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บทคัดย่อ 
 

น้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่เป็นผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มประเภทน้ำส้มสายชูที่หมักด้วยจุลินทรีย์
ตามธรรมชาติ ต้องใช้เวลาในการหมักนานและควบคุมคุณภาพให้สม่ำเสมอได้ยาก อีกทั้งผลิตภัณฑ์ที่ได้
มีปริมาณแอลกอฮอล์เกินมาตรฐาน  ในงานวิจัยนี้ได้สนใจคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการหมัก คือ 
ยีสต์และแบคทีเรียอะซิติก เพื่อนำมาใช้เป็นหัวเชื้อในกระบวนการหมักผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพรหมัก
สมุนไพรลูกแปลกแม่  จากการคัดแยกเชื้อยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกจากกระบวนการหมักน้ำสมุนไพร
ลูกแปลกแม่  สามารถคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกได้ 72 และ 112 ไอโซเลต ตามลำดับ  ยีสต์ 
Schizosaccharomyces pombe ไอโซเลต YM1-19 สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงสุดเท่ากับร้อยละ 
1.30±0.31 โดยปริมาตรต่อปริมาตร  สำหรับแบคทีเรียอะซิติก พบว่า Acetobacter pasteurianus 
ไอโซเลต EM2-03 สามารถผลิตกรดทั้งหมดได้สูงสุดเท่ากับร้อยละ 3.67±0.34 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
จากนั้นนำยีสต์และแบคทีเรียทั้งสองชนิดมาหมักน้ำสมุนไพรด้วยกระบวนการหมักแบบร่วมขั้นตอน
เดียว (ระยะเวลาหมัก 32 วัน) และสองขั้นตอน (ระยะเวลาหมัก 22 วัน) พบว่าน้ำหมักสมุนไพรที่ได้มี
ค่า pH เท่ากับ 3.04-3.07 ปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) เท่ากับร้อยละ 4.91-5.12 โดย
น้ำหนักต่อปริมาตร สารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 1,908-1,954.94 µgGAE/mL และค่า IC50 ของการ
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 0.017±0.001 µL/mL  กระบวนการหมักทั้งสองกระบวนการมีปริมาณ
แอลกอฮอล์ตกค้างในผลิตภ ัณฑ์ร ้อยละ 0.23±0.16-0.30±0.06 โดยปริมาตรต่อปร ิมาตร  
เมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักน้ำสมุนไพรทางการค้า พบว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการหมักด้วยเชื้อ
บริสุทธิ์มีคุณภาพทางเคมีใกล้เคียงกันและไม่แตกต่างทางสถิติและใช้เวลาในการหมักน้อยกว่า 5 เดือน  
จากรสชาติของน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนมีคะแนนความชอบโดยรวม
สูงสุดเท่ากับ 6.65±1.04 คะแนน ซึ่งหมายถึงผู้บริโภคมีความชอบผลิตภัณฑ์ในระดับปานกลาง 
 
คำสำคัญ : เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ น้ำส้มสายชูหมัก ยีสต์ แบคทีเรียอะซิติก  
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Abstract 
 

 Look Plaag Mea is a traditional drinking vinegar produced by spontaneous 
fermentation process which was difficult to maintain of the product quality and taking a 
long fermentation time. Furthermore, the residual alcohol content was higher than 
standard vinegar. The object of this research was to isolate yeast and acetic acid bacteria 
which were the important microorganisms in vinegar production and preparation of a 
starter culture. Seventy-two and 112 isolates of yeast and acetic acid bacteria were 
found. Schizosaccharomyces pombe YM1-19 and Acetobacter pasteurianus EM2-03 
showed the highest ethanol content and total acid content at 1.30±0.31%(v/v) and 
3.67±0.34%(w/v), respectively. S. pombe YM1-12 and A. pasteurianus EM2-03 were 
utilized to produce herbal vinegar using one-stage (32 fermentation days) and two-stage 
(22 fermentation days) fermentation. In these cases, the pH values, total acidity content, 
total phenolic content and IC50 value of DPPH radical scavenging ranged from 3.04 to 
3.07, 4.91 to 5.12., 1,908 to 1,954.94 µgGAE/mL and 0.017±0.001 µL/mL, respectively. 
The residual alcohol was 0.23±0.16% to 0.30±0.06%. The physiochemical properties of 
vinegar with pure-culture vinegar was not significantly difference between the 
commercial vinegar but it is less fermentation time than 5 months. Sensory evaluation 
showed that the beverage produced from two-stage fermentation displayed the highest 
overall acceptability with an average score of 6.65±1.04, which indicated the moderately 
pleasant levels of the vinegar preference of the consumers. 
 
Keywords : Loog Plaag Mea beverage, fermented vinegar, yeast, acetic acid bacteria 
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 

1.1  ความเป็นมาและความสำคัญของงานวิจัย 
 ในปัจจุบันกระแสความนิยมของผู้บริโภคที่หันมาใส่ใจสุขภาพมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้น ส่งผลให้
ผู้ประกอบการริเริ่มและคิดค้นผลิตภัณฑ์ใหม่ๆที่ใช้ประโยชน์จากสมุนไพร  ซึ่งเป็นแหล่งของสารต้าน
อนุมูลอิสระ สารพฤกษเคมี และวิตามินต่างๆที่มีส่วนช่วยส่งเสริมการดูแลสุขภาพ 
 น้ำส้มสายชูหมัก (Fermented vinegar) เป็นผลิตภัณฑ์ที่มีการบริโภคกันอย่างแพร่หลาย
นานกว่า 3,000 ปี  ได้จากกระบวนการหมัก 2 ขั้นตอนคือ Alcoholic fermentation และ Acetous 
fermentation โดยใช้วัตถุดิบทางการเกษตรจำพวกแป้งและน้ำตาลในการผลิต  นอกจากน้ำส้มสายชู
จะถูกใช้เป็นสารเติมแต่งในอาหาร สารปรุงรส และสารช่วยในการถนอมอาหารแล้ว  ยังมีการบริโภค
น้ำส้มสายชูหมักในรูปของเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ  โดยมีส่วนช่วยลดระดับน้ำตาลกลูโคสและอินซูลินที่
เพิ่มขึ้นภายหลังการรับประทานอาหาร ทำให้ความเสี่ยงในการเกิดโรคเบาหวานลดลง  ช่วยลดระดับ
คอเลสเตอรอลในกระแสเลือดโดยการยับยั ้งอนุมูลอิสระของไขมันชนิด LDLs (Low density 
lipoproteins)  รวมทั้งมีผลต่อการลดน้ำหนัก เนื่องจากน้ำส้มสายชูช่วยลดความอยากอาหารลงและ
ยับยั้งปัจจัยที่ทำให้เกิดการอักเสบได้ (Laranjinha et al., 1994; Johnston et al., 2004; Wang et 
al., 2007)  
 เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ เป็นผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มน้ำส้มสายชูหมักชนิดหนึ่งที่
ผลิตและจัดจำหน่ายโดยผู ้ประกอบการในจังหวัดศรีสะเกษ  โดยพัฒนารูปแบบการผลิตจาก 
ยาลูกกลอนตามตำหรับยาสมุนไพรมะตูมนิ่มในพระราชนิพนธ์ของสมเด็จพระมหาสมณเจ้า กรมพระยา-
ปวเรศวริยาลงกรณ์  โดยใช้พริกไทยดำ มะตูมนิ่ม และกล้วยน้ำว้าหรือกล้วยน้ำไทที่มีสรรพคุณ
ใกล้เคียงกันมาเป็นวัตถุดิบ  มีสรรพคุณกระตุ้นกำลัง ทำให้ร่างกายสดชื่น บำรุงผิวพรรณ ช่วยชะลอวัย 
บำรุงโลหิต แก้ปวดเมื่อย และยังมีฤทธิ์ในการต้านต่ออนุมูลอิสระสูง (ขวัญเรือน และคณะ, 2554) 
 การผลิตเครื่องดื่มน้ำหมักสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่  เป็นกระบวนการหมักน้ำส้มสายชู 
ตามธรรมชาติ โดยอาศัยเชื้อจุลินทรีย์ที่ติดมากับวัตถุดิบ จึงต้องใช้ระยะเวลาหมักนานประมาณ 1 ปี 
ส่งผลให้ผู้ประกอบการไม่สามารถควบคุมคุณลักษณะของผลิตภัณฑ์สุดท้ายให้มีรสชาติและปริมาณ
กรดอะซิติกให้คงที่ รวมถึงปริมาณแอลกอฮอล์ให้เป็นไปตามมาตรฐานของผลิตภัณฑ์ตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุขและฮาลาล (Halal)  ดังนั้นเพื่อให้การหมักมีประสิทธิภาพ และได้ผลิตภัณฑ์ตาม
มาตรฐานที่กำหนด  การเลือกใช้เชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์จึงเป็นสิ่งสำคัญในการพัฒนากระบวนการผลิต 
และนำมาใช้ในการขยายขนาดการหมักสู่ระดับอุตสาหกรรม (จุฑามาศ, 2551)  อีกทั ้งการใช้
เชื ้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ยังเป็นการลดความเสี่ยงจากการปนเปื้อนของเชื้อก่อโรคในผลิตภัณฑ์และ 
ความล้มเหลวของการหมัก (ศิริพร, 2558)   
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 การคัดแยกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีบทบาทสำคัญในการหมักน้ำส้มสายชู ได้แก่ ยีสต์และแบคทีเรีย- 
อะซิติก จึงเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะช่วยพัฒนากระบวนการผลิตและลดระยะเวลาในผลิต รวมถึง
ควบคุมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ให้คงที่  การศึกษาครั้งนี้ได้ทำการคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติก 
รวมทั้งคัดเลือกเชื้อจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสมในการหมักผลิตภัณฑ์ และนำเชื้อบริสุทธิ์ที่แยกได้ 
มาใช้ในการหมัก เพื่อให้กระบวนการหมักมีประสิทธิภาพ ลดระยะเวลาในการหมัก และได้ผลิตภัณฑ์
ที่มคีุณภาพอยู่ในเกณฑ์มาตรฐาน รวมทั้งสามารถพัฒนาและนำมาใช้ในอุตสาหกรรมต่อไป 

 
1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 1.  คัดแยกและคัดเลือกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกจากกระบวนการหมักน้ำสมุนไพรลูกแปลกแม่ 
 2.  จัดจำแนกสายพันธุ์ของยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกที่ คัดแยกได้ โดยศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี และเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการจัดจำแนก 
 3.  ศึกษากระบวนการหมักน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ให้มีประสิทธิภาพมากข้ึน โดยใช้ยีสต์
และแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้ และศึกษาการเปลี่ยนแปลงระหว่างกระบวนการหมัก 
 4.  ศึกษาคุณภาพของผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพรหมักภายหลังการปรับปรุงรสชาติ รวมทั้งทดสอบ
ทางประสาทสัมผัส 
 

1.3  ขอบเขตของงานวิจยั 
 1.  คัดแยกและจัดจำแนกจุลินทรีย์ในกลุ่มยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกในระหว่างกระบวนการ
หมักสมุนไพร โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมี และใช้เทคนิคทางชีววิทยา
ระดับโมเลกุลในการจัดจำแนก 
 2.  ศึกษากระบวนการหมักเครื ่องดื ่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ โดยใช้เชื ้อยีสต์และ
แบคทีเรียอะซิติกที่คัดเลือกได้ด้วยกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอน 
และศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระหว่างกระบวนการหมัก ได้แก่ pH ปริมาณกรดทั้งหมด ปริมาณ
แอลกอฮอล์ ปริมาณน้ำตาลทั้งหมด รวมทั้งฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ปริมาณสารประกอบ- 
ฟีนอลิก และการทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคเปรียบเทียบกับกระบวนการหมักด้วยวิธีดั้งเดิมของ
ผู้ประกอบการ 
 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 สามารถนำเชื้อบริสุทธิ์ของยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกท่ีคัดแยกได้จากกระบวนการหมักมาใช้
เป็นกล้าเชื้อในการหมักน้ำสมุนไพรลูกแปลกแม่  ทำให้ควบคุมกระบวนการหมักให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น 
ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพเป็นไปตามมาตรฐาน และลดระยะเวลาในการหมักลง  สามารถนำไปพัฒนา
และขยายการผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1  น้ำส้มสายช ู
 น้ำส้มสายชูเป็นเครื่องปรุงรสชนิดหนึ่งที่มีการใช้มาอย่างยาวนาน ถูกใช้เป็นสารปรุงรสและ
สารถนอมอาหาร ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม (มอก. 83-2527) น้ำส้มสายชูหมายถึง 
ผลิตภัณฑ์ที่มีลักษณะเป็นของเหลวใส ทำจากวัตถุดิบที่เหมาะสมตามกรรมวิธีการผลิตน้ำส้มสายชู 
แตล่ะประเภท คำว่า Vinegar มาจากภาษาฝรั่งเศส 2 คำ คือ Vin และ Aigre ที่แปลว่า ไวน์ที่มีรสเปรี้ยว  
ตามที่มาของน้ำส้มสายชู ซึ ่งเป็นผลพลอยได้จากการหมักไวน์ในสภาวะที่มีอากาศ (Solieri and 
Giudici, 2009)  
 น้ำส้มสายชูสามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ดังต่อไปนี้ (สำนักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์  
อุตสาหกรรม, 2556) 
 1.  น้ำส้มสายชูหมัก หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำธัญพืช ผลไม้ หรือน้ำตาลมาหมักกับ
ส่าเหล้า จากนั้นหมักต่อด้วยเชื้อน้ำส้มสายชูตามกรรมวิธีธรรมชาติ 
 2.  น้ำส้มสายชูกลั่น หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำแอลกอฮอล์กลั่นเจือจาง (Dilute 
distilled alcohol) มาหมักกับเชื้อน้ำส้มสายชู หรือเมื่อหมักแล้วนำไปกลั่นอีก หรือได้จากการนำ
น้ำส้มสายชูหมักมากลั่น 
 3.  น้ำส้มสายชูเทียม หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำกรดน้ำส้มหรือกรดอะซิติก (Acetic 
acid) มาเจือจาง 

 

2.2  น้ำส้มสายชูหมัก 
 น้ำส้มสายชูหมักเป็นผลิตภัณฑ์ธรรมชาติที่ได้จากกระบวนการหมักวัตถุดิบทางการเกษตร
จำพวกน้ำตาลและคาร์โบไฮเดรตจนได้กรดอะซิติกเป็นองค์ประกอบหลัก  โดยสามารถแบ่งชนิดของ
น้ำส้มสายชูหมักได้ 2 ประเภทตามชนิดของวัตถุดิบที่ใช้ ได้แก่ น้ำส้มสายชูผลไม้ (Fruit vinegar) และ
น้ำส้มสายชูธัญพืช (Grain vinegar)  การหมักน้ำส้มสายชูสามารถหมักได้ทั้งแบบ Solid-state และ 
Liquid-state  น้ำส้มสายชูส่วนใหญ่ในแถบยุโรปจะใช้การหมักแบบ Liquid-state เช่น น้ำส้มสายชู 
บัลซามิก น้ำส้มสายชูเชอร์รี่ และน้ำส้มสายชูแอปเปิ้ล โดยวัตถุดิบที่นิยมใช้มักจะเป็นผลไม้ เช่น องุ่น 
แอปเปิ้ล พลับ สับปะรด และมะเขือเทศ  ส่วนประเทศแถบเอเชียการหมักน้ำส้มสายชูส่วนใหญ่จะ
เป็นการหมักแบบ Solid state เช่น น้ำส้มสายชูโครูซุ Shanxi aged vinegar และ Zhenjiang 
aromatic vinegar เป็นต้น  โดยใช้ข้าวฟ่าง รำข้าวสาลี ถั่ว ข้าว และข้าวเปลือกเป็นวัตถุดิบ (Xia et 
al., 2020) 
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 น้ำส้มสายชูถูกนำมาใช้ประโยชน์ทางด้านการแพทย์ตั้งแต่ปลายศตวรรษที่ 18 ในการบำบัด
ผู้ป่วยที่ติดสารเสพติด แต่การบริโภคน้ำส้มสายชูเป็นเวลานานกลับช่วยดูแลสุขภาพและบำรุงร่างกาย  
ดังนั้นนักวิทยาศาสตร์จึงเริ ่มศึกษาประโยชน์ของการบริโภคน้ำส้มสายชูต่อการส่งเสริมสุขภาพ   
โดยมีงานวิจัยจำนวนมากที่รายงานว่า กรดอะซิติกจัดเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดหนึ่งที่พบมาก
ในน้ำส้มสายชู และมีส่วนในการช่วยป้องกันโรคต่างๆ (Petsiou et al., 2014)  
 น้ำส้มสายชูหมักอุดมไปด้วยสารอาหารและสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้แก่ กรดอะมิโน 
น้ำตาล กรดอินทรีย์ Polyphenols Melanoidins และ Tetramethylpyrazine (Ho et al., 2016; 
Salbe et al., 2009)  โดยสารสำคัญเหล่านี้จะมีความใกล้เคียงกับวัตถุดิบที่ใช้ในการหมัก ทั้งนี้จะมี
ปริมาณมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับเทคโนโลยีที่ใช้ในการผลิต ปฏิกิริยาทางเคมีที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลง
ทางกายภาพ และการเจริญของจุลินทรีย์ระหว่างขั้นตอนการหมัก (Cho et al., 2007)  น้ำส้มสายชู
หมักจัดเป็นน้ำส้มสายชูที่มีกลิ่นหอมและรสชาติดี  ซึ่งกลิ่นและรสที่เกิดขึ้นเกิดจากน้ำตาลและกลิ่น
ของวัตถุดิบที่ตกค้างอยู่ในผลิตภัณฑ์  สำหรับสีของน้ำส้มสายชูจะมีความแตกต่างกันตามชนิดของ
วัตถุดิบที่ใช้  โดยสารต่างๆเหล่านี้ไม่เพียงเป็นตัวให้กลิ่นและรสแก่น้ำส้มสายชูเท่านั้น  แต่ยังมีบทบาท
สำคัญในการป้องกันและรักษาโรคต่างๆ ในมนุษย์ เช่น ช่วยยับยั้งการอักเสบ ต้านต่อการติดเชื้อ
แบคทีเรีย ป้องกันโรคมะเร็ง (Xia al., 2020)  และจากการศึกษาของ Cho et al., (2010) พบว่า
สารประกอบฟีนอลิก ได้แก่ Chlorogenic acid, Gallic acid และ Caffeic acid ในน้ำส้มสายชูมีส่วน
ช่วยในการกระตุ้นระบบเผาผลาญไขมันและมีผลต่อการลดน้ำหนักของหนูทดลอง และมีรายงานว่า
น้ำตาลชนิดต่างๆ ได้แก่ Arabinose, Xylose, Glucose และ Mannose ใน Buckwheat vinegar มี
คุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและช่วยเสริมภูมิคุ้มกัน (Sun et al., 2011) 
 ตามประกาศมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน เรื่องน้ำส้มสายชูหมัก (มผช. 326/2547) ได้กำหนด
มาตรฐานของน้ำส้มสายชูหมักคือ จะต้องเป็นของเหลวใส อาจตกตะกอนได้เมื่อวางทิ้งไว้ มีสีที่ดีตาม
ธรรมชาติของน้ำส้มสายชูหมัก ต้องมีกลิ่นของกรดอะซิติกและอาจมีกลิ่นของวัตถุดิบที่ใช้หมักอยู่ด้วย
ได้ ต้องไม่มีสิ่งแปลกปลอมที่ไม่ใช่ส่วนประกอบที่ใช้ ห้ามใช้สีสังเคราะห์ ต้องมีกรดอะซิติกไม่น้อยกว่า
ร้อยละ 4 และเมทานอลไม่เกิน 420 มิลลิกรัมต่อลิตร (สำนักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม , 
2556) 
 

2.3  กระบวนการหมักน้ำส้มสายชู 
 กระบวนการหมักน้ำส้มสายชูจะประกอบด้วยกระบวนการทางชีวภาพ 2 ขั้นตอนหลัก คือ 
กระบวนการหมักน ้ำตาลให ้ เป ็นแอลกอฮอล์ ด ้วยย ีสต ์  (Alcoholic Fermentation) ซ ึ ่ งเป็น
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้อากาศ และการออกซิไดซ์แอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก (Acetous 
Fermentation) ด้วยแบคทีเรียในกลุ่มแบคทีเรียอะซิติก (Acetic acid bacteria) ที่เจริญในสภาวะ 
ที่มีอากาศ  โดยแบคทีเรียที่นิยมใช้ในการผลิต ได้แก่ Acetobacter aceti และ A. pasteurianus 
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ตารางท่ี 2.1  ความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย์ที่พบในน้ำส้มสายชูหมัก 
น้ำส้มสายช ู รา ยีสต ์ แบคทีเรียแลคติก แบคทีเรียอะซิติก 

Beer/malt 
vinegar 

- Saccharomyces 
sensu stricto 

Lb. brevis, 
Lb. buchneri,  
P. damnosus 

Ac. cerevisiae, 
Ga. sacchari 

Honey 
vinegar 

- S. cerevisiae, 
Zygosaccharomyces 
spp.,  
Torulopsis spp 

Lactobacillus,  
Streptococcus,  
Leuconostoc, 
Pediococcus spp. 

Acetobacter spp., 
Gluconacetobacter 
spp. 

Rice vinegar A. oryzae, 
A. soyae, 
Rhizopus sp. 

S. cerevisiae 
 

Lb. casei var. 
rhamnisus 
 

Acetobacter spp., 
 

Kurosu A. awamori 
A. usami 
A. oryzae 

S. cerevisiae 
 

Lb. fermentum, 
Lb. lactis,  
Lb. acetotolerans, 

A. pasteurianus 

Kombucha 
vinegar 

- Z. kombuchaensis 
Z. rouxii 
Candida spp. 
Sc. pombe 
B. bruxellensis 
Saccharomyces spp. 
P. membranaefa- 
ciens 

- Ga. xylinum 
Ga. intermedius 
Ga. kombuchae 

หมายเหตุ  A.= Aspergillus; Ac.= Acetobacter; Ga. = Gluconacetobacter, Lb. = Lactobacilus;  
              Lc = Leuconostoc, S. = Saccharomyces, Sc. = Schizosaccharomyces 
ที่มา : Solieri and Giudici (2009) 
 
 ในขณะที่เชื้อจุลินทรีย์อื่น ได้แก่ รา และแบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria) สามารถ
พบได้ในน้ำส้มสายชูบางชนิดเท่านั้น ดังตัวอย่างจุลินทรีย์ที่พบในน้ำส้มสายชูที่แสดงในตารางที่ 2.1 
ความหลากหลายของจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการผลิตน้ำส้มสายชูจะแตกต่างกันตามชนิดของวัตถุดิบที่ใช้ 
แหล่งน้ำตาล และกระบวนการหมัก  รวมถึงสภาวะที่ใช้ในการหมัก เป็นต้น (Mas et al., 2015) 
 2.3.1  กระบวนการหมักเอทานอล เป็นกระบวนหมักน้ำตาลให้เป็นเอทานอลและก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์เกิดขึ้นภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ (Anaerobic) ด้วยยีสต์ที่ปนเปื้อนมาจากวัตถุดิบ
หรือหัวเชื้อยีสต์ที่เติมลงไปในกระบวนการหมัก  น้ำตาลจะถูกออกซิไดซ์เปลี่ยนไปตามวิถีไกลโคไลซิส 
(Glycolysis pathway) หรือกระบวนการเอมบ์เดนเมเยอร์ฮอฟพาร์นาส (Embden-Mayerhof-
Parnas (EMP) pathway)  โดยน้ำตาลกลูโคส 1 โมเลกุล จะให้ไพรูเวท 2 โมเลกุลดังสมการที่ 1 
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  Glucose + 2ATP + 2NAD+          2Pyruvate + 4ATP + 2(NADH+H+)      (1) 
จากนั้นไพรูเวทเกิดปฏิกิริยาดีคาร์บอกซิเลชั่น (Decarboxylation) แยกเอาคาร์บอนไดออกไซด์ออก   
โดยมีเอนไซม์ไพรูเวทดีคาร์บอกซิเลส (Pyruvate decarboxylase) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน 
ไพรูเวทเป็นอะซิทัลดีไฮด์ (Acetaldehyde) และถูกรีดิวซ์ต่อด้วยเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจิเนส 
(Alcohol dehydrogenase) ได้เอทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ และน้ำ แสดงดังรูปที่ 2.1  ซึ่งการหมัก
น้ำตาลของยีสต์สามารถคำนวณได้ด้วยสมการ Gay-Lussac (สมการที่ 2)  
 

 
รูปที่ 2.1 วัฏจักรการสังเคราะห์เอทานอลจากสารตั้งต้นที่เป็นน้ำตาลกลูโคส 
ที่มา : ดุษณี (2555) 

                                      ยีสต ์
  C6H12O6                            2C2H5OH     +     2CO2              (2) 
   น้ำตาลหรือน้ำผลไม้           เอทานอล   คาร์บอนไดออกไซด์ 
  180 กรัม                             92 กรัม    88 กรัม 
 ตามทฤษฎีการหมักเอทานอลจากน้ำตาลกลูโคส 1 กรัม จะให้ปริมาณเอทานอล 0.511 กรัม
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 0.489 กรัม  แต่ในการหมักทั่วไป กลูโคส 1 กรัมจะให้ผลผลิตเอทานอล
เพียงร้อยละ 90 ของผลได้ทางทฤษฎี  เนื่องจากกลูโคสบางส่วนถูกนำไปใช้ในการเจริญเติบโตของเซลล์ 
และบางส่วนถูกเปลี ่ยนเป็นผลพลอยได้ของปฏิกิริยา เช่น กลีเซอรอล และซัคซิเนท  นอกจากนี้
กระบวนการหมักเอทานอลยังขึ้นอยู่กับปัจจัยอื่น เช่น ความเข้มข้นสารตั้งต้น สารอาหาร และสภาวะ
แวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ค่าพีเอช ปริมาณออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ (สาวิตรี, 2549) 
 ความสามารถในการหมักน้ำตาลของยีสต์เป็นหนึ่งในคุณสมบัติเด่นที่ถูกนำมาใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารต่างๆ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล์  ยีสต์สามารถหมักน้ำตาล
ได้เฉพาะน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวชนิดเฮกโซส (Hexose) หรือน้ำตาลที่มีคาร์บอน 6 อะตอม  ยีสต์ส่วนใหญ่
สามารถใช้น้ำตาลกลูโคส ฟรุกโตสและแมนโนสได้  โดยยีสต์จะหมักน้ำตาลกลูโคสและฟรุกโตส  
ในอัตราเร็วที่สูงกว่าน้ำตาลแมนโนส  มียีสต์เพียงบางชนิดเท่านั้นที่สามารถหมักน้ำตาลกาแลกโตสได้ 
เช่น Kluyveromyces marxianus  สำหรับน้ำตาลซูโครส มอลโตส แลกโตส และเมลิไบโอสที่เป็น
น้ำตาลโมเลกุลคู่  ยีสต์จะสร้างเอนไซม์ย่อยน้ำตาลโมเลกุลคู่ให้กลายเป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวก่อน 
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การหมัก (Rouwenhorst et al., 1990) และแป้งสามารถใช้ได้โดย Schwanniomyces occidentalis 
(Mccann and Barnett, 1986)  ยีสต์สามารถหมักน้ำตาลได้ที่ความเข้มข้นสูงถึงร้อยละ 20 และที่ระดับ
ความเข้มข้นของน้ำตาลที่สูงกว่านั้น มีผลทำให้ความสามารถในการหมักลดลง และหากมีความเข้มข้น
ของน้ำตาลสูงกว่าร้อยละ 50 จะส่งผลให้ค่าแรงดันออสโมติก (Osmosis pressure) สูงขึ้นและมีผลยับยั้ง
การเจริญของยีสต์ส ่วนใหญ่  ยกเว ้นยีสต์บางสปีช ีย์ ท ี ่สามารถเจริญในสภาวะข้างต้นได้ เช่น 
Zygosaccharomyces sp. ที่เจริญในน้ำผึ้ง (Solieri and Giudici, 2009) 
 2.3.2  กระบวนการผลิตกรดอะซิติก เป็นปฏิกิริยาการออกซิไดซ์แอลกอฮอล์ให้เป็น 
กรดอะซิติก เกิดขึ ้นโดยอาศัยแบคทีเรียในกลุ ่มแบคทีเรียอะซิติกในสภาวะที่มีออกซิเจน เช่น  
Acetobacter sp. และ Gluconobacter sp. ดังสมการที่ 3 
                                               Acetobacter sp. 
  C2H5OH  +  O2                                     CH3COOH  +  H2O               (3) 
  เอทานอล ออกซิเจน                                กรดอะซิติก      น้ำ 
การเปลี่ยนเอทานอลเป็นกรดอะซิติกเป็นปฏิกิริยา 2 ขั้นตอน โดยแบคทีเรียจะออกซิไดซ์แอลกอฮอล์
เป็นกรดอะซิติกด้วยเอนไซม์ 2 ชนิดที่อยู่บริเวณผิวด้านนอกของเยื่อหุ้มเซลล์ ได้แก่ เอนไซม์แอลกอฮอล์
ดีไฮโดรจีเนสและเอนไซม์แอลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส  โดยสามารถสรุปปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ดังรูปที่ 2.2 
 

 
   รูปที่ 2.2  การออกซิเดชันของเอทานอลเป็นกรดอะซิติก 
   ที่มา : Vidra and Nemeth, (2017) 
 
 ขั้นตอนที่ 1 เอทานอลจะถูกเปลี่ยนเป็นอะซิตัลดีไฮด์ โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์
แอลกอฮอล์ดีไฮโดจีเนส (Alcohol dehydrogenase; AlDH) ดังสมการที่ 4  
                                          Alcohol dehydrogenase 
  CH3CH2OH  +  O2                                  CH3COO  +  H2O                (4) 
                     เอทานอล                                           อะซิตัลดีไฮด์ 
 ขั้นตอนที่ 2 เป็นการเปลี่ยนอะซิตัลดีไฮด์ให้กลายเป็นกรดอะซิติก เริ่มจากอะซิตัลดีไฮด์ถูก
เปลี่ยนต่อเป็นไฮเดรตอะซิตัลดีไฮด์ (hydrate acetaldehyde)  ดังสมการที่ 5 
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CH3COO   +   H2O                                CH3-C                                (5) 

                อะซิตัลดีไฮด์                                    ไฮเดรตอะซิตัลดีไฮด์ 
จากนั้นโปรตอน 2 ตัวของไฮเดรตอะซิตัลดีไฮด์จะถูกกระตุ้นและส่งผ่านไปยังอะตอมของออกซิเจน
โดยเอนไซม์อะซิตัลดีไฮด์ดีไฮโดรจีเนส (Acetaldehyde dehydrogenase; AcDH) ได้เป็นกรดอะซิติก 
ดังสมการที ่6 

CH3-C             +  O2                          CH3COOH  +  H2O                  (6) 

                 ไฮเดรตอะซิตัลดีไฮด์   ออกซิเจน                 กรดอะซิติก 
 นอกจากนี้กลไกการเกิดกรดอะซิติกยังสามารถเกิดขึ้นได้ภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน  
เรียกปฏิกิริยานี้ว่า Cannizzaro dismutation reaction  โดยอะซิตัลดีไฮด์ 2 โมเลกุลจะทำปฏิกิริยากัน
ทำให้ได้กรดอะซิติกและเอทานอลอย่างละ 1 โมเลกุล (Ghose and Bhadra, 1985) ดังสมการที่ 7 

  2CH3CHO + H2O                                CH3COOH + CH3CH2COOH      (7) 
                อะซิตัลดีไฮด์                                       กรดอะซิติก      เอทานอล 

 
2.4  จลุินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตน้ำส้มสายชูหมัก 
 2.4.1  ยีสต์ 
  ยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดี่ยวในอาณาจักรเห็ดรา (Kingdom Fungi) อาจมีเซลล์รปูไข่ 
ทรงกลม ทรงกระบอก ท่อนยาว บางชนิดมีลักษณะต่อกันแบบเส้นใยเทียม (Pseudohyphae)   
ส่วนใหญ่เจริญได้ดีในพีเอชต่ำ  ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (Facultative anaerobe)  
มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อ (Budding) หรือแบ่งเซลล์แบบ Binary fission  
นอกจากนี้ยังมีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ ซึ่งมีกลไกการสืบพันธุ์ 2 แบบ คือการสร้างแอสโคสปอร์ 
(Ascomucetous yeast) และการสร้างแบสิดิโอสปอร์ (Basidomycetous yeast)   
  โดยทั่วไปยีสต์สามารถจัดจำแนกตามการสืบพันธุ์ได้ 5 ดิวิชัน ได้แก่ Ascomycota, 
Basidiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota และ Zygomycota  ซึ่งยีสต์ที่อยู่ในไฟลัม 
Ascomycota โดยเฉพาะคลาส Saccharomycetes เป็นยีสต์ที่มีบทบาทสำคัญในกระบวนการหมัก
น้ำส้มสายชูแสดงดังตารางที่ 2.2  ลักษณะของยีสต์ที่สำคัญต่ออุตสาหกรรมการหมักนั้น มีผลต่อ
กระบวนการหมักทั้งหมด รวมทั้งประเภทของผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการหมักด้วย เนื่องจาก  
การใช้ยีสต์ต่างสายพันธุ์กันจะให้ผลผลิตที่ มีคุณภาพและปริมาณต่างกัน  โดยลักษณะที่ดีของยีสต์ 
ที ่สำคัญทางอุตสาหกรรมการหมักเอทานอลทั ่วไป คือ (Raineri and Pretorius, 2000; Speranza  
et al., 2019; นฤมล, 2549)  
   1.  สามารถใช้วัตถุดบิได้หลากหลายชนิด  
   2.  ให้ผลผลิตและมีอัตราการผลิตเอทานอลทีสู่ง ซึ่งช่วยลดระยะเวลาการผลิต
   3.  มีความสามารถในการทนต่อเอทานอลที่สูง เนื่องจากในระหว่างการหมัก

H 
OH 
H 

H 
OH 
H 
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เอทานอลบางส่วนจะถูกสะสมอยู่ภายในเซลล์ มีผลทำให้เซลล์แตกได้ ยีสต์ที่สามารถทนต่อความ
เข้มข้นของเอทานอลสูงส่งผลให้ได้ผลผลิตเอทานอลทีสู่งขึ้น 
   4.  ทนอุณหภูมิสูง เพราะในกระบวนการหมักเอทานอลจะมีการปลดปล่อย
พลังงานความร้อนออกมาทำให้อุณหภูมิในถังหมักสูงขึ้น  มีผลต่อการอยู่รอดและกิจกรรมการทำงานของยีสต์
   5.  ทนพีเอชต่ำหรือทนกรด ในกระบวนการหมักจะเกิดกรดที่เป็นผลพลอยได้
จากกระบวนการหมัก ทำให้ให้พีเอชของอาหารลดลง ยีสต์ที่สามารถทนพีเอชต่ำได้จะช่วยให้มีผลผลิต
เอทานอลทีสู่งขึ้น 
   6.  ไม่เปลี่ยนแปลงง่ายในสภาวะต่างๆ ของการหมักและไม่เกิดกลายพันธุ์ 
ส่งผลให้ประสิทธิภาพและคุณภาพในการผลิตเอทานอลสม่ำเสมอ 
   7.  มีความสามารถในการตกตะกอน ทำให้ง่ายต่อการเก็บเกี่ยวผลิตภัณฑ์
และสามารถนำเซลล์ยีสต์กลับมาใช้ใหม่ได้ 
   8.  ทนต่อแรงดันออสโมซิส ทำให้สามารถใช้อาหารที่มีปริมาณน้ำตาล
เริ่มต้นสูงๆ และช่วยลดการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอื่นที่ไม่ทนต่อแรงดันออสโมซิส ทำให้ยีสต์
สามารถผลิตเอทานอลมากข้ึน 
 
ตารางท่ี 2.2 การจัดจำแนกยีสต์ใน class Saccharomycetes 
Subphylum Order Family Genera 
Saccharomycotina Saccharomycetales Ascoidaceae 

Cephaloascaceae  
Dipodascaceae  
Endomycetaceae  
Eremotheciaceae  
Lipomycetaceae  
Metschnikowiaceae  
Phaffomycetaceae 
Saccharomycetaceae  
Saccharomycodaceae 
Saccharomycopsidaceae 

1 
2 
4 
4 
5 
9 
6 
3 
53 
9 
7 

ที่มา : Solieri and Giudici (2009) 
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2.4.2  แบคทีเรียอะซิติก 
  แบคทีเรียอะซิติกเป็นแบคทีเรียที ่มีการใช้ประโยชน์ในกระบวนการหมักต่างๆ  
มาอย่างยาวนาน  ในขณะเดียวกันก็มีการนำแบคทีเรียชนิดนี้มาประยุกต์ใช้ทางชีวภาพโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งในการสังเคราะห์สารทางชีวภาพที่มีประโยชน์ทางเศรษฐกิจ และในทางอุตสาหกรรมอาหาร  
แบคทีเรียอะซิติกถือว่าเป็นเชื้อจุลินทรีย์พื ้นฐานสำหรับกระบวนการหมักทางชีวภาพ ทั ้งใน
อุตสาหกรรมน้ำส้มสายชูและเครื่องดื่มที่ผ่านการหมัก 
 
ตารางที่ 2.3  ลักษณะความแตกต่างของแบคทีเรียอะซิติกในส Acetobacter, Gluconobacter,  
                  Gluconacetobacter และ Komagataeibacter 

การทดสอบ Ac. G. Ga. K. 

Oxidation of ethanol to acetic acid + + + + 
Oxidation of acetic acid to CO2 and H2O + – + + 
Oxidation of lactate to CO2 and H2O + – + + 
Growth in the presence of 30 % D-glucose – + or - + or – n/d 
Production of cellulose – – + or – + or – 
Ketogenesis (Dihydroxyacetone) from glycerol + or – + + or – + or – 
Acid production from: 
Glycerol + or – + + n/d 
D-Mannitol + or – + + or – – 
Raffinose – – – n/d 
Production of water-soluble brown pigment – + or – + or – – 
Production from glucose of: 
2-keto-D-gluconic acid + or – + + or – + or – 
5-keto-D-gluconic acid + or – + or – + or – + or – 
2,5-keto-d-gluconic acid + or – + or – + or – – 
Ubiquinone type Q9 Q10 Q10 Q10 

หมายเหต ุ n/d=ไม่ได้ทดสอบ A.=Acetobacter, G.=Gluconobacter, Ga.=Gluconacetobacter,  
K.= Komagataeibacter 

ที่มา: Gomes et al., (2018) 
 
  แบคทีเรียอะซิติกเป็นแบคทีเรียแกรมลบหรือ Gram-variable เจริญได้ในสภาวะที่มี
อากาศ ไม่สร้างสปอร์ มีเซลล์รูปร่างเป็นท่อนหรือทรงรี สามารถพบได้ทั้งเซลล์เดียว คู่ หรือเป็นสาย  
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เคล ื ่อนที ่ โดยใช้แฟลกเจลลา (Flagella) ม ีท ั ้งแบบ Peritrichously และ Polarly flagellated 
(Sengun and Karabiyikli, 2011)  ให้ผลในการทดสอบคะตะเลส (Catalase test) เป็นบวก และ
การทดสอบออกซิเดส (Oxidase test) เป็นลบ  โดยค่า pH ที่เหมาะสมในการเจริญจะอยู่ในช่วง 5.0-
6.5 และสามารถเจริญได้ใน pH ต่ำ ประมาณ 3-4 (De Ley et al., 1984)  ในบางสายพันธุ์สามารถ
สร้างสารสีและผลิต Exo-polysaccharide ได้  
  ในอดีตแบคทีเร ียอะซิต ิกถูกจัดจำแนกเป็น 2 genera คือ Acetobacter และ 
Gluconobacter  โดยใช้ลักษณะทางชีวเคมี 5 อย่างในการจัดจำแนก ได้แก่ การทดสอบแคตาเลส  
การออกซิไดซ์และ Overoxidation แอลกอฮอล์  การออกซิไดซ์แลคเตรท  การออกซิไดซ์กลีเซอรอล 
และการผลิตกรดจากน้ำตาลกลูโคส  แตใ่นปัจจุบัน AAB ถูกจัดให้อยูใ่นไฟลัม Alphaproteobacteria 
แฟมิลี่ Acetobacteraceae ที่ประกอบด้วยสมาชิก 18 จีนัส ได้แก่ Acetobacter, Acidomonas, 
Ameyamaea, Asaia, Bombella, Endobacter, Granulibacter, Gluconacetobacter, 
Gluconobacter, Kozakia, Komagataeibacter, Neokomagataea, Nguyenibacter, Neoasaia, 
Swaminathania, Saccharibacter, Swingsia และ Tanticharoenia  โดยอาศัยการวิเคราะห์
ลำดับนิวคลีโอไทด์และความสัมพันธ์ตามลำดับวิวัฒนาการบริเวณ 16S rDNA รวมไปถึงลักษณะ 
ฟีโนไทป์ของแบคทีเรียอะซิติกเป็นสำคัญ  (Malimus et al., 2017) 

แบคทีเรียอะซิติกที่ใช้ในการผลิตน้ำส้มสายชูระดับอุตสาหกรรมจะต้องมีคุณสมบัติในการทน
ต่อความเข้มข้นของกรดอะซิติกและแอลกอฮอล์ในน้ำหมักได้สูง  ต้องการสารอาหารเพียงเล็กน้อย 
และไม่ก่อให้เกิด Overoxidation เปลี่ยนกรดอะซิติกให้กลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ำ  
โดยปฏิกิริยาการออกซิเดชันเอทิลแอลกอฮอล์ไปเป็นกรดอะซิติกจะเกิดขึ้นในช่วงเวลาหนึ่งเท่านั้น คือ
หลังจากที่เซลล์แบคทีเรียมีการเจริญเต็มที่และหยุดการเจริญแล้ว เซลล์จะมีการผลิตกรดอะซิติกข้ึน 
จนกระทั่งน้ำหมักมีความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงสุด เซลล์จะค่อยๆ ตายลงอย่างรวดเร็ว ทำให้
ปฏิกิริยาออกซิเดชันยุติลง  แบคทีเรียอะซิติกสปีชีย์ที ่มีบทบาทในการผลิตน้ำส้มสายชู ได้แก่ 
Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter และ Komagataeibacter (วราวุฒิ และ
รุ่งนภา, 2532)  โดยความแตกต่างของแบคทีเรียทั้ง 4 จีนัสแสดงในตารางที่ 2.3 
 

2.5  เครื่องดื่มน้ำหมกัสมนุไพรลูกแปลกแม ่

 เครื่องดื่มน้ำส้มสายชูหมักเป็นผลิตภัณฑ์ประเภทเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพชนิดหนึ่งที่มีส่วนผสม
ของน้ำส้มสายชูหมักผลไม้ น้ำผลไม้ และน้ำผึ้ง มีรสชาติเปรี้ยวและหวานเล็กน้อย มีกลิ่นหอมของน้ำผึ้ง 
และมีกลิ่นรสเฉพาะของน้ำส้มสายชแูละน้ำผลไม้ที่นำมาเป็นส่วนประกอบ (ชนกภัทร และคณะ, 2561)  
เครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพน้ำส้มสายชูหมัก สามารถแบ่งได้เป็น 3 ประเภทย่อยตามวิธีการบริโภค ได้แก่  
 1.  Shrub คือ เครื่องดื่มท่ีมีการผสมระหว่างน้ำส้มสายชูหมักกับน้ำเชื่อม ผลไม้ และผลไม้สด 
 2.  Switchel คือ เครื่องดื่มท่ีมีการผสมระหว่างน้ำส้มสายชูหมัก น้ำด่ืม และขิง 
 3.  Oxymel คือ เครื่องดื่มท่ีมีการผสมระหว่างน้ำส้มสายชูหมัก น้ำผึ้ง และสมุนไพร 
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 การบริโภคน้ำส้มสายชูหมักเพ่ือใช้ในการรักษาโรคมีหลักฐานว่ามีการบริโภคเพ่ือลดอาการติดเชื้อ 
นอกจากนี้ยังมีการใช้ Oxymel เป็นยารักษาอาการเจ็บคอ  สำหรับในยุคปัจจุบันเครื่องดื่มเพ่ือสุขภาพ
จากน้ำส้มสายชูหมักมีการปรับปรุงและพัฒนาสูตรให้มีความหลากหลาย มีการผสมน้ำส้มสายชูหมัก
กับสมุนไพรและผลไม้สดเพื่อให้มีการออกฤทธิ์โดยเฉพาะ เช่น ผสมขิงและมะนาวเพ่ือคุณสมบัติในการ
ดีทอกซ์  ผสมชาเขียวและรากชะเอมเทศเพ่ือเพ่ิมพลังงาน  ผสมราสเบอร์รี่และวนิลาเพ่ือคุณสมบัติใน
การช่วยย่อยอาหาร เป็นต้น (Turner, 2015)  
 เครื่องดื่มน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการหมักพริกไทยดำแห้ง มะตูมแห้ง 
และกล้วยน้ำว้าสุก ร่วมกับน้ำตาลทรายไม่ขัดสี และน้ำหมักกล้วยน้ำว้านาน 1 ปี  โดยพัฒนารูปแบบ
จากการผลิตยาลูกกลอน ตามตำหรับยาสมุนไพรมะตูมนิ่มในพระราชนิพนธ์ของสมเด็จพระมหาสมณเจ้า 
กรมพระยาปวเรศวริยาลงกรณ์  สามารถสรุปขั้นตอนการผลิตได้ 3 ขั้นตอน ได้แก่ 
 ขั้นตอนที่ 1  การหมักกล้วยน้ำว้านาน 1 ปี  นำกล้วยน้ำว้าปอกเปลือก 3 กิโลกรัมผสมกับ
น้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม หมักในภาชนะหมักและปิดฝาให้สนิทนาน 15 วัน  จากนั้นเติม 
น้ำสะอาดปริมาตร 60 ลิตร กวนน้ำหมักทุก 7 วันนาน 6 เดือน และหมักต่อในสภาวะนิ่งปราศจาก
การกวนจนครบระยะเวลาหมัก 1 ปี จากนั้นกรองด้วยผ้าขาวบางเพื่อนำแผ่นเซลลูโลสและตะกอนของ
วัตถุดิบออกจากน้ำหมัก จะได้น้ำกล้วยน้ำว้าหมัก 1 ปีที่มีค่า pH ประมาณ 3 และมีปริมาณของแข็งที่
ละลายได้เท่ากับ 5 องศาบริกซ์ 
 ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมวัตถุดิบหมัก นำพริกไทยดำแห้ง มะตูมแห้ง และกล้วยน้ำว้าปอกเปลือก 
อย่างละ 3 กิโลกรัม ผสมคลุกเคล้าให้เข้ากับน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม และเติมน้ำหมัก 
กล้วยน้ำว้านาน 1 ปีในขั้นตอนที่ 1 ปริมาตร 5 ลิตร จากนั้นผสมให้เข้ากันและหมักในสภาวะนิ่ง  
ในภาชนะปิด เป็นเวลา 15 วัน 
 ขั้นตอนที่ 3  การหมักน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่  นำน้ำหมักกล้วยน้ำว้าปริมาตร 55 ลิตร 
ในขั้นตอนที่ 1 เติมลงในวัตถุดิบที่หมักครบเวลา 15 วันในขั้นตอนที่ 2  จากนั้นหมักต่อในสภาวะนิ่ง   
โดยทำการกวนเพื่อให้อากาศทุกสัปดาห์เป็นเวลา 6 เดือน  จะได้ผลิตน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่  
กรองน้ำสมุนไพรหมักด้วยผ้าขาวบางเพื่อนำวัตถุดิบที่เป็นของแข็งออก ผลิตภัณฑ์ที่ได้จะมีค่า pH 
เท่ากับ 3 และปริมาณของแข็งทั้งหมดที่ละลายได้เท่ากับ 5 องศาบริกซ์ จากนั้นฆ่าเชื้อน้ำสมุนไพร
หมักด้วยการเติมสารโปแตสเซียมเมตาไบซัลไฟต์ (Potassium metabisulphite, KMS) ความเข้มข้น 
500 ppm (0.5 กรัมต่อลิตร) และเติมน้ำผึ้งต่อน้ำสมุนไพรหมักในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 เพื่อปรับปรุง
รสชาติก่อนการบรรจุขวดออกจำหน่าย  โดยสามารถสรุปขั้นตอนการผลิต ได้ดังรูปที่ 2.3
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ขั้นตอนที่ 1  การหมักกล้วยน้ำว้านาน 1 ปี 

 

กล้วยน้ำว้า 3 กิโลกรัมผสมกับ 

น้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม 

 
ปิดฝาภาชนะ หมักในสภาวะนิ่ง 15 วัน 

 
เติมน้ำกรอง 60 ลิตร 

 
ปิดฝาภาชนะโดยทำการกวนให้อากาศทุก 7 วัน 

นาน 6 เดือน 

 
หมักต่อในสภาวะนิ่ง 6 เดือน 

 
กรองน้ำหมักที่ได้ด้วยผ้าขาวบางก่อนการนำไปใช้ 

 

 

ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมวัตถุดิบหมัก 

 

 พริกไทยดำแห้ง  

 มะตูมแห้ง             อย่างละ 3 กิโลกรัม 

 กล้วยน้ำว้าสุก 

ผสมกับน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม 

 
เติมน้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปี (ในขั้นตอนที่ 1) 

ปริมาตร 5 ลิตร 

 
คนให้เข้ากัน ปิดฝาภาชนะหมัก และพักวัตถุดิบเป็น

เวลา 15 วันก่อนนำไปใช้ในขั้นตอนที่ 3 

 

 

 

 

 

ขั้นตอนที่ 3 การหมักน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ 

 

เติมน้ำหมักกล้วยน้ำว้า 55 ลิตรในขั้นตอนที่ 1 ลงใน

วัตถุดิบที่ได้ในขั้นตอนที่ 2  

 
หมักในภาชนะท่ีมีฝาปิด กวนเพ่ือเติมอากาศทุก 7 วัน

เป็นเวลา 6 เดือน 

 
กรองน้ำหมักด้วยผ้าขาวบาง นำสมุนไพรออก 

ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีค่า pH เท่ากับ 3 และปริมาณของแข็ง

ทั้งหมดเท่ากับ 5 องศาบริกซ์ 

 

 

ปรับปรุงรสชาติโดยเติมน้ำผึ้งต่อน้ำหมักสมุนไพร

อัตราส่วน 1 ต่อ 1 ก่อนการบรรจุขวดออกจำหน่าย 

  

รูปที่ 2.3  แผนภาพการผลิตเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ 

 

13 
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2.6  วัตถุดิบที่ใช้ในการผลิตน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่ 
 2.6.1  กล้วยน้ำว้า 
 

      

         รูปที ่2.4  กล้วยน้ำว้า 
ที่มา : Nimisha and Pradeep (2017) 

 
   ชื่อวิทยาศาสตร์    : Musa sapientum  
   ชื่อสามัญ    : กล้วยน้ำว้า 
   Kingdom    : Plantae 
   Family     : Musaceae 
   Genus     : Musa 
   Species    : sapientum 
 
  กล้วยเป็นไม้ล้มลุกขนาดใหญ่  มีถิ่นกำเนิดในแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใต้  สามารถ
พบได้ในประเทศเขตร้อน เช่น ไทย จีน อินเดีย โคลัมเบีย และเอกวาดอร ์เป็นต้น  โดยมนุษย์มีการนำ
ส่วนต่างๆ ของกล้วยมาใช้ประโยชน์  ไม่เพียงแต่เป็นอาหารเท่านั้น  กล้วยยังถูกใช้เป็นอาหารเสริม
และยารักษาโรค เช่น ไข้หวัด หลอดลมอักเสบ บิด อาการแพ้ โรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์และโรคไม่
ติดต่อบางชนิด  จากรายงานการศึกษาฤทธิ ์ทางยาของกล้วยในจีนัส Musa sapientum พบว่า  
กล้วยมีสารต้านอนุมูลอิสระในปริมาณมาก  สามารถป้องกันการเกิดโรคเบาหวาน  (Antidiabetic) 
และมะเร็ง (Anticancer) ช่วยเสริมภูมิคุ ้มกัน ( Immunomodulatory) และยับยั ้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ (Antimicrobial) โดยเฉพาะเชื้อ HIV 
  กล้วยเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยวที่มีลำต้นที่แท้จริงเป็นเหง้า (Rhizome) อยู่ใต้ดิน และมี 
ลำต้นเทียม (Pseudostem) ซึ่งเป็นที่ยึดตัวของหน่อ เกิดจากการทับซ้อนและอัดกันแน่นของใบกล้วย  
โดยลำต้นเทียมของกล้วยมีความสูงประมาณ 3.5 เมตร เส้นผ่านศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร  กาบลำต้น
ด้านนอกมีสีเขียวอ่อนมีประดำบ้างเล็กน้อย  ก้านใบมีร่องค่อนข้างแคบ เส้นกลางใบสีเขียว  ก้านช่อดอก
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ไม่มีขน  ปลีรูปไข่ค่อนข้างป้อม ปลายป้าน ด้านนอกสีแดงอมม่วง ด้านในสีแดงเข้ม เครือหนึ่งมี
ประมาณ 7-10 หวี  หวีหนึ่งมี 10-16 ผล ก้านผลยาว เปลือกหนา  ผลสุกมีสีเหลืองเนื้อสีขาว   
รสหวานไส้กลางมีสีเหลือง ชมพูหรือขาว (สุจิตต์, 2558) 
  กล้วยเป็นแหล่งของพลังงาน วิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ  ซึ่งมีปริมาณแตกต่างกัน
เล็กน้อยตามระดับความสุกของผลกล้วยและพื้นที่ในการเพาะปลูก  โดยผลกล้วยน้ำว้าดิบจะให้
พลังงานสูงกว่ากล้วยน้ำว้าสุกเท่ากับ 435 kJ g/100 g และ 315 kJ g/100 g ตามลำดับ  กล้วยจะมี
ปริมาณน้ำตาลเพิ่มขึ้นและปริมาณแป้งลดลงระหว่างกระบวนการสุก  ความแตกต่างของปริมาณ
วิตามิน แร่ธาตุ และกรดอินทรีย์ในผลกล้วยน้ำว้าดิบและสุกแสดงดังตารางที่ 2.4  (Nimisha and 
Pradeep, 2017)  โดย Wills et al., (1984) ได้รายงานว่าในผลกล้วยดิบมีวิตามินสูงกว่าผลกล้วยสุก 
โดยเฉพาะวิตามินซี  สำหรับแร่ธาตุต่างๆ ผลกล้วยสุกมีจะมีปริมาณสูงกว่าผลกล้วยดิบ และปริมาณ
โพแทสเซียมจะมีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้นตลอดระยะการสุก 
 
ตางรางที ่2.4 วิตามิน แร่ธาตุ และกรดอินทรีย์ในผลกล้วยน้ำว้าดิบและสุก (mg/ 100g DW) 
องค์ประกอบ ผลกล้วยน้ำว้าดิบ ผลกล้วยน้ำว้าสุก 
Vitamin C  18.0 6.0 
Thiamine  0.08 0.04 
Riboflavin 0.09 0.10 
Niacin 0.8 0.4 
ß–Carotene 0.125 0.07 

α–Carotene 0.185 0.075 

Cryptoxanthin ND 0.015 
Total Ash 0.4 0.5 
Sodium 0.7 0.6–20 
Potassium 320.0 334.0–524 
Calcium 5.0 5.0–26 
Iron 0.6 0.49–2.62 
Magnesium 22.0 20.0–54.0 
Zinc 0.3 0.2–0.36 
Malic acid 0.19 0.25 
Oxalic acid 0.23 0.15 
Citric acid 0.007 0.004 

ที่มา : Nimisha and Pradeep, (2017) 
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  จากการวิเคราะห์สารสำคัญทางพฤกษเคมีจากส่วนต่างๆของกล้วยน้ำว้า ได้แก่ เนื้อ

ผล เปลือก ปลี ใบ ลำต้น และราก พบว่าในทุกส่วนของกล้วยมีสารพฤกษเคมีหลายชนิด ได้แก่ 

Saponins, Terpenoids, Steroids, Anthocyanins, Fatty acids, Tannins, Phenols แ ล ะ 

Alkaloids  โดยจะมีปริมาตรแตกต่างกันตามชนิดของตัวทำละลาย และส่วนของกล้วยน้ำว้าที่นำมา

สกัด  แทนนินเป็นสารที่พบมากในผลกล้วยดิบ  ถูกนำมาใช้ประโยชน์ในการรักษาอาการท้องเสีย บิด 

และมีฤทธิ์ป้องกันการเกิดแผลในกระเพาะอาหาร  เนื่องจากแทนนินจะช่วยในการกระตุ้นให้กระเพาะ

อาหารมีการหลั่งเมือก และสร้างเนื้อเยื่อเพ่ิมเติมเพ่ือสมานแผล นอกจากนี้ยังม ีSitoindoside I ถึง IV 

ซึ ่งเป็นสารที ่มีฤทธิ์ต ้านแผลในกระเพาะ โดยเฉพาะ Sitoindoside IV ที ่มีฤทธิ ์มากที ่ส ุด  โดย 

Sitoindoside ในผลกล้วยสุกมีสรรพคุณเป็นยาระบายสำหรับผู้ที่เป็นริดสีดวงทวารหรือผู้มีอุจจาระแข็ง  

BanLec (Banana Lectin) เป็นสารพฤกษเคมีที่มีบทบาทสำคัญทางการแพทย์ และได้รับความสนใจใน

การศึกษาเป็นอย่างมาก  BanLec เป็นสารประกอบประเภทเลคติก (Lectic) ซึ่งเป็นชื่อเรียกกลุ่มของโปรตีน

หรือไกลโคโปรตีนที่จับกับคาร์โบไฮเดรตอย่างจำเพาะ  โดยจะจับกันอย่างหลวมๆ และสามารถแยกออกจาก

กันได้แสดงดังรูปที่ 2.5  BanLac มีประโยชน์ในการช่วยเสริมภูมิคุ้มกัน กระตุ้นการสร้างเม็ดเลือดขาว และ

ป้องกันการเกิดโรคมะเร็ง (Cheung et al., 2009; Peumans et al., 2000)  และจากการศึกษาของ

น ักว ิทยาศาสตร์พบว ่า BanLec ม ีความสามารถในการย ับย ั ้ งการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ ่ต ่ างๆ 

ที่ส่งผลให้เกิดการติดเชื้อ โดยเฉพาะเชื้อ HIV ได้เป็นอย่างดี  (Nimisha and Pradeep, 2017; คมกริช, 

2553)  ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของกล้วยน้ำว้าจะเกิดขึ้นผ่านกลไกการกำจัดอนุมูลอิสระ 

การยับยั้งเปอร์ออกซิเดชัน และการจับกับไอออนของโลหะ  Thaiphanit and Anprung, (2010) ได้

ศึกษาสารสกัดเอทานอลจากผลกล้วยน้ำว้าในระยะการสุกต่างๆ พบว่าเนื้อกล้วยน้ำว้ามีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ DPPH (EC50) เท่ากับ 2.25–3.06 µg/mL และ ABTS มีค่าระหว่าง 23.29–33.64 µM 

TE/g  โดยฤทธิ์จะดีสุดเมื่อกล้วยน้ำว้าอยู่ในระยะสุกจัด  

 

  
รูปที่ 2.5  โครงสร้างสามมิติของแบนแลค (BanLac) ที่แยกได้จากกล้วย 
ที่มา : http://www.satriwit3.ac.th/files/1107091616590962_1206100005822.pdf 
สืบค้นเมื่อวันที่ 10 พฤศจิกายน 2560 
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2.6.2  พริกไทยดำ 
 

   
 

     รูปที ่2.6  พริกไทยดำ  
   ก. ต้นพริกไทยดำ  ข. ช่อเมล็ดพริกไทยดำ  
   ค. เมล็ดพริกไทยดำและพริกไทยขาวที่ผ่านกระบวนการผลิต 

ที่มา : http://citeseer x.ist.psu.edu 
สอบค้นเมื่อวันที่ 10 พฤศจิกายน 2560 

     
   ชื่อวิทยาศาสตร์    : Piper nigrum L. 
   ชื่ออ่ืนๆ     : พริกน้อย, โฮ่วเจีย, Black pepper 
   Family     : Piperaceae 
   Genus     : Piper 
   Species    : nigrum 
 

 พริกไทยดำ (black pepper) มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Piper nigrum Linn. อยู่ใน 
คลาส Piperaceae จีนัส Piper อาณาจักร Plantae พริกไทยดำเป็นสมุนไพรพื้นบ้านที่นิยมใช้กันมา
อย่างยาวนานและแพร่หลาย จึงได้รับการขนานนามว่าเป็น “ราชาแห่งเครื่องเทศ” (The King of 
spices)  ผลของพริกไทยดำมีรสเผ็ดร้อน นิยมนำมาใช้ในการปรุงอาหารเพ่ือเพ่ิมรสชาติและใช้เป็นยา
สมุนไพรในการรักษาโรคบางชนิด โดยเฉพาะประเทศศรีลังกา บราซิล มาเลเซีย ไทย อินโดนีเซีย และ
อ ินเด ีย เป ็นต ้น  (อารยา,  2560)  โดยม ีรายงานว ่าพร ิกไทยสามารถพบได้ มากกว ่ า 51  
สายพันธุ์ในพื้นที่เขตร้อน (Tropical region) และกึ่งร้อน (Subtropical region)  และเมื่อนำผลสุก
ของพริกไทยดำมากำจัดเปลือกออกจะได้พริกไทยขาว ซึ่งมีกลิ่นหอมน้อยกว่า เนื่องจากเปลือกสีดำที่มี
น้ำมันหอมระเหยถูกกำจัดออกไป (Damanhouri, 2014)  โดยลักษณะของพริกไทยดำที่ดีควรมี
ปริมาณน้ำไม่เกินร้อยละ 14  ปริมาณสิ่งแปลกปลอมไม่เกินร้อยละ 2  ปริมาณเถ้ารวมไม่เกินร้อยละ 7  
ปริมาณเถ้าที่ไม่ละลายในกรดไม่เกินร้อยละ 1.5  ปริมาณน้ำมันระเหยง่ายไม่น้อยกว่าร้อยละ 1  
ปริมาณสารอัลคาลอยด์ โดยคำนวณเทียบกับ Piperine ไม่น้อยกว่าร้อยละ 5 (สุดารัตน์, 2563, 
อารยา, 2560) 
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ลักษณะทางพฤกษเคมี 
 พริกไทยดำเป็นพืชล้มลุก ลำต้นที่เจริญเต็มที่มีความสูงประมาณ 4 เมตร ใบมีรูปไข่ 

โคนใบใหญ่ ปลายใบแหลม ยาวประมาณ 7-15 เซนติเมตร  หากมีแกนยึดเกาะ ลำต้นจะโตเป็นพุ่ม  
ผลของพริกไทยดำมีขนาดเล็ก เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 3-4 มิลลิเมตร ผลอ่อนจะมีสีเขียวเป็นพวง 
รูปร่างกลม ผิวเรียบ  สำหรับผลสุกจะมีสีดำ ผิวขรุขระ  ในผลพริกไทย 100 กรัมจะประกอบด้วยน้ำ 
9.5-12.0 กรัม แป้ง 25.8-44.8 กรัม เส้นใย 9.7-17.2 กรัม โปรตีน 10.9-12.7 กรัม และน้ำมันหอม
ระเหยร้อยละ 1.0-1.8 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร  ซึ่งส่วนใหญ่เป็นสารกลุ่ม Monoterpenes และ 
Sesquiterpenes (อารยา, 2560) 
  พริกไทยดำประกอบด้วยสารพฤกษเคมีหลายชนิด เช่น อัลคาลอยด์ (Alkaloids) 
ฟลาโวน (Flavones) ฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) สเตียรอยด์ (Steriods) แทนนิน (Tannins) ซาโป
นิน (Saponins) ฟีนอล (Phenols) ไกลโคไซด์ (Glycosides) เทอร์ปีน (Terpenes) และลิกแนน 
(Lignans) เป็นต้น  โดยจะพบสารอัลคาลอยด์ได้มากที่สุด นอกจากนี้ยังพบว่าพืชสกุลอื่นๆที่อยู่ใน
ตระกูล Piper มีสารพฤกษเคมีเหล่านี้อยู่เช่นเดียวกัน แต่อาจมีปริมาณแตกต่างกัน (Parmar et al., 
1997)  โดยมีสารอัลคาลอยด์ที่สามารถพบได้มากในพริกไทยดำ คือ Piperidine และ Pipercanine 
มีปริมาณประมาณร้อยละ 5-9 ของน้ำมันหอมระเหยทั้งหมด ซึ่งเป็นสารที่ทำให้พริกไทยมีกลิ่นฉุนและ
รสชาติเผ็ดร้อน  อีกทั้งสารเหล่านี้ยังเป็นสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ทำให้พริกไทยดำมีฤทธิ์ในการ
ป้องกันหรือรักษาอาการของโรคบางชนิด เช่น ป้องกันอาการท้องเสีย ต้านอาการหอบหืด ต้านการ
อักเสบ ป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือด ต้านอาการไข้ ต้านภาวะซึมเศร้า และยับยั้งการแพร่กระจาย
ของเซลล์มะเร็งหลายชนิด  สาร Piperine มีฤทธิ์ต้านการอักเสบ โดยมีรายงานว่า Piperine สามารถ
ลดปวดและต้านอาการชักในหนูทดลอง รวมถึงสามารถป้องกันความเสื่อมของระบบประสาทในหนู
ทดลองที่ถูกเหนี่ยวนำให้เป็นโรคอัลไซเมอร์ (Chonpathompikunlert et al., 2010; Tasleem et 
al., 2014)  สำหรับสาร Piperamide มีฤทธิ์ทำให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งเต้านม (Souza, et al. 
2016)  โดยวัชรินทร์ และคณะ (2559) ได้ศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดเอทานอลจากสมุนไพรไทย 10 ชนิด 
พบว่าสารสกัดเอทานอลจากพริกไทยดำมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย Staphylococcus aureus 
และต้านการเจริญเติบโตของเชื้อ Candida albicans ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดเชื้อรา (Takooree, 
2019)  ส่วนสารสกัดน้ำจากพริกไทยดำมีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ Staphylococcus 
aureus และแบคทีเรียที่ทำให้เกิดการเน่าเสียในเนื ้อสัตว์ (Ahmad et al., 2012; สุนทร, 2557)  
สารฟลาโวนอยด์ (Flavonoids) และสารประกอบฟีนอลิก (Phenolic contents) ที่พบในพริกไทยมี
ฤทธิ์ต้านต่ออนุมูลอิสระสูง  โดยมีรายงานว่าสารสกัดจากพริกไทยดำมีฤทธิ์ในการต้านต่ออนุมูลอสิระ 
DPPH และ ABTS สูงกว่าพริกไทยขาว มีค่า IC50 เท่ากับ 94.92 และ 82.36 µg/mL ตามลำดับ 
(Olalere et al., 2018)  และมีรายงานว่าสารสกัดน้ำจากพริกไทยดำมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH สูงกว่าการสกัดพริกไทยดำด้วยเอทานอลและอะซิโตน มีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 
ร้อยละ 82.10, 71.78 และ 26.30 ตามลำดับ (นิวัติ และนิธิกาญจน์, 2543) 
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การออกฤทธิ์ทางเภสัขวิทยาของพฤกษเคมีในพริกไทยดำ 
ฤทธิ์ต้านอาการท้องเสีย (Antidiarrheal activity) 

  อาการท้องเสียเกิดจากการบีบตัวของลำไส้ และการหลั่งของน้ำ รวมถึงอิเล็กโตรไลด์
ออกมาสู่ภายในท่อลำไส้มากกว่าปกติ  จากการศึกษาสารสกัดหยาบจากพริกไทยดำ พบว่าสาร 
อัลคาลอย์ คาร์โบไฮเดรตบางชนิด และสารอื่นๆ มีส่วนช่วยลดการหลั่งน้ำและอิเล็กโตรไลต์ และการ
บีบตัวของลำไส้  ขณะเดียวกันสารในพริกไทยดำยังช่วยเพิ่มการดูดน้ำและอิเล็กโตรไลต์กลับเข้าสู่
ร่างกาย  นอกจากนี้ยังยับยั้งการสังเคราะห์พรอสตาแกลนดิน (Prostaglandin) ซึ่งเป็นอีกสาเหตุของ
การเกิดท้องเสีย (Shamkuwar et al., 2012; Dubreuil, 2013) 
  ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant activity)  
  อนุมูลอิสระ (Free radical) เป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดมะเร็ง การหนาและแข็งตัว
ของหลอดเลือดแดง (Atherosclerosis) และอื ่นๆ อีกมากมาย มีการศึกษาพบว่าสารประกอบ 
Phenolic acids และ Flavonoids ที่เป็นองค์ประกอบในพริกไทยดำมีฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ 
โดยออกฤทธิ์ผ่านหลายกลไก เช่น กระตุ้นการดักจับอนุมูลอิสระ (Radical scavenging activity) 
เพ่ิมกระบวนการ Transition metal chelating activity ยับยั้งกระบวนการ Lipid peroxidation ที่
เย ื ่อหุ ้มเซลล์ และป้องกันการเกิดความเสียหายต่อดีเอ็นเอ (Damanhouri, 2014; Sruti and 
Zachariah, 2017) 
  ฤทธิ์การต้านจุลชีพ (Antimicrobial activity) 
  สารสกัดจากพริกไทยดำมีความสามารถในการฆ่าเชื้อแบคทีเรียแกรมบวกได้ดีกว่า
แบคทีเรียแกรมลบ ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับโครงสร้างของผนังเซลล์และเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย (Zhang et al., 
2015)  โดยพบว่าสารสกัดจากพริกไทยดำจะไปทำลายเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ส่งผลให้เซลล์สูญเสีย
ความสามารถในการแพร่สารผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (Membrane permeability)  ทำให้เกิดการแตกหรือฉีก
ขาดของเยื่อหุ้มเซลล์จนไซโทพสาซึมเกิดการรั่วไหล (Cytoplasmic content) ออกมาภายนอกเซลล์ 
นอกจากนี้ยังพบว่าสารสกัดจากพริกไทยดำจะไปรบกวนกระบวนการหายใจระดับเซลล์โดยยับยั้ง 
Tricarboxylic acid cycle (TCA cycle) ส่งผลให้ปริมาณของ Pyruvic acid เพิ่มขึ้นและ ATP ซึ่งเป็น
พลังงานภายในเซลล์ลดลง (Zou et al., 2015) 

ฤทธิ์ต้านเซลล์มะเร็งชนิดต่างๆ (Anti-cancer activity)  
 ปัจจุบันได้มีการนำสารสกัดจากพริกไทยดำมาศึกษาฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งหลาย

ชนิด และพบว่าโดยส่วนใหญ่สารสกัดสามารถฆ่าเซลล์มะเร็งได้ผ่านกลไกการออกฤทธิ์ในระดับโมเลกลุที่
ค่อนข้างละเอียดและแตกต่างกันในเซลล์มะเร็งแต่ละชนิด  เนื ่องจากเซลล์มะเร ็งแต่ละชนิดมี
ลักษณะเฉพาะและสาเหตุการเกิดแตกต่างกัน  โดยขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายๆอย่างที่เหนี่ยวนำให้เกิดมะเร็ง 
ฤทธิ์ในการต้านเซลล์มะเร็งของสารสกัดพริกไทยดำ เช่น สารพิเพอรีนมีฤทธิ์ต้านมะเร็งต่อมลูกหมาก 
(Prostate cancer)  โดยจะเหนี่ยวนำให้เกิดการตายของเซลล์มะเร็งและลดระดับโปรตีนที ่กระตุ้น 
การเจริญของเซลล์มะเร็ง (อารยา, 2560) 
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ฤทธิ์การลดความดันโลหิต (Antihypertensive activity)  
 ความดันโลหิตสูงเกิดจากความผิดปกติของหลอดเลือด และมีกลไกการเกิดโรคที่

แตกต่างกัน ได้มีการนำสารจากพริกไทยดำมาศึกษาฤทธิ์ในการลดความดันโลหิตของหนูและกระต่าย 
พบว่าสารสกัดจากพริกไทยดำสามารถลดความดันโลหิตได้ผ่านกลไกของ Ca2+ movement  ซ่ึงกลไก
นี้จะมีผลต่อการหดตัวของหลอดเลือด ในภาวะปกติของร่างกาย Ca2+ ภายนอกเซลล์จะเข้าสู่ภายใน
เซลล์และจะไปกระตุ้นให้มีการหลั่ง Ca2+ จากภายในเซลล์ (Intracellular Ca2+)  เมื่อมีตัวกระตุ้น
ต่างๆ มารบกวน Ca2+ movement ของเซลล์  อาจส่งผลให้ปริมาณของ Ca2+ ภายในเซลล์สูงขึ้น  
ทำให้เกิดการหดตัวของเซลล์กล้ามเนื้อเรียบที่หลอดเลือด จึงเกิดการหดตัวตีบแคบของหลอดเลือด 
(Vasoconstriction)  ซึ่งสารจากพริกไทยดำสามารถลดความดันโลหิตโดยการยับยั้งผ่านกลไกนี้ 
(Taqvi et al., 2008) 

ฤทธิ์ในการลดไข้ (Anti-pyretic activity)  
 พบว่าสารสกัดหยาบจากพริกไทยดำที่ประกอบด้วยสารพฤกษเคมีหลายกลุ่ม เช่น 

อัลคาลอยด์ ฟลาโวนอยด์ และสเตียรอยด์ เป็นต้น ซ่ึงสารในเหล่านี้จะมีฤทธิ์ในการลดอุณหภูมิร่างกาย 
(Body temperature)  โดยสารสกัดจะไปยับยั ้งการหลั ่งสารสื ่อกลางที ่ก ่อให้เกิดการอักเสบ 
(Inflammatory mediators)  รวมทั้งยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ Cyclooxygenase (COX-2) จึงมี
การสร้าง PGE2 ลดลง ซึ่ง PGE2 จะมีผลต่อสมองส่วนไฮโปทาลามัส (Hypothalamus) ที่เป็นศูนย์
ควบคุมอุณหภูมิร่างกาย หากปริมาณ PGE2 เพิ่มสูงขึ้นจะไปกระตุ้นไฮโปทาลามัสให้เพิ่ม Set point 
ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดอาการไข้ 

ฤทธิ ์ในการลดปวดและต้านการอักเสบ (Analgesic และ Anti-inflammatory 
activity) 

 ได้มีการศึกษาทดลองโดยเหนี่ยวนำให้หนูทดลองเกิดโรคข้ออักเสบ (Arthritis) จากนั้น
จึงให้สาร Piperin พบว่าสามารถช่วยลดอาการปวดและการรับรู้ความเจ็บปวดในหนูทดลองลง โดย 
Piperin จะยับยั้งการสร้างสารสื่อกลางที่ก่อให้เกิดการอักเสบ (Pro-inflammatory mediators) ได้แก่ 
Interleukin-6 (IL-6) และ Prosta glandin E2 (PGE2) ซึ่งเป็นสารกระตุ้นให้เกิดการปวดและการอักเสบ 
(Bang et al., 2009)  และมีรายงานอีกว่าสารจากพริกไทยดำอาจไปยับยั้งเอนไซม์ Cyclooxygenase-2 
โดยตรงส่งผลให้ PGE2 ถูกสร้างลดลง (Tasleem et al., 2014) 
 

 
 

รูปที่ 2.7  โครงสร้างของสารตัวอย่างที่พบในพริกไทยดำ 
         ที่มา : Ahmad et al., (2012) 

Piperin 

 

 

Piperamide  
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2.6.3  มะตูม 
 

 
                                  รปูท่ี 2.8 มะตูม 

ที่มา : https://commons.wikimedia.org 
                                  สืบค้นเมื่อวันที่ 10 พฤศจิกายน 2560 
 
   ชื่อวิทยาศาสตร์    : Aegle marmelos (L.) Corr. 
   ชื่ออ่ืนๆ     : มะปิน(เหนือ), กะทันตาเถร, ตูม(ใต้), บักตูม 
       (อีสาน), ตุ่มตัง 
   Family     : Rutaceae 
   Genus     : Aegle 
   Species    : marmelos 
 
  มะต ูม หร ือ Aegle marmelos (L.) Correa เป ็นพ ืชสม ุนไพรท ี ่อย ู ่ ในแฟมิลี่  
Rutaceae ที่มีการใช้ประโยชน์ทางการแพทย์อย่างแพร่หลายในตำหรับยาสมุนไพรอินเดีย โดยมี 
ถิ่นกำเนิดในประเทศอินเดีย และมีการแพร่กระจายในประเทศศรีลังกา ไทย และประเทศในแถบ
คาบสมุทรอินโดจีน (Rahman and Parvin, 2014)  การบริโภคผลมะตูมสุกจะมีส่วนช่วยในการส่งเสริม
การทำงานของระบบทางเดินอาหารและช่วยรักษาอาการลำไส้อักเสบ ป้องกันการติดเชื้ออหิวาต์  
ช่วยรักษาอาการท้องเสีย ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ป้องกันรังสีและการเกิดมะเร็ง มีฤทธิ์ในการ
สมานแผล และช่วยลดการอักเสบของเนื้อเยื่อ (รักษ์เกียรติ, 2549; Atul et al., 2012) 
 ลักษณะทางพฤกษเคมี 
  มะตูมเป็นต้นไม้ยืนต้นขนาดกลาง มีความสูงเมื่อโตเต็มที่ประมาณ 10 เมตร ตามลำต้น
และกิ่งมีหนามขนาดใหญ่ แข็ง ตรง  ใบเป็นชนิดใบประกอบ มีใบย่อย 3 ใบ มีผลรูปไข่ หรือรูปกลม 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 8-10 ซม. ยาว 12-18 ซม. เปลือกหนา แข็งมาก สีเขียวอมน้ำตาล  
ผิวเปลือกเรียบ เมื่อยังดิบเปลือกสีเขียวแต่เมื่อสุกมีสีเหลืองอมน้ำตาล ภายในผลมีเนื้อหนาสีเหลืองส้ม 
และมีน้ำเหนียวๆอยู่รอบเมล็ด มีเมล็ดจำนวนมากฝังอยู่ในเนื้อ (สุดารัตน์, 2553)  โดยเนื้อมะตูมและ
น้ำมะตูมมีคุณค่าทางโภชนาการใกล้เคียงกัน อุดมไปด้วยคาร์โบไฮเดรต วิตามิน (Riboflavin)  
แร ่ธาต ุ  (Potassium, Calcium และ Phosphorus) กรดอ ินทร ีย ์  กรดอะม ิ โน เส ้นใย  และ
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สารประกอบฟีนอลิก (Carotenoid) ซึ่งมีบทบาทในการต้านอนุมูลอิสระ (Abdullakasim et al., 
2007)  Dhankhar et al., (2011) ได้ศึกษาสารประกอบฟีนอลิกจากผลมะตูม พบว่าในผลมะตูมมี
สาร Chlorogenic acid (136.8 µg/g), Ellagic acid (248.5 µg/g), Ferulic acid (98.3 µg/g), 
Gallic acid (873.6 µg/g), Protocatechuic acid (47.9 µg/g) และ Quercetin (56.9 µg/g)  จาก
การเปรียบเทียบกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของชาชงสำเร็จรูป 4 ชนิด พบว่าชามะตูมมีฤทธิ์ในการ
ต้านอนุมูลอิสระ DPPH มากที่สุด มีฤทธิ์สูงกว่าชาชงจากตะไคร้ กระเจี๊ยบ และเก๊กฮวย (ชมพูนุท และ
คณะ, 2559)  Bansal et al., 2012 และ Prakash et al., 2011 ได้วิเคราะห์องค์ประกอบทางพฤกษ
เคมีของมะตูม พบว่ามะตูมมีสาร Marmenol, Marmin, Marmelosin, Marmelide, Psoralen, 
Alloimperatorin, Rutaretin, Scopoletin, Aegelin, Marmelin, Fagarine, Anhydromarmelin, 

Limonene, α-phellandrene, Betulinic acid, Marmesin, Imperatorin, Marmelosin, 
Luvangentin และ Auroptene เป็นองค์ประกอบหลัก และพบกรดอินทรีย์ต่างๆ ได้แก่ Oxalic 
acid, Tartaric acid, Malic acid และ Ascorbic acid  จากการศ ึกษาฤทธ ิ ์ทางพฤกษเคม ีของ 
ผลมะตูม พบว่าสารสกัดเมทานอลสามารถรักษาอาการท้องเสียและ Pectin ในผลดิบมีฤทธิ์ในการฆ่า
เชื้อในลำไส้  โดย Venkatesan et al., (2009) ได้รายงานว่าสารสกัดหยาบจากมะตูมที่สกัดด้วยน้ำ
และเอทานอลสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ เช่น Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus และ Bacillus subtilis  และจากการศึกษาของ Jyothi 
and Rao, (2010) ได้รายงานว่าสารสกัดมะตูมที่ได้จากตัวทำละลาย ได้แก่ เฮกเซน เมทานอลร้อน 
และเมทานอลเย ็น สามารถต ้านต ่อเช ื ้ อ  Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, 
Enterococcus faecalis และ Streptococcus faecalis 
 

2.7  งานวจิัยที่เกี่ยวข้อง 
 2.7.1  การคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติก 

 Artnarong et al., (2016) ศึกษาการคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกจากผลตาล 
(Borassus flabellifer Linn.)  จากยีสต์ที่คัดแยกได้ทั้งหมด 81 ไอโซเลตด้วยอาหารแข็ง YPD ที่มี 
Chloramphenicol 100 มิลลิกรัมต่อลิตร  เมื่อทดสอบความสามารถการเจริญในอาหารที่น้ำตาล
กลูโคสและเอทานอลความเข้มข้นสูง พบว่ายีสต์ไอโซเลต Y15 สามารถเจริญในอาหารที่มีน้ำตาล
กลูโคสร้อยละ 10 และ 15  และทนต่อเอทานอลร้อยละ 10 และ 15 ได้  นำมาจัดจำแนกสายพันธุ์
ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุลพบว่ามีความคล้ายคลึงกับยีสต์ Candida stellimalicola  สำหรับการคัดแยก
แบคทีเรียอะซิติกด้วยอาหารแข็ง Glucose-Yeast extract-Calcium carbonate (GYC)  สามารถ
คัดแยกแบคทีเรียได้จำนวน 250 ไอโซเลต  ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติ 
ทางชีวเคมีเพื ่อคัดเลือกแบคทีเรียที ่มีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียอะซิติกมาทดสอบความสามารถ 
การเจริญในเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 6 และ 8  พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต A10 มีความสามารถในการ
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ทนต่อเอทานอลและเมื ่อนำมาจำแนกสายพันธุ ์ด ้วยวิธ ีช ีวโมเลกุล พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ 
Acetobacter ghanesi 

 Song et al., (2016) ได้คัดแยกแบคทีเรียอะซิติกจากผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูหมัก
แบล็กราสเบอรี ่ของประเทศเกาหลี จากการคัดแยกแบคทีเรียอะซิติก พบว่ามีเชื ้อจำนวน 147  
ไอโซเลตที่มีบริเวณใสรอบโคโลนีบนอาหาร GYC และมีเพียง 15 ไอโซเลตที่สามารถผลิตกรดได้สูง 
โดยไอโซเลตที่ผลิตกรดได้สูงสุดคือ MBA-77 เมื่อนำมาจัดจำแนกด้วยการทดสอบทางสรีรวิทยาและ
ชีวเคมีพบว่ามีลักษณะใกล้เคียงกับ Acetobacter aceti  

 Sharafi et al., (2010) ได้คัดแยกและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียอะซิติกจากผลไม้ 
10 ชนิดในประเทศอิหร่านด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ GYC และ Carr medium จากการศึกษาทางชีวเคมี
และการวิเคราะห์นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA พบว่าแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได้ทั้งหมด 37 ไอโซเลต
มี 4 ไอโซเลตที่ผลิตกรดอะซิติกได้สูงรอ้ยละ 10.03  เมื่อนำมาศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ 
16S rDNA เพื ่อจ ัดจำแนกเชื ้อในระดับสปีชีส ์  โดยผลการวิเคราะห์ที ่ได้ม ีความใกล้เคียงกับ 
Acetobacter pasteurianus 

 Valles et al., (2005) ศึกษาความหลากหลายของยีสต์ที่พบในการผลิตน้ำส้มสายชู
จากแอปเปิ้ลที่หมักตามธรรมชาติของประเทศสเปน พบว่าในช่วงของการหมักแอลกอฮอล์สามารถ 
คัดแยกและจัดจำแนกยีสต์เป็น 2 กลุ่มคือ ยีสต์ชนิด Saccharomyces ได้แก่ S. cerevisiae และ  
S. bayanus และย ี สต ์ ชน ิ ด  Non-Saccharomyces ได ้ แก่  Haseniaspora valbyensis และ 
Metchnikowia pulcherrima  โดยเชื ้อ S. bayanus พบมากในช่วงกลางของกระบวนการหมัก  
ในขณะที่ S. cerevisiae และ H. valbyensis จะพบมากในช่วงท้ายของการหมัก 

 Wu et al., (2012) ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของยีสต์ แบคทีเรียแลคติก 
และแบคทีเรียอะซิติกจากผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูหมักในประเทศจีนที่ผลิตจากกระบวนการหมักธัญพืช
ตามธรรมชาติ (Shanxi aged vinegar)  สามารถคัดแยกยีสต์ได้จำนวน 47 ไอโซเลต แบคทีเรียแลก-
ติก 28 ไอโซเลต และแบคทีเรียอะซิติก 58 ไอโซเลต  เมื่อนำมาจัดจำแนกโดยใช้ลักษณะสัณฐาน-
วิทยาและเทคนิคด้านพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลที่ตำแหน่ง 16S rRNA สำหรับแบคทีเรียและตำแหน่ง 
26S rRNA สำหรับยีสต์ พบว่ามีการเจริญของยีสต์ Saccharomyces cerevisiae และแบคทีเรีย 
แลคติก ได้แก่ Lactobacillus fermentum, L. plantarum, L. buchneri, L. casei, Pediococcus 
acidilactici, P. pentosaceus และ Weissella confuse ในช่วงแรกของการหมักแอลกอฮอล์  
และพบ Acetobacter pasteurianus เป็นเชื้อจุลินทรีย์หลักในช่วงการหมักกรดอะซิติก 
 2.7.2  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตน้ำส้มสายชู 
  นิสา (2562) ศึกษาการปรับปรุงประสิทธิภาพการหมักน้ำส้มสายชูมังคุดด้วยเทคนิค 
การหมักร่วมระหว่าง Saccharomyces cerevisiae TISTR 5279 และ Gluconobacter oxydans 
TRBC 4013 เมื่อทำการเปรียบเทียบวิธีหมักร่วมขั้นตอนเดียวกับการหมักร่วมตามลำดับเป็นระยะเวลา 
14 วัน โดยใช้อัตราส่วนเชื้อยีสต์ต่อแบคทีเรีย 1 ต่อ 1 พบว่าการหมักร่วมขั้นตอนเดียวให้ปริมาณ
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กรดอะซิติกสูงกว่าการหมักร่วมตามลำดับเท่ากับร้อยละ 4.46±2.85 และ 2.24±0.05 ตามลำดับ   
ซึ่งสัดส่วนของเชื้อยีสต์ต่อแบคทีเรียที่เหมาะสมในการหมักแบบหมักร่วมคือ 1 ต่อ 3 มีกรดอะซิติก
สูงสุดร้อยละ 5.97±0.13 ค่า pH 2.9 มีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดเท่ากับ 1,135.72 mgGAE/L ปริมาณ 
ฟลาโวนอยด์ทั้งหมดมีค่าเท่ากับ 90.69±0.03 mg/mL และค่าการดับจับอนุมูลอิสระ DPPH มีค่า 
ร้อยละ 17.5±1.63 
  Chakraborty et al., (2017) เปรียบเทียบการผลิตน้ำส้มสายชูจากมะตูมโดยใช้เชื้อ
ผสมระหว่าง Saccharomyces cerevisiae กับ Acetobacter aceti ด้วยกระบวนการหมักร่วม
ขั ้นตอนเดียวกับการหมักสองขั ้นตอน  พบว่าการหมักสองขั ้นตอนโดยใช้ยีสต์และแบคทีเรียใน
อัตราส่วน 1 ต่อ 1 (107 CFU/mL) และแคลเซียมคาร์บอเนต 0.8 กรัมต่อลิตรให้ผลที่ดีกว่าการหมัก
ร่วมแบบขั้นตอนเดียว โดยมีปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดในวันที่ 4 ของการหมักเท่ากับ 63.3 กรัมต่อ
ลิตรและปริมาณกรดอะซิติกเท่ากับ 47.5 กรัมต่อลิตรในวันที่ 8 ของการหมัก  ส่วนการหมัก ร่วม
ขั้นตอนเดียวมีแอลกอฮอล์สูงสุดในวันที่ 4 ของการหมักเช่นกัน มีค่าเท่ากับ 47.5 กรัมต่อลิตรและได้
กรดอะซิติกเท่ากับ 47.5 กรัมต่อลิตรในวันที่ 10 ของการหมัก 
  Ukwo et al., (2010) ศึกษาผลของ pH และความเข้มข้นของกรดอะซิติกในระหว่าง
การหมักน้ำส้มสายชูทุเร ียนเทศต่อการเจริญของยีสต์ท ี ่ค ัดแยก ได้ ได้แก่ Saccharomyces 
cerevisiae, Hansenula anomala และ Canadida tropicalis  โดยเปรียบเทียบการเจริญกับ 
Saccharomyces pastorianus ซึ ่งเป็นยีสต์ที ่ใช้ผลิตไวน์ทางการค้า  พบว่ายีสต์ในกลุ ่ม non-
Saccharomyces yeast มีอัตราการเจริญและจำนวนเซลล์ลดต่ำลงเมื ่อเลี ้ยงร่วมกับแบคทีเรีย  
Acetobacter aceti แต่ไม่มีผลต่อ S. cerevisiae  และที่ความเข้มข้นของกรดอะซิติกร้อยละ 0.5 
โดยปริมาตร มีผลทำให้ยีสต์ที่คัดแยกได้มีจำนวนลดลงและไม่สามารถเจริญได้เมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อทีมี่
กรดอะซิติกเข้มข้นร้อยละ 1.0 โดยปริมาตร  ส่วนที่ pH เท่ากับ 3.7 และ 4.1 เป็นปัจจัยที่ไม่มีผลต่อ
การเจริญของยีสต์เมื่อเทียบกับปริมาณเชื้อท่ีเจริญในอาหารที่มีค่า pH เท่ากับ 6.8 
 2.7.3 ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ำส้มสายชู 
  ขวัญเรือนและคณะ (2554) ศึกษาฤทธิ์ในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันของสารสกัด
สมุนไพรตำหรับยาลูกแปลกแม่  โดยทำการวิเคราะห์หาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกด้วยวิธี Folin 
Ciocalteu assay และฤทธิ์ในการต้านปฏิกิริยาออกซิเดชันด้วยวิธี Ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay  รวมถึงการทดสอบความสามารถของสารสกัดในการจับอนุมูลอิสระไฮดรอกซิล 
(OH-) ด้วยวิธี Deoxyribose assay พบว่า สารสกัดจากพริกไทยดำมีความสามารถในการต้าน
ปฏิกิริยาออกซิเดชันสูงสุด รองลงมาคือสารสกัดจากมะตูมและสารสกัดจากกล้วยน้ำไท ตามลำดับ 
  พรธิดา และคณะ (2557) ศึกษาการเพิ ่มขึ ้นของสารออกฤทธิ ์ทางชีวภาพและ 
กรดอะซิติกของน้ำส้มสายชูดอกกระเจี๊ยบที่หมักด้วยเชื้อจุลินทรีย์ผสมระหว่าง Acetobacter aceti 
TISTR 102 และ Acetobacter cerevisiae TN4497 ในสภาวะที่เหมาะสมจากเอทานอลเริ ่มต้น 
63.47 กรัมต่อลิตร โดยตรวจวัดปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด แอนโทไซยานินทั้งหมด และ



25 

คุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH ของน้ำกระเจี๊ยบ ไวน์กระเจี๊ยบ และน้ำส้มสายชูกระเจี๊ยบ  
พบว่ากระบวนการหมักกรดอะซิติกมีผลทำให้ปริมาณสารประกอบฟินอลิกทั้งหมด แอนโทไซยานิน
ทั้งหมดและคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระของกระเจี๊ยบเพ่ิมขึ้น  โดยไวน์และน้ำส้มสายชูกระเจี๊ยบ
มีความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ DPPH มีค่า IC50 เท่ากับ 16.28 และ 11.89 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ตามลำดับ 
  วิลาวัลย์ และคณะ (2560) ศึกษาคุณสมบัติทางเคมี สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ และ
การทดสอบทางประสาทสัมผัสของน้ำส้มสายชูที่ผลิตจากไวน์สับปะรด 4 สายพันธุ์ ได้แก่ พันธุ์หอม
สุวรรณ์ พันธุ์ห้วยมุ่น พันธุ์ปัตตาเวีย และพันธุ์ตราดสีทอง เริ่มจากการหมักไวน์ สับปะรดด้วยยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae โดยปรับแอลกอฮอล์ของไวน์สับปะรดให้มีปริมาณแอลกอฮอล์เท่ากับ
ร ้อยละ 10 จากน ั ้นเต ิมแบคท ีเร ีย Acetobacter pasteurianus ร ้อยละ 10 โดยปร ิมาตร  
หมักที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 วัน พบว่าน้ำส้มสายชูที่หมักจากสับปะรดสายพันธุ์ตราดสีทองมี
ปริมาณกรดสูงสุดร้อยละ 3.09±0.04 และรองลงไปคือน้ำส้มสายชูจากสับปะรดพันธุ์ห้วยมุ้น (ร้อยละ 
2.82±0.26) จากการศึกษาการต้านอนุมูลอิสระพบว่าน้ำส้มสายชูที ่หมักจากสับปะรดสายพันธุ์
ปัตตาเวียมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดร้อยละ 89.82±0.83 รองลงมาคือน้ำส้มสายชูจาก
สับปะรดพันธุ์ห้วยมุ่น สำหรับการทดสอบทางประสาทสัมผัสของตัวอย่างน้ำส้มสายชูพร้อมดื่มพบว่า
น้ำส้มสายชูที ่หมักจากสับปะรดสายพันธุ ์ห้วยมุ ่นได้ร ับคะแนนเฉลี ่ยความชอบรวมสูงสุดเป็น 
6.20±1.69 ซึ่งจัดอยู่ในเกณฑ์ชอบเล็กน้อยตามหลักเกณฑ์ 9-Point Hedonic Scale 
  Boonsopa et al., (2019) ศึกษาคุณสมบัติทางเคมี ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระและ
การทดสอบทางประสาทสัมผัสของน้ำส้มสายชูที่หมักจากกล้วย 4 สายพันธุ์ ได้แก่ กล้วยไข่พระตะบอง 
กล้วยนาก กล้วยหิน และกล้วยพม่าแหกคุก  โดยปรับปริมาณของแข็งทั้งหมดเริ่มต้นเท่ากับ 25 องศา-
บริกซ์ก่อนการหมักแบบแยก (Two-step fermentation) ด้วยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae และ 
แบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus พบว่าในช่วงการหมักแอลกอฮอล์ ปริมาณของแข็งทั้งหมดลดลง
รวดเร็วและมีปริมาณแอลกอฮอล์เพิ่มสูงขึ้นตลอดช่วงของการหมัก โดยเฉพาะไวน์กล้วยพม่าแหกคุกที่มี
ปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดร้อยละ 9.54 และมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระสูงสุดด้วยเช่นกัน (ร้อยละ 
87.04)  สำหรับช่วงของการหมักกรดอะซิติก ปริมาณแอลกอฮอล์มีแนวโน้มลดต่ำลง ซึ่งสัมพันธ์กับ 
การเพิ่มของกรดอะซิติก โดยน้ำส้มสายชูที่ผลิตจากไวน์กล้วยพม่าแหกคุกให้ปริมาณกรดอะซิติกสูงสุด 
ร้อยละ 3.49 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและน้ำส้มสายชูกล้วยไข่พระตะบองมีกิจกรรมการต้านต่อ 
อนุมูลอิสระสูงสุด (ร้อยละ 80.59)  การทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic scales 
พบว่าน้ำส้มสายชูกล้วยไข่พระตะบองได้ระดับความชอบเท่ากับ 9 ซ่ึงเป็นตัวบ่งชี้ว่าผู้บริโภคมีความพอใจ
ในระดับความชอบที่สูง 
  Coelho et al., (2017) ได้ศึกษาคุณสมบัติของน้ำส้มสายชูที่ผลิตจากไวน์ผลไม้ 4 
ชนิด ได้แก่ ส้ม มะม่วง เชอร์รี่ และกล้วย  โดยน้ำส้มสายชูที่ผลิตจากกล้วยมีปริมาณกรดอะซิติก  
ร้อยละ 5.40±0.40  และพบการเปลี่ยนแปลงของเอสเทอร์ซึ ่งเป็นสารอินทรีย์ระเหยได้ในปริมาณ
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เล็กน้อยในระหว่างกระบวนการหมัก  สำหรับการศึกษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 
Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay พบว่าน้ำส้มสายชูจากไวน์กล้วยมีฤทธิ์ต้านต่อ
อนุมูลอิสระสูงสุดเท่ากับ 3.7±0.3 mmol/L 
  Kim et al., (2012) ศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของ
เครื ่องดื ่มน้ำส้มสายชูพร้อมดื ่มในประเทศเกาหลี 7 ชนิดได้แก่ น้ำส้มสายชูทับทิม น้ำส้มสายชู
แบล็กเบอรี่ น้ำส้มสายชูบลูเบอรี่ น้ำส้มสายชูหม่อน น้ำส้มสายชูโสมแดง น้ำส้มสายชูเชอรี่ และ
น้ำส้มสายชูกระบองเพชร  พบว่ามีค่า pH และกรดอะซิติกอยู่ระหว่าง 2.81-3.20 และร้อยละ 1.95-
2.34 ตามลำดับ  ปริมาณของแข็งที่ละลายได้อยู่ในช่วง 31.63-38.75 องศาบริกซ์  และมีปริมาณ
กรดอะมิโนทั้งหมดระหว่าง 781-982 mg/L  โดยน้ำส้มสายชูแบล็กเบอรี่มีปริมาณแอนโทไซยานิน
สูงสุดร้อยละ 13.21 โดยน้ำหนักและพบว่าในน้ำส้มสายชูโสมแดงมีปริมาณแอนโทไซยานินน้อยสุด
ร้อยละ 0.06 โดยน้ำหนัก  นอกจากนี้น้ำส้มสายชูแบล็กเบอรี่ยังมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระทั้ง 
DPPH และ ABTS รวมถึงปริมาณสารประกอบโพลีฟีนอลสูงสุด
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงาน 
 

3.1  วัตถุดิบที่ใช้ในการทดลอง 
 3.3.1  กล้วยน้ำว้าสุก 
 3.3.2  พริกไทยดำ 
 3.3.3  มะตูมแห้ง 
 3.3.4  น้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปี 
 3.3.5  น้ำตาลทรายไม่ขัดสี (วังขนาย) 
  กล้วยน้ำว้า พริกไทยดำแห้ง มะตูมแห้ง และน้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปีได้รับ
อนุเคราะห์จากผู้ประกอบการผลิตเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ในจังหวัดศรีสะเกษ 
 

3.2  อาหารเลี้ยงเชื้อ 
3.2.1 Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC agar; Himedia, India)  
3.2.2 Glucose Yeast extract Calcium carbonate agar (GYC agar)  
3.2.3 Glucose Yeast extract Ethanol Calcium carbonate agar (GYEC agar)  
3.2.4 Yeast extract Ethanol Calcium carbonate broth (YEC broth) 
3.2.5 Yeast extract Peptone Dextrose agar (YPD agar) 
3.2.6 Malt agar 
3.2.7 Fermentation basal medium 
3.2.8 Glucose Peptone Yeast extract agar (GPY agar) 
3.2.9 Carr medium 

 

3.3  สารเคมี 
3.3.1 สารเคมีที่ใช้ย้อมและทดสอบเซลล์ยีสต์และแบคทีเรีย 

3.3.1.1 Methylene blue 
3.3.1.2 Crystal violet 
3.3.1.3 Gram-Iodine 
3.3.1.4 Safranin-O 
3.3.1.5 Hydrogen peroxide 
3.3.1.6 Oxidase reagent 
3.3.1.7 ชุดทดสอบความสามารถในการใช้น้ำตาล API 20 C AUX (Biomerieux, France) 
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3.3.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 
3.3.2.1 Taq DNA polymerase (Apsalagen, Thailand) 
3.3.2.2 FavoPrep Gel/PCR purification kit (Flavogen, Taiwan) 
3.3.2.3 T&A cloning kit (Yeastern Biotech, Taiwan) 
3.3.2.4 FavoPrep Plasmid extraction mini kit (Flavogen, Taiwan) 
3.3.2.5 CCMB80 buffer 

3.3.3 สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์กรด 
3.3.3.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 N 
3.3.3.2 โพแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (KHP) 
3.3.3.3 น้ำกลั่นปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์ 

3.3.4 สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์น้ำตาลทั้งหมด 
3.3.4.1 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
3.3.4.2 สารละลายฟีนอล 5% 
3.3.4.3 กรดซัลฟูริก 98% 

3.3.5 สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 
3.3.1.1 สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
3.3.1.2 โพรพานอล 10% 

3.3.6 สารเคมีที่ใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
3.3.6.1 DPPH 
3.3.6.2 สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก 

3.3.7 สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
3.3.7.1 สารละลาย Foline-Ciocalteu reagent ความเข้มข้นร้อยละ 10 
3.3.7.2 สารละลายโซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 75 กรัมต่อลิตร 
3.3.7.3 สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

 
3.4  วัสดุและอุปกรณ์ 

3.4.1 อุปกรณ์เครื่องแก้ว เช่น จานเลี้ยงเชื้อ หลอดทดลอง บีกเกอร์ ขวดรูปชมพู่ ปิเปตแก้ว  
บิวเรต โหลแก้วพร้อมฟา เป็นต้น 

3.4.2 อุปกรณ์เขี่ยเชื้อ  
3.4.3 อุปกรณ์ Spread plate 
3.4.4 อุปกรณ์ไตเตรท 
3.4.5 ชุดกรองสุญญากาศ 
3.4.6 ผ้าขาวบาง 
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3.4.7 กระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน 
3.4.8 หลอดเซนติฟิวพลาดติกขนาด 50 มิลลิลิตร 
3.4.9 ขวดไวแอล (vials) 
3.4.10 ตู้ปลอดเชื้อ Laminar air flow (Tekstar, BioII Avance, Germany) 
3.4.11 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) (Nikon, E100-LED, Japan) 
3.4.12 เครื่อง pH meter (Mettler Toledo, S220 Seven Compact pH/Ion, Switzerland) 
3.4.13 เครื่อง Refractometer (Atago, MASTER-M, Japan) 
3.4.14 เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) (HERMLE, Z383K, Germany) 
3.4.15 เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas Chromatography) (Shimadzu, GC-2010 Plus, Japan) 
3.4.16 เครื่องอ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (Microplate Reader) (BMG LABtech GmbH, 

FLUO Star Omega, Germany) 
3.4.17 เครื ่องเขย่าควบคุมอุณหภูม ิ ( Incubator shaker) (Contherm scienctific, Polar 

1000, New Zealand) 
3.4.18 เครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu, UV-1800, Japan) 
3.4.19 ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) (Memmert, INB 500, Germany) 
3.4.20 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อความดันไอ (Autoclave) (HIRAYAMA, HV-25/50/85/110, Japan) 

 
3.5  ขั้นตอนการดำเนินงานวิจัย 

3.5.1 กระบวนการผลิตน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่ 
  การผลิตเครื่องดื่มสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ของผู้ประกอบการในจังหวัดศรีสะเกษ  
มีกระบวนการหมัก 3 ขั้นตอน ดังนี้ 
  ขั้นตอนที่ 1  การหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปี  นำกล้วยน้ำว้าปอกเปลือก 3 กิโลกรัม 
ผสมกับน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม หมักในภาชนะพลาสติกและปิดฝาให้สนิทนาน 15 วัน เติม 
น้ำดื่มปริมาตร 60 ลิตร กวนน้ำหมักทุก 7 วันในช่วง 6 เดือนแรกของการหมัก จากนั้นหมักต่อใน
สภาวะนิ่งปราศจากการกวนจนครบระยะเวลาหมัก 1 ปีและกรองน้ำสมุนไพรหมักท่ีได้ด้วยผ้าขาวบาง
เพ่ือนำแผ่นเซลลูโลสและตะกอนของวัตถุดิบออกจากน้ำหมัก จะได้น้ำหมักกล้วยน้ำว้า 1 ปีที่มีค่า pH 
เท่ากับ 3 และมีปริมาณของแข็งที่ละลายได้เท่ากับ 5 องศาบริกซ ์
  ขั้นตอนที่ 2  การเตรียมวัตถุดิบหมัก  นำพริกไทยดำแห้ง มะตูมแห้ง และกล้วยน้ำว้า
สุกปอกเปลือกแล้ว อย่างละ 3 กิโลกรัม ผสมคลุกเคล้าให้เข้ากับน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 10 กิโลกรัม และ
น้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปี (ขั้นตอนที่ 1) ปริมาตร 5 ลิตร จากนั้นหมักในสภาวะนิ่ง ในภาชนะ
พลาสติกท่ีปิดฝามิดชิด เป็นเวลา 15 วัน 
  ขั้นตอนที่ 3  การหมักน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่  นำน้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปี
ปริมาตร 55 ลิตรในขั้นตอนที่ 1 เติมลงในวัตถุดิบหมักในขั้นตอนที่ 2 ที่หมักครบ 15 วัน  จากนั้นหมัก
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ต่อที่สภาวะนิ่งในภาชนะที่มีฝาปิด  โดยทำการกวนเพื่อให้อากาศทุกสัปดาห์เป็นเวลา 6 เดือนจะได้
ผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพรหมักที่มีค่า pH เท่ากับ 3 และปริมาณของแข็งทั้งหมดเท่ากับ 5 องศาบริกซ ์
  จากนั้นทำการกรองน้ำสมุนไพรหมักด้วยผ้าขาวบางเพ่ือนำวัตถุดิบที่เป็นของแข็งออก
และฆ่าเชื้อน้ำสมุนไพรหมักที่ได้ด้วยสารโปแตสเซียมเมตาไบซัลไฟต์ (Potassium metabisulfite, 
KMS) ความเข้มข้น 200 ppm (0.2 กรัมต่อลิตร) และเติมน้ำผึ้งในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ก่อนการบรรจุขวด
ออกจำหน่าย 

3.5.2 การศึกษาคุณสมบัตทิางเคมีของน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่แต่ละช่วงการหมัก 
  เก็บตัวอย่างน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ที่ระยะเวลาหมัก 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 เดือน  
โดยเก็บตัวอย่างลงในภาชนะพลาสติกที่ผ่านการเชื้อเแล้ว  วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี ได้แก่ pH 
ด้วยเครื่อง pH meter, ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ำได้ทั้งหมดด้วยเครื่อง Refractometer, ปริมาณ
แอลกอฮอล์ด้วยเครื ่อง Gas Chromatography (GC), ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติก 
(Total acidity) และการเปลี่ยนแปลงของเชื้อจุลินทรีย์ระหว่างการหมัก 

3.5.3 การคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกจากน้ำสมุนไพรหมักในแต่ละช่วงการหมัก 
  นำตัวอย่างน้ำหมักที่เก็บตัวอย่างในข้อที่ 3.5.2 มาคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติก
ด้วยเทคนิค Spread plate ลงบนอาหาร Selective media 3 ชนิด ได้แก่ อาหารแข็ง Dichloran 
Rose Bengal Chloramphenicol agar (DRBC) ที่มียาปฏิชีวนะ Chloramphenicol 100 µg/mL 
สำหรับคัดแยกยีสต์ อาหารแข็ง Glucose Yeast extract Calcium carbonate agar (GYC) และ 
Glucose Yeast extract Ethanol Calcium carbonate agar (GYEC) สำหรับคัดแยกแบคทีเรีย 
อะซิติก โดยสังเกตจากบริเวณใสที่เกิดขึ้นรอบโคโลนี  ทำการเจือจางตัวอย่างน้ำหมักในแต่ละช่วง  
การหมักด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์เข้มข้นร้อยละ 0.85 แบบ serial 10 fold dilution  ปิเปต
ตัวอย่างที ่มีความเจือจางเหมาะสม 3 ระดับ ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  ใส่ในจานอาหารแข็งและ 
ใช้แท่งแก้วงอเกลี่ยสารละลายตัวอย่างให้กระจายทั่วทั้งจาน บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 
ชั่วโมง  จากนั้นทำการสุ่มเก็บโคโลนีของเชื้อที่มีลักษณะแตกต่างกันจากจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีโคโลนี 
30-300 โคโลนี จำนวน 20 โคโลนีจากน้ำหมักแต่ละเดือน  นำมาทำให้บริสุทธิ์ด้วยการ Streak ลงบน
อาหารแข็งที่ใช้คัดแยกอย่างน้อย 2 ครั้ง  เก็บโคโลนีของยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกในอาหารเอียง 
Yeast extract Peptone Dextrose agar (YPD) และ GYC ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสตามลำดับ 
และเก็บรักษาทีใ่นกลีเซอรอลร้อยละ 15 และ 25 ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ตามลำดับ 

3.5.4 การศึกษาความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ 
3.5.4.1  อาหาร YPD 

   นำยีสต์ที่คัดแยกได้จำนวน 120 ไอโซเลตมาศึกษารูปร่างเซลล์ใต้กล้อง
จุลทรรศน์  จากนั้นศึกษาความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ด้วยอาหารเหลว YPD 
   เตรียมหัวเชื้อโดยเลี้ยงเชี้อยีสต์บริสุทธิ์ที ่คัดแยกได้ในอาหารเหลว YPD  
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง วัดค่าดูดกลืนแสง
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ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ให้ได้ 0.5 จากนั้นปิเปตหัวเชื้อร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงใน
อาหารเหลว YPD ที่มีน้ำตาลกลูโคสร้อยละ 10 หมักในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 
72 ชั ่วโมง  เก็บตัวอย่างและปั ่นเหวี ่ยงที ่ความเร็วรอบ 5 ,000 รอบต่อนาทีนาน 15 นาที เก็บ
สารละลายส่วนใส วิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ด้วยเครื่อง GC ใช้คอลัมน์ DB-1 และตัวตรวจวัดชนิด 
FID  จากนั้นคัดเลือกไอโซเลตของยีสต์ที่ผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงมาศึกษาการผลิตแอลกอฮอล์ในน้ำหมัก
สมุนไพรต่อไป 
  3.5.4.2  อาหารน้ำสมุนไพร 
   เตรียมหัวเชื้อยีสต์ในอาหารเหลว YPD เช่นเดียวจากการทดลองก่อนหน้า  
โดยปิเปตหัวเชื้อ (OD600=0.5) ร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงในอาหารน้ำสมุนไพร ประกอบด้วยน้ำหมัก
กล้วยน้ำว้าที่มีมะตูมแห้ง 50 กรัมต่อลิตร พริกไทยดำแห้ง 50 กรัมต่อลิตร กล้วยน้ำว้าสุก 50 กรัมต่อ
ลิตร และน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 167 กรัมต่อลิตร หมักในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างและปั่นเหวี่ยงน้ำหมักที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที นาน 15 
นาที เก็บสารละลายส่วนใส วิเคราะห์ปริมาณแอลกอฮอล์ด้วยเครื่อง GC และคัดเลือกไอโซเลตของยีสต์
ที่ผลิตแอลกอฮอล์ในน้ำสมุนไพรหมักได้สูงมาใช้ในการจัดจำแนกสายพันธุ์ของยีสต์ 
 3.5.5 การจัดจำแนกยีสต์ 
   3.5.5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของยีสต์ 
   ตรวจสอบลักษณะรูปร่างโคโลนีของยีสต์บนอาหารแข็ง Malt medium  
ที่ผ่านการบ่มเป็นเวลา 1 เดือน ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  โดยสังเกตุ สี ลักษณะขอบ พื้นผิว  
การยกตัวของโคโลนี และรูปร่างเซลล์ยีสต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ในอาหารเหลว YPD บ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง (Wu et al., 2012) 
  3.5.5.2  การทดสอบทางชีวเคมีของยีสต์ 
   การทดสอบทางชีวเคมีได้ทำการศึกษาตามวิธ ีของ Kurtzman et al., 
(2011) โดยมีการทดสอบดังนี้ 
   1.  ความสามารถในการใช้สารประกอบคาร์บอน ด้วยชุด API 20 C AUX 
Kit  แหล่งคาร์บอนท่ีใช้ ได้แก่ Glucose, Glycerol, 2-Keto-D-gluconate, L-Arabinose, D-Xylose, 

D-Galactose, Sorbitol, Inositol, Methyl-α-D-Glucopyranoside, N-Acetyl-Glucosamine, D-
Cellobiose, D-Lactose, D-Maltose, Sucrose, D-Trehalose, D-Melezitose, Adonitol และ  D-
Raffinose  โดยเลี้ยงยีสต์บนอาหารแข็ง YPD บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
จากนั้นทำการละลายเซลล์ด้วย API C medium ให้สารละลายเซลล์มีความขุ่นเท่ากับ Mcfarland 
standard หมายเลข 3  ปิเปตสารละลายเซลล์ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลง API 20 C AUX strip แต่ละ
หลุม บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง บันทึกผลโดยสังเกตการเจริญของ
ยีสต์จากความขุ่นของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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   2.  ความสามารถในการหมักน้ำตาล  เจือจางยีสต์ที่เจริญบนอาหารเอียง 
YPD เป็นเวลา 24 ชั่วโมงด้วยน้ำกลั่น และวัดความขุ่นของสารละลายเซลล์ให้มีค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 
0.5 (OD600=0.5)  จากนั้นปิเปตสารละลายเซลล์ 0.1 มิลลิลิตรลงในอาหาร Fermentation basal 
medium ที ่ม ี  Durham tube  โดยแหล่งคาร ์บอนที ่ ใช ้ได ้แก ่ Glucose, Galactose, Lactose, 
Maltose, Sucrose, Raffinose, Melibiose และ Trehalose บ่มที่ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน  
สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 7 วัน  ถ้าอาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลืองและมีแก๊ส
เกิดขึ ้นใน Durham tube แสดงว่าเช ื ้อมีความสามารถในการหมักน้ำตาล  โดยใช้อาหาร 
Fermentation basal medium ที่ปราศจากน้ำตาลเป็นชุดควบคุม 
   3.  การศึกษาความสามารถในการเจริญได้ในอุณหภูมิที่แตกต่างกัน เขี่ยเชื้อ
บนอาหาร GPY agar บ่มที่อุณหภูมิ 25 30 37 และ 45 องศาเซลเซียสนาน 4 วัน สังเกตการเจริญ
ของเชื้อบนอาหารแข็งและบันทึกผล 
  3.5.5.3  การจัดจำแนกสายพันธุ์ยีสต์ที่คัดแยกได้ 
   จัดจำแนกสายพันธุ์ของเชื้อยีสต์บริสุทธิ์ที่คัดเลือกได้  โดยอาศัยอนุกรมวิธาน
ระดับโมเลกุล (Molecular taxonomy) เปรียบเทียบลำดับของเบสบริเวณ Internal transcribed 
spacer (ITS region) กับฐานข้อมูล The National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
   1.  การสกัดดีเอ็นเอและการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Colony PCR 
    นำไอโซเลตของยีสต์ที่ศึกษามา Cross streak บนอาหารแข็ง YPD บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 48 ชั่วโมง  จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันที่อบฆ่าเชื้อแล้วเขี่ยโคโลนีเดี่ยวลงใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 20 mM ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 99 
องศาเซลเซียส นาน 10 นาที (Murray et al., 2016)  นำสารละลายเซลล์ที่ได้มาใช้เป็น Template ใน

การทำ PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณที่บริเวณ ITS ด้วยไพรเมอร์ ITS1: 5- TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 

และ ITS4: 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR แสดงดังตารางที่ 
3.1 ทำปฏิกิริยา PCR เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (Thermal cycle) จำนวน 
30 รอบ  โดยมีการตั้งโปรแกรมการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิดังตารางที่ 3.2  
    ตรวจสอบผลของการทำ Colony PCR ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจล 
อิเล็กโตรโฟรีซิส (Agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 1.2% Agarose gel ใน 0.5X TBE buffer 
และ 100 bp DNA Ladder เป็นดีเอ็นเอมาตรฐาน และตรวจสอบคุณภาพ PCR product โดยการวัด
ค่าการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที ่ความยาวคลื ่น 260 และ 280 นาโนเมตรด้วยเครื ่อง 
Spectrophotometer เพื่อพิจารณาคุณภาพของดีเอ็นเอจากค่า A260/A280  โดยดีเอ็นเอที่มีความ
บริสุทธิ์สูงจะมีค่า A260/A280 อยู่ระหว่าง 1.8-2.0 
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ตารางที่ 3.1 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจากยีสต์เป็นต้นแบบปริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร 

ส่วนประกอบ 
ปริมาตรที่ใช้ 
(ไมโครลิตร) 

10x buffer 
0.2 mM dNTP 
0.25 mM Forward primer 
0.25 mM Reverse primer 
RBC Taq DNA Polymerase  
ดีเอ็นเอต้นแบบ 
H2O 

2.5 
0.25 
0.500 
0.500 
0.125 
1.000 
20.125 

 
ตารางท่ี 3.2 อุณหภูมิที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจากยีสต์เป็นต้นแบบ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จำนวนรอบ 
Pre-denaturation 95 5 นาที 1 รอบ 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

95 
55 
72 

30 วินาที 
30 วินาที 
1 นาที 

30 รอบ 

Final-extension 72 5 นาที 1 รอบ 
 
   2.  การทำ PCR product ให้บริสุทธิ์โดยใช้ PCR purification kit 
(FavorPrep™ GEL/PCR Purification Kit) 
    ทำการเพิ่มปริมาณ PCR Product เป็น 200 ไมโครลิตร จากนั้นตัดแถบ 
PCR product บน 1.2% Agarose gel ใส่ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม
สารละลาย FADF buffer 500 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
นาน 10-15 นาที จน Agarose gel ละลายหมด โดยทำการพลิกหลอดทุก 2-3 นาที  กรองสารละลาย
ที ่ได้ผ ่าน FADF column โดยปั ่นเหวี ่ยงที ่ความเร ็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 วินาที  
ทิ้งสารละลายส่วนใส  เติม Wash buffer 750 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงซ้ำอีกครั้งและทิ้งสารละลายส่วนใส  
ทำการปั่นเหวี่ยงซ้ำอีก 3 นาที เพื่อให้ตะกอนดีเอ็นเอบน Column แห้ง  ย้าย Column วางบนหลอด
ไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 หลอดใหม่ เติมสารละลาย Elution Buffer 400 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 2 
นาที นำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 30 วินาที  เก็บสารละลายส่วนใส
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกว่าจะนำมาใช้  
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   3.  การโคลน PCR product และการคัดเลือก Competent cell 
    ในการทดลองนี้จะใช้เชื้อ E. coli XL-Blue1 เป็นเซลล์เจ้าบ้าน เตรียม 
Competent cell สำหรับการ Transformation ด้วยวิธี CCMB80 Method (Sombrook et al., 
2001)  โดยเลี้ยงเชื้อ E coli จาก Stock ในอาหารเหลว LB Broth เขย่าที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
นาน 1-2 ชั่วโมง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้ไม่เกิน 0.25 จากนั้น 
แบ่งสารละลายเซลล์ใส่หลอด 40 มิลลิลิตร นำสารละลายเซลล์มาวางบนน้ำแข็ง  ปั่นเหวี่ยงเก็บ
ตะกอนเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  จากนั้น
ล้างตะกอนเซลล์และละลายตะกอนเซลล์ด้วย CCMB80 Buffer ที่เย็นปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสม
เบาๆ  ปั ่นเหวี ่ยงและเก็บตะกอนเซลล์  ละลายตะกอนเซลล์และเจือจางสารละลายเซลล์ด้วย 
CCMB80 Buffer ที่เย็นปริมาตร 8 มิลลิลิตรและปรับความขุ่นของสารละลายเซลล์ให้อยู่ระหว่าง 1-1.5  
บ่มบนน้ำแข็งเป็นเวลา 20 นาที จากนั้นแบ่งใส่หลอด Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 
50 ไมโครลิตรและเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
    การโคลนช ิ ้น PCR product เข ้าพลาสม ิด   นำสารละลาย PCR 
product ที่ได้ในข้อที่ 1 มา Ligation เข้า T&A vector ด้วย T&A cloning kit (Yeastern biotech, 
ประเทศไต้หวัน)  โดยการเตรียม Ligation Mixer ตามตารางที่ 3.3 และทำการผสมส่วนประกอบให้
เข้ากันด้วยปิเปตและบ่มที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 14-16 ชั่วโมงก่อนการ Transformation  
 
ตารางท่ี 3.3 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Ligation ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

ส่วนประกอบ 
ปริมาตรที่ใช้ 
(ไมโครลิตร) 

Ligation Buffer A 
Ligation Buffer B 
T&A cloning vector 
PCR product 
T4 DNA ligase 

0.5 
0.5 
1 

2.5 
0.5 

 
    การนำพลาสมิดเข้าสู ่เซลล์เจ้าบ้าน  ปิเปตพลาสมิดที ่ Ligation ไว้
ปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงใน Competent cell ที่เตรียมไว้ จากนั้นนำพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ด้วย Heat 
shock สารละลายเซลล์ในน้ำร้อนอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสนาน 1 นาที จากนั้นนำมาแช่ในน้ำแข็ง
นาน 2 นาทีและเติมอาหารเหลว LB Broth ลงในหลอด Competent cell ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที นาน 1 ชั่วโมง  ปั่นเหวี่ยง  Competent 
cell ที่ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาทีและเก็บตะกอนเซลล์  นำตะกอนเซลล์ที่ได้มา Spread 
plate บนอาหารแข็ง LB ที ่มียาปฏิช ีวนะ Ampicillin 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิล ิตร , X-gal 50 
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ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ IPTG 0.5 mM เพื่อคัดเลือกเซลล์ที่ได้รับ Recombination plasmid 
พลาสมดิที่ต้องการด้วยวิธี Blue/White selection โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16-18 
ชั่วโมง และให้ความเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 1 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวที่คาดว่ามี 
Recombination plasmid มาใช้ศึกษาต่อ 
 
ตารางท่ี 3.4 ส่วนประกอบของปฏิกิริยา colony PCR ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 

ส่วนประกอบ 
ปริมาตรที่ใช้ 
(ไมโครลิตร) 

10x buffer 
0.2 mM dNTP 
0.25 mM Forward primer 

- (M13F: 5- GTTTTCCCAGTCACGAC -3 ) 
0.25 mM Reverse primer 

- (M13: 5 - CAGGAAACAGCTATGAC -3 ) 
RBC Taq DNA Polymerase  
ดีเอ็นเอต้นแบบ 
H2O 

2.5 ไมโครลิตร 
0.25 ไมโครลิตร 
0.5 ไมโครลิตร 
 
0.5 ไมโครลิตร 
 
0.125 ไมโครลิตร 
0.5 ไมโครลิตร 
20.625 ไมโครลิตร 

 
ตารางท่ี 3.5 อุณหภูมิที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจาก Colony เป็นต้นแบบ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จำนวนรอบ 
Pre-denaturation 94 5 นาที 1 รอบ 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
55 
72 

30 วินาที 
30 วินาที 
1 นาที 

25 รอบ 

Final-extension 72 7 นาที 1 รอบ 
    
    ตรวจสอบ Recombination plasmid ด้วยเทคนิค Colony PCR   
โดยการเจือจางโคโลนีของเชื้อที่ทำการตรวจสอบด้วยน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 10 ไมโครลิตร เพ่ือใช้เป็น 
Template จากนั้นผสมส่วนประกอบในการทำปฏิกิริยาตามตารางที่ 3 .4 และตั้งโปรแกรมการ 
ทำปฏิกิริยา 25 รอบ ดังตารางที่ 3.5 
    สกัด Plasmid ออกจากเซลล์แบคทีเรียด้วยชุด FavorPrep Plasmid 
Extraction Mini Kit (Flavogen, ประเทศไต้หวัน)  โดยนำโคโลนีเดี ่ยวของแบคทีเรียมาเลี ้ยงใน
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อาหารเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง  จากนั้น 
ปิเปตสารละลายเซลล์ใส่หลอดไมโครเซนตริฟิวซ์ 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทำซ้ำ 3-5 รอบจนสารละลายเซลล์หมด  ละลายตะกอนเซลล์ด้วย FAPD1 
Buffer 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยปิเปต และเติม FAPD2 Buffer 200 ไมโครลิตร กลับหลอด
ไปมาเบาๆ 5-10 ครั ้ง บ่มที ่อุณหภูมิห้องนาน 2-5 นาที  เติม FAPD3 Buffer 300 ไมโครลิตร  
กลับหลอดไปมาเบาๆ 5-10 รอบ นำไปปั่นเหวี่ยงที ่ความเร็ว 10 ,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที   
ดูดสารละลายส่วนใสลง FAPD Column และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 30 
วินาที ทิ้งส่วนใส เติม W1 Buffer 400 ไมโครลิตรลงใน Column และปั่นเหวี่ยงอีกครั้ง ทิ้งสารละลาย
ส่วนใสออกให้หมด  เติม Wash Buffer 700 ไมโครลิตรลง Column และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ
เท่าเดิม ทิ้งสารละลายส่วนใสและปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเพื่อนำบัฟเฟอร์ออกให้หมด ย้าย Column ลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวซ์หลอดใหม่  ล้าง DNA ออกจาก Column โดยเติมน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 50 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้นาน 1 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
เก็บพลาสมติที่สกัดได้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และตรวจสอบพลาสมิตที่สกัดได้ด้วยเทคนิค Gel 
electrophoresis และตรวจวัดความบริสุทธิ์ของ DNA ที่ค่าการดูดกลืนแสง A260 และ A280 
   4  การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ 
    นำสารละลายพลาสมิตบริสุทธิ์ที ่ได้ในข้อที่ 3 มาทำการเจือจางให้มี
ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 50-100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรและส่งตัวอย่างไปอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ของดี
เอ็นเอท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
 3.5.6  การศึกษาความสามารถในการผลิตกรดอะซิติกของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
  3.5.6.1  อาหาร YEC 
   นำเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้มาศึกษารูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดย
คัดเลือกไอโซเลตของเชื้อที่ติดสีแกรมลบ  ให้ผลการทดสอบ Catalase เป็นบวกและการทดสอบ 
Oxidase เป็นลบ ซ่ึงเป็นลักษณะที่สำคัญของแบคทีเรียอะซิติก  นำมาศึกษาความสามารถในการผลิต
กรดทั้งหมด   
   เตรียมหัวเชื ้อโดยเลี ้ยงเชี ้อบริสุทธิ ์ที ่คัดแยกได้ในอาหารเหลว GYC ที่
ปราศจาก Calcium carbonate เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ชั่วโมง วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรให้ได้ 0.5 จากนั้นปิเปตหัวเชื้อ  
ร้อยละ 10 โดยปริมาตรลงในอาหารเหลว Yeast extract Ethanol Calcium carbonate broth 
(YEC) ที่มเีอทานอลร้อยละ 4 โดยปริมาตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง ความเร็ว 
200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างและปั่นเหวี่ยงตัวอย่างที่ความเร็วรอบ 5 ,000 รอบต่อนาที นาน 15 
นาท ีวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติกด้วยการไตเตรท จากนั้นคัดเลือกไอโซเลตของ
แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดอะซิติกได้สูงมาใช้ในการศึกษาต่อไป 
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 3.5.6.2  อาหารน้ำสมุนไพร 
   เตรียมหัวเชื้อเช่นเดียวจากการทดลองในหัวข้อ 3.5.6.1  ปิเปตหัวเชื้อร้อยละ 
10 โดยปริมาตร (OD600=0.5) ลงในอาหารน้ำสมุนไพรที่ประกอบด้วยน้ำหมักกล้วยน้ำว้าที่เติมมะตูมแห้ง 
50 กรัมต่อลิตร พริกไทยดำ 50 กรัมต่อลิตร กล้วยน้ำว้า 50 กรัมต่อลิตร และน้ำตาลทรายไม่ขัดสี 
167 กรัมต่อลิตร หมักในสภาวะเขย่าความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (ดัดแปลงจากวิธีของ Lee et al., 2017) จากนั้นปั่นเหวี่ยงตัวอย่างที่ความเร็วรอบ 
5,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดในรูปของกรดอะซิติกด้วยวิธีการไตเตรท 
คัดเลือกไอโซเลตของแบคทีเรียอะซิติกท่ีผลิตกรดได้สูงมาใช้ในการจัดจำแนกสายพันธุ์ 
 3.5.7  การจัดจำแนกแบคทีเรียอะซิติก 
  3.5.7.1  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียอะซิติก 
   นำแบคทีเรียอะซิติกที่ทำการแยกได้เลี้ยงบนอาหารแข็ง GYC และ GYEC 
เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์แบคทีเรียโดยการย้อมแกรม 
ตรวจสอบรูปร่างและการจัดเรียงตัวของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
  3.5.7.2  การทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียอะซิติก 
   การศึกษาทางชีวเคมีได้ทำการศึกษาตามวิธีของ Wu et al., (2012) โดยมี
การทดสอบดังนี้ 
   1.  การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส (Catalase test) 

   หยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้นร้อยละ 3 ลงบนสไลด์  จากนัน้
เขี่ยโคโลนีของเชื้อผสมเข้าด้วยกัน และสังเกตการเปลี่ยนแปลง  ถ้ามีฟองแก๊สเกิดขึ้นแสดงว่ามีการ
สร้างเอนไซม์คะตาเลส (Gelman et al., 2001) 
   2.  การทดสอบการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (Oxidase test) 
    เขี่ยเชื้อลงบนสไลด์ จากนั้นหยด Oxidase reagent ลงไปผสมกับเชื้อ  
สังเกตการเปลี่ยนแปลง  ถ้ามีการเปลี่ยนสีเป็นสีม่วง แสดงว่ามีการสร้างเอนไซม์ออกซิเดส (Gelman 
et al., 2001) 
   3.  การทดสอบการออกซิไดซ์เอทานอลเป็นน้ำและคาร์บอนไดออกไซด์ 
(Overoxidation of ethanol) 
    เลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง Carr medium  บ่มเป็นเวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส  สังเกตการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร์  โดยแบคทีเรียอะซิติกในจีนัส Acetobacter 
จะเปลี ่ยนสีอาหารจากสีเขียวเป็นสีเหลือง และเปลี ่ยนต่อจากสีเหลืองเป็นสีเขียวได้  ส่วนจีนัส 
Gluconobacter จะเปลี่ยนสีอาหารจากเขียวเป็นเหลือง (Karin and Kain, 2006) 
   4.  การทดสอบการออกซิไดซ์อะซิเตท 

   ตามวิธีของ Leifson method ทำการเขี่ยเชื้อที่คัดแยกได้ลงในอาหาร
เหลวที่ใช้ในการทดสอบบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน สังเกตการเปลี่ยนสีของ 
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อินดิเคเตอร์ อ่านและบันทึกผล : + หมายถึง อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสีเหลือง, - หมายถึงอาหารเลี้ยงเชื้อ
เปลี่ยนเป็นสีน้ำเงิน (Asai et al., 1964) 
   5.  การทดสอบความสามารถในการใช้สารประกอบคาร์บอน 
    โดยสารประกอบคาร์บอนที่ใช้ได้แก่ Glucose, Ethanol, Sucrose, 
Mannitol, Arabinose, Inositol, Fructose, Erythritol, Glycerol, Maltose, Ribose และ Xylose  
เจือจางแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบ 1 ลูปในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เข้มข้นร้อยละ 0.85 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงในอาหารที่ใช้ใน 
การทดสอบ 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วัน โดยสังเกตการเปลี่ยนสี
ของอินดิเคเตอร์  ซึ่งถ้าเชื้อสามารถใช้แหล่งคาร์บอนนั้นๆ ได้ สีอินดิเคเตอร์จะเปลี่ยนจากสีม่วงเป็น 
สีเหลือง ให้ผลการทดสอบเป็นบวก (Asai et al., 1964) 
   6  การทดสอบการสร้างสีน้ำตาล (Water soluble brown pigment)  
    เลี ้ยงเชื ้อในอาหารเอียง Glucose Yeast Calcium carbonate agar 
เป็นเวลา 10 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร + หมายถึงอาหารเลี้ยง
เชื้อเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล, - หมายถึงไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง (Nanba and Kato, 1985) 
   7  การศึกษาความสามารถในการทนต่อเอทานอล 
    วิเคราะห์ผลโดยเลี้ยงเชื้อในอาหาร HS broth ที่มีแอลกอฮอล์ร้อยละ 5 
และร้อยละ 10 เป็นแหล่งคาร์บอน  โดยปิเปตสารละลายเซลล์ (OD600 = 0.5) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร
ลงในอาหารที่ใช้ทดสอบ 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง จากนั้น 
Spread plate ตรวจนับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตบนอาหาร GYC บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง  
คำนวณหาการมีชีวิตรอดของเซลล์ดังสมการ 
    การมีชีวิตรอด  =  LogN0-LogN1 

   Log N0  =  จำนวนเชื้อที่มีชีวิตเริ่มต้นก่อนการ Treatment 
   Log N1  =  จำนวนเชื้อทีมีชีวิตหลังการ Treatment 
ถ้า LogN0-LogN1 มีค่า≤ 5 แสดงว่าเชื้อสามารถทนต่อสภาวะนั้นได้ (Moussa et al., 2015) 
 
  3.5.7.3  การจัดจำแนกสายพันธุ์แบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้ 
   จัดจำแนกสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้  โดยอาศัยอนุกรมวิธาน
ระดับโมเลกุล (Molecular taxonomy) โดยการเทียบลำดับของเบสบริเวณ 16S rDNA กับฐานข้อมูล 
The National Center for Biotechnology Information (NCBI)  
   1.  การสกัดดีเอ็นเอ 
    เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์ที่คัดเลือกได้ลงในอาหาร GYC broth บ่มที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง สกัด DNA ด้วยชุด Favorprep Plant Genomic 
DNA extraction mini kit (Favorgen, ประเทศไต้หวัน)  โดยปั่นเหวี่ยงเก็บตะกอนเซลล์ในหลอด 
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ไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่ความเร็วรอบ 7,500 rpm นาน 10 นาที เติมสารละลาย 
FATG1 buffer 200 ไมโครลิตรและ Proteinase K 20 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน ให้ความร้อนที่ 60 
องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมงโดยพลิกหลอดทุก 10 นาที  พักสารละลายให้เย็น เติม FATG2 buffer 
200 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันและบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เติม Absolute 
ethanol 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและถ่ายสายละลายที่ได้ลงใน FATG column ปั่นเหวี่ยงที่ 
13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ทิ้งสารละลายส่วนใส  เติม W1 buffer 400 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็วสูงสุดและทิ้งสารละลายส่วนใส เติม Wash buffer 750 ไมโครลิตรปั ่นเหวี ่ยงและ 
ทิ้งสารละลายส่วนใส  ปั่นเหวี่ยงให้ Column แห้งซ้ำอีกครั้ง นาน 3 นาที  ย้าย Column ลงในหลอด 
ไมโครเซนตริฟิวซ์หลอดใหม่ เติม Preheated Elution Buffer 100 ไมโครลิตรบ่มนาน 3 นาที 
จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูงสุดนาน 2 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 
ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาใช้ 
   2.  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
    นำดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณที่บริเวณ 16S rDNA ด้วยไพรเมอร์ 

16SF (5-CCCGGGAACGTATTCACCG-3) แ ล ะ  16SR (5-GCYTAAYACATGCAAGTCGA-3)  
เตรียมสารละลายในปฏิกิริยาดังตารางที่ 3.1 นำมาทำปฏิกิริยา PCR จำนวน 25 รอบ โดยมีการตั้ง
โปรแกรมการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิดังตารางที่ 3.6 
 
ตารางท่ี 3.6 อุณหภูมิที่ใช้ในการทำปฏิกิริยา PCR โดยใช้ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียเป็นต้นแบบ 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จำนวนรอบ 
Pre-denaturation 94 3 นาที 1 รอบ 
Denaturation 
Annealing 
Extension 

94 
58 
72 

30 วินาที 
30 วินาที 
1.30 นาที 

25 รอบ 

Final-extension 72 5 นาที 1 รอบ 
 
    ตรวจสอบผลของการทำ Colony PCR ด ้ วย เทคน ิคอะกา โ รส
เจลอ ิ เล ็กโตรโฟร ีซ ิส (Agarose gel electrophoresis) ด ้วย 1.2% Agarose gel ใน 0.5X TBE 
buffer และตรวจสอบความคุณภาพ PCR product โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตที่
ความยาวคลื ่น 260 และ 280 นาโนเมตร  จากนั ้นทำให้ผลิตภัณฑ์ PCR บริสุทธิ ์โดยใช้ PCR 
purification kit เช่นเดียวกับยีสต์และนำสารละลายดีเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ได้มาทำการเจือจางให้มีความ
เข้มข้นอยู่ในช่วง 50-100 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ส่งตัวอย่างไปอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอที่
บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี 
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 3.5.8  ศึกษากระบวนการหมักน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่ด้วยเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ 
  ในการศึกษานี้จะทำการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการหมัก 2 แบบได้แก่ การหมักร่วม
ขั้นตอนเดียวกับการหมักแยกสองขั้นตอน  โดยใช้ยีสต์ Schizosaccharomyces pombe YM1-19  
(S. pombe YM1-19) และแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus EM2-03 (A. pasteurianus EM2-03) 
ที่คัดแยกได้จากกระบวนการหมักเครื่องดื่มสมุนไพรลูกแปลกแม ่
  3.5.8.1  การเตรียมวัตถุดิบในการหมัก  
   วัตถุดิบที่ใช้ในการหมักจะประกอบด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนที่ 1 สมุนไพรที่ใช้
เป็นวัตถุดิบ นำมะตูมแห้ง พริกไทยดำแห้ง และกล้วยน้ำว้าสุกอย่างละ 25 กรัม ฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่ง
ความดัน (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ส่วนที่ 2 น้ำหมักกล้วยน้ำว้า
ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ นำน้ำหมักกล้วยน้ำว้าอายุ 1 ปีเข้มข้นร้อยละ 50 ปริมาตร 1 ลิตรผสมกับน้ำตาลทราย
ไม่ขัดสี 167 กรัมคนให้เข้ากัน และฆ่าเชื้อด้วยหมอ้นึ่งความดันไอทีอุ่ณหภูมิ 110 องศาเซลเซียสนาน 10 
นาท ีจากนั้นนำวัตถุดิบทั้งสองส่วนผสมกันเพ่ือใช้เป็นอาหารหมัก 
  3.5.8.2  การเตรียมหัวเชื้อยีสต์และแบคทีเรียอะซิติก 
   การเตรียมหัวเชื้อยีสต์  เขี่ยยีสต์จากอาหารแข็ง YPD บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 48 ชั่วโมง ลงในน้ำหมักกล้วยน้ำว้าร้อยละ 50 โดยปริมาตรที่มีน้ำตาล 16.7 กรัมต่อลิตร บ่มใน
สภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมงก่อน
นำมาใช้  สำหรับแบคทีเรียอะซิติกเลี้ยงเชื้อบนอาหารแข็ง GYC บ่มที่ 30 องศาเซลเซียสนาน 24 
ชั่วโมง จากนั้นทำการเขี่ยเชื้อ 1-2 ลูปเลี้ยงในน้ำหมักกล้วยน้ำว้าบ่มในสภาวะเขย่าที่ความเร็วรอบ 
150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 16-18 ชั่วโมงก่อนนำมาใช้เช่นกัน 
  3.5.8.3  กระบวนการหมักน้ำสมุนไพรลูกแปลกแม่ 
   1.  การหมักร่วมขั้นตอนเดียว  นำสมุนไพรอย่างละ 25 กรัมที่ผ่านการฆ่า
เชื้อแล้วมาผสมกับน้ำหมักกล้วยปริมาตร 400 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมหัวเชื้อยีสต์และแบคทีเรียที่มีค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.5 ชนิดละ 10% (50 มิลลิลิตร) ลงใน
ภาชนะหมักและปิดฝาภาชนะด้วยผ้าขาวบาง หมักในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ทำการ
เกบ็ตัวอย่างทุก 2 วัน  โดยวิเคราะห์ค่า pH ปริมาณแอลกอฮอล์และกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) 
ปริมาณน้ำตาลทั้งหมด (Phenol sulfuric method) การเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ ฤทธิ์การต้าน
อนุมูลอิสระ DPPH และปริมาณสารประกอบฟีนอลิก  หยุดกระบวนการหมักด้วยการพลาสเจอร์ไรซ์ 
ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 15 นาที เมื่อมีปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 4-5 โดยน้ำหมักต่อปริมาตร 
    2.  การหมักแยกสองขั้นตอน  นำสมุนไพรอย่างละ 25 กรัมที่ผ่านการ
ฆ่าเชื ้อมาผสมกับน้ำหมักกล้วยปริมาตร 450 มิลลิลิตร  จากนั ้นเติมหัวเชื ้อยีสต์ (OD600=0.5)  
ร้อยละ 10 โดยปริมาตร (50 มิลลิลิตร)  ปิดฝาภาชนะให้สนิท หมักในสภาวะไร้อากาศที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส จนได้ปริมาณแอลกอฮอล์อยู่ระหว่างร้อยละ 5-6 โดยปริมาตร หยุดการหมักของยีสต์
ด้วยการฆ่าเชื้อน้ำหมักที่ได้ด้วยการพาสเจอร์ไรซ์ที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที  จากนั้น
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เติมหัวเชื้อแบคทีเรียอะซิติกที่คัดเลือกได้ร้อยละ 10 ปริมาตรต่อปริมาตร (OD600=0.5)  หมักที่
อุณหภูมิห้องในสภาวะนิ่งและปิดฝาภาชนะหมักด้วยผ้าขาวบาง  เก็บตัวอย่างทุก 2 วัน  วิเคราะห์
การเปลี่ยนแปลงเช่นเดียวกับการหมักร่วมขั้นตอนเดียว  หยุดการหมักเมื่อน้ำหมักมีปริมาณกรดทั้งหมด
ประมาณร้อยละ 4-5 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
   3.4.8.4  การวิเคราะห์คุณสมบ ัตทิางเคมีของน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่ 
   1  การวิเคราะห์หาปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) 
    นำตัวอย่างน้ำหมักปริมาตร 5 มิลลิล ิตรเจือจางกับน้ำปราศจาก
คาร์บอนไดออกไซด์และปรับปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่ได้ปริมาตร 25 
มิลลิลิตรลงในขวดรูปชมพู่และหยดฟีนอล์ฟทาลีน 2-3 หยด ไตเตรทด้วยสารละลายมาตรฐาน
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล จนถึงจุดยุติ  โดยสารละลายมีสีชมพูอ่อน บันทึกปริมาตรของ
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที ่ใช้ในการไตเตรท นำมาคำนวณหาปริมาณกรดทั้งหมดในรูป 
กรดอะซิติก (ร้อยละ) ตามสมการ ดังนี้ 

  ปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) = 
N1×V1× M.W.×100

1000 × V2
 

 N1 = ความเข้มข้นของโซเดียมไฮดรอกไซด์ (mol/L) 
 V1 = ปริมาตรของโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ใช้ (mL) 
 M.W. = มวลโมเลกุลของกรดอะซิติก (60.05 g/mol) 
 V2 = ปริมาตรตัวอย่างที่วิเคราะห์ (mL) 
 

   2  การวิเคราะห์หาปริมาณน้ำตาลทั้งหมดด้วยวิธี Phenol-Sulfuric 
method 
    ทำการเจือจางตัวอย่างให้อยู่ในระดับความเข้มข้นที่เหมาะสม  จากนั้น 
ปิเปตตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองเติมสารละลายฟีนอลเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นร้อยละ 98 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 10 นาทีและ
ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ให้เย็นเป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร  
การวิเคราะห์ผลเปรียบเทียบค่ากับการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตรกับกราฟมาตรฐานน้ำตาลกลูโคส 
   3  การทดสอบฤทธิ ์ต ้านอนุมูลอิสระของน้ำหมักสมุนไพรด้วยวิธี  
di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl) iminozanium (DPPH) 
    ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระวิเคราะห์ตามวิธีของ Herald et al., 
(2012)  โดยนำตัวอย่างน้ำหมักปริมาตร 50 ไมโครลิตรผสมกับ 0.2 mM DPPH ที่ละลายในเอทานอล 
150 ไมโครลิตร บ่มในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที และวัดค่าการลดลงของอนุมูลอิสระ 
DPPH ที ่ความยาวคลื ่น 517 นาโนเมตรเทียบกับ Blank (ไม่มีการเติม DPPH) และชุดควบคุม  
(เอทานอลกับ DPPH) และใช้กรดแอสคอบิกที่มีความเข้มข้น 15 25 35 45 และ 55 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตรเป็นสารมาตรฐาน ทำการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ำ คำนวณฤทธิ ์ในการยับยั ้งปฏิกิร ิยา
ออกซิเดชันตามสมการ 

DPPH scavenging effect (%) = ( 
AControl-ASample

AControl
 ) x 100 

  โดยที่ AControl = สารละลาย DPPH ที่ไม่เติมน้ำส้มสายชู 
  โดยที่ ASample = สารละลาย DPPH ที่เติมน้ำส้มสายชู  
 
   4  การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (Total phenolic 
content) ด้วยวิธี Folin-ciocalteu colorimetric   
   ตามวิธีการของ Zhang et al., (2006) นำส่วนใสของน้ำหมักปริมาตร 20 
ไมโครลิตร  เติม Folin-Ciocalteu reagent ร้อยละ 50 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้ง
ทิ้งไว้ 5 นาที และเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้น 75 กรัมต่อลิตรปริมาตร 80 ไมโครลิตร 
บ่ม 30 นาทีในที่มืด  นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตรด้วยเครื่องไมโคร
เพลทรีดเดอร์ (Microplate reader)  เทียบกับชุดควบคุมโดยใช้กรดแกลลิกเป็นสารมาตรฐาน   
ทำการทดลองอย่างน้อย 3 ซ้ำ โดยแสดงผลในหน่วยมิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อมิลลิลิตร
ตัวอย่าง (µg GAE/mL sample) 
  3.5.9  การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
  นำน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและน้ำสมุนไพรหมักที่
ได้จากการหมักแยกสองขั้นตอนมาเติมน้ำผึ้งเพ่ือปรับปรุงรสชาติ โดยใช้อัตราส่วนน้ำหมักสมุนไพรต่อ
น้ำผึ้งเท่ากับ 1:1 
  การทดสอบทางประสาทสัมผัสของเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรลูกแปลกแม่ เปรียบเทียบ
เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักจากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอนกับ
ผลิตภัณฑ์ลูกแปลกแม่ทางการค้า  นำเครื่องดื่มน้ำหมักสมุนไพรที่ได้ไปทดสอบทางประสาทสัมผัส  
ทดสอบแบบ 9 Point Hedonic Scale คะแนน 1 (ไม่ชอบมากที่สุด) ถึง 9 (ชอบมากที่สุด) ใช้ผู้
ทดสอบชิมที่ไม่ผ่านการฝึกฝน จำนวน 30 คน ให้คะแนนความชอบในด้านสี กลิ่นสมุนไพร ความ
เปรี้ยว ความหวาน และความชอบโดยรวม   
 3.5.10 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
  ในการทดลองวางแผนการทดลองแบบสุ่ม (Completely Randromized Design, 
CRD) มีจำนวน 3 ซ้ำ  วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) และค่าความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
ระหว่างชุดการทดลองที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p<0.05)  ด้วยวิธี Duncan’s new multiple 
range test (DMRT) 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

 

4.1  การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้ำหมักสมุนไพรในแต่ละช่วงเวลาของการ
หมัก 
 จากการเก็บตัวอย่างน้ำหมักสมุนไพรที่ระยะเวลาหมัก 1 ถึง 6 เดือน วิเคราะห์การ
เปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมี พบว่า pH ของน้ำหมักสมุนไพรมีค่าลดลงตามระยะเวลาหมักจาก 
3.38±0.03 ในเดือนที่ 1 และมี pH เท่ากับ 3.12±0.01 ในเดือนที่ 6  สำหรับปริมาณของแข็งทั้งหมด
มีแนวโน้มลดลงจาก 19.23±0.06 องศาบริกซเ์ป็น 12.23±0.06 องศาบริกซภ์ายหลังการหมัก 6 เดือน  
สำหรับปริมาณแอลกอฮอล์จะค่อยๆเพิ่มขึ้นและมีปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดในเดือนที่ 3 เท่ากับ 
ร้อยละ 7.99±0.08 โดยปริมาตร หลังจากนั้นปริมาณแอลกอฮอล์จะลดลง  ในขณะที่ปริมาณกรด
ทั้งหมดเพ่ิมข้ึนจากร้อยละ 2.22±0.08 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรเป็นร้อยละ 5.04±0.02 แสดงดังตาราง
ที ่ 4.1  ซึ ่งการเปลี่ยนแปลงนี้สัมพันธ์กับการเปลี ่ยนแปลงของจุลินทรีย์กลุ่มยีสต์และแบคทีเรีย 
อะซิติกระหว่างกระบวนการหมัก  โดยพบว่ายีสต์มีปริมาณเพิ่มขึ้นในช่วง 3 เดือนแรกมีค่าเท่ากับ 
5.26±0.07 Log CFU/mL หลังจากนั้นยีสต์มีปริมาณลง  สำหรับแบคทีเรียอะซิติกพบมากในช่วง
เดือนที่ 4 ของการหมักมีปริมาณเท่ากับ 5.19±0.02 Log CFU/mL หลังจากนั้นแบคทีเรียอะซิติกมี
แนวโน้มลดลงเล็กน้อยแสดงดังรูปที่ 4.1  ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวมีแนวโน้มไปในทิศทางเดียวกับ
การทดลองของ Song et al., (2016) ได้ศึกษาการเปลี ่ยนแปลงของค่าทางเคมีและจุลินทรีย์  
ในน้ำส้มสายชูหมักจากแบล็กราสเบอรี่หมักด้วยวิธีการหมักแบบดั้งเดิมเป็นเวลา 144 วัน  ในระหว่าง
กระบวนการหมัก แอลกอฮอล์มีการผลิตอย่างรวดเร็วในช่วง 3 วันแรก ซึ่งเกิดจากยีสต์ที่ติดมากับ
วัตถุดิบ มีปริมาณแอลกอฮอล์สูงสุดเท่ากับร้อยละ 12 โดยปริมาตร  สำหรับปริมาณกรดทั้งหมด
เพิ่มขึ้นจากร้อยละ 1.06 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรเป็นร้อยละ 2 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรภายหลังการ
หมักเป็นเวลา 45 วันและเพิ่มขึ้นจนถึงร้อยละ 4.4 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรในวันที่ 144 ของการหมัก  
โดยจำนวนแบคทีเรียอะซิติกในวันสุดท้ายของการหมักมีปริมาณใกล้เคียงกับจำนวนของแบคทีเรีย 
อะซิติกในน้ำหมักสมุนไพรลูกแปลกแม่ มีค่าเท่ากับ 5.8 LogCFU/mL และ 5.14 LogCFU/mL 
ตามลำดับ และจากการศึกษาของ Wu et al., (2012) ศึกษาการเปลี ่ยนแปลงค่าทางเคมีของ
น้ำส้มสายชูหมักธัญพืชในประเทศจีน พบว่า pH มีค่าลดลงเล็กน้อยตลอดการหมักจาก 4.18 เป็น 
3.85  ซึ่งสัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของกรดอะซิติกร้อยละ 4.91 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรในวันสุดท้ายของ
การหมัก (วันที่ 27)  และมีแอลกอฮอล์สูงสุดในวันที่ 18 เท่ากับร้อยละ 5.5 โดยปริมาตร  สำหรับ
ปริมาณของแข็งทั้งหมดมีค่าลดลงจาก 14.1 องศาบริกซ์เป็น 4.9 องศาบริกซ์ในช่วง 18 วันแรก   
ซึ่งสัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของแอลกอฮอล์ จากนั้นมีค่าคงที่ตลอดการหมัก (Wu et al., 2012) 
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ตารางที่ 4.1 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรหมักในระยะเวลาหมัก 6 เดือน 

ตัวอย่าง 
น้ำหมัก 

pH 
ของแข็งท้ังหมด 

ที่ละลายได้  
(องศาบริกซ์) 

แอลกอฮอล์  
(ร้อยละ) 

กรดทั้งหมด  
(ร้อยละของ
กรดอะซิติก) 

เดือนที่ 1 3.38±0.03a 19.23±0.06a 0.43±0.11f 2.22±0.08f 
เดือนที่ 2 3.28±0.01b 16.77±0.15c 1.54±0.30e 3.10±0.07e 
เดือนที่ 3 3.28±0.00b 15.17±0.15e 7.99±0.08a 3.19±0.17d 
เดือนที่ 4 3.15±0.01c 17.57±0.06b 6.19±0.09b 4.35±0.11c 
เดือนที่ 5 3.14±0.00cd 16.47±0.10d 4.32±0.01c 4.67±0.05b 
เดือนที่ 6 3.12±0.01d 12.23±0.06f 2.59±0.00d 5.04±0.02a 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ 
              ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 (p≤0.05) 
 

 
รูปที่ 4.1  การเปลี่ยนแปลงของจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมัก 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณยีสต์   
               ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05)  

       ABC ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณ  
               แบคทีเรียอะซิติก ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05)  
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4.2  การคัดแยกและการศึกษาคุณสมบัติของยีสตท์ี่คัดแยกได้จากน้ำหมักสมุนไพร 
 4.2.1  การคัดแยกยีสต์จากน้ำหมักสมุนไพร 
  ในการคัดแยกเชื้อยีสต์จากน้ำหมักสมุนไพรด้วยอาหารแข็ง DRBC  จากน้ำหมัก 6 
ตัวอย่างสามารถคัดแยกเชื้อได้จำนวน 120 ไอโซเลต  ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์โดยย้อมด้วยสี Methylene blue พบว่ามีเชื้อจำนวน 72 ไอโซเลตที่มีเซลล์ขนาดใหญ่
เห็นได้ชัดเจนภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กำลังขยาย 400 เท่า โดยพบรูปร่างเซลล์ 4 ลักษณะ ได้แก่ 
เซลล์รูปร่างไข่ (Oval) และเซลล์กลม (Round) ที่มีการสืบพันธุ์แบบแตกหน่อจำนวน 48 ไอโซเลต 
เซลล์แบบกระสวยที่มีสืบพันธุ์แบบการแตกหน่อจำนวน 2 ไอโซเลต และเซลล์รูปร่างท่อนที่มีการ
สืบพันธุ์แบบ Fission จำนวน 22 ไอโซเลต  สำหรับอีก 48 ไอโซเลตเซลล์ขนาดเล็กไม่สามารถมองเห็น
ได้ชัดที่กำลังขยาย 400 เท่าและไม่พบการสืบพันธุ์แบบแตกหน่อหรือแบ่งเซลล์  ยีสต์ส่วนใหญ่ที่คัดแยก
ได้จะมาจากตัวอย่างน้ำหมักในเดือนที่  1 2 และ 3 จำนวน 19 ไอโซเลต (ร้อยละ 26.34), 18  
ไอโซเลต (ร้อยละ 25) และ 20 ไอโซเลต (ร้อยละ 27.78) ตามลำดับ 
 4.2.2  การศึกษาความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์ของยีสต์ 
  จากยีสต์ทั้งหมด 72 ไอโซเลตที่คัดแยกได้ พบว่าทุกไอโซเลตของยีสต์สามารถผลิต
แอลกอฮอล์ในอาหาร YPD ทีมี่น้ำตาลกลูโคสร้อยละ 10 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร มีปริมาณแอลกอฮอล์
อยู่ในช่วงร้อยละ 0.43±0.19-5.38±0.08 และมียีสต์ 8 ไอโซเลต ได้แก่ YM1-19, YM1-12, YM1-14, 
YM1-15, YM5-02, YM5-03, YM6-03 และ YM6-08 สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงในช่วงร้อยละ 
4.78±0.87-5.38±0.08 และไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05)  โดยไอโซเลต YM1-19 สามารถ
ผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงสุดร้อยละ 5.38±0.08 โดยปริมาตรแสดงผลดังรูปที่ 4.2  ซึ ่งมีปริมาณ
แอลกอฮอล์ใกล้เคียงกับยีสต์ที ่คัดแยกจากผลตาลโตนด สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้ร ้อยละ 5  
โดยปริมาตรในอาหาร YPD ที่มีกลูโคสร้อยละ 10 หมักเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งเป็นสภาวะเดียวกับที่
ใช ้ ในการศ ึกษานี้   (Artnarong et al., 2016)  ขณะท ี ่  Nwachukwu et al., (2006) หม ักย ีสต์   
S. cerevisiae ในอาหาร YPD นาน 48 ชั ่วโมงพบปริมาณแอลกอฮอล์ร้อยละ 6.2 โดยปริมาตร  
จากนั้นนำยีสต์ 8 ไอโซเลตที่มีความสามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงในอาหาร YPD หมักในน้ำสมุนไพร
ในสภาวะนิ ่งเป็นเวลา 72 ชั ่วโมง พบว่ายีสต์ทั ้ง 8 ไอโซเลตสามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้น้อยลง 
เมื ่อเทียบกับอาหารเหลว YPD  มีปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ผลิตได้อยู่ ในช่วงร้อยละ 0.33±0.21-
1.30±0.31 ยีสต์ไอโซเลต YM6-03 สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงร้อยละ 1.30±0.31 รองลงมา 
เป็นไอโซเลต YM1-19 โดยมีความแตกต่างทางสถิติกับไอโซเลต YM1-12 YM1-15 และ YM6-08 
(p≤0.05) แสดงดังรูปที ่ 4.2  ทั้งนี ้ปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ยีสต์ผลิตได้น้อยลงอาจมีสาเหตุมาจาก 
ความเข้มข้นและชนิดของน้ำตาลในอาหารเลี ้ยงเช ื ้อทั ้งสองชนิด  โดยในอาหารเหลว YPD  
มีน้ำตาลกลูโคสร้อยละ 10 และน้ำสมุนไพรมีน้ำตาลซูโครสร้อยละ 16.7 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
เป็นแหล่งคาร์บอนหลัก  ยีสต์จะใช้น้ำตาลกลูโคสที่เป็นน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวได้ในอัตราที่สูงกว่า  
การใช้น้ำตาลซูโครสที่เป็นน้ำตาลโมเลกุลคู่ ส่งผลให้สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้สูงกว่าในระยะเวลา
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หมักที่เท่ากัน  โดยมีรายงานว่าน้ำตาลที่มีความเข้มข้นไม่เกินร้อยละ 10 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร  
เป็นระดับความเข้มข้นของน้ำตาลที่เหมาะสมต่อการเจริญ และไม่มีผลต่อการยับยั้งการเจริญของยีสต์ 
(Ciftci et al., 1983) และเมื่อความเข้มข้นของน้ำตาลสูงขึ้นถึงร้อยละ 14 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร
ส่งผลให้ยีสต์เกิดการสูญเสียน้ำออกจากเซลล์ (Plasmolysis) เซลล์ยีสต์จึงเหี่ยวและตายในที่สุด  
ซึ่งความสามารถในการทนต่อแรงดันออสโมติกนี้จะแตกต่างไปตามสายพันธุ์ของเชื้อ (Jones et al., 
1987)  และ D’Amore et al., (1988) ได้รายงานว่าเมื่อความเข้มข้นน้ำตาลที่สูงกว่าร้อยละ 15  
โดยน้ำหนักต่อปริมาตรมีผลทำให้ประสิทธิภาพในการผลิตเอทานอลลดลงและรบกวนการเพ่ิมจำนวน
ของยีสต์  นอกจากนี้ความเข้มข้นของน้ำตาลที่สูงเกินไปยังมีผลทำให้เกิดการยับยั้งการทำงานของ
เอนไซม์ภายในเชื้อยีสต์และส่งผลต่อการส่งผ่านสารอาหารที่ผนังเซลล์ของยีสต์ ทำให้การผลิตเอทา -
นอลของยีสต์ชะงักหรือผลิตได้ต่ำกว่าค่าทางทฤษฎี (สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทย, 2560) รวมทั้งสมุนไพร ได้แก่ พริกไทยดำ มะตูม และกล้วยน้ำว้า ที่ใช้เป็นวัตถุดิบใน
การหมักมีฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อราและยีสต์  โดย  Piperine ที่เป็นสารออกฤทธิ์หลักในสารสกัด
หยาบเอทานอลจากพริกไทยดำ มีประสิทธิ์ภาพยับยั้งการเจริญยีสต์ Saccharomyces cerevisiae 
ได้เล ็กน้อยที ่ระดับความเข้มข้น 50 µg/mL (Krishna et al., 2019; Takooree, 2019) สำหรับ 
สารสกัดเอทานอลจากกล้วยน้ำว้าพบว่ามีสาร Terpene และ Anthraquinones ในปริมาณที่สูง  
มีรายงานว่าสามารถยับยั้งการเจริญของ Candida lypolytica (Mohamed et al., 1994; Okon et 
al., 2013) และจากการศึกษาของ Pena-Sarne et al., (2012) เปรียบเทียบความสามารถของ  
S. cerevisiae ในการผลิตเอทานอลโดยใช้กากน้ำตาลและน้ำกล้วยเป็นวัตถุดิบ  ได้ระบุว่าสาเหตุที่  
S. cerevisiae ผลิตแอลกอฮอล์จากน้ำกล้วยได้น้อยกว่ากากน้ำตาลอาจเกิดจากสารออกฤทธิ์ทาง
ชีวภาพบางชนิดในน้ำกล้วยที่มีผลต่อการใช้น้ำตาลและการแบ่งเซลล์ของยีสต์  สำหรับสารสกัดน้ำจาก
มะตูมมีรายงานว่าสามารถควบคุมการเจริญของ  Saccharomyces cerevisiae และ Candida 
albicans ได้ (Suwanmanee et al., 2014) ซึ่งสมุนไพรเหล่านี้อาจมีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่
มีบทบาทในการหมัก  โดยปริมาณแอลกอฮอล์ที่ย ีสต์ YM1-19 ผลิตได้ในน้ำสมุนไพร (ร้อยละ 
1.30±0.31) มีปริมาณน้อยกว่าแอลกอฮอล์ที่ได้จากการหมักไวน์สับปะรดด้วยยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae ที่คัดแยกได้จากไวน์มะพร้าวและ S. cerevisiae ทางการค้าที่มีแอลกอฮอล์ร้อยละ 10.2 
และ 7.4 โดยปริมาตร ตามลำดับ (Ayogu, 1999) และมีปริมาณแอลกอฮอล์น้อยกว่าแอลกอฮอล์ที่ได้
จากการหมักกล้วยหอมทองนาน 3 วันด้วยยีสต์ S. cerevisiae ซึ ่งมีปริมาณแอลกอฮอล์ร้อยละ 
12.04±0.02 โดยปริมาตร (Boonsupa et al., 2019b)   
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รูปที ่ 4.2  ปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ผลิตจากเชื้อยีสต์ที ่แยกได้ในอาหารเหลว YPD และอาหารน้ำ 
               สมุนไพรในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
หมายเหตุ  ABC ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณ 
               แอลกอฮอล์ที่ผลิตได้จากอาหาร YPD ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  

       abc ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณ 
               แอลกอฮอล์ที่ผลิตได้จากน้ำสมุนไพร ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
 
 4.2.3  การจัดจำแนกสายพันธุ์ของยีสต์ 
  ยีสต์ไอโซเลตที่นำมาจัดจำแนก ได้แก่ YM1-12, YM1-19, YM5-02, YM5-03 และ 
YM6-03 ซึ่งเป็นสายพันธุ์ยีสต์ที่มีความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์สูงในอาหารเหลว YPD และ
อาหารน้ำสมุนไพร  โดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี พบว่ายีสต์ทั้ง 
5 ไอโซเลตที่นำมาจัดจำแนกมีลักษณะโคโลนีที่เจริญบนอาหาร Malt medium ลักษณะเดียวกันคือ  
โคโลนีกลม สีขาว ขอบเรียบ มีความโค้งนูนจากผิวอาหารเล็กน้อย (Convex)  และเมื่อศึกษารูปร่าง
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์  พบว่าเซลล์มีรูปร่างเป็นท่อน มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศแบบ 
Fission ไม่พบการแตกหน่อ และมีการสร้าง Ascus ที่มี 4 Ascospores แสดงในรูปที่ 4.3 ซึ่งลักษณะ
รูปร ่างเซลล์ท ี ่ เป ็นท่อนและมีการส ืบพันธ ุ ์แบบ Fission เป ็นล ักษณะเด่นของย ีสต ์ในจ ีนัส 
Schizosaccharomyces   
  สำหรับผลการทดสอบทางชีวเคมีแสดงดังตารางที ่ 4.3 ยีสต์ทั ้ง 5 ไอโซเลตมี
ความสามารถในการใช้และหมักแหล่งคาร์บอนไม่แตกต่างกันคือ สามารถใช้ Glucose, Glycerol,  

2-Keto-D-gluconate, Methyl-α-D-Glucopyranoside, D-Maltose, Sucrose และ D-Raffinose 
เป ็นแหล่ งคาร ์บอน  สามารถหม ักน ้ำตาล D-Glucose, Sucrose, Maltose และ Raffinose  
เป็นแอลกอฮอล์ และเจริญได้ที่อุณหภูมิ 25 30 และ 37 องศาเซลเซียส  โดยมีผลการทดสอบทาง
ชีวเคมีใกล้เคียงกับยีสต์ Schizosaccharomyces pombe (Kurtzman et al., 2011) 
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      ก.     ข.  
รูปที่ 4.3 ลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง Malt medium (ก.) และรูปร่างเซลล์ S. pombe YM1-19 
ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (SEM) ที่กำลังขยาย 2,500 เท่า (ข.) 
 
ตารางท่ี 4.2 การจัดจำแนกยีสต์ 5 ไอโซเลตบริเวณ ITS region 

ไอโซเลต 
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่ใกล้ชิดกับฐานข้อมูล 

NCBI 
Per. 

Ident 
Accession 
numbera 

YM1-12 Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213   98.86% MH595429.1 

YM1-19 Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213 98.76% MH595429.1 

YM5-02 Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213 98.43% MH595429.1 
YM5-03 Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213 98.43% MH595429.1 
YM6-03 Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213 98.42% MH595429.1 

หมายเหตุ aAccession number บริเวณ ITS1-ITS2  
 

 

รูปที่ 4.4  Gel electrophoresis ของ PCR product 

บริเวณ Internal transcribed spacer region (ITS 

region) ของยีสต์ไอโซเลต YM1-12, YM1-19, YM5-

02, YM5-03 และ YM6-03   
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 เมื่อตรวจสอบลำดับนิวคลีไทด์ที่ตำแหน่ง ITS region ของยีสต์ทั้ง 5 ไอโซเลตด้วย
ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 และวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTN เพ่ือระบุชนิดของยีสต์ให้ละเอียด
มากขึ้นโดยเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล GenBank พบว่ายีสต์ 5 ไอโซเลตมีความคล้ายคลึงกับ 
Schizosaccharomyces pombe UCDFST:04-213 (S. pombe)  ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการศึกษา
ทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี  โดยมีความเหมือน (Percent Identity) กับ Type strain 
อยู่ในช่วงร้อยละ 98.42-98.86 ดังตารางที่ 4.2  S. pombe จัดอยู่ในไฟลัม Ascomycota คลาส 
Schizosaccharomycetes  ในการเปรียบเทียบความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีสต์ที่คัดแยกได้  5  
ไอโซเลตกับยีสต์ในจีนัส Schizosaccharomyces 4 สปีชีย์  โดยใช้ Saccharomyces cerevisiae 
(Class Saccharomycetes) เป็น Outgroup  แสดงความสัมพันธ์ของยีสต์ทั้ง 5 ไอโซเลตนี้ในรูปที่ 
4.5  จากการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS region ด้วยโปรแกรม MEGAX โดยใช้แบบจำลอง
แผนภูมิ Neighbor-joining และวิเคราะห์แผนภูมิด้วยวิธี Kimura 2-parameter  พบว่าที่ระยะห่าง
ทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.050  ยีสต์ในจีนัส Schizosaccharomyces สามารถแยกความแตกต่างกัน
ของพันธุกรรมได้อย่างชัดเจน  ยีสต์ทั้ง 5 ไอโซเลตมีค่า Bootstrap value กับยีสต์ S. pombe เท่ากับ 
100%  โดยมี Schizosaccharomyces octoporus และ Saccharomyces japonicus เป็น Sister 
taxa  มีค่า Bootstrap value เท่ากับ 94% 
  ยีสต์ Schizosaccharomyces มีการจัดจำแนกเป็น 4 สปีชีย์ ได้แก่ S. octosporus, 
S. japonicus, S. pombe และ S. cryophilus  โดยเชื้อทั้ง 4 สปีชีย์นี ้มีขนาดของ Genomic DNA 
และลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Telomere-repeats ที่แตกต่างกัน และถูกนำมาใช้ประโยชน์ในการจัด
จำแนกเชื้อในระดับสปีชีย์  ยีสต์ S. japonicus มีขนาด Genomic DNA ประมาณ 11.5 Mb โดยมี 
%G+C content เท่ากับ 44%mol และมี GTCTTA เป็นลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Telomere-
repeats  สำหรับ S. octosporus และ S. cryophilus ที่เป็น Sister taxa มีขนาด Genomic DNA 
ประมาณ 11.5 Mb เช่นเดียวกัน โดยมีปริมาณ %G+C content เท่ากับ 38%mol และลำดับนิวคลี- 
โอไทด์บริเวณ Telomere-repeats ไม่แตกต่างกันคือ GGGTTACTT  และยีสต์ S. pombe มีขนาด 
Genomic DNA ประมาณ 12.5 Mb ซึ่งมีขนาดใหญ่กว่ายีสต์สปีชีย์อื่นเล็กน้อย โดยมี %G+C content 
เท่ากับ 36%mol และมี GGTTAC เป็นลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ Telomere-repeats (Rhind et al., 
2011)  นอกจากนี้ยังสามารถอาศัยลักษณะทาง Phenotype ได้แก่ ความแตกต่างของการสร้าง True 
hyphae จำนวนสปอร์ใน Ascus และความสามารถในการใช้น้ำตาลซูโครส แรฟฟิโนสและ D-
gluconate เป็นแหล่งคาร์บอนในการจำแนกเชื้อระดับสปีชีย์  โดย S. japonicus มี 6-8 Ascospores 
ไม่สามารถใช้ D-gluconate เป็นแหล่งคาร์บอน และพบการสร้าง True hyphae ซึ่งไม่พบในสปีชีย์
อ่ืน  สำหรับ S. octosporus และ S. cryophilus ที่มีวิวัฒนาการใกล้ชิดกัน ยีสต์ทั้ง 2 สปีชีย์ไม่สามารถ
ใช ้และหม ักน ้ำตาลซ ู โครส แรฟฟ ิ โนส และ D-gluconate ได้   โดย S. octosporus ม ี  6-8 
Ascospores  สำหรับ S. cryophilus มี 4-8 Ascospores และสามารถเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส แต่ไมพ่บการเจริญได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า 32 องศาเซลเซียส  ซึ่งแตกต่างกับยีสต์สปีชีย์อื่นในจีนัส
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นี้ที่เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 18-36 องศาเซลเซียส  S. pombe สามารถใช้และหมักน้ำตาลซูโครส 
แรฟฟิโนส และ D-gluconate และมี 4 Ascospores ใน 1 Ascus (Vaughan-Martini and Martini, 
2011; Helston et al., 2010)   
  เมื่อทำการเปรียบเทียบลักษณะทาง Phenotype ระหว่างยีสต์ S. pombe ที่คัดแยก
ได้กับยีสต์ S. cerevisiae ที่เป็น Outgroup พบว่ายีสต์ทั้ง 2 จีนัสมีรูปร่างของโคโลนีที่เจริญบน
อาหาร 5% Malt medium ที่บ่มในอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 เดือนแตกต่างกัน โดย
ยีสต์ S. pombe จะมีโคโลนีสีขาว  มีการยกตัวสูงจากอาหารเล็กน้อย (Convex) ผิวหน้ามันวาว และ
มีขอบเรียบ  สำหรับ S. cerevisiae โคโลนีที่เจริญมีสีครีม ผิวหน้าเรียบ มีการยกตัวแบบ Flat หรือ 
Raised และโคโลนีทึบแสง (Opaque)  และนอกจากนี้ยีสต์ทั้ง 2 จีนัสนี้ยังมีความสามารถในการ
เจริญและการใช้น้ำตาลที่แตกต่างกัน  ยีสต์ S. pombe สามารถหมักน้ำตาลกลูโคส มอลโตส ซูโครส 
และแรฟฟิโนส  เจริญได้ในอาหารที่มีน้ำตาลกลูโคส ซูโครส มอลโตส แรฟฟิโนส D-Gluconate และ
กลีเซอรอลเป็นแหล่งคาร์บอน  สำหรับ S. cerevisiae สามารถหมักและใช้น้ำตาลในการเจริญได้
เช่นเดียวกับ S. pombe  นอกจากนี้ S. cerevisiae ยังสามารถหมักน้ำตาล Galactose และสามารถ
เจริญได้ในอาหารที ่มีน้ำตาลกาแล็กโทส Trehalose Melezitose Ethanol Lactate เป็นแหล่ง
คาร์บอน  สำหรับอุณหภูมิที่ใช้ในการเจริญพบว่ายีสต์ทั้ง 2 จีนัสสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 25 30 
และ 37 องศาเซลเซียส แต่ในกลุ่มของ S. cerevisiae ที่ก่อโรคสามารถพบการเจริญได้ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส (Helston et al., 2010; Vaughan-Martini and Martini, 2011a; Vaughan-Martini 
and Martini, 2011b) 
 

 
รูปที่ 4.5  แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีสต์ 5 ไอโซเลต ได้แก่ YM1-12, YM1-19,  
              YM5-02, YM5-3 และ YM6-3 ที่สร้างด้วยวิธี Neighbor-Joining ด้วยโปรแกรม MEGAX 
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ตารางท่ี 4.3  ผลทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อยีสต์ 5 ไอโซเลต 

Biochemical test 
Isolate no. S. 

pombea YM1-12 YM1-19 YM5-2 YM5-3 YM6-3 
Fermentation of carbohydrate 
D-Glucose + + + + + + 
D-Galactose - - - - - - 
Sucrose + + + + + + 
Maltose + + + + + V 
Lactose - - - - - - 
Raffinose + + + + + V 
Trehalose - - - - - - 
Melibiose - - - - - - 
Growth on Carbohydrate compound 
Glycerol + + + + + V 
2-Keto-D-gluconate + + + + + Vb 

L-Arabinose - - - - - - 
D-Xylose - - - - - - 
Adonitol (Ribitol) - - - - - - 
D-Galactose - - - - - - 
Sorbitol - - - - - -c 

Inositol - - - - - -c 

Methyl-α-D-
Glucopyranoside 

+ + + + + +c 

N-Acetyl-
Glucosamine 

- - - - - - 

Growth at other temperature 
Growth at 25°c + + + + + + 
Growth at 30°c + + + + + + 
Growth at 37°c + + + + + - 
Growth at 40°c - - - - - - 

หมายเหตุ  +=ผลบวก; -=ผลลบ; V=Variable; n/d=ไม่ได้ทดสอบ  

ที่มา: a Vaughan-Martini et al., (2011); b Choi et al., (2010); c Helston et al., (2010) 
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ตารางท่ี 4.3 (ต่อ)  ผลทดสอบทางชีวเคมีของเชื้อยีสต์ 5 ไอโซเลต  

Biochemical test 
Isolate no. S. 

pombea YM1-12 YM1-19 YM5-2 YM5-3 YM6-3 
Growth on Carbohydrate compound 
D-Cellubiose - - - - - - 
D-Lactose - - - - - - 
D-Maltose + + + + + V 
Sucrose + + + + + + 
D-Trehalose - - - - - - 
D-Melezitose - - - - - - 
D-Raffinose + + + + + + 

หมายเหตุ  +=ผลบวก; -=ผลลบ; V=Variable; n/d=ไม่ได้ทดสอบ  

ที่มา: a Vaughan-Martini et al., (2011); b Choi et al., (2010); c Helston et al., (2010) 
 
  ยีสต์ Schizosaccharomyce สามารถทนต่อสภาวะ Osmotic pressure สูงได้ดี  
เจริญได้ในน้ำตาลกลูโคสเข้มข้นร้อยละ 50 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรและเอทานอลร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร  ซึ่งแหล่งที่สามารถคัดแยก S. pombe ได้แก่ ผลไม้ เช่น มะละกอ องุ่น อ้อย  เครื่องดื่ม เช่น 
คอมบูชา (Kombucha) เบียร์ และสามารถคัดแยกได้จากน้ำส้มสายชู Shanxi aged ในประเทศจีน  
รวมถึงน้ำตาลสดมะพร้าวในประเทศไทย  โดยยีสต์ในจีนัสนี้จะมีรูปร่างเซลล์แตกต่างจากจีนัสอ่ืน  
(นิชานันท์, 2559; Jeffares, 2018; Maragatham et al., 2011; Shehata et al., 1960) 
  S. pombe มีร ูปร ่างเซลล์เป ็นท่อน ขนาดประมาณ 2×6-4×20 ไมโครเมตร  
มีการจัดเรียงตัวแบบเซลล์เดี่ยวหรือเป็นคู่ สามารถสร้างสปอร์ได้ และมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ
แบบ Fission โดยสร้าง Septum บริเวณกลางเซลล์ก่อนการแบ่งตัว  โคโลนีมีขาว ผิวมันวาว  
ขอบเรียบ (Entire) หรือ Sinuous  ความสามารถในการหมักเอทานอลของ S. pombe มีรายงานว่า
สามารถผลิตเอทานอลได้สูงถึงร้อยละ 15 โดยปริมาตร ซึ่งใกล้เคียงกับ Saccharomyces cerevisiae 
(Benito et al.,  2019 ; Vaughan-Martini et al. ,  2011b)  จากการศ ึกษาของ Benito et al., 
(2019) ที่ได้วิเคราะห์หาความแตกต่างของสารประกอบทางเคมีในไวน์องุ่นที่ผลิตจากยีสต์ต่างชนิดกัน 
ได้แก่ S. cerevisiae, Lachancea thermotolerans และ S. pombe ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
นาน 72 ชั่วโมง พบว่าไวน์ที่ผลิตจากยีสต์ทั้ง 3 ชนิดมีปริมาณแอลกอฮอล์อยู่ ในช่วงร้อยละ 13.55-
13.80 โดยปริมาตร  โดยยีสต์ S. pombe ผลิตแอลกอฮอล์ได้ต่ำสุดเท่ากับร้อยละ 13.55 ซ่ึงมีปริมาณ
แอลกอฮอล์ต่ำกว่าไวน์ที่หมักจาก S. cerevisiae เล็กน้อย (ร้อยละ 0.23 โดยปริมาตร)  โดยปริมาณ
แอลกอฮอล์ที่ผลิตได้จาก S. pombe YM1-19 ร้อยละ 1.30±0.21 โดยปริมาตร มีปริมาณแอลกอฮอล์
น้อยกว่าการทดลองของ Jayaraman et al, (2018) ซึ ่งหมักไวน์ผลไม้ชน ิดต ่างๆ ด ้วยยีสต์  
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Schizosaccharomyces pombe ที่คัดแยกได้จากมะละกอสุก พบว่าไวน์องุ่น ไวน์บรีทรูท และ
ไวน์น้ำตาลโตนดให้ปริมาณแอลกอฮอล์ร้อยละ 2.57 3.29 และ 6.22 โดยปริมาตร ตามลำดับ ในขณะ
ที่การหมกัไวน์ส้มด้วยเชื้อสายพันธุ์นี้ให้ปริมาณแอลกอฮอล์ต่ำสุดเท่ากับร้อยละ 1.05 โดยปริมาตร 
 

4.3  การแยกและการศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้จากน้ำหมัก
สมุนไพร 
 4.3.1  การคัดแยกแบคทีเรียอะซิติกจากน้ำหมักสมุนไพร 
  ในการคัดแยกแบคทีเรียอะซิติกในน้ำหมักสมุนไพรด้วยอาหาร GYC และ GYEC agar 
โดยทำการเก็บโคโลนีของเชื ้อที ่เกิดบริเวณวงใสบนอาหารทั ้ง 2 ชนิด  จำนวน 120 ไอโซเลต   
จากแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกได้  มีเชื้อจำนวน 115 ไอโซเลตที่มีลักษณะเป็นแบคทีเรียรูปท่อน หรือ
ท่อนสั้น ย้อมติดสีแกรมลบ เซลล์มีการจัดเรียงตัวแบบเซลล์เดียวหรือเซลล์เดียวต่อกันเป็นเส้นสาย  
โดยสามารถคัดแยกได้จากอาหาร GYC จำนวน 59 ไอโซเลตและ GYEC จำนวน 56 ไอโซเลต  มีเชื้อ
จำนวน 112 ไอโซเลตที่ให้ผลการทดสอบ Oxidase เป็นลบ และ Catalase เป็นบวก  ซึ่งลักษณะ
เหล่านี้เป็นคุณสมบัติของแบคทีเรียอะซิติก 
 4.3.2  การศึกษาความสามารถในการผลิตกรดอะซิติกของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
  การทดสอบความสามารถในการผลิตกรดของแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้จำนวน 
112 ไอโซเลต  ทำการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว YEC ที่มีเอทานอลร้อยละ 4 โดยปริมาตรเป็นเวลา 72 
ชั่วโมง พบว่ามีแบคทีเรีย 23 ไอโซเลตที่ผลิตกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ได้สูงกว่าร้อยละ 3.5 
โดยน้ำหนักต่อปริมาตร  มีปริมาณกรดอยู่ในช่วงร้อยละ 3.51±0.07-4.25±0.30  ไอโซเลต EM3-07 
สามารถผลิตกรดได้สูงสุดร้อยละ 4.25±0.30 ซึ่งไม่แตกต่างทางสถิติกับไอโซเลต EM1-14 และ EM3-01 
ดังร ูปที ่ 4.6  โดยปริมาณกรดทั ้งหมดที ่แบคทีเร ียไอโซเลต EM3-07 ผลิตได้มีปริมาณสูงกว่า
แบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้จากไวน์ข้าวของประเทศเกาหลีที่หมักด้วยกรรมวิธีพื้นบ้าน สามารถผลิต
กรดทั้งหมดได้ร้อยละ 3.51 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร ในอาหารเหลวที่มีเอทานอลร้อยละ 4 ที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (Lee et al., 2017) แต่มี
ปริมาณกรดทั้งหมดน้อยกว่า Acetobacter tropicalis ทีค่ัดแยกได้จากส้ม สามารถผลิตกรดทั้งหมดได้
ร้อยละ 6.9 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร (Diba et al., 2015) ซึ่งเป็นสภาวะเดียวกับที่ใช้ในการทดลองนี้ 
และจากเชื้อแบคทีเรียอะซิติก 10 ไอโซเลตแรกที่สามารถผลิตกรดได้สูงในอาหารเหลว YEC  เมื่อนำมา
หมักในน้ำสมุนไพรพบว่าสามารถผลิตกรดอยู่ในช่วงร้อยละ 1.00±0.45-3.67±0.34  โดยแบคทีเรียทุก
ไอโซเลตมีแนวโน้มการผลิตกรดทั้งหมดลดลงเมื่อเทียบกับการเลี้ยงในอาหาร YEC  และพบว่าไอโซเลต 
EM2-03 สามารถผลิตกรดได้สูงสุดเท่ากับร้อยละ 3.67±0.34 จึงถูกคัดเลือกไปใช้ในการศึกษาต่อไป 
แสดงดังรูปที่ 4.6 
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รูปที ่4.6  ปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ของแบคทีเรียอะซิติกท่ีแยกได้ในอาหาร YEC และ 
              น้ำสมุนไพร บ่มในสภาวะเขย่า 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
หมายเหตุ  ABC ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณกรด 
              ทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ที่ผลิตได้จากอาหาร YEC ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  

       abc ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของปริมาณกรด 
              ทัง้หมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ที่ผลิตได้จากน้ำหมักสมุนไพร ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  

 
  ปริมาณกรดที่ผลิตได้จากไอโซเลต EM2-03 มีปริมาณมากกว่าน้ำส้มสายชูที่หมักจาก
มะเขือเทศและมะพร้าว มีปริมาณกรดร้อยละ 3.53 และ 3.37 ตามลำดับ และมีปริมาณกรดน้อยกว่า
น้ำส้มสายชูหมักจากน้ำผึ้ง เปลือกส้ม และองุ่นที่หมักด้วย Acetobacter เป็นเวลา 10 วันมีปริมาณ
กรดร้อยละ 5.74 5.37 และ 4.64 ตามลำดับ (Surana et al., 2017)  ปริมาณกรดทั้งหมดที่ได้จากการ
หมักน้ำสมุนไพรน้อยกว่าในอาหาร YEC  อาจเป็นผลมาจากความเป็นกรดของน้ำหมักกล้วยน้ำว้า 
ที่นำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการหมัก มีปริมาณกรดทั้งหมดสูงร้อยละ 2.78±0.20 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร 
จะมีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียอะซิติกที ่นำมาใช้หมัก และจากการศึกษาของ Zheng et al., 
(2015) ได้รายงานว่าความเข้มข้นของกรดอะซิติกเริ ่มต้นในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลต่อการเจริญของ
แบคทีเรียอะซิติก โดยในอาหารที่มีกรดอะซิติกต่ำ (ร้อยละ 1-1.5 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร) กรดอะซิติก
จะส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย  และเมื่ออาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณกรดอะซิติกสูงขึ้น (ร้อยละ 2.0-
4.0 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร) มีผลทำให้แบคทีเรียอะซิติกเจริญช้าลง ช่วง Lag phase ยาวขึ้น ส่งผลให้
การผลิตกรดอะซิติกที่เป็นสารปฐมภูมิ (Primary metabolite) เกิดขึ้นได้ช้า มีผลทำให้ปริมาณกรด 
ที่ได้ต่ำ  สอดคล้องกับการศึกษาของ Kanachanarach et al., (2014) รายงานว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ที่มปีริมาณกรดอะซิติกสูงกว่าจะมีผลทำให้ช่วง Lag phase ของ Acetobacter pasteurianus ยาวขึ้น 
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 4.3.3  การจัดจำแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรียอะซิติก 
  จากการศึกษาข้างต้นได้คัดเลือกแบคทีเรียไอโซเลต EM2-03 EM3-01 EM3-03 และ 
EM3-07 ที่มีความสามารถในการผลิตกรดทั้งหมดได้สูงในอาหาร YEC ที่มีเอทานอลร้อยละ 4 และ 
ในน้ำสมุนไพรมาจัดจำแนก  การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาพบว่าแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลตมีลักษณะ
เซลล์เป็นท่อนสั้น ติดสีแกรมลบ มีการจัดเรียงตัวเป็นเซลล์เดียว โคโลนีสีขาว ผิวหน้ามันวาว มีขอบเรียบ
และยกตัวแบบ Umbonate  ไม ่ส ังเคราะห์แผ ่นเซลลูโลสในอาหาร HS medium แต ่สามารถ
เกิดปฏิกิริยา Overoxidation กรดที่สร้างขึ้นจะถูกออกซิไดซ์เป็นน้ำและคาร์บอนไดออกไซด์  สังเกตจาก
การเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร์ในอาหาร Carr medium จากสีเขียวเป็นสีเหลืองและจากสีเหลืองกลับมา
เป็นสีเขียว ซึ่งเป็นลักษณะเด่นของแบคทีเรียในจีนัส Acetobacter sp.  โดยเชื้อทั้ง 4 ไอโซเลตสามารถ
ผลิตกรดจากน้ำตาลกลูโคส ไซโลส และเอทานอล ออกซิไดซ์อะซิเตรท แต่ไม่สามารถผลิตกรดจากน้ำตาล
ซูโครส แมนนิทอล อะราบิโนส ฟรุกโตส มอลโตส และกลีเซอรอลได้ แสดงผลการทดสอบทางชีวเคมี 
ดังตารางที่ 4.5  และมีความสามารถในการเจริญในอาหารที่มีความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ร้อยละ 5 และ 
10 โดยปริมาตรดังตารางที่ 4.4 
 

ก.   
 

ข.  ค.  ง.  
 

ร ูปท ี ่  4.7  ร ูปร ่างเซลล์ของ Acetobacter pasteurianus EM2-03 ภายใต้กล ้องจ ุลทรรศน์  
                อิเล็กตรอนแบบส่งกราด (SEM) ที ่กำลังขยาย 10,000 เท่า (ก.) ลักษณะโคโลนีบน 
                อาหาร GYC agar (ข.) และการผลการศึกษาการเกิด Overoxidation ethanol บน 
                อาหาร Carr medium ที่ระยะเวลาหมัก 7 วัน (ค.) และ 14 วัน (ง.) 
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ตารางท่ี 4.4 ปริมาณแบคทีเรียอะซิติกที ่เจริญในอาหารที ่มีเอทานอลร้อยละ 5 และ 10 โดย 
ปริมาตรที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน 

ไอโซเลต 
ปริมาณแบคทีเรียอะซิติก (Log CFU/mL) 

เอทานอลร้อยละ 5 เอทานอลร้อยละ 10 
ก่อน หลัง ก่อน หลัง 

EM2-03 7.08±0.021 7.21±0.294 7.14±0.066 7.24±0.112 
EM3-01 7.27±0.031 7.02±0.061 7.15±0.051 7.05±0.056 
EM3-03 7.11±0.132 7.01±0.106 7.20±0.051 7.21±0.051 
EM3-06 7.14±0.036 7.26±0.165 7.17±0.021 7.24±0.056 

 
ตารางท่ี 4.5 ผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลต EM2-03, EM3-01, EM3-03  

และ EM3-06 

Biochemical test 
Isolate No. A. 

pasteurianusa EM2-03 EM3-01 EM3-03 EM3-07 
Acid produced from 
Glucose + + + + + 
Ethanol + + + + + 
Sucrose - - - - - 
Mannitol - - - - - 
Arabinose - - - - - 
Fructose - - - - - 
Glycerol - - - - - 
Maltose - - - - - 
Xylose + + + + + 
Pigment synthesis on 
GYC medium 

- - - - - 

Gram strain - - - - - 
Catalase + + + + + 
Oxidase - - - - - 

หมายเหตุ +=ผลบวก; -=ผลลบ; V=Variable; n/d=ไม่ได้ทดสอบ 
ที่มา: a Liu et al., (1996) 
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ตารางท่ี 4.5  (ต่อ) ผลทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลต EM2-03, EM3-01, EM3-03 
และ EM3-06 

Biochemical test 
Isolate No. A. 

pasteurianusa EM2-03 EM3-01 EM3-03 EM3-07 
Overoxidation of 
ethanol 

+ + + + + 

Oxidization of Sodium 
acetate 

+ + + + + 

Ethanol tolerant 
Growth at 5% Ethanol + + + + n/d 
Growth at 10% Ethanol + + + + n/d 

หมายเหตุ +=ผลบวก; -=ผลลบ; V=Variable; n/d=ไม่ได้ทดสอบ 
ที่มา: a Liu et al., (1996) 

 
รูปที ่ 4.8  แผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแบคทีเรียอะซิติก 4 ไอโซเลต ได้แก่  
              EM2-03, EM3-01, EM3-03 และ EM3-07  ท ี ่สร ้างด ้วยว ิธ ี  Neighbor-Joining ด ้วย 
              โปรแกรม MEGAX 
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ตารางท่ี 4.6  การจัดจำแนกแบคทีเรียอะซิติก 4 ไอโซเลตบริเวณ 16S rDNA 

ไอโซเลต 
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการที่ใกล้ชิดกับฐานข้อมูล 

NCBI 
Per. 

Ident 
Accession 
Numbera 

EM2-03 Acetobacter pasteurianus LMG 1262  100.0% NR118169.1 

EM3-01 Acetobacter pasteurianus LMG 1262 100.0% NR118169.1 

EM3-03 Acetobacter pasteurianus LMG 1262 100.0% NR118169.1 
EM3-07 Acetobacter pasteurianus strain DI10SB1 99.90% KY287771.1 

หมายเหตุ aAccession number บริเวณ 16S rRNA  
 

 
 
  เมื่อนำแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลต มาตรวจสอบลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rDNA 
จากนั ้นว ิเคราะห์ด ้วยโปรแกรม BLASTN พบว่าแบคทีเร ียทั ้ง 4 ไอโซเลตมีความคล้ายคลึงกับ 
Acetobacter pasteurianus strain LMG 1262  โดยมีความเหมือนกันอยู่ในช่วงร้อยละ 99.90-100 
ดังตารางที่ 4.6  ในการเปรียบเทียบความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 4 ไอโซเลต
กับแบคทีเรียอะซิติกในจีนัส Acetobacter ทั้ง 12 สปีชีย์ โดยใช้ Granulibacter bethesdensis ที่เป็น
แบคทีเรียอะซิติกเป็น Outgroup  โดยแสดงความสัมพันธ์ของแบคทีเรียทั้ง 4 ไอโซเลตในรูปที่ 4.8 
พบว่าที่ระยะห่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.0050 กับแบคทีเรียในจีนัส Acetobacter และสามารถแยก
ความแตกต่างกันของพันธุกรรมได้อย่างชัดเจน  โดยมีความใกล้เคียงกับ A. pasteurianus มากที่สุด  มี
ค่า Bootstrap value เท่ากับ 100% และมีแบคทีเรีย A. pomorum เป็น Sister taxa มีค่า Bootstrap 
value เท่ากับ 81%  จากแผนภาพวิวัฒนาการในรูปที่ 4.8 จะเห็นได้ว่าแบคทีเรียในจีนัส Acetobacter 

รูปที่ 4.9  Gel electrophoresis ของ PCR product 

บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลต EM2-03, 

EM3-01, EM3-03 และ EM3-07 
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ถูกแบ่งเป็น 2 กลุ ่มได้แก่ กลุ ่ม A. pasteurianus และกลุ ่ม A. aceti  โดยกลุ ่ม A. pasteurianus 
ประกอบด ้ วยสมาช ิ ก ได ้ แก ่  A. pasteurianus, A. pomorum, A.syzygii, A. peroxydans, A. 
lovaniensis และ A. orientalis  สำหรับกลุ่ม A. aceti มีสมาชิกได้แก่ A. aceti, A. orleanensis, A. 
indonesiensis, A. troplicalis, A. oeni, และ A. estunensis  โดยแบคทีเรียทั ้ง 2 กลุ ่มมีลักษณะที่
แตกต่างกันคือ แบคทีเรียในกลุ่ม A. aceti สามารถผลิตกรดได้จากเมทานอล  มีการออกซิไดซ์น้ำตาล
กลูโคสให้กลายเป็น 2-keto-D-gluconate, 5-keto-D-gluconic acid และ 2,5-diketo-D-gluconic 
acid ที่เป็นสารตั้งต้นที่มีบทบาทสำคัญในการสังเคราะห์วิตามินซีและตัวทำละลายในอุตสาหกรรม  
รวมถึงการผลิต Dihydroxyacetone จากกลีเซอรอล  ซึ่งคุณสมบัติเหล่านี้จะไม่พบในแบคทีเรียกลุ่ม A. 
pasteurianus (Yamada and Yukphan, 2008)   
  แบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 4 ไอโซเลตถูกจัดให้เป็นสมาชิกในกลุ่มที ่ 1 หรือกลุ่ม A. 
pasteurianus  โดยแบคทีเรีย A. pasteurianus ทั้ง 4 ไอโซเลตที่ม ีA. pomorum เป็น Sister taxa  มี
ลักษณะโคโลนีและรูปร่างเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ใกล้เคียงกันคือ มีโคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว-
ครีม รูปร่างเซลล์เป็นท่อน ไม่พบโครงสร้าง Flagella  และให้ผลการทดสอบทางชีวเคมีที่ใกล้เคียงกันคือ 
สามารถเกิด Overoxidation of ethanol ซึ ่งเป็นคุณสมบัติเด่นของเชื ้อในจีนัส Acetobacter  มี
ความสามารถผลิต D-Gluconic acid  แต่ไม่สังเคราะห์ 2-keto-D-gluconate, 5-keto-D-gluconic 
acid และ 2,5-diketo-D-gluconic acid จากน้ำตาลกลูโคส  ไม่สร้างแผ่นเซลลูโลสและสารสีละลายน้ำ  
มี Ubiquinone ชนิด Q9 เหมือนกัน  แต่มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนและปริมาณ %G+C 
content ที่แตกต่างกันเล็กน้อย กล่าวคือ A. pasteurianus สามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มีเอทานอล
ร้อยละ 10  มีปริมาณ %G+C content ใน DNA เท่ากับ 60.5%mol  สำหรับ A. pomorum ไม่สามารถ
เจริญในอาหารที่มีเอทานอลร้อยละ 10 ได ้ แต่สามารถเจริญในอาหารที่มีน้ำตาลกลูโคสร้อยละ 30 และ
มีปริมาณ %G+C content เท่ากับ 50.5%mol 
  เมื ่อทำการเปรียบเทียบข้อมูลของผลการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเร ีย A. 
pasteurianus กับ Granulibacter bethesdensis ที่เป็น Outgroup พบว่ามี G. bethesdensis บาง
สายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นเชื้อก่อโรค (Chronic granulomatous disease)  โดยมีรูปร่างเซลล์เป็นท่อน 
ไม่พบโครงสร้างที่เป็น Flagella และมีรูปร่างโคโลนีกลม ขอบเรียบ โดยมีรายงานว่าสามารถเจริญได้
ในช่วงอุณหภูมิ 25-37 องศาเซลเซียสเช่นเดียวกันกับ A. pasteurianus  แต่มีความแตกต่างคือ G. 
bethesdensis สามารถสังเคราะห์สารสีเหลือง ทำให้โคโลนีของเชื้อที่ เจริญบนอาหารแข็ง GYC มีสี
เหลือง  ไม่พบความสามารถในการ Overoxidation of ethanol และการผลิตกรดจากน้ำตาล Xylose  
มี  Ubiquinone ชน ิด Q10  ซ ึ ่ งค ุณสมบ ัต ิ เหล ่ าน ี ้ทำให ้แบคท ี เร ีย A. pasteurianus และ G. 
bethesdensis มีลักษณะแตกต่างกันอย่างชัดเจน  นอกจากนี้ G. bethesdensis สามารถผลิตกรดจาก
น้ำตาลกลูโคสและกลีเซอรอลได้เล็กน้อย และพบการเจริญในอาหาร Frateur modified Hoyer 
medium ที่มีน้ำตาลกลูโคสและแอมโมเนียเป็นองค์ประกอบ (Lisdiyanti et al., 2001; Greenberg et. 
al., 2006; Mamlouk and Gullo, 2013; Pitiwittayakul et al., 2016) 
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  Acetobacter pasteurianus เป็นแบคทีเรียรูปท่อน ติดสีแกรมลบ มีการจัดเรียงตัว
แบบเซลล์เดียวหรือคู่ เป็นสมาชิกในไฟลัม Alpha-proteobacteria แฟมิลี่ Acetobacteraceae  
แบคทีเรียในสปีชีย์นี้ส่วนใหญ่จะให้ผลการทดสอบ Ketogenesis จากกลูโคสเป็นลบ  สามารถผลิต
กรดอะซิต ิกได้จากแอลกอฮอล์ เช ่น Ethanol Propanol และ Butanol  และมีการใช้น ้ำตาล  
D-mannitol เป็น growth factor  โดยมีรายงานว่า A. pasteurianus สามารถคัดแยกได้จากอาหาร
หมักดองได้แก่ น้ำส้มสายชู ไวน์ สาโท น้ำหมักวุ้นมะพร้าว มันสำปะหลัง และข้าวหมาก แต่ไม่สามารถ
คัดแยกได้จากดอกไม้และผลไม้จากตัวอย่างในประเทศไทย อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์ (Lisdiyanti et 
al., 2003)  นอกจากนี ้ย ังสามารคัดแยกได้จากผลไม้เช่น องุ ่นแดง น้ำมะพร้าว โกโก้ เป็นต้น 
(Arifuzzaman et al., 2014; Perumpuli et al., 2014)  โดยปร ิ มาณกรดที่  A. pasteurianus 
EM2-03 ผลิตได้ในอาหารน้ำสมุนไพรร้อยละ 3.67±0.34 มีปริมาณสูงกว่าน้ำส้มสายชูจากกล้วยนากที่
หมักด้วย A. pasteurianus ในสภาวะนิ่งเป็นเวลา 15 วัน ซึ่งมีปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 2.45 โดย
น้ำหนักต่อปริมาตร (Boonsupa et al., 2019b)  A. pasteurianus สามารถเจริญได้ดีที ่อุณหภูมิ 
25-30 องศาเซลเซียส ค่า pH ระหว่าง 5.0-6.5 และในอาหารที ่มี pH ต่ำ 3.0-4.0 ที่ระดับความ
เข้มข้นของเอทานอลร้อยละ 5 และน้ำตาลกลูโคสร้อยละ 3 สามารถผลิตกรดได้สูงร้อยละ 7.0-7.7 ใน
ระยะเวลาหมัก 6 วัน (Lee et al., 2015) 
 

4.4  การศึกษาความสามารถของยีสต์และแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในการหมักน้ำสมุนไพร 
 จากการหมักน้ำสมุนไพรในโหลแก้วขนาด 600 มิลลิลิตร ในสภาวะนิ่ง ที่อุณหภูมิ 30 องศา-
เซลเซียส และหยุดกระบวนการหมักเมื่อมีกรดทั้งหมดเท่ากับร้อยละ 5 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรด้วย
การพาสเจอร์ไรซ์ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสนาน 15 นาที ซึ่งปริมาณกรดนี้มีความใกล้เคียงกับ
ปริมาณกรดในน้ำหมักสมุนไพรทางการค้าที ่หมักนาน 6 เดือน  ในการศึกษานี ้ได้เปรียบเทียบ
กระบวนการหมัก 2 รูปแบบคือ กระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว (One-stage fermentation) 
และกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอน (Two-stage fermentation) 
 4.4.1 ผลการศึกษากระบวนการหมักน้ำสมุนไพรด้วยกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว 
(One-stage fermentation) 
  การหมักน ้ำสม ุนไพรแบบร ่วมขั้นตอนเด ียว โดยเต ิมห ัวเช ื ้อผสมระหว ่าง 
Schizosaccharomyces pombe YM1-19 และ Acetobacter pasteurianus EM2-03 ที่คัดแยกได้
ร้อยละ 20 ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 (OD600=0.5) ลงในน้ำสมุนไพรพร้อมกัน ปิดฝาภาชนะหมักให้สนิท
ด้วยผ้าขาวบาง หมักนาน 32 วัน พบว่าแอลกอฮอล์มีปริมาณเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในช่วง 6 วันแรก
ของการหมัก และมีปริมาณสูงสุดร้อยละ 11.63±0.45 โดยปริมาตรในวันที ่ 6 จากนั ้นปริมาณ
แอลกอฮอล์ลดลงอย่างต่อเนื ่องและมีค่าเข้าใกล้ศูนย์ในวันที ่ 32 ของการหมักเท่ากับ ร้อยละ 
0.23±0.16 โดยปริมาตร ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการเปลี่ยนแปลงของน้ำตาลทั้งหมดที่มีค่าลดลงอย่าง
รวดเร็วจาก 771.14±14.39 กรัมต่อลิตรจนมีค่า 56.95±2.50 กรัมต่อลิตรในวันที่ 6 ของการหมัก 
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หลังจากนั้นมีปริมาณลดลงเล็กน้อยจนมีค่าเท่ากับ 45.83±2.15 กรัมต่อลิตรในวันสุดท้ายของการหมัก 
สำหรับกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ในช่วงแรกของการหมักมีปริมาณค่อนข้างคงที่อยู่ในช่วงร้อยละ 
1.27±0.03-1.45±0.03 โดยน้ำหนักต่อปริมาตร เริ ่มมีการเปลี ่ยนแปลงในวันที่  18 และมีปริมาณ
เพิ ่มขึ ้นเรื ่อยๆ จนมีปริมาณสูงสุดเท่ากับร้อยละ 5.12±0.16 ในสุดท้ายของการหมัก (วันที ่ 32)  
สำหรับค่า pH มีแนวโน้มลดลงเล็กน้อยตลอดระยะเวลาการหมักแสดงดังตารางที่ 4.7 และรูปที่ 4.10  
จากผลการทดลองข้างต้นจะเห็นได้ว่า S. pombe YM1-19 สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้ในสภาวะที่มี
อากาศ ซึ ่งโดยปกติแล้วกระบวนการหมักเอทานอลของยีสต์จะเกิดขึ ้นภายใต้สภาวะที่ปราศจาก
ออกซิเจนหรือมีออกซิเจนต่ำ ทั้งนี้เป็นผลมาจากความเข้มข้นของน้ำตาลที่สูงในน้ำหมักสมุนไพร โดยมี
รายงานว่าในสภาวะที่มีความเข้มข้นของน้ำตาลสูงมีผลทำให้ความสามารถในการหายใจระดับเซลล์
ของยีสต์ในสภาวะที่มีอากาศสูญเสียไปหรือเกิด Crabtree effect ส่งผลให้ยีสต์สามารถหมักน้ำตาลใน
สภาวะที่มีอากาศได้ (Pfeiffer et al., 2014; Solieri et al., 2009) 
  การเปลี ่ยนแปลงของเช ื ้อจ ุล ินทร ีย์ พบว ่า S. pombe มีจำนวนเพิ ่มข ึ ้นจาก 
6.34±0.03 Log CFU/mL เป็น 8.93±0.03 Log CFU/mL ในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งสัมพันธ์กับ
ปริมาณแอลกอฮอล์ที่เพิ่มขึ้นและน้ำตาลทั้งหมดที่ลดลงอย่างรวดเร็ว  จากนั้นยีสต์มีการลดลงอย่าง
ต่อเนื่องเหลือ 3.38±0.09 Log CFU/mL ในวันที่ 32 อาจเนื่องมาจากการเพิ่มขึ้นของกรดอะซิติกใน
น้ำหมักสมุนไพร (Lee et al., 2015)  ส่วน A. pasteurianus มีจำนวนเพิ่มขึ้นจาก 6.91±0.09 Log 
CFU/mL และมีปริมาณสูงสุดในวันที่ 4 เท่ากับ 8.42±0.61 Log CFU/mL จากนั้นเชื้อมีจำนวนลดลง
และลดต่ำสุดในวันที่ 10 และ 12 เหลือ 2.73±0.12 และ 1.84±0.16 Log CFU/mL หลังจากนั้น
แบคท ี เร ียอะซ ิต ิกม ีปร ิมาณเพ ิ ่มข ึ ้น เท ่ าก ับ 5.32±0.04 Log CFU/mL ในว ันส ุดท ้ายของ 
การหมักแสดงดังรูปที่ 4.11  ที่เป็นเช่นนี้อาจมีผลมาจากในวันที่ 6 ของการหมักปริมาณแอลกอฮอล์ที่
เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว (ร้อยละ 11.63±0.45 โดยปริมาตร) โดยความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ที่สูงขึ้นจะ
ส่งผลให้อัตราการเจริญของแบคทีเรียอะซิติกต่ำลง  แอลกอฮอล์จะแพร่เข้าสู่ไซโตพลาสซึมของ
แบคทีเรียทำให้เกิด Toxic intercellular environment กับระบบเมแทบอลิซึม  มีผลให้จำนวนของ
แบคทีเรียอะซิติกลดลง และที่ระดับความเข้มข้นของเอทานอลที่สูงกว่าร้อยละ 8 มีผลยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (Alcohol dehydrogenase, ADH) ที ่เป็นเอนไซม์
ควบคุม (Limiting enzyme) การออกซิไดซ์แอลกอฮอล์ให้เป็นอะซิทอลดีไฮด์  ส่งผลให้แบคทีเรีย
ผลิตกรดอะซิติกได้ต่ำ และมีรายงานว่าแอลกอฮอล์เข้มข้นร้อยละ 12 มีผลทำให้เซลล์แบคทีเรีย A. 
pasteurianus หยุดการเจริญ (Chen et al., 2017)   
  จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบฟีนอลิกและฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูล
อิสระ DPPH ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว พบว่าสารประกอบฟีนอลิกมีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น
ตลอดการหมัก โดยมีการเพิ ่มขึ ้นอย่างรวดเร็วในวันที ่ 2 ของการหมักจาก 470.84±30.06 µg 
GAE/mL เป็น 1,424.85±42.36 µg GAE/mL ซึ่งเกิดจากการแพร่ของสารต่างๆจากสมุนไพรที่ใช้เป็น
วัตถุดิบผ่านกระบวนการหมัก (Maceration)  จากนั้นมีปริมาณเพิ่มขึ้นเล็กน้อยตลอดการหมักและมี
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ปริมาณสูงสุดเท่ากับ 1,954.54±70.68 µg GAE/mL ในวันสุดท้ายของการหมัก  Jayabalan และ
คณะ (2014) ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบฟีนอลิกระหว่างกระบวนการหมักคอมบูชา 
(Kombucha)  ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูหมักท่ีใช้น้ำชาดำหวานมาเป็นวัตถุดิบ  พบว่าน้ำชาที่ผ่าน
กระบวนการหมักมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกที่เพิ่มขึ้น  เนื่องจากสารประกอบฟีนอลิกบางชนิด
อาจถูกย่อยเป็นสารประกอบที่มีโมเลกุลเล็กด้วยเอนไซม์ที่สร้างขึ้นจากแบคทีเรียและยีสต์  เช่น 

เอนไซม์ Tannase α-Galactosidase และ Phytase เป็นต้น (Kaewkod et al., 2019)  โดยเอนไซม์
ทั้ง 3 ชนิดนี้จะมีรายงานว่าสามารถย่อยโครงสารของสารประกอบ Hydroxycinnamic และ Pro-
anthocyanidins ได้ Quercetin 3-O rutinoside, Luteolin และ Trans-resveratrol เป็นผลิตภัณฑ์ 
(Durnas et al., 2007)  นอกจากนี้  Arbenz and Avérous, (2015) ได้รายงานว ่าสารแทนนิน 
(Tannin) ซึ่งเป็นสารประกอบในกลุ่ม Polyphenol  และสามารถพบได้ในมะตูม พริกไทยดำ และ
กล้วยน้ำว ้า  สามารถเกิดการแตกตัวอย ่างอิสระในสภาวะที ่เป ็นกรดสูง ได ้ Catechin และ 
Anthocyanidins เป ็นผล ิตภัณฑ์  (Salamah et al., 2019)  โดย Quercetin 3-O rutinoside, 
Luteolin และ Trans-resveratrol รวมถึง Catechin และ Anthocyanidins ถูกจัดอยู่ในกลุ่มของ
สารประกอบฟีนอลิก  ด้วยเหตุนี้จึงเป็นสาเหตุให้สารประกอบฟีนอลิกมีปริมาณเพิ่มขึ้นระหว่าง
กระบวนการหมัก  สำหรับการเปลี่ยนแปลงของฤทธิ์ในการยับยั้งอนุมูลอิสระ DPPH มีการเพิ่มขึ้นจาก
ร้อยละ 89.83±4.41 เป็นร้อยละ 100.34±0.31 ในวันที ่ 6 และมีแนวโน้มคงที ่ตลอดการหมัก  
สอดคล้องกับค่า IC50 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 0.171±0.005 µL/mL ในวันแรกของการหมัก และมีการลดลง
อย่างรวดเร็วในวันที่ 2 เท่ากับ 0.034±0.003 µL/mL และในวันสุดท้ายของการหมักมีค่า IC50 เท่ากับ 
0.017±0.001 µL/mL แสดงในตารางที่ 4.8. และรูปที่ 4.12  
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ตารางที่ 4.7  การเปลี ่ยนแปลงทางเคมีและจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั ้นตอนเดียวด้วย S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03  
                   ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลาหมัก
(วัน) 

การเปลี่ยนแปลงทางเคมี การเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ 

pH 
น้ำตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

แอลกอฮอล์ 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดทั้งหมด 
(ร้อยละโดยน้ำหนัก) 

S. pombe 
(Log CFU/mL) 

A. pasteurianus 
(Log CFU/mL) 

0 3.26±0.04d 771.14±14.39a 1.62±0.06i 1.31±0.12f 6.34±0.03f 6.91±0.09d 
2 3.48±0.02b 609.88±18.35b 4.41±0.13f 1.27±0.03f 8.36±0.17b 6.72±0.20de 
4 3.55±0.01a 125.15±26.42c 8.54±0.11d 1.37±0.00f 8.93±0.03a 8.42±0.61a 
6 3.56±0.05a 56.95±2.50d 11.63±0.45a 1.37±0.00f 8.01±0.39c 7.47±0.27c 
8 3.58±0.06a 57.41±5.26d 10.66±0.32b 1.42±0.05f 7.38±0.10d 3.61±0.18g 
10 3.59±0.00a 55.48±5.03d 9.31±0.20c 1.39±0.03f 6.90±0.33e 2.73±0.12h 
12 3.57±0.02a 48.97±3.28d 9.16±0.19c 1.45±0.03f 6.39±0.10f 1.84±0.16i 
14 3.59±0.02a 50.08±2.94d 8.59±0.81d 1.44±0.02f 5.36±0.09g 3.70±0.42g 
16 3.45±0.00b 50.48±0.50d 6.06±0.02e 1.43±0.00f 5.18±0.02gh 5.43±0.30f 
18 3.37±0.08c 46.68±1.84d 4.31±0.23f 2.33±0.57e 5.03±0.02h 6.48±0.31de 
20 3.31±0.01d 47.22±4.98d 3.71±0.12g 2.80±0.16d 4.72±0.02i 8.38±0.05a 
24 3.20±0.03e 49.88±0.12d 2.77±0.35h 4.16±0.17c 3.89±0.20j 7.93±0.18b 
28 3.09±0.02f 48.75±1.69d 0.89±0.31j 4.68±0.06b 3.49±0.35k 6.43±0.09e 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้งแสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 (p≤0.05)  63 
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ตารางที่ 4.7 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงทางเคมีและจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั ้นตอนเดียวด้วย S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03  
                         ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลาหมัก
(วัน) 

การเปลี่ยนแปลงทางเคมี การเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ 

pH 
น้ำตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

แอลกอฮอล์ 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดทั้งหมด 
(ร้อยละโดยน้ำหนัก) 

S. pombe 
(Log CFU/mL) 

A. pasteurianus 
(Log CFU/mL) 

32 3.07±0.01f 45.83±2.15d 0.23±0.16k 5.12±0.16a 3.38±0.09k 5.32±0.04f 
หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95  
 

 
รูปที่ 4.10  การเปลี่ยนแปลงทางเคมีระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วยเชื้อ S. pombe YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ  
               30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 
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รูปที่ 4.11  การเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วยเชื้อ S. pombe  
             YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน  
             32 วัน 

 

  
รูปที่ 4.12  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและค่า IC50 ของอนุมูลอิสระ  
                DPPH ระหว ่ างการหม ั กร ่ วมข ั ้ นตอนเด ี ยวด ้ วย เช ื ้ อ  S. pombe YM1-19 และ  
                A. pasteurianus EM2-03 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะนิ่ง นาน 32 วัน 
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ตารางที่ 4.8  การเปลี่ยนแปลงของฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH, IC50 ของอนุมูลอิสระ DPPH  
                   และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย 
                   เชื้อ S. pombe YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่ง ที่อุณหภูมิ 30  
                  องศาเซลเซียสนาน 32 วัน 
ระยะเวลาหมัก

(วัน) 
ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระ DPPH (ร้อยละ) 
IC50 ของ DPPH 

(µL/mL) 
สารฟีนอลิกทั้งหมด 

(µg GAE/mL) 
0 89.83±4.41c 0.171±0.005g 470.84±30.06h 
2 94.56±0.71b 0.034±0.003f 1424.85±42.36g 
4 95.90±3.73b 0.029±0.002e 1,507.96±23.73f 
6 100.34±0.31a 0.028±0.001e 1,538.80±40.86f 
8 100.06±0.61a 0.028±0.001de 1,632.08±37.99e 
10 100.19±0.12a 0.024±0.001cd 1,635.97±24.04de 
12 100.18±0.16a 0.023±0.001bc 1,655.99±43.32de 
14 99.81±0.32a 0.023±0.000bc 1,699.71±20.04cde 
16 99.95±0.37a 0.022±0.001abc 1,703.54±54.90cde 
18 99.98±0.11a 0.020±0.005abc 1,716.89±54.27cde 
20 100.03±1.01a 0.019±0.002ab 1,721.77±18.99cd 
24 100.06±0.06a 0.020±0.001ab 1,785.82±86.78b,c 
28 100.02±017a 0.019±0.001ab 1,834.10±47.15b 
32 100.05±0.11a 0.017±0.001a 1,954.54±70.68a 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 
ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
 4.4.2  การศึกษากระบวนการหมักน้ำสมุนไพรด้วยกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอน 
(Two-stage fermentation) 
  กระบวนการหมักแบบแยกเป็นการหมักสองขั้นตอน  โดยขั้นตอนแรกเป็นการหมัก
เพื่อเปลี่ยนน้ำตาลเป็นแอลกอฮอล์ในสภาพไร้อากาศ (Alcoholic fermentation) อาศัยการทำงาน
ของยีสต์ และขั้นตอนที่สองเป็นการเปลี่ยนแอลกอฮอล์เป็นกรดอะซิติกในสภาวะมีอากาศ (Acetous 
fermentation) โดยอาศัยการทำงานของแบคทีเรียอะซิติก พบว่าในช่วงแรกของการหมักภายหลัง
การเติมยสีต์ Schizosaccharomyces pombe YM1-19 ปริมาณแอลกอฮอล์จะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว 
และมีปริมาณสูงสุดร้อยละ 6.18±0.13 โดยปริมาตรในวันที่ 4 ของการหมัก ซึ่งสัมพันธ์กับปริมาณ
น้ำตาลทั้งหมดที่ลดลงจาก 724.64±11.38 กรัมต่อลิตรเหลือ 432.33±7.31 กรัมต่อลิตร และยีสต์
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เพิ่มปริมาณจาก 6.28±0.01 Log CFU/mL เป็น 8.98±0.09 Log CFU/mL ในวันที่ 4 ของการหมัก  
ทำการหยุดกระบวนการหมักของยีสต์ด้วยการพลาสเจอร์ไรส์น้ำสมุนไพรหมักที่อุณหภูมิ 90 องศา-
เซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นเติมเชื้อแบคทีเรีย Acetobacter pasteurianus EM2-03 ร้อยละ 
10 โดยปริมาตร หมักต่อในสภาวะนิ่งในที่มีอากาศโดยปิดฝาภาชนะด้วยผ้าขาวบาง  ในช่วงนี้เป็น
ขั้นตอนของการผลิตกรดอะซิติก  ปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) จะเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็ว
ในช่วงวันที่ 8-14 ของการหมักหลังจากนั้นปริมาณกรดทั้งหมดจะเพิ่มขึ้นเล็กน้อยจนสิ้นสุดการหมัก 
โดยมีปริมาณกรดทั้งหมดเท่ากับร้อยละ 4.91±0.15 โดยน้ำหนักต่อปริมาตรในวันที ่ 22 ซึ ่งเป็น 
วันสุดท้ายของการหมัก สำหรับปริมาณเอทานอลจะลดลงอย่างรวดเร็วเหลือร้อยละ 0.30±0.06  
โดยปริมาตรในวันสุดท้ายของการหมัก  ทั้งนี้อาจเกิดจากแบคทีเรียอะซิติกออกซิไดซ์แอลกอฮอล์เป็น
กรดอะซิติก  สำหรับแบคทีเรียอะซิติกมีปริมาณเพิ ่มขึ ้นจาก 7.08±0.10 Log CFU/mL เป็น 
8.40±0.15 Log CFU/mL ในช่วงแรกของการหมัก (4-8 วัน) หลังจากนั้นปริมาณแบคทีเรียอะซิติก
จะลดลง  การลดลงของแบคทีเรียอะซิติกในช่วงท้ายของการหมัก (วันที่ 14-22)  มีความสัมพันธ์กับ
กรดอะซิติกที่เพ่ิมข้ึน  จากการศึกษาของ Lee et al., (2015) พบว่า A. pasteurianus สามารถเจริญได้
ในอาหารที่มีกรดอะซิติกเข้มข้นสูงสุดร้อยละ 3 โดยปริมาตร และเมื่อความเข้มข้นของกรดอะซิติก
ในอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับร้อยละ 5 และ 7 โดยปริมาตร  จะมีผลยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอะซิติก 
ซึ่งจากการทดลองนี้ในช่วงวันที่ 14-22 ปริมาณกรดอะซิติกมีอยู่ในช่วง 3.78±0.07-4.91±0.15 จึง
อาจส่งผลให้เชื้อเจริญได้น้อยลงจึงมีปริมาณลดลง  สำหรับการเปลี่ยนแปลงปริมาณน้ำตาลทั้งหมดมี
การลดปริมาณลงเล็กน้อยจาก 423.33±7.31 กรัมต่อลิตรในวันที่ 4 เหลือ 396.22±8.88 กรัมต่อลิตร
ในวันสุดท้ายของการหมัก  ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียอะซิติกสามารถใช้แอลกอฮอล์เป็นแหล่งคาร์บอน
ในการเจริญได้ดีกว่าการใช้น้ำตาล (ธนขวัญ, 2553) และจากการทดสอบทางชีวเคมีของแบคทีเรีย 
อะซิติกที่แยกได้ข้างต้นพบว่า A. pasteurianus EM2-03 ไม่สามารถผลิตกรดจากน้ำตาลซูโครสได้ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Arifuzzaman et al., (2014) และ Wu et al., (2010) ได้รายงานว่า A. 
pasteurianus ไม่สามารถใช้น้ำตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอนและสารตั้งต้นในการผลิตกรดได้ แต่
สามารถใช้และผลิตกรดจากน้ำตาลกลูโคส (Liu et al., 1996; Lee et al., 2015) ส่งผลให้ปริมาณ
น้ำตาลทั้งหมดมีแนวโน้มลดปริมาณลงเล็กน้อย สำหรับค่า pH ของน้ำหมักมีค่าลดลงเพียงเล็กน้อย
จาก 3.23±0.01 เป็น 3.04±0.04 ในวันสุดท้ายของการหมักแสดงดังตารางที่ 4.9 และรูปที่ 4.13-
4.14 
  การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมีการเพิ่มขึ้นเล็กน้อยตลอดการหมัก 
พบว่าในวันสุดท้ายของการหมักมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 1,908.38±38.75 µg GAE/mL 
สำหรับค่า IC50 ของ DPPH พบว่ามีค่าลดลงตลอดการหมักจาก 0.102±0.007 µg GAE/mL เหลือ 
0.017±0.001 µg GAE/mL แสดงดังตารางที่ 4.10 และรูปที่ 4.15  จากการศึกษากระบวนการหมัก
เครื่องดื่มสมุนไพรลูกแปลกแม่ด้วยการหมักแยกสองขั้นตอนก่อนหน้านี้ (พรณภัส และพรนภา, 2561) 
โดยใช้ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae TISTR 5088 และแบคทีเรีย Acetobacter aceti TISTR 
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354 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการหมักกับผลการศึกษานี้ พบว่าการใช้ S. pombe YM1-19 และ  
A. pasteurianus EM2-03 ที่คัดแยกไดใ้นการหมักมีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้ S. cerevisiae TISTR 
5088 และ A. aceti TISTR 354 ซึ่งเป็นเชื้อจุลินทรีย์ทางการค้า เมื่อพิจารณาที่ระยะเวลาการหมัก
แอลกอฮอล์ของยีสต์เพื ่อให้ได้ปริมาณแอลกอฮอล์อยู ่ในช่วงร้อยละ 5.0-6.0 พบว่าการใช้ยีสต์  
S. pombe YM1-19 ที่คัดแยกได้สามารถผลิตแอลกอฮอล์ได้ร้อยละ 6.18±0.13 โดยปริมาตรในวันที่ 
4 ซึ่งเร็วกว่ายีสต์ S. cerevisiae TISTR 5088 ที่ผลิตแอลกอฮอล์ได้ร้อยละ 5.62±0.04 โดยปริมาตร
ในวันที่ 5 ของการหมัก สำหรับการหมักกรดอะซิติกพบว่าแบคทีเรีย A. aceti TISTR 354 และ  
A. pasteurianus EM2-03 มีความสามารถในการผลิตกรดทั ้งหมดใกล้เคียงกันเท่ากับร้อยละ 
3.54±0.02 และ 3.89±0.069 ในวันที ่ 14 ตามลำดับ สำหรับปริมาณของแข็งทั ้งหมดมีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วในช่วงของการหมักแอลกอฮอล์จาก 16.90±0.06 องศาบริกซ์เหลือ 14.20 
±0.15 องศาบริกซ ์และมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในช่วงของการหมักกรด ซึ่งมีความใกล้เคียงกับการ
เปลี่ยนแปลงของน้ำตาลทั้งหมดในการศึกษานี้ 
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ตารางที่ 4.9  การเปลี่ยนแปลงทางเคมีและจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วยเชื้อ S. pombe YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03  
                   ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลาหมัก
(วัน) 

การเปลี่ยนแปลงทางเคมี การเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ 

pH 
น้ำตาลทั้งหมด 
(กรัมต่อลิตร) 

แอลกอฮอล์ 
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

กรดทั้งหมด 
(ร้อยละโดยน้ำหนัก) 

S. pombe 
(Log CFU/mL) 

A. pasteurianus 
(Log CFU/mL) 

0 3.23±0.01e 724.64±11.38a 1.39±.0.08h 1.31±0.00f 6.28±0.01c - 
2 3.53±0.01a 519.06±7.99b 3.04±0.03e 1.25±0.00f 9.00±0.03a - 
4 3.52±0.02a 432.33±7.31c 6.18±0.13a 1.27±0.03f 8.98±0.09b 7.08±0.10c 
6 3.52±0.01a 423.07±10.60cde 5.28±0.234b 1.35±0.03f - 8.26±0.23a 
8 3.46±0.01b 428.47±8.37cd 4.46±0.18c 1.85±0.06e - 8.40±0.15a 
10 3.38±0.00c 418.90±6.43cde 3.66±0.11d 2.41±0.23d - 7.77±0.06b 
12 3.30±0.01d 418.13±8.54cde 2.35±0.15f 3.30±0.25c - 7.69±0.02b 
14 3.24±0.02a 417.36±2.06de 1.80±0.06g 3.78±0.07b - 6.73±0.09c 
16 3.18±0.03f 416.67±3.82def 1.47±0.19h 3.84±0.03b - 6.12±0.10d 
18 3.16±0.01f 411.50±2.91ef 0.82±0.20i 3.94±0.16b - 5.40±0.09e 
20 3.09±0.02g 403.09fg±8.97fg 0.54±0.19j 4.20±0.25b - 4.29±0.37f 
22 3.04±0.04h 396.22±8.88g 0.30±0.06j 4.91±0.15a - 3.88±0.09g 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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รูปที่ 4.13  การเปลี่ยนแปลงทางเคมีระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วยเชื้อ S. pombe  
               YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่ง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
               นาน 22 วัน 

g 

 
รูปที่ 4.14  การเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วยเชื้อ S. pombe  
               YM1-19 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ ่ง ที ่อุณหภูมิ 30 องศเซลเซียส  
               นาน 22 วัน 
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ตารางท่ี 4.10  การเปลี่ยนแปลงของฤทธิ์ในการต้านอนุมูลอิสระ DPPH, IC50 ของอนุมูลอิสระ DPPH  
                     และปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอน 
                    ด้วยเชื ้อ S. pombe และ A. pasteurianus ในสภาวะนิ ่ง ที่อุณหภูมิ 30 องศา 
                    เซลเซียสนาน 22 วัน 
ระยะเวลาหมัก 

(วัน) 
ฤทธิ์การต้านอนุมูล

อิสระ DPPH (ร้อยละ) 
IC50 ของ DPPH 

(µL/mL) 
สารฟีนอลิกทั้งหมด 

(µg GAE/mL) 
0 89.05±0.45d 0.102±0.007d 477.53±41.85g 
2 96.17±0.15c 0.022±0.003bcd 1,718.29±80.71cd 
4 98.15±0.66b 0.022±0.001b 1,507.41±57.49f 
6 98.38±0.57b 0.023±0.002ab 1,514.74±58.39f 
8 98.07±0.28b 0.023±0.002ab 1,589.89±46.62f 
10 99.81±0.00a 0.022±0.000ab 1,650.18±50.89ef 
12 100.03±0.34a 0.020±0.002ab 1,693.58±93.73de 
14 100.05±0.20a 0.020±0.001ab 1,693.73±19.70cde 
16 100.72±0.30a 0.020±0.001ab 1,727.83±78.07bcd 
18 100.43±0.45a 0.020±0.002ab 1,785.15±45.19bc 
20 100.53±0.36a 0.019±0.001ab 1,827.41±27.32ab 
22 100.17±0.22a 0.017±0.001a 1,908.38±38.75a 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวตั้ง แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 
              ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
 

 
รูปที่ 4.15  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดและค่า IC50 ของอนุมูลอิสระ  
                DPPH ระหว่างกระบวนการหมักแบบสองขั้นตอนด้วยเชื้อ S. pombe YM1-12 และ  
                A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 22 วัน 
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4.5  การเปรียบเทียบคุณภาพของน้ำหมักสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอน
เดียวและกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนของเชื ้อบริสุทธิ ์ที ่คัดแยกได้กับน้ำหมัก
สมุนไพรทางการค้า 
 จากการวิเคราะห์คุณภาพของน้ำหมักสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว
และการหมักแยกสองขั้นตอน รวมทั้งน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า พบว่าน้ำหมักสมุนไพรทั้ง 3 ชนิด 
มีค่า pH ใกล้เคียงกัน น้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน
และการหมักทางการค้ามีค่า pH เท่ากับ 3.07±0.01 3.04±0.01 และ 3.03±0.01 ตามลำดับ ซึ่งไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05)  โดยน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวมีปริมาณ
กรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) สูงกว่าน้ำสมุนไพรที่ได้จากการหมักแยกสองขั้นตอนและการหมัก
ทางการค้า โดยมีปริมาณกรดทั้งหมดร้อยละ 5.12±0.16, 4.91±0.15 และ 5.05±0.17 ตามลำดับ  
น้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอนมีปริมาณแอลกอฮอล์
ต่ำร้อยละ 0.23±0.16 และ 0.30±0.06 โดยปริมาตร  ซึ่งแอลกอฮอล์ที่ตรวจพบมีปริมาณไม่เกินเกณฑ์
มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุขที่กำหนดว่าปริมาณแอลกอฮอล์ตกค้างในน้ำส้มสายชูหมักต้องไม่เกิน
ร้อยละ 0.5 โดยปริมาตร ขณะที่น้ำหมักสมุนไพรทางการค้ามีปริมาณแอลกอฮอล์ร้อยละ 1.54±0.05 
โดยปริมาตร ซึ่งเกินมาตรฐานผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูที่กำหนดไว้  สำหรับปริมาณน้ำตาลทั้งหมด 
ในน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักแยกสองขั้นตอนมีปริมาณน้ำตาลทั้งหมด 396.22±8.88 กรัมต่อ
ลิตร ซึ่งสูงกว่าน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า  
สำหรับปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด พบว่าน้ำสมุนไพรหมักทางการค้ามีปริมาณฟีนอลิกสงูสุด
เท่ากับ 2,410.71±11.87 µg GAE/mL ขณะที่น้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและ
การหม ักแยกสองข ั ้นตอนม ีปริ มาณสารประกอบฟ ีนอล ิกท ั ้ งหมด 1,954.94±70.68 และ 
1,908.38±38.75 µg GAE/mL ตามลำดับ โดยไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) แต่มีความ
แตกต่างทางสถิติกับน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า (p≤0.05)  จากผลการทดลองนี้พบว่าน้ำสมุนไพรที่
หมักด้วยเชื้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มีปริมาณสารฟีนอลิกสูงกว่าสารฟีนอลิกในน้ำส้มสายชูมังคุดที่หมัก
ด้วยกระบวนการหมักร่วมขั ้นตอนเดียวเป็นเวลา 18 วัน โดยมีสารฟีนอลิกเท่ากับ 1,103.72 µg 
GAE/mL (นิสา, 2556) และมีปริมาณสูงกว่าสารฟีนอลิกในน้ำส้มสายชูแบล็กเบอรี่และน้ำส้มสายชูโรส
ฮิปทางการค้าที่มีปริมาณฟีนอลิกเท่ากับ 1,162 และ 1,103.50 µg GAE/mL ตามลำดับ (Sengun et 
al., 2020)  ซึ ่งผลการทดลองที ่ได ้สอดคล้องกับ Boonsopa et al., (2019a) ที่ศ ึกษาการหมัก
น้ำส้มสายชูจากกล้วย พบว่ากระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวมีผลทำให้มีปริมาณสารฟีนอลิกสูงกว่า
การหมักแยกสองขั้นตอน โดยมีค่าเท่ากับ 92.67 และ 68.01 µg GAE/mL ตามลำดับ น้ำสมุนไพร
หมักที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอนมีค่า IC50 ของ DPPH เท่ากันคือ 
0.017±0.001 µL/mL ซึ่งสูงกว่าน้ำสมุนไพรทางการค้าที่มีค่า IC50 ของ DPPH เท่ากับ 0.016±0.001 
µL/mL ดังนั้นน้ำสมุนไพรหมักทางการค้ามีฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าน้ำสมุนไพรหมักที่หมักด้วย
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จุลินทรีย์ที่แยกได้เพียงเล็กน้อย  โดยสาเหตุที่น้ำสมุนไพรหมักด้วยจุลินทรีย์ที่แยกได้ผ่านกระบวนการ
หมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอนมีปริมาณสารฟีนอลิกต่ำกว่าน้ำสมุนไพรหมัก
ทางการค้าอาจเนื่องจากน้ำสมุนไพรหมักทางการค้าหมักเป็นเวลา 6 เดือนซึ่งนานกว่าการหมักด้วย
จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ ใช้เวลาหมักประมาณ 22-32 วัน และในกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและ
การหมักแยกสองขั้นตอนด้วยจุลินทรีย์ที่แยกได้มีการใช้ความร้อนในการฆ่าเชื้อจุลินทรีย์ที่ติดมากับ
วัตถุดิบก่อนที่จะนำมาหมัก  ซึ่งความร้อนที่ใช้มีผลทำให้ฟีนอลิกบางส่วนสลายตัว  โดย Vasil et al., 
(2018) ได้ศึกษาการฆ่าเชื้อในน้ำแอปเปิ้ลด้วยวิธีการพลาสเจอไรซ์ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 
25 นาที พบว่าความร้อนที่ใช้ส่งผลให้ปริมาณของสารฟีนอลิกทั้งหมดลดลงเล็กน้อยจาก 77.95 เหลือ 
75.54 mg GAE/mL  
 
ตารางที่ 4.11  คุณภาพทางเคมีและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการ 
                   หมักร่วมขั ้นตอนเดียว กระบวนการหมักแยกสองขั ้นตอน และกระบวนการหมัก 
                   ทางการค้า 

คุณลักษณะทางเคมี 
ตัวอย่างน้ำหมักสมุนไพร 

การหมัก 
ร่วมขั้นตอนเดียว 

การหมัก 
แยกสองขั้นตอน 

การหมักทางการค้า 

pH 3.07±0.01a 3.04±0.01a 3.03±0.01a 
กรดทั้งหมด (%w/v) 5.12±0.16a 4.91±0.15a 5.05±0.04a 
น้ำตาลทั้งหมด (g/L) 45.88±2.15b 396.22±8.88a 334.26±7.91a 
แอลกอฮอล์ (%v/v) 0.23±0.16b 0.30±0.06b 1.54±0.05a 
สารฟีนอลิกทั้งหมด 
(µg GAE/mL) 

1,954.94±70.68b 1,908.38±38.75b 2,410.71±11.87a 

IC50 (µL/mL) 0.017±0.001a 0.017±0.001a 0.016±0.001b 
ระยะเวลาหมัก (วัน) 32 22 180 

หมายเหตุ  abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแนวนอน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่        
               ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 (p≤0.05) 

 
4.6  การปรับปรุงรสชาติผลิตภัณฑแ์ละการทดสอบทางประสาทสัมผัส 

 จากการนำน้ำสมุนไพรที่หมักได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและกระบวนการหมัก
แยกสองขั ้นตอน รวมทั้งน้ำหมักสมุนไพรทางการค้าของผู ้ประกอบการที ่หมักเป็นเวลา 6 เดือน 
มาปรับปรุงรสชาติด้วยการเติมน้ำผึ้งต่อน้ำหมักสมุนไพรในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 โดยปริมาตร  จากนั้นฆ่า
เชื้อด้วยการพลาสเจอไรซ์ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที วิเคราะห์คุณภาพทางเคมีและ
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ฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH พบว่าผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพรหมักทั้ง 3 ชนิดมีค่า pH ใกล้เคียง
กันอยู่ในช่วง 3.26±0.01-3.27±0.01 ปริมาณกรดทั้งหมดอยู่ในช่วงร้อยละ 2.15±0.06-2.72±0.02 
โดยน้ำหนักต่อปริมาตร  ปริมาณแอลกอฮอล์ร้อยละ 0.10±0.01-0.54±0.01 โดยปริมาตร  ซึ่งเป็นไป
ตามเกณฑ์มาตรฐานกระทรวงสาธารณสุข  สำหรับปริมาณน้ำตาลทั้งหมดของผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพร
หมักทั้งสามชนิดมีปริมาณเพิ่มขึ้นเนื่องจากการเติมน้ำผึ้งซึ่งเป็นสารให้ความหวานชนิดหนึ่ง  ปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกของผลิตภ ัณฑ์น ้ำสมุนไพรหมั กทั ้งสามชนิดอยู่ ในช ่วง 1,134.28±6.33-
1,749.88±39.18 µg GAE/mL และค่า IC50 ของ DPPH อยู่ในช่วง 0.027±0.001-0.028±0.001 µL/mL 
จากผลการทดลองพบว่าภายหลังการปรับปรุงรสชาติด้วยการเติมน้ำผึ้งมีผลทำให้น้ำสมุนไพรหมักที่ได้
จากการหมักร่วมขั ้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั ้นตอน  รวมทั้งน้ำหมักสมุนไพรทางการค้า  
มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดลดลง แสดงดังตารางที่ 4.12   
 
ตารางที่ 4.12  คุณภาพทางเคมีและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวน  
                    การหมักร่วมขั ้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั ้นตอนและทางการค้าภายหลัง 
                    การปรับปรุงรสชาติ 

คุณลักษณะทางเคมี 
เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมัก 

การหมักร่วม 
ขั้นตอนเดียว 

การหมักแยก 
สองข้ันตอน 

การหมักทางการค้า 

pH 3.26±0.01a 3.27±0.01a 3.26±0.01a 
กรดทั้งหมด (%w/v) 2.72±0.02a 2.61±0.07b 2.15±0.06c 
น้ำตาลทั้งหมด (g/L) 241.20±32.88b 421.17±7.75a 374.07±35.48a 
แอลกอฮอล์ (%v/v) 0.16±0.06b 0.10±0.01c 0.54±0.01a 
สารฟีนอลิกทั้งหมด 

(µgGAE/mL) 
1,248.98±7.22b 1,134.82±6.33c 1,749.88±39.18a 

IC50 (µL/mL) 0.028±0.001a 0.027±0.001a 0.027±0.001a 
หมายเหตุ abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันแนวนอน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ 

ความเชื่อมั่นร้อยละ 95 (p≤0.05) 
 
 จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสพบว่า ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการ
หมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอน รวมทั้งน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า มีคะแนน
ความชอบด้านความใส สี กลิ่น ความหวาน และความเปรี้ยวไม่มีความแตกต่างการทางสถิติ (p>0.05) 
แสดงดังตารางที่ 4.13 เมื่อพิจารณาความชอบโดยรวมพบว่าน้ำสมุนไพรที่ได้จากการหมักแยกสอง
ขั้นตอนมีคะแนนความชอบโดยรวมสูงสุด 6.65±1.04 สำหรับน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากการหมักร่วม
ขั้นตอนเดียวและเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักทางการค้ามีคะแนนความชอบโดยรวมใกล้เคียงกันเท่ากับ 
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6.06±1.01 และ 6.06±1.07 ตามลำดับ  ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองของ Trinh et al., (2016) ได้
ทดสอบการยอมรับของผู้บริโภคต่อผลิตภัณฑ์น้ำส้มสายชูมะพร้าวที่หมักด้วยเชื้อ Acetobacter aceti 
พบว่ามีคะแนนความชอบโดยรวมสูงกว่าน้ำส้มสายชูทางการค้าที ่หมักด้วยกระบวนการหมักตาม
ธรรมชาติ  โดยมีคะแนนความชอบโดยรวมเท่ากับ 6.48±1.23 และ 6.41±1.72 ตามลำดับ  และจาก
การทดสอบทางประสาทสัมผัสของเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักทั้ง 3 ชนิด  พบว่าคุณลักษณะด้านกลิ่น
ของสมุนไพร สี และความใส ผู้บริโภคให้คะแนนความพึงพอใจที่ใกล้เคียงกัน  แต่เมื่อเปรียบเทียบ
คุณลักษณะทางรสชาติจะพบว่าน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนมีรสชาติที่
หวานและกลมกล่อมกว่าน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า  ทำให้ผู้บริโภคสามารถรับประทานได้ง่ายกว่า  
สำหรับน้ำสมุนไพรที่ได้จากการหมักร่วมขั้นตอนเดียวมีรสชาติเปรี้ยวและมีรสชาติของพริกไทยดำ
เด่นชัดกว่าเครื่องดื่มน้ำหมักสมุนไพรชนิดอื่น ทั้งนี้ระดับความหวานที่แตกต่างกันมีผลมาจากปริมาณ
น้ำตาลที่ตกค้างในน้ำสมุนไพรหมัก 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์น้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการ  
                    หมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอนและการหมักทางการค้าภายหลัง 
                    การปรับปรุงรสชาติด้วยน้ำผึ้ง 

คุณลักษณะทางเคมี 
เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมัก 

การหมักร่วม 
ขั้นตอนเดียว 

การหมักแยก 
สองข้ันตอน 

การหมักทางการค้า 

ความใส 6.65±1.25a 6.88±0.84a 6.53±1.11a 
สี 6.35±1.30a 6.76±1.18a 6.18±1.27a 
กล่ิน 5.00±1.88a 5.65±1.81a 5.06±1.58a 
ความหวาน 6.06±1.46a 6.18±1.49a 5.88±1.34a 
ความเปรี้ยว 5.59±1.52ab 6.35±0.10a 5.88±1.34ab 
ความชอบโดยรวม 6.06±1.01b 6.65±1.04a 6.06±1.07b 

หมายเหตุ abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันแนวนอน แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95 (p≤0.05) 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการวิจัย 
 จากการคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกกระบวนการหมักสมุนไพรที ่ระยะเวลาหมัก
แตกต่างกัน  สามารถคัดแยกยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกได้จำนวน 72 และ 112 ไอโซเลต ตามลำดับ  
ยีสต์ไอโซเลต YM1-19 และแบคทีเรียอะซิติกไอโซเลต EM2-03 เป็นยีสต์และแบคทีเรียทีส่ามารถผลิต
แอลกอฮอล์และกรดทั้งหมดได้สูงในน้ำสมุนไพรที่นำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตเครื่องดื่มน้ำสมุนไพร
หมักลูกแปลกแม่  ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบทางชีวเคมีและการจัดจำแนก
ด้วยวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลบริเวณ ITS region ของยีสต์และ 16S rDNA ของแบคทีเรีย พบว่า 
ยีสต์ไอโซเลต YM1-19 มีความใกล้เคียงกับ Schizosaccharomyces pombe  สำหรับแบคทีเรีย 
EM2-03 มีความใกล้เค ียงกับ Acetobacter pasteurianus  เม ื ่อนำ S. pombe YM1-19 และ  
A. pasteurianus EM2-03 มาใช้เป็นหัวเชื้อบริสุทธิ์ในกระบวนการหมักสองรูปแบบคือ การหมักร่วม
ขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอน  จากการศึกษาคุณภาพทางเคมีของน้ำสมุนไพรหมักที่
ได้เปรียบเทียบกับน้ำสมุนไพรหมักทางการค้า  พบว่าน้ำสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักด้วยเชื้อ
บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ทั้งการหมักร่วมขั้นตอนเดียวและการหมักแยกสองขั้นตอน รวมทั้งการหมักทาง
การค้ามีค่า pH และปริมาณกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) และค่า IC50 ของการต้านอนุมูลอิสระ 
DPPH ใกล้เคียงกันและไม่มีความแตกต่างทางสถิติ  น้ำสมุนไพรหมักทางการค้ามีปริมาณสารประกอบ 
ฟีนอลิกสูงสุด 2,410.71±11.87 µgGAE/mL ซึ่งมีความแตกต่างทางสถิติกับน้ำสมุนไพรหมักจาก
กระบวนการหมักด้วยเชื้อบริสุทธิ์  สำหรับการใช้เชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่คัดแยกได้ในกระบวนการหมัก
น้ำสมุนไพรลูกแปลกแม่สามารถลดระยะเวลาในการหมักจาก 6 เดือนเหลือ 22-32 วัน และสามารถ
ควบคุมปริมาณแอลกอฮอล์ตกค้างให้มีปริมาณต่ำกว่าร้อยละ 0.5 เป็นไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์
น้ำส้มสายชู  เมื ่อนำน้ำสมุนไพรหมักปรับปรุงรสชาติโดยการผสมน้ำสมุนไพรหมักกับน้ำผึ ้งใน
อัตราส่วน 1 ต่อ 1 และทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว่าน้ำสมุนไพรที่ได้จากการหมักแยกสอง
ขั้นตอนมีคะแนนความชอบโดยรวมสูงสุดเท่ากับ 6.65±1.04 คะแนน ซึ่งจัดอยู่ในเกณฑ์ชอบเล็กน้อย
ตามหลักเกณฑ์ 9-Point Hedonic scale 

 
5.2  ข้อเสนอแนะ 

 ในการศึกษาต่อไปควรควบคุมคุณภาพของวัตถุดิบที่นำมาใช้ให้มีคุณภาพคงที่  โดยวัตถุดบิที่
นำมาใช้ในงานวิจัยนี้ได้รับการอนุเคราะห์จากโรงงานในแต่ละครั้งมีลักษณะแตกต่างกัน เช่น ชนิดของ
น้ำตาลที ่ความละเอียดและความหยาบของพริกไทยดำ ความแก่และความอ่อนของมะตูม โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งน้ำกล้วยหมักอายุ 1 ปีทีม่ีปริมาณกรดทั้งหมดและปริมาณแอลกอฮอล์แตกต่างกันอย่างชัดเจน 
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ทำให้วัตถุดิบในแต่ละรอบการผลิตมีความแปรผันสูงมาก จึงอาจเป็นสาเหตุที่ทำให้การเจริญของยีสต์
และแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้ในแต่ละรอบการหมักมีความแตกต่างกัน  ดังนั้นเพื่อให้การหมักมี
ประสิทธิภาพมากขึ้นอาจต้องทำการควบคุมคุณลักษณะของน้ำหมักกล้วยอายุ 1 ปี โดยการควบคุม
สภาวะการหมักและใช้หัวเชื้อบริสุทธิ์แทนการหมักด้วยวิธีดั ้งเดิม ซึ่งอาจช่วยลดความแปรผันของ
วัตถุดิบและลดระยะเวลาในการเตรียมวัตถุดิบลง รวมถึงอาจต้องศึกษาอัตราส่วนของน้ำกล้วยที่
เหมาะสมในการหมักเพื ่อลดขั ้นตอนในการเตรียมวัตถุดิบและเป็นการลดต้นทุนด้านวัตถุดิบ 
ทำการศึกษาอัตราส่วนของยีสต์และแบคทีเรียที่คัดแยกได้เพื่อลดระยะเวลาการหมัก รวมถึงอาจ
ส่งเสริมให้เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่มีคุณค่าทางโภชนาการที่สูงขึ้น  และจากการทดสอบ 
ทางประสาทสัมผัสของผู้บริโภคจำนวน 30 คน ได้รับข้อเสนอแนะจากผู้บริโภคเพ่ิมเติมว่า รสชาติของ
เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่มีรสชาติที่ค่อนข้างเปรี้ยวและหวานที่โดดเด่น ทำให้รับประทาน
ได้ยากในผู้บริโภคบางรายที่ไม่ชอบรสเปรี้ยวและหวานจัด  การบริโภคในรูปแบบของไซรัปโดยผสมน้ำ
หรือโซดาในอัตราส่วน 1 ต่อ 1  จะช่วยให้ผู้บริโภคสามารถดื่มได้ง่ายขึ้น มีรสชาติเปรี้ยวและหวานที่
น้อยลง  โดยยังคงกลิ่นของสมุนไพรและรสชาติของเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรหมักลูกแปลกแม่ 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1  อาหาร Glucose Yeast extract Calcium carbonate agar (GYC agar) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose   100 กรัม 
 Yeast extract   10 กรัม 
 Calcium carbonate 20 กรัม 
 Agar    18 กรัม 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากัน ให้ความร้อนเพ่ือให้วุ้นละลาย นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 
2  อาหาร Glucose Yeast extract Ethanol Calcium carbonate agar (GYEC agar) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose   10 กรัม 
 Yeast extract   10 กรัม 
 Calcium carbonate 20 กรัม 
 Ethanol   30 มิลลิลิตร 
 Agar    18 กรัม 
 น้ำกลั่น    970 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากันยกเว้นเอทานอลให้ความร้อนเพื่อให้วุ้นละลาย นำไปฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมเอทา-
นอลร้อยละ 95 ที่ผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ผสมอาหารให้เข้ากันก่อนใช้ 

 
3  อาหาร Yeast extract Peptone Dextrose agar (YPD agar) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose   20 กรัม 
 Peptone   20 กรัม 
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 Yeast extract   10 กรัม 
 Agar    18 กรัม 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากัน  ให้ความร้อนเพ่ือให้วุ้นละลาย นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

4  อาหาร Fermentation basal medium (Wickerham, 1951) 
ส่วนประกอบ  
 Yeast extract   4.5 กรัม 
 peptone   7.5 กรัม 
 Bromothymol blue 4 มิลลิลิตร 
 น้ำตาลเข้มข้นร้อยละ 2 1 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 1. เตรียม Bromothymol blue stock โดยละลาย Bromothymol blue 50 มิลลิกรัมด้วย
น้ำกลั่นปริมาตร 75 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากันจะได้สารละลายสีเขียวเข้ม (Bromothymol blue stock)
 2. ละลาย Yeast extract และ Peptone ด้วยน้ำกลั่น 1,000 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  
จากนั้นเติมสารสกัด Bromothymol blue stock ปริมาตร 4 มิลลิลิตรต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ 1000 
มิลลิลิตร 
 3. ปิเปตสารละลายในข้อ 2 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองที่มี Durham tube นำไป
ฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
 4. จากนั้นเติมสารละลายน้ำตาลเข้มข้นร้อยละ 2 ที่ผ่านการกรองฆ่าเชื้อด้วยกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
5.  อาหาร Glucose Peptone Yeast extract agar (GPY agar) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose    40 กรัม 
 Peptone    5 กรัม 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Agar    18 กรัม 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
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วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากัน  ให้ความร้อนเพ่ือให้วุ้นละลาย นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
 

6.  อาหาร Yeast Ethanol Calcium carbonate ที่ปราศจากแคลเซียมคาร์บอเนต 
(YEC Broth) 
ส่วนประกอบ 
 Glucose   30 กรมั 
 Peptone   10 กรัม 
 Beef extract   10 กรัม 
 Ethanol   40 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น    960 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากันยกเว้นเอทานอล นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมเอทานอลร้อยละ 95 ที่ผ่านการกรอง
ด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตรลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ผสมอาหาร
ให้เข้ากันก่อนใช้ 
 

7.  อาหาร Carr medium 
ส่วนประกอบ 
 Yeast extract   30 กรัม 
 Bromocresol green 0.02 กรัม 
 Agar    18 กรัม 
 Ethanol   20  มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น    980 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากันยกเว้นเอทานอลและวุ้น ปรับ pH ด้วยสารละลายโซเดียมไฮ-
ดรอกไซด์ 0.01 N ให้มีค่าอยู่ในช่วง 5.5-6.0 เติมวุ้นและให้ความร้อนเพ่ือให้วุ้นละลาย นำไปฆ่าเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมเอทา-
นอลร้อยละ 95 ที่ผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส ผสมอาหารให้เข้ากันก่อนใช้
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8. อาหารทดสอบการใช้อะซิเตรต  
ส่วนประกอบ 
 Peptone   3 กรัม 
 Yeast extract   2 กรัม 
 Sodium acetate  2 กรัม 
 Bromthymol blue  0.02 กรัม 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากันและปรับ pH ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.01 N ให้
มี pH เท่ากับ 6.4  จากนั้นฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  
เป็นเวลา 15 นาท ี
 

9.  อาหารทดสอบความสามารถในการผลิตกรดจากสารประกอบคาร์โบไฮเดรต 
ส่วนประกอบ 
 สารประกอบคาร์บอน 10 กรัม 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Bromocresol purple 0.02 กรัม 
 น้ำกลั่น    1,000 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
 ผสมน้ำตาลแต่ละชนิดลงในอาหาร Basal medium ที่ประกอบด้วย Yeast extract, 
Bromocresol purple และน้ำกลั่น  ปรับ pH ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.01 N ให้มี pH 
เท่ากับ 6.8-7  จากนั้นฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ีจากนั้นทำให้อาหาร
เย็นลงอย่างรวดเร็ว 
 

10. อาหารทดสอบความสามารถในการทนต่อเอทานอลร้อยละ 5 และ 10 โดยปริมาตร 
ส่วนประกอบ 
 Glucose   0.5 กรัม 
 Peptone   5 กรัม 
 Yeast extract   5 กรัม 
 Absolute ethanol  50 หรือ 100 มิลลิลิตร 
 น้ำกลั่น    950 หรือ 900 มิลลิลิตร 
วิธีการเตรียม 
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 ผสมส่วนผสมทุกชนิดให้เข้ากันยกเว้นเอทานอล  โดยเติมน้ำกลั่น 950 มิลลิลิตรและเอทานอล 
50 มิลลิลิตรสำหรับอาหารที่มีเอทานอลร้อยละ 5 และเติมน้ำกลั่น 900 มิลลิลิตรและเอทานอล 100 
มิลลิลิตรสำหรับเอทานอลร้อยละ 10  นำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์
ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติมเอทานอลที่ผ่านการกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 
ไมโครเมตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ผสมอาหารให้เข้ากันก่อนใช้
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคม ี
 

1.  สารเคมีที่ใช้ย้อมและทดสอบจุลนิทรีย์ 
 1.1  Methylene blue 
  ส่วนประกอบ 
  สารละลาย A 
  Methylene blue 0.3 กรัม 
  Ethanol 95%  30 มิลลิลิตร 
  สารละลาย B 
  Diluted potassium hydroxide (0.01%)   100 มิลลิลิตร 
  ผสมสารละลาย A เข้ากับสารละลาย B 
 1.2  Gram strain solution 
  ส่วนประกอบ 
  1.2.1  Hucker’s crystal violet 
   สารละลาย A 
   Crystal violet 2 กรัม 
   Ethanol 95% 20 มิลลิลิตร 
   สารละลาย B 
   Ammonium oxalate 0.8 กรัม 
   น้ำกลั่น   80 มิลลิลิตร 
   ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกัน กรองผ่านกระดาษกรองหยาบ 
  1.2.2  Gram-Iodine 
   ส่วนประกอบ 
   Iodine   1 กรัม 
   Potassium iodide (KI) 2 กรัม 
   น้ำกลั่น   300 มิลลิลิตร 
      วิธีเตรียม Gram’s iodine 
   บด KI และ Iodine บดให้ละเอียดเป็นเวลา 5-10 วินาที เติมน้ำกลั่น 1 
มิลลิลิตรบดต่อ เติมอีก 5 มิลลิลิตรบดต่อ และเติมต่อไปจนครบ 300 มิลลิลิตร 
  1.2.3 Hucker’s coumter stain (Stock solution) 
   ส่วนประกอบ 
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   Safranin O 2.5 กรัม 
   Ethanol 95% 100 มิลลิลิตร 
   วิธีการเตรียมสารละลาย 
   เติม Stock solution 10 มิลลิลิตร ลงในน้ำกลั่น 90 มิลลิลิตร 
 1.3  Oxidase reagent 
  ส่วนประกอบ 
  N,N,N,N-Tetramethyl-p-phemylenediamine 2HCL 1 กรัม 
  น้ำกลั่น        100 มิลลิลิตร 
  หมายเหตุ  สารนี้ควรเตรียมใหม่ แต่ Reagent ที่เตรียมแล้วสามารถเก็บในขวดสีชาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเก็บได้นาน 4 วัน 
 1.4  Mcfarland standard หมายเลข 3 
  ส่วนประกอบ 
  สารละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้น 1% (v/v)   9.7 มิลลิลิตร 
  สารละลายแบเรียมคลอไรด์ร้อยละ 1% (v/v) 0.3 มิลลิลิตร 
 

2.  สารเคมีที่ใช้เตรียม Competent cell 
 2.1  CCMB80 buffer 
  ส่วนประกอบ 
  โพแทสเซียมอะซิเตรต 0.98 กรัม 
  แคลเซียมคลอไรด์ 11.89 กรัม 
  แมงกานีสคลอไรด์ 4 กรัม 
  แมกนีเซียมคลอไรด์ 2 กรัม 
  กลีเซอรอล  100 มิลลิลิตร 
  เตรียมสารละลายโพแทสเซียมอะซิติเตรต 1 M โดยละลายโพแทสเซียมอะซิเตรต 
0.98 กรัมในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ 10 มิลลิลิตรปรับ pH ให้เท่ากับ 7 จากนั้นละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
แมงกานีสคลอไรด์ แมกนีเซียมคลอไรด์ และกลีเซอรอลด้วยสารละลายโพแทสเซียมอะซิเตรตที่เตรียมไว้  
ปรับ pH ด้วยลารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.1 M ให้มีค่า pH เท่ากับ 6.4 และปรับปริมาตร 1000 
มิลลิลิตรด้วยน้ำกลั่น จากนั้นกรองฆ่าเชื้อด้วยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตรก่อนนำไปใช้ 
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3.  สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณเอทานอล 
 3.1  สารละลายมาตรฐานเอทานอล 
  เจือจาง Absolute ethanol ด้วยน้ำกลั่นให้มีความเข้มข้นร้อยละ 8 12 16 20 และ 
25 โดยปริมาตร 
 3.2  โพรพานอลร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
  เจือจางโพพานอล 10 มิลลิลิตรด้วยน้ำกลั่นและปรับปริมาตรด้วยขวดปรับปริมาตร
จนครบ 100 มิลลิลิตร 

 
4.  สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์กรด 
 4.1  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 N 
  ส่วนประกอบ 
  โซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม 
  ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น โดยใช้ขวดปรับปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
 4.2 สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต 
  ส่วนประกอบ 
  โพแทสเซียมไฮโดรเจนพาทาเลต        0.100 กรัม 
  ปรับปริมาตรด้วยน้ำกลั่น โดยใช้ขวดปรับปริมาตร     25  มิลลิลิตร 
 4.3  สารละลายฟีนอล์ฟทาลีน 
  ส่วนประกอบ 
  ฟีนอล์ฟทาลีน 1 กรัม 
  Ethanol 95% 100 มิลลิลิตร 
 

5.  สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์น้ำตาลทั้งหมด 
 5.1  สารละลายฟีนอล 5%  
  ชั่งฟีนอลหนัก 5 กรัม ละลายในน้ำกลั่น และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยขวด
ปรับปริมาตร 
 5.2  สารละลายมาตรฐานกลูโคส 
  เตรียม Stock solution โดยการละลายน้ำตาลกลูโคสที่อบไล่ความชื้นแล้ว 10 มิลลิกรัม
ด้วยน้ำกลั่นและปรับปริมาณ 100 มิลลิลิตรด้วยขวดปรับปริมาตร (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) จากนั้น
เจือจางสารละลายน้ำตาลกลูโคสตามตารางที่ ข-1  
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ตารางท่ี ข-1  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคสที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ความเข้มข้นของสารละลาย 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
Stock solution 

(มิลลิลิตร) 
น้ำกลั่น 

(มิลลิลิตร) 
0 0 10 
10 1 9 
20 2 8 
30 3 7 
40 4 6 
50 5 5 
60 6 4 
70 7 3 
80 8 2 
90 9 1 
100 10 0 

 

6.  สารเคมีที่ใช้ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 5.1  สารละลาย 2,2–diphenyl–1–picrylhydrazyl (DPPH) ในเอทานอล ความเข้มข้น 
0.2 มิลลิโมลาร์  
  เนื่องจาก DPPH (C18H12N5O6) มีมวลโมเลกุล 395 g/mol ดังนั้นสาร 1 M จะต้องใช้ 
C18H12N5O6 395 กรัม ละลายในเอทานอล 1,000 มิลลิลิตร ถ้าต้องการสารเข้มข้น 0.2 mM จะต้อง
ใช้สาร 0.2 x 10-3 x 395 กรัม = 0.079 กรัม ละลายในเอทานอลและปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
ด้วยขวดปรับปริมาตร  
  หมายเหตุ ในการเตรียมสาร DPPH จะเตรียมครั้งละ 10 มิลลิลิตร เนื่องจากสาร 
DPPH ไม่สามารถเก็บไว้ได้หลายวัน จึงจำเป็นต้องใช้ทันทีหลังเตรียมเสร็จและควรเก็บไม่ให้โดนแสง 
 

7.  สารเคมีที่ใช้วิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
 7.1 เตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้นร้อยละ 7.5 โดยชั ่งโซเดียมคาร์บอเนต 
(Na2CO3) ในรูปผงแห้งมา 7.5 กรัม ละลายในน้ำกลั่น และปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยขวด
ปรับปริมาตร 
 7.2 เตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก (Gallic acid) ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร โดยชั่งกรดแกลลิก 0.01 มิลลิกรัม ละลายในน้ำกลั่น และปรับปริมาตรเป็น 10 มิลลิลติร
ด้วยขวดปรับปริมาตร จากนั้นเจือจางสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกตามตารางที่ ข-2 



100 

ตารางที่ ข-2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ความเข้มข้นของสารละลาย 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
Stock solution 

(ไมโครลิตร) 
น้ำกลั่น 

(ไมโครลิตร) 
0 0 1,000 
50 50 950 
100 100 900 
200 200 800 
400 400 600 
600 600 400 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะห์สารละลายมาตรฐาน 
 

1.  กราฟมาตรฐานเอทานอล 
 เตรียมสารละลายเอทานาลที่ความเข้มข้นร้อยละ 0 8 16 20 และ 24 โดยปริมาตรผสมกับ 
Isopropanol ร้อยละ 10 โดยปริมาตรที่เป็น Internal standard ในอัตราส่วน 1 ต่อ 1 ทำการวิเคราะห์
ปริมาณแอลกอฮลอล์ด้วยเครื่อง Gas Chromatography 
 
ตารางท่ี ค-1  พ้ืนที่ใต้กราฟของสารละลายมาตรฐานเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ  

ความเข้มข้นของ 
เอทานอล 

(ร้อยละโดยปริมาตร) 

พื้นที่ใต้กราฟ 
เอทานอล 

พื้นที่ใต้กราฟ 
โพรพานอล 

อัตราส่วนพื้นที่ของ 
  เอทานอลต่อ 
โพรพานอล 

0 0 1,321,458 0 
8 792,602 1,284,607 0.617 
12 1,171,663 1,351,400 0.867 
16 1,521,814 1,275,620 1.193 
20 1,965,494 1,320,010 1.489 
24 22,481,327 1,299,499 1.730 

 

 
รูปที่ ค-1 กราฟมาตรฐานของสารละลายเอทานอลที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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2.  กราฟมาตรฐานน้ำตาลทั้งหมด 
 เตรียมสารละลายน้ำตาลกลูโคสมาตรฐานที ่ความเข้มข้นต่างๆ ดังตารางที ่ ค -2 จากนั้น 
ปิเปตตัวอย่าง 1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลองเติมสารละลายฟีนอลเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน  เติมกรดซัลฟูริกเข้มข้นร้อยละ 98 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว้ 10 นาทีและ
ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ให้เย็นเป็นเวลา 30 นาที นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 490 นาโนเมตร  
สร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของน้ำตาลกลูโคสและค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 490 นาโนเมตร 
 
ตารางที่ ค-2 ค่าการดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตรของสารละลายมาตรฐานกลูโคส 

ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
สารละลายน้ำตาลกลูโคส 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

0 0 
10 0.112 
20 0.213 
30 0.324 
40 0.444 
50 0.523 
60 0.641 
70 0.757 
80 0.865 
90 0.959 
100 1.087 

 

 
รูปที่ ค-2 กราฟมาตรฐานของสารละลายน้ำตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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3.  กราฟมาตรฐานสารประกบฟีนอลิก 
 เจือจางสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิกจาก Stock solution ความเข้มข้น 1,000 ไมโครกรัม
ต่อมิลลิลิตร นำสารละลายมาตรฐาน 20 ไมโครลิตร เติม Folin-Ciocalteu reagent ร้อยละ 50 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ 5 นาที และเติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนตเข้มข้น 
75 กรัมต่อลิตรปริมาตร 80 ไมโครลิตร บ่ม 30 นาทีในที่มืด  นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 765 นาโนเมตร สร้างกราฟมาตรฐานความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน
แกลลิกและค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร 
 
ตารางท่ี ค-3 ค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตรของสารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
สารละลายมาตรฐานกรดแกลลิก 

(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765 นาโนเมตร 

0 0 
50 0.327 
100 0.616 
200 1.137 
400 2.175 
600 3.427 

 

 
รูปที่ ค-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแกลลิกที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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4.  กราฟมาตรฐานฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH 
 เจือจางสารมาตรฐานกรดแอสคอบิก (วิตามินซี) ให้มีความเข้มข้น 0-100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิล ิตร  ปิเปตสารมาตรฐาน 50  ไมโครลิตรลง 96-well plates จากนั ้นปิเปต DPPH 150 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มในที่มืด 30 นาที  วัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงด้วยเครื่อง Microplate 
reader ที่ความยาวคลื่น 517 นาเมตร 
 
ตารางที่ ค-4 ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตรของสารละลายมาตรฐานแอสคอบิกที่
ระดับความเข้มข้นต่างๆ 

สารละลายมาตรฐานกรดแอสคอบิก 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 517 นาโนเมตร 

0 0 
50 0.327 
100 0.616 
200 1.137 
400 2.175 
600 3.427 

 

 
รูปที่ ค-3 กราฟมาตรฐานของสารละลายกรดแอสคอบิกที่ความเข้มข้นต่างๆ 

y = -0.026x + 0.8755
R² = 0.9997
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ภาคผนวก ง 

การวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด ์
 
ง-1  ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ  Internal transcription spacer region (ITS) ของยีสต์ 
 ง-1.1  ไอโซเลต YM1-12 (ขนาด 583 bp) 
ACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTTGTTTTTGAAGTCTGAA
TTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATC
TTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTTAAATATTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTT
TAAAAATAAATTTAGTTTGAAATCGATTGGTGAAAACAAAAGGAAGATTGGAATTATTTTTCTAT
ACCTTTTTTCATTTTTTTTCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAA
ATTAGGAAAGAAAAATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAAAAT
ATATTTTTTTCACAGCACTCTTTTATTTGACC/// 
 
 ง-1.2  ไอโซเลต YM1-19 (ขนาด 876 bp) 
AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTAACTTTTTGGAAATCTTT
TCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTAAAATATTTTCAATTTTGATTTTT
TCTTTTTCCTTTTTTTTTAAAAAAAAAGTGTTAGAAAGAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATAT
TTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTTCGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTT
ATTTTTTTTTATTTTTCTATCTTCTCTCTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATT
AAATTATAAACCTTGAAATTTGTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTT
AAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTC
TACCAAAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTAAATAT
TTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAATCGATTG
GTGAAAACAAAAGGAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTTTCTATTGAACGT
AATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAAAATAACTAAAGTTTTAA
TCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAAAAAATATATTTTTTTCACAGCACTCTTTTATTTGACCT
CAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA 
/// 
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 ง-1.3  ไอโซเลต YM5-02 (ขนาด 876 bp) 
AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTAACTTTTTGGAAATCTTT
TCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTAAAATATTTTCAATTTTGATTTTT
TCTTTTTCCTTTTTTTTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAAGAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATAT
TTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTTCGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTT
ATTTTTTTTATTTTTCTATCTTTTCTCTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTA
AATTATAAACCTTGAAATTTGTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTA
AAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT
AATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCGCATTGCGCCTTTGGGTTCT
ACCAAAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTAAATATT
TTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAATCGATTGGT
GAAAACAAAAGGAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTTTCTATTGAACGTAA
TAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAAAATAACTAAAGTTTTAATC
TCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAAAAAATATATTTTTTTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTC
AAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA 
/// 
 
 ง-1.4  ไอโซเลต YM5-03 (ขนาด 881 bp) 
AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTAACTTTTTGGAAATCTTT
TCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTAAAATATTTTCAATTTTGATTTTT
TCTTTTTCCTTTTTTTTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAGGAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATAT
TTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTTCGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTT
ATTTTTTTTATTTTTCTATCTTTTCTCTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTA
AATTATAAACCTTGAAATTTGTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTA
AAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGT
AATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCT
ACCAAAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTTAAATAT
TTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAATCGATTG
GTGAAAACAAAAGGAAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTTTCTATTGAACG
TAATAGGTTTTACCACTTTGCTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAAAATAACTAAAGTTTTA
ATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAAAATATATTTTTTTCACAGCACTCTTTTATTTG
ACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA 
/// 
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 ง-1.5  ไอโซเลต YM6-03 (ขนาด 876 bp) 
AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTAACTTTTTGGAAATCTTT
TCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTAAAATATCTTCAATTTTGATTTTT
TCTTTTTCCTTTTTTTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAAGAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATT
TACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTTCGGCATGCCAAGCATACCATTACTTTTTTACTTA
TTTTTTTTATTTTTCTATCTTTTCTCTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAAITSTTGAAAAAGCAAAATT
AAATTATAAACCTTGAAATTTGTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTT
AAAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACG
TAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTC
TACCAAAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTAAATAT
TTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAATCGATTG
GTGAAAACAAAAGGAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTTTCTATTGAACGT
AATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAAAATAACTAAAGTTTTAA
TCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAATATATTTTTTTCACAGCACTCTTTTATTTGACC
TCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA/// 
 
ง-2  ผลการ Multiple sequence alignment บริเวณ Internal transcription spacer (ITS) 
ของยีสต์เทียบกับ Schizosaccharomyces pombe (MH595429.1) 
S. pombe GGTGAACCTGCGGAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTA 60 
YM1-12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - - - - - - - - - - - - - - - - -  0 
YM1-19 - - - - - - - - - - - -AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTA 48 
YM5-02 - - - - - - - - - - - -AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTA 48 
YM5-03 - - - - -  - - - - - - AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTA 48 
YM6-03 - - - - - - - - - - - -AAGGATCATTAGAAAAGTTATATGAAAGGGTTTAGATTTCCATTTTTA 48 
 
S. pombe ACTTTTTGGAAATCTTTTCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTA 120 
YM1-12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  0 
YM1-19 ACTTTTTGGAAATCTTTTCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTA 108 
YM5-02 ACTTTTTGGAAATCTTTTCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTA 108 
YM5-03 ACTTTTTGGAAATCTTTTCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTA 108 
YM6-03 ACTTTTTGGAAATCTTTTCCTTTTTCTTCTCTTATCCATTTACCTTTCTGTGAAAATGTA 108 
 
S. pombe AAATATTTTCAATTTTGATTTTTTCTTTTTCCTTTTTT- -TAAAAAAAAAGTGTTAGAAA 178 
YM1-12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  0 
YM1-19 AAATATTTTCAATTTTGATTTTTTCTTTTTCCTTTTTTTTTAAAAAAAAAGTGTTAGAAG 168 
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YM5-02 AAATATTTTCAATTTTGATTTTTTCTTTTTCCTTTTTTTTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAA 168 
YM5-03 AAATATTTTCAATTTTGATTTTTTCTTTTTCCTTTTTTTTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAA 168 
YM6-03 AAATATTTTCAATTTTGATTTTTTCTTTTTCCTTTTT- TTTTAAAAAAAAGTGTTAGAAA 167 
 
S. pombe GAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATTTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTT 238 
YM1-12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - - - -  0 
YM1-19 GAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATTTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTT 228 
YM5-02 GAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATTTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTT 228 
YM5-03 GAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATTTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTT 228 
YM6-03 GAGAAAGACGAAAAAAAGTTGTAAATATTTACGAGTGGATGATTTTTGTTTGGTGTGTTT 227 
 
S. pombe CGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTTATTTTTTTTATTT-TTCTATCTTCTCT 297 
YM1-12 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  -- - - - - - - - - - - - - - -  0 
YM1-19 CGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTTATTTTTTTTTATTTTTCTATCTTCTCT 288 
YM5-02 CGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTTATTTTT -TTTATTTTTCTATCTTTTCT 287 
YM5-03 CGGCATGCCAAGCATATCATTACTTTTTTACTTATTTTT -TTTATTTTTCTATCTTTTCT 287 
YM6-03 CGGCATGCCAAGCATACCATTACTTTTTTACTTATTTTT -TTTATTTTTCTATCTTTTCT 286 
 
S. pombe C -TTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 356 
YM1-12 - - - - - - - - - - ACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 49 
YM1-19 CTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 348 
YM5-02 CTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 347 
YM5-03 CTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 347 
YM6-03 CTCTTTTTTTTACTAAAAAGAAATTGAAAAAGCAAAATTAAATTATAAACCTTGAAATTT 346 
 
S. pombe  GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 416 
YM1-12 GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 109 
YM1-19 GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 408 
YM5-02 GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 408 
YM5-03 GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 407 
YM6-03 GTTTTTGAAGTCTGAATTAATTATATTTAATATATAAAATTATTTAAAACTTTCAGCAAC 406 
 
S. pombe  GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 476 
YM1-12 GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 169 
YM1-19 GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 468 
YM5-02 GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 467 
YM5-03 GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 467 
YM6-03 GGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATT 466 



109 

 
S. pombe GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 536 

YM1-12 GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 229 

YM1-19 GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 528  

YM5-02 GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCGCATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 527 

YM5-03 GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 527 

YM6-03 GCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCTTTGGGTTCTACCAAA 526 

 
S. pombe  GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTTAAATATT 596 
YM1-12 GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTTAAAT- - A 287 
YM1-19 GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTT- TTTAAAT- - A 585 
YM5-02 GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTT- TTTAAAT- - A 584 
YM5-03 GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTTTTTTAAAT- - A 585 
YM6-03 GGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTACAATCTTCTCACAAAAATGTTTTTT- TTTAAAT- - A 583 
 
S. pombe  TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTTAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 656 
YM1-12 TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 347 
YM1-19 TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 645 
YM5-02 TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTT- TTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 643 
YM5-03 TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 645 
YM6-03 TTTTTGATGAGGTGTTGAACGAAAATTTGTTTTTTTTTAAAAATAAATTTAGTTTGAAAT 643 
 
S. pombe CGATTGGTGAAAACAAAAG -GAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT 715 
YM1-12  CGATTGGTGAAAACAAAAGGAAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT  407 
YM1-19 CGATTGGTGAAAACAAAAG -GAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT 704 
YM5-02 CGATTGGTGAAAACAAAAG -GAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT 702 
YM5-03 CGATTGGTGAAAACAAAAGGAAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT 705 
YM6-03 CGATTGGTGAAAACAAAAG -GAGATTGGAATTATTTTTCTATACCTTTTTTCATTTTTTT 702 
 
S. pombe TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 775 
YM1-12 TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 467 
YM1-19 TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 764 
YM5-02 TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 762 
YM5-03 TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGCTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 765 
YM6-03 TCTATTGAACGTAATAGGTTTTACCACTTTGTTTGATAGAAAAAGAAATTAGGAAAGAAA 762 
S. pombe AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAAAAAATATATATTTTT 835 
YM1-12 AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAAAATATATTTTT 527  
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YM1-19 AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAAAAAAT - -ATATTTTT 822 
YM5-02 AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAAAAAAT - -ATATTTTT 820 
YM5-03 AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAAAATATATTTTT 825 
YM6-03 AATAACTAAAGTTTTAATCTCTTTTATATTTGAACCTTAACGAAGAAAAT - -ATATTTTT 820 
 
S. pombe TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGA - - - - - - - - - 885 
YM1-12 TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA - - - -  583 
YM1-19 TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA - - - - 878 
YM5-02 TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA - - - - 876 
YM5-03 TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA - - - - 881 
YM6-03 TTCACAGCACTCTTTTATTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACGCGCTGAACTTAA - - - - 876 
 

ง-3  ลำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
 ง-3.1  ไอโซเลต EM2-03 (ขนาด 839 bp) 
CCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAG
GCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAA
GGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACC
CGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTT
GCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCG
GGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTC
CCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGG
CTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC
ACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGT
TAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGAATG
TAGAGGCTGCAAGC 
/// 
 
 ง-3.2  ไอโซเลต EM3-01 (ขนาด 910 bp) 
ATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGT
CAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCC
TACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGG
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CCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGC
AATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACG
GTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATC
CCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGA
ATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACC
TGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAAC
GCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG
CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTG
AATGTAGAGGCTGCAAGCAGAGATGTTTGTTTCCCGCAAGGGACCTCTAACACAGGTGCTGCAT
GGCTGTCGTCAGCTCGTGT 
/// 
 
 ง-3.3  ไอโซเลต EM3-03 (ขนาด 829 bp) 
GTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCTAATACCGCATGACACCTGAGG
GTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGG
CCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACAC
GGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGA
CGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGC
TAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAA
TCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTG
GAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCA
ACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTT
AACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG
GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGG
GCTT 
/// 
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 ง-3.4  ไอโซเลต EM3-07 (ขนาด 1,017 bp) 
AACACATGCAAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAT
CTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCTAATACCGCATGACACCTGAGGGTCA
AAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTA
CCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGC
CCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCA
ATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGG
TACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAG
CGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCC
CCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAA
TTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCT
GGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG
CGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGGCGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCAGGGCTTGA
ATGTAGAGGCTGCAAGCAGAGATGTTTGTTTCCCGCAAGGGACCTCTAACACAGGTGCTGCATG
GCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCTT
TAGTTGCCATCA/// 
 
ง-4  ผลการ Multiple sequence alignment บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเร ียเทียบกับ 
Acetobacter pasteurianus (NR118169.1) 
 
NR118169.1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - GTGGCGGAC 9 

EM2-03     - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  0 

EM3-01      - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  0 

EM3-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  0 

EM3-07       - - GCTGGCGGCATGCTTAACACATGCAAGTCGCACGAAGGTTTCGGCCTTAGTGGCGGAC 58 

 

NR118169.1 GGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCT 69 

EM2-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -CCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCT 35 

EM3-01       - - - - - - - - - - - - - - - - - - ATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCT 41 

EM3-03       - - - - - - - - - - - - - - - - GTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCT 43 

EM3-07       GGGTGAGTAACGCGTAGGTATCTATCCATGGGTGGGGGATAACACTGGGAAACTGGTGCT 118 
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NR118169.1 AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTG 129 

EM2-03       AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTG 95 

EM3-01       AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTG 101 

EM3-03       AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTG 103 

EM3-07       AATACCGCATGACACCTGAGGGTCAAAGGCGCAAGTCGCCTGTGGAGGAGCCTGCGTTTG 178 

 

NR118169.1 ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGG 189 

EM2-03       ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGG 155 

EM3-01       ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGG 161 

EM3-03       ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGG 163 

EM3-07       ATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGATGATCAATAGCTGGTTTGAGAGG 238 

 

NR118169.1 ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 249 

EM2-03       ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 215 

EM3-01       ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 221  

EM3-03 ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 223 

EM3-07      ATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG 298 

 

NR118169.1 AATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 309 

EM2-03       AATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 275 

EM3-01       AATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 281 

EM3-03    AATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 283 

EM3-07       AATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTC 358 

 

NR118169.1 GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGC 369 

EM2-03      GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGC 335 

EM3-01      GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGC 341 

EM3-03      GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGC 343 

EM3-07      GGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGC 418 

 

NR118169.1 TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGG 429 

EM2-03      TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGG 395 

EM3-01      TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGG 401 
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EM3-03      TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGG 403 

EM3-07      TAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGG 478 

                  

NR118169.1 GCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 489 

EM2-03      GCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 455 

EM3-01      GCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 461 

EM3-03      GCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 463 

EM3-07      GCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGG 538 

                  

NR118169.1 GAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTA 549 

EM2-03      GAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTA 515 

EM3-01      GAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTA 521 

EM3-03      GAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTA 523 

EM3-07      GAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTA 598 

                  

NR118169.1 GAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCAT 609 

EM2-03      GAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCAT 575 

EM3-01      GAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCAT 581 

EM3-03      GAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCAT 583 

EM3-07      GAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCAT 658 

 

NR118169.1 TACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 669 

EM2-03      TACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 635 

EM3-01      TACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 641 

EM3-03      TACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 643 

EM3-07      TACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA 718 

 

NR118169.1 CGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG 729 

EM2-03      CGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG 695 

EM3-01      CGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG 701 

EM3-03      CGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG 703 

EM3-07      CGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACG 778 
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NR118169.1 CGTTAAGCACACCGCCTGG- GGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 788 

EM2-03      CGTTAAGCACACCGCCTGG- GGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 754 

EM3-01      CGTTAAGCACACCGCCTGG- GGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 760 

EM3-03      CGTTAAGCACACCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 763 

EM3-07      CGTTAAGCACACCGCCTGG -GGAGTACGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGG 837 

 

NR118169.1 GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA 848 

EM2-03      GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA 814 

EM3-01      GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA 820 

EM3-03      GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA 823 

EM3-07      GGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA 897 

 

NR118169.1 GGGCTTGAATGTAGAGGCTGCAAGCAGAGATGTTTGTTTCCCGCAAGGGACCTCTAACAC 908 

EM2-03      GGGCTTGAATGTAGAGGCTGCAAGC- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  839 

EM3-01      GGGCTTGAATGTAGAGGCTGCAAGCAGAGATGTTTGTTTCCCGCAAGGGACCTCTAACAC 880 

EM3-03      GGGCTT- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  829 

EM3-07      GGGCTTGAATGTAGAGGCTGCAAGCAGAGATGTTTGTTTCCCGCAAGGGACCTCTAACAC 957 

 

NR118169.1 AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 968 

EM2-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  839 

EM3-01      AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 910 

EM3-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  829 

EM3-07      AGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA 1017 

 

NR118169.1 GCGCAACCCCTATCTTTAGTTGCCATCAGGTTGGGCTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGG 1028 

EM3-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  829 

EM3-07      GCGCAACCCCTATCTTTAGTTGCCATCA- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1045 

EM2-03       - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  839 

EM3-01      - - - -  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 910 

 

NR118169.1 TGACAAGCCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTATGTCCTGGGCT 1088 

 ACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAGTGGGAAGCTAGGTGGTGACACCATGCTGATCTC 1148  

 TAAAAGCCGTCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTGCATGAAGGTGGAATCGCT 1208 



116 

 AGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG 1268 

 TCACACCATGGGAGTTGGTTTGACCTTAAGCCGGTGAGCGAACCGCAAGGACGCAGCCGA 1328 

 CCACGGTCGGGTCAGCGACTGGG 1351   
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ภาคผนวก จ 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 204) พ.ศ.2543 
เรื่อง น้ำส้มสายช ู

 
 โดยที่เป็นการสมควรปรับปรุงประกาศกระทรวงสาธารณสุขว่าด้วยเรื่อง น้ำส้มสายชู 
 อาศัยอำนาจตามความในมาตรที่ 5 และมาตร 6(3)(4)(5)(6)(7) และ (10) แห่งพระราชบัญญัติ
อาหาร พ.ศ.2522 อันเป็นพระราชบัญญัติที ่มีบทบัญญัติบางประการเกี่ยวกับการจำกัดสิทธิและ
เสรีภาพของบุคคล ซึ่งมาตรา 29 ประกอบกับมาตรา 35 มาตรา 48 และมาตร 50 ของรัฐธรรมนูญ
แห่งราชอาณาจักรไทยบัญญัติให้กระทำได้โดยอาศัยอำนาจตามบัญญัติแห่งกฎหมายรัฐมนตรีว่าการ
กระทรวงสาธารณสุขออกประกาศไว้ดังนี้ 
 ข้อ 1  ให้ยกเลิกประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 48 (พ.ศ.2523) เรื่อง น้ำส้มสายชู ลง
วันที่ 20 กุมภาพันธ์ พ.ศ.2523 
 ข้อ 2  ให้น้ำส้มสายชูเป็นอาหารที่กำหนดคุณภาพหรือมาตรฐานให้ถือว่าผลิตภัณฑ์ผลิตขึ้น
เพื่อจุดประสงค์ที่จะใช้เป็นผลิตภัณฑ์นั้นในทำนองเดียวกับน้ำส้มสายชูเป็นน้ำส้มสายชู และให้
หมายความรวมถึงหัวน้ำส้มด้วย 
 ข้อ 3  น้ำส้มสายชูแบ่งออกเป็น 3 ชนิดดังต่อไปนี้ 
  (1)  น้ำส้มสายชูหมัก หมายความว่า ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำธัญพืช ผลไม้หรือ
น้ำตาล มาหมักกับส่าเหล้าและหมักกับเชื้อน้ำส้มสายชูตามกรรมวิธีธรรมชาติ 
  (2)  น้ำส้มสายชู หมายความว่า ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำแอลกอฮอล์กลั่นเจือจาง 
(Dilute distilled alcohol) มาหมักกับเชื้อน้ำส้มสายชูหรือเมื่อหมักแล้วนำไปกลั่นอีก หรือได้จาก
การนำน้ำส้มสายชูหมักตาม (1) มากลั่น 
  (3)  น้ำส้มสายชูเทียม หมายความว่า ผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการนำเอากรดน้ำส้ม 
(Acetic acid) 
 ข้อ 4  น้ำส้มสายชูหมักหรือน้ำส้มสายชูกลั่น ต้องมีคุณภาพหรือมาตรฐาน ดังต่อไปนี้ 
  (1)  มีกรดน้ำส้มไม่น้อยกว่า 4 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร ที่ 27 องศาเซลเซียส 
  (2)  ตรวจพบสารปนเปื้อนได้ไม่เกินปริมาณที่กำหนด ดังต่อไปนี้ 
   (2.1)  สารหนู ไม่เกิน 1 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.2)  ตะกั่ว ไม่เกิน 1 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.3)  ทองแดงและสังกะสี ไม่เกิน 10 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.4)  เหล็ก ไม่เกิน 10 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
  (3)  ไม่มีกรดน้ำส้มที่มิได้มาจากการผลิตน้ำส้มสายชูหมักหรือน้ำส้มสายชูกลั่น 
  (4)  ไม่มีกรดกำมะถัน (Sulfuric acid) หรือกรดแร่อิสระอย่างอ่ืน 
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  (5)  ใสไม่มีตะกอน เว้นแต่น้ำส้มสายชูหมักตามธรรมชาติ 
  (6)  ไม่มีหนอนน้ำส้ม (Vinegar eel) 
  (7)  ใช้น้ำสะอาดเป็นส่วนผสม 
  (8)  ให้ใช้วัตถุเจือจางปนอาหาร (Food additives) ได้ดังต่อไปนี้ 
   (8.1)  ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ไม่เกิน 70 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (8.2)  กรดแอล-แอสคอร์บิกไม่เกิน 400 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1    
                                       กิโลกรัม 
  (9)  มีแอลกอฮอล์ตกค้าง (Residual alcohol) ไม่เกินร้อยละ 0.5 
  (10)  การแต่งสีให้ใช้น้ำตาลเคี่ยวไหมหรือสีคาราเมล 
 ขอ 5  น้ำส้มสายชูเทียม ต้องมีคุณภาพหรือมาตรฐาน ดังต่อไปนี้ 
  (1)  มีกรดน้ำส้มไม่น้อยกว่า 4 กรัม และไม่เกิน 7 กรัม ต่อ 100 มิลลิลิตร ที่ 27  
องศาเซลเซียส 
  (2)  ตรวจพบสารปนเปื้อนได้ไม่เกินปริมาณที่กำหนด ดังต่อไปนี้ 
   (2.1)  สารหนูไม่เกิน 1 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.2)  ตะกั่ว ไม่เกิน 1 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.3)  ทองแดงและสังกะสี ไม่เกิน 10 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
   (2.4)  เหล็ก ไม่เกิน 10 มิลลิกรัม ต่อน้ำส้มสายชู 1 กิโลกรัม 
  (3)  ใสไม่มีตะกอน 
  (4)  ไม่มีกรดกำมะถันหรือกรดแร่อิสระอย่างอ่ืน 
  (5)  ไม่ใช้สี 
  (6)  ไม่มีการแต่งกลิ่นหรือรส 
  (7)  ใช้น้ำสะอาดเป็นส่วนผสม 
 ข้อ 6  ในการจำหน่ายน้ำส้มสายชูหรือผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดน้ำส้ม ห้ามแสดงคำว่า “หัว
น้ำส้ม”หรือข้อความอ่ืนที่มีความหมายในทำนองเดียวกัน 
 ขอ 7  กรดน้ำส้ม ถ้าจะจำหน่ายเป็นน้ำส้มสายชูเทียมต้องเจือจางให้มีคุณภาพหรือมาตรฐาน
ตามข้อ 5  
 ขอ 8  ผู ้ผลิตหรือผู ้นำเข้าน้ำส้มสายชูเพื ่อจำหน่าย ต้องปฏิบัติตามประกาศกระทรวง
สาธารณสุขว่าด้วยเรื่อง วิธีการผลิต เครื่องมือ เครื่องใช้ในการผลิต และการเก็บรักษาอาหาร 
 ขอ 9  การใช้ภาชณะบรรจุน้ำส้มสายชูให้ปฏิบัติตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขว่าด้วย
เรื่อง ภาชนะบรรจุ 
 ขอ 10  การแสดงฉลากของน้ำส้มสายชูให้ปฏิบัติตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขว่าด้วย
เรื่อง ฉลาก 
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 ขอ 11  ให้ใบสำคัญการขึ ้นทะเบียนตำรับอาหารหรือใบสำคัญการใช้ฉลากอาหารตาม
ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 48 (พ.ศ.2523) เรื่อง น้ำส้มสายชู ลงวันที่ 20 กุมภาพันธ์ พ.ศ.
2523 ซึ่งออกให้ก่อนวันที่ประกาศนี้ใช้บังคับยังคงใช้ต่อไปได้อีกสองปีนับแต่ประกาศนี้ใช้บังคับ 
 ขอ 12  ให้ผู้ผลิต ผู้นำเข้าน้ำส้มสายชูที่ได้รับอนุญาตอยู่ก่อนวันที่ประกาศนี้บังคับ ยื่นคำ
ขอรับเลขสารบบอาหารภายในหนึ่งปี นับแต่วันที่ประกาศนี้ใช้บังคับ และให้คงใช้ฉลากเดิมที่เหลืออยู่
ต่อไปจนกว่าจะหมดแต่ต้องไม่เกินสองปีนับแต่วันที่ประกาศนี้ใช้บังคับ 
 ขอ 13  ประกาศนี้ใช้บังคับเมื่อพ้นกำหนดหนึ่งร้อยแปดสิบวันนับแต่วันถัดจากวันประกาศใน
ราชกิจจาณุเบกษาเป็นต้นไป 
 
                                                                      ประกาศ ณ วันที่ 19 กันยายน พ.ศ.2543 
                                                                                      กร ทัพพะรังสี 
                                                                         รัฐมนตรีวาการกระทรวงสาธารณสุข 
 
(ราชกิจจานุเบกษาฉบับประกาศทั่วไป เล่ม 118 ตอนพิเศษ 6 ง. ลงวันที ่24 มกราคม พ.ศ.2544) 
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ภาคผนวก ฉ 

มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน 
น้ำส้มสายชูหมัก 

 
๑.  ขอบข่าย 

๑.๑ มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนนี้ครอบคลุมเฉพาะน้ำส้มสายชูหมักท่ีบรรจุในภาชนะบรรจุ 
 

๒.  บทนิยาม 
 ความหมายของคำที่ใช้ในมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนนี้ มีดังต่อไปนี้ 
๒.๑  น้ำส้มสายชูหมัก หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำวัตถุดิบที่เหมาะสม เช่น ธัญพืช ผลไม้ 

น้ำตาล หรือกากน้ำตาล มาหมักกับส่าเหล้า แล้วนำมาหมักกับเชื้อน้ำส้มสายชูตามกรรมวิธี
ธรรมชาติ 

 
๓.  คุณลักษณะท่ีต้องการ 

๓.๑ ลักษณะทั่วไป 
 ต้องเป็นของเหลวใส อาจตกตะกอนเมื่อวางทิ้งไว้ 
๓.๒ สี 
 ต้องมีสีทีด่ีตามธรรมชาติของน้ำส้มสายชูหมัก 
๓.๓ กลิ่น 
 ต้องมีกลิ่นของกรดอะซิติกและอาจมีกลิ่นของวัตถุดิบที่ใช้หมักอยู่ด้วยก็ได้ เมื่อตรวจสอบโดย
วิธีให้คะแนนตามข้อ ๘.๑ แล้ว ต้องได้คะแนนเฉลี่ยของแต่ละลักษณะจากผู้ตรวจสอบทุกคนไม่น้อย
กว่า ๓ คะแนน และไม่มีลักษณะใดได้ ๑ คะแนน จากผู้ตรวจสอบคนใดคนหนึ่ง 
๓.๔ สิ่งแปลกปลอม 
 ต้องไม่พบสิ่งแปลกปลอมที่ไม่ใช่ส่วนประกอบที่ใช้ เช่น หนอนน้ำส้ม เส้นผม ขนสัตว์ ดิน 
ทราย กรวด ชิ้นส่วนหรือสิ่งปฏิกูลจากสัตว์ 
๓.๕ สารปนเปื้อน 
 ๓.๕.๑  สารหนู ต้องไม่เกิน ๑ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 ๓.๕.๒  ตะกั่ว ต้องไม่เกิน ๑ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 ๓.๕.๓  ทองแดง ต้องไม่เกิน ๑๐ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 ๓.๕.๔  สังกะสี ต้องไม่เกิน ๑๐ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
 ๓.๕.๕  เหล็ก ต้องไม่เกิน ๑๐ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
๓.๖  วัตถุเจือปนอาหาร 
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 ๓.๖.๑  ห้ามใช้สีสังเคราะห์ทุกชนิด หากมีการแต่งสี ให้ใช้น้ำตาลเคี่ยวไหม้เท่านั้น 
 ๓.๖.๒  หากมีการใช้ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ให้ใช้ได้ไม่เกิน ๗๐ มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 
๓.๗ กรดอะซิติก 
 ต้องไม่น้อยกว่า ๔ กรัมต่อ ๑๐๐ ลูกบาศก์เซนติเมตร 
๓.๘ กรดกำมะถันหรือกรดแร่อิสระ 
 ต้องไม่พบ 
๓.๙ เมทานอล 
 ต้องไม่เกิน ๔๒๐ มิลลิกรัมต่อลิตร 

 
๔.  สุขลักษณะ 

๔.๑ สุขลักษณะในการทำน้ำส้มสายชูหมัก ให้เป็นไปตามคำแนะนำตามภาคผนวก ก. 
 

๕.  การบรรจุ 
๕.๑ ให้บรรจุน้ำส้มสายชูหมักในภาชนะบรรจุที่สะอาด ทำด้วยแก้ว พลาสติกทนกรด หรือเครื่อง
เคลือบดินเผาปิดได้สนิท และสามารถป้องกันการปนเปื้อนจากสิ่งสกปรกภายนอกได้ วัสดุที่ใช้บุหรือ
ใช้รองด้านในของฝาปิดหรือฝาชั้นใน ต้องไม่มีสี 
๕.๒ ปริมาตรสุทธิของน้ำส้มสายชูหมักในแต่ละภาชนะบรรจุ ต้องไม่น้อยกว่าที่ระบุไว้ที่ฉลาก 

 
๖.  เครื่องหมายและฉลาก 

๖.๑ ที่ภาชนะบรรจุน้ำส้มสายชูหมักทุกหน่วย อย่างน้อยต้องมีเลข อักษร หรือเครื่องหมายแจ้ง
รายละเอียดต่อไปนี้ให้เห็นได้ง่าย ชัดเจน 
 (๑)  ชื่อผลิตภัณฑ์ 
 (๒)  ปริมาณของกรดแอซีติก 
 (๓)  ปริมาตรสุทธิ 
 (๔)  วัน เดือน ปีที่ทำ และวัน เดือน ปีที่หมดอายุ หรือข้อความว่า “ควรบริโภคก่อน (วัน เดือน ปี)” 
 (๕)  ชื่อผู้ทำ หรือสถานที่ทำ พร้อมสถานที่ตั้ง หรือเครื่องหมายการค้าที่จดทะเบียน  ในกรณี
ที่ใช้ภาษาต่างประเทศ ต้องมีความหมายตรงกับภาษาไทยที่กำหนดไว้ข้างต้น 

๗.  การชักตัวอย่างและเกณฑ์ตัดสิน 
๗.๑ รุ่น ในที่นี้ หมายถึง น้ำส้มสายชูหมักท่ีมีส่วนประกอบเดียวกัน ทำในระยะเวลาเดียวกัน 
๗.๒ การชักตัวอย่างและการยอมรับ ให้เป็นไปตามแผนการชักตัวอย่างที่กำหนดต่อไปนี้ 
 ๗.๒.๑  การชักตัวอย่างและการยอมรับ สำหรับการทดสอบสิ่งแปลกปลอม การบรรจุ และ
เครื่องหมายและฉลากให้ชักตัวอย่างโดยวิธีสุ่มจากรุ่นเดียวกัน จำนวน ๓ หน่วยภาชนะบรรจุ เมื่อ
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ตรวจสอบแล้วทุกตัวอย่างต้องเป็นไปตามข้อ ๓.๔ ข้อ ๕. และข้อ ๖. จึงจะถือว่าน้ำส้มสายชูหมักรุ่น
นั้นเป็นไปตามเกณฑ์ที่กำหนด 
 ๗.๒.๒  การชักตัวอย่างและการยอมรับ สำหรับการทดสอบลักษณะทั่วไป สี และกลิ่น ให้ใช้
ตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบตามข้อ ๗.๒.๑ แล้ว จำนวน ๓ หน่วยภาชนะบรรจุ เมื่อตรวจสอบแล้ว
ตัวอย่างต้องเป็นไปตามข้อ ๓.๑ ถึงข้อ ๓.๓ จึงจะถือว่าน้ำส้มสายชูหมักรุ่นนั้นเป็นไปตามเกณฑ์ที่
กำหนด 
  ๗.๒.๓  การชักตัวอย่างและการยอมรับ สำหรับการทดสอบสารปนเปื้อน วัตถุเจือปน
อาหาร กรดแอซีติกกรดกำมะถันหรือกรดแร่อิสระ และเมทานอล ให้ชักตัวอย่างโดยวิธีสุ่มจากรุ่น
เดียวกัน จำนวน ๕ หน่วยภาชนะบรรจุ นำมาทำเป็นตัวอย่างรวม เมื่อตรวจสอบแล้วตัวอย่างต้อง
เป็นไปตามข้อ ๓.๕ ถึงข้อ ๓.๙ จึงจะถือว่าน้ำส้มสายชูหมักรุ่นนั้นเป็นไปตามเกณฑ์ที่กำหนด 
๗.๓  เกณฑ์ตัดสิน 
 ตัวอย่างน้ำส้มสายชูหมักต้องเป็นไปตามข้อ ๗.๒.๑ ข้อ ๗.๒.๒ และข้อ ๗.๒.๓ ทุกข้อ จึงจะ
ถือว่าน้ำส้มสายชูหมักรุ่นนั้นเป็นไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนนี้ 

 
๘.  การทดสอบ 

๘.๑  การทดสอบลักษณะทั่วไป สี และกลิ่น 
 ๘.๑.๑  ให้แต่งตั ้งคณะผู ้ตรวจสอบ ประกอบด้วยผู ้ที ่ม ีความชำนาญในการตรวจสอบ
น้ำส้มสายชูหมักอย่างน้อย ๕ คน แต่ละคนจะแยกกันตรวจและให้คะแนนโดยอิสระ 
 ๘.๑.๒  เทตัวอย่างน้ำส้มสายชูหมักลงในแก้วใสโดยมีกระดาษสีขาวเป็นฉากหลัง ตรวจสอบ
โดยการตรวจพินิจ 
 ๘.๑.๓  หลักเกณฑ์การให้คะแนน ให้เป็นไปตามตารางท่ี ๑ 
๘.๒  การทดสอบสิ่งแปลกปลอม ภาชนะบรรจุ และเครื่องหมายและฉลากให้ตรวจพินิจ 
๘.๓  การทดสอบสารปนเปื้อน วัตถุเจือปนอาหาร กรดแอซีติก กรดกำมะถันหรือกรดแร่อิสระ และ 
เมทานอลให้ใช้วิธีทดสอบตาม AOAC หรือวิธีทดสอบอ่ืนที่เป็นที่ยอมรับ 
๘.๔ การทดสอบปริมาตรสุทธิให้ใช้เครื่องวัดปริมาตรที่เหมาะสม 
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ภาคผนวก ก 
สุขลักษณะ 
(ข้อ ๔.๑) 

ก.๑  สถานที่ตั้งและอาคารที่ทำ 
 ก.๑.๑  สถานที่ตั ้งตัวอาคารและที่ใกล้เคียง อยู่ในที่ที ่จะไม่ทำให้ผลิตภัณฑ์ที่ทำเกิดการ
ปนเปื้อนได้ง่าย โดย 
  ก.๑.๑.๑  สถานที่ตั้งตัวอาคารและบริเวณโดยรอบ สะอาด ไม่มีน้ำขังแฉะและสกปรก 
  ก.๑.๑.๒  อยู่ห่างจากบริเวณหรือสถานที่ท่ีมีฝุ่น เขม่า ควัน มากผิดปกติ 
  ก.๑.๑.๓  ไม่อยู่ใกล้เคียงกับสถานที่น่ารังเกียจ เช่น บริเวณเพาะเลี้ยงสัตว์ แหล่งเก็บ
หรือกำจัดขยะ 
 ก.๑.๒  อาคารที่ทำมีขนาดเหมาะสม มีการออกแบบและก่อสร้างในลักษณะที่ง่ายแก่การ
บำรุงรักษา การทำความสะอาด และสะดวกในการปฏิบัติงาน โดย 
  ก.๑.๒.๑  พ้ืน ฝาผนัง และเพดานของอาคารที่ทำ ก่อสร้างด้วยวัสดุที่คงทน เรียบ ทำ
ความสะอาด และซ่อมแซมให้อยู่ในสภาพที่ดีตลอดเวลา 
  ก.๑.๒.๒  แยกบริเวณที่ทำออกเป็นสัดส่วน ไม่อยู่ใกล้ห้องสุขา ไม่มีสิ่งของที่ไม่ใช้แล้ว
หรือไม่เก่ียวข้องกับการทำอยู่ในบริเวณที่ทำ 
  ก.๑.๒.๓  พื้นที่ปฏิบัติงานไม่แออัด มีแสงสว่างเพียงพอ และมีการระบายอากาศที่
เหมาะสม 
ก.๒  เครื่องมือ เครื่องจักร และอุปกรณ์ในการทำ 
 ก.๒.๑  ภาชนะหรืออุปกรณ์ในการทำที่สัมผัสกับผลิตภัณฑ์ ทำจากวัสดุมีผิวเรียบ ไม่เป็นสนิม 
ล้างทำความสะอาดได้ง่าย 
 ก.๒.๒ เครื่องมือ เครื่องจักร และอุปกรณ์ที่ใช้ สะอาด เหมาะสมกับการใช้งาน ไม่ก่อให้เกิด
การปนเปื้อน ติดตั้งได้ง่าย มีปริมาณเพียงพอ รวมทั้งสามารถทำความสะอาดได้ง่ายและท่ัวถึง 
ก.๓  การควบคุมกระบวนการทำ 
 ก.๓.๑  วัตถุดิบและส่วนผสมในการทำ สะอาด มีคุณภาพดี มีการล้างหรือทำความสะอาดก่อนนำไปใช้ 
 ก.๓.๒  การทำ การเก็บรักษา การขนย้าย และการขนส่ง ให้มีการป้องกันการปนเปื้อนและ
การเสื่อมเสียของผลิตภัณฑ์ 
ก.๔  การสุขาภิบาล การบำรุงรักษา และการทำความสะอาด 
 ก.๔.๑  น้ำที่ใช้ล้างทำความสะอาดเครื่องมือ เครื่องจักร อุปกรณ์ และมือของผู้ทำ เป็นน้ำ
สะอาดและมีปริมาณเพียงพอ 
 ก.๔.๒ มีวิธีการป้องกันและกำจัดสัตว์นำเชื้อ แมลงและฝุ่นผง ไม่ให้เข้าในบริเวณที่ทำตาม
ความเหมาะสม 
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 ก.๔.๓ มีการกำจัดขยะ สิ่งสกปรก และน้ำทิ้ง อย่างเหมาะสม เพื่อไม่ก่อให้เกิดการปนเปื้อน
กลับลงสู่ผลิตภัณฑ์ 
 ก.๔.๔ สารเคมีที่ใช้ล้างทำความสะอาด และใช้กำจัดสัตว์นำเชื้อและแมลง ใช้ในปริมาณที่
เหมาะสม และเก็บแยกจากบริเวณท่ีทำ เพ่ือไม่ให้ปนเปื้อนลงสู่ผลิตภัณฑ์ได้ 
ก.๕ บุคลากรและสุขลักษณะของผู้ทำ 
 ผู้ทำทุกคน ต้องรักษาความสะอาดส่วนบุคคลให้ดี เช่น สวมเสื้อผ้าที่สะอาด มีผ้าคลุมผมเพ่ือ
ป้องกันไม่ให้เส้นผมหล่นลงในผลิตภัณฑ์ ไม่ไว้เล็บยาว ล้างมือให้สะอาดทุกครั้งก่อนปฏิบัติงาน หลัง
การใช้ห้องสุขาและเมื่อมือสกปรก 
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ภาคผนวก ช 

การวิเคราะหท์างสถิติ 
 
 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยการวางแผนการทดลองแบบสุ่ม (Completely Randomized 
Design; CRD) โดยใช้โปรแกรม SPSS โดยวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) และ 
เปรียบเทียบความแตกต่างแต่ละตัวอย่างด้วยวิธี Duncan ที่ระดับความเชื้อมั่นร้อยล 95  
 
1.  การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของน้ำหมักสมุนไพรในแต่ละช่วงของการหมัก 
 
ตารางท่ี ช-1 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของสมุนไพรหมักในระยะเวลาหมักต่างๆ 

ANOVA 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

ค่า pH 
Between Groups 0.14 5.00 0.03 194.16 0.00 
Within Groups 0.00 12.00 0.00   

Total 0.14 17.00    

ของแข็งท่ี
ละลายน้ำได้ 
(องศาบริกซ์) 

Between Groups 84.76 5.00 16.95 2034.31 0.00 
Within Groups 0.10 12.00 0.01   

Total 84.86 17.00    

แอลกอฮอล์ 
(ร้อยละโดย
ปริมาตร) 

Between Groups 124.17 5.00 24.83 5709.17 0.00 
Within Groups 0.05 12.00 0.00   

Total 124.23 17.00    

กรดทั้งหมด 
(ร้อยละ 

กรดอะซติิก) 

Between Groups 17.98 5.00 3.60 1088.71 0.00 
Within Groups 0.04 12.00 0.00   

Total 18.02 17.00    

ยีสต์ 
(LogCFU/mL) 

Between Groups 5.90 5.00 1.18 51.80 0.00 
Within Groups 0.27 12.00 0.02   

Total 6.17 17.00    

แบคทีเรีย 
(LogCFU/mL) 

Between Groups 3.70 5.00 0.74 309.74 0.00 
Within Groups 0.03 12.00 0.00   

Total 3.73 17.00    
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของค่า pH ในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
6 3 3.12    

5 3 3.14 3.14   

4 3  3.15   

3 3   3.28  

2 3   3.28  

1 3    3.38 
Sig.  0.33 0.20 0.74 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของปริมาณของแข็งที่ละลายได้ในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
6 3 12.23      

3 3  15.17     

5 3   16.47    

2 3    16.77   

4 3     17.57  

1 3      19.23 
Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของแอลกอฮอล์ในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
1 3 0.43      

2 3  1.54     

6 3   2.59    

5 3    4.32   

4 3     6.19  

3 3      7.99 
Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก)ในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
 Subset for alpha = 0.05 
1 2  3 4 5 

1 3 2.22      

2 3  3.10     

3 3   3.19    

4 3    4.35   

5 3     4.67  

6 3      5.04 
Sig.  1.00 0.77  1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 
 
 
 
 



128 

ความแตกต่างของปริมาณยีสต์ในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
1 3 3.34    

6 3  3.93   

5 3  4.10 4.10  

4 3  4.14 4.14  

2 3   4.28  

3 3    5.26 
Sig.  1.00 0.14 0.18 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของปริมาณแบคทีเรียในสมุนไพรหมักที่ระยะเวลาหมักต่างๆ 

เดือน N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
1 3 4.06     

2 3  4.27    

3 3   4.39   

5 3    5.04  

6 3     5.14 
4 3     5.19 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 0.23 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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2. การศึกษาความสามารถในการผลิตแอลกอฮอล์แอลกอฮอล์ของยีสต์ที่คัดแยกได้ในอาหาร YPD 
และอาหารสมุนไพร 
 
ตาราง ช-2 ปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ผลิตจากยีสต์ที ่แยกได้ 50 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว YPD  

ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
Anove 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

Between Groups 484.12 49 9.88 72.07 0.00 
Within Groups 13.71 100 0.14   

Total 497.83 149    

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 50 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว 
YPD ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
YM2-22 3 0.43            

YM1-03 3 0.55            

YM2-17 3 0.56            

YM2-15 3 0.57            

YM2-20 3 0.57            

YM2-12 3 0.58            

YM1-13 3 0.60            

YM2-18 3 0.62            

YM1-02 3 0.63            

YM2-01 3 0.64            

YM2-16 3 0.66            

YM2-07 3 0.71            

YM6-21 3 0.78            

YM2-04 3 0.79            

YM3-12 3 0.83            

YM2-02 3 0.85            

YM2-06 3 0.87            
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YM1-05 3 0.96            

YM1-11 3 1.01            

YM6-10 3  1.99           

YM6-06 3  2.54 2.54          

YM6-07 3  2.57 2.57          

YM6-02 3   2.75          

YM1-08 3   2.90 2.90         

YM6-04 3   3.05 3.05         

YM1-10 3   3.12 3.12         

YM6-05 3   3.21 3.21         

YM1-09 3    3.51 3.51        

YM1-16 3     3.87 3.87       

YM1-17 3     4.05 4.05 4.05      

YM6-12 3     4.08 4.08 4.08      

YM6-13 3     4.16 4.16 4.16 4.16     

YM6-20 3     4.17 4.17 4.17 4.17     

YM6-14 3      4.34 4.34 4.34 4.34    

YM6-16 3      4.34 4.34 4.34 4.34    

YM2-13 3      4.38 4.38 4.38 4.38    

YM6-17 3      4.47 4.47 4.47 4.47    

YM1-20 3      4.49 4.49 4.49 4.49 4.49   

YM6-15 3      4.51 4.51 4.51 4.51 4.51   

YM6-11 3      4.53 4.53 4.53 4.53 4.53   

YM6-18 3      4.56 4.56 4.56 4.56 4.56   

YM6-09 3      4.59 4.59 4.59 4.59 4.59 4.59  

YM1-14 3       4.78 4.78 4.78 4.78 4.78 4.78 
YM6-08 3        4.82 4.82 4.82 4.82 4.82 
YM6-03 3         4.93 4.93 4.93 4.93 
YM1-15 3         4.98 4.98 4.98 4.98 
YM5-02 3          5.20 5.20 5.20 
YM5-03 3           5.28 5.28 
YM1-12 3            5.30 
YM1-19 3            5.38 

Sig.  0.13 0.07 0.06 0.08 0.06 0.05 0.05 0.08 0.08 0.05 0.05 0.09 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตาราง ช-3 ปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ผลิตจากยีสต์ที ่แยกได้ 8 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว YPD  
ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 
Square 

F Sig. 

Between Groups 1.14 7 0.16 1.00 0.47 
Within Groups 2.61 16 0.16   

Total 3.75 23    

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 8 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว YPD 
ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 
 

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
YM1-14 3 4.78 
YM6-08 3 4.82 
YM6-03 3 4.93 
YM1-15 3 4.98 
YM5-02 3 5.20 
YM5-03 3 5.28 
YM1-12 3 5.30 
YM1-19 3 5.38 

Sig.  0.13 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ตารางที่ ช-4 ปริมาณแอลกอฮอล์ที ่ผล ิตจากยีสต์ที ่แยกได้ 8 ไอโซเลตแรกในอาหารน้ำสมุนไพร  

ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  
Anova 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 3.25 7 0.46 4.02 0.01 
Within Groups 1.85 16 0.12   

Total 5.10 23    
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 8 ไอโซเลตแรกในอาหารน้ำสมุนไพร  
ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
YM6-08 3 0.33  

YM1-15 3 0.38  

YM1-12 3 0.43  

YM1-14 3 0.82 0.82 
YM5-02 3 0.96 0.96 
YM5-03 3 0.97 0.97 
YM1-19 3  1.30 
YM6-03 3  1.30 

Sig.  0.06 0.13 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
3. การศึกษาความสามารถในการผลิตกรดทั้งหมดของแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้ในอาหาร YPD 
และอาหารสมุนไพร 
 
ตารางท่ี ช-5 ปริมาณกรดทั้งหมดที่ผลิตจากแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได้ 50 ไอโซเลตแรกในอาหาร 

YEC ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  
Anova 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 41.10 49 0.84 4.28 0.00 
Within Groups 19.63 100 0.20     
Total 60.72 149       
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณกรดอะซิติกที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 50 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว YEC ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
EM1-04 3 2.33              

CM1-05 3 2.36 2.36             

CM2-11 3 2.39 2.39             

EM6-06 3 2.50 2.50 2.50            

CM1-07 3 2.51 2.51 2.51            

EM4-01 3 2.52 2.52 2.52            

CM4-01 3 2.57 2.57 2.57 2.57           

CM6-01 3 2.59 2.59 2.59 2.59 2.59          

EM1-03 3 2.59 2.59 2.59 2.59 2.59          

CM6-02 3 2.65 2.65 2.65 2.65 2.65 2.65         

CM4-05 3 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73        

CM1-11 3 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73 2.73        

EM3-08 3 2.81 2.81 2.81 2.81 2.81 2.81 2.81 2.81       

CM5-02 3 2.95 2.95 2.95 2.95 2.95 2.95 2.95 2.95 2.95      133 
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EM5-08 3 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04 3.04     

CM1-13 3 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13 3.13    

EM5-06 3 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14 3.14    

CM1-01 3  3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22 3.22   

CM3-02 3   3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27 3.27  

EM3-02 3   3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28 3.28  

CM1-09 3   3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32 3.32  

CM3-12 3   3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34 3.34  

CM3-03 3    3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 3.40 
CM3-04 3    3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 3.41 
EM3-09 3    3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 
EM1-12 3    3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 3.44 
EM3-10 3     3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 3.47 
EM1-15 3      3.51 3.51 3.51 3.51 3.51 3.51 3.51 3.51 3.51 
CM1-08 3      3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 3.52 
EM2-04 3      3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 
CM2-09 3       3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 3.54 
CM3-06 3       3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 3.56 
CM1-02 3       3.59 3.59 3.59 3.59 3.59 3.59 3.59 3.59 134 
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EM1-07 3       3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 3.62 
EM2-02 3        3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 
EM3-11 3        3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 3.63 
CM3-13 3        3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 
CM3-05 3        3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 3.64 
EM2-01 3        3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 3.67 
EM3-05 3        3.69 3.69 3.69 3.69 3.69 3.69 3.69 
EM2-03 3         3.76 3.76 3.76 3.76 3.76 3.76 
CM3-11 3         3.76 3.76 3.76 3.76 3.76 3.76 
CM3-10 3         3.79 3.79 3.79 3.79 3.79 3.79 
EM3-03 3          3.90 3.90 3.90 3.90 3.90 
CM3-09 3          3.92 3.92 3.92 3.92 3.92 
EM3-06 3           3.95 3.95 3.95 3.95 
CM3-08 3            4.06 4.06 4.06 
EM1-14 3             4.15 4.15 
EM3-01 3             4.16 4.16 
EM3-07 3              4.25 

Sig.  0.07 0.06 0.06 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.07 0.05 0.08 0.07 0.05 0.07 
. 135 
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ตารางที่ ช-6 ปริมาณกรดทั้งหมดผลิตจากแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได้ 10 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว 
YEC ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  

Anova 
  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 0.873 9 0.097 3.783 0.006 
Within Groups 0.513 20 0.026     
Total 1.385 29       

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 10 ไอโซเลตแรกในอาหารเหลว YPD 
ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
EM2-03 3 3.76     
CM3-11 3 3.76     
CM3-10 3 3.79     
CM3-08 3 3.83     
EM3-03 3 3.90 3.90   
CM3-09 3 3.92 3.92   
EM3-06 3 3.95 3.95   
EM1-14 3   4.15 4.15 
EM3-01 3   4.16 4.16 
EM3-07 3     4.25 

Sig. 
 

0.22 0.08 0.50 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางที่ ช-7 ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ผลิตจากยีสต์ที่แยกได้ 10 ไอโซเลตแรกในอาหารน้ำสมุนไพร ในสภาวะ
นิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง  

Anova 
  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 15.21 9 1.69 34.36 0.00 
Within Groups 0.98 20 0.05     
Total 16.20 29       

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของปริมาณกรดอะซิติกที่ผลิตจากแบคทีเรียอะซิติกที่แยกได้ 10 ไอโซเลตในอาหาร
น้ำสมุนไพร หมักในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 72 ชั่วโมง 

Isolation N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
EM3-07 3 1.00             
EM3-06 3   2.05           
CM3-08 3   2.36 2.36         
CM3-11 3   2.38 2.38         
CM3-10 3     2.55 2.55       
CM3-09 3     2.69 2.69 2.69     
EM3-01 3       2.82 2.82     
EM1-14 3         3.06 3.06   
EM3-03 3           3.42 3.42 
EM2-03 3             3.67 
Sig. 

 
1.00 0.10 0.10 0.17 0.07 0.06 0.18 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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4.  การศึกษาความสามารถของยีสต์และแบคทีเรียอะซิติกที่คัดแยกได้ในการผลิตน้ำ
สมุนไพร 
 4.1  การศึกษากระบวนการหมักแบบขั้นตอนเดียว 
 
ตารางท่ี ช-8 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีและจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักร่วม 

ขั้นตอนเดียวด้วย S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่ง
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Sig. 

pH 
Between Groups 1.38 13 0.11 92.34 0.00 
Within Groups 0.03 28 0.00   

Total 1.41 41    

น้ำตาลทั้งหมด  

Between Groups 2119370.45 13 163028.50 1682.78 0.00 
Within Groups 2712.66 28 96.88   

Total 2122083.11 41    

แอลกอฮอล์  

Between Groups 560.23 13 43.09 434.55 0.00 
Within Groups 2.78 28 0.10   

Total 563.00 41    

กรดทั้งหมด 
Between Groups 74.58 13 5.74 465.05 0.00 
Within Groups 0.35 28 0.01   

Total 74.92 41    

S. pombe 
Between Groups 127.12 13 9.78 377.42 0.00 
Within Groups 0.73 28 0.03   

Total 127.85 41    

น้ำตาลทั้งหมด  

Between Groups 175.20 13 13.48 192.70 0.00 
Within Groups 1.96 28 0.07   

Total 177.16 41    

สารประกอบ 
ฟีนอลิก 

Between Groups 4759661.30 13 366127.79 169.13 0.00 
Within Groups 60614.39 28 2164.80   

Total 4820275.69 41    

Between Groups 372.36 13 28.64 11.25 0.00 
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ค่าการดักจับ
อนุมูลอิสระ 

DPPH 

Within Groups 71.27 28 2.55   

Total 443.63 41    

ค่า IC50 ของ 
DPPH 

Between Groups 0.06 13 0.00 986.42 0.00 
Within Groups 0.00 28 0.00   

Total 0.06 41    

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของค่า pH ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย S. pombe YM1-12 
และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
32 3 3.07      

28 3 3.09      

24 3  3.20     

0 3   3.26    

20 3   3.31    

18 3    3.37   

16 3     3.45  

2 3     3.48  

4 3      3.55 
6 3      3.56 
12 3      3.57 
8 3      3.58 
14 3      3.59 
10 3      3.59 
Sig.  0.63 1.00 0.10 1.00 0.34 0.20 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของน้ำตาลทั้งหมดระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย S. pombe 
YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
32 3 45.83    

18 3 46.68    

20 3 47.22    

28 3 48.75    

12 3 48.97    

24 3 49.88    

14 3 50.08    

16 3 50.48    

10 3 55.48    

6 3 56.94    

8 3 57.41    

4 3  125.15   

2 3   609.88  

0 3    771.14 
Sig.  0.23 1.00 1.00 1.00 

 
ความแตกต่างของแอลกอฮอล์ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย S. pombe YM1-12 
และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

32 3 0.23           

28 3  0.89          

0 3   1.62         

24 3    2.77        

20 3     3.71       

18 3      4.31      

2 3      4.41      

16 3       6.06     
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4 3        8.54    

14 3        8.59    

12 3         9.16   

10 3         9.31   

8 3          10.66  

6 3           11.63 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.69 1.00 0.87 0.57 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย 
S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
2 3 1.27      

0 3 1.31      

4 3 1.37      

6 3 1.37      

10 3 1.39      

8 3 1.42      

16 3 1.43      

14 3 1.44      

12 3 1.45      

18 3  2.33     

20 3   2.80    

24 3    4.16   

28 3     4.68  

32 3      5.12 
Sig.  0.10 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของยีสต์ S. pombe ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย S. pombe 
YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 32 วัน 
ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
32 3 3.38           

28 3 3.48           

24 3  3.89          

20 3   4.72         

18 3    5.03        

16 3    5.18 5.18       

14 3     5.36       

0 3      6.34      

12 3      6.39      

10 3       6.90     

8 3        7.38    

6 3         8.01   

2 3          8.36  

4 3           8.93 
Sig.  0.45 1.00 1.00 0.25 0.19 0.73 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของแบคทีเรีย A. pasteurianus ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย S. 
pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที ่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
12 3 1.84         

10 3  2.73        

8 3   3.61       

14 3   3.72       

32 3    5.32      

16 3    5.43      

28 3     6.43     
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18 3     6.48 6.48    

2 3     6.72 6.72    

0 3      6.91    

6 3       7.47   

24 3        7.93  

20 3         8.38 
4 3         8.42 

Sig.  1.00 1.00 0.69 0.63 0.22 0.07 1.00 1.00 0.85 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของปริมาณสารประกอบฟีนอลิกระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย  
S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0 3 470.84        

2 3  1424.85       

4 3   1507.96      

6 3   1538.80      

8 3    1632.08     

10 3    1635.97 1635.97    

12 3    1655.99 1655.99    

14 3    1699.71 1699.71 1699.71   

16 3    1703.54 1703.54 1703.54   

18 3    1716.89 1716.89 1716.89   

20 3     1721.77 1721.77   

24 3      1785.82 1785.82  

28 3       1834.10  

32 3        1954.54 

Sig.  1.00 1.00 0.42 0.06 0.05 0.05 0.21 1.00 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของค่าการดักจับอนุมูลอิสระ DPPH (ร้อยละ) ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอน
เดียวด้วย S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส นาน 32 วัน 

ระยะเวลาหมัก 
(วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
0 3 89.83   

2 3  94.56  

4 3  95.90  

14 3   99.81 
16 3   99.95 
18 3   99.98 
28 3   100.02 
20 3   100.03 
32 3   100.05 
8 3   100.06 
24 3   100.06 
12 3   100.18 
10 3   100.19 
6 3   100.34 

Sig.  1.00 0.31 0.73 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของค่า IC50 ของ DPPH (µL/mL) ระหว่างกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียวด้วย 
S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 32 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
32 3 0.017       

28 3 0.019 0.019      

20 3 0.019 0.019      

24 3 0.020 0.020      
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18 3 0.020 0.020 0.020     

16 3 0.022 0.022 0.022     

12 3  0.023 0.023     

14 3  0.023 0.023     

10 3   0.024 0.024    

8 3    0.028 0.028   

6 3     0.028   

4 3     0.029   

2 3      0.034  

0 3       0.171 
Sig.  0.057 0.060 0.076 0.050 0.489 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
4.2  การศึกษากระบวนการหมักแยกสองข้ันตอน 
 
ตารางท่ี ช-9 การเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีและจุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมักแยก 

สองข้ันตอนด้วย S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Sig. 

pH 
Between Groups 1.01 11 0.09 295.36 0.00 
Within Groups 0.01 24 0.00   

Total 1.02 35    

น้ำตาลทั้งหมด  

Between Groups 277229.89 11 25202.72 414.15 0.00 
Within Groups 1460.49 24 60.85   

Total 278690.37 35    

แอลกอฮอล์  

Between Groups 119.26 11 10.84 511.92 0.00 
Within Groups 0.51 24 0.02   

Total 119.77 35    

กรดทั้งหมด Between Groups 60.34 11 5.49 281.73 0.00 
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Within Groups 0.47 24 0.02   

Total 60.80 35    

S. pombe 
Between Groups 457.36 11 41.58 50060.59 0.00 
Within Groups 0.02 24 0.00   

Total 457.38 35    

น้ำตาลทั้งหมด  

Between Groups 284.92 11 25.90 1184.38 0.00 
Within Groups 0.52 24 0.02   

Total 285.44 35    

สารประกอบ 
ฟีนอลิก 

Between Groups 4525567.89 11 
411415.2

6 
122.14 0.00 

Within Groups 80843.12 24 3368.46   

Total 4606411.00 35    

ค่าการดักจับ
อนุมูลอิสระ 

DPPH 

Between Groups 346.90 11 31.54 212.38 0.00 
Within Groups 3.56 24 0.15   

Total 350.46 35    

ค่า IC50 ของ 
DPPH 

Between Groups 0.02 11 0.00 297.13 0.00 
Within Groups 0.00 24 0.00   

Total 0.02 35    

 
ความแตกต่างของค่า pH ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย S. pombe YM1-12 และ 
A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 
22 3 3.04        

20 3  3.09       

18 3   3.16      

16 3   3.18      

0 3    3.23     

14 3    3.24     

12 3     3.30    

10 3      3.38   

8 3       3.46  
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6 3        3.52 
4 3        3.52 
2 3        3.53 

Sig.  1.00 1.00 0.18 0.49 1.00 1.00 1.00 0.67 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของน้ำตาลทั้งหมดระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย S. pombe YM1-12 
และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
22 3 396.22       

20 3 403.09 403.09      

18 3  411.50 411.50     

16 3  416.67 416.67 416.67    

14 3   417.36 417.36    

12 3   418.13 418.13 418.13   

10 3   418.90 418.90 418.90   

6 3   423.07 423.07 423.07   

8 3    428.47 428.47   

4 3     432.33   

2 3      519.06  

0 3       724.64 
Sig.  0.29 0.05 0.12 0.11 0.06 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของแอลกอฮอล์ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย S. pombe YM1-12 
และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
22 3 0.30          
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20 3 0.54          

18 3  0.82         

0 3   1.39        

16 3   1.47        

14 3    1.80       

12 3     2.35      

2 3      3.04     

10 3       3.66    

8 3        4.46   

6 3         5.28  

4 3          6.18 
Sig.  0.06 1.00 0.51 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของกรดทั้งหมดระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย S. pombe YM1-12 
และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
2 3 1.25       

4 3 1.27       

0 3 1.31       

6 3 1.35       

8 3  1.85      

10 3   2.41     

12 3    3.30    

14 3     3.78   

16 3     3.84   

18 3     3.94   

20 3      4.20  

22 3       4.91 
Sig.  0.43 1.00 1.00 1.00 0.20 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของยีสต์ S. pombe ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย S. pombe 
YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
6 3 0.00    

8 3 0.00    

10 3 0.00    

12 3 0.00    

14 3 0.00    

16 3 0.00    

18 3 0.00    

20 3 0.00    

22 3 0.00    

0 3  6.28   

4 3   8.98  

2 3    9.03 
Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของแบคทีเรีย A. pasteurianus ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย  
S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 22 วัน 
 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
0 3 0.00         

2 3 0.00         

22 3  3.88        

20 3   4.29       

18 3    5.40      

16 3     6.12     
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14 3      6.73    

4 3       7.08   

12 3        7.69  

10 3        7.77  

6 3         8.26 
8 3         8.40 

Sig.  1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.53 0.24 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของสารประกอบฟีนอลิกระหว่างกระบวนการหมักแยกสองข้ันตอนด้วย S. pombe 
YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
0 3 477.53       

4 3  1507.41      

6 3  1514.74      

8 3  1589.89 1589.89     

10 3   1650.18 1650.18    

12 3   1693.58 1693.58 1693.58   

14 3   1693.73 1693.73 1693.73   

2 3    1718.29 1718.29   

16 3    1727.83 1727.83 1727.83  

18 3     1785.15 1785.15  

20 3      1827.41 1827.41 
22 3       1908.38 
Sig.  1.00 0.11 0.05 0.15 0.08 0.06 0.10 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระ DPPH ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนด้วย 
S. pombe YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
นาน 22 วัน 

ระยะเวลา
หมัก (วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
0 3 89.05    

2 3  96.17   

8 3   98.07  

4 3   98.15  

6 3   98.38  

10 3    99.81 
12 3    100.03 
14 3    100.05 
22 3    100.17 
16 3    100.72 
18 3    100.43 
20 3    100.53 
Sig.  1.00 1.00 0.37 0.05 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของค่า IC50 ของ DPPH ระหว่างกระบวนการหมักแยกสองข้ันตอนด้วย S. pombe 
YM1-12 และ A. pasteurianus EM2-03 ในสภาวะนิ่งท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 22 วัน 

ระยะเวลาหมัก 
(วัน) 

N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
22 3 0.017   

20 3 0.019 0.019  

14 3 0.020 0.020  

16 3 0.020 0.020  

18 3 0.020 0.020  

12 3 0.020 0.020  

2 3 0.022 0.022  
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4 3 0.022 0.022  

10 3 0.022 0.022  

8 3 0.023 0.023  

6 3  0.023  

0 3   0.102 
Sig.  0.050 0.068 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
4.5  การเปรียบเทียบคุณภาพของน้ำหมักสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักแบบร่วม
ขั้นตอนเดียว กระบวนการหมักแยกสองขั้นตอนของเชื้อบริสุทธิ์ที่คัดแยกได้กับน้ำหมัก
สมุนไพรทางการค้า 
 
ตารางท่ี ช-10 คุณภาพทางเคมีและฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระของน้ำสมุนไพรหมักท่ีได้จากกระบวนการ 

หมักร่วมขั้นตอนเดียว กระบวนการหมักแยกสองขั้นตอน และกระบวนการหมักทางการ
ค้า 

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Sig. 

pH 
Between Groups 0.00 2 0.00 2.94 0.13 
Within Groups 0.00 6 0.00   

Total 0.01 8    

น้ำตาล
ทั้งหมด 

Between Groups 221693.14 2 110846.57 253.39 0.00 
Within Groups 2624.76 6 437.46   

Total 224317.91 8    

แอลกอฮอล์ 
Between Groups 10.34 2 5.17 506.45 0.00 
Within Groups 0.06 6 0.01   

Total 10.40 8    

กรดอะซิติก 
Between Groups 0.07 2 0.03 2.02 0.21 
Within Groups 0.10 6 0.02   

Total 0.17 8    

Between Groups 462338.45 2 231169.23 72.10 0.00 
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สารประกอบ
ฟีนอลิก 

Within Groups 19236.93 6 3206.16   

Total 481575.39 8    

IC50 
Between Groups 0.00 2.00 0.00 6.00 0.04 
Within Groups 0.00 6.00 0.00   

Total 0.00 8.00    

 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของค่า pH ระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การ
หมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักทางการค้า 3 3.03 

การหมักแยกสองขั้นตอน 3 3.04 
การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 3 3.07 

Sig.  0.07 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของกรดทั้งหมดระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอน
เดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักแยกสองขั้นตอน 3 4.91 

การหมักทางการค้า 3 5.05 
การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 3 5.12 

Sig.  0.10 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของน้ำตาลทั้งหมดระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอน
เดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

การหมักขั้นตอนเดียว 3 45.88  

การหมักทางการค้า 3  334.26 
การหมักสองขั้นตอน 3  396.22 

Sig.  1.00 0.07 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของแอลกอฮอล์ระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอน
เดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 3 0.23  

การหมักแยกสองขั้นตอน 3 0.30  

การหมักทางการค้า 3  1.54 
Sig.  0.45 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของฟีนอลิกระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว 
การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 
 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

การหมักสองขั้นตอน 3 1908.38  

การหมักขั้นตอนเดียว 3 1954.54  

การหมักทางการค้า 3  2410.60 
Sig.  0.36 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของค่า IC50 ของอนุมูลอิสระ DPPH ระหว่างน้ำสมุนไพรหมักที ่ ได ้จาก
กระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

น้ำสมุนไพรหมัก N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

การหมักทางการค้า 3 0.016 
 

การหมักขั้นตอนเดียว 3 
 

0.017 
การหมักสองขั้นตอน 3 

 
0.017 

Sig. 
 

1.000 1.000 
 
5.  การปรับปรุงรสชาติผลิตภัณฑ์และการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
ตารางท่ี ช-11 ความแตกต่างคุณลักษณะทางเคมีของผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มน้ำสมุนไพรจากกระบวนการ
หมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองข้ันตอน และการหมักทางการค้าทางการค้า 

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Sig. 

pH 
Between Groups 0.00 2 0.00 0.64 0.56 
Within Groups 0.00 6 0.00   

Total 0.00 8    

น้ำตาลทั้งหมด 
Between Groups 52258.92 2 26129.46 32.67 0.00 
Within Groups 4799.16 6 799.86   

Total 57058.07 8    

แอลกอฮอล์ 
Between Groups 0.35 2 0.18 4246.52 0.00 
Within Groups 0.00 6 0.00   

Total 0.35 8    

กรดอะซิติก 
Between Groups 0.55 2 0.28 96.06 0.00 
Within Groups 0.02 6 0.00   

Total 0.57 8    

สารประกอบ 
ฟีนอลิก 

Between Groups 642225.47 2 321112.73 592.07 0.00 
Within Groups 3254.15 6 542.36   

Total 645479.61 8    

ค่า IC50 ของ 
DPPH 

Between Groups 0.00 2 0.00 2.53 0.16 
Within Groups 0.00 6 0.00   

Total 0.00 8    
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Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของค่า pH ระหว่างผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วม
ขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองข้ันตอน และการหมักทางการค้าทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักขั้นตอนเดียว 3 3.26 
การหมักทางการค้า 3 3.26 
การหมักสองขั้นตอน 3 3.27 

Sig.  0.32 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของกรดทั้งหมด (ร้อยละกรดอะซิติก) ระหว่างผลิตภัณฑ์ระหว่างผลิตภัณฑ์
เครื่องดื่มสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการ
หมักทางการค้าทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
การหมักทางการค้า 3 2.15   

การหมักสองขั้นตอน 3  2.61  

การหมักขั้นตอนเดียว 3   2.73 
Sig.  1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของน้ำตาลทั้งหมดระหว่างผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมัก
ร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองข้ันตอน และการหมักทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

การหมักขั้นตอนเดียว 3 241.20  

การหมักทางการค้า 3  374.07 
การหมักสองขั้นตอน 3  421.17 

Sig.  1.00 0.09 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ความแตกต่างของแอลกอฮอล์ระหว่างผลิตภัณฑ์ระหว่างผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มสมุนไพรที่ได้จาก
กระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองข้ันตอน และการหมักทางการค้าทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
การหมักสองขั้นตอน 3 0.10   

การหมักขั้นตอนเดียว 3  0.16  

การหมักทางการค้า 3   0.55 
Sig.  1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของสารประกอบฟีนอลิกระหว่างผลิตภัณฑ์ระหว่างผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มสมุนไพรที่
ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า
ทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
การหมักขั้นตอนเดียว 3 1134.82   

การหมักสองขั้นตอน 3  1248.99  

การหมักทางการค้า 3   1749.88 
Sig.  1.00 1.00 1.00 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ความแตกต่างของค่า IC50 ของอนุมูลอิสระ DPPH ระหว่างผลิตภัณฑ์ระหว่างผลิตภัณฑ์
เครื่องดื่มสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการ
หมักทางการค้าทางการค้า 

เครื่องดื่มน้ำสมุนไพร N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักทางการค้า 3 0.027 

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 3 0.027 
การหมักแยกสองขั้นตอน 3 0.028 

Sig.  0.075 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
6. การทดสอบทางประสาทสัมผัส 
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ตารางที่ ช-12  การทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์เครื ่องดื ่มน้ำสมุนไพรที ่ได ้จาก 
กระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Anova 

 Sum of 
Squares 

df 
Mean 

Square 
F Sig. 

ความใส 
Between Groups 1.75 2 0.87 0.73 0.48 
Within Groups 100.07 84 1.19     

Total 101.82 86       

สี 
Between Groups 5.79 2 2.90 2.04 0.14 
Within Groups 119.31 84 1.42     

Total 125.10 86       

กล่ิน 
Between Groups 7.89 2 3.94 1.28 0.28 
Within Groups 259.03 84 3.08     

Total 266.92 86       

ความ
หวาน 

Between Groups 2.30 2 1.15 0.59 0.55 
Within Groups 162.55 84 1.94     

Total 164.85 86       

ความ
เปรี้ยว 

Between Groups 8.44 2 4.22 2.50 0.09 
Within Groups 141.52 84 1.68     

Total 149.95 86       

ความชอบ
โดยรวม 

Between Groups 8.02 2 4.01 3.74 0.03 
Within Groups 90.21 84 1.07     

Total 98.23 86       
 
Post Hoc Tests 
Homogeneous Subsets 
ความแตกต่างของความใสระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรที่ได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว 
การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักทางการค้า 30 6.53 

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 6.65 
การหมักแยกสองขั้นตอน 30 6.88 

Sig.  0.208 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000. 



159 

ความแตกต่างของสีระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การหมัก
แยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักทางการค้า 30 6.18 

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 6.35 
การหมักแยกสองขั้นตอน 30 6.76 

Sig.  0.069 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000. 
 
ความแตกต่างของกลิ่นระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว การ
หมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 5.00 

การหมักทางการค้า 30 5.06 
การหมักแยกสองขั้นตอน 30 5.65 

Sig.  0.155 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000. 
 
ความแตกต่างของความหวานระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว 
การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 
การหมักทางการค้า 30 5.88 

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 6.06 
การหมักแยกสองขั้นตอน 30 6.18 

Sig.  0.429 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000. 
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ความแตกต่างของความเปรี้ยวระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรได้จากกระบวนการหมักร่วมขั้นตอนเดียว 
การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 5.59  

การหมักทางการค้า 30 5.88 5.88 
การหมักแยกสองขั้นตอน 30  6.35 

Sig.  0.365 0.148 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 34.000. 
 
ความแตกต่างของความชอบโดยรวมระหว่างเครื่องดื่มน้ำสมุนไพรได้จากกระบวนการหมักร่วม
ขั้นตอนเดียว การหมักแยกสองขั้นตอน และการหมักทางการค้า 

Sample N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 
การหมักทางการค้า 30 6.06  

การหมักร่วมขั้นตอนเดียว 30 6.06  

การหมักแยกสองขั้นตอน 30  6.65 
Sig.  1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 30.000. 
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ชือ่   นางสาวรุจิรา ทองเหลือดี 
วัน เดือน ปีเกิด  21 กรกฎาคม 2537 
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เจดีย์ จ.สมุทรปราการ 10290 
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3.33  สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
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ครั้งที่ 11.  กรุงเทพ. 

 


