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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

58401207 : เทคโนโลยีชีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดับปรญิญามหาบัณฑิต 
ค้าส้าคญั : แบคทีเรียลเซลลโูลส, น ้าซาวข้าว, "Komagataeibacter nataicola" 

น าย  พิ พั ฒ น์  สุ ดยิ่ ง : ก ารผลิ ตและประ เมิ นคุณ ลั กษณ ะของนาโนแบ คที เรี ยล เซลลู โล ส 
จาก Komagataeibacter nataicola โดยใช้น ้าซาวข้าว อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  : รองศาสตราจารย์ ดร. 
พิมพ์ชนก จตุรพิรีย์ 

  
แบคทีเรียลเซลลูโลส เป็นผลิตภัณฑ์ได้จากแบคทีเรียบางชนิด มีความบริสุทธิ์สูง มีประสิทธิภาพ

ส้าหรับน้าไปใช้ในทางการแพทย์และในอุตสาหกรรมตา่ง ๆ งานวิจัยนี คัดแยกแบคทีเรียผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก
ผลไม้ ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในอาหารเพาะเลี ยงสูตร YE 
และ Schramm and Hestrin (SH) ตลอดจน ประเมินสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยใช้น ้า
ซาวข้าว (water from washing rice; WWR) ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี ยง YE 
และวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยา โครงสร้างทางเคมี ความเป็นผลึก และความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียลเซลลูโลส
โดยเทคนิค SEM, FT-IR, XRD และ DSC ผลการทดลองพบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ Li1 คัดแยกได้จากแอปเปิ้ล 
(Malus pumila) ถู ก จ้ า แ น ก เป็ น แ บ ค ที เรี ย ส า ย พั น ธุ์  Komagataeibacter  (Gluconacetobacter) 
nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง SH ที่สภาวะ
การเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และได้สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง WWR ที่ความ
เข้มข้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร คือ ความเข้มข้นของกล้าเชื อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร 
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส พีเอช 4.5 และระยะเวลาในการเพาะเลี ยง 13 วัน อย่างไรก็ตาม พบว่า K. Nataicola 
ไม่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้เพิ่มขึ น  เมื่อเติมแคลเซียมคาร์บอเนตและผงวุ้นในอาหารเพาะเลี ยง 
นอกจากนี  K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ในสภาวะการ
เพาะเลี ยงแบบนิ่ง ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่แตกต่างกัน แต่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน
อาหารเพาะเลี ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR เมื่อเพาะเลี ยงแบบเขย่า และจากการวิเคราะห์ด้วย 
SEM พบว่า ค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ใน
สภาวะการเพาะเลี ยงแบบน่ิง และในอาหารเพาะเลี ยง WWR ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า เท่ากับ 31, 49 และ 
24 นาโนเมตร ตามล้าดับ  มีค่าดัชนีความเป็นผลึกของแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ใน
สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่งและแบบเขย่าคิดเป็น 72, 68, 80 และ 57 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ โดยโครงสร้างทาง
เคมีของแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่มีความแตกต่างกัน และพบความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียลเซลลูโลสในช่วง 140-149 
องศาเซลเซียส ในขณะที่แบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ในสภาวะเพาะเลี ยงแบบเขย่าเท่ากับ 111 
องศาเซลเซียส จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า น ้าซาวข้าวสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนต้นทุนต่้าแทนกลูโคส เพื่อ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

58401207 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
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Bacterial cellulose (BC) produced by some bacteria receives ample of attention due 
to its high purity and robust cellulose that could be used in medicine and industrial practices. 
This study aimed to screen bacteria capable of producing BC from fruits, and to optimize the BC 
production from the screened bacteria in traditional YE and Schramm and Hestrin (SH) media. 
The glucose-replacing water from washing rice (WWR) without pretreatment as the sole carbon 
source in YE medium, was also investigated for BC production. The morphology, chemical 
structure, crystallinity and purity of BC were then characterized using SEM, FT-IR, XRD and DSC 
techniques. Results stated that the bacterial strain Li1 isolated from apple (Malus pumila) was 
identified as Komagataeibacter   (Gluconacetobacter) nataicola. K. nataicola produced 
significantly more BC with YE medium than with SH medium in static culture. The optimum 
conditions for BC production in WWR-based medium at 4 g/L of total sugar were found to be 5% 
(v/v) inoculum at initial pH 4.5 and temperature of 25 °C for 13 days of incubation. However, the 
BC production was not increased by adding CaCO3 and agar to the medium. Moreover, the weight 
yield of dry BC film in WWR-based and YE media was not significantly different in static culture, 
but produced more significantly in YE medium than obtained in WWR medium in agitated culture 
condition. SEM analysis revealed that average diameters of BC in WWR and YE media in static 
culture and in WWR-based medium in agitated culture condition were 31, 49 and 24 nm, 
respectively. The crystallinity index of BC in WWR and YE media in static culture and in agitated 
culture were approximately 72, 68, 80 and 57%, respectively. The varieties of BC showed no 
significantly different chemical structure. The purity of BC was in the range of 140-149 °C, whereas 
that in YE medium in agitated culture was lower at 111 °C. This study shows the suitability of 
WWR as the low-cost carbon substrate for BC production by K. nataicola.  
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ขอขอบคุณกัลยาณมิตรของผู้วิจัยทุกท่านที่ได้ให้ความช่วยเหลือ และเป็นก้าลังใจให้ผู้วิจัยโดย
ตลอดมา ขอขอบคุณพ่ี ๆ เพ่ือน ๆ และน้อง ๆ ทุกคน ที่ให้ความช่วยเหลือ และค้าแนะน้าในหลาย ๆ 
เรื่องที่เป็นประโยชน์ต่อการท้าวิจัย รวมทั งช่วยสร้างให้เกิดบรรยากาศที่ดีภายในห้องแลบ ขอขอบคุณ 
นางสาวชนิกานต์ ศรีนาค (เตย) เพ่ือนปริญญาโท หลักสูตรชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ ที่ให้ความ
ช่วยเหลือ และสอนใช้เครื่องมือในการท้าวิจัย ที่ส้าคัญขอบคุณเพ่ือนๆ นักศึกษาปริญญาโทรุ่นเดียวกัน 
ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ที่สอนโปรแกรมต่างๆ อันเป็นประโยชน์ต่อการท้าวิจัย และยังคอยดูแล คอย
ให้ก้าลังใจ ในวันที่ท้อจากเรื่องงานวิจัย และเรื่องส่วนตัวด้วยความปรารถนาดีเสมอมา ขอบคุณอาร์ม 
(วิษณุ ศรีสุวรรณ) ซึ่งเป็นเพ่ือนคนหนึ่งที่ท้าให้ผู้วิจัยตัดสินใจเรียนต่อปริญญาโท จนกระทั่งประสบ
ความส้าเร็จ 

และที่ส้าคัญยิ่งขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อสุพจน์ คุณแม่ฉลวย คุณย่าฉ้วน สุดยิ่ง ที่ท่านช่วย
สนับสนุนในด้านการศึกษาแก่ผู้วิจัยมาตั งแต่วัยเยาว์ ให้ความรัก ความเข้าใจ และเป็นก้าลังใจที่ส้าคัญมา
โดยตลอด ถึงแม้ในวันนี คุณแม่ไม่ได้อยู่เห็นถึงความส้าเร็จของผู้วิจัย แต่ผู้วิจัยมีความภาคภูมิใจเป็นอย่าง
มากที่ประสบความส้าเร็จได้ในวันนี  คุณค่าและประโยชน์อันพ่ึงมีจากการศึกษาวิจัยนี  ผู้วิจัยขอน้อมบูชา
พระคุณบิดามารดา และบูรพาจารย์ทุกท่านที่ได้อบรมสั่งสอนวิชาความรู้ให้ความเมตตาแก่ผู้วิจัยมาโดย
ตลอด และเป็นก้าลังใจส้าคัญท่ีท้าให้การศึกษาวิจัยฉบับนี ส้าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี 

ประโยชน์และประสบการณ์ที่ได้รับจากการศึกษาวิจัยในครั งนี  ผู้วิจัยจะน้าไปประยุกต์ใช้ใน
การด้าเนินชีวิต และการท้างานโดยเต็มก้าลังความรู้ ความสามารถ เพ่ือให้ก่อประโยชน์สูงสุดทั งต่อ
ตนเอง สังคม และประเทศชาติต่อไป 

  
  

พิพัฒน์  สุดยิ่ง 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญ 

แบคทีเรียลเซลลูโลส (Bacterial cellulose) เป็นเส้นใยนาโนพอลิเมอร์ธรรมชาติที่มีขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางประมาณ 50 นาโนเมตร ประกอบด้วยหน่วยของกลูโคส ประมาณ 2,000-18,000 
หน่วย เชื่อมต่อกันด้วยพันธะเบต้า (1-4) ไกลโคซิดิค โดยเกิดจากการสังเคราะห์ของแบคทีเรียบาง
ชนิด เซลลูโลส (cellulose) ที่มาจากแบคทีเรียมีคุณสมบัติแตกต่างจากเซลลูโลสที่ได้จากพืชและ
ผลไม้ เช่น มีขนาดเส้นใยเล็กกว่าเส้นใยจากพืชชั นสูงประมาณ 10-1,000 เท่า และมีขนาดเส้นใยเล็ก
กว่าเส้นใยสังเคราะห์ประมาณ 100 เท่า มีความบริสุทธิ์สูง ไม่มีการเจือปนของเฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) ลิกนิน (lignin) และเพกทิน (pectin) เหมือนเซลลูโลสที่ได้จากพืชและผลไม้ และมี
ความเป็นผลึกสูง (Chawla et al., 2009; Klemm et al., 2006) โดยกระบวนการสกัดเซลลูโลสทั ง
จากพืชและผลไม้  ต้องใช้กรรมวิธีทางเคมีในการก้าจัดสารลิกนิน และการฟอกสี เซลลูโลส 
ซึ่งจ้าเป็นต้องใช้สารเคมี และพลังงานจ้านวนมาก ท้าให้ส่งผลกระทบโดยตรงต่อสิ่งแวดล้อมเป็นอย่าง
มาก ประกอบกับในปัจจุบันจ้านวนป่าไม้ลดลงอย่างต่อเนื่อง ท้าให้เกิดปัญหาขาดแคลนแหล่งวัตถุดิบ
ในการผลิตเซลลูโลสที่มาจากพืช และเมื่อมีการน้ามาใช้ในระดับอุตสาหกรรม พบว่าเกิดปัญหาหลาย
ด้าน เช่น ราคาของวัตถุดิบที่ไม่แน่นอน ขึ นกับสภาวะของตลาด รวมทั งบางครั งคุณภาพของวัตถุดิบ
ไม่เป็นไปตามที่ต้องการ ซึ่งการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสแบบดั งเดิมจะใช้น ้าตาลชนิดต่าง ๆ 
เป็นแหล่งคาร์บอน (carbon source) เช่น กลูโคส (glucose) ฟรุกโตส (fructose) และซูโครส 
(sucrose) (Bae and Shoda, 2005) โดยแหล่งคาร์บอนเหล่านี จะเป็นตัวก้าหนดต้นทุนของ
กระบวนการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสสูงถึง 65 เปอร์เซ็นต์ (Jedrzejczak-Krzepkowska et al., 
2016) ปัจจุบันจึงมีความพยายามเป็นอย่างยิ่งในการหาแหล่งคาร์บอนราคาถูกเพ่ือผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลส เช่น น ้าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ (Uraki et al., 2002) น ้าเสียจากอุตสาหกรรม 
การแปรรูปพุทราหวาน (Li et al., 2015) และน ้าเสียหลักจากการหมักไขมัน (Huang et al., 2016)
เป็นต้น เนื่องด้วยคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ (physicochemical) ของแบคทีเรียลเซลลูโลสดังที่
กล่าวไว้ข้างต้น จึงท้าให้แบคทีเรียลเซลลูโลสมีความน่าสนใจเพ่ือเป็นวัสดุทางเลือกใหม่  ส้าหรับ
ทดแทนพลาสติกในบางอุตสาหกรรม และน้าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่าง ๆ เพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์
สูงสุด เช่น ด้านวิศวกรรมเนื อเยื่อกระดูกและกระดูกอ่อน (Svensson et al., 2005) การซ่อมแซม
เนื อเยื่อ (Christner et al., 1999; Mello et al., 1997; Suehiro et al., 2007) เส้นเลือดเทียม 
(Klemm et al., 2001) และจอภาพอิเล็กทรอนิกส์ (Shah and Brown, 2005) เป็นต้น  
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ดังนั น ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส พร้อมทั งการแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อม  
โดยน้าน ้าซาวข้าว (water from washing rice) มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน เพ่ือลดต้นทุนในการผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลส อีกทั งยังใช้ความรู้ด้านเทคโนโลยีชีวภาพมาในกระบวนการผลิต และยังช่วยลด
ผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมได้ด้วย 

1.2 วัตถุประสงค์ 
1.2.1 คัดแยกเชื อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากผลไม ้
1.2.2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากเชื อที่คัดเลือกได้ โดยใช้น ้า

ซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน  
1.2.3.ประเมินคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้  

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
1.3.1 คัดแยกเชื อท่ีผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากผลไม ้
1.3.2 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากเชื อที่คัดเลือกได้ โดยใช้น ้า

ซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่ สูตรอาหารที่เหมาะสม ระยะเวลาเพาะเลี ยง สัดส่วนของกล้าเชื อ
เริ่มต้น พีเอชของอาหารเพาะเลี ยงเริ่มต้น อุณหภูมิเพาะเลี ยง การเติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) 
และการเติมผงวุ้นในอาหารเพาะเลี ยง 

1.3.3 ศึกษาวิธีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ได้แก่ การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในสภาวะแบบนิ่ง (static culture) การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ในสภาวะแบบเขย่า (agitate culture)   

1.3.4 ประเมินคุณลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ ได้แก่ สัณฐานวิทยา 
โครงสร้างทางเคมี ความเป็นผลึก และความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียลเซลลูโลสด้วยเทคนิค SEM, FT-IR, 
XRD และ DSC 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากเชื อที่คัดแยกได้ โดยใช้น ้าซาวข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ 

เป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกแทนน ้าตาล สามารถน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้ไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์
พลาสติกชีวภาพที่ประยุกต์กับงานในด้านต่าง ๆ อีกทั งยังช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมได้อีกทาง
หนึ่งด้วย 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 น  าซาวข้าว  

ข้าว ถือเป็นพืชอาหารที่ประชากรกว่าครึ่งหนึ่งของประชากรโลกบริโภคเป็นอาหารหลัก ดังแสดง
ในตารางที่ 1 และมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ ของประชากรที่มีความต้องการในการบริโภคข้าวเป็น
อาหารหลัก อาศัยอยู่ในแถบทวีปเอเชีย โดยเฉพาะประเทศไทยนิยมบริโภคข้าวมากกว่าประเทศอ่ืน ๆ
ในโลก โดยประชากรของโลกบริโภคข้าวเฉลี่ย 118 กิโลกรัมต่อคนต่อปี ส่วนคนไทยบริโภคข้าวเฉลี่ย 
335 กิโลกรัมต่อคนต่อปี (Mungmuang and Waraeaksiri, 2017) จึงถือได้ว่าข้าวมีความส้าคัญต่อ
การด้ารงชีวิตของมนุษย์นับแต่อดีตจนถึงปัจจุบัน นอกจากนี  ปัจจุบันมีโรงงานอุตสาหกรรมที่เกี่ยวข้อง
กับการแปรรูปข้าวเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ เกิดขึ นเป็นจ้านวนมาก เช่น ผลิตภัณฑ์ข้าวกึ่งส้าเร็จรูป ได้แก่ 
โจ๊กกึ่งส้าเร็จรูป หรืออาหารจานเดียวประเภทข้าวแช่แข็งในรูปแบบต่าง ๆ ผลิตภัณฑ์ขนมขบเคี ยว 
และอาหารเช้า ผลิตภัณฑ์จากกระบวนการหมัก ได้แก่ ข้าวหมาก ขนมจีน และผลิตภัณฑ์ประเภทสุรา 
เส้นก๋วยเตี๋ยวและเส้นหมี่ ขนมหวานและขนมไทย แป้งข้าว สตาร์ชข้าว และสตาร์ชข้าวดัดแปร 
ซึ่งก่อนการน้าข้าวไปบริโภคและน้าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ในแต่ละครั งจ้าเป็นต้องมี
กระบวนการล้างเมล็ดข้าว เพ่ือก้าจัดสิ่งสกปรกที่ติดอยู่กับข้าวออก ซึ่งเรียกขั นตอนนี ว่า การซาวข้าว 
และน ้าที่ได้จากการซาวข้าวเรียกว่า น ้าซาวข้าว ปกติจะล้างข้าวไม่เกิน 1-2 ครั ง เพราะจะท้าให้
สูญเสียวิตามินที่มีอยู่ในเมล็ดข้าวอย่าง เช่น วิตามินบี ซึ่งละลายได้ในน ้า น ้าซาวข้าวเป็นสิ่งที่มี
ประโยชน์ เนื่องจากในน ้าซาวข้าวประกอบไปด้วยสารต่าง ๆ เช่น กรดเฟอรูลิกช่วยต่อต้านสารอนุมูล
อิสระ, อัลโทอินช่วยลดการระคายเคืองและอาการแพ้ต่าง ๆ ของผิว, ไนอาซินช่วยท้าลายพิษหรือท็อก
ซินจากมลพิษ แอลกอฮอล์ และยาเสพติด, ไรโบเฟลวิน ช่วยป้องกันไขมันอุดตันในเส้นเลือด และ 
อิโนซิทอลช่วยท้าให้ผมน ้าหนักยืดหยุ่นไม่ขาดหาย และลดการแตกปลายของเส้นผม (Jaiyen, 2013)
ด้วยคุณประโยชน์ของสารต่าง ๆ ที่มีอยู่ในน ้าซาวข้าว ส่งผลให้ในปัจจุบันเริ่มมีการน้าน ้าซาวข้าวมาใช้
เพ่ือให้เกิดประโยชน์ในด้านต่าง ๆ แทนการทิ งโดยไม่เกิดประโยชน์  
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ตารางที่ 1 การบริโภคข้าวโลก ปี 2554/55 – 2559/60 

หน่วย: ล้านตันข้าวสาร 

ที่มา Food and Agricultural Organization of the United Nations (FAO), (2016) 
 

 

 

 

ประเทศ 
ปี 

2554/55 
ปี 

2555/56 
ปี 

2556/57 
ปี 

2557/58 
ปี 

2558/59 
ปี 

2559/60 

บังคลาเทศ 34.300 34.500 34.900 35.100 35.100 35.000 
บราซิล 7.928 7.850 7.900 7.925 7.800 7.900 
เมียนมาร์ 10.200 10.400 10.450 10.500 10.700 10.900 
กัมพูชา 3.400 3.550 3.650 3.615 3.700 3.725 
จีน 139.600 141.000 143.000 144.500 144.000 144.000 
อิยิปต์ 3.620 4.050 4.000 4.000 3.900 4.000 
อินเดีย 93.334 94.972 98.727 98.244 93.512 97.000 
อินโดนีเซีย 38.188 38.127 38.500 38.300 37.900 37.700 
ญี่ปุ่น 8.376 8.351 8.380 8.600 8.500 8.500 
เกาหลีใต้ 4.880 4.489 4.422 4.197 4.374 4.484 
เนปาล 3.677 3.535 3.811 3.716 3.500 3.650 
ไนจีเรีย 5.600 5.300 5.500 5.400 5.200 5.000 
ฟิลิปปินส์ 12.860 12.850 12.850 13.200 13.200 13.300 
เวียดนาม 19.650 21.600 22.000 22.000 22.000 22.200 
สหรัฐอเมริกา 3.492 3.779 3.977 4.301 3.529 4.220 
ไทย 10.400 10.600 10.600 10.500 9.800 10.600 
อ่ืน  ๆ 61.320 60.685 65.651 64.024 63.651 66.202 

รวม 460.825 465.638 478.318 478.122 470.366 478.381 
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2.2 แบคทีเรียลเซลลูโลส  
      แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นสารชีวโมเลกุลประเภทคาร์โบไฮเดรตชนิดโฮโมโพลีแซคคาไรด์เชิงเส้น 
มีลักษณะเป็นโฮโมพอลิเมอร์ที่ไม่มีกิ่งก้าน (unbranched) ประกอบด้วยหน่วยย่อยของกลูโคส
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะบีตา (1     4) ไกลโคซิดิก ผลิตได้จากแบคทีเรียบางสายพันธุ์ (Bodin et al., 
2011 ) มี ระดับการเกิ ดพอลิ เมอร์  (Degree of polymerization; DP) (Zhou et al., 2007) 
อยู่ในช่วงระหว่าง 2000-6000 (Jonas and Farah, 1998) แต่ในบางครั งอาจพบอยู่ในช่วงระหว่าง 
16,000-20,000 (Watanabe et al., 1998 ) โมเลกุลของเซลลูโลสอยู่ในลักษณะเป็นเส้นยาวเรียง
ขนานกันเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน และรวมกันอยู่เป็นมัด มีลักษณะเป็นเส้นใยเล็ก ๆ เรียกว่า
ไฟบริล (fibril) (Ul-Islam et al., 2012) โดยทั่วไปจะไม่พบเซลลูโลสที่เรียงตัวเป็นเส้นเดียว แต่พบ
เซลลูโลสลักษณะเป็นกลุ่มเรียงตัวขนาน และเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างคาร์บอน
ต้าแหน่งที่ 3 ของโมเลกุลหนึ่งกับออกซิเจนอะตอมที่อยู่ในวงแหวนของโมเลกุลอ่ืนอย่างมีระเบียบ
เรียกว่าผลึกไมเซล (crystalline micelle) แต่ละไมเซลประกอบด้วยโมเลกุลของเซลลูโลสประมาณ 
100 โมเลกุล มีลักษณะรูปร่างเป็นริบบินหนาในรูปไมโครไฟบริล (microfibril) ซึ่งไมโครไฟบริล 
มีลักษณะเป็นพาราเจล (paragel) หมุนไปทางซ้าย เกิดจากการเรียงตัวของไมเซลประมาณ 10-20 
ไมเซล หรือทับกับเป็นเกลียวรอบแกนของเส้นใย โดยมีพันธะไฮโดรเจน 2 ต้าแหน่ง ในแต่ละเส้นสาย
ของเซลลูโลส คือ ระหว่างออกซิเจนต้าแหน่งที่ 6 ของน ้าตาลกลูโคส กับหมู่ไฮดรอกซิลต้าแหน่งที่ 2 
ของน ้าตาลกลูโคสโมเลกุลใกล้กัน และระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลต้าแหน่งที่ 3 กับออกซิเจนในวงแหวน
อ่ืน แสดงดังภาพที่ 1 

จากการวิเคราะห์ เซลลูโลสโดยใช้การหักเหรังสีเอกซ์ (X-ray) พบว่า มีผลึก 2 รูปแบบ คือ 
cellulose I (ribbon-like polymer) และ cellulose II (thermodynamically stable polymer) 
(Chawla et al., 2009) แสดงดังภาพที่ 2 แบคทีเรียลเซลลูโลสมีโครงสร้างแบบ cellulose I เป็น
องค์ประกอบหลักประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแตกต่างจากโครงสร้างของพืชชั นสูงที่ เป็นแบบ 
cellulose II ซึ่งจะมีความแข็งแรงกว่า cellulose I  

องค์ประกอบทางเคมีของแบคทีเรียลเซลลูโลสประกอบด้วย ไขมัน น ้า สารเยื่อใย โปรตีน เถ้า 
และคาร์โบไฮเดรต 0.06, 94.6, 1.15, 0.84, 0.10 และ 3.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ (Guzman et al., 
1982) นอกจากนี  ยังพบแร่ธาตุ ๆ ประกอบด้วยแคลเซียม ฟอสฟอรัส และไนอาซีน 0.520 0.570 
และ 0.022 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ แบคทีเรียลเซลลูโลสสามารถละลายได้ในสารละลายกรดซัลฟิวริก
และกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยกรดไปสลายพันธะไฮโดรเจนของแบคทีเรียลเซลลูโลส แต่จะไม่
ละลายในน ้าเดือด ในสารละลายที่เป็นด่าง แอลกอฮอล์ และอะซิโตน  
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ภาพที่ 1 ลักษณะโครงสร้างโดยรวมของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

 ที่มา ดัดแปลงมาจาก Sulaeva et al. (2015) 
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ลักษณะโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลส 
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Cellulose I 

 
 

 

Cellulose II 
 

ภาพที่ 2 โครงสร้างของ Cellulose I  และ Cellulose II 
 ที่มา ดัดแปลงมาจาก Credou and Berthelot (2014) 
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แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ที่มีความบริสุทธิ์  ปราศจากลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส มีความ
เป็นผลึกสูง มีระดับความเป็นพอลิเมอร์สูง มีโครงสร้างระดับนาโน มีความต้านทานแรงดึงสูงกว่าเส้น
ใยสังเคราะห์ประมาณ 30-40 เปอร์เซ็นต์ มีประสิทธิภาพในการอุ้มน ้า มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ
ย่อยสลายทางชีวภาพได้ดี  และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม (Cai and Kim, 2010) โครงสร้างทาง 
พอลิ เมอร์ของแบคที เรียลเซลลู โลสเชื่อมต่อกันอย่างแข็งแรงด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่าง 
หมู่ไฮดรอกซิลเรียกว่าไมโครไฟบริล ซึ่งประกอบด้วยสายกลูแคนที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน
เพ่ือให้เกิดเป็นผลึก โดยโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลสแตกต่างกัน ขึ นกับการสังเคราะห์และ
กลไก การควบคุมของแบคทีเรียแต่ละชนิด ดังแสดงในตารางที่  2 (Jonas and Farah, 1998) 
และขนาดเส้นใยไมโครไฟบริลของแบคทีเรียลเซลลูโลสจะมีขนาดเล็ก มีความกว้าง 100 นาโนเมตร
และความหนาประมาณ 3-8 นาโนเมตร ซึ่งขนาดเล็กกว่าเส้นใยของพืชชั นสูง และเส้นใยสังเคราะห์
ประมาณ 100-1,000 เท่า และ 100 เท่า ตามล้าดับ (Yoshinaga et al., 1997) 

ตารางที่ 2 โครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแบคทีเรียสกุลต่าง ๆ  

ที่มา ดัดแปลงมาจาก Jonas and Farah (1998) 
 
 
 
 
 

สกุล (Genus) โครงสร้างแบคทีเรียลเซลลูโลส  

Acetobacter  เป็นแผ่นที่เกิดจากเส้นใย 
Achromobacter  เส้นใย 
Aerobacter  เส้นใย 
Agrobacterium  เส้นใยสั น ๆ 
Alcaligenes เส้นใย 
Pseudomonas  เป็นเส้นใยไม่ชัดเจน 
Rhizobium  เส้นใยสั น ๆ 
Sarcina  ไม่มีรูปร่างแน่นอน 
Zoogloea  ไม่ทราบแน่ชัด  
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2.3 จุลินทรียผ์ลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส  
Hibbert and Barsha (1931) ศึกษาองค์ประกอบทางเคมี และคุณสมบัติทางโครงสร้างของ

แบคทีเรียลเซลลูโลส พบว่ามีองค์ประกอบทางเคมีและคุณสมบัติทางโครงสร้างเหมือนกับเซลลูโลส
ที่มาจากพืช แม้ว่าจะสามารถผลิตได้จากจุลินทรีย์บางสายพันธุ์ เช่น เชื อรา แบคทีเรีย และสาหร่าย 
โดยเชื อราพบอยู่ในผนังเซลล์ชั นใน เชื่อมกันด้วยพันธะ ß-1,3 หรือ ß-1,6 D-glucan คิดเป็นประมาณ 
15 เปอร์เซ็นต์ ของน ้าหนักผนังเซลล์แห้ง (Isizawa and Araragi, 1976) สาหร่ายพบในสาหร่าย 
สีเขียวซึ่งประกอบด้วยเซลลูโลส (cellulose) และไซแลน (xylan) ท้าหน้าที่เป็นโครงสร้างของผนัง
เซลล์ และในสาหร่ายสีน ้าตาล (Phaeophyta) พบในปริมาณน้อย ส่วนใหญ่พบในสาหร่ายสีแดง 
(Rhodophyta) และสาหร่ายสีทอง (Chrysophyta (Chrysophytes)) ส่วนแบคทีเรียพบทั งใน
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ เช่น Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacte-
rium, Azotobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya 
และ Rhodobacter (Brown, 2004; Deinema and Zevenhuizen, 1917; Jahn et al., 2011; 
Morgan et al., 2013) ซึ่งจากการศึกษาพบว่าแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสสูงสุด
คื อ  Gluconoacetobacter xylinus และ  Gluconoacetobacter hansenii (Dourado et al., 
2016) 

Acetobacter xylinus (A. xylinum) เป็นแบคทีเรียในวงศ์ Acetobacteraceae ประกอบด้วย 
6 สกุล คือ Acetobacter, Acidomona, Asaia, Gluconacetobacter หรือ Komagataeibacte, 
Gluconobacter และ Kozakia  ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียในกลุ่ม Acetobacter เป็นแบคทีเรีย
แกรมลบ (Gram negative bacteria) รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) เซลล์มีลักษณะรูปร่างรีจนถึง
เป็นท่อนตรงหรือโค้ง ขนาดของเซลล์กว้างประมาณ 0.6-0.8 ไมครอน ยาวประมาณ 1.0-4.0 
ไมครอน เคลื่อนที่ด้วยแฟลกเจลลารอบเซลล์ หรือที่ขั วเซลล์ โคโลนีของ Acetobacter sp. มีสีชมพู 
เนื่องจากมีการสังเคราะห์สารพอร์ไฟรินส์ ไม่สร้างสปอร์ (non spore forming bacteria) เจริญได้ใน
ที่มีอากาศ (aerobic bacteria) สามารถออกซิไดซ์เอทานอลเป็นกรดแอซีติก ออกซิไดซ์กรดอินทรีย์
ประเภทอะซิเตท และแลคแตทเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน ้า ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ไม่ก่อให้เกิดโรค 
(non pathogen) A. Xylinum เป็นแบคทีเรียที่น้ามาใช้ในการศึกษากระบวนการสังเคราะห์ขั น
พื นฐาน และน้ามาประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์ส้าหรับการผลิตเซลลูโลส เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการ
ผลิตเซลลูโลสสูงประมาณ 10-40 กรัมต่อลิตร (Okiyama et al., 1992) และสามารถเจริญได้โดยใช้
แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่ต่างกัน ดังแสดงในตารางที่ 3 
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2.4 การสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส  
การสังเคราะห์เซลลูโลสจากสารตั งต้นมีกระบวนการผลิตที่ซับซ้อนหลายขั นตอน ที่มีความ

เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาเอนไซม์และโปรตีนควบคุมจ้านวนมาก แบคทีเรียลเซลลูโลสจัด เป็น 

primary metabolic product กลไกการสังเคราะห์ เซลลูโลสของ A. xylinum จ้าเป็นต้องใช้

ออกซิเจน และแหล่งคาร์บอนเพ่ือใช้ในปฏิกิริยาการเกิดพอลิเมอร์  (polymerization) โดยมี 

UDP-Glucose (uridine diphosphoglucose) เป็ นสารตั งต้ น  (precursor substance) (Peter  

Ross et al., 1991) ดังปฏิกิริยา 

Uridine diphosphoglucose + (ß-1,4-glucose)n     Uridine diphosphoglucose + (ß-1,4-glucose)n+1 

กลไกการสังเคราะห์เซลลูโลสของ A. xylinum จัดเป็นกระบวนการเมแทบอลิซึมขั นสุดท้ายของ
การใช้ประโยชน์จากคาร์บอน โดยเกี่ยวข้องกับ pentose phosphate cycle หรือ krebs cycle 
ควบคู่ไปกับกระบวนการสร้างกลูโคสแบบใหม่ (gluconeogenesis) ซึ่งการสังเคราะห์แบคทีเรียล
เซลลูโลสของ A. xylinum สามารถเปลี่ยนสารประกอบที่ เป็นแหล่งคาร์บอน ได้แก่  hexose, 
glycerol, dihydroxy acetone, pyruvate แ ล ะ  dicarboxylic acid ไป เป็ น เซ ล ลู โล ส  โด ย
ส ารป ระกอบ ต่ า ง  ๆ  จ ะ เข้ าสู่ วั ฎ จั ก ร เค รบ ส์  (Krebs cycle) ใน ช่ ว งขอ ง  oxaloacetate 
decarboxylation ไปเป็น pyruvate คือเปลี่ยน hexoses ในกระบวนการสร้างกลูโคสแบบใหม่ 
(gluconeogenesis) เช่น เดียวกับแหล่งคาร์บอนตัว อ่ืน  และ A. xylinum จัด เป็นแบคที เรีย 
กรดแอซีติก (acetic acid bacteria) จึงไม่มีกระบวนการไกลโคลิซิส (glycolysis) เนื่องจากไม่
สามารถสังเคราะห์  phosphofructose kinase ได้ (Chawla et al., 2009; Peter  Ross et al., 
1991) กลไกการสังเคราะห์เซลลูโลสของ A. xylinum ภาพที่ 3 โดยเริ่มจากน ้าตาลกลูโคสถูกน้าเข้าสู่
เซลล์ โดยกระบวนการ glucose phosphorylation ซึ่ งกลู โคสถูกเปลี่ยนไปเป็น  glucose-6-
phosphate (Glc-6-P)  โด ย ก ลู โ ค ไค เน ส  ( glucokinase) จ า ก นั น  glucose-6-phosphate 
ถูก ไอโซ เมอไรเซชัน  ( isomerization) ด้ วยฟอสโฟกลู โคมิ ว เตส (phosphor-glucomutase) 
เปลี่ยนไปเป็น glucose-1-phosphate และถูกเปลี่ยนไปเป็น Uridine 5’-diphosphoglucose 
(UDPGlc) โดย UDPGlc pyrophosphorylase  ในขั นตอนสุดท้าย UDPGlc ถูกสังเคราะห์ เป็น
แบคทีเรียลเซลลูโลสโดยเซลลูโลสซินเตส (cellulose synthase) (Chawla et al., 2009) โดยมี 
cyclic diguanylic acid (c-di-GMP) เป็นตัวกระตุ้น (activator) แสดงดังภาพที่ 4  
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ภาพที่ 3 วิถเีมแทบอลิซึมของ A. xylinum ในการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส 
           ที่มา ดัดแปลงมาจาก Chawla et al. (2009) 
CS คื อ  cellulose synthase, FBP คื อ  fructose-1 , 6 -biphosphate phosphatase, FK คื อ 
glucokinase, GK คือ glucokinase, G6PDH คือ glucose -6-phosphatedehydrogenase, NAD 
คือ  nicotinamide adenine dinucleotide, NADP คือ nicotinamide adenine dinucleotide 
phosphate 1 PFK คื อ  fructose-1 -phosphatekinase, PGI คื อ  phospho glucoisomerase,  
PGM คื อ  phosphoglucomutase, UGP คื อ  pyrophosphorylase และ UDPGlc คือ  uridine 
diphosphoglucose 
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ภาพที่ 4 โครงสร้างของ cyclic diguanylic acid (c-di-GMP) 
 ที่มา ดัดแปลงมาจาก Peter  Ross et al. (1991) 

เซลลูโลสซินเตส หรือ 1,4-ß-D-glucan 4-ß-D-glucosyltransferase; (EC 2.4.1:12) เป็น
เอนไซม์ที่มีบทบาทส้าคัญในการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสโดยกระบวนการเกิดพอลิเมอร์ 
เซลลู โลสซิ น เตสที่ สั ง เค ราะห์ ขึ น โดย  A. xylinum มี ลั กษณ ะเป็ น  membrane-bound มี
ความจ้าเพาะต่อ UDP-glucose ซึ่งเป็นสารตั งต้นในการสังเคราะห์ ß-glucan chain และ UDP 
(uridine diphosphoglucose) โดยมี c-di-GMP เป็นตัวกระตุ้นการท้างานเอนไซม์ ซึ่งสังเคราะห์
จาก GTP (guanosine triphosphate) โดยมีไดกัวไนเลต ไซเคลส (diguanylate cyclase) เป็น
ตั ว เร่ ง  ห รือสั ง เค ราะห์ โดยการย่อยสลาย GTP โดยมีฟอส โฟ ได เอส เทอเรส  เอ  และ บี 
(phosphodiesterases A, B) เป็นตัวเร่ง แสดงดังภาพที่ 5 (Peter  Ross et al., 1991) 

 
ภาพที่ 5 โมเดลการควบคุมการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสของ A. xylinum 

ที่มา ดัดแปลงมาจาก Peter  Ross et al. (1991) 
GMP คื อ  guanosine monophosphate GTP คื อ  guanosine triphosphate, แ ล ะ  PDE คื อ 
phosphodiesterase 



  

 
 

14 

2.5 การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส  
2.5.1 ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ และการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส 

อาหาร สภาวะสิ่งแวดล้อม และผลิตภัณฑ์พลอยได้ (by-product) ที่เกิดขึ น ล้วนแล้วแต่
เป็นปัจจัยที่ส่งผลกระทบต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยทั่วไปอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนสูง 
แต่มีแหล่งไนโตรเจนที่จ้ากัด สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรด์ได้สูงถึง 60-80 เปอร์เซ็นต์ ของแหล่ง
คาร์บอนที่มีอยู่ในกระบวนการหมัก เพราะฉะนั น การศึกษาสภาวะของอาหารให้เหมาะสมส้าหรับการ
เจริญของเชื อจุลินทรีย์ จึงเป็นปัจจัยส้าคัญเพ่ือเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่
สูงขึ น สารอาหารที่จ้าเป็นต่อการเจริญของเชื อ ได้แก่ คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ซัลเฟอร์ 
โพแทสเซียม และเกลือแมกนีเซียม (Chawla et al., 2009) ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ 
ตลอดจนการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสมีดังต่อไปนี  

2.5.1.1 แหล่งคาร์บอน  
คาร์บอนเป็นธาตุที่มีความส้าคัญในการสังเคราะห์เซลล์และพลังงาน โดยทั่วไป

จุลินทรีย์ที่เจริญในสภาวะที่ไม่มีอากาศใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์
เซลล์ ส่วนแบคทีเรียที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 50-55 เปอร์เซ็นต์ ในการ
สังเคราะห์เซลล์ (Stanbury and Whitaker, 1984) ซึ่งในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยทั่วไปใช้
กลูโคส หรือซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนส้าหรับการผลิต แต่ยังคงมีการศึกษาอย่างต่อเนื่องเพ่ือหาแหล่ง
คาร์บอนอื่น ๆ เช่น ฟรุกโตส มอลโตส ไซโลส แป้ง และกลีเซอรอล (Masaoka et al., 1993)  

Masaoka et al. (1993) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ความเข้มข้นของ
กลูโคสเริ่มต้นเท่ากับ 6, 12, 24 และ 48 กรัมต่อลิตร พบว่า มีการน้ากลูโคสไปใช้เท่ากับ 100, 100, 
68 และ 28 เปอร์เซ็นต์ ของความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น ตามล้าดับ  นอกจากนี  หากความเข้มข้น
เริ่มต้นของกลูโคสไม่เหมาะสม จะส่งผลให้แบคทีเรียมีการผลิตกรดกลูโคนิก ซึ่งเป็นผลพลอยได้ที่
เกิดขึ นในระหว่างการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ท้าให้ค่าพีเอชของอาหารเพาะเลี ยงลดลง  และการ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลดลงด้วย จึงเห็นได้ว่าผลของความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นมีความส้าคัญ
ต่อการแบคทีเรียลเซลลูโลส (Chawla et al., 2009) 

Ishihara et al. (2002) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก A. xylinum 
IFO 15606 โดยใช้ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 3.0 กรัม
ต่อลิตร Ramana et al. (2000) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก A. xylinum NCIM 2526 
พบว่าซูโครส กลูโคส และแมนนิทอล เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมที่ส้าหรับการผลิต ต่อมา 
Nguyen et al. (2008) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก G. xylinus พบว่า แมนนิทอลเป็น
แหล่งคาร์บอนที่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงที่สุด 
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Bae and Shoda (2005) ศึกษาการผลิตของแบคที เรียลเซลลู โลสจาก 
A. xylinum BPR2001 โดยใช้กากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่า กากน ้าตาลที่ผ่านการปรับสภาพ
ด้วยกรดซัลฟิวริกและความร้อนสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงถึง 76 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมากกว่า
กากน ้าตาลที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และยังส่งผลให้อัตราการเจริญจ้าเพาะเพ่ิมขึ นเป็นสองเท่า  

2.5.1.2 แหล่งไนโตรเจน  
ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของโปรตีน และในกระบวนการเมเเทบอลิซึม

ของเซลล์ ซึ่งในเซลล์ของแบคทีเรียมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 8-10 เปอร์เซ็นต์ ของ
น ้าหนักแห้ง ความต้องการไนโตรเจนของแบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกันไป แบคทีเรียบางสายพันธุ์
สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีสารไนโตรเจนอนินทรีย์ (inorganic nitrogen) แต่บางสายพันธุ์ต้องการ
สารไนโตรเจนอินทรีย์  (organic nitrogen) แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์ เป็นสารประเภทแก๊ส

แอมโมเนียม เกลือแอมโมเนียม และไนเตรท ส้าหรับแอมโมเนียมซัลเฟต เมื่อแอมโมเนียม ( 4NH )  

ถูกใช้ไปท้าให้ค่าพีเอชของอาหารเกิดสภาวะเป็นกรด เนื่องจากเกิดการสะสมอนุมูลซัลเฟต ( 2
4SO ) 

ส่วนแก๊สแอมโมเนียมและไนเตรทเมื่อถูกเมแทบอไลต์ท้าให้เกิดสภาวะที่เป็นด่างในอาหารเลี ยงเชื อ 
(Stanbury and Whitaker, 1984) Ramana et al. (2000) รายงานว่าการผลิตของแบคทีเรียล
เซลลูโลสจาก A. xylinum โดยใช้เคซีนไฮโดรไลเซตและเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจน ให้ผลได้เท่ากับ 
5 และ 4.8 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ  

2.5.1.3 พีเอช 
พีเอชของอาหารเป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่มีผลกระทบต่อการเจริญของเซลล์และการ

สังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก (Ohara et al., 1992) และยังผลต่อการท้างานของเอนไซม์
ในการย่อยสลายสารอาหาร (Andreyeva and Biryukov, 1973) รวมถึงการยอมให้สารอาหารผ่าน
เข้าสู่ผนังเซลล์ได้ Masaoka et al. (1993) รายงานว่าพีเอชของอาหารที่มีความเหมาะสมต่อการผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสอยู่ในช่วง 4.0-6.0 แต่หากพีเอชของอาหารลดลงต่้ากว่า 4 ส่งผลให้การผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสลดลง ทั งนี ระหว่างกระบวนการหมักพบว่า จุลินทรีย์มีการผลิตกรดกลูโคนิก กรด
แอซีติก และกรดแลคติก ส่งผลให้พีเอชของน ้าหมักลดลง (Kongruang, 2008) 

Alaban (1962) รายงานว่า พีเอชของอาหารในการเพาะเลี ยง A. Xylinum 
เท่ากับ 4.0-5.0 เป็นสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญ และการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ค่าพีเอชต่้า
กว่า 3.0 การเจริญของเชื อจะลดลง และที่ค่าพีเอชมากกว่า 8.0 เชื อจะไม่สามารถเจริญได้ ส่วนการ
เติมกรดแอซีติกในอาหารเลี ยงเชื อ 1-10 เปอร์เซ็นต์ นอกจากเป็นการปรับพีเอชของอาหารเลี ยงเชื อ
แล้ว ยังช่วยป้องกันการปนเปื้อนจากเชื อ Aspergillus sp. ได้ เมื่อเติมกรดแอซีติก 1 เปอร์เซ็นต์ และ
เมื่อเพ่ิมปริมาณกรดเป็น 2 เปอร์เซ็นต์ จะช่วยป้องกันการปนเปื้อนจาก Penicillium sp. และ 
Bacillus sp. ได้  



  

 
 

16 

Kongruang (2008) รายงานว่า การหมักในสภาวะนิ่ง โดยใช้ G. Xylinus 
ท้าให้พีเอชของอาหารลดลง เนื่องมาจากกระบวนการหายใจของเซลล์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับการออกซิเดชัน
เอทานอลไปเป็นกรดแอซีติก และการเปลี่ยนกลูโคสเป็นกรดกลูโคนิก ส่วนการหมักแบบกึ่งกะ
Shezad et al. (2010) และ Jagannath et al. (2008) รายงานว่า พีเอชของอาหารคงท่ี เนื่องจากมี
การเติมสารอาหารบางอย่างเพ่ิมลงไปในอาหารเลี ยงเชื อเป็นระยะ ๆ 

2.5.1.4 อุณหภูมิ 
อุณหภูมิเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีผลกระทบต่อทั งการเจริญเจริญของแบคทีเรีย และ

การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส จากการศึกษาพบว่า อุณหภูมิในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส สามารถ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงสุด (Hestrin and Schramm, 1954) Alaban (1962) รายงานว่า ใน
กระบวนการหมัก Acetobacter sp. ในอาหารน ้ามะพร้าว ที่อุณหภูมิในช่วง 10-45 องศาเซลเซียส 
พบว่า ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เชื อสามารถเจริญได้ แต่ไม่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่งการ
สังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสเริ่มมีการผลิตตั งแต่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส จนถึงช่วงอุณหภูมิ 
28-32 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นช่วงที่เชื อสามารถเจริญ และผลิตเซลลูโลสในปริมาณสูง แตเ่มื่ออุณหภูมิ
สูงขึ นเกิดผลเสียต่อคุณสมบัติของเอนไซม์ การเสียสภาพของโปรตีน โครงสร้างของแฟลกเจลลา 
ไรโบโซม โปรโตพลาส และไมโตคอนเดรีย (Kováč and Subík, 1970) 

2.5.2 วิธีผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส  
การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยทั่วไปมักใช้วิธีการหมักแบบตั งทิ งไว้ (static culture) 

และการหมักในสภาวะที่มีการกวน (agitated culture) ส้าหรับการหมักแบบตั งทิ งไว้จ้าเป็นต้องใช้
ระยะเวลาในการผลิตนาน และต้องใช้แรงงานเป็นจ้านวนมาก อีกทั งแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้มี
ปริมาณน้อย แต่เป็นวิธีที่ค่อนข้างง่าย และนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย ซึ่งอาหารเลี ยงเชื อจะอยู่ในถาด
ทรงตื นใช้ระยะเวลาเลี ยงประมาณ 5-10 วัน ได้แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นแผ่น (pellicle) เกือบเต็ม
ถาด ส้าหรับการหมักในสภาวะที่มีการกวนส่งผลต่อสายพันธุ์แบคทีเรียดั งเดิมที่ผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสเกิดการกลายพันธุ์ และสามารถเจริญได้รวดเร็วกว่าสายพันธุ์ดั งเดิม ท้าให้ปริมาณของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้มีปริมาณลดลง (Kim et al., 2007) ส่วนการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในถัง
ปฏิกรณ์แบบถังกวน (stirred tank reactor) และแบบอากาศลอยตัว (airlift reactor) ส่งผลให้
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้ไปยึดเกาะอยู่บริเวณตัวถัง และบริเวณส่วนบนของอุปกรณ์ภายในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ ท้าให้เกิดปัญหาและการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลด (Krystynowicz et al., 2002) ดังนั น 
การพัฒนาถังปฏิกรณ์ชีวภาพจึงเป็นสิ่งส้าคัญส้าหรับการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส เพ่ือลดระยะเวลา
ในการเพาะเลี ยงให้น้อยลง และไม่ท้าให้เกิดการกลายพันธุ์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ดั งเดิม การผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสโดยการใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแต่ละชนิดมีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน 
สรุปได้ดังแสดงในตารางที่ 4 และในหัวข้อดังต่อไปนี  
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2.5.2.1 ถังปฏิกรณช์ีวภาพแบบจานหมุน (Rotating disk bioreactor) 
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบจานหมุนถูกออกแบบมาโดยให้ส่วนหนึ่งจมอยู่ในอาหาร

เลี ยงเชื อ และอีกส่วนหนึ่งจะสัมผัสกับอากาศ ในขณะที่จานมีการหมุนอย่างต่อเนื่องบริเวณพื นผิวของ
จานจะสัมผัสระหว่างอาหารและอากาศสลับกัน ท้าให้จุลินทรีย์ที่ติดอยู่กับพื นผิวจานสามารถเจริญได้ 
(Krystynowicz et al., 2002) จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบจานหมุน พบว่า ที่ความเร็วในการหมุน 4 รอบต่อนาที และอัตราส่วนพื นที่
ผิวต่อปริมาณอาหาร (S/V) 0.71 ซม-1 สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงสุด (Chawla et al., 
2009) 

2.6.2.2 ถังปฏิกรณช์ีวภาพแบบแผ่นจานหมุนชีวภาพ (Rotating biological 
contactor bioreactor) 

ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นจานหมุนชีวภาพ ประกอบด้วยจานที่มีลักษณะ
วงกลมติดตั งอยู่บนเพลาในแนวนอน เมื่อเพลาเกิดการหมุนบริเวณพื นผิวของจานจะสัมผัสระหว่าง
อาหารและอากาศสลับกัน หากมีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยวิธีนี จุลินทรีย์จะไม่ เผชิญกับแรง
เฉือน และมีการถ่ายโอนออกซิเจนได้ดี เมื่อเปรียบเทียบกับถังปฏิกรณ์แบบถังกวน (Chawla et al., 
2009) Kim et al. (2007) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแผ่นจาน
หมุนชีวภาพโดยใช้ Gluconacetobacter sp. พบว่า มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสสูงสุดที่ 5.52 
กรัมต่อลิตร ในถังปฏิกรณ์แบบแผ่นจานหมุนชีวภาพที่มีจาน 8 อัน และเมื่อมีการเติมอากาศที่ 1.25 
VVM การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสสูงถึง 5.67 กรัมต่อลิตร ส่วนความเร็วในการหมุนที่ดีที่สุดคือ 15 
รอบต่อนาท ี

2.6.2.3 ถังปฏิกรณช์ีวภาพแบบอากาศลอยตัว (Airlift bioreactor)  
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวเป็นถังที่ใช้พลังงานต่้า เมื่อเทียบกับถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวน ซึ่งเป็นอีกตัวเลือกหนึ่งส้าหรับใช้ในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
Chao et al. (1997) ศึกษาการใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวส้าหรับการผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสเป็นครั งแรก โดยให้อากาศเข้าทางด้านล่าง และให้อากาศมีการไหลเวียนในอาหาร ต่อมา 
Chao et al. (2000) ได้ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวที่
ไหลเวียนภายใน (internal-loop airlift reactor) ขนาด 50 ลิตร พบว่า สามารถผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสได้ 3.8 กรัมต่อลิตร หลังจากการเพาะเลี ยงเป็นเวลา 67 ชั่วโมง 
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2.6 การประยุกต์แบคทีเรียลเซลลูโลส 
นับตั งแต่เริ่มมีการศึกษาแบคทีเรียลเซลลูโลสพบว่า แบคทีเรียลเซลลูโลสมีสมบัติที่โดดเด่นหลาย

ประการ เช่น มีความบริสุทธิ์สูง ทนต่อแรงดึงสูง ความหนาแน่นของผลึกสูง มีปริมาณน ้าสูง และ
รูปร่างมีความคงตัว เนื่องจากคุณสมบัติดังกล่าว ท้าให้มีการศึกษาเพ่ือน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสไป
พัฒนาศักยภาพและประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมด้านต่าง ๆ เช่น สิ่งทอ กระดาษ อาหาร ยา การบ้าบัด
น ้าเสีย ล้าโพงคุณภาพดี และโรงกลั่น (Lin et al., 2013) การน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสไปประยุกต์ 
ดัดแปลง และพัฒนาการใช้งาน สรุปไดด้ังตารางที่ 5 และ 6 และในหัวข้อดังต่อไปนี   

2.6.1 การประยุกต์ด้านอาหาร  
การประยุกต์ใช้เซลลูโลสบริสุทธิ์ พบว่า ถูกน้ามาใช้เป็นสารเพ่ิมความหนืดและใช้เป็นสาร

ให้ความคงตัวในการแปรรูปอาหาร Okiyama et al. (1992) รายงานว่า มีการน้าเซลลูโลสมาใช้ใน
อุตสาหกรรมอาหารโดยเติม 3 เปอร์เซ็นต์ ของเซลลูโลส ลงไปในเครื่องดื่มช็อคโกแลต แทนการใช้
แซนแทนกัม (xanthan gum) พบว่า เครื่องดื่มช็อคโกแลตมีความหนืดเช่นเดียวกับการเติม 
แซนแทนกัม แต่เมื่อเครื่องดื่มได้รับความร้อนพบว่า ความหนืดของเครื่องดื่มที่เติมแซนแทนกัมลดลง
อย่างรวดเร็ว ในขณะที่เครื่องดื่มที่เติมเซลลูโลสความหนืดไม่ลดลง นอกจากนี  มีการเติมเซลลูโลสลง
ไปในไอศกรีมเพ่ือป้องกันการไหลหลังจากไอศกรีมละลาย ซึ่งเป็นผลมาจากการเพ่ิมความเค้นเฉือน 
(shear stress) และปรากฏผลเช่นเดียวกับการเติมเซลลูโลสลงไปเต้าหู้ แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นสาร
ที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร และเป็นสารที่ผ่านการรับรองโดยองค์การอาหาร
และยา (FAD) ว่าเป็นสารที่สามารถใช้เติมลงไปในอาหารได้อย่างปลอดภัย (generally recognized 
as safe; GRAS) (Lin et al., 2013) 

2.7.2 การประยุกต์ในการผลิตกระดาษ 
Johnson and Neogi (1989) รายงานว่า แบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีลักษณะเป็นเม็ด ๆ 

มีลักษณะเส้นใยเป็นกิ่งเหมือนตาข่าย ซึ่งได้จากการเพาะเลี ยงในสภาวะที่มีการกวน เหมาะส้าหรับการ
น้ามาผลิตเป็นกระดาษที่มีคุณภาพสูง และได้มีการเติมแบคทีเรียลเซลลูโลสล งในกระดาษ 
เพ่ือให้กระดาษทนต่อแรงดึงสูง อีกทั งยังท้าให้กระดาษไม่เกิดการฉีกขาดได้ง่าย(Yamanaka and 
Watanabe, 1994) Iguchi et al. (2000) พบว่า เมื่อเติม 15 เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียลเซลลูโลสลง
ไปในกระบวนการผลิตกระดาษท้าให้กระดาษทนต่อการพับสูง เมื่อเปรียบเทียบกับกระดาษเยื่อ
บริสุทธิ์ นอกจากนี  โมดูลัสของยัง (Young's modulus) เพ่ิมขึ นจาก 2.0 เป็น 3.5 (GPa) 
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2.7.3 การประยุกต์ในการท้าไดอะแฟรมแปลงความถี่เสียง 
Yamanaka and Watanabe (1994) ศึกษาถึงศักยภาพและการใช้แบคที เรียล

เซลลูโลส โดยน้ามาเป็นองค์ประกอบพื นผิวของตัวแปลงความถี่เสียง พบว่า แบคทีเรียลเซลลูโลสมี
ความคงตัวสูง ซึ่งวัดได้จากค่ามอดุลัสของยัง (Young's modulus) ควบคู่กับการสูญเสียภายในของ
วัสดุที่สูง จึงเหมาะส้าหรับน้ามาประยุกต์ใช้เป็นไดอะแฟรมของล้าโพง ท้าให้ได้ไดอะแฟรมที่มีสมบัติ
ให้เสียงสูงที่ดี มีความเร็วเท่ากับอลูมิเนียม และลดเสียงรบกวนได้ดี จากนั นบริษัทโซนี่ได้น้าไป
ประยุกตเ์พ่ือผลิตเป็นล้าโพงและหูฟัง (Iguchi et al., 2000)  

2.7.4 การประยุกต์ด้านเภสัชกรรม 
 กระบวนการสร้างเนื อเยื่อเพ่ือรักษาบาดแผลเกี่ยวข้องกับการสร้างโปรตีนต่าง ๆ เช่น 

คอลลาเจน เจลาติน และโปรทีโอไกลแคน ที่อยู่ใน extracellular matrix molecules (ECM) ในชั น
ของเนื อเยื่อ เพ่ือกระบวนการรักษาตัวเอง (Eming et al., 2002) Winter (1962) พบว่า ความชุ่มชื น 
(moistenvironment) ของบาดแผล ส่งผลให้การรักษาบาดแผลและการสร้างเนื อเยื่อใหม่ 
(re-pithelialization) มีประสิทธิภาพมากขึ น ด้วยเหตุนี  จึงมีการน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสมา
ประยุกต์ใช้เป็นวัสดุตกแต่งแผล เพ่ือให้มีประสิทธิภาพสูงขึ น (Alvarez et al., 2009; Czaja et al., 
2006; Legeza et al., 2004) ปัจจุบันมีผลิตภัณฑ์รักษาบาดแผลชนิดต่าง ๆ ออกมาจ้าหน่ายเป็น
จ้านวนมาก เพ่ือลดความถี่ในการท้าแผลและคงความชุ่มชื นโดยไม่ต้องท้าแผลบ่อย เรียกการปิดแผล
ป ระ เภ ท นี ว่ าก ารปิ ด แบ บ ปิ ด แน่ น  (occlusive) ห รื อ กึ่ งปิ ด แน่ น  (semi-occlusive) เช่ น 
hydrocolloid, silver coated dressing และ cellulose ซึ่งพบว่า การใช้ hydrocolloid กับแผล 
donor sites ซึ่งเป็นแผลลึกระดับสอง (superficial) และแผลไฟไหม้น ้าร้อนลวกระดับสอง พบว่า
ระยะเวลาเฉลี่ยในการหายของแผลเท่ากับ 8.2 และ 10.2 วัน ตามล้าดับ ซึ่งได้ผลดีกว่าการท้าแผล
แบบเดิมที่ใช้ปิดด้วยผ้าก๊อซ หรือผ้าก๊อซเคลือบซิลเวอร์ซัลฟาครีม (Wiechula, 2003; Wyatt et al., 
1990) นอกจากนี  เมื่อท้าแผล การลอกแผ่น hydrocolloid ในบางระยะของแผลที่ก้าลังสร้างเนื อเยื่อ 
ส่งผลให้ เจ็บปวดและเนื อเยื่อบาดเจ็บได้  (Collier and Hollinworth, 2000) ส้าหรับกรณีนี มี
ผลิตภัณฑ์ชนิดแผ่นเซลลูโลสที่ได้รับการรายงานผลว่าดีด้านการลอกออกง่าย และลดอาการเจ็บแผล 
แผ่นเซลลูโลสที่ใช้ในทางการแพทย์มีหลายชื่ อการค้า เช่น Biofill®, Bioprocess® และ Xcell® 
ผลการใช้แผ่นเซลลูโลสรักษาแผลประเภท non-healing venous leg ulcers พบว่า ระยะเวลาการ
หายของแผล และอาการปวดแผลดีกว่ากลุ่มที่ได้รับการรักษาด้วยวิธีมาตรฐาน (Alvarez et al., 
2004) และแผ่นเซลลูโลสยังช่วยลดการสร้างเนื อเยื่อที่มากเกินไป (hypertrophic-granulation) 
ช่วยลดเนื อตาย นอกจากนี  แผ่นเซลลูโลสยังช่วยรักษาสภาพความชื นที่เหมาะสมแก่แผล ไม่ติดผิวหนัง
เวลาแกะเปลี่ยนท้าแผล เหมาะส้าหรับปิดแผลที่มีสารคัดหลั่งมาก (Watanasit et al., 2009) 



 21 
 

 
ตา

รา
งท

ี่ 5
 ก

าร
ปร

ะย
ุกต

์แบ
คท

ีเรีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
 

กา
รป

ระ
ยุก

ต์ใ
ช้ 

ปร
ะโ

ยช
น์ 

กา
รง

อก
ให

ม่ข
อง

กร
ะด

ูก 
(B

on
e 

re
ge

ne
ra

tio
n)

 
แบ

คท
ีเร

ียล
เซ

ลล
ูโล

สจ
ัดเ

ป็น
โค

รง
สร

้าง
นั่ง

ร้า
น 

(sc
af

fo
ld

) ท
ี่ดี 

เพ
รา

ะส
าม

าร
ถส

่งเส
ริม

กา
รง

อก
ขอ

ง
เซ

ลล
์กร

ะด
ูก 

แล
ะเ

นื่อ
งจ

าก
โค

รง
สร

้าง
ที่ม

ีรูพ
รุน

ท้า
ให

้มีศ
ักย

ภา
พเ

ป็น
ที่ย

ึดเ
กา

ะข
อง

เซ
ลล

์กร
ะด

ูกท
ี่

สร
้าง

ให
ม ่

กา
รต

รึง
เอ

นไ
ซม

์ (E
nz

ym
e 

im
m

ob
iliz

at
ion

) 
แบ

คที
เรีย

ลเ
ซล

ลูโ
ลส

ท้า
หน

้าท
ี่เป

็นต
ัวย

ึดต
รึง

รูป
เอ

นไ
ซม์

โด
ยใ

ช้ก
าร

เป
ลี่ย

นแ
ปล

งท
าง

เค
มีบ

นพ
ื นผ

ิว 
 

ได
อะ

แฟ
รม

ล้า
โพ

ง (
Ac

ou
sti

c 
sp

ea
ke

r d
iap

hr
ag

m
) 

ท้า
ให

้ได
้คุณ

ภา
พข

อง
เส

ียง
ดีข

ึ น 
เม

ื่อเ
ทีย

บก
ับก

าร
ใช

้วัส
ดุช

นิด
อื่น

 

ตัว
น้า

ส่ง
ยา

 (D
ru

g c
ar

rie
r) 

แบ
คที

เรีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
มีส

าม
าร

ถอุ้
มน

 ้าส
ูงเน

ื่อง
จา

กโ
คร

งส
ร้า

งท
ี่มีร

ูพร
ุนท

้าใ
ห้ม

ีศัก
ยภ

าพ
ใน

กา
รข

นส
่งย

า 

บร
รจ

ุภัณ
ฑ์ 

(P
ac

ka
gin

g) 
ป้อ

งกั
นก

าร
ปน

เป
ื้อน

แล
ะป

้อง
กัน

กา
รแ

ตก
หัก

ขอ
งผ

ลิต
ภัณ

ฑ์ 

เย
ื่อเ

ลือ
กผ

่าน
 (D

ial
ys

is 
m

em
br

an
e)

 
สา

มา
รถ

ใช
้ส้า

หร
ับก

าร
เค

ลื่อ
นท

ี่แล
กเ

ปล
ี่ยน

สา
รด

้วย
ตัว

ท้า
ละ

ลา
ยห

รือ
ด้ว

ยก
าร

ออ
สโ

มซ
ิสไ

ด ้

รูท
ะล

ุขอ
งผ

นัง
กั น

ช่อ
งจ

มูก
  

(n
as

al
 se

pt
al 

pe
rfo

ra
tio

n)
 

เน
ื่อง

จา
กค

ุณ
สม

บัต
ิทา

งช
ีวภ

าพ
ที่ม

ีคว
าม

เข
้าก

ันไ
ด้ก

ับเ
นื อ

เย
ื่อใ

นร
่าง

กา
ย 

ท้า
ให

้สา
มา

รถ
ใช

้เพ
ื่อท

ดแ
ทน

เน
ื อเ

ยื่อ
อ่อ

นบ
าง

ชน
ิดไ

ด ้
เช

่น 
ผน

ังกั
 นช

่อง
จม

ูก 
วัส

ดุต
กแ

ต่ง
บา

ดแ
ผล

 (W
ou

nd
 d

re
ss

ing
) 

เน
ื่อง

จา
กมี

สา
มา

รถ
อุ้ม

น ้า
สูง

 แ
ละ

มีค
วา

มเ
ข้า

กัน
ได

้ดีก
ับเ

นื อ
เย

ื่อใ
นร

่าง
กา

ย 

หล
อด

เล
ือด

เท
ียม

 (A
rti

fic
ial

 b
lo

od
 v

es
se

l) 
 

เม
ื่อน

้าแ
บค

ทีเ
รีย

ลเ
ซล

ลูโ
ลส

มา
เค

ลือ
บด

้วย
เป

ปไ
ทด

์บา
งช

นิด
 ห

รือ
น้า

มา
ผ่า

นก
ระ

บว
นก

าร
ทา

งเค
มี 

ท้า
ให

้แบ
คที

เรีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
สา

มา
รถ

น้า
มา

ใช
้ใน

กา
รส

ร้า
งเส

้นเ
ลือ

ดเ
ทีย

มใ
นว

ิศว
กร

รม
เน

ื อเ
ยื่อ

ได
 ้

อง
ค์ป

ระ
กอ

บข
อง

กร
ะด

าษ
 (C

om
po

sit
e 

pa
pe

r) 
ท้า

ให
้กร

ะด
าษ

มีค
วา

มแ
ข็ง

แร
ง ท

นต
่อก

าร
ฉีก

ขา
ด 

แล
ะท

นต
่อก

าร
พับ

หร
ือย

ับ 

ที่ม
า ด

ัดแ
ปล

งม
าจ

าก
 L

in 
et

 a
l. 

(2
01

3) 
 

 



 22 
 

  
 

ตา
รา

งท
ี่ 6

 ก
าร

พัฒ
นา

แล
ะด

ัดแ
ปล

งแ
บค

ทีเ
รีย

ลเ
ซล

ลูโ
ลส

โด
ยก

าร
เพิ่

มอ
งค

์ปร
ะก

อบ
บา

งช
นิด

  

อง
ค์ป

ระ
กอ

บเ
พิ่ม

เต
ิม 

ปร
ะโ

ยช
น์ 

คา
ร์บ

อก
ซีเ

มท
ิลเ

ซล
ลูโ

ลส
 

มีบ
ทบ

าท
ใน

กา
รป

รับ
เป

ลี่ย
นค

ุณส
มบ

ัติข
อง

วัส
ดุท

ี่ท้า
จา

กแ
บค

ทีเ
รีย

ลเ
ซล

ลูโ
ลส

 
ไค

โต
ซา

น 
เพื่

อเ
พิ่ม

กา
รย

ึดเ
กา

ะข
อง

เซ
ลล

์ แ
ละ

พัฒ
นา

เป
็นโ

คร
งส

ร้า
งน

ั่งร
้าน

ส้า
หร

ับก
าร

ตร
ึงเซ

ลล
์ 

ชีต
ไพ

เบ
อร

์คา
ร์บ

อน
กัม

มัน
ต์ 

 
เพื่

อเ
พิ่ม

ปร
ะส

ิทธ
ิภา

พใ
นก

าร
ดูด

ซับ
สา

รพิ
ษ 

โซ
เด

ียม
คา

ร์บ
อเ

นต
 

เม
ื่อผ

สม
กับ

แบ
คท

ีเรีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
ให

้เป
็นส

าร
ที่ม

ีคว
าม

คง
ตัว

สูง
 ซ

ึ่งเป
็นป

ัจจ
ัยส

้าค
ัญใ

นก
าร

ผล
ิตก

ระ
ดา

ษ 
ไซ

โล
กล

ูแค
น 

เม
ื่อน

้าม
าร

วม
กับ

แบ
คที

เรีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
ท้า

ให
้เก

ิดเ
ป็น

ผล
ึกข

นา
ดน

าโ
นส

่งผ
ลใ

ห้พื
 นผ

ิวเร
ียบ

 
ฟีน

อล
เรซ

ินห
รือ

เส
้นใ

ยค
าร

์บอ
น 

เพื่
อช

่วย
ให

้เส
้นใ

ยส
าม

าร
ถข

ึ นร
ูปเ

ป็น
แผ

่นไ
ด้ง่

าย
 

อน
ุภา

คเ
งิน

นา
โน

 
ใช

้ส้า
หร

ับศ
ัลย

กร
รม

บา
ดแ

ผล
 เน

ื่อง
จา

กม
ีคว

าม
สา

มา
รถ

ต้า
นเ

ชื อ
จุล

ินท
รีย

์ได
้ 

อน
ุภา

คน
ิกเ

กิล
นา

โน
 

ใช
้ใน

กา
รป

รับ
ปร

ุงค
ุณ

สม
บัต

ิขอ
งแ

บค
ทีเ

รีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
 เพื่

อเ
ป็น

วัส
ดุส

้าห
รับ

กา
รพิ

มพ์
แม

กเ
นโ

ทก
รา

ฟี 
แล

ะป
ระ

ยุก
ต์เ

ป็น
เซ

็นเ
ซอ

ร์ อี
กทั

 งย
ังใช

้เป
็นโ

คร
งส

ร้า
งน

ั่งร
้าน

เพ
ื่อเ

ป็น
ที่ย

ึดเ
กา

ะเ
นื อ

เย
ื่อ 

อน
ุภา

คท
อง

นา
โน

 
ใช

้เป
็นแ

ม่แ
บบ

ส้า
หร

ับก
าร

ตร
ึงเอ

นไ
ซม

์ แ
ละ

กา
รป

ระ
ดิษ

ฐ์ไ
บโ

อเ
ซน

เซ
อร

์ 
อน

ุภา
คว

าเน
เด

ียม
ออ

กไ
ซด

์นา
โน

 
ใช

้เป
็นส

าร
ที่ท

้าใ
ห้แ

บค
ทีเ

รีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
โป

ร่ง
ใส

 แ
ละ

สา
มา

รถ
น้า

ไฟ
ฟ้า

ได
้ 

ไฮ
ดร

อก
ซีโ

พร
พิล

เม
ทิล

เซ
ลล

ูโล
ส 

ใช
้ใน

กา
รป

รับ
ปร

ุงค
วา

มส
าม

าร
ถใ

นก
าร

อุ้ม
น ้า

ขอ
งแ

บค
ทีเ

รีย
ลเ

ซล
ลูโ

ลส
ใน

ระ
หว

่าง
กา

รห
มัก

 

ทีม่
า ด

ัดแ
ปล

งม
าจ

าก
 L

in 
et

 a
l. 

(2
01

3)
 



  

 
 

23 

บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 สารเคมี 

                ชื่อสารเคมี                        บริษัทผู้ผลิต 
Absolute ethanol (C2H5OH)    RCI Labscan, Thailand 
Ammonium sulphate ((NH4)2SO4)    CDH, India 
Calcium carbonate (CaCO3)    Fluka, USA 
Citric acid anhydrous (C6H8O7)    QRëC, New Zealand 
D(+)-Glucose monohydrous (C6H12O6 · H2O)  QRëC, New Zealand   
3,5-Dinitrosalicylic acid; DNS (C7H4N2O7)   Sigma, USA 
Hydrochloric acid (HCl)      ACI Labscan, Thailand 
Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4 · 7H2O) ACI Labscan, Thailand 
Phenol (C6H6O)      PanReac, Spain 
Potassium chloride (KCl)     Fluka, USA 
Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) Merck, Germany 
Potassium sodium tartrate (KNaC4H4O6·4H2O)  DaeJung, Korea 
Sodium chloride (NaCl)      ACI Labscan, Thailand 
Sodium hydroxide (NaOH)     ACI Labscan, Thailand 
Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)   Fluka, USA 
Sodium sulfite (Na2SO3)     Carlo Erba, France 
Sulfuric acid 98% (H2SO4)     ACI Labscan, Thailand 
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3.2 เครื่องมือ 
กล้องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  (Scanning electron microscope; SEM) รุ่น 
SU5000, Hitachi 
เครื่องกวนสารละลายพร้อมเตาให้ความร้อน (Hot plate and magnetic stirrer) รุ่น VS-
130SH, Scientific  
เครื่องเคลือบชิ นงานด้วยการพ่นอิออน (Rotary-pumped sputter coater) รุ่น Q150R S, 
Quorum 
เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต้าแหน่ง (Balance) รุ่น ME3002E, Mettler Toledo 
เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต้าแหน่ง (Balance) รุ่น ME204E, Mettler Toledo 
เครื่องท้าแห้งตัวอย่าง ณ จุดวิกฤต (Critical point dryer; CPD) รุ่น K850, Quorum 
เครื่องท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) รุ่น CoolSafe 55-4 Pro, Scanvac 
เครื่องนึ่งความดัน (Autoclave) รุ่น Ss-325 และ รุ่น Ss-700, Tomy 
เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Z 36 HK, Hermle 
เครื่องผสมสาร (Vortex mixer) รุ่น G560E, Scientific Industries  
เครื่องฟู เรียร์ทรานสฟอร์ม อินฟราเรดสเปคโตรมิ เตอร์  (Fourier transform infrared 
spectrometer; FTIR) รุ่น iD7 ATR, Thermo Fisher Scientific 
เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น WPA Biowave II, Biochrom 
เครื่องวัดค่าการเปลี่ยนแปลงความร้อน (Differential scanning calorimeter, DSC) รุ่น dsc1, 
Mettler Toledo 
เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter) รุ่น F20, Mettler Toledo 
เครื่องวิเคราะห์การเลี ยวเบนรังสีเอกซ์ (X-ray Diffactometer; XRD) รุ่น MiniFlex II, Rigaku 
เครื่องอบความร้อนแห้ง (Hot air oven) รุ่น ULM 500, Memmert 
เครื่องโฮโมจิไนเซอร์ความเร็วสูง (High speed homogenizer) รุ่น X10/25, Ystral 
ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -85 (Deep freezer) รุ่น NU-6500E, Nuaire 
ตู้บ่มเชื อ (Incubator) รุ่น CLW115, Pol-Eko-Aparatura  
ตู้บ่มเชื อแบบเขย่า (Incubator shaker) รุ่น Innova® 43R, New Brunswick 
ตู้ปลอดเชื อ (Laminar air flow class 2 ) รุ่น AIB3, NuAire  
ปั๊มสุญญากาศ (Vacuum pump) รุ่น SP-2A, Sahaburapa 
อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น WB-22, Wisd 
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3.3 อุปกรณ์อ่ืน ๆ  
กรวยกรองแก้ว (Filtering funnel) 
กระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 5.5 เซนติเมตร เบอร์ 1 (Filter paper)  
กระบอกตวง (Cylinder) 
ขวดฉีดน ้ากลั่น (Wash bottle) 
ขวดปรับปริมาตรขนาด 50, 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร (Volumetric flask) 
ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร (Erlenmeyer flask) 
ขวดแก้วใสขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร (Clear glass bottles) 
ขวดใส่สารละลาย (Laboratory bottle) 
เข็มเขี่ยเชื อปลายกลม (Loop) 
คิวเวททแ์ก้วขนาด 3 มิลลิลิตร (Glass cuvette) 
คีมคีบ (Forcep) 
เครื่องดูดจ่ายสารละลาย (Dispenser) 
จานเพาะเลี ยงเชื อขนาด 90 × 15 มิลลิเมตร (Petri dish) 
ชุดกรองสุญญากาศ (Filtration system) 
ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 
ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (Test tube rack) 
ตะแกรงใส่หลอดปั่นเหวี่ยงไมโคร (Micro centrifuge rack) 
ถุงมือไนไตร (Nitrile rubber glove) 
โถดูดความชื น (Desiccator) 
เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) 
แท่งแก้วคนสาร (Stirring rod) 
แท่งแก้วสามเหลี่ยม (Spreader) 
แท่งแม่เหล็กคนสาร (Magnetic bar) 
บีกเกอร์ขนาด 50, 100, 500 และ 1000 มิลลิลิตร (Beaker) 
บีกเกอร์แบบมีหูจับ (Measuring jug) 
แผ่นฟอยล์อลูมิเนียม (Aluminum foil) 
พาราฟิล์ม (Parafilm) 
ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) 
ส้าลี (cotton)  
หลอดทดลองขนาด 16 × 150 มิลลิเมตร (Test tube) 
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3.4 วิธีการด าเนินงานวิจัย 
3.4.1 การเก็บตัวอย่างและการเตรียมน ้าซาวข้าว 

เก็บตัวอย่างน ้าซาวข้าวจากแหล่งต่าง ๆ ภายในมหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัดนครปฐม 
จากนั นน้าน ้าซาวข้าวมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือก้าจัดเศษ
ข้าวและตะกอนต่าง ๆ น้าส่วนใสที่ ได้มาผ่านการกรองโดยใช้กระดาษกรองขนาดรูพรุน 11 
ไมโครเมตร (Whatman No.1) เพ่ือก้าจัดสิ่งแปลกปลอมที่อาจไม่ตกตะกอน เก็บส่วนใส่ของน ้าซาว
ข้าวที่ผ่านการกรองมาวิเคราะห์ความเข้มข้นน ้าตาลทั งหมดด้วยวิธี Phenol-Sulfuric (ภาคผนวก ข) 
(Dubois et al., 1956) และน ้าตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS (ภาคผนวก ข) (Miller, 1959) เพ่ือใช้ส้าหรับ
การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อที่มีน ้าซาวข้าว (water from washing rice medium; WWR) (ภาคผนวก 
ก) เป็นแหล่งคาร์บอนต่อไป  

3.4.2 การเก็บตัวอย่างและการคัดแยกเชื อ 
เก็บตัวอย่างผลไม้จากตลาดต่าง ๆ ภายในอ้าเภอเมือง จังหวัดนครปฐม โดยคัดเลือก

ผลไม้ที่สุกงอม และตัดชิ นตัวอย่างผลไม้น ้าหนัก 0.5 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 16×150 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง HS (Hestrin-Schramm) (ภาคผนวก ก) (Hestrin and Schramm, 
1954) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะ
การเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) จากนั นน้าหลอดตัวอย่างที่มีแผ่นฟิล์มเซลลูโลสลอยอยู่บนผิว
ของอาหารเพาะเลี ยงมาคัดแยกเชื อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยการ streak ในจานเพาะเชื อที่มี
อาหารแข็ง HS และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วัน และเขี่ยโคโลนีที่มีลักษณะ
สีขาวนม (milk-white) มีความนูนโค้งจากผิวหน้าอาหาร (Convex) และผิวหน้าของโคโลนีเรียบ 
(Smooth) มาเพาะเลี ยงในอาหาร HS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน้าไปบ่มที่ อุณหภูมิ  30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน อีกครั ง เพ่ือคัดเลือกเชื อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส และน้าเชื อที่
คัดเลือกได้มาท้าให้บริสุทธิ์ จากนั นเก็บตัวอย่างเชื อที่ได้ ในอาหารเพาะเลี ยง SH ที่มีไดเมทิลซัลฟอก
ไซด์ (DMSO) ความเข้มข้น 7 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ส้าหรับ
การศึกษาต่อไป 

3.4.3 การเตรียมกล้าเชื อ 

ดูดเชื อจากข้อ 3.4.2 ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 16×150 
มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง YE ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) จากนั นถ่ายเชื อทั งหมดลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง YE ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) เมื่อครบเวลาจะ
สังเกตเห็นแผ่นฟิล์มเซลลูโลสลอยอยู่บนผิวของอาหาร จากนั นน้ามาท้าให้ เป็นเนื อเดียวกัน 
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โดยเครื่องฮอโมจีไนซ์ที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 วินาที และน้าไปกรองผ่านผ้าขาว
บาง 4 ชั น ในสภาวะปลอดเชื อทุกขั นตอน (Joseph et al., 2003) และน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความคลื่น 600 นาโนเมตร ให้ได้ประมาณ 0.8 เพ่ือใช้เป็นความเข้มข้นของกล้าเชื อเริ่มต้นในการ
ทดลองต่อไป 

3.4.4 การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ปริมาณแบคทีเรียลเซลลูโลสวิเคราะห์ในรูปของน ้าหนักแห้ง โดยน้าแผ่นแบคทีเรียล

เซลลูโลสที่ลอยอยู่บนผิวหน้าของอาหารเพาะเลี ยงล้างด้วยน ้ากลั่นจ้านวน 3 ครั ง และน้าไปต้มใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 นอร์มัล ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที เพ่ือก้าจัดเซลล์และอาหารเพาะเลี ยงที่ติดอยู่ในแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสออก น้าไปล้างด้วย
น ้ากลั่นจ้านวน 3 ครั ง และแช่ไว้ในน ้ากลั่นจนกระทั่งพีเอชของน ้ากลั่นเป็นกลาง จากนั นน้าแผ่น
แบคทีเรียลเซลลูโลสไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน หรืออบจนกว่าน ้าหนักของ
แผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสคงท่ี (Joseph et al., 2003)  

3.4.5 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
 3.4.5.1 การศึกษาชนิดของอาหารต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวด
แก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง HS และ YE 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากับ 5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน 
ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) และเก็บตัวอย่างเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์น ้าหนักของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสแห้งตามข้อ 3.4.4 

3.4.5.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร water 
from washing rice medium (WWR)  

3.4.5.2.1 ระยะเวลาของการเพาะเลี ยง 
 ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 

ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยงจาก
การศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน แทนการเติม
น ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของ
อาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับ 5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการ
เพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) เริ่มเก็บตัวอย่างตั งแต่วันที่ 4 ของการเพาะเลี ยง วิเคราะห์น ้าหนัก
แห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 จนกระทั่งน ้าหนักแห้งของการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
คงที ่
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3.4.5.2.2 พีเอช 
ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลง

ในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยงจาก
การศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน แทนการเติม
น ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของ
อาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 และ 6.0 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ   
30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) โดยใช้ระยะเวลาของการ
เพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.1 วิเคราะห์น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 

3.4.5.2.3 ความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้น 
     ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่ความเข้มข้น 2, 5, 8, 10, 13 และ 19 เปอร์เซ็นต์ 

โดยปริมาตร ที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 
4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน แทนการเติมน ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้น
ของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับพีเอชจาก
การศึกษาในข้อ 3.4.5.2.2 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี ยง
แบบนิ่ง (static culture) โดยใช้ระยะเวลาของการเพาะเลี ยงที่เชื อสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ได้สูงสุดจากการศึกษาในข้อ 3.4.2.2.1 วิเคราะห์น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 

3.4.5.2.4 อุณหภูมิ 
ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่ความเข้มข้นจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.3 ที่

เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มี
อาหารเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอน แทนการเติมน ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 
กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับพีเอชจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.2 
จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 4, 25, 30, 35 และ 60 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
(static culture) โดยใช้ระยะเวลาของการเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.1 วิเคราะห์น ้าหนัก
แห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 
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3.4.5.2.5 ความเข้มข้นของแคลเซียมคาร์บอเนต 
ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่ความเข้มข้นจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.3 ที่

เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มี
อาหารเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอนแทนการเติมน ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร 
และปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับพีเอชจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.2 และเติม
แคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, และ 4.0 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อ
ปริมาตร จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.4 ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
(static culture) โดยใช้ระยะเวลาของการเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.1 วิเคราะห์น ้าหนัก
แห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 

3.4.5.2.6 ความเข้มของผงวุ้น 
ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่ความเข้มข้นจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.3 ที่

เตรียมได้จากข้อ 3.4.3 ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มี
อาหารเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.1 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่ง
คาร์บอนแทนการเติมน ้าตาลกลูโคส ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร 
และปรับพีเอชของอาหารเพาะเลี ยง WWR เท่ากับพีเอชจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.2 และเติม
แคลเซียมคาร์บอเนตที่ความเข้มข้นจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.5 และเติมผงวุ้นความเข้มข้น 0, 0.2, 
0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6  เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิจากการศึกษาใน
ข้อ 3.4.5.2.4 ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) โดยใช้ระยะเวลาของการเพาะเลี ยง
จากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.1 วิเคราะห์น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.4 
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3.4.5.3 การศึกษาวิธีผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR และ YE ภายใตส้ภาวะ
การเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง (static culture) และแบบเขย่า (agitate culture) 

ถ่ายกล้าเชื อเริ่มต้นที่ความเข้มข้นจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.3 ที่เตรียมได้
จากข้อ 3.4.3 ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง YE และอาหารเพาะเลี ยง 
WWR ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยอาหาร WWR ใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน แทนการเติม
น ้าตาลกลูโคสในสูตรอาหารเพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.1 และปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร ปรับพีเอชของอาหารเท่ากับพีเอชจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.2 
เติมแคลเซียมคาร์บอเนตที่ความเข้มข้นที่จากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.5 และเติมผงวุ้นที่ความเข้มข้น
จากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.6 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.4 ในสภาวะ
การเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) และแบบเขย่า (agitate culture) โดยใช้ระยะเวลาของการ
เพาะเลี ยงจากการศึกษาในข้อ 3.4.5.2.1 จากนั นน้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้ไปท้าแห้งแบบแช่
เยือกแข็ง (Freeze dry) ด้วยเครื่องท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง รุ่น  CoolSafe 55-4 Pro บริษัท 
Scanvac เป็นเวลา 2 วัน หรือจนกว่าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสแห้งสนิท เพ่ือวิเคราะห์น ้าหนักแห้ง  
และใช้ศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสตามข้อ 3.4.6 ต่อไป 

3.4.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ   
ทุกการทดลองท้า 3 ซ ้า วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้การวิเคราะห์ความแปรแปรวนแบบทาง

เดียว (one way ANOVA) ก้าหนดระดับนัยส้าคัญ α= 0.05 และการวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้
โปรแปรมส้าเร็จรูปทางสถิติ SPSS version 21   

3.4.7 การศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลส  
3.4.7.1 การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 
Electron Microscope; SEM)  

น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสทีเ่ตรียมได้จากข้อ 3.4.5.3 ขนาด 5 x 5 มิลลิเมตร 
วางลงบนที่ใส่ตัวอย่าง (stub) โดยใช้คาร์บอนเทปยึดติดตัวอย่าง น้าไปเคลือบทองด้วยเครื่อง 
Rotary-pumped sputter coater รุ่น Q150R S ผลิตโดยบริษัท Quorum และวิเคราะห์สัณฐาน
วิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) รุ่น SU5000 ผลิตโดยบริษัท Hitachi 
ค่าความต่างศักย์ (accelerating voltage) 3.0 กิโลโวลต์ จากนั นน้าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยการสุ่มเส้นใยมาจ้านวน 50 ตั วอย่าง ด้วยโปรแกรม 
ImageJ version 1.51J8 (Bilgi et al., 2016)  
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3.4.7.2 การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy; FT-IR) 

น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสทีเ่ตรียมได้จากข้อ 3.4.5.3 ขนาด 5 x 5 มิลลิเมตร 
วางบนแท่นวางตัวอย่างของเครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรมิเตอร์ รุ่น NICOLET iS5 
ผลิตโดยบริษัท  Thermo Scientific ที่ มี  Attenuated Total Reflectance (ATR) รุ่น  iD7 ATR 
ผลิตโดยบริษัท Thermo Scientific เป็นอุปกรณ์เสริม โดยตั งค่าช่วงวิเคราะห์ที่ เลขคลื่น (scan 
range) 4,000-400 cm-1 ความละเอียด (resolution) 4 cm-1 (Fan et al., 2016) 

3.4.7.3 การวิเคราะห์ด้วยเอกซ์เรย์ดิฟแฟรกชัน (X-ray diffraction; XRD) 
น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.5.3 ขนาด 10 x 10 x 2 

มิลลิเมตร วางลงบน sample holder โดยใช้เทปใสยึดติดตัวอย่าง และใช้ด้านผิวหน้าที่เรียบที่สุดใน
การวิเคราะห์ น้าไปวางในต้าแหน่งที่วางสารของเครื่อง X-Ray Diffractometer รุ่น MiniFlex II 
ผลิตโดยบริษัท Rigaku ซึ่งปรับกระแส 30 มิลลิแอมป์ ความต่างศักย์ 40 กิโลโวลต์ ใหกับหลอด
ก้าเนิดรังสี ตั งค่าอัตราการหมุนของโกนิโอมิเตอร์ที่ 2θ และตั งพิสัยค่ามุมของการเลี ยวเบนของรังสี
เอกซที่ 3-70 องศา ด้วยอัตราเร็ว 2 องศาต่อนาที สเปกตรัมที่ได้เป็นการพล๊อตระหว่างค่า Intensity 
(Cps.) ในแกน Y และค่ามุม 2-theta (deg.) ในแกน X จากนั นน้าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้าง
ผลึก (Crystalline Structure) (Bilgi et al., 2016) 

3.4.7.4 การวิเคราะหด์้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential 
Scanning Calorimetry; DSC)  

น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เตรียมได้จากข้อ 3.4.5.3 น ้าหนัก 7 มิลลิกรัม 
ใส่ลงในถาดที่ ใช้ส้าหรับใส่สารตัวอย่าง (Sample Pan) และน้าไปวางบนอุปกรณ์ให้ความร้อน 
(Furnace) เมื่อเริ่มการทดลอง Furnace เริ่มให้ความร้อนแก่ถาด โดยเครื่อง Differential Scanning 
Calorimetry (DSC) รุ่น  STAR SW 10.00 ผลิตโดยบริษัท  Mettler Toledo ซึ่ งใช้สภาวะการ
วิเคราะห์ดังนี  

อุณหภูมิเริ่มต้น   50.0 องศาเซลเซียส (คงทีไ่ว้ 5 นาท)ี 
อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ   10.0 องศาเซลเซียสต่อนาที 
อุณหภูมิสุดท้ายเป็น   300.0 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน  30.0 มิลลิลิตรต่อนาที  

ผลการวิเคราะห์แสดงในรูปของเทอร์โมแกรมพล็อตระหว่างการเปลี่ยนแปลงฟลักซ์ความร้อน 
(มิลลิวัตต์) กับอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เมื่อแบคทีเรียลเซลลูโลสได้รับความร้อนเกิดการเปลี่ยนแปลง
สถานะทางโครงสร้างและทางเคมี ท้าให้ทราบค่าจุดหลอมเหลว (Melting point) ของแบคทีเรียล
เซลลูโลสได ้(Fan et al., 2016)  
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การศึกษาตัวอย่างน  าซาวข้าว 

สถานที่เก็บตัวอย่างน ้าซาวข้าวในการศึกษาเพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส เก็บจากร้านจ้าหน่าย
อาหารจ้านวน 6 ตัวอย่าง ภายในมหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัดนครปฐม ดังแสดงในตารางที่ 7 
จากนั นน้าน ้าซาวข้าวที่ได้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที เพ่ือก้าจัด
เศษข้าวและตะกอนต่าง ๆ น้าส่วนใสที่ได้มาผ่านการกรองโดยใช้กระดาษกรองขนาดของรูพรุน 
11 ไมโครเมตร อีกครั งเพ่ือก้าจัดสิ่งแปลกปลอมที่อาจไม่ตกตะกอน เก็บส่วนใส่ของน ้าซาวข้าวที่ผ่าน
การกรองมาวิเคราะห์ความเข้มข้นน ้าตาลทั งหมด (Total sugar) ด้วยวิธี Phenol-Sulfuric พบว่า
ตัวอย่างน ้าซาวข้าวที่ 6 คือ ร้านคุณมรจากโรงอาหารยูเนียน ซึ่งเป็นข้าวหอมมะลิ ตรา ๙ ดี ผลิตโดย
โรงสีทรัพย์ อ้าเภอค้าเขื่อนแก้ว จังหวัดยโสธร มีความเข้มข้นของน ้าตาลทั งหมดสูงสุดเท่ากับ 6.12 
กรัมต่อลิตร และตัวอย่างน ้าซาวข้าวที่ 1 ถึง 5 มีความเข้มข้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 1.38, 3.23, 
2.93, 1.35 และ 0.66 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่  6b เมื่อพิจารณาความเข้มข้นของ
น ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) วิเคราะห์ด้วยวิธี DNS พบว่าตัวอย่างน ้าซาวข้าวที่ 6 คือ ร้านคุณมร
จากโรงอาหารยูเนียน มีความเข้มข้นของน ้าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 0.71 กรัมต่อลิตร และตัวอย่างน ้า
ซาวข้าวที่ 1 ถึง 5 มีความเข้มข้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 0.40, 0.16, 0.48, 0.06 และ 0.02 กรัม
ต่อลิตร ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 6a ดังนั น จึงเลือกน ้าซาวข้าวร้านคุณมรจากโรงอาหารยูเนียน  
เพ่ือใช้ส้าหรับการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อที่มีน ้าซาวข้าว (water from washing rice medium; 
WWR) เป็นแหล่งคาร์บอน และปรับลดความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดให้ต่้ากว่าความเข้มข้น
ของน ้าตาลทั งหมดจริงที่วัดได้ เพ่ือช่วยลดปัญหาความเข้มข้นของน ้าตาลทั งหมดในน ้าซาวข้าวที่ไม่
แน่นอน เมื่อน้ามาทดลองในครั งต่อไป โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัม
ต่อลิตร ทุกการทดลอง จากการศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสของ Masaoka et al. (1993) 
พบว่า ที่ความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นเท่ากับ 6, 12, 24 และ 48 กรัมต่อลิตร มีการน้ากลูโคสไปใช้
เท่ากับ 100, 100, 68 และ 28 เปอร์เซ็นต์ ของความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น ตามล้าดับ จากผลการ
ทดลองชี ให้เห็นว่าความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นที่สูงเกินไป แบคทีเรียมีการน้าไปใช้ได้น้อยกว่าที่
ความเข้มข้นของกลูโคสที่ต่้า และหากความเข้มข้นของกลูโคสสูงเกินไปส่งผลต่อความสิ นเปลือง
กลูโคสที่เติมลงไปโดยปราศจากประโยชน์   
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ภาพที่  6 ความเข้มข้นน ้ าตาลรีดิวซ์  (Reducing sugar) (a) และความเข้มข้นน ้ าตาลทั งหมด 
              (Total sugar) (b) ของน ้าซาวข้าวจากแหล่งที่มาต่าง ๆ รายงานผลการทดลองเป็น 
              ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษรภาษาอังกฤษ 
              ที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05 
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4.2 การคัดแยกเชื อทีผ่ลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

ตัวอย่างผลไม้ที่น้ามาคัดแยกเชื อจ้านวน 38 ตัวอย่าง เก็บมาจากตลาดต่าง ๆ ภายในอ้าเภอเมือง 
จังหวัดนครปฐม ดังแสดงในตารางที่ 8 โดยคัดเลือกผลไม้ที่สุกงอม และตัดชิ นตัวอย่างผลไม้น ้าหนัก 
0.5 กรัม ใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง HS ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
(static culture) ผลการทดลองพบว่า ปรากฏแผ่นเซลลูโลสลอยอยู่บนผิวของอาหารเพาะเลี ยงเพียง
ตัวอย่างเดียว คือตัวอย่างที่ 38 ซึ่งคัดแยกจากแอปเปิ้ล แสดงดังภาพที่ 7a และเมื่อน้าไปเขย่าด้วย
เครื่องผสมสาร (vortex mixer) ที่ความเร็วสูง ยังคงปรากฏแผ่นเซลลูโลส ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา
ของ Tanskul et al. (2013) ที่รายงานว่า แผ่นเซลลูโลสที่ลอยอยู่บนผิวของอาหารเหลวผลิตได้จาก
จุลินทรีย์บางสายพันธุ์ยังคงปรากฏแผ่นเซลลูโลส เมื่อน้าไปเขย่า หรือปั่นเหวี่ยงที่ความสูง จากนั น
คัดเลือกสายพันธุ์ที่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยน้าหลอดตัวอย่างที่ 38 มา streak ในจาน
เพาะเชื อที่มีอาหาร HS และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วัน พบว่า มีทั งหมด 
12 ไอโซเลท และน้าแต่ละไอโซเลทที่มีลักษณะสีขาวนม (milk-white) มีความนูนโค้งจากผิวหน้า
อาหาร (Convex) และผิวหน้าของโคโลนีเรียบ (Smooth) มาเพาะเลี ยงต่อในอาหาร SH และน้าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน พบว่า มีเพียงไอโซเลทเดียวที่สามารถผลิตแผ่น
เซลลูโลสที่ลอยอยู่บนผิวของอาหารเพาะเลี ยงคือ สายพันธุ์ Li1 ซึ่งมีลักษณะโคโลนีที่ผ่านการแยกให้
บริสุทธิ์ แสดงดังภาพที่ 7b จากการศึกษาย้อมสีแกรม พบว่าเซลล์ติดสีแดงของซาฟรานิน (safranin) 
จัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) แสดงดังภาพที่  7c และการศึกษาภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) พบว่า ลักษณะของ
เชื อสายพันธุ์ Li1 มีรูปร่างเป็นแท่ง ขนาดประมาณ 0.4×5.4 นาโนเมตร แสดงดังภาพที่ 7d และ 7e  
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ตารางที่ 8 ชนิดผลไม้และแหล่งที่มาของผลไม้ที่น้ามาคัดแยกเชื อผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

ตัวอย่างที่ ชนิดผลไม้ แหล่งที่มา 

1 กล้วยน ้าว้า (Musa ABB cv. Kluai 'Namwa') ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

2 แก้วมังกร (Hylocercus undatus) ตลาดปฐมมงคล 

3 ขนุน (Artocarpus heterophyllus) ตลาดปฐมมงคล 

4 แคนตาลูป (Cucumis melo) ตลาดปฐมมงคล 

5 เงาะ (Nephelium lappaceum) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

6 ชมพู่มะเหมี่ยว (Syzygium malaccense) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

7 เชอรี่ (Prunus avium) ตลาดปฐมมงคล 

8 แตงโม (Citrullus lanatus) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 

9 ทับทิม (Punica granatum) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 

10 ทุเรียนหมอนทอง  (Durio zibthinus Murray) ตลาดปฐมมงคล 

11 น้อยหน่า (Annona squamosa) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 

12 ฝรั่ง (Psidium guajava) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

13 พุทราจีน (Ziziphus jujuba) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

14 มะขาม (Tamarindus indica) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

15 มะปราง (Bouea macrophylla) ตลาดปฐมมงคล 

16 มะพร้าว (Cocos nucifera) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

17 มะเฟือง (Averrhoa carambola) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

18 มะม่วง (Mangifera indica) ตลาดปฐมมงคล 

19 มะยม (Phyllanthus acidus) ตลาดปฐมมงคล 

20 มะละกอ (Carica papaya) ตลาดปฐมมงคล 

21 มังคุด (Garcinia mangostana) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

22 เมล่อน (Cucumis melo) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

23 ลองกอง (Lansium domesticum) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

24 ละมุด (Manilkara zapota) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

25 ล้าไย (Dimocarpus longan) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 
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ตารางที่ 8 ต่อ 

ตัวอย่างที่ ชนิดผลไม้ แหล่งที่มา 

26 ลิ นจี่ (Litchi chinensis) ตลาดปฐมมงคล 

27 ลูกพลับ (Diospyros kaki) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 

28 ลูกแพร์ (Pyrus communis) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

29 ลูกไหน (Prunus domestica) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

30 สตรอเบอร์รี่ (Fragaria Chiloensis Duchesne) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

31 ส้มเขียวหวาน (Citrus reticulata) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

32 ส้มโอ (Citrus maxima) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

33 สละ (Salacca zalacca) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

34 สับปะรด (Ananas comosus) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

35 สาลี (Pyrus pyriflora) ตลาดกลางผักและผลไม้ 

36 เสาวรส (Passiflora edulis) ตลาดบนองค์พระปฐมเจดีย์ 

37 องุ่น (Vitis vinifera) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 

38 แอปเปิ้ล (Malus pumila) ตลาดหลังสถานีรถไฟ 
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ภาพที่ 7 การคัดแยกเชื อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแอปเปิ้ล 
แผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบนผิวอาหารเพาะเลี ยง HS (a), โคโลนีบริสุทธิ์ที่ผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลส (b), ลักษณะสัณฐานของเชื อหลังจากการย้อมแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่
ก้าลังขยาย 1,000 เท่า (c) และ ลักษณะสัณฐานของเชื อภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
แบบส่องกราด (SEM) ที่ก้าลังขยาย 3,000 เท่า (d) และ 20,000 เท่า (e) (การเตรียม
ตัวอย่างส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดอยู่ในภาคผนวก ข)      

 a 

 

 b 

 c 
 d 

 

 e 
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ตัวอย่างเชื อสายพันธุ์ Li1 เก็บในอาหารเพาะเลี ยง SH ที่มีความเข้มข้นไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO) ร้อยละ 7 โดยปริมาตร ที่ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ส้าหรับการศึกษาต่อไป 
จากการศึกษาของ Wiegand and Klemm (2005) พบว่า การเก็บ A. xylinum โดยการแช่แข็งใน
กลีเซลรอลจะส่งผลต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิตได้ และส่งผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
แบคทีเรีย การแช่แข็งในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ พบว่าแบคทีเรียมีอัตราการรอดสูง และไม่ส่งผลต่อ
โครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิตแบคทีเรีย และการเก็บในรูปแบบแห้ง พบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อลักษณะ
สัณฐานวิทยาและโครงสร้างของเซลลูโลส แต่แบคทีเรียมีอัตราการรอดต้่า 

 
4.3 การจัดจ าแนกจุลินทรีย์โดย 16s rDNA 

การจ้าแนกจุลินทรีย์วิเคราะห์ ณ. ห้องปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรม
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (ไบโอเทค) ส้านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 
(สวทช.) จ้าแนกโดยการวิเคราะห์ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ของยีน 16S rDNA 
พบว่า สามารถจ้าแนกได้เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ Komagataeibacter nataicola (K. nataicola) 
หรือเรียกว่า Gluconacetobacter nataicola (G. nataicol) โดยมีค่าความเหมือนของล้าดับ 
นิวคลีโอไทด์ร้อยละ 100.00 จากการศึกษาของ Lisdiyanti et al. (2006) พบว่า K. nataicola เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) มีรูปร่างเป็นแท่ง มีขนาดประมาณ 0.5–0.8 × 1.0–1.5 
นาโนเมตร อยู่แบบเดี่ยวหรือแบบคู่ ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ดีในสภาวะที่มีออกซิเจน 
มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์แคตาแลส สามารถผลิตเซลลูโลสได้ สามารถออกซิไดซ์ แอซิเตต 
และแลคเตตเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และน ้า ผลิตกรดกรดแอซีติกจากเอทานอลได้ เจริญได้ในอาหาร
เพาะเลี ยง AG (955. AG MEDIUM) ที่มีความเข้มข้นของกรดกรดแอซีติกร้อยละ 0.35 แต่ไม่สามารถ
เจริญได้ในอาหารเพาะเลี ยง AE (849. AE MEDIUM) ที่มีความเข้มข้นของกรดกรดแอซีติกสูงร้อยละ 
1-5 สามารถผลิตกรดได้จากน ้าตาลแอล–อะราบิโนส (L-arabinose), ดี-ไรโบส (D-ribose), ดี-ไซโรส 
(D-xylose), ดี-กาแล็กโทส (D-galactose), ดี-กลูโคส (D-glucose), เอทานอล (ethanol), เอ็น-บิว
ทานอล (1-Butanol) และเซค-บิวทานอล (2-Butanol) แต่ไม่สามารถผลิตกรดได้จากน ้าตาลดี -
ฟรุกโทส (D-fructose) 
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4.4 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicola  
4.4.1 การศึกษาชนิดของอาหารต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicola  

  น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.79 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร 
ที่มีอาหารเพาะเลี ยง HS และ YE ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากับ 5 และน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) จากนั นน้าแผ่น
แบคทีเรียลเซลลูโลสมาวิเคราะห์น ้าหนักแห้ง พบว่า K. nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ในอาหารเพาะเลี ยง YE ได้สูงกว่าในอาหารเพาะเลี ยง HS ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส 
เท่ากับ 3.119 ± 0.0436 และ 0.246 ± 0.0156 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่  8 
หรือคิดเป็น 13 เท่า เนื่องจากองค์ประกอบของอาหารเพาะเลี ยง YE และ HS มีความแตกต่างกัน 
โดยในอาหารเพาะเลี ยง YE มีการเติม  ammonium sulphate ((NH4)2SO4) 5 กรัมต่อลิตร 
magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4 •7 H2O) 4 .1  ก รั ม ต่ อ ลิ ต ร  แ ล ะ  potassium 
dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) 3 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง HS จากการศึกษาการเพาะเลี ยง Gluconacetobacter xylinus โดยใช้
อาหารเพาะเลี ยง HS (Hestrin and Schramm, 1954) และอาหารเพาะเลี ยง YE (Yamanaka and 
Watanabe, 1994) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงเดียวกัน พบว่า Gluconacetobacter xylinus  
สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง HS 
ได้น ้าหนักแห้งเท่ากับ 7.34 และ 1.13 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ และจากการศึกษาของ Masaoka et 
al. (1993) พบว่า Acetobacter xylinum สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงในอาหาร
เพาะเลี ยง HS ไดน้ ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 10.8 กรัมต่อลิตร เนื่องจากจุลินทรีย์แต่
ละสายพันธุ์มีกระบวนการเมแทบอลิซึมที่แตกต่างกัน องค์ประกอบของอาหารจึงเป็นปัจจัยที่ส้าคัญต่อ
การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส (Jedrzejczak-Krzepkowska et al., 2016) ดังนั น จึงเลือกสูตร
อาหารเพาะเลี ยง YE มาศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยใช้น ้าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน 
แทนการเติมน ้าตาลกลูโคส โดยใช้น ้าซาวข้าวที่ไม่ผ่านกระบวนการปรับสภาพเพ่ือเป็นการลดต้นทุนใน
กระบวนการผลิต ทั งในด้านสารเคมีและพลังงาน อีกทั งยังประหยัดเวลาในการเตรียมอาหารเลี ยงเชื อ
อีกด้วย  
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ภาพที่ 8 ชนิดของอาหารเพาะเลี ยงต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลอง
เป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า  

4.4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicola  
ในอาหาร water from washing rice medium (WWR)  

 4.4.2.1 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 
น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

เท่ากับ 0.80 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 
เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาล
ทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง พบว่า K. nataicola เริ่มมีการผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสตั งแต่วันที่ 4 ของการเพาะเลี ยง (น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสในวันที่ 4 ไม่ได้แสดง
ในภาพที่ 9) และเพ่ิมขึ นอย่างต่อเนื่องตั งแต่วันที่ 4-13 ของการเพาะเลี ยง จากนั นเริ่มคงที่ในวันที่ 13 
ของการเพาะเลี ยง ได้น ้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสในวันที่  13, 14 และ 15 เท่ากับ 
0.083 ± 0.0031, 0.084 ± 0.0020 และ 0.083 ± 0.0031 กรัมต่อลิตร ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 9 
จากการศึกษาเชื อในสกุลเดียวกัน ผลการทดลองนี สอดคล้องกับการศึกษาของ Sheykhnazari et al. 
(2011) ที่ รายงานว่า  Gluconacetobacter xylinus มีการผลิตแบคที เรียล เซลลู โลสเพ่ิมขึ น 
ตามเวลาของการเพาะเลี ยง และไม่มีการผลิตเพ่ิมมากขึ น หลังจากวันที่ 14 ของการเพาะเลี ยง 
Pedro Carreira et al. (2011) พบว่า Gluconacetobacter swingsii สามารถผลิตแบคทีเรียล
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เซลลูโลสได้สูงสุดในวันที่ 14 ของการเพาะเลี ยง โดยใช้แมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน และ Hungund 
(2013) พบว่า Gluconacetobacter persimmonis GH-2 สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้
สูงสุดในวันที่ 14 ของการเพาะเลี ยง โดยใช้กากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ดังนั น จึงเลือกระยะเวลา
การเพาะเลี ยง 13 วัน ใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
ภาพที่ 9 ระยะเวลาการเพาะเลี ยงต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร 

WWR ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการ
ทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05  

 
4.4.2.2 พีเอช  

น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
เท่ากับ 0.79 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 
เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาล
ทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 และ 
6.0 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
พบว่า K. nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงที่พีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 ได้น ้าหนัก
แห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.090 ± 0.0020 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน และที่พีเอช 4.0 และ 
5.0 มีน ้าหนักแห้งเท่ากับ 0.073 ± 0.0058 และ 0.079 ± 0.0046 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน ตามล้าดับ 
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และที่พีเอชเท่ากับ 3.0 พบว่า K. nataicola ไม่มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส แสดงดังภาพที่ 10 
ผลการทดลองนี สอดคล้องกับการศึกษาของ Hwang et al. (1999) ที่รายงานว่า พีเอชของอาหารที่
เหมาะสมส้าหรับการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสคือ 4.5 และไม่มีการแบคทีเรียลเซลลูโลสเมื่อพีเอชต่้า
กว่า 3.5 และสอดคล้องกับการศึกษาของ Masaoka et al. (1993) ที่รายงานว่า ค่าพีเอชของอาหาร
ที่มีความเหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสอยู่ในช่วง 4.0-6.0 แต่หากค่าพีเอชของอาหาร
ลดลงต่้ากว่า 4 ส่งผลให้การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลดลง เนื่องจากค่าพีเอชส่งผลกระทบต่อการ
เจริญของเซลล์ และการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก (Ohara et al., 1992) และยังผล
ต่อการท้างานของเอนไซม์ในการย่อยสลายสารอาหาร (Andreyeva and Biryukov, 1973) รวมถึง
การยอมให้สารอาหารผ่านเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ นอกจากนี  Masaoka et al. (1993) พบว่า ในระหว่าง
กระบวนการหมักแบบนิ่ง ส่งผลให้พีเอชของอาหารลดลง เนื่องจากเมแทบอลิซึมการหายใจของ 
Gluconacetobacter xylinus ซึ่งเกี่ยวข้องการออกซิเดชั่นเอทานอลไปเป็นกรดแอซีติก (acetic 
acid) และการเปลี่ยนกลูโคสไปเป็นกรดกลูโคนิก (gluconic acid) เพราะฉะนั น การควบคุมพีเอชให้
อยู่ในช่วงที่เหมาะสมส้าหรับการเจริญเซลล์และการผลิตเซลลูโลสจึงมีความส้าคัญเป็นอย่างยิ่ง 
(Kongruang, 2008) ดังนั น จึงเลือกพีเอชของอาหารเพาะเลี ยงเท่ากับ 4.5 ใช้ในการศึกษาต่อไป  

 
ภาพที่ 10 พีเอชต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร WWR ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการ
ทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05  
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4.4.2.3 ความเข้มข้นกล้าเชื้อ 
น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 

0.80 ปริมาตร 2, 5, 8, 10, 13 และ 19 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดย
ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 
4.5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงสุด ที่ความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นเท่ากับ 
5.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.089 ± 0.0030 
กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที่ 12 เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นเป็น 8.0, 10.0, 13.0 
และ 19.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พบว่า มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสน้อยกว่าที่ความเข้มข้นกล้า
เชื อเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร แสดงดังภาพที่ 11 เนื่องจากความเข้มข้นกล้าเชื อ
เริ่มต้นมากส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียมีมากเกินไป ซึ่งภายใต้สภาวะที่มีสารอาหารอยู่อย่างจ้ากัด ท้าให้
เกิดภาวะการแข่งขัน โดยในภาวะนี แบคทีเรียไม่มีการสร้างสารทุกชนิด จึงมีการผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสลดลง (Alaban, 1962) เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์กล้าเชื อเริ่มต้นเท่ากับ 2.0 เปอร์เซ็นต์ โดย
ปริมาตร พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ต่้า ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียล
เซลลูโลสเท่ากับ 0.046 ± 0.0035 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที่ 11 ดังนั น จึงเลือกความ
เข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ใช้ในการศึกษาต่อไป   
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ภาพที่ 11 ความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร 

WWR พีเอชเท่ากับ 4.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการ
เพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จาก
การทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญท่ี p<0.05 

4.4.2.4 อุณหภูมิเพาะเลี้ยง 
น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

เท่ากับ 0.81 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร 
สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 จากนั นน้าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 4, 25, 30, 35 และ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ไดน้ ้าหนัก
แห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.193 ± 0.0012 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน ในขณะที่สามารถผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสได้ต่้าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ได้น ้าหนักแห้งเท่ากับ 0.090 ± 0.0052 
กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน เมื่อพิจารณาที่อุณหภูมิ 4, 35 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่พบการผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลส แสดงดังภาพที่ 12 อุณหภูมิถือเป็นตัวแปรที่ส้าคัญซึ่งมีผลกระทบต่อทั งการ
เจริญของแบคทีเรีย และการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส จากการศึกษาของ Gromet-Elhanan and 
Hestrin (1963); Hestrin and Schramm (1954) พบว่า อุณหภูมิในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส 
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ส าม ารถผลิ ต แบ ค ที เรี ย ล เซล ลู โล ส ได้ สู งสุ ด  Alaban (1962) ศึ กษ ากระบ วน การห มั ก 
Acetobacter sp. ในอาหารน ้ามะพร้าว ที่อุณหภูมิในช่วง 10-45 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 
45 องศาเซลเซียส เชื อสามารถเจริญได้ แต่ไม่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่งการสังเคราะห์แบคทีเรียล
เซลลูโลสอยู่ในช่วงอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ถึง 28-32 องศาเซลเซียส แต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ น เกิด
ผลเสียต่อคุณสมบัติของเอนไซม์ การเสียสภาพของโปรตีน โครงสร้างของแฟลกเจลลา ไรโบโซม 
โปรโตพลาส และไมโทคอนเดรีย (Kováč and Subík, 1970) ดังนั นจึง เลือกของอุณหภูมิการ
เพาะเลี ยง 25 องศาเซลเซียส ใช้ในการศึกษาต่อไป 

 
ภาพที่ 12 อุณหภูมิเพาะเลี ยงต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร WWR 

พีเอชเท่ากับ 4.5 ความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตรเป็นเวลา 13 วัน 
ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ 
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05 
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4.4.2.5 ความเข้มข้นของแคลเซียมคาร์บอเนต 
น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 

เท่ากับ 0.79 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร 
สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และเติมแคลเซียมคาร์บอเนตที่ความเข้มข้น 0, 0.5, 1.0, 1.5, 
2.0, 2.5, 3.0, และ 4.0 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 
จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงในอาหารที่ไม่มีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต
ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.197 ± 0.0046 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน และที่ความ
เข้มข้นของแคลเซียมคาร์บอเนต 0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ลดลงเหลือเพียง 0.097 ± 0.0042 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน และที่ความเข้มข้นของแคลเซียม
คาร์บอเนตสูงขึ น ไม่พบการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส แสดงดังภาพที่ 13 ผลการทดลองนี ตรงกันข้าม
กับการศึกษาของ Tanskul et al. (2013) ที่ รายงานว่า Rhodococcus sp. MI 2 มีการผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสเพ่ิมขึ น เมื่อมีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวล
ต่อปริมาตร ลงไปในอาหารเลี ยงเชื อ และ Hong and Qiu (2008) พบว่า Acetobacter aceti 
subsp. xylinus มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเพ่ิมขึ น เมื่อมีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตความ
เข้มข้น 1 มิลลิโมลต่อลิตร ลงไปในอาหารเลี ยงเชื อ ซึ่งการเพ่ิมขึ นเมื่อเติมแคลเซียมคาร์บอเนตลงไป
ในอาหารเพาะเลี ยง เป็นผลมาจากแคลเซียมไอออนไปยับยั งเอนไซม์ที่ท้าหน้าที่ลดการสังเคราะห์
เซลลูโลส (cellulose synthase) บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ของ A. xylinum ส่งผลให้เกิดการสังเคราะห์
เซลลูโลสเพ่ิมขึ น (Aloni et al., 1983; Peter Ross et al., 1985) ซึ่งเป็นกลไกที่ซับซ้อน และเกิด
ขึ นกับแบคทีเรียบางชนิดเท่านั น (Welfle et al., 2008) 
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ภาพที่ 13 ความเข้มข้นแคลเซียมคาร์บอเนตต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola 

ในอาหาร WWR พีเอชเท่ากับ 4.5 กล้าเชื อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการ
ทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05 

 
4.4.2.6 เข้มข้นของผงวุ้น 

น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
เท่ากับ 0.79 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร 
สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และเติมผงวุ้นที่ความเข้มข้น 0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 และ 0.6 
เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง พบว่า K. Nataicola สามารถผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงในอาหารที่ไม่มีการเติมผงวุ้น ไดน้ ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 
0.198 ± 0.0035 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน และพบว่าในอาหารที่มีการเติมผงวุ้นมีการผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสน้อยกว่าในอาหารที่ไม่มีการเติมผงวุ้น แสดงดังภาพที่ 14 ผลการทดลองนี ตรงกันข้ามกับ
การศึกษาของ Bae et al. (2004) ที่รายงานว่าการเติมผงวุ้นลงในอาหารส่งผลให้มีการผลิตเซลลูโลส
ของ A. xylinum BPR 2001 เพ่ิมขึ น ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีการกวนแบบ 2 ใบพัด เนื่องจากความ
หนืดของอาหารช่วยให้แบคทีเรียลเซลลูโลสเกิดการกระจายและป้องกันไม่ให้แบคทีเรียลเซลลูโลส
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รวมตัวกันเป็นก้อนขนาดใหญ่ ดังนั น ก้อนแบคทีเรียลเซลลูโลสขนาดเล็กจึงเป็นประโยชน์ในแง่ของ
การถ่ายโอนสารอาหาร และออกซิเจนเข้าไปสู่ เซลล์แบคทีเรียที่อยู่ภายใน และบนพื นผิวของ
แบคทีเรียลเซลลูโลส ส่งผลให้แบคทีเรียเจริญได้เต็มที ่และสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงกว่า
อาหารที่ไม่มีการเติมผงวุ้น (Bae et al., 2004) แต่การศึกษาในครั งนี ได้ศึกษาการเพาะเลี ยงภายใต้
สภาวะแบบนิ่ง จึงอาจเป็นไปได้ว่าความหนืดของอาหารเพาะเลี ยงไม่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ และ
การผลิตเซลลูโลสของ K. Nataicola 

 
ภาพที่ 14 ความเข้มข้นผงวุ้นต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicol ในอาหาร WWR 

พี เอช เท่ ากับ  4 .5 กล้ าเชื อ เริ่มต้น  5 เปอร์ เซ็น ต์  โดยปริมาตร ที่ อุณ หภู มิ  25 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลอง
เป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญท่ี p<0.05  
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4.4.3 การศึกษาวิธีผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ 
YE ภายใตส้ภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง (static culture) และแบบเขย่า (agitate culture) 

น้ากล้าเชื อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.80 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี ยง YE และ WWR 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และปรับ 
พีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ใน
สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่งและแบบเขย่า พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ได้สูงในอาหารเพาะเลี ยง YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียล
เซลลูโลสเท่ากับ 0.403 ± 0.0097 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที่ 15 ลักษณะของแบคทีเรียล
เซลลูโลสที่ผลิตได้ มีการจับกันเป็นก้อนวงรี และจมอยู่ในอาหารเพาะเลี ยง แสดงดังภาพที่ 19a และ 
19b ซึ่งในอาหารเพาะเลี ยง WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า พบว่ามกีารผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสได้น้อยกว่าในอาหารเพาะเลี ยง YE ประมาณ 8 เท่า ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส
เท่ากับ 0.046 ± 0.0022 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที่ 15 ลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลส
ที่ผลิตได้ มีการกระจายเป็นเส้นใย ไมจ่ับตัวกันเป็นก้อน และจมอยู่ในอาหารเพาะเลี ยง แสดงดังภาพที่ 
18a และ 18b เมื่อพิจารณาการเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบนิ่งของอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE 
พบว่ามีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่แตกต่างกัน โดยมีน ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 
0.198 ± 0.0023 และ0.195 ± 0.0037 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 15 และ
ลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ มีลักษณะเป็นแผ่นลอยอยู่บนผิวหน้าของอาหารเพาะเลี ยง
ที่มีการสัมผัสกับอากาศ แสดงดังภาพที่  16a, 16b, 17a และ 17b จากผลการทดลองแสดงให้ว่า 
K. Nataicola สามารถใช้น ้าซาวข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสได้ และมีน ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่แตกต่างกับการใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน
ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง อีกทั งยังมีน ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสมากกว่าการทดลอง
ของ Carreira et al. (2011) ที่รายงานว่า Gluconacetobacter sacchari สามารถผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสโดยใช้ชีสเวย์ (cheese whey) และกลีเซอรอลดิบ (crude glycerol) เป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยมีน ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสทั งสองสูตรอาหารเท่ากับ 0.10 กรัมต่อลิตร และมี 
การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสมากกว่าการทดลองของ Sunagawa et al. (2012) ที่รายงานว่า 
Gluconacetobacter xylinus สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยใช้ไบโอดีเซล (Biodiesel) 
เป็นแหล่งคาร์บอน ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.18 กรัมต่อลิตร ดังแสดงใน
ตารางที่ 9 และเมื่อน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ในทุกสภาวะมาก้าจัดเซลล์ และอาหารเพาะเลี ยง
ที่ติดอยู่ในแบคทีเรียลเซลลูโลสออก โดยน้าไปต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
0.1 นอร์มัล ที่ อุณหภูมิ  90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที และล้างด้วยน ้ากลั่น  พบว่า 
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สีของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR และสีของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่าในอาหาร WWR และ YE แบคทีเรียล
เซลลูโลสมีสีขาวและใสขึ น เมื่อเทียบกับก่อนน้าไปต้มในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และล้างด้วย
น ้า แสดงดังภาพที่ 16c, 17c และ 18c เมื่อพิจารณาสีของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงแบบเขย่า
ในอาหาร YE พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสมีสีที่ไม่แตกต่างกันมาก เมื่อเปรียบเทียบกับก่อนน้าไปต้มใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์และล้างด้วยน ้า ซึ่งยังคงปรากฎสีเหลืองให้เห็นอยู่ แสดงดังภาพที่ 19c 
เนื่องจากแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มีความหนามาก ส่งผลให้สามารถก้าจัดเซลล์และอาหาร
เพาะเลี ยงที่ติดอยู่ในแบคทีเรียลเซลลูโลสออกได้เพียงบางส่วน และเมื่อน้าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิต
ได้ในทุกสภาวะมาท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลส
แห้งสนิท มีสีขาวและขุ่นขึ น แสดงดังภาพที่ 16d, 17d, 18d และ 19d 

 

 
ภาพที่ 15 การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และแบบ

เขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE พีเอชเท่ากับ 4.5 ความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้น 5 
เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน รายงานผลการ
ทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ้านวน 3 ซ ้า  
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ภาพที่ 16 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร WWR ภายใต้การเพาะเลี ยง 

แบบนิ่ง (a และ b), แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผ่านการต้มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความ
เข้มข้น 0.1 นอร์มัล  ที่ อุณหภูมิ  90 องศาเซลเซียส เป็น เวลา 10 นาที  (c) และ 
แบคทีเรียลเซลลูที่ผ่านการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน (d) 

 
 

 
 
 

 b 
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ภาพที่ 17 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร YE ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

(a และ b), แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผ่านการต้มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
0.1 นอร์มัล ที่ อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (c) และ แบคทีเรียล
เซลลูโลสที่ผ่านการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน (d) 

 
 

 
 
 

 c 

 a 

 

 b 

 

 d 

 



  

 
 

55 

 
 
 

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 18 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร WWR ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบ
เขย่า (a และ b), แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผ่านการต้มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
0.1 นอร์มัล ที่ อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (c) และ แบคทีเรียล
เซลลูโลสที่ผ่านการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน (d) 
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ภาพที่ 19 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร YE ภายใต้การเพาะเลี ยงแบบเขย่า

(a และ b), แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผ่านการต้มด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 
0.1 นอร์มัล ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที (c) และ แบคทีเรียลเซลลูโลส
ที่ผ่านการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน (d) 
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4.4.4 การศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลส  
4.4.4.1 การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 
Electron Microscope; SEM) 

น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยง
แบบนิ่ง และแบบเขย่าในอาหาร WWR และ YE มาท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 
2 วัน จากนั นวิเคราะห์สัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่ก้าลังขยาย 
20,000 เท่า พบว่าเส้นใยของแบคทีเรียลเซลลูโลสเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบนิ่งในอาหารเพาะเลี ยง 
WWR มีความหนาแน่นของเส้นใยมากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง YE สังเกตได้จากรูพรุนระหว่างเส้นใย
น้อย เส้นใยเป็นปุ่มในบางต้าแหน่ง แสดงดังภาพที ่20a และ 21a และเส้นใยของแบคทีเรียลเซลลูโลส
เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่า ในอาหารเพาะเลี ยง YE มีความหนาแน่นของเส้นใยมากกว่าใน
อาหารเพาะเลี ยง WWR แสดงดังภาพที่ 22a และ 23 การเพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่าในอาหาร
เพาะเลี ยง YE เส้นใยของแบคทีเรียลเซลลูโลสมีการเรียงชิดติดกัน ไม่เกิดรูพรุนระหว่างเส้นใย ส่งผล
ให้แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มีความแข็งแรง (Huang et al., 2016) การวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางด้วยโปรแกรม ImageJ เวอร์ชั่น 1.51J8 โดยสุ่มตัวอย่างของเส้นใยมาจ้านวน 50 ตัวอย่าง 
พบว่าขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบนิ่งในอาหาร
เพาะเลี ยง WWR และ YE มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 31 และ 49 นาโนเมตร ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 20b 
และ 21b ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่าใน
อาหารเพาะเลี ยง WWR มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 24 นาโนเมตร แสดงดังภาพที่ 22b เมื่อพิจารณาขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงภายใต้สภาวะแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง YE ไม่
สามารถวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางได้ เนื่องจากเส้นใยเรียงชิดติดกันแน่น แสดงดังภาพที่ 23 
จากผลทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสมีขนาดของเส้นใยเล็กกว่าเส้นใยที่มาจากฝ้าย ซึ่งมี
ขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลาง 50-500 ไมโครเมตร (Kim and Triplett, 2001) และจากการศึกษา
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียในสกุลเดียวกัน พบว่า
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย Komagataeibacter xylinus ในอาหาร 2 ชนิด คือ HS และ CPPE 
(CPPE คือ เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แตกต่างกัน เท่ากับ 60 และ 50 นาโนเมตร ตามล้าดับ แม้ว่าเชื อที่ใช้ในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
จะเป็นเชื อสายพันธุ์เดียวกัน แต่เนื่องจากอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี ยงแตกต่างกัน จึงส่งผลให้ขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มีขนาดที่แตกต่างกัน (Fan et al., 2016) 
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ภาพที่ 20 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร WWR   

ที่สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ที่ก้าลังขยาย 20,000 เท่า (a) และ ผลการวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แบคทีเรียลเซลลูโลส (b) 

 

 

 
 

 

 

ภาพที่ 21 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร YE 
ทีส่ภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ที่
ก้าลังขยาย 20,000 เท่า (a) และ ผลการวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แบคทีเรียลเซลลูโลส (b) 
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ภาพที่ 22 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร WWR   
ที่สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ที่ก้าลังขยาย 20,000 เท่า (a) และ ผลการวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แบคทีเรียลเซลลูโลส (b) 

 

 

 

 

ภาพที่ 23 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหาร YE  
ทีส่ภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ที่ก้าลังขยาย 20,000 เท่า 
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4.4.4.2 การวิเคราะหด์้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy; FT-IR) 

น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยง
แบบนิ่ง และแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE มาท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) 
เป็นเวลา 2 วัน จากนั นวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชัน แสดงดังภาพที่ 24 พบแถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 
(wavenumber) 3,600-3,000 cm-1 มีลักษณะเป็นพีคกว้าง (broad peak) เกิดจากการยืดของ
หมู่ไฮดรอกซิล (–OH group) ของโมเลกุลน ้าตาลกลูโคส ซึ่งซ้อนทับกับแถบการสั่นแบบไม่สมมาตร 
(asymmetrical stretching) ของหมู่เมททิล (–CH group) จึงปรากฏการดูดกลืนเพียงเล็กน้อย
ในช่วงเลขคลื่น 2,900-2,800 cm-1 แถบการดูดกลืนที่ต้าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 1,427 cm-1 เกิด
การสั่นที่ผิดปกติแบบไม่สมมาตรของเมททิล (–CH3) และเมทิลีน (–CH2) แถบการดูดกลืนที่ต้าแหน่ง
เลขคลื่นประมาณ 1,161 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบไม่สมมาตร (asymmetrical stretching) ของ 
C–O นอกจากนี  แถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 1,076-1,023 cm-1 ซึ่งเกิดจากการสั่นของพันธะ 
C–O–C ของ Anhydroglucose พีคที่ปรากฏที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 1,150 cm-1 แสดงถึงพันธะ C–C 
และพีคที่ปรากฏที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 903 cm-1 เกิดจากการสั่นแบบยืดของ C–O–C ของพันธะไกลโค
ซิดิก (glycosidic bond) ชนิด ß-(1,4) ที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 3,240 และ 750 cm-1 เป็นแถบสัญญาณ

ของผลึกเซลลูโลสชนิด Iα และที่ต้าแหน่งเลขคลื่น 3,270 และ 710 cm-1 เป็นแถบสัญญาณของผลึก
เซลลูโลสชนิด Iß ซึ่งทั ง 2 สัญญาณเป็น Polymorphisms ซึ่งอยู่ในรูปของเซลลูโลล (Barud et al., 
2008; Santos et al., 2015) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย 
K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE 
ปรากฏการสั่นของพันธะที่มีความคล้ายกัน ซึ่งพบแถบการดูดกลืนที่ต้าแหน่งส้าคัญดังนี  ที่ต้าแหน่ง
เลขคลื่นในช่วง 3,600-3,000 cm-1 การดูดกลืนเล็กน้อยในช่วงเลขคลื่น 2,900-2,800 cm-1 และการ
ดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น  1,076-1,023 cm-1 ซึ่ งเป็นหมู่ ฟั งก์ชันของ –OH, –CH และ C–O–C 
ตามล้าดับ ซึ่งเป็นการสั่นของพันธะที่ยืนยันได้ว่าเป็นแถบสัญญาณของแบคทีเรียลเซลลูโลส (Gomes 
et al., 2013) และจากวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียในสกุล
เดียวกัน พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย Komagataeibacter xylinus ในอาหารเพาะเลี ยง 
2 ชนิด คือ HS และ CPPE (CPPE คือ เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) พบแถบการ
ดูดกลืนส้าคัญที่ต้าแหน่งเลขคลื่นประมาณ  3353, 2898, 1163 และ 1066 cm−1 ทั งสองสูตรอาหาร
ที่เพาะเลี ยง (Fan et al., 2016) 
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4.4.4.3 การวิเคราะหด์้วยเอกซ์เรย์ดิฟแฟรกชัน (X-ray diffraction; XRD) 
น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยง

แบบนิ่ง และแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE มาท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) 
เป็นเวลา 2 วัน จากนั นวิเคราะห์การเลี ยวเบนรังสีเอกซ์ แสดงดังภาพที่ 25 พบว่าการเพาะเลี ยงแบบ
นิ่งในอาหารเพาะเลี ยง WWR ปรากฏพีคเอกลักษณ์เกิดขึ นสองต้าแหน่งได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่ 
2θ เท่ากับ 14.81° และ 23.18° การเพาะเลี ยงแบบนิ่งในอาหารเพาะเลี ยง YE ปรากฏพีคเอกลักษณ์
เกิดขึ นสองต้าแหน่งได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่ 2θ เท่ากับ 14.76° และ 23.17° การเพาะเลี ยงแบบ
เขย่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR ปรากฏพีคเอกลักษณ์เกิดขึ นสองต้าแหน่งได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบน
ที่ 2θ เท่ากับ 14.93 ° และ 23.09 ° การเพาะเลี ยงแบบเขย่าในอาหารเพาะเลี ยง YE ปรากฏพีค
เอกลักษณ์เกิดขึ นสองต้าแหน่งได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่  2θ เท่ากับ 14.94 ° และ 23.21 ° 
จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะ
เพาะเลี ยงแบบนิ่งและแบบเขย่า ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ปรากฏพีคเอกลักษณ์เกิดขึ นสอง
ต้าแหน่งที่ใกล้เคียงกัน ในทุกสภาวะการเพาะเลี ยง ได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่ 2θ ประมาณ 
14° และ 23° สอดคล้องกับการศึกษาของ Sheykhnazari et al. (2011) ที่รายงานว่า แบคทีเรียล
เซลลูโลสผลิตโดย Gluconacetobacter xylinus ในอาหารเพาะเลี ยง HS ระยะเวลาเพาะเลี ยง 
7, 14 และ 21 วัน ปรากฏพีคเอกลักษณเ์กิดขึ นสองต้าแหน่งได้แก่ ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่ 2θ เท่ากับ 

14.5◦ และ 22.6◦ และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Fan et al. (2016) พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิต
โดย Komagataeibacter xylinus ในอาหารเพาะเลี ยง 2 ชนิด คือ HS และ CPPE (CPPE คือ 
เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) ปรากฏพีคเอกลักษณ์เกิดขึ นสองต้าแหน่ง ได้แก่
ต้าแหน่งมุมเลี ยวเบนที่ 2θ  ในช่วง 11.988°-18.187° และ 20.101°-25.589° ทั งสองสูตรอาหาร 
จากการศึกษาดัชนีความเป็นผลึก (crystallinity index; CI) ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย 
K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และแบบเขย่า 
พบว่ามีความเป็นผลึกประมาณ 72, 68, 80 และ 57 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ จากผลการทดลองแสดง
ให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตในอาหารเพาะเลี ยง WWR มีความเป็นผลึกสูงกว่าในอาหาร
เพาะเลี ยง YE ทั งภายใต้สภาวะเพาะเลี ยงแบบนิ่งและแบบเขย่า ซึ่งความเป็นผลึกที่สูงส่งผลให้
แบคทีเรียลเซลลูโลสมีความแข็งแรง ทนต่อความร้อน และทนต่อสารเคมีบางชนิด       
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4.4.4.4 การวิเคราะหด์้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential 
Scanning Calorimetry; DSC) 
ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (DSC) เป็นเครื่องมือวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลง

ทางความร้อนของสาร เมื่อถูกเพ่ิมหรือลดอุณหภูมิ ในบรรยากาศที่ถูกควบคุม  ใช้วิ เคราะห์ 
จุดหลอมเหลว (melting point) อุณ หภู มิการเปลี่ ยนสถานะคล้ ายแก้ ว  (glass transition 
temperature) ความเสถียรต่อปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation stability) จลนพลศาสตร์ของ
ปฏิกิริยา (reaction kinetics) และความบริสุทธิ์ (purity) งานวิจัยนี ใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิง
แคลอริมิเตอร์เพ่ือวัดความบริสุทธิ์ โดยพิจารณาจากจุดหลอมเหลวของแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย 
K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี ยงแบบนิ่งและแบบเขย่า ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ซึ่ง
สารที่ ไม่บริสุทธิ์จะมีจุดหลอมเหลวต่้ า และมีช่วงของการหลอมเหลวกว้าง (Giron, 2002) 
จากการศึกษาพบว่า จุดหลอมเหลวของแบคทีเรียลเซลลูโลสเพาะเลี ยงแบบนิ่งในอาหาร WWR และ 
YE มีค่าเท่ากับ 140.33 และ 140.16 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และมีความกว้างของช่วงการ
หลอมเหลวเท่ากับ 27.71 และ 15.27 ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 26 และ 27 จุดหลอมเหลวของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงแบบเขย่า ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE มีค่าเท่ากับ 149.11 
และ 111.03 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และมีความกว้างของช่วงการหลอมเหลวเท่ากับ 11.53 และ 
64.47 ตามล้าดับ แสดงดังภาพที่ 28 และ 29 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า จุดหลอมเหลวของแบคทีเรียล
เซลลูโลสที่เพาะเลี ยงแบบเขย่าในอาหาร YE มีค่าต่้ากว่าการเพาะเลี ยงในสภาวะอ่ืน อีกทั งยังมีช่วง
ของการหลอมเหลวกว้างกว่าการเพาะเลี ยงในสภาวะอ่ืน เนื่องจากความหนาของแบคทีเรียลเซลลูโลส
มีผลต่อการก้าจัดเซลล์ และอาหารเลี ยงเชื อที่ติดอยู่ในแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยการใช้สารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์และน ้ากลั่น ส่งผลให้เมื่อน้าไปวิเคราะห์จึงพบความไม่บริสุทธิ์ของแบคทีเรียล
เซลลูโลสสูงสุด เมื่อเทียบกับการเพาะเลี ยงในสภาวะอ่ืน จากการศึกษาของ Fan et al. (2016) พบว่า
แบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. xylinus ในอาหาร 2 ชนิด คือ HS และ CPPE (CPPE คือ เปลือก
และกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์ ) แบคที เรียลเซลลูโลสจากอาหารเพาะเลี ยง CPPE 
มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 199.52 องศาเซลเซียส ในขณะที่แบคทีเรียลเซลลูโลสจากอาหารเพาะเลี ยง 
HS มีจุดหลอมเหลวสูงกว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากในอาหารเพาะเลี ยง CPPE เท่ากับ 204.32 
องศาเซลเซียส และช่วงการหลอมเหลวของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตในอาหาร HS มีช่วงการ
หลอมเหลวแคบกว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากอาหารเพาะเลี ยง CPPE ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า
แบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง CPPE มีสิ่งปนเปื้อนสูงกว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร
เพาะเลี ยง HS เนื่องจากอาหารเพาะเลี ยง CPPE เป็นอาหารเตรียมจากเปลือก และกากส้มที่ผ่านการ
ย่อยด้วยเอนไซม์ จึงมีสารอ่ืนปนเปื้อนอยู่ในอาหารและถูกดูดซึมเข้าสู่แบคทีเรียลเซลลูโลส ท้าให้ไม่
สามารถล้างก้าจัดออกด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์และน ้ากลั่นได้ 
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ภาพที่ 26 เทอร์โมแกรม DSC ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง 
 WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

 

 

 

ภาพที่ 27 เทอร์โมแกรม DSC ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง  
 YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 
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ภาพที่ 28 เทอร์โมแกรม DSC ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง  
WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า 

 

 

 

ภาพที่ 29 เทอร์โมแกรม DSC ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี ยง  
 YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากแนวคิดในการน้าสิ่งเหลือทิ งมาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยน้ามาเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการ

ใช้น ้าตาล เพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส อีกทั งยังช่วยลดต้นทุนในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
และช่วยลดปัญหาด้านสิ่งแวดล้อม งานวิจัยนี คัดแยกเชื อที่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากผลไม้
พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ Li1 ซึ่งคัดแยกได้จากแอปเปิ้ล (Malus pumila) ถูกจ้าแนกเป็นแบคทีเรีย
สายพันธุ์  Komagataeibacter (Gluconacetobacter) nataicola สามารถผลิตแบคที เรียล
เซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง SH ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง WWR ที่ความเข้มข้นของ
น ้ าตาลทั งหมด (total sugar) เท่ ากับ  4 กรัมต่อลิตร คือ  ความเข้มข้นของกล้าเชื อเริ่มต้น 
5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พีเอช 4.5 อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการเพาะเลี ยง 
13 วัน แต่ไม่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเพ่ิมขึ น เมื่อเติมแคลเซียมคาร์บอเนต และผงวุ้นใน
อาหารเพาะเลี ยง นอกจากนี  K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง 
WWR และ YE ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง ได้น ้าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่แตกต่างกัน 
แต่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี ยง WWR 
เมื่อเพาะเลี ยงแบบเขย่า และจากการศึกษา SEM พบว่าค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แบคทีเรียลเซลลูโลส ในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และใน
อาหารเพาะเลี ยง WWR ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่าเท่ากับ 31, 49 และ 24 นาโนเมตร 
ตามล้าดับ ดัชนีความเป็นผลึกของแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง WWR และ YE ในสภาวะ
การเพาะเลี ยงแบบนิ่ง และแบบเขย่ามีค่าประมาณ 72, 68, 80 และ 57 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ 
โครงสร้างทางเคมีของแบคทีเรียลเซลลูโลสไม่มีความแตกต่างกัน ในทุกสภาวะการเพาะเลี ยง และ
ความบริสุทธิ์ของแบคทีเรียลเซลลูโลสอยู่ในช่วง 140-149 องศาเซลเซียส ในขณะที่แบคทีเรียล
เซลลูโลสในอาหารเพาะเลี ยง YE ในสภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า มีความบริสุทธิ์น้อยกว่าเท่ากับ 
111 องศาเซลเซียส จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า น ้าซาวข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพสามารถใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนที่มีต้นทุนต่้า เพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เป็นการน้าสิ่งเหลือทิ งมาใช้ให้เกิดประโยชน์แทนการทิ งลงสู่ธรรมชาติ เพ่ือช่วยลดปัญหาด้าน
สิ่งแวดล้อมได้อีกแนวทางหนึ่ง    
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อและสารเคมี 

 
อาหารเลี ยงเชื อ Schramm and Hestrin (SH) 
 Glucose       20  กรัม 
 Peptone       5  กรัม 
 Yeast extract       5  กรัม 
 Anhydrous disodium phosphate (Na2HPO4)   3.4  กรัม 
 Citric acid monohydrate (C6H8O7)    1.5  กรัม 
 น้าส่วนประกอบทั งหมดมาละลายในน ้ากลั่น และผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ปรับพีเอชให้
เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น       
1 ลิตร จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอน ้า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี ยงเชื อ Schramm and Hestrin (SH) Agar 
 Glucose       20  กรัม 
 Peptone       5  กรัม 
 Yeast extract       5  กรัม 
 Anhydrous disodium phosphate (Na2HPO4)   3.4  กรัม 
 Citric acid monohydrate (C6H8O7)    1.5  กรัม 
 Agar powder       15 กรัม 
 น้าส่วนประกอบทั งหมดยกเว้นผงวุ้น (Agar powder) มาละลายในน ้ากลั่น และผสมให้เป็น
เนื อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร 
เติมผงวุ้นผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดัน
ไอน ้า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาท ีจากนั นน้ามาเทลงจาน
เพาะเลี ยงเชื อในตู้ปลอดเชื อ ตั งทิ งไว้ให้อาหารแข็งตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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อาหารเลี ยงเชื อ YE   
 Glucose       20  กรัม 
 Yeast extract       5  กรัม 
 Ammonium sulphate ((NH4)2SO4)    5  กรัม 
 Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O)  4.1 กรัม 
 Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  3 กรัม  
 น้าส่วนประกอบทั งหมดมาละลายในน ้ากลั่น และผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ปรับพีเอชให้
เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น 
1,000 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอน ้า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาท ี

อาหารเลี ยงเชื อ YE Agar 
 Glucose       20  กรัม 
 Yeast extract       5  กรัม 
 Ammonium sulphate ((NH4)2SO4)    5  กรัม 
 Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O)  4.1 กรัม 
 Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  3 กรัม 
 Agar powder       15 กรัม 
 น้าส่วนประกอบทั งหมดยกเว้นผงวุ้น (Agar powder) มาละลายในน ้ากลั่น และผสมให้เป็น
เนื อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร 
เติมผงวุ้นผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดัน
ไอน ้า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั นน้ามาเทลงจาน
เพาะเลี ยงเชื อในตู้ปลอดเชื อ ตั งทิ งไว้ให้อาหารแข็งตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
  
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 

81 

อาหารเลี ยงเชื อน  าซาวข้าว (WWR)   
 Yeast extract       5  กรัม 
 Ammonium sulphate ((NH4)2SO4)    5  กรัม 
 Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4·7H2O)  4.1 กรัม 
 Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  3 กรัม  
 น้าส่วนประกอบทั งหมดมาละลายในน ้าซาวข้าวที่มีความเข้มข้นของน ้าตาลทั งหมด        
(total sugar) เท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 4.5 ด้วยกรด   
ซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั น
น้าไปนึ่งฆ่าเชื อด้วยความดันไอน ้า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว เป็นเวลา 15 
นาท ี
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4  
(0.1 M PBS pH 7.4) 
 Sodium chloride (NaCl)     80 กรัม 
 Sodium phosphate dibasic (Na2HPO4)    11.45  กรัม 
 Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4)  2.4 กรัม 
 Potassium chloride (KCl)     2 กรัม 
 น้าสารเคมีข้างต้นมาละลายด้วยน ้ากลั่นปราศจากอิออน (deionized water) ปริมาตร 900 
มิลลิลิตร ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.4  แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั นน้าสารละลายที่
เตรียมได้เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ควรเตรียมทันทีก่อนใช้ และไม่ควรเก็บเกิน 1 เดือน หาก
เกิดตะกอนไม่ควรน้ามาใช้ 
สารละลาย 3,5-ไดไนโตรซาลิไซลิก  (3,5-Dinitrosalicylic acid (DNS))  
 3, 5-Dinitrosalicylic acid; DNS (C7H4N2O7)   10  กรัม 
 Sodium hydroxide (NaOH)     10  กรัม 
 Phenol (C6H6O)      2 กรัม 
 Sodium sulfite (Na2SO3)     1 กรัม 
 ละลาย DNS ในน ้ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่ อุณหภูมิ 50-60      
องศาเซลเซียส ให้สารละลายสีเหลืองใส และค่อยๆ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ลงไป เมื่อละลายเป็นเนื อ
เดียวกัน เติมโซเดียมซัลไฟต์และฟีนอลลงไป จากนั นคนผสมสารละลายให้เป็นเนื อเดียวกัน และปรับ
ปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บ DNS reagent ในขวดแก้วสีชา ทีอุ่ณหภูมิห้อง 
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สารละลายฟีนอลความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร (5 % (w/v) Phenol)  
 ชั่งฟีนอล 5 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ละลายฟีนอล
จนเป็นเนื อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใช้น ้ากลั่นกลั ว
บีกเกอร์อีกครั ง เพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตามภาชนะออกมา จากนั นปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร เก็บในขวดแก้วสีชา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
สารละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร  
(40 % (w/v) Potassium sodium tartrate) 
 ชั่งโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 40 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 
80 มิลลิลิตร ละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตจนเป็นเนื อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลง
ในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใช้น ้ากลั่นกลั วบีกเกอร์อีกครั งเพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตาม
ภาชนะออกมา จากนั นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 นอร์มัล (0.1 N Sodium hydroxide) 
 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์  4.0 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 800 
มิลลิลิตร ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์จนเป็นเนื อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับ
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ใช้น ้ากลั่นกลั วบีกเกอร์อีกครั ง เพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตามภาชนะ
ออกมา จากนั นปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร  
สารละลายกรดซิตริก 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร (5% (w/v) Citric acid)  
 ชั่งกรดซิตริก 5 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ละลาย
กรดซิตริกจนเป็นเนื อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร       
ใช้น ้ากลั่นกลั วบีกเกอร์เพ่ือชะสารละลายที่ติดภาชนะออก จากนั นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานน  าตาลกลูโคส  
 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 สารละลาย     1      มิลลิลิตร   ตองชั่งน ้าตาลกลูโคส   100×10-6  กรัม 
 ถ้าสารละลาย  100   มิลลิลิตร   ตองชั่งน ้าตาลกลูโคส   0.01  กรัม 
 ดังนั น ชั่งน ้าตาลกลูโคส 0.01 กรัม ลงบนกระดาษอะลูมิเนียม น้าน ้าตาลกลูโคสที่ชั่งได้ใส่ลง
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และละลายด้วยน ้ากลั่น จากนั นปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 10 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 40, 50, 60, 70 ,80 ,90 และ 
100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

หลอดที่ 
ความเข้มข้นน ้าตาลกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคส 
(มิลลิลิตร) 

น ้ากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรทั งหมด 
(มิลลิลิตร) 

1 0 0.00 1.00 1.00 
2 40 0.40 0.60 1.00 
3 50 0.50 0.50 1.00 
4 60 0.60 0.40 1.00 
5 70 0.70 0.30 1.00 
6 80 0.80 0.20 1.00 
7 90 0.90 0.10 1.00 
8 100 1.00 0.00 1.00 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร  
 สารละลาย     1      มิลลิลิตร   ต้องชั่งน ้าตาลกลูโคส   0.5×10-3  กรัม 
 ถ้าสารละลาย  100   มิลลิลิตร   ต้องชั่งน ้าตาลกลูโคส   0.05  กรัม 
 ดังนั น ชั่งน ้าตาลกลูโคส 0.05 กรัม ลงบนกระดาษอะลูมิเนียม น้าน ้าตาลกลูโคสที่ชั่งได้ใส่ลง
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และละลายด้วยน ้ากลั่น จากนั นปรับปริมาตรเป็น 100 
มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตารางที่ 11 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.25, 0.30 ,0.35, 0.40 และ 
0.45 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

หลอดที่ 
ความเขม้ข้นน ้าตาลกลูโคส 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
สารละลายกลูโคส 

(มิลลิลิตร) 
น ้ากลั่น 

(มิลลิลิตร) 
ปริมาตรทั งหมด 

(มิลลิลิตร) 

1 0.00 0.00 1.00 1.00 
2 0.25 0.50 0.50 1.00 
3 0.30 0.60 0.40 1.00 
4 0.35 0.70 0.30 1.00 
5 0.40 0.80 0.20 1.00 
6 0.45 0.90 0.10 1.00 



  

 
 

84 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  

 
 

85 

ภาคผนวก ข 
กราฟมาตรฐานและการค านวณ 

 
กราฟมาตรฐานของน  าตาลทั งหมด (total sugar) 

1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้นของ
กลูโคสทีค่วามเข้มข้นตั งแต่ 0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที ่9 

2 ปิเปตต์ฟีนอลความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกรดซัลฟิวริก
ความเข้มข้น 98 เปอร์เซ็นต์ ลงในสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส ผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน จากนั น
ตั งไว้เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมหิ้อง  

3 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง
ความเข้มข้นของกลูโคสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

ตารางที่ 12 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้าตาลกลูโคสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

ความเข้มข้นน ้าตาลกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร 
ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
40 0.278 0.253 0.263 0.265 
50 0.336 0.345 0.337 0.339 
60 0.405 0.392 0.418 0.405 
70 0.445 0.471 0.487 0.468 
80 0.540 0.531 0.538 0.536 
90 0.594 0.621 0.614 0.610 
100 0.676 0.662 0.664 0.667 
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ภาพที่ 30 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคสวิเคราะห์ด้วยวิธี Phenol-Sulfuric 

การหาปริมาณน ้าตาลทั งหมด 
จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ได้สมการ y = 0.0067x 
โดย  y  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

X  คือ ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สามารถค านวณหาปริมาณน  าตาลทั งหมดได้ดังนี  
ปริมาณน ้าตาลทั งหมด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

                = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y  =  0.0067x
R² =  0.9997
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ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 490 นาโนเมตร 

 
0.0067 

× เจือจาง 
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กราฟมาตรฐานของน  าตาลรีดิวซ ์(reducing sugar) 
1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้นของกลูโคส

ที่ความเข้มข้นตั งแต 0-0.45 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที ่10 
2 ปิเปตต์ DNS reagent 3 มิลลิลิตร ลงในสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส ผสมให้เข้ากัน  
3 ต้มทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีใช้พาราฟิลม์ปิดหลอดทดลองให้สนิท 
4 ปิเปตต์โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร         

0.3 มิลลิลิตร และตั งให้เย็นที่อุณหภูมหิ้อง 
5 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่าง

ความเข้มข้นของกลูโคสในที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575            
นาโนเมตร 

ตารางที่ 13 ค่าการดูดกลืนแสงของน ้าตาลกลูโคสที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นน ้าตาลกลูโคส 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร 

ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

0.00 0.000 0.000 0.000 0.000 
0.25 0.441 0.462 0.455 0.453 
0.30 0.536 0.567 0.560 0.554 
0.35 0.636 0.638 0.661 0.645 
0.40 0.727 0.721 0.763 0.737 
0.45 0.841 0.841 0.840 0.841 
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ภาพที่ 31 กราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคสวิเคราะห์ด้วยวิธี DNS 

การหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 
จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส ได้สมการ y = 1.8483x 
  โดย  y  คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร 
   X  คือ ความเข้มข้นของกลูโคส (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สามารถค านวณหาน  าตาลรีดิวซ์ได้ดังนี  
 ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
    
   = 
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ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 575 นาโนเมตร 

 
1.8483 

× เจือจาง 
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การเตรียมตัวอย่างแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสก่อนส่องกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope; SEM) 

เตรียมแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี ยงในอาหาร WWR ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 วัน ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสมาแช่ในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 จ้านวน 3 ครั ง นานครั งละ 10 นาที       
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยมีการเขย่าเบาๆ ตลอดเวลา เพ่ือล้างเศษอาหารเพาะเลี ยงออกจาก
แผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลส น้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผ่านการล้างมาดึงน ้าออก (Dehydration) 
โดยแช่ในเอทิลแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้น 20, 30, 50, 70, 90 และ 100 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร 
จ้านวน 2 ครั ง นานครั งละ 10 นาที จากนั นน้าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสมาท้าให้แห้ง ด้วยเทคนิคการ
ท้าแห้ง ณ จุดวิกฤต (Critical point dryer; CPD) โดยเครื่อง Critical point dryer รุ่น K 850 ยี่ห้อ 
Quorum และน้าตัวอย่างท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดต่อไป       
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ภาคผนวก ค 
ข้อมูลดิบการทดลอง 

 
ตารางที่ 14 ความเข้มข้นน ้าตาลทั งหมด (Total sugar) ของน ้าซาวข้าวจากแหล่งที่มาต่าง ๆ 
แหล่งที่มา  
 1 ร้านคุณเอ๋ใต้คณะวิศวกรรมศาสตร์ ฯ     4 ร้านคุณสายสุนีย์โรงอาหารเพชรช็อป  

2 ร้านโอเคโรงอาหารเพชรช็อป      5 ร้านโอเคโรงอาหารเพชรช็อป (ข้าวกล้อง) 
3 ร้านสุขภาพโรงอาหารเพชรช็อป      6 ร้านคุณมรโรงอาหารยูเนียน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

แหล่ง
ที ่

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

1 0.491 0.451 0.443 0.462±0.0257 20 1.378±0.07677b 

2 0.733 0.718 0.713 0.721±0.0104 30 3.230±0.04660d 

3 0.645 0.642 0.677 0.655±0.0194 30 2.931±0.08686c 

4 0.442 0.456 0.460 0.453±0.00954 20 1.361±0.02821b 

5 0.472 0.414 0.441 0.442±0.0290 10 0.660±0.0433a 

6 0.653 0.643 0.656 0.651±0.00681 63 6.118±0.06400e 
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ตารางที่ 15 ความเข้มข้นน ้าตาลน ้าตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) ของน ้าซาวข้าวจากแหล่งที่มาต่างๆ 
แหล่งที่มา  
 1 ร้านคุณเอ๋ใต้คณะวิศวกรรมศาสตร์ฯ     4 ร้านคุณสายสุนีย์โรงอาหารเพชรช็อป  
     2 ร้านโอเคโรงอาหารเพชรช็อป      5 ร้านโอเคโรงอาหารเพชรช็อป (ข้าวกล้อง) 
     3 ร้านสุขภาพโรงอาหารเพชรช็อป      6 ร้านคุณมรโรงอาหารยูเนียน 

แหล่ง
ที ่

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น  
575 นาโนเมตร 

เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) 

ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

1 0.739 0.740 0.730 0.736±0.00551 1 0.398±0.00298c 

2 0.220 0.219 0.217 0.219±0.00153 5 0.163±0.00413d 

3 0.640 0.643 0.642 0.642±0.00153 5 0.479±0.00413e 

4 0.410 0.415 0.396 0.407±0.00985 1 0.061±0.00533b 

5 0.112 0.113 0.120 0.115±0.00436 1 0.017±0.0024a 

6 0.528 0.532 0.525 0.528±0.00351 9 0.710±0.0171f 
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ตารางที่ 16 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาระยะเวลาเพาะเลี ยงที่เหมาะสม 
 ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
ตารางที่ 17 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาระยะเวลาเพาะเลี ยงที่เหมาะสม

ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.612 0.600 0.607 0.606 7 0.633 
เจือจาง 0.687 0.672 0.678 0.679 4 0.405 

 
ตารางที่ 18 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับผลิต  

 แบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.758 0.762 0.763 0.761 60 6.815 
เจือจาง 0.683 0.684 0.686 0.684 40 4.086 

 
ตารางที่ 19 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาพีเอชที่เหมาะสมส้าหรับผลิต 

 แบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.781 0.790 0.782 0.784 6 0.702 
เจือจาง 0.673 0.669 0.665 0.669 5 0.499 

 
 

  
  

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.499 0.487 0.482 0.489 90 6.573 
เจือจาง 0.330 0.347 0.352 0.343 80 4.096 
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ตารางที่ 20 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นที่
เหมาะสมส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR  

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.685 0.689 0.690 0.688 60 6.161 
เจือจาง 0.683 0.684 0.686 0.684 40 4.086 

 
ตารางที่ 21 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาความเข้มข้นกล้าเชื อเริ่มต้นที่

เหมาะสมส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.751 0.749 0.738 0.746 6 0.668 
เจือจาง 0.548 0.55 0.539 0.546 5 0.407 

 
ตารางที่ 22 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาอุณหภูมิเพาะเลี ยงที่เหมาะสม 

 ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.723 0.725 0.720 0.723 60 6.472 
เจือจาง 0.530 0.539 0.546 0.538 50 4.017 

 
ตารางที่ 23 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาอุณหภูมิเพาะเลี ยงที่ เหมาะสม

ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.779 0.772 0.769 0.773 6 0.693 
เจือจาง 0.598 0.581 0.59 0.590 5 0.440 
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ตารางที่ 24 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน 
 อาหาร WWR ที่มีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.753 0.739 0.743 0.745 60 6.672 
เจือจาง 0.667 0.669 0.672 0.669 40 3.996 

 
ตารางที่ 25 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน 

 อาหาร WWR ที่มีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.783 0.789 0.779 0.784 6 0.702 
เจือจาง 0.638 0.642 0.639 0.640 5 0.477 

 
ตารางที่ 26 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน 

   อาหาร WWR ที่มีการเติมผงวุ้น 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.563 0.578 0.579 0.573 60 5.134 
เจือจาง 0.888 0.898 0.879 0.888 30 3.978 

 
ตารางที่ 27 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน 

    อาหาร WWR ที่มีการเติมผงวุ้น 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.625 0.610 0.617 0.617 6 0.553 
เจือจาง 0.845 0.834 0.814 0.831 2 0.248 
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ตารางที่ 28 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลทั งหมดที่ใช้ในการศึกษาสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่งและ 
 แบบเขย่า ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.811 0.820 0.819 0.817 60 7.313 
เจือจาง 0.645 0.756 0.650 0.684 40 4.082 

 
ตารางที่ 29 ความเข้มข้นเริ่มต้นของน ้าตาลรีดิวซ์ที่ใช้ในการศึกษาสภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่งและ 

 แบบเขย่า ส้าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร WWR 

 
 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร เจือ
จาง 

ความเข้มข้นน  าตาล 
(กรัมต่อลิตร) ครั งที่ 1 ครั งที่ 2 ครั งที่ 3 ค่าเฉลี่ย 

เริ่มต้น 0.745 0.755 0.750 0.750 7 0.784 
เจือจาง 0.795 0.783 0.789 0.789 4 0.471 
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ตารางที่ 39 การวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือหาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ผลิตโดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

Valid Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent 

14.760 1 2 2 2 
20.873 1 2 2 4 
23.799 2 4 4 8 
28.004 4 8 8 16 
29.519 1 2 2 18 
33.003 2 4 4 22 
33.657 3 6 6 28 
35.546 1 2 2 30 
37.339 1 2 2 32 
38.488 2 4 4 36 
39.604 1 2 2 38 
40.150 1 2 2 40 
46.205 3 6 6 46 
46.674 3 6 6 52 
47.598 2 4 4 56 
50.269 1 2 2 58 
51.553 1 2 2 60 
53.216 2 4 4 64 
56.008 3 6 6 70 
59.038 1 2 2 72 
59.406 1 2 2 74 
60.855 3 6 6 80 
62.619 1 2 2 82 
66.336 1 2 2 84 
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ตารางที่ 40 การวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือหาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ผลิตโดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

Valid Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent 

67.958 1 2 2 86 
74.678 1 2 2 88 
76.976 1 2 2 90 
79.208 2 4 4 94 
88.557 1 2 2 96 
88.803 1 2 2 98 
100.538 1 2 2 100 
Total 50 100 100 

 
 

ตารางที่ 41 ค่าทางสถิติจากการวิเคราะห์หาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส
ผลิตโดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง YE ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

 

 

 

 

N 
Valid 50 

Missing 0 

Mean 49.147 
Std. Error of Mean 2.717 
Median 46.674 
Mode 28.004 
Std. Deviation 19.209 
Variance 369.001 
Range 85.778 
Minimum 14.76 
Maximum 100.538 
Sum 2457.359 
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ตารางที่ 42 การวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือหาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิต       
   โดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

Valid Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent 

6.601 1 2 2 2 
13.201 1 2 2 4 
14.760 1 2 2 6 
18.669 1 2 2 8 
20.873 7 14 14 22 
23.799 2 4 4 26 
26.403 5 10 10 36 
27.215 2 4 4 40 
28.004 4 8 8 48 
29.519 5 10 10 58 
33.003 5 10 10 68 
33.657 1 2 2 70 
35.546 1 2 2 72 
37.339 2 4 4 76 
39.604 1 2 2 78 
40.150 1 2 2 80 
41.746 1 2 2 82 
42.265 1 2 2 84 
46.674 4 8 8 92 
53.216 1 2 2 94 
56.781 1 2 2 96 
59.772 1 2 2 98 
62.271 1 2 2 100 
Total 50 100 100  
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ตารางที่ 43 ค่าทางสถิติจากการวิเคราะห์หาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ผลิตโดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบนิ่ง 

N 
Valid 50 

Missing 0 
Mean 31.687 
Std. Error of Mean 1.664 
Median 29.519 
Mode 20.873 
Std. Deviation 11.765 
Variance 138.407 
Range 55.670 
Minimum 6.601 
Maximum 62.271 
Sum 1584.393 
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ตารางที่ 44 การวิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือหาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิต  
 โดย  K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบเขย่า 

Valid Frequency Percent Valid Percent Cumulative Percent 

6.623 1 2 2 2 
9.366 3 6 6 8 
13.245 1 2 2 10 
14.808 4 8 8 18 
18.731 2 4 4 22 
19.868 8 16 16 38 
20.942 2 4 4 42 
23.878 6 12 12 54 
26.49 4 8 8 62 
27.305 2 4 4 66 
28.097 3 6 6 72 
29.617 6 12 12 84 
33.113 2 4 4 88 
35.663 4 8 8 96 
41.884 1 2 2 98 
42.437 1 2 2 100 
Total 50 100 100  
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ตารางที่ 45 ค่าทางสถิติจากการวิเคราะห์หาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส  
   ผลิตโดย K. nataicola ในอาหารเพาะเลี ยง WWR ภายใต้สภาวะการเพาะเลี ยงแบบ       
   เขย่า 

N 
Valid 50 
Missing 0 

Mean 24.090 

Std. Error of Mean 1.154 

Median 23.878 
Mode 19.868 
Std. Deviation 8.163 
Variance 66.629 
Range 35.814 
Minimum 6.623 
Maximum 42.437 
Sum 1204.518 
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