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งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือพัฒนาแนวทางการใช้สับปะรดตกเกรดผลิตเซลลูโลสจากแบคทีเรียที่อุดมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติก  เพ่ือเป็น

เครื่องดื่มฟังก์ชั่น งานวิจัยประกอบด้วย (i) ประเมินความเป็นไปได้ในการใช้น้ำสับปะรดเต็มส่วน (pH 4.0) เพ่ือผลิต Bacterial cellulose (BC) โดยเติมเพียง
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (0.6 % (w/v)) สำหรับชักนำการทำงานของเอนไซม์ cellulose synthase โดยทดลองหมักด้วยแบคทีเรียมาตรฐาน 
4  สายพันธุ์ ได้แก่ Gluconacetobacter xylinus TISTR 1064 (ATCC 23767), Komagataeibacter xylinus TISTR 086, K. xylinus TISTR 428 และ 
K. xylinus TISTR 1061 พบว่า แต่ละสายพันธุ์ผลิต BC ในน้ำสับปะรดได้แตกต่างกัน โดย TISTR 428 ผลิต BC ได้มากที่สุด (105.10±0.08 g/L) (p<0.05) 
จึงเลือกมาประเมินสภาวะการหมัก โดยแปรพ้ืนที่ผิวสัมผัสอากาศ และปริมาตรของน้ำสับปะรด พบว่า ค่า BC yield (y) มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับ
อัตราส่วนระหว่างพ้ืนที่ผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรน้ำหมัก (x) ดังสมการ y =19.422x + 25.936 (R2 = 0.9346) และพบว่า เมื่ออัตราส่วนระหว่างพ้ืนที่
ผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของน้ำหมักเพ่ิมขึ้น  Hardness และ Cohesiveness มีค่าลดลง (p<0.05)  ในขณะที่  Springiness, Gumminess และ 
Chewiness มีค่าเพ่ิมขึ้น (p<0.05) (ii) คัดแยกแบคทีเรียผลิต BC เพ่ือพัฒนาเป็นสายพันธุ์จำเพาะในการหมักน้ำสับปะรด โดยคัดแยกจากน้ำหมักสมุนไพรที่มี
ส่วนผสมของน้ำและ/หรือเนื้อสับปะรดที่มีอายุการหมัก 8 ปี 5 ปี และ 10 เดือน พบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่มีสมบัติสร้างสารคล้าย BC ในน้ำสับปะรด
ทั้งหมด 4 ไอโซเลท จากน้ำหมักอายุ 10 เดือน เมื่อระบุชนิดด้วยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ตำแหน่ง 16s rDNA/RNA พบว่า ไอโซเลท K1, K4, K8 และ 
K3 ที่ สร้า งสารคล้ าย  BC คือ  Kodamaea ohmeri (98.33%) Acinetobacter sp. (73.97%) Enterobacter cloacae (82.31%) และ  G. xylinus 
(80.16%) ตามลำดับ เลือก K3 ที่มีสมบัติทางจีโนไทป์ที่ตรงกับสายพันธุ์ทางการค้า และเมื่อนำมาศึกษาสมบัติการสร้าง BC ในน้ำสับปะรด พบว่า สามารถ
สร้าง BC ได้มากกว่าและเร็วกว่าสายพันธุ์ TISTR ถึง 2 เท่า จึงนำไอโซเลท K3 มาพัฒนาเป็นสายพันธุ์จำเพาะในการผลิต BC ในน้ำสับปะรด โดยเพาะเล้ียง
ภายใต้สภาวะที่ประเมินได้จาก (i) และแปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ปริมาณแหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) และปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟต) โดยใช้แผนการทดลองแบบ 3x2x2 แฟคทอเรียล พบว่า สภาวะที่มีปริมาณซูโครส เพพโทน และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตที่ความเข้มข้น 5, 0.5 
และ 0 % (w/v) ตามลำดับ มีปริมาณ BC ภายหลังการหมักสูงที่สุด (188.27±0.50 g/L) BC ที่ได้มีปริมาณความชื้นและค่า Aw สูงกว่าสภาวะอ่ืน (p<0.05) 
และเมื่อวิเคราะห์เนื้อสัมผัส (Texture profile analysis) พบว่า มีค่า Hardness ต่ำที่สุด และค่า Springiness สูงที่สุด น้ำสับปะรดหลังหมักประกอบด้วย 
กรดอินทรีย์หลักมากที่สุด คือ กรดซิตริก กรดมาลิก และกรดแอซิติก ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยฟรักโทสมากที่สุด รองลงมา คือ กลูโคส และซูโครส 
ตามลำดับ อีกทั้งมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงที่สุด (p<0.05) และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชั่นสูงที่สุด (p<0.05) (iii) นำสภาวะที่ประเมินได้จาก (ii) มาใช้ในการ
ผลิต BC ที่อุดมด้วยโพรไบโอติก โดยการเพาะเลี้ยง K3 ร่วมกับจุลินทรีย์ Lactobacillus plantarum FTCU10621 พบว่า BC ที่ได้มีปริมาณน้อยลง 
(26.40±0.80 g/L) และเป็น young BC และตรวจวัด L. plantarum FTCU10621 ในส่วน BC พบจำนวน 8.42±0.52 log CFU/g BC และในน้ำสับปะรด
จำนวน 8.33±0.03 log CFU/ml ภาพถ่ายทางสัณฐานวิทยาของผิวหน้า BC พบเซลล์โพรไบโอติกถูกตรึงอยู่ใน BC คิดเป็น 7.08 log cell/g BC เมื่อวิเคราะห์
โครงสร้างทางเคมีของ BC ด้วยเทคนิค FTIR พบว่า สเปกตรัม IR ของหมู่ไฮดรอกซิลมี % transmittance ต่ำ ส่งผลให้ BC มีลักษณะอ่อนนุ่ม และน้ำสับปะรด
หลังหมักประกอบด้วยกรดอินทรีย์หลักมากที่สุด คือ กรดแลคติก กรดซิตริก กรดซัคซินิค และกรดมาลิก ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยฟรักโทสมากที่สุด 
รองลงมา คือ กลูโคส และซูโครส ตามลำดับ 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

# # 6370113823 : MAJOR FOOD TECHNOLOGY 
KEYWORD: Bacterial cellulose, Komagataeibacter xylinus, pineapple juice, probiotic 
 Chayaporn Thanthithum : STRAINS ISOLATION AND PRODUCTION OF BACTERIAL CELLULOSE ENRICHED WITH PROBIOTIC 

BY USING PINEAPPLE JUICE. Advisor: Assoc. Prof. Dr. CHEUNJIT PRAKITCHIWATTANA Co-advisor: Assoc. Prof. Dr. 
CHALEEDA BOROMPICHAICHARTKUL 

  
This study aimed to develop functional drinks from unqualified pineapple juice containing BC enriched with probiotic. 

The study was divided into 3 parts. (i) Evaluation of BC production from 100% pineapple juice (pH 4.0) by adding only ammonium 
dihydrogen phosphate (0.6% (w/v)) for inducing cellulose synthase activity. The medium was fermented with 4 standard strains 
including Gluconacetobacter xylinus TISTR 1064 (ATCC 23767), Komagataeibacter xylinus TISTR 086, K. xylinus TISTR 428, and K. 
xylinus TISTR 1061. Each strain displayed different properties in BC production under pineapple condition. Results demonstrated that 
TISTR 428 yielded the highest BC production (105.10±0.08 g/L) (p<0.05) and therefore was selected to assess the fermentation 
conditions by varying the surface areas. The results indicated that BC yield (y) was linearly related to the surface area to volume ratio 
(x); y = 19.422x + 25.936 (R2 = 0.9346). With the increase in surface area to volume ratio, hardness and cohesiveness were decreased 
while springiness, gumminess, and chewiness were increased (p<0.05). (ii) BC-producing strains from fermented herbal juice containing 
pineapple which aged 8 years, 5 years, and 10 months were isolated. Four isolates producing BC-like substance in pineapple juice 
were obtained from 10th months fermented herbal juice. Through 16s rDNA/RNA gene sequence analysis, K1, K4, K8, and K3 were 
Kodamaea ohmeri (98.33%), Acinetobacter sp. (73.97%), Enterobacter cloacae (82.31%), and G. xylinus (80.16%), respectively. K3 
that genotypic properties matched commercial strain and generated BC twice time faster than TISTR strain was selected and 
developed as a BC-producing specific strain for pineapple juice fermentation. Culture conditions were assessed under various carbon 
sources (sucrose), nitrogen source (peptone) and inducer (sodium dihydrogen phosphate) using 3x2x2 factorial experimental design. It 
was found that condition with sucrose, peptone, and sodium dihydrogen phosphate at concentrations of 5, 0.5 and 0 % (w/v), 
respectively, yielded the highest BC production (188.27±0.50 g/L). Moisture content and Aw of this BC were higher than in other 
conditions (p<0.05). BC also had the lowest hardness and highest springiness. After fermentation, pineapple juice contained main 
organic acids including citric, malic, and acetic acids, respectively. Main sugars included fructose, glucose, and sucrose, respectively. 
The fermented juice had the highest phenolic compound and the highest antioxidant activity (p<0.05). (iii) Co-culture fermentation of 
K3 and Lactobacillus plantarum FTCU10621 with condition from ii were investigated. It was found that BC yield was lower 
(26.40±0.80 g/L) with young texture. BC contained L. plantarum FTCU10621 with 8.42±0.52 log CFU/g BC. L. plantarum FTCU10621 
was observed in pineapple juice at 8.33±0.03 log CFU/ml. SEM showed probiotic cells embedded in the BC counted as 7.08 log 
cell/g BC. The chemical structure of the BC by FTIR provided that IR spectra of the hydroxyl groups had low % transmittance, hence 
BC allowing to be soft. After fermentation, pineapple juice contained main organic acids including lactic, citric, succinic, and malic 
acids, respectively. Also contained sugars including fructose, glucose, and sucrose, respectively. 
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นวัตกรรมการหมักด้วยจุลินทรีย์” และทุนอุดหนุนการศึกษาจากทุนวิทยบัณฑิต ภาควิชาเทคโนโลยีทาง
อาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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บทท่ี 1                                                                                             
บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญ 

สับปะรดจัดเป็นพืชเศรษฐกิจท่ีสำคัญของประเทศไทย สำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร 
(2563) รายงานว่า ผลิตภัณฑ์สับปะรดมีมูลค่าส่งออกสูงถึง 14,825 ล้านบาท ในปี 2563 โดยผลผลิต
สับปะรดพันธุ์ปัตตาเวียร้อยละ 80 ถูกส่งเข้าสู่โรงงาน เนื่องด้วยลักษณะทางกายภาพทนต่อ
กระบวนการผลิตแปรรูป ท้ังนี้อุตสาหกรรมมีการกำหนดคุณภาพมาตรฐานในการรับซื้อผลสับปะรด
เพื่อมาเป็นวัตถุดิบในการแปรรูป ในปี 2563 สภาพอากาศแล้ง ส่งผลให้ผลผลิตลดลง ผลสับปะรด  
ตกเกรดแคระแกร็นไม่มีน้ำหนัก ขายไม่ได้ เพื่อเพิ่มมูลค่าให้แก่สับปะรดตกเกรดเหล่านี้ จึงสนใจท่ีจะ
นำมาพัฒ นาเป็ นน้ ำหมั ก จุ ลินทรีย์ เพื่ อสร้ าง เซลลูโลส เรียกว่ า Bacterial cellulose (BC)              
ในอุตสาหกรรมอาหารเป็นท่ีรู้จักในรูปแบบวุ้นสวรรค์ผลิตโดยใช้แบคทีเรีย Acetobacter xylinum 
(หรือเรียกว่า Komagataeibacter xylinus) หมักน้ำมะพร้าว (Liu, Liu, et al., 2018) วุ้นสวรรค์
ได้รับความนิยมเนื่องจากมี รสสัมผัสดี ใยอาหารสูง ไขมันและพลังงานต่ำ และมีรายง านถึงสมบัติ     
ในการช่วยป้องกันโรคถุงผนังลำไส้อักเสบ และป้องกันมะเร็งลำไส้ใหญ่ (Mesomya et al., 2008) 
นอกจากนี้ BC เป็นเส้นใยอาหาร จัดอยู่ในกลุ่ม Generally recognized as safe (GRAS) อีกด้วย 
(Azeredo et al., 2019) การผลิต BC ด้วยแบคทีเรียสามารถผลิตได้โดยการเพาะเล้ียงในอาหารท่ี
ประกอบด้วยกลูโคสสูง น้ำผลไม้อื่นๆ นอกเหนือจากน้ำมะพร้าวจึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจ จึงมี    
ความเป็นไปได้ท่ีการเพาะเล้ียงในอาหารทางเลือกอย่างเช่น น้ำสับปะรด อย่างไรก็ตามน้ำผลไม้ชนิดท่ี
มีความเป็นกรดสูงอาจส่งผลให้มีผลผลิต BC ต่ำลง ดังนั้นการคัดแยกสายพันธุ์จากแหล่งธรรมชาติท่ีมี
ส่ วนป ระกอบของ สับ ปะรดให้ เป็ น สายพั น ธุ์ จ ำ เพ าะกั บการหมั ก  BC จากน้ ำ สับปะรด 
(Autochthonous) จึง เป็นแนวทางในการได้สายพั นธุ์ ท่ี มีประ สิทธิภาพ สูงในการผลิต BC              
ในน้ำสับปะรด นอกจากนี้การศึกษานี้ยังมีแนวคิดในการเพิ่มคุณค่าด้านการส่งเสริมสุขภาพของ BC 
จาก  น้ำสับปะรดโดยการเพาะเล้ียงร่วมกับจุลินทรีย์โพรไบโอติก ซึ่งมีรายงานว่าการเพาะเล้ียง
จุลินทรีย์ร่วมกัน (Co-culture) ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสมจะช่วยส่งเสริมการสร้างสารเมแทบอไลต์ 
(Prabhu et al., 2022) จุลินทรีย์โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ ท่ีพบได้ในอาหารหมัก เช่น โยเกิร์ต       
นมเปรี้ยว มีคุณสมบัติเป็นประโยชน์ต่อระบบขับถ่าย (Shi et al., 2016) ดังนั้นหากสามารถผลิต BC 
ท่ีอุดมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติกจากน้ำสับปะรดได้ จะเป็นแนวทางสำคัญในการเพิ่มมูลค่าให้กับ
สับปะรดตกเกรด 
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1.2 วัตถุประสงค์ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาแนวทางการใช้สับปะรดตกเกรดผลิตเซลลูโลสจาก
แบคทีเรียท่ีอุดมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติก เพื่อเป็นเครื่องด่ืมฟังก์ช่ัน โดยการหมักน้ำสับปะรดด้วย
จุลินทรีย์ Autochthonous strains ท่ีคัดแยกจากน้ำหมักสมุนไพรท่ีมีส่วนประกอบของสับปะรด 
ขั้นตอนงานวิจัยประกอบด้วย การประเมินการใช้น้ำสับปะรดผลิต BC การคัดแยกและคัดเลือก    
สายพันธุ์ของจุลินทรีย์เพื่อเป็น Autochthonous strains การศึกษาสมบัติการหมักและพัฒนา
กระบวนการหมักสำหรับผลิต BC และการเจริญร่วมกับจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 2                                                                                     

วารสารปริทัศน์ 

2.1 Bacterial cellulose (BC) 

ในปี 1886 นักวิจัยค้นพบว่า ช้ินวุ้นท่ีลอยตัวอยู่บนผิวหน้าน้ำหมักในระหว่างกระบวนการ
หมักน้ำส้มสายชู คือ เซลลูโลสท่ีแบคทีเรียกรดแอซิติก (สกุล Acetobacter) ผลิตขึ้นมาปกป้องเซลล์
จากรังสียูวี และป้องกันเซลล์จากการขาดน้ำ (Brown, 1886) ต่อมาค้นพบว่า นอกจากแบคทีเรีย      
กรดแอซิ ติ กแล้ ว จุ ลินทรี ย์ สายพั น ธุ์ อื่ นๆ  สามารถผลิต เซลลู โลสได้ เช่น เดี ยวกั น  ได้ แก่  
Gluconacetobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Acetobacter, Achromobacter, 
Alcaligenes, Rhizobium, Pseudomonas, Salmonella และ  Sarcina เป็ น ต้ น  ภ า ย ห ลั ง เรี ย ก
เซลลูโลสท่ีผลิตด้วยจุลินทรีย์นี้ว่า “Bacterial cellulose (BC)” (Azeredo et al., 2019) BC มี
โครงสร้างทางเคมีเช่นเดียวกับเซลลูโลสจากพืช ประกอบด้วยพอลิเมอร์สายตรงของโมเลกุลกลูโคสท่ี
เช่ือมกันต่อด้วยพันธะ 1,4 glycosidic พอลิเมอร์แต่ละสายเช่ือมต่อกันด้วยพันธะไฮโดรเจน          
ดังภาพท่ี 2.1 อย่างไรก็ตาม BC มีความบริสุทธิ์สูงกว่าเซลลูโลสจากพืช เนื่องจากไม่มีเฮมิเซลลูโลส 
และลิกนินเจือปน อีกท้ังความแตกต่างของโครงสร้างเส้นใยนาโน ทำให้ BC มีสมบัติ ทางเคมีกายภาพ
ท่ีจำเพาะ เช่น มีค่ามอดุลัสของยัง (Young's modulus) สูง มีความสามารถในการจับน้ำ (Water 
holding capacity, WHC) สูง ความเป็นผลึกสูง ความพรุนสูง ความโปร่งใสสูง ความสามารถในการ
กักเก็บน้ำ (Water retention capacity, WRC) สูง และมีปริมาณการเกิดพอลิเมอร์ (Degree of 
polymerization) สูง (Chen et al., 2021; Liu et al., 2021; Santos et al., 2015) โดยมีรายงาน
ว่ า Acetobacter xylinum (หรื อ เรี ยกว่ า Gluconacetobacter xylinus หรื อ Komagataeibacter 
xylinus) เป็นแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต BC มากท่ีสุด (Azeredo et al., 2019) 

 
ภาพท่ี 2.1 Bacterial cellulose (a) โครงสร้างทางเคมีของ BC และ (b) ลักษณะของเส้นใย BC 

(Pogorelova et al., 2020; Torres et al., 2012)
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2.1.1 Komagataeibacter xylinus (Brown 1886) Yamada et al. 2013 
 Komagataeibacter xylinus (Basonym: Acetobacter aceti subsp. xylinus (Brown, 
1886; De Ley & Frateur, 1970)) หรือเรียกว่า A. xylinus (Brown, 1886; Yamada & Kondo, 
1984) ห รื อ  G. xylinus (Brown, 1886; Yamada et al., 2012) ห รื อ  Bacterium xylinum 
(Brown, 1886) จัดอยู่ในสกุล Acetobacter เป็นแบคทีเรียกรดแอซิติก (Acetic acid bacteria) มี
ความสามารถในการผลิตกรดแอซิติกจากกลูโคสและ/หรือเอทานอล และมีความสามารถใน         
การออกซิไดซ์กรดแอซิติกเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และน้ำ อีกท้ังยังสามารถใช้แหล่งคาร์บอนเพื่อผลิต 
BC ได้หลากหลาย เช่น กลูโคส กลีเซอรอล และสารอินทรีย์อื่นๆ K. xylinus มีลักษณะเซลล์เป็น         
รูปแท่ง ขนาดยาว 2-10 microns กว้าง 0.5-1 micron ย้อมติดสีแกรมลบ โคโลนีมีลักษณะกลมนูน 
ผิวเรียบหรือขรุขระ สีขาวหรือครีมเบจ ดังภาพท่ี 2.2 เจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนเท่านั้น 
(Obligate aerobic bacterium) จัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียชอบสภาวะกรด (Acidophilic bacterium) 
สามารถมีชีวิตรอดได้ท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่ำถึง 3.5 และมีช่วง pH ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ
ใน ช่ ว ง  4-5.5 ขึ้ น กั บ ส าย พั น ธุ์  (Çoban & Biyik, 2011; Raiszadeh-Jahromi et al., 2020) 
นอกจากนี้ จัดอยู่ในกลุ่มแบคทีเรียท่ีชอบอุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic bacterium) โดยมี            
ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับการเจริญอยู่ ท่ี 28-31 °C (Mohammad et al., 2014) แต่ไม่สามารถ
เติบโตได้ท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 37 °C (Ida, 2017) 

 
ภาพท่ี 2.2 Komagataeibacter spp. (a) ลักษณะทางสัณฐานวิทยา และ (b) ลักษณะของเซลล์ 

(Lim et al., 2013; Trulove, 2008) 
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2.1.2 กระบวนการผลิต BC 

ในระดับชีวโมเลกุลของกระบวนการผลิต BC ด้วยแบคทีเรียเกี่ยวข้องกับ Cellulose 

synthase operons (หรือเรียกว่า bcs operons) operon เหล่านี้ควบคุมการผลิต BC ต้ังแต่ภายใน

เซลล์ตลอดจนถึงการปลดปล่อย BC สู่ภายนอกเซลล์ จากภาพท่ี 2.3 แบคทีเรียแกรมลบ bcs 

operon ประกอบด้วย 4 subunits transmembrane (TM) complex ได้แก่ (i) bcsA ทำหน้าท่ีใน

การจดจำ Uridine diphosphate glucose (UDP-glucose) ซึ่งเป็นสารต้ังต้นในการผลิต BC และ

ผลิต BC (ii) bcsB ทำหน้าท่ีจับกับโคเอนไซม์ Cyclic diguanylate monophosphate (C-di-GMP) 

(iii) bcsC ทำหน้าท่ีในการควบคุมการเกิดผลึกและปลดปล่อย BC ออกสู่นอกเซลล์ ในขณะท่ี (iv) 

bcsD ทำหน้าท่ีแสดงกิจกรรมของเอนไซม์ Endo-β-1,4-glucanase ท่ีสามารถย่อยสลายสาย β-

1,4-glucan ได้ อย่างไรก็ตามมีเฉพาะ 2 subunits คือ bcsA และ bcsB ท่ีทำหน้าท่ีหลักในการผลิต 

BC ในขณะท่ี subunit อื่นๆ จะแตกต่างกันไปตามแต่ละอนุกรมวิธาน (Taxonomy) (Hashimoto & 

Koizumi, 2012; Römling & Galperin, 2015) 

 

ภาพท่ี 2.3 Cellulose synthase operon ประกอบด้วย bcsA, bcsB, bcsC และ bcsD โดย BC 
จะถูกปลดปล่อยออกสู่นอกเซลล์ในลักษณะของ Sub-elementary fibrils (SEFs) ก่อนจะรวมตัวเป็น 
Microfibrils (MFs)  
ข้อมูลและภาพจาก (Hashimoto & Koizumi, 2012) 
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กระบวนการผลิต BC อาศัยกิจกรรมของเอนไซม์ Cellulose synthase (EC 2.4.1.12) 

ร่วมกับโคเอนไซม์ C-di-GMP ซึ่งทำหน้าท่ีเป็น Secondary messenger ในการส่งสัญญาณกระตุ้น

เอนไซม์  Cellulose synthase ให้ เข้าจับกับ UDP-glucose จากนั้นโมเลกุลกลูโคสของ UDP-

glucose จะถูกเช่ือมต่อเข้ากับตำแหน่ง 4’hydroxyl group ท่ีฝ่ัง Non-reducing end ของปลาย

สายพอลิเมอร์กลูโคส และเกิดผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้ คือ Uridine diphosphate (UDP) ต่อมาสาย

พอลิเมอร์กลูโคสท่ีผลิตขึ้นจะถูกเคล่ือนย้ายไปยัง Transmembrane (TM) channel อย่างต่อเนื่อง 

ทำให้บริเวณ Active site ของเอนไซม์ Cellulose synthase ว่างท่ีจะจับกับ UDP-glucose โมเลกุล

ใหม่ ส่งผลให้สามารถสร้างสายพอลิเมอร์กลูโคสให้มีความยาวเพิ่มขึ้นต่อเนื่อง (Morgan et al., 

2014) อ ย่ า ง ไร ก็ ต าม น อ ก จ าก เอ น ไซ ม์  Cellulose synthase แ ล้ ว  แ บ ค ที เรี ย ผ ลิ ต  BC                  

ในกระบวนการผลิต BC จากกลูโคส (ภาพท่ี 2.4) อาศัยเอนไซม์อื่นๆ อีกรวม 4 ชนิด ดังนี้ 

(1) กระบวนการเกิด Phosphorylation ติดหมู่ฟอสเฟตเข้ากับโมเลกุลของกลูโคสได้

ผลิตภัณฑ์เป็น Glucose-6-phosphate (G6P) อาศัยการทำงานของเอนไซม์ Glucokinase 

(EC 2.7.1.2) 

(2) กระบวนการเกิด Isomerization เปล่ียนโครงสร้างโมเลกุลจาก G6P เป็น Glucose-1-

phosphate (G1P) อาศัยการทำงานของเอนไซม์ Phosphoglucomutase (EC 5.4.2.5) 

(3) กระบวนการเกิด Conversion ของ G1P เป็น Uridine 5’-diphosphoglucose (UDPG) 

อาศัยการทำงานของเอนไซม์ UDPG pyrophosphorylase (EC 2.7.7.9) 

(4) กระบวนการเกิด Polymerization เช่ือมต่อระหว่างโมเลกุล UDPG ด้วยพันธะ 1,4- 

glycosidic อาศัยการทำงานของเอนไซม์ Cellulose synthase (EC 2.4.1.12) บน Plasma 

membrane 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

 

ภาพท่ี 2.4 กระบวนการผลิต BC 
(Moniri et al., 2017) 

BC ถูกผลิตภายในเซลล์ และขับออกท่ีบริเวณช่องเปิดของผนังเซลล์ BC ท่ีผลิตขึ้นเริ่มแรกมี
เส้นผ่านศูนย์กลางเล็กเพียง 1.5 nm เรียกว่า Sub-elementary fibrils (SEFs) ก่อนท่ีจะเรียงตัวกัน
ในลักษณะเป็นเกลียว (ribbon) มีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3.5-4 nm เรียกว่า Microfibrils 
(MFs) จากนั้น MFs จะรวมตัวในลักษณะเป็นเกลียว (ribbon) จนกระท่ังมีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 40-60 nm เรียกว่า Nanofiber กระบวนการรวมตัวกันของ SEFs จนกระท่ังเป็น 
Nanofiber นี้ เรียกว่า Self-assembly process เกิดเป็นแผ่นวุ้นลอยตัวอยู่บนผิวหน้าของอาหาร
เพาะเล้ียง (Moniri et al., 2017; Ullah et al., 2019) 
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2.1.3 การประยุกต์ใช้ BC  
BC ท่ีผลิตขึ้นสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมได้หลากหลาย เช่น นำไปผลิตแอโรเจล

ใช้ในการกรอง นำไปผลิตผ้าพันแผลและผิวหนังเทียมในทางการแพทย์ ใช้ผสมกับแม่เหล็กผลิต
กระดาษแม่เหล็ก นำไปผลิตไบโอเซนเซอร์นำไปใช้เป็นเย่ือบุในเครื่องเสียง และผลิตเป็นอาหาร เช่น 
วุ้นสวรรค์ (Nata de coco) โดยผลิตจากการหมักน้ำมะพร้าวด้วย A. xylinum อีกท้ังยังเป็นกล้าเช้ือ
ของคอมบูชา (Kombucha) ท่ีผลิตจากการหมักชาดำผสมน้ำตาลด้วย Symbiosis culture of 
bacteria and yeast (SCOBY) ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย แ บ ค ที เรี ย  คื อ  A. xylinum แ ล ะ ยี ส ต์  คื อ 
Saccharomyces cerevisiae ดั ง ภ า พ ท่ี  2.5 (Halib et al., 2012; Lustri et al., 2015; 
Niyazbekova et al., 2018; Quijano, 2017; Revin et al., 2020; Sriplai et al., 2018) 

 
ภาพท่ี 2.5 การประยุกต์ใช้เซลลูโลสจากจุลินทรีย์ (a) แอโรเจล (b) ผ้าพันแผล (c) กระดาษแม่เหล็ก 

(d) ไบโอเซนเซอร์ (e) เย่ือบุในเครื่องเสียง (f) วุ้นสวรรค์ (ซ้าย) คอมบูชา (ขวา) 
(Halib et al., 2012; Lustri et al., 2015; Niyazbekova et al., 2018; Quijano, 2017; Revin et 

al., 2020; Sriplai et al., 2018) 
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2.1.4 ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต BC 

ในท้องตลาดอุตสาหกรรมอาหารการผลิต BC มีมูลค่าสูงถึง 207.36 ล้านดอลลาร์สหรัฐ      

ในปี 2559 และคาดว่าจะมีมูลค่าสูงถึง 700 ล้านดอลลาร์สหรัฐในปี 2565 วุ้นสวรรค์ (หรือเรียกว่า 

Nata de coco) เป็นผลิตภัณฑ์หลักของ BC ผลิตโดยการหมักน้ำมะพร้าวด้วย A. xylinum           

มีต้นกำเนิดมาจากประเทศฟิลิปปินส์ หั่นเป็นช้ินบริโภคในลักษณะเช่นเดียวกับวุ้นแช่ในน้ำเช่ือม 

อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยเชิงเทคโน -เศรษฐกิจรองรับว่า การผลิต BC ในระดับอุตสาหกรรมได้รับ

ผลกระทบจากต้นทุนการผลิตท่ีสูง (Dourado et al., 2016) เนื่องจากอาหารท่ีใช้เพาะเล้ียงจุลินทรีย์

มีราคาแพง และสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ท่ีมีข้อจำกัดมากมาย เช่น อัตราการเจริญเติบโต ความจำเพาะ

ต่อสภาวะการเพาะเล้ียง และเกิดการกลายพันธุ์ไม่ผลิต BC เป็นต้น นักวิจัยท่ัวโลกจึงสนใจท่ีจะ

พัฒนาการผลิต BC โดยคัดแยกสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีให้ผลผลิต BC สูง การศึกษาพัฒนาถังฏิกรณ์หมัก

ให้มีความเหมาะสม และการใช้อาหารเพาะเล้ียงทางเลือกเพื่อลดต้นทุน (Zhong, 2020) จะเห็นได้ว่า 

การผลิต BC เพื่อให้ได้ผลผลิตท่ีมีประสิทธิภาพท้ังในด้านคุณภาพและปริมาณนั้นจำเป็นต้องพิจารณา

ปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต BC ดังนี้ 

(1) สายพันธุ์ของแบคทีเรียผลิต BC 

สายพันธุ์ของแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพในท่ีนี้ หมายถึง เป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถให้

ผลผลิต BC ปริมาณมากในเวลาอันส้ัน โดยปกติแล้ว A. xylinum ใช้เวลาในการหมัก          

น้ำมะพร้าวเพื่อผลิต BC ราว 10-14 วัน (Santosa et al., 2020) ปัจจุบันมีรายงานว่า           

การคัดแยกแบคทีเรียจากแหล่งธรรมชาติท่ีมีส่วนประกอบเดียวกับสารอาหารท่ีใช้เพาะเล้ียง

เพื่อผลผลิตนั้น สายพันธุ์ท่ีได้จากการคัดแยกดังกล่าว เรียกว่า Autochthonous strains จะ

มีประสิทธิภาพในการเจริญและผลิตสารแมทาบอไลท์สูงกว่า สายพันธุ์แบคทีเรียท่ีคัดแยกมา

จากคน ละแห ล่ งกั บ สารอาห าร ท่ี ใช้ เพ าะ เล้ี ย ง  เรี ย ก ว่ า  Allochthonous strains 

(Chanprasartsuk & Prakitchaiwattana, 2022; Karahan et al., 2011) Zhong (1996) 

คัดแยกสายพันธุ์ G. xylinus 323 จากน้ำมะพร้าวหมัก และนำมาใช้หมักน้ำมะพร้าว 

(Autochthonous strains) เพื่อผลิต BC ในระดับอุตสาหกรรมและพัฒนาจนเป็นหนึ่งใน

ผู้ผลิต BC รายใหญ่ของโลก (Zhong, 2020) 
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(2) ปริมาณออกซิเจน พื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรน้ำหมัก 

จากข้อมู ลข้ างต้น ในหั วข้อ  2.1.1 K. xylinus เป็นแบคที เรีย ท่ี ต้องการอากาศ                 

ในการเจริญ เติบโต และสร้าง Adenosine triphosphate (ATP) ในกรณี ท่ี เพาะเล้ียง          

ในน้ำหมัก K. xylinus จะอาศัยออกซิเจนท่ีละลายอยู่ในน้ำหมักเพื่อการผลิต BC จนกระท่ัง

หมดไป ดังนั้นจึงมีเพียงเซลล์ท่ีอาศัย BC พยุงเซลล์ให้ลอยตัวท่ีผิวหน้าอาหารสัมผัสกับ

ออกซิเจนในอากาศ สามารถมีชีวิตรอดอยู่ต่อและผลิต BC ต่อไปได้ จะเห็นได้ว่า การผลิต BC 

ขึ้นกับปริมาณออกซิเจนท่ีเซลล์ได้รับ (Liu, Li, et al., 2018; Nagashima et al., 2016; 

Ruka et al., 2012) และเพื่อให้เซลล์ได้รับออกซิเจนในปริมาณท่ีเหมาะสมเพียงพอต่อ            

การผลิต BC พื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรของน้ำหมักจึงเป็นอีกปัจจัยท่ีควรพิจารณา           

มีรายงานว่า การผลิต BC ด้วย A. xylinum แปรผันโดยตรงกับอัตราส่วนพื้ น ท่ี ผิว                 

สัมผัสอากาศต่อปริมาตรของอาหารเหลว Krystynowicz et al. (2002) ศึกษาโดยแปร

ปริมาตรของอาหารเหลวในถาดพลาสติก บ่มด้วย A. xylinum E25 เป็นเวลา 7 วัน                 

ท่ีอุณหภูมิ 30 °C พบว่า อัตราส่วนพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของอาหารเหลวเพิ่มขึ้น

สัมพันธ์กับปริมาณเซลลูโลสเพิ่มขึ้น Cakar et al. (2014) ศึกษาโดยแปรปริมาตรและพื้นท่ี

ผิวสัมผัสอากาศของอาหารเหลวท่ีใช้บ่ม G. xylinus เป็นเวลา 6 วัน ท่ีอุณหภูมิ 30 °C              

พบแนวโน้มเช่นเดียวกัน 

(3) แหล่งคาร์บอน 

กระบวนการผลิต BC ด้วย K. xylinus ใช้ UDP-glucose เป็นสารต้ังต้น กลไกการ

เปล่ียนแหล่งคาร์บอนต่างๆ เป็นสารต้ังต้นข้างต้นต้องอาศัยเอนไซม์ท่ีต่างกันออกไป ซึ่งแต่ละ

สายพันธุ์มีเอนไซม์แตกต่างกัน ส่งผลให้มีประสิทธิภาพในการผลิต BC แตกต่างกัน แม้ว่า

เพาะเล้ียงในแหล่งคาร์บอนชนิดเดียวกัน ทำให้มีข้อมูลการใช้แหล่งคาร์บอนท่ีหลากหลายใน

การเพาะเล้ียง K. xylinus เพื่อผลิต BC ดังตารางท่ี 2.1 (Shah et al., 2013) ไม่ว่าจะเป็น

น้ำตาลโมเลกุลเด่ียวและ/หรือน้ำตาลโมเลกุลคู่และ/หรือแอลกอฮอล์ (Phruksaphithak et 

al., 2019) Mohammadkazemi et al. (2015) ทดลองเพาะเล้ียง G. xylinus PTCC 1734 

เพื่อผลิต BC เป็นเวลา 7 วัน ท่ีอุณหภูมิ  28 °C ท่ีความเร็วรอบ 150 rpm ในอาหาร

เพาะเล้ียงเช้ือ 3 สูตร ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 5 ชนิด ได้แก่ น้ำเช่ือม กลูโคส          

แมนนิทอล ซูโครส และซูโครสสำหรับอาหาร พบว่า แมนนิทอลเป็นแหล่งคาร์บอน             
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ท่ี G. xylinus PTCC 1734 ให้ผลผลิต BC สูงท่ีสุด รองลงมาเป็นซูโครส นอกจากนี้ยังมี         

การใช้แหล่งคาร์บอนอื่นๆ เป็นทางเลือก เพื่อลดต้นทุนการผลิต Beliah et al. (2020) พบว่า 

สามารถใช้น้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar) ท่ีสกัดจากสาหร่าย Posidonia oceanica เป็น

แหล่งคาร์บอนทางเลือกแทนการใช้กลูโคสในการเพาะเล้ียง G. xylinus ATCC 10245 เพื่อ

ผลิต BC เป็นเวลา 15 วัน ท่ีอุณหภูมิ 30 °C โดยท่ีแหล่งคาร์บอนทางเลือกน้ำตาลรีดิวซ์จาก

สาหร่ายให้ผลผลิต BC สูงกว่า 

ตารางท่ี 2.1 ความหลากหลายของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการผลิต BC ข้อมูลจาก Shah et al. (2013) 
สายพันธุ์จุลนิทรีย์ แหล่งคาร์บอน แหล่งอ้างอิง 

G. xylinus, Trichoderma reesei Glucose Cavka et al. (2013) 

G. xylinus Glucose Feng et al. (2012) 

G. xylinus (PTCC, 1734) Glucose Moosavi and Yousefi (2011) 

G. xylinus (ATCC 53524) Sucrose Mikkelsen et al. (2009) 

G. xylinus (K3) Mannitol Nguyen et al. (2008) 

G. xylinus (IFO 13773) Sugar cane molasses Keshk and Sameshima (2006)  

A. xylinum (ATCC 700178) CSL-Fru Cheng et al. (2011) 

Gluconacetobacter sp. (RKY5) Glycerol Kim et al. (2006) 

A. xylinum (BPR2001) Molasses Bae and Shoda (2004) 

A. xylinum (BPR2001) Fructose Bae et al. (2004) 
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(4) แหล่งไนโตรเจน 

ไนโตรเจนเกี่ยวข้องกับกรดอะมิโน กรดนิวคลีอิก นิวคลีโอไทด์ และโคเอนไซม์ จึงมีส่วนสำคัญ           
ในการส่งเสริมการเจริญเติบโต และการสร้างเซลล์ มีรายงานการใช้แหล่งไนโตรเจนอย่างหลากหลาย
ในการผลิต BC ได้แก่  Yeast extract, Casein hydrolysate, Ammonium sulfate, Peptone, 
Sodium glutamate แ ล ะ  Glycine (Adnan et al., 2015; Çoban & Biyik, 2011; El-Salam, 
2012; Lin et al., 2013; Mohammadkazemi et al., 2015) 
(5) สารชักนำการผลิต BC 

เนื่องจากกระบวนการผลิต BC จากกลูโคสประกอบด้วยหลายข้ันตอน การเติมสารชักนำจะช่วยเร่ง
และ/หรือลดขั้นตอนเหล่านั้นลง ส่งผลให้มีส่วนช่วยในการส่งเสริมการผลิต BC ดังแสดงในตารางท่ี 2.2 
ตารางท่ี 2.2 บทบาทของสารชักนำในกระบวนการผลิต BC ข้อมูลจาก Andriani et al. (2020)  
สารชักนำ บทบาท 

Ethanol - ส่งเสริมการสร้าง ATP ส่งผลให้ส่งเสริมกิจกรรมของ

เอนไซม์ glucokinase และ fructokinase 

- ยับย้ังการกลายพันธุ์ 

Vitamins (oyridoxine, nicotinic acid, 

biotin, p-aminobenzoic acid) 

- กระตุ้นการผลิต BC โดยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ

เซลล์ 

Ascorbic acid - ลดการผลิตกรดกลูโคนิกด้วยฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

Lignosulfonate 

Agar - ขัดขวางการจับตัวของ BC ทำให้มีจำนวนเซลล์อิสระ

เพิ่มขึ้น ส่งเสริมการผลิต BC Sodium alginate 

Lactate - เพิ่มความเข้มข้นของ ATP ในเซลล์ ส่งเสริมการใช้

แหล่งคาร์บอนผลิต BC 

Ammonium dihydrogen phosphate - กระตุ้นการผลิต BC โดยส่งเสริมการผลิตโคเอนไซม์ 

จากข้อมูลข้างต้น จะเห็นได้ว่า ในการผลิต BC นอกจากสายพันธุ์ และปริมาณออกซิเจนแล้ว 
จำเป็นต้องมีสารอาหารเพียงพอให้จุลินทรีย์ท้ังใช้ในการผลิต BC และเจริญมีชีวิตรอดได้ น้ำผลไม้         
จึงเป็นทางเลือกท่ีน่าสนใจ เช่น น้ำสับปะรด 
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2.2 สับปะรด 

สับปะรดเป็นผลไม้เขตร้อน มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Ananas comosus (L.) Merr. อยู่ในวงศ์ 
Bromilliaceae มีแหล่งกำเนิดในเขตร้อนของทวีปอเมริกาใต้ ชาวพื้นเมืองเรียกผลไม้ชนิดนี้ว่า 
Nanas ต่อมาชาวโปรตุเกสจึงเรียกช่ือผลไม้ชนิดนี้ว่า Ananas ตามชาวพื้นเมืองและนำมาสู่แถบเอเชีย
รวมถึงประเทศไทย คนไทยเรียกผลไม้ชนิดนี้ว่า “สับปะรด” เกิดจากคำว่า “สรรพรส” หมายถึง มี
หลายรสท้ังรสหวานและรสเปรี้ยวในลูกเดียว สับปะรดถูกจำแนกตามเกณฑ์มาตรฐานด้วยลักษณะ
ของรูปร่าง รูปทรง และรสชาติ ซึ่งกลุ่มพันธุ์สับปะรดท่ีนิยมปลูกเพื่อผลิตในเชิงการค้าในประเทศไทย 
มี 3 กลุ่ม ดังนี้ 

กลุ่ม ท่ี  1 สแปนนิช  (Spanish) ไ ด้แก่  พัน ธุ์ อินทรชิตแดง และพั นธุ์ อิ นทรชิตขาว                 
สับปะรดกลุ่มพันธุ์นี้ใบมีหนามหลายรูปแบบ ผลรูปทรงกระบอก ผลดิบมีสีม่วงคล้ำเมื่อเริ่มสุก
เปล่ียนเป็นสีส้มสำหรับพันธุ์อินทรชิตแดง ผลดิบมีสีเขียวเมื่อเริ่มสุกเปล่ียนเป็นสีเหลือง
สำหรับพันธุ์อินทรชิตขาว ขนาดผลเล็กกว่าพันธุ์ปัตตาเวีย รสหวาน ตาลึก ไม่เหมาะท่ีจะใช้
บรรจุเป็นสับปะรดกระป๋อง 
ก ลุ่ ม ท่ี  2  ค วี น  (Queen) ไ ด้ แ ก่  พั น ธุ์ ภู เก็ ต  พั น ธุ์ ภู แ ล  แ ละ พั น ธุ์ ต ร าด สี ท อ ง                    
สับปะรดกลุ่มพันธุ์นี้มีหนามรอบใบท่ีมีขนาดเล็ก ผลดิบมีสีเขียว และเริ่มสุกเปล่ียนเป็นสี
เหลืองพร้อมกันทุกส่วนของผล ผลขนาดเล็ก เนื้อสีเหลืองทอง ตาลึก เส้นใยน้อยกว่าทุกพันธุ์ 
นิยมใช้ในการบริโภคสด 
กลุ่ม ท่ี  3 สมูทแคยีน  (Smooth cayenne) ได้แก่  พันธุ์น างแล และพันธุ์ปั ตตาเวีย               
สับปะรดกลุ่มพันธุ์นี้มีหนามเฉพาะปลายใบ ผลรูปวงรี มีขนาดปานกลาง ผลดิบมีสีเขียวเมื่อ
เริ่มสุกเปล่ียนเป็นสีเหลืองจากฐานสู่ส่วนบนของผล ตาต้ืน เนื้อสีเหลืองอ่อน 

สับปะรดพันธุ์ปัตตาเวีย จัดอยู่ในกลุ่มพันธุ์ Smooth cayenne มีลักษณะทรงต้นใหญ่กว่า
พันธุ์นางแลในกลุ่มพันธุ์เดียวกัน ใบสีเขียวเข้มผิวมัน ขอบใบเรียบมีหนามท่ีปลาย ก้านผลส้ัน ผลมี
น้ำหนักประมาณ 2-6 กิโลกรัมต่อผล เนื้อผลสีเหลืองอ่อน รสหวาน มีน้ำเป็นองค์ประกอบอยู่มาก   
ตาต้ืน เป็นพันธุ์ ท่ีนิยมปลูกเพื่อส่งโรงงานอุตสาหกรรม มีแหล่งปลูกใหญ่อยู่ในภาคตะวันตกของ
ประเทศไทย (วิบูลย์ ทองภูคีรีไพร และสันติ ช่างเจรจา, 2557) 

ผลสับปะรดอุดมไปด้วยสารอาหารท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการ มีรายงานว่า ผลสับปะรดพันธุ์
ปัตตาเวีย 100 กรัม มีปริมาณความช้ืน ไขมัน โปรตีน เยื่อใย คาร์โบไฮเดรต และพลังงาน เท่ากับ 
87.24, 0.13, 0.55, 1.40, 11.82 กรัม และ 45 กิโลแคลอรี่ ตามลำดับ นอกจากนี้ยังประกอบด้วย
วิตามิน เช่น วิตามินซี วิตามินเอ รวมถึงแร่ธาตุต่างๆ เช่น ฟอสฟอรั ส แคลเซียม แมกนีเซียม 
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โพแทสเซียม เหล็ก โซเดียม ทองแดง และสังกะสี นอกจากนี้ผลสับปะรดประกอบด้วยสารประกอบ        
ฟีนอลิกในรูปแบบท่ีถูกตรึงในเนื้อเย่ือสับปะรด ซึ่งจะถูกไฮโดรไลซ์โดยแบคทีเรียในลำไส้ใหญ่ส่งผลให้
เกิดสมบัติต้านอนุมูลอิสระในลำไส้ใหญ่ อาจช่วยป้องกันมะเร็งลำไส้ใหญ่ได้ และผลสับปะรด
ประกอบด้วยสารเบต้าเคโรทีนมีสมบัติต้านอนุมูลอิสระในเซลล์ผ่านกระบวนการออกซิเดช่ัน พบมาก
ในผักผลไม้ท่ีมีสีเหลืองและส้ม อีกท้ังผลสับปะรดยังประกอบด้วยเอนไซม์บรอมมีเลน (bromelain) 
ซึ่งมีคุณสมบัติในการย่อยโปรตีน ช่วยเพิ่มภูมิต้านทาน ต้านมะเร็งบางชนิด ยับยั้งการเกาะกลุ่มของ
เกล็ดเลือด ช่วยย่อยอาหาร ลดอาการบวมและอาการอักเสบ (Mohd Ali et al., 2020; อรอง            
จันทร์ประสาทสุข, 2558; กฤติยา ไชยนอก; 2561; ปราณี อ่านเปรื่อง, 2541) 

ในอุตสาหกรรมอาหารแปรรูปของประเทศไทยมีมาตรฐานข้อกำหนดเฉพาะเรื่องขนาด (Size 
specification) กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ได้กำหนดมาตรฐานผลสับปะรด เพื่อใช้แปรรูปเป็น
สับปะรดกระป๋องไว้ดังนี้ เป็นสับปะรดสดท้ังผลไม่มีจุกและก้านสุกได้ท่ี โดยกำหนดให้มีปริมาณเนื้อ
สับปะรดไม่น้อยกว่าร้อยละ 25 mg ต่อ 1 กิโลกรัมของน้ำหนักรวม ผลสับปะรดดังกล่าว แบ่งเป็น 2 
ช้ัน คุณภาพ คือ ช้ันหนึ่ ง  (Class I) เส้น ผ่าศูนย์กลางผล 10.5 -15.5  cm ช้ันสอง (Class II) 
เส้นผ่าศูนย์กลางผล 9.0-10.4 cm สับปะรดท้ังสองช้ันมีความยาวผลไม่น้อยกว่า เส้นผ่าศูนย์กลางผล 
(ชาญยุทธ กาฬกาญจน์, 2561) 

น้ำสับปะรดสามารถใช้เป็นอาหารเล้ียงเช้ือสำหรับผลิต BC ได้ มีรายงานการศึกษาการใช้            
น้ำสับปะรดในการผลิต BC ได้แก่ Junsangsree et al. (2002) ได้ศึกษาการใช้น้ำสับปะรดทดแทน
น้ำมะพร้าวในการผลิต BC ให้เป็นวุ้นมะพร้าว-สับปะรด พบว่า ในการผลิต BC ของ A. xylinum ใน
ระบบการหมักนี้ต้องเติม Dinucleotide-di-GMP เพื่อเป็นแหล่งฟอสเฟตเป็นส่วนประกอบ ท้ังนี้
เนื่องจากเติมน้ำสับปะรดแทนท่ีน้ำมะพร้าวจะทำให้ปริมาณฟอสเฟตในอาหารเหลวลดลง ทำให้ขนาด
ของ BC ลดลง จากการทดลองอาหารเหลวสูตรดัดแปลงท่ีให้ผลผลิตของวุ้นมะพร้าว-สับปะรดหนา
ท่ี สุด ประกอบด้วยน้ำสับปะรด 25 %  (v/v) น้ำตาล 8 %  (w/v) กรดแอซิ ติก  2 %  (w/v)                     
แอมโนเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.6 % (w/v) แล้วปรับปริมาตรเป็น 100 ml ด้วยน้ำมะพร้าว            
บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 10 วัน เมื่อปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 3.6 ให้ผลประเมินทาง
ประสาทสัมผัสด้านสีและกล่ินสูงท่ีสุด 

Nurtjahtja (2020) ได้พัฒนา Nata de pina ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากกระบวนการหมัก
ของ A. xylinum ในน้ำท้ิงจากการปอกเปลือกสับปะรด โดยการเติมแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 
และหมักภายใต้สภาวะควบคุม พบว่า สภาวะการหมักท่ีเหมาะสม คือ ปริมาณกล้าเช้ือ 40 % (v/v) 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 29 °C เป็นเวลา 28 วัน ให้ผลผลิต BC ชนิด Nata de pina ท่ีมีปริมาณเส้นใยมากท่ีสุด 
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2.3 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

จากปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต BC สายพันธุ์จุลินทรีย์เป็นอีกหนึ่งปัจจัยท่ีควรนำมา
พิจารณา จึงศึกษางานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการคัดแยกแบคทีเรียผลิต BC เพื่อท่ีจะให้ได้สายพันธุ์
จุลินทรีย์ท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิต BC ดังนี้  

2.3.1 การคัดแยกแบคทีเรียผลิต BC 
การคัดแยกแบคทีเรียผลิต BC ทำได้โดย Singh et al. (2017) นำของเสียมา 1 g จาก

อุตสาหกรรมอาหาร เช่น ผลไม้ อ้อย และน้ำส้มสายชู เติมใน Hestrin-Schramm ท่ีผสมไซโคลเฮกซิ-
-ไมด์ กำจัดการปนเปื้อนจากยีสต์รา บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 120-168 ช่ัวโมง จะเกิดแผ่นวุ้น
บริเวณพื้น ผิวสัมผัสอากาศของอาหารเหลว นำแผ่นวุ้นไปเจือจางท่ีความเข้มข้น 10 -7 เท่า           
ด้วย 0.9% (w/v) โซเดียมคลอไรด์ และทำให้จุลินทรีย์กระจายบนอาหารแข็ง GEY (Glucose, 
ethanol and yeast extract) ประกอบด้วย กลูโคส 2.0% สารสกัดจากยีสต์ 1.0% เอทานอล 
5.0% แคลเซียมคาร์บอเนต 0.3% และผงวุ้น 2.0% บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เลือก
โคโลนีท่ีสร้าง Clear zone บนอาหารแข็ง  

จากการศึกษาข้างต้น พบจุลินทรีย์ท่ีสร้าง Clear zone 34 ไอโซเลท เลือก 11 ไอโซเลท ต้ัง
ช่ือ สายพันธุ์ว่า C18 มาวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s rRNA สายพันธุ์  C18 มี                 
ความคล้ายคลึงกับ G. xylinus 94% ดังภาพท่ี 2.6 ดังนั้นไอโซเลทท่ีคัดแยกได้สามารถระบุได้ว่าเป็น             
สายพันธุ์ G. xylinus 

 
ภาพท่ี 2.6 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ของสายพันธุ์ C18 

(Singh et al., 2017) 

มีรายงานการคัดแยกจุลินทรีย์จากอาหาร คือ คอมบุชา โดย Zhang et al. (2018) ตีปั่น 

SCOBY ในน้ำเกลือและเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง ก่อนเจือจางและนำไปขีดลง

บนอาหารแข็งประกอบด้วย ซูโครส 5 g/l สารสกัดจากเนื้อ 1.5 g/l ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 
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0.44 g/l กรดซิตริก 0.08 g/l ผงวุ้น 1.8 g/l และเอทานอล 1 ml/l pH 6.0 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C 

เป็นเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากการศึกษาข้างต้น พบจุลินทรีย์ท่ีสร้าง Clear zone 34 ไอโซเลท เลือก 

11 ไอโซเลท ต้ังช่ือสายพันธุ์ว่า ZHCJ618 มาวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s rRNA             

สายพั นธุ์  ZHCJ618 มี ความคล้ายคลึงกับ  G. xylinus NCIB 11664 99%  ดังภาพ ท่ี  2 .7                   

ดังนั้นไอโซเลทท่ีคัดแยกได้สามารถระบุได้ว่าเป็นสายพันธุ์ G. xylinus 

 

ภาพท่ี 2.7 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ของสายพันธุ์ ZHCJ618 
(Zhang et al., 2018) 

2.3.2 การเพาะเล้ียงโพรไบโอติกในน้ำผลไม้ 

สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาได้ให้นิยามของ จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotics) 

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขฉบับท่ี 346 พ.ศ. 2554 ว่า “จุลินทรีย์ท่ีมีชีวิต ซึ่งเมื่อร่างกายได้รับ

ในปริมาณท่ีเพียงพอจะทำให้เกิดผลท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ และมีปริมาณจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีมี

ชีวิตอยู่ คงเหลืออยู่ไม่น้อยกว่า 106 CFU ต่ออาหาร 1 กรัม ตลอดอายุการเก็บรักษาของอาหารนั้น” 

อย่างไรก็ตามประโยชน์ของโพรไบโอติกนั้นขึ้นกับการมีชีวิตรอดในทางเดินอาหาร ดังนั้นการสภาวะ

เพาะเล้ียงเพื่อให้โพรไบโอติกมีชีวิตรอดและทำหน้าท่ีได้ จึงเป็นปัจจัยสำคัญท่ีควรพิจารณา มีรายงาน

ศึกษาการเพาะเล้ียงโพรไบโอติกในน้ำผลไม้ ได้แก่  

น้ำสับปะรดสามารถใช้ในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์โพรไบโอติกได้ โดย Nguyen et al. (2019) 

รายงานว่า Lactobacillus และ Bifidobacterium เจริญได้ดีในน้ำสับปะรด (pH 6.7) โดยไม่ต้อง
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เติมสารอาหารเพิ่ม งานวิจัยนี้ศึกษาการหมัก Lactobacillus และ Bifidobacterium ในน้ำสับปะรด 

และอายุการเก็บ พบว่า ฟรักโทสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีประสิทธิภาพ และภายหลังการเก็บท่ีอุณหภูมิ 

4 °C เป็นเวลา 2 เดือน ในเดือนแรกประชากรจุลินทรีย์ไม่เปล่ียนแปลงอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเวลาผ่าน

ไป 2 เดือน จุลินทรีย์โพรไบโอติกลดลงเพียง 0.11 log CFU/ml เป็นแนวทางในการพัฒนาเครื่องด่ืม

น้ำสับปะรดโพรไบโอติก  

Vatakit et al. (2017) ได้ศึกษาการเพาะเล้ียงแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีผ่านการช็อคด้วยกรด 

ได้แก่ Lactococcus lactis subsp. cremoris TISTR 1344, Lactobacillus acidophilus TISTR 

1338 และเช้ือผสมอัตราส่วน 1:1 ร่วมกับตรึงเซลล์บนวุ้นท่ีเกิดจากการหมักด้วย A. xylinum TISTR 

893 ในน้ำสับปะรดท่ีปรับค่า pH 4.5 บ่มท่ีอุณหภูมิ  37  °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจสอบ              

การเหลือรอดของเซลล์ด้วยวิธี เทเพลทด้วย MRS agar พบว่า การเหลือรอดของแบคทีเรีย                

โพรไบโอติกท่ีผ่านการช็อคด้วยกรดร่วมกับการตรึงเซลล์ด้วยเซลลูโลสมีจำนวนเหลือรอดสูงสุดเท่ากับ 

7.77 log CFU/ml โดยผลิตภัณฑ์น้ำสับปะรดเสริมโพรไบโอติกด้วยวิธีดังกล่าวมีคะแนนความชอบ

โดยรวมเฉล่ียเท่ากับ 7.92 

Wang et al. (2022) ทดลองเพาะเล้ียงโพรไบโอติกทางการค้า 3 สายพันธุ์  ได้แก่  

Lactobacillus acidophilus 8 5  (La8 5 ) , Lactobacillus helveticus 7 6  (Lh7 6 )  แ ล ะ 

Lactobacillus plantarum 90 (Lp90) ในน้ำกีวี่ 2 สายพันธุ์ ปรับค่า pH เป็น 4.0 และปรับน้ำตาล

เป็น 12.0 °Brix บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่า เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อน

หน้านี้ บ่งช้ีได้ว่า L. plantarum สามารถเจริญในน้ำผลไม้ท่ีเป็นกรด เช่น น้ำกีวี่ ได้ดี มีอัตราการรอด

สูงกว่าสายพันธุ์อื่นๆ ท่ีรายงานก่อนหน้า โดยมีจำนวนจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตรอดมากกว่า 9 log CFU/ml 

จึงสามารถใช้เป็นแนวทางหนึ่งในการคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกสำหรับใช้ในการผลิตน้ำผลไม้              

โพรไบโอติกอย่างจำเพาะได้ 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 3                                                                                            

การดำเนินงานวิจัย 

3.1 วัตถุดิบ อุปกรณ์ สารเคมี และอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.1.1 จุลินทรีย์สายพันธุ์มาตรฐาน จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย   

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -80 °C 

- Gluconacetobacter xylinus TISTR 1064 (ATCC 23767) 

- Komagataeibacter xylinus TISTR 086  

- Komagataeibacter xylinus TISTR 428  

- Komagataeibacter xylinus TISTR 1061  

3.1.2 วัตถุดิบ 

- สับปะรดพันธุ์ปัตตาเวีย จากจังหวัดนครพนม ระยะสุกท่ี 2 สุกจัด ได้รับความอนุเคราะห์

จากโครงการการพัฒนาและประเมินผลของการบริโภคเจลล่ีนัทตาโพรไบโอติกท่ีส่งเสริม    

สุขภาวะทางจิตใจของผู้สูงวัยจากน้ำสับปะรด  

- น้ำหมักสมุนไพรท่ีมีส่วนผสมของสับปะรด อายุ 8 ปี , 5 ปี และ 10 เดือน จากการหมัก    

ในครัวเรือน จังหวัดมหาสารคามและกรุงเทพฯ เก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิ 4 °C 

- จุ ลินทรีย์  Lactobacillus plantarum FTCU10621 ซึ่ ง เป็ น  Probiotic candidate    

สายพันธุ์ท่ีคัดแยกได้จากน้ำสับปะรด (Autochthonous) โดยภาควิชาเทคโนโลยีทางอาหาร 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   

3.1.3 อุปกรณ์ 

- เครื่องช่ังทศนิยม 2 ตำแหน่ง (Analytical balance, Metter Toledo Kogyo, SX-700, Japan) 

- เครื่องช่ังทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Analytical balance, Metter Toledo Kogyo, SX-700, Japan) 

- เครื่องไมโครเวฟ (Microwave, LG MS2127CW, Thailand) 

- เครื่องนึ่งฆ่าเช้ือแรงดันไอ (Autoclave, Tommy SX-700, USA)  

- เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter, LAQUAtwin-pH-22, Horiba, Japan) 

- เครื่องตีปั่น (Stomacher, Seward, England) 

- เครื่องผสมสาร (Vortex mixer, Vortex-2 Genie, USA) 

- เครื่องเขย่า (Shaker, Witeg, Germany) 
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- เครื่องวัดเนื้อสัมผัส (Texture analyzer, TA-XT2i, Stable Micro Systems, England)  

- เครื่องวัดสี (Chroma meter, Konica Minolta model, CR-400, Japan) 

- เครื่องวัดความช้ืน (Mettler Toledo, HB43-S, Switzerland) 

- เครื่องวัด Water activity (Water activity meter, Aqualab 4, Meter group, USA) 

- เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (BioSpectrometer, Eppendropf, Germany) 

- เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Centrifuge, Micro22R Hettich, Germany) 

- เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (Thermal cycler, BIO-RAD T100™, Singapore) 

- เครื่องอบแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (Freeze dryer, Scientific promotion, Thailand) 

- ตู้บ่มควบคุมอุณหภูมิ (Incubator, Memmert, Germany) 

- ตู้ปลอดเช้ือ (Biosafety cabinet Class II, Telstar Bioultra, USA) 

- ตู้อบลมร้อน (Hot air oven, WTB Binder FD 115, Germany) 

- ตู้เย็น (Refrigerator, Mitsubishi, Thailand) 

- ตู้แช่แข็ง (Deep freezer, Sanyo, Biomedical freezer, Japan-Thailand)  

3.1.4 สารเคมี  

- Sucrose (Kemaus, Australia)  

- Sodium dihydrogen phosphate (Kemaus, Australia) 

- 95% ethyl alcohol (Merck, USA) 

- Acetic acid (Loba chemie, India) 

- Phenolphthalein (Merck, USA) 

- Sodium hydroxide (Kemaus, Australia) 

- Sodium chloride (Kemaus, Australia- Sodium carbonate (Kemaus, Australia) 

- 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich, Germany) 

3.1.5 สารเคมีงานอณูชีววิทยา 

- GF-1 Bacteria DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 

- Buffer (Vivantis, Malaysia) 

- DNA Tag polymerase (Vivantis, Malaysia) 

- dNTPs (Vivantis, Malaysia) 
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- Ethidium bromide (Applichem, Spain) 

- Ladder (Vivantis, Malaysia) 

- Magnesium Chloride (Vivantis, Malaysia) 

- DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 

3.1.6 อาหารเล้ียงเช้ือ 

- Nutrient Agar (Himedia laboratories, India) 

- Peptone (Himedia laboratories, India) 

- Yeast extract (Himedia laboratories, India) 

- Agar powder (Himedia laboratories, India) 

- MRS agar (Himedia laboratories, India) 

- Yeast malt agar (Himedia laboratories, India) 

3.1.7 การเตรียมน้ำสับปะรด 

3.1.7.1 น้ำสับปะรดค้ันสด  

สับปะรดปัตตาเวีย 10 กิโลกรัม ล้างทำความสะอาดสับปะรดท้ังผล ปอกเปลือกและหั่น

สับปะรดเป็นชิ้นเล็กๆ เพื่อนำไปค้ันน้ำด้วยเครื่องค้ันน้ำแบบอัดเกลียวได้น้ำสับปะรดค้ันสด 5 

กิโลกรัม บรรจุใส่ถุงรีทอร์ทเพ้าช์ ปิดผนึกตรวจสอบรอยรั่ว เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 °C เมื่อ

นำไปใช้ในการทดลองจะต้ังตัวอย่างท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกระท้ังละลายเป็นของเหลวสมบูรณ์ 

3 .1 .7 .2  น้ ำ สับป ะรดพ าส เจอร์ ไรซ์  เต รียม โดย โรงงาน ต้น แบ บแปรรูป อ าหาร                

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

สับปะรดปัตตาเวีย 314 กิโลกรัม ล้างทำความสะอาดสับปะรดท้ังผล ปอกเปลือกและหั่น

สับปะรดเป็นช้ินเล็กๆ เพื่อนำไปค้ันน้ำด้วยเครื่องค้ันน้ำแบบอัดเกลียวได้น้ำสับปะรดค้ันสด 

148 กิโลกรัม พาสเจอร์ไรซ์น้ำสับปะรดท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 10 วินาที กรองใส่หม้อ

ควบคุมอุณหภูมิ ได้น้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรส์ 132 กิโลกรัม บรรจุใส่ถุงรีทอร์ทเพ้าช์ ปิดผนึก

ตรวจสอบรอยรั่วและทำให้เย็นทันที เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 °C เมื่อนำไปใช้ในการทดลอง

จะต้ังตัวอย่างท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องจนกระท่ังละลายเป็นของเหลวสมบูรณ์  
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3.2 ขั้นตอนและวิธีดำเนินการวิจัย 

3.2.1 ประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

3.2.1.1 ประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรีย 

ประเมินสภาวะการหมักน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสร้างเซลลูโลส ด้วยสายพันธุ์

มาตรฐาน 4 สายพันธุ์ ได้แก่ K. xylinus TISTR428, G. xylinus TISTR 1064, K. xylinus 

TISTR 086 และ K. xylinus TISTR 1061  

เตรียมกล้าเช้ือโดยใช้วิธีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงจุลินทรีย์แบบเหลว Glucose yeast 

extract broth (GYEB) 48 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิห้อง เขย่า 200 rpm  

เตรียมน้ำสับปะรดท่ีผ่านการพาสเจอไรซ์ 100  ml และเติม 0.6% แอมโนเนียมได-       

-ไฮโดรเจนฟอสเฟต ปรับ pH ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ให้ได้ 4.0 ดัดแปลงจาก Junsangsree 

et al. (2002) บ่มเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิห้อง ตรวจวัดปริมาณ BC (g/L) และติดตาม

สมบัติทางเคมีกายภาพของน้ำหมักทุก 48 ช่ัวโมง ได้แก่ ปริมาณของแข็งท่ีละลายน้ำได้ท้ังหมด 

(Total soluble solid, TSS) ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ปริมาณกรดท่ีไตเตรตได้ (Titratable 

acidity, TA) เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์มาตรฐานท่ีเหมาะสมในการผลิต BC ในน้ำสับปะรด 

3.2.1.2 ประเมินผลของอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวกับปริมาตรต่อการผลิต BC ในน้ำสับปะรด 

แบคทีเรียผลิตเซลลูโลสเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมีอากาศ หรือมี

ออกซิเจน (Obligate aerobe) มักพบเจริญบริเวณผิวหน้าของน้ำหมัก ดังนั้นพื้นท่ีผิวสัมผัส

อากาศและปริมาตรของน้ำหมักจึงเป็นอีกหนึ่ งปัจจัยสำคัญท่ีควรพิจารณา เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการผลิต BC การทดลองนี้ แปรพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศภาชนะหมัก (15.6 , 

24.6, 26.0, 42.0, 64.3 และ 128.0 cm2) ทำภาชนะหมักให้ปลอดเช้ือด้วยรังสียูวีเป็นเวลา 

30 นาที ก่อนแปรปริมาตรของน้ำหมัก ดังตารางท่ี 3.1 จากนั้นเติมกล้าเช้ือสายพันธุ์

มาตรฐานท่ีคัดเลือกจาก ข้อ 2.1.1 10 % (v/v) บ่มเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิห้อง  

ตรวจปริมาตร BC ท่ีได้ และคำนวณ BC yield (%) ดังสมการ (1) 

BC yield (%) = 
ปริมาตร BC (cm3)

ปริมาตรน้ำหมัก (cm3)
 x 100  (1)  
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สร้างกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง BC yield (y) กับอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัส

อากาศและปริมาตร (x) และวิเคราะห์สมการถดถอยด้วยโปรแกรม Microsoft excel 

ตารางท่ี 3.1 อัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรน้ำหมัก 

พื้นที่ผิวสัมผัสอากาศ 
(cm2) 

ปริมาตรน้ำหมัก 
(cm3) 

อัตราส่วนระหว่างพื้นที่ผิวสัมผัส
อากาศและปริมาตรน้ำหมัก

(cm2/cm3) 

64.3 150.0 0.43 

24.6 50.0 0.49 

15.6 25.0 0.62 

64.3 100.0 0.64 

26.0 25.0 1.04 

64.3 50.0 1.29 

42.0 
128.0 

25.0 
25.0 

1.68 
5.12 

 

3.2.2 การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง Bacterial Cellulose (BC) ในน้ำสับปะรด 

3.2.2.1 แหล่งคัดเลือกจุลินทรีย์และระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีสามารถสร้าง BC 

คัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง BC จากน้ำหมักสมุนไพร อายุ 8 ปี, 5 ปี และ 10 

เดือน  2 รูปแบบ ได้แก่  คั ดแยกโดยตรงจากน้ ำหมั กสมุน ไพร และคัดแยกโดย                 

การ Pre-enrichment 4 ชนิด ได้แก่ น้ำสับปะรดค้ันสดเต็มส่วน น้ำสับปะรดค้ันสดเติม

แอลกอฮอล์ 2 % (v/v) น้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์เต็มส่วน และน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์เติม

แอลกอฮอล์ 2 % (v/v) คัดแยกจุลินทรีย์จากท้ัง 2 รูปแบบ โดยเพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

4 ชนิด ได้แก่ NA และ MRS agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 วัน Glucose yeast 

extract agar (GYEA) และ YMA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 5 วัน สังเกตลักษณะ      

ทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี และคัดแยกจุลินทรีย์ โดยใช้เทคนิคทางสถิติด้วยวิธี Harrison’s 

disc (Harrigan, 1998) และนำมาขีดบนอาหารวุ้นแข็งเพื่อแยกเช้ือบริสุทธิ์ คัดเลือกจุลินทรีย์

ท่ีมีสมบัติการสร้าง BC ในน้ำสับปะรด โดยเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ในน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์             
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ปริมาตร 10 ml ในหลอดทดลองแก้ว ขนาด 15 ml บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 วัน เลือก

จุลินทรีย์ ท่ีผลิตสารคล้าย BC (Bacterial cellulose-like substance) บนผิวหน้าของ            

น้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์ เก็บรักษาไอโซเลทใน Glycerol stock โดยเพาะเล้ียงใน GYEB 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 2-3 วัน ท่ี 200 rpm แบ่งหัวเช้ือปริมาตร 0.5 ml ผสมให้เข้า

กันกับ 100% glycerol ปลอดเช้ือ เก็บรักษาท่ี -40 °C เพื่อนำไปวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป 

ระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีคัดเลือกได้ โดยลากจุลินทรีย์ไอโซเลทจาก Glycerol stock บน 

GYEA บ่มเป็นเวลา 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง นำโคโลนีมาสกัดสารพันธุกรรมด้วยชุดสกัด 

GF-1 Bacteria DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมท่ี

ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s ribosomal DNA/RNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) (วิธีการแสดงในภาคผนวก ก.) ส่งไปทำ sequence ท่ีบริษัท แปซิฟิค          

ไซเอ็นซ์ จำกัด จากนั้นเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด์จุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้กับฐานข้อมูล 

GenBank ใน NCBI ด้วยโปรแกรม BLAST (Basic local alignment search tools) เพื่อ

ตรวจสอบร้อยละของความคล้ายคลึงของลำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างจุลินทรีย์ท่ีคัดเลือกได้กับ

จุลินทรีย์ในฐานข้อมูลดังกล่าว (% identity) และนำมาประกอบการระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ี

คัดเลือกได้  

3.2.2.2 ศึกษาสภาวะการหมักน้ำสับปะรดด้วยไอโซเลท 

เพาะเล้ียงจุลินทรีย์ไอโซเลทท่ีคัดเลือกในน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์ภายใต้สภาวะท่ี

ประเมินได้จาก 3.2.1 และ แปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (A) คือ ซูโครส (3 ระดับ) ปริมาณ

แหล่งไนโตรเจน (B) คือ เพพโทน (2 ระดับ) และปริมาณสารชักนำ (C) คือ โซเดียมได-       

-ไฮโดรเจนฟอสเฟต หรือ NaH2PO4 (2 ระดับ) โดยออกแบบแผนการทดลองแบบ 3x2x2 

แฟคทอเรียล ดังตารางท่ี 3.2 ปรับน้ำหมักให้มีค่าความเป็นกรด -ด่าง (pH) เท่ากับ 4.0     

ก่อนการหมักด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ บ่มเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิห้อง เตรียมกล้าเช้ือ

ไอโซเลทสายพันธุ์ออโตโคนัสท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.2.2.1 โดยเขี่ยโคโลนีจาก Glycerol 

stock ลากบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้น

เข่ียโคโลนีลงในสารละลายน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์เข้มข้น 1% (v/v) ผสมซูโครส 1% (w/v) 

เขย่าท่ีความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ใช้เป็นกล้าเช้ือไอโซเลท 

หมักท่ีปริมาตรรวม 50 ml จำนวนจุลินทรีย์เริ่มต้น 6 log CFU/ml ในขวดแก้วปลอดเช้ือ 
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ขนาด 150 ml บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ศึกษาสมบัติทาง

เคมีกายภาพของ BC และน้ำสับปะรดหลังหมัก เพื่อคัดเลือกสภาวะการหมักท่ีผลิต BC ได้

มากท่ีสุด 

ตารางท่ี 3.2 การแปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (A) คือ ซูโครส (3 ระดับ) ปริมาณแหล่งไนโตรเจน (B) 
คือ เพพโทน (2 ระดับ) และปริมาณสารชักนำ (C) คือ โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต หรือ NaH2PO4 
(2 ระดับ) ในน้ำสับปะรด โดยออกแบบแผนการทดลองแบบ 3x2x2 แฟคทอเรียล 

รหัสตัวอย่าง การเตรียมตัวอย่าง 

111 5% (w/v) sucrose (a1) 0% (w/v) peptone (b1) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

112 5% (w/v) sucrose (a1) 0% (w/v) peptone (b1) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 

121 5% (w/v) sucrose (a1) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

122 5% (w/v) sucrose (a1) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 

211 10% (w/v) sucrose (a2) 0% (w/v) peptone (b1) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

212 10% (w/v) sucrose (a2) 0% (w/v) peptone (b1) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 

221 10% (w/v) sucrose (a2) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

222 10% (w/v) sucrose (a2) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 

311 15% (w/v) sucrose (a3) 0% (w/v) peptone (b1) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

312 15% (w/v) sucrose (a3) 0% (w/v) peptone (b1) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 

321 15% (w/v) sucrose (a3) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0% (w/v) NaH2PO4 (c1) 

322 15% (w/v) sucrose (a3) 0.5% (w/v) peptone (b2) 0.4% (w/v) NaH2PO4 (c2) 
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- ศึกษาสมบัติ BC  

นำ BC ภายหลังการหมักจากข้อ 3.2.2.2 มาวิเคราะห์จำนวนประชากรจุลินทรีย์ ( log 

CFU/g) บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง น้ำหนัก

เปียก (g/L) ค่าความช้ืน (%) ค่า Water activity วัดค่าสี ค่าเนื้อสัมผัสด้วยโปรแกรม 

ดัดแปลงจากวิธีของ Jagannath et al. (2011) โดยกดช้ิน BC ท่ี 40% Strain ของความสูง

ปกติด้วยหัววัดรหัส P/100 เส้นผ่านศูนย์กลาง 100 mm ท่ีความเร็ว Pretest, Test และ 

Post test เท่ากับ 1, 0.5 และ 0.5 mm/s ตามลำดับ 

- ศึกษาสมบัติของน้ำสับปะรดหลังหมัก 

นำน้ำสับปะรดหลังหมักจากข้อ 3.2.2.2 มาวิเคราะห์จำนวนประชากรจุลินทรีย์ ( log 

CFU/ml) บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง หลังจาก

นั้นนำมาปั่นเหวี่ยงก่อนนำมาวัด pH, TSS, TA ((AOAC), 2000) ปริมาณสารต้านออกซิเดชัน

ด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity ดัดแปลงจากวิธีของ Shimada et al. (1992) 

(วิธีการแสดงในภาคผนวก ข.) และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ดัดแปลงจากวิธีของ 

Waterhouse (2002) (วิธีการแสดงในภาคผนวก ข.) จำแนกชนิดน้ำตาลและกรดอินทรีย์ใน

น้ำสับปะรดหลังหมักด้วยเทคนิค High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 

โดยใช้สารมาตราฐาน น้ำตาล ได้แก่ ฟรักโตส กลูโคส และซูโครส กรดอินทรีย์ ได้แก่      

กรดแอซิติก กรดซิตริก กรดมาลิก กรดซัคซินิก และกรดแลคติก โดยส่งวิเคราะห์ ท่ี

ห้องปฏิบัติการวิจัยและทดสอบอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

3.2.3 ศึกษาการเพาะเล้ียงโพรไบโอติกร่วมกับการสร้าง BC ด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ออโตโคนัส               

ในน้ำสับปะรดตกเกรด 

เตรียมน้ำสับปะรดเพื่อผลิต BC ด้วยกระบวนการท่ีประเมินได้จากข้อ 3.2.2.2 และเตรียม

กล้าเช้ือไอโซเลทสายพันธุ์ออโตโคนัสท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.2.2.1 โดยเขี่ยโคโลนีจาก Glycerol 

stock ลากบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นเขี่ย

โคโลนีลงในสารละลายน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์เข้มข้น 1% (v/v) ผสมซูโครส 1% (w/v) เขย่าท่ี

ความเร็วรอบ 200 rpm ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ใช้เป็นกล้าเช้ือไอโซเลท และเตรียมกล้า

เช้ือโพรไบโอติก โดยเขี่ยโคโลนีจาก Glycerol stock ลากบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar บ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นเขี่ยโคโลนีลงในสารละลายน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์
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เข้มข้น 1% (v/v) ผสมซูโครส 1% (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ใช้เป็นกล้าเช้ือ

โพรไบโอติก 

หมักไอโซเลทสายพันธุ์ออโตโคนัสท่ีคัดเลือกได้จากข้อ 3.2.2.1 ร่วมกับโพรไบโอติก                 

ในน้ำสับปะรดเพื่อผลิต BC ด้วยกระบวนการท่ีประเมินได้จากข้อ 3.2.2.2 ปริมาตรรวม 50  ml 

จำนวนจุลินทรีย์เริ่มต้นสายพันธุ์ละ 6 log CFU/ml ในขวดแก้วปลอดเช้ือ ขนาด 150 ml บ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ ประเมินสมบัติการหมักโดย  

ศึกษาสมบัติทางเคมีกายภาพของ BC ท่ีได้ โดยนำ BC ภายหลังการหมักจากข้อ 3.2.3 มา

วิเคราะห์จำนวนประชากรจุลินทรีย์ไอโซเลท (log CFU/g) บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ี

อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจสอบจำนวนโพรไบโอติกท่ีมีชีวิตใน BC และน้ำหมักด้วย              

วิธีเทเพลทด้วย MRS agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ช่ังน้ำหนักเปียก (g/L) วัดค่าสี 

FTIR analysis ดัดแปลงจากวิธีของ Johari et al. (2012) หาองค์ประกอบทางโครงสร้างเคมีโดยใช้

ความยาวคล่ืนอินฟราเรดช่วง 500-4,000 cm-1 และ Scanning electron microscope (SEM)            

ส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Scientific 

and technological research equipment center, STREC) 

ศึกษาสมบัติของน้ำสับปะรดหลังหมัก โดยนำน้ำสับปะรดหลังหมักจากข้อ 3.2.3 มาวิเคราะห์

จำนวนประชากรจุลินทรีย์ (log CFU/ml) บนจานอาหารเล้ียงเช้ือ GYEA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็น

เวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจสอบจำนวนโพรไบโอติกท่ีมีชีวิตใน BC และน้ำหมักด้วยวิธีเทเพลทด้วย MRS 

agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และนำน้ำสับปะรดหลังหมักมาปั่นเหวี่ยงก่อนนำมา   

วัด pH, TSS, TA ปริมาณสารต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH radical scavenging activity ดัดแปลง

จากวิธีของ Shimada et al. (1992) และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม ดัดแปลงจากวิธีของ 

Waterhouse (2002) จากนั้นแบ่งน้ำสับปะรด ท่ีปั่นเหวี่ยงแล้วมาจำแนกชนิดขององค์ประกอบ            

ในน้ ำสับปะรดหลังหมัก ด้วยเทคนิค  High Performance Liquid Chromatography (HPLC)             

ดังท่ีกล่าวในหัวข้อ 3.2.2.2 

3.2.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ  

การดำเนินการวิจัยโดยทำการทดลอง 3 ซ้ำ และวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติด้วยการวิเคราะห์

ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

(p<0.05) ด้วยโปรแกรม SPSS Statistic version 22 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 4                                                                                                      

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 ประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

4.1.1 ประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรีย 

A. xylinum ได้รับอนุญาตโดยสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (2564) ให้เป็น

จุลินทรีย์ท่ีใช้เพื่อผลิตวุ้นสวรรค์ (Nata de coco) ได้ โดยท่ัวไปการผลิต BC ในรูปแบบวุ้นสวรรค์นี้ใช้

น้ำมะพร้าวเป็นน้ำหมัก เมื่อพิจารณากระบวนการหมักเพื่อผลิต BC ด้วยแบคทีเรียกรดแอซิติก       

A. xylinum (หรือเรียกว่า G. xylinus หรือ K. xylinus) อาศัยแหล่งคาร์บอน เพื่อการเจริญและ

สังเคราะห์ UDP-glucose สำหรับเป็นสารต้ังต้นผลิต BC อีกท้ังยังเป็นแบคทีเรียท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม

แบคทีเรียชอบสภาวะกรด (Çoban & Biyik, 2011; Raiszadeh-Jahromi et al., 2020; Römling & 

Galperin, 2015) จึงมีความเป็นไปได้ว่า น้ำสับปะรดจากสับปะรดตกเกรดสามารถใช้เป็นน้ำหมักเพื่อ

ผลิต BC ได้ งานวิจัยนี้จึงประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน        

4 ส า ย พั น ธุ์  ไ ด้ แ ก่  K. xylinus TISTR428, G. xylinus TISTR 1064, K. xylinus TISTR 086              

และ K. xylinus TISTR 1061 บ่ม เป็ น เวลา 2 สัปดาห์  ท่ีอุณหภู มิห้ อ ง พบว่ า น้ ำสับปะรด                

พาสเจอร์ไรซ์สามารถใช้เป็นน้ำหมักเพื่อผลิต BC ด้วยแบคทีเรีย สายพันธุ์มาตรฐานได้ อย่างไรก็ตาม

เนื่องจากแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีฟีโนไทป์หรือการแสดงออกและ/หรือตอบสนองต่อส่ิงแวดล้อมท่ี

แตกต่างกัน เป็นผลให้แบคทีเรียผลิต BC สายพันธุ์มาตรฐานแสดงสมบัติแตกต่างกันภายใต้การหมัก               

ในน้ำสับปะรดท่ีสภาวะเดียวกัน ปริมาณ BC ท่ีแบคทีเรียผลิตเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาการหมักท่ีเพิ่มขึ้น  

เมื่อส้ินสุดการหมักน้ำหนักเปียกของ BC ท่ีได้จากแต่ละสายพันธุ์แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

(p < 0.05) ดังตารางท่ี 4.1 แสดงให้เห็นความจำเพาะของสายพันธุ์ต่อการสร้าง BC ในน้ำสับปะรด 

โดยพบว่า BC ท่ีผลิตด้วยแบคทีเรียมาตรฐานสายพันธุ์ TISTR428 (A), TISTR 1064 (B), TISTR 086 

(C) และ TISTR 1061 (D) มีน้ำหนักเปียกเท่ากับ 38.20±0.08, 57.00±0.07, 105.10±0.08 และ 

33.40±0.05 g/L ตามลำดับ โดยพบว่า สายพันธุ์ TISTR 428 (C) มีน้ำหนักเปียกของ BC มากท่ีสุด

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ในขณะท่ีเมื่อส้ินสุดการหมักสมบัติของน้ำสับปะรดหมักไม่

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) อย่างไรก็ตามพบว่า การเปล่ียนแปลงของค่า TSS, TA และ 

pH ของน้ำสับปะรดระหว่างการหมักด้วยแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกัน  

นั่นคือ ในช่วงระยะเวลาการหมัก 0 วันถึง 12 วัน น้ำหมักมีค่า TSS และ pH ลดลง ค่า TA เพิ่มขึ้น 
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และหลังจากนั้น คงท่ีจนกระท่ังส้ินสุดการหมัก เมื่อพิจารณาสมบัติของน้ำหมักภายหลังการหมักด้วย

แบคทีเรียสายพันธุ์ TISTR428 (A), TISTR 1064 (B), TISTR 086 (C) และ TISTR 1061 (D) พบว่า มี

ค่า TSS เท่ ากับ 7.1±0.1, 6.2±0.0, 6.0±0.0 และ 7.6±0.0 °Brix ตามลำดับ มี ค่า pH เท่ ากับ 

2.33±0.03, 2.25±0.01, 2.21±0.00 และ 2.42±0.02 และมีค่า TA เท่ากับ 1.38±0.01, 1.48±0.01, 

1.93±0.01 และ 1.39±0.01 % Acetic acid ตามลำดับ โดยพบว่า สายพันธุ์ TISTR 428 (C) มีค่า 

TSS ต่ำท่ีสุด ในขณะท่ีค่า TA สูงท่ีสุด บ่งช้ีว่า สายพันธุ์นี้สามารถใช้น้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์เป็น

แหล่งคาร์บอนได้อย่างมีประสิทธิภาพ นอกจากแหล่งคาร์บอนจะถูกเซลล์นำมาใช้ผลิต BC แล้วแหล่ง

คาร์บอนในน้ำสับปะรดถูกออกซิ ไดซ์ เป ล่ียนเป็นกรดแอซิ ติกด้วยกระบวนการ Oxidative 

fermentation โดยเอนไซม์ท่ีเยื่อหุ้มเซลล์เร่งปฏิกิริยาในฝ่ังของเพอริพลาสซึม (Periplasm) ทำให้

กรดแอซิติกท่ีได้จากการออกซิไดซ์ถูกขับออกนอกเซลล์และสะสมอยู่ในน้ำหมัก (ณัฏฐ์สรัล สายชนะ, 

2558) จากประสิทธิภาพในการสร้าง BC ในน้ำสับปะรดจึงเลือกสายพันธุ์ TISTR 428 (C) ไปศึกษาผล

ของอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรต่อการผลิต BC ด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์

มาตรฐานต่อไป 
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ภาพท่ี 4.1 สมบัติของน้ำหมักในการผลิต BC ของแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน ได้แก่ (A) G. xylinus 
TISTR 1064, (B) K. xylinus TISTR 086, (C) K. xylinus TISTR 428 และ (D) K. xylinus TISTR 1061 
 

ตารางท่ี 4.1 น้ำหนักเปียกของ BC (g/L) ภายหลังการหมัก 

สายพันธุแ์บคทีเรียผลิต BC มาตรฐาน น้ำหนักเปียกของ BC (g/L) 

(A) G. xylinus TISTR 1064 38.20±0.08
c
 

(B) K. xylinus TISTR 086 57.00±0.07
b
 

(C) K. xylinus TISTR 428 105.10±0.08
a
 

(D) K. xylinus TISTR 1061 33.40±0.05
c
 

a-c Values with the different superscript letters in the same column show significant 
differences (p < 0.05) 
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4.1.2 ประเมินผลของอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวกบัปริมาตรต่อการผลิต BC ในน้ำสับปะรด 

ปัจจัยท่ีจำเป็นต่อกระบวนการผลิต BC ด้วยแบคทีเรีย K. xylinus ท่ีสำคัญอีกหนึ่งปัจจัย คือ 

ปริมาณออกซิเจน เนื่องจาก K. xylinus เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน

เท่านั้น (Obligate aerobic bacterium) เพื่อให้การผลิต BC มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด (Çoban & 

Biyik, 2011) งานวิจัยนี้จึงประเมินผลของอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวกับปริมาตรต่อการผลิต BC     

ในน้ำสับปะรด เพื่อให้เซลล์ได้รับปริมาณออกซิเจนท่ีเหมาะสมเพียงพอต่อการผลิต BC โดยแปร

รูปทรงภาชนะ (ทรงส่ีเหล่ียม และทรงกระบอก) พื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศภาชนะหมัก (15.6, 24.6, 26.0, 

42.0, 64.3 และ 128.0 cm2) และแปรปริมาตรของน้ำหมักสับปะรด (25, 50, 100 และ 150 cm3) 

ปรับค่า pH เท่ากับ 4.0 ก่อนการหมัก และเติมแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (0.6 % (w/v)) เป็น

สารชักนำการทำงานของเอนไซม์  Cellulose synthase (Junsangsree et al., 2002) จากนั้น

เพาะเล้ียง K. xylinus TISTR 428 บ่มเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิห้อง เมื่อส้ินสุดการหมักวัด

ปริมาตร BC ท่ี TISTR 428 ผลิตได้ในแต่ละภาชนะ และคำนวณเป็น BC yield (%) (ตารางท่ี 4.2) 

นำมาสร้างกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง BC yield (y) กับอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัส

อากาศและปริมาตร (x) ดังภาพท่ี 4.2 ค่า BC yield (y) มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงกับอัตราส่วน

ระหว่ างพื้ น ท่ี ผิ ว สัม ผัสอากาศต่อปริม าตรน้ ำหมั ก  (x) ดั งสมการ y =19.422x + 25.936              

(R2 = 0.9346) เมื่ออัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของน้ำหมักเพิ่มขึ้น ปริมาณ 

BC เพิ่มขึ้น เนื่องจากจุลินทรีย์ท่ีผลิต BC เป็นแบคทีเรียชนิดใช้ออกซิเจนในการเจริญ เมื่อออกซิเจนใน

น้ำหมักหมดไป แบคทีเรียสร้าง BC หุ้มเซลล์และลอยตัวขึ้นสู่ผิวน้ำหมักเพื่อรับออกซิเจน เมื่อน้ำหมัก

มีพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศมาก แบคทีเรียจึงได้รับปริมาณออกซิเจนท่ีใช้ในการเจริญเพิ่มมากขึ้นด้วย 

(Cakar et al., 2014; Krystynowicz et al., 2002) 

เมื่อพิจารณาผลของรูปทรงภาชนะทรงส่ีเหล่ียมและทรงกระบอกท่ีอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิว

กับปริมาตรใกล้เคียงกัน (0.43 และ 0.49 ตามลำดับ) พบว่า ภาชนะรูปทรงส่ีเหล่ียมให้ BC yield (%) 

ปริมาณมากกว่ารูปทรงกระบอก ดังแสดงในตารางท่ี 4.2 ซึ่งอาจเกิดจากความแตกต่างของ

ความสามารถในการยึดเกาะของแบคทีเรียผลิต BC กับภาชนะ ดังนั้นรูปทรงของภาชนะท่ีแตกต่างกัน

จึงส่งผลต่อการรวมตัวสร้างโครงร่างสามมิติของเส้นใย BC ท่ีแตกต่างกัน (Caro-Astorga et al., 

2021) 
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เมื่อนำ BC ท่ี TISTR 428 ผลิตได้ในแต่ละภาชนะ มาวิเคราะห์เนื้อสัมผัสอาหาร (Texture 

profile analysis) โดยให้แรงกดบนตัวอย่างอาหาร 2 ครั้ง เพื่อจำลองการใช้ฟันบดอาหารในรูปแบบ

เป็นกราฟความสัมพันธ์ระหว่างแรงกับเวลา (TPA curve) พิจารณาหาค่าพารามิเตอร์ท่ีใช้อธิบาย          

เนื้อสัมผัสของอาหาร (TPA parameters) (ตารางท่ี 4.2) ได้แก่ Hardness แสดงถึงแรงสูงสุดจาก    

การเค้ียวครั้งแรก Springiness แสดงถึงความสามารถในการคืนตัวหลังจากการเค้ียวครั้งแรก 

Cohesiveness แสดงถึงพลังงานการยึดเกาะกันในเนื้ออาหาร Gumminess แสดงถึงพลังงานท่ีทำให้

อาหารแตกออกจนสามารถกลืนได้และ Chewiness แสดงถึงพลังงานท่ีใช้ในการเค้ียวอาหาร พบว่า 

เมื่ออัตราส่วนระหว่างพื้น ท่ีผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของน้ำหมักเพิ่มขึ้น Hardness และ 

Cohesiveness มีค่าลดลงอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) ในขณะท่ี Springiness, Gumminess และ 

Chewiness มี ค่าเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) จากงานวิจัยของ Akoğlu et al. (2015) 

อธิบายว่า Springiness มีความสัมพันธ์โดยตรงกับความช้ืนและความยืดหยุ่นของเนื้อสัมผัส BC 

ดังนั้นการเพิ่มอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของน้ำหมักเท่ากับเป็นการเพิ่ม

ความช้ืนในระบบ ส่งผลเพิ่มความยืดหยุ่นของ BC ท่ีผลิตได้ทำให้มีค่า Springiness, Gumminess 

และ Chewiness เพิ่มขึ้น 

นอกจากการประเมินการผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานนี้               

จะบ่งช้ีให้เห็นว่า น้ำสับปะรดตกเกรดพาสเจอไรซ์สามารถใช้เป็นน้ำหมักเพื่อผลิต BC ได้แล้ว สมการ

เชิงเส้นตรงของพื้นท่ีผิวและปริมาตรน้ำหมักท่ีได้ข้างต้น สามารถนำไปใช้ในการทำนายปริมาณ

ผลิตภัณฑ์ BC ท่ีหมักได้ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานนี้ ท้ังในเชิงปริมาณในรูปแบบ

ของ BC yield (%) และเชิงคุณภาพในรูปแบบเนื้อสัมผัสของ BC (Texture profile) ท่ีต้องการตาม

วัตถุประสงค์การผลิตได้อีกด้วย 
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ภาพท่ี 4.2 ผลของพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรของน้ำหมักสับปะรดต่อการผลิต BC ด้วย       
K. xylinus TISTR 428 
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4.2 การคัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถสร้าง Bacterial Cellulose (BC) ในน้ำสบัปะรด 

4.2.1 แหล่งคัดเลือกจุลินทรีย์และระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีสามารถสร้าง BC 

แบคทีเรียท่ีคัดแยกจากแหล่งธรรมชาติเดียวกับแหล่งเพาะเล้ียง (Autochthonous) มี
ประสิทธิภาพในการเจริญและผลิตสารเมทาบอไลท์สูงกว่าสายพันธุ์ ท่ี คัดแยกจากแหล่งอื่น 
( Allochthonous) (Chanprasartsuk & Prakitchaiwattana, 2022; Karahan et al., 2011) 
ดังนั้นเพื่อคัดแยกจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิต BC จากน้ำสับปะรดได้ดี งานวิจัยนี้จึงนำน้ำหมักสมุนไพรท่ี
มีส่วนผสมของสับปะรด และมีช้ินวุ้นลอยตัวเหนือผิวน้ำหมัก อายุ 8 ปี 5 ปี และ 10 เดือน มาเป็น
แหล่งคัดเลือกจุลินทรีย์เพื่อผลิต BC ในน้ำสับปะรด โดยออกแบบวิธีการคัดแยกเป็น 2 วิธี คือ คัดแยก
จากน้ำหมักสมุนไพรโดยตรง และการ Pre-enrichment ด้วยการเติมน้ำสับปะรด 4 วิธี ได้แก่             
น้ำสับปะรดค้ันสดเต็มส่วนน้ำสับปะรดค้ันสดเติมแอลกอฮอล์ 2 % (v/v) น้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์   
เต็มส่วน และน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์เติมแอลกอฮอล์ 2 % (v/v) คัดแยกจุลินทรีย์ ทุก 2 วัน โดย
เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ 4 ชนิด ได้แก่ NA และ MRS agar บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 5 วัน 
GYEA (Glucose yeast extract agar) และ YMA บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 5 วัน และคัดเลือก
จุลินทรีย์ท่ีผลิต Bacterial cellulose-like บนผิวหน้าของน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์ 

เมื่อคัดแยกจุลินทรีย์จากน้ำหมักสมุนไพรอายุ 8 ปี โดยตรงและ Pre-enrichment ด้วย            
การเติมน้ำสับปะรด 4 วิธี คัดแยกได้วิธีละ 1 ไอโซเลทจากอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NA รวมเป็น 5       
ไอโซเลท โดยท่ีไอโซเลทข้างต้นมีลักษณะทางสัณฐานวิทยารูปแบบเดียวกัน และเป็นไอโซเลทท่ีไม่ผลิต
สารคล้าย BC (Bacterial cellulose-like substance) ในขณะท่ีเมื่อคัดแยกจุลินทรีย์จากน้ำหมัก
สมุนไพรอายุ 5 ปี โดยตรงและ Pre-enrichment ด้วยการเติมน้ำสับปะรด 4 วิธี คัดแยกได้ไอโซเลท
จากอาหารเล้ียงเช้ือชนิด NA วิธีละ 1 ไอโซเลท รวมเป็น 5 ไอโซเลท  โดยท่ีไอโซเลทท่ีคัดแยกได้จาก
น้ำหมักสมุนไพรอายุ 5 ปี มีลักษณะทางสัณฐานวิทยารูปแบบเดียวกันกับไอโซเลทท่ีคัดแยกได้            
จากน้ำหมักสมุนไพรอายุ 8 ปี จึงสันนิษฐานว่า เป็นแบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกัน นอกจากนี้คัดแยก           
ไอโซเลทเพิ่มเติมอีก 2 ไอโซเลทจากอาหารเล้ียงเช้ือชนิด YMA จากวิธีการคัดแยกโดยตรง 1 ไอโซเลท 
และจากการคัดแยกหลัง Pre-enrichment ด้วยการเติมน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์ผสมเอทานอล
ความเข้มข้น 2 % (v/v) 1 ไอโซเลท และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยารูปแบบเดียวกัน สังเกตได้ว่า 
จุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้จากน้ำหมักสมุนไพรอายุ 8 และ 5 ปี ไม่พบจุลินทรีย์ท่ีผลิต BC-like substance 
ระหว่างการ Pre-enrichment ในน้ำสับปะรด และคัดแยกจุลินทรีย์ได้น้อย มีความเป็นไปได้ว่า              
น้ำหมักสมุนไพรมีอายุมากเกินไป ส่งผลให้จุลินทรีย์ผลิต BC ตาย และจุลินทรีย์ท่ีพบน่าจะเป็น
จุลินทรีย์ก่อให้เกิดการเน่าเสียในอาหารท่ีมักพบในอาหารท่ีเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลานาน 
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เมื่อคัดแยกจุลินทรีย์จากน้ำหมักสมุนไพรอายุ 10 เดือน โดยตรง พบ 1 ไอโซเลท บน           
อาหารเล้ียงเช้ือแต่ละชนิดรวม 4 ไอโซเลท และพบว่า การ Pre-enrichment ด้วยน้ำสับปะรด 4 วิธี 
มีส่วนช่วยส่งเสริมการเจริญเพิ่มจำนวนของจุลินทรีย์ท่ีมีอยู่เดิมในน้ำหมักสมุนไพร ส่งผลให้มีโอกาสท่ี
จะพบจุลินทรีย์เพิ่มข้ึน และคัดแยกไอโซเลทได้มากขึ้น รวมท้ังส้ิน 35 ไอโซเลท เนื่องด้วยผลสับปะรด         
พันธุ์ปัตตาเวีย 100 กรัม มีปริมาณความช้ืน ไขมัน โปรตีน เย่ือใย และคาร์โบไฮเดรต เท่ากับ 87.24, 
0.13, 0.55, 1.40 และ 11.82 กรัม ตามลำดับ จุลินทรีย์จึงสามารถน้ำสับปะรดเป็นแหล่งคาร์บอน 
และไนโตรเจนเพื่อการเจริญเพิ่มจำนวนเซลล์ได้ (อรอง จันทร์ประสาทสุข , 2558) นอกจากนี้              
เอทานอลยังสามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อการเจริญได้อีกด้วย (Sun et al., 2020) 

เมื่อพิจารณาการ Pre-enrichment น้ำหมักสมุนไพรอายุ 10 เดือน ด้วยน้ำสับปะรดค้ันสด
และน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์พบ 8 และ 7 ไอโซเลท ตามลำดับ และเมื่อเติมสารชักนำการผลิต BC 
คือ เอทานอล ความเข้มข้น 2 % (v/v) ในน้ำสับปะรดค้ันสดและน้ำสับปะรดพาสเจอร์ไรซ์พบ              
11 และ 9 ไอโซเลท ตามลำดับ จะเห็นได้ว่า พบไอโซเลทในน้ำสับปะรดแบบค้ันสดมากกว่า           
แบบพาสเจอร์ไรซ์ เนื่องจากปฏิกิริยาเมลลาร์ดของ กรดอะมิโน วิตามินซี และน้ำตาล ระหว่าง
กระบวนการพาสเจอร์ไรซ์น้ำสับปะรด ส่งผลให้สูญเสียสารอาหารเหล่านี้ไป สารอาหารลดลง จึงพบ
จุลินทรีย์น้อยกว่าน้ำสับปะรดแบบค้ันสด (Hounhouigan et al., 2014) โดยพบว่า การคัดแยกหลัง 
Pre-enrichment ด้วยน้ำสับปะรดค้ันสด บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA, GYEA, MRS และ YMA 3, 2, 2 
และ 1 ไอโซเลท ตามลำดับ; Pre-enrichment ด้วยน้ำสับปะรดค้ันสดเติมแอลกอฮอล์ 2 % (v/v) 
บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA, GYEA, MRS และ YMA 3, 3, 3 และ 2 ไอโซเลท ตามลำดับ ; Pre-
enrichment ด้วยน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์เต็มส่วน บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA, GYEA, MRS และ YMA 
3, 2, 1 และ   1 ไอโซเลท ตามลำดับ ; และPre-enrichment ด้วยน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์เติม
แอลกอฮอล์ 2 % (v/v) บนอาหารเล้ียงเช้ือ NA, GYEA, MRS และ YMA 3, 2, 1 และ 3 ไอโซเลท 
ตามลำดับ รวมทั้งส้ิน 35 ไอโซเลท จัดเป็นแบคทีเรีย 28 ไอโซเลท และยีสต์รา 7 ไอโซเลท  

นอกจากนี้ในระหว่างการ Pre-enrichment น้ำหมักสมุนไพรอายุ 10 เดือน ในน้ำสับปะรด 
พบ BC-like substance ลอยตัวอยู่ในน้ำหมัก คาดว่ามีจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิต BC ได้ในน้ำสับปะรด
ท่ีสามารถเจริญและยังคงฟังก์ช่ันการผลิต BC จึงเลือกจุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้จากน้ำหมักสมุนไพรอายุ 
10 เดือนเหล่านี้ มาศึกษาต่อ โดยท่ีพบว่า จุลินทรีย์ท่ีคัดแยกได้ท้ังหมด 39 ไอโซเลท จากน้ำหมัก
สมุนไพรอายุ 10 เดือน มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกัน 7 รูปแบบ ได้แก่ K1, K3, K4, K5, 
K6, K7 และ K8 จากนั้นทดสอบสมบัติการสร้าง BC ในน้ำสับปะรดด้วยไอโซเลท (ตารางท่ี 4.3) 
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ภายหลังการหมักท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 7 วัน พบว่า ไอโซเลท K1, K3, K4 และ K8 สามารถผลิต
สารคล้าย BC ได้  

เมื่อระบุชนิดด้วยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s rDNA/RNA พบว่า            
ไอ โซ เล ท  K1, K3, K4 แ ล ะ  K8 คื อ  Kodamaea ohmeri (98.33 %) G. xylinus (80.16 %) 
Acinetobacter sp. (73.97 %) และ Enterobacter cloacae (82.31 %) ตามลำดับ ดังตารางท่ี 
4.4 โดยมีรายงานว่าแบคทีเรีย 4 สายพันธุ์เหล่านี้สามารถผลิต BC ได้ (Adebayo-Tayo et al., 
2017; Gayathry, 2015; Ji et al., 2016; Junqueira et al., 2012) อ ย่ า ง ไรก็ ต าม เนื่ อ งจาก        
ไอโซเลท K3 มีสมบัติทางจีโนไทป์ท่ีตรงกับสายพันธุ์ทางการค้าตามข้อกำหนดคุณภาพหรือมาตรฐาน
สำหรับเช้ือจุลินทรีย์ท่ีใช้ในการผลิตอาหาร (สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา, 2564) อีกท้ังมี
รายงานการคัดเลือกแบคทีเรียผลิตเซลลูโลสจากแหล่งผลไม้เน่า คอมบูชา น้ำส้มสายชูหมัก ของเสีย
จากการหมักน้ำส้มสายชู และของเสียจากอุตสาหกรรมผลไม้ (Du et al., 2018; Singh et al., 2017; 
Zhang et al., 2018) ตัวอย่างเช่น Singh et al. (2017) คัดแยก G. xylinus C18 ได้จากผลไม้เน่า 
มีรายงานว่า แบคทีเรียสามารถสร้างเซลลูโลสได้ 4.34 g/L ในของเสียจากอุตสาหกรรมเกษตร
กากน้ำตาลอ้อยความเข้มข้น 10.77 % (w/v) เติมน้ำหมักข้าวโพด 12.47 % (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ    
31 °C เป็นเวลา 172 ช่ัวโมง นอกจากนี้  พบว่า ผล Whole genome sequence (WGS) ระบุว่า   
ไอโซเลท K3 มีความคล้ายคลึงกับ  K. xylinus NBRC 13693 (88.07%) อีกด้วย (ไม่แสดงผล)       
ซึ่งบ่งช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรียชนิดนี้น่าจะสามารถผลิต BC ภายใต้สภาวะท่ีหลากหลายซึ่งเป็นคุณสมบัติ
ของจุลินทรีย์ท่ีสามารถนำไปพัฒนาเป็นสายพันธุ์อุตสาหกรรมได้ 

เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการสร้าง BC ในน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์ที่คัดแยกได้จาก
น้ำหมั กสมุน ไพร ท่ีมี ส่วนผสมของสับปะรด (Autochthonous) K3 กับสายพันธุ์ม าตรฐาน 
(Allochthonous) TISTR 428 หมักเป็นเวลา 4 วัน ท่ีอุณหภูมิห้อง และสังเกตความหนาของ BC ท่ี
ผลิตได้ พบว่า ไอโซเลทผลิต BC ได้หนากว่าสายพันธุ์มาตรฐานได้มากกว่า 2 เท่า ดังภาพท่ี 4.4             
บ่งช้ีว่า จุลินทรีย์สายพันธุ์ท่ีคัดแยกได้จากแหล่งธรรมชาติเดียวกับแหล่งเพาะเล้ียงมีประสิทธิภาพ              
ในการผลิต BC ในน้ำสับปะรดได้ดีกว่าสายพันธุ์ท่ีคัดแยกได้จากแหล่งอื่น แม้ว่าเพาะเล้ียง TISTR428 
ในน้ำสับปะรดเป็นระยะเวลานาน สามารถพัฒนาสายพันธุ์มาตรฐานให้มีความคุ้นชินกับน้ำสับปะรด
และผลิต BC ให้มีประสิทธิภาพเพิ่มขึ้นได้ แต่อย่างไรก็ตามหากจุลินทรีย์ไม่มีสมบัติการเป็น 
Autochthonous strains จุลินทรีย์มีกลไก Self-regulation ทำให้กลับมามีสมบัติทางธรรมชาติเดิม
ของสายพันธุ์ 
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ตารางท่ี 4.3 แสดงสมบัติการสร้าง BC ในน้ำสับปะรดด้วยไอโซเลท ภายหลังการหมักท่ีอุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 7 วัน 

Isolate BC production a 

K1 

 

K3 

 

K4 

 

K5 

 

K6 

 

K7 

 

K8 

 
a BC production on pasteurized pineapple juice surface 
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ตารางท่ี 4.4 ระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s rDNA/RNA 

Isolate 
Length 
(bp) 

Closest relative 
(NCBI accession no.) 

Identity 
(%) a 

K1 496 Kodamaea ohmeri SM14UFAM (MN268772.1) 98.33 

K3 420 Gluconacetobacter xylinus NUST1292 (EU360440.2) 80.16 

K4 443 Acinetobacter sp. NIOB 016 (EU816956.1) 73.97 

K8 770 Enterobacter cloacae KLHD10 (KX450930.1) 82.31 

a Identity represents the %identity shared with the sequences in the GenBank databases 
 

 
ภาพท่ี 4.4 การผลิต BC ในน้ำสับปะรดด้วยไอโซเลท K3 และแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน            

K. xylinus TISTR 428 วันท่ี 4 ของการหมักท่ีอุณหภูมิห้อง 
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4.2.2 ศึกษาสภาวะการหมักน้ำสับปะรดด้วยไอโซเลท 

เมื่อพิจารณาปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต BC นอกจากการคัดแยกสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ท่ีมี

ประสิทธิภาพในการผลิต BC ได้ปริมาณมากในเวลาอันส้ันในหัวข้อ 4.2.1 แล้ว ดังนั้นเพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการสร้าง BC ของไอโซเลทท่ีคัดแยกได้ ในหัวข้อนี้จึงประเมินสภาวะการเพาะเล้ียง

โดยการแปรปัจจัยสำคัญท่ีเกี่ยวข้อง คือ แหล่งอาหาร ได้แก่ แหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจน 

โดยท่ัวไปการผลิต BC ด้วย G. xylinus ในอุตสาหกรรมอาหารมักใช้น้ำมะพร้าวในการหมักมีรายงาน

ว่า น้ำสับปะรดมีปริมาณฟอสเฟตต่ำกว่าน้ำมะพร้าว (Junsangsree et al., 2002) ซึ่งฟอสเฟตจำเป็น

ต่อการผลิตโคเอนไซม์ ท่ีกระตุ้นการทำงานของเอนไซม์  Cellulose synthase เพื่ อผลิต BC 

(Schirmer & Jenal, 2009) ดังนั้นการใช้น้ำสับปะรดในการหมักจึงต้องปรับปริมาณแหล่งอาหารและ

สารชักนำให้เหมาะสม งานวิจัยนี้เพาะเล้ียงจุลินทรีย์ไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดพาสเจอไรซ์ โดยแปร

ปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ท่ีความเข้มข้น 5, 10 และ 15 % (w/v) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) 

ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.5 % (w/v) และแปรปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต)          

ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.4 % (w/v) ท้ังหมด 12 สภาวะ ปรับน้ำหมักให้มีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

เท่ากับ 4.0 ก่อนการหมักด้วยกรดแอซิติก บ่มเป็นเวลา 2 สัปดาห์ ท่ีอุณหภูมิ 30 °C ศึกษาสมบัติ           

ทางเคมีกายภาพ สมบัติเชิงหน้าท่ีและชีวภาพของ BC ท่ีได้ และน้ำสับปะรดหลังหมัก พบว่า ไอโซเลท 

สามารถสร้าง BC ได้ภายใต้ท้ัง 12 สภาวะ จากภาพท่ี 4.5 แสดงให้เห็นว่า ความหนาของ BC เพิ่มข้ึน

อย่างต่อเนื่องต้ังแต่วันแรกถึงวันท่ี 10 และคงท่ีจนกระท่ังส้ินสุดการหมัก และพบว่า สมบัติทางเคมี

ของน้ำสับปะรดหลังหมักมี TA เพิ่มขึ้น เป็นผลมาจากแบคทีเรียไฮโดรไลซ์ซูโครสเป็นฟรักโทส และ

กลูโคส เพื่อผลิต BC โดยปริมาณฟรักโทสท่ีเพิ่มขึ้นส่งเสริมการสร้างผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้ คือ       

กรดกลูโคนิก ส่งผลให้น้ำหมักมีค่า TSS และ pH ท่ีลดลงภายหลังการหมัก (Nakai et al., 1999) 

จากภาพท่ี 4.6 แสดงสมบัติทางเคมีของน้ำสับปะรดหลังหมักท้ัง 12 สภาวะ แตกต่างกัน

อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยพบว่า ท่ีปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) คงท่ี การแปรปริมาณแหล่ง

ไนโตรเจน (เพพโทน) และ สารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงของ 

TA ท่ี เพิ่ ม ขึ้ น  (TA promotion, %) pH ท่ี ล ด ล ง  (pH reduction, %) แ ล ะ  TSS ท่ี ล ด ล ง                  

(TSS reduction, %) มีแนวโน้มในรูปแบบเดียวกัน และสอดคล้องกับปริมาณของ BC ท่ีผลิตได้ 

(ตารางท่ี 4.6) นั่นคือ การเติมสารชักนำ 0.4 % (w/v) ในสภาวะท่ีไม่เติมแหล่งไนโตรเจนส่งผลให้ TA 

สูงกว่า pH และ TSS น้อยกว่าการไม่เติมสารชักนำอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ในขณะท่ีการเติมสาร

ชักนำ 0.4 %(w/v) ในสภาวะท่ีเติมแหล่งไนโตรเจน 0.5 % (w/v) ส่งผลในทางกลับกัน โดยพบว่า           



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41 

TA น้อยกว่า pH และ TSS มากกว่าการไม่เติมสารชักนำอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) เนื่องจากเซลล์ 

G. xylinus เกิด plasmolysis และจำนวนจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตรอดผลิต BC ได้ลดลง (Faridah et al., 

2013)  

เมื่อพิจารณาปริมาณแหล่งไนโตรเจน พบว่า ท่ีปริมาณแหล่งคาร์บอนเท่ากัน การเติมแหล่ง

ไนโตรเจนส่งผลให้มีค่า TA สูงกว่า มีค่า pH และ TSS น้อยกว่าการไม่เติมแหล่งไนโตรเจนอย่างมี

นัยสำคัญ (p<0.05) บ่งช้ีว่า การเติมแหล่งไนโตรเจนส่งเสริมให้ BC ท่ีผลิตได้เพิ่มขึ้น เนื่องจากแหล่ง

ไนโตรเจนจำเป็นต่อการซ่อมแซมเซลล์ ส่งเสริมการเจริญของเซลล์จึงมีจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตรอดผลิต BC 

เพิ่มขึ้น ได้ปริมาณ BC เพิ่มขึ้น (Adnan et al., 2015; Çoban & Biyik, 2011; El-Salam, 2012; 

Lin et al., 2013; Mohammadkazemi et al., 2015) โดยพบว่า สภาวะท่ีมีปริมาณ BC ภายหลัง

การหมักสูงท่ีสุด คือ สภาวะ 121 (188.27±0.50 g/L) มีปริมาณซูโครส เพพโทน และโซเดียมได -            

-ไฮโดรเจนฟอสเฟตท่ีความเข้มข้น 5, 0.5 และ 0 % (w/v) ตามลำดับ  

จากผลการทดลองข้างต้น จะเห็นได้ว่าการเติมแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อ

ปริมาณ BC ท่ีผลิตได้และสมบัติทางเคมีของน้ำสับปะรดหลังหมักอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) สามารถ

นำความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต BC ด้วยไอโซเลท K3 

สูงท่ีสุดในน้ำสับปะรดนี้  ไปปรับใช้ผลิต BC ให้มีคุณสมบัติตามต้องการในเชิงปริมาณได้ โดย            

ไม่จำเป็นต้องเติมสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) หากมีแหล่งไนโตรเจนท่ีเพียงพอ 

ภาพท่ี 4.7 แสดงผลปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic compound, TPC) 

ใช้สารประกอบ Folin- Ciocalteu สีเหลืองเข้ารับอิเล็กตรอนจากสารประกอบฟีนอลิกในตัวอย่าง 

สารละลายจะเปล่ียนจากสีเหลืองเป็นสีน้ำเงิน และฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันเชิงปริมาณด้วยวิธีเคมีโดยใช้

อนุมู ลอิสระ (diphenyl-picryhydrazyl radical, DPPH•) มี สีม่ วงเข้ าจับกับสารท่ีมี ฤทธิ์ ต้ าน              

อนุมูลอิสระในตัวอย่างจะมีสีท่ีจางลงเป็นสีเหลือง จากการเปล่ียนแปลงของสีตามปริมาณสารข้างต้น 

ส่งผลให้สามารถวัดฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันในเชิงปริมาณได้จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงเทียบกับ             

สารมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่า ฤทธิ์ ต้านออกซิเดช่ันของน้ำสับปะรดภายหลังการหมัก               

ท้ัง 12 สภาวะ เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) เมื่อเทียบกับน้ำสับปะรดก่อนหมัก อีกท้ังแนวโน้ม

การเปล่ียนแปลงของน้ำสับปะรดภายหลังการหมักท้ัง 12 สภาวะ แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ 

(p<0.05) และเป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการเปล่ียนแปลงสมบัติทางเคมีของน้ำสับปะรดภายหลัง

การหมัก (ภาพท่ี 4.6) บ่งช้ีว่า ฤทธิ์การต้านออกซิเดช่ันมีความสัมพันธ์ในทิศทางเดียวกับการเจริญของ
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แบคทีเรียในน้ำหมัก เนื่องจากเอนไซม์จากแบคทีเรียเปล่ียนหมู่ฟังก์ชันและ/หรือลดรูปของพอลิฟีนอล

เชิงซ้อนเป็นสารประกอบฟีนอล ส่งผลให้น้ำสับปะรดหลังหมักมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม

เพิ่มขึ้นจากก่อนหมัก (Zubaidah et al., 2018) สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าของ Zhang et al. 

(2021) รายงานว่า การหมัก Chinese wolfberry juice ด้วย K. xylinus เพิ่มปริมาณสารประกอบ 

ฟีนอลรวม และเสริมฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ัน โดยท่ีน้ำสับปะรดภายหลังการหมักสภาวะ 121 มีฤทธิ์ต้าน

ออกซิเดช่ันสูงท่ีสุด และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมสูงท่ีสุดอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) จะเห็นได้

ว่าการเติมแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสารชักนำมีผลต่อปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม และ

ฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันด้วยวิธี DPPH ของน้ำสับปะรดหลังหมักอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05)  

เมื่อทดสอบเนื้อสัมผัสด้วยเครื่อง Texture analyzer พบว่า BC ท่ีสภาวะท่ีหมักปริมาณ BC 

สูงท่ีสุด (สภาวะ 121) มีค่า Hardness และ Gumminess ต่ำอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ตรงกันข้าม

กับ ค่า Springiness และ  Cohesiveness มี ค่า สู งอย่ างมีนั ยสำคัญ  (p<0.05) อย่ างไรก็ ตาม                

ท้ัง 12 สภาวะมีค่า Chewiness ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 4.5 

สอดคล้องกับปริมาณความช้ืนในตารางท่ี 4.6 พบว่า ท่ีสภาวะดังกล่าวมีปริมาณความช้ืนสูงอย่างมี

นัยสำคัญ (p<0.05) เนื่องจากมีรายงานว่าค่า springiness แปรผันโดยตรงกับปริมาณความช้ืน และ

ความยืดหยุ่นของ BC (Akoğlu et al., 2015) นอกจากนี้พบว่า ค่า Water activity (Aw) และ

ความช้ืน (%) แปรผันตามปริมาณ BC เนื่องจาก BC สร้างออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ในรูปของ                

นาโนไฟบริลท่ีรวมตัวเป็นไมโครไฟบริลกลายเป็นเส้นใยริบบอนท่ีสามารถปิดล้อมกักเก็บน้ำได้มากถึง 

99% (Cielecka et al., 2019) จากผลการทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่า การปรับปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับ

การผลิต BC นั่นคือ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน และสารชักนำ ให้มีสภาวะเหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียผลิต BC ส่งผลต่อเนื้อสัมผัสของ BC อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) สอดคล้อง

กับหัวข้อ 4.1.2 พบว่า เมื่อปรับปริมาณออกซิเจนซึ่งเป็นอีกหนึ่งปัจจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต BC โดย

แปรอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศและปริมาตรน้ำหมักส่งผลต่อเนื้อสัมผัสของ BC อย่างมี

นัยสำคัญ (p<0.05) เช่นเดียวกัน 

เมื่อพิจารณาสีของ BC ภายหลังการหมักดังแสดงในภาพท่ี 4.8 และตารางท่ี 4.7 พบว่า   

การเติมเพพโทน และโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตส่งผลให้ BC มีสีท่ีแตกต่างกัน เป็นผลมาจาก

เนื่องจากปฏิกิริยาเมลลาร์ดระหว่างคาร์โบไฮเดรตและกรดอะมิโน โดยซูโครสและเพพโทนผ่าน           

การนึ่งฆ่าเช้ือด้วยไอน้ำก่อนนำไปใช้ในการทดลองนี้ อีกท้ังฟอสเฟตมีส่วนเกี่ยวข้องด้วยการเร่งอัตรา

การเกิดสีน้ำตาลของปฏิกิริยาเมลลาร์ด (Rizzi, 2004)  
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จากประสิทธิภาพในการหมักและสมบัติทางเคมีกายภาพของ BC และน้ำหมักข้างต้น จึง

เลือกสภาวะท่ี 121 มาศึกษาการผลิต BC ด้วย G. xylinus (K3) ร่วมกับจุลินทรีย์ L. plantarum 

FTCU10621 ต่อไป 

 

ภาพท่ี 4.5 การเปล่ียนแปลงความหนาของ BC (mm) ท่ีผลิตด้วยไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดแปร
ปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ท่ีความเข้มข้น 5, 10 และ 15 % (w/v) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) 
ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.5 % (w/v) และแปรปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ท่ี
ความเข้มข้น 0 และ 0.4 % (w/v) ท้ังหมด 12 สภาวะ หมักท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
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ภาพท่ี 4.6 การเปล่ียนแปลงของน้ำสับปะรด แปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ท่ีความเข้มข้น 5, 
10 และ 15 % (w/v) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.5 % (w/v) และแปร
ปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.4 % (w/v) ท้ังหมด      
12 สภาวะ ภายหลังการหมักด้วยไอโซเลท K3 ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน โดยท่ี a-hเปรียบเทียบ
ร้อยละของ TA ท่ี เพิ่ มขึ้น  (TA promotion, %) a-eเปรียบเทียบร้อยละของ pH ท่ีลดลง (pH 
reduction, %) และA-Hเปรียบเทียบร้อยละของ TSS ท่ีลดลง (TSS reduction, %) ของน้ำสับปะรด
ภายหลังการหมัก (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4.7 ปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic compound, TPC) และฤทธิ์ต้าน  
ออกซิเดช่ันด้วยวิธี DPPH (DPPH radical scavenging activity) ของน้ำสับปะรดก่อนหมัก (C) และ
น้ำสับปะรดภายหลังการหมักด้วยไอโซเลท K3 แปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ท่ีความเข้มข้น 5, 
10 และ 15 % (w/v) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.5 % (w/v) และแปร
ปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.4 % (w/v) ท้ังหมด      
12 สภาวะ หมักท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน โดยท่ี a-lเปรียบเทียบปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม 
(Total phenolic compound, TPC) a-hเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันด้วยวิธี DPPH (DPPH 
radical scavenging activity) (p<0.05) 
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ภาพท่ี 4.8 สีของ BC ภายหลังการหมักด้วยไอโซเลท K3 แปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) ท่ี   
ความเข้มข้น 5, 10 และ 15 % (w/v) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.5 % 
(w/v) และแปรปริมาณสารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.4 % (w/v) 
ท้ังหมด 12 สภาวะ หมักท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 
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ตารางท่ี 4.6 น้ำหนักเปียก (g/L) water activity (Aw) และความช้ืน (%) ของ BC ภายหลังการหมัก
ด้วยไอโซเลท K3 ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 

รหัสตัวอย่าง น้ำหนักเปียก (g/L) Aw ความช้ืน (%) 

111 77.33±0.19d 0.9795±0.001b 74.81±0.01ef 

112 77.27±0.25d 0.9761±0.001c 75.78±0.16c 

121 188.27±0.50a 0.9854±0.003a 79.38±0.16a 

122 187.60±0.33a 0.9854±0.001a 78.41±0.19b 

211 77.40±0.20d 0.9761±0.000d 74.73±0.01fg 

212 84.40±0.40c 0.9734±0.002f 74.94±0.05e 

221 93.90±0.90b 0.9745±0.001e 75.57±0.02d 

222 93.50±0.10b 0.9752±0.001e 75.67±0.05cd 

311 65.60±0.40f 0.9724±0.000g 74.65±0.01fg 

312 58.60±1.00g 0.9699±0.000h 74.56±0.02g 

321 71.70±0.30e 0.9720±0.000g 75.49±0.03d 

322 72.10±0.50e 0.9686±0.001i 72.88±0.01h 
a-i Values with the different superscript letters in the same column show significant 

differences (p < 0.05) 
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ตารางท่ี 4.7 ค่าสีของ BC ภายหลังการหมักด้วยไอโซเลท K3 ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 14 วัน 

รหัสตัวอย่าง L* a* b* 

111 67.65±3.93ab 0.68±0.02de 17.71±2.46bcd 

112 63.21±0.91abc 0.53±0.17e 17.03±1.08cd 

121 54.34±0.38cd 1.01±0.07cde 9.43±0.05e 

122 50.71±3.83d 2.39±1.14bcd 11.63±1.58e 

211 72.37±6.66a 0.45±0.10e 17.04±0.30cd 

212 69.72±5.41ab 0.55±0.00e 18.48±0.52bcd 

221 59.32±1.64bcd 3.09±0.04b 18.99±0.43bcd 

222 50.29±2.04d 8.16±0.70a 21.09±1.31b 

311 70.22±2.77a 0.33±0.23e 15.55±0.09d 

312 68.92±0.08ab 0.75±0.20de 18.79±0.50bcd 

321 62.64±1.19abc 2.56±0.38bc 20.00±0.37bc 

322 53.03±3.04cd 9.19±1.24a 24.70±1.48a 
a-e Values with the different superscript letters in the same column show significant 

differences (p < 0.05) 
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4.3 ศึกษาการเพาะเลี้ยงโพรไบโอติกร่วมกับการสร้าง BC ด้วยจุลินทรีย์สายพันธุ์ออโตโคนัสในนำ้

สับปะรดตกเกรด 

ในปัจจุบันการพัฒนาการผลิตเมทาบอไลท์ด้วยการหมักจุลินทรีย์มากกว่าหนึ่งสายพันธุ์      

ถูกนำมาใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจากในระหว่างกระบวนการหมัก การเปล่ียนแปลงของสารระหว่าง

กระบวนการเมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์หมักร่วมอาจเป็นสารต้ังต้นของจุลินทรีย์สายพันธุ์ ท่ีผลิต

ผลิตภัณฑ์เป้าหมายส่งผลให้ได้ผลผลิตเพิ่มขึ้น หรือได้ผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้ท่ีส่งเสริมคุณค่าและ

ประโยชน์ของผลิตภัณฑ์ (Prabhu et al., 2022) งานวิจัยนี้จึงประเมินการพัฒนาการผลิตน้ำหมัก

สับปะรดเพื่อผลิต BC ท่ีอุดมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติก สำหรับใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาผลิตภัณฑ์

เครื่องด่ืมเพื่อสุขภาพแบบหลายฟังก์ชัน (Multifunctional drink) จึงทดลองหมักไอโซเลท K3 

ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 ซึ่ งเป็น Probiotic candidate สายพันธุ์ ท่ี คัดแยกได้จาก           

น้ำสับปะรด (Autochthonous) ในสภาวะท่ีเลือกจากข้อ 4.2.2 ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 

พบว่า BC ท่ีได้มีปริมาณน้อยลง (26.40±0.80 g/L) และเป็น Young BC เนื่องจาก L. plantarum 

FTCU10621 ท่ีเจริญร่วมกับไอโซเลทแย่งใช้สารอาหารผลิตเป็นกรดอินทรีย์ มีรายงานว่า เมื่อระบบมี

ความเป็นกรดสูง (pH ต่ำกว่า 4.0) สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียผลิต BC ได้ ส่งผลให้ผลิต 

BC ได้น้อยลง (Zahan et al., 2015) เมื่อนำแผ่น BC มาตรวจหาจุลินทรีย์ท่ีมี ชีวิตพบ K3 และ             

L. plantarum FTCU10621 มีจำนวน 6.59±0.19 และ 8.42±0.52 log CFU/g BC ตามลำดับ  

เมื่อตรวจในในน้ำสับปะรดพบ K3 และ L. plantarum FTCU10621 ท่ีมีชีวิตจำนวน 6.12±0.18 

และ 8.33±0.03 log CFU/ml ตามลำดับ ดังแสดงในตารางท่ี 4.8 และ 4.9 นอกจากนี้ค่าสีของ BC 

ภายหลังการหมัก (ตารางท่ี 4.9) ภายใต้สภาวะท่ีหมักร่วมกับโพรไบโอติกมีค่า L* สูงกว่าการหมักด้วย

ไอโซเลทเพียงสายพันธุ์เดียว เป็นผลมาจากปริมาณ BC ท่ีต่ำกว่าอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ส่งผลให้มี

ความทึบแสงน้อยกว่า ค่า L* จึงสูงกว่าอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) 

เมื่อพิจารณองค์ประกอบน้ำสับปะรดก่อนหมักด้วยวิธี  HPLC (ตารางท่ี 4.10) พบว่า 

ประกอบด้วยกรดอินทรีย์หลักมากท่ีสุด คือ กรดซิตริก (7.61 g/L) และกรดมาลิก (1.75 g/L) 

ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยซูโครสมากท่ีสุด (15.87±1.69 g/100 ml) รองลงมา คือ ฟรักโทส 

(5.78±0.24 g/100 ml) และกลูโคส 2.13±0.14 g/100 ml) ตามลำดับ หลังหมักด้วยไอโซเลท K3 

สายพันธุ์เดียว พบกรดแอซิติกในน้ำสับปะรดท่ีผลิตจากไอโซเลท K3 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ท่ีสามารถผลิต

กรดแอซิติกได้จากแหล่งคาร์บอนท่ีหลากหลาย (Mohammad et al., 2014) โดยในน้ำหมักหลังหมัก

ด้วยไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียวประกอบด้วยกรดอินทรีย์หลักมากท่ีสุด คือ กรดซิตริก (9.01 g/L) 
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กรดมาลิก (2.17 g/L) และกรดแอซิติก (0.04 g/L) ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยฟรักโทสมากท่ีสุด 

(5.34±17.42 g/100 ml) รองลงมา คือ ซูโครส (4.37±12.79 g/100 ml) และกลูโคส (2.08±6.73 

g/100 ml) ตามลำดับ 

ในทางตรงข้ ามห ลังหมั ก ไอ โซ เลท  K3 ร่ วมกับ  L. plantarum FTCU10621 ไม่พบ         

กรดแอซิติก แต่พบกรดแลคติก โดยในน้ำหมักหลังหมักประกอบด้วยกรดอินทรีย์หลักมากท่ีสุด คือ 

กรดแลคติก (28.34 g/L) กรดซิตริก (8.00 g/L) กรดซัคซินิค (1.47 g/L) และกรดมาลิก (0.41 g/L) 

ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยฟรักโทสมากท่ีสุด (4.63±14.24 g/100 ml) รองลงมา คือ กลูโคส 

(4.37±12.79 g/100 ml) และซูโครส (1.23±3.59 g/100 ml) ตามลำดับ มีรายงานว่า นอกจาก   

กรดแลคติกแล้ว L. plantarum ยังสามารถสร้างกรดซัคซินิคได้ (Nagashima et al., 2016) และ

จากกระบวนการสังเคราะห์ BC ของ G. xylinus (Matsushita et al., 2016) จึงมีความเป็นไปได้ว่า 

ไอโซเลท K3 ใช้แหล่งคาร์บอนในการผลิต BC มากกว่าการสร้างกรดแอซิติก จึงส่งผลให้ตรวจไม่พบ

กรดดังกล่าวในการหมักร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 นอกจากนี้พบว่า น้ำสับปะรดภายหลัง

การหมักโพรไบโอติกร่วมกับไอโซเลท K3 ปริมาณซูโครสน้อยกว่าแต่มีปริมาณกลูโคส และฟรักโทส  

สูงกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักด้วยไอโซเลท K3 เด่ียว ดังตารางท่ี 4.9 เนื่องจากแบคทีเรีย     

ท้ัง 2 สายพันธุ์ สามารถใช้ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน แบคทีเรียผลิต BC สร้างเอนไซม์ Levansucrase 

และ L. plantarum สร้างเอนไซม์ Glucansucrase และ Fructansucrase เพื่อย่อยซูโครส และ

เปล่ียนให้อยู่ในรูปของกลูโคส และฟรักโทสได้ (Davoodi et al., 2016; Di Cagno et al., 2006; 

Jaramillo L et al., 2012; Kornmann et al., 2003) 

จากตารางท่ี  4.10 เมื่ อพิจารณาฤทธิ์ ต้ านออกซิ เด ช่ันในน้ำสับปะรดก่อนการหมัก             

น้ำสับปะรดหลังหมักด้วยไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว และน้ำสับปะรดหลังหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ 

L. plantarum FTCU10621 พบว่ า มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ  68.08±0.24, 

87.53±0.10 และ 84.40±0.05 % ตามลำดับ และพบว่า มีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม เท่ากับ 

570.90±1.41, 960.23±1.25 และ 640.23±2.36 mg GAE/L ตามลำดับ จะเห็นได้ว่าภายหลังการ

หมักฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันในน้ำสับปะรดเพิ่มขึ้นจากก่อนหมักอย่างมีนัยสำคัญ (p < 0.05) เนื่องจาก

การเพิ่มขึ้นของฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันเป็นผลมาจากกระบวนการ Biotransformation ระหว่างการ

หมัก เกิดการเปล่ียนหมู่ฟังก์ชันและ/หรือลดรูปของพอลิฟีนอลเชิงซ้อนเป็นสารประกอบฟีนอลด้วย

เอนไซม์จากแบคทีเรีย ส่งผลให้น้ำสับปะรดหลังหมักมีปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเพิ่มขึ้นจากก่อน

หมัก (Zubaidah et al., 2018) อย่างไรก็ตามปริมาณสารประกอบฟีนอลลิกรวมภายหลังการหมัก
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ร่วมกับโพรไบโอติกมีค่าน้อยกว่าการหมัก K3 เด่ียวอย่างเห็นได้ชัด เนื่องจาก L. plantarum สามารถ

ย่อยสลายสารประกอบฟีนอลิกให้กลายเป็นสารระเหยได้ให้กล่ินรสด้วยเอนไซม์ Phenolic acid 

decarboxylases (Rodríguez et al., 2009) 

ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบในแง่ขององค์ประกอบน้ำหมักระหว่างการหมักด้วยไอโซเลท K3           

สายพันธุ์เดียว และการหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 พบว่า การหมักแบบ

ไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 มีน้ำตาลเหลือน้อยกว่า ปริมาณกรดสูงกว่า            

ค่าฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมต่ำกว่าอย่างมีนัยสำคัญ             

(p < 0.05) จะเห็นได้ว่า การหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 ในน้ำสับปะรด

สภาวะ 121 มีประโยชน์และดีต่อสุขภาพมากกว่า 

เมื่ อพิ จารณาภาพถ่ายทางสัณฐานวิทยาของผิวหน้ า BC ท่ี ผ ลิตด้วยไอโซเลท K3             

และ K3 ร่วมกับโพรไบโอติกท่ีกำลังขยาย 5,000 เท่า พบว่า ผิวหน้าของ BC ท่ีผลิตด้วยไอโซเลท K3 

มีลักษณะขรุขระ ดังภาพท่ี 4.9a ขณะท่ี BC ท่ีผลิตด้วยการหมัก K3 ร่วมกับโพรไบโอติกมีลักษณะ

เป็นเนื้อเดียวและเรียบเนียน ดังภาพท่ี 4.9b เนื่องจากน้ำหนักเปียกของ BC ท่ีผลิตด้วยไอโซเลทสูง

กว่า BC ท่ีไอโซเลทผลิตจากการหมักร่วมกับโพรไบโอติกถึง 7 เท่า นั่นคือ มีปริมาณ BC มากกว่าและ

เป็นช้ันท่ีหนากว่า เส้นใย BC มีลักษณะเป็นโครงร่างตาข่ายท่ีซับซ้อน จึงมีพื้นผิวลักษณะขรุขระกว่า

เมื่อเทียบกับ BC ท่ีไอโซเลทผลิตจากการหมักร่วมกับโพรไบโอติกท่ีเป็น Young BC นอกจากนี้ภาพท่ี 

4.9b ในพื้นท่ี 491.52 µm2 พบเซลล์โพรไบโอติกฝังตัวอยู่ใน BC จำนวน 5 เซลล์ คิดเป็น 7.08 log cell/g  

เมื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของ BC ท่ีผลิตได้จากการหมักท้ัง 2 รูปแบบ ได้แก่ การหมัก

ไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว และการหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 ด้วย

เทคนิค Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) อ้างอิงจากลักษณะการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืนอินฟราเรดช่วง 500-4,000 cm-1 ซึ่ งเป็น ช่วงการดูดกลืนแสงของสารท่ี เป็น

องค์ประกอบในโครงสร้าง BC (Halib et al., 2012; Johari et al., 2012) พบว่า IR สเปกตรัมของ 

BC ท่ีผลิตได้จากการหมักท้ัง 2 รูปแบบเป็นไปในทางเดียวกัน และมีลักษณะใกล้เคียงกัน ดังภาพท่ี 

4.10 ปรากฏหมู่ฟังก์ช่ันของสารกลุ่มแอลเคน (Alkane) ท่ี 2,931.88 และ 2,928.45 cm-1 ตามลำดับ 

และปรากฏหมู่ฟังก์ ช่ันของสารกลุ่มคาร์บอนิ ล (Carbonyl) ท่ี  1,729.58 และ 1,722.90 cm-1 

ตามลำดับ อย่างไรก็ตามพบว่า IR สเปกตรัมของหมู่ไฮดรอกซิล (Hydroxyl) ในช่วงความยาวคล่ืน 

3,500-3,200 cm-1 ของ BC จากการหมัก ไอโซเลท K3 ร่ วมกับ  L. plantarum FTCU10621          
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มี  %  transmittance ต่ ำกว่ า  BC ท่ี หมั ก ด้ วย ไอ โซ เลท  K3 สายพั น ธุ์ เดี ยว  เนื่ อ งจาก เกิ ด                

เอสเทอริฟิ เคชันระหว่างสารกลุ่มไฮดรอกซิลในโครงสร้างกับกรดอินทรีย์ในน้ำหมัก โดยท่ี                      

สารกลุ่มไฮดรอกซิลถูกแทนท่ีด้วยกรดอินทรีย์ ส่งผลให้โครงสร้างเส้นใย BC ซึ่งมีองค์ประกอบหลัก

เป็นหมู่ไฮดรอกซิลมีความแข็งแรงลดลง ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่า BC จากการหมักไอโซเลท K3 

ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 มีความอ่อนนุ่ม BC ท่ีหมักด้วยไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว 

(Musino et al., 2021) 

 จากผลวิจัยข้างต้นพบว่า ไอโซเลท G. xylinus (K3) สามารถหมักร่วมกับ L. plantarum 

FTCU10621 ซึ่งเป็น Probiotic candidate ในน้ำสับปะรดและผลิต BC ได้ เป็นแนวทางการใช้

สับปะรดตกเกรดผลิตเซลลูโลสจากแบคทีเรียท่ีอุดมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติกเพื่อเป็นเครื่องด่ืม

ฟังก์ช่ันท่ีมีคุณสมบัติส่งเสริมสุขภาพ เนื่องจากประกอบด้วยใยอาหารจาก BC และน้ำหมักท่ีอุดม            

ไปด้วยจุลินทรีย์ โพรไบโอติก ท้ังนี้หากต้องการผลิตเพื่อให้ได้ BC ปริมาณมากขึ้นควรผลิต                     

แบบ Sequential โดยเริ่มหมักแบคทีเรียเพื่อผลิต BC ก่อนจากนั้นจึงหมักร่วมกับโพรไบโอติก 

ตารางท่ี 4.8 จำนวนประชากรจุลินทรีย์ใน BC และน้ำหมักสับปะรดภายหลังการหมักไอโซเลท K3 
สายพันธุ์เดียว และการหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 ภายใต้สภาวะ 121 

ตัวอย่าง 

จำนวนประชากรจุลินทรีย์ 

ไอโซเลท K3 L. plantarum FTCU10621 

ก่อนหมัก หลังหมัก ก่อนหมัก หลังหมัก 

BC  
(log CFU/g) 

 6.59±0.19  8.42±0.52 

น้ำหมัก  
(log CFU/ml) 

6.08±0.04 6.12±0.18 6.87±0.49 8.33±0.03 
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ตารางท่ี 4.9 สมบัติทางกายภาพของ BC ภายหลังการหมักไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว (121)  และ
การหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 (121+probiotic) ภายใต้สภาวะ 121 

ตัวอย่าง 
น้ำหนักเปียก 

(g/L) 

ค่าสี 

L* a* b* 

121 188.27±0.50a 54.34±0.38ab 1.01±0.07a 9.43±0.05a 

121 + probiotic 26.40±0.80b 62.39±0.79a 1.03±0.23a 11.02±0.34a 
a-b Values with the different superscript letters in the same column show significant 

differences (p < 0.05) 

ตารางท่ี 4.10 สมบัติทางกายภาพของน้ำสับปะรดก่อนการหมัก น้ำสับปะรดภายหลังการหมักด้วย         
ไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว (121) และน้ำสับปะรดภายหลังการหมักด้วยไอโซเลท K3 ร่วมกับ                 
L. plantarum FTCU10621 (121+probiotic) ภายใต้สภาวะ 121 

สมบัติ 
Pre-fermented 
pineapple juice 

121 121 + Probiotic 

Antioxidant 
activity 

TPC 
(mg GAE/L) 

570.90±1.41c 960.23±1.25a 640.23±2.36b 

DPPH 
(% inhibition) 

68.08±0.24c 87.53±0.10a 84.40±0.05b 

Sugar content  
(g/100 ml) 

Fructose 5.78±0.24
a
 5.34±17.42

a
 4.63±14.24

a
 

Glucose 2.13±0.14
a
 2.08±6.73

a
 4.37±12.79

a
 

Sucrose 15.87±1.69
a
 4.37±12.79

b
 1.23±3.59

b
 

Organic acids 
(g/L) 

Malic acid 1.75 2.17 0.41 

Lactic acid 0.00 0.00 28.34 

Acetic acid 0.00 0.04 0.00 

Citric acid 7.61 9.01 8.00 

Succinic acid 0.00 0.00 1.47 
a-c Values with the different superscript letters in the same row show significant 

differences (p < 0.05) 
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ภาพท่ี 4.9 ภาพถ่ายทางสัณฐานวิทยาของ BC (a) ไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดภายใต้สภาวะ 121 
และ (b) โพรไบโอติกร่วมกับไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดภายใต้สภาวะ 121 ผ่านกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ท่ีกำลังขยาย 5,000 เท่า  
 

 

ภาพท่ี 4.10 IR สเปกตรัมของ BC ผลิตจากไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดภายใต้สภาวะ 121 (BC) และ 
โพรไบโอติกร่วมกับไอโซเลท K3 ในน้ำสับปะรดภายใต้สภาวะ 121 (BC probiotic) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 5                                                                                               

สรุปผลการทดลอง 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

จากการประเมินสภาวะการหมักน้ำสับปะรดเพื่อผลิต BC ด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐาน 

พบว่า แบคทีเรียสายพันธุ์ต่างกันผลิต BC ได้ต่างกันภายใต้การหมักด้วยน้ำสับปะรดท่ีสภาวะเดียวกัน 

โดยแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานท่ีผลิต BC ได้ปริมาณมากท่ีสุดอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) เมื่อเทียบ

กับสายพันธุ์อื่น (105.10±0.08 g/L) คือ K. xylinus TISTR428 เมื่อประเมินผลของอัตราส่วน

ระหว่างพื้นท่ีผิวกับปริมาตรน้ำหมัก (x) ต่อปริมาณ BC ท่ีผลิตในน้ำสับปะรด (y) พบว่า ปริมาณ BC 

ท่ีผลิตได้แปรผันโดยตรงกับอัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวกับปริมาตรน้ำหมัก โดยมีความสัมพันธ์ในเชิง

เส้นตรงดังสมการ y =19.422x + 25.936 (R2 = 0.9346) เมื่อนำ BC ท่ีผลิตได้มาวิเคราะห์เนื้อสัมผัส

อาหาร พบว่า เมื่ออัตราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวสัมผัสอากาศต่อปริมาตรของน้ำหมักเพิ่มขึ้น Hardness 

และ Cohesiveness มีค่าลดลง ในขณะท่ี Springiness, Gumminess และ Chewiness มีค่าเพิ่มขึ้น 

การคัดแยกแบคทีเรียท่ีผลิต BC เพื่อใช้เป็นสายพันธุ์ Autochthonous จากน้ำหมักสมุนไพร

ท่ีมี ส่วนผสมของสับปะรด (Autochthonous) อายุ 8 ปี  5 ปี  และ 10 เดือน โดยออกแบบวิธี           

การคัดแยกเป็น 2 วิธี คือ คัดแยกจากน้ำหมักสมุนไพรโดยตรง และการ Pre-enrichment ด้วยการ

เติมน้ำสับปะรด 4 รูปแบบ จากนั้นคัดแยกจุลินทรีย์ทุก 2 วัน เพาะเล้ียงบนอาหารเล้ียงเช้ือ NA, 

GYEA, MRS และ YMA พบ 5, 7 และ 39 ไอโซเลท ตามลำดับ โดยไอโซเลทท่ีคัดแยกได้จากน้ำหมัก

อายุ 10 เดือน มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกต่างกัน 7 รูปแบบ และพบว่า ไอโซเลท K1, K3, K4 

และ K8 สามารถผลิตสารคล้าย BC ได้ในน้ำสับปะรด เมื่อระบุชนิดด้วยการวิเคราะห์ลำดับ                

นิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s rRNA ไอโซเลทท้ัง 4 พบว่า มีเฉพาะไอโซเลท K3 ท่ีมีความคล้ายคลึงกับ

แบคทีเรียสายพันธุ์ G. xylinus 80.16 % อีกท้ังไอโซเลทนี้ยังผลิต BC ได้มีประสิทธิภาพมากกว่า           

สายพันธุ์มาตรฐาน (Allochthonous) โดยได้ BC ปริมาณมากกว่าท่ีเวลาและสภาวะเดียวกัน 

การประเมินสภาวะการหมักน้ำสับปะรดด้วยแบคทีเรียสายพันธุ์ Autochthonous ท่ี

คัดเลือก โดยแปรปริมาณแหล่งคาร์บอน (ซูโครส) แหล่งไนโตรเจน (เพพโทน) และแปรปริมาณ     

สารชักนำ (โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต) ท้ังหมด 12 สภาวะ พบว่า การเติมซูโครส 5% (w/v) และ

เพพโทน 0.5% (w/v) เป็นสภาวะท่ีแบคทีเรียผลิต BC สูงท่ีสุด และปริมาณ BC ท่ีผลิตได้ในแต่ละ
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สภาวะแตกต่างกัน สอดคล้องกับสมบัติทางเคมีของน้ำสับปะรดหลังหมักท่ีแตกต่างกัน โดยเมื่อเทียบ

กับน้ำสับปะรดก่อนหมัก น้ำสับปะรดหลังหมักมี TA เพิ่มขึ้น TSS และ pH ลดลง อีกท้ังมีปริมาณ

สารประกอบฟีนอลรวม และฤทธิ์ต้านออกซิเดช่ันเพิ่มขึ้น เมื่อทดสอบเนื้อสัมผัสพบว่า เมื่อความ

เข้มข้นของซู โครสเพิ่ มขึ้ น  ค่า Springiness และ Cohesiveness ลดลง ค่า Hardness และ 

Gumminess เพิ่มขึ้น นอกจากนี้พบว่า ความช้ืนและ Aw แปรผันตรงกับปริมาณ BC สีของ BC ท่ี

ผลิตได้มีค่า (L*, a*, b*) ท่ีแตกต่างกัน โดยการเติมการเติมเพพโทน และโซเดียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟตส่งผลให้ค่า L* ลดลง 

การประเมินการเพาะเล้ียงแบคทีเรียไอโซเลท K3 ท่ีคัดเลือกร่วมกับ L. plantarum 

FTCU10621 พบว่า K3 ผลิต BC ได้ 26.40±0.80 g/L และเป็น young BC และใน BC พบ K3 และ 

L. plantarum FTCU10621 ถู ก ต รึ ง ไ ว้ ใ น  BC 6.59±0.19 แ ล ะ  8.42±0.52 log CFU/g BC 

ตามลำดับ  และ ใน น้ ำ สับป ะรดพ บ  K3 และ  L. plantarum FTCU10621 6.12±0.18 และ 

8.33±0.03 log CFU/ml ตามลำดับ เมื่อพิจารณองค์ประกอบน้ำสับปะรดหลังหมักด้วยวิธี HPLC 

พบว่า น้ำสับปะรดหลังหมักประกอบด้วยกรดอินทรีย์ ได้แก่ กรดแลคติก กรดซิตริกกรดซัคซินิค และ

กรดมาลิก เท่ากับ 28.34, 8.00, 1.47, 0.41 g/L ตามลำดับ น้ำตาลประกอบด้วยฟรักโทส กลูโคส 

และซูโครส เท่ากับ 4.63±14.24, 4.37±12.79, 1.23±3.59 g/100 ml ตามลำดับ ค่าฤทธิ์การต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมเพิ่มขึ้นจากก่อนการหมักเป็น 640.23±2.36 

mg GAE/L และ 84.40±0.05 % ตามลำดับ  

เมื่อศึกษาสมบัติทางกายภาพของ BC ท่ีได้จากการหมักด้วยไอโซเลทร่วมกับ L. plantarum 

FTCU10621 เปรียบเทียบกับ BC ท่ีได้จากการหมักด้วยไอโซเลทสายพันธุ์เดียว จากภาพถ่าย               

ทางสัณฐานวิทยาท่ีกำลังขยาย 5,000 เท่า พบว่า BC ท่ีได้จากการหมักร่วมมีเซลล์โพรไบโอติกฝังตัว

อยู่ใน BC จำนวน 5 เซลล์ คิดเป็น 7.08 log cell/g และเมื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของ BC ด้วย

เทคนิค FTIR พบว่า IR สเปกตรัมของ BC ท่ีผลิตได้จากการหมักท้ัง 2 รูปแบบเป็นไปในทางเดียวกัน 

และมีลักษณะใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม BC ท่ีได้จากการหมักร่วมมี IR สเปกตรัมของหมู่ไฮดรอกซิล

มี % transmittance ลดลง 
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

จากการคัดแยกจุลินทรีย์สายพันธุ์ Autochthonous พบว่า G. xylinus (K3) มีศักยภาพใน

การเป็นสายพันธุ์ทางการค้า เพื่อผลิต BC ในน้ำสับปะรดในระดับอุตสาหกรรมได้ และสามารถ

เพาะเล้ียงร่วมกับ Probiotic candidate ในน้ำสับปะรด และสามารถพัฒนาเป็นเครื่องด่ืมฟังก์ช่ันได้ 

อย่างไรก็ตาม BC ท่ีผลิตได้มีปริมาณน้อย ดังนั้นกระบวนการเพื่อท่ีจะสามารถผลิต BC เมื่อหมักร่วม

ให้มีปริมาณมากขึ้นเป็นเรื่องท่ีต้องศึกษาต่อไป 
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ภาคผนวก ก                                                                                                   

การระบุสายพันธุ์แบคทีเรียไอโซเลทด้วยวิธีอณูจุลชีววิทยา 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมท่ีลำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีตำแหน่ง 16s ribosomal RNA ด้วย
เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ดัดแปลงวิธีของ Vora et al. (2015) นำ DNA ท่ีสกัด
ได้มา 10-50 ng/ µL เพื่ อผสมกับ master mix reagent ได้แก่  10x Vi buffer, nuclease-free 
water, 50 mM MgCl2, 10 µM dNTPs mix, 5 U/µL Tag DNA, 10 µM forward ไพ ร เม อ ร์  
357F (5’-CTC CTA CGG GAG GCA GC AG-3’) และ 10 µM reverse ไพรเมอร์ 517R (5’ATT 
ACC GCG GCT GG-3’) ปริมาณตามตาราง ก.1 จากนั้นทำ PCR reaction ตามสภาวะในตารางท่ี ก.
2 และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของผลิตภัณฑ์ PCR (PCR amplicon) ด้วย agarose gel (2 % (w/v)) 
electrophoresis  
ตารางท่ี ก.1 ปริมาณ master mix reagent 

Reagent 
Concentration Volume (µL) 

Stock Working Working (50 µL/rxn) 

Vi buffer 10X 1X 5 
MgCl2 50 mM 1.5 mM 1.5 
dNTPs mix 10 µM 0.1 µM 0.5 
Primer (Forward) 10 µM 0.1 µM 0.5 
Primer (Reverse) 10 µM 0.1 µM 0.5 
Tag DNA 5 U/µL 2 U/µL 0.4 
nuclease-free water - - 36.6 
Template (Sample) - 10-50 ng/ µL 5 

 
ตารางท่ี ก.2 สภาวะท่ีใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR 
 ขั้นตอน อุณหภูมิ (°C) เวลา cycle 

1 Initial denaturation 94 2 min - 
2 Denaturation 94 30 sec - 
3 Annealing 55 30 sec - 
4 Extension 72 30 sec - 
5 Go to step 2 to 4 - - 35 
6 Final extention 72 7 min - 
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ภาคผนวก ข                                                                                               

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 

การวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม (Total phenolic content, TPC): Folin–Ciocalteu 
method ดัดแปลงวิธีจาก Waterhouse (2001) 
1. การเตรียมสารมาตรฐานกรดแกลลิก 

เตรียมกรดแกลลิก 5 g/l โดยละลายกรดแกลลิก 0.5 กรัม ใน 100 % (v/v) เอทานอล และ
ปรับให้มีปริมาตรเป็น 100 ml ด้วยน้ำกล่ัน จากนั้นเตรียมกรดแกลลิกความเข้มข้น 50, 100, 250, 
375, 500 และ 750 mg/l ด้วยการเติมกรดแกลลิก 0.1, 0.2, 0.5, 0.75, 1.0 และ 1.5 ml 5 g/l 
ตามลำดับ ในขวดกำหนดปริมาตร และปรับให้มีปริมาตรเป็น 10 ml ด้วยน้ำกล่ัน 
2. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)  

ละลาย Na2CO3 20 g และปรับให้มีปริมาตรเป็น 10 ml ด้วยน้ำกล่ัน 
3. วัดปริมาณสารประกอบฟีนอลรวม 

เติม 0.1 ml ของตัวอย่าง/สารมาตรฐานแกลลิก/น้ำกล่ัน(blank) ในหลอดทดลอง เจือจาง
ด้วยน้ำกล่ัน7.9 ml จากนั้นเติม Folin–Ciocalteu reagent 0.5 ml ผสมให้เข้ากันด้วย vortex และ
บ่มเป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จึงเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 1.5 ml ผสมให้เข้ากันด้วย 
vortex และบ่มในท่ีมืด เป็นเวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นนำสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 765 nm สร้างกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก จะได้สมการเส้นตรง y = 0.001x + 
0.0161 (R² = 0.9883) สำหรับหาปริมาณสารประกอบฟีนอลรวมในตัวอย่างในหน่วย mg GAE/l ดัง
ภาพท่ี ข.1 โดยการแทนค่า y ด้วยค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง คำนวณหา x ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลรวมในตัวอย่างในหน่วย mg GAE/l 

 
ภาพท่ี ข.1 กราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 
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การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical 
scavenging activity ดัดแปลงจาก Shimada et al., 1992 
1. การเตรียมสารมาตรฐาน DPPH 

ละลาย DPPH 0.004 g ใน 100% เอทานอลปริมาตร 100 ml 
2. การเตรียมสารมาตรฐาน Trolox 

เตรียม 500 µM Trolox โดยละลาย Trolox 0.0031 g ใน 100% เอทานอลปริมาตร 25 ml 
และเจือจางเป็น 100, 200, 300 และ 400 µM ด้วยน้ำกล่ัน 
3. ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH 

เติม 0.5 ml ของตัวอย่าง/สารมาตรฐาน Trolox/เอทานอล(blank) ในหลอดทดลอง เติม
สารมาตรฐาน DPPH ความเข้มข้น 0.1 mM 5 ml ผสมให้เข้ากันด้วย vortex และบ่มในท่ีมืด เป็น
เวลา 30 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นนำสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 515 nm 
สร้างกราฟมาตรฐาน Trolox ดังภาพท่ี ข.2 และคำนวณหาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระจากสูตร 
DPPH radical scavenging activity = [(blank absorbance - sample absorbance)/blank absorbance] x 100 

 
ภาพท่ี ข.2 กราฟมาตรฐาน Trolox 
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ภาคผนวก ค                                                                                                                                 
โครมาโทแกรมการวิเคราะห์องค์ประกอบของน้ำหมักด้วยวิธี HPLC 

โครมาโทแกรมการวิเคราะห์องค์ประกอบกรดอินทรีย์ของน้ำหมักด้วยวิธี HPLC 
เครื่องมือท่ีใช้วิเคราะห์: Agilent HPLC 1100 Series 
เงื่อนไขการวิเคราะห ์
Column: Zorbax NH2 4.6 x 250 mm, 5 µM 
Column Temp.: Not control 
Flow rate: 1.5 ml/min     Detector: RI Detector 
Injector volume: 20 ul 
Mobile phase: Acetronitril: DI water ratio 80:20 
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ภาพท่ี ค.1 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานกรดอินทรีย์ 0.5 g/L 

 

 
ภาพท่ี ค.2 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานกรดอินทรีย์ 2.0 g/L 
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ภาพท่ี ค.3 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานกรดอินทรีย์ 5.0 g/L 

 

 
ภาพท่ี ค.4 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานกรดอินทรีย์ 10.0 g/L 
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ภาพท่ี ค.5 โครมาโทแกรมกรดอินทรีย์ของน้ำสับปะรดก่อนหมัก 

 

 
ภาพท่ี ค.6 โครมาโทแกรมกรดอินทรีย์ของน้ำสับปะรดหลังหมักด้วยไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว 
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ภาพท่ี ค.7 โครมาโทแกรมกรดอินทรีย์ของน้ำสับปะรดหลังหมักด้วยไอโซเลท K3 ร่วมกับ             

L. plantarum FTCU10621 
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โครมาโทแกรมการวิเคราะห์องค์ประกอบน้ำตาลของน้ำหมักด้วยวิธี HPLC 
เครื่องมือท่ีใช้วิเคราะห์: Agilent HPLC 1100 Series 
เงื่อนไขการวิเคราะห ์
Column: Mightysil RP18 4.6 x 150 mm, 5 µM  Column Temp.: Not control 
Flow rate: 1.0 ml/min     Detector: RI Detector 
Injector Volume: 5 ul 
Mobile phase A: 0.01 M NaH2PO4, pH 2  Mobile Phase B: - 
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ภาพท่ี ค.8 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานน้ำตาล 0.05 g/L 

 

 
ภาพท่ี ค.9 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานน้ำตาล 0.1 g/L 
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ภาพท่ี ค.10 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานน้ำตาล 0.5 g/L 

 

 
ภาพท่ี ค.11 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานน้ำตาล 0.7 g/L 
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ภาพท่ี ค.12 โครมาโทแกรมสารมาตรฐานน้ำตาล 1.0 g/L 
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ภาพท่ี ค.13 โครมาโทแกรมน้ำตาลของน้ำสับปะรดก่อนหมัก 
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ภาพท่ี ค.14 โครมาโทแกรมกรดอินทรีย์ของน้ำสับปะรดหลังด้วยหมักไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว 
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ภาพท่ี ค.15 โครมาโทแกรมกรดอินทรีย์ของน้ำสับปะรดหลังด้วยหมักไอโซเลท K3 ร่วมกับ            

L. plantarum FTCU10621 
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ภาคผนวก ง                                                                                                                          
สเปคตรัม IR ของ BC 

 
ภาพท่ี ง.1 สเปคตรัม IR ของ BC หลังหมักด้วยไอโซเลท K3 สายพันธุ์เดียว 

 
ภาพท่ี ง.2 สเปคตรัม IR ของ BC หลังหมักด้วยไอโซเลท K3 ร่วมกับ L. plantarum FTCU10621 
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล  
วัน เดือน ปี เกิด 18 สิงหาคม 2541 
สถานที่เกิด กรุงเทพมหานคร 
วุฒิการศึกษา สำเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต จากสาขาวิชาเทคโนโลยี

ทางอาหาร คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 
2562 และเข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาสตร์มหาบัณฑิต สาขาวิชา
เทคโนโลยีทางอาหาร จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2563 

ที่อยู่ปัจจุบัน 149 ถนนเสนานิคม 1 ซอย 13 แขวงเสนานิคม เขตจตุจักร 
กรุงเทพมหานคร 10900 

ผลงานตีพิมพ์ Chayaporn Thanthithum, Cheunjit Prakitchaiwattana and 
Chaleeda Borompichaichartkul. 2022. Altering surface area of 
fermenters and volume of pineapple juice for enhancing 
bacterial cellulose production and property with selected 
strains. ในงานประชุมระดับนานาชาติ The 24th Food Innovation Asia 
Conference 2022 (FIAC 2022) Food Innovation and sustainable 
development of functional ingredients and materials : Benefits, 
concerns and challenges in human health and well-being.   
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