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บทคัดย่อ 

 ไมยราบยักษ์เป็นวัชพืชรุกรานต่างถิ่นที่มีความรุนแรง เนื่องจากสามารถเติบโตแพร่กระจายอย่างรวดเร็ว 
จัดเป็นวัชพืชที่ไม่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจ โดยไมยราบยักษ์มีปริมาณเฮมิเซลลูโลสที่มีไซแลนเป็นองค์ประกอบหลัก
ประมาณร้อยละ 17 จึงเป็นที่น่าสนใจในการน ามาใช้ประโยชน์ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาภาวะที่เหมาะสม
ในการสกัดไซแลนจากล าต้นไมยราบยักษ์ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ จากการศึกษาปัจจัยที่ส าคัญในการสกัดได้แก่ 
สัดส่วนของไมยราบยักษต์่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.5:10, 1:10 และ 1.5:10 โดยมวลต่อปริมาตร) ความ
เข้มข้นสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ (10, 30, และ 50) และเวลาในการสกัด (15, 50 และ 85 นาที) ที่
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส โดยออกแบบการทดลอง Box-Behnken Design 
แล้วน ามาวิเคราะห์ผลเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดไซแลนจากไมยราบยักษ์ด้วยวิธี Response Surface 
Methodology (RSM) ซึ่งภาวะที่เหมาะสมในการสกัดไซแลนได้สูงสุดคือสัดส่วนไมยราบยักษ์ต่อสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5:10 โดยมวลต่อปริมาตร ที่ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 50 เป็น
เวลา 85 นาท ีจึงวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไซแลนที่ได้ด้วยวิธี Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) 
เมื่อน าสารสกัดไซแลนที่ได้มาเข้าสู่กระบวนการหาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลนให้เป็นน้ าตาลไซโลสด้วย
เอนไซม์ไซแลเนสที่ผลิตจากรา Aureobasidium pullulans จากการศึกษาปัจจัยที่ส าคัญในการย่อยได้แก่ 
ปริมาณเอนไซม์เอนโดไซแลเนส (10, 20 และ 30 U/g xylan) และบีตา-ไซโลซิเดส (10, 20 และ 30 U/g xylan) 
ที่อุณหภูม ิ60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา (3, 9 และ 15 ชั่วโมง) และน าไปวิเคราะห์เพ่ือหาปริมาณน้ าตาลไซโลสด้วย
วิธี 3,5 - dinitrosalicylic acid method (DNS method) พบว่าได้น้ าตาลไซโลสสูงสุด 4.6 มิลลิกรัมต่อกรัมไซ
แลนที่ภาวะมีปริมาณเอนโดไซแลเนส 28.90 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และบีตา-ไซโลซิเดส 29.97 ยูนิตต่อกรัมไซแลน 

ค าส าคัญ: Aureobasidium pullulans ไซแลน น้ าตาลไซโลส ไมยราบยักษ์ เอนไซม์ไซแลเนส  
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Abstract 

Mimosa pigra is an invasive weed that cause violently damage due to its rapid growth and 
dispersal and has no economic value. This plant contains 17 percentage of hemicellulose that 
mainly composed of xylan and is considered to utilize. The objective of this study was to study 
the suitable condition of xylan extraction from M. pigra stem using sodium hydroxide. The relative 
factors of xylan extraction were the proportions of M. pigra in the sodium hydroxide solvent 
(0.5:10, 1:10 and 1.5:10 weight by volume), the concentrations of sodium hydroxide (10, 30 and 
50 percentage), and the extraction times (15, 50 and 85 minutes) at 15 psi and 121๐C. The study 
was conducted using the Box-Behnken Design. Then, the results were analyzed to determine the 
optimal condition for xylan extraction using the Response Surface Methodology (RSM). The 
suitable conditions with the highest yield were the proportion of M. pigra in the solvent 0.5:10 
weight by volume with 50 percent of sodium hydroxide and the extraction time 85 minutes. After 
that, the functional groups were analyzed using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR). 
Another objective of this study was to study the suitable condition of the conversion of xylan to 
xylose by enzyme from Aureobasidium pullulans. The relative factors were the concentration of 
endoxylanase (10, 20 and 30 U/g xylan), beta-xylosidase (10, 20 and 30 U/g xylan) and the 
conversion time (3, 9 and 15 hours) at 60๐C. Moreover, the 3,5 -dinitrosalicylic acid method (DNS 
method) was used to determine the xylose content. The results showed the highest content was                        
4.6 mg/g xylan by using 28.90 U/g xylan of endoxylanase and 29.97 U/g xylan beta-xylosidase. 

Keywords: Aureobasidium pullulans, mimosa, xylan, xylanase, xylose 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
 ไมยราบยักษ์ (Mimosa pigra Linn.) จัดเป็นวัชพืชที่แพร่กระจายได้ทั่วไปในประเทศไทยและเป็นพืชที่ไม่มี
มูลค่าทางเศรษฐกิจ (Pramual, Khumkratok and Wongpakam, 2011) สามารถขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ดได้ดี 
เนื่องจากมีการสร้างเมล็ดเป็นจ านวนมาก ประกอบกับเมล็ดของไมยราบยักษ์มีระยะพักตัวเป็นเวลาหลายปีเพ่ือรอ
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการงอก จึงท าให้วัชพืชชนิดนี้แพร่กระจายไปได้ในหลาย ๆ พ้ืนที่ อีกทั้งยังมีความทน
ต่อสภาวะน้ าท่วม และแห้งแล้งได้ดี เมื่อมีการกระจายพันธุ์ของไมยราบยักษ์เป็นจ านวนมากในพ้ืนที่นั้น ท าให้พืชที่
มีอยู่ขาดปัจจัยการเจริญเติบโตและตายไป จึงส่งผลให้พ้ืนที่นั้นมีความหลากหลายของพืชชนิดอ่ืนลดลง ปัจจุบันมี
การศึกษาไมยราบยักษ์หลายด้าน ทั้งด้านการขยายพันธุ์และด้านการเป็นยารักษาโรค (McIntyre, Grace and 
Schmidt, 2007) รวมทั้งยังมีรายงานเกี่ยวกับการศึกษาล าต้นของไมยราบยักษ์ในส่วนของผนังเซลล์ (cell wall) 
ซึ่งประกอบด้วย เซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และลิกนิน (lignin) ซึ่งองค์ประกอบ
เหล่านี้สามารถน าไปผลิตสารที่มีมูลค่าทางเศรษฐกิจได้ต่อไป (Remón et al., 2017) 
 เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) ที่มีปริมาณมากเป็นอันดับสองรองจากเซลลูโลส โดยมี
ไซแลน (xylan) เป็นองค์ประกอบหลัก (Deutschmann and Dekker, 2012) ซึ่งไซแลนมีคุณสมบัติที่สามารถ
น ามาประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น การน ามาผลิตเป็นสารให้ความหนืด เจล และวัสดุห่อหุ้มยา 
รวมทั้งไซแลนสามารถน ามาผลิตเป็นน้ าตาลไซโลส (xylose) ที่สามารถประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารได้ (Silva 
et al., 2012) อย่างไรก็ตาม ในอุตสาหกรรมส่วนใหญ่มักใช้ไซแลนบริสุทธิ์ที่สกัดได้จากพืชผักที่เป็นแหล่งอาหาร
และมีมูลค่าทางเศรษฐกิจซึ่งเป็นสารที่มีราคาสูง (Gomes et al., 1993; Paynter and Flanagan, 2004) 
 ไซแลนสามารถถูกย่อยสลายได้ด้วยเอนไซม์กลุ่มไซแลเนส ได้แก่ เอนโดไซแลเนส (endoxylanase) และ
บีตา-ไซโลสิเดส (beta-xylosidase) ซึ่งเอนไซม์ในกลุ่มไซแลเนสนั้นสามารถผลิตได้จากแบคทีเรีย และเชื้อราหลาย
ชนิด โดยราที่มีการรายงานว่าเป็นแหล่งผลิตเอนไซม์ชนิดนี้คือ Aureobasidium pullulans (Allenza, Scherl, 
and Detroy, 1996) เป็นราที่มีลักษณะคล้ายยีสต์ สามารถพบได้ท่ัวไปในประเทศไทย (เพ็ญนภา มานิตย์โชติพิสิฐ, 
2551) ราชนิดนี้หลายสายพันธุ์สามารถผลิตเอนไซม์ไซแลเนสได้ในปริมาณมาก (Leathers, 1986) และมีลักษณะที่
เหมาะสมในการประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยาและอุตสาหกรรม
เครื่องส าอาง เป็นต้น (Leathers, 2003) โดยเอนไซม์กลุ่มนี้สามารถย่อยไซแลนให้อยู่ในรูปของไซโลโอลิโกแซ็กคา
ไรด์ (xylooligosaccharide) และไซโลส (xylose) 
 ส าหรับไซโลสเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว ประเภทน้ าตาลแอลโดส (aldose) ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายจากการ
ย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ไซแลเนส น้ าตาลไซโลสสามารถน ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการผลิตสารที่มีมูลค่าทาง
เศรษฐกิจอย่างน้ าตาลไซลิทอล (xylitol) ที่น าไปใช้ผลิตสารก าจัดแบคทีเรียในช่องปาก หรือผลิตเอทานอลที่เป็น
ส่วนผสมของน้ ามัน นอกจากนั้นยังสามารถน ามาใช้ในด้านการแพทย์ เช่น ใช้ให้ความหวานแก่ผู้ป่วยเบาหวาน และ
ใช้ทดสอบการท างานของระบบย่อยอาหารได้อีกด้วย ( Jansen, Flickinger and Tsao, 1983) ด้วยเหตุนี้ผู้
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ท าการศึกษาจึงศึกษาภาวะต่าง ๆ ที่เหมาะสมในการสกัดไซแลนจากล าต้นไมยราบยักษ์ให้มีปริมาณมากที่สุด และ
ศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ไซแลเนส จาก A. pullulans ส าหรับผลิตน้ าตาลไซโลสให้ได้
ปริมาณมากท่ีสุดเช่นกัน 
 
วัตถุประสงค์ของของโครงงำน 
 1. เพ่ือสกัดไซแลนจากล าต้นไมยราบยักษ์ด้วยเบสที่ภาวะต่างๆ  
 2. เพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ไซแลนเนสจาก A. pullulans ส าหรับผลิต

น้ าตาลไซโลส 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 ผลการศึกษาที่ได้สามารถเป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการพัฒนาการผลิตไซแลนและผลิตน้ าตาลไซโลสจากล าต้น
ไมยราบยักษ์ในด้านอุตสาหกรรมต่อไป 
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บทที่ 2 
กำรตรวจเอกสำร 

 
2.1 ไมยรำบยักษ์ 
 ไมยราบยักษ์ (Mimosa pigra Linn.) มีชื่อสามัญภาษาอังกฤษว่า pricky wood weed, mimosa, giant 
sensitive plant, catclaw mimosa หรือ black mimosa เป็นพืชในวงศ์ Fabaceae วงศ์ย่อย Mimosaceae 
มีถิ่นก าเนิดอยู่ในแถบประเทศอเมริกากลางและทวีปอเมริกาใต้และแพร่กระจายสู่ทวีปแอฟริกา ทวีปเอเชีย และ
ทวีปออสเตรเลีย (ลักษณะไมยราบยักษ์แสดงดังรูปที่ 1) ไมยราบยักษ์มีลักษณะเป็นไม้พุ่มยืนต้น ล าต้นมีหนามออก
ตามแนวล าต้น สูงประมาณ 2-4 เมตร ล าต้นอ่อนจะมีสีเขียว และเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเมื่อมีอายุมากขึ้น เนื้อไม้
ค่อนข้างแข็งและเหนียว ใบ เป็นใบประกอบแบบขนนก 2 ชั้น ใบย่อยชั้นแรก 10-15 คู่  ใบย่อยชั้นรอง 35-51 คู่ 
รูปขอบขนานแคบ ก้าน และแกนใบมีหนาม ท้องใบเรียบ หลังใบมีขนอ่อน ดอกมีสีม่วงอมชมพู ออกเป็นช่อกลมที่
ซอกใบ ก้านดอกมีหนาม กลีบรองดอกเป็นแผ่นบางใส กลีบดอกคล้ายเป็นหลอด ปลายกลีบแยก เกสรผู้ 8 อัน รัง
ไข่มีขนแน่น  ผลเป็นฝักยาวแบนกว้าง 0.6-1 เซนติเมตร ยาว 4-6 เซนติเมตร มีขนหรือหนามแข็งคลุมติดกันแน่น
เป็นกระจุกเมล็ดรูปไข่สีน้ าตาลขนาดเล็ก (Lonsdale and Segura, 1987) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1  ลักษณะของไมยราบยักษ์ (a) ลักษณะใบ (b) ลักษณะดอก (c) ลักษณะผล และ (d) ลักษณะล าต้น     
(จาก https://wikipedia.org) 

  

(a) 

(c) (d) 

(b) 
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 ไมราบยักษ์สามารถท าลายความหลากหลายทางชีวภาพของพืชโดยการเข้าไปแทนที่พ้ืนที่ชุ่มน้ า รุกล้ าพ้ืนที่
ปศุสัตว์และพ้ืนที่การเกษตร โดยเป็นวัชพืชที่มีการเจริญเติบโตรวดเร็วแต่ก าจัดได้ยาก จึงแย่งปัจจัยการเจริญเติบโต
ของพืชท้องถิ่น ท าให้พืชท้องถิ่นมีจ านวนลดน้อยลง เนื่องจากขยายพันธุ์และเจริญเติบโตเร็ว เมล็ดของไมยราบยักษ์
สามารถพักตัว (seed dormancy) ได้เป็นระยะเวลาหลายปีเพ่ือรอโอกาสที่ปัจจัยแวดล้อมเหมาะสมต่อการงอก
ของเมล็ด เมล็ดที่ร่วงจะลอยไปกับน้ า และเมล็ดจะงอกเมื่อน้ าแห้ง ส่งผลต่อการลดลงของพ้ืนที่ท าการเกษตร พ้ืนที่
เลี้ยงสัตว์  พ้ืนที่เก็บกักน้ า และทัศนียภาพ นอกจากนี้ต้นไมราบยักษ์ยังมีความทนต่อสภาพน้ าท่วมหรือแห้งแล้งได้
ดี และมีหนามแหลมคมท่ียากต่อการท าลาย (Lonsdale and Farrell, 1998)  
 พืชชนิดนี้ถูกน าเข้าเมล็ดพันธุ์จากประเทศอินโดนีเซียมาปลูกในประเทศไทย ที่อ าเภอแม่แตง จังหวัด
เชียงใหม่ ในปี พ.ศ.2495 โดยเกษตรกรชาวไร่ยาสูบทางภาคเหนือ โดยมีเมล็ดพันธุ์จ านวน 2 ชนิด คือ ชนิดต้นและ
ชนิดเถา โดยมีวัตถุประสงค์ที่จะใช้เป็นพืชบ ารุงดินในไร่ยาสูบเป็นหลัก แต่เนื่องจากพืชชนิดนี้มีถิ่นก าเนิดที่มี
ภูมิอากาศคล้ายกับประเทศไทย จึงเจริญได้ดีในสภาพแวดล้อมของประเทศไทย และมีการขยายพันธุ์โดยเมล็ดได้ดี 
สามารถปรับตัวด ารงชีวิตได้ในดินทุกชนิด เมื่อเข้ายึดครองพ้ืนที่แล้ว ยากที่พรรณไม้อ่ืนจะขึ้นผสมผสานได้ 
เนื่องจากพืชชนิดนี้จะขึ้นปกคลุมอยู่อย่างหนาแน่น ท าให้พรรณพืชดั้งเดิม เช่น กกและหญ้าหลายชนิด รวมทั้งไม้
พุ่มที่ข้ึนตามริมน้ าหรือที่ชื้นแฉะขาดแสงตายลง และค่อย ๆ สูญหายไปจากพ้ืนที่ ดังนั้นจึงพบไมยราบยักษ์ได้ทั่วไป
ตั้งแต่บนภูเขา ที่ลุ่ม และในไร่นาของเกษตรกรทั่วประเทศ (Pramual, Khumkratok and Wongpakam, 2011) 
 
2.2 ผนังเซลล์พืช (cell wall) 
 ผนังเซลล์พืชมีลิกโนเซลลูโลส (lignocellulose) เป็นองค์ประกอบหลัก ซึ่งลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วย 
พอลิเมอร์ 3 ชนิด คือ เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน พอลิเมอร์แต่ละชนิดจะยึดกันด้วยแรงของพันธะ
ไฮโดรเจนและแรงแวนเดอร์วาลส์ (van der waals) เป็นต้น ท าให้ผนังเซลล์ของพืชมีความแข็งแรง ปริมาณของ
พอลิเมอร์แต่ละชนิดจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิด อายุ และส่วนของพืช โดยทั่วไปในไม้เนื้ออ่อน ( softwood) มี
ลิกนินเป็นองค์ประกอบมากกว่าไม้เนื้อแข็ง (hardwood) ดังแสดงดังตารางที่ 1 พืชวงศ์หญ้าพบเฮมิเซลลูโลสใน
ปริมาณสูงที่สุด ไม้ยืนต้นลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วยเซลลูโลสประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ เฮมิเซลลูโลสประมาณ 30 
เปอร์เซ็นต์ และลิกนินประมาณ 25 เปอร์เซ็นต์ (Glazer and Nikaido, 2007) 
 
ตำรำงท่ี 1 ส่วนประกอบของลิกโนเซลลูโลสในพืชที่มีระบบท่อล าเลียง 
แหล่งลิกโนเซลลูโลส Hemicellulose (%) Cellulose (%) Lignin (%) 
หญ้า 5-50 25-40 10-30 
ไม้เนื้ออ่อน 25-35 45-50 25-35 
ไม้เนื้อแข็ง 24-40 45-55 18-25 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Glazer and Nikaido (2007) 
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 2.2.1 เซลลูโลส (cellulose) 
   เซลลูโลส (โครงสร้างเซลลูโลสแสดงดังรูปที่  2) เป็นพอลิ เมอร์สายตรงของกลูโคส (β-D-
glucopyranose) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4 glycosidic มีสูตรโมเลกุล คือ (C6H10O5)n หนึ่ งโมเลกุล
ประกอบด้วยกลูโคสประมาณ 25,000 หน่วย (Cheng, Catchmark and Demirci, 2009) และมีหน่วยซ้ าเป็น 
เซลโลไบโอส (D-glucopyranosyl- β-1,4-D-glucopyranose) เซลลูโลสสายยาวจะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ
ไฮโดรเจนและแวนเดอร์วาลส์ (vander waals bonds) ท าให้เซลลูโลสจัดเรียงตัวกันเป็นมัดเรียกว่า ไมโครไฟบริล 
(microfibril) ซึ่งมีทั้งส่วนที่เป็นระเบียบ (crystalline) และไม่เป็นระเบียบ (amorphous) ไมโครไฟบริลยึดจับกับ
เฮมิเซลลูโลสและห่อหุ้มด้วยลิกนินรวมกันเป็นแมโครไฟบริล  เซลลูโลสเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่พบมากในผนังเซลล์
พืช ช่วยท าให้ผนังเซลล์พืชแข็งแรงป้องกันการแตกของเซลล์ (Kumar et al., 2009; Pu et al., 2008)   
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2 โครงสร้างของเซลลูโลส แบบ chain conformation (จาก https://wikipedia.org) 
 
 2.2.2 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) 
   เฮมิเซลลูโลส (โครงสร้างเฮมิเซลลูโลสแสดงดังรูปที่ 3) เป็นเฮเทอโรพอลิเมอร์แบบมีกิ่งของโมโนเม
อร์หลายชนิด ประกอบด้วย น้ าตาลคาร์บอน 5 อะตอม (อะราบิโนส และไซโลส) น้ าตาลคาร์บอน 6 อะตอม 
(กลูโคส, กาแลกโทส, แมนโทส และแรมโนส) และอาจมีกรดยูโรนิก (กาแลกทูโรนิก, กลูคูโรนิก, และเมทิลกลูคูโร
นิก) เป็นองค์ประกอบ โดยเฮมิเซลลูโลสเป็นโพลีเมอร์สายสั้นขนาด 150-200 หน่วย (Cheng, Catchmark and 
Demirci, 2009) ซึ่งมีโครงสร้างไม่เป็นระเบียบ เนื่องจากมีการแตกกิ่งเป็นจ านวนมาก เฮมิเซลลูโลสท าหน้าที่เป็น
ตัวเชื่อมระหว่างเซลลูโลสกับลิกนิน ท าให้ผนังเซลล์แข็งแรงยิ่งขึ้น และยังช่วยสร้างความยืดหยุ่นให้ผนังเซลล์ โดย  
เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่มีปริมาณมากเป็นอันดับสองโดยมีไซแลนเป็นองค์ประกอบหลั ก สามารถสกัด
ด้วยด่าง (Pérez et al., 2002; Pu et al., 2008) 
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รูปที่ 3 โครงสร้างของเฮมิเซลลูโลส (จาก https://wikipedia.org) 
 
   ไซแลน (xylan) เป็นองค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลส โดยไซแลนจะยึดเกาะกับเฮมิเซลลูโลอ่ืน 
และเซลลูโลสด้วยพันธะไฮโดรเจน โครงสร้างของไซแลนจะเป็นพอลิเมอร์ของน้ าตาล (D-xylose) ซึ่งมีน้ าตาลที่มี
คาร์บอน 5 อะตอม เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-1,4 glycosidic และจะมีน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดอ่ืนหรือโอลิโกแซค
คาไรด์สายสั้นมาเชื่อมต่อเป็นกิ่ง การย่อยสลายไซแลนให้เป็นน้ าตาลไซโลสสามารถย่อยสลายโดยเอนไซม์ และการ
ใช้สารเคมี (Sjöström and Alén, 1999) ไซแลนพบได้ตามธรรมชาติมีปริมาณและโครงสร้างจะแตกต่างกัน
ออกไป โดยพบในไม้เนื้อแข็งซึ่งมีปริมาณไซแลนมากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง ในไม้เนื้ออ่อนพบว่ามี
ปริมาณไซแลนประมาณ 7-12 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง นอกจากนี้ยังพบไซแลนได้ในพืชล้มลุก และเศษวัสดุทาง
การเกษตร เช่น ฝ้าย ร าข้าว ฟางข้าว ซังข้าวโพด และเปลือกเมล็ดธัญพืชซึ่งมีปริมาณไซแลนประมาณ 20-40 
เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง (Nair et al., 2008) น้ าตาลดี-ไซโลส ซึ่งเป็นองค์ประกอบของไซแลนมีสมบัติเป็นสาร
ให้รสหวาน ดังนั้นจึงสามารถเรียกอีกชื่อหนึ่งว่าน้ าตาลไม้ (wood sugar) (Lai, 1991)  

 
 2.2.3 ลิกนิน 
   ลิกนิน (โครงสร้างลิกนินแสดงดังรูปที่ 4) มีโมเลกุลซับซ้อนซึ่งสร้างจากหน่วยของฟีนิลโพรเพน 
(phenylpropane) หรือฟีนิลโพรพิโอนิกแอลกอฮอล์ (phenylpropionic alcohol) เชื่อมต่อกันเป็นโครงสร้าง 3 
มิติ ลิกนินเป็นตัวเชื่อมเพ่ือยึดเส้นใยเซลลูโลสมารวมกัน ท าให้แยกลิกนินได้ยาก ลิกนินเป็นส่วนที่ท าให้เซลล์
แข็งแรง (Glazer and Nikaido, 2007) 
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รูปที่ 4 โครงสร้างของลิกนิน (จาก https://wikipedia.org) 
 
2.3 กำรย่อยสลำยไซแลน 
 
 2.3.1 กระบวนกำรทำงเคมี 
 
   การย่อยสลายไซแลนโดยใช้กรด  
   การย่อยสลายไซแลนด้วยกรดเพ่ือให้ได้ไซโลสเป็นวิธีที่ง่าย และรวดเร็ว แต่ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะ
รุนแรงและไม่จ าเพาะเจาะจง ท าให้ผลผลิตที่ได้ไม่สมบูรณ์  เกิดผลิตภัณฑ์ที่เป็นสารพิษเช่น เฟอฟูรัล ( furfural) 
นอกจากนี้การย่อยสลายไซแลนด้วยกรดยังต้องใช้อุปกรณ์ท่ีทนต่อภาวะที่เป็นกรดและอุณหภูมิสูงได้ (Woodward, 
1987) 
 
   การย่อยสลายไซแลนโดยใช้ด่าง  
   การย่อยสลายไซแลนด้วยด่างนิยมใช้ในอุตสาหกรรมการท ากระดาษ ในขั้นตอน Kraft cooking ซึ่ง
เป็นการน าชิ้นไม้ไปต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น เพ่ือให้เปลือกไม้ยุ่ยและเป็นการขจัดลิกนินที่มีอยู่
ในเนื้อไม้บางส่วนด้วย ในขั้นตอนนี้เฮมิเซลลูโลสจะถูกย่อยออกมาและปนอยู่ในน้ าทิ้ง ซึ่งน้ าทิ้งจากการย่อยสลาย
ด้วยด่างจะก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อมเพราะมีสารเคมีเจือปนอยู่ (Visser and Dennis, 1992) 
 
 2.3.2 กระบวนกำรทำงชีวภำพ  
   การย่อยสลายไซแลนด้วยเอนไซม์เป็นปฏิกิริยาที่จ าเพาะเจาะจงกับสารตั้งต้นมากกว่าการใช้สารเคมี 
จึงท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความบริสุทธิ์สูง มีค่าใช้จ่ายน้อย และไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม โดยเอนไซม์จะท าการ
กระตุ้นปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะ β-1,4 glycosidic ของสายหลักให้ได้น้ าตาลไซโลสหรือไซโลโอลิโกแซคคาไรด์ 
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(xylooligosaccharide) (Vázquez et al., 2000) เอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายสายหลักของไซแลนประกอบด้วย
เอนไซม์ 2 ชนิด ได้แก่ 
 
   เอนโดไซแลเนส (endoxylanase) หรือ β-1, 4-D-xylan-xylanohydrolase  
   เอนไซม์ชนิดนี้ จะท าการสลายพันธะ  β-1 ,4 glycosidic โดยใช้กลไกแบบเอนโด (endo-
mechanism) ซึ่งจะเกิดการสลายพันธะในสายหลักของไซแลนแบบสุ่ม ผลของการย่อยจะได้ไซโลส และโอลิโก
แซคคาไรค์สายสั้นเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Gilbert and Hazlewood, 1993) 
 
   บีตา-ไซโลสิเดส (β-xylosidase) หรือ β-1, 4-D-xylan-xylohydrolase 
   เอนไซม์ชนิดนี้จะท าการสลายพันธะ β-1,4 glycosidic โดยใช้กลไกแบบเอคโซ (exo-mechanism) 
กล่าวคือ เอนไซม์จะท าการสลายพันธะจากปลายสายด้าน นอนรีดิวซ์ (non-reducing end) ของไซแลนได้เป็น
น้ าตาลไซโลสทีละ 1 โมเลกุล ผลของการย่อยจะได้น้ า ตาลไซโลสเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Gilbert and 
Hazlewood, 1993) 
 
   ในปัจจุบันได้มีการน าเอนไซม์ย่อยสลายไซแลนมาใช้ในอุตสาหกรรมหลายประเภท เช่น อุตสาหกรรม
การผลิตน้ าผลไม้ อุตสาหกรรมการท าไวน์ อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมฟอกเยื่อกระดาษ และการแปรสภาพ
เศษวัสดุทางการเกษตรมาเป็นเชื้อเพลิงและสารเคมี การย่อยสลายไซแลนเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นน้ าตาล
ไซโลส และอะราบิโนส ซึ่งเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวคือ ซึ่งสามารถน าไปใช้ผลิตผลิตภัณฑ์ท่ีมีประโยชน์ และมีมูลค่า
ทางเศรษฐกิจ เช่น ไซโลสสามารถน าไปใช้เป็นสารตั้งต้นในการสร้างไซโลสไอโซเมอเรส หรือกลูโคสไอโซเมอเรส 
เพ่ือเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนกลูโคสไปเป็นฟรักโตสส าหรับการผลิตน้ าเชื่อมฟรักโตส  ส าหรับอุตสาหกรรมการผลิต
ขนมหวานและลูกกวาด การใช้ไซโลสเป็นสารอาหารให้กับจุลินทรีย์ในกระบวนการผลิตโปรตีนเซลล์เดี่ยว ( single 
cell protein) (Deshpande et al., 1992) การใช้ไซโลสเป็นสารตั้งต้นในการผลิตไซลิทอล (Barbosa et al., 
1988) เป็นสารให้ความหวานทดแทนน้ าตาลในทางการแพทย์ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน หรือใช้เป็นสารให้ความหวาน
ในลูกอม และหมากฝรั่ง ซึ่งไม่ท าให้ฟันผุ (Parajo, Alonso and Moldes, 1997) นอกจากนี้ยังมีการใช้ประโยชน์
จากน้ าตาลที่ได้จากการย่อยเฮมิเซลลูโลส ในการผลิตพลังงานทดแทน โดยเปลี่ยนเป็นสารประกอบที่มีมูลค่าสูงขึ้น
ด้วยกระบวนการหมัก เช่น เอทานอล บิวทานอล และสารประกอบอ่ืน ๆ นอกจากนี้ เอนไซม์ย่อยสลายไซแลน 
(xylan-degrading enzyme) มีความส าคัญในการย่อยสลายเศษวัสดุทางการเกษตรให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว
ส าหรับเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการหมักให้ได้เอทานอลเพราะเป็นปฏิกิริยาที่ไม่รุนแรง และมีความจ าเพาะสูง จึง
ไม่ก่อให้เกิดสารข้างเคียงที่เป็นพิษต่อจุลินทรีย์ (Kotter and Ciriacy, 1993)  
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2.4 Aureobasidium pullulans  
 Aureobasidium pullulans เป็นเชื้อราคล้ายยีสต์ (yeast-like fungus) เดิมมีการจัดจ าแนกอยู่ใน Class 
Deuteromycetes (Fungi imperfecti) Order Moniliales Family Dermatiacae (Cooke, 1959 ; Ramos 
และ Acha, 1975) A. pullulans มีชื่อสามัญว่า “ ยีสต์ด า ” (black yeast) เนื่องจากสามารถผลิตเม็ดสีเมลานิน 
(melanin pigment) ได้ในระหว่างการเจริญ ท าให้โคโลนีมีสีด า A. pullulans มีรูปร่างได้หลายลักษณะ เช่น 
บลาสโตสปอร์  (blastospore) เซลล์พอง (swollen cell) คลาไมโดสปอร์  (chlamydospore) เส้นใยแท้  
(hyphae) หรือเส้นใยเทียม (pseudohyphae) เป็นต้น (Ramos and Garcia-Acha, 1975) ปัจจุบันมีการจัด
จ าแนก A. pullulans ดังนี้ (Yurlova, De Hoog and Gerrits, 1999) 
 
  การจัดจ าแนกทางอนุกรมวิธาน (Yurlova, De Hoog and Gerrits, 1999) 

Kingdom Fungi 
Phylum Ascomycota 
Class Dothideomycetes 
Order Dothideales 
Family Aureobasidiaceae 
Genus Aureobasidium 
Species Aureobasidium pullulans 

  
 A. pullulans เป็นเชื้อราที่มีแหล่งที่อยู่หลากหลายในธรรมชาติ สามารถพบได้ทั่วไป บนผิวใบพืชและผลไม้ 
ดิน (Ramos and Garcia-Acha, 1975) เศษฟาง หญ้าแห้ง (Cooke, 1959) หรือในสถานที่ที่มีความชื้นสูง เช่น 
ผนังห้องน้ า (Prasongsuk et al., 2017) หรือในฟองน้ าทะเล (Shigemori et al., 1998) A. pullulans ยัง
สามารถพบได้ทั้งในแถบประเทศเขตร้อน เช่น บราซิล อินเดีย มาเลเซีย และจาไมกา แถบประเทศเขตอบอุ่น เช่น 
เยอรมนี แคนาดา เดนมาร์ก เนเธอร์แลนด์ ออสเตรีย อังกฤษ และสหรัฐอเมริกา หรือในเขตแห้งแล้ง เช่น อียิปต์  
อิรัก ปากีสถาน และอัฟริกาใต้ (Deshpande et al., 1992) ส าหรับในประเทศไทย มีรายงานว่าสามารถคัดแยก 
A.pullulans ได้จากเขตกรุงเทพมหานคร และป่าสนเขาในประเทศไทย (Punnapayak et al., 2003) A. 
pullulans มีความส าคัญอย่างยิ่งต่ออุตสาหกรรมเพราะสามารถผลิตเอนไซม์ เช่น อะไมเลส เพคติเนส และไซแลน
เนส และมีการใช้ประโยชน์จาก A. pullulans ในการผลิต โปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) (Deshpande 
et al., 1992) นอกจากนี้ A. pullulans สามารถผลิตพอลิเมอร์ชีวภาพ ที่เรียกว่า พูลลูแลน (pullulan) ซึ่งเป็นพอ
ลิแซคคาไรด์ที่หลั่งออกภายนอกเซลล์ขณะเพาะเลี้ยงเชื้อ พูลลูแลน ประกอบด้วยน้ าตาลมอลโตไตรโอส หรือมอล
โตเตตระโอสต่อกันด้วยพันธะ α-1,6 linkages (Leather, 2003) 
 
  



10 
 

2.5 กำรวิเครำะห์ผล 
 
 2.5.1 กำรทดสอบหมู่ฟังก์ชันด้วยวิธี Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR 

Spectroscopy) 
 
   หลักการของเทคนิค FTIR spectroscopy  
   อินฟราเรดสเปกโทรสโคปีเป็นเทคนิคที่เกี่ยวข้องกับการดูดกลืนพลังงานในช่วงคลื่นอินฟราเรดโดย
โมเลกุลของสาร แล้วท าให้พันธะภายในโมเลกุลเกิดการสั่น หรือเกิดการหมุน รังสีในช่วงคลื่ นอินฟราเรดมีความ
ยาวคลื่น ประมาณ 0.78-1000 μm  หรือเลขคลื่นประมาณ 12800 - 10 cm-1 และสามารถแบ่งช่วงคลื่น
อินฟราเรดออกเป็น 3 ช่วงดังตารางที่ 2.2 ช่วงคลื่นอินฟราเรดที่น ามาใช้ประโยชน์มากในการวิเคราะห์โครงสร้าง
ของโมเลกุลกุลเป็นช่วงคลื่นอินฟราเรดย่านกลางเป็นส่วนใหญ่ คืออยู่ในช่วงความยาวคลื่น 2.5 - 25 m  หรือช่วง
เลขคลื่น 4000-400 cm-1 (Brault, 1996) 
 

ตำรำงท่ี 2 ช่วงคลื่นอินฟราเรดย่านต่าง ๆ (Galichet et al., 2001) 
ช่วงคลื่น ควำมยำวคลื่น (μm) เลขคลื่น (cm-1) 
อินฟราเรดย่านใกล้ (near IR, NIR) 0.78-2.5 12800-4000 
อินฟราเรดย่านกลาง (middle IR) 2.5-50 4000-200 
อินฟราเรดยานไกล่ (far IR) 50- 1000 200-10 

 
   เนื่องจากเทคนิค FTIR spectroscopy เป็นวิธีที่ง่าย สะดวก รวดเร็ว ถูกต้องแม่นย า และไม่ท าลาย
ตัวอย่างที่ใช้วิเคราะห์ ซึ่งใช้ได้กับสารได้ทุกสถานะ และใช้สารในการวิเคราะห์ปริมาณน้อย (Galichet et al., 
2001) ประกอบกับมีการศึกษาสเปกตรัมของการดูดกลืนแสงอินฟราเรด และหาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของ
สเปกตรัมของการดูดกลืนแสงกับโครงสร้างของสารอินทรีย์เพ่ิมมากขึ้น จึงท าให้เทคนิคนี้ยิ่งได้รับความสนใจและมี
การน ามาใช้ประโยชน์กันอย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะในทางจุลชีววิทยาได้น าเทคนิคนี้มาใช้ในการวิเคราะห์เซลล์
ของเชื้อจุลินทรีย์เพ่ือประโยชน์ต่าง ๆ เช่น บ่งชี้ และจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรีย ยีสต์ (Sockalingum et 
al.,1997; Maquelin et al., 2002; Essendoubi et al., 2005; Garip Gozen and Severcan, 2009) ศึกษา
โครงสร้างและองค์ประกอบทางเคมีต่าง ๆ เช่น โปรตีน ไขมัน กรดนิวคลีอิก และคาร์โบไฮเดรตในเซลล์ยีสต์ และ
ในแบคทีเรีย (Galichet et al., 2001; Marcotte et al., 2007) ติดตามการเปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างและ
องค์ประกอบทางเคมีของเซลล์จุลินทรีย์ระหว่างการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพ เช่น การเปลี่ยนแปลงรูปร่างระหว่าง
การเจริญเติบโตยีสต์ และรา (Adt et al., 2006; Jilkine et al., 2007) และการย่อยสลายตัวเองของเซลล์ของ
ยีสต์ (Burattini et al., 2008) วิเคราะห์อาจจะมี หมู่ hydroxyl (-OH), methyl (-CH3) หรือ carbonyl (-CO) ซ่ึง
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จะได้เป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance) กับเลขคลื่น (Wave numbers) 
(Sockalingum et al.,1997) 
 
 2.5.2 วิธีกำรแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่ำงพ้ืนผิว (Response Surface Methodology) 
   วิธีการแสดงผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิว หรือ Response Surface Methodology (RSM) คือ
วิธีการทางคณิตศาสตร์และสถิติ ที่ถูกน ามาใช้สร้างแบบจ าลองโดยอาศัยการวิเคราะห์ผลของตัวแปรต่างๆ ต่อค่า
ตอบสนองหรือตัวแปรตามของการทดลอง เนื่องจากค่าตอบสนองนั้น ๆ มีอิทธิพลมาจากตัวแปรอิสระหลายตัวแปร 
การออกแบบการทดลองด้วยวิธีนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือหาจุดที่มีความเหมาะสมของตัวแปรแต่ละตัวแปรต่อค่า
ตอบสนองที่ต้องการ โดยเริ่มจากการค้นหาฟังก์ชันที่แท้จริงระหว่างค่าตอบสนอง ต่อตัวแปรอิสระต่าง ๆ ซึ่ง
โดยมากมักใช้ความสัมพันธ์แบบโพลีโนเมียล (Polynomial) เช่น สมการล าดับที่หนึ่ง (First order) หรือสมการ
ล าดับที่สอง และเมื่อน ามาพล็อตกับระดับของตัวแปรอิสระจะได้กราฟผลตอบสนองแบบโครงร่างพ้ืนผิว (Sen and 
Swaminathan, 1997) 
   Box-Behnken design เป็นรูปแบบการออกแบบการทดลองแบบหนึ่งของการออกแบบการทดลอง
แบบ RSM ซึ่งรูปแบบของ RSM มีหลายรูปแบบ ได้แก่ Factorial design (3 ระดับ), Central composite design 
(CCD) และD-optimal design Box-Behnken design คือการออกแบบการทดลองที่สร้างขึ้นจากการรวมการ
ออกแบบแบบแฟคทอเรียล 2k และการออกแบบบล็อกไม่สมบูรณ์รูปร่างคล้ายกับลูกบาศก์ที่จุดทุกจุดของการ
ทดลองวางอยู่บนจุดยอดของลูกบาศก์ ซึ่งสร้างขึ้นจากขีดจ ากัดบนและล่างของแต่ละตัวแปรที่น ามาศึกษา ส าหรับ
จุดที่อยู่ตรงกลางของลูกบาศก์เป็นจุดที่เชื่อมโยงทุก ๆ ปัจจัยเข้าด้วยกัน ที่ส าคัญรูปแบบของมันสามารถ 
หมุนได้หรือเกือบหมุนได้ และเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบการทดลองลักษณะอ่ืน ๆ ของ RSM พบว่าการออกแบบ
แบบ Box-Behnken design เป็นการออกแบบที่มีจ านวนชุดการทดลองน้อย (15 ชุด , จุดกึ่งกลางท า 3 ซ้ า ) เมื่อ
การศึกษานั้นประกอบด้วยตัวแปรที่สนใจจ านวน 3 ตัวแปร การออกแบบด้วย Box-Behnken design จึงเป็น
รูปแบบการออกแบบการทดลองที่ได้รับความนิยม (Sen and Swaminathan, 1997) 
 
 2.5.3 วิธี 3,5-dinitrosalicylic acid method (DNS method)  
   DNS method เป็นวิธีการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (reducing sugar) โดยน าสารสกัดที่ได้มา
เจือจางจากนั้นผสมกับสารละลาย DNS reagent แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
จากนั้นจึงค านวณหาปริมาณของน้ าตาลรีดิวซ์เทียบกับกราฟมาตรฐาน (Miller, 1959) 
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บทที่ 3 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีด ำเนินกำรศึกษำ 

 
3.1 วัสดุ อุปกรณ์ และสำรเคมี 
 
 3.1.1 วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือที่ใช้ในกำรทดลอง 
 

  วัสดุและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง 
- กระบอกตวงแก้ว 
- กระบอกตวงพลาสติก 
- โกร่งบดสาร 
- ขวดรูปชมพู่ ขนาด 100 ml 
- ขวดรูปชมพู่ ขนาด 250 ml 
- แท่งแก้วคนสาร 
- น้ ากลั่น 
- บีกเกอร์ 
- ผ้าขาวบาง 
- หลอดทดลอง 
- 96 well plate 
- Autopipette 
- Centrifuge tube 
- Eppendorf 
- Plate 
- เครื่อง Autoclave 
- เครื่อง Centrifuge 
- เครื่อง Water bath 
- เครื่องบดไม้เนื้อแข็ง (ภาควิชาวัสดุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 
- เครื่องปั่นผสมสาร 
- ตู้ดูดควัน 
- ตู้อบ 
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   เครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
- Microplate reader 
- pH meter 
- เครื่อง Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR Spectroscopy)  

(ภาควิชาวัสดุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 
- เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง 
- เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

 
 3.1.2 สำรเคมี 

- 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
- 70% (v/v) Ethyl alcohol  
- 95% (v/v) Ethyl alcohol 
- Acetic acid (CH3COOH) 
- Beechwood xylan 
- p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 
- Phosphate buffer 
- Potassium bromide (KBr) 
- Sodium hydroxide (NaOH) 
- Endoxylanase enzyme 
- β-xylosidase enzyme 

 
3.2 วิธีด ำเนินกำรกำรศึกษำ 
 
 3.2.1 กำรสกัดไซแลนจำกล ำต้นไมยรำบยักษ์ด้วยสำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
 
   การเตรียมตัวอย่างไมยราบยักษ์ 
   เกบ็ตัวอย่างล าต้นไมยราบยักษ์จากพ้ืนที่อ าเภอวังน้อย จังหวัดพระนครศรีอยุธยา น ามาล้างท าความ
สะอาดและตัดส่วนของล าต้นไปอบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นน าไปบดด้วยเครื่องบดไม้เนื้อแข็ง 
แล้วร่อนผ่านตะแกรงร่อน ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 มิลลิเมตร น าผงไมยราบยักษ์ที่ได้มาวิเคราะห์ปริมาณ
เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามวิธีของ Goering and Van Soest (1970) 
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   การหาภาวะที่เหมาะสมต่อการสกัดไซแลนจากล าต้นไมยราบยักษ์ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
   ชั่งผงไมยราบยักษ์น้ าหนักใส่ใน flask ขนาด 250 ml แล้วเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้
ปริมาตรเท่ากับ 50 ml หลังจากนั้นน าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 lb/in2 ด้วย 
autoclave โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken design ที่ศึกษา 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นโซเดียมไฮ
ดรอกไซด์ (X1) เวลาในการบ่มด้วย autoclave (X2) และสัดส่วนผงไมยราบยักษ์กับสารละลายเบส (X3) ซึ่ง
ประกอบด้วย 15 ชุดการทดลอง (แสดงดังตารางที่ 3) และใช้วิธีพ้ืนผิวตอบสนอง (RSM) ในการวิเคราะห์ข้อมูลเพ่ือ
หาภาวะที่ เหมาะสมต่อการสกัดไซแลนจากไมยราบยักษ์  โดยใช้โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 7            
(Stat-Ease Inc., US) 
 
ตำรำงที่ 3 การออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken design เพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดไซแลน

จากไมยราบยักษ์ 

ชุดกำร
ทดลอง 

ปัจจัย  รหัสปัจจัย 

ควำมเข้มข้น 
NaOH (% w/v) 

เวลำกำรบ่มใน 
autoclave 

(mins) 

สัดส่วนไมยรำบและ
สำรละลำยเบส (g:ml) 

 
X1 X2 X3 

1 10 15 0.10  -1 -1 0 
2 50 15 0.10  +1 -1 0 
3 10 85 0.10  -1 +1 0 
4 50 85 0.10  +1 +1 0 
5 10 50 0.05  -1 0 -1 
6 50 50 0.05  +1 0 -1 
7 10 50 0.15  -1 0 +1 
8 50 50 0.15  +1 0 +1 
9 30 15 0.05  0 -1 -1 
10 30 85 0.05  0 +1 -1 
11 30 15 0.15  0 -1 +1 
12 30 85 0.15  0 +1 +1 
13 30 50 0.10  0 0 0 
14 30 50 0.10  0 0 0 
15 30 50 0.10  0 0 0 
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   หลังจากขั้นตอนการ autoclave แล้ว ทิ้งไว้ให้เย็นแล้วกรองแยกกากออกโดยใช้ผ้าขาวบาง น าส่วน
ใสที่ได้ไปปรับ pH ด้วยกรดอะซิติกเข้มข้นและปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge จากนั้นน าส่วนใสไปตกตะกอนไซ
แลนด้วย 95% (v/v) ethanol ปริมาตร 2 เท่าของสารละลายเบส (Pan et al., 2005) หลังจากนั้นแยกตะกอนไซ
แลนโดยการปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง centrifuge ที่ 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าตะกอนที่ได้ไปอบแห้งที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน หลังจากนั้นน าตะกอนที่ได้ไปชั่งน้ าหนักแห้งเพ่ือวัดปริมาณไซแลน 
และค านวณปริมาณไซแลน (%) ดังสมการ (ธัญญรัตน์ ศรีนรสิงห์, ณัฎฐา เลาหกุลจิตต์ และอรพิน เกิดชูชื่น, 2558) 
 

ปริมาณไซแลน (%) = น้ าหนักแห้งของไซแลนที่สกัดได้ (g) × 100 

                     น้ าหนักแห้งของตัวอย่างพืช (g) 

 

    ปริมาณไซแลนสัมพัทธ์ (%) = ปริมาณไซแลน (%) × 100 

           ปริมาณเฮมิเซลลูโลส (%) 
 
   จากนั้นน าตัวอย่างไซแลนที่สกัดได้ไปบด แล้วร่อนผ่านตะแกรงขนาด 1 mm และน าไปวิเคราะห์หมู่
ฟังก์ชันด้วยวิธี FTIR โดยวิเคราะห์ในช่วงความยาวคลื่นระหว่าง 4,000 – 400 cm-1 เปรียบเทียบกับไซแลน
มาตรฐาน beechwood xylan 
 
 3.2.2 กำรผลิตเอนไซม์ไซแลเนส 
   การศึกษาการผลิตเอนไซม์ไซแลเนสของ A. pullulans สายพันธุ์  NRRL Y2311-1 ซึ่งได้จาก 
Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, the United States Department of Agriculture 
โดยเลี้ยงเชื้อดังกล่าวในอาหาร yeast malt broth (YMB) ที่อุณหภูมิห้อง บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 3 วัน เพ่ือเป็นหัวเชื้อและปรับให้ความหนาแน่นเซลล์ของหัวเชื้อเท่ากับ 2.5x107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร
ด้วยอาหาร YMB จากนั้นถ่ายหัวเชื้อปริมาณ 1% (v/v) ลงในอาหารสูตร xylanase production medium ที่มีซัง
ข้าวโพดเป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงที่อุณหภูมิห้อง (28+2 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 3 วัน เก็บเอนไซม์หยาบโดยปั่นเหวี่ยงด้วย centrifuge ที่ความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
10 นาที โดยส่วนใสจะเป็นเอนโดไซแลเนส ส าหรับเซลล์ที่แยกได้จะท าการบดเซลล์ด้วยไนโตรเจนเหลวกับน้ ากลั่น
ที่นึงฆ่าเชื้อแล้ว เพ่ือแยกเอนไซม์บีตา-ไซโลสิเดสออกมา (Bankeeree et al., 2014; Ohta et al., 2010) 
   การตรวจสอบแอคติวิตีของเอนโดไซแลเนสท าได้โดยบ่มเอนไซม์ 0.05 มิลลิลิตร ในสารละลาย 5% 
(w/v) beechwood xylan ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร และ 50 mM sodium phosphate buffer (pH 5) ปริมาตร 
0.25 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 0.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ตรวจสอบปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่เกิดขึ้นโดยเติมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร 
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และต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 540 นาโนเมตร (Bailey et al., 19992; Miller, 1959) เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานซึ่ง
สร้างจากสารละลายไซโลสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เพ่ือหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และค านวณแอคติวิตีของเอนไซม์ 
โดยเอนไซม์ 1 ยูนิตเท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลายไซแลนให้ได้ไซโลสปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 
นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
   การตรวจสอบแอคติวิตีของบีตา-ไซโลสิเดสท าได้โดยบ่มเอนไซม์ 0.025 มิลลิลิตร ในสารละลาย  
2.5 mM p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร และ 50 mM sodium phosphate 
buffer (pH 5) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 0.4 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และเติม 0.1M sodium carbonate เพ่ือหยุดปฏิกิริยา แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร (Ohta et al., 2010) เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานซึ่ง
สร้างจากสารละลาย p-nitrophenol ที่ความเข้มข้นต่างๆ เพ่ือหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ และค านวณแอคติวิตีของ
เอนไซม์ โดยเอนไซม์ 1 ยูนิตเท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยสลาย  p-nitrophenyl β-D-xylopyranoside 
ให้ได้ p-nitrophenol ปริมาณ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที ภายใต้สภาวะที่ก าหนด 
 
 3.2.3 กำรหำภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ไซแลเนส 
   เตรียมสารละลายไซแลนที่สกัดได้จากผงไมยราบยักษ์เข้มข้น 5% (w/v) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรและ 
0.1 M sodium phosphate buffer (pH 5) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นเติมเอนไซม์เอนโดไซแลเนสและ 
บีตา-ไซโลสิเดสที่ความเข้มข้นต่างๆ แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 1 มิลลิลิตร ด้วยน้ ากลั่นแล้วบ่มที่อุณหภูมิ 60      องศา
เซลเซียส ส าหรับการหาภาวะที่เหมาะสมต่อการย่อยไซแลนด้วยเอนไซม์ไซแลเนส โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Box-Behnken design ที่ศึกษา 3 ปัจจัย ได้แก่ ความเข้มข้นของเอนโดไซแลเนส (X1) ความเข้มข้นของบีตา- 
ไซโลสิเดส (X2) และเวลาการบ่ม (X3) ซึ่งประกอบด้วย 15 ชุดการทดลอง (แสดงดังตารางที่ 4) และใช้วิธีพ้ืนผิว
ตอบสนอง (RSM) ในการวิเคราะห์ข้อมูลเพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลนเพ่ือให้ได้น้ าไซโลส โดยใช้
โปรแกรม Design Expert เวอร์ชัน 7 (Stat-Ease Inc., US) 
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ตำรำงท่ี 4 การออกแบบการทดลองด้วย Box-Behnken design เพ่ือหาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลน
ด้วยเอนไซม์ไซแลเนส 

ชุดกำร
ทดลอง 

ปัจจัย  รหัสปัจจัย 
ควำมเข้มข้น 

เอนโดไซแลเนส 
(U/g xylan) 

ควำมเข้มข้น 
บีตำ-ไซโลสิเดส
(U/g xylan) 

เวลำกำรบ่ม (hours) 
 

X1 X2 X3 

1 10  10 9  -1 -1 0 
2 30  10 9  +1 -1 0 
3 10  30 9  -1 +1 0 
4 30  30 9  +1 +1 0 
5 10 20 3  -1 0 -1 
6 30 20 3  +1 0 -1 
7 10 20 15  -1 0 +1 
8 30 20 15  +1 0 +1 
9 20 10 3  0 -1 -1 
10 20 30 3  0 +1 -1 
11 20 10 15  0 -1 +1 
12 20  30 15  0 +1 +1 
13 20 20 9  0 0 0 
14 20 20 9  0 0 0 
15 20 20 9  0 0 0 

 
   หลังจากบ่มปฏิกิริยาในแต่ละชุดการทดลองแล้วน าสารละลายที่ได้ปริมาตร 0.125 มิลลิลิตร และ 50 
mM sodium phosphate buffer (pH 5) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร โดยปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นเป็น 0.5 
มิลลิลิตร แล้วตรวจสอบปริมาณน้ าตาลไซโลสที่เกิดขึ้นโดยเติมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 
0.75 มิลลิลิตร และต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที เติมน้ ากลั่นปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร แล้วน ามาวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (Miller, 1959) เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงกับกราฟมาตรฐานซึ่งสร้าง
จากสารละลายไซโลสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ เพื่อหาปริมาณน้ าตาลไซโลส  
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลองและอภิปรำยผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรวิเครำะห์องค์ประกอบปริมำณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
 จากการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามวิธีของ Goering and Van Soest (1970) 
ในไมยราบยักษ์ พบว่ามีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักในปริมาณสูงที่สุด ลิกโนเซลลูโลสของไมยราบยักษ์
ประกอบด้วยเซลลูโลสประมาณร้อยละ 47.31±0.84 เฮมิเซลลูโลสประมาณร้อยละ 16.95±0.51 ลิกนิน ประมาณ
ร้อยละ 16.81±0.30 เถ้าประมาณร้อยละ 2.79±0.58 และองค์ประกอบอ่ืน ๆ ประมาณร้อยละ 16.11±1.01 
(แสดงดังตารางที่ 5) 
 
ตำรำงท่ี 5 องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลสในผนังเซลล์ของล าต้นไมยราบยักษ์ 

ชนิด 
องค์ประกอบ 

เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน เถ้ำ อ่ืน ๆ 
ไมยราบยักษ์ 47.31±0.84 16.95 ±0.51 16.81±0.30 2.79±0.58 16.11±1.01 

ข้อมูลแสดงค่าเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซ้ า± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
 
4.2 กำรวิเครำะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยวิธี Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)  
 จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไซแลนที่สกัดได้จากไมยราบยักษ์ โดยใช้สัดส่วนผงไมยราบยักษ์ต่อ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1.0:10 (g:ml) เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 17.5% (w/v) ที่ pH 7 
เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบกับไซแลนมาตรฐานจาก beechwood xylan วิเคราะห์จากการดูดกลืนแสง
อินฟราเรดในช่วงเลขคลื่น 4000-400 cm-1 ดังภาพที่ 4.1 จากสเปกตรัมพบว่าพีคที่ช่วงเลขคลื่นเท่ากับ 3,400 
cm-1 แสดงถึงการดูดกลืนแสงของหมู่ฟังก์ชัน -OH ส าหรับพีคที่มีการดูดกลืนแสงอินฟราเรดสูงในช่วงใกล้กับเลข
คลื่น 1,466 และ 1,044 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน C-H และ C-O ตามล าดับ และพีคท่ีมีการดูดกลืนแสงอินฟราเรด
สูงในช่วงใกล้กับเลขคลื่น 980 cm-1 เป็นผลมาจากการดูดกลืนแสงของ CH3  
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ภำพที่ 5 สเปคตรัมจากการวิเคราะห์การส่งผ่านแสงอินฟราเรดในช่วงคลื่น 4000-400 cm-1 ของไซแลนที่สกัดได้

จากไมยราบยักษ์ที่เปรียบเทียบกับไซแลนมาตรฐานจาก beechwood xylan สกัดโดยใช้สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 17.5% (w/v) 

 
 
4.4 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรสกัดไซแลนจำกไมยรำบยักษ์ 
 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการสกัดไซแลนจากไมยราบยักษ์ โดยจะศึกษาสัดส่วนสารตั้งต้นต่อสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และเวลาในบ่มใน autoclave ด้วยแผนการ
ทดลองแบบ Box-Bechnken design โดยมีปริมาณร้อยละไซแลนเป็นค่าตอบสนอง (ตารางที่ 4.4) ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 lb/in2  
 เมื่อน าผลการทดลองที่ได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างสัดส่วนสารตั้งต้นต่อสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และเวลาในบ่มใน autoclave โดยใช้
โปรแกรม Design Expert version 7 (Stat-Ease Inc., USA) จะได้ความสัมพันธ์ดังสมการ 
 

Y = 21.76 + 11.46X1 +0.16X2 – 13.95X3 + 5.15X1X2
 – 13.03X1X3

 + 4.67X2X3 
 
 
 

Std. xylan 

M. pigra 
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โดย Y  คือ ปริมาณไซแลน (%) 
 X1 คือ สัดส่วนสารตั้งต้นต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (g:ml) 
 X2 คือ ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (% w/v) 
 X3 คือ เวลาการบ่มใน autoclave (mins) 
และมี coefficient of determination หรือ R2 เท่ากับ 0.8413 แสดงว่าสมการดังกล่าว อธิบายความแปรปรวน
ของตัวแปร X ได้ 84% 
 จากค่าตอบสนองสามารถสร้างแผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนอง  (Surface Plot) (ภาพที่ 4.2) เพ่ือหาค่าที่
เหมาะสมของแต่ละปัจจัยที่ส่งผลให้ได้ปริมาณไซแลนสูงสุด และสามารถท านายได้ว่าเมื่อปรับสัดส่วนของไมยราบ
ยักษ์ต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 : 10 (g:ml) ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 
50 และเวลาในการสกัด 85 นาที จะท าให้ได้ปริมาณไซแลนสูงสุดที่ร้อยละ 60.84 เมื่อท าการทดลองซ้ าที่ภาวะ
ดังกล่าว พบว่าได้ปริมาณไซแลนร้อยละ 41.6 นอกจากนี้ regression model จากโปรแกรมแสดงให้เห็นว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p-value = 0.0073) และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ของ lack of fit            
(p-value = 0.46) 
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ตำรำงท่ี 6 แผนการทดลองแบบ Box-Bechnken design และผลการตอบสนอง (ปริมาณไซแลน)  

ชุดกำร
ทดลอง 

ปัจจัย  รหัสปัจจัย  

ปริมำณไซแลน (%) 
ควำม
เข้มข้น 
NaOH  

(% w/v) 

เวลำกำรบ่ม
ใน 

autoclave 
(mins) 

สัดส่วน
ไมยรำบและ
สำรละลำย
เบส (g:ml) 

 

X1 X2 X3 

 

1 10 15 0.10  -1 -1 0  6.20+0.61 
2 50 15 0.10  +1 -1 0  14.20+0.09 
3 10 85 0.10  -1 +1 0  7.20+0.23 
4 50 85 0.10  +1 +1 0  35.80+0.40 
5 10 50 0.05  -1 0 -1  11.20+0.61 
6 50 50 0.05  +1 0 -1  64.80+0.46 
7 10 50 0.15  -1 0 +1  5.20+0.13 
8 50 50 0.15  +1 0 +1  6.67+0.28 
9 30 15 0.05  0 -1 -1  46.80+0.46 
10 30 85 0.05  0 +1 -1  26.80+0.40 
11 30 15 0.15  0 -1 +1  13.73+0.28 
12 30 85 0.15  0 +1 +1  12.40+0.20 
13 30 50 0.10  0 0 0  34.20+0.20 
14 30 50 0.10  0 0 0  20.80+0.42 
15 30 50 0.10  0 0 0  20.40+0.23 

หมายเลข (-1, 0, +1) คือหมายเลขท่ีเป็นสัญลักษณ์แทนค่าปัจจัยในการสกัดไซแลนจากการออกแบบการทดลอง
แบบ Box-Bechnken design  
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ภำพที่ 6 พ้ืนผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง (a) ความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์และเวลาการ
บ่มใน autoclave (b) สัดส่วนไมยราบยักษ์ต่อสารละลายเบสและความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
และ (c) สัดส่วนไมยราบยักษ์ต่อสารละลายเบสและเวลาการบ่มใน autoclave 

(a) 

(b) 

(c) 
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4.5 แอคติวิตีเอนไซม์ไซแลเนส 
 การตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสที่ผลิตจาก A. pullulans NRRL Y2311-1 พบว่า เอนโดไซแลเนสให้
แอคติวิตีเท่ากับ 26.46+0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และบีตา-ไซโลสิเดสให้แอคติวิตีเท่ากับ 15.74+0.51 ยูนิตต่อกรัม 
 
4.6 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรเปลี่ยนไซแลนให้เป็นไซโลส 
 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในการย่อยไซแลนให้เป็นน้ าตาลไซโลส โดยความเข้มข้นเอนโดไซแลเนส ความ
เข้มข้นบีตา-ไซโลสิเดส และเวลาในการย่อย ด้วยแผนการทดลองแบบ Box-Bechnken design โดยมีปริมาณร้อย
ละไซแลนเป็นค่าตอบสนอง (ตารางที่ 4.5) ท าการย่อยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดยควบคุมปริมาณไซแลน
เริ่มต้นเท่ากับ 5% (w/v) ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 เมื่อน าผลการทดลองที่ได้มาสร้างสมการอธิบายความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นไซแลเนส ความเข้มข้น
บีตา-ไซโลสิเดส และเวลาในการย่อยโดยใช้โปรแกรม Design Expert version 7 (Stat-Ease Inc., USA) จะได้
ความสัมพันธ์ดังสมการ 
 จากค่าตอบสนองสามารถสร้างแผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Surface Plot) (ภาพที่ 4.3) เพ่ือหาค่าที่
เหมาะสมของแต่ละปัจจัยที่ส่งผลให้ได้ปริมาณไซโลสสูงสุด และสามารถท านายได้ว่าเมื่อปรับความเข้มข้นเอนโดไซ
แลเนส 28.90 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ความเข้มข้นของบีตา-ไซโลสิเดส 29.97 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และเวลาในการ
ย่อย 13.61 ชั่วโมง จะท าให้ได้ปริมาณไซโลสสูงสุดที่ 4.6 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน นอกจากนี้ regression model 
จากโปรแกรมแสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p-value < 0.0001) และไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญ ของ lack of fit (p-value = 0.0696) 
 

Y = 0.14 + 0.015X1 +0.04X2 + 0.029X3 + 0.015X1X2 – 0.002X1X3 + 0.004X2X3 
 
โดย Y  คือ ปริมาณน้ าตาลไซโลส (มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน) 
  X1 คือ ปริมาณไซแลเนส (ยูนิตต่อกรัมไซแลน) 
  X2 คือ ปริมาณบีตา-ไซโลสิเดส (ยูนิตต่อกรัมไซแลน) 
  X3 คือ เวลาในการย่อย (ชั่วโมง) 
 
 และมี coefficient of determination หรือ R2 เท่ากับ 0.9567 แสดงว่าสมการดังกล่าว อธิบายความ
แปรปรวนของตัวแปร X ได้ประมาณ 96% 
 จากค่าตอบสนองสามารถสร้างแผนภาพพ้ืนที่ผิวตอบสนอง (Surface Plot) (ภาพที่ 4.3) เพ่ือหาค่าที่
เหมาะสมของแต่ละปัจจัยที่ส่งผลให้ได้ปริมาณไซโลสสูงสุด และสามารถท านายได้ว่าเมื่อปรับความเข้มข้นเอนโดไซ
แลเนส 28.90 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ความเข้มข้นของบีตา-ไซโลสิเดส 29.97 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และเวลาในการ
ย่อย 13.61 ชั่วโมง จะท าให้ได้ปริมาณไซโลสสูงสุดที่ 4.6 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน เมื่อท าการทดลองซ้ าที่ภาวะ
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ดังกล่าว พบว่าได้ปริมาณน้ าตาลไซโลส 4.2+0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
นอกจากนี้ regression model จากโปรแกรมแสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ (p-value < 
0.0001) และไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ของ lack of fit (p-value = 0.0696) 
 
 
ตำรำงท่ี 7 แผนการทดลองแบบ Box-Bechnken design และผลการตอบสนอง (ปริมาณน้ าตาลไซโลส)  

ชุดกำร
ทดลอง 

ปัจจัย  รหัสปัจจัย  

ปริมำณน้ ำตำลไซโลส 
(mg/g xylan) 

ควำมเข้มข้น
เอนโดไซ

แลเนส (U/g 
xylan) 

ควำม
เข้มข้นบีตำ-
ไซโลสิเดส

(U/g 
xylan) 

เวลำกำรบ่ม 
(hours) 

 

X1 X2 X3 

 

1 10 10 9  -1 -1 0  1.80+0.01 
2 30 10 9  +1 -1 0  1.80+0.01 
3 10 30 9  -1 +1 0  3.20+0.00 
4 30 30 9  +1 +1 0  4.20+0.01 
5 10 20 3  -1 0 -1  2.20+0.00 
6 30 20 3  +1 0 -1  2.80+0.01 
7 10 20 15  -1 0 +1  3.00+0.01 
8 30 20 15  +1 0 +1  3.60+0.01 
9 20 10 3  0 -1 -1  1.40+0.00 
10 20 30 3  0 +1 -1  2.60+0.01 
11 20 10 15  0 -1 +1  2.60+0.00 
12 20 30 15  0 +1 +1  3.80+0.01 
13 20 20 9  0 0 0  2.80+0.00 
14 20 20 9  0 0 0  2.80+0.01 
15 20 20 9  0 0 0  2.80+0.00 

หมายเลข (-1, 0, +1) คือหมายเลขท่ีเป็นสัญลักษณ์แทนค่าปัจจัยในการสกัดไซแลนจากการออกแบบการทดลอง
แบบ Box-Bechnken design  
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ภำพที่ 7 พ้ืนผิวตอบสนองสามมิติแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง (a) ความเข้มข้นเอนโดไซแลเนสและความเข้มข้น

ของบีตา-ไซโลสิเดส (b) ความเข้มข้นเอนโดไซแลเนสและเวลาในการย่อย และ (c) ความเข้มข้นของ
บีตา-ไซโลสิเดสและเวลาในการย่อย 

(a) 

(b) 

(c) 

B: Beta xylosidase 
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บทที่ 5 
อภิปรำยผลกำรศึกษำ 

 
5.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
  จากการวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามวิธีของ Goering and Van Soest (1970) 
ในไมยราบยักษ์ พบว่ามีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบหลักในปริมาณสูงที่สุด ลิกโนเซลลูโลสของไมยราบยักษ์
ประกอบด้วยเซลลูโลสร้อยละ 47.31±0.84 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 16.95 ±0.51 และลิกนินร้อยละ 16.81±0.30       
ซึ่งในส่วนของปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินมีปริมาณต่างกับการศึกษาของ Boonjan et al. (2014) ในไมยราบ
ยักษ์พบว่าในผนังเซลล์ของไมยราบยักษ์ประกอบไปด้วยเซลลูโลสประมาณร้อยละ 47.56 เฮมิเซลลูโลสประมาณ
ร้อยละ 20.90 และลิกนินประมาณร้อยละ 21.16 สาเหตุที่ผลการศึกษาดังกล่าวมีความแตกต่างกันอาจเป็นเพราะ
ความผิดพลาดของการท าการศึกษา เนื่องจากได้ท าการวัดองค์ประกอบลิกโนเซลลูโลสเพียง 1 รอบ จึงอาจจะ
ส่งผลให้ปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนินที่ได้มีค่าคลาดเคลื่อน รวมทั้งถิ่นอาศัยที่ต่างกันอาจส่งผลให้ปริมาณลิกโน
เซลลูโลสมีความแตกต่างกันได้ จากการศึกษาของ Benner, Moran and Hodson  (1985) ที่พบว่าผลของ pH 
ในพ้ืนที่ต่างกันส่งผลให้ปริมาณลิกโนเซลลูโลสของพืชมีปริมาณต่างกันด้วย ซึ่งในการศึกษาวิจัยของ Boonjan     
et al. (2014) มีการเก็บตัวอย่างไมยราบยักษ์จากจังหวัดชัยนาท ส่วนในโครงงานวิทยาศาสตร์นี้ได้ท าการเก็บ
ตัวอย่างจากจังหวัดพระนครศรีอยุธยา จึงอาจจะเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ท าให้ปริมาณลิกโนเซลลูโลสที่ได้จากการ
ทดลองมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ หากมีการควบคุมปัจจัยดังกล่าวได้ 
 
5.2 กำรวิเครำะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยวิธี Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)  
  จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของไซแลนที่สกัดได้จากไมยราบยักษ์ โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 17.5% 
(w/v) ที่  pH 7 เปรียบเทียบกับไซแลนมาตรฐานจาก beechwood xylan วิ เคราะห์จากการดูดกลืนแสง
อินฟราเรดในช่วงเลขคลื่น 4000-400 cm-1 จากสเปกตรัมพบว่า พีคที่ช่วงเลขคลื่นเท่ากับ 3,400 cm-1 แสดงถึง
การดูดกลืนแสงของหมู่ฟังก์ชัน -OH ส าหรับพีคที่มีการดูดกลืนแสงอินฟราเรดสูงในช่วงใกล้กับเลขคลื่น 1,466 
และ 1,044 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน C-H และ C-O ตามล าดับ และพีคที่มีการดูดกลืนแสงอินฟราเรดสูงในช่วง
ใกล้กับเลขคลื่น 980 cm-1 เป็นผลมาจากการดูดกลืนแสงของ CH3 เมื่อเปรียบเทียบกับไซแลนมาตรฐานพบว่ามีพีค
เกิดข้ึนมีความคล้ายคลึงในช่วง 1,100–600 cm−1 และ 3,500–2,500 cm−1 สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าในยู
คาลิปตัส (Vena et al., 2013) แสดงถึงรูปแบบโครงสร้างที่คล้ายคลึงกันของ xylan ในทั้งไซแลนมาตรฐาน และ
ไซแลนจากไมยราบยักษ์และยูคาลิปตัส โดยความยาวคลื่นบางส่วนในช่วง 3,500–2,500 cm−1 ที่ไม่เหมือนกับไซ
แลนมาตรฐานอาจมีสาเหตุมาจากการที่ยังมีลิกนินปนเปื้อนอยู่ แต่จากการศึกษานี้ยังไม่สามารถสรุปได้เช่นนั้น
เนื่องจากไม่ได้มีการวัดปริมาณลิกนินในสารสกัดไซแลนจากไมยราบยักษ์ นอกจากนั้นลักษณะโครงสร้างของไซ
แลนที่อาจมีความแตกต่างกันในส่วนโซ่ข้างเนื่องจากไซแลนที่ท าการศึกษาและสารมาตรฐานสกัดจากพืชคนละสาย
พันธุ์ 
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5.3 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรสกัดไซแลนจำกไมยรำบยักษ์ด้วยเบส 
  จากผลการทดลองการสกัดไซแลนจากไมยราบยักษ์ โดยจะศึกษาสัดส่วนสารตั้งต้นต่อสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ และเวลาในบ่มใน autoclave ด้วยวิธีการออกแบบ
การทดลองแบบ Box-Behnken design แล้วน ามาวิเคราะห์ผลการทดลองด้วย RSM สามารถท านายได้ว่าเมื่อ
ปรับสัดส่วนของไมยราบยักษ์ต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 : 10 (g:ml) ความเข้มข้นของสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 50 และเวลาในการสกัด 85 นาที จะท าให้ได้ปริมาณไซแลนสูงสุดที่ร้อยละ 60.84 เมื่อ
ท าการทดลองซ้ าอีกครั้งพบว่าได้ปริมาณไซแลนร้อยละ 41.6 ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
สาเหตุเกิดจากข้อจ ากัดของการทดลองในครั้งนี้เมื่อความเข้มข้นของสารละลายเพ่ิมข้ึนในขณะเดียวกันก็ต้องใช้กรด
ในการปรับ pH ให้เป็นกลาง จึงส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาสะเทินได้ผลึกเกลือจ านวนมาก ซึ่งยากต่อการก าจัดออกไป 
ส่งผลให้ผลึกเกลือนี้ปนไปกับไซแลนท าให้การวิเคราะห์ปริมาณไซแลนเกิดความผิดพลาด รวมทั้งเมื่อใช้เมธานอล
ก าจัดเกลือออกไปก็อาจจะท าให้ไซแลนที่สกัดได้หายไปด้วย และในขั้นตอนของการวิเคราะห์ข้อมูลจากการทดลอง
ที่เลือกค านวณปริมาณไซแลนที่ได้จากการเทียบกับน้ าหนักของสารตั้งต้น แต่ถ้าเลือกวิธีการค านวณปริมาณไซแลน
สัมพัทธ์ที่ได้จากการน าปริมาณไซแลนที่สกัดได้เทียบกับปริมาณเฮมิเซลลูโลสในไมยราบยักษ์ จะท าให้ทราบ
ปริมาณไซแลนที่แม่นย ามากกว่า (Patipong, 2015) รวมทั้งขั้นตอนของการวิเคราะห์ผลโดยใช้โปรแกรม         
การเลือกใช้ข้อมูลมีผลท าให้ค่าจากโปรแกรมที่ได้ มีค่าคลาดเคลื่อนจากการทดลองจริง 
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5.4 แอคติวิตีเอนไซม์ไซแลเนส 
  แอคติวิตีของไซแลเนสที่ผลิตจาก A. pullulans NRRL Y2311-1 พบว่า เอนโดไซแลเนสให้แอคติวิตีเท่ากับ 
26.46+0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และบีตา -ไซโลสิ เดสให้แอคติวิตี เท่ากับ 15.74+0.51 ยูนิตต่อกรัม  ทั้ งนี้   
A. pullulans NRRL Y2311-1 เป็นสายพันธุ์ที่มีการรายงานว่าสามารถผลิตเอนไซม์เอนโดไซแลเนสที่ให้แอคติวิตี
ของเอนไซม์ที่สูง (Leather, 2003) ดังนั้น การศึกษาในครั้งนี้จึงเลือกเอนไซม์ไซแลเนสจาก A. pullulans สาย
พันธุ์ดังกล่าวมาผลิตเอนโดไซแลเนสและบีตา-ไซโลสิเดส 
 
5.5 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรเปลี่ยนไซแลนให้เป็นไซโลส 
  จากผลการย่อยไซแลนให้เป็นไซโลสด้วยเอนไซม์ไซแลเนส โดยปรับปริมาณไซแลเนส ปริมาณบีตา-ไซโลซิ
เดส และเวลาในการย่อย ด้วยวิธี RSM ซึ่งออกแบบแผนการทดลองแบบ Box-Bechnken design เพ่ือหาภาวะที่
เหมาะสมในการผลิต โดยมีปริมาณน้ าตาลไซโลสเป็นค่าตอบสนอง ท าการย่อยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส โดย
ควบคุมปริมาณไซแลนเริ่มต้นเท่ากับ 5% (w/v) ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร พบว่า ปัจจัยความเข้มข้นของเอนไซม์ทั้ง 
2 ชนิดและเวลาที่ใช้ในการย่อยมีผลต่อการย่อยไซแลนให้เป็นไซโลส ซึ่งโปรแกรมสามารถท านายได้ว่า เมื่อปรับ
ความเข้มข้นเอนโดไซแลเนส 28.9 ยูนิตต่อกรัมไซแลน ความเข้มข้นของบีตา-ไซโลซิเดส 29.97 ยูนิตต่อกรัมไซแลน 
และเวลาในการย่อย 13.61 ชั่วโมง จะท าให้ได้ปริมาณไซโลสสูงสุดที่ 4.6 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน เมื่อท าการ
ทดลองซ้ าอีกครั้งตามภาวะการย่อยดังกล่าวพบว่าได้ปริมาณน้ าตาลไซโลส 4.6±0.01 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน     
ซึ่งปริมาณน้ าตาลที่ได้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทั้งนี้เนื่องจากข้อจ ากัดของปริมาณเอนไซม์ท่ี
มีอยู่นั้นมีปริมาณน้อย จึงท าให้ต้องลดขนาดการทดลองลง มีการจ ากัดปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา
น้อยลง ท าให้การท าปฏิกิริยาการย่อยไซแลนนั้นท าได้ไม่เต็มประสิทธิภาพ จึงส่งผลให้ปริมาณน้ าตาลไซโลสที่ได้มี
ปริมาณน้อย 
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บทที ่6 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
6.1 กำรวิเครำะห์ปริมำณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
  ไมยราบยักษ์ประกอบด้วยเซลลูโลสร้อยละ 47.31±0.84 เฮมิเซลลูโลสร้อยละ 16.95 ±0.51 และลิกนิน  
ร้อยละ 16.81±0.30 
 
6.2 กำรวิเครำะห์หมู่ฟังก์ชันด้วยวิธี Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)  
  วิเคราะห์จากการดูดกลืนแสงอินฟราเรดในช่วงเลขคลื่น 4000-400 cm-1 จากสเปกตรัมพบว่า พีคท่ีช่วงเลข
คลื่นเท่ากับ 3,400 cm-1 แสดงถึงการดูดกลืนแสงของหมู่ฟังก์ชัน -OH ส าหรับพีคที่มีการดูดกลืนแสงอินฟราเรดสูง
ในช่วงใกล้กับเลขคลื่น 1,466 และ 1,044 cm-1 แสดงถึงหมู่ฟังก์ชัน C-H และ C-O ตามล าดับ และพีคที่มีการ
ดูดกลืนแสงอินฟราเรดสูงในช่วงใกล้กับเลขคลื่น 980 cm-1 เป็นผลมาจากการดูดกลืนแสงของ CH3  
 
6.3 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรสกัดไซแลนจำกไมยรำบยักษ์ 
  ปริมาณไซแลนสูงสุดที่โปรแกรมท านายไว้ ได้แก่ สารตั้งต้นต่อสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.5 : 10 
(w/v) ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ  50 และเวลาในการสกัด 85 นาที จะท าให้ได้
ปริมาณไซแลนสูงสุดที่ร้อยละ 60.84 เมื่อท าการทดลองซ้ าจากปัจจัยดังกล่าวพบว่าได้ปริมาณไซแลนร้อยละ 41.6 
 
6.4 แอคติวิตีเอนไซม์ไซแลเนส 
  การตรวจสอบแอคติวิตีของไซแลเนสที่ผลิตจาก A. pullulans NRRL Y2311-1 พบว่า เอนโดไซแลเนสให้
แอคติวิตีเท่ากับ 26.46+0.05 ยูนิตต่อมิลลิลิตร และบีตา-ไซโลสิเดสให้แอคติวิตีเท่ากับ 15.74+0.51 ยูนิตต่อกรัม 
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6.5 กำรศึกษำภำวะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรเปลี่ยนไซแลนให้เป็นไซโลส 
  ปริมาณน้ าตาลไซโลสสูงสุดที่โปรแกรมท านายไว้ ได้แก่ ความเข้มข้นเอนโดไซแลเนส 28.90 ยูนิตต่อกรัม   
ไซแลน ความเข้มข้นของบีตา-ไซโลสิเดส 29.97 ยูนิตต่อกรัมไซแลน และเวลาในการย่อย 13.61 ชั่วโมง จะท าให้ได้
ปริมาณไซโลสสูงสุดที่ 4.6 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน เมื่อท าการทดลองซ้ าจากปัจจัยดังกล่าวพบว่าได้ปริมาณน้ าตาล
ไซโลสเท่ากับ 4.2 มิลลิกรัมต่อกรัมไซแลน ซึ่งปริมาณน้ าตาลไซโลสจากการท านายและจากการทดลองไม่แตกต่าง
กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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ภำคผนวก ก. 
 

กำรวิเครำะห์องค์ประกอบเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
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ภำคผนวก ก. 
 

กำรวิเครำะห์องค์ประกอบเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
 

สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 
1. Sodium lauryl sulfate (APS) 
2. Disodium ethylene diamine tetraacetate (EDTA) (APS) 
3. Sodium borate decahydrate (Na2B4O7.10H2O) (APS) 
4. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) (Merck) 
5. 2-Ethoxyethanol (Ethylene glycol monoethyl ether (Merck) 
6. Sodium Sulfite (NaSO3) (Scharlau) 
7. Decahydronapthalene (Fluka) 
8. Accetone (Merck) 
9. Sulfuric acid (Merck) 
10. Cetyl trimethylammonium bromind (CTAB) (SERVA) 
11. Potassium permanganate (KMnO4) (Carlo Erba) 
12. Silver sulfate (Ag2SO4) (Carlo Erba) 
13. Feric nitrate nanohydrate (Fe(NO3)3.9H2O) (APS) 
14. Silver nitrate (AgNO3) (Merck) 
15. Potassium acetate (Scharlau) 
16. Acetic acid, glacial (Merck) 
17. Tertiary butyl alcohol (Butanol) (APS) 
18. Oxalic acid dehydrate (Carlo Erba) 
19. 95% Ethanol 
20. Hydrochloric acid (HCL) (Merck) 
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กำรเตรียมสำรเคมีส ำหรับวิเครำะห์หำปริมำณองค์ประกอบของชีวมวลพืช 
 
 1. สารละลาย Neutral Detergent 
  1.1 ชั่ ง  Disodium ethylene diamine tetraacetate (EDTA) 16.18 กรั ม  แล ะ  Sodium borate 
decahydrate (Na2B4O7.10H2O) 6.81 กรัม ใส่ในบีกเกอร์ เติมน้ ากลั่นลงไปพอประมาณ น าไปต้มจนละลายหมด 
  1.2 ละลาย Sodium lauryl sulfate 30 กรัม ในน้ า แล้วเติม 2-Ethoxyethanol (Ethylene glycol 
monoethyl ether  
  1.3 น าสารละลายในข้อ 1.1 มาผสมกับสารละลายในข้อ 1.2  
  1.4 ชั่ ง  Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) 4.56 กรัม ใส่ ในบีกเกอร์  เติมน้ ากลั่ นลงไป
พอประมาณ แล้วน าไปต้มจนละลายหมด น าไปผสมกับสารละลายผสมที่ได้ในข้อ 1.3 จากนั้นปรับปริมาตรให้ได้ 1 
ลิตร ด้วยน้ ากลั่น และปรับ PH ให้อยู่ในช่วง 6.9-7.1 
 
 2. สารละลาย Acid Detergent 
ละลาย Cetyl trimethylammonium bromind (CTAB) 20 กรัม ในกรดซัลฟิวริกความเข้มข้น 1  แล้วปรับ
ปริมาตรด้วยกรดนี้ให้ได้ 1 ลิตร 
 
 3. สารละลาย Saturated potassium permanganate 
ละลาย Potassium permanganate (KMnO4) 50 กรัม และ Silver sulfate (Ag2SO4) 0.05 กรัม ในน้ ากลั่น แล้ว
ปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร เก็บสารละลายนี้ในขวดแก้วสีชา อย่าให้โดนแสง 
 
 4. สารละลาย Lignin buffer 
สารละลาย Feric nitrate nanohydrate (Fe(NO3)3.9H2O) 6 กรัม และ Silver nitrate (AgNO3) 0.15 กรัม ใน
น้ ากลั่น 100 มิลลิลิตร เติม Acetate acid glacial 500 มิลลิลตร เติม Potassium acetate 5 กรัม และเติม 
Tertiary butyl alcohol (Butanol) 400 มิลลิลตร ผสมให้เข้ากัน 
 
 5. สารละลาย Combinded permanganate 
ผสมสารละลาย Saturated potassium permanganate กับสารละลาย Lignin buffer ในอัตราส่วน 2.1 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เก็บสารละลายผสมนี้ในขวดสีชา แช่ในตู้เย็นไม่ให้ถูกแสง ถ้าสารละลายเปลี่ยนสีเป็นสีแดง
แล้วจะไม่สามารถน ามาใช้ได้อีก 
 6. สารละลาย Deminaralizing 
ละลาย Oxalic acid dehydrate 50 กรัม ในปริมาตร 700 มิลลิลิตร จากนั้นเติมน้ ากลั่น 250 มิลลิลิตร และ 
Hydrochloric acid (HCl) 50 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
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 7. สารละลาย 80% ethanol  
ผสม 95% Ethanol มิลลิลิตร กับน้ ากลั่น 157 มิลลิลิตร แล้วเขย่าให้เข้ากัน 
 
กำรหำปริมำณองค์ประกอบชีวมวลพืช 
 
 1. การวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกองของชีวมวลพืช (Goering and Van Soest, 1970) 
  1.1 การสกัดด้วยสารละลาย Neutral detergent 
   1) น า Sintered glass crucible เบอร์ 1 ขนาด 50 มิลลิลิตร ไปอบในตู้อบแห้งที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน ามาใส่ใน desiccator ทิ้งให้เย็นแล้วชั่งน้ าหนัก 
   2) ชั่งตัวอย่างที่แห้งและบดละเอียดขนาด 20-30 mesh หรือ 1 มิลลิเมตร ประมาณ 1 กรัม ใส่ในบีก
เกอร์ทรงสูงขนาด 600 มิลลิลิตร 
   3) เ ติ ม ส า ร ล ะ ล า ย  Neutral detergent 100 มิ ล ลิ ลิ ต ร  Sodium sulfite 0.5 ก รั ม  แ ล ะ 
Decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร น าไป reflux เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยนับตั้งแต่เวลาเริ่มเดือด 
   4) ถ่ายส่วนผสมที่ reflux เสร็จแล้วลงใน Sintered glass crucible ที่วางอยู่บนชุดกรอง ล้างตัวอย่าง
ใน crucible ด้วยน้ าร้อน (90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 ครั้ง แล้วล้างด้วย Acetone 2 ครั้ง ดูดสารละลายออก
ด้วยเครื่อง vacuum pump จนแห้ง จากนั้นน า crucible ไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 
ชั่วโมง  
   5) น า crucible ออกมาทิ้งไว้ให้เย็นใน desiccator แล้วชั่งน้ าหนักที่เพ่ิมขึ้นคือปริมาณ Neutral 
detergent fiber (NDF) 
 
วิธีค านวณ  

% NDF = [(น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก NDF)  - น้ าหนัก crucible] * 100 
น้ าหนักตัวอย่างพืช 

 
 
 
  1.2 การสกัดด้วยสารละลาย Acid detergent 
   1) น าตัวอย่างพืชที่ผ่านการสกัดด้วย Neutral detergent มาถ่ายใส่บีกเกอร์เพ่ือท าการ reflux ด้วย 
Acid detergent โดยเติม Acid detergent 100 มิลลิลิตร และ Decahydronapthalene 2 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
1 ชั่วโมง นับตั้งแต่เริ่มเดือด 
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   2) กรองตัวอย่างพืชใน crucible ใบเดิม เพ่ือลดการสูญเสียตัวอย่างให้น้อยที่สุด แล้วล้างด้วยน้ าร้อน 
(90-100 องศาเซลเซียส) 3-4 ครั้ง แล้วล้างด้วย 80% Ethanol 2 ครั้ง 
   3) น า crucible ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน ามาปล่อยให้เย็นใน 
desiccator แล้วชั่งน้ าหนัก น้ าหนักที่ได้คือ น้ าหนักของ Acid detergent fiber (ADF) น้ าหนักของเฮมิเซลลูโลส 
 
วิธีค านวณ 

% ADF = [(น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก ADF)  - น้ าหนัก crucible] * 100 
น้ าหนักตัวอย่างพืช 

 
% Hemicellulose = %NDF - %ADF 

 
  1.3 การวิเคราะห์หา permanganate lignin (PML) 
   1) เติมสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible ที่มีตัวอย่างซึ่งผ่านการ
สกัดด้วย Acid detergent แล้วแช่ crucible ลงในถาดที่มีตัวอย่างซึ่งผ่านการสกัดด้วย Acid detergent แล้วแช่ 
crucible ลงในถาดที่มีน้ าเย็นสูงประมาณ 2 เซนติเมตร คนด้วยแท่งแก้วเพ่ือไม่ให้ตัวอย่างจับเป็นก้อน ทิ้งไว้ 45 
นาที โดยคนเป็นบางครั้ง จากนั้นดูดสารละลายออกด้วยเครื่อง vacuum pump 
   2) เติมสารละลาย Combined permanganate 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible อีกครั้ง ทิ้งไว้อีก 45 นาที 
แล้วดูดสารละลายออกให้หมดโดยใช้ vacuum pump  
   3) เติมสารละลาย Determineralizing 25 มิลลิลิตร ลงใน crucible อีกครั้ง ทิ้งไว้ 45 นาที แล้วดูดสาร
ลายออกให้หมดโดยใช้ vacuum pump ท าซ้ าจนตัวอย่างพืชเป็นสีขาวภายในเวลา 20 นาที จากนั้นล้างออกด้วย 
80% Ethanol และ Acetone แล้วน าไปดูดออกให้หมดโดยใช้ vacuum pump  
   4) น า crucible ไปอบท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง จากนั้นน ามาปล่อยให้เย็นใน 
desiccator แล้วชั่งน้ าหนัก น้ าหนักที่แตกต่างกันระหว่าง Acid detergent fiber (ADF) และน้ าหนักของตัวอย่าง
พืชที่ผ่านการสกัดลิกนินออก คือ น้ าหนักของลิกนิน 
วิธีค านวณ 

% Lignin = (A-B) * 100 
    C 

A = น้ าหนัก crucible + น้ าหนัก ADF 
B = น้ าหนัก crucible + น้ าหนักตัวอย่างพืชที่ผ่านการสกัดลิกนินออก 
C = น้ าหนักตัวอย่างพืช 
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  1.4 การวิเคราะห์หาปริมาณเซลลูโลสด้วยการเผาเถ้า 
น า crucible ที่มีตัวอย่างพืชซึ่งผ่านการสกัดลิกนินออกแล้วในข้อ 1.3 ไปเผาในเครื่องเผาเถ้า ที่อุณหภูมิ 500 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นน าออกมาปล่อยให้เย็นใน desiccator แล้วชั่งน้ าหนัก น้ าหนักที่แตกต่างกัน
ระหว่าง น้ าหนักตัวอย่างพืชหลังการสกัดลิกนินออก และน้ าหนักหลังการเผาเถ้า คือ น้ าหนักเซลลูโลส ส่วนน้ าหนัก
เถ้าก็คือ ผลต่างระหว่างน้ าหนักหลังการเผาเถ้าและน้ าหนัก crucible 
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ภำคผนวก ข 
 

สำรละลำยบฟัเฟอร์ 
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ภำคผนวก ข 
สำรละลำยบัฟเฟอร์ 

 
1. การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (phosphate buffer) ตามวิธีของ Gomori (1955 อ้างโดย Perrin 
and Dempsey, 1974) 
เตรียมโดยผสมสารละลาย A และ B ตามพีเอชที่ต้องการ และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
สารละลาย A : 0.05 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4. 2H2O 7.80 กรัม ในน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
สารละลาย B : 0.05 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4. 2H2O 8.90 กรัม ในน้ ากลั่น 1 ลิตร) 
 

pH A (มิลลิลิตร) B (มิลลิลิตร) 
5.8 4.00 46.00 
6.0 6.15 43.85 
6.2 9.25 40.75 
6.4 13.25 36.75 
6.6 18.75 31.25 
6.8 24.50 25.50 
7.0 30.50 19.50 
7.2 36.00 14.00 
7.4 40.50 9.50 
7.6 43.50 6.50 
7.8 45.75 4.25 
8.0 47.35 2.65 
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ภำคผนวก ค 
 

กำรเตรียมสำร Dinitrosalicylic acid (DNS) 
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ภำคผนวก ค 
กำรเตรียมสำร Dinitrosalicylic acid (DNS) 

 
 ละลาย DNS 5 กรัมใน 2 M โซเดียมไฮดรอกไซด์ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 80-90 องศาเซลเซียส แล้ว
เติมสารละลายโซเดียมโปตัสเซียมทาร์เตรต (จ านวน 150 กรัม ซึ่งละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 250 มิลลิลิตร) ลงไป
ในขณะที่ยังร้อนอยู ่คนให้เขา้กันแล้วเติมน้ าจนมีปริมาตร 500 มิลลิลิตร เก็บที่อุณหภูมิห้อง 
 
การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
ชั่งกลูโคส 0.1 กรัมและละลายน้ า จากนั้นปรับปริมาตรให้เป็น 100 มิลลิลิตรในขวดเชิงปริมาตร ใช้เป็นสารละลาย
มาตรฐานกลูโคส ที่มีปริมาณกลูโคส 1,000 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 
การวิเคราะหป์ริมาณกลูโคสโดยใช้สาร Dinitrosalicylic acid (DNS) (Chaplin, 1986) 
 1.1 ดูดสารละลายมาตรฐานกลูโคสใส่หลอดเพ่ือให้ได้ความเข้มข้นของกลูโคสในระดับต่าง ๆ ตั้งแต่ 0-1,000 
ไมโครกรัม  
 1.2 เติมสาร DNS 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดกลูโคสมาตรฐานทุกหลอด และต้มในน้ าเดือด 10 นาที จะเกิดสีน้ าตาล
ตามระดับปริมาณกลูโคสในแต่ละหลอด จากนั้นน าไปแช่ในน้ าเย็นทันที 
 1.3 น าไปวัดคา่ Absorbance ที่ 540 นาโนเมตร และน าค่าที่ได้มา plot เป็นกราฟมาตรฐาน 
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ภำพที่ ค1 standard curve ของ p - nitrophenol มาตรฐาน โดยวัดที่ OD405nm 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ ค2 standard curve ของไซโลสมาตรฐาน โดยวัดที่ OD540nm 
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