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บทคัดย่อ 

แบคทีเรียลเซลลูโลส เป็นผลิตภัณฑ์ได้จากแบคทีเรียบางชนิด มีความบริสุทธิ์สูง มี
ประสิทธิภาพส าหรับน าไปใช้ในทางการแพทย์และในอุตสาหกรรมต่าง ๆ งานวิจัยนี้คัดแยกแบคทีเรีย
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากผลไม้ ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ในอาหารเพาะเลี้ยงสูตร Yeast Extract (YE) และ Schramm and Hestrin 
(SH) ตลอดจน ประเมินสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยใช้น้ าซาวข้าว (water 
from washing rice; WWR) ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพเป็นแหล่งคาร์บอนในอาหารเพาะเลี้ยง ผลการ
ทดลองพบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ Li1 คัดแยกได้จากแอปเปิ้ล (Malus pumila) ถูกจ าแนกเป็น
แบคที เ รี ย ส า ย พัน ธุ์  Komagataeibacter (Gluconacetobacter) nataicola ส าม า ร ถผลิ ต
แบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี้ยง SH ที่สภาวะการ
เพาะเลี้ยงแบบนิ่ง และได้สภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง 
WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  ที่ความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร ความเข้มข้น
ของกล้าเชื้อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พีเอช 4.5 และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 13 วัน  
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ที่มำและควำมส ำคัญ 
      แบคทีเรียลเซลลูโลส (Bacterial cellulose) เป็นเส้นใยนาโนพอลิเมอร์ธรรมชาติที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง
ประมาณ 50 นาโนเมตร ประกอบด้วยหน่วยของกลูโคสประมาณ 2,000-18,000 หน่วย เชื่อมต่อกันด้วย
พันธะเบต้า (1-4) ไกลโคซิดิค ซึ่งเกิดจากสังเคราะห์ของแบคทีเรียบางชนิด โดยเซลลูโลส (cellulose) ที่มาจาก
แบคทีเรียจะมีคุณสมบัติแตกต่างจากเซลลูโลสที่ได้จากพืชและผลไม้ เช่น มีเส้นใยขนาดเล็กกว่าเส้นใยจากพืช
ชั้นสูง และเม่ือเทียบกับเส้นใยสังเคราะห์ประมาณ 10-1,000 เท่า และ 100 เท่า ตามล าดับ มีความบริสุทธิ์สูง 
ไม่มีการเจือปนของเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ลิกนิน (lignin) และเพกทิน (pectin) เหมือนเซลลูโลสที่ได้
จากพืชและผลไม้ และมีความเป็นผลึกสูง ซึ่งในกระบวนการสกัดเซลลูโลสทั้งจากพืชและผลไม้ จะต้องใช้
กรรมวิธีทางเคมีในการก าจัดสารลิกนิน และการฟอกสีเซลลูโลส ท าให้ต้องใช้สารเคมีและพลังงานจ านวนมาก 
ส่งผลกระทบโดยตรงต่อสิ่งแวดล้อม ประกอบกับในปัจจุบันจ านวนป่าไม้ลดลงอย่างต่อเนื่อง ท าให้เกิดปัญหา
ขาดแคลนแหล่งวัตถุดิบในการผลิตเซลลูโลสที่มาจากพืช และเม่ือมีการน ามาใช้ในระดับอุตสาหกรรม พบว่า
เกิดปัญหาหลายด้าน เช่น ราคาของวัตถุดิบที่ไม่แน่นอนขึ้นกับสภาวะของตลาด รวมทั้งบางครั้งคุณภาพของ
วัตถุดิบก็ไม่เป็นไปตามต้องการ ในการผลิตเซลลูโลสแบบดั้งเดิมจะใช้น้ าตาล เช่น กลูโคส (glucose), ฟรุกโตส 
(fructose) และซูโครส (sucrose) เป็นแหล่งคาร์บอน (carbon source)  จึงมีความพยายามเป็นอย่างยิ่งใน
การหาแหล่งคาร์บอนราคาถูกเพื่อผลิตเซลลูโลสจากแหล่งอื่นๆ เช่น น้ าเสียจากโรงงานผลิตกระดาษ เศษ
อาหาร และน้ าเสียหลักจากการหมักไขมัน (Huang และคณะ, 2010) เป็นต้น ซึ่งล้วนแล้วเป็นของเสียที่ส่งผล
กระทบต่อสิ่งแวดล้อม หากปล่อยสู่ธรรมชาติโดยไม่ได้รับการบ าบัด อีกท้ังคุณสมบัติทางเคมีกายภาพ 
(physicochemical) ของแบคทีเรียลเซลลูโลสดังที่กล่าวไว้ข้างต้น จึงมีความน่าสนใจเพ่ือเป็นวัสดุทางเลือก
ใหม่ส าหรับทดแทนพลาสติกในบางอุตสาหกรรมและน าไปประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ เพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์
สูงสุด เช่น ด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกและกระดูกอ่อน, การซ่อมแซมเนื้อเยื่อ, เส้นเลือดเทียม และจอภาพ
อิเล็กทรอนิกส์ เป็นต้น 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความคิดในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสพร้อมทั้งแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมไปด้วย โดย
การน้ าทิ้งประเภทแป้ง (starchy wastewater) มาใช้ในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่งได้มาจากโรงงาน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น โรงงานผลิตแป้งส าหรับประกอบอาหาร โรงงานขนมจีน เป็นต้น รวมทั้งน้ าซาวข้าว 
(water from washing rice) ซึ่งเป็นน้ าที่ได้จากการซาวข้าว ซึ่งหากปล่อยลงสู่แม่น้ าจะท าให้น้ าเน่าเสียและยัง
เป็นการลดต้นทุนการผลิต อีกท้ังยังได้ใช้ความรู้ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพมาช่วยในกระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่สามารถน าไปประยุกต์ในงานด้านต่างๆ ได้ และสุดท้ายยังสามารถช่วยลดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมได้อีกทางหนึ่งด้วย 
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1.2  วัตถุประสงค์ 
1. คัดแยกเชื้อท่ีผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง 

2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรม

ประเภทแป้ง 

1.3 ขอบเขตในกำรศึกษำ 
1. คัดแยกเชื้อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง 
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้งของโรงงานอุตสาหกรรม

ประเภทแป้งโดยศึกษาปัจจัยต่างๆ เช่น ชนิดของแหล่งอาหาร สัดส่วนของกล้าเชื้อ และเวลาที่ใช้ใน
การผลิต เป็นต้น 
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 แบคทีเรียลเซลลูโลส (bacterial cellulose) 

      แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นสารชีวโมเลกุลประเภทคาร์โบไฮเดรตชนิดโฮโมโพลีแซคคาไรด์เชิงเส้น มี

ลักษณะเป็นโฮโมพอลิเมอร์ที่ไม่มีกิ่งก้าน (unbranched) ประกอบไปด้วยหน่วยย่อยของกลูโคสที่เชื่อมต่อกัน

ด้วยพันธะบีตา (1,4) ไกลโคซิดิก ซึ่งผลิตได้จากแบคทีเรียบางสายพันธุ์ (Bodin และคณะ, 2011) มีค่า Degree 

of polymerization (DP) อยู่ในช่วงระหว่าง 2000-6000 (Jonas และ Farah, 1998) แต่ในบางครั้งอาจพบ

อยู่ในช่วงระหว่าง 16,000-20,000 (Watanabe และคณะ, 1998) โมเลกุลของเซลลูโลสมีลักษณะเป็นเส้นยาว 

แต่ละเส้นเรียงขนานกันและเชื่อมกันด้วยพันธะไฮโดรเจน รวมกันเป็นมัดมีลักษณะเป็นเส้นใยเล็กๆ เรียกว่า 

ไฟบริล (fibril) (Ul-Islam และคณะ, 2012) โดยทั่วไปจะไม่พบเซลลูโลสที่เรียงตัวเป็นเส้นเดียวแต่จะพบ

เซลลูโลสลักษณะเป็นกลุ่มเรียงตัวขนานและเชื่อมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจนระหว่างคาร์บอนต าแหน่งที่ 3 

ของโมเลกุลหนึ่งกับออกซิเจนอะตอมที่อยู่ในวงแหวนของโมเลกุลอ่ืนอย่างมีระเบียบเรียกว่า ผลึกไมเซล 

(crystalline micelle) แต่ละไมเซลประกอบด้วยโมเลกุลของเซลลูโลสประมาณ 100 โมเลกุล มีลักษณะ

รูปร่างเป็นริบบินหนาในรูปไมโครไฟบริล (microfibril) แสดงดังภาพที่ 1 มีลักษณะเป็นพาราเจล (paragel) 

หมุนไปทางซ้าย ซึ่งจะเกิดจากการเรียงตัวของไมเซลประมาณ 10-20 ไมเซล หรือทับกับเป็นเกลียวรอบแกน

ของเส้นใยโดยมีพันธะไฮโดรเจน 2 ต าแหน่ง ในแต่ละเส้นสายของเซลลูโลส คือ ระหว่างออกซิเจนต าแหน่งที่ 6 

ของน้ าตาลกลูโคสกับหมู่ไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ต าแหน่งที่ 2 ของน้ าตาลกลูโคสโมเลกุลใกล้กัน และ

ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลต าแหน่งที่ 3 กับออกซิเจนในวงแหวนอื่น  

     โครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้มาจากการเพาะเลี้ยงในสภาวะนิ่ง และในสภาวะที่มีการกวน 

จากการวิเคราะห์โดยใช้การหักเหรังสีเอกซ์ (X-ray) พบว่ามีผลึก 2 รูปแบบ คือ cellulose I (ribbon-like 

polymer) และ cellulose II (thermodynamically stable polymer) แสดงดังภาพที่ 2  (Chawla และ

คณะ, 2009) แบคทีเรียเซลลูโลมีโครงสร้างแบบ cellulose I เป็นองค์ประกอบหลักประมาณ 60 เปอร์เซ็นต์ 

ซึ่งแตกต่างจากโครงสร้างของพืชชั้นสูงที่เป็นแบบ cellulose II ซึ่งจะมีความแข็งแรงกว่า cellulose I 

โครงสร้างทั้งสองแบบนี้จะพันกันเป็นเกลียว (ribbon) รวมตัวกันเป็นเส้นใยไมโครไฟบริลที่มีขนาดแตกต่างกัน 

ซึ่งมีขนาดความกว้าง 70-80 นาโนเมตร และหนา 3-4 นาโนเมตร ในขณะที่เส้นใยเซลลูโลสที่ได้มาจากพืช

ชั้นสูงใหญ่กว่า 10-1000 เท่า แต่โครงสร้างทางโพลิเมอร์ของแบคทีเรียเซลลูโลสจะขึ้นอยู่กับการสังเคราะห์

และกลไกการควบคุมของจุลินทรีย์ ดังแสดงในตารางที่ 1 (Jonas และ Farah, 1998) เซลลูโลสที่สร้างขึ้นมี

หน้าที่ปกป้องและรักษาระดับน้ าและออกซิเจนภายในเซลล์ (Cook และ Covin, 1980)  
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ภาพที่ 1 ลักษณะโครงสร้างโดยรวมของแบคทีเรียลเซลลูโลส (ดัดแปลงมาจาก Sulaeva และคณะ, 2015) 
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ตารางที่ 1 โครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลสจากจุลินทรีย์แต่ละชนิด (ดัดแปลงมาจาก Jonas และ Farah, 

1998) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 โครงสร้างของ Cellulose I  และ Cellulose II  (Credou และ Berthelot, 2014) 

 

 

สกุล (Genus)  โครงสร้ำงเซลลูโลส (Cellulose structure) 

Acetobacter  เป็นแผ่นที่เกิดจากเส้นใย 

Achromobacter  เส้นใย 

Aerobacter  เส้นใย 

Agrobacterium  เส้นใยสั้นๆ 

Alcaligenes เส้นใย 

Pseudomonas  เส้นใยบางๆ 

Rhizobium  เส้นใยสั้นๆ 

Sarcina  ไม่มีรูปร่างแน่นอน 

Zoogloea  ไม่ทราบแน่ชัด  

Cellulose I       Cellulose II 

 

http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJulie%20Credou
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AThomas%20Berthelot
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      โดยทั่วไปองค์ประกอบทางเคมีของแบคทีเรียลเซลลูโลสประกอบด้วย ไขมัน น้ า สารเยื่อใย โปรตีน 

เถ้า และคาร์โบไฮเดรต 0.06, 94.6, 1.15, 0.84, 0.10, และ 3.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Guzman และคณะ, 

1982) นอกจากนี้ยังพบแร่ธาตุต่างๆ ประกอบด้วยแคลเซียม ฟอสฟอรัส และไนอาซีน 0.520 0.570 และ 

0.022 เปอร์เซ็นต์ ตามส าดับ (สมคิด ธรรมรัตน์, 2530) แบคทีเรียลเซลลูโลสสามารถละลายได้ในสารละลาย

กรดซัลฟูริกและกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น โดยกรดจะไปย่อยสลายพันธะไฮโดรเจนของแบคทีเซลลูโลส แต่จะ

ไม่ละลายในน้ าเดือด ในสารละลายที่เป็นด่าง แอลกอฮอล์ และอะซิโตน 

2.2 แบคทีเรียท่ีผลิตเซลลูโลส       

จากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและคุณสมบัติทางโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลส พบว่ามี

องค์ประกอบทางเคมีและคุณสมบัติทางโครงสร้างเหมือนกับเซลลูโลสที่มาจากพืช แม้ว่าจะสามารถผลิตได้จาก

จุลินทรีย์บางสายพันธุ์ เช่น เชื้อรา แบคทีเรีย และสาหร่าย โดยในสาหร่ายจะพบในสาหร่ายสีเขียวซึ่ง

ประกอบด้วยเซลลูโสล (cellulose) และไซแลน (xylan) ซึ่งอาจจะท าหน้าที่เป็นโครงสร้างของผนังเซลล์ และ

ในสาหร่ายสีน้ าตาล (Phaeophyta) พบในปริมาณน้อย ส่วนใหญ่จะพบในสาหร่ายสีแดง (Rhodophyta) และ

สาหร่ายสีทอง (Chrysophyta (Chrysophytes)) (Occurrence, 1991) เชื้อราจะพบอยู่ในผนังเซลล์ชั้นใน

เชื่อมกันด้วยพันธะ  ß-1,3 หรือ ß-1,6 D-glucan คิดเป็นประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ ของน้ าหนักผนังเซลล์แห้ง 

(Isizawa, 1976) ส่ วนแบคที เ รี ยจะพบทั้ ง ในแบคที เ รี ย แกรมบวกและแบคที เ รี ย แกรมลบ เช่ น 

Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Gluconacetobacter, 

Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Dickeya และ  Rhodobacter ( Brown, 2004 ; Deinema และ 

Zevenhuizen, 1971; Morgan และคณะ, 2013; Jahn และคณะ, 2011) ซึ่งจากการศึกษา พบว่าแบคทีเรีย

ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสสูงสุดคือ  A. xylinum (Brown, 1987; Gromet-Elhanan และคณะ, 

1963; Geyer และคณะ, 1994a, b) A. hansenii (Jung และคณะ, 2005; Park และคณะ, 2003) และ A. 

pasteurianus (Yoshino และคณะ, 1996)   

      Acetobacter xylinum (A. xylinum) เป็นแบคทีเรียในวงศ์ Acetobacteraceae ประกอบด้วย 6 

ส กุ ล  คื อ  Acetobacter, Acidomona, Asaia, Gluconacetobacter, Gluconobacter และ  Kozakia            

A. xylinum ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียในกลุ่ม Acetobacter เป็นแบคทีเรียแกรมลบ  (Gram negative 

bacteria) รูปร่างเป็นท่อน (rod shape) เซลล์มีลักษณะรูปร่างรีจนถึงเป็นท่อนตรงหรือโค้ง ขนาดของเซลล์

กว้างประมาณ 0.6-0.8 ไมครอน ยาวประมาณ 1.0-4.0 ไมครอน เคลื่อนที่ด้วยแฟลกเจลลารอบเซลล์หรือ 

แฟลกเจลลาที่ขั้วเซลล์ โคโลนีของ Acetobacter sp. มีสีชมพู่เนื่องจากมีการสังเคราะห์สารพอร์ไฟรินส์  ไม่
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สร้างสปอร์ (non spore forming bacteria) เจริญได้ในที่มีอากาศ (aerobic bacterial) สามารถออกซิไดซ์ 

เอทานอลเป็นกรดอะซิติก ออกซิไดซ์กรดอินทรีย์ประเภทอะซิเตท และแลคแตทเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และ

น้ า     ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ ไม่ก่อให้เกิดโรค (non pathogen) A. xylinum  เป็นแบคทีเรียที่น ามาใช้ใน

การศึกษากระบวนการสังเคราะห์ขั้นพ้ืนฐานและน ามาประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์ส าหรับการผลิตเซลลูโลส 

เนื่องจากมีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสที่ค่อนข้างสูงประมาณ 1.0 - 4.0 เปอร์เซ็นต์ (w/v) จากการ

เพาะเลี้ยง (Okiyama และคณะ, 1992) และยังสามารถเจริญได้โดยใช้แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนที่แตกต่าง

กัน ดังแสดงตารางที่ 2 

การเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ให้อยู่ในสภาวะที่มีชีวิตรอด มีคุณสมบัติเหมือนเดิม ไม่มีเกิดการ

ปนเปื้อน เพ่ือใช้ปฏิบัติงานในครั้งต่อๆ ไปถือได้ว่าเป็นสิ่งส าคัญยิ่ง เนื่องจากจะช่วยลดระยะเวลาจัดหา       

สายพันธุ์จุลินทรีย์ที่ต้องการ โดยทั่วไปจะใช้วิธีการเก็บรักษาการแตกต่างกัน เช่น การแช่แข็งในกลีเซอรอลหรือ

ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) และการเก็บในรูปแบบแห้งเป็นผง จากการศึกษาของ Wiegand และ Klemm 

(2006) พบว่าการเก็บ A. xylinum โดยการแช่แข็งในกลีเซลรอลจะส่งผลต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิตได้

และส่งผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย และการแช่แข็งใน DMSO พบว่าแบคทีเรียมีอัตราการ

รอดตายสูงและไม่ส่งผลต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิตแบคทีเรีย ส่วนการเก็บในรูปแบบแห้ง พบว่าไม่ส่งผล

กระทบต่อลักษณะทางสัณฐานวิทยาและโครงสร้างของเซลลูโลส แต่แบคทีเรียมีอัตราการรอดตายท่ีต่ า  
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จุลินทรีย์ แหล่งคำร์บอน องค์ประกอบเพิ่มเติม ระยะเวลำเพำะเลี้ยง ผลได้ (g/l) 

A. xylinum BRC 5 กลูโคส เอทานอลและออกซิเจน 50 ชั่วโมง 15.30 

G. hansenii PJK (KCTC 10505 BP) กลูโคส ออกซิเจน 48 ชั่วโมง 1.72 

G. hansenii PJK (KCTC 10505 BP) กลูโคส เอทานอล 72 ชั่วโมง 2.50 

Acetobacter sp. V6 กลูโคส เอทานอล 8 วัน 4.16 

Acetobacter sp. A9 กลูโคส เอทานอล 8 วัน 15.2 

A. xylinum BPR2001 กากน้ าตาล ไม่มี 72 ชั่วโมง 7.82 

A. xylinum BPR2001 ฟรุกโตส วุ้นและออกซิเจน 72 ชั่วโมง 14.10 

A. xylinum BPR2001 ฟรุกโตส วุ้น 56 ชั่วโมง 12.00 

Acetobacter xylinum ssp.  

sucrofermentans BPR2001 
ฟรุกโตส ออกซิเจน 52 ชั่วโมง 10.40 

Acetobacter xylinum ssp.  

sucrofermentans BPR2001 
ฟรุกโตส วุ้นและออกซิเจน 44 ชั่วโมง 8.70 

Acetobacter xylinum E25 กลูโคส ไม่มี 7 วัน 3.34 

Gluconacetobacter xylinus IFO 13773 กลูโคส ลิโนซลัโฟเนต 7 วัน 10.1 

Acetobacter xylinum NUST4.1 กลูโคส โซเดียมอัลจิเนต 5 วัน 6.00 

Gluconacetobacter xylinus IFO 13773 กากน้ าตาล ไม่มี 7 วัน 5.76 

Lactobacillus mali JCM1116 ซูโครส ไม่มี 72 ชั่วโมง 4.20 

ตารางที ่2 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตจากจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่แตกต่างกัน (ดัดแปลงมาจาก Chawla และคณะ, 2009) 
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2.3 กำรสังเครำะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส 

      การสังเคราะห์เซลลูโลสจากสารตั้งต้นมีกระบวนการผลิตที่ซับซ้อนหลายขั้นตอนที่มีความเกี่ยวข้องกับ

ปฏิกิริยาเอนไซม์และโปรตีนควบคุมจ านวนมาก แบคทีเรียลเซลลูโลสจัดเป็น Primary metabolic product 

กลไกการสังเคราะห์เซลลูโลสของ A. xylinum จะมีความคล้ายคลึงกับเซลลูโลสของพืชชั้นสูง ในระหว่างการ

สั ง เคราะห์แบคที เรียต้องการออกซิ เจนและแหล่ งคาร์บอนเ พ่ือใช้ ในปฏิกิ ริ ยาโพลิ เมอไร เซชั่ น 

(Polymerization) มี UDP-Glucose (Uridine diphosphoglucose) เป็นสารตั้งต้น (precursor substance) 

(Ross และคณะ, 1991) ดังสมการ 

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

      กลไกการสังเคราะห์เซลลูโลสของ A. xylinum จัดเป็นกระบวนการเมทาบอลีซึมขั้นสุดท้ายของการใช้

ประโยชน์จากคาร์บอน โดยเกี่ยวข้องกับ pentose phosphate cycle หรือ Krebs cycle ควบคู่ไปกับ

กระบวนการ gluconeogenesis แบคทีเรียดังกล่าวจัดเป็นแบคทีเรียกรดอะซิติก (acetic acid bacteria) จึง

ไม่มีกระบวนการ glycolysis เนื่องจากไม่สามารถสังเคราะห์เอนไซม์ phosphofructose kinase ได้ (Ross 

และคณะ, 1991) 

      กลไกการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสของโดยจุลินทรีย์สามารถเปลี่ยนสารประกอบซึ่งเป็นแหล่ง

คาร์บอน ได้แก่  hexoses, glycerol, dihydroxy acetone, pyruvate และ dicarboxylic acids ไปเป็น

เซลลูโลส โดยสารประกอบต่างๆ จะเข้าสู่ Krebs cycle ในช่วงของ oxaloacetate decarboxylation ไปเป็น 

pyruvate คือเปลี่ยน hexoses ในกระบวนการ gluconeogenesis เช่นเดียวกับแหล่งคาร์บอนตัวอ่ืน สารตั้ง

ต้นของการผลิตเซลลูโลสโดยตรงคือ UDPGlc ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์เดิมของวิถีการผลิตนี้ ซึ่งจะมีในสิ่งมีชีวิตทุก

ชนิดรวมทั้งพืชด้วย และเกี่ยวข้องกับกระบวนการ glucose phosphorylation ซึ่งกลูโคสจะถูกเปลี่ยนไปเป็น 

glucose-6-phosphate (Glc-6-P) โดยเอนไซม์กลูโคไคเนส (glucokinase) จากนั้น glucose-6-phosphate 

ถูกไอโซเมอไรเซชัน (isomerization) ด้วยเอนไซม์ฟอสโฟกลูโคมิวเตส (phosphoglucomutase) เปลี่ยนเป็น 

glucose-1-phosphate แลถูกเปลี่ยนไปเป็น Uridine 5’-diphosphoglucose (UDPGlc) โดยเอนไซม์ตัว

สุดท้ายนี้คือ UDPGlc pyrophosphorylase ซึ่งส่วนส าคัญในการสังเคราะห์เซลลูโลส ในขั้นตอนสุดท้าย 

UDPGlc ถูกสังเคราะห์เป็นแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยเอนไซม์เซลลูโลสซินเตส (cellulose synthase) (Chawla 

และคณะ, 2009) แสดงดังภาพที่ 3 โดยมี cyclic diguanylic acid (c-di-GMP)  เป็นตัวกระตุ้น (activator) 

แสดงดังภาพที่ 4  
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ภาพที่ 3 วิถีของกระบวนการเมทาบอลิซึมของ A. xylinum ในการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส 

CS คือ cellulose synthase, FBP คือ fructose-1, 6-biphosphate phosphatase, FK คือ glucokinase, 

G6PDH คือ glucose -6-phosphatedehydrogenase, 1PFK คือ fructose-1-phosphatekinase, PGI คือ 

phospho glucoisomerase, PMG คื อ  phosphoglucomutase, PTS คื อ  system ofphosphotrans-

ferases, UGP คือ pyrophosphorylase UDPGlc, Fru-bi-P คือ fructose -1,6-biphosphate, Fru-6-P คือ 

fructose-6-phosphate, Glc-6(1)-P คือ glucose-6(1)-phosphate, PGA คือ phosphogluconic acid 

และ UDPGlc คือ uridine diphosphoglucose (Chawla และคณะ, 2009). 

  

      เอนไซม์เซลลูโลสซินเตส หรือ 1,4-ß-D-glucan 4-ß-D-glucosyltransferase ; EC 2.4.1:12 เป็นเอนไซม์

ที่มีบทบาทส าคัญในการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสโดยกระบวนโพลีเมอไรเซชั่น เอนไซม์เซลลูโลสซินเตสที่

สังเคราะห์ข้ึนโดย A. xylinum มีลักษณะเป็น Membrane-bound มีความจ าเพาะต่อ UDP-glucose ซึ่งเป็น

สารตั้งต้นในการสังเคราะห์ ß-glucan chain และ UDP (uridine diphosphoglucose) โดยมี c-di-GMP เป็น

ตัวกระตุ้นการท างานเอนไซม์ ซึ่งสังเคราะห์จาก GTP (guanosine triphosphate) โดยมีเอนไซม์ Diguanylate 

cyclase เป็นตัวเร่ง หรือสังเคาะห์โดยการย่อยสลาย GTP โดยมีเอนไซม์ Phosphodiesterases A และ B เป็นตัวเร่ง 

ดังภาพที่ 5 (Ross และคณะ, 1991) 



11 

   

 

        

 

 

ภาพที่ 4 โครงสร้างของ cyclic diguanylic acid (c-di-GMP) (Ross และคณะ,1991)  

 

 

 

ภาพที่ 5 โมเดลการควบคุมการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสของ A. xylinum (Ross และคณะ,1991) 
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2.4 กำรผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยกระบวนกำรหมัก  

ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลส 

อาหาร สภาวะสิ่งแวดล้อม และผลิตภัณฑ์พลอยได้ (by-product) ที่เกิดขึ้น ล้วนแล้วเป็นปัจจัยที่จะ

ส่งผลกระทบต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยทั่วไปอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนสูงและมีแหล่งไนโตรเจนที่

จ ากัด จะสามารถผลิตโพลีแซคคาไรด์ได้สูงถึง 60-80 เปอร์เซ็นต์ ของแหล่งคาร์บอนที่มีอยู่ในกระบวนการหมัก 

เพราะฉะนั้น การศึกษาสภาวะของอาหารให้เหมาะสมส าหรับการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์จึงเป็นปัจจัยส าคัญ

เพ่ือเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่สูงขึ้น สารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญของเชื้อ ได้แก่ 

คาร์บอน, ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, ซัลเฟอร์, โพแทสเซียม และเกลือแมกนีเซียม (Chawla และคณะ, 2009) ซ่ึง

ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ ตลอดจนการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสมีดังต่อไปนี้ 

แหล่งคาร์บอน (Carbon source) 

คาร์บอนเป็นธาตุที่มีความส าคัญในการสังเคราะห์เซลล์และพลังงาน โดยทั่วไปจุลินทรีย์ที่เจริญใน

สภาวะที่ไม่มีอากาศจะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์เซลล์ ส่วนแบคทีเรียที่เจริญ

ในสภาวะที่มีอากาศจะใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 50-55 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์เซลล์ (Stabury และ 

Whitaker, 1984) ซึ่งในการผลิตแบคทีเรียลเซลูโลสโดยทั่วไปจะใช้กลูโคสและซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน

ส าหรับการผลิต แต่ยังคงมีการศึกษาอย่างต่อเนื่องเพ่ือหาแหล่งคาร์บอนอ่ืน ๆ เช่น ฟรุกโตส มอลโตส ไซโลส 

แป้ง และกลีเซอรอล (Masaoka และคณะ 1993) จากการศึกษาของ Park และคณะ (2003) พบว่าแบคทีเรีย

เซลลูโลสที่ผลิตจาก G. hansenii PJK (KCTC 10505 BP) โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน มีผลได้ 1.72 กรัม

ต่อลิตร และจากการศึกษาของ Son และคณะ (2003) พบว่าแบคทีเรียเซลลูโลสที่ผลิตจาก Acetobacter sp. 

V6 ที่แยกได้จากการหมักน้ าส้มสายชู โดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน มีผลได้ 4.16 กรัมต่อลิตร จึงเห็นได้ว่า

ผลของความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นมีความส าคัญต่อการแบคทีเรียลเซลลูโลส และจากกการศึกษาการผลิต

แบคทีเรียเซลลูโลสที่ความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นเท่ากับ 6 , 12, 24 และ 48 กรัมต่อลิตร พบว่ามีการ

น าไปใช้เท่ากับ 100, 100, 68 และ 28 เปอร์เซ็นต์ ของความเข้มข้นกลูโคสเริ่มต้น ตามล าดับ (Masaoka และ

คณะ, 1993) 

Ishihara และคณะ (2002) ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจาก A. xylinum IFO 15606 โดยใช้

ไซโลสเป็นแหล่งคาร์บอน พบว่ามีผลได้ 3.0 กรัมต่อลิตร Ramana และคณะ (2002) ได้ศึกษาการผลิตแบคที

เรีลเซลลูโลสจาก A. xylinum NCIM 2526 พบว่าซูโครส กลูโคส และแมนนิทอล เป็นแหล่งคาร์บอนที่

เหมาะสมที่ส าหรับการผลิต ต่อมา Nguyen และคณะ (2008) ได้ศึกษาการผลิตแบคทีเรีลเซลลูโลสจาก 
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Gluconacetobacter  xylinus พบว่า แมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอนที่สามารถผลิตแบคทีเรีลเซลลูโลสได้สูง

ที่สุด 

Bae และ Shoda (2005) ได้ศึกษาการผลิตของแบคทีเรียเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 

BPR2001 โดยใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนในการหมักแบบขวด (jar fermenter) พบว่ากากน้ าตาลที่ผ่าน

การปรับสภาพด้วยกรดซัลฟูริกและความร้อนสามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงถึง 76 เปอร์เซ็นต์ ซึ่ง

มากกว่ากากน้ าตาลที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และยังส่งผลให้อัตราการเจริญจ าเพาะเพ่ิมสูงขึ้นเป็นสองเท่า 

นอกจากนั้น ได้ศึกษาความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นในช่วง 23-72 กรัมต่อลิตร ของกากน้ าตาลที่ผ่านการปรับ

สภาพ พบว่าความเข้มข้นของน้ าตาลเริ่มต้นที่ความเข้มข้นต่ าๆ ในกากน้ าตาลส่งผลให้มีการผลิตแบคทีเรียล

เซลลูโลสได้อย่างมีประสิทธิภาพในการหมักแบบขวด 

แหล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) 

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของโปรตีนและในกระบวนการเมเเทบอลิซึมของเซลล์ ซึ่งในเซลล์ของ

แบคทีเรียมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 8-10 เปอร์เซ็นต์ของน้ าหนักแห้ง ความต้องการไนโตรเจน

ของแบคทีเรียแต่ละชนิดแตกต่างกันไป แบคทีเรียบางสายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ในอาหารที่มีสาร

ไนโตรเจนอนินทรีย์ (inorganic nitrogen) แต่บางสายพันธุ์ต้องการสารไนโตรเจนอินทรีย์ (organic nitrogen) 

แหล่งไนโตรเจนอนินทรีย์เป็นสารประเภทก๊าซแอมโมเนียม เกลือแอมโมเนียม และ        ไนเตรท ส าหรับ

แอมโมเนียมซัลเฟต เมื่อแอมโมเนียม ถูกใช้ไปจะท าให้ค่าพีเอชของอาหารเกิดสภาวะเป็นกรดเนื่องจากเกิดการ

สะสมอนุมูลซัลเฟต ก๊าซแอมโมเนียมและไนเตรทเมื่อถูกเมตาโบไลท์และท าให้เกิดสภาวะที่เป็นด่างในอาหาร

เลี้ยงเชื้อ (Stabury และ Whitaker, 1984)  Ramana และคณะ (2002) รายงานว่าการผลิตของแบคทีเรียล

เซลลูโลสจาก A. xylinum โดยใช้เคซีนไฮโดรไลเซตและเปปโตนเป็นแหล่งไนโตรเจนให้ผลได้เท่ากับ 5 และ 

4.8 g/ L ตามล าดับ  

ค่าพีเอช (pH) 

ค่าพีเอชของอาหารเป็นปัจจัยที่ส าคัญที่มีผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเซลลล์และการสังเคราะห์

ผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก (Ohara และคณะ, 1992) และยังผลต่อการท างานของเอนไซม์ในการย่อย

สลายสารอาหาร (Andreyera และ Biryukov, 1973) รวมถึงการยอมให้สารอาหารผ่านเข้าสู่ผนังเซลล์ได้  

Masaoka และคณะ (1993) รายงานว่าค่าพีเอชของอาหารที่มีความเหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส

อยู่ในช่วง 4.0-6.0 แต่หากค่าพีเอชของอาหารลดลงต่ ากว่า 4 จะส่งผลให้การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลดลง 

โดยในระหว่างกระบวนการหมัก พบว่าจุลินทรีย์มีการผลิตกรดกลูโคนิก กรดอะซิติก และกรดแลคติก ส่งผลให้

พีเอชของน้ าหมักลดลง (Kongruang, 2008) 
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Alaban (1962) รายงานว่าค่าพีเอชของอาหารในการเพาะเลี้ยง A. xylinum  ที่พีเอช 4.0-5.0 เป็น
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส ที่ค่าพีเอชต่ ากว่า 3.0 การเจริญเติบโต
ของเชื้อจะลดลง และที่ค่าพีเอชมากกว่า 8.0 เชื้อจะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ส่วนการเติม    กรดอะซิติกใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ 1-10 เปอร์เซ็นต์ นอกจากเป็นการปรับค่าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อแล้วยังช่วยป้องกันการ
ปนเปื้อนจากเชื้อ Aspergillus sp. ได้ เมื่อเติมกรดอะซิติก 1 เปอร์เซ็นต์ และเมื่อเพ่ิมปริมาณกรดเป็น 2 
เปอร์เซ็นต์ จะช่วยป้องกันการปนเปื้อนจากเชื้อ Penicillium sp. และ Bacillus sp. ได้ (จุฬาภรณ์  เลิศบวร
วงศ,์ 2533) 

Kongruang (2008) รายงานว่าการหมักในสภาวะนิ่ง (Static fermentation) โดยใช้ G. xylinus จะ
ท าให้พีเอชของอาหารลดลง เนื่องมาจากกระบวนการหายใจของเซลล์ซึ่งเกี่ยวข้องกับการออกซิเดชันเอทานอล
ไปเป็นกรดอะซิติก และการเปลี่ยนกลูโคสเป็นกรดกลูโคนิก ส่วนการหมักแบบกึ่งกะ (Fed-Batch 
Fermentation) Shezad และคณะ (2010) และ Jagannath และคณะ (2008) รายงานว่าค่า   พีเอสของ
อาหารคงที่เนื่องมีการเติมสารอาหารบางอย่างเพ่ิมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นระยะๆ 

อุณหภูมิ (Temperature) 
อุณหภูมิเป็นปัจจัยส าคัญที่มีผลกระทบต่อทั้งการเจริญเของแบคทีเรียและการผลิตแบคทีเรียล

เซลลูโลส จากการศึกษาพบว่า อุณหภูมิในช่วง 28-30 °C สามารถผลิตแบคทีเรีลเซลลูโลสได้สูงสุด (Gromet-

Elhanan และคณะ, 1963; Hestrin และ Schramm, 1954) Alaban (1962) รายงานว่าในกระบวนการหมัก 

Acetobacter sp. ในอาหารน้ ามะพร้าว ที่อุณหภูมิในช่วง 10-45 °C พบว่าที่อุณหภูมิ       45 °C เชื้อสามารถ

เจริญเติบโตได้ แต่จะไม่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่งการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสจะเริ่มมีการผลิตตั้งแต่

อุณหภูมิ 20 °C จนถึงช่วงอุณหภูมิ 28-32 °C ซึ่งเป็นช่วงที่เชื้อสามารถเจริญเติบโตและผลิตเซลลูโลสใน

ปริมาณสูง เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้นจะเกิดผลเสียต่อคุณสมบัติของเอนไซม์ การเสียสภาพของโปรตีน โครงสร้างของ

แฟลกเจลลา ไรโบโซม โปรโตพลาส และไมโตคอนเดรีย (Kovac และ Subik, 1970) 

ออกซิเจนที่ละลายในน ้า (Dissolved oxygen) 

โดยทั่วไปการสังเคราะห์แบคทีเรียลเซลลูโลสจุลินทรีย์จ าเป็นต้องมีการใช้ออกซิเจนเป็นอย่างมาก 

เพราะฉะนั้นปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อจึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญซึ่งจะเกี่ยวข้องกับ

กระบวนการเมเเทบอลิซึมของเซลล์ และอาจส่งผลต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส (Shirai และคณะ, 1994) 

ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารที่แตกต่างกันอาจมีผลมาจากการเปลี่ยนแปลงอัตราเร็วในการกวน 

(Tantratian และคณะ, 2005) Hwang และคณะ (1999) รายงานว่าปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อสูงเกินไปจะส่งผลให้จุลินทรีย์ใช้กลูโคสซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตกรดกลูโคนิก ท าให้การผลิต
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แบคทีเรียลเซลล์ลูโลสลดลง และหากมีปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเลี้ยงเชื้อต่ าเกินไปจะส่งผลให้

การเจริญของจุลินทรีย์และการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลดลง  

Kouda และคณะ (1997) ได้ศึกษาผลของออกซิเจนและความดันของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในการ
ผลิตของแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย Acetobacter ในสภาวะอาหารที่มีการให้ออกซิเจนและมีการกวนพบว่า 
อัตราการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสขึ้นอยู่กับอัตราการถ่ายโอนออกซิเจน      เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีความหนืด
สูงขึ้นจะท าให้ อัตราการส่งผ่านของออกซิ เจนลดลง นอกจากนี้ยัง มีรายงานว่าความดันของก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ส่งผลให้การผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสลดลง ซึ่งสามารถแก้ไขได้โดยการเพ่ิมปริมาณ
ออกซิเจนในระบบให้มากข้ึน 

เชื้อ Acetobacter sp. ผลิตมีเอนไซม์อไฟเรส (aprayrase)     ซึ่งท าหน้าที่ในการย่อยสลายพลังงาน 
ATP ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานและมีการสะสมในระหว่างปฏิกิริยา          ออกซิเดชั่นของแอลกอฮอล์ให้เป็น
กรดอะซิติกได้อย่างรวดเร็ว ท าให้เหลือพลังงาน ATP ส าหรับกิจกรรมของเมตาโบลิซึมอ่ืนๆ ของเซลล์ในระดับ
ต่ า ดังนั้น เมื่องดการให้อากาศท าให้พลังงาน ATP ในแหล่งเก็บพลังงานหรือ ATP pool สูญเสียไปอย่าง
รวดเร็ว ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ 

Chao และคณะ (2001) ได้ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและมีความ
เข้มข้นของฟรุกโตสแตกต่างกัน ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวที่ไหลเวี ยนภายใน (internal-loop 
airlift reactor) ขนาด 50 ลิตร พบว่า ที่ความเข้มข้นของฟรุกโตสเริ่มต้นในช่าง 60-70 กรัมต่อลิตร ให้อัตรา
การผลิตและความเข้มข้นของแบคทีเรียลเซลลูโลสสูงสุดคือ 0.22 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 10.4 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ 

ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสพร้อมทั้งแก้ไขปัญหาสิ่งแวดล้อมไปด้วย โดยการน้ า
ทิ้ งประเภทแป้ง (starchy wastewater) มาใช้ในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่ งได้มาจากโรงงาน
อุตสาหกรรมต่างๆ เช่น โรงงานผลิตแป้งส าหรับประกอบอาหาร โรงงานขนมจีน เป็นต้น รวมทั้งน้ าซาวข้าว 
(water from washing rice) ซึ่งเป็นน้ าที่ได้จากการซาวข้าว ซึ่งหากปล่อยลงสู่แม่น้ าจะท าให้น้ าเน่าเสียและยัง
เป็นการลดต้นทุนการผลิต อีกท้ังยังได้ใช้ความรู้ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพมาช่วยในกระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้
แบคทีเรียลเซลลูโลสที่สามารถน าไปประยุกต์ในงานด้านต่างๆ ได้ และสุดท้ายยังสามารถช่วยลดผลกระทบต่อ
สิ่งแวดล้อมได้อีกทางหนึ่งด้วย โดยเริ่มต้นตั้งแต่การคัดแยกเชื้อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้งของ
โรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง รวมทั้งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากน้ าทิ้ง
ของโรงงานอุตสาหกรรมประเภทแป้ง โดยศึกษาปัจจัยต่างๆ เช่น ความเข้มข้นของน้ าตาล สัดส่วนของกล้าเชื้อ 
และเวลาที่ใช้ในการผลิต เป็นต้น



16 

   

บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำร 

 
3.1 กำรเตรียมน้ ำทิ้งของโรงงำนอุตสำหกรรมประเภทแป้ง 

น าน้ าทิ้งประเภทแป้ง โดยในงานวิจัยนี้ได้ศึกษาน้ าซาวข้าว เป็นตัวอย่างเบื้องต้นของน้ าทิ้งของโรงงาน

อุตสาหกรรมประเภทแป้ง เริ่มต้นจากการน าน้ าซาวข้าวที่ได้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 10 นาที เพื่อขจัดตะกอนต่างๆ  และน าส่วนใสที่ได้ไปผ่านการกรองโดยใช้กระดาษกรอง จากนั้นเก็บ

ส่วนใส่ของน้ าซาวข้าวที่ได้น าไปใช้ในการเตรียมอาหาร (starchy wastewater medium) น ามาใช้เป็นแหล่ง

คาร์บอนในอาหารเลี้ยงเชื้อและปรับความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร 

3.2 กำรเก็บตัวอย่ำงและกำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย 

 เก็บตัวอย่างผลไม้ต่างๆ โดยตัดชิ้นตัวอย่างน้ าหนัก 0.5 กรัม ใส่ลงในหลอดแก้วขนาด 16×150 

มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ HS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

10 วัน  คัดเลือกเฉพาะตัวอย่างหลอดแก้วที่มีแผ่นฟิล์มเซลลูโสลลอยอยู่บนผิวของอาหารไปท าการแยกเชื้อให้

บริสุทธิ์โดยการ streak เชื้อที่คัดเลือกในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารแข็ง HS และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน สังเกตลักษณะโคโลนีที่มีสีขาวนม (milk-white) มีความนูนโค้งจากผิวหน้าอาหาร 

(Convex) และผิวหน้าของโคโลนีเรียบ (Smooth) จากนั้นน าโคโลนีที่ได้มาแยกเชื้อให้บริสุทธิ์อีกครั้ง และเก็บ

ตัวอย่างเชื้อเพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป 

3.3 กำรเตรียมกล้ำเชื้อในกำรทดลอง 

 ดูดเชื้อที่เก็บไว้ในข้อ 3.2 ใส่ลงในหลอดแก้วขนาด 16×150 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ HS ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน ถ่ายเชื้อทั้งหมดลงในฟลาสก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ HS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

8 วัน ซึ่งจะเห็นแผ่นฟิล์มเซลลูโสลลอยอยู่บนผิวของอาหาร จากนั้นน ามาท าให้เป็นเนื้อเดียวกันโดยใช้เครื่อง  

ฮอโมจีไนซ์ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 วินาที และน าไปกรองผ่านผ้าขาวบาง 4 ชั้น และ

น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความคลื่น 600 นาโนเมตร เพ่ือใช้เป็นค่าความเข้มข้นของเซลล์เริ่มต้นในการ

ทดลอง 
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3.4 กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรเจริญเติบโตของเชื้อเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพของกำรผลิตแบคทีเรีย

เซลลูโลส 

3.4.1 การศึกษาชนิดของอาหารต่อการเจริญเติบโตของเชื้อส าหรับการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสสูงสุด  

    ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 3.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 

เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ HS และ YE ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากับ 5 จากนั้น

น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง (static conditions) 

และเก็บตัวอย่างเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์น้ าหนักของแบคทีเรียลเซลลูโลสแห้ง 

3.4.2 การศึกษาระยะเวลาของการเพาะเลี้ยงต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสของเชื้อในอาหาร 
starchy wastewater 

ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 3.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 

เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ลงอาหารที่เชื้อสามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงจากการศึกษาในข้อ 3.4.1 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งจะใช้น้ าซาวข้าวแป้งเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการเติมน้ าตาลกลูโคส โดยมีความเข้มข้น

ของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหาร starchy wastewater เท่ากับ 5 จากนั้น

น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง  (static culture) ซึ่งเริ่มเก็บตัวอย่าง

ตั้งแต่วันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยงเพ่ือใช้ในการวิเคราะห์น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส จนกระท้ังน้ าหนัก

แห้งของการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสคงท่ี 

3.4.3 การศึกษาพีเอชต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสของเชื้อในอาหาร starchy wastewater 

ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 3..3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 

เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ลงอาหารที่เชื้อสามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงจากการศึกษาในข้อ 3.4.1 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งจะใช้น้ าซาวข้าวเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการเติมน้ าตาลกลูโคส โดยมีความเข้มข้นของ

น้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหาร starchy wastewater เท่ากับในช่วง 3.0 ถึง 

6.0  จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง (static culture) วิเคราะห์

น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

3.4.4 การศึกษาเปอร์เซ็นต์ของกล้าเชื้อเริ่มต้นต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสของเชื้อในอาหาร 
starchy wastewater 

ถ่ายกล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 3.3 ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 
เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ลงอาหารที่เชื้อสามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงจากการศึกษาในข้อ 3.4.2 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ซึ่งจะใช้น้ าทิ้งประเภทแป้งเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการเติมน้ าตาลกลูโคส โดยมีความ
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เข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 5 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหาร starchy wastewater เท่ากับพี
เอชที่สามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงที่สุดจากการศึกษาในข้อ 3.4.3 และใส่กล้าเชื้อเริ่มต้นที่ 2 ถึง 10 
เปอร์เซ็นต์ (v/v) จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการหมักแบบนิ่ง  (static 
culture) วิเคราะห์น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

3.5 วิธีวิเครำะห์ 

3.5.1 วิธีวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียเซลลูโลส 

วิธีวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียเซลลูโลสวัดในรูปน้ าหนักแห้งหลังจากสกัดแบคทีเรียเซลลูโลส ด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มัล ดัดแปลงมาจากวิธีการของ Joseph และ คณะ (2003) 

3.5.2 วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 

วิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมดโดยวิธี Phenol-sulfuric ของ Dobois และคณะ (1956)
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง 

 
4.1 กำรศึกษำตัวอย่ำงน้ ำซำวข้ำว 

สถานที่เก็บตัวอย่างน้ าซาวข้าวในการศึกษาเพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส เก็บจากร้านจ าหน่ายอาหาร
จ านวน 6 ตัวอย่าง ภายในมหาวิทยาลัยศิลปากร จังหวัดนครปฐม ดังแสดงในตารางที ่3 จากนั้นน าน้ าซาวข้าว
ที่ได้มาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาท ี เพ่ือก าจัดเศษข้าวและตะกอนต่าง ๆ น า
ส่วนใสที่ได้มาผ่านการกรองโดยใช้กระดาษกรองขนาดของรูพรุน 11 ไมโครเมตร อีกครั้งเพ่ือก าจัดสิ่ง
แปลกปลอมที่อาจไม่ตกตะกอน เก็บส่วนใส่ของน้ าซาวข้าวที่ผ่านการกรองมาวิเคราะห์ความเข้มข้นของน้ าตาล
รีดิวซ์ (Reducing sugar) วิเคราะห์ด้วยวิธี DNS พบว่าตัวอย่างน้ าซาวข้าวที่ 6 คือ ร้านคุณมรจากโรงอาหาร
ยูเนียน มีความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซ์สูงสุดเท่ากับ 0.71 กรัมต่อลิตร และตัวอย่างน้ าซาวข้าวที่ 1 ถึง 5 มีความ
เข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 0.40, 0.16, 0.48, 0.06 และ 0.02 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงดังภาพที่ 6a 
เมื่อพิจารณาวิเคราะห์ความเข้มข้นน้ าตาลทั้งหมด (Total sugar) ด้วยวิธี Phenol-Sulfuric พบว่าตัวอย่างน้ า
ซาวข้าวที่ 6 คือ ร้านคุณมรจากโรงอาหารยูเนียน ซึ่งเป็นข้าวหอมมะลิ ตรา ๙ ดี ผลิตโดยโรงสีทรัพย์ อ าเภอค า
เขื่อนแก้ว จังหวัดยโสธร มีความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดสูงสุดเท่ากับ 6.12 กรัมต่อลิตร และตัวอย่างน้ าซาว
ข้าวที่ 1 ถึง 5 มีความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 1.38, 3.23, 2.93, 1.35 และ 0.66 กรัมต่อลิตร 
ตามล าดับ แสดงดังภาพที่ 6b ดังนั้น จึงเลือกน้ าซาวข้าวร้านคุณมรจากโรงอาหารยูเนียน  
เพ่ือใช้ส าหรับการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ าซาวข้าว (water from washing rice medium; WWR) เป็น
แหล่งคาร์บอน และปรับลดความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลทั้งหมดให้ต่ ากว่าความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดจริง
ที่วัดได้ เพ่ือช่วยลดปัญหาความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมดในน้ าซาวข้าวที่ไม่แน่นอน เมื่อน ามาทดลองในครั้ง
ต่อไป โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร ทุกการทดลอง จากการศึกษาการ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสของ Masaoka et al. (1993) พบว่า ที่ความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นเท่ากับ 6, 12, 
24 และ 48 กรัมต่อลิตร มีการน ากลูโคสไปใช้เท่ากับ 100, 100, 68 และ 28 เปอร์เซ็นต์ ของความเข้มข้นกลูโคส
เริ่มต้น ตามล าดับ จากผลการทดลองชี้ให้เห็นว่าความเข้มข้นของกลูโคสเริ่มต้นที่สูงเกินไป แบคทีเรียมีการ
น าไปใช้ได้น้อยกว่าที่ความเข้มข้นของกลูโคสที่ต่ า และหากความเข้มข้นของกลูโคสสูงเกินไปส่งผลต่อความ
สิ้นเปลืองกลูโคสที่เติมลงไปโดยปราศจากประโยชน์   
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ภาพที่  1 คว าม เข้ มข้ นน้ า ต าลรี ดิ ว ซ์  ( Reducing sugar)  ( a)  และความ เข้ มข้ นน้ า ต าลทั้ ง หมด 
              (Total sugar)  (b)  ของน้ าซาวข้ าวจากแหล่ งที่ มาต่ า ง  ๆ  รายงานผลการทดลองเป็น 
              ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ า ตัวอักษรภาษาอังกฤษ 
              ที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05 
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4.2 กำรคัดแยกเชื้อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
ตัวอย่างผลไม้ที่น ามาคัดแยกเชื้อจ านวน 38 ตัวอย่าง เก็บมาจากตลาดต่าง ๆ ภายในอ าเภอเมือง จั งหวัด

นครปฐม ดังแสดงในตารางที่ 4 โดยคัดเลือกผลไม้ที่สุกงอม และตัดชิ้นตัวอย่างผลไม้น้ าหนัก 0.5 กรัม ใส่ลงใน
หลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเพาะเลี้ยง HS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง ( static culture) ผลการทดลองพบว่า 
ปรากฏแผ่นเซลลูโลสลอยอยู่บนผิวของอาหารเพาะเลี้ยงเพียงตัวอย่างเดียว คือตัวอย่างที่ 38 ซึ่งคัดแยกจาก
แอปเปิ้ล แสดงดังภาพที่ 7a และเมื่อน าไปเขย่าด้วยเครื่องผสมสาร (vortex mixer) ที่ความเร็วสูง ยังคง
ปรากฏแผ่นเซลลูโลส ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาของ Tanskul และคณะ (2013) ที่รายงานว่า แผ่นเซลลูโลสที่
ลอยอยู่บนผิวของอาหารเหลวผลิตได้จากจุลินทรีย์บางสายพันธุ์ยังคงปรากฏแผ่นเซลลูโลส เมื่อน าไปเขย่า หรือ
ปั่นเหวี่ยงที่ความสูง จากนั้นคัดเลือกสายพันธุ์ที่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส โดยน าหลอดตัวอย่างที่ 38 
มา streak ในจานเพาะเชื้อที่มีอาหาร HS และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วัน พบว่า มี
ทั้งหมด 12 ไอโซเลท และน าแต่ละไอโซเลทที่มีลักษณะสีขาวนม (milk-white) มีความนูนโค้งจากผิวหน้า
อาหาร (Convex) และผิวหน้าของโคโลนีเรียบ (Smooth) มาเพาะเลี้ยงต่อในอาหาร SH และน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน พบว่า มีเพียงไอโซเลทเดียวที่สามารถผลิตแผ่นเซลลูโลสที่ลอย
อยู่บนผิวของอาหารเพาะเลี้ยงคือ สายพันธุ์ Li1 ซึ่งมีลักษณะโคโลนีที่ผ่านการแยกให้บริสุทธิ์ แสดงดังภาพที่ 
7b จากการศึกษาย้อมสีแกรม พบว่าเซลล์ติดสีแดงของซาฟรานิน (safranin) จัดเป็นแบคทีเรียแกรมลบ 
(Gram-negative) แสดงดังภาพที่ 7c และการศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope; SEM) พบว่า ลักษณะของเชื้อสายพันธุ์ Li1 มีรูปร่างเป็นแท่ง ขนาด
ประมาณ 0.4×5.4 นาโนเมตร แสดงดังภาพท่ี 7d และ 7e  
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ตารางที่ 4 ชนิดผลไม้และแหล่งที่มาของผลไม้ที่น ามาคัดแยกเชื้อผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

ตัวอย่ำงที่ ชนิดผลไม้ แหล่งที่มำ 

1 กล้วยน้ 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 ล าไย (Dimocarpus longan) ตลาดล่างองค์พระปฐมเจดีย์ 
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ตารางที่ 8 ต่อ 

ตัวอย่ำงที่ ชนิดผลไม้ แหล่งที่มำ 

26 ลิ้นจี่ (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 การคัดแยกเชื้อที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแอปเปิ้ล 
แผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสบนผิวอาหารเพาะเลี้ยง HS (a), โคโลนีบริสุทธิ์ที่ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
(b), ลักษณะสัณฐานของเชื้อหลังจากการย้อมแกรมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า 
(c) และ ลักษณะสัณฐานของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (SEM) ที่
ก าลังขยาย 3,000 เท่า (d) และ 20,000 เท่า (e)  

 

 

 

 a  b 

 c 
 d 

 e 
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ตัวอย่างเชื้อสายพันธุ์ Li1 เก็บในอาหารเพาะเลี้ยง SH ที่มีความเข้มข้นไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) ร้อย
ล ะ  7  โ ด ย ป ริ ม า ต ร  ที่ อุ ณ ห ภู มิ  - 8 0  อ ง ศ า เ ซ ล เ ซี ย ส  เ พ่ื อ ใ ช้ ส า ห รั บ ก า ร ศึ ก ษ า ต่ อ ไ ป 
จากการศึกษาของ Wiegand and Klemm (2005) พบว่า การเก็บ A. xylinum โดยการแช่แข็งในกลีเซลรอล
จะส่งผลต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิตได้ และส่งผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย การแช่แข็ง
ในไดเมทิลซัลฟอกไซด์ พบว่าแบคทีเรียมีอัตราการรอดสูง และไม่ส่งผลต่อโครงสร้างของเซลลูโลสที่ผลิต
แบคทีเรีย และการเก็บในรูปแบบแห้ง พบว่าไม่ส่งผลกระทบต่อลักษณะสัณฐานวิทยาและโครงสร้างของ
เซลลูโลส แต่แบคทีเรียมีอัตราการรอดต่ า 

 
4.3 กำรจัดจ ำแนกจุลินทรีย์โดย 16s rDNA 

การจ าแนกจุลินทรีย์วิเคราะห์ ณ. ห้องปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (ไบโอเทค) ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) จ าแนก
โดยการวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์ของยีน 16S rDNA พบว่า สามารถจ าแนกได้เป็น
แบคทีเรียสายพันธุ์ Komagataeibacter nataicola (K. nataicola) หรือเรียกว่า Gluconacetobacter 
nataicola (G. nataicol) โดยมีค่าความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทดร์้อยละ 100.00 จากการศึกษาของ 
Lisdiyanti et al. (2006) พบว่า K. nataicola เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram-negative) มีรูปร่างเป็นแท่ง มี
ขนาดประมาณ 0.5–0.8 × 1.0–1.5 นาโนเมตร อยู่แบบเดี่ยวหรือแบบคู่ ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ดีใน
สภาวะที่มีออกซิเจน มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์แคตาแลส สามารถผลิตเซลลูโลสได้ สามารถออกซิไดซ์
แอซิเตต และแลคเตตเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ และน้ า ผลิตกรดกรดแอซีติกจากเอทานอลได้ เจริญได้ในอาหาร
เพาะเลี้ยง AG (955. AG MEDIUM) ที่มีความเข้มข้นของกรดกรดแอซีติกร้อยละ 0.35 แต่ไม่สามารถเจริญได้ใน
อาหารเพาะเลี้ยง AE (849. AE MEDIUM) ที่มีความเข้มข้นของกรดกรดแอซีติกสูงร้อยละ 1-5 สามารถผลิตกรด
ได้จากน้ าตาลแอล–อะราบิโนส (L-arabinose), ดี-ไรโบส (D-ribose), ดี-ไซโรส (D-xylose), ดี-กาแล็กโทส (D-
galactose), ดี-กลโูคส (D-glucose), เอทานอล (ethanol), เอ็น-บิวทานอล (1-Butanol) และเซค-บิวทานอล 
(2-Butanol) แต่ไม่สามารถผลิตกรดได้จากน้ าตาลดี-ฟรุกโทส (D-fructose) 
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4.4 กำรศึกษำสภำวะที่เหมำะสมต่อกำรผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicola  
4.4.1 การศึกษาชนิดของอาหารต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. nataicola  

  น ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.79 ปริมาตร 
2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร 
ที่มีอาหารเพาะเลี้ยง HS และ YE ปริมาตร 50 มิลลิลิตร พีเอชเท่ากับ 5 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง (static culture) จากนั้นน าแผ่น
แบคทีเรียลเซลลูโลสมาวิเคราะห์น้ าหนักแห้ง พบว่า K. nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหาร
เพาะเลี้ยง YE ไดสู้งกว่าในอาหารเพาะเลี้ยง HS ไดน้้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลส เท่ากับ 3.119 ± 
0.0436 และ 0.246 ± 0.0156 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงดังภาพที่ 8 หรือคิดเป็น 13 เท่า เนื่องจาก
องค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยง YE และ HS มีความแตกต่างกัน โดยในอาหารเพาะเลี้ยง YE มีการเติม 
ammonium sulphate ((NH4)2SO4) 5 กรัมต่อลิตร magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4•7H2O) 
4.1 กรมัต่อลิตร และ potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) 3 กรัมต่อลิตร ส่งผลให้มีการ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสมากกว่าในอาหารเพาะเลี้ยง HS จากการศึกษาการเพาะเลี้ยง Gluconacetobacter 
xylinus โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยง HS (Hestrin and Schramm, 1954) และอาหารเพาะเลี้ยง YE (Yamanaka 
and Watanabe, 1994) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงเดียวกัน พบว่า Gluconacetobacter xylinus  สามารถ
ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง YE ได้มากกว่าในอาหารเพาะเลี้ยง HS ได้น้ าหนักแห้งเท่ากับ 
7.34 และ 1.13 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ และจากการศึกษาของ Masaoka et al. (1993) พบว่า Acetobacter 
xylinum สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสไดสู้งในอาหารเพาะเลี้ยง HS ได้น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียล
เซลลูโลสเท่ากับ 10.8 กรัมต่อลิตร เนื่องจากจุลินทรีย์แต่ละสายพันธุ์มีกระบวนการเมแทบอลิซึมที่แตกต่างกัน 
องค์ประกอบของอาหารจึงเป็นปัจจัยที่ส าคัญต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส (Jedrzejczak-Krzepkowska 
และคณะ, 2016) ดังนั้น จึงเลือกสูตรอาหารเพาะเลี้ยง YE มาศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดยใช้น้ าซาว
ข้าวเป็นแหล่งคาร์บอน แทนการเติมน้ าตาลกลูโคส โดยใช้น้ าซาวข้าวที่ไม่ผ่านกระบวนการปรับสภาพเพ่ือเป็น
การลดต้นทุนในกระบวนการผลิต ทั้งในด้านสารเคมีและพลังงาน อีกท้ังยังประหยัดเวลาในการเตรียมอาหาร
เลี้ยงเชื้ออีกด้วย  
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ภาพที่  8 ชนิดของอาหารเพาะเลี้ยงต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ที่ อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลองเป็น
ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ า  

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

 4.4.2.1 ระยะเวลาการเพาะเลี ยง 
น ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.80 

ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหาร
เพาะเลี้ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อ
ลิ ต ร  แ ล ะ ป รั บ พี เ อ ช ข อ ง อ า ห า ร เ ท่ า กั บ  5 จ า ก นั้ น น า ไ ป บ่ ม ที่ อุ ณ ห ภู มิ 
30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง พบว่า K. nataicola เริ่มมีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ตั้งแต่วันที่ 4 ของการเพาะเลี้ยง (น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสในวันที่ 4 ไม่ได้แสดงในภาพที่ 9) และ
เพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่องตั้งแต่วันที่ 4-13 ของการเพาะเลี้ยง จากนั้นเริ่มคงที่ในวันที่ 13 ของการเพาะเลี้ยง ได้
น้ า ห นั ก แ ห้ ง ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย ล เ ซ ล ลู โ ล ส ใ น วั น ที่  13, 14 แ ล ะ  15 เ ท่ า กั บ 
0.083 ± 0.0031, 0.084 ± 0.0020 และ 0.083 ± 0.0031 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ แสดงดังภาพที่ 9 จาก
การศึกษาเชื้อในสกุลเดียวกัน ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Sheykhnazari et al. (2011) ที่
ร า ย ง า น ว่ า  Gluconacetobacter xylinus มี ก า ร ผ ลิ ต แ บ ค ที เ รี ย ล เ ซ ล ลู โ ล ส เ พ่ิ ม ขึ้ น 
ตามเวลาของการเพาะเลี้ยง และไม่มีการผลิตเ พ่ิมมากขึ้น หลังจากวันที่  14 ของการเพาะเลี้ ยง 
Pedro Carreira et al. (2011) พบว่า Gluconacetobacter swingsii สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้
สูงสุดในวันที่ 14 ของการเพาะเลี้ยง โดยใช้แมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน และ Hungund (2013) พบว่า 
Gluconacetobacter persimmonis GH-2 สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้สูงสุดในวันที่ 14 ของการ
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เพาะเลี้ยง โดยใช้กากน้ าตาลเป็นแหล่งคาร์บอน ดังนั้น จึงเลือกระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 13 วัน ใช้ใน
การศึกษาต่อไป 

 
ภาพที่ 9 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร WWR ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± 
ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ า ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ 
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05  

 
4.4.2.2 พีเอช  

น ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.79 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มีอาหาร
เพาะเลี้ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของน้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อ
ลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 และ 6.0 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง พบว่า K. nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสได้สูงที่พีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 ได้น้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.090 ± 0.0020 
กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน และที่พีเอช 4.0 และ 5.0 มีน้ าหนักแห้งเท่ากับ 0.073 ± 0.0058 และ 0.079 ± 
0.0046 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน ตามล าดับ และที่พีเอชเท่ากับ 3.0 พบว่า  K. nataicola ไม่มีการผลิต
แบคทีเรียลเซลลูโลส แสดงดังภาพที่ 10 ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Hwang et al. (1999) ที่
รายงานว่า พีเอชของอาหารที่เหมาะสมส าหรับการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสคือ 4.5 และไม่มีการแบคทีเรียล
เซลลูโลสเมื่อพีเอชต่ ากว่า 3.5 และสอดคล้องกับการศึกษาของ Masaoka et al. (1993) ที่รายงานว่า ค่าพี
เอชของอาหารที่มีความเหมาะสมต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสอยู่ในช่วง 4.0-6.0 แต่หากค่าพีเอชของ
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อาหารลดลงต่ ากว่า 4 ส่งผลให้การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสลดลง เนื่องจากค่าพีเอชส่งผลกระทบต่อการเจริญ
ของเซลล์ และการสังเคราะห์ผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก (Ohara et al., 1992) และยังผลต่อการท างาน
ของเอนไซม์ในการย่อยสลายสารอาหาร (Andreyeva and Biryukov, 1973) รวมถึงการยอมให้สารอาหาร
ผ่านเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ นอกจากนี้ Masaoka et al. (1993) พบว่า ในระหว่างกระบวนการหมักแบบนิ่ง ส่งผล
ให้พีเอชของอาหารลดลง เนื่องจากเมแทบอลิซึมการหายใจของ Gluconacetobacter xylinus ซึ่งเกี่ยวข้อง
การออกซิเดชั่นเอทานอลไปเป็นกรดแอซีติก (acetic acid) และการเปลี่ยนกลูโคสไปเป็นกรดกลูโคนิก 
(gluconic acid) เพราะฉะนั้น การควบคุมพีเอชให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสมส าหรับการเจริญเซลล์และการผลิต
เซลลูโลสจึงมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง (Kongruang, 2008) ดังนั้น จึงเลือกพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงเท่ากับ 
4.5 ใช้ในการศึกษาต่อไป  

 
ภาพที่  10 พีเอชต่อการผลิตแบคที เรียลเซลลู โลสโดย K. Nataicola ในอาหาร WWR ที่ อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง รายงานผลการทดลองเป็น
ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ า ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่
แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05  

4.4.2.3 ความเข้มข้นกล้าเชื อ 
น ากล้าเชื้อเริ่มต้นที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 0.80 

ปริมาตร 2, 5, 8, 10, 13 และ 19 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ถ่ายลงในขวดแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 4.5 
เซนติเมตร สูง 9 เซนติเมตร ที่มอีาหารเพาะเลี้ยง WWR ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยปรับความเข้มข้นเริ่มต้นของ
น้ าตาลทั้งหมดเท่ากับ 4.0 กรัมต่อลิตร และปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 4.5 จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วนั ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง พบว่า K. Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียล
เซลลูโลสไดสู้งสุด ที่ความเข้มข้นกล้าเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร ได้น้ าหนักแห้งของ
แบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.089 ± 0.0030 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที ่11 เมื่อเพ่ิมความเข้มข้น
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กล้าเชื้อเริ่มต้นเป็น 8.0, 10.0, 13.0 และ 19.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พบว่า มีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
น้อยกว่าที่ความเข้มข้นกล้าเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 5.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร แสดงดังภาพที่ 11 เนื่องจากความ
เข้มข้นกล้าเชื้อเริ่มต้นมากส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียมีมากเกินไป ซึ่งภายใต้สภาวะที่มีสารอาหารอยู่อย่างจ ากัด 
ท าให้เกิดภาวะการแข่งขัน โดยในภาวะนี้แบคทีเรียไม่มีการสร้างสารทุกชนิด จึงมีการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส
ลดลง (Alaban, 1962) เมื่อพิจารณาเปอร์เซ็นต์กล้าเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 2.0 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พบว่า K. 
Nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ต่ า ไดน้้ าหนักแห้งของแบคทีเรียลเซลลูโลสเท่ากับ 0.046 ± 
0.0035 กรัมต่อลิตรต่อ 13 วัน แสดงดังภาพที่ 11 ดังนั้น  

 

 

 
ภาพที่ 11 ความเข้มข้นกล้าเชื้อเริ่มต้นต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. Nataicola ในอาหาร WWR พี

เอชเท่ากับ 4.5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 13 วัน ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่ง 
รายงานผลการทดลองเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ที่ได้จากการทดลองจ านวน 3 ซ้ า 
ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกัน คือ ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญท่ี p<0.05 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรทดลอง 

 
 จากแนวคิดในการน าสิ่งเหลือทิ้งมาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยน ามาเป็นแหล่งคาร์บอนแทนการใช้น้ าตาล 
เพ่ือผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส อีกท้ังยังช่วยลดต้นทุนในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส และช่วยลดปัญหาด้าน
สิ่งแวดล้อม งานวิจัยนี้คัดแยกเชื้อที่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากผลไม้พบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ Li1 ซึ่ง
คัดแยกได้จากแอปเปิ้ล (Malus pumila) ถูกจ าแนกเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ Komagataeibacter 
(Gluconacetobacter) nataicola สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในอาหารเพาะเลี้ยง YE ได้มากกว่าใน
อาหารเพาะเลี้ยง SH ในสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบนิ่งสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสใน
อาหารเพาะเลี้ยง WWR ที่ความเข้มข้นของน้ าตาลทั้งหมด (total sugar) เท่ากับ 4 กรัมต่อลิตร คือ ความ
เข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตร พีเอช 4.5 และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
13 วัน 
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ภำคผนวก ก 
กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อและสำรเคมี 

 
อำหำรเลี้ยงเชื้อ 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 
 น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 
ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น       1 ลิตร จากนั้นน าไป
นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

อำหำรเลี้ยงเชื้อ 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 
 น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเว้นผงวุ้น (Agar powder) มาละลายในน้ ากลั่น และผสมให้เป็นเนื้อ
เดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร เติมผงวุ้นผสม
ให้เป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน ามาเทลงจานเพาะเลี้ยงเชื้อในตู้ปลอด
เชื้อ ตั้งทิ้งไว้ให้อาหารแข็งตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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อำหำรเลี้ยงเชื้อ 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  
 น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน้ ากลั่น และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 
ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี

อำหำรเลี้ยงเชื้อ 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 
 น าส่วนประกอบทั้งหมดยกเว้นผงวุ้น (Agar powder) มาละลายในน้ ากลั่น และผสมให้เป็นเนื้อ
เดียวกัน ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.0 ด้วยกรดซิตริกความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร เติมผงวุ้นผสม
ให้เป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอน้ า 121 องศา
เซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน ามาเทลงจานเพาะเลี้ยงเชื้อในตู้ปลอด
เชื้อ ตั้งทิ้งไว้ให้อาหารแข็งตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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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 ี
 
สำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซำลีนควำมเข้มข้น 0.1 โมลำร์ 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 
 น าสารเคมีข้างต้นมาละลายด้วยน้ ากลั่นปราศจากอิออน (deionized water) ปริมาตร 900 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.4  แล้วปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นน าสารละลายที่เตรียมได้เก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ควรเตรียมทันทีก่อนใช้ และไม่ควรเก็บเกิน 1 เดือน หากเกิดตะกอนไม่ควรน ามาใช้ 
 
สำรละลำย 3,5-ไดไนโตรซำลิไซลิก  (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 ในน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 50-60      องศา
เซลเซียส ให้สารละลายสีเหลืองใส และค่อยๆ เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ลงไป เมื่อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน เติม
โซเดียมซัลไฟต์และฟีนอลลงไป จากนั้นคนผสมสารละลายให้เป็นเนื้อเดียวกัน และปรับปริมาตรเป็น 1,000 
มิลลิลิตร เก็บ DNS reagent ในขวดแก้วสีชา ทีอุ่ณหภูมิห้อง 
 
 
 
 



42 

   

 
 

สำรละลำยฟีนอลควำมเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมำตร (5 % (w/v) Phenol)  
 ชั่งฟีนอล 5 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ละลายฟีนอลจนเป็น
เนื้อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใช้น้ ากลั่นกลั้วบีกเกอร์อีกครั้ง 
เพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตามภาชนะออกมา จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร เก็บในขวดแก้วสีชา ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
สำรละลำยโซเดียมโพแทสเซียมทำร์เทรตควำมเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมำตร  
(40 % (w/v) Potassium sodium tartrate) 
 ชั่งโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรต 40 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 80 
มิลลิลิตร ละลายโซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตจนเป็นเนื้อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับ
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ใช้น้ ากลั่นกลั้วบีกเกอร์อีกครั้งเพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตามภาชนะออกมา จากนั้น
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
 
สำรละลำยโซเดียมไฮดรอกไซด์ควำมเข้มข้น 0.1 นอร์มัล (0.1 N Sodium hydroxide) 
 ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 4.0 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์จนเป็นเนื้อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับปริมาตร 1,000 
มิลลิลิตร ใช้น้ ากลั่นกลั้วบีกเกอร์อีกครั้ง เพ่ือชะสารละลายที่เกาะติดตามภาชนะออกมา จากนั้นปรับปริมาตร
เป็น 1,000 มิลลิลิตร  
 
สำรละลำยกรดซิตริก 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมำตร (5% (w/v) Citric acid)  
 ชั่งกรดซิตริก 5 กรัม ละลายด้วยน้ ากลั่น (distilled water) ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ละลายกรดซิตริก
จนเป็นเนื้อเดียวกัน ถ่ายสารละลายจากบีกเกอร์ลงในขวดปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร       ใช้น้ ากลั่นกลั้วบีก
เกอร์เพ่ือชะสารละลายที่ติดภาชนะออก จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร 
 
กำรเตรียมสำรละลำยมำตรฐำนน้ ำตำลกลูโคส  
 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร  
 สารละลาย     1      มิลลิลิตร   ตองชั่งน้ าตาลกลูโคส   100×10-6  กรัม 
 ถ้าสารละลาย  100   มิลลิลิตร   ตองชั่งน้ าตาลกลูโคส   0.01  กรัม 
 ดังนั้น ชั่งน้ าตาลกลูโคส 0.01 กรัม ลงบนกระดาษอะลูมิเนียม น าน้ าตาลกลูโคสที่ชั่งได้ใส่ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และละลายด้วยน้ ากลั่น จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จะได้
สารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางที่ ก.1 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 40, 50, 60, 70 ,80 ,90 และ 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  

หลอดที่ 
ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สารละลายกลูโคส 
(มิลลิลิตร) 

น้ ากลั่น 
(มิลลิลิตร) 

ปริมาตรทั้งหมด 
(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 

 
การเตรียมสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 สารละลาย     1      มิลลิลิตร   ต้องชั่งน้ าตาลกลูโคส   0.5×10-3  กรัม 
 ถ้าสารละลาย  100   มิลลิลิตร   ต้องชั่งน้ าตาลกลูโคส   0.05  กรัม 
 ดังนั้น ชั่งน้ าตาลกลูโคส 0.05 กรัม ลงบนกระดาษอะลูมิเนียม น าน้ าตาลกลูโคสที่ชั่งได้ใส่ลงในขวด
ปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร และละลายด้วยน้ ากลั่น จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร จะได้
สารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ตารางที่ ก.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคสความเข้มข้น 0.25, 0.30 ,0.35, 0.40 และ 0.45 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

หลอดที่ 
ความเขม้ข้นน้ าตาลกลูโคส 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
สารละลายกลูโคส 

(มิลลิลิตร) 
น้ ากลั่น 

(มิลลิลิตร) 
ปริมาตรทั้งหมด 

(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 
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ภำคผนวก ข 
กรำฟมำตรฐำนและกำรค ำนวณ 

 
กรำฟมำตรฐำนของน้ ำตำลทั้งหมด (total sugar) 

1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้นของกลูโคสที่
ความเข้มข้นต้ังแต ่0-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที ่9 

2 ปิเปตต์ฟีนอลความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกรดซัลฟิวริกความ
เข้มข้น 98 เปอร์เซ็นต์ ลงในสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นตั้งไว้เป็นเวลา 
10 นาที ทีอุ่ณหภูมหิ้อง  

3 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของกลูโคสที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

ตารางที่ ข.1 ค่าการดูดกลืนแสงของน้ าตาลกลูโคสที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร 
ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 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 ข.1 กราฟมาตรฐานของน้ าตาลกลูโคสวิเคราะห์ด้วยวิธี Phenol-Sulfuric 

การหาปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
จากกราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลกลูโคส ได้สมการ y = 0.0067x 
โดย  y  คือ คา่การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

X  คือ ความเข้มข้นของกลูโคส (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

สำมำรถค ำนวณหำปริมำณน้ ำตำลทั้งหมดได้ดังนี้ 
ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
 

                = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y  =  0.0067x
R² =  0.9997
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0.0067 

× เจือจาง 
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กรำฟมำตรฐำนของน้ ำตำลรีดิวซ ์(reducing sugar) 
1 ปิเปตต์สารละลายมาตรฐานกลูโคส 1 มิลลิลิตร ใส่หลอดทดลองให้ได้ความเข้มข้นของกลูโคสที่ความ

เข้มข้นตั้งแต 0-0.45 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที ่10 
2 ปิเปตต์ DNS reagent 3 มิลลิลิตร ลงในสารละลายมาตรฐานน้ าตาลกลูโคส ผสมให้เข้ากัน  
3 ต้มทีอุ่ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีใช้พาราฟิลม์ปิดหลอดทดลองให้สนิท 
4 ปิเปตต์โซเดียมโพแทสเซียมทาร์เทรตความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ โดยมวลต่อปริมาตร         0.3 

มิลลิลิตร และตั้งให้เย็นที่อุณหภูมหิ้อง 
5 วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร และสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความ

เข้มข้นของกลูโคสในที่ความเข้มข้นต่าง ๆ กับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 575            นาโนเมตร 

ตารางที่ ข.2 ค่าการดูดกลืนแสงของน้ าตาลกลูโคสที่ความยาวคลื่น 575 นาโนเมตร 
ความเข้มข้นน้ าตาลกลูโคส 

(มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่าการดูดกลืนแสงที่ 575 นาโนเมตร 

ครั้งที่ 1 ครั้งที่ 2 ครั้งที่ 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 

 
 
 
 
 



47 

   

 
 

 
ภาพที่ ข.2 กราฟมาตรฐานของน้ าตาลกลูโคสวิเคราะห์ด้วยวิธี DNS 

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

สำมำรถค ำนวณหำน้ ำตำลรีดิวซ์ได้ดังนี้ 
 ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 
    
   = 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y  =  1.8483x
R² =  0.9996
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1.8483 
× เจือจาง 
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