
  
     บทท่ี 3 

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการทดลอง 
1.  วัสดุและอุปกรณ 

วัตถุดิบ และกลาเชื้อท่ีใชไดแก 
1. น้ําเวยจากกระบวนการทําเนยแข็งมอซซาเรลลา จากบริษัทแดซีโซจาํกัด จังหวดั 

     เชียงใหม 

2.  เชื้อ Kluyveromyces marxianus var. marxianus TISTR 5695 จากสถาบันวิจยั 

     วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

3. เชื้อ Acetobacter aceti subsp. xylinum TISTR 107 จากสถาบันวิจยัวิทยาศาสตรและ 

       เทคโนโลยีแหงประเทศไทย 
            อุปกรณท่ีใชในการทดลอง ไดแก  

1.  กระดาษกรอง เบอร 4 เสนผานศูนยกลาง 110 และ 125 มิลลิเมตร  (Whatman , England) 

  2.  กรวยกรองสุญญากาศ (Ezec-OR, Japan) 

 3.   ขวดรูปชมพู (Pyrex, USA) 

4.   หองเยน็อุณหภูมิ -20 และ 4-8 องศาเซลเซียส 

5.   เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 3 ตําแหนง (Precisa; XT320M, France) 

6.   บีกเกอร (Pyrex, USA) 

7.  ถังพลาสติก ขนาด 10 L (Polypropylene, PP) 

8.  กระบอกตวง (Pyrex, USA) 

9.  ถุงรอน (Polypropylene, PP) 

10. ถุงเย็น (Polyethelene, PE)  

 11.  กระดาษ (Bleached Kraft pulp)
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อุปกรณสําหรบัวิเคราะหคุณภาพทางจุลชีววิทยา  
       1.  Adjustable air-displacement pipette (Gilson, France ) 

      2.  pipet-tip (Scientific plastic, USA) 

                   3.  จานเพาะเชื้อ (Petri dishes; Pyrex, USA) 

                   4.  หลอดแกวทดลอง (Pyrex, USA) 

                  5.  หมอนึ่งความดัน (Autoclave; MT sterilizer 100, Thailand) 

     6.  ตูเขี่ยเชื้อ (Larminar air flow, Model CF43s, Australia) 

                  7.  ตูอบฆาเชื้อแบบลมรอน (Memmert, Um 100-UN 800, Germamy) 

      8.  เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (Consort, Model C 830, Belgium) 

                  9.  เครื่องเขยา (Gallenkamp, England) 

                  10.  ขวดดแูรน ขนาด 100, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร (Schott Duran, Germany) 

                  11.  ตูบมเพาะเชือ้ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Termaks) 

                  12.  อางน้ําอุนควบคุมอุณหภูมิ (Gallenkamp, England)   

                  13.  เครื่องนับจํานวนโคโลน ี(Chiltern Scientific, ZC 301) 

                  14.  เครื่องเขยา (Vortex Genie 2 model G-560b, USA) 

           อุปกรณสําหรบัวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี
                  1.  Kjeldahl digestion set (Tecator, USA) 

                  2.  ถวยอลูมิเนยีมหาความชื้น (moisture can) 

                  3.  โถดูดความชืน้ (desicator) ที่มีสารดูดความชื้น 

                  4.  เครื่องชั่งไฟฟา ทศนิยม 4 ตาํแหนง (Sartorius,Model A Germany) 

      5.  เครื่องชั่งไฟฟาทศนยิม 2 ตําแหนง (Precisa. BJ 610C, Switzerland) 

                  6.  ตูอบไฟฟาควบคุมอุณหภูมิ (Termaks) 

                  7.  บิวเรตขนาด 25 และ 50 มิลลิลิตร ( Witeg, Germany) 

                 8.  ขวดรูปชมพู 250 และ 500 มลิลิลิตร (Pyrex, USA) 
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                    9.  เตาไฟฟา (Heidolph MR 3001, Germany) 

                   10.  กระบอกตวง 50, 25, 100 และ 500 มิลลิลิตร (Pyrex, USA) 

                   11. บีกเกอร ขนาด 25, 600, 1,000 และ  2,000 มิลลิลิตร (Pyrex, USA) 

                   12.  ตูดูดควนั (Toplab,Thailand) 

       13.  Ebulliometer (Dujardin-Salleron, Paris) 

2  สารเคม ี 

          2.1  สารเคมีสําหรับวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี    

  -     Zinc acetate dihydrate (Merck, Germany) 
- Acetic acid glacial (Merck, Germany) 
- Potassium ferrocyanide (Merck, Germany) 
- Copper sulphate (Merck, Germany) 
- Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
- Sodium potassium tartrate (Merck, Germany) 
- Methylene blue (Merck, Germany) 
- Hydrochloric acid (Merck, Germany) 

 
2.2 สารเคมีท่ีใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

- Bacto peptone (Difco, USA) 
- Malt extract (Merck, Germany) 
- Yeast extract (Merck, Germany) 
- Glucose (Fisher chemical, UK) 
- Acetic acid glacial, (Merck, Germany) 
- Di-Sodium hydrogen phosphate dodecahydrate (Na2HPO4.5H2O) 
        (Merck, Germany) 
- Ammonum sulphate (NH4)2SO4 (Ajax Finechem, Australia) 
- Di-ammonuim hydrogen orthophosphate (NH4)2HPO4)  
         (Ajax Finechem, Australia) 
- Magnesium sulphate  (MgSO4) (Ajax Finechem, Australia) 
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- Citric acid monohydrate (Fisher chemical, UK) 
- Absolute ethanol (Merck, Germany) 
- Agar (Merck, Germany)  
- Ferrous sulphate (FeSO4) (May and Baker, England) 
- Sodium chloride (NaCl) (Merck, Germany) 
- Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, Germany) 
- Potassium dihydrogen orthophosphate (KH2PO4) (Ajax Finechem, Australia) 
- น้ําตาลซูโครส (มิตรผล)  

 
3.  วิธีการทดลอง 
 
3.1 ศึกษาคุณภาพทางเคมีของน้ําเวยจากกระบวนการผลติเนยแขง็มอซซาเรลลา 

 
การเตรียมน้ําเวย 
น้ําเวยจากกระบวนการทําเนยแข็งมอซซาเรลลา จากบริษัทดีเซโซจํากดั การเตรยีมน้ําเวย 

แสดงดังภาพที่ 3.1 
ก. การแยกโปรตนีเวยออกจากน้ําเวย 
 

น้ําเวยใสในถุง Polypropylene 2.0 ลิตร 
↓ 

ใหความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
↓ 

ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง 
↓ 

กรองแยกสวนใสดวยสําลีและกระดาษกรองเบอร 4 (2ช้ัน) 
กรองโดยใช Buchner funnel ขนาด 1 ลิตร (แยกตะกอนโปรตีน) 

↓    
           น้ําเวยที่ผานการแยกตะกอนโปรตนี 
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 ข. การฆาเชื้อน้ําเวยเพื่อใชเล้ียงจุลินทรีย 
 

น้ําเวยที่ผานการแยกตะกอนโปรตีน 
↓ 

เติมสารอาหารที่ระดับตาง ๆ  
↓ 

ใหความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
↓ 

ทิ้งไวใหเย็นทีอุ่ณหภูมิหอง 
↓ 

เติมกลาเชื้อเริม่ตน เพาะเลี้ยงเชื้อ  
ภาพที่ 3.1 ขั้นตอนการเตรียมน้ําเวย 
 
 3.1.1 ศึกษาปรมิาณน้ําตาลทัง้หมด กอนและหลังการแยกตะกอนโปรตนี 

 ทําการศึกษาปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยใชวิธี Lane and Eynon (AOAC, 2000) 
ทําการศึกษาน้ําเวยที่ผาน และไมผานการใหความรอนที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
แลวแยกตะกอนโปรตีนของน้ําเวยที่ผานการใหความรอนออก ทําการสุมตัวอยางน้ําเวยจาก
กระบวนการทําเนยแข็งมอซซาเรลลา อาทิตยละ 1 ครั้ง  ทําการทดลองครั้งละ 2 ซํ้า เปนระยะเวลา  
1 เดือน  
 
 3.1.2 ศึกษาปรมิาณโปรตีนท้ังหมดกอนและหลังการแยกโปรตีน  
  ทําการศึกษาปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยวิธี Kjeldahl Method (AOAC, 2000) โดยใช
ตัวอยางเชนเดยีวกันกับการทดลองในตอนที่ 3.1.1  
 
 3.1.3 ศึกษาผลของการสรางไบโอเซลลูโลสของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 ในน้ําเวยท่ี
ผาน และไมผานการแยกตะกอนโปรตนี 
 ทําการศึกษาการสรางไบโอเซลลูโลสของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 ในน้ําเวยที่ผาน และ
ไมแยกตะกอนโปรตีน  และไมมีการ เติมสารอาหารอื่นใดโดยกํ าหนดกล า เชื้ อ เริ่ มตน 
รอยละ 5 วิธีเตรียมกลาเชื้อทําโดยนําตัวอยางกลาเชื้อที่มีแผนวุนปนใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง
ปน (National) ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  ปน  
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(ระดับความเร็วสูงสุด) อัตราเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 10 วินาที จากนั้นนํากลาเชื้อที่ไดจากการ
เตรียมใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนโดยเติมในปริมาณเทากับรอยละ 5 ของปริมาตรน้ําเวยสุดทาย เพาะเลีย้ง
ในสภาวะตั้งทิ้งไวโดยไมเขยาที่ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน  ตรวจวัดปริมาณ 
ไบโอเซลลูโลส   ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดเริ่มตน ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เหลือ และคาความเปน
กรด-ดาง จากการเจริญของเชื้อ   
 
3.2 ศึกษาการเจริญเติบโตของ Acetobacter aceti subsp. xylinum TISTR 107 และ Kluyveromyces 
marxianus var. marxianus TISTR 5695 ท่ีเจริญเติบโตในน้ําเวยท่ีไมมีการเติมสารอาหารอื่นใด 
เพื่อใชเปนกลาเชื้อเร่ิมตนในการทดลอง 
 
 3.2.1 ศึกษาการเจริญเติบโตของ Acetobacter aceti subsp. xylinum TISTR 107 เพื่อใชเปน
กลาเชื้อเร่ิมตน  
 
 ใชหวงเขี่ยเชื้อ Acetobacter aceti subsp. xylinum TISTR 107 ( A. xylinum TISTR 107)  
1 หวง อายุเชื้อ 72 ชั่วโมงจาก  Hestrin and Schramm Agar (HSA) (ภาคผนวก ง) ลงใน Hestrin and 
Schramm Broth (HSB)  10 ml บมเพาะเชื้อท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง จากนั้น
เติมกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 จาก HSB รอยละ 10 ของปริมาตรน้ําเวยสุดทาย ลงในน้ําเวยที่
ผานกระบวนการเตรียมตามขอ 3.1  บมเพาะเชื้อนาน 48  ชั่วโมง จากนั้นทําการถายเชื้อในน้ําเวย อีก
คร้ัง ในปริมาณกลาเชื้อเทากับรอยละ10 ของปริมาตรน้ําเวยสุดทาย เพาะเลี้ยงในสภาวะตั้งทิ้งไวโดย
ไมเขยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 120 ชั่วโมง ทําการสุมตัวอยางทุก  2 และ 6 ชั่วโมง  
สุมตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า วิเคราะหปริมาณเซลลโดยนําตัวอยางมาปนทําใหเปนเนื้อเดียวกันดวย
เครื่องปน (National) ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  ปน  
(ระดับสูงสุด) อัตราเร็ว 4,000 รอบ/นาที นาน 10 วินาที จากนั้นทําการ Spread plate ในHSA  บม
เพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง แลวตรวจนับปริมาณเซลล  เพื่อหาระยะเวลา
ที่เหมาะสมที่เซลลเจริญในชวงที่มีปริมาณเชื้อ 106 cfu/มิลลิลิตร เพื่อใชเปนกลาเชื้อในการศึกษา
ตอไป 
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 3.2.2 ศึกษาการเจริญเติบโตของ Kluyveromyces marxianus var. marxianus TISTR 5695 
เพื่อใชเปนกลาเชื้อเร่ิมตน  
  
 ใชหวงเขี่ยเชื้อ  แตะเชื้อ Kluyveromyces marxianus var. marxianus TISTR 5695  
(K. fragilis TISTR 5695) อายุเชื้อ 48 ชั่วโมง จากอาหารเลี้ยงเชื้อ Yeast Malt Extract Agar (YMA) 
(ภาคผนวก ง) ลงใน Yeast Malt Extract broth 10 มิลลิลิตร บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง จากนั้นถายเชื้อในปริมาณรอยละ 6 ของปริมาตรน้ําเวยสุดทาย  
ลงในน้ําเวยที่ผานกระบวนการเตรียมตามขอ 3.1  บมเพาะเชื้อ 60 ช่ัวโมง ทําการสุมตัวอยางทุก  
 2 ชั่วโมง สุมตัวอยางครั้งละ 2 ซํ้า วิเคราะหปริมาณเซลลดวยวิธีการ Spread plate ใน  YMA  
บมเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2 วัน แลวตรวจนับปริมาณเซลล  โดยใชเซลลที่เจริญ
ในชวงที่มีปริมาณเซลลเทากับ 107 cfu/มิลลิลิตร เปนกลาเชื้อเริ่มตนในการศึกษาตอไป 
 
3.3 ศึกษาสภาวะและสูตรอาหารที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเชื้อ Kluyveromyces marxianus 
var. marxianus TISTR 5695 ในน้ําเวย 
  
 3.3.1 ศึกษาผลของสารอาหาร ตอการผลิตแอลกอฮอล ของ Kluyveromyces marxianus 
var. marxianus TISTR 5695  
 ทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตแอลกอฮอลของเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 โดยมี
ปจจัยที่ตองการศึกษาทั้งหมด 5 ปจจัยไดแก น้ําตาลซูโครส,  (NH4)2HPO4,  (NH4)2SO4, MgSO4 
และปริมาณกลาเชื้อ โดยทําการกลั่นกรองปจจัยโดยใชแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman 
การกําหนดปริมาณปจจัยที่ใชเติมในการศึกษาทําไดโดยการรวบรวมงานวิจัยที่เกี่ยวของ (ภัททิยา, 
2530 ; Moeini et al, 2004 ; Grba et al, 2002  and Kourkoutas et al, 2002) กําหนดปริมาณการเติม
ปจจัยที่ระดับของปจจัยสูง-ต่ําแสดงในตารางที่ 3.1 
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ตารางที่ 3.1 การกําหนดระดับสูง-ต่ําของการใชสารอาหารในน้ําเวย  เพื่อศึกษาผลของสารอาหาร 

                  ตอการผลิตแอลกอฮอลจากเชื้อ K. fragilis. TISTR 5695  

 

สารอาหารที่เติมในน้ําเวย ปริมาณที่เติม (รอยละ) 
 ระดับสูง  ระดับต่ํา 

น้ําตาลซูโครส      (A) 10 0 
(NH4)2HPO4         (B) 0.2 0.1 
(NH4)2SO4            (C) 0.3 0.1 
MgSO4                  (D) 0.06 0.04 
ปริมาณกลาเชือ้     (E) 6 2 

 
 จากปจจัยดังกลาวเมื่อวางแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman มีปจจัยที่ตองการ
ศึกษา 5 ปจจัยเลือก N=12  ดังแสดงในตารางมาตรฐานกําหนดระดับสูงต่ํา (ตารางที่ 3.2) 
 
ตารางที่ 3.2 การกําหนดระดับของสารอาหารในการใชแผนการทดลอง Plackett and Burman   
                    (N = 12) เพื่อกล่ันกรองชนิดและปริมาณสารอาหารที่เติมในน้ําเวย 

 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ A B C D E F G H I J K 

1 + + - + + + - - - + - 
2 + - + + + - - - + - + 
3 - + + + - - - + - + + 
4 + + + - - - + - + + - 
5 + + - - - + - + + - + 
6 + - - - + - + + - + + 
7 - - - + - + + - + + + 
8 - - + - + + - + + + - 
9 - + - + + - + + + - - 
10 + - + + - + + + - - - 
11 - + + - + + + - - - + 
12 - - - - - - - - - - - 

หมายเหตุ : +  หมายถึงการกําหนดปจจัยที่ระดับสูง 
    - หมายถึงการกําหนดปจจัยที่ระดับต่ํา 
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 จากตารางมาตรฐานเมื่อนําระดับสูงต่ําของปจจัยทั้ง 5 ปจจัยไปแทนคาในตารางมาตรฐาน 
ไดสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 12 สูตร โดยสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ 13 และ 14 เปนสูตรอาหารเลี้ยง
เชื้อชุดควบคุม แสดงในตารางที่ 3.3  
 
ตารางที่ 3.3 สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือที่ไดจากการวางแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman  
                    เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตแอลกอฮอลของ  K. fragilis. TISTR 5695  

 
สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ปริมาณที่เติม (รอยละ) 

 น้ําตาลซูโครส ปริมาณกลาเชื้อ (NH4)2HPO4 (NH4)2SO4 MgSO4 
1 10 6 0.2 0.1 0.06 
2 10 6 0.1 0.3 0.06 
3 0 2 0.2 0.3 0.06 
4 10 2 0.2 0.3 0.04 
5 10 2 0.2 0.1 0.04 
6 10 6 0.1 0.1 0.04 
7 0 2 0.1 0.1 0.06 
8 0 6 0.1 0.3 0.04 
9 0 6 0.2 0.1 0.06 
10 10 2 0.1 0.3 0.06 
11 0 6 0.2 0.3 0.04 
12 0 2 0.1 0.1 0.04 
13 0 2 0 0 0 
14 0 6 0 0 0 

 
 เมื่อไดสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อทั้งหมด 14 สูตรดังแสดงในตารางที่ 3.3 นําสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทั้ง 14 สูตรไปเพาะเลี้ยงเชื้อ โดยสุมตัวอยางตรวจวัดปริมาณแอลกอฮอลเมื่อเล้ียงเชื้อนาน 12, 14, 
และ16 ชั่วโมง ตามลําดับ ทําการวิเคราะหกล่ันกรองปจจัยในแตละชวงเวลาเพื่อทําการคัดเลือกหา
ปจจัยหลัก  คือปจจัยที่มีผลมาก และปจจัยรองคือปจจัยที่มีผลนอยตอการผลิตแอลกอฮอล 
แสดงตัวอยางในภาคผนวก จ  
 โดยน้ําเวยที่เติมสารอาหารตามสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจํานวน 350 มิลลิลิตรบรรจุในขวดรูป
ชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร จากนั้นปดดวยจุกสําลีหุมดวยฟอยดทําการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121  
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง ทําการเติมกลาเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 
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ที่มีจํานวนเซลลเร่ิมตนเทากับ 107cfu/ml ในปริมาณตามรอยละปริมาตรสุดทายที่กําหนดไวในสูตร
อาหารนั้น ๆ ปดปากขวดดวยสําลีหุมดวยฟอยดเดิมจากนั้นทําการเขยาที่ 120 รอบตอนาที 
 
3.3.2 ศึกษาผลของสารอาหารที่เติมในน้ําเวย ตอการผลติแอลกอฮอล การใชน้ําตาล และการ
เปล่ียนแปลงคาความเปนกรด-ดาง ของ Kluyveromyces marxianus var. marxianus TISTR 5695  
 
 เมื่อไดระยะเวลาที่เหมาะสมในการผลิตแอลกอฮอลของ K. fragilis TISTR 5695 ในน้ําเวย
ที่เติมสารอาหารในตอนที่ 3.3.1  จากนั้นทําการศึกษาผลของปจจัยอีกครั้งโดยกําหนดการเติมปจจัย
ในสูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ ที่ระดับสูง-ต่ํา เชนเดียวกับตอนที่ 3.3.1 เพื่อทําการคัดเลือกปจจัยหาปจจัย
หลัก คือปจจัยที่มีผลมาก และปจจัยรองที่มีผลนอยตอ การผลิตแอลกอฮอล การใชน้ําตาล และ 
คาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญของเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 โดยมีขึ้นตอนการเตรียมน้ําเวย
สําหรับเพาะเลี้ยงเชื้อและสภาวะในการเพาะเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกับตอนที่ 3.3.1  
 
 นําน้ําเวยที่ผานการเลี้ยงเชื้อทําการวิเคราะห 

- ปริมาณแอลกอฮอลที่เชื้อผลิตไดโดยใช Ebulliometer  
- ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยใชวิธี Lane and Eynon (AOAC, 2000)  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH-meter) 

 
3.4 การกลั่นกรองคัดเลือกชนิดและปริมาณสารอาหารที่ เติมในน้ําเวย  ท่ีมีผลตอการผลิต 

ไบโอเซลลูโลส จากเชื้อ Acetobacter aceti subsp.  xylinum TISTR 107 
  

 ทําการศึกษากลั่นกรองคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของ A. xylinum 
TISTR 107 โดยสารอาหารที่ใชเติมสารอาหารทั้งหมด 8 ชนิดไดแก น้ําตาลซูโครส, กรดอะซีติก  
เอทานอล, (NH4)2HPO4,  KH2PO4,  MgSO4, FeSO4  และ ปริมาณกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 
โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman  เพื่อทําการคัดเลือกสารอาหารที่มีผลตอการ
ผลิตไบโอเซลลูโลส การใชน้ําตาล และคาความเปนกรด-ดาง จากการเจริญของเชื้อ A. xylinum 
TISTR 107 กําหนดปริมาณสารอาหารที่ใชเติมที่ระดับสูง และระดับต่ํา ดังแสดงในตารางที่ 3.4  
กําหนดสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อจากตารางมาตรฐาน  และแตละสูตรประกอบดวยปริมาณสารอาหารที่
เติมดังแสดงในตารางที่ 3.5  บรรจุน้ําเวยที่เติมสารอาหาร 12 สูตร สูตรละ 350 มิลลิลิตรในขวดรูป
ชมพูขนาด  500 มิลลิลิตร จากนั้นปดดวยจุกสําลีหุมดวยฟอยดทําการนึ่งฆาเชื้อที่ อุณหภูมิ  
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121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองทําการเติมกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 
107 ที่มีจํานวนเซลล อยูในชวง 106 cfu/ml ในปริมาณตามรอยละของปริมาตรสุดทายที่กําหนดไว
ในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อปดปากขวดดวยกระดาษที่ผานการฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไวโดยไมเขยา ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 14 วัน ทําการทดลอง 3 ซํ้า 
 
น้ําหมักในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อหลังผานการเลี้ยงเชื้อที่ 14 วันทําการวิเคราะห  

- ปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตได (Krusong et al., 2004) 
- ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยใชวิธี Lane and Eynon (AOAC, 2000)  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH-meter) 

 
ตารางที่ 3.4  การกําหนดระดับสูง-ต่ําของการเติมสารอาหารในน้ําเวย ใชแผนการทดลอง Plackett 
              and Burman  (N = 12) เพื่อทําการคัดเลือกสารอาหารที่มีผลตอการสราง 
                      ไบโอเซลลูโลสของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 
 

สารอาหารที่เติมในน้ําเวย ปริมาณที่เติม (รอยละ) 
 ระดับสูง ระดับต่ํา 

น้ําตาลซูโครส                (A) 10 4 

กรดอะซีติก                    (B) 4 2 
เอทานอล                       (C) 3 1 
กลาเชื้อ                           (D) 10 5 
(NH4)2HPO4                   (E) 0.5 0.25 
KH2PO4                          (F) 0.04 0.02 
MgSO4                           (G) 0.05 0 
FeSO4                             (H) 0.0002 0 

 
 เมื่อทําการกลั่นกรองปจจัยไดปจจัยหลักและปจจัยรองแลว นําปจจัยที่ไดไปศึกษาหา
ปริมาณการเติมที่เหมาะสมตอการผลิตไบโอเซลลูโลสในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อในการทดลองตอน
ตอไป 
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3.5  การกล่ันกรองปจจัยในการเจริญเติบโตรวมกันตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของเชื้อ Acetobacter 
aceti subsp. xylinum TISTR 107 เม่ือเจริญรวมกับเชื้อ Kluyveromyces marxianus var. 
marxianus TISTR 5695 ในน้ําเวย 
 
 ทําการเพาะเลีย้งเชื้อ  A. xylinum TISTR 107 รวมกับเชื้อ K. fragilis TISTR 5695 ในน้ําเวย
โดยมีปจจยัทีท่ําการศึกษาทัง้หมด 5 ปจจัยไดแก น้ําตาลซูโครส, (NH4)2HPO4, MgSO4, ปริมาณกลา
เชื้อ A. xylinum TISTR 107  และปริมาณกลาเชื้อ โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett and 
Burman  (N=12) กําหนดปริมาณการเตมิที่ระดับสูง-ต่ํา ดังแสดงตารางที่ 3.6 กําหนดสูตรอาหาร
ตามตารางมาตรฐาน (ตารางที่ 3.2)  และแตละสูตรประกอบดวยสารอาหารที่เติมในน้ําเวยดังแสดง
ในตารางที่ 3.7 เพื่อทําการกลั่นกรองปจจัยที่มีผลตอการเจริญรวมกันเพื่อสรางไบโอเซลลูโลสของ
เชื้อ A. xylinum TISTR 107 และ K. fragilis TISTR 5695  โดยมีขั้นตอนการเตรียมน้ําเวยสําหรับ
เพาะเลี้ยงเชื้อเชนเดียวกับตอนที่ 3.4 โดยกลาเชื้อ A. xylinum TISTR 107 และกลาเชื้อ K. fragilis 
TISTR 5695 ที่ใชเติม ทีม่ีจํานวนเซลลเร่ิมตนอยูในชวง 106 cfu/มิลลิลิตรและ 107cfu/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ ศึกษาทดลองที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะเขยาที่ความเร็ว 120 รอบ/นาที ตาม
ระยะเวลาที่เหมาะสมที่ไดจากการทดลองที ่3.3.1จากนั้นโดยปดปากขวดรูปชมพูดวยกระดาษที่ผาน
การนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ตั้งทิ้งไวโดยไมเขยานาน 14 วัน ทําการ
ทดลอง 3 ซํ้า 
 
ตารางที่  3.6 ปริมาณ และระดับการเติมสารอาหารในน้ําเวย ในระดับสูง-ต่ํา เพื่อทําการคัดเลือก 
           สารอาหารที่มีผลตอการผลิตไบโอเซลลูโลสของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 เมื่อทํา 
             การเลี้ยงเชื้อรวมกับเชื้อ K. fragilis. TISTR 5695 
 

สารอาหารที่เติมในน้ําเวย ปริมาณการเตมิ (รอยละ) 
 ระดับสูง ระดับต่ํา 
น้ําตาลซูโครส     (A) 10 0 
A. xylinum           (B) 10 5 
K. fragilis             (C) 6 2 
(NH4)2HPO4        (D) 0.5 0.1 
MgSO4                 (E) 0.05 0 
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 ตารางที่ 3.7  สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อที่ประกอบดวยสารอาหารที่เติมในน้ําเวย เพื่อศึกษาการเจริญ 
                        รวมกันเพื่อสรางไบโอเซลลูโลส ของเชื้อ A. xylinum TISTR 107 เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อ 
                        ผสมระหวาง A. xylinum TISTR 107 กับ เชื้อ K. fragilis. TISTR 5695  
 

ปริมาณการเติม (รอยละ) สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
น้ําตาลซูโครส  กลาเชื้อ 

A. xylinum  
กลาเชื้อเช้ือ  
K. fragilis  

(NH4)2HPO4   MgSO4   

1 10 10 2 0.5 0 
2 10 5 6 0.5 0.05 
3 0 10 6 0.5 0 
4 10 10 6 0.1 0.05 
5 10 10 2 0.1 0 
6 10 5 2 0.1 0.05 
7 0 5 2 0.5 0 
8 0 5 6 0.1 0.05 
9 0 10 2 0.5 0.05 

10 35 5 6 0.5 0 
11 0 10 6 0.1 0.05 
12 0 5 2 0.1 0.05 
13 0 5 2 0 0 
14 0 10 6 0 0 

 
 นําน้ําหมกัหลังจากเลี้ยงเชื้อที่ 14 วัน ทําการวิเคราะห  

- ปริมาณไบโอเซลลูโลส (Krusong et al., 2004) 
- ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด Lane and Eynon  (AOAC, 2000)  
- คาความเปนกรด-ดาง (pH-meter) 
- ปริมาณกรดทัง้หมดที่ไตเตรทไดในรูปกรดอะซีติก (AOAC, 2000) 

  
 เมื่อไดปจจัยหลัก คือปจจัยที่สงผลมาก และปจจัยรองคือปจจัยที่มีผลนอยตอปริมาณ 
ไบโอเซลลูโลสที่ผลิตได ปริมาณน้ําตาลทั้งหมด และคาความเปนกรด-ดาง โดยงานทดลองนี้
พิจารณาปริมาณไบโอเซลลูโลสที่เชื้อผลิตไดเปนหลัก จากนั้นนําปจจัยหลักและปจจัยรองไปศึกษา
หาปริมาณการเติมที่เหมาะสมในการทดลองตอนตอไป 
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ตารางที่ 3.5 สารอาหารที่เติมในน้ําเวยในสูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใชแผนการทดลอง Plackett and Burman เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิต 
            ไบโอเซลลูโลส จากเชื้อ A. xylinum TISTR 107 
 

ปริมาณการเติม (รอยละ) สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
น้ําตาลซูโครส กรดอะซีติก เอทานอล ปริมาณกลาเชื้อ 

 
(NH4)2HPO4 KH2PO4 MgSO4 FeSO4 

 

1 10 4 1 10 0.5 0.04 0 0 
2 10 2 3 10 0.5 0.02 0 0 
3 4 4 3 10 0.25 0.02 0 0.0002 
4 10 4 3 5 0.25 0.02 0.05 0 
5 10 4 1 5 0.25 0.04 0 0.0002 
6 10 2 1 5 0.5 0.02 0.05 0.0002 
7 4 2 1 10 0.25 0.04 0.05 0 
8 4 2 3 5 0.5 0.04 0 0.0002 
9 4 4 1 10 0.5 0.02 0.05 0.0002 
10 10 2 3 10 0.25 0.04 0.05 0.0002 
11 4 4 3 5 0.5 0.04 0.05 0 
12 4 2 1 5 0.25 0.02 0 0 
13 0 0 0 10 0 0 0 0 
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