แก้ไข : 3 สิงหาคม 2564 
ตอบรับการตีพิมพ์ : 29 สิงหาคม 2564 
ตีพิมพ์ออนไลน์: 30 กันยายน 2564 

 
บทคัดย่อ 

ไซยาโนแบคทีเรียมีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบสามารถนำไปย่อยให้เป็นน้ำตาลรีดิวซ์ใช้เป็นสารตั้งต้นในการ
ผลิตพลังงานทดแทนได้ ดังนั้นงานวิจัยนี ้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาภาวะที่เหมาะสมในสกัดเซลลูโลสจากไซยาโน
แบคทีเรีย Nostoc sp. และ ศึกษาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์เมื่อย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส นำเซลล์ Nostoc sp. แห้ง 
มาสกัดเซลลูโลสตามขั้นตอนดังนี้ 1) กำจัดคลอโรฟิลล์โดยใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 25 , 50, 75 และ 100 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร 2) กำจัดลิพิดโดยใช้เฮกเซนความเข้มข้นร้อยละ 25 ,  50, 75 และ 100 โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร 3) กำจัดโปรตีนโดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นร้อยละ 5, 10, 15 และ 20 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
และ 4) ฟอกขาวโดยใช้ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 10,  20 และ 30 โดยปริมาตรต่อปริมาตร พบวา่ 
ภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเซลลูโลสจาก Nostoc sp. คือ กำจัคลอโรฟิลล์โดยใช้เอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 100 
โดยปริมาตรต่อปริมาตร กำจัดลิพิดโดยใช้เฮกเซนความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร  กำจัดโปรตีน
โดยใช ้โซเด ียมไฮดรอกไซด ์ความเข ้มข ้นร ้อยละ 10 โดยน ้ำหน ักต ่อปร ิมาตร และ ฟอกขาวโดยใช้
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 30 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ตามลำดับ ให้ร้อยละผลผลิตเซลลูโลส 
เท่ากับ ร้อยละ 78.92 นำเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสเพื่อวิเคราะห์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ 
พบว่า Nostoc sp. ให้ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ เท่ากับ 27.45 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลลูโลส จากการศึกษานี้อธิบายได้ว่า
เซลลูโลสจาก Nostoc sp. สามารถย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสเป็นน้ำตาลรีดิวซ์สามารถนำไปใช้เป็นสารต้ังต้นในผลติ
พลังงานทดแทนได้ 

คำสำคัญ 
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หมักเอทานอล (Klaichom et al., 2011; Soontornchaiboon & 
Pawongrat, 2013) 

เซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของน้ำตาลกลูโคส เชื่อมต่อด้วยพันธะ
ไกลโคซิดิก ส่วนมากพบเซลลูโลสในพืชบริเวณผนังเซลล์ประมาณ
ร้อยละ 97–99 มีการนําเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลสมาใช้
ประโยชน ์ ในอ ุตสาหกรรมประเภทต ่างๆ เช ่น อาหาร ยา 
เครื่องสำอาง ผงซักฟอก กระดาษ และ สิ่งทอ ประเทศไทยมีการ
นําเข้าเซลลูโลสและอนุพันธ์ของเซลลูโลสจากต่างประเทศทำให้
เกิดผลกระทบทางด้านเศรษฐกิจ ทำให้ประเทศสูญเสียเงินในการ
จัดซื ้อวัตถุดิบ จึงส่งผลให้ต้นทุนการผลิตและราคาสินค้าที ่ที ่มี
เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบสูงขึ้น (Behera et al., 2014; Capolupo 
& Faraco, 2016; Kurokochi & Sato, 2020; Satari et al., 2019) 
อย่างไรก็ตามมีรายงานการสกัดเซลลูโลสในพืชหลายชนิด เช่น ชาน
อ้อย ผักตบชวา และ ธูปฤาษี ทำการสกัดเซลลูโลส ด้วยตัวทำละลาย
หลายชนิด เช่น เมทานอล และ เอทานอล แล้วฟอกขาวด้วย
สารละลายโซเดียมไฮโปคลอไรด์ ท่ีอุณหภูมิ 60°C แล้วติดตามความ
บริสุทธิ์ของเซลลูโลสโดยการย่อยเส้นใยที่ได้ด้วยกรดไฮโดรคลอริก 
สำหรับการสกัดเซลลูโลสจากเปลือกกล้วยใช้ตัวทำละลายเอทานอล 
แช่ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ที ่อ ุณหภูมิ 50°C ฟอกสี
เซลลูโลสโดยใช้สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และติดตาม
ความขาวของเซลลูโลสด้วยการวัดค่าสี (Charoenman et al., 
2021; Punyanunt et al., 2018; Laloknam et al., 2017; Song 
et al., 2019; Szyman’ska et al., 2017) นอกจากเซลลูโลสจะพบ
ในพืชแล้วยังสามารถพบในสิ่งมีชีวิตอื่นๆ เช่น เห็ด สาหร่าย และ ไซ
ยาโนแบคทีเรีย (สาหร่ายสีเขียวแกมน้ำเงิน) โดยไซยาโนแบคทีเรีย 
เป็นสิ่งมีชีวิตชนิดโพรคาริโอต มีรงควัตถุที่ใช้ในการสังเคราะห์ด้วย
แสง ดังนั้นจึงมีการนำไซยาโนแบคทีเรียไปใช้ประโยชน์หลายด้าน 
เช่น การเกษตร อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา เครื่องสำอาง 
การบำบัดน้ำเสีย และ พลังงานทดแทน (Acevedo & GarcÌa, 
2 0 0 6 ; Bualuang et al., 2 0 1 3 ; Danyuttasilp & Laloknam, 
2013; Laloknam et al., 2014; Laloknam & Naktong, 2016; 
Poolsawasdi et al., 2015 ; Sarma et al., 2016 ; Shen et al., 
2 0 1 7 ; Suktalord et al., 2 0 1 6 ; Thajuddin & Subramanian, 
2005)  

เนื ่องจากไซยาโนแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตที่เร็วกว่าพืช 
จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจในการนำมาเพิ่มผลผลิตใช้ในการ
สกัดเซลลูโลส ในการวิจัยน้ีเป็นการศึกษาหาภาวะท่ีเหมาะสมในการ
สกัดเซลลูโลสจากไซยาโนแบคทีเรียเนื่องจากการรายงานการสกัด
เซลลูโลสจากไซยาโนแบคทีเรียยังมีไม่แพร่หลาย และงานวิจัยน้ี
ทำการศึกษากับไซยาโนแบคทีเรีย Nostoc sp. ซึ่งมีรายงานว่ามี
เซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ (Nobles et al., 2001; Tsolcha et al., 

2021; Zanchettaa et al., 2021) เมื ่อได้เซลลูโลสที่สกัดได้จาก 
Nostoc sp. แล้วทำการศึกษาคุณภาพและผลผลิต จากนั้นทำการ
ย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสให้ได้เป็นน้ำตาลรีดิวซ์เพื่อวิเคราะห์ความ
เป็นไปได้ในการนำ Nostoc sp. ไปใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทน 
เนื่องจากน้ำตาลรีดิวซ์สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในกระบวนการหมัก
เพื่อผลิตเอทานอล และนำไปใช้เป็นแหล่งพลังงานทดแทนต่อไป 

อุปกรณ์และวิธกีารวิจัย 
การเตรียมไซยาโนแบคทีเรีย Nostoc sp.  
ทำการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียตามวิธีของ Laloknam et al. 
(2014) โดยนำเซลล์ Nostoc sp. ปริมาตร1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหาร
เหลวชนิด BG11 พีเอช 7.5 ที่เตรียมใหม่ 100 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยง
ภายใต้แสงสีขาว 3,000 ลักซ์ อุณหภูมิ 25°C เป็นระยะเวลา 14 วัน 
จากนั้นทำการรวบรวมตะกอนเซลล์โดยนำไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 
5,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที และนำตะกอนเซลล์มา
อบแห้งโดยใช้ตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 70°C เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

การหาภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดเซลลูโลสจาก Nostoc sp.  
การสกัดคลอโรฟิลล์  

ชั ่งเซลล์ Nostoc sp. อบแห้ง จำนวน 1 กรัม นำไปสกัด
คลอโรฟิลล์ออกด้วยเอทานอลความเข้มข้นร้อยละ 25 , 50, 75  
และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ัน
นำไปให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟกำลัง 400 วัตต์ ระยะเวลา 15 
วินาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็น แล้วนำไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็ว 5,000 รอบ
ต่อนาที เป็นระยะเวลา 10 นาที เทส่วนใสเก็บไว้สังเกตสีที่ได้ และ
วัดปริมาณคลอโรฟิลล์ตามวิธีของ (Wellburn, 1994) จากนั้นทำ
การสก ัดซ้ำอ ีกคร ั ้ ง  จนส ังเกตเห ็นว ่าส ีของส ่วนใสไม ่ม ีการ
เปลี่ยนแปลง แล้วนำตะกอนไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 
70°C เป็นระยะเวลา 24 ชั ่วโมง ชั ่งผลผลิต ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
จากนั้นนำเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งท่ีผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์ออก 
โดยความเข้มข้นของเอทานอลที่สามารถสกัดคลอโรฟิลล์ได้สูงสุด 
คือ ความเข้มข้นท่ีถูกเลือกใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป 

การสกัดลิพิด 
ชั่งเซลล์นอกตอกอบแห้งที่ผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์ออกแล้ว 

จำนวน 1 กรัม นำไปสกัดลิพิดออกด้วยเฮกเซนท่ีความเข้มข้นร้อยละ 
25, 50, 75 และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร จากนั้นนำไปเขย่าด้วยเครื่องเขย่าความเร็วรอบ 120 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำไปแยก
ด้วยกรวยแยกสารละลายชั้นบนที่เป็นเฮกเซน ไประเหยแห้งด้วย
เครื่อง Rotary evaporator แล้วชั่งลิพิดที ่ได้ (Camongol et al., 
2017; Laloknam et al., 2010) สำหรับสารละลายส่วนใสชั้นล่าง
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นำไปเซนติฟิวจ์ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 
10 นาที เทส่วนใสทิ้งและนำตะกอนที่ได้ทำการสกัดซ้ำอีกครั้ง จน
ปริมาณลิพิดที่ได้ลดลงเหลือน้อยกว่าร้อยละ 20 จากการสกัดครั้ง
เริ่มต้น แล้วนำตะกอนไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 70°C เป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งผลผลิต ทำการทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นนำ
เซลล์ Nostoc sp. อบแห้งที่ผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์และลิพิดออก
แล้ว โดยความเข้มข้นของเฮกเซนที่สามารถสกัดลิพิดได้สูงสุด คือ 
ความเข้มข้นท่ีถูกเลือกใช้ในการทดลองขั้นตอนต่อไป 

การสกัดโปรตีน 
ชั่งเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งที่ผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์และ

ลิพิดออกแล้ว จำนวน 1 กรัม นำไปสกัดโปรตีนออกด้วย สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 5, 10, 15 และ 
20 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากน้ันนำไปให้
ความร้อนด้วยเครื ่องนึ ่งความดันไอสูง (Autocalve) อุณหภูมิ  
121 °C ความดัน 1 บรรยากาศ เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นตั้ง
ทิ้งไว้ให้เย็น นำไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที 
ระยะเวลา 10 นาที เทส่วนใสแล้วนำไปหาปริมาณ โปรตีนโดยวิธี
ของ Bradford (1976) และ นำตะกอนที่ได้ทำการสกัดซ้ำอีกครั้ง 
จนปริมาณโปรตีนที่ได้ลดลง เหลือน้อยกว่าร้อยละ 20 จากการสกัด
ครั้งเริ่มต้น แล้วนำตะกอนไปอบแห้งในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ 70°C 
เป็น ระยะเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งผลผลิต ทำการทดลอง 3 ซ้ำ จากน้ัน
นำเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งที่ผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด และ
โปรตีนออกแล้ว โดยความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ท่ีสามารถสกัด
โปรตีนได้สูงสุด คือ ความเข้มข้นที่ถูกเลือกใช้ในการทดลองขั้นตอน
ต่อไป 

การฟอกขาว  
ชั่งเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งท่ีผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด 

และโปรตีนออกแล้ว จำนวน 1 กรัม นำไปฟอกขาว ด้วยสารละลาย
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) ที่ความเข้มข้นร้อยละ 10 20 และ 
30 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปให้
ความร้อนด้วยไมโครเวฟ กำลังปานกลาง เป็นระยะเวลา 15 วินาที 
ตั้งท้ิงไว้ให้เย็น นำไปเซนตริฟิวจ์ท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที 
เป็นระยะเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และสังเกตสีของตะกอน 
จากนั้นนำตะกอนที่ได้มาทำการฟอกขาวซ้ำ จนสีตะกอนเซลล์คงท่ี 
ไม่เปลี่ยนแปลงจากการฟอกขาว แล้วนำตะกอนไปอบแห้งในตู้อบ
ลมร้อนที่อุณหภูมิ 70°C เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ชั่งผลผลิต ทำ
การทดลอง 3 ซ้ำ (Charoenman et al., 2021) จากนั้นนำเซลล์ 
Nostoc sp. อบแห้งที่ผ่านการสกัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด โปรตีน และ 
ฟอกขาวแล้ว โดยความเข้มข้นของโซเดียมไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ท่ี

สามารถสกัดโปรตีนได้สูงสุด คือ ความเข้มข้นที่ถูกเลือกใช้ในการ
ทดลองขั้นตอนต่อไป 

การศึกษาคุณภาพและผลผลิตของเซลลูโลสที่สกัดได้จาก Nostoc 
sp. 

นำเซลลูโลสที่ผ่านการสกัดทุกขั ้นตอนดังกล่าวข้างต้น มา
ศึกษาคุณภาพและผลผลิต ดังนี้ 1) วัดความขาวจากการฟอกสี เริ่ม
จากบันทึกภาพเซลลูโลสที ่ผ ่านการสกัดจาก Nostoc sp. ทุก
ขั้นตอน จากนั้นวิเคราะห์ค่าสีในระบบ RGB ด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop เพื ่อสังเกตความขาวของเซลลู โลสที ่สก ัดได ้จาก
ตัวอย่างเปรียบเทียบกับความขาวของกระดาษกรอง ถ้าตัวอย่างมี
ความขาวใกล้เคียงกับกระดาษกรองจะมีค่า RGB ใกล้เคียงกัน 
วิธีการทำเปิดโปรแกรม Adobe Photoshop แล้วสังเกตที่บริเวณ
แสดงค่าสี RGB ทำการกำหนดตำแหน่งที ่ต้องการวัดค่าสี จาก
รูปภาพที่ปรากฏบนจอภาพ โดยแบ่งภาพออกเป็น 9 ส่วน เท่ากัน
ตามขวางและตามยาว แล้วทำการสังเกตค่าสีตรงกลางของแต่ละ
ส่วน จากนั้นหาค่าเฉลี่ยของค่าสี RGB ทำการแปลผลความขาวของ
ตัวอย่างเซลลูโลสกับกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 4 โดยถ้ามี
ความขาวใกล้เคียงกันจะมีค่าสี RGB เฉลี่ยแตกต่างกันไม่เกินร้อยละ 
20 (Charoenman et al., 2021) 2) คำนวณหาร้อยละผลผลิต (%
yield) ของเซลลูโลสโดยนำค่าน้ำหนักของผลผลิตของขั ้นตอน
สุดท้ายหารด้วยขั้นตอนก่อนหน้าแล้วคูณด้วยร้อย และ 3) ศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะของเส้นใยเซลลูโลสด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด

เลนส์ประกอบ (Compound microscope) 

การศึกษาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ในเซลลูโลสสกัดจาก Nostoc sp. 
ศึกษาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์จากการย่อยเซลลูโลสสกัดจาก 

Nostoc sp. ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส ดัดแปลงจาก Laloknam et al. 
(2017) ดังนี้ ชั่งผงเอนไซม์รวม (Combizym) ที่มีเอนไซม์เซลลูเลส 
จำนวน 1 กรัม ละลายในน้ำกลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ท่ี
อุณหภูมิห้อง 1 ชั ่วโมง จากนั้นนำไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็วรอบ 
5,000 รอบต่อนาที นำส่วนใสซึ่งเป็นตัวแทนเอนไซม์เซลลูเลสทำกา
รทดลองต่อไป ชุดควบคุมใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 เป็นตัวแทน
เซลลูโลสบริสุทธิ์ โดยตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ชั ่ง จำนวน 0.1 กรัม เติม
สารละลายเอนไซม์เซลลูเลส 1 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 1 
ชั่วโมง จากนั้นนำไปเซนตริฟิวจ์ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที 
นำส่วนใสไปหาปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Dinitro salicylic acid 
ดัดแปลงจากว ิธ ีของ Miller (1959) แล้วเปลี ่ยนตัวอย ่างจาก
กระดาษกรองเป็นเซลลูโลสสกัดจาก Nostoc sp. ท่ีผ่านการสกัดใน
แต่ละขั้นตอน 
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การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
การทดลองจากการวิจัยจัดทำทั้งหมด 3 ซ้ำ โดยใช้แผนการ

ทดลองแบบส ุ ่ มสมบ ู รณ ์  Completely Randomized Design 
(CRD) วิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) และ เปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี ่ยโดยวิธ ี Duncan’s Multiple Range Test 
(DMRT) ท่ีระดับความเชื่อมั่นท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 

ผลการวิจัย 
ภาวะที่เหมาะสมในการสกัดเซลลูโลสจาก Nostoc sp. 

เมื่อนำเซลล์ Nostoc sp. อบแห้ง จำนวน 1 กรัม ไปทำการ
กำจัดคลอโรฟิลล์ โดยนำมาสกัดด้วยเอทานอลที่ระดับความเข้มข้น
ต่าง ๆ (ร้อยละ 25, 50, 75 และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร) 
พบว่าตัวทำละลายเอทานอลท่ีความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตร
ต่อปริมาตร สามารถกำจัดคลอโรฟิลล์ได้ส ูงที ่ส ุด ดังแสดงใน  
Table 1 

Table 1 Effects of ethanol concentration on chlorophyll contents from Nostoc sp. 
extraction (n = 3) 

Ethanol conc.  
%(v/v) 

Chlorophyll contents  
in supernatant 
(mg/g dry weight) 

0 0.25±0.01a 

25 0.68±0.03b 

50 1.57±0.09c 

75 2.39±0.16d 

100 3.57±0.20e 

Note:  a, b, … is column mean to quality at p < 0.05 statistically significant confidence 
level. 

จากน ั ้นนำเซลล ์  Nostoc sp. อบแห ้งท ี ่ผ ่านการกำจัด
คลอโรฟิลล์ด้วยเอทานอลที่ความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตร 
ต่อปริมาตร จำนวน 1 กรัม มาทำการกำจัดลิพิด โดยสกัดด้วยเฮ
กเซนที่ระดับความเข้มข้นต่าง ๆ (ร้อยละ 25, 50, 75 และ 100  
โดยปริมาตรต่อปริมาตร)  พบว่าตัวทำละลายเฮกเซนที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร สามารถกำจัดลิพิดได้สูงที่สุด 
ดังแสดงใน Table 2  

Table 2 Effects of hexane concentration on lipid contents from Nostoc sp. 
extraction. (n = 3) 

Hexane conc. %(v/v) Liplid contents  
(mg/g dry weight) 

0 0.0±0.0a 
25 54.0±2.7b 
50 105.0±6.3c 
75 152.0±9.9d 
100 213.0±11.7e 

Note:  a, b, … is column mean to quality at p < 0.05 statistically significant confidence 
level. 

จากนั้นนำเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งที ่ผ่านการกำจัดคลอโรฟิลล์
และลิพิดด้วยตัวทำละลายเอทานอลเฮกเซนที่ความเข้มข้นร้อยละ 
100 และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ตามลำดับ มาสกัดโปรตีน
โดยใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (ร้อยละ 
5, 10, 15 และ 20 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ) พบว่าสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ที ่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดยน้ำหนักต่อ
ปริมาตร สามารถกำจัดโปรตีนได้สูงที่สุด ดังแสดงใน Table 3 

Table 3 Effects of NaOH concentration on protein contents from Nostoc sp. 
extraction. (n = 3) 

NaOH conc. %(w/v) Protein contentsIn supernatant 
(mg/g dry weight) 

0 0.0±0.0a 
5 27.0±1.4b 
10 68.0±4.1c 
15 72.0±4.7c 
20 75.0±4.1c 

Note:  a, b, … is column mean to quality at p < 0.05 statistically significant confidence 
level. 

และนำเซลล์ Nostoc sp. อบแห้งที่ผ่านการกำจัดคลอโรฟลิล์
ลิพิด และและโปรตีน ด้วยตัวทำละลายเอทานอลเฮกเซนที่ความ
เข้มข้นร้อยละ 100 และ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร และร้อยละ 
10 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ตามลำดับ มาทำการฟอกขาวด้วย
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ (ร้อยละ 10, 20 
และ 30 โดยปร ิมาตรต ่อปร ิมาตร )  พบว ่าความเข ้มข ้นของ
สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่เหมาะสมในการฟอกขาว คือท่ี
ระดับความเข้มข้นร้อยละ 30 โดยปริมาตรต่อปริมาตร ดังแสดงใน 
Table 4 

Table 4 Effects of hydrogen peroxide concentration on whitening of cellulose 
extracts from Nostoc sp. using RGB color system (n = 3) 

Samples 
H2O2 
conc. 
(%(v/v)) 

RGB value 

R G B 

Nostoc sp. 10 115.7±6.9a 113.4±6.1a 109.2±5.5a 

20 134.5±8.0b 131.8±7.5b 129.7±6.4b 

30 143.2±8.5c 146.4±8.2c 147.3±7.6c 

Filterpaper  
(Whatman No.4) 

- 173.5±10.4d 176.2±9.6d 178.1±8.9d 

Note:  a, b, … is column mean to quality at p < .05 statistically significant confidence 
level 

จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่า ภาวะที่เหมาะสมในการ
สกัดเซลลูโลสจาก Nostoc sp. คือ กำจัดคลอโรฟิลล์ออกด้วยเอทา
นอลที่ความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร กำจัดลิพิด
ออกด้วยเฮกเซนท่ีความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร 
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กำจัดโปรตีนออกด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีความเข้มข้น
ร ้อยละ 10 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร และทำการฟอกขาวด้วย
สารละลายไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 30 โดย
ปริมาตรต่อปริมาตร โดยพบว่าสีของเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ท่ี
ผ่านกระบวนการสกัดตามภาวะดังกล่าว มีสีน้ำตาลอ่อน ดังแสดง 
Figure. 1b ในขณะท่ีเซลล์เริ่มต้นมีสีเขียวอมดำ ดังแสดง Figure 1a 
โดยในขั้นตอนการฟอกขาวมีผลทำให้ความเข้ม ของสีลดลง แต่ไม่
สามารถทำให้เซลลูโลสจาก Nostoc sp. มีความขาวที่ใกล้เคียงกับ
กระดาษกรอง (Figure 1c) ได ้

Figure 1 Color comparisons of Nostoc sp. starting dry cells (a), Nostoc sp. cellulose 
after all chemical treatments (b), and Filter paper (c) 

คุณภาพและผลผลิตของเซลลูโลสท่ีสกัดได้จาก Nostoc sp. 
เมื่อพิจารณาค่าร้อยละผลผลิตของเซลลูโลสจาก Nostoc sp. 

ที่ผ่านการสกัดในขั้นตอนต่าง ๆ พบว่า ร้อยละผลผลิตของเซลลูโลส
จาก Nostoc sp. ที ่ผ ่านข ั ้นตอนการสก ัดท ุกข ั ้นตอน (กำจัด
คลอโรฟิลล์ ลิพิด โปรตีน และฟอกขาว) มีค่าเท่ากับ 78.92 โดยมีค่า
แตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับ .05 เมื่อเทียบกับร้อยละ
ผลผลิตของเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ที ่ผ่านขั ้นตอนการกำจัด
คลอโรฟิลล์ ลิพิด และโปรตีน ดังแสดงใน Figure 2  

 
Figure 2 %Yield of cellulose from each cellulose extraction steps: Nostoc sp. starting 
dry cells, chlorophyll removal step using 100% v/v Ethanol, lipid removal step using 
100% v/v Hexane, Protein removal step using 10% w/v NaOH, and bleaching step 
using 30% v/v H2O2. (n = 3, p < 0.005 

โ ด ย เ มื่ อ ท ำ ก า ร ศึ ก ษ า ลั ก ษ ณ ะ ข อ ง เ ส้ น ใ ย เ ซ ล ลู โ ล ส 
จาก Nostoc sp. ที ่ผ ่านการสกัดในขั ้นตอนต่าง  ๆ ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ พบว่าลักษณะของเส้นใยเซลลูโลสจาก Nostoc sp. เป็น
เส้นสายสั้นกว่าเส้นใยของกระดาษกรอง และโดยเมื่อผ่านขั้นตอน
การสกัดโดยใช้สารเคมีที่มากขึ้น เส้นใยจะมีขนาดสั้นลง ดังแสดงใน 
Figure. 3  

 
Figure 3 Nostoc sp. cellulose fibers from each extraction steps compared with filter 
paper (control) under compound microscope (400x). (a) Nostoc sp. starting dry cells, 
(b)  Chlorophyll removal step using 100% v/v Ethanol , (c) Lipid removal step 
using 100% v/v Hexane, (d) Protein removal step using 10% w/v NaOH, (e) 
Bleaching step using 30% v/v H2O2, and (f) Filter paper.  

เซลลูโลสจาก Nostoc sp. ที่ผ่านขั้นตอนการสกัดทุกขั ้นตอน 
(กำจัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด โปรตีน และฟอกขาว ) ที ่ผ่านการบ่มกับ
เอนไซม์เซลลูเลส มีปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์สูงที ่สุด เท่ากับ 29.58 
มิลลิกรัมต่อกรัมเซลลูโลส รองลงมาคือเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ท่ี
ผ่านขั้นตอนการกำจัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด และโปรตีน เท่ากับ 28.41 
มิลลิกรัมต่อกรัมเซลลูโลส โดยมีปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์แตกต่างกั น
อย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติที ่ระดับความเชื ่อมั ่น .05 ตามด้วย
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที่ได้เซลลูโลสจาก Nostoc sp. ที่ผ่านขั้นตอน
การกำจัดคลอโรฟิลล์ และลิพิด เท่ากับ 14.29 มิลลิกรัมต่อกรัม
เซลลูโลส ท่ีผ่านขั้นตอนการกำจัดคลอโรฟิลล์ เท่ากับ 6.37 มิลลิกรัม
ต่อกรัมเซลลูโลส และ ตัวอย่างเซลล์แห้งเริ่มต้นให้ปริมาณน้ำตาล
รีดิวซ์ น้อยท่ีสุด เท่ากับ 3.41 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลลูโลส ดังแสดงใน 
Figure 4 

 
Figure 4  Reducing sugar contents of Nostoc sp. cellulose from each cellulose 
extraction steps: Nostoc sp. starting dry cells, chlorophyll removal step using 100% 
v/v Ethanol, lipid removal step using 100% v/v Hexane, Protein removal step using 
10% w/v NaOH, and bleaching step using 30% v/v H2O2. (n = 3, p < 0.05) 

ในขณะที่กระดาษกรองมาบ่มด้วยเอนไซม์เซลลูเลสสามารถ
ตรวจวัดปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ 28.38 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลลูโลส  
(ไม่แสดงผลการศึกษา) 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
จากผลการทดลองพบว่า ร้อยละผลผลิตเซลลูโลสที่ได้จาก 

Nostoc sp. คิดเป็นร้อยละ 77.82 ซึ่งได้ผลผลิตที่สูงกว่าการสกัด
เซลลูโลสจากพืช โดยเปรียบเทียบจากผลการวิจ ัยก่อนหน้าน้ี  
โดย Song et al. (2019) รายงานว่า ร้อยละผลผลิตเซลลูโลสที่ได้
จากปอแก้ว หัวหอม และ ดอกรักอินเดีย คิดเป็นร้อยละ 50.7 , 
41.1, และ 64.1 ตามลำดับ โดยเมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาที่ใช้ใน
การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย Nostoc sp. ในงานวิจัยน้ีน้ีใช้เวลา
เพียง 14 วัน ในขณะที่พืชที่มีรายงานว่าสามารถใช้ในการผลิตเยื่อ
กระดาษชนิดต่างๆ  เช่น ฟางข้าว อ้อย และ สับปะรด ต้องใช้
ระยะเวลาในการเจริญเติบโตนาน โดยมีอายุของการเพาะปลูก
ประมาณ 90 วัน หลังจากการเก็บเกี่ยวผลผลิตแล้ว ในกรณีของต้นยู
คาลิปตัสใช้ระยะเวลานานหลายเดือน ดังนั ้นไซยาโนแบคทีเรีย 
Nostoc sp. จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที ่สามารถใช้เป็นแหล่งของ
เซลลูโลส จากการศึกษาลักษณะเส้นใยเซลลูโลสจาก Nostoc sp. 
พบว่ามีขนาดสั ้นกว่าเส้นใยเซลลูโลสจากกระดาษกรอง จึงไม่
เหมาะสมในการนำไปทำกระดาษ และหลังจากการการฟอกขาว 
ลักษณะปรากฏในด้านสี พบว่ามีสีน้ำตาลอ่อน โดยไม่ใกล้เคียงกับ
ความขาวของกระดาษกรอง อาจเป็นเพราะในไซยาโนแบคทีเรียมี
ปริมาณรงควัตถุหลายชนิด เช่น คลอโรฟิลล์ แคโรทีนอยด์ ไฟโคไซ
ยานิน และอื่นๆ โดยกระบวนการสกัดโดยใช้สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย
นี้ไม่สามารถสกัดออกได้ (Laloknam et al., 2017) ดังนั้นแนวทาง
ในการนำเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ไปใช้ประโยชน์ คือการใช้เป็น
สารตั้งต้นในการผลิตพลังงานทดแทน โดยการนำเซลลูโลสที่สกัด
จาก Nostoc sp. มาทำการย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส หรือ การ
ย่อยด้วยกรด เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ำตาลกลูโคส เพื่อนำไปใช้ใน
ผลิตเป ็นเอทานอลโดยผ่านกระบวนการหมัก (Capolupo & 
Faraco, 2016; Ibrahim et al., 2013; Kurokochi & Sato, 2020; 
Punyanunt et al., 2018; Satari et al., 2019; Song et al., 
2019; Szyman’ska et al., 2017) โดยเมื่อพิจารณาปริมาณน้ำตาล
รีดิวซ์ท่ีได้จากการย่อยเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ท่ีผ่านขั้นตอนการ
สกัดทุกขั้นตอน (กำจัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด โปรตีน และฟอกขาว) กับ
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ที ่ได้จากการย่อยเซลลูโลสจาก Nostoc sp.  
ท่ีผ่านขั้นตอนกำจัดคลอโรฟิลล์ ลิพิด และโปรตีน มีค่าท่ีใกล้เคียงกัน 
หากต้องการนำการใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตพลังงานทดแทน 
เช่น เอทานอล ขั ้นตอนการฟอกขาวจึงไม่ม ีความจำเป็น โดย
สามารถลดขึ้นตอนการสกัด และลดการใช้สารเคมีในกระบวนการ
สกัด สอดคล้องกับงานวิจัยที่มีการรายงานเกี่ยวกับการใช้ผลิตผล
ทางการเกษตรเพื่อนำมาผลิตน้ำตาลรีดิวซ์ในการเป็นสารตั้งต้นของ
การผล ิตเอทานอล (Behera et al., 2014 ; Camongol et al., 
2 0 1 7 ; Klaichom et al., 2 0 1 1 ; Soontornchaiboon & 

Pawongrat, 2013) ดังนั ้น Nostoc sp. จึงเป็นแหล่งทางเลือกท่ี
น่าสนใจในผลิตพลังงานทดแทน โดยนำไปสกัดเซลลูโลสแล้วย่อยให้
ได้น้ำตาลรีดิวซ์ก่อนเข้าสู่กระบวนหมักด้วยจุลินทรีย์ให้ได้เอทานอล
เพื่อนำไปใช้เป็นพลังงานทดแทนในรูปแบบไบโอเอทานอลได้ 

สรุปผลการวิจัย 
ภาวะ ท่ี เ หมาะสม ในก ารสก ั ด เ ซล ล ู โ ล สจ าก  Nostoc sp.  
ใช้อัตราส่วนของเซลล์แห้ง 1 กรัมต่อตัวทำละลายปริมาตร 100 
มิลลิลิตร โดยมีลำดับขั ้นตอนในการสกัดดังนี ้ เริ่มด้วยการกำจัด
คลอโรฟิลล์โดยใช้เอทานอลท่ีความเข้มข้นร้อยละ 100 โดยปริมาตร
ต่อปริมาตร จากนั้นทำการกำจัดลิพิดโดยใช้เฮกเซนที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 100 โดยปริมาตรต่อปริมาตร และนำไปกำจัดโปรตีนโดยใช้
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที ่ความเข้มข้นร้อยละ 10 โดย
น้ำหนักต ่อปร ิมาตร และทำการฟอกขาวโดยใช ้สารละลาย
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 30 โดยปริมาตรต่อ
ปริมาตร โดยการสกัดเซลลูโลสจาก Nostoc sp. ตามขั ้นตอน
ด ังกล ่าวให ้ร ้อยละผลผล ิตของเซลลู โลสส ูงถ ึง 77.82 และ  
ปริมาณน้ำตาลรีด ิวซ์ส ูงที ่ส ุดเท่าก ับ 29.58 มิลลิกร ัมต่อกรัม
เซลลูโลส 
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A B S T R A C T  

Cyanobacterial contains cellulose that can be hydrolyzed into reducing sugars utilized 

for biofuels production. This research aimed to optimize conditions for cellulose 

extraction of cyanobacterial, Nostoc sp. and to determine total reducing sugars after 

hydrolyzed by cellulase enzymes. Dried cyanobacteria Nostoc sp. cells were subjected 

to 4 steps cellulose extraction process with different solvent concentrations:  

1) chlorophyll removal using 25, 50, 70 and 100 %(v/v) ethanol,  

2) lipid removal using 25, 50, 70 and 100 %(v/v) hexane, 3) protein removal using 5, 

10, 15, and 20 %(w/v) sodium hydroxide, and 4) bleaching process using 10, 20, and 

30 %(v/v) hydrogen peroxide. The results showed that the optimal solvent 

concentration of cyanobacteria Nostoc sp. cellulose extraction process was 100 %(v/v) 

ethanol, 100 %(v/v) hexane, 10 %(w/v) sodium hydroxide, and 30 %(v/v) hydrogen 

peroxide with the average yield of 78.92%. Cyanobacteria Nostoc sp. cellulose was 

digested by cellulase to determine reducing sugar contents. The results showed that 

Nostos sp. contains the reducing sugar contents 27.45 mg/g cellulose. This finding 

suggested that cyanobacteria Nostoc sp. cellulose could hydrolyzed into reducing 

sugars that can be used as renewable energy source.  
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