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 งานวิจัยนี้คัดแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดจากผลไมตางๆ  108 
ไอโซเลต และพบวาเชือ้ G9 G11 G16 R9 และ R9/2 สามารถผลิตเซลลูโลสไดในอุณหภูมิสูง เมื่อทําการ
ทดสอบทางชีวเคมีและทดสอบ 16s rDNA sequence เทียบกับเชือ้ Type strain พบวาทั้ง 5 ไอโซเลต 
เปน Acetobacter xylinum  ที่อุณหภูมิ 37oซ และ 40oซ  เชื้อ  G9 เปนสายพันธุที่สามารถเจริญและ
สรางแผนวุนเซลลูโลสไดดี และที่ 42 oซ สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุด จึงเลือกเชื้อนี้
มาศึกษาผลของปริมาณสารอนิทรียตอการผลิตแผนวุนเซลลูโลส โดยเติมน้ําตาลซูโครสในอาหารน้ํา
มะพราวทีม่ีปริมาณน้ําตาลอยู 3.07%(w/v) 0 1 3 และ 5%(w/v) แลคเตท 0 0.1 0.15 และ 0.2%(v/v) 
และเมไธโอนีน 0 0.0025 0.0050 และ 0.0075%(w/v) พบวาเมือ่เติมน้ําตาลซูโครส 5%(w/v) เชื้อ G9 
สราง แผนวุนหนาที่สุด  เมื่อบมที่ 37oซ  40oซ และ 42 oซ  คือ 14.91 7.12 และ 5.79 มลิลิเมตร ผลผลิต
เซลลูโลส 3.54  2.477 และ 1.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ การเติมแลคเตทปริมาณ 0.15 %(v/v) เชื้อสราง
แผนวุนที่ 37oซ หนาสุด 15.03 มิลลิเมตร ผลผลิตเซลลูโลส 3.68 กรัมตอลิตร และถาเติมแลคเตท 0.20 
%(v/v) เชื้อสรางแผนวุนที่ 40oซ และ 42oซ  หนา 7.55 และ 4.12 มิลลิเมตร ผลผลิตเซลลูโลส 3.49 และ 
2.25 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และการเติมเมไธโอนีน 0.0075%(w/v) เชื้อสรางแผนวุนหนา 14.78 
มิลลิเมตรที่ 37oซ  ผลผลิตเซลลูโลส 3.75 กรัมตอลิตร การเติมเมไธโอนีน 0.0025%(w/v) เชื้อสรางแผน
วุนที่ 40oซ และ42oซ หนา 4.16 และ 3.85 มิลลิเมตร ผลิตเซลลูโลสได 2.05 และ 1.25 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ  เมือ่ทําการทดลองใสสารอินทรียทั้ง 3 ชนิดรวมกันในอาหารเหลวน้ํามะพราว พบวา อาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่เติมน้ําตาล 5%(w/v) แลคเตท 0.2%(v/v) และ เมไธโอนนี 0.005  %(w/v) เชื้อ G9 
สามารถเจริญและใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่อุณหภูมิ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ  ใหวุนหนา 15.55 
8.56 และ 4.57 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 4.15 3.51 และ 2.54 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อทดลองนํา
เชื้อ G9 มาเลี้ยงในอาหารน้ําชา พบวา ใหผลผลิตสูงกวาเลี้ยงในอาหารน้ํามะพราว และเมื่อแยกสาร
ตามลําดับสวนดวยเทคนิค Gel filtration chromatography ได fraction ทั้งหมด 95 fraction และ
พบวาที่มีผลตอการผลิตเซลลูโลสของเชื้อคือ fraction ที ่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 ในขณะ
ที ่ fraction ที่ใหผลดีที่สุดสําหรับการเจริญและผลิตเซลลูโลสคือ fraction ที่ 53 ซึ่งในลําดับนี้มี
องคประกอบในรูปของโปรตีน น้าํตาลทั้งหมด และสารประกอบฟนอลิก ในรูปของ gallic acid อยู
ในปริมาณ 0.019  0.134 และ 0.308 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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The isolation of bacterial that have ability to produce cellulose gel was done. Out of 108 isolates, 

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

 
บทนํา 

 
 เซลลูโลส (cellulose) เปนไบโอโพลิเมอรที่เปนองคประกอบหลักในโครงสรางของ

พืช พืชแตละชนิดมีปริมาณเซลลูโลสเปนองคประกอบที่แตกตางกัน (Coffey and Bell, 1995)    
นอกจากนีย้ังพบวา สาหรายทะเล และเชื้อจุลินทรยีบางชนิดสามารถสังเคราะหเซลลูโลสได  เชน 
Achromobacter  Agrobacterium  Pseudomonas  Rhizobium  Sarcina  และ Acetobacter  
(Asai, 1968 และ Valla, 1995) เซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum หรือแบคทีเรียลเซลลูโลส 
(bacterial cellulose) เปนแหลงเซลลโูลสที่นาสนใจ เพราะแบคทีเรียชนิดนี้สามารถผลิตเซลลูโลส
ที่บริสุทธิ์แตกตางจากพืช คือปราศจากองคประกอบที่เปน ลิกนิน (lignin) เฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และเพคติน (pectin)  เมื่อนํามาใชเปนวัตถุดิบในกระบวนการแยกสกัดเซลลูโลส
ทําใหสามารถลดระยะเวลา  ปริมาณสารเคมี และพลงังานได  

Acetobacter xylinum  เปนเชื้อในกลุม acetic acid bacteria เปนเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ 
ที่จัดอยูในแฟมิลี Acetobacteraceae เปนเชื้อที่ตองการอากาศในการเจริญเติบโต (obligate 
aerobic) พบไดทั่วไปในธรรมชาติโดยเฉพาะในผักและผลไม จุดเดนคือสามารถสรางเสนใย
เซลลูโลสที่มีลักษณะเหมือนกับเสนใยที่ไดจากพชื แตมีขนาดเล็กกวา (Yoshinaga และคณะ
,1997) สามารถนําไปใชประโยชนไดมากมาย (Ross, Mayer และ Benziman,1991) โดยคุณลักษณะ
ที่ตองการคือ ตองเปนเชื้อที่ผลิตเซลลูโลสที่มีคุณภาพไดในปริมาณมาก การนําเซลลูโลสไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหาร ไดแก นําไปใชเปนวัตถุเจือปนอาหารเพื่อเพิม่กากใยในอาหาร (fibrous 
additive) โดยเฉพาะในผลติภัณฑประเภท  low-calorie food  ใชเปนสารเพิ่มความหนืด  
(thickener)  และใชเปนสารทดแทนไขมัน (fat replacer) การใชสวนใหญอยูในรูปอนุพนัธของ
เซลลูโลส (cellulose derivative) ไดแก methylcellulose hydroxypropylcellulose  
hydroxypropylmethylcellulose   powdered cellulose และ microcrystalline cellulose 
(MCC) (Townsley, 1998)  เปนตน  (Lucca และ Tepper, 1994) ปจจัยที่สงผลตอการผลิต
เซลลูโลสของ  Acetobacter xylinum ไดแก สายพันธุ  สารอาหารคารบอน  สารประกอบ
ไนโตรเจน  และภาวะการแปรผันของเชื้อ  ปริมาณอากาศหรือออกซิเจนในกระบวนการผลติ 
(Dudman ,1960) เปนตน จากการศึกษาที่ผานมาพบวา อุณหภูมิ เปนปจจัยหนึ่งและเปนขอจํากดั
ของการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อนี้ คือ ชวงอุณหภูมทิี่เชื้อใชในการผลิตเซลลูโลสทีผ่านมานัน้ อยู
ในชวงแคบๆคือ 28-30 องศาเซลเซียส เมื่อสภาวะการเลีย้งเชื้อมชีวงอุณหภูมิสูงกวานี้
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ประสิทธิภาพการเจริญและการผลิตเซลลโูลสของเชื้อลดต่ําลง (Moonmangmee และคณะ,2002) 
ซึ่งเปนอปุสรรคสําหรับการประยุกตใชประโยชนในระดบัอุตสาหกรรม ที่เชื้อควรจะมีประสิทธิภาพ
ในการผลิตเซลลูโลสและเจริญไดในระดับชวงอุณหภูมิสูงกวานีเ้พื่อลดคาใชจายในระบบการ
ควบคุมอุณหภูมิ ในสวนของอาหารเลี้ยงเชื้อนัน้ สามารถเตรียมไดจากน้ํามะพราวและ/หรือน้ําชา 
โดยอาหารเลีย้งเชื้อจะตองมีแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจนที่เหมาะสมดวย  

สําหรับงานวิจยันี้มวีัตถุประสงคเพื่อคัดแยกเชื้อ Acetobacter xylinum ที่มีความสามารถ
ในการเจริญและผลิตเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง รวมทัง้หาปจจยัทีเ่กี่ยวของและสภาวะที่เหมาะสม
ในการเจริญของเชื้อที่คัดแยกได เพื่อใหสามารถผลิตเซลลูโลสที่มีคุณภาพไดในปริมาณสูง และทาํ
การแยกสารทีม่ีคา Molecular weight ตางๆกัน จากน้ําชาและศึกษาผลของแตละ fraction ที่แยก
ไดตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ  Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมิสูงเพื่อเปน
ประโยชนตอการพัฒนาการผลิตเซลลูโลสตอไปในอนาคต 
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บทท่ี 2 

 
วารสารปริทศัน 

 
 การศึกษาเกี่ยวกับอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย เร่ิมตนใจสมยัปลายศตวรรษที่ 18 โดยหลุยส 
ปาสเตอรเปนบุคคลแรก ตอมาก็ไดมีการศึกษา ทัง้การแยก การพสูิจนเอกลกัษณ และการใช
ประโยชนของแบคทีเรียกลุมนี้เร่ือยมา เชน การศึกษาทางอนกุรมวิธานของเชื้อนี้ในประเทศญี่ปุน
ทั้งทางจีโนไทปและฟโนไทป (Yamada และคณะ. 1976; Yamada และคณะ,1983; Yamada 
และ Kondo, 1984; Entani และคณะ, 1985 และ Urakami และคณะ, 1989 เปนตน) รวมทัง้การ
ใชประโยชนทัง้การผลิตกรดอะซิติกและเซลลูโลส (Toyosaki และคณะ, 1995 และ Minakami 
และคณะ, 1984 เปนตน)ในประเทศแถบยโุรปและอเมริกาก็ไดมีการศึกษาอนุกรมวธิานและการใช
ประโยชนเชนกัน (Gossele และคณะ, 1983 และ Mason และ Claus, 1989 เปนตน)สําหรับใน
ประเทศไทยมกีารแยก การพิสูจนเอกลักษณ และการใชประโยชนของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย 
มานานแตไมคอยมีรายงานมากนัก (สมศรี ลิมปพัฒนวทิย, 2531 และ  Saeki และคณะ, 1997) 
 
2.1 การจัดจาํแนกอะชิติกแอซิดแบคทีเรีย 
 

อะซิติกแอซิดแบคทีเรียจัดอยูในตระกูล Acetobacteraceae มีลักษณะเซลลกลมรี จนถงึ 
รูปรางเปนทอน การเรียงตัวของเซลลมหีลายลักษณะ อาจพบเซลลอยูเดี่ยวๆ เปนคู เรียงตวัเปน
สายยาวหรือเปนสายสั้นๆไมพบเอนโดสปอร (Endospore) เซลลติดสีแกรมลบ แตเมื่อเซลลอายุ
มากขึ้นอาจยอมติดสีแกรมบวกบางเนื่องจากผนังเซลลเปลี่ยนแปลงไป เชื้อกลุมนี้สวนใหญ
สามารถเคลื่อนที่ไดดวยแฟลกเจลลาชนิดรอบเซลลหรือข้ัวเซลล สวนมากไมสรางรงควัตถุ 
(Pigment) แตเมื่อมาอยูรวมกันมากๆอาจเห็นเปนสีชมพูของสารพอรไฟริน(Porphyrin) บางสาย
พันธุสามารถสรางรงควัตถสีุน้ําตาล เชื้อกลุมนี้ตองการอากาศในการเจริญเติบโต(Obligate 
aerobe)เพราะไมสามารถใชสารอื่นนอกจากออกซิเจนเปนตัวรับไฮโดรเจนตัวสุดทายใน
กระบวนการเปลี่ยนอาหารใหเปนพลงังาน อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญของเชือ้นี้จะแตกตาง
กัน สวนใหญเจริญไดดีที่ 15-34 oซ เจริญไดที่ความเปนกรดดาง 5.4-6.3 เจริญไดเล็กนอยที่ความ
เปนกรดดาง 7-8 ( De ley และ Frateur, 1974) มีผูรายงานวาพบเชื้อนี้ในผลไม น้ําสมสายชู 
น้ําตาลสด น้าํตาลเมา กระแช ลูกแปง (นภา, 2520) 
 

 

User
Text Box
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Acetobacter  

 ลักษณะของสกุลนี้คือ สามารถออกซิไดซอะซิเตทและแลคเตท มีระบบยูบิควิโนน
เปนชนิด Q-9 ไมสามารถเจริญในอาหารที่มีซอรบิทอลหรือเมธานอลเปนองคประกอบได จาก
ตารางที่ 1 เชือ้สกุล Acetobacter แบงออกเปน 5 สปชสี ไดแก 

1. A.aceti ซึง่แบงเปน 2 subspecies ไดแก A. aceti subsp. Aceti และ A. aceti 
subsp. Orleanensis ซึ่งทั้งสองนัน้มีลักษณะที่แตกตางกนัคือ การเจริญไดใน Hoyer-Frateur 
agar โดย A. aceti subsp. Aceti จะใหผลเปนบวก สวน A. aceti subsp. Orleanensis จะใหผล
เปนลบ (Yamada และคณะ, 1997) 

2.  A. pasteurianus ซึ่งแบงออกเปน 5 subspecies ไดแก A. pasteurianus subsp. 
pasteurianus , A. pasteurianus subsp. lovaniensis, A. pasteurianus subsp. estunensis, 
A. pasteurianus subsp. ascendens และ A. pasteurianus subsp.paradoxus  (Yamada 
และคณะ, 1997) 

3.  A. peroxydans   
4. A.polyoxogenes   
5. A. methanolicus มีรายงานพบวาในการผลิตน้ําสมสายชูจาก Acetobacter sp. เมื่อมี

การเติมกรดคาซามโินซึง่เปนแหลงไนโตรเจนจะทําใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter บางสาย
พันธุเจริญดีมากขึ้นและผลติกรดอะซิติกไดมากขึ้น (Mori และ Harada, 1973) 

 

Gluconoacetobacter 
 ลักษณะที่สําคัญของเชื้อกลุมนี้คือ มีระบบยูบิควิโนนชนิด Q-10 และไมสามารถเจริญได

ในอาหรที่มีเมธานอลหรือดี-ซอรบิทอลเปนองคประกอบ (Yamada และคณะ,1997) เชื้อสกุล 
Gluconoacetobacter นี้แบงไดเปน 5 สปชีส คือ 1.) Gluconoacetobacter europaeus, 2.) 
Gluconoacetobacter xylinus, 3.) Gluconoacetobacter hansenii, 4.) Gluconoacetobacter 
liquefaciens และ 5.) Gluconoacetobacter diazotrophicus และพบความแตกตางอยาง
ชัดเจนภายในเชื้อสกุลนี ้ คือ Gluconoacetobacter liquefaciens และ Gluconoacetobacter 
diazotrophicus สามารถผลิตสีน้ําตาลไดและลักษณะที่แยกระหวาง 2 สปชีสนี้คือ การสรางกรด 
5-คีโตกลูโคนิค การเจริญในอาหารทีม่ีกลูโคสเปนองคประกอบ 30% และที่สําคัญที่สุดในการ
แยกสปชีส Gluconoacetobacter diazotrophicus   ออกจากสปชีสอ่ืนๆคอื สามารถตรึง
ไนโตรเจนได และ ยังสามารถเจริญในอาหารทีม่ีกรดอะซิติกสูงถงึ 10% ไดและเจริญไดที่คาความ
เปนกรดเปนดางที่ 2.5 สําหรับ สปชีส Gluconoacetobacter xylinus  (Acetobacter xylinum)นัน้
มีลักษณะที่สําคัญคือ สามารถผลติเซลลโูลส รวมทั้งเอก็โซโพลีแซคคาไรดที่ละลายน้ําได  
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2.2  การพสิูจนเอกลักษณของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย (Identification of Acetic  

Acid Bacteria) 
 

 การพิสูจนเอกลักษณนัน้มีความสาํคัญในการที่จะระบุวาเชื้อที่แยกไดจัดอยูในกลุมใด 
Yamada และคณะ (1997) ไดพิสูจนเอกลักษณในการจําแนกสกุลของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย 
ซึ่งไดจากแหลงตางๆและไดพบเชื้อที่สามารถผลิตกรดในผลไมจะมีอะซิติกแอซิดแบคทีเรียและแล
คติกแอซิดแบคทีเรียปะปนกนั ดังนั้น จงึอาจแยกเชื้อ 2 กลุมนี้ออกจากกนัโดยอาศัยลักษณะที่
แตกตางกนันัน่คือ การยอมแกรมและการทดสอบคาตาเลส ซึ่งอะซิติกแอซิดแบคทีเรียใหผลตรงกนั
ขาม เมื่อไดเชือ้อะซิติกแอซิดแบคทีเรียแลว จะนํามาจัดกลุมไดโดยอาศัยการวิเคราะหระบบยูบิควิ
โนน สายพนัธุไดใหผลเปนยบิูควิโนนชนิด Q-9 จะจัดอยูในสกุล Acetobacter แตถาเปนชนิด Q-
10 จะนํามาศกึษาความสามารถในการเจริญและผลิตกรดในอาหารทีม่ีเมธานอลเปนองคประกอบ
ตอไป โดยถาใหผลเปนบวกจะจัดอยูในสกุล Acidomonas แตถาใหผลเปนลบจะนํามาศึกษา
ความสามารถในการเจริญและผลิตกรดในอาหารที่มีซอรบิทอลเปนองคประกอบ ซึง่ถาใหผลบวก
จะจัดอยูในสกุล Gluconobacter แตถาใหผลเปนลบจะจัดอยูในสกลุ Gluconoacetobacter ซึ่ง
การจําแนกเชือ้กลุมนี้ในระดับสกุล(Yamada และคณะ, 1997) แสดงดังรูปที่ 1 

 
รูปที่  1 การพสูิจนเอกลกัษณของเชื้ออะซติิกแอซิดแบคทีเรีย 
ที่มา : Yamada และคณะ, 1997. 
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2.3 อาหารและการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย (Nutrients and Isolation of Acetic 

 Acid Bacteria) 
 

สารอาหารจําเปนตอการเจรญิของเชื้อกลุมนี้ ไดแก แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และ 
แรธาตุ Swing(1992) ไดมีการแยกเชื้อ Gluconoacetobacter xylinus (Acetobacter xylinum) 
จากผลไมชนดิตางๆ โดยใชอาหาร GY-broth และมีการเติมไซโคลเฮกซาไมด (Cyclohexamide) 
เพื่อปองกันการเจริญของยีสตและรา จากนั้นนํามาทําการแยกเชื้อในอาหาร GCY-agar  
 Asai และคณะ (1964) ไดทําการพิสูจนเอกลักษณของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรีย โดย
ศึกษาทางชีวเคมีของการเกดิออกซเิดชัน(Oxidation)ของเอธานอล โพลีแอลกอฮอล และน้ําตาล
โดยเชื้อในสกลุ Gluconobacter ไดนํามาเลี้ยงใน Manitol agar และสําหรับสกุล Acetobacter ได
นํามาเลี้ยงใน GYP-agar 
 Yamada(1968) ไดทําการศึกษาระบบยบิูควิโนนของเชื้อในสกุล Acetobacter และ 
Gluconobacter ซึ่งเชื้อสกลุ Acetobacter นํามาเลี้ยงในอาหาร GEK-broth สวนเชื้อสกุล 
Gluconobacter เลี้ยงในอาหาร GAPY-broth แลวทําการสกัดสารยูบิควิโนนตอไป Yamada ในป
1969ไดทําการศึกษาระบบยูบิควิโนนของเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียโดยเลี้ยงเชื้อสกุล 
Gluconobacter และ Acetobacter ในอาหาร GAPYC-broth  
 Jesus และคณะ (1971) ไดศึกษาการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เซลลูโลสไดในอาหาร TPSS-broth ภายหลังจากการแยกเชื้อไดศึกษาความสามารถในการผลติ
เซลลูโลสโดยใชอาหาร coconut-water 
 Mori และ Harada (1973) ไดศึกษาแหลงของคารบอนและไนโตรเจนที่มีผลตอการเจริญ
ของเชื้อสายพนัธุ Acetobacter rancens S3, F11 ซึ่งแยกไดจากการหมักน้ําสมสายชูโดยใช
อาหาร basal medium 
 Yamada และคณะ (1976) ไดทําการแยกเชื้อจากผลไม โดยใชอาหาร GAEYP-broth 
และ GAEYP-agar และเก็บเชื้อที่แยกไดบนอาหาร GGYP-agar 
 Colvin และคณะ (1977) ไดศึกษาการสรางกลูแคนของเชื้อ Acetobacter xylinumใน
อาหาร GCC-broth 
 Ohmori และคณะ (1980) ไดทําการแยกเชื้อในน้ําสมสายชูและผลไมชนิดตางๆ ใน
ประเทศญี่ปุนเพื่อหาเชื้อสายพันธุทีม่ีความสามารถในการผลิตน้ําสมสายชูไดที่อุณหภูมิสูง โดยใช
อาหาร YG-broth และ YGM-broth ผลปรากฏวาได Acetobacter aceti subsp. aceti ซึ่งมี
คุณสมบัติดี คือ สามารถผลติกรดไดที่อุณหภูมิสูง 
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 Yamada และคณะ (1981) ศึกษาองคประกอบของกรดไขมันในเซลล (Cellular fatty 
acid) ของอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย ในการเตรียมเซลลโดยใชอาหาร GGPY-broth 
 Carigliano (1982) ศึกษาอาหารที่ใชแยกความแตกตางโคโลนีระหวางสกุล Acetobacter 
และสกุล Gluconobacter โดยใชอาหาร DMS-agar 
 Masaoka และคณะ (1993) ไดศึกษาการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อ Gluconoacetobacter 
xylinus (Acetobacter xylinum) โดยใชอาหาร PYG-broth 
 Toyosaki และคณะ (1995) ไดพยายามแยกเชื้อที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการผลิต
เซลลูโลสในภาวะเขยา โดยใชอาหารดังนี ้YE-broth, BSH-broth และ CSL-Fru broth 
 
2.4 เซลลูโลส (cellulose) 
 

เซลลูโลส เปนโพลีแซคคาไรดมีชื่อทางเคมวีา 1,4-β-D-polyanhydroglucopyranose   
โครงสรางของเซลลูโลสประกอบดวยกลโูคส 15-40,000 หนวย ตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ β-
(1,4 ) glycosidic (Coffey และ Bell ,1995) (รูปที่ 2)    น้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยขึน้กับชนิดของ
วัตถุดิบของเซลลูโลสซึ่งมีคาประมาณ1,500,000ดาลตัน (Brown และคณะ, 1976)       
 
 
 

 
รูปที่  2 โครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส 
ที่มา : Coffey และ Bell (1995) 
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 2.4.1   เซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum 
 

 Acetobacter aceti subsp. xylinum  หรือ Acetobacter xylinum  เปนแบคทีเรียใน
กลุม Acetic acid bacteria  A. xylinum  เปนแบคทีเรียแกรมลบ จัดอยูในแฟมลีิ 
Acetobacteraceae เซลลมีลักษณะรูปรางยาวร ี(rod)  อาจเปนทอนตรงหรือโคง  อยูเดี่ยวๆ เปนคู 
หรือตอกันเปนสาย  ขนาดเซลลกวางประมาณ 0.6-0.8 ไมครอน ยาวประมาณ 1.0-1.4 ไมครอน  
ไมสรางเอนโดสปอร (endospore)  ตองการอากาศในการเจริญ( obligate aerobic) โดยใช
ออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสดุทายในกระบวนการเปลี่ยนสารอาหารใหเปนพลังงานสามารถ
สรางเอนไซมคะตะเลส (catalase  enzyme) ไมสรางกาซไฮโดรเจนซัลไฟด สามารถออกซิไดซเอ
ทานอลเปนกรดอะซิติก ออกซไิดซกรดอินทรียประเภทอะซเิตทและแลคเตท เปนกาซ
คารบอนไดออกไซดและน้ํา พบทัว่ไปในธรรมชาติโดยเฉพาะในผักและผลไม จุดเดนคือ สามารถ
ผลิตเซลลูโลสได สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ คือพีเอชประมาณ 5.4-6.3  และอุณหภูมิ
ประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส  แหลงคารบอนทีเ่หมาะสมตอการเจริญเปนสารประเภทเอธานอล 
แลคเตท  กลูโคส  ซูโครส   ฟรุกโตส   แมนนทิอล และอะราบิโนส ในระหวางการเจรญิของเชื้อชนดิ
นี้จะมกีารสรางเสนใยเซลลูโลสซึ่งจัดเปน primary metabolic product อุณหภูมิทีส่ามารถทําลาย
เชื้อชนิดนี้คือ 65-70 องศาเซลเซียส (Breed และคณะ, 1957 และ Asai,1968 )  เสนใยเซลลูโลสที ่
A. xylinum สรางขึ้นจะมีลักษณะเปนแผนวุนสีขาว หรือครีมลอยอยูทีผิ่วหนาของอาหาร  

คุณลักษณะของเชื้อที่ตองการคือ เปนเชือ้ที่สามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณมาก และ
เซลลูโลสที่ไดมีประสิทธิภาพด ี  สวนขอจํากัดของการผลิตเซลลูโลสโดยใชเชื้อจุลินทรียในการผลิต
นั้น มีคอนขางมาก ทัง้ในเรื่องของการควบคุมกระบวนการผลิตใหเหมาะสมกับลักษณะของเชื้อแต
ละชนิด สภาวะที่เหมาะสมอาจกลาวรวมถงึ อาหารเลี้ยงเชื้อ คาความเปนกรด-ดาง แหลงคารบอน 
แหลงไนโตรเจนที่ได โดยเฉพาะอยางยิ่งอณุหภูมิที่ใชในกระบวนการ จะตองเหมาะสมกับเชื้อ A. 
xylinum ที่ใช 

จากการศึกษาโดยใชวิธี X-ray diffraction  พบวา โครงสรางของเซลลูโลสจากA. xylinum 
ประกอบดวยหนวยยอยที่เรียกวา microfibril      มีขนาดความกวางประมาณ 1-25 นาโนเมตร 
ประกอบไปดวยสาย polyglucosan ต้ังแต 10-250 สาย มีความยาวประมาณ 1-9 ไมครอน มี
หนวยยอยกลโูคสประมาณ 2,000-18,000 หนวย    microfibril อยูในลักษณะเปนสายยาวเรยีง
ขนานกัน แตละสายจะเชือ่มกันดวยพนัธะไฮโดรเจน รวมอยูเปนมัดมีลักษณะเปนเสนใยเลก็ๆ 
เรียกวา cellulose fibril  และเมื่อใชเครื่อง transmission electron microscope ตรวจสอบเสนใย
เซลลูโลส (cellulose fibril)   พบวา มขีนาดความกวางประมาณ  100 นาโนเมตร  และหนา
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ประมาณ 3-8 นาโนเมตร  มีขนาดเล็กกวาเสนใยของพชืชั้นสูง     และเสนใยสงัเคราะหประมาณ 
10-1,000  เทาและ 100  เทา  ตามลําดับ ( Yoshinaga และคณะ, 1997)  

สมบัติของแผนวุนเซลลูโลสจาก A.xylinum  ไดแก 
1. มีความเปน hydrophilic   สูง เนื่องจากการมีพืน้ที่ในโครงสรางมากจึงสามารถอุมน้ํา 

 ( water holding capacity ) สูงถงึ 60-700 เทาของน้าํหนักแหง (White และ Brown, 1989) 
2. ไมมีเฮมิเซลลูโลส (hemicellulose)  ลิกนนิ (lignin) และ เพคติน (pectin) เจือปน ทํา

ใหงายตอการนําไปทาํใหบริสุทธิ ์  สวนปรมิาณเซลลูโลสของแผนวุนจาก Acetobacter  xylinum  
มีปริมาณเทากับ 1.10 เปอรเซ็นตของน้ําหนกัเปยก ซึ่งมากกวาปริมาณเซลลูโลสที่ไดจากแหลง
ผลไมตางๆ เชน ในสับปะรด มะละกอ เนือ้มันเทศ และมะมวง ซึง่มีปริมาณเซลลูโลสเทากับ 0.37  
0.72  0.76 และ 0.67 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  (Lund และ  Smoot, 1982)  

3. ทนตอแรงดึงไดสูงกวาไฟเบอรสังเคราะหตางๆ โดยมีคา Young’s modulus ประมาณ 
30,000 เมกกะปาสคาล ซึง่สูงกวา organic fiber ถึง 4 เทา และคาความตานทานแรงดึง ซึง่มีคา
สูงกวาฟลม polyethylene หรือ vinyl chloride ถึง 5 เทา 
 

                
 
รูปที่    3     การเปรียบเทยีบลักษณะเสนใยเซลลูโลสจากแบคทีเรียกบัเสนใยในพืชชั้นสูง  
                 โดยใชเครื่อง Scanning  Electron  Microscope  

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

ปจจุบันแหลงเซลลูโลสที่ใชกนัสวนใหญไดมาจากพืชชนดิตางๆ นอกจากนีย้ังไดจาก 
อะมีบา ราเมือก สาหรายทะเล และแบคทีเรีย เชน Pseudomonas, Achomobacter, 
Aerobacter, Rhizobium, Agrobacter, Azotobacter และ Acetobacter โดยเฉพาะ 
Acetobacter xylinum ไดรับความสนใจกวาแบคทีเรียชนิดอื่นๆ เนื่องจากเสนใยเซลลูโลสมีขนาด
เล็กมาก ไมมกีารเจือปนของเฮมิเซลลโูลส ลิกนินและเพกติน เสนใยมคีวามเปน hydrophilic สูง 
เนื่องจากการมีพื้นที่ผิวในโครงสรางมากจึงอุมน้ําไดสูงถึง 60-700 เทาของน้ําหนกัแหง เสนใยทน
ตอแรงดึงไดสูงกวาไฟเบอรสังเคราะหตางๆ จึงมีการนาํมาแปรรูปเปนผลิตภัณฑทีม่ีมูลคาสูง เชน 
กระดาษลําโพง ผิวหนังเทียม และสารเตมิแตงในอาหาร (Okiyama, Motoki และ Yamanaka, 
1987) เปนตน 

การใชประโยชนของเซลลูโลสจากเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียมีดวยกนั 2 สวนใหญๆ คือ 
เพื่อการบริโภค เชน Nata de coco ซึ่งควรจะมีเนื้อสัมผัสที่ดีเปนที่ยอมรับของผูบริโภค และเพื่อใช
ในทางอุตสาหกรรมผลิตเซลลูโลส เชน การทําเยื่อกระดาษ เปนตน เซลลูโลสจากเชื้อแบคทีเรียมี
ขอดีดวยกันหลายประการเชน มีความบริสุทธิ์สูงและยงัชวยลดการใชไมลง เปนการชวยลดมลพิษ
จากการที่จะเกิดน้ําเสยีจากขั้นตอนการทาํไมใหเปนเยื่อกระดาษไนทางออม มีงานวิจัยที่ศึกษา 
สูตรอาหารเลีย้งเชื้อที่เหมาะสมสําหรับผลิตวุนน้ํามะพราวโดยใชเชื้อ Acetobacter xylinum 
TISTR  86 (สมศรี ลิปพัฒนวิทย, 2531) 

Masaoka,Ohe และ Sakoto (1993) ทาํการทดลองเลี้ยง Acetobacter xylinum IFO 
13693 ในอาหารสังเคราะหในภาชนะทีติ่ดตะแกรงมีรูขนาด 22 ไมครอนในตําแหนงที่ตํ่ากวา
ผิวหนาของอาหารเหลวเทากบั 11 มิลลิเมตร เมื่อเลี้ยงนาน 4 วนัพบวามีการสรางเซลลโูลสที่
ผิวหนาอาหารเหลว แตไมมีการสรางเซลลโูลสในอาหารที่อยูภายใตตะแกรงเลย แสดงวามีเฉพาะ
เซลลแบคทีเรียที่อยูใกลผิวหนาอาหารเหลวเทานัน้ที่สรางเซลลโูลส เนื่องจาก Acetobacter 
xylinum เปนแบคทีเรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญและการที่อาหารเหลวใสขึ้นในเวลา
เดียวกับการปรากฏของแผนวุนบนผิวหนาของอาหารเหลว ดังนั้นจึงมีการสันนษิฐานวาแผนวุน
ดังกลาวทาํหนาที่พาเซลลแบคทีเรียขึ้นสูผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อที่มคีวามเขมขนของออกซิเจน
สูงกวาโดยอาศัยกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดจากกระบวนการเมตาบอลิสมของแบคทีเรียและถกู
กักเก็บไวในโครงสรางที่เปนรางแหเซลลูโลสของแผนวุน 

Schramm และ Hestrin (1954) พบวาเชื้อจะสรางชัน้ของแผนวุนใหมข้ึนบนผวิหนาของ
แผนวุนดานทีสั่มผัสกับอากาศและชั้นของแผนวุนเกาจะจมลงสูดานลาง แผนวุนทีไ่ดจึงมีลักษณะ
เปนชัน้ของรางแหเซลลูโลสจํานวนมากซอนทับกันอยู เนื่องจากการสรางเซลลูโลสในการหมักแบบ
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วางนิง่จะเกิดเฉพาะที่ผิวหนาของอาหารเหลวซึง่สัมผัสกับอากาศเทานั้น ดังนั้นปริมาณเซลลูโลสที่
เชื้อสรางขึ้น จึงเปนสัดสวนโดยตรงตอพื้นที่ผิวของอาหารเลี้ยงเชื้อ แตไมข้ึนกับปริมาตรและความ
สูงของอาหารเลี้ยงเชื้อ Masaoka,Ohe และ Sakoto (1993) อัตราการสรางผานวุนและเซลลูโลส
ของเชื้อข้ึนอยูกับหลายปจจยั เชน สายพนัธุของเชื้อ อายุและปริมาณของหัวเชื้อต้ังตน ชนิดและ
ปริมาณของแหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน ระยะเวลาในการเลีย้งและพืน้ที่ผิวหนาของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเปนตน อยางไรก็ตามความหนาของแผนวุนจะเพิ่มข้ึนดวยอตัราเร็วเกือบคงที่ในชวง 2-5 
วันแรกของการเลี้ยง และจะลดลงในวนัตอๆมา (อังคณา พนัธศรี, 2541) ในขณะที่อัตราการสราง
เซลลูโลสของเชื้อจะสูงสุดในระยะ 8 วนัแรกของการเลีย้งและจะลดลงหลังจากนั้น แมวา 70-75% 
ของปริมาณเซลลูโลสที่เชื้อสรางทัง้หมดจะสรางขึ้นในชวง 8-9 วันแรกของการเลี้ยง แตเชื้อจะยังคง
สรางเซลลูโลสในอัตราการผลิตที่ตํ่ากวาไดเร่ือยๆ จนถงึวันที่ 46 ของการเลี้ยง (Dudman,1959; 
Embuscado, Marks และ BeMiler, 1994 และ Masaoka  และคณะ, 1993) 
 Moonmangmee และคณะ (2002) ไดศึกษาการแยกเชื้อ การทดสอบลักษณะของเชื้อ 
และความสามารถในการผลิตเสนใยเซลลูโลสของเชื้อที่เปน Thermotolerant Acetobacter Strain 
โดยศึกษาที่อุณหภูมิ 37 40 และ 42 องศาเซลเซยีส พบวาเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการศึกษามากขึ้น
จาก 37 เปน 40 และ 42 องศาเซลเซยีส มีผลทําใหอัตราการเจริญของเชื้อลดลง และอัตราของการ
ผลิตเสนใยเซลลูโลสก็ลดลงดวย 
 Saeki และคณะ (1997) ศึกษากระบวนการผลิต น้ําสมสายช ู จากเชื้อแบคทีเรีย Acetic 
acid bacteria พบวา อุณหภูมิเปนตัวจาํกัดประสิทธิภาพในการผลิตน้ําสมสายชู เนื่องจาก Acetic 
acid bacteria ที่ใชในการผลิตน้ําสมสายชนูั้นมชีวงอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการผลิตคอนขางต่ํา 
คือ จะอยูในชวงอุณหภูม ิ 25-30 oซ ซึ่งถือเปนอปุสรรคในการผลิตในระดับอุตสาหกรรม ซึ่งมี
อุณหภูมิในระบบคอนขางสงู ตองเสียคาใชจายเพิ่มมากขึ้นในกระบวนการ พบวา Thermotolerant 
Acetic acid bacteria สามารถลดปญหาได ทําใหสามารถผลิตน้ําสมสายชูไดที่ชวงอุณหภูมิสูงขึน้ 
ลดคาใชจายในกระบวนการไดมาก 
 Dudman (1960) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจากเชื้อ Acetobacter xylinum สายพนัธุตางๆ
ในสภาวะนิง่กบัสภาวะเขยา พบวา การผลิตเซลลูโลสในสภาวะผวินิง่มอัีตราการเจริญเติบโตของ
เซลลและผลผลิตเซลลูโลส (cellulose yield) เกดิขึ้นในอัตราทีตํ่่ากวาการผลติในสภาวะเขยา
เนื่องจากระยะเวลาในการผลิตนานกวา แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศโดยการเขยาพบวา ผลผลิต
เซลลูโลสลดลง ซึง่ทาํการแกไขโดยการเติม neutralizing agent 
 Naritomi และคณะ (1998) ศึกษาการผลติเซลลูโลสโดยเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum 
subsp. sucrofermentans BPR30011A ในอาหาร fructose Corn Steep Liquor(Fru-CSL)ที่ม ี
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ความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตส 30 กรัมตอลิตร คาออกซิเจนที่ละลาย (dissolve oxygen) 10% 
คา pH 5.0 และอัตราการเติมอาหารในถังหมักที่อัตราการเจือจางระหวาง  0.03-0.10 ตอชั่วโมง 
พบวา อัตราการเจือจางเทากับ 0.07 ตอชั่วโมง ใหอัตราการผลิตเซลลโูลสสูงที่สุดเทากับ 0.62 กรัม
ตอลิตรตอชั่วโมง แตเมื่ออัตราการเจือจางและความเขมขนของน้าํตาลฟรุกโตสเพิม่ข้ึน ทําใหผล
ผลิตเซลลูโลสลดลง เมื่อเตมิแลกเตทในอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาณ 12.5 กรัมตอลิตร พบวาที่อัตรา
การเจือจางเทากับ  0.1  ตอชั่วโมง การเจริญของเซลลและการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน ที่อัตราการ
ผลิต 0.90 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ผลผลิตเซลลูโลสเทากบั 36 เปอรเซ็นต และเมื่อเปล่ียนจากแลค
เตทมาเปนเอทานอลปริมาณ 10.0  กรัมตอลิตร พบวา การเจริญของเซลลและการผลิตเซลลโูลส
เพิ่มข้ึนในอัตราการผลิต  0.95 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง ผลผลิตเซลลูโลสเทากับ 46 เปอรเซน็ต   
 Jesus (1971) ไดศึกษาการแยกเชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลโูลสได
จากผัก ผลไม และน้ําสมสายชู และพิสูจนเอกลักษณจัดเปน Acetobacter aceti subsp. xylinum 
 Colvin และคณะ (1977) ไดพบสารโพลเิมอรที่ละลายน้ําไดจากสายพันธุ Acetobacter  
xylinum ซึ่งประกอบดวยสายกลูโคสเปนเสนตรงและมีกิ่งที่ตอดวยพันธะ β-1-4 ตรงคารบอน
ตําแหนงที ่2 ของทุกๆกลูโคสสายตรง  
 Volla และ Kjosbakken (1981) Acetobacter xylinum สายพนัธุทีส่ามารถผลิตเอ็กโซโพ
ลีแซคคาไรดชนดิใหม ซึ่งโพลีแซคคาไรดที่ไดนี้ประกอบดวย กลโูคส:แมนโนส:แรมโนส:กรดกลูโค
นิค ในอัตราสวน 3:1:1:1 โดยประมาณ Minakami และคณะ (1984) ไดพบ อะซิติกแอซิด
แบคทีเรียที่สามารถสรางโพลีแซคคาไรดชนิดใหม ซึ่งแยกไดจากกากน้าํสมสายชูซึ่งเปนสกุล 
Acetobacter โพลีแซคคาไรดที่ไดประกอบดวย กลูโคส:กาแลกโทส: แมนโนส: กรดกลูคูโรนิก 
( glucuronic acid)  ในอัตราสวน 6:2:1:1 โดยปริมาณน้ําตาลที่เปนองคประกอบในโพลีแซคคา
ไรดนั้นขึ้นอยูกบัน้ําตาลที่ใชเลี้ยงเชื้อดวย 
 Gossele และ Swings (1985) ไดศึกษาการพิสูจนเอกลักษณของเชื้อบางสายพนัธุที่
สามารถผลิตเซลลูโลสไดพบวาเปนสายพนัธุ Acetobacter hansenii นอกจากนี้ Ammemura 
และคณะ (1985) พบการสรางสารกลูแคน (glucan) ปริมาณ 2-2.5 มก. ตอ 100 มล. จากเชือ้ 
Acetobacter xylinum IFO 3288, IFO 13693 และ IFO 13772, Acetobacter aceti IFO 3281 
และ 3283, A.pasteurianus IFO 3223 และ A. rancens IFO 3297 และยังพบวา Acetobacter 
xylinum สามารถสรางโพลแีซคคาไรดที่ประกอบดวย ดี-กลูโคส แอล-แรมโนส และกรดกลูคูโรนิค 
ในอัตราสวน 7:8:1 Savidge และ Colvin (1977) ไดศึกษาการผลิตเซลลูโลสและโพลีแซคคาไรดที่
ละลายน้ําไดจาก Acetobacter xylinum โพลีแซคคาไรดประกอบดวย กลูโคส: แรมโนส: แมน
โนส: กรดกลูคูโรนิค ในอัตราสวน 6:1:1:1 สวน Tayama และคณะ(1985)  ไดพบโพลีแซคคาไรด 
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จากเชื้อ Acetobacter xylinum ซึ่งประกอบดวย กลูโคส: แรมโนส : แมนโนส : กรดกลูคูโรนิค : 
ออรโท-อะซิติล(O-acetyl) ในอัตราสวน  4:1:1:1:1 
 Masaoka และคณะ (1993) ศึกษาการผลติเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
 และพบวาพื้นผิวที่สัมผัสกับอากาศมีผลตอการผลิตเซลลูโลส ซึง่ถายิง่มีพืน้ที่ผิวมากก็จะทําใหการ
ผลิตเซลลูโลสเปนไปไดมาก Toyasaki และคณะ (1995) ไดทําการแยกเชื้อจากผลไมชนิดตางๆ
เพื่อหาสายพนัธุที่ผลิตเซลลโูลสไดสูงในภาวะเขยา เพื่อตองการเซลลูโลสปริมาณสูงในเวลาสัน้ 
เพื่อนาํไปใชในระดับอุตสาหกรรมตอไป ซึ่งไดสายพนัธุ BPR 2001 ที่ยังไมไดทําการพิสูจน
เอกลักษณ สามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงถงึ 7.7 กรัมตอลิตร ใน jar fermenter ในอาหาร CSL-Fru 
broth 
 

2.4.3 การสังเคราะหเซลลโูลสของ A.  xylinum 
  กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสของ A. xylinum ประกอบดวย 3 ข้ันตอนที่สําคัญ 
ไดแก 

2.4.3.1 การสังเคราะห sugar nucleotide precursor   Acetobacter xylinum  
สามารถใชแหลงคารบอนในการผลิตเซลลโูลสไดหลายชนิด ไดแก กลูโคส  ฟรุกโตส  ไซโลส  อะรา
บิโนส   ซูโครส  สตารช กลเีซอรอล และ ดี-กลูโคโนแลคโตน เปนตน โดยสารเหลานี้จะถกูเปลี่ยน
ใหเปนสารตัวกลาง (intermediate) ที่สามารถเขาสูวิถีเมตาบอลซิึมหลัก ไดแก pentose 
phosphate pathway สําหรับสารตั้งตนที่เปนคารโบไฮเดรท และ tricarboxylic  acid cycle 
(TCA) สําหรับกรดอินทรียและอนุพนัธของกรดอินทรีย (Ross และคณะ, 1991) (รูปที่ 4) 
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รูปที่  4    วิถีเมตาบอลิซึมของคารโบไฮเดรต กรดอินทรยี และสารอนพุันธของกรดอินทรีย 
ที่มา     :  Ross และคณะ (1991) 
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 เมื่อสารที่ถูกใชเปนแหลงคารบอนผานวิถีเมตาบอลิซึมหลักแลวจะเกิดสาร uridine 
diphosphate glucose (UDP-G)  หรือ   sugar nucleotide precursor ซึ่งจะถกูนาํไปใชเปนสาร
ต้ังตนสําหรับการสังเคราะหเซลลูโลส 

จากรูปที ่ 5  glucose จะถูกเปลีย่นเปน glucose-6-phosphate (G6P) โดยเอนไซม 
glucose hexokinase (GHK) จากนัน้จะเริ่มกระบวนการสงัเคราะหเซลลูโลสโดย G6P  จะถูก
เปลี่ยนเปน glucose-1-phosphate (G1P) โดยเอนไซม phosphoglucomutase (PGM)  และ 
G1P จะถกูเปลี่ยนตอไปเปน uridine diphosphate glucose (UDP-G) โดยเอนไซม glucose 
pyrophosphorylase (UGP)  จากนัน้ UDP-G จะถกูนํามาตอกนัเปนสายของเซลลูโลส หรือ β-
1,4-glucan chain  โดยการทํางานของเอนไซม cellulose synthase บน plasma membrane 
ของ Acetobacter xylinum (Yoshinaga และคณะ,1997) 

2.4.3.2 การสังเคราะหเซลลูโลสโดยเอนไซม cellulose synthase  การ 
สังเคราะหเซลลูโลสเริ่มจากเอนไซม diguanylate cyclase เปลี่ยน guanosine triphosphate 
(GTP) 2 โมเลกุล ใหเปน diguanosine tetraphosphate (pppGpG) ซึ่งเปน dinucleotide 
tetraphosphate โดยมีการปลอย diphosphate (ppi) จากนั้นจงึเปลี่ยน pppGpG ใหเปน 
diguanosine diphosphate (pGpG) โดยมีการปลอย ppi เชนเดียวกนั แลวจึงเปลีย่น  pGpG ไป
ในสองทิศทาง โดยทิศทางแรกเอนไซมphosphodiesterase-A (PDE-A) ตัดพันธะ 
phosphodiester bond ในโครงสราง pGpG ได pGpG สายตรงซึง่อยูในรูปที่ไม active จากนัน้ 
pGpG จะถูกเปลี่ยนไปเปน 5’-GMP โดยเอนไซม phosphodiesterase-B (PDE-B)  ทิศทางที่สอง
จะเกิดขึ้นเมื่อมี Ca2+ ยังยัง้การทาํงานของเอนไซม PDE-A ทําให pGpG ถูกเปลีย่นไปเปนสาย β-
1,4-glucan chain (รูปที่ 6) โดยเอนไซม cellulose synthase ซึ่งจะไปเรงการปลดปลอยโมเลกุล
ของ glucose  โมเลกุลของ glucose ที่ปลดปลอยจะรวมตัวอยูในสารละลาย ( Ross และคณะ
,1991) ดังแสดงในสมการ 

 
      
             UDP-Glc  +  (β-1,4-glucose)n   --------------------->   UDP + (β-1,4-glucose) n+1
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รูปที่  5   วิถีชวีเคมีของการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum 
ที่มา    :  Yoshinaga และคณะ (1997) 
 
     

 
 
รูปที่  6   กลไกการสังเคราะหเซลลูโลสโดย cellulose synthase 
ที่มา     :  Ross และคณะ (1991)   
 

2.4.3.3 การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลส   เซลลูโลสที่ถูกสงัเคราะหข้ึนจะถูกขับ 
ออกมานอกเซลลผาน extrusion pore ซึ่งเรียงตวัตามแนวยาวของเซลล โดยแตละสายของ
เซลลูโลสประกอบดวย เสนใยขนาดเล็ก เรียกวา submicrofibril มีขนาด 1.5 นาโนเมตร จากนั้น 
submicrofibril จะรวมตวักนัมีลักษณะเปนเกลียวเวียนซาย และรวมตัวกันเปนสาย microfibril มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 นาโนเมตร  ขนาดของ microfibril จะขึ้นอยูกับขนาดของ 
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microcrystalline ของ microfibril แลวแตละสายของ microfibril จะมัดรวมตวักันเปนเกลียว 
(ribbon) ( Ross และคณะ,1991) ดังรูปที ่7 

 
 

 
 
 
รูปที่  7   การรวมตัวของเสนใยเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum 
ที่มา     : Ross และคณะ (1991)   
 

2.4.4 ลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสและโครงสรางของแผนวุนเซลลูโลสที ่
สรางโดย Acetobacter xylinum 

 
  จากการศึกษา freeze fracture ภายใตผนังเซลลดานนอก (outer membrane) 
ของ Acetobacter xylinum ดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองทะลุผาน (Transmission 
Electron Microscopeม, TEM) พบแถวของเทอรมนิัลคอมเพล็กซ (Terminal complex, TC) ที่
เปนรูเปดขนาดประมาณ 3.5 นาโนเมตร เรียงขนานไปกบัแกนสมมาตรตามยาวของเซลล (Brown, 
Willison และ Richardson, 1976 และ Zaar, 1977) ดังแสดงในรูปที่ 8 ในกระบวนการสราง
เซลลูโลสของ Acetobacter xylinum สายตรงของ 1,4- β-glucan จะถูกสังเคราะหโดย catalytic 
site ที่อยูในชั้นของไซโตพลาสมิกเมมเบรน (cytoplasmic membrane) จากการศึกษาโดย 
molecular modeling ตอมา Brown (1996) เสนอวาในขั้นแรกนัน้สายของ 1,4- β-glucan 
จํานวน 4 สาย จะรวมกนัเกิดเปน single mini-sheet โดยอาศัยแรงแวนเดอรวาลส (Van der 
Waals force ) จากนั้น mini-sheet จํานวน 4 สายที่อยูภายใน terminal complex-subunit (TC-
subunit) เดียวกันจะรวมกันเปนสายของ mini-crystal หรือ sub-elemental fibril โดยสายของ 
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sub-elemental fibril ซึ่งมีขนาดประมาณ 1.5 นาโนเมตร จะถูกขับออกมาจากรูปของ TC-subunit 
ใน Acetobacter xylinum นั้น TC จะมีลักษณะการเรียงเปนเสนตรง โดยแตละ TC จะ
ประกอบดวย 3 TC-subunit ที่เรียงอยูชิดกัน สายของ sub-elemental fibril 3 สายจะรวมกันใน
ลักษณะของเกลียววนซาย (Ruben และ Bokelman, 1987) เกิดเปนสายของ crystalline 
microfibril ทีม่ีขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 3-4 นาโนเมตร จากนัน้ สายของไมโครไฟบริล 
50-100 สายจะรวมกนัเกิดเปนสายของเสนใยเซลลูโลสที่มีรูปรางเหมือนริบบ้ิน (ribbon-shaped 
fibril)ที่มีความกวางประมาณ 60-80 นาโนเมตร และมีความหนาประมาณ 3-4 นาโนเมตร 
(Brown และคณะ,1976 ; Zaar, 1977 และ Yoshinaga และคณะ, 1997) 
 

 
 
รูปที่ 8    ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบทะลุผานของ P-fracture force ของ  

 lipopolysaccharide membrane (PF) และ outer surface (ES) ของเซลลแบคทเีรีย 
 Acetobacter xylinum  แสดงลักษณะการเรียงเปนเสนตรงของ TC ขนานไปกบัแกน
สมมาตรตามยาวของเซลล  

ที่มา :    Zaar และคณะ (1977) 
 
 Okiyama, Motoki และ Yamanaka(1992) ศึกษาปริมาณน้าํในแผนวุนโดย broadline 
Pulsed NMR พบวาแผนวุนเซลลูโลสประกอบดวยเซลลโูลส 0.9% ในขณะที่มีองคประกอบเปนน้ํา
อยูถึง 99.1% โดยน้ําที่อยูในแผนวุนแบงออกเปน bound water 0.3% และ free water 98.8% 
นอกจากนีเ้มื่อทําการวัดคา % syneresis ซึ่งแสดงปริมาณน้ําที่เจลสญูเสียออกมาจากโครงสราง
หลังจากการเซนตริฟวส พบวา แผนวุนเซลลูโลสมีคาของ % syneresis สูงกวาเจลของ agar และ 
gelatin ถงึ 27 และ 90 เทา ตามลําดับ คาของ free water และ % syneresis ทีสู่งมากบงบอกวา
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น้ําที่อยูในแผนวุนเซลลูโลส เพยีงแตถูกกกัเก็บไวในโครงสรางที่เปนรูโพรงขนาดเล็ก โดย capillary 
action และสามารถสูญเสยีออกมาไดงาย 
 
2.5 ชนิดของเซลลูโลสที่เชื้ออะซิติกแอซิดแบคทีเรียสรางขึ้น 
 

2.5.1 เซลลูโลสชนิดแข็ง (Hard cellulose) 
สรางโดย Gluconoacetobacter xylinus ( Acetobacter xylinum) จากซับสเตรทพวก

เฮกโซส (Hexose) คือ กลูโคส (Glucose) ฟรุกโตส (Fructose) และ กาแลกโตส (Galactose) 
พบวาการเติมเอทานอลเล็กนอยจะขวยในการสรางเซลลโูลสไดดีข้ึน คําวา  Nata de coco ที่ใช
เรียกชื่อวุนน้าํมะพราวนัน้ เปนคําในภาษาสเปน หมายถึง แผนเซลลโูลสหนาสีขาว หรือสีครีมมา
จากมะพราวเมื่อวิเคราะหหาความชื้นของชั้นเซลลูโลสทีผ่ลิตไดพบวามีน้ําเปนสวนประกอบ
ประมาณ 95% สวนที่เหลือเปนเซลลูโลส (สมบูรณ ธนาศุภวัฒน, 2526)        

2.5.2 เซลลูโลสชนิดออน ( Soft cellulose) 
เซลลูโลสชนิดนี้ประกอบดวยกลูโคสประมาณ 600 หนวย ซึ่งเชื่อมกนัดวย β-glycosidic  

linkage ลักษณะคลายกับเซลลูโลสในฝายโดยเชื้อจะใชแหลงคารบอนจาก เอธิลลีนไกลคอน  
(Ethylene glycol) กลีเซอรอล(Glycerol) แมนนทิอล (Mannitol) อะราบิโนส(Arabinose) ไซโลส 
( Xylose) ฟรุคโตส (Fructose) การแลคโตส (Galactose) ซูโครส (Sucrose) แลคโตส (Lactose) 
ในการสรางเซลลูโลส (สมบูรณ ธนาศุภวฒัน, 2526) 
 
2.6  การนําเซลลูโลสจาก A.  xylinum ไปใชประโยชน 
 

ไดมีการนําเซลลูโลสที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย ไปใชประโยชนในดานตางๆ อาจจําแนกไดดังนี้ 
 

2.6.1 การนาํเซลลูโลสจาก A. xylinum ไปผสมกับโพลิเมอรอ่ืนๆ เชน polyvinyl 
alcohol  เพื่อผลิตวัสดุที่มีความแข็งแรง และทนทาน  ใชเปนสารใหความหนืด และความคงตวัใน
อุตสาหกรรมอาหาร ยา และเครื่องสําอาง  ในการนาํเซลลูโลสมาทําปฏิกิริยาทางเคมีเพื่อใหได 
cellulose derivatives  เชน  hydroxylmethlycelluose ,  carboxylmethylcellulose และ 
cellulose acetate  จะทาํใหการใชประโยชนจากเซลลโูลสของ  Acetobacter xylinum  ได
กวางขวางขึ้น      (White และ Brown,1989 ; Ross และคณะ, 1991 ; Lucca และ Tepper,1994 
และ Coffey และ Bell ,1995) 
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2.6.2 ฟนอลเรซนิ (phenol resin) หรือเสนใยคารบอน (carbon fiber) ซึ่งปกติไม
สามารถทําเปนแผนได แตเมื่อนําเซลลูโลสจาก A. xylinum ที่ผานการอบแหงและบดเปนผงแลว
มาผสมเพื่อเปนตัวเชื่อม (binder) จะทําใหเสนใยเหลานี้ข้ึนรูปเปนแผนได (Ross และคณะ,1991) 

2.6.3 ในการผลิตกระดาษแอคติเวทเตทคารบอน (activated carbon fiber sheets) 
เพื่อใชในการดูดซับสารพิษ การเติมเซลลโูลสจาก A. xylinum ลงไปชวยเพิ่มประสทิธิภาพในการ
ดูดซับสารพิษใหดีข้ึน (Ross และคณะ, 1991) 

2.6.4 ในทางการแพทย นําไปใชในการผลิตผวิหนงัเทียม (artificial skin)  หลอดเลือด
เทียม (artificial arteries) (Ross และคณะ,1991 และ Brown, 2002 ) และ dialysis membrane 
(Shibazaki และคณะ, 1993)  เปนตน 
 
2.7  ปจจัยทีม่ีผลตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  xylinum  
 
 มีปจจัยหลายประการที่เกี่ยวของกับการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  
xylinum  (สมคิด ธรรมรัตน, 2530 ; วราวฒุิ ครูสง, 2539 ; Alaban, 1962 และ โชคชัยและเกรียง
ไกร, 2538) ไดแก 
 

2.7.1 สายพันธุของ Acetobacter xylinum และคุณภาพของหวัเชื้อทีใ่ชในการหมัก 
Acetobacter xylinum  เปนแบคทีเรียในสกุล Acetobacter  ซึ่งมีความสามารถ 

ในการสรางกรดอะซีติกหรือกรดน้ําสมสายชูไดดี ดังนัน้ในการเลือกสายพนัธุของ Acetobacter sp 
xylinum เพื่อนํามาผลิตเซลลูโลสจะตองเลือกใชหัวเชื้อสายพนัธุดี ซึง่มีหลักเกณฑดังนี้ เปนหัวเชือ้
ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณที่สูง ในระยะเวลาอนัสั้น สรางกรดอินทรียเชน 
กรดอะซีติก กรดกลูโคนกิในปริมาณต่ํา นอกจากนีเ้ชื้อที่ใชควรจะมีความเสถียรหรือใหผลผลิตใน
ปริมาณสูงอยางสม่าํเสมอ สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิด โดยเฉพาะสามารถใชน้าํตาล
ซูโครสซึ่งราคาถูกได  ทนตอการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมไดดี (Asai ,1968) 

Toyosaki และคณะ (1995) คัดแยก Acetobacter sp. ที่เหมาะสมตอการผลิต 
เซลลูโลสในสภาวะเขยา จากผลไม   ดอกไม และจากดิน พบวา Acetobacter sp. BPR 2001ที่
คัดแยกไดจากผลไมมีความสามารถในการผลิตเซลลูโลสไดดีที่สุด   
   Dudman (1960) ศึกษาการเจริญและการสรางเซลลูโลสของ Acetobacter  
acetigenum  2  สายพนัธุ   A. xylinum  6 สายพนัธุ   A. kutzingianum  2 สายพันธุ และ A. 
pasteurianum  1 สายพนัธุ พบวา A. xylinum  supsp. HCCB-155 เหมาะสมสาํหรับนําไปผลติ
เซลลูโลส เนื่องจากมีความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปนเซลลูโลสไดสูง   
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2.7.2 ปริมาณหัวชื้อต้ังตน   

  การผลิตเซลลโูลสจากเชื้อแบคทีเรียใหไดผลดีนั้นนอกจากเชื้อที่ใชตองบริสุทธิ์แลว 
 ปริมาณเชื้อทีใ่ชตองมีมากพอ เพื่อใหเชื้อเจริญไดอยางรวดเร็วจนมีปริมาณเกินกวาเชื้ออ่ืนๆที ่
อาจติดมากับน้ํามะพราว หรือปนเปอนในระหวางการหมัก โดยปริมาณเชื้อที่เหมาะสมที่ใชในการ
หมักอยูในชวงรอยละ 10-20  (วราวฒุิ ครูสง, 2536) และใชเชื้อที่มีอาย ุ 3 วัน จะทําใหผลผลิตดี
ที่สุด เมื่อเชื้อเจริญและมีปริมาณมากพอจนถึงระดับหนึ่งเชื้อจะสรางเซลลูโลส สวนการใชปริมาณ
เชื้อเร่ิมตนในปริมาณมาก มีผลทาํใหการผลิตเซลลโูลสของเชื้อลดลง  รายงานวาปริมาณเชื้อ
เร่ิมตนที่เหมาะสม คือ รอยละ 10 ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด  แตถาใชปริมาณหัวเชื้อเร่ิมตน
มากกวานี้ พบวา จํานวนเซลลแบคทีเรียจะหนาแนนมากเกนิไป ทําใหเกิดภาวะแขงขัน จนมีการ
สรางแผนวุนเซลลูโลสลดลง  (Alaban ,1962) 
 

2.7.3 น้าํมะพราว 
น้ํามะพราวที่ใชควรมาจากมะพราวแก เนื่องจากเปนวัสดุเหลอืใชทางการเกษตรและ

อุตสาหกรรมที่หาไดงายและมีคุณคาสูง เหมาะสําหรับการเจริญของแบคทีเรีย  (Alaban,1962) 
โดยเลือกน้าํมะพราวที่สดใหม มีไขมนันอย ไมมกีารปนเปอนของน้ํามะพราวที่เนาเสยี กอนใชตอง
นํามาตมใหเดือดเพื่อใหไขมนัละลาย และฆาเชื้อจุลินทรียที่ปะปนมา ขณะเดือดควรชอนเอาฟอง
และไขมันที่ผิวหนาทิง้ไป (สมคิด ธรรมรัตน, 2531) และไมควรเจือจางน้าํมะพราว เนื่องจากจะทาํ
ใหไดผลผลิตนอยลง (Alaban,1962) 

 
 2.7.4  สารอาหารคารบอน (carbon source)    

 แหลงคารบอนมีความสําคญัตอการเจริญและการสรางเซลลโูลสของ A. xylinum  โดย
เปนแหลงพลงังานแกเชื้อและองคประกอบหลักของสายเซลลูโลส เชื้อสามารถใชแหลงคารบอนได
หลายชนิด ไดแก น้าํตาลโมเลกุลเดี่ยว เชน กลูโคส ฟรุกโตส น้ําตาลโมเลกุลคู เชน ซูโครส แลคโตส 
น้ําตาลเชิงซอน เชน แปง แอลกอฮอล เชน เอธานอล และกรดอินทรีย เชน กรดอะซติิก กรดกลูโค
นิก (Masaoka และคณะ,1993) แสดงดัง ตารางที ่1  นอกจากจะใชแหลงคารบอนดังกลาวแลวยงั
สามารถใชแหลงคารบอนอ่ืน ไดแก น้ํามะพราว น้าํกะทิ น้าํหางนม น้ําลิน้จี่ น้าํสบัปะรด และน้ํา
ฝร่ังสด เปนตน น้าํมะพราวเปนวัตถุดิบที่ใชในการผลติมากที่สุด เนื่องจากน้ํามะพราวเปนวัสดุ
เหลือทิง้จากอตุสาหกรรมตางๆ เชน มะพราวตากแหง การผลิตกะทสํิาเร็จรูป น้าํมะพราวแกจะมี
น้ําตาล ซึ่งสวนมากเปนน้าํตาล กลูโคส ฟรุกโตส และซูโครส อยูถึง 3% แตเนื่องจากปริมาณ
น้ําตาลดงักลาวในน้ํามะพราวไมแนนอน ข้ึนอยูกับสายพันธุ และความออน-แก ของมะพราว 
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ดังนัน้จึงตองทาํการเติมน้ําตาลลงในน้าํมะพราว เพื่อใหแนใจวามีปริมาณคารบอนมากพอ สําหรับ
การเจริญและการสรางแผนวุนของเชื้อ (วราวุฒิ ครูสง, 2539) 
 
ตารางที่ 1 แหลงคารบอนสําหรับ A.  xylinum 

Carbon source  Cellulose yield (%) 
Monossacharides D- galactose 

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

15 
92 

100 
11 
14 
11 

Disaccharides Maltose 
Lactose 
Sucrose 

7 
16 
33 

Polysaccharides Starch 18 
Alcohol Ethylene glycol 

Diethylene glycol 
Ethanol 
Propylene glycol 
Myo-inositol 
Glycerol 

4 
1 
4 
8 
17 
93 

Organic acids Succinic acid 
L-malic acid 
Citric acid 

12 
15 
20 

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

Alaban (1962)  ศึกษาชนิดของน้ําตาลที่เหมาะสมตอการสรางเซลลูโลสของ 
Acetobacter sp. ประกอบดวยน้าํตาลกลูโคส ซูโครส กาแลคโตส แมนนทิอล มอลโตส แลคโตส 
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และอราบิโรส   พบวาการใชน้ําตาลกลูโคส  ซูโครส  และกลีเซอรอลใหผลผลิตเซลลูโลสสูงกวา
น้ําตาลชนิดอืน่ๆ   

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

 
    2.7.5 แหลงไนโตรเจน (nitrogen source) 

  เซลลแบคทีเรียมีองคประกอบของไนโตรเจนประมาณ 8-10 เปอรเซ็นตของน้าํหนกัเซลล
แหง ความตองการไนโตรเจนของแบคทีเรียจะขึ้นอยูกับสายพนัธุ และปจจัยทางสิ่งแวด-ลอม เชน 
พีเอช อุณหภูมิ และออกซิเจน อาหารเลี้ยงเชื้อที่ไมมีไนโตรเจนอยูเลยจะทําให Acetobacter 
xylinum ไมสามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได การเติมสารที่เปนแหลงไนโตรเจนโดยเฉพาะสารที่
อยูในรูปของแอมโมเนยี จะชวยเรงการเจริญเติบโตและการสรางเซลลูโลสใหเร็วขึ้น   (White, 
1995)  ตามธรรมชาติแลว น้ํามะพราวมสีารประกอบไนโตรเจนในรูปของโปรตีนอยูประมาณ 0.4% 
(วราวุฒ ิ ครูสง และคณะ, 2535) ซึ่งจะชวยให Acetobacter xylinum เจริญและสรางแผนวุนได 
แมจะไมเตมิไนโตรเจนเพิ่มลงไป อยางไรก็ตาม การเตมิสารประกอบไนโตรเจนเพิ่มเติม จะชวยเรง
ใหเชื้อผลิตแผนวุนไดหนาในเวลาสัน้ และชวยใหเชื้อเจริญไดดี  จากการศึกษาพบวา การใช
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) รอยละ 0.5  เชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด 
เมื่อเปรียบเทยีบกับการใชไนโตรเจนจากแหลงอื่นๆ ไดแก (NH4)2SO4, KNO3, NaNO3, peptone, 
yeast extract และ corn steep liquor เปนตน  
 
 2.7.6 สารประกอบแมกนีเซยีม 
 แมกนีเซยีมไอออน (Mg2+) สามารถกระตุนให  Acetobacter xylinum ผลิตแผนวุน
เซลลูโลสไดดีข้ึน โดยชนิดและปริมาณของสารประกอบแมกนีเซยีมที่เหมาะสม คือ แมกนเีซยีม
ซัลเฟต (Mg2SO4.7H2O) ที่ความเขมขน 0.05% (สมคิด ธรรมรัตน, สมศรี ลิมปพฒันวทิย, 2531
และ Alban, 1962) 
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 2.7.7   ความเปนกรด-ดาง (pH) 
 คาความเปนกรด-ดาง ของอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีผลโดยตรงตอการทํางานของเอนไซมใน
กระบวนการเมตาบอลิสมของแบคทีเรีย แมวา Acetobacter xylinum สามารถเจริญไดในชวง pH 
3.5-7.5 แต pH ที่เหมาะสมตอการสรางแผนวุนเซลลูโลส จะอยูในชวง 4.5-6.0 (Alban, 1962 และ 
Masaoka และคณะ,1993) นอกจากนีก้ารปรับคาความเปนกรด-ดาง โดยการใชกรด เชนกรดอะ
ซีติกยังชวยปองกันการปนเปอนของจุลินทรียชนิดอืน่ๆ จากการรายงานของ Alban(1962) พบวา
การเตมิกรดอะซีติก 1% ชวยปองกันการปนเปอนจาก Aspergillus sp. ได และเมื่อเพิ่มปริมาณ
เปน 2% จะชวยปองกันการปนเปอนจาก Pennicillium sp. และ Bacillus sp. ได ในระหวางการ
หมักนั้นคาความเปนกรด-ดางของอาหารที่ใชเลี้ยงจะลดลงเรื่อยๆ เนื่องจากกรดกลูโคนกิที่เชื้อ
สรางขึ้นเมื่อความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูงขึ้นเชื้อจะผลติกรดกลูโคนิก
มากขึ้น และสงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารลดลงมาก แมวาการเติมกรดกลูโคนกิลงใน
อาหารเลีย้งเชือ้ไมมีผลตอการสรางเซลลูโลสของเชื้อ แตการที่เชื้อเปล่ียนกลโูคสเปนกรดกลูโคนิก 
จะทําใหมีสารตั้งตนสําหรับการสรางเซลลโูลสนอยลง (Masuoka และคณะ,1993) 

Daimaguila (1967) รายงานวากรดอะซิติกที่เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลโดย 
ตรงตอเอนไซมที่เกีย่วของในการสงัเคราะหโปโตรพลาสซึมและการแบงเซลลของ A. xylinum   
เชื้อยังใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนได  (Naritomi และคณะ,1998)  และปองกนัการปนเปอน
จากเชื้อราและแบคทีเรียอื่นที่ไมสามารถทนกรดไดอีกดวย (Masaoka et al., 1993) 

Alaban (1962) รายงานวาคาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4-5 เปนสภาวะที่เหมาะ- 
สมตอการเจรญิและการสรางเซลลโูลสของ A. xylinum เมื่ออาหารมีคาพีเอช 3 การเจริญของเชื้อ
จะลดลง และคาพีเอชมากกวา 8 เชื้อไมสามารถเจริญได   

สมศรี ลีปพัฒนวทิย (2531) ศึกษาผลของพีเอชตอการเจริญของ Acetobacter  
aceti subsp. xylinum TISTR 86  โดยแปรคาพีเอชในชวง 3-5 พบวา พีเอชเทากับ 4.5 ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงสดุ   นอกจากนี้พีเอชยังสงผลตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสไปเปนกรดกลูโคนิกใน
ระบบการหมกั Hwang และคณะ (1999)  แปรคาพีเอชในการเลีย้ง Acetobacter xylinum BRC5 
เปน 4 5 และ 6  พบวาพเีอช 4 เหมาะสมตอการเกิดออกซิเดชั่นของกลูโคสมากทีสุ่ด โดยมีคา 
GOD activity เทากับ 1 ในขณะที่พีเอช 5 และ 6 มีคา เทากับ 0.57 และ 0.30 ตามลําดับ ปฎิกริยา
ดังกลาวเกิดขึน้บริเวณ outer surface ของ cytoplasmic membrane (Matsushita และคณะ, 
1994) 
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 2.7.8  อุณหภมูิที่ใชในการหมัก 
 A.xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสไดดีที่อุณหภูมิในชวง 28-32 องศา 
เซลเซียส  เนือ่งจากการสรางแผนวุนสมัพันธโดยตรงกบัการเจริญของเชื้อเปนอยางมาก ดังนั้นการ
สรางแผนวุนจะเกิดไดเร็วเมือ่เชื้อเจริญไดดี  ถาอุณหภมูิสูงหรือตํ่ากวานี้มากๆ เชื้ออาจเจริญได แต
ไมสรางเซลลูโลส  เนื่องจากอุณหภูมมิีผลตอสมบัติของเอนไซมและการเสียสภาพของโปรตีนที่
เกี่ยวของกับเมตาบอลิสมของเชื้อ  
 Alaban (1962) และ Lapuz และคณะ (1967) รายงานสอดคลองกันวาในการเลี้ยง  
Acetobacter  sp. ในอาหารเหลวน้ํามะพราว ที่อุณหภูมิในชวง 10-45 องศาเซลเซียส พบวาที่
อุณหภูมิ 45 องศา-เซลเซียส เชื้อเจริญเตบิโตได แตไมสรางเซลลูโลส การสรางเซลลูโลสเชื้อจะเริม่
สรางที่อุณหภูมิเทากับ 20 องศาเซลเซยีส นอกจากนีอุ้ณหภูมิยังสงผลตอพฤติกรรมการสรางเสน
ใยเซลลูโลสของเชื้อโดย Hirai และ Horii (1999)  ศึกษาพบวาการเลี้ยง A. xylinum ในอาหาร 
Hestrin & Schramm ที ่ 4 องศาเซลเซียส  เชื้อไมสามารถสรางเสนใยเซลลโูลสเปนเกลียว 
(ribbon)  แตจะสรางเสนใยเซลลูโลสที่มีลักษณะ Dense และ Coarse (รูปที่ 9) 
 

 

 
 
รูปที่ 9   ลักษณะการพนัของเสนใยเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  

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

เพื่อใหเชื้อเจริญ และสรางแผนวุนไดดีจึงตองหมักในภาชนะที่มีผิวหนากวาง เพื่อใหมพีื้นที่
ผิวสัมผัสของอากาศกับอาหารเลี้ยงเชื้อมากๆ นอกจากนี้ควรใชวัสดุทีม่ีการระบายอากาศไดดี เชน 
กระดาษหนงัสือพิมพ หรือ ผาขาวบางที่ฆาเชื้อแลวปดปากภาชนะ เพื่อปองกนัการปนเปอนใน
ระหวางการหมัก (สมคิด ธรรมรัตน, 2531) 

2.7.10    สารสงเสริมการสรางเซลลโูลส 
Ishikawa และคณะ (1998) รายงานวาการเติม p-aminobenzoic acid ลงในอาหาร 

เลี้ยงเชื้อ มีผลทําให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR3001E ผลิตเซลลูโลส
เพิ่มข้ึน 40 เปอรเซ็นต เนื่องจากสารดงักลาวไปกระตุนการสรางสารประกอบ adenosine related 
purine ในเซลล ไดแก AMP ADP และ ATP  สารประกอบดังกลาวเกี่ยวของกับ fructose 
phosphorylation   

 ในขณะที ่ Tonouchi และคณะ (1998) รายงานวาการใช endoglucanse ทั้งใน
รูป Meicelase P-1  เปนเอน็ไซมผสมระหวาง   endoglucanse   exocellobioglucosidase และ 
β-glucosidase และ  endoglucanse บริสุทธิ์ที่สกดัไดจาก Bacillus sp. ความเขมขน 1-3 
มิลลิกรัมตอลิตร ทําให Acetobater  xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 ผลิต
เซลลูโลสไดสูงสุด  และ  Tonouchi และคณะ, 1998  รายงานวาการนํายนีที่สังเคราะห sucrose 
phosphorylase (SPase) เปนเอ็นไซมที่สามารถคะตะไลส น้าํตาลซูโครส ไปเปน glucose-1-
phosphate และ ฟรุกโตส ที่ไดจาก Leuconostoc mesenteroids  มาใสใน Acetobacter strain 
G7 จะทาํใหเชื้อสามารถผลติเซลลูโลสเพิม่ข้ึนจาก 5.06 เปน 6.44 กรัมตอลิตร 
 
2.8 การหมกัเพื่อผลิตเซลลูโลสดวย  Acetobacter  xylinum   
 
 Nata de coco หรือที่รูจักกันในชื่อ วุนน้ํามะพราว หรือวุนเซลลูโลส เปนผลิตภณัฑที่ได
จากกระบวนการหมักของ Acetobater  xylinum     สามารถทาํการหมักไดในสภาวะการหมักดังนี ้

2.8.1 การหมกัแบบสภาวะนิ่ง (static culture) 
  กระบวนการผลิตโดยทั่วไปใชน้ํามะพราว ซึง่เปนวตัถุดิบเหลือใชจากโรงงาน
อุตสาหกรรมอาหาร อาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทเีรียชนิดนี้คือ มี
ความเขมขนของแหลงคารบอน  โดยใชน้าํตาลซูโครส 5-10 เปอรเซ็นต คาพีเอชเริ่มตนอยูในชวง  
4-5   ธาตุอาหารอื่นๆที่เติม เชน  ไดแอมโมเนยีมฟอตเฟสหรือแอมโมเนียมซัลเฟต    ใชเปนแหลง
ไนโตรเจน จากนัน้นาํอาหารเลี้ยงเชื้อไปตมฆาเชื้อ  เมือ่อาหารเย็นถายลงถาดหรือภาชนะที่มีขอบ
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สูง     คลุมดวยผาขาวบาง หองบมตองมีการสุขาภิบาลที่ดี  ฆาเชื้อหองบมกอนการหมกัทกุครั้ง 
จากนั้นใสปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10-40 เปอรเซ็นต  บมที่อุณหภูมิหอง     (25-30 องศาเซลเซียส) เปน
เวลา 7-14 วนั ( วราวุฒ ิครูสง และคณะ, 2535 ) จนไดแผนเซลลูโลสบนผิวหนาของอาหารเลี้ยง
เชื้อมีลักษณะขาวครีมมีเนื้อสัมผัสเหนียวแนน กระบวนการผลิตดังกลาวเรยีกวา การหมักแบบ
สภาวะนิ่ง (static culture)  ใชเวลาในการผลิตนาน มีของเหลือทิ้งจากการหมกัสูง ใชพื้นที่มาก
และควบคุมสภาพปลอดเชือ้ไดยาก 

Dudman (1960)  ศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum สายพนัธุ 
ตางๆในสภาวะผิวนิง่กับสภาวะเขยา พบวาการผลิตเซลลูโลสในสภาวะผวินิ่ง มีอัตราการ
เจริญเติบโตของเซลล และผลผลิตเซลลูโลส (cellulose yield) เกิดขึ้นในอัตราที่ตํ่ากวาการผลิตใน
สภาวะเขยาเนื่องจากระยะเวลาในการผลิตนานกวา  แตเมื่อเพิ่มอัตราการใหอากาศโดยการเขยา 
พบวา ผล-ผลิตเซลลูโลสลดลง ซึง่ทําการแกไขโดยการเติม neutralizing agent  และเมื่อ
เปรียบเทียบผลผลิตเซลลูโลสของการหมักทั้งสองแบบ พบวาการหมักในถงัหมกัไดผลผลิต
เซลลูโลสสูงกวา 50 เปอรเซ็นต 

Masaoka และคณะ (1993) ศึกษาตาํแหนงหรือบริเวณที ่Acetobacter xylinum  
จะทําการสรางวุนเซลลูโลสในสภาวะนิง่ พบวา เมื่อเลี้ยงเชื้อในภาชนะแกวโดยมีตะแกรงลวดบรรจุ
อยูภายในโดยอยูในตําแหนงที่ตํ่ากวาผวิหนาอาหาร อยูเหนือกนภาชนะ 2.5 เซนติเมตร  
  Watanabe และ Yamanaka (1995) ศึกษาผลของออกซิเจนตออัตราการผลิต
และลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสจาก A. xylinum สายพนัธุตางๆ ภายใตสภาวะผิวนิ่งในถัง
หมัก พบวา อัตราการผลิตเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 25 เปอรเซ็นต เมื่อปริมาณออกซิเจนที่ผิวหนาอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (oxygen tension) มีคาเทากบั 10-15 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร และเมื่อเพิ่ม oxygen 
tension ใหอยูในชวง 15-30 เปอรเซ็นต มีอัตราการเจริญของเซลลคงที่  และเมื่อเปรียบเทยีบ
ลักษณะทางกายภาพของเซลลูโลสโดยใช scanning electron microscopy (SEM)  พบวา ความ
หนาแนนของเสนใยที่สภาวะ  oxygen tension เทากับ 50 เปอรเซ็นตมีมากที่สุด  และความหนา
ของแผนเซลลโูลสจะลดลงเมื่อ oxygen tension เพิ่มข้ึน 
 2.8.2    การหมักแบบสภาวะเขยา และแบบมีการใหอากาศโดยใชเครื่องหมกั 

Kouda และคณะ (1997) ศึกษาผลของความดนัของกาซออกซิเจน และ 
คารบอนไดออกไซดตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของA. xylinum subsp. sucrofermentans 
BPR3001A ในถังหมกั พบวา อัตราการผลิตเซลลูโลสจะขึ้นอยูกับอัตราการสงผานออกซิเจน  เมือ่
การผลิตเซลลโูลสของเชื้อเพิม่ข้ึนเรื่อยๆ การสงผานออกซิเจนของการหมักจะลดลง เนื่องจาก
อาหารเลีย้งเชือ้มีความหนืดเพิ่มข้ึน  สวนกาซคารบอนไดออกไซดมีผลทําใหการผลติเซลลูโลสของ
เชื้อลดลง 
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Chao และคณะ  (2000) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสใน 50 L Internal -loop airlift  
reactor   โดยใช A. xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001  พบวา อัตราการผลิต
เซลลูโลสในถงัหมกัแบบ airlift มีคาเทากบั 0.0567 กรัมตอลิตรตอชั่วโมง  ซึง่มากกวาการผลติ
เซลลูโลสโดยใช  agitated-stirred tank fermenter   และเมื่อมีการเติมออกซิเจนในอากาศที่ใหแก
ถังหมัก 50 เปอรเซ็นตของปริมาณอากาศที่ใหแกระบบ พบวา  อัตราการผลิตเซลลโูลสเพิ่มข้ึนเปน
สองเทา  แตลักษณะเซลลูโลสที่ไดแตกตางจาก fibrous form คือ    มีลักษณะเปน pellet ซึ่งให
ลักษณะการถายโอนออกซิเจนที่ดีกวา 
 
2.9 อิทธิพลของแลคเตทตอการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  

Masuoka และคณะ (1996) ไดศึกษาอิทธพิลของสารอนิทรียที่เปนแหลงไนโตรเจน คือ  
corn steep liquor (CSL), soytone, yeast extract และ peptone พบวา CSL เหมาะสมที่สุดใน
การผลิตเซลลโูลสจาก Acetobacter xylinum supsp. Sucrofermentan BPR 2001 โดยพบวา 
CSL เทานั้นที่มีแลคเตทเปนองคประกอบอยู จงึเติมแลคเตทลงไปในอาหารทีม่ีแหลงไนโตรเจน
อ่ืนๆ ผลปรากฏวาการผลิตเซลลูโลสสูงขึน้จนใกลเคียงกับการเลี้ยงในอาหาร CSL ดังรูปที ่ 10 
นอกจากนีย้ังทดลองใช แลคเตทในปริมาณ  0.15 %(v/v) รวมกับอาหาร basal  medium ในการ
เลี้ยง A.xylinum subsp.sucrofermentans BPR 2001 ผลการทดลองพบวาเชื้อผลิตเซลลูโลสได
เพิ่มข้ึน 4.57 เทา เนื่องจากแลคเตทเขาไปกระตุนการเจริญเติบโตของเซลลูโลสในชวงเริ่มตนและ
ทําหนาทีเ่กี่ยวของกับหวงโซการหายใจและการผลิตพลงังานเพื่อการเจริญเติบโต ดังนัน้แลคเตท
จึงทาํหนาที่เสมือนตัวเรงการขับเคลื่อน TCA Cycle เหมือนกับตัวสรางพลังงานซึ่งดูไดจากผลการ
สรางเซลลูโลสที่สูงขึน้และเซลลเจริญไดอยางรวดเร็วนัน่เอง 
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รูปที่ 10  การผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter xylinum supsp. Sucrofermentan BPR 2001 ใน 

อาหารเหลวทีม่ีแหลงไนโตรเจนตางๆกัน ,แทงสีดํา: มีแลคเตท, แทงสีขาว : ไมมีแลคเตท ;  
เสนคือ การเจริญของเชื้อ  

ที่มา :    Matsuoka และคณะ (1996) 
 
2.10 อิทธิพลของเมไธโอนีน ตอการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter xylinum  
 

เมไธโอนนี เปนกรดอะมิโน จงึจัดเปนแหลงไนโตรเจน ซึง่เปนองคประกอบของเซลล
แบคทีเรียประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนกัแหง ความตองการไนโตรเจนของเชือ้แตละสายพนัธุ
แตกตางกนั และความตองการยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอกีเชน พีเอช ออกซิเจน และ อุณหภูมิ เปนตน 
ตามธรรมชาตแิลวน้ํามะพราวมีสารประกอบไนโตรเจนอยูรอยละ 0.4 (วราวุฒิ ครูสง และคณะ
,2539) Acetobacter xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได แตอยางไรกต็ามการเติม
สารประกอบไนโตรเจนจะชวยเรงการเจรญิและการสรางเซลลโูลส โดยสารประกอบไนโตรเจน
เกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene บน cellulose synthase ไดแก acsAB, acsC และ 
acsD และปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวน้าํมะพราวจะตองสงเสริมการใช
น้ําตาลของเชือ้เพื่อการสรางสารเมตาบอไลทตางๆ โดยเฉพาะเซลลูโลส  

Matsuoka และคณะ(1996) ซึ่งไดศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส โดยการ
เปรียบเทียบกบั CSL ซึ่งเปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดเพราะพบวา มีกรดอะมิโนหลายชนิดเปน
องคประกอบโดยใชอาหารทีเ่ติมเมไธโอนนีเพียงอยางเดยีว อาหารทีเ่ติมกรดอะมิโน 14 ชนิด 
อาหารที่เติมกรดอะมิโน 14 ชนิดยกเวนเมไธโอนนีและอาหารที่ไมเตมิกรดอะมิโนเลย พบวา ใน
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อาหารที่มีเมไธโอนนีเพยีงอยางเดยีว มีปริมาณเซลลูโลสใกลเคียงกับอาหารที่มีกรดอะมิโนทั้ง 14 
ชนิด และในอาหารที่ไมมีเมไธโอนนีจะมปีริมาณเซลลูโลสที่ตํ่ามาก นอกจากนี้ Matsuoka และ
คณะ(1996) ยังไดทดลองแปรปริมาณเมไธโอนนี ในอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 4 ระดับคือ 0 0.0025 
0.005 และ 0.0075% (w/v) และพบวาปริมาณเมไธโอนีนที่ใช คือ 0.005% (w/v) อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซยีส ใหผลการเจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสดีที่สุด 
 
2.11 ลักษณะและความสาํคัญของชา 

 
 2.11.1 ความสัมพันธระหวางชากับ Acetobacter xylinum 
  Tea fungus หรือ kombucha tea รูจักกนัดีในชื่อ Manchurin หรือ kargasok  
mushroom ไมใชเห็ด kombucha tea จะถูกสรางในโครงสรางของเยื่อบุผิวและเปนการอยูรวมกนั
ของส่ิงมีชวีิตคือแบคทีเรีย และยีสต ตางๆ ในสวนของแบคทีเรียไดแก Acetobacter xylinum, 
Acetobacter ketogenum, Pichia fermentans และยีสตหลายๆชนิด ซึง่โดยปกติยีสตที่พบคือ 
Saccharomyces, Brettanomyces และ Zygosaccharomyces (Sadjadi,1998) 
 

kombucha tea  จําเปนตองดํารงชีวิตในสารละลายของชาดําและน้ําตาล ใน 
อุณหภูมิที่เหมาะสม เชื้อจะเพิ่มจาํนวนอยางรวดเร็วและตอเนื่อง ไมสรางสปอรเชนเดียวกับยีสต
โดยปกติ แตใชการเพิม่จํานวนโดยกระบวนการผลิต glucuronic acid lactic acid acetic acid 
และ vitanmin ตางๆแทน เชื้อยีสตจะเปลี่ยนรูปน้าํตาลและชาดําเปนเอ็นไซม  kombucha tea มี
คุณลักษณะเปนสารปฏิชีวนะ( Mayser และคณะ,1995 ) 
 

Brown และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตเซลลูโลสของAcetobacter xylinum  
พบวาเชื้อจะสรางเสนใยไดดี ถาเลีย้งในสภาวะที่มีอาหารเหมาะสม และไดเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ี 
kombucha tea รวมทัง้ศึกษา polyphenolic component ใน kombucha tea พบวา kombucha 
tea มีองคประกอบสิ่งมีชวีิตที่อยูรวมกันระหวาง แบคทีเรียและยีสต สารอาหารจากชาสามารถทาํ
ใหเชื้อสรางเซลลูโลสได 
 

Mayser และคณะ (1995 ) ศึกษาผลของ kombucha tea พบวายีสตทีเ่ปนองค 
ประกอบในโคโลนีมีความหลากหลายมากแตสายพนัธุที่ใชมากและบอยที่สุดคือ 
Saccharomyces, Brettanomyces และ Zygosaccharomyces kombucha tea นั้น สามารถ
เตรยีมไดงาย ในการทดลองแปรปริมาณชาที่ใช เปน 10 20 30 และ 40% dry tea พบวา ชาแหงที่
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ใชเร่ิมตน 20% dry tea เชือ้สามารถเจริญไดดีที่สุด คาความเปนกรดของ product อยูที่ประมาณ 
33 กรัมตอลิตร ของกรดทัง้หมด มีความสัมพันธกับการจํากัดความสามารถของจุล ินทรียชนิดอื่นๆ 
อยางไรก็ตาม ถากระบวนการหมกัทาํอยางตอเนื่องและยาวนาน ปริมาณคาความเปนกรดก็จะ
เพิ่มระดับสูงขึน้ เกิดความเสี่ยงหากนําไปใชในการบริโภค Lavine และ Feller (1940) รายงานผล
ของกรดอะซิติกที่เกิดจากกระบวนการหมกัวาสามารถยบัยั้งและทําลายจุลินทรยีได เมื่อใชใน
ปริมาณทีพ่อเหมาะ อยางไรก็ตาม ถาใชในปริมาณนอยคือ 1 กรัมตอลิตร( 0.1%) ของกรดอะซิติก 
จะสามารถยับยั้งเชื้อที่ทาํใหเกิดโรคและการสรางสปอรของแบคทีเรียได 
  Hesseltine (1965) รายงานผลของการหมักชาและตวัอยางทีม่ีความเปนกลาง
คอนขางสงูตอการยับยัง้เชื้อ Agrobacterium tumerfacien ซึ่งเปนเชื้อที่กอโรคพืน้ฐานในพืช แต
ยังไมไดรายงานผลของสับสเตรทที่ใชในการหมัก ดังนัน้ จงึไมทราบวาสภาวะการตานและการ
ยับยั้งเชื้อนัน้เปนผลมาจากสวนประกอบของชาทีท่าํใหสภาวะเปนกลางเพื่อตอตานจุลชีพหรือไม 
  Toda และคณะ (1991) พิสูจนวาใน kombucha tea ที่มีเชื้อจุลินทรียตางๆอยู
รวมกันและมคีวามเขมขน 20% (dry tea) จะสามารถยบัยั้งเชื้อกอโรคประเภท Stapphylococcus 
aureus, Stapphylococcus epidermidis, Salmonella typhi, Shigella flexneri  และ Vibrio 
spp. ไดดี และสามารถใชเลี้ยงจุลินทรียชนิดอื่นๆได 
  Lapuz และคณะ(1967) และ Dolendo และ Maniquis (1967)สรุปวารางแห
เซลลูโลสที่ลอยอยูบนผวิหนาของน้าํผลไม คือ น้ํามะพราว และ ส ับปะรด ซึ่งหมกัโดย เชื้อที่อยู
รวมกันระหวาง Acetobacter xylinum และยีสต ใหชือ่วา  "Nata"  ซึ่งใชบริโภคกันในประเทศ
ฟลิปปนส สวนในประเทศบราซิล ใชเซลลโูลสที่ไดจาก Acetobacter xylinum และยีสต นี้สําหรบั
การควบคุมอันตรายจากการเผาไหมบริเวณผิวหนัง ซึง่เชื้อ Acetobacter xylinum  และยีสตนี้จะ
เจริญไดดีในชาที่ประกอบดวยน้าํตาลซโูครส tea xanthines เอธานอล organic acids และ usnic 
acids (Fontana และคณะ, 1991)  
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2.11.2   สารที่เปนองคประกอบที่สําคัญในชา  

  สาระสําคัญที่เปนองคประกอบในชา  ไดแก  Polyphenols, flavonoids Catchin, 
epicatechin, epicatechin gallate, proanthocyanidin (ตารางที่ 2 และ 3) 

 ตารางที่ 2     องคประกอบของสารตางๆในใบชาสด  (Chemical  composition of a fresh tea  
         leaf )  

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

 
ที่มา : www. herb108.com/nuke/modules 
 สารคาเฟอนี (caffeine) สารตัวนี้เปนทีถ่กเถียงกันในวงการแพทยวามปีระโยชน หรือ 
โทษกนัแน แตโดยทั่วไปยอมรับกันวาถาดื่มไมเกินวันละ 200 มิลลิกรัม ก็ไมมีผลเสยีอะไร ซึ่งใน
ปริมาณนี้จะเทากับการดื่มกาแฟประมาณวันละ 2 ถวย ( ถวยละประมาณ 8 ออนซ) เทากับชาวนั
ละประมาณ 5 ถวย ( ใบชาจะมีคาเฟอีนประมาณ 30-40% ของกาแฟ)  (Steiger และ
Steinegger, 1957) 

 สารตานอนมุลูอิสระ (antioxidant) ที่สําคญัคือ กลุมโพลีฟนอลส (polyphenols) ที่เดนๆ 
คือ epigallocatechin-3-gallate (EGCG หรือ catechins) ประโยชนของสารตานอนมุูลอิสระนั้นมี
มากมายตัง้แตการปองกนัการเกิดโรคตางๆ จนถึงมะเรง็ (Steiger และ Steinegger, 1957) 

 สารแทนนิน (tannin) ซึ่งชวยในการบรรเทาอาการทองเสยี หากมีการตมชาหรือแชชา
นานๆ จะทําใหไดปริมาณสารแทนนินจํานวนมาก (Steiger and Steinegger, 1957) 
 แรธาตุอ่ืนๆ เชน ฟลูออไรด วติามินเอ วิตามินบี 1 บี 2 และอื่นๆ อีกหลายชนิด ในชานั้นมี
กรดอะมิโนมากกวา ๒๐ ชนดิ ที่เดนคือ Thiamine มีถึง 38-54 % มีคาเฟอีนเฉลีย่ 3 % และสาร
แอลคาลอยดอีกคือ Thesphyllin, Theobromine และยังม ีอลูมิเนยีม (Al), แมงกานสี( Mn)   และ
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ยังม ีโปแตสเซยีม (K)  มากที่สุด  ชาดํา 1 g ให โปแตสเซียม (K) มากกวา 10 mg  ถัดมาเปน 
ฟอสฟอรัส (P)  และแมกนีเซียม(Mg)  แตจากการวิจัยบอกแลววาไมมพีิษ  ชาบางแหงมธีาตุ F 
(Fluoride) ติดมาดวย นอกจากนีก้็ยงัมีการใสชาลงในเครื่องสําอางตางๆ เชน สบู, แชมพ,ู ครีม
บํารุงผม นัน้ยงัไมมีการทดสอบที่ดีพอทางวิทยาศาสตรการแพทยในคนที่จะบอกวาไดผลจริง 
(Jean Carper, 1995) 

ตารางที่ 3  องคประกอบของสารตางๆในยอดใบชาสด(Chemical  composition of a fresh tea  

              shoot )  
Compounds (% dry wt.) 

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

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

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

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

 

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


บทที่ 3 
 

วิธีการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณและเคมีภณัฑที่ใชในการทดลอง 
 

3.1.1      อุปกรณและเครื่องมือวิจัย
 
  3.1.1.1    Hand refractometer 
  3.1.1.2    เครือ่งวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter)  SCHOTT model CG 840 
  3.1.1.3    เครือ่งชั่งน้ําหนกัอยางละเอียด 4 ตําแหนง   Sartorious 
  3.1.1.4    เครือ่งผสมสาร (Vortex mixer)  LAB-LINE Instrument, Inc. 
  3.1.1.5    หมอนึ่งความดนัไอ (Autoclave) TOMY model SS-320 และ SANYO Labo 
  3.1.1.6    ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส)  WTB binder 
  3.1.1.7    ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส)  PROLABO 
                         3.1.1.8    ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) United Instrument Co.,LTD.และ  
                                        Haraeus Instruments 
  3.1.1.9    ตูเขีย่เชื้อ (Larminar flow carbinet) ISSCO model BVT-123 
  3.1.1.10  เครื่องเหวี่ยงแยก (Centrifuge) Hettich model EBA 12 
  3.1.1.11  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  Milton Roy model  
      Spectronic  G01 
  3.1.1.12   เครือ่งแยกเหวี่ยง (Centrifuge) Hettichi model EBA 12 
 
              3.1.2    วัตถุดิบและสารเคม ี
 
  3.1.2.1      แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate)  
       AR Grade  
  3.1.2.2     แมกนีเซยีมซัลเฟต (Magnesium sulfate) AR Grade  
  3.1.2.3     กรดอะซิติก (Acetic acid)  AR Grade 
  3.1.2.4     ผงวุน (Agar powder)  Merck 
  3.1.2.5     กลโูคส (Glucose)  AR Grade 
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  3.1.2.6     ซูโครส (Sucrose)  AR Grade 
  3.1.2.7     โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  AR  Grade 
  3.1.2.8     ฟนอล (Phenol)  AR  Grade 
  3.1.2.9     กรดซัลฟุริก (Sulphuric acid)  AR Grade 
  3.1.2.10    ฟนอลฟทาลนี (Phenolpthalene)  AR Grade 
  3.1.2.11    เอธานอล (Ethanol)  AR Grade 
  3.1.2.12....เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase) The East Asiatic (Thailand) Public Co.,Ltd. 
  3.1.2.13     ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract)  Oxoid, England 
  3.1.2.14     แคลเซียมคารบอเนต( Calcium carbonate ) 
  3.1.2.15     แอล-อะราบิโนส( L- arabinose) 
  3.1.2.16     ดี-ฟรุคโตส (D - fructose) 
  3.1.2.17     ดี- กาแลคโตส (D-galactose) 
  3.1.2.18     กลีเซอรอล (Glycerol) 
  3.1.2.19     ดี-แมนโนส (D- mannose) 
  3.1.2.20     ดี-แมนนทิอล (D-mannitol) 
  3.1.2.21     น้าํตาลซูโครส (sucrose) 
  3.1.2.22     ดี-ไซโลส (D-xylose) 
  3.1.2.23     DL- methionine 
  3.1.2.24     Sodium-DL-lactate 
 
3.2    วธิีการดําเนินงานวจิัย 
 

3.2.1   การแยกเชื้อแบคทีเรียทีส่รางเซลลูโลสจากผลไมสกุ 
 

3.2.1.1   ทาํการเก็บตัวอยางจากผลไมสุกงอม 10 ชนิด ไดแก แอปเปล กลวยหอม นอยหนา 
 ฝร่ัง ลางสาด ลําไย สับปะรด เงาะ สตรอเบอรี่ มังคุด จากตลาดสดทัว่ไปในกรุงเทพมหานคร ไดแก ตลาด
สดสามยาน ตลาดสดพรานนก ตลาดสดคลองเตย และตลาดสดรังสิต วัดปริมาณน้ําตาลของผลไมแตละ
ชนิดในรูปของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (Total soluble solid, TSS) ดวย แฮนด รีแฟรกโตมิเตอร ( Hand 
refractometer) ในขั้นตอนนี้ จะดาํเนินการ 2 วธิ ี
    วิธีแรก แยกเชื้อจากผลไมโดยตรง โดยใช ลูปเขี่ยเชือ้บริเวณสวนที่มีรอยชํ้าหรือเนาของผลไม 
streak ลงบนอาหารวุน GEY ซึ่งเติม CaCO3 (ภาคผนวก ก ) นาํไปบมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 2-3 
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วัน จากนั้นนํามาแยกเชื้อที่สรางกรดจะสงัเกตจากโคโลนทีี่มี clear zone  รอบๆ นําเชื้อที่แยกไดไป streak 
ซ้ํา เพื่อใหแยกเปนโคโลนีเดีย่วๆอีกครั้ง เกบ็เชื้อที่บริสุทธิไ์วในอาหารแข็ง GYPG ใน slant agar (Asai และ
คณะ, 1968) (ภาคผนวก ก )เพื่อนํามาศกึษาในดานอื่นๆตอไป โดยทําการยอมแกรมและการทดสอบทาง
ชีวเคม ี

 

  วิธีที ่2  ทําการเพิ่มปริมาณเชื้อ (Enriched culture) กอนโดยเก็บตัวอยางผลไมสุกงอมแตละชนดิ
หนกัประมาณ 1-2 กรัม จากสวนที่เปนรอยช้ําหรือเนา โดยใชเทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) ใส
ลงในหลอดขนาด 30 มล. ซึ่งมีอาหารเหลว GEY (ภาคผนวก ก ) หลอดละ 15 มล. บมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ 
เปนเวลา 3 วนั (Asai และคณะ, 1964)  แลวจึงแยกเชือ้ใหบริสุทธิ์บนอาหารวุน GEY โดยนําของเหลวจาก
หลอดที่เพิ่มปริมาณเชื้อแลว มา streak ลงบนจานอาหารวุน GEY ซึง่เติม CaCO3 (ภาคผนวก ก ) นําไป
บมไวที่อุณหภูมิ 30 oซ เปนเวลา 2-3 วัน จากนั้นนํามาแยกเชื้อที่สรางกรดซึ่งจะสังเกตจากโคโลนทีี่มcีlear 
zone รอบๆ  นําเชื้อที่แยกไดไป streak ซ้ําเพื่อใหแยกเปนโคโลนีเดี่ยวๆอีกครัง้ เก็บเชื้อที่บริสุทธิ์ไวใน
อาหารแข็ง GYPG ใน slant agar (Asai และคณะ, 1968) (ภาคผนวก ก ) เพื่อนําไปศึกษาในดานอื่นๆ
ตอไป โดยทําการยอมแกรมและการทดสอบทางชีวเคม ี
 

         3.2.1.2    คัดเลือกเชื้อที่สามารถผลติเซลลูโลสได โดยนําเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกไดมาบมตอไปบน
อาหารเหลว GEY ที่อุณหภูมิ 30oซ เปนเวลา 14 วนั ถาสังเกตเหน็ชั้นของวุนหรือเซลลูโลสที่ผ ิวหนาอาหาร 
นําเชื้อมาทําใหบริสุทธิ์ โดย streak บนจานอาหารวุนน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก) นําเชื้อที่ไดมาเก็บในหลอด
อาหารวุน GYPG (ภาคผนวก ก) เพื่อศึกษาตอไป 
 

                    3.2.1.3    ศึกษาการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดในสภาวะนิ่ง โดยเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียที่แยกไดในอาหารน้ํามะพราวชนิดเหลวปริมาตร 1  ลิตร (อาหารน้ํามะพราวประกอบดวย น้ํา
มะพราวแกที่ผานการกรองตมเดือด และแยกไขมันออก 1 ลิตร   น้ําตาลทราย 5 เปอรเซ็นต  แอมโมเนียม
ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต   ปรับความเปนกรดดางใหได
เทากับ 4.75 ) โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ( อังคณา พันธศรี, 2541 )  เลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่ง
โดยแปรอุณหภูมิเปน 3 ระดับ คือ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ   
                    ติดตามผลการเจริญของเชื้อแบคทีเรียโดย 
 - cell content โดยวิธี viable plate count  (ภาคผนวก ข.) 
 - sugar utilization ( Dubois  และคณะ, 1956) (ภาคผนวก ข.) 
 -  pH โดยใช pH meter     (ภาคผนวก ข.) 
 - Acidity (AOAC, 1990) ทุก 24 ชั่วโมง   (ภาคผนวก ข.) 
 - cellulose production (Watanabe และ Yamanaka,1995) (ภาคผนวก ข.) 
 -ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอรวัด 
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  คัดเลือกเชื้อที่เจริญดีและสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงที่อุณหภูมิสูง 3 ระดับ คือ 37 oซ   
40 oซ   และ 42 oซ  และทําการ Identified เชื้อที่แยกไดวาเปนเชื้อ Acetobacter xylinumหรือไม 
      

 
3.2.2 ทําการ Identified เชือ้ที่แยกได  

 นําเชื้อแบคทีเรียที่สรางเซลลูโลส มาศกึษาลักษณะตางๆดังนี ้
                     3.2.2.1  ลักษณะรูปรางทางสัณฐานวิทยา การเจริญและสรีรวิทยา 
 - ตรวจสอบลักษณะเซลลและการยอมติดสีแกรม (ภาคผนวก ง) ภายใตกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1,000 เทา และตรวจสอบลักษณะของโคโลนีหลกัจากการเลี้ยงบนอาหารวุน GEY-CaCO3 
(ภาคผนวก ก ) และบมที่30 oซ เปนเวลา 24 ชม. (ภาคผนวก ง) (Hucker และ Cohn, 1923)  
 

                    
       3.2.2.2  ลักษณะทางชวีเคม ี 

                   ทดสอบลักษณะทางชีวเคมบีางประการของเชื้อ เปรียบเทียบกับเชื้อ Acetobacter xylinum 
TISTR893 โดยทําการทดสอบดังนี ้
                - ทดสอบการสรางเอนไซมแคตาเลส ( Catalase test) เลี้ยงเชื้อที่คัดเลือกไดบนอาหารวุน 
GYPG (ภาคผนวก ก) ที ่ 30 oซ เปนเวลา 24 ชัว่โมง ทําการหยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เขมขน 
3% จาํนวน 1-2 หยด ลงบนโคโลนีหากเกิดฟองแกสแสดงวาใหผลเปนบวก เชื้อนัน้สามารถสรางเอนไซม
คะตะเลสได ถาไมมฟีองแกสแสดงวาเปนลบ นั่นก็คือเชื้อนั้นไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลส  
(Komagata, 1975) 
                  -ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชนัของอะซิเตท (Oxidation of acetate) ไปเปนน้าํและ
คารบอนไดออกไซด โดยทําการเขี่ยเชื้อลงในอาหารเหลว SBYP แลวนาํไปบมที ่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั 
(ภาคผนวก ก) ซึ่งในอาหารจะมีอินดิเคเตอรคือ โบรโมไทมอลบลู ซึ่งมีชวงการเปลี่ยนสีอยูระหวางความ
เปนกรดเปนดาง 6.0-7.6 หากอินดิเคเตอรเปลี่ยนเปนสฟีา แสดงวา ใหผลบวกหรือเบสิค (Basic) แตถา
อินดิเคเตอรไมเปลี่ยนสีแสดงวาใหผลเปนลบหรือแอซดิ (Acid) (Asai และ คณะ, 1964) 
                   -ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชนัของแลคเตท ( Oxidation of lactate) ไปเปนคารบอเนต 
(Carbonate) เชื้อที่ใหผลเปนบวกจะเกิดลักษณะขาวขุนของแคลเซียมคารบอเนตรอบโคโลนี โดยทําการ
เขี่ยเชื้อลงในอาหารวุน CY แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) แตถาไมเปลีย่นแปลง
แสดงวาใหผลเปนลบ (Asai และ คณะ, 1964) 

     - ทดสอบการสรางอะซิตลิ เมทธิล คารบินอล ( Acetyl methyl carbinol) จากแคลเซียมแลค 
เตท นําเชื้อมาเลี้ยงในอาหารเหลว CY แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) ผลบวกคือ 
เมื่อทําการทดสอบตามภาคผนวก ก จะใหสีชมพูถึงแดง ถาไมเกิดสแีสดงวาใหผลเปนลบ (Gossele และ 
คณะ, 1983) 
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                  -ทดสอบการใชกรดกลูตามิค (Glutamic acid) ของเชื้อโดยนําเชื้อมาเลี้ยงบนอาหารวุน GG 
แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วัน (ภาคผนวก ก ) ผลบวกคือ เชือ้สามารถเจริญบนอาหารดงักลาวได 
ถาไมเจริญแสดงวาใหผลเปนลบ ( Asai และ คณะ, 1964) 
                  -ทดสอบการเจริญในอาหารวุนโฮเยอร-เฟรเทอร (Hoyer-Fratear agar) โดยนําเชื้อมาเลี้ยงบน
อาหารวุน  Hoyer-Fratear แลวนําไปบมที่ 30 oซ เปนเวลา 7 วนั (ภาคผนวก ก) ผลบวก คือ เชือ้สามารถ
เจริญบนอาหารดังกลาวได ถาไมเจริญแสดงวาใหผลเปนลบ ( Asai และ คณะ,1964) 
 
                      3.2.2.3 นําเชื้อที่แยกไดทัง้หมดมาทาํการ identified โดยใชผลทดสอบลักษณะทางชวีเคมี
ขางตน เทยีบกับเชื้อ Acetobacter xylinum TISTR893 เมื่อไดเชื้อที่คาดวาเปน Acetobacter xylinum 
แลว นาํไปศึกษายนืยนัโดยทดสอบ 16s rDNA Sequence Analysis ดวยโปรแกรม BLASTSn 
เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับเบสของเชื้อ(%similarity) เทียบกบัเชื้อที่เปน Type strain  คือ 
Acetobacter paeus  Acetobacter xylinus  Acetobacter sp. ITDI2.1 และ Gluconoacetobacter  
sp. DST GL_01 ในขั้นตอนงานวิจัยนี้ ตรวจสอบเชื้อโดย ศูนยวิจัยสวนกลางทางพันธกุรรม KU-Vector 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร จากนั้นนําเชื้อที่คัดแยกและ Identified ไดวาเปน Acetobacter xylinum ไป
ทําการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญและผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงตอไป 
 

 3.2.3    การคัดเลือก Acetobacter xylinum ที่ผลิตเซลลูโลสไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภูมสิูง
                                   นาํเชื้อที่คัดแยกและ Identified ไดแลววาเปน Acetobacter xylinum ในขอ 
3.2.2.3  มาศกึษาการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสที่อุณหภูมสูิง  

           ในการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตน (starter) นั้นประกอบดวยอาหารเหลวน้ํามะพราวใส
ลงในหลอดทดสอบ 5 มิลลิลิตร แลวถายเชื้อ Acetobacter xylinum 1 โคโลนีจากจานอาหารแข็งน้ํา
มะพราวลงในหลอดทดสอบที่เตรียมไว บมที่ 30 oซ เปนเวลา 5 วัน จากนั้นถายเชื้อ Acetobacter xylinum 
หลอดทดสอบลงในหลอดทดสอบซึ่งมีอาหารเหลวน้ํามะพราว ปริมาตร  15 มิลลิลิตร ใชปริมาณเชื้อ
เร่ิมตน 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เล้ียงเชื้อในสภาวะนิ่ง โดยแปรอุณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 
42 oซ   โดยน้ํามะพราวเริ่มตนที่นํามาใชจะตองปรับคา TSS ใหเปน 4oBrix ดวยเครื่อง แฮนด รีแฟรกโต
มิเตอร ทําการทดลอง  3 ซ้ํา และเปรียบเทียบชั้นเซลลูโลสที่ผลิตไดในวันที่ 7 ของการหมัก จาก 
Acetobacter xylinum แตละสายพันธุ ติดตามผลการทดลองโดยทําการตรวจวัด 

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

                   คัดเลือกสายพันธุเชื้อที่ผลิตเซลลูโลสไดปริมาณสูงที่สุดที่อุณหภูมิสูง 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ   
เพื่อนําไปศึกษาปจจัยที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อสายพันธุนั้นๆตอไป 

 
3.2.4 การศึกษาปจจัยที่สงผลตอการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อ Acetobacter xylinum ที่ผลิต 

   เซลลโูลสไดปริมาณสูงทีอุ่ณหภูมสิูงทีคั่ดแยกได
 

3.2.4.1    ศกึษาปริมาณน้ําตาลซโูครสที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชือ้ที ่
               อุณหภูมิสูง 

                  เติมน้ําตาลซูโครสในสูตรอาหารน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก)  0 1 3 และ 5 %(w/v) ใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มลิลิลิตร ที่มีอาหารน้ํามะพราวอยู 100 มิลลิลิตร ในการทดลองครัง้นี้ตองวัด
ปริมาณน้าํตาลเริ่มตนที่มีอยูในน้าํมะพราวกอน จากนัน้เติมหวัเชื้อ (จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 มิลลิลิตร 
ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนทีอุ่ณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ   เปนเวลา 7 วัน 
เก็บตัวอยางในวนัที ่0 3 5 และ 7 ติดตามผลการทดลองโดยทําการตรวจวัด 

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

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

                             - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
     
   เลือกความเขมขนน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ Acetobacter 
xylinum ที่อุณหภูมิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
 

3.2.4.2   ศึกษาปริมาณแลคเตทที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที ่
              อุณหภูมิสูง 

                  เตรียมแลคเตทที่มีความเขมขน 35 กรัมตอลิตร (Takkaaki และคณะ, 1998) เติมลง
ในอาหารน้าํมะพราว (ภาคผนวก ก) ที่ระดับตางๆ เปน 0 0.10 0.15 และ 0.20 %(v/v) ในขวดรูปชมพู
ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มอีาหารน้ํามะพราวอยู 100 มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อ (จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 
มิลลิลิตร 



 40

 
 ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนทีอุ่ณหภูมิ 3 ระดับคือ 37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    

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

                                - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
                                 - pH โดยใช pH meter                                         (ภาคผนวก ข.) 
 

                 เลือกความเขมขนแลคเตทที่ เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
 
                    3.2.4.3 ศึกษาปริมาณเมไธโอนนีที่เหมาะสมตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที ่
                                    อุณหภูมิสูง  

                       เติมเมไธโอนนีในสูตรอาหารน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก) ที่ระดับตางๆ เปน 0 
0.0025  0.005 และ 0.0075 %(w/v) ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารน้ํามะพราวอยู 100 
มิลลิลิตร เติมหัวเชื้อ(จากขอ 3.2.3) ลงไป 10 มิลลิลิตร ศึกษาความสามารถในการสรางแผนวุนที่อุณหภูมิ 
3 ระดับคือ 37 40 และ 42 oซ  เปนเวลา 7 วัน เก็บตัวอยางในวนัที ่0 3 5 และ 7 ติดตามผลการทดลองโดย
ทําการตรวจวดั 

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

                            - pH โดยใช pH meter                                        
    - ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 

             เลือกความเขมขนเมไธโอนีนที่ เหมาะสมสําหรับการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum ที่อุณหภมูิสูง  37 oซ  40 oซ  และ 42 oซ    
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      3.2.4.4 ศึกษาผลของการทาํงานรวมกันของน้าํตาลซูโครส แลคเตทและเมไธโอนีน ใน
ปริมาณเหมาะสม ตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่อุณหภูมิสูง 

  นําปริมาณน้าํตาลซูโครส ปริมาณแลคเตท และเมไธโอนีนที่เหมาะสม ผลที่ได
จากการทดลองขอ 3.2.4.1 3.2.4.2 และ 3.2.4.3 ขางตนมาใสรวมกันในอาหารเหลวน้ํามะพราว วัด
ปริมาณเซลลูโลสของเชื้อที่สรางได ที่อุณหภูมิสูงเทยีบกบัในอาหารเหลวน้าํมะพราว 
 
 3.2.5  ทดลองเลี้ยงเชื้อที่คัดแยกไดในน้ําชา และหา fraction ที่แยกไดจากน้ําชาซ่ึงมีผล
ตอการเจริญและการสรางเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมสิูง 
 
        3.2.5.1  เลี้ยงเชื้อในอาหารน้าํชา เปรียบเทียบกับในอาหารน้าํมะพราว โดยปรมิาณชาเริ่มตน
ที่เหมาะสมสําหรับใชเลี้ยงเชือ้คือ 20 กรัมตอลิตร (2%) dry tea (Mayser และคณะ,1995) ในการเตรียม
อาหารน้ําชาเปรียบเทียบกบัน้ํามะพราว จะเตรียมโดยใชปริมาณชาเริ่มตนที่ 20 กรัมตอลิตร ตมในน้ํา
เดือดปริมาตร 1 ลิตร กรองเอากากออก เติมน้ําตาลทราย 8 เปอรเซ็นต(ใหไดความเขมขนเทากบัในอาหาร
น้ํามะพราว) แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 0.05 เปอรเซ็นต  แมกนีเซียมซัลเฟต 0.05 เปอรเซ็นต ปรับ
ความเปนกรดดางใหไดเทากับ 4.75 โดยใชปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต  เลี้ยงเชื้อในสภาวะนิ่งโดย
แปรอุณหภูมิเปน 3 ระดับ คือ 37 oซ   40 oซ   และ 42 oซ  ทําการทดลองโดยการตรวจวัด  
    - cell content  โดยวธิี viable plate count            (ภาคผนวก ข.) 

- sugar utilization ( Dubois และคณะ, 1956 )         (ภาคผนวก ข.) 
- cellulose content  ( Watanabe and Yamanaka ,1995 ) (ภาคผนวก ข.) 
- acidity ( AOAC,1990)                                         (ภาคผนวก ข.) 
- ความหนาวุน โดยใชเวอรเนียคารลิบเปอร 
- pH โดยใช pH meter                                     

 เปรียบเทียบผลการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อในอาหารน้าํมะพราวและน้าํชา 
 
           3.2.5.2      นําน้ําชามาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography (Ansari และ  Mage, 1977) 
   เตรียมน้ําชา (ภาคผนวก ก) เร่ิมตนโดยใชชาอูหลง 20 กรัมตอลิตร(2%) dry tea 
(ปริมาณเทากบัที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ (กรัมตอลิตร))  ตมในน้าํเดือด และกรองเอากากออก จากนัน้นาํน้าํชา
ที่เตรียมได มาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel chromatography 
โดยใชคอลัมน Sephacryl S-200 HR ใชโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.1 M เปนตัวชะ ใชอัตราเร็วของการไหล 
60 มิลลิลิตรตอช่ัวโมง ผานสารละลายน้ําชาที่เตรียมไว (มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ลงไปบนคอลัมนปริมาตร 1 



 42

มิลลิลิตร เก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมนหลอดละ 2 มิลลิลิตร นาํหลอดที่ไดมาศึกษาผลตอการเจริญ
และการผลิตเซลลูโลสของเชื้อที่แยกได 
                   
       3.2.5.3   ศึกษาผลของแตละ fraction ตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลส โดยนํา fractionที่
แยกไดมา ทดสอบโดยใสรวมกับอาหารเลีย้งเชื้อ basal medium (Matsuoka และคณะ,1996)ที่เตรียมให
มีความเขมขน 2 เทา (ภาคผนวก ก) ในอตัราสวน 1:1 โดยปริมาตร คือเก็บสารละลายที่ออกจากคอลัมน
ได 2 มิลลิลิตร ก็เติมลงในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีปริมาตร 2 มิลลิลิตรเชนกนั จากนัน้เติมเชื้อ Acetobacter 
xylinum (ที่ไดจากขอ 3.2.3) นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ ติดตามผลการ เจริญและการ
สรางเซลลูโลสของเชื้อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อใน basal medium 

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

  คัดเลือก fraction ที่มีผลตอการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum และสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด    
                   
       3.2.5.4   ศึกษาผลของ fraction ที่คัดเลือกได ตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสในอาหาร
สูตรน้ํามะพราว (อังคณา พนัธศรี, 2541)ที่เตรียมใหมีความเขมขน 2 เทา  (ภาคผนวก ก)  โดยนาํ fraction 
นั้นใสรวมกับอาหารสูตรน้าํมะพราว (อังคณา พนัธศรี, 2541) ในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร จากนั้นเติม
เชื้อ Acetobacter xylinum (ไดจากขอ 3.2.3) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ  ติดตามผล
การเจริญและการสรางเซลลโูลสของเชื้อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเชื้อในอาหารสูตรน้าํมะพราว (อังคณา 
พันธศรี, 2541) 

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

 - ความหนาของวุนที่เกิดขึ้น  โดยใชเวอรเนียคารลิปเปอร 
 คัดเลือก fraction ที่มีผลทําใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum  ดีที่สุดและสามารถผลิต
เซลลูโลสไดสูงสุด 
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  3.2.5.5   ศึกษาองคประกอบของ fraction ทีม่ีผลทาํใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter 
 xylinum ดีทีสุ่ดและสามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดที่อุณหภูมิสูง 
                               นาํ fraction ที่มีผลทาํใหการเจริญของเชื้อ Acetobacter xylinum ดีที่สุดและ
สามารถผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดที่อุณหภูมสูิง มาศึกษาองคประกอบทีสํ่าคัญ โดยทําการศึกษาวิเคราะห 
                               -        ปริมาณโปรตีน (Lowry และ คณะ, 1951)                ( ภาคผนวก ข.) 
                               -        ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (Dubois  และคณะ, 1956)   ( ภาคผนวก ข.) 
                               -        ปริมาณสารประกอบ phenolic ในรูป gallic acid     ( ภาคผนวก ข.) 
 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ 

 
4.1  การแยกเชื้อที่สามารถสรางเซลลโูลสไดที่อุณหภูมิสูงจากผลไมตางๆ  

  จากการทดลองไดเก็บตัวอยางจากผลไมสุกงอม ไดแก แอปเปล กลวยหอม 
นอยหนา ฝร่ัง ลางสาด ลําไย สับปะรด เงาะ สตรอเบอรี่ มังคุด เพราะมีปริมาณน้าํตาลคอนขางสูง  
และทําการแยกเชื้อจากผลไมเหลานี้ บนอาหารวุน GEY-CaCO3 โดยเลือกโคโลนีที่ข้ึนบนอาหาร
และมีการเกิดวงใส จากการสรางกรด นาํเชื้อที่แยกไดไป streak ซ้ําเพื่อใหเชื้อมีความบริสุทธิ์  
สามารถคัดแยกเชื้อแอซิดแบคทีเรียไดทั้งสิ้น 108 ไอโซเลต  (ตารางที่ 4) เมื่อยอมแกรมและตรวจ
ลักษณะภายใตกลองจุลทรรศน พบเซลลติดสีแดงของแกรมลบ จากนั้นนํามาทดสอบเพื่อแยกเชือ้
แบคทีเรียที่ผลิตเซลลูโลสไดโดยเลี้ยงเชื้อในอาหารน้ํามะพราวชนิดเหลว พบเชื้อแบคทีเรีย 29 ไอโซ
เลต ที่สามารถสรางแผนวุนเซลลูโลสไดทีอุ่ณหภูมิหอง (30 oซ ) (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที่ 4 ผลการแยกเชื้อทีส่รางแผนวุนไดจากผลไมชนิดตางๆ 
ชนิดผลไม จํานวน isolate  จํานวน isolate ที่สรางวุนได 
ฝร่ัง 25 17 
เงาะ 10 7 
ลางสาด 10 0 
แอปเปล 10 1 
นอยหนา 10 0 
สับปะรด 10 2 
ลําไย 10 0 
กลวยหอม 10 0 
มังคุด 5 1 
สตรอเบอรี่ 8 1 

รวม 108 29
 

เมื่อนําเชื้อที่สรางแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิหองไปศึกษาการเจรญิและการผลติวุน
เซลลูโลส โดยเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูม ิ37oซ  40oซ และ  42oซ  พบแบคทีเรียที่สราง
เซลลูโลสไดทัง้สิ้น 24 16 และ 5 ไอโซเลต ตามลําดับ จงึมีความเปนไปไดที่เชื้อสรางเซลลูโลสที่พบ 
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อาจจะเปน  Acetobacter sp. เมื่อนาํเชื้อแบคทีเรียทัง้ 29 ไอโซเลตมา streak บนอาหารแข็งน้ํา
มะพราวพบโคโลนีทีม่ีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 มิลลิเมตร  โคโลนีทีพ่บมีความแตกตางกนัใน
เชื้อแตละไอโซเลต  ลักษณะโคโลนีทีพ่บ มทีั้งแบบกลมนนู ขอบเรียบ ขอบหยัก ผิวเปนมนัเงา มีสีครีม
เขม และสรางเมือกได  ตัวอยางลกัษณะโคโลนีของเชื้อทีs่treak บนอาหารแข็งน้ํามะพราว ดังรูปที่ 11 

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

 
รูปที่ 11 ลักษณะโคโลนีของเชื้อที่คัดแยกได เมื่อ streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
 
4.2   การ Identified เช้ือที่คัดแยกได เพื่อยืนยันวาเปน Acetobacter xylinum 

จากการทดลองขางตน เมื่อนําโคโลนีที่ไดมายอมแกรมและสองดวยกลองจุลทรรศน
กําลังขยาย 1,000 เทา พบวาเชื้อทัง้ 29 ชนิดยอมติดสีแกรมลบ เซลลมีลักษณะเปนแทง เมื่อศึกษา
ลักษณะทางชวีเคมีบางประการของเชื้อทัง้ 29 ชนิด ( De Ley and Fratuer, 1974) เปรียบเทียบ
กับ Acetobacter xylinum TISTR893  พบวาเชื้อ 20 ชนิด มีลักษณะไมแตกตางกนั ปฏิกริยาที่
สําคัญในการตรวจสอบเชื้อคือ การทดสอบปฏิกริยาออกซิเดชันของอะซิเตท (Oxidation of 
acetate) ใหผลการทดสอบเปนเบสิค คือเชื้อสามารถออกซิเดชันอะซิเตทไปเปนน้าํและ
คารบอนไดออกไซดได(Asai และคณะ,1964)  และเชื้อยังสามารถสรางเอนไซมคาตาเลส 
(catalase test) บนอาหารวุน GYPG ได ( Asai และคณะ,1964) เปนการบงชี้เบื้องตนไดวา เชื้อที่
แยกไดมีความนาจะเปน Acetobacter xylinum ( De Ley and Fratuer, 1974) (ตารางที่ 5) และ
เมื่อนําเชื้อที่เจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูงทัง้ 3 ระดับ จํานวน 5 สายพนัธุไป
ตรวจสอบ 16 s rDNA sequence analysis ดวยโปรแกรม BLASTn จาก DDBJ database เทียบ
กับเชื้อ Acetobacter europaeus  Gluconoacetobacter sp. DST GL_01   Acetobacter 
xylinus และ  Acetobacter sp. ITDI2.1 ผลการตรวจสอบพบวา เชือ้ทั้ง 5 สายพนัธุ มีลําดับเบส
เหมือนกับเชื้อที่ใชในการเปรยีบเทยีบ มีความเปนไปไดที่จะเปนเชื้อทัง้ 4 ชนิด 100% (ตารางที่ 6) 
และเมื่อพิจารณาควบคูกับผลการทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ พบวาเชื้อที่ไดเปน Acetobacter 
xylinum  
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ตารางที่  5 ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ 29 ชนิด เปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน Acetobacter xylinum TISTR 893 
Characteristic              G1/3 G3 G9 G9/1 G9/2 G9/7 G10 G10/2 G11 G12 G13 G15 G16 G18

TISTR 
893 

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

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

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

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

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

Formation of 
- gluconic acid 
- cellulose 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

ลักษณะโคโลนี บนGEY-
agar 

เหลือง
เมือก ขาว 

เขม
เมือก 

เหลือง
เขม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม 

ครีม
เขม ครีม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีมเขม
เมือก 

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

- 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

W 
+ 
w 

- 
w 
w 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

- 
w 
- 

+ 
- 
w 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

 
- 
+ 
- 

w = weak 
+   คือ เชื้อสามารถสรางสาร และ/หรือ เจริญไดบนอาหาร 
-    คือ เชื้อไมสามารถสรางสาร และ/หรือ ไมสามารถเจริญไดบนอาหาร 
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ตารางที่  5 ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ 29 ชนิด เปรียบเทียบกับเชื้อมาตรฐาน Acetobacter xylinum TISTR 893 (ตอ) 

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

AP7 
TISTR 
893 

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

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

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

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

Formation of 
- gluconic acid 
- cellulose 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 
+ 
+ 

 
+ 
+ 

ลักษณะโคโลนี บนGEY-
agar 

ครีม
เขม 

ครีม
เขม 

ครีม
จาง 

ครีม
เขม เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เมือก เหลือง 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม 

เหลือง
เขม
เมือก 

ครีม
เมือก 

ครีม
เขม 

เหลือง
เขม 

ครีม
เขม
เมือก 

ครีม
เขม
เมือก 

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

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

+ 
- 
+ 

- 
- 
+ 

- 
+ 
- 

- 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

- 
+ 
- 

W 
- 
+ 

W 
+ 
+ 

- 
+ 
- 

W 
+ 
- 

+ 
- 
+ 

W 
- 
+ 

- 
+ 
- 

w = weak 
+คือ เชื้อสามารถสรางสาร และ/หรือ เจริญไดบนอาหาร 
-คือเชื้อไมสามารถสรางสารและ/หรือไมสามารถเจริญไดบนอาหาร 
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ตารางที่ 6 Molecular Phylogenetic Identification of Microorganisms by  partial  16s rDNA  
sequence analysis 

 

Sample 
name 

Closets sequence % similarity Accession number 

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

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

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

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

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

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

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

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

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

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

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

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

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

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

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

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 

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

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

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

Y15289 
AY180960 
 
AJ007698 
AF062475 
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4.3   การคัดเลือก Acetobacter xylinum ที่ผลิตเซลลโูลสไดปริมาณสูงสุดที่อุณหภมูิสูง
ข้ันตนพบวาเชือ้ 5 ชนิดที่สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได ที่อุณหภมูิสูง 37oซ 40oซ และ  

42oซ  ไดแก R9  R9/2  G9  G11 และ G16  
ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 37oซ เชื้อ R9 เจริญดีที่สุด มีปริมาณเชื้อสูงสดุคือ 

3.55x105 CFU/ml ผลิตปริมาณเซลลูโลสไดสูงสุด คือ 2.013 กรัมตอลิตร และมีอัตราการ
เปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 10.75 กรัม(กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถกูใชไป) เมื่อเลี้ยงครบ 7 
วัน ความหนาวุนของเชื้อสูงสุด คือ 12.14 มิลลิเมตร รองลงมาคือ G9  G16  R9/2 และ G11 
ตามลําดับ ดังตารางที่ 7 

 
 
ตารางที่ 7         การเปรียบเทียบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ  

ณ วันที่ 7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

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

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

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

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

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

 
 

 



   50
                                                                                                                                        

ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 40oซ  เชื้อ G16 เจริญดีที่สุด ปริมาณเชื้อสูงสุด 2.05x105 
CFU/ml ผลิตเซลลูโลสไดสูงสุด  1.455 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลไปเปน
เซลลูโลส 9.26 กรัม (กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถกูใชไป) ความหนาของแผนวุนเซลลูโลสสูงสุด คือ 
5.78 มิลลิเมตร รองลงมาคือ G9  R9  R9/2  และ G11 ตามลําดับ ดังตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8       การเปรียบเทยีบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ  

          ณ วนัที ่7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

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

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

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

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

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

 
 
ผลการทดลองพบวา ที่อุณหภูมิ 42oซ  เชื้อ G9 เจริญดีที่สุด ปริมาณเชือ้สูงสุดคือ 

1.25x105 CFU/ml ผลิตเซลลูโลสไดสูงสุดคือ 1.015 กรัมตอลิตร และมีอัตราการเปลี่ยนแปลง
น้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 7.15 กรัม (กรัมตอ 100 น้ําตาลที่ถูกใชไป) ความหนาวุนสูงสุด คือ 3.96 
มิลลิเมตร  รองลงมาคือ G16 R9  R9/2  และ G11 ตามลําดับ ดังตารางที่ 9 
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ตารางที่ 9       การเปรียบเทยีบคาความแตกตางของคาเฉลี่ยของคาวิเคราะหตางๆ 

          ณ วนัที ่7 เมื่อ เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
 

Characteristics 
              
             Isolate No. 

G9 G11 G16 R9/2 R9 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

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

0.785±3.77 
 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

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

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

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

 
การเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่แยกไดทีอุ่ณหภูมิสูง พบวาเชื้อทัง้ 5 สาย

พันธุสามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุดที่ อุณหภูมิสูง 37 oซ รองลงมาคือที ่ 40oซ 
และ42oซ ตามลําดับ ที่ 37 oซ เชื้อ R9 เจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดสูงสุด ที่ 40oซ เชื้อ G16 
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดสูงสุด และ 42oซ เชือ้ G9 เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสได
สูงสุด พบวาอตัราการผลิตเซลลูโลสของเชื้อลดลงเมื่ออุณหภูมิเพิ่มสูงขึ้น Lapus และคณะ(1967) 
คือ ที่ 42 oซ ตํ่ากวาที่ 40oซ และ 37 oซ  ตามลําดับ สอดคลองกับ Moonmungmee และคณะ 
(2002) ซึ่งศึกษาการผลิตเซลลูโลสจาก Acetobacter sp.SKU 1100 ที่อุณหภูม ิ30 oซ 37oซ และ 
40 oซ  ซึง่คัดแยกไดจากผลไมในประเทศไทย พบวา เชือ้สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส
ไดหนาที่อุณหภูมิ 30 มากกวา 37oซ และ 40 oซ ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบผลผลติเซลลูโลสที่ได
จากการเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมสูิง ในงานวิจยัไดเชื้อ R9 ใหผลผลิตเซลลูโลส 2.013 กรัมตอลิตรที่ 37o

ซ และ G16 ผลิตเซลลูโลสได 1.455 กรัมตอลิตรที่ 40 oซ ซึ่งสูงกวาการทดลองของ 
Moonmangmee และคณะ (2002)  ซึ่งเลี้ยง Acetobacter sp.SKU 1100 ในสภาวะนิง่ที่อุณหภมูิ 
37oซ สรางเซลลูโลสได 1.0 กรัมตอลิตร และ 40 oซ สรางเซลลูโลสได 0.45 กรัมตอลิตร ซึ่ง  
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Moonmangmee และคณะ (2002) พบวาเชื้อที่แยกไดเปนThermotolerrant strain และสามารถ
นําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงไดซึ่งจากงานวจิัยในครั้งนี้คาดวาจะ
สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมการผลิตเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูงไดดีเชนกนั 

 ในงานวิจยันีพ้บวาเชื้อทัง้ 5 สายพันธุสามารถเจรญิและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดทั้ง 3 
ระดับอุณหภูมิ แตเชื้อที่สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสไดดีที่สุดที่อุณหภูมสูิง 42 oซ และ 
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดดีทั้งที ่37 oซ และ 40 oซ คือ G9 จึงไดนําเชื้อ สายพนัธุ G9 มา
ศึกษาอทิธิพลของปริมาณสารอินทรียแตละชนิดตอความสามารถในการสรางแผนวุนเซลลูโลสที่
อุณหภูมิสูง คือ 37 oซ 40 oซ และ 42 o ซ ตอไป 
 
4.4 ศึกษาอิทธพิลของปรมิาณสารอินทรยีแตละชนิดตอความสามารถในการสราง 

 แผนวุนเซลลูโลสของเชือ้ที่อุณหภูมสิูง 
     

4.4.1     ศึกษาผลของปรมิาณน้าํตาลซูโครสตอการสรางเซลลูโลสของเชื้อที ่
     อุณหภูมสิูง  

 
ในอาหารเหลวน้าํมะพราว ประกอบดวยสารอาหารคารบอนที่สําคัญ คือ น้าํตาล ซึง่เติม 

ลงไปในรูปของน้าํตาลซูโครส ในงานวิจัยนี้ตรวจสอบพบวาในน้าํมะพราวที่ใช มีปริมาณน้ําตาลอยู
ทั้งสิน้ 3.07 % (w/v) ซูโครสจะถูกเอน็ไซม sucrose phosphoryrase คะตะไลสเปนกลูโคสและ 
ฟรุกโตส จากนั้นจงึจะเขาสูกระบวนการใชสารอาหารเพื่อสรางพลังงาน ATP และเปนสารตั้งตน
ของสาย polyglucan chain ของเสนใยเซลลูโลส (Tonouchi และคณะ.,1998 ) โดยสารอาหาร
คารบอน หรือ น้าํตาลในอาหารเหลวน้ํามะพราวจะถกูนาํไปใชในการสรางสารเมตาบอไลท ไดแก 
กรดอะซิติก กรดกลูโคนิก และเซลลูโลส 

ที่อุณหภูมิ 37oซ การเติมน้าํตาลซูโครส 5 % (w/v) ในอาหารน้าํมะพราวปริมาณเซลลเพิ่ม 
สูงขึ้นตลอดการทดลอง (รูปที่ 12)ใหความหนาวุนสูงสุดคือ  14.91 มิลลิเมตร (รูปที่ 13) ผลผลิต
เซลลูโลสสูงสดุ คือ 3.54 กรัมตอลิตร (รูปที่ 14) อัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําตาลไปเปนเซลลูโลส 
12.17 กรัม (กรัม/100 น้าํตาลที่ถกูใช) รองลงมาคืออาหารน้ํามะพราวที่เติมน้าํตาลซูโครส 3 % 
(w/v) 1 % (w/v)  และ 0 % (w/v)  ตามลาํดับ ซึ่งเมื่อเปรยีบเทียบกับการทดลองในขณะที่ไมเติม
น้ําตาลซูโครสพบวา มีความหนาวุนนอยกวา 22.81% ผลผลิตเซลลูโลสต่ํากวาทีเ่ติมน้ําตาล 8 % 
(w/v) ถงึ 75.87%และอัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลไปเปนเซลลูโลสนอยกวา 48.95% 
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ผลการทดลองที่อุณหภูมิ 42 oซ อาหารน้ํามะพราวที่มกีารเติมน้ําตาลซูโครส 5 % (w/v)  
เชื้อ G9 ใหความหนาวุนสูงสุดคือ 5.79 มิลลิเมตร (รูปที ่18) ผลผลิตเซลลูโลสที่ไดคือ 1.05 กรัมตอ
ลิตร(รูปที่ 20)อัตราการเปลีย่นแปลงน้ําตาลเปนเซลลูโลส 8.07 กรัม (กรัม/100น้ําตาลที่ถกูใช) ซึ่ง
สูงกวาไมเติมน้ําตาลซูโครส 3.33% และ 11.40% ตามลําดับ แผนวุนเซลลูโลสมีความหนา
คอนขางต่ํา ปริมาณเซลลกล็ดลงอยางรวดเร็ว (รูปที่ 19) เนื่องจากในสภาวะการเลี้ยงมีความเปน
กรดเพิ่มข้ึนสงูซึ่งจากงานวิจยัของ Masuoka และคณะ(1993) กลาววา ในระหวางการหมักนัน้คา
ความเปนกรด-ดางของอาหารที่ใชเลี้ยงจะลดลงเรื่อยๆ เนื่องจากกรดกลูโคนิก ที่เชื้อสรางขึ้นเมือ่
ความเขมขนของน้าํตาลกลูโคสตั้งตนในอาหารเลี้ยงเชื้อสูงขึ้นเชื้อจะผลิตกรดกลูโคนกิมากขึน้ และ
สงผลใหคาความเปนกรด-ดางของอาหารลดลงมาก แมวาการเติมกรดกลูโคนิกลงในอาหารเลี้ยง
เชื้อไมมีผลตอการสรางเซลลโูลสของเชื้อ แตการที่เชื้อเปล่ียนกลโูคสเปนกรดกลูโคนิก จะทําใหมี
สารตั้งตนสําหรับการสรางเซลลูโลสนอยลง 
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รูปที่  18     ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที ่

     เติมซูโครสในปริมาณตางๆ ที่อุณหภมูิ 42o ซ 
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จากการทดลองดังกลาวขางตน เมื่อเติมซูโครสลงในอาหารน้ํามะพราวพบวา เชื้อสามารถ
เจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสไดหนาขึน้ ปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงขึ้น ปริมาณซูโครสที่
เหมาะสมกับการสรางแผนวุนของเชื้อที ่37oซ 40oซ และ 42 oซ คือ อาหารน้ํามะพราวที่เติมซูโครส 
5 % (w/v) เมื่อพิจารณาอตัราเร็วในการสรางแผนวุนที ่ 37 oซ พบวาสูงกวาที่อุณหภูมิ 40oซ และ 
42 oซ  และปริมาณผลผลิตเซลลูโลสที่ไดพบวาที่ 37 oซ  สูงกวาที่อุณหภูมิ 40oซ และ 42 oซ  
เชนกนั  

  เชื้อ G9 สามารถเจริญและสรางแผนวุนได ทัง้ที่อุณหภมูิ 37oซ  40oซ และ 42 oซ และเมื่อ
เพิ่มสารอาหารคารบอนคือ น้ําตาลซูโครสเขาไปในอาหารเหลวน้าํมะพราวที่มนี้ําตาลอยูแลว 3.07 
%(w/v)พบวาเชื้อสามารถสรางเซลลโูลสไดดีที่สุดเมื่อเติมซูโครสลงไปในปริมาณ 5 %(w/v) 
เปรียบเทยีบกบังานวิจยัของ  Akira และคณะ (1997) ซึ่งศึกษาการเจริญและการผลิตเซลลูโลส
ของ A.xylinum BPR2001 ในสภาวะเขยาที่อุณหภูมิ 37oซ โดยใช น้ําตาลซูโครสเปนแหลง
คารบอนเชนกนั ปริมาณน้าํตาลซูโครสที่เหมาะสมคือ 4% (w/v)   ผลผลิตเซลลูโลสที่ได 1.8 กรัม
ตอลิตร ในขณะที่งานวิจัยครั้งนี้เมื่อเลีย้งในอาหารน้าํมะพราวที่ปรับปริมาณน้าํตาลซูโครสเปน 4% 
(w/v)   ใหผลผลิตเซลลูโลส 0.997 กรัมตอลิตร ซึ่งนอยกวาในงานวิจยัของ Akira และคณะ (1997) 
แตในงานวิจยันี้ปริมาณน้ําตาลซูโครสที่เหมาะสมในอาหารน้าํมะพราวคือ 8% (w/v) ซึ่งมกีารเตมิ
น้ําตาลซูโครสไปอีก 5% (w/v) จากเดิมทีใ่นน้าํมะพราวมีน้ําตาลอยูแลว 3.07%(w/v) ใหผลผลิต
เซลลูโลสสูงถงึ 3.54 กรัมตอลิตร ซึ่งมากกวา งานวิจัยของ Akira Seto และคณะ,1997 ถึง 1.97 
เทา และการทดลองในครั้งนี้พบวา น้ําตาลซูโครสเปนแหลงคารบอนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญ
และการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ A.xylinum G9 ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Alban(1962) 
รายงานวา น้ําตาลซูโครสที่เหมาะสม อยูในชวง 5-8% ซึง่ใหความหนาของแผนวุนสูงสุด และใหผล
คุมคาทางการคา  
 
4.4.2    ศึกษาปริมาณแลคเตทที่เหมาะสมสาํหรับเชื้อตอการเจริญและการสรางเซลลโูลส 
  ของเชื้อที่อุณหภูมสิูง 

Matsuoka และคณะในป 1996 ไดทําการทดสอบแหลงไนโตรเจนทีเ่ปนสารอนิทรยีไดแก 
corn steep liquor (CSL), soytone, yeast extract และ peptone พบวา CSL เหมาะสมในการ
ผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter xylinum subsp. Sucrofermentans BPR 2001 เนื่องจากพบวา
เฉพาะ CSL เทานั้นที่มีแลคเตทเปนองคประกอบ ดังนัน้เมื่อเติมแลคเตทลงในแหลงไนโตรเจนอื่นๆ 
จึงมีผลใหการสรางเซลลูโลสของเชื้อเพิ่มข้ึนจนถึงระดับที่ใกลเคียงกับการเลี้ยงเชื้อดวย CSL และ
ยังพบวาแลคเตทกระตุนการเจริญของเซลลในชวงตนของการเลีย้งและทําหนาทีเ่ชื่อมตอหวงโซ
หายใจและการสรางพลงังานเพื่อการเจรญิ ดังนัน้จงึอาจกลาวไดวา แลคเตทเปนตวัเรงการ
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จากการทดลองพบวา การเตมิแลคเตทลงในอาหารน้าํมะพราวในปริมาณที่เหมาะสม  ซึ่ง 
ในการทดลองนี้คือปริมาณแลคเตท 0.15%(v/v) ที่อุณหภูมิ 37oซ และ 0.20%(v/v)  ที่อุณหภูมิ  
40 oซ  และ 42oซ แลคเตทชวยใหเชื้อ G9 สามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณที่สูงขึน้ 4-5 เทา 
แมวาอุณหภูมทิี่สูงขึน้จะไมเหมาะสมตอการเจริญและสรางเซลลูโลสของเชื้อก็ตาม เพราะแลคเตท
ปริมาณที่เหมาะสมที่เติมลงไปในอาหารนัน้ จะเปนตัวชวยสรางพลงังาน และเขาไปกระตุนการ
เจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสในชวงเริ่มแรก แลคเตททําหนาที่เหมือนตัวเรงการเจริญเตบิโต
และตัวเรงการผลิตเซลลูโลส และยังทําหนาที่เกีย่วของกับหวงโซการหายใจและการผลิตพลังงาน 
จากปฏิกริยาการเปลี่ยนแลคเตทเปนไพรูเวท ซ่ึงดูไดจากผลการสรางเซลลูโลสที่สูงขึน้ (Naritomi 
และคณะ,1998) ในขณะทีจ่ํานวนเซลลในการทดลองครั้งนี้มีแนวโนมลดลงเนื่องจากคาความเปน
กรดดางที่ลดลงซึ่งสอดคลองกับปริมาณกรดที่เพิ่มข้ึนในทกุระดับความเขมขนของแลคเตทที่เติม
ลงไป และทกุระดับอุณหภูมิ ทาํใหสภาวะไมเหมาะสมตอการดํารงอยูและการเจริญของเชื้อ  

 
4.4.3 ศึกษาผลของเมไธโอนนีตอการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลโูลสของ 
 เชื้อที่อุณหภมูิสูง และปรมิาณเมไธโอนีนที่เหมาะสมตอการเจรญิและการ
 สรางแผนวุนที่อุณหภูมสิูง 

 
เมไธโอนนี เปนกรดอะมิโน จงึจัดเปนแหลงไนโตรเจน ซึง่เปนองคประกอบของเซลล

แบคทีเรียประมาณรอยละ 8-10 ของน้ําหนกัแหง ความตองการไนโตรเจนของเชือ้แตละสายพนัธุ
แตกตางกนั และความตองการยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นอีกเชน พีเอช ออกซิเจน และ อุณหภูมิ เปนตน 
ตามธรรมชาตแิลวน้ํามะพราวมีสารประกอบไนโตรเจนอยูรอยละ 0.4 (วราวุฒ ิ ครูสง และคณะ
,2539) Acetobacter xylinum สามารถเจริญและสรางเซลลโูลสได แตอยางไรก็ตามการเติม
สารประกอบไนโตรเจนจะชวยเรงการเจรญิและการสรางเซลลโูลส โดยสารประกอบไนโตรเจน
เกี่ยวของกับ nitrogenous regular gene บน cellulose synthase ไดแก acsAB, acsC และ 
acsD และปริมาณสารประกอบไนโตรเจนที่เติมลงในอาหารเหลวน้าํมะพราวจะตองสงเสริมการใช
น้ําตาลของเชือ้เพื่อการสรางสารเมตาบอไลทตางๆ โดยเฉพาะเซลลูโลส (Dudman, 1959) 

ผลการทดลองที่ 37 oซ เชื้อ Acetobacter G9 สรางวุนไดหนาที่สุด 14.78   มิลลิเมตร (รูป
ที่ 30) เมื่อเติมเมไธโอนนีลงในอาหารน้ํามะพราวในปรมิาณ 0.0075% (w/v)  คิดเปน 13.73 เทา
ของที่ไมเติมเมไธโอนนี รองลงมาคือเมไธโอนนีปริมาณ 0.005% (w/v) และ 0.0025 %(w/v) 
ตามลําดับ ในอาหารมีจาํนวนเซลลมากที่สุด คาความเปนกรดดางลดลงทุกระดบัความเขมขนซึ่ง
สอดคลองกับปริมาณกรดทีเ่พิ่มข้ึน มีการใชน้ําตาลไปมากที่สุด   25.48 % (w/w) ผลผลิตเซลลูโลส
ที่ไดคือ 3.75 กรัมตอลิตร (รูปที่ 32) มากกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 63.25% อัตราการ
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เปลี่ยนแปลงน้ําตาลเปนเซลลูโลส 14.59 กรัม(กรัม/100 น้ําตาลทีถู่กใช)ซึ่งสูงกวาไมเติมเมไธโอนีน
ในอาหาร 44.00% 
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รูปที ่30     ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้าํ 

มะพราวทีเ่ติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆ ที่อุณหภูมิ 37oซ 
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จากการทดลองที ่ 40oซ  เมือ่พิจารณาจาํนวนเซลล พบวามีจาํนวนเซลลลดลง (รูปที่ 33) 
ในทุกระดับความเขมขนของเมไธโอนนีทีเ่ติมลงไป เนื่องจากคาความเปนกรดดาง(pH)ลดลง 
ปริมาณกรด (acid content) เพิ่มข้ึน ทําใหสภาวะอาหารเลี้ยงเชื้อเปนกรดสูง การสรางเซลลูโลส
ลดลง และปรมิาณการใชน้าํตาลมีคาเพิ่มสูงขึ้น ที่ความเขมขนของเมไธโอนนี 0.0025%(w/v)  มี
การใชน้าํตาลมากที่สุดคือ  15.31 %(w/w) ใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด 2.055 กรัมตอลิตร (รูปที่ 34) 
มากกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 48.47% อัตราการเปลี่ยนแปลงน้าํตาลเปนเซลลูโลส 10.87 
กรัม(กรัม/100 น้ําตาลที่ถกูใช)ซึ่งสูงกวาไมเติมเมไธโอนนีในอาหาร 39.37% และใหความหนาวุน
สูงสุดคือ 4.16 มิลลิเมตร (รูปที่ 35) 
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รูปที่ 33 จํานวนเซลลทีผ่ลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 

ที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆที่อุณหภูม ิ40oซ 
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 ผลการทดลองที่ 42oซ อาหารที่เติมเมไธโอนีน  0.0025%(w/v) มีความหนาของ 
วุนสงูสุด 3.85 มิลลิเมตร (รูปที่ 36) อัตราการสรางแผนวุน 0.23 มิลลิเมตรตอวัน จาํนวนเซลลม ี
การลดลง คาความเปนกรดดาง ( pH ) ลดลงจาก 4.95 เปน 4.01 และปริมาณกรด (acid 
content) เพิ่มข้ึนจาก 0.11% เปน 0.16%(w/v) โดยมกีารใชน้าํตาลมากที่สุด 12.38%(w/w) ผลิต
เซลลูโลสได 1.25 กรัมตอลิตร (รูปที่ 38) 
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รูปที ่ 36    ความหนาของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้าํ 
                    มะพราวที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆ ที่อุณหภูมิ 42oซ 
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รูปที่ 37 จํานวนเซลลทีผ่ลิตโดย Acetobacter  G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่เติมเมไธโอนนีในปริมาณตางๆที่อุณหภูม ิ42oซ 
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รูปที่ 38       ผลผลิตเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter G9 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที ่

        เติมเมไธโอนีนในปริมาณตาง ๆ ที่อุณหภูมิ 42oซ เมื่อเลี้ยงเชื้อครบ 7 วนั 
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การเติมเมไธโอนีน ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อจะไปกระตุนใหอัตราการสรางเซลลูโลสเพิ่ม
สูงขึ้นได ซึ่งจะเหน็ไดจากปริมาณเซลลูโลสที่เพิม่ข้ึน สอดคลองกับการทดลองของ Matsuoka และ
คณะ(1996) ซึ่งไดศึกษาผลของกรดอะมิโนตอการผลิตเซลลูโลส โดยการเปรียบเทยีบกับ CSL ซึ่ง
เปนแหลงไนโตรเจนที่ดีที่สุดเพราะพบวา มีกรดอะมิโนหลายชนิดเปนองคประกอบโดยใชอาหารที่
เติมเมไธโอนนีเพียงอยางเดยีว อาหารที่เติมกรดอะมิโน 14 ชนิด อาหารทีเ่ติมกรดอะมิโน 14 ชนิด
ยกเวนเมไธโอนีนและอาหารที่ไมเติมกรดอะมิโนเลย พบวา ในอาหารที่มีเมไธโอนนีเพียงอยางเดียว 
มีปริมาณเซลลูโลสใกลเคียงกับอาหารทีม่ีกรดอะมิโนทั้ง 14 ชนิด และในอาหารทีไ่มมีเมไธโอนนีจะ
มีปริมาณเซลลูโลสที่ตํ่ามาก ซึ่งปริมาณเมไธโอนีนที่ใช คือ 0.005% (w/v)ในการทดลองที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ใหผลการเจริญของเชื้อและการผลิตเซลลูโลสดีที่สุด สวนในการทดลองนี้ พบวา
เกิดความไมสอดคลองสําหรบัปริมาณเมไธโอนีนที่ใช เนือ่งจากปจจัยความแตกตางในหลายๆดาน 
เชน ดานอุณหภูมิ ซึ่งอุณหภูมิที่ใชในการทดลองนี้เปนอุณหภูมทิี่เกนิชวงอุณหภูมทิี่เหมาะสมของ
เชื้อ ทําใหมกีารใชปริมาณเมไธโอนนีในปริมาณที่แตกตางจากการทดลองของ Matsuoka และ
คณะ(1996) เพื่อกระบวนการเมตาบอลิซมึซึ่งมีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส ปริมาณ
เมไธโอนนีทีเ่หมาะสมในระดบั  0.0075 %(w/v) สําหรับอุณหภูมิ 37 oซ เชื้อเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดสูงสุด และพบวาที่ความเขมขนเมไธโอนีน   0.0075%(w/v)  สรางเซลลูโลสที่มีความ
หนานอยมากที่อุณหภูม ิ40 oซ และ 42 oซ สันนิษฐานวาอาจเนื่องมาจากการลดลงของเซลลอยาง
รวดเร็วและตอเนื่องเปนผลจากอุณหภูมทิี่ไมเหมาะสมและปริมาณกรดที่เชื้อสรางขึ้นทําใหสภาวะ
นั้นไมเหมาะกบัการเจริญของเชื้อและไมสามารถนําเมไธโอนนีมาใชในการเจริญของเซลลในชวง
เร่ิมตนของการเลี้ยงเชื้อและการผลิตเซลลโูลสได  

 
4.4.4 ศึกษาผลของการทาํงานรวมกันของน้ําตาลซูโครส แลคเตทและเมไธโอนีน 

ในปริมาณเหมาะสม ตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อที่อุณหภูมิสูง 
 

  เมื่อศึกษาปรมิาณน้าํตาลซโูครส ปริมาณแลคเตท และเมไธโอนนีที่เหมาะสม ผลที่ไดจาก
การทดลองขอ.4.4.1.4.4.2 และ 4.4.3 รวมกันในอาหารน้าํมะพราว การทดลองเลี้ยงเชื้อ 
Acetobacter G9 พบวาในอาหารน้ํามะพราวที่เติมน้าํตาลซูโครส 5% (w/v) ปริมาณแลคเตท
เร่ิมตน 0.20%(v/v) และปริมาณเมไธโอนีนเริ่มตน 0.005%(w/v) เชื้อเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดสูงสุด มากกวาเลี้ยงในอาหารน้ํามะพราว โดยที่อุณหภูม ิ37oซ มีความหนาวุนสูงสุด 
15.55 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 4.15 กรัมตอลิตร อัตราการเปลี่ยนน้าํตาลเปนเซลลูโลส 13.67 
กรัม (กรัม/100 น้ําตาลทีถู่กใช)ที่อุณหภูม ิ40oซ มีความหนาวุนสูงสุด 8.56 มิลลิเมตร ปริมาณ

 



   

 

73
                                                                                                                                        
เซลลูโลส 3.51 กรัมตอลิตร อัตราการเปลีย่นน้ําตาลเปนเซลลูโลส 12.35 กรัม (กรัม/100 น้ําตาลที่
ถูกใช) และที่  42oซ มีความหนาวุนสูงสุด 4.57 มิลลิเมตร ปริมาณเซลลูโลส 2.54 กรัมตอลิตร 

อัตราการเปลีย่นน้ําตาลเปนเซลลูโลส 12.01 กรัม (กรัม/100 น้ําตาลที่ถกูใช) ซึง่มากกวา
การเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราวในทุกระดับอุณหภูม ิดังตารางที ่10  

ปริมาณซูโครสเริ่มตนที่เหมาะสมในอาหารน้ํามะพราว 8% (w/v)นั้น ไดจากการเตมิซูโครส
ลงไป 5% (w/v) ซึ่งจากเดิมซึ่งมีอยูแลวในน้าํมะพราว 3.07% (w/v) ซึ่งทาํใหมจีํานวนเซลลสูงสุด 
คาความเปนกรดดาง (pH) ลดลง และปรมิาณกรด (acid content) ที่เพิ่มข้ึน นัน้มีคาต่ําสุด เชื้อใช
น้ําตาลในปริมาณมากที่สุดไปใชในการผลติเซลลูโลส เนื่องจากปริมาณผลผลิตเซลลูโลสที่ไดมี
คาสูงสดุ  สอดคลองกับการทดลองของ Alban ในป 1962 ซึ่งทําการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ N-108  ใน
อาหารน้ํามะพราวที่ใชยีสตสกัดเปนแหลงไนโตรเจนและทําการแปรปริมาณน้าํตาลซโูครสที่เติมลง
ในอาหารน้าํมะพราวตั้งแต 0-10 % พบวาเมื่อปริมาณซูโครสในอาหารสูงขึ้นแตไมเกิน 8% แผนวุน
น้ํามะพราวที่ไดจะมีความหนาและน้ําหนกัเปยกสงูขึ้น โดยปริมาณน้าํตาลทีเ่หมาะสมอยูในชวง 5-
8% ซึ่งเชื้อจะสรางแผนวุนทีห่นาและเนื้อแนน 

ปริมาณแลคเตทเริ่มตนที่เหมาะสมสาํหรบัการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อ 
Acetobacter G9 คือ 0.20%(v/v) ใหความหนาวุนสงูสุด รองลงมาคือมกีารเติมแลคเตท 
0.15%(v/v) 0.10% (v/v) และอาหารที่มีน้าํตาลเพยีงอยางเดยีวใหความหนาวุนต่ําสุด จํานวน
เซลลมีการเพิม่ข้ึนอยางตอเนื่อง คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ลดลง และปริมาณกรด (acid 
content) ที่เพิ่มข้ึนตลอดการทดลอง ในการทดลองนีป้ริมาณเซลลูโลสเพิ่มข้ึน 2.5-3 เทา ซึ่งไม
สอดคลองกับงานวิจยัของ Matsuoka และคณะ (1996) ซึ่งปริมาณแลคเตทเริ่มตนที่เหมาะสมคือ 
0.15%(v/v) เชื้อเจริญและผลิตเซลลูโลสสูงสุดเพิ่มจากเดิม 4-5 เทา 

ปริมาณเมไธโอนีนเริ่มตนที่เหมาะสมสําหรับการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของ 
Acetobacter G9 คือ 0.005%(w/v) ใหความหนาวุนสูงสุด  จาํนวนเซลลมกีารเพิ่มข้ึนอยาง
ตอเนื่อง คาความเปนกรดดาง (pH) ที่ลดลง และปริมาณกรด (acid content) ที่เพิม่ข้ึนตลอดการ
ทดลอง       ปริมาณเซลลูโลสสูงสุด    และการใชปริมาณน้ําตาลมีคามากที่สุด สอดคลองกับการ
ทดลองของ Matsuoka และคณะ (1996) ซึ่งใชเมไธโอนนี  0.005%(w/v)  การเจริญและการสราง
แผนวุนเซลลูโลสของเชื้อสูงสุด เพิ่มจากปรกติถึง 50% 
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                          ผลการเลี้ยงเชื้อAcetobacterG9ในอาหารเหลวน้ํามะพราวเปรียบเทียบกับอาหารเหลวน้ํามะพราวที่เตมิน้าํตาลซูโครส 8%(w/v) 
 แลคเตท 0.20%(v/v)  และเมไธโอนนี 0.005% (w/v) ที่อุณหภูมิสูง 37 oซ  40 oซ และ 42 oซ  
 
 

 
อาหารน้ํามะพราว 

อาหารน้ํามะพราว+susrose 5%(w/v) 
+lactate0.20%(v/v)+methionine 0.005% (w/v) 

characteristic 
37 oซ   40 oซ 

 
42 oซ 

 
37 oซ 40 oซ 42 oซ 

Cellulose 
(g dried weigth/1L 
media) 

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

3.512±0.87 
 

2.541±0.07 

Cellulose production 
(g/100 g sugar 
consumption) 

8.17±2.05 6.59 ± 3.55 7.15±0.98 
 

13.67±1.07 
 

12.35±3.55 
 
12.01±3.45 

Thickness (mm) 9.57±0.35     4.75±1.34 3.96±0.25 15.55±1.75 8.56±0.05 4.57±1.55 
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จะเหน็ไดวาเมือ่มีการรวมกันของสารอาหารจะทําใหเชื้อสามารถสรางแผนวุนทีห่นาขึ้นได 

ในอาหารน้าํมะพราวที่มีสารทั้งสามชนิดอยูนัน้ ชวยใหเชื้อ G9 สามารถสรางแผนวุนไดหนาขึ้นและ
ผลิตเซลลูโลสไดดีข้ึน(Matsuoka และคณะ,1996) ทั้ง 3 ระดับอุณหภูมิคือ ที่ 37oซ 40oซ และ 42oซ 

 

4.5 การเลี้ยงเชื้อที่คัดแยกไดในน้ําชา และหา fraction ที่แยกไดจากน้ําชาซ่ึงมีผลตอ 
การเจริญและการสรางเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter xylinum ที่อุณหภูมสิูง 
วัตถุดิบทีน่ิยมใชในการผลิตเซลลูโลสโดย  Acetobacter xylinum คือ น้าํมะพราวแก 

เนื่องจากเปนวัตถุดิบเหลือใช และมีสารอาหารเหมาะสมสําหรับการเจริญและการสรางเซลลูโลส
ของเชื้อ (วราวุฒิ ครูสง และคณะ,2535 และ สมศรี สีปพัฒนวทิย,2531) จึงไดนํามาใชเปน
องคประกอบของอาหารในการศึกษาขางตน และในการทดลองนี้ ไดสนใจนําน้ําชามาใชในการ
เลี้ยง Acetobacter xylinum เพื่อศึกษาผลของการเจริญของเชือ้และการสรางเซลลูโลส ซึ่ง
องคประกอบที่สําคัญในน้ําชานัน้มีมากมาย ที่สําคัญหลักๆ และมปีริมาณมากคือ สารประกอบ
พวกโพลฟีนอล คารโบไฮเดรท และโปรตีน( www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm  )ซึ่งในการ
ทดลองนี้ไดทาํการศึกษาผลการเลี้ยงเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชน้ําชาเปนองคประกอบ พบวา เชื้อ 
Acetobacter xylinum G9 สามารถเจริญและสรางวุนเซลลูโลสไดสูงกวาในอาหารน้าํมะพราว 
เมื่อเลี้ยงเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูง 37oซ และ 40oซ  ดังตารางที่ 11 
ตารางที่ 11   การเปรียบเทยีบความแตกตางระหวางการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum G9  
  ในอาหารเหลวน้าํมะพราวและในอาหารน้าํชา 
 

อาหารน้ํามะพราว อาหารน้ําชาa

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

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

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

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

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

 

a สูตรอาหารเตรียมเชนเดียวกับอาหารน้ํามะพราวแตเปลี่ยนน้ํามะพราวเปนน้าํชา 

 

http://www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm
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4.5.1  แยกสารจากน้ําชาตามความแตกตางของ Molecular weight  เพื่อหา fraction  ที่มีผล
ตอการสรางเซลลูโลสของเชือ้ Acetobacter xylinum G9 ที่อุณหภูมิสูง 
 
 4.5.1  นําน้ําชามาแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography (Ansari.และ Mage,1977)และศึกษาผลของ fraction ตอการเจริญและการ
ผลิตเซลลูโลส 

จากการทดลอง ทําการเก็บ  fraction ไดทั้งหมด 95 fraction เมื่อนํา 95 fraction 
ที่ไดมาทดสอบ โดยใสรวมกับอาหารเลี้ยงเชื้อ Basal medium (Matsuoka และคณะ,1996 ) 
(ภาคผนวก ก)ในการทดลองใชอาหาร Basal medium เนื่องจาก อาหารชนิดนี ้ จะไปชวยใหเชื้อ
สามารถดาํรงอยูไดเทานั้น แตจะไมเอื้อผลใหเชื้อสามารถสรางหรือผลิตเซลลูโลสได  

    ผลการทดลองเลี้ยงเชื้อในอาหารทีม่ี 95 fraction ที่แยกไดจากน้าํชารวมอยูดวย 
พบวา fraction ที่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลส
ของเชื้อ fraction ที่ 53 มีผลตอการเจริญและการสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชื้อสูงสดุ และยังพบวา 
การบมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 40 และ 42o ซ นั้น fraction ที่ 53 ดังกลาวขางตนมีผลตอการเจริญและ
การสรางแผนวุนเซลลโูลสของเชื้อ Acetobacter xylinum G9 ที่ทดสอบในอาหาร Basal medium 
ที่ใสรวมกับ 95 fraction ที่แยกไดจากน้ําชา ใหผลไปในแนวทางเดียวกัน คือ เมื่อเชือ้สามารถเจริญ
ไดดี ปริมาณเชื้อในอาหารเพิ่มมากขึ้น สงผลใหเชื้อสามารถผลิตเซลลโูลสไดมากขึ้น  

 
 4.5.2   ศึกษาผลของ fraction ทีคั่ดเลือกได(จากขอ 4.5.1) ตอการเจริญและการผลิต
เซลลูโลสในอาหารสูตรน้ํามะพราว( อังคณา พนัธศรี, 2541) 

fraction ที่ 53 ที่คัดเลือกไดวามีผลตอการเจริญ และเชื้อสามารถผลิตเซลลูโลสไดหนา
ที่สุด เมื่อนํามาทดสอบเปรียบเทียบกับอาหารสูตรน้ํามะพราวใหผลดังตารางที่ 12 
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ตารางที่ 12     การเปรียบเทยีบความแตกตางระหวางการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum G9  

ในอาหารน้าํมะพราวและในอาหารน้ํามะพราวรวมดวย fraction ที ่53 ท่ีแยกได 
จากน้ําชา 

  
อาหารน้ํามะพราว อาหารน้ํามะพราว + fraction ที่ 53b

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

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

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

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

 
b ปริมาณที่ใชรวมกับอาหารน้ํามะพราวในอัตราสวน 1:1 โดยปริมาตร 

 
จากผลการทดลองที ่37 oซ การเลี้ยง Acetobacter xylinum G9 ในอาหารน้าํ 

มะพราวทีม่ี fraction ที ่53 ที่แยกไดจากน้ําชารวมอยูดวย พบวา การเจริญของเชื้อเพิ่มสูงขึน้อยาง
ตอเนื่อง และปริมาณเซลลในวนัสุดทายของการทดลองคือวันที ่ 7 อยูที่ 1.15×106 CFU/ml ซึ่งมี
ปริมาณมากกวาในการเลีย้งในอาหารน้าํมะพราวซึ่งมเีพยีง 3.55×105 CFU/ml ถึง 3.24 เทา 
ในขณะที่ ปริมาณเซลลูโลสและความหนาของแผนวุนเซลลูโลสที่เลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว
นั้นมากกวาผลที่เลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ม ีfraction no 53 จากชาอยูดวย ถึง 1.267 และ 
1.34 เทา ตามลําดับ  
  ผลการทดลองที่ 40 oซ พบวา การเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึน 6.22 เทา เมื่อเลี้ยงใน
อาหารน้ํามะพราวรวมกับ fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากชา และปริมาณเซลลูโลสและความหนาของ
แผนวุนเซลลูโลสนั้นเพิ่มสูงขึ้นเชนกัน โดยมากกวาทีเ่ลีย้งในอาหารน้าํมะพราวถึง 1.35 และ 1.205 
เทาตามลําดับ  

ผลการทดลองที่  42 oซ พบวา การเจริญของเชื้อเมื่อเลีย้งในอาหารน้ํามะพราว 
รวมกับ fraction ที ่53 ที่แยกไดจากชา นัน้สูงกวาในอาหารน้าํมะพราว 3.4 เทา ในขณะที่ปริมาณ
เซลลูโลสและความหนาของแผนวุนเซลลูโลสสูงกวา 1.34 และ 1.16 เทา ตามลาํดับ   
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จากการทดลองดังกลาว แสดงใหเห็นวา เมื่อมี fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากชา  
รวมกับอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ใชโดยปกติ มีผลตอการเจริญของเชื้อที่อุณหภูม ิ 40 oซ  มากที่สุด 
รองลงมาคือที ่ 42 oซ  และ 37 oซ  ตามลําดบั ในขณะทีม่ีผลตอการผลิตเซลลูโลสของ 
Acetobacter xylinum G9 ที ่ 40 oซ  มากที่สุด รองลงมาคือที ่ 42 oซ  และ 37 oซ  สวนผลที่มตีอ
ความหนาของแผนวุนพบวามีผลที่ระดับอุณหภูมิ 37 oซ  มากที่สุด รองลงมาคือ 40 oซ  และ 42 oซ  
ตามลําดับ 
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รูปที่ 39   จํานวนเซลล Acetobacter xylinum G9 ในอาหาร basal medium+ fraction ที่ไดจากการแยกสารจากน้าํชาดวย 
               เทคนิค Gel filtration chromatography 
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4.5.3   ศึกษาองคประกอบของ  fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้ําชา ซึง่มีผลทําใหการเจรญิ
และสรางแผนวุนเซลลโูลสของ Acetobacter xylinum G9 เพิ่มสูงขึ้น 
 
  จากการทดลองดังกลาวขางตนพบวา เมื่อทําการเลี้ยงเชือ้ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว
เปรียบเทยีบกบัในอาหารเหลวน้าํมะพราวที่มี fraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้าํชารวมดวยนั้น ใหผลการ
ผลิตเซลลูโลสที่สูงขึน้ ปริมาณเซลลก็เพิ่มสูงขึน้และความหนาวุนที่ผลิตไดก็สูงขึน้ดวยเชนกัน จึงมี
ความสนใจวา ใน fraction ที่ 53 ที่เอื้อใหเชื้อสามารถเจริญและใหผลผลิตสูงขึ้นนัน้ มีสารสาํคัญเปน
องคประกอบอยูในปริมาณมากนอยเพียงไร ซึ่งจากที่มกีารศึกษามาแลว พบวา องคประกอบของชา
สวนใหญ นัน้ เปนสารประเภท โพลฟีนอล คารโบไฮเดรท ประเภทน้าํตาลในรูปโพลีแซคคาไรด และ
โปรตีน ซึง่ในการทดลองนี ้ ไดทําการศึกษาปริมาณสารดังกลาวขางตนที่มีอยูใน fraction ที ่ 53 ที่
นํามาใชในการเพิ่มประสิทธภิาพการเลี้ยงเชื้อ และการสรางผลผลติของเชื้อที่อุณหภูมิสูง โดย
ทําการศึกษาวเิคราะห ปริมาณโปรตีน (Lowry และคณะ,1951) (ภาคผนวก ข) ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด 
(Dubois และคณะ,1956)(ภาคผนวก ข) และ phenolic compound ในรูปของ gallic acid 
(ภาคผนวก ข) 
  ผลการทดลองที่ไดพบวา ใน fraction ที่ 53 มีปริมาณโปรตีนทัง้สิ้น 0.019 ±0.005 
มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะทีม่ีปริมาณน้าํตาลทัง้หมด(Total sugar) และ phenolic compound ในรูป
ของ gallic acid ทั้งสิน้ 0.134 ±0.014 และ 0.308 ±0.009 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังรูปที่ 41 
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รูปที่ 41 ปริมาณสารองคประกอบของ fraction ที.่ 53 ที่แยกไดจากน้ําชา 
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 ผลการทดลองขางตนสอดคลองกับขอมูลจาก www.cpcrop.com/tea/tea02_var.htm คือ ใน
น้ําชาจะมีปริมาณขององคประกอบที่เปน Total polyphenol อยูสูงสุด รองลงมาคือ น้าํตาลซึง่อยูในรูป 
polysaccharide และโปรตีนซึ่งอยูในรูปของกรดอะมิโน ตามลําดับ ซึ่งจากขอมูลที่ไดสามารถสรุปได
วา เชื้อ Acetobacter xylinum G9 ซึ่งเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราวซึ่งม ีfraction ที่ 53 ที่แยกไดจากน้าํชา 
ใชสารอาหารประเภทดังกลาวเพิ่มข้ึนจากในอาหารน้าํมะพราว เปนผลใหการเจรญิของเชื้อที่อุณหภูมิ
สูงดีข้ึนและสามารถผลิตเซลลูโลสไดในปริมาณสูงขึน้ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการทดลอง 
 
 คัดแยกเชื้อที่สามารถสรางแผนวุนเซลลูโลสที่อุณหภูมิสูง จากผลไมสุกงอมจากตลาด 
ตางๆในกรงุเทพมหานคร ไดเชื้อที่สามารถเจริญและผลิตแผนวุนเซลลูโลสไดที่อุณหภูมิสูง ทัง้ 3 ระดับ 
คือ 37oซ  40oซ และ 42 oซ ไดแก G9 G11 G16 R9 และ R9/2 เมื่อทดสอบลักษณะทางชวีเคมี เทียบ
กับเชื้อ Acetobacter xylinum TISTR893 รวมกับผลการตรวจสอบ 16s rDNA ยืนยนัไดวาทั้ง 5 เชื้อที่
คัดแยกไดเปน Acetobacter xylinum  และพบวาที่ 37 oซ และ 40oซ Acetobacter xylinum  G9 เปน
สายพนัธุที่สามารถเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสได และที ่ 42 oซ สามารถเจริญและสรางแผนวุน
เซลลูโลสไดดีที่สุด เมื่อศึกษาปจจัยของสารอินทรียตางๆทีเ่กี่ยวของพบวา ในอาหารน้ํามะพราวที่มี
ปริมาณน้าํตาล 8%(w/w) ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ทั้ง 3 ระดับอุณหภูมิของการเพาะเลี้ยง 
เมื่อเติมแลคเตท ปริมาณ 0.15%(v/v) ในอาหารน้ํามะพราวที่ใชเพาะเลี้ยง Acetobacter xylinum   
G9 ไดผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่อุณหภูมิ 37 oซ และ 40oซ และปริมาณแลคเตท 0.20 %(v/v) ได
ผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่ 42 oซ เมื่อแปรปริมาณเมไธโอนีนในอาหารน้ํามะพราว พบวา ที่ความเขมขน
ของเมไธโอนนี 0.0075 %(w/v) Acetobacter xylinum  G9 ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสดุ ที่
อุณหภูมิ 37 oซ และ ปริมาณเมไธโอนนี 0.0025 %(w/v) ใหปริมาณผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด ที่ 40 oซ 
และ 42 oซ  ในขณะที่เมื่อทาํการทดลองการใสสารอินทรียทั้ง 3 ชนิดรวมกนัในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
พบวา อาหารเหลวน้ํามะพราวที่มีน้าํตาล 8%(w/w) แลคเตท 0.2%(v/v) และ เมไธโอนีน 0.005  %
(w/v) Acetobacter xylinum  G9 สามารถเจริญและใหผลผลิตเซลลูโลสสูงสุด และเมือ่นํา 
Acetobacter xylinum  G9 มาเลี้ยงในอาหารน้าํชา พบวา ใหผลผลิตสูงกวาเลี้ยงในอาหารน้าํมะพราว 
และเมื่อแยกสารตามความแตกตางของ Molecular weight จากน้ําชา โดยใชเทคนิค Gel 
chromatography แลวได fraction ทั้งหมด 95 fraction ที่มีผลตอการเจริญและการผลิตเซลลูโลสของ
เชื้อคือ fraction ที่ 40 42 45 46 53 54 55 และ 56 ในขณะที ่fraction ที่ใหผลดีที่สุดสําหรับการเจริญ
และผลิตเซลลูโลสคือ fraction ที่ 53 ซึ่งมีสารประกอบฟนอลิก ในรปูของ gallic acid ทัง้สิ้น 0.308 
ปริมาณโปรตีน 0.019 และ ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด 0.134 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
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ขอเสนอแนะ 
1.  ควรทดลองทําการแยกเชื้อจากผลไมหลากหลายแหลง ทัง้ในเขตกรุงเทพมหานคร และ 
 ตางจังหวัด เนือ่งจากสภาวะแวดลอมอาจมีผลใหเชื้อเจริญไดตางกัน 
2.  ควรศึกษาผลของสารที่แยกไดจากน้าํชา รวมกับสารสงเสริมการสรางเซลลูโลส เชน 

เพิ่มแหลงคารบอน ไนโตรเจน และกรดอะมิโนชนิดตางๆ 
3.  ควรทาํการทดสอบองคประกอบของสารที่มีใน fraction ที่แยกไดจากน้ําชา ในทุก  
 fraction ที่แยกได เปรียบเทยีบสารทีพ่บ และผลที่มีตอการเจริญและสรางเซลลูโลสของ 
 เชื้อ 
4.  ควรนาํ fraction ที่มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสของเชือ้ Acetobacter 

 xylinum  ไปทดสอบกับเชือ้ตัวอื่นๆ เพื่อศึกษาวาสามารถเพิม่การเจริญของเชื้อและการ 
สรางแผนวุน เซลลูโลสหรือไม 

5.   ควรศึกษาผลการเจริญและการสรางเซลลโูลสของเชื้อทีอุ่ณหภูมิสูงโดยนํา fraction  
 ทั้งหมดคือ 40  42 45 46 53 54 55 และ 56  มาทดสอบรวมกัน เพื่อศึกษาวาสามารถ 
 สงเสริมใหเชื้อเจริญและสรางแผนวุนเซลลโูลสที่อุณหภูมสูิงไดมากขึ้นหรือไม 
6. ทดสอบการเจริญของเชื้อรวมกับ fraction ที่มีผลตอการเจริญและสรางแผนวุนเซลลูโลสที ่
 แยกไดจากน้ําชา ที่ระดับอุณหภูมิสูงกวา 42 oซ 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก  ก 
 

การเตรยีมอาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
ก.1 สูตรอาหารเลีย้งเชื้อและทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อ Acetobacter xylinum และการเตรียม 

 
ก. 1.1 สูตรอาหารน้าํมะพราวสําหรบัเตรียมหัวเชือ้ (starter) (อังคณา พันธศรี. 2541) 

น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดือดชอนไขมันออก  1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     50 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก.1.2  สูตรอาหารน้าํมะพราวสาํหรับหาปริมาณเซลลที่มีชวีิต (อังคณา พันธศรี. 2541) 

น้ํามะพราวแกกรอง ตมใหเดือดชอนไขมันออก  1 ลิตร 
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     50 กรัม 
วุนผง       1.5 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก. 1.3 สูตรอาหารน้าํชาสําหรับเลี้ยงเชื้อ  

ชาอูหลง       20          กรัม 
น้ํากรอง       1 ลิตร  
ตมใหเดือด กรองเอากากออก กอนใสสารตางๆดังนี ้
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต  (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     80 กรัม 

  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
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ก.1.4  สูตรอาหารน้าํชาสาํหรับหาปริมาณเซลลที่มีชีวิต  
ชาอูหลง       20          กรัม 
น้ํากรอง       1 ลิตร  
ตมใหเดือด กรองเอากากออก กอนใสสารตางๆดังนี ้
แอมโมเนยีมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4)  0.5 กรัม 
แมกนีเซยีมซลัเฟต (MgSO47H2O)    0.5 กรัม 
น้ําตาลทราย (ซูโครส)     80 กรัม 
วุนผง       1.5 กรัม 

ตมใหเดือด อีกครั้ง ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.75 ดวย 1นอรมอล กรดไฮโดรคลอริค 
ก.1.5   สูตรอาหารเหลว GEY(GEY  broth) (Asai และคณะ,1968) 
  กลูโคส       20.0      กรัม 
  เอธานอล1      50.0      กรัม 
  ผงสกัดยีสต      5.0        กรัม 
  น้ํากรอง       1000.0  มล. 
  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ
  ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 
  1เมื่ออาหารเยน็ตัวแลวเติมเอธานอล 95% โดยวธิีปราศจากเชื้อ 
ก.1.6  สูตรอาหารวุน GEY-CaCO3 (GEY-CaCO3 agar) (Asai และคณะ, 1968) 
  กลูโคส       20.0        กรัม 
  เอธานอล2                                                                    50.0        กรัม 
  ผงสกัดยีสต                                                                     5.0          กรัม 
  แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)                                         3.0          กรัม 
  ผงวุน                  15.0        กรัม 
  น้ํากรอง       1000.0    มล 
  ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ
 ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 

 2เติมเอธานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ฆาเชื้อแลว  กอนเทลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ก.1.7  สูตรอาหารวุน GYPG (GYPG agar) (Asai et.al., 1968) 

 กลูโคส       10.0       กรัม 
 ผงสกัดยีสต       5.0   กรัม 
 เปปโตน       10.0        กรัม 



 97

 กลีเซอรอล      10.0        กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3)                                          3.0    กรัม 
 ผงวุน       15.0    กรัม 
 น้ํากรอง       1000.0    มล 

 ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อ 
 ที่อุณหภูมิและความดนั (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซยีส 15 นาที) 

 
ก.1.8  สูตรอาหาร Basal medium ( Masuoka และคณะ,1968) 
  Basal medium : 
   Yeast Extract     5.0 gm. 
   Carbon sorce     10.0 gm. 
   Bromcresol purple    0.002% 
   Distilled Water     1000 ml. 
  Carbon sources:- 
   L-arabinose    D-fructose 
   D-galactose    D-mannitol 
   D-mannose    D-xylose 
   Glycerol    Sucrose 
 ปรับใหมีความเปนกรดเปนดาง 4.5 ดวย 1 นอรมอล กรดไฮโดรคลอริก นึง่ฆาเชื้อที่
อุณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที)  
หมายเหต ุ   ในการทดลองนี้ใช Carbon sorce เปนน้ําตาลทั้ง 8 ชนดิ ในการเตรียมอาหาร 1 ลิตร 
จะใชน้ําตาลแตละตัวในปริมาณที่เทากันคอื 1.25 กรัมตอลิตร 
 
 ก.1.9  การเตรียมน้ําชา สําหรับการ แยกสารทีม่คีา Molecular weight ตางๆกัน 
 ใชชาอูหลง        20 กรัม 
 น้ํากรอง        1 ลิตร 
          ตมใหเดือด กรองเอาสวนใสไปทาํการทดลอง 
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ก.2.  สูตรอาหารสาํหรับการทดสอบทางชีวเคมเีพื่อพิสูจนเอกลักษณของเชือ้   
 ก. 2.1 สูตรอาหารเหลว SBYP (SBYP broth) (Asai et.al., 1968) 
  โซเดียมอะซิเตท (CH3CooNa.3H2O)  2.0 กรัม 
   โบรโมไทมอลบลู  0.002%(w/v) 
   ผงสกัดยีสต   2.0   กรัม 
  เปปโตน    3.0   กรัม 
   น้ํากรอง    1000     มล. 
  ปรับใหมีคาความเปนกรดดาง เปน 6.4นึง่ฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 
ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
 ก.2.2 สูตรอาหารวุน CY (CY agar) (Asai et.al., 1968) 
    แคลเซียมแลคเตท  10.0    กรัม  
   ผงสกัดย
   ผงวุน     15.0    กรัม   

ีสต   10.0    กรัม  
  น้ํากรอง    1000   มล. 
  ปรับใหมีคาความเปนกรดเปนดาง 7.0นึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 
ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
 ก.2.3  สูตรอาหารเหลว GYPG (GYPG broth) (Asai et.al., 1968)  

 กลูโคส    10.0   กรัม 
 ผงสกัดยีสต    5.0    กรัม 
 เปปโตน                                      10.0                   กรัม 

กลีเซอรอล    10.0     กรัม 
น้ํากรอง                                      1000.0               มล. 

นึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิว้, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
    ก.2.4 สูตรอาหารเหลว GY (GY broth) (Asai et.al., 1968) 
     กลูโคส    20.0      กรัม 
    ผงสกัดยีสต   5.0         กรัม 
    น้าํกรอง    1000      มล. 
   นึง่ฆาเชื้อ ทีอุ่ณหภูมิและความดัน (15 ปอนดตอตารางนิ้ว, 121 องศาเซลเซียส 15 นาที) 
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ภาคผนวก  ข 
 

วิธวีิเคราะหทางเคมีและทางกายภาพ 
 
ข.1 การวัดคาความเปนกรด-ดาง 

วัดโดยใชมาตรวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
 
ข.2 วิธวีิเคราะหปริมาณกรดทั้งหมด (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)  เทากบั    MWxNxVx100 

 
                       เมื่อ  MW   คือ มวลโมเลกุลของกรดอะซีติกมีคาเทากบั 60.05 กรัมตอโมล 
                                   N   คือ ความเขมขนของสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
                                   V   คือ ปริมาตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชไตเตรต 
 
ข.3 วิธวีิเคราะหจํานวนเซลลที่มีชีวิต (viable cell numbers) 
 
 เตรียมน้ํากลั่นปลอดเชื้อ นาํมาเจือจางน้ําหมัก กระจายแบคทีเรียบนอาหารน้ํามะพราว
ตามภาคผนวก ก. ขอ 1.2 บมที่อุณหภูมหิอง 3 วัน นับจํานวนโคโลนทีีเ่กิดขึ้นในชวง 30–300  
โคโลน ี
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ข.4 วิธวีิเคราะหปริมาณเซลลูโลส (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 สารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซด              
           เขมขน  4 เปอรเซ็นต นาน 20 นาท ี

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

6. นําไปอบแหงที่ 105 องศาเซลเซียส จนกระทั่งน้ําหนักคงที ่
 
 
ข.5 วิธวีิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด (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 และเขยาใหเขากนั 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน  5 มิลลิลิตร และเขยาใหเขากนัอยางรวดเร็ว 
4. ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหอง 30 นาที  
5. วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่อ 490 นาโนเมตร 
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6. การคํานวณ 

 น้าํตาลทัง้หมด (g/L) เทากบั   (คาการดดูกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 
                                                       (ความชันของกราฟ) 

y = 9.2039x
R2 = 0.9992

0
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รูปที่ ข.1  กราฟมาตรฐานน้าํตาลกลูโคส 
 
ข.6 วิธวีิเคราะหปริมาณโปรตีน ( Lowry et.al, 1951) 
 
อุปกรณ   

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
 
สารเคมี 
1.   สารละลายโซเดียมคารบอเนต 
2.   สารละลายคอปเปอรรีเอเจนต 
3.   Folin  ciocalteu reagent 1 N 
4.  สารละลาย Bovine serum albumin สําหรับทํากราฟมาตรฐาน 
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วิธีทดลอง 
1.    นําต.ย. 1 มิลลิลิตร ที่ตองการวิเคราะหปริมาณโปรตีน ใสในหลอดทดลอง 
 2.   เติมสารละลายคอปเปอรรีเอเจนต 5.0 มิลลิตร ผสมใหเขากนัทนัท ีและตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 
       10 นาท ี
3.    เติม  Folin  ciocalteu reagent 1 N 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัทนัท ีตั้งไวที่อุณหภูมิหอ  30  
       นาที ใหเกิดสีอยางสมบูรณ 
4.    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 
5.    นําคาที่วดัได มาหาปริมาณโปรตีนเทียบกับกราฟมาตรฐาน 
6.    การคํานวณ 
 
ปริมาณโปรตีน (mg/ml) เทากับ   (คาการดูดกลืนแสงที ่750 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 

                                                       (ความชันของกราฟ) 
 

 
ข.7  การวิเคราะหหาปริมาณของสารประกอบฟนอลิก (ในรูป gallic acid) 
 ตามวิธีของ A.O.A.C. (1995) 
อุปกรณ 

  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร 
สารเคมี 
1.   Folin  ciocalteu reagent 1 N 
2.   สารละลายโซเดียมคารบอเนต 
วิธีทดลอง 
1.    นําต.ย. 1 มิลลิลิตร ที่ตองการวิเคราะห ใสใน volumetric flask 100 ml  เติมน้าํกลั่น 60   
       มิลลิลิตร 
2.    เติม Folin  ciocalteu reagent 1 N 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 
3.    เติมสารละลายโซเดียมคารบอเนต เขมขน 20 เปอรเซ็นต 15 มิลลิลิตร  
4.    ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากลัน่ 
5.    ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 2 ชั่วโมง 
6.    วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
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7.     การคํานวณ 
ปริมาณฟนอลกิ (mg/L) เทากับ   (คาการดูดกลืนแสงที ่765 นาโนเมตร x อัตราการเจือจาง) 

                                                       (ความชันของกราฟ) 
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รูปที่ ข.2  กราฟมาตรฐานฟนอลิก 
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ภาคผนวก  ค 
 

วิธีทดสอบทางชีวเคมเีพือ่พิสูจนเอกลักษณของเชื้อ 
 

ค.1  ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test) (Komagata, 1975) 
 - เลี้ยงเชื้อที่คัดเลือกไดบนอาหารวุน GYPG 
 - บมที่ 30 องศาเซลเซียส 24 ชม. 
 - หยดไฮโดรเจนเปอรออกไซด( H2O2) 3% 1-2 หยด บนโคโลน ี
 - สังเกตการเกิดฟองแกส 

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

 -           เขี่ยเชือ้ลงในอาหารเหลว SBYPบมที่ 30 oซ 7 วนั ในอาหารมี  
  Bromothymol blue เปน Indicator 
 -             ดูการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร   เปลี่ยนเปนสีฟา ใหผล + (basic)ไม 
  เปลี่ยนสี   ใหผล – (acid) 

 
ค.3 ทดสอบปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ของแลคเตท (Oxidation of lactate) ไปเปนคารบอเนต 

(Komagata, 1975) 
 - เขี่ยเชื้อลงในอาหารวุน CY 
 - บมที่ 30 oซ 7 วัน 
 - สังเกตผล   +  จะเกิดลกัษณะขาวขุนของแคลเซียมคารบอเนตรอบ 
  โคโลนี    - ไมเปลี่ยนแปลง 

 
ค.4 ทดสอบการสรางกรดกลูโคนิค (Gossele และคณะ, 1980) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว GY 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน 
      -   สังเกตการเกดิสี ผลเปน +  ถาใหสีน้าํตาลเขม    -  ถาไมเปลี่ยนส ี
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ค.5 ทดสอบการสรางอะซิติล เมทธิล คารบินอล (Acetyl methyl carbinol)  จากแคลเซียม
 แลคเตท (Gossele และคณะ, 1980) 
 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารเหลว CY 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - เติมแอลฟาแนปทอล 0.5 มล. แลวเขยาผสม 
  - เติมโปตัสเซียมไฮดรอกไซด 0.5 มล. แลวเขยาผสม 
  - ตั้งทิง้ไว 5-10 นาที ใหผล + จะใหสีชมพูถงึแดง – ไมเกิดสี 
 
ค.6  ทดสอบการใชกรดกลูตามคิ ( glutamic acid)(Asai และคณะ, 1964) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารวุน  GG 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - แสดงผล + เมือ่เชื้อสามารถเจริญบนอาหารนี้ได  
   แสดงผล  – เมื่อเชื้อไมสามารถเจริญบนอาหารนี้ได 
 
ค7 ทดสอบการเจริญบนอาหารวุน โฮเยอร-เฟรเทอร ( Hoyer -Frateur agar) 

(Komagata, 1975) 
  - นําเชื้อมาเลีย้งในอาหารวุน Hoyer -Frateur agar 
  - บมที่ 30 oซ 7 วัน  
  - แสดงผล + เมือ่เชื้อสามารถเจริญบนอาหารนี้ได  
   แสดงผล  – เมื่อเชื้อไมสามารถเจริญบนอาหารนี้ได 
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ภาคผนวก  ง 
 

การยอมแกรมเชื้อ 
 

การยอมเชื้อโดยวิธีแกรม (Gram’s stain) ดัดแปลงโดย Hucker มีวิธกีารดังตอไปนี ้
1. เตรียมฟลมบางๆ (smear) ของเชื้อแบคทเีรียบนสไลดทีส่ะอาด 
2. ตั้งทิง้ไวใหรอยฟลมนั้นแหงในอากาศ 
3. fix smear โดยใชความรอน 
4. ยอมสีโดยวางสไลดที่มีฟลมของเชื้อบนแทงแกววางสไลดที่พาดอยูบนอางน้ํา หยดส ี

Gram’s crystal violet ใหทวมรอยฟลม ทิง้ไว 1 นาท ีรินสีที่เหลือออก ลางดวย
น้ําประปา 

5. หยด Gram’s iodine solution ใหทวมฟลม ทิง้ไว 1 นาที รินสทีี่เหลือออก แลวลาง
ดวยน้าํประปา 

6. ลางสีออก (decolorize) ดวยแอลกอฮอล 95% แลวลางดวยน้าํประปา 
7. ยอมทับดวย Gram’s safranin solution ทิ้งไว 10-20 วนิาที รินสีที่เหลือออก ลางดวย

น้ําประปา ทิ้งใหฟลมแหงเองในอากาศ 
8. นําสไลดไปดูดวยกลองจุลทรรศน โดยใชเลนสวัตถนุ้ํามัน (oil immersion objective 

lens) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
  
  นางสาวพันทิพา โพธิ์วัน เกิดวันที่ 5 ธันวาคม 2520 ที่จังหวัดสิงหบุรี สําเร็จการ
ศึกษาระดับปริญญาตรี วิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ จากคณะวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร เมื่อปการศึกษา 2543 และเขาศึกษาตอในระดับปริญญา
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
เมื่อปการศึกษา 2544 
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