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จากการศึกษาปจจัยทีม่ีผลตอการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 975 ในถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมนุขนาดบรรจุปริมาตร 5.6 ลิตร พบวา  การใชความเร็วรอบในการหมุน
ถังหมักที่ 5 รอบตอนาท ี  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร คาอัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจน 0.25 และปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1.5 ลิตร ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด  และเมื่อ
ความเร็วในการหมนุถงัหมกั ปริมาณเชือ้เร่ิมตน และคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนเพิม่ข้ึน
สงผลทาํใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง เนื่องจากเชื้อมพีฤตกิรรมในการสรางกรดแทนการสราง
เซลลูโลสเมื่อเปรียบเทียบผลผลิตเซลลูโลสของสภาวะทีใ่ชถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนกับสภาวะ
นิ่ง และเขยา พบวา สภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุมีผลผลิตเซลลูโลสสูงกวาสภาวะอื่น โดย
มีคาเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร สวนสภาวะนิ่งและสภาวะเขยามีคาเทากับ 3.90 และ 2.64 กรัมตอ
ลิตร (p < 0.05) ตามลาํดับ จากการศึกษาพบวาอัตราการถายโอนออกซิเจนของสภาวะทัง้ 3 
แตกตางกนั และเปนปจจยัสําคัญที่ทาํใหมีอัตราการผลติเซลลูโลสที่ตางกนั โดยสภาวะในถงัหมกั
ทรงกระบอกแบบหมนุมีคาอตัราการถายโอนออกซิเจนเทากับ 0.1160 มิลลิกรัมออกซิเจน(ลิตร 
นาท)ี -1 ในขณะที่สภาวะนิง่มีคาดังกลาวต่ําสุดเทากับ 2.65x10-4 มิลลิกรัมออกซิเจน(ลิตร นาท)ี -1 
และสภาวะเขยามีคาดงักลาวสูงสุดเทากับ 0.2526 มิลลิกรัมออกซิเจน (ลิตร นาท)ี -1 เมื่อคาอัตรา
การถายโอนออกซิเจนสงู ทําใหคาการละลายออกซิเจนในน้าํหมกัมีสูงตามไปดวย เปนผลตอ
จํานวนเซลลและการสรางเซลลูโลส และทําใหระบบการหมักเกิดกรดกลูโคนิกในปริมาณที่สูง
เนื่องจากปฏิกริยากลูโคสออกซิเดชั่น ในขณะที่คาการละลายออกซเิจนต่ําสงผลใหเชื้อมีการเจรญิ
ที่ชา และสารอาหารน้ําตาลถูกใชในปรับสภาพเซลลในระยะปรับตัว 
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 The aim of this study was to find factors effecting  the cellulose production  by 
Acetobacter sp. TISTR 975 in a rotating drum fermenter.  The result showed that 5 rpm 
of rotation speed, 10 % inoculums, carbon-nitrogen ratio of 0.25 and 1.5 litres of medium  
gave the highest cellulose production.  When the factors as rotation speed, inoculums 
and carbon-nitrogen ratio of 0.25 increased, the cellulose production decreased while 
the acid production was increased.  The cellulose production in different condition such 
as in rotating drum fermentation, still and shake condition was found that the rotating 
drum fermentation gave the highest cellulose production at 5.69 g/l, while in still and 
shake condition were 3.90 and 2.64 g/l, respectively.  The oxygen trasfer rate of rotating 
drum fermentation,  still and shake condition at 0.1160, 2.65x10-4 and 0.2526 
mgO2(l.min) -1, respectively had effected on cellulose production.  The high oxygen 
transfer rate resulted in the increasing of dissolved oxygen in medium.  The excessive 
oxygen in the medium caused an increasing of bacterial number and gluconic acid 
producing while low dissolved oxygen in the medium caused longer lag phase. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 เซลลูโลส (cellulose) เปนไบโอโพลิเมอรที่เปนองคประกอบหลักในโครงสรางของ
พืช พชืแตละชนิดมีปริมาณเซลลูโลสเปนองคประกอบที่แตกตางกนั ในตนฝาย  (cotton) มี
ประมาณ 90 เปอรเซ็นต    ปอ (flax) มีประมาณ 80 เปอรเซ็นต  และในไมยืนตนมี 40-50 
เปอรเซ็นต (Coffey and Bell, 1995)    นอกจากนีย้ังพบวา สาหรายทะเล และเชือ้จุลินทรียบาง
ชนิดสามารถสังเคราะหได  เชน Achromobacter  Agrobacterium  Pseudomonas  
Rhizobium  Sarcina  และ Acetobacter  (Asai, 1968 ; Valla, 1995)  การแยกสกัดเซลลูโลส
จากพชืมาใชประโยชนตองผานกระบวนการทางเคมหีลายขั้นตอน  ใชระยะเวลา  สารเคม ี และ
พลังงานจํานวนมาก  (Furda, 1977 ; Tammarate, 1999)   ดังนั้นเพื่อเปนการลดปญหาดังกลาว 
จึงมีการพัฒนานาํเซลลูโลสจากแหลงอื่นมาใชเปนวัตถดุิบในการแยกสกัดเซลลูโลส นอกจากนี้
เซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum หรือเรียกอกีอยางวาแบคทีเรียลเซลลูโลส (bacterial 
cellulose) เปนอีกแหลงทีน่าสนใจ เพราะเแบคทีเรียชนดินี้สามารถผลิตเซลลูโลสทีบ่ริสุทธิ์แตกตาง
จากพชื คือปราศจากองคประกอบที่เปน ลิกนนิ (lignin)    เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)    และ
เพคติน (pectin)  เมื่อนํามาใชเปนวตัถุดิบในกระบวนการแยกสกัดเซลลูโลสทําใหสามารถลด
ระยะเวลา  ปริมาณสารเคมี และพลงังาน และปจจยัอีกอยางที่นาสนใจคือ กระบวนการผลิต
เซลลูโลสโดย Acetobacter xylinum  ไดนําวัตถุดบิที่เหลือทิง้จากโรงงานอุตสาหกรรมคือ น้ํา
มะพราวมาเปนแหลงอาหารสําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อ ซึง่จะชวยลดคาใชจายในกระบวนการผลิต และ
มีความเปนไปไดในเชิงพาณชิย 

Acetobacter xylinum  เปนเชื้อในกลุม acetic acid bacteria  มีความสามารถในการ
สรางเสนใยเซลลูโลสที่มีลักษณะเหมือนกบัเสนใยที่ไดจากพืช แตมีขนาดที่เล็กกวา (Yoshinaga et 
al.,1997) สามารถนาํไปใชประโยชนไดมากมาย (Ross et al., 1991)   การผลิตเซลลูโลสจาก 
Acetobacter  xylinum มีหลายวธิ ี ไดแก  การผลิตแบบสภาวะนิ่ง (static culture)      
(Scharamn and Hestrin, 1954 ; Dudman, 1960 ; วราวุฒิ ครูสง และคณะ, 2535)  การผลิต
โดยใชถังหมักแบบมีใบกวน หรือสภาวะเขยา ( Toyosaki et al., 1995 ; Kouda et al., 1997)  การ
ผลิตโดยใชถังหมักแบบ air lift ( Chao et al., 2000)    และการผลิตแบบ 2-stage fermentation 
(Okiyama et al., 1992)   เปนตน  ปจจยัที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสของ  Acetobacter xylinum 
มีอยูหลายปจจัย เชน สายพันธุ  สารอาหารคารบอน  สารประกอบไนโตรเจน  และภาวะการแปร
ผันของเชื้อ  เปนตน  ปจจัยอีกอยางที่สําคัญคือ ปริมาณอากาศหรือออกซิเจนในกระบวนการผลติ  
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เนื่องจาก Acetobacter xylinum เปนเชื้อที่ตองการอากาศในการเจริญเติบโต (obligately 
aerobic)   Dudman (1960)  พบวาการผลิตเซลลูโลสแบบสภาวะนิง่  จะถูกจาํกัดปริมาณอากาศ
หรือออกซิเจนเนื่องจากแผนวุนเซลลโูลสทีส่รางขึ้น  ปริมาณออกซิเจนจะลดลงจนเทากับศูนย  เมื่อ
ระยะเวลาในการผลิตเทากับ 6-7 ชั่วโมง (Phunsri et al., 2003)  สงผลใหผลผลิตเซลลูโลสต่ํากวา
การผลิตเซลลโูลสโดยใชถังหมัก ที่สามารถควบคุมปจจัยดังกลาวได  แตการผลิตโดยใชถังหมักที่
ใบกวนหรือใบพัดเพื่อเพิ่มการถายโอนออกซิเจนในระบบ สงผลใหวุนเซลลูโลสมีลักษณะเปน 
pellet  ทําใหการนาํไปใชประโยชนทําไดยาก   และปรมิาณออกซิเจนที่ใหแกระบบมากเกินไป  ทํา
ใหเกิดปฏิกริยาออกซิเดชัน่ของกลูโคสไปเปนกรดมีมาก (Qazi et al., 1993 ; Hwang et al., 1999 
; อังคณา พนัธุศรี, 2540)   สงผลทาํใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง  ดังนัน้การพัฒนาการผลิตเซลลูโลส
จาก Acetobacter xylinum เพื่อใหไดผลผลิตเซลลูโลสทีม่ีลักษณะแบบเดียวกนักับสภาวะนิ่ง และ
ในระหวางกระบวนการผลติมีการถายโอนออกซิเจนตลอดเวลา  สามารถทาํไดโดยใชถังหมัก
ทรงกระบอกแบบหมนุ (rotating drum fermenter) (Tanaka  et al., 1983) เนื่องจากเชื้อสามารถ
สรางเสนใยเซลลูโลสเกาะทีผ่นังของถังได (Krystynowicz et al., 2002 ; Serafica et al., 2002)  
ทําใหเชื้อสามารถสัมผัสกับอากาศไปพรอมกับใชสารอาหารทีบ่ริเวณผวิหนาแผนวุนเซลลูโลส การ
นําเซลลโูลสไปใชในอุตสาหกรรมอาหาร ไดแก นําไปใชเปนวัตถุเจือปนอาหารเพื่อเพิ่มกากใยใน
อาหาร (fibrous additive) โดยเฉพาะในผลิตภัณฑประเภท  low-calorie food  ใชเปนสารเพิ่ม
ความหนืด  (thickener)  และใชเปนสารทดแทนไขมัน (fat replacer) การใชสวนใหญอยูในรูป
อนุพนัธของเซลลูโลส (cellulose derivative) ไดแก methylcellulose hydroxypropylcellulose  
hydroxypropylmethylcellulose   powdered cellulose และ microcrystalline cellulose 
(MCC) (Townsley, 1998)  เปนตน  (Lucca and Tepper, 1994) 

สําหรับงานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อศึกษาการเจริญและการสรางเซลลโูลสของ 
Acetobacter xylinum  ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน (rotating drum fermenter)  และ
เปรียบเทียบลกัษณะการเจริญและการสรางเซลลโูลสของเชื้อกับสภาวะนิง่และเขยา เพื่อใชเปน
แนวทางในการเพิ่มผลผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum   
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บทที่ 2 
 

วารสารปริทศัน 
 
2.1 เซลลูโลส (cellulose) 
 

เซลลูโลส เปนโพลีแซคคาไรดมีชื่อทางเคมวีา 1,4-β-D-polyanhydroglucopyranose   
โครงสรางของเซลลูโลสประกอบดวยกลโูคส 15-40,000 หนวย ตอกนัเปนสายยาวดวยพนัธะ β-
(1,4 ) glycosidic (รูปที่ 1)    น้าํหนักโมเลกุลเฉลี่ยขึ้นกบัชนิดของวัตถุดิบของเซลลโูลสซึ่งมี
คาประมาณ 1,500,000 ดาลตัน (Brown et al, 1976) 
 

รูปที่  1 โครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส 
ที่มา : Coffey and Bell, (1995) 
  
2.2   เซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
 

 Acetobacter aceti subsp. xylinum  หรือ Acetobacter xylinum  เปนแบคทีเรียใน
กลุม Acetic acid bacteria ที่ไดรับความสนใจในการนํามาผลิตเซลลูโลสในระดบัอุตสาหกรรม  
A. xylinum  เปนแบคทีเรียแกรมลบ เซลลมีลักษณะรูปรางยาวร ี (rod)  อาจเปนทอนตรงหรือโคง  
อยูเดี่ยวๆ เปนคู หรือตอกนัเปนสาย  ขนาดเซลลกวางประมาณ 0.6-0.8 ไมครอน ยาวประมาณ 
1.0-1.4 ไมครอน  ไมสรางเอนโดสปอร (endospore)  ตองการอากาศในการเจริญ โดยใช
ออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายในกระบวนการเปลี่ยนสารอาหารใหเปนพลังงานสามารถ
สรางเอนไซมคะตะเลส (catalase  enzyme)  สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ คือพีเอชประมาณ 
5.4-6.3  และอุณหภูมิประมาณ 25-30 องศาเซลเซยีส   ไมสรางกาซไฮโดรเจนซลัไฟด  สามารถ
ออกซิไดซเอธานอลไปเปนกรดอะซิติก  และออกซิไดซกรดอินทรียประเภทอะซิเตท และแลคเตท 
เปนกาซคารบอนไดออกไซด และน้าํ       แหลงคารบอนที่เหมาะสมตอการเจริญเปนสารประเภท

Administrator
Text Box



4 

 

เอธานอล แลคเตท  กลูโคส  ซูโครส   ฟรุกโตส     แมนนิทอล และอะราบิโนส ในระหวางการเจรญิ
ของเชื้อชนิดนีจ้ะมีการสรางเสนใยเซลลูโลสซึ่งจัดเปน primary metabolic product อุณหภูมิที่
สามารถทําลายเชื้อชนิดนี้คอื 65-70 องศาเซลเซียส (Breed et al., 1957 ; Asai,1968 )  เสนใย
เซลลูโลสที่ A. xylinum สรางขึ้นจะมีลักษณะเปนแผนวุนสีขาว หรือครีมลอยอยูที่ผวิหนาของ
อาหาร  

 
จากการศึกษาโดยใชวิธ ีX-ray diffraction  พบวา โครงสรางของเซลลูโลสจากA. xylinum 

ประกอบดวยหนวยยอยที่เรียกวา microfibril      มีขนาดความกวางประมาณ 1-25 นาโนเมตร 
ประกอบไปดวยสาย polyglucosan ตั้งแต 10-250 สาย มีความยาวประมาณ 1-9 ไมครอน มี
หนวยยอยกลโูคสประมาณ 2,000-18,000 หนวย    microfibril อยูในลักษณะเปนสายยาวเรยีง
ขนานกัน แตละสายจะเชือ่มดวยพนัธะไฮโดรเจน รวมอยูกนัเปนมัดมีลักษณะเปนเสนใยเล็กๆ 
เรียกวา cellulose fibril  และเมื่อใชเครื่อง transmission electron microscope ตรวจสอบเสนใย
เซลลูโลส (cellulose fibril)   พบวา มขีนาดความกวางประมาณ  100 นาโนเมตร  และหนา
ประมาณ 3-8 นาโนเมตร  มีขนาดเล็กกวาเสนใยของพชืชั้นสูง     และเสนใยสงัเคราะหประมาณ 
10-1,000  เทาและ 100  เทา  ตามลําดบั ( Yoshinaga et al., 1997)   (รูปที่ 2)  สมบัติของแผน
วุนเซลลโูลสจาก A.  xylinum  ไดแก 

1. ไมมีเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  ลิกนนิ (lignin) และ เพคติน (pectin) เจือปน ทาํ
ใหงายตอการนําไปทาํใหบริสุทธิ ์  สวนปรมิาณเซลลูโลสของแผนวุนจาก Acetobacter  xylinum  
มีปริมาณเทากับ 1.10 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัเปยก ซึ่งมากกวาปริมาณเซลลูโลสในสับประรด 
มะละกอ เนื้อมันเทศ และมะมวง โดยมีปริมาณเซลลูโลสเทากับ 0.37  0.72  0.76 และ 0.67 
เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (Lund and Smoot, 1982)  และองคประกอบของแผนวุนเซลลูโลสดัง
แสดงในตารางที ่1 

2. มีความเปน      hydrophilic   สูงเนือ่งจากการมีพืน้ที่ในโครงสรางมากจงึสามารถอุม
น้ํา ( water holding capacity ) สูงถึง 60-700 เทาของน้าํหนักแหง (White and Brown, 1989) 

3. ทนตอแรงดึงไดสูงกวาไฟเบอรสังเคราะหตางๆ โดยมีคา Young’s modulus ประมาณ 
30,000 เมกกะปาสคาล ซึ่งสูงกวา organic fiber ถึง 4 เทา และคาความตานทานแรงดึง ซึง่มีคา
สูงกวาฟลม polyethylene หรือ vinyl chloride ถึง 5 เทา 
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รูปที่    2     การเปรียบเทยีบลักษณะเสนใยเซลลูโลสจากแบคทีเรียกบัเสนใยในพืชช้ันสูง  
                 โดยใชเครื่อง Scanning  Electron  Microscope   A : เซลลูโลสจาก Acetobacter  
               xylinum    B : เซลลูโลสจากพชื 
ที่มา  :        Yoshinaga et.al.  (1997) 
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ตารางที่ 1   ผลการวิเคราะหสวนประกอบของแผนวุนเซลลูโลสจาก Acetobacter  xylinum  
 

ผลการวิเคราะหโดย 
สวนประกอบ Araceli 

(1962) 
กรมวิทยาศาสตร
บริการ  (2518) 

กองเกษตรเคมี 
(2529) 

หนวย 

น้ํา 67.7 94.4 94.6 เปอรเซ็นต 
ไขมัน 0.2 0.05 0.06 เปอรเซ็นต 
ไฟเบอร - 1.10 1.15 เปอรเซ็นต 
โปรตีน nil 0.68 0.84 เปอรเซ็นต 
เถา - 0.77 0.10 เปอรเซ็นต 
คารโบไฮเดรต - 3.00 3.20 เปอรเซ็นต 
แคลเซียม 12 34.5 5.20 มก./100กรัม 
เหล็ก 5 0.20 - มก./100กรัม 
ฟอสฟอรัส 2 22.0 5.70 มก./100กรัม 
วิตามนิบี 1 trace 0.01 - มก./100กรัม 
วิตามนิบี 2 0.01 0.02 - มก./100กรัม 
ไนอาซีน - 0.22 0.22 มก./100กรัม 
 
ที่มา   : สมคิด ธรรมรัตน (2531) 
 
2.3 การสังเคราะหเซลลูโลสของ A.  xylinum 
 
 กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสของ A. xylinum ประกอบดวย 3 ขั้นตอนที่สําคัญ ไดแก 
 2.3.1. การสังเคราะห sugar nucleotide precursor   Acetobacter xylinum สามารถใช
แหลงคารบอนในการผลิตเซลลูโลสไดหลายชนิด ไดแก กลูโคส  ฟรุกโตส  ไซโลส  อะราบโินส   
ซูโครส  สตารช กลีเซอรอล และ ดี-กลโูคโนแลคโตน เปนตน โดยสารเหลานี้จะถูกเปลี่ยนใหเปน
สารตัวกลาง (intermediate) ที่สามารถเขาสูวิถีเมตาบอลิซึมหลัก ไดแก pentose phosphate 
pathway สําหรับสารตั้งตนที่เปนคารโบไฮเดรท และ tricarboxylic  acid cycle (TCA) สําหรบั
กรดอินทรียและอนุพนัธของกรดอินทรีย (รูปที่ 3) 
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รูปที่  3     วิถีเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรต กรดอินทรยี และสารอนพุันธของกรดอินทรีย 
ที่มา       :  Ross et.al. (1991) 
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 เมื่อสารที่ถูกใชเปนแหลงคารบอนผานวิถีเมตาบอลิซึมหลักแลวจะเกิดสาร uridine 
diphosphate glucose (UDP-G)  หรือ   sugar nucleotide precursor ซึ่งจะถูกนาํไปใชเปนสาร
ตั้งตนสําหรับการสังเคราะหเซลลูโลส 

จากรูปที่ 4  glucose จะถูกเปลีย่นเปน glucose-6-phosphate (G6P) โดยเอนไซม 
glucose hexokinase (GHK) จากนัน้จะเริ่มกระบวนการสงัเคราะหเซลลูโลสโดย G6P  จะถูก
เปลี่ยนเปน glucose-1-phosphate (G1P) โดยเอนไซม phosphoglucomutase (PGM)  และ 
G1P จะถูกเปลี่ยนตอไปเปน uridine diphosphate glucose (UDP-G) โดยเอนไซม glucose 
pyrophosphorylase (UGP)  จากนั้น UDP-G จะถกูนํามาตอกนัเปนสายของเซลลูโลส หรือ β-
1,4-glucan chain  โดยการทํางานของเอนไซม cellulose synthase บน plasma membrane 
ของ Acetobacter xylinum  

2.3.2. การสังเคราะหเซลลโูลสโดยเอนไซม cellulose synthase  การสังเคราะหเซลลูโลส
เร่ิมจากเอนไซม diguanylate cyclase เปลี่ยน guanosine triphosphate (GTP) 2 โมเลกุล ให
เปน diguanosine tetraphosphate (pppGpG) ซึ่งเปน dinucleotide tetraphosphate โดยมีการ
ปลอย diphosphate (ppi) จากนัน้จึงเปลี่ยน pppGpG ใหเปน diguanosine diphosphate 
(pGpG) โดยมีการปลอย ppi เชนเดียวกนั แลวจึงเปลีย่น  pGpG ไปในสองทิศทาง โดยทิศทาง
แรกเอนไซมphosphodiesterase-A (PDE-A) ตัดพันธะ phosphodiester bond ในโครงสราง 
pGpG ได pGpG สายตรงซึ่งอยูในรูปทีไ่ม active จากนัน้ pGpG จะถูกเปลีย่นไปเปน 5’-GMP 
โดยเอนไซม phosphodiesterase-B (PDE-B)  ทิศทางที่สองจะเกิดขึ้นเมื่อม ี Ca2+ ยังยั้งการ
ทํางานของเอนไซม PDE-A ทําให pGpG ถูกเปลี่ยนไปเปนสาย β-1,4-glucan chain (รูปที่ 5) 
โดยเอนไซม cellulose synthase ซึ่งจะไปเรงการปลดปลอยโมเลกุลของ glucose  โมเลกุลของ 
glucose ที่ปลดปลอยจะรวมตัวอยูในสารละลายดังแสดงในสมการ 

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

 



9 

 

 
 
รูปที่  4   วิถีชวีเคมีของการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum 
ที่มา    : Yoshinaga et.al. (1997) 
 
     

 
 
รูปที่  5  กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสโดย cellulose synthase 
ที่มา     :  Ross et.al (1991)   
 

2.3.3. การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลส   เซลลูโลสที่ถกูสังเคราะหขึ้นจะถูกขับออกมานอก
เซลลผาน extrusion pore ซึ่งเรียงตัวตามแนวยาวของเซลล โดยแตละสายของเซลลโูลส
ประกอบดวย เสนใยขนาดเล็ก เรียกวา submicrofibril มีขนาด 1.5 นาโนเมตร จากนั้น 
submicrofibril จะรวมตัวกนัมีลักษณะเปนเกลียวเวียนซาย และรวมตัวกันเปนสาย microfibril มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 นาโนเมตร  ขนาดของ microfibril จะขึ้นอยูกับขนาดของ 
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microcrystalline ของ microfibril แลวแตละสายของ microfibril จะมัดรวมตัวกันเปนเกลียว 
(ribbon) ดังรูปที่ 6 
 

 
 
รูปที่  6   การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
ที่มา     :  Ross et.al. (1991)   
 
2.4 การนาํเซลลูโลสจาก A.  xylinum ไปใชประโยชน 
 

ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย ไปใชประโยชนในดานตางๆ อาจจําแนกไดดังนี้ 
2.4.1. การนาํเซลลูโลสจาก A. xylinum ไปผสมกับโพลิเมอรอ่ืนๆ เชน polyvinyl alcohol  

เพื่อผลิตวัสดุที่มีความแข็งแรง และทนทาน  ใชเปนสารใหความหนืด และความคงตัวใน
อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง  ในการนาํเซลลูโลสมาทําปฏิกิริยาทางเคมีเพื่อใหได 
cellulose derivatives  เชน  hydroxylmethlycelluose ,  carboxylmethylcellulose และ 
cellulose acetate  จะทาํใหการใชประโยชนจากเซลลโูลสของ  Acetobacter xylinum  ได
กวางขวางขึ้น      (White and Brown,1989 ; Ross et al., 1991 ; Lucca and Tepper,1994 ; 
Coffey et al.,1995) 

2.4.2   ฟนอลเรซิน (phenol resin)  หรือเสนใยคารบอน (carbon fiber) ซึ่งปกติไมสามารถ
ทําเปนแผนได แตเมื่อนาํเซลลูโลสจาก A. xylinum ที่ผานการอบแหงและบดเปนผงแลวมาผสม
เพื่อเปนตวัเชือ่ม (binder) จะทําใหเสนใยเหลานี้ข้ึนรูปเปนแผนได  

2.4.3.   ในการผลิตกระดาษคารบอน (activated carbon fiber sheets) เพื่อใชในการดูดซับ
สารพิษ การเติมเซลลูโลสจาก A. xylinum ลงไปชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการดูดซบัสารพิษใหดีข้ึน 
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2.4.4. วัสดุที่ใชในการผลติกระดาษลําโพงจาํเปนตองมีคุณสมบัติทีสํ่าคัญคือ ตองใหคลื่น

เสียงความเร็วสูง (high sonic velocity) และตองลดคลื่นรบกวนไดดี เพื่อใหไดคุณภาพเสียงที่ชัด-
เจน วัสดุที่ใชในการผลิตกระดาษลําโพงมหีลายชนิด แตละชนิดจะมีขอเสียแตกตางกันออกไป บาง
ชนิดมีขอเสียที่มีสมบัติการลดเสียงรบกวนไดไมดี ในขณะที่บางชนิดใหความเร็วของคลื่นเสียงทีต่่ํา
เกินไป เชนเพยีง 1500 เมตรตอวินาท ี  แตสําหรับการใชเซลลูโลสจาก A. xylinum พบวามีขอ
ไดเปรียบ คือใหเสียงสูงที่ดี มีความเรว็ของคลื่นเสียงสงูเทากับอะลูมเินียม และยังมีสมบัติในการ
ลดเสียงรบกวนไดดีเทากระดาษโคนดวย ดังนัน้เซลลโูลสจาก A. xylinum จึงสามารถนาํมาผลิต
กระดาษลําโพงได (White and Brown,1989 ; Jonas and Farah, 1998) 

2.4.5.  ในทางการแพทย นําไปใชในการผลิตผิวหนงัเทียม (artificial skin)  หลอดเลือด 
(artificial arteries) (Ross et al.,1991 ; Brown, 2002 ) และ dialysis membrane (Shibazaki et 
al.,1993)  เปนตน 

 
2.5 ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  xylinum  
 
 การเจริญและการสรางเซลลโูลสของ Acetobacter  xylinum  มีปจจัยที่เกี่ยวของ (สมคิด
ธรรมรัตน, 2530 ; วราวุฒ ิครูสง, 2539 ; Alaban, 1962) ไดแก 
 

2.5.1 สายพันธุของ Acetobacter sp. และภาวะแปรผันของเชื้อ 
 

การเลือกสายพันธุของ Acetobacter sp. เพื่อนํามาผลิตเซลลูโลสมีหลักเกณฑดัง 
นี้ คือ เปนสายพันธุทีม่ีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณที่สูง ในระยะเวลาอนัสัน้ ยีน
ที่ควบคุมการผลิตเซลลูโลสมีความเสถียร ใหผลผลิตสม่ําเสมอ สามารถใชแหลงคารบอนไดหลาย
ชนิด และราคาถูก ทนตอการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมไดดี และใหกรดอื่นที่ไมตองการใน
ปริมาณที่ต่ํา   (Asai ,1968) 

 
Toyosaki และคณะ (1995)  คัดแยก Acetobacter sp. ที่เหมาะสมตอการผลิต 

เซลลูโลสในสภาวะเขยา จากผลไม  ถั่ว ดอกไม และจากดิน พบวา Acetobacter sp. BPR 2001
คัดแยกจากผลไมมีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดดีที่สุด   Dudman (1960) ศึกษาการ
เจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter acetigenum  2  สายพันธุ   A. xylinum  6 สาย
พันธุ   A. kutzingianum  2 สายพันธุ และ A. pasteurianum  1 สายพันธุ พบวา A. xylinum  
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supsp. HCCB-155 เหมาะสมสําหรับนําไปผลิตเซลลูโลส เนื่องจากมีความสามารถในการ
เปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลสไดสูง   
 
  ภาวะผันแปรของ A. xylinum  เกิดเนื่องจากยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห
เซลลูโลสบนเอนไซมเซลลูเลสซินเทส (cellulase synthase) บนไซโตพลาสซึมเมมเบรน คือ 
acsAB   เปลี่ยนเปน acsAII  (Saxena et al., 2002) สงผลทําใหเชื้อมีพฤติกรรมการสราง
เซลลูโลสลดลง   Saxena และ Brown (1988) พบวาลักษณะทางกายภาพของโคโลนีของ A. 
xylinum ATCC 53582 เปลี่ยนแปลงจาก swollen colony เปน smooth colony แสดงใหเห็นวา
เชื้อดังกลาวเกิดภาวะแปรผัน โดยเซลลูโลสที่สรางขึ้นโดย smooth colony อยูในรูป cellulose II 
(Robert et al., 1989) ตางจากสภาวะปกติที่เซลลูโลสที่เชื้อสรางจะอยูในรูป cellulose I     
 

นอกจากนี้สภาวะการหมักยังสงผลตอภาวะการแปรผันของเชื้อ  Krystynowicz และ 
คณะ (2002)  ศึกษาภาวะการแปรผันของ A.  xylinum E25  เน่ืองจากสภาวะการหมักโดยศึกษา
ในสภาวะนิ่ง และเขยา พบวา สภาวะเขยาสงผลใหเชื้อเกิดภาวะ non-cellulose producing 
mutants (Cel- mutants) คือเชื้อมีพฤติกรรมการสรางเซลลูโลสลดลง  การที่เกิดพฤติกรรมแบบนั้น
เปนผลมาจากยีนบนเอนไซมเซลลูเลสซินเทส เกิดการเปลี่ยนแปลงตําแหนง ในขณะที่การหมัก
แบบสภาวะนิ่งสงผลใหเชื้อมีพฤติกรรมคงเดิม (Cel+ mutants) 
 

2.5.2 ปริมาณเชื้อเร่ิมตน   
 

 ปริมาณเชื้อที่ใชตองมีมากพอ เพื่อใหเชื้อเจริญไดอยางรวดเร็วจนมีปริมาณมากเกิน 
กวาเชื้อชนิดอื่นที่อาจติดมากับน้ํามะพราว หรืออาจปนเปอนระหวางการหมัก  ปริมาณเชื้อที่
เหมาะสมที่ใชในการหมักอยูในชวงรอยละ 10-20 เปอรเซ็นต (วราวุฒิ ครูสง, 2536) และใชเชื้อที่มี
อายุ 3 วัน จะทําใหผลผลิตดีที่สุด เมื่อเชื้อเจริญและมีปริมาณมากพอจนถึงระดับหนึ่งเชื้อจะสราง
เซลลูโลส  สวนการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนในปริมาณมาก มีผลทําใหการผลิตเซลลูโลสของเชื้อลดลง   
Alaban (1962) รายงานวาปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่เหมาะสม คือ 10 เปอรเซ็นต ใหผลผลิตเซลลูโลส
สูงสุด  แตถาใชปริมาณหัวเชื้อเร่ิมตนมากกวานี้ พบวา จํานวนเซลลแบคทีเรียจะแนนหนามาก
เกินไป ทําใหเกิดภาวะแขงขัน จนมีการสรางแผนวุนเซลลูโลสลดลง 
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 2.5.3 สารอาหารคารบอน (carbon source)    
 

คารบอนเปนธาตุที่มีความสาํคัญตอการเจริญและการสรางเซลลโูลสโดยเปนแหลพลงังาน
ของเชื้อ และองคประกอบหลักของสายเซลลูโลสโดยเชื้อสามารถใชคารบอนจากแหลงตางๆ  ดัง
ตารางที่  2 
 

ตารางที่  2   แหลงคารบอนสําหรับ A.  xylinum 
 
Carbon source  Cellulose yield (relative%) 
Monossacharides D-fructose 

D-galactose 
D-glucose 
D-xylose 
D-arabinose 
L-sorbose 

92 
15 
100 
11 
14 
11 

Disaccharides Lactose 
Maltose 
Sucrose 

16 
7 
33 

Polysaccharides Starch 18 
Alcohol Ethanol 

Ethylene glycol 
Diethylene glycol 
Propylene glycol 
Glycerol 
Myo-inositol 

4 
1 
1 
8 
93 
17 

Organic acids Citric acid 
L-malic acid 
Succinic acid 

20 
15 
12 

Other D-glucono lactone 62 
    ที่มา          :  Masaoka et.al. (1993) 
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 Alaban (1962)  ศึกษาชนิดของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการสรางเซลลูโลสของ 
Acetobacter sp. ประกอบดวยน้ําตาลกลูโคส ซูโครส กาแลคโตส แมนนิทอล มอลโตส แลคโตส 
และอราบิโรส   พบวาการใชน้ําตาลกลูโคส  ซูโครส  และกลีเซอรอล      ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงกวา 
น้ําตาลชนิดอื่นๆ   
 

ชนิดและความเขมขนของแหลงคารบอนก็มีผลเชนกัน Masaoka และคณะ (1993) แปร
ชนิดของแหลงคารบอนพบวา กลูโคส ฟรุกโตส และกลีเซอรอล เปนแหลงคารบอนที่เหมาะสม และ
พบวา เซลลูโลสจะลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูโคส Oikawa และคณะ (1995) เลี้ยง 
Acetobacter xylinum KU-1 ในอาหารที่ใชแมนนิทอลและอาราบิทอลเปนแหลงคารบอน พบวา
การใชแมนนิทอลที่ความเขมขนรอยละ 0.5 เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใชกลูโคสเปน
แหลงคารบอนถึง 3 เทา และการใชอาราบิทอลรอยละ 1.5 เชื้อใหผลผลิตเซลลูโลสมากกวาการใช
กลูโคสเปนแหลงคารบอนถึง 6 เทา 

 
2.5.4 แหลงไนโตรเจน (nitrogen source) 
 

   เซลลแบคทีเรียมีองคประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8-10 เปอรเซ็นตของ
น้ําหนักเซลลแหง ความตองการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับสายพันธุ และปจจัยทางสิ่ง
แวด-ลอม เชน พีเอช อุณหภูมิ และออกซิเจน อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีการเติมไนโตรเจนอยูเลยจะทํา
ให Acetobacter xylinum ไมสามารถเจริญและสรางเซลลูโลสได  การเติมสารที่เปนแหลง
ไนโตรเจนโดยเฉพาะสารที่อยูในรูปของแอมโมเนีย จะชวยเรงการเจริญเติบโตและการสราง
เซลลูโลสใหเร็วขึ้น  โดยสารประกอบไนโตรเจนเกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene  (White, 
1995)  บนเอนไซมเซลลูเลส  ซินเทส (cellulase synthase) บนไซโตพลาสซึมเมมเบรน ไดแก 
acsAB  acsB  acsD (Valla, 1995 ; Saxena et al., 2002)  (รูปที่ 7)  จากการศึกษาพบวา การใช
แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) รอยละ 0.5  เชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด 
เมื่อเปรียบเทียบกับการใชไนโตรเจนจากแหลงอื่นๆ ไดแก (NH4)2SO4, KNO3, NaNO3, peptone, 
yeast extract และ corn steep liquor เปนตน 
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รูปที่  7  ยีนควบคุมการสังเคราะหเซลลูโลสบนไซโตพลาสซึมเมมเบรน 
ที่มา :  Valla (1995) 
 
2.5.5 อุณหภูมิ   
 

 A. xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลูโลสไดดีที่อุณหภูมิในชวง 28-32 องศา
เซลเซียส  ถาอุณหภูมิสูงหรือตํ่ากวานี้มากๆ เชื้ออาจเจริญได แตไมสรางเซลลูโลส  เนื่องจาก
อุณหภูมิมีผลตอสมบัติของเอนไซมและการเสียสภาพของโปรตีนที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิสม
ของเชื้อ Alaban (1962) และ Lapuz et al. (1967) รายงานสอดคลองกันวาในการเลี้ยง 
Acetobacter  sp. ในอาหารเหลวน้ํามะพราว ที่อุณหภูมิในชวง 10-45 องศาเซลเซียส พบวา
ที่อุณหภูมิ 45 องศา-เซลเซียส เชื้อเจริญเติบโตได แตไมสรางเซลลูโลส การสรางเซลลูโลสเชื้อ
จะเริ่มสรางที่อุณหภูมิเทากับ 20 องศาเซลเซียส นอกจากนี้อุณหภูมิยังสงผลตอพฤติกรรมการ
สรางเสนใยเซลลูโลสของเชื้อโดย Hirai และ Horii (1999)  ศึกษาพบวาการเลี้ยง A. xylinum 
ในอาหาร Hestrin & Schramm ที่ 4 องศาเซลเซียส  เชื้อไมสามารถสรางเสนใยเซลลูโลสเปน
เกลียว (ribbon)  แตจะสรางเสนใยเซลลูโลสที่มีลักษณะ Dense และ Coarse (รูปที่ 8) 
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รูปที่   8   ลักษณะการพันของเสนใยเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  

   A : แบบ Dense  B : แบบ Coarse 
ที่มา    :  Hirai and Horii (1999)   
 

 

(A)  

(B)  
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2.5.6 ออกซิเจน และอัตราการใหอากาศ    
 

 ออกซิเจนที่เขารวมในกระบวนการเมตาบอลิสมภายในเซลลแบคทีเรียจะอยูในรูป
ของโมเลกุลของออกซิเจนที่ละลายได (dissolved oxygen molecule : DO) ออกซิเจนเปนปจจัย
สําคัญตอการเจริญของจุลินทรีย เชนเดียวกับ กลูโคส แตที่ออกซิเจนแตกตางจากสารอาหารอื่น 
คือ การละลายของออกซิเจนในน้ํามีปริมาณจํากัด โดยละลายไดนอยกวา 10 มิลลิกรัมตอลิตร 
โดยการสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศเขาสูเซลลมี 3 ขั้นตอนดังนี้ (Stanbury et al. ,1995)  

 
1. การสงผานออกซิเจนจากฟองอากาศใหละลายเขาไปในอาหารเหลว 
2. การสงผานออกซิเจนที่ละลายในอาหารเหลวไปยังเซลลจุลินทรีย 
3. การดูดซึมออกซิเจนที่ละลายอยูในอาหารเหลวเขาสูเซลลจุลินทรีย 
 

A. xylinum   เปนเชื้อที่ตองการออกซิเจนในการเจริญ     ดังนั้นปริมาณออกซิเจน 
เกี่ยวของกับการเจริญและสรางเซลลูโลส ออกซิเจนทําหนาที่เปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทายใน
กระบวนการสังเคราะหพลังงาน ซึ่งถูกกระตุนโดย cytochrome oxidase ในกระบวนการหายใจ 
ทั่วไปการผลิตเซลลูโลสจะเปนแบบภาวะนิ่ง (static culture) ในการหมักเพื่อใหจุลินทรียเจริญได
เร็วและสรางแผนเซลลูโลสไดดีจะตองหมักในภาชนะที่มีผิวหนากวาง  เพื่อใหมีการซึมผานของ
ออกซิเจน จุลินทรียจึงลอยตัวอยูทีผิวหนาของอาหารที่นิ่ง และเมื่อเชื้อมีจํานวนและระดับความ
หนาแนนในระดับหนึ่งเชื้อจะเริ่มสรางเซลลูโลส   

 
Ebner (1997) พบวา  Acetobacter sp. จะมีเอนไซมอไฟเรส (aprayrase)   ทํา 

หนาที่ในการยอยสลายพลังงาน ATP    (ซึ่งเปนแหลงพลังงาน และมีการสะสมในระหวางการเกิด
ปฏิกริยาออกซิเดชั่นของแอลกอฮอลใหเปนกรดอะซิติก) ไดอยางรวดเร็ว ทําใหเหลือพลังงาน ATP  
สําหรับการสรางสารเมตาโบไลทตางๆ ของเซลลในระดับตํ่า ดังนั้นเมื่องดการใหอากาศทําให
พลังงาน ATP ในแหลงเก็บพลังงาน หรือ ATP pool สูญเสียไปอยางรวดเร็ว สงผลกระทบตอการ
เจริญของเซลล      
 

Guzman และคณะ  (1982) รายงานวาปริมาณอากาศมีความสําคัญตอการ 
เจริญและการสรางเซลลูโลสของ A. xylinum  โดยศึกษากระบวนการผลิต 2 แบบ คือตั้งทิ้งไว 
(static culture) กับ สภาวะที่มีการใหอากาศและการกวนในถังหมักขนาด 1.0 ลิตร อัตราการกวน 
800 รอบตอนาที และอัตราการใหอากาศ 1.25 ปริมาตรตอปริมาตรตอนาที ผลผลิตเซลลูโลสที่ได
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เทากับ  22.47 และ 71.52 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  นอกจากนี้การใหอากาศ หรือออกซิเจนระหวาง
การหมักที่เกินความจําเปนของเชื้อจะสงผลทําใหเกิดการสรางกรดเพิ่มข้ึน โดยเฉพาะกรดกลูโคนิก 
( Asai, 1968) สงผลใหการสรางเซลลูโลสลดลง  
 
  Kouda และคณะ (1996) ศึกษาผลของกาซออกซิเจนและคารบอนไดออกไซดใน
การผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum BPR3001A ในถังหมัก พบวาปริมาณผลผลิต
เซลลูโลสขึ้นอยูกับประสิทธิภาพการถายโอนออกซิเจน  การถายโอนออกซิเจนจะลดลงเมื่อความ
หนืดของระบบเพิ่มข้ึน ซึ่งเปนผลมาจากการเพิ่มปริมาณเซลลูโลสในระหวางการผลิต  สําหรับกาซ
คารบอนไดออกไซดในชวงความดัน 0.15- 0.20 บรรยากาศ สงผลใหอัตราการผลิตเซลลูโลสใน
หนวยกรัมตอลิตรลดลง  เนื่องจากกาซคารบอนไดออกไซดมีผลไปยับย้ังการใชออกซิเจนของเชื้อ 
สงผลทําใหการสังเคราะหพลังงาน ATP ลดลง 
 

2.5.7 คาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

คาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญ และการสรางเซลลูโลส อยู 
ในชวง 4–5 คาพีเอชจะสงผลตอการทํางานของเอนไซมที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห protoplasm 
ขึ้นมาใหมจนกระทั่งแบงตัวออกเปนเซลลใหม และเกี่ยวของกับเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรต 
กรดอินทรียและอนุพันธของกรดอินทรีย ในกระบวนการหมักจะใช acetic acid ปรับคาพีเอชของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ   

 
 Alaban (1962) รายงานวาคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4-5 เปนสภาวะที่เหมาะ- 

สมตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ A. xylinum เมื่ออาหารมีคาพีเอช 3 การเจริญของเชื้อ
จะลดลง และคาพีเอชมากกวา 8 เชื้อไมสามารถเจริญได   

 
Daimaguila (1967) รายงานวากรดอะซิติกที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลโดย 

ตรงตอเอนไซมที่เกี่ยวของในการสังเคราะหโปโตรพลาสซึมและการแบงเซลลของ A. xylinum   
เชื้อยังใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนได  (Naritomi et al., 1998)  และปองกันการปนเปอนจาก
เชื้อราและแบคทีเรียอื่นที่ไมสามารถทนกรดไดอีกดวย (Masaoka et al., 1993) 
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      สมศรี ลีปพัฒนวิทย (2531) ศึกษาผลของพีเอชตอการเจริญของ Acetobacter  
aceti subsp. xylinum TISTR 86  โดยแปรคาพีเอชในชวง 3-5 พบวา พีเอชเทากับ 4.5 ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงสุด   นอกจากนี้พีเอชยังสงผลตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสไปเปนกรดกลูโคนิกใน
ระบบการหมัก Hwang และคณะ (1999)  แปรคาพีเอชในการเลี้ยง Acetobacter xylinum BRC5 
เปน 4 5 และ 6  พบวาพีเอช 4 เหมาะสมตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสมากที่สุด โดยมีคา 
GOD activity เทากับ 1 ในขณะที่พีเอช 5 และ 6 มีคา เทากับ 0.57 และ 0.30 ตามลําดับ ปฎิกริยา
ดังกลาวเกิดขึ้นบริเวณ outer surface ของ cytoplasmic membrane (Matsushita et al., 1994) 
 

2.5.8  วัตถุดิบ 
 

วัตถุดิบที่นิยมใชในการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter xylinum  คือ น้ํา- 
มะพราวแก (วราวุฒิ ครูสง และคณะ, 2535 ; สมศรี ลีปพัฒนวิทย, 2531) เนื่องจากเปนวัตถุดิบ
เหลือใช และมีสารอาหารเหมาะสมสําหรับการเจริญและสรางเซลลูโลสของเชื้อ องคประกอบของ
น้ํามะพราวจะแตกตางกันไปตาม  อายุ  พันธุ และแหลงเพาะปลูก   น้ํามะพราวที่ ใช เปน
สวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อควรเปนน้ํามะพราวสดไมเนาเสีย นํามาตมเพื่อใหไขมันละลาย
และฆาเชื้อจุลินทรียที่ปนเปอนมา    การเจือจางน้ํามะพราวกอนจะทําใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง     
นอกจากนี้สามารถใช น้ําสับประรด  น้ําออย  หางนม (วราวุฒิ ครูสง และคณะ, 2536)  หรือน้ํา
ผลไมมาใชเปนวัตถุดิบไดเชนกัน 

 
2.5.9 สารสงเสริมการสรางเซลลูโลส 

 
 Ishikawa และคณะ (1998)  รายงานวาการเติม p-aminobenzoic acid ลงใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ มีผลทําให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR3001E ผลิต
เซลลูโลสเพิ่มข้ึน 40 เปอรเซ็นต เนื่องจากสารดังกลาวไปกระตุนการสรางสารประกอบ adenosine 
related purine ในเซลล ไดแก AMP ADP และ ATP  สารประกอบดังกลาวเกี่ยวของกับ fructose 
phosphorylation   

  
 ในขณะที่ Tonouchi Tahara และคณะ (1995) รายงานวาการใช endoglucanse 

ทั้งในรูป Meicelase P-1  เปนเอ็นไซมผสมระหวาง   endoglucanse   exocellobioglucosidase 
และ β-glucosidase และ  endoglucanse บริสุทธิท์ี่สกดัไดจาก Bacillus sp. ความเขมขน 1-3 
มิลลิกรัมตอลิตร ทาํให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 ผลิต
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เซลลูโลสไดสูงสุด  และในป 1998  Tonouchi Horinouchi และคณะ  รายงานวาการนํายีนที่
สังเคราะห sucrose phosphorylase (SPase) เปนเอน็ไซมที่สามารถคะตะไลส น้ําตาลซูโครส ไป
เปน glucose-1-phosphate และ ฟรุกโตส จาก Leuconostoc mesenteroids  มาใสใน 
Acetobacter strain G7 เชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึนจาก 5.06 เปน 6.44 กรัมตอลิตร 
 
 
2.6 การหมักเพื่อผลิตเซลลูโลสดวย  Acetobacter  xylinum   
 
 Nata de coco หรือที่รูจักกันในชื่อ วุนน้ํามะพราว หรือวุนเซลลูโลส เปนผลิตภณัฑที่ได
จากกระบวนการหมักของ Acetobater  xylinum     สามารถทาํการหมักไดในสภาวะการหมักดังนี ้
 
 2.6.1 การหมกัแบบสภาวะนิ่ง (static culture) 
 
  กระบวนการผลิตโดยทั่วไปใชน้ํามะพราว ซึ่งเปนวัตถดุิบเหลือใชจากโรงงานอุต-
สาหกรรมอาหาร อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียชนิดนี้คือ มี
ความเขมขนของแหลงคารบอน  โดยใชน้าํตาลซูโครส 5-10 เปอรเซ็นต คาพเีอชเริ่มตนอยูในชวง  
4-5   ธาตุอาหารอื่นๆที่เติม เชน  ไดแอมโมเนยีมฟอตเฟสหรือแอมโมเนียมซัลเฟต    ใชเปนแหลง
ไนโตรเจน จากนัน้นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปตมฆาเชื้อ  เมือ่อาหารเย็นถายลงถาดหรือภาชนะที่มีขอบ
สูง     คลุมดวยผาขาวบาง หองบมตองมีการสุขาภิบาลที่ด ี  ฆาเชือ้หองบมกอนการหมกัทกุครั้ง 
จากนั้นใสปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10-40 เปอรเซ็นต  บมที่อุณหภูมิหอง     (25-30 องศาเซลเซียส) เปน
เวลา 7-14 วนั ( วราวุฒิ ครูสง และคณะ, 2535 ) จนไดแผนเซลลูโลสบนผิวหนาของอาหารเลี้ยง
เชื้อมีลักษณะขาวครีมมีเนื้อสัมผัสเหนียวแนน กระบวนการผลิตดังกลาวเรียกวา การหมกัแบบ
สภาวะนิ่ง (static culture)  ใชเวลาในการผลิตนาน มีของเหลือทิ้งจากการหมกัสูง ใชพืน้ที่มาก
และควบคุมสภาพปลอดเชือ้ไดยาก 
 
 Dudman (1960)  ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum สายพนัธุตางๆใน
สภาวะผิวนิง่กบัสภาวะเขยา พบวาการผลิตเซลลูโลสในสภาวะผิวนิ่ง มีอัตราการเจริญเติบโตของ
เซลล และผลผลิตเซลลูโลส (cellulose yield) เกิดขึ้นในอัตราที่ต่าํกวาการผลิตในสภาวะเขยา
เนื่องจากระยะเวลาในการผลิตนานกวา  แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศโดยการเขยา พบวา ผล-
ผลิตเซลลูโลสลดลง ซึง่ทาํการแกไขโดยการเติม neutralizing agent  และเมื่อเปรียบเทียบผลผลติ
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เซลลูโลสของการหมกัทัง้สองแบบ พบวาการหมกัในถังหมกัไดผลผลิตเซลลูโลสสูงกวา 50 
เปอรเซ็นต 
 

Masaoka และคณะ (1993) ศึกษาตําแหนงหรือบริเวณที่ Acetobacter xylinum จะทํา
การสรางวุนเซลลูโลสในสภาวะนิง่ พบวา เมื่อเลี้ยงเชือ้ในภาชนะแกวโดยมีตะแกรงลวดบรรจุอยู
ภายในโดยอยูในตําแหนงทีต่่ํากวาผิวหนาอาหาร อยูเหนือกนภาชนะ 2.5 เซนติเมตร (รูปที่ 9) 

 

 
 

รูปที่  9   ตําแหนงตะแกรงลวดสําหรับศึกษาบริเวณที่ A. xylinum จะสรางแผนวุน  
              เซลลูโลส 
ที่มา     : Masaoka et.al. (1993) 
 
โดยตะแกรงลวดจะทาํหนาที่แบงสวนพื้นของการหมักออกเปนตําแหนงใกลผวิหนาอาหาร 

และไกลออกไป จากการศึกษาพบวา เชื้อจะสรางแผนวุนเซลลูโลสเฉพาะที่บริเวณผิวหนาเทานั้น 
แสดงวาที่บริเวณผิวหนามีอากาศหรือออกซิเจนมากกวาตําแหนงดานลาง และเมื่อศึกษาขนาด
พื้นที่ผิวที่สัมผัสกับอากาศ ปริมาตร และความสงูอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตวุนเซลลูโลส พบวา 
อัตราการผลิตวุนเซลลโูลสจะเพิ่มข้ึนเมื่อขนาดพืน้ที่ผิวอาหารเลี้ยงเชื้อที่สัมผัสกับอากาศเพิม่ข้ึน 
สวนการเพิม่ปริมาตร และความสงูอาหารเลี้ยงเชื้อไมทาํใหการผลิตวุนเซลลูโลสเพิม่ข้ึน จากผล
การทดลองจะเห็นวาขนาดพืน้ที่ผิวที่สัมผัสกับอากาศมีผลตอการเพิ่มข้ึนของเซลลูโลส แสดงวา
อากาศหรือปริมาณออกซิเจนสงผลตอการผลิตวุนเซลลูโลสของ A. xylinum ผลการทดลอง
สนับสนนุการศึกษาของ Budniono และคณะ (1999) ซึ่งแสดงใหเห็นวาการหมกัแบบภาวะนิ่งเปน
วิธีที่จาํกัดปริมาณออกซิเจนของระบบการหมัก จากขอจํากัดดังกลาวจึงมีผูศึกษาผลของการแทรก
ผานออกซเิจน และปจจยัที่เกี่ยวของกับการหมักโดยใชเครื่องหมัก (fermenter) เพื่อใชเปนขอมลู
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ในการเพิ่มผลผลิตวุนเซลลูโลสใหเพยีงพอสําหรับใชเปนวัตถุดิบในระดบัอุตสาหกรรม และลด
ปญหาดังที่ไดกลาวมาแลว 
 
 Watanabe และ Yamanaka (1995) ศึกษาผลของออกซิเจนตออัตราการผลิตและ
ลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสจาก A. xylinum สายพันธุตางๆ ภายใตสภาวะผวินิง่ในถงัหมัก 
พบวา อัตราการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 25 เปอรเซ็นต เมื่อปริมาณออกซิเจนที่ผิวหนาอาหารเลี้ยง
เชื้อ (oxygen tension) มีคาเทากับ 10-15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเมื่อเพิม่ oxygen tension 
ใหอยูในชวง 15-30 เปอรเซ็นต มีอัตราการเจริญของเซลลคงที ่  และเมื่อเปรียบเทยีบลักษณะทาง
กายภาพของเซลลูโลสโดยใช scanning electron microscopy (SEM)  พบวา ความหนาแนนของ
เสนใยที่สภาวะ  oxygen tension เทากับ 50 เปอรเซ็นตมีมากทีสุ่ด  และความหนาของแผน
เซลลูโลสจะลดลงเมื่อ oxygen tension เพิ่มข้ึน 
 

2.6.2 การหมกัแบบสภาวะเขยา และแบบมีการใหอากาศโดยใชเครื่องหมกั 
 

Naritomi และคณะ (1998)  ศึกษาการผลติเซลลูโลสในถังหมักแบบตอเนื่องโดย 
เลี้ยง A.  xylinum subsp.  sucrofermentans BPR3011A ในอาหาร Fructose Corn Steep 
Liquor (Fru-CSL) ที่มีความเขมขนของน้ําตาลฟรุกโตส 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนที่ละลาย 
(dissolved oxygen) 10 เปอรเซ็นต คาพีเอช 5.0 และ อัตราการเตมิอาหารในถงัหมักที่อัตราการ
เจือจางระหวาง 0.03-0.10 ตอช่ัวโมง พบวาอัตราการเจอืจางเทากับ 0.07 ตอช่ัวโมง ใหอัตราการ
ผลิตเซลลูโลสสูงสุดเทากับ 0.62 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง แตเมื่ออัตราการเจือจางและความเขมขน
ของน้ําตาลฟรกุโตสเพิ่มข้ึน ทาํใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง เมื่อเติมแลคเตทในอาหารเลีย้งเชื้อ
ปริมาณ 12.5 กรัมตอลิตร พบวา ที่อัตราการเจือจางเทากับ 0.1 ตอช่ัวโมง การเจรญิของเซลลและ
การผลิตเซลลโูลสเพิ่มข้ึน ทีอั่ตราการผลิต 0.90 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง  ผลผลิตเซลลูโลสเทากับ  
36  เปอรเซ็นต   และเมื่อเปล่ียนจากแลคเตทมาเปนเอธานอลปริมาณ  10.0    กรัมตอลิตร พบวา 
การเจริญของเซลลและการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึนในอัตราการผลิต 0.95 กรัมตอลิตรตอช่ัวโมง 
ผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 46 เปอรเซ็นต   (Naritomi et al., 1998) 

 
Chao และคณะ  (2000)  ศึกษาการผลติเซลลูโลสใน 50 L Internal -loop airlift  

reactor   โดยใช A.  xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001  พบวา อัตราการผลิต
เซลลูโลสในถงัหมกัแบบ airlift มีคาเทากบั 0.0567 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึ่งมากกวาการผลติ
เซลลูโลสโดยใช  agitated-stirred tank fermenter   และเมื่อมีการเติมออกซิเจนในอากาศที่ใหแก
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ถังหมัก 50 เปอรเซ็นตของปริมาณอากาศที่ใหแกระบบ พบวา  อัตราการผลิตเซลลโูลสเพิ่มข้ึนเปน
สองเทา  แตลักษณะเซลลูโลสที่ไดแตกตางจาก fibrous form คือ    มีลักษณะเปน pellet ซึ่งให
ลักษณะการถายโอนออกซิเจนที่ดกีวา 
 

Kouda และคณะ (1997)  ศึกษาผลของความดนัของกาซออกซิเจน  และ 
คารบอนไดออกไซดตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของA. xylinum subsp. sucrofermentans 
BPR3001A ในถังหมกั  พบวา อัตราการผลิตเซลลโูลสจะขึ้นอยูกบัอัตราการสงผานออกซเิจน  
เมื่อการผลิตเซลลูโลสของเชื้อเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ การสงผานออกซิเจนของการหมักจะลดลง เนื่องจาก
อาหารเลีย้งเชือ้มีความหนืดเพิ่มข้ึน  สวนกาซคารบอนไดออกไซดมีผลทําใหการผลติเซลลูโลสของ
เชื้อลดลง 
 
 2.6.3  การหมกัแบบ Horizontal rotating ในงานเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

Reu และคณะ  (1995 )     ศึกษาการเจรญิของ Rhizopus  oligosporus ในถงั 
หมักทรงกระบอกแบบหมนุ ( rotating drum fermenter )  พบวา เมื่อใชความเรว็ในการหมนุถงั
หมักทรงกระบอกเทากับ 30 รอบตอนาทีมผีลทําใหเชื้อม ีactivity สูงสดุ 

 
Tanaka และคณะ  (1983)  ศึกษาการเพาะเลี้ยงเซลลพืชในถงัหมักทรงกระบอก 

แบบหมุน (rotating drum fermenter) พบวา ความเร็วรอบในการหมุนถังหมกัทรงกระบอกและ
ความหนืดมีผลตอการสงผานออกซิเจนในถังหมัก  โดยเมื่อความเรว็ในการหมนุเทากับ 75 รอบตอ
นาที  ใหคาสมัประสิทธิก์ารสงผานออกซิเจน ( oxygen transfer coefficiency , KLa ) สูงที่สุด  
และเมื่อความหนืดของ  medium  เพิ่มข้ึนคาสมัประสิทธิ์การสงผานออกซเิจนจะลดลง  เมื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการเพาะเลี้ยงเซลลพืชระหวาง ถังหมกัแบบกวนดวยใบกวนแรงกล 
(mechanically agitated fermenter) กับ ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ พบวาคาสมัประสิทธิก์าร
สงผานออกซิเจนใน ถังหมกัทรงกระบอกแบบหมนุ  และคา cell mass concentration มีคาสูงกวา
และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเจริญของเซลลที่ความเร็วรอบ 115 รอบตอนาที พบวาใน ถงัหมัก
แบบกวนดวยใบกวนแรงกล มีอัตราการเจรญิของเซลลทีต่่ํากวาเนื่องจากมีสภาวะของ 
hydrodynamic stress ที่สงูกวา  จากขอดีของถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน (rotating drum 
fermenter) คือ มี hydrodynamic stress ต่ําและประสิทธิภาพการถายโอนออกซิเจนทีสู่ง 
สามารถนําขอไดเปรียบดังกลาวมาประยุกตใชเพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตเซลลูโลส
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จาก A. xylinum  เพื่อสงเสริมการเจริญเติบโตและการสรางเซลลูโลสของเชื้อ ซึง่สภาวะผิวนิง่และ
สภาวะเขยาทาํไมได 
 
  สําหรับการใชสภาวะการหมกัแบบ  Horizontal  rotating   เพื่อผลิตเซลลโูลส
จาก A. xylinum  มีงานวจิยัดังนี ้
 
  Krystynowics และคณะ (2002)  ศึกษาการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter 
xylinum E 25  โดยใช Horizontal rotating fermentor  พบวา การใชความเรว็รอบในการหมนุถัง
หมักเทากับ 4 รอบตอนาที ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด และสมบัติเซลลูโลสที่ไดตางจากเซลลูโลส
จากสภาวะนิง่โดยมีคา young’s modulus ต่ํากวา และมีคา water holding capacity สูงกวา  
ผูวิจัยยงัพบอกีวาพฤติกรรมการสรางเซลลโูลสยึดเกาะติดแผน Disc ในถงัหมักได มีผลดีตอการ
หมัก คือ ทําใหเชื้อสามารถไดรับสารอาหารไปพรอมกับการไดรับออกซิเจน หรืออากาศไปพรอมๆ
กัน  สอดคลองกับงานวิจยัของ  Serafica และคณะ (2002)   
 
  Serafica และคณะ (2002)  ศึกษาการผลติเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum 
โดยใช rotating disk reactor พบวา น้าํตาลกลูโคสซึ่งเปนแหลงคารบอนถูกใชเพิ่มข้ึนไปพรอมกบั
การเพิม่ข้ึนผลผลิตเซลลูโลส  และเมื่อเปรียบเทียบปรมิาณผลผลิตเซลลูโลสพบวา ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงกวาการหมกัแบบสภาวะนิ่ง 
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บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 

3.1     แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
 
 Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง
ประเทศไทย ผานการไลโอฟไลซ ถายเชื้อลงในอาหารเหลวน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก 1.1) 
 
3.2     วัตถุดบิและสารเคม ี
 

3.2.1  นําน้ํามะพราวแก สด มากรอง ตมใหเดือดและทิ้งไวใหเย็น ตักไขมันที่ลอยหนาออก  
ปรับใหมีปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมดเปน 4 องศาบริกซ  ดวยน้ําตมสุกหรือน้ําตาลทราย  
แชเย็นที่ –4 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 

3.2.2   แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) AR  
                    Grade 

3.2.3      แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) AR Grade 
3.2.3      กรดอะซิติก (Acetic acid) AR Grade 
3.2.4      ผงวุน (Agar powder)  Merck 
3.2.5      กลูโคส (Glucose) AR Grade 
3.2.6      ซูโครส (Sucrose) AR Grade 
3.2.7      โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  AR Grade 
3.2.8      ฟนอล (Phenol) AR Grade 
3.2.9      กรดซัลฟุริก (Sulphuric acid) AR Grade 
3.2.10    ฟนอลฟทาลีน (Phenolpthalene) AR Grade 
3.2.11    เอธานอล (Ethanol) AR Grade 
3.2.12 กรดกลูโคนิก (Gluconic acid)  AR Grade 
3.2.13 กรดบอริก (Boric acid) AR Grade 
3.2.14 เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) The East Asiatic (Thailand) Public Co.,Ltd. 

 
 

Administrator
Text Box
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3.3    อุปกรณและเครื่องมือวิจัย 
 

 3.3.1    Hand refractometer 
3.3.2 เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  SCHOTT model CG 840 
3.3.3 เครื่องชั่งน้าํหนักอยางละเอยีด 4 ตําแหนง   Sartorious 
3.3.4 เครื่องผสมสาร (Vortex mixer)   
3.3.5 หมอนึง่ความดันไอ (Autoclave) TOMY model SS-320 และ SANYO Labo 
3.3.6 ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซยีส) WTB binder 
3.3.7 ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซยีส) PROLABO 
3.3.8 ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator)  United Instrument Co.,LTD.และ Haraeus 

Instruments 
3.3.9 ตูเขี่ยเชื้อ (Larminar flow carbinet) ISSCO model BVT-123 
3.3.10 เครื่องเหวีย่งแยก (Centrifuge) Hettich model EBA 12 
3.3.11 เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  Milton Roy model 

Spectronic G01 
3.3.12 เครื่องวัดคาการละลายออกซิเจน (Portable oxygen meter) WTW model oxi320 
3.3.13 กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (Scanning electron microscope) JSM-5310LV  

Scanning microscope , JEOL 
3.3.14 HPLC   
3.3.15 เครื่องวิเคราะหโปรตีน Buchi 425 ประเทศเยอรมัน 
3.3.16 เครื่องแยกเหวีย่ง (Centrifuge) Hettichi model EBA 12 

 
3.4 ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ (Rotating Drum Fermenter) 
 

  ถงัหมักทรงกระบอกแบบหมุน ประกอบดวย   ตวัถงัทําจากทอสเตนเลสขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 10.4 เซนติเมตร  ความยาวเทากับ 33 เซนติเมตร  วางอยูบนเพลาหมุน 2 ทอ โดยเพลา
หนึง่สามารถหมุนไดอิสระ และอีกเพลาหนึง่เปนเพลาขับตอเขากับมอเตอรขนาด 0.75 kW  ผาน
สายพานควบคุมความเร็วรอบในการหมนุถังหมกัโดยอาศัย inverter ปรับกระแสไฟฟาที่เขาสูตัว 
Motor โดยปรับความเร็วรอบในชวง 0 – 15 รอบตอนาท ีดังรูปที ่10   (ภาคผนวก จ) 
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รูปที่ 10  ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ (Rotating drum fermenter) 
ที่มา    :  ดัดแปลงจาก Tanaka et.al. (1983) 
 
 
3.5  วธิีการดําเนินงานวจิยั 
 
3.5.1. การเตรียมเชื้อเร่ิมตน (starter) และอาหารเลีย้งเชือ้ 
 

3.5.1.1 การเตรียมอาหารเหลวน้ํามะพราวสําหรับเลี้ยงเชื้อ 
 

       อาหารที่ใชในการเลี้ยง Acetobacter sp. TISTR 975 คือ อาหารแข็งน้าํมะพราว
ประกอบดวย น้ํามะพราวแกที่ผานการกรองตมเดือด และแยกไขมันออก 1 ลิตร   น้าํตาลทราย 5 
เปอรเซ็นต  แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 
เปอรเซ็นต               และวุนผง 1.5 เปอรเซ็นต ( อังคณา พนัธศรี, 2541 )  ปรับความเปนกรดดาง
ใหไดเทากับ 4.75   และอาหารเหลวน้ํามะพราว มีสูตรอาหารเหมือนกับสูตรอาหารชนิดแข็ง แตไม
มีสวนประกอบของวุนผง  นาํไปใหความรอนโดยใช หมอนึง่ความดันไอที่อุณหภมูิ 121 องศา
เซลเซียส  ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิว้ เปนเวลา 15 นาท ี

 
 
 
 
 

10.4 ซม. 33.0 ซม.   
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3.5.1.2 การเตรียมหวัเชื้อเร่ิมตน (starter) 
 
       ในการเตรียมหัวเชื้อประกอบดวย อาหารเหลวน้ํามะพราว (ตามขอ 3.5.1.1) ใส

ลงในหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร  แลวถาย Acetobacter sp. TISTR 975   1 โคโลนีจากจาน
อาหารแข็งน้ํามะพราว ลงในหลอดทดสอบที่เตรียมไว บมที่ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน  
ถายเชื้อจากหลอดทดสอบปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ลงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้อแลว 100 มิลลิลิตรบรรจุในขวดแกวขนาด 8 ออนซ  เลี้ยงบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 
180 รอบตอนาที  ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 วัน   สามารถนําไปใชเปนหัวเชื้อ
เร่ิมตนของการทดลองตอไป 

 
3.5.2. การศึกษาปจจยัที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. TISTR 975   
        ในถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ 

 
 3.5.2.1 ศึกษาอัตราเร็วในการหมุนถังหมักตอการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp.   
                        TISTR 975   ในถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ      
     

เลี้ยง  Acetobacter  sp. TISTR 975   ในอาหารเหลวน้าํมะพราว (  ตามขอ  
3.5.1.1) ปริมาตร  1.5  ลติร โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซน็ตโดยปริมาตร  เลี้ยงเชื้อใน
สภาวะที่มีการหมุนของถงัหมักตลอดเวลา โดยแปรความเร็วรอบเปน  5 10 และ15 รอบตอนาที   
ที่อุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 
 

ติดตามผลการทดลองโดยทําการวัด 
- oxygen transfer rate โดยวิธี static gassing out method (Stanbury et al., 

1995) (ภาคผนวก ข.) 
- cell content  โดยวิธี viable plate count  (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois et al., 1956 ) (ภาคผนวก ข.) 

     - pH โดยใช pH meter  (ภาคผนวก ข.) 
- dissolved oxygen โดยใช DO probe   (ภาคผนวก ข.) 
- gluconic acid โดยวิธี HPLC (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC ,1990 ) (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
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วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

และวิเคราะหความแตกตางโดยวิธี Duncan’s multiple new range test 
 
3.5.2.2. ศึกษาปริมาณเชื้อเร่ิมตนทีเ่หมาะสมตอการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp. 

TISTR 975   ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 

เลี้ยง  Acetobacter sp. TISTR 975   ในอาหารเหลวน้ํามะพราว(ตามขอ 
3.5.1.1) ปริมาตร  1.5  ลิตร  โดยแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตนเปน  10  20 และ 30 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร  เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีการหมุนของถังหมักตลอดเวลา โดยใชความเร็ว 5 รอบตอนาที ที่
อุณหภูมิ (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 

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

     - pH โดยใช pH meter  (ภาคผนวก ข.) 
- gluconic acid โดยวิธี HPLC (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC ,1990 ) (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 

 
วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

และวิเคราะหความแตกตางโดยวิธี Duncan’s multiple new range test 
 

3.5.2.3 ศึกษาปริมาณสารประกอบไนโตรเจนตอการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp. 
TISTR 975 ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 

  
เลี้ยง Acetobacter  sp.TISTR 975   ในอาหารเหลวน้าํมะพราว ( ตามขอ  

3.5.1.1) ปริมาตร 1.5 ลิตร ที่แปรปริมาณสารแอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเปน 0.0 , 0.1 และ 
0.2 เปอรเซน็ตโดยปริมาตร เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีการหมุนของถงัหมกัตลอดเวลา โดยใชความเรว็ 
5 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วนั 
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ติดตามผลการทดลองโดยทําการวัด    
- cell content  โดยวิธี viable plate count (ภาคผนวก ข.)   
- sugar utilization ( Dubois et al., 1956 ) (ภาคผนวก ข.) 

     - pH โดยใช pH meter  (ภาคผนวก ข.) 
- nitrogen utilization โดยวิธี kjeldhal  (ภาคผนวก ข.)  
- acidity ( AOAC ,1990 ) (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 

 
วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

และวิเคราะหความแตกตางโดยวิธี Duncan’s multiple new range test 
 

3.5.2.4 ศึกษาปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp. TISTR 
975  ในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 

  
เลี้ยง Acetobacter   sp. TISTR 975   ในอาหารเหลวน้าํมะพราว ( ตามขอ  

3.5.1.1) โดยแปรปริมาตรเปน 1.0   1.5 และ 2.0  ลิตร เลี้ยงเชื้อในสภาวะที่มีการหมุนของถงัหมกั
ตลอดเวลา โดยใชความเร็ว 5 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วนั 

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

     - pH โดยใช pH meter  (ภาคผนวก ข.) 
- gluconic acid โดยวิธี HPLC (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC ,1990 ) (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 

 
วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 3 ซ้ํา 

และวิเคราะหความแตกตางโดยวิธี Duncan’s multiple new range test 
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3.5.3 ศึกษาเปรียบเทียบการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 975 ในถงัหมกัทรง 
กระบอก กับสภาวะนิ่งและเขยา 

 
เลี้ยง Acetobacter   sp. TISTR 975   ในอาหารเหลวน้าํมะพราว (ตามขอ  

3.5.1.1) ปริมาตร 1.5 ลิตร  ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 %   โดยแปรสภาวะเปนถงัหมักทรงกระบอก
แบบหมุน หมนุดวยความเรว็ 5 รอบตอนาที  สภาวะนิง่และเขยาที่ความเรว็ 100 รอบตอนาท ีที่
อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั 

 
ติดตามผลการทดลองโดยทาํการวัด 
- oxygen transfer rate โดยวิธี static gassing out method (Stanbury et al., 

1995) (ภาคผนวก ข.) 
- cell content  โดยวิธี viable plate count   (ภาคผนวก ข.) 
- sugar utilization ( Dubois et al., 1956 ) (ภาคผนวก ข.) 

     - pH โดยใช pH meter  (ภาคผนวก ข.) 
- dissolved oxygen โดยใช DO probe (ภาคผนวก ข.)    
- gluconic acid โดยวิธี HPLC (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC ,1990 ) (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
- วัด turbidity ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  (Masaoka et al.,1993)  
  (ภาคผนวก ข.) 
- syneresis (Okiyama et al.,1992) (ภาคผนวก ข.) 
- การสานรางแหเซลลูโลสดวยเครื่อง scanning electron microscope  (SEM) 

 
วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design (CRD)  ทําการทดลอง 3 ซ้าํ 

และวิเคราะห ความแตกตางโดยวิธ ีDuncan’s multiple new range test 
 
 

 
 
 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 
 
4.1 ผลของความเรว็รอบตอการสรางเซลลูโลสของ  Acetobacter sp. TISTR 975  
     ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 

ถังหมัก (fermenter) เปนอุปกรณ หรือหนวยของกระบวนการหมกัในระดับหองปฏิบัตกิาร 
และอุตสาหกรรม ถงัหมกัมีสวนประกอบตางๆ หลายสวน ไดแก ตัวถงัหมัก ทอพนอากาศ แผนกั้น 
และ สวนประกอบที่มีความสําคัญตอการถายโอนออกซเิจนภายในถงัหมัก คือ ใบกวน (Scragg, 
1991)  ในกระบวนการหมกัเพื่อผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp. TISTR 975 โดยใชถงัหมกั
ทรงกระบอกแบบหมนุ การหมุนของตัวถงัหมกัเปรียบไดกับใบกวนเนือ่งจากมีวัตถปุระสงคเพื่อเพิ่ม
การถายโอนมวลสารของระบบโดยเฉพาะออกซิเจนใหแกระบบการหมัก (Tanaka et al., 1983) 
 
 เมื่อแปรความเร็วรอบในการหมุนตวัถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุนอยูในชวง 0-15 รอบตอ
นาท ี เพื่อศึกษาอัตราการถายโอนออกซิเจน (oxygen transfer rate , OTR) ในอาหารเหลวน้ํา
มะพราว โดยวิธ ีstatic gassing out method (Stanbury et al.,1995)  จากการทดลองเมื่อพลอต 
กราฟแสดงความสัมพันธระหวาง ln [C*-CL] กับเวลา(นาที) และพิจารณาความชนัของกราฟ ซึ่ง
จะแสดงคา volumetric oxygen transfer cofficient (KLa) เปนคาที่บงบอกประสิทธิภาพของ
ระบบการใหอากาศตอถงัหมัก และเปนคาที่ใชในการปรับปรุงการใหอากาศใหเพียงพอตอความ
ตองการของเชื้อจุลินทรีย การศึกษาอัตราการถายโอนออกซิเจนในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมนุนี้ 
ไมมีการใหอากาศ (aeration) แกระบบ แตอาศัยการแพรของอากาศ (diffusion) ซึมผานสูอาหาร
เลี้ยงเชื้อ ขณะมีการใหแรงกลแกระบบ จากการทดลองพบวา คาดังกลาวเพิ่มข้ึนเมือ่ความเร็วรอบ
ในการหมนุตัวถังเพิ่มข้ึน โดยความเร็วรอบเทากับ 15 รอบตอนาทีมคีา KLa สูงสดุเทากับ 0.0692 
(นาที) -1 รองลงมาคือที่ 10  5 และ 0 รอบตอนาที มคีา KLa เทากบั 0.0485  0.0179   และ 
4.0x10-5 (นาที) -1  ตามลาํดับ สงผลทาํใหคาอัตราการถายโอนออกซิเจนของระบบ (OTR) (คา 
OTR  ไดจากสมการ  OTR = C*KLa ,ภาคผนวก ข) เพิ่มข้ึนดวย เมือ่ความเร็วในการหมนุตัวถัง
เพิ่มข้ึนโดยความเร็วรอบเทากับ 15 รอบตอนาทีมีคา OTR สูงสุดเทากับ 0.4588 มิลลิกรัม
ออกซิเจน (ลิตร นาที) -1 รองลงมาคือที ่ 10  5 และ 0 รอบตอนาที มีคา OTR เทากับ 0.3216 
0.1187 และ 2.65x10-4 มิลลิกรัมออกซิเจน (ลิตร นาที) -1 ตามลาํดับ สอดคลองกับงานวิจยัของ 
Tanaka และคณะ (1986)  ศึกษาการใชถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
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ของพืช พบวาการเพิม่ข้ึนของความเรว็รอบในการหมนุตัวถงั ทําใหคาสัมประสทิธิ์การถายโอน
ออกซิเจนเพิ่มข้ึนเชนกัน  ดังแสดงในรูปที่ 11 และ 12 

y = -0.0485x + 2.1036
R2 = 0.9478 (10 rpm)

y = -0.0692x + 2.0573
R2 = 0.984 (15 rpm)

y = -0.0179x + 1.8504
R2 = 0.9991 (5 rpm)

y = -4E-05x + 1.8374
R2 = 0.8774 (0 rpm)
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รูปที่ 12  ความสัมพนัธระหวางอัตราการถายโอนออกซเิจน (OTR) ในอาหารเหลวน ำมะพราว กับ  
             ความเร็วในการหมุนถงัหมักทรงกระบอกแบบหมนุ  



34 

 

การเลี้ยงแบคทีเรีย Acetobacter sp. TISTR 975 ในถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ จาก
การทดลองพบวา  การลดลงของออกซิเจนในอาหารเหลวน้ํามะพราวในชวงระยะเวลาของการ
หมัก 3 วันแรก การใชความเร็วรอบเทากบั 15 รอบตอนาที มีคาการละลายออกซเิจนลดลงนอย
ที่สุด โดยการหมุนมีผลทาํใหคาการละลายของออกซิเจนในวันที่ศูนยเทากบั 3.62 มลิลิกรัมตอลิตร 
เพิ่มข้ึนเปน 4.83 มิลลิกรัมตอลิตร  ในวันที่ 1 และมีคาเขาใกลศูนยหลังจากวนัที่ 4 และพิจารณา
เปรียบเทยีบการลดลงของออกซิเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา อัตราการลดลงของออกซิเจนที่
ความเร็วรอบเทากบั 15 รอบตอนาทีมีนอยที่สุด รองลงมาคือ 10 และ 5 รอบตอนาท ีตามลาํดับ 
ดังรูปที่  13 
 

รูปที่  13  คาการละลายของออกซิเจน (dissolved oxygen) ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อแปร
ความเร็วรอบในการหมนุถงัหมักทรงกระบอกแบบหมนุ ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส)  
เปนเวลา 7 วนั 
 

 ออกซิเจนเปนปจจัยที่จําเปนตอเมตาบอลิซึมของเชื้อ โดยออกซิเจนเกี่ยวของกับ 
ปฏิกริยาออกซิเดชั่นสารอาหารไปเปนพลังงาน ATP สําหรับการทํากิจกรรมตางๆของเซลล ไดแก 
การเพิ่มจํานวนของเซลล  การสรางกรดตางๆ และการสรางเซลลูโลส เปนตน สําหรับงานวิจัยนี้จะ
ติดตามสารเมตาโบไลทที่เชื้อสรางขึ้น คือ กรดอะซิติก กรดกลูโคนิก และเซลลูโลส สําหรับผลของ
ความเร็วรอบในการหมุนตัวถังตอการเพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell numbers ในอาหาร
เหลวน้ํามะพราว จากการทดลองพบวา การหมุนตัวถังดวยความเร็วรอบเทากับ 15 รอบตอนาที มี
อัตราการเพิ่มจํานวนของเชื้อในอาหารเหลวน้ํามะพราว (พิจารณาจากความชันของกราฟ) สูงสุด
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ในชวง log phase  หรือในชวงวันที่ 0 ถึงวันที่ 4 เทากับ   1.2 log cfu/day  สวนการหมนุตวัถงัดวย
ความเร็วรอบเทากับ 10 และ 5 รอบตอนาที โดยมีอัตราการเพิ่มจํานวนเทากับ 0.75 และ 1  log 
cfu/day ตามลําดับ  ผลดังแสดงในรูปที่ 14  จะเห็นวาความเร็วในการหมุนตัวถังหมักเพิ่มข้ึน  มผีล
ใหคาการละลายออกซิเจนและอัตราการเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึน สอดคลองกับ Dudman (1960) 
พบวาการเขยาที่ 224 รอบตอนาที มีผลใหจํานวนเซลลที่มีชีวิตมีอัตราการเพิ่มข้ึนในระหวางการ
หมักมากกวาสภาวะนิ่ง เนื่องจากการเขยาเปนแรงกลที่ใหแกระบบเพื่อเพิ่มการถายโอนออกซิเจน 
ในขณะที่ อังคณา พันธุศรี (2540) ศึกษาคาการละลายของออกซิเจนของการหมักแบบสภาวะ
เขยา โดยแปรความเร็วรอบของการเขยาในชวง 50-150 รอบตอนาที พบวา ความเร็วรอบที่ 150 
รอบตอนาที มีคาการละลายของออกซิเจนสูงสุดสงผลใหจํานวนเซลลที่มีชีวิตในชวง 48 ชั่วโมงมี
คามากที่สุดเชนกัน  
 

รูปที่   14   การเพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell numbers เม่ือแปรความเร็วรอบในการหมนุ  
                 ถังหมัก ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส)   เปนเวลา 7 วัน  

 
 ในอาหารเหลวน้ํามะพราว ประกอบดวยสารอาหารคารบอนที่สําคัญคือน้ําตาล ซึ่งเติมลง

ไปในรูปซูโครส  โดยซูโครสจะถูกเอ็นไซม sucrose pyrophosphorylase คะตะไลสเปนกลูโคส
และฟรุกโตสจากนั้นถึงเขาสูกระบวนการใชสารอาหารเพื่อสรางพลังงาน ATP และเปนสารต้ังตน
ของสายpolyglucan chain ของเสนใยเซลลูโลส (Tonchi, Horinouchi et al.,1998)  จากการ
ทดลองพบวา เมื่อความเร็วรอบในการหมุนเพิ่มข้ึนสงผลทําใหเชื้อใชน้ําตาลเพิ่มข้ึน โดยความเร็ว
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รอบเทากับ 15 รอบตอนาที     มีอัตราการใชน้ําตาลสูงสุด รองลงมาคือ 10 และ 5 รอบตอนาที  ดัง
แสดงในรูปที่ 15 
 

 
รูปที่ 15  การใชน้ําตาลของเชื้อ  เมื่อแปรความเรว็รอบในการหมนุถงัหมัก ที่อุณหภูมหิอง (25-30   
             องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วนั  

 
สารอาหารคารบอน หรือน้าํตาลในอาหารเหลวน้ํามะพราวจะถกูนาํไปใชในการสรางสาร

เมตาโบไลท ไดแก  กรดอะซิติก  กรดกลูโคนิก และเซลลูโลส   จากการทดลองพบวา การใช
ความเร็วรอบในการหมนุตัวถังเทากับ 15 รอบตอนาท ี เชื้อมีพฤติกรรมในการสรางกรดอะซิติกสูง
กวาการใชความเร็วรอบ 10 และ 5 รอบตอนาที ตามลําดับ สําหรับคาพีเอชมีแนวโนมตามปริมาณ 
กรดที่เชื้อสรางขึ้นเชนกนั ดงัแสดงในรูปที ่16 
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รูปที่  16  pH และ acid content ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อแปรความเร็วรอบในการหมนุ 
              ถงัหมัก ที่อุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซยีส)  เปนเวลา 7 วนั 
 
 เมื่อเพิ่มความเร็วในการหมนุถงัหมกัทาํใหมีผลตอปริมาณออกซิเจนซึ่งละลายในอาหาร
เหลวน้ํามะพราว มีปริมาณมากเกนิกวาที่เชื้อตองการ จงึสงผลทําใหเกิดปฏกิริยา non-
phosphorylation oxidation โดยเอนไซม dehydrogenase เปลี่ยนกลูโคสเปนกรดกลูโคนิกมาก
ขึ้น (Asai,1968)  และมกีารสรางเซลลูโลสลดลง จากการทดลองพบวา อัตราการสรางกรดกลโูค-นิ
กของเชื้อในชวง 48 ชั่วโมง ณ ความเรว็รอบเทากับ 15 รอบตอนาท ีมีปริมาณกรดกลูโคนิกสงูสดุ 
สอดคลองกับคาการละลายของออกซิเจนที่มีมากในชวงเวลาดังกลาว (รูปที่ 13)  ดังแสดงในรปู 
17    และจะเห็นวา การสรางกรดกลโูคนกิในวนัที่ 7 ลดลงเนื่องจากกรดกลูโคนิกถกูใชเปนสารตั้ง
ตนในการสังเคราะหกรด ∝-2,5-ketogluconic acid (Asai, 1968) 
 
  สําหรับผลของความเร็วในการหมุนถังหมักตอผลผลิตเซลลูโลส พบวาความเร็วใน
การหมุนเพิ่มข้ึน  ทําใหผลผลิตเซลลูโลสที่ Acetobacter xylinum สรางจะลดลง โดยความเร็วใน
การหมุนเทากับ  5  รอบตอนาที มีผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร (กรัมน้ําหนัก
แหงตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 ลิตร )  รองลงมา คือ ความเร็วรอบเทากับ 10 และ 15  รอบตอ
นาที มีผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 3.80  และ 3.12  กรัมตอลิตร ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 18 
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รูปที่  17   ปริมาณกรดกลูโคนิกทีเ่ชื้อสรางขึ้น เมื่อแปรความเร็วรอบในการหมนุถงัหมัก  
    ที่อุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 7 วนั 

 

รูปที่  18   ผลผลิตเซลลูโลส ณ วันที่ 7 เมื่อแปรความเร็วในการหมุนถังหมัก ที่อุณหภูมิหอง (25-30  
               องศาเซลเซียส) 
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ที่ความเร็วในการหมุนตัวถังเทากับ  5  รอบตอนาที มีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปน

เซลลูโลสสูงสุดเทากับ 13.10 กรัมตอ 100 กรัมน้ําตาล รองลงมา คือ ความเร็วรอบเทากับ 10 และ 
15  รอบตอนาที มีผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 11.01  และ 7.36  กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาล 
ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 19 

รูปที่  19   อัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส ณ  วันที่ 7 เมื่อแปรความเร็วในการหมุน 
              ถังหมัก ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) 
 
            
 จากการทดลองพบวา เมื่อความเร็วรอบเพิ่มข้ึน ทําใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง เนื่องจาก
ความเร็วรอบที่เพิ่มข้ึนสงผลทําใหคาการละลายออกซิเจนในอาหารเหลวน้ํามะพราวมีสูง ทําให
จํานวนเชื้อเพิ่มมากขึ้น (Dudman, 1960) ไปพรอมกับการใชน้ําตาลในปริมาณมากสําหรับสราง
กรดอะซิติก และกรดกลูโคนิกมากขึ้น และเชื้อมีพฤติกรรมการสรางเซลลูโลสในถังหมัก
ทรงกระบอกแบบหมุน        โดยเชื้อจะสรางแผนวุนเซลลูโลสติดกับตัวฝาและผนังสงผลใหเซลล
ของ   จุลินทรียในแผนวุนเซลลูโลสไดรับออกซิเจนในขณะที่ถังหมุนข้ึนและไดรับอาหารในขณะที่
ถังหมุนลง และเมื่อความเร็วในการหมุนตัวถังมีมากสงผลใหระยะเวลาในการสัมผัสอากาศและ
อาหารมีนอยทําใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง  ลักษณะการสรางเซลลูโลส ดังแสดงในรูปที่ 20 
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รูปที่  20   แผนวุนเซลลูโลสของ Acetobater sp. TISTR 975 ในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 
 

เมื่อนําคาวิเคราะหตางๆ ณ วันที่ 7 ของการผลิตมาเปรยีบเทยีบคาเฉลี่ยพบวา  ความเร็ว
รอบในการหมนุถงัหมกัสงผลใหคาตางๆ เกิดความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อม่ันรอยละ 95 ( p< 0.05)  คาดังตารางที ่3 
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ตารางที่ 3  การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่ 7  เมื่อความเร็วรอบในการ  
                หมนุถงัหมกัตางกัน ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส) 
 

ความเร็วรอบ (รอบตอนาท)ี Characteristic 
5 10 15 

Wet weight (g/l) 362.00 a +36.4 335.17 a+27.35 236.37 b+4.75 
Sugar utilization (%)ns 45.58+2.74 44.52+2.17 49.30+2.69 

Acid content 
( g acetic acid /100 ml media) 0.138 b+0.01 0.171 b+0.03 0.371 a+0.04 

Gluconic acid production (%) 0.163 b+0.02 0.173 a+0.08 0.159 c+0.03 
Cellulose 

(g dried weight / 1 l media) 5.69 a+0.18 3.80 b+0.58 3.12 b+0.25 

Cellulose production 
(g / 100 g sugar consumption) 13.10 a+2.16 11.04 a+1.68 7.36 b+0.58 

 
ns  ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
abc อักษรกาํกับตางกันในแนวนอนเดยีวกนัมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) 
 

จากตารางที่ 3  ผลผลิตเซลลูโลสมีความสัมพันธแบบผกผันกับความเร็วรอบในการหมุน
ถังหมัก         คือ การใชความเร็วรอบในการหมุนถังหมักตํ่า สงผลทําใหไดผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด 
โดยพบวาความเร็วรอบเทากับ 5 รอบตอนาที ใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 5.69  กรัมตอลิตร    
สอดคลองกับงานวิจัยของ  Krystynowicz และคณะ  (2002)  ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก 
Acetobacter xylinum E25  โดยใช  horizontal fermenter  หรือ rotating disk fermenter พบวา 
ความเร็วรอบที่ชาที่สุด คือเทากับ 4 รอบตอนาที ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดเทากับ 2.82 กรัมตอ
ลิตร เนื่องจากความเร็วรอบในการหมุน plastic discs ชา ทําใหแผนวุนเซลลูโลสที่ยึดเกาะอยูบน
ผิวหนา plastic discs  สัมผัสกับอากาศไดมากกวาที่สภาวะความเร็วรอบสูง    นอกจากนี้
ความเร็วรอบในการหมุนของตัวถังเพิ่มข้ึนสงผลใหการลดลงของ pH ในระบบการหมักมีมาก 
แสดงวาปริมาณกรดที่เชื้อสรางในระหวางการผลิตเซลลูโลสของเชื้อมีมากตามไปดวย จะเห็นวา
การหมุนของตัวถังสงผลทําใหเชื้อนําสารอาหารคารบอนไปสรางกรดแทนการสรางเซลลูโลส 
เนื่องจากการหมุนของตัวถังทําหนาที่คลายกับการใชใบกวนหรือใบพัดในถังหมักทั่วไป        ที่การ
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หมุนดวยความเร็วยิ่งมาก อัตราการถายโอนมวลสารโดยเฉพาะออกซิเจน (oxygen transfer rate) 
มีมากตามไปดวย   (Tanaka et al., 1983 ; Kouda et al.,1997 )   เมื่อระบบการหมักมีปริมาณ
ออกซิเจนมากเกินความตองการของเชื้อ จะสงผลตอการเกิดปฏิกริยาออกซิเดชั่นของน้ําตาล
กลูโคสไปเปนกรดกลูโคนิก (gluconic acid) ทําใหเกิดการสะสมของกรดเพิ่มข้ึน  pH จึงมีคาลดลง        
(Qazi  et al.,1993 ; Masaoka et al.,1993  ; Hwang et al.,1999 ;  อังคณา พันธุศรี, 2540)   
และจากการทดลองแสดงความสัมพันธระหวางคาสัมประสิทธิ์การถายโอนออกซิเจน (KLa) กับ
ผลผลิตเซลลูโลส ดังรูปที่  21 
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รูปที่  21   ความสัมพันธระหวางคาสัมประสิทธิก์ารถายโอนออกซิเจน (KLa) กับผลผลิตเซลลูโลส  
               เมื่อใชถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนในการหมัก 
 
4.2 ผลของปริมาณเชื้อเริ่มตนตอการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 975 
      ในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุน 
 

การผลิตเซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum เพื่อใหไดผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดนัน้ 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนตองเหมาะสมตอระบบการหมกัทัง้ในดานความบรสุิทธิ์ของเชื้อ ความแขง็แรง
ของเชื้อ และปริมาณสารอาหารตางๆที่มีอยูในระบบ เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตนเปน 10 20 และ 
30 เปอรเซ็นต ของการผลิตเซลลูโลสโดยใชถังหมักทรงกระบอกแบบหมุน ที่ความเร็วรอบ 5 รอบ
ตอนาท ี เลือกใชความเร็วรอบนี้เนื่องจากใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดจากผลการทดลองในขอ 4.1 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตนในหัวเชื้อมีเซลลทัง้หมดเทากับ 1.52x108  cfu/ml ใชปริมาตรเทากับรอยละ 30 
พบวา วนัที่ศูนยการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 30 เปอรเซ็นตมีจํานวนเชื้อในรูป viable cell 
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number สูงทีสุ่ดเทากับ 2.75x107 หลังจากนัน้การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน เทากับ 10  เปอรเซ็นต มี
อัตราการเพิม่จํานวนของเชือ้ในชวง 4 วันแรก หรือ log phase สูงกวาการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 20 
และ 30 เปอรเซ็นต ดังแสดงในรูปที ่ 22 สําหรับการใชน ำตาล พบวาการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน
เทากับ 30 เปอรเซ็นต มีอัตราการใชน้าํตาลสูงสุด รองลงมาคือ การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 20 และ 
30 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่23 

รูปที่   22    การเพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell numbers เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิม- 
     ตน ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 7 วนั  

รูปที่ 23  การใชน้ําตาลของเชื้อ เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตน ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที  
             อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 7 วัน  
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น้ําตาล หรือสารอาหารคารบอน เปนสารต้ังตนในการสรางกรด และเซลลูโลส  สําหรับการ
สรางกรดอะซติิกของเชื้อเมือ่ปริมาณเชื้อเร่ิมตนพบวา การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ 30 เปอรเซ็นต มี
อัตราการสรางกรดสูงสุด  รองลงมาคอื การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 20 และ 10 เปอรเซ็นต  
ตามลําดับ ผลดังแสดงในรูปที่ 24 

 
รูปที่  24   pH และ acid content ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตน   

   ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ีอุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั  
 
 สําหรับปริมาณกรดกลูโคนกิที่เชื้อสรางขึน้ จากการทดลองพบวา แนวโนมการ

เพิ่มข้ึนของกรดกลูโคนิกในชวง 4 วนัแรก ทั้ง 3 สภาวะ ไมแตกตาง แตหลังจากนั้นการใชปริมาณ
เชื้อเร่ิมตน เทากับ 30 เปอรเซ็นตมีอัตราการสรางสูงสุด ดังรูปที่ 25 
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รูปที่  25  ปริมาณกรดกลูโคนิกที่เชื้อสรางขึ้น เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตน ที่ความเร็ว 5  
               รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน  
 

 
สําหรับผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที ่7 จากการทดลองพบวา การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 

10 เปอรเซ็นต ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงที่สุดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
น้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 13.10 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาล รองลงมาคือ การใชปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนเทากับ 20 และ 30  เปอรเซ็นต  ใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 2.59 และ 2.01  กรัมตอลิตร 
และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 8.29  และ 7.40 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัม
น้ําตาล ตามลาํดับ ดังแสดงในรูปที่  26 และ 27 
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รูปที่ 26  ผลผลิตเซลลูโลส ณ วันที่ 7 เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตนในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมนุ   
 ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ีอุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  

 

รูปที่ 27  อัตราการเปลีย่นแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลส ณ วันที่ 7  เมือ่แปรปริมาณเชื้อเร่ิมตนใน 
             ถงัหมักทรงกระบอกแบบหมนุ  ทีค่วามเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศา 
              เซลเซียส)  
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เมื่อนําคาวิเคราะหตางๆ ณ วันที่ 7 ของการผลิตมาเปรยีบเทยีบคาเฉลี่ยพบวา  ปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนสงผลใหคาตางๆ เกิดความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดบัความเชื่อมั่น
รอยละ 95 ( p< 0.05)  คาดังตารางที ่ 4 
 
ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่7 เมื่อแปรปริมาณเชื้อเร่ิมตนใน 
                 ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ ที่อุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซียส) 
 

ปริมาณเชื้อเร่ิมตน (%) Characteristic 
10 20 30 

Wet weight (g/l) 362.00 a+36.4 282.50 b+1.5 317.40 ab+22.1 
Sugar utilization (%) 45.58 b+2.74 43.20 b+2.83 58.47 a+2.4 

Acid content 
( g acetic acid /100 ml media) 0.138 c+0.01 0.236 b+0.01 0.543 a+0.04 

Gluconic acid production (%) 0.163 b+0.02 0.170 b+0.08 0.230 a+0.19 
Cellulose 

(g dried weight / 1 l media) 5.69 a+0.18 2.59 b+0.38 2.01 c+0.90 

Cellulose production 
(g / 100 g sugar consumption) 13.10 a+2.16a 8.29 b+0.70 7.40 b+0.32 

 
ns  ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ 
abc อักษรกาํกับตางกันในแนวนอนเดยีวกนัมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) 
 

จากตารางที่ 4 จะเห็นวาเมื่อปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ใชในการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน ผลผลิต
เซลลูโลสจะลดลง โดยการใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ระดับความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงสุด  ในขณะที่การใชปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 30 เปอรเซ็นต ใหผลผลิตเซลลูโลสตํ่า
ที่สุด อาจเนื่องมาจากเชื้อมีพฤติกรรมการใชน้ําตาลสําหรับสรางกรดแทนการสรางเซลลูโลส 
สอดคลองกับรายงานการวิจัยของ สมคิด  ธรรมรัตน (2531) รายงานวาเมื่อปริมาณเชื้อเร่ิมตน
เพิ่มข้ึน มีผลทําใหความหนาและน้ําหนักเปยกของแผนวุนเซลลูโลสลดลง  และ วราวุฒิ  ครูสง  
และคณะ  (2536)  ทําการเลี้ยง  A.  xylinum ในอาหารเหลวจากน้ําหางนม (whey) พบวา 
ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตใหแผนวุนเซลลูโลสที่มีน้ําหนักและความหนามากที่สุด การใช
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ปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่มากเกินไปสงผลทําใหปริมาณสารอาหารที่มีอยูไมเพียงพอตอจํานวน
ประชากรของเชื้อทําใหเกิดภาวะแขงขัน  สงผลใหการสรางเซลลูโลสของเชื้อลดลง (Alaban, 
1962) 
 
 
4.3 ผลของปริมาณสารประกอบไนโตรเจนตอการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp.  
      TISTR 975  ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 

ไนโตรเจนเปนองคประกอบของเซลลแบคทีเรียประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนักแหง 
ความตองการไนโตรเจนของเชื้อแตละสายพันธุแตกตางกัน และความตองการยังข้ึนอยูกับปจจัย
อ่ืนอีกเชน พีเอช ออกซิเจน และ อุณหภูมิ เปนตน  ตามธรรมชาติแลวน้ํามะพราวมีสารประกอบ
ไนโตรเจนที่  Acetobacter xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลูโลสได แตอยางไรก็ตามการเติม
สารประกอบไนโตรเจนจะชวยเรงการเจริญและการสรางเซลลูโลส โดยสารประกอบไนโตรเจน
เกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene บน cellulose synthase ไดแก  acsAB , acsC และ 
acsD   และปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวน้ํามะพราวจะตองสงเสริมการ
ใชน้ําตาลของเชื้อ (Dudman, 1959) เพื่อการสรางสารเมตาโบไลทตางๆ โดยเฉพาะเซลลูโลส 
สําหรับงานวิจัยนี้เลือกสารประกอบแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต เนื่องจากมีรายงานการวิจัย
วาเปนแหลงไนโตรเจนที่ทําใหเชื้อสรางเซลลูโลสไดสูงสุดเมื่อเทียบกับแหลงไนโตรเจนจากแหลงอ่ืน 
(Lapuz et al., 1967)   

 
สําหรับงานวิจัยนี้แปรปริมาณสารประกอบแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟต (ADHP) 

เปน 0  0.1 และ 0.2 เปอรเซ็นต โดยแตละชุดการทดลองมีปริมาณคารบอนเริ่มตน และอัตราสวน
ของ C:N ดังตารางที่  5 
 
ตารางที่  5  คาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C:N) ของชุดการทดลอง 
 
ชุดการทดลองที ่ ปริมาณ

ADHP(%) 
ปริมาณคารบอน 

(%) 
ปริมาณ

ไนโตรเจน (%) 
อัตราสวน 

C:N 
1 0 7.613 9.90 0.77 
2 0.1 8.443 21.53 0.39 
3 0.2 7.979 32.43 0.25 
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จากตารางที่ 5  นํามาเลี้ยงเชื้อเพื่อผลิตเซลลูโลส ผลการทดลองพบวา เมื่อเปรียบเทียบ

การใชน้ําตาลของเชื้อในชวงเวลาการหมักต้ังแตวันที่ 3 จนสิ้นสุดการทดลอง อัตราสวน C:N 
เทากับ 0.25  สงเสริมการใชน้ําตาลของเชื้อมากที่สุด ผลแสดงในรูปที่ 28 
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รูปที่  28   การใชน้ําตาลของเชื้อ เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N ที่ความเรว็ 5 รอบตอนาที  
               อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน  

 
 

สําหรับผลคาอัตราสวน C:N ตอการเพิม่จํานวนของ viable cell number ในอาหารเหลว
น้ํามะพราว  จากการทดลองพบวา คาอัตราสวน C:N เทากบั 0.25 มอัีตราการเพิม่จํานวนของเชือ้
ในชวง 3 วันแรก หรือ log phase  สูงกวาการใชคาอัตราสวน C:N เทากับ 0.39 และ 0.77 
ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่  29 
 

สําหรับการสรางกรดอะซิติกของเชื้อ พบวา การใชคาอัตราสวน C:N เทากับ 0.25 มี
แนวโนมการสรางกรดสูงสุดหลังจากวันที่ 3  รองลงมาการใชคาอัตราสวน C:N เทากับ 0.39 และ 
0.77 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 30 สอดคลองกับ Cardona  (1994) ศึกษาผลของสารประกอบ
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอตเฟตตอการสรางเซลลูโลสของ A. xylinum โดยแปรคาอยูในชวง 0-
10 เปอรเซ็นต พบวา ปริมาณสารประกอบแอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอตเฟตที่เพิ่มข้ึนมีผลทาํให
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คาพีเอชของระบบลดลง    แสดงวาปริมาณสารประกอบไนโตรเจนเพิม่ข้ึนจะสงเสริมใหเชื้อสราง
กรดเพิ่มข้ึน (Dudman,1959)   
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รูปที่  29    การเพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell numbers เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N  

    ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ีอุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั  
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รูปที่  30  pH และ acid content ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N  

  ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั  
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สําหรับการใชไนโตรเจนของเชื้อ พบวา คาอัตราสวน C:N ลดลงการใชไนโตรเจนของเชื้อ

เพิ่มข้ึน โดยทีค่าอัตราสวน C:N  เทากับ 0.25 เชื้อมีการใชสารประกอบไนโตรเจนเทากับ 14.49 
เปอรเซ็นต รองลงมาคือ การใชคาอัตราสวน C:N เทากบั 0.39 และ 0.77 มีการใชไนโตรเจนมีคา
เทากับ 8.75 และ 7.89  เปอรเซ็นต ตามลําดับ ดังแสดงในรูป 31 
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รูปที่ 31  การใชไนโตรเจน เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N  ทีค่วามเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูม ิ
            หอง (25-30 องศาเซลเซียส) ณ วนัที ่7  
 
 
 สําหรับผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที่ 7 จากการทดลองพบวา คาอัตราสวน C:N 

เทากับ 0.25 ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงที่สุดเทากับ 5.38 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
น้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 9.91 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาล รองลงมาคือ การใชคาอัตราสวน 
C:N เทากับ 0.39 และ 0.77 ใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 3.68 และ 3.54 กรัมตอลิตร และมีอัตรา
การเปลี่ยนแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลส 8.07  และ 8.06 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้าํตาล 
ตามลําดับ ผลดังแสดงในรูปที่  32  และ 33 
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    รูปที ่ 32   ผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที ่7 เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N ในถงัหมกัทรงกระบอกแบบ 
                   หมุน ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ีอุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซียส)  
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รูปที่ 33  อัตราการเปลีย่นแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลส ณ วันที่ 7  เมือ่แปรคาอัตราสวน C:N ใน 
             ถงัหมักทรงกระบอกแบบหมนุ  ทีค่วามเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศา 

 เซลเซียส)  
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           เมื่อนําคาวิเคราะหตางๆ ณ วันที่ 7 ของการผลิตมาเปรียบเทียบคาเฉลีย่พบวา  คา
อัตราสวน C:N สงผลใหคาตางๆ เกิดความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความ
เชื่อม่ันรอยละ 95 ( p< 0.05)  ดังตารางที่ 6 

 
ตารางที่ 6  การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่7 เมื่อแปรคาอัตราสวน C:N ใน 
                 ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ ที่อุณหภูมหิอง (25-30 องศาเซลเซียส) 
 

อัตราสวน C:N Characteristic 
0.77 0.39 0.25 

Wet weight (g/l) 296.40 b+13.2 219.20 c+5.4 312.41 a+7.20 
Sugar utilization (%) 43.91 b+10.4 45.58 b+3.96 54.30 a+2.93 

Acid content 
( g acetic acid /100 ml media) 0.190 c+0.03 0.251 b+0.03 0.540 a+0.02 

Nitrogen utilization (%) 7.89 b+0.50 8.75 b+0.71 14.49 a+2.15 
Cellulosens 

(g dried weight / 1 L media) 3.54+0.30 3.68+1.82 5.38+0.49 

Cellulose productionns 
(g / 100 g sugar consumption) 8.06+2.16 8.07+0.58 9.91+0.93 

 
ns  ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ 
 abc อักษรกํากับตางกันในแนวนอนเดยีวกนัมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
 (p < 0.05) 
 
จากตารางที่ 6 จะเห็นวาอัตราสวน C:N ในอาหารเหลวน้ํามะพราวมีความสัมพันธแบบแปรผกผัน
ตรงกับการใชน้ําตาล การสรางกรด การใชไนโตรเจนและผลผลิตเซลลูโลส กลาวคือเมื่อปริมาณ
สารประกอบแอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอตเฟสที่เติมลงไปเพิ่มข้ึน มีผลทําใหการใชน้ําตาลหรือ
แหลงคารบอนและการใชไนโตรเจนของระบบเพิ่มข้ึน สอดคลองกับปริมาณเซลลูโลสที่เพิ่มข้ึน ผล
การทดลองสอดคลองกับ Dudman (1959) ศึกษาแปรปริมาณสารประกอบไนโตรเจนในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่ใชน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงคารบอน ผลการทดลองพบวา ความเขมขนสารประกอบ
ไนโตรเจนเทากับ 0.01 % เปนระดับตํ่าสุดที่ Acetobacter acetigenum EA-1 จะเจริญและสราง
เซลลูโลสได   และเมื่อเพิ่มความเขมขนของสารประกอบไนโตรเจนเปน 0.2 % พบวาเชื้อมีการ
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เจริญและการสรางเซลลูโลสเพิ่มข้ึน  ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากกรดอะมิโนสวนเกินสามารถถูก 
deamination ใหกลายเปนสารตัวกลางในวัฏจักรเครป และถูกใชเปนแหลงพลังงานได สวนการ
สรางกรดของเชื้อที่เพิ่มมากขึ้นนั้น เหตุผลเนื่องจากปกติแอมโมเนียม (NH4

+) ถูกใชไปเหลืออนุมูล
ของฟอสเฟต (PO4

2-) เกิดการสะสมจะทําใหคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อเปนกรดเพิ่มข้ึน  
 
4.4   ผลของปรมิาตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp.       
       TISTR 975 ในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุน 
 

ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อจะมคีวามสัมพันธกับความสงู และพื้นที่ผิวหนาในการสัมผัส
อากาศของอาหารเลี้ยงเชื้อ คือเมื่อปริมาตรอาหารในถังหมักเพิ่มข้ึน ความสงู และพืน้ที่ผิวหนาของ
อาหารที่สัมผัสอากาศจะเพิม่ข้ึนดวย จากการทดลองแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 1.0 1.5 
และ 2.0 ลิตร ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุนขนาดบรรจุ 22 ลิตร สงผลใหอาหารเลี้ยงมีความสงู
เมื่อวัดจากกนถังหมักมีคาเทากับ 2.5  3.5 และ 4.3 เซนติเมตร และพื้นที่ผิวหนาของอาหารที่
สัมผัสอากาศเทากบั 451.11  544.17 และ 554.07 ตารางเซนติเมตร ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 

 
ตารางที่  7    ความสัมพันธระหวางปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอความสูง และพื้นที่ผิวในการสัมผัส  
                    อากาศของอาหารเลี้ยงเชื้อและพนงัถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 
ปริมาตรอาหาร (ลิตร) ความสงูของอาหาร

(ซม.) 
พื้นที่ผิวหนาของ

อาหารที่สัมผัสอากาศ
(ตร.ซม.) 

พื้นที่ผิวหนาของพนัง
ถังหมักที่สัมผัสอากาศ

(ตร.ซม.) 
1.0 2.5 451.11 1704.19 
1.5 3.5 544.17 1611.13 
2.0 4.3 554.07 1601.23 

 
 

จากการทดลองแปรปริมาตรอาหารเหลวน้าํมะพราวเปน 1 1.5 และ 2 ลิตร พบวา การ
เพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell number เมื่อใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1.5 ลิตรมี
อัตราการเพิม่จํานวนสงูสุด รองลงมาคือ  2 ลิตร และ 1 ลิตร ตามลําดบั ดังรูปที ่ 34 
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รูปที่  34   การเพิ่มจํานวนของเชื้อในรูป viable cell numbers เมื่อแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
               ที่ความเรว็ 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 

 
สําหรับการใชน้ําตาลของเชือ้ พบวา หลงัจากวนัที่ 2 การใชปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 2 

ลิตร มีอัตราการใชน้ําตาลสงูสุด รองลงมาคือ ที่ 1 และ 1.5 ลิตร ตามลาํดับ ดังแสดงในรูปที่ 35 

รูปที่ 35  การใชน้ําตาลของเชื้อ เมื่อแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ี
              อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วัน 
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สําหรับการสรางกรดอะซิติกของเชื้อเมื่อแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวา การใช
ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 2.0 และ 1 ลิตร มีแนวโนมการสรางกรดสูงสุดหลังจากวนัที่ 3  ในขณะที่
การใชปริมาตรอาหารเทากบั 1.5 ลิตร มีอัตราการสรางกรดต่ําสุด ดังแสดงในรูปที ่36 

รูปที่  36   pH และ acid content ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
                ที่ความเรว็ 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง  (25-30 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วัน 
 

 สําหรับผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที่ 7 จากการทดลองพบวา การใชปริมาตรอาหาร
เล้ียงเชื้อ 1.5 ลิตร ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
น้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 13.10 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาล รองลงมาคือ การใชปริมาตร
อาหารเลี้ยงเชือ้เทากับ 1.0 และ 2.0 ลิตร ใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 3.41 และ 3.60 กรัมตอลิตร 
และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 7.76  และ 7.39 กรัม   กรัมเซลลูโลสตอ 100 
กรัมน้ําตาล ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่37 และ 38 

 
 
 เมื่อนําคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่ 7 ของการผลิตมาเปรียบเทียบคาเฉลี่ยพบวา  

ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ สงผลใหคาตางๆ เกิดความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ
ความเชื่อมัน่รอยละ 95 ( p< 0.05)  คาดังตารางที ่ 8 

 
 

 
 

0
1
2
3
4
5
6

0 1 2 3 4 5 6 7

0

0.2

0.4
0.6

0.8

1 pH-1 L
pH-1.5 L 
pH-2 L 
acid-1 L
acid-1.5 L
acid-2.0 L

acid content 
( g acetic acid/100 ml media)

pH

Days



57 

 

 

รูปที่   37  ผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที ่7 เมือ่แปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชือ้ในถังหมกัทรงกระบอก 
               แบบหมนุ ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส)  
 

 
รูปที่ 38  อัตราการเปลีย่นแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลส ณ วันที่ 7  เมือ่แปรปริมาตรอาหารเลี้ยง 
             เชื้อ ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาท ีอุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  
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ตารางที่ 8    การเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่7 เมื่อแปรปริมาตรอาหาร 
                   เล้ียงเชื้อ ที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที อุณหภูมิหอง  (25-30 องศาเซลเซียส)   
 

ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ (ลิตร) Characteristic 
1.0 1.5 2.0 

Wet weight (g/l) 218.53 b+29.2 362.00 a+36.4 224.77 b+3.90 
Sugar utilization (%) 43.90 b+2.17 45.58 a+2.74 48.71 a+1.59 

Acid content 
( g acetic acid /100 ml media) 0.651 a+0.02 0.138 b+0.01 0.628 a+0.02 

Cellulose  

(g dried weight / 1 l media) 3.41 b+0.82 5.69 a+0.18 3.60 b+1.91 

Cellulose production 
(g / 100 g sugar consumption) 7.76 b+0.82 13.10 a+2.16 7.39 b+1.28 

 
ns  ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ 
abc อักษรกาํกับตางกันในแนวนอนเดยีวกนัมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ  
(p < 0.05) 
 
 จากตารางที่ 7 และ 8 สามารถแสดงความสัมพันธระหวางอัตราสวนของปริมาตรอาหาร
ตอพื้นที่ผิวของอาหารที่สัมผัสอากาศกับผลผลิตเซลลูโลส ไดดังตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9   ความสัมพนัธระหวางอัตราสวนของปริมาตรอาหารตอพืน้ที่ผิวของอาหารที่สัมผัส  
                 อากาศ กบัผลผลิตเซลลูโลส 
 
ความสงู  

(cm) 
พื้นที่ผิว
อาหารที่

สัมผัสอากาศ 
(A, cm2) 

ปริมาตร
อาหารเลี้ยง
เช้ือ (V, ml) 

อัตราสวน V/A 
(ml/cm2) 

ปริมาณ
เซลลูโลส 

(g/l) 

ปริมาณ
เซลลูโลส 
(g/l.cm2) 

2.5 541.11 1000 2.22 3.41 0.0063 
3.5 544.17 1500 2.76 5.69 0.0110 
4.3 554.07 2000 3.61 3.60 0.0065 
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จากตารางที่ 9  แสดงใหเหน็วาคาความสงูของอาหารเลีย้งเชื้อ และอัตราสวน V/A ในถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมนุมากกวา 3.5 เซนติเมตรมีผลทําใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง และ
อัตราสวน V/A เทากับ 2.76 ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ในขณะที ่Phunsri และคณะ (2003) พบวา
การเลี้ยง  Acetobacter sp. TISTR 975 ในสภาวะนิง่โดยใหมีอัตราสวน V/A เทากับ 2.50 ให
ผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ในงานวิจัยของ Masaoka และคณะ (1993)  พบวา ผลผลิตเซลลูโลสที่
สรางโดย A. xylinum  IFO 13693 มีคาสูงสุดเมื่อความสงูของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1.3 
เซนติเมตร และเมื่อความสูงของอาหารเลีย้งเชื้อเพิ่มข้ึน ผลผลิตเซลลูโลสจะลดลง 
 
 
4.5 ผลของสภาวะการหมกัตอการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 975 
 

สภาวะการหมกัทีน่ํามาใชในการศึกษาการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 
975 ไดแก สภาวะนิ่ง (static culture) สภาวะเขยาที ่100 รอบตอนาที (shake culture) (อังคณา 
พันธุศรี, 2540) และสภาวะการหมุนของถังตามแนวนอน (rotating culture) ในถงัหมัก
ทรงกระบอกแบบหมนุที่ความเร็ว 5 รอบตอนาที (ตามผลการทดลองในขอ 4.1 เนื่องจากใหผล
ผลิตเซลลูโลสสูงสุด) ทัง้สามสภาวะมีความแตกตางกนัในดานทิศทางและขนาดของแรงกลที่ใหแก
ระบบ สงผลตอคาอัตราการถายโอนออกซิเจนดังผลการทดลอง เมื่อพลอตกราฟแสดง
ความสัมพันธระหวาง ln [C*-CL] กับเวลา (นาที) และพิจารณาความชนัของกราฟ ซ่ึงแสดงคา 
volumetric oxygen transfer cofficient (KLa) จากการทดลองพบวา สภาวะการหมุนในแนวนอน
มีคา KLa เทากับ 0.0175 (นาที) -1 สวนสภาวะเขยา และสภาวะนิ่งมคีา KLa เทากบั 0.0381 และ 
4x10-5 (นาที) -1 ตามลาํดบั สําหรับคา OTR ของสภาวะหมุนในแนวนอนมีคาเทากบั 0.1160 
มิลลิกรัมของออกซิเจน(ลิตร นาที) -1 สวนสภาวะเขยา และสภาวะนิง่มีคา OTR เทากบั  0.2526 
และ 2.65 x10-4 มิลลิกรัมของออกซิเจน(ลิตร นาที) -1 ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่39 
                

การเลี้ยงเชื้อในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน มีลักษณะตางจากสภาวะนิ่งและเขยาในดาน
ทิศทางแรงกลที่ใหเพื่อเพิม่การถายโอนมวลสารโดยเฉพาะออกซิเจน  จากการทดลองพบวา 
แรงกลของสภาวะการหมักในถงัทรงกระบอกแบบหมนุ มีผลทําใหการลดลงของคาการละลายของ
ออกซิเจน เนือ่งจากการใชของเชื้อ มีคานอยกวาสภาวะเขยา และมากกวาสภาวะนิ่ง โดยในวนัที่
ศูนย  สภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุมคีาการละลายของออกซเิจนเทากับ 3.95 มิลลิกรัมตอ
ลิตร  และลดลงจนเทากับ 0 ในวนัที ่4 ดังแสดงในรูปที ่ 40 
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y = -4E-05x + 1.8374
R2 = 0.8774 (static)

y = -0.0175x + 1.8427
R2 = 0.9984 ( rotating)

y = -0.0381x + 1.7246
R2 = 0.9893 (shake)
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รูปที่  39   กราฟแสดงความสัมพนัธระหวาง ln [C*-CL] กับ เวลา (นาที) ของสภาวะนิ่ง เขยา และ 

        ในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
 

 
รูปที่ 40    คาการละลายของออกซิเจน เมือ่แปรสภาวะการหมัก ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศา 
               เซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
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จะเห็นวาคาอัตราการถายโอนออกซิเจน (รูปที่ 39) ของสภาวะเขยามีคาสูงสุด เปนผลใหคา
การละลายออกซิเจนเพิ่มจาก 3.12 มิลลิกรัมตอลิตรในวันที่ 0 เปน 7.29 มิลลิกรัมตอลิตร ในวันที่ 
1 และคอยลดลงเรื่อยๆ และ เมื่อเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่มีชีวิต  (viable cell numbers) ใน
อาหารเหลวน้ํามะพราวของ Acetobaceter xylinum  ในสภาวะการหมักทั้ง 3 แบบ พบวา การ
เพิ่มจํานวนของเซลลของเชื้อในถังหมักทรงกระบอกแบบบหมุนจะเริ่มเพิ่มจํานวนเขาสู log phase 
ต้ังแตวันแรก ในขณะที่ สภาวะเขยาและสภาวะนิ่งมี lag phase ต้ังแตวันที่ 0 ถึง 1 และวันที่ 1 ถึง
วันที่ 2 ตามลําดับ และเปรียบเทียบคา OD ที่ 660 นาโนเมตร พบวาสภาวะเขยามีอัตราการ
เพิ่มข้ึนของคา OD มากที่สุด รองลงมาคือ สภาวะการหมุนในแนวนอน และนิ่ง ตามลําดับ   เมื่อ
พิจา-ณาความสัมพันธระหวางคาจํานวนเซลลที่มีชีวิตกับผลผลิตเซลลูโลสในแตละวัน พบวา 
จํานวนเซลลที่มีชีวิตเพิ่มข้ึน ผลผลิตเซลลูโลสมีแนวโนมเพิ่มข้ึนดวย  โดยในแตละสภาวะอัตราการ
สรางเซลลูโลสมีมากเมื่อจํานวนเซลลที่มีชีวิตเขาสู stationary phase ซึ่งในสภาวะถังหมัก
ทรงกระบอกแบบหมุนมีอัตราการผลิตเซลลูโลสสูงกวาสภาวะนิ่ง และสภาวะเขยา ดังรูปที่ 41 และ 
42 
 

 
รูปที่ 41   จํานวนเซลลที่มีชวีติ (viable cell numbers) ของ Acetobacter sp.  TISTR 975  
               ในอาหารเหลวน้าํมะพราว และ ผลผลิตเซลลูโลส (cellulose production)  ในสภาวะ 
               การหมักที่แตกตางกนั ที่อุณหภมูิหอง (25-30 องศาเซลเซยีส) เปนเวลา 7 วนั 

1.E+00

1.E+02

1.E+04

1.E+06

1.E+08

1.E+10

1.E+12

0 1 2 3 4 5 6 7

0

1

2

3

4

5

6 Static

Shake

Rotating

Static
(cellulose)
Shake
(cellulose)
Rotating
(cellulose)

Via
ble

 ce
ll n

um
be

r ( 
cfu

/m
l ) Cellulose production 

( g dried weight / 1 L media )

Days



62 

 

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 1 2 3 4 5 6 7
Days

OD
  6

60

Static culture
Shake culture
Rotating culture

 
รูปที่ 42  คาความขุน  (Optical density ; OD) ที่ความยาวคลื่น 660 เมื่อเลี้ยง  
            Acetobacter  sp. TISTR 975 ในสภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ นิง่และเขยา 

 
 

เมื่อพิจารณาปริมาณกรดอะซิติก (acid content) ที่เชือ้สรางขึ้นพบวา สภาวะการหมักใน
ถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุมีปริมาณทีตํ่่ากวาสภาวะเขยา 2 เทา และสูงกวาสภาวะผวินิง่ 1.6 
เทา  สําหรับคา pH พบวาสภาวะเขยามีอัตราการลดลงของ pH มากที่สุด แสดงในรูปที่ 43 
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รูปที่  43   pH และ acid content ในอาหารเหลวน้าํมะพราว เมื่อเลีย้ง  Acetobacter sp. TISTR  
               975  ในสภาวะที่แตกตางกนั ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  เปนเวลา 7 วนั 
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สําหรับการใชน้ําตาลของเชือ้ พบวา การใชน้ําตาลของเชื้อในชวง 4 วันแรกในสภาวะเขยา
มีอัตราการใชสูงสุด ในขณะที่สภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุมีอัตราการใชเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ 
และเมื่อเขาสูวันที่ 4 จนถงึวนัที ่7 มีอัตราการใชน้าํตาลสูงกวาสภาวะอื่นๆ ดังแสดงในรูปที่ 44 
 

รูปที่ 44  การใชน้ําตาลของเชื้อ เมื่อเลี้ยง  Acetobacter  sp. TISTR 975  ในสภาวะที่แตกตางกัน  
             ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วัน 
 

ออกซิเจนที่ละลายในอาหารเหลวน้ํามะพราว ยังสงผลทาํใหเกิดปฏิกริยา non- 
phosphorylation oxidation โดยน้าํตาลกลูโคสจะถกูออกซิเดชั่นโดยเอนไซม dehydrogenase 
เปนกรดกลูโคนิก สงผลทาํใหการสรางเซลลูโลสลดลงเมือ่ปริมาณกรดกลูโคนิกเพิ่มข้ึน  จากกการ
ทดลองพบวา อัตราการสรางกรดกลูโคนกิของเชื้อของสภาวะเขยาสูงสุด รองลงมาคือ สภาวะในถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมนุและสภาวะนิ่ง ดังแสดงในรูป 45 
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รูปที่  45   ปริมาณกรดกลูโคนิกทีเ่ชื้อสรางขึ้น  เมื่อสภาวะการหมกัตางกนั 
                     ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 7 วนั  

 
 
การสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  sp. TISTR 975 ในถังหมักทรงกระบอก 

แบบหมุนกับสภาวะนิ่ง และเขยา พบวา การสรางเซลลูโลสในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุน ให
ผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดเทากับ 5.69 กรัมตอลิตร (กรัมน้ําหนักแหงตอปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 1 
ลิตร) และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลสเทากับ 13.10 กรัมเซลลูโลสตอ 100กรัม
น้ําตาล รองลงมาคือ  สภาวะนิ่ง ใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ  3.90 กรัมตอลิตร มีอัตราการ
เปล่ียนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลสเทากับ 9.78 กรัมเซลลูโลสตอ 100กรัมน้ําตาล และสภาวะ
เขยาใหผลผลิตเซลลูโลสเทากับ  2.64 กรัมตอลิตร มีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส
เทากับ 6.70 กรัมเซลลูโลสตอ 100กรัมน้ําตาล ดังแสดงในรูปที่ 46 และ 47 
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รูปที่  46  ผลผลิตเซลลูโลส ณ วนัที ่7 ของ Acetobacter  sp. TISTR 975   เมื่อสภาวะการหมกั 
              ตางกัน  ที่อุณหภมิูหอง (25-30 องศาเซลเซยีส)  
 

 
รูปที่  47  อัตราการเปลีย่นแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลส ณ วันที่ 7 ของ Acetobacter sp.  
               TISTR 975  เมื่อสภาวะการหมกัตางกัน  ที่อุณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  
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เมื่อนําคาวิเคราะหตางๆ ณ วนัที ่ 7 ของการผลิตมาเปรียบเทียบคาเฉลี่ยพบวา  สภาวะ
การหมกั สงผลใหคาตางๆ เกิดความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อม่ัน
รอยละ 95 ( p < 0.05)  คาดังตารางที ่10 

 
ตารางที่ 10   การเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ ณ วันที ่7  
                   เมื่อสภาวะการหมักตางกนั ทีอุ่ณหภูมิหอง (25-30 องศาเซลเซียส)  
 

สภาวะ Characteristic 
Rotating Static Shake 

Wet weight (g/100 ml) 36.20 a+2.43 28.29 b+1.38 28.81 b+0.74 
Sugar utilization (%)ns 45.58+2.74 40.87+2.93 40.43+3.21 

Acid content 
( g acetic acid /100 ml media) 0.14 b+0.01 0.10 c+0.01 0.27 a+0.01 

Gluconic acid production (%) 0.163 b+0.02 0.099 c+0.06 0.215 a+0.04 
Cellulose 

(g dried weight / 1 l media) 5.69 a+0.18 3.90 b+0.27 2.64 c+0.11 

Cellulose production 
(g / 100 g sugar consumption) 13.10 a+2.16 9.78 b+0.67 6.70 c+0.30 

 
ns  ไมมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ 
abc อักษรกาํกับตางกันในแนวนอนเดยีวกนัมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ 
(p < 0.05)     
 

จากตารางที่ 10 จะเห็นวาการสรางเซลลูโลสในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนกับสภาวะ
นิ่งและเขยาจากการทดลองพบวา การผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter sp. TISTR 975  ในถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมุนใหผลผลิตเซลลูโลสสูงกวาสภาวะนิ่งและเขยา  เนื่องจากสมบัติของถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมุนสามารถทําใหเกิดการถายโอนออกซิเจนของระบบไดอยางเหมาะสมตอ
การเจริญและการทํากิจกรรมของเชื้อ โดยเฉพาะบริเวณผนังของถังขณะหมุนข้ึนจากอาหารเลี้ยง
เชื้อ สวนบริเวณที่จุมหรือสัมผัสกับอาหารจะทําใหเชื้อไดรับสารอาหารจากการหมุนดังกลาว  
(Krystynowicz   et al.,2002)   ตางจากสภาวะนิ่งที่การควบคุมการถายโอนออกซิเจนของระบบ
เปนไปไดยาก   เนื่องจากแผนวุนเซลลูโลสที่เชื้อสรางขึ้นจะทําใหการถายโอนออกซิเจนระหวาง
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บรรยากาศกับผิวหนาอาหารเลี้ยงเชื้อมีนอย ( Dudman , 1960 ) และแผนวุนเซลลูโลสที่เกิดข้ึน
สามารถดูดซับกาซคารบอนไดออกไซดเอาไวภายใน สงผลตอการใชออกซิเจนของเชื้อลดลง ทํา
ใหผลผลิตเซลลูโลสลดลงดวย (Schramn  and Hestrin , 1954)  และในสภาวะเขยาใหปริมาณ
ออกซิเจนของการหมักสูงเกินไป  (Dudman , 1960 ; อังคณา พันธศรี , 2540) ทําใหผลผลิต
เซลลูโลสต่ําที่สุด เนื่องจากการเขยา หรือการกวนในระบบ ทําใหปริมาณออกซิเจนละลายในน้ํา
หมักมีสูง  สงผลทําใหเช้ือสรางกรดกลูโคนิกเพิ่มข้ึน (Qazi  et al,1993 ; Masaoka et al.,1993 ; 
Hwang et al.,1999 ; อังคณา พันธุศรี , 2540 )  จากการทดลองจะเห็นวา สภาวะเขยามีอัตราการ
ลดลงของ pH และอัตราการเพิ่มจํานวนของเซลลมากกวาสภาวะอื่น  เม่ือพิจารณาจํานวนเซลล
ของเชื้อที่มีชีวิตในน้ําหมักจะเห็นวา สภาวะการผลิตเซลลูโลสในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนเร่ิม
เขาสู log phase ต้ังแตวันที่ 1 ในขณะที่สภาวะเขยามีการเจริญของเชื้อเร่ิมเขาสู log phase ใน
วันที่ 2  และสภาวะนิ่งมีการเจริญของเชื้อเร่ิมเขาสู log phase ในวันที่ 3   จะเห็นวาในสภาวะถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมุนเร่ิมเขาสู log phase เร็วกวา  และเมื่อเขาสูวันที่ 4 ทั้ง 3 สภาวะเขาสู 
stationary phase  และมีจํานวนเซลลของเชื้อที่มีชีวิตในน้ําหมักมีคาใกลเคียงกัน เมื่อเปรียบเทียบ
อัตราการเจริญของเชื้อใน 3 วันแรก จะพบวาสภาวะในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนมีอัตราการ
เจริญเติบโตมากกวาสภาวะนิ่ง 3.5 เทา และนอยกวาสภาวะเขยา 1.5 เทา  การที่สภาวะเขยามี
อัตราการเจริญของเชื้อสูงสุดเนื่องจากการเขยาสงตอการละลายออกซิเจนมีเพิ่มข้ึน  ทําใหการ
สราง ATP content  เพิ่มข้ึน ในชวงวันที่ 2 และมีปริมาณสูงสุดในวันที่ 3  (Okiyama et al.,1992)  
และเมื่อพิจารณาความสัมพันธระหวางคาจํานวนเซลลที่มีชีวิตกับผลผลิตเซลลูโลส ณ วันที่ 4 ถึง 
วันที่ 7 พบวา จํานวนเซลลที่มีชีวิตทั้งสภาวะมีคาใกลเคียงกันแตผลผลิตเซลลูโลสในสภาวะถัง
หมักทรงกระบอกแบบหมุนมีอัตราการเพิ่มผลผลิตสูงกวาสภาวะนิ่งและสภาวะเขยา    

 
สําหรับลักษณะทางกายภาพของวุนเซลลโูลส พบวา วุนเซลลโูลสจากสภาวะถงัหมกั

ทรงกระบอกแบบหมนุมีลักษณะเปนฟมลหนาประมาณ 0.2-0.4 มิลลิเมตร วุนเซลลูโลสจาก
สภาวะเขยามลัีกษณะกอนกลม หรือ pellet  และจากสภาวะนิ่งเปนแผนวุน แสดงในรูปที่ 48 
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รูปที่  48  ลักษณะทางกายภาพของวุนเซลลูโลส 
              ( A : สภาวะถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน   B: สภาวะนิง่    C : สภาวะเขยา ) 

 
 
สําหรับการศึกษาลักษณะโครงสรางของรางแหของเซลลโูลสโดยภาพถาย จากการสอง

ดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) (รูปที่ 49 และ 50) แสดงใหเห็นความ
แตกตางของรางแหเซลลูโลสในแง ความหนาแนน ขนาดโพรง  ขนาดเซลล และขนาดเสนใย จาก
การทดลองที่กาํลังขยาย 3,500 เทา  พบวา  เสนใยจากสภาวะนิ่งมีความหนาแนนทีสุ่ด เนื่องจาก
ความหนาแนนของเสนใยจะแปรผกผันกบัขนาดโพรง  (ธัญญารัตน พงศทรางกูร, 2543)         
สวนขนาดของโพรงแผนวุนเซลลูโลสจากสภาวะการหมกัในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุนมีขนาด
ใหญกวาขนาดโพรงในแผนวุนเซลลโูลสจากสภาวะนิง่ และมีขนาดใกลเคียงแผนวุนเซลลโูลสจาก
สภาวะเขยา  และที่กาํลังขยาย 35,000 เทา  พบวา ขนาดของเสนใยเซลลูโลสจากสภาวะการหมัก
ในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุนมีขนาดใหญที่สุดเทากบั 80 ไมโครเมตร รองลงมาคือ เสนใยจาก
สภาวะนิ่ง และเขยา มีขนาดเทากับ 72 และ 67 ไมโครเมตร ตามลําดับ ดังตารางที ่ 10 และ   การ
กระจายของขนาดรูโพรงในรางแหวุนเซลลโูลสพบวาทัง้ 3 สภาวะมีคาการกระจายของขนาดโพรง
อยูในชวง 0.5-0.9 ไมครอน มากที่สุด ดังรูปที่ 5 

 
 

(A) 

A B C 
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ตารางที่ 11  ขนาดโพรง ขนาดเซลล และขนาดเสนใยเซลลูโลส จากสภาวะการหมกัตางๆ 
                   ณ วันที่ 7 
                        

สภาวะ Characteristic 
Rotating Shake Static 

ความกวางของเซลล 
(ไมโครเมตร) ~0.35 ~0.44 ~0.60 

ความยาวของเซลล 
(ไมโครเมตร) ~1.68 ~1.85 ~1.63 

ขนาดเสนใย 
(นาโนเมตร) ~80 ~67 ~72 

ขนาดโพรง 
(ไมโครเมตร) 

n=60 

~1.03 
max 2.96 
min 0.37 

~0.73 
max 2.28 
min 0.35 

~0.61 
max 1.13 
min 0.29 

 
ขนาดของเสนใยเซลลูโลสที่สรางจาก Acetobacter xylinum นั้นโดยปกติจะมีความกวาง

อยูในชวง 60-80 นาโนเมตร (Brown et al.1976 ; Zarr, 1977) ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยนี้  สําหรับ
ขนาดโพรงของรางแหเสนใยเซลลูโลส มีผลตอการเก็บกักน้ําของแผนวุนเซลลูโลส  โดยขนาดโพรง
ที่ใหญจะมีความสามารถในการเก็บกักน้ําไดมาก    (ธัญญารัตน     พงศทรางกูร, 2543)  จาก
การศึกษาการ syneresis ของวุนเซลลูโลสจากสภาวะการหมักทั้ง 3 พบวาอัตราการ syneresis 
ของวุนเซลลูโลสจากสภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนมี อัตราการ syneresis นอยกวาสภาวะ
เขยา แตมากกวาสภาวะนิ่ง ผลดังแสดงในรูปที่ 52 
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รูปที่ 49 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของแผนวุนเซลลูโลสที่สรางจาก   
A. xylinum sp. TISTR 975 แสดงขนาดโพรง และเสนใยเซลลูโลส  เมื่อแปรสภาวะการ 

         หมัก A : Static culture  B: Shake culture และ C : Rotating culture กําลังขยาย 3,500  
           เทา 

(A) 

(B) 

(C) 
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รูปที่ 50  ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด แสดงขนาดเซลล ของ 
Acetobacter sp. TISTR 975 เมื่อแปรสภาวะการหมัก A : Static culture  B: Shake  
culture และ C : Rotating culture กําลังขยาย 35,000 เทา  

 

(A) 

(B) 

 (C ) 
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รูปที่  51   การกระจายของขนาดรูโพรงในรางแหวุนเซลลูโลสจากสภาวะการหมักตางกัน 
 

0
5

10
15
20
25
30
35

3000 4000 5000 6000

Centrifuge speed (rpm)

Sy
ne

res
is (

%)

Static
Shake
Rotating

 
รูปที่ 52     syneresis ของวุนเซลลูโลสที่ไดจากหมักในในสภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบ 

            หมนุ   สภาวะนิง่ และเขยา 
 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

1. ความเร็วในการหมุนถังเพิ่มข้ึน มีผลทําใหคาอัตราการถายโอนออกซิเจนเพิ่มข้ึนดวย 
2. ความเร็วในการหมนุถงัเทากับ 5 รอบตอนาที ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด  และเมื่อ 

ความเร็วมากกวา 5 รอบตอนาที การเจริญและการใชน้ําตาลของเชื้อเพื่อสรางกรดจะมีมากขึ้น 
ทําใหผลผลิตเซลลูโลสลดลง 
 3.  ปริมาณเชื้อเร่ิมตนเทากับ 10 % ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุดและเมื่อปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
มากกวา 10 %  การเจริญและการใชน้ําตาลของเชื้อเพื่อสรางกรดจะเพิ่มข้ึน และทําใหผลผลิต
เซลลูโลสลดลง 

4.   ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1.5 ลิตร ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด 
 5.   อัตราสวน C:N เทากับ 0.25 ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด อัตราสวน C:N ที่ลดลงมีผลให
ปริมาณการใชน้ําตาล และการสรางกรดเพิ่มข้ึน 

6.   การสรางเซลลูโลสของเชื้อในถังหมักทรงกระบอกแบบหมุนใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด 
รองลงมาคือ สภาวะนิ่ง และเขยา ตามลําดับ ปริมาณกรดอะซิติกในสภาวะหมักทรงกระบอกแบบ-
หมุน มีต่ํากวาสภาวะเขยา 2 เทา และสูงกวาภาวะนิ่ง 1.6 เทา  เซลลูโลสจากสภาวะถังหมักหมัก
ทรงกระบอกแบบหมุนมีขนาดเสนใยเซลลูโลส  และขนาดโพรงในโครงสรางใหญกวาเซลลูโลสที่ได
จากสภาวะนิ่งและเขยา 
 
5.2 ขอเสนอแนะ 
 

1. ควรศึกษาผลของทิศทางแรงกลในแตละสภาวะตอภาวะแปรผันของเชือ้ และการสราง  
เซลลูโลสของเชื้อ 

2. ควรศึกษาผลของลักษณะ และขนาดตะแกรงลวดที่ใสเพิ่มในถังหมกัทรงกระบอก 
แบบหมุน เนื่องจากเชื้อสามารถยึดเกาะกบัผนังถังได ปองกันการ collapse ของแผนวุนเซลลูโลส 

3. การผลิตเซลลโูลสโดยใชถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุทีท่ําจากสเตนเลส ตนทุนสงู 
เนื่องจากราคาวัสดุที่แพง ดังนัน้ควรเลือกวัสดุที่ราคาถูกและเหมาะสมตอการการผลติ 
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ภาคผนวก  ก 
 
การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 

1. อาหารเลีย้งเชือ้ Acetobacter sp. TISTR 975 
 

1.1 สูตรอาหารน้าํมะพราวสําหรบัเตรียมหัวเชือ้ (starter) 
น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดอืดชอนไขมันออก 1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย     50 กรัม 
ความเปนกรด-ดาง    4.75 

 
1.2  สูตรอาหารน้าํมะพราวสาํหรับหาปริมาณเซลลที่มีชวีิต 

น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดอืดชอนไขมันออก 1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต   0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย     50 กรัม 
ความเปนกรด-ดาง    4.75 
วุนผง      1.5 กรัม 
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธวีิเคราะห 
 

 
1. การวัดคาความเปนกรด-ดาง 

วัดโดยใชมาตรวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
 

2. วิธีวิเคราะหปริมาณกรดอะซิติก (A.O.A.C, 1990) 
 

สารเคมี     1.   สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด  0.1 นอรมัล 
2. สารละลายฟนอลฟทาลนี 
 

 วิธีการ      
1. ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 10 มิลลิลิตร ลงในขวดรปูชมพู 
2. หยดสารละลายฟนอลฟทาลนี  2-3 หยด 
3. ไตเตรทดวยสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมัล จนสารละลาย

เปลี่ยนเปนสีชมพ ู
4. การคํานวณ 

 
ปริมาณความเปนกรดทัง้หมด (เปอรเซ็นต)  เทากับ    MWxNxVx100 

                                                                            10X1000 
                       เมื่อ  MW   คือ มวลโมเลกุลของกรดอะซีติกมีคาเทากบั 60.05 กรัมตอโมล 
                                   N   คือ ความเขมขนของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
                                   V   คือ ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
 
3.วิธีวเิคราะหจํานวนเซลลทีม่ีชีวิต (viable cell numbers) 
 
 เตรียมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ นาํมาเจือจางน้ําหมักกระจายแบคทีเรียบนอาหารน้าํมะพราว
ตามภาคผนวก ก. ขอ 1.2  บมที่อุณหภูมหิอง 3 วนั นับจํานวนโคโลนทีี่เกิดขึ้นในชวง 30 – 300  
โคโลน ี
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4.วิธีวเิคราะหปริมาณเซลลูโลส (cellulose content)  (Watanabe and Yamanaka ,1995) 
 
สารเคมี 
1.สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 4 เปอรเซ็นต 
2.สารละลายกรดอะซิติกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 

 
วิธีการ 
           1.   นาํแผนเซลลูโลสลางน้ําสะอาด แลวแชน้ํา  1 คืน 

     2.   ผ่ึงใหสะเด็ดน้ํา 1 ชั่วโมง แลวไปตมใน สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด              
           เขมขน  4 เปอรเซ็นต นาน 20 นาท ี

           3.   ลางน้ําสะอาด แชไว 1 คืน 
           4.   แชกรดอะซิติกเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 1 ชั่วโมง 
           5.   ลางดวยน้าํสะอาด 

6. นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้ําหนกัคงที ่
 
5.วิธีวเิคราะหปริมาณกรดกลูโคนิก (gluconic acid) 
 
สารเคมี     กรดฟอสฟอริก 20 mM   pH 2.5 
 
วิธีการ 
 นําน้ําหมักมากรองดวยกระดาษกรอง Whatman เบอร 5 แลวนาํน้าํใสไปตรวจสอบ 
ปริมาณกรดดวย HPLC (Shimudzu LC-3A) โดยมีภาวะดังนี ้
 
 คอลัมน : Zorbox – C8 (L-3555) ขนาด 25 เซนติเมตร x 4.6 มิลลิเมตร ของบริษัท  

              Dupont 
 สารละลายตวัพา : 20 mM ของกรดฟอตฟอริก  pH 2.5 
 อัตราการไหล : 1 มิลลิลิตรตอนาท ี
 อุณหภูมิคอลัมน : อุณหภูมหิอง 
 เครื่องตรวจวัด : คลื่นแสงอัตราไวโอเลต (UV-Detector)  ความยาวคลืน่ 210 นาโนเมตร 
 



85 

 

y = 588589x
R2 = 0.9331
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รูปที่  ข.1 กราฟมาตรฐานกรดกลูโคนิก 
 
 

 
 

รูปที่  ข.2   โครมาโตแกรมของกดรกลูโคนกิ 
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6.วิธีวเิคราะหปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (total sugar) (Dobois et al., 1956) 
 
สารเคมี 

1. กรดซัลฟูริกเขมขน  
2. สารละลายฟนอล 5 % 

 
วิธีการ 

1. ดูดสารละลายตัวอยางปริมาตร 1 มิลลิลิตร (ความเขมขนน้ําตาลกลูโคส 5-100 กรัมตอ
ลิตร)  

2. เติมสารละลายฟนอลความเขมขน 5 %  1 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากัน 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  5 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากนัอยางรวดเร็ว 
4. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที  
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่อ 490 นาโนเมตร 
6. การคํานวณ 

  น้ําตาลทั้งหมด (g/L) เทากับ  (คาการดดูกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 
                                                                                            (ความชนัของกราฟ) 

y = 9.2039x
R2 = 0.9992
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รูปที่ ข.3  กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
 



87 

 

7.ปริมาณออกซิเจนที่ละลายในน้าํหมัก (dissolved oxygen) 
 
 วัดโดยใชวัดมาตรวัดออกซิเจนที่ละลาย ( Portable oxygen meter) 
 
8.  วิธีวัดคาอตัราการถายโอนออกซิเจน (oxygen transfer rate) โดยวิธี static gassing out  
      method ( Stanbury et al.,1995) 
 
สารเคมี  :  กาซไนโตรเจน เกรดอุตสาหกรรม 
 
วิธีการ  

1. บรรจุอาหารเหลวน้ํามะพราวลงในถงัหมกัทรงกระบอกแบบหมุน หรือ ขวดแกวขนาด 8 
ออนซ 

2. พนกาซไนโตรเจนลงในอาหารเหลวน้าํมะพราวจนคาการละลายออกซเิจนเทากบัศูนย 
3. หยุดการใหกาซไนโตรเจนแกระบบ จากนัน้เริ่มจับเวลาไปพรอมกับการใหแรงกลแกระบบ 

จดบันทกึคาการละลายของออกซิเจน (CL) ที่เพิ่มข้ึนทุก 1 นาที จนกระทั่งคาการละลาย
ดังกลาวคงที่ (C*) 

4. คํานวณคา ln [C*-CL] จากนัน้พลอตกราฟแสคงความระหวางคา ln [C*-CL]  กับเวลา 
(นาที) 

5. คาความชนัของกราฟมีคาเทากับลบคาสมัประสิทธิก์ารถายโอนออกซเิจน (volumetric 
oxygen transfer cofficient , KLa) 

6. คํานวณคาอัตราการถายโอนออกซิเจน (oxygen transfer rate ,OTR ) = C* KLa 
มีหนวยเปน  mgO2/l.min. 
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y = -0.0233x + 1.6436
R2 = 0.9954
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รูป ข.4  กราฟแสดงความสมัพันธระหวางคา ln [C*-CL]  กับเวลา คาความชนัเทากบั -KLa 
 

 
9. วิธวีิเคราะหปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด (total nitrogen) (AOAC, 1995) 
 
สารเคมี 

1. กรดซัลฟูริกเขมขน 
2. กรดบอริกความเขมขน 4 % 
3. กรดซัลฟูริกความเขมขน 0.01 นอรมัล 
4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  35 เปอรเซ็นต 
5. เซเลเนยีม คะตะลิส 
6. อินดิเคเตอรผสมระหวาง Bromo cresol green กับ Methyl red 

 
วิธีการ 

1. ปเปตตัวอยาง 4 มิลลิลิตรลงใน digestion vessels 
2. เติมเซเลเนยีม คะตะลิส 5 กรัม กรดซัลฟูริกเขมขน 20 มลิลิลิตร และ glass beads 
3. นํา digestion vessels ตั้งในชุดยอยจนไดสารละลายสฟีา ทิ้งใหเยน็ 
4. นําไปทาํการกลั่นในเครื่องกลั่นโปรตีน เติมน้ํากลั่นใหได 80 มิลลิลิตร และสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน  35 เปอรเซ็นต 50 มิลลิลิตร ทําการกลัน่โดยตั้งเวลา 5 นาท ี 
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เก็บกาซแอมโมเนียมในสารละลายกรดบอริก 4 เปอรเซน็ต 50 มิลลิลิตร ที่มีอินดิเคเตอร
ผสมอยู 

5. นําสวนที่กลัน่ไดไปไตเตรตกับสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน 0.01 นอรมัล  จนกระทั่ง
สารละลายสีเขียวเปลี่ยนเปนสารละลายใส 

6. การคํานวณ 
ปริมาณไนโตรเจนทัง้หมด  (เปอรเซ็นต)  เทากับ  (ความเขมขนกรดซัลฟูริกที่ใชไต

เตรต x ปริมาตรกรดซัลฟูริกที่ใชไตเตรตx 14 x 100) / (ปริมาตรตัวอยาง) 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหขอมูลางสถิติ 

 
ตารางที่ ค.1  การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลีย่คาน้ําหนักเปยก ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณกรดกลโูคนิก  ปริมาณน้ําตาลที่ใช  ผลผลิตเซลลโูลสตอ 100 
กรัมน้ําตาลที่ใช และผลผลิตเซลลูโลสตอปริมาตรอาหารเหลวน้ํามะพราว 1 ลิตร ของ Acetobacter sp. TISTR 975 เมื่อแปรความเร็วรอบในการหมนุถงัหมัก
ทรงกระบอกแบบหมนุ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั 
 
 

MS 

SOV df Wet weight Acidity 
 

Gluconic acid Sugar 
utilization 

Cellulose production 
( g/100 g sugar 
consumption) 

Cellulose production 
( g/100 100 ml media) 

Treatment 2 13132.60* 4.69E-02* 1.56E-03* 18.91 25.42* 5.33* 
Error 6 555.831 6.00E-04 3.07E-05 6.49 2.62 0.14 

 
* หมายถึง มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ(p < 0.05) 
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ตารางที่ ค.2  การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลีย่คาน้ําหนักเปยก ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณกรดกลโูคนิก  ปริมาณน้ําตาลที่ใช  ผลผลิตเซลลโูลสตอ 100 
กรัมน้ําตาลที่ใช และผลผลิตเซลลูโลสตอปริมาตรอาหารเหลวน้ํามะพราว 1 ลิตร ของ Acetobacter sp. TISTR 975   เมื่อแปรปริมาณเชื้อเริ่มตนในถังหมกั
ทรงกระบอกแบบหมนุ ความเร็วรอบ 5 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั 
 
 

MS 

SOV df Wet weight Acidity 
 

Gluconic acid Sugar 
utilization 

Cellulose production 
( g/100 g sugar 
consumption) 

Cellulose production 
( g/100 100 ml media) 

Treatment 2 4755.01* 0.13* 0.041* 202.50* 28.05* 11.75* 
Error 6 584.107 6.00E-04 7.13E-04 7.09 1.59 6.32E-02 

 
* หมายถึง มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ(p < 0.05) 
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ตารางที่ ค.3   การวเิคราะหความแปรปรวนของคาเฉลีย่คาน้ําหนักเปยก ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณการใชไนโตรเจน  ปริมาณน้าํตาลทีใ่ช  ผลผลิตเซลลูโลสตอ 
100 กรัมน้ําตาลที่ใช และผลผลิตเซลลูโลสตอปริมาตรอาหารเหลวน้าํมะพราว 1 ลิตร ของ Acetobacter sp.  TISTR 975เมื่อแปรอัตราสวน C:N ในถังหมัก
ทรงกระบอกแบบหมนุ ความเร็วรอบ 5 รอบตอนาท ีทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั 
 
 

MS 

SOV df Wet weight Acidity 
 

Nitrogen 
utilization 

Sugar 
utilization 

Cellulose production 
( g/100 g sugar 
consumption) 

Cellulose production 
( g/100 100 ml media) 

Treatment 2 6529.00* 0.17* 38.62* 93.39* 0.15 3.15 
Error 6 85.08 1.13E-03 1.79 44.14 1.98 1.21 

 
* หมายถึง มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ(p < 0.05) 
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ตารางที่ ค.4  การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลีย่คาน้ําหนักเปยก ปริมาณกรดในอาหาร  ปริมาณน้ําตาลที่ใช  ผลผลิตเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้าํตาลที่ใช และ
ผลผลิตเซลลูโลสตอปริมาตรอาหารเหลวน้ํามะพราว 1 ลิตร ของ Acetobacter sp. TISTR 975  เมื่อแปรปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อในถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุน 
ความเร็ว 5 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั 
 
 

MS 
SOV df Wet weight Acidity 

 
Sugar utilization Cellulose production 

( g/100 g sugar consumption) 
Cellulose production 

( g/100 100 ml media) 
Treatment 2 19727.33* 0.25* 17.88* 72.57* 4.87* 

Error 6 730.94 3.00E-04 4.92 4.74 1.44 
 
* หมายถึง มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต ิ(p < 0.05) 
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ตารางที่ ค.5   การวเิคราะหความแปรปรวนของคาเฉลีย่คาน้ําหนักเปยก ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณกรดกลโูคนิก  ปริมาณน้ําตาลที่ใช  ผลผลิตเซลลโูลสตอ 100 
กรัมน้ําตาลที่ใช และผลผลิตเซลลูโลสตอปริมาตรอาหารเหลวน้ํามะพราว 1 ลิตร ของ Acetobacter sp. TISTR 975 ในสภาวะถังหมักทรงกระบอกแบบหมนุ  สภาวะ
นิ่ง และเขยา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วัน 
 

MS 

SOV df Wet weight Acidity 
 

Gluconic acid Sugar 
utilization 

Cellulose production 
( g/100 g sugar 
consumption) 

Cellulose production 
( g/100 100 ml media) 

Treatment 2 19.74* 2.47E-02* 0.101* 24.45 30.83* 7.07* 
Error 6 2.77 1.00E-04 3.84E-04 8.79 1.74 3.91E-02 

 
* หมายถึง มีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทางสถิต 



95 

 

 
 

ภาคผนวก ง 
รายการรูปประกอบ 

 
 

 
รูป ง.1 ถังหมกัทรงกระบอกแบบหมุนบนแทนหมนุ 

 

 
รูป ง.2 ตวัถงัหมักทรงกระบอกขนาด 20.8 x 33 เซนติเมตร 
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รูป ง.3 ภายในถังหมกัทรงกระบอก 

 

รูป ง.4 ดานในของฝาถังหมัก 
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รูป ง.5 ดานนอกของตัวฝาถงัหมกั 
 
 
 

รูป ง.6 ฝาปดเปดของชองสําหรับสุมตัวอยาง 
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รูปที่ ง.7 ยางโอริงสําหรับปดฝาใหสนิท 

 
 
 

 
รูปที่ ง.8 แทนหมุนของถงัหมัก ประกอบดวย มอเตอร  ทอสําหรับกลิง้และสวทิซ เปด-ปดเครื่อง 
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