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บทสร  ปย่อโครงการส าหรับผู้บร ิหาร 

 

โครงการวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายเรื่องการใช้ประโยชน์จากชานอ้อยเพื่อเพิ่มศักยภาพในการแข่งขัน
ของกลุ่มอุตสาหกรรมน้้าตาล เมื่อพิจารณาจากองค์ประกอบทางเคมีของชานอ้อย พบว่าประกอบด้วย
เซลลูโลส 50% เฮมิเซลลูโลส 25% และลิกนิน 25% ดังนั้นโครงการย่อยท่ี 1 จึงมีแนวคิดในการสร้าง
มูลค่าเพิ่มแก่ชานอ้อยโดยการสกัดลิกนินออกจากเส้นใยเพื่อผลิตเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) 
และสารต้านจุลินทรีย์ (Antimicrobial) ส่วนโครงการย่อยท่ี 2 ท้าการศึกษาและพัฒนากระบวนการย่อย
สลายเส้นใยท่ีประกอบด้วยเฮมิเซลลูโลสซึ่งมีองค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นไซแลน (xylan) ด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 
(xylanase) และไซโลซิเดส (xylosidase) ให้เปล่ียนเป็นน้้าตาลไซโลส และพัฒนากระบวนการใช้น้้าตาล
ไซโลสท่ีย่อยสลายได้เพื่อเป็นสารต้ังต้นการผลิตไซลิทอล (xylitol) ด้วยยีสต์ โดยภาพรวมของการด้าเนินงาน
แสดงดังแผนภาพท่ี 1 
 

ผลลัพธ์งานวิจัยท่ีได้จากโครงการย่อยท่ี 1 คือ เทคโนโลยีการสกัด และการท้าบริสุทธิ์ พร้อมการ
สร้างผลิตภัณฑ์สารประกอบฟีนอลท่ีได้จากการสลายตัวของลิกนินในชานอ้อยเพื่อใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน ผล
การสกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีอุณหภูมิและความดันสูง และการท้าบริสุทธิ์ด้วยระบบสารละลายน้้า
สองวัฏภาค ท้าให้ได้สารสกัดท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูง โดยมีค่า
มากกว่า Butylated hydroxytoluene (BHT) และ vitamin E ประมาณ 2 และ 4 เท่า ตามล้าดับ พร้อมไม่
แสดงความเป็นพิษเฉียบพลัน (Acute toxicity) ต่อหนูทดสอบ ก่อนเปล่ียนสารสกัดเป็นผลิตภัณฑ์ผงแห้งโดย
ใช้กระบวนการท้าแห้งแบบพ่นฝอยท่ีมีเลซิตินและไคโตซานเป็นสารห่อหุ้ม โดยผลิตภัณฑ์ท่ีได้มีประสิทธิภาพ
การกักเก็บสารประกอบฟีนอลสูง มีความคงตัวภายใต้สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารจ้าลอง รวมถึงสภาวะ
การเก็บรักษาท่ีดีกว่าสารสกัดชานอ้อยท่ีไม่ผ่านการห่อหุ้ม โครงการวิจัยท้าการบรรจุไมโครแคปซูลสารสกัด
ชานอ้อยลงในแคปซูลเจลาติน เพื่อความสะดวกต่อการบริโภค เน้นประโยชน์ของสารอาหารท่ีได้รับ และตอบ
โจทย์วิถีชีวิตของคนปัจจุบันที่สนใจเรื่องสุขภาพแต่มพีฤติกรรมการใช้ชีวิตท่ีเร่งรีบ 

 
 ขณะท่ีโครงการย่อยท่ี 2 ได้สภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยไซแลนในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส
และไซโลซิเดส โดยแปรผันการเตรียมชานอ้อย ปริมาณชานอ้อย ความเป็นกรดด่างท่ีใช้ในระบบ ส่งผลให้ได้
ปริมาณไซโลสสูงสุด เท่ากับ 12.90 g/L ขั้นต่อมาเป็นการหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากไซโลส 
ด้วยยีสต์ Candida magnoliae ในระดับฟลาสก์เขย่า ก่อนการขยายขนาดการผลิตไปสู่ระดับถังหมัก 10 L 
เริ่มต้นแปรผันความเข้มข้นไซโลส ความเป็นกรดด่าง อุณหภูมิ ความเร็วรอบ ซึ่งท้าให้มีปริมาณผลได้ของ
น้้าตาลไซลิทอล เท่ากับ 83.35 g/L ท่ีเวลา 36 h ผลการขยายขนาดการผลิตไซลิทอลจากระดับฟลาสก์เขย่า
ไปสู่ระดับถังหมัก 10 L ได้ทดลองปรับเปล่ียนความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส และอัตราการให้อากาศ ส่งผลให้ได้
ปริมาณไซลิทอลสูงสุด เท่ากับ 75.75 g/L ภายในเวลา 18 h ขั้นต่อมาจึงท้าบริสุทธิ์ไซลิทอลท่ีได้ด้วยระบบ 



 
 

โครมาโทรกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ โดยผลิคภัณฑ์ไซลิทอลบริสุทธิ์ท่ีได้ไม่แสดงความเป็นพิษเฉียบพลัน 
(Acute toxicity) ต่อหนูทดสอบ 
  

จากผลลัพธ์ท่ีได้จากการท้างานวิจัยของโครงการท้ังสองจึงเป็นแนวทางการสร้างมูลค่าเพิ่มให้แก่ชาน
อ้อยซึ่งเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมน้้าตาลทราย ช่วยลดปริมาณชานอ้อยเหลือท้ิงมีปริมาณมหาศาล  
โดยเพิ่มแนวทางการใช้ประโยชน์ของชานอ้อยให้มากกว่าการผลิตเย่ือกระดาษ หรือใช้เป็นเช้ือเพลิงส้าหรับการ
ผลิตไอน้้าท่ียังมีมูลค่าต้่า ให้เป็นอาหารเสริมหรือไซลิทอลบริสุทธิ์ที่มีมูลค่าสูง   
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เทคโนโลย ีช ีวภาพ 

 

 
  



 
 

 

บทคัดย่อ 
 

ลิกนินในชานอ้อยเป็นส่วนเหลือท้ิงจากกระบวนการผลิตน้้าตาล และเอทานอล โครงการวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อสกัดและแตกโครงสร้างลิกนิน ผลการแปรผันสภาวะการสกัดสารพฤษเคมีจากชานอ้อยด้วย
วิธีการต่าง ๆ พบว่า การใช้ด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.25 M ร่วมกับหม้อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 
121 ˚C เป็นเวลา 30 min ท้าให้สารสกัดมีกิจกรรมการต้านอนุมู ลอิสระท่ีสูง ท่ีสุดอย่างมีนัยส้า คัญ 
 (p < 0.05) เมื่อเทียบกับการสกัดด้วยคล่ืนเหนือเสียงความถี่สูง และการแช่ยุ่ย โดยแสดงกิจกรรมการต้าน 
สารอนุมูลอิสระเท่ากับ 98.86 ± 1.77, 69.20 ± 7.11 และ 67.12 ± 2.47 mg Trolox (TE) /g sugarcane 
bagasse (SB) ตามล้าดับ จากนั้นจึงท้าบริสุทธิ์สารสกัดด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีมีความเข้มข้น
ของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและเอทานอลเท่ากับ 20 และ 16% (w/w) ตามล้าดับ ซึ่งช่วยลดปริมาณน้้าตาล
ในสารสกัดได้ประมาณ 5.6 เท่า สารสกัดท่ีได้มีปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการต้านสารอนุมูล
อิสระ เพิ่ มขึ้ น  1.8 และ 1.7 เ ท่า  ตามล้าดับ ซึ่ งมีกิ จกรรมการต้านอนุมูลอิสระ สูงกว่ า  Butylated 
hydroxytoluene และ vitamin E ประมาณ 2 และ 4 เท่า ตามล้าดับ พร้อมไม่แสดงความเป็นพิษเฉียบพลัน
ต่อหนูทดสอบ ผลการหาสภาวะสารห่อหุ้มท่ีเหมาะสมโดยใช้ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนอง (Response 
surface methodology) ร่วมกับแผนการทดลองแบบ Box-Behnken design พบว่า การใช้เลซิติน ไคโตซาน 
และกรดออกซาลิคท่ีความเข้มข้น 0.8, 1.2 และ 0.064% (w/v) ตามล้าดับ ส่งผลให้ไมโครแคปซูลมี
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด เท่ากับ 83.50 ± 2.98% 
และ 0.65 ± 0.08 mgTE/gSB ผลการทดสอบความคงตัวของสารสกัดและไมโคร-แคปซูลภายใต้สภาวะน้้าย่อย
กระเพาะอาหารจ้าลอง ท่ีสภาวะกรดด่างเท่ากับ 2 ให้กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระในรูปค่า Trolox 
equivalent antioxidant capacity (TEAC) ท่ีไม่แตกต่างกันตลอดระยะเวลาทดสอบ ส่วนการเก็บรักษาสาร
สกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูลท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน ไม่พบการเปล่ียนแปลงค่า TEAC อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ในขณะท่ีการเก็บรักษาท่ี 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน พบว่า สารสกัดชานอ้อยมีแนวโน้มค่า 
TEAC ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ โดยในวันท่ี 60 พบว่าไมโคร-แคปซูลมีค่า TEAC คงเหลือมากกว่าสารสกัดเท่ากับ 
87.23 และ 76.22% ตามล้าดับ ผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นประสิทธิภาพของไมโครแคปซูลเลซิติน
และไคโตซานท่ีสามารถปกป้องสารสกัดชานอ้อยท่ีอยู่ภายในจากส่ิงแวดล้อมท่ีส่งผลเสียต่อกิจกรรมการต้าน
อนุมูลอิสระของสารระหว่างการเก็บรักษา จึงเหมาะสมต่อการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารฟังก์ชัน เพื่อตอบ
โจทย์วิถีชีวิตของคนปัจจุบันที่สนใจเรื่องสุขภาพแต่มีพฤติกรรมการใช้ชีวิตท่ีเร่งรีบ 

 
 
 
 
 



 
 

Abstract 
 

Lignin from sugarcane bagasse was discarded as agricultural waste from sugar and 
ethanol industries. The purpose of present work was to extract and depolymerize lignin. 
Sugarcane bagasse extracts (SBE) obtained from alkaline pretreatment (0.25 M NaOH at 121 ˚C 
for 30 min) showed the highest antioxidant activity compared to those obtained from 
ultrasonic-assisted extraction and maceration (98.86 ± 1.77, 69.20 ± 7.11 and 67.12 ± 2.47 mg 
Trolox (TE) /g sugarcane bagasse (SB), respectively). Then, aqueous two-phase separation was 
carried out using 20% (w/w) K2HPO4 and 16% (w/w) ethanol for purification of the phenolic 
compounds in SBE. Total carbohydrate contents of SBE reduced 5.6 times compared to the 
control, whereas total phenolic contents and its antioxidant activities increased 1.8 and 1.7 
times, respectively. The purified SBE exhibited higher antioxidant activity than Butylated 
hydroxytolue and vitamin E (2 and 4 times, respectively). No sign of acute toxicity in whistar 
rats was observed. The optimal concentrations of encapsulated materials for the SBE were 
evaluated using response surface methodology (RSM) and Box-Behnken design. Desirable 
encapsulation efficiency (83.50 ± 2.98%) and antioxidant activity (0.65 ± 0.08 mgTE/gSB) of the 
SBE were obtained from lecithin, chitosan and oxalic acid at 0 . 8 ,  1 . 2 , and 0 . 0 6 4 % (w/v), 
respectively. No significant change in Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) between 
the SBE and microcapsules under the simulated gastric fluids of human at pH 2. The shelf life 
stability study showed that TEAC of both samples were constant during storage at 4 ± 1 °C for 
60 days, whereas TEAC of the SBE at 3 7  ±  1  °C significantly decreased. At day 60th, the 
remaining TEAC values of microcapsules and the SBE were 87.23 and 76.22%, respectively. 
The findings showed the potential of microcapsules to protect the antioxidant activity of 
extracts from deterioration factors during storage. The SBE microcapsules could be considered 
as novel natural antioxidants in functional foods for people with hectic lifestyles to approach 
good health. 
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ล ิกโนเซลล ูโลส 12 

          3 การแบ ่งประเภทของสารประกอบฟ ีนอลทพ ี่พบในพชืตาม 
            จำนวนอะตอมของคาร ์บอน                               15 

4 ต ัวแปรอิสระ และระด ับของต ัวแปรอิสระสำหรับกระบวนการทำแห ้ง 
สารสกัดจากชานอ้อยแบบพน่ฝอย 24 

5 ผลความเข ้มข ้นของสารห่อห ุ้มชน ิดต ่างๆ ต ่อประส ิทธิภาพการห่อห ุ้ม 
(Encapsulation efficiency, EE) และกจิกรรมต ้านอน ุมูลเท ียบเท ่า 
สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ ์ (Trolox equivalent antioxidant 
capacity, TEAC) ของไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย จากการใช ้ระเบ ียบ 
วิธ ีวิจัยพ ื้นผ ิวตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) 
ร ่วมก ับการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken design (BBD) 37 

6 ค ่าส ัมประส ิทธิ์การถดถอยของประส ิทธิภาพการห่อห ุ้มสารสกัด 
ชานอ้อย (EE) และกิจกรรม การตา้นอน ุมูลอิสระ (TEAC) ของไมโครแคปซูล 39 

7 ประส ิทธิภาพการห่อห ุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) และกจิกรรมการตา้น 
อน ุมูลอิสระ (TEAC) ของไมโครแคปซูลท ี่ได ้จากการทำนายและการทดลอง 
ภายใต ้สภาวะท ี่เหมาะสม 42 



ง 
 

 

สารบ ัญภาพ 
 

 
 

ภาพท่ี  หน ้า 

 

1 

 

โครงสร ้างทางเคมขีองชานอ้อย ได ้แก ่เซลล ูโลส (ก) เฮมิเซลล ูโลส (ข) 
และล ิกน ิน (ค) 

 

8 

2 โครงสร ้างของล ิกน ิน 9 

3 โครงสร ้างสารโมเลกุลเด ี่ยวสามชน ิดทใ ี่ ช ้สำหรับการส ังเคราะห ์ล ิกน ิน 9 

4 การแตกโครงสร ้างเซลล ูโลส เฮมิเซลล ูโลส และล ิกน ิน 11 

5 การสลายต ัวขององค ์ประกอบล ิกน ิน-phenol-เซลล ูโลส/เฮมิเซลล ูโลสภายใต ้ 
สภาวะการระเบ ิดไอน ้ำ A และ B ค ือ พ ันธะ glycosidic C ค ือ พ ันธะ ether 
และ D ค ือ พ ันธะ ester 

 

 
 
 
 

16 

6 สารประกอบฟ ีนอลทไ ี่ ด ้จากการแตกโครงสร ้างของล ิกน ิน (ก) p-coumaric 
acid (ข) sinapic acid (ค) ferulic acid 

 

 

16 

7 กลไกการด ักจ ับและความคงต ัวของอน ุมูล hydroxyl โดยล ิกน ิน 18 

8 ปฏิกิร ิยาของอน ุมูล ABTS+. ในสภาวะท ี่มีสารต ้านอน ุมูลอ ิสระ ตามการ
ว ิธีวิเคราะห์ฤทธิ์ต ้านอน ุมูลอ ิสระของสารทดสอบโดยว ิธ ี ABTS assays 

 

 

20 

9 แผนผ ังการดำเน ินโครงการ 28 
10 กิจกรรมการตา้นอน ุมูลอ ิสระทง ั้งหมด (TEAC) ของสารสกดัชานอ้อยท ี่สกัด 

โดยว ิธ ีแช ่ยุ่ยท ี่อุณหภูม ิ30, 40, 50และ 60 ˚C เป ็นเวลา 6 h 

 
29 

11 สมบ ัต ิของสารสก ัดชานอ ้อย; ปริมาณคารโ์บไฮเดรตทง ั หมด (ก) ปริมาณ 
สารประกอบฟ ีนอลทง ั หมด  (ข) และก ิจกรรมการต ้านอน ุม ูลอ ิสระเท ียบเท ่า 
สารมาตรฐาน trolox (ค) หล ังการสกดัโดยด ่างความเข้มข้น และเวลาต ่างๆ 
ด ้วยหม้อนง ึ่ ความด ัน (autoclave) ท ี่อ ุณหภูม ิ121 ºC 

 
 
 

31 

12 แผนผ ัง ว ัฏภาค ( phase diagram) ระหว ่างไ ดโพแทสเซ ียมฟอสเฟตและ 
เอทานอล 

32 

13 สมบ ัต ิของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร ์โบไฮเดรตทง ั หมด (ก) ปริมาณ 
สารประกอบฟ ีนอลทง ั หมด (ข) และกิจกรรมการต ้านอน ุมูลอ ิสระเท ียบเท ่า 
สารมาตรฐาน trolox (ค) หล ังผ ่านระบบสารละลายนำส ้  องว ัฏภาคท ี่ ได
โพแทสเซ ียมฟอสเฟตความเข้มข้นต ่างๆ 

 
 
 

33 

 



จ 
 

สารบ ัญภาพ (ต ่อ) 

 

ภาพท่ี  หน ้า 

 

14 

 

สมบ ัต ิของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร ์โบไฮเดรตทง ั้ หมด (ก) ปริมาณ 
สารประกอบฟ ีนอลทง ั้ หมด (ข) และกิจกรรมการต ้านอน ุมูลอ ิสระเท ียบเท ่า 
สารมาตรฐาน trolox (ค) หล ังผ ่านระบบสารละลายน ้ำสองว ัฏภาคทเ ี่ อทานอล 
ความเข้มข ้นต ่างๆ 

 
 
 
 
 
 
 

35 

15 สมบ ัต ิของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร ์โบไฮเดรตทง ั้ หมด (TCC) ปริมาณ 
สารประกอบฟีนอลทง ั้ หมด (TPC) และกจิกรรมการตา้นอน ุมูลอ ิสระเท ียบเท ่า 
สารมาตรฐาน trolox (TEAC) ทง ั กอ่นและหล ังผ ่านระบบสารละลายน้้า 

สองว ัฏภาคท ี่สภาวะต ่างๆ 

 
 
 

36 
16 กิจกรรมการตา้นสารอน ุมูลอิสระเท ียบเท ่าสารมาตรฐาน trolox (TEAC) ของ 

วิตามินซ ี BHT, Syringic acid, Coumaric acid, Ferulic acid สารสกัด 
ชานอ้อยหล ังการตกตะกอนล ิกน ิน (delinified-SBE) และสารสกดัชานอ้อย 
หล ังผ ่านกระบวนการท ้าบรสิ ุทธิ์ด้วยระบบสารละลายน ้าสองวัฏภาค (ATPE- 

 
 
 

37 
17 แผนผ ังการทดสอบความเป็นพ ิษของส ัตว์ทดลองตามวิธ ีการ OECD 423 38 

18 อิทธิพลของความเข้มข้นเลซ ิต ินและไคโตซานต ่อประส ิทธิภาพการห่อห ุ้ม 
(Encapsulation efficiency, EE) (ก) และกจิกรรมต ้านอน ุมูลกิจกรรมต ้าน 
อน ุมูลเท ียบเท ่าสารละลาย มาตรฐานโทรลอกซ ์ (Trolox equivalent 
antioxidant capacity, TEAC) (ข) ของไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย 

 
 
 

43 
 

19 ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของไมโครแคปซูล ท่ีมี
ส่วนประกอบของสารห่อหุ้ม; (A) 0.8% เลซิติน 1.2% ไคโตซาน และ 
0.064% กรดออกซาลิค และ B 0.1% เลซิติน 0.65% ไคโตซาน 

 
 
 
 

45 
    20  

โครงสร้างทางเคมีของสารห่อหุ้ม และไมโครแคปซูลแบบต่างๆ  
  (ตัวเลขในกราฟแสดง %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 

 
 
 

46 

     21   ความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 ภายใต้  
  สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารจ้าลองท่ีมีกรดด่างเท่ากับ 2 เป็นเวลา  
  120 นาที (ตัวเลขในกราฟแสดง %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 

 
 

47 
   22   กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ท่ีเหลืออยู่ของสารสกัดชานอ้อยและ 

  ไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 °C เป็นเวลา  
  60 วัน (ตัวเลขในกราฟแสดง %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 

 
 

48 
 
 
 
 



ฉ 
 

 สารบ ัญภาพ (ต ่อ)  

ภาพท่ี  หน ้า 
 23   กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ท่ีเหลืออยู่ของสารสกัดชานอ้อยและ 

  ไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 °C เป็นเวลา  
  60 วัน (ตัวเลขในกราฟแสดง %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 

 
 

49 
24   แคปซูลสารสกัดชานอ้อย 50 



ช 
 

โครงการย่อยที่ 1 บทสร  ปยอ่สาหรบัผู ้บร ิหาร (Executive Summary) 
 

 
โครงการวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายเรื่องการใช้ประโยชน์จากชานอ้อยเพื่อเพิ่มศักยภาพในการแข่งขันของ

กลุ่มอุตสาหกรรมน้้าตาล โดยพัฒนาวิธีการสกัด ท้าบริสุทธิ์ และสร้างผลิตภัณฑ์สารประกอบฟีนอลท่ีได้จาก
การสลายตัวของลิกนินในชานอ้อยเพื่อใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน ผลการสกัดด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีอุณหภูมิ
และความดันสูงท้าให้ได้สารสกัดท่ีมีปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดอย่าง
มีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อเทียบกับการสกัดด้วยคล่ืนเหนือเสียงความถี่สูง และการแช่ยุ่ยอย่างไรก็
ตามสารสกัดท่ีได้ยังไม่มีความบริสุทธิ์มากพอ จึงเป็นท่ีมาของการท้าบริสุทธิ์สารสกัดด้วยระบบสารละลายน้้า
สองวัฏภาค ซึ่งผลการท้าบริสุทธิ์ท้าให้สารสกัดมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้น โดยมีค่ามากกว่า 
Butylated hydroxytoluene (BHT) แ ล ะ  ascorbic acid (vitamin E)  ป ร ะ ม าณ  2  แ ละ  4  เ ท่ า
ตามล้าดับ พร้อมไม่แสดงความเป็นพิษเฉียบพลันต่อหนูทดสอบ จากนั้นเป็นขั้นตอนการเปล่ียนสารสกัดเป็น
ผลิตภัณฑ์ผงแห้งโดยใช้กระบวนการท้าแห้งแบบพ่นฝอยท่ีมีเลซิตินและไคโตซานเป็นสารห่อหุ้ม ซึ่งใช้ระเบียบ
วิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ร่วมกับการออกแบบการทดลองแบบ Box-
Behnken design ในการหาความเข้มข้น ท่ีเหมาะสมของสารแต่ละชนิด ส่งผลให้ผลิตภัณฑ์ ท่ีไ ด้มี
ประสิทธิภาพการกักเก็บสารประกอบฟีนอลสูงสุด ผลทดสอบยังพบว่าไมโครแคปซูลมี ความคงตัวภายใต้
สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารจ้าลอง รวมถึงสภาวะการเก็บรักษาท่ีดีกว่าสารสกัดชานอ้อยท่ีไม่ผ่านการ
ห่อหุ้ม การรายงานข้างต้นแสดงให้เห็นประสิทธิภาพของไมโครแคปซูลเลซิตินและไคโตซานท่ีเหมาะสมต่อ
การพัฒนาเป็นอาหารฟังก์ ชัน โดยหลักเกณฑ์ของกระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา (United States 
Department of Agriculture, USDA) มีข้อแนะน้าให้บุคคลท่ัวไปควรบริโภคอาหาร หรืออาหารเสริมท่ีมีค่า 
Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) ประมาณ 3000 – 5000 µM TE/mg materials ต่อวัน 
ดังนั้นโครงการวิจัยได้วิเคราะห์ค่า ORAC ของไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย พบว่า มีค่าเท่ากับ 23.69 ± 
0.60 umTE/mg microcapsule จึงได้ท้าการบรรจุไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อยลงในแคปซูลเจลาตินท่ี
ปริมาณ 300 ± 50 mg ต่อเม็ด เพื่อสะดวกต่อการบริโภค เน้นประโยชน์ของสารอาหารท่ีได้รับ และตอบ
โจทย์วิถีชีวิตของคนปัจจุบันที่สนใจเรื่องสุขภาพแต่มพีฤติกรรมการใช้ชีวิตท่ีเร่งรีบ 
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บทที่ 1 บทน า 

 
1.1 ท่ีมาและความส้าคัญของโครงการ 
 
 อ้อยและน้้าตาลจัดเป็น 1 ใน 25 กลุ่มเรื่องวิจัยท่ีได้รับการส่งเสริมและสนับสนุนในการท้าวิจัย 
มุ่งเป้าเพื่อตอบสนองความต้องการในการพัฒนาประเทศ เนื่องด้วยอุตสาหกรรมการผลิตอ้อยและ
น้้าตาลทรายเป็นอุตสาหกรรมท่ีมีความส้าคัญต่อระบบเศรษฐกิจของประเทศเป็นอย่างมาก โดยในช่วงท่ี
ผ่านมารัฐบาลได้อนุญาตให้ จัดต้ังโรงงานน้้าตาลใหม่ขึ้นอีกหลายโรงในพื้น ท่ีภาคเหนือและ 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พร้อมกับมีนโยบายปรับเปล่ียนพื้นท่ีการปลูกข้าวในเขตท่ีไม่เหมาะสมส่วน
หนึ่งเป็นการปลูกอ้อยเพิ่มเติม ซึ่งส่งผลให้พื้นท่ีเพาะปลูกอ้อยในปีการผลิต 2557/2558 มีจ้านวน
เพิ่มขึ้นเป็น 10,530,927 ไร่ และสร้างผลผลิตอ้อย 116,712,776 ตัน (ส้านักงานคณะกรรมการอ้อย
และน้้าตาลทราย, 2558) โดยสามารถน้ารายได้เข้าประเทศในปี 2557 สูงเกือบ 9 หมื่นล้านบาท 
(กรมการค้าต่างประเทศ กระทรวงพานิชย์ ,  2558) ท้ังนี้มีการคาดการณ์ว่าพื้นท่ีเพาะปลูกอ้อยในปี 
การผลิต 2558/2559 จะยังคงเพิ่มขึ้นต่อเนื่องเป็น 11,033,736 ไร่ (ส้านักงานคณะกรรมการอ้อยและ
น้้าตาลทราย, 2558) 
 
 การผลิตน้้าตาลทรายจากอ้อยก่อให้เกิดวัตถุเหลือท้ิงหลายชนิด ซึ่งก่อให้เกิดอุตสาหกรรม
ต่อเนื่อง เช่น พลังงาน อาหาร กระดาษ และผลิตภัณฑ์ชีวเคมี เป็นต้น ท้ังนี้วัตถุเหลือท้ิงหลักจาก 
การผลิตน้้าตาลทราย คือ ชานอ้อย ซึ่งคือ ส่วนของล้าต้นอ้อยท่ีถูกหีบน้้าอ้อยออกแล้ว โดยคิดเป็น
ปริมาณ 27 – 29% ของอ้อยท่ีเข้าหีบ (เครือมิตรผล, 2554) ดังนั้นจากข้อมูลปริมาณการผลิตน้้าตาล
ทรายข้างต้นจึงแสดงให้เห็นว่ามีชานอ้อยเหลือจากการหีบในปริมาณมากกว่า 30 ล้านตันต่อปี  
ซึ่งปัจจุบันมีการใช้ประโยชน์จากชานอ้อยในกระบวนการผลิตต่างๆ ได้แก่ ไอน้้าและกระแสไฟฟ้าภายใน
โรงงานผลิตน้้าตาลทราย วัสดุก่อสร้าง เย่ือกระดาษ ปุ๋ยหมัก และวัตถุคลุมดินเพื่อรักษาความช้ืนของดิน
และป้องกันวัชพืช (นิรนาม, ม.ป.ป.) แต่การใช้ประโยชน์เหล่านี้ยังมีมูลค่าต้่า และยังคงเหลือชานอ้อยท่ี
ไม่ได้ใช้ประโยชน์อีกเป็นจ้านวนมาก  ดังนั้นจึงควรหาแนวทางการใช้ประโยชน์จากชานอ้อยในด้านอื่นๆ 
ท่ีก่อให้เกิดมูลค่าเพิ่มจากวัตถุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีมีมูลค่าต้่า  
 
 องค์ประกอบของชานอ้อยเป็นตัวก้าหนดรูปแบบการใช้ประโยชน์ ชานอ้อยจัดเป็นวัสดุลิกโน-
เซลลลูโลสท่ีประกอบด้วยเซลลูโลส 43.6% เฮมิเซลลูโลส 33.5% ลิกนิน 19.6% เถ้า 2.3% แว็กซ์ 
0.26% และองค์ประกอบอื่นๆ 0.74% (Li et al., 2012) ปัจจุบันมีการศึกษาการใช้ประโยชน์ในส่วน
ของเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสส้าหรับการผลิตไบโอเอทานอลเป็นจ้านวนมาก (Eliana et al., 2014; 
Rocha et al., 2012; Sakamoto et al., 2012; Sarkar et al., 2012) ซึ่งเทคโนโลยีท่ีได้จากการศึกษา
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ก่อให้เกิดโรงงานผลิตไบโอเอทานอลจากชานอ้อยในบางประเทศ โดยขั้นตอนเบื้องต้นท่ีส้าคัญในการ
ผลิตไบโอเอทานอลจากชานอ้อย คือ การก้าจัดลิกนินออกจากชานอ้อย ซึ่งมีการรายงานว่า  
ปริมาณลิกนินท่ีสร้างพันธะกับคาร์โบไฮเดรตส่งผลเชิงลบต่อปริมาณน้้าตาลและผลได้ของเอทานอลใน
ท่ีสุด (Mandelli et al., 2014) ดังนั้นลิกนิน คือ ส่วนท่ีเหลือท้ิง แต่การศึกษาการใช้ประโยชน์จาก
ลิกนิน เพื่อสร้างเป็นผลิตภัณฑ์ยังมีเป็นจ้านวนน้อยและเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีมูลค่าไม่สูงนัก ตัวอย่างเช่น 
กาว ไม้  (Moubarik et al., 2013) เ รซิน  (Hoareau et al., 2006; Piccolo et al., 1997) อิ มั ลซิ - 
ไฟเออร์ (Boeriu et al., 2004) ตัวดูดซับ (Mohan et al., 2006) สารคีเลตส้าหรับจับโลหะหนัก 
(Sena-Martins et al., 2008) และปุ๋ย (Meier et al. 1994) เป็นต้น 
 

ลิกนินเป็นพอลิเมอร์ท่ีมีโครงสร้างซับซ้อนประกอบด้วยโมโนเมอร์ประเภทอะโรมาติกต่างชนิด
กัน (aromatic heteropolymer) ซึ่งเกิดจากปฏิกิริยาควบคู่ชนิดออกซิเดชัน (oxidative coupling) 
ของสารหลัก  3 ชนิ ด  ไ ด้แก่  p-coumaryl alcohol, coniferyl alcohol และ  sinapyl alcohol  
โดยท้ังหมดจัดเป็น p-hydroxycinnamyl alcohol ท่ีมีปริมาณของหมู่เมทอกซิลท่ีต่างกัน (Boerjan  
et al., 2003) สารเหล่านี้จัดเป็นพฤกเคมี (phytochemical) ท่ีมีโครงสร้างเป็นสารประกอบฟีนอลและ
จัดเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Graf, 1992; González et al., 2004; Re et al., 1999) 
พฤกษเคมีเป็นสารท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพ มีการศึกษาเป็นจ้านวนมากถึงบทบาทของพฤกษเคมีใน 
การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระซึ่งสามารถลดการเกิดโรคส้าคัญท่ีเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตของคนท่ัวโลก
ในปัจจุบัน เช่น โรคมะเร็ง และโรคหัวใจ (Hudson et al., 2000; Hollman, 2001) เป็นต้น 
 

การศึกษาการสกัดพฤกษเคมีท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระจากชานอ้อยเริ่มเกิดขึ้นในช่วง 1 – 2 ปี
ท่ีผ่านมาในประเทศจีนโดย Li และคณะ (2013; 2014) กระบวนการผลิตเริ่มจากการน้าชานอ้อยไปผ่าน
กระบวนการระเบิดด้วยไอน้้า (steam-explosion) แล้วสกัดต่อด้วย anhydrous ethanol, ethyl 
acetate หรือ  deionized water โดยวิ ธี  soxhlet extraction และใช้ เวลาสกัด 60 min พบว่ า  
สารท่ีสกัดได้ท้ังหมดด้วยตัวท้าละลายชนิดต่างๆ มีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะสารท่ีสกัดด้วย 
ethyl acetate มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระเป็นครึ่งหนึ่งของวิตามินซี แต่งานวิจัยนี้ยังมี
ข้อด้อยของการสกัด คือ การสกัดสารท่ีใช้เวลานาน การส้ินเปลืองตัวท้าละลาย และผลได้ต้่า ซึ่งปัญหานี้
เป็นปัญหาท่ีพบโดย Li และ Ge (2012) เช่นกัน ท่ีได้รายงานการสกัดสารต้านอนุมูลอิสระจากชานอ้อย
ด้วยด่างโดยใช้เวลาในการสกัดถึง 10 h ท่ีอุณหภูมิ 140 ˚C  
 

จากปัญหาของการสกัดด้วยตัวท้าละลายแบบด้ังเดิมดังท่ีกล่าวมาแล้ว การสกัดโดยการใช้คล่ืน
เหนือเสียงช่วยสกัด (Ultrasonic-assisted extraction) ในช่วงความถี่ 20 kHz – 100 MHz จึงเป็นวิธี
ท่ีได้รับการพัฒนาเมื่อไม่นานมานี้เพื่อใช้ในการสกัดสารจากธรรมชาติ (Azmir et al., 2013) การสกัด
ด้วยวิธีนี้มีข้อดีกว่าการสกัดแบบด้ังเดิมเช่น maceration, heat reflux และ soxhlet extraction  
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ในด้านการเพิ่มปริมาณสารท่ี สกัดได้ การเพิ่มอัตราการสกัด และการลดเวลาในการสกัด (Wang and 
Weller, 2006; Vilkhu et al.,  2008) จากผลการทดลอง 6 เดือนท่ีได้จากโครงการวิจัยเรื่องการใช้
คล่ืนเหนือเสียงช่วยสกัดสารต้านอนุมูลอิสระและสารต้านจุลินทรีย์จากชานอ้อยท่ีผ่านการระเบิดด้วย 
ไอน้้า ภายใต้แผนงานวิจัยการสร้างมูลค่าเพิ่มแก่ชานอ้อยด้วยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพท่ีไ ด้รับ
ทุนอุดหนุนวิจัยจากส้านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ประจ้าปีงบประมาณ 2558 ท่ีผ่านมา  
ซึ่งด้าเนินการโดยคณะผู้วิจัยนั้นพบว่า  สารสกัดท่ีได้จากจากชานอ้อยท่ีผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าและ
สกัดโดยการใช้ตัวท้าละลายท่ีมีคล่ืนเหนือเสียงช่วยสกัดมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงกว่าวิตามินอี 
(α-tocopherol) และใกล้เคียงกับ butylated hydroxytoluene (BHT) แต่เนื่องด้วยการศึกษาสภาวะ
ในการสกัดท่ีเหมาะสมยังด้าเนินการไม่เสร็จส้ิน ผู้วิจัยจึงคาดหวังว่าสารสกัดท่ีได้จากสภาวะการสกัดท่ี
จากผลงานนี้คณะผู้วิจัยจึงเห็นแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีท่ีมีกิจกรรมการต้านอนุมูล
อิสระจากชานอ้อยดังกล่าวต่อเนื่องเพื่อมุ่งเน้นการใช้ประโยชน์ในการเป็นอาหารเชิงหน้าท่ีหรืออาหาร
ฟังก์ชัน (functional food) ท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพและสอดคล้องกับความต้องการของตลาดใน
ปัจจุบัน พร้อมกับมุ่งหวังในการสร้างเทคโนโลยีต้นแบบท่ีสามารถยกระดับสู่การผลิตในเชิงพาณิชย์ต่อไป 
 

การศึกษาวิจัยของโครงการนี้เป็นการขยายขนาดการสกัดสารพฤกษเคมีจากชานอ้อย โดยการ
ใช้วิธีการแช่ยุ่ย (maceration) ในการสกัดแทนการใช้คล่ืนเหนือเสียง ตามด้วยการใช้เทคโนโลยีการท้า
แห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) ในการสร้างไมโครแคปซูลของผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีจากชานอ้อย  
โดยเทคโนโลยีการท้าแห้งแบบพ่นฝอยนั้นเป็นเทคโนโลยีท่ีเหมาะสมในการผลิตระดับอุตสาหกรรม
เนื่องจากเครื่องมือหาได้ง่ายสามารถผลิตได้อย่างต่อเนื่องและในปริมาณมาก อีกท้ังยังมีต้นทุนการผลิตท่ี
ต้่า (Schutyser et al., 2012Z; Zuidam and Shimoni, 2010) วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัยนี้เป็น
การศึกษาถึงอิทธิพลของสารห่อหุ้ม (encapsulating material) ต่อสมบัติของไมโครแคปซูล  
โดยสารห่อหุ้มท่ีเลือกใช้ ได้แก่ เลซิติน ไคโตซานท่ีเช่ือมไขว้ด้วยกรดออกซาลิก และมอลโตเด็กซ์ตริน 
สารสกัดจากชานอ้ออยจะถูกผสมกับเลซิทินในขั้นตอนแรกโดยเลซิทิน คือ สารผสมของฟอสโฟลิปิด เช่น 
phosphatidyl inositol และ phosphatidyl choline สามารถใช้เป็นอิมัลซิไฟเออร์ในอุตสาหกรรม
อาหาร ยา และเครื่องส้าอาง และเป็นสารปกป้องการเกิดออกซิเดชันของวิตามินเอและอี (Meyers, 
1990) จากนั้นห่อหุ้มสารสกัดต่อด้วยไคโตซานซึ่งเป็นพอลิอะมิโนแซคคาร์ไรด์ท่ีประกอบด้วย β-(1-4)-
linked N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine ซึ่งได้จากปฏิกิริยาดีอะเซทิลเลชันบางส่วน
ของไคติน (Wangpradit and Chitprasert, 2014) ท้ังนี้ เพื่อเพิ่มความแข็งแรงของโครงสร้างของ 
ไคโตซานจึงเช่ือมไขว้ไคโตซานโดยการสร้างพันธะโควาเลนต์กับกรดออกซาลิก (Mi et al., 2015) ใช้
ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการผลิตไมโครแคปซูลสารสกัดจากชานอ้อยโดยวิธีการท้าแห้งแบบพ่นฝอย รวมถึงตรวจสอบสมบัติ
ทางกายภาพและเคมีของไมโครแคปซูลของสารสกัดจากชานอ้อยท่ีได้ รวมถึงการปลดปล่อยสารสกัด
จากไมโครแคปซูลในระบบทางเดินอาหารมนุษย์จ้าลอง และความเป็นพิษเพื่อประเมินความเป็นไปได้ใน
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การประยุกต์ใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน ท้ังนี้งานวิจัยนี้สอดคล้องกับนโยบายและยุทธศาสตร์การวิจัยของชาติ
ฉบับท่ี 8 (พ.ศ. 2555 – 2559) ใน 2 ด้านเหมาะสมในอนาคตน่าจะมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูง
กว่าสารสกัดท่ีได้ในปัจจุบัน ได้แก่ 1) เกษตรเพื่อความยั่งยืน โดยเป็นการวิจัยเกี่ยวกับการเพิ่มมูลค่า
สินค้าเกษตรเพื่อพัฒนาศักยภาพการ ส่งออกในกลุ่มสินค้าท่ีสร้างรายได้หลักจากการส่งออกและสร้าง
รายได้ให้กับชุมชน เพิ่มมูลค่าสินค้าและสร้างขีดความสามารถในการแข่งขัน เสริมสร้างความ เข้มแข็ง
ให้กับเศรษฐกิจชุมชน สร้างรายได้ให้กับประเทศ ก่อให้เกิดการพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมโดยรวม  
และ สามารถสร้างให้เกิดอ้านาจการต่อรองให้กับประเทศได้ และ 2) เทคโนโลยีใหม่และเทคโนโลยีท่ี
ส้าคัญเพื่ออุตสาหกรรม โดยเป็นการวิจัยและพัฒนาเพื่อเสริมสร้างเทคโนโลยีใหม่ท่ีเป็นนวัตกรรมสู่เชิง
พาณิชย์ โดยมี เป้าประสงค์เพื่อเสริมสร้างขีดความสามารถในการแข่งขัน 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการสกัดพฤกษเคมีจากชานอ้อยโดยวิธีการแช่ยุ่ย โดยตรวจสอบ
คุณสมบัติต่างๆ ของพฤกษเคมีสารสกัดชานอ้อย ซึ่งได้แก่ ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด 
(TPC) กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ และองค์ประกอบทางเคมี โดยมุ่งหวังว่าสารสกัดมีกิจกรรม
การ ต้านอนุมู ลอิ สระ ท่ี สู งกว่ า  a lpha - tocophero l  (vitamin E) และ  butylated 
hydroxytoluene (BHT) 

2. เพื่อตรวจสอบคุณสมบัติต่างๆ ของอิมัลชันพฤกษเคมีสารสกัดชานอ้อย ซึ่งได้แก่ ขนาดอนุภาค
และซีตาโพเทนเชียล โดยมุ่งหวังว่าอิมัลชันนี้มีคุณสมบัติท่ีเหมาะสมต่อการน้าไปท้าแห้งแบบ
พ่นฝอย  

3. เพื่อประเมินความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของเลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิกในการสร้าง 
ไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อยโดยวิธีการท้าแห้งแบบพ่นฝอย โดยไมโครแคปซูลท่ีได้มี
คุณสมบัติทางกายภาพ ซึ่งได้แก่ ขนาด และลักษณะพื้นผิว และคุณสมบัติทางเคมี ซึ่งได้แก่ 
ประสิทธิภาพการห่อหุ้ม กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ การปลดปล่อยในระบบทางเดินอาหาร
มนุษย์จ้าลอง และความเป็นพิษ ซึ่งเป็นดรรชนีช้ีวัดในการประยุกต์ใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 
ขอบเขตของงานวิจัยนี้แบ่งเป็นด้านต่างๆ ดังนี้ 

1) ชานอ้อยท่ีใช้มาจากบริษัทเกษตรไทย อินเตอร์เนช่ันแนล ชูการ์ คอร์ปอเรช่ัน จ้ากัด 
2) ชานอ้อยท่ีได้ผ่านขั้นตอนการเตรียมส้าหรับสกัด ซึ่งใช้วิธีการลดขนาด อบให้แห้ง และเก็บ

ตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 ˚C 
3) การสกัดชานอ้อยแปรผัน 3 วิธี ได้แก่ การสกัดด้วยคล่ืนเหนือเสียงร่วมกับเมทานอล (สภาวะท่ี

เหมาะสมจากโครงการวิจัยท่ีผ่านมา) การแช่ยุ่ย (แปรผันเวลาและอุณหภูมิ) และการสกัดโดย
การใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ท่ีอุณหภูมิและความดันสูง (แปรผันความเข้มข้นโซเดียมไฮดรอกไซด์
และเวลา) 

4) การแยกน้้าตาลออกจากสารสกัดใช้ระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค 
5) สมบัติของสารสกัดท่ีวิเคราะห์ ได้แก่ Trolox equivalent antioxidant capacity, total 

phenolic content และ total carbohydrate content 
6) การเตรียมไมโครแคปซูลของสารสกัดใช้วิธีอิมัลชันและการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
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1.4 ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 
ตารางที่ 1 ผลท่ีคาดว่าจะได้รับเมื่อการด้าเนินงานเสร็จส้ิน 

ผลผลิต ตัวชี้วัด 
เชิงปริมาณ เชิงคุณภาพ เวลา 

1. ผลิตภัณฑ์/
เทคโนโลยี 

1 ชนิด/
เทคโนโลยี 

ผลิตภัณฑ์พฤกเคมีสารสกัดจากชานอ้อยในรูปแคปซูล
จ้านวน 1,000 เม็ดๆ ละ 250 mg ท่ีประกอบด้วยสาร
สกัดจากชานอ้อย 50 mg และสารห่อหุ้ม 200 mg  
ซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงอย่างน้อย
เทียบเท่ากับวิตามินอีพร้อมเทคโนโลยีในการผลิตท่ีมี
ศักยภาพในการขยายสู่การผลิตระดับอุตสาหกรรม 

1 ปี 

2. บทความใน 
วารสารวิชาการ 

1 ฉบับ บทความในวารสารวิชาการระดับนานาชาติใน
ฐานข้อมูล ISI ระดับ Q1 หรือ Q2 

1 ปี 6 เดือน 

3. องค์ความรู้ท่ีใช้
ในการเรียนการ
สอน 

2 วิชา องค์ความรู้ท่ีสามารถใช้ในการเรียนการสอนวิชา Unit 
operation in agro-industry III และ non-food 
biotechnology ของหลักสูตรปริญญาตรี ภาควิชา
เทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

1 ปี 

4. การพัฒนา  
บุคลากรวิจัย 

2 คน ผู้ช่วยนักวิจัยในระดับปริญญาโท  1 ปี 

5. ต้นแบบ
กระบวนการ 

1 กระบวนการ ต้นแบบกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีจากชาน
อ้อยซึ่งมีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงอย่าง
น้อยเทียบเท่ากับวิตามินอีพร้อมเทคโนโลยีในการผลิต
ท่ีมีศักยภาพในการขยายสู่การผลิตระดับอุตสาหกรรม 

1 ปี 
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บทที่ 2 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
1.  ชานอ้อยและการใช้ประโยชน์จากชานอ้อย 
 
 ชานอ้อย (bagasses) คือ ส่วนของล้าต้นอ้อยท่ีหีบเอาน้้าอ้อยหรือน้้าตาลออกแล้ว (มิตรผล, 
2554) ซึ่งเป็นวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรภายหลังจากกระบวนการผลิตน้้าตาล โดยองค์ประกอบ 
ทางเคมีของชานอ้อยนั้นประกอบด้วยลิกนิน 19.6% เซลลูโลส 43.6% เฮมิเซลลูโลส 33.5% เถ้า 2.3% 
แวกซ์ 0.26% และองค์ประกอบอื่นๆ 0.7% (Li et al., 2012) ซึ่งเห็นได้ว่าองค์ประกอบหลักของ 
ชานอ้อยเป็นสารจ้าพวกลิกโนเซลลูโลสท่ีประกอบด้วยลิกนิน เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส (ภาพท่ี 1) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของชานอ้อย ได้แก่ เซลลูโลส (ก) เฮมิเซลลูโลส (ข) และลิกนิน (ค) 
ที่มา:  Park et al. (2008)   
 

จากองค์ประกอบของชานอ้อยดังกล่าวเป็นเหตุให้ในปัจจุบันมีการน้าชานอ้อยมาเพิ่มมูลค่า 
โดยใช้เป็นวัตถุดิบเริ่มต้นในอุตสาหกรรมการผลิตไบโอเอทานอลเพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทน แต่ภายหลัง
เสร็จส้ินกระบวนการผลิตยังคงเหลือลิกนินซึ่งเป็นส่วนท่ีไม่ต้องการในกระบวนการผลิตไบโอ - 
เอทานอลออกมา ดังนั้นจึงมีความน่าสนใจในการเลือกวัตถุดิบท่ีเป็นของเหลือท้ิงในอุตสาหกรรมนี้มาใช้
ประโยชน์ทางด้านอื่น เพราะนอกจากเป็นการลดปริมาณชานอ้อยท่ีเหลือท้ิงแล้ว ยังเป็นการใช้ประโยชน์
จากชานอ้อยมากยิ่งขึ้นอีกด้วย 

 
ลิกนินเป็นพอลิเมอร์ซึ่งมีน้้าหนักโมเลกุลสูงเรียงสลับซับซ้อน ดังแสดงในภาพท่ี 2 ประกอบด้วย

หน่วยพื้นฐานท่ีเป็นวงแหวนของฟีนิลโพรเพน (phenyl propane) และสามารถแบ่งได้สามชนิด คือ  

(a) (ค) 

(ก) (ข) 
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p-coumaryl alcohol (H), coniferyl alcohol (G) และ sinapyl alcohol (S) ดังแสดงในภาพท่ี 3 
โดยในพืชแต่ละชนิด เช่น พืชเนื้ออ่อน พืชเนื้อแข็ง มีสัดส่วนของ H:G:S ท่ีแตกต่างกัน อย่างในกรณีของ
ลิกนินในชานอ้อยจะมีสัดส่วนเป็น 2:38:60 ส่วนลิกนินจากฟางข้าวจะมีสัดส่วน กับ 4:68:28 เป็นต้น 
(Río et al., 2015) อย่างไรก็ตามการได้มาซึ่งสารประกอบเหล่านี้จ้าเป็นต้องเลือกใช้วิธีการสกัดท่ีมี
ประสิทธิภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2 โครงสร้างของลิกนิน  
ที่มา: lignoworks (2014) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 การแบ ่งประเภทของสารประกอบฟีนอลท ี่พบในพ ืชตามจานวนอะตอมคาร์บอน 
ที่มา: Crawford (1981) 
 

สาเหตุท่ีลิกนินเป็นส่วนท่ีไม่ต้องการในกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลนั้น (Cruz et al., 
2001) เนื่องจากลิกนินมีฤทธิ์ในการต้านจุลินทรีย์ (Garrote et al., 2004) และสามารถยับยั้งเอนไซม์
เซลลูเลสได้ (Ximenes et al., 2010) ท้าให้ในระหว่างกระบวนการผลิตไบโอเอทานอลต้องมีการจ้ากัด
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ลิกนินออกก่อนและจากข้อเสียในอุตสาหกรรมการผลิตไบโอเอทานอลนี้สามารถเปล่ียนแปลงเป็นข้อดี

ได้ในอีกอุตสาหกรรม นั่นคืออุตสาหกรรมการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ (Puupponen–Pimiä et al., 
2001; Pereira et al., 2007)   

   
นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ถึงโครงสร้างทางเคมีของลิกนิน พบว่ามีองค์ประกอบหลักเป็น

สารประกอบฟีนอล ไ ด้แก่  p-coumaryl alocohol (p-hydroxyphenyl propanol), coniferyl 
alocohol (guaiacyl propanol) และ sinapyl alcohol (syringyl alcohol) (Graf, 1992; Re et al., 
1999; González et al., 2004) ซึ่งมีโครงสร้างแสดงดังภาพท่ี 3 สารประกอบฟีนอลนี้มีความสัมพันธ์
กับกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ เนื่องจากสามารถให้ไฮโดรเจนอะตอม หรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ  
โดยท่ีตัวเองยังคงอยู่ในรูปท่ีเสถียรได้ (Rice-Evans et al., 1996; Barclay et al., 1997) ท้าให้สามารถ
ใช้ลิกนินในกระบวนการผลิตสารต้านอนุมูลอิสระได้เช่นเดียวกัน อีกท้ังปัจจุบันมีความต้องการใช้สาร
จากธรรมชา ติ เพื่ อทดแทนการ ใ ช้สาร สัง เคราะห์  สา ร ต้านอนุมู ลอิ สระ สัง เคราะห์  เ ช่ น
butylatedhydroxytoluene (BHT) และbutylatedhydroxyanisole (BHA) ซึ่ งมีผลข้างเคียง  คือ  
ท้าให้เกิดเนื้องอกและมะเร็งในส่ิงมีชีวิต (Kahl and Kappus, 1993) สารต้านจุลินทรีย์สังเคราะห์  
เช่น bambermycin, streptogramins และ bacitracin ซึ่งสหภาพยุโรปได้ห้ามใช้ผสมในอาหารสัตว์
ในเนื่องจากพบว่าท้าให้มีสารเคมีตกค้างในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ท้าให้ผู้บริโภคด้ือยา (Dibner and 
Richards, 2005; European Commission, 2005) ด้วยเหตุนี้ท้าให้ชานอ้อยมีความน่าสนใจในการใช้
เป็นวัตถุดิบเริ่มต้นในกระบวนการสกัดสารต้านจุลินทรีย์ และสารต้านอนุมูลอิสระซึ่งเป็นการเพิ่มมูลค่า
ให้กับวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรได้อีกประการหนึ่ง 
 
2.  การปรับสภาพ (Pretreatment) วัตถ ดิบลิกโนเซลลูโลส 
 
 เนื่องจากองค์ประกอบหลักของชานอ้อยเป็นสารจ้าพวกลิกโนเซลลูโลส ซึ่งประกอบด้วย ลิกนิน 
เซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส ดังนั้นการปรับสภาพวัตถุดิบจึงเป็นกระบวนการท่ีส้าคัญ เพื่อท้าให้
โครงสร้างเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินท่ียึดกันในโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสแตกตัว (ภาพท่ี 4) 
ส่งผลให้วัตถุดิบมีพื้นท่ีผิวมากขึ้น และเอน็ไซม์หรือจุลินทรีย์สามารถเข้าถึงและย่อยวัสดุได้ง่ายข้ึน  
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ภาพที่ 4 การแตกโครงสร้างเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
ที่มา: Kumar et al. (2009) 
 

การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสมีหลายวิธี ได้แก่ การระเบิดด้วยไอน้้า (steam explosion), 
liquid hot water, green solvent, Ammonia Fiber Explosion (AFEX), Ammonia Recycle 
Percolation (ARP), Lime และ  Supercritical fluid  ซึ่ ง วิ ธี ก ารปรับสภาพ ท่ี ต่ างกัน ส่ ง ผ ล ต่อ 
การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของลิกโนเซลลูโลส ท่ีต่างกันดังตารางท่ี 2 ท้ังนี้วิธีท่ีเป็นท่ีนิยมในการปรับ
สภาพวัตถุดิบลิกโนเซลลูโลสในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลมากท่ีสุด คือ การสกัดด้วยด่าง โดยกลไก
การท้างานของด่างในการปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส คือ การเกิดปฏิกิริซาพอนนิฟิเคชันท่ีท้าให้พันธะ 
เอสเตอร์ระหว่างโมเลกุลลิกนินและองค์ประกอบอื่น เช่น เฮมิเซลลูโลส เกิดการสลายตัว (Arni et al., 
2007) อีกท้ังการใช้หม้อนึ่งความดันสูงมีแนวโน้มในการสลายโครงสร้างของลิกนินได้เป็นผลิตภัณฑ์
สารประกอบฟีนอล ส้าหรับปัจจัยท่ีส่งผลต่อประสิทธิภาพในการปรัพสภาพพลิกโนเซลลูโลสด้วยด่าง
ร่วมกับหม้อนึ่งความดันสูงมีรายงานดังต่อไปนี้ 
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ตารางที่  2  ผลของวิธีการปรับสภาพแบบต่างๆ ต่อโครงสร้างทางเคมีและกายภาพของลิกโน -      
                เซลลูโลส (H คือ มีผลมาก L คือ มีผลน้อย และ ND คือ ไม่ได้ท้าการวิเคราะห์) 
 

วิธีการ 
ปรับสภาพ 

การเพิ่มพื้นที่
ผิวของวัตถ ดิบ 

การสลาย
โครงสร้าง 
ผล กของ
เซลลูโลส 

การก าจัดเฮมิ
เซลลูโลส 

การก าจัด  
ลิกนิน 

การ
เปลี่ยนแปลง 
โครงสร้าง 

ลิกนิน 

การระเบิดไอ
น้้า 

H  H  L 

Liquid hot 
water 

H ND H  L 

Dilute acid H  H  H 
AFEX H H L H H 
ARP H H L H H 
Lime H ND L H H 
Green 

solvents 
H H L 

ขึ้นกับตัวท้า 
ละลายท่ีใช้ 

L 

Supercritical 
fluid 

H H H  L 

ที่มา: Brodeur et al. (2011) 
 

Arni et al. (2007) แปรผันความเข้มข้นของ NaOH (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 M) และ
อัตราส่วนของของแข็งต่อของเหลว (100, 50, 33 และ 20) เพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการสกัด
ลิกนินออกจากชานอ้อยด้วยหม ้อนึ ่ง คว ามด ัน  (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ  121 °C เป็นเวลา 1 h  
ผลการทดลองพบว่า การใช้ NaOH ท่ีความเข้มข้น 4.0 M ร่วมกับอัตราส่วนของของแข็งต่อของเหลว 
เท่ากับ 50 สามารถสกัดองค์ประกอบหลักอย่าง  syringic acid, vanillin, p-coumaric acid และ 
ferulic acid ได้สูงท่ีสุด เท่ากับ 2.2, 3.1, 78 และ 19 mg/ml ตามล้าดับ  
 
 Asgher et al. (2013) เปรียบเทียบการสกัดลิกนิน (Delignification) ออกจากตัวอย่าง 
ชานอ้อยด้วยการใช้ NaOH ความเข้มข้นต่างๆ หรือการย่อยด้วยเอนไซม์ ในกลุ่มลิกนิโนไลติก 
(Ligninolytic enzyme) ท่ีผลิตจาก Pleurotus ostreatus IBL-02 ท่ีความเข้มข้นต่างๆ เพื่อการผลิต
เอทานอล ผลการทดลองพบว่า การแช่ชานอ้อยใน NaOH ความเข้มข้น 4% (w/v) ร่วมกับการใช้หม้อ
นึ่งความดัน (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 °C เป็นเวลา 30 min สามารถสกัดลิกนินได้สูงถึง 48.7% 
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ในขณะท่ีการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ในกลุ่มลิกนิโนไลติกปริมาณ 25 ml สามารถสกัดลิกนินได้ 
33.5% 

 
Panphan et al. (2014) เปรียบเทียบวิธีการเตรียมตัวอย่างเบื้องต้น (Pretreatment) ของ

หน่อและใบอ้อยเบ้ืองต้น โดยใช้หม้อนึ่งความดัน (autoclave) ท่ีอุณหภูม ิ121 °C เป็นเวลา 1 h ก่อน
การย่อยด้วยเอนไซม์เพื่อผลิตไบโอเอทานอล พบว่า การแช่ตัวอย่างใน NaOH ความเข้มข้น 2% (w/v) 
สามารถสกัดลิกนินออกจากตัวอย่างได้มากกว่า 3.68 เท่า เมื่อเทียบกับการแช่ใน H2SO4 ความเข้มข้น 
2% (w/v) อีกท้ังยังแสดงประสิทธิภาพการเปล่ียนโครงสร้างของเซลลูโลสให้กลายเป็นกลูโคสโดย
เอนไซม์ได้เท่ากับ 79.06 และ 41.69% ตามล้าดับ  
 
 Boonruangrod et al. (2016) ศึกษาประสิทธิภาพการสกัดลิกนินจากชานอ้อยด้วย NaOH 
ความเข้มข้น 1% (w/v) ด้วยหม้อนึ่งความดัน (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 110 °C เป็นเวลา 1 h ผลการ
ทดลองพบว่า อัตราส่วนของของแข็งต่อของเหลวท่ีเพิ่มขึ้นจาก 1 ต่อ 6 เป็น 1 ต่อ 12 ท้าให้ปริมาณ
ผลได้ของลิกนินมีค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดยตัวอย่างชานอ้อยท่ีไม่ผ่านการ
ระเบิดด้วยไอน้้าก่อนการการสกัดให้ผลได้ของลิกนินมากกว่าชานอ้อยท่ีผ่านการระเบิดด้วยไอน้้า เท่ากับ 
26.1 และ 22.1% (w/w น้้าหนักแห้ง) ตามล้าดับ 

 
ผลการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการปรับสภาพวัตถุดิบโดยการใช้ด่างร่วมกับหม้อนึ่งความดันสูง 

พบว่า ประกอบด้วย 2 ปัจจัยท่ีส้าคัญ คือ ความเข้มข้นด่าง และเวลาในการสกัด ซึ่งเป็นปัจจัยท่ี
ท้าการศึกษาในขั้นต่อไป 
 
2.3.  องค์ประกอบและสมบัติของสารสกัดจากชานอ้อย 
 

สารประกอบฟีนอลเป็นพฤกษเคมีกลุ่มส้าคัญท่ีพบได้ในพืชท่ัวไป ผัก ผลไม้ และเครื่องด่ืมต่างๆ 
ไ ด้ แ ก่  ช า  ไ ว น์ แ ด ง  แ ละ โ ก โ ก้  (Cocoa) (Heim et al., 2002; Balasundram et al., 2006)  
โดยสารประกอบฟีนอลในพืชมีบทบาทในการเจริญ และแพร่พันธุ์ของพืช รวมถึงป้องกันจุลินทรีย์ก่อโรค
และศัตรูพืชให้แก่พืช (Bravo, 1998) นอกจากนี้ยังส่งผลต่อสีและรสชาติของพืชอีกด้วย (Alasalvar  
et al., 2001)  

   
สารประกอบฟีนอลสามารถแบ่งได้หลายประเภทตามโครงสร้างทางเคมี แต่มีโครงสร้างพื้นฐาน

เป็นวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring) จ้านวนหนึ่งวงหรือมากกว่า และมีหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl 
group) อย่างน้อยหนึ่งหมู่ (อนุชิตา, 2555; Bravo, 1998) ซึ่งสารประกอบฟีนอลส่วนใหญ่ท่ีพบในพืชได้
แสดงตามตารางท่ี 3 โดยท้าการจัดประเภทตามจ้านวนอะตอมคาร์บอนของโครงสร้างพื้นฐาน ท้ังนี้



14 
 

ล้าดับ ต้าแหน่ง และชนิดของหมู่แทนท่ี (Substitution) มีอิทธิพลต่อกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
(Radical scavenging activity) และกิจกรรมการแย่งจับกับโลหะ (Chelating activity) (Robard et al., 
1999; Beecher, 2003) ซึ่งสารประกอบฟีนอลท่ีพบได้ในธรรมชาติส่วนมากอยู่ ในรูปไกลโคไซด์ 
(Glycoside) คือ มีน้้าตาลจับกับโมเลกุล ท้าให้เพิ่มความสามารถการละลายน้้า และก่อให้เกิดอนุพันธ์
เอสเทอร์ ซึ่งส่งผลให้กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระลดลง (Shahidi and Naczk, 1995; Harborne  
et al., 1999) (อนุชิตา, 2555) นอกจากนี้ประเภทของสารประกอบฟีนอลท่ีเป็นกลุ่มหลักในอาหาร ได้แก่ 
กรดฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ (King and Young, 1999) 

 
 จากท่ีกล่าวมาข้างต้น เนื่องด้วยสารประกอบฟีนอลเป็นสารออกฤทธิ์ชีวภาพท่ีมีหลายกลุ่ม  
ท้าให้พบได้ในพืชท่ัวไป ท้ังเมื่อวิเคราะห์โครงสร้างของสารประกอบฟีนอลแล้ว พบว่ามีคุณสมบัติการ
ต้านอนุมูลอิสระท่ีส่งผลดีต่อสุขภาพ และป้องกันโรคต่างๆในมนุษย์ ดังนั้นปัจจุบันจึงมีการศึกษาพืชท่ี
เป็นแหล่งของสารประกอบฟีนอลย่างกว้างขวาง โดยเฉพาะส่วนของพืชท่ีเป็นผลพลอยได้ และวัสดุเหลือ
ท้ิงจากอุตสาหกรรมเกษตร เช่น เปลือกถั่วพิสตาชิโอ (Goli et al., 2005) กากแอปเปิ้ล (Schieber  
et al., 2003) เมล็ดองุ่น (Shrinkhande, 2000) ใบมัลเบอร์รี่ (Chen and Li, 2007) ใบไผ่ (Lu et al., 
2011) และใบอ้อย (Lee et al., 2012) เป็นต้น เพื่อเป็นการเพิ่มมูลค่าให้กับวัตถุ ดิบเหล่านั้น  
และสอดคล้องกับอุตสาหกรรมท่ีส้าคัญในประเทศไทย พบว่า ปริมาณชานอ้อยเป็นวัสดุเหลือท้ิงทาง
การเกษตรท่ีได้จากอุตสาหกรรมผลิตน้้าตาล ซึ่งแต่ละปีมีชานอ้อยเหลือท้ิงสูงถึง 30 ล้านตันต่อปี (วิวัฒน์
และนิคม, ม.ป.ป.) ซึ่งเมื่อพิจารณาโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสของชานอ้อย พบว่า เมื่อผ่านการระเบิดด้วย
ไอน้้าจะเกิดการแตกตัวเนื่องมาจากปฏิกิริยา hydrolysis ของพันธะ glycosidic ของเซลลูโลสและ 
เฮมิเซลลูโลส  และปฏิกิริยา depolymerization ของลิกนิน ท่ีพันธะ β-O-4 ether และพันธะท่ี
เช่ือมโยงกรดอื่นๆ ดังท่ีแสดงในภาพท่ี 5 การแตกตัวของลิกนินท้าให้ได้สารประกอบฟี-นอลหลักๆ เช่น 
p-coumaric acid, sinapic acid และ ferulic acid เป็นต้น ดังแสดงในภาพท่ี 6 (Gong et al., 2012)  
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ตารางท่ี 3 การแบ่งประเภทของสารประกอบฟีนอลท่ีพบในพืชตามจ้านวนอะตอมของคาร์บอน 
 

Number 
of carbon 

atoms 

Basic 
skeleton 

Class Example 

6 C6 Simple phenols 
Benzoquinones 

Catechol, hydroquinone 
2,6-
Dimethoxybenzoquinone 

7 C6-C1 Phenolic acids Gallic acid, salicylic 
8 C6-C2 Acetophenones 

Tyrosine derivatives 
Phenylacetic acids 

3-Acetyl-6-
methoxybenzaldehye  
Tyrosol 
p-Hydroxyphenylacetic 

9 C6-C3 Hydroxycinnamic acids 
Phenylpropenes 
Coumarins 
Isocoumarins 
Chromones 

Caffeic, ferulic 
Myristicin, eugenol 
Umbelliferone, aesculetin 
Bergenon 
Eugenin  

10 C6-C4 Naphthoquinones Juglone, plumbagin 
13 C6-C1-C6 Xanthones Mangiferin 
14 C6-C2-C6 Stilbenes 

Anthraquinones 
Resveratrol 
Emodin 

15 C6-C3-C6 Flavonoids 
Isoflavonoids 

Quercetin, cyaniding 
Genistein 

18 (C6-C3)2 Lignans 
Neolignans 

Pinoresinol 
Eusiderin 

30 (C6-C3-C6)2 Biflavonoids Amentoflavone 
N (C6-C3)n 

(C6)n 
(C6-C3-C6)n 

ลิกนินs 
Catechol melanins 
Flavolans(Condensed 
tannins) 

 

ที่มา : ดัดแปลงจาก Harborne (1980) 
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ภาพที่ 5  การสลายตัวขององค์ประกอบลิกนิน-phenol-เซลลูโลส/เฮมิเซลลูโลส ภายใต้สภาวะการ   

 ระเบิดไอน้้า A และ B คือ พันธะ glycosidic C คือ พันธะ ether และ D คือ พันธะ ester 
ที่มา  : Gong et al. (2012) 
 
 

      
 
ภาพที่ 6 สารประกอบฟีนอลท่ีได้จากการแตกโครงสร้างของลิกนิน (ก) p-coumaric acid (ข) sinapic 

acid (ค) ferulic acid     
ที่มา:  Wikipidea (2016) 
 

ท้ังนี้มีการศึกษาท่ีพบว่าอ้อยเป็นแหล่งของกรดฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ในกลุ่มฟลาโวนส์ 
(Smith and Paton, 1985) ซึ่งจากงานวิจัยของ Xu และคณะ (2005) ท้าการศึกษาและวิเคราะห์
องค์ประกอบสารประกอบฟีนอลในผนังเซลล์ของชานอ้อยท่ีได้จากการสกัดด้วย NaOH ความเข้มข้น  
1 M ท่ีอุณหภูมิ 20 – 40 ˚C เป็นเวลา 18 h พบว่า สารสกัดท่ีได้เป็น  ester-linked p-coumaric acid 
ปริมาณ 48.8% และ esterified ferulic acid ปริมาณ 43.8% 

(ก) (ข) (ค) 
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 Zhao และคณะ (2015) ท้าการสกัดชานอ้อยด้วยวิ ธี  maceration โดยใช้  ethanol  
ความเข้มข้น 70% (v/v) พบว่าสารสกัดท่ีได้มีความสามารถในการยับยั้งเช้ือก่อโรคในอาหาร ได้แก่ 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli แ ล ะ  Salomonella 
Typhimurium  และเมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบด้วย HPLC พบว่ามีสารประกอบฟีนอลหลายชนิด ได้แก่ 
gallic acid, protacatechic acid, p-hydroxybenzoic acid, vanillic acid, chlorogenic acid, 
coumaric acid, ferulic acid และ sinapic acid  

 
Koolen และคณะ (2013) พบว่า ในชานอ้อยมีสารในกลุ่มของฟลาโวนอยด์ท่ีเป็น glycoside 

เช่น tricin-4’-O-(erythro)ether- 7- O-glucopyranoside และ tricin-4’-O-(threoguai-acylglyceryl) 
ether- 7- O-glucopyranoside เป็นต้น (Colombo et al., 2006) ซึ่งสารเหล่านี้มีกิจกรรมต้านอนุมูล
อิสระและต้านจุลินทรีย์ 
 
 2.4.2.  สมบัติของสารสกัดจากชานอ้อย 
 

ดังท่ีได้กล่าวมาเบื้องต้น พบว่า องค์ประกอบของชานอ้อยเป็นแหล่งของสารประกอบฟีนอล  
ซึ่งสารประกอบฟีนอลสามารถเสริมสุขภาพของคน โดยมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระสามารถแย่งจับกับ
โลหะ (Heim et al., 2002) ยับยั้งการเกิดออกซิเดชันของไขมัน LDL (Low-density lipoprotein) 
(Mazur et al., 1999) ยับยั้งการเกิดภาวะหลอดเลือดแข็งตัว (Manarch et al., 2005) ยับยั้งการเกิด
โรคหัวใจ (Yochum et al., 1999) และยับยั้งการเจริญของเนื้องอก (Kandaswami et al., 2005) 
รวมถึงต้านการอักเสบ (Middleton et al., 2000) ต้านการกลายพันธุ์ ต้านมะเร็ง และลดระดับน้้าตาล
ในเลือดได้ (Patel, 2008) ด้วยคุณสมบัติเหล่านี้จึงเป็นสาเหตุให้มีการใช้สารประกอบฟีนอลเป็น
ส่วนประกอบของผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร ยา และเครื่องส้าอางในปัจจุบัน โดยในงานวิจัยนี้สนใจ
คุณสมบัติของสารสกัดจากชานอ้อย 2 ด้าน คือ คุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ และต้านจุลินทรีย์ 

 
2.4.2.1 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity) 

 
อนุมูลอิสระ (free radical) คือ อะตอมหรือโมเลกุลท่ีมีอิเล็กตรอนไม่เป็นคู่อยู่ในวงอิเล็กตรอน

วงนอกสุด (outer orbital) ท้าให้โมเลกุลไม่เสถียร อนุมูลอิสระจึงเป็นสารท่ีมีความไวในการเข้าท้า
ปฏิกิริยาทางเคมีกับสารอื่นสูงมาก โดยอนุมูลอิสระสามารถไปแย่งจับหรือดึงเอาอิเล็กตรอนจากโมเลกุล
หรืออะตอมสารท่ีอยู่ข้างเคียงเพื่อให้ตัวมันเสถียร โมเลกุลท่ีอยู่ข้างเคียงท่ีสูญเสียหรือรับอิเล็กตรอนจะ
กลายเป็นอนุมูลอิสระชนิดใหม่ ซึ่งอนุมูลอิสระท่ีเกิดมาใหม่นี้สามารถท้าปฏิกิริยากับสารโมเลกุลอื่น
ต่อไป เกิดเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain reaction) ต่อกันไปเรื่อยๆ (Halliwell, 1991) ดังนั้นอนุมูลอิสระ
จึงเป็นสาเหตุของโรคต่างๆ มากมาย เช่น โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด (cardiovascular 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kandaswami%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16097445
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diseases) โรคมะเร็ง (cancer) โรคทางระบบภูมิคุ้มกัน (immune diseases) และภาวะชราภาพ 
(aging process) เป็นต้น (พรทิพย์, ม.ป.ป.) เป็นเหตุให้นักวิจัยหลายรายท้าการการศึกษาเกี่ยวกับสาร
ต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะสารต้านอนุมูลอิสระจากธรรมชาติ ซึ่งในปัจจุบันมีความต้องการสารเหล่านี้
จากธรรมชาติเพื่อใช้ทดแทนสารต้านอนุมูลอิสระสังเคราะห์ 

 
สารต้านอนุมูลอิสระ หรือสารต้านออกซิเดชัน (antioxidant) คือสารท่ีสามารถยับยั้งหรือชะลอ

การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (free radical) เช่น 
การเกิดออกซิเดชันของลิปิด (lipid oxidation) และปฏิกิริยาการเกิดสีน้้าตาลท่ีเกี่ยวข้องกับเอนไซม์  
(enzymatic browning reaction) เป็นต้น โดยมีการศึกษาว่าสารประกอบฟีนอลิกนั้นมีความสามารถ
ต้านออกซิเดชันได้ (Green, 2007) ซึ่งสอดคล้องกับองค์ประกอบทางเคมีของลิกนินท่ีต้องการศึกษา 
ความสามารถต้านออกซิเดชันของสารประกอบฟีนอลมีกลไกการเกิดปฏิกิริยาอยู่ 3 กลไก ดังนี้ 

 
1. ความสามารถในการจับกับอนุมูลอิสระ (scavenging free radical) สารท่ีสามารถจับกับ

อนุมูลอิสระของสารประกอบฟีนอลเกี่ยวกับการท่ีสารประกอบฟีนอลสามารถให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่
อนุมูลอิสระแล้วสารประกอบฟีนอลก็จะเปล่ียนไปเป็นอนุมูลฟีนอล  (phenol radicals) ซึ่งเป็น
โครงสร้ า ง ท่ีมี ความคง ตัว เนื่ องจากอิ เ ล็กตรอน คู่ โ ดดเ ด่ียว เกิดการ  resonance-stabilized 
delocalization ภายในวงอะโรมาติกดังนั้นอนุมูลฟีนอลจึงเกิดปฏิกิริยาต่อได้ยากซึ่งเป็นการชะลอ 
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ซึ่งแสดงดังภาพท่ี 7 

 
2. ความสามารถในการจับกับโลหะ (chelating transition-metals) สารประกอบฟีนอล

สามารถจับกับโลหะซึ่งเป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยกรดฟีนอลและฟลาโวนอยด์สามารถเกิด
สารประกอบเชิงซ้อนกับเหล็กและคอปเปอร์ไอออนได้ 

 
3. ยับยั้งการทางานของเอนไซม์ท่ีเป็นตัวเร่งให้เกิดอนุมูลอิสระได้เช่นไนตริกออกไซด์ซินเทส 

ไทโรซีนไคเนสและแซนทีนออกซิเดส 

 
ภาพที่ 7  กลไกการดักจับและความคงตัวของอนุมูล hydroxyl โดยลิกนิน   
ที่มา:  Li and Ge (2012) 
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การวัดกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสามารถท้าได้หลายวิธีขึ้นอยู่กับกลไกการท้างานของสาร
ต้านอนุมูลอิสระต่ออนุมูลอิสระ ซึ่งงานวิจัยนี้ใช้การทดสอบ 2 วิธี คือ 

 
1. ปริมาณฟีนอลโดยรวม (Total phenol content) ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu 

 
 การวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมดวิธีการนี้เป็นการวัดความสามารถในการรีดิวซ์ของ
สารหลักการคือสารประกอบฟีนอลสามารถเกิดปฏิกิริยากับโฟลินซีโอเคาทูล  (Folin-Ciocalteu 
reagent; FCR) ภายใต้สภาวะท่ีเป็นด่าง (เมื่อเติมด้วยโซเดียมคาร์บอเนตซึ่งมีความเป็นกรด-ด่าง
ประมาณ 10) สารประกอบฟีนอลจะเกิดการแตกตัวได้เป็นฟีนอเลทแอนไอออน (phenolate anion) 
สามารถรีดิวซ์โฟลินซีโอเคาทูลท้าให้เกิดสารประกอบท่ีให้สีน้าเงินท้าการวัดค่าการดูดกลืนแสงเพื่อน้าไป
วิเคราะห์ปริมาณฟีนอลโดยรวม แต่อย่างไรก็ตามสารต้านอนุมูลอิสระไม่จ้าเป็นต้องเป็นต้องเป็น
สารประกอบฟีนอลท้ังหมด ดังนั้นจึงต้องมีการวิเคราะห์โดยวิธีอื่นควบคู่ไปด้วย 
 

2. วิธี Scavenging activity of ABTS radical (โอภา, 2549; Re et al., 1999) 
 

วิธีนี้เป็นการวิเคราะห์ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของสารต้านอนุมูลอิสระโดยรวม 
(total antioxidant activity) โดยอาศัยกลไกในการส่งผ่านอิเล็กตรอนไปรีดิวซ์สารอื่น ซึ่งเป็นวิธี
ทางอ้อมในการวัดความสามารถในการขจัดอนุมูล ABTS+. (2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzthi-azoline-
6-sulphonic acid)) ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของสารขึ้นอยู่กับความสามารถของตัวอย่างทดในการ
ขจัดอนุมูล ABTS+. ดังภาพท่ี 8 

 
ข้อดีของวิธีนี้ คือ ความไม่ซับซ้อนและท้าได้ง่าย โดยอนุมูล ABTS+• ท้าปฏิกิริยาอย่างรวดเร็ว

กับสารต้านอนุมูลอิสระ การวิเคราะห์ท้าได้ในช่วงพีเอชกว้าง ท้าให้สามารถศึกษากลไกได้โดยละเอียด 
นอกจากนี้อนุมูล ABTS+•  ยังสามารถละลายได้ท้ังในน้้าและสารท้าละลายอินทรีย์ได้อีกด้วย จึงท้าให้ง่าย
ต่อการศึกษา ส่วนข้อเสียของวิธีนี้คือ ABTS ไม่เป็นสารตามธรรมชาติท่ีก่อให้เกิดอนุมูลในเซลล์หรือ
ร่างกาย ดังนั้นฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระแบบ in vitro โดยวิธีนี้ อาจไม่สะท้อนถึงฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระท่ี
แท้จริงท้ังหมดของสารทดสอบ เมื่อสารทดสอบนี้อยู่ในร่างกายคน แต่อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบข้อดี
และข้อเสียดังกล่าวแล้ว พบว่าการทดสอบโดยวิธี ABTS assays มีความเหมาะสมในการใช้ทดสอบ
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดลิกนินจากชานอ้อย 
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ภาพที่  8 ปฏิกิริยาของอนุมูล ABTS+. ในสภาวะท่ีมีสารต้านอนุมูลอิสระ ในการวิธีวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน   
             อนุมูลอิสระของสารทดสอบโดยวิธี ABTS assays  
ที่มา : Zulueta et al. (2009) 
 

กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระในสารสกัดจากธรรมชาติโดยท่ัวไปเกิดจากโครงสร้างของส่วนท่ีเป็น
สารประกอบฟีนอลและสารประกอบฟลาโวนอยด์ (Katalinic et al., 2006) เนื่องจากสารเหล่านี้มี
ความสามารถในการให้ไฮโดรเจนอะตอมหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระท้าให้อนุมูลอิสระอยู่ในรูปท่ี
เสถียร (Rice-Evans et al., 1996) ซึ่งคล่ืนเหนือเสียงมีบทบาทในการช่วยสกัดสารประกอบฟีนอลใน
ด้านการเพิ่มประสิทธิภาพของการสกัดเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีแบบด้ังเดิมอื่นๆ (Vilkhu et al., 2008) 
จากการสืบค้นข้อมูลพบว่า ในลิกนินซึ่งเป็นองค์ประกอบในชานอ้อยนั้นเป็นพอลิเมอร์ธ รรมชาติของ 
ฟีนอลิก (natural phenolic polymer) ซึ่งมีความเป็นไปได้ท่ีมีคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ (Fengel 
and Wegener, 1989) อย่างไรก็ตามคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระนั้นขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น สาย
พันธุ์ สภาวะการปลูก และกรรมวิธีในการสกัด เป็นต้น (Li and Ge, 2012) นอกจากนี้มีงานวิจัยจ้านวน
มากศึกษาถึงความเป็นไปได้ท่ีน้าลิกนินท่ีสกัดได้จากวัตถุดิบทางธรรมชาติ อาทิเช่น ซังข้าวโพด (Dong 
et.al., 2011) ต้นป็อปลาร์สายพันธ์ผสม (Hydrid poplar) (Pan et.al., 2006) ชาเขียว (Toh et al., 
2010) แกลบ (Salanti et.al., 2010) และ น้้าด้าจากอุตสาหกรรมการผลิตกระดาษ (Black liquor) 
(Faustino et.al., 2010) เพื่อใช้ประโยชน์ทางด้านกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ แต่ข้อมูลส้าหรับการใช้
ประโยชน์ของลิกนินจากชานอ้อยยังมีอยู่น้อย จึงท้าให้งานวิจัยนี้สนใจท่ีหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
สกัดสารท่ีมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระจากชานอ้อย  
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บทท่ี 3 วิธีการด้าเนินการวิจัย 

 
1. การเตรียมตัวอย่างชานอ้อย 
 
 น้าชานอ้อยท่ีได้รับความอนุเคราะห์จากบริษัทเกษตรไทย อินเตอร์เนช่ันแนล ชูการ์   
คอร์ปอเรช่ัน จ้ากัด มาล้างส่ิงสกปรกด้วยน้้า ตากแดดเป็นเวลา 3 h ก่อนอบในตู้อบลมร้อนท่ีอุณหภูมิ  
60 ˚C จนมีความช้ืนไม่เกิน 2% จากนั้นลดขนาดชานอ้อยจนมีขนาดเฉล่ียเท่ากับ 0.125 mm จัดเก็บท่ี
อุณหภูมิ -20 ˚C  
 
2. การสกัดชานอ้อยในสภาวะด่างด้วยหม้อนึ่งความดัน (autoclave) 
  
 สกัดสารพฤกษเคมีจากชานอ้อยในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ท่ีอัตราส่วนของแข็งต่อ
ของเหลวเท่ากับ 1 ต่อ 50 ด้วยหม้อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 C ความดัน 15 lbf/in2 ความเข้มข้นด่าง 
0.25 M เป็นเวลา 30 min จากนั้นกรองสารสกัดท่ีไ ด้ด้วยกระดาษกรองไนลอนขนาดรูพรุน  
0.45 µm ปรับความเป็นกรดด่างของสารสกัดให้เท่ากับ 2 เพื่อตกตะกอนลิกนิน กรองสารสกัดท่ีได้ด้วย
กระดาษกรองไนลอนขนาดรูพรุน 0.45 µm เก็บสารสกัดในขวดสีชาท่ีอุณหภูมิ -20 °C เพื่อรอการ
วิเคราะห์สมบัติทางเคมี 
 
3. การแยกสารประกอบฟีนอลด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค 
 

แยกสารประกอบฟีนอลออกจากสารสกัดหยาบด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคตามวิธีการ
ของ Chetana และคณะ (2007) ท่ีมีการดัดแปลงเล็กน้อย เริ่มจากศึกษาความเข้มข้นของเอทานอล  
(14 – 22% (w/w)) และไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (18 – 26 % (w/w)) ท่ีท้าให้สารละลายแบ่งเป็น  
2 ส่วน ก่อนเติมสารสกัดชานอ้อย และผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องกวนสารละลายเป็นเวลา 1.5 h แยก
สารละลายแต่ละวัฏภาค และวิเคราะห์สมบัติทางเคมีของสารละลายท่ีได้ในแต่ละช้ัน 
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4. การวิเคราะห์สมบัติทางเคมีของสารพฤกษเคมีจากชานอ้อย 
 
 4.1 การวิเคระห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (TCC) 
 
 วิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมดด้วยวิธี Phenol-sulfuric acid โดยดัดแปลงจาก 
Dubois และคณะ (1956) ท้าการทดลองโดยผสมสารเจือจางของตัวอย่างท่ีความเข้มข้นท่ีเหมาะสมใน
ปริมาณ 1 ml กับ สารละลายฟีนอล 5% (w/v) ปริมาตร 0.5 ml ผสมให้เข้ากัน เติม Sulfuric acid
ปริมาตร 5 ml ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง บ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิท่ี 95 ˚C เป็นเวลา 10 min เพื่อให้ท้า
ปฏิกิริยาสมบูรณ์ วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 485 nm ค้านวณปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด
ในหน่วย mg glucose equivalents (GE)/g ชานอ้อย โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ Glucose 
   

4.2 การวิเคราะห์กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี ABTS radical scavenging activities 
 
วิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ABTS•+ (2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-

sulphonic acid) ท่ีดัดแปลงจากวิธีของ Re และคณะ (1999)  เริ่มจากเตรียม ABTS radical stock 
solution โดยใช้ ABTS ความเข้มข้น 7 mM และโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตความเข้มข้น 2.45 mM ผสม
กันในสัดส่วน 1 ต่อ 0.5 โดยปริมาตร บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 16 h จนได้เป็น ABTS•+ solution  
ซึ่งมีสีน้้าเงินเขียว เมื่อใช้งานเจือจางด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer saline, 
PBS) จนได้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วง 0.700 ± 0.020 ท่ีความยาวคล่ืน 734 nm ผสมตัวอย่าง
ปริมาตร 20 µm กับสารละลาย ABTS•+ ปริมาตร 2 ml ผสมให้เข้ากัน ท้ิงไว้เป็นเวลา 6 min ในท่ีมืด  
แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง  ค้านวณค่ากิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ ท้ังหมดในหน่วย mg Trolox 
equivalents (TE)/g ชานอ้อย โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ Trolox 

 
4.3 การวิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระโดยวิธี Oxygen radical absorption apacity 

(ORAC)  
 

 ตรวจสอบความสามารถของตัวอย่างในการยับยั้งอนุมูลอิสระเปอร์ออกไซด์ท่ีสร้างโดย 2,2'-
Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH) ตามวิธีของ Huang et al. (2002) เริ่มจาก
การเติมตัวอย่างปริมาณ 25 µl ลงในไมโครเวลเพลท (microwell plate) ท่ีมี 50 µM Trolox และ 75 
mM phosphate buffer pH 7.4 เป็นสารมาตราฐานและสารควบคุม ตามล้าดับ เติม 150 µl 
fluorescein (FL) และบ่มไมโครเวลเพลทท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 °C เป็นเวลา 10 นาที ในเครื่องวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายในไมโครเพลท (Microplate Reader, Synergy HTX, Biotek, USA) 
จากนั้นเติม 25 µl AAPH ก่อนวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 520 และ 538 nm โดยมีช่วงรังสีตกกระทบท่ี 
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485 nm ทุกๆ 1 นาที จนครบ 90 นาที ค้านวนค่า oxygen radical absorption capacity (ORAC) 
จากพื้นท่ีได้กราฟระหว่างค่า FL และเวลา เพื่อเทียบกับความเข้มข้มมาตราฐานTrolox ได้ค่ากิจกรรม
การต้านอนุมูลอิสระในหน่วยของ µmol Trolox Equivalent (TE)/g extracts 
 

4.4 การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด (Total phenolic content, TPC) 
 
วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมดด้วยวิธี Folin-Ciocalteu colorimetric ตามวิธี

ของ Slinkard และ Singleton (1977) เริ่มจากผสมสารละลายตัวอย่างปริมาณ 0.2 ml กับ Folin-
Ciocalteu reagent ความเข้มข้น 0.2 N ปริมาตร 0.8 ml บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 20 min เติมสารละลาย
โซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 8.5% (w/v) ปริมาตร 1 ml บ่มเป็นเวลา 90 min วัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm ค้านวณปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมดในหน่วย mg Gallic acid 
equivalents (GAE)/g ชานอ้อย โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของ Gallic acid 

 
4.5 วิเคราะห์ความเป็นพิษของไมโครแคปซูลพฤกษเคมีสารสกัดจากชานอ้อยท่ีศูนย์สัตว์ทดลอง

แห่งชาติ 
 
ทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน (acute oral toxicity) ของสารสกัดชานอ้อยระบบหลัง

ผ่านระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีมีลักษณะเป็นผงสีน้้าตาลเข้ม ตามวิธีมาตรฐานสากลของ 
Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) 423 ท่ีศูนย์สัตว์ทดลอง
แห่งชาติ (National laboratory animal center) มหาวิทยาลัยมหิดล เริ่มจากแบ่งกลุ่มหนูขาว 
(Rattus norvegicus) เพศเมีย อายุ 6 - 8 สัปดาห์ น้้าหนัก 195 – 208 กรัม เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว 
กลุ่มแรกป้อนสารสกัดชานอ้อยปริมาณ 300 mg/kg body weight ติดตามอัตราการตายของหนูเป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง ในกรณีท่ีไม่มีหนูตายจึงป้อนสารสกัดให้หนูกลุ่มท่ี 2 ท่ีความเข้มข้น 300 mg/kg body 
weight และหากยังไม่พบการตายของหนูทดสอบจึงเพิ่มปริมาณสารสกัดในกลุ่มท่ี 3 และ 4 ให้เป็น 
2000 และ 2000 mg/kg body weight ตามล้าดับ ดังแผนภาพการทดลองท่ี 17 จากนั้นเฝ้าติดตาม
อาการหนูทดสอบทุกกลุ่มหลังป้อนสารเป็นเวลา 14 วัน ผลการทดลองไม่พบหนูตายตลอดระยะเวลา
ทดสอบ 

 
5. การออกแบบการผลิตไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อยโดยวิธีการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
 

การออกแบบการทดลองใช้ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนองร่วมกับการวางแผนการทดลองแบบ 
บ็อกซ์-เบห์นเคน (Box-Behnken design) โดยแปรผัน 3 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของเลซิติน ไคโตซาน
และกรดออกซาลิก ปัจจัยละ 3 ระดับ รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 4 ซึ่งท้าให้ได้จ้านวนการทดลอง
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ท้ังหมด 17 การทดลอง ท่ีประกอบด้วย 12 factorial points และ 5 central points ก้าหนดค่า
ตอบสนองเป็นประสิทธิภาพการห่อหุ้มพฤกษเคมี และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระในรูปของค่า IC50  
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรและค่าตอบสนองในรูปสมการถดถอยตามแบบจ้าลองทาง
คณิตศาสตร์ดังสมการท่ี 1  

 
Yi = β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1

2 + β22X2
2 + β 33X3

2 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3   (1) 

 

เมื่อ Yi คือ ตัวแปรตอบสนอง β0 คือ ค่าคงท่ี  β1, β2 และ β3 คือ ค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้นตรง β11, 

β22 และ β33 คือ ค่าสัมประสิทธิ์เชิงเส้นโค้ง และ β12, β13 และ β23 คือ ค่าสัมประสิทธิ์เชิงปฏิสัมพันธ์ 
ค่าคงท่ีเหล่านี้ค้านวณโดยใช้โปรแกรมส้าเร็จรูป Minitab 16 (Minitab Inc., USA) 
 
ตารางที่ 4  ตัวแปรอิสระ และระดับของตัวแปรอิสระ ส้าหรับกระบวนการท้าแห้งสารสกัดจากชานอ้อย 
               แบบพ่นฝอย 

 

ตัวแปรอิสระ 
            ระดับของตัวแปรอิสระ 

-1 0 +1 
เลซิติน (%w/w) 0.10 0.45 0.80 
ไคโตซาน (%w/w) 0.10 0.65 1.20 
กรดออกซาลิก (%w/w) 0.00 0.10 0.20 
 

6. การเตรียมอิมัลชันของสารสกัดจากชานอ้อยส้าหรับการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
 

6.1 การเตรียมสารละลายเลซิทินและไคโตซานส้าหรับการท้าอิมัลชัน เลซิตินไคโตซาน  
 
เตรียมสารละลายดัดแปลงจากวิธีของ Klinkesorn และคณะ (2006) เริ่มจากการเตรียมตัวท้า

ละลาย ซึ่งได้แก่ สารละลายบัฟเฟอร์ระหว่างโซเดียมอะซิเตทและกรดแอซีติก ความเข้มข้น 100 mM 
(pH 3) จากนั้นเตรียมสารละลายเลซิตินในตัวท้าละลายดังกล่าว โดยเติมผงเลซิตินความเข้มข้นต่างๆ ลง
ในตัวท้าละลาย กวนผสมด้วยเครื่องปั่นผสม (T18, IKA, Germany) ท่ีความเร็ว 15,000 rpm เป็นเวลา 
3 min จ้านวน 3 รอบ ส่วนสารละลายไคโตซานเตรียมโดยละลายไคโตซานท่ีแปรผันความเข้มข้นต่างๆ 
ลงในตัวท้าละลายดังกล่าว กวนผสมเป็นเวลา 30 min ขณะท่ีการเตรียมสารละลายมอลโตเดกซ์ตรินท้า
ได้โดยละลายมอลโตเดกซ์ตรินความเข้มข้น 20 % (w/w) ลงในตัวท้าละลาย กวนผสมท่ีความเร็ว 600 
rpm เป็นเวลา 30 min สารละลายท้ังสามชนิดถูกท้าให้ปลอดเช้ือโดยการนึ่งในหม้อนึ่งความดัน 
อุณหภูมิ 110 ˚C ความดัน 15 lb/in2 เป็นเวลา 10 min 



25 
 

 
6.2 การเตรียมอิมัลชันของสารสกัดจากชานอ้อย 
 

 เริ่มจากการเตรียมอิมัลชันปฐมภูมิระหว่างเลซิติน (Ultralec P, Archer Daniels Midland, 
USA) และไคโตซาน (degree of deacetylation = 95%) กวนผสมท่ีความเร็ว 15000 rpm เป็นเวลา 
3 min จ้านวน 3 รอบ เช่ือมไขว้ไคโตซานด้วยกรดออกซาลิก ปั่นผสมท่ีความเร็วรอบ 600 rpm เป็น
เวลา 30 min ภายหลังการเติมส้ินสุดลง ท้าให้ได้อิมัลชันทุติยภูมิ จากนั้นท้าการผสมอิมัลชันทุติยภูมิกับ
สารละลายมอลโตเดกซ์ตรินความเข้มข้น 20% (w/v) ปั่นผสมด้วยความเร็ว 600 rpm เป็นเวลา 30 
min ก่อนเติมสารสกัดชานอ้อยเพื่อท้าให้ได้อิมัลชันสุดท้ายก่อนเข้าสู่กระบวนการท้าแห้งแบบพ่นฝอย  
 
 
7. การผลิตไมโครแคปซูลของสารสกัดจากชานอ้อยด้วยการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
 
 อิมัลชันของสารสกัดจากชานอ้อยท่ีเตรียมโดยวิธีในข้อ 6 ถูกท้าให้เป็นไมโครแคปซูลท่ีมีลักษณะ
เป็นผงแห้งด้วยเครื่องท้าแห้งแบบพ่นฝอย (Buchi-290, Buchi, Zwi terzerland) โดยใช้หัวฉีดแบบ
ของไหลสองกระแส (two-fluid nozzle) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.7 ml ก้าหนดอุณหภูมิอากาศขา
เข้า เท่ากับ 120 ± 2 ˚C  อุณหภูมิอากาศขาออก เท่ากับ 70 ± 2˚C อัตราการป้อนอิมัลชัน 6 ml/min 
โดยอากาศและอิมัลชันไหลเข้าทิศทางเดียวกัน (co-current flow) เก็บไมโครแคปซูลของสารสกัดจาก
ชานอ้อยท่ีได้ในถุงอะลูมิเนียมลามิเนต (aluminium-polyethylene bags) ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 ˚C ก่อน
วิเคราะห์ตัวอย่างในส่วนถัดไป 
 
8.  การวิเคราะห์สมบัติของไมโครแคปซูลสารสกัดจากชานอ้อย 

 
8.1  ผลได้ (Yield) 
 
ผลได้ของไมโครแคปซูลของสารสกัดจากชานอ้อยท่ีเตรียมจากกระบวนการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 

ค้านวณจากสมการท่ี (2) 

                
100×(%) Yield

TS

P

W

W
 =                         (2) 

 
เมื่อ WP  คือ น้้าหนักไมโครแคปซูลของสารสกัดจากชานอ้อย (g) WTS คือ น้้าหนักของของแข็ง

ท้ังหมดในอิมัลชันก่อนการท้าแห้งแบบพ่นฝอย (g) 
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8.2  ประสิทธิภาพการห่อหุ้ม (Encapsulation efficiency) 
 
ปลดปล่อยสารสกัดชานอ้อยออกจากไมโครแคปซูล โดยปั่นผสมในสารละลายบัฟเฟอร์ pH 3.0 

เป็นเวลา 10 นาที ใช้อัตราส่วนระหว่างไมโครแคปซูลต่อสารละลาย เท่ากับ 1:10 w/v จากนั้นกรอง

แยกสารสกัดด้วยหัวกรองไนลอนขนาดรูกรอง 0.22 μm วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลด้วย
เทคนิค High-performance liquid chromatography จากนั้นค้านวณประสิทธิภาพการห่อหุ้มตาม
สมการ (3) 
 

100×=(%) efficiency ionEncapsulat
I

F

P

P

                           
(3) 

 
เมื่อ PF คือ ปริมาณสารประกอบฟีนอลในอิมัลชัน (mg) และ PI  คือ ปริมาณสารประกอบฟีนอลในไม
โครแคปซูล (mg) 
 

8.3  การวิเคราะห์ปริมาณความช้ืน 
 
วิเคราะห์ปริมาณความช้ืนโดยวิธีคาร์ล ฟิสเชอร์ (Karl Fischer) ซึ่งอาศัยการท้าปฏิกิริยาในการ

ไทเทรชันระหว่างน้้าในตัวอย่างกับไฮดรานอล คอมโพสิท 5 โดยเมื่อปฏิกิริยาถึงจุดยุติจะสังเกตเห็นการ
เปล่ียนแปลงสีของสารละลายตัวอย่างเป็นสีเดียวกับไอโอดีนอิสระท่ีเป็นองค์ประกอบของไฮดรานอล 
คอมโพสิท 5  

 
8.4 ลักษณะพื้นผิวของไมโครแคปซูลและขนาด 
 
 วิเคราะห์ลักษณะพื้นผิวของไมโครแคปซูลด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 

(scanning electron microscope) ตามวิธีของ Sutaphanit และ Chitprasert  (2014)   
 
8.7 โครงสร้างทางเคมี    
 
วิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของหมู่ฟังก์ชันท่ีเป็นองค์ประกอบของผงน้้ามันหอมระเหยด้วย

เทคนิคฟูเรียร์ทรานส์ฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) 
ดัดแปลงจากวิธีของ Altiok และคณะ (2010) โดยผสมผงตัวอย่างกับโพแทสเซียมโบรไมด์ วิเคราะห์
ในช่วงเลขคล่ืน 4,000 - 400 cm-1 
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8.8 ทดสอบวามคงตัวของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูลภายใต้สภาวะภายใต้สภาวะ

น้้าย่อยกระเพาะอาหารจ้าลอง 
 
ตรวจสอบการปลดปล่อยสารสกัดชานอ้อยจากไมโครแคปซูลในระบบทางเดินหารมนุษย์อา

จ้าลองท้ังส่วนกระเพาะอาหารและล้าไส้ตามวิธีของ Rajam และคณะ (2012) โดยน้้าย่อย 1 ลิตร 
ประกอบไปด้วยโซเดียมคลอไรด์ 2 g และ ไฮโดรคลอริค 7 mL ปรับ pH ของระบบให้เท่ากับ 2 เก็บ
ตัวอย่างส่วนใสท่ีเวลา 0, 5, 15, 30, 60 และ 120 นาที เพื่อวิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
 

8.9 ตรวจสอบความคงตัวของผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลพฤกษเคมีสารสกัดจากชานอ้อย 
 
 ท้าการเก็บรักษาไมโครแคปซูลพฤกษเคมีสารสกัดจากชานอ้อยในถุงอะลูมิเนียมลามิเนต 

(aluminium-polyethylene bags) ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 ˚C เป็นระยะเวลา 2 เดือน สุ่มตัวอย่างระหว่าง
การเก็บรักษามาวิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ  
 
8. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

 
 หาสภาวะการสกัดชานอ้อยด้วยด่างร่วมกับการใช้หม้อนึ่งความดัน (autoclave) ท่ีดีท่ีสุดผ่าน
การวางแผนแบบแฟคทอเรียล (Factorial design) และการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design) ขั้นต่อไป คือ การหาสภาวะการแยกสารประกอบฟีนอลด้วยระบบสารละลาย
น้้าสองวัฏภาคด้วยการวางแผนแบบทดลองทีละปัจจัย (One factor one time) โดยศึกษาความเข้มข้น
ของไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (18 – 26 % (w/w)) และเอทานอล (14 – 22% (w/w)) ในขั้นสุดท้ายของ
งานวิจัยเพื่อขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลโดยการท้าแห้งแบบพ่นฝอยใช้การออกแบบด้วยวิธีระเบียบ
พื้นผิวตอบสนอง ท้าการทดลองจ้านวน 2 ซ้้า แสดงผลในรูปแบบของค่าเฉล่ีย (Mean) ± ส่วนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน (Standard deviation) วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเดียว (one-way ANOVA) ท่ี
ระดับความเช่ือมั่นเท่ากับ 95% และความแตกต่างของข้อมูลแบบ Duncan’s multiple range test 
(DMRT) ด้วยโปรแกรม Statistics Package for the Social Sciences 17 (SPSS, SPSS Inc.)
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ภาพที่ 9 แผนผังการด้าเนินโครงการ 
 

 

 

 

 

Sugarcane bagasse 

Extraction with alkaline  

Residue Supernatant

Aqueous two-phase system 
 

Top phase Bottom phase

Lignin precipitation 

Emulsion preparation 

Microencapsulation by  
Spray drying 

@high temperature and pressure 

Sugarcae bagasse extracts  
microcapsules 

https://en.wikipedia.org/wiki/Aqueous_two-phase_system


29 
 

บทท่ี 4 ผลการศ กษาและอภิปรายผล 
 

1. สารสกัดชานอ้อยที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้ าและสกัดด้วยตัวท าละลายโดยการแช่ย ่ย
(maceration)  

 
จากโครงการวิจัยเรื่องการใช้คล่ืนเหนือเสียงช่วยสกัดสารต้านอนุมูลอิสระและสารต้านจุลินทรีย์

จากชานอ้อยท่ีผ่านการระเบิดด้วยไอน้้า ภายใต้แผนงานวิจัยการสร้างมูลค่าเพิ่มแก่ชานอ้อยด้วยวิธีทาง
เทคโนโลยีชีวภาพ ท่ีได้รับทุนอุดหนุนวิจัยจากส้านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ ประจ้าปี
งบประมาณ 2558 ท่ีผ่านมา พบว่า สารสกัดพฤกษเคมีจากชานอ้อยท่ีผ่านการระเบิดด้วยไอน้้าและสกัด
โดยการใช้ตัวท้าละลายท่ีมีคล่ืนเหนือเสียงช่วยสกัดมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงกว่าวิตามินอี  
(α-tocopherol) และใกล้เคียงกับ butylated hydroxytoluene (BHT) แต่เนื่องด้วยแนวทางในการ
พัฒนาผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีจากชานอ้อยดังกล่าวมีวัตถุประสงค์เพื่อมุ่งหวังในการสร้างเทคโนโลยี
ต้นแบบท่ีสามารถยกระดับสู่การผลิตในเชิงพาณิชย์ ดังนั้นโครงการวิจัยในปี 2559 จึงมีแนวทางขยาย
ขนาดการผลิตสารสกัดสารพฤกษเคมีจากชานอ้อยโดยใช้วิธีแช่ยุ่ย (maceration) แทนการใช้คล่ืนเหนือ
เสียงความถี่สูง โดยแปรผันเวลาและอุณหภูมิของการสกัดต่อกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระ ผลการ
ทดลองพบว่า สภาวะของการสกัดแบบแช่ยุ่ยในเอทานอลท่ีท้าให้สารสกัดชานอ้อยมีปริมาณสารต้าน

อนุมูลอิสระท้ังหมด (TEAC) สูงท่ีสุด คือ การสกัดท่ีอุณหภูมิ 60 ˚C เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง (ภาพท่ี 10)  
โดยการเพิ่มอุณหภูมิของการแช่ยุ่ยส่งผลให้กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดชานอ้อยมีค่า
เพิ่มขึ้น ท้ังนี้เวลาการสกัดท่ีมากกว่า 2 ช่ัวโมง ท่ีทุกอุณหภูมิของการสกัดไม่ส่งผลต่อกิจกรรการต้านสาร
อนุมูลอิสระอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ตลอดระยะเวลาการทดสอบ 

 

 
ภาพที่ 10 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท้ังหมด (TEAC) ของสารสกัดชานอ้อยท่ีสกัดโดยวิธีแช่ยุ่ย 

   ท่ีอุณหภูมิ 30, 40, 50และ 60 ˚C เป็นเวลา 6 h  
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ผลกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท้ังหมด (TEAC) ของสารสกัดชานอ้อยท่ีสกัดด้วยคล่ืนเหนือ
เสียงความถ่ีสูง และการแช่ยุ่ย มีค่าเท่ากับ 69.20 ± 7.11 และ 67.12 ± 2.47 mg Trolox/g dried 
material ตามล้าดับ ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมนีัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ดังนั้นผลการทดลอง
ดังกล่าวจึงสรุปได้ว่ากระบวนการสกัดพฤษเคมีจากชายอ้อยด้วยวิธีการแช่ยุ่ยสามารถใช้ทดแทนการ
สกัดด้วยคล่ืนเหนือเสียงความถ่ีสูงได้ แต่อย่างไรก็ตามวิธีการแช่ยุ่ยมีข้อเสียท่ีใช้เวลาการสกัดนาน 
ดังนั้นอีกทางเลือกหนึ่งท่ีน่าสนใจในการสกัดสารพฤกษเคมีจากชานอ้อยท่ีสามารถประยุกต์ใช้ได้ใน
ระดับอุตสาหกรรม คือ วิธีการใช้ด่างร่วมกับหม้อนึ่งความดัน ซึ่งเป็นวิธีท่ีใช้แรงดันและพลังงานสูงท่ี
สามารถช่วยแตกโครงสร้างของลิกนินในชานอ้อย (Arni et al., 2007; Zhao et al., 2008; 
Maryana et al., 2014) 

 
       2. การสกัดชานอ้อยในสภาวะด่างด้วยหม้อน ่งความดัน (autoclave) 

 
 การสกัดชานอ้อยโดยใช้ด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับหม้อนึ่งความดันสามารถแยกลิกนิน 

ออกจากโครงสร้างลิโนเซลลูโลสได้ผ่านทางปฏิกิริยาซาพอนนิฟิเคชัน (saponification) (Arni et al., 
2007; Karp et al., 2013) อีกท้ังเป็นวิธีท่ีนิยมในอุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล เนื่องจากมีแนวทาง
ปฏิบัติท่ีง่าย ไม่ซับซ้อน และสามารถแยกลิกนินได้ในปริมาณสูง (Rocha et al., 2012; Boonruangrod 
et al., 2016) งานวิจัยนี้แปรผันความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ ร่วมกับเวลาการสกัดในหม้อนึ่ง
ความดัน ผลการทดลองพบว่า ณ เวลาของการสกัดท่ีเท่ากัน สารสกัดชานอ้อยมีปริมาณคาร์โบไฮเดรต
เพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของด่างท่ีเพิ่มขึ้น (ภาพท่ี 11) ส่วนปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการ
ต้านอนุมูลอิสระมีแนวโน้มท่ีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ท่ีทุกสภาวะของการ
ทดสอบ อย่างไรก็ตามสภาวะท่ีเหมะสมของการสกัด คือ การใช้ด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
1% (w/v) ท่ีอุณหภูมิ 121 ˚C เป็นเวลา 30 min ซึ่งเป็นสภาวะท่ีท้าให้สารสกัดมีปริมาณคาร์โบไฮเดรต
น้อยท่ีสุด และสามารถแสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระได้สูงสุด 
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ภาพที่ 11 สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (ก) ปริมาณสารประกอบฟีนอล 
              ท้ังหมด (ข) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (ค) หลังการ 
              สกัดโดยด่างความเข้มข้น และเวลาต่าง ๆ ด้วยหม้อนึ่งความดัน (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ  
              121 ºC 

 
 จากสภาวะของการสกัดพฤษเคมีจากชานอ้อยด้วยด่างในหม้อนึ่งความดันท่ีก่อให้เกิดปริมาณ

คาร์โบไฮเดรตท่ีเป็นผลเสียต่อสมบัติทางเคมีของสารสกัด และการขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูล ดังนั้น
จึงเป็นท่ีมาของขั้นตอนการท้าบริสุทธิ์สารสกัด โดยระบบการท้าบริสุทธิ์สารสกัดด้วยสารละลายน้้า
สองวัฏภาค (aqueous two phase extraction) เป็นวิธีง่าย ไม่ซับซ้อนเหมาะสมส้าหรับการผลิต
ระดับอุตสาหกรรม มีประสิทธิภาพการท้าบริสุทธิ์สูง ผลิตได้อย่างต่อเนื่องและในปริมาณมาก อีกท้ังยังมี
ต้นทุนการผลิตท่ีต้่า (Xavier et al., 2013; Feng et al., 2015) 

 
3. การแยกสารประกอบฟีนอลออกจากสิ่งเจือปนในสารสกัดชานออ้ยด้วยระบบสารละลายน้ า
สองวัฏภาค 

 
ระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคเป็นเทคนิคหนึ่งท่ีพัฒนามาจากการสกัดของเหลวด้วยของเหลว 

(Liquid-liquid extraction) มีการใช้อย่างกว้างขวางในการแยก และท้าบริสุทธิ์สารชีวโมเลกุล 
เนื่องจากสามารถสกัดและท้าบริสุทธิ์สารสกัดได้ในขั้นตอนเดียว ไม่ซับซ้อนเหมาะสมส้าหรับการผลิต  
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ระดับอุตสาหกรรม มีประสิทธิภาพการท้าบริสุทธิ์สูง ผลิตได้อย่างต่อเนื่องและในปริมาณมาก อีกท้ังยังมี
ต้นทุนการผลิตท่ีต้่า (Xavier et al., 2013; Feng et al., 2015) โดยงานวิจัยนี้ใช้ไดโพแทสเซียม
ฟอสเฟตและเอทานอลเป็นระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคเพื่อแยกสารประกอบฟีนอลจากสาร 
พฤษเคมีชานอ้อยท่ีผ่านการสกัดด้วยด่างร่วมกับหม้อนึ่งความดัน ซึ่งสารประกอบฟีนอลท่ีต้องการ
สามารถละลายอยู่ในช้ันของเอทานอลซึ่งเป็นวัฏภาคบน ส่วนสารปนเป้ือนอื่นๆ ท่ีมีคุณสมบัติละลายน้้า
ได้ (Hydrophilic) เช่น น้้าตาล จะปรากฏในส่วนวัฏภาคล่างซึ่งเป็นช้ันของไดโพแทสเซียมฟอสเฟต 
(Guo et al., 2012) 

 
แผนผังวัฏภาค (phase diagram) เป็นแผนผังท่ีใช้ในการตัดสินใจเลือกความเข้มข้นของตัว 

ท้าละลายในระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค เนื่องจากสาร 2 ชนิดสามารถแยกเป็น 2 วัฏภาคได้ท่ีความ
เข้มข้น ท่ี เหมาะสมเท่านั้ น  ส้ าหรับการสร้ าง แผน ผังวั ฏภาค ท้าด้วยวิ ธี  Turbidity titration  
โดยแอลกอฮอล์สายส้ัน เช่น เอทานอล สามารถท้าให้สารละลายเกลือท่ีความเข้มข้นต่างๆ เกิดความขุ่น 
(Zhang et al., 2015) ผลการสร้างแผนผังวัฏภาค พบว่า การใช้สารละลายท่ีมีความเข้มข้นเหนือ
เส้นกราฟส่งผลให้เกิดระบบสารละลายสองวัฏภาค (ภาพท่ี 12) ซึ่งวัฏภาคบนเป็นนส่วนของเอทานอลมี
ความเข้มข้นสูงสุดประมาณ 37 % (w/w) และวัฏภาคล่างเป็นวัฏภาคของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตซึ่งมี
ความเข้มข้นสูงสุดประมาณ 39 % (w/w)  

 

 
 

ภาพที ่12 แผนผังวัฏภาค (phase diagram) ระหว่างไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและเอทานอล 
 
การหาสภาวะในการแยกสารประกอบฟีนอลด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคใช้แผนการ

ทดสอบทีละปัจจัย (One factor one time) เพื่อศึกษาอิทธิพลของความเข้มข้นตัวท้าละลายท่ีเหมาะสม 
2 ชนิด ได้แก่ ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและเอทานอล ต่อประสิทธิภาพการท้าบริสุทธิ์สารสกัด และการ
แยกสารประกอบฟีนอล โดยมุ่งหวังให้สารสกัดท่ีได้มีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดท่ีไม่
ผ่านระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค 
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3.1 ความเข้มข้นของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตในระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค ต่อปริมาณ
สารประกอบฟีนอลท้ังหมด ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 

 
ศึกษาอิทธิพลของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตท่ีความเข้มข้น 18, 20, 22, 24 และ 26 % (w/w)  

ซึ่งเป็นวัฏภาคล่าง และก้าหนดให้ความเข้มข้นของเอทานอลมีค่าเท่ากับ 21 % (w/w) โดยมุ่งหวังให้
สารประกอบฟีนอลจากชานอ้อยท่ีต้องการสามารถละลายอยู่ในช้ันของเอทานอลให้มากท่ีสุด และมี
ปริมาณคาร์โบไฮเดรตปนเปื้อนน้อยท่ีสุด ผลการทดลอง พบว่า การใช้ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตท่ีความ
เข้มข้นต่างๆ ไม่ส่งผลต่อปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมดท่ีปรากฏในวัฏภาคบนอย่างมีนัยส้าคัญ  
(p < 0.05) โดยมีค่าประมาณ 7 – 8 mg glucose/ g dried material (ภาพท่ี 13ก) ซึ่งลดลงจากสาร
สกัดเริ่มต้นท่ีมีปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมดเท่ากับ 50.11 ± 3.61 glucose/ g dried material  
ผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีท้าให้สารสกัด
ส่วนบนที่ต้องการมีปริมาณส่ิงเจือปนลดลง  

 

 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 13  สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (ก) ปริมาณสารประกอบฟีนอล  
              ท้ังหมด (ข) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (ค) หลังผ่าน 
               ระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีไดโพแทสเซียมฟอสเฟตความเข้มข้นต่างๆ 
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อย่างไรก็ตามการใช้ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตความเข้มข้นมากกว่า 20% (w/w) ส่งผลให้ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลท้ังหมดในวัฏภาคบนมีค่ามากท่ีสุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ประมาณ  
83 – 90 mg gallic acid/g dried material (ภาพท่ี 13ข) เนื่องจากความเข้มข้นของเกลือท่ีเพิ่มขึ้น
ส่งผลต่อการเกิดปรากฏการณ์ salting out และท้าให้ความเข้มข้นของเอทานอลในระบบเพิ่มขึ้น ดังนั้น
สารประกอบฟีนอลจึงสามารถแพร่ขึ้นไปยังวัฏภาคบนที่เป็นส่วนของเอทานอลได้ดี (Guo et al., 2012; 
Li et al., 2017) ส่วนกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีแนวโน้มท่ีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(p < 0.05) ท่ีทุกสภาวะของการทดสอบ (ภาพท่ี 13ค) ผลการทดลองข้างต้นสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของ
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตท่ีเหมาะสมส้าหรับระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค คือ 20 % (w/w) ซึ่งเป็น
สภาวะท่ีมีองค์ประกอบของสารประกอบฟีนอลสูงสุด มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตน้อยท่ีสุด และสามารถ
แสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระได้สูงสุด 

 
3.2 ความเข้มข้นของเอทานอลในระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค ต่อปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลท้ังหมด ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
 
การทดลองนี้แปรผันความเข้มข้นของเอทานอลท่ี 14, 16, 18, 20 และ 22% (w/w) ต่อประสิทธิ

การแยกสารประกอบฟีนอลด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค โดยควบคุมความเข้มข้นของ 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต เท่ากับ 20% (w/v) ซึ่งเป็นค่าท่ีเหมาะสมจากการทดลองก่อนหน้า ผลการ
ทดลองพบว่า ความเข้มข้นของเอทานอลท่ีน้อยเกินไป (14% (w/w)) ส่งผลต่อปริมาตรของตัวท้าละลาย
ในส่วนวัฎภาคบนและท้าให้ความสามารถในการแยกสารของระบบจึงลดลง กล่าวคือ วัฏภาคบนจึงมี
ปริมาณน้้าตาลมากขึ้น (Wu et al., 2011) โดยความเข้มข้นของเอทานอลท่ี 18% (w/w) ส่งผลให้ 
วัฏภาคบนมีปริมาณสารประกอบฟีนอลสูงท่ีสุด ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับ
การใช้เอทานอลความเข้มข้น 16% (w/w) ท่ีมีปริมาณฟีนอลท้ังหมดในวัฏภาคบน เท่ากับ 84.35 ± 
2.96 และ 79.66 ± 1.17 mg gallic acid/g dried material ตามล้าดับ (ภาพท่ี 14)  ผลดังกล่าว
สอดคล้องกับกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัดในวัฏภาคบนท่ีได้จากระบบสารละลายน้้า
สองวัฏภาคสภาวะต่างๆ ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีเหมาะสมต่อการแยก
สารประกอบฟีนอลจากสารสกัดชานอ้อย คือ การไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและเอทานอลท่ีความเข้มข้น 
20 และ 16% (w/w) ตามล้าดับ 
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ภาพที่ 14 สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (ก) ปริมาณสารประกอบฟีนอล 
             ท้ังหมด (ข) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (ค) หลังผ่าน 
              ระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีเอทานอลความเข้มข้นต่างๆ 

 
ผลการใช้ระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีมีความเข้มข้นของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและ 

เอทานอลเท่ากับ 20 และ 16% (w/w) ท้าให้สารสกัดชานอ้อยท่ีต้องการซึ่งอยู่ในวัฏภาคบนมีปริมาณ 
ส่ิงปนเป้ือนอย่างน้้าตาลลดลง (ภาพท่ี 15) ปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการต้านสารอนุมูล-
อิสระท่ีเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบสารสกัดชานอ้อยท่ีไม่ผ่านระบบ
สารละลายน้้าสองวัฏภาค ซึ่งเป็นไปตามวัตถุประสงค์ของการทดลอง 

 ก      ข 
 
 
 
 
 
 
 
     

       ค 

a

a

b

a

b

a

b

a

b

a

0

10

20

30

40

50

top bottom

m
g g

lu
co

se
/g

 S
B

14% etOH
16% etOH
18% etOH
20% etOH
22% etOH

c

a

ab

b

a

c

b

d

b

de

0

20

40

60

80

100

top bottom

m
g g

all
ic 

ac
ic/

g S
B

14% etOH
16% etOH
18% etOH
20% etOH
22% etOH

b
a

a

b

a

b

a

b

a

b

0

50

100

150

200

250

top bottom

m
g T

ro
lo

x/
g S

B

14% etOH
16% etOH
18% etOH
20% etOH
22% etOH



36 
 

 
ภาพที่ 15  สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (TCC) ปริมาณสารประกอบ 

   ฟีนอลท้ังหมด (TPC) และกิจกรรมการต้านอนุมลูอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox   
              (TEAC) ท้ังก่อนและหลังผ่านระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีสภาวะต่างๆ 

 
 วัตถุประสงค์หลักอย่างหนึ่งของงานวิจัย คือ มุ่งหวังให้สารสกัดพฤษเคมีจากชานอ้อยท่ีได้

สามารถแสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าวิตามินอี และใกล้เคียงกับ butylated hydroxytoluene 

(BHT) ผลของกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระท้ังหมด (TEAC) พบว่า สารสกัดชานอ้อยท่ีสกัดด้วยด่าง
และผ่านการตกตะกอนลิกนิน (delinified-SBE) มีกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระท่ีต้่ากว่าสาร
มาตรฐานท้ัง 5 ชนิด (ภาพท่ี 16) เนื่องจากการสกัดพฤษเคมีจากชานอ้อยด้วยด่างในหม้อนึ่งความดัน
ก่อให้เกิดปริมาณคาร์โบไฮเดรตเป็นจ้านวนมาก ซึ่งเป็นส่ิงเจือปนทีผ่ลเสียต่อสมบัติทางเคมีของสารสกัด 
และการขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูล อย่างไรก็ตามกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระของสารสกัด 
ชานอ้อยมีค่าสูงขึ้นหลังการท้าบริสุทธิ์ด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาค (ATPE-SBE) ส่งผลให้ 
สารสกัดดังกล่าวมีค่า TEAC มากท่ีสุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับสารมาตราฐาน
ท้ังหมดและ delinified-SBE  ผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นความจ้าเป็นของการท้าบริสุทธิ์ 
สารสกัด โดยเมื่อท้าการวิเคราะห์องค์ประกอบของสารสกัดชานอ้อยด้วยเทคนิค High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) พบสารประกอบฟีนอลหลัก 3 ชนิด ได้แก่  Coumaric acid, 
Ferulic acid และ Syringic acid ซึ่งมีปริมาณ 0.85, 0.13 และ 0.01 mg/ml ตามล้าดับ ท้ังนี้จากผล 
TEAC ของสารมาตราฐานสารประกอบฟีนอลท้ัง 3 ชนิด ท้าให้สรุปได้ว่ากิจกรรมการต้านสารอนุมูล
อิสระของ ATPE-SBE มีอิทธิพลหลักมากจาก Coumaric acid 
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ภาพที่ 16  กิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระเทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (TEAC) ของวิตามินอี   

BHT, Syringic acid, Coumaric acid, Ferulic acid สารสกัดชานอ้อยหลังการตกตะกอน
ลิกนิน (delinified-SBE) และสารสกัดชานอ้อยหลังผ่านกระบวนการท้าบริสุทธิ์ด้วยระบบ
สารละลายน้้าสองวัฏภาค (ATPE-SBE) 

 

 4. การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดชานออ้ย 

 
การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัดมีความส้าคัญอย่างมากต่อการประเมินความเป็นไปได้

เพื่อประยุกต์ใช้สารในรูปแบบอาหารฟังก์ชัน (Matsuo et al., 2012; Traesel et al., 2014) 
งานวิจัยนี้ทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน (acute oral toxicity) ของสารสกัดชานอ้อยตามวิธี
มาตรฐานสากลของ Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD) 
423 ท่ีศูนย์สัตว์ทดลองแห่งชาติ (National laboratory animal center) มหาวิทยาลัยมหิดล  
เริ่มจากแบ่งกลุ่มหนูขาว (Rattus norvegicus) เพศเมีย อายุ 6 - 8 สัปดาห์ น้้าหนัก 195 – 208 กรัม 
เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ตัว กลุ่มแรกป้อนสารสกัดชานอ้อยท่ีมีลักษณะเป็นผงสีน้้าตาลเข้มในปริมาณ 
300 mg/kg body weight ติดตามอัตราการตายของหนูเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ในกรณีท่ีไม่มีหนูตายจึง
ป้อนสารสกัดให้หนูกลุ่มท่ี 2 ท่ีความเข้มข้น 300 mg/kg body weight และหากยังไม่พบการตายของ
หนูทดสอบจึงเพิ่มปริมาณสารสกัดในกลุ่มท่ี 3 และ 4 ให้เป็น 2000 และ 2000 mg/kg body weight 
ตามล้าดับ ดังแผนภาพการทดลองท่ี 17 จากนั้นเฝ้าติดตามอาการหนูทดสอบทุกกลุ่มหลังป้อนสาร
เป็นเวลา 14 วัน ผลการทดลองไม่พบหนูตายตลอดระยะเวลาทดสอบ โดย สัตว์ทุกตัวไม่มีการ
เปล่ียนแปลงทางด้านพฤติกรรม เช่น การวิ่งวนซ้้า (repetitive circling) และการท้าร้ายตัวเอง (self-
mutilation) เป็นต้น อีกท้ังไม่พบการเปล่ียนแปลงของผิวหนัง ตา ขนตา การหายใจ รวมถึงการหล่ัง
เยื่อเมือกและการขับถ่ายในส่วนผลการผ่าซากหนูหลังการทดสอบ (necropsy examination) พบ

เลือดออกในเนื้อเยื่อไทรอยด์และถุงน้้าในรังไข่ด้านขวาถุงน้้าซึ่งมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.3 × 0.3 
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เซนติเมตร ในหนู 1 ตัว ท่ีได้รับปริมาณชานอ้อย 300 mg/kg body weight แต่กลับไม่พบความ
ผิดปกติในกลุ่มของหนูท่ีได้รับ 2000 mg/kg body weight ดังนั้นสรุปได้ว่าสารสกัดชานอ้อยไม่มี
ความเป็นพิษเฉียบพลับต่อหนูทดสอบ ส่วนการพบเลือดออกในเนื้อเยื่อและถุงน้้าเป็นเรื่องปกติส้าหรับ
หนูทดลองตัวเมีย (Hobbie and Elmore, 2015; Kang et al., 2016) ผลการทดลองนี้สามารถจัดให้
สารสกัดชานอ้อยอยู่ ในระบบการจ้าแนกความเป็นอันตรายของสารเคมี ท่ัวโลก Globally 
Harmonized  System of  Classification and Labeling of Chemicals (GHS) ล้ า ดั บ ท่ี  5 คื อ 
กลุ่มของสารท่ีมีความเป็นพิษเฉียบพลันต้่า (low acute toxicity hazard) หรืออาจส่งผลอันตรายต่อ
กลุ่มทดสอบท่ีไม่แข็งแรง (vulnerable populations) (OECD 423, 2001) โดยแสดงค่าความเป็น
พิษอย่างเฉียบพลันทางปากท่ีท้าให้สัตว์ทดลองตายไปร้อยละ 50 ภายใน 14 วัน (LD50 cut off) 
เท่ากับ 5,000 – ∞ mg/kg body weight 

 

 
 
ภาพที่ 17 แผนผังการทดสอบความเป็นพิษของสัตว์ทดลองตามวิธีการมาตรฐาน OECD 423 
 
5. การผลิตไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อยโดยวิธีการท าแห้งแบบพ่นฝอย 

 
หลังจากการศึกษาสภาวะการสกัดและการท้าบริสุทธิ์สารพฤษเคมีจากชานอ้อยท่ีเหมาะสม 

ขั้นตอนต่อมา คือ การขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลด้วยเทคนิคท้าแห้งแบบพ่นฝอย งานวิจัยนี้เลือกใช้
สารห่อหุ้มผสมเลซิติน-ไคโตซาน ซึ่งนิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและยา (Klinkesorn et al., 20105; 
Gültekin-Özgüven et al., 2016) การ ศึกษาความเข้มข้น ท่ี เหมาะสมของเลซิ ติน  ไคโตซาน  
และกรดออกซาลิกในการผลิตไมโครแคปซูลสารสกัดจากชานอ้อยด้วยการท้าแห้งแบบพ่นฝอยใช้
ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) ร่วมกับการออกแบบการ
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ทดลองแบบ Box-Behnken design (BBD) ดังแสดงในตารางท่ี 5 ผลการตรวจสอบการละลายของเลซิ
ตินและไคโตซานในสารละลายกรดพี เอช 3 มี ค่า เท่ากับ  0.8 และ 1.2% (w/v) ตามล้าดับ  
ในส่วนของกรดออกซาลิกก้าหนดช่วงความเข้มข้นจากผลการทดลองท่ีส่งผลให้ไมโครแคปซูลแสดง
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด ผลข้างต้นจึงเป็นท่ีมาของการก้าหนดขอบเขตการวางแผนการ
ทดลองทางสถิติของ 3 ตัวแปรดังกล่าว ท่ีมีจ้านวน 15 การทดลอง โดยมีค่าตอบสนอง 2 ค่า ได้แก่ 
ประสิทธิภาพการห่อหุ้ม (Encapsulation efficiency, EE) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระเทียบเท่า
สารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC) 

 
ตารางที่ 5  ผลความเข้มข้นของสารห่อหุ้มชนิดต่าง ๆ ต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้ม (Encapsulation  
               efficiency, EE) และกิจกรรมต้านอนุมูลเทียบเท่าสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (Trolox  
               equivalent antioxidant capacity, TEAC) ของไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย จากการ 
               ใช้ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) ร่วมกับ 
               การออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken design (BBD) 

 

การทดลอง 
เลซิติน  
(%w/v) 

ไคโตซาน  
(%w/ v) 

กรดออกซาลิก 
(%w/ v) 

EE  
(%) 

TEAC 
(mg Trolox / 

g microcapsules) 
1 0.10 0.65 0.00 52.14 0.52 
2 0.45 0.10 0.00 57.01 0.42 
3 0.45 1.20 0.00 62.04 0.43 
4 0.80 0.65 0.00 80.40 0.55 
5 0.10 0.10 0.10 61.20 0.55 
6 0.10 1.20 0.10 61.67 0.71 
7 0.45 0.65 0.10 58.55 0.38 
8 0.45 0.65 0.10 63.43 0.45 
9 0.45 0.65 0.10 54.24 0.41 
10 0.80 0.10 0.10 53.98 0.58 
11 0.80 1.20 0.10 81.59 0.70 
12 0.10 0.65 0.20 76.48 0.58 
13 0.45 0.10 0.20 59.60 0.40 
14 0.45 1.20 0.20 70.48 0.44 
15 0.80 0.65 0.20 76.62 0.46 
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จากการแปรผันชนิดและปริมาณของสารห่อหุ้มตามแผนการทดลองทางสถิติ  พบว่า  
ไมโครแคปซูลมีประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (Encapsulation efficiency, EE) เท่ากับ 

52.14 – 81.59% โดยแสดงกิจกรรมต้านอนุมูลเทียบเท่าสารละลายมาตรฐานโทรลอกซ์ (TEAC) 

ระหว่าง 0.40 – 0.71 mg Trolox/g microcapsules (ตารางท่ี 5) โดยสารห่อหุ้มควบคุมท่ีไม่มีสาร
สกัดชานอ้อยไม่แสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ผลการวิเคราะห์ทางสถิติช้ีให้เห็นว่าสมบัติท้ังสอง
ของไมโครแคปซูลแสดงความสัมพันธ์ตามแบบจ้าลองของสมการก้าลังสอง (Quadratic model) 
อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) โดยมีค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (Coefficient of determination, R2) 
และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจปรับแก้ (Adjusted coefficient of determination, ADJ-R2)  ใน
ระดับสูง (80%) (ตารางท่ี 6) ท่ียืนยันถึงความเหมาะสมของแบบจ้าลองรวมถึงจ้านวนของตัวแปร
ท้านายท่ีใช้เพื่ออธิบายความผันแปรของค่าตัวแปรตอบสนองต่างๆ โดยหากค่า ADJ-R2 ของค่า
ตอบสนองใดมีค่าน้อยแสดงให้เห็นว่าค่าตอบสนองนั้นไม่เหมาะส้าหรับการท้านายแบบจ้าลอง (Chen 
et al., 2017) ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อพิจารณาค่าการขาดความเหมาะสมของสมการ (lack of fit) พบว่า 
แบบจ้าลองท้ังสองแสดงค่า p-value มากกว่า 0.05 ซึ่งช่วยสนับสนุนความเหมาะสมของแบบจ้าลอง
ท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้างต้น (Anuar et al., 2013; Chen et al., 2017) 
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ตารางที่ 6 ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยของประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) และกิจกรรม       
              การต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ของไมโครแคปซูล 
 

Independent  
variable 

EE (%) TEAC (mg Trolox /g microcapsules) 
Regression 
coefficient 

Significance 
Level (p) 

Regression 
coefficient 

Significance 
Level (p) 

Model  0.0239  0.0214 
X0 58.74  0.41  

X1: Lecithin 5.14 0.0239 -7.913E-003 0.0214 

X2: Chitosan 5.50 0.0187 0.042 0.6546 
X3: Oxalic 3.95 0.0572 -4.645E-003 0.0524 

X1X2 6.78 0.0305 -0.011 0.7914 
X1X3 -7.03 0.0269 -0.038 0.6730 
X2X3 1.46 0.5483 8.258E-003 0.1678 

X1
2 7.50 0.0247 0.16 0.7401 

X2
2 -1.63 0.5212 0.059 0.0011 

X3
2 5.17 0.0801 -0.048 0.0618 

Lack of fit  0.5502  0.3512 
R2 0.9247  0.9282  

ADJ-R2 0.7892  0.7989  
 
ผลการวิเคราะห์แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับความเช่ือมั่นน้อยกว่า 95% (p < 0.05) 
โดย X0 X1, X2 และ X3 คือ จุดตัดสมการ ความเข้มข้นเลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิก (%w/v) 
ตามล้าดับ 

 
จากแบบจ้าลองข้างต้นสามารถสร้างสมการก้าลังสองท่ีแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของเลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิกต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย และ
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระได้ดังสมการท่ี 2 และ 3 
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EE (%) = 58.7393 + 5.13842X1 + 5.49784X2 + 3.94776X3 + 6.78273X1X2 − 7.02976 X1X3  

                                           + 1.46019X2X3 + 7.50008X1
2 − 1.62871X2

2
+ 5.17298X3

2                             (2) 
 
TEAC (mg Trolox/g microcapsules) = 0.41 − 7.913x103X1 + 0.042X2 − 4.645x103X3  

− 0.011X1X2 − 0.038X1X3 + 8.258x103X2X3 

+ 0.16X1
2 + 0.059X2

2 − 0.048X3
2                          (3) 

 

เมื่อ X1, X2 และ X3 คือ ความเข้มข้นเลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิก (%w/v) ตามล้าดับ 
 
ผลการวิเคราะห์สมการท้านายกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสามารถสร้างโครงร่างพื้นผิว 

(contour plot) ของประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของ
ไมโครแคปซูล (ภาพท่ี 18) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของเลซิตินและไคโตซานท่ี
เพิ่มขึ้นส่งผลให้สมบัติท้ังสองของไมโครแคปซูลมีแนวโน้มเพิ่มขึ้น โดยเมื่อวิเคราะห์สัมประสิทธิ์การ
ถดถอยของตัวแปรต่างๆ ในแบบจ้าลอง พบว่า ความเข้มข้นของไคโตซาน (X2) มีความสัมพันธ์ในเชิง
บวกแบบเส้นตรง (Linear term) มากท่ีสุดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับประสิทธิภาพการ
ห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อยของไมโครแคปซูล รองลงมา คือ ความเข้มข้นของเลซิติน (X1) ส่วนกรดออก
ซาลิกต่อไม่ส่งผลประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) ท้ังนี้เมื่อพิจารณาในส่วน
ของอิทธิพลร่วมระหว่างตัวแปร พบว่า ความเข้มข้นของเลซิตินและไคโตซานมีอิทธิพลร่วมกัน (X1X2) 
ในเชิงบวกอย่างมีนัยส้าคัญต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย แสดงให้เห็นถึงข้อดีของการ
ห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อยโดยอาศัยการเกิดแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิต (electrostatic attraction) ระหว่าง
ประจุบวกบนโครงสร้างไคโตซานและประจุลบของโครงสร้างเลซิติน (Sonvico  et al., 2006; Souza 
et al., 2014) แต่ความเข้มข้นของเลซิตินและกรดออกซาลิก (X1X3) มีอิทธิพลร่วมเชิงลบมีนัยส้าคัญ 
เนื่องจากการเติมกรดออกซาลิกท้าให้ในระบบสารห่อหุ้มมีปริมาณประจุลบมากเกินไป จึงขัดขวางการ
เกิดปฎิกิริยาระหว่างประจุของเลซิตินและไคโตซานเป็นผลให้ต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัด
ลดลง ในส่วนของกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระมีเพียงความเข้มข้นของไคโตซานท่ีส่งผลเชิงบวกอย่างมี

นัยส้าคัญท้ังในพจน์ก้าลังหนึ่ง (X2) และก้าลังสอง (X2
2) ซึ่งให้ผลไปในทิศทางเดียวกับประสิทธิภาพการ

ห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย  
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ภาพที่ 18 อิทธิพลของความเข้มข้นเลซิตินและไคโตซานต่อประสิทธิภาพการห่อหุ้ม (Encapsulation    
   efficiency, EE) (ก) และกิจกรรมต้านอนุมูลกิจกรรมต้านอนุมูลเทียบเท่าสารละลาย    
   มาตรฐานโทรลอกซ์   (Trolox equivalent antioxidant capacity, TEAC) (ข) ของ 
   ไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย 

 
 การวิเคราะห์หาสภาวะการห่อหุ้มท่ีเหมาะสมโดยใช้แบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ท่ีพัฒนาขึ้น

จากการก้าหนดให้ไมโครแคปซูลมีประสิทธิภาพการห่อหุ้มและกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด พบว่า 
สภาวะท่ีเหมาะสม คือ การใช้เลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิคท่ีความเข้มข้น 0.8, 1.2 และ 
0.064% (w/v) ตามล้าดับ ซึ่งให้ค่าตอบสนองดังแสดงในตารางท่ี 7 จากนั้นจึงทวนสอบความถูกต้อง
ของแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์โดยท้าการทดลองท่ีสภาวะเหมาะสมจ้านวน 3 ซ้้า เปรียบเทียบค่า
จากการท้านายตามสมการถดถอยและค่าท่ีได้จากการทดลอง  

   (ก) 

(ข) 

(% w/v) 

(%
 w

/v
) 

(%
 w

/v
) 

(% w/v) 
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ตารางที่ 7 ประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC)      

                        ของไมโครแคปซูลท่ีได้จากการท้านายและการทดลองภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม 
 

 Predicted value Experimental value 
EE (%) 83.11 83.50 ± 2.98 
TEAC (mg Trolox/g microcapsules) 0.67 0.65 ± 0.08 

 
ผลการเปรียบเทียบค่าจากการท้านายและค่าท่ีจากการทดลอง พบว่า แบบจ้าลองทาง

คณิตศาสตร์ท่ีพัฒนาขึ้นมีความน่าเช่ือถือ สามารถยืนยันผลการทดสอบจากการวิเคราะห์การทดสอบ
สมมติฐาน t (t-test) พบว่า ค่าท่ีได้จากการทดลองไม่มีความแตกต่างจากสมการท้านายค่า  
(p > 0.05) ดังนั้นจึงกล่าวได้ว่าแบบจ้าลองทางคณิตศาสตร์ ท่ีได้ในสมการท่ี 2 และ 3 มีความ
เหมาะสมส้าหรับใช้ท้านายสภาวะเหมาะสมของการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อยท่ีส่งผลให้ไมโครแคปซูลมี
ประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) และกิจกรรมการต้านอนุมูล (TEAC) สูงสุด  

  

6. ลักษณะพื้นผิวและขนาดของไมโครแคปซูล 

 วิเคราะห์ลักษณะของไมโครแคปซูลภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด โดย
เปรียบลักษณะของไมโครแคปซูลท่ีเหมาะสมซึ่งแสดงค่า EE ท่ีสูงสุด (0.8% เลซิติน 1.2% ไคโตซาน 
และ 0.064% กรดออกซาลิค) กับไมโครแคปซูลท่ีมีค่า EE และ TEAC ต้่าสุด (0.1% เลซิติน 0.65% 
ไคโตซาน) พบว่า ไมโครแคปซูลท้ังสองมีขนาดเฉล่ียภายใต้กล้องไม่ต่างกัน คือประมาณ 20 um (ภาพ
ท่ี 19) โดยไมโครแคปซูลท่ีได้มีลักษณะกลม ส้าหรับรอยบุ๋มบนไมโครแคปซูลนั้นเกิดจากการระเหยน้้า
อย่างรวดเร็วในกระบวนการท้าแห้ง ท่ีอุณหภูมิ 120 °C ร่วมกับอิทธิพลของปริมาณสารห่อหุ้มท่ี
แตกต่างกัน 
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ภาพที่ 19 ภาพถ่ายภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดของไมโครแคปซูลท่ีมีส่วนประกอบของ
สารห่อหุ้ม; (A) 0.8% เลซิติน 1.2% ไคโตซาน และ 0.064% กรดออกซาลิค และ B 0.1% เลซิติน 
0.65% ไคโตซาน 

 
 7. โครงสร้างทางเคมีของไมโคแคปซูล 

 ตรวจสอบโครงสร้างทางเคมีของไมโครแคปซูลแบบต่างๆ ท่ีแสดงประสิทธิภาพการห่อหุ้มสาร
สกัดชานอ้อย (EE) ท่ีแตกต่างกัน ด้วยเทคนิค Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
ท้าการติดตามช่วงการดูดกลืนคล่ืนแสงอินฟราเรดร่วมกับเปอร์เซ็นต์ความเข้มของแสงท่ีทะลุผ่านสาร
ตัวอย่าง  (transmittance, %) โดยภาพท่ี 20 แสดงโครงสร้างเลซิ ติน ท่ีมีการส่ันของ C – H 
stretching (3300 – 2900 cm-1), C – H bending (1464 cm-1) และ phosphate group (P =O 
stretching) ท่ีบริเวณ 1221 cm-1 (Liu et al., 2016) ส่วนโครงสร้างไคโตซานพบการส่ันของหมู่ 
amide ใน glucosamine ได้แก่ 1638 cm-1 (C = O stretching) และ 1561 cm-1 (N- H bending) 
(Fadzallah et al., 2014; Souza et al., 2014) ซึ่งการส่ันของสารห่อหุ้มท้ังสองชนิดสารมารถตรวจ
พบในไมโครแคปซูลท่ีห่อหุ้มด้วย 0.1% เลซิติน 0.65% ไคโตซาน ท่ีไม่เช่ือมไขว้ด้วยกรดอออกซาลิก 
(0.1/0.65/0) และตัวอย่าง 0.8/0.65/0 นอกจากนี้ตัวอย่างท้ังสองยังพบการเปล่ียนแปลงรูปร่างพีค

ของ N- H bending บริเวณต้าแหน่ง 1545 cm-1 ท่ีแสดงถึงหมู่ NH3
+  โดยตัวอย่าง 0.8/0.65/0 ท่ีมี

ปริมาณเลซิตินสูง ส่งผลให้พีคดังกล่าวมีความเข้มข้นลดลงชัดเจน ผลดังกล่าวช่วยสนันสนุนทฤษฎีการ
เกิดแรงดึงดูดไฟฟ้าสถิต (electrostatic attraction) ระหว่างสารห่อหุ้มเลซิตินและไคโตซาน (Mi et 
al., 2015) 

 

A                      B 

A      B 
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ภาพที่ 20 โครงสร้างทางเคมีของสารห่อหุ้ม และไมโครแคปซูลแบบต่างๆ (ตัวเลขในกราฟแสดง  
             %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 
 
 เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของตัวอย่างไมโครแคปซูลท่ีมีส่วนประกอบของ 0.1% เลซิติน 
0.65% ไคโตซาน และเช่ือมไขว้ด้วย 0.2% กรดอออกซาลิก (0.1/0.65/0.2) พบการส่ันท่ีมากกว่า 
ไมโครแคปซูลข้างต้นบริเวณ 1720 cm-1 ซึ่งส่ือถึงหมู่ COOH ในโครงสร้างของกรดออกซาลิก โดยผล
การเช่ือมไขว้ไมโครแคปซูลส่งผลให้เกิดการเคล่ือนของพีคไปยังบริเวณ 1687 cm-1 ท่ีแสดงถึงหมู่ 

COO-  (Fadzallah et al., 2014) พร้อมการเปล่ียนแปลงความเข้มของพีค 1545 cm-1 (NH3
+) ท่ี

ลดลง ซึ่งสนับสนุนการเช่ือมไขว้ระหว่างโครงสร้างไคโตซานและกรดออกซาลิก ผลการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างของไมโครแคปซูลท้ังสองแบบแสดงให้เห็นว่าการเช่ือมไขว้ส่งผล ดีต่อประสิทธิภาพ 
การห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) ของไมโครแคปซูล โดย 0.1/0.65/0.2 มีค่า EE ท่ีสูงกว่า 0.1/0.65/0 
คือ 76.48 และ 52.14% ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามการเติมกรดออกซาลิกเพื่อการเช่ือมไขว้ส่งผลให้
ตรวจพบการส่ันของ P =O stretching (1242 cm-1) ท่ีส่ือให้เห็นว่ากรดออกซาลิกสามารถแย่งจับกับ
ไคโตซานแทนการจับกับโครงสร้างของเลซิติน โดยปริมาณของกรดออกซาลิกท่ีมากเกินไปส่งผลเสีย
โครงสร้างสารห่อหุ้มดังแสดงค่า EE ในตัวอย่าง 0.8/1.2/0.064  EE ท่ีสูงกว่า 0.8/1.2/0.2 เท่ากับ 
83.50 และ 81.59% ตามล้าดับ  
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8. ความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูล 
 

ติดตามความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยเปรียบเทียบกับสารสกัดท่ีถูกห่อหุ้มในไมโครแคปซูล
ภายใต้สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารจ้าลองท่ีมีกรดด่างเท่ากับ 2 ต่อกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระใน
รูปแบบค่า Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) ท่ีเหลืออยู่ในระบบ ผลการทดลอง
พบว่า สารสกัดชานอ้อยมีความคงตัวในสภาวะกรด โดยแสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ ท่ีไม่
แตกตา่งอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) ตลอดระยะเวลาการทดสอบ (ภาพท่ี 21) เนื่องจากองค์ประกอบ
หลักท่ีพบในสารสกัดชานอ้อย ได้แก่ p-coumaric acid ferulic acid และ syringic acid มีค่า pKa 
เท่ากับ 4.7,4.5 และ 4.7 ตามล้าดับ (Beltrán et al., 2003) ดังนั้นในสภาวะทดสอบท่ีมีค่าความเป็น
กรดด่างเท่ากับ 2 สารดังกล่าวจึงไม่แตกตัว และไม่สูญเสียกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Chethan et al. (2007) สกัดสารประกอบฟีนอลจากข้าวป้างสามง่าม (Finger Millet) 
ได้แก่ galic acid, p-coumaric acid ferulic acid และ syringic acid เป็นต้น ท่ีสภาวะความเป็น
กรดด่างต้ังแต่ 1 – 10 ผลการทดลองพบว่า ปริมาณของสารประกอบฟีนอลท่ีสกัดได้มีความคงตัวใน
สภาวะกรด (pH 1 – 6) ก่อนมีแนวโน้มท่ีลดลงในสภาวะกลาง (pH 7) และลดลงประมาณ 64% เมื่อ
สกัดในสภาวะด่าง (pH 10) โดย syringic acid มีความคงตัวในสภาวะด่างที pH 10 น้อยท่ีสุดซึ่งมี
ปริมาณลดลงไป 42% เมื่อเทียบกับปริมาณท่ีมีอยู่ใน pH 3 

 

 
ภาพที่ 21 ความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 ภายใต้สภาวะน้้าย่อย 
             กระเพาะอาหารท่ีมีค่ากรดด่างเท่ากับ 2 เป็นเวลา 120 นาที (ตัวเลขในกราฟแสดง  
             %เลซิติน/%ไคโต-ซาน/%กรดออกซาลิก) 

 
 

0
10
20
30
40
50
60
70
80
90

100

0 20 40 60 80 100 120

re
sid

ue
 T

EA
C 

(%
)

min

extracts
microcapsules

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267003003349#!


48 
 

 ผลการทดสอบความคงตัวของไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 ให้ผลเช่นดียวกับสารสกัด 
ชานอ้อยท่ีสามารถแสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) ตลอด
ระยะเวลาการทดสอบ โดยช่วง 10 นาทีแรกของการทดสอบ พบว่า สารสกัดมีแนวโน้มค่า TEAC ท่ี
เพิ่มสูงขึ้น เนื่องด้วยการชะลอปลดปล่อยสารสกัดออกจากโครงสร้างไมโครแคปซูล ท้ังนี้ตัวอย่าง
ทดสอบท้ังสองชนิดมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญระหว่างตัวอย่าง
ทดสอบตลอด 120 นาที 
 
8. อาย การเก็บรักษาไมโครแคปซูลพฤษเคมีจากชายอ้อย 
 

กระบวนการห่อหุ้ม (encapsulation) มีเป้าหมายเพื่อการปกป้องสารภายในจากสภาวะ
แวดล้อม และยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์  (Nori et al., 2011; Ranveer et al., 2015) งานวิจัย
นี้ทดสอบความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยภายในไมโครแคปซูลเลซิตินและไคโตซานท่ีเก็บรักษา  
ณ อุณหภูมิ 4 ± 1 °C และ 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน โดยมีตัวอย่างควบคุมเป็นสารสกัดชานอ้อยท่ี
ไม่ห่อหุ้ม (sugarcane bagasse extract, SBE) ผลการทดลอง พบว่า การเก็บรักษาสารสกัดชานอ้อย
และไม่โครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 ท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน ไม่ส่งผลต่อกิจกรรมการ
ต้านอนุมูลอิสระท้ังหมด (TEAC) อย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) โดยแสดงกิจกรมต้านอนุมูลอิสระ
คงเหลือประมาณ 98 และ 93% ตามล้าดับ (ภาพท่ี 22) ผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงความ
คงตัวขององค์ประกอบในสารสกัดชานอ้อย 
 

 
ภาพที่ 22 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ท่ีเหลืออยู่ของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูล    

   0.8/1.2/0.064 เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน (ตัวเลขในกราฟแสดง  
             %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 
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อย่างไรก็ตามผลการเก็บรักษาสารสกัดชานอ้อยท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน  
พบการลดลงของค่า TEAC ในตัวอย่างสารสกัดอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) ณ วันท่ี 35 ของการ
ทดสอบ อย่างไรก็ตามไมโครแคปซูล 0.8/1.2/0.064 ไม่พบการเปล่ียนแปลงของค่า TEAC ตลอด
ระยะเวลาการทดสอบ (ภาพท่ี 23) โดยไมโครแคปซูลมีค่า TEAC คงเหลือในวันท่ี 60 มากกว่าสาร
สกัดชานอ้อยอย่างมีนัยส้าคัญ ผลการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของไมโคร
แคปซูลเลซิตินและไคโตซานท่ีสามารถป้องกันสารสกัดชานอ้อยท่ีอยู่ภายในจากส่ิงแวดดล้อมท่ีส่งผล
เสียต่อกิจกรรมการต้านอนุมูอิสระของสารระหว่างการเก็บรักษา 

 

 
ภาพที่ 23 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ท่ีเหลืออยู่ของสารสกัดชานอ้อยและไมโครแคปซูล    
             0.8/1.2/0.064 เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน (ตัวเลขในกราฟ              
             แสดง %เลซิติน/%ไคโตซาน/%กรดออกซาลิก) 
 
9. การผลิตแคปซูลสารสกัดพฤกษเคมีจากชานอ้อย 
 

เนื่องด้วยวัตถุประสงค์ของโครงการท่ีมุ่งเน้นการพัฒนาและประยุกต์ใช้ประโยชน์จากสารสกัด 
ชานอ้อยในรูปแบบอาหารฟังก์ชัน (functional food) ท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพสอดคล้องกับความ
ต้องการของตลาดในปัจจุบัน โดยหลักเกณฑ์ของกระทรวงเกษตรสหรัฐอเมริกา (United States 
Department of Agriculture, USDA) มีข้อแนะน้าให้บุคคลท่ัวไปควรบริโภคอาหาร หรืออาหาร
เสริมท่ีมีค่า Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) ต่อวัน ประมาณ 3000 – 5000 µM 
TE/mg materials ซึ่งส่งผลดีอย่างมีนัยส้าคัญต่อกิตกรรมการต้านอนุมูลอิสระในเนื้อเยื่อ (tissue 
antioxidant capacity) (Feeney, 2004; Tangkanakul and Trakoontivakorn, 2014) ในส่วนผล
การวิเคราะห์กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีการมาตราฐาน Oxygen radical absorbance 
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capacity (ORAC) พบว่า ไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อยมี ค่า ORAC เท่ากับ 23.69 ± 0.60 
umTE/mg microcapsule ดังนั้นจึงเป็นท่ีมาของปริมาณไมโครแคปซูลท่ีบรรจุในแคปซูลเจลาติน คือ 
300 ± 5 mg ดังแสดงในภาพท่ี 24 

 

 
ภาพที่ 24 แคปซูลสารสกัดชานอ้อย 

 
  ส้าหรับประโยชน์ของผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อยเป็นผลมาจากสารประกอบฟี

นอล โดยผลการวิเคราะห์องค์ประกอบด้วยเทคนิค High-performance liquid chromatography
พบสารประกอบฟีนอลหลัก 3 ชนิด ได้แก่ coumaric acid, syringic acid และ ferulic acid ซึ่งมี
งานวิจัยมากมายท่ีกล่าวถึงข้อดีของสารประกอบฟีนอลข้างต้น เช่น Amalan et al. (2016) ท้าการ
ป้อน coumaric acid แก่หนูทดลอง เป็นเวลา 30 วัน ท่ีปริมาณ 100 mg/kg หนูทดสอบ พบว่า 
สามารถลดปริมาณน้้าตาลในเลือด รวมถึงปริมาณคอเลสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด์ท้ังในพลาสมา
และเนื้อเยื่อ ส่วนงานวิจัยของ Balasubashini et al. (2003) หนูท่ีได้รับ ferulic acid ท่ีความเข้มข้น 
10 mg/kg หนู เป็นเวลา 45 วัน มีปริมาณของไขมันในพลาสมาและระดับน้้าตาลในเลือดท่ีลดลง จาก
ผลงานวิจัยข้างต้นช้ีให้เห็นประโยชน์ของสารประกอบฟีนอลท่ีสามารถพบได้ในสารสกัดชานอ้อย ซึ่งมี
ประโยชน์ในการรักษาโรคเบาหวาน และความดันโลหิตสูง 
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บทที่ 5 สร ปผลการศ กษาและข้อเสนอแนะ 
 

สร ปผลการศ กษา 
 

ผลการแปรผันสภาวะการสกัดและแตกโครงสร้างลิกนินด้วยวิธีการต่างๆ พบว่า การใช้ด่าง
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.25 M ร่วมกับหม้อนึ่งความดันท่ีอุณหภูมิ 121 ˚C เป็นเวลา 30 min 
ท้าให้สารสกัดมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงท่ีสุดอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ 
การสกัดด้วยคล่ืนเหนือเสียงความถี่สูง และการแช่ยุ่ย ซึ่งเป็นคุณสมบัติหนึ่งท่ีส้าคัญต่อการประยุกต์ใช้
เป็นอาหารฟังก์ชัน โดยสารสกัดหลังผ่านการท้าบริสุทธิ์ด้วยระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคระหว่าง 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและเอทานอลสามารถลดปริมาณน้้าตาลในสารสกัดได้ประมาณ 5.6 เท่า  
ส่งผลให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลและกิจกรรมการต้านสารอนุมูลอิสระเพิ่มขึ้ น 1.8 และ 1.7 เท่า 
ตามล้าดับ เมื่อเทียบสารสกัดชานอ้อยก่อนท้าบริสุทธิ์  โดยสารสกัดท่ีได้แสดงกิจกรรมการต้าน 
อนุมูลอิสระสูงกว่า vitE และ BHT และยังไม่แสดงความเป็นพิษเฉียบพลันต่อหนูทดสอบ (Acute oral 
toxicity) สามารถจ้าแนกให้สารสกัดชานอ้อยอยู่ในระบบการจ้าแนกความเป็นอันตราย (Globally 
Harmonized  System of  Classification and Labeling of Chemicals, GHS) ล้าดับท่ี 5 หรือกลุ่ม
ท่ีมีค่าความเป็นพิษอย่างเฉียบพลันทางปากท่ีท้าให้สัตว์ทดลองตายไปร้อยละ 50 ภายใน 14 วัน (LD50 
cut off) เท่ากับ 5,000 – ∞ mg/kg body weight 

 
 การวิเคราะห์สภาวะของสารห่อหุ้มไมโครแคปซูลท่ีเหมาะสมโดยใช้โดยใช้ระเบียบวิธีวิจัย

พื้นผิวตอบสนอง (Response surface methodology) ร่วมกับแผนการทดลองแบบ Box-Behnken 
design (BBD) พบว่า การใช้เลซิติน ไคโตซาน และกรดออกซาลิคท่ีความเข้มข้น 0.8, 1.2 และ 
0.064% (w/v) ตามล้าดับ ส่งผลให้ไมโครแคปซูลมีประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย (EE) 
และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด อีกท้ังยังให้ผลการทดสอบความคงตัวภายใต้สภาวะน้้าย่อย
กระเพาะอาหารจ้าลอง และการเก็บรักษาท้ังท่ี 4 และ 37 °C เป็นเวลา 60 วัน ท่ีไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส้าคัญ (p < 0.05) ตลอดระยะเวลาทดสอบ แสดงให้เห็นประสิทธิภาพการห่อหุ้มสารสกัดชานอ้อย
ภายในไมโครแคปซูลเลซิตินและไคโตซานท่ีช่วยปกป้องสารสกัดภายในจากส่ิงแวดดล้อมท่ีส่งผลเสีย
ต่อกิจกรรมการต้านอนุมูอิสระ 

 
ข้อเสนอแนะ 

เพื่อพัฒนาการใช้สารสกัดชานอ้อยในรูปแบบอาหารฟังก์ชัน ควรทดสอบเพิ่มเติมเรื่องความ
เป็นพิษต่อคน เช่น ความเป็นพิษเรื้อรังทางปาก (Chronic oral toxicity)  
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การค้านวนค่าทางเศรษฐศาสตร์ ส้าหรับการพัฒนาไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อยต่อในระดับอุตสาหกรรม 
 
1. ราคาต้นทุนของผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อยหลังผ่านการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
รายละเอียด ราคา (บาท) 
วัสถุดิบต้ังต้น: ปริมาณชานอ้อย 1 ตัน 400 

ผลิตภัณฑ์: ผงสารสกัดลิกนินจากชานอ้อย 148,400 
ผลิตภัณฑ์: ไมโครแคปซูลสารสกัดลิกนิน  
จ้านวน 1,140,000,000 เม็ด 

113,888,888 

ราคาต้นทุนรวมส่วนผลิตภัณฑ์ 160,831,262 
ราคาต้นทุนของผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลต่อเม็ด 0.14 

 
2. ต้นทุนการก่อต้ังโรงงาน  
  
1. วัสดุ-อุปกรณ์ สัดส่วนต้นทุน (ร้อยละ) ราคา (บาท) 
เครื่องจักร  22.9 23000000 
การติดต้ังเครื่องจักร 8.3 8336244.541 
ระบบควบคุม 9.2 9240174.672 
ระบบท่อ  7.3 7331877.729 
ระบบไฟฟ้า  4.6 4620087.336 
อาคาร  4.6 4620087.336 
ท่ีดิน  1.8 1807860.262 
ส่ิงอ้านวยความสะดวก 13.8 13860262.01 
2. แรงงานคน  สัดส่วนต้นทุน (ร้อยละ) ราคา (บาท) 
วิศวกร หัวหน้างาน 7.3 7331877.729 
ค่าก่อสร้าง  9.2 9240174.672 
ด้าเนินงานทางกฏหมาย 1.8 1807860.262 
ผู้รับเหมา  1.8 1807860.262 
เงินทุนส้ารอง 7.9 7934497.817 

    
รวมต้นทุนการจัดต้ังโรงงาน    100,938,864.63  

หมายเหตุ อ้างอิงราคาเบ้ืองต้น เครื่องท้าแห้งแบบพ่นฝอย (ก้าลังการระเหยน้้าท่ี 150 kg/h) และถังสกัดคุม
ความดันท่ีปริมาตร 100 L 
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ภาคผนวก 

ผลการทดลอง 
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ภาพผนวกที่ 1 กราฟมาตราฐานระหว่างกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระและความเข้มข้นของสารโทรลอกซ์ 
 

 
ภาพผนวกที่ 2 กราฟมาตราฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ี 485 nm และความเข้มข้นของน้้าตาลกลูโคส 

 

 
ภาพผนวกที่ 3 กราฟมาตราฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 nm และความเข้มข้นของกรดแกลลิก 
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ตารางผนวกที่ 1 กิจกรรมการต้านอน ุมูลอิสระท ั้งหมด (TEAC, mg Trolox/g SB) ของสารสกัดชานอ้อยท ี่สกัดโดยวิธ ีแช ่ยุ่ยท ี่ อุณหภูม ิ30, 40, 50และ 60 ˚C เป ็นเวลา 6 h 

 

 

 

 

 

เวลา (h) 
อุณหภูมิ (°C) 

30 40 50 60 
0 17.47 17.18 17.32 ± 0.10 19.44 19.18 19.31 ± 0.09 19.27 17.06  18.17 ± 0.78 18.72 17.41 18.06 ± 0.46 
1 32.40 24.45 28.43 ±2.81 54.69 55.24 54.97 ± 0.19 15.52 17.31 16.42 ± 0.63 55.84 60.35 58.09 ± 1.59 
2 48.34 51.99 50.16 ± 1.29 57.69 57.70 57.70 ± 0.01 66.86 65.08 57.97 ± 0.63 58.64 67.59 67.12 ± 1.24 
3 35.22 36.88 46.05 ± 0.59 59.09 54.87 56.98 ± 1.49 62.74 67.23 64.98 ±1.59 38.56 42.90 66.73 ± 1.54 
4 61.37 58.43 59.90 ± 1.04 46.97 41.86 58.42 ± 1.81 72.54 64.20 68.37 ± 2.95 58.78 65.80 68.29 ± 2.48 
5 54.52 54.51 54.52 ± 0.01 43.32 39.23 55.28 ± 1.44 66.26 70.64 68.45 ± 1.55 46.41 44.60 71.50 ± 0.64 
6 56.94 54.45 55.70 ± 0.88 52.29 53.30 56.80 ± 0.36 67.62 61.91 64.76 ± 2.02 71.60 65.08 68.34 ± 2.30 
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ตารางภาคผนวกที่ 2 สมบัต ิของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร ์โบไฮเดรตท ั้งหมด (TCC) ปริมาณสารประกอบฟนีอลท ั้งหมด (TPC) และก ิจกรรมการต ้านอนุม ูล-  
         อ ิสระเท ียบเท ่าสารมาตรฐาน trolox (TEAC) หล ังการสก ัดโดยด ่างความเข ้มข ้น และเวลาต ่าง ๆ ด ้วยหม ้อน ึ ่งความด ัน (autoclave)   
         ท ี่อ ุณหภ ูมิ 121 ºC 

 

 

 

Time (min) NaOH (%w/v) TCC (mg glucose/g SB) TPC (mg gallic acid/g SB) TEAC (mg Trolox/g SB) 
15 
 

0.5 31.66 22.66 27.16 ± 4.50 35.98 45.78 40.88 ± 4.90 66.81 87.21 77.01 ± 10.20 
1.0 23.50 23.71 23.61 ± 0.11 38.76 38.74 38.75 ± 0.01 71.70 78.24 74.97 ± 3.27 
2.0 34.73 32.07 33.40 ± 1.33 41.73 48.60 45.16 ± 3.43 78.27 94.03 86.15 ± 7.88 

30 0.5 17.12 17.65 17.38 ± 0.27 39.02 37.23 38.13 ± 0.89 71.05 65.83 68.44 ± 2.61 
1.0 20.33 19.99 20.16 ± 0.17 41.88 39.47 40.68 ± 1.20 97.09 100.63 98.86 ± 1.77 
2.0 39.93 45.31 42.62 ± 2.69 44.80 54.91 49.85 ± 5.06 81.24 105.76 93.50 ± 12.26 

45 0.5 22.70 21.31 22.01 ± 0.70 42.05 50.09 46.07 ± 4.02 78.02 99.95 88.98 ± 10.96 
1.0 41.55 40.65 41.10 ± 0.45 45.51 43.29 44.40 ± 1.11 89.93 101.90 95.91 ± 5.99 
2.0 78.52 75.71 77.12 ± 1.40 54.69 44.90 49.79 ± 4.89 85.43 105.44 95.43 ± 10.01 



57 
 

ตารางภาคผนวกที่ 3  สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (TCC) ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด (TPC) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
          เทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (TEAC) หลังผ่านระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีไดโพแทสเซียมฟอสเฟตความเข้มข้นต่างๆ 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ 4  สมบัติของสารสกัดชานอ้อย; ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท้ังหมด (TCC) ปริมาณสารประกอบฟีนอลท้ังหมด (TPC) และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 

          เทียบเท่าสารมาตรฐาน trolox (TEAC) หลังผ่านระบบสารละลายน้้าสองวัฏภาคท่ีเอทานอลความเข้มข้นต่างๆ 

 

 

K2HPO4 (%w/v) TCC (mg glucose/g SB) TPC (mg gallic acid/g SB) TEAC (mg Trolox/g SB) 
18 7.60 7.14 7.37 ± 0.23 78.28 68.69 73.49 ± 4.80 187.99 152.97 170.48 ± 17.51 
20 8.7 7.34 7.85 ± 0.51 86.80 80.25 83.52 ± 3.28 203.55 207.77 205.66 ± 2.11 
22 9.02 6.47 7.74 ± 1.27 96.88 87.02 91.95 ± 4.93 232.08 215.56 223.82 ± 8.26 
24 8.69 6.15 7.42 ± 1.27 89.88 85.74 87.81 ± 2.07 241.05 173.45 207.25 ± 33.80 
26 9.39 5.34 7.37 ± 2.03 91.05 88.83 89.94 ± 1.11 231.15 168.17 199.66 ± 31.49 

EtOH (%w/v) TCC (mg glucose/g SB) TPC (mg gallic acid/g SB) TEAC (mg Trolox/g SB) 
14 15.00 14.49 14.75 ± 0.26 53.08 52.37 52.73 ± 0.35 113.56 108.79 111.17 ± 2.39 
16 8.35 9.37 8.86 ± 0.51 78.49 80.84 79.66 ± 1.17 198.81 178.29 188.55 ± 10.26 
18 7.15 7.86 7.51 ± 0.36 81.38 87.32 84.35 ± 2.97 209.02 184.17 196.59 ± 12.43 
20 6.33 9.34 7.84 ± 1.50 77.68 76.37 77.02 ± 0.65 188.20 169.90 179.05 ± 9.15 
22 6.71 8.69 7.70 ± 0.99 76.41 73.81 75.11 ± 1.30 159.42 193.91 175.03 ± 15.62 
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ตารางภาคผนวกที่ 5  ความคงตัวของสารสกัดชานอ้อยภายใต้สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารท่ีมีค่ากรดด่าง
เท่ากับ 2 เป็นเวลา 120 นาที  

 
เวลา (นาที) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระในระบบ (%) 

ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 ซ้้าท่ี 3 เฉล่ีย 
0 100.00 90.59 97.04 95.87 ± 4.81 
5 73.51 89.41 91.91 84.94 ± 9.98 
15 75.00 90.00 97.57 87.52 ± 11.49 
30 76.12 91.18 96.23 87.84 ± 10.46 
60 77.99 92.94 100.00 90.31 ± 11.24 
120 80.22 100.00 92.99 91.07 ± 10.03 

 
ตารางภาคผนวกที่ 6  ความคงตัวของไมโครแคปซูล 0.8% เลซิติน 1.2%ไคโตซาน และ 0.064% กรด 

  ออกซาลิก ภายใต้สภาวะน้้าย่อยกระเพาะอาหารท่ีมีค่ากรดด่างเท่ากับ 2 เป็นเวลา     
  120 นาที  

เวลา (นาที) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระในระบบ (%) 
ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 ซ้้าท่ี 3 เฉล่ีย 

0 59.21 46.81 27.91 44.64 ± 15.76 
5 86.84 91.49 93.60 90.65 ± 3.46 
15 100.00 90.43 95.35 95.26 ± 4.79 
30 97.37 93.62 93.60 94.86 ± 2.17 
60 89.47 94.68 100.00 94.72 ± 5.26 
120 92.11 100.00 93.60 95.24 ± 4.19 
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ตารางภาคผนวกที่ 7  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ของสารสกัดชานอ้อย เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ     
 4 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน  

 
เวลา (วัน) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ (%) 

ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 เฉล่ีย 
0 100.00 100.00 100.00 ± 0.00 
7 95.69 100.35 98.02 ± 3.30 
14 93.15 97.04 95.10 ± 2.75 
21 88.78 93.12 90.95 ± 3.07 
28 93.45 100.27 96.86 ± 4.82 
35 95.39 108.75 100.00 ± 9.45 
42 93.87 85.52 89.69 ± 5.90 
49 89.55 98.30 93.92 ± 6.19 
56 97.49 100.34 98.91 ± 2.01 
60 100.00 96.57 98.28 ± 2.43 

 
 
ตารางภาคผนวกที่ 8  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ของไมโครแคปซูล 0.8% เลซิติน 1.2% 
                            ไคโตซานและ 0.064% กรดออกซาลิก เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 ± 1 °C เป็นเวลา                          
                            60 วัน 

เวลา (วัน) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ (%) 
ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 เฉล่ีย 

0 100.00 100.00 100.00 ± 0.00 
7 100.00 116.25 100.00 ± 11.49 
14 104.28 127.34 100.00 ± 16.30 
21 95.52 123.62 100.00 ± 19.88 
28 98.26 108.89 100.00 ± 7.52 
35 106.86 114.96 100.00 ± 5.73 
42 107.80 108.66 100.00 ± 0.61 
49 103.58 112.94 100.00 ± 6.62 
56 115.80 103.19 100.00 ± 8.91 
60 108.82 120.56 100.00 ± 8.30 
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ตารางภาคผนวกที่ 9  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ของสารสกัดชานอ้อย เมื่อเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ     
 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 วัน  

 
เวลา (วัน) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ (%) 

ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 เฉล่ีย 
0 100.00 100.00 100.00 ± 0.00 
7 105.77 107.95 100.00 ± 1.55 
14 102.59 103.13 100.00 ± 0.38 
21 110.02 112.36 100.00 ± 1.65 
28 78.68 100.00 89.34 ± 15.08 
35 89.81 100.60 95.21 ±7.63 
42 83.87 85.91 84.89 ± 1.44 
49 88.92 98.36 93.64 ± 6.67 
56 78.70 83.10 80.90 ± 3.11 
60 78.33 84.87 81.60 ± 4.63 

 
ตารางภาคผนวกที่ 10  กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ (TEAC) ของไมโครแคปซูล 0.8% เลซิติน 1.2%ไคโต- 
                             ซาน และ 0.064% กรดออกซาลิก ท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 ± 1 °C เป็นเวลา 60 
วัน 
 

เวลา (วัน) กิจกรรมต้านอนุมูลอิสระ (%) 
ซ้้าท่ี 1 ซ้้าท่ี 2 เฉล่ีย 

0 100.00 100.00 100.00 ± 0.00 
7 84.15 100.00 92.08 ± 11.21 
14 88.23 100.00 94.11 ± 8.32 
21 85.36 100.00 92.68 ± 10.35 
28 77.20 100.00 88.60 ± 16.12 
35 82.87 100.00 91.43 ± 12.11 
42 79.76 100.00 89.88 ± 14.31 
49 87.73 100.00 100.00 ± 8.68 
56 77.27 100.00 88.63 ± 16.07 
60 77.32 100.00 88.66 ± 16.04 
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ภาคผนวก  
ข้อมูลการวิจัยแบบ 5 บรรทัด 
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แบบการจดัท าข้อมูลการวิจยั แบบ 5 บรรทดั 
 

ชื่อโครงการ  การประเมินกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อยท่ีได้จาก 
     การท้าแห้งแบบพ่นฝอยและความเป็นไปได้ในการใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน 

 
 
(สร ปผลงานวิจัยในภาพรวม งานวิจัยท าอะไร ได้ผลลัพธ์อะไร น าไปใช้ประโยชน์อย่างไร ) 

งานวิจัยมีแนวคิดการพัฒนาผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีจากชานอ้อยในรูปแบบไมโครแคปซูล เริ่มจากสกัด
ลิกนิน แตกโครงสร้าง และการท้าบริสุทธิ์ เพื่อให้ได้สารสกัดท่ีมีสารประกอบฟีนอลสูงท่ีสุด สามารถแสดง
กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงกว่า vitamin E และ BHT และไม่เป็นพิษเฉียบพลันต่อหนูทดสอบ จากนั้นจึง
ขึ้นรูปผลิตภัณฑ์ด้วยการท้าแห้งแบบพ่นฝอย มุ่งเน้นการใช้ประโยชน์ในการเป็นอาหารเชิงหน้าท่ีหรืออาหาร
ฟังก์ชัน (functional food) ท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพและสอดคล้องกับความต้องการของตลาดในปัจจุบัน 
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   ภาคผนวก  
สร ปผลงานวิจัยเพ่ือเผยแพร่ 
    (รายละเอียด 1 หน้ากระดาษ A4) 
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ชื่อเร่ือง (ภาษาไทย) การประเมินกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อย           
                               ท่ีได้จากการท้าแห้งแบบพ่นฝอยและความเป็นไปได้ในการใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน 

           (ภาษาอังกฤษ)  Evaluation of antioxidant activities of spray-dried phytochemical 
     microcapsules from sugarcane and their potential uses as functional 
                               foods 
โดย (ช่ือนักวิจัย)  ร.ศ. ดร.ภคมน จิตประเสริฐ  
   ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตรมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 
ประเด็นปัญหาก่อนการวิจัย 

อุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาลทรายก่อให้เกิดชานอ้อยเหลือท้ิงในปริมาณมากกว่า 30 ล้านตันต่อปี 
โดยบางส่วนถูกใช้เพื่อการผลิตกระแสไฟฟ้าภายในโรงงานผลิตน้้าตาลทราย การผลิตวัสดุก่อสร้าง รวมไปถึง
เยื่อกระดาษ แต่การใช้ประโยชน์เหล่านี้ยังมีมูลค่าต้่า และคงเหลือชานอ้อยท่ีไม่ได้ใช้ประโยชน์อีกเป็นจ้านวน
มาก  ดังนั้นโครงงานวิจัยนี้จึงเสนอแนวทางการใช้ประโยชน์จากชานอ้อย โดยมุ่งเน้นการใช้ลิกนินซึ่งเป็นส่วน
ท่ีมักถูกก้าจัดท้ิง เพื่อผลิตอาหารฟังก์ชันท่ีก่อให้เกิดมูลค่าเพิ่มจากวัตถุเหลือท้ิงทางการเกษตรท่ีมีมูลค่าต้่า  
การแก้ไขปัญหาโดยใช้ผลงานวิจัย 
 โครงการวิจัยนี้มีแนวคิดพัฒนาผลิตภัณฑ์พฤกษเคมีจากชานอ้อยท่ีมีกิจกรรมการต้านอนุมูล ขั้นแรก
คือการหาสภาวะการสกัดพร้อมแตกโครงสร้างของลิกนินในชานอ้อยด้วยการใช้ด่างร่วมกับหม้อนึ่งความดันสูง 
ท้าใหส้ารสกัดท่ีได้แสดงกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระท่ีสูงท่ีสุด จากนั้นจึงใช้เทคโนโลยีการท้าแห้งแบบพ่นฝอย 
(spray drying) ในการสร้างผลิตภัณฑ์ไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อย โดยใช้ระเบียบวิธีวิจัยพื้นผิว
ตอบสนอง (Response surface methodology เพื่อหาความเข้มข้นของสารห่อหุ้มท่ีท้าให้ประสิทธิภาพการ
กักเก็บสาร และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงสุด รวมถึงสามารถปกป้องการเส่ือมเสียของสารระหว่างเก็บ
รักษา ซึ่งเทคโนโลยีการท้าแห้งแบบพ่นฝอยนั้นเป็นเทคโนโลยีท่ีเหมาะสมในการผลิตระดับอุตสาหกรรม 
สามารถผลิตได้ต่อเนื่อง และมีต้นทุนการผลิตท่ีต้่า เพื่อมุ่งเน้นการใช้ประโยชน์ในการเป็นอาหารฟังก์ชัน 
(functional food) ท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพและสอดคล้องกับความต้องการของตลาดในปัจจุบัน  
 

รูปภาพประกอบ 

 
                 สารสกัดชานอ้อย              ไมโครแคปซูลสารสกัดชานอ้อย 
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ภาคผนวก  
การน้าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์อย่างเปน็รูปธรรม 
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รหัส
โครงการ 

R D G 5 9 5 0 0 8 1 

 

 
การรายงานการน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์อย่างเป็นรูปธรรม 
 
๑. ชื่อโครงการ / กิจกรรมที่ได้รับการสนับสน น  

การประเมินกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของไมโครแคปซูลพฤกษเคมีจากชานอ้อยท่ีได้จากการท้าแห้ง
แบบพ่นฝอยและความเป็นไปได้ในการใช้เป็นอาหารฟังก์ชัน 

๒.  ชื่อนักวิจัย ร.ศ.ภคมนจิตประเสริฐ  
๓. งบประมาณที่ได้รับการสนับสน น  880,910 บาท  
๔. ปีงบประมาณที่ด าเนินการ 2558-25561 
๕. การน าผลผลิตจากงานวิจัยไปสู่การใช้ประโยชน์    

   มีการน าไปใช้ประโยชน์       ยังไม่มีการน าไปใช้ประโยชน ์
๖. ช่วงเวลาที่งานวิจัยได้น าไปสู่การใช้ประโยชน์ ต้ังแต่ปี 2558 จนถึงปัจจุบัน 
๗. เป้าหมายด าเนนิการ 

เผยแพร่ความรู้ เช่น การบรรยาย จัดแสดงโปสเตอร์วิชาการ และตีพิมพ์ผลงานในวารสารระดับนานาชาติ 
๘. พื้นที่การใช้ประโยชน์  

งานประชุมวิชาการ, สถาบันการศึกษา (ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสากรรมเกษตร
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์) 

๙. รูปแบบการใช้ประโยชน์จากงานวิจัยตามข้อ ๗ และ ๘ (สามารถเลือกได้มากกว่า ๑ รูปแบบ เนื่องจาก
ถ้าเป็นเรื่องเดียวกันสามารถน้าไปใช้มากกว่า ๑ มิติได้) 

                   ๙.๑. การใช้ประโยชน์มิตินโยบาย ได้แก่ การน าข้อมูลไปประกอบการตัดสินใจในการ
บริหาร / ก าหนดนโยบาย โดย 
 ได้รับหนังสือขอข้อมูลเพื่อใช้ประกอบการตัดสินใจในเรื่องใดเรื่องหนึ่ง 
 ได้รับหนังสือเรียนเชิญให้ข้อมูลประกอบการตัดสินใจ / ก้าหนดนโยบาย 
 อื่นๆ(โปรดระบุ)..................................................................................................................... 
๙.๒. การใช้ประโยชน์มิติเศรษฐกิจ / พาณิชย์ โดย  
 ได้รับหนังสือหรือหลักฐานอื่น แสดงความสนใจเพื่อเจรจาธุรกิจ 
 มีการซื้อ – ขาย เทคโนโลยีระหว่างนักวิจัยและผู้น้าไปใช้ประโยชน์ 

  อื่นๆ(โปรดระบุ) 
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๙.๓. การใช้ประโยชน์มิติการพัฒนาสังคม / ช มชน / ท้องถ่ิน โดย 

การถ่ายทอดเทคโนโลยีท่ีได้รับจากงานวิจัยในชุมชน / ท้องถิ่น (อบรม , คู่มือ , แผ่นพับ , 
โปสเตอร์, เว็ปไซต์ ฯลฯ) 

 ได้รับหนังสือเรียนเชิญให้ความรู้จากชุมชน / องค์กร / หน่วยงานในพื้นท่ีต่างๆ 
  อื่นๆ(โปรดระบุ)  

๙.๔. การใช้ประโยชน์มิติวิชาการ โดย 
ได้มีการอ้างอิงผลงานท่ีตีพิมพ์วารสารวิชาการระดับประเทศ / ระดับนานชาติ 

 ได้รับหนังสือเรียนเชิญเป็นวิทยากรเพื่อให้ความรู้ในกรอบของผลงานวิจัยจากหน่วยงาน
ต่างๆ 

  อื่นๆ(โปรดระบุ) ก้าลังด้าเนินการร่างผลงานท่ีตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติ 
๑๐. รายละเอียดผลการด าเนินงานตามข้อ ๙ เกิดการเปลี่ยนแปลงจากการน าผลผลิตจากงานวิจัยไป

ใช้อย่างไร 
การด้าเนินงานของโครงการสามารถสร้างองค์ความรุ้ใหม่ โดยมีแผนการน้าผลงานท่ีเกิดขึ้นไป
บรรยายให้ความรู้ในงานประชุมวิชาการ หรือตีพิมพ์ลงในวารสารนานาชาติ (International journal 
paper) พร้อมท้ังผลิตบุคคลากรท่ีมีความเช่ียวชาญเพื่อมุ่งหวงัให้เกิดการใช้ความรู้ดังกล่าวไปคิดต่อ
ยอดในระดับอุตสาหกรรม 

๑๑. รูปภาพประกอบกิจกรรมหรือ รูปภาพแสดงถ งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข ้นเปรียบเทียบก่อน – หลงั
การน าผลผลิตจากงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ (พร้อมค้าบรรยายกิจกรรมโดยย่อย ท่ีแสดงถึงวัน เดือน ปี ท่ี
จัดกิจกรรม)  

- จัดท้าเอกสารอิเล็กโทรนิคในรูปแบบของอินโฟกราฟิกส์ (Infographics) เผยแพร่ให้ความรู้เมื่อ
วันท่ี 5 ตุลาคม 2559 ในเวบไซต์
https://www.facebook.com/BBBSpecialResearchUnit/photos/a.831987243517648.
1073741844.676064859109888/1040734302642940/?type=3&theater     
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- จัดแสดงโปสเตอร์วิชาการ ติดแสดงบริเวณท่ีภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ อาคารอุตสาหกรรมเกษตร 3 ช้ันท่ี 6 
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- ส่ิงพิมพ์ทางวิชาการ  
ช่ือผลงาน ”Ultrasonic-assisted extraction of antioxidants and antimicrobial from 
sugarcane bagasse”  
เผยแพร่ท่ีงานประชุมนักวิชาการอ้อยและน้้าตาลนานาชาติ ครั้งท่ี 29 (International Society of 
Sugar Cane Technologists , ISSCT) ท่ีจัดขึ้นระหว่างวันท่ี 5-8 ธันวาคม 2559 ณ ศูนย์ประชุม
และแสดงสินค้านานาชาติ จังหวัดเชียงใหม่ โดยได้รับรางวัลการน้าเสนอผลงานในรูปโปสเตอร์ดีเด่น 
(best posters award) 
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- ได้รับเชิญเข้าบรรยายงานประชุมวิชาการท่ีจัดขึ้นโดยโครงการน้้าตาลในวันท่ี 14 กันยายน. 60  
น้าเสนอผลงานปากเปล่าพร้อมเผยแพร่ในรูปแบบโปสเตอร์วิชาการ 

  
 

- ตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารนานาชาติ 
Juttuporn, W., P. Thiengkaew, A. Rodklongtan, M. Rodprapakorn and P. 
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โครงการย่อยที่ 2 
บทสร ปผู้บริหาร  (Executive Summary) 

 
คณะผู้วิจัยมุ่งสร้างมูลค่าเพิ่มแก่ชานอ้อยซึ่งเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมน้้าตาลทรายและมี

ปริมาณมหาศาล  โดยในอดีตชานอ้อยจะถูกใช้เป็นเพียงวัตถุดิบส้าหรับผลิตเยื่อกระดาษหรือเป็นเช้ือเพลิง
ส้าหรับผลิตไอน้้าซึ่งเป็นการใช้ประโยชน์ท่ีมีมูลค่าต้่า  แต่เนื่องจากองค์ประกอบทางเคมีของชานอ้อยจะมี
เซลลูโลส 50%  เฮมิเซลลูโลสและลิกนินชนิดละ 25%  โดยเฉพาะอย่างยิ่งการสร้างมูลค่าเพิ่มโดยการสกัด
ลิกนินในชานอ้อยเพื่อผลิตสารต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) และสารต้านจุลินทรีย์ (Antimicrobial)  
ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงสนใจจะพัฒนากระบวนการสกัดแยกลิกนินออกจากเส้นใยเพื่อการผลิตสารต้านอนุมูล
อิสระ (โครงการย่อยท่ี 1) ก่อน แล้วโครงการย่อยท่ี 2 นี้จึงมุ่งพัฒนากระบวนการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสซึ่งมี
องค์ประกอบส่วนใหญ่เป็นไซแลน (xylan) ด้วยเอนไซม์ไซลาเนส (xylanase) และไซโลซิเดส (xylosidase) 
ให้เปล่ียนเป็นน้้าตาลไซโลสเพื่อใช้เป็นสารต้ังต้นส้าหรับการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์ต่อไป   

สภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยไซแลนในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสคือ ชานอ้อย 10% (w/v) 
นาน 24 ช่ัวโมง และค่าพีเอช 6.0  แต่การย่อยไซแลนในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซโลซิเดสได้ไซโลสต้่ามาก  
ดังนั้นจึงใช้เอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดสท้างานร่วมกันในการย่อยไซแลนในชานอ้อยให้เป็นไซโลส  และ
พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ท้ังสองชนิดคือ ชานอ้อย 10% 
(w/v) และค่าพีเอช 6.0 
  ผลการเพาะเล้ียงยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 เพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมของการ
ผลิตไซลิทอลในอาหารเหลว YNB ในระดับฟลาสก์เขย่าท่ี 170 rpm   พบว่าไซลิทอลเพิ่มสูงขึ้นตามความ
เข้มข้นของไซโลสท่ีเพิ่มสูงขึ้น และอาหารเหลว YNB ซึ่งมีความเข้มข้นของไซโลส 100 g/L ผลิตไซลิทอลได้
สูงสุด 14.935 g/L ท่ี 72 ช่ัวโมง ดังนั้นจึงเลือกอาหารเหลว YNB ซึ่งมีความเข้มข้นของไซโลส 100 g/L เพื่อใช้
ศึกษาในล้าดับต่อไป 

การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์  พบว่า C. magnoliae TISTR 5664 
ผลิตไซลิทอลสูงสุด 16.62 g/L ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 5.0 ท่ี 72 ช่ัวโมง จึงใช้ค่าพีเอชเริ่มต้น 5.0 ในการศึกษาขั้น
ต่อไป และการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์ พบว่าเนื่องจากยีสต์ C. magnoliae 
TISTR 5664 เป็น mesophilic yeast จึงสามารถผลิตไซลิทอลได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 30-37C และผลิต      ไซ
ลิทอลสูงสุด 17.77 g/L ท่ีอุณหภูม ิ37C   

ผลการศึกษาผลของความเข้มข้นน้้าตาลไซโลสต่อการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ C. magnoliae TISTR 
5664 ในระดับฟลาสก์เขย่า  พบว่า ระหว่างน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100, 200 และ 300 g/L น้้าตาลไซโลส
ความเข้มข้น 100 g/L ให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด (90.52 g/L) และให้ผลผลิตสูงสุดเร็วที่สุด (24 ช่ัวโมง)  
 ส้าหรับการศึกษาการขยายขนาดการผลิตไปสู่ระดับถังหมักโดยใช้ถังหมักขนาด 10 ลิตร (Working 
Volume 6 ลิตร)  พบว่า การเล้ียง C. magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลส



 

ความเข้มข้น 100 g/L พีเอชเริ่มต้น 5.0 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 37C นาน 18 
ช่ัวโมง เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิตไซลิทอล โดยให้ผลผลิตไซลิทอลในปริมาณสูงสุด (70.25 – 
75.70 g/L) และใช้ระยะเวลาผลิตส้ันท่ีสุด (ระยะเวลา 18 ช่ัวโมง)  

ผลการศึกษากระบวนการท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์ โดยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ผ่าน
คอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 ซึ่งอยู่ในรูปของแคลเซียม ก้าหนดอัตราส่วนปริมาตรบรรจุเรซินต่อปริมาตร
สารตัวอย่าง 120 : 30  โดยใช้น้้าปราศจากอิออนเป็นตัวชะล้างท่ีอุณหภูมิห้องด้วยอัตราการไหล 60 ml/h  
พบว่า สามารถแยกไซลิทอลออกจากน้้าหมักได้อย่างสมบูรณ์เมื่อสัดส่วนระหว่างปริมาตรของน้้าล้าง กับ
ปริมาตรของเรซินท้ังหมด (Ve / Vt)  สูงกว่า 0.4 เป็นต้นไป และค่า % Recovery คิดเป็นเท่ากับ 57.21% 
 และผลการทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้โดยการป้อนพร้อมอาหารให้แก่หนูทดลองใน
อัตรา 2,000 mg/kg  พบว่าไม่มีการตายของหนูทดลอง และไม่พบอาการหรือสัญญาณแสดงความเป็นพิษ
ตลอดการสังเกตนาน 14 วัน   



 

บทคัดย่อ 

 
 โครงการย่อยท่ี 2 “การผลิตไซลิทอลจากชานอ้อย” ภายใต้แผนงานวิจัย “การสร้างมูลค่าเพิ่มแก่ชาน
อ้อยด้วยวิธีการทางเทคโนโลยีชีวภาพ” เพื่อสร้างมูลค่าเพิ่มแก่ชานอ้อยโดยการใช้ประโยชน์ไซแลนซึ่งเป็น
องค์ประกอบหลักของเฮมิเซลลูโลสในชานอ้อย โดยการศึกษากระบวนการผลิตไซลิทอลจากชานอ้อย ซึ่ง
เริ่มต้นจากการย่อยไซแลนในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสให้เปล่ียนเป็นน้้าตาลไซโลสส้าหรับใช้เป็นวัตถุดิบ
ในกระบวนการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664  แต่พบว่าการใช้เอนไซม์ไซลาเนส 
เพียงชนิดเดียวให้ผลผลิตน้้าตาลไซโลสต้่ามาก ดังนั้นจึงศึกษาการย่อยไซแลนโดยการท้างานร่วมกันของ
เอนไซม์ไซลาเนสและเบต้าไซโลซิเดส  อย่างไรก็ตามเนื่องจากในชานอ้อยมีไซแลนเพียงประมาณ 25% แม้
ย่อยชานอ้อยในสภาวะท่ีเหมาะสม (ชานอ้อย 10% w/v) ด้วยเอนไซม์สองชนิดแล้วก็ยังมีปริมาณของน้้าตาล
ไซโลสต้่าเพียง 12.96 กรัมต่อลิตร ซึ่งจะให้ผลผลิตไซลิทอลต้่ามาก  จึงจ้าเป็นต้องศึกษาการผลิตไซลิทอลด้วย
ยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 โดยใช้น้้าตาลไซโลสเป็นวัตถุดิบแทน  ผลการศึกษาในระดับฟลาสก์เขย่า
พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์สายพันธุ์นี้ในอาหารเหลว YNB คือ น้้าตาลไซโลส 100 
g/L พีเอชเริ่มต้น 5.0 อุณหภูมิ 37C เขย่า 250 rpm ซึ่งให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด 90.52 g/L ณ ช่ัวโมงท่ี 24  
และเมื่อศึกษาการขยายขนาดการผลิตสู่ถังหมักขนาด 10 ลิตร พบว่าสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิต     ไซ
ลิทอลในถังหมักคือ น้้าตาลไซโลส 100 g/L พีเอชเริ่มต้น 5.0 กวน 300 rpm ให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 
37C นาน 18 ช่ัวโมง โดยให้ผลผลิตไซลิทอล 70.25-75.70 g/L และใช้เวลาส้ันท่ีสุด (18 ช่ัวโมง)  นอกจากนี้
ยังศึกษาการท้าให้บริสุทธิ์โดยวิธีโครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 ใช้
อัตราส่วนปริมาตรเรซินต่อปริมาตรสารตัวอย่าง 120 : 30  ใช้น้้าปราศจากอิออนเป็นตัวชะล้างท่ีอุณหภูมิห้อง
ด้วยอัตราการไหล 60 ml/h  พบว่าสามารถแยกไซลิทอลออกจากน้้าหมักได้อย่างสมบูรณ์เมื่อสัดส่วนระหว่าง
ปริมาตรของน้้าล้างกับปริมาตรเรซินท้ังหมด (Ve / Vt)  สูงกว่า 0.4 เป็นต้นไป และค่า % Recovery เท่ากับ 
57.21%  และผลการทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้โดยการป้อนพร้อมอาหารให้แก่หนูทดลองใน
อัตรา 2,000 mg/kg  พบว่าไม่มีการตายของหนูทดลอง และไม่พบอาการหรือสัญญาณแสดงความเป็นพิษ
ตลอดการสังเกตนาน 14 วัน



ก 

 

สารบัญ 
 
 หน้า 
บทสร ปผู้บริหาร  
บทคัดย่อ  
สารบัญ  
สารบัญตาราง 
สารบัญภาพ 

ก 
ข 
ค 

บทที่ 1 บทน า 1 
 1.1 ท่ีมาและความส้าคัญของโครงการ 1 
 1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 2 
 1.3 ขอบเขตของการวิจัย 2 
 1.4 ผลท่ีคาดว่าจะได้รับ 3 
บทที่ 2 ทบทวนเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง  4 
บทที่ 3 วิธีการด าเนินการวิจัย   12   
บทที่ 4 ผลการศ กษาและอภิปรายผล   15 
บทที่ 5 สร ปผลการศ กษาและข้อเสนอแนะ 42 
ภาคผนวก  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ข 

 

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่ หน้า 
  
1 คุณสมบัติทางด้านฟิสิกส์และทางเคมีท่ีส้าคัญของไซลิทอล    5 

  2   การแยกไซลิทอลซึ่งผลิตได้จากยีสต์ Candida magnolia TISTR 5664 โดยวิธี                 40 
       โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 (ก้าหนด  
       อัตราส่วนปริมาตรบรรจุเรซินต่อปริมาตรสารตัวอย่าง 120 : 30 โดยใช้น้้าเป็นตัวชะล้าง 
       ท่ีอุณหภูมิห้องด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง) 

  

  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 



ค 

 

สารบัญรูปภาพ 
 
ภาพที ่ หน้า 

1 วิถีการเกิดไซลิทอลจากเมทาบอลิซึมของไซโลสโดยยีสต์    9 
2 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสของการแช่น้้าและไม่แช่น้้าของชาน

อ้อยก่อนการผลิตไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซมไ์ซลาเนส ในละลายโซเดียมซิ
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ปริมาณเอนไซม์ไซลาเนส โดยใช้ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15 
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความ
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กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสระหว่างปริมาตรชานอ้อยต่อปริมาตร
เอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดสในอัตราส่วน 1:1 และปริมาณชานอ้อยท่ี
แตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15  เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ในละลายโซเดียมซิเต
รทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง 

20   

7 
 

กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสซึ่งเกิดจากการใช้เอนไซม์ไซลาเนส
และเอนไซม์ ไซโลซิเดส ละลายในโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 
50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือพีเอช 5.5 และ 6.0 นาน 24 ช่ัวโมง 

  21   

8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 
ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 15 กรัมต่อลิตร 

23 

9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 
ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 25 กรัมต่อลิตร 

23 
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10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 

และน้้าหนักเซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 
ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 50 กรัมต่อลิตร 

24 

11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 
ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 75 กรัมต่อลิตร 

24 

12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 
ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 100 กรัมต่อลิตร 

25 

13 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 4.0 

26 

14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 5.0 

26 

15 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 6.0 

27 

16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 7.0 

27 

17 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 8.0 
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18 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
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19 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ

ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
 
 

29 

20 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีอุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส 

30 

21 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

30 

22 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิ
ทอล และน้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 
5664 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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23 กราฟแสดงความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส และปริมาณผลผลิตไซลิทอลในการผลิตไซ
ลิ-ทอลในระดับฟลาสก์โดยเช้ือ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0  บ่มบนเครื่อง
เขย่า 170 และ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง 
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24 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง 

33 

25 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 200 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง 
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26 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 

และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 300 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง 

34 

27 กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ในอาหาร YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอช
เริ่มต้น 5.0 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 72 ช่ัวโมง 

35 

28 กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ในอาหาร YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอช
เริ่มต้น 5.0 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 72 ช่ัวโมง   

36 

29 กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ในอาหาร YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอช
เริ่มต้น 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง   

37 

30 กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล 
และน้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae 
TISTR 5664 ในอาหาร YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 0.8 VVM อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง   

38 

31 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัดส่วนระหว่างปริมาตรของสารชะกับปริมาตรของเร
ซินท้ังหมด (Ve / Vt) กับความเข้มข้นน้้าตาลภายหลังจากการชะล้างน้้าหมักท่ีได้จาก 
Candida magnolia TISTR 5664 ผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 

39 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของเร่ือง  
 
 อ้อยเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีส้าคัญของประเทศไทย โดยมีเนื้อท่ีปลูกอ้อยท่ัวประเทศในปี พ.ศ.2556 
ท้ังหมด 9,487,320 ไร่ (ส้านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้้าตาลทราย, 2557ก)  การปลูกอ้อยมี วัตถุประสงค์
หลักเพื่อใช้เป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการผลิตน้้าตาลทราย ซึ่งประเทศไทยส่งออกน้้าตาลเป็นอันดับต้นๆ 
ของโลก   ในปี พ.ศ.2556 สามารถผลิตน้้าตาลทรายได้  6,266,825 ตัน  จากโรงงานน้้าตาลทรายท่ัวประเทศ 
51 โรง (ส้านักงานคณะกรรมการอ้อยและน้้าตาลทราย, 2557ข)   การผลิตน้้าตาลทรายจากอ้อยก่อให้เกิด
วัตถุดิบเหลือท้ิงทางการเกษตร  ได้แก่ กากตะกอน (filter cakes)  กากน้้าตาล (molasses)  และชานอ้อย 
(bagasses) ในปริมาณมาก 
 
 ชานอ้อย คือ ส่วนของล้าต้นอ้อยท่ีหีบเอาน้้าอ้อยออกแล้ว คิดเป็นปริมาณ 27.0-29.0% ของอ้อยท่ี
เข้าหีบ (มิตรผล, 2554)  ดังนั้นจากการผลิตน้้าตาลทรายจึงเหลือชานอ้อยจากการหีบในปริมาณหลายล้าน 
ตันต่อปี  ในปัจจุบันได้มีการน้าชานอ้อยไปใช้ประโยชน์ในด้านต่างๆ ได้แก่ ใช้เป็นเช้ือเพลิงส้าหรับผลิตไอน้้า
และกระแสไฟฟ้าภายในโรงงานผลิตน้้าตาลทราย  ใช้ผลิตวัสดุก่อสร้าง  ใช้ผลิตกระดาษ  ใช้ท้าปุ๋ยหมัก  และ
ใช้เป็นวัตถุคลุมดินเพื่อรักษาความช้ืนของดินและป้องกันวัชพืช (นิรนาม, ม.ป.ป.)  ซึ่งการใช้ประโยชน์เหล่านี้มี
มูลค่าต้่า  ท้ังยังคงเหลือชานอ้อยท่ีไม่ได้ใช้ประโยชน์อีกเป็นจ้านวนมาก 
 
 ดังนั้นโครงการย่อยท่ี 2 จึงมุ่งศึกษากระบวนการย่อยสลายไซแลน (Xylan) ซึ่งเป็นองค์ประกอบ
ภายในเส้นใยของชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส (Xylanase) และไซโลซิเดส (Xylosidase) ให้เปล่ียนเป็น
น้้าตาลไซโลส (Xylose) ส้าหรับใช้เป็นสารต้ังต้นของการผลิตไซลิทอล (Xylitol) ด้วยยีสต์ซึ่งมีความสามารถ
การผลิตไซลิทอลได้สูง  และจะท้าให้ไซลิทอลท่ีผลิตขึ้นนี้มีความบริสุทธิ์จนสามารถน้าไปใช้งานได้ต่อไป  
ดังนั้นจึงนับว่าเป็นการสร้างมูลค่าเพิ่มให้แก่ชานอ้อยท่ีมีปริมาณมหาศาลได้อย่างมาก 
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1.2 วัตถ ประสงค์ของการวิจัย  
 

1) เพื่อสร้างมูลค่าเพิ่มให้กับชานอ้อยและพัฒนาองค์ความรู้ด้านการผลิตไซลิทอลจากการย่อยสลาย
ชานอ้อยด้วยเอนไซม ์

2) เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนภายในเส้นใยของชานอ้อยด้วยเอนไซม์  
ไซลาเนสและไซโลซิเดสเพื่อให้เปล่ียนเป็นน้้าตาลไซโลส 

3) เพื่อศึกษากระบวนการผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสท่ีย่อยสลายได้จากไซแลนภายในเส้นใย
ของชานอ้อยโดยยีสต์ท่ีสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงในระดับฟลาสก์เขย่า 

4) เพื่อศึกษาผลกระทบของการขยายขนาดการผลิตไซลิทอลจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถัง
หมัก 

5) เพื่อศึกษากระบวนการท้าให้ไซลิทอลท่ีผลิตได้มีความบริสุทธิ์ 
6) เพื่อตรวจวิเคราะห์ความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วใน

สัตว์ทดลอง 
 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 

 การวิจัยนี้จะศึกษาสภาวะการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดสเพื่อเปล่ียนให้
เป็นน้้าตาลไซโลสส้าหรับใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไซลิทอลด้วยจุลินทรีย์ และท้าให้ไซลิทอลท่ีผลิตได้บริสุทธิ์
ต่อไป 
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1.4 ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
 

โครงการย่อยที่ 2 
เดือนท่ี กิจกรรม (activities) ผลงานท่ีคาดว่าจะได้รับ (outputs) 
6 เดือนท่ี 1 1. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อย

สลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์  
ไซลาเนสและไซโลซิเดส 

2. การศึกษาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง
ปริมาณชานอ้อยต่อเอนไซม์ไซลาเนสและ
ไซโลซิเดส 

3. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิต  
ไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 

4. การศึกษาหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมของการ
ผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 

1. ทราบถึงสภาวะท่ีเหมาะสมของการ
ย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วย
เอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 

2. ทราบอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง
ปริมาณชานอ้อยต่อเอนไซม์ไซลาเนส
และไซโลซิเดส 

3. ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิต    
ไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 

4. ทราบสูตรอาหารท่ีเหมาะสมของการ
ผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 

6 เดือนท่ี 2 1. การศึกษาการขยายขนาดการผลิตไซลิทอล 
จากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 

2. การศึกษาผลกระทบของการขยายขนาดการ
ผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 
 

3. การศึกษาหากระบวนการท้าให้ไซลิทอล 
บริสุทธิ์ 

4. การทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิต
ได้และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วใน
สัตว์ทดลอง 

5. สรุปผลการวิจัย และจัดท้ารายงาน 

1. ทราบสภาวะการผลิตไซลิทอลในระดับ
ถังหมัก 

2. ทราบผลกระทบของการขยายขนาด
การผลิตไซลิทอลจากระดับฟลาสก์
เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 

3. ทราบกระบวนการท้าให้ไซลิทอลบริ
สุทธิ์ 

4. ทราบผลการทดสอบความเป็นพิษของ  
ไซลิทอลท่ีผลิตได้และผ่านการท้าให้
บริสุทธิ์แล้วในสัตว์ทดลอง 

5. รายงานสรุปผลการวิจัย 
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บทที่ 2 
 

ทบทวนเอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 
Xylitol Production 
 
 ไซลิทอล (Xylitol) เป็นน้้าตาลแอลกอฮอล์และน้้าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีประกอบด้วยคาร์บอน 5 
อะตอม ซึ่งจัดเป็นสารให้ความหวานชนิดหนึ่งและมีความหวานคล้ายคลึงกับน้้าตาลซูโครส ไซลิทอลมี
คุณสมบัติเฉพาะตัวท่ีดี เช่น ไซลิทอลสามารถช่วยป้องกันฟันผุได้เพราะเป็นน้้าตาลท่ีจุลินทรีย์ในช่องปากไม่
สามารถใช้ในการเจริญได้ และสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Streptococcus mutans ซึ่งเป็น
สาเหตุหนึ่งของฟันผุ นอกจากนี้สารไซลิทอลยังมีคุณสมบัติในการช่วยกระตุ้นการหล่ังของน้้าลายโดยน้้าลายยัง
เป็นตัวกลางในการน้าแร่ธาตุท่ีมีประโยชน์มาหล่อเล้ียงฟันจึงเท่ากับช่วยลดโอกาสของการเกิดฟันผุลงอีกทาง
หนึ่งด้วย (Pepper and Olinger , 1987) รสชาติของไซลิทอลเมื่อละลายในปากแล้วให้ความรู้สึกท่ีเย็นสดช่ืน
คล้ายเมนทอล จากคุณสมบัติเฉพาะตัวท่ีดีของไซลิทอลนี้ ท้าให้นิยมใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น หมากฝรั่ง 
และลูกอม เป็นต้น นอกจากนี้สามารถใช้ไซลิทอลในยาและเวชภัณฑ์ทางการแพทย์ได้อีกด้วย 
 
ไซลิทอล (Xylitol) 
 
 ไซลิทอล (Xylitol: C5H12O5) จัดเป็นน้้าตาลแอลกอฮอล์ (Sugar alcohol) มีรูปผลึกสีขาว รสชาติ
คล้ายน้้าตาล ประกอบด้วยคาร์บอนห้าอะตอมเป็นอนุพันธ์ของน้้าตาลไซโลส (xylose : C5H10O5) พบได้ใน
ธรรมชาติ เช่น ผักและผลไม้ (Parajo et al., 1998) 
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ตารางที่ 1 คุณสมบัติทางด้านฟิสิกส์และทางเคมีท่ีส้าคัญของไซลิทอล 

คณุสมบติั รายละเอียด 

 
โครงสร้าง 

 
สูตรโมเลก ล C5H12O5 
น้ าหนักโมเลก ล 152.1 
รสชาติและกลิ่น รสหวาน ไม่มีกล่ิน 
สี สีขาว 
ความหวานสัมพัทธ์ ไซลิทอล(85-120) มีความหวานโดยประมาณเท่ากับน้้าตาลซูโครส(100)แต่หวาน

มากกว่ากลูโคส(70), ไซโลส(67), ซอร์บิทอล(50)และแมนนิทอล(40)แต่มีความ
หวานน้อยกว่าฟรุกโทส(150) 

จ ดหลอมเหลว 93.4 – 94.7 องศาเซลเซียล 
จ ดเดือด 216 องศาเซลเซียส 
การละลายในน้ า 64.2 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร 
____________________________________________________________________________ 
 
ค ณสมบัติและข้อดีอื่นๆ ของไซลิทอลที่น่าสนใจ (สาโรจน์, 2537) 
 

1. ไซลิทอลละลายได้ง่ายในน้้า เป็นสารละลายท่ีมีความคงตัวสูง แม้ว่าจะถูกความร้อนหรือเก็บท้ิงไว้
นานและไม่เกิดปฎิกิริยา Maillard Browning และ Caramelization อย่างน้้าตาลฟรุกโทสหรือเด็กซ์
โทรส เมื่อใช้ความร้อนสูงกว่า 150 องศาเซลเซียส เป็นข้อเสียในการใช้ไซลิทอลในผลิตภัณฑ์ท่ี
ต้องการคุณสมบัติดังกล่าว และเนื่องจากมีจุลินทรีย์ไม่มากนักท่ีสามารถใช้ไซลิทอลได้จึงท้าให้
ผลิตภัณฑ์ท่ีมีส่วนประกอบของไซลิทอลเก็บรักษาไว้ได้นานไมเสียง่าย 

2. ไซลิทอลให้รสชาติดี เย็นและสดช่ืน (cooling effect) คล้ายกับเมนทอล   เนื่องจากการละลายของ
ไซลิทอลต้องการความร้อน (endothermic dissolution) คือมีค่าความร้อนจ้าเพาะในการละลาย
เป็นลบ (-34.8 แคลอรีต่อกรัม) ซึ่งคุณสมบัติดังกล่าวซอร์บิทอล (-26.5 แคลอรีต่อกรัม
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3. ไซลิทอลมีความหวานเท่ากับน้้าตาลท่ัวไป แต่มีความหวานมากกว่าแมนนิทอล และซอร์บิทอล 2.5 
และ 2 เท่า ตามล้าดับ เมื่อเทียบกับน้้าตาลซูโครสจะมีค่าความหวานต้ังแต่ 0.85 ถึง 1.25 เท่า ซึ่ง
ขึ้นอยู่กับค่าพีเอช ความเข้มข้น และอุณหภูมิ เป็นต้น 

4. พลังงาน (caloric value) ท่ีได้จากไซลิทอล 1 กรัม เท่ากับ 4.06 กิโลแคลอรี ซึ่งเหมือนกับพลังงานท่ี
ได้จากอาหารคาร์โบไฮเดรตท่ัวๆไป แต่การใช้ไซลิทอลผสมกับน้้าตาลหรือสารให้ความหวานชนิดอื่น
สามารถคงความหวานและรสชาติของผลิตภัณฑ์ได้เช่นเดิม แต่สามารถลดแคลอรีได้ 50 ถึง 70 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งได้มีการน้ามาใช้ในผลิตภัณฑ์เครื่องด่ืมประเภทยา กาแฟ น้้า ผลไม้ น้้าอัดลม จึง
เหมาะสมแก่ผู้บริโภคท่ีต้องการลดน้้าหนัก 

5. ไซลิทอลป้องกันฟันผุ (non-cariogenicity) เนื่องจากจุลินทรีย์ในช่องปากไม่สามารถใช้ไซลิทอลเป็น
แหล่งอาหารได้ ท้าให้สภาพพีเอชบนเคลือบฟันไม่ต้่ากว่า 5.7 จึงไม่มีการผลิตกรดเกิดขึ้น จึงท้าให้ลด
การเกิดฟันผุได้ 

 
ประโยชน์ของไซลิทอล (สาโรจน์, 2537ก) 
1. การน้าไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร 
 พบว่ามีการใช้ไซลิทอลในผลิตภัณฑ์อาหารอย่างแพร่หลาย เช่น ขนมอบ  แยม  มาร์มาเลด เป็นต้น 
เนื่องจากไซลิทอลมีคุณสมบัติเฉพาะหลายประการท่ีทดแทนน้้าตาลได้ และยังมีข้อดี คือ แก้ปัญหาฟันผุ ท่ีเกิด
จากการบริโภคผลิตภัณฑ์ท้ังหลายท่ีมีน้้าตาลเป็นส่วนประกอบ ไซลิทอลจะให้คุณภาพท่ีทัดเทียมหรือดีกว่า
น้้าตาลซูโครส อาทิ คุณสมบัติท่ีเย็นสดช่ืน การเพิ่มคุณค่าทางรสชาติจ้าพวกรสเปปเปอร์มินต์ และรสผลไม้
ต่างๆ 
2. การน้าไปใช้ทางการแพทย์ 
 มีการน้าไซลิทอลไปใช้เป็นอาหารของผู้ป่วย เนื่องจากไซลิทอลไม่เกิดปฎิกิริยากับกรดอะมิโน  ท้าให้
การเตรียมอาหารเหลวใช้ทางสายยางง่ายกว่าการเตรียมโดยใช้น้้าตาลกลูโคส และการใช้ไซลิทอลในร่างกาย
จะไม่ข้ึนกับอินซูลิน จึงท้าให้ปัญหาในการใช้น้้าตาลกลูโคสของผู้ป่วยหมดไป ผู้ป่วยโรคเบาหวานก็เหมาะท่ีจะ
น้าไซลิทอลเป็นสารให้ความหวานในอาหารของผู้ป่วยแทนน้้าตาลกลูโคสเพราะจะไม่มีผลต่อการเพิ่มปริมาณ
น้้าตาลในเลือด และยังลดปัญหาฟันผุอีกด้วย ท้าให้มีผลดีต่อผู้ป่วยท่ีต้องบริโภคยาเป็นเวลายาวนาน 
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การผลิตไซลิทอล 
  
 ไซลิทอลสามารถพบได้ในผักและผลไม้หลายชนิด เช่น ต้นเบิร์ช สตอเบอร์รี่ แครอท ซังข้าวโพด ฟาง 
ร้าข้าว ผลไม้เปลือกแข็งจ้าพวกถั่วต่างๆ เป็นต้น ปัจจุบันการผลิตไซลิทอลในอุตสาหกรรมใช้วิธีการทางเคมี 
กระบวนการไฮโดรจีเนชัน (Hydrogenation) ปฎิกิริยาไฮโดรจีเนชันท่ีท้าให้ได้ไซลิทอลนั้นมีความอันตราย
เพราะต้องใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ภายใต้ภาวะอุณหภูมิสูงและความดันสูง มีต้นทุนในการผลิตท่ีสูง มีสาร
ปนเปื้อนมาก และยากต่อการท้าบริสุทธิ์ ดังนั้นการช่วยลดต้นทุนการผลิตไซลิทอล สามารถท้าได้โดยวิธีทาง
เทคโนโลยีชีวภาพท่ีต้องอาศัยกระบวนการหมักจากน้้าตาลไซโลสด้วยจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ เช้ือรา 
แบคทีเรีย และยีสต์ โดยเฉพาะยีสต์ในสกุล Candida sp. (Ylikabri, 1979) โดยแบคทีเรียสามารถเปล่ียน D-
Xylose เป็น D-Xylulose ผ่านกระบวนการ Catalyzedด้วยเอนไซม์ Xylose isomerase ซึ่งเอนไซม์นี้
สามารถพบในยีสต์และราบางชนิดได้เช่นกัน เช่น C. boidinii, Malbranchea pulchella, and Meurospora 
crassa ดังนั้นการผลิตไซลิทอลโดยการหมักด้วยยีสต์และราเป็นหลักจากน้้าตาลไซโลสจึงเป็นแนวทางหนึ่งท่ี
สามารถพัฒนาไปสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
  
 ส่วนใหญ่แล้วการเปล่ียนแปลง D-xylose เปน D-xylulose ของราและยีสต์นั้นใช้ 2 กระบวนการ 
กระบวนการแรกจะใช้เอนไซม์ xylose reductase เป็น D-xylose เป็น D-xylitol โดยใช้กระบวนการ 
Reduction แ ละ ก ร ะ บ วน กา ร ท่ี  2 จ ะ เ ป ล่ี ย น  D-xylitol เ ป็ น  D-xylulose โ ด ย เ อ็ น ไ ซม์  xylitol 
dehydrogenase ซึ่งเป็นกระบวนการ Oxidation  ท้ังสองกระบวนการนี้จะถูกน้ามาพิจารณาเพื่อศึกษาการ
ผลิตไซลิทอล โดยปกติแล้วราและยีสต์จะน้า D-xylulose ไปใช้ต่อ โดยใช้เอนไซม์ xylulokinase เปล่ียน D-
xylulose เป็น  xylulose-5-phosphate เพื่ อ เข้ า สู่วงจร pentose phosphate pathway  นอกจากนี้  
Aspergillus niger, Penicillium sp. and Petromyces albertensis สามารถผลิตเอนไซม์  xylolytic ท่ี
สามารถเปล่ียนน้้าตาลไซโลสในวัสดุประเภทลิกโนเซลลูโลส เป็นไซลิทอลได้ ในการศึกษาส่วนมากจะใช้วัสดุ
เหลือท้ิงทางการเกษตร เช่น ฟางข้าว ซังข้าวโพด ชานอ้อย น้ามาเป็นวัตถุดิบในการผลิตไซลิทอลด้วย
กระบวนการทางชีวภาพ (Mudaliyar et al., 2011) ซึ่งมีการศึกษาเพิ่มเติมว่ายีสต์สายพันธุ์ Candida 
สามารถผลิตไซลิทอลได้สูงท่ีสุด 
 
การผลิตไซลิทอลโดยวิธีการทางเคมี 
 
 เนื่องจากการสกัดไซลิทอลจากแหล่งธรรมชาติท่ีมีปริมาณไซลิทอลท่ีต้่า ไม่คุ้มค่าในเชิงพาณิชย์ การ
ผลิตในได้ใช้ในอุตสาหกรรมได้ใช้ในกระบวนการไฮโดรจีเนชัน(Hydrogenation)  โดยใช้น้้าตาลไซโลสป็นสาร
ต้ังต้น หรือใช้แหล่งของน้้าตาลจากวัสดุอื่น เช่น วัสดุเหลือท้ิงท่ีมีไซโลส เป็นองค์ประกอบ โดยมีข้ันตอนดังนี้ 
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1. การไฮโดรไลซิส เป็นขั้นตอนการสกัดน้้าตาลไซโลสจากส่วนเฮมิเซลลูโลส โดยการใช้กรดซัลฟูริกเจือจาง 
หรือโดยการใช้ด่างโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
2. การท้าน้้าตาลไซโลสให้บริสุทธิ์ 
3. การท้าดีไฮโดรจีเนชัน ขั้นตอนนี้ท้าเพื่อเปล่ียนน้้าตาลไซโลสให้เป็นไซลิทอล ภายใต้สภาวะความดัน 50 
บรรยากาศ อุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2.5 ช่ัวโมง โดยมีโลหะนิกเกิลเป็นตัวเร่งปฎิกิริยาจะได้เป็น
น้้าตาลแอลกอฮอล์ออกมา 
4. การท้าไซลิทอลให้บริสุทธิ์ สารละลายน้้าตาลแอลกอฮอล์ท่ีได้จากกระบวนการไฮโดรจีเนชันจะต้องน้ามา
กรองเพื่อแยกโลหะนิกเกิลออก จากนั้นท้าสารละลายไซลิทอลให้มีความบริสุทธิ์สูงขึ้นโดยวิธีการโครมาโตก
ราฟี แล้วท้าการตกผลึกเพื่อให้ได้ไซลิทอลท่ีมีความบริสุทธิ์  ตามธรรมดาแล้วจะผลิตไซลิทอลด้วยวิธีทางเคมี 
ปฎิกิริยาไฮโรจีเนชันท่ีจะท้าให้ได้ไซลิทอลนั้นมีความอันตรายเพราะต้องใช้ตัวท้าละลายอินทรีย์ภายใต้ภาวะ
อุณหภูมิสูงและความดันสูง และการท้าให้บริสุทธิ์จากสารผสมนั้นท้าได้ยาก 
  
การผลิตไซลิทอลโดยวิธีทางเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
 จากข้อเสียและต้นทุนท่ีค่อนข้างสูงของวิธีการผลิตไซลิทอลทางเคมี จึงมีความพยายามท่ีจะหาวิธีผลิต
ไซลิทอลท่ีใช้ต้นทุนต้่าคือการผลิตไซลิทอลโดยวิธีการหมักด้วยเช้ือจุลินทรีย์แทน ซึ่งใช้สภาวะในการผลิตท่ีไม่
รุนแรงและขั้นตอนการท้าบริสุทธิ์ไม่ยุ่งยาก (Branco et al., 2007) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
กระบวนการผลิตไซลิทอลโดยใช้ยีสต์ 
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  เมทาบอลิซึมของไซโลสในเซลล์ยีสต์ ดังภาพท่ี 1 ไซโลสท่ีอยู่นอกเซลล์จะถูกส่งผ่านเข้ามาในเซลล์ 
และถูกเปล่ียนเป็นไซลิทอลโดยเอนไซม์ไซโลสรีดักเทส ไซลิทอลส่วนใหญ่ท่ีเกิดขึ้นจะถูกส่งออกนอกเซลล์ อีก
ส่วนหนึ่งจะถูกเปล่ียนเป็นไซลลูโลสโดยเอนไซม์ไซลิทอลดีไฮโดรจีเนสเพื่อใช้สังเคราะห์ชีวมวลต่อไป 
(Sirisansaneeyakul et al., 1992) 
 

 
ภาพท่ี 1 : วิถีการเกิดไซลิทอลจากเมทาบอลิซึมของไซโลสโดยยีสต์ 
ท่ีมา: Sirisansaneeyakul et al. (1992)  
 
ยีสต์สายพันธ์ที่สามารถผลิตไซลิทอล 
 
 ยีสต์หลายสายพันธ์มีความสามารถในการผลิตไซลิทอลจากไซโลส ซึ่งส่วนใหญ่จัดอยู่ในนามสกุล 
Candida  อาทิเช่น C. blankii, C. boidinii, C. guilliermondii, C. mogii, C. tropicalis และ C. utilis เป็น
ต้น  นอกจากนี้ มี ร ายงานการผลิตไซ ลิทอลโดยยี ส ต์สกุ ลอื่ นๆ  เ ช่น  Pachysolen tannophilus, 
Debaryomyces hansenii และ Pichia anomala เป็นต้น (Kim et al., 1997) 
 
 
ปัจจัยบางประการที่มีอิทธิพลต่อการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ 
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 ยีสต์ท่ีสามารถผลิตเอทานอลได้มากหรือน้อยแตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับสายพันธ์ของยีสต์และปัจจัย
ต่างๆ เช่น ปริมาณออกซิเจน พีเอช อุณหภูมิ ความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของเช้ือเริ่มต้น  และตัว
ยับยั้ง เช่น  furfuran กรดอะซิติก สารประกอบฟีนอล  และอนุมูลโลหะหนัก เป็น ต้น (Converti et al., 
2000) 
 

Vanzyl et al. (1991) พบว่ากรดอะซิติกเป็นตัวยับยั้ง โดยความสามารถในการยับยั้งจะขึ้นอยู่กับ
ระดับความเข้มข้นที่อยู่ในรูปไม่แตกตัว ในสภาวะพีเอชเป็นกรด กรดอะซิติกสามารถแพร่เข้าสู่เซลล์ไซโตพลาส
และเกิดการแตกตัวท้าให้ภายในเซลล์มีพีเอชต้่ากว่าภายนอกเซลล์ เป็นผลท้าให้ไม่สามารถเกิดการควบคู่ของ
พลังงาน เกิดความต้องการของ ATP มากขึ้นในการขนส่งสารอาหาร 

 
 Weigert et al. (1998) พบว่า เฟอร์ฟูรอล และ5-ไฮดรอกซีเมทธิลเฟอร์ฟูรอลเป็นสารท่ีมีผลต่อการ
เติบโตของจุลินทรีย์ให้มีการปรับตัวอย่างช้าๆ หรือเป็นสาเหตุท้าให้เซลล์ตาย สารพิษเฟอร์ฟูรอลมีผลต่อ
กระบวนการหายใจและกระบวนการ oxidation phosphorylation และเปล่ียนไปอยู่ในรูปของ furfural 
alcohol ท้าให้มีผลต่อการเติบโตของเซลล์ 
 

นอกจากนี้ยังมีการศึกษาอย่างต่อเนื่องในการพัฒนาการผลิตไซลิทอลจากแหล่งอื่นท่ีไม่ใช่น้้าตาล D-
xylose หรือพัฒนาการผลิตโดยใช้จุลินทรีย์ท่ีตัดแต่งพันธุกรรม และใช้จุลินทรีย์หลายตัวในการผลิตเพื่อให้
สามารถผลิตไซลิทอลได้ในปริมาณสูงสุด หนึ่งในวิธีดังกล่าว คือ การผลิตไซลิทอลจาก Xylose mother 
liquor ซึ่งมีน้้าตาล xylose เป็นส่วนประกอบถึง 35%-40% และมีส่วนประกอบอื่น เช่น L-arabinose 
(10%-15%), galactose (8%-10%), glucose (8%-10%) และน้้าตาลอื่นๆอีกเล็กน้อย แต่การน้า Xylose 
mother liquor มาใช้นั้นมีปัญหาเรื่องการท้าบริสุทธิ์ Xylose mother liquor ให้เป็นน้้าตาล xylose เพราะ
ใน Xylose mother liquor มี furfural และ 5-hydromethylfurfural (HMF) ซึ่งเป็นสายับย้ังการเจริญของ
จุลินทรย์บางชนิด ในการทดลองนี้ใช้ยีสต์ C. maltose ในการบ้าบัด furfural, 5-hydromethylfurfural 
(HMF) และน้้าตาล glucose ออกจาก Xylose mother liquor จากนั้นใช้ B. subtillis ท่ีมีการดัดแปลง
พันธุกรรม ซึ่งจะสามารถเปล่ียน L-arabinose และ galactose ให้เป็น xylose ขึ้นตอนนี้จะท้าให้มี xylose 
เพิ่มมากขึ้น และสุดท้ายจะใช้ C. maltose อีกครั้งเพื่อสังเคราะห์ xylitol จาก xylose (Cheng et al., 
2011) 

 
ไซลิทอลยังสามารถผลิตไ ด้จาก glucose ใน process  glucose   D-arabitol   D-xylullose   

xylitol โดยในการทดลองนี้ใช้ยีสต์ 3 ชนิด แยกเป็นกลุ่ม 1, 2 และ 3 : กลุ่มท่ี 1 ผลิต xylitol ได้อย่างเดียว, 
กลุ่มท่ี 2 ผลิต D-arabitol ได้อย่างเดียว และกลุ่มท่ี 3 ผลิตได้ท้ัง xylitol และ D-arabitol ซึ่งการทดลองนี้จะ
ให้ความสามรถของยีสต์ 3 กลุ่มนี้ในการลิต xylitol แยกยีสต์ท้ั 3 กลุ่มจากธรรมชาติ C. guilliermondii var. 
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soya (ATCC 20216)  เป็นยีสต์กลุ่ม 1 ท่ีผลิต xylitol ได้มากท่ีสุดจากน้้าตาล (55% yields on the sugar 
used), D. hansenii (ATCC 20212) เป็นยีสต์กลุ่มท่ี 2 สามารถผลิต D-arabitol (50% yields) และยีสต์
กลุ่ม 3 Candida guilliermondii 3529 สามารถผลิต xylitol และ D-arabitol ได้ในปริมาณท่ีเท่ากัน (50% 
yields)  ในการผลิตไซลิทอลจะใช้การท้างานร่วมกันของยีสต์ ขั้นแรกเปล่ียน glucose เป็น D- arabitol โดย
ใช้ยีสต์ ขั้นท่ีสองจะเปล่ียน D-arabitol  เป็น D-xylulose โดยใช้ Acotobacter และสุดท้ายเปล่ียน D-
xylulose เป็น xylitol โดยยีสต์ (Noda-shi and Chiba-ken, 1969) 
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บทที่ 3 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
 
3.1 การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและไซโล- 
ซิเดส 
  

 ศึกษาวิธีการเตรียมชานอ้อยซึ่งได้รับมาจากโรงงานน้้าตาลส้าหรับการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์  โดย
ศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
เพื่อเตรียมให้เป็นสารละลายน้้าตาลไซโลสส้าหรับใช้ในการผลิตไซลิทอลโดยจุลินทรีย์ต่อไป โดยศึกษาผลของ
การทรีทเมนท์ชานอ้อยก่อนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ เพื่อให้ทราบว่าจ้าเป็นต้องท้าการทรีทเมนท์ชานอ้อย
หรือไม่  และศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลาย 
 
3.2. การศึกษาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างปริมาณชานอ้อยต่อเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
 

 เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดในการย่อยสลายไซแลนในชานอ้อยโดยค้านึงถึงปริมาณน้้าตาลไซโลสท่ี
ได้รับและต้นทุนของการย่อยสลาย ดังนั้นจึงศึกษาหาค่าอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างปริมาณชานอ้อยต่อ
ปริมาณเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
 
3.3. การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 
 

 เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ ทดลองเล้ียงยีสต์ซึ่ง
สามารถใช้น้้าตาลไซโลสได้และสามารถผลิตไซลิทอลได้ในอาหารเหลวซึ่งได้จากการย่อยสลายชานอ้อยด้วย
เอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดสในระดับฟลาสก์เขย่า โดยทดลองปรับเปล่ียนสภาวะต่างๆ ซึ่งอาจจะมีผลต่อ
การผลิตไซลิทอล ได้แก่ ค่าพีเอช อุณหภูมิ ความเร็วของการเขย่า ฯลฯ 
 
3.4. การศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์ 
 

 ภายหลังทราบสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลแล้ว จะศึกษาหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส้าหรับ
การผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสท่ีเตรียมได้จากการย่อยสลายไซแลนในชานอ้อยโดยใช้ยีสต์เป็นจุลินทรีย์ท้า
หน้าท่ีเปล่ียนไซโลสให้เป็นไซลิทอล โดยจะทดลองปรับสูตรอาหารให้เหมาะสมเพื่อให้ได้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด 
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3.5. การศึกษาการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 
  

 ภายหลังทราบสภาวะและสูตรอาหารท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์เขย่าแล้ว 
จะทดลองศึกษาการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าขึ้นไปสู่การผลิตระดับถังหมัก เพื่อศึกษาหา
สภาวะท่ีเหมาะสมในขนาดการผลิตระดับถังหมักและระดับขนาดท่ีใหญ่ขึ้นต่อไป ได้แก่ ค่าพีเอช อุณหภูมิ 
ปริมาณการให้อากาศ ฯลฯ 
 
3.6. การศึกษาผลกระทบของการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 
 

 เพื่อป้องกันปัญหาการขยายขนาดการผลิตไปสู่ขนาดการผลิตระดับท่ีใหญ่มากขึ้นในอนาคตไว้
ล่วงหน้า  ดังนั้นจึงศึกษาผลกระทบของการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก ได้แก่ 
ปัญหาของการเตรียมน้้าตาลไซโลสในปริมาณเพิ่มสูงขึ้นจากการย่อยสลายชานอ้อยด้วยเอนไซม์  การ
เปล่ียนแปลงของค่าพีเอช  การแลกเปล่ียนความร้อนเมื่อขยายขนาดการผลิต  ระยะเวลาท่ีจ้าเป็นส้าหรับการ
ผลิตไซลิทอลในถังหมัก ฯลฯ 
  
3.7 การศึกษากระบวนการท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์ 
  

 ท้าการศึกษากระบวนการท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์โดยหลักการแยกไซลิทอลด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโท- 
กราฟี  ซึ่งใช้เรซิน Purolite PCR833 (Product Code 10852) ซึ่งเป็น Polystyrenic Gel, Strong Acid 
Cation Resin, Sodium form, Chromatographic Grade ของบริษัท Purolite ประเทศสหรัฐอเมริกา เร
ซิน Purolite PCR833 มีคุณสมบัติเป็นผงละเอียดท่ีมีขนาด 0.177-0300 นาโนเมตร มีความช้ืนประมาณ 44-
48% มีความหนาแน่น 1.28 กรัมต่อมิลลิลิตร และความสามารถในการแลกเปล่ียนประจุเท่ากับ 2 me ต่อ
มิลลิลิตร 
 

3.7.1 การเตรียมคอลัมน์ Purolite PCR833 

ท้าการ regenerate เรซิน Purolite PCR833 ให้อยู่ในรูปของแคลเซียม โดยการใช้สารละลาย CaCl2 
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตรมากกว่า 2 เท่าของเรซิน กวนผสมตลอดเวลาประมาณ 1 คืน จากนั้นเท
สารละลายท้ิง  ล้างด้วยน้้าปราศจากประจุ (Deionized water) จนกระท่ัง CaCl2 ส่วนเกินหมดไป  บรรจุเร
ซินท่ีเตรียมได้ลงในคอลัมน์แก้ว Spectra/Chrom LC Column ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางภายใน 2.5 เซนติเมตร 
(Volume 4.91 ml/cm, ความสูงของคอลัมน์ 50 เซนติเมตร) อุดปลายคอลัมน์ด้วยใยแก้ว  เติมน้้าเพื่อไล่
อากาศท่ีค้างอยู่  ปิดปลายคอลัมน์  ดูดเรซินปริมาตร 120 มิลลิลิตร ใส่เข้าไปในคอลัมน์อย่างต่อเนื่อง  ขณะ
บรรจุปล่อยให้น้้าไหลออกจากคอลัมน์ในอัตราท่ีสูงเพื่อให้เรซินมีการอัดตัวอย่างสม่้าเสมอ และไม่มีการอัดตัว
เพิ่มในระหว่างการทดลอง  ปล่อยให้เรซินเรียงตัวประมาณ 1 คืน 
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3.7.2  การท้าบริสุทธิ์ไซลิทอลจากน้้าหมักของ Candida magnolia TISTR 5664 

ป้อนน้้าหมักจากการเล้ียง C. magnolia TISTR 5664 เพื่อผลิตไซลิทอลซึ่งผ่านการเหวี่ยงแยกเซลล์ออกแล้ว
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ด้วย Peristatic pump เข้าไปในคอลัมน์เรซินซึ่งมีเรซินปริมาตร 120 มิลลิลิตร แล้ว
ปล่อยให้น้้าหมักถูกดูดซับด้วยเรซินเพื่อให้ไซลิทอลถูกดักจับไว้นาน 1 ช่ัวโมง  ภายหลังจากนั้นจึงเริ่มการชะ
ล้างน้้าตาลไซโลสท่ีอยู่ภายในคอลัมน์เรซินออกก่อนจะแยกน้้าตาลไซลิทอลให้บริสุทธิ์  โดยป้อนน้้าปราศจาก
ประจุ (Deionized water) ท่ีอุณหภูมิห้องด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง และเก็บตัวอย่างน้้าชะ
ล้างเพื่อวัดค่าความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส และน้้าตาลไซลิทอลต่อไป  
 
3.8 การทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วในสัตว์ทดลอง 
 

 เพื่อให้เกิดความมั่นใจด้านความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ไซลิทอลท่ีผลิตได้ ทดสอบความเป็นพิษของ
ไซลิทอลท่ีผลิตได้และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วกับสัตว์ทดลอง  โดยทดลองป้อนไซลิทอลซึ่งผ่านการท้าให้
บริสุทธิ์แล้วพร้อมกับอาหารให้หนูทดลองเพื่อศึกษาความเป็นพิษ 
 
3.9 สรุปผลการวิจัย และจัดท้ารายงาน 
  

 ภายหลังเสร็จส้ินการทดลองแล้วจะรวบรวมผลการทดลองท้ังหมด เพื่อรวบรวมจัดท้ารายงาน
ผลการวิจัยต่อไป 
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บทที่ 4 
 

ผลการศ กษาและอภิปรายผล 
 
4.1 การศ กษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและ
ไซโลซิเดส 
 
 4.1.1 การศ กษาการแช่น้ าและไม่แช่น้ าของชานอ้อยก่อนการผลิตน้ าตาลไซโลสจากชานอ้อยที่
ย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 
 
 การผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสจาก Themobifida fusca PA 1-1 ท่ี
ค่ากิจกรรมของไซลาเนสเท่ากับ 69.09 หน่วยต่อมิลลิตร ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง พบว่า น้้าตาลไซโลสท่ีได้จากชานอ้อยท่ีไม่แช่น้้ามีปริมาณ
มากกว่าน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีแช่น้้า และระยะเวลาท่ีสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 
24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 4.04 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 36 โดยปริมาณน้้าตาลไซโล
สมีค่าเท่ากับ 3.94 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 2)  ในส่วนของการแช่น้้าชานอ้อยก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 
พบว่า ระยะเวลาท่ีสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 
2.57 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 36 และ 12 คือ 1.90 และ 1.89 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  
 

การแช่น้้าและไม่แช่น้้าของชานอ้อยก่อนการผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยซึ่งย่อยด้วยเอนไซม์      
ไซลาเนส  พบว่าการไม่แช่น้้าของชานอ้อยสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้มากกว่าการแช่น้้าของชานอ้อย อาจ
เนื่องมาจากการน้้าจากการแช่ชานอ้อยเข้าไปขัดขวางการเข้าไปท้างานท่ีมีความจ้าเพาะของเอนไซม์ จึงท้าให้
ไม่สามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้ดีเท่าท่ีควร   ในขณะท่ีชานอ้อยท่ีไม่ได้แช่น้้าซึ่งจะมีลักษณะแห้งมาก  ดังนั้น
เมื่อชานอ้อยเหล่านี้อยู่ในสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมีเอนไซม์ไซลาเนสประกอบอยู่ด้วย ฯลฯ สารละลายน้้าและ
เอนไซม์ไซลาเนสจะถูกดูดซับเข้าไปภายในเส้นใยของชานอ้อยอย่างรวดเร็ว  ส่งผลท้าให้เอนไซม์ไซลาเนส 
สามารถเข้าไปกระจายอยู่ในกลุ่มเส้นใยของชานอ้อยได้มากกว่าชานอ้อยท่ีผ่านการแช่น้้าก่อนการย่อย  ดังนั้น
จึงสามารถย่อยสลายไซแลนให้เปล่ียนไปน้้าตาลไซโลสได้สูงกว่าการย่อยชานอ้อยซึ่งผ่านการแช่น้้ามาก่อน 
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ภาพที่ 2 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสของการแช่น้้าและไม่แช่น้้าของชานอ้อยก่อนการ
ผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง 
 

4.1.2 การศ กษาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างปริมาณชานอ้อยต่อปริมาตรเอนไซม์ไซลาเนสใน
การผลิตไซโลส 

เมื่อได้สภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ 4.1.1 คือ การไม่แช่น้้าชานอ้อยก่อนผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อย
ท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสจาก Themobifida fusca PA 1-1 จึงศึกษาหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง
ปริมาตรชานอ้อยต่อปริมาตรเอนไซม์ไซลาเนส ซึ่งมีใช้ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15  
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พี
เอช 6.0 นาน 24 ช่ัวโมง พบว่า การผลิตน้้าตาลไซโลสจะได้ปริมาณสูงท่ีสุดเมื่อใช้ปริมาณชานอ้อย 15  
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร มีค่าเท่ากับ 5.03 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ใช้ปริมาณชานอ้อย 10 และ 5 
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร มีค่าเท่ากับ 4.80 และ 2.64 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ ดังภาพท่ี 3 

 
จากผลการศึกษาข้างต้นจะเห็นว่าปริมาณน้้าตาลไซโลสท่ีได้จากการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อย

ด้วยการใช้ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร จะเห็นได้ว่า
ปริมาณของน้้าตาลไซโลสท่ีเกิดข้ึนด้วยการใช้ปริมาณชานอ้อยท่ี 10 และ 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร มี
ค่าท่ีไม่แตกต่าง แสดงให้เห็นว่าเมื่อปริมาณของชานอ้อยเพิ่มมากขึ้นไม่ได้ท้าให้ได้ปริมาณน้้าตาลไซโลสเพิ่ม
สูงขึ้นตามไปด้วย ท้ังนี้อาจเกี่ยวข้องกับความจ้าเพาะของการท้างานระหว่างเอนไซม์และชานอ้อยในปริมาณท่ี
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เหมาะสมท่ีจะท้างานร่วมกัน ดังนั้นปริมาณชานอ้อยท่ี 10 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร จึงมีความเหมาะสม
ท่ีจะใช้ในการผลิตน้้าตาลไซโลส 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 3 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสซึ่งเกิดจากการใช้ปริมาณชานอ้อยต่อปริมาณ
เอนไซม์ไซลาเนส โดยใช้ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ใน
ละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 24 ช่ัวโมง 
 
 

4.1.3 การศ กษาหาพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตไซโลสจากชานอ้อยที่ย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 

เมื่อได้สภาวะท่ีเหมาะสมจากข้อ 4.1.1 และ 4.1.2 คือ การไม่แช่น้้าชานอ้อยก่อนผลิตน้้าตาลไซโลส
จากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสจาก Themobifida fusca PA 1-1 และอัตราส่วนท่ีเหมาะสม
ระหว่างปริมาณชานอ้อยต่อปริมาณเอนไซม์ในการผลิตน้้าตาลไซโลส (น้้าหนักต่อปริมาตร) จึงศึกษาหาพีเอชท่ี
เหมาะสมต่อการผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อย  ละลายในโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 
50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือพีเอช  5.5, 6.0 และ 6.5 นาน 24 ช่ัวโมง พบว่าการผลิตน้้าตาล
ไซโลสจะได้ปริมาณสูงท่ีสุดเมื่อใช้ละลายในโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ท่ี
พีเอช 6 มีค่าเท่ากับ 4.98 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือพีเอช 6.5 และ 5.5 มีค่าเท่ากับ 4.47 และ 4.42 กรัมต่อ
ลิตร ตามล้าดับ  
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จากการศึกษาข้างต้นจึงเห็นได้ว่าการผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
Themobifida fusca PA 1-1 โดยใช้สารละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโม
ลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือ 5.5, 6.0 และ 6.5 ปริมาณน้้าตาลไซโลสท่ีผลิตได้แทบจะไม่มีความแตกต่างกัน 
และเอนไซม์ไซลาเนสยังคงสามารถท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ดังนั้นท่ีพีเอชท้ังสามนั้นจึงสามารถใช้งาน
ส้าหรับการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยได้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสซึ่งเกิดจากการใช้เอนไซม์ไซลาเนสละลายใน
โซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือพีเอช  5.5, 6.0 
และ 6.5 นาน 24 ช่ัวโมง 
 

4.1.4 การศ กษาการแช่น้ าและไม่แช่น้ าของชานอ้อยก่อนการผลิตไซโลสจากชานอ้อยที่ย่อยด้วย
เอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส  

 
การผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยซึ่งย่อยด้วยเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส (β-xylosidase) จาก 

Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 ท่ีค่ากิจกรรมของไซโลซิเดสเท่ากับ 15.49 มิลลิหน่วยต่อมิลลิลิตร 
ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 5.5 นาน 48 ช่ัวโมง พบว่า 
น้้าตาลไซโลสท่ีได้จากชานอ้อยท่ีไม่แช่น้้ามีปริมาณมากกว่าน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีแช่น้้า และระยะเวลา
ท่ีสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 1.74 กรัมต่อลิตร 
รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 48 และ 36 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 1.16 และ 1.15 กรัมต่อลิตร 
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ชานอ้อยไม่แช่น้้า ชานอ้อยแช่น้้า

ตามล้าดับ (ภาพท่ี 4)  ขณะท่ีการแช่น้้าชานอ้อยก่อนการย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส พบว่า ระยะเวลาท่ี
สามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 0.51 กรัมต่อลิตร 
รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 12 คือ 0.34 กรัมต่อลิตร 

  
จากผลการทดลองพบว่าการผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดสจาก 

Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 สามารผลิตไซโลสได้ในปริมาณไม่มากนักซึ่งสอดคล้องกับการ
ท้างานของเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดสท่ีจะย่อยโมเลกุลของ xylooligosaccharides ซึ่งเกิดจากการย่อยไซแลน
ด้วยเอนไซม์ไซลาเนส เพื่อให้มีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น  ดังนั้นจึงสมควรจะใช้เอนไซม์ไซลาเนสร่วมกับ
เอนไซม์ไซโลซิเดสในการผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสของการแช่น้้าและไม่แช่น้้าของชานอ้อยก่อนการ
ผลิตน้้าตาลไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริก
บัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง 
 
 
4.2. การศ กษาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างปริมาณชานอ้อยต่อเอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์เบต้าไซโล-
ซิเดส 

จากการศึกษาหาอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่างปริมาตรชานอ้อยต่อปริมาตรเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
Themobifida fusca PA 1-1 และเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดสจาก Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 
โดยใช้เอนไซม์ไซลาเนส 69.09 หน่วยต่อมิลลิลิตร และเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส 15.49 มิลลิหน่วยต่อมิลลิลิตร 
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และใช้ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15  เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ในละลายโซเดียมซิเต
รทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง พบว่า การผลิตน้้าตาลไซโลส
จะได้ปริมาณสูงท่ีสุดเมื่อใช้ปริมาณชานอ้อย 10  เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร และระยะเวลาท่ีสามารถผลิต
น้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 12.96 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ 
ช่ัวโมงท่ี 36 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 12.91 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือใช้ปริมาณชานอ้อย 15  
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร และระยะเวลาท่ีสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดย
ปริมาณไซโลสมีค่าเท่ากับ 6.84 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 36 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 
5.75 กรัมต่อลิตร  และการผลิตน้้าตาลไซโลสจะได้ปริมาณน้อยสุดคือ เมื่อใช้ปริมาณชานอ้อย 5  เปอร์เซนต์
น้้าหนักต่อปริมาตร และระยะเวลาท่ีสามารถผลิตไซโลสได้สูงสุดคือ ช่ัวโมงท่ี 24 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมี
ค่าเท่ากับ 3.66 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือ ช่ัวโมงท่ี 36 โดยปริมาณน้้าตาลไซโลสมีค่าเท่ากับ 3.11 กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ 
 

จากผลการทดลอง แสดงให้เห็นว่าการใช้เอนไซม์ไซลาเนสจาก Themobifida fusca PA 1-1 และ
เอนไซม์ไซโลซิเดสจาก Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 โดยใช้ปริมาณเอนไซม์ไซลาเนส 69.09 
หน่วยต่อมิลลิลิตร และเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส 15.49 มิลลิหน่วยต่อมิลลิลิตร โดยใช้ปริมาณชานอ้อยท่ี
แตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ซึ่งเป็นการใช้เอนไซม์ท่ีผสมกันสองชนิดพบว่า 
ปริมาณท่ีเหมาะสมต่อการผลิตน้้าตาลไซโลสมากท่ีสุดคือ 10 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร แม้ว่าปริมาณชาน
อ้อย 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตรจะมีปริมาณของไซแลนมากกว่า แต่กลับไม่สามารถผลิตน้้าตาลไซโลส
ได้ในปริมาณท่ีมากขึ้น  เนื่องจากปริมาณสับสเตรตอาจจะมีผลกระทบเช่นเดียวกับปริมาณของเอนไซม์คือถ้า
เพิ่มสับสเตรตมากเกินไปแล้ว ปฏิกิริยาก็จะไม่เกิดเร็วขึ้น เพราะปริมาณของเอนไซม์มีไม่เพียงพอต่อปริมาณ
ของสับสเตรท  
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ชานอ้อย 5 กรัม ชานอ้อย 10 กรัม ชานอ้อย 15 กรัม

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
ภาพที่ 6  กราฟแสดงการเปรียบเทียบปริมาณน้้าตาลไซโลสระหว่างปริมาตรชานอ้อยต่อปริมาตรเอนไซม์    
ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดสในอัตราส่วน 1:1 และปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15  
เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร ในละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ค่า
พีเอช 6.0 นาน 48 ช่ัวโมง 

 
 

4.2.1 การศ กษาหาพีเอชที่เหมาะสมต่อการผลิตน้ าตาลไซโลสจากชานอ้อยที่ย่อยด้วยเอนไซม์  
ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดส 
 

เมื่อทราบอัตราส่วนท่ีเหมาะสมจากข้อ 4.2. คือ ปริมาตรชานอ้อยต่อปริมาตรเอนไซม์ไซลาเนสจาก 
Themobifida fusca PA 1-1 และเอนไซม์ไซโลซิเดสจาก Bacillus amyloliquefaciens DMKUB24 โดย
ใช้ปริมาณเอนไซม์ในอัตราส่วนท่ีเท่ากันคือ 1:1 ใช้ปริมาณชานอ้อยท่ี 10 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร จึง
ศึกษาหาพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการผลิตน้้าตาลไซโลสจากการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสร่วมกับเอนไซม์
ไซโลซิเดส  โดยละลายในโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่าง
กันคือพีเอช 5.5 และ 6.0 นาน 24 ช่ัวโมง  พบว่าการผลิตน้้าตาลไซโลสจะได้ปริมาณสูงท่ีสุดเมื่อละลายใน
โซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ค่าพีเอช 6.0 และ 5.5 โดยปริมาณน้้าตาล
ไซโลสมีค่าเท่ากับ 12.90 กรัมต่อลิตร และ 12.61 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (ภาพท่ี 7) 

 
จากการศึกษาข้างต้นจึงท้าให้ทราบว่าการผลิตน้้าตาลไซโลสจากการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์      ไซ

ลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดส  โดยใช้สารละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโม
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ลาร์  ท่ีค่าพีเอชแตกต่างกันคือ 5.5 และ 6.0 นั้น  พบว่าปริมาณน้้าตาลไซโลสท่ีได้รับไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส้าคัญ  และเอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดสยังคงสามารถท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพท้ัง
สองชนิด  ดังนั้นท่ีค่าพีเอชท้ังสองค่านี้จึงสามารถใช้ย่อยไซแลนภายในชานอ้อยได้ดี 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 7 กราฟแสดงการเปรียบเทียบน้้าตาลไซโลสซึ่งเกิดจากการใช้เอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดส 
ละลายในโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือพีเอช  
5.5 และ 6.0 นาน 24 ช่ัวโมง 
 
4.3 การศ กษาหาสูตรอาหารที่เหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้ าตาลไซโลสโดยยีสต์ 
 
 เนื่องจากผลของการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสร่วมกับเอนไซม์ไซโลซิเดสยังได้ปริมาณน้้าตาล
ไซโลสในระดับต้่าสืบเนื่องจากเหตุผลส้าคัญ 2 ประการ ได้แก่ 
 

1) ปริมาณเฮมิเซลลูโลสในชานอ้อยซึ่งมีไซแลนประกอบอยู่นั้น มีสัดส่วนองค์ประกอบในชานอ้อย
เพียงประมาณ 25% เท่านั้น (ก่อนสกัดแยกลิกนินออก)   ดังนั้นแม้จะสามารถย่อยไซแลนในชาน
อ้อยซึ่งสกัดแยกลิกนินออกแล้ว (ภายหลังสกัดแยกลิกนินออกแล้ว สัดส่วนองค์ประกอบของเฮมิ
เซลลูโลสจะเปล่ียนเป็นประมาณ 33% ของชานอ้อยซึ่งผ่านการสกัดแยกลิกนินออกแล้ว)  ให้เป็น
น้้าตาลไซโลสได้ท้ังหมดก็ไม่สามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้เกิน 33% ของน้้าหนักชานอ้อย 
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2) ชานอ้อยมีลักษณะเป็นเส้นใยท่ีมีความหนาแน่นต้่า ดังนั้นเมื่อเติมลงในสารละลายบัฟเฟอร์ของ
เอนไซม์แล้วจะพองฟูขึ้นจึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณได้มากกว่านี้  และผลการทดลองก่อนหน้านี้ท้า
ให้ทราบว่าสามารถผลิตน้้าตาลไซโลสได้สูงสุดเมื่อใช้ชานอ้อย 10% โดยน้้าหนักต่อปริมาตรของ
สารละลายเอนไซม์ในบัฟเฟอร์  

 

ด้วยเหตุผลดังกล่าวข้างต้นนี้  ส่งผลท้าให้ในขณะนี้คณะวิจัยจึงยังย่อยสลายน้้าตาลไซโลสจากชาน
อ้อยด้วยเอนไซม์ท้ังสองชนิดได้ในปริมาณต้่าเพียงประมาณ 12.96 กรัมต่อลิตรเท่านั้น (ภาพท่ี 6)  ดังนั้นจึงมี
ความคิดเห็นว่าในระหว่างท่ียังไม่สามารถพัฒนาการย่อยชานอ้อยให้ได้น้้าตาลไซโลสได้มากกว่านี้  คณะวิจัย
จะท้าการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสโดยยีสต์  โดยจะใช้น้้าตาลไซโลส 
บริสุทธิ์เป็นสารต้ังต้นส้าหรับเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือยีสต์  เพื่อจะให้ทราบสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิต    
ไซลิทอลโดยยีสต์สายพันธุ์  Candida magnoliae TISTR 5664  ซึ่งสามารถผลิตไซลิทอลได้ 

 
4.3.1 การศ กษาผลของความเข้มข้นของน้ าตาลไซโลสต่อการผลิตไซลิทอล 
 
ผลจากการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งเป็นอาหารท่ี

เหมาะสมส้าหรับการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์สายพันธุ์นี้  โดยเติมน้้าตาลไซโลสท่ีความเข้มข้น 15, 25, 50, 75 
และ 100 กรัมต่อลิตร โดยค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 6.0  โดยท้าการบ่มบนเครื่องเขย่า 170 รอบต่อนาที ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง พบว่ามีการผลิตไซลิทอลได้สูงสุดในอาหารเหลว YNB ท่ีมีความ
เข้มข้นของน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร คือสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 14.935 กรัมต่อลิตร ใน
ช่ัวโมงท่ี 72 ของการหมัก (ภาพท่ี 12)  รองลงมาคือในอาหารท่ีมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 75, 50, 25 และ 
15 กรัมต่อลิตร โดยได้ผลผลิตไซลิทอล 13.390, 7.721, 2.454, และ 1.058 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ (ภาพท่ี 8 
- ภาพท่ี 11)  ดังนั้นการศึกษาขั้นต่อไปจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร ไป
ท้าการศึกษาต่อไป 
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ภาพที่ 8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 15 กรัม
ต่อลิตร 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 9 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 25 กรัม
ต่อลิตร 
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ภาพที่ 10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 50 กรัม
ต่อลิตร 
 

 
 
ภาพที่ 11 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 75 กรัม
ต่อลิตร 
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ภาพที่ 12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ต่อการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้นของไซโลส 100 กรัม
ต่อลิตร 
 
 
4.4 การศ กษาหาสภาวะที่เหมาะสมของการผลิตไซลิทอลจากน้ าตาลไซโลสโดยยีสต์ 
 

4.4.1 การศ กษาผลของค่าพีเอชเร่ิมต้นต่อการผลิตไซลิทอล 
 

          ผลของการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ท่ีเติมน้้าตาลไซโลส
ความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร  ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 และ 8.0  โดยท้าการบ่มบนเครื่อง
เขย่า 170 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้สูงสุดใน
อาหารเหลว YNB ท่ีมีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  โดยสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 16.620 กรัมต่อ
ลิตร ในช่ัวโมงท่ี 72 ของการหมัก (ภาพท่ี 14)  รองลงมาคือค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.0, 6.0, 7.0 และ 8.0  
โดยผลิตไซลิทอลได้ 16.342, 15.716, 14.935 และ 13.909 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 13, 15, 16 และ 17) และ
จะใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ไปใช้ในการศึกษาต่อไป 
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ภาพที่ 13 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 4.0 
 
 

    
 

ภาพที่ 14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 5.0 
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ภาพที่ 15 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 6.0 
 
 

    
 
ภาพที่ 16 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 7.0 
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ภาพที่ 17 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีค่าพีเอชเริ่มต้น 8.0 
 
 
 4.4.2 การศ กษาผลของอ ณหภูมิต่อการผลิตไซลิทอล 
 
 ผลของการเพาะเล้ียงยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งเติมน้้าตาล
ไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร โดยท้าการบ่มบนเครื่องเขย่า 170 รอบต่อนาที ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 
5.0  ควบคุมอุณหภูมิท่ี 30, 33, 35, 37 และ 40 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง  พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้
สูงสุดในอาหารเหลว YNB ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 17.775 
กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 24 ของการหมัก (ภาพท่ี 21)  รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 35, 33, 30 และ 40 องศา
เซลเซียส ตามล้าดับ ซึ่งสามารถผลิตไซลิทอลได้เท่ากับ 15.598, 15.588, 15.115 และ 9.324  กรัมต่อลิตร 
ตามล้าดับ (ภาพท่ี 18, 19, 20 และ 22) 
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ภาพที่ 18 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 
 

     
 
ภาพที่ 19 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 20 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 21  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 12 24 36 48 60 72 84

คว
าม

เข้
มข้

นข
อง

ไซ
ลิท

อล
 (ก

รัม
/ล

ิตร
)

น้้า
หนั

กเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (ก
รัม

/ล
ิตร

)

คว
าม

เข้
มข้

นข
อง

ไซ
โล

ส 
(ก

รัม
/ล

ิตร
)

เวลา (ชั่วโมง)

ไซโลส ไซลิทอล น า้หนกัเซลล์แห้ง

0

5

10

15

20

25

30

35

40

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 12 24 36 48 60 72 84

คว
าม

เข้
มข้

นข
อง

ไซ
ลิท

อล
 (ก

รัม
/ล

ิตร
)

น้้า
หนั

กเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (ก
รัม

/ล
ิตร

)

คว
าม

เข้
มข้

นข
อง

ไซ
โล

ส 
(ก

รัม
/ล

ิตร
)

เวลา (ชั่วโมง)

ไซโลส ไซลิทอล น า้หนกัเซลล์แห้ง



32 

 

 
 

ภาพที่ 22  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้งในการผลิตไซลิทอลโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 
 

 ดังนั้นผลจากการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ Candida maganliae 
TISTR 5664 ในระดับฟลาสก์เขย่า  พบว่าการเพาะเล้ียงยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหาร
เหลว YNB ซึ่งเติมน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 170 รอบต่อนาที ค่าพีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 5.0  อุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส คือสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ 
Candida magnoliae TISTR 5664  โดยสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 17.775 กรัมต่อลิตร ใน
ช่ัวโมงท่ี 24 ของการหมัก  คณะผู้วิจัยสันนิษฐานว่ามีเหตุผลเนื่องจากยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 เป็น
ยีสต์ประเภท Mesophilic yeast จึงเจริญเติบโตดีและให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

 
4.4.3 การศ กษาผลของการเพิ่มความเร็วรอบการเขย่าต่อการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์ 

 
ศึกษาการผลิตไซลิทอลโดยเช้ือ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมี

น้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0  บ่มบนเครื่องเขย่า 170 และ 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยท้าการเก็บตัวอย่างทุก 12 ช่ัวโมง นาน 72 ช่ัวโมง 

 
จากผลการทดลองเปรียบเทียบผลผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์เมื่อบ่มบนเครื่องเขย่า 170 และ 200 

รอบต่อนาที  พบว่าการบ่มท่ี 200 รอบต่อนาที ให้ผลผลิตไซลิทอล 47.29 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 48 ซึ่งสูง
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กว่าผลผลิตไซลิทอล 36.54 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 72 เมื่อบ่มท่ี 170 รอบต่อนาที (ภาพท่ี 23)  และท่ี
ความเร็ว 200 รอบต่อนาทีก็ยังให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุดเร็วกว่าท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาที อีกด้วย 

        
 

ภาพที่ 23  กราฟแสดงความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส และปริมาณผลผลิตไซลิทอลในการผลิตไซลิทอลใน
ระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 
100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0  บ่มบนเครื่องเขย่า 170 และ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
นาน 72 ช่ัวโมง 
 

 คณะผู้วิจัยสันนิษฐานว่าการผลิตไซลิทอลเมื่อบ่มท่ีการเขย่า 200 รอบต่อนาที ให้ผลผลิตไซลิทอลสูง
กว่าและรวดเร็วกว่าท่ีการเขย่า 170 รอบต่อนาที คงจะมีเหตุผลจากการท่ียีสต์ Candida magnoliae TISTR 
5664 ในอาหารเหลวได้รับออกซิเจนในปริมาณท่ีสูงกว่าจึงเจริญได้ดีกว่า และเกิดเมตาบอลิซมใน Pathway 
ต่างๆ ดีกว่า 

 
4.4.4 การศ กษาผลของความเข้มข้นน้ าตาลไซโลสต่อการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์เขย่า 

 

ศึกษาการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมี
น้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100, 200 และ 300 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0  บ่มบนเครื่องเขย่า 250 รอบ
ต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และท้าการเก็บตัวอย่างทุก 12 ช่ัวโมง นาน 72 ช่ัวโมง 

 
 สืบเนื่องจากผลการศึกษาในหัวข้อก่อนหน้านี้ (4.4.3 การศึกษาผลของการเพิ่มความเร็วรอบการเขย่า
ต่อการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์) ท้าให้ทราบว่าเมื่อเพิ่มความเร็วรอบการเขย่าจาก 170 รอบต่อนาที เป็น 
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200 รอบต่อนาที สามารถเพิ่มผลผลิตของไซลิทอลให้สูงขึ้นได้  ประกอบกับการเพิ่มความเข้มข้นของน้้าตาล
ไซโลสเป็น 200 และ 300 กรัมต่อลิตร ในครั้งนี้ท้าให้ค่าความหนืดของอาหารเหลวเพิ่มสูงขึ้น คณะผู้วิจัยจึงมี
ความกังวลว่ายีสต์จะได้รับออกซิเจนไม่เพียงพอจึงได้ปรับการเขย่าเป็น 250 รอบต่อนาที 

 
 

ภาพที่ 24  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และน้้าหนัก
เซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความเข้มข้น
น้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 
ช่ัวโมง 
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ภาพที่ 25  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความ
เข้มข้นน้้าตาลไซโลส 200 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
72 ช่ัวโมง 
 

 
 

ภาพที่ 26  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์โดย Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีความ
เข้มข้นน้้าตาลไซโลส 300 กรัมต่อลิตร บ่มบนเครื่องเขย่า 250 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
72 ช่ัวโมง 
 
 ผลการศึกษาเปรียบเทียบการผลิตไซลิทอลโดยใช้น้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100, 200 และ 300 
กรัมต่อลิตร ในอาหารเล้ียงเช้ือ YNB  พบว่า ความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตไซลิทอล
สูงสุด  นอกจากนี้ยังให้ผลผลิตสูงสุดเร็วท่ีสุด คือ ให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด 90.52 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 24 
ในขณะท่ีความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 200 และ 300 กรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด 83.35 กรัมต่อลิตร 
(ณ ช่ัวโมงท่ี 36) และ 72.65 กรัมต่อลิตร (ณ ช่ัวโมงท่ี 36) ตามล้าดับ 
 

ดังนั้นการศึกษาในขั้นต่อไปคือ การศึกษาการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมัก คณะผู้วิจัยจึงได้เลือกใช้
ความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร ในการศึกษาข้ันต่อไป 
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4.5 การศ กษาการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก 
 

ผลจากการศึกษาการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักขนาด 10 ลิตร แต่ใช้ Working Volume 6 ลิตร 
เพื่อป้องกันปัญหาฟองอากาศล้นถังหมัก โดยท้าการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ใน
อาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 
300 rpm  ให้อากาศ 1 VVM  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง  พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้
สูงสุดเท่ากับ 70.25 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 18 และน้้าตาลไซโลสถูกใช้จนหมด ณ ช่ัวโมงท่ี 27 ดังแสดงใน
ภาพท่ี 27  และจากผลการศึกษาครั้งนี้จึงก้าหนดให้มีการเติมน้้าตาลไซโลสเพิ่มเติมเพื่อให้ได้ความเข้มข้น
เพิ่มขึ้นอีก 50 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 18 ในการศึกษาครั้งต่อไป 

 
 

      
 
ภาพที่ 27  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหาร 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 
VVM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง   
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จากการศึกษาการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักขนาด 10 ลิตร (Working Volume 6 ลิตร) ครั้งท่ี 2  
โดยการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 
100 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm  ให้อากาศ 1 VVM  อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง  และเติมน้้าตาลไซโลสเพิ่มเพื่อให้มีความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลสในอาหารเหลว
เพิ่มขึ้นอีก 50 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 18  พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 75.70 กรัมต่อลิตร ณ 
ช่ัวโมงท่ี 18  และน้้าตาลไซโลสถูกใช้จนหมด ณ ช่ัวโมงท่ี 30 (ภาพท่ี 28)  โดยผลการศึกษาการผลิตไซลิทอล
ในระดับถังหมักครั้งท่ี 2 นี้ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาในครั้งท่ี 1 ด้านบน (ภาพท่ี 27) 

ในการศึกษาครั้งต่อไปก้าหนดการให้อากาศเป็น 1.2 VVM ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 ถึงช่ัวโมงท่ี 24 และปรับ
การให้อากาศเป็น 1 VVM ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 24 ถึงช่ัวโมงท่ี 48  โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อจะศึกษาว่าการเพิ่ม
ปริมาณออกซิเจนให้แก่ยีสต์ในช่วงต้นจะสามารถเพิ่มจ้านวนเซลล์ยีสต์ให้สูงขึ้นและให้เกิดผลผลิตไซลิทอล
สูงขึ้นได้หรือไม่ 

 
 

    
 
ภาพที่ 28  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหาร 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 
VVM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง   
หมายเหตุ : เติมน้้าตาลไซโลสเพื่อให้ได้ความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 50 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 18 
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จากการศึกษาผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักขนาด 10 ลิตร (Working Volume 6 ลิตร) ครั้งท่ี 3  โดย

ท้าการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 
100 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 48 
ช่ัวโมง  และก้าหนดให้อากาศ 1.2 VVM ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 ถึงช่ัวโมงท่ี 24 และปรับการให้อากาศเป็น 1 VVM 
ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 24 ถึงช่ัวโมงท่ี 48  พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 70.42 กรัมต่อลิตร  และน้้าตาล
ไซโลสถูกใช้จนหมด ณ ช่ัวโมงท่ี 33 ดังแสดงในภาพท่ี 29  
  

     
 
ภาพที่ 29  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหาร 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้น 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง   
หมายเหตุ : ให้อากาศ 1.2 VVM ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 ถึงช่ัวโมงท่ี 24 และปรับการให้อากาศเป็น 1 VVM ต้ังแต่
ช่ัวโมงท่ี 24 ถึงช่ัวโมงท่ี 48 
 
 

ผลจากการศึกษาการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักขนาด 10 ลิตร (Working Volume 6 ลิตร) ครั้งท่ี 
4  โดยท้าการเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความ

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

คว
าม

เข
้มข

้นข
อง

ไซ
ลิท

อล
 (ก

รัม
/ล

ิตร
)

น้ า
หนั

กเ
ซล

ล์แ
ห้ง

 (ก
รัม

/ล
ิตร

)

คว
าม

เข
้มข

้นข
อง

ไซ
โล

ส 
(ก

รัม
/ล

ิตร
)

เวลา (ชั่วโมง)

ไซโลส ไซลิทอล เซลล์น้ าหนักแห้ง



39 

 

เข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 0.8 vvm ท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง  พบว่า มีการผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 78.07 กรัมต่อลิตร และ
น้้าตาลไซโลสถูกใช้จนหมด ณ ช่ัวโมงท่ี 42 ดังแสดงในภาพท่ี 30 

 
 

      
 
ภาพที่ 30  กราฟแสดงความสัมพันธ์ผลระหว่างความเข้มข้นของไซโลส ความเข้มข้นของไซลิทอล และ
น้้าหนักเซลล์แห้ง ในการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักโดย Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหาร 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm ให้
อากาศ 0.8 VVM อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง   
 
 

จากผลการศึกษาการผลิตไซลิทอลในระดับถังหมักขนาด 10 ลิตร (Working Volume 6 ลิตร)  ท้ัง 4 
ครั้งในสภาวะท่ีแตกต่างกันนั้น  พบว่า การเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว 
YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร  ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 300 rpm  
ให้อากาศ 1 VVM  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18 ช่ัวโมง  เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับการผลิต    
ไซลิทอลท้ังในแง่ของการให้ผลผลิตไซลิทอลในปริมาณสูงสุด (70.25 – 75.70 กรัมต่อลิตร)  และใช้ระยะเวลา
ในการผลิตท่ีส้ันท่ีสุด (ระยะเวลา 18 ช่ัวโมง) จึงนับว่าเป็นข้อดีด้านต้นทุนการผลิตท่ีต้่าสุด   แม้ว่าการให้
อากาศ 0.8 VVM ให้ผลผลิตไซลิทอลในปริมาณท่ีสูงกว่า แต่ไม่มีความแตกต่างกันมากนัก  และในทางตรงข้าม
การให้อากาศ 0.8 VVM จ้าเป็นต้องใช้ระยะเวลาในการผลิตนานกว่า (ระยะเวลา 42 ช่ัวโมง) จึงจะให้ผลผลิต
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ไซลิทอลในปริมาณสูงกว่าเพียงเล็กน้อย  จึงนับเป็นข้อเสียเปรียบในแง่ด้านต้นทุนการผลิตเนื่ องจากต้องใช้
ระยะเวลาหมักท่ียาวนานกว่า    

 
ส้าหรับการเติมน้้าตาลไซโลสเพิ่มเติมระหว่างการหมักเพื่อให้น้้าตาลไซโลสในอาหารเหลว YNB มีค่า

ความเข้มข้นเพิ่มขึ้นอีก 50 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 18 นั้น  พบว่าผลผลิตไซลิทอลไม่ได้เพิ่มสูงขึ้นแต่อย่างใด  
ดังนั้นการเติมน้้าตาลไซโลสเพิ่มเติมระหว่างการหมักจึงกลายเป็นการเพิ่มต้นทุนโดยไม่ได้ผลผลิตเพิ่มขึ้น จึงไม่
สมควรด้าเนินการ 

 
จากผลการศึกษาการผลิตน้้าตาลไซลิทอลจากน้้าตาลไซโลสครั้งนี้ท้าให้คณะผู้วิจัยสามารถสรุปปัจจัย

ส้าคัญซึ่งมีผลต่อการเพิ่มผลผลิตน้้าตาลไซลิทอลได้ดังต่อไปนี้ 
 

1. ความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส  : 100 กรัมต่อลิตร 
2. ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเล้ียงเช้ือ : pH 5.0 
3. อุณหภูมิของการหมัก   : 37 องศาเซลเซียส 
4. อัตราการให้อากาศ   : 1 VVM 

 

4.6 การศ กษากระบวนการท าให้ไซลิทอลบริส ทธิ์ 

 
เนื่องจากมีรายงานว่า Strong cation-exchange resins ท่ีอยู่ในรูปแคลเซียมสามารถจับกับ       ไซ

ลิทอลได้แข็งแรงกว่าน้้าตาลตัวอื่น  โดยภายหลังจากถึงจุดสมดุลของการดูดซับแล้วน้้าตาลชนิดอื่นจะถูกล้าง
ออกไปก่อน  ดังนั้นน้้าตาลไซลิทอลก็จะถูกแยกออกจากน้้าตาลอื่นในน้้าหมักได้  จึงท้าให้ความบริสุทธิ์ของ
น้้าตาลไซลิทอลเพิ่มมากขึ้น (Jinchao, W. et al., 2010) การศึกษาครั้งนี้จึงเลือกใช้เรซิน Purolite PCR833 
ซึ่งเป็น Strong Acid Cation Resin ท่ีผ่านการเปล่ียนจาก Sodium form ให้เป็น Calcium form โดยการ
ใช้สารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตรมากกว่า 2 เท่าของเรซิน กวนผสมตลอดเวลาประมาณ 1 
คืน ก่อนเริ่มบรรจุเรซินลงในคอลัมน์เพื่อการท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์ 

 

ภายหลังจากได้น้้าหมักจากการเพาะเล้ียง Candida magnolia TISTR 5664 ซึ่งมีไซลิทอล 45.11 
กรัมต่อลิตร และน้้าตาลไซโลส เท่ากับ 26.18 กรัมต่อลิตร  จึงท้าการแยกไซลิทอลออกจากไซโลสโดยวิธี    
โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 ท่ีอยู่ในรูปของแคลเซียม ก้าหนด
อัตราส่วนปริมาตรบรรจุเรซินต่อปริมาตรสารตัวอย่าง 120 : 30 โดยใช้น้้าปราศจากประจุเป็นตัวชะล้างท่ี
อุณหภูมิห้องด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง  พบว่า สามารถแยกไซลิทอลออกจากน้้าตาลไซโลสท่ี
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เหลือได้อย่างสมบูรณ์เมื่อสัดส่วนระหว่างปริมาตรของน้้าล้างกับปริมาตรของเรซินท้ังหมด (Ve / Vt) สูงกว่า 
0.4 เป็นต้นไป และค่า % Recovery คิดเป็นเท่ากับ 57.21% ดังแสดงในภาพท่ี 31 
 
 
 

 

 
ภาพที่ 31 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัดส่วนระหว่างปริมาตรของสารชะกับปริมาตรของเรซนิท้ังหมด 
(Ve / Vt) กับความเข้มข้นน้้าตาลภายหลังจากการชะล้างน้้าหมักท่ีได้จาก Candida magnolia TISTR 5664 
ผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 
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ตา ร า งที่  2  ก า ร แ ย ก ไ ซ ลิ ทอ ลซึ่ ง ผ ลิ ต ไ ด้ จ า กยี ส ต์  Candida magnolia TISTR 5664 โ ด ย วิ ธ ี
โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ผ่านคอลัมน์เรซิน Purolite PCR833 (ก้าหนดอัตราส่วนปริมาตร
บรรจุเรซินต่อปริมาตรสารตัวอย่าง 120 : 30 โดยใช้น้้าปราศจากประจุเป็นตัวชะล้างท่ีอุณหภูมิห้องด้วยอัตรา
การไหล 60 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง) 
 

สัดส่วนระหว่างปริมาตรของสารชะต่อ
ปริมาตรของเรซินทั้งหมด (Ve / Vt) 

ปริมาตรของสารชะ
(มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นน้ าตาล (กรัม/ลิตร) 

ไซโลส ไซลิทอล 

0 0 9.21 6.76 
0.1 12 7.13 9.51 
0.2 24 4.38 10.33 
0.3 36 1.77 11.05 
0.4 48 0.00 25.80 
0.5 60 0.00 13.57 
0.6 72 0.00 2.59 
0.7 84 0.00 1.25 
0.8 96 0.00 0.88 
0.9 108 0.00 0.58 
1 120 0.00 0.00 

1.1 132 0.00 0.00 
1.2 144 0.00 0.00 

 
4.7 การทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลที่ผลิตได้และผ่านการท าให้บริส ทธิ์แล้วในสัตว์ทดลอง 
 

ผลการทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้จากการหมักด้วยยีสต์ Candida magnolia 
TISTR 5664 ซึ่งเป็นกระบวนการผลิตทางชีวภาพ และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วในสัตว์ทดลองคือ หนูทดลอง 
โดยเมื่อน้าตัวอย่างของไซลิทอลท่ีผลิตได้และท้าให้แห้งไปทดสอบความเป็นพิษโดยการป้อนพร้อมอาหารให้แก่
หนูทดลองในอัตรา 2,000 มิลลิกรัมต่อน้้าหนักตัวหนูทดลอง 1 กิโลกรัม  พบว่าไม่มีการตายของหนูทดลอง 
และไม่พบอาการหรือสัญญาณเกี่ยวกับความเป็นพิษเลยตลอดการสังเกตเป็นระยะเวลา 14 วัน  โดยมี
รายละเอียดดังแสดงในรายงาน “Final Report – Acute Oral Toxicity Testing of Xylitol in Wistar Rats
” ในภาคผนวก 
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บทที่ 5  
 

สร ปผลการศ กษาและข้อเสนอแนะ 
 
 ผลการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์           ไซ
ลาเนสพบว่าชานอ้อยท่ีไม่แช่น้้าสามารถผลิตไซโลสได้ดีกว่าชานอ้อยท่ีแช่น้้า ระยะเวลาท่ีเหมาะสมคือ 24 
ช่ัวโมง ปริมาณชานอ้อยท่ีเหมาะสมต่อปริมาณเอนไซม์ไซลาเนสคือ 10 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร และค่า
พีเอชท่ีเหมาะสมคือ 6.0  และสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อยสลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซโลซิ
เดส พบว่าชานอ้อยท่ีไม่แช่น้้าสามารถผลิตไซโลสได้ดีกว่าชานอ้อยท่ีแช่น้้าแต่ได้ปริมาณของน้้าตาลไซโลสน้อย
เกินไป  ดังนั้นจึงน้าเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดสมาท้างานร่วมกัน และหาสภาวะท่ีเหมาะสมของการย่อย
สลายไซแลนภายในชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์ไซโลซิเดส พบว่าอัตราส่วนท่ีเหมาะสมระหว่าง
ปริมาณชานอ้อยต่อเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดสคือ 10 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร และค่าพีเอชท่ี
เหมาะสมคือ 6.0 

  ผลของการเพาะเล้ียงยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 เพื่อหาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมของ
การผลิตไซลิทอล  โดยวัดการเจริญเติบโต การใช้น้้าตาลไซโลส และการผลิตไซลิทอล โดยเพาะเล้ียงในอาหาร
เหลว YNB ซึ่งเติมน้้าตาลไซโลสท่ีความเข้มข้น 15, 25, 50, 75 และ 100 กรัมต่อลิตร  พบว่าปริมาณไซลิทอล
เพิ่มสูงขึ้นตามความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลสท่ีเพิ่มสูงขึ้น  และในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีความเข้มข้นของ
น้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุด 14.935 กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 72 ของการ
หมัก  รองลงมาคือในอาหารเหลวซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 75, 50, 25 และ 15 กรัมต่อลิตร ได้ผลผลิต
ไซลิทอล 13.390, 7.721, 2.454 และ 1.058 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  ดังนั้นจึงเลือกอาหารเหลว YNB ซึ่งมี
ความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร เพื่อใช้ศึกษาในล้าดับต่อไป 
 

ส้าหรับการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์   โดยเริ่มต้นจากการศึกษาค่าพี
เอชเริ่มต้นท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลในระดับฟลาสก์เขย่า  ทดลองปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเหลว 
YNB ท่ีมีความเข้มข้นของน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร ให้มีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 และ 
8.0  พบว่า Candida magnoliae TISTR 5664 สามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดท่ีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 
โดยสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดท่ี 16.620  กรัมต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 72 ของการหมัก  รองลงมาคือค่า พีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 4.0, 6.0, 7.0 และ 8.0  ซึ่งผลิตไซลิทอลได้เท่ากับ 16.342, 15.716, 14.935 และ 13.909 กรัม
ต่อลิตร ตามล้าดับ ดังนั้นจึงเลือกใช้ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 ไปใช้ในการศึกษาข้ันต่อไป 
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และการศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไซลิทอลด้วยยีสต์  โดยเพาะเล้ียงยีสต์ Candida 
magnoliae TISTR 5664  ในอาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร บ่มบน
เครื่องเขย่า 170 รอบต่อนาที  ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ท่ีอุณหภูมิ 30, 33, 35, 37 และ 40 องศาเซลเซียส 
นาน 72 ช่ัวโมง  พบว่าเนื่องจากยีสต์ Candida magnoliae TISTR 5664 ท่ีใช้เป็น mesophilic yeast จึง
สามารถผลิตไซลิทอลได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส โดยสามารถผลิตไซลิทอลได้สูงสุดเท่ากับ 17.775 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือท่ีอุณหภูมิ 35, 
33, 30 องศาเซลเซียส ได้ผลผลิตไซลิทอล 15.598, 15.588, 15.115 และ 9.324 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ 

 
การศึกษาผลของความเข้มข้นน้้าตาลไซโลสต่อการผลิตไซลิทอลโดยยีสต์ Candida magnoliae 

TISTR 5664 ในระดับฟลาสก์เขย่า  พบว่า ระหว่างน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100, 200 และ 300 กรัมต่อ
ลิตรนั้น ความเข้มข้นน้้าตาลไซโลส 100 กรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด และให้ผลผลิตสูงสุดเร็วท่ีสุด 
คือ ให้ผลผลิตไซลิทอลสูงสุด 90.52 กรัมต่อลิตร ณ ช่ัวโมงท่ี 24  
  
 ส้าหรับการศึกษาการขยายขนาดการผลิตจากระดับฟลาสก์เขย่าไปสู่ระดับถังหมัก โดยใช้ถังหมัก
ขนาด 10 ลิตร (Working Volume 6 ลิตร)  พบว่า การเพาะเล้ียง Candida magnoliae TISTR 5664 ใน
อาหารเหลว YNB ซึ่งมีน้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร  ค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 5.0  ความเร็วรอบ 
300 rpm  ให้อากาศ 1 VVM  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 18 ช่ัวโมง  เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมส้าหรับ
การผลิตไซลิทอล โดยให้ผลผลิตไซลิทอลในปริมาณสูงสุด (70.25 – 75.70 กรัมต่อลิตร) และใช้ระยะเวลาใน
การผลิตส้ันท่ีสุด (ระยะเวลา 18 ช่ัวโมง) จึงนับว่าเป็นข้อดีด้านต้นทุนการผลิตท่ีต้่าสุด 
 

ส่วนการศึกษากระบวนการท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์นั้นได้แยกไซลิทอลออกจากน้้าตาลไซโลสโดยวิธี 
โครมาโทกราฟีแบบแลกเปล่ียนประจุ ผ่านคอลัมน์เรซิน purolite PCR 833 ซึ่งอยู่ในรูปของแคลเซียม 
ก้าหนดอัตราส่วนปริมาตรบรรจุเรซินต่อปริมาตรสารตัวอย่าง 120 : 30  ใช้น้้าเป็นตัวล้าง  โดยใช้น้้าเป็นตัวชะ
ล้างท่ีอุณหภูมิห้องด้วยอัตราการไหล 60 มิลลิลิตรต่อช่ัวโมง  พบว่า สามารถแยกไซลิทอลออกจากน้้าตาล
ไซโลสท่ีเหลือได้อย่างสมบูรณ์ เมื่อสัดส่วนระหว่างปริมาตรของน้้าล้างกับปริมาตรของเรซินท้ังหมด  
(Ve / Vt) สูงกว่า 0.4 เป็นต้นไป และค่า % Recovery คิดเป็นเท่ากับ 57.21% 
  
 และผลการทดสอบความเป็นพิษของไซลิทอลท่ีผลิตได้และผ่านการท้าให้บริสุทธิ์แล้วในสัตว์ทดลอง 
โดยน้าตัวอย่างของไซลิทอลท่ีผลิตได้และท้าให้แห้งไปทดสอบความเป็นพิษโดยการป้อนพร้อมอาหารให้แก่หนู
ทดลองในอัตรา 2,000 มิลลิกรัมต่อน้้าหนักตัวหนูทดลอง 1 กิโลกรัม  พบว่าไม่มีการตายของหนูทดลอง และ
ไม่พบอาการหรือสัญญาณเกี่ยวกับความเป็นพิษของไซลิทอลต่อหนูทดลองตลอดการสังเกตนาน 14 วัน 
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สร ปกระบวนการย่อยชานอ้อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและเอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

สร ปกระบวนการผลิตไซลิทอลจากน้ าตาลไซโลสด้วย Candida magnoliae TISTR 5664  
ในถังหมักขนาด 10 ลิตร 

 

   
 
 
 
 

ชานอ้อย 10% w/v ในสารละลายโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ 50mM, pH 6.0 

 

น้้าตาลไซโลส 12.96 กรัมต่อลิตร 

 กวนด้วยความเร็วรอบ 300 rpm 

 การให้อากาศ 1 VVM 

 นาน 18 ช่ัวโมง 

 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

อาหารเหลว YNB + น้้าตาลไซโลส 100 กรัม/ลิตร, pH เริ่มต้น 5.0  

 

Candida magnoliae 
TISTR 5664 inoculum 

 เอนไซม์ไซลาเนส 70 U/ml 

 เอนไซม์เบต้าไซโลซิเดส 15 mU/ml 

 นาน 24 ช่ัวโมง 

 อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

น้้าหมักซึ่งมีน้้าตาลไซลิทอล 75 กรัม/ลิตร 

 ปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ออก เซลล์ของ C. magnoliae 
TISTR 5664 

การท้าให้ไซลิทอลบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์เรซินแลกเปล่ียนประจุ 

 Purolite PCR833 (Calcium form) 

 อัตราส่วนปริมาตรเรซินต่อน้้าหมัก 120 : 30 

 อัตราการไหลของน้้าชะล้าง 60 ml/h 

 สารละลายไซลิทอลบริสุทธิ์ 
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ภาคผนวก 
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ตารางผนวกที่ 1 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยไม่แช่น้้าท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส 
 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.021 0.013 0.022 0.028 0.280 

0.5 0.077 0.086 0.076 0.081 0.811 
1 0.094 0.112 0.098 0.105 1.051 
3 0.125 0.119 0.122 0.121 1.206 
6 0.156 0.151 0.154 0.153 1.527 
9 0.157 0.156 0.156 0.156 1.562 
12 0.201 0.182 0.197 0.190 1.897 
24 0.25 0.256 0.257 0.257 2.568 
36 0.198 0.189 0.188 0.189 1.887 
48 0.157 0.155 0.156 0.156 1.557 

 

 

ตารางผนวกที่ 2 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยแช่น้้าท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส  

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.017 0.051 0.032 0.033 0.334 

0.5 0.095 0.078 0.091 0.088 0.881 
1 0.151 0.154 0.134 0.146 1.465 
3 0.255 0.251 0.247 0.251 2.513 
6 0.282 0.284 0.29 0.285 2.857 
9 0.299 0.289 0.288 0.292 2.924 
12 0.32 0.311 0.321 0.317 3.177 
24 0.41 0.399 0.402 0.404 4.042 
36 0.4 0.382 0.398 0.393 3.938 
48 0.36 0.365 0.357 0.361 3.611 
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ตารางภาคผนวกที่ 3 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส โดยใช้
ปริมาณชานอ้อยท่ีแตกต่างกันคือ 5, 10 และ 15 เปอร์เซนต์น้้าหนักต่อปริมาตร 

ชานอ้อย (กรัม) คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2  คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
5 0.298 0.292 0.202 0.264 2.643 
10 0.479 0.481 0.46 0.473 4.739 
15 0.525 0.522 0.461 0.503 5.033 

 

ตารางภาคผนวกที่ 4 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนส โดยใช้
โซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ท่ีพีเอชแตกต่างกันคือ 5.5, 6.0 และ 6.5 

พีเอช คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2  คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
5.5 0.450 0.427 0.446 0.441 4.415 
6.0 0.503 0.479 0.511 0.498 4.983 
6.5 0.449 0.439 0.451 0.446 4.469 

 

ตารางภาคผนวกที่ 5 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยไม่แช่น้้าท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซโลซิ-
เดส 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.012 0.012 0.012 0.012 0.120 

0.5 0.008 0.024 0.007 0.013 0.130 
1 0.027 0.022 0.011 0.02 0.200 
3 0.022 0.033 0.029 0.028 0.280 
6 0.057 0.045 0.057 0.053 0.531 
9 0.055 0.051 0.055 0.0537 0.537 
12 0.065 0.091 0.066 0.074 0.741 
24 0.178 0.183 0.159 0.173 1.735 
36 0.107 0.103 0.135 0.115 1.151 
48 0.144 0.105 0.1 0.116 1.165 
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ตารางผนวกที่ 6 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยแช่น้้าท่ีย่อยด้วยเอนไซม์ไซโลซิเดส 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.021 0.01 0.016 0.016 0.157 

0.5 0.022 0.024 0.028 0.025 0.247 
1 0.018 0.023 0.031 0.024 0.240 
3 0.025 0.022 0.027 0.025 0.247 
6 0.023 0.024 0.025 0.024 0.240 
9 0.028 0.027 0.022 0.026 0.257 
12 0.039 0.038 0.024 0.034 0.337 
24 0.035 0.063 0.055 0.051 0.511 
36 0.026 0.018 0.013 0.019 0.190 
48 0.023 0.015 0.013 0.017 0.170 

 
 
ตารางผนวกที่ 7 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
ด้วยปริมาณชานอ้อยท่ี 5 กรัมต่อลิตร 
 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.02 0.007 0.005 0.011 0.107 

0.5 0.043 0.042 0.039 0.041 0.414 
1 0.064 0.07 0.069 0.068 0.677 
3 0.147 0.138 0.125 0.137 1.368 
6 0.18 0.181 0.187 0.183 1.829 
9 0.236 0.264 0.238 0.246 2.463 
12 0.286 0.316 0.301 0.301 3.014 
24 0.357 0.365 0.374 0.365 3.658 
36 0.318 0.309 0.305 0.311 3.110 
48 0.304 0.297 0.299 0.300 3.004 
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ตารางผนวกที่ 8 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
ด้วยปริมาณชานอ้อยท่ี 10 กรัมต่อลิตร 
 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.03 0.024 0.035 0.030 0.314 

0.5 0.059 0.075 0.052 0.062 0.655 
1 0.116 0.106 0.109 0.110 1.166 
3 0.24 0.252 0.259 0.250 2.645 
6 0.375 0.392 0.403 0.390 4.121 
9 0.657 0.667 0.661 0.662 6.992 
12 0.839 0.805 0.788 0.811 8.567 
24 1.262 1.215 1.201 1.226 12.956 
36 1.21 1.216 1.239 1.222 12.910 
48 1.099 0.996 1.155 1.083 11.448 

 
 
ตารางผนวกที่ 9 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยย่อยด้วยเอนไซม์ไซลาเนสและไซโลซิเดส 
ด้วยปริมาณชานอ้อยท่ี 15 กรัมต่อลิตร 
 

ชั่วโมง คร้ังที่ 1  คร้ังที่ 2 คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
0 0.009 0.005 0.006 0.007 0.067 

0.5 0.07 0.069 0.065 0.068 0.681 
1 0.081 0.082 0.087 0.083 0.834 
3 0.164 0.162 0.162 0.163 1.629 
6 0.241 0.217 0.23 0.229 2.296 
9 0.414 0.406 0.405 0.408 4.088 
12 0.548 0.558 0.56 0.555 5.560 
24 0.678 0.688 0.684 0.683 6.842 
36 0.587 0.555 0.582 0.575 5.754 
48 0.524 0.516 0.504 0.515 5.153 
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ตารางผนวกที่ 10 ค่าดูดกลืนแสงท่ี 520 nm ของไซโลสจากชานอ้อยย่อยด้วยเอนไซม์ไลาเนสและไซโลซิเดส 
ด้วยโซเดียมซิเตรทไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ ในพีเอชท่ีแตกต่างกันคือพีเอช  5.5 
และ 6.0 
 

พีเอช คร้ังที่ 1 คร้ังที่ 2  คร้ังที่ 3 เฉลี่ย ไซโลส (กรัมต่อลิตร) 
5.5 0.812 0.896 0.811 0.840 12.610 
6 0.847 0.861 0.868 0.859 12.895 

 
 
ตารางผนวกที่ 11 การผลิตไซลิทอลโดยเช้ือ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ท่ีมี
น้้าตาลไซโลสความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร พีเอช 5.0  บ่มบนเครื่องเขย่า 170 และ 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท้าการเก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

 
เวลา 

(ชั่วโมง) 
ปริมาณไซโลสที่เหลือ (กรัมต่อลิตร) ปริมาณไซลิทอลที่เกิดข ้น (กรัมต่อลิตร) 

170 200 170 200 
0 86.57 88.30 0.00 0.00 
12 45.78 46.71 1.61 1.66 
24 23.92 24.18 1.68 2.18 
36 12.10 12.32 2.10 34.86 
48 12.06 12.14 2.38 47.29 
60 7.41 11.83 32.54 24.29 
72 1.02 8.24 36.54 21.84 
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ตารางผนวกที่ 12 การผลิตไซลิทอลโดยเช้ือ Candida magnoliae TISTR 5664 ในอาหารเหลว YNB ท่ีมี
น้้าตาลไซโลสเข้มข้น 100, 200 และ 300 กรัมต่อลิตร พีเอช 5.0 บ่มบนเครื่องเขย่า 250 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท้าการเก็บตัวอย่างทุก 12 ช่ัวโมง เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

 

น้ าหนักเซลล์แห้ง 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

น้ าหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 
100 200 300 

0 0.8 0.7 1.0 
12 6.1 12.5 4.7 
24 16.0 26.5 19.5 
36 30.0 28.8 27.9 
48 32.0 32.7 33.0 
60 36.3 40.5 40.0 
72 53.3 47.1 50.3 

 

ปริมาณไซโลสที่เหลือ 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณไซโลสที่เหลือ (กรัมต่อลิตร) 
100 200 300 

0 97.13 197.05 285.94 
12 60.19 184.16 256.98 
24 35.21 169.15 224.16 
36 0.00 129.82 194.26 
48 0.00 98.06 156.52 
60 0.00 7.71 127.70 
72 0.00 0.00 94.47 
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ปริมาณไซลิทอลที่เกิดข ้น 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณไซลิทอลที่เกิดข ้น (กรัมต่อลิตร) 
100 200 300 

0 0.00 0.00 0.00 
12 35.65 22.13 12.48 
24 90.52 73.96 48.52 
36 87.26 83.35 72.65 
48 82.17 61.30 56.54 
60 81.39 56.93 53.54 
72 79.30 47.61 42.39 
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ตารางผนวกท่ี 13 ผลการทดลองการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 จากการ
เพาะเล้ียงในระดับถังหมักในอาหาร YNB ท่ีมีน้้าตาลไซโลสเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น
เท่ากับ 5 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 vvm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ไซโลสท่ีเหลือ  
(กรัมต่อลิตร) 

ไซลิทอลท่ีเกิดขึ้น 
(กรัมต่อลิตร) 

น้้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช 

0 94.30 0.00 13.0 7.32 
3 87.43 4.62 15.2 6.79 
6 69.67 6.31 12.2 4.30 
9 59.84 9.01 28.3 3.31 
12 39.29 27.01 35.8 3.35 
15 17.89 53.75 55.3 3.56 
18 11.07 70.25 42.2 3.49 
21 5.36 66.42 48.7 3.35 
24 3.76 64.49 68.1 3.70 
27 0.00 60.46 57.4 3.78 
30 0.00 57.94 50.5 3.73 
33 0.00 57.59 54.6 3.71 
36 0.00 56.36 63.4 3.70 
39 0.00 52.42 61.5 3.68 
42 0.00 51.42 61.2 3.67 
45 0.00 51.16 77.6 3.65 
48 0.00 50.19 63.2 3.64 
51 0.00 48.96 83.1 3.62 
54 0.00 48.33 56.6 3.60 
57 0.00 47.65 82.8 3.59 
60 0.00 44.99 71.3 3.57 
63 0.00 43.93 83.7 3.55 
66 0.00 41.43 83.4 3.54 
69 0.00 40.19 85.5 3.53 
72 0.00 37.38 86.4 3.52 
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ตารางผนวกท่ี 14  ผลการทดลองการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 จากการ
เพาะเล้ียงในระดับถังหมักในอาหาร YNB ท่ีมีน้้าตาลไซโลสเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น
เท่ากับ 5 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 1 vvm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
(ก้าหนดให้มีการเติมน้้าตาลไซโลสเข้มข้น 50 กรัมต่อลิตรเพิ่มหลังช่ัวโมงท่ี 18) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ไซโลสท่ีเหลือ  
(กรัมต่อลิตร) 

ไซลิทอลท่ีเกิดขึ้น 
(กรัมต่อลิตร) 

น้้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช 

0 98.02 0.00 6.03 7.32 
6 67.72 7.10 7.07 3.52 
12 39.64 27.99 19.27 3.53 
18 15.32 75.70 26.60 3.51 
18 63.25 66.47 28.20 3.51 
24 13.91 51.12 37.77 3.25 
30 0.00 65.08 53.60 3.38 
36 0.00 58.08 55.28 3.46 
42 0.00 40.13 63.77 3.97 
48 0.00 38.26 69.37 3.92 
54 0.00 29.02 77.07 3.84 
60 0.00 18.50 80.87 3.77 
66 0.00 7.61 94.80 3.71 
72 0.00 6.41 110.33 3.73 
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ตารางผนวกที่ 15  ผลการทดลองการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 จากการ
เพาะเล้ียงในระดับถังหมักในอาหาร YNB ท่ีมีน้้าตาลไซโลสเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น
เท่ากับ 5 ความเร็วรอบ 300 rpm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง  (ก้าหนดให้อากาศ 1.2 
VVM ต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 0 ถึง ช่ัวโมงท่ี 24 และปรับการให้อากาศเป็น 1 VVM หลังช่ัวโมงท่ี 24 ถึง ช่ัวโมงท่ี 48) 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ไซโลสท่ีเหลือ  
(กรัมต่อลิตร) 

ไซลิทอลท่ีเกิดขึ้น 
(กรัมต่อลิตร) 

น้้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช 

0 98.41 0.00 22.40 7.48 
3 93.90 3.25 26.83 6.75 
6 91.46 4.84 31.73 4.43 
9 78.08 11.67 36.23 3.28 
12 55.28 22.81 37.80 3.67 
15 43.85 32.08 56.93 3.72 
18 32.47 45.63 51.57 3.60 
21 18.87 55.67 63.87 3.51 
24 15.01 61.88 64.70 3.70 
27 10.85 66.25 57.63 3.72 
30 3.32 67.44 61.47 3.69 
33 0.00 70.42 64.60 3.68 
36 0.00 60.76 66.33 3.67 
39 0.00 57.97 80.73 3.65 
42 0.00 53.93 85.30 3.64 
45 0.00 47.72 87.37 3.59 
48 0.00 43.24 92.73 3.58 
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ตารางผนวกท่ี 16 ผลการทดลองการเจริญเติบโตของเช้ือยีสต์ C. magnoliae TISTR 5664 จากการ
เพาะเล้ียงในระดับถังหมักในอาหาร YNB ท่ีมีน้้าตาลไซโลสเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ความเป็นกรดด่างเริ่มต้น
เท่ากับ 5 ความเร็วรอบ 300 rpm ให้อากาศ 0.8 vvm ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

ไซโลสท่ีเหลือ  
(กรัมต่อลิตร) 

ไซลิทอลท่ีเกิดขึ้น 
(กรัมต่อลิตร) 

น้้าหนักเซลล์แห้ง 
(กรัมต่อลิตร) 

พีเอช 

0 93.06 0.00 14.27 7.30 
6 76.71 5.19 16.37 6.77 
12 64.27 10.89 24.53 5.43 
18 33.88 22.86 28.80 3.59 
24 20.82 41.74 44.40 3.77 
30 12.40 67.77 41.23 3.64 
36 5.71 71.33 58.67 3.47 
42 0.00 78.07 64.67 3.31 
48 0.00 75.92 69.60 3.20 
54 0.00 69.18 77.20 3.71 
60 0.00 60.34 71.47 3.90 
66 0.00 50.65 77.23 3.90 
72 0.00 44.71 89.20 3.88 

 
 
  


