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 งานวิจัยนี้คัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดจากผลไมตางๆ  108 
ไอโซเลต และพบวาเชือ้ G9 G11 G16 R9 และ R9/2 สามารถผลิตเซลลูโลสไดในอุณหภูมิสูง เมื่อทําการ
ทดสอบทางชีวเคมีและทดสอบ 16s rDNA sequence เทียบกับเชือ้ Type strain พบวาทั้ง 5 ไอโซเลต 
เปน Acetobacter xylinum  ที่อุณหภูมิ 37oซ และ 40oซ  เชื้อ  G9 เปนสายพันธุที่สามารถเจริญและ
สรางแผนวุนเซลลูโลสไดดี และที่ 42 oซ สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุด จึงเลือกเชื้อนี้
มาศึกษาผลของปริมาณสารอนิทรียตอการผลิตแผนวุนเซลลูโลส โดยเติมน้ําตาลซูโครสในอาหารน้ํา
มะพราวทีม่ีปริมาณน้ําตาลอยู 3.07%(w/v) 0 1 3 และ 5%(w/v) แลคเตท 0 0.1 0.15 และ 0.2%(v/v) 
และเมไธโอนีน 0 0.0025 0.0050 และ 0.0075%(w/v) พบวาเมือ่เติมน้ําตาลซูโครส 5%(w/v) เชื้อ G9 
สราง แผนวุนหนาที่สุด  เมื่อบมที่ 37oซ  40oซ และ 42 oซ  คือ 14.91 7.12 และ 5.79 มลิลิเมตร ผลผลิต
เซลลูโลส 3.54  2.477 และ 1.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ การเติมแลคเตทปริมาณ 0.15 %(v/v) เชื้อสราง
แผนวุนที่ 37oซ หนาสุด 15.03 มิลลิเมตร ผลผลิตเซลลูโลส 3.68 กรัมตอลิตร และถาเติมแลคเตท 0.20 
%(v/v) เชื้อสรางแผนวุนที่ 40oซ และ 42oซ  หนา 7.55 และ 4.12 มิลลิเมตร ผลผลิตเซลลูโลส 3.49 และ 
2.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และการเติมเมไธโอนีน 0.0075%(w/v) เชื้อสรางแผนวุนหนา 14.78 
มิลลิเมตรที่ 37oซ  ผลผลิตเซลลูโลส 3.75 กรัมตอลิตร การเติมเมไธโอนีน 0.0025%(w/v) เชื้อสรางแผน
วุนที่ 40oซ และ42oซ หนา 4.16 และ 3.85 มิลลิเมตร ผลิตเซลลูโลสได 2.05 และ 1.25 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  เมือ่ทําการทดลองใสสารอินทรียทั้ง 3 ชนิดรวมกันในอาหารเหลวน้ํามะพราว พบวา อาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่เติมน้ําตาล 5%(w/v) แลคเตท 0.2%(v/v) และ เมไธโอนนี 0.005  %(w/v) เชื้อ G9 
สามารถเจริญและใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่อุณหภูมิ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ  ใหวุนหนา 15.55 
8.56 และ 4.57 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 4.15 3.51 และ 2.54 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อทดลองนํา
เชื้อ G9 มาเลี้ยงในอาหารน้ําชา พบวา ใหผลผลิตสูงกวาเลี้ยงในอาหารน้ํามะพราว และเมื่อแยกสาร
ตามลําดับสวนดวยเทคนิค Gel filtration chromatography ได fraction ทั้งหมด 95 fraction และ
พบวาที่มีผลตอการผลิตเซลลูโลสของเชื้อคือ fraction ที ่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 ในขณะ
ที ่ fraction ที่ใหผลดีที่สุดสําหรับการเจริญและผลิตเซลลูโลสคือ fraction ที่ 53 ซึ่งในลําดับนี้มี
องคประกอบในรูปของโปรตีน น้าํตาลทั้งหมด และสารประกอบฟนอลิก ในรูปของ gallic acid อยู
ในปริมาณ 0.019  0.134 และ 0.308 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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The isolation of bacterial that have ability to produce cellulose gel was done. Out of 108 isolates, 

the isolates of G9, G11, G16, R9 and R9/2 were found to produce cellulose gel under high temperature. 
these 5 isolates were subjected to study the biochemical characteristics and analysed for 16s rDNA 
sequences. They were identifiled to be Acetobacter xylinum. The isolate G9 was found to be able to 
produce high amount of cellulose under 37-42 oC. It was chosen to study for the effect of various chemicals 
on the production of cellulose by the addition of chemicals to coconut medium, which contained total sugar 
3.07%(w/v) at 0,2,5 and 8%(w/v) of sucrose: lactate at 0,0.1,0.15 and 0.20 (v/v) and methionine at 0, 0.0025, 
0.005 and 0.0075 %(w/v). It was found that the addition of sucrose at 5%(w/v) produced the thickness 
pellicle of 14.91 7.12 and 5.79 millimeters, cellulose production 3.54 2.47 and 1.05 gram/litres at 37 40 and 
42 oC,respectively. The addition of lactate at 0.15%(v/v) to the medium showed the thickness pellicle at 
15.03 millimeters and cellulose production 3.68 gram/litres at 37oC and addition of lactate at 0.20%(v/v) 
showed the thickness pellicle at 7.55 and 4.12 millimeters and cellulose production 3.49 and 2.25 
gram/litres at 40 and 42oC,respectively. The addition of methionine at 0.0075%(w/v) in the medium 
produced the thicknest pellicle of 14.78 millimeters and cellulose production 3.75 gram/litres at 37oC and 
the concentration of 0.0025%(w/v) produced the thickness pellicle of 4.16 and 3.85 millimeters and 
cellulose production 2.055 and 1.25 gram/litres at 40 and 42oC,respectively. The combination of these 
there effects were also studied. The isolate G9 was cultured in the coconut medium with the addition of 
5%(w/v) sucrose,0.20%(v/v) lactate and 0.0075%(w/v) methionine under 42oC. The isolate produced 
cellulose pellicle with the thickness of 15.55 8.56 and 4.57 millimeters and cellulose production 4.15 3.51 
and 2.54 gram/litres at 37,40 and 42oC,respectively. When cultured G9 on the medium contain tea leave 
extraction under high temperature. It was found to be able to produce higher amount of cellulose than 
cultured in coconut medium,the extraction of tea leaves was fractionated by gel filtration chromatography. 
There were 95 fractions collected. It was found that the fraction number 40,42,45,46,53,54,55 and 56 
induced the production of cellulose gel in the basal medium, while the fraction 53 showed the highest 
production. The composition of this fraction was found to be compound of 0.019, 0.134 and 0.308 mg/l of 
protein, total sugar and phenolic as gallic acid,respectively. 
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บทที่ 1 

 
บทนํา 

 
 เซลลูโลส (cellulose) เปนไบโอโพลิเมอรที่เปนองคประกอบหลักในโครงสรางของ

พืช พืชแตละชนิดมีปริมาณเซลลูโลสเปนองคประกอบที่แตกตางกัน (Coffey and Bell, 1995)    
นอกจากนีย้ังพบวา สาหรายทะเล และเชื้อจุลินทรยีบางชนิดสามารถสังเคราะหเซลลูโลสได  เชน 
Achromobacter  Agrobacterium  Pseudomonas  Rhizobium  Sarcina  และ Acetobacter  
(Asai, 1968 และ Valla, 1995) เซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum หรือแบคทีเรียลเซลลูโลส 
(bacterial cellulose) เปนแหลงเซลลโูลสที่นาสนใจ เพราะแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตเซลลูโลส
ที่บริสุทธิ์แตกตางจากพืช คือปราศจากองคประกอบที่เปน ลิกนิน (lignin) เฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และเพคติน (pectin)  เมื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการแยกสกัดเซลลูโลส
ทําใหสามารถลดระยะเวลา  ปริมาณสารเคมี และพลงังานได  

Acetobacter xylinum  เปนเชื้อในกลุม acetic acid bacteria เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
ที่จัดอยูในแฟมิลี Acetobacteraceae เปนเชื้อที่ตองการอากาศในการเจริญเติบโต (obligate 
aerobic) พบไดทั่วไปในธรรมชาติโดยเฉพาะในผักและผลไม จุดเดนคือสามารถสรางเสนใย
เซลลูโลสที่มีลักษณะเหมือนกับเสนใยที่ไดจากพชื แตมีขนาดเล็กกวา (Yoshinaga และคณะ
,1997) สามารถนําไปใชประโยชนไดมากมาย (Ross, Mayer และ Benziman,1991) โดยคุณลักษณะ
ที่ตองการคือ ตองเปนเชื้อที่ผลิตเซลลูโลสที่มีคุณภาพไดในปริมาณมาก การนําเซลลูโลสไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร ไดแก นําไปใชเปนวัตถุเจือปนอาหารเพื่อเพิม่กากใยในอาหาร (fibrous 
additive) โดยเฉพาะในผลติภัณฑประเภท  low-calorie food  ใชเปนสารเพิ่มความหนืด  
(thickener)  และใชเปนสารทดแทนไขมัน (fat replacer) การใชสวนใหญอยูในรูปอนุพนัธของ
เซลลูโลส (cellulose derivative) ไดแก methylcellulose hydroxypropylcellulose  
hydroxypropylmethylcellulose   powdered cellulose และ microcrystalline cellulose 
(MCC) (Townsley, 1998)  เปนตน  (Lucca และ Tepper, 1994) ปจจัยที่สงผลตอการผลิต
เซลลูโลสของ  Acetobacter xylinum ไดแก สายพันธุ  สารอาหารคารบอน  สารประกอบ
ไนโตรเจน  และภาวะการแปรผันของเชื้อ  ปริมาณอากาศหรือออกซิเจนในกระบวนการผลติ 
(Dudman ,1960) เปนตน จากการศึกษาที่ผานมาพบวา อุณหภูมิ เปนปจจัยหนึ่งและเปนขอจํากดั
ของการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อนี้ คือ ชวงอุณหภูมทิี่เชื้อใชในการผลิตเซลลูโลสทีผ่านมานัน้ อยู
ในชวงแคบๆคือ 28-30 องศาเซลเซียส เมื่อสภาวะการเลีย้งเชื้อมชีวงอุณหภูมิสูงกวานี้
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ประสิทธิภาพการเจริญและการผลิตเซลลโูลสของเชื้อลดต่ําลง (Moonmangmee และคณะ,2002) 
ซึ่งเปนอปุสรรคสําหรับการประยุกตใชประโยชนในระดบัอุตสาหกรรม ที่เชื้อควรจะมีประสิทธิภาพ
ในการผลิตเซลลูโลสและเจริญไดในระดับชวงอุณหภูมิสูงกวานีเ้พื่อลดคาใชจายในระบบการ
ควบคุมอุณหภูมิ ในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อนัน้ สามารถเตรียมไดจากน้ํามะพราวและ/หรือน้ําชา 
โดยอาหารเลีย้งเชื้อจะตองมีแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดวย  

สําหรับงานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อคัดแยกเชื้อ Acetobacter xylinum ที่มีความสามารถ
ในการเจริญและผลิตเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง รวมทัง้หาปจจยัทีเ่กี่ยวของและสภาวะที่เหมาะสม
ในการเจริญของเชื้อที่คัดแยกได เพื่อใหสามารถผลิตเซลลูโลสที่มีคุณภาพไดในปริมาณสูง และทาํ
การแยกสารทีม่ีคา Molecular weight ตางๆกัน จากน้ําชาและศึกษาผลของแตละ fraction ที่แยก
ไดตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ  Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมิสูงเพื่อเปน
ประโยชนตอการพัฒนาการผลิตเซลลูโลสตอไปในอนาคต 
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บทท่ี 2 

 
วารสารปริทศัน 

 
 การศึกษาเกี่ยวกับอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย เร่ิมตนใจสมยัปลายศตวรรษที่ 18 โดยหลุยส 
ปาสเตอรเปนบุคคลแรก ตอมาก็ไดมีการศึกษา ทัง้การแยก การพสูิจนเอกลกัษณ และการใช
ประโยชนของแบคทีเรียกลุมนี้เร่ือยมา เชน การศึกษาทางอนกุรมวิธานของเชื้อนี้ในประเทศญี่ปุน
ทั้งทางจีโนไทปและฟโนไทป (Yamada และคณะ. 1976; Yamada และคณะ,1983; Yamada 
และ Kondo, 1984; Entani และคณะ, 1985 และ Urakami และคณะ, 1989 เปนตน) รวมทัง้การ
ใชประโยชนทัง้การผลิตกรดอะซิติกและเซลลูโลส (Toyosaki และคณะ, 1995 และ Minakami 
และคณะ, 1984 เปนตน)ในประเทศแถบยโุรปและอเมริกาก็ไดมีการศึกษาอนุกรมวธิานและการใช
ประโยชนเชนกัน (Gossele และคณะ, 1983 และ Mason และ Claus, 1989 เปนตน)สําหรับใน
ประเทศไทยมกีารแยก การพิสูจนเอกลักษณ และการใชประโยชนของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย 
มานานแตไมคอยมีรายงานมากนัก (สมศรี ลิมปพัฒนวทิย, 2531 และ  Saeki และคณะ, 1997) 
 
2.1 การจัดจาํแนกอะชิติกแอซิดแบคทีเรีย 
 

อะซิติกแอซิดแบคทีเรียจัดอยูในตระกูล Acetobacteraceae มีลักษณะเซลลกลมรี จนถงึ 
รูปรางเปนทอน การเรียงตัวของเซลลมหีลายลักษณะ อาจพบเซลลอยูเดี่ยวๆ เปนคู เรียงตวัเปน
สายยาวหรือเปนสายสั้นๆไมพบเอนโดสปอร (Endospore) เซลลติดสีแกรมลบ แตเมื่อเซลลอายุ
มากขึ้นอาจยอมติดสีแกรมบวกบางเนื่องจากผนังเซลลเปลี่ยนแปลงไป เชื้อกลุมนี้สวนใหญ
สามารถเคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาชนิดรอบเซลลหรือข้ัวเซลล สวนมากไมสรางรงควัตถุ 
(Pigment) แตเมื่อมาอยูรวมกันมากๆอาจเห็นเปนสีชมพูของสารพอรไฟริน(Porphyrin) บางสาย
พันธุสามารถสรางรงควัตถสีุน้ําตาล เชื้อกลุมนี้ตองการอากาศในการเจริญเติบโต(Obligate 
aerobe)เพราะไมสามารถใชสารอื่นนอกจากออกซิเจนเปนตัวรับไฮโดรเจนตัวสุดทายใน
กระบวนการเปลี่ยนอาหารใหเปนพลงังาน อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชือ้นี้จะแตกตาง
กัน สวนใหญเจริญไดดีที่ 15-34 oซ เจริญไดที่ความเปนกรดดาง 5.4-6.3 เจริญไดเล็กนอยที่ความ
เปนกรดดาง 7-8 ( De ley และ Frateur, 1974) มีผูรายงานวาพบเชื้อนี้ในผลไม น้ําสมสายชู 
น้ําตาลสด น้าํตาลเมา กระแช ลูกแปง (นภา, 2520) 
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Acetobacter  

 ลักษณะของสกุลนี้คือ สามารถออกซิไดซอะซิเตทและแลคเตท มีระบบยูบิควิโนน
เปนชนิด Q-9 ไมสามารถเจริญในอาหารที่มีซอรบิทอลหรือเมธานอลเปนองคประกอบได จาก
ตารางที่ 1 เชือ้สกุล Acetobacter แบงออกเปน 5 สปชสี ไดแก 

1. A.aceti ซึง่แบงเปน 2 subspecies ไดแก A. aceti subsp. Aceti และ A. aceti 
subsp. Orleanensis ซึ่งทั้งสองนัน้มีลักษณะที่แตกตางกนัคือ การเจริญไดใน Hoyer-Frateur 
agar โดย A. aceti subsp. Aceti จะใหผลเปนบวก สวน A. aceti subsp. Orleanensis จะใหผล
เปนลบ (Yamada และคณะ, 1997) 

2.  A. pasteurianus ซึ่งแบงออกเปน 5 subspecies ไดแก A. pasteurianus subsp. 
pasteurianus , A. pasteurianus subsp. lovaniensis, A. pasteurianus subsp. estunensis, 
A. pasteurianus subsp. ascendens และ A. pasteurianus subsp.paradoxus  (Yamada 
และคณะ, 1997) 

3.  A. peroxydans   
4. A.polyoxogenes   
5. A. methanolicus มีรายงานพบวาในการผลิตน้ําสมสายชูจาก Acetobacter sp. เมื่อมี

การเติมกรดคาซามโินซึง่เปนแหลงไนโตรเจนจะทําใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter บางสาย
พันธุเจริญดีมากขึ้นและผลติกรดอะซิติกไดมากขึ้น (Mori และ Harada, 1973) 

 

Gluconoacetobacter 
 ลักษณะที่สําคัญของเชื้อกลุมนี้คือ มีระบบยูบิควิโนนชนิด Q-10 และไมสามารถเจริญได

ในอาหรที่มีเมธานอลหรือดี-ซอรบิทอลเปนองคประกอบ (Yamada และคณะ,1997) เชื้อสกุล 
Gluconoacetobacter นี้แบงไดเปน 5 สปชีส คือ 1.) Gluconoacetobacter europaeus, 2.) 
Gluconoacetobacter xylinus, 3.) Gluconoacetobacter hansenii, 4.) Gluconoacetobacter 
liquefaciens และ 5.) Gluconoacetobacter diazotrophicus และพบความแตกตางอยาง
ชัดเจนภายในเชื้อสกุลนี ้ คือ Gluconoacetobacter liquefaciens และ Gluconoacetobacter 
diazotrophicus สามารถผลิตสีน้ําตาลไดและลักษณะที่แยกระหวาง 2 สปชีสนี้คือ การสรางกรด 
5-คีโตกลูโคนิค การเจริญในอาหารทีม่ีกลูโคสเปนองคประกอบ 30% และที่สําคัญที่สุดในการ
แยกสปชีส Gluconoacetobacter diazotrophicus   ออกจากสปชีสอ่ืนๆคอื สามารถตรึง
ไนโตรเจนได และ ยังสามารถเจริญในอาหารทีม่ีกรดอะซิติกสูงถงึ 10% ไดและเจริญไดที่คาความ
เปนกรดเปนดางที่ 2.5 สําหรับ สปชีส Gluconoacetobacter xylinus  (Acetobacter xylinum)นัน้
มีลักษณะที่สําคัญคือ สามารถผลติเซลลโูลส รวมทั้งเอก็โซโพลีแซคคาไรดที่ละลายน้ําได  
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2.2  การพสิูจนเอกลักษณของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย (Identification of Acetic  

Acid Bacteria) 
 

 การพิสูจนเอกลักษณนัน้มีความสาํคัญในการที่จะระบุวาเชื้อที่แยกไดจัดอยูในกลุมใด 
Yamada และคณะ (1997) ไดพิสูจนเอกลักษณในการจําแนกสกุลของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย 
ซึ่งไดจากแหลงตางๆและไดพบเชื้อที่สามารถผลิตกรดในผลไมจะมีอะซิติกแอซิดแบคทีเรียและแล
คติกแอซิดแบคทีเรียปะปนกนั ดังนั้น จงึอาจแยกเชื้อ 2 กลุมนี้ออกจากกนัโดยอาศัยลักษณะที่
แตกตางกนันัน่คือ การยอมแกรมและการทดสอบคาตาเลส ซึ่งอะซิติกแอซิดแบคทีเรียใหผลตรงกนั
ขาม เมื่อไดเชือ้อะซิติกแอซิดแบคทีเรียแลว จะนํามาจัดกลุมไดโดยอาศัยการวิเคราะหระบบยูบิควิ
โนน สายพนัธุไดใหผลเปนยบิูควิโนนชนิด Q-9 จะจัดอยูในสกุล Acetobacter แตถาเปนชนิด Q-
10 จะนํามาศกึษาความสามารถในการเจริญและผลิตกรดในอาหารทีม่ีเมธานอลเปนองคประกอบ
ตอไป โดยถาใหผลเปนบวกจะจัดอยูในสกุล Acidomonas แตถาใหผลเปนลบจะนํามาศึกษา
ความสามารถในการเจริญและผลิตกรดในอาหารที่มีซอรบิทอลเปนองคประกอบ ซึง่ถาใหผลบวก
จะจัดอยูในสกุล Gluconobacter แตถาใหผลเปนลบจะจัดอยูในสกลุ Gluconoacetobacter ซึ่ง
การจําแนกเชือ้กลุมนี้ในระดับสกุล(Yamada และคณะ, 1997) แสดงดังรูปที่ 1 

 
รูปที่  1 การพสูิจนเอกลกัษณของเชื้ออะซติิกแอซิดแบคทีเรีย 
ที่มา : Yamada และคณะ, 1997. 
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2.3 อาหารและการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย (Nutrients and Isolation of Acetic 

 Acid Bacteria) 
 

สารอาหารจําเปนตอการเจรญิของเชื้อกลุมนี้ ไดแก แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และ 
แรธาตุ Swing(1992) ไดมีการแยกเชื้อ Gluconoacetobacter xylinus (Acetobacter xylinum) 
จากผลไมชนดิตางๆ โดยใชอาหาร GY-broth และมีการเติมไซโคลเฮกซาไมด (Cyclohexamide) 
เพื่อปองกันการเจริญของยีสตและรา จากนั้นนํามาทําการแยกเชื้อในอาหาร GCY-agar  
 Asai และคณะ (1964) ไดทําการพิสูจนเอกลักษณของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย โดย
ศึกษาทางชีวเคมีของการเกดิออกซเิดชัน(Oxidation)ของเอธานอล โพลีแอลกอฮอล และน้ําตาล
โดยเชื้อในสกลุ Gluconobacter ไดนํามาเลี้ยงใน Manitol agar และสําหรับสกุล Acetobacter ได
นํามาเลี้ยงใน GYP-agar 
 Yamada(1968) ไดทําการศึกษาระบบยบิูควิโนนของเชื้อในสกุล Acetobacter และ 
Gluconobacter ซึ่งเชื้อสกลุ Acetobacter นํามาเลี้ยงในอาหาร GEK-broth สวนเชื้อสกุล 
Gluconobacter เลี้ยงในอาหาร GAPY-broth แลวทําการสกัดสารยูบิควิโนนตอไป Yamada ในป
1969ไดทําการศึกษาระบบยูบิควิโนนของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียโดยเลี้ยงเชื้อสกุล 
Gluconobacter และ Acetobacter ในอาหาร GAPYC-broth  
 Jesus และคณะ (1971) ไดศึกษาการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เซลลูโลสไดในอาหาร TPSS-broth ภายหลังจากการแยกเชื้อไดศึกษาความสามารถในการผลติ
เซลลูโลสโดยใชอาหาร coconut-water 
 Mori และ Harada (1973) ไดศึกษาแหลงของคารบอนและไนโตรเจนที่มีผลตอการเจริญ
ของเชื้อสายพนัธุ Acetobacter rancens S3, F11 ซึ่งแยกไดจากการหมักน้ําสมสายชูโดยใช
อาหาร basal medium 
 Yamada และคณะ (1976) ไดทําการแยกเชื้อจากผลไม โดยใชอาหาร GAEYP-broth 
และ GAEYP-agar และเก็บเชื้อที่แยกไดบนอาหาร GGYP-agar 
 Colvin และคณะ (1977) ไดศึกษาการสรางกลูแคนของเชื้อ Acetobacter xylinumใน
อาหาร GCC-broth 
 Ohmori และคณะ (1980) ไดทําการแยกเชื้อในน้ําสมสายชูและผลไมชนิดตางๆ ใน
ประเทศญี่ปุนเพื่อหาเชื้อสายพันธุทีม่ีความสามารถในการผลิตน้ําสมสายชูไดที่อุณหภูมิสูง โดยใช
อาหาร YG-broth และ YGM-broth ผลปรากฏวาได Acetobacter aceti subsp. aceti ซึ่งมี
คุณสมบัติดี คือ สามารถผลติกรดไดที่อุณหภูมิสูง 
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 Yamada และคณะ (1981) ศึกษาองคประกอบของกรดไขมันในเซลล (Cellular fatty 
acid) ของอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย ในการเตรียมเซลลโดยใชอาหาร GGPY-broth 
 Carigliano (1982) ศึกษาอาหารที่ใชแยกความแตกตางโคโลนีระหวางสกุล Acetobacter 
และสกุล Gluconobacter โดยใชอาหาร DMS-agar 
 Masaoka และคณะ (1993) ไดศึกษาการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อ Gluconoacetobacter 
xylinus (Acetobacter xylinum) โดยใชอาหาร PYG-broth 
 Toyosaki และคณะ (1995) ไดพยายามแยกเชื้อที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการผลิต
เซลลูโลสในภาวะเขยา โดยใชอาหารดังนี ้YE-broth, BSH-broth และ CSL-Fru broth 
 
2.4 เซลลูโลส (cellulose) 
 

เซลลูโลส เปนโพลีแซคคาไรดมีชื่อทางเคมวีา 1,4-β-D-polyanhydroglucopyranose   
โครงสรางของเซลลูโลสประกอบดวยกลโูคส 15-40,000 หนวย ตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ β-
(1,4 ) glycosidic (Coffey และ Bell ,1995) (รูปที่ 2)    น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยขึน้กับชนิดของ
วัตถุดิบของเซลลูโลสซึ่งมีคาประมาณ1,500,000ดาลตัน (Brown และคณะ, 1976)       
 
 
 

 
รูปที่  2 โครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส 
ที่มา : Coffey และ Bell (1995) 
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 2.4.1   เซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum 
 

 Acetobacter aceti subsp. xylinum  หรือ Acetobacter xylinum  เปนแบคทีเรียใน
กลุม Acetic acid bacteria  A. xylinum  เปนแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยูในแฟมลีิ 
Acetobacteraceae เซลลมีลักษณะรูปรางยาวร ี(rod)  อาจเปนทอนตรงหรือโคง  อยูเดี่ยวๆ เปนคู 
หรือตอกันเปนสาย  ขนาดเซลลกวางประมาณ 0.6-0.8 ไมครอน ยาวประมาณ 1.0-1.4 ไมครอน  
ไมสรางเอนโดสปอร (endospore)  ตองการอากาศในการเจริญ( obligate aerobic) โดยใช
ออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสดุทายในกระบวนการเปลี่ยนสารอาหารใหเปนพลังงานสามารถ
สรางเอนไซมคะตะเลส (catalase  enzyme) ไมสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด สามารถออกซิไดซเอ
ทานอลเปนกรดอะซิติก ออกซไิดซกรดอินทรียประเภทอะซเิตทและแลคเตท เปนกาซ
คารบอนไดออกไซดและน้ํา พบทัว่ไปในธรรมชาติโดยเฉพาะในผักและผลไม จุดเดนคือ สามารถ
ผลิตเซลลูโลสได สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ คือพีเอชประมาณ 5.4-6.3  และอุณหภูมิ
ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส  แหลงคารบอนทีเ่หมาะสมตอการเจริญเปนสารประเภทเอธานอล 
แลคเตท  กลูโคส  ซูโครส   ฟรุกโตส   แมนนทิอล และอะราบิโนส ในระหวางการเจรญิของเชื้อชนดิ
นี้จะมกีารสรางเสนใยเซลลูโลสซึ่งจัดเปน primary metabolic product อุณหภูมิทีส่ามารถทําลาย
เชื้อชนิดนี้คือ 65-70 องศาเซลเซียส (Breed และคณะ, 1957 และ Asai,1968 )  เสนใยเซลลูโลสที ่
A. xylinum สรางขึ้นจะมีลักษณะเปนแผนวุนสีขาว หรือครีมลอยอยูทีผิ่วหนาของอาหาร  

คุณลักษณะของเชื้อที่ตองการคือ เปนเชือ้ที่สามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณมาก และ
เซลลูโลสที่ไดมีประสิทธิภาพด ี  สวนขอจํากัดของการผลิตเซลลูโลสโดยใชเชื้อจุลินทรียในการผลิต
นั้น มีคอนขางมาก ทัง้ในเรื่องของการควบคุมกระบวนการผลิตใหเหมาะสมกับลักษณะของเชื้อแต
ละชนิด สภาวะที่เหมาะสมอาจกลาวรวมถงึ อาหารเลี้ยงเชื้อ คาความเปนกรด-ดาง แหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจนที่ได โดยเฉพาะอยางยิ่งอณุหภูมิที่ใชในกระบวนการ จะตองเหมาะสมกับเชื้อ A. 
xylinum ที่ใช 

จากการศึกษาโดยใชวิธี X-ray diffraction  พบวา โครงสรางของเซลลูโลสจากA. xylinum 
ประกอบดวยหนวยยอยที่เรียกวา microfibril      มีขนาดความกวางประมาณ 1-25 นาโนเมตร 
ประกอบไปดวยสาย polyglucosan ต้ังแต 10-250 สาย มีความยาวประมาณ 1-9 ไมครอน มี
หนวยยอยกลโูคสประมาณ 2,000-18,000 หนวย    microfibril อยูในลักษณะเปนสายยาวเรยีง
ขนานกัน แตละสายจะเชือ่มกันดวยพนัธะไฮโดรเจน รวมอยูเปนมัดมีลักษณะเปนเสนใยเลก็ๆ 
เรียกวา cellulose fibril  และเมื่อใชเครื่อง transmission electron microscope ตรวจสอบเสนใย
เซลลูโลส (cellulose fibril)   พบวา มขีนาดความกวางประมาณ  100 นาโนเมตร  และหนา
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ประมาณ 3-8 นาโนเมตร  มีขนาดเล็กกวาเสนใยของพชืชั้นสูง     และเสนใยสงัเคราะหประมาณ 
10-1,000  เทาและ 100  เทา  ตามลําดับ ( Yoshinaga และคณะ, 1997)  

สมบัติของแผนวุนเซลลูโลสจาก A.xylinum  ไดแก 
1. มีความเปน hydrophilic   สูง เนื่องจากการมีพืน้ที่ในโครงสรางมากจึงสามารถอุมน้ํา 

 ( water holding capacity ) สูงถงึ 60-700 เทาของน้าํหนักแหง (White และ Brown, 1989) 
2. ไมมีเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  ลิกนนิ (lignin) และ เพคติน (pectin) เจือปน ทํา

ใหงายตอการนําไปทาํใหบริสุทธิ ์  สวนปรมิาณเซลลูโลสของแผนวุนจาก Acetobacter  xylinum  
มีปริมาณเทากับ 1.10 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัเปยก ซึ่งมากกวาปริมาณเซลลูโลสที่ไดจากแหลง
ผลไมตางๆ เชน ในสับปะรด มะละกอ เนือ้มันเทศ และมะมวง ซึง่มีปริมาณเซลลูโลสเทากับ 0.37  
0.72  0.76 และ 0.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (Lund และ  Smoot, 1982)  

3. ทนตอแรงดึงไดสูงกวาไฟเบอรสังเคราะหตางๆ โดยมีคา Young’s modulus ประมาณ 
30,000 เมกกะปาสคาล ซึง่สูงกวา organic fiber ถึง 4 เทา และคาความตานทานแรงดึง ซึง่มีคา
สูงกวาฟลม polyethylene หรือ vinyl chloride ถึง 5 เทา 
 

                
 
รูปที่    3     การเปรียบเทยีบลักษณะเสนใยเซลลูโลสจากแบคทีเรียกบัเสนใยในพืชชั้นสูง  
                 โดยใชเครื่อง Scanning  Electron  Microscope  

     A : เซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum    B : เซลลูโลสจากพืช 
ที่มา  :        Yoshinaga และคณะ  (1997) 
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2.4.2  การผลิตเซลลูโลส 
 

ปจจุบันแหลงเซลลูโลสที่ใชกนัสวนใหญไดมาจากพืชชนดิตางๆ นอกจากนีย้ังไดจาก 
อะมีบา ราเมือก สาหรายทะเล และแบคทีเรีย เชน Pseudomonas, Achomobacter, 
Aerobacter, Rhizobium, Agrobacter, Azotobacter และ Acetobacter โดยเฉพาะ 
Acetobacter xylinum ไดรับความสนใจกวาแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เนื่องจากเสนใยเซลลูโลสมีขนาด
เล็กมาก ไมมกีารเจือปนของเฮมิเซลลโูลส ลิกนินและเพกติน เสนใยมคีวามเปน hydrophilic สูง 
เนื่องจากการมีพื้นที่ผิวในโครงสรางมากจึงอุมน้ําไดสูงถึง 60-700 เทาของน้ําหนกัแหง เสนใยทน
ตอแรงดึงไดสูงกวาไฟเบอรสังเคราะหตางๆ จึงมีการนาํมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑทีม่ีมูลคาสูง เชน 
กระดาษลําโพง ผิวหนังเทียม และสารเตมิแตงในอาหาร (Okiyama, Motoki และ Yamanaka, 
1987) เปนตน 

การใชประโยชนของเซลลูโลสจากเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียมีดวยกนั 2 สวนใหญๆ คือ 
เพื่อการบริโภค เชน Nata de coco ซึ่งควรจะมีเนื้อสัมผัสที่ดีเปนที่ยอมรับของผูบริโภค และเพื่อใช
ในทางอุตสาหกรรมผลิตเซลลูโลส เชน การทําเยื่อกระดาษ เปนตน เซลลูโลสจากเชื้อแบคทีเรียมี
ขอดีดวยกันหลายประการเชน มีความบริสุทธิ์สูงและยงัชวยลดการใชไมลง เปนการชวยลดมลพิษ
จากการที่จะเกิดน้ําเสยีจากขั้นตอนการทาํไมใหเปนเยื่อกระดาษไนทางออม มีงานวิจัยที่ศึกษา 
สูตรอาหารเลีย้งเชื้อที่เหมาะสมสําหรับผลิตวุนน้ํามะพราวโดยใชเชื้อ Acetobacter xylinum 
TISTR  86 (สมศรี ลิปพัฒนวิทย, 2531) 

Masaoka,Ohe และ Sakoto (1993) ทาํการทดลองเลี้ยง Acetobacter xylinum IFO 
13693 ในอาหารสังเคราะหในภาชนะทีติ่ดตะแกรงมีรูขนาด 22 ไมครอนในตําแหนงที่ตํ่ากวา
ผิวหนาของอาหารเหลวเทากบั 11 มิลลิเมตร เมื่อเลี้ยงนาน 4 วนัพบวามีการสรางเซลลโูลสที่
ผิวหนาอาหารเหลว แตไมมีการสรางเซลลโูลสในอาหารที่อยูภายใตตะแกรงเลย แสดงวามีเฉพาะ
เซลลแบคทีเรียที่อยูใกลผิวหนาอาหารเหลวเทานัน้ที่สรางเซลลโูลส เนื่องจาก Acetobacter 
xylinum เปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญและการที่อาหารเหลวใสขึ้นในเวลา
เดียวกับการปรากฏของแผนวุนบนผิวหนาของอาหารเหลว ดังนั้นจึงมีการสันนษิฐานวาแผนวุน
ดังกลาวทาํหนาที่พาเซลลแบคทีเรียขึ้นสูผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มคีวามเขมขนของออกซิเจน
สูงกวาโดยอาศัยกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากกระบวนการเมตาบอลิสมของแบคทีเรียและถกู
กักเก็บไวในโครงสรางที่เปนรางแหเซลลูโลสของแผนวุน 

Schramm และ Hestrin (1954) พบวาเชื้อจะสรางชัน้ของแผนวุนใหมข้ึนบนผวิหนาของ
แผนวุนดานทีสั่มผัสกับอากาศและชั้นของแผนวุนเกาจะจมลงสูดานลาง แผนวุนทีไ่ดจึงมีลักษณะ
เปนชัน้ของรางแหเซลลูโลสจํานวนมากซอนทับกันอยู เนื่องจากการสรางเซลลูโลสในการหมักแบบ
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วางนิง่จะเกิดเฉพาะที่ผิวหนาของอาหารเหลวซึง่สัมผัสกับอากาศเทานั้น ดังนั้นปริมาณเซลลูโลสที่
เชื้อสรางขึ้น จึงเปนสัดสวนโดยตรงตอพื้นที่ผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ แตไมข้ึนกับปริมาตรและความ
สูงของอาหารเลี้ยงเชื้อ Masaoka,Ohe และ Sakoto (1993) อัตราการสรางผานวุนและเซลลูโลส
ของเชื้อข้ึนอยูกับหลายปจจยั เชน สายพนัธุของเชื้อ อายุและปริมาณของหัวเชื้อต้ังตน ชนิดและ
ปริมาณของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน ระยะเวลาในการเลีย้งและพืน้ที่ผิวหนาของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเปนตน อยางไรก็ตามความหนาของแผนวุนจะเพิ่มข้ึนดวยอตัราเร็วเกือบคงที่ในชวง 2-5 
วันแรกของการเลี้ยง และจะลดลงในวนัตอๆมา (อังคณา พนัธศรี, 2541) ในขณะที่อัตราการสราง
เซลลูโลสของเชื้อจะสูงสุดในระยะ 8 วนัแรกของการเลีย้งและจะลดลงหลังจากนั้น แมวา 70-75% 
ของปริมาณเซลลูโลสที่เชื้อสรางทัง้หมดจะสรางขึ้นในชวง 8-9 วันแรกของการเลี้ยง แตเชื้อจะยังคง
สรางเซลลูโลสในอัตราการผลิตที่ตํ่ากวาไดเร่ือยๆ จนถงึวันที่ 46 ของการเลี้ยง (Dudman,1959; 
Embuscado, Marks และ BeMiler, 1994 และ Masaoka  และคณะ, 1993) 
 Moonmangmee และคณะ (2002) ไดศึกษาการแยกเชื้อ การทดสอบลักษณะของเชื้อ 
และความสามารถในการผลิตเสนใยเซลลูโลสของเชื้อที่เปน Thermotolerant Acetobacter Strain 
โดยศึกษาที่อุณหภูมิ 37 40 และ 42 องศาเซลเซยีส พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการศึกษามากขึ้น
จาก 37 เปน 40 และ 42 องศาเซลเซยีส มีผลทําใหอัตราการเจริญของเชื้อลดลง และอัตราของการ
ผลิตเสนใยเซลลูโลสก็ลดลงดวย 
 Saeki และคณะ (1997) ศึกษากระบวนการผลิต น้ําสมสายช ู จากเชื้อแบคทีเรีย Acetic 
acid bacteria พบวา อุณหภูมิเปนตัวจาํกัดประสิทธิภาพในการผลิตน้ําสมสายชู เนื่องจาก Acetic 
acid bacteria ที่ใชในการผลิตน้ําสมสายชนูั้นมชีวงอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการผลิตคอนขางต่ํา 
คือ จะอยูในชวงอุณหภูม ิ 25-30 oซ ซึ่งถือเปนอปุสรรคในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งมี
อุณหภูมิในระบบคอนขางสงู ตองเสียคาใชจายเพิ่มมากขึ้นในกระบวนการ พบวา Thermotolerant 
Acetic acid bacteria สามารถลดปญหาได ทําใหสามารถผลิตน้ําสมสายชูไดที่ชวงอุณหภูมิสูงขึน้ 
ลดคาใชจายในกระบวนการไดมาก 
 Dudman (1960) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อ Acetobacter xylinum สายพนัธุตางๆ
ในสภาวะนิง่กบัสภาวะเขยา พบวา การผลิตเซลลูโลสในสภาวะผวินิง่มอัีตราการเจริญเติบโตของ
เซลลและผลผลิตเซลลูโลส (cellulose yield) เกดิขึ้นในอัตราทีตํ่่ากวาการผลติในสภาวะเขยา
เนื่องจากระยะเวลาในการผลิตนานกวา แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศโดยการเขยาพบวา ผลผลิต
เซลลูโลสลดลง ซึง่ทาํการแกไขโดยการเติม neutralizing agent 
 Naritomi และคณะ (1998) ศึกษาการผลติเซลลูโลสโดยเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum 
subsp. sucrofermentans BPR30011A ในอาหาร fructose Corn Steep Liquor(Fru-CSL)ที่ม ี
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ความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตส 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนที่ละลาย (dissolve oxygen) 10% 
คา pH 5.0 และอัตราการเติมอาหารในถังหมักที่อัตราการเจือจางระหวาง  0.03-0.10 ตอชั่วโมง 
พบวา อัตราการเจือจางเทากับ 0.07 ตอชั่วโมง ใหอัตราการผลิตเซลลโูลสสูงที่สุดเทากับ 0.62 กรัม
ตอลิตรตอชั่วโมง แตเมื่ออัตราการเจือจางและความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตสเพิม่ข้ึน ทําใหผล
ผลิตเซลลูโลสลดลง เมื่อเตมิแลกเตทในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 12.5 กรัมตอลิตร พบวาที่อัตรา
การเจือจางเทากับ  0.1  ตอชั่วโมง การเจริญของเซลลและการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน ที่อัตราการ
ผลิต 0.90 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ผลผลิตเซลลูโลสเทากบั 36 เปอรเซ็นต และเมื่อเปล่ียนจากแลค
เตทมาเปนเอทานอลปริมาณ 10.0  กรัมตอลิตร พบวา การเจริญของเซลลและการผลิตเซลลโูลส
เพิ่มข้ึนในอัตราการผลิต  0.95 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 46 เปอรเซน็ต   
 Jesus (1971) ไดศึกษาการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลโูลสได
จากผัก ผลไม และน้ําสมสายชู และพิสูจนเอกลักษณจัดเปน Acetobacter aceti subsp. xylinum 
 Colvin และคณะ (1977) ไดพบสารโพลเิมอรที่ละลายน้ําไดจากสายพันธุ Acetobacter  
xylinum ซึ่งประกอบดวยสายกลูโคสเปนเสนตรงและมีกิ่งที่ตอดวยพันธะ β-1-4 ตรงคารบอน
ตําแหนงที ่2 ของทุกๆกลูโคสสายตรง  
 Volla และ Kjosbakken (1981) Acetobacter xylinum สายพนัธุทีส่ามารถผลิตเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดชนดิใหม ซึ่งโพลีแซคคาไรดที่ไดนี้ประกอบดวย กลโูคส:แมนโนส:แรมโนส:กรดกลูโค
นิค ในอัตราสวน 3:1:1:1 โดยประมาณ Minakami และคณะ (1984) ไดพบ อะซิติกแอซิด
แบคทีเรียที่สามารถสรางโพลีแซคคาไรดชนิดใหม ซึ่งแยกไดจากกากน้าํสมสายชูซึ่งเปนสกุล 
Acetobacter โพลีแซคคาไรดที่ไดประกอบดวย กลูโคส:กาแลกโทส: แมนโนส: กรดกลูคูโรนิก 
( glucuronic acid)  ในอัตราสวน 6:2:1:1 โดยปริมาณน้ําตาลที่เปนองคประกอบในโพลีแซคคา
ไรดนั้นขึ้นอยูกบัน้ําตาลที่ใชเลี้ยงเชื้อดวย 
 Gossele และ Swings (1985) ไดศึกษาการพิสูจนเอกลักษณของเชื้อบางสายพนัธุที่
สามารถผลิตเซลลูโลสไดพบวาเปนสายพนัธุ Acetobacter hansenii นอกจากนี้ Ammemura 
และคณะ (1985) พบการสรางสารกลูแคน (glucan) ปริมาณ 2-2.5 มก. ตอ 100 มล. จากเชือ้ 
Acetobacter xylinum IFO 3288, IFO 13693 และ IFO 13772, Acetobacter aceti IFO 3281 
และ 3283, A.pasteurianus IFO 3223 และ A. rancens IFO 3297 และยังพบวา Acetobacter 
xylinum สามารถสรางโพลแีซคคาไรดที่ประกอบดวย ดี-กลูโคส แอล-แรมโนส และกรดกลูคูโรนิค 
ในอัตราสวน 7:8:1 Savidge และ Colvin (1977) ไดศึกษาการผลิตเซลลูโลสและโพลีแซคคาไรดที่
ละลายน้ําไดจาก Acetobacter xylinum โพลีแซคคาไรดประกอบดวย กลูโคส: แรมโนส: แมน
โนส: กรดกลูคูโรนิค ในอัตราสวน 6:1:1:1 สวน Tayama และคณะ(1985)  ไดพบโพลีแซคคาไรด 
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จากเชื้อ Acetobacter xylinum ซึ่งประกอบดวย กลูโคส: แรมโนส : แมนโนส : กรดกลูคูโรนิค : 
ออรโท-อะซิติล(O-acetyl) ในอัตราสวน  4:1:1:1:1 
 Masaoka และคณะ (1993) ศึกษาการผลติเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
 และพบวาพื้นผิวที่สัมผัสกับอากาศมีผลตอการผลิตเซลลูโลส ซึง่ถายิง่มีพืน้ที่ผิวมากก็จะทําใหการ
ผลิตเซลลูโลสเปนไปไดมาก Toyasaki และคณะ (1995) ไดทําการแยกเชื้อจากผลไมชนิดตางๆ
เพื่อหาสายพนัธุที่ผลิตเซลลโูลสไดสูงในภาวะเขยา เพื่อตองการเซลลูโลสปริมาณสูงในเวลาสัน้ 
เพื่อนาํไปใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป ซึ่งไดสายพนัธุ BPR 2001 ที่ยังไมไดทําการพิสูจน
เอกลักษณ สามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงถงึ 7.7 กรัมตอลิตร ใน jar fermenter ในอาหาร CSL-Fru 
broth 
 

2.4.3 การสังเคราะหเซลลโูลสของ A.  xylinum 
  กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสของ A. xylinum ประกอบดวย 3 ข้ันตอนที่สําคัญ 
ไดแก 

2.4.3.1 การสังเคราะห sugar nucleotide precursor   Acetobacter xylinum  
สามารถใชแหลงคารบอนในการผลิตเซลลโูลสไดหลายชนิด ไดแก กลูโคส  ฟรุกโตส  ไซโลส  อะรา
บิโนส   ซูโครส  สตารช กลเีซอรอล และ ดี-กลูโคโนแลคโตน เปนตน โดยสารเหลานี้จะถกูเปลี่ยน
ใหเปนสารตัวกลาง (intermediate) ที่สามารถเขาสูวิถีเมตาบอลซิึมหลัก ไดแก pentose 
phosphate pathway สําหรับสารตั้งตนที่เปนคารโบไฮเดรท และ tricarboxylic  acid cycle 
(TCA) สําหรับกรดอินทรียและอนุพนัธของกรดอินทรีย (Ross และคณะ, 1991) (รูปที่ 4) 
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รูปที่  4    วิถีเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรต กรดอินทรยี และสารอนพุันธของกรดอินทรีย 
ที่มา     :  Ross และคณะ (1991) 
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 เมื่อสารที่ถูกใชเปนแหลงคารบอนผานวิถีเมตาบอลิซึมหลักแลวจะเกิดสาร uridine 
diphosphate glucose (UDP-G)  หรือ   sugar nucleotide precursor ซึ่งจะถกูนาํไปใชเปนสาร
ต้ังตนสําหรับการสังเคราะหเซลลูโลส 

จากรูปที ่ 5  glucose จะถูกเปลีย่นเปน glucose-6-phosphate (G6P) โดยเอนไซม 
glucose hexokinase (GHK) จากนัน้จะเริ่มกระบวนการสงัเคราะหเซลลูโลสโดย G6P  จะถูก
เปลี่ยนเปน glucose-1-phosphate (G1P) โดยเอนไซม phosphoglucomutase (PGM)  และ 
G1P จะถกูเปลี่ยนตอไปเปน uridine diphosphate glucose (UDP-G) โดยเอนไซม glucose 
pyrophosphorylase (UGP)  จากนัน้ UDP-G จะถกูนํามาตอกนัเปนสายของเซลลูโลส หรือ β-
1,4-glucan chain  โดยการทํางานของเอนไซม cellulose synthase บน plasma membrane 
ของ Acetobacter xylinum (Yoshinaga และคณะ,1997) 

2.4.3.2 การสังเคราะหเซลลูโลสโดยเอนไซม cellulose synthase  การ 
สังเคราะหเซลลูโลสเริ่มจากเอนไซม diguanylate cyclase เปลี่ยน guanosine triphosphate 
(GTP) 2 โมเลกุล ใหเปน diguanosine tetraphosphate (pppGpG) ซึ่งเปน dinucleotide 
tetraphosphate โดยมีการปลอย diphosphate (ppi) จากนั้นจงึเปลี่ยน pppGpG ใหเปน 
diguanosine diphosphate (pGpG) โดยมีการปลอย ppi เชนเดียวกนั แลวจึงเปลีย่น  pGpG ไป
ในสองทิศทาง โดยทิศทางแรกเอนไซมphosphodiesterase-A (PDE-A) ตัดพันธะ 
phosphodiester bond ในโครงสราง pGpG ได pGpG สายตรงซึง่อยูในรูปที่ไม active จากนัน้ 
pGpG จะถูกเปลี่ยนไปเปน 5’-GMP โดยเอนไซม phosphodiesterase-B (PDE-B)  ทิศทางที่สอง
จะเกิดขึ้นเมื่อมี Ca2+ ยังยัง้การทาํงานของเอนไซม PDE-A ทําให pGpG ถูกเปลีย่นไปเปนสาย β-
1,4-glucan chain (รูปที่ 6) โดยเอนไซม cellulose synthase ซึ่งจะไปเรงการปลดปลอยโมเลกุล
ของ glucose  โมเลกุลของ glucose ที่ปลดปลอยจะรวมตัวอยูในสารละลาย ( Ross และคณะ
,1991) ดังแสดงในสมการ 

 
      
             UDP-Glc  +  (β-1,4-glucose)n   --------------------->   UDP + (β-1,4-glucose) n+1
 
 
 
 
 

 



 16

 

 
 
รูปที่  5   วิถีชวีเคมีของการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum 
ที่มา    :  Yoshinaga และคณะ (1997) 
 
     

 
 
รูปที่  6   กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสโดย cellulose synthase 
ที่มา     :  Ross และคณะ (1991)   
 

2.4.3.3 การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลส   เซลลูโลสที่ถูกสงัเคราะหข้ึนจะถูกขับ 
ออกมานอกเซลลผาน extrusion pore ซึ่งเรียงตวัตามแนวยาวของเซลล โดยแตละสายของ
เซลลูโลสประกอบดวย เสนใยขนาดเล็ก เรียกวา submicrofibril มีขนาด 1.5 นาโนเมตร จากนั้น 
submicrofibril จะรวมตวักนัมีลักษณะเปนเกลียวเวียนซาย และรวมตัวกันเปนสาย microfibril มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 นาโนเมตร  ขนาดของ microfibril จะขึ้นอยูกับขนาดของ 
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microcrystalline ของ microfibril แลวแตละสายของ microfibril จะมัดรวมตวักันเปนเกลียว 
(ribbon) ( Ross และคณะ,1991) ดังรูปที ่7 

 
 

 
 
 
รูปที่  7   การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
ที่มา     : Ross และคณะ (1991)   
 

2.4.4 ลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสและโครงสรางของแผนวุนเซลลูโลสที ่
สรางโดย Acetobacter xylinum 

 
  จากการศึกษา freeze fracture ภายใตผนังเซลลดานนอก (outer membrane) 
ของ Acetobacter xylinum ดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองทะลุผาน (Transmission 
Electron Microscopeม, TEM) พบแถวของเทอรมนิัลคอมเพล็กซ (Terminal complex, TC) ที่
เปนรูเปดขนาดประมาณ 3.5 นาโนเมตร เรียงขนานไปกบัแกนสมมาตรตามยาวของเซลล (Brown, 
Willison และ Richardson, 1976 และ Zaar, 1977) ดังแสดงในรูปที่ 8 ในกระบวนการสราง
เซลลูโลสของ Acetobacter xylinum สายตรงของ 1,4- β-glucan จะถูกสังเคราะหโดย catalytic 
site ที่อยูในชั้นของไซโตพลาสมิกเมมเบรน (cytoplasmic membrane) จากการศึกษาโดย 
molecular modeling ตอมา Brown (1996) เสนอวาในขั้นแรกนัน้สายของ 1,4- β-glucan 
จํานวน 4 สาย จะรวมกนัเกิดเปน single mini-sheet โดยอาศัยแรงแวนเดอรวาลส (Van der 
Waals force ) จากนั้น mini-sheet จํานวน 4 สายที่อยูภายใน terminal complex-subunit (TC-
subunit) เดียวกันจะรวมกันเปนสายของ mini-crystal หรือ sub-elemental fibril โดยสายของ 
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sub-elemental fibril ซึ่งมีขนาดประมาณ 1.5 นาโนเมตร จะถูกขับออกมาจากรูปของ TC-subunit 
ใน Acetobacter xylinum นั้น TC จะมีลักษณะการเรียงเปนเสนตรง โดยแตละ TC จะ
ประกอบดวย 3 TC-subunit ที่เรียงอยูชิดกัน สายของ sub-elemental fibril 3 สายจะรวมกันใน
ลักษณะของเกลียววนซาย (Ruben และ Bokelman, 1987) เกิดเปนสายของ crystalline 
microfibril ทีม่ีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 นาโนเมตร จากนัน้ สายของไมโครไฟบริล 
50-100 สายจะรวมกนัเกิดเปนสายของเสนใยเซลลูโลสที่มีรูปรางเหมือนริบบ้ิน (ribbon-shaped 
fibril)ที่มีความกวางประมาณ 60-80 นาโนเมตร และมีความหนาประมาณ 3-4 นาโนเมตร 
(Brown และคณะ,1976 ; Zaar, 1977 และ Yoshinaga และคณะ, 1997) 
 

 
 
รูปที่ 8    ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบทะลุผานของ P-fracture force ของ  

 lipopolysaccharide membrane (PF) และ outer surface (ES) ของเซลลแบคทเีรีย 
 Acetobacter xylinum  แสดงลักษณะการเรียงเปนเสนตรงของ TC ขนานไปกบัแกน
สมมาตรตามยาวของเซลล  

ที่มา :    Zaar และคณะ (1977) 
 
 Okiyama, Motoki และ Yamanaka(1992) ศึกษาปริมาณน้าํในแผนวุนโดย broadline 
Pulsed NMR พบวาแผนวุนเซลลูโลสประกอบดวยเซลลโูลส 0.9% ในขณะที่มีองคประกอบเปนน้ํา
อยูถึง 99.1% โดยน้ําที่อยูในแผนวุนแบงออกเปน bound water 0.3% และ free water 98.8% 
นอกจากนีเ้มื่อทําการวัดคา % syneresis ซึ่งแสดงปริมาณน้ําที่เจลสญูเสียออกมาจากโครงสราง
หลังจากการเซนตริฟวส พบวา แผนวุนเซลลูโลสมีคาของ % syneresis สูงกวาเจลของ agar และ 
gelatin ถงึ 27 และ 90 เทา ตามลําดับ คาของ free water และ % syneresis ทีสู่งมากบงบอกวา
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น้ําที่อยูในแผนวุนเซลลูโลส เพยีงแตถูกกกัเก็บไวในโครงสรางที่เปนรูโพรงขนาดเล็ก โดย capillary 
action และสามารถสูญเสยีออกมาไดงาย 
 
2.5 ชนิดของเซลลูโลสที่เชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้น 
 

2.5.1 เซลลูโลสชนิดแข็ง (Hard cellulose) 
สรางโดย Gluconoacetobacter xylinus ( Acetobacter xylinum) จากซับสเตรทพวก

เฮกโซส (Hexose) คือ กลูโคส (Glucose) ฟรุกโตส (Fructose) และ กาแลกโตส (Galactose) 
พบวาการเติมเอทานอลเล็กนอยจะขวยในการสรางเซลลโูลสไดดีข้ึน คําวา  Nata de coco ที่ใช
เรียกชื่อวุนน้าํมะพราวนัน้ เปนคําในภาษาสเปน หมายถึง แผนเซลลโูลสหนาสีขาว หรือสีครีมมา
จากมะพราวเมื่อวิเคราะหหาความชื้นของชั้นเซลลูโลสทีผ่ลิตไดพบวามีน้ําเปนสวนประกอบ
ประมาณ 95% สวนที่เหลือเปนเซลลูโลส (สมบูรณ ธนาศุภวัฒน, 2526)        

2.5.2 เซลลูโลสชนิดออน ( Soft cellulose) 
เซลลูโลสชนิดนี้ประกอบดวยกลูโคสประมาณ 600 หนวย ซึ่งเชื่อมกนัดวย β-glycosidic  

linkage ลักษณะคลายกับเซลลูโลสในฝายโดยเชื้อจะใชแหลงคารบอนจาก เอธิลลีนไกลคอน  
(Ethylene glycol) กลีเซอรอล(Glycerol) แมนนทิอล (Mannitol) อะราบิโนส(Arabinose) ไซโลส 
( Xylose) ฟรุคโตส (Fructose) การแลคโตส (Galactose) ซูโครส (Sucrose) แลคโตส (Lactose) 
ในการสรางเซลลูโลส (สมบูรณ ธนาศุภวฒัน, 2526) 
 
2.6  การนําเซลลูโลสจาก A.  xylinum ไปใชประโยชน 
 

ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย ไปใชประโยชนในดานตางๆ อาจจําแนกไดดังนี้ 
 

2.6.1 การนาํเซลลูโลสจาก A. xylinum ไปผสมกับโพลิเมอรอ่ืนๆ เชน polyvinyl 
alcohol  เพื่อผลิตวัสดุที่มีความแข็งแรง และทนทาน  ใชเปนสารใหความหนืด และความคงตวัใน
อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง  ในการนาํเซลลูโลสมาทําปฏิกิริยาทางเคมีเพื่อใหได 
cellulose derivatives  เชน  hydroxylmethlycelluose ,  carboxylmethylcellulose และ 
cellulose acetate  จะทาํใหการใชประโยชนจากเซลลโูลสของ  Acetobacter xylinum  ได
กวางขวางขึ้น      (White และ Brown,1989 ; Ross และคณะ, 1991 ; Lucca และ Tepper,1994 
และ Coffey และ Bell ,1995) 
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2.6.2 ฟนอลเรซนิ (phenol resin) หรือเสนใยคารบอน (carbon fiber) ซึ่งปกติไม
สามารถทําเปนแผนได แตเมื่อนําเซลลูโลสจาก A. xylinum ที่ผานการอบแหงและบดเปนผงแลว
มาผสมเพื่อเปนตัวเชื่อม (binder) จะทําใหเสนใยเหลานี้ข้ึนรูปเปนแผนได (Ross และคณะ,1991) 

2.6.3 ในการผลิตกระดาษแอคติเวทเตทคารบอน (activated carbon fiber sheets) 
เพื่อใชในการดูดซับสารพิษ การเติมเซลลโูลสจาก A. xylinum ลงไปชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการ
ดูดซับสารพิษใหดีข้ึน (Ross และคณะ, 1991) 

2.6.4 ในทางการแพทย นําไปใชในการผลิตผวิหนงัเทียม (artificial skin)  หลอดเลือด
เทียม (artificial arteries) (Ross และคณะ,1991 และ Brown, 2002 ) และ dialysis membrane 
(Shibazaki และคณะ, 1993)  เปนตน 
 
2.7  ปจจัยทีม่ีผลตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  xylinum  
 
 มีปจจัยหลายประการที่เกี่ยวของกับการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  
xylinum  (สมคิด ธรรมรัตน, 2530 ; วราวฒุิ ครูสง, 2539 ; Alaban, 1962 และ โชคชัยและเกรียง
ไกร, 2538) ไดแก 
 

2.7.1 สายพันธุของ Acetobacter xylinum และคุณภาพของหวัเชื้อทีใ่ชในการหมัก 
Acetobacter xylinum  เปนแบคทีเรียในสกุล Acetobacter  ซึ่งมีความสามารถ 

ในการสรางกรดอะซีติกหรือกรดน้ําสมสายชูไดดี ดังนัน้ในการเลือกสายพนัธุของ Acetobacter sp 
xylinum เพื่อนํามาผลิตเซลลูโลสจะตองเลือกใชหัวเชื้อสายพนัธุดี ซึง่มีหลักเกณฑดังนี้ เปนหัวเชือ้
ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณที่สูง ในระยะเวลาอนัสั้น สรางกรดอินทรียเชน 
กรดอะซีติก กรดกลูโคนกิในปริมาณต่ํา นอกจากนีเ้ชื้อที่ใชควรจะมีความเสถียรหรือใหผลผลิตใน
ปริมาณสูงอยางสม่าํเสมอ สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด โดยเฉพาะสามารถใชน้าํตาล
ซูโครสซึ่งราคาถูกได  ทนตอการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมไดดี (Asai ,1968) 

Toyosaki และคณะ (1995) คัดแยก Acetobacter sp. ที่เหมาะสมตอการผลิต 
เซลลูโลสในสภาวะเขยา จากผลไม   ดอกไม และจากดิน พบวา Acetobacter sp. BPR 2001ที่
คัดแยกไดจากผลไมมีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดดีที่สุด   
   Dudman (1960) ศึกษาการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  
acetigenum  2  สายพนัธุ   A. xylinum  6 สายพนัธุ   A. kutzingianum  2 สายพันธุ และ A. 
pasteurianum  1 สายพนัธุ พบวา A. xylinum  supsp. HCCB-155 เหมาะสมสาํหรับนําไปผลติ
เซลลูโลส เนื่องจากมีความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนเซลลูโลสไดสูง   
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2.7.2 ปริมาณหัวชื้อต้ังตน   

  การผลิตเซลลโูลสจากเชื้อแบคทีเรียใหไดผลดีนั้นนอกจากเชื้อที่ใชตองบริสุทธิ์แลว 
 ปริมาณเชื้อทีใ่ชตองมีมากพอ เพื่อใหเชื้อเจริญไดอยางรวดเร็วจนมีปริมาณเกินกวาเชื้ออ่ืนๆที ่
อาจติดมากับน้ํามะพราว หรือปนเปอนในระหวางการหมัก โดยปริมาณเชื้อที่เหมาะสมที่ใชในการ
หมักอยูในชวงรอยละ 10-20  (วราวฒุิ ครูสง, 2536) และใชเชื้อที่มีอาย ุ 3 วัน จะทําใหผลผลิตดี
ที่สุด เมื่อเชื้อเจริญและมีปริมาณมากพอจนถึงระดับหนึ่งเชื้อจะสรางเซลลูโลส สวนการใชปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนในปริมาณมาก มีผลทาํใหการผลิตเซลลโูลสของเชื้อลดลง  รายงานวาปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสม คือ รอยละ 10 ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด  แตถาใชปริมาณหัวเชื้อเร่ิมตน
มากกวานี้ พบวา จํานวนเซลลแบคทีเรียจะหนาแนนมากเกนิไป ทําใหเกิดภาวะแขงขัน จนมีการ
สรางแผนวุนเซลลูโลสลดลง  (Alaban ,1962) 
 

2.7.3 น้าํมะพราว 
น้ํามะพราวที่ใชควรมาจากมะพราวแก เนื่องจากเปนวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรและ

อุตสาหกรรมที่หาไดงายและมีคุณคาสูง เหมาะสําหรับการเจริญของแบคทีเรีย  (Alaban,1962) 
โดยเลือกน้าํมะพราวที่สดใหม มีไขมนันอย ไมมกีารปนเปอนของน้ํามะพราวที่เนาเสยี กอนใชตอง
นํามาตมใหเดือดเพื่อใหไขมนัละลาย และฆาเชื้อจุลินทรียที่ปะปนมา ขณะเดือดควรชอนเอาฟอง
และไขมันที่ผิวหนาทิง้ไป (สมคิด ธรรมรัตน, 2531) และไมควรเจือจางน้าํมะพราว เนื่องจากจะทาํ
ใหไดผลผลิตนอยลง (Alaban,1962) 

 
 2.7.4  สารอาหารคารบอน (carbon source)    

 แหลงคารบอนมีความสําคญัตอการเจริญและการสรางเซลลโูลสของ A. xylinum  โดย
เปนแหลงพลงังานแกเชื้อและองคประกอบหลักของสายเซลลูโลส เชื้อสามารถใชแหลงคารบอนได
หลายชนิด ไดแก น้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส ฟรุกโตส น้ําตาลโมเลกุลคู เชน ซูโครส แลคโตส 
น้ําตาลเชิงซอน เชน แปง แอลกอฮอล เชน เอธานอล และกรดอินทรีย เชน กรดอะซติิก กรดกลูโค
นิก (Masaoka และคณะ,1993) แสดงดัง ตารางที ่1  นอกจากจะใชแหลงคารบอนดังกลาวแลวยงั
สามารถใชแหลงคารบอนอ่ืน ไดแก น้ํามะพราว น้าํกะทิ น้าํหางนม น้ําลิน้จี่ น้าํสบัปะรด และน้ํา
ฝร่ังสด เปนตน น้าํมะพราวเปนวัตถุดิบที่ใชในการผลติมากที่สุด เนื่องจากน้ํามะพราวเปนวัสดุ
เหลือทิง้จากอตุสาหกรรมตางๆ เชน มะพราวตากแหง การผลิตกะทสํิาเร็จรูป น้าํมะพราวแกจะมี
น้ําตาล ซึ่งสวนมากเปนน้าํตาล กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส อยูถึง 3% แตเนื่องจากปริมาณ
น้ําตาลดงักลาวในน้ํามะพราวไมแนนอน ข้ึนอยูกับสายพันธุ และความออน-แก ของมะพราว 
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ดังนัน้จึงตองทาํการเติมน้ําตาลลงในน้าํมะพราว เพื่อใหแนใจวามีปริมาณคารบอนมากพอ สําหรับ
การเจริญและการสรางแผนวุนของเชื้อ (วราวุฒิ ครูสง, 2539) 
 
ตารางที่ 1 แหลงคารบอนสําหรับ A.  xylinum 

Carbon source  Cellulose yield (%) 
Monossacharides D- galactose 

D- fructose 
D-glucose 
D-xylose 
D-arabinose 
L-sorbose 

15 
92 

100 
11 
14 
11 

Disaccharides Maltose 
Lactose 
Sucrose 

7 
16 
33 

Polysaccharides Starch 18 
Alcohol Ethylene glycol 

Diethylene glycol 
Ethanol 
Propylene glycol 
Myo-inositol 
Glycerol 

4 
1 
4 
8 
17 
93 

Organic acids Succinic acid 
L-malic acid 
Citric acid 

12 
15 
20 

Other D-glucono lactone 62 
    
 ที่มา          :  Masaoka และคณะ (1993) 
  

Alaban (1962)  ศึกษาชนิดของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการสรางเซลลูโลสของ 
Acetobacter sp. ประกอบดวยน้าํตาลกลูโคส ซูโครส กาแลคโตส แมนนทิอล มอลโตส แลคโตส 
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และอราบิโรส   พบวาการใชน้ําตาลกลูโคส  ซูโครส  และกลีเซอรอลใหผลผลิตเซลลูโลสสูงกวา
น้ําตาลชนิดอืน่ๆ   

ชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนก็มีผลเชนกัน Masaoka และคณะ (1993) แปร
ชนิดของแหลงคารบอนพบวา กลูโคส ฟรุกโตส และกลีเซอรอล เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม และ
พบวา เซลลโูลสจะลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคส Oikawa และคณะ (1995) เลี้ยง 
Acetobacter xylinum KU-1 ในอาหารที่ใชแมนนิทอลและอาราบทิอลเปนแหลงคารบอน พบวา
การใชแมนนิทอลที่ความเขมขนรอยละ 0.5 เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนถึง 3 เทา และการใชอาราบิทอลรอยละ 1.5 เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใช
กลูโคสเปนแหลงคารบอนถึง 6 เทา 

 
    2.7.5 แหลงไนโตรเจน (nitrogen source) 

  เซลลแบคทีเรียมีองคประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8-10 เปอรเซ็นตของน้าํหนกัเซลล
แหง ความตองการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับสายพนัธุ และปจจัยทางสิ่งแวด-ลอม เชน 
พีเอช อุณหภูมิ และออกซิเจน อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีไนโตรเจนอยูเลยจะทําให Acetobacter 
xylinum ไมสามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได การเติมสารที่เปนแหลงไนโตรเจนโดยเฉพาะสารที่
อยูในรูปของแอมโมเนยี จะชวยเรงการเจริญเติบโตและการสรางเซลลูโลสใหเร็วขึ้น   (White, 
1995)  ตามธรรมชาติแลว น้ํามะพราวมสีารประกอบไนโตรเจนในรูปของโปรตีนอยูประมาณ 0.4% 
(วราวุฒ ิ ครูสง และคณะ, 2535) ซึ่งจะชวยให Acetobacter xylinum เจริญและสรางแผนวุนได 
แมจะไมเตมิไนโตรเจนเพิ่มลงไป อยางไรก็ตาม การเตมิสารประกอบไนโตรเจนเพิ่มเติม จะชวยเรง
ใหเชื้อผลิตแผนวุนไดหนาในเวลาสัน้ และชวยใหเชื้อเจริญไดดี  จากการศึกษาพบวา การใช
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) รอยละ 0.5  เชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด 
เมื่อเปรียบเทยีบกับการใชไนโตรเจนจากแหลงอื่นๆ ไดแก (NH4)2SO4, KNO3, NaNO3, peptone, 
yeast extract และ corn steep liquor เปนตน  
 
 2.7.6 สารประกอบแมกนีเซยีม 
 แมกนีเซยีมไอออน (Mg2+) สามารถกระตุนให  Acetobacter xylinum ผลิตแผนวุน
เซลลูโลสไดดีข้ึน โดยชนิดและปริมาณของสารประกอบแมกนีเซยีมที่เหมาะสม คือ แมกนเีซยีม
ซัลเฟต (Mg2SO4.7H2O) ที่ความเขมขน 0.05% (สมคิด ธรรมรัตน, สมศรี ลิมปพฒันวทิย, 2531
และ Alban, 1962) 
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 2.7.7   ความเปนกรด-ดาง (pH) 
 คาความเปนกรด-ดาง ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลโดยตรงตอการทํางานของเอนไซมใน
กระบวนการเมตาบอลิสมของแบคทีเรีย แมวา Acetobacter xylinum สามารถเจริญไดในชวง pH 
3.5-7.5 แต pH ที่เหมาะสมตอการสรางแผนวุนเซลลูโลส จะอยูในชวง 4.5-6.0 (Alban, 1962 และ 
Masaoka และคณะ,1993) นอกจากนีก้ารปรับคาความเปนกรด-ดาง โดยการใชกรด เชนกรดอะ
ซีติกยังชวยปองกันการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอืน่ๆ จากการรายงานของ Alban(1962) พบวา
การเตมิกรดอะซีติก 1% ชวยปองกันการปนเปอนจาก Aspergillus sp. ได และเมื่อเพิ่มปริมาณ
เปน 2% จะชวยปองกันการปนเปอนจาก Pennicillium sp. และ Bacillus sp. ได ในระหวางการ
หมักนั้นคาความเปนกรด-ดางของอาหารที่ใชเลี้ยงจะลดลงเรื่อยๆ เนื่องจากกรดกลูโคนกิที่เชื้อ
สรางขึ้นเมื่อความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูงขึ้นเชื้อจะผลติกรดกลูโคนิก
มากขึ้น และสงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารลดลงมาก แมวาการเติมกรดกลูโคนกิลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ไมมีผลตอการสรางเซลลูโลสของเชื้อ แตการที่เชื้อเปล่ียนกลโูคสเปนกรดกลูโคนิก 
จะทําใหมีสารตั้งตนสําหรับการสรางเซลลโูลสนอยลง (Masuoka และคณะ,1993) 

Daimaguila (1967) รายงานวากรดอะซิติกที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลโดย 
ตรงตอเอนไซมที่เกีย่วของในการสงัเคราะหโปโตรพลาสซึมและการแบงเซลลของ A. xylinum   
เชื้อยังใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนได  (Naritomi และคณะ,1998)  และปองกนัการปนเปอน
จากเชื้อราและแบคทีเรียอื่นที่ไมสามารถทนกรดไดอีกดวย (Masaoka et al., 1993) 

Alaban (1962) รายงานวาคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4-5 เปนสภาวะที่เหมาะ- 
สมตอการเจรญิและการสรางเซลลโูลสของ A. xylinum เมื่ออาหารมีคาพีเอช 3 การเจริญของเชื้อ
จะลดลง และคาพีเอชมากกวา 8 เชื้อไมสามารถเจริญได   

สมศรี ลีปพัฒนวทิย (2531) ศึกษาผลของพีเอชตอการเจริญของ Acetobacter  
aceti subsp. xylinum TISTR 86  โดยแปรคาพีเอชในชวง 3-5 พบวา พีเอชเทากับ 4.5 ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงสดุ   นอกจากนี้พีเอชยังสงผลตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสไปเปนกรดกลูโคนิกใน
ระบบการหมกั Hwang และคณะ (1999)  แปรคาพีเอชในการเลีย้ง Acetobacter xylinum BRC5 
เปน 4 5 และ 6  พบวาพเีอช 4 เหมาะสมตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสมากทีสุ่ด โดยมีคา 
GOD activity เทากับ 1 ในขณะที่พีเอช 5 และ 6 มีคา เทากับ 0.57 และ 0.30 ตามลําดับ ปฎิกริยา
ดังกลาวเกิดขึน้บริเวณ outer surface ของ cytoplasmic membrane (Matsushita และคณะ, 
1994) 
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 2.7.8  อุณหภมูิที่ใชในการหมัก 
 A.xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสไดดีที่อุณหภูมิในชวง 28-32 องศา 
เซลเซียส  เนือ่งจากการสรางแผนวุนสมัพันธโดยตรงกบัการเจริญของเชื้อเปนอยางมาก ดังนั้นการ
สรางแผนวุนจะเกิดไดเร็วเมือ่เชื้อเจริญไดดี  ถาอุณหภมูิสูงหรือตํ่ากวานี้มากๆ เชื้ออาจเจริญได แต
ไมสรางเซลลูโลส  เนื่องจากอุณหภูมมิีผลตอสมบัติของเอนไซมและการเสียสภาพของโปรตีนที่
เกี่ยวของกับเมตาบอลิสมของเชื้อ  
 Alaban (1962) และ Lapuz และคณะ (1967) รายงานสอดคลองกันวาในการเลี้ยง  
Acetobacter  sp. ในอาหารเหลวน้ํามะพราว ที่อุณหภูมิในชวง 10-45 องศาเซลเซียส พบวาที่
อุณหภูมิ 45 องศา-เซลเซียส เชื้อเจริญเตบิโตได แตไมสรางเซลลูโลส การสรางเซลลูโลสเชื้อจะเริม่
สรางที่อุณหภูมิเทากับ 20 องศาเซลเซยีส นอกจากนีอุ้ณหภูมิยังสงผลตอพฤติกรรมการสรางเสน
ใยเซลลูโลสของเชื้อโดย Hirai และ Horii (1999)  ศึกษาพบวาการเลี้ยง A. xylinum ในอาหาร 
Hestrin & Schramm ที ่ 4 องศาเซลเซียส  เชื้อไมสามารถสรางเสนใยเซลลโูลสเปนเกลียว 
(ribbon)  แตจะสรางเสนใยเซลลูโลสที่มีลักษณะ Dense และ Coarse (รูปที่ 9) 
 

 

 
 
รูปที่ 9   ลักษณะการพนัของเสนใยเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  

   A : แบบ Dense  B : แบบ Coarse 
ที่มา    :  Hirai และ  Horii (1999) 
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2.7.9 ออกซิเจน 
เนื่องจาก Acetobacter xylinum  ตองการออกซิเจนในการเจริญ ดังนัน้การหมัก 

เพื่อใหเชื้อเจริญ และสรางแผนวุนไดดีจึงตองหมักในภาชนะที่มีผิวหนากวาง เพื่อใหมพีื้นที่
ผิวสัมผัสของอากาศกับอาหารเลี้ยงเชื้อมากๆ นอกจากนี้ควรใชวัสดุทีม่ีการระบายอากาศไดดี เชน 
กระดาษหนงัสือพิมพ หรือ ผาขาวบางที่ฆาเชื้อแลวปดปากภาชนะ เพื่อปองกนัการปนเปอนใน
ระหวางการหมัก (สมคิด ธรรมรัตน, 2531) 

2.7.10    สารสงเสริมการสรางเซลลโูลส 
Ishikawa และคณะ (1998) รายงานวาการเติม p-aminobenzoic acid ลงในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อ มีผลทําให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR3001E ผลิตเซลลูโลส
เพิ่มข้ึน 40 เปอรเซ็นต เนื่องจากสารดงักลาวไปกระตุนการสรางสารประกอบ adenosine related 
purine ในเซลล ไดแก AMP ADP และ ATP  สารประกอบดังกลาวเกี่ยวของกับ fructose 
phosphorylation   

 ในขณะที ่ Tonouchi และคณะ (1998) รายงานวาการใช endoglucanse ทั้งใน
รูป Meicelase P-1  เปนเอน็ไซมผสมระหวาง   endoglucanse   exocellobioglucosidase และ 
β-glucosidase และ  endoglucanse บริสุทธิ์ที่สกดัไดจาก Bacillus sp. ความเขมขน 1-3 
มิลลิกรัมตอลิตร ทําให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 ผลิต
เซลลูโลสไดสูงสุด  และ  Tonouchi และคณะ, 1998  รายงานวาการนํายนีที่สังเคราะห sucrose 
phosphorylase (SPase) เปนเอ็นไซมที่สามารถคะตะไลส น้าํตาลซูโครส ไปเปน glucose-1-
phosphate และ ฟรุกโตส ที่ไดจาก Leuconostoc mesenteroids  มาใสใน Acetobacter strain 
G7 จะทาํใหเชื้อสามารถผลติเซลลูโลสเพิม่ข้ึนจาก 5.06 เปน 6.44 กรัมตอลิตร 
 
2.8 การหมกัเพื่อผลิตเซลลูโลสดวย  Acetobacter  xylinum   
 
 Nata de coco หรือที่รูจักกันในชื่อ วุนน้ํามะพราว หรือวุนเซลลูโลส เปนผลิตภณัฑที่ได
จากกระบวนการหมักของ Acetobater  xylinum     สามารถทาํการหมักไดในสภาวะการหมักดังนี ้

2.8.1 การหมกัแบบสภาวะนิ่ง (static culture) 
  กระบวนการผลิตโดยทั่วไปใชน้ํามะพราว ซึง่เปนวตัถุดิบเหลือใชจากโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหาร อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทเีรียชนิดนี้คือ มี
ความเขมขนของแหลงคารบอน  โดยใชน้าํตาลซูโครส 5-10 เปอรเซ็นต คาพีเอชเริ่มตนอยูในชวง  
4-5   ธาตุอาหารอื่นๆที่เติม เชน  ไดแอมโมเนยีมฟอตเฟสหรือแอมโมเนียมซัลเฟต    ใชเปนแหลง
ไนโตรเจน จากนัน้นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปตมฆาเชื้อ  เมือ่อาหารเย็นถายลงถาดหรือภาชนะที่มีขอบ
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สูง     คลุมดวยผาขาวบาง หองบมตองมีการสุขาภิบาลที่ดี  ฆาเชื้อหองบมกอนการหมกัทกุครั้ง 
จากนั้นใสปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10-40 เปอรเซ็นต  บมที่อุณหภูมิหอง     (25-30 องศาเซลเซียส) เปน
เวลา 7-14 วนั ( วราวุฒ ิครูสง และคณะ, 2535 ) จนไดแผนเซลลูโลสบนผิวหนาของอาหารเลี้ยง
เชื้อมีลักษณะขาวครีมมีเนื้อสัมผัสเหนียวแนน กระบวนการผลิตดังกลาวเรยีกวา การหมักแบบ
สภาวะนิ่ง (static culture)  ใชเวลาในการผลิตนาน มีของเหลือทิ้งจากการหมกัสูง ใชพื้นที่มาก
และควบคุมสภาพปลอดเชือ้ไดยาก 

Dudman (1960)  ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum สายพนัธุ 
ตางๆในสภาวะผิวนิง่กับสภาวะเขยา พบวาการผลิตเซลลูโลสในสภาวะผวินิ่ง มีอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล และผลผลิตเซลลูโลส (cellulose yield) เกิดขึ้นในอัตราที่ตํ่ากวาการผลิตใน
สภาวะเขยาเนื่องจากระยะเวลาในการผลิตนานกวา  แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศโดยการเขยา 
พบวา ผล-ผลิตเซลลูโลสลดลง ซึง่ทําการแกไขโดยการเติม neutralizing agent  และเมื่อ
เปรียบเทียบผลผลิตเซลลูโลสของการหมักทั้งสองแบบ พบวาการหมักในถงัหมกัไดผลผลิต
เซลลูโลสสูงกวา 50 เปอรเซ็นต 

Masaoka และคณะ (1993) ศึกษาตาํแหนงหรือบริเวณที ่Acetobacter xylinum  
จะทําการสรางวุนเซลลูโลสในสภาวะนิง่ พบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อในภาชนะแกวโดยมีตะแกรงลวดบรรจุ
อยูภายในโดยอยูในตําแหนงที่ตํ่ากวาผวิหนาอาหาร อยูเหนือกนภาชนะ 2.5 เซนติเมตร  
  Watanabe และ Yamanaka (1995) ศึกษาผลของออกซิเจนตออัตราการผลิต
และลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสจาก A. xylinum สายพนัธุตางๆ ภายใตสภาวะผิวนิ่งในถัง
หมัก พบวา อัตราการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 25 เปอรเซ็นต เมื่อปริมาณออกซิเจนที่ผิวหนาอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (oxygen tension) มีคาเทากบั 10-15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเมื่อเพิ่ม oxygen 
tension ใหอยูในชวง 15-30 เปอรเซ็นต มีอัตราการเจริญของเซลลคงที่  และเมื่อเปรียบเทยีบ
ลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสโดยใช scanning electron microscopy (SEM)  พบวา ความ
หนาแนนของเสนใยที่สภาวะ  oxygen tension เทากับ 50 เปอรเซ็นตมีมากที่สุด  และความหนา
ของแผนเซลลโูลสจะลดลงเมื่อ oxygen tension เพิ่มข้ึน 
 2.8.2    การหมักแบบสภาวะเขยา และแบบมีการใหอากาศโดยใชเครื่องหมกั 

Kouda และคณะ (1997) ศึกษาผลของความดนัของกาซออกซิเจน และ 
คารบอนไดออกไซดตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของA. xylinum subsp. sucrofermentans 
BPR3001A ในถังหมกั พบวา อัตราการผลิตเซลลูโลสจะขึ้นอยูกับอัตราการสงผานออกซิเจน  เมือ่
การผลิตเซลลโูลสของเชื้อเพิม่ข้ึนเรื่อยๆ การสงผานออกซิเจนของการหมักจะลดลง เนื่องจาก
อาหารเลีย้งเชือ้มีความหนืดเพิ่มข้ึน  สวนกาซคารบอนไดออกไซดมีผลทําใหการผลติเซลลูโลสของ
เชื้อลดลง 
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Chao และคณะ  (2000) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสใน 50 L Internal -loop airlift  
reactor   โดยใช A. xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001  พบวา อัตราการผลิต
เซลลูโลสในถงัหมกัแบบ airlift มีคาเทากบั 0.0567 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึง่มากกวาการผลติ
เซลลูโลสโดยใช  agitated-stirred tank fermenter   และเมื่อมีการเติมออกซิเจนในอากาศที่ใหแก
ถังหมัก 50 เปอรเซ็นตของปริมาณอากาศที่ใหแกระบบ พบวา  อัตราการผลิตเซลลโูลสเพิ่มข้ึนเปน
สองเทา  แตลักษณะเซลลูโลสที่ไดแตกตางจาก fibrous form คือ    มีลักษณะเปน pellet ซึ่งให
ลักษณะการถายโอนออกซิเจนที่ดีกวา 
 
2.9 อิทธิพลของแลคเตทตอการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  

Masuoka และคณะ (1996) ไดศึกษาอิทธพิลของสารอนิทรียที่เปนแหลงไนโตรเจน คือ  
corn steep liquor (CSL), soytone, yeast extract และ peptone พบวา CSL เหมาะสมที่สุดใน
การผลิตเซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum supsp. Sucrofermentan BPR 2001 โดยพบวา 
CSL เทานั้นที่มีแลคเตทเปนองคประกอบอยู จงึเติมแลคเตทลงไปในอาหารทีม่ีแหลงไนโตรเจน
อ่ืนๆ ผลปรากฏวาการผลิตเซลลูโลสสูงขึน้จนใกลเคียงกับการเลี้ยงในอาหาร CSL ดังรูปที ่ 10 
นอกจากนีย้ังทดลองใช แลคเตทในปริมาณ  0.15 %(v/v) รวมกับอาหาร basal  medium ในการ
เลี้ยง A.xylinum subsp.sucrofermentans BPR 2001 ผลการทดลองพบวาเชื้อผลิตเซลลูโลสได
เพิ่มข้ึน 4.57 เทา เนื่องจากแลคเตทเขาไปกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลูโลสในชวงเริ่มตนและ
ทําหนาทีเ่กี่ยวของกับหวงโซการหายใจและการผลิตพลงังานเพื่อการเจริญเติบโต ดังนัน้แลคเตท
จึงทาํหนาที่เสมือนตัวเรงการขับเคลื่อน TCA Cycle เหมือนกับตัวสรางพลังงานซึ่งดูไดจากผลการ
สรางเซลลูโลสที่สูงขึน้และเซลลเจริญไดอยางรวดเร็วนัน่เอง 
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รูปที่ 10  การผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum supsp. Sucrofermentan BPR 2001 ใน 

อาหารเหลวทีม่ีแหลงไนโตรเจนตางๆกัน ,แทงสีดํา: มีแลคเตท, แทงสีขาว : ไมมีแลคเตท ;  
เสนคือ การเจริญของเชื้อ  

ที่มา :    Matsuoka และคณะ (1996) 
 
2.10 อิทธิพลของเมไธโอนีน ตอการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  
 

เมไธโอนนี เปนกรดอะมิโน จงึจัดเปนแหลงไนโตรเจน ซึง่เปนองคประกอบของเซลล
แบคทีเรียประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนกัแหง ความตองการไนโตรเจนของเชือ้แตละสายพนัธุ
แตกตางกนั และความตองการยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอกีเชน พีเอช ออกซิเจน และ อุณหภูมิ เปนตน 
ตามธรรมชาตแิลวน้ํามะพราวมีสารประกอบไนโตรเจนอยูรอยละ 0.4 (วราวุฒิ ครูสง และคณะ
,2539) Acetobacter xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได แตอยางไรกต็ามการเติม
สารประกอบไนโตรเจนจะชวยเรงการเจรญิและการสรางเซลลโูลส โดยสารประกอบไนโตรเจน
เกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene บน cellulose synthase ไดแก acsAB, acsC และ 
acsD และปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวน้าํมะพราวจะตองสงเสริมการใช
น้ําตาลของเชือ้เพื่อการสรางสารเมตาบอไลทตางๆ โดยเฉพาะเซลลูโลส  

Matsuoka และคณะ(1996) ซึ่งไดศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส โดยการ
เปรียบเทียบกบั CSL ซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดเพราะพบวา มีกรดอะมิโนหลายชนิดเปน
องคประกอบโดยใชอาหารทีเ่ติมเมไธโอนนีเพียงอยางเดยีว อาหารทีเ่ติมกรดอะมิโน 14 ชนิด 
อาหารที่เติมกรดอะมิโน 14 ชนิดยกเวนเมไธโอนนีและอาหารที่ไมเตมิกรดอะมิโนเลย พบวา ใน
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อาหารที่มีเมไธโอนนีเพยีงอยางเดยีว มีปริมาณเซลลูโลสใกลเคียงกับอาหารที่มีกรดอะมิโนทั้ง 14 
ชนิด และในอาหารที่ไมมีเมไธโอนนีจะมปีริมาณเซลลูโลสที่ตํ่ามาก นอกจากนี้ Matsuoka และ
คณะ(1996) ยังไดทดลองแปรปริมาณเมไธโอนนี ในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4 ระดับคือ 0 0.0025 
0.005 และ 0.0075% (w/v) และพบวาปริมาณเมไธโอนีนที่ใช คือ 0.005% (w/v) อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส ใหผลการเจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสดีที่สุด 
 
2.11 ลักษณะและความสาํคัญของชา 

 
 2.11.1 ความสัมพันธระหวางชากับ Acetobacter xylinum 
  Tea fungus หรือ kombucha tea รูจักกนัดีในชื่อ Manchurin หรือ kargasok  
mushroom ไมใชเห็ด kombucha tea จะถูกสรางในโครงสรางของเยื่อบุผิวและเปนการอยูรวมกนั
ของส่ิงมีชวีิตคือแบคทีเรีย และยีสต ตางๆ ในสวนของแบคทีเรียไดแก Acetobacter xylinum, 
Acetobacter ketogenum, Pichia fermentans และยีสตหลายๆชนิด ซึง่โดยปกติยีสตที่พบคือ 
Saccharomyces, Brettanomyces และ Zygosaccharomyces (Sadjadi,1998) 
 

kombucha tea  จําเปนตองดํารงชีวิตในสารละลายของชาดําและน้ําตาล ใน 
อุณหภูมิที่เหมาะสม เชื้อจะเพิ่มจาํนวนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง ไมสรางสปอรเชนเดียวกับยีสต
โดยปกติ แตใชการเพิม่จํานวนโดยกระบวนการผลิต glucuronic acid lactic acid acetic acid 
และ vitanmin ตางๆแทน เชื้อยีสตจะเปลี่ยนรูปน้าํตาลและชาดําเปนเอ็นไซม  kombucha tea มี
คุณลักษณะเปนสารปฏิชีวนะ( Mayser และคณะ,1995 ) 
 

Brown และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสของAcetobacter xylinum  
พบวาเชื้อจะสรางเสนใยไดดี ถาเลีย้งในสภาวะที่มีอาหารเหมาะสม และไดเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ี 
kombucha tea รวมทัง้ศึกษา polyphenolic component ใน kombucha tea พบวา kombucha 
tea มีองคประกอบสิ่งมีชวีิตที่อยูรวมกันระหวาง แบคทีเรียและยีสต สารอาหารจากชาสามารถทาํ
ใหเชื้อสรางเซลลูโลสได 
 

Mayser และคณะ (1995 ) ศึกษาผลของ kombucha tea พบวายีสตทีเ่ปนองค 
ประกอบในโคโลนีมีความหลากหลายมากแตสายพนัธุที่ใชมากและบอยที่สุดคือ 
Saccharomyces, Brettanomyces และ Zygosaccharomyces kombucha tea นั้น สามารถ
เตรยีมไดงาย ในการทดลองแปรปริมาณชาที่ใช เปน 10 20 30 และ 40% dry tea พบวา ชาแหงที่
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ใชเร่ิมตน 20% dry tea เชือ้สามารถเจริญไดดีที่สุด คาความเปนกรดของ product อยูที่ประมาณ 
33 กรัมตอลิตร ของกรดทัง้หมด มีความสัมพันธกับการจํากัดความสามารถของจุล ินทรียชนิดอื่นๆ 
อยางไรก็ตาม ถากระบวนการหมกัทาํอยางตอเนื่องและยาวนาน ปริมาณคาความเปนกรดก็จะ
เพิ่มระดับสูงขึน้ เกิดความเสี่ยงหากนําไปใชในการบริโภค Lavine และ Feller (1940) รายงานผล
ของกรดอะซิติกที่เกิดจากกระบวนการหมกัวาสามารถยบัยั้งและทําลายจุลินทรยีได เมื่อใชใน
ปริมาณทีพ่อเหมาะ อยางไรก็ตาม ถาใชในปริมาณนอยคือ 1 กรัมตอลิตร( 0.1%) ของกรดอะซิติก 
จะสามารถยับยั้งเชื้อที่ทาํใหเกิดโรคและการสรางสปอรของแบคทีเรียได 
  Hesseltine (1965) รายงานผลของการหมักชาและตวัอยางทีม่ีความเปนกลาง
คอนขางสงูตอการยับยัง้เชื้อ Agrobacterium tumerfacien ซึ่งเปนเชื้อที่กอโรคพืน้ฐานในพืช แต
ยังไมไดรายงานผลของสับสเตรทที่ใชในการหมัก ดังนัน้ จงึไมทราบวาสภาวะการตานและการ
ยับยั้งเชื้อนัน้เปนผลมาจากสวนประกอบของชาทีท่าํใหสภาวะเปนกลางเพื่อตอตานจุลชีพหรือไม 
  Toda และคณะ (1991) พิสูจนวาใน kombucha tea ที่มีเชื้อจุลินทรียตางๆอยู
รวมกันและมคีวามเขมขน 20% (dry tea) จะสามารถยบัยั้งเชื้อกอโรคประเภท Stapphylococcus 
aureus, Stapphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Shigella flexneri  และ Vibrio 
spp. ไดดี และสามารถใชเลี้ยงจุลินทรียชนิดอื่นๆได 
  Lapuz และคณะ(1967) และ Dolendo และ Maniquis (1967)สรุปวารางแห
เซลลูโลสที่ลอยอยูบนผวิหนาของน้าํผลไม คือ น้ํามะพราว และ ส ับปะรด ซึ่งหมกัโดย เชื้อที่อยู
รวมกันระหวาง Acetobacter xylinum และยีสต ใหชือ่วา  "Nata"  ซึ่งใชบริโภคกันในประเทศ
ฟลิปปนส สวนในประเทศบราซิล ใชเซลลโูลสที่ไดจาก Acetobacter xylinum และยีสต นี้สําหรบั
การควบคุมอันตรายจากการเผาไหมบริเวณผิวหนัง ซึง่เชื้อ Acetobacter xylinum  และยีสตนี้จะ
เจริญไดดีในชาที่ประกอบดวยน้าํตาลซโูครส tea xanthines เอธานอล organic acids และ usnic 
acids (Fontana และคณะ, 1991)  
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2.11.2   สารที่เปนองคประกอบที่สําคัญในชา  

  สาระสําคัญที่เปนองคประกอบในชา  ไดแก  Polyphenols, flavonoids Catchin, 
epicatechin, epicatechin gallate, proanthocyanidin (ตารางที่ 2 และ 3) 

 ตารางที่ 2     องคประกอบของสารตางๆในใบชาสด  (Chemical  composition of a fresh tea  
         leaf )  

Compounds (% dry wt.) 
polyphenols  36 carbohydrate   25 
Methylxanthines 3.5 Protein    15 
Amino acid  4 Lignin    6.5 
Organic acid  1.5 Lipids    2 
Carotenoids  <0.1 Minerals   5 
Volatiles  <0.1 Chlorophyll,etc.  0.5 

 
ที่มา : www. herb108.com/nuke/modules 
 สารคาเฟอนี (caffeine) สารตัวนี้เปนทีถ่กเถียงกันในวงการแพทยวามปีระโยชน หรือ 
โทษกนัแน แตโดยทั่วไปยอมรับกันวาถาดื่มไมเกินวันละ 200 มิลลิกรัม ก็ไมมีผลเสยีอะไร ซึ่งใน
ปริมาณนี้จะเทากับการดื่มกาแฟประมาณวันละ 2 ถวย ( ถวยละประมาณ 8 ออนซ) เทากับชาวนั
ละประมาณ 5 ถวย ( ใบชาจะมีคาเฟอีนประมาณ 30-40% ของกาแฟ)  (Steiger และ
Steinegger, 1957) 

 สารตานอนมุลูอิสระ (antioxidant) ที่สําคญัคือ กลุมโพลีฟนอลส (polyphenols) ที่เดนๆ 
คือ epigallocatechin-3-gallate (EGCG หรือ catechins) ประโยชนของสารตานอนมุูลอิสระนั้นมี
มากมายตัง้แตการปองกนัการเกิดโรคตางๆ จนถึงมะเรง็ (Steiger และ Steinegger, 1957) 

 สารแทนนิน (tannin) ซึ่งชวยในการบรรเทาอาการทองเสยี หากมีการตมชาหรือแชชา
นานๆ จะทําใหไดปริมาณสารแทนนินจํานวนมาก (Steiger and Steinegger, 1957) 
 แรธาตุอ่ืนๆ เชน ฟลูออไรด วติามินเอ วิตามินบี 1 บี 2 และอื่นๆ อีกหลายชนิด ในชานั้นมี
กรดอะมิโนมากกวา ๒๐ ชนดิ ที่เดนคือ Thiamine มีถึง 38-54 % มีคาเฟอีนเฉลีย่ 3 % และสาร
แอลคาลอยดอีกคือ Thesphyllin, Theobromine และยังม ีอลูมิเนยีม (Al), แมงกานสี( Mn)   และ
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ยังม ีโปแตสเซยีม (K)  มากที่สุด  ชาดํา 1 g ให โปแตสเซียม (K) มากกวา 10 mg  ถัดมาเปน 
ฟอสฟอรัส (P)  และแมกนีเซียม(Mg)  แตจากการวิจัยบอกแลววาไมมพีิษ  ชาบางแหงมธีาตุ F 
(Fluoride) ติดมาดวย นอกจากนีก้็ยงัมีการใสชาลงในเครื่องสําอางตางๆ เชน สบู, แชมพ,ู ครีม
บํารุงผม นัน้ยงัไมมีการทดสอบที่ดีพอทางวิทยาศาสตรการแพทยในคนที่จะบอกวาไดผลจริง 
(Jean Carper, 1995) 

ตารางที่ 3  องคประกอบของสารตางๆในยอดใบชาสด(Chemical  composition of a fresh tea  

              shoot )  
Compounds (% dry wt.) 

Total polyphenols 25-30 
Flavanols 
        [-] Epigallocatechin gallate 
        [-] Epicatechin gallate 
        [-] Epigallocatechin  
        [-] Epicatechin  
        [-] Catechin  
        [-] Gallocatechin  

 
8-12 
3-6 
3-6 
1-3 
1-2 
3-4 

Flavonols and Flavonol glycosides 3-4 
Leuco anthocyanins 2-3 
Polyphenolic acid and depsides 3-4 
Caffeine 3-4 
Theobromine 0.2 
Theophylline 0.5 
Amino acid 4-5 
Organic acid 0.5-0.6 
Monosaccharides 4-5 
Polysaccharides 14-22 
Cellulose and Hemicellulose 4-7 
Pectins 5-6 
Lignin 5-6 
Chlorophylls and other pigments 0.5-0.6 
Ash(minerals) 5-6 
Volatiles 0.01-0.02 

ที่มา : www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm  
 

 

http://www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm


บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและเคมีภณัฑที่ใชในการทดลอง 
 

3.1.1      อุปกรณและเครื่องมือวิจัย
 
  3.1.1.1    Hand refractometer 
  3.1.1.2    เครือ่งวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  SCHOTT model CG 840 
  3.1.1.3    เครือ่งชั่งน้ําหนกัอยางละเอียด 4 ตําแหนง   Sartorious 
  3.1.1.4    เครือ่งผสมสาร (Vortex mixer)  LAB-LINE Instrument, Inc. 
  3.1.1.5    หมอนึ่งความดนัไอ (Autoclave) TOMY model SS-320 และ SANYO Labo 
  3.1.1.6    ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส)  WTB binder 
  3.1.1.7    ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส)  PROLABO 
                         3.1.1.8    ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) United Instrument Co.,LTD.และ  
                                        Haraeus Instruments 
  3.1.1.9    ตูเขีย่เชื้อ (Larminar flow carbinet) ISSCO model BVT-123 
  3.1.1.10  เครื่องเหวี่ยงแยก (Centrifuge) Hettich model EBA 12 
  3.1.1.11  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  Milton Roy model  
      Spectronic  G01 
  3.1.1.12   เครือ่งแยกเหวี่ยง (Centrifuge) Hettichi model EBA 12 
 
              3.1.2    วัตถุดิบและสารเคม ี
 
  3.1.2.1      แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate)  
       AR Grade  
  3.1.2.2     แมกนีเซยีมซัลเฟต (Magnesium sulfate) AR Grade  
  3.1.2.3     กรดอะซิติก (Acetic acid)  AR Grade 
  3.1.2.4     ผงวุน (Agar powder)  Merck 
  3.1.2.5     กลโูคส (Glucose)  AR Grade 
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  3.1.2.6     ซูโครส (Sucrose)  AR Grade 
  3.1.2.7     โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  AR  Grade 
  3.1.2.8     ฟนอล (Phenol)  AR  Grade 
  3.1.2.9     กรดซัลฟุริก (Sulphuric acid)  AR Grade 
  3.1.2.10    ฟนอลฟทาลนี (Phenolpthalene)  AR Grade 
  3.1.2.11    เอธานอล (Ethanol)  AR Grade 
  3.1.2.12....เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) The East Asiatic (Thailand) Public Co.,Ltd. 
  3.1.2.13     ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)  Oxoid, England 
  3.1.2.14     แคลเซียมคารบอเนต( Calcium carbonate ) 
  3.1.2.15     แอล-อะราบิโนส( L- arabinose) 
  3.1.2.16     ดี-ฟรุคโตส (D - fructose) 
  3.1.2.17     ดี- กาแลคโตส (D-galactose) 
  3.1.2.18     กลีเซอรอล (Glycerol) 
  3.1.2.19     ดี-แมนโนส (D- mannose) 
  3.1.2.20     ดี-แมนนทิอล (D-mannitol) 
  3.1.2.21     น้าํตาลซูโครส (sucrose) 
  3.1.2.22     ดี-ไซโลส (D-xylose) 
  3.1.2.23     DL- methionine 
  3.1.2.24     Sodium-DL-lactate 
 
3.2    วธิีการดําเนินงานวจิัย 
 

3.2.1   การแยกเชื้อแบคทีเรียทีส่รางเซลลูโลสจากผลไมสกุ 
 

3.2.1.1   ทาํการเก็บตัวอยางจากผลไมสุกงอม 10 ชนิด ไดแก แอปเปล กลวยหอม นอยหนา 
 ฝร่ัง ลางสาด ลําไย สับปะรด เงาะ สตรอเบอรี่ มังคุด จากตลาดสดทัว่ไปในกรุงเทพมหานคร ไดแก ตลาด
สดสามยาน ตลาดสดพรานนก ตลาดสดคลองเตย และตลาดสดรังสิต วัดปริมาณน้ําตาลของผลไมแตละ
ชนิดในรูปของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (Total soluble solid, TSS) ดวย แฮนด รีแฟรกโตมิเตอร ( Hand 
refractometer) ในขั้นตอนนี้ จะดาํเนินการ 2 วธิ ี
    วิธีแรก แยกเชื้อจากผลไมโดยตรง โดยใช ลูปเขี่ยเชือ้บริเวณสวนที่มีรอยชํ้าหรือเนาของผลไม 
streak ลงบนอาหารวุน GEY ซึ่งเติม CaCO3 (ภาคผนวก ก ) นาํไปบมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 2-3 
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วัน จากนั้นนํามาแยกเชื้อที่สรางกรดจะสงัเกตจากโคโลนทีี่มี clear zone  รอบๆ นําเชื้อที่แยกไดไป streak 
ซ้ํา เพื่อใหแยกเปนโคโลนีเดีย่วๆอีกครั้ง เกบ็เชื้อที่บริสุทธิไ์วในอาหารแข็ง GYPG ใน slant agar (Asai และ
คณะ, 1968) (ภาคผนวก ก )เพื่อนํามาศกึษาในดานอื่นๆตอไป โดยทําการยอมแกรมและการทดสอบทาง
ชีวเคม ี

 

  วิธีที ่2  ทําการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Enriched culture) กอนโดยเก็บตัวอยางผลไมสุกงอมแตละชนดิ
หนกัประมาณ 1-2 กรัม จากสวนที่เปนรอยช้ําหรือเนา โดยใชเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) ใส
ลงในหลอดขนาด 30 มล. ซึ่งมีอาหารเหลว GEY (ภาคผนวก ก ) หลอดละ 15 มล. บมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ 
เปนเวลา 3 วนั (Asai และคณะ, 1964)  แลวจึงแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์บนอาหารวุน GEY โดยนําของเหลวจาก
หลอดที่เพิ่มปริมาณเชื้อแลว มา streak ลงบนจานอาหารวุน GEY ซึง่เติม CaCO3 (ภาคผนวก ก ) นําไป
บมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นนํามาแยกเชื้อที่สรางกรดซึ่งจะสังเกตจากโคโลนทีี่มcีlear 
zone รอบๆ  นําเชื้อที่แยกไดไป streak ซ้ําเพื่อใหแยกเปนโคโลนีเดี่ยวๆอีกครัง้ เก็บเชื้อที่บริสุทธิ์ไวใน
อาหารแข็ง GYPG ใน slant agar (Asai และคณะ, 1968) (ภาคผนวก ก ) เพื่อนําไปศึกษาในดานอื่นๆ
ตอไป โดยทําการยอมแกรมและการทดสอบทางชีวเคม ี
 

         3.2.1.2    คัดเลือกเชื้อที่สามารถผลติเซลลูโลสได โดยนําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมาบมตอไปบน
อาหารเหลว GEY ที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 14 วนั ถาสังเกตเหน็ชั้นของวุนหรือเซลลูโลสที่ผ ิวหนาอาหาร 
นําเชื้อมาทําใหบริสุทธิ์ โดย streak บนจานอาหารวุนน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก) นําเชื้อที่ไดมาเก็บในหลอด
อาหารวุน GYPG (ภาคผนวก ก) เพื่อศึกษาตอไป 
 

                    3.2.1.3    ศึกษาการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดในสภาวะนิ่ง โดยเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียที่แยกไดในอาหารน้ํามะพราวชนิดเหลวปริมาตร 1  ลิตร (อาหารน้ํามะพราวประกอบดวย น้ํา
มะพราวแกที่ผานการกรองตมเดือด และแยกไขมันออก 1 ลิตร   น้ําตาลทราย 5 เปอรเซ็นต  แอมโมเนียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต   ปรับความเปนกรดดางใหได
เทากับ 4.75 ) โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ( อังคณา พันธศรี, 2541 )  เลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่ง
โดยแปรอุณหภูมิเปน 3 ระดับ คือ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ   
                    ติดตามผลการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโดย 
 - cell content โดยวิธี viable plate count  (ภาคผนวก ข.) 
 - sugar utilization ( Dubois  และคณะ, 1956) (ภาคผนวก ข.) 
 -  pH โดยใช pH meter     (ภาคผนวก ข.) 
 - Acidity (AOAC, 1990) ทุก 24 ชั่วโมง   (ภาคผนวก ข.) 
 - cellulose production (Watanabe และ Yamanaka,1995) (ภาคผนวก ข.) 
 -ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอรวัด 
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  คัดเลือกเชื้อที่เจริญดีและสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงที่อุณหภูมิสูง 3 ระดับ คือ 37 oซ   
40 oซ   และ 42 oซ  และทําการ Identified เชื้อที่แยกไดวาเปนเชื้อ Acetobacter xylinumหรือไม 
      

 
3.2.2 ทําการ Identified เชือ้ที่แยกได  

 นําเชื้อแบคทีเรียที่สรางเซลลูโลส มาศกึษาลักษณะตางๆดังนี ้
                     3.2.2.1  ลักษณะรูปรางทางสัณฐานวิทยา การเจริญและสรีรวิทยา 
 - ตรวจสอบลักษณะเซลลและการยอมติดสีแกรม (ภาคผนวก ง) ภายใตกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1,000 เทา และตรวจสอบลักษณะของโคโลนีหลกัจากการเลี้ยงบนอาหารวุน GEY-CaCO3 
(ภาคผนวก ก ) และบมที่30 oซ เปนเวลา 24 ชม. (ภาคผนวก ง) (Hucker และ Cohn, 1923)  
 

                    
       3.2.2.2  ลักษณะทางชวีเคม ี 

                   ทดสอบลักษณะทางชีวเคมบีางประการของเชื้อ เปรียบเทียบกับเชื้อ Acetobacter xylinum 
TISTR893 โดยทําการทดสอบดังนี ้
                - ทดสอบการสรางเอนไซมแคตาเลส ( Catalase test) เลี้ยงเชื้อที่คัดเลือกไดบนอาหารวุน 
GYPG (ภาคผนวก ก) ที ่ 30 oซ เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทําการหยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 
3% จาํนวน 1-2 หยด ลงบนโคโลนีหากเกิดฟองแกสแสดงวาใหผลเปนบวก เชื้อนัน้สามารถสรางเอนไซม
คะตะเลสได ถาไมมฟีองแกสแสดงวาเปนลบ นั่นก็คือเชื้อนั้นไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลส  
(Komagata, 1975) 
                  -ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอะซิเตท (Oxidation of acetate) ไปเปนน้าํและ
คารบอนไดออกไซด โดยทําการเขี่ยเชื้อลงในอาหารเหลว SBYP แลวนาํไปบมที ่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั 
(ภาคผนวก ก) ซึ่งในอาหารจะมีอินดิเคเตอรคือ โบรโมไทมอลบลู ซึ่งมีชวงการเปลี่ยนสีอยูระหวางความ
เปนกรดเปนดาง 6.0-7.6 หากอินดิเคเตอรเปลี่ยนเปนสฟีา แสดงวา ใหผลบวกหรือเบสิค (Basic) แตถา
อินดิเคเตอรไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลเปนลบหรือแอซดิ (Acid) (Asai และ คณะ, 1964) 
                   -ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชนัของแลคเตท ( Oxidation of lactate) ไปเปนคารบอเนต 
(Carbonate) เชื้อที่ใหผลเปนบวกจะเกิดลักษณะขาวขุนของแคลเซียมคารบอเนตรอบโคโลนี โดยทําการ
เขี่ยเชื้อลงในอาหารวุน CY แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) แตถาไมเปลีย่นแปลง
แสดงวาใหผลเปนลบ (Asai และ คณะ, 1964) 

     - ทดสอบการสรางอะซิตลิ เมทธิล คารบินอล ( Acetyl methyl carbinol) จากแคลเซียมแลค 
เตท นําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CY แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) ผลบวกคือ 
เมื่อทําการทดสอบตามภาคผนวก ก จะใหสีชมพูถึงแดง ถาไมเกิดสแีสดงวาใหผลเปนลบ (Gossele และ 
คณะ, 1983) 
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                  -ทดสอบการใชกรดกลูตามิค (Glutamic acid) ของเชื้อโดยนําเชื้อมาเลี้ยงบนอาหารวุน GG 
แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วัน (ภาคผนวก ก ) ผลบวกคือ เชือ้สามารถเจริญบนอาหารดงักลาวได 
ถาไมเจริญแสดงวาใหผลเปนลบ ( Asai และ คณะ, 1964) 
                  -ทดสอบการเจริญในอาหารวุนโฮเยอร-เฟรเทอร (Hoyer-Fratear agar) โดยนําเชื้อมาเลี้ยงบน
อาหารวุน  Hoyer-Fratear แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) ผลบวก คือ เชือ้สามารถ
เจริญบนอาหารดังกลาวได ถาไมเจริญแสดงวาใหผลเปนลบ ( Asai และ คณะ,1964) 
 
                      3.2.2.3 นําเชื้อที่แยกไดทัง้หมดมาทาํการ identified โดยใชผลทดสอบลักษณะทางชวีเคมี
ขางตน เทยีบกับเชื้อ Acetobacter xylinum TISTR893 เมื่อไดเชื้อที่คาดวาเปน Acetobacter xylinum 
แลว นาํไปศึกษายนืยนัโดยทดสอบ 16s rDNA Sequence Analysis ดวยโปรแกรม BLASTSn 
เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบสของเชื้อ(%similarity) เทียบกบัเชื้อที่เปน Type strain  คือ 
Acetobacter paeus  Acetobacter xylinus  Acetobacter sp. ITDI2.1 และ Gluconoacetobacter  
sp. DST GL_01 ในขั้นตอนงานวิจัยนี้ ตรวจสอบเชื้อโดย ศูนยวิจัยสวนกลางทางพันธกุรรม KU-Vector 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร จากนั้นนําเชื้อที่คัดแยกและ Identified ไดวาเปน Acetobacter xylinum ไป
ทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงตอไป 
 

 3.2.3    การคัดเลือก Acetobacter xylinum ที่ผลิตเซลลูโลสไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภูมสิูง
                                   นาํเชื้อที่คัดแยกและ Identified ไดแลววาเปน Acetobacter xylinum ในขอ 
3.2.2.3  มาศกึษาการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสที่อุณหภูมสูิง  

           ในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตน (starter) นั้นประกอบดวยอาหารเหลวน้ํามะพราวใส
ลงในหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร แลวถายเชื้อ Acetobacter xylinum 1 โคโลนีจากจานอาหารแข็งน้ํา
มะพราวลงในหลอดทดสอบที่เตรียมไว บมที่ 30 oซ เปนเวลา 5 วัน จากนั้นถายเชื้อ Acetobacter xylinum 
หลอดทดสอบลงในหลอดทดสอบซึ่งมีอาหารเหลวน้ํามะพราว ปริมาตร  15 มิลลิลิตร ใชปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เล้ียงเชื้อในสภาวะนิ่ง โดยแปรอุณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 
42 oซ   โดยน้ํามะพราวเริ่มตนที่นํามาใชจะตองปรับคา TSS ใหเปน 4oBrix ดวยเครื่อง แฮนด รีแฟรกโต
มิเตอร ทําการทดลอง  3 ซ้ํา และเปรียบเทียบชั้นเซลลูโลสที่ผลิตไดในวันที่ 7 ของการหมัก จาก 
Acetobacter xylinum แตละสายพันธุ ติดตามผลการทดลองโดยทําการตรวจวัด 

- cell content  โดยวิธ ีviable plate count                    (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )                   (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe และ Yamanaka ,1995 )     (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                              (ภาคผนวก ข.) 
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    - pH โดยใช pH meter                                                
    - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
 

                   คัดเลือกสายพันธุเชื้อที่ผลิตเซลลูโลสไดปริมาณสูงที่สุดที่อุณหภูมิสูง 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ   
เพื่อนําไปศึกษาปจจัยที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อสายพันธุนั้นๆตอไป 

 
3.2.4 การศึกษาปจจัยที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อ Acetobacter xylinum ที่ผลิต 

   เซลลโูลสไดปริมาณสูงทีอุ่ณหภูมสิูงทีคั่ดแยกได
 

3.2.4.1    ศกึษาปริมาณน้ําตาลซโูครสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชือ้ที ่
               อุณหภูมิสูง 

                  เติมน้ําตาลซูโครสในสูตรอาหารน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก)  0 1 3 และ 5 %(w/v) ใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร ที่มีอาหารน้ํามะพราวอยู 100 มิลลิลิตร ในการทดลองครัง้นี้ตองวัด
ปริมาณน้าํตาลเริ่มตนที่มีอยูในน้าํมะพราวกอน จากนัน้เติมหวัเชื้อ (จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 มิลลิลิตร 
ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนทีอุ่ณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ   เปนเวลา 7 วัน 
เก็บตัวอยางในวนัที ่0 3 5 และ 7 ติดตามผลการทดลองโดยทําการตรวจวัด 

- cell content  โดยวิธี viable plate count            (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )         (ภาคผนวก ข.) 

                                 - pH โดยใช pH meter                                           (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe และ Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                          (ภาคผนวก ข.) 

                             - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
     
   เลือกความเขมขนน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter 
xylinum ที่อุณหภูมิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
 

3.2.4.2   ศึกษาปริมาณแลคเตทที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที ่
              อุณหภูมิสูง 

                  เตรียมแลคเตทที่มีความเขมขน 35 กรัมตอลิตร (Takkaaki และคณะ, 1998) เติมลง
ในอาหารน้าํมะพราว (ภาคผนวก ก) ที่ระดับตางๆ เปน 0 0.10 0.15 และ 0.20 %(v/v) ในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มอีาหารน้ํามะพราวอยู 100 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อ (จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 
มิลลิลิตร 
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 ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนทีอุ่ณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    

เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางในวนัที่ 0 3 5 และ 7 ติดตามผลการทดลองโดยทาํการตรวจวัด 
- cell content  โดยวิธี viable plate count           (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )         (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                          (ภาคผนวก ข.) 

                                - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
                                 - pH โดยใช pH meter                                         (ภาคผนวก ข.) 
 

                 เลือกความเขมขนแลคเตทที่ เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
 
                    3.2.4.3 ศึกษาปริมาณเมไธโอนนีที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที ่
                                    อุณหภูมิสูง  

                       เติมเมไธโอนนีในสูตรอาหารน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก) ที่ระดับตางๆ เปน 0 
0.0025  0.005 และ 0.0075 %(w/v) ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารน้ํามะพราวอยู 100 
มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อ(จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 มิลลิลิตร ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนที่อุณหภูมิ 
3 ระดับคือ 37 40 และ 42 oซ  เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางในวนัที ่0 3 5 และ 7 ติดตามผลการทดลองโดย
ทําการตรวจวดั 

- cell content  โดยวิธ ีviable plate count              (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )              (ภาคผนวก ข.) 
 - cellulose content  ( Watanabe และ Yamanaka ,1995 )       (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                          (ภาคผนวก ข) 

                            - pH โดยใช pH meter                                        
    - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 

             เลือกความเขมขนเมไธโอนีนที่ เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum ที่อุณหภมูิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
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      3.2.4.4 ศึกษาผลของการทาํงานรวมกันของน้าํตาลซูโครส แลคเตทและเมไธโอนีน ใน
ปริมาณเหมาะสม ตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่อุณหภูมิสูง 

  นําปริมาณน้าํตาลซูโครส ปริมาณแลคเตท และเมไธโอนีนที่เหมาะสม ผลที่ได
จากการทดลองขอ 3.2.4.1 3.2.4.2 และ 3.2.4.3 ขางตนมาใสรวมกันในอาหารเหลวน้ํามะพราว วัด
ปริมาณเซลลูโลสของเชื้อที่สรางได ที่อุณหภูมิสูงเทยีบกบัในอาหารเหลวน้าํมะพราว 
 
 3.2.5  ทดลองเลี้ยงเชื้อที่คัดแยกไดในน้ําชา และหา fraction ที่แยกไดจากน้ําชาซ่ึงมีผล
ตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมสิูง 
 
        3.2.5.1  เลี้ยงเชื้อในอาหารน้าํชา เปรียบเทียบกับในอาหารน้าํมะพราว โดยปรมิาณชาเริ่มตน
ที่เหมาะสมสําหรับใชเลี้ยงเชือ้คือ 20 กรัมตอลิตร (2%) dry tea (Mayser และคณะ,1995) ในการเตรียม
อาหารน้ําชาเปรียบเทียบกบัน้ํามะพราว จะเตรียมโดยใชปริมาณชาเริ่มตนที่ 20 กรัมตอลิตร ตมในน้ํา
เดือดปริมาตร 1 ลิตร กรองเอากากออก เติมน้ําตาลทราย 8 เปอรเซ็นต(ใหไดความเขมขนเทากบัในอาหาร
น้ํามะพราว) แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ปรับ
ความเปนกรดดางใหไดเทากับ 4.75 โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต  เลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่งโดย
แปรอุณหภูมิเปน 3 ระดับ คือ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ  ทําการทดลองโดยการตรวจวัด  
    - cell content  โดยวธิี viable plate count            (ภาคผนวก ข.) 

- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )         (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                         (ภาคผนวก ข.) 
- ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
- pH โดยใช pH meter                                     

 เปรียบเทียบผลการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อในอาหารน้าํมะพราวและน้าํชา 
 
           3.2.5.2      นําน้ําชามาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography (Ansari และ  Mage, 1977) 
   เตรียมน้ําชา (ภาคผนวก ก) เร่ิมตนโดยใชชาอูหลง 20 กรัมตอลิตร(2%) dry tea 
(ปริมาณเทากบัที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ (กรัมตอลิตร))  ตมในน้าํเดือด และกรองเอากากออก จากนัน้นาํน้าํชา
ที่เตรียมได มาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel chromatography 
โดยใชคอลัมน Sephacryl S-200 HR ใชโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M เปนตัวชะ ใชอัตราเร็วของการไหล 
60 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง ผานสารละลายน้ําชาที่เตรียมไว (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ลงไปบนคอลัมนปริมาตร 1 
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มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 2 มิลลิลิตร นาํหลอดที่ไดมาศึกษาผลตอการเจริญ
และการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที่แยกได 
                   
       3.2.5.3   ศึกษาผลของแตละ fraction ตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลส โดยนํา fractionที่
แยกไดมา ทดสอบโดยใสรวมกับอาหารเลีย้งเชื้อ basal medium (Matsuoka และคณะ,1996)ที่เตรียมให
มีความเขมขน 2 เทา (ภาคผนวก ก) ในอตัราสวน 1:1 โดยปริมาตร คือเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน
ได 2 มิลลิลิตร ก็เติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีปริมาตร 2 มิลลิลิตรเชนกนั จากนัน้เติมเชื้อ Acetobacter 
xylinum (ที่ไดจากขอ 3.2.3) นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ ติดตามผลการ เจริญและการ
สรางเซลลูโลสของเชื้อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อใน basal medium 

ติดตามผลการทดลองโดยทําการวัด 
-  cell content  โดยวิธี viable plate count                          (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
-  ความหนาของวุนที่เกิดขึ้น  โดยใชเวอรเนียคารลิปเปอร 

  คัดเลือก fraction ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum และสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด    
                   
       3.2.5.4   ศึกษาผลของ fraction ที่คัดเลือกได ตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสในอาหาร
สูตรน้ํามะพราว (อังคณา พนัธศรี, 2541)ที่เตรียมใหมีความเขมขน 2 เทา  (ภาคผนวก ก)  โดยนาํ fraction 
นั้นใสรวมกับอาหารสูตรน้าํมะพราว (อังคณา พนัธศรี, 2541) ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร จากนั้นเติม
เชื้อ Acetobacter xylinum (ไดจากขอ 3.2.3) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ  ติดตามผล
การเจริญและการสรางเซลลโูลสของเชื้อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรน้าํมะพราว (อังคณา 
พันธศรี, 2541) 

ติดตามผลการทดลองโดยทําการวัด 
- cell content  โดยวิธี viable plate count                               ( ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 )      (ภาคผนวก ข.) 

 - ความหนาของวุนที่เกิดขึ้น  โดยใชเวอรเนียคารลิปเปอร 
 คัดเลือก fraction ที่มีผลทําใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum  ดีที่สุดและสามารถผลิต
เซลลูโลสไดสูงสุด 
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  3.2.5.5   ศึกษาองคประกอบของ fraction ทีม่ีผลทาํใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter 
 xylinum ดีทีสุ่ดและสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดที่อุณหภูมิสูง 
                               นาํ fraction ที่มีผลทาํใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum ดีที่สุดและ
สามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดที่อุณหภูมสูิง มาศึกษาองคประกอบทีสํ่าคัญ โดยทําการศึกษาวิเคราะห 
                               -        ปริมาณโปรตีน (Lowry และ คณะ, 1951)                ( ภาคผนวก ข.) 
                               -        ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (Dubois  และคณะ, 1956)   ( ภาคผนวก ข.) 
                               -        ปริมาณสารประกอบ phenolic ในรูป gallic acid     ( ภาคผนวก ข.) 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
4.1  การแยกเชื้อที่สามารถสรางเซลลโูลสไดที่อุณหภูมิสูงจากผลไมตางๆ  

  จากการทดลองไดเก็บตัวอยางจากผลไมสุกงอม ไดแก แอปเปล กลวยหอม 
นอยหนา ฝร่ัง ลางสาด ลําไย สับปะรด เงาะ สตรอเบอรี่ มังคุด เพราะมีปริมาณน้าํตาลคอนขางสูง  
และทําการแยกเชื้อจากผลไมเหลานี้ บนอาหารวุน GEY-CaCO3 โดยเลือกโคโลนีที่ข้ึนบนอาหาร
และมีการเกิดวงใส จากการสรางกรด นาํเชื้อที่แยกไดไป streak ซ้ําเพื่อใหเชื้อมีความบริสุทธิ์  
สามารถคัดแยกเชื้อแอซิดแบคทีเรียไดทั้งสิ้น 108 ไอโซเลต  (ตารางที่ 4) เมื่อยอมแกรมและตรวจ
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลติดสีแดงของแกรมลบ จากนั้นนํามาทดสอบเพื่อแยกเชือ้
แบคทีเรียที่ผลิตเซลลูโลสไดโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารน้ํามะพราวชนิดเหลว พบเชื้อแบคทีเรีย 29 ไอโซ
เลต ที่สามารถสรางแผนวุนเซลลูโลสไดทีอุ่ณหภูมิหอง (30 oซ ) (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที่ 4 ผลการแยกเชื้อทีส่รางแผนวุนไดจากผลไมชนิดตางๆ 
ชนิดผลไม จํานวน isolate  จํานวน isolate ที่สรางวุนได 
ฝร่ัง 25 17 
เงาะ 10 7 
ลางสาด 10 0 
แอปเปล 10 1 
นอยหนา 10 0 
สับปะรด 10 2 
ลําไย 10 0 
กลวยหอม 10 0 
มังคุด 5 1 
สตรอเบอรี่ 8 1 

รวม 108 29
 

เมื่อนําเชื้อที่สรางแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิหองไปศึกษาการเจรญิและการผลติวุน
เซลลูโลส โดยเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูม ิ37oซ  40oซ และ  42oซ  พบแบคทีเรียที่สราง
เซลลูโลสไดทัง้สิ้น 24 16 และ 5 ไอโซเลต ตามลําดับ จงึมีความเปนไปไดที่เชื้อสรางเซลลูโลสที่พบ 
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อาจจะเปน  Acetobacter sp. เมื่อนาํเชื้อแบคทีเรียทัง้ 29 ไอโซเลตมา streak บนอาหารแข็งน้ํา
มะพราวพบโคโลนีทีม่ีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร  โคโลนีทีพ่บมีความแตกตางกนัใน
เชื้อแตละไอโซเลต  ลักษณะโคโลนีทีพ่บ มทีั้งแบบกลมนนู ขอบเรียบ ขอบหยัก ผิวเปนมนัเงา มีสีครีม
เขม และสรางเมือกได  ตัวอยางลกัษณะโคโลนีของเชื้อทีs่treak บนอาหารแข็งน้ํามะพราว ดังรูปที่ 11 

                        
ก. เชื้อ G9 เมื่อเล้ียงครบ 3 วนั     ข. เชื้อ G9 เมื่อเล้ียงครบ 7 วนั  

 
รูปที่ 11 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่คัดแยกได เมื่อ streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
 
4.2   การ Identified เช้ือที่คัดแยกได เพื่อยืนยันวาเปน Acetobacter xylinum 

จากการทดลองขางตน เมื่อนําโคโลนีที่ไดมายอมแกรมและสองดวยกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1,000 เทา พบวาเชื้อทัง้ 29 ชนิดยอมติดสีแกรมลบ เซลลมีลักษณะเปนแทง เมื่อศึกษา
ลักษณะทางชวีเคมีบางประการของเชื้อทัง้ 29 ชนิด ( De Ley and Fratuer, 1974) เปรียบเทียบ
กับ Acetobacter xylinum TISTR893  พบวาเชื้อ 20 ชนิด มีลักษณะไมแตกตางกนั ปฏิกริยาที่
สําคัญในการตรวจสอบเชื้อคือ การทดสอบปฏิกริยาออกซิเดชันของอะซิเตท (Oxidation of 
acetate) ใหผลการทดสอบเปนเบสิค คือเชื้อสามารถออกซิเดชันอะซิเตทไปเปนน้าํและ
คารบอนไดออกไซดได(Asai และคณะ,1964)  และเชื้อยังสามารถสรางเอนไซมคาตาเลส 
(catalase test) บนอาหารวุน GYPG ได ( Asai และคณะ,1964) เปนการบงชี้เบื้องตนไดวา เชื้อที่
แยกไดมีความนาจะเปน Acetobacter xylinum ( De Ley and Fratuer, 1974) (ตารางที่ 5) และ
เมื่อนําเชื้อที่เจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูงทัง้ 3 ระดับ จํานวน 5 สายพนัธุไป
ตรวจสอบ 16 s rDNA sequence analysis ดวยโปรแกรม BLASTn จาก DDBJ database เทียบ
กับเชื้อ Acetobacter europaeus  Gluconoacetobacter sp. DST GL_01   Acetobacter 
xylinus และ  Acetobacter sp. ITDI2.1 ผลการตรวจสอบพบวา เชือ้ทั้ง 5 สายพนัธุ มีลําดับเบส
เหมือนกับเชื้อที่ใชในการเปรยีบเทยีบ มีความเปนไปไดที่จะเปนเชื้อทัง้ 4 ชนิด 100% (ตารางที่ 6) 
และเมื่อพิจารณาควบคูกับผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ พบวาเชื้อที่ไดเปน Acetobacter 
xylinum  
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ตารางที่  5 ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ 29 ชนิด เปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน Acetobacter xylinum TISTR 893 
Characteristic              G1/3 G3 G9 G9/1 G9/2 G9/7 G10 G10/2 G11 G12 G13 G15 G16 G18

TISTR 
893 

cell form                sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod

Gram reaction               - + - - - - - - - - - + - - - 

Catalase test               + - + + + + + + + + + - + + + 

Oxidation of acetate basic basic basic            basic basic basic basic basic basic basic basic acid basic basic basic 

Oxidation of lactate + - + + + + + + + + + - + + + 

Formation of 
- gluconic acid 
- cellulose 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

ลักษณะโคโลนี บนGEY-
agar 

เหลือง
เมือก ขาว 

เขม
เมือก 

เหลือง
เขม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม 

ครีม
เขม ครีม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีมเขม
เมือก 

Growth on: 
-Hoyer-Frateur medium 
-Calcium lactate agar 
-Glutamate agar 

- 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

W 
+ 
w 

- 
w 
w 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

- 
w 
- 

+ 
- 
w 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

 
- 
+ 
- 

w = weak 
+   คือ เชื้อสามารถสรางสาร และ/หรือ เจริญไดบนอาหาร 
-    คือ เชื้อไมสามารถสรางสาร และ/หรือ ไมสามารถเจริญไดบนอาหาร 
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ตารางที่  5 ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ 29 ชนิด เปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน Acetobacter xylinum TISTR 893 (ตอ) 

Characteristic R1 R2 R4 R5 R7 R9 R9/2 P4 P7 ST7 MT2 G1 G1/1 G1/2
 

AP7 
TISTR 
893 

cell form                 sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod sh.rod

Gram reaction                 - + - - - - - - - - - + - - - -
Catalase test               + - + + + + + + + + + - + + + + 

Oxidation of acetate basic basic basic basic             basic basic basic basic basic basic acid basic basic acid basic basic

Oxidation of lactate                + + - - - + + + + + - + + + + + 

Formation of 
- gluconic acid 
- cellulose 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

 
+ 
+ 

ลักษณะโคโลนี บนGEY-
agar 

ครีม
เขม 

ครีม
เขม 

ครีม
จาง 

ครีม
เขม เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เมือก เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม 

เหลือง
เขม
เมือก 

ครีม
เมือก 

ครีม
เขม 

เหลือง
เขม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

Growth on: 
-Hoyer-Frateur medium 
-Calcium lactate agar 
-Glutamate agar 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

+ 
- 
+ 

- 
- 
+ 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

- 
+ 
- 

W 
- 
+ 

W 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

W 
- 
+ 

- 
+ 
- 

w = weak 
+คือ เชื้อสามารถสรางสาร และ/หรือ เจริญไดบนอาหาร 
-คือเชื้อไมสามารถสรางสารและ/หรือไมสามารถเจริญไดบนอาหาร 
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ตารางที่ 6 Molecular Phylogenetic Identification of Microorganisms by  partial  16s rDNA  
sequence analysis 

 

Sample 
name 

Closets sequence % similarity Accession number 

R9 1.   Acetobacter europaeus 
2.   Gluconoacetobacter sp. DST 
      GL_01 
3.   Acetobacter xylinus 
4.   Acetobacter sp. ITDI2.1 

554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

 
554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

R9/2 1.   Acetobacter europaeus 
2.   Gluconoacetobacter sp. DST 
      GL_01 
3.   Acetobacter xylinus 
4.   Acetobacter sp. ITDI2.1 

554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

 
554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

G9 1.   Acetobacter europaeus 
2.   Gluconoacetobacter sp. DST 
      GL_01 
3.   Acetobacter xylinus 
4.   Acetobacter sp. ITDI2.1 

554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

 
554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

G11 1.   Acetobacter europaeus 
2.   Gluconoacetobacter sp. DST 
      GL_01 
3.   Acetobacter xylinus 
4.   Acetobacter sp. ITDI2.1 

554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

 
554/554 (100%) 
554/554  (100%) 

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

G16 1.   Acetobacter europaeus 
2.   Gluconoacetobacter sp. DST 
      GL_01 
3.   Acetobacter xylinus 
4.   Acetobacter sp. ITDI2.1 

554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

 
554/554 (100%) 
554/554 (100%) 

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 
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4.3   การคัดเลือก Acetobacter xylinum ที่ผลิตเซลลโูลสไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภมูิสูง
ข้ันตนพบวาเชือ้ 5 ชนิดที่สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได ที่อุณหภมูิสูง 37oซ 40oซ และ  

42oซ  ไดแก R9  R9/2  G9  G11 และ G16  
ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 37oซ เชื้อ R9 เจริญดีที่สุด มีปริมาณเชื้อสูงสดุคือ 

3.55x105 CFU/ml ผลิตปริมาณเซลลูโลสไดสูงสุด คือ 2.013 กรัมตอลิตร และมีอัตราการ
เปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 10.75 กรัม(กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถกูใชไป) เมื่อเลี้ยงครบ 7 
วัน ความหนาวุนของเชื้อสูงสุด คือ 12.14 มิลลิเมตร รองลงมาคือ G9  G16  R9/2 และ G11 
ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 

 
 
ตารางที่ 7         การเปรียบเทียบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ  

ณ วันที่ 7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

1.378±1.75 0.753±1.28 1.291±0.98 1.246±0.15 2.013±0.58 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

8.17±2.05 3.96±1.08 6.58±2.55 4.75±2.41 10.75±0.25 

Thickness (mm) 9.57±0.35 6.54±1.65 8.43±2.41 7.25±1.97 12.14±1.25 

Viable cell (CFU/ml) 3.44×105 1.79×105 3.41×105 3.13×105 3.55×105

 
 

 



   50
                                                                                                                                        

ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 40oซ  เชื้อ G16 เจริญดีที่สุด ปริมาณเชื้อสูงสุด 2.05x105 
CFU/ml ผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด  1.455 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลไปเปน
เซลลูโลส 9.26 กรัม (กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถกูใชไป) ความหนาของแผนวุนเซลลูโลสสูงสุด คือ 
5.78 มิลลิเมตร รองลงมาคือ G9  R9  R9/2  และ G11 ตามลําดับ ดังตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8       การเปรียบเทยีบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ  

          ณ วนัที ่7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

1.059 ± 2.55 0.299 ± 1.86 1.455 ± 1.35 0.763 ± 2.41 0.843 ± 1.58 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

6.59 ± 3.55 2.16± 2.54 9.26±1.54 3.75 ± 2.21 5.43 ± 2.05 

Thickness (mm) 4.75±1.34 3.25±0.78 5.78±0.58 3.97±0.85 4.12±1.57 

Viable cell (CFU/ml) 1.44×105 1.68×104 2.05×105 2.13×104 2.98×104

 
 
ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 42oซ  เชื้อ G9 เจริญดีที่สุด ปริมาณเชือ้สูงสุดคือ 

1.25x105 CFU/ml ผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดคือ 1.015 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
น้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 7.15 กรัม (กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถูกใชไป) ความหนาวุนสูงสุด คือ 3.96 
มิลลิเมตร  รองลงมาคือ G16 R9  R9/2  และ G11 ตามลําดับ ดังตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9       การเปรียบเทยีบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ 

          ณ วนัที ่7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

1.015±1.57 0.121±2.45 0.854±1.97 0.544±2.65 
 

0.785±3.77 
 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

7.15±0.98 1.96±1.05 6.15±1.25 3.15±2.54 4.9±2.75 

Thickness (mm) 3.96±0.25 0.25±0.97 1.75±1.75 0.97±2.64 1.12±2.89 

Viable cell (CFU/ml) 1.25×105 1.01×104 1.02×105 1.25×104 1.68×104

 
การเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่แยกไดทีอุ่ณหภูมิสูง พบวาเชื้อทัง้ 5 สาย

พันธุสามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุดที่ อุณหภูมิสูง 37 oซ รองลงมาคือที ่ 40oซ 
และ42oซ ตามลําดับ ที่ 37 oซ เชื้อ R9 เจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดสูงสุด ที่ 40oซ เชื้อ G16 
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดสูงสุด และ 42oซ เชือ้ G9 เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสได
สูงสุด พบวาอตัราการผลิตเซลลูโลสของเชื้อลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น Lapus และคณะ(1967) 
คือ ที่ 42 oซ ตํ่ากวาที่ 40oซ และ 37 oซ  ตามลําดับ สอดคลองกับ Moonmungmee และคณะ 
(2002) ซึ่งศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp.SKU 1100 ที่อุณหภูม ิ30 oซ 37oซ และ 
40 oซ  ซึง่คัดแยกไดจากผลไมในประเทศไทย พบวา เชือ้สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส
ไดหนาที่อุณหภูมิ 30 มากกวา 37oซ และ 40 oซ ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบผลผลติเซลลูโลสที่ได
จากการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมสูิง ในงานวิจยัไดเชื้อ R9 ใหผลผลิตเซลลูโลส 2.013 กรัมตอลิตรที่ 37o

ซ และ G16 ผลิตเซลลูโลสได 1.455 กรัมตอลิตรที่ 40 oซ ซึ่งสูงกวาการทดลองของ 
Moonmangmee และคณะ (2002)  ซึ่งเลี้ยง Acetobacter sp.SKU 1100 ในสภาวะนิง่ที่อุณหภมูิ 
37oซ สรางเซลลูโลสได 1.0 กรัมตอลิตร และ 40 oซ สรางเซลลูโลสได 0.45 กรัมตอลิตร ซึ่ง  

 



   52
                                                                                                                                        
Moonmangmee และคณะ (2002) พบวาเชื้อที่แยกไดเปนThermotolerrant strain และสามารถ
นําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงไดซึ่งจากงานวจิัยในครั้งนี้คาดวาจะ
สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงไดดีเชนกนั 

 ในงานวิจยันีพ้บวาเชื้อทัง้ 5 สายพันธุสามารถเจรญิและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดทั้ง 3 
ระดับอุณหภูมิ แตเชื้อที่สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุดที่อุณหภูมสูิง 42 oซ และ 
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดดีทั้งที ่37 oซ และ 40 oซ คือ G9 จึงไดนําเชื้อ สายพนัธุ G9 มา
ศึกษาอทิธิพลของปริมาณสารอินทรียแตละชนิดตอความสามารถในการสรางแผนวุนเซลลูโลสที่
อุณหภูมิสูง คือ 37 oซ 40 oซ และ 42 o ซ ตอไป 
 
4.4 ศึกษาอิทธพิลของปรมิาณสารอินทรยีแตละชนิดตอความสามารถในการสราง 

 แผนวุนเซลลูโลสของเชือ้ที่อุณหภูมสิูง 
     

4.4.1     ศึกษาผลของปรมิาณน้าํตาลซูโครสตอการสรางเซลลูโลสของเชื้อที ่
     อุณหภูมสิูง  

 
ในอาหารเหลวน้าํมะพราว ประกอบดวยสารอาหารคารบอนที่สําคัญ คือ น้าํตาล ซึง่เติม 

ลงไปในรูปของน้าํตาลซูโครส ในงานวิจัยนี้ตรวจสอบพบวาในน้าํมะพราวที่ใช มีปริมาณน้ําตาลอยู
ทั้งสิน้ 3.07 % (w/v) ซูโครสจะถูกเอน็ไซม sucrose phosphoryrase คะตะไลสเปนกลูโคสและ 
ฟรุกโตส จากนั้นจงึจะเขาสูกระบวนการใชสารอาหารเพื่อสรางพลังงาน ATP และเปนสารตั้งตน
ของสาย polyglucan chain ของเสนใยเซลลูโลส (Tonouchi และคณะ.,1998 ) โดยสารอาหาร
คารบอน หรือ น้าํตาลในอาหารเหลวน้ํามะพราวจะถกูนาํไปใชในการสรางสารเมตาบอไลท ไดแก 
กรดอะซิติก กรดกลูโคนิก และเซลลูโลส 

ที่อุณหภูมิ 37oซ การเติมน้าํตาลซูโครส 5 % (w/v) ในอาหารน้าํมะพราวปริมาณเซลลเพิ่ม 
สูงขึ้นตลอดการทดลอง (รูปที่ 12)ใหความหนาวุนสูงสุดคือ  14.91 มิลลิเมตร (รูปที่ 13) ผลผลิต
เซลลูโลสสูงสดุ คือ 3.54 กรัมตอลิตร (รูปที่ 14) อัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 
12.17 กรัม (กรัม/100 น้าํตาลที่ถกูใช) รองลงมาคืออาหารน้ํามะพราวที่เติมน้าํตาลซูโครส 3 % 
(w/v) 1 % (w/v)  และ 0 % (w/v)  ตามลาํดับ ซึ่งเมื่อเปรยีบเทียบกับการทดลองในขณะที่ไมเติม
น้ําตาลซูโครสพบวา มีความหนาวุนนอยกวา 22.81% ผลผลิตเซลลูโลสต่ํากวาทีเ่ติมน้ําตาล 8 % 
(w/v) ถงึ 75.87%และอัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลสนอยกวา 48.95% 
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ผลการทดลองที่อุณหภูมิ 42 oซ อาหารน้ํามะพราวที่มกีารเติมน้ําตาลซูโครส 5 % (w/v)  
เชื้อ G9 ใหความหนาวุนสูงสุดคือ 5.79 มิลลิเมตร (รูปที ่18) ผลผลิตเซลลูโลสที่ไดคือ 1.05 กรัมตอ
ลิตร(รูปที่ 20)อัตราการเปลีย่นแปลงน้ําตาลเปนเซลลูโลส 8.07 กรัม (กรัม/100น้ําตาลที่ถกูใช) ซึ่ง
สูงกวาไมเติมน้ําตาลซูโครส 3.33% และ 11.40% ตามลําดับ แผนวุนเซลลูโลสมีความหนา
คอนขางต่ํา ปริมาณเซลลกล็ดลงอยางรวดเร็ว (รูปที่ 19) เนื่องจากในสภาวะการเลี้ยงมีความเปน
กรดเพิ่มข้ึนสงูซึ่งจากงานวิจยัของ Masuoka และคณะ(1993) กลาววา ในระหวางการหมักนัน้คา
ความเปนกรด-ดางของอาหารที่ใชเลี้ยงจะลดลงเรื่อยๆ เนื่องจากกรดกลูโคนิก ที่เชื้อสรางขึ้นเมือ่
ความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูงขึ้นเชื้อจะผลิตกรดกลูโคนกิมากขึน้ และ
สงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารลดลงมาก แมวาการเติมกรดกลูโคนิกลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อไมมีผลตอการสรางเซลลโูลสของเชื้อ แตการที่เชื้อเปล่ียนกลโูคสเปนกรดกลูโคนิก จะทําใหมี
สารตั้งตนสําหรับการสรางเซลลูโลสนอยลง 

0

1

2

3

4

5

6

7

0 2 4 6 8

ระยะเวลา (วัน)

thi
ck

ne
ss 

(m
m) sucrose added 0%

sucrose added 1%

sucrose added 3%

sucrose added 5%

 
รูปที่  18     ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที ่

     เติมซูโครสในปริมาณตางๆ ที่อุณหภมูิ 42o ซ 
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จากการทดลองดังกลาวขางตน เมื่อเติมซูโครสลงในอาหารน้ํามะพราวพบวา เชื้อสามารถ
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดหนาขึน้ ปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงขึ้น ปริมาณซูโครสที่
เหมาะสมกับการสรางแผนวุนของเชื้อที ่37oซ 40oซ และ 42 oซ คือ อาหารน้ํามะพราวที่เติมซูโครส 
5 % (w/v) เมื่อพิจารณาอตัราเร็วในการสรางแผนวุนที ่ 37 oซ พบวาสูงกวาที่อุณหภูมิ 40oซ และ 
42 oซ  และปริมาณผลผลิตเซลลูโลสที่ไดพบวาที่ 37 oซ  สูงกวาที่อุณหภูมิ 40oซ และ 42 oซ  
เชนกนั  

  เชื้อ G9 สามารถเจริญและสรางแผนวุนได ทัง้ที่อุณหภมูิ 37oซ  40oซ และ 42 oซ และเมื่อ
เพิ่มสารอาหารคารบอนคือ น้ําตาลซูโครสเขาไปในอาหารเหลวน้าํมะพราวที่มนี้ําตาลอยูแลว 3.07 
%(w/v)พบวาเชื้อสามารถสรางเซลลโูลสไดดีที่สุดเมื่อเติมซูโครสลงไปในปริมาณ 5 %(w/v) 
เปรียบเทยีบกบังานวิจยัของ  Akira และคณะ (1997) ซึ่งศึกษาการเจริญและการผลิตเซลลูโลส
ของ A.xylinum BPR2001 ในสภาวะเขยาที่อุณหภูมิ 37oซ โดยใช น้ําตาลซูโครสเปนแหลง
คารบอนเชนกนั ปริมาณน้าํตาลซูโครสที่เหมาะสมคือ 4% (w/v)   ผลผลิตเซลลูโลสที่ได 1.8 กรัม
ตอลิตร ในขณะที่งานวิจัยครั้งนี้เมื่อเลีย้งในอาหารน้าํมะพราวที่ปรับปริมาณน้าํตาลซูโครสเปน 4% 
(w/v)   ใหผลผลิตเซลลูโลส 0.997 กรัมตอลิตร ซึ่งนอยกวาในงานวิจยัของ Akira และคณะ (1997) 
แตในงานวิจยันี้ปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมในอาหารน้าํมะพราวคือ 8% (w/v) ซึ่งมกีารเตมิ
น้ําตาลซูโครสไปอีก 5% (w/v) จากเดิมทีใ่นน้าํมะพราวมีน้ําตาลอยูแลว 3.07%(w/v) ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงถงึ 3.54 กรัมตอลิตร ซึ่งมากกวา งานวิจัยของ Akira Seto และคณะ,1997 ถึง 1.97 
เทา และการทดลองในครั้งนี้พบวา น้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ
และการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ A.xylinum G9 ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Alban(1962) 
รายงานวา น้ําตาลซูโครสที่เหมาะสม อยูในชวง 5-8% ซึง่ใหความหนาของแผนวุนสูงสุด และใหผล
คุมคาทางการคา  
 
4.4.2    ศึกษาปริมาณแลคเตทที่เหมาะสมสาํหรับเชื้อตอการเจริญและการสรางเซลลโูลส 
  ของเชื้อที่อุณหภูมสิูง 

Matsuoka และคณะในป 1996 ไดทําการทดสอบแหลงไนโตรเจนทีเ่ปนสารอนิทรยีไดแก 
corn steep liquor (CSL), soytone, yeast extract และ peptone พบวา CSL เหมาะสมในการ
ผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter xylinum subsp. Sucrofermentans BPR 2001 เนื่องจากพบวา
เฉพาะ CSL เทานั้นที่มีแลคเตทเปนองคประกอบ ดังนัน้เมื่อเติมแลคเตทลงในแหลงไนโตรเจนอื่นๆ 
จึงมีผลใหการสรางเซลลูโลสของเชื้อเพิ่มข้ึนจนถึงระดับที่ใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อดวย CSL และ
ยังพบวาแลคเตทกระตุนการเจริญของเซลลในชวงตนของการเลีย้งและทําหนาทีเ่ชื่อมตอหวงโซ
หายใจและการสรางพลงังานเพื่อการเจรญิ ดังนัน้จงึอาจกลาวไดวา แลคเตทเปนตวัเรงการ
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จากการทดลองพบวา การเตมิแลคเตทลงในอาหารน้าํมะพราวในปริมาณที่เหมาะสม  ซึ่ง 
ในการทดลองนี้คือปริมาณแลคเตท 0.15%(v/v) ที่อุณหภูมิ 37oซ และ 0.20%(v/v)  ที่อุณหภูมิ  
40 oซ  และ 42oซ แลคเตทชวยใหเชื้อ G9 สามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณที่สูงขึน้ 4-5 เทา 
แมวาอุณหภูมทิี่สูงขึน้จะไมเหมาะสมตอการเจริญและสรางเซลลูโลสของเชื้อก็ตาม เพราะแลคเตท
ปริมาณที่เหมาะสมที่เติมลงไปในอาหารนัน้ จะเปนตัวชวยสรางพลงังาน และเขาไปกระตุนการ
เจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสในชวงเริ่มแรก แลคเตททําหนาที่เหมือนตัวเรงการเจริญเตบิโต
และตัวเรงการผลิตเซลลูโลส และยังทําหนาที่เกีย่วของกับหวงโซการหายใจและการผลิตพลังงาน 
จากปฏิกริยาการเปลี่ยนแลคเตทเปนไพรูเวท ซ่ึงดูไดจากผลการสรางเซลลูโลสที่สูงขึน้ (Naritomi 
และคณะ,1998) ในขณะทีจ่ํานวนเซลลในการทดลองครั้งนี้มีแนวโนมลดลงเนื่องจากคาความเปน
กรดดางที่ลดลงซึ่งสอดคลองกับปริมาณกรดที่เพิ่มข้ึนในทกุระดับความเขมขนของแลคเตทที่เติม
ลงไป และทกุระดับอุณหภูมิ ทาํใหสภาวะไมเหมาะสมตอการดํารงอยูและการเจริญของเชื้อ  

 
4.4.3 ศึกษาผลของเมไธโอนนีตอการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลโูลสของ 
 เชื้อที่อุณหภมูิสูง และปรมิาณเมไธโอนีนที่เหมาะสมตอการเจรญิและการ
 สรางแผนวุนที่อุณหภูมสิูง 

 
เมไธโอนนี เปนกรดอะมิโน จงึจัดเปนแหลงไนโตรเจน ซึง่เปนองคประกอบของเซลล

แบคทีเรียประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนกัแหง ความตองการไนโตรเจนของเชือ้แตละสายพนัธุ
แตกตางกนั และความตองการยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอีกเชน พีเอช ออกซิเจน และ อุณหภูมิ เปนตน 
ตามธรรมชาตแิลวน้ํามะพราวมีสารประกอบไนโตรเจนอยูรอยละ 0.4 (วราวุฒ ิ ครูสง และคณะ
,2539) Acetobacter xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได แตอยางไรก็ตามการเติม
สารประกอบไนโตรเจนจะชวยเรงการเจรญิและการสรางเซลลโูลส โดยสารประกอบไนโตรเจน
เกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene บน cellulose synthase ไดแก acsAB, acsC และ 
acsD และปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวน้าํมะพราวจะตองสงเสริมการใช
น้ําตาลของเชือ้เพื่อการสรางสารเมตาบอไลทตางๆ โดยเฉพาะเซลลูโลส (Dudman, 1959) 

ผลการทดลองที่ 37 oซ เชื้อ Acetobacter G9 สรางวุนไดหนาที่สุด 14.78   มิลลิเมตร (รูป
ที่ 30) เมื่อเติมเมไธโอนนีลงในอาหารน้ํามะพราวในปรมิาณ 0.0075% (w/v)  คิดเปน 13.73 เทา
ของที่ไมเติมเมไธโอนนี รองลงมาคือเมไธโอนนีปริมาณ 0.005% (w/v) และ 0.0025 %(w/v) 
ตามลําดับ ในอาหารมีจาํนวนเซลลมากที่สุด คาความเปนกรดดางลดลงทุกระดบัความเขมขนซึ่ง
สอดคลองกับปริมาณกรดทีเ่พิ่มข้ึน มีการใชน้ําตาลไปมากที่สุด   25.48 % (w/w) ผลผลิตเซลลูโลส
ที่ไดคือ 3.75 กรัมตอลิตร (รูปที่ 32) มากกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 63.25% อัตราการ
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เปลี่ยนแปลงน้ําตาลเปนเซลลูโลส 14.59 กรัม(กรัม/100 น้ําตาลทีถู่กใช)ซึ่งสูงกวาไมเติมเมไธโอนีน
ในอาหาร 44.00% 
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รูปที ่30     ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้าํ 

มะพราวทีเ่ติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oซ 
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จากการทดลองที ่ 40oซ  เมือ่พิจารณาจาํนวนเซลล พบวามีจาํนวนเซลลลดลง (รูปที่ 33) 
ในทุกระดับความเขมขนของเมไธโอนนีทีเ่ติมลงไป เนื่องจากคาความเปนกรดดาง(pH)ลดลง 
ปริมาณกรด (acid content) เพิ่มข้ึน ทําใหสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อเปนกรดสูง การสรางเซลลูโลส
ลดลง และปรมิาณการใชน้าํตาลมีคาเพิ่มสูงขึ้น ที่ความเขมขนของเมไธโอนนี 0.0025%(w/v)  มี
การใชน้าํตาลมากที่สุดคือ  15.31 %(w/w) ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด 2.055 กรัมตอลิตร (รูปที่ 34) 
มากกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 48.47% อัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลเปนเซลลูโลส 10.87 
กรัม(กรัม/100 น้ําตาลที่ถกูใช)ซึ่งสูงกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 39.37% และใหความหนาวุน
สูงสุดคือ 4.16 มิลลิเมตร (รูปที่ 35) 
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รูปที่ 33 จํานวนเซลลทีผ่ลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 

ที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆที่อุณหภูม ิ40oซ 
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 ผลการทดลองที่ 42oซ อาหารที่เติมเมไธโอนีน  0.0025%(w/v) มีความหนาของ 
วุนสงูสุด 3.85 มิลลิเมตร (รูปที่ 36) อัตราการสรางแผนวุน 0.23 มิลลิเมตรตอวัน จาํนวนเซลลม ี
การลดลง คาความเปนกรดดาง ( pH ) ลดลงจาก 4.95 เปน 4.01 และปริมาณกรด (acid 
content) เพิ่มข้ึนจาก 0.11% เปน 0.16%(w/v) โดยมกีารใชน้าํตาลมากที่สุด 12.38%(w/w) ผลิต
เซลลูโลสได 1.25 กรัมตอลิตร (รูปที่ 38) 
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รูปที ่ 36    ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้าํ 
                    มะพราวที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆ ที่อุณหภูมิ 42oซ 
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รูปที่ 37 จํานวนเซลลทีผ่ลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆที่อุณหภูม ิ42oซ 
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รูปที่ 38       ผลผลิตเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที ่

        เติมเมไธโอนีนในปริมาณตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 42oซ เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 7 วนั 
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การเติมเมไธโอนีน ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อจะไปกระตุนใหอัตราการสรางเซลลูโลสเพิ่ม
สูงขึ้นได ซึ่งจะเหน็ไดจากปริมาณเซลลูโลสที่เพิม่ข้ึน สอดคลองกับการทดลองของ Matsuoka และ
คณะ(1996) ซึ่งไดศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส โดยการเปรียบเทยีบกับ CSL ซึ่ง
เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดเพราะพบวา มีกรดอะมิโนหลายชนิดเปนองคประกอบโดยใชอาหารที่
เติมเมไธโอนนีเพียงอยางเดยีว อาหารที่เติมกรดอะมิโน 14 ชนิด อาหารทีเ่ติมกรดอะมิโน 14 ชนิด
ยกเวนเมไธโอนีนและอาหารที่ไมเติมกรดอะมิโนเลย พบวา ในอาหารที่มีเมไธโอนนีเพียงอยางเดียว 
มีปริมาณเซลลูโลสใกลเคียงกับอาหารทีม่ีกรดอะมิโนทั้ง 14 ชนิด และในอาหารทีไ่มมีเมไธโอนนีจะ
มีปริมาณเซลลูโลสที่ตํ่ามาก ซึ่งปริมาณเมไธโอนีนที่ใช คือ 0.005% (w/v)ในการทดลองที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ใหผลการเจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสดีที่สุด สวนในการทดลองนี้ พบวา
เกิดความไมสอดคลองสําหรบัปริมาณเมไธโอนีนที่ใช เนือ่งจากปจจัยความแตกตางในหลายๆดาน 
เชน ดานอุณหภูมิ ซึ่งอุณหภูมิที่ใชในการทดลองนี้เปนอุณหภูมทิี่เกนิชวงอุณหภูมทิี่เหมาะสมของ
เชื้อ ทําใหมกีารใชปริมาณเมไธโอนนีในปริมาณที่แตกตางจากการทดลองของ Matsuoka และ
คณะ(1996) เพื่อกระบวนการเมตาบอลิซมึซึ่งมีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส ปริมาณ
เมไธโอนนีทีเ่หมาะสมในระดบั  0.0075 %(w/v) สําหรับอุณหภูมิ 37 oซ เชื้อเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดสูงสุด และพบวาที่ความเขมขนเมไธโอนีน   0.0075%(w/v)  สรางเซลลูโลสที่มีความ
หนานอยมากที่อุณหภูม ิ40 oซ และ 42 oซ สันนิษฐานวาอาจเนื่องมาจากการลดลงของเซลลอยาง
รวดเร็วและตอเนื่องเปนผลจากอุณหภูมทิี่ไมเหมาะสมและปริมาณกรดที่เชื้อสรางขึ้นทําใหสภาวะ
นั้นไมเหมาะกบัการเจริญของเชื้อและไมสามารถนําเมไธโอนนีมาใชในการเจริญของเซลลในชวง
เร่ิมตนของการเลี้ยงเชื้อและการผลิตเซลลโูลสได  

 
4.4.4 ศึกษาผลของการทาํงานรวมกันของน้ําตาลซูโครส แลคเตทและเมไธโอนีน 

ในปริมาณเหมาะสม ตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่อุณหภูมิสูง 
 

  เมื่อศึกษาปรมิาณน้าํตาลซโูครส ปริมาณแลคเตท และเมไธโอนนีที่เหมาะสม ผลที่ไดจาก
การทดลองขอ.4.4.1.4.4.2 และ 4.4.3 รวมกันในอาหารน้าํมะพราว การทดลองเลี้ยงเชื้อ 
Acetobacter G9 พบวาในอาหารน้ํามะพราวที่เติมน้าํตาลซูโครส 5% (w/v) ปริมาณแลคเตท
เร่ิมตน 0.20%(v/v) และปริมาณเมไธโอนีนเริ่มตน 0.005%(w/v) เชื้อเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดสูงสุด มากกวาเลี้ยงในอาหารน้ํามะพราว โดยที่อุณหภูม ิ37oซ มีความหนาวุนสูงสุด 
15.55 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 4.15 กรัมตอลิตร อัตราการเปลี่ยนน้าํตาลเปนเซลลูโลส 13.67 
กรัม (กรัม/100 น้ําตาลทีถู่กใช)ที่อุณหภูม ิ40oซ มีความหนาวุนสูงสุด 8.56 มิลลิเมตร ปริมาณ
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เซลลูโลส 3.51 กรัมตอลิตร อัตราการเปลีย่นน้ําตาลเปนเซลลูโลส 12.35 กรัม (กรัม/100 น้ําตาลที่
ถูกใช) และที่  42oซ มีความหนาวุนสูงสุด 4.57 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 2.54 กรัมตอลิตร 

อัตราการเปลีย่นน้ําตาลเปนเซลลูโลส 12.01 กรัม (กรัม/100 น้ําตาลที่ถกูใช) ซึง่มากกวา
การเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราวในทุกระดับอุณหภูม ิดังตารางที ่10  

ปริมาณซูโครสเริ่มตนที่เหมาะสมในอาหารน้ํามะพราว 8% (w/v)นั้น ไดจากการเตมิซูโครส
ลงไป 5% (w/v) ซึ่งจากเดิมซึ่งมีอยูแลวในน้าํมะพราว 3.07% (w/v) ซึ่งทาํใหมจีํานวนเซลลสูงสุด 
คาความเปนกรดดาง (pH) ลดลง และปรมิาณกรด (acid content) ที่เพิ่มข้ึน นัน้มีคาต่ําสุด เชื้อใช
น้ําตาลในปริมาณมากที่สุดไปใชในการผลติเซลลูโลส เนื่องจากปริมาณผลผลิตเซลลูโลสที่ไดมี
คาสูงสดุ  สอดคลองกับการทดลองของ Alban ในป 1962 ซึ่งทําการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ N-108  ใน
อาหารน้ํามะพราวที่ใชยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนและทําการแปรปริมาณน้าํตาลซโูครสที่เติมลง
ในอาหารน้าํมะพราวตั้งแต 0-10 % พบวาเมื่อปริมาณซูโครสในอาหารสูงขึ้นแตไมเกิน 8% แผนวุน
น้ํามะพราวที่ไดจะมีความหนาและน้ําหนกัเปยกสงูขึ้น โดยปริมาณน้าํตาลทีเ่หมาะสมอยูในชวง 5-
8% ซึ่งเชื้อจะสรางแผนวุนทีห่นาและเนื้อแนน 

ปริมาณแลคเตทเริ่มตนที่เหมาะสมสาํหรบัการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อ 
Acetobacter G9 คือ 0.20%(v/v) ใหความหนาวุนสงูสุด รองลงมาคือมกีารเติมแลคเตท 
0.15%(v/v) 0.10% (v/v) และอาหารที่มีน้าํตาลเพยีงอยางเดยีวใหความหนาวุนต่ําสุด จํานวน
เซลลมีการเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ลดลง และปริมาณกรด (acid 
content) ที่เพิ่มข้ึนตลอดการทดลอง ในการทดลองนีป้ริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 2.5-3 เทา ซึ่งไม
สอดคลองกับงานวิจยัของ Matsuoka และคณะ (1996) ซึ่งปริมาณแลคเตทเริ่มตนที่เหมาะสมคือ 
0.15%(v/v) เชื้อเจริญและผลิตเซลลูโลสสูงสุดเพิ่มจากเดิม 4-5 เทา 

ปริมาณเมไธโอนีนเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของ 
Acetobacter G9 คือ 0.005%(w/v) ใหความหนาวุนสูงสุด  จาํนวนเซลลมกีารเพิ่มข้ึนอยาง
ตอเนื่อง คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ลดลง และปริมาณกรด (acid content) ที่เพิม่ข้ึนตลอดการ
ทดลอง       ปริมาณเซลลูโลสสูงสุด    และการใชปริมาณน้ําตาลมีคามากที่สุด สอดคลองกับการ
ทดลองของ Matsuoka และคณะ (1996) ซึ่งใชเมไธโอนนี  0.005%(w/v)  การเจริญและการสราง
แผนวุนเซลลูโลสของเชื้อสูงสุด เพิ่มจากปรกติถึง 50% 
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                          ผลการเลี้ยงเชื้อAcetobacterG9ในอาหารเหลวน้ํามะพราวเปรียบเทียบกับอาหารเหลวน้ํามะพราวที่เตมิน้าํตาลซูโครส 8%(w/v) 
 แลคเตท 0.20%(v/v)  และเมไธโอนนี 0.005% (w/v) ที่อุณหภูมิสูง 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ  
 
 

 
อาหารน้ํามะพราว 

อาหารน้ํามะพราว+susrose 5%(w/v) 
+lactate0.20%(v/v)+methionine 0.005% (w/v) 

characteristic 
37 oซ   40 oซ 

 
42 oซ 

 
37 oซ 40 oซ 42 oซ 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

1.378±1.75  1.059 ± 2.55 1.015±1.57 4.154±0.25 
 

3.512±0.87 
 

2.541±0.07 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

8.17±2.05 6.59 ± 3.55 7.15±0.98 
 

13.67±1.07 
 

12.35±3.55 
 
12.01±3.45 

Thickness (mm) 9.57±0.35     4.75±1.34 3.96±0.25 15.55±1.75 8.56±0.05 4.57±1.55 
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จะเหน็ไดวาเมือ่มีการรวมกันของสารอาหารจะทําใหเชื้อสามารถสรางแผนวุนทีห่นาขึ้นได 

ในอาหารน้าํมะพราวที่มีสารทั้งสามชนิดอยูนัน้ ชวยใหเชื้อ G9 สามารถสรางแผนวุนไดหนาขึ้นและ
ผลิตเซลลูโลสไดดีข้ึน(Matsuoka และคณะ,1996) ทั้ง 3 ระดับอุณหภูมิคือ ที่ 37oซ 40oซ และ 42oซ 

 

4.5 การเลี้ยงเชื้อที่คัดแยกไดในน้ําชา และหา fraction ที่แยกไดจากน้ําชาซ่ึงมีผลตอ 
การเจริญและการสรางเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมสิูง 
วัตถุดิบทีน่ิยมใชในการผลิตเซลลูโลสโดย  Acetobacter xylinum คือ น้าํมะพราวแก 

เนื่องจากเปนวัตถุดิบเหลือใช และมีสารอาหารเหมาะสมสําหรับการเจริญและการสรางเซลลูโลส
ของเชื้อ (วราวุฒิ ครูสง และคณะ,2535 และ สมศรี สีปพัฒนวทิย,2531) จึงไดนํามาใชเปน
องคประกอบของอาหารในการศึกษาขางตน และในการทดลองนี้ ไดสนใจนําน้ําชามาใชในการ
เลี้ยง Acetobacter xylinum เพื่อศึกษาผลของการเจริญของเชือ้และการสรางเซลลูโลส ซึ่ง
องคประกอบที่สําคัญในน้ําชานัน้มีมากมาย ที่สําคัญหลักๆ และมปีริมาณมากคือ สารประกอบ
พวกโพลฟีนอล คารโบไฮเดรท และโปรตีน( www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm  )ซึ่งในการ
ทดลองนี้ไดทาํการศึกษาผลการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําชาเปนองคประกอบ พบวา เชื้อ 
Acetobacter xylinum G9 สามารถเจริญและสรางวุนเซลลูโลสไดสูงกวาในอาหารน้าํมะพราว 
เมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูง 37oซ และ 40oซ  ดังตารางที่ 11 
ตารางที่ 11   การเปรียบเทยีบความแตกตางระหวางการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum G9  
  ในอาหารเหลวน้าํมะพราวและในอาหารน้าํชา 
 

อาหารน้ํามะพราว อาหารน้ําชาa

ส่ิงที่ศึกษา 
37 o c 40 o c 42 o c 37 o c 40 o c 42 o c 

thickness [mm] 15.10± 2.57 8.50±1.54 4.20±1.37 11.47±0.14 4.58±0.15 3.29±0.24 

cellulose production 
( g dried weight/ 1L media) 2.017±0.27 1.468±0.15 1.025±0.24 2.753±0.15 2.077±0.03 1.254±0.07 

sugar consumption (%) 35.29±2.74 29.27±2.87 24.37±2.59 42.65±2.17 35.28±2.05 29.45±1.42 

Acid content 
(g acetic acid/100 ml) 0.285±0.02 0.247±0.05 0.259±0.04 0.174±0.10 0.253±0.07 0.284±0.15 

 

a สูตรอาหารเตรียมเชนเดียวกับอาหารน้ํามะพราวแตเปลี่ยนน้ํามะพราวเปนน้าํชา 

 

http://www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm
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4.5.1  แยกสารจากน้ําชาตามความแตกตางของ Molecular weight  เพื่อหา fraction  ที่มีผล
ตอการสรางเซลลูโลสของเชือ้ Acetobacter xylinum G9 ที่อุณหภูมิสูง 
 
 4.5.1  นําน้ําชามาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography (Ansari.และ Mage,1977)และศึกษาผลของ fraction ตอการเจริญและการ
ผลิตเซลลูโลส 

จากการทดลอง ทําการเก็บ  fraction ไดทั้งหมด 95 fraction เมื่อนํา 95 fraction 
ที่ไดมาทดสอบ โดยใสรวมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium (Matsuoka และคณะ,1996 ) 
(ภาคผนวก ก)ในการทดลองใชอาหาร Basal medium เนื่องจาก อาหารชนิดนี ้ จะไปชวยใหเชื้อ
สามารถดาํรงอยูไดเทานั้น แตจะไมเอื้อผลใหเชื้อสามารถสรางหรือผลิตเซลลูโลสได  

    ผลการทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ี 95 fraction ที่แยกไดจากน้าํชารวมอยูดวย 
พบวา fraction ที่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส
ของเชื้อ fraction ที่ 53 มีผลตอการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อสูงสดุ และยังพบวา 
การบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 40 และ 42o ซ นั้น fraction ที่ 53 ดังกลาวขางตนมีผลตอการเจริญและ
การสรางแผนวุนเซลลโูลสของเชื้อ Acetobacter xylinum G9 ที่ทดสอบในอาหาร Basal medium 
ที่ใสรวมกับ 95 fraction ที่แยกไดจากน้ําชา ใหผลไปในแนวทางเดียวกัน คือ เมื่อเชือ้สามารถเจริญ
ไดดี ปริมาณเชื้อในอาหารเพิ่มมากขึ้น สงผลใหเชื้อสามารถผลิตเซลลโูลสไดมากขึ้น  

 
 4.5.2   ศึกษาผลของ fraction ทีคั่ดเลือกได(จากขอ 4.5.1) ตอการเจริญและการผลิต
เซลลูโลสในอาหารสูตรน้ํามะพราว( อังคณา พนัธศรี, 2541) 

fraction ที่ 53 ที่คัดเลือกไดวามีผลตอการเจริญ และเชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสไดหนา
ที่สุด เมื่อนํามาทดสอบเปรียบเทียบกับอาหารสูตรน้ํามะพราวใหผลดังตารางที่ 12 
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ตารางที่ 12     การเปรียบเทยีบความแตกตางระหวางการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum G9  

ในอาหารน้าํมะพราวและในอาหารน้ํามะพราวรวมดวย fraction ที ่53 ท่ีแยกได 
จากน้ําชา 

  
อาหารน้ํามะพราว อาหารน้ํามะพราว + fraction ที่ 53b

ส่ิงที่ศึกษา 
37 o c 40 o c 42 o c 37 o c 40 o c 42 o c 

thickness [mm] 12.14± 2.64 8.50±2.79 3.92±3.35 16.27±0.04 10.25±0.11 4.55±0.01 

cellulose production 
( g dried weight/ 1L media) 2.017±0.27 1.455±0.15 1.025±0.24 2.554±0.12 1.975±0.02 1.375±0.15 

Cell content 
(cells/ ml) 3.55×105 7.15×104 1.25×104 1.15×106 4.45×105 4.25×104

 
b ปริมาณที่ใชรวมกับอาหารน้ํามะพราวในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร 

 
จากผลการทดลองที ่37 oซ การเลี้ยง Acetobacter xylinum G9 ในอาหารน้าํ 

มะพราวทีม่ี fraction ที ่53 ที่แยกไดจากน้ําชารวมอยูดวย พบวา การเจริญของเชื้อเพิ่มสูงขึน้อยาง
ตอเนื่อง และปริมาณเซลลในวนัสุดทายของการทดลองคือวันที ่ 7 อยูที่ 1.15×106 CFU/ml ซึ่งมี
ปริมาณมากกวาในการเลีย้งในอาหารน้าํมะพราวซึ่งมเีพยีง 3.55×105 CFU/ml ถึง 3.24 เทา 
ในขณะที่ ปริมาณเซลลูโลสและความหนาของแผนวุนเซลลูโลสที่เลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว
นั้นมากกวาผลที่เลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ม ีfraction no 53 จากชาอยูดวย ถึง 1.267 และ 
1.34 เทา ตามลําดับ  
  ผลการทดลองที่ 40 oซ พบวา การเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึน 6.22 เทา เมื่อเลี้ยงใน
อาหารน้ํามะพราวรวมกับ fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากชา และปริมาณเซลลูโลสและความหนาของ
แผนวุนเซลลูโลสนั้นเพิ่มสูงขึ้นเชนกัน โดยมากกวาทีเ่ลีย้งในอาหารน้าํมะพราวถึง 1.35 และ 1.205 
เทาตามลําดับ  

ผลการทดลองที่  42 oซ พบวา การเจริญของเชื้อเมื่อเลีย้งในอาหารน้ํามะพราว 
รวมกับ fraction ที ่53 ที่แยกไดจากชา นัน้สูงกวาในอาหารน้าํมะพราว 3.4 เทา ในขณะที่ปริมาณ
เซลลูโลสและความหนาของแผนวุนเซลลูโลสสูงกวา 1.34 และ 1.16 เทา ตามลาํดับ   
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จากการทดลองดังกลาว แสดงใหเห็นวา เมื่อมี fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากชา  
รวมกับอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ใชโดยปกติ มีผลตอการเจริญของเชื้อที่อุณหภูม ิ 40 oซ  มากที่สุด 
รองลงมาคือที ่ 42 oซ  และ 37 oซ  ตามลําดบั ในขณะทีม่ีผลตอการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum G9 ที ่ 40 oซ  มากที่สุด รองลงมาคือที ่ 42 oซ  และ 37 oซ  สวนผลที่มตีอ
ความหนาของแผนวุนพบวามีผลที่ระดับอุณหภูมิ 37 oซ  มากที่สุด รองลงมาคือ 40 oซ  และ 42 oซ  
ตามลําดับ 
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รูปที่ 39   จํานวนเซลล Acetobacter xylinum G9 ในอาหาร basal medium+ fraction ที่ไดจากการแยกสารจากน้าํชาดวย 
               เทคนิค Gel filtration chromatography 
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4.5.3   ศึกษาองคประกอบของ  fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้ําชา ซึง่มีผลทําใหการเจรญิ
และสรางแผนวุนเซลลโูลสของ Acetobacter xylinum G9 เพิ่มสูงขึ้น 
 
  จากการทดลองดังกลาวขางตนพบวา เมื่อทําการเลี้ยงเชือ้ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว
เปรียบเทยีบกบัในอาหารเหลวน้าํมะพราวที่มี fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้าํชารวมดวยนั้น ใหผลการ
ผลิตเซลลูโลสที่สูงขึน้ ปริมาณเซลลก็เพิ่มสูงขึน้และความหนาวุนที่ผลิตไดก็สูงขึน้ดวยเชนกัน จึงมี
ความสนใจวา ใน fraction ที่ 53 ที่เอื้อใหเชื้อสามารถเจริญและใหผลผลิตสูงขึ้นนัน้ มีสารสาํคัญเปน
องคประกอบอยูในปริมาณมากนอยเพียงไร ซึ่งจากที่มกีารศึกษามาแลว พบวา องคประกอบของชา
สวนใหญ นัน้ เปนสารประเภท โพลฟีนอล คารโบไฮเดรท ประเภทน้าํตาลในรูปโพลีแซคคาไรด และ
โปรตีน ซึง่ในการทดลองนี ้ ไดทําการศึกษาปริมาณสารดังกลาวขางตนที่มีอยูใน fraction ที ่ 53 ที่
นํามาใชในการเพิ่มประสิทธภิาพการเลี้ยงเชื้อ และการสรางผลผลติของเชื้อที่อุณหภูมิสูง โดย
ทําการศึกษาวเิคราะห ปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ,1951) (ภาคผนวก ข) ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด 
(Dubois และคณะ,1956)(ภาคผนวก ข) และ phenolic compound ในรูปของ gallic acid 
(ภาคผนวก ข) 
  ผลการทดลองที่ไดพบวา ใน fraction ที่ 53 มีปริมาณโปรตีนทัง้สิ้น 0.019 ±0.005 
มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะทีม่ีปริมาณน้าํตาลทัง้หมด(Total sugar) และ phenolic compound ในรูป
ของ gallic acid ทั้งสิน้ 0.134 ±0.014 และ 0.308 ±0.009 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังรูปที่ 41 
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รูปที่ 41 ปริมาณสารองคประกอบของ fraction ที.่ 53 ที่แยกไดจากน้ําชา 
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 ผลการทดลองขางตนสอดคลองกับขอมูลจาก www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm คือ ใน
น้ําชาจะมีปริมาณขององคประกอบที่เปน Total polyphenol อยูสูงสุด รองลงมาคือ น้าํตาลซึง่อยูในรูป 
polysaccharide และโปรตีนซึ่งอยูในรูปของกรดอะมิโน ตามลําดับ ซึ่งจากขอมูลที่ไดสามารถสรุปได
วา เชื้อ Acetobacter xylinum G9 ซึ่งเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราวซึ่งม ีfraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้าํชา 
ใชสารอาหารประเภทดังกลาวเพิ่มข้ึนจากในอาหารน้าํมะพราว เปนผลใหการเจรญิของเชื้อที่อุณหภูมิ
สูงดีข้ึนและสามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณสูงขึน้ 
 
 
 
 
 

 
 

 

http://www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm


บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการทดลอง 
 
 คัดแยกเชื้อที่สามารถสรางแผนวุนเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูง จากผลไมสุกงอมจากตลาด 
ตางๆในกรงุเทพมหานคร ไดเชื้อที่สามารถเจริญและผลิตแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง ทัง้ 3 ระดับ 
คือ 37oซ  40oซ และ 42 oซ ไดแก G9 G11 G16 R9 และ R9/2 เมื่อทดสอบลักษณะทางชวีเคมี เทียบ
กับเชื้อ Acetobacter xylinum TISTR893 รวมกับผลการตรวจสอบ 16s rDNA ยืนยนัไดวาทั้ง 5 เชื้อที่
คัดแยกไดเปน Acetobacter xylinum  และพบวาที่ 37 oซ และ 40oซ Acetobacter xylinum  G9 เปน
สายพนัธุที่สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสได และที ่ 42 oซ สามารถเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดดีที่สุด เมื่อศึกษาปจจัยของสารอินทรียตางๆทีเ่กี่ยวของพบวา ในอาหารน้ํามะพราวที่มี
ปริมาณน้าํตาล 8%(w/w) ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ทั้ง 3 ระดับอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง 
เมื่อเติมแลคเตท ปริมาณ 0.15%(v/v) ในอาหารน้ํามะพราวที่ใชเพาะเลี้ยง Acetobacter xylinum   
G9 ไดผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่อุณหภูมิ 37 oซ และ 40oซ และปริมาณแลคเตท 0.20 %(v/v) ได
ผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่ 42 oซ เมื่อแปรปริมาณเมไธโอนีนในอาหารน้ํามะพราว พบวา ที่ความเขมขน
ของเมไธโอนนี 0.0075 %(w/v) Acetobacter xylinum  G9 ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสดุ ที่
อุณหภูมิ 37 oซ และ ปริมาณเมไธโอนนี 0.0025 %(w/v) ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่ 40 oซ 
และ 42 oซ  ในขณะที่เมื่อทาํการทดลองการใสสารอินทรียทั้ง 3 ชนิดรวมกนัในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
พบวา อาหารเหลวน้ํามะพราวที่มีน้าํตาล 8%(w/w) แลคเตท 0.2%(v/v) และ เมไธโอนีน 0.005  %
(w/v) Acetobacter xylinum  G9 สามารถเจริญและใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด และเมือ่นํา 
Acetobacter xylinum  G9 มาเลี้ยงในอาหารน้าํชา พบวา ใหผลผลิตสูงกวาเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราว 
และเมื่อแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight จากน้ําชา โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography แลวได fraction ทั้งหมด 95 fraction ที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ
เชื้อคือ fraction ที่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 ในขณะที ่fraction ที่ใหผลดีที่สุดสําหรับการเจริญ
และผลิตเซลลูโลสคือ fraction ที่ 53 ซึ่งมีสารประกอบฟนอลิก ในรปูของ gallic acid ทัง้สิ้น 0.308 
ปริมาณโปรตีน 0.019 และ ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด 0.134 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
1.  ควรทดลองทําการแยกเชื้อจากผลไมหลากหลายแหลง ทัง้ในเขตกรุงเทพมหานคร และ 
 ตางจังหวัด เนือ่งจากสภาวะแวดลอมอาจมีผลใหเชื้อเจริญไดตางกัน 
2.  ควรศึกษาผลของสารที่แยกไดจากน้าํชา รวมกับสารสงเสริมการสรางเซลลูโลส เชน 

เพิ่มแหลงคารบอน ไนโตรเจน และกรดอะมิโนชนิดตางๆ 
3.  ควรทาํการทดสอบองคประกอบของสารที่มีใน fraction ที่แยกไดจากน้ําชา ในทุก  
 fraction ที่แยกได เปรียบเทยีบสารทีพ่บ และผลที่มีตอการเจริญและสรางเซลลูโลสของ 
 เชื้อ 
4.  ควรนาํ fraction ที่มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชือ้ Acetobacter 

 xylinum  ไปทดสอบกับเชือ้ตัวอื่นๆ เพื่อศึกษาวาสามารถเพิม่การเจริญของเชื้อและการ 
สรางแผนวุน เซลลูโลสหรือไม 

5.   ควรศึกษาผลการเจริญและการสรางเซลลโูลสของเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูงโดยนํา fraction  
 ทั้งหมดคือ 40  42 45 46 53 54 55 และ 56  มาทดสอบรวมกัน เพื่อศึกษาวาสามารถ 
 สงเสริมใหเชื้อเจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสที่อุณหภูมสูิงไดมากขึ้นหรือไม 
6. ทดสอบการเจริญของเชื้อรวมกับ fraction ที่มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสที ่
 แยกไดจากน้ําชา ที่ระดับอุณหภูมิสูงกวา 42 oซ 
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รายการอางอิง 
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ภาคผนวก  ก 
 

การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
ก.1 สูตรอาหารเลีย้งเชื้อและทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ Acetobacter xylinum และการเตรียม 

 
ก. 1.1 สูตรอาหารน้าํมะพราวสําหรบัเตรียมหัวเชือ้ (starter) (อังคณา พันธศรี. 2541) 

น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดือดชอนไขมันออก  1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     50 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก.1.2  สูตรอาหารน้าํมะพราวสาํหรับหาปริมาณเซลลที่มีชวีิต (อังคณา พันธศรี. 2541) 

น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดือดชอนไขมันออก  1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     50 กรัม 
วุนผง       1.5 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก. 1.3 สูตรอาหารน้าํชาสําหรับเลี้ยงเชื้อ  

ชาอูหลง       20          กรัม 
น้ํากรอง       1 ลิตร  
ตมใหเดือด กรองเอากากออก กอนใสสารตางๆดังนี ้
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     80 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
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ก.1.4  สูตรอาหารน้าํชาสาํหรับหาปริมาณเซลลที่มีชีวิต  
ชาอูหลง       20          กรัม 
น้ํากรอง       1 ลิตร  
ตมใหเดือด กรองเอากากออก กอนใสสารตางๆดังนี ้
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     80 กรัม 
วุนผง       1.5 กรัม 

ตมใหเดือด อีกครั้ง ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก.1.5   สูตรอาหารเหลว GEY(GEY  broth) (Asai และคณะ,1968) 
  กลูโคส       20.0      กรัม 
  เอธานอล1      50.0      กรัม 
  ผงสกัดยีสต      5.0        กรัม 
  น้ํากรอง       1000.0  มล. 
  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ
  ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 
  1เมื่ออาหารเยน็ตัวแลวเติมเอธานอล 95% โดยวธิีปราศจากเชื้อ 
ก.1.6  สูตรอาหารวุน GEY-CaCO3 (GEY-CaCO3 agar) (Asai และคณะ, 1968) 
  กลูโคส       20.0        กรัม 
  เอธานอล2                                                                    50.0        กรัม 
  ผงสกัดยีสต                                                                     5.0          กรัม 
  แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)                                         3.0          กรัม 
  ผงวุน                  15.0        กรัม 
  น้ํากรอง       1000.0    มล 
  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ
 ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 

 2เติมเอธานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลว  กอนเทลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ก.1.7  สูตรอาหารวุน GYPG (GYPG agar) (Asai et.al., 1968) 

 กลูโคส       10.0       กรัม 
 ผงสกัดยีสต       5.0   กรัม 
 เปปโตน       10.0        กรัม 
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 กลีเซอรอล      10.0        กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)                                          3.0    กรัม 
 ผงวุน       15.0    กรัม 
 น้ํากรอง       1000.0    มล 

 ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ 
 ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 

 
ก.1.8  สูตรอาหาร Basal medium ( Masuoka และคณะ,1968) 
  Basal medium : 
   Yeast Extract     5.0 gm. 
   Carbon sorce     10.0 gm. 
   Bromcresol purple    0.002% 
   Distilled Water     1000 ml. 
  Carbon sources:- 
   L-arabinose    D-fructose 
   D-galactose    D-mannitol 
   D-mannose    D-xylose 
   Glycerol    Sucrose 
 ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที)  
หมายเหต ุ   ในการทดลองนี้ใช Carbon sorce เปนน้ําตาลทั้ง 8 ชนดิ ในการเตรียมอาหาร 1 ลิตร 
จะใชน้ําตาลแตละตัวในปริมาณที่เทากันคอื 1.25 กรัมตอลิตร 
 
 ก.1.9  การเตรียมน้ําชา สําหรับการ แยกสารทีม่คีา Molecular weight ตางๆกัน 
 ใชชาอูหลง        20 กรัม 
 น้ํากรอง        1 ลิตร 
          ตมใหเดือด กรองเอาสวนใสไปทาํการทดลอง 
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ก.2.  สูตรอาหารสาํหรับการทดสอบทางชีวเคมเีพื่อพิสูจนเอกลักษณของเชือ้   
 ก. 2.1 สูตรอาหารเหลว SBYP (SBYP broth) (Asai et.al., 1968) 
  โซเดียมอะซิเตท (CH3CooNa.3H2O)  2.0 กรัม 
   โบรโมไทมอลบลู  0.002%(w/v) 
   ผงสกัดยีสต   2.0   กรัม 
  เปปโตน    3.0   กรัม 
   น้ํากรอง    1000     มล. 
  ปรับใหมีคาความเปนกรดดาง เปน 6.4นึง่ฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 
ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
 ก.2.2 สูตรอาหารวุน CY (CY agar) (Asai et.al., 1968) 
    แคลเซียมแลคเตท  10.0    กรัม  
   ผงสกัดย
   ผงวุน     15.0    กรัม   

ีสต   10.0    กรัม  
  น้ํากรอง    1000   มล. 
  ปรับใหมีคาความเปนกรดเปนดาง 7.0นึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 
ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
 ก.2.3  สูตรอาหารเหลว GYPG (GYPG broth) (Asai et.al., 1968)  

 กลูโคส    10.0   กรัม 
 ผงสกัดยีสต    5.0    กรัม 
 เปปโตน                                      10.0                   กรัม 

กลีเซอรอล    10.0     กรัม 
น้ํากรอง                                      1000.0               มล. 

นึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
    ก.2.4 สูตรอาหารเหลว GY (GY broth) (Asai et.al., 1968) 
     กลูโคส    20.0      กรัม 
    ผงสกัดยีสต   5.0         กรัม 
    น้าํกรอง    1000      มล. 
   นึง่ฆาเชื้อ ทีอุ่ณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธวีิเคราะหทางเคมีและทางกายภาพ 
 
ข.1 การวัดคาความเปนกรด-ดาง 

วัดโดยใชมาตรวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
 
ข.2 วิธวีิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (A.O.A.C, 1990) 

 
สารเคมี     1.   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.1 นอรมัล 

2. สารละลายฟนอลฟทาลนี 
 

 วิธีการ      
1. ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดรปูชมพู 
2. หยดสารละลายฟนอลฟทาลนี  2-3 หยด 
3. ไตเตรทดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมัล จนสารละลาย

เปลี่ยนเปนสีชมพ ู
4. การคํานวณ 

 
ปริมาณความเปนกรดทัง้หมด (เปอรเซ็นต)  เทากบั    MWxNxVx100 

 
                       เมื่อ  MW   คือ มวลโมเลกุลของกรดอะซีติกมีคาเทากบั 60.05 กรัมตอโมล 
                                   N   คือ ความเขมขนของสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
                                   V   คือ ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
 
ข.3 วิธวีิเคราะหจํานวนเซลลที่มีชีวิต (viable cell numbers) 
 
 เตรียมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ นาํมาเจือจางน้ําหมัก กระจายแบคทีเรียบนอาหารน้ํามะพราว
ตามภาคผนวก ก. ขอ 1.2 บมที่อุณหภูมหิอง 3 วัน นับจํานวนโคโลนทีีเ่กิดขึ้นในชวง 30–300  
โคโลน ี
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ข.4 วิธวีิเคราะหปริมาณเซลลูโลส (cellulose content)  
 (Watanabe and Yamanaka ,1995) 

 
สารเคมี 
1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 4 เปอรเซ็นต 
2. สารละลายกรดอะซิติกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 

 
วิธีการ 
           1.   นาํแผนเซลลูโลสลางน้ําสะอาด แลวแชน้ํา 1 คืน 

     2.   ผ่ึงใหสะเด็ดน้ํา 1 ชั่วโมง แลวไปตมใน สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด              
           เขมขน  4 เปอรเซ็นต นาน 20 นาท ี

           3.   ลางน้ําสะอาด แชไว 1 คืน 
           4.   แชกรดอะซิติกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 1 ชั่วโมง 
           5.   ลางดวยน้าํสะอาด 

6. นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่
 
 
ข.5 วิธวีิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (total sugar) (Dobois et al., 1956) 
 
สารเคมี 

1. กรดซัลฟูริกเขมขน  
2. สารละลายฟนอล 5 % 

 
วิธีการ 

1. ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ความเขมขนน้ําตาลกลูโคส 5-100 กรัมตอ
ลิตร)  

2. เติมสารละลายฟนอลความเขมขน 5 %  1 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากนั 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  5 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากนัอยางรวดเร็ว 
4. ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที  
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่อ 490 นาโนเมตร 
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6. การคํานวณ 

 น้าํตาลทัง้หมด (g/L) เทากบั   (คาการดดูกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 
                                                       (ความชันของกราฟ) 

y = 9.2039x
R2 = 0.9992
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รูปที่ ข.1  กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
ข.6 วิธวีิเคราะหปริมาณโปรตีน ( Lowry et.al, 1951) 
 
อุปกรณ   

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
 
สารเคมี 
1.   สารละลายโซเดียมคารบอเนต 
2.   สารละลายคอปเปอรรีเอเจนต 
3.   Folin  ciocalteu reagent 1 N 
4.  สารละลาย Bovine serum albumin สําหรับทํากราฟมาตรฐาน 
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วิธีทดลอง 
1.    นําต.ย. 1 มิลลิลิตร ที่ตองการวิเคราะหปริมาณโปรตีน ใสในหลอดทดลอง 
 2.   เติมสารละลายคอปเปอรรีเอเจนต 5.0 มิลลิตร ผสมใหเขากนัทนัท ีและตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 
       10 นาท ี
3.    เติม  Folin  ciocalteu reagent 1 N 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัทนัท ีตั้งไวที่อุณหภูมิหอ  30  
       นาที ใหเกิดสีอยางสมบูรณ 
4.    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
5.    นําคาที่วดัได มาหาปริมาณโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
6.    การคํานวณ 
 
ปริมาณโปรตีน (mg/ml) เทากับ   (คาการดูดกลืนแสงที ่750 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 

                                                       (ความชันของกราฟ) 
 

 
ข.7  การวิเคราะหหาปริมาณของสารประกอบฟนอลิก (ในรูป gallic acid) 
 ตามวิธีของ A.O.A.C. (1995) 
อุปกรณ 

  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
สารเคมี 
1.   Folin  ciocalteu reagent 1 N 
2.   สารละลายโซเดียมคารบอเนต 
วิธีทดลอง 
1.    นําต.ย. 1 มิลลิลิตร ที่ตองการวิเคราะห ใสใน volumetric flask 100 ml  เติมน้าํกลั่น 60   
       มิลลิลิตร 
2.    เติม Folin  ciocalteu reagent 1 N 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 
3.    เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนต เขมขน 20 เปอรเซ็นต 15 มิลลิลิตร  
4.    ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
5.    ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 2 ชั่วโมง 
6.    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
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7.     การคํานวณ 
ปริมาณฟนอลกิ (mg/L) เทากับ   (คาการดูดกลืนแสงที ่765 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 

                                                       (ความชันของกราฟ) 
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 104

ภาคผนวก  ค 
 

วิธีทดสอบทางชีวเคมเีพือ่พิสูจนเอกลักษณของเชื้อ 
 

ค.1  ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test) (Komagata, 1975) 
 - เลี้ยงเชื้อที่คัดเลือกไดบนอาหารวุน GYPG 
 - บมที่ 30 องศาเซลเซียส 24 ชม. 
 - หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด( H2O2) 3% 1-2 หยด บนโคโลน ี
 - สังเกตการเกิดฟองแกส 

 
ค.2  ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของอะซิเตท (Oxidation of acetate)(Komagata, 1975) 

 -           เขี่ยเชือ้ลงในอาหารเหลว SBYPบมที่ 30 oซ 7 วนั ในอาหารมี  
  Bromothymol blue เปน Indicator 
 -             ดูการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร   เปลี่ยนเปนสีฟา ใหผล + (basic)ไม 
  เปลี่ยนสี   ใหผล – (acid) 

 
ค.3 ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของแลคเตท (Oxidation of lactate) ไปเปนคารบอเนต 

(Komagata, 1975) 
 - เขี่ยเชื้อลงในอาหารวุน CY 
 - บมที่ 30 oซ 7 วัน 
 - สังเกตผล   +  จะเกิดลกัษณะขาวขุนของแคลเซียมคารบอเนตรอบ 
  โคโลนี    - ไมเปลี่ยนแปลง 

 
ค.4 ทดสอบการสรางกรดกลูโคนิค (Gossele และคณะ, 1980) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว GY 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน 
      -   สังเกตการเกดิสี ผลเปน +  ถาใหสีน้าํตาลเขม    -  ถาไมเปลี่ยนส ี
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ค.5 ทดสอบการสรางอะซิติล เมทธิล คารบินอล (Acetyl methyl carbinol)  จากแคลเซียม
 แลคเตท (Gossele และคณะ, 1980) 
 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว CY 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - เติมแอลฟาแนปทอล 0.5 มล. แลวเขยาผสม 
  - เติมโปตัสเซียมไฮดรอกไซด 0.5 มล. แลวเขยาผสม 
  - ตั้งทิง้ไว 5-10 นาที ใหผล + จะใหสีชมพูถงึแดง – ไมเกิดสี 
 
ค.6  ทดสอบการใชกรดกลูตามคิ ( glutamic acid)(Asai และคณะ, 1964) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารวุน  GG 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - แสดงผล + เมือ่เชื้อสามารถเจริญบนอาหารนี้ได  
   แสดงผล  – เมื่อเชื้อไมสามารถเจริญบนอาหารนี้ได 
 
ค7 ทดสอบการเจริญบนอาหารวุน โฮเยอร-เฟรเทอร ( Hoyer -Frateur agar) 

(Komagata, 1975) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารวุน Hoyer -Frateur agar 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - แสดงผล + เมือ่เชื้อสามารถเจริญบนอาหารนี้ได  
   แสดงผล  – เมื่อเชื้อไมสามารถเจริญบนอาหารนี้ได 
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ภาคผนวก  ง 
 

การยอมแกรมเชื้อ 
 

การยอมเชื้อโดยวิธีแกรม (Gram’s stain) ดัดแปลงโดย Hucker มีวิธกีารดังตอไปนี ้
1. เตรียมฟลมบางๆ (smear) ของเชื้อแบคทเีรียบนสไลดทีส่ะอาด 
2. ตั้งทิง้ไวใหรอยฟลมนั้นแหงในอากาศ 
3. fix smear โดยใชความรอน 
4. ยอมสีโดยวางสไลดที่มีฟลมของเชื้อบนแทงแกววางสไลดที่พาดอยูบนอางน้ํา หยดส ี

Gram’s crystal violet ใหทวมรอยฟลม ทิง้ไว 1 นาท ีรินสีที่เหลือออก ลางดวย
น้ําประปา 

5. หยด Gram’s iodine solution ใหทวมฟลม ทิง้ไว 1 นาที รินสทีี่เหลือออก แลวลาง
ดวยน้าํประปา 

6. ลางสีออก (decolorize) ดวยแอลกอฮอล 95% แลวลางดวยน้าํประปา 
7. ยอมทับดวย Gram’s safranin solution ทิ้งไว 10-20 วนิาที รินสีที่เหลือออก ลางดวย

น้ําประปา ทิ้งใหฟลมแหงเองในอากาศ 
8. นําสไลดไปดูดวยกลองจุลทรรศน โดยใชเลนสวัตถนุ้ํามัน (oil immersion objective 

lens) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  
  นางสาวพันทิพา โพธิ์วัน เกิดวันที่ 5 ธันวาคม 2520 ที่จังหวัดสิงหบุรี สําเร็จการ
ศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากคณะวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร เมื่อปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญา
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เมื่อปการศึกษา 2544 


	ปกภาษาไทย
	ปกภาษาอังกฤษ
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 วารสารปริทัศน์
	บทที่ 3 วิธีการทดลอง
	บทที่ 4 ผลการทดลองและวิจารณ์
	บทที่ 5 สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ
	รายการอางอิง
	ภาคผนวก
	ประวัติผูเขียน



