
บทท่ี 3

อุปกรณและวิธ ีดำเนินการศิ1กษา

อปกรณ์ที ่ใช้ในการทดลอง

1. จ ุลนทรียที ่ใช้ในการสิกษา
1 . 1  เส ือ ร าป ร ะ เภ ท เส ้น ‘ใย ( f i l a m e n t o u s  f u n g i )  3 ชนิด คอ 

T.  r e e s e i  QM 6 a  TISTR 3080
T.

1 . 2

r e e s e i  QM 9 414  
A s p e r g  i 1 l u s  s P .

เสือยีสตที ่ ใช้ในการหมัก
ร .  c e r e v i s i a e

TISTR 3081  
TISTR 3 335

TISTR 5 02 1
เสือจ ุลนทร ียได ้ร ับจากหน่วยบรการเส ือพันธ ุจ ุล ินทร ียสถาบันว ิจ ัยว ิทยาศาสตร ี  

และ เ ทคไนใลย ีแห ่งประเ ทศไทย ( B a n g k o k  MIRCEN)

2 .  ว ัสดเหลอใช ้ทางการ เกษตรท ี ่ ใช ้ในการส ิกษา 4 ชนิด คือ
2 . 1  ฟางข ้าว  ( r i c e  s t r a w s )  เก ็บจากท้องนา
2 . 2  ชังข้าวใ.หด ( c o r n  c o b s )  เก ็บ จากแปลงเกษตรกร
2 . 3  ชานอ้อย ( b a g a s s e s )  เก ็บจากร ้านขายนาอ ้อยค ั ้น
2 . 4  ต้นมันสำปะหลัง ( c a s s a v a  s t a l k s )  เก ํบ จากแป ลงเกษ ต รกร 3

3 .  เคร ื ่องมือที ่ ใช ้ในการสิกษา
3 . 1  เคร ื ่องว ัดนาตาลกลโคส ํ

( g l u c o s e  a n a l y z e r  YSI M od e l  27 USA)
3 . 2  เคร ื ่องว ัดแอลกอฮอล ิ  l i q u i d  g a s  c h r o m a t o g r a p h y  

( M o d e l  s h i m a d z u , TAG)
3 . 3  เครองว ัดการดดกลนแสง ( s p e c t r o p h o t o m e t e r )
3 . 4  เคร ื ่องปันแยก ( c e n t i f u g e )
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3 . 5  เครื ่องหมัก
( F e r m e n t o r  M ode l  BIOFLO l i e  ขนาด 5 , 0 0 0  m l . )

3 . 6  เคร ื ่องบ ่มเส ือแบบเป ีย ่า
( i n c u b a t o r  s h a k e r  Model  G 25)



ส าร  เคมี

1.  C a r b o x y m e t h y 1 c e l l u l o s e
2 .  M i c r o c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e
3 .  Y eas t ,  e x t r a c t
4 .  M a l t  e x t r a c t
5 .  A g a r
6 .  D - g l u c o s e
7 .  <NHa ) 2 S 0 4
8 .  KHEPO4
9 .  C a C l 2
1 0 .  HC1
1 1 .  NaOH
1 2 .  MgSo4
1 3 .  MnSo4
1 4 .  F eS O 4
1 5 .  C o C l 2
1 6 .  Z n S o 4 
17 . CHrj COOH
1 8 . S o d iu m  a c e t a t e
1 9 .  Tween  80
2 0 .  C o r n  s t e e p  l i q u o r
2 1 .  Enzym e  c e l l u c l a s t
2 2 .  Enzyme n o v o z y m e
2 3 .  P o t a t o  d e x t r o s e  a g a r
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วิธีด่า เนินการสิกษา

ชันตอนที่  1 .  การทดสอบเร ้อราเพอค ัดเล ือกเร ้อราท ี ่น ิประส ิ 'ทธ ิภา 'พ*1นการผลิต 
เอนไชม ่ เชล ล ู เลส  1ดยมชันตอนดังนิ

1 . 1  น ำ เร ้อ ราท ั ้ ง  3 สายพ ันธ ุมาเลยงบนสไลคร ู ่ งมอาหารแข ็งสตร PDA 
( s l i d e  c u l t u r e )  เพื ่อตรวจดลักษณะทางสัณฐานวิทยา

1 . 2  ท ด ส อ บ เอ น ไช ม เชล ล เล ส จ าก เธ อ รา ท ัง  3 สายพันธุ  โ ด ย เ ล ิย ง เ ช อ  
ราในจาน อาห ารเลยง เร ้อ ท ี ่น ิอ าห ารแข ็งส ูต ร  PDA นำไปบ ่มไว ้ท ี ่ เบ ่มแอ อุณหภูมิห้อง 
นาน 7 วัน จากนัน ถ ่า ย เ  ร ้อลงในอาหารเหลวสตร p r o d u c t i o n  m edium 
( P u n n a p a y a k  e t  a l . ,  1 9 8 6 )  โดยใช ้ ,ฝลาสกฃนาด 250  มล. บรรจ ุอาหาร 
เล ีย ง เร ้อ ป ร ิม าต ร  100 มล. ก า ร ถ ่ า ย แ อ ใ ช ้  c o r k  b o r e r  ธนาด 0 . 5  ชม. ตัด
Iสัน'ใยบนอาหารแข็งนำไป,ในอาหาร เหลวท ี ่ เตร ิยมไว ้จานวน 5 ร ้น / อ า ห า ร เ ล ย ง
เ ร ้อ 100 มล. น ำไ ป เล ีย ง ใ น ส ภ า พ เธ ย ่า โ ด ย ใ ช ้  i n c u b a t o r  s h a k e r  ท ี ่ความเร ิว 
150 รอบ/นาที  อุณหภูมิ 30 อ ง ฬ า เช ล เธ ีย ส  เก ็บต ัวอย ่างมาว ิ  เคราะห ้  a c t i v i t y  
ชองเอนไชม ทก 3 วัน จนครบ 15 วัน ก าร ว ิ เค ร าะ ห ้  a c t i v i t y  ชอง 
e n d o g l u c a n a s e  ใช้ว ิธ c a r b o x y l  m e t h y l c e l l u l a s e  (CMCase) a c t i v i t y  
และว ิ เคราะห ้  c e l l u l a s e  a c t i v i t y  ดัวย วิธี f i l t e r  p a p e r  a c t i v i t y  
( FPA) (ตามภาคผนวก ข) เปร ิฮบเฑยบ a c t i v i t y  ชองเอนไชมท ี ่ว ิ เคราะห ้
ได ้จ าก เร ้อ ราท ั ้ ง  3 ชนิด ค ัด เล ือกเร ้อราท ี ่ผล ิต เอนไชมได ้ส ูงส ูดท ี ่ช ่วง เวลาเหมาะ 
สม นำมาทดสอบประสิทธ ิภา'พการผลิตเอนไชมเซลลู  เลส

1 . 3  การทดสอบประส ิทธ ิภา 'พการผลตเอนไชมเซลล ู เลสจากเร ้อราท ี ่ ,ให้ 
a c t i v i t y  สูงสูด โดยนิว ิธ ีการทดสอบเช ่นเตยวก ับข ้อ 1 . 2  ยกเว ้นใช ้  
m i c r o c r y s t a l l i n e  c e l l u l o s e  3 เปอริ เซ ็นต เป็นสับสเตรท

ชั้นตอนที่  2 ก า ร เล ย ง เร ้อ ร า เพ ื ่อ เพ ิ ่ม ธ น า ด ก า ร ผ ล ิต เอ น ไ ช ม เช ล ล เล ส

นำเร ้อราท ี ่ค ัดเล ือกได ้ว ่าน ิประส ิทธ ิภาพไนการผล ิตเอนไชม เชล ล ู เล ส จ าก  
ชั้นตอนที่  1 มาผล ิต เอนไชมโดยเพ ิ ่มปร ิมาตรการผล ิตการผล ิต เป ็น 3 , 0 0 0  มล. 
เลยงในถังหม ัก (ภาพที ่  6 ก.  ') เป ็น เวลาน าน  12 วัน จากนั ้นนำอาหารที ่ ,ใช้



ปีนตอนท 3 การปรบสภา'พ ( p r e t r e a t m e n t )

นำวัตถุด ิบที ่ใช ้ในการทดลอง 4 ชนิด (ภาษท 7 ) นำมาทำให้ม ิขนาด 
เล ็กลง (ภาษที ่  8)  ใดยม ีว ิธ ีการดงน

ฟางข ้าว  ใช ้กรรใกรต ัดให ้ม ีขนาดเล ็กลงขนาด อ . 5 - 1 . 0  ชม.
ข ้งข ้าวโพด นำใปบดให้’ละ เอ ียดใดยใช ้ เคร ี ่องขดม ะษร,าว 
ชานอ้อย ต ัดให ้ม ีธนาดเล ็กลงและนำไปบดด ้วยเคร ื ่องป่น
ตันมันสำปะหลัง นำใปบดให ้ละเอ ียดใดยใช ้ เคร ื ่องข ูดมะษร ้าว

นำว ัตถดบตังกล่าวใปหานาหนักแห้ง (ตามภาคผนวก ธ . )  จากนั ้นนำใป
ะ 1 ’ Hท่าตามธนตอนต่อใปนํ

นำวัตถดบทง 4 ชน ิดใปแช ่ในสารละลายใชเด ียมไฮดรอกใชด ความเข ้ม  
ขัน 10 เปอรื ่ เช ็นตั  นาน 24 ชั ้วโมง

นำใ.ปต้มใน w a t e r  b a t h  ใช้อุณหภูมิ 80 อ ง ศ า เ ซ ล เ ข ้ย ส ํ เ ป ็น เ ว ล า  2 
ชั ้วใมง ส่วนฟางข้าวต้มที ่อุณหภูมิ  60  องศ า เซ ล เข ้ย ส น าน  2 ชั ้วโมง

ล ้างด ้วยนำประปาจนม ิค ่า  pH เท่ากับ 7 เก ็บไว ้ในด ้ เย ็น เพ ื ่อใช ้ในการ 
ทดลองชั ้นต่อไป (ภาษที ่  9 )  นำต ัวอย ่างบางส่วนไปหานาหนักแห้ง เพื ่อใช ้ เป ็นนา 
หน ักในการแยกนาตาล

ข้นตอนที่  4 ก ารแ ย กน ำต าล จาก เซ ล ล ูโ ล ส โ ด ยใช ้ เอ น ไ ซ ม ิ เซ ล ล ู เล ส
( e n z y m a t i c  h y d r o l y s i s )

เ ล ี ย ง ม า ป ัน เ ป น เ ว ล า  5 นาท กจะ ไ ด ้  c r u d e  e n z y m e  c e l l u l a s e  (ภาษที ่  6 ธ . )
1 ว้'ใช้*Iน การย ่อย ส ลาย ว ัส ด ป ร ะ เภ ท เซ ลล ูโล ส 'ใน ช ั ้น ต อ น ต ่อ ใป

4 . 1  การแยกนาตาลจากเซลล ูโลสโดยใช ้ เอนไซม ิ เพ ื ่อการค ้านำว ัตถ ุด ิบท ี ่  
ผ ่ านการปรับสภาพจากชั ้นตอนที ่  3 มาชั ้งใส่ฟลาสก็ขนาด 5 00  มล. จ ่านวน 10 
กรัมนาหนักแห้ง นำไปนงฆ่าเชั ้อที ่อุณหภูมิ  121 อ ง ศ า เ ซ ล เ ข ้ย ส  นาน 20 นาท 
ปล ่อยฑงไว ้ให ้ เย ็นเต ิม เอนไซม ิ เพ ื ่อการค ้า  2 ชนิด คือ C e l l u c l a s t  และ 
Novozyme จากนั ้นนำไปบ่มในสภาษเธย่าที ่อ ุณหภูมิ  50 อ ง ศ า เซ ล เข ้ย ส ํ  ค ว า ม เร ็ว  
200  รอบ/นาท เป ็น เว ล า  7 วัน โดยมิการเติมว ัสดที ่ปร ับสภาษแล้วในวันที ่  3 และ 
วันท่ี 5 ครั ้งละ 5 กรัมนั ้าหนักแห้ง (รวมวัสดที ่ ใช้ทั ้งหมด 20 กรัมนั ้าหนักแห้ง)
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เมอครบ 7 วัน น ่ามาแฮกนำตาลออกโดยใช ้ เคร ื ่องป ันแฮก น่าแด,ละ'ฟลาสกมาวัด 
pH น่าส ่วนที ่ Iป ็นน่าใสบางส่วนมาวิ เคราะห์ปริมาณนั ้าตาร ีต ิวซ ตามวิธ ีของ 
M i l l e r  ( 1 9 5 9 )  และร ิ เคราะห ์ปร ิมาณนาตาลกล ูโค?(โดฮใช ้ เคร ื ่อง  g l u c o s e
a n a l y z e r  น่าส ่วนน่าใลที ่ได ้มาแยกเ อนโชมโดยใช้ร ิธ ีการตกตะกอนด้วยความร ้อน 
ท่ีอุณหภูมิ 80 อ ง ส า เซ ล เข ้ย ส  เป ็น เว ล า  5 นาที  จากนั ้นน่ามากรอง น่านั ้ าตาล 
ที ่กรองได้มาท้าให้ เข ้มข้นสูงธนโดยการระเหยน่าออกที ่อ ุณหภูมิ  50 อ ง ส า เซ ล เข ้ย ส  
จากน่นน่ามาท้าเปน m o l a s s e s  medium ตามริธ ีธอง K u n n u a n t a  และคณะ 
( 1 9 8 1 )  แบ่งใส่ฟลาสกขนาด 250  มล. 'ฟลาสกละ 100 มล. น ่าไปน ิ ่งฆ ่าแอท ี ่  
อุณหภูมิ 121 อ ง ส า เซ ล เข ้ย ส  ปล่อยฑงไว้ให้ เย ็น น ่าต ัวอย ่างบางส ่วนไปว ิ เคราะห ์  
ปริมาณน่าตาลกลูโคส น่าตาลร ีด ิวซและว ัด pH ใช้ เป็นข้อมูลเบองต้นก่อนการหมัก

4 . 2  ก ารแยกน ่าตาล จาก เซ ลล ูโลส โดยใช ้  c r u d e  e n z y m e  c e l l u l a s e  
จ า ก แ อ ร า ท ี ่ค ัด เล ือ ก ไ ด ้  ว ิธ ีการเช ่นเด ้ยวก ับข ้อ 4 . 1  แต่ใช้วัสดุที ่ปรับสภา'พแลว 10 
กรัมน่าหนกแห้ง เติม c r u d e  e n z y m e  c e l l u l a s e  ฟลาสกละ 100 มล.
(ใช ้อ ัตราส่วนของ s u b s t r a t e / e n z . y m e  = 1 : 1 0  น ่าหนัก/ปร ิมาตร) ตามว ิธ ีธอง 
F an  และคณะ ( 1 9 8 1 )

จนตอนที่  5 การหม ัก เอฑธานอลและการเย ็บผล

5 . 1  ก า ร เ ต ร ีย ม ห ัว แ อ  ถ ่าย เธอย ีสตจากหลอด s t o c k  ลงๆนหลอด 
อ า ห า ร เล ย ง แ อ ท ี ่ม ิอ า ห า ร แ ข ็ง ส ูต ร  YMA บ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 30 อ ง ส า เซ ล เข ้ย ส  นาน 
7 วัน ส ่า ย แ อ จ าก ห ล อ ด ล ง ๆ น อ า ห าร เห ล ว ส ูต ร  YM ปริมาตร 100 มล. ที ่บรรจุ  
ใน'ฟลาสกขนาด 250  มล. น ่าไปเลยงในสภาพเขย ่าโดยใช ้อ ุณหภ ูม ิ  25 อ งส า เซ ล  
เข้ฮส ค ว า ม เร ็ว  150  รอบ/นาท ี  เป ็น เว ล า  24 ชั ่วโมง น่ามาตรวจนับจ ้านวน 
แอภายใต ้กล ้อ งจ ุลทรรสน บ ันฑกจ ้านวนแอเร ิ ่มต ัน

5 . 2  การหม ัก เอฑธานอลและการว ิ เคราะห ์ผล น่านั ้ าตาลที ่สกัดไต้และ
ผ ่า น ก าร ฆ ่าแ อ แล ้ว จ ากว ิธ ีก ารข ้อ  4 มา เต ิมห ัวแอท ี ่ เตร ียมจากข ั ้นตอนที ่  5 . 1  
( เ ต ิม ห ัว แ อ  5 เปอร ็ เซ ็นต'โดยปริมาตร) จากน ั ้นน ่าไปเลยงในสภาพเขย ่าความ 
เร ็ว  150 รอบต่อนาที  อุณหภูมิ 30 อ ง ส า เซ ล เข ้ย ส  เย ็บ ต ัวอย ่างมาว ิ เค ราะห ์ผ ล  
ทกว ัน เป ็นเวลา 4 วัน การว ิ เคราะห ์ผลท ่าโดยว ัด  pH ใน ตรวจน ับจ ้านวนเซลล
ยีสต ว ัดปริมาณนั ้ าตาลกลูโคส ว ัดปร ิมาณนาตาลร ีด ิวช ้และ'ว ิ . เคราะห์ เอทธานอลใน 
แด่ละขวดฑกวัน บันฑกผลการทดลอง
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ภาพที่  6 

ก . ก า ร ผ ล ิต เอ น ' ! ช ม เซ ล ล ู เล ส จ า ก เโ!อรา T . r e e s e i  QM 6 a
‘ในถังหมัก(. 'พอเพิ ่มขนาดการผลิต

และใช ้ 'ในการย ่อยช . c r u d e  e n z y m e  c e l l u l a s e  ฑผส์ต'!ด
สลายเซลลูโลสที ่ปร ับสภาพแล้ว



ภาพที่  7
ก. ฟางข ้าวที ่ เก ืบจากท ้องนาเพ ื ่อนำมา'ใช ้ส ิกษา 
ข. ช ังข ้า ว โ ,ผดท ี ่ เก ็บจากแปลงเกษตรกรเพ ื ่อนำมาใช ้ส ิกษา 
ค. ชานอ้อa m ก็บจากร้านคั ้นนาอ้อยเพื ่อนำมาใช้ส ิกษา 
ง .  ต ันม ันสำปะหลังท ี ่ เก ็บจากแปลงเกษตรกรเพ ื ่อนามาใช ้ส ิกษา



3 3

ภาพท 8
ก. ฟ่างข้าวที ่ปร ับสภาพด้วยวิธ ีการตัด 
ช. ช ังข ้าวไพดที ่ปร ับสภาพด้วยการบด 
ค . ชานอ้อยที ่ปรับสภาพด้วยการตัดและบด 
ง .  ด้นมันสำปะหลังที ่ปรับสภาพด้วยการบด



ภาพที่  9

ก . ฟางข ้าวท ี ่ปร ับสภาพแล ้วและเตร ียมเพอการย ่อยสลาย 
ช . ชิ’งข ้ าวไพดที ่ปร ับสภาพแล ้วและเตร ียมเพ ื ่อการย ่อยสลาย 
ค.  ชานอ,อยที ่ปร ับสภาพแล ้วและเตร ียมเพ ื ่อการย ่อยสลาย 
ง . ต ้นมันสำปะหลังที ่ปร ับสภาพแล้วและเตร ียมเพื ่อการย่อยสลาย
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