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เช้ือ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย                  

มีลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมีและการสรางวุนแตกตางกัน โดยเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ปรับ
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมดเปน 9๐Brix ดวยน้ําตาลซูโครสและปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 5 ดวยกรด
อะซิติก ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน พบวา สายพันธุ TISTR 893 สรางวุนที่มีความหนา 0.36 เซนติเมตร           
มีน้ําหนักเปยก 9.78 กรัม ปริมาณกรดในอาหารเปน 0.22% (w/v) ผลิตเซลลูโลส 35.27% (กรัมเซลลูโลสตอปริมาณ
น้ําตาลที่ใช  100 กรัม) TISTR 975 สรางวุนที่มีความหนา 1.04 เซนติเมตร มีน้ําหนักเปยก 27.73 กรัม ปริมาณกรด
ในอาหารเปน 0.30% ผลิตเซลลูโลส 27.88% และ TISTR 1037 สรางวุนที่มีความหนา 0.55 เซนติเมตร มีน้ําหนัก
เปยก 14.56 กรัม ปริมาณกรดในอาหารเปน 0.23% ผลิตเซลลูโลส 30.10% เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อ 3 วิธีคือ 
เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งตอเชื้อทุกๆ 3 วัน เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวที่ภาวะเขยาดวยความเร็วรอบ 150 rpm 
ตอเชื้อทุกๆ 3 วัน และเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งที่ภาวะนิ่งตอเชื้อทุกๆ 7 วัน ทําใหพบเชื้อแปรผัน 4 
สายพันธุที่มีลักษณะโคโลนีเปลี่ยนไปจากลักษณะโคโลนีของสายพันธุเดิมดังนี้ 893A แปรจาก TISTR 893 หลังจาก
เลี้ยงในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งที่ภาวะนิ่งและตอเชื้อเปนจํานวน 10 คร้ัง สรางวุนที่มีความหนา 0.38 
เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 12.97%   975A แปรจาก TISTR 975 หลังจากเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะ
เขยาและตอเชื้อเปนจํานวน 16 ครั้ง สรางวุนที่มีความหนา 0.63 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 13.02% 
975B แปรจาก TISTR 975 หลังจากเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและตอเชื้อเปนจํานวน 16 คร้ัง สรางวุนที่มคีวาม
หนา 0.41 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 11.36%   1037A แปรจาก TISTR 1037 หลังจากเลี้ยงในอาหาร
เหลวที่ภาวะเขยาและตอเชื้อเปนจํานวน 16 คร้ัง สรางวุนที่มีความหนา 0.64 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 
16.51% ในระหวางการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือท้ัง 3 วิธีเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง จะนําเช้ือมาวัดการสรางวุนเพื่อติดตาม
การเปลี่ยนแปลงของเชื้อเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง พบวาถึงแมเชื้อจะมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
การสรางวุนในทุกครั้งที่ทําการวัด แตลักษณะโคโลนีของเชื้อไมไดเกิดการเปลี่ยนแปลงไปดวยทุกครั้ง เมื่อทดสอบ
ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุ พบวามีความแตกตางกันและแตกตางจากเชื้อตั้งตน แตเมื่อ
ทดสอบลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อตั้งตน 3 สายพันธุและเชื้อแปรผัน 4 สายพันธุ โดยใชเทคนิค Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดพบวา แถบดีเอ็นเอของแตละสายพันธุบน             
อะกาโรสเจลที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมทั้ง 8 ชนิดไมมีความแตกตางกัน 
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Three strains of Acetobacter sp. obtained from Thailand Institute of Scientific and Technological 

Research were different in morphology, chemical characteristics and cellulose production. After cultivation in 
coconut water media, which was adjusted the total soluble solid to 9๐Brix by sucrose and pH to 5 by acetic acid 
at 30๐C for 7 days, TISTR 893 produced 0.36 centimeters in pellicle thickness which had 9.78 grams wet weight, 
0.22% acid content (as g acetic acid per 100 ml media) and 35.27% yield of cellulose, TISTR 975 produced 1.04 
centimeters in pellicle thickness which had 27.73 grams wet weight, 0.30% acid content and 27.88% yield of 
cellulose and TISTR 1037 produced 0.55 centimeters in pellicle thickness which had 14.56 grams wet weight, 
0.23% acid content and 30.10% yield of cellulose. Three methods of cultivation and subculture were culturing in 
liquid media under static condition and subculture every 3 days, culturing in liquid media at 150 rpm with 
shaking condition and subculture every 3 days, and alternately culturing in liquid media and agar media under 
static condition and subculture every 7 days. These resulted in 4 variants, which were different in colony forming 
from parent cultures. The 893A varied from TISTR 893 after alternately culturing in liquid media and agar media 
under static condition and subculture for 10 times, it produced 0.38 centimeters in pellicle thickness and 12.97% 
yield of cellulose. The 975A varied from TISTR 975 after culturing in liquid media at 150 rpm with shaking 
condition and subculture for 16 times, it produced 0.63 centimeters in pellicle thickness and 13.02% yield of 
cellulose. The 975B varied from TISTR 975 after culturing in liquid media under static condition and subculture 
for 16 times, it produced 0.41 centimeters in pellicle thickness and 11.36% yield of cellulose. The 1037A varied 
from TISTR 1037 after culturing in liquid media at 150 rpm with shaking condition and subculture for 16 times, it 
produced 0.64 centimeters in pellicle thickness and 16.51% yield of cellulose. During the cultivations of every 4 
subcultures, there were detectable reductions of cellulose production but no variation in colony forming. 
Chemical characteristics of 4 variants were different from each other and from parent cultures. Genetic 
characteristics of the 3 TISTR strains and 4 variants were tested by using Restriction Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) technique with 8 restriction enzymes and found that there were no differences. 
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 และการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
 น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเช้ือครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยง 
 ในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง…………………………………………. ….….………..120 
ง.17 การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดาง 
 ของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใช 
 และการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 และ 893A 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน…………….………...121 
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ง.18 การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดาง 
 ของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใช 
 และการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 975A และ 975B 
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 ของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใช 
 และการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 และ 1037A 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน………………………123 
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4.3 โคโลนีของ Acetobacter TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน………………………………………. 39 
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4.5 น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน…………….....42 
4.6 ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 ในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน………………………43 
4.7 ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp.  
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4.8 ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน…………………44 
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4.11 คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเช้ือเมื่อเล้ียงที่ภาวะนิ่ง………………………..47 
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4.15 น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง…………………...49 
4.16 คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง ที่ทําการเลี้ยง 
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 3 สายพันธุ เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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4.24 ความหนาของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 

เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา………………...54 
4.25 น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา………………...55 
4.26 คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง ที่ทําการเลี้ยง 
 ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา…………………………………………………..55 
4.27 ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง ที่ทําการเลี้ยง 
 ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา…………………………………………………..56 
4.28 ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp.  
 3 สายพันธุ เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา………………...56 
4.29 ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
 เม่ือเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
  

Acetobacter xylinum เปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม acetic acid bacteria คือ เช้ือที่สามารถ
ผลิตกรดอะซิติกได เชื้อบางชนิดในกลุมน้ีใชเปนหัวเชื้อในการผลิตน้ําสมสายชู สําหรับ Acetobacter 
xylinum เปนเชื้อที่นอกจากสามารถผลิตกรดอะซิติกแลวยังสามารถผลิตวุนเซลลูโลสจากน้ํามะพราว
ไดอีกดวย วุนเซลลูโลสที่ไดนี้นิยมบริโภคกันมานานในลักษณะเปนของหวาน ชาวฟลิปปนสเรียก   
ผลิตภัณฑนี้วา natto หรือ nata de coco หรือคนไทยเรียกวา วุนมะพราว องคประกอบสวนใหญของ
วุนมะพราว คือ น้ํา และเสนใยของเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิแซคคาไรด (polysaccharide) ที่ประกอบขึ้น
จากการจับตัวกันของกลูโคสหลายหนวยดวยพันธะ β-1,4 กลูโคซิดิก เซลลูโลสนี้ถูกเรียกวา bacterial 
cel lu lose ซึ่ งเสนใยเซลลูโลสจากแบคที เรียนี้มีขนาดเล็กกวาเสนใยเซลลูโลสจากพืช
ประมาณ 10-1,000 เทา (Yoshinaga, Tonouchi, and Watanabe, 1997)  

นอกจากประโยชนในแงของการบริโภคแลว เซลลูโลสจากแบคทีเรียยังไดรับความสนใจใน
ระดับอุตสาหกรรมเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากมีศักยภาพของความเปนสารไบโอพอลิเมอร (biopolymer) ที่
สามารถประยุกตใชงานเฉพาะทางไดในหลายลักษณะ เชน ใชเปนสารใหความขนหนืด (thickener) 
และสารใหความคงตัว (stabilizer) ในอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเครื่องสําอาง ใชทําเปนผิวหนังเทียม 
(artificial skin) เนื่องจากแผนวุนมีความแข็งแรงสูงเมื่อเปยกน้ํา ยอมใหอากาศและน้ําผานได ใชเปน
สวนประกอบในการทํากระดาษลําโพง (acoustic transducer diaphragm) ใชในอุตสาหกรรม      
การผลิตกระดาษ เปนตน (Valla, 1995) 

 Acetobacter xylinum สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิดเพ่ือเปนสารตั้งตนในการผลิต
เซลลูโลส เชน น้ําตาลเฮกโซส สารประกอบคารบอน 3 ตัว และ 4 ตัว แตไมวาจะใชแหลงคารบอน  
ตางกันอยางไร ก็จะตองถูกเปลี่ยนใหเปนสารตัวกลาง (intermediate) เริ่มตน คือ กลูโคส-6-ฟอสเฟต 
(G6P) กอน ซึ่งสุดทายจะถูกเปลี่ยนเปนยูริดีนไดฟอสโฟกลูโคส (UDP-glucose) กอนเขาสูหนวยการ
สรางเซลลูโลส (Tonouchi et al., 1996) สายพอลิกลูโคแซน (polyglucosan) ซ่ึงเปนหนวยยอยของ
เสนใยเซลลูโลสจะออกมาทางรูที่เรียกวา extrusion pore ที่บริเวณผิวของเซลล Acetobacter 
xylinum ซ่ึงมีอยูประมาณ 50-80 แหง สายพอลิกลูโคแซนที่ไดจะเกิดการพันตัวกันเปนเสนใยเซลลูโลส
และขยายยาวตอไปเรื่อยๆ โดยจะติดอยูกับเซลลแมกระทั่งเมื่อเซลลเกิดการแบงตัว (Valla, 1995) 
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ถาทําการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum ในภาวะนิ่ง จะไดวุนที่มีลักษณะเปนแผนลอยตัว
อยูที่ผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ ภายในแผนวุนจะมีเซลลของ Acetobacter xylinum ซ่ึงถูกหอหุมอยู 
จึงเกิดขอสันนิษฐานวา การที่เชื้อสรางเซลลูโลสเพราะตองการใชเซลลูโลสเปนตัวทําใหเชื้อเกิดการ
ลอยตัวเพ่ือสัมผัสกับอากาศที่ผิวหนามากขึ้น เพราะ Acetobacter xylinum เปนเชื้อที่ตองใชออกซิเจน
ในการเจริญเติบโต บางรายงานเสนอวา เซลลูโลสชวยปองกันแสงยูวีที่จะมาทําลายเชื้อ ชวยปองกัน
เซลลและตอสูกับเชื้อชนิดอื่น ในระดับอุตสาหกรรมจะทําการเลี้ยง Acetobacter xylinum ใน          
ถังหมักเพ่ือใชประโยชนของเซลลูโลสที่ไดในแงของการเปนสารไบโอพอลิเมอร ส่ิงหนึ่งที่เปนปญหาใน
การเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum เพื่อผลิตเซลลูโลส คือ ความแปรผันของเชื้อเมื่อทําการเลี้ยงและ
ตอเช้ือเปนระยะเวลานาน จากเชื้อท่ีเคยผลิตเซลลูโลสไดที่เรียกวา cellulose-producing culture หรือ
Cel+ อาจจะผลิตไดนอยลงหรือไมผลิตเลยซึ่งเรียกวา celluloseless mutant หรือ Cel- (Asai, 1968) 
การแปรผันของเชื้ออาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ ในการทดลองนี้ไดศึกษาถึงภาวะในการเลี้ยงที่จะมีผล
ตอการแปรผันของเชื้อ Acetobacter xylinum และผลที่เกิดขึ้นจากการแปรผัน 
 























































บทที่ 3 
 

การทดลอง 
 
3.1 แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
  

Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 TISTR 975 และ TISTR 1037 จากสถาบันวิจัย           
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ซ่ึงเปนเชื้อที่ผานกระบวนการไลโอฟไลซ ถายเชื้อลงใน
อาหารเหลวน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก 1.1) เพ่ือใชเปนหัวเชื้อตั้งตนในการทดลอง 
 
3.2 วัตถุดิบ 
  

น้ํามะพราวแก สด นํามากรอง ตมใหเดือดและทิ้งไวใหเย็น ตักไขมันที่ลอยหนาออก ปรับใหมี
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมดเปน 4๐Brix ดวยน้ําตมสุกหรือน้ําตาลทราย บรรจุขวด แชเย็นที่     
-4๐C จนกวาจะนํามาใช 
 
3.3 สารเคมีและอุปกรณ 
 
 - สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) AR Grade 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) AR Grade 
 กรดอะซิติก (Acetic acid)  AR Grade 
 ผงวุน (Agar powder)  Merck 

ผงสกัดยีสต (Yeast extract) Merck 
เปปโตน (Peptone)  Difco 
กลีเซอรอล (Glycerol)  AR Grade 
กลูโคส (Glucose)  AR Grade 
ซูโครส (Sucrose)  AR Grade 
แมนนิทอล (Mannitol)  AR Grade 
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เอธานอล (Ethanol)  AR Grade 
ฟรุคโตส (Fructose)  AR Grade 
กาแลคโตส (Galactose)  AR Grade 
มอลโตส (Maltose)  AR Grade 
ซอรบิทอล (Sorbitol)  AR Grade 
ไซโลส (Xylose)  AR Grade 
เมธานอล (Methanol)  AR Grade 
แคลเซียมคารบอเนต (Calcium carbonate)  AR Grade 
โบรโมครีซอลเพอรเพิล (Bromocresol purple)  AR Grade 
เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase)  The East Asiatic (Thailand) Public Co.,LTD. 
 

- สารเคมีที่ใชทดสอบลักษณะของเชื้อ 
คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet)  AR Grade 
แอมโมเนียมออกซาเลต (Ammonium oxalate)  AR Grade 
ไอโอดีน (Iodine)  AR Grade 
โปแตสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide)  AR Grade 
แซฟฟรานิน (Saffranin)  AR Grade 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide)  AR Grade 
คอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate)  AR Grade 
โซเดียมโปแตสเซียมทาเทรต (Sodium potassium tartrate) AR Grade 
โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  AR Grade 
โปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต (Potassium hydrogen pathalate) AR Grade 
ฟนอลฟทาลีน (Phenolpthalene)  AR Grade 
ฟนอล (Phenol)  AR Grade 
กรดซัลฟุริก (Sulphuric acid)  AR Grade 
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- สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ 
Tris base  Molecular Grade 
กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid)  Molecular Grade 
ไดโซเดียมเอธิลีนไดอะมีนเตตระอะซิเตท (EDTA)  Molecular Grade 
โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  Molecular Grade 
โซเดียมคลอไรด (Sodium chloride)  Molecular Grade 
ซูโครส (Sucrose)  Molecular Grade 
โซเดียมอะซิเตท (Sodium acetate)  Molecular Grade 
กรดอะซิติก (Acetic acid)  Molecular Grade 
Rnase  Molecular Grade 
ไลโซไซม (Lysozyme)  Molecular Grade 
โพรเนส (Pronase)  Molecular Grade 
โซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (Sodium dodesyl sulfate)  Molecular Grade 
กรดบอริก (Boric acid)  Molecular Grade 
บรอมฟนอลบลู (Bromphenol blue)  Molecular Grade 
ไฟคอลล 400 (Ficoll 400)  Molecular Grade 
เอธิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide)  Molecular Grade 
อะกาโรสเจล (Agarose gel)  Molecular Grade 
Absolute ethanol  Molecular Grade 
 

- เรสทริกชันเอนไซม 
BamHI  Biolabs Inc. (New England) 
EcoRI  Biolabs Inc. (New England) 

 HindIII Biolabs Inc. (New England) 
KpnI  Biolabs Inc. (New England) 
NdeI  Biolabs Inc. (New England) 
PvuII  Biolabs Inc. (New England) 
SalI  Biolabs Inc. (New England) 
XbaI  Biolabs Inc. (New England) 
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 - อุปกรณ 
 Hand refractometer 

เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) SCHOTT model CG 840 
เคร่ืองชั่งน้ําหนักอยางละเอียด 4 ตําแหนง Sartorious 
เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) LAB-LINE Instruments, Inc. 
หมอนึ่งความดัน (Autoclave) TOMY model SS-320 และ SANYO Labo 
ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 150๐C) WTB binder 
ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 105๐C) PROLABO 
ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) United Instrument Co.,LTD. และ  
 Haraeus Instruments 
ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา LAB-Line 
ตูเขี่ยเชื้อ (Larminar Flow Carbinet) ISSCO model BVT-123 
กลองจุลทรรศน Olympus Optical Co.,LTD.  
 model CH 30 RF 200 
เคร่ืองเหวี่ยงแยก (Centrifuge) Hettich model EBA 12 
 KOKUSAN H-103N series 
 LABQUIP 1000 series 
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  Milton Roy model Spectronic G01 
(Spectrophotometer) 
เคร่ืองตอชุดอิเลคโตรโฟริซิส Bio RAD model PowerPAC 300 
ตูแชอุณหภูมิ -70๐C BARA Laborator Co.,LTD. 
เครื่องฉายแสงยูวีพรอมอุปกรณถายภาพ LKB Bromma model 2011 Macrovue 

 Transilluminator 
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3.4 วิธีการทดลอง 
 

3.4.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการติดสีแกรมของ Acetobacter sp. 
  

โดย streak Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ บนอาหารแข็งน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก 1.2) 
บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ยอมแกรม สองดูรูปรางและการติดสีของ
เซลลภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 

3.4.2 ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

- การสรางเอนไซมคาตาเลส (Komagata, 1975) (ภาคผนวก ก 2.2) โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง  
  GYPG (ภาคผนวก ก 1.3) 
- การเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล (Asai, Iizuka, and Komagata, 1964)  
  (ภาคผนวก ก 2.3) โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง GGY (ภาคผนวก ก 1.6) 
- การใชแมนนิทอล (Asai et al., 1964) โดยเลี้ยงบนอาหารแข็ง MYP (ภาคผนวก ก 1.4)  
  และอาหารแข็ง MGYP (ภาคผนวก ก 1.5) 
- การเจริญและการเกิด clear zone บนอาหาร GYPG (Asai et al., 1964)  
  (ภาคผนวก ก 1.3) 

 - การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ (Asai et al., 1964)  
               โดยเลี้ยงในอาหารเหลว CBY (ภาคผนวก ก 1.7) 
 

3.4.3 ศึกษาการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 
  

โดย streak Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ บนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C 
เปนเวลา 7 วัน เลือก 1 โคโลนีใสในหลอดแกวที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30
๐C เปนเวลา 7 วัน จากนั้นถายใสฟลาสกที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C 
เปนเวลา 7 วัน วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design ทดลอง 5 ซํ้า เปรียบเทียบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test คาตางๆ ที่ทําการตรวจวัด มี
ดังนี้ 
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 - วัดความหนาวุนที่ไดโดยใช Vernier Calipper เฉลี่ยจาก 3 จุด 
 - ช่ังน้ําหนักเปยกของแผนวุน หลังจากวางแผนวุนบนตะแกรงเพื่อสะเด็ดน้ําเปนเวลา 5 นาที 
 - ชั่งน้ําหนักแหงของแผนวุน (ภาคผนวก ข 1)  

- หาปริมาณเซลลูโลสของแผนวุน (ภาคผนวก ข 1)  
 - วัดคาความเปนกรดดาง (pH) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ  

- หาปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ข 2)  
 - วัดปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาคผนวก ข 3) 
 - หาการผลิตเซลลูโลส โดยคํานวณจาก 

การผลิตเซลลูโลส (cellulose production)  = น้ําหนักแหง x 100 
       ปริมาณน้ําตาลที่ใช 

 
3.4.4 ศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. โดยเทคนิค Restriction Fragment  
Length Polymorphism (RFLP) 

  
ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ 

 - ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ (ดัดแปลงจาก ณัฐพร สุนทรวิจารณ , 2534; สุวรรณา สุทธิสุคนธ, 
2535 ) 

เลี้ยงเชื้อ Acetobacter sp. ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่เติมเอนไซมเซลลูเลส 
75 ไมโครลิตร ในภาวะเขยาความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน เซลลจะอยูในชวง 
mid log phase ปนเก็บเซลลดวยเครื่องเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 4,000xg เปนเวลา 20 นาที เทสวนใส
ออกแลวลางตะกอนเซลลดวย SET buffer (ภาคผนวก ค 1.5) นําไปปนอีกครั้งที่ความเร็ว 4,000xg 
เปนเวลา 20 นาที เท SET buffer ออก นําตะกอนเซลลไปแชที่อุณหภูมิ -70๐C เมื่อครบ 10 นาที      
นําออกมาแชในอางน้ําอุณหภูมิ 65๐C ทันที เติม SET buffer 2 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็ง แลวปนให
ตะกอนเซลลกระจายอยางสม่ําเสมอดวยเคร่ือง vortex mixer ทําใหเซลลแตกโดยเติม lysozyme 
(ภาคผนวก ค 1.9) 0.2 มิลลิลิตร ยอย RNA ดวยการเติมสารละลาย Rnase ที่ประกอบดวย Rnase  5 
มิลลิกรัม ใน Rnase buffer 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค 1.7) 0.1 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็งนาน         
15 นาที เติม SDS 25% (ภาคผนวก ค 1.11) 0.05 มิลลิลิตร กลับไปมาเบาๆ จะไดสารละลายที่มี
ลักษณะขนหนืด นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C และกลับหลอดทุกๆ ครึ่งชั่วโมงเปนเวลา 3-6 ช่ัวโมง      
เติมสารละลาย pronase (ภาคผนวก ค 1.10) 0.3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 1 คืน    
เติม TEN buffer (ภาคผนวก ค 1.8) 1 มิลลิลิตร และสารละลาย chloroform:isoamyl (24:1) 2 เทา
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ของปริมาตรสารละลายทั้งหมด กลับหลอดไปมาเบาๆ 10 ครั้งตอนาที นําไปปนดวยความเร็ว 
5,000xg เปนเวลา 20 นาที เพื่อแยกชั้นของสารผสม ใช tip ปลายตัดดูดสารละลายชั้นบนแยกใสอีก
หลอด แลวเติมสารละลาย chloroform:isoamyl (24:1) 2 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมดอีกครั้ง 
ทําการปนแยกและดูดสารละลายชั้นบนแยกใสอีกหลอดในลักษณะเดิม เติมสารละลายโซเดียม    
คลอไรด (ภาคผนวก ค 1.3) 5 โมลาร 1/25 เทาของปริมาตรสารละลายที่แยกได และเติม absolute 
ethanol 2 เทาของปริมาตรสารละลาย กลับหลอดไปมาเบาๆ จะเห็นดีเอ็นเอสายสีขาว นําไปปนแยก 
ดีเอ็นเอที่ไดดวยเครื่องเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 10,000xg เปนเวลา 10 นาที เท absolute ethanol ออก 
เติมเอธานอลความเขมขน 70% เพื่อลางตะกอนดีเอ็นเอ ปนแยกอีกครั้งในลักษณะเดิมและเท          
เอธานอลออก ดีเอ็นเอที่ไดนําไปทําใหแหงที่ตูบมอุณหภูมิ 37๐C จากนั้นเติม TE buffer (ภาคผนวก   
ค 1.12) 100 ไมโครลิตร กลับไปมา เก็บท่ีอุณหภูมิ 37๐C 1 คืนเพื่อใหดีเอ็นเอละลายอยางสมบูรณ 
  

- การยอยดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 เตรียม reaction mixture 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร 
เรสทริกชันเอนไซม 1 ไมโครลิตรสําหรับเอนไซมที่มีความเขมขน 5-10 ยูนิต ถาเอนไซมมีความเขมขน 
20 ยูนิต ใชปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร บัฟเฟอรที่เหมาะกับชนิดของเอนไซม 2 ไมโครลิตร (ระบุโดยบริษัท
ผูผลิต) น้ํา deionized ที่ผานการฆาเชื้อแลว 12 ไมโครลิตร หรือมากกวา เพื่อปรับปริมาตรของ 
reaction mixture ใหเปน 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer บมที่อุณหภูมิที่เหมาะ
สมกับชนิดของเอนไซมที่ใช (ภาคผนวก ค 2) 1 คืน 
 
 - การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเจลอิเลคโตรโฟริซิส 
 นํา reaction mixture มาเติมสียอม (ภาคผนวก ค 1.14) 4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน load ลง
ในชองของอะกาโรสเจล (ภาคผนวก ค 1.16) ที่เตรียมไว ตอขั้วไฟฟาใชคาความตางศักย 100 โวลต 
สังเกตการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอโดยดูที่สียอม ปดเครื่องเมื่อสียอมเคลื่อนที่มาเกือบสุดแผนอะกาโรส
เจล นําแผนอะกาโรสเจลแชในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ภาคผนวก ค 1.15) ประมาณ 5 นาที เพ่ือ
ใหสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดเมื่อสองดวยแสงยูวี แชแผนอะกาโรสเจลในน้ําเพื่อลางเอธิเดียม  
โบรไมดสวนเกินออก นําแผนอะกาโรสเจลที่ไดวางบนเครื่องกําเนิดแสงยูวี ถายภาพดีเอ็นเอที่ได 

 
 

3.4.5 ศึกษาการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. เมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่งและภาวะเขยา 
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โดย streak Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ บนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C 

เปนเวลา 7 วัน เลือก 1 โคโลนีใสในหลอดแกวที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30
๐C  เปนเวลา 7 วัน จากนั้นถายใสฟลาสกที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร เติมเอนไซม   เซลลู
เลส 75 ไมโครลิตร (ดัดแปลงจาก Oikawa, Morino, and Ameyama,1995) บมที่อุณหภูมิ 30๐C ใน
ภาวะนิ่ง 1 ชุด และในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm 1 ชุด ตรวจปริมาณเชื้อทั้งหมด (total plate 
count) ทุกวันเปนเวลา 7 วัน นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 
ท้ังในภาวะการเลี้ยงแบบนิ่งและการเลี้ยงแบบเขยา 
 

3.4.6 วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเช้ือ 
 

วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเชื้อ มี 3 วิธี คือ 
3.4.6.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

  เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30๐C ในภาวะนิ่ง ทําการตอเชื้อโดย
ใชปเปตดูดอาหารเลี้ยงเช้ือจากฟลาสกเดิม 5 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกใหมทุกๆ 3 วัน ในทุกๆ คร้ังของการตอเชื้อจะทํา
การวัดคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีในขอ 3.4.3 เพื่อติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อ และเมื่อทําการตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง     จะนําเชื้อนั้นมา streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน เพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีที่อาจเปลี่ยนแปลงไป และนํามาศึกษาการสรางวุน 
โดยปเปตอาหารเลี้ยงเชื้อจาก ฟลาสกที่มีเชื้ออยู 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกใหมที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน จากน้ันวัดคาตางๆ ตามขอ 3.4.3 

 
3.4.6.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

  เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30๐C ในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 
150 rpm ทําการตอเชื้อโดยใชปเปตดูดอาหารเลี้ยงเช้ือจากฟลาสกเดิม 5 มิลลิลิตร     ลงในฟลาสกใหมทุกๆ 3 วัน ใน
ทุกๆ คร้ังของการตอเชื้อจะทําการวัดคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธี
ในขอ 3.4.3 เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ และเมื่อทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อนั้นมา streak ลงบน
อาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน เพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีที่อาจเปลี่ยนแปลงไป และนํา
มาศึกษาการสรางวุน โดยปเปตอาหารเลี้ยงเชื้อจากฟลาสกที่มีเชื้ออยู 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกใหมที่มีอาหารเหลว
น้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดคาตางๆ ตามขอ 3.4.3 
  

3.4.6.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 
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  เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วันสลับกับเลี้ยง
ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วิธีนี้จะทํา
ใหสังเกตลักษณะโคโลนีไดทุกครั้งเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง เมื่อทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อ
มาศึกษาการสรางวุนตามวิธีในขอ 3.4.3 

 
ทั้ง 3 วิธีของการเลี้ยงเชื้อวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design ทดลอง 

2 ซํ้า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test สวนใน    
ขั้นตอนของการศึกษาการสรางวุน เมื่อตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง วางแผนการทดลองแบบ Completely 
randomized design ทดลอง 5 ซํ้า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new 
multiple range test  
 

 
ภาวะนิ่ง 
 
 
ภาวะเขยา 
 
 
 
ภาวะสลับ 

การตอเช้ือครั้งที่ 1  2  3  4 (วัดการสรางวุน)   5  6

รูปที่ 3.1 : ขั้นตอนการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 3 วิธี



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการติดสีแกรมของ Acetobacter sp. 

 
Acetobacter sp. TISTR 893 มีลักษณะโคโลนีกลม คอนขางแบน ขอบเรียบ ผิวคอนขางดาน มี

เสนผานศูนยกลางประมาณ 2.5 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 
 

รูปที่ 4.1 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 893 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งนํ้ามะพราว 
                              ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

Acetobacter sp. TISTR 975 โคโลนีมีลักษณะกลมนูนสูง คลายระฆังคว่ํา ขอบเรียบ ผิวของโคโลนี
คอนขางดาน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

รูปที่ 4.2 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 975 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งนํ้ามะพราว 
                              ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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Acetobacter sp. TISTR 1037 โคโลนีมีลักษณะกลม เรียบแบน ขอบคอนขางเรียบ มีความมันวาว
เล็กนอย มีจุดสีขาวเล็กๆ อยูบริเวณกลางโคโลนี มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2.5-3 มิลลิเมตร ดังแสดง
ในรูปที่ 4.3 
 

 
 

รูปที่ 4.3 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
                             ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
 โคโลนีของ Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ มีสีขาวคอนขางเหลือง และเนื่องจากทั้ง 3    สาย
พันธุสามารถผลิตเซลลูโลสได ทําใหรอบโคโลนีมีเซลลูโลสหอหุมอยู เมื่อใช loop เข่ีย ทั้งโคโลนีจะหลุดติด
มากับ loop เมื่อทําการยอมเซลล Acetobacter sp. ท้ัง 3 สายพันธุและสองดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลัง
ขยาย 1,000 เทา พบวา Acetobacter sp. มีลักษณะเซลลยาว รี (rod shape) ยอมติดสีแกรมลบ อยูเปน
เซลลเดี่ยวหรือเปนคู ดังแสดงในรูปที่ 4.4 
 

รูปที่ 4.4 : ลักษณะเซลลของ Acetobacter sp. อายุ 7 วันเมื่อสองภายใตกลองจุลทรรศน 

                          กําลังขยาย 1,000 เทา 
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4.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

ผลการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุแสดงในตารางที่ 4.1 
 

ตารางที่ 4.1 : ผลการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ  
             

strain 
Characteristics 

TISTR 893 TISTR 975 TISTR 1037 

Catalase test + + + 
Ketogenesis from glycerol + + + 
Growth on : 
Glucose-mannitol agar (MGYP) 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Mannitol agar (MYP) + + + 
GYPG and clear zone + + + 
Acid and cellulose production from : 
Glucose 

 
+/c 

 
+/c 

 
+/c 

Ethanol - - - 
Fructose +/c +/c +/c 
Galactose +/c +/c +/c 
Glycerol - - + 
Maltose +/c -/c -/c 
Mannitol +/c +/c +/c 
Sorbitol  c c c 
Sucrose  +/c +/c +/c 
Xylose +/c +/c +/c 
+ : positive result - : negative result or no growth  c : cellulose production 
        

 
 
จากตาราง พบวา Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลสได เกิด     ปฏิกิริ

ยาคีโตเจนเนซิส คือ สามารถสรางไดไฮดรอกซีอะซีโตนจากกลีเซอรอลได เจริญเติบโตบนอาหาร GYPG 
ได และสรางกรดจากอาหาร GYPG ไดดวย โดยสังเกตจากการเกิด clear zone รอบโคโลนีบนอาหาร 
GYPG เจริญเติบโตบนอาหาร MYP และ MGYP ได แตการสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอน
ตางๆ มีความแตกตางกัน 
 
4.3 ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp.   
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ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ มีความแตกตางกัน ดังแสดงในตา

รางที่ 4.2  
 
ตารางที่ 4.2 : ลักษณะการสรางวุนของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
                     นํ้ามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

 mean1 + SD  Strain 
Characteristics TISTR 893 TISTR 975 TISTR 1037 
Thickness (cm) 0.36a + 0.03 1.04c + 0.08 0.55b + 0.04 
Wet weight (g) 9.78a + 0.75 27.73c + 1.50 14.56b + 0.96 
pH 3.97b + 0.05 3.73a + 0.04 3.97b + 0.09 
Acid content 
(g acetic acid/100 ml media)  

 
0.22a + 0.01 

 
0.30b + 0.01 

 
0.23a + 0.01 

Cellulose content 
(g cellulose/100 g wet weight) 

 
2.64b + 0.08 

 
1.91a + 0.06 

 
1.84a + 0.08 

Sugar consumption 
(g sugar consumption/100 g total sugar) 

 
9.43a + 0.35 

 
24.51c + 1.08 

 
11.52b + 0.71 

Cellulose production 
(g cellulose/100 g sugar consumption) 

 
35.27b + 2.88 

 
27.88a + 1.39 

 
30.10a + 3.12 

1 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้ํา 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
 

พบวา Acetobacter sp. TISTR 975 เปนสายพันธุที่สามารถผลิตวุนเซลลูโลสไดหนาที่สุดเมื่อเลี้ยง
ในอาหารน้ํามะพราวท่ีอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน ใหวุนที่มีความหนา 1.04 เซนติเมตร           ใหน้ํา
หนักเปยก 27.73 กรัม รองลงมา คือ TISTR 1037 ใหวุนท่ีมีความหนา 0.55 เซนติเมตร            ใหน้ําหนัก
เปยก 14.56 กรัม TISTR 893 ผลิตวุนที่มีความหนานอยที่สุด คือ 0.36 เซนติเมตร            ใหน้ําหนักเปยก 
9.78 กรัม น้ําหนักเปยกของแผนวุนที่ไดแสดงในรูปที่ 4.5   
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รูปที่ 4.5 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
                                เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

TISTR 975 เปนสายพันธุที่ทําใหอาหารมีปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.30 กรัมตออาหาร 100 
มิลลิลิตร รองลงมา คือ TISTR 1037 และ TISTR 893 ซึ่งทําใหอาหารมีปริมาณกรดเทาๆ กัน คือ 0.23 
กรัม และ 0.22 กรัม ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 

 
 
 
 
 
 
 

9.78

27.73

14.56

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

TISTR 893 TISTR 975 TISTR 1037

strain

we
t w

eig
ht 

(g)



 43

 
รูปที่ 4.6 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                       น้ํามะพราวท่ีอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
เมื่อพิจารณาปริมาณเซลลูโลสจากแผนวุนที่ได พบวา TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีใหปริมาณ

เซลลูโลสมากที่สุด คือ 2.64 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก รองลงมา คือ TISTR 975        ให
ปริมาณเซลลูโลสเปน 1.91 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก สวน TISTR 1037 ใหปริมาณ
เซลลูโลสเพียง 1.84 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก ดังแสดงในรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp.  

                         3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลท่ีใช พบวา TISTR 975 เปนสายพันธุที่ใชน้ําตาลในอาหารมากที่สุด 
คือ 24.51 กรัมตอ 100 กรัมน้ําตาลทั้งหมด รองลงมา คือ TISTR 1037 ใชน้ําตาล 11.52 กรัม และ TISTR 
893 ใชน้ําตาล 9.43 กรัม ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
 

รูปที่ 4.8 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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เมื่อพิจารณาการผลิตเซลลูโลสที่ไดจึงพบวา TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีใหการผลิตเซลลูโลสสูงที่
สุด คือ 35.27 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช รองลงมา คือ TISTR 1037 ให 30.10 กรัมเซลลูโลส
ตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช สวน TISTR 975 เปนสายพันธุท่ีใหการผลิตเซลลูโลสต่ําที่สุด คือ 27.88 กรัม
เซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช ดังแสดงในรูปที่ 4.9 

 

รูปที่ 4.9 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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4.4 ลักษณะการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. ในภาวะนิ่งและภาวะเขยา 
  

เมื่อเลี้ยง Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตรที่ภาวะนิ่งและ
ภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.10 
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                  รูปที่ 4.10 : ลักษณะการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง
และภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30๐C 
(st = การเลี้ยงในภาวะนิ่ง  sh = การเลี้ยงในภาวะเขยา) 

 
ในภาวะการเลี้ยงแบบเขยาเชื้อจะมีปริมาณสูงกวาการเลี้ยงแบบนิ่ง Log phase ของ 

Acetobacter sp. ท้ัง 3 สายพันธุในการเลี้ยงที่ภาวะเขยาอยูในชวงวันที่ 1 ถึงวันที่ 5 สวนภาวะ      การเลี้ยง
แบบนิ่ง Log phase จะอยูในชวงวันที่ 1 ถึงวันที่ 6 จึงเลือกชวงกลางของ Log phase คือวันที่ 3 ซึ่งเปนชวง
ประมาณกึ่งกลางของการเลี้ยงทั้งสองภาวะเปนวันที่ทําการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและ
เขยา   
4.5 ผลจากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อ 
 

4.5.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
   

ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ภาวะนิ่งอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 60 วัน ตอ
เชื้อทุก 3 วัน เมื่อทําการตอเชื้อแตละครั้ง ไดติดตามคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดในอาหาร และ
ปริมาณน้ําตาลที่ใช ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.11–4.13 

 
รูปที่ 4.11 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว            
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเช้ือเมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.12 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเช้ือเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.13 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว           
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเช้ือท่ีภาวะนิ่ง 
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พบวาคา pH และปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงในแตละครั้งของการเลี้ยง
เชื้อคอนขางนอย แตปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง และเมื่อทําการ
ตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง นําเชื้อมาวัดสมบัติการสรางวุน ไดผล ดังแสดงในรูปที่ 4.14–4.20  

รูปที่ 4.14 : ความหนาของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                         อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

             ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

รูปที่ 4.15 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                  อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

      ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.16 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

 
รูปที่ 4.17 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง 
           ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.18 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 
                          3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
                          วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 ครั้ง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

รูปที่ 4.19 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.20 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                   ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

       ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
 
 เมื่อนําเชื้อทั้ง 3 สายพันธุมาวัดการสรางวุนหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังพบวา Acetobacter 
sp. TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่มีการสรางแผนวุนไดหนาที่สุด ใหน้ําหนักเปยกสูงสุด ผลิตกรด
และใชน้ําตาลมากที่สุดดวย แตผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอน้ําตาลที่ใชยังคงต่ําที่สุดเชนเดิม  

จากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งทําใหเกิดเชื้อที่มีการแปรผัน                 
1 สายพันธุ ตั้งชื่อเปน 975B เนื่องจากเกิดจากการแปรผันมาจาก Acetobacter sp. TISTR 975 พบ
เมื่อทําการ streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวจากการตอเชื้อครั้งที่ 16 
 
4.5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
   

ทําการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 
30๐C เปนเวลา 60 วัน ตอเชื้อทุก 3 วัน เมื่อทําการตอเชื้อแตละครั้ง ไดติดตามผลคาความเปนกรดดางใน
อาหาร ปริมาณกรดที่ เกิดขึ้นและปริมาณน้ําตาลที่ ใช  ไดผลดังแสดงในรูปที่          4.21–4.23 
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รูปที่ 4.21 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว   
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.22 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.23 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเล้ียงเชื้อที่ภาวะเขยา 
   

พบวาคา pH และปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางนอยแต
คอนขางปลี่ยนแปลงสูงกวาการเลี้ยงในภาวะนิ่ง สวนปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการ     
เปลี่ยนแปลงสูงและเมื่อทําการตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง นําเชื้อมาวัดสมบัติการสรางวุน ไดผลดังแสดงใน
รูปที่ 4.24–4.30  

รูปที่ 4.24 : ความหนาของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                         อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

            ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.25 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                  อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

      ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.26 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.27 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 
                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง 
                        ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.28 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 

                          3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
                          วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.29 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังที่ทําการเลี้ยง 

      ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา      

 
รูปที่ 4.30 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 

                   ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังที่ทําการเลี้ยง 
      ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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จากผลการวัดการสรางวุนของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุพบวา Acetobacter sp. TISTR 
975 ยังคงเปนสายพันธุที่มีการสรางแผนวุนไดหนาที่สุด ใหน้ําหนักเปยกสูงสุด ผลิตกรดและใชน้ําตาล
มากที่สุดเหมือนเดิม สวนผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชนั้น ในการทดลองนี้สายพันธุ TISTR 1037 
ใหผลนอยลง จึงทําใหสายพันธุ TISTR 975 มีการผลิตเซลลูโลสเปนอันดับสองรองจาก TISTR 893 

จากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง ทําใหเกิดเชื้อที่เกิดการ 
แปรผัน 1 สายพันธุ ตั้งชื่อเปน 893A เนื่องจากเกิดจากการแปรผันมาจาก Acetobacter sp. TISTR 
893 พบเมื่อทําการ streak ลงบนอาหารแข็งจากการตอเชื้อครั้งที่ 10 
  

คาเฉลี่ยของลักษณะที่ทําการวัดหลังจากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง
และภาวะเขยาของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ สามารถแสดงเปรียบเทียบไดดังตารางที่ 4.3  

 
ตารางที่ 4.3 : เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของลักษณะที่ทําการวัดจากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือในอาหารเหลว 

         น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C ที่ภาวะนิ่งและภาวะเขยาของเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ 
ภาวะการเล้ียง mean1 

 ภาวะนิ่ง/สายพันธุ TISTR ภาวะเขยา/สายพันธุ TISTR 
Characteristics 893 975 1037 893 975 1037 
pH 4.24 4.17 4.18 3.93 3.82 3.89 
Acid content 
(g acetic acid/100 ml media) 

0.20 0.22 0.22 0.27 0.28 0.28 

Sugar consumption 
(g sugar consumption/100 g total sugar) 

10.70 13.36 10.87 13.00 19.20 15.29 

1 คาเฉลี่ยจากการวัดหลังจากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 20 ครั้ง 
 
พบวาในการเลี้ยงเชื้อท่ีภาวะนิ่ง เชื้อทั้ง 3 สายพันธุจะสรางกรดและใชน้ําตาลไดนอยกวา   

การเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา และเมื่อเปรียบเทียบความแปรปรวนของลักษณะทั้ง 3 จากการเลี้ยงเชื้อใน 
2 ภาวะ พบวาการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยาจะมีผลทําใหสมบัติของเชื้อเกิดความแปรปรวนไดสูงกวา  
การเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่ง 

เม่ือทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อมาทดสอบลักษณะการสรางวุนโดยเลี้ยงในอาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน ซ่ึงคาเฉลี่ยของลักษณะตางๆ ที่ทําการวัดสามารถ
แสดงเปรียบเทียบไดดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 : เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของลักษณะการสรางวุน วัดหลังจากตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง   
                     ที่ทําการเลี้ยงใน 3 ภาวะของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุโดยเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                     ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน  
 

สายพันธุ mean 
 TISTR 893/ภาวะการเลี้ยง TISTR 975/ภาวะการเล้ียง TISTR 1037/ภาวะการเลี้ยง 
Characteristics นิ่ง1 เขยา1 สลับ2 นิ่ง1 เขยา1 สลับ2 นิ่ง1 เขยา1 สลับ2 
Thickness (cm) 0.38 0.35 0.41 0.79 0.83 0.85 0.53 0.43 0.53 
Wet weight (g) 10.02 8.86 11.34 22.00 23.93 24.99 13.34 10.35 13.71 
pH 4.03 3.95 4.01 3.76 3.82 3.85 4.03 4.03 4.04 
Acid content 
(g acetic acid/100 ml 
media) 

0.23 0.24 0.22 0.31 0.29 0.28 0.23 0.24 0.23 

Cellulose content  
(g cellulose/ 100 g 
wet weight) 

2.81 2.37 2.07 1.96 1.98 1.62 2.15 2.09 1.52 

Sugar consumption 
(g sugar 
consumption/100 g 
total sugar) 

15.52 17.94 10.28 30.27 28.54 23.20 17.03 19.98 14.50 

Cellulose 
production 
(g cellulose/100 g 
sugar consumption) 

23.18 15.06 28.52 18.04 21.20 21.78 21.80 14.07 18.38 

1 คาเฉลี่ยจากการวัดการสรางวุนเปนจํานวน 5 คร้ัง 2 คาเฉลี่ยจากการวัดการสรางวุนเปนจํานวน 3 คร้ัง 
 
 เม่ือเปรียบเทียบสมบัติการสรางวุนของเชื้อ Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 ที่วัด  
หลังจากการเลี้ยงใน 3 ภาวะ กับสมบัติการสรางวุนตั้งตนในตารางที่ 4.2 พบวา สมบัติการใชน้ําตาล
เพิ่มขึ้นแตการผลิตเซลลูโลสลดลง โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงที่สุด คือ หลังจากการเลี้ยง
ในภาวะเขยา สวนสายพันธุ TISTR 975 มีสมบัติที่มีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูงเมื่อเทียบกับเช้ือ     
ต้ังตน คือ ความหนาและน้ําหนักเปยกของแผนวุนลดลง ใชน้ําตาลสูงขึ้นจึงทําใหการผลิตเซลลูโลส  
ลดลง โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงที่สุด คือ หลังจากการเลี้ยงในภาวะนิ่ง และสายพันธุ 
TISTR 1037 มีการเปลี่ยนแปลงของสมบัติการสรางวุนเม่ือเปรียบเทียบกับสมบัติตั้งตนคลายกับ    
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สายพันธุ TISTR 893 คือ มีการใชน้ําตาลเพิ่มขึ้นแตการผลิตเซลลูโลสลดลง สวนความหนาและ       
น้ําหนักเปยกของแผนวุนมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางนอย โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงสุด 
คือ หลังจากการเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

จากการตอเช้ือโดยวิธีทั้ง 3 วิธี ทําใหเกิดเชื้อแปรผัน 4 สายพันธุ คือ 893A 975A 975B และ 
1037A โดยการแปรผันที่ เกิดขึ้นสังเกตจากลักษณะของโคโลนีท่ีเปลี่ยนแปลงไปบนอาหารแข็ง         
น้ํามะพราว โคโลนีของ 893A มีลักษณะแตกตางไปจากโคโลนีของ TISTR 893 ตรงที่โคโลนีของ 893A 
มีลักษณะแบนมาก ขอบไมเรียบเปนหยัก สีคอนขางเหลืองมากกวา ผิวมีความมันวาวมากขึ้น            
มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3.5–4 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.38 

                           (a)                                                                    (b) 
รูปที่ 4.38 : ลักษณะโคโลนีของ 893A (a) เปรียบเทียบกับโคโลนีของ TISTR 893 (b) 

                               เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

โคโลนีของ 975A มีขนาดเล็ก เสนผานศูนยกลางประมาณ 1.5 มิลลิเมตร ลักษณะของ        
โคโลนีเปนเมือกเยิ้มและไมนูนสูงเหมือนเดิม เม่ือใช loop แตะที่โคโลนีจะไมติดขึ้นมาทั้งหมดเหมือน 
โคโลนีทั่วไปของ Acetobacter xylinum สวนโคโลนีของ 975B มีลักษณะแบน ไมกลม ขอบไมเรียบ 
เปนขุย ผิวมีความดานมาก มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 1 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.39 
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      (a)                                                                          (b) 

      (c) 
รูปที่ 4.39 : ลักษณะโคโลนีของ 975A (a) และ 975B (b) เปรียบเทียบกับโคโลนีของ TISTR 975 (c) 

        เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
โคโลนีของ 1037A มีขนาดเล็กลงมาก เสนผานศูนยกลางประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร สีของ   

โคโลนีคอนขางเหลืองขึ้นกวาเดิม มีความเปนเมือกเล็กนอย ดังแสดงในรูปท่ี 4.40 
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                                   (a)                                                                      (b) 
รูปท่ี 4.40 : ลักษณะโคโลนีของ 1037A (a) เปรียบเทียบกับโคโลนีของ TISTR 1037 (b) 

                             เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
ในบางคร้ังเมื่อทําการ streak จะพบโคโลนีที่มีลักษณะผิดปกติ แตเมื่อทําการ streak ซํ้าอีก

คร้ัง  โคโลนีที่มีลักษณะผิดปกตินี้ก็กลับไปมีลักษณะเหมือนเดิม การแปรผันที่เกิดขึ้นจึงคอนขางเปน
การแปรผันแบบไมถาวร คือ มีการกลับไปมาได ดังนั้นเม่ือพบโคโลนีที่มีลักษณะแปลกไป จะตองใช  
โคโลนีนั้นไปศึกษาสมบัติอ่ืนตอทันที เชื้อท้ัง 4 ที่พบนี้ มีลักษณะโคโลนีที่ไมเปลี่ยนกลับไปเปนแบบเดิม
แมจะทําการ streak ซํ้า จึงนํามาทดสอบลักษณะทางชีวเคมี ดังแสดงในตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5 : ผลการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุ 
 
 

Strain 
Characteristics 

TISTR 
893 

893A TISTR 
975 

975A 975B TISTR 
1037 

1037A 

Catalase test + + + + + + + 
Ketogenesis from 
glycerol 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Growth on : 
Glucose-mannitol 
agar (MGYP) 

 
+ 

 
+ 
 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

Mannitol agar (MYP) + + + + + + + 
GYPG + + + + + + + 
Acid and cellulose 
production  from :  
Glucose 

 
 

+/c 

 
 

+/c 

 
 

+/c 

 
 

+/c 

 
 

+/c 

 
 

+/c 

 
 

+/c 
Ethanol - + - - - - - 
Fructose +/c +/c +/c +/c +/c +/c +/c 
Galactose +/c +/c +/c +/c +/c +/c +/c 
Glycerol - + - + + + - 
Maltose +/c -/c -/c + + -/c - 
Mannitol +/c -/c +/c - +/c +/c -/c 
Sorbitol -/c -/c -/c - - -/c -/c 
Sucrose +/c +/c +/c +/c +/c +/c -/c 
Xylose +/c +/c +/c + +/c +/c +/c 
+ : positive reaction - : negative reaction or no growth c : cellulose production 
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ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อที่เกิดการแปรผันที่ยังคงเหมือนเดิมเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือตั้งตน 
คือ การสรางเอนไซมคาตาเลส การเจริญเติบโตบนอาหาร MGYP MYP และ GYPG และการเกิด
ปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล ยกเวน 975A ที่ไมเกิดปฏิกิริยานี้ สวนลักษณะที่มีการ        
เปลี่ยนแปลงมากที่สุด คือ การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ  
 เม่ือศึกษาการสรางวุนของเชื้อที่เกิดการแปรผันพบวามีการเปลี่ยนแปลง ดังแสดงในตารางที่ 
4.6-4.8 
 
ตารางที่ 4.6 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 893 กับ 893A เม่ือเลี้ยงใน 
                     อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

Strain mean1 + SD 
Characteristics TISTR 893 893A 
Thickness (cm) 0.36 + 0.03 0.38 + 0.03 
Wet weight (g) 9.78 + 0.75 10.54 + 0.27 
pH 3.97a + 0.05 4.16b + 0.03 
Acid content   
(g acetic acid/100 ml media) 

0.22b + 0.01 0.19a + 0.07 

Cellulose content 
(g cellulose/100 g wet weight) 

2.64b + 0.08 2.18a + 0.17 

Sugar consumption 
(g sugar consumption/100 g total sugar) 

9.43a + 0.35 20.20b + 2.19 

Cellulose production 
(g cellulose/100 g sugar consumption) 

35.27b + 2.88 12.97a + 0.89 

1 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 4.7 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 975 975A และ 975B       
                     เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

mean1 + SD Strain 
Characteristics TISTR 975 975A 975B 
Thickness (cm) 1.04c + 0.08 0.63b + 0.05 0.41a + 0.10  
Wet weight (g) 27.73c + 1.50 20.08b + 2.50  11.51a + 2.71  
pH 3.73a + 0.04 3.82ab + 0.21 3.99b + 0.11  
Acid content   
(g acetic acid/100 ml media) 

0.30b + 0.01 0.30b + 0.04 0.25a + 0.03  

Cellulose content 
(g cellulose/100 g wet weight) 

1.91b + 0.06 1.62a + 0.07 1.88b + 0.08  

Sugar consumption 
(g sugar consumption/100 g total sugar) 

24.51a + 1.08 28.35b + 1.53 21.91a + 1.32  

Cellulose production 
(g cellulose/100 g sugar consumption) 

27.88b + 1.39 13.02a + 1.39 11.36a + 3.50  

1 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 4.8 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 1037 กับ 1037A  
                    เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 

mean1 + SD Strain 
Characteristics TISTR 1037 1037A 
Thickness (cm) 0.55a + 0.04 0.64b + 0.04 
Wet weight (g) 14.56a + 0.96 19.11b + 2.01 
pH 3.97a + 0.09 4.15b + 0.08 
Acid content   
(g acetic acid/100 ml media) 

0.23 + 0.01 0.23 + 0.01 

Cellulose content 
(g cellulose/100 g wet weight) 

1.84b + 0.08 1.45a + 0.09 

Sugar consumption 
(g sugar consumption/100 g total sugar) 

11.52a + 0.71 19.40b + 1.70 

Cellulose production 
(g cellulose/100 g sugar consumption) 

30.10b + 3.12 16.51a + 1.54 

1 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
จากตารางพบวา เชื้อที่เกิดการแปรผันมีสมบัติในการสรางวุนตางไปจากเชื้อตั้งตน โดยที่ 

893A สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกไดเทากับ 0.38 เซนติเมตร และ 10.54 กรัม ตามลําดับ 
ซ่ึงไมแตกตางจาก TISTR 893 อยางมีนัยสําคัญ แตปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอน้ําหนักเปยกลดลงเปน 
2.18 กรัม ใช น้ําตาลมากขึ้นเปน 20.20 กรัม ดังนั้นจึงทําใหปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่
ใชลดลงเปน 12.97 กรัม 975A และ 975B สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกนอยลงเปน 0.63 
เซนติเมตร 0.41 เซนติเมตร 20.08 กรัมและ 11.51 กรัม ตามลําดับ 975A สรางวุนที่มีปริมาณ
เซลลูโลสตอนํ้าหนักเปยกลดลงเปน 1.62 กรัม และใชน้ําตาลเพิ่มขึ้นเปน 28.35 กรัม ในขณะที่ 975B 
มีปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกไมตางจาก TISTR 975 อยางมีนัยสําคัญ แต 975B สรางกรด  
นอยลงเปน 0.25 กรัม ทําให 975A มีปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชลดลงเปน 13.02 
กรัม และ 975B มีปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชลดลงเปน 11.36 กรัม 1037A สรางวุน
ที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกเพิ่มขึ้นเปน 0.64 เซนติเมตร และ 19.11 กรัม ตามลําดับ แตวุนมี
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ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกลดลงเปน 1.45 กรัม ใชน้ําตาลมากขึ้นเปน 19.40 กรัม จึงทําใหมี
ปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชนอยลงเปน 16.51 กรัม ดังแสดงในรูปที่ 4.41-4.45 

รูปที่ 4.41 : การเปรียบเทียบน้ําหนักเปยกของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตน 
                 และสายพันธุที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 

 
รูปที่ 4.42 : การเปรียบเทียบปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและ 
                 สายพันธุที่แปรผันในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.43 : การเปรียบเทียบปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 
                 สายพันธุตั้งตนและสายพันธุที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C 
                 เปนเวลา 7 วัน 

รูปที่ 4.44 : การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุ 
                 ที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.45 : การเปรียบเทียบการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุ 
                 ที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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4.6 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. 
  

ทําการสกัดดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนและ 4 สายพันธุที่เกิดการแปรผัน 
นํามาเปรียบเทียบโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส ไดผลแสดงในรูปที่ 4.46 

  
รูปที่ 4.46 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุบนอะกาโรสเจล 

 
 เม่ือไดดีเอ็นเอแลวทําการยอยดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด ดังนี้ BamHI, EcoRI,  
HindIII, KpnI, NdeI, PvuII, SalI และ XbaI ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.47– 4.54 
 
 

 
 
 

 λ-DNA   893  975  1037  893A  975A 975B 1037A

kB 
23.4 
9.6 
6.6 
4.4 
 
2.3 
2.1 
 
 
0.6 
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รูปที่ 4.47 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม BamHI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.48 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม EcoRI บนอะกาโรสเจล 

 λ-DNA  893 893A 975 975A 975B 1037 1037A 
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รูปที่ 4.49 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม HindIII บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.50 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม KpnI บนอะกาโรสเจล 
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รูปที่ 4.51 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม NdeI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.52 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม PvuII บนอะกาโรสเจล 
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 λ-DNA  893 893A 975 975A 975B 1037 1037A 
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รูปที่ 4.53 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม SalI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.54 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม XbaI บนอะกาโรสเจล 
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 ผลจากการตัดดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุ ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด 
พบวา ดีเอ็นเอจากทั้ง 7 สายพันธุใหผลจากการตัดที่เหมือนกัน โดยสังเกตจากลักษณะของแถบ        
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลทั้ง 7 ชอง ที่ใหลักษณะแถบไมแตกตางกัน 
 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยาของ Acetobacter sp. 
  

เม่ือทําการยอมเซลล Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุรวมทั้งเชื้อท่ีแปรผัน 4 สายพันธุ และ
สองดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา พบวา Acetobacter sp. ท้ัง 7 สายพันธุ มี
ลักษณะเซลลเปนแทง (rod shape) ตรงหรือโคงเล็กนอย อยูเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือเปนสาย ติดสี
แกรมลบ (Gram-negative) ซ่ึงเปนลักษณะของจีนัส Acetobacter  (Holt et al., 1994) รูปราง
ของเซลลแบคทีเรียในจีนัส Acetobacter อาจจะพบไดทั้งเซลลรูปรางกลม ยาวรี ปองตรงสวนกลาง 
โคงงอหรือเปนสายก็ได ขึ้นอยูกับสายพันธุ ไมพบการสรางเอนโสปอร (endospore) ในเชื้อแบคทีเรีย
กลุมนี้ เซลลที่มีอายุนอยยอมติดสีแกรมลบ สวนเซลลที่มีอายุมากอาจจะยอมติดสีทั้งแกรมบวกและ 
แกรมลบ เซลลมีทั้งแบบที่เคลื่อนที่ไดและเคลื่อนที่ไมได ถาเคลื่อนที่ไดจะอาศัยแฟลกเจลลาชนิดที่เปน 
peritrichousคือมีแฟลกเจลลาอยูรอบๆ เซลล (Breed et al., 1957)  

Asai และคณะ (1964) จําแนกเชื้อแบคทีเรียในกลุมอะซิติกแอซิดแบคทีเรียออกเปน 2 กลุม 
คือ Acetobacter และ Gluconobacter โดยอาศัยชนิดของแฟลกเจลลา ถาพบวาเซลลมีแฟลกเจลลา
ที่เปนแบบ peritrichous จะจัดเปน Acetobacter แตถาพบแฟลกเจลลาชนิดที่เปน polar คือพบ
เฉพาะที่ขั้วเซลล จะจัดเปน Gluconobacter แตนอกเหนือจากชนิดของแฟลกเจลลาแลว ยังใชสมบัติ
บางประการทางชีวเคมีในการจําแนกดวย ซ่ึงถาพบเชื้อท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมใดไดก็จะจัดใหเปน 
“Intermediate strain” แต Frateur (1950) (อางถึงใน De Ley et al., 1984) กลาวไววา ชนิดของ    
แฟลกเจลลาไมสามารถใชเปนเกณฑในการจําแนกชนิดของอะซิติกแอซิดแบคทีเรียได เพียงแตใชเปน
สวนประกอบในการจําแนกและบงบอกชนิดของ Acetobacter และ Gluconobacter เทานั้น 

ลักษณะโคโลนีของ Acetobacter aceti subsp. xylinum บนอาหารแข็งจะแตกตางจาก      
โคโลนีของแบคทีเรียชนิดอื่น เนื่องจาก เชื้อในกลุมนี้จะมีการสรางเสนใยเซลลูโลสออกสูภายนอกและ
พันอยูรอบๆ เซลลแมเม่ือเซลลมีการแบงตัว ทําใหเซลลถูกหอหุมดวยแผนชีทของเซลลูโลส (De Ley  
et al., 1984) นอกจากนี้ลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันบนอาหารชนิดเดียวกันยังสามารถใชเปนเกณฑ
ในการแบง Acetobacter aceti subsp. xylinum ออกเปนสายพันธุตางๆ กันไดอีกดวย เห็นไดจาก 
Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย     
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ก็มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน โดยเฉพาะ TISTR 975 ที่มีลักษณะโคโลนีท่ีนูนสูงคลายระฆังคว่ํา ซ่ึง
แตกตางจากโคโลนีของ TISTR 893 และ TISTR 1037 อยางเห็นไดชัด  
 
5.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

จากการทดลอง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ มีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส 
ซ่ึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคทีเรียในกลุมอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย ที่แตกตางจากแบคทีเรียในกลุม
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียทั้งสองกลุมนี้เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดที่พบไดในผลไมทั้งคู 
และมีความแตกตางที่อะซิติกแอซิดแบคทีเรียมีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส ในขณะที่
แลคติกแอซิดแบคทีเรียไมมีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส (Yamada, Hoshino, and 
Ishikawa, 1997) 

เชื้อทั้ง 3 สายพันธุ สามารถเจริญเติบโตบนอาหารที่มีแมนนิทอลเปนสวนประกอบได      
เจริญเติบโตบนอาหารที่มีกลูโคสเปนสวนประกอบและสรางกรดจากกลูโคสได สังเกตไดจากการให 
ผลบวกตอการทดสอบการเจริญบนอาหาร GYPG ซึ่งมีกลูโคสและแคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) เปน     
สวนประกอบ เม่ือเช้ือใชกลูโคสและเกิดการสรางกรดจะทําใหผลึกของแคลเซียมคารบอเนตในอาหาร
ละลาย เกิดเปน clear zone รอบๆ โคโลนี 

สวนความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอลนั้น ทุกสายพันธุใหผลบวก 
De Ley และ Frateur (1974) ไดจัด Acetobacter กลุมที่ใหผลบวกตอสมบัตินี้ใหเปน Acetobacter 
aceti และแบงพวกที่สามารถผลิตเซลลูโลสไดเปน Acetobacter aceti subsp. xylinum ซ่ึงตอมา 
Holt และคณะ (1994) ตั้งชื่อใหมเปน Acetobacter xylinum  
 สําหรับความสามารถในการสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ จะสังเกต
การเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร คือ โบรโมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol purple) ถาเชื้อสามารถใช
แหลงคารบอนไดก็จะเจริญและสรางกรดออกมาทําใหสีของโบรโมครีซอลเพอรเพิล ซ่ึงมีชวงความเปน
กรดดางในการเปลี่ยนสีอยูในชวง 6.8-5.2 เปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง (Asai, 1968) สวนการสราง
วุนเซลลูโลส จะสังเกตทั้งที่ผิวหนาของอาหารเหลวและในอาหารเหลว เนื่องจากเชื้อบางสายพันธุ
สามารถใชแหลงคารบอนบางชนิดในการสรางวุนได แตจะไมไดวุนที่มีลักษณะเปนแผนหนาลอยอยูที่
ผิวอาหารเหลว จะไดวุนที่มีลักษณะเปนกอนกลมๆ อุมน้ําอยูภายใน เมื่อบีบน้ําออกจะไดเพียงเยื่อ
บางๆ ของเซลลูโลสเทานั้น แสดงใหเห็นวาแหลงคารบอนบางชนิดเทานั้นที่เหมาะสมในการสรางวุน
ของเชื้อ และเชื้อแตละสายพันธุก็สามารถใชแหลงคารบอนไดแตกตางกันดวย (De Ley et al., 1984) 
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น้ําตาลที่เชื้อทุกสายพันธุสามารถใชในการสรางกรดและสรางเซลลูโลสได คือ กลูโคส ฟรุคโตส        
กาแลคโตส แมนนิทอล ซูโครสและไซโลส โดยที่เซลลูโลสที่ไดจากการใชน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตส 
จะมีลักษณะเปนแผนวุนหนาลอยอยูที่ผิวหนาของอาหาร ในขณะที่เซลลูโลสที่ไดจากการใชน้ําตาล
ชนิดอื่นจะเปนเสนใยบางๆ ที่อุมน้ําอยูเทานั้น แสดงใหเห็นวา กลูโคสและฟรุคโตสนาจะเปนแหลง
คารบอนที่ดีในการสรางเซลลูโลสสําหรับเชื้อ 3 สายพันธุที่ใชในการทดลอง 
 
5.3 ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 
  

ลักษณะการสรางวุนของ Acetobacter sp. แตละสายพันธุเปนสมบัติหนึ่งที่แสดงใหเห็นถึง
ความแตกตางระหวางสายพันธุนอกเหนือไปจากลักษณะโคโลนีและลักษณะทางชีวเคมี ลักษณะแรก
ที่สังเกตไดอยางชัดเจน คือ ความหนาและน้ําหนักเปยกของแผนวุนที่ไดจากการหมัก ซ่ึงโดยทั่วไปใน
อุตสาหกรรมการผลิตแผนวุนจะใชเวลาในการหมักประมาณ 7-14 วัน (วราวุฒิ ครูสง, 2539) ใน    
การทดลองนี้จึงใชระยะเวลาในการหมัก 7 วัน จากตารางที่ 4.2 พบวา Acetobacter sp. สายพันธุที่
สรางแผนวุนที่มีความหนาและมีน้ําหนักเปยกมากที่สุด คือ TISTR 975 รองลงมา คือ TISTR 1037 
และ TISTR 893 ตามลําดับ แตเม่ือพิจารณาปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอน้ําหนักเปยกพบวา วุนที่ไดจาก 
TISTR 975 นั้นมีปริมาณเซลลูโลสอยูนอยกวาปริมาณเซลลูโลสในแผนวุนที่ไดจาก TISTR 893 แสดง
วา แผนวุนที่ไดจาก TISTR 975 มีน้ําเปนองคประกอบอยูมากกวาทําใหมีน้ําหนักมาก ในขณะที่ทําการ
หั่นแผนวุนเพื่อนําไปใชในขั้นตอนการหาปริมาณเซลลูโลสพบวา แผนวุนที่ไดจากสายพันธุ TISTR 975 
ใหเนื้อสัมผัสที่ดี คือ มีความเหนียวนุมและเกาะตัวกันดีกวา แผนวุนที่ไดจาก สายพันธุ TISTR 893 
และ TISTR 1037 ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นวา Acetobacter sp. แตละสายพันธุสามารถผลิตเสนใย
เซลลูโลสที่มีคุณภาพแตกตางกัน ซ่ึงอาจเกิดจากจํานวนโครงสรางพอลิเมอรและชองวางภายในแผน
วุนจึงสงผลถึงความหนาของแผนวุนที่ได (Valla, 1995)  

จากรูปที่ 4.6 และ 4.8 พบวา TISTR 975 ใชน้ําตาลในปริมาณที่สูงกวา TISTR 893 และ 
TISTR 1037 และปริมาณกรดที่สรางขึ้นก็สูงกวาดวย จึงทําใหผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอน้ําตาลที่ใช   
ตํ่าที่สุด TISTR 1037 ใชน้ําตาลสูงเปนดันดับที่สองแตสรางกรดไดเทาๆ กับ TISTR 893 น้ําตาลที่ใช
อาจจะถูกนําไปใชในการผลิตสารอื่นนอกเหนือจากกรดและเซลลูโลส จึงทําใหผลผลิตเซลลูโลสที่ได 
ตอนํ้าตาลที่ใชต่ํากวาของ TISTR 893 ที่มีผลผลิตเซลลูโลสที่ ไดตอน้ําตาลที่ ใช สูงที่ สุด                      
ผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอนํ้าตาลที่ใชแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปน
เซลลูโลสของเชื้อ ซ่ึงจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 มี
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ประสิทธิภาพสูงสุดในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเซลลูโลส แตเมื่อพิจารณาที่ความหนาของแผนวุนที่ได
กลับนอยที่สุดซึ่งเหตุผลนาจะเปนดังที่ไดกลาวมาแลว 
 ในการเลือกสายพันธุของ Acetobacter sp. เพื่อใชในการผลิตวุนเซลลูโลสนั้นจะตอง
พิจารณาวาตองการวุนที่ไดไปใชในลักษณะใด เชน ถาตองการผลิตเพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร   
อาจจะตองใชสายพันธุที่ผลิตแผนวุนที่ใหความหนามาก มีน้ําหนักสูง ซ่ึงก็จะตองคํานึงถึงลักษณะ  
เนื้อสัมผัสดวย แตถาตองการผลิตเพื่อใหไดวุนที่มีปริมาณเซลลูโลสสูงโดยไมคํานึงถึงความหนาวุน     
ก็ควรจะเลือกใชสายพันธุ TISTR 893 
 
5.4 การเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 
  

จากรูปที่ 4.10 พบวา Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ ทั้งที่เลี้ยงในภาวะนิ่งและภาวะเขยา มี
ชวงการเจริญในชวง Log phase อยูระหวางวันที่ 1 ถึงวันที่ 5 โดยในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยาจะมี
ปริมาณเชื้อสูงกวาในชวง Log phase ทั้งนี้เนื่องจากการเขยาจะทําใหเชื้อไดรับออกซิเจนมากกวาการ
เลี้ยงแบบนิ่ง เชื้อจึงมีการเจริญไดมากกวา แตถาวัดปริมาณวุนที่เชื้อผลิตในภาวะการเลี้ยงแบบเขยา
จะพบวามีปริมาณนอยกวาวุนที่ไดจากการเลี้ยงแบบนิ่ง เนื่องจากเชื้อไมจําเปนตองสรางเซลลูโลสเพ่ือ
ใหเกิดการลอยตัวของเซลลไปรับออกซิเจนที่ผิวหนาของอาหาร แตการเลี้ยงแบบเขยาจะมีโอกาสทําให
เกิดเซลลที่ขาดสมบัติในการผลิตเซลลูโลสเพ่ิมมากขึ้น (Schramm and Hestrin, 1954) จึงเลือกใช
ภาวะในการเลี้ยงแบบนิ่งและแบบเขยาเปนปจจัยหนึ่งในการเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาการแปรผันของเชื้อ 
และทําการตอเชื้อทุกๆ 3 วัน เหมือนกับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) ซึ่งเปนชวงที่
เชื้ออยูใน Log phase ดวย 
 
5.5 การเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 
  
 การเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum เพื่อผลิตเซลลูโลสสามารถทําไดใน 2 ภาวะ คือ การเลี้ยง
ในภาวะนิ่งและการเลี้ยงในภาวะเขยา ในภาวะนิ่ง เซลลของ Acetobacter sp. จะมาอยูท่ีบริเวณ     
ผิวหนาของอาหารเหลวโดยการลอยตัวของแผนเซลลูโลส รางแหของเซลลูโลสสามารถลอยอยูที่      
ผิวหนาของอาหารไดดวยการดูดซับคารบอนไดออกไซด (CO2) ที่ไดจากการหายใจของเซลล สวนใน
ภาวะเขยา จะไมไดแผนเซลลูโลสเหมือนกับในภาวะนิ่งเพราะเชื้อไมจําเปนตองสรางรางแหเซลลูโลส
เพื่อใหเกิดการลอยตัวของเซลลไปสัมผัสกับออกซิเจน เนื่องจากในภาวะเขยาเชื้อไดรับออกซิเจน   
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เพียงพอแลว ลักษณะของเซลลูโลสที่ไดจะเปนทรงกลมหรือเปนแฉกคลายรูปดาว ขนาดประมาณ    
10 มิลลิเมตร (Schramm and Hestrin, 1954)  
 ในการทดลองจึงไดทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่งและภาวะเขยาและตอเช้ือทุกๆ 3 วัน ซ่ึงเปนชวง
ที่เชื้อมีการเจริญเติบโตอยูในชวง Log phase เพ่ือดูผลของภาวะการเลี้ยงตอการแปรผันของเชื้อ และ
ทดลองเลี้ยงเชื้อในภาวะการตอเช้ือปกติเพ่ือเตรียมเปนหัวเชื้อในการผลิตแผนวุนดวย คือ เลี้ยงเชื้อ
สลับกันในอาหารแข็งและอาหารเหลวและตอเช้ือทุกๆ 7 วัน  

 
5.5.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

   
การวัด pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่เช้ือใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเปนการ      

ติดตามการเปลี่ยนแปลงที่อาจเกิดขึ้นในการเลี้ยงแตละครั้งและเพื่อดูถึงความสัมพันธตอการแปรผัน
ของเชื้อในกรณีที่เกิดการแปรผัน และการวัดการสรางวุนทุกๆ 4 ครั้งของการตอเชื้อเพื่อดูวาเมื่อเล้ียง
เชื้อเปนระยะเวลาหนึ่งแลว เชื้อสวนใหญมีสมบัติในการสรางวุนเปลี่ยนไปหรือไม และไดสุมตัวอยาง
เชื้อมา streak ลงบนอาหารแข็งดวย เพราะบางครั้งเชื้อที่เกิดการแปรผันก็อาจจะปะปนอยูกับเชื้อปกติ 
จะตองพิจารณาที่ลักษณะของโคโลนีจึงจะเห็นความแตกตาง จากรูปท่ี 4.12 และ 4.13 พบวา          
ในแตละครั้งของการเลี้ยงเชื้อ เชื้อมีการเปลี่ยนแปลงในเรื่องของการสรางกรดและการใชน้ําตาล       
สูงมากแตก็เปนไปในลักษณะเดียวกันในแตละครั้ง คือ TISTR 975 เปนเชื้อที่สรางกรดและใชน้ําตาล   
สูงสุด สวนการสรางกรดและการใชน้ําตาลของ TISTR 893 และ TISTR 1037 มีความใกลเคียงกัน 
  เมื่อพิจารณาการสรางวุน จากรูปที่ 4.14-4.20 พบวา เช้ือที่มีการเปลี่ยนแปลงสูงสุด
ในแตละครั้งของการวัด คือ TISTR 975 แตแนวโนมก็เปนไปในลักษณะเดียวกัน คือ TISTR 975 เปน
เชื้อที่สรางแผนวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด แตแผนวุนที่ไดจะมีปริมาณเซลลูโลสต่ําที่สุด 
สรางกรดและใชน้ําตาลสูงที่สุด จึงทําใหไดผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชต่ําสุด สวน TISTR 893 
สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกนอยที่สุด แตแผนวุนที่ไดมีปริมาณเซลลูโลสสูงที่สุด สรางกรด
และใชน้ําตาลใกลเคียงกับ TISTR 1037 แตมีผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชสูงที่สุด 
  ทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่งเปนเวลา 60 วัน ตอเช้ือ 20 ครั้ง วัดการสรางวุนและ 
streak เชื้อ 6 ครั้ง พบเชื้อที่โคโลนีมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 1 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก 
TISTR 975 จึงต้ังชื่อวา 975B ไดจากการสุมตัวอยางเชื้อท่ีวัดการสรางวุนครั้งที่ 5 หลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนระยะเวลาประมาณ 48 วัน เพราะสังเกตเห็นวา TISTR 975 สรางวุนที่มีความหนานอยผิดปกติ  
จึงพบโคโลนีที่เปล่ียนแปลงไปของ TISTR 975 ลักษณะโคโลนีของ 975B เม่ือเปรียบเทียบกับ TISTR 
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975 แสดงในรูปที่ 4.39 จะเห็นวาโคโลนีของ 975B มีขนาดเล็กลงมากและไมนูนสูงเหมือนเดิม 
ลักษณะโคโลนีเปนลักษณะแรกที่สังเกตการเปลี่ยนแปลงไดงายและบอกใหรูไดวาเชื้อเร่ิมมีการแปรผัน 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) 

 
5.5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

   
ทําการติดตามคา pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่ใชทุกครั้งของการเลี้ยงเชื้อ 

วัดการสรางวุนและ streak เชื้อทุกๆ 4 ครั้งของการตอเชื้อเหมือนกับการเลี้ยงในภาวะนิ่ง ผลที่ไดคลาย
กับการเลี้ยงในภาวะนิ่ง คือมีการเปลี่ยนแปลงสงูแตก็ยังคงเปนไปในแนวโนมเดียวกัน จากรูปที่ 4.22 
และ 4.23 จะเห็นวา TISTR 975 เปนสายพันธุที่สรางกรดและใชน้ําตาลไดสูงที่สุด เมื่อพิจารณาการ
สรางวุนก็เชนเดียวกัน TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด 
  เลี้ยงเชื้อในภาวะเขยาเปนเวลา 60 วัน ตอเชื้อ 20 ครั้ง วัดการสรางวุนและ streak 
เชื้อ 6 คร้ัง พบเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีเปล่ียนแปลงไปจากเดิม 2 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก TISTR 975 
และ TISTR 1037 จึงตั้งชื่อวา 975A และ 1037A ตามลําดับ ทั้ง 2 สายพันธุไดจากการ streak เม่ือตอ
เชื้อครั้งที่ 16 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลาประมาณ 48 วัน ลักษณะโคโลนีของ 975A ตางจากโคโลนี
ของ TISTR 975 ตรงที่โคโลนีเปนเมือกเยิ้มและไมนูนสูงเหมือนเดิม ดังแสดงในรูปท่ี 4.39 สวนโคโลนี
ของ 1037A มีขนาดเล็กลงมากและมีสีเหลืองขึ้นเมื่อเทียบกับโคโลนีของ TISTR 1037 ดังแสดงในรูปที่ 
4.40 

 
5.5.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 

   
วัดการสรางวุนและ streak เชื้อทุกๆ 4 ครั้งของการตอเช้ือ ไดผลที่มีแนวโนมเหมือน

กับการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและภาวะเขยา คือ TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่ผลิตแผนวุน
ที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด สรางกรดและใชน้ําตาลสูงที่สุด  
  เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งเปนเวลา 84 วัน ทําการตอเช้ือ 12 ครั้ง   
วัดการสรางวุน 4 ครั้ง พบเชื้อที่โคโลนีมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 1 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก 
TISTR 893 จึงต้ังชื่อวา 893A ไดจากการ streak เชื้อเม่ือทําการตอเช้ือครั้งที่ 10 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปน
เวลาประมาณ 70 วัน โคโลนีของ 893A ตางจากโคโลนีของ TISTR 893 ตรงที่โคโลนีมีลักษณะ     
แบนมาก ขอบไมเรียบ สีเหลืองขึ้น ผิวมีความมันวาวมากกวาเดิม ดังแสดงในรูปที่ 4.38 
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จากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อทั้ง 3 วิธีทําใหไดเชื้อที่เกิดการแปรผัน 4 สายพันธุ คือ 893A 975A 
975B และ 1037A ซึ่งเกิดจากการแปรผันของเชื้อตั้งตนทั้ง 3 สายพันธุ แสดงใหเห็นวา วิธีการเลี้ยงเชื้อ
และการตอเช้ือทั้ง 3 วิธีมีผลที่ทําใหเช้ือเกิดการแปรผัน และเชื้อตั้งตนทั้ง 3 สายพันธุก็เปนเชื้อที่
สามารถเกิดการแปรผันได โดย TISTR 975 นาจะเปนสายพันธุที่มีโอกาสในการเกิดการแปรผันสูงสุด
เพราะเกิดเชื้อแปรผันจากสายพันธุนี้ถึง 2 ชนิด คือ 975A และ 975B และการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา 
นาจะเปนวิธีที่ทําใหเกิดเชื้อแปรผันไดสูงสุด เพราะทําใหเกิดเชื้อแปรผันได 2 ชนิด คือ 975A และ 
1037A 
 เม่ือทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา เชื้อจะยังคงมีการสรางเซลลูโลสแตรูปแบบในการสรางและ
ลักษณะของเซลลูโลสที่ไดจะแตกตางจากในภาวะนิ่ง โดยที่ในภาวะเขยาเชื้อจะมีการสรางเซลลูโลส 
ลดลงและเซลลูโลสที่ไดจะมีการจับตัวกันเปนกอนหรือเปนสายยาว และเมื่อทําการตอเช้ือเปนระยะ
เวลานานขึ้นจะเริ่มพบวาเชื้อมีการสรางเซลลูโลสลดลง เซลลเริ่มมีการเจริญแบบกระจายซึ่งสอดคลอง
กับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) ที่พบการเจริญเชนเดียวกันเมื่อทําการเลี้ยงใน
ภาวะเขยา และเมื่อทําการทดลองซ้ําโดยเริ่มจากเชื้อตั้งตนที่ทดสอบแลววาสามารถสรางเซลลูโลสไดดี
ก็ใหผลเชนเดิม คือ เชื้อเร่ิมมีการสรางเซลลูโลสไดนอยลงเมื่อตอเช้ือและเลี้ยงในภาวะเดิมหลายครั้ง
มากขึ้น การทดลองของ Valla และ Kjosbakken (1982) ใหผลเหมือนกับของ Schramm และ Hestrin 
และพบวาภาวะการเลี้ยงแบบเขยา เปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อที่ไมสรางเซลลูโลส   
มากกวาเชื้อท่ีสรางเซลลูโลส เพราะเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงมากกวา 30 ชั่วโมง ปริมาณของเชื้อที่      
ไมสรางเซลลูโลสจะสูงกวาเชื้อท่ีสรางเซลลูโลส สาเหตุที่เปนเชนนี้เนื่องจากวา เช้ือที่สรางเซลลูโลสเม่ือ
เพิ่มปริมาณจนถึงระดับหนึ่งจะเกิดการรวมตัวกันเปนกลุมกอน จํานวนเซลลก็จะเพ่ิมขึ้นนอย ในขณะที่
เชื้อที่ไมสรางเซลลูโลสจะมีการเจริญแบบกระจายตอไป จึงเพิ่มจํานวนไดมากกวา และเม่ือนําเชื้อที่  
ไมสรางเซลลูโลสจากการเลี้ยงที่ภาวะเขยามาทดลองเลี้ยงในภาวะนิ่ง พบวาเชื้อกลับมามีการสราง
เซลลูโลสไดเหมือนเดิม แสดงใหเห็นวา เชื้อที่ไมไดสรางเซลลูโลสที่เกิดขึ้นเองจากการเลี้ยงนั้นสามารถ
กลับมาเกิดการสรางเซลลูโลสไดใหมเม่ืออยูในภาวะที่เหมาะสม 
 จากการทดลองเมื่อเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือจนครบ 4 ครั้ง จะสุมตัวอยางเชื้อที่เลี้ยงมา streak ลง
บนอาหารแข็งเพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีเปรียบเทียบกับโคโลนีของเชื้อตั้งตน ถาพบลักษณะโคโลนีที่
ผิดปกติก็จะนําโคโลนีนั้นไปทดสอบลักษณะอื่นๆ ตอไป การใชลักษณะโคโลนีเปนเกณฑในการกําหนด
การแปรผันของเชื้อเนื่องจากลักษณะโคโลนีที่เปลี่ยนแปลงไปยอมแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงจาก    
ภายในเซลลของเชื้อเพียงปจจัยเดียวเทานั้น แตลักษณะการสรางวุนที่เปลี่ยนแปลงอาจเกิดเนื่องจาก
ป ัจจัยดานอาหารและภาวะแวดลอมรวมดวย ซึ่งเปนที่นาสังเกตวาถึงแมในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยาจะ
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มีเชื้อที่ไมสรางเซลลูโลสอยู แตเม่ือสุมตัวอยางมา streak ดูลักษณะโคโลนี ในบางครั้งกลับไมพบ
ลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติ เชนเดียวกับการทดลองของ Valla และ Kjosbakken (1982) ที่ พบวา เชื้อที่
ไมสรางเซลลูโลสในภาวะเขยา เมื่อนํามา streak ดูลักษณะโคโลนี พบทั้งโคโลนีที่แตกตางและไม  
แตกตางจากโคโลนีของเชื้อปกติอยูปะปนกัน  ดังนั้นถึงแมวาจะพบการเจริญแบบขุนใน    
อาหารเหลวที่แสดงถึงการมีเชื้อท่ีไมสรางเซลลโูลส แตก็อาจจะไมพบลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติก็ได 

แตเชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุที่ไดจากการทดลองนี้มีลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติจากลักษณะ   
โคโลนีเดิมของเชื้อตั้งตน จึงตั้งชื่อใหมโดยใหคงชื่อเดิมของสายพันธุตั้งตนไว นอกจากจะมีลักษณะ   
โคโลนีที่ไมเหมือนกับโคโลนีของเชื้อตั้งตนแลว เมื่อทดสอบลักษณะทางชีวเคมีเปรียบเทียบกับเช้ือ    
ต้ังตนก็ยังมีสมบัติบางอยางที่เปลี่ยนไปดวย จากตารางที่ 4.5 พบวา สมบัติที่เชื้อแปรผันทั้ง                
4 สายพันธุยังคงเหมือนกับเชื้อตั้งตน คือ ใหผลบวกตอการสรางเอนไซมคาตาเลส เจริญบนอาหาร 
MYP, MGYP และ GYPG ได สวนความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอลนั้น        
เชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุใหผลบวกยกเวน 975A เปนสายพันธุเดียวที่ไมเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิส
จากกลีเซอรอล จากที่ De Ley และ Frateur (1974) เสนอไววา Acetobacter aceti subsp. xylinum 
จะใหผลบวกตอปฏิกิริยานี้นั้น ตอมา Navarro และ Komagata (1999) ทําการทดลองและพบวา 
Acetobacter xylinum บางสายพันธุก็ไมเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล และไดทําการ
เปลี่ยนชื่อจาก Acetobacter xylinum เปน Gluconacetobacter xylinus แตโดยทั่วไปก็ยังคงเรียกเชื้อ
ชนิดนี้วา Acetobacter xylinum อยู 

สมบัติท่ีเชื้อแปรผันแตกตางจากเชื้อตั้งตนมากที่สุดก็คือ การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลง
คารบอนชนิดตางๆ เชน 893A สามารถสรางกรดจากเอธานอลไดในขณะที่ TISTR 893 ไมสามารถ
สรางได 893A 975A และ 975B สามารถสรางกรดจากกลีเซอรอลไดในขณะที่ TISTR 893 และ 
TISTR 975 ไมสามารถสรางได แต TISTR 1037 ที่เคยสรางกรดจากกลีเซอรอลไดเมื่อเกิดการแปรผัน
เปน 1037A กลับไมสามารถสรางกรดจากกลีเซอรอลได แสดงวามีเชื้อมีการแปรผันเกิดขึ้นลักษณะ
การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ ก็จะมีการเปลี่ยนแปลงไปดวย เชนเดียวกับ
การทดลองของ Steel และ Walker (1957b) ที่พบวา เชื้อแปรผันที่ไดจากการทดลองมีสมบัติในการ
สรางกรดจากน้ําตาลชนิดตางๆ เปล่ียนไปจากเดิมและสมบัติทางชีวเคมีบางชนิดก็เปลี่ยนไปดวย 
 การสรางวุนของเชื้อท่ีเกิดการแปรผันเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อตั้งตน จากตารางที่ 4.6 และ 4.8 
พบวา 893A และ 1037A เปนเชื้อแปรผันที่สามารถสรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกไดมากกวา
เชื้อตั้งตน คือ TISTR 893 และ TISTR 1037 ตามลําดับ แตปริมาณเซลลูโลสที่ไดจากแผนวุน          
ตอนํ้าหนักเปยกลดลง ในขณะที่ปริมาณน้ําตาลที่ใชสูงขึ้น แสดงวาน้ําตาลที่เชื้อนําไปใชนั้นมีสวนที่ถูก
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นําไปสรางเปนเซลลูโลสลดลงจากเดิม องคประกอบของแผนวุนที่ไดก็ไมเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะเกิดจาก
การที่เสนใยของเซลลูโลสมีการจัดเรียงตัวแบบใหมทําใหไดแผนวุนที่หนาขึ้นโดยที่ใชปริมาณเซลลูโลส
นอยลงหรือเช้ือใชน้ําตาลในการสรางเปนพอลิแซคคาไรดชนิดอื่นและเปนสวนประกอบอยูในแผนวุน 
(Schramm and Hestrin, 1954) จากตารางที่ 4.7 พบวา 975A และ 975B สรางแผนวุนที่มีความหนา
และน้ําหนักเปยกนอยลงเมื่อเทียบกับ TISTR 975   975A ใชน้ําตาลมากขึ้นแตปริมาณเซลลูโลสที่ได
ในแผนวุนนอยลง ปริมาณกรดที่สรางยงัคงเทาเดิม แสดงวาน้ําตาลถูกนําไปใชการสรางเปนเซลลูโลส
ไดนอยลงและถูกนําไปใชประโยชนในดานอื่นแทน เชน อาจจะใชในการเจริญเติบโตและสรางเซลล
ใหม ในขณะที่ 975B ใชน้ําตาลไดนอยลง ปริมาณเซลลูโลสที่ไดในแผนวุนและปริมาณกรดที่สรางก็
นอยลง แสดงวาเชื้อมีความสามารถจํากัดในการใชน้ําตาลหรือเช้ืออาจจะมีการเจริญที่นอยลง 
 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทั้งในภาวะนิ่งและภาวะเขยาทําใหสามารถติดตามการ       
เปลี่ยนแปลงลักษณะของเชื้อได โดยวัดคา pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่เชื้อใช โดยพบวา   
ในการเลี้ยงที่ภาวะเขยา เชื้อทั้ง 3 สายพันธุจะมีการสรางกรดและใชน้ําตาลในปริมาณที่สูงกวาการ
เลี้ยงในภาวะนิ่ง ทั้งนี้เพราะในภาวะเขยาเชื้อมีการเจริญเติบโตสูงกวาในภาวะนิ่งนั่นเองดังแสดงใน  
รูปที่ 4.10 ปริมาณเชื้อมีมากกวาจึงทําใหใชน้ําตาลและผลิตกรดไดมากกวา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาในการ
เลี้ยงที่ภาวะเขยาเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง นาจะมีโอกาสที่จะเกิดเชื้อแปรผันไดจากการ
เลี้ยงที่ภาวะนี้ 
 เม่ือนําเชื้อท้ัง 3 สายพันธุมาวัดลักษณะการสรางวุนหลังจากตอเชื้อครบทกุ 4 ครั้ง พบวาใน 
แตละครั้งที่ทําการวัด เชื้อมีสมบัติหลายชนิดที่เกิดการเปลี่ยนแปลง แตเมื่อพิจารณาจากคาเฉลี่ย      
ดังแสดงในตารางที่ 4.4 แลวเปรียบเทียบกับสมบัติตั้งตน พบวาสมบัติที่มีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง
จากเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ คือ การใชน้ําตาลที่เพิ่มขึ้นในขณะที่ปริมาณเซลลูโลสที่ไดคอนขางคงที่         
จึงสงผลใหการผลิตเซลลูโลสลดลง จากผลการทดลองที่ไดนี้พอจะบอกไดวา การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น
กับเช้ือทั้ง 3 สายพันธุ คือ การใชน้ําตาลเพื่อผลิตเซลลูโลส ซ่ึงเมื่อพิจารณาการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ
แปรผันทั้ง 4 สายพันธุที่ได ก็พบวา เชื้อแปรผัน 4 สายพันธุลวนแลวแตมีการผลิตเซลลูโลสลดลง     
เมื่อเทียบกับเชื้อตั้งตน 
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5.6 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. 
 
 ลักษณะแรกที่สังเกตไดถึงการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ Acetobacter sp. ที่ใชในการทดลอง คือ 
ลักษณะโคโลนีที่เปล่ียนแปลงไป ซึ่งเปนลักษณะทางกายภาพ ลักษณะทางกายภาพที่เปลี่ยนแปลงนี้
อาจเกิดเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมของเชื้อ (Saxena and Brown, 1989)         
จึงทําการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองโดย
เทคนิค RFLP และใชเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด ในการตัดสายดีเอ็นเอ แลวสังเกตลักษณะแถบ         
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล ถาพบวามีความแตกตางของแถบดีเอ็นเอจาก Acetobacter sp. 7 สายพันธุ 
ที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดเดียวกัน แสดงวา มีการเรียงตัวของลําดับเบสที่แตกตางกันในสาย
ดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. แตละสายพันธุ 

รูปท่ี 4.46 แสดงแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลที่แยกไดจาก Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุ 
โดยมี λ-ดีเอ็นเอ ที่ตัดดวยเอนไซม HindIII เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน พบวา ดีเอ็นเอจาก Acetobacter 
sp. ทั้ง 7 สายพันธุที่แยกได มีขนาดใหญกวา 23.4 กิโลเบส เมื่อนําดีเอ็นเอจากทั้ง 7 สายพันธุมาตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด คือ BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, NdeI, PvuII, SalI และ XbaI  
พบวา  แถบดี เอ็นเอของแตละสายพันธุบนอะกาโรสเจลที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตางชนิดกัน      
มีลักษณะแตกตางกัน แตเมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอของทั้ง 7 สายพันธุที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซม
ชนิดเดียวกัน พบวา ไมมีความแตกตางกัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.47-4.54 จากผลการทดลองที่ไดนี้นาจะ
บอกไดวา (1) ลักษณะโคโลนีที่เปล่ียนไปของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนนั้น เปนเพียงแคการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเชื้อโดยไมไดเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม                  
(2) การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเชื้อเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม  
แตการใชเทคนิค RFLP ประกอบกับเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดที่ใชในการทดลอง ยังไมสามารถ   
ตรวจพบการเปลี่ยนแปลงนั้นได 

แตจากการทดลองของ Coucheron ในป 1991 พบวา ในสายของดีเอ็นเอที่แยกจาก 
Acetobacter xylinum ที่เปน spontaneous Cel- (Acetobacter xylinum ที่เกิดการแปรผันดวยตัวเอง
กลายเปนเซลลที่ไมสามารถผลิตเซลลูโลสไดหรือผลิตไดนอยลง) มีสวนที่เรียกวา insertion sequence 
(IS) แทรกอยู  

insertion sequence เปนดีเอ็นเอสายสั้นๆ ที่สามารถอยูไดในตําแหนงใดๆ ของจีโนม 
(genome) ของเซลลและสามารถแทรกตัวเขาไปอยูในสายของดีเอ็นเอหรือพลาสมิด (plasmid) ได
โดยไมมีตําแหนงเฉพาะ เมื่อ insertion sequence แทรกตัวอยูในสายดีเอ็นเอของ Acetobacter 
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xylinum จะทําใหลําดับเบสของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ซ่ึงผูทดลองคาดวานาจะเปนสาเหตุที่
ทําให Acetobacter xylinum  เกิดการแปรผันไดงายซึ่งสวนหนึ่งเกิดเปน Cel-  

ในเซลลของ Acetobacter xylinum มี insertion sequence อยูหลายชนิด ในการทดลองของ 
Iversen และคณะในป 1994 พบ insertion sequence อีกชนิดหนึ่งที่แทรกตัวอยูในสายดีเอ็นเอของ 
Acetobacter xylinum และทําใหเกิดเปน Cel- เชนเดียวกัน ซ่ึง insertion sequence ที่พบในการ
ทดลองนี้เปนจําพวกเดียวกับ insertion sequence ที่พบในการทดลองของ Coucheron ในป 1991 
แตมีขนาดแตกตางกันและมีตําแหนงในการแทรกตัวในสายดีเอ็นเอแตกตางกันดวย insert ion 
sequence ที่พบใน Acetobacter xylinum ไดถูกนํามาศึกษาถึงขนาด การจัดเรียงตัวของลําดับเบส
และจํานวนที่มีอยูในเซลลและพบวา insertion sequence ไมไดแทรกตัวอยูในทุกสายดีเอ็นเอของ 
spontaneous Cel- ที่เกิดขึ้นจากการทดลอง (Coucheron, 1993) 
 ส่ิงที่นาสังเกตจากผลการทดลองที่ได คือ  ลักษณะของแถบดี เอ็นเอที่ เหมือนกันของ  
Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนไมวาจะตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดใด ซึ่งเหมือนกับสายพันธุที่
เกิดจากการแปรผันทั้ ง  4 สายพันธุที่ไดแถบดีเอ็นเอเหมือนกับแถบดีเอ็นเอของสายพันธุตั้งตน           
จึงคาดวา อาจจะเปนไปไดที่ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  เปนเชื้อแปรผันที่เกิดจากเชื้อตั้งตนที่เปนสายพันธุเดียวกันจึงมี
ลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ตัดไดเหมือนกัน 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. Acetobacter sp. แตละสายพันธุมีความแตกตางกันทางดานลักษณะทางสัณฐานวิทยา       

ชีวเคมีและการสรางวุนเซลลูโลส 
2. Acetobacter sp. TISTR 975 เปนสายพันธุที่สรางวุนที่มีความหนามากที่สุดคือ 1.04 

เซนติเมตร แตมีการผลิตเซลลูโลสต่ําที่สุดคือ 27.88% ในขณะที่ TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีสรางวุนที่
มีความหนานอยที่สุดคือ 0.36 เซนติเมตรแตมีการผลิตเซลลูโลสสูงที่สุดคือ 35.27% 

3. วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเชื้อท้ัง 3 วิธีทําใหเกิดเชื้อแปรผัน และการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อใน
ภาวะเขยามีผลทําใหเชื้อเกิดการแปรผันมากที่สุด 

4. เชื้อ Acetobacter sp. สายพันธุที่เกิดการแปรผันมากที่สุด คือ TISTR 975 
5. เช้ือที่เกิดจากการแปรผันจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมีและการสรางวุนเปลี่ยนไป

จากลักษณะเดิมของเชื้อตั้งตน 
6. เช้ือแปรผันทุกสายพันธุมีการผลิตเซลลูโลสลดลงเมื่อเทียบกับเชื้อตั้งตนโดย 893A เปนเชื้อ  

แปรผันที่มีการผลิตเซลลูโลสลดลงมากที่สุดคือ ลดลงถึง 22.30% ในขณะที่ 1037A เปนเชื้อแปรผันที่มี
การผลติเซลลูโลสลดลงนอยที่สุดคือ ลดลงเพียง 13.59% 

7. Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุไมมีความแตกตางกันทางดานลักษณะพันธุกรรม เม่ือ
ทดสอบดวยเทคนิค RFLP โดยใชเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดที่กลาวมา 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. ควรทําการเปรียบเทียบความแตกตางของแผนวุนที่ ไดจาก  Acetobacter  sp. 
แตละสายพันธุ โดยการทดสอบลักษณะเนื้อสัมผัสและการศึกษาโครงสรางภายในของแผนวุน 
 2. ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ Acetobacter sp. ควรจะมีการทดสอบเพิ่มเติมนอกเหนือจาก
ลักษณะที่ไดทดสอบในการทดลองเพราะอาจจะทําใหพบลักษณะที่แตกตางกันระหวางแตละสายพันธุ
เพิ่มขึ้น 
 3. ระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยงเชื้อและจํานวนครั้งในการตอเช้ือ ควรจะเพิ่มใหนานขึ้นจากที่ใช
ในการทดลอง เพื่อศึกษาถึงโอกาสในการเกิดการแปรผันของเชื้อ 
 4. เช้ือที่เกิดการแปรผันแลว ควรจะนํามาเลี้ยงและตอเช้ือในลักษณะเดิมเพื่อศึกษาถึงความ
คงตัวเชื้อและความเปนไปไดในการกลับไปมีลักษณะเดิมหรือแปรผันเปนลักษณะใหม 
 5. การศึกษาถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ Acetobacter sp. ควรเพิ่มชนิดของ 
เรสทริกชันเอนไซมใหมากขึ้น หรือใชเทคนิคอื่นเพ่ิมเติมนอกเหนือจาก RFLP  
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 ที่อยูรวมกับขาว (Oryza sativa L.). วิทยานิพนธปริญญามหาบัณฑิต ภาควิชาชีวเคมี  
 คณะวิทยาศาสตร บัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย. 
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ภาคผนวก ก 
 
1. สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 1.1 อาหารเหลวน้ํามะพราว 
 น้ํามะพราวแก กรอง ตมใหเดือดและชอนไขมันออก 1 ลิตร 
 น้ําตาลทราย 50 กรัม 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5  กรัม 
 ปรับใหมีคาความเปนกรดดางเปน 5 ดวยกรดอะซิติก 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.2 อาหารแข็งน้ํามะพราว 
 น้ํามะพราวแก กรอง ตมใหเดือดและชอนไขมันออก 1 ลิตร 
 น้ําตาลทราย 50 กรัม 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5  กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 ปรับใหมีคาความเปนกรดดางเปน 5 ดวยกรดอะซิติก 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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1.3 อาหารแข็ง GYPG 
 กลูโคส 10  กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 10 กรัม 
 กลีเซอรอล 10 กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 3 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.4 อาหารแข็ง MYP (mannitol agar) 
 แมนนิทอล 25  กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.5 อาหารแข็ง MGYP (mannitol-glucose agar) 
 แมนนิทอล 20 กรัม 
 กลูโคส 10 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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1.6 อาหารแข็ง GGY 
 กลีเซอรอล 10 กรัม 
 กลูโคส 20 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.7 อาหารเหลว CBY 
 แหลงคารบอนชนิดตางๆ 10 กรัม 
 โบรโมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol  purple) 0.02 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 
 แหลงคารบอนที่ใช ไดแก กลูโคส เอธานอล ฟรุคโตส กาแลคโตส กลีเซอรอล       
มอลโตส แมนนิทอล ซอรบิทอล ซูโครส และไซโลส 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที แลว  
นํามาลดอุณหภูมิโดยแชในน้ําเย็นทันที 

 
2. การทดสอบลักษณะของเชื้อ 
  
 2.1 การยอมสีโดยวิธีแกรม (Gram’s stain) 
 สารเคมี  - แกรมคริสตัลไวโอเลต (Gram’s crystal violet) ประกอบดวย 
  สารละลาย A :  คริสตัลไวโอเลต 2 กรัม 
   เอธานอล (95%) 20 มิลลิลิตร 
  สารละลาย B :  แอมโมเนียมออกซาเลต 0.8 กรัม 
   น้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร 
  ผสมสารละลาย A และB เขาดวยกัน 
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  - แกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) ประกอบดวย 
   ไอโอดีน 1 กรัม 
   โปแตสเซียมไอโอไดด 2 กรัม 
   น้ํากล่ัน 300 มิลลิลิตร 
  ผสมไอโอดีนและโปแตสเซียมไอโอไดดในโกรง บดใหเขากัน คอยๆ เติมน้ํากลั่น      
 ทีละนอยจนครบ 300 มิลลิลิตรแลวผสมใหเขากัน 
  - แกรมแซฟฟรานิน (Gram’s saffranin) ประกอบดวย 
   แซฟฟรานิน 0.25 กรัม 
   เอธานอล (95%) 10 มิลลิลิตร 
   น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
  ละลายแซฟฟรานินในเอธานอล เติมน้ํากลั่นผสมใหเขากัน กรองผานกระดาษกรอง 
 วิธีการ - กระจายเชื้อบนแผนสไลด ทําใหแหงในอากาศแลวผานเปลวไฟเพื่อ fix เซลล 
  - ยอมดวยสีคริสตัลไวโอเลตนาน 1 นาที 
  - ลางดวยน้ํากลั่น 
  - ยอมดวยแกรมไอโอดีนนาน 1 นาที 
  - ลางสีออกโดยใชเอธานอล 95% 
  - ยอมดวยสีแซฟฟรานินนาน 30 วินาที 
  - ลางดวยน้ํากลั่นแลวซับใหแหง 
  - สองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 2.2 การทดสอบการสรางเอนไซมคาตาเลส 
 สารเคมี - สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% ประกอบดวย 
   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 3 กรัม 
   น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
   ผสมใหเขากันเก็บในขวดสีชา 
 วิธีการ - เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง GYPG บมท่ีอุณภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
  - หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% ลงบนโคโลนีเชื้อ 
  - ถาพบวามีฟองกาซเกิดขึ้น แสดงวาใหผลบวก คือ มีการสรางเอนไซมคาตาเลส  
    ถาไมพบฟองกาซ แสดงวาใหผลลบ คือ ไมมีการสรางเอนไซมคาตาเลส 
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 2.3 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล 
 สารเคมี - สารละลาย A ประกอบดวย 
   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 34.64 กรัม 
   น้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร   
  - สารละลาย B ประกอบดวย 
   โซเดียมโปแตสเซียมทาเทรต 173 กรัม 
   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 50 กรัม 
   น้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร 
  นําสารละลาย A และ สารละลาย B ผสมกันในอัตราสวนที่เทากันไดเปน 
 สารละลายเฟหลิง (Fehling’s solution) กอนนํามาใช 
 วิธีการ - เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง GGY บมท่ีอุณภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
  - หยดสารละลายเฟหลิงลงบนโคโลนีเชื้อ 
  - ถาพบวามีสีสมเกิดขึ้นรอบๆ โคโลนี แสดงวาใหผลบวก คือ มีการเกิดปฏิกิริยา 
    คีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล ถาไมพบสีส้ีมเกิดขึ้นรอบๆ โคโลนี แสดงวาใหผลลบ  
    คือ ไมมีการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 
1. การหาปริมาณเซลลูโลสในแผนวุน (Watanabe and Yamanaka, 1995) 
 วิธีการ - ชั่งน้ําหนักเปยกของแผนวุนหลังจากวางแผนวุนบนตะแกรงเปนเวลา 5 นาที 
  - หั่นแผนวุนเปนชิ้นเล็กๆ 
  - ตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 4% เปนเวลา 20 นาที  
    เพื่อไลกรดและกําจัดเซลลในแผนวุน 
  - ลางดวยน้ําสะอาดหลายๆ คร้ังและแชในสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน  
    0.5% นาน 1 ช่ัวโมง 
  - ลางดวยน้ําสะอาดอีกครั้งเพื่อกําจัดกรดและดาง 
  - อบที่อุณหภูมิ 105๐C เปนเวลา 1 วัน 
  - ชั่งน้ําหนักแหงที่ได 
 ปริมาณเซลลูโลส (cellulose content) = (น้ําหนักแหง x100) / น้ําหนักเปยก 
 
2. การหาปริมาณกรดทั้งหมด (total acid) (ปรับปรุงจาก AOAC, 1990) 
 สารเคมี - น้ําปลอดคารบอนไดออกไซด เตรียมโดยนําน้ํากลั่นมาตมจนเดือดนาน 20 นาที 
  - สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมอล เตรียมจากโซเดียม 

ไฮดรอกไซด 4 กรัม ที่เติมน้ํากลั่นปลอดคารบอนไดออกไซดจนครบ 1 ลิตร เก็บในขวดแกว    
ที่กันคารบอนไดออกไซดและทนดาง กอนใชตองนํามาหาความเขมขนมาตรฐานที่แนนอน 
 การหาความเขนมขนมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมอล
ทําโดยชั่งโปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต (KHC8H4O4) ที่อบที่อุณหภูมิ 120๐C เปนเวลา      
2 ช่ัวโมง แลวทําใหเย็นในโถอบแหง อยางละเอียดประมาณ 0.3 กรัม เติมลงในฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดคารบอนไดออกไซด 90-100 มิลลิลิตร เมื่อโปแตสเซียมไฮโดรเจน
พาทาเลตละลาย จึงเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด แลวไทเทรตดวยสารละลาย    
มาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานคํานวณไดจาก 

  
 ความเขมขนมาตรฐาน (นอรมอล) =        กรัมโปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต x 1,000 
                มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด x 204.229 
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  - สารละลายฟนอลฟทาลีน ช่ังฟนอลฟทาลีน 1 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 95%  
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 วิธีการ - ใชตัวอยางอาหารเหลวน้ํามะพราว 10 มิลลิลิตร 
  - เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด 
  - ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่รูความเขมขนแนนอน  
    จนกระทั่งถึงจุดยุติ จะเห็นสารละลายเปนสีชมพู 
  - คํานวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติก 
  ปริมาณกรดทั้งหมด (acid content) = (N x V x 60.1 x 100) / (10 x 1,000) 
 โดย N = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
        V = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการไตเตรต 
 
3. การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอลซัลฟุริกแอซิด (phenol-sulphuric acid)  
(Dubois et al., 1956) 
 สารเคมี - สารละลายฟนอลความเขมขน 5% (w/v) 
  - กรดซัลฟุริกเขมขน 
  - สารละลายกลูโคสมาตรฐานที่มีความเขมขนอยูในชวง 0.03-0.15 มิลลิกรัม 
 ตอมิลลิลิตร 
  - สารละลายตัวอยางอาหารเหลวน้ํามะพราวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 วิธีการ - ผสมสารละลายกลูโคสมาตรฐานหรือสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
    กับสารละลายฟนอล 0.5 มิลลิลิตร 
  - เติมกรดซัลฟุริกเขมขนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย โดยเติมลงบน 
    ผิวหนาของสารละลายโดยตรงอยางรวดเร็ว ไมใหกรดสัมผัสกับผนังของหลอด 
  - ปลอยสารละลายในหลอดทิ้งไวนิ่งๆ ประมาณ 10 นาที จากนั้นผสมใหเขากัน 
    แลวทิ้งไว 30 นาที 
  - นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
  - คํานวณปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐาน 

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เชื้อใช = (ปริมาณน้ําตาลตั้งตน – ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยู) x 100 
            (sugar consumption)                                  ปริมาณน้ําตาลตั้งตน 



ภาคผนวก ค 
 

1. การเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ 
 

1.1 Tris-HCl 1 โมลาร (pH 7.6) 
 ละลาย Tris base 1.21 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน
ประมาณ 0.6 มิลลิลิตร ลงไป ตั้งทิ้งไวใหสารละลายเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ปรับคาความ
เปนกรดดางใหเปน 7.6 ดวยกรดไฮโดรคลอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง ปรับปริมาตร
ใหเปน 10 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที 
 
1.2 EDTA 0.5 โมลาร (pH 8) 
 ละลาย disodium ethylene diamine tetraacetate.2H2O (EDTA) 1.861 กรัม      
ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร คนใหละลายมากที่สุด ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 8 โดยเติม
โซเดียมไฮดรอกไซดประมาณ 0.2 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร ฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.3 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร 
 ละลายโซเดียมคลอไรด 2.922 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.4 สารละลายซูโครส 25% 
 ละลายซูโครส 12.5 กรัม ในน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี

 
 
 
 
 



 106

1.5 SET buffer ประกอบดวย 
  สารละลายซูโครส 25% 40 มิลลิลิตร 
  Tris-HCl 1 โมลาร pH 7.6 2.5 มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 โมลาร 5 มิลลิลิตร 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
  

1.6 โซเดียมอะซิเตท 1 โมลาร (pH 7.4)  
 ละลายโซเดียมอะซิเตท (Na-acetate.3H2O) 1.36 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร ปรับ
คาความเปนกรดดางใหเปน 7.4 โดยการเติมกรดอะซิติก ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
1.7 Rnase buffer ประกอบดวย 

  โซเดียมอะซิเตท 1 โมลาร pH 7.4 1 มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 โมลาร pH 8 6  ไมโครลิตร 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 

1.8 TEN buffer ประกอบดวย 
  Tris-HCl 1 โมลาร pH 7.6  0.1 มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 โมลาร pH 8 0.02 มิลลิลิตร 
  สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร 0.02 มิลลิลิตร 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 

1.9 ไลโซไซม (lysozyme) 
  ละลายไลโซไซม 5 มิลลิกรัม ใน TEN buffer 1 มิลลิลิตร เตรียมกอนการใช 
 
 1.10 โพรเนส (pronase) 

 ละลายโพรเนส 2 มิลลิกรัม ใน TEN buffer 1 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 
15 นาที เตรียมกอนการใช 
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1.11 SDS 25% 
 ละลายโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) 2.5 กรัม ในน้ํากลั่น          
9 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 68๐C เพื่อชวยใหการละลายเร็วขึ้น ปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร 
 
1.12 TE buffer ประกอบดวย 
 Tris-HCl 1 โมลาร pH 8 0.1 มิลลิลิตร 
 EDTA 0.5 โมลาร pH 8  0.02 มิลลิลิตร 

  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 
1.13 10X TBE 
 ละลาย Tris base 10.8 กรัม กรดบอริก (boric acid) 5.5 กรัม และ EDTA 0.93 กรัม 
ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที กอนใชเจือจางใหเปน 1X TBE ดวยน้ํากลั่น 
 
1.14 tracking dye  
 ละลายบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) 2.5 มิลลิกรัม ไฟคอลล 400 (ficoll 400) 
4 กรัม และ SDS 50 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร 
 
1.15 DNA staining solution 
 ละลายเอธิเดียมโบรไมด (ethidium bromide) 2.5 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร     
เก็บในขวดสีน้ําตาล 
 
1.16 อะกาโรสเจล 0.8% 
 ช่ังอะกาโรสเจล (agarose gel) 0.4 กรัม เติม 1X TBE 50 มิลลิลิตร ตมในอางน้ํา
เดือดพรอมคนเปนระยะจนไดสารละลายใส ตั้งทิ้งไวใหมีอุณหภูมิประมาณ 50๐C กอนนําไป
เทลงในแชมเบอร (chamber) เมื่ออะกาโรสเจลแข็งตัว เท 1X TBE ใหทวมแผนอะกาโรสเจล 
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2. ตําแหนงการตัดลําดับเบสของเรสทริกชันเอนไซม 
 

เอนไซม อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา (๐C) ตําแหนงการตัดเบส 
BamHI 37 5’---G GATCC---3’ 

3’---CCTAG G---5’ 
 

EcoRI 
 

37 
 

5’---G AATTC---3’ 
3’---CTTAA G---5’ 

 
HindIII 

 
37 

 
5’---A AGCTT---3’ 
3’---TTCGA A---5’ 

 
KpnI 

 
37 

 
5’---GGTAC C---3’ 
3’---C CATGG---5’ 

 
NdeI 

 
37 

 
5’---CA TATG---3’ 
3’---GTAT AC---5’ 

 
PvuII 

 
37 

 
5’---CAG CTG---3’ 
3’---GTC GAC---5’ 

 
SalI 

 
37 

 
5’---G TCGAC---3’ 
3’---CAGCT G---5’ 

 
XbaI 

 
37 

 
5’---T CTAGA---3’ 
3’---AGATC T---5’ 

 



 
 

ภาคผนวก ง 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
ตารางที่ ง.1 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 TISTR 975 และ TISTR 1037  
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 2 0.609* 431.807* 0.094* 0.011* 0.980* 333.632* 71.881* 

Error 12 0.003 1.247 0.004 0.000 0.006 0.597 6.645 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 

ตารางที่ ง.2 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 

Treatment 19 0.035* 0.001* 7.199* 
Error 20 0.002 0.000 0.621 

                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.3 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 

Treatment 19 0.037* 0.001* 18.241* 
Error 20 0.001 0.000 0.510 

                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
ตารางที่ ง.4 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 

Treatment 19 0.040* 0.001* 8.997* 
Error 20 0.003 0.000 0.289 

                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.5 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 



 

 

 

 
 
 

Treatment 5 0.011* 7.521* 0.074* 0.001* 0.353* 17.266* 94.686* 
Error 24 0.001 0.623 0.003 0.000 0.024 1.320 8.120 

     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.6 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 5 0.121* 70.581* 0.042* 0.006* 0.721* 78.122* 119.296* 

Error 24 0.003 1.980 0.006 0.000 0.031 3.215 4.671 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
ตารางที่ ง.7 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 5 0.085* 50.990* 0.133* 0.003* 1.361* 15.276* 395.512* 

Error 24 0.001 0.783 0.003 0.000 0.025 1.183 4.243 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.8 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 



 

 

 

 
 
 

Treatment 19 0.073* 0.002* 8.527* 
Error 20 0.004 0.000 0.619 

                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
ตารางที่ ง.9 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 

Treatment 19 0.055* 0.001* 36.100* 
Error 20 0.009 0.000 0.827 

                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.10 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

SOV df  MS  
  pH Acid content Sugar consumption 

Treatment 19 0.064* 0.001* 41.988* 



 

 

 

 
 
 

Error 20 0.001 0.000 1.314 
                                         * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.11 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 5 0.003* 2.027* 0.087* 0.002* 0.177* 46.497* 75.190* 

Error 24 0.001 0.305 0.012 0.000 0.022 1.336 2.270 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.12 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 5 0.003 8.708 0.042* 0.002* 0.564* 56.340* 168.402* 

Error 24 0.001 3.522 0.013 0.000 0.010 4.804 10.301 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.13 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 5 0.030* 12.432* 0.150* 0.001* 1.201* 48.709* 123.614* 

Error 24 0.001 0.686 0.010 0.000 0.045 2.840 6.598 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.14 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 3 0.034* 14.153* 0.016* 0.000* 0.788* 5.499* 344.601* 

Error 16 0.001 0.703 0.003 0.000 0.008 0.731 9.366 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.15 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 3 0.133* 23.038* 0.108* 0.002* 0.208* 32.099* 136.992* 

Error 16 0.005 2.034 0.010 0.000 0.006 3.828 4.832 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.16 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 3 0.090* 59.179* 0.015* 0.001* 0.309* 24.230* 341.534* 

Error 16 0.001 0.698 0.003 0.000 0.006 0.849 3.628 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.17 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 และ 893A เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 1 0.001 1.424 0.088* 0.002* 0.519* 289.982* 1242.779* 

Error 8 0.001 0.321 0.002 0.000 0.018 2.451 4.538 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.18 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 975A และ 975B เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 1 0.507* 329.253* 0.088* 0.004* 0.126* 55.277* 413.556* 

Error 8 0.001 5.267 0.020 0.001 0.005 3.146 5.347 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.19 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 และ 1037A เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว
น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

SOV df    MS    
  Thickness Wet weight pH Acid content Cellulose content Sugar 

consumption 
Cellulose 

production 
Treatment 1 0.018* 51.683* 0.076* 0.000 0.605* 171.562* 461.856* 

Error 8 0.002 5.675 0.007 0.000 0.027 1.920 6.042 
     * หมายถึง แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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