
อุปกรณ์และวธีิการ 

อุปกรณ์และสารเคมี 
 
1.   วตัถุดิบ 
 
 การวิจยัน้ีใชส่้วนสบัปะรดพนัธ์ุภูแลท่ีใชใ้นการวิเคราะห์คือ เปลือก จุก และแกน โดยผสมใหเ้ขา้กนั 
แต่ส่วนท่ีใชเ้ป็นหลกัในการท าวิจยัน้ีคือ เปลือก โดยในเปลือกสับปะรดนั้นประกอบดว้ยเซลลูโลส เฮมิ-
เซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงน ามาผ่านการปรับสภาพ เพื่อแยกเอาเฮมิเซลลูโลสและลิกนินออก จากนั้นน า
เซลลูโลสท่ีไดม้าท าการทดลอง 

ก. อุปกรณ์ 
1.บิกเกอร์ 
2.ขวดปรับปริมาตร 
3.Hot plate 
4. เคร่ืองชัง่ 
5. Water bath 
6. ตะแกรงร่อน 
7. ถาดอะลูมิเนียม 
8. Hot air oven 

   
ข. สารเคมี 

1.โซเดียมไฮดรอกไซดค์วามเขม้ขน้ 2 โมลลาร์ 
2. เปลือกสับปะรด 

 
2.  การเลีย้งเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR 3081 
 
 เซลลูโลสถูกยอ่ยจากเอนไซมท่ี์ผลิตจากเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma 
reesei TISTR 3081 ซ่ึงเช้ือราไดจ้ากการเล้ียงและต่อเช้ือไวซ่ึ้งตอ้งใชอุ้ปกรณ์ต่อไปน้ี 
 
 2.1 ขั้นตอนการเล้ียงเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR 3081 
  ก. อุปกรณ์ 
   1. ตูถ่้ายเช้ือ 
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   2. หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave) 
   3. จานเพาะเช้ือ 
   4. หลอดทดลองชนิดมีฝาปิด 
   5. เขม็เข่ียเช้ือ 
   6. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
   7. เคร่ืองชัง่ 
   8. Hot air oven 
   

ข. สารเคมี 
   1. เช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR  
3081 
   2. อาหารแขง็สูตรพีดีเอ (PDA) 
 
 2.2 ขั้นตอนการยอ่ยสลายเซลลูโลสดว้ยเอน็ไซมจ์ากเช้ือรา 
  ก. อุปกรณ์ 
   1. ขวดรูปชมพู ่
   2. เคร่ืองเขยา่ 
   3. ตูถ่้ายเช้ือ 
 
  ข. สารเคมี 
   1. อาหารเหลว 
   2. เซลลูโลสจากเปลือกสับปะรด 
   3. เช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR 3081 

2.3 การนบัจ านวนเซลลแ์ละหาความเขม้ขน้ของเช้ือรา 
     ก.   อุปกรณ์ 

             1. ปิเปต 
             2. หมอ้น่ึงความดนัไอน ้า (Autoclave) 
             3.  กลอ้งจุลทรรศน์ 
             4.   Haemacytometer 
             5.  ขวดรูปชมพู ่
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      ข.  สารเคมี 
              1.   เช้ือราTrichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR 3081 

2. อาหารแขง็สูตรพีดีเอ 
3. น ้ากลัน่ 

2.4 การวิเคราะห์ค่าความเป็นกรด-ด่าง  (pH) 
     ก. อุปกรณ์  

              1.    เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด – ด่าง (pH meter) 
2. เคร่ืองเหวี่ยงแยกตะกอน 
3. บีกเกอร์ 
4. กระบอกฉีดน ้ากลัน่ 
5. หลอดทดลอง 

     ข.  สารเคมี 
               1.   น ้ ากลัน่ 

2. สารละลายจากการยอ่ยเซลลูโลสจากเปลือกสบัปะรด 
                2.5 การวิเคราะห์น ้าตาลรีดิวซ์ โดยวิธีโซโมจาย – เนลสัน 

     ก.  อุปกรณ์ 
                    1. เคร่ืองวดัค่าความดูดกลืนแสง 

                          2. คิวเวต (cuvette) 
                   3. อ่างควบคุมอุณหภูมิ  
                   4. หลอดทดลอง 
                   5. ปิเปต 
                   6. แท่งแกว้คนสาร 
                   7. ขวดปรับปริมาตร 
    ข. สารเคมี 

             1.   Rochelle Salt ( Na K Tartrate)  
             2.    Anhydrous Na2 CO3 

                           3.    Cu2 SO4  5H2O     
4. Anhydrous Na2SO4   
5. NaHCO3 
6. Ammonium Molybdate   
7. กรดซลัฟิวริก 
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8. Na2 HAsO4   
9. น ้ากลัน่ 

                     2.6   การวิเคราะห์ปริมาณเอทานอล ใชว้ิธี Standard Addition ในการหาปริมาณเอทานอลท่ีได้
จากการหมกั 

             ก. อุปกรณ์ 
            1.  เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง  
            2.  คิวเวต (Cuvette) 
            3.  อ่างควบคุมอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

                                       4.   ขวดปรับปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
                                       5.  ปิเปตขนาด 1 และ 5 มิลลิลิตร 

           6.   หลอดทดลองขนาดกลางท่ีมีฝาปิด 
           7.  แท่งแกว้คนสาร 

    ข.  สารเคมี 
                          1.  สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต 

      2.  กรดไฮโดรคลอลิกเขม้ขน้   
                         3.  เอทานอลบริสุทธ์ิ 

      4.  น ้ ากลัน่ 

 
วธีิการทดลอง 

 
3.  การเลีย้งเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei TISTR 3081 
 
 3.1.  การเตรียมอาหารแขง็สูตรพีดีเอ (Potato Dextrose Agar ; PDA) 
 

1.เตรียมอาหารแขง็สูตรพีดีเอ (Potato Dextrose Agar ; PDA) (ภาคผนวก   ) จากนั้นท า
การเขยา่ใหส้ารละลายเขา้กนั แลว้น าไปฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัไอน ้าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ภายใตค้วามดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  

2.น าอาหารท่ีไดจ้ากขอ้ 1. ขณะท่ียงัอุ่นและเหลวเทลงในจานเพาะเช้ือท่ีฆ่าเช้ือในหมอ้
น่ึงความดนัไอน ้ าท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ภายใตค้วามดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที  
รอใหอ้าหารเยน็ลงในตูเ้ข่ียเช้ือ 
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 3.2 การเล้ียงเช้ือรา 
   

1.น าเช้ือรามาเพาะบนจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็ในตูถ่้ายเช้ือ โดยการน าเขม้เข่ียเช้ือท่ี
สะอาดมาลนไฟให้เข็มร้อนแดงเพื่อฆ่าเช้ือท่ีอาจติดมากบัเข็ม จากนั้นรอให้เข็มเยน็ตวัลงแลว้ท าการเข่ีย
สปอร์ และเสน้ใยลงบนก่ึงกลางของจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหารแขง็อยู ่บ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 7 – 14 วนั 
จนไดเ้ช้ือราท่ีเขียวและกระจายเตม็จานเพาะเช้ือ 

2.น าเช้ือราท าการเพาะในขอ้ท่ี 1 โดยท าการเลือกราท่ีมีอาย ุ4 -5 วนัมาท าการส่องกลอ้ง
จุลทรรศน์ เพื่อดูลกัษณะสณัฐานของเช้ือรา 
                3.3  การนบัสปอร์เช้ือรา 
 การนับสปอร์เ ช้ือราโดยตรงจากกล้องจุลทรรศน์ใช้เคร่ืองมือ Counting chamber หรือ 
Haemacytometer โดยการนับจ านวนสปอร์ในปริมาตรท่ีทราบค่าแน่นอนแลว้ค านวณกลบัจะทราบว่าใน
หน่ึงหน่วยปริมาตรมีจ านวนสปอร์เท่าไร 

1.น าเมด็แกว้ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ 8- 10 เมด็ ใส่ลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีเช้ือรา จากนั้นท าการเขยา่ให้
เมด็แกว้กล้ิงทัว่รอบจานเพาะเช้ือเป็นเวลา 5 นาที 

2.เติมน ้าเกลือความเขม้ขน้ 0.85% ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ลงในจานเพาะเช้ือราในขอ้ท่ี 1 ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร 
                  3. ปิเปตสารในขอ้ 2 มา 10 มิลลิลิตร โดยใส่หลอดทดลอง ถา้ปริมาตรไม่ถึง 10 มิลลิลิตร ใหเ้ติม
น ้าเกลือความเขม้ขน้ 0.85%  ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้จนไดป้ริมาตร 10 มิลลิลิตร แลว้ท าการเขยา่โดยเคร่ือง 

4. น าสารในขอ้ 3. ไปนบัจ านวนสปอร์ (ภาคผนวก  ) 
5. ถา้ไม่สามารถนบัจ านวนสปอร์ได ้เน่ืองจากมีจ านวนสปอร์หนาแน่นมาก ใหท้ าการเจือจาง 

โดยท าการปิเปตสารในขอ้ 3 มา 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองแลว้เติมน ้ ากลัน่ 9 มิลลิลิตร แลว้ท าการเขย่า
เพื่อน าไปนบัจ านวนสปอร์ ถา้ยงันบัไม่ไดใ้หท้  าการเจือจางจนนบัจ านวนสปอร์ได ้
 
4.    การเตรียมเปลอืกสับปะรดและอาหารเหลวส าหรับการหมัก 
 

1. น าเปลือกสบัปะรดมาหัน่เป็นช้ินเลก็ๆและป่ันใหล้ะเอียดแลว้น าไปแช่ในสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ท่ีมีความเขม้ขน้ 2 โมลาร์ ในอตัราส่วนเปลือกสับปะรด 1 กรัมต่อโซเดียมไฮดรอกไซด์ 10 
มิลลิลิตรหรือพอท่วมท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ปิดกระดาษฟอยลใ์หเ้รียบร้อย) 
             2. น าไปกรองดว้ยผา้ขาวบาง จากนั้นเติมโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์มีความเขม้ขน้ 2 โมลาร์ ในสัดส่วน
เดิมลงไปในตะกอน แลว้น าไปตม้ดว้ยเคร่ืององัน ้ าอุ่น ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 90 นาที หลงัจาก
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นั้นท้ิงไวใ้ห้เยน็(เก็บโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีใชแ้ลว้ แลว้น ามาใชห้มกัใหม่คร้ังต่อไปในอตัราส่วนของเก่า
และใหม่ 50:50) 
               3. น าไปกรองดว้ยผา้ขาวบางจนไดต้ะกอนวตัถุดิบ น าตะกอนไปลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ จนมีค่า pH เป็น
กลาง  
               4. น าตะกอนไปอบท่ีอุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียสจนแห้ง ซ่ึงเรียกตะกอนน้ีว่าเซลลูโลส ท าการ
วิเคราะห์น ้าหนกัท่ีหายไประหวา่งการปรับสภาพ  และวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลสท่ีไดต่้อน ้าหนกัสบัปะรด 
 
5.  การหมักเปลอืกสับปะรดขั้นต้นเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei 
TISTR 3081 
 การยอ่ยเปลือกสับปะรดดว้ยเช้ือรา Trichoderma reesei TISTR 3080 และ Trichoderma reesei 
TISTR 3081 ท าการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน ้ าตาลรีดิวซ์โดยใชอ้ตัราส่วนเปลือกสับปะรด 50 
กรัม ต่ออาหารเหลว 
            5.1  การหมกัเซลลูโลสแบบต่อเน่ือง 

1. น าเซลลูโลสท่ีปรับสภาพใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 2 ลิตร จ านวน 2 ขวด ปริมาตรขวดละ 50 กรัม 
แลว้น าอาหารเหลวท่ีเตรียมไวใ้ส่ลงในขวดรูปชมพู่เดิมทั้ง 2 ขวด ปริมาตรขวดละ 1 ลิตร โดยใชอ้ตัราส่วน
เปลือกสบัปะรดต่ออาหารเหลวเป็น เปลือกสบัปะรด 1 กรัม ต่ออาหารเหลว 20 มิลลิลิตร 
 2. น าเช้ือราท่ีมีอาย ุ7 วนั (ท่ีโตเตม็ท่ีแลว้) มาท าเป็นวง (เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร 
โดยน ามาทั้งเช้ือราและอาหารแข็งพีดีเอ) จ านวน 60 วง แบ่งใส่ลงไปในขวดท่ีมีเปลือกสับปะรดพร้อม
อาหารเหลวแลว้ จ านวนขวดละ 30 วง  
 3. น าปากขวดดงักล่าวไปลนไฟและอุดปากขวดดว้ยล าลีเพื่อป้องกนัการปนเป้ือน เขยา่ผสมให้เข่า
กนัขั้นตน้ จากนั้นดึงสารตวัอยา่งมาวิเคราะห์ค่า pH ค่าความเขม้ขน้ของน ้ าตาลรีดิวซ์และค่าปริมาณเช้ือราท่ี
เร่ิมตน้ น าขวดรูปชมพู่ท่ีบรรจุเซลลูโลส อาหารเหลว และเช้ือรา ไปเขย่าท่ีเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 120 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมงต่อวนั ท าการเก็บสารตวัอยา่งทุกๆชัว่โมง มาวดัค่า pH วิเคราะห์ปริมาณเช้ือ
ราและน ้าตาลรีดิวซ์  
 หมายเหตุ  ขวดรูปชมพูใ่บท่ี 1 ใชเ้กบ็ขอ้มูลชัว่โมงท่ี 1 -11 และ 24 – 35  
                ขวดรูปชมพูใ่บท่ี 2 ใชเ้กบ็ขอ้มูลชัว่โมงท่ี 12 – 25 และ 36 – 40  
 
             5.2  การหมกัเซลลูโลสแบบต่อเน่ืองเช้ือราอาย ุ7 วนั กบั 9 วนั 
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1. น าเซลลูโลสท่ีปรับสภาพแลว้ใส่ขวดรูปชมพู่ขนาด 5 ลิตร จ านวน 50 กรัม จากนั้นใส่อาหาร
เหลวลงไปปริมาตร 1 ลิตร (สัดส่วน 1 ต่อ 20 คือเซลลูโลส 1 กรัม ต่ออาหารเหลว 20 มิลลิลิตร) ท าเช่นน้ี
ทั้งหมด 4 ขวด 
 2. น าเช้ือราท่ีมีอาย ุ7 วนัใส่ในขวดรูปชมพู่ท่ีบรรจุเซลลูโลสและอาหารเหลวทั้ง 2 ขวด โดยน าราท่ี
มีอายุ 7 วนั จ านวน 1 จานเพาะเช้ือใส่ลูกแกว้ประมาณ 10 – 15 เม็ด ใส่น ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร เขย่าจานเพาะ
เช้ือเบาๆเพื่อใหส้ปอร์ของเช้ือราหลุดออก เกบ็ตวัอยา่งไปหาปริมาณเช้ือราเร่ิมตน้ แลว้เทลงในขวดรูปชมพู่ท่ี
มีเซลลูโลสและอาหารเหลวท่ีเตรียมไวแ้ลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนั 
 3. ท าตามวิธีขา้งตน้ แต่เปล่ียนมาใชเ้ช้ือราท่ีมีอาย ุ9 วนั  
 4. เกบ็สารตวัอยา่งมาวิเคราะห์ค่า pH ค่าความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์และค่าปริมาณเช้ือราท่ีเร่ิมตน้ 
น าขวดรูปชมพู่ท่ีบรรจุเซลลูโลส อาหารเหลว และเช้ือรา ไปเขย่าท่ีเคร่ืองเขย่า ความเร็วรอบ 120 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 ชัว่โมงต่อวนั ท าการเกบ็สารตวัอยา่งทุกๆ 2 ชัว่โมง มาวดัค่า pH วิเคราะห์ปริมาณเช้ือราและ
น ้าตาลรีดิวซ์ เพื่อเปรียบเทียบเช้ือราท่ีมีอาย ุ7 วนั กบั 9 วนั 

หมายเหตุ  ขวดรูปชมพูข่วดแรกของราทั้ง 7 วนั และ 9 วนั จะแทนชัว่โมงท่ี 2 – 10 , 24 -34  และ 48 
– 54   

  ขวดรูปชมพูข่วดแรกของราทั้ง 7 วนั และ 9 วนั จะแทนชัว่โมงท่ี 12 – 22 , และ36 – 46  
 


