
 
 
 
 

 

25

 
บทที่ 3 

  อุปกรณ์  และวธีิการวจิยั 
 
3.1  อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลองและ  เคมีภณัฑ์ 
        3.1.1 สารเคมี 

      ได-โพแตสเซียม ไฮโดรเจน  ออร์โทฟอสเฟต (Di-potassium hydrogen   

               orthophosphate : K2HPO4) 

      แมกนีเซียม ซลัเฟต เฮปาไฮเดรต (Magnesium sulfate hepahydrate :  

                MgSO4.7H2O) 

      แคลเซียมคาร์บอเนต (Calcium carbonate : CaCO3) 

      โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride : NaCl) 

      ยีสต์ เอ็กแทรกซ์ (BactoTM yeast extract) 

      โพลีเป็ปโตน (Polypeptone) 

      กรดอะซติกิเข้มข้น (Glacial acetic acid) 

      โซเดียมอะซเิตท แอนไฮดรัส (Sodium acetate anhydrous) 

      โซเดียมแลคเตท (60% Sodium lactate) 

      ไดเอทิลอีเทอร์ (Diethyl ether) 

      เบนซนิ (Benzene) 

      อะซีโตไนไตรท์ (Acetonitrite) 

      แอลกอฮอล์บริสทุธ์ิ (Absolute ethanol) 

      แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซน็ต์ (70% Alcohol) 

      แอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซน็ต์ (95% Alcohol) 

      กลีเซอรอล (Glycerol) 

      นํา้มนัพาราฟิน (Paraffin  oil) 

      เมทานอล (Methanol) 

      อะซีโตน (Acetone) 

      ดี-กลโูคส (D-glucose) 

      ซอร์บทิอล (Sorbitol) 

      ซโูครส (Sucrose) 
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        3.1.2 จุลินทรีย์ทดสอบ 

      ประกอบด้วยสายพนัธุ์อ้างอิงดงันี ้

      Acetobacter aceti (Beijerinck, 1898) BCC 12455T 

     Gluconobacter oxydans (Deley, 1961) BCC 12337T 

     Gluconacetobacter liquefaciens (Yamada et al., 1997) BCC 12274T 

      Asaia bogorensis (Yamada et al., 2000) BCC 12264T 

 Swaminathania  salitolerans  (Loganathan and Nair, 2004)BCC 17684T 

 Kozakia  ballensis  (Lisdiyanti et al., 2002)BCC 12275T 
       3.1.3  อาหารเลีย้งเชือ้ 

      กลโูคส-เอทานอล-อะซติกิ-แอซดิมีเดียม (Glucose-ethanol-acetic acid medium) 

      ซอร์บทิอลมีเดียม (Sorbitol  medium) 

      เมทานอลมีเดียม (Methanol medium) 

       แมนนิทอลมีเดียม (Mannitol medium) 

      กลูโคส-เอทานอล-แคลเซียมคาร์บอเนตอะการ์เพลท (Glucose-ethanol-calcium 

carbonate agar plate) 

      พรีเซอร์เวชัน่มีเดียม (Preservation medium) 

      เทสต์มีเดียม (Test medium) 

      ฮิวก์ แอนลฟิสนัมีเดียม (Hugh and Leifson’s medium) 

      ออกซเิดชัน่ออฟอะซเิตท/แลคเตทมีเดียม (Oxidation of Acetate/Lactate medium) 

      กลโูคส-เอทานอลมีเดียม (Glucose ethanol medium) 

      ดฟิฟีเรนกลโูคสมีเดียม (Different glucose medium) 

 
3.1.4 อุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในการทดลอง 
                  ตู้บม่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส (incubater 30 0C) 

          เคร่ืองชัง่สาร 4  ตําแหน่ง (scales meter) 

    หม้อนึง่ความดนัไอ (autoclave) 

  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) 

      เคร่ืองอบลมร้อน  (hot air oven) 

      ตู้ เข่ียเชือ้ (lamina flow) 
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      ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส (freezer)  

      เคร่ืองเขยา่สาร (shaker) 

      เคร่ืองฉายแสง UV ความยาวคลื่น 254 nm (UV lamp projecter) 

      ไมโครปิเปต (micropipette) 

 
3.2 การเก็บตวัอย่างและการคัดแยกแบคทเีรียที่ผลิตกรดนํา้ส้มสายชู  
                  แหล่งของตัวอย่าง ท่ี นํามาคัดแยกเชื อ้   ได้แก่   อาหารหมักดองในเขตดุสิต 

กรุงเทพมหานคร โดยทําการเก็บตวัอย่าง จากตลาดเทเวศร์   ตลาดมหานาค  ตลาดศรีย่าน และ

ตลาดราชวตัร ทําการเก็บตวัอย่าง 2 ครัง้ในเดือนมิถุนายนและเดือนสิงหาคม ได้ตวัอย่างรวม

ทัง้สิน้  56  ตวัอย่าง  ได้แก่  ผกักาดดอง   หน่อไม้ดอง   หน่อไม้ปีË บ   หวัไฉ่โป๊ว   กระเทียมดอง 

บ๊วยดองเคม็  เต้าเจีย้ว  เต้าหู้ ยี ้ ต้นหอมดอง  กระหลํ่าปลีดอง  ผกับุ้งดอง   ผกัรวมดอง 

 
3.3. การคัดแยกแบคทเีรียที่ผลิตกรดนํา้ส้มสายชู 

3.3.1 นําตวัอย่างมาบดใส่ในอาหาร enrichment culture ทัง้ 5 ชนิด ได้แก่ Glucose-

ethanol-acetic acid medium (pH 3.5), Sorbitol medium (pH 3.5), 30% Glucose medium 

(pH 3.5), Mannitol medium  (pH 3.5) และ Methanol medium (pH 3.5) 

3.3.2 นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 3-7 วนั 

3.3.3 นําหลอดท่ีมีการเจริญของจลุินทรีย์มาคดัแยกแบคทีเรียท่ีผลิตกรดนํา้ส้มสายช ู บน

อาหาร Glucose-ethanol-calcium carbonate agar plate  โดยการ streak plate 

3.3.4 บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 2-3 วนั 

3.3.5 คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีโซนใสรอบโคโลนีซึ่งคาดว่าเป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรด

นํา้ส้มสายชมูาทําให้เป็นแบคทีเรียบริสทุธ์ิ (pure culture) บนอาหาร Glucose-ethanol-calcium 

carbonate agar plate อีกครัง้ 

3.3.6 นําแบคทีเรียบริสทุธ์ิท่ีได้ไปเก็บรักษาในอาหาร maintainent medium ท่ีอณุหภมูิ 4 

องศาเซลเซียสเพื่อเก็บรักษาแบคทีเรียไว้ทําการทดสอบตอ่ไป 

 
3.4  การจัดจาํแนกแบคทเีรียที่ผลิตกรดนํา้ส้มสายชู  
3.4.1 การทดสอบความสามารถในการออกซิไดซ์และการหมกั (Oxidation – Fermentation test, 

O/F test) 
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3.4.1.1 เพาะแบคทีเรียบริสทุธ์ิในอาหารฮิวก์แอนลิฟสนัมีเดียม (Hugh and Leifson’s 

medium) เชือ้ละ  2 หลอด  โดยการแทงด้วยเข็มเข่ียเชือ้ลงไปตรงๆ ในหลอด (stab inoculation) 

3.4.1.2 หลงัจากเพาะแบคทีเรีย เทพาราฟินเหลวท่ีผ่านการฆ่าเชือ้ลงในหลอดใดหลอด

หนึง่ประมาณ  3  มิลลลิติร  เพ่ือให้เป็นสภาวะท่ีไมมี่ออกซเิจน 

3.4.1.3 บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั  

3.4.1.4 การอ่านผล : (+/-) หมายถึง หลอดท่ีไม่ได้ปิดทบัด้วยนํา้มนัพาราฟินเปลี่ยนเป็นสี

เหลืองแต่หลอดท่ีมีนํา้มันพาราฟินเป็นสีเขียว , (+/+) หมายถึง มีการเปลี่ยนเป็นสีเหลืองทัง้ 2 

หลอด 

 

3.4.2. การทดสอบ Catalase 

 3.4.2.1 นําแบคทีเรียท่ีมีอาย ุ 24 – 48 ชัว่โมงมาทําการป้ายลงบน แผน่สไลด์ท่ีสะอาด 

 3.4.2.2 หยด Hydrogen peroxide ลงบริเวณท่ีทําการป้ายเชือ้ 

 3.4.2.3 การอ่านผล : + หมายถึง แบคทีเรียเกิดปฏิกิริยากบั Hydrogen peroxide , - 

หมายถึงไมเ่กิดปฏิกิริยา 

 

3.4.3. การทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีกลโูคสความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ (Growth on 30% 

Glucose) 

 3.4.3.1 เพาะแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบในอาหารกลูโคส-เอทานอล-แคลเซียม 

คาร์บอเนต   อะการ์ (Glucose-ethanol-calcium carbonate agar plate) เป็นเวลา 2-3 วนั 

 3.4.3.2 นําแบคทีเรียมา streak ลงบนอาหารกลโูคส (Glucose medium) ท่ีมีความ

เข้มข้นของนํา้ตาลกลโูคส 30 เปอร์เซน็ต์ 

 3.4.3.3 บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั 

 3.4.3.4 ถ้าแบคทีเรียสามารถเจริญบนอาหารได้แสดงว่าเป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรด

นํา้ส้มสายชใูนสกลุ Asaia , Gluconobacter และ Gluconacetobacter 

 3.4.3.5 อ่านและบนัทึกผลโดย : + หมายถึงแบคทีเรียสามารถเจริญได้, - หมายถึง 

แบคทีเรียไมส่ามารถเจริญ 

 

3.4.4. การทดสอบการออกซไิดซ์อะซเิตทและแลคเตท (Oxidation of Acetate and Lactate) 

 การทดลองในครัง้นีใ้ช้วิธีของ Leifson’s method ซึง่ปฏิบตัดิงันี ้
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 3.4.4.1 เจือจางแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความ

เข้มข้น 0.85 เปอร์เซน็ต์ ปริมาตร 1 มิลลลิติร 

 3.4.4.2 ถ่ายสารละลายเซลล์แขวนลอยปริมาตร 30 ไมโครลิตร  ลงในอาหารทดสอบการ

ออกซไิดซ์อะซเิตทและแลคเตท 

 3.4.4.3 นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส แล้วตรวจสอบผล  ทกุ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 

7 วนั 

 3.4.4.4 อ่านและบนัทึกผลโดย : + หมายถึง อาหารเลีย้งเชือ้เป็นสีนํา้เงิน, - หมายถึง 

อาหารเลีย้งเชือ้เป็นสีเหลือง, w หมายถึง อาหารเลีย้งเชือ้เป็นสีนํา้เงินแกมเขียว 

 

3.4.5. การตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรีย 

 3.4.5.1 เจือจางแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความ

เข้มข้น 0.85 เปอร์เซน็ต์ ปริมาตร 1 มิลลลิติร 

 3.4.5.2 ถ่ายสารละลายเซลล์แขวนลอยปริมาตร 30 ไมโครลิตร  ลงในอาหารทดสอบ 

ได้แก่ อาหารกลูโคส-เอทานอลที่เติมกรดอะซิติก เข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ พีเอช 3.5 (Glucose-

ethanol with 0.3% acetic acid medium) อาหารกลโูคส-เอทานอล พีเอช 3.5 (Glucose-

ethanol) , อาหารซอร์บิทอล พีเอช 3.5 (Sorbitol medium), อาหารซูโครสท่ีเติมกรดอะซิติก 

เข้มข้น 0.3 เปอร์เซน็ต์ พีเอช 3.5 (Sucrose with 0.3% acetic acid medium) 

 3.4.5.3 นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส แล้วตรวจสอบการเจริญของแบคทีเรียทกุ 

24 ชัว่โมง โดยสงัเกตความขุน่ของอาหาร เป็นเวลา 7 วนั 

 3.4.5.4  อา่นและบนัทกึผลโดย : +++  หมายถึง เจริญดีมาก , ++  หมายถึง  เจริญดี ,  +  

หมายถึง  เจริญเลก็น้อย, -  หมายถึง แบคทีเรียไมส่ามารถเจริญได้ 

 

3.4.6. ทดสอบการเจริญบนอาหารที่ พีเอชตา่งๆ  (Growth on different pH) 

 3.4.6.1 เจือจางแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ความ

เข้มข้น 0.85 เปอร์เซน็ต์ ปริมาตร 1 มิลลลิติร 

 3.4.6.2 ถ่ายสารละลายเซลล์แขวนลอยปริมาตร 30 ไมโครลิตร    ลงในอาหารกลโูคส-   

เอทานอล  (Glucose-ethanol medium) ท่ีมีพีเอชตา่งๆ กนั คือ 3.0 , 3.5 , 4.0 , 4.5 , 5.0 , 5.5 

และ 6.0 

3.4.6.3 บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลทกุ 24 ชัว่โมง เป็นเวลา 7 วนั 
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3.4.6.4 ตรวจสอบผลการเจริญของแบคทีเรียโดยสงัเกตความขุน่ของอาหาร 

3.4.6.5 อ่านและบนัทึกผลโดย : +++  หมายถึง เจริญดีมาก , ++  หมายถึง  เจริญดี ,  +  

หมายถึง  เจริญเลก็น้อย, -  หมายถึงแบคทีเรียไมส่ามารถเจริญได้ 

 

 
3.5. การเก็บรักษา 
 เม่ือตรวจสอบพบว่าแบคทีเรียท่ีคดัแยกได้ คือ แบคทีเรียกลุม่ acetic acid bacteria  ให้

นําแบคทีเรียสายพนัธุ์ดงักล่าวเก็บในอาหาร Preservation medium ท่ีอุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียส 
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