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บทคัดย่อ 
   
        โครงงานพิเýþนี้มีจุดประÿงค์เพื่อดูผลของÿารยับยั้งที่เกิดจากการย่อยชานอ้อยด้üยกรดเพื่อ

เป ็นÿ ับÿเตรตในการเล ี ้ยงเช ื ้อ  Clostridium  acetobutylicum JCM 1419   โดยด ูค ่าการ

เจริญเติบโตของเชื้อโดยใช้ค่าที่ได้จากการüัด คüามขุ่น น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง พีเอช และน้ำตาลรีดิüซ์และ

เปรียบเทียบกับชานอ้อยที่ย่อยด้üยกรดและผ่านถ่านกัมมันต์ซึ่งเป็นการกำจัดÿารยับยั้งออก เพื่อ

ýึกþาผลของÿารยับยั้งที่มีต่อค่าการเจริญของเชื้อ Clostridium  acetobutylicum เริ่มจากการนำ

ชานอ้อยมาบดและนำมาย่อยด้üยกรด แยกÿ่üนของแข็งและของเĀลüออกจากกัน แล้üนำของเĀลüที่

ได้ไปปรับพีเอชใĀ้ได้ 6.50-6.80 และกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ การเปลี่ยนแปลงคüาม

เข้มข้นของน้ำตาลรีดิüซ์Āลังกำจัดÿารยับยั้งพบü่าคüามเข้มข้นลดลงไปจาก 35.45 กรัมต่อลิตร เป็น 

22.87 กรัมต่อลิตร Āลังจากการเลี ้ยงเชื ้อ Clostridium acetobutylicum ในอาĀาร T6 และ

ไฮโดรไลเซตชานอ้อยทั้งก่อนและĀลังกำจัด ÿารยับยั้ง ทำการüิเคราะĀ์ผลคüามขุ่น น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

พีเอช และน้ำตาลรีดิüซ์ ซึ่งผลที่ได้จากการüิเคราะĀ์นั้นพบü่า การเจริญของเชื้อในอาĀาร T6 ทั้งก่อน

และกำจัดÿารยับยั้งนั้นมีคüามใกล้เคียงกัน โดยชั่üโมงที่ 119.5 น้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ได้จากอาĀาร T6 
ทั้งก่อนและĀลังกำจัดÿารยับยั้งอยู่ที่ 1.414±0.305 กรัมต่อลิตร และ 1.095±0.057   กรัมต่อลิตร 
ตามลำดับ และปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่พบในอาĀาร T6 ก่อนและĀลังกำจัดอยู่ที่ 46.17±1.96 กรัมต่อ

ลิตร และ 50.70±5.03 กรัมต่อลิตร ตามลำดับ 
 
คำÿำคญั : ชานอ้อย, การย่อยด้üยกรด, ÿารยับยั้ง, Clostridium acetobutylicum JCM 1419  
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Abstract 
 

        The objective of this special project was to investigate the effects of inhibitors 
from acid hydrolysis of bagasse on the cultivation of Clostridium acetobutylicum JCM 
1419 by measurement of cell growth. Turbidity, dry cell weight, pH and reducing sugar 
were measured and compared with acid hydrolysis bagasse and treated with activated 
carbon for removal of inhibitors. To study the effect of inhibitors on the growth of 
Clostridium acetobutylicum, sugarcane bagasse was milled and hydrolyzed with acid. 
The aliquote of hydrolyzed liquid was separated and adjusted to pH 6.50-6.80 and the 
inhibitors w removed with activated carbon. The concentration of reducing sugar 
decreased from 35.45 g/l to 22.87 g/l after activated carbon treatment. Clostridium 
acetobutylicum was cultured in T6 medium prepared with sugarcane bagasse with and 
without inhibitor removal. The samples was analyzed for dry cell weight, pH and 
reducing sugar concentration. The growth of microorganisms in the T6 medium with 
and without removal of the inhibitor was not significantly different. After 119.5 h of 
cultivation, dry cell weights from the T6 media with and without removal of the 
inhibitors were 1.414±0.305 g/l and 1.095±0.057 g/l, respectively, and the reducing 
sugar concentration obtained from T6 media with and without removal of inhibitors 
were 46.17±1.96 g/l and 50.70±5.03 g/l, respectively.  
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กิตติกรรมประกาý  
 

 โครงงานพิเýþฉบับนี้ÿำเร็จลุล่üงด้üยดีไม่ได้Āากขาดผู้ใĀ้การÿนับÿนุนด้านต่างๆ โดยเฉพาะ

อย่างยิ่ง ผý.ดร. üรภัทร์ ÿงüนไชยไผ่üงý์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ที่ได้กรุณาใĀ้คำแนะนำ ใĀ้

คำปรึกþา ใĀ้คüามช่üยเĀลือด้านต่างๆ อย่างĀ่üงใยตลอดการทำโครงงานพิเýþฉบับนี้ และยังช่üย

ตรüจÿอบ ช่üยแก้ไขข้อบกพร่อง และเพิ่มเติมในÿิ่งที ่ทำใĀ้โครงงานพิเýþฉบับนี ้เÿร็จÿมบูรณ์

คณะผู้üิจัยจึงขอกราบขอบพระคุณอย่างÿูง 
 คณะผู้üิจัยขอขอบคุณ รý.ดüงใจ โอชัยกุล และ ผý.ดร.ÿุทธิจิต ýรีüัชรกุล ที่ใĀ้คüามกรุณาใน

การเป็นคณะกรรมการการÿอบโครงงานพิเýþใĀ้ข้อเÿนอแนะที่เป็นประโยชน์ต่อการทำüิจัย และ

ขอขอบคุณคณาจารย์ ภาคüิชาชีüüิทยา ทุกท่านที่ช่üยมอบคüามรู้ มอบประÿบการณ์มากมายจน

ประÿบคüามÿำเร็จการýึกþา 
 ขอขอบคุณเจ้าĀน้าที่Ā้องปฏิบัติการทุกท่าน ที่ได้ใĀ้คüามอนุเคราะĀ์ในการใช้ÿถานที่ การใช้

อุปกรณ์เครื่องมือ และÿารเคมี ตลอดระยะเüลาต้ังแต่เริ่มต้นการดำเนินงาน จนÿำเร็จลุล่üง 
 ขอขอบพระคุณบิดา มารดา ÿมาชิกในครอบครัüที่มีÿ่üนเกี่ยüข้อง ที่เป็นผู้มอบชีüิต มอบÿิ่งที่ดี 

และมอบโอกาÿในการýึกþาเล่าเรียนทำใĀ้มีÿติปัญญา มีประÿบการณ์ชีüิตมากมาย รüมไปถึงการ

ÿ่งเÿริมและÿนับÿนุนปัจจัยต่างๆ 
 ขอขอบคณุ นางÿาüÿุธินี üีระüงý์ นักýึกþาช้ันบัณฑิตýึกþา ที่คอยช่üยเĀลือและÿนับÿนุนการ

ทำโครงงานพิเýþน้ี ตลอดระยะเüลาต้ังแต่เริ่มต้นการดำเนิน จนÿำเร็จลุล่üง 
 ขอบคุณเพื่อนร่üมโครงงานพิเýþฉบับนี้ ที่คอยช่üยเĀลือซึ่งกันและกันในการทำโครงงานพิเýþ

นี้จนÿำเร็จลุล่üงไปได้ด้üยด ี
 ÿุดท้ายนี้ขอขอบคุณทุกคüามช่üยเĀลือจากทุกท่านที่มิได้กล่าüถึงในนี้ ซึ่งผู้üิจัยไม่ÿามารถ

กล่าüถึงได้ทั้งĀมด จึงขอขอบคุณทุกท่านมา ณ โอกาÿนี้ ทางคณะผู้จัดทำĀüังเป็นอย่างยิ่งü่าใน

อนาคตโครงงานพิเýþฉบับนี้จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่ÿนใจต่อไป 
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บทที่ 1  
บทนำ  

 
1.1  คüามเป็นมาและคามÿำคัญของปัญĀา 
 บิüทานอล ( IUPAC Nomenclature, 1-butanol;CAS no. 71-36-3) เป็นที ่ร ู ้จ ักกัน คือ

บิüทิลแอลกอฮอล์ (Butyl Alcohol) มีองค์ประกอบที ่มีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ 4 คาร์บอน        

อะลิฟาติกแอลกอฮอล์ (4-carbon Aliphatic Alcohol) ÿายตรง มีโครงÿร้างโมเลกุลเป็น C4H9OH 
น้ำĀนักโมเลกุล 74.12 กรัมต่อโมล บิüทานอลไม่มีÿี ติดไฟได้ เป็นของเĀลüที่มีคุณÿมบัติที่ไม่ชอบน้ำ 

(Slightly Hydrophobic Liquid) ม ีกล ิ ่นคล ้ายคล ึงก ับกล ้üยและม ีกล ิ ่นแอลกอฮอล ์ร ุนแรง         

ระคายเคืองต่อตาและผิüĀนัง มีคุณÿมบัติÿามารถรüมกับÿารทำละลายอินทรีย์ได้เกือบทั้งĀมด   

อย่างÿมบูรณ์ แต่ÿามารถแยกออกจากน้ำ ÿารเคมีอื่นๆ ที่เป็นแอลกอฮอล์กลุ่มเดียüกัน คือเมทานอล 

(คาร์บอน 1 คาร์บอนเป็นองค์ประกอบ) เอทานอล (2 คาร์บอน) และโพรพานอล (3 คาร์บอน)      
(ชนิกา และคณะ, 2555) 
  เชื้อ Clostridium acetobutylicum เป็นแบคทีเรียที่ÿามารถผลิต อะซิโตน บิüทานอล และ

เอทานอล ในÿภาüะไร้อากาý (Anaerobe) เป็นแบคทีเรียแกรมบüก รูปร่างเป็นท่อน เป็นĀนึ่งใน  

ÿายพันธ์ุที่นิยมใช้ในงานüิจัยการýึกþาอย่างกü้างขüาง (ครองขüัญ และคณะ, 2564) 
 ชานอ้อยเป็นพืชที่มีประโยชน์ในการเพาะปลูกเพื่อผลิตน้ำตาลในĀลายประเทý ในประเทýไทย

ก็มีการปลูกอ้อยซึ่งมีอยู่ในทุกภาคยกเü้นภาคใต้ ชานอ้อยเป็นผลพลอยได้จากอุตÿาĀกรรมผลิต

น้ำตาลออกมาในรูปของเýþเยื่อแĀ้งĀลังจากน้ำอ้อยถูกคั้นออก ชานอ้อยเป็นผลิตที่ได้Āลังจากการ      

คั ้นน้ำอ้อยมีแĀล่งของน้ำตาลรีดิüซ์จากเซลลูโลÿและเฮมิเซลลูโลÿที ่มีคุณภาพ ชานอ้อยแĀ้ง

ประกอบด้üยลิกโนเซลลูโลÿซึ่งÿ่üนใĀญ่ประกอบด้üย เซลลูโลÿ 40-50% เฮมิเซลลูโลÿ 20-30% และ

ลิกนิน 15-20% เนื่องจากชานอ้อยมีปริมาณเซลลูโลÿและเฮมิเซลลูโลÿÿูง (Shangdiar และคณะ, 
2022)  ทำใĀ้ÿามารถใช้ชานอ้อยเป็นแĀล่งคาร์บอน เนื่องจากเชื้อ Clostridium acetobutylicum          

ไม่ÿามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลÿ จึงต้องมีการย่อยüัÿดุลิกโนเซลลูโลÿด้üยกรดซึ่งเป็นÿาเĀตุใĀ้เกิดการ

ยับยั้งการเจริญเติบโต เช่น ฟูแรน กรดอ่อน และ ÿารประกอบฟีนอลิกได้ (Almeida และคณะ, 

2007) จึงคüรมีการกำจัดÿารยับยั้ง 
 ในการใช้ชานอ้อยเป็นÿับÿเตรตในการเลี้ยงเชื้อจะต้องมีกระบüนการย่อยด้üยกรดเพื่อย่อย

โครงÿร้างเฮมิเซลลูโลÿและเพิ่มพื้นที่ทำปฏิกิริยาซึ่งทำใĀ้เกิดÿารยับยั้ง (Watanabe และคณะ, 2019) 
ได้แก่ HMF Furfural Acetic acid และ Formic acid (Almeida และคณะ, 2007) โดยÿารเĀล่านี้

จะยับย้ังการทำงานของจุลินทรีย์Āรือยืดระยะพัก (lag phase) ออกไป (Ying และคณะ, 2014)   
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1.2  üัตถุประÿงค์ของโครงงานพิเýþ  
    1.2.1 เพื่อใช้ประโยชน์จากชานอ้อยในการเป็นüัตถุดิบเพื่อเป็นÿับÿเตรตÿำĀรับเลี้ยงเชื้อ      
            Clostridium acetobutylicum JCM 1419 
    1.2.2 เพื่อทราบผลของÿารยับย้ังที่มีต่อการเจริญของเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM   
           1419 
    1.2.3 เพื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419         
           ที่เลี้ยงในชานอ้อยก่อนและĀลังผ่านถ่านกัมมันต ์
1.3  ขอบเขตของงานüิจัย  
 โครงงานพิเýþนี้ได้ýึกþาเกี ่ยüกับค่าการเจริญของ Clostridium acetobutylicum JCM 
1419  โดยใช้ชานอ้อยที่ผ่านการย่อยด้üยกรดและชานอ้อยที่ย่อยด้üยกรดแล้üผ่านถ่านกัมมันต์เพื่อ

กำจัดÿารยับยั้งเป็นÿับÿเตรต จากนั้นüิเคราะĀ์ผลที่ได้ซึ่ง ได้แก่ คüามขุ่น พีเอช น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 

และ น้ำตาลรีดิüซ์  
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  
    1.4.1 ทราบการเจริญเติบโตของเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ที่ใช้ชานอ้อย 
            เป็นÿับÿเตรท    
    1.4.2 ทราบผลของÿารยับย้ังที่มีต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ Clostridium acetobutylicum  
            JCM  1419 
    1.4.3 ทราบคüามแตกต่างของค่าการเจริญของเช้ือ Clostridium acetobutylicum JCM 
           1419 ที่เลี้ยงในชานอ้อยก่อนและĀลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผ่านถ่านกัมมันต์ 
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บทที่ 2  

ทฤþฎีและงานüิจัยที่เก่ียüข้อง  
2.1  ชานอ้อย  
       ชานอ้อย คือ เýþเĀลือของลำต้นอ้อยมีลักþณะเป็นเÿ้นใยที่บบีเอาน้ำอ้อยĀรือน้ำตาลออกจาก

ท่อนอ้อยแล้ü เป็นüัÿดุเýþเĀลือทางการเกþตรจากโรงงานอุตÿาĀกรรมผลิตน้ำตาล (กลุ่มÿ่งเÿริม

อุตÿาĀกรรมชีüภาพ, มปป) 
 

 
รูปที่ 2.1 ชานอ้อย 

ที่มา : https://www.palangkaset.com/พืชพลังงาน/อ้อยคั้นน้ำ-2/attachment/2-ชานอ้อย 

(üันทีÿ่ืบค้น 14 ธันüาคม 2565) 
 อ้อย Saccharum officinarum จัดเป็นพืชตระกูลĀญ้า มีถิ่นกำเนิดที่เกาะนิüกินีในมĀาÿมุทร

แปซิฟิค มีลักþณะภายนอกคือ ลำต้นเป็นข้อปล้องชัดเจนÿามารถแตกĀน่อได้จากตาของข้อที่อยู่     

ติดดิน ใบเกิดÿลับข้างกัน และมีÿ่üนกาบใบĀุ้มลำต้นไü้ มีระบบรากฝอยที่แข็งแรงÿามารถĀยั่งลงไป

ในดินได้ลึก 
 อ้อยนั้นถือเป็นพืชที่มีคüามÿำคัญทางเýรþกิจโดยในประเทýไทยนั้น อ้อยถูกใช้เป็นüัตถุในการ

ผลิตน้ำตาลโดยปริมาณการผลิตในปีนั ้นไม่แน่นอนขึ ้นอยู ่กับพื ้นที ่ปลูก และผลผลิตต่อไร่โดย         

พื้นที่เพาะปลูกจะอยู่ในพื้นที่ภาคกลาง ภาคเĀนือ ภาคตะüันออกเฉียงเĀนือ และภาคตะüนัออก 
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2.2 ÿารยับยั้ง 
     2.2.1 ที่มาของÿารยับยั้ง 
ÿ่üนประกอบĀลักของลิกโนเซลลูโลÿคือ เซลลูโลÿ เฮมิเซลลูโลÿ และ ลิกนิน ซึ่งองค์ประกอบเĀล่านี้

จะมีเปอร์เซ็นต์ที่ต่างกันไปในแต่ละÿายพันธุ์ของพืช การปรับÿภาพüัÿดุลิกโนเซลลูโลÿก็เพื่อที่จะแยก

ลิกนินและเฮมิเซลลูโลÿ ลดการตกผลึกของเซลลูโลÿ และเพิ่มรูพรุนของลิกโนเซลลูโลÿซึ่งจะลด    

การเÿียÿภาพทางเคมีของการĀมักน้ำตาลซึ่งจำเป็นในการผลิตเอทานอล กระบüนการปรับÿภาพ

พัฒนามาเพื่อใช้กับลิกโนเซลลูโลÿที่เĀมาะกับการนำไปใช้เชิงพาณิชย์เĀมือนกับüิธีใช้กรดเจือจาง 

ออกซิเดชันแบบเปียก กับüิธีระเบิดไอน้ำ การปรับÿภาพüัÿดุลิกโนเซลลูโลÿด้üยüิธีนี ้ทำใĀ้ได้

ÿารประกอบเป็นช่üงกü้าง D-glucose ได้มาจากการย่อยเซลลูโลÿเป็นĀลักÿ่üน D-glucose          
D-galactose D-mannose D-rhamnose (hexoses) D-xylose แ ล ะ  L-arabinose (pentoses)     
ก ็ ไ ด ้ จ า ก ก า ร แ ต ก ต ั ü ข อ ง เ ฮ ม ิ เ ซ ล ล ู โ ล ÿ  ก ร ด ย ู โ ร น ิ ค  ไ ด ้ แ ก ่  d-glucuronic แ ล ะ                                        

4-O-methylglucuronic acids ต่างก็เกิดขึ ้นระĀü่างกระบüนการย่อยเฮมิเซลลูโลÿ ลิกนินเป็น      

โพลีเมอร์แบบüงแĀüนที่ไม่ละลายน้ำ ประกอบด้üยฟีนอลโพรเพนเป็นĀน่üยย่อย การปรับÿภาพ    

การย่อยอาจทำใĀ้ลิกนินและน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยüเÿียÿภาพไปเป็นÿารยับยั้งÿามกลุ่มใĀญ่ที่ยับยั้ง

ก ร ะ บ ü น ก า ร Ā ม ั ก  1. Furan derivatives (2-furaldehyde แ ล ะ  5-hydroxymethyl-2-
furaldehyde) 2. กรดอ่อน (กรดอะซีติก กรดฟอร์มิก และกรดเลüูลินิก) และ 3. ÿารประกอบ        

ฟีนอลิก (Almeida  และคณะ, 2007) 
 

 
 

รูปที่ 2.2 ÿารยับยั้งกลุ่มต่างๆ ที่เกิดจากการย่อยลิกโนเซลลูโลÿ 

ที่มา : Almeida  และคณะ (2007) 
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ตารางที่ 2.1 ÿารยับยั้งที่พบได้ทั่üไปในไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿจาก ÿน üิลโลü์ ข้าüÿาลี 
                ชานอ้อย และซังข้าüโพด  

กลุ่มÿารประกอบ คüามเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 
 ÿปรูซa,b üิลโลüc ข้าüฟ่างd ชานอ้อยe ซังข้าüโพดf 

ฟูแรน  
5-hydroxymethyl-2-
furaldehyde (HMF) 

 

5.9a 
2.0b 

  
  
  

n.q. 
  

  

n.i. 
  

0.6 0.06 

2-furaldehyde 

 
2-furoic acid 

 

1.0 
0.5 

  
n.i. 

n.q. 
  
  

n.q. 

n.i. 
  
  

0.007 

1.9 11 

กรดอ่อน   
กรดอะซีติก 

 

2.4 n.q. 1.6 4.4 1.6 

กรดฟอร์มิก 

 
 
 
 
 
 

3.1 
1.6 

  
n.q. 

  
1.4 

  
1.4 
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ตารางที่ 2.1 ÿารยับยั้งที่พบได้ทั่üไปในไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿจาก ÿน üิลโลü์ ข้าüÿาลี ชานอ้อย     
      และซังข้าüโพด (ต่อ) 

กลุ่มÿารประกอบ 
คüามเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 

ÿปรูซa,b üิลโลüc ข้าüฟ่างd ชานอ้อยe ซังข้าüโพดf 
กรดเลüูลินิก 

 

0.9 
2.6 
1.1 

  
n.q. 

  
n.i. 

    

ÿารประกอบฟีนอลิก   
4-hydroxybenzaldehyde 
Vanillin 
syringaldehyde 

 

n.i. 
0.12 
0.107 

0.010 
0.430 

0.021 
0.032 
0.024 

    

4-hydroxyacetophenone 
Acetovanillone 
Acetosyrigone 

 

n.i. 
n.i. 
n.i. 

n.i. 
n.i. 
n.i. 

0.004 
0.008 
0.039 

    

4-hydroxybenzoic acid 
  
Vanillic acid 
  
Syringic acid 

 

0.005 
0.039 
0.034 
0.017 
n.i. 

n.q. 
  

n.q. 
  

n.q. 

0.010 
  

0.067 
  

0.022 
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ตารางที่ 2.1 ÿารยับยั้งที่พบได้ทั่üไปในไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿจาก ÿน üิลโลü์ ข้าüÿาลี ชานอ้อย     
      และซังข้าüโพด (ต่อ) 

 

กลุ่มÿารประกอบ 
คüามเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 

ÿปรูซa,b üิลโลüc ข้าüฟ่างd ชานอ้อยe ซังข้าüโพดf 
Phenol 
Cathecol 
  
Hydroquinone 

 

n.i. 
0.009 
0.002 
0.017 

0.035 
0.440 

  
n.i. 

      

 Coniferyl aldehyde 
  
Acetoguaiacone 
Hibbert’s ketones 

 

0.035 
0.05 
0.007 
0.146 

n.i. 
  

n.i 
n.i. 

      

Cinnamic acid 
 

n.i. 
0.001 

n.i.      

üิธีการปรับÿภาพ a = ค่าขอบบน จากการปรับÿภาพÿปรูซแบบ two-step dilute acid, b = ค่า

ขอบล่าง จากการปรับÿภาพÿปรูซแบบ one-step dilute acid, c = ปรับÿภาพด้üยกรดอ่อน ,        
d = ปรับÿภาพฟางข้างด้üย wet oxidation, e = ปรับÿภาพชานอ้อยด้üยไอน้ำ, f = ปรับÿภาพซัง

ข้าüโพดด้üยไอน้ำ, n.q. = üัดไม่ได,้ n.i. = ไม่พบ 
 
ที่มา: Almeida  และคณะ (2007) 
 
      2.2.2 ฟูแรน 
         ÿารประกอบฟูแรน 5-hydroxymethyl-2-furaldehyde (HMF) และ 2-furaldehyde 
มาจากการดึงน้ำออกจากเฮกโซÿและเพนโทÿตามลำดับ ระดับของฟูแรนจะต่างกันไปตามแต่ละชนิด

ของüัตถุดิบและüิธีการปรับÿภาพ (ตาราง 2.1) จากตัüอย่างในตารางที่ 2.1 คüามเข้มข้นของ HMF 
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ของไฮโดรไลเซตÿามารถมีได้ตั้ง 2.0 กรัมต่อลิตร ถึง 5.9 กรัมต่อลิตร ในทางกลับกัน HMF จะไม่ถูก

พบจากการปรับÿภาพข้าüÿาลีโดยüิธีระเบิดไอน้ำและจะไม่พบเฟอฟูรัลเมื ่อปรับÿภาพด้üยüิธี        

wet oxidation เฟอฟูรัลมักพบที่คüามเข้มข้นน้อยกü่า HMF (ตารางที่ 2.1) อย่างไรก็ตามคüาม

เข้มข้น ประมาณ 1 กรัมต่อลิตร ก็มากพอที่จะเกิดการยับยั้งกระบüนการĀมักได้ (Almeida  และ

คณะ, 2007) 
 2.2.3 กรดอ่อน 
       กรดอะซีติก กรดฟอร์มิก และกรดเลüูลินิกต่างเป็นกรดอ่อนที่พบได้ทั่üไปในไฮโดรไลเซต

ลิกโนเซลลูโลÿ กรดอะซีติกเกิดจากการกำจัดĀมู ่อะซิทิลของเฮมิเซลลูโลÿ  กรดฟอร์มิกและ          

กรดเลüูลินิกนั้นเกิจากการแตกตัüของ HMF (รูป 2.2) กรดฟอร์มิกÿามารถเพิ่มได้จากเฟอฟูรัล ภายใต้

ÿภาüะกรดที่อุณĀภูมิเพิ่มขึ้น จำนüนกรดอ่อนในไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลตามลำดับแÿดงในตารางที่ 

2.1 (Almeida และคณะ, 2007) 
 2.2.4 ฟีนอลิก 
         ÿารประกอบฟีนอลิกจำนüนมากเกิดจากการแตกตัüของลิกนินและการเÿียÿภาพของ

คาร์โบไฮเดรตระĀü่างการย่อยด้üยกรด จำนüนและชนิดของÿารประกอบฟีนอลิกขึ้นกับชนิดของüัÿดุ 

เช่นลิกนินจากüัตถุดิบต่างกันก็จะมีระดับของ methoxylation พันธะภายใน และการเกี่ยüพันที่

แตกต่างกันของเฮมิเซลลูโลÿและเซลลูโลÿในผนังเซลล์ (Almeida และคณะ, 2007) 
2.3 การยับยั้ง 
 2.3.1 ฟูแรน 
         HMF และเฟอฟูรัลจะยับยั้งการเจริญĀรือโดยเพิ่มระยะพัก (lag phase) ใĀ้ยาüออกไป

โดยจะขึ้นอยู่กับคüามเข้มข้นของÿาร HMF กับเฟอฟูรัลจะÿ่งผลร่üมกันแต่เมื่อเปรียบเทียบแล้ü       

ที ่ÿภาüะเĀมือนกัน HMF จะÿ่งผลต่อการยับยั ้งน้อยกü่าเฟอฟูรัล (Almeida และคณะ, 2007) 

นอกจากนี้Āากมีคüามเข้มข้นของฟูแรนในช่üง  0.5-11 กรัมต่อลิตร จะÿร้างคüามเÿียĀายต่อ       

ผนังเซลล์และเยื่อĀุ้มเซลล์ ยับยั้งการทำงานของเอนไซมและยับยั้งการÿังเคราะĀ์ RNA ในจุลินทรีย์ 
(Zhang และคณะ, 2012) 

2.3.2 กรดอ่อน 
               กรดอ่อนนั้นÿามารถที่จะละลายในไขมันและแพร่ผ่านเยื่อĀุ้มเซลล์เข้าไปทำใĀ้พีเอช 
ภายในเซลล์นัน้ลดลง ÿ่งผลใĀ้การถ่ายทอดโปรตอนและการขนถ่ายÿารอาĀารลดลง  
(Cho และคณะ, 2011) 

   2.3.3 ÿารประกอบฟีนอลิก  
    การยับยั้งของÿารประกอบฟีนอลิกนั้นมีการýึกþาเมื่อไม่นานมานี้ü่าฟีนอลิกนั้นยับยั้งการ

เจริญด้üยüิธีการเดียüกันกับฟูแรนโดยÿารประกอบฟีนอลิกที่มีมüลโมเลกุลน้อยจะยับยั้งได้มากกü่า
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ÿารประกอบฟีนอลิกที่มีมüลโมเลกุลมาก (Almeida และคณะ, 2007) และÿารประกอบฟีนอลิกนั้น

ยังÿ่งผลต่อเมแทบอลิซึมของเซลล์ในการÿังเคราะĀ์กรดอินทรีย์ (Luo และคณะ, 2019)  

2.4 ถ่านกัมมันต ์
      ถ่านกัมมันต์ (Activated Carbon) เป็นถ่านที่ผ่านกระบüนการทางเคมีĀรือกายภาพเพื่อทำใĀ้

เกิดรูพรุนจำนüนมาก ทำใĀ้มีพื้นที่ผิüÿูง ถ่านกัมมันต์เป็นตัüกลางที่มีประÿิทธิภาพในการดูดติดผิüÿูง

และการผลิตถ่านกัมมันต์เป็นขั้นตอนที่ใช้เทคโนโลยีที่ไม่ยุ่งยากและมีต้นทุนต่ำ ถ่านกัมมันต์ต่างจาก

ถ่านชนิดอ่ืน ๆ เนื่องจากมีคüามพรุนมากกü่า ทำใĀ้ถ่านมีพื้นที่ผิüภายในเพิ่มขึ้นโดยทั่üไปจะมีพื้นที่ผิü

ประมาณ 600–1,500 ตารางเมตรต่ อกร ัม ร ูพร ุนของถ ่านก ัมม ันต ์น ี ้ม ีขนาดระĀü ่ าง                           

2-2,000 นาโนเมตร ทำใĀ้ÿามารถดูดซับกลิ่นและÿีได้มากกü่าถ่านธรรมดา โดยถ่านกัมมันต์จะ

ÿามารถมีรูพรุนเพิ่มขึ ้นได้ขึ ้นอยู่กับอัตราÿ่üนของลิกนินต่อเซลลูโลÿในüัตถุดิบ อัตราÿ่üนของ        

ÿารกระตุ้นต่อüัตถุดิบ อุณĀภูมิที่ใช้ในการกระตุ้น อัตราการใĀ้คüามร้อน üัตถุดิบที่ใช้ในการผลิต

ถ่านกัมมันต์นั้นจะต้องมีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ ซึ่งüัตถุดิบที่นิยมใช้มักจะเป็นของเĀลือทิ้งจาก

อุตÿาĀกรรม เช่น ไม้ ขี ้เลื ่อย ถ่านĀิน กะลามะพร้าü กระดูก ชานอ้อย และกากเมล็ดกาแฟ         

(üราภรณ์, 2559) ผงถ่านกัมมันต์มีโครงÿร้างทางกายภาพเป็นรูพรุนในระดับนาโนเมตรจำนüนมาก 

ซึ่งÿามารถใช้ดูดซับÿารยับยั้งได้ยิ่งรูพรุนมีขนาดเล็กมากและจำนüนมากก็จะเพิ่มประÿิทธิภาพในการ

ดูดซับมากยิ่งขึ้น (ฉüีüรรณ, 2562) 
2.5 งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  

       2.5.1 ผลของกรดอ่อนที่ได้จากลิกโนเซลลูโลÿต่อการผลิตบิüทานอลด้üย Clostridium 
acetobutylicum ภายใตก้ารคüบคุมÿภาüะพีเอช (Jianhui และคณะ, 2018) 
             ผลของกรดฟอร์มิก กรดอะซิติก และกรดเลüูลินิกต่อการĀมัก อะซิโตน บิüทานอล และ   

เอทานอล (Acetone-Butanol-Ethanol) ภายใต้การคüบคุม pH ที่แตกต่างกัน โดยใช้ Clostridium 
acetobutylicum CH02 พบü่าการเติม CaCO3 ช่üยลดการยับยั้งของกรดฟอร์มิกต่อการผลิต ABE 
และจากอาĀารที่มีกรดฟอร์มิก 0.5 กรัมต่อลิตร เมื่อปรับพีเอชด้üย CaCO3 11.08 กรัมต่อลิตร และ 

KOH 1.04 กรัมต่อลิตร แล้ü ABE เพิ่มขึ้นที่ 64.8% และ 6.3% ตามลำดับ เปรียบเทียบกับผลการ

ĀมักในการĀมักในอาĀารที่มีกรดอะซีติกและกรดเลüูลินิกและปรับพีเอชด้üย KOH แล้üพบü่า ABE  
ที่ได้นั้นน้อยกü่าอาĀารที่ปรับพีเอชด้üย CaCO3  แต่ถ้าในอาĀารมีกรดฟอร์มิก กรดอะซีติก และ     

กรดเลüูลินิกอยู่รüมกันนั้นการปรับพีเอชด้üย KOH นั้นจะดีกü่าการปรับพีเอชด้üย CaCO3 นอกจากนี้ 

ABE ที่ได้จากอาĀารที่มี กรดอะซีติก 2.0 กรัมต่อลิตร กรดฟอร์มิก 0.4 กรัมต่อลิตร และ กรดเลüูลินิก 

1 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชด้üย KOH นั้นมากกü่า 12.50 กรัมต่อลิตร ซึ่งเปรียบเทียบกับอาĀารที่มี

กรดอะซีติก กรดฟอร์มิก และ กรดเลüูลินิกเท่าเท่ากันและปรับพีเอชด้üย  CaCO3  ได้ ABE เพียง                
3.98 กรัมต่อลิตร 
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     2.5.2 ÿารประกอบฟีนอลิก: ÿารยับยั้งที่ได้จากไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿÿำĀรับการผลิต 
2,3-butanediol ด้üย Enterobacter aerogenes (Lee และคณะ, 2015) 
           ในการýึกþาการผลิต 2,3- butanediol จากüัÿดุลิกโนเซลลูโลÿโดยการย่อยจะเกิดผลพลอย

ได้ที่ÿ่งผลต่อการผลิต 2,3-butanediol ซึ่งยังไม่มีการýึกþาเมื่อเทียบกับการýึกþาผลที่มีต่อการผลิต

เอทานอล ด้üยเĀตุนี้ผลของÿารประกอบ (กรดอ่อน ฟูแรน และÿารประกอบฟีนอลิก)ที่ได้จากüัÿดลุิก

โนเซลลูโลÿต่อการเจริญของเซลล์,การผลิต 2,3-butanediol  และการทำงานของเอนไซม์ที่เกี่ยüข้อง

กับการผลิต 2,3-butanediol จะใช้ Enterobacter aerogenes ATCC 29007 ในงานüิจัยนี้ผลที่ได้

พบü่าÿารประกอบฟีนอลิกเป็นพิþต่อการเจริญของเซลล์ การผลิต 2,3-butanediol และการทำงาน

ข อ ง เ อ น ไ ซ ม ์ ม า กท ี ่ ÿ ุ ด  ร อ ง ล ง ม า เ ป ็ นฟ ู แ ร น  แ ล ะ ก ร ด อ ่ อ น  น อ ก จ า ก นี้ ก า ร ผ ลิ ต                                    
2,3-butanediol จะใช้üัÿดุลิกโนเซลลุโลÿจาก มิÿแคนทัÿเป็นüัตถุดิบในการĀมักไฮโดรไลเซต       

มิÿแคนทัÿจะได้ 2,3-butanediol 11 กรัมต่อลิตร โดยใช้น้ำตาลรีดิüซ์ 34.62 กรัมต่อลิตร อย่างไรก็

ตามĀากÿารประกอบฟีนอลิกมีคüามเข้มข้นมากกü่า 1.5 กรัมต่อลิตร ก็จะไม่เกิดการผลิต                   

2,3-butanediol 
       2.5.3 การเปลี่ยนแปลงทางชีüภาพของเฟอฟูรัลและ 5-hydroxymethyl furfural (HMF) 
โดย Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ในระĀü่างการĀมักบิüทานอล (Zhang และ

คณะ, 2012) 
              ในงานüิจ ัยน ี ้ ได ้ý ึกþาคüามทนทานของจุล ินทร ีย ์ท ี ่ ใช ้ในการĀมักต่อÿารยับยั้ง                 

ฟูแรนแอลดีไฮด์ (เฟอฟูรัลและ 5-hydroxymethyl furfural (HMF)) จะช่üยเพิ่มประÿิทธิภาพในการ

แปรรูปไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿไปเป็นเชื้อเพลิงและÿารเคมี โดยผลของเฟอฟูรัลและ HMF ต่อการ

ผลิตบิüทานอลจะใช้เชื ้อ Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ในการüัด ผลที่ได้ที ่ค่าการ

เจริญจำเพาะของ C. acetobutylicum ที่มีเฟอฟูรัล และ HMF อยู่ในช่üง 15-85% และ 23-78% 
ตามลำดับ ในขณะที ่ค่าการเจริญจำเพาะที ่ไม่มีÿารยับยั ้งจะเพิ ่มขึ ้นอีก 8-15% และ 23-38% 
ตามลำด ับ  ในการตรüจÿอบการเปล ี ่ยนเฟอฟูร ัลและ HMF ไปเป ็น furfuryl alcohol และ            

2,5-bis-hydroxymethylfuran โดยการเจริญแบบเอกซ์โพเนนเชียลของ C. acetobutylicum จะใช้ 

HPLC และ เครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง  ซึ่งอัตราการเปลี่ยนแปลงจะอยู่ที่ เฟอฟูรัล 2.13 กรัม และ 

HMF 0.5 กรัมต่อชั่üโมง การเปลี่ยนÿารประกอบฟูแรนไปเป็นÿารประกอบที่ÿ่งผลยับยั้งได้น้อยลง

โดย C. acetobutylicum อาจจะช่üยเพิ ่มประÿิทธิภาพในการĀมักไฮโดรไลเซตลิกโนเซลลูโลÿ      

ไปเป็นบิüทานอล 
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บทที่ 3  

üิธีการดำเนินงาน  
3.1 üัÿดุอุปกรณ์                                                                         
       3.1.1 ชานอ้อย  

     ได้รับคüามอนุเคราะĀ์จากร้านชายน้ำอ้อยที่ตลาดนัดüีคอนโด เขตลาดกระบัง 

กรุงเทพมĀานคร เมื่อüันที่ 29 ตุลาคม 2565 

       3.1.2 จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานüิจัย 

     เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในงานüิจัยนี้คือ Clostridium acetobutylicum JCM 1419  
เก็บรักþาเชื้อในกลีเซอรอล 20% ที่อุณĀภูม ิ-80 องýาเซลเซียÿ 
       3.1.3 อาĀารเลี้ยงเชื้อ 

    อาĀาร Reinforced Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) นํามาใช้ในการเตรียมĀัü

เชื้อ ÿ่üนอาĀารที่จะใช้ในการเลี้ยงเช้ือเพ่ือผลิตบิüทานอลจะใช้อาĀารÿูตร T6 ที่ดัดแปลงมาจาก 

Tryptone Yeast extract Acetate (Ogata  และคณะ, 1973) 

       3.1.3.1 ÿูตรอาĀาร Reinforced Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) 
       อาĀาร RCM นํามาใช้ในการเตรียมĀüัเช้ือ มีÿ่üนประกอบต่อน้ำĀนึ่งลิตรดังนี้ 

เคซีนเอนไซมาติคไฮโดรไลเÿต (Casein enzymatic hydrolysate) 10 กรัม 

ÿารÿกัดเนื้อ (Beef extract)      10 กรัม 

ÿารÿกัดยีÿต์ (Yeast extract)      3 กรัม 

เด็กซ์โตÿ (Dextrose)                                                      5 กรมั 

โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride)     5 กรัม 

โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate)     3 กรัม 

แป้งที่ละลายนำ้ได้ (Starch Soluble)     1 กรัม 

แอล-ซีÿเตอีน ไฮโดรคลอไรต์ (L-Cysteine hydrochloride)           0.5 กรัม 

üุ้น (Agar)                                                                       0.5 กรัม 
 

             ชั่งÿ่üนประกอบต่างๆ ใĀ้ได้ตามปริมาตรที่กำĀนด นำไปละลายในน้ำกลั่นแล้üปรับปริมาตร

ใĀ้เป็น  1 ลิตร จากนั้นนำไปปรับค่าพีเอชใĀ้ได้ 6.5±0.2  แล้üนำไปฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งคüามดันไอ 

(Autoclave) ที่ 121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที  
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    3.1.3.2 ÿูตรอาĀาร T6 (ดัดแปลงจาก Ogata และคณะ, 1973) 

     อาĀาร T6 ใช้ในการเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตบิüทานอล มีÿ่üนประกอบต่อน้ำĀนึ่งลิตรดังนี้ 

กลูโคÿ (Glucose)         50 กรัม 

ทริปโตน (Tryptone)         6 กรัม 

แอมโมเนียมอะซีเตต (Ammonium acetate)      3 กรัม 

ÿารÿกัดยีÿต์ (Yeast extract)        2 กรัม 

ไดโพแทÿเซียมไฮโดรเจนฟอตเฟต (Dipotassium hydrogen phosphate)  0.5 กรัม 

ซิÿเทอีนไฮโดรคลอไรด์ (Cysteine hydrochloride)     0.5 กรมั 

แมกนีเซียมซลัเฟตเตตระไฮเดรต (Magnesium sulphate tetrahydrate)   0.3 กรมั 

เฟอรัÿซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (Ferrous sulphate pentahydrate)    0.1 กรมั 
 

     ชั ่งÿ่üนประกอบต่างๆ ถ้าĀากมีการใช้ไฮโดรไลเซตที ่ได้จากการย่อยชานอ้อยมีการปรับ        

คüามเข้มข้นน้ำตาลรีดิüซ์ใĀ้เป็น 50 กรัมต่อลิตร ด้üยน้ำตาลกลูโคÿ นำไปปรับค่าพีเอชใĀ้ได้ 6.5±0.2  
แล้üนำไปฆ่าเช ื ้อด ้üยĀม้อนึ ่งคüามดันไอ (Autoclave)  ที ่  121 องýาเซลเซ ียÿ ที่คüามดัน               

15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาท ี
     3.1.4 ÿารเคม ี
กรดซัลฟิüริก                                        โซเดียมไฮดรอกไซด์ไตรไฮเดรต 

กรดไฮโดรคลอริก                 โซเดียมโปแทÿเซียมทาเรต 

กรด 3,5 ไดนาโตรซาลิก                  โซเดียมซัลไฟต ์

กลูโคÿ                                               ฟีนอล์ฟทาลีนอินดิเคเตอร์ 

โซเดียมอะซิเตรท               ÿารÿกัดยีÿต ์

     3.1.5 อุปกรณ ์

เครื่องปั่นเĀü่ียง (Centrifuge)      Āลอดปั่นเĀüี่ยง (Centrifuge tube) 
ปิเปตแก้ü (Pipette)       แท่งแก้üคนÿาร (Stirring rod) 
เครื่องüัดพีเอช (pH meter)      เครื่องผÿมÿาร (Vortex) 
ลูปเขี่ยเช้ือ (Loop)       ตู้เย็น (Refrigerator) 
ไมโครเพลท 96 Āลุม (Microwell plate)     ขüดก้นกลม (Round Bottom Flask) 
เครื่องไมโครเพลทรีดเดอร์ (Microplate reader)      บกีเกอร์ (Beaker) 
คีมคีบ (Forceps)       ลูกยางดูดÿาร (Rubber bulb) 
เครื่องกรองÿุญญากาý (Buchner)     ช้อนตักÿาร (Spatula) 
Āม้อนึ่งคüามดันไอน้ำ (Autoclave)     Āลอดทดลอง (Test tube) 
ขüดปรับปริมาตร (Volumetric flask)     ตะแกรงใÿ่Āลอดทดลอง (Rack) 
อ่างคüบคุมอุณĀภูม ิ(Water bath)    เครื่องบดละเอียด (Hammer mill) 
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ขüดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)      โถดูดคüามช้ืน (Desiccator) 
กระบĂกตüง (Cylinder)       เครื่Ăงชั่งทýนิยม 2,3 และ 4 ตําแĀน่ง 

กระดาþลิตมัÿ (Litmus paper)                          กระดาþกรĂง  

โถบ่มไร้Ăากาý (Anaerobic jar)                          ตู้ปลĂดเชื้Ă (Laminar air flow) 
เครื่Ăงüัดค่าการดูดกลืนแÿง (Spectrophotometer)  เครืĂ่งเขย่า (Shaker) 
 
3.2 วิธีการดำเนินงาน 

      3.2.1 ขั้นตอนการเตรียมชานอ้อย 

   นำชานĂ้Ăยมาล้างด้üยน้ำÿะĂาด จากนั้นนำไปตากแดดเป็นเüลา 3-4 üัน เพื่ĂใĀ้แĀ้งÿนิท

จากนั ้นตัดเป็นชิ ้นเล็กๆ และนำไปบดด้üยเครื ่Ăงบดไม้ ยี ่Ā ้Ă Retsch®  ร ุ ่น SK 100 โดยใช้            
ใบมีด 1 มิลลิเมตร แล้üนำชานĂ้Ăยที่ผ่านการบดแล้üเก็บใÿ่ในโถดูดคüามช้ืนเพื่Ăป้Ăงกันคüามชื้น 
      3.2.2 การย่อยชานอ้อยด้วยกรดซัลฟิวริก 

   กรดที ่น ํามาใช ้ย ่ĂยในชานĂ้Ăย ค ืĂ กรดซ ัลฟิüร ิกโดยใช ้คüามเข ้มข ้น 4% v/v             

(ครĂงขüัญ และคณะ, 2564) โดยนําชานĂ้Ăยมา 10 กรัม เติมกรดซัลฟิüริกที่ทําการเจืĂจางคüาม

เข้มข้น 4% โดยเติมลงไป 100 มิลลิลิตร ในขüดดูแรนจากนั้นนําไปใĀ้คüามร้Ăนด้üยĀม้Ăนึ่งคüามดัน

ไĂที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปĂนด์ต่Ăตารางนิ้ü เป็นเüลา 20 นาท ีทิ้งไü้ใĀ้เย็นและ

นํามากรĂงด้üยผ้าขาüบาง นําÿ่üนน้ำที่ได้ไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรĂบ 9000 รĂบต่Ăนาที ĂุณĀภูมิ    

4 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที จะได้ÿ่üนใÿและÿ่üนที่เป็นตะกĂน (ติมากร และคณะ, 2562)     
นำÿ่üนใÿที่ได้ไปปรับพีเĂชเป็น 6.8±0.2 และนําไปüิเคราะĀ์ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์  
      3.2.3 การปรับพีเอชชานอ้อยที่ย่อยดว้ยกรด 

   การปรับคüามเป็นค่าพีเĂช (pH) ขĂงชานĂ้Ăยที่ผ่านการย่Ăยด้üยกรดซัลฟิüริก โดยการนํา

ตัüĂย่างÿ่üนใÿที่ได้จากการปั่นเĀüี่ยงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยด้üยคüามเร็üรĂบ 9000 รĂบต่Ăนาที      

ที่Ă ุณĀภูมิ 4 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที ปรับพีเĂชด้üยโซเดียมไăดรĂกไซด์ (NaOH)         
คüามเข้มข้น 5 โมลาร์ ใĀ้ได้ค่าพีเĂช เป็น 6.8±0.2 และนําไปüิเคราะĀ์ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ด้üยüิธี 

Dinitrosalicylic acid  (DNS) (ธัญชนก และคณะ, 2563) 
      3.2.4 การกำจัดÿารยับยั้งที่เกิดจากการย่อยชานอ้อยด้วยกรด 

    นำชานĂ้Ăยที่ผ่านการย่Ăยด้üยกรดแล้üมาüิเคราะĀ์น้ำตาลรีดิüซ์ด้üยüิธี DNS และนำไป

กำจัดÿารยับยั้งที่เกิดจากย่Ăยเพื่Ăใช้เลี้ยงเชื้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 โดยใช้ตัü

ดูดซับ คืĂ ผงถ่านกำมันต์เพื ่Ăกำจัดÿารยับยั ้งเนื ่Ăงจากÿามารถกำจัดÿารยับยั ้งได้มากทึ ่ÿุ ด        
(ครĂงขüัญ และคณะ, 2564) โดยนำถ่านกัมมันต์มาผÿมเข้ากับไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยนำไปเข้าเครื่Ăง

เขย่า (Shaker) เป็นเüลา 24 เเล้üนำไปกรĂงด้üยเครื่ĂงกรĂงÿุญญากาý โดยใช้กระดาþกรĂง   
Whatman® No.1 
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3.2.6 การเตรียมĀัวเชื้อ 

    นําเช้ืĂ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ปิเปตเชื้Ăใÿ่ลงใน Reinforced 
Clostridial Medium (RCM, DifcoTM) 2 ĀลĂด ĀลĂดละ 10 มิลลิลิตร จากนั้นนำทั้งÿĂงĀลĂดใÿ่ลง

ในĂาĀาร T6 ปริมาตร 180 มิลลลิิตร แล้üใÿใ่น Anaerobic jar ทีม่ี GaspakTM EZ anaerobe 
container system แล้üบ่มเชื้Ăที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 48 ชั่üโมง 

3.2.7 การเลี้ยงเชื้อ 

เต ิมĀ ัüเช ื ้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419  ท ี ่ ได ้จากข ้Ă 3.2.6 ร ้Ăยละ 10         

โดยปริมาตรลง ในĂาĀาร T6 ทั้ง 3 แบบ ได้แก่ 1) ĂาĀาร T6 ที่มีน้ำตาลกลูโคÿ เป็นĂาĀารชุด

คüบคุม 2) ĂาĀาร T6 ที ่ม ีÿ ่üนประกĂบขĂงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย ที ่ปรับคüามเข้มข้นขĂง        

น้ำตาลรีดิüซ์ใĀ้เป็น 50 กรัมต่Ăลิตร 3) ĂาĀาร T6 ที่มีÿ่üนประกĂบขĂงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่ผ่าน

การกำจัดÿารยับยั้งด้üยถ่านกัมมันต์ ที่ปรับคüามเข้มข้นขĂงน้ำตาลรีดิüซ์ใĀ้เป็น 50 กรัมต่Ăลิตร     

ทําการเก็บตัüĂย่าง 7 มิลลิลิตร เป็นเüลา 5 üัน โดย 3 üันแรกเก็บ 2 ครั้งและüันที่ 4-5 เก็บüันละครั้ง 

จากนั้นนําตัüĂย่างไปüิเคราะĀ์น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง üัดพีเĂช üัดปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ คüามขุ่น  
3.2.8 การวิเคราะĀ์ทางเคมี 

   เก็บตัüĂย่างจากการเลี้ยงเชื้Ăที่เüลาต่าง ๆ โดยทำการเก็บตัüĂย่างมาปริมาตร 7 มิลลิลิตร 

นำไปüัดคüามขุ่น 2 มิลลิลิตร üัดด้üยเครื่Ăงüัดค่าการดูดกลืนแÿงยี่Ā้Ă Thermo Fisher Genesys 
10uv (Spectrophotometer) ที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร  ที่เĀลืĂนำไปปั่นเĀüี่ยง โดยใช้

เครื่Ăงปั่นเĀüี่ยง (Centrifuge) ยี่Ā้Ă Rotina รุ่น 380  ที่ 6000 รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 10 นาที เพื่Ă

แยกÿ่üนใÿและตะกĂน โดย แบ่งÿ่üนใÿไü้üัดปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ และพีเĂชด้üยกระดาþลิตมัÿยี่Ā้Ă 

Merck ÿ่üนตะกĂนนำไปล้างเซลล์โดยเติมน้ำกลั ่นลงไป 5 มิลลิลิตร นำไปปั ่นเĀüี ่ยงที ่ 6000        

รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 10 นาที จะได้ÿ่üนใÿและตะกĂน เทÿ่üนใÿทิ้งแล้üนำตะกĂนไปĂบในตู้Ăบ 

105 Ăงýาเซลเซียÿ เพื่ĂüิเคราะĀ์น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 
3.2.8.1 การวิเคราะĀ์ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS)  

(ดัดแปลงจาก Miller, 1959) 
นําตัüĂย่างที่ได้จากการไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่ผ่านการปรับค่าพีเĂช (pH) แล้üนํามาเจืĂจาง

ตัüĂย่างใĀ้ได้คüามเข้มข้นที ่เĀมาะÿม นําตัüĂย่างที ่ทําการเจืĂจาง ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร           

เติมÿารละลาย DNS ลงไปปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน นําไปต้มในน้ำเดืĂดเป็นเüลา        

5 นาที จากนั้นนํามาแช่ในน้ำใĀ้ĂุณĀภูมิลดลง เติมน้ำกลั่นปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากันและ

นําไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที ่ 540 นาโนเมตร ด้üยเครื ่ĂงĂ่านปฏิก ิร ิยาบนไมโครเพลทใช้                 

ไมโครเüลเพลท (microwellplate) 96 Āลุม แล้üคำนüณเข้มข้นขĂงน้ำตาลรีดิüซ์ที่üัดได้โดยเทียบ

จากกราฟÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 
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3.2.8.2 การวิเคราะĀ์น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 
         ทำการĂบแĀ้งĀลĂดปั่นเĀüี่ยง ที่ĂุณĀภูมิ 105 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 ชั่üโมง 

เก็บไü้ในโถดูดคüามชื้น จากนั้นชั่งน้ำĀนักขĂงĀลĂดปั่นเĀüี่ยงด้üยเครื่Ăงชั่ง  3 ตำแĀน่ง ทำการ      
จดบันทึกน้ำĀนักไü้และนำตัüĂย่างตะกĂนที่แยกไü้มาทำการล้างตะกĂนเซลล์เพื่Ăกำจัดน้ำตาลที่เĀลืĂ

โดยเติมน้ำกลั่นลงไป 5 มิลลิลิตร นำไปปั่นเĀü่ียงที่ 6000 รĂบต่Ăนาที เป็นเüลา 10 นาท ีจะได้ÿ่üนใÿ

และตะกĂน จากนั้นนำตะกĂนเซลล์ไปĂบที่ 105 Ăงýาเซลเซียÿ 24 ชั่üโมง นำĂĂกจากตู้Ăบและเก็บ

ไü้ใĀ้เย็นในโถดูดคüามชื ้นก่Ăนจะนำไปชั ่งน้ำĀนักต่Ăทุก 1 ชั ่üโมงจนกü่าน้ำĀนักจะคงที่  และ

คำนüณĀาค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง 
3.2.9 การวิเคราะĀ์ทางÿถิต ิ

       ในทุกการทดลĂงทำĂย่างน้Ăย 3 ซ้ำ และนำข้Ăมูลที ่ได้มาทำการüิเคราะĀ์คüาม

แปรปรüน (ANOVA) โดยใช้โปรแกรม SPSS (IBM SPSS Statistics) และเปรียบเทียบคüามแตกต่าง

ขĂงค่าเฉลี่ยโดยใช้üิธีขĂง Duncan ที่ระดับนัยÿำคัญร้Ăยละ 95 (p ≤ 0.05) 
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บทที่ 4 

ผลการดำเนินงานและอภิปราย 
โครงงานพิเýþนี้ได้ýึกþาเกี่ยüกับการนำชานĂ้Ăยมาใช้เป็นÿับÿเตรทÿำĀรับการเพาะเลี้ยง

เช ื ้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เพื ่Ăดูการเจร ิญเต ิบโตขĂงเชื ้Ă โดยเร ิ ่มจาก        
ย่ĂยชานĂ้Ăยด้üยกรดซัลฟิüริก 4% v/v แยกÿ่üนขĂงแข็งและขĂงเĀลüĂĂกจากกัน ได้ขĂงเĀลü     
ที่เรียกü่า ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย จากนั้นทำการปรับพีเĂชใĀ้Ăยู่ที่ 6.8±0.2 และกำจัดÿารยับยั้งด้üย             
ผงถ่านกัมมันต์ และนำไปใช้เพาะเลี ้ยงเชื ้Ăร่üมกับĂาĀาร T6 และเก็บตัüĂย่างนำมาüิเคราะĀ์         
ค่าคüามขุ่น พีเĂช น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง และน้ำตาลรีดิüซ์  
4.1 การปรบัÿภาพและการย่อยชานอ้อยด้วยกรด 

นำชานĂ้Ăยมาล้างและตัดเป็นชิ้นเล็กๆนำไปตากแดดใĀ้แĀ้งแล้üนำมาบดด้üยเครื่Ăงบด 

(Hammer mill) ใบมีดขนาด 1 มิลลิเมตร จากนั ้นนำชานĂ้Ăยที ่ได้มาย่Ăยด้üยกรดซัลฟิüริก          
4% v/v แล้üนำไปนึ่งฆ่าเชื้Ăด้üยĀม้Ăนึ่งคüามดันไĂ ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ 20 นาที จากนั้น

กรĂงแยกÿ่üนขĂงแข็งและขĂงเĀลüĂĂกจากกัน นำขĂงเĀลüที่ได้มาปั่นเĀüี่ยงที่ 9000 รĂบต่Ăนาที 

แล้üนำÿ่üนใÿที่ได้มาปรับพีเĂชด้üยโซเดียมไăดรĂกไซด์ (NaOH) จากผลการปรับพบü่าพีเĂชก่Ăน

และĀลังปรับĂยู่ที่ 0.4 และ 6.80 ตามลำดับ ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่ได้Ăยู่ที่ 35.45 กรัมต่Ăลิตร  
4.2 การกำจัดÿารยับยั้งที่เกิดขึ้นจากการย่อยชานอ้อยด้วยกรด 

ชานĂ้Ăยที่ย่Ăยด้üยกรดซัลฟิüริก 4% v/v ที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ 20 นาที และปรับ

พีเĂชด้üยโซเดียมไăดรĂกไซด์ (NaOH) ใĀ้เป็น 6.80±0.2 แล้ü นำมากำจัดÿารยับยั้งที่เกิดจากการ

ย่Ăยด้üยกรดด้üยผงถ่านกัมมันต์เพื่ĂเตรียมÿำĀรับการใช้เป็นÿับÿเตรทในการเพาะเลี ้ยงเชื้Ă 

Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ค่าพีเĂชขĂงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง

ด้üยผงถ่านกัมมันต์Ăยู่ที่ 6.80 เมื่ĂĀลังผ่านการกำจัดÿารยับยั้งด้üยถ่านกัมมันต์แล้üค่าพีเĂชเพิ่มขึ้น

จาก 6.80 เป็น 8.50 และปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ลดลงเĀลืĂ 22.87 กรัมต่Ăลิตร แÿดงดังตารางที่ 4.1 
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ตารางที่ 4.1 การเปลี่ยนแปลงค่าพีเĂชและปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ขĂงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนและ

Āลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต ์
ชนิดตัวดูดซับ ค่าพเีอช ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ 

(กรัมต่อลิตร) 
ปริมาณน้ำตาลรีดิวซ์ทีเ่ปลี่ยนแปลง 

(%) 
ก่Ăนผ่านตัüดูดซับ 6.80 35.45 - 
ผงถ่านกมัมันต ์ 8.50 22.87 -35.48 

 
เนื่Ăงจากผงถ่านกัมมันต์ มีเÿ้นผ่านýูนย์กลางระĀü่าง 0.15-0.25 มิลลิเมตร ซึ่งเĀมาะกับการ

ใช้งานด้üยการเติมลงในภาชนะขĂงเĀลüโดยตรงนĂกจากนี้ผงถ่านกัมมันต์ยังมีคüามละเĂียดÿูง      
ซึ่งเพิ่มพื้นผิüขĂงผงถ่านกัมมันต์ใĀ้มากขึ้น ในระĀü่างการกำจัดÿารยับยั้งน้ำตาลรีดิüซ์ถูกดูดซับไป

ด้üยทำใĀ้ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์Āลังกำจัดÿารยับยั้งลดลง (ฉüีüรรณ, 2562) 
4.3 การยืนยันÿัณฐานวทิยาของ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 

โครงงานพิเýþนี ้ได้ทำการการเลี ้ยงเชื ้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ใน
ĀลĂดทดลĂงที่มีĂาĀาร Reinforced Clostridial (DifcoTM) และนำไปĀมักใน anaerobic jar ใน
ÿภาüะไร้ĂĂกซิเจน ที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ 48 ชั่üโมง จากนั้นเก็บตัüĂย่างเชื้Ăมาย้Ăมÿีแกรม

และÿ่Ăงเช้ืĂภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ (คณาจารย์ภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร,์ 2559) พบü่าเชื้Ă 

Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เป ็นแบคท ี เ ร ี ยแกรมบüก  เพราะต ิดÿ ีม ่ ü งขĂง        

คริÿตัลไüโĂเลต มีรูปร่างเป็นท่Ăนÿั้น ดังแÿดงใน รูป ค.1 
 
4.4 การเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 

ในการเพาะเลี้ยงเชื้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 จะเพาะเลี้ยงในฟลาÿก์

ขนาด 500 มิลลิลิตร ในĂาĀารที่ปรับคüามเข้มข้นน้ำตาลที่ 50 กรัมต่Ăลิตร ได้แก่ 1) ĂาĀาร T6 ชุด

คüบค ุม 2) ĂาĀาร T6 ที ่ม ี ไăโดรไลเซตชานĂ ้Ăยก ่Ăนกำจ ัดÿารย ับย ั ้ ง 3) ĂาĀาร T6 ที ่มี               

ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่Āลังการกำจัดÿารยับยั ้งด้üยผงถ่านกัมมันต์แล้ü โดยใช้ÿับÿเตรทจาก          

ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย ปริมาตร 180 มิลลิลิตร เติมĀัüเชื ้Ă 20 มิลลิลิตร นำไปĀมักที ่ÿภาüะ             

ไร้ĂĂกซิเจน ที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ และทำการเก็บตัüĂย่างüิเคราะĀ์ที่เüลาต่างๆ ดังนี ้
4.4.1 ค่าพเีอชĀลังการเพาะเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 
        จากการüัดค่าพีเĂชจากตัüĂย่างที่เก็บที่เüลาต่างๆด้üยกระดาþลิตมัÿยี่Ā้Ă Merck 

(Litmus paper) พบü่าĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม ชั่üโมงที่ 0 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงพีเĂชใดๆแต่เมื่Ăเข้าÿู่

ชั่üโมงที่ 9.5-47.5 ค่าพีเĂช ลดลงมาที่ 5 และ 4 ตามลำดับและชั่üโมงที่ 57.5-119.5 ค่าพีเĂชเพิ่มขึ้น

และคงที่ที่ 5 ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้งและĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซต
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ชานĂ้Ăยที่Āลังการกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่ายกัมมันต์เมื่Ăüัดค่าพีเĂชด้üยกระดาþพีเĂชพบü่าชั่üโมงที่  
0-33.5 ค่าพีเĂชนั้นคงที่ แต่เมื่Ăเข้าÿู่ชั่üโมงที่ 47.5 พีเĂชลดลงมาที่ 5 และในชั่üโมงที่ 57.5-119.5   
พีเĂชเพิ่มและคงที่ที่ 6 การลดลงขĂงค่าพีเĂชที่เกิดขึ้นนี้มาจากÿร้างกรดĂินทรีย์ในกระบüนการĀมัก

ซึ่งเรียกü่า ช่üงการผลิตกรด (acidogenesis phase) ซึ่งเป็นÿาเĀตุใĀ้มีค่าพีเĂช ลดลง (กัลยาณี, 

2562)  
 

ตารางที่ 4.2 การเปลี่ยนแปลงพีเĂช จากĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย              
ก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง และĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่กำจัดÿารยับยั้ง 

ชั่วโมง ค่าพเีอช 
อาĀาร T6 ชดุ

ควบคุม 
อาĀาร T6 ก่อนกำจัดÿาร

ยับยั้ง 
อาĀาร T6 Āลังกำจัด

ÿารยบัยั้ง 
0 6 6 6 

9.5 5 6 6 
24 5 6 6 

33.5 4 6 6 
47.5 4 5 5 
57.5 5 6 6 
71.25 5 6 6 
95.25 5 6 6 
119.5 5 6 6 

 

 
รูปที ่  4.1 การเปลี ่ยนแปลงค่าพีเĂช ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม (        ) ĂาĀาร T6 ที ่มี            

ไăโดไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง (        ) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่กำจัดÿาร

ยับย้ังด้üยผงถ่านกัมมันต์ (        ) 

0
1
2
3
4
5
6
7

0 50 100

pH

เüลา (ชั่üโมง)
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ÿาเĀตุที ่ค่าพีเĂชลดลงเกิดจากการที ่เชื ้ĂมีการผลิตกรดĂินทรีย์ เช่น กรดĂะซีติก และ       

กรดบิüทิริก และเชื้Ăนำกรดกลับเข้าไปใช้Ăีกครั้งทำใĀ้ค่าพีเĂชเพิ่มขึ้น (ครĂงขüัญ และคณะ, 2564) 
 

4.4.2 ค่าความขุ่นĀลังการเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 
ทำการü ั ดคüามข ุ ่ นขĂงต ั üĂย ่ า งท ี ่ เ ก ็ บ ได ้ จากĂาĀารท ั ้ งÿามช ุดด ้ üย เคร ื ่ Ă ง  

spectrophotometer ที่ค่าการดูดกลืนแÿง 600 นาโนเมตร พบü่าที่ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซต   

ชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง และĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้ĂยĀลังกำจัดÿารยับยั้ง ÿีขĂง

ĂาĀารทั้งÿĂงชุดนี้มีÿีน้ำตาลเข้ม ÿ่งผลต่Ăการüัดค่าการดูดกลืนแÿงจึงไม่ÿามารถรายงานผลได้      

จึงแÿดงในÿ่üนขĂงภาคผนüก ก 
4.4.3 น้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ไดจ้ากการเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 

1419  
น้ำĀนักเซลล์แĀ้งที ่ได้เป็นน้ำĀนักขĂงเชื ้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419      

ที่เก็บจากตัüĂย่างĂาĀารÿามชุดแล้üนำไปปั่นเĀüี่ยงที่ 6000 รĂบต่Ăนาที 10 นาที แยกÿ่üนใÿĂĂก

แล้üเติมน้ำกลั่นลงและปั่นเĀüี่ยงที่ 6000 รĂบต่Ăนาที 10 นาที Ăีกครั้งและเทน้ำĂĂกจะได้ตะกĂน

เซลล์ นำไปĂบ 105 Ăงýาเซลเซียÿ ข้ามคืน นำมาเข้าโถดูดคüามชื้นและชั่งน้ำĀนัก โดยผลที่ได้พบü่า

ที่ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม น้ำĀนักเซลล์จะเพิ่มขึ้นจนถึงชั่üโมงที่ 24 และลดลงในชั่üโมงที่ 33.5 และ 
57.5 และเพิ่มขึ้นในชั่üโมงที่ 47.5 และ 71.25-95.25 ที่ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăน

กำจัดÿารยับยั้ง น้ำĀนักเซลล์แĀ้งเพิ่มขึ้นจนถึงชั่üโมงที่  95.25 และลดลงชั่üโมงที่ 119.5 และ ที่

ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่ผ่านการกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ น้ำĀนักเซลล์เพิ่มขึน้

ถึงช่ัüโมงที่ 71.25 และลดลงในชั่üโมงที่ 95.25-119.5 ดังแÿดงผลในตารางที่ 4.4 และ รูปที่ 4.4 
น้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ได้จากĂาĀาร T6 ชุดคüบคุมมีมากกü่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ได้จากĂาĀาร 

T6 ที่มีไăโดรไลเซตทั้งก่ĂนและĀลังกำจัดÿารยับยั้ง เกิดจากการที่ไม่ช่üง Lag phase คืĂช่üงที่เชื้Ă

ปรับตัüกับÿภาพแüดล้ĂมใĀม่ ทำใĀ้เชื้ĂมีการเจริญเติบโตĂย่างรüดเร็ü (ครĂงขüัญ และคณะ, 2564) 
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ตารางที่ 4.4 ค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งขĂงเช้ืĂ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 
ที่เก็บจากตัüĂย่างจากĂาĀารÿามชุด 

ชั่วโมง 
น้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง (กรัมต่อลิตร) 

อาĀาร T6 ควบคุม 
อาĀาร T6 ก่อนกำจัดÿาร

ยับยั้ง 
อาĀาร T6 Āลังกำจัดÿาร

ยับยั้ง 
0 0.786a±0.111 0.093a±0.197 0.243ab±0.666 

9.5 0.800a±0.175 0.289a±0.661 0.539abc±0.662 
24 2.197ab±0.050 0.444a±0.023 0.167a±0.167 

33.5 1.094ab±0.353 0.521a±0.040 0.186a±0.082 
47.5 1.667ab±0.455 0.671a±0.354 0.462ab±0.449 
57.5 1.562ab±0.237 0.681a±0.298 1.229bc±0.581 
71.25 2.143ab±0.128 0.690a±0.129 1.581c±0.383 
95.25 3.053b±0.790 1.620b±0.098 1.170abc±0.834 
119.5 1.486ab±0.328 1.414b±0.305 1.095abc±0.057 

ĀมายเĀต ุค่าที่แสดงคือ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน  
    a b c ในแถวตั้งอยู่ในสดมภ์เดียวกันแสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ    
    ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 
 

 

 
      รูปที่ 4.2 ค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ได้จากตัüĂย่างĂาĀารÿามชุด ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม (        ) 
ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง (        ) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชาน

Ă้ĂยĀลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ (        ) 
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4.4.4 ปริมาณน้ำตาลรีดิวซท์ี่ใช้ตลอดการเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum 
JCM 1419  

        การüัดปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้Ăจะใช้üิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 
โดยปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่ใช้จะÿามารถบ่งบĂกได้ถึงการเจริญเติบโตขĂงเชื้Ă Āากน้ำตาลรีดิüซ์ลดลง

มากแÿดงü่าเชื้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เจริญเติบโตได้มาก แต่ถ้าน้ำตาลรดีิüซ์

ลดลงน้Ăยแÿดงü่าเชื้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เจริญเติบโตได้น้Ăย โดยปริมาณ

น้ำตาลรีดิüซ์ที่üัดได้จากĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม เริ่มที่ 62.71 กรัมต่Ăลิตร ชั่üโมงที่  0 และลดลงĂย่าง

ต่Ăเนื่Ăงจนถึง 6.36 กรัมต่Ăลิตร และในชั่üโมงที่ 119.5 ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์เพิ่มขึ้น   
13.29 กรัมต่Ăลิตร 

       ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์เพิ่มขึ้น

ในชั่üโมงที่ 9.5 33.5 47.5 ก่Ăนจะลงในชั่üโมงที่ 57.5 และเพิ่มขึ้นในชั่üโมงที่ 71.25 และลดลงจนถึง 

46.17 กรัมต่Ăลิตร ในชั่üโมงที่ 119.5 
       ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้ĂยĀลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ ปริมาณ

น้ำตาลรีดิüซ์ในชั่üโมงที่ 0-24 เพิ่มขึ้นจากนั้นในชั่üโมงที่ 57.5 จึงลดลงก่Ăนจะเพิ่มĂีกครั้งในชั่üโมงที่ 

71.25 และลดลงĂย่างต่Ăเนื่Ăงจนถึง 50.70 กรัมต่Ăลิตร ในชั่üโมงที่ 119.5 
 
ตารางที่ 4.5 ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่üัดได้จากตัüĂย่างĂาĀารÿามชุด 

ชั่วโมง 
น้ำตาลรีดิวซ์ (กรัมต่อลิตร) 

อาĀาร T6 ควบคุม 
อาĀาร T6 ก่อนกำจัด

ÿารยบัยั้ง 
อาĀาร T6 Āลังกำจัดÿาร

ยับยั้ง 
0 62.71e±3.75 50.44a±1.53 55.46a±2.61 

9.5 58.73e±4.50 58.81a±5.45 55.91a±3.67 
24 53.40e±10.47 47.55a±4.76 65.83a±1.90 

33.5 44.12d±3.66 54.35a±3.85 54.35a±4.80 
47.5 37.6bd±4.73 58.85a±4.16 56.21a±2.84 
57.5 32.88cd±6.91 49.38a±3.29 59.68a±0.30 
71.5 23.19b±4.49 51.96a±3.03 48.39a±3.52 
95.25 6.36±a5.18 50.54a±5.14 55.17a±1.79 
119.5 12.29a±8.43 46.17a±1.96 50.70a±5.03 

หมายเหตุ ค่าที่แสดงคือ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน   
   a b c d eในแถวต้ังอยู่ในสดมภ์เดียวกันแสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 
  ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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รูปที่ 4.3 ปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ที่üัดได้จากตัüĂย่างĂาĀารÿามชุด ĂาĀาร T6 ชุดคüบคมุ (        ) 
ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยบัยั้ง (         ) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชาน

Ă้Ăย    Āลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ (         ) 
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บทที่ 5 
ÿรุปผล และข้อเÿนอแนะ 

5.1 ÿรุปผลการวิจัย 
โครงงานพ ิ เýþน ี ้ ได ้ý ึกþาการนำชานĂ ้Ăยมาใช ้ เป ็นÿ ับÿเตรทÿำĀร ับเล ี ้ยงเชื้Ă      

Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เพื่Ăýึกþาค่าการเจริญเติบโต โดยชานĂ้Ăยที่นำมาใช้

จะต้Ăงผ่านการปรับÿภาพและย่Ăยด้üยกรดซัลฟิüริก 4% v/v แล้üแยกÿ่üนใÿกับตะกĂนĂĂก นำÿ่üน

ใÿที่ได้มาปรับพีเĂชใĀ้ได้ 6.80 เรียกขĂงเĀลüที่ได้นี้ü่า ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย จากนั้นแบ่งไăโดรไลเซต

ชานĂ้ĂยĂĂกเป็นÿĂงÿ่üน โดยนำĂีกÿ่üนที ่แบ่งไปผ่านถ่านกัมมันต์เพื ่Ăกำจัดÿารยับยั ้ง ด้üย             

ผงถ่านกัมมันต์ ซึ่งพบü่าพีเĂชขĂงไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยเพิ่มขึ้นจาก 6.80 เป็น 8.50 ปริมาณน้ำตาล

รีดิüซ์ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่ĂนและĀลังกำจัดĂยู่ที ่ 35.45 กรัมต่Ăลิตร และ 22.87 กรัมต่Ăลิตร 

ตามลำดับ 
ผลการüิเคราะĀ์ตัüĂย่าง พีเĂช คüามขุ ่น น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง และ น้ำตาลรีดิüซ์ พบü่า 

ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้งและไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่Āลังการกำจัดÿารยับยั้งด้üย

ถ่านกัมมันต์ มีค่าการเจริญที่น้Ăยและใกล้เคียงกัน โดยค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งที่ได้จากชั่üโมงที่ 119.5 

จากทั้งไăโดรไลเซตก่ĂนและĀลังกำจัดÿารยับยั้งĂยู่ที่ 1.414±0.32 กรัมต่Ăลิตร และ 1.090±0.30 

กรัมต่Ăลิตร ตามลำดับ และปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์ชั่üโมงที่ 119.5 จากทั้งไăโดรไลเซตก่ĂนและĀลัง

กำจัดÿารยับยั้งĂยู่ที่ 46.17±1.96 และ 50.70±5.03 ตามลำดับ  ซึ่งĂาจเกิดจากการที่ไม่ÿามารถ

กำจัดÿารยับยั้งได้Āมด นĂกจากนี้ผงถ่านกัมมันต์ยังดูดซับน้ำตาลในไăโดรไลเซตชานĂ้ĂยทำใĀ้

ปริมาณน้ำตาลลดลง รüมถึงทำใĀ้ค่าพีเĂชเพิ่มขึ้นจึงต้ĂงปรับพีเĂชขึ้นจึงต้ĂงปรับพีเĂชĂีกครั้งด้üย

กรดจึงทำใĀ้ปริมาณน้ำตาลเจืĂจางลง 
5.2 ข้อเÿนอแนะ 

ปริมาณขĂงผงถ่านกัมมันต์ที ่ใช้ในการกำจัดÿารยับยั ้งใช้ในĂัตราÿ่üนที ่ไม่เพียงพĂต่Ă      

ไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย คüรกำĀนดĂัตราÿ่üนที่เĀมาะÿมกับการใช้กำจัดÿารยับยั้ง และในขั้นตĂนการ

นำเชื้ĂลงไปในĂาĀารเลี้ยงเชื้Ă คüรที่จะเขย่าใĀ้เชื้Ăกระจายโดยทั่üก่Ăนที่จะลงในĂาĀารและคüรทำ

Ăย่างรüดเร็üเนื่Ăงจากเชื้Ă Clostridium acetobutylicum JCM 1419 เป็นเชื้Ăที่ไม่ใช้ĂĂกซิเจนจึง

ต้ĂงทำใĀ้Ăยู่ในÿภาüะไร้ĂĂกซิเจนĂย่างรüดเร็üด้üยเช่นกัน 
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เอกÿารอ้างอิง 
กัลยาณ ีเจริญโÿภารัตน์. 2562. “ผลขĂงĂาĀารÿังเคราะĀ์ (P2 medium) และคüามเข้มข้นขĂงÿาร 

ÿกัดจากยัÿต์ต่ĂการผลิตไบโĂบิüทานĂลจากกากน้ำตาล โดย Clostridium beijerinckii 
TISTR 1461”รายงานการüิจัยทุนĂุดĀนุนÿถาบันüิจัยและพัฒนา มĀาüิทยาลัยราชภัฏมĀา

ÿารคราม 
คณาจารย์ภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์. 2559. บทปฏิบัติการจุลชีüüิทยา. กรุงเทพ : ภาคüิชา

 ชีüüิทยาประยุกต ์คณะüิทยาýาตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจĂมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 
ครĂงขüัญ Ăรุณ, ธัญญ์นรี จิระธรรมüิทย,์ üรรณüิþา งามทิพย์, 2564. “การผลิตĂะซิโตน บิüทานĂล 

เĂทานĂล ด้üยเชื้Ă Clostridium acetobutylicum DSM 792 จากชานĂ้Ăยที่ผ่านการย่Ăย

 ด้üย กรดและกำจัดÿารยับยั้ง.” โครงงานพิเýþปริญญาüิทยาýาÿตรบัณฑิต, ÿาขาเทคโนโลยี

 ชีüภาพ, คณะüิทยาýาÿตร,์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจĂมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง. 
ฉüีüรรณ เพ็งพิทักþ.์ 2562. ถ่านกัมมันต.์ กĂงเคมีภัณฑ์และผลิตภัณฑ์บริโภค. กรมüิทยาýาÿตร ์
 บริการ. 
ชนิกา Ăื้Ăพานิช, ชมภูนุช üิรุณานนท์, üรüุฒิ จุāาลักþณานุกูล, 2555. “ไบโĂบิüทานĂล: เชื้Ăเพลิง 

เĀลüที่กำลังจะมาทดแทนเĂทานĂล” üารÿารüิชาการพระจĂมเกล้าพระนครเĀนืĂ ปีที่ 22 

ฉบับที่ 3 ก.ย.-3 ธ.ค 2555 
ติมากร พิมพิÿัย, ปรมี Āüาดด้üงดี และพิรญาณ์ นิลĂาชา, 2562. “การกำจัดÿารยับยั้งในชานĂ้Ăยที่

 ย่Ăยด้üยกรดเพื่ĂการผลิตบิüทานĂลโดย Clostridium sp.” โครงงานพิเýþปริญญา 
 üิทยาýาÿตร์บัณฑิต, ÿาขา เทคโนโลยีชีüภาพ, คณะüิทยาýาÿตร์, ÿถาบันเทคโนโลยี 
 พระจĂมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง. 
ธัญชนก ชัยĂำนาจ, พรพรรณ üันÿุข, ÿโรชา แÿนÿุข และÿุดารัตน์ เจริญชัยชนะ, 2553.  

“การกำจัดÿาร ยับยั้งในชานĂ้Ăยที่ผ่านการย่Ăยด้üยกรด เพื่ĂเตรียมÿารĂาĀารÿำĀรับการ

 ผลิตบิüทานĂล.”  โครงงานพิเýþปริญญาüิทยาýาÿตรบัณฑิต, ÿาขาเทคโนโลยีชีüภาพ,  
 คณะüิทยาýาÿตร์, ÿถาบันเทคโนโลยีพระจĂมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง. 
üราภรณ์ Ăภิüัฒนาภิüัต . 2559. การดูดซับÿีย้ĂมขĂงถ่านกัมมันต์ที่ผลิตจากเýþไม้. [ĂĂนไลน์].  
          เข้าถึงได้จาก: https://www3.rdi.ku.ac.th/?p=26614 
Ă้Ăย. มปป. [ĂĂนไลน์]. เข้าถึงได้จาก : www.palangkaset.com/พืชพลังงาน/Ă้Ăยคั้นน้ำ- 
 2/attachment/2-ชานĂ้Ăย 
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ภาคผนวก ก 
ค่าความขุ่นĀลังการเลี้ยงเชื้อ Clostridium acetobutylicum JCM 1419 
ทำการü ั ดคüามข ุ ่ นขĂงต ั üĂย ่ า งท ี ่ เ ก ็ บ ได ้ จากĂาĀารท ั ้ งÿามช ุดด ้ üย เคร ื ่ Ă ง  

spectrophotometer ที่ค่าการดูดกลืนแÿง 600 นาโนเมตร พบü่าที่ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุมในชั่üโมง

ที่ 119.5 มีค่าคüามขุ่นลดลงเล็กน้Ăย และพบü่าที่ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿาร

ยับยั้งชั่üโมงที่ ที่ 24-47.5 ค่าคüามขุ่นลดลงและเพิ่มขึ้นในชั่üโมงที่ 57.5-119.5 และĂาĀาร T6 ที่มี

ไăโดรไลเซตชานĂ้ĂยĀลังกำจัดÿารยับยั้งค่าคüามขุ่นเพิ่มขึ้นตั้งแต่ชั่üโมงที่ 9.5 -119.5 คüามขุ่น

เพิ่มขึ้นĂย่างต่Ăเนื่Ăง 
 

            
 
รูปที่ ก.1 ÿีขĂง (a) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยที่กำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต ์
(b) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดนไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง 
 

 
รูปที่ ก.2 กราฟแÿดงค่าคüามขุ่นที่üัดได้จากĂาĀารเลี้ยงเชื้Ăทั้งÿามชุด ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม (       ) 

ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง (       ) ĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรเซตชานĂ้Ăยที่

กำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ (       ) 
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ตารางที่ ก.1 ค่าคüามขุ่นจากตัüĂย่างĂาĀารทั้งÿามชุดชั่üโมงที่ 0-119.5 
ชม. ค่าความขุน่เฉลี่ย 

อาĀาร T6 ชดุควบคุม อาĀาร T6 ก่อนกำจัด

ÿารยบัยั้ง 
อาĀาร T6 Āลังกำจัด

ÿารยบัยั้ง 
0 0.397a±0.019 1.994a±0.023 0.356a±0.061 

9.5 0.440a±0.023 2.057a±0.089 0.419ab±0.057 
24 1.295b±0.659 2.162a±0.292 0.449abc±0.042 

33.5 1.984bc±0.070 2.161a±0.036 0.473bcd±0.057 
47.5 2.023c±0.007 2.146a±0.025 0.497bcd±0.051 
57.5 2.036c±0.130 2.400b±0.176 0.544cde±0.052 
71.25 2.170c±0.034 2.401b±0.050 0.567def±0.059 
95.25 2.386bc±0.173 2.568bc±0.070 0.616ef±0.053 
119.25 2.241c±0.044 2.712c±0.066 0.665f±0.065 

 
ĀมายเĀตุ ค่าที่แÿดง คืĂ ค่าเฉลี่ย±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน   

   a b c d e f ในแถüต้ังĂยู่ในÿดมภ์เดียüกันแÿดงü่ามีคüามแตกต่างกันĂย่างมีนัยÿำคัญ 
    ที่ระดับคüามเช่ืĂมั่น 95% 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมÿารและกราฟมาตรฐาน 

การเตรียมÿารÿำĀรับการยอ่ยชานอ้อย 
กรดซัลฟิวริก 

กรดซัลฟิüริกขĂงบริþัท Qrec ที่คüามเข้มขน้ 98 % 
การเตรียมÿารละลายกรดซลัฟิวริก 

เตรียมÿารละลายกรดซัลฟิüริกคüามเข้มข้น 4 % v/v เตรียมโดยปิเปตกรดซัลฟิüริก 98 %  
4.08 มิลลิลิตร ลงในน้ำกลั่นปริมาตร 95.92 มิลลิลิตร  

คำนüณĀาคüามเข้มข้นขĂงกรดซัลฟิüริก 4 % v/v จากปรมิาตรขĂงกรดที่เติมลงไปได้ดังนี ้
 
 
 
 
 
 
เตรียมÿารละลายกรดซัลฟิüริกคüามเข้มข้น 4 % v/v ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ได้โดยการนำกร

ซัลฟิüริก 40.82 มิลลิลิตร ลงในน้ำกลั่น 995.18 มิลลิลิตร โดยคำนüณได้ดังต่Ăไปนี้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C1V1        =        C2V2 
98% × V1  =  4% X 100 ml 
          V1  = 4.08 ml 

C1V1        =        C2V2 
98% × V1  =  4% X 1000 ml 
          V1 = 40.82 ml 
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การเตรียมÿารละลายในการĀาปริมาณนำ้ตาลรีดิวซ์โดยวิธี Dinitrosalicylic acid (ดัดแปลงจาก

วิธีของ Miller และคณะ, 1959) 
การเตรียมÿารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

          เตรียมÿารละลายโซเดียมไăดรĂกไซด์โดยชั่ง 8 กรัม ละลายในน้ำกลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้น

เติม 3,5-Dinitrosalicylic  5 กรัม คนใĀ้ละลายเป็นเนื้Ăเดียüกันโดยใช้ Magnetic Stirrer  และใĀ้

คüามร้Ăนที ่ĂุณĀภูมิ 80 ถึง 90 Ăงýาเซลเซียÿ เมื ่Ăเข้ากันเป็นเนื ้Ă เดียüกันแล้üจึงเติมÿาร       

โพแทÿโซเดียมตาเตรตลงไปทีละน้Ăยจนครบ 150 กรัม แล้üปรับปริมาตรใĀ้เป็น 500 มิลลิลิตร เก็บ

ไü้ที่ĂุณĀภูมิĀ้Ăง 
 

การเตรียมÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 
          นำกลูโคÿไปĂบในตู้Ăบลมร้Ăนใช้ĂุณĀภูมิในการĂบ 60 Ăงýาเซลเซียÿ จนครบเüลา 2 ชั่üโมง 

ทิ้งใĀ้เย็นในโถดูดคüามชื้น เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เพื่ĂใĀ้กลูโคÿไม่มีคüามชื้น จากนั้นชั่งกลูโคÿที่     

ผ่านการĂบ 0.1 กรัม ละลายด้üยน้ำกลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร เมื่Ăละลายจนเป็นเนื้Ăเดียüกันปรับ 

ปริมาตรเป็น 100 มิลลิล ิตร โดยใช้ขüดปรับปริมาตรได้เป็นÿารละลายกลูโคÿคüามเข้มข้น               
1 กรัมต่Ăลิตร นำกลูโคÿคüามเข้มข้น 1 กรัมต่Ăลิตร ไปทำการเจืĂจาง ดังนี้ 0 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8 

และ 1.0 กรัมต่Ăลิตร เพ่ืĂใช้ในการเตรียมกลูโคÿมาตรฐาน 
 
ตัวอย่างในการคํานวณความเข้มข้น 
 
 
 
 
 
 
จะได ้ÿารละลายกลูโคÿคüามเข้มข้น 0.1 กรัมต่Ăลิตร ÿามารถเตรียมได้โดยใช้ÿารละลายกลูโคÿ 
คüามเข้มข้น 1 กรัมต่Ăลิตร 0.2 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรด้üยน้ำกลั่นใĀ้ได้ปริมาตร 2 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 0.1 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 0.2 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 0.4 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 0.4 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 0.8 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 0.6 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 1.2 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 0.8 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 1.6 มิลลลิิตร 
ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐาน 1.0 กรมัต่Ăลิตร จะต้Ăงใช้กลูโคÿ 1 กรัมต่Ăลิตร ปริมาตร 2.0 มิลลลิิตร 

C1V1             =         C2V2 
(1 g/L) × V1     =    (0.1 g/L) × (2 ml) 
           V1     =   0.2 ml 
 

31 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ข.1 การüิเคราะĀ์ÿารละลายกลูโคÿมาตรฐานคüามเข้มข้นต่างๆ ทีค่่าการดูดกลืนแÿงที ่         
540 นาโนเมตร ด้üยüิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 

ความเข้มข้นของน้ำตาลกลูโคÿมาตรฐาน 
(กรัมต่อลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแÿง 540 นาโนเมตร 

0 0.000 
0.1 0.022 
0.2 0.059 
0.4 0.137 
0.6 0.226 
0.8 0.365 
1 0.445 

 

 
รูปที่ ข.1 กราฟขĂงÿารละลายกลูโคÿมาตรฐานที่üิเคราะĀ์ด้üยüิธี Dinitrosalicylic acid (DNS) 

 
 
 
 
 

 

y = 0.4612x - 0.0251
R² = 0.9868
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ภาคผนวก ค 
ขั้นตอนการย้อมแกรมและลักþณะของเชื้อ 

ขั้นตอนการย้อมแกรม (คณาจารย์ภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาตร.์ 2559) 
1. Āยดÿี crystal violet ลงบนÿไลด์ใĀ้ท่üมรĂยÿเมียร์ขĂงเช้ืĂ Clostridium acetobutylicum    
   JCM 1419  
2. ใช้น้ำจากกระบĂกล้างÿี crystal violet ĂĂก แล้üĀยดน้ำยาแกรมไĂโĂดีนใĀ้ท่üม                      
   รĂยÿเมียร์ จากนั้นใĀ้ทิ้งไü้เป็นเüลา 1 นาที  
3. ล้างน้ำยาแกรมไĂโĂดีนĂĂกด้üยน้ำและล้างĂีกครั้งด้üยแĂลกĂăĂล์ 95% ĀรืĂĂะซีโตน        
   แĂลกĂăĂล์ ซึ่งทำได้โดยการจับÿไลด์ในลักþณะทำมุม 45 Ăงýา จากนั้นĀยดแĂลกĂăĂล์ 95%  
   ที่ปลายด้านบนÿไลด์โดยใĀ้แĂลกĂăĂล์ไĀลผ่านผิüĀน้ารĂยÿเมียร์ จนกระทั่งแĂลกĂăĂล์ที่ไĀลลง   
   มาไม่มีÿี (ไม่คüรใช้เüลานานเกิน 20 üินาที) แล้üล้างĂĂกด้üยน้ำทันที 
4. ย้Ăมทับ (counterstain) ด้üยÿี Safranin ซึ่งทำได้โดยĀยดÿี Safranin ลงบนÿไลด์ใĀ้ท่üม 
   รĂยÿเมียร์ ทิ้งไü้เป็นเüลา 1 นาท ี
5. ล้างĂĂกด้üยน้ำ แล้üปล่ĂยใĀ้ÿไลด์แĀ้งในĂากาýĀรืĂซับใĀ้แĀ้งด้üยกระดาþซับ 
6. ตรüจผลโดยใช้กล้Ăงจุลทรรýน์กำลังขยาย 1000 เท่า ทำการÿังเกตรูปร่าง ÿีที่ย้Ăมติดและ  
   การเรียงตัü 
 

 
 

รูปที่ ค.1 เชื้Ăแบคทีเรีย Clostridium acetobutylicum JCM 1419 ทีÿ่ภาüะไร้ĂĂกซิเจน 

ที่ĂุณĀภูมิ 37 Ăงýาเซลเซียÿ 48 ชั่üโมง ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์กำลังขยาย 400 เท่า 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ภาคผนวก ง  
ข้อมูลวิเคราะĀ์ทางÿถิติ 

ตารางที่ ง.1 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าพีเĂชเฉลี่ยที่ได้ĂาĀาร T6 ชุดคüบคุม ชั่üโมงที ่0-119.5 

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต 
ล่าง 

ขอบเขต

บน 
0.0 3 6.0000 0.00000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
9.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
24.0 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
33.5 3 4.0000 0.0000 0.00000 4.0000 4.0000 4.00 4.00 
47.5 3 4.0000 0.0000 0.00000 4.0000 4.0000 4.00 4.00 
57.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
71.25 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
95.25 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
119.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
total 27 4.8889 0.57735 0.11111 4.6605 5.1173 4.00 6.00 

 
ตาราง Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 8.667 8 1.083 - - 
Within Groups 0.000 18 0.000     

Total 8.667 26       
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.2 การüิเคราะĀ์ค่าทางÿถิติขĂงพีเĂชเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย

ก่Ăนกำจัดÿารยับยั้ง ชั่üโมงที่ 0-119.5  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต 
ล่าง 

ขอบเขต

บน 
0.0 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
9.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
24.0 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
33.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
47.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
57.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
71.25 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
95.25 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
119.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
total 27 5.8889 0.32026 0.6163 5.7622 6.0156 5.00 6.00 

 
ตาราง Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 2.667 8 0.333 - - 
Within Groups 0.000 18 0.000     

Total 2.667 26       
 
 
 
 
 
 
 

35 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.3 การüิเคราะĀ์ค่าทางÿถิติขĂงพีเĂชเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย

Āลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผลถ่านกัมมันต์ ชั่üโมงที ่0-119.5  

ชั่üโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่üนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน 

คüามคลาด

เคลื่Ăน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัคüาม

เชื่Ăมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขĂบเขต 
ล่าง 

ขĂบเขต

บน 
0.0 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
9.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
24.0 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
33.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
47.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 5.0000 5.0000 5.00 5.00 
57.5 3 5.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
71.25 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
95.25 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
119.5 3 6.0000 0.0000 0.00000 6.0000 6.0000 6.00 6.00 
total 27 5.8889 0.32026 0.6163 5.7622 6.0156 5.00 6.00 

 
ตาราง Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 2.667 8 0.333 - - 
Within Groups 0.000 18 0.000     

Total 2.667 26       
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.4 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าคüามขุ่นเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ชุดคüบคมุ                

ชั่üโมงที ่0 -119.5  

 
 
ตาราง  Anova 

  Sum of Squares  df Mean Square  F    Sig 
Between Groups 15.588 8 1.948 10.762 0.000 
Within Groups 3.259 18 0.181     

Total 18.847 26       
 

 
 
 
 
 
 

ชั่üโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่üน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

คüามคลาด

เคลื่Ăน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัคüาม

เชื่Ăมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขĂบเขต

ล่าง 
ขĂบเขต

บน 
0.0 3 0.3970 0.01916 0.01106 -1.404739 3.236072 0.3560 1.9940 
9.5 3 0.4397 0.02312 0.01335 -1.362335 3.306335 0.4190 2.0570 
24.0 3 1.2953 0.65977 0.38092 -0.825717 3.429717 0.4490 2.1620 
33.5 3 1.9840 0.07055 0.04073 -0.765208 3.843875 0.4730 2.1610 
47.5 3 2.1613 0.03646 0.02105 -0.726607 3.837274 0.4970 2.1460 
57.5 3 2.1457 0.02554 0.01475 -0.783078 4.103078 0.5440 2.4000 
71.25 3 2.3997 0.17610 0.10167 -0.768680 4.194014 0.5670 2.4010 
95.25 3 1.8093 1.07259 0.61926 -0.821381 4.534936 0.6163 2.5680 
119.5 3 2.5680 0.07002 0.04043 -0.790287 4.535620 0.6650 2.7117 
total 27 1.6889 0.85140 0.1685322 1.140960 1.833806 0.3560 2.71 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแÿดงคามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญ  
Duncan 

ชั่üโมง N 
ระดับนัยÿำคัญ 

1 2 3 
0 3 0.3970   

9.5 3 0.4397   
24 3  1.2953  

95.25 3  1.8093 1.8093 
33.5 3  1.9840 1.9840 
57.5 3   2.1457 
47.5 3   2.1613 
71.25 3   2.3997 
119.5 3   2.5680 
Sig  0.904 0.076 0.067 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.5 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าคüามขุ่นเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย

ก่Ăนกำจัดÿารยับยั้งชั่üโมงที ่0-119.5 

 
 
ตาราง Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 1.424 8 0.178 11.552 0.000 
Within Groups 0.277 18 0.015     

Total 1.702 26       
 

 
 
 
 

 

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 1.9943 0.01537 0.00888 1.9561 2.0325 1.98 2.01 
9.5 3 2.0573 0.08927 0.05154 1.8356 2.2791 1.98 2.15 
24.0 3 2.1623 0.29252 0.16889 1.4357 2.8890 1.99 2.50 
33.5 3 2.1613 0.03646 0.02105 2.0708 2.2519 2.12 2.19 
47.5 3 2.1457 0.02554 0.01475 2.0822 2.2091 2.12 2.17 
57.5 3 2.3997 0.17610 0.10167 1.9622 2.8371 2.28 2.60 
71.25 3 2.4013 0.05056 0.02919 2.2757 2.5269 2.35 2.45 
95.25 3 2.5680 0.07002 0.04043 2.3941 2.7419 2.50 2.64 
119.5 3 2.7117 0.06689 0.03862 2.5455 2.8778 2.64 2.77 
total 27 2.2891 0.25583 0.04923 2.1879 2.3903 1.98 2.77 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแÿดงคามแตกต่างอย่างมีนัยÿำคัญ   
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัÿำคญั 

1 2 3 
0 3 1.9943   

9.5 3 2.0573   
47.5 3 2.1457   
33.5 3 2.1613   
24 3 2.1623   

57.5 3  2.3997  
71.25 3  2.4013  
95.25 3  2.5680 2.5680 
119.5 3   2.7117 
Sig  0.152 0.132 0.173 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.6 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าคüามขุ่นเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซตชานĂ้Ăย

Āลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันตช์ั่üโมงที ่0-119.5 

 
ตาราง Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 0.231 8 0.029 9.176 0.000 
Within Groups 0.057 18 0.003     

Total 0.287 26       
 
 
 
 
 
 
 

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 0.3563 0.06145 0.03548 0.2037 0.5090 0.30 0.42 
9.5 3 0.4190 0.05766 0.03329 0.2758 0.5622 0.36 0.47 
24.0 3 0.4487 0.04215 0.02433 0.3440 0.5534 0.40 0.48 
33.5 3 0.4730 0.05704 0.03293 0.3313 0.6147 0.41 0.53 
47.5 3 0.4970 0.05174 0.02987 0.3685 0.6255 0.44 0.54 
57.5 3 0.5437 0.05279 0.03048 0.4125 0.6748 0.49 0.59 
71.25 3 0.5673 0.05958 0.03440 0.4193 0.7153 0.51 0.63 
95.25 3 0.6163 0.05320 0.03072 0.4842 0.7485 0.57 0.67 
119.5 3 0.6650 0.06578 0.03798 0.5016 0.8284 0.60 0.73 
total 27 0.5096 0.10514 0.02024 0.4680 0.5512 0.30 0.73 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแÿดงความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคญั  
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัÿำคญั = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
0 3 0.3563      

9.5 3 0.4190 0.4190     
24 3 0.4487 0.4487 0.4487    

33.5 3  0.4730 0.4730 0.4730   
47.5 3  0.4970 0.4970 0.4970   
57.5 3   0.5437 0.5437 0.5437  
71.25 3    0.5673 0.5673 0.5673 
95.25 3     0.6163 0.6163 
119.5 3      0.6650 
Sig  0.071 0.134 0.071 0.073 0.149 0.057 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.7 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ชดุคüบคุม        

ชั่üโมงที ่0-119.5 

 

Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 12.343 8 1.543 1.383 0.269 
Within Groups 20.086 18 1.116     

Total 32.430 26       
  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 0.7860 0.66675 0.38495 -0.8703 2.4423 0.03 1.29 
9.5 3 0.8000 1.18397 0.68357 -2.1411 3.7411 0.10 2.17 
24.0 3 2.1997 1.63580 0.94443 -1.8639 6.2632 0.68 3.93 
33.5 3 2.1997 1.63580 0.94443 -1.8639 6.2632 0.68 3.93 
47.5 3 1.6667 0.44981 0.25970 0.5493 2.7841 1.40 2.19 
57.5 3 1.5620 0.58205 0.33605 0.1161 3.0079 1.16 2.23 
71.25 3 1.4283 1.26642 0.73117 -1.7176 4.5743 0.00 2.41 
95.25 3 3.0533 0.83483 0.48199 0.9795 5.1272 2.36 3.98 
119.5 3 1.4860 0.05700 0.03291 1.3444 1.6246 1.43 1.54 
total 27 1.6869 1.11682 0.21493 1.2451 2.1287 0.00 3.98 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแÿดงความแตกต่างอย่างมีนัยÿำคญั 
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัÿำคญั = 0.05 

1 2 
0 3 0.7860  

9.5 3 0.8000  
71.25 3 1.4283 1.4283 
119.5 3 1.4860 1.4860 
57.5 3 1.5620 1.5620 
47.5 3 1.6667 1.6667 
24 3 2.1997 2.1997 

33.5 3 2.1997 2.1997 
95.25 3  3.0533 
Sig  0.167 0.113 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000. 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.8 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติขĂงค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งเฉลี่ยที่ได้จากĂาĀาร T6 ที่มีไăโดรไลเซต      

ชานĂ้Ăยก่Ăนกำจัดÿารยับยั้งชั่üโมงที ่0-119.5 

 

Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 6.530 8 0.816 5.654 0.001 
Within Groups 2.599 18 0.144     

Total 9.129 26       
 

  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ÿ่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำÿุด 
ค่าเฉลี่ย

ÿูงÿุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 0.0617 0.09494 0.05482 -1.742 0.2975 0.00 0.17 
9.5 3 0.2890 0.17508 0.10108 -1.459 0.7239 0.12 0.47 
24.0 3 0.4443 0.05095 0.02942 -0.3178 0.5709 0.40 0.50 
33.5 3 0.3473 0.39113 0.22582 -0.6243 1.3189 0.00 0.77 
47.5 3 0.4477 0.54673 0.31566 -0.9105 1.8058 0.00 1.06 
57.5 3 0.6810 0.23723 0.13696 0.0917 1.2703 0.43 0.90 
71.25 3 0.6903 0.12877 0.07435 0.3704 1.0102 0.56 0.81 
95.25 3 1.6200 0.79019 0.45622 -0.3429 3.5829 1.04 2.52 
119.5 3 1.4143 0.32850 0.18966 0.5983 2.2304 1.09 1.74 
total 27 0.6662 0.59254 0.11403 0.4318 0.9006 0.00 2.52 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคญั 
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัสำคญั = 0.05 

1 2 
0 3 0.0617  

9.5 3 0.2890  
33.5 3 0.3473  
24 3 0.4443  

47.5 3 0.4477  
57.5 3 0.6810  
71.25 3 0.6903  
119.5 3  1.4143 
95.25 3  1.6200 
Sig  0.090 0.516 

 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.9 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติของค่าน้ำĀนักเซลล์แĀ้งเฉลี่ยที่ได้จากอาĀาร T6 ทีม่ีไฮโดรไลเซต

ชานอ้อยĀลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันตช์ั่üโมงที ่0-119.5  

 
Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 6.562 8 0.820 2.561 0.46 
Within Groups 5.766 18 0.320     

Total 12.328 26       
 

 
  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำสุด 
ค่าเฉลี่ย

สูงสุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 0.2427 0.19803 0.11433 -0.2493 0.7346 0.01 0.36 
9.5 3 0.5390 0.66155 0.38195 -1.1044 2.1824 0.02 1.28 
24.0 3 0.1110 0.09753 0.05631 -0.1313 0.3533 0.00 0.18 
33.5 3 0.1237 0.11083 0.06399 -0.1516 0.3990 0.00 0.21 
47.5 3 0.4617 0.35477 0.20483 -0.4196 1.3430 0.24 0.87 
57.5 3 1.2287 0.29817 0.17215 0.4880 1.9694 0.89 1.43 
71.25 3 1.5810 1.27078 0.73368 -1.5758 4.7378 0.11 2.43 
95.25 3 0.7800 0.67912 0.39209 -0.9070 2.4670 0.00 1.24 
119.5 3 1.0957 0.30551 0.17638 0.3368 1.8546 0.83 1.43 
total 27 0.6848 0.68859 0.13252 0.4124 0.9572 0.00 2.34 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคญั 
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัสำคญั 

1 2 3 
24 3 0.1110   

33.5 3 0.1237   
0 3 0.2427 0.2427  

47.5 3 0.4617 0.4617  
9.5 3 0.5390 0.5390 0.5390 

95.25 3 0.7800 0.7800 0.7800 
119.5 3 1.0957 1.0957 1.0957 
57.5 3  1.2287 1.2287 
71.25 3   1.5810 
Sig  0.076 0.073 0.056 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000  

48 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.10 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติของปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์เฉลี่ยที่ไดจ้ากอาĀาร T6 ชุดคüบคุม  
ชั่üโมงที ่0-119.5  

 
Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 10340.119 8 1292.515 40.145 0.000 
Within Groups 579.528 18 32.196     

Total 10919.646 26       
  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำสุด 
ค่าเฉลี่ย

สูงสุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 62.9039 0.78258 0.45182 60.9599 64.8480 62.36 63.80 
9.5 3 60.8341 6.12699 3.53742 45.6138 76.0543 55.42 67.49 
24.0 3 55.6552 10.62947 6.13693 29.2501 82.0602 44.16 65.13 
33.5 3 44.7085 3.46626 2.00125 36.0978 53.3191 41.07 47.97 
47.5 3 37.3725 1.79140 1.03426 32.9225 41.8226 35.76 39.30 
57.5 3 32.7452 6.83970 3.94890 15.7544 49.7359 28.11 40.60 
71.25 3 23.2703 4.47135 2.58153 12.1629 34.3778 18.31 26.98 
95.25 3 5.5112 3.53687 2.04201 -3.2749 14.2973 2.44 9.38 
119.5 3 12.4526 6.64213 3.83483 -4.0473 28.9526 7.51 20.00 
total 27 37.2726 20.49357 3.94399 29.1656 45.3796 2.44 67.49 

49 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคญั 
Duncan 

ชั่üโมง N 
ระดับนัยÿำคัญ = 0.05 

1 2 3 4 5 
95.25 3 5.5112     
119.5 3 12.4526     
71.25 3  23.2703    
57.5 3  32.7452 32.7452   
47.5 3   37.3725 37.3725  
33.5 3    44.7085  
24 3     55.6552 
9.5 3     60.8341 
0 3     62.9039 

Sig  0.151 0.056 0.331 0.131 0.151 
 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.11 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติของปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์เฉลี่ยที่ไดจ้ากอาĀาร T6 ที่มี     

ไฮโดรไลเซตชานอ้อยก่อนกำจัดÿารยับยั้งชั่üโมงที ่0-119.5 

 
Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 2812.443 8 351.555 1.151 0.379 
Within Groups 5498.643 18 305.480     

Total 8311.086 26       
 
  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำสุด 
ค่าเฉลี่ย

สูงสุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 50.4691 0.38946 0.22485 49.5016 51.4366 50.18 50.91 
9.5 3 60.8247 5.37139 3.10117 47.4815 74.1680 55.44 66.19 
24.0 3 53.0795 5.98602 3.45603 38.2094 67.9496 46.31 57.68 
33.5 3 36.3691 31.50900 18.19173 -41.9036 114.6418 0.00 55.44 
47.5 3 60.6211 3.85641 2.22650 51.0412 70.2009 56.21 63.37 
57.5 3 32.9215 28.58648 16.50441 -38.0913 103.9343 0.00 51.46 
71.25 3 51.9256 2.11743 1.22250 46.6656 57.1856 50.63 54.37 
95.25 3 33.6985 29.22850 16.87508 -38.9092 106.3061 0.00 52.16 
119.5 3 46.2664 0.90605 0.52311 44.0156 48.5171 45.45 47.24 
total 27 47.3528 17.84896 3.44081 40.2801 54.4255 0.00 66.19 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคญั 
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัสำคญั = 0.05 

1 
57.5 3 32.9215 
95.25 3 33.6985 
33.5 3 36.3691 
119.5 3 46.2664 

0 3 50.4691 
71.25 3 51.9256 

24 3 53.0795 
47.5 3 60.6211 
9.5 3 60.8247 
Sifg  0.105 

 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางที่ ง.12 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติของปริมาณน้ำตาลรีดิüซ์เฉลี่ยที่ไดจ้ากอาĀาร T6 ที่มี    

ไฮโดรไลเซตชานอ้อยĀลังกำจัดÿารยับยั้งด้üยผงถ่านกัมมันต์ชั่üโมงที ่0-119.5  

 
Anova 

  
Sum of 
Squares 

 df Mean Square  F    Sig 

Between Groups 3526.806 8 440.851 0.601 0.765 
Within Groups 13207.357 18 733.742     

Total 16734.164 26       
 
 
  

ชั่วโมง N ค่าเฉลี่ย 
ส่วน

เบี่ยงเบน 
มาตรฐาน 

ความคลาด

เคลื่อน 
มาตรฐาน 

ค่าเฉลี่ยที่ระดบัความ

เชื่อมั่น 95% ค่าเฉลี่ย

ต่ำสุด 
ค่าเฉลี่ย

สูงสุด ขอบเขต

ล่าง 
ขอบเขต

บน 
0.0 3 55.4291 1.01134 0.58390 52.9168 57.9414 54.56 56.54 
9.5 3 58.7813 5.99488 3.46114 43.8892 73.6734 53.18 65.10 
24.0 3 43.6664 37.85 21.85522 -50.3690 137.7019 0.00 67.20 
33.5 3 36.6962 31.90683 18.42142 -42.5647 115.9572 0.00 57.89 
47.5 3 18.7374 32.45417 18.73742 -61.8832 99.3581 0.00 56.21 
57.5 3 39.7877 34.45780 19.89422 -45.8103 125.3856 0.00 59.90 
71.25 3 48.5305 2.58036 1.48977 42.1205 54.9405 45.55 50.08 
95.25 3 36.7621 31.84281 18.38446 -42.3398 115.8641 0.00 55.75 
119.5 3 33.5955 29.23154 16.87684 -39.0197 106.2107 0.00 53.22 
total 27 41.3318 25.36970 4.88240 31.2959 51.3677 0.00 67.20 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

ตารางแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคญั 
Duncan 

ชั่วโมง N 
ระดับนยัสำคญั = 0.05 

1 
47.5 3 18.7374 
119.5 3 33.5955 
33.5 3 36.6962 
95.25 3 36.7621 
57.5 3 39.7877 
24 3 43.6664 

71.25 3 48.5305 
0 3 55.4291 

9.5 3 58.7813 
Sifg  0.131 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. a. Uses Harmonic Mean 
Sample Size = 3.000  
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

 

งานทะเบียนคณะüิทยาýาÿตร์ 
ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 

คำรับรองเล่มโครงงานพิเýþ 
 

üันที่ 29 เดือน มิถุนายน พ.ý 2566 
 
 

 ข้าพเจ้า นางÿาüณัฐรุจา ÿุทธิÿา   รĀัÿประจำตัü 62050488 
          นายพิพัฒน ์ ปาลประÿิทธิ์ รĀัÿประจำตัü 62050521 
          

นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตร์บัณฑิต ÿาขาüิชา เทคโนโลยีชีüภาพ ภาคüิชา ชีüüิทยา ขอรับรองü่า

โครงงานพิเýþ เรื่อง 
ชื่อภาþาไทย ผลของÿารยับยั้งที่เกิดจากการย่อยชานอ้อยต่อค่าการเจริญเติบโตของ       

Clostridium acetobutylicum 
ชื่อภาþาอังกฤþ Effect of Inhibitors from Sugarcane Bagasse Hydrolysis on Growth of 
Clostridium acetobutylicum 
ปีการýึกþา 2565 
เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผู้อื่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อน

เรียบร้อยแล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่ม

โครงงานพิเýþ/ปัญĀาพิเýþ/ÿĀกิจýึกþาฉบับÿมบูรณ์แลü้ 
โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ ์1.39 %    Āรือโปรแกรม Turnitin -  
 
             ลงชื่อ.............................................. ลงชื่อ.............................................. 
              (นางÿาüณัฐรุจา ÿุทธิÿา)                   (นายพิพัฒน์ ปาลประÿทิธิ์) 

                 นักýึกþา                            นักýึกþา 
 
ข้าพเจ้า ผý.ดร.üรภัทร์ ÿงüนไชยไผ่üงý์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþ ได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþ

ของนักýึกþาข้างต้น แล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมีเนื้อĀาÿมบูรณ์  จึงลง

ชื่อไü้เป็นĀลักฐาน 
 
               ลงชื่อ.................................................. 
                                                        อาจารย์ที่ปรึกþา 
 

พิพฒัน์ ปา
ล ประสิทธิ์

are sent rates
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




