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 งานวิจัยน้ีมีวตัถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนทีผ่ลิต
นํ้าตาลซอโบสได และศกึษาพัฒนาการตรึงเซลลและเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสในวัสดตุรงึเพ่ือการผลิต
นํ้าตาลซอโบส วิธีการทดลองทําการแยกแบคทีเรียอะซิติกจากแหลงตางๆ ในธรรมชาติ ใหเปนแบคทีเรยี
บริสุทธิ์ นํามาจัดจําแนกโดยใชลักษณะทางสัณฐาน ปฏิกิริยาทางชวีเคมีและวธิีการหาลําดับเบสของ 16S 
rDNA ศึกษาความสามารถในการผลติน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และศึกษากิจกรรม
เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนส ทําการแยกบริสุทธิ์เอนไซมดวยวธิีคอลัมนโครมาโตรกราฟ และศึกษาการ
ตรึงเอนไซม การตรึงเซลลในวัสดุชนิดโซเดียมอัลจิเนต รวมทั้งไดศึกษาปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการผลติ
นํ้าตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูง ผลการทดลองสามารถแบคทีเรียอะซิติกจํานวน 75 ไอโซเลต ซ่ึงสามารถ
เจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จํานวน 36 ไอโซเลต จากการจัดจําแนกแบคทีเรยีดวยวธิีการ
ทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีและการหาลําดับเบสของ 16S rDNA สามารถแบงออกเปน 3 กลุม และจําแนก
ไดเปน Acetobacter pasteurianus จํานวน 5 ไอโซเลต, Gluconobacter frateurii จํานวน 22 ไอโซเลต และ 
Gluconacetobacter xylinus จํานวน 9 ไอโซเลต แบคทีเรียที่สามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดมีเพียงกลุมเดียว
คือ G. frateurii จากการศึกษาการผลติน้าํตาลซอโบสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส กับกิจกรรมเอนไซมซอ
บิทอลดีไฮโดรจีเนสจาก G. frateurii ทั้งหมด 22 ไอโซเลต พบ G. frateurii KMUTT26 สามารถผลติน้ําตาล
ซอโบสและใหกิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด จากการศึกษากิจกรรมเอนไซมพบวาอยูบนเย่ือหุมเมมเบรน และมี 
PQQ เปน prosthetic group เอนไซมมีความเสถยีรตอทรีสบัฟเฟอร พีเอช 7.5 สามารถแยกบริสุทธิ์
เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสดวย DEAE-Toyopearl และ CM-Toyopearl คอลัมนโครมาโตร กราฟ โดย
ละลายเอนไซมดวยดีเทอเจนทชนิดไมมีประจุ คือ Mydol 10 เปนเวลา 1 ชัว่โมง เอนไซมบริสทุธิ์มีนํ้าหนกั
โมเลกุล 80 กิโลดาลตัน มีกิจกรรมสูงสุดที่พีเอช 5.0 สามารถออกซิไดซนํ้าตาลแอลกอฮอลไดหลายชนดิ 
เอนไซมบริสุทธิ์มีความเสถียรตออุณหภูมิสูงสุดที่ 32 องศาเซลเซยีส ในขณะที่เอนไซมที่ยังอยูในเยื่อหุมเมม
เบรนมีความเสถียรสูงถึง 38 องศาเซลเซียส การผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเอนไซมบริสุทธิ์ เยื่อหุม
เมมเบรนและเซลลแบคทีเรียในโซเดียมอัลจิเนต พบวาเอนไซมบรสิุทธิ์ผลิตน้ําตาลซอโบสไดดีที่สุดที่ 25 
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ใหอากาศ 100 รอบตอนาท ีซ่ึงสามารถนําเม็ดอัลจิเนตกลับมาใชเพ่ือการผลิตซอโบสไดใหมจํานวน 2-4 ครั้ง 
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Abstract 
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This research aims were to study diversity of thermotolerant acetic acid bacteria produce L-
sorbose and develop cell and enzyme immobilization for L-sorbose production. The experiments 
were performed by isolation of acetic acid bacteria from natural sources to pure cultures and 
followed by identification using morphology, biochemical tests and 16S rDNA sequencing. The 
bacterial cultures were further performed the experiments on L-sorbose production at 37°C and 
measurement of sorbitol dehydrogenase activity. The enzyme sorbitol dehydrogenase was purified 
by column chromatographies. Immobilized cell and enzyme with sodium alginate as well as the 
factors affecting to L-sorbose production at high temperature by immobilized cell or enzyme were 
also conducted. As the results, seventy-five isolates of acetic acid bacteria were isolated. Among 
these, thirty-six isolates grew at 37°C. Identification of acetic acid bacteria by biochemical tests 
and 16S rDNA gene sequencing divided into 3 groups which identified to be 3 isolates of 
Acetobacter pasteurianus, 22 isosates of Gluconobacter frateurii and 9 isolates of 
Gluconacetobacter xylinus. G. frateurii was the only group that produced L-sorbose. Determination 
of L-sorbose production at 37°C and sorbitol dehydrogenase activity from 22 isolates of G. frateurii 
found that G. frateurii KMUTT26 produced the highest L-sorbose as well as enzyme activity. 
Sorbitol dehydrogenase activity was located in cytoplasmic membrane and had PQQ as the 
prosthetic group. Enzyme was stabilized in Tris-HCl buffer pH 7.5. The enzyme was solubilized 
with nonionic detergent, Mydol 10 and the enzyme was successively purified with DEAE-Toyopearl 
and CM-Toyopearl column chromatography. The purified enzyme had molecular mass of 80 kDa 
and optimum pH at 5.0. The purified enzyme oxidized various sugar alcohols and stabilized at 
32°C, while enzyme activity on cytoplasmic membrane was stabilized at 38°C. L-Sorbose 
production with immobilized pure enzyme, cytoplasmic membrane and cell in sodium alginate 
showed that immobilized pure enzyme produced L-sorbose at 25°C higher than that of 30 and 
37°C, where as immobilized cytoplasmic membrane and cell produced higher amount at 30 and 
37°C, respectively. Using 15% sorbitol with aeration at 100 rpm was found to be the optimum 
condition for L-sorbose production with immobilized cytoplasmic membrane and cell in which the 
alginate beads could be recycle for 2-4 times.   
 
Keywords : acetic acid bacteria, sorbose, sorbitol dehydrogenase, immobilization  



บทนํา 
 

 ประเทศไทยจดัเปนประเทศในเขตรอนชื้นบริเวณแถบเสนศูนยสตูร มีความไดเปรียบทางดานความ
หลากหลายทางทรัพยากรชีวภาพในกลุมของพืช สัตว และจุลินทรีย ในปจจุบันและตอเน่ืองถึงในอนาคต
ความหลากหลายทางชวีภาพนับวันจะหมดไปเนื่องมาจากการบุกรุกทําลายปาไม และสิ่งแวดลอม อันสงผล
ใหระบบนิเวศถูกเปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงมีผลกระทบอยางยิ่งตอชนิดและปริมาณของสิ่งมีชีวิตที่อยูในระบบนิเวศ 
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรยีในระบบนิเวศตางๆ ไดมีผูศึกษาวิจัยอยูเปนจํานวนมากเพื่อใชเปน
แหลงขอมูลพ้ืนฐานสําหรับการศึกษาขั้นสูงตอไป แตสําหรับจุลินทรียในกลุมของแบคทีเรียอะซิติกไดพบวา
ยังมีผูศึกษาอยูจํานวนนอย และจากเอกสารวิชาการดานการคนพบและจัดจําแนกแบคทเีรียอะซิติกใน
ปจจุบัน โดยเฉพาะอยางยิ่งในเอเซียตะวันออกเฉียงใตมีการคนพบแบคทเีรียอะซิติกที่มีคุณสมบัติทนรอน
และหรือเปนแบคทีเรียอะซิติกชนิดใหมหลายชนิดทั้งจากประเทศไทย (Moonmangmee และคณะ, 2000, 
2001, 2002, Yukphan และคณะ, 2004) และจากประเทศอินโดนีเซีย (Lisdiyanti และคณะ, 2001) 
แบคทีเรียอะซิติกดังกลาวนี้มีความสัมพันธและสําคัญอยางยิ่งตอมนุษยชาติตั้งแตอดีตจนถึงปจจุบัน 
หลังจากการคนพบวาแบคทเีรียอะซิติกเปนจุลินทรียผูผลิตน้ําสมสายชูในสมัยโบราณมากวา 100 ป และยัง
ใชผลติจนถึงปจจุบัน แบคทีเรียอะซิตกิสามารถผลติน้ําตาลซอโบสที่ใชเปนสารตัวกลางที่สาํคัญอยางยิ่งใน
กระบวนการผลิตวิตามินซ ี ซ่ึงเปนวติามินเพียงชนิดเดียวที่มนุษยไมสามารถสังเคราะหขึน้เองได ตอง
สังเคราะหโดยวิธทีางเคมี (Moonmangmee และคณะ, 2000) และมนุษยตองรบัวติามินซีเขาสูรางกายโดย
ทางการรับประทาน วติามินซีเปนวติามินที่มีความสําคัญชวยปองกันโรคลักปดลักเปดและโรคเกี่ยวกบั
ผิวหนังบางชนิด ในการผลิตวิตามินซีของ Reichstein มีขั้นตอนทีส่ําคัญที่ใชจุลนิทรียเพียงขัน้ตอนเดียวใน
การผลติ ไดแก การใชแบคทีเรียอะซิติกทําหนาที่เปลี่ยนน้ําตาลซอบิทอลเปนํ้าตาลซอโบส (Adachi และ
คณะ, 2003) ดังน้ันการคัดเลือกแบคทีเรยีอะซิติกทนรอนที่มีความสามารถในการผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงจะ
ทําใหสามารถนํามาใชในกระบวนการผลติวติามินซีไดอีกทางหนึ่ง 
 นอกจากนี้แบคทีเรียอะซิตกิยังสามารถผลิตน้ําตาลทีส่าํคัญที่ใชในอุตสาหกรรมเครื่องด่ืมและขนม
หวาน เชนน้ําตาลฟรุกโตส (Barker และ Shirley, 1980; Bhosale และคณะ, 1996)  ผลิตไดไฮดรอกซี-    
อะซีโตน และอิริทรูโลส (Moonmangmee และคณะ, 2002) สําหรับใชในเครื่องสําอางสําหรับทาผิวใหเกิดสี
แทนธรรมชาติโดยไมตองผานการอาบแดด จากคุณสมบัติการผลติชวีภัณฑตางๆ ของแบคทีเรียอะซิติกที่มี
ประโยชนหลายชนิดนี้เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมที่อยูบนผิวเยื่อเมมเบรนของเซลล เรียกวา membrane-
bound enzyme โดยเฉพาะเอนไซมดีไฮโดรจีเนส ทําหนาที่ในการออกซิไดซสารตั้งตนไดแกแอลกอฮอล
หรือนํ้าตาลแอลกอฮอลใหเปนผลิตภัณฑ ซ่ึงกระบวนการออกซิเดชันน้ีจะทําใหเซลลสามารถสรางพลังงาน
เอทีพีสาํหรับการเจริญเติบโตของเซลล (Matsushita และคณะ, 1994) ผลติภัณฑจากแบคทีเรียอะซิติกอ่ืนๆ 
ไดแกการนํามาผลิตเยื่อเซลลูโลส (Sheu และคณะ, 2000; Iguchi และคณะ, 2000) สามารถนํามาแปรรูป
เปนขนมหวาน กระดาษหรือภาชนะใสอาหาร โดยสามารถยอยสลายไดโดยกระบวนการธรรมชาติไดอีกทาง
หน่ึงดวย และยังสามารถผลิตโพลีแซคคาไรดหลากหลายชนิดซึ่งคาดวาสามารถนํามาใชประโยชนในทาง
อาหารและการแพทยได (Moonmangmee และคณะ, 2002a, 2002b) 
 



 ในปจจุบันเอนไซมดีไฮโดรจีเนสบนผิวเยือ่เมมเบรน (Membrane-bound dehydrogenase) ของ
แบคทีเรียอะซิติกสามารถนํามาใชในเทคโนโลยีดาน Biosensor เน่ืองจากมีความจําเพาะตอสับสเตรทสูง
และมีอัตราเรว็ในการตรวจจับไดอยางรวดเร็วมาก (Khan และคณะ, 1992; Kinnear และ Monbouquette, 
1997; Darder และคณะ, 2000; Macauley และคณะ, 2001) จากความสําคัญของแบคทีเรียอะซิติกดังกลาว
ขางตน การคัดเลือกสายพันธุที่มีประสทิธิภาพสําหรบัผลติชวีภัณฑชนิดตางๆ ที่มีมูลคาในเชิงธุรกิจการ
พาณิชยเปนสิง่จําเปนที่จะพัฒนาอุตสาหกรรมอาหารและยาในประเทศไทย โดยเฉพาะอยางยิ่งสายพันธุทน
รอนซึ่งจะชวยลดตนทุนในการผลิต ไดแก กระแสไฟฟาและน้ําที่ใชในระบบหลอเยน็ของถังหมักซึ่งนับวันน้ํา
และไฟฟาจัดเปนทรัพยากรที่หายากขึ้นทกุขณะ 
 Saeki และคณะ (1997) รายงานวาในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑจากแบคทีเรียอะซิติกในปจจุบัน
ใชสายพันธุทีไ่มทนรอนและตองควบคุมอุณหภูมิในระหวางการผลิตใหได 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงเปน
อุณหภูมิที่เหมาะสมและเปนอุณหภูมิที่สูงสดุของแบคทีเรียสายพันธุ mesophile สามารถเจริญได ถาหาก
ระบบการควบคุมอุณหภูมิเกิดการเปลี่ยนแปลงโดยอุณหภูมิในระบบการหมักเพิ่มสูงขึ้นเพียงเล็กนอย มีผล
ทําใหแบคทีเรยีไมสามารถเจริญและผลติผลิตภัณฑทีเ่กิดจากกระบวนการหมักได นอกจากนี้ Saeki และ
คณะ (1997) ยังไดรายงานการแยกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกสายพันธุทนรอนในสกลุ Acetobacter ที่สามารถ
เจริญไดถึง 40 องศาเซลเซียส และพบคุณสมบัติดีเดนในดานการผลิตน้ําสมสายชูไดสูงมากที่ 37 องศา
เซลเซียส เทยีบเทากบัที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทําใหสามารถนําไปใชผลติในระดับอุตสาหกรรมได 
 จากการสํารวจงานวิจัยที่ผานมากจะเห็นไดวายังไมมีรายงานการผลิตผลติภัณฑจากแบคทีเรีย    
อะซิติกที่อุณหภูมิสูง เชนที่อุณหภูมิ 37 หรือ 40 องศาเซลเซียส และนอกจากนี้ยังไมไดมีการศึกษาถงึ
ศักยภาพในการผลิตผลิตภัณฑที่มีมูลคาทางเศรษฐกิจจากแบคทีเรียอะซิติกที่คนพบในแถบภูมิภาคเอเซีย
ตะวันออกเฉยีงใตกันอยางแพรหลาย โดยเฉพาะการใชสายพันธุทนรอนที่นอกเหนือไปจากการรายงานของ 
Saeki และคณะ (1997) และการใช Gluconobacter frateurii สายพันธุทนรอนสําหรับผลติน้าํตาลซอโบส 
ฟรุกโตส อิริทรูโลส และ cyclicketones ดวยวธิีการเลี้ยงเซลลในอาหารเหลวและการใช resting cells ที่
รายงานโดย Moonmangmee และคณะ (2000, 2001, 2002) อยางไรก็ตามงานวจัิยดังกลาวโดยเฉพาะการ
ผลิตน้ําตาลซอโบสและน้ําตาลอิริทรูโลสดงักลาวเปนการผลิตในระดับหองปฏิบัติการและไมไดมีการพัฒนา
กระบวนการผลิตในรูปแบบที่เหมาะสมอื่นๆ ที่จะสามารถนําไปใชในระดับอุตสาหกรรมไดอยางสะดวกและ
เหมาะสม ดังน้ันเพ่ือใหการประยุกตใชในการผลิตระดบัอุตสาหกรรมเปนไปอยางมีประสิทธิภาพ จําเปนตอง
มีการศึกษารายละเอียดของกระบวนการผลิตรูปแบบใหมๆ ที่จะชวยลดคาใชจายและระยะเวลาในการผลติ
ใหนอยลง ในงานวจัิยน้ีจะทําการคัดเลือกจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตน้ําตาลซอโบสจากแหลง
ธรรมชาติและสามารถเจริญเติบโตไดดีที่อุณหภูมิสูงระหวาง 37-40 องศาเซลเซียส และทดลองการใชระบบ
ของการตรึงเซลลแบคทีเรยีอะซิติกในวสัดุตรึงชนิดอัลจิเนตเพื่อทําการผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูง ทั้งน้ี
การตรึงเซลลมีประโยชนอยางยิ่งในดานความประหยดั สามารถลดตนทุนการผลิตโดยสามารถนําเม็ดเจลก
ลับมาใชใหมไดอีกและสามารถเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑที่มีความบริสุทธิ์มากกวาการเลีย้งเซลลแบบปกติ และยัง
จะศึกษาถึงวธิีการผลติเพ่ือแกปญหาปจจัยในการผลติตางๆ เชน ความเขมขนของสารตั้งตนไดแกนํ้าตาล
ซอบิทอลที่เหมาะสมที่จะทาํใหไดผลผลติสูงสุด เพราะจากการรายงานของ Giridhar และ Srivastava 
(2000) พบวาสารตั้งตนทีมี่ความเขมขนสูงมากเกินไปจะไปยับยั้งการผลิตน้ําตาลซอโบส และนอกจากนี้ยัง
จะศึกษาถึงคณุสมบัติของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสที่แยกไดจากแบคทีเรียอะซิติกสายพันธุทนรอนที่



คัดเลือกไดวามีคุณสมบัติในการทนอุณหภูมิสูงสุดไดเทาใด และศึกษาประสิทธิภาพตลอดจนความสามารถ
ของเอนไซมที่จะนํามาใชในการผลิตน้ําตาลซอโบสโดยวิธีการตรึงเอนไซม 
 จากเอกสารงานวิจัยดังกลาวจะเห็นไดวาแบคทีเรียอะซิติกในสกลุ Gluconobacter มีศักยภาพสูงใน
การผลิตน้ําตาลซอโบสเพื่อนํามาใชในการผลิตวิตามินซี และมีการปรับปรุงวธิกีารผลิตอยางตอเน่ืองจาก
อดีตถึงปจจุบัน และพบวายังไมมีรายงานใดใชแบคทีเรียอะซิติกสายพันธุทนรอนมาใชผลติน้าํตาลซอโบส 
จากการศึกษาขอมูลเกี่ยวกบัการใชแบคทีเรียอะซิติกสายพันธุทนรอนในการผลิตนํ้าตาลซอโบสที่อุณหภูมิ
สูงจะชวยใหสามารถนําไปพัฒนาและ/หรือปรับปรุงกระบวนการผลติในระดับอุตสาหกรรมไดในอนาคต 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วัตถุประสงค 
 

1. ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียอะซิติกที่มีความสามารถในการผลิตน้ําตาล
ซอโบสโดยวิธกีารตรวจวิเคราะหทางอณูพันธุศาสตร 

2. คัดเลือกและศกึษาประสทิธภิาพของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนที่สามารถผลิตน้ําตาลซอโบสที่
อุณหภูมิสูงโดยวิธีการตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสรวมกับปริมาณ
นํ้าตาลซอโบสที่ผลติได 

3. ศึกษาและพัฒนากระบวนการผลิตน้ําตาลซอโบสโดยใชวิธีการตรึงเซลลและการตรงึเอนไซมซอ
บิทอลดีไฮโดรจีเนสในวัสดชุนิดตางๆ 

4. ศกึษาอิทธิพลของปจจัยตางๆ เชน ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอล อัตราการกวนและการให
อากาศ และการนําเม็ดเจลกลับมาใชใหม ที่มีตอการผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วิธีการทดลอง 
 

1. การแยกเชื้อแบคทเีรียอะซิติกจากธรรมชาต ิ
 เก็บตวัอยางดอกไม ผลไมและอาหารหมักดองจากแหลงตางๆ นํามาแยกเชื้อโดยใชอาหารเหลว 
Sorbitol-Ethanol Broth บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3-5 วัน นํามา streak ลงบนอาหารแข็งสูตรอาหารเดิม
ที่ผสม bromocresol purple เปน indicator คัดเลือกเฉพาะโคโลนีที่สรางกรดเปนบริเวณสีเหลืองรอบๆ 
โคโลนี มาทําใหบริสุทธิ์อีกครั้งหน่ึง แลวนํามาทดสอบเพื่อแบงกลุมเชื้อดวยการทดสอบลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาโดยการยอยแกรม และทดสอบปฏกิิริยาทางชีวเคมี เชนการทดสอบการสรางเอนไซมคะตาเลส การ
เกิดออกซิเดชันในอะซิเตทและแลคเตท การสรางรงควัตถุในอาหารเลี้ยงเชื้อ การสรางกรดในอาหารที่มี
นํ้าตาลชนิดตางๆ เปนสับสเตรท 
 
2. การทดสอบการเจริญของเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 ทําการปลูกเชือ้แบคทีเรียอะซิติกที่แยกไดทั้งหมดลงในอาหารเหลว potato medium ปริมาตร 5 
มิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั้วโมง ทําการปรับใหคาความขุนของกลาเชื้อเริ่มตน (OD600) 
เทากับ 0.8 แลวทําการถายเชื้อใสลงในอาหารเหลว potato medium หลอดใหม ในอัตรา 1 เปอรเซ็นต นํา
หลอดอาหารไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชัว่โมง นํามาวัด
การเจริญดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
 
3. การแยกโครโมโซมของเชื้อแบคทเีรียอะซิติก 
 ทําการแยกโครโมโซมของเชื้อแบคทีเรียอะซิติกที่สามารถเจริญไดทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
จํานวน 36 ไอโซเลท โดยการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว potato medium ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18-24 
ชั่วโมง เก็บเซลลและลางเซลลดวยสารละลาย saline EDTA ที่ผสมไลโซไซมและเอนไซม RNase นําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30-60 นาที หลังจากเซลลแตกจึงเติมดวย SDS ความเขมขน 10 
เปอรเซ็นต ลงไป 1/10 ของปริมาตรสารละลายเซลลเร่ิมตน และเตมิ CTAB ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต ที่
ละลายใน 0.7M NaCl ลง 1/10 ของปริมาตรสารละลายเซลลเริ่มตน นําไปบมเปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยสารละลาย phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 
จํานวน 2 ครัง้ หลังจากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE ที่
ผสมเอนไซม RNase ทําการตรวจสอบโครโมโซมโดยวิธ ี agarose gel electrophoresis โดยใช agarose 
ความเขมขน 0.8% ในบัฟเฟอร 1xTAE 
 
4. การเพิ่มขยายชิ้นดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer (ITS) จากโครโมโซม 
 ทําการเพิ่มขยายปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer ดวยปฏิกิริยาลูกโซโพ
ลีเมอเรส (PCR) โดยใชไพรเมอร 16S rDNA (1522-1540 on 16S rDNA): 5’-
TGCGG(C/T)TGGATCACCTCCT-3’  และไพรเมอร 23S rDNA 38-22 on 23S rDNA): 5’-
GTGCC(A/T)AGGCATCCACCG-3’ รวมกับชุดน้ํายาสําเร็จรูป Takara Ex Tag kit (TaKaRa BIO INC, 
Japan) ประกอบดวย 10xTakara Ex Taq buffer, 2.5 mM dNTPs mix โดยใชเอนไซม Takara Ex Taq 



polymerase เติมสารละลายโครโมโซมตัวอยางปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในหลอดปฏิกิริยา PCR ผสมให
เขากัน นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 5 วนิาที เพ่ือใหสารผสมตกลงมาที่กนหลอด หลังจากนั้นนําเขาเครื่อง 
DNA Thermal cycler 2400 (GeneAmp® PCR system 2400: Applied Biosystems) เพ่ือเพ่ิมขยาย
ปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer โดยใชสภาวะของปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส
ดังน้ี ขั้นที่ 1 pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวยขั้น
ที่ 2 จํานวน 25 รอบ ไดแก denaturation ที่อุณหภูมิ 92 องศาเซลเซียส เปนเวลา 35 วินาที annealing ที่
อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วินาที extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
ขั้นที่ 3 elongation ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 นาที และขั้นที่ 4 ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ทําการตรวจวเิคราะหผลผลติปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสดวยวธิ ี agarose gel electrophoresis ใช agarose 
2.5% ในบัฟเฟอร 1xTAE 
 
5. การตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลโิอไทดของ 16S-23S rDNA intergenic spacer 
 นําผลผลติของปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสที่ไดทําใหบรสิุทธิ์โดยใช PCR purification kit (Qiagen®) 
วิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทดโดยตรงดวยไพรเมอรชุดเดียวกันกับการเพิ่มปริมาณชิ้นสวน 16S-23S rDNA 
intergenic spacer โดยใชเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ ABI PrismTM 310 รวมกับการใช BigDyeTM 
Terminator V. 3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) และ Ampli Taq® 
DNA Polymerase FS จากนั้นนําลําดับนิวคลิโอไทดที่ไดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลใน www.ncbi.nlm.nih. 
gov/ BLAST/ 
 
6. การทดสอบการผลิตน้าํตาลซอโบสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 ปลูกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกทั้งหมดที่สามารถเจริญไดที ่ 37 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว potato 
medium เขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ที่ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง ปรับความขุนโดยวดั
คาการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ใหเทากับ 0.8 หลังจากนั้นถายเชื้อลงในอาหารเหลว sorbitol medium 
ทีมี sorbitol ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต และ yeast extract และ peptone ความเขมขนอยางละ 0.3 
เปอรเซ็นต นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เขยาที่ความเรว็ 200 รอบตอนาที เก็บตัวอยางน้ําเลี้ยง
เชื้อทุกๆ 24 ชั่วโมง นํามาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลซอโบสดวยวธิีทางเคมีใช resorcinol ทําปฏิกิริยากับ
นํ้าตาลคีโตสที่ไดในสารละลาย โดยการผสมน้ําเลี้ยงเชื้อลงในสารละลาย recorcinol แลวนําไปใหความรอน
ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นทําใหเย็นทันทีโดยการแชในน้ําผสมน้ําแข็ง
เพ่ือหยุดปฏิกิริยา นําหลอดทดสอบมาวางใหสารละลายมีอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหองแลวนําไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงที่ 480 นาโนเมตร เปรียบเทยีบกับนํ้าตาลซอโบสมาตรฐาน 
 
7. การตรวจหากิจกรรมของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสในเชื้อแบคทเีรียอะซิติกทนรอน 
 เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียอะซิติกทนรอนทั้งหมด 36 ไอโซเลต ลงในอาหารเหลวที่มี sorbitol เปนแหลง
คารบอนที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาท ี
เปนเวลา 24 ชั่วโมง เก็บเซลลดวยการปนเหวี่ยงที่ 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ลางเซลลดวย potassium phosphate buffer พีเอช 6.5 จํานวน 2 ครั้ง ละลายตะกอนเซลล



ดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกันในอัตราสวน 1 ตอ 10 (นํ้าหนักตอปริมาตร) ทําใหเซลลแตกดวยเครื่อง French 
Pressure Cell Press ที่ความดัน 16,000 ปอนดตอตารางนิ้ว จํานวน 2 ครั้ง นําสารละลายทีไ่ดมาปนแยก
ตะกอนเซลลทิ้งที่ความเรว็ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เก็บเฉพาะสวนใสดานบน (supernatant) 
ไววเิคราะหกจิกรรมของเอนไซมดวยวธิ ีferricyanide reductase assay และวเิคราะหปริมาณโปรตีนดวยวธิ ี
Lowry’s ผลการตรวจหากิจกรรมของเอนไซมจะแสดงในรปูของกิจกรรมจําเพาะ ทั้งหน้ีกําหนด 1 หนวย (ยู
นิต) ของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนส หมายถึง ปริมาณของเอนไซมที่ออกซิไดซสับสเตรทโดยให
ผลิตภัณฑเปนซอโบส 1 ไมโครโมลตอนาที ภายใตสภาวะทีท่ําการทดสอบ 
 
8. การแยกบริสุทธ์ิเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนส 
 8.1 การแยกสวนของเซลลเมมเบรนจากเซลลแบคทีเรียอะซิติก 
 ปลูกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลทที่ใหผลผลติน้ําตาลซอโบสสูงที่สุดลงในอาหารเหลว sorbitol 
medium ที่มี sorbitol ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 200 
รอบตอนาที เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทําการเก็บเซลลและทําใหเซลลแตกเชนเดียวกับขอ 7 นําสารละลาย
ปราศจากเซลลมาปนเหวี่ยงเพ่ือตกตะกอนเมมเบรน ดวยความเร็ว 40,000 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

8.2 การตรวจสอบ prosthetic group ของเอนไซม 
 นําสวน membrane suspension ที่ปรับปริมาณโปรตีนได 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร มาเติม
สารละลาย 500 mM EDTA (ethylenediamine-N,N,N’,N’-tetracetic acid, disodium salt) หลังจากนั้นทํา
การบมเปนเวลา 30 นาที พรอมกับการกวนเบาๆ ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการหมุนเหวี่ยงแยกชั้น
ของเมมเบรนดวยการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 40,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที เทสวน supernatant 
ทิ้งไป ละลายเมมเบรนดวย 20 mM Tris-HCl pH 7.5 เพ่ือชะเอา EDTA สวนเกินออก แลวนําไปหมุนเหวี่ยง
เพ่ือเก็บเมมเบรนที่ความเรว็ 40,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 นาที ทําการทดลองซ้ําอีกครั้งหน่ึงเพ่ือชะ
เอา EDTA ออกใหหมด การทํา reactivation เอนไซมที่สามารถออกซิไดซ phenylethanol ไดจากเมมเบรน

ที่ treat ดวย EDTA แลวดวยการเติมสารละลาย 5 μM pyrroloquinoline quinine (PQQ) และ 5 mM 
calcium chloride ลงไปใน membrane suspension แลวทําการบมที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 
30 นาที ทําการวิเคราะหกจิกรรมดวยวิธ ีferricyanide reductase assay 

8.3 การละลายเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสออกจากเมมเบรน 
นําตะกอนเมมเบรนมาละลายใน 5 mM potassium phosphate buffer พีเอช 6.5 แลวทําการปรับ

ปริมาณโปรตีนใหได 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร จากนั้นทําการละลายโปรตีนออกจากเมมเบรนดวยดี
เทอเจนทชนิดตางๆความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส ในสภาวะการกวนชาๆ เปน
เวลา 1 ชัว่โมง นําสารละลายที่ไดไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 40,000 รอบตอนาที เปนเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซยีส 

8.4 การศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม 
8.4.1 การศึกษาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมที่แยกบรสิุทธ์ิ 
นําเอนไซมบริสุทธิ์มาวเิคราะหหาคาพีเอชที่เหมาะสมตอกิจกรรมเอนไซมสูงที่สุด โดยการ

วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมดวยวธิ ี Ferricyanide reductase assay ใชบัฟเฟอร 2 ชนิด คือบฟัเฟอร 



MacIlvaine (0.2 M disodium hydrogen phosphate.12H2O, 0.1 M citric acid) พีเอช 3-8 และบัฟเฟอร 
0.1 M Glycine-NaOH (0.1 M glycine, 0.1 M sodium hydroxide) พีเอช 8.5-10 

8.4.2 การศึกษาความเสถยีรของเอนไซมบริสุทธ์ิในบัฟเฟอรพีเอชตางๆ 
บมเอนไซมบริสุทธิ์ในบัฟเฟอรพีเอชตางๆ ดังน้ี 10 mM Glycine, 10 mM Tris-Hcl และ 10 

mM acetate buffer ทําการบมเอนไซมบริสุทธิใ์นบัพเฟอรดังกลาวเปนเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส วิเคราะหกิจกรรมเอนไซม 

8.4.3 การศึกษาความเสถยีรของเอนไซมบริสุทธ์ิตอความรอน 
  ปเปตเอนไซมบริสุทธิใ์สหลอดแกวขนาดเล็ก ปดฝาหลอด นําแตละหลอดไปบมทีอุ่ณหภูมิ
ตางๆ ตั้งแต 25-70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาท ีหลังจากนั้นนําหลอดเอนไซมมาแชนํ้าแข็งทันที แลว
นํามาวิเคราะหกิจกรรมที่เหลืออยูของเอนไซมบริสุทธิ ์

8.4.4 การศึกษาความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมบริสุทธ์ิ 
  ปเปตสบัสเตรทประเภทน้ําตาลชนิดตางๆความเขมขน 1 M ปริมาตรอยางละ 100 
ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง เติมบัพเฟอร McIlvaine พีเอช 5.0 และเอนไซมบริสุทธิล์งไป แลวทําการ
วิเคราะหกิจกรรมเอนไซม คํานวณกิจกรรมเอนไซมเปรียบเทียบความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซม 
  8.4.5 การหาน้ําหนักโมเลกุลของเอนไซมดวยวิธี SDS-PAGE 
  เอนไซมที่ไดจากการแยกบรสิุทธิ์นํามาวเิคราะหหาน้ําหนักโมเลกุลดวย SDS-PAGE ทํา
การเตรียม slap gel โดยใชความเขมขนของ staking gel ที่ 3 เปอรเซ็นต และความเขมขนของ resolving 
gel ที่ 12.5 เปอรเซ็นต (Laemmli, 1970) กอนที่จะทาํการหยอดเอนไซมลงไปในเจล นําตวัอยางเอนไซมมา
ใส SDS ความเขมขน 6 เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก และ 0.1 mM dithiothreitol ลงไป แลวทําการบมที่อุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ใชโปรตีนมาตรฐานเพื่อคํานวณน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนทีต่องการ
ทราบ ดังน้ี phosphorylase b (94 kDa), bovine serum albumin (68 kDa), ovalbumin (43 kDa), 
carbonic anhydrase (31 kDa) และ soybean trypsin inhibitor (21.1 kDa) ใหกระแสไฟฟาคงที่ 50 โวลต 
หลังจากนั้นแกะแผนเจลมายอมดวยสี coomassie brilliant blue (CBB R-250) 
 
9. การตรึงเซลลและการตรึงเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสในอัลจิเนต 
 9.1 วิธีการตรึงเซลล 
 ปลูกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกสายพันธุทนรอนที่คัดเลือกไดจากขอ 6 ลงในอาหารเหลว sorbitol 
medium บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะใหอากาศทีค่วามเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 24 
ชั่วโมง เก็บเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางตะกอนเซลลที่ได
ดวย 20 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 จํานวน 2 ครั้ง ชั่งนํ้าหนักเซลลทีไ่ด 1 สวน (107-109 cfu/ml) ผสมกับ 2 
สวนของโซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 3 เปอรเซ็นต นําสารละลายที่ผสมแลวนําไปทาํใหเกิดเม็ดเจล
แคลเซียมอัลจิเนตโดยการหยดสารละลายที่ไดลงไปในสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ที่แช
เย็นและกวนเบาๆ ตลอดเวลา หลังจากนั้นกวนทิ้งไวเปนเวลา 6 ชัว่โมงเพ่ือใหเกิดเปนเม็ดเจลทีส่มบูรณ นํา
เม็ดเจลที่ไดมาลางในบัฟเฟอร 5 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 จํานวน 3-4 ครั้ง จนกระทั่งบัฟเฟอรใส จึงนําเม็ด
เจลไปใชเพ่ือการผลิตนํ้าตาลซอโบสตอไป 
 



 9.2 วิธีการตรึงเอนไซมในแคลเซียมอัลจิเนต 
 นําหนึ่งสวนของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ ์ (ความเขมขนของโปรตีน 20 มิลลิกรมัตอ
มิลลิลติร) หรือสวนของเยื่อหุมเมมเบรนของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนที่คัดเลือกได (ความเขมขนของโปรตีน 
50 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) ที่ผสมอยูในบัฟเฟอร 20 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 มาผสมกับ 2 สวนของ
โซเดียมอัลจิเนตความเขมขน 3 เปอรเซ็นต นําสารละลายที่ผสมแลวนําไปทําใหเกิดเม็ดเจลแคลเซียมอัลจิ
เนตโดยการหยดสารละลายที่ไดลงไปในสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ที่แชเย็นและกวน
เบาๆ ตลอดเวลา หลังจากนั้นกวนทิ้งไวเปนเวลา 6 ชั่วโมงเพ่ือใหเกิดเปนเม็ดเจลที่สมบูรณ นําเม็ดเจลที่
ไดมาลางในบฟัเฟอร 5 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 จํานวน 3-4 ครั้ง นําสารละลายบัฟเฟอรที่ใชลางเม็ดเจลมา
วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร จนกระทั่งไดคา OD280 nm นอยกวา 0.05 จึงนําเม็ด
เจลไปใชเพ่ือการผลิตนํ้าตาลซอโบสตอไป 

9.3 การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลติน้ําตาลซอโบส 
  9.3.1 ความคงตวัของเม็ดแคลเซียมอลัจิเนตตอการผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูง 
  นําเม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเอนไซมหรือเซลลจากขอ 9.1 และ 9.2 ใสลงในสารละลายซอบิทอลที่
ความเขมขน 5 เปอรเซ็นตใน 10 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 ในอัตราเม็ดเจล 1 สวน ตอสารละลายซอบิทอล 
1 สวน ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลติร นําไปบมที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 37 องศาเซลเซียส ภายใต
สภาวะการกวนใหอากาศ 50 รอบตอนาที เก็บตวัอยางสารละลายเพื่อนํามาวิเคราะหหาน้ําตาลซอโบสทุกๆ 
6 ชั่วโมง 
  9.3.2 อัตราการกวนใหอากาศ 
  ผสมเม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเอนไซมหรือเซลล 1 สวน กับสารละลายซอบิทอลความเขมขน 5 
เปอรเซ็นตใน 10 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 อีก 1 สวน ใสลงในขวดรปูชมพู นําไปบมที่อุณหภูมิที่คัดเลือกได
จากขอ 9.3.1 ภายใตสภาวะการกวนใหอากาศที่ 50, 100 และ 150 รอบตอนาที เก็บตวัอยางสารละลายเพือ่
นํามาวิเคราะหหาน้ําตาลซอโบสทุกๆ 6 ชั่วโมง 
  9.3.3 ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอล 
  ศึกษาปจจัยดานความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอลตอการผลิตน้ําตาลซอโบส โดยการ
เตรียมสารละลายซอบิทอลความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นต ใน 10 mM Tris-HCl พีเอช 7.5 ใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลติร ปริมาตร 1 สวน ผสมกับเม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเซลลหรือเอนไซมอีก 1 สวน 
นําไปบมในสภาวะของอุณหภูมิและการกวนใหอากาศที่คัดเลือกจากขอ 9.3.1 และ 9.3.2 เก็บตวัอยาง
สารละลายเพือ่นํามาวิเคราะหหาน้ําตาลซอโบสทุกๆ 6 ชั่วโมง 
  9.3.4 การทดสอบการนําเม็ดอัลจิเนตกลับมาใชใหม 
  นําเม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเอนไซมหรือเซลลทีผ่านการผลิตนํ้าตาลซอโบสในสภาวะทีค่ัดเลือกได
จากขอ 9.3.1-9.3.3 มาทําการผลิตซ้ําใหมในสภาวะดังกลาว และทําการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลซอโบสที่
ผลิตไดในแตละรอบของการผลิต 
 
 
 
 



ผลการทดลอง 
 

1. การแยกเชื้อแบคทเีรียอะซิติกจากธรรมชาติและการทดสอบการเจริญของเชื้อที่อุณหภูมิ          
37 องศาเซลเซียส 
 
 จากการแยกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกจากธรรมชาติ (ดอกไม ผลไม อาหารหมัก) พบเชื้อจํานวน 75 ไอ
โซเลต ลักษณะทางสัณฐานเปนแบคทเีรียแกรมลบทัง้หมด มีรูปรางทอนสั้น กระจายตัวแบบเดี่ยว หรือเปนคู 
ไมสรางสปอร แบคทีเรียทกุไอโซเลทสามารถสรางเอนไซมคะตาเลส เม่ือนําเชื้อแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได
ทั้งหมดนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว potato medium แลวบมโดยการเขยาที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 
คัดเลือกแบคทีเรียอะซิติกที่เจริญในอาหารเหลวไดและใหคา OD600 มากกวา 0.8 จากการทดสอบพบเชื้อ
แบคทีเรียอะซิติกทั้งหมด 36 ไอโซเลตที่สามารถเจริญเติบโตไดดี (ตารางที่ 1) การทดสอบปฏิกิริยาทาง
ชีวเคมี สามารถแบงเชื้อออกเปน 3 กลุม คือ Acetobacter จํานวน 5 ไอโซเลต Gluconobacter จํานวน 22 
ไอโซเลต และ Gluconacetobacter จํานวน 9 ไอโซเลต (ตารางที่ 2-5) โดยมีผลสรุปจากการทดสอบ
คุณลักษณะดงัตอไปน้ี กลุม Acetobacter  ทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถออกซิไดซอะซิเตทและแลคเตทไปเปน
คารบอนไดออกไซดกับนํ้า ไมสรางไดไฮดรอกซีอะซีโตน สรางกรดจากแหลงคารบอนชนิดกลูโคส แมนโนส 
ไซโลสและเอธานอล ไมพบการสรางกรดจากอะราบิโนส ซูโครส มอลโตส ซอบิทอล และแมนนิทอล จาก
ลักษณะดังกลาวพบวามีความคลายคลึงกับ A. pasteurianus กลุม Gluconobacter ทั้ง 22 ไอโซเลท มี
คุณลักษณะดงัน้ีไมสามารถออกซิไดซอะซิเตทและแลคเตทไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ําได สามารถ
สรางไดไฮดรอกซีอะซีโตน สรางกรดจากแหลงคารบอนชนิดกลูโคส ฟรุกโตส แมนโนส ซูโครส เอธานอล 
ซอบิทอล แมนนิทอล ดี-อะราบิทอล และแอล-อะราบิทอล ไมสรางกรดจากน้ําตาลมอลโตส ซ่ึงมีลักษณะ
คลายคลึงกับ G. frateurii สําหรับกลุม Gluconacetobacter จํานวน 9 ไอโซเลท มีคุณลักษณะดังน้ีสามารถ
ออกซิไดซอะซิเตทและแลคเตทไปเปนคารบอนไดออกไซดและน้ํา สามารถสรางไดไฮดรอกซีอะซีโตน สราง
กรดจากแหลงคารบอนชนิดกลูโคสและเอธานอล ไมสรางกรดจากฟรุกโตส กาแลคโตส ซูโครส เมลิไบโอส 
ซอบิทอลและแมนนิทอล ตรวจพบการสราง 2-keto-D-gluconate และ 5-keto-D-gluconate ในทุกไอโซเลท
ของ Gluconacetobacter ที่แยกได ลักษณะดังกลาวมีความคลายคลึงกับ Ga. xylinus 
 



ตารางที่ 1 การเจริญของเชือ้แบคทีเรียอะซิติกที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 

รหัสเชื้อ แหลงที่มาของเชื้อ การเจริญ (OD600) รหัสเชื้อ แหลงที่มาของเชื้อ การเจริญ (OD600) รหัสเชื้อ แหลงที่มาของเชื้อ การเจริญ (OD600) 
KMUTT 1 เงาะ 1.53 KMUTT 26 ขนุน 1.65 KMUTT 51 น้ําตาลสด 1.32 
KMUTT 2 ลําไย 1.37 KMUTT 27 ขนุน 0.04 KMUTT 52 ขาวหมาก 0.94 
KMUTT 3 ลําไย 0.05 KMUTT 28 ลองกอง 1.42 KMUTT 53 ขาวหมาก 0.99 
KMUTT 4 ลําไย 0.01 KMUTT 29 สัปปะรด 0.98 KMUTT 54 ขาวหมาก 0.89 
KMUTT 5 องุน 1.63 KMUTT 30 สัปปะรด 1.52 KMUTT 55 ขาวหมาก 0.60 
KMUTT 6 องุน 0.34 KMUTT 31 ขนุน 0.51 KMUTT 56 ขาวหมาก 1.09 
KMUTT 7 ละมุด 0.08 KMUTT 32 มะเฟอง 0.01 KMUTT 57 ขาวหมาก 1.23 
KMUTT 8 ละมุด 1.12 KMUTT 33 มะเฟอง 0.89 KMUTT 58 ขาวหมาก 1.49 
KMUTT 9 ละมุด 0.92 KMUTT 34 ชมพู 0.71 KMUTT 59 ขาวหมาก 0.54 
KMUTT 10 แตงโม 0.29 KMUTT 35 ชมพู 1.41 KMUTT 60 ขนมจีน 0.01 
KMUTT 11 สัปปะรด 0.39 KMUTT 36 กลวย 0.08 KMUTT 61 ขนมจีน 0.69 
KMUTT 12 สัปปะรด 1.29 KMUTT 37 กลวย 0.06 KMUTT 62 ขนมจีน 0.09 
KMUTT 13 สัปปะรด 0.97 KMUTT 38 ดอกลิลลี ่ 0.31 KMUTT 63 ขาวหมาก 1.14 
KMUTT 14 ฝรั่ง 0.47 KMUTT 39 ดอกลิลลี่ 1.47 KMUTT 64 ขาวหมาก 0.02 
KMUTT 15 ฝรั่ง 1.54 KMUTT 40 ดอกชบา 1.36 KMUTT 65 ขาวหมาก 0.43 
KMUTT 16 องุน 0.00 KMUTT 41 ดอกกลวย 0.02 KMUTT 66 ขาวหมาก 1.38 
KMUTT 17 องุน 0.05 KMUTT 42 ดอกมะเฟอง 1.21 KMUTT 67 สาโท 1.25 
KMUTT 18 ลองกอง 1.30 KMUTT 43 ดอกมะเฟอง 0.62 KMUTT 68 สาโท 0.37 
KMUTT 19 ลองกอง 0.67 KMUTT 44 ดอกพลับพลึง 0.88 KMUTT 69 สาโท 0.04 
KMUTT 20 ลองกอง 0.51 KMUTT 45 ดอกลิลลี ่ 0.03 KMUTT 70 สาโท 0.57 
KMUTT 21 แอปเปล 1.44 KMUTT 46 ดอกลิลลี ่ 1.48 KMUTT 71 สาโท 1.41 
KMUTT 22 แอปเปล 1.59 KMUTT 47 ดอกลิลลี ่ 1.54 KMUTT 72 สาโท 0.49 
KMUTT 23 นอยหนา 0.03 KMUTT 48 ดอกมะยม 0.55 KMUTT 73 สาโท 0.04 
KMUTT 24 นอยหนา 1.55 KMUTT 49 น้ําออยสด 0.64 KMUTT 74 สาโท 0.00 
KMUTT 25 แตงโม 0.64 KMUTT 50 น้ําออยสด 1.17 KMUTT 75 สาโท 0.07 

 



ตารางที่ 2 การเปรียบเทียบลักษณะของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนเปรียบเทียบกับ Acetobacter สายพันธุมาตรฐาน 
 

Characteristics 
Five isolates of acetic 

acid bacteria 
A. tropicalis(a,b) A.pasteurianus(a,b,d) A. aceti(a,b,c,d) A. lovaniensis(a,b) 

Oxidation of  Acetate + + + + + 
Oxidation of  Lactate + + + + + 
Ketogenesis from glycerol - - - + - 
Ubiquinone system Q9 Q9 Q9 Q9 Q9 
Acid production from:      
   D-glucose + + W + + 
   L-arabinose - - - + nd 
   D-fructose +/- - - w - 
   D-galactose +/- + w + nd 
   D-mannose + + - + nd 
   Sucrose - - - - - 
   D-xylose + + w + nd 
   Maltose - - - - - 
   Ethanol + + + + + 
   D-sorbitol - - - - - 
   D-mannitol - - - - - 
Abbreviations :   +, positive; -, negative; w, weak; nd, not determined. 
aData were cited from Lisdiyanti, et al. (2000), bData were cited from Lisdiyanti, et al. (2001), cData were cited from De Ley, et al. (1984), dSievers and Swings (2005) 
 



ตารางที่ 3 การเปรียบเทียบลักษณะของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนเปรียบเทียบกับ Gluconobacter สายพันธุมาตรฐาน 
 

Characteristics 
Twenty two isolates of 

acetic acid bacteria 
G. frateurii(b) G. cerinus(b) G. oxydans(b)  G. thailandicus(a) 

Oxidation of  Acetate - - - - - 
Oxidation of  Lactate - - - - - 
Ketogenesis from glycerol + + + + + 
Ubiquinone system Q10 Q10 Q10 Q10 Q10 
Acid production from:      
   D-glucose + + + + + 
   D-fructose + + + + + 
   D-mannose + + + W - 
   Sucrose +/- + - - - 
   Maltose - - - + - 
   Ethanol + + + + + 
   D-sorbitol + + + + - 
   D-mannitol + + + + + 
   D-arabitol + + + - + 
   L-arabitol + + - - w 
Abbreviations :   +, positive; -, negative; w, weak; nd, not determined. 
aData were cited from Tanasupawat, et al. (2004);  bData were cited from Yukphan, et al. (2004)   

 
 



ตารางที่ 4 การเปรียบเทียบลักษณะของแบคทีเรียอะซิติกทนรอนเปรียบเทียบกับ Gluconacetobacter สายพันธุมาตรฐาน 
 

Characteristics 
Nine isolates of acetic acid 

bacteria 
Ga. xylinus(a) Ga. liquefaciens(b) Ga. hansenii(c)  

Oxidation of  Acetate + + + +  
Oxidation of  Lactate + + + +  
Ketogenesis from glycerol + + + +  
Water-soluble brown pigment 
Ubiquinone system 

- 
Q10 

- 
Q10 

+ 
Q10 

- 
Q10 

 

Acid production from:      
   D-glucose + + + +  
   D-fructose - - - -  
   D-galactose - - - -  
   Sucrose - - - -  
   Melibiose - nd - nd  
   Ethanol + + + +  
   D-sorbitol - - - -  
   D-mannitol - - - -  
   Glycerol - -(w) + +  
2-Keto-D-gluconic acid 
5-Keto-D-gluconic acid 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

 

Abbreviations :   +, positive; -, negative; w, weak; nd, not determined.+ 
aData were cited from Toyosaki et al. (1995),  bData were cited from Seearunruangchai et al. (2004), c Data were cited from Lisdiyanti et al. (2006) 



ตารางที่ 5 สรุปการจัดจําแนกแบคทีเรียอะซิติกทนรอนจากการใชปฏิกิริยาทางชวีเคม ี
 

รหัสเชื้อ การจําแนก รหัสเชื้อ การจําแนก 
KMUTT 1 Gluconobacter KMUTT 51 Gluconobacter 
KMUTT 2 Acetobacter KMUTT 52 Gluconacetobacter 
KMUTT 5 Gluconobacter KMUTT 53 Gluconacetobacter 
KMUTT 8 Gluconobacter KMUTT 54 Gluconacetobacter 
KMUTT 9 Gluconobacter KMUTT 56 Gluconacetobacter 
KMUTT 12 Acetobacter KMUTT 57 Gluconacetobacter 
KMUTT 13 Gluconobacter KMUTT 58 Acetobacter 
KMUTT 15 Gluconobacter KMUTT 63 Acetobacter 
KMUTT 18 Acetobacter KMUTT 66 Gluconacetobacter 
KMUTT 21 Gluconobacter KMUTT 67 Gluconacetobacter 
KMUTT 22 Gluconobacter KMUTT 71 Gluconacetobacter 
KMUTT 24 Gluconobacter   
KMUTT 26 Gluconobacter   
KMUTT 28 Gluconobacter   
KMUTT 29 Gluconobacter   
KMUTT 30 Gluconobacter   
KMUTT 33 Gluconobacter   
KMUTT 35 Gluconobacter   
KMUTT 39 Gluconobacter   
KMUTT 40 Gluconobacter   
KMUTT 42 Gluconobacter   
KMUTT 44 Gluconobacter   
KMUTT 46 Gluconobacter   
KMUTT 47 Gluconobacter   
KMUTT 50 Gluconacetobacter   

 
 
 
 
 
 



2. การเพิ่มขยายชิ้นดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer (ITS) จากโครโมโซมและการตรวจ
วิเคราะหลําดับเบส 
 ผลการทดลองการเพิ่มขยายชิ้นดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer (ITS) จากโครโมโซม
ของเชื้อแบคทีเรียอะซิติกทนรอนจํานวน 36 ไอโซเลต ดวยไพรเมอร 16S rDNA (1522-1540 on 16S 
rDNA): 5’-TGCGG(C/T)TGGATCACCTCCT-3’  และไพรเมอร 23S rDNA 38-22 on 23S rDNA): 5’-
GTGCC(A/T)AGGCATCCACCG-3’ พบวาเชื้อแบคทีเรียอะซิติกทนรอนใหผลผลิตของแถบดีเอ็นเอจํานวน 
1 แถบ ขนาดประมาณ 700-900 เบส ดังแสดงในรูปที่ 1 

 
 รูปที่ 1 ผลการตรวจวิเคราะหผลผลติจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรสดวย agarose gel 
electrophoresis 
 สัญลักษณ  M     1 kb DNA ladder  24 KMUTT 24 

1 KMUTT 1  26  KMUTT 26 
2 KMUTT 2  28 KMUTT 28 
5      KMUTT 5  29 KMUTT 29 
8      KMUTT 8  30 KMUTT 30 
9      KMUTT 9  33 KMUTT 33 
12    KMUTT 12  35 KMUTT 35 
13    KMUTT 13  39 KMUTT 39 
15    KMUTT 15  40 KMUTT 40 
21    KMUTT 21  42 KMUTT 42 
22    KMUTT 22 

 



 จากการนําลําดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอ 16S-23S rDNA intergenic spacer (ITS) จากแบคทีเรีย     
อะซิติกทนรอนที่แยกไดไป BLAST กับฐานขอมูลลําดับเบสใน www.nncbi.nlm.nih.gov พบวาผลของการ
วิเคราะหใหผลตรงกันกับแตละกลุมแบคทีเรียอะซิติกที่ใชวิธีการจัดกลุมดวยวิธีการทดสอบปฏิกิริยาทาง
ชีวเคมี โดย Gluconacetobacter จํานวน 9 ไอโซเลต จําแนกไดเปน Gluconacetobacter xylinus (รูปที่ 2) 
โดยมีความเหมือนของลําดับเบสของ 16S-23S rDNA เทากับ 97 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับสายพันธุ
มาตรฐาน สําหรับกลุมของ Gluconobacter จํานวนทั้งหมด 22 ไอโซเลต จําแนกเปน Gluconobacter 
frateurii (รูปที่ 3) โดยมีความเหมือนของลําดับเบสของ 16S-23S rDNA เทากับ 97 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกับ
สายพันธุมาตรฐาน สําหรับกลุมของ Acetobacter ทั้ง 5 ไอโซเลต เปน Acetobacter pasteurianus (รูปที่ 4)  
 

 
รูปที่ 2 Neighbor-joining-tree แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลท 

KMUTT50, KMUTT52, KMUTT53, KMUTT54, KMUTT56, KMUTT57, KMUTT66, KMUTT67 และ 
KMUTT71 โดยใช 16S-23S ITS 
 
 

 Acetobacter pomorum LMG 18848T (EU449498)
 Acetobacter pasteurianus LMG 1262T (AJ007834) 
  Acetobacter aceti NBRC 14818T (AB111902) 
  Acetobacter oeni B13T (EU449495)
 Gluconacetobacter hansenii LMG1527T (AJ007832)

Gluconacetobacter liquefaciens LMG 1382T (AJ007833) 
 KMUTT50, KMUTT52, KMUTT53, KMUTT54, KMUTT56,
KMUTT57, KMUTT66, KMUTT67, KMUTT71 

 Gluconacetobacter xylinus LMG 1515T (X85405) 
  Gluconacetobacter europaeus DSM 6160T (X85406)

  Acidomonas methanolica BCC 12263T (AB210135) 
  Gluconobacter sphaericus NBR12467T (AB163867)
  Gluconobacter albidus NBRC 3250T (AB162710) 
 Gluconobacter oxydans NBRC 14819T (AB111901)
 Gluconobacter cerinus NBRC 3267T (AB111899) 
  Gluconobacter thailandicus F149-1T (AB127941)
 Gluconobacter frateurii NBRC 3264T (AB111898)
 
 

 Neoasaia chiangmaiensis BCC 15763T (AB208550) 
 Swaminathania salitolerans LMG 21291T (AB220163) 
 Asaia siamensis BCC 12268T (AB208552) 

Acidiphilium multivorum DSM 11245T(EF120987) 

100

100

93 
100

46 
100

100

71 
100

68 

100

75 

87

88 

75 

60 

46 

0.05



           
รูปที่ 3 Neighbor-joining-tree แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลท KMUTT1, 
KMUTT5, KMUTT8, KMUTT9, KMUTT13 และ KMUTT15 โดยใช 16S-23S ITS  
 
 
 
 

 
  

รูปที่ 4 Neighbor-joining-tree แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลท 
KMUTT2, KMUTT12, KMUTT18, KMUTT58 และ KMUTT63 โดยใช 16S-23S ITS   

Gluconobacter oxydans NBRC 14819T (AB111901) 
Acidomonas methanolica BCC 12263T (AB210135) 
  Gluconacetobacter xylinum LMG 1515T (X85405)

 Acetobacter oeni B13T (EU449495)
  Acetobacter aceti NBRC 14818T (AB111902)

  Acetobacter pomorum LMG 18848T (EU449498)
  Acetobacter pasteurianus LMG 1262T (AJ007834) 
  KMUTT 2, KMUTT12, KMUTT18, KMUTT58, KMUTT63 

Rhodospirillum rubrum ATCC11170T (NC_007643)
 

100 

92

96

96 60

80

0.1 

 Gluconacetobacter xylinum LMG 1515T (X85405)
 
 
Acidomonas methanolica BCC 12263T (AB210135) 
  Acetobacter pasteurianus LMG 1262T (AJ007834) 

  Gluconobacter oxydans NBRC 14819T (AB111901)
 Gluconobacter sphaericus NBR12467T (AB163867) 
Gluconobacter roseus NBRC 3990T (AB163865)
 Gluconobacter kanchanaburiensis BCC 15889T (AB459532) 
  Gluconobacter kondonii NBRC 3266T (AB162712) 
  Gluconobacter albidus NBRC 3250T (AB162710) 

  Gluconobacter cerinus NBRC 3267T (AB111899) 
  Gluconobacter thailandicus F149-1T (AB127941) 
  Gluconobacter frateurii NBRC 3264T (AB111898)
  KMUTT1, KMUTT5, KMUTT8, KMUTT9, KMUTT13, KMUTT15 

Rhodospirillum rubrum ATCC11170T (NC_007643)

91
56

99

100 
100 

94
64

75
92

95

43

0.2 



3. การทดสอบการผลิตน้าํตาลซอโบสและกิจกรรมของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนส 
 จากการทดลองการใชความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอลที่ 5 เปอรเซ็นต เปนสับสเตรทในการผลิต
นํ้าตาลซอโบสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะใหอากาศ พบวาแบคทีเรียอะซิติกทนรอนเฉพาะกลุม
ของ Gluconobacter fraterurii จํานวน 22 ไอโซเลตสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดในปริมาณแตกตางกันคือ
ผลิตอยูในชวงระหวาง 41-98 เปอรเซ็นต นํ้าตาลซอโบสที่ผลติขึ้นในระหวางวันที่ 1-3 ของการเลี้ยงเชื้อมี
การสะสมเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ในปริมาณไมเทากันขึ้นอยูกับเชื้อแตละไอโซเลต เชื้อแบคทีเรียอะซิตกิทนรอนไอโซ
เลต KMUTT26 เปนเชื้อทีส่ามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงถึง 95-98 เปอรเซ็นตเม่ือบมเปนระยะเวลา 3 วนั 
และจากการวเิคราะหกิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจากสวนของ cell-free extract ของ
แบคทีเรียอะซิติกทนรอนแตละไอโซเลต พบกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมในชวงระหวาง 0.58-0.97 ยูนิตตอ
มิลลิกรัมโปรตีน โดยแบคทีเรียอะซิติกทนรอนไอโซเลต KMUTT 26 ใหกิจกรรมจําเพาะของเอนไซมสูงที่สุด 
0.97 ยูนิตตอมิลลิกรัมโปรตีน (ตารางที่ 6) ดังน้ันจึงทําการคัดเลือกแบคทีเรียอะซิติกทนรอนไอโซเลต 
KMUTT 26 ไวสําหรับทําการทดลองผลติน้ําตาลซอโบสและศึกษาการแยกบริสทุธิ์เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดร
จีเนสตอไป 
 
4. ผลการแยกบริสุทธ์ิเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจเีนสจากเมมเบรนของแบคทีเรียอะซิตกิทนรอน 
Gluconobacter frateurii KMUTT 26 
 
 4.1 ผลการตรวจหา prosthetic group และผลติภัณฑออกซิเดทีฟของเอนไซมซอบิทอลดี
ไฮโดรจีเนส 
 การวิเคราะหกิจกรรมเอนไซมหลังจากการบมเมมเบรนของ G. frateurii KMUTT 26 ดวย EDTA 
แลวเติมสารละลาย PQQ ความเขมขน 5 μM และ/หรือ CaCl2 ความเขมขน 5 mM แลวทําการบมตอเปน
เวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิหอง เปรียบเทียบกับเมมเบรนที่ไมไดผานการบมดวย EDTA พบวาในสวนของ
เมมเบรนที่ไมไดผานการบมดวย EDTA มีกิจกรรมของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนส 14 ยูนิต ตอมิลลิลติร 
และกิจกรรมเอนไซมเพ่ิมสูงขึ้นถึง 31 ยูนิตตอมิลลิลติรเม่ือมีการเติมสารละลาย PQQ และจากการเตมิ 
CaCl2 เพียงอยางเดียวไมมีผลทําใหกิจกรรมเอนไซมเพ่ิมขึ้น เมมเบรนเมื่อบมดวยสารละลาย EDTA ไมพบ
กิจกรรมเอนไซม ถึงแมวาจะมีการเติม PQQ หรือ CaCl2 จากการทดลองพบวาเม่ือมีการเติมสารละลาย 
PQQ และ CaCl2 ลงในเมมเบรนพบกิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสเพิ่มขึ้นเทากับกิจกรรมเอนไซม
เริ่มตนที่อยูในเมมเบรน ดังน้ัน prosthetic group ของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจึงเปน PQQ (รูปที่ 5) 

จากการนําสารละลายเมมเบรนของแบคทีเรียอะซิติกทนรอน G. frateurii KMUTT 26 ที่ไมผานและ
ผานการบมดวย EDTA และ PQQ/CaCl2 มาหาผลิตภัณฑออกซิเดทีฟโดยการเติมสารละลายซอบิทอล
ความเขมขน 100 μM ในสารละลายบฟัเฟอรพีเอช 5.0 ทําการบมเปนเวลา 2 ชั่วโมงในสภาวะใหอากาศ 
หลังจากการปนเหวี่ยงแยกสวนของตะกอนเมมเบรนและสวนใส นํามาตรวจสอบผลิตภัณฑออกซิเดทีฟดวย
วิธ ี thin layer chromatography โดยใชนํ้าตาลฟรุกโตสและน้ําตาลซอโบสมาตรฐานเปนสารอางอิง ผลการ
ทดลองไมพบผลิตภัณฑออกซิเดทีฟใดๆ ในสภาวะของสารละลายเมมเบรนที่บมดวย EDTA กับสับสเตรท 



แตสําหรับในสภาวะสารละลายเมมเบรนที่บมดวย EDTA และมีการเติม PQQ/CaCl2 พบนํ้าตาลซอโบสเปน
ผลิตภัณฑออกซิเดทีฟของซอบิทอล (รูปที่ 6) 

 
ตารางที่ 6 การผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีสและกิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดร
จีเนสของแบคทีเรียอะซิติกแตละไอโซเลต 
 

รหัสเชื้อ 
นํ้าตาลซอโบสที่ผลติได (%) 

กิจกรรมเอนไซม (U/mg) 
วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3 

KMUTT 1 41 55 68 0.71 
KMUTT 5 90 92 95 0.82 
KMUTT 8 53 69 75 0.80 
KMUTT 9 45 51 66 0.68 
KMUTT 13 84 90 91 0.83 
KMUTT 15 91 95 95 0.94 
KMUTT 21 43 64 78 0.58 
KMUTT 22 49 73 86 0.71 
KMUTT 24 77 87 95 0.86 
KMUTT 26 95 97 98 0.97 
KMUTT 28 51 69 78 0.75 
KMUTT 29 43 59 74 0.68 
KMUTT 30 75 87 90 0.88 
KMUTT 33 49 73 86 0.79 
KMUTT 35 50 59 74 0.84 
KMUTT 39 66 79 87 0.76 
KMUTT 40 70 85 94 0.93 
KMUTT 42 61 73 89 0.85 
KMUTT 44 42 57 69 0.81 
KMUTT 46 84 94 95 0.94 
KMUTT 47 73 88 90 0.88 
KMUTT 51 73 81 91 0.91 
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากปนเหวี่ยงเพื่อแยกสวนของเมมเบรนและสวนของเอนไซมที่ละลาย
ออกมาโดยใชความเร็ว 40,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 ชั่วโมง กิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสใน
สวนทีล่ะลายออกมาเทากับ 2.31 ยูนิตตอมิลลิกรัม ซ่ึงเอนไซมสามารถละลายออกมาคิดเปนกิจกรรม
ประมาณ 80-85 เปอรเซ็นต และพบกิจกรรมเอนไซมในสวนของเมมเบรนเพียงประมาณ 7 เปอรเซ็นตของ
กิจกรรมเอนไซมเริ่มตน หลังจากการละลายเอนไซมออกจากเมมเบรนแลวการวิเคราะหกิจกรรมเอนไซม
ดวย potassium ferricyanide ใหผลกิจกรรมเอนไซมต่ํากวาการใช phenazine methosulfate (PMS)-2,6-
dichlorophenolindophenol (DCPIP) ดังน้ันในการทดลองหลังจากการละลายเอนไซมจึงใช PMS-DCIP 
เปนตวัรับอิเลคตรอนของปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
 
 4.4 การแยกบริสุทธ์ิเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจาก G. frateurii KMUTT26 
 นําเอนไซมที่ไดจากการละลายดวยดีเทอรเจนมาไดอะไลซีสในบัฟเฟอร 5 mM sodium acetate พี
เอช 5.0 ที่ประกอบดวย Mydol 10 ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต และ 5 mM CaCl2 เปนเวลา 12 ชัว่โมง 
หลังจากนั้นนําเอนไซมที่ไดมาผาน DEAE-Toyopearl column chromatography (ขนาด 3x15 ซม.) ที่ปรับ
สภาวะดวยบฟัเฟอร 5 mM sodium acetate พีเอช 5.0 ที่ประกอบดวย Mydol 10 ความเขมขน 0.3 
เปอรเซ็นต และ 5 mM CaCl2 ทําการลางคอลัมนดวยบัฟเฟอรชนิดเดียวกันกับที่ใชปรับสภาวะคอลัมนดวย
อัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสในสวนของหลอด
ชวงแรก แสดงถึงเอนไซมไมเกาะกับเรซินที่ใช หลงัจากเก็บรวบรวมหลอดที่มีกิจกรรมเอนไซมและนํามา
ไดอะไลซีสในบัฟเฟอร 5 mM sodium acetate พีเอช 4.5 ที่ประกอบดวย Mydol 10 ความเขมขน 0.3 
เปอรเซ็นต, 20 mM D-sorbitol และ 5 mM CaCl2 เปนเวลา 12 ชั่วโมง นําเอนไซมที่ไดมาผาน CM-
Toyopearl column chromatography ซ่ึงไดปรับสภาวะดวยบัฟเฟอร 5 mM sodium acetate พีเอช 4.5 ที่
ประกอบดวย Mydol 10 ความเขมขน 0.3 เปอรเซ็นต, 20 mM D-sorbitol และ 5 mM CaCl2 ทําการลาง
คอลัมนดวยบฟัเฟอรชนิดเดียวกัน และทําการชะเอนไซมออกจากคอลัมนดวยวธิ ี linear gradient ของ
บัฟเฟอรเดิมที่มีเกลือ CaCl2 ความเขมขนเพ่ิมขึ้นตั้งแต 5 mM – 50 mM โดยใชอัตราการไหล 0.6 มิลลิลิตร
ตอนาที ผลการทดลองพบหลอดที่มีกิจกรรมของเอนไซมในชวงทีใ่ชเกลือ CaCl2 ที่ประมาณความเขมขน 
10-15 mM (รูปที่ 8) ทําการเก็บหลอดที่มีกิจกรรมเอนไซมรวมกันใสในถุงไดอะไลซีสแลวทําใหเขมขนขึ้น
โดยการใชผงน้ําตาลซูโครสปดทับบนถุงไดอะไลซีส เก็บเอนไซมไวทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
24 ชั่วโมง ในตารางที่ 7 เปนตารางการสรุปการแยกบริสุทธิเ์อนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจากเยื่อหุมเม
มเบรนของ G. frateurii KMUTT26 เอนไซมเม่ืออยูในเยื่อหุมเมมเบรนมีกิจกรรมจําเพาะ 1.29 ยูนิตตอ
มิลลิกรัม หลังจากผานการแยกบริสทุธิ์แลวเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสมีคากิจกรรมจําเพาะ 6.37        
ยูนิตตอมิลลิกรัม เม่ือใชซอบิทอลเปนสับสเตรท ซ่ึงคากิจกรรมจําเพาะที่ไดมีคามากกวาในเมมเบรน 
ประมาณ 5 เทา เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์ใหแถบโปรตีนขนาด 80 กิโลดาลตัน เม่ือวิเคราะห
ดวย SDS-PAGE 
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ตารางที่ 8 ความจําเพาะตอสับสเตรทของเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์ทีแ่ยกจากเมมเบรนของ
แบคทีเรียอะซิติกทนรอน Gluconobacter frateurii KMUTT 26 
   

สับสเตรท กิจกรรมเอนไซม (U/ml) 
D-sorbitol 0.41 
D-mannitol 0.26 
D-arabitol 0.77 
L-arabitol 0 
DL-threitol 0 
meso-erythritol 0.54 
Myo-inositol 0 
glycerol 0.42 
xylitol 0 
ducitol 0 

 
 การตรวจสอบความเสถียรของกิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์เม่ือนําไปบมที่
อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 10 นาที เปรียบเทียบระหวางกิจกรรมเอนไซมที่อยูบนเยื่อหุมเมมเบรนกับเอนไซม
ที่แยกบริสุทธิต์ั้งแตอุณหภูมิ 25-60 องศาเซลเซยีส พบวาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ใหคากิจกรรม
เอนไซมสัมพัทธทั้งที่อยูบนเยื่อหุมเมมเบรนและเอนไซมบริสุทธิ์เทากันที่ 100 เปอรเซ็นต แตหลังจากการ
บมที่อุณหภูมิสูงขึ้นพบวาเอนไซมบริสุทธิ์มีกิจกรรมสัมพัทธลดลงอยางรวดเร็วโดยเฉพาะตั้งแตที่อุณหภูมิ 
38 องศาเซลเซียส โดยกิจกรรมเอนไซมลดลง 2 ใน 3 สวนของกิจกรรมเอนไซมที่บมที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส และไมสามารถตรวจพบกิจกรรมของเอนไซมบริสุทธิ์เม่ือบมไวที่อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส 
ในขณะที่กิจกรรมเอนไซมที่ไมไดแยกบริสุทธิ์หรืออยูบนเย่ือหุมเมมเบรนมีความเสถียรมากกวา และมี
กิจกรรมสัมพัทธของเอนไซมคอยๆ ลดลง และที่อุณหภูมิ 44 องศาเซลเซียส กจิกรรมเอนไซมลดลงเหลือ
เพียง 50 เปอรเซ็นตจากทีบ่มที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (รูปที่ 11) 
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ปริมาณการผลิตนํ้าตาลซอโบสสูงสุดที่ 47-48 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร ในชั่วโมงที ่ 30-36 และปริมาณน้ําตาล
ซอโบสยังคงสะสมอยูในสารละลายอยางคงที่ตลอดชวงของระยะเวลาการผลิต (รูปที่ 12ค) จากการทดลอง
พบวาการใชวธิีการตรึงเอนไซมบริสุทธิ์ผลิตน้ําตาลซอโบสใหผลผลตินอยกวาวิธกีารตรึงเอนไซมจากเยื่อหุม
เมมเบรนโดยตรงและวิธีการตรึงเซลล ดังน้ันในการทดลองขั้นตอไปจึงใชเฉพาะวิธีการตรึงเอนไซมจากเยื่อ
หุมเมมเบรนและวธิีการตรึงเซลล 
 

5.2 ผลของอัตราการกวนใหอากาศตอการผลิตน้ําตาลซอโบส 
 จากการนําเยื่อหุมเมมเบรนและเซลลของแบคทีเรียอะซิติก Gluconobacter frateurii KMUTT26 มา
ตรึงในแคลเซยีมอัลจิเนต โดยใชสับสเตรทน้ําตาลซอบทิอลความเขมขน 5 เปอรเซ็นต ทําการบมที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียสในกรณีของการตรึงเยื่อหุมเมมเบรนและบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในกรณีของการ
ตรึงเซลล ในการทดลองทําการผันแปรอัตราการกวนใหอากาศที่ความเร็ว 50, 100 และ 150 รอบตอนาที 
ผลการผลติน้าํตาลซอโบสจากวิธีการตรึงเยื่อหุมเมมเบรนที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาที่ความเร็ว 
50 และ 100 รอบตอนาทีใหผลการผลติใกลเคยีงกัน คือ สามารถผลิตน้ําตาลซอโบสได 43-45 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติรที่เวลา 30 ชั่วโมง ในขณะที่การใหความเร็วรอบ 150 รอบตอนาทีมีผลทําใหปริมาณน้ําตาล       
ซอโบสลดลง โดยสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสได 41-42 มิลลิกรมัตอมิลลิลติร ที่เวลา 36 ชั่วโมง ทั้งน้ี
เน่ืองจากความเร็วในการเขยามากเกินไปมีผลทําใหเม็ดอัลจิเนตเกิดการเสียดสีและเอนไซมที่ถูกตรึงหลุด
ออกมาบางสวนและสงผลทําใหกิจกรรมเอนไซมลดลง ทั้งน้ีจะเห็นไดวาในชวงทายของการผลิตปริมาณ
นํ้าตาลซอโบสลดลงเล็กนอย (รูปที่ 13ก)  
 การผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเซลล G. frateurii KMUTT26 ที่อุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
พบวาสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงในทุกอัตราการกวนใหอากาศ โดยอัตราการกวนใหอากาศที่ 50 และ 
100 รอบตอนาทีสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงสุด 46-47 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร ที่เวลา 36 ชั่วโมง สําหรับ
ความเร็วรอบในการเขยาที ่150 รอบตอนาทีใหผลการผลิตน้ําตาลซอโบสสูงกวาเล็กนอยคือ 48 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติร อยางไรก็ตามการใชอัตราการกวนใหอากาศ 150 รอบตอนาทีทําใหเม็ดอัลจิเนตเกิดการเสียดสีและ
เซลลที่ถูกตรึงหลุดออกมาทําใหเกิดสารละลายขุน และปริมาณน้ําตาลซอโบสที่ผลติไดสูงขึ้นกวาการใช
ความเร็วรอบที่ 50 และ 100 รอบตอนาทีอาจเปนผลจากเซลลที่หลุดออกมาในสารละลายซอบิทอลซ่ึง
สามารถออกซิไดซไดนํ้าตาลซอโบสไดเร็วกวาเซลลทีถู่กตรึงไวในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต (รูปที่ 13ข) ดังน้ัน
ในการทดลองดงักลาวนี้อัตราการกวนใหอากาศที่เหมาะสมคือ 100 รอบตอนาที ทั้งในสวนการตรึงเอนไซม
และการตรึงเซลล 



 

 

  
 

 รูปที่ 12 ผลของอุณหภูมิตอการผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวธิีการตรึงเอนไซมและการตรึงเซลล 
(ก) เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์ (ข) เยื่อหุมเมมเบรน (ค) เซลลแบคทีเรยีอะซิติกทนรอน 
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 รูปที่ 13 ผลของอัตราการกวนใหอากาศตอการผลิตน้าํตาลซอโบสดวย (ก) วิธีการตรึงเอนไซมที่อยู
บนเยื่อหุมเมมเบรนและ (ข) วิธีการตรึงเซลลแบคทีเรยีอะซิติก Gluconobacter frateurii KMUTT26  
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5.3 ผลของความเขมขนของสับสเตรทน้ําตาลซอบทิอลตอการผลิตน้ําตาลซอโบส 
 จากการใชนํ้าตาลซอบิทอลเปนสับสเสรตทั้งหมด 4 ความเขมขนสําหรับการผลิตน้ําตาลซอโบส 
ไดแก 5, 10, 15 และ 20 เปอรเซ็นต (50, 100, 150 และ 200 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร ตามลําดบั) โดยทําการ
ทดลองผลิตน้าํตาลซอโบสดวยวธิีการตรงึเยื่อหุมเมมเบรน ซ่ึงบมทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และวธิีการ
ตรึงเซลลแบคทีเรียอะซิติก G. frateurii KMUTT26 ที่บมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ภายใตสภาวะการกวน
ใหอากาศที่ 100 รอบตอนาที ผลการทดลองพบวาการผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเยื่อหุมเมมเบรน 
ของ G. frateurii KMUTT26 ใหผลผลิตน้ําตาลซอโบสเร็วกวาวธิีการตรึงเซลล ในชั่วโมงที ่ 0-12 ปริมาณ
นํ้าตาลซอโบสที่ผลติไดจากสับสเตรททัง้ 4 ความเขมขนมีคาใกลเคียงกัน หลังจากชั่วโมงที่ 12 ปริมาณ
นํ้าตาลซอโบสที่ผลติไดมีความแตกตางกัน ทั้งน้ีที่ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอล 5 เปอรเซ็นต สามารถ
ผลิตน้ําตาลซอโบสไดสงู 48 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร หรือนํ้าตาลซอบทิอลถูกออกซิไดซเปนน้ําตาลซอโบส 90 
เปอรเซ็นต ทีเ่วลา 18 ชัว่โมง เม่ือใชนํ้าตาลซอบิทอลความเขมขนสูงขึ้นเปน 10 เปอรเซ็นต เอนไซมที่อยู
บนเมมเบรนสามารถออกซิไดซซอบิทอลไปเปนน้ําตาลซอโบสได 89 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร หรือคิดเปน 89 
เปอรเซ็นต ทีนํ้่าตาลซอโบสผลิตได  และปริมาณน้ําตาลซอโบสเพิม่ขึ้นอยางชาๆ และสูงสุดที่ 95 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลติร หรือนํ้าตาลซอบิทอลถูกออกซิไดซเปนน้ําตาลซอโบส 95 เปอรเซ็นตที่เวลา 36 ชั่วโมง เม่ือใช
ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอลสูงขึ้นเปน 15 เปอรเซ็นต เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสที่อยูในเม็ด
แคลเซียมอัลจิเนตสามารถออกซิไดซไดนํ้าตาลซอโบสสูงที่สุดที่เวลา 18 ชัว่โมง โดยมีปริมาณน้ําตาลซอ
โบส 121 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร หรือคดิเปน 80.66 เปอรเซ็นต และปริมาณน้ําตาลซอโบสคงที่จนสิ้นสุด
ระยะเวลาการผลิตที่ 48 ชั่วโมง (รูปที่ 14ก) อยางไรก็ตามเม่ือใชนํ้าตาลซอบิทอลสงูถึง 20 เปอรเซ็นตพบวา
ปริมาณน้ําตาลซอโบสในชวง 12 ชั่วโมงแรกมีปริมาณใกลเคียงกับเม่ือใชซอบิทอลความเขมขน 15 
เปอรเซ็นต แตหลังจากการผลิตที่ 12 ชั่วโมงปริมาณน้ําตาลซอโบสกลับมีปริมาณการผลิตที่ต่ํากวาเมื่อใช
ความเขมขนของซอบิทอลที่ 15 เปอรเซ็นต โดยผลผลิตที่ไดสูงทีสุ่ด 111-116 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร หรือ
เพียง 55.5-58 เปอรเซ็นตเทานั้น ที่เวลา 24-36 ชั่วโมง จากการทดลองการตรึงเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดร
จีเนสในรูปของเยื่อหุมเมมเบรนสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยสามารถ
ใชนํ้าตาลซอบิทอลเปนสบัสเตรทไดสูงสดุ 15 เปอรเซ็นต และสามารถผลติน้ําตาลซอโบสได 80.66 
เปอรเซ็นต ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง 
 การผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเซลล G. frateurii KMUTT26 ดวยแคลเซยีมอัลจิเนต เม่ือใช
ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอล 5 เปอรเซ็นต สามารถผลิตน้าํตาลซอโบสไดสูงสุด 46-47 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติร และมีแนวโนมคงที่ ตั้งแตเวลา 18 ชั่วโมง หรือคิดเปนผลผลติ 93 เปอรเซ็นต จากการเพิ่มความ
เขมขนของน้ําตาลซอบิทอลเปน 10 เปอรเซ็นต (100 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) ปริมาณผลผลติน้ําตาลซอโบสที่
ไดเทากับ 80 เปอรเซ็นต (80 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) ที่เวลา 30 ชัว่โมง เม่ือเพ่ิมความเขมขนของน้ําตาลซอบิ
ทอลเปน 15 เปอรเซ็นต G. frateurii KMUTT26 ในรูปของการตรึงเซลลสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงสุด
ที่ 120 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร ที่เวลา 30 ชั่วโมง หรือคิดเปนปริมาณผลผลิต 80 เปอรเซ็นต เม่ือเพ่ิมความ
เขมขนของน้ําตาลซอบิทอลสูงขึ้นเปน 20 เปอรเซ็นต การผลิตน้ําตาลซอโบสใหผลการทดลองคลายคลึงกับ
การผลิตโดยวธิีการตรึงเอนไซมกลาวคือ ที่ความเขมขนของน้ําตาลซอบิทอลที ่ 20 เปอรเซ็นต ใหปริมาณ
ของผลผลติน้าํตาลซอโบสนอยลง โดยสามารถผลิตนํ้าตาลซอโบสสูงสุดเพียง 110 มิลลิกรมัตอมิลลิลติร ที่



เวลา 48 ชั่วโมง หรือคิดเปนปริมาณผลผลิตน้ําตาลซอโบส 55 เปอรเซ็นต (รูปที่ 14ข) จากการทดลองการ
ตรึงเซลล G. frateurii KMUTT26 สามารถผลิตน้ําตาลซอโบสไดสูงเชนเดียวกับการผลติดวยวธิีการตรึง
เอนไซม แตระยะเวลาในการผลิตเพ่ือใหไดผลผลติน้ําตาลซอโบสสูงตองใชระยะเวลานานกวาวธิีการผลติ
ดวยวธิีการตรงึเอนไซม 6-12 ชั่วโมง 
 

 
รูปที่ 14 การผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวธิกีารตรึงเอนไซมที่อยูบนเยือ่หุมเมมเบรน (ก) และวิธีการตรึง

เซลลของแบคทีเรียอะซิติกทนรอน Gluconobacter frateurii KMUTT26 (ข) เม่ือใชนํ้าตาลซอบิทอลความ
เขมขนตางๆ เปนสับสเตรท 
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5.4 ผลของการนําเม็ดอัลจิเนตกลบัมาใชใหมสําหรับการผลิตน้ําตาลซอโบส 
 การผลิตน้ําตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเอนไซมจากเยื่อหุมเมมเบรนและเซลลของแบคทีเรียอะซิติก 
Gluconobacter frateurii KMUTT26 ในอัลจิเนตความเขมขน 3 เปอรเซ็นต โดยใชสับสเตรทน้ําตาลซอบิ
ทอลความเขมขน 15 เปอรเซ็นต ใหอากาศที่ความเร็ว 100 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศา
เซลเซียสตามลําดับ โดยทดลองนําเม็ดอัลจิเนตกลับมาใชใหมจํานวน 4 ครั้ง ผลการทดลองพบวาการใช
เม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเอนไซมจากเยื่อหุมเมมเบรนใหผลการผลิตครั้งแรกดีที่สุด โดยใหผลผลติน้ําตาลซอโบส
สูงที่สุดเวลา 18 ชั่วโมง และคงที่ตลอดระยะเวลาการผลิต ซ่ึงใหผลผลิตที่ 120 มิลลิกรัมตอมิลลลิิตร หรือคิด
เปน 80 เปอรเซ็นต เม่ือนําเม็ดอัลจิเนตมาใชในการผลติรอบที่สองพบวาปริมาณน้ําตาลซอโบสลดลง
ประมาณ 5 เปอรเซ็นตเม่ือเทียบกบัการผลิตในรอบแรก แตเม่ือนํากลับมาใชผลิตนํ้าตาลซอโบสใหมในครั้งที่ 
3 ปริมาณน้ําตาลซอโบสทีผ่ลติไดลดปริมาณลงถึง 50 เปอรเซ็นต หรือไดปริมาณผลผลติเพียง 60 มิลลิกรมั
ตอมิลลิลติร และเม่ือนําเม็ดอัลจิเนตทีต่รึงเอนไซมจากเยื่อหุมเมมเบรนกลับมาใชผลิตน้ําตาลซอโบสใหมเปน
ครั้งที่ 4 ปริมาณน้ําตาลซอโบสที่ผลติไดเหลือเพียง 15 เปอรเซ็นตของการผลิตครั้งที่ 1 ทั้งน้ีเปนผลมาจาก
กิจกรรมเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสที่ตรึงในเม็ดอัลจิเนตมีกิจกรรมลดลงเมื่อระยะเวลาการผลิตเพ่ิมขึ้น 
(รูปที่ 15ก) 
 จากการใชเม็ดอัลจิเนตที่ตรึงเซลลแบคทเีรียอะซิติกทนรอนสําหรับผลิตน้ําตาลซอโบสในครั้งที ่ 1 
พบวาปริมาณการผลิตนํ้าตาลซอโบสใหผลผลติชากวาวิธีการตรึงเอนไซมจากเยื่อหุมเมมเบรนประมาณ 12 
ชั่วโมง อยางไรก็ตามผลผลิตปริมาณน้ําตาลซอโบสทีผ่ลิตดวยวธิีการตรึงเซลลสงูถึง 120 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลติร หรือคิดเปน 80 เปอรเซ็นต หลังจากการผลิตครั้งแรกเปนเวลา 48 ชั่วโมง ไดนําเม็ดอัลจิเนต
กลับมาใชผลติโดยใสลงไปในสารละลายซอบทิอลใหม ผลการทดลองพบวาปริมาณน้ําตาลซอโบสที่ไดมี
ปริมาณลดลงจากครั้งแรกเล็กนอย เม่ือนํากลับมาใชผลิตน้ําตาลซอโบสใหมเปนครั้งที่ 3 พบวาไดปริมาณ
ผลผลติน้ําตาลซอโบสที่ 105 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร ซ่ึงลดลงจากการผลิตครั้งแรก 12.5 เปอรเซ็นต แตเม่ือ
นํากลับมาผลติเปนครั้งที ่4 พบวาปริมาณการผลิตน้ําตาลซอโบสไดเทากับ 99 มิลลิกรัมตอมิลลิลติร หรือคดิ
เปน 82.5 เปอรเซ็นตของการผลิตครั้งแรก ทั้งน้ีลดลง 17.5 เปอรเซ็นต (รูปที่ 15ข) 
 การเปรียบเทยีบผลตินํ้าตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเอนไซมและการตรึงเซลลดวยอัลจิเนต พบวา
การตรึงเซลลแบคทีเรียอะซิติกทนรอนใหผลการผลติไดดีกวาการตรึงเอนไซม ทั้งน้ีการตรึงเซลลสามารถนํา
กลับมาใชในการผลิตนํ้าตาลซอโบสไดใหมถึง 4 ครั้ง ในขณะที่การตรึงเอนไซมสามารถผลิตน้าํตาลซอโบส
ไดเพียง 2 ครั้ง 
 
 
 
 



 
 รูปที่ 15 ผลของการนําเม็ดอัลจิเนตที่ไดจากการตรึงเอนไซมและการตรึงเซลลกลบัมาใชผลติน้ําตาล
ซอโบส (ก) เอนไซมที่อยูบนเยื่อหุมเมมเบรน (ข) เซลลของแบคทีเรียอะซิติกทนรอน Gluconobacter 
frateurii KMUTT26  
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บทวิจารณ 
 

 นํ้าตาลซอโบสเปนนํ้าตาลที่มีความสําคญัทางเทคโนโลยีชวีภาพและเศรษฐกิจเนือ่งจากเปนสาร
ตัวกลางที่ใชในการผลิตวิตามินซีโดยวิธกีารสังเคราะหของ Reichstein-Grussner (Prescott and Dunn, 
1959; Asai, 1968) วธิีการสังเคราะหวติามินซีของ Reichstein-Grussner ประกอบดวย 5 ขั้นตอน ซ่ึงเปน
ขั้นตอนทางเคมี 4 ขั้นตอน และวิธีการทางชีวภาพ 1 ขั้นตอน โดยขั้นตอนทางชีวภาพเปนขั้นตอนการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ําตาลซอบิทอลไปเปนนํ้าตาลซอโบสดวยแบคทีเรียอะซิติก ในการผลิตน้ําตาล
ซอโบสสามารถผลิตได 2 วธิี คือ surface growth และ submerged growth ซ่ึงควบคุมอุณหภูมิที่ 25-30 
องศาเซลเซียส (Asai, 1968) หรือต่ํากวา 32 องศาเซลเซียส (Yang et al., 1997) ในการวิจัยน้ีไดทําการ
แยกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกทนรอนจากแหลงธรรมชาตเิพ่ือการพัฒนาการผลิตน้ําตาลซอโบสทีอุ่ณหภูมิสูง
โดยวิธีการตรงึเซลลหรือการตรึงเอนไซม การตรึงเซลลหรือการตรึงเอนไซมมีขอดีคือสามารถนําเม็ดเจล 
กลับมาใชสําหรับการผลิตใหมได ซ่ึงเปนการลดการสูญเสียดานคาใชจายในการเลี้ยงเชื้อและการผลิตที่ใช
ระยะเวลานอยลง ประกอบกับการใชเซลลแบคทีเรยีอะซิติกทนรอนผลิตจะชวยลดพลังงานที่ใชในการผลติ
ไดอีกทางหนึ่ง (Saeki et al., 1997; Moonmangmee et al., 2000) จากการการแยกเชื้อแบคทีเรียอะซิติก
จากแหลงตางๆ พบแบคทีเรียอะซิติกที่สามารถเจรญิเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิระหวาง 30-37 องศา
เซลเซียส แบคทีเรียอะซิติกสวนใหญทีแ่ยกไดสามารถผลิตน้ําตาลซอโบสเนื่องจากใชนํ้าตาลซอบิทอลเปน
แหลงคารบอนโดยเฉพาะ อยางไรก็ตามในการแยกแบคทีเรียอะซิติกนี้ยังพบแบคทีเรียอะซิตกิสวนหนึ่งที่ไม
สามารถออกซิไดซนํ้าตาลซอบิทอลไปเปนน้ําตาลซอโบสได  ทั้งน้ีเน่ืองจากในสูตรอาหารที่ใชในการแยกเชื้อ
ประกอบดวยเอธานอล โดยปกติการเติมเอธานอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือเปนการคัดเลือกและเปนการเพิ่ม
ประชากรแบคทีเรียกลุมอะซิติกจากกลุมประชากรชองเชื้อที่มีอยูในตัวอยาง  ซ่ึงแบคทีเรียอะซิติกสวนใหญ
ในกลุม Acetobacter sp. และ Gluconacetobacter sp. สามารถออกซิไดซเอธานอลไปเปนกรดอะซิติกได
โดยไมตองใชนํ้าตาลซอบิทอลเปนแหลงคารบอน (Lisdiyanti et al., 2001; Tanasupawat et al., 2004) 
โดยทั่วไปแบคทีเรียอะซิตกิที่นํามาใชสําหรับการผลิตนํ้าตาลซอโบสในระดับอุตสาหกรรมสามารถเจริญไดดี
ที่สุดที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เน่ืองจากประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอนชื้นจึงสามารถแยกเชื้อ
แบคทีเรียอะซิติกที่สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิสูงและสามารถผลิตนํ้าตาลซอโบสไดที่อุณหภูมิสูงดังกลาวได
ดีเชนเดียวกัน (Moonmangmee et al., 2000) จากการจัดจําแนกแบคทีเรียอะซิตกิทนรอนทั้งหมดที่แยกได
แบงออกเปน 3 กลุมคือ Acetobacter pasteurianus, Gluconacetobacter xylinus และ Gluconobacter 
frateurii โดยใชพ้ืนฐานการจัดจําแนกดวยลักษณะพื้นฐานทางสัณฐาน ปฏิกิริยาทางชีวเคมี และวธิีการหา
ลําดับเบสของ 16S-25S rDNA intergenic spacer ทั้งน้ีการจําแนกไดเพียง 3 กลุม เน่ืองมาจากในการวิจัย
ใชกลุมตัวอยางผลไมจํานวนไมหลากหลาย จากการรายงานการแยกเชื้อแบคทีเรียอะซิติกในประเทศไทย
ของ Seearunruangchai et al. (2004) ใชตัวอยางผลไมหลากหลายมากกวา 25 ชนิด ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ 
glucose-ethanol พบแบคทีเรียอะซิติกหลายชนิดไดแก A. orientalis, A. pasteurianus และ Ga. 
liquefaciens การใชเทคนิคการจัดจําแนกแบคทีเรียอะซิติกดวยบริเวณ 16S-23S rDNA internal 
transcribed spacer region เปนวิธีการจัดจําแนกไดรวดเร็วและมีประสิทธิภาพและสามารถระบุความ
แตกตางของแตสปชีสไดอยางชัดเจน (Trcek, 2005) 



 การแยกบริสทุธิ์เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจากเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียอะซิติก G. frateurii 
KMUTT26 พบวาเอนไซมบริสุทธิท์ี่แยกไดเปนโปรตีนที่มีเพียงหนึ่งหนวยยอยขนาด 80 kDa และใช PMS-
DCIP เปนตวัรับอิเลคตรอนในปฏิกิริยาออกซิเดชัน ไมมี flavin เปนองคประกอบ เอนไซมที่แยกบริสุทธิไ์ดน้ี
สามารถออกซิไดซนํ้าตาลแอลกอฮอลไดหลายชนิด เชน arabitol, sorbitol, mannitol และ glycerol และมี
นํ้าตาลซอโบสเปนผลผลิตจากปฏิกิริยาออกซิเดชันโดยมีซอบิทอลเปนสับสเตรท (Moonmangmee et al., 
2000; White and Claus, 1982) ซ่ึงเอนไซมที่แยกบริสทุธิ์จากรายงานวิจัยน้ีมีความแตกตางจากเอนไซมซอ
บิทอลดีไฮโดรจีเนสที ่ Shinagawa et al. (1982) ไดทําการแยกใหบริสทุธิ์จากเยื่อหุมเมมเบรนของ 
Gluconobacter suboxydans var. α โดยเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์น้ีประกอบดวย 3 หนวย
ยอย ไดแกหนวยยอยที่หน่ึงเรียกวา flavoprotein มีขนาด 63 kDa (มี flavin adenine dinucleotide เปน 
prosthetic group ของเอนไซม) หนวยยอยที่สองเรียกวา cytochrom c มีขนาด 51 kDa และหนวยยอยที่
สามมีขนาด 17 kDa เอนไซมบริสุทธิ์มีความจําเพาะสูงตอซอบิทอลที่ใชเปนสับสเตรท อยางไรก็ตาม
เอนไซมดังกลาวสามารถออกซิไดซแมนิทอลไดในอัตรา 5 % ของซอบิทอล นอกจากนี้ Cho et al. (1990) 
ไดแยกบริสุทธิ์เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสจากเยื่อหุมเซลลของ G. melanogenus แตไมมี flavin เปน
องคประกอบ หลังจากนั้น Choi et al. (1995) ไดแยกเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์จากเยื่อหุม
เซลลของ G. suboxydans KCTC 2111 (=ATCC 621) พบวาเอนไซมบริสุทธิ์ประกอบดวย 3 หนวยยอยที่
มีขนาด 75, 50 และ 14 kDa และมี PQQ เปนโคเอนไซมในหนวยยอยที่หน่ึง ในขณะที่หนวยยอยที่สองเปน 
cytochrom c เอนไซมบริสุทธิ์มีความจําเพาะกับสับสเตรทหลากหลายชนิด โดยสามารถออกซิไดซซอบิทอล
สูงสุด (100%) รองลงมาคือแมนิทอล (68%) และรบิทิอล (70%) อยางไรก็ตามเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดร
จีเนสที่แยกบริสุทธิ์ไดจากการทดลองนี้อาจจะมีสวนคลายกับเอนไซมจากการรายงานของ Adachi et al. 
(2001) ซ่ึงไดรายงานการแยกบริสุทธิ์เอนไซม D-arabitol dehydrogenase (ARDH) จากเยื่อหุมเซลลของ 
G. suboxydans IFO 3257 กลาวคือ เอนไซม ARDH มี 2 หนวยยอย คือขนาด 82 และ 14 kDa และมี 
PQQ เปน prosthetic group และสามารถออกซิไดซนํ้าตาลแอลกอฮอลไดหลายชนดิเชนเดียวกัน 
โดยเฉพาะ arabitol, sorbitol, mannitol, meso-erythritol และ glycerol เม่ือไมนานมานี้ Wichai et al. 
(2008) ไดคนพบวาแบคทเีรียอะซิติก Gluconobacter frateurii THD32 มีเอนไซมที่เกี่ยวของกับการ
ออกซิเดชันของน้ําตาลซอบิทอลสองชนดิภายในสายพันธุเดียวกัน และเอนไซมทั้งสองชนิดนี้มีความ
แตกตางกันในดานตางๆ ชนิดแรกคือ pyrroloquinoline quinone-dependent glycerol dehydrogenase 
(PQQ-GLDH) ทําหนาที่สรางพลังงานและผลติน้ําตาลซอโบสเปนหลักในชวงแรกๆ ของการเจริญ และ
สําหรับ FAD-dependent D-sorbitol dehydrogenase (FAD-SLDH) จะทํางานระยะกลางถึงระยะทายของ
การเจริญโดยเอนไซม FAD-SLDH จะถูกกระตุนเม่ือมีปริมาณน้ําตาลซอบิทอลหรือนํ้าตาลซอโบสสูงและจะ
ออกซิไดซนํ้าตาลซอบิทอลไปเปนน้ําตาลซอโบสเพื่อหลีกเลี่ยงการเกิดการควบคมุแบบยอนกลบั (feedback 
regulation) 
 การผลิตน้ําตาลซอโบสในระดับอุตสาหกรรมมักใชวิธีการผลิตดวยการเลี้ยงเซลลในถังหมักขนาด
ใหญและมีการแยกใหไดผลผลิตที่บริสุทธิ ์ แตดวยขั้นตอนวิธีการที่คอนขางยุงยากและใชเวลานาน การผลิต
ดวยวธิีการตรงึเซลลและการตรึงเอนไซมในวัสดุตางๆ จึงถูกนํามาใชในอุตสาหกรรม ทั้งน้ีการตรึงเซลลและ
การตรึงเอนไซมในวัสดุมีขอดีหลายประการไดแก (1) เซลลหรือเอนไซมที่ถูกตรึงสามารถนํากลับมาใชใหม



ได (2) ผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาสามารถแยกออกจากเอนไซมไดงาย และ (3) กิจกรรมของเซลลและ
เอนไซมยังคงมีเสถียรภาพเปนระยะเวลานาน ในการตรึงเอนไซมสําหรับการผลิต 3-dehydroshikimate จะ
ใชแคลเซียมอัลจิเนตเปนวัสดุตรึงเนื่องจากมีราคาถูกและเปนวัสดุที่ไมทําใหกิจกรรมเอนไซมลดลง (Adachi 
et al., 2010)  เอนไซมชนิดอ่ืนๆที่ใชประโยชนในทางอุตสาหกรรมไดถูกนํามาตรึงในวัสดุชนิดตางๆ เชน 
เอนไซมแอลฟาอะไมเลส นํามาตรึงในวสัดุชนิด glass beads, polymeric microspheres, cellulose beads, 
หรือ reactive membranes หรือ fibers หรือ polyester beads (Rasiah and Rehm, 2009) เอนไซมไลเปส
ทนรอน จากแบคทีเรีย Pyrococcus furiosus นํามาตรึงในวัสดุประเภท butyl sepabeads และ octadecyl 
sepabeads (Branco et al., 2010) เอนไซม b-galactosidase ที่ใชในอุตสาหกรรมอาหาร สามารถใชไดทั้ง
ในรูปของ soluble หรือในรูปของเอนไซมที่ถูกตรึงได 3 แบบ คือ (1) physical adsorption ตรงึดวยวัสดุ
ประเภท chitosan, phenol-formaldehyde resin (2) entrapment ตรึงดวยวัสดปุระเภท agarose bead, 
polyacrylamide, calcium alginate (3) covalent binding ตรึงดวยวัสดุประเภท gelatin, polyvinyl alcohol, 
hen egg white, silica-alumina เปนตน (Panesar et al., 2010) การตรึงเอนไซมในวัสดุดังกลาวสงผลทํา
ใหไดผลผลติที่มีความบริสทุธิ์และเอนไซมมีความเสถยีรในวัสดตุรึงน้ันๆ ไดเปนระยะเวลานาน 
 ในการตรึงเซลลและเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสที่อุณหภูมิสูง 37 องศาเซลเซยีส ยังไมเคยมีการ
รายงานมากอน ดังน้ันงานวิจัยที่นําเสนอนี้จึงเปนงานวิจัยนํารองในการผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูงโดย
ใชแคลเซียมอัลจิเนตเปนวัสดุตรึง ในอดีตการตรึงเซลลแบคทีเรียอะซิติกสําหรบัใชผลิตน้ําตาลซอโบสจาก
นํ้าตาลซอบิทอลหรือซอโบโซนจากน้ําตาลซอโบสใชวิธ ีentrapment growing cells ดวย calcium alginate 
(Fukui and Tanaka, 1982) polyacrylamide gel (Martin and Perlman, 1976; Pomortseva and 
Krasilnikova, 1983) sintered glass (Spassov et al., 1995) จากผลการทดลองการทดสอบความทนของ
เอนไซมที่อยูบนเยื่อหุมเซลลที่อุณหภูมิตางๆ พบวา เอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสที่อยูบนเยื่อหุมเซลล
ของ G. frateurii KMUTT26 สามารถทนตอความรอนและยังคงมีกิจกรรมของเอนไซมไดที่อุณหภูมิ 38 
องศาเซลเซียส โดยมีกิจกรรมเอนไซมเหลืออยูเกือบ 80 เปอรเซ็นต (รูปที่ 11) ซ่ึงสอดคลองกับ Saeki et 
al. (1997) ที่ไดทําการทดสอบกิจกรรมเอนไซมแอลกอฮอลดีไฮโดรจีเนสหลังจากการบมเยื่อหุมเซลลของ
แบคทีเรียอะซิติกสกุล Acetobacter pasteurianus SKU108 พบวาเอนไซมยังคงมีกิจกรรมสูงหลังจากบม
เยื่อหุมเซลลไวที่อุณหภูมิสูง ในงานวิจัยน้ีไดนําเอนไซมซอบิทอลดีไฮโดรจีเนสบริสุทธิ์ เยื่อหุมเซลล และ
เซลลของแบคทีเรียอะซิติกมาตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตและนําไปผลติที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา
ผลผลติน้ําตาลซอโบสที่ไดจากการตรึงเอนไซมบริสุทธิ์ต่ํากวาในสวนของการผลิตที่ใชวธิีการตรึงเยื่อหุมเมม
เบรนและการตรึงเซลล ทั้งน้ีอาจเปนผลมากจากเอนไซมบริสุทธิไ์มเสถยีรเม่ืออยูในที่อุณหภูมิสูงเปน
เวลานาน และเปนเอนไซมที่ไมไดอยูภายในเยื่อหุมเซลล จึงสูญเสียความเปน hydrophobic การทดลองจึง
ไมไดนําเอนไซมบริสุทธิ์มาใชเพ่ือการผลติน้ําตาลซอโบส เน่ืองจากคํานึงถึงขั้นตอนการแยกบริสุทธิท์ี่ใช
เวลานาน และส้ินเปลืองคาใชจาย ประกอบความไมมีเสถียรภาพของเอนไซมบริสุทธิ์เม่ือตองบมที่อุณหภูมิ
สูงเปนระยะเวลานาน ดังน้ันในการทดลองจึงใชเฉพาะเอนไซมที่ยังไมไดแยกบริสุทธิ์และเซลล (รูปที่ 12) 
การตรึงเอนไซมหรือการตรึงเซลลในวัสดุตรึงจะชวยใหเอนไซมสูญเสียกิจกรรมลดนอยลงและทนตอความ
รอนไดดี (Panesar et al., 2010; Branco et al., 2010) ในการวิจัยน้ีพบวาความเขมขนของสับสเตรทสูง 
200 กรัมตอลิตรมีผลตอการยับยั้งการผลิตน้ําตาลซอโบส ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Damodaran 



and Subramanian (1951); Bosjnak et al. (1991); Bonomi et al. (1993) และ Wulf et al. (2000) ที่
พบวาความเขมขนของซอบิทอลสามารถยับยั้งการผลติน้ําตาลซอโบสเมื่อความเขมขนของซอบิทอลสูง
มากกวา 200 กรัมตอลิตรในการหมักแบบกะ (batch) การใหอากาศพบวามีผลตอการผลตินํ้าตาลซอโบส 
ทั้งน้ีการกวนใหอากาศดวยความเร็วรอบที่มากกวาจะทําใหผลติน้ําตาลซอโบสไดดีกวา เน่ืองจากแบคทีเรีย 
อะซิติกเปนแบคทีเรียที่ตองใชกาซออกซิเจนในการหายใจและใชเปนตัวรบัอิเลคตรอนตัวสุดทายควบคูไป
กับการสังเคราะหพลังงาน ATP ในระหวางปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Matsushita et al., 1994) จากการรายงาน
ของ Giridhar and Srivastava (2000) ไดใช oxygen vector ชนิด N-hexadecane ความเขมขน 1-6% เพ่ือ
เพ่ิมความสามารถในการผลิตน้ําตาลซอโบสนอกเหนือจากการเขยาใหอากาศแบบปกติ สําหรับการนําเม็ด
เจลกลับมาใชในการผลิตนํ้าตาลซอโบสใหม ในงานวิจัยน้ีสามารถนํากลับมาใชไดทั้งหมด 4 ครั้ง ในกรณี
การตรึงเซลล แตสําหรับการตรึงเอนไซมจากเยื่อหุมเซลลพบวาสามารถนํากลับมาใชใหมไดเพียง 2 ครั้ง
เทานั้น ทั้งน้ีอาจเนื่องมาจากเอนไซมมีกิจกรรมลดลงเมื่ออยูในสารละลายและอุณหภูมิสูงตอเน่ืองเปน
เวลานาน งานวิจัยการนําเม็ดเจลกลับมาใชใหมน้ีสอดคลองกับการรายงานของ Pomortseva and 
Krasilnikova (1983) พบวาการผลิตนํ้าตาลซอโบสดวยวิธีการตรึงเซลล G. oxydans สายพันธุ No.6 VNIVI 
ใน polyacrylamide gel สามารถนํากลบัมาใชไดถึง 5 ครั้ง ซ่ึงสามารถผลิตนํ้าตาลซอโบสได 3.3 g 
sorbose/L/hr  
 จากผลงานวิจัยน้ีเปนงานวิจัยนํารองในการผลิตน้ําตาลซอโบสที่อุณหภูมิสูงดวยวธิีการตรึงเอนไซม
และการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนต ในยุคปจจุบันที่อุณหภูมิของโลกรอนขึ้นทุกป  วิธีน้ีจึงเปนวิธีการที่
สามารถนํามาประยุกตใชในการปรับปรุงกระบวนการผลติน้ําตาลซอโบสโดยไมตองใชระบบควบคุมอุณหภูมิ 
ซ่ึงสามารถลดคาใชจายในดานพลังงานไดอีกทางหนึ่ง  
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Output จากโครงการวิจัยที่ไดรับทุนจาก สกว. 
 
1.  ผลงานตีพิมพ  :  ยังไมไดตีพิมพ 
2.  การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน : ยังไมไดนําไปใชประโยชน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก 
 
 ยังไมผลงานตพิีมพ 


