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การคัดกรองและพิสูจน์เอกลักษณ์ของ Acetobacter และ Gluconobacter ที่แยกจากผลไม้ ดอกไม้ และวัสดุ 
อ่ืน พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียไม้จำนวน 181 ไอโซเลต จากผลการสืกษาลักษณะทางรี!โนไทปึ อบุกรมวิธานเคมี 
และ}ปแบบของการใช้เอนไซน์ดัดจำเพาะ รวมทั้งการวิเคราะน์ลำตับเบสในช่วง 1 6 ร r D N A  สามารถจัดกลุ่มและ 
พิสูจน์เอกลักษณ์ของแบคทีเรียเหล่านี้ไม้เป็น A. pasteurianus 53 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 1), A. orientalis 42 ไอโซเลต 
(กลุ่มที่ 2), A . lovaniensis 2 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 3), G. oxydans 17 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 4), G. cerinus 12 ไอโซเลต (กลุ่มท่ี 
5), G. frateurii 9 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 6), G. thailandicus 7 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 7), Asaia 21 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 8), 
Gluconacetobacter 14 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 9), Swaminatania 2 ไอโซเลต (กลุ่มที่ 10) และ Kozakia 2 ไอโซเลต (กลุ่มที่
11) ผลการลึกษาอบุกรมวิธานเคมี พบว่าแบคทีเรีย Acetobacter มี ubiquinone-9 และกลุ่มอื่นมี ubiquinone-10 
ปริมาณ DNA G+C ของแบคทีเรียที่ทดสอบอยู่ในช่วง 52 ถึง 63 โมล0/» พบว่า PA 3-3 (กลุ่ม 1) มีเปอร์เซ็นต์ความ 
คล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง 16S rDNA เป็น 99.8% เมื่อเทียบกับ A. pasteurianus TISTR 1056T KLM13-1, 
MHMlO-l, FBM4-3 และ BBM91-1 (กลุ่ม 2) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง 16S rDNA เป็น 99.5,
99.4, 99.7 และ 99.6% ตามลำดับเมื่อเทียบกับ A. orientalis NRIC 048ป LBM3-1 (กลุ่ม3) มีเปอร์เซ็นต์ความ 
คล้ายคลึงเป็น 99.8% เมื่อเทียบกับ A. lovaniensis IFO 13753T JR70-1 (กลุ่ม4) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเป็น 
99.8% เมื่อเทียบกับ G. oxydans NBRC 14819? AK33-2 (กลุ่ม 5) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเป็น 99.7% เมื่อเทียบกับ 
G. cerinus NBRC 3267T LD51-1 (กลุ่ม 6) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเป็น 99.6% เมื่อเทียบกับ G. frateurii NBRC 
3264T MG71-2 (กลุ่ม 7) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเป็น 99.8% เมื่อเทียบกับ G. thailandicus NBRC 1006001 
MG71-1 (กลุ่ม 8) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงเป็น 99.7% เมื่อเทียบกับ As. bogorensis NBRC 12264T นอกจากนี้พบว่า 
แบคทเรยสปชสใหมในสกุล Gluconobacter, Gluconacetobacter, Swaminatania และ Kozakia ซึ่งมีความแตกต่าง 
จากสายพันธุมาตรฐานของแต่ละสกุลทั้งทางม้านลักษณะทางรี!โนไทป๋และความคล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง 1 6 ร 
rDNA (97.3-99.8%) โดยพบว่า AN1-1 (กลุ่ม 7) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง 16S rDNA เป็น 
98.7% เมื่อเทียบกับ G. frateurii NBRC 3264T SIS32-2 (กลุ่ม 9) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง
16S rDNA เป็น 97.8% เมื่อเทียบกับ Ga. liquefaciens IF0123881 SI15-1 (กลุ่ม 10) มีเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึงของ 
ลำดับเบสในช่วง 16S rDNA เป็น 97.7% เมื่อเทียบกับ รพ. salitolerans PA51T และ CT8-1 (กลุ่ม 11)มีเปอร์เซ็นต์ 
ความคล้ายคลึงของลำดับเบสในช่วง 16S rDNA เป็น 96.4% เมื่อเทียบกับ K. baliensis NRIC 0488T

จากแบคทีเรีย A. pasterianus 53 ไอโซเลต พบว่า PA 3-3 มีกิจกรรมของเอนไซน์แอลกอฮอล์ดีไฮโดร 
จีเนสถูงสูด ในการผลิตกรดแอชีติกจากเอธานอล โดยผลิตกรดแอซ็ติกสูงสูด 28.87 กรัมต่อลิตร ในนี้าเลี้ยงเชื้อเมื่อ 
เจริญในอาหารที่ประกอบม้วยสารสกัดจากยีสต์ 0 .5 เปอร์เซนต์ เอจานอล4 เปอร์เซนต์ กรดแอซีติก 1 เปอร์เชนต์บ่ม 
ท่ี 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าแบบหบุนที่อัตรา 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 วัน
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Screening and identification of acetic acid bacteria isolated from various sources were carried out. One 
hundred eighty-one isolates were isolated from fruits, flowers, and other materials collected in Thailand. On the 
basis of their phenotypic and chemotaxonomic characteristics including 16S-23S rDNA restriction pattern 
analysis and the phylogenetic analysis using 16S rDNA sequences, 53 isolates were identified as A. 

p a s te u r ia n u s , 42 as A. orien ta lis , 2 as A. lo va n ien sis , 17 as G. o x yd a n s , 12 as G. ce rin u s, 9 as G .fr a te u r i i ,  7 as 
G. th a ila n d icu s, 21 as A sa ia , 14 as G lu co n a ce to b a c ter , 2 as S w a m in a ta n ia  and 2 as K o za k ia . The tested strains 
o f A c e to b a c te r  contained ubiquinone-9 as the major quinone while the rests contained ubiquinone-10. The 
DNA G+C contents of the tested isolates ranged from 52 to 63 mol%. PA 3-3 (Group 1) showed 99.8% 
similarity of 16S rDNA nucleotide with A. p a s te u r ia n u s  T1STR 1056T. KLM13-1, MHM10-1, FBM4-3 and 
BBM91-1 (Group 2) showed 99.5, 99.4, 99.7, and 99.6% sequence similarities with A. o r ien ta lis  NR1C 0481T, 
respectively. Strains LBM3-1 (Group 3) showed 99.8% similarity with A. lo v a n ien s is  IFO 13753T. Strain JR70-
1. (Group 4) showed 99.8% similarity with G. o xyd a n s  NBRC 14819T. Strain AK.33-2 (Group 5) showed 99.7% 
similarity with G. cerin u s  NBRC 3267T. Strain LD51-1 (Group 6) showed 99.6% similarity with G .fr a te u r i i  

NBRC 3264T. Strain MG71-2 (Group 7) showed 99.8% similarity with G. th a ila n d ic u s  NBRC 100600T. Strain 
MG71-1 (Group 8) showed 99.7% similarity with As. b o g o ren s is  NBRC 122647 In addition, the novel species 
were found in G lu co n o b a c te r , G lu co n a ce to b a c ter , S w a m in a ta n ia  and K o za k ia . They were differentiated from 
the type strains by several phenotypic characteristics and 16S rDNA sequence similarity. AN1-1 (Group 7) 
showed 98.7% similarity with G. fra te u r ii NBRC 3264T. Strain SIS32-2 (Group 9) showed 97.8% similarity 
with Ga. liq u e fa c ie n s  IFO 123881. Strain SI15-1 (Group 10) showed 97.7% similarity with รพ. sa lito lera n s  

PA51T. CT8-1 (Group 11) showed 96.4% similarity with K. b a lie n s is  NRIC 0488T.
From A. pasterianus (Group 1) 53 isolates, PA 3-3 exhibited a maximum alcohol dehydrogenase 

activity in acetic acid production from ethanol. This isolate produced high acetic acid 28.87 g/1 in the culture
o

broth when grown in medium containing (w/v) 0.5 % yeast extract, 4% ethanol and 1% acetic acid at 30 c  for 3 
days.
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ABBREVIATIONS

ADH = A lcohol dehydrogenase
ALDH = Aldehyde dehydrogenase
bp = base pair
BCC = BIOTEC Culture Collection

๐c = Degree Celsius
cm = Centimeter
EDTA = Disodium m ethylenediam ine tetraacetate
EtoAc = Ethyl acetate

๙ ! = gram/litter

g = gram
GenBank = National Institute o f  Health genetic sequence database
hr. = hour
HPLC = High performance liquid chromatography
HC1 = hydrochloric acid
ITS = Internal transcribes spacer region
JCM = Japan Collection o f  Microorganisms
mg = Milligram
1 = liter
M = Molar
M EGA = M olecular Evolutionary G enetics Analysis
ml = mililiter
mm = milimeter
MeOH = Methanol
nm = nanometer
NBRC = NITE Biological Resource Center
PCR = Polymerase chain reaction

Q = Quinone
rDNA = Ribisomal deoxynucleic acid
rpm = Round per minutes
Si Gel = Silica gel



Sp. = Species
TLC = Thin layer chromatography
u v = Ultraviolet

Hi = microliter

Hg = microgram
บ = Unit
v/v = volum e/volum e
w/v = weight/ volum e
% = Percent
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