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บทคัดยอ 
 

จุลินทรียที่ใชในการผลิตน้ําสมสายชูสวนใหญจัดอยูในกลุมของอะซิติกแอซิตแบคทีเรีย  

จากการคัดเลือกพบวา OR2 ผลิตกรดไดสูงสุด  เมื่อจําแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาและทาง

พันธุศาสตรพบวาเปนแบคทีเรีย Acetobacter tropicalis  จากการศึกษาคุณสมบัติบางประการ

พบวา  A. tropicalis เจริญไดใน แอลกอฮอล 5% และกรด 1%  นอกจากนี้ยังทนตอความ

เขมขนของแอลกอฮอลไดถึง 14% และทนตอความเขมขนของกรดอะซิติกไดถึง 15% เมื่อศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดของ A. tropicalis พบวา เมื่อเลี้ยงในสาโทที่ประกอบดวย 

แอลกอฮอล 8%  กรดอะซิติก 3%    และเลี้ยงแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 140 รอบตอนาที ที่ 30 

องศาเซลเซียส ผลิตกรดได 2.71% ในวันที่ 3 ของการเลี้ยง ในขณะที่เลี้ยง A. tropicalis ใน

สาโทกลั่น ซึ่งประกอบดวย แอลกอฮอล 3% กรดอะซิติก 3% และใหอากาศที่มีความเขมขนของ

ออกซิเจน 7.7 mg/l ผลิตกรดได 3.69% ในวันที่ 3 ของการเลี้ยง  
 

Abstract 
 

Acetic acid bacteria is the main microorganism for vinegar production. OR2  

was the high acid production strain from screening and this strain was indentified as 

Acetobacter tropicalis by morphology and phylogenetic. A. tropicalis characteristics 

were determined, This strain grew  in 5% alcohol and 1% acetic acid while  alcohol 

tolerance reached to 14 % and acid tolerance reached to 15%.    Acid production of 

A. tropicalis from rice wine(sa-to) was optimized. Rice wine composted 8% alcohol, 

3% acetic acid and aerated with 140 rpm shaking flask at 30oC produced  2.71% acid 

in day 3 of cultivation. Whereas, cultivation  A. tropicalis in distilled-rice wine 

consisted  3% alcohol, 3% acetic acid and aerated with 7.7 mg/l oxygen produced 

3.69% acid in day 3 of cultivation.  
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บทนํา 

 
น้ําสมสายชูเปนผลิตภัณฑ ที่ไดจากการหมักเอทานอลโดยใชจุลินทรียในกลุม acetic 

acid bacteria ซึ่งจุลินทรียในกลุมนี้สามารถออกซิไดซเอทานอลใหเปลี่ยนไปเปนกรดอะซิติก  

วัตถุดิบที่นิยมนํามาผลิตน้ําสมสายชูโดยสวนใหญจะเปนเอทานอลที่ไดจาการหมัก ผลไม รวม 

น้ําสมสายชู (vinegar) จัดเปนเครื่องปรุงรสอาหารที่เรารูจักกันมานาน และใชกันอยาง

แพรหลายในชีวิตประจําวันของครอบครัวไทย โดยนํามาประกอบอาหารที่ตองการรสเปรี้ยว หรอื

ใชหมักดองถนอมอาหาร น้ําสมสายชูที่บริโภคกันทั่วไปในครัวเรือนเปนน้ําสมสายชูกล่ัน ซึ่งมี

ปริมาณกรดน้ําสมอยู รอยละ 4-7 โดยน้ําหนักตอปริมาตร  นอกจากนี้ยังมีน้ําสมสายชูหมักซึ่ง

เปนน้ําสมสายชูที่หมักจากวัตถุดิบธรรมชาติโดยเฉพาะจากผลไม และธัญญาพืชตางๆ โดย

นํามาทําการหมักใหกลายเปนแอลกอฮอลกอน จากนั้นจึงหมักกับจุลินทรียในกลุม acetic acid 

bacteria จนไดกรด  

ในการศึกษาการหมักน้ําสมสายชูหมักในครั้งนี้ ไดทําการคัดแยกเชื้อที่สามารถผลิตกรด

น้ําสม(acetic acid) จากธรรมชาติ และ ทําการผลิตน้ําสมสายชูจากสาโทโดยการใหอากาศ 

แบบเขยา และการผลิตน้ําสมสายชูจากสุรากลั่นโดยการใหอากาศแบบพน เพื่อหาสภาวะใน

การผลิตกรดของเชื้อที่คัดแยกได เพื่อที่จะนําไปปรับใชในการผลิตน้ําสมสายชูหมักตอไป 

 



ตรวจเอกสาร 

 
น้ําสมสายช ู

น้ําสมสายชูมาจากภาษาฝรั่งเศสวา Vinaigre  แปลวา ไวนที่มีรสเปร้ียวมาก  

(Vin = Wine aigre = รสเปร้ียว ) ดังนั้นน้ําสมสายชู จึงมีความหมายวาเปนผลิตภัณฑที่ไดจาก

การทําใหเกิดกรดน้ําสม (Acetification)  ของวัตถุดิบพวกน้ําตาลหรือแปงที่ผานกระบวนการ

หมักแอลกอฮอลมาแลว (วราวุฒิ, 2538) 

วัตถุดิบที่ใชในการผลิตน้ําสมสายชูนั้นมีหลายอยางเชน การผลิตน้ําสมสายชูจากไวน   

การผลิตน้ําสมสายชูจากผลไมตางๆ     การผลิตน้ําสมสายชูจากขาวมอลต     การผลิต

น้ําสมสายชูจากแอลกอฮอล (Lipp et al., 1998) การผลิตน้ําสมสายชูจากมันเทศ       การผลิต

น้ําสมสายชูจากขาว-โชซุ (Ye et al., 2004) 

 ซึ่งตามมาตรฐานของสํานักงานอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา ไดแบงชนิดของ

น้ําสมสายชูออกเปนชนิดตางๆดังนี้ 

 Cider vinegar และ Apple vinegar เปนน้ําสมสายชูหมักที่ไดจากแอปเปลเปนวัตถุดิบ

และมีกรดน้ําสม ไมนอยกวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 Wine vinegar และ  Grape vinegar เปนน้ําสมสายชู ไดจากองุนเปนวัตถุดิบมีกรด

น้ําสมไมนอยกวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 Malt vinegar เปนน้ําสมสายชูที่ไดจากขาวมอลทหรือขาวอื่นๆที่ถูกยอยโดยขาวมอลต 

เปนวัตถุดิบและมีกรดน้ําสมไมนอยกวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 Sugar vinegar เปนน้ําสมสายชูที่ไดจากน้ําตาล กากน้ําตาล มีกรดน้ําสมสายชูไมนอย

กวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 Glucose vinegar  คือน้ําสมสายชูที่ไดจากการหมักสารละลายกลูโคสมีกรดน้ําสมไม

นอยกวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 Spirit vinegar distilled vinegar และ Grain vinegar คือน้ําสมสายชูที่ไดจาก

แอลกอฮอลกลั่นและมีกรดน้ําสมไมนอยกวา 4 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ที่ 30 องศาเซลเซียส 

(วราวุฒิ, 2538) 
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สําหรับประเทศไทยไดมีมาตรฐานของน้ําสมสายชูกําหนดโดยกระทรวงสาธารณสุข

(ฉบับที่ 204) พ.ศ.2543 เร่ือง น้ําสมสายชู ไวดังนี้คือ 

ขอที่ 1 น้ําสมสายชูแบงออกเปน 

1. น้ําสมสายชูหมักไดแกผลิตผลที่ไดจากธัญพืช ผลไม หรือน้ําตาล แลวหมัก

กับเชื้อน้ําสมสายชูตามกรรมวิธีธรรมชาติ 

2. น้ําสมสายชูกลั่น ไดแกการทําสุราขาวเจือจาง หรือแอลกอฮอลเจือจาง หมัก

กับเชื้อน้ําสมสายชูตามกรรมวิธีธรรมชาติ หรือไดมาจากการกลั่นน้ําสมสายชูหมักหรือ

น้ําสมสายชูกลั่น 

3. น้ําสมสายชูเทียม ไดแกการเอากรดอะซิติกมาเจือจางกับน้ํา 

ขอที่ 2 สําหรับคุณภาพและมาตรฐานของน้ําสมสายชูหมักและน้ําสมสายชูกลั่นมี

ดังนี้คือ 

 1. ตองมีกรดอะซิติกไมนอยกวา 4 กรัมตอ100 มิลลิลิตร 

 2. ตองไมมีกรดน้ําสม (Acetic acid) ที่ไมไดมาจากการผลิตน้ําสมสายชูหมัก

หรือน้ําสมสายชูกลั่นตามกรรมวิธีธรรมชาติ 

3. ตองไมมีการเจือจางกรดซัลฟูริก หรือกรดแรอิสระอยางอื่น 

4. ตองไมมีตะกอนเวนไวแตตะกอนอันเกิดขึ้นตามธรรมชาติจากกรรมวิธีที่ผลิต 

5. ตองไมมีหนอนน้ําสม (Vinegar eel) 

ขอ 3 การแตงสีน้ําสมสายชูหมักหรือน้ําสมสายชูกลั่น ใหใชสีน้ําตาลไหม(Caramel) 

ขอ 4 สําหรับน้ําสมสายชูเทียมตองมีคุณภาพและมาตรฐานดังนี้ 

1. ตองมีกรดน้ําสมไมนอยกวา 4 กรัมและไมเกิน 7 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร 

2. ตองไมมีกรดซัลฟูริกหรือกรดแรอิสระอยางอื่น 

3. ตองไมมีตะกอน 

4. ไมมีการเจือจางสีชนิดใดๆ 

ขอ 5 น้ําสมสายชูหมัก น้ําสมสายชูกลั่นและน้ําสมสายชูเทียมที่ผลิตและจําหนายตองมี

ฉลากและในการแสดงฉลากนั้น อยางนอยตองมีขอความเปนอักษรหรือภาษาไทยเห็นไดชัดเจน

(ประเภทของน้ําสมสายชู, 2550: ออนไลน) 
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เชื้อแบคทีเรียที่ใชในการหมักน้ําสมสายชู 
 เชื้อที่ใชในการหมักน้ําสมสายชูสวนใหญจะอยูในกลุมของ Acetobacter sp. และ 

Gluconobacter sp. ซึ่งจะสามารถออกซิไดซเอทานอลใหเปนกรดอะซิติกไดโดยภายใตสภาวะ

ที่มีอากาศ(วราวุฒิ, 2538) ดังจะเห็นไดจากตารางที่1 

 

ตารางที่ 1 แสดงถึงแบคทีเรียที่ใชในการผลิตกรดน้ําสมสายชูที่ใชในการผลิตน้ําสมสายชู 

 แบคทีเรีย  ที่มา 

Acetobacter aceti Ory et al., 2004 

Acetobacter rancens Nanba et al., 1985 

Acetobacter europaeus , Acetobacter xylinum 

Acetobacter diazotrophicus ,  Acetobacter hansenii 

Acetobacter liquefaciens 

Sokollek et al., 1998 

Acetobacter pasteurianus  ,  Acetobacter peroxydans วราวุฒ,ิ 2538 

Gluconobacter sp. สุมณฑา, 2545 

 
ขั้นตอนการหมักน้ําสมสายชู 
 การหมักน้ําสมสายชูเปนกรรมวิธีการหมัก 2 ข้ันตอน 

 ข้ั น ตอนแ รก เป น ก า รหมั กน้ํ า ต าล ให ก ล าย เป น เ อท ธิ ล แอลกอฮอล แ ล ะ

คารบอนไดออกไซด โดยการทํางานของยีสต 

ข้ันที่สอง คือการออกซิไดซพวกแอลกอฮอลใหเปนกรดน้ําสม โดยการทํางานของพวก

แบคทีเรียที่ผลิตกรดน้ําสม ปฏิกิริยาทางดานเคมีเขียนไดดังนี้ (Solieri and Giudici., 2007) 

 

       C6H12O6                                                 2C2H5OH               +        2CO2 

                    น้ําตาล               ยีสต                         เอทธิลแอลกอฮอล     คารบอนไดออกไซด 

                                              

     C2H5OH                                                        CH 3COOH          +         H 2O 

          เอทธิลแอลกอฮอล     แบคทีเรีย (Acetobacter)      กรดน้ําสมสายชู                     น้ํา 

 

สวนการหมักน้ําสมสายชูนั้นก็จะมีการหมักหลายแบบเชน การหมักแบบครั้งเดียว เปน

การหมักที่จะไมมีการเติมอาหารหรือวัตถุดิบและจะทําการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑน้ําสมสายชู

หลังจากสิ้นสุดกระบวนการหมัก (Arnold et al., 2002 และ Horiuchi et al., 1999)  การหมัก
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แบบตอเนื่องเปนการหมักที่มีการเติมอาหารหรือวัตถุดิบระหวางกระบวนการหมักและมีการเก็บ

เกี่ยวผลิตภัณฑไปพรอมๆกับการเติมอาหารใหมโดยที่จะมีอัตราการเก็บเกี่ยวเทากับอัตราการ

เติมอาหารใหมลงไป (Fregapane et al., 2003) แตสวนใหญจะนิยมใชการหมักแบบกึ่ง

ตอเนื่อง เนื่องจากการหมักแบบกึ่งตอเนื่อง จะเปนการหมักที่เล้ียงโดยมีการเติมอาหารหรือ

วัตถุดิบระหวางกระบวนการหมัก เพื่อปรับความเขมขนของอาหารที่ใชเล้ียงใหคงที่และมีสภาวะ

ที่เหมาะสมตอกระบวนการหมัก และจะมีการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑน้ําสมสายชูเมื่อส้ินสุด

กระบวนการหมัก ซึ่งการหมักแบบกึ่งตอเนื่องเปนการประยุกตการหมักแบบครั้งเดียวกับการ

หมักแบบตอเนื่องเขาดวยกัน โดยการหมักน้ําสมสายชูนั้นจะตองคํานึงถึงวัตถุดิบต้ังตน   ที่ใชวา

มีความเขมขนของเอทานอลและความเขมขนของกรดอะซิติกนั้นเหมาะสมหรือไม   ซึ่งโดยปกติ

แลวเนื่องจากความเขมขนของเอทานอลและกรดอะซิติกที่สูงจะมีผลตอการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียซึ่งความเหมาะสมของความเขมขนของเอทานอลที่ใชจะอยูในชวงระหวาง 13 กรัมตอ

ลิตร และความเขมขนของกรดอะซิติกจะอยูในชวงระหวาง 10 กรัมตอลิตร ซึ่งในการหมัก

น้ําสมสายชูเปนปฏิกริยา ที่ตองการออกซิเจน เนื่องจากแบคทีเรียที่ผลิตกรดอะซิติกจะทําการ

ออกซิไดซเอทานอลเปลี่ยนไปเปนกรดอะซิติกในสภาวะที่มีอากาศ ซึ่งโดยปกติแลวอัตราการไหล

ของอากาศจะใชที่ 0.2 vvm หรืออัตราการไหลของอากาศ 150 ลิตรตอนาที โดยมีความเขมขน

ของออกซิเจนอยูที่ 2 มิลลิกรัมตอลิตร สวนอุณหภูมิที่ใชในการหมักที่เหมาะสมกับแบคทีเรีย

ผลิตกรดน้ําสมสายชูจะอยูในชวง 30-31 องศาเซลเซียส สวนการเก็บผลิตภัณฑน้ําสมสายชูนั้น 

จะเก็บในชวงที่มีความเขมขนของกรดอะซิติกอยู  ที่ 70-80 กรัมตอลิตร    และ  ความเขมขน

ของเอทานอลไมเกิน 8 กรัมตอลิตร (Ory et al., 2002 ; 2004) 

 
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ําสมสายชู 
 อิทธิพลความเขมขนของเอทานอลโดยสวนใหญแลวความเขมขนของเอทานอลจะอยู

ในชวงรอยละ 8-12 (วราวุฒิ, 2538)  ซึ่งจากการศึกษาอัตราการเจริญของแบคทีเรียพบวาเมื่อ

ความเขมขนของเอทานอลอยูในชวง 0.5 และ 6 กรัมตอลิตร จะมีอัตราการเจริญของเชื้อเพิ่มข้ึน

จาก 0.13 ไปเปน 0.21 ตอชั่วโมง และเมื่อเพิ่มความเขมขนไปเปน 30 กรัมตอลิตร ก็ยังมีสวนที่

เหลือเจริญตอไปแตเมื่อความเขมขนของเอทานอลเพิ่มข้ึนเปน 40 กรัมตอลิตร จะยับยั้งการ

เจริญและอัตราการเจริญลดลง และถาเพิ่มความเขมขนของเอทานอลเปน 120 กรัมตอลิตร จะ

ไมเหมาะตอการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  

 อิทธิพลความเขมขนของกรดอะซิติก กรดอะซิติกมีผลตอการยับยั้งกิจกรรมหรืออัตรา

การเจริญของเชื้อ Acetobacter aceti สวนใหญจะอยูในชวงประมาณรอยละ10-14(สุมณฑา, 

2545) ซึ่งจะสังเกตไดจากความเขมขนกรดอะซิติกที่ผลิตไดนั้นมักจะมีความเขมขนที่ต่ํากวา 10 
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กรัมตอลิตร และจากการศึกษาเมื่อความเขมขนของกรดอะซิติกที่อยูในอาหารเปน 20 กรัมตอ

ลิตร จะมีผลในการยับยั้ง และเมื่อมีความเขมขนเปน 40 กรัมตอลิตร จะขัดขวางการเจริญของ

เชื้อแบคทีเรีย  และถาเพิ่มความเขมขนของกรดอะซิติกเปน  60 กรัมตอลิตร  จะยับยั้งการเจริญ

ถึงรอยละ 70   

 อิทธิพลของการใหอากาศในการหมักนั้นจะมีผลทําใหเชื้อแบคทีเรียมีอัตราการเจริญ

เพิ่มข้ึน ซึ่งจะสงผลทําใหมีอัตราการผลิตกรดเพิ่มข้ึนดวยแตถาใหอากาศมากเกินไปก็จะมีผลไป

ยับยั้งกิจกรรมและมีผลกระทบตอการผลิตกรดไดเชนกันดังนั้นจึงตองใหอากาศในปริมาณที่

เหมาะสม 

 จากรูปที่ 1 จึงสรุปไดวาอัตราการเจริญของเชื้อ Acetobacter aceti ที่เหมาะสมตอ

ความเขมขนของเอทานอลในอาหารที่ใชในการหมักอยูที่ประมาณ 13 กรัมตอลิตรสวนอัตราการ

เจริญของแบคทีเรีย Acetobacter aceti ที่เหมาะสมตอความเขมขนของกรดอะซิติกในอาหาร

อยูที่ประมาณ 10 กรัมตอลิตร (Ory et al., 2002) 
 

 
รูปที่ 1 แสดงถึงอิทธิพลของความเขมขนที่เหมาะสมของของเอทานอลและกรดอะซิติกที่มีผล

ตอการยับยั้งตอการเจริญของแบคทีเรีย 

ที่มา: (Ory et al., 2002) 
 
ประโยชนของน้ําสมสายชู 

ใชในการปรุงรสอาหาร เพื่อเพิ่มรสชาติ แตปจจุบันนี้ นิยมนําน้ําสมสายชูหมักมาชงเปน

เครื่องดื่มสําหรับบริโภค โดยผสมน้ําผึ้งและน้ําอุน เนื่องดวยน้ําสมสายชูหมักมีประโยชนตอ

สุขภาพชวยใหระบบตางๆ ในรางกายดีข้ึน แลวยังชวยใหกระปรี้กระเปรา ทําใหระบบยอย

อาหารดี ทําลายเชื้อแบคทีเรีย รา ไวรัส ในรางกาย ลดความดันโลหิต ชวยขจัดเสมหะและน้ํามูก 

ลดการสะสมไขมันในรางกาย เชน ในหลอดเลือด และสวนตางๆ ของรางกาย (ฉกามาศ วงศ

ขาหลวง, ประโยชนของน้ําสมสายชู, 2550: ออนไลน) 
 



อุปกรณและวิธีการ 

 
อุปกรณ 

วัตถุดิบ 
สาโท 

       
   เครื่องมือ 

1) เครื่องชั่งดิจิตอล 4 ตําแหนง 

2) ตูเขี่ยเชื้อ (lamina air flow cabinet) 

3) เครื่องระเหยแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) 

4) เครื่องเขยา (shaker) 

5) ตูเย็น 

6) เครื่องเขยาหลอดทดลอง (orbital shaker) 

7) หมอนึง่ความดัน (autoclave) 

8) ตูอบลมรอน (hot air oven) 

9) ตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซยีส  

10) อางน้ํารอนควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 

11) เครื่องดูดจายสารอัตโนมัต ิ

12) บิวเรต  

13) กลองจุลทรรศน 
14) ตะเกียงแอลกอฮอล 
15) หวงถายเชื้อ (loop) 

16) คิวเวต (cuvette) 

17) ปมลม 

18) เครื่องแกวชนดิตางๆ 
 

สารเคม ี
1) sodium hydroxide (NaOH) 

2) sodium hydrogen phosphate 

3) glucose 

4) agar 

5) yeast extract 
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6) calcium carbonate (CaCO3) 

7) acetic acid 

8) ethanol 95% 

9) phenolphthalein 

10) crystal violet 

11) iodine 

12) safranin 

13) alcohol 

14) glycerol 
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วิธีการทดลอง 

 
1. การเก็บตัวอยางและการคัดแยกเชือ้ 

เก็บตัวอยางผลไม เกสรดอกไม และน้ําผึ้งมาทําการเจือจางในน้ํากลั่นที่ทําการฆาเชื้อ

แลวในระดับความเขมขนที่เหมาะสม จากนั้นดูดสารละลายตัวอยางมา 100 ไมโครลิตรไปทํา

การ spread plate ลงไปบนอาหารแข็งสําหรับแยกเชื้อ นําไปบมที่อุณหภูมิหองนาน 1-2 วนัแลว

ทําการแยกโคโลนีเดี่ยวเพื่อใชศึกษาตอไป 
 

2. การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรด 
การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดเบื้องตนในอาหารแข็งโดยนําเชื้อที่ไดจากการคัดแยกในขอ 1 

มาทดสอบลงบนอาหารสําหรับทดสอบการผลิตกรดโดยนําเชื้อที่ไดมาทําการ Steak ลงบน

อาหารสําหรับทดสอบการผลิตกรด (ดังแสดงในภาคผนวก ก) บมไวที่อุณหภูมิหองนาน 1-2 วัน 

เพื่อตรวจสอบวาถาเชื้อเกิดการผลิตกรดก็จะทําใหเห็นวงใส 

การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดโดยใชอาหารเหลว (เลี้ยงในหลอดทดลองปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) นําเชื้อที่ไดจากการคัด

แยกในขอ 1 มาทดสอบลงบนอาหารสําหรับทดสอบการผลิตกรดโดยใชหวงถายเชื้อถายเชื้อลง

ในอาหารสําหรับทดสอบ (ดังแสดงในภาคผนวก ก) บมที่อุณหภูมิหองเปนระยะเวลา 3 วัน 

จากนั้นวิเคราะหการผลิตกรด 
 

3. การเก็บรกัษาเชื้อ 
นําเชื้อที่ไดจากการคัดแยกใน ขอ 2   ที่มีการผลิตกรดมาเก็บรักษาใน กลีเซอรอลโดยนาํ

โคโลนีเดี่ยวใสลงไปในอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อ(ดังแสดงในภาคผนวก ก) ในขวดรูปชมพูขนาด 

250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงโดยเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   เปนเวลา 1-2 วัน  เก็บในกลีเซอรอล  โดยความเขมขนรอยละ 40 

จากนั้นเก็บไวที่ -80 องศาเซลเซียส 
 

4. การเตรียมกลาเชื้อ 
นําเชื้อออกมาจากตูเย็นที่ -80 องศาเซลเซียสทิ้งไวภายใตอุณหภูมิหองดูดเชื้อออกมา 

1000 ไมโครลิตร ใสลงไปในอาหารสําหรับเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไวในขวดรูปชมพูปริมาตร 100  

มิลลิลิตร เขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นถายลงในอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้ออีกครั้งเพื่อใชเปนกลาเชื้อตอไป 
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5. การจัดจําแนกเชื้อ 
ทําการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยาโดยนําเชื้อที่ผลิตกรดไดปริมาณสูงสุดมาทําการ

ยอมแกรม โดยดูลักษณะของเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน   

นําเชื้อที่ไดไปจัดจําแนกโดยวิธีการทางดีเอ็นเอ(DNA analysis) วิเคราะหดูความ

คลายคลึงกันของลําดับเบสของจุลินทรียโดยการนําเชื้อที่ทําการเลี้ยงเปนเวลา 2 วัน มาทําการ

สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดทดสอบและการเตรียมชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจดวยเทคนิค polymerase chain 

reaction จากนั้นนําไปทําการวิเคราะหดูความคลายคลึงกันของลําดับเบสของจุลินทรีย 
 

6. การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ 
 

6.1 สภาวะการทนแอลกอฮอล 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อใสลงไปในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

ปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร จากนั้นเลี้ยงเชื้อโดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในอาหารที่มี

แอลกอฮอลที่มีการเพิ่มระดับความเขมขนเริ่มต้ังแตรอยละ 1 ไปจนถึงระดับความเขมขนที่เซลล

ไมสามารถเจริญได 

 
6.2 ปริมาณแอลกอฮอลที่เหมาะสม 

เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อใสลงไปในขวดรูปชมพู ปริมาตรขวดละ 100 

มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของแอลกอฮอลเร่ิมตนตั้งแตรอยละ 1, 2, 3, 4,  5,  6,  7,  8,  9 และ

10 นํากลาเชื้อที่เตรียมจากขอ 4 ใสกลาเชื้อรอยละ 1 ใสลงอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขน

ของแอลกอฮอลตางๆ จากนั้นนําไปเลี้ยงโดยเขยาที่ความเร็วรอบ150 รอบตอนาที ที่อุณหภมู ิ30 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน วิเคราะหหาปริมาณกรด 
 

6.3 สภาวะการทนกรด 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อใสลงไปในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 

ปริมาตรขวดละ 100 มิลลิลิตร     จากนั้นเลี้ยงเชื้อโดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองในอาหารที่มี

กรดอะซิติกโดยมีการเพิ่มระดับความเขมขนเริ่มต้ังแตรอยละ 1 ไปจนถึงระดับความเขมขนที่

เซลลไมสามารถเจริญได 
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6.4 ปริมาณกรดที่เหมาะสม 
เตรียมอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อใสลงไปในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร

ปริมาตรของแอลกอฮอลที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 6.2 จากนั้นปรับความเขมขนของกรดเริ่มตน

ตั้งแตรอยละ 1,  2,  3,  4,  5,  6,  7,  8,  9 และ10 ลงไปในแตละขวด นํากลาเชื้อที่เตรียมได

จากขอ 4 ใสกลาเชื้อรอยละ 1 ใสลงไปในอาหารเหลวสําหรับเลี้ยงเชื้อที่ปรับความเขมขนของ

กรด นําไปเลี้ยงโดยเขยาที่ความเร็วรอบ150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 5 วัน วิเคราะหหาปริมาณกรด 
 

7. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดเมื่อทาํการเลี้ยงโดยการใหอากาศแบบ
เขยา 
      

7.1 การศึกษาปริมาณแอลกอฮอลทีเ่หมาะสม 
เตรียมสาโท ใสลงไปในขวดรูปชมพู ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตรขวดละ 150 

มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของแอลกอฮอลเร่ิมตนตั้งแตรอยละ 2,3,4,5,6,7 และ8 โดยน้ําหนัก

ตอปริมาตร นํากลาเชื้อที่เตรียมจากขอ 4 มารอยละ 1 ใสลงในสาโทแตละขวดที่มีความเขมขน

ของแอลกอฮอลตางๆ จากนั้นนําไปเลี้ยงแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน วิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
 

7.2 การศึกษาปริมาณกรดที่เหมาะสม 
เตรียมสาโททีค่วามเขมขนของแอลกอฮอลที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.1 ใสลงในขวด

รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตรปริมาตรขวดละ 150 มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของกรดเริ่มต้ังแต

รอยละ 2,3,4,5,6,7 และ 8 โดยน้าํหนักตอปริมาตรนํากลาเชื้อที่ไดจากขอ 4 มา รอยละ 1 ใสลง

ไปในสาโทที่มกีรดอะซิติกความเขมขนตางๆ จากนั้นนาํไปเลี้ยงแบบเขยาเขยาที่ความเรว็รอบ 

150 รอบตอนาททีี่อุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วนั วิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
 

7.3 การศึกษาความเร็วรอบในการเลี้ยงที่เหมาะสม 
เตรียมสาโทที่มีปริมาณแอลกอฮอลที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.1 และปริมาณกรดที่

เหมาะสมที่ไดจากขอ 7.2 นํากลาเชื้อที่ไดจากขอ 4 ใสกลาเชื้อรอยละ 1 ลงไปในสาโททีเ่ตรยีมไว

ซึ่ งมีปริมาณแอลกอฮอลและกรดที่ เหมาะสมจากนั้นเขยาที่ความเร็วรอบตางๆ  คือ 

100,120,140,160,180 และ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเปนเวลา 5 วัน 

วิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
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8. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดเมื่อทาํการเลี้ยงโดยการใหอากาศแบบ
พน 

 
8.1 การศึกษาปริมาณแอลกอฮอลทีเ่หมาะสม 

เตรียมสาโทกลั่น ใสลงไปในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรขวดละ 300 

มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของแอลกอฮอลเร่ิมตนตั้งแตรอยละ 2,  3,  4,  5,  6,  7 และ 8 นํา

กลาเชื้อที่ เตรียมจากขอ 4 ดูดเชื้อมารอยละ 1 ใสลงในสาโทกลั่นที่มีความเขมขนของ

แอลกอฮอลตางๆ จากนั้นเลี้ยงแบบใหอากาศแบบพนโดยมีความเขมขนของออกซิเจน 0.4 

มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน วิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
 
8.2 การศึกษาปริมาณกรดที่เหมาะสม 

เตรียมสาโทกลั่นใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตรปริมาตรขวดละ 300 

มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของกรดเริ่มต้ังแตรอยละ 1,  2,  3,  4  และ 5  ตามลําดับ ปรับ

ปริมาตรของแอลกอฮอลที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 8.1นํากลาเชื้อที่ไดจากขอ 4 ใสกลาเชื้อรอยละ 

1 ใสลงไปในสาโทกลั่นที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลที่เหมาะสมและความเขมขนของกรดที่

ความเขมขนตางๆ จากนั้นเล้ียงแบบใหอากาศแบบพนโดยมีความเขมขนของออกซิเจน  0.4 

มิลลิกรัมตอลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน วิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
 
8.3 การศึกษาการใหอากาศ 

เตรียมสาโทกลั่นในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ในปริมาตร 300 มิลลิลิตรที่มี

ปริมาณแอลกอฮอลที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 8.1 และปริมาณกรดที่เหมาะสมที่ไดจากขอ 8.2 นํา

กลาเชื้อที่ไดจากขอ 4 ใสกลาเชื้อรอยละ 1ลงไปในสาโทกลั่นที่เตรียมไวซึ่งมีปริมาณแอลกอฮอล

และกรดที่เหมาะสม    จากนั้นใหอากาศแบบพนโดยมีความเขมขนของออกซิเจนที่ 0 , 0.4, 

1.60, 3.85 และ 7.70 มิลลิกรัมตอลิตร  เลี้ยงที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 วัน วิเคราะหหา

ปริมาณกรดที่เกิดขึ้น 
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9. วธิีวิเคราะห 
 
9.1 วิธวีิเคราะหปริมาณกรด 

นําตัวอยางที่ตองการวิเคราะหหาปริมาณกรดที่เกิดขึ้น โดยดูดมาตัวอยางละ 10 

มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูใชฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร        ทําการไทเตรทดวย

โซเดียมไฮดรอกไซด  เพื่อหาปริมาตรกรดที่เกิดขึ้น 
 

9.2 การนับจํานวนเซลล 
นําตัวอยางจากน้ําเลี้ยงมานับจํานวนเซลลโดยใช Heamacytometer 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลการทดลองและวิจารณ 
 
1. ผลการคัดแยกเชื้อ 
 

 ผลจากการคดัแยกเชื้อเบื้องตนที่ผลิตกรดจากแหลงทีม่าตางๆไดแก    ผลไม 4 ชนิด 

คือ สม (OR)    สัปปะรด (PA)   มังคุด (MT)   ฝร่ัง  (GU) ดอกไม  8  ชนิด คือ คูน , ลาเวนเดอร,    

อินทนิน  ,  ดอกมะขาม  ,  ดอกพุด  ,  ดอกเข็ม  ,  คณุนายตืน่สาย  ,ดอกมะยม   และน้ําผึง้ 

จากแหลงดังกลาวสามารถคดัแยกเชื้อไดทัง้หมด 25 ไอโซเลต     และไอโซเลตที่ใหปริมาณการ

ผลิตกรดไดสูงที่สุดคือ OR2 ใหปริมาณกรดคือ 8.4 กรัม ตอ ลิตร  รองลงมาคือไอโซเลต OR3 , 

OR1 , OR5 , OR6 , OR4 , PA1  , OR7 , GU2 ,  MT1 , MT2 ,  GU1 , PA3 ,  PA2 , GU3 , 

C3 , C6 , C4 , PA4 , C8 , C5 , C2  ,  C7  ,  C1      และไอโซเลตที่ใหปริมาณการผลิตกรด

นอยที่สุดหรือไมผลิตกรดไดแก  น้าํผึ้ง  ทาํการศึกษาพบวาเชื้อที่คดัแยกไดจากสมใหปริมาณ

กรดมากที่สุด แสดงผลดังตารางที ่2  

นําเชื้อที่คัดไดจากสม (OR) ทัง้หมด ทําการทดสอบเลี้ยงบนอาหารที่เติมแคลเซียม

คารบอเนตพบวาไอโซเลตOR ทั้งหมดมีการผลิตกรดทําใหเกิดวงใสขึ้นเนื่องจากเชื้อมีการผลิต

กรดไปทําปฏิกิริยากับแคลเซียมคารบอเนตเกิดเปนวงใส แสดงผลดังตารางที ่3  และเมื่อทาํการ

ทดสอบโดยการนําไปเลีย้งในอาหารเหลวและดูปริมาณกรดทําการเปนเวลา 5 วัน พบวาในวันที ่

3 ของการหมกั เชื้อไอโซเลต OR2  ผลิตกรดมากที่สุดคือรอยละ 1.24  น้ําหนกัตอปริมาตร 

รองลงมาคือ OR7 , OR6 , OR4 , OR1 , OR5 และ OR3     ตามลําดบั      แสดงผลดังรูปที่ 2 

 จากการศึกษาของ  (ศุภยางค, 2547)        พบวามักพบจุลินทรียในแหลงที่มนี้ําตาล

หรือเอทานอลที่มีความเปนกรดเล็กนอย  เชน  ดอกไม , ผลไมที่มีรสเปร้ียว , ไวน , เบียร และ 

น้ําผ้ึง 
 
ตารางที่ 2 การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดจากแหลงที่มาตางๆ   

ไอโซเลต ลักษณะโคโลนี ปริมาณกรด(กรัมตอลิตร) 

OR2 สีครีมใส 8.40 

OR3 สีครีมใส 7.86 

OR1 สีครีมใส 6.66 

OR5 สีครีมใส 6.06 

OR6 สีครีมใส 5.64 

OR4 สีครีมใส 3.18 

PA1 สีครีมใส 3.00 
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ตารางที่ 2 (ตอ) การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดจากแหลงทีม่าตางๆ 

ไอโซเลต ลักษณะโคโลนี ปริมาณกรด(กรัมตอลิตร) 
OR7 สีครีมใส 2.82 

GU2 สีขาวขุน 2.58 

MT1 สีขาวขุน 2.34 

MT2 สีขาวขุน 2.16 

GU1 สีขาวขุน 2.10 

PA3 สีครีมใส 2.04 

PA2 สีครีมใส 1.44 

GU3 สีขาวขุน 1.32 

C3 สีขาวขุน 1.26 

C6 สีขาวขุน 1.20 

C4 สีขาวขุน 1.14 

PA4 สีครีมใส 1.08 

C8 สีขาวขุน 1.70 

C5 สีขาวขุน 0.90 

C2 สีขาวขุน 0.84 

C7 สีครีมใส 0.78 

C1 สีขาวขุน 0.72 

NA ไมเกิด ไมเกิด 

 
ตารางที่ 3 การทดสอบเลี้ยงเชื้อบนอาหารที่เติมแคลเซียมคารบอเนต 

ไอโซเลท เกิดวงใส 

OR1 เกิด 

OR2 เกิด 

OR3 เกิด 

OR4 เกิด 

OR5 เกิด 

OR6 เกิด 

OR7 ไมเกิด 
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รูปที2่ แสดงปริมาณการผลติกรดของเชื้อแตละไอโซเลตของ OR เมือ่เลี้ยงเปนเวลา 5 วัน 

 
2. การจัดจําแนกเชื้อและการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ 
 

2.1 การตรวจสอบทางสณัฐานวทิยา 
ผลจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา เชื้อที่ได มีลักษณะโคโลนีเปนสคีรีม

ใส ขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลน ี 1 มิลลิเมตร เมื่อทําการศึกษาโดยการสองดูใตกลอง

จุลทรรศน พบวา เชื้อมีรูปราง กลม แกรมลบ และเมือ่นําเชื้อที่คัดเลือกไดไปเล้ียงบนอาหารที่

ประกอบดวย CaCO3 เกิดวงใส ดังแสดงรปูที ่3 

 
2.2 การศึกษาการทนแอลกอฮอล 

จากการศึกษาการทนแอลกอฮอลของ A. tropicalis  เมื่อนาํไปเลี้ยงในอาหารที่มี

แอลกอฮอลทีค่วามเขมขนรอยละ 1-15 โดยเพิ่มความเขมขนของแอลกอฮอลจาก    รอยละ 1 

ไปจนความเขมขนเปนรอยละ 15 พบวา A. tropicalis   สามารถทนแอลกอฮอลไดถึงรอยละ 14  

และสามารถเจริญไดดีเมื่อเลี้ยงในแอลกอฮอลที่ความเขมขนรอยละ 5  

 
2.3 การศึกษาการทนกรด 

จากการศึกษาการทนกรดของ A. tropicalis เมื่อนาํไปเลี้ยงในในอาหารที่มีกรดที่ความ

เขมขนรอยละ 1-16 โดยเพิม่ความเขมขนของกรดจากรอยละ 1 ไปจนความเขมขนเปนรอยละ 

16 พบวา A. tropicalis   สามารถทนกรดไดถึงรอยละ 15 สามารถเจริญไดดีเมื่อเลี้ยงในกรดที่

ความเขมขนรอยละ 1             



 17 

 
 
 

    
 

ก.                                                  ข. 

     
 

ค.                                                 ง. 
 

   
 

จ. ฉ 

 
 

                                                        ช. 
 
รูปที่ 3 แสดงสัณฐานวิทยาของเชื้อ และการเกิดวงใสของเชื้อที่คัดแยกไดจากสม OR ในแตละ

ไอโซเลต 

ก. เชื้อไอโซเลต OR1 ข. เชื้อไอโซเลต OR2 ค. เชื้อไอโซเลต OR3  

ง. เชื้อไอโซเลต OR4 จ. เชื้อไอโซเลต OR5 ฉ. เชื้อไอโซเลต OR6  

ช. เชื้อไอโซเลต OR7  ไมเกิดวงใส 
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2.4 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียโดยวิเคราะหดีเอ็นเอ 
 เมื่อนําไอโซเลต OR2 ทําการสกัดดีเอ็นเอ จากนัน้ทําการเพิม่จํานวนดีเอ็นเอในหลอด

ทดลอง และหาลําดับเบสบนสายดีเอน็เอ แลวนาํลําดับเบสดังแสดงในรูปที่ 4 มาทาํการจาํแนก

สายพนัธุโดยใชโปรแกรม BLASTP 2.5 (www.ncbi.nlh.gov) พบวาลําดับเบสตรงกับแบคทีเรีย 

Acetobacter tropicalis รอยละ 99 
 

Query  1    CATGCAGCA-CTGTGCTGTAGGTCCCTTGCGGG-AATGCCCATCTCTGGACACAGCCTAC      58 

Sbjct  976  CATGCAGCACCTGTGCTGTAGGTCCCTTGCGGGAAATGCCCATCTCTGGACACAGCCTAC   917 

Query  59   ACATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC   118 

Sbjct  916   ACATACAAGCCCTGGTAAGGTTCTGCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGC   857 

Query  119  TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG  178 

Sbjct  856    TTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGG  797 

Query  179  TGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAACAACTAAGTTGCCCAACATCCAGCACACAT     238 

Sbjct  796    TGTGCTTATCGCGTTAGCTACGACACTGAACAACTAAGTTGCCCAACATCCAGCACACAT    737 

Query  239  CGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCT    298 

Sbjct  736    CGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCT    677 

Query  299  CAGCGTCAGTCATGAGCCAGGTTGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACG   358 

Sbjct  676    CAGCGTCAGTCATGAGCCAGGTTGCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCTTCCCAATATCTACG   617 

Query  359  AATTTCACCTCTACACTGGGAATTCCACAACCCTCTCTCACACTCTAGTCTGCACGTATC       418 

Sbjct  616    AATTTCACCTCTACACTGGGAATTCCACAACCCTCTCTCACACTCTAGTCTGCACGTATC       557 

Query  419  AAATGCAGCTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTACAAACCGCCTACAC    478 

Sbjct  556    AAATGCAGCTCCCAGGTTAAGCCCGGGGATTTCACATCTGACTGTACAAACCGCCTACAC    497 

Query  479  GCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTG   538 

Sbjct  496    GCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTG   437 

Query  539  GCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCGGGTACCGTCATCATCGTCCCCGCCGAAAGTG  598 

Sbjct  436    GCACGAAGTTAGCCGGGGCTTCTTCTGCGGGTACCGTCATCATCGTCCCCGCCGAAAGTG  377 

Query  599  CTTTACAATCCGAAAACCTTCTTCACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGGTTGCCCCCAT     658 

Sbjct  376    CTTTACAATCCGAAAACCTTCTTCACACACGCGGCATTGCTGGATCAGGGTTGCCCCCAT     317 

Query  659  TGTCCAATACTCCCCACTGCTGCCTCCAGTAG                                                                          690 

Sbjct  316    TGTCCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAG  285 

 

รูปที่ 4  ลําดบัเบสของไอโซเลต   OR2   เปรียบเทยีบความคลายคลึงกับ   

Acetobacter tropicalis  

 

 

 
 

http://www.ncbi.nlh.gov/
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3. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดเมื่อทาํการเลี้ยงโดยการใหอากาศแบบ
เขยา 

 
3.1 การศึกษาปริมาณแอลกอฮอลทีเ่หมาะสมตอการผลิตกรด 

จากการศึกษาหาความเขมขนของแอลกอฮอลที่เหมาะสมตอการผลิตกรด โดยใชสาโท

ที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลแตกตางกัน ดังนี้คือ รอยละ     5 ,   6,    7,    8,    9  และ  10 

น้ําหนกัตอปริมาตร ปริมาณ 150 มิลลิลิตร ในขวดรปูชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร    จากนั้นถาย

เชื้อ A. tropicalis รอยละ 1 ลงในสาโทนําไปเลีย้งโดยการเขยาที ่ 150 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิหอง    เมื่อทาํการวิเคราะหปริมาณกรดโดยการไทเทรตดวยโซเดียมไฮดรอกไซด  โดย

ใชฟนอฟทาลนีเปนอนิดิเคเตอร พบวาทีค่วามเขมขนของแอลกอฮอลที่รอยละ 8 ใหผลการผลิต

กรดในปริมาณสูงที่สุด คือรอยละ 0.70 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และมีปริมาณเซลล 0.20 x 108  

โคโลนีตอมิลลิลิตร   ในวนัที ่ 2  ของการเลี้ยง   รองลงมาคือ  ความเขมขนของแอลกอฮอลรอย

ละ 9,   10,    7,    6  และ  5 ใหผลการผลิตกรดดังนี้ คอื รอยละ  0.68,   0.67,   0.63,  0.56  

และ 0.46  น้าํหนักตอปริมาตร และปริมาณเซลลที ่ 0.15 x 108,   0.13 x 108,  0.76 x 108 ,  

0.66 x 108,  และ 0.48 x 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที ่ 5 ดังนั้นจากผล

การทดลองนี้จงึเลือกระดับความเขมขนของแอลกอฮอลที่รอยละ 8 โดยน้ําหนักตอปริมาตรใชใน

การทดสอบในขั้นตอไป 

 จากการศึกษาของ         Gomez et al., (1994)        ในการเจริญเติบโตของ

เชื้อ   Acetobacter aceti      พบวาปริมาณแอลกอฮอลที่เหมาะสมตอการเจริญและผลิต

กรดอะซิติกคือ 13 กรัมตอลิตร และจากผลการทดลองที่ไดแตกตางกันมาก  
 

3.2 การศึกษาปริมาณกรดอะซิติกที่เหมาะสมตอการผลิตกรด 
จากการศึกษาหาความเขมขนของกรดทีเ่หมาะสม ตอการผลิตกรดโดยใชความเขมขน

ของกรดอะซิติกแตกตางกนั  ดังนี้คือ  รอยละ  1,   2,   3 และ  4  โดยน้ําหนักตอปริมาตรใน

สาโทที่มีความเขมขนเริ่มตนของแอลกอฮอลรอยละ 8 โดยน้ําหนักตอปริมาณ 150 มิลลิลิตรใน

ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร จากนัน้ถายเชื้อ A. tropicalis  รอยละ 1 ลงในสาโทปรับความ

เขมขน   นาํไปเลี้ยงโดยการเขยาที่ 150 รอบตอนาที ที่อุณหภูมหิอง  เมื่อทําการวิเคราะห

ปริมาณกรดโดยการไทเทรตดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใชฟนอฟทาลนีเปนอนิดิเคเตอร พบวา ที่

ความเขมขนของกรดที่รอยละ 3 โดยน้าํหนักตอปริมาตร ใหผลการผลิตกรดเพิ่มข้ึนในปริมาณ

สูงที่สุด คือ รอยละ 0.12 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และปริมาณเซลลที่ 8.4 x 108  โคโลนีตอ

มิลลิลิตร รองลงมาคือความเขมขนของกรดรอยละ 2,  1, และ 4 โดยน้ําหนักตอปริมาตรใหผล

การผลิตกรดเพิ่มข้ึนดงันี ้ คือ รอยละ 0.045,   0.012,   และ  0.010  น้าํหนกัตอปริมาตร 
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ตามลําดับ  และปริมาณเซลลที ่ 7.66 x 108,    1.58  x 108,   และ 0.98 x 108 โคโลนีตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที ่ 6 ดังนั้นจากการทดลองนี้จงึเลือกระดับความเขมขนของ

กรดที่รอยละ 3 โดยน้าํหนักตอปริมาตรใชในการทดสอบในขั้นตอไป 

จากการศึกษาของ   Gomez et al., (1994)   พบวาปริมาณกรดอะซิติกที่ต่ํากวา 10 

กรัมตอลิตรมีผลการกระตุนตอการเจริญของแบคทีเรีย และจากงานวิจัยของ Sokollek et al., 

(1998)  ไดทําการเลี้ยงเชื้อ   Acetobacter sp. LTH 4073   และ    Acetobacter sp. LTH 

4342 ในอาหาร ที่มีความเขมขนของกรดที่รอยละ 1 โดยน้ําหนักตอปริมาตร พบวาเชื้อ        

Acetobacter sp. LTH 4073 สามมารถผลิตกรดไดถึงรอยละ  4.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และ

เชื้อ Acetobacter sp. LTH 4342 สามารถผลิตกรดไดถึงรอยละ 2.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร 

และเมื่อเลี้ยงเชื้อทั้ง 2 ในอาหารที่มีความเขมขนของกรดอะซิติกมากวารอยละ  2  จะมีผลทําให

การผลิตกรดไดนอยกวารอยละ 2  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดลองพบวา A. tropicalis 

สามารถผลิตกรดไดไมแตกตางกับเชื้อที่กลาวมา และเมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของ

กรดอะซิติกเพิ่มข้ึนตั้งแตรอยละ 2 โดยน้ําหนักตอปริมาตรมีผลทําใหผลิตกรดไดนอยลง 
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รูปที่ 6  ผลของความเขมขนของกรดอะซติิกในสาโทตอการผลิตกรด และปริมาณเซลลของ      

A. tropicalis    
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3.3 การศึกษาความเร็วรอบในการเลีย้งที่เหมาะสม 
ผลจากการศึกษาการใหความเร็วรอบตางๆที่เหมาะสมคอื 100 , 120 , 140 , 160 , 

180 และ 200  รอบตอนาที  โดยใชความเขมขนของแอลกอฮอลรอยละ 8 โดยน้ําหนกัตอ

ปริมาตรและความเขมขนของกรดที่รอยละ 3 โดยน้ําหนกัตอปริมาตรในสาโท 150 มิลลิลิตร ใน

ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร    จากนั้นถายเชื้อ A. tropicalis  รอยละ 1 ลงในสาโท เลี้ยง

โดยเขยาที่ความเร็วรอบตางๆที่อุณหภูมหิอง ทําการวิเคราะหปริมาณกรดโดยการไทเทรตดวย

โซเดียมไฮดรอกไซด ใชฟนอฟทาลีนเปนอินดเิคเตอร พบวาที่ความเรว็รอบที ่ 140 รอบตอนาที 

ใหผลการผลิตกรดในปริมาณสูงที่สุดคือรอยละ 2.71 น้ําหนกัตอปริมาตรในวนัที ่ 2  ของการ

เลี้ยงและมีปริมาณเซลลที่ 4.90 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร รองลงมาคือความเร็วรอบที่ 200 

รอบตอนาที ใหผลการผลิตกรดคือ รอยละ  2.68 น้ําหนักตอปริมาตรในวันที่ 3  ของการเลี้ยง

และมีปริมาณเซลลที่ 2.33 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร และที่ 180 รอบตอนาทีใหผลการผลิตกรด

ดังนี้ รอยละ  2.65 น้ําหนกัตอปริมาตรในวันที่ 3  ของการเลี้ยงและมปีริมาณเซลลที่ 1.30 x 108  

โคโลนีตอมิลลิลิตร และที ่ 160 รอบตอนาทีใหผลการผลติกรดดังนี้ รอยละ  2.62 น้ําหนกัตอ

ปริมาตรในวนัที่ 3  ของการเลี้ยงและมีปริมาณเซลลที่ 1.97 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตรและที่ 100 

รอบตอนาทีใหผลการผลิตกรดดังนี ้ รอยละ  2.55 น้ําหนกัตอปริมาตรในวันที ่ 2  ของการเลี้ยง

และมีปริมาณเซลลที่ 0.93 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร และที่ 120 รอบตอนาทีใหผลการผลิตกรด

ดังนี้ รอยละ  2.54 น้ําหนกัตอปริมาตรในวันที่ 4  ของการเลี้ยงและมปีริมาณเซลลที่ 1.78 x 108  

โคโลนีตอมิลลิลิตรตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 7 ดังนัน้จากผลการทดลองควรเลือกระดับ

ความเร็วรอบที่140 รอบตอนาที ซึง่ใชเวลาในการหมกัสัน้และมีปริมาณกรดอะซิติกมากเพื่อเปน

การประหยัดตนทนุ 

จากการศึกษาของ Sokollek et al., (1998) ไดทําการศึกษาเชื้อ Acetobacter sp. โดย

ใชความเร็วรอบที่ 200 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในการหาสภาวะที่เหมาะสม

ในการเจริญของเชื้อซ่ึงก็สอดคลองกับผลการทดลอง    ที่ไดทําการศึกษาหาความเรว็รอบตางๆ

ที่เชื้อสามารถเจริญและผลิตกรดอะซิติกในปริมาณที่มาก   
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รูปที่ 7  ผลของการใหอากาศแบบเขยาที่ความเร็วรอบตางๆตอการผลิตกรด  และปริมาณเซลลของ 

A. tropicalis    
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4. การหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดเมื่อทาํการเลี้ยงโดยการใหอากาศแบบพน 
 

จากการศึกษาหาความเขมขนของแอลกอฮอลที่เหมาะสมตอการผลิตกรด โดยใชความ

เขม 2 ,   3,    4,    5,    6,    7  และ  8   

จากนั้นถ

ลที่รอยละ 2.5 โดย

น้ําหนกั

 

4.1 การศึกษาปริมาณแอลกอฮอลทีเ่หมาะสม 

ขนของแอลกอฮอลแตกตางกนั ดังนี้คือ รอยละ     

ายเชือ้ A. tropicalis รอยละ 1 ลงในสาโทกลั่นปริมาตร 300 มิลลิลิตรความเขมขนของ

แอลกอฮอล ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มลิลิลิตร นําไปเลี้ยงโดยใหอากาศทีม่ีความเขมขนของ

ปริมาณออกซเิจนที่ 0.4 มลิลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิหอง เมื่อทาํการวิเคราะหปริมาณกรดโดย

การไทเทรตดวยโซเดยีมไฮดรอกไซด ใชฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร พบวาที่ความเขมขนของ

แอลกอฮอลทีร่อยละ 3 ใหผลการผลิตกรดในปริมาณสงูที่สุด คือรอยละ 2.44 โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร และปริมาณเซลล 2.42 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตรในวันที่ 3 ของการเลี้ยง รองลงมาคือ

ความเขมขนของแอลกอฮอลรอยละ 4,    5,    6,    2,    8  และ  7 ใหผลการผลิตกรดดังนี้ คือ 

รอยละ  2.38,   2.31,   2.28,  2.26,  2.24  และ 2.21  น้าํหนักตอปริมาณ และปรมิาณเซลลที่ 

2.24 x 108,   2.16 x 108,  2.16 x 108 ,  2.08 x 108,  2.08 x 108 และ 2.08 x 108 โคโลนีตอ

มิลลิลิตร ตามลําดับ ดงัแสดงในรูปที ่ 8 ดังนั้นจากการทดลองนี้จงึเลือกระดับความเขมขนของ

แอลกอฮอลทีร่อยละ 3 โดยน้ําหนกัตอปริมาตรใชในการทดสอบในขั้นตอไป 

จากการงานวจิัยของ Ndoye et al., (2006;2007) ไดเลี้ยงเชื้อ Acetobacter 

pasteurlanus LMG 1625T ที่เลี้ยงในอาหารที่ม ีความเขมขนของแอลกอฮอ

ตอปริมาตรเมื่อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสพบวาเชื้อสามารถผลิตกรดได รอยละ 2.2  

และไดทําการเลี้ยงเชื้อ Acetobacter  senegalensis ที่คัดแยกไดจากมะมวงเมื่อเลีย้งในอาหาร

ที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลที่รอยละ 5 พบวาเชือ้ A.  senegalensis เมื่อเลี้ยงแบบกึ่ง

ตอเนื่องสามารถผลิตกรดไดมากที่สุดถึงรอยละ 6.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตรซึ่งเมือ่เปรียบเทียบ

กับผลการทดลองพบวาเชื่อ A. tropicalis  สามารถผลติกรดไดไมแตกตางกับเชื้อ Acetobacter 

pasteurlanus LMG 1625T
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4.2 การศึกษาปริมาณกรดที่เหมาะสม 
จากการศึกษาหาความเขมขนของกรดทีเ่หมาะสมตอการผลิตกรดโดยความเขมขนของ

กรด    2,   3,   4   และ  5  จากนัน้ถายเชื้อ  A. 

tropica

 

ี่รอยละ 1 โดย

น้ําหนกั

อะซิติกแตกตางกนั  ดงันี้คือ  รอยละ   1,

lis  รอยละ 1 ลงในสาโทกลั่นที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลที่รอยละ 3 โดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร ปรับความเขมขนกรดที่ความเขมขนตางๆ รอยละ 1 ในสาโทกลัน่ 300 มิลลิลิตร ใน

ขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร  นาํไปเลีย้งโดยใหอากาศที่มีความเขมขนของปริมาณ

ออกซิเจนที่ 0.4 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิหอง  เมื่อทําการวเิคราะหปริมาณกรดโดยการ

ไทเทรตดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใชฟนอฟทาลนีเปนอินดิเคเตอร พบวา ที่ความเขมขนของกรด

ที่รอยละ 3 ใหผลการผลิตกรดเพิ่มข้ึนสงูทีสุ่ด คือ    รอยละ 0.24    น้าํหนักตอปริมาตร     และ

ปริมาณเซลลที่ 2.40 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร รองลงมาคือความเขมขนของกรดรอยละ 5,  4, 

2  และ  1 ใหผลการผลิตกรดเพิ่มข้ึนดังนี ้คือ รอยละ 0.23,   0.19,   0.12  และ  0.08  น้ําหนัก

ตอปริมาตร  และปริมาณเซลลที ่1.64 x 108,    2.28  x 108,  1.96 x 108   และ 1.36 x 108 

โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดบัดังแสดงในรปูที่ 9     ดังนั้นจากการทดลองนี้จงึเลือกระดับความ

เขมขนของกรดที่รอยละ 3 โดยน้ําหนักตอปริมาตรใชในการทดสอบในขั้นตอไป 

จากงานวิจยัของ Sokollek et al., (1998) ไดทําการเลีย้งเชื้อ Acetobacter sp. LTH 

4073 และ Acetobacter sp. LTH 4342 ในอาหารที่มีความเขมขนของกรดท

ตอปริมาตร พบวาเชื้อ Acetobacter sp. LTH 4073 สามารถผลิตกรดไดถึงรอยละ  4.5 

โดยน้าํหนักตอปริมาตร และเชื้อ Acetobacter sp. LTH 4342 สามารถผลิตกรดไดถึงรอยละ 

2.5 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และเมื่อเลีย้งเชื้อทั้ง 2 ในอาหารทีม่ีความเขมขนของกรดอะซิติก

มากกวารอยละ 2 จะมีผลทาํใหการผลิตกรดไดนอยกวารอยละ 2  ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบกับผลการ

ทดลองพบวา A. tropicalis สามารถผลติกรดไดไมแตกตางกับเชื้อทีก่ลาวมา และเมื่อเลี้ยงใน

อาหารที่มีความเขมขนของกรดเพิ่มข้ึนมีผลทําใหผลิตกรดไดนอยลง 
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ปที่ 8 ผลการผลิตกรดที่เพิม่ข้ึน และปริมาณเซลลของ A. tropicalis  เมื่อเลี้ยงในสาโทกลั่นที่มี

             

 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 

รู

ความเขมขนของแอลกอฮอลตางๆ ;    T1= ชุดควบคุม  T2= รอยละ 2  T3= รอยละ 3  T4= 

รอยละ 4   T5= รอยละ 5    T6= รอยละ 6    T7= รอยละ 7  และ  T8= รอยละ 8   

         
                

ปริมาณการผลิตกรด 

ปริมาณเซลลที่เจริญระหวางการเลีย้ง  
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ปที่ 8 (ตอ) ผลการผลิตกรดที่เพิ่มข้ึน และปริมาณเซลลของ A. tropicalis  เมื่อเลี้ยงในสาโท
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รู

กลั่นที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลตางๆ ;    T1= ชุดควบคุม  T2= รอยละ 2  T3= รอยละ 3 

T4= รอยละ 4   T5= รอยละ 5    T6= รอยละ 6    T7= รอยละ 7  และ  T8= รอยละ 8   

         
                

ปริมาณการผลิตกรด 

ปริมาณเซลลที่เจริญระหวางการเลีย้ง  
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ูปที่ 9 ผลการผลิตกรดที่เพิม่ข้ึน และปริมาณเซลลของ A. tropicalis  เมื่อเลี้ยงในสาโทกลั่นที่มี

      

            

 

 
 
  T1                                                                                                           T2                

 
 
 
 
 
 
 

 
 T3                 

 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 

ร

ความเขมขนของกรดอะซิติกแตกตางกนั ;    T1= ชุดควบคุม     T2= รอยละ 1     T3= รอยละ 2 

T4= รอยละ 3    T5= รอยละ 4   และ    T6= รอยละ 5    
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4.3 การศึกษาการใหอากาศ 
กาศที่เหมาะสม โดยใหอากาศที่ความเขมขนของปริมาณ

ออกซิเจ

  ไดเล้ียงเชื้อ  Acetobacter aceti ที่เล้ียงใน

าหารท

t al., (2002)  พบวาความเขมขนของออกซิเจนที่ระหวาง 1 

ถึง 3 pp

 

จากการศึกษาอัตราการใหอา

น ดังนี้  0.4     1.60      3.85     และ    7.70  มิลลิกรัมตอลิตร        จากนัน้ถายเชื้อ A. 

tropicalis  รอยละ 1 ลงในสาโทกลัน่ โดยที่มีความเขมขนของแอลกอฮอลรอยละ 3 และความ

เขมขนของกรดที่รอยละ 3  ในสาโทกลัน่ 300 มิลลิลิตร   ในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร   

จากนั้นเลีย้งโดยใหอากาศในปริมาณที่แตกตางกันที่อุณหภูมิหอง เมือ่ทาํการวิเคราะหปริมาณ

กรด    โดยการไทเทรตดวยโซเดียมไฮดรอกไซด ใชฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร พบวาที่ความ

เขมขนของปรมิาณออกซิเจนที ่   7.70  มลิลิกรัมตอลิตร   ใหผลการผลิตกรดในปริมาณสูงที่สุด 

คือ รอยละ 3.69 น้าํหนักตอปริมาตรในวนัที ่ 3  และปริมาณเซลลที ่ 2.60 x 108  โคโลนีตอ

มิลลิลิตร รองลงมาคือความเขมขนของปริมาณออกซิเจนที ่3.85  1.60  และ 0.40 มิลลิกรัมตอ

ลิตร ใหผลการผลิตกรดดังนี้ รอยละ  3.67,    3.63   และ  3.46  น้ําหนักตอปริมาณ  และ

ปริมาณเซลลที ่ 2.48 x 108,  2.40 x 108 และ  2.00 x 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ดงั

แสดงในรูปที ่ 10 ดังนั้นจากผลการทดลองควรเลือกระดับการใหความเขมขนของออกซิเจนใน

ระดับตํ่า เพื่อเปนการประหยัดในการลดตนทนุ 

 จากงานวิจัยของ Ory et al., (2002)

อ ี่มีความเขมขนของแอลกอฮอลที่ 70-80 กรัมตอลิตร(รอยละ 7-8 น้ําหนักตอปริมาตร) 

และความเขมขนของกรดอะซิติกที่ 2.5-5 กรัมตอลิตร(รอยละ 0.25-0.5 น้ําหนักตอปริมาตร) 

โดยที่ใหความเขมขนของออกซิเจนที่ 2 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาเชื้อ A.  aceti สามารถผลิตกรด

ไดถึง80 กรัมตอลิตร(รอยละ 8 น้ําหนักตอปริมาตร) และเมื่อใหอัตราการใหอากาศในระหวาง

การเลี้ยงพบวาเมื่อใหอัตราการใหอากาศมากเกินไปนั้น มีผลตอการผลิตกรดอะซิติกลดลง

เนื่องจากกิจกรรมของเซลลลดลง    

จากรายงานของ Tesfaye e

m มีผลทําใหอัตราการเจริญของเชื้อแบคทีเรียที่ผลิตกรดอะซิติกเจริญไดมากที่สุด และ

ที่ความเขมขนของออกซิเจนที่ 8 ppm มีผลทําใหอัตราการผลิตกรดลดลงถึง รอยละ 10   
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                                        T5 

ปที่ 10 ผลการผลิตกรดทีเ่พิ่มข้ึน และปริมาณเซลล A. tropicalis  เมื่อใหอากาศที่ความ
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เขมขนของปรมิาณออกซิเจนในสาโทกลั่นแตกตางกนั ; T1= ชุดควบคุม  T2=0.4 มิลลิกรัมตอ

ลิตร  T3=1.60 มิลลิกรัมตอลิตร  T4=3.85 มิลลิกรัมตอลิตร  และ T5=7.70  มิลลิกรัมตอลิตร 
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สรุปผลการทดลอง 
 

 การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดอะซิติกจากแหลงที่ตางๆ   เพื่อคัดเลือกเชื้อที่มีประสิทธิภาพ

ในการผลิตกรดไดสูงที่สุด มาใชในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตน้ําสมสายชู จากผล

การทดลองสรุปไดดังนี้   

1. การคัดแยกเชื้อที่ผลิตกรดจากแหลงตางๆ  พบวาเชื้อที่ไดจากผลไมคือ  สม 

(Orange: OR) มีปริมาณการผลิตกรดน้ําสมสายชูมากที่สุดเมื่อเทียบกับเชื้อที่ไดจากแหลงอื่น 

และเมื่อทําการทดสอบโดยเชื้อที่ไดจาก สม(Orange:OR) เล้ียงในอาหารที่เติมแคลเซียม

คารบอเนต พบวาเชื้อที่คัดแยกไดจากสมสวนใหญสามารถผลิตกรดทําปฏิกิริยากับแคลเซียม

คารบอนเนตจนเกิดวงใส  

2. เมื่อทําการจัดจําแนกเชื้อที่คัดแยกไดโดยวิธีการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา  

พบวามีลักษณะโคโลนีสีครีมใส ขนาดเสนผานศูนยกลางโคโลนี 1 มิลลิเมตร และเมื่อ

ทําการศึกษาโดยการสองดูใตกลองจุลทรรศน พบวา เชื้อมีรูปราง กลม  แกรมลบ และเมื่อทํา

การจัดจําแนกเชื้อโดยวิธีการทางดีเอ็นเอวิเคราะห   พบวาเปนเชื้อ Acetobacter tropicalis  

3. จากการศึกษาคุณสมบัติของเชื้อ    โดยการศึกษาสภาวะการทนแอลกอฮอล     

พบวาเชื้อ  A. tropicalis นี้สามารถทนแอลกอฮอลเขมขนรอยละ 14 และสามารถเจริญไดดีที่

แอลกอฮอลรอยละ 5  และสภาวะการทนกรดไดที่รอยละ 15  เจริญไดดีที่กรดรอยละ 1  

4. จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรด ของเชื้อ     A.  tropicalis  

ในสาโทพบวาความเขมขนของแอลกอฮอลและกรดอะซิติกที่เหมาะสมคือรอยละ 8 และรอยละ 

3 โดยน้ําหนักตอปริมาตรเมื่อทําการเลี้ยงแบบเขยาที่ความเร็วรอบ 140 รอบตอนาทีที่

อุณหภูมิหองสามารถผลิตกรดไดดีที่สุดคือรอยละ 2.71 โดยน้ําหนักตอปริมาตรและปริมาณ

เซลลอยูที่ 4.90 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร       

5. จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรด  โดยการศึกษาจาก ความ

เขมขนของแอลกอฮอลและความเขมขนของกรดที่เหมาะสม โดยใหอากาศที่ความเขมขนของ

ปริมาณออกซิเจน  0.4 กรัมตอลิตร พบวาความเขมขนของแอลกอฮอลที่เหมาะสมของเชื้อ      

A.  tropicalis  ในการหมักในสาโทกลั่นอยูที่ความเขมขนของแอลกอฮอลที่รอยละ 3 จะสามารถ

ผลิตกรดไดดีที่สุด คือ รอยละ 2.44 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และปริมาณเซลลอยูที่ 2.42 x 108  

โคโลนีตอมิลลิลิตร และความเขมขนของกรดที่ รอยละ 3  เชื้อ A. tropicalis  จะสามารถผลิต

กรดไดดีที่สุด คือ รอยละ 0.24 โดยน้ําหนักตอปริมาตร และปริมาณเซลลอยูที่ 2.40 x 108  

โคโลนีตอมิลลิลิตร      และเมื่อทําการศึกษาความอัตราการใหอากาศในการเลี้ยงที่เหมาะสมที่

ปริมาณความเขมขนของออกซิเจนตางๆ พบวาปริมาณความเขมขนของออกซิเจนที่ 0.4,  1.60,  
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3.85  และ  7.70 มิลลิกรัมตอลิตร พบวาที่ปริมาณความเขมขนของออกซิเจนที่ 7.70 มิลลิกรัม

ตอลิตรเชื้อมีความสามารถในการผลิตกรดไดสูงที่สุด ที่รอยละ 3.69 โดยน้ําหนักตอปริมาณ 

ปริมาณเซลลที่ 2.60 x108   โคโลนีตอมิลลิลิตร แตเมื่อเทียบกับที่ปริมาณการใหออกซิเจน 1.60 

และ 3.85 พบวาใหปริมาณกรดไมแตกตางกันมากนัก ดังนั้นเมื่อนําไปประยุกตใชใน

อุตสาหกรรมควรเลือกใชอัตราการใหอากาศที่มีปริมาณความเขมขนของออกซิเจนที่ 3.85 

มิลลิกรัมตอลิตร  สามารถผลิตกรดไดรอยละ  3.67 โดยน้ําหนักตอปริมาตร   ปริมาณเซลลที่ 

2.48 x 108  โคโลนีตอมิลลิลิตร เนื่องจากจะชวยลดตนทุนในการผลิต 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

ในการวิจัยเรื่องการผลิตน้ําสมสายชูจากสาโทนี้ สําเร็จไปไดดวยดีผูวิจัยขอขอบคุณ 

สํานักวิจัยและสงเสริมวชิาการการเกษตรที่สนับสนุนทนุอุดหนุนการวิจัย ปงบประมาณ 2550 

ขอขอบคุณภาควิชาชวีวทิยา คณะวทิยาศาสตร มหาวิทยาลัยแมโจ ที่อํานวยความสะดวกดาน

สถานที่ในการทําวิจัย  และขอขอบคุณนายอุเทน หอประหลาด ที่ใหคําแนะนําและอํานวยความ

สะดวกในการผลิตสาโท 
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