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ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด เริ่มตน (รอยละ) ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ ที่ 14 ชั่วโมง (รอยละ)
ปริมาณแอลกอฮอล (รอยละ) คาความเปนกรด-ดาง เริ่มตน
คาความเปนกรด-ดาง ที่ 14 ชั่วโมง  

 
ภาพที่ ก-1 ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด ปริมาณแอลกอฮอล และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญของ
เชื้อ K. fragilis TISIR 5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจากการกลั่นกรองชนิดและปริมาณสารอาหารที่
เติมในระดับสูง-ต่ํา  
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ปริมาณน้ําตาลทัง้หมดเร่ิมตน (รอยละ) ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด ที ่14 วนั (รอยละ)
คาความเปนกรด-ดาง (pH) เร่ิมตน คาความเปนกรด-ดาง (pH) ที ่14 วนั 

 
 
ภาพที่ ก-2 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญ
ของ A. xylinum TISTR 107 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อกล่ันกรองชนิดและปริมาณสารอาหารที่เติม
ในน้ําเวย   

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 

 

 
120 

0

0.5

1

1.5

2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้

ไบ
โอ

เซล
ลูโ

ลส
 (น้ํา

หนั
กเป

ยก
)

ไบโอเซลลโูลส รอยละ (กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร)
 

0
0.02
0.04
0.06
0.08
0.1

0.12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ

ไบ
โอ
เซล

ลโู
ลส

 (น
้ําหน

กัแ
หง

)

ไบโอเซลลโูลส รอยละ (กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร)
 

 

0
2
4
6
8

10
12

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้

ปร
ิมา
ณน

้ําต
าล
ทั้ง

หม
ด (ร

อย
ละ)

 คา
คว

าม
เปน

กร
ด-ด
าง

ปริมาณน้ําตาลทัง้หมดเร่ิมตน (รอยละ) ปริมาณน้ําตาลทัง้หมดที ่14 วนั (รอยละ)
คาความเปนกรด-ดาง (pH) เ ร่ิมตน คาความเปนกรด-ดาง (pH) ที ่14 วนั

 
 
ภาพที่ ก-3 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปนกรด-ดาง จากการเลี้ยง 
A. xylinum TISTR 107  ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ หลังทําการกลั่นกรองสารอาหาร ไดปจจัยหลักเปน 
น้ําตาลซูโครส และ กรดอะซิติก   
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ภาพที่ ก-4 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปนกรด-ดางจากการเจริญ
ของ  A. xylinum TISTR 107 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อศึกษาผลของสารอาหารที่เติม 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 

 

 
122 

0
2
4
6
8

10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้

ไบ
โอ

เซล
ลูโ

ลส
 (น้ํา

หนั
กเป

ยก
)

ไบโอเซลลโูลส รอยละ (กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร)
 

0

0.1

0.2

0.3

0.4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้

ไบ
โอ

เซล
ลูโ

ลส
 (น
้ําห
นัก

แห
ง)

ไบโอเซลลโูลส รอยละ (กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร)
 

 

0

5

10

15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
สูตรอาหารเลีย้งเชือ้

ปร
ิมา
ณน

้ําต
าล
ทั้ง

หม
ด (ร

อย
ละ)

 คา
คว

าม
เปน

กร
ด-ด
าง 

(pH
)

ปริมาณน้ําตาลทัง้หมดเร่ิมตน (รอยละ) ปริมาณน้ําตาลทัง้หมด ที ่14 วนั (รอยละ)
คาความเปนกรด-ดาง (pH) เ ร่ิมตน คาความเปนกรด-ดาง (pH) ที ่14 วนั  

ภาพที่ ก-5 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และ คาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญ
เพื่อสรางไบโอเซลลูโลสจากเชื้อ A. xylinum TISTR 107 เมื่อเจริญรวมกับเชื้อ K. fragilis TISTR 
5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ จากการกลั่นกรองสารอาหาร  
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ภาพที่ ก-6  ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปน กรด- ดางจากการเจริญ
รวมกันของเชื้อผสมระหวาง  A. xylinum TISTR107  และ K. fragilis TISTR 5695 ในสูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อ ศึกษาผลของปจจัยหลักคือ  กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และ (NH4)2HPO4  
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ภาคผนวก ข 
ภาพประกอบงานวิจัย 
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ภาพ ข-1 ลักษณะไบโอเซลลูโลสเปยก และลักษณะไบโอเซลลูโลสแหง  
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพ ข-2  ลักษณะการเจริญของไบโอเซลลูโลสที่เล้ียงในขวดรูปชมพู (ซาย) และอุปกรณที่ใช   
                เตรียมกลาเชื้อ A. xylinum เร่ิมตน (ขวา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ ข-3 เครื่องเขยาที่ใชในการทดลองดัดแปลงใหควบคมุอุณหภูมิอยูในชวง 30 องศาเซลเซียส 

ไบโอเซลลูโลสเปยก ไบโอเซลลูโลสแหง 
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ภาพ ข-4 โคโลนีเชื้อ Acetobacter aceti subsp.  xylinum TISTR 107 ที่เจริญใน HSA  

   และลักษณะติดสีแกรม 

 
ภาพ ข-5 โคโลนีเชื้อ Kluyveromyces marxianus var. marxianus TISTR 107 ที่เจริญใน YMA  

   และลักษณะการติดสีแกรม 
 

 
ภาพ ข-6 โคโลนีเชื้อ Acetobacter aceti subsp.  xylinum TISTR 107  และ  
               Kluyveromyces marxianus  var. marxianus TISTR 107  ที่เจริญใน HSA 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะหคุณภาพทางเคมี  
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1. การวิเคราะหหาปริมาณของแข็งท้ังหมด (AOAC, 2000) 
 
หลักการ 
 เปนการหาน้ําหนักที่เหลืออยูหลังจากการระเหยน้ําและสารที่ระเหยไดออกไปจาก
ผลิตภัณฑแลวภายใตอุณหภมูิที่กําหนด 
 
เคร่ืองมือและอุปกรณ 

1. ถวยอลูมิเนยีมหาความชื้นมฝีาปด (moisture can) 
2. เดซิกเคเตอร  (desicator)  ที่มีสารดูดความชืน้  
3. เครื่องชั่งไฟฟา  ช่ังน้ําหนกัไดละเอียด 0.1 มิลลิกรัม 
4. ตูอบไฟฟาควบคุมอุณหภูมไิด 

 
วิธีการวิเคราะห 

1. อบ  moisture can  พรอมฝาปดในตูอบไฟฟา  ที่อุณหภูม ิ100+2°ซ  นาน  30  นาที  ทาํ
ใหเย็นในเดซกิเคเตอร  ชั่งน้าํหนัก  (W1) 

2. ชั่งตัวอยางใหไดน้ําหนักแนนอน (2-3  กรัม)  ใสใน moisture can  ที่อบและชั่งน้ําหนัก
ไวแลว (W2) 

3. นํา moisture can  ที่ใสตัวอยางแลวไปอบในตูอบไฟฟา  ที่อุณหภูมิ 100+2°ซ  โดยเปด
ฝาออก  อบเปนเวลานาน 3 ชั่วโมง 

4. นําออกจากตูอบโดยปดฝาทนัทีและทําใหเย็นในเดซิกเคเตอร  ชั่งน้ําหนักไว  
5. นําเขาอบตออีกครั้งละ 1 ชั่วโมง  จนไดน้ําหนักคงที่   (W3) (น้ําหนักคงที่  หมายความ

วาผลตางของน้ําหนกัที่ชั่งทัง้ 2 คร้ังติดตอกันไมเกิน 2 มิลลิกรัม) 
6. บันทึกขอมูลและผลการคํานวณลงในแบบบันทึกผลการวิเคราะหหาของแข็งทั้งหมด  

ดังนี ้
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ปริมาณของแข็งทั้งหมด  รอยละของน้ําหนัก   =    
 
เมื่อ 
 W1 =   น้ําหนกัของ moisture can   (กรัม) 
 W2 = น้ําหนกัของ moisture can  และตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
 W3 = น้ําหนกัของ moisture can  และตัวอยางหลังอบ (กรัม) 

 
2.  การวิเคราะหโปรตีน/ไนโตรเจนทั้งหมดโดยวิธีเจลดาหล  (Kjeldahl  Method;  AOAC,  2000)   
 โปรตีนเปนสารประกอบไนโตรเจน  คํานวณไดจากปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดคูณกับ 
แฟคเตอรซ่ึงขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร 
 
หลักการ 
 ตัวอยางจะถูกยอยดวยกรดซัลฟูริคโดยใชคอปเปอรซัลเฟตและโพแทสเซียมซัลเฟตเปน
ตัวเรงปฏิกิริยาและเพิ่มอุณหภูมิ  ไนโตรเจนจะเปลี่ยนเปนแอมโมเนียและทําปฏิกิริยากับกรดซัลฟู
ริคไดแอมโมเนียมซัลเฟต  สวนคารบอนไดออกไซด  น้ํา  และซัลเฟอรไดออกไซดที่เกิดขึ้นจะ
ระเหยออกไป  ดังสมการ 
 
สารประกอบไนโตรเจน + H2SO4                              CO2    +    H2O  +  (NH4)2SO4   +   SO2 
 
 เมื่อเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดซ่ึงเปนดางแกลงไปในแอมโมเนียซัลเฟตและให
ความรอน  แอมโมเนียจะถูกปลอยออกมาและจะถูกจับในสารละลายกรดบอริค 
 
 
 
 

นําสารละลายที่กล่ันไดไตเตรทกับสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคเพื่อคํานวณปริมาณ
ไนโตรเจนทั้งหมด  สวนปริมาณโปรตีนคํานวณจากปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดคูณกับแฟคเตอรซ่ึง
ขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. เจลดาหลฟลาส   (Kjeldahl flask)  ขนาด 300-500  มิลลิลิตร 
2. ชุดกลั่นโปรตีน (Kjeldahl  distillation set) 
3. ชุดยอย  (Kjeldahl  digestion set) 
4. ตูดูดควนั 
5. บิวเรต  ขนาด  50  มิลลิลิตร 
6. สคูป  หรือ ถวยอลูมิเนียมมีฝาปด (moisture can) 
7. กระบอกตวง  ขนาด 100 มิลลิลิตร  

 
สารเคมี 

1. กรดซัลฟูริค  ความเขมขนรอยละ 98 (w/v) 
2. คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O)  ปราศจากไนโตรเจน 
3. โพแทสเซียมซัลเฟต  ปราศจากไนโตรเจน 
4. สารละลายโโซเดียมไฮดรอกไซด  ความเขมขนรอยละ 50 (w/v) 
5. สารละลายมาตรฐานซัลฟูริค  ความเขมขน 1 นอรแมล  มีอายุการเก็บรักษา  1  เดือน  

หากครบกําหนดเวลาแลวยังมีสารละลายมาตรฐานนี้เหลือมากพอสําหรับการใชงาน  
ใหทําการหาความเขมขนใหม (re-standardize)  หรือนําไปใชงานอื่นที่ไมตองการ
ทราบคาความเขมขนแนนอน 

6. อินดิเคเตอรผสม (mixed indicator)    ประกอบดวยสารละลายเมทิลเรด  (methyl red)    
ความเขมขนรอยละ  0.2  (w/v)  ในแอลกอฮอลผสมกับสารละลายโบรโมครีซอลกรีน  
(bromocresol green)  ความเขมขนรอยละ  0.2  (w/v)  ในแอลกอฮอล  อัตราสวน 1:5 

7. สารละลายกรดบอริค  ความเขมขนรอยละ 4  (w/v) 
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วิธีการวิเคราะห 
1. ชั่งตัวอยางนําหนักแนนอนโดยใชสคูปใสตัวอยาง  0.5-2.0  กรัม  และช่ังน้ําหนัก (W1)  

ถายตัวอยางลงในฟลาสเจลดาหล  แลวช่ังน้ําหนักสคูปที่ถายตัวอยางออกแลว  (W2) 
2. เติมคอปเปอรซัลเฟต  จํานวน 0.5  กรัม  และโพแทสเซียมซัลเฟต  จํานวน 15 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริคเขมขน  25  มิลลิลิตร  โดยเอียงขวดและคอยๆ รินกรดลงดานขางโดยรอบ  

เพื่อใหกรดชะลางตัวอยางที่อาจติดอยูดานขางลงไปใหหมด  เขยาเบาๆ  ปดปากฟลาส 
4. นําไปยอยในตูดูดควัน  ปรับความรอนใหอยูที่ระดับ 4  นาน 15 นาที  แลวเพิ่มความรอน

เปนระดับ 5  ยอยนาน 1 ช่ัวโมง  แลวเพิ่มความรอนขึ้นอีกคร้ังโดยปรับความรอนที่ระดับ 9  
ยอยตออีก 2 ชั่วโมง  ปดไฟ  ตั้งไวใหเย็นจะไดสารละลายใสสีเขียว 

5. นําฟลาสเจลดาหลที่ยอยเรียบรอยแลวในขอ 4   ไปกลั่นตอใน   Kjeldahl distillation set  
โดยปลายอีกดานหนึ่งจะเปนสารละลายบอริค  50 มิลลิลิตรที่เติมสารละลายอินดิเคเตอร
ผสม  6-10  หยด (เพื่อดักจับแอมโมเนียที่ไดจากการกลั่น) 

6. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดใหมีปริมาณมากเกินพอผานทางทอของ Kjeldahl 
distillation set  กล่ันแอมโมเนียจนสารละลายบอริคเปลี่ยนเปนสีฟาอมเขียว 

7. นําสารละลายที่กล่ันไดในขอ 6  ไปไตเตรทกับสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคจนไดจุด
ยุติคือสังเกตเห็นสีชมพูปรากฎขึ้นและสารละลายมีสีเทาอมมวง 

8. ทํา Blank เชนเดียวกับตัวอยาง 
9. ใหบันทึกขอมูล  การคํานวณ  และผลการคํานวณ  ในแบบบันทึกผลการวิเคราะหโปรตีน/

ไนโตรเจนทั้งหมด 
10. วิธีคํานวณปริมาณโปรตีน  ทําไดดังนี้ 
 

ปริมาณไนโตรเจน  รอยละของน้ําหนัก  =  [(Vs-Vb) X NH2SO4  X  1.4007] 
            (W1 – W2) 
เมื่อ 
Vs =  ปริมาณของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคที่ใชในการไตเตรทตัวอยางเปนมิลลิลิตร 
Vb =  ปริมาณของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริคที่ใชในการไตเตรท blank  เปนมิลลิลิตร 
NH2SO4  =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานกรดซัลฟูริค  เปนนอรแมล 
W1 =  น้ําหนักสคูปและตัวอยาง  เปนกรัม 
W2 =  น้ําหนักสคูปที่ถายตัวอยางออกแลว  เปนกรัม 
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ปริมาณโปรตีน  รอยละของน้ําหนัก  =  ปริมาณไนโตรเจน  รอยละของน้ําหนัก ×แฟคเตอร 
 

หมายเหตุ:   น้ํานมมีคาแฟคเตอรเปน  6.38 
 
3.  ปริมาณแอลกอฮอลดวยเคร่ือง Ebulliometer (Dujardin-Salleron, Paris)  (นัยทศัน, 2540) 

หาจุดเดือดของน้ํากลั่น 
เติมน้ํากลั่นประมาณ 50 มิลลิลิตรโดยตวงในกระบอกตวงตามขีดที่กําหนด ลงในคอลมัน 

เสียบดวยเทอรโมมิเตอร  เติมน้ําประปาในลงในสวนของเครื่องควบแนน (condenser) ตมน้ําใน
คอลัมนดวยตะเกยีงจําเพาะที่ไดมาตรฐานของเครื่อง เมื่อน้ําเดือดแลวใหอานคาอณุหภูมิคงที่ คาที่
อานไดนําไปปรับแผนสไลดโดยใหขีดศนูยของเสกลนอกตรงกับขีดอุณหภูมิที่เปนจุดเดือดของน้าํ
ในแผนสเกลใน 
 หาจุดเดือดของสารตัวอยาง 
 วิธีการทําเหมอืนกับการหาจดุเดือดของน้ํากล่ัน แตเปล่ียนน้ํากลั่นเปนสารตัวอยาง เมื่อ
ตัวอยางเดือดจนอุณหภูมิคงที่ อานคาเปอรเซ็นตแอลกอฮอลจากสเกลนอกที่ตรงกับขดีจุดเดือดของ
สารตัวอยางสเกลใน โดยทาํการทดลอง 2 ซํ้า  
 

4.  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงและน้ําตาลทั้งหมดใชวิธีของ Lane and Eynon (AOAC, 2000) 
 สารเคมีและวิธีการเตรียมสาร  
      ก) สารละลาย Carrez No.1  เตรียมโดยละลายซิงอะซีเตต ไดไฮเดรต  (Merck, 
 Germany) จํานวน 21.9 กรัม ในน้ํากลั่นที่มีกรดอะซีติก (Merck, Germany) จํานวน 3 มิลลิลิตร 
และปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

ข)  สารละลาย Carrez No.2 เตรียมโดยละลายโพแทสเซียมเฟอโรไซยาไนด (Merck, 
 Germany) จํานวน 10.6 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร 

ค)  สารละลาย  Fehling No.1  เตรียมโดยละลายคอปเปอรซัลเฟต (Merck, Germany) 
 จํานวน 69.278 กรัม ในน้ํากลั่น แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
 

ง)  สารละลาย Fehling No.2 เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอกไซดจํานวน 100 กรัม  
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และโพแทสเซียมโซเดียมตาเตรต (Merck, Germany) จํานวน 346 กรัม ในน้ํากลั่นและปรับปริมาตร
ใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 

จ) สารละลายเมทิลีนบูล ความเขมขนรอยละ 1 เตรียมโดยละลายเมทิลีนบูล  
(Merck, Germany) จํานวน 1 กรัม ในน้ํากล่ันและปรับปริมาตรให ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับ
ปริมาตร 

ฉ) สารละลายกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล เตรียมโดยตวงสารละลาย 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน (Merck, Germany)  จํานวน 564.33 มิลลิลิตร คอยๆ รินกรดลงในน้ํากล่ัน
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1,000  มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นในขวดปรับปริมาตร 

ช) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 5 นอรมัล เตรียมโดยละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซด (Merck, Germany) จํานวน 200 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นที่ตมไลกาซ
คารบอนไดออกไซดออกไป และปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรบัปริมาตร 
 
 วิธีการวิเคราะห 

ช่ังตัวอยางน้ําเวยประมาณ 13 กรัม เติม clearing agent คือ สารละลาย Carrez No.1 and 
No. 2 ลงไป อยางละ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันแลวปรับปริมาตรใหครบ 250 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน 
ตั้งทิ้งไว 20 นาที แลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 ("Whatman" เบอร 4 ขนาดเสนผานศูนยกลาง 
125 มิลลิเมตร) เก็บสารละลายที่กรองไดไวใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาล ดังตอไปนี้ 
 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน 
นําสารละลายตัวอยางที่เตรียมไวใสในบิวเรตขนาด 50 มิลลิลิตร ปเปตสารละลาย Fehling 

No.1 และ No.2  อยางละ 5 มิลลิลิตรใสในฟลาสคขนาด 250 มิลลิลิตร ใสแทงแมเหล็ก นําไปตั้งบน
เครื่อง Hot plate and magnetic stirrer จนเดือด หยดสารละลายเมทิลีนบลูลงไป 1-2  หยด ไตเตรท
กับสารละลายน้ําตาลตัวอยางจนสีน้ําเงินจางลง ไตเตรทตอจนสีฟาหายไปหมด เหลือตะกอนสีสม
แดง บันทึกปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใช ถาปริมาตรของสารละลายน้ําตาลที่ใชอยูในชวง 15-
50 มิลลิลิตร แสดงวาสารละลายตัวอยางมีความเขมขนเหมาะสม ทําการไตเตรทสารละลายตัวอยาง
ใหไดคาที่ถูกตองกับสารละลาย Fehling โดยปลอยสารละลายน้ําตาลจากบิวเรตลงไปทันที โดยใช
ปริมาตรนอยกวาที่ใชในการไตเตรทครั้งแรกประมาณ 1-2 มิลลิลิตร  ปลอยใหเดือดนาน 2 นาที 
หยดสารละลายเมทิลีนบลู 1 หยดไตเตรทจนสีฟาหายไปหมดเหลือตะกอนสีสมแดง บันทึกปริมาตร
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ของสารละลายน้ําตาลที่ใช ทําการทดลองตัวอยางละ 3 ซํ้า นําปริมาตรสารละลายน้ําตาลที่ใชมาหา
คาเฉลี่ยแลวนําไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลในสารละลายตัวอยางจากตารางมาตรฐาน  

 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซิงภายหลังการทําอินเวอรชัน 
ปเปตสารละลายตัวอยางมา 50 มิลลิลิตร ใสในฟลาสคขนาด 100 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

กรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6.34 นอรมัล ลงไป 10 มิลลิลิตร แลวนําไปไฮโดรไลซในอาง
ควบคุมอุณหภูมิ (Water bath "Gallenkamp", England) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั้นนํามาทําใหเย็น แลวปรับคาพีเอชใหเปนกลางดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขน 5 นอรมัล แลวปรับปริมาตรสารละลายใหได 100 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน นําสารละลาย
ตัวอยางนี้ใสลงในบิวเรต ทําการไตเตรทกับสารละลาย Fehling เชนเดียวกับการหาปริมาณน้ําตาล
รีดิวซิงกอนการทําอินเวอรชัน 

 

 น้ําตาลซูโครส (%) = (D2 - D1) × 0.95 
      น้ําตาลทั้งหมด (%) = เปอรเซ็นตน้ําตาลซูโครส + D1   
                   เมื่อ  D1 = เปอรเซ็นตน้ําตาลกอนการทาํอินเวอรชัน 
   D2 = เปอรเซ็นตน้ําตาลภายหลังการทําอินเวอรชัน 
 
 
5.  วิเคราะหปริมาณไบโอเซลลูโลส   (Krusong et al., 2004) 

 สารเคมีท่ีใชและวิธีการเตรียมสาร (น้ําหนักแหง)  
เตรียมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขน 0.5 นอรมัล เตรียมโดยละลายโซเดียมไฮดรอก
ไซด (Merck, Germany) จํานวน 20 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นที่ผานการตมไลกาซ
คารบอนไดออกไซดออกโดยตมใหเดือดกอนใช (ตมนาน 20 นาที)   และปรับปริมาตรใหครบ 
1,000 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
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 วิธีการวิเคราะห 
 แยกไบโอเซลลูโลสจากอาหารเลี้ยงเชื้อ ลางดวยน้ําใหความรอนที่ อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเชียส 30 นาที ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 นอรมัล ลางดวยน้ําแชน้ําทิ้งไว  
24 ชั่วโมงลางดวยน้ํา ช่ังน้ําหนัก (น้ําหนักเปยก/ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) จากนั้นนําไบโอเซลลูโลส
ไปอบแหงที่อุณหภูมิ 60-65 องศาเชลเชียส นาน 24 ชั่วโมง ทําใหเย็นที่อุณหภูมิหอง จากนั้นชั่ง
น้ําหนัก (น้ําหนักแหง/ปริมาตรอาหารเลี้ยงเชื้อ) 

 

6.  คาความเปนกรด-ดาง (pH-meter) (AOAC, 2000) 
 

ตัวอยางเวยที่ผานการหมักที่เวลา 14 วัน วัดคาความเปนกรด-ดาง (pH) โดยใช เครื่องวัดความ
เปนกรด-ดาง (Consort, Model C 830, Belgium) ซ่ึงไดมีการปรับคามาตรฐานดวยสารละลาย
มาตรฐานที่มีความเปนกรด-ดางเทากับ 4.00 และ 7.00 (Merk,Germany) นํา probe จุมลงในตัวอยาง
เวยที่ไดจากการเลี้ยงเชื้อ ทําการวัด 2 ซํ้า แลวหาคาเฉลี่ย  

 

7.  การวิเคราะหหาปริมาณกรดทั้งหมด (Total titrable acidity) (AOAC, 2000) 
สารเคมีท่ีใชและวิธีการเตรียมสาร 
 

  ก) สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล  เตรียมโดยชั่ง
โซเดียมไฮดรอกไซด (Merck, Germany) มาจํานวน 4 กรัม ใชเครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง 
(Analytical balance, Sartorius analytic : Model A Germany) ละลายในน้ํากล่ันที่ผานการตมเดือด
และปลอยทิ้งไวใหเย็น ปรับปริมาตรใหครบ 1,000 มิลลิลิตร ดวยน้ํากล่ัน นําสารละลายดางที่ไดไป
เปรยีบเทียบความเขมขนกับสารละลายมาตรฐาน Potassium hydrogen phthalate (Merck, Germany) 
ความเขมขน 0.1 นอรมัล เพื่อหาความเขมขนที่แทจริงของสารละลายดาง 
 

ข) สารละลายฟนอลฟทาลีน ความเขมขนรอยละ 1 เตรียมโดย ช่ังฟนอลทาลีน 
( Merck, Germany) จํานวน  1 กรัม ละลายในเอทานอลบริสุทธิ์ (Merck, Germany) จํานวน 60 
มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให ครบ 100 มิลลิลิตร ในขวดปรับปริมาตร 
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 วิธีการวิเคราะห 
1.  ใชปเปตดูดตัวอยางมา 1 กรัมหรือ 1 มิลลิลิตร ใสลงในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลิตรเติม

น้ํากลั่น 9 มิลลิลิตร 
2.  หยดสารละลายฟนอฟธาลีน ประมาณ 2-3 หยดเปนอนิดิเคเตอร 
3.  นําไปไตเตรทกับสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 นอรมัล จน

สังเกตเห็นจุดยุติเปนสีชมพอูอน บันทึกปริมาณสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใช จากนั้น
คํานวณหาเปอรเซ็นตกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซติิกดังนี ้

 
การคํานวณปริมาณกรด (เปอรเซ็นต) 

 

        =  ความเขมขนของ NaOHxปริมาตร NaOH ที่ใช (ml) xกรัมสมมูลของกรดอะซิติก x 100 

        ปริมาตรตัวอยางที่ใช (ml) x 100 
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ภาคผนวก ง 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

และวิธีการปรบัปริมาตร Adjustable air-displacement pipette  
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1. การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Histrin and Schramm  Broth (HS broth) (Yang et al., 1998) 
      Glucose  20 กรัม 

 Yeast extract  5 กรัม 

Peptone  5 กรัม 

Na2HPO4  2.7 กรัม 

Citric acid  1.15 กรัม 

ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาทีใช กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0  

 

2.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Histrin and Schramm  Agar (HS Agar)  
เตรียมเชนเดียวกับ HS-broth แตเติมผงวุน 20 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร 

ดวยน้ํากลั่น จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ใช HCl ปรับคาความเปน
กรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0  

 

3.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Malt Extrac Broth (YMB) (TISTR, 1995) 
Yeast Extract  3.0 กรัม 

Malt Extract   3.0 กรัม 

Peptone   5.0 กรัม 

Glucose  10 กรัม 

ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ันนึ่ง ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาที ใช HCl ปรับคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 6.0  
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4.  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Malt Extrac Agar (YMA) 
 เตรียมเชนเดียวกับ YMB แตเติมผงวุน 15 กรัมตอลิตร ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํา
กล่ัน จากนั้นนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ใช HCl ปรับคาความเปน 
กรด-ดางเริ่มตนเทากบั 6.0  

 

5.  การเตรียม Maximum discovery diluent 
NaCl    8.5 กรัม 

Peptone   1 กรัม 

 ปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํากล่ัน  นึ่งฆาเชื้อที่ อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  
นาน 15 นาที  
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วิธีการปรับปรมิาตร Adjustable air-displacement pipette  
 

วิธีการปรับปริมาตร Adjustable air-displacement pipette (pipetteman)  ทําดังนี ้
1. นํา pipettman ปรับเสกลใหเทากับปริมาตรที่ตองการใชจริง 
2. นําบีกเกอรเปลาวางและทําการปรับศูนยบนเครื่องชั่ง  
3. นํา pipettman ดูดน้ํากลั่น จากนั้นนําน้ํากลัน่ไปชั่งน้ําหนกั โดยปลอยน้าํกลั่นลงบน 

บีกเกอรที่ผานการปรับศูนยอยูบนเครื่องชัง่ โดยการดดูน้ํากลั่นในแตละครั้งตองเปลี่ยน 
pipet-tip ใหมทุกครั้ง 

4. ทําการปรับเสกล pipettman ดูดน้ํากลั่นชั่งน้ําหนกัจนกระทั่งไดน้ําหนกัน้ํากลั่นเทากบั
ปริมาตรที่ตองการใชจริง เชน ตองการดูดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตองทําการปรับเสกล 
pipettman จนกระทั่งดดูน้ํากลั่นไดเทากับ 1 กรัม  
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ภาคผนวก จ 

การคํานวณทางสถิติ และตัวอยางการแปรผลการทดลองทางดานจุลินทรีย 
โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman  
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การใชรีเกรสชนัเชิงเสนหลายตัวแปรสาํหรับการวิเคราะหผล Fractional Factorial ท่ีมีแผนการ
ทดลองแบบ Plackett and Burman 
 

การใชแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman นั้นใชสําหรับการศึกษาเพื่อคัดเลือก 
กล่ันกรองปจจัย (screening) กลาวคือ จากแผนการทดลองทําใหสามารถวิเคราะหถึงปจจัยที่มี
ผลกระทบหลัก (Main effect) เทานั้น แตไมสามารถศึกษาถึงผลของ Interaction ตาง ๆ ที่เกิดขึ้นใน
การทดลองได สําหรับชุดทดลอง (experiment) นั้น มีอนุกรมเปนจํานวนเทาของ 4 (4N) เชน 4, 8, 
12, 16 และ 20 เปนตนโดยการทดลองที่มี ตัวแปรหรือปจจัยที่ตองการศึกษา (N) ตาง ๆ มี Initial 
block  แตกตางกัน การใช Initial block  โดยกําหนดชุดทดลองแรก (Initial block) จากนั้น 
ชุดทดลองตอไปกําหนดในลักษณะโครงสรางวน (Cyclic Construction) คือนํารหัสที่ตัวที่สองของ 
Initial block  ขึ้นมาเปนรหัสตัวแรกของชุดทดลองถัดไปแลววนใหครบ N-1 รอบ โดยชุดทดลอง
สุดทาย (ชุดทดลองที่12) กําหนดรหัสในแตละปจจัยเปนระดับต่ํา (-)  อยางไรก็ตามการเลือกจํานวน 
N สําหรับการทดลองใด ๆ ขึ้นอยูกับจํานวนตัวแปรและปจจัยที่ศึกษา เชน หากมีตัวแปรหรอืปจจยัที่
สนใจศึกษาจํานวน 9 ปจจัย จํานวน N ที่เหมาะสมคือ 12 หากปจจัยที่ศึกษามี 7 ปจจัย จะไมสามารถ
ใช N = 8 ได เพราะ degree of freedom ของปจจัยจะเปน 7 และรวมกับ intercept อีก 1 จะเปน 8 
เนื่องจากไมมี degree of freedom เหลือเพื่อใชทดสอบความแปรปรวนจึงตองใชชุดทดลองจํานวน 9 
เปนอยางนอย ดังนั้น จําเปนตองเลือก N ถัดไปเทากับ 12 หรือมากกวาแทน  (อิศรพงษ, 2545) 
 
การวิเคราะหทางสถิติ 

คาเฉลี่ยคุณภาพแตละลักษณะในชุดทดลองจะนํามาหาผล (Effect)  ของตัวแปร หรือ
ปจจัยทดลองที่มีตอลักษณะนั้น ๆ ดังสมการตอไปนี้ 
 
ผลของตัวแปร หรือ ปจจัย =  ผลตอบสนองเมื่อใชที่ระดับสูง            ผลตอบสนองเมื่อใชที่ระดับต่ํา 
        จํานวนสิ่งทดลองที่ใชระดับสูง           จํานวนสิ่งทดลองที่ใชระดับต่ํา 
 

ผลของ  Dummy (Effect  of  Dummy)  จะถูกนํามารวมกันเพื่อประมาณคาความ
แปรปรวนของผลจากปจจัยตาง ๆ ดังนี้ 

 
ความแปรปรวน  (Varience  of  effect) =     (ผลรวมของ  Dummy)2 

               จํานวนของ Dummy 
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ดังนั้น  คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐานจากผลของ Dummy  คํานวณไดดังนี้ 
 
คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน   =   (ความแปรปรวน)1/2 

 
ความแตกตางทางสถิติของแตละปจจัยสามารถคํานวณไดโดยใช  t-test 
t-value  =       ผลของปจจัยแตละปจจัย 

           ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
 

การทดสอบความแตกตางทางสถิติทําไดโดยนําคา t-value  ที่คํานวณไดไปเปรียบเทียบกับ  
ตารางคา  t-test  ที่มีคา Degree  of  freedom  เทากับจํานวนของ Dummy  ในการทดลอง  และมี
ระดับความเชื่อมั่นของการทดสอบคือรอยละ  85  หรือ  p≤0.15  เหตุที่ใชระดับความเชื่อมั่นต่ําก็
เพื่อลดการมองขามปจจัยที่นาจะมีความสําคัญดวย (ไพโรจน, 2539) จากการวิเคราะหเครื่องหมาย
ของคาสัมประสิทธิ์ หรือคา Student’s t บอกใหทราบวาปจจัยดังกลาว สงอิทธิพลแบบแปรตาม 
(เปนบวก) หรือแปรผกผัน (เปนลบ) กับตอบสนอง (response variable) ที่ไดจากการทดลอง การที่มี
อิทธิพลแบบแปรตาม แสดงวา หากใชปจจัยนั้นเพิ่มขึ้น ยอมทําใหคาสังเกตเพิ่มขึ้นดวย หากสง
อิทธิพลแบบแปรผกผัน แสดงวา การใชปจจัยนั้น ๆ เพิ่มขึ้น ยอมทําใหคาสังเกตที่ไดลดลง  การ
เลือกปจจัยที่นําไปศึกษาตอควรจะพิจารณาถึงวัตถุประสงคของการวิจัยหรือทดลองเปนสําคัญ 
(อิศรพงษ, 2545)  
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ผลของสารอาหารที่เติมในน้ําเวยตอการผลิตแอลกอฮอลจากเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 
 
 ผลการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตแอลกอฮอลของเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 โดยมี
ปจจัยที่ตองการศึกษาทั้งหมด 5 ปจจัยไดแก น้ําตาลซูโครส,  (NH4)2HPO4,  (NH4)2SO4, MgSO4 
และปริมาณกลาเชื้อ เพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะเขยาที่ 120 รอบ/นาที นาน 16 ช่ัวโมงโดยทําการ
กล่ันกรองปจจัยโดยใชแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman ผลการทดลองดังแสดงในตาราง จ-1 
 
ตารางที่ จ-1 ปริมาณแอลกอฮอลที่เชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ผลิตไดในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณแอลกอฮอล (รอยละ) 
1 3.23 +0.28 
2 2.96 +0.19 
3 2.64 +0.10 
4 2.25 +0.21 
5 2.09 +0.14 
6 3.00 +0.23a 
7 2.28 +0.13 
 8 2.63 +0.11 
9 2.68+0.12 
10 2.11 +0.18 
11 2.56 +0.13 
12 2.50 +0.14 

หมายเหตุ : ขอมูลแสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 3 ซํ้า + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
:อักษรภาษาองักฤษที่แตกตางกันในสดมภเดยีวกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 

 นําคาเฉลี่ยปริมาณแอลกอฮอลที่ไดจากตาราง จ-1 ปอนขอมูลในโปรแกรมสําเร็จรูป 
Plackett and Burman (N=12) จากนั้นโปรแกรมจะทําการวิเคราะหผล โดยรายงานผลทางสถิติใน
รูปของคา Student-T (t) ดังแสดงในตาราง จ-2  
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ตารางที่ จ-2  คา t ที่วิเคราะหผลจากการเติมสารอาหารและกลาเชื้อในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อตอการ 
 ผลิตแอลกอฮอลจากเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  
 

Response Variable Input Variable 
ปริมาณแอลกอฮอล  

น้ําตาลซูโครส 0.360 
(NH4)2HPO4 -0.031 
(NH4)2SO4 -0.649 
MgSO4 0.869 
ปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  3.285 e 

หมายเหตุ : คา Degree  of  freedom  เทากับ 6 
  : อักษร  e หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ  95  มีคา t-table  เทากับ  2.447 
 
 จากตาราง จ-2 พบวาการเติมปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 มีผลตอปริมาณ 
แอลกฮอลที่เชื้อผลิตไดมากที่สุดแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมันรอยละ95 
(t=2.447) โดยการพิจารณาความแตกตางทางสถิตินี้ดูจากคา t คือการทดลองนี้พบวาปริมาณกลาเชื้อ
เร่ิมตนมีคา t จากการคํานวณเทากับ 3.285 ซ่ึงทีคามากกวาคา t ตารางที่มีคาเทากับ 2.447  
(ตารางคา t-test)  แสดงวาปริมาณกลาเชื้อเริ่มตนมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมันรอยละ95  
 ดังนั้นสรุปไดวาปจจัยหลักคือปริมาณกลาเชื้อเร่ิมตนเนื่องมากมีผลมากตอเชื้อ K. fragilis 
TISTR 5695 ในการผลิตแอลกอออลจะนําไปศึกษาหาปริมาณการเติมที่เหมาะสมตอไป และปจจัย
รองคือปจจัยที่มีผลนอยตอเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ในการผลิตแอลกอออล ในงานทดลองนี้ 
คือ น้ําตาลซูโครส, (NH4)2HPO4,(NH4)2SO4 และ MgSO4 ซ่ึงจะเลือกเติมที่ระดับต่ํา หรือจะไมเติม
ขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของงานวิจัยเปนหลัก  
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ผลศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอเซลลูโลสจากเชื้อ A. xylinum TISTR 107  เมื่อทดลอง
เล้ียงในสภาวะเชื้อผสมระหวาง  A. xylinum TISTR 107  และ K. fragilis TISTR 5695 เพื่อผลิตไบ
โอเซลลูโลส  

 
การศึกษาสูตรอาหารและสภาวะที่ เหมาะสมตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของเชื้อ 

 A. xylinum TISTR 107 เมื่อทําการเจริญรวมกับ K. fragilis TISTR 5695 โดยใชแผนการทดลอง
แบบ  Plackett and Burman  ซ่ึงประกอบดวยส่ิงทดลองทั้งหมด  12  เมื่อพิจารณาผลของสารอาหาร
และกลาเชื้อ ที่ระดับความเช่ือมันตั้งแตรอยละ 75 ขึ้นไป ตอปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตได 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรดดาง โดยกําหนดใหปริมาณโบโอเซลลูโลสที่
เชื้อผลิตพิจารณาเปนคาตอบสนอง  (response variable) ที่สําคัญที่สุดในการพิจารณาคัดเลือกปจจัย
ที่มีผลมาก และปจจัยที่มีผลนอย แสดงผลการทดลองในตอนที่ 4.7.1  แตเมื่อทําการพิจารณาผลของ 
สารอาหารและกลาเชื้อตอ ปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตได ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และ
คาความเปนกรดดาง  โดยเมื่อพิจารณาคาตอบสนอง คือ ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดาง ที่มีความสําคัญเทากันในการพิจารณาเพื่อทําการคัดเลือก
ปจจัยที่มีผลมาก และปจจัยที่มีผลนอย จากการเจริญของเชื้อ  A. xylinum TISTR 107 เมื่อทําการ
เจริญรวมกับ K. fragilis TISTR 5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ดังแสดงผลคา t ในตารางที่ จ-3  

 
จากผลการทดลองตามตารางที่ จ-3 สามารถแบงปจจัยได 2 แบบ คือ 
1.   ปจจัยหลัก  (Major  factors)  เปนปจจัยที่มีผลมากที่สุดตอการสรางไบโอเซลลูโลส 

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญรวมกันของเชื้อ A. xylinum 
TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p≤0.15) ซ่ึงมี 4 ปจจัยไดแก  

- ปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107  พบวาการเพิ่มปริมาณกลาเชื้อ  
A. xylinum TISTR 107 ทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และไบโอเซลลูโลส
เพิ่มขึ้น   (p≤0.25)  

- กลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 พบวาการเพิ่มปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 
5695 ทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดางลดลง 
(p≤0.25) แตไมมีผลตอปริมาณไบโอเซลลูโลส (p>0.25)    

- ปริมาณ  (NH4)2HPO4พบวาการเพิ่มปริมาณ  (NH4)2HPO4 ใหปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลือและปริมาณไบโอเซลลูโลสลดลง และมีคาความเปนกรด-ดางที่
เพิ่มขึ้น (p≤0.25) 
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- ปริมาณน้ําตาลซูโครส  พบวาการเพิ่มปริมาณน้ําตาลซูโครส ทําใหปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเพิ่มขึ้น (p≤0.25) แตไมมีผลตอปริมาณไบโอเซลลูโลส 
และมีคาความเปนกรด-ดาง (p>0.25) 

 
ปจจัยหลักจะทําการทดลองหาระดับที่เหมาะสมตอไป  โดยผันแปรชวงระดับที่ทดลอง

เปนดังนี้ ศึกษาปจจัยสารประกอบในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 น้ําตาลซูโครส   ชวงระดับทดลองเดิมคือรอยละ 0-10 

กําหนดใหมเปนรอยละ  0-7 
 ปริมาณ (NH4)2HPO4  ชวงระดับทดลองเดิมคือรอยละ 0.1-0.5  

กําหนดใหมเปนรอยละ  0.3-0.7 
 

 ศึกษาปจจัยปริมาณเชื้อเริ่มตน 
 

 ปริมาณเชื้อ A. xylinum TISTR 107  ชวงระดับทดลองเดิมคือรอยละ 5-10 
กําหนดใหมเปนรอยละ  2-8 

 ปริมาณเชื้อ K. fragilis  TISTR 5695   ชวงระดับทดลองเดิมคือรอยละ 2-6  
 กําหนดใหมเปนรอยละ  4-8  

 
2.  ปจจัยรอง (Minor  factors)  เปนปจจัยที่มีผลนอยตอ ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณ

น้ําตาลที่เหลือ และคาความเปนกรดดาง สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  จากการเจริญรวมกันของเชื้อ  
A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p≤0.15) ซ่ึงมี 1 ปจจัยไดแก  

- ปริมาณ  MgSO4 พบวาการเพิ่มปริมาณ MgSO4 ไมมีผลกระทบตอคาปริมาณ 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ ไบโอเซลลูโลสที่ผลิตได และคาความเปนกรด
ดาง (p>0.25) 

สามารถกําหนดระดับการใชไดดังนี้ 
 

 ปริมาณ  MgSO4   ใชระดับต่ํา  คือรอยละ  0 
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ตารางที่ จ-3 คา t ที่ไดจากผลของการเติมสารอาหาร และปริมาณกลาเชือ้ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 ตอปริมาณเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดาง จากการ 
 เจริญของเชื้อผสมระหวาง A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695  
 

Response Variable  
Input Variable ไบโอเซลลูโลส 

 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่
เหลือ 

คาความเปนกรด-ดาง 
 

น้ําตาลซูโครส 0.728 6.993e -0.106 
A. xylinum  1.316a 2.966e -0.769 
K. fragilis  -0.652 -2.827e -1.833c 
(NH4)2HPO4 -1.452b -3479e 6.492e 
MgSO4 -0.708 0.173 -0.840 

หมายเหตุ : คา Degree  of  freedom  เทากับ  6 
  : ตัวอักษรภาษาอังกฤษแสดงถึงระดับความมีนัยสําคัญดังนี้ 
  a หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ 75  มีคา t-table  เทากับ  1.273 
  b หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ  80 มีคา t-table  เทากับ  1.440 
  c หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ  85  มีคา t-table  เทากับ  1.650 
  d หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ  90  มีคา t-table  เทากับ  1.943 
  e หมายถึงมีระดับความเชื่อมั่นรอยละ  95  มีคา t-table  เทากับ  2.447    
                                                                                                                                                                                         

ผลของปจจัยทดลองที่มีตอตอปริมาณเซลลูโลสของ A. xylinum TISTR 107   ปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญรวมกับเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  
แสดงผลในตารางที่ จ-3 และตารางที่ 4.17 อธิบายไดดังนี้ 

 
น้ําตาลซูโครส  ที่ใชเติมมีผลกระทบคือ พบวาการเพิ่มปริมาณน้ําตาลซูโครส ทําใหปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลือเพิ่มขึ้น (p≤0.25) ดังนั้นการเติมน้ําตาลที่ระดับสูงคือรอยละ 10 มีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลือเฉลี่ยที่ 14 วัน เทากับรอยละ 5.38+0.07 มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตไดเฉลี่ย
รอยละ 1.4257+0.93 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.0671+0.05 กรัมน้ําหนักแหง/
ปริมาตร คาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 5.02+0.40 และการเติมน้ําตาลซูโครสที่ระดับต่ําคือรอย
ละ 0 (ไมเติมน้ําตาลซูโครส) มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเฉลี่ยที่ 14 วัน เทากับรอยละ 0.34+0.03 
มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตได เฉลี่ยเทากับ 0.5857+0.54  กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร 
คิดเปนรอยละ 0.0228+0.05  กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และคาความเปนกรด-ดางเฉลี่ยเทากับ 
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5.04+0.68 ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.19 เนื่องจากการเติมน้ําตาลที่ระดับต่ํา มีปริมาณน้ําตาลที่
เหลือนอยกวาการเติมน้ําตาลที่ระดับสูง ซ่ึงเปนผลเนื่องจากเชื้อมีการเจริญและใชน้ําตาลไดดีกวา
การเติมน้ําตาลซูโครสที่ระดับสูง ดังนั้นการทดลองตอไปจึงกําหนดน้ําตาลที่ระดับต่ําคือรอยละ0  
 
ปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107  ที่ใชเติมมีผลกระทบคือ พบวาการเพิ่มปริมาณกลาเชื้อ  
A. xylinum TISTR 107 ทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และไบโอเซลลูโลสเพิ่มขึ้น   (p≤0.25) 
ผลการทดลองพบวาเมื่อเติมกลาเชื้อ  A. xylinum TISTR 107  ที่ระดับสูงคือรอยละ 10 มีปริมาณ
น้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเฉลี่ยท่ี 14 วัน เทากับรอยละ 3.93+3.92 และมีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิต
ได เฉลี่ยเทากับ 1.9363+3.09 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปน 0.0863+0.15 กรัมน้ําหนักแหง/
ปริมาตร และการเติมน้ําตาลซูโครสที่ระดับต่ําคือรอยละ 5 มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเฉลี่ยที่ 
14 วัน เทากับรอยละ 1.79+2.83 และมีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตได เฉลี่ยเทากับ 0.0762+0.09 
กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.0036+0.00 กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และมีคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 4.97+0.67, 5.09+0.39 ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.19 จะเห็นวาการเติม
ปริมาณกลาเชื้อที่ระดับสูงคือรอยละ 10 ใหปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เช้ือผลิตไดมากกวาการเติมที่
ระดับต่ํา แตมีปริมาณน้ําตาลที่เหลือมากกวาการเติมที่ระดับต่ํา ซ่ึงเปนผลเนื่องจากเชื้อมีการเจริญ
และใชน้ําตาลไดดีกวาการเติมกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 ที่ระดับสูงดังนั้นการทดลองตอไปจึง
กําหนดใหใชปริมาณเชื้อ A. xylinum TISTR 107 ที่ระดับต่ํา  
 
ปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ที่ใชเติมมีผลกระทบคือ พบวาการเพิ่มปริมาณกลาเชื้อ  
K. fragilis TISTR 5695 ทําใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปนกรด-ดางลดลง 
(p≤0.25) การใชปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ที่ระดับสูงคือรอยละ 6 มีปริมาณน้ําตาล
ทั้งหมดที่เหลือเฉล่ียที่ 14 วัน เทากับรอยละ 1.84+2.31  มีปริมาณไบโอเซลลูโลสท่ีผลิตได  เฉล่ีย
รอยละ 0.6419+1.26  กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ  0.0251+0.05 กรัมน้ําหนักแหง/
ปริมาตร และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 4.90+0.59 และเมื่อเติมกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 
ระดับต่ําคือรอยละ 2  มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือเฉลี่ยที่ 14 วัน เทากับรอยละ 3.88+4.28 มี
ปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดเฉล่ียรอยละ 1.3706+3.12 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตรคิดเปน 
รอยละ0.0647+0.15 กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.16+0.49  
ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.19   เนื่องจาก K. fragilis TISTR 5695 ที่ระดับสูงมีปริมาณน้ําตาลที่
เหลือ และคาความเปนกรด-ดางนอยกวาการเติม K. fragilis TISTR 5695 ที่ระดับสูง ซ่ึงเปนผล
เนื่องจากการเจริญเติบโตไดดีกวาของเชื้อ ดังนั้นการทดลองตอไปจึงกําหนดใหใชปริมาณเชื้อ 
 K. fragilis TISTR 5695 ที่ระดับสูง 
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(NH4)2HPO4 ที่ใชเติมมีผลกระทบคือ พบวาการเพิ่มปริมาณ (NH4)2HPO4 ใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด
ที่เหลือและปริมาณไบโอเซลลูโลสลดลง และมีคาความเปนกรด-ดางที่เพิ่มขึ้น (p≤0.25) พบวาการ
ใชปริมาณ (NH4)2HPO4 ที่ระดับสูงคือรอยละ 0.5 มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือที่ 14 วันเฉลี่ย 
เทากับรอยละ 1.61+2.39 มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดเฉลี่ยรอยละ 0.0259+0.05 กรัมน้ําหนัก
เปยก/ปริมาตรคิดเปนรอยละ  0.00008+0.00 กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และคาความเปนกรด-ดาง
เทากับ 5.49+0.16 และการติม(NH4)2HPO4 ที่ระดับต่ําคือรอยละ 0.1 มีปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ
ที่ 14 วันเฉลี่ยเทากับรอยละ 4.11+4.08 มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดเฉลี่ยรอยละ 1.9866+3.05 
กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.0891+0.14 กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และคาความเปน
กรด-ดางเทากับ 4.57+0.32  ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 4.19  เนื่องจากการเติม (NH4)2HPO4  ที่
ระดับสูง ใหปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือลดลง ดังนั้นการทดลองใหตอนตอไปจึงกําหนด 
(NH4)2HPO4  ที่ระดับสูง  
 
MgSO4  ที่ใชเติมมีผลกระทบคือ พบวาการเพิ่มปริมาณ MgSO4 ไมมีผลกระทบตอคาปริมาณ 
ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ ไบโอเซลลูโลสที่ผลิตได และคาความเปนกรดดาง (p>0.25)  โดย
พบวาการเติม MgSO4 ที่ระดับสูงคือรอยละ  0.05 มีปริมาณ น้ําตาลทั้งหมดที่เหลือที่ 14 วันเฉลี่ย
เทากับรอยละ  2.92+23.06  มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดเฉลี่ยรอยละ  0.6021+1.27  
กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.0234+0.05 กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร และมีคาความ
เปนกรด-ดางเทากับ 4.97+0.62 และการเติม MgSO4ระดับต่ําคือไมมีการเติม MgSO4 มีปริมาณ 
น้ําตาลทั้งหมดที่เหลือที่ 14 วันเฉลี่ยเทากับรอยละ 2.80+4.10 ตามลําดับ มีปริมาณไบโอเซลลูโลสที่
ผลิตไดเฉลี่ยรอยละ 1.4104+3.11 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.0664+0.15 กรัม
น้ําหนักแหง/ปริมาตร และมีคาความเปนกรด-ดางเทากับ  5.09+0.48 ดังแสดงในตารางที่ 4.17 และ 
4.19   เนื่องจากการเติม  MgSO4 ไมมีผลกระทบตอคาปริมาณปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ  
ไบโอเซลลูโลสที่ผลิตได และคาความเปนกรดดาง (p>0.25) ดังนั้นการทดลองใหตอนตอไปจึง
กําหนด MgSO4 ที่ระดับต่ํา (คือไมเติม MgSO4)  
 

ทําการศึกษาโดยแยกทําการศึกษาครั้งละ 2 ปจจัย โดยกําหนดทําการทดลอง   สารประกอบ 
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ คือ ปริมาณน้ําตาลซูโครส กับ ปริมาณ (NH4)2HPO4  และการทดลองในสวนของ
ปริมาณเชื้อเริ่มตน คือ ปริมาณเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และ ปริมาณเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  
โดยศึกษาสภาวะการเจริญเติบโตของเชื้อ  A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 ใน
น้ําเวย ที่ระดับความเชื่อมั่นทางสถิติตั้งแตรอยละ  75  ขึ้นไป      (p≤0.25)  การศึกษาเลือกที่ระดับ
ความเชื่อมั่นที่ต่ํากวา รอยละ 85 เนื่องจากปจจัยที่ทําการศึกษามีความสําคัญโดยเฉพาะปริมาณเชื้อ 
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A. xylinum TISTR 107 ซ่ึงถาพิจารณาที่ ระดับความเชื่อมั่นที่รอยละ 85 ปจจัยที่มีความแตกตางจะมี
เพียง ปริมาณเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 เร่ิมตนที่ถูกกําหนดในระดับสูง คือรอยละ 6 และ ปริมาณ 
(NH4)2HPO4 ที่ถูกกําหนดในระดับสูง คือรอยละ 0.5 ดังแสดงในตาราง 4.12 ซ่ึงเมื่อทําการทดลอง
พบวาไมมีการสรางไบโอเซลลูโลสในแตละสิ่งทดลองทั้งนี้เนื่องจากปริมาณเชื้อ K. fragilis TISTR 
5695 เร่ิมตน ที่มากเจริญอยางรวดเร็วเนื่องจากสภาวะในการเลี้ยงแบบเขยาใน 14 ช่ัวโมงแรกทําให 
K. fragilis TISTR 5695 สามารถเพิ่มจํานวนเซลลไดอยางรวดเรว็ และหลังจากตั้งทิ้งไวนาน 14 วัน 
K. fragilis TISTR 5695 สามารถสรางแอลกอฮอลไดอีก สงผลให A. xylinum TISTR 107 ไม
สามารถเจริญไดเนื่องจาก A. xylinum TISTR 107 ถูกกําหนดในระดับต่ําคือรอยละ 5 ดังนั้นการ
เลือกระดับความเชื่อมั่นที่ต่ําลงมาในระดับรอยละ 75 ก็เพื่อเพิ่มปจจัยในการศึกษาทดลองหาปจจัยที่
สงผลตอสภาวะการเจริญรวมกันของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 มากขึ้น  
 

ผลการกลั่นกรองปจจัยทดลองทําใหทราบวามีปจจัยทดลองหลัก  2  ปจจัยที่มีความสําคัญ
ตอการเจริญเติบโตรวมกันระหวาง A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 ไดแก  
น้ําตาลซูโครสและ (NH4)2HPO4  ดังนั้นจึงจําเปนตองหาระดับที่เหมาะสมโดยทําการทดลองแบบ  
22 Factorial  experiment  (Central  composite  design,CCD)  ซ่ึงคา α  คํานวณไดดังนี้ 
 

      α  = 2(k-p)/4 

 
เมื่อ        α = Length  of  start Point 
        k  = 2 (Number  of  factor) 
        p  = 0 (Fractionalization  element) 
 
ดังนั้น          α = 2(2-0)/4 

        = 1.414 
 

คา α  ที่ไดจะนํามากําหนดระดับปจจัยโดยแบงเปน 5 ระดับ  ระดับสูงสุดไดแก  +α  
หรือ  +1.414  และระดับต่ําสุดคือ  -α  หรือ  -1.414  จากนั้นคํานวณระดับการใชที่ระดับ –1  และ  
+1  จากสูตร 
 
(+1/-1) = จุดกึ่งกลาง (ระดับ 0) + ระยะหางจากจุดกึ่งกลางถึงจุดสูงสุด (+α)  หรือจุดต่ําสุด (-α) 
       α 
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ตัวอยางเชน   เมื่อ   จุดสูงสุดของน้ําตาลเทากับรอยละ  7 
         จุดต่ําสุดของน้ําตาลเทากับรอยละ 0 
         จุดกึ่งกลางของน้ําตาลเทากับรอยละ  3.5 

 
ระดับ +1 คํานวณไดจาก   3.5 + (7-3.5)    = 5.98 
              1.414 
ระดับ -1 คํานวณไดจาก   3.5  -  (3.5-0)    = 1.02 
              1.414 

 
ตารางที่ จ-4  ปริมาณการใชน้ําตาลซูโครส และ (NH4)2HPO4 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ในการศึกษา 
 เจริญของเชื้อผสมระหวาง A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695 
 

น้ําตาล(A) (NH4)2HPO4 (B) ส่ิง
ทดลอง 

รหัส 
ระดับ ปริมาณการใช (รอย

ละ) 
ระดับ ปริมาณการใช 

(รอยละ) 
1 (1) -1 1 -1 0.36 
2 a +1 6 -1 0.36 
3 b -1 1 +1 0.64 
4 ab +1 6 +1 0.64 
5 -αa -α 0 0 0.5 
6 +αa +α 7 0 0.5 
7 -αb 0 3.5 -α 0.3 
8 +αb 0 3.5 +α 0.7 
9 Cp1 0 3.5 0 0.5 
10 Cp2 0 3.5 0 0.5 

 
 
 
 
 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



  
153 

การทดลองหาระดับที่เหมาะสมของน้ําตาลซูโครสและ (NH4)2HPO4 มีสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อ 10 สูตร  ดังแสดงในตาราง จ-4 ทําการวิเคราะหปริมาณไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด และคา
ความเปนกรดเปนดาง จากการแปรปริมาณสารตามตาราง พบวา เชื้อ A. xylinum TISTR 107 ไม
สามารถสรางไบโอเซลลูโลสได เนื่องจากในสภาวะนี้เชื้อ A. xylinum TISTR 107 ถูกกําหนดไวที่
ระดับต่ําคือรอยละ 5 แตปริมาณ K. fragilis TISTR 5695 ถูกกําหนดที่ระดับสูงคือรอยละ 6 สงผล
ให K. fragilis TISTR 5695 มีการเจริญที่รวดเร็วเนื่องจาก K. fragilis เปนยีสตที่มีเอนไซมแลคเตส 
(Lactase) ที่มีความสามารถในการใชน้ําตาลแลคโตส ที่อยูในน้ําเวยเพื่อการเจริญเติบโตไดเปนอยาง
ดี (Verachtert and Mot, 1990) อีกทั้งยังมีความสามารถในการสรางแอลกอฮอล อาจสงผลใหทําให 
A. xylinum TISTR 107 ไมสามารถเจริญและสรางไบโอเซลลูโลสได สอดคลองกับงานวิจัยของ 
ภัททิยา (2530) พบวาการใชกลาเชื้อ  K. fragilis เร่ิมตนรอยละ 5 ในอาหารเหลว yest malt extract ที่
มีน้ําตาลแลคโตสเปนองคประกอบรอยละ 5 พบวาสามารถเจริญและผลิตแอลกอฮอลไดรอยละ 
2.50-3.16 (ปริมาตรตอปริมาตร) นอกจากนี้ วราวุฒและคณะ (2536) พบวาเมื่อมีการเติมเอทานอล
มากวารอยละ 2 ไบโอเซลลูโลสท่ีผลิตไดจะมีความหนาและปริมาณลดลง และงานวิจัย Lapuz 
(1967) กลาววาไมพบการเจริญและสรางเซลลูโลสเมื่อมีความเขมขนของแอลกอฮอลรอยละ 3 และ
5 ผลการทดลองหาระดับที่เหมาะสมของกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และกลาเชื้อ K. fragilis 
TISTR 5695 เร่ิมตน ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ แสดงปริมาณการเติมในตารางที่ จ-5 กําหนดใหสูตร
อาหารเล้ียงเชื้อที่ 11 และ 12 เปนสูตรอาหารชุดควบคุม โดยสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 11 เติมเฉพาะ
กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และกลาเชื้อ K. fragilis รอยละ 10 และรอยละ 2 ตามลําดับ และ
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 12 เติมเฉพาะกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 รอยละ 10  ทําการวิเคราะห
ปริมาณปริมาณไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด และคาความเปนกรดเปนดาง  พบวาปริมาณ
เซลลูโลสที่เชื้อผลิตไดพบวามีปริมาณนอยมาก เมื่อเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อชุดควบคุม อาจ
เนื่องจากการกําหนดสารอาหารที่ใชเล้ียงไมเหมาะสมตอการเจริญจะเห็นไดจากการกําหนดน้ําตาล
เร่ิมตนที่ระดับต่ําคือไมมีการเติมน้ําตาลซูโครสทําใหแหลงคารบอนที่ใชในการเจริญของเชื้อทั้ง
สองชนิดนอยมาก และเนื่องจากเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 มีความสามารถใชน้ําตาลแลคโตสได
เปนอยางดี และปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ระดับสูง สงผลใหเชื้อ A. xylinum TISTR 107 ที่มีปริมาณเชื้อ
เริ่มตนที่ต่ําไมสามารถเจริญแขงขันได จึงสงผลใหมีการเจริญและผลิตเซลลูโลสในปริมาณต่ํา  
ดังแสดงผลในตาราง จ-6 แสดงในภาพที่ จ-1 
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ตารางที่ จ-5 ปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ที่ใชเติม 
 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ จากการศึกษาการเจริญของเชื้อผสมระหวาง A. xylinum TISTR  
 107 และ K. fragilis TISTR 5695  
 

A. xylinum TISTR 107  
(A) 

K. fragilis TISTR 5695 (B) ส่ิงทดลอง รหัส 

ระดับ ปริมาณการใช (รอย
ละ) 

ระดับ ปริมาณการใช (รอย
ละ) 

1 (1) -1 2.88 -1 4.59 
2 a +1 7.12 -1 4.59 
3 b -1 2.88 +1 7.41 
4 ab +1 7.12 +1 7.41 
5 -αa -α 2 0 6 
6 +αa +α 8 0 6 
7 -αb 0 5 -α 4 
8 +αb 0 5 +α 8 
9 Cp1 0 5 0 6 
10 Cp2 0 5 0 6 
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ภาพ จ-1 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปน  กรด- ดางจากการเจริญ
รวมกันของเชื้อผสมระหวาง  A. xylinum TISTR107  และ K. fragilis TISTR 5695ในสูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อ ศึกษาผลของปจจัยหลักคือ กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695   
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



  
157 

ผลของสตูรอาหารเลี้ยงเชื้อตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของ Acetobacter aceti subsp. xylinum 
TISTR 107 เม่ือเล้ียงในสภาวะเชื้อผสมระหวาง Acetobacter aceti subsp. xylinum TISTR 107 
และ Kluyveromyces marxianus var. maxianus TISTR 5695 ในน้ําเวย 

 
จากผลการทดลองเมื่อทําการกําหนดสารอาหารในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ระดับสูงและต่ํา

โดยจากการวางแผนการทดลองแบบ plackett and Burman ที่ประกอบดวย น้ําตาลซูโครส   
กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 กลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  (NH4)2HPO4 และ  MgSO4  ใน
ระดับสูงและระดับต่ํา (สูง:ต่ํา) โดยมีสารอาหารดังกลาวเทากับรอยละ (10:0), (10:5), (6:2), 
(0.5:0.1) และ MgSO4  เทากับ (0.05:0) ตามลําดับ เมื่อนําผลการทดลองมาเปรียบเทียบความ
แตกตางโดยวเิคราะหความแตกตางทางสถิติ โดยใช วางแผนการทดลองแบบ Completely 
Randomized Design (CRD) เปรียบเทียบความแตกตางโดยใช Duncan’s New Multiple Range Test 
(DMRT) พบวาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 5 ประกอบดวยน้ําตาลซูโครสรอยละ 10 ปริมาณกลาเชือ้  
A. xylinum TISTR 107  รอยละ 10 และปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 รอยละ 2 
(NH4)2HPO4  รอยละ 0.1 มีคาความเปนกรด-ดางเริ่มตน 5.94+0.12 มีปริมาณไบโอเซลลูโลสสูงสุด
รอยละ 7.7355+0.89 กรัมน้ําหนกัเปยก/ปริมาตร คิดเปนรอยละ 0.3675+0.41 กรัมน้ําหนักแหง/
ปริมาตร แตกตางอยางมีนยัสําคัญกับสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้อ่ืน อ่ืน (p≤0.05) ดังแสดงในตารางที่ 4.17 
และภาพที่ ก-5 เนื่องจากเมือ่ส้ินสุดระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อที่ 14 วัน สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 5 นีย้งั
คงเหลือปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเทากับรอยละ 9.60+1.89 จากปริมาณน้ําตาลเริ่มตนทั้งหมดเทากบั
รอยละ 12.02+0.10 ซ่ึงเปนปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเหลอืในปริมาณทีสู่ง ดังนั้นจึงนาํสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อที่ 5 มาทําการทดลองซ้ํา โดยศึกษาปริมาณน้ําตาลที่เหมาะสมตอการเจริญรวมกันของเชือ้
ทําการศึกษาน้าํตาล 3 ระดบัคือที่ระดับรอยละ 0, 5 และ10 และกาํหนดปริมาณ (NH4)2HPO4  
3 ระดับคือรอยละ 0, 0.1 และ 0.2 กําหนดกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107  และ K. fragilis TISTR 
5695 รอยละ 10 และ 2 ตามลําดับ มีสูตรอาหารเลี้ยงเชือ้ทั้งหมด 10 สูตร โดยมีการเติมสารอาหาร
ในน้ําเวยไดแก น้ําตาลซูโครส, (NH4)2HPO4 ที่แตกตางกันและเติม ปริมาณกลาเชือ้ A. xylinum 
TISTR 107 และปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695เทากันในทุก ๆ สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 10 เปนสูตรอาหารชุดควบคุม เติมเฉพาะกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107  
 รอยละ 10 แสดงสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในตารางที่ จ-7 
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ตารางที่ จ-7 ปริมาณสารอาหารที่เติมในน้ําเวยของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ จากทดลองเพื่อศึกษาผลของ 
 น้ําตาลซูโครส และ (NH4)2HPO4 ตอการเจริญรวมกันระหวาง A. xylinum TISTR 107 
  และ K. fragilis TISTR 5695   
 

น้ําตาลซูโครส (NH4)2HPO4 A. xylinum  K. fragilis  สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(รอยละ) 

1 0 0 10 2 
2 0 0.1 10 2 
3 0 0.2 10 2 
4 5 0 10 2 
5 5 0.1 10 2 
6 5 0.2 10 2 
7 10 0 10 2 
8 10 0.1 10 2 
9 10 0.2 10 2 
10 0 0 10 0 

 
พบวาสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่  5 ที่ประกอบดวยปริมาณน้ําตาลซูโครสรอยละ 5 ปริมาณ 

(NH4)2HPO4 รอยละ 0.1 กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 รอยละ10 และกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 
5695 รอยละ 2 คาความเปนกรด-ดางเริ่มตนเทากับ 5.38 ใหปริมาณไบโอเซลลูโลสที่สูงสุด แตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) คือรอยละ 4.4696+1.53 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตรและ รอย
ละ 0.7706+0.32  กรัมน้ําหนักแหง/ปริมาตร ดังแสดงในตารางที่ จ-8 และภาพที่ จ-2 ทั้งนี้อาจ
เนื่องจากปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 เร่ิมตนรอยละ 10 เปนปริมาณกลาเชื้อท่ีเหมาะสม
ตอการเจริญ (วราวุฒิ, 2536) และการเติมปริมาณกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  รอยละ 2 ทําให
ยีสตชนิดน้ีมีการเจริญเพียงเล็กนอยลดการเจริญแขงขันและสามารถสรางแอลกอฮอลเพื่อใชในการ
เจริญและเพื่อสรางไบโอเซลลูโลสของ A. xylinum TISTR 107   ทั้งนี้ A. xylinum TISTR 107 อาจ
ใชประโยชนจากสารสกัดจากเซลลยีสตใหเปนประโยชนไดดวย โดยมีรายงานของ Revillion และ
คณะ (2003) พบวา K. fragilis สามารถผลิตสารสกัดจากยีสต (nucleotide-rich yeast extract) จากน้ํา
เวยได 20 กรัม/ลิตร โดยสารสกัดดังกลาวมีโดยประกอบดวย crude protein ไขมัน เถา ความชื้น คาร
โบโฮเดรต 520, 5.4, 72, 54, และ348.6 มิลลิกรัม/กรัมตัวอยาง ตามลําดับ  
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ภาพท่ี จ-2  ปริมาณไบโอเซลลูโลส ไบโอเซลลูโลส ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปน 
กรด-ดาง จากการเจริญเพื่อผลิตไบโอเซลลูโลสของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 เมื่อเจริญรวมกันกับ
เชื้อ K. fragilis TISTR ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ศึกษาผลการเติมน้ําตาลซูโครส และ (NH4)2HPO4    
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ผลการศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเพื่อผลิตไบโอเซลลูโลสของ  A.  xylinum TISTR 107 ในสภาวะ
และสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อเหมาะสม และการเจริญรวมกันเพื่อผลิตไบโอเซลลูโลสของ A. xylinum 
TISTR 107 เม่ือเจริญรวมกับเชื้อ K. maxianus TISTR 5695  

 
ผลการศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเพื่อผลิตไบโอเซลลูโลสของสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหมาะสมตอการเจริญและผลิตไบโอเซลลูโลสโดยเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และการเจริญ
รวมกันของเชือ้ผสมระหวาง A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695ในน้ําเวยที่มกีาร
เติมสารอาหาร ผลการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการเจริญของ A. xylinum TISTR 107  พบวาใน
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมน้ําตาลซูโครสรอยละ 7 และปริมาณเชือ้ A. xylinum TISTR 107  
เร่ิมตนรอยละ 5 ผลิตไบโอเซลลูโลสไดสูงสุดเทากับ 10.8885+1.95 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร 
0.5910+0.20 กรัมน้ําหนกัแหง/ปริมาตร(p≤0.05) และ จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญ
รวมกันของ A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695  พบวาสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการ
เติมน้ําตาลซูโครสรอยละ 5 (NH4)2HPO4 รอยละ 0.1 กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 รอยละ 10 
และกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 รอยละ 2 ไดปริมาณไบโอเซลลูโลสสูงสุดรอยละ
14.9066+4.93กรัมน้ําหนกัเปยก/ปริมาตร 0.7706+0.32  กรัม น้ําหนกัแหง/350 มลิลิลิตร(p≤0.05) 
ทําการทดลองในสภาวะตั้งทิง้ไว ที่อุณหภมูิหอง 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน  และการศึกษาใน
สภาวะเขยาที่ 120 รอบ/นาท ีนาน 14 ชั่วโมงจากนัน้ตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซียสนาน 14 
วัน สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการเติมสารอาหารตาง ๆ ลงในน้ําเวย ดังแสดงในตาราง จ-9 
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ตารางท่ี จ-9 สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอเซลลูโลส 
ของ A. xylinum TISTR 107 และ การเจริญรวมกันระหวาง  A. xylinum TISTR 107 
และ K. maxianus TISTR 5695 ในน้ําเวย  

 
น้ําตาล
ซูโครส 

(NH4)2HPO
4 

A. xylinum TISTR 
107 

K. fragilis TISTR 
5695 

สูตรอาหาร
เล้ียงเชื้อ 

 (รอยละ) 

หมายเหต ุ

1 7 0 5 0 S 
2 7 0 10 0 S 
3 7 0 5 0 A 
4 7 0 10 0 A 
5 5 0 10 2 A 
6 10 0.1 10 2 A 
7 5 0 10 2 S 
8 10 0.1 10 2 S 
9 0 0 10 0 A 
10 0 0 10 2 A 
11 0 0 10 0 S 
12 0 0 10 2 S 

หมายเหตุ : S คือ การเลี้ยงในสภาวะตั้งทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วนั  
    : A คือ การเลี้ยงในสภาวะเขยาที่ 120 รอบ/นาที นาน 14 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งไวที ่
      อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน 
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ผลการทดลองพบวาเมื่อเปรียบเทียบปริมาณไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดเปนหลักพบวา สูตร
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ 6 ที่มีการเติมน้ําตาลซูโครสรอยละ 5  (NH4)2HPO4 รอยละ 0.1 เติมปริมาณเชื้อ 
 A. xylinum TISTR 107 เร่ิมตนรอยละ 10 และเติมปริมาณเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 เร่ิมตนรอย
ละ 2 เล้ียงในสภาวะเขยา ที่ 120 รอบ/นาทีนาน14 ช่ัวโมง จากนั้นตั้งทิ้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ใหปริมาณไบโอเซลลูโลสสูงสุดคือ 19.5414+4.13 กรัมน้ําหนักเปยก/ปริมาตร แตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจาก พบวามีปริมาณกรดทั้งหมดที่ไตเตรทไดในรูป
กรดอะซีติกเทากับ 1.39+0.29 ซ่ึง Acetobacter. xylinum สามารถเจริญและออกซิไดซ กรดอะซีติก 
ไดพลังงาน (ATP) เพื่อนํามาสรางเซลลูโลสได (Vandamme et al., 1997) แตเมื่อพิจารณาไบโอ
เซลลูโลสที่ผลิตไดในรูปน้ําหนักแหงพบวา สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี 6 ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
(p>0.05) กับสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 9 และ 11  ที่มีการเติม เพียงปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 
107 เริ่มตนรอยละ 10 เทานั้น โดย ส่ิงทดลองที่ 9 เล้ียงในสภาวะเขยา 120 รอบ/นาที  นาน 14 
ชั่วโมงจากนั้นตั้งทิ้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และ ส่ิงทดลองที่ 11 เล้ียงในสภาวะตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยผลิตไบโอเซลลูโลสเทากับ 0.3796+0.09, 0.3619+0.01 และ 
0.3363+0.01กรัมน้ํานักแหง/350มิลลิลิตร ตามลําดับ แสดงผลการทดลองในตารางที่ จ-10 และ 
ภาพที่ จ-3 ทั้งนี้อาจเนื่องจากน้ําเวยมีสารอาหาเพียงพอตอการเจริญของ A. xylinum TISTR 107 เพื่อ
ผลิตไบโอเซลลูโลส โดยไมมีความจําเปนตองเติมสารอาหารตาง ๆ ลงไปอีก ทั้งนี้อาจเนื่องจากการ
เติม (NH4)2HPO4 มีสมบัติเปนสารละลายบัปเฟอร และเปนแหลง ของไนโตรเจน และฟอสฟอรัส ( 
Toda, 2000) สงเสริมใหมีการเจริญของ A. xylinum TISTR 107 เจริญอยางรวดเร็วสงผลใหไบโอ
เซลลูโลสที่ผลิตไดมีการกอผลึกไดอยางหลวม ๆ เกิดรูและโพรงภายในโครงสราง (Cannon et al., 
1989) ดังนั้นไบโอเซลลูโลสที่ผลิตไดอาจมีความสามารถในการอุมน้ําไดสูง  
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ภาพที่ จ-3 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ความชื้นของไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด การใชน้ําตาล และ
คาความเปนกรด-ดาง จากสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของ  
A. xylinum TISTR 107 ที่เจริญแบบเชื้อเดี่ยว และการเจริญรวมกับเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  
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ประวัติผูเขยีน  
 

ชื่อสกุล นางสาวศศิธร ศรีษะธาต ุ
 
วัน เดือน ปเกิด 25 สิงหาคม 2521 
 
 
ประวัติการศึกษา - มัธยมศึกษาตอนปลาย จากโรงเรียนสิรินธร จังหวดัสุรินทร 2540 

- ปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยกีารอาหารและโภชนาศาสตร)    
 มหาวิทยาลัยมหาสารคาม 2545 
 

 
ประสบการณ ป พ.ศ. 2547-2548 ทํางานในตําแหนงผูชวยนักวจิัยในโครงการ คุณภาพ 

เนยแข็งรสสมุนไพร และการบําบัดน้ําเวยเพื่อใชผลิต แซนแทนกัม และ 
ไบโอเซลลูโลส ภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร  
คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม  
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ตารางที่ จ-6 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ความชื้นของไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด การใชน้ําตาล คาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญรวมกันของเชื้อผสม 
ระหวาง A. xylinum TISTR107  และ K. fragilis TISTR 5695 ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ศึกษาผลของปจจัยหลักคือ กลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107  
กลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  (NH4)2HPO4  และน้ําตาลซูโครส  

สูตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

ปริมาณไบโอ
เซลลูโลส 

กรัมน้ําหนักเปยก 
ตอปริมาตร (รอยละ) 

ปริมาณไบโอ
เซลลูโลส 

กรัมน้ําหนักแหงตอ
ปริมาตร (รอยละ) 

ความชื้น 
ของไบโอเซลลูโลส  

 
(รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาล
ทั้งหมดเริ่มตน 

 
(รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาลทั้งหมดที่
เหลือที่ 14 วัน 

 
(รอยละ) 

การใชน้ําตาล 
 
 

(รอยละ) 

ความเปน 
กรด – ดาง    

(pH) 

ความเปน 
กรด – ดาง    

(pH) 

1 0.3008d +0.10 0.0189bc+0.01 98.84 3.64+0.15 < 0.13 >3.51 5.56+0.00 5.57+0.09 
2 1.8341bc+0.50 0.0880 ab+0.02 98.52 3.71+0.01 < 0.13 >3.58 6.44+0.01 3.34+0.05 
3 0.2728d+0.39 0.0123c+0.02 97.28 3.70+0.08 < 0.13 >3.57 6.44+0.01 5.59+0.54 
4 0.7026 cd+0.03 0.0315bc+0.02 98.52 3.61+0.15 < 0.13 >3.48 6.61+0.00 5.14+0.11 
5 ND ND ND 3.63+0.21 < 0.13 >3.50 6.44+0.02 5.76+0.47 
6 0.8070 cd+0.48 0.0332 bc+0.02 97.54 3.71+0.08 < 0.13 >3.58 6.46+0.01 5.39+0.10 
7 0.0578 d+0.05 0.0034c+0.00 97.84 3.74+0.12 < 0.13 >3.62 6.43+0.00 5.50+0.10 
8 0.3244d+0.34 0.0172bc+0.01  98.25 3.69+0.09 0.24+0.15 3.45 6.51+0.01 5.66+0.18 
9 0.4181 d+0.30 0.0229 bc+0.02  98.12 3.75+0.23 < 0.13 >3.62 6.43+0.02 6.06+0.02 

10 0.0156 d+0.02 0.0005 c+0.00  98.16 3.71+0.08 < 0.13 >3.58 6.44+0.00 6.07+0.03 
11 3.0350 a+0.34 0.4180 a +0.03 98.45 3.70+0.07 1.99+0.23 1.71 5.40+0.00 4.54+0.01 
12 2.8877 ab+0.12 0.4523 a +0.01 95.64 3.81+0.05 2.92+0.12 0.89 5.38+0.01 5.99+0.02 

    หมายเหตุ : คาของขอมูลแสดงเปนคาเฉลี่ยจากการทดลอง 2 ซ้ํา + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
      : อักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 

                    : ND คือไมพบการสรางไบโอเซลลูโลส 
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ตารางที่ จ-8 ผลการวิเคราะหปริมาณไบโอเซลลูโลส ความชื้นของไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด การใชน้ําตาล และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญ 
 รวมกันของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  ศึกษาการเติมน้ําตาลซูโครส และ (NH4)2HPO4    
สูตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

ปริมาณไบโอเซลลูโลส 
กรัมน้ําหนักเปยก 

ตอปริมาตร (รอยละ) 

ปริมาณไบโอเซลลูโลส 
กรัมน้ําหนักแหงตอ
ปริมาตร (รอยละ) 

ปริมาณความชื้น
ของไบโอเซลลูโลส 

(รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาล 
ทั้งหมด เริ่มตน 

(รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด 
ที่เหลือ ที่ 14 วนั 

(รอยละ) 

การใช
น้ําตาล  

(รอยละ) 

ความเปน 
กรด – ดาง (pH) 

เริ่มตน 

ความเปน 
กรด – ดาง (pH) 

ที่ 14 วนั 

คา pH ที่
เพิ่มขึ้นจาก
เริ่มตน 

1 2.7619 bc+0.49 0.1147 cd+0.03 95.85 3.82 c+0.05 2.31 c+0.55 1.52 5.39 d+0.01 4.45 bc+0.27 0.94 
2 2.4530c+0.62 0.0983c+0.01 95.99 3.79 c+0.03 2.78 c+0.22 1.01 5.77 c+0.01 4.56 b+0.29 1.21 
3 2.3092 c+0.61 0.1030 c+0.03 95.54 3.76 c+0.04 2.59 b+0.12 1.17 6.11 a+0.01 4.47 bc+0.09 1.65 
4 4.2590ab+1.53 0.2041ab+0.02  94.83 8.09 b+0.02 6.38 b+0.47 1.71 5.38 de+0.00 3.74 cd+0.36 1.64 
5 4.4696a+0.68 0.2202 a+0.09 95.43 8.13 b+0.04 6.17 b+0.67 1.96 5.76 c+0.01 3.89 bcd+0.33  1.87 
6 2.4487c+0.45 0.1060c+0.02 95.67 8.09 b+0.02 6.41 c+0.23 1.68 6.10 a+0.01 4.08 bcd+0.31 2.02 
7 3.4905 abc+0.68 0.1789abc+0.03 94.87 12.03 a+0.08 10.81 a+0.34 1.22 5.37 e+0.01 3.58 d+0.30 1.80 
8 3.6530abc+0.54 0.1959ab+0.02 94.64 12.00 a+0.08 10.49 a+0.07 1.51 5.75 c+0.01 3.71 cd+0.37 2.04 
9 2.3883c+0.24 0.1020 c+0.01 95.73 12.02 a+0.03 9.98 a+0.66 2.04 6.08 b+0.01 3.76 cd+0.33 2.32 
10 3.2450abc+0.66 0.1323 bcd+0.05 92.81 3.77 c+0.07 2.46 c+0.46 1.32 5.39 de+0.01 5.77 a+0.12 -0.38 

หมายเหตุ : คาของขอมูลแสดงเปน คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3ซ้ํา + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
    : อักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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ตารางที่ จ-10 ปริมาณไบโอเซลลูโลส ความชื้นของไบโอเซลลูโลส น้ําตาลทั้งหมด การใชน้ําตาล และคาความเปนกรด-ดาง จากสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ  
ที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของ A. xylinum TISTR 107 ที่เจริญแบบเชื้อเดีย่ว และการเจริญรวมกับเชื้อ K. fragilis TISTR 5695  

สูตร
อาหาร
เลี้ยงเชื้อ 

ไบโอเซลลูโลส 
กรัมน้ําหนักเปยก 

ตอปริมาตร  
(รอยละ) 

ไบโอเซลลูโลส 
กรัมน้ําหนักแหง 
ตอปริมาตร 
 (รอยละ) 

ปริมาณความชื้น
ของไบโอ
เซลลูโลส 
 (รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาล 
ทั้งหมด เริ่มตน 

(รอยละ) 

ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด 
ที่เหลือ ที่ 14 วนั 

(รอยละ) 

การใช 
น้ําตาล  

(รอยละ) 

ความเปน 
กรด – ดาง 

(pH) เริ่มตน 

ความเปน 
กรด – ดาง 

 (pH) ที่ 14 วัน 

คา pH ที่
เพิ่มขึ้นจาก
เริ่มตน 

ปริมาณกรด 
ทั้งหมด *ที่ 14 

วัน 
(รอยละ) 

1 2.1713 cd +0.31 0.0533 bc+0.00 97.52 9.69 c+0.09 8.18 ab+2.26 1.51 5.60 fg+0.01 4.75 bc+0.02 0.85 0.23 de+0.01 
2 3.0040 bcd+0.08 0.0660b+0.00 97.80 9.58 d+0.05 8.47 ab+1.52 1.11 5.59 g+0.00 4.76 bc+0.05 0.83 0.23 de+0.01 
3 3.2966 bc+1.19 0.0678b+0.02 97.88 9.08 e+0.02 8.91 a+1.04 0.18 5.60 fg+0.00 4.74 bcd+0.02 0.86 0.24 de+0.01 
4 4.2180b+0.55 0.0706b+0.01 98.29 9.64 cd+0.03 9.15 a+0.38 0.49 5.57 h+0.01 4.63 cd+0.06 0.94 0.26 d+0.03 
5 3.4435 bc+1.27 0.0675 b+0.03 98.05 8.16 f+0.01 6.06 bc+0.60 2.10 5.65 d+0.01 3.86 f+0.15  1.79 0.98 b+0.04 
6 5.5833 a+1.18 0.1085a+0.03 98.06 11.92 b+0.01 7.74 abc+2.06 4.18 5.76 a+0.01 3.76 f+0.13 2.00 1.39 a+0.29 
7 0.4949f+0.27 0.0102e+0.00 97.78 8.10 g+0.03 5.32 cd+2.07 2.75 5.61 ef+0.01 4.69 bcd+0.04 0.92 0.27 d+0.04 
8 0.4629 f+0.67 0.0055 e+0.00 98.17 12.09 a+0.01 7.96 abc+2.7 4.13 5.70 b+0.01 4.80 b+0.06 0.90 0.28 d+0.02 
9 3.1081bc+0.45 0.1034a+0.00 96.63 3.67 hi+0.06 3.28 de+0.80 0.39 5.60 fg+0.02 6.85 a+0.09 -1.25 0.04 e+0.00 

10 2.2592 cd+0.61 0.0401cd+0.00 98.16 3.70 hi+0.02 2.54 e+0.14 1.15 5.62 e+0.02 4.33 e+0.05 1.29 0.64 c+0.01 
11 1.6823def+0.31 0.0961a+0.00 94.20 3.62i+0.07 3.47 de+0.18 0.15 5.62 e+0.01 6.85 a+0.08 -1.23 0.04 e+0.00 
12 0.8383 ef+0.94 0.0184 de+0.01 96.24 3.70 h+0.01 2.20 e+0.22 1.50 5.68 c+0.01 4.60 d+0.13 1.08 0.50 c+0.23 

หมายเหตุ : คาของขอมูลแสดงเปน คาเฉลี่ยจากการทดลอง 3ซ้ํา + คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
                 : อักษรภาษาอังกฤษที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05)  
                 :  * ปริมาณกรดทั้งหมดที่ไตเตรทไดในรูปกรดอะซีติก  ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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