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บทคัดย่อ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือติดตามจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการหมักน้้าสับปะรด
กลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ น้าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองอายุในระยะ
เก็บเกี่ยวจาก จ.ตราด มาคั้นน้้าทั้งเปลือกแล้วน้าน้้าสับปะรดคั้นสดมาปล่อยให้เกิดการหมัก
แบบธรรมชาติที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส) นาน 7 วัน ติดตามวิเคราะห์
ผลทางจุลชีววิทยาทุกวัน แล้วน้าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้มาจัดจ้าแนกสายพันธุ์เบื้องต้นตาม
ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเซลล์ พบว่าจ้านวนประชากรยีสต์และราในน้้าสับปะรด
คั้นสดมีค่าเริ่มต้นเท่ากับ 6.1±0.1  log cfu/ml จากนั้นเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วประมาณ 2 log 
cycle ในช่วง 4 วันแรกของการหมัก โดยมีประชากรยีสต์และราทั้งหมดเท่ากับ 8.2±0.1 log 
cfu/ml ในวันสุดท้ายของการหมัก เมื่อน้ายีสต์และรามาคัดแยกเบื้องต้น สามารถแบ่งยีสต์
และราได้เป็น 12 กลุ่ม คือ A B C D E F G H I J K และ L ส้าหรับจ้านวนประชากรแบคทีเรีย
กรดแลคติกในน้้าสับปะรดคั้นสดมีค่าเริ่มต้นเท่ากับ 5.0±2.4 log cfu/ml และเพ่ิมขึ้น 3 log 
cfu/ml ในระหว่างวันที่ 0-3 ของการหมัก โดยมีจ้านวนประชากรสูงสุดเท่ากับ 8.1±0.3 log 
cfu/ml ในวันที่ 3 ของการหมัก เมื่อน้าแบคทีเรียกรดแลคติกมาคัดแยกเบื้องต้น สามารถ
แบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ A E และ H อย่างไรก็ตาม ไม่สามารถตรวจพบแบคทีเรียกรดอะซิติก
ในระหว่างการหมักน้้าสับปะรดคั้นสดจากการศึกษานี้ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

The main goal of this study is to undertake the investigation of 
microorganism associated with spontaneous Queen pineapple juice 
fermentation. Initially, Queen pineapple, Trad-seethong varieties, samples at 
harvesting stage were collected from Trad Province. The natural fermentation 
of whole fresh crushed pineapple juice was conducted at ambient temperature 
(28-30°C) for 7 days. The microbiological properties of pineapple juice were 
monitored everyday throughout the fermentation. The basically characteristics 
of microorganism isolates were identified including colony and cell 
morphologies. The initial population of yeast and mold was 6.1±0.1 log cfu/ml 
and rapidly increased 2 log cycle in 4 days of fermentation. Yeast and mold 
population was 8.2±0.1 log cfu/ml at the final of fermentation. Based on the 
results of characterization, Yeast and mold were divided to 12 groups, i.e. A, B, 
C, D, E, F, G, H, I, J, K and L. Lactic acid bacteria population were found to have 
an initial value of 5.0±2.4 log cfu/ml and increased approximately 3 log cfu/ml 
during 1-3 days of fermentation. The maximum population was 8.1±0.3 log 
cfu/ml on day 3 of fermentation. Based on the results of characterization, lactic 
acid bacteria isolates were divided to 3 groups, i.e. A, E and H. However, acetic 
acid bacteria population were not found in this study. 
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บทน ำ  (Introduction) 

1. เนื้อหำของเรื่องท่ีเคยมีผู้ท ำกำรวิจัยมำก่อน 
1.1 สับปะรด  

  สับปะรด (Pineapple; Ananus comosus (L.) Merr) เป็นไม้ผลในวงศ์ 
Bromeliaceae   สับปะรดเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี (herbaceous perennial) อาจเป็นพืช
บก (terrestrial plant)      ที่ทนแล้งได้ดี เพราะใบมีเนื้อเยื่อเก็บสะสมน้้าหรือเป็นพืชอิง
อาศัย (epiphyte) ใบมีขนาดใหญ่แข็ง  และหนา (tough leaves) รูปแหลม เรียวยาว
ออกเป็นพุ่ม (rosette) มีกลุ่มใบขนาดเล็กที่เกิดเป็นจุก   (crown) อยู่บนยอดของผล ผล 
(pseudocarp fruit) เป็นผลรวมที่ประกอบด้วยผลย่อยที่เป็นผลเดียวแบบมีเนื้อ (หลายเมล็ด) 
จ้านาน 1-200 ผล อัดและเชื่อมกันสนิทอยู่บนแกนหรือก้านช่อดอก ผล  รูปร่างกลม
ทรงกระบอก เรียวยาว หรือรูปถังเบียร์ ขนาดเล็กประมาณ 0.5 กิโลกรัม ขนาดใหญ่ 
ประมาณ 3.5 กิโลกรัม มีดอกแบบสมบรูณ์เพศ เมื่อผสมติดเมล็ดก็ขยายพันธ์ต่ออีก หน่อ 
(sucker)   เป็นส่วนยอดท่ีเกิดจากล้าต้นจริง หน่อตะเกียง (silp) งอกมาจากล้าต้นใต้ผล หน่อ
ตะเกียงท่ีติดอยู่กับต้นเดิมจะไม่ออกผล และงอกราก สับปะรดขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศได้ 
(จินดารัฐ วีระวุฒิ, 2541)      

1.1.1 พันธุ์สับปะรด  
   พันธุสับปะรดที่ปลูกกันในประเทศไทยมีอยู่หลายพันธุด้วยกัน ซึ่ง
อาจมีชื่อเรียกแตกต่างกัน  ไปมากมายตามแต่ละท้องถิ่น  แต่ เมื่อได้ท้าการศึกษา
ลักษณะเฉพาะของพันธุสับปะรดที่มีอยู่ใน ประเทศไทย โดยถือตามลักษณะของต้นที่มีขนาด
โตเต็มที ่และแข็งแรงสมบูรณเป็นบรรทัดฐานแลว  สามารถแบงออกได 5 กลุ่ม คือ Smooth 
Cayanne, Queen, Red Spanish, Abacaxi และ Pernambuco (จินดารัฐ วีระวุฒิ, 2541)  
ส้าหรับพันธุ์ที่นิยมปลูกในประเทศไทยพบเพียง 3 กลุ่ม คือ 
   - กลุ่ม Smooth Cayanne 

สับปะรดกลุ่มนี้รูจักกันแพรหลายในนามสับปะรดศรีราชา 
สับปะรดปราณบุรี สับปะรดสามร้อยยอด เป็นพันธุที่นิยมปลูกกันแพรหลายที่สุด เนื่องจาก
เป็นที่นิยมของตลาดเพ่ือใช้บริโภคผลสดและใช้เป็นวัตถุดิบในโรงงานอุตสาหกรรมสับปะรด
กระป๋องและเป็นสับปะรดเพียงพันธุ์ เดียวในปัจจุบันที่ เหมาะสมส้าหรับส่งโรงงาน
อุตสาหกรรมสับปะรดกระป๋อง เพราะมีคุณสมบัติส้าหรับบรรจุกระป๋องที่ค่อนข้างดีหลาย
ประการ นอกจากนี้ยังมีการปลูกกันทั่วไปเพ่ือขายผลสดซึ่งไดรับความนิยมอย่างแพร่หลาย 
และมีรสชาติหวานฉ่้าถูกรสนิยมของคนไทย โดยสับปะรดพันธุ์ Smooth Cayenne หรือ 
ปัตตาเวีย จะมีลักษณะขอบใบเรียบมีหนามเพียงเล็กน้อยที่ส่วนปลายใบ ใบมีสีเขียวเข้ม
ด้านบนเป็นมัน และมักมีเหลือบสีแดงในฤดูที่มีแสงแดดจัด ผลมีรูปร่างค่อนข้างทรงกระบอก 



2 
 

แต่ถ้าผลมีขนาดใหญ่มักจะมีส่วนปลายผลเล็กกว่าส่วนโครน (conical shape) น้้าหนักผล
ประมาณ 1.0-2.5 กิโลกรัม เนื้อข้างในมีสีเหลือง มีเส้นใย (fiber) ปานกลาง มีปริมาณกรด 
0.3-0.7 เปอร์เซ็นต์ และมีปริมาณน้้าตาล 12-16 บริกซ์ ลักษณะประจ้าพันธุ์ดั้งเดิมจะมี
ตะเกียง 1-2 ตะเกียง แต่ในสภาพแวดล้อมของประเทศไทยมักไม่สร้างตะเกียง แหล่ง
เพาะปลูกท่ีส้าคัญของพันธุปัตตาเวีย คือ จงัหวดประจวบคีรีขันธ์ ชลบุรี ระยอง เพชรบุรี และ
ล้าปาง ตัวอย่างของสับปะรดในกลุ่มนี้แสดงดังภาพที่ 1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1.1 สับปะรดกลุ่ม Smooth Cayanne  
ที่มา : อรอง จันทร์ประสาทสุข 
 

- กลุ่ม Queen  
สับปะรดกลุ่มนี้มีลักษณะเด่นภายนอกคือ ขอบใบที่ต้น

และขอบใบที่จุกผลมีหนามสั้นๆ แหลมคม ทรงโค้ง สีน้้าตาลแดง ผลเป็นรูปทรงกระบอก ผิว
เปลือกเม่ือแก่สุกเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มหรือเหลืองส้ม ตาใหญ่ ร่องตาลึก เปลือกหนา ตาลึก 
ทนทานต่อการขนย้ายลักษณะภายในนั้นมีความหวาน 16-20 บริกซ์ กลิ่นหอมมาก เนื้อสี
เหลืองเข้ม เนื้อและไส้กรอบ เนื้อแห้งไม่ฉ่้าน้้า เนื้อมีเส้นใยอ่อนนุ่ม เคี้ยวไม่ติดฟัน เป็นกลุ่มที่
มีชื่อเรียกกันหลายชื่อ เช่น พันธุ์สวี พันธุชุมพร พันธุตราดสีทอง เป็นต้น เป็นพันธุ์ที่ปลูกกัน
มากในจังหวัดภูเก็ต ชุมพร นครศรีธรรมราช ตราดตัวอย่างของสับปะรดในกลุ่มนี้แสดงดัง
ภาพที่ 1.2 
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ภาพที่ 1.2 สับปะรดกลุ่ม Queen  
ที่มา : อรอง จันทร์ประสาทสุข 
 
   - กลุ่ม Red Spanish 

สับปะรดกลุ่มนี้มีลักษณะรูปทรงของต้นคล้ายกับพันธุ    
ปตตาเวีย แต่ค่อนข้างจะโค้งงอมากกว่า ใบมีสีเขียวอ่อน ผิวใบด้านไม่เป็นมัน ใบจะแผ่ออกไม
เป็นร่องเด่นชัดเหมือนพันธุ์ปตตาเวีย ขอบใบจะมีหนามแหลมคมรูปโค้งงอ ขอบใบทั้งสองมี
แถบสีแดงอมน้้าตาลตามแนวยาว ผลมีรูปร่างกลม น้้าหนักเฉลี่ยประมาณ 1.0-1.5 กิโลกรัม 
เนื้อข้างในมีสีเหลืองจาง และมีปริมาณเส้นใยปานกลาง แกนผลเหนียว กลิ่นและรสแตกต่าง
จากสองกลุ่มแรก ตัวอย่างสับปะรดในกลุ่มนี้ได้แก่ พันธุอินทรชิดหรืออินทรชิดแดง พันธุขาว 
แหลงเพาะปลูกที่ส้าคัญคือในจังหวัดฉะเชิงเทรา ตัวอย่างของสับปะรดในกลุ่มนี้แสดงดังภาพ
ที่ 1.3 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพที ่1.3 สับปะรดกลุ่ม Red Spanish 
ที่มา : ณัจนันท์ แก้วศรี, 2557 
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1.2 การหมัก  
  ค้าว่า การหมัก มาจากภาษาละติน คือ Fervere  หมายถึงการเดือด (Boil)  
ซึ่งสื่อถึงลักษณะของฟองก๊าซที่เกิดขึ้นในการหมักผลไม้และข้าวมอลต์โดยยีสต์ การที่น้้าหมัก
ที่ได้มีลักษณะเป็นฟองเนื่องจากยีสต์ใช้น้้าตาลในผลไม้เป็นแหล่งอาหาร (แหล่งอาหารของ
ยีสต์ นักวิชาการเรียกว่าแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอน) ท้าให้ได้คาร์บอนไดออกไซด์และ
แอลกอฮอล์ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์นี่เองที่ท้าให้น้้าหมักที่ได้มีลักษณะเป็นฟอง  ปัจจุบัน 
นักวิทยาศาสตร์ได้ ให้ค้าจ้ากัดความของการหมักกว้างขึ้น โดยเน้นว่าการหมักเป็น
กระบวนการแปรสภาพทางชีวเคมีเพ่ือให้มีการเปลี่ยนแปลงวัตถุดิบเป็นผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ 
โดยกระบวนการดังกล่าวต้องอาศัยการผลิตเอนไซม์ของจุลินทรีย์  (มาลินี อัศวดิษฐเลิศ, 
2551) 

ปัจจุบันเทคโนโลยีการหมักน้ามาใช้เพ่ือผลิตผลิตภัณฑ์หลากหลายชนิดใน
ระดับอุตสาหกรรม ซึ่งเป็นประโยชน์และเป็นที่ต้องการของมนุษย์ เช่น  เอนไซม์  วิตามิน 
ไวน์ เบียร์ กรดอะมิโน กรดอินทรีย์ ยาปฏิชีวนะ  และวัคซีน  เป็นต้น โดยภาพรวม
กระบวนการหมักในระดับอุตสาหกรรมประกอบด้วย 3 ขั้นตอน 

- การแยกและคัดเลือกจุลินทรีย์จากแหล่งต่างๆให้บริสุทธิ์ การ
ทดสอบคุณสมบัติและความสามารถด้านต่างๆ ของจุลินทรีย์ รวมถึงการดัดแปลงพันธุกรรม
จุลินทรีย์เพื่อให้ได้ลักษณะที่ต้องการ ซึ่งในข้ันตอนนี้ต้องอาศัยวิธีการที่เหมาะสมและจ้าเพาะ
แตกต่างกันไปตามชนิดของวัตถุดิบ จุลินทรีย์ และผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ 

- การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์  ( Inoculum) ซึ่ งคือการเตรียม
เชื้อจุลินทรีย์ให้แข็งแรงและมีปริมาณมากเพียงพอต่อการหมัก และการเตรียมวัตถุดิบ (Raw 
material หรือ Substrate)  ส้าหรับน้ามาถ่ายลงในถังหมัก เพ่ือให้เป็นแหล่งอาหารและ
พลังงานของจุลินทรีย์ ส้าหรับภาชนะส้าหรับเลี้ยงจุลินทรีย์เพ่ือให้เกิดการหมัก เรียกว่า ถัง
หมัก (Fermenter) หรือ ถังปฏิกรณ์ทางชีวภาพ (Bioreactor)  สิ่งส้าคัญในขั้นตอนนี้ คือการ
ปรับสภาพแวดล้อมในการเลี้ยงจุลินทรีย์เพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการในปริมาณสูงใน
ห้องปฏิบัติการ (Laboratory scale) โดยทั่วไปนิยมใช้ถังหมักขนาดเล็ก หรือในบางกรณีอาจ
ใช้ขวดรูปชมพู่ (Flask)  หากขั้นตอนนี้ประสบความส้าเร็จได้ผลิตภัณฑ์ที่มีคุณภาพและ
ปริมาณสูง (Quality & Quantity of end product) ก็ด้าเนินการในขั้นตอนต่อไป  

- การแยกผลิตภัณฑ์ท่ีจุลินทรัย์สังเคราะห์ขึ้นและการท้าให้บริสุทธิ์ 
วิธีการยุ่งยากซับซ้อนเพียงใดนั้นขึ้นอยู่กับชนิดผลิตภัณฑ์ เช่น ผลิตภัณฑ์ที่ใช้เป็นยารักษาโรค
ต้องอาศัยวิธีการท้าให้บริสุทธิ์ มากกว่าผลิตภัณฑ์อ่ืนๆ 

1.2.1 ประเภทของการหมัก  
1.2.1.1 ก า ร ห มั ก ที่ ท้ า ใ ห้ เ กิ ด แ อ ล ก อ ฮ อ ล์  (Alcoholic 

Fermentation) 



5 
 

             การหมักแบบนี้อาศัยยีสต์เป็นจุลินทรีย์ที่หมักน้้าตาล
กลูโคสเพ่ือให้ได้เอทิลแอลกอฮอล์ และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน 
โดยเริ่มจากไกลโคลิซีส  เช่นเดียวกับการสลายกลูโคสโดยใช้ออกซิเจน  และได้กรดไพลูวิก  2  
โมเลกุล พร้อมปล่อย ATP  2 โมเลกุล และ 4 ไฮโดรเจน  อะตอม เช่นกัน  แต่ NADH+H+ จะ 
ถ่ายทอดอะตอมของไฮโดรเจนไปยัง acetaldehyde  ซึ่งเป็นสารประกอบที่มีคาร์บอน 2 
อะตอม  ท้าให้ไม่สามารถใช้พลังงานจากอิเล็กตรอนที่มีอยู่ในอะตอมของไฮโดรเจนมาสร้าง 
ATP ได้ อี ก   ดั งนั้ นการสลายกลู โ คส   1  โม เลกุ ลจึ ง ได้  ATP เ พีย ง   2  โม เลกุล 
เอทิลแอลกอฮอล์เป็นสารพิษเป็นอันตรายต่อเซลล์  ถ้ามีเอทิลแอลกอฮอล์มากๆ ยีสต์อาจทน
ไม่ได้และตายในที่สุด ในอุตสาหกรรมอาหารใช้เพ่ือผลิตเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ (alcoholic 
beverage) ได้แก่  เบียร์  (beer) ไวน์  (wine) วอดก้า (vodka) วีสกี้  (whiskey) บรั่นดี  
(brandy) และใช้ในการหมักขนมปัง (bread) เพ่ือให้ขึ้นฟู (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2554) 
 
รวมสมการไกลโคลิซีส    
                                                            Enzyme 
C6H12O6 + 2ATP +  2 ADP  +  2Pi  + 2 NAD+       2 C3H4O3  + 4ATP  + 2NADH  + 2H+                                
(Glucose)                                            (Pyruvic acid) 
 

ต่ อ จ า ก นั้ น ก ร ด ไพ รู วิ ก จ ะ เ ปลี่ ย น เ ป็ น แ อซี ทั ล ดี
ไ ฮด์  ( Acetaldehyde)  เ ป็ น ส า รป ร ะก อบ ที่ มี ค า ร์ บ อน  2 อะตอม   แล ะ ไ ด้ แ ก๊ ส
คาร์บอนไดออกไซด์ โดยเอนไซม์ไพรูเวตดีคาร์บอกซีเลส ( Pyruvate decarboxylase) ดัง
สมการ 
  

                                 Pyruvate   decarboxylase 
2 C3H4O3                      2 C2H4O   + 2CO2 

         (Pyruvic acid)                                             (Acetaldehyde) 
 
ปฏิกิริยาต่อไป แอซิทิลดีไฮด์จะถูกออกซิไดซ์ด้วย NADH + H+  เป็นเอทิลแอลกอฮอล์หรือ
เอทานอล  โดยเอนไซม์แอลกอฮอล์ดีไฮโดรจีเนส (Alcohol  dehydrogenase) 
 
                                        
                                        Alcohol  dehydrogenase             
    2C2H4O + 2NADH  +2H+     2 C2H5OH   + 2 NAD+  + 2CO2 

        (Acetaldehyde)                                     (Alcohol)   
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ดังนั้น การหมักเป็นการปลดปล่อยพลังงานแบบไม่ใช้ออกซิเจน เกิดขึ้นในไซโทพลาสซึมโดย
ใช้ไพรูเวตจากไกลโคลิซีสเป็นสารตั้งต้น ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นในขั้นตอนการหมักจะมีการ
สร้าง NAD+  ขึ้นมาใหม่  แต่จะไม่มีการสร้าง  ATP  เพ่ิมอีก  ดังนั้นการสลายกลูโคสแบบไม่
ใช้ออกซิเจนจึงสร้าง  ATP  ได้เพียง  2  โมเลกุล  จากไกลโคลิซีสเท่านั้น 

  
ภาพที ่1.4  แผนภาพแสดง alcoholic  fermentation  
ที่มา : ศักดิ์อนันต์ อนันตสุข (2555) 

 
1.2.2 การหมักที่ท้าให้เกิดกรดแลคติก (lactic acid Fermentation) 

            ใช้แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria) ได้แก่ 
Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus,  Leuconostoc  ที่ ส า ม า ร ถ ห มั ก 
(fermentation) ให้ เกิดกรดแลคติก (lactic acid) โดยมีวัตถุดิบเป็นน้้าตาลแลคโทส 
(lactose)  ในภาวะที่ไม่มีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กน้อย ดังแสดงในภาพที่ 1.5 
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ภาพที ่1.5 แผนภาพแสดง Lactic acid  fermentation  
ที่มา : ศักดิ์อนันต์ อนันตสุข (2555) 
 
   ในอุตสาหกรรมอาหารการหมักประเภทนี้ เพ่ือผลิตอาหาร เช่น 
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากน้้านม เช่น โยเกิร์ต (yogurt) นมเปรี้ยว (fermented milk) เนย
แข็ง (cheese) ผลิตภัณฑ์หมักจากเนื้อสัตว์ เช่น แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว ซาลามี  (salami)  
ผลิตภัณฑ์หมักจากผักและผลไม้ เช่น ผักดอง กิมจิ (kimchi) ซาวเคราท์ (Sauerkraut) ผลไม้
ดอง ผลิตภัณฑ์หมักจากถั่วเหลือง (soybean) เช่น ซีอ้ิว (fermented soy sauce) เต้าเจี้ยว 
มิโซ (miso) 

1.2.3 การหมักที่ท้าให้เกิดกรดอะซิติก (Acetic acid Fermentation) 
            ใช้แบคทีเรียในกลุ่ม acetic acid bacteria เช่น Acetobacter ซ่ึง

สามารถออกซิไดซ์เอทิลแอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก (acetic acid) ในสภาวะที่มีอากาศ 
ในอุตสาหกรรมอาหารใช้เพ่ือการผลิตน้้าส้มสายชู (vinegar) 

 
C2H5OH + O2     CH3COOH + H2O 

 Ethyl alcohol      acetic acid  

1.3. การหมักแบบธรรมชาติ 
  เนื่องจากมีการศึกษาจุลินทรีย์ในผลไม้ต่างๆ พบว่าในผลไม้มียีสต์น้อย ส่วน
ใหญ่จะพบที่ผิวผลไม้ภายนอก โดยเฉพาะผลไม้ที่สุกจัด มีรสหวาน ดังนั้นเมื่อท้าการคั้นเอาน้้า 
แล้วปล่อยทิ้งไว้ น้้าผลไม้จะเกิดการหมักเองโดยจุลินทรีย์ที่ ติดมากับผลไม้และอาศัยการ
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ท้างานของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆเปลี่ยนสารอาหารที่เป็นองค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบ
เริ่มต้นให้เป็นแอลกอฮอล์ กรดอินทรีย์ และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ท้าให้องค์ประกอบทาง
เคมีของอาหารเปลี่ยนแปลงไปจากวัตถุดิบเริ่มต้น แต่ชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์เหล่านี้ไม่
แน่นอน แตกต่างตามสภาวะแวดล้อม อุณหภูมิและความชื้น เป็นต้น ซึ่งท้าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้
มีคุณภาพไม่สม่้าเสมอ นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์ที่ได้ยังมีกลิ่นรสและรสชาติเปลี่ยนแปลงไปด้วย  
(ปิยะรัชช์ กุลเมธี, 2551)  นอกจากจะพบการหมักแบบธรรมชาติในผลไม้ต่างๆ แล้ว ยังพบ
การหมักแบบธรรมชาติในอาหารอื่นๆ ด้วย โดยจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในระหว่างการหมักแบบ
ธรรมชาติ มีทั้งจุลินทรีย์ประเภทยีสต์ แบคทีเรีย และรา แสดงดังตารางที่ 1.1 
 
 1.4 บทบาทของจุลินทรีย์ต่อการหมัก (นิธิยา รัตนปนนท์, 2554) 
  1.4.1 ยีสต์ (Yeast)       
   ยีสต์สายพันธุ์ที่ใช้มากในอาหาร คือ Saccharomyces cerevisae 
โดยยีสต์ใช้สารอินทรีย์เป็นแหล่งพลังงานและแหล่งคาร์บอน เจริญได้ดีในอาหารที่มีน้้าตาล
มาก ยีสต์จะเปลี่ยนน้้าตาลกลูโคส หรือน้้าตาลฟรุคโตส ให้เป็นแอลกอออล์ และมีผลพลอยได้
เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ในการหมัก ยีสต์จะเจริญเติบโต อย่างรวดเร็วในช่วง 2 – 3 วัน
แรก หลังจากนั้นการเจริญเติบโต จะช้าลง จนถึงช่วงที่ไม่เพ่ิมจ้านวนขึ้น แต่ในช่วงนี้ ก็ยังมี
การเพ่ิมปริมาณแอลกอฮอล์ขึ้นเรื่อยๆ และปริมาณน้้าตาลก็ลดลง และมีการสร้างสารให้กลิ่น
รสต่างๆ ในช่วงนี้ด้วย ดังนั้นจึงต้องหมักต่อไป แม้ยีสต์จะหยุดเพ่ิมจ้านวนแล้วก็ตาม 
นอกจากนี้ยีสต์มีเอนไซม์ที่ย่อยสลายกรดอินทรีย์ต่างๆ ที่ใช้ในการถนอมอาหาร เช่น กรดแล
คติก (lactic acid) กรดอะซิติก (acetic acid) ได้ ท้าอาหารหมักที่ต้องการให้เกิดกรด
ดังกล่าวมีความเป็นกรดลดลง ท้าให้อาหารมีสภาวะเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรีย 
และเน่าเสียได้ 
   ไวน์เป็นเครื่องดื่มแอลกอฮอล์ที่ท้ามาจากองุ่นหรือน้้าองุ่น โดย
อาศัยการหมักองุ่นที่ผ่านการบีบหรือน้้าองุ่นด้วยเชื้อยีสต์โดยเชื้อยีสต์ที่พบในการผลิตไวน์คือ 
Saccharomyces   cerevisiae   ซ่ึงยีสต์สายพันธุ์นี้จะพบอยู่โดยธรรมชาติตามผิวของผลไม้ 
โดยหลักการการหมักแอลกอฮอล์พบว่าน้้าตาลประมาณ  50  เปอร์เซ็นต์  จะถูกเปลี่ยนไป
เป็นแอลกอฮอล์  ตามปกติแล้ว  ยีสต์สามารถทนผลิตภัณฑ์ที่มันสร้างขึ้นมา  หรือแอลกอฮอล์
ได้เพียงระดับหนึ่ง  กล่าวคือ  ถ้าความเข้มข้นของแอลกอฮอล์ในน้้าหมักมีประมาณ 17 
เปอร์เซ็นต์  จะมีผลในการท้าลายเซลล์ยีสต์ได้ นอกจากนี้ยีสต์ยังสร้างสารให้กลิ่นรสต่างๆอีก
ด้วย 
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ตารางที่ 1.1 จุลินทรีย์ที่พบในผลิตภัณฑ์อาหารระหว่างการหมักแบบธรรมชาติ 

 
 
 

จลุนิทรยี ์ ผลติภณัฑอ์าหาร เอกสารอา้งอิง 
แบคทีเรียกรดแลคตกิ 
- Lb. plantarum, Lb. sakei, Lb. delbrueckii, Lb. buchneri, Lb. brevis, Lb. fermentum,  Lc. Lactis 
- Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. sakei 
- Lb. farciminis, Lb. paracasei, Lb. biofermentans, Lb. plantarum, Lb. curvatus, Lb. fermentum, Lb. alimentarius, Lb. kefir, 
Lb. hilgardii, 
- Lb. plantarum, Lb. brevis 

 
กิมจ ิ
 
กะหล ่าปลีดอง 
แตงกวาดอง 
 
แหนม 

 
Chang et al., 2008; Nam et al., 2009; Jung 
et al., 2011 
Johanningsmeier et al., 2007 
Tamang et al., 2000 
 
Chokesajjawatee et al., 2009 

แบคทีเรียกรดอะซิตกิ 
- Acetobacter syzygii,  A. pasteurianus, A. tropicalis 
- Acetobacter aceti subsp. aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter polyxygenes, Acetobacter xylinum, Acetobacter 
malorum, Acetobacter pomorum 

 
โกโก ้
น ่าส้มสายช ู

 
Nielsen et al., 2007 
Haruta et al., 2006 

ยีสต์ 
- H. uvarum, P. guilliermondii 
 
- H. uvarum, P. guilliermondii, Z. florentinus, Cryptococcus sp.  
- H. uvarum, S. cerevisiae, I. terricola 

 
น ่าสับปะรดพนัธุ์ Smooth Cayanne หมัก 
ไวน์ลูกพลับ 
น ้าส้มสายชูจากผลสตรอเบอรร์ี ่

 
Chanprasartsuk et at., 2010 
 
Hidalgo et al., 2012 
Hidalgo et al., 2013 

รา 
- Asp. oryzae, Rhiz. Oligosporus,  Actinomucor elegans 

 
ซีอิ๊ว 

 
Zhu et al., 2008 
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   Chanprasartsuk et at. (2010) การศึกษานี้เป็นการศึกษายีสต์
ท้องถิ่นและหน้าที่ของยีสต์ในการหมักแบบธรรมชาติของตัวอย่างน้้าสับปะรดคั้นสดที่ถูกเก็บ
รวบรวมจาก 2 พ้ืนที่ที่แตกต่างกันในประเทศไทยและประเทศออสเตรเลีย Hanseniaspora 
uvarum และ Pichia guilliermondii เป็นยีสต์สายพันธุ์หลักที่พบบนผิวของผลไม้จาก
ตัวอย่างในประเทศไทย และพบในน้้าสับปะรดคั้นสดและน้้าสับปะรดหมักจากตัวอย่างทั้ง 2 
ประเทศด้วย Pichia guilliermondii จะปรากฏตลอดเนื่องจากเป็นสายพันธุ์ที่ส้าคัญใน
ตอนต้นของขั้นตอนการหมักในขณะที่ Hanseniaspora uvarum จะเด่นชัดต่อมาที่วันที่ 6 
ของการหมัก โดยประชากรที่เพ่ิมขึ้นจากระดับเริ่มต้นประมาณ 5 log CFU/ml ถึงประมาณ 
8 log CFU/ml ที่ช่วงสุดท้ายของการหมักระดับเอทานอลในตัวอย่างทั้ง 2 ประเทศ และ
พบว่า Saccharomyces yeast เป็นยีสต์หลักท่ีพบในการหมักไวน์อื่นๆ แต่ไม่พบในการหมัก
ตัวอย่างน้้าสับปะรด ซึ่งแตกต่างอย่างเห็นได้ชัดเจนเมื่อเปรียบเทียบกับน้้าผลไม้อ่ืนๆ จากการ
ทดลองพบว่า อาจจะเป็นไปได้ว่าสมบัติของน้้าสับปะรดคั้นสดมีผลต่อยีสต์หมักท้องถิ่นที่มี
บทบาทส้าคัญในการหมักแอลกอฮอล์  
   Hidalgo et al. (2012) จ้าแนกยีสต์และแบคทีเรียกรดอะซิติกที่
แยกได้จากการหมักให้เกิดกรดอะซิติกของลูกพลับ โดยน้าลูกพลับมาหมักไวน์ ทั้งการหมักที่
เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติและการหมักโดยเติมกล้าเชื้อ ซึ่งจากการศึกษาพบว่า การหมัก
แอลกอฮอล์เกิดขึ้นอย่างรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ โดยพบประชากรยีสต์ ในเยื่อลูกพลับ 
(104 cells/ml) เป็นอย่างต่้า แต่เซลล์มีจ้านวนมากพอที่จะสามารถเกิดกระบวนการหมักที่
เกิดขึ้นเอง เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักแบบธรรมชาตินี้จะพบประชากรยีสต์มากถึง 108 
cells/ml ส้าหรับยีสต์ที่จ้ าแนกได้จากการหมักแบบธรรมชาติของลูกพลับ ได้แก่  
Hanseniaspora uvarum, Pichia guilliermondii, Zygosaccharomyces florentinus 
และ Cryptococcus sp.  
   Hidalgo et al. (2013) วิเคราะห์ปริมาณจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับ
การหมักน้้าส้มสายชูแบบดั้งเดิมของผลสตรอเบอร์รี่ ระหว่างกระบวนการธรรมชาติและการ
ใช้กล้าเชื้อ ในกระบวนการหมักแบบธรรมชาติพบความหลากหลายทางชีวภาพไม่มากนัก 
โดยในกระบวนการหมักทั้งสองพบว่ามีทั้งแอลกอฮอล์และกรดเกิดขึ้น และได้ท้าการนับ
จ้านวนประชากรยีสต์และแบคทีเรียกรดอะซิติกทั้งหมดโดยการใช้กล้องจุลกรรศน์และย้อมสี 
ซึ่งพบว่าในการหมักแบบธรรมชาติและการใช้กล้าเชื้อมีประชากรยีสต์ เริ่มต้น 106 cells/ml 
และ 105 cells/ml ตามล้าดับ และตลอดกระบวนการหมักพบว่ามีประชากรเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 
จนกระทั่งในตอนท้ายของกระบวนการหมักพบว่ามีประชากรเพ่ิมขึ้นเป็น 107 cell/ml โดย
ในช่วงแรกของการหมักพบ Hanseniaspora uvarum เริ่มลดลง แต่ Saccharomyces 
cerevisiae และ Issatchenkia terricola เพ่ิมจ้านวนมากขึ้น จนกระทั่งถึงขั้นสุดท้ายของ
การหมักพบว่า Hanseniaspora uvarum ลดจ้านวนลดแทบไม่ เหลือนั้นเป็นเพราะ 
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Hanseniaspora uvarum ไม่สามารถทนแอลกอฮอล์ที่  Saccharomyces cerevisiae 
สร้างขึ้นได้  ส่วน และ Issatchenkia terricola มีปริมาณคงที่  แต่  Saccharomyces 
cerevisiae มีจ้านวนเพ่ิมขึ้นมาก ซึ่ง Saccharomyces cerevisiae นี้เองจะด้าเนินหมักใน
ขั้นสุดท้าย เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Bisson และ Kunkee, (1993) ที่ได้กล่าวไว้ว่า โดยปกติ 
ยีสต์ตามธรรมชาติที่ไม่ใช่ Saccharomyces จะด้าเนินการหมักสองถึงสามวันแรกก่อนที่ 
Saccharomyces จะหมักต่อ ส่งผลท้าให้ความเข้มข้นเองเอทานอลเพ่ิมขึ้น แต่อย่างไรก็ตาม 
ในช่วง 2-3 วันเริ่มต้นของการหมัก ยีสต์non- Saccharomyces ที่สามารถเจริญในระหว่าง
การหมักได้สามารถทนต่อเอทานอล และสร้างสารเคมีที่ส้าคัญจ้านวนมากซึ่ งจะมีผลต่อ
รสชาติ และกลิ่นหอมของไวน์  

1.4.2 แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria; LAB) 
แบคที เรียกรดแลคติก ( lactic acid bacteria) คือ กลุ่มของ

แบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) ที่สามารถหมักน้้าตาลกลูโคส (glucose) 
น้้าตาลแลคโทส (lactose) ให้เกิดกรดแลคติก (lactic acid fermentation) กรดอินทรีย์อ่ืน 
ได้แก่ กรดอะซิติก (acetic acid) และกรด   โพรพิโอนิก (propionic acid) และสารอื่น เช่น 
hydrogen peroxide และ diacetyl ซึ่งท้าให้เกิดกลิ่นและรสของอาหารหมัก แบคทีเรียแล
คติก สามารถสร้างแบคทีริโอซิน (bacteriocin) ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน 
แบคทีเรียแลคติกได้รับการยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียที่ปลอดภัย (generally recognized as 
safe bacteria; GRAS status) นอกจ ากนี้ ก า รหมั ก ด้ ว ย  lactic acid bacteria ยั ง ไ ด้   
hydrogen peroxide และ diacetyl ที่มีฤทธิ์เป็นสารกันเสีย (preservative) อีกด้วย 
   Cagno et al. (2010) ได้ศึกษาการจัดหมวดหมู่ของยีสต์และ
แบคทีเรียกรดแลคติกในสับปะรด (Ananas comosus L. Merr.) และใช้กล้าเชื้อออโตโคนัส
ในกระบวนการแปรรูป ออโตโคนัสแบคทีเรียกรดแลคติก (Autochthonous lactic acid 
bacteria) เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท้องถิ่นที่พบตามธรรมชาติที่ติดมากับวัตถุดิบซึ่งมี
รายงานว่าจุลินทรีย์ที่เป็นออโตโคนัสของผลไม้อาจมีคุณสมบัติที่หลากหลาย เช่น 1. มีฤทธิ์
ต่อต้านจุลินทรีย์ก่อโรค 2. สร้างความสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร 3. มีความ
เหมาะสมในการใช้ออโตโคนัสแบคทีเรียเป็นกล้าเชื้อ 

   Brashears et al. (2005) ได้ศึกษาหน้าที่ของแบคทีเรียกรดแล
คติกและสารละลายน้้าเกลือต่อไบโอจีนิคเอมีนซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคในเนื้อปลาเทราท์ แบคทีเรีย
กรดแลคติกมีบทบาทส้าคัญต่ออาหารหมักเนื่องจากส่งผลต่อการเปลี่ ยนแปลงกลิ่นรสและ
การยืดอายุของอาหาร ซึ่งจะช่วยให้อาหารเกิดความปลอดภัยจากการเจริญของเชื้อก่อโรค 
บทบาทหลักของแบคทีเรียกรดแลคติกคือ สามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ กรดอินทรีย์
อ่อน รูเทอริน ไดอะซิติล แบคเทอริโอซิน และสารที่มีน้้าหนักโมลกุลต่้า ซึ่งจะช่วยยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารได้ 
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1.4.3 แบคทีเรียกรดอะซิติก (Acetic acid bacteria; AAB) 
แบคทีเรียกรดอะซิติกเป็นแบคทีเรียแกรมลบ  (gram negative 

bacteria) รูปร่างเป็นท่อน  (rod shape) ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) เจริญได้ใน
สภาวะที่มีอากาศ (aerobic  bacteria) ไม่ใช่จุลินทรีย์ที่ท้าให้เกิดโรค (non pathogen)  
แบคทีเรียกรดอะซิติกที่มีบทบาทส้าคัญในอาหารได้แก่ Acetobacter และ Gluconobacter 
ได้ถูกน้ามาใช้ในการหมัก โดยออกซิไดซ์เอทิลแอลกอฮอล์ให้เป็นกรดอะซิติก (acetic acid) 
ในสภาวะที่มีออกซิเจน อย่างไรก็ตามวัตถุดิบที่ใช้จ้าเป็นต้องเป็นแอลกอฮอล์ ดังนั้นจึงต้องมี
ขั้นตอนการผลิตแอลกอฮอล์ โดยอาศัยการหมักน้้าตาลให้เป็นแอลกอฮอล์ด้วยเชื้อยีสต์ 
นอกจากนี้แบคทีเรียกรดอะซิติกสามารถท้าให้อาหารเสื่อมเสียได้ (microbial spoilage) โดย
ท้าให้เกิดรสเปรี้ยว 

แบคทีเรียกรดอะซิติกจะเพ่ิมกรดที่ระเหยได้ในไวน์ สามารถ
ด้ารงชีวิตอยู่ได้ในสภาวะการหมักแฮลกอฮอล์ที่หลากหลาย และมีความส้าคัญในการบ่งชี้
คุ ณภ าพของ ไ วน์  ( Gonzalez,  et al., 2006) Du Toit แ ล ะ  Lambrechts (2002) ไ ด้
วิเคราะห์การเกิดของแบคทีเรียกรดอะซิติกในการหมักไวน์แดงของชาวแอฟริกา ใต้ พบว่า
ปริมาณของแบคทีเรียกรดอะซิติกเริ่มต้นช่วง 106 ถึง 107 CFU/ml (หมักปี 1999) และลดลง
เป็น 102 ถึง 103 CFU/ml ในถังหมักท่ีมี pH ต่้า (≤3.6) และจะเพ่ิมข้ึนในระหว่างการหมัก 
   ธนขวัญ บุษบัน (2553) การคัดแยกแบคทีเรียที่มีผลิตกรดน้้าส้ม 
จากอาหารหมักดองในเขตดุสิต กรุงเทพมหานคร จ้านวน 56 ตัวอย่าง พบแบคทีเรียที่ผลิต
ก ร ด  419 ไ อ โ ซ เ ล ต  เ มื่ อ น้ า ม า ท้ า ก า ร ท ด ส อ บ ค ว า ม ต้ อ ง ก า ร ใ ช้ อ า ก า ศ 
(Oxidation/Fermentation test) พบว่าเป็นแบคทีเรียที่ต้องการอากาศ 34 ไอโซเลต น้า
แบคทีเรียทั้ง 34 ไอโซเลต มาทดสอบการออกซิไดซ์อะซิเตทและแลคเตท ทดสอบการเจริญ
บนอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างๆกัน ทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีพีเอชต่างๆจากผลการ
ทดลองสามารถ คัดแยกแบคทีเรียกรดน้้าส้มทั้งหมดได้ 31 ไอโซเลต ที่จัดอยู่ในสกุล 
Gluconobacter และเป็น non acetic acid bacteria 3 ไอโซเลต 
   De Ley et al. (1994) พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียกรดอะซิติก
ทนร้อนในอาหารหมักบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถแยกจุลินทรีย์ได้
ทั้งหมด 28 ไอโซเลต และเมื่อท้าการตรวจสอบคุณสมบัติพ้ืนฐานทางสรีรวิทยาพบว่า
แบคทีเรียอะซิติกทนร้อนทั้งหมดที่แยกได้เป็นแกรมลบรูปร่างท่อน สร้างกรดบนอาหารที่มีเอ
ทานอลเป็นแหล่งคาร์บอน และสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้ซึ่งเป็นลักษณะพ้ืนฐานของเชื้อใน
กลุ่มแบคทีเรียกรดอะซิติก จากนั้นน้าไปศึกษาการเจริญเติบโตที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว potato dextrose broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามี
แบคทีเรียอะซิติกจ้านวน 10 ไอโซเลต ที่สามารถเจริญเติบโตได้ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
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ซึ่งโดยมากเป็นแบคทีเรียในกลุ่มของ Acetobacter sp. เนื่องจากแบคทีเรียกลุ่มนี้จะทนร้อน
ได้ดีกว่าเชื้อในกลุ่ม Gluconobacter sp. 
 
2. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำ 
 สับปะรดเป็นผลไม้เขตร้อนเศรษฐกิจที่ส้าคัญของประเทศไทย โดยประเทศไทยเป็น
ผู้ผลิตและส่งออกสับปะรดรวมทั้งผลิตภัณฑ์แปรรูปจากสับปะรดเป็นอันดับหนึ่งของโลก 
สับปะรดกลุ่มควีนจัดเป็นสับปะรดที่นิยมเพาะปลูกเป็นอันดับสองรองจากปัตตาเวีย และเป็น
ที่รู้จักกันดี เช่น พันธุ์ตราดสีทอง ภูเก็ต สวี ภูแล เป็นต้น ลักษณะเด่นของสับปะรดพันธุ์ควี
นภายนอกคือ ขอบใบที่ต้นและขอบใบที่จุกผลมีหนามสั้นๆ แหลมคม ทรงโค้ง สีน้้าตาลแดง 
ผลเป็นรูปทรงกระบอก ผิวเปลือกเมื่อแก่สุกเปลี่ยนเป็นสีเหลืองเข้มหรือเหลืองส้ม ตาใหญ่ 
ร่องตาลึก เปลือกหนา ตาลึก ทนทานต่อการขนย้ายลักษณะภายในนั้นมีความหวาน 16-20 
บริกซ์ กลิ่นหอมมาก เนื้อสีเหลืองเข้ม เนื้อและไส้กรอบ เนื้อแห้งไม่ฉ่้าน้้า เนื้อมีเส้นใยอ่อนนุ่ม 
เคี้ยวไม่ติดฟัน (จินดารัฐ วีระวุฒิ, 2541) มีปริมาณวิตามินซีสูง เบต้าแคโรทีนและแมงกานีสที่
มีประโยชน์ต่อร่างกาย และมีสารต้านอนุมูลอิสระ ซึ่งประกอบด้วยสารประกอบ  ฟลาโว
นอยด์ มีสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระ (Terao, Piskula, & Yao, 1994) นอกจากนี้ยังมี
รายงานว่าสารสกัดจากสับปะรดได้แก่ เอนไซม์โบรมีเลน (Bromelain) ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม
โปรตีเอส ที่สามารถย่อยสลายโปรตีนให้เป็นเปปไทด์สายสั้นๆและกรดอะมิโนได้ มี
ประสิทธิภาพในการต้านการอักเสบในโรคไขข้ออักเสบ โรคล้าไส้ใหญ่อักเสบ และโรคหอบหืด 
(Secor et al, 2005; Onken et al, 2008; Di Cagno et al, 2010)    
 การหมักเป็นกระบวนการแปรรูปอาหารโดยจุลินทรีย์ซึ่งท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
สารอินทรีย์ในอาหารเป็นสารประกอบอ่ืน ๆ เช่น แอลกอฮอล์และกรดอินทรีย์ต่าง ๆ และ
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ รวมทั้งสารระเหยที่ให้กลิ่นเฉพาะ ซึ่งมีผลท้าให้สภาวะของ
ผลิตภัณฑ์อาหารเปลี่ยนแปลงไปจากเดิมและไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่ท้าให้
อาหารเสื่อมเสียและจุลินทรีย์ก่อโรค จึงสามารถยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์อาหารได้
นานขึ้นโดยไม่ต้องผ่านกระบวนการให้ความร้อนท้าให้สามารถรักษาคุณค่าทางโภชนาการ
ของผลิตภัณฑ์อาหารไว้ได้และยังได้ผลิตภัณฑ์อาหารใหม่ที่มีความหลากหลายมากขึ้น 
สับปะรดกลุ่มควีนจัดเป็นผลไม้ที่เหมาะสมส้าหรับเป็นวัตถุดิบในการหมักเนื่องจากมีปริมาณ
สารอาหาร เช่น น้้าตาล ไนโตรเจน วิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ ที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
จุลินทรีย์และการหมักโดยไม่ต้องเติมสารอาหารอ่ืน ๆ เพ่ิม (Callens and Desmet, 1991; 
Ruengrongpanya, 1996; Chanprasartsuk et al, 2010)  จุลินทรีย์นับเป็นปัจจัยส้าคัญ
หนึ่งในการหมัก ซึ่งมีรายงานว่าจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่ท้าให้เกิดการหมักแบบธรรมชาติ 
(Autochthonous microorganism) สามารถเจริญและสร้างสารให้กลิ่นรสที่มีเอกลักษณ์
เฉพาะตัวในระหว่างการหมักได้ดีกว่าจุลินทรีย์ที่มาจากแหล่งอ่ืน ซึ่งสามารถพบจุลินทรีย์ที่ท้า



14 
 

ให้เกิดการหมักแบบธรรมชาติทั้งยีสต์ แบคทีเรียกรดแลคติก และแบคทีเรียกรดอะซิติก ได้
ตามวัตถุดิบจากธรรมชาติทั่วไป เช่น การคัดแยกยีสต์จากผลองุ่น  (Fleet et al., 2002)  ผล
สับปะรด (Chanprasartsuk et al., 2010) การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้จากผล
มะเขือเทศ (Di Cagno et al., 2009) และการคัดแยกแบคทีเรียกรดอะซิติกจากผลไม้เขต
ร้อน เช่น กล้วย องุ่น สับปะรด และมะม่วง เป็นต้น (Seearunruangchai et al., 2004) 
ดังนั้นหากน้าจุลินทรีย์เหล่านี้จากธรรมชาติของผลสับปะรดมาใช้พัฒนาเพ่ือใช้เป็นกล้าเชื้อ
ส้าหรับหมัก อาจท้าให้ได้ผลิตภัณฑ์น้้าสับปะรดหมักที่มีคุณภาพและเอกลักษณ์เฉพาะตัว 
อย่างไรก็ตามการพัฒนาผลิตภัณฑ์น้้าสับปะรดหมักด้วยกล้าเชื้ออย่างเป็นระบบนั้น
จ้าเป็นต้องทราบถึงจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการหมักน้้าสับปะรดแบบธรรมชาติ ซึ่งจะท้าให้ได้
ข้อมูลพ้ืนฐานของจุลินทรีย์เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑ์น้้าสับปะรดหมัก
ต่อไปได้ งานวิจัยนี้จึงศึกษาการเปลี่ยนแปลงและความหลากหลายของจุลินทรีย์แล้วคัดแยก
จุลินทรีย์ในระหว่างการหมักน้้าสับปะรดแบบธรรมชาติ 
 
3. วัตถุประสงค์และขอบเขตกำรวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ในน้้าสับปะรดหมักแบบธรรมชาติ 
 2. เพ่ือคัดแยกและจ้าแนกจุลินทรีย์ท้องถิ่นที่เกี่ยวข้องกับการหมักแบบธรรมชาติ
ของน้้าสับปะรดกลุ่มควีน พันธุ์ตราดสีทอง 

 
4. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1. ข้อมูลจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการหมักน้้าสับปะรดกลุ่มควีน พันธุ์ตราดสีทอง                 
แบบธรรมชาติ 
 2. จุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่เกี่ยวข้องกับการหมักน้้าสับปะรดกลุ่มควีน พันธุ์ตราดสีทอง                   
แบบธรรมชาติ 
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5. รายละเอียดเกี่ยวกับวิธีด าเนินการวิจัย (Materials & Method) 
5.1 การเก็บตัวอย่างผลสับปะรด       
 เก็บตัวอย่างสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองที่มีอายุประมาณ 4 เดือน (ระยะเก็บเก่ียว) จาก
ไร่ในจังหวัดตราด แล้วขนส่งมายังภาควิชาวิทยาศาสตร์การอาหาร มหาวิทยาลัยบูรพา 
ภายใน 24 ชั่วโมง สังเกตลักษณะภายนอกของสับปะรดแล้วน ามาวัดความยาว เส้นรอบวง
ของผลและชั่งน  าหนัก   
5.2 การหมักน  าสับปะรดแบบธรรมชาติ      
 น าผลสับปะรดมาหั่นลดขนาด โดยไม่ต้องปอกเปลือกแล้วคั นน  าสับปะรดและกรอง
ด้วยผ้าขาวบาง จากนั นบรรจุน  าสับปะรดคั นสดที่ได้ ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ลงในขวดรูป
ชมพู่ขนาด 1000 มิลลิลิตร แล้วปิดปากด้วยจุกส าลี ท าทุกขั นตอนด้วยวิธีปลอดเชื อ ปล่อยให้
น  าสับปะรดเกิดการหมักแบบธรรมชาติ ที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส) 
นาน 7 วัน (ดังภาพที่ 3-2) โดยท าการทดลอง 2 ซ  า เก็บตัวอย่างน  าสับปะรดทุกวัน เพ่ือ
ติดตามวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา  
 
 
 
 
 
 
 
   
 
  
ภาพที่ 5.1 การหมักสับปะรดคั นสดแบบธรรมชาติ 
 
5.3 การวิเคราะห์จุลินทรีย์ 
 5.3.1 การคัดแยกยีสต์และรา 
  ปิเปตน  าสับปะรดหมักมาเจือจาง ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายเปปโตน
ความเข้มข้น 0.1% ให้มีระดับความเจือจางเท่ากับ 10-1 ท าการเจือจางต่อให้มีระดับที่
เหมาะสม ปิเปตสารละลายเจือจางจากหลอดที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาณ 0.1 ml มา 
spread บน MEA agar ที่เติม Tetracycline 0.01 g/L ในจานเพาะเชื อให้กระจายทั่วจานจน
แห้ง บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2-4 วัน นับจ านวนประชากรยีสต์ทั งหมด และ
ค านวณในหน่วย CFU/ml (Chanprasartsuk et at., 2010) 
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 5.3.2 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก 
                ปิเปตน  าสับปะรดหมักมาเจือจาง ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายเปปโตน
ความเข้มข้น 0.1% ให้มีระดับความเจือจางเท่ากับ 10-1 ท าการเจือจางต่อให้มีระดับที่
เหมาะสม ปิเปตสารละลายเจือจางจากหลอดที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาณ 0.1 ml มา 
spread บน MRS agar ที่เติม Cycloheximide 0.01 g/L ในจานเพาะเชื อให้กระจายทั่ว
จานจนแห้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน นับจ านวนประชากร
แบคทีเรียกรดแลคติกทั งหมด และค านวณในหน่วย CFU/ml (ดัดแปลงจาก Takahashi et 
al., 2014) 
 5.3.3 การคัดแยกแบคทีเรียกรดอะซิติก 
                 ปิเปตน  าสับปะรดหมักมาเจือจาง ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายเปปโตน
ความเข้มข้น 0.1% ให้มีระดับความเจือจางเท่ากับ 10-1 ท าการเจือจางต่อให้มีระดับที่
เหมาะสม ปิเปตสารละลายเจือจางจากหลอดที่มีความเข้มข้นที่เหมาะสมปริมาณ 0.1 ml มา 
spread บน AE agar ที่เติม Cycloheximide 0.01 g/L ในจาน เพาะเชื อให้กระจายทั่วจาน
จนแห้ง น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 1-2 วัน นับ จ านวนประชากรแบคทีเรีย
กรดอะซิติกทั งหมด และค านวณในหน่วย CFU/ml (ยูโซะ ยามาเดะ และคณะ, 2550) 
        หลังจากตรวจนับจ านวนประชากรของจุลินทรีย์แต่ละประเภทแล้ว สั งเกต
ลักษณะโคโลนีและจัดกลุ่มตามลักษณะโคโลนีที่สังเกตได้และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เซลล์ บันทึกผล น าจุลินทรีย์ที่ได้มาท าให้บริสุทธิ์ แล้วน ามาสกัด DNA ตามวิธีของ Aljanabi 
and Martinez (1997) จากนั นสุ่มคัดเลือกตัวแทนของแต่ละกลุ่มไปจัดจ าแนกสายพันธุ์ด้วย
วิธีทางอณูวิทยา ดังนี  
        วิเคราะห์ล าดับเบสของยีสต์และราบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA ด้วย 
Primer NL1 และ NL4 โดยใช้สภาวะที่อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
จากนั นตามด้วยอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยใช้จ านวนรอบ
ทั งหมด 35 รอบ (Chanprasartsuk et at., 2010) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาการท า PCR (amplicon) 
จะน าไปตรวจสอบโดยแยกผ่านเจลอะกาโรสในสารละลายบัพเฟอร์ 1XTBE ด้วยเครื่อง 
electrophoresis และน ามาย้อมสีด้วย Ethidium bromide แล้วตรวจสอบแถบ DNA 
ภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง UV transilluminator จากนั นน า amplicon ที่ได้ไปวิเคราะห์
ล าดับเบสด้วยวิธี Sequencing แล้วน าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)  
         วิ เคราะห์ล าดับเบสของแบคทีเรียบริเวณ V6-V8 ของ 16S rDNA ด้วย 
Primer 27F และ 1512R โดยใช้สภาวะอุณหภูมิเริ่มต้นที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั นตามด้วย อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที อุณหภูมิ 49 องศาเซลเซียส 
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นาน 45 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที โดยจ านวนรอบทั งหมด 25 
รอบ (Lazzi et al., 2004) ผลิตภัณฑ์ที่ได้จาการท า PCR (amplicon) จะน าไปตรวจสอบ
โดยแยกผ่านเจลอะกาโรสในสารละลายบัพเฟอร์ 1XTBE ด้วยเครื่อง electrophoresis และ
น ามาย้อมสีด้วย Ethidium bromide แล้วตรวจสอบแถบ DNA ภายใต้แสง UV ด้วยเครื่อง 
UV transilluminator จ ากนั น น า  amplicon ที่ ไ ด้ ไ ป วิ เ ค ร า ะห์ ล า ดั บ เ บสด้ ว ย วิ ธี  
Sequencing แ ล้ ว น า ข้ อ มู ล ที่ ไ ด้ ม า เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)   
 
5.4. การหมักน  าสับปะรดคั นสดด้วยกล้าเชื อแบคทีเรียกรดแลคติกบริสุทธิ์  
 5.4.1 การเตรียมน  าสับปะรดส าหรับการหมัก  
        น าสับปะรดมาปอกเปลือก และหั่นลดขนาด คั นน  าสับปะรดแล้วกรองด้วยผ้า
ขาว บาง น าน  าสับปะรดที่ได้มาพลาสเจอไรส์ที่อุณหภูมิระหว่าง 60-80 องศาเซลเซียส นาน 
30 นาทีแล้วทิ งไว้ให้เย็น  
 5.4.2 การเตรียมกล้าเชื อแบคทีเรียกรดแลคติก 
                 น ากล้าเชื อจุลินทรีย์บริสุทธิ์มาใส่ในหลอดอาหารเลี ยงเชื อ MRS broth บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบ
ต่อนาที นาน 5 นาที ล้างเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ที่
ผ่านการฆ่าเชื อ (ล้างซ  า 2 ครั ง) เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์
ปริมาณ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ได้กล้าเชื อเพ่ือใช้ในการทดลองขั นต่อไป (Rathore et 
al., 2012) 
 5.4.3 การหมักน  าสับปะรดคั นสดด้วยกล้าเชื อจุลินทรีย์บริสุทธิ์  
        น ากล้าเชื อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ที่ได้มาเลี ยงในหลอดทดลองที่มีน  าสับปะรด โดยใช้
กล้าเชื อปริมาณ 1% จากนั นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 7 วัน ท าการ
ทดลอง 2 ซ  า ตรวจสอบและวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงทางเคมีต่างๆ ได้แก่ ปริมาณของแข็ง
ที่ละลายน  าได้ทั งหมด ค่า pH และปริมาณกรดในรูปของกรดซิตริกในวันสุดท้ายของการหมัก 
 
6. ผลการวิจัยและวิจารณ์ (Results and discussion) 
6.1 ลักษณะทางกายภาพของสับปะรดกลุ่มควีน 
 จากการสุ่มเก็บสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองที่มีอายุประมาณ 4 เดือน (ระยะ
เก็บเก่ียว) จากไร่ในจังหวัดตราด พบว่าลักษณะภายนอก ของผลสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราด
สีทองเป็นรูปทรงกระบอก เปลือกค่อนข้างหนา มีสีเหลือง ตาใหญ่ ร่องตาลึก ฉ่ าน  า และมี
กลิ่นหอมหวาน (ภาพที่ 1) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ จินดารัฐ วีรวุฒิ (2550) ที่กล่าวว่า
สับปะรดกลุ่มควีนมีรูปร่างทรงกระบอก ตาค่อนข้างนูน เปลือกหนา เมื่อผลสุกเปลือกจะมีสี
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เหลือง เนื อข้างในมีสีเหลืองเข้ม รสหวานกรอบ มีเส้นใยน้อย และมีกลิ่นหอม แกนผลอ่อนนุ่ม
กว่าพันธุ์ปัตตาเวีย เมื่อน ามาตรวจสอบลักษณะทางกายภาพโดยการชั่งน  าหนัก วัดความยาว 
และเส้นรอบวงของผล พบว่าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองมีน  าหนัก ความยาว และเส้น
รอบวงโดยเฉลี่ยเท่ากับ 1397.97± 65.27 กรัม 20.70± 0.84 เซนติเมตร และ 35.60± 1.19 
เซนติเมตร ตามล าดับ ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับรายงานที่กล่าวว่าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองมี
น  าหนัก ความยาว ความกว้าง และเส้นรอบวงโดยเฉลี่ยเท่ากับ 1024.50 กรัม 16.30 
เซนติเมตร 10.30 เซนติเมตร และ 32.34 เซนติเมตร ตามล าดับ (นิธิยา รัตนาปนนท์, 2552) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6.1 ผลสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทอง 
 
6.2 การหมักน  าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 หลังจากเก็บตัวอย่างน  าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองคั นสดเพ่ือน าไปวิเคราะห์
ค่าทางเคมีต่างๆแล้ว น าน  าสับปะรดคั นสดปริมาตร 800 มิลลิลิตร บรรจุลงในขวดรูปชมพู่
ขนาด 1,000 มิลลิลิตร แล้วปิดด้วยจุกส าลี ท าทุกขั นตอนด้วยวิธีปลอดเชื อ จากนั นปล่อยให้
เกิดการหมักแบบธรรมชาติที่อุณหภูมิห้อง (ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 
7 วัน ท าการทดลอง 2 ซ  า เก็บตัวอย่างน  าสับปะรดทุกวันเพ่ือติดตามวิเคราะห์ผลทางจุล
ชีววิทยา                  

6.2.1 ผลการวิเคราะห์ทางจุลินทรีย์ 
หลังปล่อยให้น  าสับปะรดเกิดการหมักแบบธรรมชาติที่ อุณหภูมิห้อง 

(ประมาณ 28-30 องศาเซลเซียส) เป็นระยะเวลา 7 วัน (ภาพท่ี 6.2) เก็บตัวอย่างน  าสับปะรด
ทุกวันเพ่ือติดตามวิเคราะห์ผลทางจุลชีววิทยา แล้วจัดจ าแนกยีสต์เบื องต้นตามจากลักษณะ
ทางสันฐานวิทยาของโคโลนีที่สังเกตได้บนอาหารเลี ยงเชื อ MEA และลักษณะทางสัณฐาน
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วิทยาของเซลล์ พบว่าจ านวนประชากรยีสต์ทุกกลุ่มมีจ านวนเพิ่มขึ นอย่างรวดเร็วในช่วง 2 วัน
แรกของการหมัก โดยยีสต์กลุ่ม A เป็นยีสต์ที่มีความส าคัญในช่วงแรกของการหมักเนื่องจาก
เป็นกลุ่มยีสต์ที่มีจ านวน ประชากรสูงสุดที่พบในช่วง 2 วันแรกของการหมักน  าสับปะรดพันธุ์
ตราดสีทองแบบธรรมชาติ โดยมี จ านวนประชากรสูงถึง 6.1 log cfu/ml และ6.7 log 
cfu/ml ตามล าดับ นอกจากนี ยังพบว่ายีสต์กลุ่ม E  สามารถเจริญได้ในช่วง 3 วันแรกของ
การหมัก และมีจ านวนลดลงจนไม่สามารถตรวจสอบพบได้ หลังจากวันที่ 4 จนกระทั่งสิ นสุด
การหมัก อาจเนื่องมาจากเกิดการสะสมของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ถูก สร้างขึ นโดยยีสต์ใน
ระหว่างการหมักท าให้ยีสต์กลุ่ม E  ไม่สามารถทนต่อปริมาณแอลกอฮอล์ที่สูงขึ นได้และลด
จ านวนลง อย่างไรก็ตามยีสต์ที่มีบทบาทส าคัญและด าเนินการหมักน  าสับปะรดพันธุ์ตราดสี
ทองแบบธรรมชาติจนกระทั่งสิ นสุดการหมักได้แก่ยีสต์กลุ่ม F โดยสามารถตรวจพบได้ทุกวัน
ในระหว่างการหมักและมีจ านวนประชากรอยู่ระหว่าง 1.3-7.9 log cfu/ml นอกจากนี ยังพบ
ยีสต์กลุ่ม H I และ J ในช่วงสุดท้ายของการหมักซึ่งอาจเนื่องมาจากเป็นกลุ่มของยีสต์ที่ท าให้
เกิดการเสื่อมเสียของน  าสับปะรดหมักพันธุ์ตราดสีทองโดยมีประชากรอยู่ในช่วงระหว่าง 3.2-
8.2 log cfu/ml (ตารางที่ 6.1) จากผลการทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่า ยีสต์กลุ่ม A และ F 
เป็นยีสต์กลุ่มที่มีความส าคัญต่อการหมักมากที่สุดเพราะสามารถตรวจพบได้ตลอดทั งการ
หมัก  

      

 
ภาพที่ 6.2 จ านวนประชากรยีสต์และรา (log cfu/ml) ที่คัดแยกได้ในระหว่างการหมักน  า
สับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
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ตารางที่ 6.1 จ านวนประชากรและลักษณะจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนียีสต์และ
ราทีค่ัดแยกได้ในระหว่างการหมักน  าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 
วันที่
หมัก  

กลุ่ม 
จ านวน 

(log CFU/mL) 
ลักษณะโคโลนี 

0 
  
  
  
  
  
  

A 6.0±0.1 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

B 1.1±2.2 สีขาว ขอบหยัก 

C 1.0±2.0 สีขาว ตรงกลางโคโลนีแยกเป็นแฉกคล้ายดอกไม้ 
D 3.2±2.1 สีโอลด์โรสอ่อน มีจุดอยู่ตรงกลาง มีเส้นใยเล็กๆ รอบโคโลนี 

E 4.8±0.2 ปุยสีขาว มีจุดตรงกลางสีขาว 

K 4.6±0.1 ปุยสีขาว มีจุดตรงกลางสีด า 

L 2.0±2.3 ราสีแดง ปุยสีขาว จุดตรงกลางสีแดง 
1 
  
  

A 6.6±0.2 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

E 3.8±2.6 สีขาว ปุย มีจุดตรงกลางสีขาว 

F 1.3±2.7 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  
2 
  
  
  

A 5.1±3.4 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

E 1.6±3.2 สีขาว ปุย มีจุดตรงกลางสีขาว 

F 7.3±0.1 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  

G 6.4±0.3 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 
3 
  
  

A 7.0±0.2 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

F 7.9±0.2 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  

G 7.3±0.2 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 
4 
  
  

A 6.6±0.4 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

F 7.8±0.2 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  

G 6.9±0.2 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 
5 
  
  
  

F 6.7±0.1 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  

H 6.6±0.1 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ผิวเรียบ 

I 6.3±0.1 สีขาวด้าน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบหยัก  

J 7.8±0.1 สีขาวครีมอ่อน รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
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วันที่
หมัก  

กลุ่ม 
จ านวน 

(log CFU/mL) 
ลักษณะโคโลนี 

6 
  
  
  

F 3.0±3.5 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก  

H 3.2±3.7 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ผิวเรียบ 

I 7.1±0.2 สีขาวด้าน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบหยัก  

J 8.2±0.1 สีขาวครีมอ่อน รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
       
 จากการจ าแนกแบคทีเรียกรดอะซิติกเบื องต้นตามจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของ
โคโลนีที่สังเกตได้บนอาหารเลี ยงเชื อ AE พบว่าจ านวนประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติกมี
จ านวนเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วในช่วง 2 วันแรกของการหมัก โดยแบคทีเรียกรดอะซิติกกลุ่ม E 
เป็นแบคทีเรียกรดอะซิติกท่ีมีความส าคัญในช่วงแรกของการหมักเนื่องจากเป็นกลุ่มแบคทีเรีย
กรดอะซิติกที่มีจ านวนประชากรสูงสุดที่พบในช่วงวันที่  1 และ 2 ของการหมักน  าสับปะรด
พันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ โดยมีจ านวนประชากรสูงถึง 6.8 log cfu/ml และ7.3 log 
cfu/ml ตามล าดับ นอกจากนี ยังพบแบคทีเรียกรดอะซิติก กลุ่ม F ที่สามารถเจริญได้ในช่วง 
4 วันแรกของการหมักเช่นเดียวกับแบคทีเรียกรดอะซิติกกลุ่ม E และมีจ านวนลดลงจนไม่
สามารถตรวจสอบพบได้หลังจากวันที่ 4 จนกระทั่งสิ นสุดการหมัก อาจเนื่องมาจากเกิดการ
สะสมของปริมาณแอลกอฮอล์ที่ถูกสร้างขึ นโดยยีสต์ในระหว่างการหมักท าให้แบคทีเรีย 
กรดอะซิติก กลุ่ม E ไม่สามารถทนต่อปริมาณแอลกอฮอล์ที่สูงขึ นได้ ในช่วง stationary 
phase หลังวันที่ 3 ตลอดจนสิ นสุดการหมักพบแบคทีเรียกรดอะซิติกกลุ่ม D และ I  ซึ่งอาจ
เนื่องมาจากเป็นกลุ่มของแบคทีเรียกรดอะซิติกที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีแอลกอฮอล์สูงได้
โดยมีประชากรอยู่ในช่วงระหว่าง 4.8-7.8 log cfu/ml ในช่วงสุดท้ายของการหมักพบ
แบคทีเรียกรดอะซิติกกลุ่ม H ซึ่งอาจเนื่องมาจากเป็นกลุ่มของแบคทีเรียกรดอะซิติกที่ท าให้
เกิดการเสื่อมเสียและกลิ่นรสเปรี ยวของน  าสับปะรดหมักพันธุ์ตราดสีทองโดยมีประชากร
เท่ากับ 8.1 log cfu/ml (ภาพที่ 6.3 และ ตารางที่ 6.2) 
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ภาพที่ 6.3 จ านวนประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติก (log cfu/ml) ที่คัดแยกได้ในระหว่างการ
หมักน  าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
                                                          
ตารางที่ 6.2 จ านวนประชากรและลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนีแบคทีเรียกรดอะซิติก
ทีค่ัดแยกได้ในระหว่างการหมักน  าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 

วันที่
หมัก  

กลุ่ม 
จ านวน  

(log CFU/mL) 
ลักษณะโคโลนี 

0 
  
  

A 5.0±0.1 
สีเหลืองอ่อน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 
ผิวนูน 

B 4.8±0.2 สีเหลืองเข้ม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 

F 4.2±0.2 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส 

1 
  

E 6.8±0.1 สีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดปานกลาง ผิวนูน 

F 4.0±2.7 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส 

2 E 7.3±0.2 สีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดปานกลาง ผิวนูน 

3 
  
  

D 4.8±3.2 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก 

F 5.9±4.0 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส 

I 6.9±0.8 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 

4 
  

D 5.4±3.6 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก 

I 7.6±0.1 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 
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วันที่
หมัก  

กลุ่ม 
จ านวน  

(log CFU/mL) 
ลักษณะโคโลนี 

5 
  
  

D 6.2±0.2 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก 

H 7.7±0.3 สีเหลืองหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก   

I 7.1±0.2 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 

6 
  
  

D 7.8±0.1 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก 

H 8.1±0.0 สีเหลืองหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก   

I 7.5±0.1 สีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 
 
 จากการจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกเบื องต้นตามจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของ
โคโลนีที่สังเกตได้บนอาหารเลี ยงเชื อ MRS พบว่าจ านวนประชากรแบคทีเรียกรดแลคติกมี
จ านวนเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วในช่วง 2 วันแรกของการหมัก โดยแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่ม A 
เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความส าคัญในช่วงแรกของการหมักเนื่องจากเป็นกลุ่มแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่มีจ านวนประชากรสูงสุดที่พบในช่วง 3 วันแรกของการหมักน  าสับปะรดพันธุ์
ตราดสีทองแบบธรรมชาติ โดยมีจ านวนประชากรสูงถึง 5 log cfu/ml 7.7 log cfu/ml และ
7.4 log cfu/ml ตามล าดับ (ภาพที่ 6.4 และ ตารางที่ 6.3) และมีจ านวนลดลงจนไม่สามารถ
ตรวจสอบพบได้หลังจากวันที่ 3 จนกระท่ังสิ นสุดการหมัก อาจเนื่องมาจากเกิดการสะสมของ
ปริมาณแอลกอฮอล์ที่ถูกสร้างขึ นโดยยีสต์ในระหว่างการหมักท าให้แบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่ม 
A ไม่สามารถทนต่อปริมาณแอลกอฮอล์ที่สูงขึ นได้ นอกจากนี ในช่วง stationary phase หลัง
วันที่ 3 ตลอดจนสิ นสุดการหมักพบแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่ม E และ H  ซึ่งอาจเนื่องมาจาก
เป็นกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถเจริญในสภาวะที่มีแอลกอฮอล์สูงได้โดยมี
ประชากรอยู่ในช่วงระหว่าง 6.5-8.3 log cfu/ml 
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ภาพที่ 6.4 จ านวนประชากรแบคทีเรียกรดแลคติก (log cfu/ml) ที่คัดแยกได้ในระหว่างการ
หมักน  าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 
ตารางที่  6.3 จ านวนประชากรและลักษณะจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนี 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ในระหว่างการหมักน  าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบ
ธรรมชาติ 
 

วันที่
หมัก  

กลุ่ม 
จ านวน 

 (log CFU/mL) 
ลักษณะโคโลนี 

0 A 5.0±2.4 สีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน ขอบเรียบ 

1 A 7.7±0.0 สีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน ขอบเรียบ 

2 A 7.4±0.2 สีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน ขอบเรียบ 

3 
  

E 6.5±0.6 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน 

H 8.1±0.3 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรงกลาง 

4 
  

E 7.2±1.0 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน 

H 7.8±0.1 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรงกลาง 

5 
  

E 7.7±0.2 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน 

H 7.9±0.0 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรงกลาง 

6 
  

E 8.3±0.1 สีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน 

H 8.0±0.1 สีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรงกลาง 
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6.3 การจ าแนกจุลินทรีย์เบื องต้น       
 จากการตรวจนับจ านวนโคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ MEA ในแต่ละวันและจัดจ าแนก
ยีสต์เบื องต้น โดยสังเกตลักษณะจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนี พบลักษณะโคโลนี
ที่แตกต่างกัน 12 กลุ่ม ได้แก่ 
 กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 

กลุ่ม B ลักษณะโคโลนีสีขาว ขอบหยัก     
กลุ่ม C ลักษณะโคโลนีสีขาว รูปดอกไม้     
กลุ่ม D ลักษณะโคโลนีสีโอลด์โรสอ่อน มีจุดอยู่ตรงกลาง มีเส้นใยเล็กๆ รอบโคโลนี 
กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีขาว ปุย มีจุดตรงกลางสีขาว 
กลุ่ม F ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก 
กลุ่ม G ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ 
กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ผิวเรียบ   
กลุ่ม I  ลักษณะโคโลนีสีขาวด้าน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบหยัก 

 กลุ่ม J ลักษณะโคโลนีสีขาวครีมอ่อน รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ   
กลุ่ม K ลักษณะโคโลนีสีขาว ปุย มีจุดตรงกลางสีด า    

 กลุ่ม L ลักษณะโคโลนีราสีแดง ปุยสีขาว จุดตรงกลางสีแดง  
 จากการตรวจนับจ านวนโคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ AE ในแต่ละวันและจัดจ าแนก
แบคทีเรียกรดอะซิติกเบื องต้นจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนี พบลักษณะโคโลนีที่
แตกต่างกัน 7 กลุ่ม ได้แก ่ 

กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ ผิวนูน 
กลุ่ม B ลักษณะโคโลนีสีเหลืองเข้ม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
กลุ่ม D ลักษณะโคโลนีสีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก    
กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดปานกลาง ผิวนูน 

 กลุ่ม F ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส  
 กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีเหลืองหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก     
 กลุม่ I   ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 
  และจากการตรวจนับจ านวนโคโลนีบนอาหารเลี ยงเชื อ MRS ในแต่ละวันและจัด
จ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกเบื องต้น โดยสังเกตจากลักษณะทางสันฐานวิทยาของโคโลนี 
พบลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกัน 3 กลุ่ม ได้แก ่

กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน ขอบเรียบ  
กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน   
กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรงกลาง 
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6.4 การจัดจ าแนกด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
 จากผลการวิเคราะห์ล าดับเบส ของยีสต์และราบริเวณ D1/D2 ของ 26S rDNA และ 
วิเคราะห์ล าดับเบสของแบคทีเรียบริเวณ V6-V8 ของ 16S rDNA ด้วยวิธี Sequencing แล้ว
น าข้อมูลที่ได้มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)  
ได้ผลการทดลองดังตารางที่ 6.4 
 
ตารางที่ 6.4 ผลการจัดจ าแนกจุลินทรีย์ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 

จุลินทรีย ์ กลุ่ม สายพนัธุ ์
ยีสต์และรา A Meyerozyma guilliermondii 

(Pichia guilliermondii) 
B unidentified 
C Sporisorium elionuri 
D Aureobasidium pullulans 
E Saccharomycopsis fibuligera 
F Tortispora caseinolytica 

(Candida caseinolytica) 
G Hanseniaspora guilliermondii 
H Hanseniaspora guilliermondii 
I Pichia kudriavzevii (Issatchenkia 

orientalis) 
J Candida nivariensis 
K Aspergillus japonicus 
L Fusarium oxysporum 

แบคทีเรียกรดอะซิติก A unidentified 
B unidentified 
D Lactobacillus plantarum  
E unidentified 
F unidentified 
H Lactobacillus brevis 
I Lactobacillus plantarum 

แบคทีเรียกรดแลคติก A unidentified 
E Lactobacillus plantarum 
H Lactobacillus brevis 
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7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
7.1 ลักษณะทางกายภาพของสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทอง   
 จากการวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทอง พบว่า
สับปะรดมีน ้าหนัก ความยาว และเส้นรอบวงโดยเฉลี่ย เท่ากับ 1397.97±65.27 กรัม 
20.70± 0.84 เซนติเมตร และ 35.60±1.19 เซนติเมตร ตามล้าดับ 
 
7.2 การหมักน ้าสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทองคั นสดแบบธรรมชาติ  

7.2.1 การวิเคราะห์ประชากรยีสต์และราทั งหมด พบว่าจ้านวนประชากรยีสต์และรา
ทั งหมดเริ่มต้นที่ 6.1±0.1 log cfu/ml จากนั นเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็วประมาณ 2 log cycle 
ในช่วง 4 วันแรกของการหมัก และเพ่ิมขึ นเล็กน้อยในวันสุดท้ายของการหมักโดยมีประชากร
ยีสต์และราทั งหมดเท่ากับ 8.2 log cfu/ml และการจ้าแนกยีสต์และราเบื องต้นตามรูปร่าง 
ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่แตกต่างกันสามารถแบ่งยีสต์และราออกได้เป็น  
12 กลุม่ ได้แก่ A B C D E F G H I J K และ L โดย      
  - กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ พบ
ในช่วง 4 วันแรกของการหมัก                              
  - กลุ่ม B ลักษณะโคโลนีสีขาว ขอบหยัก พบเฉพาะในวันแรกของการหมัก
  - กลุ่ม C ลักษณะโคโลนีสีขาว ตรงกลางโคโลนีแยกเป็นแฉกคล้ายดอกไม้ 
พบเฉพาะในวันแรกของการหมัก                                                                                                     
  - กลุ่ม D ลักษณะโคโลนีสีโอลด์โรสอ่อน มีจุดอยู่ตรงกลาง มีเส้นใยเล็กๆ
รอบโคโลนี พบเฉพาะในวันแรกของการหมัก                                                                                
  - กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีปุยสีขาว มีจุดตรงกลางสีขาว พบในช่วง 3 วัน
แรกของการหมัก               

- กลุ่ม F ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก พบตลอดทั ง 6 
วันของการหมัก 

- กลุ่ม G ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ขอบเรียบ พบ
ในช่วงวันที่ 2-4 ของการหมัก                                                                                       

- กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ผิวเรียบ พบ
ในช่วงวันที่ 4-6 ของการหมัก                                                                                            
  - กลุ่ม I ลักษณะโคโลนีสีขาวด้าน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบหยัก
พบในช่วงวันที่ 4-6 ของการหมัก                                                                                  
  - กลุ่ม J ลักษณะโคโลนีสีขาวครีมอ่อน รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบพบ
ในช่วงวันที่ 4-6 ของการหมัก                                                                                       
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  - กลุ่ม K ลักษณะโคโลนีปุยสีขาว มีจุดตรงกลางสีด้า พบเฉพาะในวันแรก
ของการหมัก   
 - กลุ่ม L ลักษณะโคโลนีราสีแดง ปุยสีขาว จุดตรงกลางสีแดง พบเฉพาะใน
วันแรกของการหมัก    

7.2.2 การวิเคราะห์ประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติกทั งหมด พบว่าจ้านวนประชากร
แบคทีเรียกรดอะซิติกทั งหมดเริ่มต้นที่ 5.3±0.1 log cfu/ml และเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็ว
ประมาณ 2 log cycle ในระหว่างวันที่ 0-1 ของการหมัก และเพ่ิมขึนอีกประมาณ 1 log 
cfu/ml ในระหว่างวันที่ 1-3 ของการหมัก โดยจ้านวนประชากรสูงสุดมีค่าเท่ากับ 8.0±1.0 
log cfu/ml ในวันที่ 3 ของการหมัก และเริ่มเข้าสู่ stationary phase หลังวันที่ 3 ตลอดจน
สิ นสุดการหมัก โดยมีจ้านวนประชากรในวันที่ 6  ของการหมักเท่ากับ 8.3±1.0  log cfu/ml 
และการจ้าแนกแบคทีเรียกรดอะซิติกเบื องต้นตามรูปร่าง ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยา
ของเซลล์ที่แตกต่างกันสามารถแบ่งแบคทีเรียกรดอะซิติกออกได้เป็น 7 กลุ่ม ได้แก่  A B D E 
F H และ I โดย 

- กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างไม่แน่นอน ขนาดใหญ่ ขอบ
เรียบ ผิวนูน พบเฉพาะในวันแรกของการหมัก                                                                                        
  - กลุ่ม B ลักษณะโคโลนีสีเหลืองเข้ม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบเรียบพบ
เฉพาะในวันแรกของการหมัก                                                                                                
  - กลุ่ม D ลักษณะโคโลนีสีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก พบในช่วงวันที่ 
3 ตลอดจนสิ นสุดการหมัก                                                                            
  - กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดปานกลาง ผิวนูน 
พบในช่วงวันที่ 1-2 ของการหมัก                                                                                             
  - กลุ่ม F ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส พบ
ในช่วง 4 วันแรกของการหมัก                                                                                         
  - กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีเหลืองหม่น รูปร่างกลม ขนาดเล็ก พบในช่วง 2 
วันสุดท้ายของการหมัก                                                                                                
  - กลุ่ม I  ลักษณะโคโลนีสีขาวครีม รูปร่างกลม ขนาดเล็ก ขอบใส ผิวเรียบ 
พบในช่วง 2 วันสุดท้ายของการหมัก 

7.2.3 การวิเคราะห์ประชากรแบคทีเรียกรดแลคติกทั งหมด พบว่าจ้านวนประชากร
แบคทีเรียกรดแลคติกทั งหมดเริ่มต้นที่ 5.0±2.4 log cfu/ml และเพ่ิมขึ นอย่างรวดเร็ว
ประมาณ 3 log cycle ในระหว่างวันที่ 0-1 ของการหมัก และเพ่ิมขึนอีกเล็กน้อยในระหว่าง
วันที่ 1-3 ของการหมัก โดยจ้านวนประชากรสูงสุดมีค่าเท่ากับ 8.1±0.3 log cfu/ml ในวันที่ 
3 ของการหมัก และเริ่มเข้าสู่ stationary phase หลังวันที่ 3 ตลอดจนสิ นสุดการหมัก โดยมี
จ้านวนประชากรในวันที่ 6 ของการหมักเท่ากับ 8.5±0.1 log cfu/ml ml และการจ้าแนก
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แบคทีเรียกรดแลคติกเบื องต้นตามรูปร่าง ลักษณะโคโลนีและสัณฐานวิทยาของเซลล์ที่
แตกต่างกันสามารถแบ่งแบคทีเรียกรดแลคติกออกได้เป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ E และ H โดย 

 - กลุ่ม A ลักษณะโคโลนีสีเหลืองอ่อน รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน ขอบ
เรียบพบในช่วง 3 วันแรกของการหมัก                                                                                           
  - กลุ่ม E ลักษณะโคโลนีสีเหลืองครีม รูปร่างกลม ขนาดใหญ่ ผิวนูน พบ
ในช่วงวันที่ 3 ตลอดจนสิ นสุดการหมัก                                                                           
  - กลุ่ม H ลักษณะโคโลนีสีขาวหม่น รปร่างกลม ขนาดใหญ่ มีจุดสีขาวตรง
กลาง พบในช่วงวันที่ 3 ตลอดจนสิ นสุดการหมัก 

 

ข้อเสนอแนะ 

 เมื่อทราบสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่คัดแยกได้แล้ว ควรทดสอบความสามารถในการหมัก
น ้าสับปะรดของจุลินทรีย์เพ่ือให้ทราบถึงสมบัติการหมักน ้าสับปะรดของจุลินทรีย์แต่ละสาย
พันธุ์ และอาจสามารถน้าไปพัฒนาเป็นกล้าเชื อส้าหรับหมักเครื่องดื่มน ้าสับปะรดเพ่ือสุขภาพ
ต่อไป 
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yeasts and lactic acid bacteria associated with natural fermentation of 
pineapple juice and their ability to ferment. In: Proceedings of the 21th 
Food Innovation Asia Conference 2019: Future Food Innovation for Better 
Health and Wellness, pp.456-462. 13-15 June 2019, BITEC, Bangkok, 
Thailand. 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 
1. Malt extract agar (MEA)       
 ประกอบด้วย 
 - Malt extract       20     กรัม  
 - Peptone       10     กรัม  
 - Glucose       20     กรัม  
 - Agar        20     กรัม  
 - Distilled water             1000   มิลลิลิตร  
 - Tetracycline                       0.01    กรัม/มิลลิลิตร  
 เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น แล้วน้าไปตั้งไฟอ่อนๆ จนส่วนผสม
ละลายเข้ากันดี น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เติม Tetracycline 
แล้วผสมให้เข้ากัน   
 
2. de Man Rogosa and Sharp agar (MRS) และ MRS broth    

ประกอบด้วย  
- Bromocresol purple    0.4   กรัม    
- Peptone     10    กรัม   
- Beef extract     10    กรัม   
- Yeast extract     5     กรัม  
- Glucose     20    กรัม   
- K2HPO4     2      กรัม   
- Tween 80     1      มิลลิกรัม   
- Sodium acetate.3H2O   5      กรัม   
- Diammonia citrate    2      กรัม   
- MgSO4.7H2O     0.2    กรัม   
- MnSO4.4H2O     0.05   กรัม   
- Agar      15     กรัม   
- Distilled water (pH 6.0)   1000  มิลลิลิตร   
- Cycloheximide    0.01 กรัม/มิลลิลิตร 
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 เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น แล้วน้าไปตั้งไฟอ่อนๆ จนส่วนผสม
ละลายเข้ากันดี  น้ า ไปฆ่า เชื้ อที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  เติม 
Cycloheximide แล้วผสมให้เข้ากัน ส้าหรับการเตรียม MRS broth เตรียมเหมือนกับ MRS 
agar แต่ไม่ต้องเติม agar        
                                                                                                                                                                                                                                                                                  
3. Acetic acid Ethanol Agar (AE) (Yamada et al., 1999)    
 ประกอบด้วย 
 - 10 % Glucose 
 - 0.5 % Absolute ethanol 
 - 0.5 % Peptone       
 - 0.8 % Yeast extract        
 - 0.7 % Calcium carbonate       
 - 1.5 % Agar         
 - 0.01 g/ml Cycloheximide 
 เตรียมโดยละลายส่วนประกอบทั้งหมดในน้้ากลั่น น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที ท้าให้มีอุณหภูมิ 45-50 องศาเซลเซียส เติม Absolute ethanol 
และ Cycloheximide แล้วผสมให้เข้ากัน 
 
4. Yeast Mold broth (YM)       
 ประกอบด้วย 

- Malt extract     3     กรัม       
 - Yeast extract     3     กรัม  
 - Peptone     5     กรัม  
 - Glucose             10     กรัม  
 - Distilled water         1000    มิลลิลิตร  
 - Oxytetracycline          0.01    กรัม/มิลลิลิตร 
 เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น แล้วน้าไปตั้งไฟอ่อนๆ จนส่วนผสม
ละลายเข้ากันดี  น้ า ไปฆ่า เชื้ อที่ อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  เติม 
Oxytetracycline แล้วผสมให้เข้ากัน    
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5. Acetic acid Ethanol Broth (AE Broth) (Yamada et al., 1999)   
 ประกอบด้วย 
 - 2.0 % Glucose       
 - 0.5 % Peptone        

- 0.8 % Yeast extract 
 - 0.5 % Absolute ethanol                 
 เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาท ีเติม Absolute ethanol แล้วผสมให้เข้ากัน  
                                                                                                                                                   
6. Peptone water ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์     
 เตรียมโดยละลาย Peptone 1 กรัม ในน้้ากลั่น 1 ลิตร น้าไปฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 

 
1. สารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
 ชั่ง NaCl 1 กรัม ละลายกับน้้าปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์ประมาณ 250 
มิลลิลิตร แล้วท้าการปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตรด้วยน้้าปราศจากคาร์บอนไดออกไซด์ 
น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ในเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ เก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
 
2.การเตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 10X TBE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

ชั่ง Tris base 108 กรัม, Boric acid 55 กรัม ละลายในน้้ากลั่น 800 มิลลิลิตร เติม 
0.5 M EDTA pH 8 ลงไป 40 มิลลิลิตร และปรับปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตรด้วยน้้า
กลั่น น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ในเครื่องหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ 

 
3.การเตรียม Lysis buffer ปริมาตร 1 ลิตร 
 เตรียมโดยผสมสารละลาย 1M tris HCl 10 มิลลิลิตร, 0.5M EDTA 50 มิลลิลิตร, 
NaCl 1.16 กรัมและ10% SDS 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร น้าไปฆ่า
เชื้อด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี 
 
4.การเตรียม 1M Tris HCl buffer pH 8.0 ปริมาตร 1 ลิตร    
 ชั่ง Tris 121.1 กรัม ละลายในน้้าMilli Q แล้วปรับ pH ใหไ้ด้เท่ากับ 8.0 ด้วย 1M 
HCl ปรับปริมาตรให้ได้ 1000 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาท ี
 
5.การเตรียม 0.5M EDTA ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
  เตรียมโดยละลาย EDTA 18.612 กรัม ในน้้า Milli Q 80 มิลลิลิตร ปรับ
ความเป็นกรด-ด่างด้วย NaOH (ใช้แบบเป็นเม็ด) ให้ pH เท่ากับ 8.0 ให้ความร้อนด้วย Hot 
plate จนสารละลาย ปรับปรมิาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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6. การเตรียม 10% SDS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
  เตรียมโดยละลาย SDS 10 กรัม ในน้้า Milli Q 80 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร
ให้ได้ 100 มิลลิลิตร น้าไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
7. การเตรียม 1M HCl ปริมาตร 100 มิลลิลิตร     
  เตรียมโดยปิเปต HCl ปริมาตร 8.35 มิลลิลิตร ลงในน้้า Milli Q ผสมให้เข้า
กัน ปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลิลิตร  
 
8. การเตรียม 70% Ethanol       
  ฆ่าเชื้อน้้า Milli Q 30 มิลลิลิตร ในขวดแก้ว แล้วน้ามาเติม 99.99% 
Ethanol ปริมาตร 70 มิลลิลติร ปิดฝาให้แน่นแล้วเขย่าให้เข้ากัน 
 
9. การเตรียม Agarose gel 1.5% 
 เตรียมโดยน้า Agarose gel 1.5 กรัม มาละลายใน 1X TBE buffer 98.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นท้าให้ใสด้วยการน้าไปเข้าไมโครเวฟประมาณ 1 นาที แล้วน้ามาคนและเข้าไมโครเวฟ
อีก จนกว่าเจลจะมีลักษณะใส 
 
10. การเตรียม Polyacrylamide gel 8% 
ประกอบด้วย   - TBE buffer (5×stock)                              9 มิลลิลิตร 
                  - Acrylamide : Bis (30%stock)                    12 มิลลิลิตร 
                  - Tetramethylethylenediamine                  25 ไมโครลิตร 
                  - Ammonium persulfate (10%stock)          286 ไมโครลิตร 
                  - Sterile deionized water                          24 มิลลิลิตร 

เตรียมโดยละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยน้้ากลั่น ผสมให้เข้ากัน แล้วน้าไปต้มให้เดือด 
ปล่อยให้เย็นจนถึงอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส 
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ภาคผนวก ค  
การวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา  

 
1. การหาจ านวนประชากรยีสต์  
 ปิเปตน้้าสับปะรดหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเจือจางในสารละลายเปปโตนความ
เข้มข้น 0.1 % ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เจือจางให้ได้ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นประมาณ 5 log 
cfu/ml จากนั้นน้าไปปั่นผสม แล้วปิเปตสารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spread บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MEA น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-4 วัน นับจ้านวน
โคโลนียีสต์และรายงานผลในหน่วย log cfu/ml บันทึกลักษณะโคโลนี และจัดกลุ่มตาม
ลักษณะของโคโลนี 

จ้านวนประชากรยีสต์ = n×df×10  
เมื่อ n คือ จ้านวนโคโลนีเฉลี่ยในหนึ่งจาน (25-250) 

df คือ dilution factor หรือส่วนกลับของความเจือจางของตัวอย่างที่น้ามา
เพาะใน จานที่หาค่าได้ 

จ้านวนที่หาค่าได้จะมีหน่วยเป็น colony froming unit (cfu) ต่อกรัม/มิลลิลิตร 
 
2. การหาจ านวนประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติก 
 ปิเปตน้้าสับปะรดหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเจือจางในสารละลายเปปโตนความ
เข้มข้น 0.1 % ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เจือจางให้ได้ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นประมาณ 5 log 
cfu/ml จากนั้นน้าไปปั่นผสม แล้วปิเปตสารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spread บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ AE น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วัน นับจ้านวน
โคโลนียีสต์และรายงานผลในหน่วย log cfu/ml บันทึกลักษณะโคโลนี และจัดกลุ่มตาม
ลักษณะของโคโลนี 

จ้านวนประชากรยีสต์ = n×df×10  
เมื่อ n คือ จ้านวนโคโลนีเฉลี่ยในหนึ่งจาน (25-250) 

df คือ dilution factor หรือส่วนกลับของความเจือจางของตัวอย่างที่น้ามา
เพาะใน จานที่หาค่าได้ 

จ้านวนที่หาค่าได้จะมีหน่วยเป็น colony froming unit (cfu) ต่อกรัม/มิลลิลิตร 
 
3. การหาจ านวนประชากรแบคทีเรียกรดแลคติก 
 ปิเปตน้้าสับปะรดหมักปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาเจือจางในสารละลายเปปโตนความ
เข้มข้น 0.1 % ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เจือจางให้ได้ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นประมาณ 5 log 
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cfu/ml จากนั้นน้าไปปั่นผสม แล้วปิเปตสารละลายปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มา spread บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS น้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วัน นับจ้านวน
โคโลนียีสต์และรายงานผลในหน่วย log cfu/ml บันทึกลักษณะโคโลนี และจัดกลุ่มตาม
ลักษณะของโคโลนี 

จ้านวนประชากรยีสต์ = n×df×10  
เมื่อ n คือ จ้านวนโคโลนีเฉลี่ยในหนึ่งจาน (25-250) 

df คือ dilution factor หรือส่วนกลับของความเจือจางของตัวอย่างที่น้ามา
เพาะใน จานที่หาค่าได้ 

จ้านวนที่หาค่าได้จะมีหน่วยเป็น colony froming unit (cfu) ต่อกรัม/มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง  
ข้อมูลผลการทดลอง 

  
ตาราง ง-1 แสดงลักษณะทางกายภาพของสับปะรดกลุ่มควีนพันธุ์ตราดสีทอง 
 

ผลที ่ น้้าหนัก (กรัม) ความยาว 
(เซนติเมตร) 

เส้นรอบวง 
(เซนติเมตร) 

1 1372.31 22 36.5 
2 1501.42 20.5 37 
3 1407.05 21 35.5 
4 1384.72 21 34 
5 1324.34 20 35 

เฉลี่ย 1397.97± 65.27 20.70± 0.84 35.60± 1.19 
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ตารางที ่ง-2 จ านวนประชากรยีสต์และราในระหว่างการหมักน  าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 

วันที่
หมัก 

จ านวนประชากรยีสต์ (log cfu/ml) 

ทั งหมด A B C D E F G H I J K L 

0 6.1±0.1 6.0±0.1 1.1±2.2 1.0±2.0 3.2±2.1 4.8±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 4.6±0.1 2.0±2.3 

1 6.7±0.2 6.6±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.8±2.6 1.3±2.7 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

2 7.5±0.1 5.1±3.4 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 1.6±3.2 7.3±0.1 6.4±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

3 8.1±0.1 7.0±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 7.9±0.2 7.3±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

4 7.9±0.2 6.6±0.4 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 7.8±0.2 6.9±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

5 7.8±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 6.7±0.1 0.0±0.0 6.6±0.1 6.3±0.1 7.8±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 

6 8.2±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 3.0±3.5 0.0±0.0 3.2±3.7 7.1±0.2 8.2±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 
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ตารางที่ ง-3 จ้านวนประชากรแบคทีเรียกรดแลคติกในระหว่างการหมักน ้าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 

วันที่หมัก 
จ้านวนประชากรแบคทีเรียกรดแลคติก (log cfu/ml) 

ทั งหมด A E H 

0 5.0±2.4 5.0±2.4 0.0±0.0 0.0±0.0 

1 7.9±0.0 7.9±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

2 7.4±0.2 7.4±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 

3 8.1±0.2 0.0±0.0 6.5±0.6 8.1±0.3 

4 8.1±0.2 0.0±0.0 7.2±1.0 7.8±0.1 

5 8.1±0.0 0.0±0.0 7.7±0.2 7.9±0.0 

6 8.5±0.1 0.0±0.0 8.3±0.1 8.0±0.1 
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ตารางที ่ง-4 จ้านวนประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติกในระหว่างการหมักน ้าสับปะรดพันธุ์ตราดสีทองแบบธรรมชาติ 
 

วันที่หมัก 
จ้านวนประชากรแบคทีเรียกรดอะซิติก (log cfu/ml) 

ทั งหมด A B D E F H I 

0 5.3±0.1 5.0±0.1 4.8±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 4.2±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 

1 6.8±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 6.8±0.1 4.0±2.7 0.0±0.0 0.0±0.0 

2 7.3±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 7.3±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 

3 8.0±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 4.8±3.2 0.0±0.0 5.9±4.0 0.0±0.0 6.9±0.8 

4 7.7±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 5.4±3.6 0.0±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 7.6±0.1 

5 7.9±0.3 0.0±0.0 0.0±0.0 6.2±0.2 0.0±0.0 0.0±0.0 7.7±0.3 7.1±0.2 

6 8.3±0.0 0.0±0.0 0.0±0.0 7.8±0.1 0.0±0.0 0.0±0.0 8.1±0.0 7.5±0.1 
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