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การผลิตและคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตด้วย 

ce o ac er x l nu  T STR 975 จากน�้าคั้นเปลือกสับปะรด
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บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้ศึกษาการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสจากเชื้อ	Acetobacter xylinum TISTR	975	โดยใช้น�้าคั้น

เปลือกสับปะรด	 ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนราคาถูกและน�้ามะพร้าวเป็นแหล่งอาหารและแหล่งคาร์บอน	 ศึกษาปจจัย

ต่างๆ	 ที่มีผลต่อการผลิต	 ได้แก่	 เวลา	 ชนิดของแหล่งคาร์บอน	 และสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนที่ใช้	 นอกจากนี้

ยังมีการตรวจสอบคุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้โดยใช้เครื่องมือ	 ได้แก่	 เครื่องฟูเรียร์ทรานสฟอร์ม

อินฟราเรดสเปคโตรสโคปี	กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด	 เครื่องวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงน�้าหนักของ

สารโดยอาศัยคุณสมบัติทางความร้อน	 ดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์	 และเครื่องวิเคราะห์การเล้ียวเบน

รังสีเอกซ์	จากผลการทดลองพบว่าแหล่งอาหารที่เป็นน�้ามะพร้าวจะผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้ปริมาณมากกว่าน�้า

คั้นเปลือกสับปะรด	โดยใช้ระยะเวลาในการผลิต	10	วัน	การเติมน�้ามะพร้าวลงไปในน�้าสับปะรดจะช่วยเพิ่มปริมาณ

ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้	 แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้จากสองแหล่งอาหารมีสมบัติใกล้เคียงกัน	 แต่พบว่า

แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้จากน�้าคั้นเปลือกสับปะรดจะมีส่ิงปนเปอนมากกว่า	 ดังน้ันจึงสามารถสรุปได้ว่าน�้าคั้น

เปลือกสับปะรดสามารถเป็นแหล่งอาหารราคาถูกส�าหรับผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

ค�าส�าคัญ :	แบคทีเรียลเซลลูโลส;	Acetobacter xylinum;	เปลือกสับปะรด	
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Abstract 
This	 research	 studies	 the	 production	 of	 bacterial	 cellulose	 from	 Acetobacter xylinum

TISTR	975	with	pineapple	peel	juice,	a	low	cost	carbon	source,	and	coconut	water	as	nutrient

and	 carbon	 source.	 The	 factors	 influencing	 the	production	were	 studied	 including	 incubation

time,	type	of	carbon	sources	and	ratio	of	mixed	carbon	sources.	In	addition,	the	characteristics

of	 the	 produced	 bacterial	 cellulose	 were	 investigated	 using	 Fourier	 Transform	 Infrared	

Spectrophotometer	 (FTIR),	 Scanning	 Electron	Microscope	 (SEM),	 Thermogravimetric	 Analyzer	

(TGA),	Differential	Scanning	Colorimeter	(DSC)	and	 -ray	Diffractometer	( RD).	It	was	found	that	

the	 coconut	 water	 produced	 the	 amount	 of	 bacterial	 cellulose	 higher	 than	 the	 pineapple

peel	 juice	with	 10	days	 of	 production.	 An	 addition	of	 the	 coconut	water	 into	 the	pineapple

peel	 juice	 increased	 the	 amount	 of	 bacterial	 cellulose.	 The	 characteristics	 of	 two	 bacterial

celluloses	from	two	different	sources	were	nearly	similar	but	the	one	from	the	pineapple	peel	

juice	had	higher	impurities.	It	can	be	concluded	that	the	pineapple	shell	extract	could	be	used	

as	low	cost	carbon	source	for	bacterial	cellulose	production.
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1. บทน�า
ปจจุบันพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพได้รับ

ความสนใจอย่างย่ิง	 เซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ที่สามารถ

ย่อยสลายได้ในธรรมชาตไิด้มาจาก	เปลอืก	แกน	ของต้นไม้

และพืชผักเกือบทุกชนิด	 แต่การน�าไปใช้งานขึ้นรูป

ผลิตภัณฑ์จากเซลลูโลสยังคงมีปญหาเนื่องจากจ�าเป็นที่

ต้องแยกเซลลูโลสออกมาจากวัตถุดิบธรรมชาติดังกล่าว

ก่อนซ่ึงในปจจุบันยังไม่มีวิธีท่ีมีประสิทธิภาพสูงแยก

เซลลูโลสออกมาจากส่วนต่างของพืชเพื่อให้ได้เซลลูโลส

บรสิทุธทิีร้่อยละ	100	โดยส่วนใหญ่เม่ือแยกเซลลโูลสออก

มาจะมีส่วนของลิกนิน	และ	 เ มิเซลลูโลส	ปะปนอยู่ด้วย	

ซึ่งท�าให้ประสบปญหาในการควบคุมกระบวนการผลิต

และสมบัติของผลิตภัณฑ์ที่ได้	ในปจจุบันนักวิทยาศาสตร์

สามารถสังเคราะห์เซลลูโลสจากการสร้างของแบคทีเรีย	

เช่น	 Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium	

และ	Sarcina	แต่ที่นิยมใช้มากที่สุด	 ได้แก่	A. xylinum 

เซลลูโลสที่ได ้จากแบคทีเรียดังกล่าวหรือที่ เรียกว ่า

แบคทีเรียลเซลลูโลส	 (Bacterial	 Cellulose)	 จะมีสูตร

โครงสร้างทางเคมีเหมือนกับเซลลูโลสจากพืช	 แต่มีความ

บริสุทธิสูงกว่า	เส้นใยที่ได้จะมีขนาดเล็ก	มีความเป็นผลึก	

มีน�้าหนักโมเลกุลสูง	อุ้มน�้าได้ดี	[1,	2]	สามารถประยุกต์ใช้

ในอุตสาหกรรมหลายๆ	อย่าง	เช่น	สิง่ทอ	กระดาษ	อาหาร	

ยา	การบ�าบัดน�้าเสีย	ล�าโพงคุณภาพดี	เป็นต้น	[3]

ส�าหรับการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสน้ันจะต้อง

มีแหล่งคาร์บอนเพื่อใช้ในกระบวนการหมัก	 ได้แก่	

น�า้ตาลชนดิต่างๆ	เช่น	กลโูคส	ฟลกุโตส	ซโูครส	มอลโตส

ไซโลส	 กาแลคโตส	 เป็นต้น	 [4]	 แต่เน่ืองจากน�้าตาล

ดงักล่าวมรีาคาแพงจงึมคีวามพยายามในการลดต้นทนุ

ในการผลิตโดยการใช้วัตถุดิบที่หาได้ง่าย	เช่น	น�้าผลไม้

ต่างๆ	 เช่น	 น�้ามะพร้าว	 น�้าส้ม	 น�้าองุ่น	 น�้าแอปเปล	

[5-6]	 น�้าแก้วมังกร	 [7]	 น�้ามะม่วง	 [8]	 เป็นต้น	 โดย

ปจจุบันในประเทศไทยอุตสาหกรรมการผลิตแบคที-

เรียลเซลลูโลสส่วนใหญ่จะใช้น�้ามะพร้าวเป็นวัตถุดิบ

และแบคทีเรียลเซลลูโลสท่ีได้มาจะเรียกว่าวุ้นมะพร้าว	

ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร	 แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัย

ในปจจุบันทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมีความ

พยายามที่จะลดต้นทุนในการผลิตโดยพยายามน�า

วัตถุดิบที่มีราคาถูกมาใช้เป็นสารตั้งต้น	ได้แก่	ของเสีย

จากอุตสาหกรรม	เช่น	กากน�้าตาลอ้อย	[9]	กากน�้าตาล

จากหัวบีท	[10]	น�า้ทิง้จากโรงงานแปรรูปสบัปะรด	[11]	

กลีเซอรอลที่ได้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล	 [12]	

เป็นต้น	 ของเหลือใช้ทางการเกษตร	 เช่น	 น�้าค้ันยอด

ปาล์มน�้ามัน	 [13]	 เศษเหลือจากต้นมะม่วงหิมพานต์	

[14]	เป็นต้น

	 เมือ่ต้องการพิจารณาการน�าแบคทีเรยีลเซลลูโลส

ไปประยุกต์ใช้นั้นจ�าเป็นต้องศึกษาคุณลักษณะของ

แบคทีเรียลเซลลูโลส	 โดยแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้

จะได้รับการพิสูจน์เอกลักษณ์สูตรโครงสร้างทางเคมี

โดยการใช้การวเิคราะห์ด้วยเครือ่งฟเูรยีร์ทรานสฟอร์ม

อินฟราเรดสเปคโตรมิเตอร ์	 เพื่อยืนยันว ่าสารที่

สังเคราะห์ได้เป็นแบคทีเรียลเซลลูโลส	 [15]	 เครื่องมือ

ดังกล่าวนี้ยังสามารถใช้วิเคราะห์แรงอันตรกิริยาที่เกิด

ขึ้นภายในโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลส	[16]	ใน

การวิเคราะห์โครงสร้างผลึกของแบคทีเรียลเซลลูโลส

โดยการใช้การวิเคราะห์ด้วยการเล้ียวเบนรังสีเอกซ์

เป็นอกีวธิหีนึง่ในการยนืยนัคณุลกัษณะของแบคทเีรยีล

ทีไ่ด้	นอกจากนีก้ารวเิคราะห์ด้วยการเลีย้วเบนรงัสเีอกซ์

นี้ยังสามารถวิเคราะห์ปริมาณของผลึกของแบคทีเรียล

เซลลูโลส	 ซึ่งความเป็นผลึกและโครงสร้างทางสัณฐาน

วิทยาที่ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ

ส่องกราด	 จะสามารถใช้ในการอธิบาย	 เปรียบเทียบ

สมบัติทางกล	 สมบัติทางกายภาพ	 เช่น	 การละลาย	

จดุหลอมเหลว	การทนสารเคมขีองแบคทเีรยีลเซลลูโลส

ได้	[17-18]	ส่วนการศึกษาสมบัติด้านความร้อนนั้นก็มี

ความจ�าเป็นเช่นเดียวกันในกรณีที่ต้องการประยุกต์ใช้

ด้านวัสดุ	 โดยดิฟเฟอเรนเชียลสแกนนิงแคลอริมิเตอร์	

จะใช้ในการหาจุดหลอมตัวของผลึก	 ซ่ึงจะถูกน�าไป

พิจารณาถึงกระบวนการขึ้นรูปโดยการใช้ความร้อน	

รวมทั้งค่าดังกล่าวยังความสัมพันธ์กับความบริสุทธิ

ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้	 [19-20]	 ส่วน
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เครื่องวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงน�้าหนักของสารโดย

อาศัยคุณสมบัติทางความร้อนก็ใช้ในการศึกษาสมบัติ

เสถียรภาพด้านความร้อนของแบคทีเรียลเซลลูโลส

ที่ผลิตได้	[14,	21]

	 ส�าหรับงานวิจัยเก่ียวกับแบคทีเรียลเซลลูโลส

ในประเทศไทยนั้นจะมุ่งเน้นในส่วนของปริมาณการ

ผลิต	 และศึกษาสมบัติที่จะประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรม

อาหาร	 ดังน้ันในการวิจัยนี้นอกจากจะศึกษาการน�า

น�้าคั้นจากเปลือกสับปะรดซึ่งจัดเป็นของเหลือใช้ที่มี

มากในประเทศไทยมาผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสแล้ว	

ยังศึกษาในส่วนของคุณลักษณะส�าคัญอื่นของแบคที-

เรียลเซลลูโลสที่ได้	 เช่น	 สมบัติในด้านโครงสร้างเคมี	

โครงสร้างทางสัณฐานวิทยา	สมบัติด้านความร้อน	เพื่อ

เป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการประยกุต์แบคทเีรยีลเซลลโูลส

เพื่อใช้ในงานด้านอื่นๆ	 เช่น	 พลาสติกชีวภาพ	 วัสดุใน

ทางการแพทย์	เครื่องส�าอาง	เป็นต้น	โดยในการวิจัยนี้

จะมีการน�าน�้ามะพร้าวซ่ึงสามารถเป็นวัตถุดิบในการ

ผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสในระดับอุตสาหกรรมแล้วมา

เปรียบเทียบกับน�้าคั้นเปลือกสับปะรดในทั้งส่วนของ

ปริมาณการผลิตและคุณลักษณะต่างๆ

2. ระเบียบวิธีวิจัย (TPS  18 ตัวหนา)
2.1 เชื้อจุลินทรีย์และการเพาะเลี้ยงกล้าเช้ือ

 เริ่มต้น
2.1.1 เชื้อจุลินทรีย์

เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลองเป็นแบคทีเรีย

สายพันธุ ์	 Acetobacter xylinum TISTR	 975	

จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง

ประเทศไทย	(วว.)	โดยเชือ้จะเกบ็ไว้ในอาหารทีป่ระกอบ

ด้วยน�้ามะพร้าว	100	มิลลิลิตร	น�้าตาลซูโครส	5	กรัม	

แอมโมเนียมซัลเฟต	0.5	กรัม	และกรดอะซิติกร้อยละ	

1	โดยปรมิาตร	บ่มทีอ่ณุหภมูห้ิองเป็นเวลาทัง้หมด	7	วนั	

จะเกิดแผ่นวุ้นท่ีผิวหน้าของอาหาร	 เก็บรักษาเชื้อไว้ที่

อุณหภูมิ	4	องศาเซลเซียส

2.1.2 การเพาะเลี้ยงกล้าเชื้อเริ่มต้น

	 เริ่มต้นจากการเตรียมอาหารเล้ียงกล้าเชื้อ 

A. xylinum	 TISTR	 975	 ในอาหาร	 เช่นเดียวกับข้อ	

2.1.1	 จากน้ันกระตุ้นการท�างานของเชื้อโดยถ่ายกล้า

เชื้อ	A. xylinum	ที่เก็บไว้ร้อยละ	10	โดยปริมาตร	ลง

ไปในอาหารที่เตรียมไว้	 บ่มท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา	

7	วนั	จะได้เป็นกล้าเชือ้เริม่ต้นส�าหรบัการทดลองต่อไป

2.2 การเตรียมวัต ุดิบและการวิเคราะห์

 วัต ุดิบ
2.2.1 การเตรียมวัต ุดิบ

เปลือกสับปะรดได้จากบริเวณตลาดปฐมมงคล	

อ.เมืองนครปฐม	 เปลือกสับปะรดถูกน�ามารีดน�้าด้วย

เคร่ืองรีดแบบ	 2	 ลูกกล้ิง	 หลังจากน้ันน�าไปกรองด้วย

ผ้าขาวบางแล้วน�าไปวิเคราะห์	ส่วนน�้ามะพร้าวจะเป็น

น�้ามะพร้าวแก่จากบริเวณตลาดปฐมมงคล	 อ.เมือง

นครปฐม	 จะถูกน�าไปกรองด้วยผ้าขาวบางแล้วน�าไป

วิเคราะห์	

2.2.2 การวิเคราะห์วัต ุดิบ

น�าน�้าค้ันเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าวมา

วิเคราะห์หาปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายด้วย

เครื่อง	 Brix	 Refractometer,	 วิเคราะห์ความเข้มข้น

น�้าตาลทั้งหมดด้วยวิธีฟีนอล-ซัลฟูริก	 [22],	 วิเคราะห์

ค่าความเป็นกรดด่างด้วยเครื่อง	pH	Meter,	วิเคราะห์

ปริมาณและชนิดของน�้าตาลด้วยเครื่องโครมาโทกราฟี

ของเหลวสมรรถนะสูง	 (High	Performance	Liquid	

Chromatography,	 HPLC)	 โดยน�าน�้าค้ันเปลือก

สับปะรดและน�้ามะพร้าวมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น

ทีเ่หมาะสม	แล้วน�าไปกรองด้วย	Nylon	Syringe	Filter	

ที่มีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง	0.22	ไมโครเมตร	จากนั้น

น�าไปฉีดวิ เคราะห ์ด ้วยคอลัมน ์ 	 Rezek	 RNM	

Carbohydrate	 ขนาด	 7.8 300	 มิลลิ เมตร	

(Phenomenex)	ชะด้วยน�้ากลั่นที่ปราศจากไอออน	ที่

อัตราการไหลเท่ากับ	 0.4	 มิลลิลิตรต่อนาที	 อุณหภูมิ
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ที่ใช้ในการแยกคือ	 45	 องศาเซลเซียส	 และตรวจวัด

สารที่ออกจากคอลัมน์ด้วย	 Refractive	 Index	 (RI)	

Detector	เทียบกับสารมาตรฐาน	

2.3 การผลิตแบคทีเรียเซลลูโลส
2.3.1 การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

ต้มน�้าผลไม้ตัวอย่าง	 ได้แก่	 น�้ามะพร้าว	 น�้าคั้น

เปลือกสับปะรด	 ให้เดือดเป็นเวลา	 30	 นาที	 จากนั้น

กรองด้วยผ้าขาวบาง	ตวงให้ได้ปริมาตร	100	มิลลิลิตร	

เทใส่บีกเกอร์	 จากน้ันเติมน�้าตาลซูโครส	 5	 กรัม	 และ	

แอมโมเนียมซัลเฟต	0.5	กรัม	แล้วเขย่าให้เข้ากัน	ตั้งทิ้ง

ไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง	ปรับค่ากรดด่างให้ได้	4.5	ด้วย

การเตมิกรดอะซติกิร้อยละ	1	โดยปรมิาตร	หลงัจากนัน้

เตมิหวัเชือ้	A. xylinum	ร้อยละ	10	โดยปรมิาตร	บ่มใน

สภาวะนิ่งที่อุณหภูมิห้อง	โดยศึกษาปจจัยต่างๆ	ที่มีผล

ต่อการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส	เริ่มต้นจากการศึกษา

ผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่มีต่อความหนา

ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้	 จากนั้นศึกษาชนิด

ของแหล่งคาร์บอนและสัดส่วนของแหล่งคาร์บอนที่ใช้	

โดยมีการปรับสัดส่วนส่วนผสมระหว่างน�้าคั้นเปลือก

สับปะรดกับน�้ามะพร้าว	 โดยให้มีปริมาตรสุดท้ายรวม

เป็น	100	มิลลิลิตร	ในอัตราส่วนระหว่างน�้าคั้นเปลือก

สบัปะรดต่อน�า้มะพร้าว	เป็นดงันี	้100:0,	80:20,	60:40,	

40:60,	20:80	และ	0:100	ตามล�าดับ

2.3.2 การเก็บเกี่ยวแบคทีเรียลเซลลูโลส

	 เมื่อเพาะเล้ียงแบคทีเรียลเซลลูโลสตามระยะ

เวลาท่ีต้องการ	 จึงน�าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จาก

การเพาะเลี้ยงมาต้มในน�้ากลั่นที่อุณหภูมิ	 100	 องศา

เซลเซียส	 เป็นเวลา	 20	นาที	 แล้วจึงต้มในสารละลาย

โซเดียมไ ดรอกไซด์	 ความเข้มข้น	 1	 โมลาร์	 อุณหภูมิ	

100	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	30	นาท	ีหลงัจากนัน้น�ามา

แช่ในน�า้กลัน่จนค่า	pH	ทีไ่ด้มค่ีาเท่ากับ	7	น�ามาหัน่เป็น

แผ่นบางๆ	ก่อนน�าไปแช่ทีตู่อ้ณุหภมู	ิ-80	องศาเซลเซยีส	

เป็นเวลา	1	คนื	หลงัจากนัน้น�าแบคทเีรยีลเซลลโูลสทีไ่ด้

ไปท�าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง	(Freeze	Dry)	ด้วยเครื่อง

ท�าแห้งแบบแช่เยอืกแขง็	เป็นเวลา	24	ช่ัวโมง	ก่อนน�าไป

วิเคราะห์คุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสต่อไป	

2.4 การศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียล

เซลลูโลส 
2.4.1 ความหนาและน�้าหนักแห้ง

น�าแบคทเีรยีลเซลลโูลสผลติได้และทีล้่างจนมค่ีา	

pH	เท่ากบั	7	มาวดัความหนาโดยน�ามาผ่ากลางแล้ววดั

ความหนา	3	จุดมาหาค่าเฉลี่ย	หลังจากนั้นน�าไปอบที่

อุณหภูมิที่	60	องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	3	วัน	แล้วน�า

มาชั่งเพื่อหาค่าน�้าหนักแห้ง

2.4.2	การพิสูจน์เอกลักษณ์โครงสร้างทางเคมี

	 น�าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่สังเคราะห์ได้มาท�า

การวิเคราะห์ด ้วยเทคนิค	 Fourier	 Transform

Infrared	 (FT-IR)	 ซ่ึงจะท�าการวิเคราะห์ในโหมด

transmittance	 ที่อุณหภูมิห้อง	 ในช่วงคลื่นตั้งแต่	

4,000-400	cm-1	ทีค่วามละเอยีด	(Resolution)	เท่ากบั	

1	cm-1	

2.4.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา

	 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะศึกษา

ด้วยเครื่อง	Scanning	Electron	Microscopy	(SEM)	

โดยจะน�าชิ้นงานมาวางบน	Stub	จากนั้นน�าไปเคลือบ

ด้วยแพลตินัมผสมทองเป็นเวลา	15-30	วินาที	จากนั้น

จึงน�าชิ้นงานไปส่องดูโครงสร้างทางสัณฐานวิทยา

2.4.4 การศึกษาสมบัติทางความร้อน

	 การศึกษาสมบัติทางความร้อนจะศึกษาโดย

อาศัยเครื่องมือ	ได้แก่	Thermogravimetric	Analysis	

(TGA)	 และDifferential	 Scanning	 Colorimeter	

(DSC)	 ในการทดสอบการสลายตัวทางความร้อนด้วย

เครื่อง	 TGA	 ทดสอบที่อุณหภูมิ	 50	 ถึง	 800	 องศา

เซลเซยีส	ด้วยอตัราการให้ความร้อน	10	องศาเซลเซยีส
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ต่อนาที	 ในส่วนของการทดสอบการเปลี่ยนแปลงทาง

ความร้อนด้วยเครือ่ง	DSC	จะทดสอบด้วยให้ความร้อน

ตั้งแต่	 50	 ถึง	 250	 องศาเซลเซียส	 ด้วยอัตราการให้

ความร้อน	10	องศาเซลเซียสต่อนาที

2.4.5 การศึกษาโครงสร้างและปริมาณผลึก

	 ศึกษาโครงสร้างและปริมาณผลึกด้วย	 -ray	

Diffraction	 ( RD)	 โดยใช ้	 CuKα	 แผ ่รังสีที่มี

ความยาวคลื่น	 1.5406	 A	 อัตราเร็วในการสแกน

2o/นาที	มุมที่ท�าการศึกษา	5-40o	ที่ศักย์ไฟฟ้าเท่ากับ	

30	kV	ค่า	Crystalline	Index	หรอืปรมิาณผลกึ	ค�านวณ

จากการเปรียบเทียบพื้นที่ใต้กราฟของส่วนที่เป็น

อสัณฐานและส่วนที่เป็นผลึก	 ( RD	 Amorphous	

Substraction	Method)	[23]	ดังสมการที่	(1)	

(1)

โดยที่

A
t		

=	พื้นที่ใต้กราฟส่วนที่เป็นทั้งผลึกและอสัณฐาน

A
am
	 =	พื้นที่ใต้กราฟเฉพาะส่วนที่เป็นอสัณฐาน

2.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางส ิติ 
ทุกการทดลองท�า	 3	 ซ�้า	 วิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้

การวิเคราะห์ความแปรแปรวนแบบทางเดียว	 (One	

Way	ANOVA)	ก�าหนดระดับนัยส�าคัญ	α=	0.05	และ

การวิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้โปรแปรมส�าเร็จรูป

ทางสถิติ	SPSS	Version	21	

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล
3.1 การผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

ในขั้นตอนแรกจะเป็นการน�าตัวอย่าง	 ได้แก่

น�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าว	 มาท�าการ

วิเคราะห์คุณภาพทางเคมีและองค์ประกอบของ

ตัวอย่างน�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าวแสดง

ดังตารางที่	 1	 พบว่า	 น�้าคั้นเปลือกสับปะรดมีความ

เป็นกรดมากกว่า	รวมทัง้จะมปีรมิาณของแขง็ทัง้หมดที่

ละลายได้และปรมิาณน�า้ตาลทัง้หมดสงูกว่าน�า้มะพร้าว	

แต่เมื่อวิเคราะห์ชนิดของน�้าตาลที่เป็นองค์ประกอบ

พบว่า	ทั้ง	2	ตัวอย่างจะมีชนิดและปริมาณของน�้าตาล

ทีแ่ตกต่างกนั	น�า้ค้ันเปลอืกสับปะรดจะมีน�า้ตาลซโูครส

อยูป่รมิาณมากทีส่ดุรองลงมา	ได้แก่	น�า้ตาลกลูโคส	และ	

ฟรุกโตส	 ตามล�าดับ	 ส่วนในน�้ามะพร้าวจะมีน�้าตาล

ฟรุกโตสอยู่ปริมาณมากที่สุด	รองลงมา	ได้แก่	น�้าตาล

กลูโคสและไซโลส	ตามล�าดับ

ตารางที่ 1 คุณภาพทางเคมีและองค์ประกอบของ

	 น�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าว

สมบัติ น�า้คัน้เปลอืก

สับปะรด

น�้า

มะพร้าว

สี เหลืองอ่อน ขาว

ความเป็นกรด-ด่าง 4.82 5.26

ของแข็งทั้งหมด	(องศาบริกซ์) 14.9 5.5

น�้าตาลทั้งหมด	(กรัมต่อลิตร) 130.13 30.60

น�้าตาลชนิดต่างๆ	(กรัมต่อลิตร)

กลูโคส

ซูโครส

ฟรุกโตส

ไซโลส

21.29

78.76

25.52

-

5.98

-

13.60

5.86

การศึกษาผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง

ที่มีต่อความหนาของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ผลิตได้

จากแบคทีเรียจีนัส	Acetobacter xylinum	 ที่เลี้ยง

ในน�้ามะพร้าว,	 น�้าคั้นเปลือกสับปะรด	 ในอาหารเลี้ยง

เชื้อที่ประกอบด้วยน�้าตาลซูโครส	 5	 กรัมต่อลิตร,	

แอมโมเนยีมซัลเฟต	0.5	กรมั,	กรดอะซิตกิร้อยละ	1	โดย

ปริมาตร	 และกล้าเชื้อเริ่มต้นร้อยละ	 10	 โดยปริมาตร	

ที่อุณหภูมิห้องประมาณ	 28–32	 องศาเซลเซียส	

ดงัรปูที	่1	พบว่า	ในช่วงแรกยงัไม่มแีบคทเีรยีลเซลลูโลส

เกิดขึ้น	 จนกระทั่งเมื่อเวลาผ่านไประยะหนึ่งจะมี

แบคทีเรียลเซลลูโลสเกิดขึ้นโดยน�้ามะพร้าวจะมี

แบคทีเรียลเซลลูโลสเกิดขึ้นหลังจากวันท่ี	 3	 ส่วนน�้า
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คั้นเปลือกสับปะรด จะเริ่มผลิตช้ากว่า โดยจะเริ่มผลิต

หลังจากวันที่ 5 เป็นต้นไป หลังจากนั้นในทั้งสองแหล่ง

คาร์บอนแบคทีเรียจะเริ่มผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

อย่างรวดเร็ว จนกระท่ังผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้

ลดลงและคงที่หลังจากวันที่  10 เนื่องจากเกิด

แบคทีเรียลเซลลูโลสบนผิวหน้าของอาหารมากเกินไป 

ท�าให้เชื้อที่อยู่ด้านล่างไม่สามารถน�าออกซิเจนมาใช้ได้ 

จึงส่งผลให้ไม่สามารถผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสเพิ่มขึ้น

ได้อีก [24] 

มกีารปรบัสดัส่วนระหว่างน�า้คัน้เปลอืกสบัปะรดกบัน�า้

มะพร้าว โดยมีปริมาตรสุดท้ายรวมเป็น 100 มิลลิลิตร 

ก่อนที่จะเติมน�้าตาลซูโครส, แอมโมเนียมซัลเฟต, กรด

อะซิติกและกล้าเชื้อเริ่มต้นร้อยละ 10 โดยปริมาตร 

จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 วัน แล้วน�ามา

วดั ความหนาและน�า้หนกัของแผ่นแบคทเีรยีลเซลลูโลส 

ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 2 การผลิตแบคทีเรียล

เซลลูโลสที่มากที่สุดที่วิเคราะห์จากทั้งความหนาและ

น�้าหนักที่ได้พบว่าที่อัตราส่วนระหว่างน�้าคั้นเปลือก

สับปะรดกับน�้ามะพร้าว (20:80) และ ที่ใช้น�้ามะพร้าว

เพียงอย่างเดียว (อัตราส่วน 0:100) จะให้ปริมาณการ

ผลติสงูสดุ นอกจากนีย้งัพบว่าเมือ่มกีารเตมิน�า้มะพร้าว

ลงไปในน�้าสับปะรด จะท�าให้แบคทีเรียลเซลลูโลสที่

ผลิตได้มีแนวโน้มท่ีสูงขึ้นซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการเติม

น�า้มะพร้าวลงใปในน�า้สบัปะรดจะช่วยส่งเสรมิปรมิาณ

การผลติแบคทเีรยีลเซลลโูลส เนือ่งจากในน�า้มะพร้าวมี

สารอาหารและแหล่งคาร์บอนที่จ�าเป็น [5, 27] ซึ่งผล

ดังกล่าวสอดคล้องกับหลายๆ งานวิจัยที่มีการเติม

น�้ามะพร้าวลงไปในแหล่งคาร์บอนอื่น [7, 13, 28]

ตารางที่ 2 ปริมาณการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้

 จากน�า้ค้ันเปลือกสับปะรดและน�า้มะพร้าว

 เมื่อท�าการผลิต 10 วัน 

อัตราส่วนโดยปริมาตร

(น�้าคั้นเปลือกสับปะรด :

น�้ามะพร้าว)

ความหนา 

(เซนติเมตร)

น�้าหนัก 

(กรัม)

100 : 0 1.53 ± 0.05a 0.75 ± 0.02a

80 : 20 2.07 ± 0.05b 0.86 ± 0.02b

60 : 40 2.47 ± 0.15c,d 1.13 ± 0.05c

40 : 60 2.43 ± 0.15c 1.00 ± 0.06d

20 : 80 2.76 ± 0.17e 1.50 ± 0.06e 

0 :100 2.65 ± 0.10d,e 1.43 ± 0.04e

หมายเหตุ  ผลการทดลองเป็นค่าเฉลีย่ ± ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน 

 ที่ได้จากการทดลองจ�านวน 3 ซ�้า ตัวอักษรภาษา

 อังกฤษทีแ่ตกต่างกนัในแนวตัง้ คอื ความแตกต่างกนั

 อย่างมีนัยส�าคัญที่ p<0.05

รูปที่ 1 ผลของเวลาในการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

 นอกจากนี้จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า

น�้าคั้นจากเปลือกสับปะรดสามารถเป็นแหล่งอาหาร

ที่ใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการผลิตเซลลูโลสโดยเชื้อได้ 

เมื่อพิจารณาเปรียบเทียบกับน�้ามะพร้าวพบว่าน�้าคั้น

เปลือกสับปะรดผลิตเซลลูโลสได้น้อยกว่าถึงแม้ว่ามี

ปริมาณน�้าตาลมากกว่าก็ตาม อาจจะเน่ืองจากสาร

อาหารและแร่ธาตุที่มีน�้ามะพร้าวมีความเหมาะสมใน

การเจรญิเตบิโตของเชือ้ได้ดกีว่าคัน้จากเปลอืกสบัปะรด 

[5] โดยได้มีนักวิจัยพบว่านอกจากปริมาณของน�้าตาล

จะมผีลต่อการผลติแล้ว ชนดิของน�า้ตาลกม็ผีลด้วย เช่น

ไซโลสจะยับยั้งการผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส [25] ส่วน

วัตถุดิบที่เป็นซูโครสจะผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลสได้

ดกีว่า กลโูคส และ แมนนทิอล [18] เป็นต้น ส่วนแร่ธาตุ 

ฟอสฟอรัส และ แมกนีเซยีม จะส่งเสรมิในการผลติ [25, 

26] กรดแอสคอบิคช่วยส่งเสริมการผลิต [26] เป็นต้น

 การศึกษาความสามารถในการผลิตแบคทีเรียล

เซลลูโลสของแบคทีเรีย Acetobacter xylinum โดย
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3.2 คุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลส
การพิสูจน์เอกลักษณ์ของตัวอย่างของแข็งที่

ผลิตจากน�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าวโดยใช้	

Fourier	Transforms	Infrared	Spectrometer	แสดง

ในรปูที	่2	จากสเปคตรมัทีป่รากฏของทัง้ตวัอย่างทีผ่ลติ

จากน�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าว	 มีลักษณะ

คล้ายกนัแสดงว่ามโีครงสร้างทางเคมเีหมอืนกนั	รวมทัง้

พีคส�าคัญที่พบจะสอดคล้องกับงานวิจัยอื่น	ๆ	ที่ศึกษา

โครงสร้างทางเคมขีองแบคทเีรียลเซลลโูลส	[15,	29]	จงึ

สามารถสรปุได้ว่า	ตวัอย่างทีน่�ามาวเิคราะห์เป็นแบคที-

เรียลเซลลูโลส	โดยพีคที่ส�าคัญ	ได้แก่	ที่ต�าแหน่งความถี่	

3300	(O-H	Stretching)	2900	(C-H	Strengthing)	1650	

(O-H	Bending	of	Absorp	Water)	1330	(C-H	Stretching)	

1160	(	C-O-C	Stretching)	1110-1060	(C-O-H	Stretching)	

664-610	(O-H	Out	of	Plane	Bending)

น�้าคั้นเปลือกสับปะรดผสมกับน�้ามะพร้าวพบว่าจะมี

การกระจายตัวของเส้นใยไม่ดี	 ผิวขรุขระ	 และมีส่ิง

ปนเปอน	(Impurities)

รูปที่ 2	สเปคตรัมของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้

จากการศึกษาโครงสร้างทางสัณฐานวทิยาแสดง

ดังรูปที่	 3	 พบว่าโครงสร้างของแบคทีเรียลเซลลูโลส

ที่ได้จากทั้ง	 3	 แหล่งคาร์บอน	 มีโครงสร้างท่ีคล้ายกัน

โดยจะมีโครงสร้างเป็นแผ่นร่างแหที่เกิดจากเส้นใย

จ�านวนมากซ้อนทับกัน	โดยจากหลายๆ	งานวิจัยก็พบ

ในผลการทดลองในลักษณะเช่นเดียวกัน	[24,	30]	แต่

อย่างไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกันพบว่าแบคทีเรียล

เซลลูโลสที่ได้จากน�้ามะพร้าวเส้นใยจะกระจายแยกตัว

สานกันเป็นแผ่นสม�่าเสมอและผิวค่อนข้างเรียบ	 ส่วน

แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จากน�้าคั้นสับปะรด	 และจาก

รูปที่ 3 ภาพ	SEM	ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จาก	

ก)	น�้ามะพร้าว	ข)	น�้าคั้นเปลือกสับประรด	

ค)	น�้าคั้นเปลือกสับปะรด	:	น�้ามะพร้าว:	(20:80)
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เมื่อน�าแผ่นเซลลูโลสท่ีได้มาศึกษาความเสถียร

ทางความร้อนด้วย	TGA	แสดงดังรูปที่	4	พบว่า	ทั้งสาม

ตัวอย่างมีการสลายตัวท่ีใกล้เคียงกันโดยน�้ามะพร้าว	

น�้ามะพร้าวผสมน�้าคั้นเปลือกสับปะรด	 และน�้าคั้น

เปลอืกสบัปะรด	มค่ีาการสลายทางความร้อนทีอ่ณุหภมูิ	

352,	362	และ	369	องศาเซลเซียส	ตามล�าดับซึ่งก็ใกล้

เคียงกับงานวิจัยอื่นๆ	 [14,	 31]	 นอกจากนี้เมื่อศึกษา

พฤติกรรมการสลายตัวพบว่า	 ทั้ง	 3	 ตัวอย่างจะแสดง

พฤตกิรรมคล้ายกนัดงันี	้โดยจะเกิดการสลายตวั	2	ช่วง	

ช่วงแรกที่อุณหภูมิ	 90-100	 องศาเซลเซียส	 เป็นการ

สลายตัวของน�้าท่ีอยู่ในเน้ือวัสดุ	 หลังจากน้ันเม่ือเพิ่ม

อณุหภมูจิะเริม่เกดิการสลายตวัช่วงทีส่องอกีโดยจะเริม่

ทีอ่ณุหภมูปิระมาณ	300-400	องศาเซลเซียส	การสลาย

ตวัทเีกิดขึน้ในช่วงนีน้ัน้มหีลายปฏกิริยิาทีเ่กีย่วข้องด้วย	

อาทิเช่น	 Depolymerization	 Dehydration	 การ

รปูท่ี 4	TGA	เทอร์โมแกรมของแบคทีเรยีลเซลลโูลสทีไ่ด้

รปูท่ี 5	DSC	เทอร์โมแกรมของแบคทีเรยีลเซลลโูลสทีไ่ด้

สลายตัวของหน่วยย่อย	Glycosyl	ที่ต่อมาจะเกิดเป็น

ถ่านชาร์	[14]	นอกจากนี้ยังพบว่า	น�้าคั้นสับปะรดและ

น�้าคั้นสับปะรดผสมน�้ามะพร้าวมี่ปริมาณถ่านชาร์

จ�านวนมากกว่าน�้ามะพร้าว	 ซ่ึงน่าจะมีผลมาจากสาร

ปนเป อนท่ีพบแบคทีเรียลเซลลูโลสที่พบในแหล่ง

คาร์บอนทั้งสอง	 เป็นตัวเริ่มต้นและกระตุ้นให้เกิด

ถ่านชาร์	[21]	

	 จากผลการศึกษาสมบัติทางความร้อนของ

แบคทเีรยีลเซลลโูลสด้วยเทคนคิ	DSC	โดยเพิม่อณุหภมูิ

จากอุณหภูมิ	 50	 ถึงอุณหภูมิ	 250	 องศาเซลเซียส	

ด้วยอัตราการให้ความร้อน	10	องศาเซลเซียสต่อนาที	

แสดงดังรูปที่	 5	 พบว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จาก

ทั้ง	 3	 แหล่งคาร์บอน	 จะปรากฏพีคการดูดความร้อน

ที่อุณหภูมิตั้งแต่	 147-154	 องศาเซลเซียส	 ซึ่งพีคที่

ปรากฏนั้นเป็นพีคที่เกิดจากความร้อนเข้าไปหลอมตัว

ผลึก	 หรืออาจเรียกอุณหภูมินี้ว่าอุณหภูมิการหลอมตัว	

(Melting	 Point	 Temperature,	 Tm)	 ซึ่งค่าที่ได้ก็

สอดคล้องกับงานวิจัยอื่นที่ทดสอบสมบัติดังกล่าวของ

แบคทีเรียลเซลลูโลส	 [20,	 32]	 นอกจากนี้จะพบว่า

แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จากน�้าคั้นสับปะรดและนึ้

ค้ันสับปะรดผสมกับน�้ามะพร้าวมีค่า	 Tm	 ต�่ากว่าน�้า

มะพร้าวนั้นก็อาจจะเป็นผลของส่ิงปนเปอนในแบคที-

เรียลเซลลูโลส	 โดยได้เคยมีรายงานว่าสิ่งปนเปอนใน

แบคทีเรียลเซลลูโลสจะท�าให้ค่า	Tm	ต�่าลง	[19]

รูปที่ 6	 RD	Pattern	ของแบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้
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	 จากผลการทดสอบ	 XRD	 ของฟิลม์แบคทีเรียล

เซลลูโลสดังแสดงในรูปที่	6	พบว่า	XRD	Pattern	ของ

แบคทีเรียลที่ได้จากการทดลองทั้ง	 3	 แหล่งคาร์บอน

จะพบพีคที่ต�าแหน่ง	 2Ø	 เท่ากับ	 14.5o,	 17.0o	 และ	

22.5o	ซึง่จะตรงกบัระบบผลกึของระนาบ	101	(บรเิวณ	

อสัณฐาน)	101	(บริเวณอสัณฐาน)	และ	200	(บริเวณ

ผลึก)	นอกจากนีก้ารปรากฏของทัง้สามพคิแสดงให้เหน็

แบคทีเรียลเซลลูโลสท่ีได้เป็นแบบชนิด	 Iα	 (Triclinic)	

ซึ่งจะแตกต่างจากเซลลูโลสที่ได้จากธรรมชาติท่ีเป็น

แบบชนดิ	Iα	(Monoclinic)	[33-34]	และเมือ่พิจารณา

ปรมิาณของผลกึพบว่าปรมิาณผลกึของน�า้คัน้สบัปะรด

น�า้คัน้สบัปะรดผสมกบัน�า้มะพร้าว	และน�า้มะพร้าวมค่ีา

เท่ากับร้อยละ	61.67,	69.88	และ	71.89	ตามล�าดับ	

ซึ่งเห็นได้ว่าน�้าค้ันเปลือกสับปะรดมีปริมาณผลึกน้อย

ที่สุด	 ซึ่งอาจช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรียลเซลลูโลสท่ีได้จาก

น�้ าคั้นสับปะรดนอกจากจะมีสิ่ งปนเป ื ้อนอยู ่ ใน

โครงสร้างแล้ว	 ยังมีปริมาณผลึกในโครงสร้างน้อยกว่า

แบคทีเรียลเซลลูโลสที่ได้จากน�้ามะพร้าว

4. สรุป
	 สรุปจากการทดลองผลิตแบคทีเรียลเซลลูโลส

จากเชื้อ	Acetobacter xylinum	 TISTR	 975	 โดย

ใช้น�้าคั้นเปลือกสับปะรดและน�้ามะพร้าวเป็นแหล่ง

อาหารพบว่าน�้าคั้นเปลือกสับปะรดสามารถผลิต

แบคทีเรียลเซลลูโลสได้แต่ในปริมาณที่น้อยกว่าน�้า

มะพร้าว	 นอกจากนี้ยังพบว่าการเติมน�้ามะพร้าวลงไป

ในน�้าสับปะรดจะช่วยเพิ่มปริมาณการผลิตได้	 ส่วน

คุณลักษณะของแบคทีเรียลเซลลูโลสท่ีได้จากน�้าคั้น

สับปะรดจะมีลักษณะคล้ายกับที่ได้จากน�้ามะพร้าว	

นอกจากนี้พบว่าแบคที่เรียเซลลูโลสที่ได้จากน�้าค้ัน

สบัปะรดจะมสีิง่ปนเป้ือนปะปนอยูซ่ึง่จะส่งผลต่อสมบตัิ

บ้าง	แต่อย่างไรก็ตามในการทดลองนี้ก็สามารถสรุปได้

ว่าน�้าคั้นเปลือกสับปะรดสามารถเป็นแหล่งคาร์บอนที่

ราคาถกูและสามารถน�ามาผลิตแบคทเีรยีลเซลลโูลสได้	

นอกจากนีจ้ากสมบตัคิวามเป็นผลกึทีส่งูของแบคทเีรียล

เซลลูโลสที่ได้	 จึงอาจจะเป็นไปได้ในการประยุกต์

แบคทีเรียลเซลลูโลสน้ีไปในด้านเทคโนโลยีวัสดุ	 เช่น	

เป็นตัวเสริมแรงในพลาสติกชีวภาพ	 น�าไปเป็นสารตัว

เติมส�าหรับกระดาษ	 เป็นแผ่นฟิลม์ส�าหรับรรจุภัณฑ	์

นอกจากน้ีสมบัติความเสถียรที่อุณหภูมิ สูงของ

แบคทเีรยีลอาจน�ามาใช้เป็นตวัรองรับตวัเร่งปฏกิริยิาใน

กระบวนการสังเคราะห์สารเคมีได้

5. กิตติกรรมประกาศ 
	 ผูเ้ขียนขอขอบคณุมหาวทิยาลยัราชภฏันครปฐม

ในการสนับสนุนงบประมาณในการวิจัย	 สาขาวิชาเคมี

และสาขาวิชาฟิสิกส์คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี	

มหาวิทยาลัยราชภัฏนครปฐม	 ภาควิชาเทคโนโลยี

ชีวภาพและภาควิชาเทคโนโลยีวัสดุ	 คณะวิศวกรรม-

ศาสตร์และเทคโนโลยีอุตสาหกรรม	 มหาวิทยาลัย
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