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บทคัดย่อ 

แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นหนึ่งในบรรจุภัณฑ์แอคทีฟที่น่าสนใจ เนื่องจากคุณสมบัติที่สามารถ
รับประทานได้ ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ และเป็นตัวน าส่งสารออกฤทธิ์ยับยังแบคทีเรียได้ดี ในงานวิจัย
นี้ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย Komagataeibacter nataicola Li1 จากน้ าซาวข้าวซึ่งเป็นแหล่ง
คาร์บอนราคาถูก จากนั้นวิเคราะห์โครงสร้างและคุณลักษณะทางกายภาพด้วย SEM, FTIR  XRD และ 
DSC เมื่อน าแผ่นฟิล์มแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรีย พบว่าแบคทีเรียล
เซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีไนซินสามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus and S. aureus ได้ ในขณะ
ที่แบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจากดาวเรือง (Targetes erecta L.) สามารถยับยั้ง
การเจริญของ B. cereus, E. coli และ S. aureus ได้  
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Among available active packaging materials, bacterial cellulose products have 
attracted increasing interest due to their edibility, biodegradability and potential as a 
good carrier of a wide range of antimicrobial agents.  In this study, bacterial cellulose 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ที่มำและควำมส ำคัญ 

      ปัจจุบันเทคโนโลยีผลิตแผ่นฟิล์มได้เข้ามามีบทบาททั้งในอุตสาหกรรมอาหาร เพ่ือให้อาหารมีความ

ปลอดภัย รักษาคุณภาพอาการและรสชาติ รวมทั้งยืดอายุการเก็บรักษาอาหารให้นานขึ้น ส าหรับอุตสาหกรรม

บรรจุภัณฑ์ ได้มีการพัฒนาแผ่นฟิล์มที่สามารถต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ เพ่ือช่วยในการรักษาคุณภาพอาหาร 

ตลอดจนการประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ ส าหรับท าวัสดุส าหรับปิดแผล การพัฒนาในด้านเทคโนโลยีผลิต

แผ่นฟิล์มมีการเติบโตขึ้นอย่างรวดเร็ว โดยหนึ่งในนั้นคือการผลิตแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์แอคทีฟ แต่อย่างไรก็ตาม

การพัฒนาแผ่นฟิล์มดังกล่าว ยังคงเน้นไปที่แผ่นฟิล์มที่ผลิตได้จากพลาสติกสังเคราะห์จากปิโตรเคมี เช่น HDPE 

ซึ่งแผ่นฟิล์มดังกล่าว เมื่อทิ้งสู่สภาวแวดล้อมก็จะก่อให้เกิดปัญหาสิ่งแวดล้อม เนื่องจากการย่อยสลายไม่ได้ของ

แผ่นฟิล์มดังกล่าว หรือถ้าน าไปเผาท าลายก็จะเกิดมลพิษทางอากาศ และจากกระแสการอนุรักษ์สิ่งแวดล้อม

ของผู้บริโภคที่สูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง ท าให้มีการรณรงค์การใช้บรรจุภัณฑ์จากพลาสติกสังเคราะห์ลดลง และหา

แนวทางการใช้บรรจุภัณฑ์ที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม โดยใช้บรรจุภัณฑ์ที่ผลิตได้จากธรรมชาติ รวมทั้งใช้บรรจุ

ภัณฑ์ที่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ (biodegradable) เพ่ิมมากขึ้น  ดังนั้นจึงมีการพัฒนาฟิล์มที่มี

คุณสมบัติเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ที่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ โดยการผลิตแผ่นฟิล์มจากแบคทีเรียล

เซลลูโลส ก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ช่วยตอบโจทย์ดังกล่าวได้ 

นอกจากนี้ ในปัจจุบันแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์แอคทีฟ ได้เข้ามีบทบาทมากข้ึน เนื่องจากมีประโยชน์หลาย

ด้าน เช่น มีฤทธิ์ยับยังแบคทีเรีย มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ เป็นต้น ซึ่งการพัฒนาการผลิตแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์

แอคทีฟจากแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง ก็เป็นอีกทางเลือก

หนึ่งในการดึงดูดความสนใจให้กับผู้บริโภคในยุคดิจิตอลนี้ ด้วยความโดดเด่นของบรรจุภัณฑ์แอคทีฟ อีกท้ังการ

ใช้น้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง ที่หากปล่อยลงสู่แม่น้ าจะท าให้น้ าเน่าเสีย ยังเป็นการลดต้นทุน

การผลิต และยังสามารถช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมได้อีกทางหนึ่งด้วย 

 

1.2  วัตถุประสงค์ 
เพ่ือผลิตแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์แอคทีฟจากแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากน้ าทิ้งของโรงงาน

อุตสาหกรรมประเภทแป้ง 
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1.3 ขอบเขตในกำรศึกษำ 

ผลิตแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์แอคทีฟจากแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากจากน้ าทิ้งของโรงงาน
อุตสาหกรรมประเภทแป้ง ศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ รวมทั้งศึกษาการ
เติมสารเติมแต่งเพ่ือให้แผ่นฟิล์มที่ได้มีคุณสมบัติเป็นบรรจุภัณฑ์แอคทีฟ เช่น การเติมสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย 
เป็นต้น 
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แบคทีเรียลเซลลูโลส (Bacterial cellulose) 

เซลลู โลสเป็นพอลิ เมอร์ที่มีแหล่งก า เนิดจากธรรมชาติ  เป็นสารประกอบโพลิแซคคาไรด์  

(polysaccharides) เชิงเส้นตรงที่ประกอบด้วยหน่วยซ้ าๆ กัน มีสูตรโมเลกุลโดยทั่วไปคือ C6H12O6 เซลลูโลสมี

สายโมเลกุลต่อกันเป็นพันธะที่ยาวมาก และแต่ละหน่วยถูกเรียกว่ากลูโคสสูตรโครงสร้างประกอบด้วยหน่วย

ของน้ าตาลกลูโคสจับกันด้วยพันธะ β(1,4) glycosidic linkage มีหมู่ไฮดรอกซิลถึง 3 หมู่ สามารถเกิดพันธะ

ไฮโดรเจนได้ แรงดึงดูดระหว่างโมเลกุลของเซลลูโลสจึงมีมาก และโครงสร้างของเซลลูโลสยังจัดตัวอย่างเป็น

ระเบียบ จึงท าให้เซลลูโลสมีความเป็นผลึกสูงมาก นอกจากนี้ ยังพบว่าความต้านทานแรงดึงขาด ค่าความ

ยืดหยุ่น และอุณหภูมิการหลอมตัวสูงมาก มักจะเกิดการสลายตัวก่อนถึงอุณหภูมิหลอมตัว และมีความสามารถ

ในการละลายต่ า 

เซลลูโลสหาได้ง่ายจากธรรมชาติ มีปริมาณมาก สามารถเกิดข้ึนได้ใหม่เรื่อยๆ และมีราคาถูกกว่าเส้นใย

สังเคราะห์ ด้วยเหตุนี้จึงนิยมใช้เป็นสารเติมแต่งในพลาสติก โดยอาจเป็นทั้งสารตัวเติม และสารเสริมแรง เพ่ือ

เป็นการลดต้นทุน เพ่ิมปริมาณการผลิต ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิดและขนาดของเส้นใยที่น ามาใช้ เซลลูโลสที่สร้างจาก

แบคทีเรียจะเรียกว่า biocellulose หรือ bacterial cellulose ซ่ึงสามารถย่อยสลายได้ในธรรมชาติ เซลลูโลส

ดังกล่าวมีหน้าที่ปกป้องและรักษาระดับน้ าและออกซิเจนภายในเซลล์  ทั้งเซลลูโลสจากพืชและจากแบคทีเรีย 

จะมีโครงสร้างทางเคมีที่เหมือนกัน แต่มีลักษณะภายนอกต่างกัน  

ทั้งเซลลูโลสจากพืชและจากแบคทีเรีย จะมีโครงสร้างทางเคมีที่เหมือนกัน (ภาพที ่1) เซลลูโลสส าหรับ

เซลล์พืช เป็นส่วนประกอบของไมโครไฟบริล (microfibrils) ส่วนเซลลูโลสจากแบคทีเรียจะประกอบไปด้วย

เส้นใยเล็กๆ มากมายเชื่อมกันเป็นร่างแหซึ่งต่างจากจากของพืช (ภาพที ่2) 
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(ก)                                                                 (ข) 

ภำพที ่1 โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส (ก) โครงสร้าง 3 มิต ิ(ข) โครงสร้างทางเคมีของเซลลูโลส 

 

 

       
          เซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum                          เซลลูโลสจากพืช 

ภำพที ่2 ลักษณะภายนอกของเซลลูโลสใต้กล้องจุลทรรศน์อิเลคตรอน 

 

2.2 กำรประยุกต์ใช้แบคทีเรียลเซลลูโลส (Applications of bacterial cellulose) 

นับตั้งแต่เริ่มมีการศึกษาแบคทีเรียลเซลลูโลสพบว่า แบคทีเรียลเซลลูโลสมีคุณสมบัติที่โดดเด่นหลาย
ประการ เช่น มีความบริสุทธิ์สูง ทนต่อแรงดึงสูง ความหนาแน่นของผลึกสูง มีปริมาณน้ าสูง  และรปูร่างมีความ
คงตัว เนื่องจากคุณสมบัติดังกล่าวท าให้มีการศึกษาเพ่ือน าแบคทีเรียลเซลลูโลสไปพัฒนาศักยภาพและ
ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมในด้านต่างๆ เช่น สิ่งทอ กระดาษ อาหาร ยา การบ าบัดน้ าเสีย, ล าโพงคุณภาพดี 
และโรงกลั่น เพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์สูงสุด (Lin และคณะ, 2016) โดยการน าแบคทีเรียลเซลลูโลสไปใช้งาน
สรุปได้ดังแสดงในตารางที่ 1 และในหัวข้อดังต่อไปนี้  

กำรประยุกต์ใช้ด้ำนอำหำร  
การประยุกต์ใช้เซลลูโลสบริสุทธิ์ พบว่าถูกน ามาใช้เป็นสารเพิ่มความข้นหนืดและใช้เป็นสารให้ความคง

ตัวในการแปรรูปอาหาร Okiyama และคณะ (1992a, b, 1993) รายงานว่ามีการน าเซลลูโลสมาใช้ใน
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อุตสาหกรรมอาหารโดยเติม 3 เปอร์เซ็นต์ของเซลลูโลส ลงไปในเครื่องดื่มช็อคโกแลตแทนการใช้แซนแทนกัม 
(xanthan gum) พบว่าเครื่องดื่มช็อคโกแลตมีความหนืดเช่นเดียวกับการเติมแซนแทนกัม แต่เมื่อเครื่องดื่ม
ได้รับความร้อน พบว่าความหนืดของเครื่องดื่มที่เติมแซนแทนกัมลดลงอย่างรวดเร็ว ในขณะที่เครื่องดื่มที่เติม
เซลลูโลสความหนืดไม่ลดลง นอกจากนี้ มีการเติมเซลลูโลสลงไปในไอศครีมเพ่ือป้องกันการไหลหลังจาก
ไอศครีมละลายซึ่งเป็นผลมาจากการเพ่ิมความเค้นเฉือน (shear stress) และปรากฏผลเช่นเดียวกับการเติม
เซลลูโลสลงไปเต้าหู้ แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นสารที่มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร และเป็น
สารที่ผ่านการรับรองโดยองค์การอาหารและยา (FAD) ว่าเป็นสารที่สามารถใช้เติมลงไปในอาหารได้อย่าง
ปลอดภัย (generally recognized as safe; GRAS) (Lin และคณะ, 2016) 

กำรประยุกต์ใช้ในกำรผลิตกระดำษ 
Johnson และ Neogi (1989) รายงานว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีลักษณะเป็นเม็ดๆ จะมีความเป็นกิ่ง

ที่เหมือนตาข่ายซึ่งได้จากการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีการกวน โดยจะเหมาะส าหรับการน ามาผลิตเป็นกระดาษ
ที่มีคุณภาพสูง และได้มีการเติมแบคทีเรียลเซลลูโลสลงในกระดาษเพ่ือให้กระดาษทนต่อแรงดึงสูง    อีกทั้งยัง
ท าให้กระดาษไม่เกิดการฉีกขาดได้ง่าย (Yamanaka และ Watanabe, 1994) Iguchi และคณะ (2000) 
รายงานว่าเมื่อเติม 15 เปอร์เซ็นต์ของแบคทีเรียลเซลลูโลสลงไปในกระบวนการผลิตกระดาษจะท าให้กระดาษ
ทนต่อการพับสูง เมื่อเปรียบเทียบกับกระดาษเยื่อบริสุทธิ์ นอกจากนี้ โมดูลัสของยัง (Young's modulus) 
เพ่ิมข้ึนจาก 2.0 เป็น 3.5 (GPa) 

Yoskantho และคณะ (2012) ได้ศึกษาแผ่นเซลลูโลสส าหรับผลิตเป็นกระถางย่อยสลายได้โดยใช้
แบคทีเรีย Acetobacter xylinum  พบว่าแผ่นเซลลูโลสที่เหมาะสมในการขึ้นรูปมากที่สุดคือ แผ่นที่มีความ 
หนา 1 เซนติเมตร อบครั้งที่ 1 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง รับภาระได้ที่ 148.60 
นิวตัน มีระยะยืดอยู่ที่ 35 มิลลิเมตร จากนั้นน าไปกดลงแม่พิมพ์เพ่ือขึ้นรูปโดยใช้เครื่องกดไฮดรอลิก ด้วยแรง 
120 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร บนพื้นที่ 17×17 เซนติเมตร กดค้างไว้เป็นเวลา 2 นาที และน ากระถางที่ขึ้น
รูปสมบูรณ์แล้วไปอบซ้ าด้วยอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง เพ่ือให้กระถางคงรูปใช้งานได้จริง 
และมีอัตราการคืนสภาพน้อยที่สุดโดยที่แผ่นที่เลือกนี้มีอัตราการคืนสภาพเท่ากับร้อยละ 5 

 
กำรประยุกต์ใช้ในด้ำนกำรแพทย์และเภสัชกรรม 

แบคทีเรียลเซลลูโลสยังมีอีกหนึ่งลักษณะพิเศษ คือ มีการคัดเลือกที่ต่ า และยอมให้ของเหลวพวกน้ า 
และสารละลายอ่ืนที่ละลายในน้ าผ่าน เช่น กลูโคส ซูโครส เอธานอล สารละลาย NaCl และ KCl นอกจากนี้ 
เซลลูโลสจากแบคทีเรียยังมีความโปร่งใส ท าให้สามารถสังเกตการเปลี่ยนแปลงของบาดแผลได้ตลอดการรักษา 
ไม่ต้องเปิดบาดแผล ลดโอกาสเสี่ยงจากการติดเชื้อลง แบคทีเรียลเซลลูโลสน ามาประยุกต์ใช้กับผลิตภัณฑ์ทาง
เภสัชกรรมหลายรูปแบบ อาทิ ผิวหนังเทียม ส าหรับผู้ป่วยบาดแผลไฟไหม้ ผู้ป่วยโรคมะเร็งผิวหนัง แผลเย็บ 
บาดแผลที่บริเวณผิวหนัง บาดแผลเรื้อรัง การลอกผิวหน้า ผู้ได้รับการกรอหน้า และใช้กับผู้บริจาค และผู้รับ
บริจาคผิวหนังจากการปลูกถ่ายผิวหนัง  
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ตำรำงท่ี 1 การพัฒนาและการประยุกต์ใช้งานของแบคทีเรียลเซลลูโลส (Lin และคณะ, 2016) 

องค์ประกอบเพิ่มเติม กำรประยุกต์ใช้งำน 
อนุภาคทองนาโน ใช้เป็นแม่แบบส าหรับการตรึงเอนไซม์และการประดิษฐ์ไบโอเซนเซอร์ 
อนุภาควาเนเดียมออกไซด์นาโน ใช้สารที่ท าให้ความใสและใช้เป็นตัวน าไฟฟ้า 
อนุภาคนิกเกิลนาโน ใช้ในการปรับปรุงคุณสมบัติของแบคทีเรียลเซลลูโลสเพ่ือเป็นวัสดุส าหรับการ

พิมพ์แมกเนโทกราฟีและประยุกต์เป็นเซ็นเซอร์หรือแม้กระทั่งเป็นโครง
เนื้อเยื่อแม่เหล็ก 

อนุภาคเงินนาโน ใช้ส าหรับศัลยกรรมบาดแผลเนื่องจากมีความสามารถต้านเชื้อจุลินทรีย์ได้ 
คาร์บอกซีเมทิลเซลลูโลส มีบทบาทในการปรับเปลี่ยนคุณสมบัติของวัสดุที่ท าจากแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ไฮดรอกซีโพรพิลเมทิลเซลลูโลส ใช้ในการปรับปรุงความสามารถการคืนน้ าของแบคทีเรียลเซลลูโลสใน

ระหว่างการหมัก 
โซเดียมคาร์บอเนต เมื่อผสมกับแบคทีเรียลเซลลูโลสจะให้เป็นสารที่มีความคงตัวสูงซึ่งเป็นปัจจัย

ส าคัญในการผลิตกระดาษ 
ไซโลกลูแคน เมื่อน ามารวมกับแบคทีเรียลเซลลูโลสจะท าให้เกิดเป็นผลึกขนาดนาโนส่งผล

ให้พ้ืนผิวเรียบ 
ยา เมื่อน ายามารวมกับแบคทีเรียลเซลลูโลสจะสามารถพัฒนาเป็นวัสดุตกแต่ง

บาดแผลและเป็นตัวน าส่งยาได้ 

แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นชีววัสดุธรรมชาติที่มีการน ามาประยุกต์ใช้ในหลายๆ ด้าน เนื่องจากคุณสมบัติ
ที่แตกต่างจากวัสดุอ่ืนๆ เพราะฉะนั้น เพ่ือตอบสนองต่อความต้องการที่เพ่ิมขึ้นของการใช้แบคทีเรียลเซลลูโลส
ในอุตสาหกรรมต่างๆ ท าให้ประสิทธิภาพในการผลิตจึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญ ด้วยเหตุนี้จึงอาจต้องน ากระบวนการ
วิศวกรรมใหม่ๆ ที่มีประสิทธิภาพสูงเข้ามาประยุกต์ใช้เพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส นอกจากนี้ การศึกษา
เกี่ยวกับพันธุกรรมและชีวเคมีอาจเป็นอีกแนวทางหนึ่งเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน
ระดับชีววิทยาโมเลกุลและยังได้แบคทีเรียลเซลลูโลสตามวัตถุประสงค์เพ่ือเชิงพาณิชย์อีกด้วย 

ได้มีการพัฒนาการผลิตแผ่นฟิล์มโดยใช้แบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ ามะพร้าวกับพอลิเมอร์ธรรมชาติ
เพ่ือท าวัสดุปิดแผล (ศรัณยู และ ชนัญ, 2555) และมีการพัฒนาการผลิตแผ่นฟิล์มที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์จาก
แบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ ามะพร้าว (บุษกร, 2555) แต่ยังไม่มีรายงานการวิจัยการพัฒนาการผลิตแผ่นฟิล์ม
บรรจุภัณฑ์แอคทีฟจากแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง ดังนั้น
งานวิจัยนี้จึงเป็นที่น่าสนใจส าหรับผู้บริโภคยุคดิจิตอลที่ใส่ใจต่อสิ่งแวดล้อม
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำร 

 
3.1 กำรเตรียมน้ ำทิ้งของโรงงำนอุตสำหกรรมประเภทแป้ง 

น าน้ าทิ้งประเภทแป้ง  โดยในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาซาวข้าว (นุชนาฎ และ พิมพ์ชนก, 2562) เป็น
ตัวอย่างเบื้องต้นของน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง เริ่มต้นจากการน าน้ าซาวข้าวที่ได้มา
ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เพ่ือขจัดตะกอนต่างๆ  และน าส่วน
ใส่ที่ได้ไปผ่านการกรองโดยใช้กระดาษกรอง จากนั้นเก็บส่วนใส่ของน้ าซาวข้าวที่ได้น าไปใช้ในการ
เตรียมอาหาร (starchy wastewater medium) น ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อและ
ปรับความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร 

3.2 กำรผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจำกจำกน้ ำทิ้งของโรงงำนอุตสำหกรรมประเภทแป้ง 

ถ่ายกล้าเชื้อ (นุชนาฎ และ พิมพ์ชนก, 2562) ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มอีาหาร starchy wastewater medium ปริมาตร 
50 มิลลิลิตร ซึ่งจะใช้น้ าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการเติมน้ าตาลกลูโคส จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง  (static culture) วิเคราะห์น้ าหนักแห้ง
ของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

3.3 กำรท ำให้แบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์  
เก็บแบคทีเรียลเซลลูโลสออกจากอาหาร แล้วน าไปล้างด้วยน้ าเพ่ือก าจัดองค์ประกอบของ

อาหารและเศษเซลล์ออก จากนั้นน าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสมาต้มด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์(NaOH) ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ที่อุณหภูมิ 90-100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาท ีเพ่ือก าจัด
เซลล์แบคทีเรียออกจากแผ่นเซลลูโลส และน ามาท าให้เป็นกลาง โดยเปิดน้ าไหลผ่านเป็นเวลา 2 วัน  
 
3.4 กำรศึกษำคุณลักษณะทำงกำยภำพของแบคทีเรียลเซลลูโลส  
 น าแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์ที่ได้มาศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพ ดังนี้  

3.4.1 การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope; SEM)  

น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์ ขนาด 5 x 5 มิลลิเมตร วางลงบนที่ใส่ตัวอย่าง (stub) โดย
ใช้คาร์บอนเทปยึดติดตัวอย่าง น าไปเคลือบทองด้วยเครื่อง Rotary-pumped sputter coater รุน่ 
Q150R S ผลิตโดยบริษัท Quorum และวิเคราะห์สัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องกราด (SEM) รุ่น SU5000 ผลิตโดยบริษัท Hitachi ค่าความต่างศักย์ (accelerating voltage) 3.0 
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กิโลโวลต์ จากนั้นน าภาพที่ได้มาวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยการสุ่ม
เส้นใยมาจ านวน 50 ตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม ImageJ version 1.51J8 (Bilgi et al., 2016)  

3.4.2 การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ ( Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy; FT-IR) 

น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์  ขนาด 5 x 5 มิลลิเมตร วางบนแท่นวางตัวอย่างของ
เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปกโทรมิเตอร์ รุ่น NICOLET iS5 ผลิตโดยบริษัท Thermo 
Scientific ที่มี  Attenuated Total Reflectance (ATR) รุ่น iD7 ATR ผลิตโดยบริษัท Thermo 
Scientific เป็นอุปกรณ์เสริม โดยตั้งค่าช่วงวิเคราะห์ที่เลขคลื่น (scan range) 4,000-400 cm-1 ความ
ละเอียด (resolution) 4 cm-1 (Fan et al., 2016) 

3.4.3 การวิเคราะห์ด้วยเอกซ์เรย์ดิฟแฟรกชัน (X-ray diffraction; XRD) 
น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์ 10 x 10 x 2 มิลลิเมตร วางลงบน sample holder โดย

ใช้เทปใสยึดติดตัวอย่าง และใช้ด้านผิวหน้าที่เรียบที่สุดในการวิเคราะห์ น าไปวางในต าแหน่งที่วางสาร
ของเครื่อง X-Ray Diffractometer รุ่น MiniFlex II ผลิตโดยบริษัท Rigaku ซึ่งปรับกระแส 30 มิลลิ
แอมป์ ความต่างศักย์ 40 กิโลโวลต์ ใหกับหลอดก าเนิดรังสี ตั้งค่าอัตราการหมุนของโกนิโอมิเตอร์ที่ 2θ 
และตั้งพิสัยค่ามุมของการเลี้ยวเบนของรังสีเอกซที่ 3-70 องศา ด้วยอัตราเร็ว 2 องศาต่อนาที 
สเปกตรัมท่ีได้เป็นการพล๊อตระหว่างค่า Intensity (Cps.) ในแกน Y และค่ามุม 2-theta (deg.) ใน
แกน X จากนั้นน าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์โครงสร้างผลึก (Crystalline Structure) (Bilgi et al., 2016) 

3.4.4 การวิเคราะห์ด้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential Scanning 
Calorimetry; DSC)  

น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ์ น้ าหนัก 7 มิลลิกรัม ใส่ลงในถาดที่ใช้ส าหรับใส่สาร
ตัวอย่าง (Sample Pan) และน าไปวางบนอุปกรณ์ให้ความร้อน (Furnace) เมื่อเริ่มการทดลอง 
Furnace เริ่มให้ความร้อนแก่ถาด โดยเครื่อง Differential Scanning Calorimetry (DSC) รุ่น STAR 
SW 10.00 ผลิตโดยบริษัท Mettler Toledo ซึ่งใช้สภาวะการวิเคราะห์ดังนี้ 

อุณหภูมิเริ่มต้น   50.0 องศาเซลเซียส (คงที่ไว้ 5 นาที) 
อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ   10.0 องศาเซลเซียสต่อนาที 
อุณหภูมิสุดท้ายเป็น   300.0 องศาเซลเซียส 
อัตราการไหลของแก๊สไนโตรเจน  30.0 มิลลิลิตรต่อนาที  

ผลการวิเคราะห์แสดงในรูปของเทอร์โมแกรมพล็อตระหว่างการเปลี่ยนแปลงฟลักซ์ความร้อน 
(มิลลิวัตต์) กับอุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เมื่อแบคทีเรียลเซลลูโลสได้รับความร้อนเกิดการเปลี่ยนแปลง
สถานะทางโครงสร้างและทางเคมี ท าให้ทราบค่าจุดหลอมเหลว (Melting point) ของแบคทีเรียล
เซลลูโลสได้ (Fan และคณะ, 2016)  
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3.5 กำรศึกษำผลของกำรยับย้ังแบคทีเรียของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

3.5.1 สารสกัด  

สารสกัดที่ใช้ในการทดลองได้แก่ กระชายด า (Kaempferia parviflora), กระบองเพชร 

(Opuntia ficus-indica), พริก (Capsicum frutescens), กระชาย (Boesenbergia rotunda), 

กระเทียม (Allium sativum Linn.), เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.), ดาวเรือง (Targetes 

erecta L.) และ ใบย่างนาง (Tiliacora triandra) จากบริษัท Asian Bioplex จังหวัดชลบุรี ประเทศ

ไทย 

3.5.2 การเตรียมสารละลายไนซิน 

ชั่งไนซิน 0.5 กรัม ละลายในไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.01 M และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 3,000 

g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองที่มีขนาด

รูพรุน 0.2 ไมโครเมตร ทุกขั้นตอนท าในสภาวะปลอดเชื้อ จะได้สารละลายไนซินความเข้มข้น 50,000 

IU/ml-1 เก็บสารละลายไนซินที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (stock solution) 

3.5.3 การเตรียมสารละลายจากสารสกัด 

ชั่งสารสกัด 15 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 30 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 18,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าส่วนใสมากรองผ่านกระดาษกรองที่มีขนาดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร ทุก

ขั้นตอนท าในสภาวะปลอดเชื้อ จะได้สารละลายสารสกัดความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร  

3.5.4 การเตรียมแบคทีเรียลเซลลูโลสในสารละลายไนซินและในสารละลายสารสกัด 

ตัดแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบริสุทธิ๋ให้มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 11.4 มิลลิเมตร น าไปนึ่งฆ่า

เชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที น ามา

แช่ในสารละลายไนซิน ความเข้มข้น 10000, 2500, 1250 และ 625 IU/ml− 1 และน ามาแช่ใน

สารละลายสารสกัดชนิดต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง น ามาล้างด้วยน้ ากลั่น

ปลอดเชื้อและล้างในกลีเซอรอลความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ตามล าดับ จากนั้นน าไปอบ

ให้แห้งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้ าหนักคงที่ เพ่ือใช้ในการทดลองต่อไป 

3.5.5 การทดสอบฤทธิ์การยับยั้งแบคทีเรีย ด้วยวิธี Agar disc diffusion  

เชื้อในการทดสอบมีทั้งหมด 3 สายพันธุ์ ได้แก่ Bacillus cereus, Escherichia coli และ 

Staphylococcus aureus จากภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตร์และเทคโนโลยี
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อุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยศิลปากร โดยน าเชื้อทั้งหมดมาเพาะเลี้ยงบนอาหาร NA (Nutrient agar) 

น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง คัดเลือกโคโลนีเดี่ยวของเชื้อมาเพาะเลี้ยง

ในอาหาร Nutrient Broth (NB) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชื้อ

ทั้งหมดมาปรับความเข้มข้นเท่ากับ 107  จากนั้นใช้ก้านพันส าลีปลอดเชื้อ (sterile cotton swab) จุ่ม

ลงในเชื้อแต่ละชนิด และน ามา swab ลงบนอาหาร NA (Nutrient agar) จ านวน 3 ระนาบ ให้ทั่ว

ผิวหน้าอาหาร ใช้คีมคีบปลอดเชื้อ (sterile forceps) คบีแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีไนซินและมีสาร

สกัด วางลงบนอาหารเพาะเชื้อให้แนบสนิทกับผิวหน้าอาหาร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง อ่านผลโดยวัดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางวงใสที่เกิดขึ้นรอบแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลส 

(inhibition zone) ในหน่วยมิลลิเมตร ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง รายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (mean± SD) 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

4.1 กำรศึกษำคุณลักษณะทำงกำยภำพของแบคทีเรียลเซลลูโลส  
4.1.1 การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 

Microscope; SEM) 
น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้จากอาหาร starchy wastewater medium ซึ่งจะใช้

น้ าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการเติมน้ าตาลกลูโคส โดยเชื้อ Komagataeibacter nataicola 
Li.1 (K. Nataicola Li.1) ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง มาท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) 
เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นวิเคราะห์สัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราดที่
ก าลังขยาย 20,000 เท่า พบว่าเส้นใยของแบคทีเรียลเซลลูโลสเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบนิ่งใน
อาหารเพาะเลี้ยง WWR มีความหนาแน่นของเส้นใยมากและมรีูพรุนระหว่างเส้นใยน้อย เส้นใยเป็นปุ่ม
ในบางต าแหน่ง แสดงดังภาพที่ 3a และจากการวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางด้วยโปรแกรม 
ImageJ เวอร์ชั่น 1.51J8 โดยสุ่มตัวอย่างของเส้นใยมาจ านวน 50 ตัวอย่าง พบว่าขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะแบบนิ่งในอาหารเพาะเลี้ยง WWR มี
ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 31 นาโนเมตร แสดงดังภาพท่ี 3b 

จากผลทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มีขนาดของเส้นใยเล็กกว่าเส้นใย
ที่มาจากฝ้าย ซึ่งมีขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลาง 50-500 ไมโครเมตร (Kim and Triplett, 2001) และ
จากการศึกษาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียในสกุล
เดียวกัน พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย Komagataeibacter xylinus ในอาหาร 2 ชนิด คือ 
HS และ CPPE (CPPE คือ เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของเส้นใยแตกต่างกัน เท่ากับ 60 และ 50 นาโนเมตร ตามล าดับ แม้ว่าเชื้อที่ใช้ในการผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสจะเป็นเชื้อสายพันธุ์เดียวกัน แต่เนื่องจากอาหารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงแตกต่างกัน จึงส่งผลให้
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มีขนาดที่แตกต่างกัน (Fan et al., 
2016) 
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ภำพที่ 3 ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. nataicol ในอาหาร WWR   

ที่สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) 
ที่ก าลังขยาย 20,000 เท่า (a) และ ผลการวิเคราะห์ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใย
แบคทีเรียลเซลลูโลส (b) 
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4.1.2 การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ (Fourier Transform 
Infrared Spectroscopy; FT-IR) 

น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol Li.1 ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง ใน
อาหารเพาะเลี้ยง WWR มาท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นวิเคราะห์
หมู่ฟังก์ชัน แสดงดังภาพที่ 4 พบแถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น (wavenumber) 3,600-3,000     
cm-1 มีลักษณะเป็นพีคกว้าง (broad peak) เกิดจากการยืดของหมูไ่ฮดรอกซิล (–OH group) ของ
โมเลกุลน้ าตาลกลูโคส ซึ่งซ้อนทับกับแถบการสั่นแบบไม่สมมาตร (asymmetrical stretching) ของ
หมู่เมททิล (–CH3 group) จึงปรากฏการดูดกลืนเพียงเล็กน้อยในช่วงเลขคลื่น 2,900-2,800 cm-1 แถบ
การดูดกลืนที่ต าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 1,427 cm-1 เกิดการสั่นที่ผิดปกติแบบไม่สมมาตรของเมททิล 
(–CH3) และเมทิลีน (–CH2) แถบการดูดกลืนที่ต าแหน่งเลขคลื่นประมาณ 1,161 cm-1 เกิดจากการสั่น
แบบไม่สมมาตร (asymmetrical stretching) ของ C–O นอกจากนี้ แถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 
1,076-1,023 cm-1 ซ่ึงเกิดจากการสั่นของพันธะ C–O–C  ของ Anhydroglucose พีคท่ีปรากฏที่
ต าแหน่งเลขคลื่น 1,150 cm-1 แสดงถึงพันธะ C–C และพีคที่ปรากฏที่ต าแหน่งเลขคลื่น 903 cm-1 เกิด
จากการสั่นแบบยืดของ C–O–C ของพันธะไกลโคซิดิก (glycosidic bond) ชนิด ß-(1,4) ที่ต าแหน่ง

เลขคลื่น 3,240 และ 750 cm-1 เป็นแถบสัญญาณของผลึกเซลลูโลสชนิด Iα และท่ีต าแหน่งเลขคลื่น 
3,270 และ 710 cm-1 เป็นแถบสัญญาณของผลึกเซลลูโลสชนิด Iß ซึ่งทั้ง 2 สัญญาณเป็น 
Polymorphisms ซึ่งอยู่ในรูปของเซลลูโลล (Barud et al., 2008; Santos et al., 2015) จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง 
ในอาหารเพาะเลี้ยง WWR พบแถบการดูดกลืนที่ต าแหน่งส าคัญดังนี้ ที่ต าแหน่งเลขคลื่นในช่วง 3,600-
3,000 cm-1 การดูดกลืนเล็กน้อยในช่วงเลขคลื่น 2,900-2,800 cm-1 และการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 
1,076-1,023 cm-1 ซึ่งเป็นหมู่ฟังก์ชันของ –OH, –CH และ C–O–C ตามล าดับ ซึ่งเป็นการสั่นของ
พันธะที่ยืนยันได้ว่าเป็นแถบสัญญาณของแบคทีเรียลเซลลูโลส (Gomes et al., 2013) และจาก
วิเคราะห์หมู่ฟังก์ชันของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากแบคทีเรียในสกุลเดียวกัน พบว่าแบคทีเรียล
เซลลูโลสที่ผลิตโดย Komagataeibacter xylinus ในอาหารเพาะเลี้ยง 2 ชนิด คือ HS และ CPPE 
(CPPE คือ เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) พบแถบการดูดกลืนส าคัญที่ต าแหน่งเลข
คลื่นประมาณ  3353, 2898, 1163 และ 1066 cm−1 ทั้งสองสูตรอาหารที่เพาะเลี้ยง (Fan และคณะ, 
2016) 
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4.1.3 การวิเคราะหด์้วยเอกซ์เรย์ดิฟแฟรกชัน (X-ray diffraction; XRD) 
น าแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง ในอาหาร

เพาะเลี้ยง WWR มาท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dry) เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นวิเคราะห์การ
เลี้ยวเบนรังสีเอกซ์ แสดงดังภาพที่ 5 พบว่าการเพาะเลี้ยงแบบนิ่งในอาหารเพาะเลี้ยง WWR ปรากฏ
พีคเอกลักษณ์เกิดขึ้นสองต าแหน่งได้แก่ ต าแหน่งมุมเลี้ยวเบนที่ 2θ เท่ากับ 14.81° และ 23.18°      
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Sheykhnazari และคณะ (2011) ที่รายงานว่า แบคทีเรียลเซลลูโลส
ผลิ ต โ ดย  Gluconacetobacter xylinus ในอาหาร เพาะ เลี้ ย ง  HS ระยะ เ วล า เพาะ เลี้ ย ง 
7, 14 และ 21 วัน ปรากฏพีคเอกลักษณเ์กิดขึน้สองต าแหน่งได้แก ่ต าแหน่งมุมเลี้ยวเบนที่ 2θ เท่ากับ 

14.5◦ และ 22.6◦ และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Fan et al. (2016) พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสผลิต
โดย Komagataeibacter xylinus ในอาหารเพาะเลี้ยง 2 ชนิด คือ HS และ CPPE (CPPE คือ 
เปลือกและกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) ปรากฏพีคเอกลักษณ์เกิดขึ้นสองต าแหน่ง ได้แก่
ต าแหน่งมุมเลี้ยวเบนที่ 2θ  ในช่วง 11.988°-18.187° และ 20.101°-25.589° ทั้งสองสูตรอาหาร 
จากการศึกษาดัชนีความเป็นผลึก (crystallinity index; CI) ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย 
K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี้ยง WWR ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง พบว่ามีความเป็นผลึก
ประมาณ 72 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งความเป็นผลึกที่สูงส่งผลให้แบคทีเรียลเซลลูโลสมีความแข็งแรง ทนต่อ
ความร้อน และทนต่อสารเคมีบางชนิด       
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4.4 การวิเคราะห์ด้วยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (Differential Scanning Calorimetry; DSC) 
ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์ (DSC) เป็นเครื่องมือวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางความร้อน

ของสาร เมื่อถูกเพ่ิมหรือลดอุณหภูมิในบรรยากาศท่ีถูกควบคุม ใช้วิเคราะห์จุดหลอมเหลว (melting point) 
อุณหภูมิการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้ว (glass transition temperature) ความเสถียรต่อปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
(oxidation stability) จลนพลศาสตร์ของปฏิกิริยา (reaction kinetics) และความบริสุทธิ์ (purity) งานวิจัยนี้
ใช้ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์เพ่ือวัดความบริสุทธิ์ โดยพิจารณาจากจุดหลอมเหลวของแบคทีเรียล
เซลลูโลสผลิตโดย K. nataicol ภายใต้สภาวะเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง ในอาหารเพาะเลี้ยง WWR ซึ่งสารที่ไม่บริสุทธิ์
จะมีจุดหลอมเหลวต่ า และมีช่วงของการหลอมเหลวกว้าง (Giron, 2002) จากการศึกษาพบว่า จุดหลอมเหลว
ของแบคทีเรียลเซลลูโลสเพาะเลี้ยงแบบนิ่งในอาหาร WWR มีค่าเท่ากับ 140.33 องศาเซลเซียส และมีความ
กว้างของช่วงการหลอมเหลวเท่ากับ 27.71 แสดงดังภาพที่ 6 จากการศึกษาของ Fan et al. (2016) พบว่า
แบคทีเรียลเซลลูโลสผลิตโดย K. xylinus ในอาหาร 2 ชนิด คือ HS และ CPPE (CPPE คือ เปลือกและกากส้ม
ที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม์) แบคทีเรียลเซลลูโลสจากอาหารเพาะเลี้ยง CPPE มีจุดหลอมเหลวเท่ากับ 199.52 
องศาเซลเซียส ในขณะที่แบคทีเรียลเซลลูโลสจากอาหารเพาะเลี้ยง HS มีจุดหลอมเหลวสูงกว่าแบคทีเรียล
เซลลูโลสจากในอาหารเพาะเลี้ยง CPPE เท่ากับ 204.32 องศาเซลเซียส และช่วงการหลอมเหลวของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสทีผ่ลิตในอาหาร HS มีช่วงการหลอมเหลวแคบกว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากอาหาร
เพาะเลี้ยง CPPE ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง CPPE มีสิ่งปนเปื้อนสูง
กว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง HS เนื่องจากอาหารเพาะเลี้ยง CPPE เป็นอาหารเตรียมจาก
เปลือก และกากส้มที่ผ่านการย่อยด้วยเอนไซม ์จึงมีสารอ่ืนปนเปื้อนอยู่ในอาหารและถูกดูดซึมเข้าสู่แบคทีเรียล
เซลลูโลส ท าให้ไม่สามารถล้างก าจัดออกด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์และน้ ากลั่นได้ 

 

ภำพที่ 6 เทอร์โมแกรม DSC ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตโดย K. Nataicol ในอาหารเพาะเลี้ยง 
 WWR ภายใตส้ภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง 
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4.2 กำรทดสอบฤทธิ์กำรยับยั้งแบคทีเรีย  

4.2.1 กำรยับย้ังกำรเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจำกน้ ำซำวข้ำวที่มีสำรไนซิน 

จากการศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มี ไนซินความ

เข้มข้น 10000, 2500, 1250 และ 625 IU/ml− 1 โดยใช้แบคทีเรียแกรมบวกสองสายพันธุ์ (B. cereus และ S. 

aureus) และแบคทีเรียแกรมลบหนึ่งสายพันธุ์ (E. coli) ซ่ึงพิจารณาจากขนาดของวงใสการยับยั้ง เมื่อทดสอบ

ด้วยการดัดแปลงวิธี Agar disc diffusion แสดงตารางที่ 2 และ ภาพที่ 7, 8 และ 9 พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลส

จากน้ าซาวข้าวที่มีไนซินความเข้มข้น 10,000 IU/ml− 1 สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus และ S. 

aureus มีขนาดวงใสการยับยั้งเท่ากับ 4.97 และ 2.75 มิลลิเมตร ตามล าดับ ขณะที่ไนซินความเข้มข้น 1,250 

IU/ml− 1 สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus และ S. aureus มีขนาดวงใสการยับยั้งเท่ากับ 1.33 และ 

0.77 มิลลิเมตร ตามล าดับ นอกจากนี้ พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีไนซินทุกความเข้มข้นไม่

สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli เนื่องจากเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  
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ตำรำงท่ี 2 ผลการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีความเข้มข้นไนซิน 

ควำมเข้มข้นไนซิน 
(IUml-1) 

ขนำดวงใสของกำรยับย้ังกำรเจริญ 
(ค่ำเฉลี่ย± ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน, มิลลิเมตร) 

B. cereus* E. coli* S. aureus* 
0 0 0 0 

1,250 0 0 0 
2,500 1.33 ± 0.750 0 0.77 ± 0.077 
10,000 4.97 ± 0.860 0 2.75 ± 0.068 

*ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

                                

        
ภำพที่ 7 ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Bacillus cereus โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีความเข้มข้นไนซิน 0 (A),    

           10000 (B), 2500 (C), 1250 (D) และ 625 (E) IU ml− 1   

 

A B

D C E 
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ภำพที่ 8  ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Escherichia coli โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีความเข้มข้นไนซิน 0 (A),   

            10000 (B), 2500 (C), 1250 (D) และ 625 (E) IU ml− 1 

                           

                    
ภำพที่ 9 ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Staphylococcus aureus โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีความเข้มข้นไนซิน 0 

(A), 10000 (B), 2500 (C), 1250 (D) และ 625 (E) IU ml− 1 

A 

D C E 

B

A B

D C E 
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4.2.2 กำรยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจำกน้ ำซำวข้ำวท่ีมีสำรสกัดจำกพืช 

จากการศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจาก

พืช 8 ชนิด ได้แก่ กระชายด า (Kaempferia parviflora), กระบองเพชร (Opuntia ficus-indica), พริก 

(Capsicum frutescens), กระชาย (Boesenbergia rotunda), กระเทียม (Allium sativum Linn.), เปลือก

มังคุด (Garcinia mangostana L.), ดาวเรือง (Targetes erecta L.) และ ใบย่างนาง (Tiliacora triandra) 

โดยใช้แบคทีเรียแกรมบวกสองสายพันธุ์ (B. cereus และ S. aureus) และแบคทีเรียแกรมลบหนึ่งสายพันธุ์ 

(E. coli) ซึ่งพิจารณาจากขนาดของวงใสการยับยั้ง เมื่อทดสอบด้วยการดัดแปลงวิธี Agar disc diffusion 

แสดงตารางที่ 3 และ ภาพที่ 10, 11 และ 12 พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจาก

ดาวเรือง (Targetes erecta L.) ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร สามารถยับยั้งการเจริญของ B. 

cereus, E. coli และ S. aureus มีขนาดวงใสการยับยั้งเท่ากับ 8.61, 12.25 และ 0.60 มิลลิเมตร ตามล าดับ 

สารสกัดจากพริก  (Capsicum frutescens) , กระชาย  (Boesenbergia pandurata)  และใบย่างนาง 

(Tiliacora triandra) สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus และ E. coli สารสกัดจากกระบองเพชร  

(Opuntia ficus-indica) และกระเทียม (Allium sativum Linn.) สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus, 

และ S. aureus ขณะที่กระชายด า (Kaempferia parviflora) และเปลือกมังคุด (Garcinia mangostana 

L.) สามารถยับยั้งการเจริญได้เพียง B. cereus และ E. coli ตามล าดับ และจากศึกษาคุณสมบัติการยับยั้ง

แบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจากพืช 8 ชนิด พบว่า S. aureus สามารถทน

ต่อการยับยั้งโดยสารสกัดจากพืชมากที่สุด และ E. coli ตามล าดับ 

 ตำรำงท่ี 3 การยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียโดยแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจากพืช 

ชนิดของพืช 
ขนำดวงใสของกำรยับย้ังกำรเจริญ 

(ค่ำเฉลี่ย± ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน, มิลลิเมตร) 
B. cereus* E. coli* S. aureus* 

กระชายด า Kaempferia parviflora) 8.14 ± 0.092 0 0 
กระบองเพชร  (Opuntia ficus-indica) 2.04 ± 0.849 0 0.57 ± 0.580 
พริก  (Capsicum frutescens) 11.78 ± 1.648 11.22 ± 0.915 0 
กระชาย  (Boesenbergia pandurata) 8.71 ± 0.535 14.53 ± 1.450 0 
กระเทียม  (Allium sativum Linn.) 7.63 ± 0.549 0 2.96 ± 1.697 
เปลือกมังคุด (Garcinia mangostana L.) 0 12.25 ± 1.721 0 
ดาวเรือง  (Tagetes erecta L.) 8.61 ± 1.094 12.25 ± 3.706 0.60 ± 0.779 
ใบย่างนาง (Tiliacora triandra) 11.49 ± 0.782 9.23 ± 0.621 0 

*ข้อมูลที่แสดงเป็นค่าเฉลี่ยจาก 3 การทดลอง ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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ภำพที่ 10 ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Escherichia coli โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีสารสกัดกระชายด า (A),         

          กระบองเพชร (B), พริก (C), กระชาย (D), กระเทียม (E), เปลือกมังคุด (F), ดาวเรือง (G) และใบย่าง

นาง (H) ที่ความเข้ม 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และแบคทีเรียลเซลลูโลสในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ (Co) 

Co BA 

C E D 

F H G 
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ภำพที่ 11 ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Staphylococcus aureus โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีสารสกัดกระชายด า  

(A), กระบองเพชร (B), พริก (C), กระชาย (D), กระเทียม (E), เปลือกมังคุด (F), ดาวเรือง (G) และใบ

ย่างนาง (H) ที่ความเข้ม 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และแบคทีเรียลเซลลูโลสในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ 

(Co) 

 

Co BA 

C E D 

F H G 
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ภำพที่ 12 ฤทธิ์ต้านการเจริญของ Bacillus cereus โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีสารสกัดกระชายด า (A), 

กระบองเพชร (B), พริก (C), กระชาย (D), กระเทียม (E), เปลือกมังคุด (F), ดาวเรือง (G) และใบย่าง

นาง (H) ที่ความเข้ม 500 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และแบคทีเรียลเซลลูโลสในน้ ากลั่นปราศจากเชื้อ (Co)   
 

 

 

Co BA 

C E D 

F H G 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
จากการศึกษาคุณลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ ในอาหารเพาะเลี้ยง WWR 

ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง พบว่ามีค่าเฉลี่ยเส้นผ่านศูนย์กลางของเส้นใยแบคทีเรียลเซลลูโลส เท่ากับ 
31 นาโนเมตร มีดัชนีความเป็นผลึกมีค่าประมาณ 72 เปอร์เซ็นต์ จุดหลอมเหลว 140.33 องศาเซลเซียส  เมื่อ
น าแผ่นฟิล์มแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้มาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียพบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าซาว

ข้าวที่มีไนซินสามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus and S. aureus ได้ ในขณะที่แบคทีเรียลเซลลูโลสจาก
น้ าซาวข้าวที่มีสารสกัดจากดาวเรือง (Targetes erecta L.) สามารถยับยั้งการเจริญของ B. cereus, E. coli 
และ S. aureus ได้ จากการศึกษาแสดงให้เห็นว่า น้ าซาวข้าวที่ไม่ผ่านการปรับสภาพสามารถใช้เป็นแหล่ง
คาร์บอนที่มีต้นทุนต่ า เพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ และสามารถน าไปพัฒนาเป็นแผ่นฟิล์มบรรจุภัณฑ์แอค
ทีฟ ก็มีความสามารถในการยังยั้งเชื้อก่อโรคบางชนิดได้  
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ภำคผนวก  
กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อและสำรเคมี 

 
อำหำรเลี้ยงเชื้อน้ ำซำวข้ำว (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  
 น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ าซาวข้าวที่มีความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมด        (total 
sugar) เท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 4.5 ด้วยกรด   ซิตริกความ
เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วย
ความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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