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ชยุตม์ อินต๊ะยะ : การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยการเพาะเลี้ยงร่วมระหว่าง
จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกและเอทานอล  (ETHANOL PRODUCTION FROM 
GRAIN SORGHUM BY CO-CULTIVATION BETWEEN AMYLOLYTIC AND ETHANOL 
PRODUCING MICROORGANISM) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.ศิริลักษณ์ ธีระดา
กร{, 134 หน้า. 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการผลิตเอทานอลด้วยการเพาะเลี้ยงร่วมระหว่างจุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกและเอทานอล โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างเป็นวัตถุดิบในการผลิตเนื่องจากเป็นพืช
ทางเลือกที่สามารถทนทานต่อความแห้งแล้ง ให้ผลผลิตสูงถึง 3-4 ครั้งต่อปี และเป็นธัญพืชที่มีปริมาณ
แป้งสูง ศึกษาการเปลี่ยนแป้งในเมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพด้วยความร้อนให้เป็นน้้าตาลโดย
เปรียบเทียบจุลินทรีย์ทีผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก  3 สายพันธุ์ พบว่าค่ากิจกรรมเอนไซม์ของ 
Aspergillus oryzae TISTR 3086 และ Basillus amyloliquefaciens TISTR 1045 สูงสุดที่ เวลา 
24 ชั่วโมงคือ 14.363 U/ml และ 7.475 U/ml ในขณะที่ Saccharomycopsis fibuligera TISTR 
5033 คือ 1.688 U/ml การศึกษาหาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกด้วยวิธี  
Random block design (RBD) พบว่าการแปรผันปริมาณเมล็ดข้าวฟ่าง 15 เปอร์เซ็นต์กับแหล่ง
ไนโตรเจน 0.5 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4  พบว่า A. oryzae TISTR 3086 และ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045  มีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด  18.003 และ 12.548 U/ml ตามล้าดับ 
การศึกษาชนิดและปริมาณของแหล่งแร่ธาตุด้วยวิธี  Plakett-Burman และ Response surface 
method (RSM) พบว่าแร่ธาตุที่ เหมาะสมของ  A. oryzae TISTR 3086 คือ (NH4)2SO4 5.97 g/l, 
KH2PO4, 3.33 g/l, CaCl2 1.97 g/l และ  FeSO4 0.14 g/l ส้าหรับ  B. amyloliquefaciens TISTR 
1045 คือ  (NH4)2SO4 6.57 g/l, KH2PO4 3.00 g/l, MgSO4 1.02 g/lและ  NaCl 2.53 g/l โดยที่ จุด
สมมูลให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 21.6304 และ 15.4807 U/ml ตามล้าดับ จากนั้นใช้ภาวะที่เหมาะสม
ของจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลพบว่า A. oryzae 
TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ Saccharomyces cerevisiae ให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 14.3244 
g/l ที่เวลา 48 ชั่วโมง เมื่อศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยการเพาะเลี้ยงร่วมกันด้วยวิธี 
Plakett-Burman และ RSM พบว่าจากการวิเคราะห์ทางสถิติ เวลาที่ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่
เวลา 23.8298 ชั่วโมงและปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 เปอร์เซ็นต์ จะให้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 
16.1317 g/l ที่ชั่วโมงที่ 48 และเมื่อท้าการทดลองทดสอบค่าที่จุดสมมูล พบว่าการเพาะเลี้ยงเชื้อร่วม
ให้ผลผลิตเอทานอลสูงสุด 16.6762 g/l คิดเป็นค่าผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3474 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
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CHAYUT INTAYA: ETHANOL PRODUCTION FROM GRAIN SORGHUM BY CO-
CULTIVATION BETWEEN AMYLOLYTIC AND ETHANOL PRODUCING MICROORGANISM. 
ADVISOR: SIRILUK TEERADAKORN, Ph.D.{, 134 pp. 

This research was to study the production of ethanol by co-cultivation between 
amylolytic and ethanol producing microorganism. The grain sorghum used as a raw material 
in this study is an alternative crop that can withstand drought, yield up to 3-4 times a year 
and is a cereal with high starch content. The conversion of starch in the heat pretreated 
grain sorghum to sugar by 3 strains of amylolytic microorganisms was compared. The results 
showed that the optimal enzyme activity of Aspergillus oryzae TISTR 3086 and Basillus 
amyloliquefaciens TISTR 1045 at 24 hours were 14.363 U/ml and 7.475 U/ml, respectively, 
while Saccharomycopsis fibuligera TISTR 5033 was 1.688 U/ml. Study the optimal conditions 
for amylylolytic production with Random block design (RBD), the amount of grain sorghum 
was 15 percent with a nitrogen source (NH4)2SO4 0.5 percent for A. oryzae TISTR 3086 and B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045. The highest enzyme activity was 18.003 and 12.548 U/ml, 
respectively. Then Plakett-Burman method and Response surface method (RSM) were used 
for optimizing the type and quantity of mineral sources. The results showed that for A. 
oryzae TISTR 3086 was (NH4)2SO4 5.97 g/l, KH2PO4, 3.33 g/l, CaCl2 1.97 g/l and FeSO40.14 g/l, 
while for  B. amyloliquefaciens TISTR 1045 was (NH4)2SO4 6.57 g/l, KH2PO4 3.00 g/l, MgSO4 
1.02 g/l and  NaCl 2.53 g/l. The equivalent point represented the highest enzyme activity 
was 21.6304 and 15.4807 U/ml. respectively. Further study, the potential amylolytic 
producing strain was co-cultivation with ethanol producing microorganism. The result 
showed that at 48 hours, 14.3244 g/l of ethanol was obtained from co-cultivation between 
A. oryzae TISTR 3086 and Saccharomyces cerevisiae. The optimal co-cultivation condition 
was studied using Plakett-Burman method and RSM method. From the statistical analysis, 
the equivalent points; the time to inoculate S. cerevisiae at 23.8298 hour and the amount 
of inoculum of 15.1914 percent gave 16.1317 g/l of ethanol at 48 hours. The experiment 
was carried out for validation at the equivalent points the actual 16.6762 g/l ethanol and 
the 0.3474 grams per liter per hour of productivity were obtained. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส้าคัญและที่มาของปัญหา 

พลังงานเป็นปัจจัยที่มีความส้าคัญต่อต้นทุนในการพัฒนาทางด้านเศรษฐกิจ  สังคม และ

วัฒนธรรมของประเทศไทยในทุกด้าน เพราะทุกสิ่งล้วนแล้วแต่เกี่ยวข้องกับพลังงานแทบทั้งสิ้นไม่ว่าจะ

เป็นการด้าเนินชีวิตประจ้าวัน การผลิตและขนส่งสินค้า เป็นต้น แต่ปัจจุบันประเทศไทยต้องพ่ึงพา

พลังงานจากฟอสซิลเป็นพลังงานหลักในการขับเคลื่อนระบบต่างๆ ในปริมาณที่เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆในแต่ละ

ปี แต่ในทางกลับกันประเทศไทยผลิตพลังงานจากฟอสซิลได้เพียงร้อยละ 10 ของความต้องการใช้

พลังงานในประเทศเท่านั้น ปัญหาการขาดแคลนพลังงานส่งผลให้ประเทศไทยมีต้นทุนทางด้าน

พลังงานที่สูงกว่าประเทศคู่แข่งทางการค้าเป็นจุดอ่อนของประเทศไทยในเวทีการค้าระหว่างประเทศ 

แม้ว่าในทุกวันนี้กระแสโลกจะมองว่าพลังงานฟอสซิลคือตัวการส้าคัญที่ท้าให้เกิดภาวะโลก แต่ก็ไม่

อาจปฏิเสธการใช้พลังงานจากฟอลซิลได้ ดังนั้นพลังงานทดแทนหรือพลังงานทางเลือกจึงมีการศึกษา

และพัฒนาค้นคว้าเพ่ือใช้เป็นพลังงานที่สะอาด ไม่มีผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมหรือมีผลกระทบน้อย

ที่สุด เช่น พลังงานลม พลังแสงอาทิตย์ พลังงานน้้า พลังงานความร้อนใต้พิภพ พลังงานจากชีวมวล 

เป็นต้น ซึ่งประเทศไทยเป็นประเทศที่มีผลผลิตทางการเกษตรต่อปีมาก ดังนั้นพลังงานจากชีวมวลจึง

เป็นทางเลือกหนึ่งที่สามารถลดต้นทุนการผลิตได้เป็นอย่างดี 

เอทานอลเป็นแอลกอฮอล์ที่เกิดจากหมักชีวมวล เช่น การหมักพืช เศษซากพืช  โดยเปลี่ยน
แป้งจากพืชให้เป็นน้้าตาลแล้วเปลี่ยนจากน้้าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์อีกครั้ง โดยในการบวนการหมัก
นิยมใช้จุลินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตที่สูงและสามารถทนทานต่อเอทานอลได้ เช่น 
Saccharomyces cerevisiae และ Zymomonas mobilis เป็นต้น แอลกอฮอล์ที่ท้าให้บริสุทธิ์จะ
เรียกว่าเอทานอล เมื่อน้าไปใช้ผสมกับน้้ามันเบนซินเรียกว่าแก๊สโซฮอล์ ถ้าผสมกับน้้ามันดีเซลเรียกว่า
ดีโซฮอล์และสามารถใช้เป็นเชื้อเพลิงได้  

ข้าวฟ่างเป็นแหล่งอาหารที่ส้าคัญของคนและสัตว์  เมล็ดข้างฟ่างเป็นธัญพืชที่ส้าคัญรองจาก
ข้าว ข้าวสาลีและข้าวโพด ข้าวฟ่างเป็นพืชที่เจริญเติบโตได้ดีในดินแทบทุกชนิดในเขตร้อนดิน ใช้น้้าใน
การเพาะปลูกน้อยและมีความต้านทางชีวภาพสูง ข้าวฟ่างจึงเป็นวัตถุดิบทางการเกษตรที่น่าสนใจ
ส้าหรับการผลิตเอทานอลเพราะมีปริมาณแป้งในเมล็ดสูง เป็นพืชที่สามารถทนความแห้งแล้งมากกว่า
ธัญพืชอ่ืนๆ การผลิตเอทานอลจะเริ่มโดยกระบวนการเปลี่ยนแป้งในเมล็ดข้าวฟ่างให้เป็นน้้าตาล โดย
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การปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างด้วยการบด ให้มีขนาดเล็ก เติมน้้าหรือสารเคมี และให้ความร้อนจนท้าให้
แป้งมีพันธะไฮโดรเจนลดลง จากนั้นสารละลายแป้งสุกจะถูกย่อยต่อโดยอะไมเลสและกลูโคอะไมเลส 
จนได้เป็นน้้าตาลกลูโคส (1) โดยกระบวนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้้าตาลสามารถใช้เอนไซม์ทางการค้า
และเอนไซม์ที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์ โดยเอนไซม์ในกลุ่มนี้จะเรียกว่า เอนไซม์อะไมโลไลติก มีชื่อทาง
การค้าที่ นิยมใช้ ในอุตสาหกรรม เช่น Termamyl120LTM, Alpha-amylase, G-zyme G995, 
ThermalaseTM เป็นต้น มีราคาค่อนข้างสูง (2) 

จุลินทรีย์หลายกลุ่มที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกได้แก่ กลุ่มของแบคทีเรียเช่น 
Bacillus amyloliquefaciens แ ล ะ  B. licheniformiss เ ป็ น ต้ น  ก ลุ่ ม ข อ ง ยี ส ต์ เ ช่ น  
Saccharomycopsis fibuligera และ Schwanniomyces occidentalis เป็นต้น และ กลุ่มของรา
เช่น Aspergillus niger และ A. oryzae เป็นตัน โดยมีการศึกษาภาวะที่เหมาะสมของการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติก ได้แก่ แหล่งคาร์บอน ไนโตรเจนและแร่ธาตุต่างๆ เช่น เหล็ก คอปเปอร์ แม็กนี
เซียม โซเดียม แคลเซียม โพแทสเซียม เป็นต้น (3) ขั้นตอนต่อไปคือการเปลี่ยนน้้าตาลกลูโคสเป็นเอ
ทานอล การหมักเกิดข้ึนโดยกระบวนการแมแทบอริซึมในยีสต์และแบคทีเรียบางชนิด จุลินทรีย์เหล่านี้
เปลี่ยนน้้าตาลกลูโคสเป็นเอทานอลและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยทั่วไปกระบวนการหมักเอทานอล
โดยจุลินทรีย์ ได้แก่ พวกยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่นิยมใช้กันทั่วไป 
สามารถผลิตเอทานอลได้ในปริมาณสูง ง่ายต่อการเพาะเลี้ยง และยังเป็นแหล่งของโปรตีนเซลล์เดี่ยว
ด้วย  และกลุ่มของพวกแบคทีเรีย เช่น Zymomonas mobilis ซึ่งมีข้อดีคือเจริญเติบโตได้อย่าง
รวดเร็ว ผลิตเอทานอลได้ในปริมาณท่ีสูง (4)  

วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตเอทานอลมีหลายชนิดเช่น กากน้้าตาล มันสัมปะหลัง ข้าวโพด ข้าง
ฟ่าง อ้อย หัวบีท หรือพวกชีวมวลต่างๆจากผลผลิตทางการเกษตร กระบวนการผลิตเอทานอลแบ่งได้
เป็น 2 แบบได้แก่ กระบวนการหมักที่แยกกันระหว่างกระบวนการย่อยวัตถุดิบให้เป็นน้้าตาลและการ
หมักเอทานอล (Separate hydrolysis and fermentation ; (SHF)) หรือกระบวนการหมักที่มีการ
ย่อยวัตถุดิบให้เป็นน้้าตาลร่วมกับการหมัก (Simultaneous saccharification and fermentation ; 
(SSF)) เพ่ือลดต้นทุนการผลิตการเลือกใช้วัตถุดิบ จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกและจุลินทรีย์ที่
ผลิตเอทานอล รวมถึงภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการผลิตจึงมีความส้าคัญเป็นอย่างมาก  

 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 เพ่ือผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยการเพาะเลี้ยงร่วมระหว่างจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกและเอทานอล 
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1.3 วิธีด้าเนินการวิจัย 

1.3.1 ศึกษาในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากเมล็ดข้างฟ่างโดยจุลินทรีย์ที่สามารถผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา 

1.3.2 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยวิธีทางสถิติ 
1.3.2.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยวิธี Random 

block designs (RBD) 
1.3.2.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์โดยการออกแบบ

การทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 
1.3.2.3 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยโดยการ

ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Response surface methodology (RSM) 
1.3.3 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยง

ร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 
1.3.4 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต

เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้ วยวิธี
ทางสถิต ิ

1.3.4.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
Plackett-Burman 

1.3.4.2 ภาวะหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
RSM 

1.3.5 ทดสอบภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ภาวะทีเ่หมาะสมของการเพาะเลี้ยงร่วมระหว่างจุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกและเอ
ทานอล 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1. เอทานอล 
 เอทานอล หรือ เอทิลแอลกอฮอล์ (Ethyl alcohol) มีสูตรโครงสร้างคือ C2H5OH ดังแสดงใน
รูป ที่ 2.1 เป็นสารประกอบอินทรีย์มีคุณสมบัติเป็นของเหลวไม่มีสี จุดไฟติด ระเหยได้ง่าย มีจุดเดือด
ที่ 78 องศาเซลเซียส มวลโมเลกุล 46.07 กรัมต่อโมล ความหนาแน่น 0.789 กรัมต่อลูกบาศก์เมตร 
เอาทานอลบริสุทธิ์มีแอลกอฮอล์ประมาณ 99.5 เปอร์เซ็นต์ หรือมีน้้าเจือปนได้ไม่เกิน 0.5 เปอร์เซ็นต์ 
ละลายน้้าได้ดี ละลายในตัวท้าละลายอินทีย์อ่ืนๆได้เช่น เมทิลแอลกอฮอล์ อีเทอร์ คาร์บอนเตตตระ
คลอไรค์ คลอโรฟอร์ม เป็นต้น 

 
 

รูปที่ 2.1 สูตรโครงสร้างเอทานอล 
 

กระบวนการผลิตการผลิตเอทานอลแบ่งได้ 2 วิธี คือ 
1. การใช้กระบวนการทางเคมี เป็นการสังเคราะห์เอทานอล (Chemical synthesis) โดย

ใชเอทิลีน (Ethylene) ที่เปนผลิตผลพลอยไดจากอุตสากรรมปโตรเลียมเปนวัตถุดิบ โดยการย่อย
สลายพันธะคู่ด้วยตัวเร่งปฏิกิริยาและอุณหภูมิสูง เอทานอลที่ผลิตโดยวิธีนี้ไมสามารถน้ามาบริโภคได้ 

2. การใช้วิธีการทางชีวเคมีเพ่ือผลิตเอทานอล หรือที่เรียกว่า ไบโอเอทานอล (Bioethanol) 
โดยใช้วัสดุทางการเกษตรเป็นวัตถุดิบคือ 

วัตถุดิบประเภทแป้ง ได้แก่ ธัญพืช ข้าวเจ้า ข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าวบาร์เลย์ ข้าวฟ่าง 
และพวกพืชหัว เช่น มันส้าปะหลัง มันฝรั่ง มันเทศ เป็นต้น  

วัตถุดิบประเภทน้้าตาล ได้แก่ อ้อย กากน้้าตาล บีตรูต ข้าวฟ่างหวาน เป็นต้น 
วัตถุดิบประเภทเส้นใย ส่วนใหญ่เป็นผลพลอยได้จากผลผลิตทางการเกษตร เช่น 

ฟางข้าว ชานอ้อย ซังข้าวโพด ร้าข้าว เศษไม้ เศษกระดาษ ขี้เลื่อย วัชพืช รวมทั้งของเสียจากโรงงาน
อุตสาหกรรม เป็นต้น 
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2.2 ข้าวฟ่าง 

 2.2.1 ประวัติและความส าคัญ 

จากหลักฐานทางโบราณคดีที่ค้นพบข้าวฟ่างน่าจะมีถิ่นก้าเนิดทางตะวันออกเฉียงเหนือใน
ทวีปแอฟริกา มนุษย์รู้จักข้าวฟ่างมาไม่น้อยกว่า  5,000 ปี เพราะมีรายงานจากหลักฐานว่า มีผู้น้า
ข้าวฟ่างจากภาคตะวันออกของทวีปแอฟริกาไปปลูกในอินเดีย  เมื ่อประมาณ  1725  ปีก่อน
คริสต์ศักราช แต่แหล่งก้าเนิดของข้าวฟ่างจากพันธุ์ป่าดั้งเดิมมาเป็นพันธุ์เพาะปลูกนั้นสันนิษฐาน
ว่า คงจะเริ่มมาจากแถบประเทศเอธิโอเปีย  เพราะในแถบนั้นมีพืชจ้าพวกข้าวฟ่างกระจายตัวอยู่
อย่างมากมายหลายชนิด การแพร่กระจายของข้าวฟ่างจากถิ่นเดิมในทวีปแอฟริกาไปยังส่วนต่างๆ
ของโลกนั้น เกิดจากชาวเรือที่เดินทางระหว่างทวีปแอฟริกา  ตะวันออกกลาง และอินเดีย การน้า
ข้าวฟ่างพวกนี้เข้าสู่ประเทศไทยนั้นไม่ทราบแน่ชัดว่า  แต่สันนิษฐานว่า เป็นข้าวฟ่างคั่ว พวกข้าว
ฟ่างหางช้าง  ซึ ่งส่วนใหญ่จะปลูกกันตามครัวเรือนของพวกชาวเขาเป็นผู ้น้าเข้ามา  เพื่อใช้คั ่ว
รับประทาน ปัจจุบันพบว่า ข้าวฟ่างใช้เป็นอาหารนก ใช้คั่วและเปียกเป็นขนมรับประทานในหมู่คน
ไทยในชนบททั่วๆไป  ใช้คั ่วชงน้้ารับประทาน  เช่นเดียวกับลูกเดือย  แต่ข้าวฟ่างที ่เห็นทั ่วไปใน
ปัจจุบันโดยปลูกกันมากกว่าข้าวฟ่างชนิดอ่ืนๆน้าเข้ามาจากสหรัฐอเมริกา  เพ่ือปลูกในประเทศไทย
ครั้งแรกเมื่อประมาณ พ.ศ. 2494 เพ่ือน้าส่วนต้นมาใช้เลี้ยงสัตว์เป็นพวกข้าวฟ่างเฮการีต้นเตี้ย  แต่
เมื่อปลูกแล้วปรากฏว่าให้ผลิตผลเมล็ดดี  และเมล็ดใช้เป็นอาหารสัตว์ได้ดีด้วยจึงคัดพันธุ์ไว้เพื่อ
ปลูกเป็นข้าวฟ่างเมล็ด และแพร่หลายโดยเกษตรกรในชื่อพันธุ์ทับกวางต้นเตี้ย 

การใช้ประโยชน์จากข้าวฟ่าง เมล็ดข้าวฟ่างเป็นแหล่งอาหารโดยตรงที่ส้าคัญของมนุษย์ใน
หลายประเทศโดยเช่น  ประเทศในทวีปแอฟริกา  ประเทศอินเดีย  และจีน การบริโภคข้าวฟ่าง
โดยตรงเป็นอาหารหลักท้าโดยหุงต้มคล้ายข้าว หรือบริโภคผลิตภัณฑ์แปรรูปที่ท้าจากแป้งข้าวฟ่าง  

นอกจากนี้ ยังใช้ท้าเป็นอาหารสัตว์ได้ดีอีกด้วยเพราะเมื่อเปรียบเทียบกับข้าวโพด ข้าวฟ่างมีข้อ
ได้เปรียบที่ราคาถูกกว่า แม้ว่าข้าวฟ่างจะมีไขมันน้อยกว่าข้าวโพดเล็กน้อย  แต่ถ้าเป็นพันธุ์ข้าวฟ่าง
ที่ดีมีคุณค่าอาหารใกล้เคียงกับข้าวโพดจะมีความคุ้มค่าทางด้านต้นทุนการผลิตมากกว่า  ต้นและใบ
ของข้าวฟ่างบางชนิด ใช้ท้าหญ้าแห้งเลี้ยงสัตว์ และหญ้าหมักได้เป็นอย่างดีเช่น  หญ้าอัลมัม หญ้าซู
แดกซ์ เป็นต้น ข้าวฟ่างหวาน หรือซอร์โก มีน้้าตาลในล้าต้นมากสามารถหีบเอาน้้าหวานไปท้า
น้้าตาล ท้าน้้าเชื่อม หรือน้าไปหมักเพ่ือผลิตแอลกอฮอล์ ข้าวฟ่างไม้กวาด ใช้ประโยชน์จากช่อดอก 

โดยการน้าเอาก้านช่อดอกมาท้าไม้กวาด  และแปรงทาสีได้ นอกจากนี ้แล้วข้าวฟ่างยังใช้ใน
อุตสาหกรรมต่อเนื่องอีกหลายชนิด  เช่น แป้งข้าวฟ่าง  ใช้ในอุตสาหกรรมท้าไม้อัด  ท้ากาว  ท้า
กระดาษ ท้าผ้า และท้าแอลกอฮอล์ ข้าวฟ่างบางพันธุ์ เมล็ดมีรสขมฝาด ก็สามารถน้ามาหมักเป็น
เบียร์และเหล้าได้ 
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 2.2.2 ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 

 ข้าวฟ่างมีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Sorghum bicolor (L.) Moench จัดเป็นพืชตระกูลหญ้า ล้า
ต้นเดียว แต่อาจจะแตกกอหรือหน่อได้ขึ้นอยู่กับชนิดและพันธุ์ของข้าวฟ่าง  โดยทั่วไปข้าวฟ่างพันธุ์
ที่ใช้ประโยชน์จากเมล็ดจะไม่มีการแตกหน่อ  เว้นแต่ต้นเดิมหรือยอดถูกท้าลายไปก็จะมีการแตก
หน่อขึ้นมาใหม่ทดแทน ข้าวฟ่างส่วนมากเป็นพืชฤดูเดียวหรือล้มลุกคือ  ออกดอก ให้เมล็ดแล้วจะก็
ตายไป แต่มีข้าวฟ่างหลายพันธุ์ที่สามารถอยู่ข้ามปีได้  โดยการแตกกอจากต้นเดิม ข้าวฟ่างเป็นพืชที่
เจริญเติบโตได้ดีในเขตร้อนและในดินแทบทุกชนิด ตั้งแต่ดินทราย ดินร่วนปนทราย จนถึงดินเหนียว 
แต่ดินที่เหมาะสมส้าหรับปลูกข้าวฟ่างให้ได้ผลผลิตสูง ควรเป็นดินร่วนเหนียวที่มีการระบายน้้าดี มี
ความเป็นกรดด่าง อยู่ระหว่าง 5.0 ถึง 7.5 อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและสร้างเมล็ดของ
ข้าวฟ่างจะอยู่ระหว่าง 20 ถึง 30 องศาเซลเซียส ต้องการปริมาณน้้าฝนตลอดฤดูปลูกประมาณ 320 
ถึง 800 มิลลิเมตร ส่วนประกอบที่ส้าคัญของข้างฟ่างมีดังรูปที่ 2.2 คือ  
 รากข้าวฟ่างมีระบบรากฝอย (Fibrous root system) รากท่ีเกิดจากเมล็ดโดยตรงมีรากเดียว 
และจะมีรากเล็กๆ แตกออกมาจากรากนี้ เรียก ว่ารากแขนง เมื่อต้นอ่อนของข้าวฟ่างใช้อาหาร
จากคัพภะ หรือเอ็มบริโอ (Embryo) จวนหมดจะเริ่มมีรากเป็นจ้านวนมาก แตกออกจากข้อของล้าต้น
ที่อยู่ใต้ดิน ซึ่งจะแผ่ออกไปอย่างกว้างขวางทั้งแนวราบ และแนวลึก รากของข้าวฟ่างนี้มีปริมาณ
มากกว่ารากข้าวโพดประมาณสองเท่า นอกจากนี้แล้วตรงปลายรากชั้นในยังมีสารประกอบพวกซิลิกา
อยู่ด้วย ท้าให้รากข้าวฟ่างแข็งแรงสามารถชอนไชไปในดินได้ดีกว่ารากข้าวโพด จึงทนทานต่อความ
แห้งแล้งได้ดีกว่า ตรงข้อเหนือดินอาจมีรากแตก ออกมา รากพวกนี้เป็นราที่ช่วยในการค้้าจุนล้าต้น
ไม่ให้ล่มง่าย 
 ล้าต้นข้าวฟ่างมีความสูงแตกต่างกัน  ตั้งแต่ 45 เซนติเมตร ถึงกว่า 4 เมตร แต่ข้าวฟ่างที่
นิยมปลูกกันทั่วไป จะมีล้าต้นสูงประมาณ 1 ถึง 2 เมตร มีเส้นผ่าศูนย์กลางของล้าต้นอยู่ระหว่าง 5 

มิลลิเมตร ถึง 3 เซนติเมตร ล้าต้นจะเจริญเติบโตตั้งตรงเหมือนพืชทั่วไป  ล้าต้นจะมีข้อ ปล้อง ใบ 

และกาบใบ ห่อหุ้มอยู่ ทุกๆ ข้อของต้นจะมีตา แต่จะไม่มีการเจริญ ยกเว้นตาตรงข้อต่้าสุด  ที่จะ
เจริญเป็นหน่อหรือกอ และกิ่งก้าน ซึ่งจะกลายไปเป็นต้นใหม่ได้ ล้าต้นของข้าวฟ่างค่อนข้างแข็ง 

ภายในล้าต้น จะมีลักษณะคล้ายฟองน้้า  มีรูอยู ่ตรงแกนกลาง  บางพันธุ ์มีน้้า  ซึ ่งอาจมีรสหวาน 

หรือไม่มีรสเลย และบางพันธุ์อาจแห้ง 
 ใบ  ข้าวฟ่างที ่ปล ูกอยู ่ทั ่ว ไป  มีใบอยู ่ระหว ่าง  7  ถึง  24  ใบ  ทั ้งนี ้ขึ ้นอยู ่ก ับพันธุ ์และ
สภาพแวดล้อม ใบอ่อนของข้าวฟ่างตั้งตรง ขณะที่ใบแก่โค้งลง ใบจะเกิดตามข้อ และสลับด้านกัน
ไปตลอดล้าต้น ใบแก่มีความยาวของใบตั้งแต่ 30 ถึง 135 เซนติเมตร ความกว้างของใบอยู่ระหว่าง 

1.5 ถึง 15 เซนติเมตร ใบมีลักษณะเป็นรูปใบหอก หรือใบหอกเรียวๆ ขอบใบอาจมีลักษณะเรียบ
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ตลอด หรือเป็นคลื่น ใบอ่อนขอบใบจะสากมือ และใบแก่จะเรียบลื่น บนเส้นกลางใบใกล้กับฐานใบ 

จะมีขนสั้นๆ ส่วนที่ผลิตขี้ผึ้ง จะอยู่ตรงบริเวณข้อต่อของเส้นกลางใบกับกาบใบ 
กาบใบจะหุ้มอยู่รอบต้นโดยซ้อนวน เริ่มจากขวาทับซ้าย แล้วซ้ายทับขวา กาบใบอาจจะมี

ความยาวตั้งแต่ 15 ถึง 35 เซนติเมตร ด้านหน้าของกาบใบ อาจมีขี้ผึ้งปกคลุมอยู่ตรงฐานหรือโคน
ของกาบใบ ส่วนที่ติดกับข้อจะมีแถบขนสั้นๆ สีขาวติดอยู่ด้วย 

ช่อดอกข้าวฟ่างเกิดจากปล้องบนสุดของต้น  ซึ ่งจะเป็นปล้องที ่ยาวที ่สุดด้วย  ช่อดอก 

ประกอบด้วย ก้านช่อดอก แกนกลางของช่อดอก กิ่งแขนง และกิ่งย่อยช่อดอก ซึ่งเป็นที่เกิดของ
ดอกและเมล็ด ดอกของข้าวฟ่างมีอยู่ 2 ชนิด ชนิดแรกเป็นดอกที่ไม่มีก้าน ซึ่งเป็นดอกสมบูรณ์เพศ 

และจะพัฒนาไปเป็นเมล็ด  ดอกอีกชนิดหนึ่ง เป็นดอกที่มีก้านดอก ดอกชนิดนี้จะเป็นหมัน  มีแต่
เกสรตัวผู้เท่านั้น ช่อดอกของข้าวฟ่างจะมีลักษณะหลวมหรือแน่น  สั้นหรือยาว และอาจตั้งตรงหรือ
โค้ง ขึ้นอยู่กับชนิดและพันธุ์ ของข้าวฟ่าง พวกข้าวฟ่างไม้กวาด หญ้าซูดาน และข้าวฟ่างหวานบาง
พันธุ์ มักจะมีช่อดอกหลวมมาก ส่วนข้าวฟ่างเมล็ด โดยทั่วไป มักจะมีช่อดอกแน่น และมีจ้านวน
เมล็ดมากกว่า จ้านวนดอกสมบูรณ์ในแต่ละช่อดอก  อาจมีถึง 6,000 ดอก ปกติแล้ว การบานของ
ดอกข้าวฟ่างตลอดทั ้งช่อดอก  ใช้เวลาประมาณ  6 ถึง 9 วัน  ในท้องถิ ่นที ่มีอากาศเย็นอาจใช้
เวลานานกว่านั ้น  โดยธรรมชาติข้าวฟ่างเป็นพืชผสมตัวเอง  คือ เกสรตัวผู ้ผสมกับเกสรตัวเมีย
ภายในต้นเดียวกัน แต่อาจจะมีการผสมข้ามโดยเกสรตัวผู้จากต้นหนึ่ง  ไปผสมกับเกสรตัวเมียของ
อีกต้นหนึ่ง โดยลมหรือแมลง 

ผลและเมล็ดเป็นแบบที่มีเยื่อหุ้มผล (Pericarp) ติดอยู่กับส่วนของเยื่อหุ้มเมล็ด มีเปลือกหุ้ม
ผลหรือเมล็ด เมล็ดประกอบด้วยคัพภะ (Embryo) และเอนโดสเปิร์ม (endosperm) คัพภะ
ประกอบด้วยส่วนของแรดิเคิล พลูมูล ใบเลี้ยงที่ไม่มีการพัฒนา และเนื้อเยื่อท่ีกั้นระหว่างคัพภะกับเอน
โดสเปิร์ม บริเวณรอบนอกของเอนโดสเปิร์มมีชั้นของเนื้อเยื่อห่อหุ้มโดยรอบเรียกว่า aleurone layer 
เมล็ดเกิดจากเกสรตัวผู้และตัวเมียพัฒนาเป็นผลแบบผลธัญพืช ผลมีขนาดเล็ก ค่อนข้างกลม ยาว 
ประมาณ 1.ถึง.2 มลิลิเมตร  
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รูปที่ 2.2 ส่วนประกอบต่างๆของข้าวฟ่าง 
A = ช่อดอก   B = ใบ   C = ล้าต้น   D = ดอก   E = ราก   F = เมล็ดข้าวฟ่าง 

 
2.2.3 องศ์ประกอบของเมล็ดข้าวฟ่าง 

 
 องค์ประกอบทางเคมีในส่วนต่างๆของเมล็ดข้าวฟ่างมีลักษณะคล้ายกับเมล็ดธัญพืชทั่วๆไป 
ส่วนเมล็ด (Whole grain) ประกอบไปด้วย ร้า (Bran) ส่วนเนื้อเมล็ด (Horny) และเอนโดสเปิร์ม 
(Endosperm) (5) แสดงดังรูปที่ 2.3   
 

 
 

รูปที่ 2.3 ส่วนประกอบต่างๆของเมล็ดข้าวฟ่าง 
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ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบทางเคมีในส่วนต่างๆของเมล็ดข้าวฟ่าง 
 

Component Part of 
sorghum 

Whole 
Grain 

Bran Horny 
Endosperm 

Starch 
Endosperm 

Germ 
%Proportion of sorghum 100 5.5 54.7 28.7 11.1 
%Starch 68.52 1.6 72.24 82.5 1.53 
% Protein 13.99 7.08 15.11 8.91 20.84 
%Nitrogen free Extract 78.72 70.16 83.49 89.29 40.67 
% Ash 1.89 3.07 0.56 0.71 9.46 
% Fiber (crude) 1.93 15.36 0.69 0.81 9.11 
% Ether Extract 3.47 4.33 0.15 0.28 19.92 

 
2.2.4 แป้งในเมล็ดข้าวฟ่าง 

 
 เมล็ดข้างฟ่างมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นแป้ง 60 ถึง 75 เปอร์เซ็นต์และโปรตีนร้อยละ 8 ถึง 
16 เปอร์เซ็นต์ (ตามตารางที่ 2.1) โดยปริมาณองค์ประกอบทางเคมีจะแตกต่างกันตามสายพันธุ์ และ
สภาพการเพาะปลูก (6) แป้งในเมล็ดข้าวฟ่างเป็นคาร์โบไฮเดรตที่มีกลูโคสเป็นพอลิเมอร์ โดยที่แต่ละ
มอโนเมอร์ต่อกันด้วยพันธะไกลโคซิดิก (Glycosidic bond) ที่ต้าแหน่งคาร์บอนที่ 1 กับด้านปลาย
ของหมู่แอลดีไฮด์ (Aldehyde group) ที่เรียกว่า reducing end ประกอบไปด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน
และออกซิเจนที่มีสูตรทางเคมี คือ (C6H10O5)n แป้งโดยทั่วไปที่ประกอบด้วยพอลิเมอร์ของกลูโคสจะมี
โครงสร้าง 2 แบบ คือ พอลิเมอร์สายตรง (Amylose) และพอลิเมอร์สายกิ่ง (Amylopectin)  
  

อะไมโลส 
อะไมโลส โมเลกุลเป็นพอลิเมอร์สายตรงของน้้าตาลดี-กลูโคส (D-glucose) ซึ่งเชื่อมต่อกัน

ด้วยพันธะไกลโคซิดิก (Glycosidic bond) ชนิด แอลฟา-1,4 ประมาณ 200-2,000 หน่วย มีน้้าหนัก
โมเลกุลประมาณ 105 ถึง 106 ดาลตัน ขนาดและน้้าหนักโมเลกุลของอะไมโลส มีผลมาจาก Degree 
of Polymerization (DP) ของอะไมโลสที่แตกต่างกันแปรผันตามแหล่งชนิดของแป้ง พอลิแซ็กคาไรด์ 
(Polysaccharide) ชนิดนี้มีอยู่ในโครงสร้างแป้งทั้งหมดประมาณ 20 ถึง 30 เปอร์เซ็นต์ (7) ดังรูปที่ 
2.4 

 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1630/glycosidic-bond-%E0%B8%9E%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%98%E0%B8%B0%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1101/polysaccharide-%E0%B8%9E%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%8B%E0%B8%84%E0%B8%84%E0%B8%B2%E0%B9%84%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%8C
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รูปที่ 2.4 โครงสร้างของอะไมโลส 
 

 อะไมโลเพกติน 
 อะไมโลเพกติน เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ประเภทฮอโมพอลิแซ็กคาไรด์ (Homopolysaccharide) 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเม็ดแป้ง (Starchgranule) เป็นพอลิเมอร์ของน้้าตาลกลูโคส (Glucose) ที่
จัดเรียงตัวเป็นสายตรงและสายกิ่ง โดยพันธะไกลโคซิดิกสองแบบ คือส่วนที่เป็นพันธะสายตรง เป็น
พันธะชนิดแอลฟา-1-4 เหมือนกับอะไมโลส และส่วนที่เป็นสายแขนงจะเชื่อมต่อด้วยพันธะแอลฟา-1-
6 อะมิโลเพกตินมีน้้าหนักโมเลกุลประมาณ 1,000 เท่าของอะมิโลส คือ ประมาณ 107 ถึง 109 ดาล
ตัน (8) ดังรูปที่ 2.5  
 

 
 

รูปที่ 2.5 โครงสร้างของอะไมโลเพกติน 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
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2.3 กระบวนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้้าตาล 
 
กระบวนการเปลี่ยนแป้งให้เป็นน้้าตาลด้วยเอนไซม์ โดยเรียกเอนไซม์ในกลุ่มนี้ว่า เอนไซม์อะ

ไมโลไลติก ประกอบไปด้วยการย่อย 2 ขึ้นตอน คือ การท้าแป้งให้เหลว (Liquefaction) และ การ
ย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาล (Saccharification) ดังรูป 2.6 

 
การท าแป้งให้เหลว (Liquefaction) 
การท้าแป้งให้เหลวต้องให้ความร้อนเพ่ือท้าให้พันธะไฮโดรเจนในแป้งลดลง น้้าถูกดูดซึม เม็ด

แป้งเกิดการพองตัว ความหนืดสูงขึ้น (Gelatinization) จากนั้นย่อยด้วยเอนไซม์ในกลุ่มแรกคือ เอน
โดอะไมเลส (Endo-amylase) จะกระตุ้นให้เกิดการสลายในพันธะแอลฟา-1,4 ในอะไมโลส อะไมโล
เพกตินและโอลิโกเด็กติน ที่อุณหภูมิเหมาะสมประมาณ 60 ถึง 90 องศาเซลเซียส pH 6.7 ถึง 7.0 ท้า
ให้พอลิแซ็กคาไรด์สายยาวเป็นสายที่สั้นขึ้นเรียกว่า เด็กซ์ติน (Dextrin) เอนไซม์กลุ่มนี้ได้แก่ 

แอลฟาอะไมเลส (α-amylase) (9) มีโครงสร้างดังรูป 2.7  
จุ ลิ นท รี ย์ ที่ ผ ลิ ต เ อน ไซม์ ใ นก ลุ่ ม นี้ ส่ ว นม าก เป็ นพวกแบค ที เ รี ย  เ ช่ น  Bacillus 

amyloliquefaciens, B. Licheniformis, B. stearothermophilus และ B. subtilis เป็นต้น (10) 
 
การย่อยแป้งให้เป็นน  าตาล (Saccharification)  
การเปลี่ยนเด็กซ์ตินหรือพอลิแซ็กคาไรด์สายสั้นให้เป็นน้้าตาลโมเลกุลเดี่ยว โดยเอนไซม์ใน

กลุ่มที่สองคือ เอ็กโซอะไมเลส (Exo-amylase) ได้แก่ เบต้าอะไมเลส (β-amylase) (รูปที่ 2.8) 

แอลฟากลูโคอะไมเลส (α-glucoamylase) กลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) และเบต้ากาเล็กโตซิ

เดส (β-galactosidase) โดยเอนไซม์เหล่านี้จะสลายพันธะแอลฟา-1,4 และแอลฟา-1,6 ที่อุณหภูมิ
เหมาะสมประมาณ 60 องศาเซลเซียส pH 4.0 ถึง 5.0 และกลุ่มเอนไซม์กลุ่มสุดท้าย ดีบลานชิ่งอะ
ไมเลส (Debranching amylase) ได้แก่ พูลูลาเนส (Pullulanase) ไอโซอะไมเลส (Iso-amylase) จะ
การสลายพันธะแอลฟา-1,6 ของพอลิแซ็กคาไรด์สายที่เป็นกิ่ง ที่อุณหภูมิเหมาะสมต่้ากว่า 60 องศา
เซลเซียสที ่pH 3.0 ถึง 4.0 

จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์ในกลุ่มได้แก่พวกยีสต์ เช่น Saccharomycopsis fubuligera และ
Schwanniomyces occidentalis พวกรา เช่น Aspergillus niger , A. oryzae, Rhizopus sp., R. 
niveus และ R. oryzae. (11) 
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รูปที่ 2.6 กิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติดชนิดต่างๆในการย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาล (12) 
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2.4 การเปลี่ยนน้้าตาลให้เป็นเอทานอล 
 
เป็นกระบวนการสลายกลูโคสซึ่งมีคาร์บอน 6 อะตอมให้อยู่ในรูปของกรดไฟรูวิก (Pyruvic 

acid) ซึ่งมีคาร์บอน 3 อะตอม จ้านวน 2 โมเลกุล กระบวนการไกลโคลิซิสเกิดขึ้นบริเวณไซโทซอลมี
หลายขั้นตอน แต่ละขั้นตอนมีเอนไซม์ต่างชนิดกันเป็นตัวเร่งปฏิกิริยา เริ่มด้วยการเติมหมู่ฟอสเฟตให้
กลูโคส โดยใช้ ATP 2 โมเลกุล ผลของปฏิกิริยาที่ได้จากการสลายกลูโคส 1 โมเลกุล ในกระบวนการ
ไกลโคลิซิสจะท้าให้มีการปลดปล่อย ATP ออกมา 4 โมเลกุล และมีการสร้าง NADH อีก 2 โมเลกุล
ด้วย ผลลัพธ์สุทธิของ ATP ที่ได้จากกระบวนการไกลโคลิซิสจึงเท่ากับ 2 โมเลกุล (13) ดังภาพที่ 2.7 

 

 
 

รูปที่ 2.7 กระบวนการเปลี่ยนน้้าตาลเป็นเอทานอล (14) 
 
 น้้าตาลกลูโคส 100 กรัม จุลินทรีย์จะหมักกลูโคสให้เปลี่ยนไปเป็นเอทานอล 51.1 กรัม และ
คาร์บอนไดออกไซค์ 48.9 กรัม โดยประมาณ แต่ในทางทฤษฎีน้้าตาลสามารถน้าน้้าตาลไปใช้ได้จริง
เพียง 95 เปอร์เซ็นต์ เท่านั้นและน้้าตาล 5 เปอร์เซ็นต์ จะเหลือให้จุลินทรีย์ได้ใช้ในการเจริญเติบโต 
(15) 
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2.5 จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซมอ์ะไมโลไลติก 
 
 2.5.1 Bacillus amyloliquefaciens เป็นจุลินทรีย์พวก prokaryote ในกลุ่ม bacteria 
ด้ารงชีวิตในลักษณะเซลล์เดี่ยว (Unicellular organism) การสืบพันธุ์ โดยการแบ่งตัว (Binary 
fission) และมีการสร้าง สปอร์ด้วย (16) 
   อนุกรมวิธานของ Bacillus amyloliquefaciens 
   Kingdom : Bateria 
   Phylum : Firmictes 
   Class  : Bacilli 
   Order  : Bacillales 
   Family  : Bacillsceae 
   Genus  : Bacillus 
   Species : amyloquefaciens 
 

 
 

รูปที่ 2.8 รูปร่างลักษณะของแบคทีเรีย  Bacillus amyloliquefaciens 
         

ลักษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens 
ลักษณะเซลล์เป็นเซลล์เดียว เซลล์มีลักษณะเป็น โซ่ยาว มี peritrichous flagella ช่วยใน

การเคลื่อนที่แตกต่างจาก Bacillus สายพันธุ์อ่ืน ๆ อุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญเติบโตของ
เซลล์ ที่อยู่ระหว่าง 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส สามารถสร้างสปอร์ได้ การสร้างสปอร์ช่วยให้อยู่รอดได้
เป็นเวลานาน B. amyloliquefaciens เป็นแบคทีเรียในดิน ที่ไม่ท้าให้เกิดโรค มีคุณสมบัติต้านเชื้อรา
ซึ่งได้รับอิทธิพลจากปริมาณไนโตรเจนในสิ่งแวดล้อม (17) 
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ลักษณะทางชีวเคมีและคุณสมบัติของแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens 
ถูกค้นพบในดินโดยนักวิทยาศาสตร์ชาวญี่ปุ่น โดยการตั้งชื่อแบคทีเรียจากการผลิตแอลฟาอะ

ไมเลสที่เป็นของเหลว อะไมเลสอัลฟาอะไมเลสจาก B. amyloliquefaciens มักจะใช้ใน การย่อย
สลายแป้ง และผลิตเอนไซม์อะไมเลสที่ใช้ขายทางการค้า นอกจากนี้ยังเป็น ผลิตโปรตีน subtilisin ซึ่ง
เป็นโปรตีนที่กระตุ้นในกระบวนการสลายของโปรตีนในท้านองเดียวกันกับ trypsin ด้วย 

 
2.5.2 Saccharomycopsis fibuligera เป็นหนึ่งในสปีชีเทเลโอมอร์ฟิกแอสโคไมซีติส 

(Teleomorphic ascomycetes) ซึ่งเป็นชนิดที่สร้างสปอร์ และเป็นสายพันธุ์หนึ่งที่ดีที่สุดสายพันธ์
หนึ่งที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก บางสายพันธุ์สามารถผลิตได้ทั้งเอนไซม์แอลฟาอะไมเลสและเอนไซม์
กลูโคอะไมเลส ใช้ย่อยแป้งในกระบวนการหมักอาหารและผลิตเอทานอลจากวัตถุดิบที่เป็นแป้งหรือใช้
ในการผลิตโปรตีนเซลล์เดี่ยว (18)  
   อนุกรมวิธานของ Saccharomycopsis fibuligera 
   Phylum : Ascomycota 
   Class  : Hemiascomycetes 
   Order  : Saccharomycetales 
   Family  : Saccharomycopsidaceae 
   Genus  : Saccharomycopsis 
   Species : Fibuligera 
 

 
 

รูปที่ 2.9 รูปร่างลักษณะของยีสต์  Saccharomycopsis fibuligera 
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ลักษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของยีสต์ S. fibuligera  
 ยีสต์ S. fibuligera พบในขนมปัง มักกะโรนี ราจิ (Ragi) ฟางข้าว หรือ หญ้าแห้ง ลักษณะ
เป็นแผ่นสีขาวครีม มีการสืบพันธุ์แบบแตกหน่อ (Budding) การสร้างเส้นใยที่มีผนังกั้น (Septate 
hyphae) หรือสร้างแอสคัย (Asci) ประกอบด้วย 4 แอสโคสปอร์ (Ascospores) ที่มีรูปร่างคล้าย
หมวก เชื้อยีสต์ในตระกูลนี้มีคุณสมบัติส้าคัญคือสร้างทัลลัส (Thallus) ที่เป็นแบบเซลล์เดี่ยว 
(Unicellular) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เมื่อให้อาหารมอลต์ ร้อยละ 5 แต่บางครั้งก็พบว่ามีการ
สร้างซูโดมัยซีเลียม (Pseudomycelium) ซึ่งก็คือเซลล์ของยีสต์ที่มีลักษณะยาวต่อเรียงกันเป็นแถว
เกิดจากการแตกหน่อของเซลล์นั้นเอง ท้าให้ดูคล้ายกับว่าเป็นเส้นใยโดยปกติแล้วหลังการแตกหน่อ
เซลล์ที่เกิดใหม่ มักแยกหลุดออกจากเซลล์ที่ให้ก้าเนิด แต่ในบางครั้งก็พบว่าเซลล์ที่แตกออกมายังคง
ติดอยู่ไม่แยกออกจากกันและแตกหน่อต่อๆไปอีก จึงท้าให้ได้ลักษณะที่เป็น ซูโดมัยซีเลียม ข้อแตกต่าง
ระหว่าง ซูโดมัยซีเลียม และ ไมซีเลียม ที่แท้จริงคือ เซลล์ปลายสุดของซูโดมัยซีเลียม เป็นเซลล์ที่สั้น
กว่าเซลล์อ่ืน ในขณะที่เซลล์ปลายสุดของไมซีเลียม ที่แท้จริงนั้นจะยาวกว่าเซลล์อ่ืนๆ   

 
ลักษณะทางชีวเคมีและคุณสมบัติของยีสต์ S. fibuligera  

 การสร้างเอนไซม์อะไมเลสของ S. fibuligera จะเริ่มสร้างเมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะตอนปลายของ
ช่วงการเจริญ (Log phase) แต่ยังสร้างในปริมาณที่น้อยมาก การสร้างเอนไซม์จะเกิดสูงสุดเมื่อเซลล์
อยู่ในระยะการเจริญคงที่ (Stationary phase) (19) นอกจากเอนไชม์อะไมเลสแล้ว S. fibuligera ยัง
ปลดปล่อยเอนไซม์ glucoamylase ออกมาภายนอกเซลล์ ซึ่งมีแอคติวิตีสูงในการย่อยโมเลกุลแป้ง
ตรงส่วนปลายบริเวณนอนรีดิวซ์ (Non-reducing ends) ได้เป็นน้้าตาลกลูโคสออกมา (20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 24 

 2 . 5 . 3  Aspergillus oryzae เ ป็ น จุ ลิ น ท รี ย์ พ ว ก  Eukaryote จั ด เ ป็ น ร า ใน กลุ่ ม 
Ascomycetes เป็นเชื้อราที่พบได้ทั้งในรูปของการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศและแบบอาศัยเพศ การ
สืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศจะสร้างสปอร์แบบไม่อาศัยเพศ เรียกว่า Condinia  
   อนุกรมวิธานของ  Aspergillus oryzae 
   Kingdom : Fungi 
   Phylum : Ascomycota 
   Class  : Eurotiomycetes 
   Order  : Eurotiales 
   Family  : Thichocomaceae 
   Genus  : Aspergillus 
   Species : oryzae 

  

 
 

รูปที่ 2.10 รูปร่างลักษณะของรา  Aspergillus oryzae 

     
ลักษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของรา A. oryzae 
ไฮฟา (Hyphae) เป็นแบบไม่ผนังก้ัน มีเส้นใยที่แตกแขนง เส้นใยของเชื้อราไม่มีสี แต่ละส่วน

ที่กั้นแล้วมีนิวเคลียสหลายอัน ก้านชูสปอร์ (Conidiophore) เกิดจาก foot cell ก้านชูสปอร์ อาจมี
ผนังกั้นหรือไม่มีก็ได้ ที่ส่วนปลายของก้านชูสปอร์จะโป่งออกเป็นเวสซิเคิล (Vesicle) และมีส่วนที่ยื่น
ออกมาเป็น สเตอริกมา (Sterigma) ซึ่งอาจมีชั้นเดียวหรือสองชั้นก็ได้โคนิเดีย (Conidia) ถูกสร้างขึ้น
ภายในสเตอริกมา โคนิเดียที่สร้างขึ้นภายหลังจะดันโคนิเดียอันแรกๆออกมา และยังติดต่อกันอยู่ จึง
เกิดเป็นสายของโคนิเดีย มีรูปร่างทรงกลมมีหลายสีเช่น ด้า เขียว น้้าตาล (21)  
 
 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2558/hyphae-%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B8%9F%E0%B8%B2
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ลักษณะทางชีวเคมีและคุณสมบัติของรา A. oryzae 
มีความหลากหลายทางสายพันธุ์มากว่า 100 สายพันธุ์ พบทั่วไปในในสิ่งแวดล้อม เป็นสาเหตุ

ให้อาหารเสื่อมเสีย (Microbial spoilge) ในเนื้อสัตว์ น้้านม และผักผลไม้ สามารถผลิตเอนไซม์ได้
หลายชนิด เช่น เอนไซม์อะไมเลส (Amylase) และ กลูโคอะไมเลส ย่อยโมเลกุลของแป้งให้เป็น
น้้าตาล เอนไซม์โปรตีเอส (Protease) ย่อยโมเลกุลของโปรตีนให้เป็นกรดแอมิโน เอนไซม์เพกทิเนส 
(Pecinase) ย่อยสลายเพกทิน (Pectin) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์พืช และบางสายพันธุ์ยัง
สร้างสารพิษ (Mycotoxin) เช่น aflatoxin และ ochratoxin ซึ่งเป็นอันตรายในอาหาร (22) 

เชื้อรา A. oryzaes ถูกน้ามาใช้ประโยชน์ ในการหมักอาหาร (Fermentation) อย่าง
กว้างขวางในแถบเอเซีย ได้แก่ ประเทศจีน ญี่ปุ่น ไทย และอินโดนิเชีย  การผลิตอาหารหมักจากถั่ว
เหลือง (Soybean) และเมล็ดธัญพืช (Cereal grain) เช่น ซี อ้ิว (Fermented soy sauce) มิโซ 
(Miso) เต้าเจี้ยว และสาเก (Sake) เป็นต้น การหมักเพ่ือผลิตกรดอินทรีย์ เช่น กรดซิตริก (Citric acid) 
และเป็นผู้ย่อยสลายสารต่างๆในระบบนิเวศ โดยมีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ได้หลายชนิดเพ่ือ
สร้างออกมาย่อยเซลล์ของพืชในธรรมชาติได้  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1141/meat-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1159/milk-%E0%B8%99%E0%B8%A1
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1665/vegetable-%E0%B8%9C%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1665/vegetable-%E0%B8%9C%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0680/enzyme-%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0680/enzyme-%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%8B%E0%B8%A1%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1174/amylase-%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0501/starch-%E0%B8%AA%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1679/sugar-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1176/protease-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%AA
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1189/protein-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1190/amino-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0430/pectin-%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1080/mycotoxin-%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0177/aflatoxin-%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1844/ochratoxin-%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%99
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1484/aspergillus-oryzae
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0316/fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1814/fermented-food-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1359/soybean-%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0229/cereal-grain-%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B8%98%E0%B8%B1%E0%B8%8D%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B8%8A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1435/fermented-soy-sauce-%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B9%8A%E0%B8%A7
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1549/miso-%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%8B
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1361/sake-%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1538/organic-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1339/citric-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%81
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2.6 จุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

 2.6.1 Zymomonas mobilis เป็นจุลินทรีย์พวก prokaryote ในกลุ่ม bacteria ด้ารงชีวิต
ในลักษณะเซลล์เดี่ยว (Unicellular organism) การสืบพันธุ์โดยการแบ่งตัว (Binary fission) และมี
การสร้าง สปอร์ด้วย  
   อนุกรมวิธานของ Zymomonas mobilis 
   Kingdom : Bateria 
   Phylum : Proteobacteria 
   Class  : Alpha Proteobacteria 
   Order  : Spingomonadales 
   Family  : Spingomonadaceae 
   Genus  : Zymomonas 
   Species : Mobilis 

  

 
 

รูปที่ 2.11 รูปร่างลักษณะของแบคทีเรีย  Zymomonas mobilis 
         

ลักษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของแบคทีเรีย Z. Mobilis 

เป็นแบคทีเรียแกรมลบแบบไม่ใช้ออกซิเจน รูปทรงแบบ sporulating และมี polarly 
flagellated โดยรูปแท่งจะพบเพียงสายพันธุ์ที่อยู่ในพืชและสัตว์ ไม่มีการสร้างสปอร์ เจริญเติบโตได้
เร็ว (23) 

ลักษณะทางชีวเคมีและคุณสมบัติของแบคทีเรีย Z. Mobilis 
เป็นแบคทีเรียที่ผลิตเอทานอลจึงใช้ประโยชน์ในการหมักเช่น เบียร์ สามารถให้รสชาติที่

เรียกว่า estery sulfury โดยเกิดจากการผลิตของแอลซิทิลดีไฮด์และไฮโดรเจนซัลไฟด์ มีกลิ่นคล้าย
กับกลิ่นแอปเปิ้ลเน่าเสียหรือกลิ่นผลไม้ Z. Mobilis มีความต้องการคาร์โบไฮเดรตที่สูงจึงสามารถใช้ 
ซูโครส กลูโคส ฟรุกโตส การเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 25 ถึง 37 องศาเซลเซียสขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ 
(24)  
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ข้อได้เปรียบของ Z. Mobilis ที่ดีกว่ายีสต์คือ มีความสามารถดูดซึมน้้าตาลที่สูง ท้าให้ผลผลิต
เอทานอลสูงกว่ายีสต์ได้ถึง 2.5 เท่า อดทนต่อความเข้มข้นของเอทานอลได้ถึง 16 เปอร์เซ็นต์ (25)  

 
2.6.2 Saccharomyces cerevisiae เป็นจุลินทรีย์พวก eukaryote ด้ารงชีวิตในลักษณะ

เซลล์เดี่ยว (Unicellular organism) สืบพันธุ์ได้ทั้งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ การสืบพันธุ์แบบ
ไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ (Budding) หรือการแบ่งตัว (Binary fission) และมีการสร้างแอสโค
สปอร์ในการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ 
   อนุกรมวิธานของ Saccharomyces cerevisiae 
   Phylum : Ascomycota 
   Order  : Saccharomycetales 
   Family  : Saccharomycetaceae 
   Subfamily : Saccharomycetoideae 
   Genus  : Saccharomyces 
   Species : cerevisiae 
    

 
 

รูปที่ 2.12 ลักษณะเซลล์ของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
  

ลักษณะทางกายภาพและสรีรวิทยาของยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae 
เมื่อศึกษาลักษณะของยีสต์ S. cerevisiae ผ่านกล้องจุลทรรศน์จะพบส่วนประกอบของเซลล์

แบ่งเป็นส่วนๆ ดังนี้คือ ผนังเซลล์ ไซโตพลาสซึมและนิวเคลียส ในไซโตพลาสซึมพบออร์ แกเนลอ่ืนๆ 
เช่น ไมโตครอนเดรียและแวคคิวโอ เซลล์ของยีสต์ S. cerevisiae มีลักษณะกลมไปถึงรูปไข่ (Round 
or ovule shape) อยู่ในลักษณะเซลล์เดี่ยว ยีสต์ขนมปัง 1 เซลล์มีปริมาตรประมาณ 40 ลูกบาศก์
ไมครอนและน้้าหนักแห้งของยีสต์ขนมปัง 1 เซลล์หนักประมาณ 10-11 กรัม (26)  

ผนังเซลล์ของยีสต์ S. cerevisiae เป็นสารชีวภาพพวกโพลีแซคคาไรต์ที่ประกอบด้วยกลูแคน 
แมนแนนและไคติน ผนังเซลล์มีลักษณะเป็นชั้นๆ ( layer structure) ไคตินที่พบในผนังเซลล์มีใน



 28 

ปริมาณเล็กน้อยเท่านั้น อาจพบในรูปของ killer toxin receptor และมีหน้าที่รักษาแรงดันออสโมติค
ของเซลล์ นอกจากนั้นพบไคตินมากบริเวณ bud scar ซึ่งเป็นรอยที่เกิดจากการแตกหน่อของเซลล์ 
 เยื่อหุ้มเซลล์ของยีสต์ขนมปังมีลักษณะเหมือนเยื่อชีวภาพทั่วไปคือมีลักษณะเป็น lipid 
bilayer ที่มี globular protein เป็นส่วนประกอบในโครงสร้างท้าให้มีลักษณะเป็น fluid mosaic 
นอกจากนั้นเมื่อศึกษาทางองค์ประกอบในเยื่อหุ้มเซลล์ของยีสต์ขนมปังแต่ละสายพันธุ์พบว่ามีความ
แตกต่างกันในยีสต์แต่ละสายพันธุ์ เช่น จะพบ phosphodicholine ใน brewing yeast มากกว่าใน 
baking yeast ซึ่งสามารถแตกหน่อได้รอบเซลล์ (27) 

ในบางสภาวะที่มีการควบคุมการให้สารอาหารในการเพาะเลี้ยง พบว่ายีสต์มีการแตกหน่อ
แบบ synchronous budding คือ การที่เซลล์ทุกเซลล์ในการเพาะเลี้ยงมีอายุในการแตกหน่อพร้อม
กัน การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศของยีสต์จะพบในสภาวะที่ไม่เหมาะสมในการเจริญ เช่น ในสภาวะขาด
แคลนอาหาร โดยที่ยีสต์ที่มีนิวเคลียสเป็นดิพพลอยจะเข้าคู่กันโดยการชักน้าของ mating  
pheromone เรียกว่าการ conjugation ของเซลล์ที่มี mating type แตกต่างกันคือนิวเคลียสชนิด a 

และชนิด α เซลล์ที่เข้าคู่กันนี้จะมีสร้างแอสโคสปอร์ 4 แอสโคสปอร์ที่ได้ก็จะสามารถเจริญไปเป็น
เซลล์ใหม่ได้ (28) 

 
ลักษณะทางชีวเคมีและคุณสมบัติของยีสต์ S. Cerevisiae 
เป็นยีสต์ที่สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีอากาศ ซึ่งกระบวนการผลิตพลังงานและ

ผลผลิตที่ได้ทั้งสองก็แตกต่างกัน ตัวแปรส้าคัญในการที่ยีสต์จะใช้กระบวนการใดในการใช้สารอาหาร
ในการผลิตพลังงานและได้ผลผลิตออกมานั้นขึ้นอยู่กับปริมาณออกซิเจนและความเข้มข้นของน้้าตาล
ในสภาวะแวดล้อมที่ยีสต์เจริญอยู่  
 การใช้น้้ าตาลกลูโคสผ่านกระบวนการสร้างพลังงานของยีสต์ในสภาวะไม่มีอากาศ 
(Anaerobic condition) โดยทั่วไปเรียกว่าการหมัก (Fermentation) พลังงานในรูป ATP ได้มาจาก
การใช้สับสเตรทผ่านกระบวนการ Embden-Meyerhof-Parnas pathway (EMP pathway) 
 การเพาะเลี้ยงยีสต์ในระบบกะธรรมดา (Batch fermentation) พบว่าในช่วงแรกของการ
เจริญปริมาณเซลล์ (Biomass) และแอลกอฮอล์จะเพ่ิมขึ้นพร้อมๆกันแบบ exponential แต่เมื่อการ
เจริญมาจนถึงจุดที่มีการจ้ากัดออกซิเจนการเปลี่ยนน้้าตาลจะหยุด ส่วนการผลิตแอลอฮอล์จะด้าเนิน
ต่อไปและเพ่ิมแบบเส้นตรง (Linear) พบว่าในกระบวนการสังเคราะห์ส่วนประกอบของเซลล์นั้นจะมี
ความสัมพันธ์เกี่ยวข้องกับสารตัวกลาง intermediate ที่เกิดข้ึนระหว่างปฏิกิริยา และ intermediate 
ที่เกิดจะเข้าไปใน tricarboxylic acid cycle และ glyoxylate cycle นอกจากนั้นพบว่าในระหว่าง
การเจริญของยีสต์ในสภาวะไม่มีอากาศ การท้างานของไมโตครอนเดรียถูกกดเอาไว้ท้าให้ไม่
เกิดปฏิกิริยา aerobic respiration (29) 
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2.7 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่าง 
 
ในการผลิตเอทานอลทางชีวภาพจะใช้วัตถุดิบที่ต่างกันไปในแต่ล่ะที่ เช่น ในสหรัฐอเมริกาใช้

ข้าวโพด ในประเทศไทย นิยมใช้กากน้้าตาลหรือโมลาส แป้งมันสัมปะหลัง เป็นต้น กระบวนการผลิต
เอทานอลแบ่งได้เป็น 2 แบบได้แก่ กระบวนการหมักท่ีแยกกันระหว่างกระบวนการย่อยวัตถุดิบให้เป็น
น้้ า ต า ลและกา รหมั ก เ อทานอล  (Separate hydrolysis and fermentation ; (SHF)) แ ล ะ
กระบวนการหมั กที่ มี ก ารย่ อยวั ตถุ ดิ บ ให้ เ ป็ นน้้ า ต าลร่ ว มกับการหมั ก  (Simultaneous 
saccharification and fermentation ; (SSF)) ก า ร ใช้ เ อน ไซม์ อะ ไม โล ไลติ กทา งการค้ า ใน
กระบวนการย่อยแป้งนั้นจะมีค่าใช้จ่ายที่สูง ดังนั้นกระบวนการเปลี่ยนแป้งเป็นน้้าตาลสามารถใช้
จุลินทรีย์บางกลุ่มที่ใช้แป้งเป็นแหล่งคาร์บอนได้ โดยให้มีกระบวนย่อยสลายแป้งให้เป็นน้้าตาลก่อน
และกระบวนการหมักเอทานอลสามารถด้าเนินการพร้อมกันได้โดยใช้เชื้อร่วมเพ่ือลดต้นทุนการผลิต
เช่น แบคทีเรีย Bacillus sp. (30) ยีสต์  Saccharomycopsis fibuligera, Schwanniomyces 
occidentalis (31) หรือรา A. oryzae (32) A. niger (33) ซึ่งมีคุณสมบัติในการสร้างเอนไซมอ์ะไมไล
ติกได้ในปริมาณท่ีสูงแล้วน้ามาหมักร่วมกับ S. cerevisiae หรือ Z. mobilis 

จากรูปที่ 2.13 แสดงการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้างฟ่างโดยการปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่าง
ด้วยการบดให้ละเอียด จากนั้นให้ความร้อนโดยใช้น้้าเพ่ือให้เกิดความหนืด (Gelatinization) จากนั้น
เอนไซม์อะไมโลไลติกที่ผลิตจากจุลินทรีย์ คือแอลฟาอะไมเลส (AA) และ กลูโคอะไมเลส (GA) จะย่อย
แป้งเป็นน้้าตาล ต่อมาเปลี่ยนน้้าตาลให้เป็นเอทานอลโดยจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล และเข้าสู่
กระบวนการแยกเอาเอทานอลออกไปจนเหลือกากชีวมวลของเมล็ดข้าวฟ่าง หรือ Distiller dried 
grain sorghum (DDGS) (34)    

  

 
 

รูปที่ 2.13 ขั้นตอนการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่าง 
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2.8 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกและผลิตเอทานอล 

แหล่งคาร์บอน (Carbon source)  
สารประกอบอินทรีย์ต่างๆในจุลินทรีย์  เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน ไขมัน มีธาตุคาร์บอน 

ไฮโดรเจน และออกซิเจน เป็นธาตุหลักๆที่พบส้าหรับคาร์โบไฮเดรตได้ชื่อว่าเป็นแหล่งคาร์บอนที่
ส้าคัญเพื่อน้ามาผลิตเป็นพลังงานส้าหรับการด้ารงชีวิตด้วยการย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาลแล้วเพื่อ
น้าเข้าสู่เซลล์ ดังนั้นการเตรียมแหล่งคาร์บอน เช่น ชนิดของแป้ง ชนิดของน้้าตาล ความเข้มข้น ให้
เหมาะสมกับชนิดของจุลินทรีย์ ท้าให้จุลินทรีย์เติบโตได้ดีและปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเกินไป  

จะส่งผลต่อเซลล์ในการรักษาสมดุลต่างๆ  
ความเข้มข้นของเอทานอลในสภาพที่มีเอทานอลสูง การเจริญของจุลินทรีย์และการหมักยีสต์

จะถูกยับยั้ง เพราะเอทานอลจะไปมีผลต่อเอนไซม์และสรีระวิทยาของจุลินทรีย์ ซึ่งการเพ่ิมความ
เข้มข้นของเอทานอลจะเริ่มจากการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์จนกระทั่งฆ่าจุลินทรีย์นั้น เมื่อเอทา
นอลมากกว่า 1 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตรจะส่งผลท้าให้การเจริญลดลงและจะหยุดลงเมื่อมีเอทานอล 
4.7 ถึง 7.8 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร การหมักจนเอทานอลมีความเข้มข้นประมาณ 14 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตรได้นั้นขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของสายพันธุ์ แต่มียีสต์บางสายพันธุ์ที่สามารถทนต่อความเข้มข้นเอ
ทานอล ประมาณ 18 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร โดยทั่วไปกระบวนการหมักเอทานอลโดยจุลินทรีย์ 
ได้แก่ พวกยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่นิยมใช้กันทั่วไป สามารถผลิต
เอทานอลได้ในปริมาณสูง ง่ายต่อการเพาะเลี้ยง และยังเป็นแหล่งของโปรตีนเซลล์เดี่ยวด้วย และกลุ่ม
ของพวกแบคทีเรีย เช่น Zymomonas mobilis ซึ่งมีข้อดีคือเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว ผลิตเอทา
นอลได้ในปริมาณท่ีสูง (35)   

แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source)   
เป็นไนโตรเจนที่ได้จากโปรตีนหรือกรดอะมิโน  ยูเรีย และสารประกอบอ่ืนๆ ที่มีไนโตรเจน 

ไนโตรเจนเป็นธาตุที่จ้าเป็นส้าหรับการสังเคราะห์โปรตีนที่มีบทบาทในการถ่ายทอดลักษณะทาง
พันธุกรรม การใช้สารประกอบไนโตรเจนเป็นแหล่งไนโตรเจนส้าหรับการเจริญเติบโตได้แตกต่าง
กัน จุลินทรีย์หลายชนิดใช้ไนโตรเจนในรูปของโปรตีนไม่ได้  เนื่องจากไม่มีเอนไซม์ส้าหรับย่อยสลาย
โปรตีน แต่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารโปรตีนได้ถ้ามีการช่วยเหลือจากจุลินทรีย์ชนิดอื่ นที่
สามารถย่อยสลายโปรตีนได้ ซึ ่งโปรตีนแต่ละชนิดก็จะเป็นแหล่งไนโตรเจนที ่ด ีแตกต่างกัน  

เนื่องจากเมื่อโปรตีนถูกย่อยสลายแล้วองค์ประกอบต่างๆของโปรตีน  เช่น สารเปปไทด์ กรดอะมิโน 

แอมโมเนีย  และสารประกอบอื่นๆ  มีปริมาณที่แตกต่างกันซึ ่งสารดังกล่าวบางชนิดจุลินทรีย์
สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ได้ บางชนิดเอาไปใช้ประโยชน์ไม่ได้ หรือบางครั้งจุลินทรีย์สามารถใช้
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เป ็นสารอาหารได ้เมื ่ออยู ่ในสภาพแวดล ้อมอย่างหนึ ่ง  แต่เมื ่อสภาพแวดล ้อมที ่เชื ้อ เจร ิญ
เปลี่ยนแปลงไป เชื้อจะไม่ย่อยสลายสารอาหารนั้น เป็นต้น 

แหล่งไนโตรเจนที่ส้าคัญ เช่น กรดอะมิโนที่เชื้อน้าไปใช้ในการเจริญเติบโต  นอกจากนี้ยังมี
สารประกอบไนโตรเจนอ่ืนๆซึ่งมีปริมาณมาก ได้แก่ นิวคลีโอไทด์ และกรดอะมิโนอิสระที่จุลินทรีย์บาง
ชนิดสามารถน้าไปใช้ได้ เชื้อราส่วนใหญ่สามารถย่อยสลายโปรตีนได้ รองลงมาคือแบคทีเรีย ส่วน
จุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายโปรตีนได้น้อยที่สุดคือยีสต์ ซึ่งแบคทีเรียสามารถย่อยสลายโปรตีนได้ดี
ที่สุดเมื่ออยู่ในสภาวะแวดล้อมที่เป็นกลาง โดยเชื้อจะถูกยับยั้งการเจริญเติบโตในสภาวะที่เป็นกรด 
ยกเว้นแบคทีเรียบางชนิดเช่นในกลุ่มของ acid proteolytic bacteria เป็นเชื้อที่มีเอนไซม์ที่สามารถ
ท้างานได้ในสภาวะที่เป็นกรด เป็นต้น แหล่งไนโตรเจนที่ใช้เป็นอาหารของจุลินทรีย์มี 2 ประเภทคือ 
พวกสารอินทรีย์ เช่น ยีสต์สกัด ยูเรีย beef extract, peptone, เป็นต้น และพวกสารอนินทรีย์ เช่น 
(NH4)2SO4, NH4Cl, (NH4)2PO4 เป็นต้น (36)  

แหล่งน  า 
จุลินทรีย์ต้องการน้้าในการเจริญเติบโตในอาหารที่มีน้้าอยู่ด้วยจุลินทรีย์จึงเจริญได้ น้้าใน

อาหารสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ส่วน คือน้้าที่ถูกยึดไว้ด้วยพันธะทางเคมีอย่างแน่นหนาภายใน
โมเลกุลของอาหาร เรียกว่า น้้าผูกพัน (Bound water) และน้้าที่เกาะอยู่กับอาหารอย่างหลวมๆ 
เรียกว่า น้้าอิสระ(Free water) น้้าอิสระเป็นน้้าที่จุลินทรีย์น้ามาใช้ในการเจริญเติบโต จึงเรียกอีกชื่อ
หนึ่งว่า วอเตอร์แอคติวิตี (Water activity) ใช้สัญลักษณ์ว่า aw  

อุณหภูมิ  
ความเหมาะสมของอุณหภูมิมีผลต่อการเจริญเติบโต เช่น ท้างานของเอนไซม์อะไมโลไลติก 

เหมาะสมที่ 60 ถึง 90 องศาเซลเซียส แต่การเจริญเติบโตของยีสต์และรา ส่วนมากอยุ่ในช่วงอุณหภูมิ 
27 ถึง 32 องศาเซลเซียส ส่วนแบคทีเรียอยู่ในช่วง 30 ถึง 37 องศาเซลเซียส 

การหมักเอทานอลจะมีอัตรการหมักที่สูงขึ้นตามอุณหภูมิ เช่น การหมักเอทานอลจะเพ่ิม
สูงขึ้นในอัตราส่วน 140.2 แคลอรี่ต่อกรัมน้้าตาลกลูโคส  อุณหภูมิมีผลโดยตรงต่อการท้างานของยีสต์ 
แต่มีผลทางอ้อมต่อปริมาณแอลกอฮอล์ และ aromatic compounds ต่าง ๆ ซึ่งถ้าอุณหภูมิสูงมาก ๆ 
จะท้าให้เอนไซม์ในยีสต์เกิดการเสียสภาพอัตราการเจริญเติบโตของยีสต์จะลดลงในระหว่างที่อุณหภูมิ
อยู่ ในช่วง 55 ถึง 58 องศาเซลเซียส และอาจท้าให้ยีสต์ตายได้  ในการหมักยีสต์สายพันธุ์  S. 
cerevisiae สามารเจริญได้ที่อุณหภูมิปานกลางในช่วง 25 ถึง 35 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิต่้าสุดที่
จะทนได้คือ 5 ถึง 10 องศาเซลเซียส (37)  

ความเป็นกรดด่าง (pH) 
การปรับพีเอชในอาหารมีความส้าคัญต่อการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเช่น รา A. oryzae 

สามารถย่อยแป้งได้ดีที่พีเอช 5 ส่วนแบคทีเรียและยีสต์สามารถย่อยได้ดีที่พีเอชเป็นกลาง ส่วนใน
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กระบวนการผลิตเอทานอล เช่น ยีสต์สายพันธุ์ S. cerevisiae สามารถเจริญได้ดีในสภาพการหมักเอ
ทานอลจากน้้าตาลที่ค่าพีเอชอยู่ในช่วง 2.4 ถึง 8.6 โดยมีค่าที่เหมาะสมอยู่ในช่วงประมาณ 4.5 ซึ่งใน
สภาพเป็นกรดอ่อนนี้สามารถช่วยควบคุมการปนเปื้อนแบคทีเรียได้ดี  

ออกซิเจน  
ไม่มีผลโดยตรงกับการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก แต่มีผลกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์

ชนิดต่างๆ แต่ในการผลิตเอทานอลออกซิเจนมีผลโดยตรง คือ เป็นตัวรับอีเล็กตรอนตัวสุดท้ายในห่วง
โซ่ของกระบวนการหายใจ (Respiratory chain) นอกจากนั้นออกซิเจนยังท้าหน้าที่เป็น growth 
factor ของยีสต์อีกด้วย โดยเกี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมันที่มีพันธะคู่ ซึ่งนอกจากจะช่วย
ส่งเสริมการเจริญของยีสต์ภายใต้ภาวะที่ปราศจากออกซิเจนแล้วยังเพ่ิมความทนต่อปริมาณเอทานอล
ด้วย (38) 

คาร์บอนไดออกไซค์ 
คาร์บอนไดออกไซค์มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ทั้งสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน 

โดยความดันบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซค์ที่สูงจะเกิดจากยับยั้งการเจริญเติบโตและหมักอย่าง
รุนแรง ถ้าไม่มีการระบายออกจากระบบการหมักจะท้าให้ความดันสูงขึ้น ท้าให้มีผลต่ออัตราการหมัก 
นอกจากนั้นยังพบว่าคาร์บอนไดออกไซค์มี อิทธิพลต่อองค์ประกอบของเยื้อหุ้มเซลล์  ท้าให้
ความสามารถในการขนส่งสารแลกเปลี่ยนแปลงไปท้าให้อัตราการผลิตเอทานอลและการเจริญเติบโต
ลดลง (39) 
 วิตามินต่างๆ (Growth factor) 

จุลินทรีย์บางชนิดไม่สามารถสร้างวิตามินที่ต้องการในการเจริญเติบโตขึ้นมาใช้เองได้ ดังนั้น
จึงต้องมีการเติมสารกลุ่มนี้ลงไปในอาหารส้าหรับเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วย โดยทั่วไปอาหารทั่วไปที่เหมาะสม
ส้าหรับจุลินทรีย์จะมีวิตามินและแร่ธาตุเป็นองค์ประกอบอยู่  ด้วยซึ่งจะมีปริมาณมากน้อยเพียงใด 
ขึ้นอยู่กับชนิดของอาหารแต่ละชนิด จุลินทรีย์ต้องการวิตามินในปริมาณเล็กน้อยส้าหรับการ
เจริญเติบโต ซึ่งวิตามินที่ใช้จะมีปริมาณต่้ากว่าสารอาหารชนิดอ่ืนๆ ซึ่งอาหารโดยทั่วไปที่อยู่ใน
ธรรมชาติ มักมีปริมาณสารอาหารที่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อยู่แล้ว  โดยพบว่า
แบคทีเรียแกรมบวกสามารถสังเคราะห์สารอาหารส้าหรับการเจริญได้เพียงเล็กน้อย หรือบางชนิดไม่
สามารถสังเคราะห์ได้เอง จึงจ้าเป็นต้องพ่ึงพาสารอาหารจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ส่วนแบคทีเรียแกรมลบ
และเชื้อรา สามารถสังเคราะห์อาหารได้เองเป็นส่วนใหญ่ ดังนั้นเราจึงสามารถพบแบคทีเรียแกรมลบ
และเชื้อราเติบโตได้ในที่มีวิตามินบีต้่า เช่น ผลไม้ที่มีความเป็นกรด ซึ่งผลไม้มีวิตามินบีต่้ากว่าเนื้อสัตว์ 
จึงท้าให้เชื้อราเติบโตได้มากกว่าแบคทีเรีย เป็นต้น 
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แร่ธาตุ 
แร่ธาตุมีผลต่อการรักษาสมดุลของสารละลายภายในและภายนอกเซลล์ท้าให้เซลล์คงรูปอยู่

ได้เป็นปกติ เกลือแร่ยังมีผลต่อการถ่ายเทอิเล็กตรอนในรูปของอิออน เพ่ือให้กระบวนการเมตาบอลิซึม
ของเซลล์ด้าเนินไปได้ จุลินทรีย์บางชนิดต้องการเกลือแร่บางชนิดในช่วงเวลาของการเจริญเติบโตที่
แตกต่างกันไป 

 
2.9 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกและผลิตเอทานอล 
  

2.9.1 การออกแบบการทดลองแบบสุ่มภายในบล็อค Random block design (RBD) 
เป็นออกแบบแผนการทดลองที่ใช้กับหน่วยทดลองที่มีลักษณะแตกต่างกัน โดยต้องทราบ

สาเหตุที่ท้าให้เกิดความผันแปรในหน่วยทดลองและใช้สาเหตุดังกล่าวเป็นเกณฑ์ในการจัดกลุ่มหรือ
บล็อค โดยการจัดกลุ่มการทดลองให้มีความเคียงกันอยู่ในบล็อคเดียวกัน และหน่วยทดลองที่อยู่ต่าง
บล็อคมีลักษณะแตกต่างกัน บล็อคเป็นบล็อคสมบูรณ์คือ ภายในแต่ละบล็อค จะมีครบทุกทรีทเมนต์ 
 หลักการจัดบล็อค โดยพิจารณาหน่วยทดลองท่ีแตกต่างกันดังนี้ 

1. บล็อคเนื่องจากปัจจัยในหน่วยทดลอง เช่น การทดลองทางสัตว์บล็อคตามเพศ อายุ 
เป็นต้นส้าหรับการทดลองเปรียบเทียบ 2 ทรีทเมนต์กับหน่วยทดลองเดียวกัน ตัวอย่างเช่น การ
เปรียบเทียบยาแก้ปวดศรีษะ 2 ชนิด คนไข้ แต่ละคนเป็นบล็อค  

2. บล็อคเนื่องจากปัจจัยภายนอกที่เกิดกับหน่วยทดลอง เช่น การทดลองเปรียบเทียบ
พันธุ์ข้าวปลูกข้าวในดินที่มีความอุดมสมบูรณ์ต่างกัน ผู้ทดลองจะแบ่งพ้ืนที่ปลูกออกเป็นบล็อค แล้ว 
แบ่งบล็อคเป็นแปลงย่อย (Plot) ตามจ้าานวนพันธุ์ข้าวที่จะเปรียบเทียบ แปลงย่อยที่อยู่ภายในบล็อค
เดียวกันมีความสม่้าเสมอมากท่ีสุดและแปลงย่อยที่อยู่ต่างบล็อค จะมีความแตกต่างกันส้าหรับขั้นตอน
การเก็บเกี่ยวผลผลิตพืช บางครั้งใช้เวลานานมีผลท้าให้ผลผลิตของแปลงทดลองที่เก็บเก่ียวช่วงแรกกับ
แปลงทดลองที่เก็บเกี่ยวช่วงสุดท้ายคนละวันแตกต่างกัน จึงบล็อคด้วยเวลาการเก็บเกี่ยวให้เสร็จ
ภายในเวลาใกล้เคียงกัน การบล็อคเช่นนี้ไม่เห็นรูปร่างบล็อก 
 ขนาดของบล็อคขนาดเล็กที่สุดมี 2 หน่วยทดลอง เช่น การทดลองเปรียบเทียบ 2 ทรีทเมนต์
แต่ละบล็อคจะมีทรีทเมนต์ทั้งสองอยู่ในบล็อคเดียวกันเป็นคู่ๆ วิธีสุ่มทรีทเมนต์ให้กับหน่วยทดลองจะ
ท้าภายในแต่ละบล็อค การวิเคราะห์ข้อมูลสามารถใช้ t–test แบบจับคู่ (Paired Samples) หรือ การ
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ RBD ทดสอบจะให้ผลสรุปเช่นเดียวกัน  
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การทดลองแบบสุ่มภายในบล็อค เป็นการจัดทรีทเมนต์ที่มีจ้านวนเท่ากับ t ทรีทเมนต์กับ
หน่วยทดลองที่อยู่ภายในบล็อคซึ่งเป็นขนาดของบล็อคเท่ากับ k ถ้า t = k การทดลองนั้นเป็นแบบ
บล็อคสมบูรณ์ (Complete block) คือ ในแต่ละบล็อคจะมีครบทุกทรีทเมนต์แต่ถ้า t > k การทดลอง
นั้นจะเป็นแบบบล็อคไม่สมบูรณ์ (Incomplete block) ในกรณีนี้ผู้ทดลองมีจ้านวนทรีทเมนต์มากเกิน
กว่าจ้านวนหน่วยทดลองในบล็อก 

 
ลักษณะของรูปแบบการทดลอง 
มีตัวแปรอิสระหรือตัวแปรทดลอง 1 ตัวซึ่งแบ่งออกเป็นหลายระดับ โดยมีการจัดกลุ่ม

ออกเป็นกลุ่ม (Block) แต่ละกลุ่มจะที่มีความคลาดเคลื่อนภายในน้อยที่สุดกับกลุ่มทดลองทุกๆกลุ่ม 
จะต้องได้รับตัวแปรทดลองทุกๆระดับโดยการสุ่ม 

แผนการทดลองแบบสุ่มแบบบล็อก แสดงตามสมการเชิงคณิตศาสตร์ได้ดังนี้ 
 Yij = U+T1+Bj+Eij 
เมื่อ Yij = ค่าสังเกตุแต่ละค่าที่ได้จากทรีตเมนต์ I บล็อค j 
 i = 1,…., t (t=จ้านวนทรีตเมนต์) 
 j = 1,…., r (r=จ้านวนซ้้าหรือบล็อค) 
 U = ค่าเฉลี่ยของทรีตเมนต์ทั้งหมดในการทดลอง 
 Ti = อิทธิพลของทรีตเมนต์ i 
 Bj = อิทธิพลของบล็อค j 
 Eij = ความคลาดเคลื่อนของการทดลอง 
 

ตารางที่ 2.2 ตัวอย่างตารางการวิเคราะห์ข้อมูลแบบ RBD 

ตัวแปร 
ปริมาณของตัวแปร 

5% 10% 15% 

A 1 2 3 

B 1 2 3 

C 1 2 3 

D 1 2 3 
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การวิเคราะห์ผลของ RBD 
1. สร้างตารางวิธีการวิเคราะห์การเบี่ยงเบนสองทางส้าหรับแต่ละบล็อกและการรักษา

ระดับแต่ละระดับ โดยเลือกตัวแปรทั้งหมดที่มีผลต่อการทดลอง 
2. จากตาราง ANOVA โดยใช้โปรแกรมส้าเร็จรูปคือ Statistical Package for the 

Social Sciences (SPSS) จากตารางจะแสดง Tests of Between-Subjects Effects เพ่ือบอกความ 
significant ของแต่ละตัวแปร ค่าความแปรปรวน ตามค่าความเชื่อมั่นที่ก้าหนดไว้ (โดยทั่วไปใช้ที่ 95 
เปอร์เซ็นต์) และตาราง Homogeneous Subsets แสดงการวิเคราะห์ด้วยวิธี Tukey (HSD) และวิธี
Duncan tests เป็นการเปรียบเทียบแบบ multiple ranges 
 

2.9.2 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 

การออกแบบการทดลองด้วยวิธี  Plackett-Burman เป็นการวิเคราะห์ทางสถิติแบบ 
Fractional factorial design ในปี ค.ศ. 1946 R.L. Plackett และ J.P. Burman ได้ตีพิมพ์ผลงานที่
ชื่อ Optimal multifactorial experiments น้าเสนอวิธีการออกแบบที่ใช้ส้าหรับกรณีมี Factor 
จ้านวนมาก วิธีการคือเลือกใช้จ้านวน Run ให้เป็นเลข 4 เท่าของเลขอนุกรมคนิตศาสตร์ คือจะมี
จ้านวน Run เป็น 4,8,12,16,20... โดยให้จ้านวน Run มีค่ามากกว่าจ้านวน Factor อยู่ 1 เป็นอย่าง
น้อยเสมอ หรือ k+1 ดังนั้นเมื่อมีจ้านวน Factor 9 ตัว จะได้จ้านวน Run เท่ากับ 12 หรือเมื่อมี
จ้านวน Factor 11 ตัวก็จะได้จ้านวน Run เท่ากับ 12 เช่นกัน หรืออีกนัยหนึ่ง จ้านวน Run 12 
สามารถออกแบบการทดลองส้าหรับจ้านวน Factor ได้สูงสุด 11 ตัว จะเห็นว่าแม้จ้านวน Factor 
เพ่ิมขึ้น แต่จ้านวน Run อาจจะไม่เพ่ิมก็ได้ ลักษณะเช่นนี้จะเรียกว่า Non-geometry เมื่อเป็นเช่นนี้
การออกแบบทั้งหมดตามวิธี Plackett-Burman เหมาะที่จะใช้ในการท้าการทดลองที่เรียกว่า 
Screenning เพ่ือคัดกรอง Factor ที่ไม่มีนัยส้าคัญทางสถิติออก (40)  

วิธีการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 
1. ก้าหนด generating vector ขึ้นก่อน หลักการก็คือต้องให้จ้านวน Code (+1) มีจ้านวน

มากกว่า (-1) อยู่ 1 ตัวเสมอ และมีจ้านวน Code รวมกันแล้วน้อยกว่าจ้านวน Run ในการทดลองอยู่ 
1 เสมอ ดังตัวอย่างต่อไปนี้ 

Run = 8 ใช้   ( +  +  +  -  +  -  -  ) 
Run = 12 ใช้ ( +  +   -  +  +  +  -  -  -  +   -  ) 
Run = 16 ใช้ ( +  +   +   +  -  +  -  +  +  -  -  +  -  -   -  ) 
Run = 20 ใช้ ( +  +   -   -  +  +  +   +  -  +  -  +  -  -  -  -  +  +   -  ) 
Run = 24 ใช้ ( +  +   +  +  +   -  +  -  +  +  -  -  +  +   -  -  +  -  +  -   -   -   - ) 
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2. สร้างตารางการออกแบบ (Design matrix) โดยแนว Column เป็น Factor และแนว 
Row เป็น Run โดยก้าหนดให้ Column แรกใช้ Code จาก generating vector 

3. Column ถัดไปก็ให้เริ่มต้นด้วย Code ตัวสุดท้ายของ Column ก่อนหน้านี้ แล้วจากนั้นก็
ต่อด้วย Code จาก Column ก่อนหน้านี้ที่อยู่ Row ก่อนหน้านี้ (หมายเลข row ต่้ากว่า 1 row) และ
ท้าเช่นนี้ไปเรื่อยจนจบทุก Factor 

4. แถว (Run) สุดท้ายจะเป็น แถวที่ต้องใส่ Code (-1) ทั้งหมด ดังตัวอย่างตามภาพที่ 2.16 
 

 
 

รูปที่ 2.14 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 

จากรูปที่ 2.14 จะสังเกตเห็นว่า Column ถัดไปจะเป็นการเลื่อนลงไป 1 ของ Column ก่อน
นี้นั่นเอง สังเกตจากแนวของ Code (+) จะเอียงลงทางขวามือ กรณีผู้ออกแบบมี Factor แค่ 9 ตัว ก็
ใช้ตารางที่ 1 ถึงแค่ Column I แต่จะต้องใช้ Run เท่าเดิม คือ 12 

5.ท้าการแปรผันตัวแปร ดังในตารางที่ 2.3 ได้แก่  A B C D E และ F ตามล้าดับ มีระดับสูง
และต่้า (+) และ (-) แทนระดับของตัวแปร โดยวิเคราะห์ผลกระทบของตัวแปรแต่ละตัวโดยถูกก้าหนด
โดยสมการพหุนามคือ 
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Y = βo + Σβixi (i = 1,….k)                                                  (1) 
 

ที่ Y  คือค่าจากสมการ(ค่ากิจกรรมของเอนไซม์) 

βo  เป็นค่าเริ่มต้น 

βi   เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น 
xi    เป็นรหัสตัวแปรอิสระ 
 

ตารางที่ 2.3 ตัวอย่างการออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman 

Variables 
     Low level High level 

(-) values (+) values 

A - + 
B - + 
C - + 
D - + 
E - + 
F - + 

 
การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman การวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้

จริง Experimental data (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของระดับความเข้มข้นของตัว
แปรแต่ละตัว และสร้างสมการพหุนามเพ่ือใช้ท้านายผลการทดลอง Predicted data (Pred.) เพ่ือ
วิเคราะห์หาว่าตัวแปรใดบ้างที่มีผลกับการทดลองด้วยกราฟ Pareto โดยมีค่า standardized effect 
เป็นเส้นค่ามาตรฐานที่ได้จากการค้านวณ การอ่านค่าจากกราฟจะพิจารณาตัวแปรที่มีค่ามากกว่าเส้น
มาตรฐานเป็นตัวแปรที่มีผลอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับการทดลอง การหาประสิทธิภาพของสมการ
พหุนามจะใช้ผลที่ได้จากการทดลอง plot กราฟร่วมกับผลที่ได้จากการท้านายเพ่ือหาเส้นตรงของส่วน
เบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์ 

ข้อดีของการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman คือการลดจ้านวนการทดลอง
จากการออกแบบการทดลองแบบ t-test หรือแบบการทดลองทีละปัจจัย (One factor method) ที่
ต้องใช้จ้านวนการออกแบบการทดลองที่ 2n การทดลอง โดยที่ n คือ จ้านวนตัวแปร กล่าวคือ เมื่อ
สามารถลดจ้านวนการทดลองได้ โดยที่การวิเคราะห์ผลทางสถิติมีความเชื่อมั่นที่ดีเท่าเดิม ความ
แปรปรวนของความผิดพลาดที่เกิดจากการทดลองจึงลดลงด้วยเช่นกัน 
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2.9.3 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Response surface methodology (RSM) 

Response surface methodology (RSM) เป็นการวิเคราะห์ผลการทดลองทางสถิติด้วย
การตรวจสอบความสัมพันธ์ของตัวแปร สามารถอธิบายความสัมพันธ์ระหว่าง ตัวแปรต้น กับค่าการ
ตอบสนอง สามารถแสดงให้เห็นแนวโน้มการเปลี่ยนแปลงของผลตอบสนอง เมื่อระดับของปัจจัยเชิง
ปริมาณเปลี่ยนแปลง โดยสามารถหาจุดสมมูลที่เหมาะสม (Optimization) จากความสัมพันธ์ของตัว
แปรทุกตัวในการทดลองได้ (41)  

ตัวแปร (Input variable) ตัวแปรต้นเป็นตัวแปรต้น หรือปัจจัยเชิงปริมาณ เช่น อุณหภูมิ 
ความดัน ความเข้มข้น ปริมาณสาร เป็นต้น 

ค่าผลตอบสนอง (Response variable) เป็นผลจากตัวแปรที่ต้องการ เช่น ผลผลิต (Yield) 
ความหนืด ความแข็ง คะแนนความชอบ เป็นต้น  
 วิธีการออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM 

1. ก้าหนดแผนการทดลองโดยเลือกตัวแปรที่เหมาะสมที่สามารถให้ข้อมูลเพียงพอในการ
สร้าง Contour plot โดยก้าหนด Factor level ดังแสดงในตาราง 2.3 โดยแต่ละระดับ (Level) และ
การออกแบบการทดลองโดยแต่การทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ ดัง
ตารางที่ 2.4 
 

ตารางที่ 2.4 ตัวอย่างการออกแบบการทดลองแบบ RSM 

Level 

Variable 

A B C D 
-2 1 1 1 1 
-1 2 2 2 2 
0 3 3 3 3 
1 4 4 4 4 
2 5 5 5 5 
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ตารางที่ 2.5 ตัวอย่างการออกแบบการทดลองแบบ RSM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. เก็บรวบรวมข้อมูลที่ได้จากการทดลองและน้าข้อมูลที่ได้มาสร้างสมการพหุนามก้าลังสอง 
คือ 
 

Y=β0+Σ βiXi+Σ βiiX2
i+Σ βiiXiXj        (2) 

ที่ Y คือค่าจากสมการ(ค่ากิจกรรมของเอนไซม์)  

βo เป็นค่าเริ่มต้น 

βi  เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น  

βii ค่าสัมประสิทธิ์สมการ  

βij ค่าสัมประสิทธิ์ร่วมสมการ 
 xi  เป็นรหัสตัวแปรอิสระ  

 
 
 
 
 
 
 

Run 
Variable(g/l) 

Exp.  
A B C D 

1 -2 0 0 0 x 
2 1 1 -1 -1 x 
3 0 0 0 0 x 
4 -1 -1 -1 1 x 
5 0 0 0 0 x 
6 1 -1 -1 -1 x 
... ... ... ... ... ... 
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3. สร้าง Contour plot จากการวิเคราะห์ผลข้อมูลจากผลการทดลอง โดยสร้างกราฟ 3 มิติ
แสดงระดับและความสัมพันธ์ของแต่ละตัวแปรที่เหมาะสม แสดงดังรูป 2.17 

 
 

รูปที่ 2.15 กราฟ Contour plot แบบ 3 มิติของตัวแปร 
 

4. วิเคราะห์ค่าที่เหมาะสมจากสมการพหุนามก้าลังสอง โดยเลือกค่าต่างๆของตัวแปรแต่ละ
ตัวทีจุ่ดสมมูลบนพื้นผิวตอบสนองบนกราฟ Contour plot 

5. ตรวจสอบสมการพหุนามก้าลังสองโดยการใช้ค่าที่เหมาะสมของตัวแปรที่จุดสมมูล ด้วย
การทดลองจริงตามค่า (Validation) 
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โดยการวิเคราะห์ผลการทดลองอยู่ 2 วิธี คือ 
1. การออกแบบส่วนประสมกลาง (Central composite design; CCD) 

เป็นหนึ่งในวิธีการหาพ้ืนผิวตอบสนอง (RSM) ใช้เพื่อหาค่าการที่เหมาะสม โดยทั่วไปประกอบ
ไปด้วยส่วนกลาง (Center point) และส่วนประกอบด้วย Factorial (ตามจุดที่แสดงเป็นแผนภาพดัง
รูป 2.18) โดยถ้าเป็นการทดลองแบบ 2 ตัวแปร การออกแบบจะเป็นแนวระนาบเรียบตามแกน Axial 
แต่ถ้าเป็นการทดลองแบบ 3 ตัวแปรขึ้นไปจะเป็นรูปกล่อง ตามแผนภาพ ดังรูปที่ 2.18 

2. การออกแบบบ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken Design)  
เป็นการออกแบบสามระดับส้าหรับฟิตพ้ืนผิวตอบสนอง (RSM) การออกแบบนี้ถูกสร้างขึ้น

จากการรวมการออกแบบ Factorial 2k กับการออกแบบบล็อกแบบไม่สมบูรณ์ ผลของการออกแบบ
ด้วยวิธีนี้มีผลในด้านจ้านวนของการทดลองที่ต้องการ โดยการออกแบบ Box-Behnken เป็นการ
ออกแบบจุดโดยที่ทุกจุดวางอยู่บนรัศมีซึ่งกันและกัน และไม่ได้รวมเอาจุดใดๆที่เป็นจุดยอดของรูป
ลูกบาศก์ที่สร้างขึ้นจากขีดจ้ากัดบนและล่างของแต่ละตัวแปรเอาไว้  การวางจุดแบบนี้ท้าให้ผลต่อ
ปัจจัยระดับ (Factor-Level Combination)  
 
 

 
 

รูปที่ 2.16 การวิเคราะห์ผลแบบ Central composite design (CCD) และ Box-Behnken design 
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บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 วัสดุอุปกรณ์  

อุปกรณ์ บริษัทและประเทศ 

กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) รุ่น CHS, Olympus optical, Japan  

เครื่องกวนควบคุมอุณภูมิ (Hot plate stirrer) รุ่น PC-101, Corning, U.S.A 
เครื่องเขย่าผสม (Vortex mixer) รุ่น Vortex-Genie 560E, Scientific 

industries, U.S.A 
เครื่องควบคุมอุณหภูมิแบบหมุน (Rotary 
incubator shaker) 

รุ่น G-25,New Brunswick Scientific 
Co., U.S.A 

เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง (Microcentrifuge) รุ่น MC-15A, Tomy Seiko, Japan 

เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณภูมิ (Centrifuge) รุ่น KR-20000T, Kubota Co., Japan 

เครื่องชั่ง 2 ต้าแหน่ง  (Electronic balance) รุ่น AR 2140, Ohaus Co., U.S.A 
เครื่องชั่ง 4 ต้าแหน่ง (Electronic balance) รุ่น AR 2140, Ohaus Co., U.S.A 

เครื่องวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน รุ่น Buchi 345 Distillation unit, Buchi 
345 Digestor, Buchi Laboratory 
Techniques Ltd., Switzerland 

เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น MV Spectronic 21, Bausch&Lomb, 
Japan 

เครื่อง (Gas chromatography) รุ่น Model 163, Hitachi, Japan 
เตาอบไมโครเวฟ (Microwave oven) รุ่น NE-767C, Matsuchita Electric ind., 

Japan 
ตู้บ่มเชื้อแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator 30, 37 
C°) 

Sanyo, Japan 

ตู้ถ่ายเชื้อ (Laminar flow) International Scientific, ประเทศไทย 
ตู้ควบคุมอุณหภูมิต่้า (-20 C°) Sanyo, Japan 

ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (4 C°) Frigidaire, ประเทศไทย 
หม้อนึ่งควบคุมความดัน (Autocleave) รุ่น HV-50, Hirayama Manufacturing 

Co., Japan 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 

เคมีภัณฑ์ บริษัทและประเทศ 
Agar Difco, U.S.A 

Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) Carlo Erba, Italy 

Beef extract Difco,U.S.A 
Calcium chloride monohydtate (CaCl2.H2O) Fluka, Switzerland 

Copper sulfate (CuSO4.5H2O) Fluka, Switzerland 
D-glucose (C6H12O6) Univar,Australia 

Dinitrosalicylic acid Sigma,U.S.A 

Ethanol กรมสรรพสามิตร, ประเทศไทย 
Ethanol absolute 99.98% Merck, Germany 

Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) Merck, Germany 

Hydrochoric acid (HCl) Merck, Germany 
Magnesium sulfate heptahydrate 
(MgSO4.7H2O) 

Fluka, Switzerland 

Zine sulfate monohydrate (ZnSo4.H2O) Fluka, Switzerland 

Peptone Difco, U.S.A 

Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck, Germany 
Propanol (C3H80) Merck, Germany 

Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 
Sodium hydroxide (NaOH) Merck, Germany 

Sulfuric acid (H2SO4) Merck, Germany 

Urea ((NH2)2CO) Merck, Germany 
Yeast extract Difco, U.S.A 
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3.3 วิธีด้าเนินการวิจัย 
 

3.3.1 ปรับสภาพเมล็ดข้าวฟ่างโดยวิธีการทางกายภาพ  
       เมล็ดข้าวฟ่างที่ใช้ในงานวิจัยนี้ได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตร

สุพรรณบุรี ส้านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 5 กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 
น้ามาบดด้วยเครื่องบด กรองแยกโดยใช้ตะแกรงขนาด 500 ไมโครเมตรและน้าไปอบในตู้อบที่ 80 
อาศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ในการทดลองใช้ปริมาณเมล็ดข้าวฟ่าง 10 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อ
ปริมาตร) ในขวดขนาด 125 มิลลิลิตร ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 20 นาท ี
 3.3.2 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.3.2.1 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 

   3 . 3 . 2 . 1 . 1  กา ร เ ต รี ย มกล้ า เ ชื้ อ แ ละอาห าร เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ  Bacillus 
amyloliquefaciens TISTR 1045 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ คือ อาหารแข็ง Nutrient agar (NA) (ภาคผนวก 
ก) เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมงและเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส การเตรียมกล้าเชื้อท้าโดยถ่ายเชื้อแบคทีเรียจากอาหารแข็ง ลงในอาหารเหลว  Nutrient 
broth (NB) เลี้ยงเชื้อในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 
อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที จากนั้นน้าไปเป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 
   3.3.2.1.2 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อ Saccharomycopsis 
fibuligera TISTR 5033  จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ คือ อาหารแข็ง Yeast extract peptone 
dextrose agar (YPDA) เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมงและเก็บรักษาเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส การเตรียมกล้าเชื้อท้าโดยถ่ายเชื้อยีสต์จากอาหารแข็ง ลงในอาหารเหลว 
Yeast extract peptone dextrose broth (YPDB) เลี้ ยง เชื้อ ในเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 21 ชั่วโมง อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที จากนั้นน้าไปเป็น
กล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 
   3.3.2.1.3 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยง Aspergillus oryzae TISTR 
3086 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  

อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ คือ อาหารแข็ง Potato dextrose agar (PDA) 
เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 96 ชั่วโมงและเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส การเตรียมกล้าเชื้อท้าโดยนับสปอร์จากอาหารแข็ง ด้วยการเขี่ยสปอร์โดยใช้ลูปแล้วน้ามาใส่
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ในน้้าที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว 10-15 มิลลิลิตร กรองผ่านผ้าขาวบางที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว จากนั้นท้าการ
นับจ้านวนสปอร์ด้วยเครื่องฮีมาไซโตมิเตอร์ ปรับปริมาตรจ้านวนสปอร์ให้เป็น 106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร 
แล้วจึงน้าไปเป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการทดลองต่อไป 
  3.3.2.2 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตเอทานอล 

   3.3.2.2.1 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้ อ Saccharomyces 
cerevisiae จากสถาบันเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ คือ อาหารแข็ง YPD agar เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมงและเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส การเตรียมกล้า
เชื้อท้าโดยถ่ายเชื้อยีสต์จากอาหารแข็ง ลงในอาหารเหลว  YPDB เลี้ยงเชื้อในเครื่องเขย่าควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที จากนั้น
น้าไปเป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 
   3.3.2.1.2 การเตรียมกล้าเชื้อและอาหารเลี้ยงเชื้อ Zymomonas mobilis 
TISTR 551 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

อาหารที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อ คือ อาหารแข็ง NA เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมงและเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส การเตรียมกล้าเชื้อ
ท้าโดยถ่ายเชื้อแบคทีเรียจากอาหารแข็ง ลงในอาหารเหลว NB เลี้ยงเชื้อในเครื่องเขย่าควบคุม
อุณหภูมิที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง อัตราการกวน 150 รอบต่อนาที จากนั้น
น้าไปเป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป 

 
 3.3.3 สูตรอาหารที่ใช้ในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 

 เปรียบเทียบการผลิตเอนไซม์จากจุลินทรีย์ 3 สายพันธุ์ได้แก่ A. oryzae TISTR 3086, B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 และ S. fibuligera TISTR 5033 โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพ
แล้วจากข้อ 3.3.1 ปริมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เติมแร่ธาตุต่างๆได้แก่ 0.5 
เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4, 0.1 เปอร์เซ็นต์ KH2PO4 0.1 เปอร์เซ็นต์ MgSO4, 0.01 เปอร์เซ็นต์ CaCl2 
และ NaCl เปอร์เซ็นต์ โดยเติมกล้าเชื้อที่ได้จากข้อ 3.3.2 ปริมาณ 10 % (ปริมาตรต่อปริมาตร) เลี้ยง
เชื้อที่ 30 หรือ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมงเป็น
เวลา 72 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แยกส่วนใสน้าไป
วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์และปริมาณน้้าตาลที่เกิดขึ้น 
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3.3.4 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์โดยการออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธีทางสถิติ 

3.3.4.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ โดยการ
ออกแบบการทดลองด้วยวิธี Random block design (RBD) 

โดยใช้เชื้อที่มีศักยภาพจากข้อ 3.3.3 โดยแปรผันปริมาณแหล่งของแหล่งคาร์บอนคือ
เมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 5, 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ และแปรผันชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่
ความเข้มข้น 0.5 เปฮร์เซ็นต์ ได้แก่ ยูเรีย แอมโมเนียมซัลเฟต ยีสต์สกัด และเพปโตน โดยให้ชนิดของ
แหล่งไนโตรเจนเป็นพรีทรีทเม้นและปริมาณของแหล่งคาร์บอนเป็นบล็อก ดังแสดงในตารางที่ 3.1 

 
ตารางที่ 3.1 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี  Random block design (RBD) โดยการแปรผัน
ปริมาณแหล่งของคาร์บอนและชนิดของไนโตรเจนส้าหรับการผลิตเอนไซม์อะไลโลไลติกของจุลินทรีย์ 

 

แหล่งไนโตรเจน 
ปริมาณของแหล่งคาร์บอน 

5% 10% 15% 

ยูเรีย 1 2 3 

แอมโมเนียมซัลเฟต 1 2 3 

ยีสต์สกัด 1 2 3 

เพปโตน 1 2 3 

 
เลี้ยงเชื้อในขวดขนาด 125 มิลลิลิตร เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 

ชั่วโมงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แยกส่วน
ใสมาวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์และปริมาณน้้าตาล 
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3.3.4.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยการแปร
ผันแหล่งแร่ธาตุโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 

ท้าการแปรผันแหล่งของแร่ธาตุตามตัวแปร ดังในตารางที่ 3.2 ได้แก่ (NH4)2SO4 (A), 
KH2PO4 (B), MgSO4 (C), CaCl2 (D), NaCl (E) และ FeSO4 (F) ตามล้าดับ มีระดับสูงและต่้า (+) 
และ (-) แทนระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุโดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ  Minitab 17 
วิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลองจากผลกระทบของตัวแปรแต่ละตัวโดยถูกก้าหนดโดยสมการพหุนามคือ 
 

Y = βo + Σβixi (i = 1,….k)                                                  (1) 
 

ที่ Y คือค่าจากสมการ(ค่ากิจกรรมของเอนไซม์) 

βo เป็นค่าเริ่มต้น 

βi  เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น 
xi   เป็นรหัสตัวแปรอิสระ 
  

ตารางที่ 3.2 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman โดยการแปรผันชนิดของแร่ธาตุและ
ระดับความเข้นข้นส้าหรับผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ 

 

Variables Components 
         Low level High level 

(-) values (+) values 

(g/l) (g/l) 
A (NH4)2SO4 1 10 
B KH2PO4 0.5 5 
C MgSO4 0.1 2 
D CaCl2 0.5 5 
E NaCl 0.5 5 
F FeSO4 0.1 1 
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โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงเชื้ออุณหภูมิ 
30 หรือ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้าการปั่น
เหวี่ยงตัวอย่างที่เก็บได้ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน้าสารละลายส่วนใส
มาท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์และวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลองจากผลกระทบระดับของตัว
แปรแต่ละตัวโดยสมการพหุนาม 

 
3.3.4.3 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยการแปร 

ผันแหล่งแร่ธาตุโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Response surface methodology (RSM) 
  จากผลการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ในข้อ 3.3.4.2 น้ามา
วางแผนการทดลองด้วยวิธี  Central composite design (CCD) โดยเลือกจุดสมมูลบนพ้ืนผิว
ตอบสนองบนกราฟ RSM ด้วยการใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ Design expert 9.1 ออกแบบ
การทดลอง ตามตารางที่ 3.3 จ้านวนการทดลองเแปรผันตามจ้านวนตัวแปรแหล่งแร่ธาตุ โดยแต่ละ
การทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ การวิเคราะห์ผลจะน้าผลการทดลองที่
ได้จริง Experimental data (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของความเข้มข้นระดับ
ต่างๆและความสัมพันธ์ของแต่ละตัวแปร เพ่ือวิเคราะห์หาว่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลใดมีผลกับ
ภาวะเหมาะสมส้าหรับผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก โดยสร้างสมการพหุนามก้าลังสองเพ่ือใช้ท้านายผล
การทดลอง Predicted data (Pred.) คือ 
 

Y=β0+Σ βiXi+Σ βiiX2
i+Σ βiiXiXj      (2) 

 
ที่ Y คือค่าจากสมการ(ค่ากิจกรรมของเอนไซม์)  

βo เป็นค่าเริ่มต้น 

βi  เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น  

βii  ค่าสัมประสิทธิ์สมการ  

βij  ค่าสัมประสิทธิ์ร่วมสมการ 
 xi  เป็นรหัสตัวแปรอิสระ  
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ตารางที่ 3.3 การออกแบบการทดลองแบบด้วยวิธี RSM โดยการแปรผันระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุ
แต่ละชนิดส้าหรับการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ 

 

level 
Variable(g/l) 

(NH4)SO4 KH2PO4 MgSO4 NaCl 

-2 1 0.5 0.1 0.5 
-1 3 1.5 0.6 1.5 
0 5 2.5 1.1 2.5 
1 7 3.5 1.6 3.5 
2 9 4.5 2.1 4.5 

 
โดยใช้เมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นแหล่งคาร์บอน เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 

30 หรือ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท้าการปั่น
เหวี่ยงตัวอย่างที่เก็บได้ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีและน้าสารละลายส่วนใสมา
ท้าการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์และวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลองของความสัมพันธ์ในระดับตัวแปร
แต่ละตัวโดยสมการพหุนามก้าลังสอง 

 
3.3.5 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยง

ร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

น้าภาวะเหมาะสมของจุลินทรีย์ที่มีศักยภาพในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากข้อ 3.3.4 
มาเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล คือ S.  cereiisiae หรือ Z. mobilis  TTSTT 551 โดย
เติมกล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ที่เวลา 0 ชั่วโมงและ 24 ชั่วโมง เลี้ยงเชื้อที่ 30 
หรือ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง เป็นเวลา 120 
ชั่วโมง น้าตัวอย่างไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แยกเอาส่วนใส
วิเคราะห์น้้าตาลและปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC) 
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3.3.6 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก
เพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธีทางสถิต ิ

3.3.6.1 ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโล
ไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี  Plackett-
Burman  
  แปรผันชนิดของแหล่งแร่ธาตุ ดังตารางที่ 3.4 ได้แก่ (NH4)2SO4 (A), KH2PO4 (B), 
MgSO4 (C), MnSO4 (D) เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ (E) และปริมาณกล้าเชื้อ (F) ตามล้าดับ โดยมี
ระดับสูงและต่้า (+) และ (-) แทนระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุ เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ และปริมาณ
กล้าเชื้อ ด้วยการใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ Minitab 17 น้ามาวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลอง
จากผลกระทบของตัวแปรแต่ละตัวโดยถูกก้าหนดโดยสมการพหุนามคือ 

 

Y = βo + Σβixi (i = 1,….k)                                                  (3) 
 

ที่ Y คือค่าจากสมการ(ปริมาณเอทานอล) 

βo เป็นค่าเริ่มต้น 

βi  เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น 
xi   เป็นรหัสตัวแปรอิสระ 
 

ตารางที่ 3.4 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman โดยการแปรผันชนิดของแร่ธาตุ 
เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ และปริมาณกล้าเชื้อ ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดยใช้
จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

 

Variables Components 
Low level High level 

(-) values (+) values 
  

A (NH4)2SO4 (g/l) 1 10 
B KH2PO4 (g/l) 0.5 5 
C MgSO4 (g/l) 0.1 2 
D MnSO4 (g/l) 0.01 0.1 
E Time (h.) 0 24 
F Innoculum (%) 2 20 
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  โดยใช้ภาวะที่ เหมาะสมจากข้อ 3.3.5  แปรผันแร่ธาตุ เวลาและปริมาณกล้าเชื้อ  S. 
cerevisiae ตามระดับตัวแปรตามการออกแบบการทดลองเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท้าการปั่นเหวี่ยงตัวอย่างที่เก็บได้ที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีและน้าสารละลายส่วนใสมาท้าการวัดปริมาณเอทา
นอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC) และวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลองจากผลกระทบระดับของ
ตัวแปรแต่ละตัวโดยสมการพหุนาม 

 
3.3.6.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต

เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
Response surface methodology (RSM) 

 ใช้ตัวแปรและระดับตัวแปรที่เหมาะสมของการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี 
Plackett-Burman ในข้อ 3.3.6.1 มาวางแผนการทดลองด้วยวิธี Central composite design 
(CCD) โดยเลือกจุดสมมูลบนพ้ืนผิวตอบสนองบนกราฟ RSM ด้วยการใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทาง
สถิติ Design expert 9.1 ออกแบบการทดลอง ตามตารางที่ 3.5 การวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลอง
ที่ได้จริง (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของระดับต่างๆของตัวแปรและความสัมพันธ์
ของแต่ละตัวแปร เพ่ือวิเคราะห์หาว่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลใดมีผลกับภาวะเหมาะสมโดยการ
สร้างสมการพหุนามเพื่อใช้ท้านายผลการทดลอง (Pred.) คือ 

 

Y=β0+Σ βiXi+Σ βiiX2
i+Σ βiiXiXj        (4) 

 
ที่ Y คือค่าจากสมการ(ปริมาณเอทานอล) 

βo เป็นค่าเริ่มต้น 

βi  เป็นค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้น 

βii ค่าสัมประสิทธิ์สมการ  

βij ค่าสัมประสิทธิ์ร่วมสมการ 
xi   เป็นรหัสตัวแปรอิสระ  
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ตารางที่ 3.5 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM โดยการแปรผันระดับความเข้มข้นของแต่ละตัว
แปรส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 
 

Level 
Variable(g/L) 

Time(h) Innoc.(%) 
-1.41 0 2 

-1 6 6 
0 12 10 
1 18 14 

1.41 24 18 

 
โดยใช้ภาวะที่เหมาะสมจากข้อ 3.3.6.1 แปรผันเวลาและปริมาณกล้าเชื้อตามระดับตัวแปร

ตามการออกแบบการทดลอง เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท้าการ
ปั่นเหวี่ยงตัวอย่างที่เก็บได้ที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีและน้าสารละลายส่วนใส
มาท้าการวัดปริมาณเอทานอลด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทกราฟฟี (GC) และวิเคราะห์ข้อมูลผลการ
ทดลองจากผลกระทบระดับของตัวแปรแต่ละตัวโดยสมการพหุนามก้าลังสอง 
 

3.3.7 ทดสอบภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

 
3.4 วิธีวิเคราะห์ต่างๆ 

3.4.1 การวัดปริมาณน้้าตาลโดยใช้วิธี DNSA 
3.4.2 การวัดกิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติก 

  น้าสับสเตรทและเอนไซม์ท้าปฎิกิริยากัน จากนั้นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยใช้ 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร แล้วค้านวนค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ (U/ml) 
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3.4.3 การวิเคราะห์เอทานอล 
       น้าตัวอย่างส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงมาปั่นเหวี่ยงที่ 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

5 นาที กรองผ่านกระดาษกรองเซลลูโลสอะซิเตทจากนั้นฉีดสารละลายตัวอย่างปริมาตร  0.05 
มิลลิลิตร ท้าการผสมกับ propanol มาตรฐานที่เตรียมไว้ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร 

คอลัมน์   : Porapak Q capillary column 
 ก๊าซตัวพา  : ไนโตรเจน, ไฮเดรเจน และออกซิเจน 

 อุณหภูมิคอลัมน์  : 190 องศาเซลเซียส 
 อุณหภูมิฉีด  : 210 องศาเซลเซียส 
 อัตราการไหล   : 0.6 มิลลิลิตรต่อนาที 
 เครื่องตรวจวัด   : Flame ionization detector (FID) 
 เวลาที่อยู่ในคอลัมน์  : 10 นาท ี

น้ามาค้านวณความเข้มข้นเทียบกราฟมาตรฐานของเอทานอล 
 

3.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน  
โดยวิเคราะห์ตามวิธีเจลดาห์ (Kjeldahl) 
 

 3.4.5 การวานแผนการทดลองและวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
  ข้อมูลที่ใช้ในการวิเคราห์ทางสถิติท้าการทดลอง 3 ซ้้า 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะห์ข้อมูล 

 
4.1 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากจุลินทรีย์ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา 
 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากจุลินทรีย์ 3 สายพันธุ์ได้แก่ Bacillus amyloliquefaciens 
TISTR 1045, Saccharomycopsis fibuligera TISTR 5033 และ Aspergillus oryzae TISTR 3086 
โดยใช้ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 10 เปอร์เซ็นต์เป็นแหล่งคาร์บอน  

 
รูปที่ 4.1 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกที่ระยะเวลาต่างๆโดย A. oryzae TISTR 3086, B. 

amyloliquefaciens TISTR 1045 และ S. fibuligera TISTR 5033 
 

การวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ 3 สายพันธุ์ ดังรูปที่ 4.1 พบว่า A. 
oryzae TISTR 3086 และ B. amyloliquefaciens  TISTR 1045    สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไล
ติกสูงสุด 14.363 U/ml และ 7.475 U/ml ตามล้าดับในขณะที่ S. fibuligera TISTR 5033 มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติก 1.688 U/ml ดังนั้นจึงเลือก A. oryzae TISTR 3086 และ B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 ในการศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกต่อ
ไป 
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4.2 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยวิธีทางสถิติ 

 4.2.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดยการออกแบบการทดลองแบบด้วย
วิธี Random block design (RBD) 

4.2.1.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 ด้วยวิธี RBD 

แปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนคือเมล็ดข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 5 10 และ 
15 เปอร์เซ็นต์ และชนิดของแหล่งไนโตรเจน 0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ยูเรีย, (NH4)2SO4, สารสกัดจาก
ยีสต์ และเปปโตน  
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รูปที่ 4.2 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกที่ระยะเวลาต่างๆโดย A. oryzae TISTR 3086 ด้วยการแปร
ผันปริมาณของแหล่งคาร์บอน (C) 5 (ก), 10 (ข) และ 15 (ค) เปอร์เซ็นต์ และชนิดแหล่งไนโตรเจน 

0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ยูเรีย (U), (NH4)2SO4 (N), สารสกัดจากยีสต์ (Y) และเปปโตน (P) 
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จากผลการทดลอง รูปที่ 4.2 ที่เวลา 24 ชั่วโมงแสดงค่าสูงสุดของการผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของที่ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 5  10 และ 15  เปอร์เซ็นต์และชนิดแหล่งไนโตรเจน  
0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ยูเรีย, (NH4)2SO4, สารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน จึงต้องใช้การวิเคราะห์ผล
ทางสถิติ RBD ทดสอบความแตกต่างแบบ multiple comparison โดยให้แหล่งไนโตรเจนเป็นพรีท
รีทเม้น และปริมาณของแหล่งคาร์บอนเป็นบล็อก โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ Statistical 
Package for the Social Sciences (SPSS) ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 4.1  

 
ตารางที่ 4.1 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดย A. oryzae TISTR 3086 ด้วยการแปรผันปริมาณ
แหล่งคาร์บอนและชนิดของแหล่งไนโตรเจน ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
 

Nitrogen source  
0.5% (w/v) 

Carbon source (w/v) 

5% 10% 15% 
Urea (U) 12.477 14.081 16.220 

(NH4)2SO4 (N) 13.903 13.725 18.003 
Yeast extract (Y) 12.299 14.081 17.646 

Peptone (P) 12.655 14.081 17.468 
 

จากตารางที่ 4.1 ภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกด้วยการแปรผัน
ปริมาณของแหล่งคาร์บอนที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
โดยวิธีการวิเคราะห์ของ Tukey (HSD)และ Duncan พบว่าปริมาณแหล่งคาร์บอนที ่15 เปอร์เซ็นต์ มี
ความแตกต่างจากแหล่งคาร์บอน 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ การศึกษาแปรผัน
ชนิดของแหล่งไนโตรเจนโดยการวิเคราะห์ของ Tukey (HSD) และ Duncan พบว่า (NH4)2SO4 มี
ความแตกต่างของกิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกจาก ยูเรีย สารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน โดยมีค่า
กิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด 18.003 U/ml  

ดังนั้นภาะวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 คือ เมล็ดข้างฟ่าง 15 เปอร์เซ็นต์, 0.5 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4,  เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.2.1.2 ภ า ว ะ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ อ ะ ไ ม โ ล ไ ล ติ ก ข อ ง  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 ด้วยวิธี RBD 

 

 

 

 
รูปที่ 4.3 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกที่ระยะเวลาต่างๆโดย B. amyloliquefaciens TISTR 1045
ด้วยการแปรผันปริมาณของแหล่งคาร์บอน (C) 5 (ก), 10 (ข) และ 15 (ค) เปอร์เซ็นต ์และชนิดของ
แหล่งไนโตรเจน 0.5 เปอร์เซ็นต ์ได้แก่ ยูเรีย (U), (NH4)2SO4 (N), สารสกัดจากยีสต์ (Y) และเปปโตน 
(P) 
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จากผลการทดลอง รูปที่ 4.3 ที่เวลา 24 ชั่วโมงแสดงค่าสูงสุดของการผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 ที่ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 5  10 และ
15 เปอร์เซ็นต์ และชนิดของแหล่งไนโตรเจน  0.5 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ ยูเรีย, (NH4)2SO4, สารสกัดจาก
ยีสต์ และเปปโตน จึงต้องใช้การวิเคราะห์ผลทางสถิติแบบ RBD ทดสอบความแตกต่างแบบ multiple 
comparison โดยให้แหล่งไนโตรเจนเป็นพรีทรีทเม้น และปริมาณของแหล่งคาร์บอนเป็นบล็อก ผล
การทดลองแสดงดังตารางที่ 4.2  
 
ตารางที่ 4.2 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดย B. amyloliquefaciens TISTR 1045 ด้วยการแปร
ผันปริมาณแหล่งคาร์บอนและชนิดของแหล่งไนโตรเจน ที่เวลา 24 ชั่วโมง 

 

Nitrogen source Carbon source (w/v) 

0.5 % (w/v) 5% 10% 15% 
Urea (U) 6.441 8.270 12.216 

(NH4)2SO4 (N) 6.132 7.866 12.548 
Yeast extract (Y) 6.797 7.272 12.263 

Peptone (P) 6.417 7.320 11.835 
 

จากตารางที่ 4.2 ภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกด้วยการแปรผัน
ปริมาณของแหล่งคาร์บอนที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
โดยวิธีการวิเคราะห์ชอง Tukey (HSD)และ Duncan พบว่าปริมาณแหล่งคาร์บอนที ่15 เปอร์เซ็นต์ มี
ความแตกต่างจากแหล่งคาร์บอน 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ จากการศึกษาชนิด
ของแหล่งไนโตรเจน โดยการวิเคราะห์ของ Tukey (HSD) และ Duncan พบว่า (NH4)2SO4 มีความ
แตกต่างของกิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกจาก ยูเรีย สารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน โดยมีค่ากิจกรรม
เอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด 12.548 U/ml 

ดั ง นั้ น ภ า ะ ว ะ เ ห ม า ะส ม ข อ ง ก า ร ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ อ ะ ไ ม โ ล ไ ล ติ ก ข อ ง  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 คือ เมล็ดข้างฟ่าง 15 เปอร์เซ็นต์, 0.5 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4  

เลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.2.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์โดยการออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 

4.2.2.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 ด้วยวิธี Plackett-Burman 

การแปรผันชนิดของแหล่งแร่ธาตุและระดับความเข้มข้น โดยใช้การวิเคราะห์ผลทาง
สถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ดังตารางที่ 4.3 ตัวแปรแทนชนิดของแร่ธาตุได้แก่ (NH4)2SO4 (A), 
KH2PO4 (B), MgSO4 (C), CaCl2 (D), NaCl (E) และ FeSO4 (F) ตามล้าดับ โดยมีระดับสูง (+) และ
ต่้า (-) แทนระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุ ด้วยการใช้โปรแกรมวิเคราะห์ผลทางสถิติ Minitab 17 มา
วิเคราะห์ข้อมูลผลการทดลองจากผลกระทบของตัวแปรแต่ละตัวทีถู่กก้าหนดโดยสมการพหุนาม 

 
ตารางที่ 4.3 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 
 

Variables Components 

     Low level High level 

(-) values (+) values 
(g/l) (g/l) 

A (NH4)2SO4 1 10 
B KH2PO4 0.5 5 
C MgSO4 0.1 2 
D CaCl2 0.5 5 
E NaCl 0.5 5 
F FeSO4 0.1 1 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 
  การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman จะแบ่งจ้านวนการทดลองเแปร
ผันตามจ้านวนตัวแปร โดยแต่ละการทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่ง
ได้เป็น 12 การทดลอง ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้จริง  Experimental data (Exp.) 
มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของระดับความเข้มข้นของตัวแปรแต่ละตัว และสร้างสมการพหุ
นามเพ่ือใช้ท้านายผลการทดลอง Predicted data (Pred.) ในตารางที่ 4.4 เพ่ือวิเคราะห์หาว่าตัวแปร
ใดบ้างท่ีมีผลกับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 
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ตารางที่ 4.4 ผลการทดลองการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะ
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 
 

สมการท้านายผลภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 
 
Y = 17.663 - 1.495 A - 0.928 B + 0.257 C + 1.280 D - 0.477 E - 1.122 F    (5) 

Factor A B C D E F  

(g/l) (NH4)2SO4 KH2PO4 MgSO4 CaCl2 NaCl FeSO4 

Low(-1) 1 0.5 0.1 0.5 0.5 0.1 

High(+1) 10 5 2 5 5 1  

Runs 
Amylase 

activity (U/ml) 
Exp. Pred. 

1 1 -1 -1 -1 1 1 13.153 13.960 
2 -1 -1 -1 1 1 1 19.477 19.509 
3 -1 1 1 1 -1 1 18.030 19.121 
4 1 1 -1 1 1 -1 17.149 16.908 
5 -1 -1 1 1 1 -1 21.774 22.267 
6 1 1 1 -1 1 1 12.932 12.618 
7 -1 1 1 -1 1 -1 18.628 17.852 
8 1 -1 1 -1 -1 -1 16.551 17.673 
9 -1 1 -1 -1 -1 1 16.048 16.048 
10 1 -1 1 1 -1 1 19.603 17.988 
11 1 1 -1 1 -1 -1 17.621 17.862 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 20.988 20.149 
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รูปที่ 4.4 กราฟ Pareto ของ standardized effect กับตัวแปรต่างๆในภาวะที่เหมาะสมของการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกโดย A. oryzae TISTR 3086 

 
รูปที่ 4.5 แสดงความสัมพันธ์ (R2) ระหว่างผลที่ได้จากการทดลอง (Exp.) และผลที่ได้จากการท้านาย

ของสมการ (Pred.) ของภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดย 
 A. oryzae TISTR 3086 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 ด้วย
การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความ
เชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์  จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ รูปที่ 4.4 กราฟ Pareto ของ standardized 
effect กับตัวแปรต่างๆแสดงให้เห็นว่าตัวแปรที่มีค่ามากกว่าค่า standardized effect มีผลต่อ
สภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกอย่างมีนัยส้าคัญ ได้แก่ A B D และ F  

รูปที่ 4.5 แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองที่วัดได้จริงและผลที่
ได้จากคาดการณ์ไว้ โดยส่วนเบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.9099 แสดงให้เห็นว่า
สามารถใช้สมการพหุนามที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ท้านายผลการ
ทดลองไดด้้วยความแปรปรวน 90.99 เปอร์เซ็นต์ จากค่าที่ทดลองได้จริง 
 

y = 0.9098x + 1.5924
R² = 0.9099
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4.2.2.2 ภ า ว ะ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ อ ะ ไ ม โ ล ไ ล ติ ก ข อ ง  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 ด้วยวิธี Plackett-Burman 

การแปรผันชนิดของแหล่งแร่ธาตุและระดับความเข้มข้น โดยใช้การวิเคราะห์ผลทาง
สถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ดังตารางที่ 4.5 โดยมีตัวแปรแทนชนิดของแร่ธาตุ ได้แก่ (NH4)2SO4 
(A), KH2PO4 (B), MgSO4 (C), CaCl2 (D) และ NaCl (E) ตามล้าดับ และมีระดับสูง (+) และต่้า (-) 
แทนระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุ 

 
ตารางที่ 4.5 การออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

Variables Components 
Low level High level 
(-) values (+) values 

(g/l) (g/l) 

A (NH4)2SO4 1 10 
B KH2PO4 0.5 5 
C MgSO4 0.1 2 
D CaCl2 0.5 5 
E NaCl 0.5 5 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยงเชื้อที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 
 

การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman จะแบ่งจ้านวนการทดลองเแปร
ผันตามจ้านวนตัวแปร โดยแต่ละการทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่ง
ได้เป็น 12 การทดลอง ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้จริง (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ
กับผลกระทบของระดับความเข้มข้นของตัวแปรแต่ละตัว และสร้างสมการพหุนามเพ่ือใช้ท้านายผล
การทดลอง (Pred.) ในตารางที่ 4.6 เพ่ือวิเคราะห์หาว่าตัวแปรใดบ้างที่มีผลกับภาวะเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
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ตารางที่ 4.6 ผลการทดลองการวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้วิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะ
เหมาะสมที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 

 
สมกา รท้ า น ายผล ภา ว ะ เหมาะสม ในกา ร ผลิ ต เ อน ไซม์ อ ะ ไม โ ล ไ ลติ ก ขอ ง  B. 

amyloliquefaciens TISTR 1045 
 
Y = 13.566 - 0.712 A - 0.775 B - 0.523 C - 0.303 D + 0.405 E      (6) 
 

 

Factor A B C D E  
(g/l) (NH4)2SO4 KH2PO4 MgSO4 CaCl2 NaCl 

Low(-1) 1 0.5 0.1 0.5 0.5 

High(+1) 10 5 2 5 5 

Run 
Amylase activity 

(U/ml) 
Exp. Pred. 

1 1 1 1 -1 1 12.272 11.839 
2 1 -1 1 -1 -1 12.885 12.862 
3 1 -1 1 1 -1 12.696 12.303 
4 -1 1 -1 -1 -1 14.348 13.829 
5 1 1 -1 1 -1 12.319 11.941 
6 -1 -1 -1 1 1 15.717 15.819 
7 -1 -1 -1 -1 -1 15.198 15.615 
8 1 -1 -1 -1 1 14.584 15.049 
9 -1 1 1 1 -1 11.516 11.847 
10 -1 -1 1 1 1 14.962 14.396 
11 -1 1 1 -1 1 13.924 13.168 
12 1 1 -1 1 1 12.366 12.704 
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รูปที่ 4.6 กราฟ Pareto ของ standardized effect กับตัวแปรต่างๆในภาวะที่เหมาะสมของการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกโดย B. amyloliquefaciens TISTR 1045 

 
 

รูปที่ 4.7 แสดงความสัมพันธ์ (R2) ระหว่างผลที่ได้จากการทดลอง (Exp.) และผลที่ได้จากการท้านาย
ของสมการ (Pred.) ของภาวะที่เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดย 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

ภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 ด้วยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ที่ความแตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ ภาพที่ 4.6 กราฟ 
Pareto ของ standardized effect กับตัวแปรต่างๆแสดงให้ เห็นว่าตัวแปรที่มีค่ามากกว่าค่า 
standardized effect มีผลต่อสภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกอย่างมีนัยส้าคัญ 
ได้แก่ A B C และ E 

y = 1.01x - 0.254
R² = 0.9112
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ภาพที่ 4.7 แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองท่ีวัดได้จริงและผลที่
ได้จากคาดการณ์ไว้ โดยส่วนเบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.9112 แสดงให้เห็นว่า
สามารถใช้สมการพหุนามที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ท้านายผลการ
ทดลองไดด้้วยความแปรปรวน 91.12 เปอร์เซ็นต์ จากค่าที่ทดลองได้จริง 
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4.2.3 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยวิธี Response 
surface methodology (RSM) 

4.2.3.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 ด้วยวิธี RSM 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 ด้วย
การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ได้แก่ (NH4)2SO4 (A), KH2PO4 (B), CaCl2 (D) 
และ FeSO4 (F) โดยช่วงของตัวแปรที่ผ่านการวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยวิธี Plackett-Burman เป็น
ช่วงความเข้มข้นที่มีผลนัยส้าคัญทางสถิติกับภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก ดังนั้น
ช่วงความเข้มข้นดังกล่าวเป็นจุดต่้าสุดและสูงสุดจะถูกน้ามาใช้ในการวางแผนการทดลองด้วยวิธี 
Central composite design (CCD) โดยเป็นวิธีที่ เกี่ยวข้องกับการคัดเลือกจุดสมมูลบนพ้ืนผิว
ตอบสนองบนกราฟ RSM ตารางที่ 4.7 แสดงตัวแปรความเข้มข้มทั้ง 4 แบ่งระดับความเข้มข้น
ออกเป็น 5 ระดับ ด้วยโปรแกรม Design expert 9.1 โดยจ้านวนการทดลองเแปรผันตามจ้านวนตัว
แปร โดยแต่ละการทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่งได้เป็น 30 การ
ทดลองตามตารางที่ 4.8 ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้จริง Experimental data (Exp.) 
มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของความเข้มข้นระดับต่างๆและความสัมพันธ์ของแต่ละตัวแปร 
เพ่ือวิเคราะห์หาว่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลใดมีผลกับภาวะเหมาะสมที่สามารถผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 โดยสร้างสมการพหุนามก้าลังสองเพ่ือใช้ท้านายผลการ
ทดลอง Predicted data (Pred.)  

 
ตารางที่ 4.7 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโล
ไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 
 

 
 
 
 
 
 
 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 

Level 
Variable(g/l) 

(NH4)SO4 KH2PO4 CaCl2 FeSO4 

-2 1 0.5 0.5 0.1 
-1 3 1.5 1.5 0.3 
0 5 2.5 2.5 0.5 
1 7 3.5 3.5 0.7 
2 9 4.5 4.5 0.9 
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ตารางที่ 4.8 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 ด้วยการ
วิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธี RSM 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Run 
Variable(g/l) Exp. 

(U/ml) (NH4)SO4 KH2PO4 CaCl2 FeSO4 
1 -2 0 0 0 16.2366 
2 1 1 -1 -1 21.0947 
3 0 0 0 0 19.8312 
4 -1 -1 -1 1 17.8437 
5 0 0 0 0 19.8571 
6 1 -1 -1 -1 20.8176 
7 0 0 0 -2 20.1526 
8 1 -1 1 1 18.7488 
9 1 1 -1 1 19.0443 
10 0 0 2 0 19.0813 
11 0 0 0 0 19.8238 
12 0 0 0 0 19.7278 
13 1 -1 1 -1 19.5061 
14 0 0 0 2 17.3634 
15 0 0 -2 0 19.3214 
16 -1 1 1 1 18.2796 
17 0 0 0 0 19.7647 
18 0 -2 0 0 16.5507 
19 -1 1 1 -1 20.7622 
20 1 1 1 -1 20.8952 
21 2 0 0 0 19.5061 
22 -1 1 -1 1 18.4348 
23 0 0 0 0 19.7278 
24 -1 1 -1 -1 20.5775 
25 -1 -1 -1 -1 18.6158 
26 0 2 0 0 19.1367 
27 -1 -1 1 1 17.5666 
28 -1 -1 1 -1 18.2316 
29 1 1 1 1 19.3399 
30 1 -1 -1 1 18.8042 
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สมการท้านายผลภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086 
 

Y = 19.7888+0.6032*A+0.5618*B-0.0992*C-0.7507*D-0.2061*AB-0.0399*AC-
0.01963*AD+0.1346*BC-0.2514*BD+0.0948*CD-0.3349*A2-0.3418*B2-0.0024*C2-
0.1132*D2   (7) 

 
จากความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองที่วัดได้จริงและผลที่ได้จากคาดการณ์ไว้ 

โดยส่วนเบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.8746 แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้สมการพหุ
นามก้าลังที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Response surface methodology (RSM) ท้านาย
ผลการทดลองไดด้้วยความแปรปรวน 87.46 เปอร์เซ็นต ์จากค่าที่ทดลองได้จริง 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 โดย
การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี RSM ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 
เปอร์เซ็นต์ จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ ตารางที่ 4.9 แสดงถึงค่าของความเข้มข้นเมื่อเทียบกับค่า
ของระดับตัวแปร -2, -1, 0, 1 และ 2 ทีจุ่ดสมมูลของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 
โดยมีค่าดังนี้ (NH4)2SO4 5.97 กรัมต่อลิตร KH2PO4 3.33 กรัมต่อลิตร CaCl2 1.97 กรัมต่อลิตรและ 
FeSO4 0.14 กรัมต่อลิตร จุดสมมูลสูงสุดจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์จากการค้านวณทางสถิติที่ 21.6304 
U/ml เมื่อท้าการทดลองเพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่าความเข้มข้นที่ได้จาก
การค้านวนทางสถิติพบว่าให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 21.2790 U/ml 

 
ตารางที่ 4.9 ค่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 
A. oryzae TISTR 3086 

Variable Pred. level g/l 

(NH4)SO4 0.4863 5.97 
KH2PO4 0.8322 3.33 
CaCl2 -0.5283 1.97 
FeSO4 -1.8154 0.14 
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Muralikandhan และคณะ ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากร้าข้าว
ของ A. oryzae MTCC8624 ด้วยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman และ RSM 
(46) โดยมีตัวแปรที่เกี่ยวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ KH2PO4 2.69 กรัมต่อลิตร (NH4)2SO4 4.95 
กรัมต่อลิตร MgSO4 1.70 กรัมต่อลิตร CaCl2 0.53 กรัมต่อลิตรและFeSO4 0.5 กรัมต่อลิตร มีค่า
กิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติก 14.7 U/ml ซึ่งมีค่าต่้ากว่าการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากเมล็ดข้าว
ฟ่างของ A. oryzae TISTR 3086 ด้วยการออกแบบการด้วยวิธี Plackett-Burman และ RSM โดยมี
ตัวแปรที่เก่ียวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ (NH4)2SO4 5.97 กรัมต่อลิตร KH2PO4 3.33 กรัมต่อลิตร 
CaCl2 1.97 กรัมต่อลิตรและ FeSO4 0.14 กรัมต่อลิตร มีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติก 21.2790 
U/ml อาจเนื่องมาจากชนิดแหล่งคาร์บอนจากเมล็ดข้าวฟ่างมีปริมาณแป้งในเมล็ดประมาณ 70 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าในร้าข้าวที่มีปริมาณแป้งเพียง 30 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเมื่อปริมาณแหล่งคาร์บอนที่
มากเพียงพอและเหมาะสม การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติของ A. oryzae จึงให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์อะไมโลไลติกที่สูงขึ้นด้วย  
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4.2 .3 . 2  ภ า ว ะ เ ห ม า ะ ส ม ใ น ก า ร ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม์ อ ะ ไ ม โ ล ไ ล ติ ก ข อ ง  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 ด้วยวิธี RSM 

 
ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens 

TISTR 1045 ด้วยการวิ เคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี  Plackett-Burman ได้แก่   (NH4)2SO4 (A), 
KH2PO4 (B), MgSO4 (C) และ NaCl (E) โดยช่วงของตัวแปรที่ผ่านการวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยวิธี 
Plackett-Burman เป็นช่วงความเข้มข้นที่มีผลนัยส้าคัญทางสถิติกับภาวะเหมาะสมของการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติก ดังนั้นช่วงความเข้มข้นดังกล่าวเป็นจุดต่้าสุดและสูงสุดจะถูกน้ามาใช้และการ
วางแผนการทดลองด้วยวิธี CCD โดยเป็นวิธีที่เกี่ยวข้องกับการคัดเลือกจุดสมมูลบนพ้ืนผิวตอบสนอง
บนกราฟ RSM ตารางที่ 4.10 แสดงตัวแปรความเข้มข้มทั้ง 4  แบ่งระดับความเข้มข้นออกเป็น 5 
ระดับ ด้วยโปรแกรม Design expert 9.1 โดยจ้านวนการทดลองเแปรผันตามจ้านวนตัวแปร โดยแต่
ละการทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่งได้เป็น 30 การทดลองตาม
ตารางที่ 4.11 ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้จริง  Experimental data (Exp.) มา
วิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของความเข้มข้นระดับต่างๆและความสัมพันธ์ของแต่ละตัวแปร 
เพ่ือวิเคราะห์หาว่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลใดมีผลกับภาวะเหมาะสมที่สามารถผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 โดยสร้างสมการพหุนามก้าลังสองเพ่ือใช้
ท้านายผลการทดลอง Predicted data (Pred.)  

 
ตารางที่ 4.10 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 

 

Level 

Variable(g/l) 

(NH4)SO4 KH2PO4 MgSO4 NaCl 
-2 1 0.5 0.1 0.5 
-1 3 1.5 0.6 1.5 
0 5 2.5 1.1 2.5 
1 7 3.5 1.6 3.5 
2 9 4.5 2.1 4.5 

(กล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์, ข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่า
ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง) 
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ตารางที่ 4.11 ภาวะที่เหมาะสมการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 
1045  ด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธี RSM 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Run 
Variable(g/l) Exp. 

(U/ml) (NH4)SO4 KH2PO4 MgSO4 NaCl 
1 -2 0 0 0 12.8932 
2 1 1 -1 -1 14.7589 
3 0 0 0 0 15.0729 
4 -1 -1 -1 1 12.5608 
5 0 0 0 0 15.1653 
6 1 -1 -1 -1 13.7429 
7 0 0 0 -2 14.6074 
8 1 -1 1 1 13.5213 
9 1 1 -1 1 14.5816 
10 0 0 2 0 14.0570 
11 0 0 0 0 15.0360 
12 0 0 0 0 15.0729 
13 1 -1 1 -1 13.2073 
14 0 0 0 2 14.0237 
15 0 0 -2 0 14.6481 
16 -1 1 1 1 12.9524 
17 0 0 0 0 15.0729 
18 0 -2 0 0 12.5977 
19 -1 1 1 -1 12.9838 
20 1 1 1 -1 14.2491 
21 2 0 0 0 14.6111 
22 -1 1 -1 1 12.8932 
23 0 0 0 0 15.0360 
24 -1 1 -1 -1 12.4278 
25 -1 -1 -1 -1 11.9179 
26 0 2 0 0 14.6148 
27 -1 -1 1 1 12.2098 
28 -1 -1 1 -1 12.1211 
29 1 1 1 1 14.8882 
30 1 -1 -1 1 13.8796 
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สมกา รท้ า น ายผลภา ว ะ เหมาะสม ในกา ร ผลิ ต เ อน ไซม์ อ ะ ไม โ ล ไ ลติ ก ขอ ง  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 

 
Y = 15.0760+0.6749*A+0.4420*B-0.0755*C+0.0379*D+0.1049*AB-0.0977*AC-

0.0158*AD+0.0908*BC-0.0178*BD-0.0035*CD-0.4477*A2-0.4842*B2-0.2976*C2-0.3068*D2 
(8) 

 
จากความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองที่วัดได้จริงและผลที่ได้จากคาดการณ์ไว้ 

โดยส่วนเบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.8718 แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้สมการพหุ
นามก้าลังที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี RSM ท้านายผลการทดลองได้ด้วยความแปรปรวน 
87.18 เปอรเ์ซ็นต์ จากค่าที่ทดลองได้จริง 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 โดยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี RSM ทีค่วามแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับความ
เชื่อมั่นที่ 95% จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ ตารางที่ 4.12 แสดงถึงค่าของความเข้มข้นเมื่อเทียบกับ
ค่าของระดับตัวแปร -2, -1, 0, 1 และ 2 ทีจุ่ดสมมูลของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไล
ติกโดยมีค่าดังนี้ (NH4)2SO4 6.57 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 3.00 กรัมต่อลิตร, MgSO4 1.02 กรัมต่อลิตร
และ NaCl 2.53 กรัมต่อลิตร จุดสมมูลสูงสุดจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์จากการค้านวณทางสถิติที่ 
15.4807 U/ml เมื่อท้าการทดลองเพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่าความ
เข้มข้นที่ได้จากการค้านวนทางสถิติพบว่าให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 15.2950 U/ml  

 
ตารางที่ 4.12 ค่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 
ของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 

 

Variable Pred. level g/l 

(NH4)SO4 0.7826 6.57 
KH2PO4 0.4986 3.00 
MgSO4 -0.1641 1.02 
NaCl 0.0258 2.53 
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Zar และคณะ ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากแลคโตสของ B. 
amyloliquefaciens IIB-14 โดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman (42) โดยมีตัว
แปรที่เกี่ยวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ สารสกัดจากยีสต์ และ NH4NO3 มีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะ
ไมโลไลติก 0.82 U/ml และด้วยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM (43) โดยใช้ร้าข้าวสาลีเป็น
แหล่งคาร์บอน โดยมีตัวแปรที่เกี่ยวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ pH 7.2 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
และ ปริมาณกล้าเชื้อ 20 เปอร์เซ็นต์ มีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติก 0.52 U/ml ซึ่งมีค่าต่้ากว่า
การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากเมล็ดข้าวฟ่างของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 ด้วยการ
ออกแบบการด้วยวิธี Plackett-Burman และ RSM โดยมีตัวแปรที่เก่ียวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ 
(NH4)2SO4 6.57 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 3.00 กรัมต่อลิตร, MgSO4 1.02 กรัมต่อลิตรและ NaCl 2.53 
กรัมต่อลิตร มีค่ากิจกรรมเอนไซม์ 15.29 U/ml แต่ Deb และคณะ ได้ศึกษาภาวะเหมาะสมในการ
ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากแป้งข้างโพดของ B. amyloliquefaciens P-001 ด้วยการแปรผันแบบ 
on factor at a time (44) พบว่า trytone 2 กรัมต่อลิตร NH4NO3 2 กรัมต่อลิตร Ca2+ 0.002 กรัม
ต่อลิตร pH 6.5 อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกที่สูงถึง 54.93 U/ml 
เนื่องมาจากชนิดของแหล่งคาร์บอนที่ต่างกันคือ เมล็ดข้าวฟ่างมีปริมาณแป้งในเมล็ดประมาณ 70 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสูงกว่าในร้าข้าวสาลีที่มีปริมาณแป้งเพียง 25 เปอร์เซ็นต์และแลคโตสที่เป็นน้้าตาล
โมเลกุลคู่ แต่น้อยกว่าแป้งข้าวโพดที่เป็นแป้งอยู่แล้ว ดังนั้นเมื่อปริมาณแหล่งคาร์บอนที่มากเพียงพอ
และเหมาะสม จึงมีผลต่อการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens 

การออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ทางสถิติของการหาภาวะที่เหมาะสมเพ่ือให้ได้ผลการ
ทดลองที่แม่นย้าและถูกต้องด้วยวิธี Plackett-Burman ที่เป็นวิธีการหาชนิดของตัวแปรที่เหมาะสม 
และ วิธี RSM ที่เป็นวิธีหาปริมาณที่เหมาะสมของตัวแปรที่จุดสมมูล สิ่งที่ส้าคัญคือการก้าหนดตัวแปร
ที่เหมาะสมในวิธี Plackett-Burman โดยการเลือกตัวแปรจากรายงานวิจัยทางวิทยาศาสตร์ กลไกใน
การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก เช่น Ca2+ เป็น co-factor ในเอนไซม์อะไมเลส โดยมีด้านปลายเป็น CI- 
ดังนั้นตัวแปรที่เกี่ยวข้องควรมี CaCl2, NaCl เป็นต้น หรือตัวแปรที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ เช่น สารประกอบแร่ธาตุอ่ืนๆ (Mg2+,Fe2+) บัพเฟอร์ (KH2PO4) เป็นต้น  

การเลือกตัวยับยั้งในการผลิตเอนไซม์ไอไมโลไลติกมาเป็นตัวแปรในวิธี  Plackett-Burman 
ของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 คือ FeSO4 ซึ่งท้าให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ลดลงอย่าง
มาก แม้ว่าจะให้ค่า R2 ของค่า Exp. และ Pred. ที่สูงก็ตาม แต่ในทางการออกแบบการทดลองถือว่า
เป็นการเลือกตัวแปรที่ผิด จึงต้องเลือกตัวแปรและออกแบบการทดลองใหม่    
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4.3 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับ
จุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

4.3.1 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. 
cerevisiae 

 
RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol 
(0,x) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกเชื้อเดียวที่ 0 ชั่วโมง  
(0,0) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 0 ชั่วโมง  
(0,24) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกที่ 0 ชั่วโมงและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 24 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.8 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ 
 S. cerevisiae ที่เวลาลงเลี้ยงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงและที่ 24 ชั่วโมง 

 
รูปที่ 4.8 แสดงการผลิตเอทานอลสูงสุดจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 

เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ S. cerevisiae โดยการเลี้ยงเชื้อ A. oryzae TISTR 3086 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
แล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ได้ปริมาณเอทานอล 14.3244 กรัมต่อลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง 
ส่วนการเพาะเลี้ยงร่วมกันตั้งแต่เริ่มต้นลงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงปริมาณเอทานอล 7.9121 กรัมต่อลิตร ที่
เวลา 48 ชั่วโมง เนื่องมาจากการเพาะเลี้ยงร่วมของ S. cerevisiae ที่เวลา 24 ชั่วโมงในระบบมี
น้้าตาลเพียงพอที่จะให้เชื้อได้ใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีกว่า ต่างจากการเพาะเลี้ยงร่วมกันที่เกิดการ
ผลิตน้้าตาลไปพร้อมกับการผลิตเอทานอล ดังนั้นที่เวลา 24 ชั่วโมง A. oryzae TISTR 3086 สามารถ
ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกมาย่อยข้าวฟ่างได้ปริมาณน้้าตาลสูงสุด จึงเป็นช่วงเวลาที่ดีที่สุดของการผลิต
เอทานอลจากการเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
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4.3.2 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ Z. 
mobilis TISTR 551 

 
RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol 
(0,x) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกเชื้อเดียวที่ 0 ชั่วโมง  
(0,0) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 0 ชั่วโมง  
(0,24) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกที่ 0 ชั่วโมงและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 24 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.9 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ  
Z. mobilis TISTR 551 ทีเ่วลาเริ่มลงเลี้ยงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงและที่ 24 ชั่วโมง 

 
รูปที่ 4.9 แสดงการผลิตเอทานอลสูงสุดจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 

เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ Z. mobilis TISTR 551 โดยการเลี้ยงเชื้อ A. oryzae TISTR 3086 เป็นเวลา 24 
ชั่วโมงแล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ Z. mobilis TISTR 551 ได้ปริมาณเอทานอล 13.3094 กรัมต่อลิตร ที่
เวลา 48 ชั่วโมง ส่วนการเพาะเลี้ยงร่วมกันตั้งแต่ 0 ชั่วโมงปริมาณเอทานอล 4.5440  กรัมต่อลิตรที่
เวลา 72 ชั่วโมง เนื่องมาจากการเพาะเลี้ยงร่วมของ Z. mobilis TISTR 551 ที่เวลา 24 ชั่วโมงใน
ระบบมีน้้าตาลเพียงพอที่จะให้เชื้อได้ใช้ในการเจริญเติบโตได้ดีกว่า ต่างจากการเพาะเลี้ยงร่วมกันที่เกิด
การผลิตน้้าตาลไปพร้อมกับการผลิตเอทานอล ดังนั้นที่เวลา 24 ชั่วโมงของการผลิตน้้าตาลของ A. 
oryzae TISTR 3086 จึงเป็นช่วงเวลาที่ดีที่สุดของการผลิตเอทานอลจากการเพาะเลี้ยงร่วมกันกับ Z. 
mobilis TISTR 551 
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4.3 .3  ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้  B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
 
RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol 
(0,x) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกเชื้อเดียวที่ 0 ชั่วโมง  
(0,0) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 0 ชั่วโมง  
(0,24) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกที่ 0 ชั่วโมงและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 24 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.10 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ทีเ่วลาเริ่มลงเลี้ยงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงและที่ 24 ชั่วโมง 

 
รูปที่ 4.10 แสดงการผลิตเอทานอลสูงสุดจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ B. amyloliquefaciens 

TISTR 1045 เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ S. cerevisiae โดยการเลี้ยงเชื้อ B. amyloliquefaciens TISTR 
1045 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ได้ปริมาณเอทานอล 2.8480 กรัม
ต่อลิตร ที่เวลา 120 ชั่วโมง ส่วนการเพาะเลี้ยงร่วมกันตั้งแต่เริ่มต้นที่ 0 ชั่วโมงปริมาณเอทานอล 
2.2802 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 72 ชั่วโมง ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจึงต้องใช้การหาค่า
อัตราการผลิตต่อชั่วโมง 
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4.3 .4 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้  B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ Z. mobilis TISTR 551 

 
 
RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol 
(0,x) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกเชื้อเดียวที่ 0 ชั่วโมง  
(0,0) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 0 ชั่วโมง  
(0,24) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกที่ 0 ชั่วโมงและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 24 ชั่วโมง 

รูปที่ 4.11 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ Z. mobilis TISTR 551 ทีเ่วลาเริ่มลงเลี้ยงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงและที่ 24 ชั่วโมง 

 
รูปที่ 4.11 แสดงการผลิตเอทานอลสูงสุดจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ B. amyloliquefaciens 

TISTR 1045 เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ Z. mobilis TISTR 551 โดยการเลี้ยงเชื้อ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ Z. mobilis TISTR 551 ได้ปริมาณเอทา
นอล 0.3489 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 36 ชั่วโมง ส่วนการเพาะเลี้ยงร่วมกันตั้งแต่ 0 ชั่วโมงปริมาณเอทา
นอล 0.1199 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ดังนั้นเวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจึงต้องใช้การ
หาค่าอัตราการผลิตต่อชั่วโมง 
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ตารางที่ 4.13 สรุปการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก
เพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลที่เวลาเริ่มลงเลี้ยงเชื้อที ่0 ชั่วโมงและที่ 24 ชั่วโมง 

 
RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol 
(0,x) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกเชื้อเดียวที่ 0 ชั่วโมง  
(0,0) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 0 ชั่วโมง  
(0,24) = การเลี้ยงเชื้ออะไมโลไลติกที่ 0 ชั่วโมงและลงเชื้อที่ผลิตเอทานอลที่ 24 ชั่วโมง 
 
จากตารางที่ 4.13 แสดงจุลินทรีย์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงร่วมกัน เวลาที่ลงกล้าเชื้อ ปริมาณและ

เวลาของเอทานอลที่สูงที่สุด ปริมาณและเวลาของน้้าตาลที่สูงที่สุด ค่าการผลิตเอทานอลต่อชั่วโมง จะ
เห็นได้ว่าถ้าพิจารณาจากค่าการผลิตเอทานอลต่อชั่วโมงแล้ว การเพาะเพาะเลี้ยง A. oryzae TISTR 
3086 ที่ 0 ชั่วโมงแล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ที่เวลา 24 ชั่วโมงนั้น ให้ค่าผลผลิตเอทา
นอลต่อชั่วโมงสูงสุดที่  0.2984 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง จึงเลือกเชื้อ A. oryzae TISTR 3086 ที่
เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ S. cerevisiae ไปหาสภาวะที่เหมาะสมต่อไป ส่วนเชื้อที่มีค่าผลผลิตเอทานอล
ต่อชั่วโมงรองลงมาคือ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ Z. mobilis TISTR 551 ที่ 

Co-cultivation by M.O 
 

Innoc. 
Time 

Max. 
EtOH 
(g/l) 

hr. 
Max RS. 

(g/l) 
hr. 

Productivity 
(g/l/h) 

A. oryzae+S. cerevisiae 
 
 

(0,X) 0.1879 72 56.1555 24 0.0026 
(0,0) 7.9121 48 37.9410 24 0.1648 
(0,24) 14.3244 48 56.1555 24 0.2984 

A. oryzae+Z. mobilis 
 
 

(0,X) 0.2061 72 56.1555 24 0.0029 
(0,0) 4.5440 72 44.9244 24 0.0631 
(0,24) 13.3094 48 56.0835 24 0.2773 

B. amyloliqueciens 
+S. cerevisiae 

 

(0,X) 0 - 43.9165 24 0.0000 
(0,0) 2.2802 72 31.0295 24 0.0317 
(0,24) 2.8480 120 43.5565 24 0.0237 

B. amyloliqueciens 
+Z. mobilis 

 

(0,X) 0 - 43.9165 24 0.0000 
(0,0) 0.1199 24 36.7891 24 0.0050 
(0,24) 0.3489 36 43.4845 24 0.0097 
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0.2773 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ส่วนการเพาะเลี้ยงร่วมกันของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
กับ S. cerevisiae หรือ Z. mobilis TISTR 551 นั้นได้ค่าผลผลิตเอทานอลต่อชั่วโมงที่น้อยอาจเป็น
เพราะเกิดสภาวะที่ไม่เหมาะสมของการเจริญเติบโตร่วมกันของเชื้อที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกกับเชื้อ
ที่ผลิตเอทานอล 

 
4.4 ศึกษาภาวะเหมาะสมการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไล
ติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธีสถิติ 
 4.4.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์
อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
Plackett-Burman 

ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ด้วยการแปรผันแหล่งแร่ธาตุ เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ และปริมาณ
กล้าเชื้อโดยการออกแบบการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman ดัง
ตารางที ่4.14 โดยมีระดับสูง (+) และต่้า (-) แทนระดับความเข้มข้นของแร่ธาตุได้แก่  (NH4)2SO4 (A), 
KH2PO4 (B), MgSO4 (C), ZnSO4 (D) เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ (E) และปริมาณกล้าเชื้อ (F) ตามล้าดับ 

 
ตารางที่ 4.14 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิต
เอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae  

 
การวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman จะแบ่งจ้านวนการทดลองเแปรผันตาม

จ้านวนตัวแปร โดยแต่ละการทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่งได้เป็น 

Variables Components 
Low level High level 
(-) values (+) values 

  
A (NH4)2SO4 (g/l) 1 10 
B KH2PO4 (g/l) 0.5 5 
C MgSO4 (g/l) 0.1 2 
D ZnSO4 (g/l) 0.01 0.1 
E Time (h.) 0 24 
F Innoculum (%) 2 20 
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12 การทดลอง ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองที่ได้จริง (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับ
ผลกระทบของระดับความเข้มข้นของตัวแปรแต่ละตัว และสร้างสมการพหุนามเพ่ือใช้ท้านายผลการ
ทดลอง (Pred.) ในตารางที่ 4.15 เพ่ือวิเคราะห์หาว่าตัวแปรใดบ้างที่มีผลกับภาวะเหมาะสมที่ ในการ
ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
ตารางที่ 4.15 ผลการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการ
ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

 
สมการท้านายผลภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 

TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

Y = 11.667 + 0.307 A - 0.214 B - 0.235 C - 0.269 D + 1.757 E + 2.365 F    (9) 
 

Factor 
A B C D E F 

Ethanol 
Production (g/l) 

(NH4)2SO4 KH2PO4 MgSO4 ZnSO4 Time(h) Innoc.(%) 

Low(-1) 1 0.5 0.1 0.01 0 2 

High(+1) 10 5 2 0.1 24 20 

Runs Exp. Pred. 
1 1 -1 -1 -1 1 1 16.8380 16.8152 
2 -1 -1 -1 1 1 1 16.6435 15.6628 
3 -1 1 1 1 -1 1 11.9263 11.2503 
4 1 1 -1 1 1 -1 9.9348 11.1177 
5 -1 -1 1 1 1 -1 10.0549 10.4618 
6 1 1 1 -1 1 1 16.7486 15.9159 
7 -1 1 1 -1 1 -1 10.3248 10.5711 
8 1 -1 1 -1 -1 -1 8.4952 8.1009 
9 -1 1 -1 -1 -1 1 10.9964 12.2589 
10 1 -1 1 1 -1 1 11.0434 12.2933 
11 1 1 -1 1 -1 -1 8.7874 7.6045 
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 8.2160 7.9571 



 85 

 
 

รูปที่ 4.12 กราฟ Pareto ของ standardized effect กับตัวแปรต่างๆในภาวะเหมาะสมในการผลิต
เอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
 

รูปที่ 4.13 แสดงความสัมพันธ์ (R2) ระหว่างผลที่ได้จากการทดลอง (Exp.) และผลที่ได้จากการท้านาย
ของสมการ (Pred.) ของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 

TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย  A. oryzae TISTR 3086 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae โดยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ที่ความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่นที่ 95%  จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ รูปที่ 4.12 กราฟ 
Pareto ของ standardized effect กับตัวแปรต่างๆแสดงให้ เห็นว่าตัวแปรที่มีค่ามากกว่าค่า 
standardized effect มีผลต่อภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. 
oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae อย่างมีนัยส้าคัญ ได้แก่ Time  (E) และ 
Innoc. (F)  

y = 0.9951x
R² = 0.9211
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รูปที่ 4.13 แสดงให้เห็นความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองที่วัดได้จริงและผลที่ได้จาก
คาดการณ์ไว้ โดยส่วนเบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.9211 แสดงให้เห็นว่า
สามารถใช้สมการพหุนามที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ท้านายผลการ
ทดลองไดด้้วยความแปรปรวน 92.11เปอร์เซ็นต์ จากค่าที่ทดลองได้จริง 

 
4.4.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์

อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM 
ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 

เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae จากตัวแปรที่เหมาะสมด้วยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี 
Plackett-Burman ได้แก่ เวลาที่ลงกล้าเชื้อ และ ปริมาณกล้าเชื้อ  โดยช่วงของตัวแปรที่ผ่านการ
วิเคราะห์ผลทางสถิติโดยวิธี Plackett-Burman เป็นช่วงความเข้มข้นที่มีผลนัยส้าคัญทางสถิติกับ
สภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย  A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. 
cerevisiae ดังนั้นช่วงความเข้มข้นดังกล่าวเป็นจุดต่้าสุดและสูงสุดจะถูกน้ามาใช้และการวางแผนการ
ทดลองด้วยวิธี CCD โดยเป็นวิธีที่เกี่ยวข้องกับการคัดเลือกจุดสมมูลบนพ้ืนผิวตอบสนองบนกราฟ 
RSM ตารางที่ 4.16 แสดงตัวแปรความเข้มข้มทั้ง 2 แบ่งระดับความเข้มข้นออกเป็น 5 ระดับ ด้วย
โปรแกรม Design expert 9.1 โดยจ้านวนการทดลองเแปรผันตามจ้านวนตัวแปร โดยแต่ละการ
ทดลองเป็นการกระจายตัวตามสมการอนุกรมคณิตศาสตร์ แบ่งได้เป็น 13 การทดลองตามตารางที่ 
4.17 ในการวิเคราะห์ผลจะใช้ผลการทดลองท่ีได้จริง (Exp.) มาวิเคราะห์ผลทางสถิติกับผลกระทบของ
ระดับต่างๆของตัวแปรและความสัมพันธ์ของแต่ละตัวแปร เพ่ือวิเคราะห์หาว่าระดับความเข้มข้นที่จุด
สมมูลใดมีผลกับภาวะเหมาะสมโดยการสร้างสมการพหุนามเพื่อใช้ท้านายผลการทดลอง (Pred.) 
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ตารางที่ 4.16 การออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM ส้าหรับภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจาก
เมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

Level 
Variable(g/L) 

Time (h) Innoc (%) 

-1.41 0 2 
-1 6 6 
0 12 10 
1 18 14 

1.41 24 18 
 
ตารางที่ 4.17 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ด้วยการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้วิธี RSM 
 

Run 
Variable(g/L) 

Ethanol(g/L) 
Time(h) Innoc.(%) 

1 -1 -1 8.2395 
2 1.41 0 14.1909 
3 0 0 12.0349 
4 0 1.41 12.2871 
5 1 -1 13.6496 
6 0 0 12.0641 
7 -1.41 0 7.4619 
8 1 1 14.8733 
9 0 0 12.1540 
10 0 0 12.1096 
11 0 -1.41 9.1450 
12 0 0 12.1305 
13 -1 1 9.8186 
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สมการท้านายภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 
3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
         Y = 11.5507+2.4976*A+0.9057*B          (10) 
 

จากความสัมพันธ์ระหว่างผลจากการทดลองท่ีวัดได้จริงและผลที่ได้จากคาดการณ์ไว้ โดยส่วน
เบี่ยงเบนระหว่างความสัมพันธ์คือค่า R2 เท่ากับ 0.9266 แสดงให้เห็นว่าสามารถใช้สมการพหุนาม
ก้าลังที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี RSM ท้านายผลการทดลองได้ด้วยความแปรปรวน 92.66 
เปอร์เซ็นต ์จากค่าที่ทดลองได้จริง 
 
ตารางที่ 4.18 ค่าระดับความเข้มข้นที่จุดสมมูลของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าว
ฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
Variable Pred. level Pred. effect 

Time (h) 1.4 23.8298 
Innoc (%) 1.19 15.1914 

 
ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย  A. oryzae TISTR 3086 

เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ด้วยการแปรผันเวลาที่ลงกล้าเชื้อ และปริมาณกล้าเชื้อที่  โดยการ
วิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี RSM ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 
เปอร์เซ็นต์  จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ ตารางที่ 4.18 แสดงถึงค่าของความเข้มข้นเมื่อเทียบกับค่า
ของระดับตัวแปร -1.41, -1, 0, 1 และ 1.41 ที่จุดสมมูลของสภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอล
จากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae โดยมีค่าดังนี้ เวลาที่
ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 23.8298 ชั่วโมง และปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 เปอร์เซ็นต์ โดยจุด
สมมุลสูงสุดจะให้ปริมาณเอทานอลจากการค้านวณทางสถิติที่ 16.1317 กรัมต่อลิตร 
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4.5 ทดสอบภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

 
จากนั้นทดสอบสมการพหุนามที่ได้ด้วยค่าของตัวแปรที่ได้จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดย

การเพาะเลี้ยง A. oryzae TISTR 3086 ปริมาณ10 เปอร์เซ็นต์ ในข้าวฟ่างที่ปรับสภาพแล้ว 15 
เปอร์เซ็นต์ แร่ธาตุได้แก่ (NH4)2SO4 5.97 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 3.33 กรัมต่อลิตร, CaCl2 1.97 กรัม
ต่อลิตรและ FeSO4 0.14 กรัมต่อลิตร จากนั้นที่เวลา 23.8298 ชั่วโมงจึงใส่กล้าเชื้อ S. cerevisiae 
ปริมาณ 15.1914 เปอร์เซ็นต์ เลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  

 
ตารางที่ 4.19 การผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. 
cerevisiae เวลาที่ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 23.8298 ชั่วโมง และปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 
เปอร์เซ็นต์ 

 

Time (h.) EtOH (g/l RS (g/l) Nitrogen (%) Protein (%) 

0 0 0 2.3685 14.8029 

24 1.8726 54.0834 3.6870 23.0435 

48 16.6762 7.8724 5.0929 31.8309 

72 14.9488 3.0801 5.1204 32.0023 

96 12.3309 2.8808 5.1315 32.0721 

120 8.5750 2.8084 5.1931 32.4570 

(RS = Reducing sugar, EtOH = Ethanol, Time = เวลาที่ใช้เลี้ยงเชื้อร่วม) 
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ตารางที่ 4.19 แสดงผลการทดลองเพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่า
ตามตัวแปรที่ได้จากการค้านวนทางสถิติคือ เวลาที่ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 23.8298 ชั่วโมง 
และปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เกิดขึ้นจริง 16.6762 กรัม
ต่อลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง คิดเป็นค่าผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3474 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง มีปริมาณ
น้้าตาลสูงสุดที่ 54.0834 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นจริง มีค่า
มากกว่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการวิเคราะห์ทางสถิติ 16.1317 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ค่า
ผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3360 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง เพียงเล็กน้อย แสดงให้เห็นว่าวิธีการวิเคราะห์ผล
ทดลองทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman ซึ่งเป็นวิธีการหาความสัมพันธ์ของระดับตัวแปรที่มีผลกับ
การทดลองและวิธี RSM ซึ่งเป็นวิธีหาความสัมพันธ์ของจุดสมมูลของตัวแปรที่มีผลต่อการทดลอง 
สามารถน้ามาใช้ออกแบบท้าการทดลองและวิเคราะห์ผลภาวะที่เหมาะสมของ A. oryzae TISTR 
3086 ที่ผลิตเอนไซม์ไอไมโลไลติกแล้วเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisae ได ้ 

ผลการทดลองการหาภาวะเหมาะสมของ A. oryzae TISTR 3086 การผลิตเอนไซม์ไอไมโล
ไลติกแล้วเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae เพ่ือผลิตเอทานอลคือ ปริมาณเมล็ดข้าวฟ่างที่ 15 
เปอร์เซ็นต์, (NH4)2SO4 5.97 กรัมต่อลิตร, KH2PO4 3.33 กรัมต่อลิตร, CaCl2 1.97 กรัมต่อลิตรและ 
FeSO4 0.14 กรัมต่อลิตร ปริมาณกล้าเชื้อ 10 เปอร์เซ็นต์ (106 สปอร์ต่อมิลลิลิตร) จากนั้นที่เวลา 
23.8298 ชั่วโมงจึงใส่กล้าเชื้อ S. cerevisiae ปริมาณ 15.114 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ได้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 16.6762 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 
48 ชั่วโมง คิดเป็นค่าผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3474 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และมีปริมาณโปรตีน 
31.8309 เปอร์เซ็นต์  

Zhao และคณะ ศึกษาการผลิตเอทานอลของ S. cerevisiae จากน้้าตาลที่มาจากข้าวฟ่าง
หวานโดยวิธี RSM (47) โดยมีตัวแปรที่เกี่ยวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ ยูเรีย 4.75 กรัมต่อลิตร 
KH2PO4 3.58 กรัมต่อลิตร และ MgSO4 0.98 กรัมต่อลิตร พบว่าได้ปริมาณเอทานอล 86.2 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งมีค่าสูงกว่าการผลิตเอทานอลจาก A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
(งานวิจัยนี้) เนื่องจากแหล่งคาร์บอนที่เป็นน้้าตาลที่ S. cerevisiae สามารถน้าไปใช้ได้เลย เป็นผลให้
ได้เอทานอลในปริมาณที่สูง โดยไม่ต้องรอน้้าตาลทีได้จากการย่อยแป้งในเมล็ดข้างฟ่างเหมือนการใช้
เชื้อร่วม 

Chrisnasari และคณะ ศึกษาการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างแบบ SSF โดยวิธี RSM 
(49) โดยมีตัวแปรที่เกี่ยวข้องกับภาวะที่เหมาะสมได้แก่ เอนไซม์กลูโคอะไมเลส 0.021 เปอร์เซ็นต์ 
และกล้าเชื้อ Zymomonas mobilis 17.51 เปอร์เซ็นต์ พบว่าได้ปริมาณเอทานอล 155.66 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งมีค่าสูงกว่าการใช้เชื้อจุลินทรีย์เพาะเลี้ยงร่วมกัน เนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติ
กทางการค้าที่สูงสามารถเปลี่ยนแป้งในเมล็ดข้างฟ่างให้เป็นน้้าตาลได้มากกว่า รวมถึงเวลาที่ลงกล้า
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เชื้อและปริมาณกล้าเชื้อของ Zymomonas mobilis ที่มากเพียงพอและเหมาะสม จึงเลือกตัวแปร
ปริมาณกล้าเชื้อและเวลาที่ท้าการลงเชื้อมาออกแบบการทดลองทางสถิติ นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่า
เมื่อศึกษากลไลไกลโคไลซิสพบว่า H2PO4 และ Mg2+ มีผลต่อการผลิตเอทานอลด้วย 

นอกจากนี้ยังได้วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในกากเมล็ดข้าวฟ่าง (DDGS) พบว่า มีปริมาณ
โปรตีนเริ่มต้นที่ 14.8029 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาในช่วง 48 ชั่วโมงที่มีปริมาณเอทานอลสูงที่สุด มีปริมาณ
โปรตีน 31.8309 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณโปรตีนสูงสุด 32.4570 เปอร์เซ็นต์ ที่ 120 ชั่วโมง เนื่องจาก
เมล็ดข้าวฟ่างที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีโปรตีนสูง เมื่อ A. oryzae TISTR 3086 ผลิตเอนไซม์อะไมโล
ไลติกเปลี่ยนแป้งในเมล็ดข้าวฟ่างเป็นน้้าตาล แล้วเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ที่สามารถเปลี่ยน
น้้าตาลให้เป็นเอทานอลได้และด้วย S. cerevisiae ที่เป็นโปรตีนเซลล์เดี่ยวอยู่แล้ว เมื่อเจริญเติบโตได้
ดี จึงท้าให้โปรตีนในระบบสูงขึ้นด้วย 
 



 92 

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

5.1 การผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกจากเมล็ดข้างฟ่างโดยจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 
ได้แก่ แบคทีเรีย ยีสต์ และรา 

จากการวัดค่ากิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติกพบว่า A. oryzae TISTR 3086 และ B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด 14.363 U/ml และ 
7.475 U/ml ตามล้าดับในขณะที่ S. fibuligera TISTR 5033 มีค่ากิจกรรมเอน 1.688 U/ml ดังนั้น
จึงเลือก A. oryzae TISTR 3086 และ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 ในการศึกษาหาภาวะ
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกต่อไป 
 
5.2 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ โดยการออกแบบการทดลอง
ด้วยวิธีทางสถิติ 

5.2.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ โดยการออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธี Random block designs (RBD) 

ภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกด้วยการแปรผันปริมาณของแหล่งคาร์บอน
และชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
โดยการวัดค่ากิจกรรมเอนไซม์ของ A. oryzae TISTR 3086 พบว่าโดยวิธีการวิเคราะห์ของ Tukey 
(HSD) และDuncan พบว่าปริมาณแหล่งคาร์บอนที ่15 เปอร์เซ็นต ์มีความแตกต่างจากแหล่งคาร์บอน 
5 และ 10 เปอร์เซ็นต์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และการวิเคราะห์แหล่งไนโตรเจนโดยวิธีของTukey 
(HSD) และ Duncan พบว่า (NH4)2SO4 มีความแตกต่างของกิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติก จาก ยูเรีย 
สารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน โดยมีค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด 18.003 U/ml ดังนั้นจึง
เลือก 0.5 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4 เป็นแหล่งไนโตรเจน และเมล็ดข้างฟ่าง 15 เปอร์เซ็นต์ โดยเลี้ยงเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และภาวะ
เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 โดยวิธีการ
วิเคราะห์ของ Tukey (HSD) และDuncan พบว่าปริมาณแหล่งคาร์บอนที่ 15 เปอร์เซ็นต์ มีความ
แตกต่างจากแหล่งคาร์บอน 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และการศึกษาชนิดของ
แหล่งไนโตรเจนด้วยการวิเคราะห์ของ Tukey (HSD) และ Duncan พบว่า (NH4)2SO4 มีความ
แตกต่างของกิจกรรมเอนไซม์อะไมโลไลติกจาก ยูเรีย สารสกัดจากยีสต์ และเปปโตน โดยมีค่ากิจกรรม
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เอนไซม์อะไมโลไลติกสูงสุด 12.548 U/ml ดังนั้นจึงเลือก 0.5 เปอร์เซ็นต์ (NH4)2SO4 เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนและเมล็ดข้างฟ่าง 15 เปอร์เซ็นต์ โดยเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าที่
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

5.2.2 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์โดยการออกแบบการ
ทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman 

 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี 
Plackett-Burman โดยการแปรผันชนิดของแหล่งแร่ธาตุและระดับความเข้มข้นที่ความแตกต่างอย่าง
มีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ พบว่าตัวแปรที่มีผลกับการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติ
กของ A. oryzae TISTR 3086 คือ (NH4)2SO4, KH2PO4, CaCl2 และ FeSO4 โดยมีค่าความแปรปรวน
จากสมการพหุนาม 90.99 เปอร์เซ็นต์ และตัวแปรที่มีผลกับการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 คือ (NH4)2SO4, KH2PO4, MgSO4 และ  NaCl โดยมีค่าความ
แปรปรวนจากสมการพหุนาม 91.12 เปอร์เซ็นต์ 

5.2.3 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของจุลินทรีย์ด้วยโดยการออกแบบ
การทดลองด้วยวิธี RSM 

ภาวะเหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกโดยการวิเคราะห์ผลทางสถิติด้วยวิธี RSM 
ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 95 เปอร์เซ็นต์ จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติ 
A. oryzae TISTR 3086 ทีจุ่ดสมมูลสูงสุดมีค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 21.6304 U/ml โดยใช้ความเข้มข้น
ของแร่ธาตุคือ (NH4)2SO4 5.97 กรัมต่อลิตร KH2PO4 3.33 กรัมต่อลิตร CaCl2 1.97 กรัมต่อลิตรและ 
FeSO4 0.14 กรัมต่อลิตร เมื่อท้าการทดลองเพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่า
ความเข้มข้นที่ได้จากการค้านวนทางสถิติพบว่ามีค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 21.2790 U/ml และภาวะ
เหมาะสมของการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 ที่จุดสมมูล
สูงสุดจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 15.4807 U/ml โดยใช้ความเข้มข้นของแร่ธาตุคือ (NH4)2SO4 6.57 
กรัมต่อลิตร, KH2PO4 3.00 กรัมต่อลิตร, MgSO2 1.02 กรัมต่อลิตรและ NaCl 2.53 กรัมต่อลิตร เมื่อ
ท้าการทดลองเพ่ือตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่าความเข้มข้นที่ได้จากการ
ค้านวนทางสถิติพบว่าให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ที่ 15.2950 U/ml 
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5.3 ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับ
จุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

ผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้ A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกันกับ S. 
cerevisiae โดยการเลี้ยงเชื้อ A. oryzae TISTR 3086 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงแล้วจึงเพาะเลี้ยงร่วมกับ 
S. cerevisiae ได้ปริมาณเอทานอลสูงสุด 14.3244 กรัมต่อลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง ส่วนการเพาะเลี้ยง
ร่วมกันตั้งแต่เริ่มต้นลงเชื้อที่ 0 ชั่วโมงปริมาณเอทานอลสูงสุด 7.9121 กรัมต่อลิตรที่เวลา 48 ชั่วโมง 
ดังนั้นในการลงเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 24 ชั่วโมงจะให้ค่าเอทานอลสูงสุด เนื่องจาก A. oryzae 
TISTR 3086 สามารถผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกมาย่อยข้าวฟ่างได้ปริมาณน้้าตาลสูงที่เวลา 24 ชั่วโมง 
โดยเมื่อเพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ที่ใช้น้้าตาลในการผลิตเอทานอลได้สูง เมื่อเทียบกับการการ
เพาะเลี้ยงร่วมโดยจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ 
 
5.4 ศึกษาภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธีทางสถิติ 

5.4.1 ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์
อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี 
Plackett-Burman 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย  A. oryzae TISTR 3086 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ด้วยวิธี Plackett-Burman ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับ
ความเชื่อมั่นที่ 95% โดยการแปรผันแหล่งแร่ธาตุ เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ และปริมาณกล้าเชื้อพบตัว
แปรที่มีผลต่อการผลิตเอทานอลคือ เวลาที่ท้าการลงกล้าเชื้อ และปริมาณกล้าเชื้อ 

5.4.2 ภาวะหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลโดยการออกแบบการทดลองด้วยวิธี RSM 

ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย  A. oryzae TISTR 3086 
เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae ด้วยวิธี RSM ที่ความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่นที่ 
95% มีค่าเวลาที่ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 23.8298 ชั่วโมง และปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 
เปอร์เซ็นต์ โดยจุดสมมูลสูงสุดจะให้ปริมาณเอทานอลจากการค้านวณทางสถิติที่ 16.1317 กรัมต่อ
ลิตร 
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5.5 ทดสอบภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอล 

ตรวจสอบความถูกต้องของสมการพหุนามโดยใช้ค่าตามตัวแปรที่ได้จากการค้านวนทางสถิติ
คือ เวลาที่ลงกล้าเชื้อ S. cerevisiae ที่เวลา 23.8298 ชั่วโมง และปริมาณกล้าเชื้อ 15.1914 
เปอร์เซ็นต์ พบว่ามีปริมาณเอทานอลสูงสุดที่เกิดขึ้นจริง 16.6762 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง คิด
เป็นค่าผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3474 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง มีปริมาณน้้าตาลสูงสุดที่ 54.0834 กรัมต่อ
ลิตร ที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งปริมาณเอทานอลที่เกิดขึ้นจริง มีค่ามากกว่าปริมาณเอทานอลที่ได้จากการ
วิเคราะห์ทางสถิติ 16.1317 กรัมต่อลิตร ที่เวลา 48 ชั่วโมง ค่าผลผลิตต่อชั่วโมงได้ 0.3360 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง เพียงเล็กน้อย นอกจากนีป้ริมาณโปรตีนของกากเมล็ดข้างฟ่างที่เพ่ิมข้ึนในช่วงเวลา 120 
ชั่วโมง โดยในช่วงเวลา 0 ชั่วโมงมีปริมาณโปรตีนเริ่มต้นที่14.8029 เปอร์เซ็นต์ ต่อมาในช่วง 48 
ชั่วโมงที่มีปริมาณเอทานอลสูงที่สุด มีปริมาณโปรตีน 31.8309 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณโปรตีนสูงสุด 
32.4570 เปอร์เซ็นต์ ที่ 120 ชั่วโมง 
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. การย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาลโดยเอนไซม์ในกลุ่มอะไมโลไลติก ในงานวิจัยนี้ใช้การวัดค่า
กิจกรรมของเอนไซม์อะไมเลสเป็นตัวชี้ภาวะเหมาะสมที่อุณหมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งภาวะที่เหมาะสม
ในการท้างานของเอนไซม์อะไมโลไลติกจะอยู่ที่ 60 ถึง 90 องศาเซลเซียส ดังนั้นค่ากิจกรรมเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกที่ผลิตจากจุลินทรีย์อาจแตกต่างจากกิจกรรมเอนไซม์สกัดบริสุทธิ์ทางการค้า ตามทฤษฎี
การย่อยแป้งให้เป็นน้้าตาลโดยเอนไซม์อะไมโลไลติกหลายชนิดจากจุลินทรีย์จะได้ชนิดของน้้าตาล
โมเลกุลแตกต่างกันตามกลไลการย่อย โดยค่าปริมาณน้้าตาลในการวิเคราะห์จะรายงานค่าของปริมาณ
น้้าตาลรีดิว แทนปริมาณน้้าตาลทั้งหมดที่เอนไซม์อะไมโลไลติกย่อยได้จากข้าวฟ่าง 
 

2. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยวิธี Plackett-Burman และ RSM เป็นวิธีที่ช่วยการลด
จ้านวนการทดลองและให้ผลที่น่าเชื่อถือแม่นย้ากว่าการแปรผันแบบ Random block design ที่เป็น
การออกแบบการทดลองแบบ 2n การทดลอง ซึ่งเป็นการสิ้นเปลืองต้นทุนและเวลาในการทดลอง การ
แปรผันชนิดแหล่งแร่ธาตุและระดับความเข้มข้นของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก
โดยออกแบบการทดลองด้วยวิธี Plackett-Burman โดยการเลือกตัวแปรที่เหมาะสมต่อการทดลอง
จะช่วยลดจ้านวนการทดลองได้และส่งผลต่อการสร้างสมการพหุนามด้วย แต่ถ้าออกแบบการทดลอง
โดยการเลือกตัวแปรและความเข้มข้นที่ไม่เหมาะสม เช่น ตัวแปรและระดับของตัวแปรที่ส่งผลยับยั้ง
ต่อการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกหรือต่อเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ก็อาจส่งผลต่อผลการทดลองที่ให้
ค่าผิดพลาดของสมการพหุนามได ้

ตัวแปรและระดับของตัวแปรที่เหมาะสมจะส่งผลต่อจุดสมมูลของการวิเคราะห์ผลด้วยวิธี 
RSM โดยถ้าตัวแปรและระดับตัวแปรให้ค่าที่เกินหรือต่้ากว่ากราฟของ CCD แสดงว่าตัวแปรและระดับ
ของตัวแปรจากวิธี Plackett-Burman ยังไม่เหมาะสมกับการทดลอง ต้องท้าการทดลองใหม่โดยการ
หาตัวแปรและระดับของตัวแปรที่เหมาะสม 

 
3. ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลส้าหรับยีสต์ S. cerevisiae จะอยู่ในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 

35 องศาเซลเซียส โดยการทดลองนี้ เป็นการหมักแบบ Simultaneous saccharification and 
fermentation (SSF) โดยใช้จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับจุลินทรีย์ที่ผลิตเอ
ทานอล ช่วงอุณหภูมิเดียวที่ 30 หรือ 37 องศาเซลเซียส ดังนั้นถ้าในช่วงการย่อยแป้งและหมักของ
จุลินทรีย์ทั้ง 2 ประเภท ต้องการอุณหภูมิในการเจริญเติบโตที่ต่างกัน อาจส่งผลต่อปริมาณน้้าตาลและ
เอทานอลด้วย 
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4. ในการผลิตเอทานอลด้วยจุลินทรีย์ จุลินทรีย์ที่ผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกเพาะเลี้ยงร่วมกับ
จุลินทรีย์ที่ผลิตเอทานอลนอกจะให้เอทานอลเป็นผลผลิตแล้ว กากที่เหลือจากการหมักยังให้ปริมาณ
โปรตีนที่สูง และสามารถน้าไปใช้ผสมอาหารสัตว์ ซึ่งเป็นผลพลอยได้จากงานวิจัยนี้ 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
อาหารเลี ยงเชื อและวิธีการเตรียม 

 
1. Nutrient broth (NB) 
  Beef extract       0.3  เปอร์เซ็นต์   

 peptone                                                            0.5  เปอร์เซ็นต์ 
อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
2. Nutrient Agar (NA) 
 Beef extract       0.3  เปอร์เซ็นต์   
 Peptone                                                            0.5  เปอร์เซ็นต์ 

Agar        1.5 เปอร์เซ็นต์ 
อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
 3. Yeast extract  Peptone Dextrose broth (YPDB) 
 Yeast extract                                                       1.0 เปอร์เซ็นต์ 
 Peptone                                                             2.0 เปอร์เซ็นต์  

Dextrose        2.0 เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
4. Yeast extract  Peptone Dextrose Agar (YPDA) 
 Yeast extract                                                       1.0 เปอร์เซ็นต์ 
 Peptone                                                             2.0 เปอร์เซ็นต์ 

Dextrose        2.0 เปอร์เซ็นต์ 
 Agar         1.5 เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

5. Potato Dextrose broth (PDB) 
 Potato                                                             300  กรัม 
  Dextrose            2.0  เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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6. Potato Dextrose Agar (PDA) 
 Potato                                                             300  กรัม 
  Dextrose            2.0  เปอร์เซ็นต์ 
 Agar           1.5 เปอร์เซ็นต์ 
 อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
7. สูตรอาหารที่ใช้ในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 
 เมล็ดข้าวฟ่าง          10 เปอร์เซ็นต์   
  (NH4)2SO4               0.5 เปอร์เซ็นต์ 
 KH2PO4                    0.1   เปอร์เซ็นต์ 
  MgSO4 .7H2O                     0.1   เปอร์เซ็นต์   

NaCl                    0.01   เปอร์เซ็นต์ 
CaCl2. H2O         0.01   เปอร์เซ็นต์ 

 อบฆ่าเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
8. สูตรอาหารภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 

เมล็ดข้าวฟ่าง           15   เปอร์เซ็นต์ 
(NH4)2SO4        0.597   เปอร์เซ็นต์ 
KH2PO4        0.333   เปอร์เซ็นต์ 
CaCl2         0.197  เปอร์เซ็นต์ 
FeSO4         0.014  เปอร์เซ็นต์ 
 

9. สูตรอาหารภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens 
TISTR 1045 

เมล็ดข้าวฟ่าง          15    เปอร์เซ็นต์ 
(NH4)2SO4        0.657  เปอร์เซ็นต์ 
KH2PO4        0.300  เปอร์เซ็นต์ 
MgSO2         0.102  เปอร์เซ็นต์ 
NaCl         0.253  เปอร์เซ็นต์  
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ภาคผนวก ข 
วิธีวิเคราะห์ 

1.น  าตาล (reducing sugar) โดยวิธี DNSA  
วิธีการทดลอง 
     1.  ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่เจือจางให้มีความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ลงใน
หลอดทดลอง  
     2.  เติมสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 0.15 มิลลิลิตร ลงในสารละลายตัวอย่าง ผสมให้เข้ากัน 
ปิดปากหลอดทดลอง น้าไปต้มในอ่างน้้าเดือด เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน้าไปแช่ในอ่างน้้าเย็น 
     3.  เติมน้้าขจัดไอออน 1 มิลลิลิตร ลงในสารละลายผสมในข้อ 2 ไปวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 540 นาโนเมตร 
     4.  เตรียม blank โดยใช้น้้าแทนสารละลายตัวอย่าง แล้วน้าไปท้าการทดลองเช่นเดียวกันกับ
สารละลายตัวอย่าง เทียบค่าการดูดกลืนแสงที่ได้กับกราฟมาตรฐานกลูโคสความเข้มข้น 2 กรัมต่อลิตร 
การท้ากราฟมาตรฐานน้้าตาลกลูโคส 
          1.  เตรียมสารละลายมาตรฐานน้้าตาลกลูโคส 2 กรัมต่อลิตร 
      2.  เจือจางให้ได้ 0, .0 4, 0.8, 1.2, 1.6 และ 2 กรัมต่อลิตร 
      3.  น้าไปท้าการทดลองเช่นเดียวกับสารละลายตัวอย่าง แล้วน้าไปเขียนกราฟมาตรฐาน
น้้าตาลกลูโคส แสดงในรูปที่ ข.1 

 
รูปที่ ข.1 กราฟมาตรฐานน้้าตาลกลูโคส 
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2. กิจกรรมของเอนไซม์อะไมโลไลติก 
สารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
1. สารละลายน้้าแป้งสุก 1 เปอร์เซ็นต์ 
2. สารละลาย 0.1 M acetate buffer pH 5.8 
3. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก )SNS(  

วิธีในการวิเคราะห์ 
1. เตรียมสับสเตรทโดยใช้สารละลายน้้าแป้งสุกปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร สารละลาย acetate  

Buffer 0.1 M pH 5.8 ปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
2. เติมตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์ (เอนไซม์) ความเข้มข้นเหมาะสมปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร 

ลงไปในสารละลายสับสเตรทในข้อ  น้าไปบ่มที่ 50 องศาเซลเซียส ในอ่างน้้าควบคุมอุณหภูมิ เป็น
ระยะเวลา 10 นาท ี 

3. วัดปริมาณน้้าตาลที่เกิดขึ้นในปฎิกิริยาในข้อ 3 ด้วยวิธี DNSA โดยใช้ 0.1  M acetate 
buffer เป็น blank แทนเอนไซม์ 
วิธีการค้านวณค่า  Unit of enzyme  

1 หน่วยเอนไซม์  = 1  mole ของ substrate ที่ถูกย่อยใน 1 นาที  
   = 1  mole ของ glucose ที่ถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาท ี
   = 0.18 มิลลิกรัม ของ glucose ที่ถูกปลดปล่อยออกมาใน 1 นาท ี
 
ถ้า  0.18 มิลลิกรัม glucose ที่ถูกปลดปล่อยออกมาใน  1  นาท ี  มีค่า        1    หน่วย 
1 มิลลิกรัม glucose ที่ถูกปลดปล่อยออกมาใน 10 นาท ีมีค่า     1/ (0.18 x 10) หน่วย  
                     =         0.556             นาท ี
เมื่อใช้เอนไซม์ 0.05 มิลลิลิตร สามารถปล่อย glucose  B มิลลิกรัม ใน 10 
นาที                                                         =        B x 0.556      หน่วย 
เมื่อใช้เอนไซม์ 1 มิลลิลิตร สามารถปล่อย glucose  B มิลลิกรัม ใน 10 นาท ีมีค่า  
                      =      (B x 0.556)/0.05 หน่วยต่อมิลลิตร    
 
 
 
 
 
3. การวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีเจลดาห์ล (Kjeldahl protein, A.O.A.C., 1975) 
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1. ชั่งตัวอย่าง 0.5 กรัม เติมตัวเร่งปฎิกิริยาใส่ในขวดกลั่นขนาด 300 มิลลิลิตร เติมเกลือผสม

ช่วยเร่งปฏิกิริยา ซึ่งประกอบด้วยโปรแตสเซียมซัลเฟตและคอปเปอร์ซัลเฟตอัตราส่วน 95:5 ลงไป
จ้านวน 7 กรัม จากนั้นเติมกรดซัลฟูริก 15 มิลลิลิตร 

2. น้าไปย่อยบนเตาหลุมจนสารละลายเป็นเวลา 45 นาที ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เติมน้้า 50 
มิลลิลิตร 

3. จากนั้นน้าไปประกอบเข้ากับเครื่องกลั่นไนโตรเจน และเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด์เข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร หรือจนสารละลายเป็นสีด้า 
แล้วกลั่นจับก๊าซแอมโมเนียที่เกิดขึ้นโดยใช้สารละลายบอริกเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ (น้้าหนักต่อปริมาตร) 
ที่เติมอินดิเคเตอร์เมทิลเรดเมทิลลีนบลู (methyl red methylene blue) 1 หยด กลั่นจนสารละลาย
บอริกมปีริมาตร 250 มิลลิลิตร 

4. น้าสารละลายที่กลั่นได้มาไทเทรตกับสารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกที่ทราบความ
เข้มข้นที่แน่นอน บันทึกปริมาตรกรดที่ใช้ไทเทรตแล้วค้านวณหาปริมาณไนโตรเจนหรือปริมาณโปรตีน 
เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน = (ปริมาตรกรดไฮโดรคลอลิก(มิลลิลิตร) x ความเข้มข้นกรดไฮโดรคลอลิก(M) 
 x 1.4)/ น้้าหนักแห้ง 

เปอร์เซ็นโปรตีน = เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน x 6.25 
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4. ปริมาณเอทานอล 
    วิธีการ 

1. เตรียมตัวอย่างที่ใช้ฉีด GC โดยการปั่นเหวี่ยงก่อนที ่10000 รอบต่อนาที 5 นาที น้าส่วนใส
ไปกรองด้วยไมโครฟิวเตอร์ 

2. ท้ากราฟมาตรฐานของเอทานอลโดยเตรียมความเข้มข้นที่ 0, 2, 4, 6, 8,  10 กรัมต่อลิตร  
3. ผสมตัวอย่างเอทานอล จากข้อ 2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร กับ 3 กรัมต่อลิตร propanol 

ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร (Internal standard) ฉีด GC ที่ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
4. น้าตัวอย่างที่กรองแล้วท้าตามข้อ 3 แล้วเปรียบเทียบปริมาณเอทานอลกับกราฟมาตรฐาน 

วิธีการค้านวณ 
ค่า Peak area ได้จากการวัดด้วยเครื่อง Gas Liquid Chromatography ในการค้านวณน้า

ค่า Peak area ของเอทานอลมาตรฐานหารด้วย Peak area ของ propanol จะได้ค่าเป็น ratio 
น้าไป plot กราฟมาตรฐานของเอทานอล ดังรูปที่ ข.2 จากนั้นหาค่า Peak area ของตัวอย่างหาร
ด้วย Peak area ของ propanol ได้ ratio น้าเทียบกับค่าปริมาณเอทานอลจากกราฟมาตรฐาน ค่าที่
ได้มีหน่วยเป็น กรัมต่อลิตร  
 

 
รูปที่ ข. 2 กราฟมาตรฐานเอทานอล 
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ภาคผนวก ค 
ตารางสถิติ 

ตารางสถิติของการทดลองแบบ Random block design (RBD) 
1. ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 
 
ตารางที่ ค.1 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086  

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EA  

Source 
Type II Sum 
of Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

Corrected Model 5143.859(a) 59 87.184 367004.993 .000 
Intercept 15128.990 1 15128.990 63686126.385 .000 
Nitrogen .974 3 .325 1367.319 .000 
Cabon 642.745 2 321.372 1352831.047 .000 
Time 4184.844 4 1046.211 4404069.743 .000 
Nitrogen * Cabon 3.683 6 .614 2583.726 .000 
Nitrogen * Time 8.368 12 .697 2935.547 .000 
Cabon * Time 278.394 8 34.799 146489.077 .000 
Nitrogen * Cabon  
* Time 

24.851 24 1.035 4358.752 .000 

Error .029 120 .000     
Total 20272.877 180       
Corrected Total 5143.888 179       

a  R Squared = 0.989 (Adjusted R Squared = 0.979 
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ตารางที่ ค.2 ตาราง Homogeneous ชนิดแหล่งไนโตรเจนของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086  

Homogeneous Subsets(Nitrogen source) 

 Nitrogen N Subset 

    1 2 3 4 1 

Tukey 
HSD 
(a,b) 
  
 

Yeast_extract 45 9.108564    
Peptone 45 9.116102    
Urea 45  9.155278   
(NH2)4SO4 45   9.291558  
Sig.  .099 1.000 1.000  

Duncan 
(a,b) 
  
  
   

Yeast_extract 45 9.108564    
Peptone 45  9.116102   
Urea 45   9.155278  
(NH2)4SO4 45    9.291558 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 5.149 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000 
b  Alpha = 0.05 
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ตารางที่  ค.3 ตาราง Homogeneous ปริมาณแหล่งคาร์บอนของภาวะเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086  

Homogeneous Subsets(Carbon source) 

  
Cabon 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

5g/l 60 7.221568     

  10g/l 60   8.555115   
  15g/l 60     11.726943 
  Sig.   1.000 1.000 1.000 
Duncan 
(a,b) 

5g/l 60 7.221568     

  10g/l 60   8.555115   
  15g/l 60     11.726943 
  Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 5.149. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 40.000. 
b  Alpha = 0.05 
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ตารางที่ ค.3 ตาราง Homogeneous เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. 
oryzae TISTR 3086  

Homogeneous Subsets(Time source) 

Time N Subset 

    1 2 3 4 5 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

0h 36 .724700     

  12h 36  7.787383    
  48h 36   10.057119   
  36h 36    12.551119  
  24h 36     14.719056 
  Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Duncan 
(a,b) 

0h 36 .724700     

  12h 36  7.787383    
  48h 36   10.057119   
  36h 36    12.551119  
  24h 36     14.719056 
  Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 5.149. 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 24.000. 
b  Alpha = 0.05 
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2.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมไลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 
ตารางที่  ค .4  ตาราง  ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิต เอนไซม์อะไมโลไลติกของ  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045  

Tests of Between-Subjects Effects 
Dependent Variable: EA  

Source 
Type II Sum 
of Squares df 

Mean 
Square F Sig. 

Corrected Model 1974.308(a) 59 33.463 2627.842 .000 
Intercept 5058.709 1 5058.709 397261.033 .000 
Nitrogen 1.022 3 .341 26.756 .000 
Cabon 317.717 2 158.859 12475.188 .000 
Time 1510.196 4 377.549 29648.977 .000 
Nitrogen * Cabon 1.379 6 .230 18.050 .000 
Nitrogen * Time 2.445 12 .204 16.000 .000 
Cabon * Time 135.050 8 16.881 1325.690 .000 
Nitrogen * Cabon 
* Time 

6.498 24 .271 21.263 .000 

Error 1.528 120 .013     
Total 7034.546 180       
Corrected Total 1975.836 179       

a  R Squared = 0.985 (Adjusted R Squared = 0.971) 
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ตารางที่ ค.5  ตาราง Homogeneous ชนิดแหล่งไนโตรเจนของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะ
ไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045  

 Homogeneous Subsets(Nitrogen source) 

  
Nitrogen 

 
N Subset 
1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 
  
  
  

Peptone 45 5.178793     
Urea 45   5.319807   
Yeast_extract 45   5.322107   
(NH2)4SO4 45     5.384553 
Sig.   1.000 1.000 1.000 

Duncan 
(a,b) 
  
  
  

Peptone 45 5.178793     
Urea 45   5.319807   
Yeast_extract 45   5.322107   
(NH2)4SO4 45     5.384553 
Sig.   1.000 .923 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 3.183 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000 
b  Alpha = 0.05 
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ตารางที่ ค.6  ตาราง Homogeneous ปริมาณแหล่งคาร์บอนของภาวะเหมาะสมในการผลิต
เอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. amyloliquefaciens TISTR 1045  

 Homogeneous Subsets(Carbon source) 

 Cabon 

N Subset 

1 2 3 1 

Tukey 
HSD(a,b) 

5g/l 60 3.980055     
10g/l 60   4.805075   
15g/l 60     7.118815 
Sig. 1.000 1.000 1.000 

Duncan 
(a,b) 

5g/l 60 3.980055     
10g/l 60   4.805075   
15g/l 60     7.118815 
Sig.   1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 3.183 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 40.000 
b  Alpha = 0.05 
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ตารางที่ ค.7 ตาราง Homogeneous เวลาที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045  

 Homogeneous Subsets(Time source) 

Time 
N Subset 
1 2 2 3 4 5 

Tukey 
HSD(a,b) 

0h 36 .423833         

  12h 36   14.654128       
  48h 36     18.365748     
  36h 36       20.038114   
  24h 36         23.712332 
  Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Duncan 
(a,b) 

0h 36 .423833         

  12h 36   14.654128       
  48h 36     18.365748     
  36h 36       20.038114   
  24h 36         23.712332 
  Sig.   1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Based on Type III Sum of Squares 
The error term is Mean Square(Error) = 3.183 
a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 24.000 
b  Alpha = 0.05 
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ตารางสถิติของการทดลองแบบ Plackett-burman 
 

3.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 3086 
 
ตารางที่ ค.8 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae TISTR 
3086  
Effect and Coefficients 

Term      Effect    Coef.  SE Coef.  T-Value  P-Value 

Constant              17.663     0.353     50.04     0.000 
A          -2.989    -1.495    0.353     -4.23      0.008 
B          -1.856    -0.928    0.353     -2.63      0.047 
C           0.499     0.514    0.257      0.353     0.73        
D           2.559     1.280    0.353      3.62      0.015 
E          -0.954    -0.477    0.353     -1.35      0.234 
F          -2.245    -1.122    0.353     -3.18      0.025 

 
ตารางที่  ค .9  ตาราง  ANOVA ภาวะเหมาะสม ในการผลิต เอนไซม์อะไมโลไลติกของ  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045   
Effect and Coefficients 

Term       Effect    Coef.  SE Coef.  T-Value  P-Value    

Constant             13.448    0.247      54.43    0.000 
A            -1.329   -0.665     0.247      -2.69     0.036   
B            -1.786   -0.893     0.247      -3.61     0.011   
C            -1.424   -0.712     0.247      -2.88     0.028   
D            -0.559   -0.279     0.247      -1.13     0.301   
E             0.763    0.382     0.247       1.54     0.173   
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4.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 
ตารางที่ ค.10 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 
TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
Effect and Coefficients 

Term      Effect    Coef.   SE Coef.    T-Value    P-Value    

Constant            11.667     0.377       30.97      0.000 
A            0.614     0.307     0.377        0.82       0.452   
B           -0.429    -0.214     0.377       -0.57       0.594   
C           -0.470    -0.235     0.377       -0.62       0.560   
D           -0.538    -0.269     0.377       -0.71       0.507   
E            3.513     1.757     0.377        4.66       0.006   
F            4.731     2.365     0.377        6.28       0.002   
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ตารางสถิติของการทดลองแบบ Response surface method (RSM) 
 
1.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ  A. oryzae TISTR 3086 
 
ตารางที่ ค.11 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ A. oryzae 
TISTR 3086  

ANOVA for Response Surface Quadratic model 

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 
 

Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F-Value 

p-value 
Prob > 

F Source 

Model 37.93968 14 2.709977 7.475334 0.000196 
A-A 8.734054 1 8.734054 24.09244 0.000189 

B-B 7.555451 1 7.555451 20.84132 0.000372 

C-C 0.236584 1 0.236584 0.652604 0.431808 
D-D 13.52605 1 13.52605 37.3109 2E-05 

AB 0.680236 1 0.680236 1.876396 0.190902 

AC 0.02553 1 0.02553 0.070423 0.794334 
AD 0.006163 1 0.006163 0.017 0.897994 

BC 0.28993 1 0.28993 0.799758 0.385291 
BD 1.011608 1 1.011608 2.790469 0.115555 

CD 0.144092 1 0.144092 0.397471 0.537886 

A^2 3.07663 1 3.07663 8.486726 0.010704 
B^2 3.205211 1 3.205211 8.84141 0.009471 

C^2 0.000161 1 0.000161 0.000445 0.983453 

D^2 0.351818 1 0.351818 0.970471 0.340187 
Residual 5.437839 15 0.362523   

Lack of Fit 5.422123 10 0.542212 172.5039 1.04E-05 

Pure Error 0.015716 5 0.003143 
Cor Total 43.37752 29 
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ตารางที่ ค.12 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ  A. oryzae 
TISTR 3086  

Sequential Model Sum of Squares [Type I] 

 
Source 

Sum of 
Squares 

 
df 

Mean 
Square 

F 
Value 

p-value 
Prob > F 

Mean vs Total 11007.244 1 11007.244   

Linear vs Mean 30.052135 4 7.5130336 14.095339 3.782E-06 
2FI vs Linear 2.1575595 6 0.3595933 0.6117816 0.7181572 

Quadratic  
vs 2FI 5.729989 4 1.432497 3.95147 0.021954 

Cubic vs 
Quadratic 1.411053 8 0.176382 0.306614 0.940223 

Residual 4.026786 7 0.575255 

Total 11050.62 30 368.3541 
 

ตารางที่ ค.13 ตาราง ANOVAภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ  A. oryzae 
TISTR 3086  

 
Std. Dev. 0.602098 R-Squared 0.874639 

Mean 19.15485 Adj R-Squared 0.757636 

C.V. % 3.143322 Pred R-Squared 0.279487 
PRESS 31.25406 Adeq Precision 9.46262 
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ตารางที่  ค .14 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิต เอนไซม์อะไมโลไลติกของ  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

        ANOVA for Response Surface Quadratic model 
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

  
Source 

Sum of 
Squares df 

Mean 
Square F-Value 

p-value 
Prob > F 

Model 28.47489743 14 2.033921 7.287724 0.000227 

  A-A 10.93214769 1 10.93215 39.17088 1.53E-05 
  B-B 4.689029692 1 4.68903 16.80122 0.000948 

  C-C 0.13681804 1 0.136818 0.490231 0.494541 

  D-D 0.034554068 1 0.034554 0.12381 0.729832 
  AB 0.176207494 1 0.176207 0.631367 0.439246 

  AC 0.152990136 1 0.15299 0.548178 0.470495 

  AD 0.004002559 1 0.004003 0.014342 0.906266 
  BC 0.132082741 1 0.132083 0.473264 0.50199 

  BD 0.005123421 1 0.005123 0.018358 0.894026 
  CD 0.000204937 1 0.000205 0.000734 0.978739 

  A^2 5.498354712 1 5.498355 19.7011 0.000478 

  B^2 6.430891525 1 6.430892 23.04247 0.000234 
  C^2 2.429974933 1 2.429975 8.706821 0.009919 

  D^2 2.58311791 1 2.583118 9.255546 0.008232 

Residual 4.186329975 15 0.279089     
Lack of Fit 4.175127047 10 0.417513 186.3409 8.63E-06 

Pure Error 0.011202929 5 0.002241 
Cor Total 32.6612274 29 
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ตารางที่  ค .15 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิต เอนไซม์อะไมโลไลติกของ  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045   

 

Sequential Model Sum of Squares [Type I] 
   

  Sum of 
Squares 

  
df 

Mean 
Square F-Value 

p-value 
Prob > F Source 

Mean vs 
Total 5752.068366 1 5752.0684     

Linear vs 
Mean 15.7925495 4 3.9481374 5.8512845 0.0018236 

2FI vs Linear 0.470611288 6 0.0784352 0.0908808 0.9965281 

Quadratic  
vs 2FI 12.21173664 4 3.0529342 10.93894 0.0002352 

Cubic vs 
Quadratic 1.535725885 8 0.1919657 0.5069637 0.8192894 

Residual 2.65060409 7 0.3786577 

Total 5784.729594 30 192.8243 
 
ตารางที่  ค .16 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิต เอนไซม์อะไมโลไลติกของ  B. 
amyloliquefaciens TISTR 1045   
 

Std. Dev. 0.528288 R-Squared 0.871826 

Mean 13.84686 Adj R-Squared 0.752196 

C.V. % 3.815221 Pred R-Squared 0.263198 
PRESS 24.06486 Adeq Precision 8.407669 
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2.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S.cerevisiae 
 
ตารางที่ ค.17 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 
TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 
ANOVA for Response Surface Linear Model 

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type III] 

Source 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square 

F 
Value 

p-value 
Prob > F 

Model 56.46946 2 28.23473 63.17404 < 0.0001 
A-A 49.90577 1 49.90577 111.6621 < 0.0001 

B-B 6.563689 1 6.563689 14.68598 0.0033 

Residual 4.469356 10 0.446936   
Lack of 

Fit 4.459893 6 0.743316 314.2012 < 0.0001 
Pure 
Error 0.009463 4 0.002366   

Cor Total 60.93881 12    
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ตารางที่ ค.18 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 
TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 

 

Sequential Model Sum of Squares [Type I] 

Source 
Sum of 
Squares df 

Mean 
Square 

F 
Value 

p-value 
Prob > F 

Mean vs Total 1734.441 1 1734.441   

Linear vs Mean 56.46946 2 28.23473 63.17404 < 0.0001 

2FI vs Linear 0.031576 1 0.031576 0.064037 0.8059 
Quadratic vs 2FI 2.451354 2 1.225677 4.319183 0.0600 

Cubic vs 
Quadratic 0.44902 2 0.22451 0.730158 0.5270 

Residual 1.537407 5 0.307481   

Total 1795.38 13 138.1062   
 

ตารางที่ ค.19 ตาราง ANOVA ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลจากเมล็ดข้าวฟ่างโดย A. oryzae 
TISTR 3086 ที่เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

Std. Dev. 0.668532 R-Squared 0.926658 

Mean 11.5507 Adj R-Squared 0.91199 
C.V. % 5.787811 Pred R-Squared 0.863733 

PRESS 8.303962 Adeq Precision 21.99702 
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ภาพจากการทดลองแบบ Response surface method (RSM) 
 
1.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติก 
 

 
รูปที่ ค.1 Normal plot ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ   

A. oryzae TISTR 3086 

 
รูปที่ ค.2 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ B ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

 A. oryzae TISTR 3086 

Design-Expert® Software
R1

Color points by value of
R1:

21.0948

16.2367

Actual

P
r
e

d
ic

t
e

d

Predicted vs. Actual

16

17

18

19

20

21

22

16 17 18 19 20 21 22

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
R1

Design points above predicted value
Design points below predicted value
21.0948

16.2367

X1 = A: A
X2 = B: B

Actual Factors
C: C = 0.00
D: D = 0.00

-2.00  

-1.00  

0.00  

1.00  

2.00  

  -2.00

  -1.00

  0.00

  1.00

  2.00

12  

14  

16  

18  

20  

22  

R
1

A: A

B: B



 127 

 
 

 
รูปที่ ค.3 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ C ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

A. oryzae TISTR 3086 
 

 
รูปที่ ค.4 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

  A. oryzae TISTR 3086 
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รูปที่ ค.5 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร B และ C ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

 A. oryzae TISTR 3086 
 

 
รูปที่ ค.6 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร B และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

 A. oryzae TISTR 3086 
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รูปที่ ค.7 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร C และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ  

 A. oryzae TISTR 3086 
 

 
รูปที่ ค.8 Normal plot ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

 B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
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รูปที่ ค.9 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ B ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

 
รูปที่ ค.10 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ C ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
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รูปที่ ค.11 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร A และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

 
รูปที่ ค.12 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร B และ C ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
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รูปที่ ค.13 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร B และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
 

 
รูปที่ ค.14 จุดสมมูลระหว่างตัวแปร C และ D ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอนไซม์อะไมโลไลติกของ 

B. amyloliquefaciens TISTR 1045 
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2.ภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
 

 
รูปที่ ค.13 จุดสมมูลระหว่าง A และ B ของภาวะเหมาะสมในการผลิตเอทานอลโดย 

 A. oryzae TISTR 3086 เพาะเลี้ยงร่วมกับ S. cerevisiae 
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