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เช้ือ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย                  

มีลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมีและการสรางวุนแตกตางกัน โดยเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ปรับ
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมดเปน 9๐Brix ดวยน้ําตาลซูโครสและปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 5 ดวยกรด
อะซิติก ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน พบวา สายพันธุ TISTR 893 สรางวุนที่มีความหนา 0.36 เซนติเมตร           
มีน้ําหนักเปยก 9.78 กรัม ปริมาณกรดในอาหารเปน 0.22% (w/v) ผลิตเซลลูโลส 35.27% (กรัมเซลลูโลสตอปริมาณ
น้ําตาลที่ใช  100 กรัม) TISTR 975 สรางวุนที่มีความหนา 1.04 เซนติเมตร มีน้ําหนักเปยก 27.73 กรัม ปริมาณกรด
ในอาหารเปน 0.30% ผลิตเซลลูโลส 27.88% และ TISTR 1037 สรางวุนที่มีความหนา 0.55 เซนติเมตร มีน้ําหนัก
เปยก 14.56 กรัม ปริมาณกรดในอาหารเปน 0.23% ผลิตเซลลูโลส 30.10% เมื่อทําการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อ 3 วิธีคือ 
เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งตอเชื้อทุกๆ 3 วัน เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวที่ภาวะเขยาดวยความเร็วรอบ 150 rpm 
ตอเชื้อทุกๆ 3 วัน และเลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งที่ภาวะนิ่งตอเชื้อทุกๆ 7 วัน ทําใหพบเชื้อแปรผัน 4 
สายพันธุที่มีลักษณะโคโลนีเปลี่ยนไปจากลักษณะโคโลนีของสายพันธุเดิมดังนี้ 893A แปรจาก TISTR 893 หลังจาก
เลี้ยงในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งที่ภาวะนิ่งและตอเชื้อเปนจํานวน 10 คร้ัง สรางวุนที่มีความหนา 0.38 
เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 12.97%   975A แปรจาก TISTR 975 หลังจากเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะ
เขยาและตอเชื้อเปนจํานวน 16 ครั้ง สรางวุนที่มีความหนา 0.63 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 13.02% 
975B แปรจาก TISTR 975 หลังจากเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและตอเชื้อเปนจํานวน 16 คร้ัง สรางวุนที่มคีวาม
หนา 0.41 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 11.36%   1037A แปรจาก TISTR 1037 หลังจากเลี้ยงในอาหาร
เหลวที่ภาวะเขยาและตอเชื้อเปนจํานวน 16 คร้ัง สรางวุนที่มีความหนา 0.64 เซนติเมตรและผลิตเซลลูโลสลดลงเปน 
16.51% ในระหวางการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือท้ัง 3 วิธีเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง จะนําเช้ือมาวัดการสรางวุนเพื่อติดตาม
การเปลี่ยนแปลงของเชื้อเปรียบเทียบกับลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง พบวาถึงแมเชื้อจะมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะ
การสรางวุนในทุกครั้งที่ทําการวัด แตลักษณะโคโลนีของเชื้อไมไดเกิดการเปลี่ยนแปลงไปดวยทุกครั้ง เมื่อทดสอบ
ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุ พบวามีความแตกตางกันและแตกตางจากเชื้อตั้งตน แตเมื่อ
ทดสอบลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อตั้งตน 3 สายพันธุและเชื้อแปรผัน 4 สายพันธุ โดยใชเทคนิค Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP) ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดพบวา แถบดีเอ็นเอของแตละสายพันธุบน             
อะกาโรสเจลที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมทั้ง 8 ชนิดไมมีความแตกตางกัน 
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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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บทที่ 1 
 

บทนํา 
  

Acetobacter xylinum เปนเชื้อแบคทีเรียในกลุม acetic acid bacteria คือ เช้ือที่สามารถ
ผลิตกรดอะซิติกได เชื้อบางชนิดในกลุมน้ีใชเปนหัวเชื้อในการผลิตน้ําสมสายชู สําหรับ Acetobacter 
xylinum เปนเชื้อที่นอกจากสามารถผลิตกรดอะซิติกแลวยังสามารถผลิตวุนเซลลูโลสจากน้ํามะพราว
ไดอีกดวย วุนเซลลูโลสที่ไดนี้นิยมบริโภคกันมานานในลักษณะเปนของหวาน ชาวฟลิปปนสเรียก   
ผลิตภัณฑนี้วา natto หรือ nata de coco หรือคนไทยเรียกวา วุนมะพราว องคประกอบสวนใหญของ
วุนมะพราว คือ น้ํา และเสนใยของเซลลูโลสซึ่งเปนพอลิแซคคาไรด (polysaccharide) ที่ประกอบขึ้น
จากการจับตัวกันของกลูโคสหลายหนวยดวยพันธะ β-1,4 กลูโคซิดิก เซลลูโลสนี้ถูกเรียกวา bacterial 
cel lu lose ซึ่ งเสนใยเซลลูโลสจากแบคที เรียนี้มีขนาดเล็กกวาเสนใยเซลลูโลสจากพืช
ประมาณ 10-1,000 เทา (Yoshinaga, Tonouchi, and Watanabe, 1997)  

นอกจากประโยชนในแงของการบริโภคแลว เซลลูโลสจากแบคทีเรียยังไดรับความสนใจใน
ระดับอุตสาหกรรมเพิ่มมากขึ้น เนื่องจากมีศักยภาพของความเปนสารไบโอพอลิเมอร (biopolymer) ที่
สามารถประยุกตใชงานเฉพาะทางไดในหลายลักษณะ เชน ใชเปนสารใหความขนหนืด (thickener) 
และสารใหความคงตัว (stabilizer) ในอุตสาหกรรมอาหาร ยาและเครื่องสําอาง ใชทําเปนผิวหนังเทียม 
(artificial skin) เนื่องจากแผนวุนมีความแข็งแรงสูงเมื่อเปยกน้ํา ยอมใหอากาศและน้ําผานได ใชเปน
สวนประกอบในการทํากระดาษลําโพง (acoustic transducer diaphragm) ใชในอุตสาหกรรม      
การผลิตกระดาษ เปนตน (Valla, 1995) 

 Acetobacter xylinum สามารถใชแหลงคารบอนไดหลายชนิดเพ่ือเปนสารตั้งตนในการผลิต
เซลลูโลส เชน น้ําตาลเฮกโซส สารประกอบคารบอน 3 ตัว และ 4 ตัว แตไมวาจะใชแหลงคารบอน  
ตางกันอยางไร ก็จะตองถูกเปลี่ยนใหเปนสารตัวกลาง (intermediate) เริ่มตน คือ กลูโคส-6-ฟอสเฟต 
(G6P) กอน ซึ่งสุดทายจะถูกเปลี่ยนเปนยูริดีนไดฟอสโฟกลูโคส (UDP-glucose) กอนเขาสูหนวยการ
สรางเซลลูโลส (Tonouchi et al., 1996) สายพอลิกลูโคแซน (polyglucosan) ซ่ึงเปนหนวยยอยของ
เสนใยเซลลูโลสจะออกมาทางรูที่เรียกวา extrusion pore ที่บริเวณผิวของเซลล Acetobacter 
xylinum ซ่ึงมีอยูประมาณ 50-80 แหง สายพอลิกลูโคแซนที่ไดจะเกิดการพันตัวกันเปนเสนใยเซลลูโลส
และขยายยาวตอไปเรื่อยๆ โดยจะติดอยูกับเซลลแมกระทั่งเมื่อเซลลเกิดการแบงตัว (Valla, 1995) 
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ถาทําการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum ในภาวะนิ่ง จะไดวุนที่มีลักษณะเปนแผนลอยตัว
อยูที่ผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ ภายในแผนวุนจะมีเซลลของ Acetobacter xylinum ซ่ึงถูกหอหุมอยู 
จึงเกิดขอสันนิษฐานวา การที่เชื้อสรางเซลลูโลสเพราะตองการใชเซลลูโลสเปนตัวทําใหเชื้อเกิดการ
ลอยตัวเพ่ือสัมผัสกับอากาศที่ผิวหนามากขึ้น เพราะ Acetobacter xylinum เปนเชื้อที่ตองใชออกซิเจน
ในการเจริญเติบโต บางรายงานเสนอวา เซลลูโลสชวยปองกันแสงยูวีที่จะมาทําลายเชื้อ ชวยปองกัน
เซลลและตอสูกับเชื้อชนิดอื่น ในระดับอุตสาหกรรมจะทําการเลี้ยง Acetobacter xylinum ใน          
ถังหมักเพ่ือใชประโยชนของเซลลูโลสที่ไดในแงของการเปนสารไบโอพอลิเมอร ส่ิงหนึ่งที่เปนปญหาใน
การเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum เพื่อผลิตเซลลูโลส คือ ความแปรผันของเชื้อเมื่อทําการเลี้ยงและ
ตอเช้ือเปนระยะเวลานาน จากเชื้อท่ีเคยผลิตเซลลูโลสไดที่เรียกวา cellulose-producing culture หรือ
Cel+ อาจจะผลิตไดนอยลงหรือไมผลิตเลยซึ่งเรียกวา celluloseless mutant หรือ Cel- (Asai, 1968) 
การแปรผันของเชื้ออาจเกิดไดจากหลายสาเหตุ ในการทดลองนี้ไดศึกษาถึงภาวะในการเลี้ยงที่จะมีผล
ตอการแปรผันของเชื้อ Acetobacter xylinum และผลที่เกิดขึ้นจากการแปรผัน 
 























































บทที่ 3 
 

การทดลอง 
 
3.1 แบคทีเรียที่ใชในการทดลอง 
  

Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 TISTR 975 และ TISTR 1037 จากสถาบันวิจัย           
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ซ่ึงเปนเชื้อที่ผานกระบวนการไลโอฟไลซ ถายเชื้อลงใน
อาหารเหลวน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก 1.1) เพ่ือใชเปนหัวเชื้อตั้งตนในการทดลอง 
 
3.2 วัตถุดิบ 
  

น้ํามะพราวแก สด นํามากรอง ตมใหเดือดและทิ้งไวใหเย็น ตักไขมันที่ลอยหนาออก ปรับใหมี
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําทั้งหมดเปน 4๐Brix ดวยน้ําตมสุกหรือน้ําตาลทราย บรรจุขวด แชเย็นที่     
-4๐C จนกวาจะนํามาใช 
 
3.3 สารเคมีและอุปกรณ 
 
 - สารเคมีที่ใชในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogenphosphate) AR Grade 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (Magnesium sulfate) AR Grade 
 กรดอะซิติก (Acetic acid)  AR Grade 
 ผงวุน (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 
ซอรบิทอล (Sorbitol)  AR Grade 
ไซโลส (Xylose)  AR Grade 
เมธานอล (Methanol)  AR Grade 
แคลเซียมคารบอเนต (Calcium carbonate)  AR Grade 
โบรโมครีซอลเพอรเพิล (Bromocresol purple)  AR Grade 
เอนไซมเซลลูเลส (Cellulase)  The East Asiatic (Thailand) Public Co.,LTD. 
 

- สารเคมีที่ใชทดสอบลักษณะของเชื้อ 
คริสตัลไวโอเลต (Crystal violet)  AR Grade 
แอมโมเนียมออกซาเลต (Ammonium oxalate)  AR Grade 
ไอโอดีน (Iodine)  AR Grade 
โปแตสเซียมไอโอไดด (Potassium iodide)  AR Grade 
แซฟฟรานิน (Saffranin)  AR Grade 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide)  AR Grade 
คอปเปอรซัลเฟต (Copper sulfate)  AR Grade 
โซเดียมโปแตสเซียมทาเทรต (Sodium potassium tartrate) AR Grade 
โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide)  AR Grade 
โปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต (Potassium hydrogen pathalate) AR Grade 
ฟนอลฟทาลีน (Phenolpthalene)  AR Grade 
ฟนอล (Phenol)  AR Grade 
กรดซัลฟุริก (Sulphuric acid)  AR Grade 
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- สารเคมีที่ใชในการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ 
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 
บรอมฟนอลบลู (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 

เคร่ืองวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) SCHOTT model CG 840 
เคร่ืองชั่งน้ําหนักอยางละเอียด 4 ตําแหนง Sartorious 
เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer) LAB-LINE Instruments, Inc. 
หมอนึ่งความดัน (Autoclave) TOMY model SS-320 และ SANYO Labo 
ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 150๐C) WTB binder 
ตูอบลมรอน (อุณหภูมิ 105๐C) PROLABO 
ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) United Instrument Co.,LTD. และ  
 Haraeus Instruments 
ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา LAB-Line 
ตูเขี่ยเชื้อ (Larminar Flow Carbinet) ISSCO model BVT-123 
กลองจุลทรรศน Olympus Optical Co.,LTD.  
 model CH 30 RF 200 
เคร่ืองเหวี่ยงแยก (Centrifuge) Hettich model EBA 12 
 KOKUSAN H-103N series 
 LABQUIP 1000 series 
เคร่ืองวัดคาการดูดกลืนแสง  Milton Roy model Spectronic G01 
(Spectrophotometer) 
เคร่ืองตอชุดอิเลคโตรโฟริซิส Bio RAD model PowerPAC 300 
ตูแชอุณหภูมิ -70๐C BARA Laborator Co.,LTD. 
เครื่องฉายแสงยูวีพรอมอุปกรณถายภาพ 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 บนอาหารแข็งน้ํามะพราว (ภาคผนวก ก 1.2) 
บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน สังเกตลักษณะโคโลนี ยอมแกรม สองดูรูปรางและการติดสีของ
เซลลภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 

3.4.2 ศึกษาลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

- การสรางเอนไซมคาตาเลส (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) 
- การใชแมนนิทอล (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) 

 - การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ (Asai et al., 1964)  
               โดยเลี้ยงในอาหารเหลว CBY (ภาคผนวก ก 1.7) 
 

3.4.3 ศึกษาการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 
  

โดย streak Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ บนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C 
เปนเวลา 7 วัน เลือก 1 โคโลนีใสในหลอดแกวที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30
๐C เปนเวลา 7 วัน จากนั้นถายใสฟลาสกที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C 
เปนเวลา 7 วัน วางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design ทดลอง 5 ซํ้า เปรียบเทียบ
ความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test คาตางๆ ที่ทําการตรวจวัด มี
ดังนี้ 
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 - วัดความหนาวุนที่ไดโดยใช Vernier Calipper เฉลี่ยจาก 3 จุด 
 - ช่ังน้ําหนักเปยกของแผนวุน หลังจากวางแผนวุนบนตะแกรงเพื่อสะเด็ดน้ําเปนเวลา 5 นาที 
 - ชั่งน้ําหนักแหงของแผนวุน (ภาคผนวก ข 1)  

- หาปริมาณเซลลูโลสของแผนวุน (ภาคผนวก ข 1)  
 - วัดคาความเปนกรดดาง (pH) ในอาหารเลี้ยงเช้ือ  

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

การผลิตเซลลูโลส (cellulose production)  = น้ําหนักแหง x 100 
       ปริมาณน้ําตาลที่ใช 

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

  
ประกอบดวย 2 ขั้นตอน คือ 

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

เลี้ยงเชื้อ Acetobacter sp. ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่เติมเอนไซมเซลลูเลส 
75 ไมโครลิตร ในภาวะเขยาความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน เซลลจะอยูในชวง 
mid log phase ปนเก็บเซลลดวยเครื่องเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 4,000xg เปนเวลา 20 นาที เทสวนใส
ออกแลวลางตะกอนเซลลดวย SET buffer (ภาคผนวก ค 1.5) นําไปปนอีกครั้งที่ความเร็ว 4,000xg 
เปนเวลา 20 นาที เท SET buffer ออก นําตะกอนเซลลไปแชที่อุณหภูมิ -70๐C เมื่อครบ 10 นาที      
นําออกมาแชในอางน้ําอุณหภูมิ 65๐C ทันที เติม SET buffer 2 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็ง แลวปนให
ตะกอนเซลลกระจายอยางสม่ําเสมอดวยเคร่ือง vortex mixer ทําใหเซลลแตกโดยเติม lysozyme 
(ภาคผนวก ค 1.9) 0.2 มิลลิลิตร ยอย RNA ดวยการเติมสารละลาย Rnase ที่ประกอบดวย Rnase  5 
มิลลิกรัม ใน Rnase buffer 1 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ค 1.7) 0.1 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็งนาน         
15 นาที เติม SDS 25% (ภาคผนวก ค 1.11) 0.05 มิลลิลิตร กลับไปมาเบาๆ จะไดสารละลายที่มี
ลักษณะขนหนืด นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37๐C และกลับหลอดทุกๆ ครึ่งชั่วโมงเปนเวลา 3-6 ช่ัวโมง      
เติมสารละลาย pronase (ภาคผนวก ค 1.10) 0.3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 1 คืน    
เติม TEN buffer (ภาคผนวก ค 1.8) 1 มิลลิลิตร และสารละลาย chloroform:isoamyl (24:1) 2 เทา
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ของปริมาตรสารละลายทั้งหมด กลับหลอดไปมาเบาๆ 10 ครั้งตอนาที นําไปปนดวยความเร็ว 
5,000xg เปนเวลา 20 นาที เพื่อแยกชั้นของสารผสม ใช tip ปลายตัดดูดสารละลายชั้นบนแยกใสอีก
หลอด แลวเติมสารละลาย chloroform:isoamyl (24:1) 2 เทาของปริมาตรสารละลายทั้งหมดอีกครั้ง 
ทําการปนแยกและดูดสารละลายชั้นบนแยกใสอีกหลอดในลักษณะเดิม เติมสารละลายโซเดียม    
คลอไรด (ภาคผนวก ค 1.3) 5 โมลาร 1/25 เทาของปริมาตรสารละลายที่แยกได และเติม absolute 
ethanol 2 เทาของปริมาตรสารละลาย กลับหลอดไปมาเบาๆ จะเห็นดีเอ็นเอสายสีขาว นําไปปนแยก 
ดีเอ็นเอที่ไดดวยเครื่องเหวี่ยงแยกที่ความเร็ว 10,000xg เปนเวลา 10 นาที เท absolute ethanol ออก 
เติมเอธานอลความเขมขน 70% เพื่อลางตะกอนดีเอ็นเอ ปนแยกอีกครั้งในลักษณะเดิมและเท          
เอธานอลออก ดีเอ็นเอที่ไดนําไปทําใหแหงที่ตูบมอุณหภูมิ 37๐C จากนั้นเติม TE buffer (ภาคผนวก   
ค 1.12) 100 ไมโครลิตร กลับไปมา เก็บท่ีอุณหภูมิ 37๐C 1 คืนเพื่อใหดีเอ็นเอละลายอยางสมบูรณ 
  

- การยอยดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 เตรียม reaction mixture 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบดวย สารละลายดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตร 
เรสทริกชันเอนไซม 1 ไมโครลิตรสําหรับเอนไซมที่มีความเขมขน 5-10 ยูนิต ถาเอนไซมมีความเขมขน 
20 ยูนิต ใชปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร บัฟเฟอรที่เหมาะกับชนิดของเอนไซม 2 ไมโครลิตร (ระบุโดยบริษัท
ผูผลิต) น้ํา deionized ที่ผานการฆาเชื้อแลว 12 ไมโครลิตร หรือมากกวา เพื่อปรับปริมาตรของ 
reaction mixture ใหเปน 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex mixer บมที่อุณหภูมิที่เหมาะ
สมกับชนิดของเอนไซมที่ใช (ภาคผนวก ค 2) 1 คืน 
 
 - การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยเจลอิเลคโตรโฟริซิส 
 นํา reaction mixture มาเติมสียอม (ภาคผนวก ค 1.14) 4 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน load ลง
ในชองของอะกาโรสเจล (ภาคผนวก ค 1.16) ที่เตรียมไว ตอขั้วไฟฟาใชคาความตางศักย 100 โวลต 
สังเกตการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอโดยดูที่สียอม ปดเครื่องเมื่อสียอมเคลื่อนที่มาเกือบสุดแผนอะกาโรส
เจล นําแผนอะกาโรสเจลแชในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด (ภาคผนวก ค 1.15) ประมาณ 5 นาที เพ่ือ
ใหสามารถมองเห็นแถบดีเอ็นเอไดเมื่อสองดวยแสงยูวี แชแผนอะกาโรสเจลในน้ําเพื่อลางเอธิเดียม  
โบรไมดสวนเกินออก นําแผนอะกาโรสเจลที่ไดวางบนเครื่องกําเนิดแสงยูวี ถายภาพดีเอ็นเอที่ได 

 
 

3.4.5 ศึกษาการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. เมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่งและภาวะเขยา 
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โดย streak Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ บนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C 

เปนเวลา 7 วัน เลือก 1 โคโลนีใสในหลอดแกวที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30
๐C  เปนเวลา 7 วัน จากนั้นถายใสฟลาสกที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร เติมเอนไซม   เซลลู
เลส 75 ไมโครลิตร (ดัดแปลงจาก Oikawa, Morino, and Ameyama,1995) บมที่อุณหภูมิ 30๐C ใน
ภาวะนิ่ง 1 ชุด และในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm 1 ชุด ตรวจปริมาณเชื้อทั้งหมด (total plate 
count) ทุกวันเปนเวลา 7 วัน นําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 
ท้ังในภาวะการเลี้ยงแบบนิ่งและการเลี้ยงแบบเขยา 
 

3.4.6 วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเช้ือ 
 

วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเชื้อ มี 3 วิธี คือ 
3.4.6.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

  เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30๐C ในภาวะนิ่ง ทําการตอเชื้อโดย
ใชปเปตดูดอาหารเลี้ยงเช้ือจากฟลาสกเดิม 5 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกใหมทุกๆ 3 วัน ในทุกๆ คร้ังของการตอเชื้อจะทํา
การวัดคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธีในขอ 3.4.3 เพื่อติดตามการ
เปลี่ยนแปลงของเชื้อ และเมื่อทําการตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง     จะนําเชื้อนั้นมา streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน เพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีที่อาจเปลี่ยนแปลงไป และนํามาศึกษาการสรางวุน 
โดยปเปตอาหารเลี้ยงเชื้อจาก ฟลาสกที่มีเชื้ออยู 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกใหมที่มีอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 
มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน จากน้ันวัดคาตางๆ ตามขอ 3.4.3 

 
3.4.6.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

  เลี้ยงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30๐C ในภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 
150 rpm ทําการตอเชื้อโดยใชปเปตดูดอาหารเลี้ยงเช้ือจากฟลาสกเดิม 5 มิลลิลิตร     ลงในฟลาสกใหมทุกๆ 3 วัน ใน
ทุกๆ คร้ังของการตอเชื้อจะทําการวัดคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อตามวิธี
ในขอ 3.4.3 เพื่อติดตามการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ และเมื่อทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อนั้นมา streak ลงบน
อาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน เพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีที่อาจเปลี่ยนแปลงไป และนํา
มาศึกษาการสรางวุน โดยปเปตอาหารเลี้ยงเชื้อจากฟลาสกที่มีเชื้ออยู 5 มิลลิลิตร ใสในฟลาสกใหมที่มีอาหารเหลว
น้ํามะพราว 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน จากนั้นวัดคาตางๆ ตามขอ 3.4.3 
  

3.4.6.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 
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  เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็งน้ํามะพราว บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วันสลับกับเลี้ยง
ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 5 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง บมที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วิธีนี้จะทํา
ใหสังเกตลักษณะโคโลนีไดทุกครั้งเมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็ง เมื่อทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อ
มาศึกษาการสรางวุนตามวิธีในขอ 3.4.3 

 
ทั้ง 3 วิธีของการเลี้ยงเชื้อวางแผนการทดลองแบบ Completely randomized design ทดลอง 

2 ซํ้า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new multiple range test สวนใน    
ขั้นตอนของการศึกษาการสรางวุน เมื่อตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง วางแผนการทดลองแบบ Completely 
randomized design ทดลอง 5 ซํ้า เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิธี Duncan’s new 
multiple range test  
 

 
ภาวะนิ่ง 
 
 
ภาวะเขยา 
 
 
 
ภาวะสลับ 

การตอเช้ือครั้งที่ 1  2  3  4 (วัดการสรางวุน)   5  6

รูปที่ 3.1 : ขั้นตอนการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 3 วิธี



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการติดสีแกรมของ Acetobacter sp. 

 
Acetobacter sp. TISTR 893 มีลักษณะโคโลนีกลม คอนขางแบน ขอบเรียบ ผิวคอนขางดาน มี

เสนผานศูนยกลางประมาณ 2.5 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 
 

รูปที่ 4.1 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 893 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งนํ้ามะพราว 
                              ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

Acetobacter sp. TISTR 975 โคโลนีมีลักษณะกลมนูนสูง คลายระฆังคว่ํา ขอบเรียบ ผิวของโคโลนี
คอนขางดาน มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.2 

 

รูปที่ 4.2 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 975 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งนํ้ามะพราว 
                              ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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Acetobacter sp. TISTR 1037 โคโลนีมีลักษณะกลม เรียบแบน ขอบคอนขางเรียบ มีความมันวาว
เล็กนอย มีจุดสีขาวเล็กๆ อยูบริเวณกลางโคโลนี มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 2.5-3 มิลลิเมตร ดังแสดง
ในรูปที่ 4.3 
 

 
 

รูปที่ 4.3 : โคโลนีของ Acetobacter TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราว 
                             ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
 โคโลนีของ Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ มีสีขาวคอนขางเหลือง และเนื่องจากทั้ง 3    สาย
พันธุสามารถผลิตเซลลูโลสได ทําใหรอบโคโลนีมีเซลลูโลสหอหุมอยู เมื่อใช loop เข่ีย ทั้งโคโลนีจะหลุดติด
มากับ loop เมื่อทําการยอมเซลล Acetobacter sp. ท้ัง 3 สายพันธุและสองดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลัง
ขยาย 1,000 เทา พบวา Acetobacter sp. มีลักษณะเซลลยาว รี (rod shape) ยอมติดสีแกรมลบ อยูเปน
เซลลเดี่ยวหรือเปนคู ดังแสดงในรูปที่ 4.4 
 

รูปที่ 4.4 : ลักษณะเซลลของ Acetobacter sp. อายุ 7 วันเมื่อสองภายใตกลองจุลทรรศน 

                          กําลังขยาย 1,000 เทา 
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4.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

ผลการทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุแสดงในตารางที่ 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 พบวา Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุสามารถผลิตเอนไซมคาตาเลสได เกิด     ปฏิกิริ

ยาคีโตเจนเนซิส คือ สามารถสรางไดไฮดรอกซีอะซีโตนจากกลีเซอรอลได เจริญเติบโตบนอาหาร GYPG 
ได และสรางกรดจากอาหาร GYPG ไดดวย โดยสังเกตจากการเกิด clear zone รอบโคโลนีบนอาหาร 
GYPG เจริญเติบโตบนอาหาร MYP และ MGYP ได แตการสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอน
ตางๆ มีความแตกตางกัน 
 
4.3 ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp.   
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ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ มีความแตกตางกัน ดังแสดงในตา

รางที่ 4.2  
 
ตารางที่ 4.2 : ลักษณะการสรางวุนของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
                     นํ้ามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซ้ํา 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
 

พบวา Acetobacter sp. TISTR 975 เปนสายพันธุที่สามารถผลิตวุนเซลลูโลสไดหนาที่สุดเมื่อเลี้ยง
ในอาหารน้ํามะพราวท่ีอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน ใหวุนที่มีความหนา 1.04 เซนติเมตร           ใหน้ํา
หนักเปยก 27.73 กรัม รองลงมา คือ TISTR 1037 ใหวุนท่ีมีความหนา 0.55 เซนติเมตร            ใหน้ําหนัก
เปยก 14.56 กรัม TISTR 893 ผลิตวุนที่มีความหนานอยที่สุด คือ 0.36 เซนติเมตร            ใหน้ําหนักเปยก 
9.78 กรัม น้ําหนักเปยกของแผนวุนที่ไดแสดงในรูปที่ 4.5   
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รูปที่ 4.5 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ 
                                เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

TISTR 975 เปนสายพันธุที่ทําใหอาหารมีปริมาณกรดสูงที่สุด คือ 0.30 กรัมตออาหาร 100 
มิลลิลิตร รองลงมา คือ TISTR 1037 และ TISTR 893 ซึ่งทําใหอาหารมีปริมาณกรดเทาๆ กัน คือ 0.23 
กรัม และ 0.22 กรัม ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.6 
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รูปที่ 4.6 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                       น้ํามะพราวท่ีอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
เมื่อพิจารณาปริมาณเซลลูโลสจากแผนวุนที่ได พบวา TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีใหปริมาณ

เซลลูโลสมากที่สุด คือ 2.64 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก รองลงมา คือ TISTR 975        ให
ปริมาณเซลลูโลสเปน 1.91 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก สวน TISTR 1037 ใหปริมาณ
เซลลูโลสเพียง 1.84 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําหนักเปยก ดังแสดงในรูปที่ 4.7 

 
รูปที่ 4.7 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp.  

                         3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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 เมื่อพิจารณาปริมาณน้ําตาลท่ีใช พบวา TISTR 975 เปนสายพันธุที่ใชน้ําตาลในอาหารมากที่สุด 
คือ 24.51 กรัมตอ 100 กรัมน้ําตาลทั้งหมด รองลงมา คือ TISTR 1037 ใชน้ําตาล 11.52 กรัม และ TISTR 
893 ใชน้ําตาล 9.43 กรัม ดังแสดงในรูปที่ 4.8 
 

รูปที่ 4.8 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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เมื่อพิจารณาการผลิตเซลลูโลสที่ไดจึงพบวา TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีใหการผลิตเซลลูโลสสูงที่
สุด คือ 35.27 กรัมเซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช รองลงมา คือ TISTR 1037 ให 30.10 กรัมเซลลูโลส
ตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช สวน TISTR 975 เปนสายพันธุท่ีใหการผลิตเซลลูโลสต่ําที่สุด คือ 27.88 กรัม
เซลลูโลสตอ 100 กรัมน้ําตาลที่ใช ดังแสดงในรูปที่ 4.9 

 

รูปที่ 4.9 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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4.4 ลักษณะการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. ในภาวะนิ่งและภาวะเขยา 
  

เมื่อเลี้ยง Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุในอาหารเหลวน้ํามะพราว 50 มิลลิลิตรที่ภาวะนิ่งและ
ภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm เพ่ือศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.10 
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                  รูปที่ 4.10 : ลักษณะการเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง
และภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 30๐C 
(st = การเลี้ยงในภาวะนิ่ง  sh = การเลี้ยงในภาวะเขยา) 

 
ในภาวะการเลี้ยงแบบเขยาเชื้อจะมีปริมาณสูงกวาการเลี้ยงแบบนิ่ง Log phase ของ 

Acetobacter sp. ท้ัง 3 สายพันธุในการเลี้ยงที่ภาวะเขยาอยูในชวงวันที่ 1 ถึงวันที่ 5 สวนภาวะ      การเลี้ยง
แบบนิ่ง Log phase จะอยูในชวงวันที่ 1 ถึงวันที่ 6 จึงเลือกชวงกลางของ Log phase คือวันที่ 3 ซึ่งเปนชวง
ประมาณกึ่งกลางของการเลี้ยงทั้งสองภาวะเปนวันที่ทําการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและ
เขยา   
4.5 ผลจากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อ 
 

4.5.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
   

ทําการเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ภาวะนิ่งอุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 60 วัน ตอ
เชื้อทุก 3 วัน เมื่อทําการตอเชื้อแตละครั้ง ไดติดตามคาความเปนกรดดาง ปริมาณกรดในอาหาร และ
ปริมาณน้ําตาลที่ใช ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.11–4.13 

 
รูปที่ 4.11 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว            
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเช้ือเมื่อเลี้ยงเชื้อท่ีภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.12 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเช้ือเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.13 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว           
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเช้ือท่ีภาวะนิ่ง 
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พบวาคา pH และปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงในแตละครั้งของการเลี้ยง
เชื้อคอนขางนอย แตปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง และเมื่อทําการ
ตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง นําเชื้อมาวัดสมบัติการสรางวุน ไดผล ดังแสดงในรูปที่ 4.14–4.20  

รูปที่ 4.14 : ความหนาของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                         อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

             ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

รูปที่ 4.15 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                  อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

      ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.16 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

 
รูปที่ 4.17 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง 
           ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.18 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 
                          3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
                          วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 ครั้ง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

รูปที่ 4.19 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
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รูปที่ 4.20 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                   ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

       ในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 
 
 เมื่อนําเชื้อทั้ง 3 สายพันธุมาวัดการสรางวุนหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังพบวา Acetobacter 
sp. TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่มีการสรางแผนวุนไดหนาที่สุด ใหน้ําหนักเปยกสูงสุด ผลิตกรด
และใชน้ําตาลมากที่สุดดวย แตผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอน้ําตาลที่ใชยังคงต่ําที่สุดเชนเดิม  

จากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งทําใหเกิดเชื้อที่มีการแปรผัน                 
1 สายพันธุ ตั้งชื่อเปน 975B เนื่องจากเกิดจากการแปรผันมาจาก Acetobacter sp. TISTR 975 พบ
เมื่อทําการ streak ลงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวจากการตอเชื้อครั้งที่ 16 
 
4.5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
   

ทําการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่ภาวะเขยาที่ความเร็วรอบ 150 rpm อุณหภูมิ 
30๐C เปนเวลา 60 วัน ตอเชื้อทุก 3 วัน เมื่อทําการตอเชื้อแตละครั้ง ไดติดตามผลคาความเปนกรดดางใน
อาหาร ปริมาณกรดที่ เกิดขึ้นและปริมาณน้ําตาลที่ ใช  ไดผลดังแสดงในรูปที่          4.21–4.23 
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รูปที่ 4.21 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว   
                 ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.22 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 

                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.23 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเล้ียงเชื้อที่ภาวะเขยา 
   

พบวาคา pH และปริมาณกรดในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางนอยแต
คอนขางปลี่ยนแปลงสูงกวาการเลี้ยงในภาวะนิ่ง สวนปริมาณน้ําตาลในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการ     
เปลี่ยนแปลงสูงและเมื่อทําการตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง นําเชื้อมาวัดสมบัติการสรางวุน ไดผลดังแสดงใน
รูปที่ 4.24–4.30  

รูปที่ 4.24 : ความหนาของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                         อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

            ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

0.0
5.0

10.0
15.0
20.0
25.0
30.0
35.0
40.0

0 5 10 15 20 25

การตอเช้ือครั้งที่

su
ga

r c
on

su
mp

tio
n 

(g 
su

ga
r c

on
su

mp
tio

n/1
00

 g 
tot

al 
su

ga
r)

TISTR 893
TISTR 975
TISTR 1037

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 4 8 12 16 20 24

การตอเชื้อครั้งที่

thi
ck

ne
ss

 (c
m) T ISTR 893

TISTR 975
TISTR 1037



 55

รูปที่ 4.25 : น้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงใน 
                  อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบ 

      ทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.26 : คา pH ของอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยง 

     ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.27 : ปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ ในอาหารเหลว 
                        น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง 
                        ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

 
รูปที่ 4.28 : ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนเซลลูโลสที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 

                          3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
                          วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ัง ที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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รูปที่ 4.29 : ปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                  ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังที่ทําการเลี้ยง 

      ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา      

 
รูปที่ 4.30 : การผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. 3 สายพันธุ เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 

                   ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดหลังจากตอเชื้อครบทุก 4 คร้ังที่ทําการเลี้ยง 
      ในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
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จากผลการวัดการสรางวุนของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุพบวา Acetobacter sp. TISTR 
975 ยังคงเปนสายพันธุที่มีการสรางแผนวุนไดหนาที่สุด ใหน้ําหนักเปยกสูงสุด ผลิตกรดและใชน้ําตาล
มากที่สุดเหมือนเดิม สวนผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชนั้น ในการทดลองนี้สายพันธุ TISTR 1037 
ใหผลนอยลง จึงทําใหสายพันธุ TISTR 975 มีการผลิตเซลลูโลสเปนอันดับสองรองจาก TISTR 893 

จากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง ทําใหเกิดเชื้อที่เกิดการ 
แปรผัน 1 สายพันธุ ตั้งชื่อเปน 893A เนื่องจากเกิดจากการแปรผันมาจาก Acetobacter sp. TISTR 
893 พบเมื่อทําการ streak ลงบนอาหารแข็งจากการตอเชื้อครั้งที่ 10 
  

คาเฉลี่ยของลักษณะที่ทําการวัดหลังจากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง
และภาวะเขยาของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ สามารถแสดงเปรียบเทียบไดดังตารางที่ 4.3  

 
ตารางที่ 4.3 : เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของลักษณะที่ทําการวัดจากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือในอาหารเหลว 

         น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C ที่ภาวะนิ่งและภาวะเขยาของเชื้อท้ัง 3 สายพันธุ 
ภาวะการเล้ียง mean1 

 ภาวะนิ่ง/สายพันธุ TISTR ภาวะเขยา/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 คาเฉลี่ยจากการวัดหลังจากการเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 20 ครั้ง 
 
พบวาในการเลี้ยงเชื้อท่ีภาวะนิ่ง เชื้อทั้ง 3 สายพันธุจะสรางกรดและใชน้ําตาลไดนอยกวา   

การเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา และเมื่อเปรียบเทียบความแปรปรวนของลักษณะทั้ง 3 จากการเลี้ยงเชื้อใน 
2 ภาวะ พบวาการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยาจะมีผลทําใหสมบัติของเชื้อเกิดความแปรปรวนไดสูงกวา  
การเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่ง 

เม่ือทําการตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง จะนําเชื้อมาทดสอบลักษณะการสรางวุนโดยเลี้ยงในอาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน ซ่ึงคาเฉลี่ยของลักษณะตางๆ ที่ทําการวัดสามารถ
แสดงเปรียบเทียบไดดังตารางที่ 4.4 
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ตารางที่ 4.4 : เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของลักษณะการสรางวุน วัดหลังจากตอเช้ือครบทุก 4 ครั้ง   
                     ที่ทําการเลี้ยงใน 3 ภาวะของเชื้อทั้ง 3 สายพันธุโดยเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
                     ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน  
 

สายพันธุ mean 
 TISTR 893/ภาวะการเลี้ยง TISTR 975/ภาวะการเล้ียง TISTR 1037/ภาวะการเลี้ยง 
Characteristics นิ่ง1 เขยา1 สลับ2 นิ่ง1 เขยา1 สลับ2 นิ่ง1 เขยา1 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 คาเฉลี่ยจากการวัดการสรางวุนเปนจํานวน 5 คร้ัง 2 คาเฉลี่ยจากการวัดการสรางวุนเปนจํานวน 3 คร้ัง 
 
 เม่ือเปรียบเทียบสมบัติการสรางวุนของเชื้อ Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 ที่วัด  
หลังจากการเลี้ยงใน 3 ภาวะ กับสมบัติการสรางวุนตั้งตนในตารางที่ 4.2 พบวา สมบัติการใชน้ําตาล
เพิ่มขึ้นแตการผลิตเซลลูโลสลดลง โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงที่สุด คือ หลังจากการเลี้ยง
ในภาวะเขยา สวนสายพันธุ TISTR 975 มีสมบัติที่มีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูงเมื่อเทียบกับเช้ือ     
ต้ังตน คือ ความหนาและน้ําหนักเปยกของแผนวุนลดลง ใชน้ําตาลสูงขึ้นจึงทําใหการผลิตเซลลูโลส  
ลดลง โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงที่สุด คือ หลังจากการเลี้ยงในภาวะนิ่ง และสายพันธุ 
TISTR 1037 มีการเปลี่ยนแปลงของสมบัติการสรางวุนเม่ือเปรียบเทียบกับสมบัติตั้งตนคลายกับ    
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สายพันธุ TISTR 893 คือ มีการใชน้ําตาลเพิ่มขึ้นแตการผลิตเซลลูโลสลดลง สวนความหนาและ       
น้ําหนักเปยกของแผนวุนมีการเปลี่ยนแปลงคอนขางนอย โดยภาวะที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงสูงสุด 
คือ หลังจากการเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

จากการตอเช้ือโดยวิธีทั้ง 3 วิธี ทําใหเกิดเชื้อแปรผัน 4 สายพันธุ คือ 893A 975A 975B และ 
1037A โดยการแปรผันที่ เกิดขึ้นสังเกตจากลักษณะของโคโลนีท่ีเปลี่ยนแปลงไปบนอาหารแข็ง         
น้ํามะพราว โคโลนีของ 893A มีลักษณะแตกตางไปจากโคโลนีของ TISTR 893 ตรงที่โคโลนีของ 893A 
มีลักษณะแบนมาก ขอบไมเรียบเปนหยัก สีคอนขางเหลืองมากกวา ผิวมีความมันวาวมากขึ้น            
มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 3.5–4 มิลลิเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.38 

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

                               เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 

โคโลนีของ 975A มีขนาดเล็ก เสนผานศูนยกลางประมาณ 1.5 มิลลิเมตร ลักษณะของ        
โคโลนีเปนเมือกเยิ้มและไมนูนสูงเหมือนเดิม เม่ือใช loop แตะที่โคโลนีจะไมติดขึ้นมาทั้งหมดเหมือน 
โคโลนีทั่วไปของ Acetobacter xylinum สวนโคโลนีของ 975B มีลักษณะแบน ไมกลม ขอบไมเรียบ 
เปนขุย ผิวมีความดานมาก มีเสนผานศูนยกลางประมาณ 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) 

        เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
โคโลนีของ 1037A มีขนาดเล็กลงมาก เสนผานศูนยกลางประมาณ 1-1.5 มิลลิเมตร สีของ   

โคโลนีคอนขางเหลืองขึ้นกวาเดิม มีความเปนเมือกเล็กนอย ดังแสดงในรูปท่ี 4.40 
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                                   (a)                                                                      (b) 
รูปท่ี 4.40 : ลักษณะโคโลนีของ 1037A (a) เปรียบเทียบกับโคโลนีของ TISTR 1037 (b) 

                             เมื่อเลี้ยงบนอาหารแข็งน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
 
ในบางคร้ังเมื่อทําการ streak จะพบโคโลนีที่มีลักษณะผิดปกติ แตเมื่อทําการ streak ซํ้าอีก

คร้ัง  โคโลนีที่มีลักษณะผิดปกตินี้ก็กลับไปมีลักษณะเหมือนเดิม การแปรผันที่เกิดขึ้นจึงคอนขางเปน
การแปรผันแบบไมถาวร คือ มีการกลับไปมาได ดังนั้นเม่ือพบโคโลนีที่มีลักษณะแปลกไป จะตองใช  
โคโลนีนั้นไปศึกษาสมบัติอ่ืนตอทันที เชื้อท้ัง 4 ที่พบนี้ มีลักษณะโคโลนีที่ไมเปลี่ยนกลับไปเปนแบบเดิม
แมจะทําการ 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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ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อที่เกิดการแปรผันที่ยังคงเหมือนเดิมเมื่อเปรียบเทียบกับเช้ือตั้งตน 
คือ การสรางเอนไซมคาตาเลส การเจริญเติบโตบนอาหาร MGYP MYP และ GYPG และการเกิด
ปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล ยกเวน 975A ที่ไมเกิดปฏิกิริยานี้ สวนลักษณะที่มีการ        
เปลี่ยนแปลงมากที่สุด คือ การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ  
 เม่ือศึกษาการสรางวุนของเชื้อที่เกิดการแปรผันพบวามีการเปลี่ยนแปลง ดังแสดงในตารางที่ 
4.6-4.8 
 
ตารางที่ 4.6 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 893 กับ 893A เม่ือเลี้ยงใน 
                     อาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 4.7 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 975 975A และ 975B       
                     เมื่อเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 
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ตารางที่ 4.8 : เปรียบเทียบการสรางวุนระหวาง Acetobacter sp. TISTR 1037 กับ 1037A  
                    เม่ือเล้ียงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 คาเฉลี่ยจากการทดลอง 5 ซํ้า 
a,b,c ตัวเลขที่มีอักษรกํากับตางกันในแถวนอนเดียวกันแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p ≤ 0.05) 

 
จากตารางพบวา เชื้อที่เกิดการแปรผันมีสมบัติในการสรางวุนตางไปจากเชื้อตั้งตน โดยที่ 

893A สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกไดเทากับ 0.38 เซนติเมตร และ 10.54 กรัม ตามลําดับ 
ซ่ึงไมแตกตางจาก TISTR 893 อยางมีนัยสําคัญ แตปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอน้ําหนักเปยกลดลงเปน 
2.18 กรัม ใช น้ําตาลมากขึ้นเปน 20.20 กรัม ดังนั้นจึงทําใหปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่
ใชลดลงเปน 12.97 กรัม 975A และ 975B สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกนอยลงเปน 0.63 
เซนติเมตร 0.41 เซนติเมตร 20.08 กรัมและ 11.51 กรัม ตามลําดับ 975A สรางวุนที่มีปริมาณ
เซลลูโลสตอนํ้าหนักเปยกลดลงเปน 1.62 กรัม และใชน้ําตาลเพิ่มขึ้นเปน 28.35 กรัม ในขณะที่ 975B 
มีปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกไมตางจาก TISTR 975 อยางมีนัยสําคัญ แต 975B สรางกรด  
นอยลงเปน 0.25 กรัม ทําให 975A มีปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชลดลงเปน 13.02 
กรัม และ 975B มีปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชลดลงเปน 11.36 กรัม 1037A สรางวุน
ที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกเพิ่มขึ้นเปน 0.64 เซนติเมตร และ 19.11 กรัม ตามลําดับ แตวุนมี
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ปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกลดลงเปน 1.45 กรัม ใชน้ําตาลมากขึ้นเปน 19.40 กรัม จึงทําใหมี
ปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอปริมาณน้ําตาลที่ใชนอยลงเปน 16.51 กรัม ดังแสดงในรูปที่ 4.41-4.45 

รูปที่ 4.41 : การเปรียบเทียบน้ําหนักเปยกของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตน 
                 และสายพันธุที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 

 
รูปที่ 4.42 : การเปรียบเทียบปริมาณกรดในอาหารจากการเลี้ยง Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและ 
                 สายพันธุที่แปรผันในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.43 : การเปรียบเทียบปริมาณเซลลูโลสตอน้ําหนักเปยกของวุนที่ผลิตโดย Acetobacter sp. 
                 สายพันธุตั้งตนและสายพันธุที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C 
                 เปนเวลา 7 วัน 

รูปที่ 4.44 : การเปรียบเทียบปริมาณน้ําตาลที่ใชโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุ 
                 ที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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รูปที่ 4.45 : การเปรียบเทียบการผลิตเซลลูโลสโดย Acetobacter sp. สายพันธุตั้งตนและสายพันธุ 
                 ที่แปรผัน เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
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4.6 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. 
  

ทําการสกัดดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนและ 4 สายพันธุที่เกิดการแปรผัน 
นํามาเปรียบเทียบโดยวิธีเจลอิเลคโตรโฟริซิส ไดผลแสดงในรูปที่ 4.46 

  
รูปที่ 4.46 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุบนอะกาโรสเจล 

 
 เม่ือไดดีเอ็นเอแลวทําการยอยดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด ดังนี้ BamHI, EcoRI,  
HindIII, KpnI, NdeI, PvuII, SalI และ XbaI ไดผลดังแสดงในรูปที่ 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 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม BamHI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.48 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม EcoRI บนอะกาโรสเจล 

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

kB 
23.4 
9.6 
6.6 
4.4 
2.3 
2.1 
 
 
 
0.6 

kB 
23.4 
9.6 
6.6 
4.4 
2.3 
2.1 
 
 
0.6 

 λ-DNA  893 893A  975   975A 975B 1037 1037A 
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รูปที่ 4.49 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม HindIII บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.50 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม KpnI บนอะกาโรสเจล 

kB 
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2.3 
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4.4 
2.3 
2.1 
 
 
0.6 

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

 λ-DNA 893 893A  975  975A 975B 1037 1037A 
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รูปที่ 4.51 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม NdeI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.52 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม PvuII บนอะกาโรสเจล 
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 λ-DNA  893 893A  975 975A  975B 1037 1037A 

 λ-DNA  893 893A 975 975A 975B 1037 1037A 
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รูปที่ 4.53 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม SalI บนอะกาโรสเจล 

 
รูปที่ 4.54 : แถบดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. 7 สายพันธุที่ถูกยอยอยางสมบูรณ 

                                 ดวยเอนไซม XbaI บนอะกาโรสเจล 

kB 
23.4 
9.6 
6.6 
4.4 
2.3 
2.1 
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kB 
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9.6 
6.6 
4.4 
2.3 
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0.6 

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

     λ-DNA  893 893A 975   975A  975B 1037 1037A
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 ผลจากการตัดดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุ ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด 
พบวา ดีเอ็นเอจากทั้ง 7 สายพันธุใหผลจากการตัดที่เหมือนกัน โดยสังเกตจากลักษณะของแถบ        
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลทั้ง 7 ชอง ที่ใหลักษณะแถบไมแตกตางกัน 
 



บทที่ 5 
 

วิจารณผลการทดลอง 
 
5.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีระวิทยาของ Acetobacter sp. 
  

เม่ือทําการยอมเซลล Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุรวมทั้งเชื้อท่ีแปรผัน 4 สายพันธุ และ
สองดูภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา พบวา Acetobacter sp. ท้ัง 7 สายพันธุ มี
ลักษณะเซลลเปนแทง (rod shape) ตรงหรือโคงเล็กนอย อยูเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือเปนสาย ติดสี
แกรมลบ (Gram-negative) ซ่ึงเปนลักษณะของจีนัส Acetobacter  (Holt et al., 1994) รูปราง
ของเซลลแบคทีเรียในจีนัส Acetobacter อาจจะพบไดทั้งเซลลรูปรางกลม ยาวรี ปองตรงสวนกลาง 
โคงงอหรือเปนสายก็ได ขึ้นอยูกับสายพันธุ ไมพบการสรางเอนโสปอร (endospore) ในเชื้อแบคทีเรีย
กลุมนี้ เซลลที่มีอายุนอยยอมติดสีแกรมลบ สวนเซลลที่มีอายุมากอาจจะยอมติดสีทั้งแกรมบวกและ 
แกรมลบ เซลลมีทั้งแบบที่เคลื่อนที่ไดและเคลื่อนที่ไมได ถาเคลื่อนที่ไดจะอาศัยแฟลกเจลลาชนิดที่เปน 
peritrichousคือมีแฟลกเจลลาอยูรอบๆ เซลล (Breed et al., 1957)  

Asai และคณะ (1964) จําแนกเชื้อแบคทีเรียในกลุมอะซิติกแอซิดแบคทีเรียออกเปน 2 กลุม 
คือ Acetobacter และ Gluconobacter โดยอาศัยชนิดของแฟลกเจลลา ถาพบวาเซลลมีแฟลกเจลลา
ที่เปนแบบ peritrichous จะจัดเปน Acetobacter แตถาพบแฟลกเจลลาชนิดที่เปน polar คือพบ
เฉพาะที่ขั้วเซลล จะจัดเปน Gluconobacter แตนอกเหนือจากชนิดของแฟลกเจลลาแลว ยังใชสมบัติ
บางประการทางชีวเคมีในการจําแนกดวย ซ่ึงถาพบเชื้อท่ีไมสามารถจัดอยูในกลุมใดไดก็จะจัดใหเปน 
“Intermediate strain” แต Frateur (1950) (อางถึงใน De Ley et al., 1984) กลาวไววา ชนิดของ    
แฟลกเจลลาไมสามารถใชเปนเกณฑในการจําแนกชนิดของอะซิติกแอซิดแบคทีเรียได เพียงแตใชเปน
สวนประกอบในการจําแนกและบงบอกชนิดของ Acetobacter และ Gluconobacter เทานั้น 

ลักษณะโคโลนีของ Acetobacter aceti subsp. xylinum บนอาหารแข็งจะแตกตางจาก      
โคโลนีของแบคทีเรียชนิดอื่น เนื่องจาก เชื้อในกลุมนี้จะมีการสรางเสนใยเซลลูโลสออกสูภายนอกและ
พันอยูรอบๆ เซลลแมเม่ือเซลลมีการแบงตัว ทําใหเซลลถูกหอหุมดวยแผนชีทของเซลลูโลส (De Ley  
et al., 1984) นอกจากนี้ลักษณะโคโลนีที่แตกตางกันบนอาหารชนิดเดียวกันยังสามารถใชเปนเกณฑ
ในการแบง Acetobacter aceti subsp. xylinum ออกเปนสายพันธุตางๆ กันไดอีกดวย เห็นไดจาก 
Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย     
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ก็มีลักษณะโคโลนีที่แตกตางกัน โดยเฉพาะ TISTR 975 ที่มีลักษณะโคโลนีท่ีนูนสูงคลายระฆังคว่ํา ซ่ึง
แตกตางจากโคโลนีของ TISTR 893 และ TISTR 1037 อยางเห็นไดชัด  
 
5.2 ลักษณะทางชีวเคมีของ Acetobacter sp. 
  

จากการทดลอง Acetobacter sp. 3 สายพันธุ มีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส 
ซ่ึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคทีเรียในกลุมอะซิติกแอซิดแบคทีเรีย ที่แตกตางจากแบคทีเรียในกลุม
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย เนื่องจากแบคทีเรียทั้งสองกลุมนี้เปนแบคทีเรียที่ผลิตกรดที่พบไดในผลไมทั้งคู 
และมีความแตกตางที่อะซิติกแอซิดแบคทีเรียมีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส ในขณะที่
แลคติกแอซิดแบคทีเรียไมมีความสามารถในการสรางเอนไซมคาตาเลส (Yamada, Hoshino, and 
Ishikawa, 1997) 

เชื้อทั้ง 3 สายพันธุ สามารถเจริญเติบโตบนอาหารที่มีแมนนิทอลเปนสวนประกอบได      
เจริญเติบโตบนอาหารที่มีกลูโคสเปนสวนประกอบและสรางกรดจากกลูโคสได สังเกตไดจากการให 
ผลบวกตอการทดสอบการเจริญบนอาหาร GYPG ซึ่งมีกลูโคสและแคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) เปน     
สวนประกอบ เม่ือเช้ือใชกลูโคสและเกิดการสรางกรดจะทําใหผลึกของแคลเซียมคารบอเนตในอาหาร
ละลาย เกิดเปน clear zone รอบๆ โคโลนี 

สวนความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอลนั้น ทุกสายพันธุใหผลบวก 
De Ley และ Frateur (1974) ไดจัด Acetobacter กลุมที่ใหผลบวกตอสมบัตินี้ใหเปน Acetobacter 
aceti และแบงพวกที่สามารถผลิตเซลลูโลสไดเปน Acetobacter aceti subsp. xylinum ซ่ึงตอมา 
Holt และคณะ (1994) ตั้งชื่อใหมเปน Acetobacter xylinum  
 สําหรับความสามารถในการสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ จะสังเกต
การเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร คือ โบรโมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol purple) ถาเชื้อสามารถใช
แหลงคารบอนไดก็จะเจริญและสรางกรดออกมาทําใหสีของโบรโมครีซอลเพอรเพิล ซ่ึงมีชวงความเปน
กรดดางในการเปลี่ยนสีอยูในชวง 6.8-5.2 เปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลือง (Asai, 1968) สวนการสราง
วุนเซลลูโลส จะสังเกตทั้งที่ผิวหนาของอาหารเหลวและในอาหารเหลว เนื่องจากเชื้อบางสายพันธุ
สามารถใชแหลงคารบอนบางชนิดในการสรางวุนได แตจะไมไดวุนที่มีลักษณะเปนแผนหนาลอยอยูที่
ผิวอาหารเหลว จะไดวุนที่มีลักษณะเปนกอนกลมๆ อุมน้ําอยูภายใน เมื่อบีบน้ําออกจะไดเพียงเยื่อ
บางๆ ของเซลลูโลสเทานั้น แสดงใหเห็นวาแหลงคารบอนบางชนิดเทานั้นที่เหมาะสมในการสรางวุน
ของเชื้อ และเชื้อแตละสายพันธุก็สามารถใชแหลงคารบอนไดแตกตางกันดวย (De Ley et al., 1984) 
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น้ําตาลที่เชื้อทุกสายพันธุสามารถใชในการสรางกรดและสรางเซลลูโลสได คือ กลูโคส ฟรุคโตส        
กาแลคโตส แมนนิทอล ซูโครสและไซโลส โดยที่เซลลูโลสที่ไดจากการใชน้ําตาลกลูโคสและฟรุคโตส 
จะมีลักษณะเปนแผนวุนหนาลอยอยูที่ผิวหนาของอาหาร ในขณะที่เซลลูโลสที่ไดจากการใชน้ําตาล
ชนิดอื่นจะเปนเสนใยบางๆ ที่อุมน้ําอยูเทานั้น แสดงใหเห็นวา กลูโคสและฟรุคโตสนาจะเปนแหลง
คารบอนที่ดีในการสรางเซลลูโลสสําหรับเชื้อ 3 สายพันธุที่ใชในการทดลอง 
 
5.3 ลักษณะการสรางวุนเซลลูโลสของ Acetobacter sp. 
  

ลักษณะการสรางวุนของ Acetobacter sp. แตละสายพันธุเปนสมบัติหนึ่งที่แสดงใหเห็นถึง
ความแตกตางระหวางสายพันธุนอกเหนือไปจากลักษณะโคโลนีและลักษณะทางชีวเคมี ลักษณะแรก
ที่สังเกตไดอยางชัดเจน คือ ความหนาและน้ําหนักเปยกของแผนวุนที่ไดจากการหมัก ซ่ึงโดยทั่วไปใน
อุตสาหกรรมการผลิตแผนวุนจะใชเวลาในการหมักประมาณ 7-14 วัน (วราวุฒิ ครูสง, 2539) ใน    
การทดลองนี้จึงใชระยะเวลาในการหมัก 7 วัน จากตารางที่ 4.2 พบวา Acetobacter sp. สายพันธุที่
สรางแผนวุนที่มีความหนาและมีน้ําหนักเปยกมากที่สุด คือ TISTR 975 รองลงมา คือ TISTR 1037 
และ TISTR 893 ตามลําดับ แตเม่ือพิจารณาปริมาณเซลลูโลสที่ไดตอน้ําหนักเปยกพบวา วุนที่ไดจาก 
TISTR 975 นั้นมีปริมาณเซลลูโลสอยูนอยกวาปริมาณเซลลูโลสในแผนวุนที่ไดจาก TISTR 893 แสดง
วา แผนวุนที่ไดจาก TISTR 975 มีน้ําเปนองคประกอบอยูมากกวาทําใหมีน้ําหนักมาก ในขณะที่ทําการ
หั่นแผนวุนเพื่อนําไปใชในขั้นตอนการหาปริมาณเซลลูโลสพบวา แผนวุนที่ไดจากสายพันธุ TISTR 975 
ใหเนื้อสัมผัสที่ดี คือ มีความเหนียวนุมและเกาะตัวกันดีกวา แผนวุนที่ไดจาก สายพันธุ TISTR 893 
และ TISTR 1037 ผลที่ไดนี้แสดงใหเห็นวา Acetobacter sp. แตละสายพันธุสามารถผลิตเสนใย
เซลลูโลสที่มีคุณภาพแตกตางกัน ซ่ึงอาจเกิดจากจํานวนโครงสรางพอลิเมอรและชองวางภายในแผน
วุนจึงสงผลถึงความหนาของแผนวุนที่ได (Valla, 1995)  

จากรูปที่ 4.6 และ 4.8 พบวา TISTR 975 ใชน้ําตาลในปริมาณที่สูงกวา TISTR 893 และ 
TISTR 1037 และปริมาณกรดที่สรางขึ้นก็สูงกวาดวย จึงทําใหผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอน้ําตาลที่ใช   
ตํ่าที่สุด TISTR 1037 ใชน้ําตาลสูงเปนดันดับที่สองแตสรางกรดไดเทาๆ กับ TISTR 893 น้ําตาลที่ใช
อาจจะถูกนําไปใชในการผลิตสารอื่นนอกเหนือจากกรดและเซลลูโลส จึงทําใหผลผลิตเซลลูโลสที่ได 
ตอนํ้าตาลที่ใชต่ํากวาของ TISTR 893 ที่มีผลผลิตเซลลูโลสที่ ไดตอน้ําตาลที่ ใช สูงที่ สุด                      
ผลผลิตเซลลูโลสที่ไดตอนํ้าตาลที่ใชแสดงใหเห็นถึงความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลไปเปน
เซลลูโลสของเชื้อ ซ่ึงจากผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 มี
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ประสิทธิภาพสูงสุดในการเปลี่ยนน้ําตาลเปนเซลลูโลส แตเมื่อพิจารณาที่ความหนาของแผนวุนที่ได
กลับนอยที่สุดซึ่งเหตุผลนาจะเปนดังที่ไดกลาวมาแลว 
 ในการเลือกสายพันธุของ Acetobacter sp. เพื่อใชในการผลิตวุนเซลลูโลสนั้นจะตอง
พิจารณาวาตองการวุนที่ไดไปใชในลักษณะใด เชน ถาตองการผลิตเพื่อใชในอุตสาหกรรมอาหาร   
อาจจะตองใชสายพันธุที่ผลิตแผนวุนที่ใหความหนามาก มีน้ําหนักสูง ซ่ึงก็จะตองคํานึงถึงลักษณะ  
เนื้อสัมผัสดวย แตถาตองการผลิตเพื่อใหไดวุนที่มีปริมาณเซลลูโลสสูงโดยไมคํานึงถึงความหนาวุน     
ก็ควรจะเลือกใชสายพันธุ TISTR 893 
 
5.4 การเจริญเติบโตของ Acetobacter sp. 
  

จากรูปที่ 4.10 พบวา Acetobacter sp. ทั้ง 3 สายพันธุ ทั้งที่เลี้ยงในภาวะนิ่งและภาวะเขยา มี
ชวงการเจริญในชวง Log phase อยูระหวางวันที่ 1 ถึงวันที่ 5 โดยในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยาจะมี
ปริมาณเชื้อสูงกวาในชวง Log phase ทั้งนี้เนื่องจากการเขยาจะทําใหเชื้อไดรับออกซิเจนมากกวาการ
เลี้ยงแบบนิ่ง เชื้อจึงมีการเจริญไดมากกวา แตถาวัดปริมาณวุนที่เชื้อผลิตในภาวะการเลี้ยงแบบเขยา
จะพบวามีปริมาณนอยกวาวุนที่ไดจากการเลี้ยงแบบนิ่ง เนื่องจากเชื้อไมจําเปนตองสรางเซลลูโลสเพ่ือ
ใหเกิดการลอยตัวของเซลลไปรับออกซิเจนที่ผิวหนาของอาหาร แตการเลี้ยงแบบเขยาจะมีโอกาสทําให
เกิดเซลลที่ขาดสมบัติในการผลิตเซลลูโลสเพ่ิมมากขึ้น (Schramm and Hestrin, 1954) จึงเลือกใช
ภาวะในการเลี้ยงแบบนิ่งและแบบเขยาเปนปจจัยหนึ่งในการเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาการแปรผันของเชื้อ 
และทําการตอเชื้อทุกๆ 3 วัน เหมือนกับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) ซึ่งเปนชวงที่
เชื้ออยูใน Log phase ดวย 
 
5.5 การเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือ 
  
 การเลี้ยงเชื้อ Acetobacter xylinum เพื่อผลิตเซลลูโลสสามารถทําไดใน 2 ภาวะ คือ การเลี้ยง
ในภาวะนิ่งและการเลี้ยงในภาวะเขยา ในภาวะนิ่ง เซลลของ Acetobacter sp. จะมาอยูท่ีบริเวณ     
ผิวหนาของอาหารเหลวโดยการลอยตัวของแผนเซลลูโลส รางแหของเซลลูโลสสามารถลอยอยูที่      
ผิวหนาของอาหารไดดวยการดูดซับคารบอนไดออกไซด (CO2) ที่ไดจากการหายใจของเซลล สวนใน
ภาวะเขยา จะไมไดแผนเซลลูโลสเหมือนกับในภาวะนิ่งเพราะเชื้อไมจําเปนตองสรางรางแหเซลลูโลส
เพื่อใหเกิดการลอยตัวของเซลลไปสัมผัสกับออกซิเจน เนื่องจากในภาวะเขยาเชื้อไดรับออกซิเจน   
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เพียงพอแลว ลักษณะของเซลลูโลสที่ไดจะเปนทรงกลมหรือเปนแฉกคลายรูปดาว ขนาดประมาณ    
10 มิลลิเมตร (Schramm and Hestrin, 1954)  
 ในการทดลองจึงไดทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่งและภาวะเขยาและตอเช้ือทุกๆ 3 วัน ซ่ึงเปนชวง
ที่เชื้อมีการเจริญเติบโตอยูในชวง Log phase เพ่ือดูผลของภาวะการเลี้ยงตอการแปรผันของเชื้อ และ
ทดลองเลี้ยงเชื้อในภาวะการตอเช้ือปกติเพ่ือเตรียมเปนหัวเชื้อในการผลิตแผนวุนดวย คือ เลี้ยงเชื้อ
สลับกันในอาหารแข็งและอาหารเหลวและตอเช้ือทุกๆ 7 วัน  

 
5.5.1 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่ง 

   
การวัด pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่เช้ือใชในอาหารเลี้ยงเชื้อ เพื่อเปนการ      

ติดตามการเปลี่ยนแปลงที่อาจเกิดขึ้นในการเลี้ยงแตละครั้งและเพื่อดูถึงความสัมพันธตอการแปรผัน
ของเชื้อในกรณีที่เกิดการแปรผัน และการวัดการสรางวุนทุกๆ 4 ครั้งของการตอเชื้อเพื่อดูวาเมื่อเล้ียง
เชื้อเปนระยะเวลาหนึ่งแลว เชื้อสวนใหญมีสมบัติในการสรางวุนเปลี่ยนไปหรือไม และไดสุมตัวอยาง
เชื้อมา streak ลงบนอาหารแข็งดวย เพราะบางครั้งเชื้อที่เกิดการแปรผันก็อาจจะปะปนอยูกับเชื้อปกติ 
จะตองพิจารณาที่ลักษณะของโคโลนีจึงจะเห็นความแตกตาง จากรูปท่ี 4.12 และ 4.13 พบวา          
ในแตละครั้งของการเลี้ยงเชื้อ เชื้อมีการเปลี่ยนแปลงในเรื่องของการสรางกรดและการใชน้ําตาล       
สูงมากแตก็เปนไปในลักษณะเดียวกันในแตละครั้ง คือ TISTR 975 เปนเชื้อที่สรางกรดและใชน้ําตาล   
สูงสุด สวนการสรางกรดและการใชน้ําตาลของ TISTR 893 และ TISTR 1037 มีความใกลเคียงกัน 
  เมื่อพิจารณาการสรางวุน จากรูปที่ 4.14-4.20 พบวา เช้ือที่มีการเปลี่ยนแปลงสูงสุด
ในแตละครั้งของการวัด คือ TISTR 975 แตแนวโนมก็เปนไปในลักษณะเดียวกัน คือ TISTR 975 เปน
เชื้อที่สรางแผนวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด แตแผนวุนที่ไดจะมีปริมาณเซลลูโลสต่ําที่สุด 
สรางกรดและใชน้ําตาลสูงที่สุด จึงทําใหไดผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชต่ําสุด สวน TISTR 893 
สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกนอยที่สุด แตแผนวุนที่ไดมีปริมาณเซลลูโลสสูงที่สุด สรางกรด
และใชน้ําตาลใกลเคียงกับ TISTR 1037 แตมีผลผลิตเซลลูโลสตอน้ําตาลที่ใชสูงที่สุด 
  ทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะนิ่งเปนเวลา 60 วัน ตอเช้ือ 20 ครั้ง วัดการสรางวุนและ 
streak เชื้อ 6 ครั้ง พบเชื้อที่โคโลนีมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 1 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก 
TISTR 975 จึงต้ังชื่อวา 975B ไดจากการสุมตัวอยางเชื้อท่ีวัดการสรางวุนครั้งที่ 5 หลังจากเลี้ยงเชื้อ
เปนระยะเวลาประมาณ 48 วัน เพราะสังเกตเห็นวา TISTR 975 สรางวุนที่มีความหนานอยผิดปกติ  
จึงพบโคโลนีที่เปล่ียนแปลงไปของ TISTR 975 ลักษณะโคโลนีของ 975B เม่ือเปรียบเทียบกับ TISTR 
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975 แสดงในรูปที่ 4.39 จะเห็นวาโคโลนีของ 975B มีขนาดเล็กลงมากและไมนูนสูงเหมือนเดิม 
ลักษณะโคโลนีเปนลักษณะแรกที่สังเกตการเปลี่ยนแปลงไดงายและบอกใหรูไดวาเชื้อเร่ิมมีการแปรผัน 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) 

 
5.5.2 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 

   
ทําการติดตามคา pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่ใชทุกครั้งของการเลี้ยงเชื้อ 

วัดการสรางวุนและ streak เชื้อทุกๆ 4 ครั้งของการตอเชื้อเหมือนกับการเลี้ยงในภาวะนิ่ง ผลที่ไดคลาย
กับการเลี้ยงในภาวะนิ่ง คือมีการเปลี่ยนแปลงสงูแตก็ยังคงเปนไปในแนวโนมเดียวกัน จากรูปที่ 4.22 
และ 4.23 จะเห็นวา TISTR 975 เปนสายพันธุที่สรางกรดและใชน้ําตาลไดสูงที่สุด เมื่อพิจารณาการ
สรางวุนก็เชนเดียวกัน TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่สรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด 
  เลี้ยงเชื้อในภาวะเขยาเปนเวลา 60 วัน ตอเชื้อ 20 ครั้ง วัดการสรางวุนและ streak 
เชื้อ 6 คร้ัง พบเชื้อที่มีลักษณะโคโลนีเปล่ียนแปลงไปจากเดิม 2 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก TISTR 975 
และ TISTR 1037 จึงตั้งชื่อวา 975A และ 1037A ตามลําดับ ทั้ง 2 สายพันธุไดจากการ streak เม่ือตอ
เชื้อครั้งที่ 16 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปนเวลาประมาณ 48 วัน ลักษณะโคโลนีของ 975A ตางจากโคโลนี
ของ TISTR 975 ตรงที่โคโลนีเปนเมือกเยิ้มและไมนูนสูงเหมือนเดิม ดังแสดงในรูปท่ี 4.39 สวนโคโลนี
ของ 1037A มีขนาดเล็กลงมากและมีสีเหลืองขึ้นเมื่อเทียบกับโคโลนีของ TISTR 1037 ดังแสดงในรูปที่ 
4.40 

 
5.5.3 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็ง 

   
วัดการสรางวุนและ streak เชื้อทุกๆ 4 ครั้งของการตอเช้ือ ไดผลที่มีแนวโนมเหมือน

กับการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะนิ่งและภาวะเขยา คือ TISTR 975 ยังคงเปนสายพันธุที่ผลิตแผนวุน
ที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกสูงที่สุด สรางกรดและใชน้ําตาลสูงที่สุด  
  เลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวสลับกับอาหารแข็งเปนเวลา 84 วัน ทําการตอเช้ือ 12 ครั้ง   
วัดการสรางวุน 4 ครั้ง พบเชื้อที่โคโลนีมีลักษณะเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม 1 สายพันธุ เปนเชื้อที่ไดจาก 
TISTR 893 จึงต้ังชื่อวา 893A ไดจากการ streak เชื้อเม่ือทําการตอเช้ือครั้งที่ 10 หลังจากเลี้ยงเชื้อเปน
เวลาประมาณ 70 วัน โคโลนีของ 893A ตางจากโคโลนีของ TISTR 893 ตรงที่โคโลนีมีลักษณะ     
แบนมาก ขอบไมเรียบ สีเหลืองขึ้น ผิวมีความมันวาวมากกวาเดิม ดังแสดงในรูปที่ 4.38 
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จากการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อทั้ง 3 วิธีทําใหไดเชื้อที่เกิดการแปรผัน 4 สายพันธุ คือ 893A 975A 
975B และ 1037A ซึ่งเกิดจากการแปรผันของเชื้อตั้งตนทั้ง 3 สายพันธุ แสดงใหเห็นวา วิธีการเลี้ยงเชื้อ
และการตอเช้ือทั้ง 3 วิธีมีผลที่ทําใหเช้ือเกิดการแปรผัน และเชื้อตั้งตนทั้ง 3 สายพันธุก็เปนเชื้อที่
สามารถเกิดการแปรผันได โดย TISTR 975 นาจะเปนสายพันธุที่มีโอกาสในการเกิดการแปรผันสูงสุด
เพราะเกิดเชื้อแปรผันจากสายพันธุนี้ถึง 2 ชนิด คือ 975A และ 975B และการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา 
นาจะเปนวิธีที่ทําใหเกิดเชื้อแปรผันไดสูงสุด เพราะทําใหเกิดเชื้อแปรผันได 2 ชนิด คือ 975A และ 
1037A 
 เม่ือทําการเลี้ยงเชื้อในภาวะเขยา เชื้อจะยังคงมีการสรางเซลลูโลสแตรูปแบบในการสรางและ
ลักษณะของเซลลูโลสที่ไดจะแตกตางจากในภาวะนิ่ง โดยที่ในภาวะเขยาเชื้อจะมีการสรางเซลลูโลส 
ลดลงและเซลลูโลสที่ไดจะมีการจับตัวกันเปนกอนหรือเปนสายยาว และเมื่อทําการตอเช้ือเปนระยะ
เวลานานขึ้นจะเริ่มพบวาเชื้อมีการสรางเซลลูโลสลดลง เซลลเริ่มมีการเจริญแบบกระจายซึ่งสอดคลอง
กับการทดลองของ Schramm และ Hestrin (1954) ที่พบการเจริญเชนเดียวกันเมื่อทําการเลี้ยงใน
ภาวะเขยา และเมื่อทําการทดลองซ้ําโดยเริ่มจากเชื้อตั้งตนที่ทดสอบแลววาสามารถสรางเซลลูโลสไดดี
ก็ใหผลเชนเดิม คือ เชื้อเร่ิมมีการสรางเซลลูโลสไดนอยลงเมื่อตอเช้ือและเลี้ยงในภาวะเดิมหลายครั้ง
มากขึ้น การทดลองของ Valla และ Kjosbakken (1982) ใหผลเหมือนกับของ Schramm และ Hestrin 
และพบวาภาวะการเลี้ยงแบบเขยา เปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของเชื้อที่ไมสรางเซลลูโลส   
มากกวาเชื้อท่ีสรางเซลลูโลส เพราะเมื่อระยะเวลาการเลี้ยงมากกวา 30 ชั่วโมง ปริมาณของเชื้อที่      
ไมสรางเซลลูโลสจะสูงกวาเชื้อท่ีสรางเซลลูโลส สาเหตุที่เปนเชนนี้เนื่องจากวา เช้ือที่สรางเซลลูโลสเม่ือ
เพิ่มปริมาณจนถึงระดับหนึ่งจะเกิดการรวมตัวกันเปนกลุมกอน จํานวนเซลลก็จะเพ่ิมขึ้นนอย ในขณะที่
เชื้อที่ไมสรางเซลลูโลสจะมีการเจริญแบบกระจายตอไป จึงเพิ่มจํานวนไดมากกวา และเม่ือนําเชื้อที่  
ไมสรางเซลลูโลสจากการเลี้ยงที่ภาวะเขยามาทดลองเลี้ยงในภาวะนิ่ง พบวาเชื้อกลับมามีการสราง
เซลลูโลสไดเหมือนเดิม แสดงใหเห็นวา เชื้อที่ไมไดสรางเซลลูโลสที่เกิดขึ้นเองจากการเลี้ยงนั้นสามารถ
กลับมาเกิดการสรางเซลลูโลสไดใหมเม่ืออยูในภาวะที่เหมาะสม 
 จากการทดลองเมื่อเลี้ยงเชื้อและตอเช้ือจนครบ 4 ครั้ง จะสุมตัวอยางเชื้อที่เลี้ยงมา streak ลง
บนอาหารแข็งเพื่อสังเกตลักษณะโคโลนีเปรียบเทียบกับโคโลนีของเชื้อตั้งตน ถาพบลักษณะโคโลนีที่
ผิดปกติก็จะนําโคโลนีนั้นไปทดสอบลักษณะอื่นๆ ตอไป การใชลักษณะโคโลนีเปนเกณฑในการกําหนด
การแปรผันของเชื้อเนื่องจากลักษณะโคโลนีที่เปลี่ยนแปลงไปยอมแสดงถึงการเปลี่ยนแปลงจาก    
ภายในเซลลของเชื้อเพียงปจจัยเดียวเทานั้น แตลักษณะการสรางวุนที่เปลี่ยนแปลงอาจเกิดเนื่องจาก
ป ัจจัยดานอาหารและภาวะแวดลอมรวมดวย ซึ่งเปนที่นาสังเกตวาถึงแมในการเลี้ยงเชื้อที่ภาวะเขยาจะ
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มีเชื้อที่ไมสรางเซลลูโลสอยู แตเม่ือสุมตัวอยางมา streak ดูลักษณะโคโลนี ในบางครั้งกลับไมพบ
ลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติ เชนเดียวกับการทดลองของ Valla และ Kjosbakken (1982) ที่ พบวา เชื้อที่
ไมสรางเซลลูโลสในภาวะเขยา เมื่อนํามา streak ดูลักษณะโคโลนี พบทั้งโคโลนีที่แตกตางและไม  
แตกตางจากโคโลนีของเชื้อปกติอยูปะปนกัน  ดังนั้นถึงแมวาจะพบการเจริญแบบขุนใน    
อาหารเหลวที่แสดงถึงการมีเชื้อท่ีไมสรางเซลลโูลส แตก็อาจจะไมพบลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติก็ได 

แตเชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุที่ไดจากการทดลองนี้มีลักษณะโคโลนีที่ผิดปกติจากลักษณะ   
โคโลนีเดิมของเชื้อตั้งตน จึงตั้งชื่อใหมโดยใหคงชื่อเดิมของสายพันธุตั้งตนไว นอกจากจะมีลักษณะ   
โคโลนีที่ไมเหมือนกับโคโลนีของเชื้อตั้งตนแลว เมื่อทดสอบลักษณะทางชีวเคมีเปรียบเทียบกับเช้ือ    
ต้ังตนก็ยังมีสมบัติบางอยางที่เปลี่ยนไปดวย จากตารางที่ 4.5 พบวา สมบัติที่เชื้อแปรผันทั้ง                
4 สายพันธุยังคงเหมือนกับเชื้อตั้งตน คือ ใหผลบวกตอการสรางเอนไซมคาตาเลส เจริญบนอาหาร 
MYP, MGYP และ GYPG ได สวนความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอลนั้น        
เชื้อแปรผันทั้ง 4 สายพันธุใหผลบวกยกเวน 975A เปนสายพันธุเดียวที่ไมเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิส
จากกลีเซอรอล จากที่ De Ley และ Frateur (1974) เสนอไววา Acetobacter aceti subsp. xylinum 
จะใหผลบวกตอปฏิกิริยานี้นั้น ตอมา Navarro และ Komagata (1999) ทําการทดลองและพบวา 
Acetobacter xylinum บางสายพันธุก็ไมเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล และไดทําการ
เปลี่ยนชื่อจาก Acetobacter xylinum เปน Gluconacetobacter xylinus แตโดยทั่วไปก็ยังคงเรียกเชื้อ
ชนิดนี้วา Acetobacter xylinum อยู 

สมบัติท่ีเชื้อแปรผันแตกตางจากเชื้อตั้งตนมากที่สุดก็คือ การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลง
คารบอนชนิดตางๆ เชน 893A สามารถสรางกรดจากเอธานอลไดในขณะที่ TISTR 893 ไมสามารถ
สรางได 893A 975A และ 975B สามารถสรางกรดจากกลีเซอรอลไดในขณะที่ TISTR 893 และ 
TISTR 975 ไมสามารถสรางได แต TISTR 1037 ที่เคยสรางกรดจากกลีเซอรอลไดเมื่อเกิดการแปรผัน
เปน 1037A กลับไมสามารถสรางกรดจากกลีเซอรอลได แสดงวามีเชื้อมีการแปรผันเกิดขึ้นลักษณะ
การสรางกรดและเซลลูโลสจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ ก็จะมีการเปลี่ยนแปลงไปดวย เชนเดียวกับ
การทดลองของ Steel และ Walker (1957b) ที่พบวา เชื้อแปรผันที่ไดจากการทดลองมีสมบัติในการ
สรางกรดจากน้ําตาลชนิดตางๆ เปล่ียนไปจากเดิมและสมบัติทางชีวเคมีบางชนิดก็เปลี่ยนไปดวย 
 การสรางวุนของเชื้อท่ีเกิดการแปรผันเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อตั้งตน จากตารางที่ 4.6 และ 4.8 
พบวา 893A และ 1037A เปนเชื้อแปรผันที่สามารถสรางวุนที่มีความหนาและน้ําหนักเปยกไดมากกวา
เชื้อตั้งตน คือ TISTR 893 และ TISTR 1037 ตามลําดับ แตปริมาณเซลลูโลสที่ไดจากแผนวุน          
ตอนํ้าหนักเปยกลดลง ในขณะที่ปริมาณน้ําตาลที่ใชสูงขึ้น แสดงวาน้ําตาลที่เชื้อนําไปใชนั้นมีสวนที่ถูก
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นําไปสรางเปนเซลลูโลสลดลงจากเดิม องคประกอบของแผนวุนที่ไดก็ไมเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะเกิดจาก
การที่เสนใยของเซลลูโลสมีการจัดเรียงตัวแบบใหมทําใหไดแผนวุนที่หนาขึ้นโดยที่ใชปริมาณเซลลูโลส
นอยลงหรือเช้ือใชน้ําตาลในการสรางเปนพอลิแซคคาไรดชนิดอื่นและเปนสวนประกอบอยูในแผนวุน 
(Schramm and Hestrin, 1954) จากตารางที่ 4.7 พบวา 975A และ 975B สรางแผนวุนที่มีความหนา
และน้ําหนักเปยกนอยลงเมื่อเทียบกับ TISTR 975   975A ใชน้ําตาลมากขึ้นแตปริมาณเซลลูโลสที่ได
ในแผนวุนนอยลง ปริมาณกรดที่สรางยงัคงเทาเดิม แสดงวาน้ําตาลถูกนําไปใชการสรางเปนเซลลูโลส
ไดนอยลงและถูกนําไปใชประโยชนในดานอื่นแทน เชน อาจจะใชในการเจริญเติบโตและสรางเซลล
ใหม ในขณะที่ 975B ใชน้ําตาลไดนอยลง ปริมาณเซลลูโลสที่ไดในแผนวุนและปริมาณกรดที่สรางก็
นอยลง แสดงวาเชื้อมีความสามารถจํากัดในการใชน้ําตาลหรือเช้ืออาจจะมีการเจริญที่นอยลง 
 การเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลวทั้งในภาวะนิ่งและภาวะเขยาทําใหสามารถติดตามการ       
เปลี่ยนแปลงลักษณะของเชื้อได โดยวัดคา pH ปริมาณกรดและปริมาณน้ําตาลที่เชื้อใช โดยพบวา   
ในการเลี้ยงที่ภาวะเขยา เชื้อทั้ง 3 สายพันธุจะมีการสรางกรดและใชน้ําตาลในปริมาณที่สูงกวาการ
เลี้ยงในภาวะนิ่ง ทั้งนี้เพราะในภาวะเขยาเชื้อมีการเจริญเติบโตสูงกวาในภาวะนิ่งนั่นเองดังแสดงใน  
รูปที่ 4.10 ปริมาณเชื้อมีมากกวาจึงทําใหใชน้ําตาลและผลิตกรดไดมากกวา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาในการ
เลี้ยงที่ภาวะเขยาเชื้อเกิดการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง นาจะมีโอกาสที่จะเกิดเชื้อแปรผันไดจากการ
เลี้ยงที่ภาวะนี้ 
 เม่ือนําเชื้อท้ัง 3 สายพันธุมาวัดลักษณะการสรางวุนหลังจากตอเชื้อครบทกุ 4 ครั้ง พบวาใน 
แตละครั้งที่ทําการวัด เชื้อมีสมบัติหลายชนิดที่เกิดการเปลี่ยนแปลง แตเมื่อพิจารณาจากคาเฉลี่ย      
ดังแสดงในตารางที่ 4.4 แลวเปรียบเทียบกับสมบัติตั้งตน พบวาสมบัติที่มีการเปลี่ยนแปลงคอนขางสูง
จากเชื้อทั้ง 3 สายพันธุ คือ การใชน้ําตาลที่เพิ่มขึ้นในขณะที่ปริมาณเซลลูโลสที่ไดคอนขางคงที่         
จึงสงผลใหการผลิตเซลลูโลสลดลง จากผลการทดลองที่ไดนี้พอจะบอกไดวา การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น
กับเช้ือทั้ง 3 สายพันธุ คือ การใชน้ําตาลเพื่อผลิตเซลลูโลส ซ่ึงเมื่อพิจารณาการผลิตเซลลูโลสของเชื้อ
แปรผันทั้ง 4 สายพันธุที่ได ก็พบวา เชื้อแปรผัน 4 สายพันธุลวนแลวแตมีการผลิตเซลลูโลสลดลง     
เมื่อเทียบกับเชื้อตั้งตน 
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5.6 ลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. 
 
 ลักษณะแรกที่สังเกตไดถึงการเปลี่ยนแปลงของเชื้อ Acetobacter sp. ที่ใชในการทดลอง คือ 
ลักษณะโคโลนีที่เปล่ียนแปลงไป ซึ่งเปนลักษณะทางกายภาพ ลักษณะทางกายภาพที่เปลี่ยนแปลงนี้
อาจเกิดเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมของเชื้อ (Saxena and Brown, 1989)         
จึงทําการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของ Acetobacter sp. ทุกสายพันธุที่ใชในการทดลองโดย
เทคนิค RFLP และใชเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด ในการตัดสายดีเอ็นเอ แลวสังเกตลักษณะแถบ         
ดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล ถาพบวามีความแตกตางของแถบดีเอ็นเอจาก Acetobacter sp. 7 สายพันธุ 
ที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดเดียวกัน แสดงวา มีการเรียงตัวของลําดับเบสที่แตกตางกันในสาย
ดีเอ็นเอของ Acetobacter sp. แตละสายพันธุ 

รูปท่ี 4.46 แสดงแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจลที่แยกไดจาก Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุ 
โดยมี λ-ดีเอ็นเอ ที่ตัดดวยเอนไซม HindIII เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน พบวา ดีเอ็นเอจาก Acetobacter 
sp. ทั้ง 7 สายพันธุที่แยกได มีขนาดใหญกวา 23.4 กิโลเบส เมื่อนําดีเอ็นเอจากทั้ง 7 สายพันธุมาตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิด คือ BamHI, EcoRI, HindIII, KpnI, NdeI, PvuII, SalI และ XbaI  
พบวา  แถบดี เอ็นเอของแตละสายพันธุบนอะกาโรสเจลที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตางชนิดกัน      
มีลักษณะแตกตางกัน แตเมื่อพิจารณาแถบดีเอ็นเอของทั้ง 7 สายพันธุที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซม
ชนิดเดียวกัน พบวา ไมมีความแตกตางกัน ดังแสดงในรูปท่ี 4.47-4.54 จากผลการทดลองที่ไดนี้นาจะ
บอกไดวา (1) ลักษณะโคโลนีที่เปล่ียนไปของ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนนั้น เปนเพียงแคการ
เปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเชื้อโดยไมไดเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม                  
(2) การเปลี่ยนแปลงทางกายภาพของเชื้อเกิดจากการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม  
แตการใชเทคนิค RFLP ประกอบกับเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดที่ใชในการทดลอง ยังไมสามารถ   
ตรวจพบการเปลี่ยนแปลงนั้นได 

แตจากการทดลองของ Coucheron ในป 1991 พบวา ในสายของดีเอ็นเอที่แยกจาก 
Acetobacter xylinum ที่เปน spontaneous Cel- (Acetobacter xylinum ที่เกิดการแปรผันดวยตัวเอง
กลายเปนเซลลที่ไมสามารถผลิตเซลลูโลสไดหรือผลิตไดนอยลง) มีสวนที่เรียกวา insertion sequence 
(IS) แทรกอยู  

insertion sequence เปนดีเอ็นเอสายสั้นๆ ที่สามารถอยูไดในตําแหนงใดๆ ของจีโนม 
(genome) ของเซลลและสามารถแทรกตัวเขาไปอยูในสายของดีเอ็นเอหรือพลาสมิด (plasmid) ได
โดยไมมีตําแหนงเฉพาะ เมื่อ insertion sequence แทรกตัวอยูในสายดีเอ็นเอของ Acetobacter 
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xylinum จะทําใหลําดับเบสของดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ซ่ึงผูทดลองคาดวานาจะเปนสาเหตุที่
ทําให Acetobacter xylinum  เกิดการแปรผันไดงายซึ่งสวนหนึ่งเกิดเปน Cel-  

ในเซลลของ Acetobacter xylinum มี insertion sequence อยูหลายชนิด ในการทดลองของ 
Iversen และคณะในป 1994 พบ insertion sequence อีกชนิดหนึ่งที่แทรกตัวอยูในสายดีเอ็นเอของ 
Acetobacter xylinum และทําใหเกิดเปน Cel- เชนเดียวกัน ซ่ึง insertion sequence ที่พบในการ
ทดลองนี้เปนจําพวกเดียวกับ insertion sequence ที่พบในการทดลองของ Coucheron ในป 1991 
แตมีขนาดแตกตางกันและมีตําแหนงในการแทรกตัวในสายดีเอ็นเอแตกตางกันดวย insert ion 
sequence ที่พบใน Acetobacter xylinum ไดถูกนํามาศึกษาถึงขนาด การจัดเรียงตัวของลําดับเบส
และจํานวนที่มีอยูในเซลลและพบวา insertion sequence ไมไดแทรกตัวอยูในทุกสายดีเอ็นเอของ 
spontaneous Cel- ที่เกิดขึ้นจากการทดลอง (Coucheron, 1993) 
 ส่ิงที่นาสังเกตจากผลการทดลองที่ได คือ  ลักษณะของแถบดี เอ็นเอที่ เหมือนกันของ  
Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนไมวาจะตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดใด ซึ่งเหมือนกับสายพันธุที่
เกิดจากการแปรผันทั้ ง  4 สายพันธุที่ไดแถบดีเอ็นเอเหมือนกับแถบดีเอ็นเอของสายพันธุตั้งตน           
จึงคาดวา อาจจะเปนไปไดที่ Acetobacter sp. 3 สายพันธุตั้งตนที่ไดจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย  เปนเชื้อแปรผันที่เกิดจากเชื้อตั้งตนที่เปนสายพันธุเดียวกันจึงมี
ลักษณะแถบดีเอ็นเอที่ตัดไดเหมือนกัน 



บทที่ 6 
 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

สรุปผลการทดลอง 
 
1. Acetobacter sp. แตละสายพันธุมีความแตกตางกันทางดานลักษณะทางสัณฐานวิทยา       

ชีวเคมีและการสรางวุนเซลลูโลส 
2. Acetobacter sp. TISTR 975 เปนสายพันธุที่สรางวุนที่มีความหนามากที่สุดคือ 1.04 

เซนติเมตร แตมีการผลิตเซลลูโลสต่ําที่สุดคือ 27.88% ในขณะที่ TISTR 893 เปนสายพันธุท่ีสรางวุนที่
มีความหนานอยที่สุดคือ 0.36 เซนติเมตรแตมีการผลิตเซลลูโลสสูงที่สุดคือ 35.27% 

3. วิธีการเลี้ยงเชื้อและการตอเชื้อท้ัง 3 วิธีทําใหเกิดเชื้อแปรผัน และการเลี้ยงเชื้อและตอเชื้อใน
ภาวะเขยามีผลทําใหเชื้อเกิดการแปรผันมากที่สุด 

4. เชื้อ Acetobacter sp. สายพันธุที่เกิดการแปรผันมากที่สุด คือ TISTR 975 
5. เช้ือที่เกิดจากการแปรผันจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมีและการสรางวุนเปลี่ยนไป

จากลักษณะเดิมของเชื้อตั้งตน 
6. เช้ือแปรผันทุกสายพันธุมีการผลิตเซลลูโลสลดลงเมื่อเทียบกับเชื้อตั้งตนโดย 893A เปนเชื้อ  

แปรผันที่มีการผลิตเซลลูโลสลดลงมากที่สุดคือ ลดลงถึง 22.30% ในขณะที่ 1037A เปนเชื้อแปรผันที่มี
การผลติเซลลูโลสลดลงนอยที่สุดคือ ลดลงเพียง 13.59% 

7. Acetobacter sp. ทั้ง 7 สายพันธุไมมีความแตกตางกันทางดานลักษณะพันธุกรรม เม่ือ
ทดสอบดวยเทคนิค RFLP โดยใชเรสทริกชันเอนไซม 8 ชนิดที่กลาวมา 
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ขอเสนอแนะ 
 
 1. ควรทําการเปรียบเทียบความแตกตางของแผนวุนที่ ไดจาก  Acetobacter  sp. 
แตละสายพันธุ โดยการทดสอบลักษณะเนื้อสัมผัสและการศึกษาโครงสรางภายในของแผนวุน 
 2. ลักษณะทางชีวเคมีของเชื้อ Acetobacter sp. ควรจะมีการทดสอบเพิ่มเติมนอกเหนือจาก
ลักษณะที่ไดทดสอบในการทดลองเพราะอาจจะทําใหพบลักษณะที่แตกตางกันระหวางแตละสายพันธุ
เพิ่มขึ้น 
 3. ระยะเวลาที่ใชในการเลี้ยงเชื้อและจํานวนครั้งในการตอเช้ือ ควรจะเพิ่มใหนานขึ้นจากที่ใช
ในการทดลอง เพื่อศึกษาถึงโอกาสในการเกิดการแปรผันของเชื้อ 
 4. เช้ือที่เกิดการแปรผันแลว ควรจะนํามาเลี้ยงและตอเช้ือในลักษณะเดิมเพื่อศึกษาถึงความ
คงตัวเชื้อและความเปนไปไดในการกลับไปมีลักษณะเดิมหรือแปรผันเปนลักษณะใหม 
 5. การศึกษาถึงความแตกตางทางพันธุกรรมของเชื้อ Acetobacter sp. ควรเพิ่มชนิดของ 
เรสทริกชันเอนไซมใหมากขึ้น หรือใชเทคนิคอื่นเพ่ิมเติมนอกเหนือจาก RFLP  
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ภาคผนวก ก 
 
1. สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
 1.1 อาหารเหลวน้ํามะพราว 
 น้ํามะพราวแก กรอง ตมใหเดือดและชอนไขมันออก 1 ลิตร 
 น้ําตาลทราย 50 กรัม 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5  กรัม 
 ปรับใหมีคาความเปนกรดดางเปน 5 ดวยกรดอะซิติก 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.2 อาหารแข็งน้ํามะพราว 
 น้ํามะพราวแก กรอง ตมใหเดือดและชอนไขมันออก 1 ลิตร 
 น้ําตาลทราย 50 กรัม 
 แอมโมเนียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NH4H2PO4) 1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 0.5  กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 ปรับใหมีคาความเปนกรดดางเปน 5 ดวยกรดอะซิติก 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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1.3 อาหารแข็ง GYPG 
 กลูโคส 10  กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 10 กรัม 
 กลีเซอรอล 10 กรัม 
 แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) 3 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 

1.4 อาหารแข็ง MYP (mannitol agar) 
 แมนนิทอล 25  กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.5 อาหารแข็ง MGYP (mannitol-glucose agar) 
 แมนนิทอล 20 กรัม 
 กลูโคส 10 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 เปปโตน 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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1.6 อาหารแข็ง GGY 
 กลีเซอรอล 10 กรัม 
 กลูโคส 20 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 ผงวุน 15 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.7 อาหารเหลว CBY 
 แหลงคารบอนชนิดตางๆ 10 กรัม 
 โบรโมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol  purple) 0.02 กรัม 
 ผงสกัดยีสต 5 กรัม 
 น้ํากรอง 1,000 มิลลิลิตร 
 แหลงคารบอนที่ใช ไดแก กลูโคส เอธานอล ฟรุคโตส กาแลคโตส กลีเซอรอล       
มอลโตส แมนนิทอล ซอรบิทอล ซูโครส และไซโลส 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที แลว  
นํามาลดอุณหภูมิโดยแชในน้ําเย็นทันที 

 
2. การทดสอบลักษณะของเชื้อ 
  
 2.1 การยอมสีโดยวิธีแกรม (Gram’s stain) 
 สารเคมี  - แกรมคริสตัลไวโอเลต (Gram’s crystal violet) ประกอบดวย 
  สารละลาย A :  คริสตัลไวโอเลต 2 กรัม 
   เอธานอล (95%) 20 มิลลิลิตร 
  สารละลาย B :  แอมโมเนียมออกซาเลต 0.8 กรัม 
   น้ํากล่ัน 80 มิลลิลิตร 
  ผสมสารละลาย A และB เขาดวยกัน 
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  - แกรมไอโอดีน (Gram’s iodine) ประกอบดวย 
   ไอโอดีน 1 กรัม 
   โปแตสเซียมไอโอไดด 2 กรัม 
   น้ํากล่ัน 300 มิลลิลิตร 
  ผสมไอโอดีนและโปแตสเซียมไอโอไดดในโกรง บดใหเขากัน คอยๆ เติมน้ํากลั่น      
 ทีละนอยจนครบ 300 มิลลิลิตรแลวผสมใหเขากัน 
  - แกรมแซฟฟรานิน (Gram’s saffranin) ประกอบดวย 
   แซฟฟรานิน 0.25 กรัม 
   เอธานอล (95%) 10 มิลลิลิตร 
   น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
  ละลายแซฟฟรานินในเอธานอล เติมน้ํากลั่นผสมใหเขากัน กรองผานกระดาษกรอง 
 วิธีการ - กระจายเชื้อบนแผนสไลด ทําใหแหงในอากาศแลวผานเปลวไฟเพื่อ fix เซลล 
  - ยอมดวยสีคริสตัลไวโอเลตนาน 1 นาที 
  - ลางดวยน้ํากลั่น 
  - ยอมดวยแกรมไอโอดีนนาน 1 นาที 
  - ลางสีออกโดยใชเอธานอล 95% 
  - ยอมดวยสีแซฟฟรานินนาน 30 วินาที 
  - ลางดวยน้ํากลั่นแลวซับใหแหง 
  - สองดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา 
 
 2.2 การทดสอบการสรางเอนไซมคาตาเลส 
 สารเคมี - สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% ประกอบดวย 
   ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) 3 กรัม 
   น้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตร 
   ผสมใหเขากันเก็บในขวดสีชา 
 วิธีการ - เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง GYPG บมท่ีอุณภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
  - หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3% ลงบนโคโลนีเชื้อ 
  - ถาพบวามีฟองกาซเกิดขึ้น แสดงวาใหผลบวก คือ มีการสรางเอนไซมคาตาเลส  
    ถาไมพบฟองกาซ แสดงวาใหผลลบ คือ ไมมีการสรางเอนไซมคาตาเลส 
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 2.3 การทดสอบการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล 
 สารเคมี - สารละลาย A ประกอบดวย 
   คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4.5H2O) 34.64 กรัม 
   น้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร   
  - สารละลาย B ประกอบดวย 
   โซเดียมโปแตสเซียมทาเทรต 173 กรัม 
   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 50 กรัม 
   น้ํากล่ัน 500 มิลลิลิตร 
  นําสารละลาย A และ สารละลาย B ผสมกันในอัตราสวนที่เทากันไดเปน 
 สารละลายเฟหลิง (Fehling’s solution) กอนนํามาใช 
 วิธีการ - เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง GGY บมท่ีอุณภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน 
  - หยดสารละลายเฟหลิงลงบนโคโลนีเชื้อ 
  - ถาพบวามีสีสมเกิดขึ้นรอบๆ โคโลนี แสดงวาใหผลบวก คือ มีการเกิดปฏิกิริยา 
    คีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล ถาไมพบสีส้ีมเกิดขึ้นรอบๆ โคโลนี แสดงวาใหผลลบ  
    คือ ไมมีการเกิดปฏิกิริยาคีโตเจนเนซิสจากกลีเซอรอล  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 
1. การหาปริมาณเซลลูโลสในแผนวุน (Watanabe and Yamanaka, 1995) 
 วิธีการ - ชั่งน้ําหนักเปยกของแผนวุนหลังจากวางแผนวุนบนตะแกรงเปนเวลา 5 นาที 
  - หั่นแผนวุนเปนชิ้นเล็กๆ 
  - ตมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 4% เปนเวลา 20 นาที  
    เพื่อไลกรดและกําจัดเซลลในแผนวุน 
  - ลางดวยน้ําสะอาดหลายๆ คร้ังและแชในสารละลายกรดอะซิติกความเขมขน  
    0.5% นาน 1 ช่ัวโมง 
  - ลางดวยน้ําสะอาดอีกครั้งเพื่อกําจัดกรดและดาง 
  - อบที่อุณหภูมิ 105๐C เปนเวลา 1 วัน 
  - ชั่งน้ําหนักแหงที่ได 
 ปริมาณเซลลูโลส (cellulose content) = (น้ําหนักแหง x100) / น้ําหนักเปยก 
 
2. การหาปริมาณกรดทั้งหมด (total acid) (ปรับปรุงจาก AOAC, 1990) 
 สารเคมี - น้ําปลอดคารบอนไดออกไซด เตรียมโดยนําน้ํากลั่นมาตมจนเดือดนาน 20 นาที 
  - สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมอล เตรียมจากโซเดียม 

ไฮดรอกไซด 4 กรัม ที่เติมน้ํากลั่นปลอดคารบอนไดออกไซดจนครบ 1 ลิตร เก็บในขวดแกว    
ที่กันคารบอนไดออกไซดและทนดาง กอนใชตองนํามาหาความเขมขนมาตรฐานที่แนนอน 
 การหาความเขนมขนมาตรฐานของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมอล
ทําโดยชั่งโปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต (KHC8H4O4) ที่อบที่อุณหภูมิ 120๐C เปนเวลา      
2 ช่ัวโมง แลวทําใหเย็นในโถอบแหง อยางละเอียดประมาณ 0.3 กรัม เติมลงในฟลาสกขนาด 
250 มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดคารบอนไดออกไซด 90-100 มิลลิลิตร เมื่อโปแตสเซียมไฮโดรเจน
พาทาเลตละลาย จึงเติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด แลวไทเทรตดวยสารละลาย    
มาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายมาตรฐานคํานวณไดจาก 

  
 ความเขมขนมาตรฐาน (นอรมอล) =        กรัมโปแตสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต x 1,000 
                มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด x 204.229 
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  - สารละลายฟนอลฟทาลีน ช่ังฟนอลฟทาลีน 1 กรัม ละลายในแอลกอฮอล 95%  
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 วิธีการ - ใชตัวอยางอาหารเหลวน้ํามะพราว 10 มิลลิลิตร 
  - เติมสารละลายฟนอลฟทาลีน 3 หยด 
  - ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่รูความเขมขนแนนอน  
    จนกระทั่งถึงจุดยุติ จะเห็นสารละลายเปนสีชมพู 
  - คํานวณปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติก 
  ปริมาณกรดทั้งหมด (acid content) = (N x V x 60.1 x 100) / (10 x 1,000) 
 โดย N = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 
        V = ปริมาตร (มิลลิลิตร) ของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการไตเตรต 
 
3. การหาปริมาณน้ําตาลทั้งหมดโดยวิธีฟนอลซัลฟุริกแอซิด (phenol-sulphuric acid)  
(Dubois et al., 1956) 
 สารเคมี - สารละลายฟนอลความเขมขน 5% (w/v) 
  - กรดซัลฟุริกเขมขน 
  - สารละลายกลูโคสมาตรฐานที่มีความเขมขนอยูในชวง 0.03-0.15 มิลลิกรัม 
 ตอมิลลิลิตร 
  - สารละลายตัวอยางอาหารเหลวน้ํามะพราวปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในน้ํากลั่น 
 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 วิธีการ - ผสมสารละลายกลูโคสมาตรฐานหรือสารละลายตัวอยางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร 
    กับสารละลายฟนอล 0.5 มิลลิลิตร 
  - เติมกรดซัลฟุริกเขมขนปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย โดยเติมลงบน 
    ผิวหนาของสารละลายโดยตรงอยางรวดเร็ว ไมใหกรดสัมผัสกับผนังของหลอด 
  - ปลอยสารละลายในหลอดทิ้งไวนิ่งๆ ประมาณ 10 นาที จากนั้นผสมใหเขากัน 
    แลวทิ้งไว 30 นาที 
  - นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
  - คํานวณปริมาณของน้ําตาลทั้งหมดจากกราฟมาตรฐาน 

ปริมาณน้ําตาลทั้งหมดที่เชื้อใช = (ปริมาณน้ําตาลตั้งตน – ปริมาณน้ําตาลที่เหลืออยู) x 100 
            (sugar consumption)                                  ปริมาณน้ําตาลตั้งตน 



ภาคผนวก ค 
 

1. การเตรียมสารเคมีที่ใชในการวิเคราะหลักษณะทางพันธุกรรมของเชื้อ 
 

1.1 Tris-HCl 1 โมลาร (pH 7.6) 
 ละลาย Tris base 1.21 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร เติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน
ประมาณ 0.6 มิลลิลิตร ลงไป ตั้งทิ้งไวใหสารละลายเย็นลงจนถึงอุณหภูมิหอง ปรับคาความ
เปนกรดดางใหเปน 7.6 ดวยกรดไฮโดรคลอริกหรือโซเดียมไฮดรอกไซดเจือจาง ปรับปริมาตร
ใหเปน 10 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 
นาที 
 
1.2 EDTA 0.5 โมลาร (pH 8) 
 ละลาย disodium ethylene diamine tetraacetate.2H2O (EDTA) 1.861 กรัม      
ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร คนใหละลายมากที่สุด ปรับคาความเปนกรดดางใหเปน 8 โดยเติม
โซเดียมไฮดรอกไซดประมาณ 0.2 กรัม ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร ฆาเชื้อท่ีอุณหภูมิ 
121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.3 สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 โมลาร 
 ละลายโซเดียมคลอไรด 2.922 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
 
1.4 สารละลายซูโครส 25% 
 ละลายซูโครส 12.5 กรัม ในน้ํากลั่น 40 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
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1.5 SET buffer ประกอบดวย 
  สารละลายซูโครส 25% 40 มิลลิลิตร 
  Tris-HCl 1 โมลาร pH 7.6 2.5 มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 โมลาร 5 มิลลิลิตร 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
  

1.6 โซเดียมอะซิเตท 1 โมลาร (pH 7.4)  
 ละลายโซเดียมอะซิเตท (Na-acetate.3H2O) 1.36 กรัม ในน้ํากลั่น 8 มิลลิลิตร ปรับ
คาความเปนกรดดางใหเปน 7.4 โดยการเติมกรดอะซิติก ปรับปริมาตรใหเปน 10 มิลลิลิตร 
ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาท ี
 
1.7 Rnase buffer ประกอบดวย 

  โซเดียมอะซิเตท 1 โมลาร pH 7.4 1 มิลลิลิตร 
  EDTA 0.5 โมลาร pH 8 6  ไมโครลิตร 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 

1.8 TEN buffer ประกอบดวย 
  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 
  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 

1.9 ไลโซไซม (lysozyme) 
  ละลายไลโซไซม 5 มิลลิกรัม ใน TEN buffer 1 มิลลิลิตร เตรียมกอนการใช 
 
 1.10 โพรเนส (pronase) 

 ละลายโพรเนส 2 มิลลิกรัม ใน TEN buffer 1 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 37๐C เปนเวลา 
15 นาที เตรียมกอนการใช 
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1.11 SDS 25% 
 ละลายโซเดียมโดดีซิลซัลเฟต (sodium dodecyl sulfate) 2.5 กรัม ในน้ํากลั่น          
9 มิลลิลิตร อุนที่อุณหภูมิ 68๐C เพื่อชวยใหการละลายเร็วขึ้น ปรับปริมาตรใหเปน 10 
มิลลิลิตร 
 
1.12 TE buffer ประกอบดวย 
 Tris-HCl 1 โมลาร pH 8 0.1 มิลลิลิตร 
 EDTA 0.5 โมลาร pH 8  0.02 มิลลิลิตร 

  ปรับใหมีปริมาตรเปน 10 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 
 
1.13 10X TBE 
 ละลาย Tris base 10.8 กรัม กรดบอริก (boric acid) 5.5 กรัม และ EDTA 0.93 กรัม 
ในน้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 100 มิลลิลิตร ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121๐C ความดัน 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที กอนใชเจือจางใหเปน 1X TBE ดวยน้ํากลั่น 
 
1.14 tracking dye  
 ละลายบรอมฟนอลบลู (bromphenol blue) 2.5 มิลลิกรัม ไฟคอลล 400 (ficoll 400) 
4 กรัม และ SDS 50 มิลลิกรัม ในน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 8 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหเปน 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 ตมในอางน้ํา
เดือดพรอมคนเปนระยะจนไดสารละลายใส ตั้งทิ้งไวใหมีอุณหภูมิประมาณ 50๐C กอนนําไป
เทลงในแชมเบอร (chamber) เมื่ออะกาโรสเจลแข็งตัว เท 1X TBE ใหทวมแผนอะกาโรสเจล 
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2. ตําแหนงการตัดลําดับเบสของเรสทริกชันเอนไซม 
 

เอนไซม อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา (๐C) ตําแหนงการตัดเบส 
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 
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

 
ตารางที่ ง.1 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 TISTR 975 และ TISTR 1037  
เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 



 

 

 

 
 
 

ตารางที่ ง.2 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.3 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
ตารางที่ ง.4 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะนิ่ง 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.5 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.6 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
ตารางที่ ง.7 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.8 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
ตารางที่ ง.9 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
ตารางที่ ง.10 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยคาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหารและปริมาณน้ําตาลที่ใช โดย  
Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 3 วัน กอนการตอเชื้อเมื่อเลี้ยงในภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.11 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.12 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.13 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 4 ครั้งที่ทําการเลี้ยงในอาหารเหลวที่ภาวะเขยา 
 

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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.14 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.15 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.16 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวน้ํามะพราว 
ที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 7 วัน วัดเมื่อตอเชื้อครบทุก 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.17 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 893 และ 893A เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.18 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 975 975A และ 975B เมื่อเลี้ยงในอาหาร
เหลวน้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
 



 

 

 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ง.19 : การวิเคราะหความแปรปรวนของคาเฉลี่ยความหนาวุน น้ําหนักเปยก คาความเปนกรดดางของอาหาร ปริมาณกรดในอาหาร ปริมาณ
เซลลูโลสตอน้ําหนักเปยก ปริมาณน้ําตาลที่ใชและการผลิตเซลลูโลส โดย Acetobacter sp. สายพันธุ TISTR 1037 และ 1037A เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว
น้ํามะพราวที่อุณหภูมิ 30๐C เปนเวลา 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 แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p≤0.05) 
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