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บทคัดย่อ 

 

แบคทีเรียเซลลูโลส (BC) เป็นพอลิเมอร์ที่มีความบริสุทธ์ิสูงประกอบด้วยโมเลกุลกลูโคสเพียงอย่างเดียว 

เนื่องจากปราศจากลิกนิน เพกติน และเฮมิเซลลูโลส อีกทั้งยังมีคุณสมบัติเด่นหลายประการ จึงมีการนำแบคทีเรียล

เซลลูโลสไปประยุกต์ใช้ในหลากหลายด้าน เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมการแพทย์ 

อย่างไรก็ตามผลผลิตของเซลลูโลสจากแบคทีเรียนั้นต่ำมาก ดังนั้นจึงมีการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต

เซลลูโลสเป็นอย่างมาก ในงานนี้ได้มีการศึกษาอิทธิพลของการเพิ่มอาหารเสริม 5 ชนิด ต่อการผลิตแบคทีเรีย

เซลลูโลสโดยใช้เชื ้อแบคทีเรีย Komagataeibacter nataicola TISTR 975 ซึ่งอาหารเสริมประกอบด้วยกาก

กาแฟชนิดอาราบิก้าและโรบัสต้า, เอธานอล, PEG 6000 และลิกนิน มีการศึกษารายงานว่าสามารถยกระดับการ

ผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้ หลังจากบ่มเพาะเลี้ยงแบคทีเรียเซลลูโลสที่อุณหภูมิ 30°C เป็นเวลา 9 วัน โดยเติม

อาหารเสริมแต่ละ 5 ชนิด พบว่าอาหารเสริมทั้งหมดมีอิทธิพลส่งผลต่อผลผลิตเซลลูโลสและการอุ้มน้ำ นอกจากนี้ 

ผลจาก FTIR และ SEM ยังบ่งชี้ว่าคุณภาพของเซลลูโลสเปล่ียนแปลงไปหลังจากเติมอาหารเสริมลงในอาหารเล้ียง

เชื้อ ผลการวิจัยชี้ว่ากากกาแฟและลิกนินที่ ไม่มีคุณค่าสามารถนำมาใช้เป็นอาหารเสริมสำหรับแบคทีเรีย ได้

เช่นเดียวกันกับอาหารสูตรมาตรฐาน เอธานอล หรือ PEG 6000 เนื่องจากมีสารอาหารที่จำเป็นที่อาจขาดในอาหาร

เล้ียงเชื้อทั่วไปสูตรมาตรฐาน 

คำสำคัญ : ลิกนิน, อาหารเสริม, เช้ือแบคทีเรีย Komagataeibacter nataicola TITR 975, แบคทีเรียลเซลลูโลส
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Abstract 

 

Bacterial cellulose (BC) is a high purity polymer composed of a mere glucose molecule 
since it lacks lignin, pectin, and hemicellulose. It also has many dominant properties then BC is 
used in a variety of applications such as the food industry, the pharmaceutical industry, and the 
medical industry. However, the yield of cellulose from bacteria is tremendously low. Therefore, 
the enhancement of cellulose production is vastly studied. In this work, the influence of the 
addition of 5 types of supplements on the production of bacterial cellulose was studied using 
Komagataeibacter nataicola TISTR 975. The supplements composed of Arabica and Robusta 
spent coffee grounds, ethanol, PEG 6000, and lignin which have previously been reported that 
they can elevate the production of bacterial cellulose. After incubated at 30 °C for 9 days with 
the addition of each 5 supplements, it was found that all supplements influence cellulose yield 
and water holding activity. Moreover, the results from XRD and SEM techniques indicated that 
the quality of cellulose was altered after the supplements were added to the fermentation 
medium. The results suggested that unvalued spent coffee ground and lignin can be utilized as 
a supplement for bacteria like commercial supplements, ethanol, or PEG 6000 since they 
contained essential nutrition that may be lacking in a common culture medium. 

Keywords: Bacterial cellulose, Komagataeibacter nataicola TISTR 975, lignin, Supplements, 

spent coffee ground
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหางานวิจัย  

แบคทีเรียลเซลลูโลส (Bacterial cellulose ; BC)  เป็นสารชีวโมเลกุลประเภทคาร์โบไฮเดตที่ผลิตจาก
แบคทีเรีย มีโครงสร้างประกอบด้วยพอลิเมอร์ขนาดเล็กที่มีหน่วยย่อยเป็นน้ำตาลกลูโคสที่เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ
ไกลโคซิติกชนิดบีตา[22] เซลลูโลสที่ได้จะมีความบริสุทธิ์สูงเนื่องจากปราศจากลิกนินและเฮมิเซลลูโลส โดยสาย
พันธ์ุที่นิยมนำมาใช้ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ได้แก่ Acetobacter xylinum ซึ่งจัดอยู่ในสกุล Acetobacter เป็น
แบคทีเรียแกรมลบมีรูปร่างเป็นรูปไข่และรูปแท่ง อยู่เป็นทั้งเซลล์เดี่ยวและเซลล์คู่หรือเรียงต่อกันเป็นสาย ต้องการ
อากาศในการเจริญเติบโตสามารถผลิตกรดอะซิติก (acetic acid) สามารถเจริญได้ดีที่สภาวะอุณหภูมิ 25 ถึง 30 
องศาเซลเซียส ที่ค่า pH เท่ากับ 3 ถึง 7 ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโตเป็นแบคทีเรียที่สามารถ
สังเคราะห์เซลลูโลสออกมาภายนอกเซลล์[19] และปริมาณการผลิตเซลลูโลสของ  Acetobacter xylinum นั้นมี
ป ร ิ ม าณ ม าก ก ว ่ า แ ละ ร ะ ย ะ เ ว ล า ใน ก า ร หม ั ก ท ี ่ เ ว ล าน ้ อ ย ก ว ่ า แ บคท ี เ ร ี ย ชน ิ ด อ ื ่ น [ 4 ]  โ ด ย 
Komagataeibacter  nataicola TISTR 2661 จัดเป็นแบคทีเรียสกุล Acetobacter เช่นเดียวกันและในไทยยัง
ไม่มีผลของการศึกษาแบคทีเรียชนิดนี้อย่างกว้างขวาง 

ปัจจุบันแบคทีเรียลเซลลูโลสถูกนำไปใช้อย่างกว้างขวางเนื ่องจากสามารถนำไปประยุกต์ใช้งานได้

หลากหลายในด้านต่างๆ เช่น ด้านอุตสาหกรรม ด้านการแพทย์ ด้านชีววิทยา และด้านการบริโภค[22] เป็นต้น 

เนื่องจากมีคุณสมบัติทางเคมีกายภาพและเคมีที่โดดเด่นรวมถึงความเสถียรทางความร้อนสูง ความสามารถในการ

ย่อยสลายทางชีวภาพได้ง่าย มีความสามารถในการกักเก็บน้ำที่ดี[31] อุ้มน้ำได้มาก มีความแข็งแรง ความเป็นผลึก

และความบริสุทธ์ิสูงเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จากพืช ถึงแม้ว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสจะมีข้อดีที่

มากกว่าแบคทีเรียลที่มาจากพืชแต่กระบวนการการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสนั้นมีข้อจำกัดในด้านต้นทุนอาหาร

เพาะเล้ียง เช่น Glucose, Peptone, Yeast extract, Citric acid มีราคาสูงและอัตราการผลิตที่ได้ค่อนข้างต่ำ[31] 

ซึ่งไม่เพียงพอต่อความต้องการจำนวนมาก จะเห็นได้ว่าการที่จะผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ดีและมีปริมาณสูงต้อง

อาศัยปัจจัยหลายอย่าง เช่น แหล่งอาหารเลี้ยงเชื้อ แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ปริมาณออกซิเจน ค่า pH 

ระดับอุณหภูมิ[21] และอาหารเสริม เป็นต้น ซึ่งอาหารเสริมเป็นวิธีทางเลือกที่สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต

แบคทีเรียลเซลลูโลสให้ได้ปริมาณสูงในสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียลเซลลูโลส  
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ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงศึกษาผลของการเพิ่มอาหารเสริมในแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและ
การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่สังเคราะห์ได้จากเเบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 นอกเหนือจากการใช้อาหาร
เลี้ยงเชื้อเพาะเลี้ยงเพื่อผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเพียงอย่างเดียว โดยอาหารเสริมที่เลือกใช้ในงานวิจัยได้แก่ กาก
กาแฟชนิด อาราบิก้า และ โรบัสต้า เอทานอล PEG 6000 และ ลิกนิน ซึ่งเป็นอาหารเสริมที่ได้มีงานวิจัยก่อนหน้า
รายงานว่าสามารถเพิ ่มผลผลิตของ แบคทีเรียลเซลลูโลสในกลุ ่ม Acetobacter ได้ รวมถึงเป็นอาหารเสริมที่
สามารถหาได้ง่าย ราคาถูก และยังไม่มีการศึกษาผลต่อ K. nataicola TISTR 975 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษาการผลของการเพิ่มอาหารเสริมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสโดย K. 
nataicola TISTR 975  

2. เพื ่อศึกษาสมบัติการอุ ้มน้ำ (Water holding capacity, WHC) และคุณลักษณะทางกายภาพ รวมถึง
คุณลักษณะทางเคมีของแบคทีเรียเซลลูโลสที่ได้จาก K. nataicola TISTR 975 

1.3 ขอบเขตการศึกษา 

1. อาหารเสริมที่ใช้เติมลงในสูตรอาหารมาตรฐานที่ทำการศึกษา คือ กากกาแฟชนิด อาราบิก้าและ โรบัสต้า 

เอทานอล PEG 6000 และ ลิกนิน 

2. สมบัติการอุ้มน้ำสามารถคำนวณได้จากความสามารถในการกักเก็บน้ำของแบคทีเรียลเซลลูโลส สำหรับ
คุณลักษณะทางกายภาพตรวจสอบด้วย SEM และคุณลักษณะทางเคมีตรวจสอบด้วย FT-IR 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สามารถทราบถึงผลของการศึกษาการใส่อาหารเสริมทั ้ง 5 ชนิด ว่าอาหารเสริมตัวใดดีที่สุดในการ
สังเคราะห์เพื่อผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

2. สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีความบริสุทธ์ิ 
3. สามารถทราบถึงประสิทธิภาพในการอุ้มกักเก็บน้ำของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

1.5 ระยะเวลาที่ทำการวิจัย  

มกราคม 2565 - พฤษาคม 2565 
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1.6 สถานที่ทำงานวิจัย  

ห้องปฏิบัติภาควัสดุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ
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บทที่2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
 

2.1 Bacterial cellulose 
แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นสารชีวโมเลกุลประเภท Carbohydrate ชนิด Homopolysaccharide แบบเชิง

เส้นมีลักษณะเป็นโฮโมพอลิเมอร์ที่ไม่มีกิ่งก้าน (unbranched) “ประกอบด้วยหน่วยย่อยของกลูโคสเชื่อมตอ่กัน

ด้วยพันธะบีตา ไกลโคซิดิก ผลิตได้จากแบคทีเรียบางสายพันธ์ุ”[14] 

2.2 Komagataeibacter nataicola TISTR 975  

 แบคทีเรีย Komagataeibacter nataicola เป็นสปีชีส์ที่มีชื่อเดิมว่า Gluconacetobacter ซึ่ง เป็น

สกุลของแบคทีเรียในวงศ์ Acetobacteraceae[8] โดย Komagataeibacter นั้นเป็นแบคทีเรียกรดอะซิติก 

(Acetic Acid bacteria) มีลักษณะเป็นแท่งแกรมลบ[19] ต้องการออกซิเจนในการเจริญเติบโตช่วงสภาวะของค่า 

pH ที่มีความเหมาะสมในการเจริญของแบคทีเรียกรดอะซิติกอยู่ที่ 5.0 - 6.5 แต่สามารถเจริญได้ในที่ที่ค่า pH ต่ำที่ 

3.0–4.0[6] ซึ่ง Komagataeibacter นั้นสามารถผลิตเซลลูโลสได้และทนต่อกรดอะซิติกที่มีความเข้มข้นสูง  

 

2.3 การผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส 

2.3.1 ปัจจัยที่ส่งผลต่อการผลิตเซลลูโลสจากแบคทีเรียมีดังต่อไปนี้ 

 1. แหล่งคาร์บอน 

คาร์บอนเป็นธาตุที่มีความสำคัญในการสังเคราะห์เซลล์และพลังงาน โดยทั่วไปจุลินทรีย์ที่เจริญในสภาวะที่ไม่มี

อากาศใช้แหล่งคาร์บอนประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์เซลล์ ส่วนแบคทีเรียที่เจริญในสภาวะที่มีอากาศ

ใช้แหล่งคาร์บอน 50-55 เปอร์เซ็นต์ ในการสังเคราะห์เซลล์  ซึ่งในการผลิตแบคทีเรียเซลล์ลูโลสโดยทั่วไปใช้กลูโคส 

หรือซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนสำหรับการผลิต[33] 

2. แหล่งไนโตรเจน 

 ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของโปรตีนและในกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ ซึ่งในเซลล์ของ

แบคทีเรียมีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบประมาณ 8-10 เปอร์เซ็นต์ และความต้องการไนโตรเจนของแบคทีเรียแต่
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ละชนิดจะแตกต่างกันออกไป แบคทีเรียบางสายพันธ์ุสามารถเจริญได้ในอาหารที่มีสารไนโตรเจนอนินทรีย์แต่บาง

สายพันธ์ุต้องการสารไนโตรเจนอินทรีย์[33] 

3. พีเอช 

  พีเอชของอาหารเป็นปัจจัยที่สำคัญที่มีผลกระทบต่อการเจริญของเซลล์และยังส่งผลต่อการทำงานของ

เอนไซม์ในการย่อยสารอาหารรวมถึงการให้อาหารผ่านเข้าสู่ผนังเซลล์ได้[26] 

4. อุณหภูมิ 

อุณหภูมิเป็นปัจจัยสำคัญที่มีผลกระทบต่อทั้งการเจริญของแบคทีเรียและการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

พบว่าอุณหภูมิในช่วง 28-30 องศาเซลเซียส สามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้สูงที่สุด[20] 

 

2.4 กาแฟ 
กาแฟ คือพืชที่อยู่ในตระกูล Rubiaceae สายพันธ์ุ Coffea มีช่ือทางวิทยาศาสตร์ว่า coffea Arabica L. 

ซึ่งกาแฟจะจัดเป็นไม้พุ่มมีแหล่งกำเนิดอยู่ในเขตร้อนและกึ่งร้อนของทวีปแอฟริกา[12]ซึ่งกาแฟในปัจจุบันจะนิยม
ปลูกอยู่ 2 สายพันธ์ุ คือ สายพันธ์ุอาราบิก้า และสายพันธ์ุโรบัสต้า[13] 

2.4.1 กาแฟสายพันธุ์อาราบิก้า (coffee arabica)  
เป็นสายพันธ์ุที่นิยมมากที่สุด มีลักษณะเด่นที่กล่ินและรสที่หอม มีคาเฟอีนประมาณ 1-1.6 เปอร์

เซ็นต่อเมล็ด มักจะไม่ทนต่อโรคและสภาพอากาศ[7] ซึ่งในประเทศไทยนิยมปลูกมากในจังหวัดทาง
ภาคเหนือ 
2.4.2 กาแฟสายพันธุ์โรบัสต้า (Robusta-coffee canephora) 

เป็นพันธุ ์ที่ทนต่อโรค และมีรสชาติกระด้าง ไม่อ่อนละมุนเหมือนอาราบิก้า มีคาเฟอีนที่สูง
ประมาณ 2-3 เปอร์เซ็นต์ต่อเมล็ด สามารถปลูกได้ตั้งแต่ระดับน้ำทะเลจนถึงระดับเหนือน้ำทะเล 2000 
ฟุต[7] ซึ่งในประเทศไทยนิยมปลูกในภาคใต้ 
2.4.3 ลักษณะของกาแฟประกอบด้วย 3 ส่วนดังนี้  

ลำต้น มีลักษณะลำต้นตรงในระยะแรกของการเจริญเติบโตจะไม่แตกกิ่งแต่มีใบแตกออกตรงข้อ 
พอการเจริญเติบโตขึ้นเรื่อยๆจะมีกิ่งแตกออกจากลำต้นในลักษณะแยกออกจากกัน[1] 

ดอก มีสีขาวบริสุทธ์ิ กล่ินหอมคล้ายมะลิป่า รูปคล้ายดาว มีก้านที่ส้ันอยู่รวมกันเป็นกลุ่มจะเกิด
ตามข้อของต้นกาแฟ[1] 

ผล มีลักษณะคล้ายลูกหว้า ซึ่งภายในผลกาแฟจะมีลักษณะแบนยาวตามรูปของเปลือกหุ้ม เมล็ด
ที่เหลืออยู่จะมีรูปกลม ส่วนยาวจะมีรูปโค้งเป็นรูปกระบอกตัด  
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          2.4.4 กากกาแฟ (spent coffee ground) 
            กากกาแฟ คือกากกาแฟจัดเป็นสารอินทรีย์ที่เหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการแปรรูปที่สกัดน้ำกาแฟ ซึ่ง

กากกาแฟเป็นกากของเสียที่มีผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม และในกากกาแฟจะประกอบไปด้วย โพลิแซคคาไรด์ กรด

ไขมัน โปรตีน คาเฟอีน สารประกรอบฟีนอล และแร่ธาตุต่างๆ[9] พอลีแซ็คคาไรด์ จะพบได้ว่าปริมาณของ กา

แล็กโทส และแมนโทสสูงถึง 74% และ 66% w/w[16] และเมื่อสกัดอย่างต่อเนื่อง พบว่า ปริมาณเซลลูโลสมีมาก

ถึง 84% [16], โปรตีน ในกากกาแฟจะมีปริมาณโดยเฉล่ียที่ 13.6% w/w[27] , ไขมัน ในกากกาแฟจะมีปริมาณอยู่

ท ี ่ช ่วง 11-20 % w/w แต่โดยเฉลี ่ยจะอย ู ่ที่ 15% w/w[29] สารประกอบฟีนอล ซ ึ ่งในกากกาแฟจะพบ

สารประกอบฟีนอลอยู่ประมาณร้อยละ  1-4% GAE w/w [17] คาเฟอีนจะพบในกากกาแฟปริมาณคาแฟอีน

เหลืออยู่ในช่วง 0.73 - 41.3 ug/mg[30] และแร่ธาตุที่พบในกากกาแฟจะประกอบไปด้วย K, P, Mg, Ca, Al, Fe, 

Mn, Cu, Zn, S, และ Cr[27] 

ในการศึกษางานวิจัยของ Karina Carvalho de Souza และคณะ, (2021) พบว่าการใช้เชื้อแบคทีเรีย 

Komagataeibacter Rhaeticus มาบ่มเพาะเชื ้อในอาหารเลี ้ยงเชื้อเป็นเวลาทั้งหมด 240 ชั ่วโมง เพื ่อให้ได้

แบคทีเรียลเซลลูโลสนั้นสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้เป็นอย่างดี อีกทั้งการผสมอาหารเสริมซึ่งได้แก่ กาก

กาแฟ กากน้ำตาลอ้อยที่ผ่านการไฮโดรไลซิส และการเติมเอทานอล ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นสามารถให้ผลผลิต

แบคทีเรียลเซลลูโลสดีและสูงที่สุด โดยจะให้ผลผลิตอยู่ที่ 11.08 กรัมต่อลิตร อีกทั้งยังพบว่าน้ำตาลมีส่วนในการ

เพิ่มผลผลิตเซลลูโลส และกากกาแฟก็สามารถเพิ่มผลผลิตเซลลูโลสได้เช่นเดียวกันเนื่องจากกากกาแฟนั้นประกอบ

ไปด้วย พอลิแซ็คคาไรด์ น้ำมัน และโปรตีน ที่มีอิทธิพลส่งผลต่อการเจริญเติบโตและผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส[23] 

 

2.5 ลิกนิน (Lignin) 
          ลิกนินเป็นพอลิเมอร์ที่ไม่มีรูปผลึก ไม่ละลายน้ำ ส่วนใหญ่มักพบในผนังเซลล์ของพืช ช่วยให้พืชมีความ
แข็งแรงและป้องกันโครงสร้างภายในพืชไม่ให้ถูกจุลินทรีย์ทําลาย โดยจะมีโครงสร้างซึ่งเกิดจากองค์ประกอบหลักที่
แตกต่างกัน 3 รูปแบบ เรียกว่า มอนอลิกนอล (Monolignols) หรือ ฟีนิลโพรเพน (Phenylpropane, C6-C3  
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units) ซึ่งหน่วยโครงสร้างดังกล่าวจะเป็นวงอะโรมาติก แอลกอฮอล์ที่ชื่อว่า Sinapyl alcohol (Syringyl, S) p-
Coumaryl alcohol (4-Hydroxyl phenyl, H), และ Coniferyl alcohol (Guaiacyl, G)[10] 

 
      ภาพประกอบ 2.1 : โครงสร้างลิกนิน 
 

ลิกนินเป็นสารประกอบระหว่างคาร์บอน โฮโดรเจน และออกซิเจน รวมกันเป็นหน่วยย่อยหลายชนิดจน
เป็นสารประกอบเชิงซ้อนมีน้ำหนักโมเลกุลสูง มีสมบัติไม่ละลายน้ำ ไม่ยืดหยุ่ น มีความแข็งแรงทนทานสูง[10] 

สำหรับหน่วยย่อยของลิกนิน (Monolignols) จะมีโครงสร้างแบบอะโรมาติกและมักพบได้ในธรรมชาติ ทั้งหมด 3 
มอนอเมอร์ ได้แก่ p-Coumaryl alcohol พบมากในพืชตระกูลหญ้า ส่วน Coniferyl alcohol จะพบมากในพืช
ใบแคบ (Softwood) ประมาณ 26-32 เปอร์เซ็นต์ และพืชใบกว้าง (Hardwood) ประมาณ 20-28 เปอร์เซ็นต์ 
และ Sinapyl alcohols จะพบมากในพืชใบกว้าง[10] จากการศึกษาของ K.Aswini และคณะ, (2020) แสดงให้
เห็นว่าการเติมลิกนิน 1% ปริมาตรต่อปริมาตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อนั้นสามารถผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้ดีและมี
ปริมาณเซลลูโลสมากถึง 67 มิลลิกรัม[24] 
 

2.6 โพลิเอทิลีนไกลคอล (PEG) 

          โพลิเอทิลีนไกลคอล (PEG) มีลักษณะเป็นเกล็ดสีขาวเป็นพอลิเมอร์ของเอทิลีนออกไซด์และน้ำ ซึ่งได้มา

จากการควบแน่น  มีความอ่อนไหวต่อการเส่ือมสภาพจากปฏิกิริยาออกซิเดชันในที่ที่มีอากาศ  การลดการสัมผัสโพ

ลิเอทิลันไกลคอลในอุณหภูมิสูงหรือการสัมผัสกับออกซิเจนหรือการเพิ่มสารต้านอนุมูลอิสระสามารถจำกัดปริมาณ

การย่อยสลายได้  โพลิเอทิลีนไกลคอลไม่เกิดการไฮโดรไลซ์หรือเส่ือมสภาพ อีกทั้งยังเป็นสารที่ใช้ในผงซักฟอก สาร

ทำอิมัลชัน สบู่ การเตรียมยา และเครื่องสำอางมักใช้โพลิเอทิลีนไกลคอลเป็นสารหล่อล่ืน[28] 
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                   ภาพประกอบ 2.2. : โครงสร้างของโพลิเอทิลีนไกลคอล 

ในงานวิจัยของ K. Aswini และคณะ, (2020). ได้ทำการศึกษาการปรับสภาพอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส ซึ่งในงานวิจัยได้ทำการเติม PEG 6000 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
มาตรฐาน โดยใช้ PEG 6000 ที่ปริมาตร 7.76 กรัมต่อลิตร จากผลการทดลองพบว่าปรับสภาพอาหารเล้ียงเชื้อสูตร
มาตรฐานด้วยการเติม PEG 6000 ส่งผลทำให้เชื ้อแบคทีเรีย Acetobacter senegalensis MA1 สามารถผลิต
แบคทีเรียเซลลูโลสเพิ่มสูงขึ้นกว่าการใช้อาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตราฐานที่ไม่ได้ผ่านการปรับสภาพถึงประมาณ 20 
เท่า อีกทั้งแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้ยังมีน้ำหนักมากถึง 469.83 กรัมต่อลิตร[24] อีกทั้งจากการงานวิจัยของ 
Haifang Liu และคณะ, (2012) พบว่าการเติม PEG ที่น้ำหนักโมเลกุลแตกต่างกันลงในอาหารเลี ้ยงเชื้อโดยใช้
แบคทีเรียสายพันธุ์ A.xylinum HN001 ในการผลิตเซลลูโลสนั้นได้ส่งผลต่อลักษณะสัณฐานวิทยาแบคทีเรียล
เซลลูโลสซึ่งจะทำให้ขนาดรูพรุนคอมโพสิตเซลลูโลส-โพลีเอทิลีนไกลคอล (BC-PEG) มีขนาดแตกต่างกันและมี
ขนาดใหญ่เพิ่มขึน้อีกด้วย[18] 

 

2.7 เอทานอล 

          เอทานอล (ethanol) หรือเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) เป็นแอลกอฮอล์ชนิดหนึ่งมีสมบัติติดไฟง่าย 

มีลักษณะเป็นของเหลว และมีสีใส ซึ่งเอทานอลเกิดจากการหมักพืชเพื่อเปล่ียนแป้งจากพืชเป็นน้ำตาลแล้วเปล่ียน

จากน้ำตาลไปเป็นแอลกอฮอล์เมื่อทำให้เป็นแอลกอฮอล์บริสุทธ์ิ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยการกล่ันจะเรียกว่าเอทานอล 

(Ethanol)[2] ซึ่งเอทานอลเป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอนจำพวกแอลกอฮอล์และเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่

ประกอบไปด้วยคาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจน สามารถละลายทั้งในน้ำและละลายในสารละลายอินทรีย์อื่นๆ

ได้[2] 
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ภาพประกอบ 2.3 : โครงสร้างของเอทานอล 

 ในงานวิจัยของ Karina Carvalho de Souza และคณะ, (2021). ได้ศึกษาการเติมอาหารเสริมเอทา

นอลที่ความเข้มข้น 1.0% ปริมาตรต่อปริมาตร ลงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐานนั้นสามารถเป็นแหล่งพลังงาน

ในการกระตุ้นการเจริญเติบโต ของเซลล์ที่เป็นสารตั้งต้น ได้แก่ การสร้าง adenosine triphosphate (ATP) และ 

glucose 6-phosphate (G6P) ซึ ่งเป็นประโยชน์ต่อการผลิตเซลลูโลสของแบคทีเรีย โดยใช้เวลาในการผลิต

เซลลูโลสทั้งหมดเป็นเวลา 240 ชั ่วโมง[23] สอดคล้องกับงานวิจัยของ Zhigang Lu และคณะ (2011). ที่ได้

ทำการศึกษาผลของแอลกอฮอล์ทั้ง 6 ชนิด ที่ส่งผลต่อการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส พบว่าการเติมแอลกอฮอล์ที่มี

ความเข้มข้นต่างกันสามารถเป็นปัจจัยในการกระตุ้นการผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส โดยอัตราการผลิตเซลลูโลสของ

แบคทีเรียจะเพิ่มขึ้นตามอัตราการเติบโตของแบคทีเรียซึ่งเป็นไปในทางทิศเดียวกัน [35] และยังมีงานวิจัยของ 

Suneit และคณะ, (2000). ที่ได้ทำการศึกษาพบว่าแอลกอฮอล์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจุลินทรีย์ของ

แบคทีเรียที่ปนเป้ือนโดยแบคทีเรียยังสร้างชั้นวุ้นได้ตามปกติ[34] 
 

2.8 อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์  

 อาหารเลี้ยงเชื้อ หมายถึง อาหารที่มีส่วนประกอบของสารอาหารที่สำคัญสามารถเอื้ออำนวยต่อการ

เจริญเติบโตและการเพิ่มจำนวนขึ้นของจุลินทรีย์[3] โดยการเลือกใช้อาหารเล้ียงเช้ือจะขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์และ

ความต้องการของเช้ือจุลินทรีย์ซึ่งจะแบ่งออกเป็น 3 แบบ ได้แก่ อาหารเหลว (Broth media) อาหารแข็ง (solid 

media)  และอาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว (semi-solid media) เป็นต้น ปัจจุบันอาหารเลี้ยงเชื้อถูกพัฒนาเป็นอาหาร

เล้ียงเชื้อสำเร็จรูปซึ่งเป็นสารเคมีบริสุทธ์ิสามารถนำไปใช้งานโดยการผสมน้ำกล่ันและนำไปนึ่งฆ่าเช้ือได้เลย และยัง
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มีการใช้อาหารเล้ียงเช้ือที่ผลิตจากวัตถุดิบที่มาจากธรรมชาติมาใช้เล้ียงจุลินทรีย์ ซึ่งประสิทธิภาพในการเล้ียงเช้ือ

นั้นไม่ได้แตกต่างกันกับอาหารเล้ียงเชื้อสำเร็จรูปอีกทั้งยังมีข้อดีคือราคาถูกกว่า[11] 

 
    2.8.1 ปัจจัยที่ส่งผลต่อการเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ 

การเล้ียงเชื้อจุลิทรีย์นั้นควรคำนึงถึงปัจจัยที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือจุลินทรีย์ ดังนี้ 

1. ชนิดและความเข้มข้นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

การเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์จะต้องมีธาตุอาหารและความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์ธาตุอาหารนั้นได้มาจากแหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แหล่งพลังงาน เกลือแร่ และวิตามิน[11] 

2. อุณหภูมิในการเลี้ยงเชื้อ 

จุลินทรีย์แต่ละชนิดแต่ละสายพันธ์ุจะมีช่วงอุณหภูมิในการเจริญเติบที่แตกต่างกัน การใช้อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมจะส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตได้ดี 

3. ค่าพีเอช 

ค่าพีเอชนั้นส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียเนื่องจากจุลินทรีย์แต่ละชนิดแต่ละสาย
พันธุ์มีช่วงค่าพีเอชในการเจริญเติบโตได้ดีที่แตกต่างกัน ในแต่ครั้งจึงต้องมีการวัดค่าพีเอชก่อนใช้งานทุก
ครั้ง 

2.8.2 การแบ่งชนิดตามลักษณะการเตรียมของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
1. Common Ingredient of culture Media  

เป็นการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อโดยการชั่งสารที่เป็นส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อให้ได้ตาม
สูตรจากนั้นจึงค่อยนำไปละลายในน้ำกลั่น การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อแบบนี้จะใช้เวลานานกว่าการใช้
อาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปและต้องชั่งให้ได้ตามสูตร แต่มีข้อดีคือสามารถเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อได้หลาย
หลายชนิดและยังราคาถูก  
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2. Dehydrated Media 

เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสำเร็จรูปที่ผ่านการชั่งและผสมสารที่บริสุทธ์ิมาเรียบร้อยแล้ว ในการเตรียม
อาหารเล้ียงเชื้อสามารถทำได้โดยการคำนวณปริมาณอาหารเล้ียงเช้ือที่ต้องใช้แล้วนำไปละลายในน้ำกล่ัน 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเขื้อรูปแบบนี้จะให้ความสะดวก ความรวดเร็วในการใช้งาน แต่มีข้อเสียคือราคา
แพง 

2.9 การทำให้ปราศจากเชื้อ (sterilization) 

การทำให้ปราศจากเช้ือ หมายถึง กระบวนการกำจัดหรือทำลายเช้ือจุลินทรีย์รวมถึงสปอร์ทุกชนิดไม่ให้มีการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียเกิดข้ึน สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท ได้แก่ การทำให้ปราศจากเช้ือด้วยวิธีทางกายภาพ 
และการทำให้ปราศจากเช้ือด้วยวิธีทางเคมี[5] ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้มีการกำจัดเช้ือจุลินทรีย์ด้วยวิธีการ autoclave 

1. การทำให้ปราศจากเชื้อด้วยวิธีทางกายภาพ (physical means) 
1. Autoclave หรือ pressure cooker หม้อนึ ่งความดันไอน้ำเป็นอุปกรณ์ที ่ใช้ฆ่าเชื ้อโดย

ทำงานภายใต้ความดันและอุณหภูมิสูง[25]ใช้เพื่อกำจัดเช้ือที่อาจปนเป้ือนก่อนหรือหลังการ
เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ ซึ่งควรนำอาหารเล้ียงเช้ือมาผ่านการทำให้ปราศจากเช้ือทุกครั้งก่อน
นำไปใช้งาน โดยวิธีนี้เป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด 

 
2. Dry heat เป็นการอบร้อนเพื่อกำจัดจุลินทรีย์โดยใช้ตู้อบ ซึ่งในตู้อบจะใช้อุณหภูมิสูงถึง 180 

องศาเซลเซียส โดยใช้เวลา 2-3 ชั่วโมง เหมาะกับการกำจัดจุลินทรีย์ที่อาจปนเปื้อนมากับ
วัสดุอุปกรณ์เครื่องแก้วที่สามารถทนความร้อนสูง[3] 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินการวิจัย  

 

3.1 สารเคมีและวัตถุดิบ 

1. แบคทีเรีย Komagataeibacter nataicola TISTR 975 
2. อาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐาน Hestrin-Schramm (HS) ประกอบด้วย 

i. Glucose 20 กรัมต่อลิตร 
ii. Peptone 5 กรัมต่อลิตร 
iii. Yeast Extract 5 กรัมต่อลิตร 
iv. Na2HPO4 2.7 กรัมต่อลิตร 
v. Citric acid 1.5 กรัมต่อลิตร 

3. อาหารเสริม ได้แก่  

i. กากกาแฟชนิด อาราบิก้า และ โรบัสต้า 0.24 กรัม 
ii. เอทานอล 0.03 กรัม 
iii.  PEG 6000 0.23 กรัม 
iv. ลิกนิน 0.03 กรัม 

4. น้ำกล่ัน 

 

3.2 เครื่องมือ 

1. กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) 
2. เคร ื ่องฟ ู เร ียร ์ทรานสฟอร์มอ ินฟราเรดสเปคโตรม ิ เตอร ์  (Fourier transform infrared 

spectrometer; FTIR) 
3. เคร ื ่องสเปคโครโฟโตมิเตอร์  (spectrophotometer) ร ุ ่น Genesys 10S UV-VIS ,Thermo 

Scientific 
4. เครื่องชั่งดิจิตอลทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Mettler Toledo) รุ่น Analytical Balance 
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5. เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (Bench pH Meter) รุ่น 3510, Jenway 
6. เครื่องวัดค่าความชุ่มช้ืน 
7. ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 
8. เครื่องอบลมร้อน (Hot Air Oven Binder) รุ่น ED Series, Mit Service Hotline 
9. อ่างน้ำควบคุมอุณภูมิ (Waterbath Shaker) 
10. ตู้ดูดความช้ืน (Dry keeper sanplatec corp) 
11. หม้อนึ่งความดันไอ (Autoclave) 
12. เครื่องผสมสาร (Vortex) 
13. เครื่องตีบดผสม (Stomacher) รุ่น Stomacher 400 Circulator, Seward 
14. เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hotplate stirrer) 

 

3.3  อุปกรณ์อ่ืน 
 

1. ขวดรูปชมพู่ 100 มิลลิลิตร (conical flask) 
2. แผ่นฟอยล์อลูมิเนียม 
3. หลอดทดลอง 
4. ถ้วยระเหย 
5. ขวดฉีดน้ำกล่ัน 
6. ถุงนม 
7. คีมคีบ 
8. ขวดใส่สารละลาย 
9. ถ้วยตวง 
10. แท่งแก้ว 
11. บีกเกอร์ 
12. ปิเปตต์ 
13. หัวทิป 
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3.4 วิธีดำเนินงานวิจัย 

3.4.1 เชื้อแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 
แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยคือ Komagataeibacter nataicola TISTR 975 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์

และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) ซึ่งมาในสภาพ Freeze dry โดยเช้ือแบคทีเรียถูกนำมาเล้ียงในอาหารวุ้นตาม

สูตรอาหารที่แนะนำจากวว. และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้สำหรับการศึกษาในงานวิจัย 

3.4.2 อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน Hestrin-Schramm (HS) 
อาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐาน Hestrin-Schramm (HS) ประกอบไปด้วย Glucose 20 g/l, Peptone 

 4 g/l, Yeast Extract 5 g/l, Na2HPO4 2.7 g/l, Citric acid 1.5 g/l  

3.4.3  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน Hestrin-Schramm (HS) 

ช่ังส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อตามสูตรมาตรฐาน แล้วนำสารทั้งหมดไปละลายในน้ำกล่ันที่มีปริมาตร 
1000 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปฆ่าเชื้อโดยการใช้หม้อนึ่งความดันไอน้ำ (auto clave) ซึ่งใช้อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส ภายใต้ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที[3] หลังจากนั้นรอให้หม้อนึ่งลดความดันและ
อุณหภูมิลงที่ 80-100 องศาเซลเซียส จึงสามารถนำอาหารเล้ียงเช้ือออกมาได้ พักไว้ให้เย็นตัวลงแล้วค่อยนำไปใช้
งานต่อไป 

3.4.4 การเตรียมกล้าเชื้อแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 
นำเช้ือแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 จากหลอดทดลองที่มี slant เป็นของแข็ง 1 มิลลิลิตร มาลง

ใส่ในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ในหลอดทดลอง ซึ่งรวมทั้งหมดเป็น 10 มิลลิลิตร และนำไปบ่ม 1-2 
วัน เมื่อครบกำหนดจึงนำเอาหลอดทดลอง ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปถ่ายโอนลงในขวดทดลองที่มีอาหาร
เล้ียงเชื้อ ปริมาตร 90 ml และนำไปบ่มต่อ 2-3 วัน โดยใช้อุณหภูมิในการบ่ม 30 องศาเซลเซียส และเขย่าที่ 150 
รอบต่อนาที เมื่อบ่มครบกำหนดจะสังเกตเห็นได้ว่ามีแผ่นเซลลูโลสฟอร์มขึ้นมาเป็นก้อนกลม แล้วจึงนำมาใส่ถุงนม
ที่ผ่านการสเตอร์ไรด์ (sterile) และนำไปตีเช้ือเพื่อให้ตัวแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ฟอร์มขึ้นมานั้นแตกตัวผสมใน
อาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐาน โดยจะนำไปตีด้วยความเร็ว 190 รอบต่อนาที 
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ภาพประกอบ 3.1 : แบคทีเรียลเซลลูโลสหลังจากนำไปตีด้วยความเร็ว 190 รอบต่อนาที 
 

3.4.5 การเตรียมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด 

ในงานวิจัยจะทำการเติมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิดลงในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐาน  ซึ่งอาหารเสริมจะ
ได้แก่ กากกาแฟ 2 สายพันธ์ุ คือ อาราบิก้า และ โรบัสต้า, เอทานอล, PEG 6000 และลิกนิน โดยจะใช้กากกาแฟ 
อาราบิก้า และ โรบัสต้า ปริมาณอย่างละ 8  กรัมต่อลิตร[23]เอทานอลที่มีความเข้มข้น 1% ปริมาตรต่อปริมาตร
[23] PEG 6000 ปริมาณ 7.76 กรัมต่อลิตร[24]  และลิกนินความเข้มข้น 1% ปริมาตรต่อปริมาตร[24] โดยค่า
ความเข้มข้นของอาหารเสริมแต่ละชนิดเป็นค่าที่ได้มาจากการศึกษาในแบคทีเรียที่สามารถผลิตเซลลูโลสได้  ซึ่ง
แบคทีเรียอยู่ในสกุลที่ใกล้เคียงกับสายพันธ์ุที่ทำการศึกษาในงานวิจัยนี้ ซึ่งตอนแรกจะทำการนำอาหารเสริมมาช่ัง
ให้ได้ปริมาณตามที่กล่าวข้างต้น โดยใช้กากกาแฟ อาราบิก้า และ โรบัสต้า ที่ผ่านการอบแห้ง 12 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 
105 องศาเซลเซียส ปริมาณ 0.24 กรัม, เอทานอล 0.03 กรัม, PEG 6000 0.23 กรัม และลิกนิน 0.03 กรัม 
ตามลำดับ  จากนั้นจึงนำมาผสมในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐาน ปริมาตร 27 มิลลิลิตร ซึ่งทุกการทดลองอาหาร
เสริมแต่ละชนิดจะทำการทดลองซ้ำ 3 ครั้ง และใช้ตัวควบคุม (control) เป็นอาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐานทุกครั้ง 
จากนั้นนำไปฆ่าเช้ือในเครื่อง Auto clave โดยใช้อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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ภาพประกอบ 3.2 : การทำให้ปราศจากเช้ือด้วยเครื่อง auto clave 

 
3.4.6 การลงเชื้อ K. nataicola TISTR 975 ในอาหารเสริมเพื่อใช้ในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 

นำเชื้อแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 โดยทำการดูดเชื้อด้วยไมโครปิเปตขึ้นมา 3 มิลลิลิตร แล้ว
นำไปเติมใส่ในขวดทดลองแต่ละขวดที่มีอาหารเสริมและอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมาตรฐานผสมเข้าด้วยกันซึ่งผ่านการ
ฆ่าเช้ือมาเรียบร้อย จากนั้นนำไปบ่มเพาะเลี้ยงแบคทีเรียลเซลลูโลสที่อ่างควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 9 วัน โดยใช้
อุณหภูมิในการเพาะเล้ียงอยู่ที่ 30 องศาเซลเซียส[15] 

 

ภาพประกอบ 3.3 : วันแรกของการลงเช้ือแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 : (a) อาหารเล้ียงเชื้อสูตร

มาตรฐาน (b) ลิกนิน (c) เอทานอล และ (d) PEG6000 (e) อาราบิก้า และ (f) โรบัสต้า
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3.4.7 การทำแบคทีเรียลเซลลูโลสให้บริสุทธิ์ 

สามารถทำได้โดยการนำแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้มากรองและล้างด้วยน้ำกล่ัน จำนวน 3 ครั้ง เมื่อล้างน้ำ

กล่ันเสร็จเรียบร้อยแล้วจึงนำแบคทีเรียลเซลลูโลสมาล้างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ขวดละ 

60 มิลลิลิตร และนำไปแช่ที่อ่างควบคุมอุณภูมิเป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส ซึ่งขั้นตอนนี้จะขจัด

ด่างและสิ่งสกปรกที่อาจตกค้างอยู่บนแบคทีเรียลเซลลูโลสเพื่อให้ได้แบคทีเรียลเซลลูโลสที่บริสุทธ์ิ จากนั้นนำมา

ล้างต่อด้วยน้ำกลั่นให้สะอาดจนกระทั่งมีค่า pH ใกล้เคียงกับน้ำกลั่น คือ pH 7.7 เมื่อล้างเสร็จแล้วจึงนำแผ่น

แบคทีเรียลเซลลูโลสใส่ในถ้วยระเหยที่มีฟอยล์หุ ้มอยู่และนำเข้าตู ้อบเพื่อทำให้แห้งโดยใช้อุณหภูมิ 70 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 12 ช่ัวโมง[15] จนน้ำหนักของแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสคงที่และนำมาช่ังน้ำหนักเปรียบเทียบ

กัน จากนั้นนำผลที่ได้มาทำการวิเคราะห์ 

                              ภาพประกอบ 3.4 : การนำแบคทีเรียลเซลลูโลสเข้าอบ 

3.4.8 การอุ้มน้ำแบคทีเรียลเซลลูโลส (Water holding capacity ; WHC) 

นำแบคทีเรียลเซลลูโลสแช่น้ำกล่ันทิ้งไว้เป็นเวลา 1-2 ช่ัวโมง เมื่อครบกำหนดจึงคีบแบคทีเรียลเซลลูโลส
ขึ้นมาและสะบัดเพื่อนำน้ำออก 2 ครั้ง (shake method) จากนั้นนำมาช่ังและทำการบันทึกค่าน้ำหนัก 

 

                         ภาพประกอบ 3.5 : แช่แบคทีเรียลเซลลูโลสในน้ำกล่ัน 
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3.4.9 การศึกษาค่าความชุ่มชื้น (Fabricate Skin mask) 

ทำการเตรียมสาร propylene glycol และ hyaluronate extract ในสัดส่วน 95 (v/v%) และ 5 (v/v%) 
ตามลำดับ จากนั้นนำตัวอย่างมาตัดให้ได้ขนาด 1.5×1.5 เซนติเมตร ซึ่งตัวอย่างได้แก่ แผ่นชีทมาส์ก, แผ่นอาหาร
เล้ียงเชื้อ, ลิกนิน, เอทานอล, PEG6000, กากกาแฟอาราบิก้า และ โรบัสต้า เป็นต้น นำตัวอย่างทั้งหมดที่ตัดแล้วไป
แช่ใน propylene glycol ปริมาตร 9.5 มิลลิลิตร และ hyaluronate extract 0.5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 30 นาที 
และต้องพลิกกลับด้านทุกๆ 5 นาที เพื่อให้ตัวอย่างสัมผัสกับสาร propylene glycol และ hyaluronate extract 
อย่างทั่วถึงทั้งหมด  

    (a)                                             (b)                                                (c) 

                  (d)                                             (e)                                                (f)  

                                                                    (g) 

ภาพประกอบ 3.6 : (a) ชีทมาส์ก, (b) อาหารเล้ียงเชื้อ, (c) ลิกนิน, (d) เอทานอล, (e) PEG6000,  

(f) อาราบิก้า, (g) โรบัสต้า แช่ใน propylene glycol และ hyaluronate extract 
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เมื่อครบกำหนดจึงนำแผ่นตัวอย่างมาแปะลงบนผิวหนังและทำการค่าความชุ่มช้ืน โดยแต่ละจุดจะทำการ
วัดทั้งหมด จุดละ 3 ครั้ง ซึ่งจะทำการวัดก่อนใช้งาน, หลังแปะแผ่นมาส์ก 15 นาที, หลังใช้งานแผ่นมาส์ก 120 นาที
และหลังจากการตื่นนอน 

ภาพประกอบ 3.7 : การทดสอบความชุ่มช้ืนบนผิวหนัง 

 

3.4.10 การศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียเซลลูโลส 

3.4.10.1 การวิเคราะห์แบคทีเรียเซลลูโลสด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด 
(Scanning Electron Microscopy: SEM) 
เตรียมตัดตัวอย่างแบคทีเรียลเซลลูโลสขนาด 1×1 เซนติเมตร และนำตัวอย่างไปวางบน

ที่ใส่ตัวอย่าง จากนั้นนำภาพมาวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยาด้วยกำลังขยาย 70,000 เท่า  

3.4.10.2 การวิเคราะห์แบคทีเรียเซลลูโลสด้วยฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรด สเปคโตรมิเตอร์ 
(Fourier-Transform Infrared Spectroscopy : FTIR) 
เตรียมตัดตัวอย่างแบคทีเรียลเซลลูโลสขนาด 0.5×0.5เซนติเมตร และนำไปวางบนแท่น

ตัวอย่างเพื่อทำการวิเคราะห์ โดยใช้ช่วงคล่ืนการวิเคราะห์ที่ช่วงความยาวคล่ืน 4000-400 cm-1 

 

 

 



20 
 

3.4.10.3 การวิเคราะห์ทางจลนศาสตร์ (Fermentation kinetics) 

• ปริมาณน้ำตาลที่ใช้ไปทั้งหมดเปลี่ยนเป็นแบคทีเรียลเซลลูโลส (Substrate conversion ratio) ;   

𝑆𝑖(%)  =  
𝑆𝑖 − 𝑆𝑓

𝑆𝑖
 ×  100 

• ปริมาณแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้ (BC production) ;   

𝑃(𝑔/𝐿) =
𝑚𝐵𝐶

𝑉
 

• การอุ้มน้ำ (WHC (Water holding capacity) ; 

=  
𝑀𝑎𝑠𝑠 𝑜𝑓 𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 𝑟𝑒𝑚𝑜𝑣𝑒𝑑 𝑑𝑟𝑦𝑖𝑛𝑔 (𝑔)

𝐷𝑟𝑦 𝑤𝑒𝑖𝑔ℎ𝑡 𝑜𝑓 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 (𝑔)
 

 

3.4.11 การหาปริมาณน้ำตาล (Dinitrosalicylic acid method ; DNS) 
3.4.11.1 การเตรียมสารละลาย 

เตรียมสาร Sodium hydroxide 0.5 กรัม ผสมน้ำกล่ัน 10 มิลลิลิตร จากนั้นจึงเติมสาร 
Dinitrosalicylic acid 0.5 กรัม Sodium Potassium Tartrate 15 กรัม และ Sodium Sulphite 
0.025 กรัม โดยทุกขั้นตอนที่ทำการเติมสารจะต้องให้ความร้อนและทำการ vortex เพื่อให้สาร
เป็นเนื้อเดียวกันก่อนจะเติมสารเคมีครั้งต่อไปทุกครั้ง 

3.4.11.2 การวัดหาปริมาณน้ำตาล 

ทำการเก็บตัวอย่าง 500 ไมโครลิตร ของแต่ละขวดทดลองในวันแรกที่มีการลงเช้ือและ
วันสุดท้ายก่อนเก็บแบคทีเรียลเซลลูโลส จากนั้นจะทำการวัดหาปริมาณน้ำตาลโดยดูดตัวอยา่ง
ด้วยไมโครปิเปต 10 ไมโครลิตร ผสมกับน้ำกล่ัน 90 ไมโครลิตร เพื่อเป็นการไดรูท จากนั้นจึงผสม
กับ DNS 100 ไมโครลิตร แล้วนำไป vortex ให้สารผสมเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นนำไปให้ความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 90-95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบกำหนดจึงนำออกมาพักไว้ให้เย็น
ที่อุณหภูมิห้องแล้วจึงเติมด้วยน้ำกลั่น 800 ไมโครลิตร และนำไป vortex จากนั้นจึงนำไปวัด
วิเคราะห์ด้วยเครื่องเครื่องสเปคโครโฟโตมิเตอร์ (UV-visible) โดยใช้ช่วงความยาวคลื่นในการ
วิเคราะห์การวัดค่าดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร
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บทที่ 4 

ผลการดำเนินงานวิจัยและการอภิปรายผล  

 

4.1 ผลของการกล้าเชื้อแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 ที่สภาวะแตกต่างกัน 

ผลจากการกล้าเช้ือแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 เป็นการขยายพันธ์ุ (subculture) เช้ือแบคทีเรีย
ที่เป็นของแข็งในหลอดทดลองเพื่อนำมาใช้ในงานวิจัยเป็นการทำให้เช้ือแบคทีเรียมีความแข็งแรงมากยิ่งขึ้น พบว่า 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส การบ่มเพาะเชื้อแบคทีเรียลเซลลูโลสในสภาวะที่แตกต่างกัน ย่อมทำให้เกิดเซลลูโลส
ที่ฟอร์มตัวขึ้นมานั้นมีลักษณะต่างกันไป ในภาพ (a) คือการบ่มเพาะเล้ียงในสภาวะแบบแบบนิ่ง (static culture) 
เซลลูโลสจะมีลักษณะเป็นแผ่นหนา มีความเหนียวเป็นอย่างมาก ไม่สามารถนำไปตีเช้ือให้กระจายในอาหารเล้ียง
เช้ือได้อย่างทั่วถึง และภาพ (b) คือการบ่มเพาะเล้ียงในสภาวะการเขย่า (agitate culture) ที่ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เซลลูโลสที่ได้จะมีลักษณะเป็นก้อนกลม เล็กๆกระจายทั่วในขวดทดลอง ทำให้สามารถนำไปตีเชื้อได้ดี
มากกว่าการเพาะเล้ียงในสภาวะแบบนิ่ง 

(a)                                                   (b) 

 

ภาพประกอบ 4.1  : (a) แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ฟอร์มตัวขึ้นในสภาวะแบบนิ่ง, (b) แบคทีเรียลเซลลูโลสที่
ฟอร์มตัวขึ้นหลังจากเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที
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4.2 ผลของการบ่มเพาะเลี้ยงแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 

จากการศึกษาเติมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด ที่บ่มเพาะเล้ียงแบคทีเรียลเซลลูโลสในอ่างควบคุมอุณหภูมิเป็น
เวลา 9 วัน ในสภาวะแบบนิ่งโดยใช้อุณหภูมิในการเพาะเล้ียงอยู่ที่ 30 องศาเซลเซียส พบว่า การเติมอาหารเสริม 
ได้แก่ กากกาแฟ 2 สายพันธุ์ คือ อาราบิก้า และ โรบัสต้า, เอทานอล, PEG 6000 และลิกนิน  ลงในอาหารเลี้ยง
เช้ือสูตรมาตรฐานนั้นสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ ดังรูปที่ 12 พบว่ามีการฟอร์มตัวของเซลลูโลสขึ้นมาเป็น
แผ่นภายในขวดทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับ Substrate conversion ratio ดังรูปที่ 13 ที่แสดงผลการใช้ปริมาณ
น้ำตาลของเชื้อแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 ซึ ่ง PEG 6000 สามารถนำปริมาณน้ำตาลไปใช้ได้ดีกว่า
อาหารเสริมตัวอื่นถึง 88.72 เปอร์เซ็นต์ แต่สวนทางกับปริมาณแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตออกมา ดังรูปที่ 14 โดย
ผลิตออกมาได้น้อยกว่าอาหารเสริมตัวอื่น ซึ่งไม่สอดคล้องกับงานวิจัยของ K.aswini และคณะ ที่มีการศึกษาว่า 
การเติม PEG 6000 ที่ปริมาณ 7.76 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้มากที่สุด ในขณะที่อาราบิก้า
และเอทานอล ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ดีกว่าเมื่อใส่เป็นอาหารเสริม เนื่องจากการที่ใช้ปริมาณน้ำตาลมากแต่
กลับได้ผลผลิตน้อยอาจเกิดจากปริมาณน้ำตาลนั้นแปรเปล่ียนสภาพไปเป็นอย่างอื่นแทนที่จะผลิตเป็นแบคทีเรียล
เซลลูโลส 

 

 

 

                    (a)                                             (b)                                               (c) 

                     

 

 

                   (d)                                             (e)                                              (f) 

 ภาพประกอบ 4.2  : วันสุดท้ายของการเก็บผลผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 
: (a) อาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐาน (b) ลิกนิน (c) เอทานอล และ (d) PEG6000 (e) อาราบิก้า และ (f) โรบัสต้า 
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ภาพประกอบ 4.3 : ปริมาณการใช้น้ำตาลของอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด 

 
 

 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 4.4 : การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส 
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                              ภาพประกอบ 4.5 : ความหนาของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

 
จากการศึกษาความหนาของแบคทีเรียลเซลลูโลสด้วยไมโครมิเตอร์หลังจากการอบเซลลูโลสให้แห้งที่

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง ซึ่งจะทำการสุ่มวัดบนแผ่นแบคทีเรียลเซลลูโลสทั้งหมด 5 จุด 
และนำมาหาค่าเฉล่ีย พบว่า การเติมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด ส่งผลทำให้ความหนาของเซลลูโลสนั้นลดลงเมื่อเทียบ
กับการบ่มเพาะเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมาตรฐานเพียงอย่างเดียว เนื่องจากการใส่อาหารเสริมนั้นส่งผลต่อ
ความหนาของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

 
 

4.3 ผลศึกษาค่าความชุ่มชื้น (Fabricate Skin mask) 

จากการทดลองการวัดค่าความชุ่มชื้น พบว่าจากกราฟ ตัวอย่างมาส์ก ทั้ง 5 ชนิดและ control จะมีค่า
ความชุ่มช้ืนเท่ากัน ซึ่งอยู่ในช่วงประมาณเดียวกัน เมื่อนำตัวอย่างมาวางไว้บริเวณผิวหนังหลังจาก 15 นาที วัดค่า
ความชุ่มช้ืน พบว่า มาส์ก ทั้ง 5 ชนิด และ control ให้ความชุ่มช้ืนที่เพิ่มขึ้นก่อนใช้ และนำตัวอย่างที่เป็น sheet 
mask หรือ มาส์กชนิดอื่น จะเห็นได้ว่าเมื่อใช้มาส์กที่ผลิตจากแบคทีเรียที่มีการเติมอาหารเสริมนั้นจะให้ความชุ่ม
ช้ืนที่ผิวดีกว่าการไม่ใช้แผ่นมาส์ก 
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ภาพประกอบ 4.6 : ความชุ่มช้ืนในสภาวะต่างๆโดยใช้แบคทีเรียลเซลลูโลสเป็นแผ่นมาส์ก 
 

จากรูปที่ 16 และตารางที่1 จะพบว่า เมื่อเวลาผ่านไป 15 นาที แผ่นมาส์กที่ทำจากการเติมอาหารเสริมโร
บัสต้านั้นสามารถให้ความชุ่มช้ืนที่ผิวสูงสุดหลังจากการใช้งาน และเมื่อเวลาผ่านไป 120 นาที พบว่า ค่าความชุ่ม
ช้ืนที่ยังคงอยู่บนผิวนั้นลดลง โดยผิวบริเวณที่มาส์กด้วยแผ่นมาส์กโรบัสต้ายังคงมีความชุ่มช้ืนมากกว่าบริเวณผิวที่ใช้
มาส์กตัวอื่นมากที่สุด 
ตารางที่ 1 : ตารางการทดสอบความชุ่มชืน้ 

Summary ก่อนใช้ Sd 
หลังใช้ 15 

นาท ี Sd 
หลังใช้ 2 
ช่ัวโมง Sd หลังตื่นนอน Sd 

Negative 31.27 0.40 41.43 3.74 29.80 1.60 27.87 1.63 

Sheet mask 31.27 0.40 45.70 0.96 28.10 1.83 26.37 1.87 

Control 31.27 0.40 46.63 0.60 29.57 0.42 29.53 0.40 

Lignin 31.27 0.40 49.03 0.55 30.07 0.58 28.77 0.25 

Ethanol 31.27 0.40 49.10 0.66 30.73 0.49 29.63 0.32 

PEG 6000 31.27 0.40 47.50 1.06 29.97 0.15 28.97 0.06 

Arabica 31.27 0.40 47.73 0.81 30.83 0.67 29.53 0.47 

Robusta 31.27 0.40 49.47 0.57 31.20 0.66 29.77 0.55 

0.00

10.00

20.00

30.00

40.00

50.00

60.00

ก่อนใช้ หลงัใช้ 15 นาที หลงัใช้ 2 ชัว่โมง หลงัตื่นนอน

m
o

is
t

การทดสอบ

Negative Sheet Con Lig Etha Peg Ara Robus



26 
 

 
 
4.4 ผลศึกษาการอุ้มนำ้ (water holding capacity) 
 

จากการศึกษาสมบัติการอุ้มน้ำ โดยการนําแบคทีเรียลเซลลูโลสแช่น้ำกล่ันทิ้งไว้เป็นเวลา 1-2 ช่ัวโมง เมื่อ 
ครบกําหนดจึงคีบแบคทีเรียลเซลลูโลสขึ้นมาและสะบัดเพื่อนําน้ำออก 2 ครั้ง (shake method) จากนั้นนํามาช่ัง 
และทําการบันทึกค่าน้ำหนักคํานวนหาค่า water holding capacity พบว่า โรบัสต้านั้นมีความสามารถในอุ้มน้ำ 
สูงสุด ซึ่งสอดคล้องกับผลภาพ SEM ที่เส้นใยมีความหนาแน่น แสดงให้เห็นว่า การเติมอาหารเสริมโรบัสต้านั้นมี
ประสิทธิภาพความสามารถในการอุ้มน้ำได้ดีที่สุด 

 
                                       ภาพประกอบ 4.7 : water holding capacity 
 
 4.5. การศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

     4.5.1. การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron 
Microscope; SEM) 
              การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด โดยการนำแผ่นแบคทีเรียล
เซลลูโลสที่ผลิดโดยเช้ือแบคทีเรีย K. nataicol TISTR 975 ด้วยการเติมอาหารเสริม 5 ชนิด ลงในอาหาร
เล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐานเพื่อเพิ่มผลผลิตเซลลูโลส ภายใต้สภาวะการเล้ียงเช้ือแบบนิ่ง ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 9 วัน  นำมาวิเคราะห์ลักษณะสัณฐานวิทยาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
กราดที่กำลังขยาย 70,000 เท่า พบว่า การเติมอาหารเสริมด้วย (c) เอทานอล และ (d) PEG600 เส้นใย
ของแบคทีเรียลเซลลูโลสมีลักษณะหนาแน่นมากกว่าการเติมอาหารเสริมด้วย (a) อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร
มาตรฐาน (b) ลิกนิน (e) อาราบิก้า และ (f) โรบัสต้า อย่างชัดเจน และเส้นใยติดมีการเกาะกลุ่มกันไม่เกิด
รูพรุนระหว่างเส้นใย โดยการที่เส้นใยชิดติดกันจะมีความแข็งแรงมากกว่าเส้นใยที่มีรูพรุนมาก  จาก
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การศึกษาพบว่าการเติมอาหารเสริมที่แตกต่างชนิดกัน ถึงแม้จะใช้แบคทีเรียสายพันธุ์เดียวกันก็สามารถ
ส่งผลต่อลักษณะเส้นใยของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตออกมามานั้นมีลักษณะแตกต่างกัน 
 

 
ภาพประกอบ 4.8 : ลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที ่ผลิตขึ ่นโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย K. 
nataicol TISTR 975 ด้วยการเติมอาหารเสริม (a) อาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตรมาตรฐาน (b) ลิกนิน (c) เอ
ทานอล และ (d) PEG600 (e) อาราบิก้า และ (f) โรบัสต้า ภายใต้การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ที่กำลังขยาย 70,000 เท่า 
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     4.5.2. การวิเคราะห์ด้วยฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรมิเตอร์ (Fourier Transform Infrared 
Spectroscopy, FT-IR) 
 

ผลการวิเคราะห์จากการตรวจสอบลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิดโดย K. nataicol TISTR 975 
ภายใต้สภาวะการเลี้ยงแบบนิ่ง ด้วยเครื่องฟูเรียทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ในช่วงความยาวคล่ืน 
4000-500 cm-1 เพื่อตรวจสอบหาหมู่ฟังก์ชั่นหลังจากทำให้แบคทีเรียลเซลลูโลสมีความบริสุทธิ์ด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ดังแสดงผลการศึกษาดังรูปที่ ตรวจพบว่า มีพีคช่วงการดูดกลืนกว้างที่ช่วงความยาวเลขคล่ืน
บริเวณ 3350 cm-1  ซึ่งมีความสอดคล้องกับการสั่นแบบยืดหดของหมู่ -OH (ไฮดรอกซิล) ถัดมาพบการดูดกลืน
การสั่นแบบยืดหดที่ไม่สมมาตรเล็กน้อยที่บริเวณการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 2900  cm-1 ซึ่งสอดคล้องกับการส่ัน
ยืดของหมู่พันธะ  -CH (เมทิล)  ถัดมาพบพีคการดูดกลืนที่ตำแหน่งในช่วงความยาวเลขคล่ืน 1632 cm-1 แสดงถึง
หมู ่ฟังก์ชั ่นคาร์บอนิลเอไมด์ ซึ ่งอาจจะมาจากโปรตีนและเซลล์ของแบคทีเรียที ่ถูกล้างทำความสะอาดด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ออกได้ไม่หมด[32]และในการดูดกลืนในช่วง 1045 cm-1 ซึ่งเกิดการส่ันแบบยืดหด
สลับกันไปมาแบบไม่สมมาตรของหมู่พันธะ C-O-C และ C-O-H ตามลำดับ จากที่กล่าวมาข้างต้นนั้นสอดคล้องกับ
รูปที่ ที่ได้แสดงโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลสและการปรากฏหมู่ฟังก์ช่ันในช่วงการดูดกลืนของ FT-IR 

 
 
 
 

        ภาพประกอบ 4.9 : ผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรมิเตอร์ (Fourier 
Transform Infrared Spectroscopy, FT-IR) ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่มีการเติมอาหารเสริม 
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                                  ภาพประกอบ 4.10 : แสดงหมู่ฟังก์ช่ันทางเคมีของแบคทีเรียลเซลลูโลส 
 

จากการวิเคราะห์แผ่นตัวอย่างแบคทีเร ียลเซลล ูโลสที ่ผ ่านการแช่สาร  propylene glycol และ 
hyaluronate extract ด้วยเครื ่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรมิเตอร์ พบว่า ค่า Lateral order 
index ซึ่งเป็นตัวบ่งบอกถึงความบริสุทธ์ิของ cellulose one 100% มีค่าเท่ากับ 1 ดังตารางที่  คือ ค่าทุกตัวของ
การเติมอาหารเสริมเพื่อช่วยเพิ่มผลผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสมีค่าเข้าใกล้ 1 โดยเฉพาะกากกาแฟโรบัสต้านั้นมีค่า
ใกล้เคียง 1 มากที่สุด คือ 0.98 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเซลลูโลสที่ได้นั้นมีความบริสุทธ์ิ อีกทั้งการเติมอาหารเสริมลงใน
อาหารเล้ียงเชื้อสูตรมาตรฐานนั้นไม่ส่งผลต่อความบริสุทธ์ิของแบคทีเรียลเซลลูโลส 

 
ตารางที่ 2 : Lateral order index (LOI) 
 

  Control ASCG RSCG Lignin Ethanol PEG6000 
LOI 0.94 0.95 0.98 0.91 0.95 0.92 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
จากการศึกษาการทดลองผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสจากเชื้อแบคทีเรีย K. nataicola TISTR 975 

โดยการเติม อาหารเสริมทั้งห้าชนิดซึ่งได้แก่ กากกาแฟสายพันธุ์ อาราบิก้า และ โรบัสต้า, ลิกนิน, เอ
ทานอล และPEG 6000 นั้นสามารถเพิ่มปริมาณผลผลิตแบคทีเรียเซลลูโลสได้ ซึ่งแบคทีเรียลเซลลูโลส
สามารถเติบโตได้ดีในสภาวะแบบนิ่ง โดยกากกาแฟโรบัสต้าสามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเนื่องจาก
กากกาแฟมีสารอาหารที ่จําเป็นที่เอื ้อต่อการผลิต แบคทีเรียลเซลลูโลสมากกว่าอาหารเลี้ยงเชื ้อสูตร
มาตรฐานเพียงอย่างเดียว จึงทําให้มีสมบัติการอุ้มน้ำที่ดี ซึ่งผลการศึกษา SEM พบว่าที่กำลังขยาย 70,000 
เท่า ethanol และ PEG6000 จะมีเส้นใยที่ติดกันไม่มีรูพรุน จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ช่ันของแบคทีเรียล
เซลลูโลสที่มีการเติมอาหารเสริมด้วยเครื่องฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปคโตรมิเตอร์ แสดงดัง
ภาพประกอบ 4.9 ซึ่งพบแถบการดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น 3350 cm-1 เกิดการยืดของหมู่ไฮดรอกซิล ซึ่ง
ซ้อนทับกับแถบการสั่นของหมู่ฟังก์ชั่นของหมู่เมททิล การดูดกลืนในช่วงเลขคลื่น2900 cm-1 แถบการ
ดูดกลืนที่ตำแหน่งเลขคล่ืน 1632 cm-1 เกิดแถบการส่ัน carbonyl amide และการดูดกลืนในช่วง 1045 
cm-1 เกิดการล่ันแบบยืดหดของหมู่ C-O-C และ C-O-H ซึ่งสัมพันธ์กับโครงสร้างหมู่ฟังก์ของแบคทีเรียล
เซลลูโลส ทำให้ยืนยันได้ว่าเซลลูโลสที่เกิดขึ้นจากการเติมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด นั้นเป็นแบคทีเรียล
เซลลูโลสจริง 

อีกทั้งยังมีโครงสร้างแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จากการเติมอาหารเสริมทั้ง 5 ชนิด พบว่า มีความ
บริสุทธ์ิ โดยเฉพาะเซลลูโลสที่ผลิตจากการเติมอาหารเสริมโรบัสต้ามีความบริสุทธ์ิมากที่สุดซึ่งอ้างอิงจาก
ค่า Lateral order index (LOI) ถึง 0.98 มีค่าเข้า ใกล้ 1 นอกจากนี้การนํากากกาแฟ โรบัสต้า อาราบิก้า 
และลิกนิน สามารถนํามาเป็นแหล่งในการผลิตเซลลูโลส อีกทั้งยังราคาถูก และเป็นการนําวัสดุเหลือใช้มา
ทําให้เกิดประโยชน์สูงสุดอีกด้วย 
 
ข้อเสนอแนะ :  
ข้อเสนอแนะเพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาต่อมีดังนี ้

1. ควรศึกษากับเช้ือแบคทีเรียสายพันธ์ุอื่นควบคู่กันไปด้วย 
2. ควรศึกษาปัจจัยต่างๆที่ส่งผลต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสของสายพันธ์ุแบคทีเรียลที่นำมา
ศึกษาในงานวิจัย
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