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บทคัดยอ 

ผลิตภัณฑผักผลไมดอง (pickled fruits and vegetables) เปนผลิตภัณฑที่เกิดจากการหมักของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีอยูในผักและผลไมแตละชนิด ชวยใหผลิตภัณฑมีกลิ่นรสที่เฉพาะตัวของอาหารหมักดอง 
ยืดอายุการเก็บรักษา ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย และจุลินทรียกอโรค ทั้งยังชวยเพ่ิม
ปริมาณโปรตีน กรดอะมิโน วิตามิน และกรดไขมันที่จําเปนได โดยกระบวนการดองแบบพ้ืนบานนั้นไมมีการเติม
กลาเชื้ออาจไดผลิตภัณฑผลไมดองที่ไมมีคุณภาพ เกิดฟอง ฝา หรือมีกลิ่นเหม็นได การเติมกลาเชื้อจะชวยควบคุม
กระบวนการดองใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น และไดผลิตภณัฑที่มคีุณภาพ จากการคัดแยกกลาเชื้อในเชอรร่ีเปร้ียวได
จุลินทรียที่แตกตางกันทั้งหมด 12 ไอโซเลท พบวา NCR-7 และ NCR-12 มีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียกรดแล็กติก 
ใหผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมคาตาเลส (catalase test) เปนลบ การใชน้ําตาล (O/F test) พบวา NCR-7 
เกิดออกซิเดชั่นและหมักนํ้าตาลกลูโคสได สวน NCR-12 สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสไดในกรณีที่ไอโซเลทอยูใน
สภาวะที่ไมมีอากาศ และทั้งสองสายพันธุสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) ยับยั้งการเจริญของ E. coli 
TISTR 780 และ Salmonella sp. รวมถึงผลิต protease และ cellulase ได การยืนยันสายพันธุดวย API 50 
CHL medium ทํ าใหทราบวา NCR-7 มีคุณสมบัติ เปนแบคที เ รียกรดแล็กติกสายพันธุ  Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum รอยละ 99.90 สวน NCR-12 มีคุณสมบัติเปน 
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii รอยละ 99.90 ผลการดองเชอรร่ีเปร้ียวโดยเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (NCR-7) ที่ความเขมขนของเกลือ 5 6 และ 7% 
(w/v) มีการผลิตเอนไซม protease cellulase และแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ E. coli TISTR 780 
และ Salmonella sp. ในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง (pH 2.0) ไมมีการผลิตเอนไซม และแบคเทอริโอซิน        
แตสภาวะ pH 4.0 มีการผลิต protease cellulase และแบคเทอริโอซิน สวนเชื้อ Lactobacillus delbrueckii 
ssp. delbrueckii NCR-12 (NCR-12) ที่นํ้าเกลือความเขมขน 5 6 และ 7% (w/v) มีการผลิต protease และ  
แบคเทอริโอซิน ในสภาวะความเขมขนของเกลือ 5% (w/v) สามารถผลิต cellulase ได ที่ความเปนกรดสูง      
(pH 2.0) ไมมีการผลิตเอนไซมและแบคเทอริโอซิน สวนที่ pH 4.0 มีการผลิต protease cellulase และ         
แบคเทอริโอซนิอีกดวย และแบคที่เรียดังกลาวถือวามีความปลอดภัย (Generally Recognized as Safe, GRAS) 
และเปนโปรไบโอติก (probiotic) จึงนําไปทดสอบความเปนโปรไบโอติกเบื้องตนดวยวิธี Acid tolerance        
Bile salt tolerance และ hydrophobicity assay พบวา NCR-7 สามารถเจริญและทนตอสภาวะที่เปนกรด 
ในชวง pH 2-4 และทนตอ Bile salt 0.3 – 1% ไดดีกวา NCR-12 และยังพบวา NCR-7 มีความสามารถในการ 
ยึดเกาะ (% Hydrophobicity) เทากับ 34.20% ซ่ึงสูงกวา NCR-12 ที่มีคาเทากับ 3.46% ซ่ึง %Hydrophobicity 
ต่ํากวา 40% เปนระดับที่ต่ํากวาที่จะไดรับพิจารณาความเปน Hydrophobicity อยางไรก็ตาม คุณสมบัติความเปน
โปรไบโอติกจะมีการทดสอบอื่นๆรวมดวย จากน้ันใช NCR-7 ในการผลิตเชอรร่ีเปร้ียวดอง เพ่ือใหมีคุณภาพ
สมํ่าเสมอ คา pH ของกระบวนการดองทั้งสองแบบสูงขึ้นแตไมเกินคามาตรฐานของผลิตภัณฑผักและผลไมดอง
กําหนดไว (≤3.50) การดองโดยการเติมกลาเชื้อสงผลตอการเพ่ิมขึ้นของฟลาโวนอยด ในขณะที่การดองแบบ
ธรรมชาติและการดองโดยการเตมิกลาเชื้อมีผลใหปริมาณสารฟนอลิก แอนโทไซยานิน วิตามินซีลดลงอยางตอเน่ือง 
อยางไรก็ตามยังคงมีประสิทธิภาพการเปนสารตานอนุมูลอิสระ เมื่อสิ้นสุดการดองปริมาณยีสตและราไมเกิน
มาตรฐานกําหนด (≤ 2 Log cfu/g) นอกจากน้ีเชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อยังคงรักษาคุณสมบัติทาง
กายภาพได ไมเละ และผลิตภัณฑที่ไดมีกลิ่นหอม ดังน้ัน NCR-7 จึงสามารถใชเปนกลาเชื้อในการผลิตผลิตภัณฑ
เชอรร่ีเปร้ียวดองที่มีคณุภาพ และความปลอดภัยตามมาตรฐานกําหนดไดเปนอยางดี 
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Abstract 
 Pickled fruits and vegetables produced by lactic acid bacteria (LAB) fermentation have 
modified specific flavors, extended shelf life, spoilage and pathogenetic microorganisms 
inhibition as well as an increase of protein, amino acids, vitamins and essential fatty acids. 
Conventional pickling without a starter culture occasionally results in low quality products, 
froth, translucence and bad smells in comparison to pickling done with a starter culture, which 
is controllable and affects the efficiency of the process as well as the quality of products. Due 
to micro-flora screening from sour cherry, two isolates (NCR-7 and NCR-12) out of twelve 
isolates indicated lactic acid characteristics, especially negative catalase production. The 
glucose (O/F test) utilization of NCR-7 was found under both aerobic and anaerobic 
conditions, but the NCR-12 under anaerobic condition only. According to the bacteriocin and 
enzyme production of these two isolates, inhibition occurred in E.coli and Salmonella sp. as 
well as protease and cellulase. NCR-7 was further identified by API CHL 50 medium, with the 
finding being Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum with high precision 
at 99.90%. The NCR-12 was Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii at 99.90%. Therefore, 
pickled sour cherries with Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
were cultured with salt at 5, 6 and 7%(w/v), which the production of protease cellulase and 
bacteriocin to inhibit the growth of both pathogens, under pH 4.0 the enzyme and bacteriocin 
production was found. The Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 (NCR-12) was 
cultured with salt at 5, 6 and 7% (w/v), resulting in the production of protease and bacteriocin. 
At 5%(w/v) salt, it produced cellulase. Meanwhile, at pH 4.0 protease cellulase and bacteriocin 
found. Those bacteria are considered safe (Generally Recognized as Safe, GRAS) as probiotic 
bacteria. Therefore, testing the preliminary probiotic properties by acid tolerance, bile salt 
tolerance and hydrophobicity assay showed that NCR-7 growth and tolerance under acidic 
conditions in a range of pH 2.0-4.0 and tolerance under bile salt at 0.3-1.0% was more than that 
of  NCR-12. NCR-7 was capable and found hydrophobicity (34.20%), which was higher than 
that of NCR-12 (3.46%). However, probiotic properties will be confirmed along with the other 
test. Using NCR-7 for sour cherry pickling was performed to control the standard of quality. 
The pH of the processes with and without NCR-7 was  higher, but did not exceed the pickled 
fruit and vegetables standard value (≤ 3.50). Consequently, it was shown that the quantity of 
phenolic compounds, anthocyanin and vitamin C decreased continuously, while NCR-7 
affected flavonoid increase. The amount of yeast and mold did not exceed the standard (≤ 2 
Log cfu/g) at the end of the pickling. Besides, the sour cherries pickled with NCR-7 maintained 
possession of their physical properties. Therefore, NCR-7 could potentially be used as a starter 
culture and can control the quality and safety standards of sour cherries pickling. 
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สารบัญตาราง 
                      หนา 

ตารางที่ 1  กลุมแบคทเีรียกรดแลก็ติกทีเ่ก่ียวของในกระบวนการหมักดองผักและผลไม                   4 
ตารางที่ 2  สารเคมีและองคประกอบที่พบในสารสกัดจากผลเชอรร่ีเปร้ียว                    7 
ตารางที่ 3  ผลการทดสอบไอโซเลทจากผลเชอรร่ีเปร้ียวสด                     15 
ตารางที่ 4  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตเิอสของ Leuconostoc mesenteroides ssp.                 21 
               mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลาย 
               เกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
ตารางที่ 5  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp.        21 
         mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลาย 
               เกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
ตารางที่ 6  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตเิอสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp.               22 

    mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 7  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลเูลสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp.        22 
               mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 8  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยบัยั้ง E.coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.       23 
       mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลาย 
               เกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
ตารางที่ 9  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยัง้ Salmonella sp. ของ Leuconostoc         23 

     mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะ 
     ความเขมขนของสารละลายเกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 

ตารางที่ 10  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยับยัง้ E. coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.         24 
      mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 

ตารางที่ 11  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยบัยั้ง Salmonella sp. ของ Leuconostoc         24 
                mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 12  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตเิอสของ  Lactobacillus delbrueckii ssp.                   25 
                 delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
ตารางที่ 13  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii    25 
                NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
ตารางที่ 14  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสของ Lactobacillus delbrueckii ssp.                   25 
                 delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 15  ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii    26 
                 NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 16  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยับยัง้ E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp.               27 

      delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
                        หนา 

 
ตารางที่ 17  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยับยัง้ Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii     27 
                 ssp. 27 delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด 
                 (NaCl) 
ตารางที่ 18  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยับยัง้ E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp.      27 
                 delbrueckii NCR-12   ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 19  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพื่อยับยัง้ Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii     28 
                 ssp. delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
ตารางที่ 20  ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) ระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย       34 
                 Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7   
ตารางที่ 21  ผลการวิเคราะหคุณภาพทางดานจุลินทรียของผลติภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดอง       37 
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สารบัญภาพ 
                  หนา 

รูปที่ 1  ผลการทดสอบแบคทเีรียกรดแล็กติก NCR-7 ดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป                     16 
           API 50 CHL medium 
รูปที่ 2  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแล็กตกิ NCR-12 ดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป              17 
           API 50 CHL medium 
รูปที่ 3  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.            18 
          mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนตางๆ ของ 
          สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
รูปที่ 4  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.            19 
          mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
รูปที่ 5  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp.                       19 
          delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายโซเดียม (NaCl) 
รูปที่ 6  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp.                         20 
            delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด  
รูปที่ 7  ความสามารถในการทนตอสภาวะความเปนกรด (Acid tolerance) ของ                             29 
           แบคทเีรียกรดแลก็ติก ความสามารถในการเจริญเติบโตภายใตสภาวะกรดของ NCR-7  
           (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7)  
           และ NCR-12 (Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12)  ที่ปรับ 
           ความเปนกรดที ่pH 2 และ pH 4 
รูปที่ 8  ความสามารถในการทนตอนํ้าดี (Bile salt tolerance) ของแบคทีเรียกรดแล็กตกิ             29 
           ความสามารถในการเจริญเติบโตในสภาวะที่มีน้ําดี (Bile salt) ของ  NCR-7  
           (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7)  
           และ NCR-12 (Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12) ที่ปรับ 
           ความเขมขนนํ้าดี (Bile salt) เทากับ 0.3% 0.5% และ 1.0%    
รูปที่ 9  %Hydrophobicity ของแบคทเีรียกรดแล็กติก NCR-7 (Leuconostoc mesenteroides         31 

 ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7) และ NCR-12 (Lactobacillus  
 delbrueckii ssp.  delbrueckii NCR-12) 

รูปที่ 10  คาความเปนกรด-ดางทีเ่ปลีย่นไประหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc                32 
             mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
                      หนา 

 
รูปที่ 11  ปริมาณของแข็งที่ละลายไดในนํ้า (soluble solid) ในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย             33  
             Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
รูปที่ 12  ปริมาณสารประกอบฟนอลคิทั้งหมด (Total phenolic content) ระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียว   34 
            ดวย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
รูปที่ 13  ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด (Total flavonoid) ระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย      35 
             Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7            
รูปที่ 14  ปริมาณแอนโทไซยานินระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides ssp.   35 
             mesenteroides/dextranicum NCR-7  
รูปที่ 15  สมบตัิการตานอนุมลูอสิระ 2,2-diphynyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ระหวางการดอง     36 
            เชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
รูปที่ 16  ปริมาณวิตามินซีทีเ่ปลีย่นแปลงไปในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc      36 
             mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
รูปที่ 17  จํานวนจุลินทรียทัง้หมดในผลติภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดองเทยีบกบัมาตรฐานผลติภัณฑผลไมดอง     38  
            (มผช. 160-2546) 
รูปที่ 18  จํานวนยีสตและราในผลติภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดองเทียบกับมาตรฐานผลติภัณฑผลไมดอง      38 
             (มผช. 160-2546) 
รูปที่ 19  คุณลักษณะทางกายภาพของการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides ssp.      39 

   mesenteroides/dextranicum NCR-7 
รูปที่ 20  กราฟมาตรฐานของ Gallic acid            51 
รูปที่ 21  กราฟมาตรฐานของ Catechin            51 
รูปที่ 22  ผลการทดสอบการจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กตกิดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL     52 

  medium ของกลาเชื้อรหัส NCR-7 
รูปที่ 23  ผลการทดสอบการจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กตกิดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL      53 

  medium ของกลาเชื้อรหสั NCR-12 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและทีม่าของปญหาการวจิัย 
 เกษตรกรรมเปนอาชีพหลักของคนไทย จึงทําใหประเทศไทยมีวัตถุดิบ ผลิตภัณฑทางการเกษตรที่
บริโภคภายในประเทศ และสงออกจํานวนมาก อยางไรก็ตามยังมีผกัผลไมสดที่เหลอืจากการบริโภคและสงออก
จํานวนมาก ดังนั้นการนําผลผลิตทางการเกษตรมาแปรรูปจะชวยลดปญหาการเนาเสียทางสรีรวิทยารวมกับ
จุลินทรียอีกหลายชนิด ยกระดับราคาผลิตผล  เพ่ิมมูลคาของผลิตผลทางการเกษตรมาเปนอาหารระดับ
อุตสาหกรรม ที่สามารถรับวัตถุดิบเพ่ือผลิตเปนอาหารจํานวนมากได และสามารถขยายตลาดการคาออกไปสู
ตางประเทศ ซึ่งการแปรรูปผัก ผลไมมีหลายวิธีไดแก การทําแหง การดอง การใชความรอน การใชความเย็น 
รวมถึงการใชรังสี เปนตน จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวา การดอง (pickles) เปนกรรมวิธีถนอมรักษา
อาหารและแปรรูปที่นิยมอยางกวางขวาง เนื่องจากมีวิธีการที่ไมยุงยากซับซอนและไมตองการความชํานาญใน
การใชเคร่ืองมือ นอกจากน้ีการดองยังเปนการทําใหผลิตภัณฑมีรส กลิ่น เปลี่ยนไปจากเดิม เปนการเพ่ิมความ
หลากหลายใหกับผลิตภัณฑ ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงนํากรรมวิธีการดองมาประยุกตในการดองเชอรร่ีเปร้ียว 
(Malpighia glabra L.) หรือเชอรร่ีไทย เปนผลไมรสเปร้ียวที่มีวิตามินซีปริมาณ 2,000 มิลลิกรัม/100 กรัม
ของน้ําหนักเปยก (กองโภชนาการ กรมอนามัย , 2530) เปนแหลงของสารประกอบฟนอลตางๆ เชน 
chlorogenic acid, ferulic acid, gallic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, salicylic acid, tannic 
acid และ trans-cinnamic acid ซ่ึงมีความสามารถในการเปน antimicrobial (Chen & Chung, 2000; 
Chrzanowski et al., 2007; Kim & Padilla-Zakour, 2004; Kim et al., 2005; Pigeon et al., 2010) 
แอนโทไซยานิน (anthocyanins) ที่พบในเชอรร่ีเปร้ียวเปนสารประกอบฟนอลิคที่เรียกวา flavonoids มีอยู
หลายประเภท ไดแก cyaniding 3-sophoroside, cyanidin 3-glucosylrutinoside, cyanidin 3-
glucoside และ cyanidin 3-rutinoside แลวยังพบ cyanidin 3-arabinosylrutinoside, pelargonidin 3-
glucoside และ peonidin 3-rutinoside (Kirakosyan et al., 2010 ;Kim et al., 2005) นอกจากน้ี 
flavonoids ยั ง มีประสิท ธิภาพในการยับยั้ ง เ ชื้อแ บค ที เ รี ย ไดทั้ ง แบคที เ รียแกรมบวก  เ ช น        
Staphylococcus aureus และแบคทีเรียแกรมลบ เชน Escherichia coli   Proteus vulgaris  
Pseudomonas aeruginosa และ Klebsiella pneumoniae (Bylka, Matlawska & Pilewski, 2004; 
Piccolella et al., 2008; Rauna et al ., 2000; Tural & Koca, 2008) นอกจากคุณสมบัติเปน 
antioxidant แลว ฟนอลิคยังมีประโยชนตอสุขภาพมากมาย  ไดแก antiallergic  anticarcinogenic  
antimicrobial  antimutagenic และ anti-inflammatory (Kim et al., 2005; Pedisic et al., 2007; 
Kuehl et al., 2010) จะเห็นไดวาผลเชอรร่ีเปร้ียวลวนประกอบไปดวยสารพฤกษเคมีที่มีความสําคัญและเปน
ประโยชนตอรางกาย ดังนั้นกรรมวิธีในการแปรรูปดวยการดองที่ไมผานการใหความรอน จึงเปนวิธีการที่
สะดวกและสามารถทําไดงายในระดับครัวเรือนไปจนถึงอุตสาหกรรม ซ่ึงในอุตสาหกรรมผลไมดองน้ันมักจะใช
กระบวนการใหความรอน หรือ pasteurize เพ่ือเพ่ิมความม่ันใจ และความปลอดภัยในอาหาร อยางไรก็ตาม
ผลไมบางชนิดจะมีความไวตอความรอน ทําใหคุณภาพของสีและเน้ือสัมผัสเกิดการเปลี่ยนแปลง และมี
คุณลักษณะที่ไมดี ไมเปนที่ยอมรับของผูบริโภค    ดังน้ันผลไมหรือวัตถุดิบที่ดองสวนใหญจะปราศจากการให
ความรอนหรือการใหความรอนเพียงเล็กนอย แตไมเพียงพอสําหรับการทําลายหรือยับยั้งจุลินทรียประจําถิ่น 
(microflora) ของเชอรร่ีเปร้ียวหรือวัตถุดิบนั้นๆ โดยเฉพาะแบคทีเรียกรดแล็กติก (lactic acid bacteria) ที่
อยูในผลไมเม่ือเวลาผานไปจะทําใหผลิตภัณฑมีรสชาติและกลิ่นรสที่เฉพาะตัวแตกตางกัน ซึ่งแบคทีเรียสาย
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พันธุนี้จะทําใหเกิดการหมักดอง เปนการถนอมรักษาอาหาร ชวยยืดอายุการเก็บรักษาอาหารใหนานขึ้นและ
สามารถยับยัง้การเจริญของจุลินทรียทีท่ําใหอาหารเนาเสยี (spoilage bacteria) ทั้งยังชวยเพ่ิมปริมาณโปรตีน 
วิตามิน กรดอะมิโน และกรดไขมันที่จําเปน  นอกจากน้ีแบคทีเรียกรดแล็กติกถือวามีความปลอดภัย 
(Generally Recognized as Safe, GRAS) และเปนโปรไบโอติก (probiotic)  

ดังนั้นผูวิจัยจึงเห็นถึงความสําคัญของการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกจากผลเชอรร่ีเปร้ียว ที่มี
ประโยชนมากมายตามที่กลาวขางตน ซ่ึงการหมักดองโดยอาศัยกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกน้ันจะสามารถ
ควบคุมปริมาณจุลินทรียเร่ิมตนในกระบวนการหมักดอง ลดระยะเวลา ทําใหผลิตภัณฑมีความสม่ําเสมอ 
รวมทั้งยังสามารถผลิตเอ็นไซมยอยธาตุอาหารหลัก (macronutrient) และผลิตสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
จุลินทรียที่ กอ โ รคในอาหารในระหว างกระบวนการหมัก ได  ผูวิ จัย จึ งไดทํ าการคัด แยกกลา เชื้ อ            
แบคทีเรียกรดแล็กติกเพ่ือใชหมักดองในกระบวนการผลิตเชอรร่ีเปร้ียวหมักเสริมสุขภาพ ใหมีคุณภาพและ
ความปลอดภัย ตลอดจนสามารถนําไปผลิตในระดับอุตสาหกรรมตอไปได  
 
วัตถุประสงคของการวจิัย 

1) เพ่ือผลติเชอรร่ีเปร้ียวดองดวยกลาเชื้อบริสุทธิ ์
2) เพ่ือใหไดกลาเชื้อทีม่คีุณสมบตัิเปนโปรไบโอตกิ 
3) เพ่ือศึกษาคุณคาทางโภชนาการของผลติภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดอง 
4) เพ่ือทราบปจจัยในกระบวนการผลติที่มผีลตอการยบัยั้งเชือ้จุลินทรียกอโรคในอาหาร 

 
ขอบเขตของการวจิยั 
 นําผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) ไปคัดแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแล็กติก ที่มีคุณสมบัติในการ
เปนกลาเชื้อและมีความเปนโปรไบโอติก น่ันคือคุณสมบัติ acid tolerance bile tolerance   
hydrophobicity assay และ antibacterial activity โดยมีการทดสอบหาการเจริญเติบโต (growth curve) 
ภายใตสภาวะที่เหมาะสม รวมถึงทดสอบภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรดเทากับ 5-
10%(w/v) และทดสอบความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลท ไดแก เอนไซม และแบคเทอริโอซิน และนํา
จุลินทรียที่คัดแยกไดที่เหมาะสมที่สุดในการเปนกลาเชื้อสําหรับผลิตผลิตภัณฑหมักดองไปใชในกระบวนการ
ดองเชอรร่ีเปร้ียวในนํ้าเกลือเขมขน 7%(w/v) และติดตามคุณภาพของผลิตภัณฑทางดานกายภาพ จุลินทรีย 
และเคมี รวมถึงวิเคราะหองคประกอบหรือสารพฤกษเคมี (Phytochemicals) ของผลเชอรร่ีเปร้ียวที่ผานการ
ดอง ไดแก สารประกอบฟนอลิกทั้งหมด ฟลาโวนอยดความสามารถในการตานอนุมูลอิสระ แอนโทไซยานิน 
และปริมาณวิตามินซี 
              
ขอตกลงเบื้องตน 
 ไมม ี
          
ประโยชนที่ไดรับจากการวจิัย                   

1) นักวิชาการที่ทําวิจัยเกีย่วกับผลิตภัณฑอาหารหมักดองประเภทผักและผลไม 
2) กลุมประชากรเปาหมายที่ผลติอาหารหมักดอง 
3) กลุมผูบริโภคอาหารหมักดอง 
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บทท่ี 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
แหลงทีม่าของขอมลู 
 ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลไม  มีอยูหลากหลาย โดยแตละประเทศจะมีกรรมวิธีในการ
หมักดองแตกตางกันไปขึ้นอยูกับวัตถดุบิที่มใีนแตละทองถิน่และวัฒนธรรมการบริโภค ทําใหผลิตภัณฑเหลาน้ีมี
ลักษณะเฉพาะตัว  ผลิตภัณฑผกัผลไมดอง (pickled fruit and vegetables) เปนหนึ่งในผลิตภัณฑที่เกิดจาก
การหมักกรดแล็กติก (lactic acid fermentation) จากกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีอยูในผักผลไม
ชนิดน้ันๆ ซึ่งในกระบวนการหมักดองผักหรือผลไม จะเปนผลมาจากการเปลี่ยนนํ้าตาลในผลไมและในนํ้าเกลือ
ไปเปนกรดแล็กติกซ่ึงทําหนาที่เปนสารกันเสียหรือสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย 
(spoilage bacteria) และที่กอโรคในอาหาร (pathogenic bacteria) รวมทัง้สารอินทรียอื่นๆ ที่เกิดขึ้นที่เปน
องคประกอบของกลิ่นและรสชาติของผลิตภัณฑสุดทาย นอกจากน้ีการหมักดองยังสามารถยืดอายุการเก็บ
รักษาอาหาร กําจัดสารตานโภชนาการ (antinutrient) ชวยเพ่ิมปริมาณโปรตีน กรดอะมิโนและกรดไขมัน
จําเปน วิตามินที่นําไปใชประโยชนได เชน ไทอะมิน ไรโบฟลาวิน ไนอะซิน เปนตน รวมถึงชวยปรับปรุงเร่ือง
การยอย (digestibility) (Karovicova and Kohajdova, 2003) และมีรายงานการวิจัยพบวาแบคทีเรีย     
กรดแล็กติกบางสายพันธุเปนโปรไบโอติก (probiotic) ที่มีประโยชนตอรางกายคือชวยปรับสมดุลและสงเสริม
การทํางานของจุลินทรียประจําถิ่นในลําไส ซ่ึงเปนแบคทีเรียที่พบไดทั่วไปในธรรมชาติและในระบบยอยอาหาร
ของมนุษย (Deegan, Cotter, Hill and Ross, 2006) นอกจากน้ีแบคทีเรียในกลุมน้ียังสามารถผลิต         
แบคเทอริโอซนิที่สามารถยบัยัง้จุลินทรียกอโรคในอาหารได จะเห็นไดวาแบคทีเรียกรดแลก็ตกิมคีวามสาํคัญตอ
การแปรรูปหมักดองผกัผลไมทางดานกายภาพ ยับยั้งการทํางานของจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสีย และสงผล
ดีตอสุขภาพลําไสของผูบริโภค ดังจะเห็นไดจากตารางที่ 1 แสดงกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีความเกี่ยวของ
ในการหมักดองผักและผลไม ไดแก Leuconostoc mesenteroides  Lactobacillus brevis    
Lactobacillus plantarum และ Pediococcus pentasaceus เปนตน จะสังเกตไดวามีความหลากหลาย 
ทางสปชีส ขึ้นอยูกับชนิดของผักผลไมที่นํามาใชในการแปรรูป อุณหภูมิ และความเขมขนของเกลือหรือ
สวนผสมอ่ืนๆ ที่นํามาใชรวมกับกระบวนการหมักดอง ซ่ึงจะเปนปจจัยสําคัญที่บงบอกถงึแบคทีเรียกรดแล็กติก 
และลักษณะของผลิตภัณฑที่แตกตางกัน ซึ่งกรรมวิธีในการดองผลไมที่เกิดจากการหมักโดยแบคทีเรีย-        
กรดแล็กติก แบงออกเปน 3 ประเภท   

ประเภทของการหมักผกัและผลไม 
1) การดองดวยเกลือแหง (dry salted pickles)  

เกลือที่ใชควรเปนเกลอืทะเลในรูปของเม็ดหรือผงก็ได เม่ือผักผลไมซ่ึงเปนวัตถุดิบถูกผสมกับเกลือ
แหง เกลือจะทําหนาที่สกัดน้ําออกมาจากวัตถุดิบ นอกจากน้ีนํ้าหนักของวัตถุดิบจะเปนตัวกดทับชั้นของ
วัตถุดิบใหอยูในนํ้าเกลือ หลังจากน้ันกระบวนการหมักจะเร่ิมขึ้นและพบฟองอากาศของคารบอนไดออกไซด 
โดยทั่วไปนิยมใชเกลือประมาณรอยละ 3-5 และใชเวลาในการหมักดองประมาณ 8-20 วัน โดยขึ้นอยูกับชนิด
และปริมาณของผักผลไม รวมถึงอุณหภูมิหองที่ใชบม การหมักจะเสร็จสมบูรณเม่ือไมพบฟองอากาศเกิดขึ้น 
หลังจากนั้นจะสามารถบรรจุผักผลไมดองที่ดองดวยวิธีนี้รวมกับ นํ้าสม เคร่ืองเทศ และนํ้ามัน เปนตน ซึ่งผัก
และผลไมดองที่นิยมนํามาดองดวยวิธีนี้ ไดแก กะหล่ําปลีดอง (sauerkraut) แตงกวา (cucumber) ผักกาด 
(mustard leaf) ทุเรียน (durian) ไลม (lime) เปนตน 
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2) การดองดวยนํ้าเกลือ (Brined fruit and vegetable pickles)  
การหมักดองโดยใชน้ําเกลือนิยมใชกับผักผลไมที่มีความชื้นนอย โดยใชความเขมขนของนํ้าเกลือ

แตกตางกันไปตามแตละผลิตภัณฑ เชน แตงกวาดองใชนํ้าเกลือความเขมขนรอยละ 5-8 (Maki, 2004) 
สําหรับมะกอกเขียว มะเขือยาว กะหล่ําปลี ขิง กระเทียม และมะมวงใชความเขมขนของนํ้าเกลือรอยละ 6 
(Ballesteros et al., 1999; Kacem and Karam, 2006; Tanganurat, Quinquis, Leelawatcharamas 
and Bolotin, 2009) โดยปกติผักและผลไมดองที่ดองแบบธรรมชาติเพื่อใหเกิดกรดแล็กติกมักจะใชความ
เขมขนของนํ้าเกลือไมเกินรอยละ 8 เมื่อวัตถุดิบถูกจุมลงไปในนํ้าเกลือ นํ้าเกลือจะทําหนาที่สกัดน้ําตาลออกมา
จากผักและผลไมโดยอาศัยหลักการออสโมติก การหมักจะเร่ิมเกิดขึ้น แบคทีเรียกรดแล็กติกจะเร่ิมเจริญใช
นํ้าตาลที่ละลายอยูในนํ้าเกลือ เพ่ือผลิตกรดและสารชนิดตางๆ มีผลทําใหคาความเปนกรด–ดางลดลง และ
วัตถุดิบจะเร่ิมออนตัวลงภายใน 24 ชั่วโมง ผักและผลไมที่นิยมนํามาดองดวยวิธีนี้ เชน มะมวง (Mango) ไลม 
(Lime) มะกอกเขียว (Green olive) มะกอกดํา (Black olive) ขนุน (Jackfruit) หัวไชเทา (Radish) แตงกวา 
(Cucumber) หนอไม (Bamboo shoot) หอมแดง (Red onion) และ กะหล่ําปลี (Cabbage) เปนตน 
 3. การดองแบบไมเตมิเกลือ (Non salted lactic acid bacteria product) 

กระบวนการหมักดองจะเกิดขึ้นโดยแบคทีเรียกรดแล็กติก จะมีการผลิตกรดแล็กติกทําใหความ
เปนกรด-ดางลดลง เกิดสภาวะแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหเกิดการเนาเสียในอาหาร
เจริญเติบโตไมได อาหารหมักดองดวยวิธีการน้ี ไดแก Gundruk และ Sinki เปนตน  

 
ตารางที่ 1 : กลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เกีย่วของในกระบวนการหมักดองผักและผลไม 

Sauerkraut Kimchi Pickles Olives 
Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc 
mesenteroides 

Leuconostoc fallax Leuconostoc kimchii Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus 
plantarum 

Lactobacillus 
plantarum 

Leuconostoc gelidum Lactobacillus brevis Lactobacillus brevis 

Lactobacillus brevis Leuconostoc inhae Pediococcus 
pentasaceus 

 

Pediococcus 
pentasaceus 

Leuconostoc citreum   

 Lactobacillus 
plantarum 

  

 Lactobacillus brevis   
 Lactococcus lactis   
 Weissella kimchii   
ที่มา : Hutkins (2006) 

 จากที่กลาวมาขางตน จะเห็นไดวาจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติกมีความสําคัญในกระบวนการ
หมักดองแลวยังมีผลใหเกิดการยับยั้งการเจริญและทําลายจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสียรวมทั้งจุลินทรียที่  
กอโรคในอาหาร ดวยธรรมชาติของการสรางสารยับยั้งจุลินทรีย น้ี เปนขอดีที่สามารถหลีกเลี่ยงการใช         
สารกันเสียที่เปนสารเคมีหรือสารสังเคราะหที่อาจสงผลเสยีตอสุขภาพของผูบริโภค ดังนั้นการคัดเลอืกจุลนิทรีย
ที่สามารถสรางสารยับยัง้ไดมากและมีประสิทธิภาพจึงเปนที่สนใจ โดยเฉพาะแบคทเีรียกรดแล็กติกซึ่งสวนใหญ
ปนเปอนมาจากผลิตผลทางการเกษตร ไดมีการพัฒนาการใชประโยชนเพ่ือเปนกลาเชื้อในกระบวนการหมัก
ดองผักผลไมดองมาจนถึงปจจุบัน 
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ดังน้ันการปรับปรุงเทคนิคการใชกลาเชื้อจุลินทรียในกระบวนการหมักดองสงผลใหเกิดการพัฒนา
กระบวนการหมักและผลิตภณัฑอาหารหมกัที่มคีุณภาพและเก็บรักษาไดนานขึน้ บทบาทและกิจกรรมหลักของ
แบคทีเรียกรดแลก็ตกิตอผลิตภัณฑอาหารคือ เปลี่ยนแปลงคารโบไฮเดรตในอาหารใหเปนน้ําตาลโมเลกุลเล็กๆ 
ขณะเดียวกันมีการสรางสารตอตานสารจุลินทรีย เชน แบคเทอริโอซิน ในปริมาณและประสิทธิภาพการยับยั้ง
จุลินทรียแตละชนิดแตกตางกัน ประโยชนของคุณสมบัติกลาเชื้อจุลินทรียทั้งในดานการปรับปรุงคุณภาพ
ผลิตภัณฑหรือดานความปลอดภัยของอาหาร ทําใหอุตสาหกรรมการผลิตอาหารหมักโดยใชกลาเชื้อขยายวง
กวางและมีการแขงขันสูง การใชกลาเชื้อตองเปนไปตามขอกําหนด กลาวคือตองเปนกลาเชื้อที่บริสุทธ์ิไมเปน
พิษ ไมทําใหเกิดโรคที่มาจากอาหาร หรือผลิตสารพิษที่สงผลใหเกิดอันตรายตอสุขภาพ กลาเชื้อที่ดีตองมี
กิจกรรมการหมักที่ดี เชน การสรางกรดซ่ึงมีผลตอกลิ่นรส มีผลตอสีตางๆ ที่ตองการ มีความคงตัวของ
ผลิตภัณฑสูง มีคุณสมบัติที่ทนตอ bacteriophage และไมสรางสารที่มีผลตอการยับยั้งกิจกรรมการหมัก โดย
คุณลักษณะของแบคทีเรียกรดแล็กติก เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนที่ ไมสรางเอนไซม   
คาตาเลส ไมตองการอากาศ ลักษณะสัณฐานวิทยา พบวามีทั้งรูปรางแทงและรูปรางกลม การจัดเรียงกลุม
แบคทีเรียกรดแลก็ตกิในสกุลตางๆ ขึ้นอยูกับรูปราง ลักษณะรูปแบบของการหมักนํ้าตาลกลูโคส การใชนํ้าตาล
ชนิดตางๆ การเจริญที่อุณหภูมิตางๆ และการผลิตกรดแลก็ตกิ เจริญในที่มีเกลือความเขมขนสูง และการทนตอ
กรดหรือดาง ผลิตภัณฑที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกลุมนี้ไดจากการใชน้ําตาลกลูโคส
และนํ้าตาลแลคโตสเปนแหลงคารบอน แบคทีเรียกรดแลก็ตกิมีทัง้หมด 12 Genera โดยแบคทีเรียกรดแล็กติก
ที่มีความสําคัญเก่ียวของกับการหมักดองอาหารมีอยู 7 สกุล จากทั้งหมด 12 สกุล ไดแก Lactococcus, 
Streptococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus และ Lactobacillus 
(เอกสารการสอนรายวิชาเทคโนโลยีอาหารหมักดอง โดย ผศ.ดร. ปยะวรรณ  กาสลัก) นอกจากน้ีแบคทีเรีย
กรดแล็กติกกลุมน้ียังมักจะถูกพบวาเปนโปรไบโอติก ซ่ึงเปนจุลินทรียที่มีประโยชนตอรางกายในดานการ
ปองกันการเกิดโรคและอาการตางๆ (Katja et al., 2006)  เชน กระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยเฉพาะ          
โปรไบโอติกสายพันธุ Lactic Acid Bacteria (LAB) ใหผลดีในการตอบสนองระบบภูมิคุมกันทั้งแบบไมจําเพาะ
และแบบจําเพาะ โรคทองรวง พบวา Lactobacillus rhamnosus GG สามารถปองกันหรือบรรเทาอาการ
ทองรวงในเด็กซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัสโรตาได โรคลําไสอักเสบ พบวาโปรไบโอติกสามารถชวยบรรเทาอาการ
อักเสบหลังการผาตัด ชวยรักษาอาการเปอยของแผลในลําไสและรักษาโรคลําไส อักเสบเร้ือรัง (Crohn ’s 
Disease) และพบวาสามารถปองกันฟนผุพบวาเด็กเล็กที่ดื่มนมที่มีสวนผสมของ Lactobacillus 
rhammosus GG (LGG) มีปญหาฟนผุที่นอยลง (Goldin and Barry R., 2011)  

จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นวาผลิตภัณฑผักผลไมดองดวยนํ้าเกลือตองอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรีย
กรดแล็กติกในกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑ ดังน้ันชนิดของแบคทเีรียกรดแลก็ตกิและความเขมขนของเกลือที่
เลือกใช รวมถึงอุณหภูมิและระยะเวลาในการหมักดอง จะขึ้นอยูกับชนิดของวัตถุดิบที่จะนํามาแปรรูปดวย        
ซ่ึงในทองตลาดของไทยผลิตภัณฑดองสวนใหญเปนกลุมของผักผลไม เชน ผักกาดดอง กะหล่ําปลีดอง     
มะดันดอง มะกอกดอง มะมวงดอง มะนาวดอง เปนตน นอกจากวัตถุดิบขางตนแลวผลไมไทย เชน          
เชอรร่ีเปร้ียวเปนหน่ึงในผลไมที่อุดมดวยคุณประโยชน แตเปนที่นิยมบริโภคนอย หากนํามาแปรรูปดวยการ
ดองนอกจากจะชวยยืดอายุการเก็บรักษาแลวยังไดประโยชนตอการสงเสริมสุขภาพอีกดวย 
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เชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) 
 เชอรร่ีเปร้ียว หรือ เชอรร่ีไทย ที่มีชื่อวิทยาศาสตรวา Malpighia glabra L. อยูในวงศ  

Malpighiaceae เปนพันธุที่สามารถปลูกและเจริญไดในเขตรอน ลักษณะทางพฤกษศาสตร เปนไมพุมแตกก่ิง
กาน หรือไมยืนตนไมทิ้งใบ ทรงพุมขนาดเล็กมีความสูงประมาณ 2-5 เมตร ชอบดินรวนที่มีการระบายนํ้าดี 
แสงแดดจัด สภาพอากาศรอนชื้นทรงตนไมใหญและก่ิงกานเหนียว ออกดอกเปนชอ 3-5 ดอกตอชอ มี
เสนผาศูนยกลางประมาณ 1.3 เซนติเมตร กลีบดอก 5 กลีบ ที่มีทั้งกานเกสรตัวผูและตัวเมีย อยูชิดติดกัน มี
การผสมตัวเอง ผลจะแกเก็บเก่ียวไดหลังดอกบาน 3-4 สัปดาห ลักษณะผลมีรูปรางเปน 3 พู เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 2.5 เซนติเมตร ผลสุกมีสีแดงหรือแดงปนเหลือง สวนเน้ือผลจะมีสีเหลือง ผลจะมีปริมาณวิตามินซี
สูงสุดชนิดหนึ่ง โดยสูงกวาสมถึง 30-80 เทา และการสะสมวิตามินซีสูงสุดหลังดอกบาน 16-18 วัน ถาผลสุก
เต็มที่ปริมาณวิตามินซีจะต่ําลงถึง 50 เปอรเซ็นต และถาหลังการเก็บเกี่ยว ปลอยใหผลตากแดดเปนเวลานาน
เกิน 4 ชั่วโมง ก็มีผลทําใหวิตามินซีในผลลดลง นอกจากน้ียังมีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับประโยชนคุณคาทาง
โภชนาการของผลเชอร่ีเปร้ียว พบวาเปนผลไมที่มีวิตามนิซีปริมาณ 2,000 มิลลิกรัม/100 กรัม (กองโภชนาการ 
กรมอนามัย, 2530) เปนแหลงของสารประกอบฟนอลตางๆ เชน chlorogenic acid  ferulic acid  gallic 
acid  caffeic acid   p-coumaric acid   salicylic acid   tannic acid และ  trans-cinnamic acid ซ่ึงมี
ความสามารถในการเปน antimicrobial (Chen & Chung, 2000; Chrzanowski et al., 2007; Kim & 
Padilla-Zakour, 2004; Kim et al., 2005; Pigeon et al., 2010) แอนโทไซยานิน (anthocyanins) ที่พบ
ในเชอร่ีเปร้ียวเปนสารประกอบฟนอลิคที่เรียกวา flavonoids มีอยูหลายประเภท ไดแก cyaniding 3-
sophoroside, cyanidin 3-glucosylrutinoside, cyanidin 3-glucoside และ cyanidin 3-rutinoside 
แลวยังพบ cyanidin 3-arabinosylrutinoside, pelargonidin 3-glucoside และ peonidin 3-rutinoside 
(Kirakosyan et al., 2010 ;Kim et al., 2005) นอกจากน้ี flavonoids ยังมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ
แบคทีเรียไดทั้งแบคทีเรียแกรมบวก เชน Staphylococcus aureus และแบคทีเรียแกรมลบ เชน E. coli   
P.vulgaris Pseudomonas aeruginosa และ Klebsiella pneumoniae (Bylka, Matlawska & 
Pilewski, 2004; Piccolella et al., 2008; Rauna et al ., 2000; Tural & Koca, 2008) นอกจาก
คุณสมบัติเปน antioxidant แลว ฟนอลิคยัง มีประโยชนตอสุขภาพมากมาย ไดแก  antiallergic 
anticarcinogenic  antimicrobial  antimutagenic และ anti-inflammatory (Kim et al., 2005; 
Pedisic et al., 2007; Kuehl et al., 2010) นอกจากประโยชนขางตนแลวสาระสําคัญที่เปนองคประกอบใน
เชอร ร่ียังสงผลดีตอสุขภาพ โดยมีวิตามินซีชวย ในการเจริญเติบโตของเด็กในการสรางมวลกระดูก             
การเจริญเติบโตของฟนและผิวหนัง โดยพบวาบทบาทที่สําคัญของวิตามินซีคือ สงเสริมการสังเคราะหเสนใย
คอลลาเจน ซ่ึงมีความสําคัญตอการสรางเซลลกระดูก และฟน รวมทั้งเซลลผิวหนัง วิตามินซีชวยในการสมาน
ตัวของแผล ลดความเครียดเสริมภูมิคุมกันของรางกายปองกันการติดเชื้อไดงาย และชวยปองกัน ลดความ
รุนแรงของไขหวัด ตอตานสารอนุมูลอิสระที่อาจเกิดขึ้นไดจากการไดรับสารอนุมูลอิสระที่มาจากมลพิษตางๆ 
เชน ควันบุหร่ี ควันพิษ ไอเสียรถยนต เปนตน นอกจากน้ันยังมีสารเคมีอ่ืนที่เปนประโยชนที่มีอยูในผลเชอรร่ี
เปร้ียว ดังตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 : สารเคมีและองคประกอบทีพ่บในสารสกัดจากผลเชอรร่ีเปร้ียว 
สารพฤกษเคม ี คุณประโยชนตอรางกาย 

วิตามินซี  ชวยในการเจริญเตบิโต และเสริมพัฒนาการของกระดูก และฟนในเด็ก 
ลดอาการของโรคภูมิแพ และ โรคติดเชื้อบริเวณปอด 

กลุมวติามินบี เชน บ1ี และ บ2ี ชวยเสริมสรางระบบประสาท 
เบตาแคโรทีน ชวยพัฒนาสายตา และเสริมสรางดานการมองเห็น 
ฟลาโวนอยด เทอรปนอยด ตอตานอนุมูลอิสระในรางกาย เสริมฤทธิ์เอ็นไซมที่ทําหนาที่ปกปอง

รางกายจากอนุมูลอิสระ 
เหล็ก เสริมสรางระบบเลือด 
แคลเซียม และ ฟอสฟอรัส ชวยเสริมสรางพัฒนาการกระดูก และฟน 
ที่มา : ขาวสารเกษตรศาสตร ปที่ 52 ฉบับที่ 1 ป 2550 
 
วิธีเก็บรวบรวมขอมูล 
 
ตอนที่ 1 การคัดเลือกกลาเช้ือ       

1. การคัดแยกกลาเช้ือจากผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) 
คัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกในผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpinghia glabra L.) โดยการชั่งผล       

เชอรร่ีเปร้ียว 25 กรัม ใสในสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร    
ตีบดดวยเคร่ืองตีผสมตัวอยาง (stomacher) จะไดเชอรร่ีเปร้ียวที่มีความเจือจางในระดับ 10-1 จากน้ันทําการ
เจือจางสิบเทาเปนลําดับ (10-fold dilution) ใหลดลง จนไดระดับความเจือจางประมาณ 10-5 ปเปตตัวอยาง
จากแตละระดับความเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชื้อ แลวเทอาหารเลี้ยงเชือ้ MRS ทีผ่สมแคลเซียม-
คารบอเนต ความเขมขน 1 %(w/v) หมุนจานเพาะเชื้อไปมาใหตัวอยางเขากันดกัีบอาหารเลี้ยงเชื้อตามเทคนิค 
pour plates ทําการทดลอง 3 ซํ้า นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48-72 ชั่วโมง ใน candle 
jar ตรวจนับโคโลนีในระดับความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 30-300 CFU/plate (ASTM, D5465-93 
(1998)) เลือกเก็บโคโลนีที่มีลกัษณะแตกตางกนั 3 -5 โคโลนี นําไปแยกใหเปนโคโลนีเดี่ยวบนอาหารแข็ง MRS 
ดวยเทคนิค streak plat เก็บไอโซเลทบริสุทธิ์ที่แยกไดไวใน MRS agar slant ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เพ่ือใชในการทดลองในลําดับตอไป  

 
2. การศกึษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 

2.1 การตรวจสอบการติดสแีกรม 
หยดนํ้ากลั่นปลอดเชื้อลงบนกระจกสไลด เขี่ยเชื้อที่เปนโคโลนีเดี่ยวใหกระจายบนหยดน้ํา

กลั่นเปนฟลมบางๆ ทิ้งใหแหง จากน้ันนําสไลดผานเปลวไฟโดยหงายดานที่มีเชื้อขึ้น ผานดานลางของสไลดไป
มาเหนือเปลวไฟ 2-3 คร้ัง แลวยอมดวยสารละลายคริสตัลไวโอเลตเปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้ํากลั่น หยด
สารละลายไอโอดีนทิ้งไว 1 นาที ลางดวยนํ้ากลั่น จากน้ันหยดแอลกอฮอลความเขมขน 95 %(v/v) เพื่อลางสี
ของคริสตัลไวโอเลตใหหลุดออก แลวลางดวยนํ้ากลั่นทันที จากหยดสารละลายซาฟรานินโอ ทิ้งไว 30 วินาที 
ลางออกดวยนํ้ากลั่น ทิ้งใหแหง นําไปตรวจสอบการติดสีแกรม ดูลักษณะเซลลและการจัดเรียงตัวดวยกลอง
จุลทรรศน  โดยลักษณะของแบคทีเรียกรดแล็กติกจะติดสีแกรมบวกรูปรางเปนทอนยาว  ทอนสั้นหรือกลม  
หรือเกาะกันเปนสายยาว 
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2.2 การทดสอบกิจกรรมของเอนไซมคาตาเลส (catalase test) 

เขี่ยเชื้อที่เปนโคโลนีเดี่ยวมาวางบนสไลด  หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความ
เขมขน 3 %(v/v) ลงบนเชื้อ สังเกตการณเกิดฟองแกสภายในเวลา 1 นาที ใชนํ้ากลั่นปลอดเชื้อแทน
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด เพ่ือใชเปนชุดควบคุมการทดลอง  ถาเกิดฟองแกสแสดงวาเชื้อสามารถ
สรางเอนไซมคาตาเลสได แตถาไมเกดิฟองแกสแสดงวาเชื้อไมสามารถสรางเอนไซมคาตาเลสเลสได (catalase 
negative) 

     2.3 การทดสอบออกซิเดช่ันและเฟอรเมนเตช่ันนํ้าตาลกลูโคส (O/F test) 
เขี่ยเชื้อซึ่งเปนโคโลนีเดี่ยวบริสุทธ์ิ แลวแทง (stab) ลงในอาหาร Hugh Leifson medium 

แบบตั้งตรง จํานวน 2 หลอด ตอ 1 ไอโซเลต  โดย 1 หลอดจะถูกปดผิวหนาหลอดดวยพาราฟนเหลว       
ปลอดเชื้อ นําไปบมที่ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเชื้อ     
ถาทั้งหลอดที่ปดและไมไดปดทบัดวยพาราฟนเหลวปลอดเชื้อเปลี่ยนเปนสีเหลือง แสดงวาเกิดการหมักนํ้าตาล
ขึ้น ใหผลเปนบวก 
 

3. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกที่สามารถผลิตแบคเทอรโิอซิน ซ่ึงยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียกอโรค 

นําไอโซเลต ที่ผานการทดสอบการติดสีแกรมและการทดสอบกิจกรรมการสรางเอนไซมแลว     
ไปทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซิน ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญแบคทีเรียกอโรค ไดแก B. cereus TISTR 687   
S. aureus TISTR 118  E. coli TISTR 780 และ Salmonella sp. ดวยวิธี Agar well diffusion   

3.1 การเตรียมเช้ือแบคทีเรียกอโรคที่ใชทดสอบ 
เลี้ยงเชื้อ B. cereus TISTR 687  S. aureus TISTR 118   E. coli TISTR 780 และ 

Salmonella sp. ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Muller Hinton บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นนําเซลลแขวนลอยในสารละลายโซเดยีมคลอไรด ความเขมขน 0.85 %(w/v) แลวปรับความขุน
ใหเทากับ Standard McFarland No. 1 เทียบเทากับปริมาณเซลลประมาณ 3x10

8
 CFU/ml เพ่ือใชสําหรับ

ศึกษาการผลิตแบคเทอริโอซินจากไอโซเลตที่คัดกรองได 
3.2 การเตรียมสารแบคเทอริโอซินแบบหยาบจากไอโซเลทที่คัดกรองได   

เลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่คัดกรองไดในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน candle jar แยกสวนใสดวยวิธีการ centrifuge ที่
ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  

3.3 การทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินดวยวิธี Agar well diffusion   
เติมเชื้อแบคทีเรียกอโรคทดสอบ ไดแก B. cereus TISTR 687   S. aureus TISTR 118      

E. coli TISTR 780 และ Salmonella sp. ในความเขมขน 1 %(v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง          
Muller Hinton ที่หลอมละลาย เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อขนาด 100x15 มิลลิเมตร ผสมใหเขากับอาหาร
เลี้ยงเชื้อดวยเทคนิค pour plate แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตัว จากน้ัน
เจาะหลุมบนอาหารเลี้ยงเชือ้ดวยที่เจาะหลุมวุน (cork borer) โดยชองมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร 
หยดสวนใส MRS ที่ไดจากการเลี้ยงไอโซเลตปริมาตร 40 µl ลงหลุม บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  อานผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคทั้ง 4 ชนิด โดยการวัดเสนผาน
ศูนยกลางบริเวณใสการยับยั้งการเจริญ (diameter of inhibition zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 
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4. การทดสอบการสรางเอนไซมที่สําคัญในการหมัก 

นําแบคทีเรียทีแ่ยกไดมาเลีย้งในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS โดยใช loop เขี่ย single colony ใส
ในอาหารเหลวปริมาตร 10 ml ในหลอดทดลอง บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน 
candle jar  แยกสวนใสดวยวิธีการ centrifuge ที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 10 นาที ปเปตสวนใสปริมาตร 40 µl หยดลงหลุมอาหารแขง็ที่เจาะดวยที่เจาะหลุมวุน (cork borer) ที่มี
เสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เพ่ือวิเคราะหการสรางเอนไซม 4 ชนิด ไดแก amylase cellulase protease 
และ pectinase (อาหารที่ใชในการวิเคราะห ภาคผนวก ก) จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง เติมสารละลายไอโอดีนเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชคัดกรองการผลิตเอนไซม amylase 
cellulase และ pectinase  เกลี่ยใหทั่ว ทิ้งไวนาน 5 นาที วัดขนาดสวนใส (clear zone) ดวยเวอรเนียคาร
ลิบเปอร 
 

5. การจําแนกชนิดของแบคทีเรยีดวยชุดตรวจสอบสําเรจ็รูป  API 50 CHL medium 
เลีย้งเชื้อแบคทเีรียกรดแล็กติกแตละไอโซเลตบนอาหารเลีย้งเชื้อ MRS agar ที่อุณหภูมิ 35 องศา-

เซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ันใชไมพันสําลปีลอดเชือ้ swab โคโลนีเดีย่วบริสทุธ์ิใหไดเซลลปริมาณมาก
ใสลงในนํ้ากลั่นปลอดเชื้อ 2 มิลลิลิตร (หลอดที่ 1) ผสมใหเปนเน้ือเดยีวกัน แลวจึงถายสารละลายเซลลจาก
หลอดน้ีดวยปริมาตรทีแ่นนอน (n) ใสลงในนํ้ากลั่นปลอดเชือ้ 5 มิลลิลติร (หลอดที่ 2) นี้มีความขุนเทยีบกับ 
McFarland เบอร 2 ผสมกันจนเขาเปนเน้ือเดยีวกัน หลังจากน้ันถายเชื้อปริมาณ 2n ใสลงใน API 50 CHL 
medium แลวผสมใหเขากัน  ใส API 50 CHL medium ที่มีเชื้อผสมอยูลงใน API 50 CH strips แตละหลมุ 
ปดทับผิวหนาของแตละหลุมดวยน้ํามันมิเนอรอล (mineral oil) นํา API kits บมที่อุณหภมูิ 35 องศาเซลเซียส 
และตดิตามการเกิดปฏกิิริยาหลงัจาก 24 และ 48 ชั่วโมง นําผลที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม API WEB  
(BIOMERIEUX) โดยถาอาหารเปลีย่นเปนสเีหลือง คือ ใหผลเปนบวก ถาอาหารไมเปลีย่นเปนสเีหลือง คือ 
ใหผลเปนลบ ยกเวนหลุมที่ 25 ที่จะใหผลเปนบวกเม่ือเปลีย่นเปนสีดํา 
 

6. การศกึษาการเจริญและกจิกรรมของกลาเชื้อในอาหารเลีย้งเช้ือเหลวภายใตสภาวะความ
เขมขนของโซเดียมคลอไรดและความเปนกรดสูง 

6.1 การเตรียมเช้ือ NCR-7 และ NCR-12  
นําเชื้อจากตูเก็บเชื้อจุลินทรียที่ควบคมุอุณหภูมทิี ่-20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

MRS broth บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นทําใหเซลล
แขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85%(w/v) โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวย McFarland 
standard No. 1 ใหอยูในชวง 106-107 CFU/ml เพื่อนําไปใชศึกษาตอไป 

6.2 การศึกษาการเจริญ การผลิตเอนไซม และการผลิตแบคเทอริโอซินของ NCR-7 และ 
NCR-12 ในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว  

นําเชื้อที่เตรียมจากขอ 6.1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใสใน MRS broth ที่มีการเติมเกลือ 
NaCl ปริมาณ 5 6 7 8 9 และ 10 %(w/v) รวมถึง MRS broth ที่มีการปรับคา pH เร่ิมตนที่ 2 4 และ 6 ที่มี
ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตรวจนับปริมาณเชื้อ
แบคทีเรียกรดแล็กติก (CFU/ml) ดวยวิธี spread plate บน MRS agar  วัดคา pH  การผลิตเอนไซม และ
การผลิตแบคเทอริโอซินที่ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 6 12 18 24 36 และ 48 ชั่วโมง 
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6.3 การเตรียมสารแบคเทอริโอซินแบบหยาบจากไอโซเลท  
เลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่คัดกรองไดในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน candle jar จากนั้นแยกสวนใสดวยวิธีการ centrifuge ที่
ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  

6.4 การทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินดวยวิธี Agar well diffusion   
ใสเชื้อแบคทีเรียกอโรคทดสอบ ไดแก E. coli TISTR 780 และ Salmonella sp. ในความ

เขมขน 1 %(v/v) ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง  Muller Hinton ที่หลอมละลาย เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ขนาด 100x15 มิลลิเมตร ผสมใหเขากับอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเทคนิค pour plate แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 
เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตัว หลังจากน้ันเจาะหลุมบนอาหารเลี้ยงเชื้อดวยที่เจาะหลุมวุน (cork 
borer) โดยชองมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร หยดสวนใส MRS ที่ไดจากการเลี้ยงไอโซเลตปริมาตร 
40 µl ลงหลุม บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง  อานผลการยับยั้ง
การเจริญของเชื้อกอโรคทั้ง 2 ชนิด โดยการวัดเสนผานศูนยกลางบริเวณใสการยับยั้งการเจริญ (diameter of 
inhibition zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 

6.5 การทดสอบการสรางเอนไซมที่สําคัญในการหมัก 
แยกสวนใส MRS broth ที่ไดจากการเลี้ยงในแตละไอโซเลต ดวยวิธีการ centrifuge ที่ความเร็ว

รอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวปเปตสวนใสปริมาตร 40 µl หยดลงหลุม
อาหารแข็งที่เจาะดวยที่เจาะหลุมวุน (cork borer) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เพื่อวิเคราะหการสราง
เอนไซม 2 ชนิด ไดแก protease และ cellulase จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ชั่วโมง แลวเติมสารละลายไอโอดีนเฉพาะอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชคัดกรองการผลิตเอนไซม cellulase เกลี่ยใหทั่ว 
ทิ้งไวนาน 5 นาที หลังจากน้ันวัดขนาดสวนใส (clear zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 
 

7 การทดสอบความเปน โปรไบโอติก 
7.1 การเตรียมเชือ้ NCR-7 และ NCR-12  

นําเชื้อจากตูเก็บเชือ้จุลินทรียทีค่วบคุมอุณหภมิูที ่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลีย้งบนอาหาร 

MRS broth บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากน้ันทําใหเซลล

แขวนลอยอยูในสารละลายโซเดยีมคลอไรด 0.85%(w/v) โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวย McFarland 

standard No. 1 ใหอยูในชวง 106-107 CFU/ml เพ่ือนําไปใชศกึษาตอไป 

7.2 Acid tolerance test  

นําเชื้อที่เตรียมไดปริมาตร 10 ไมโครลติร ใสใน MRS broth ที่มีการปรับคา pH เร่ิมตนที ่2 4 

และ 6 ที่มีปริมาตร 10 มิลลลิติรในหลอดทดลอง บมใน candle jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ตรวจนับ

ปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กตกิ (CFU/ml) ดวยวิธ ีspread plate บน MRS agar ที่ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 

0 6 และ 24 ชั่วโมง 

7.3 Bile tolerance test 

นําเชื้อที่เตรียมไดปริมาตร 10 ไมโครลติร ใสใน MRS broth ที่มีการเติม Bile salt (Oxgall, 

Fluka) ปริมาณ 0.3 0.5 และ 1.0 %(w/v) ที่มีปริมาตร 10 มิลลลิติรในหลอดทดลอง บมใน candle jar ที่
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อุณหภมิู 35 องศาเซลเซยีส ตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทเีรียกรดแล็กตกิ (CFU/ml) ดวยวิธี spread plate บน 

MRS agar ที่ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 6 และ 24 ชั่วโมง 

7.4  Hydrophobicity Assay 

นําเชื้อที่เตรียมไดมาปรับความขุนดวย 0.85 %NaCl ใหมีคา O.D. ในชวง 0.8-1.0 (A0) โดย
ใชสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 560 นาโนเมตร จากน้ันเติมสารแขวนลอยเชื้อปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
และเติม n-hexadecane ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร เขยาใหสารผสมเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 30 นาที จนเกิดการแยกชั้นระหวางเฟสสองเฟส  วัดคา O.D. เฟสที่เปนเน้ือเดียวกัน ที่ความยาว
คลื่น 560 นาโนเมตร (A) คํานวณ cell surface hydrophobicity (%H) ดวยสูตร [(A0– A)/A0) x 100] 

 
ตอนที่ 2  การผลิตผลิตภัณฑเชอรร่ีเปรี้ยวดอง 

1. การดองเชอรรี่เปรี้ยวแบบไมเติมกลาเช้ือ (conventional method) 
ดองผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) ในนํ้าเกลือความเขมขน 7 %(w/v) ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส แลวทําการตรวจคุณภาพทางเคมี และทางจุลชีววิทยา ณ ชวงเวลาเร่ิมตน (0 hour) วันที่ 7 
และวันที่ 14 

 
2. การดองเชอรรี่เปรี้ยวแบบเติมกลาเช้ือ 

ดองผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) ในนํ้าเกลือความเขมขน 7 %(w/v) โดยมีการเติม
กลาเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แลวทําการตรวจคุณภาพทางเคมี และทางจุลชีววิทยา ณ 
ชวงเวลาเร่ิมตน ( 0 hour) วันที่ 7 และวันที่ 14 
 
ตอนที่ 3  การวิเคราะหคุณภาพของผลิตภัณฑเชอรรี้เปร้ียวดอง 

1. คุณภาพทางเคมี 

1.1 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu  

ทําการเจือจางตัวอยางเชอรร่ีดอง 100 กรัม ดวยน้ํากลั่น 10 เทาในขวดรูปชมพูขนาด 250 
มิลลิลิตร (เพ่ือใชตลอดการวิเคราะหคุณภาพทางเคมี) ดูดสารที่ไดจากการเจือจาง 20  ไมโครลิตร  ผสมกับน้ํา
กลั่น 1.58 มิลลิลิตร และ Folin reagent  100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง (ปองกัน
ไมใหสัมผัสแสง) เปนเวลา 5 นาที  หลังจากน้ันเติม Na2CO3  300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ชั่วโมง โดยควบคุมไมใหสัมผัสแสง  หลังจากนั้นนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร  ปริมาณฟนอลสามารถวัดเทียบไดกับสารมาตรฐานโดยใช gallic acid เปนสาร
มาตรฐาน มีหนวยวัดเปนมิลลกิรัมตอมิลลลิติรตอตวัอยางหน่ึงกรัม (mg GAE/g sample; GAE = Gallic acid 
Equivalent) 

1.2 การวิเคราะหปริมาณฟลาโวนอยดรวม ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu  
ปเปตตัวอยาง 250 ไมโครลิตร เติมนํ้ากลั่น 1.25 มิลลิลิตร และเติม 5%  NaNO2  75  

ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง (ปองกันไมใหสัมผัสแสง) 5 นาที หลังจากน้ันเติม             
10 % (AlCl3 ) 150 µl  1 M NaOH  0.5  ml และเติมน้ํากลั่น 275 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ปริมาณ Flavonoids 
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สามารถวัดเทียบไดกับสารมาตรฐาน โดยใช Catechin เปนสารมาตรฐาน มีหนวยวัดเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตอตัวอยางหน่ึงกรัม (mg CTC/g sample; CTC = Catechin) 

1.3 การวิเคราะหประสิทธิภาพของการตานอนุมูลอิสระ (DPPH radical scavenging 
activity)  

ปเปตตัวอยาง 250 ไมโครลิตร และเติม 75 ไมโครลิตร ของ 0.2 mM DPPH ที่ละลายใน 
เอทานอล 95 %(v/v) และผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาท ี นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร จากน้ันทําการคํานวณกิจกรรม DPPH radical scavenging  

1.4 การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินรวม 
เตรียมสารละลายโปตสัเซยีมคลอดไรด  0.025 M ที่ pH 1.0 โดยละลายโปตสัเซยีมคลอไรด 

1.86 กรัม ในนํ้ากลั่น 980 มิลลลิติร วดัคา pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนได pH 1.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลติรดวยน้ํากลั่น  และเตรียมสารละลายโซเดยีมอะซีเตต 0.4 M ที่ pH 4.5 โดยละลาย
โซเดยีมอะซีเตต 54.43 กรัม ในน้ํากลั่น 960 มิลลลิติร วัด pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนได 
pH 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลติรดวยน้ํากลั่น ชุดแรกนําตัวอยาง 100  ไมโครลติร ละลายในสารละลาย
โปตัสเซยีมคลอไรด 5 มลิลลิติร ที่  pH 1.0  ตั้งทิ้งไว  15 นาท ี อีกชดุหน่ึงใหนําตัวอยาง 100  ไมโครลติร 
ละลายในสารละลายโซเดยีมอะซีเตต 5 มิลลิลติร ที่  pH 4.5  ตั้งทิ้งไว  15 นาที   จากน้ันนําตัวอยางทั้งหมด
ไปวัดคาการดดูกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 510 และ 700 นาโนเมตร เปรียบเทยีบกบั blank ซ่ึงใชน้ํากลั่น แลว
คํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานิน (Wrolstad et al., 2005)  

1.5 การวเิคราะหปริมาณวิตามินซ ี(AOAC Method, 967.21) 
ปเปตสารละลายผสมของ Metaphosphoric acid   และ  Acetic acid   ปริมาตร 5 

มิลลิลิตร และตัวอยางที่จะทําการวิเคราะห 2 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลิตร ทําการไทเทรต
ตัวอยางกับสารละลาย Indophenol จนถึงจุดยุติสชีมพู อานคาปริมาตร Indophenol ที่ใชไป แลวคํานวณหา
ปริมาณกรดแอสคอบิกในตัวอยางดวยสูตร ในกรณีการทํา blank จะป เปตสารละลายผสมของ 
Metaphosphoric acid และ Acetic acid ปริมาตร 7 มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 2 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู
ขนาด 50 มิลลิลิตร แลวทําการไทเทรตกับสารละลาย Indophenol จนถึงจุดยุติสีชมพู อานคาปริมาตร 
Indophenol ที่ใชไป แลวคํานวณหักลบ Blank   

2. คุณภาพทางจลุชวีวิทยา  
2.1 การวเิคราะหจํานวนจลิุนทรียทั้งหมด (Total plate count; TPC) 

ชั่งตัวอยางเชอรร่ีดอง 25 กรัม ละลายและปนในสารละลายโซเดียมคลอไรด ความ
เขมขน 0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีบดดวยเคร่ืองตีผสมตัวอยาง (stomacher) จะไดตัวอยาง
เชอรร่ีดองที่มีความเจือจางในระดับ 10-1 และทําการเจือจางสิบเทา (10-fold dilution) เปนลําดับ จนได
ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยางจากแตละระดับความเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหาร 
plate count agar (PCA)  จากนั้นเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารโดยใชเทคนิค spread plate ทําการทดลอง 3 
ซํ้า  นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เลือกตรวจนับโคโลนีในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ
ระดับความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 25-250 CFU/plate (FDA Bacterial Analytical Manual; 
BAM Edition 8, Revision A /1998)  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

13 
 

2.2 การตรวจวิเคราะหจํานวนแบคทีเรียกรดแล็กตกิ (Lactic acid bacterial; LAB) 
ชั่งตัวอยางเชอรร่ีดอง 25 กรัม ละลายและปนในสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 

0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีบดดวยเคร่ืองตผีสมตวัอยาง (stomacher) จะไดตัวอยางเชอรร่ีดองที่
มีความเจือจางในระดับ 10-1 และทําการเจือจางเปนลําดับใหลดลงทีละสิบเทา (10-fold dilution) จนได
ระดับความเจือจางที่เหมาะสม ปเปตตัวอยางจากแตละระดับความเจือจาง 1.0 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะเชื้อ 
แลวเทอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS หมุนจานเพาะเชื้อไปมาใหตัวอยางเขากันดีกับอาหารเลี้ยงเชื้อตามเทคนิค pour 
plates ทําการทดลอง 3 ซํ้า  นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48-72 ชั่วโมง ใน candle jar  
ตรวจนับโคโลนีในระดับความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 30-300 CFU/plate (ASTM, D5465-93 
(1998))  

2.3 การตรวจวิเคราะหจํานวนยสีตและรา 
ชั่งตัวอยางเชอรร่ีดอง 25 กรัม ละลายและปนในสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 

0.85 %(w/v) ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ตีบดดวยเคร่ืองตผีสมตวัอยาง (stomacher) จะไดตัวอยางเชอรร่ีดองที่
มีความเจือจางในระดับ 10-1 และทําการเจือจางเปนลําดับใหลดลงทีละสิบเทา (10-fold dilution) จนได
ระดับความเจือจางที่เหมาะสม  ปเปตตัวอยางจากแตละระดับความเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานอาหาร 
potato dextrose agar (PDA) ที่มีการเติม 10 % tartaric acid  จากน้ันเกลี่ยใหทั่วผิวหนาอาหารโดยใช
เทคนิค spread plate ทําการทดลอง 2 ซ้ํา  นําไปบมที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48-72 
ชั่วโมง ตรวจนับโคโลนีในระดับความเจือจางที่มีจํานวนโคโลนีอยูในชวง 25-250 CFU/plate (FDA Bacterial 
Analytical Manual; BAM Edition 8, Revision A /1998)  

 
การออกแบบการทดลองและวิเคราะหขอมลู 

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) และนําขอมูลทั้งหมดของการ
วิจัยมาวิเคราะหคาความแปรปรวนโดย ANOVA และวิเคราะหคาความแตกตางคาเฉลี่ยดวยวิธี Duncan’s 
Multiple RangeTest (DMRT) ที่ระดับนัยสําคัญ 0.05 โดยใชโปรแกรม SPSS version 16 (SPSS Inc., 
Illinois, USA) 
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บทท่ี 3 
ผลการวิจัย 

 
ตอนที่ 1 การคัดเลือกลาเชือ้ และคุณสมบัติของกลาเช้ือ 

1. การคัดแยกกลาเช้ือจากผลเชอรรี่เปรี้ยว การจําแนกชนดิของกลาเช้ือ และการศกึษาคุณลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี 

 ผลการศึกษาการคัดแยกจุลินทรียกลุมแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid bacteria; LAB) จาก    
ผลเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) ที่เปนผลสด จํานวน 12 ไอโซเลท จากขอมูลในตารางที่ 3 เมื่อ
ทดสอบคุณสมบตัทิางสณัฐานวิทยา พบวาแบคทีเรียทั้ง 12 ไอโซเลทติดสีแกรมบวก มีรูปรางเปนแทง (คิดเปน
รอยละ 100) และการจําแนกคุณสมบัติของเชื้อที่แยกไดตามคุณลักษณะทางชีวเคมี พบวาไดผลการทดสอบ
กิจกรรมของเอนไซมคาตาเลส (catalase test) เปนบวก คิดเปนรอยละ 83.33 (จํานวน 10 ไอโซเลท) และมี
ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมคาตาเลสเปนลบ คิดเปนรอยละ 6.67 (จํานวน 2 ไอโซเลท) ไดแก NCR-7 
และ NCR-12 แสดงถึงคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ไมมีการสรางเอ็นไซมคาตาเลส จากการทดสอบ
การใชน้ําตาล (O/F test) พบวา NCR-7 เกิดออกซิเดชั่นและหมักน้ําตาลกลูโคสได สวน NCR-12 สามารถ
หมักนํ้าตาลกลูโคสไดในกรณีที่ไอโซเลทอยูในสภาวะที่ไมมีอากาศ ผลการทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซิน 
(bacteriocin) ซึ่ ง ยับยั้ ง การเจ ริญของ จุลิ นท รียก อ โรค ในอาหาร ไดแก  Bacillus cereus           
Staphylococcus aureus  Escherichia coli  และ Salmonella sp. พบวาทั้ง NCR-7 และ NCR-12 
สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Salmonella sp. ได โดย NCR-7 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของ
บริเวณใส (clear zone) ในการยับยั้ง E. coli และ Salmonella sp. เทากับ 8.0±0.00 และ 9.5±0.00 
ตามลําดับ สวน NCR-12 มีขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณใส (clear zone) ในการยับยั้ง E. coli และ 
Salmonella sp. เทากับ 6.4±0.00 และ 7.0±0.00 ตามลําดับ และเมื่อนําทั้ง 2 ไอโซเลทไปทดสอบกิจกรรม
การผลิตเอนไซม amylase  protease  cellulase  และ pectinase พบวาทั้ง NCR-7 และ NCR-12 
สามารถแสดงกิจกรรมการผลิตเอนไซม protease เทากับ 9.5±0.00 และ 9.3±0.00 ตามลําดับ รวมถึงแสดง
กิจกรรมการผลิตเอนไซม cellulase เทากับ 7.0±0.00 และ 6.7±0.00 ตามลําดับ 
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ตารางที่ 3 : ผลการทดสอบไอโซเลทจากผลเชอรร่ีเปร้ียวสด  

Isolate No. Gram/Shape Catalase 
test 

O/F test Antimicrobial production  
(clear zone; mm) 

Enzyme production  
(clear zone; mm) 

B. cereus  S. aureus E. coli Salmonella sp. Amy Pro  Cell Pec 
NCR-1 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-2 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-3 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-4 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-5 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-6 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-7 +/rod - +/+ 

fermentation 
ND ND 8.0±0.00 9.5±0.00 ND 9.5±0.0

0 
7±0.00 ND 

NCR-8 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-9 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-10 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-11 +/rod + NE NE NE NE NE NE NE NE NE 
NCR-12 +/rod - -/+ 

fermentation 
ND ND 6.4±0.00 7.0±0.00 ND 9.3±0.0

0 
6.7±0.00 ND 

 
หมายเหตุ : Amy หมายถงึ amylase  Pro หมายถึง protease  Cell หมายถงึ cellulase  และ Pec หมายถึง pectinase 

  NE หมายถึง not examined (ไมไดทําการตรวจวิเคราะห) 
  ND หมายถงึ not detected (ตรวจไมพบ) 
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 จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวภาพ
ขางตน พบวาทั้ง 12 ไอโซเลทที่คัดแยกไดจากผลเชอรร่ีเปร้ียว มีเพียง 2 ไอโซเลท ไดแก NCR-7 และ NCR-12 
เทานั้นที่แสดงคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนที่จัดวาเปนแบคทีเรียในกลุม LAB และมีคุณสมบัติในการ
เปนกลาเชื้อ นอกจากน้ันยังสามารถยับยั้งจุลินทรียกอโรคทั้ง E. coli และ Salmonella sp. สามารถผลิต
เอนไซม protease และ cellulase ไดอีกดวย และเมื่อนําทั้ง 2 ไอโซเลท ไปทําการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย
ดวยชุดตรวจสอบสาํเร็จรูป  API 50 CHL medium ผลการทดสอบจากรูปที่ 1 พบวา NCR-7 มีคุณสมบัติเปน
จุลินทรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum รอยละ 99.90 และจากรูป
ที่ 2 พบวา NCR-12 มีคุณสมบัติเปนจุลินทรีย Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii รอยละ 99.90 

 

 
รูปที่ 1 : ผลการจําแนกชนดิของแบคทเีรียกรดแล็กติก NCR-7 ดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป  API 50 CHL 
medium 
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รูปที่ 2 : ผลการจําแนกชนดิของแบคทเีรียกรดแล็กติก NCR-12 ดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป  API 50 CHL 
medium 
 

ผลจากการจําแนกชนิดของแบคทเีรียดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป  API 50 CHL medium ไดกลาเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 และ Lactobacillus 
delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 เมื่อนํากลาเชื้อทั้ง 2 ไปศึกษาการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 5-8 %(w/v) และสภาวะความ
เปนกรดที่ pH เทากับ 2 และ 4 ภายใตอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบการเจริญเติบโต 
(Growth curve) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ที่
สภาวะปกติ (control) และที่สภาวะความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 5-8 %(w/v) พบวาที่ความเขมขน
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ของโซเดียมคลอไรด 5 %(w/v) มีการเจริญเติบโตสงูทีสุ่ด โดยสูงกวาเกลือที่ความเขมขน 6 7 8 9 และ 10 %
(w/v) (รูปที่ 3) และหลังจากชั่วโมงที่ 36 พบวาที่ความเขมขนของเกลอื 5 %(w/v) มีการเจริญเพิ่มขึ้นมากกวา 
4 log cycle นอกจากน้ีที่ความเขมขนของเกลือสูงขึ้น คือที่ความเขมขน 6 %(w/v) เชื้อ  Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ยังสามารถเจริญได กรณีการเจริญเติบโตของ
เชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 (รูปที่ 5) พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5-10 
%(w/v) มีแนวโนมการเจริญเติบโตลดลงหลังชั่วโมงที่ 12 อยางไรก็ตาม ที่ความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) 
ยังคงมีการเจริญสูงสุดเม่ือเทียบกับที่ความเขมขน 6-10 %(w/v) และเมื่อศึกษาการเจริญและกิจกรรมของ 
กลาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใตสภาวะความเปนกรด-ดาง พบวาการเจริญเติบโตของ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรดที่ pH เทากับ 2 
(รูปที่ 4) มีการเจริญเติบโตลดลงหลังชั่วโมงที่ 6 แตที่ pH เทากับ 4 เชื้อดังกลาวมีการเจริญเพ่ิมขึ้นหลังชั่วโมง
ที่ 6 โดยชั่วโมงที่ 12 มีการเจริญเติบโตของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ภายใต
สภาวะความเปนกรด (รูปที่ 6) ที่ pH เทากับ 4 มีการเจริญดีกวาที่ pH เทากับ 2 และพบวาที่ pH เทากับ 4 มี
การเจริญสูงสุด ณ ชั่วโมงที่ 6 สวนที่ pH เทากับ 2 มีการเจริญลดลงอยางตอเน่ือง 

 

 
รูปที่ 3 :   การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.  
             mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนตางๆ ของสารละลาย 
             เกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
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รูปที่ 4 : การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.  
           mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
 

 
รูปที่ 5 :  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  
            NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 
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รูปที่ 6 :  การเจริญเติบโต (Growth curve) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii    
            NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด  
 

2. การทดสอบกจิกรรมการสรางเอนไซมทีส่ําคัญในการหมัก และความสามารถในการผลิต              
แบคเทอริโอซินของกลาเช้ือทีจ่ําแนกได 

 การทดสอบกิจกรรมการสรางเอนไซมที่สําคัญในการหมัก 2 ชนิด ไดแก เอนไซม protease และ 
cellulase ของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ใน
สภาวะความเขมขนของเกลอืความเขมขนตางๆ จากตารางที่ 4 ซึ่งทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม protease 
ของเชื้อดังกลาวที่ความเขมขนของเกลือตั้งแต 5-10 %(w/v) ที่ความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) พบวาเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีการผลิตเอนไซม 
protease สูงสุดในชัว่โมงที่ 48 โดยสังเกตจากขนาด clear zone ที่มากที่สุด คือเทากับ 8.0±0.20 มิลลิเมตร  
สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 %(w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เชนกัน โดยมี
ขนาดของ clear zone เทากับ 7.3±0.06 มิลลิเมตร และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %(w/v) เชื้อมีการผลิต
เอนไซม protease สูงสุดในชั่วโมงที่ 24 โดยมีขนาดของ clear zone เทากับ 6.6±0.23 มิลลิเมตร โดยที่
ความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) จะพบการผลิตเอนไซม protease ตั้งแตชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 
48 ทั้งยังมีคาเฉลี่ยของ clear zone สูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 48 เม่ือเทียบกับความเขมขนของเกลือที่ความเขมขน
อ่ืนๆ อีกดวย สวนการทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม cellulase ของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides 
ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 จากตารางที่ 5 ที่ความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) เชื้อมีการ
ผลิตเอนไซม cellulase สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 คือมี clear zone เทากับ 7.3±0.21 มิลลิเมตร สวนที่ความ
เขมขนของเกลือ 6 %(w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม cellulase สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 เชนกัน คือมี clear zone 
เทากับ 7.4±0.12 มิลลิเมตร และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %(w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม cellulase ที่
ชั่วโมงที่ 12 18 และชั่วโมงที่ 24 แตอยางไรก็ตามที่ความเขมขนของเกลือสูง ตั้งแตที่ความเขมขน 8 9 และ 
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10 %(w/v) ไมพบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิด (ทั้งเอนไซม protease และ cellulase) จากเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 แสดงถึงความสามารถของ
เชื้อในการแสดงกิจกรรมการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ในสภาวะที่มีเกลือ เชื้อจะสามารถเจริญ
ไดในสภาวะที่มีเกลือความเขมขน 5 6 และ 7 %(w/v) แตไมสามารถผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิดไดในสภาวะที่มี
เกลือสูงตั้งแตที่ความเขมขนของเกลือ 8 9 และ 10 %(w/v) 
 
ตารางที่ 4 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายเกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
Incubation 
time (hour) 

Average of clear zone diameter (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND ND ND ND ND 
18 8.4±0.26 6.7±0.20 ND 7.1±0.10 ND ND ND 
24 9.0±0.21 7.1±0.35 6.8±0.20 6.6±0.23 ND ND ND 
36 7.5±0.15 7.2±0.15 7.2±0.15 ND ND ND ND 
48 9.6±0.25 8.0±0.26 7.3±0.06 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
              ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 
 

ตารางที่ 5 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายเกลอืโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
Incubation 
time (hour) 

Average of clear zone diameter (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND 6.6±0.17 ND ND ND 
18 7.2±0.15 6.5±0.17 ND 6.6±0.06 ND ND ND 
24 7.1±0.12 7.0±0.12 7.3±0.17 6.4±0.06 ND ND ND 
36 7.0±0.21 7.2±0.10 6.5±0.06 ND ND ND ND 
48 7.3±0.12 7.3±0.21 7.4±0.12 ND ND ND ND 

หมายเหตุ:  ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
              ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 

 
 สําหรับการทดสอบกิจกรรมการสรางเอนไซม protease และ cellulase ของเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ในสภาวะที่เปนกรด จากตารางที่ 6 และ 7 
น้ัน พบวาไมมีการผลิตทั้งเอนไซม protease และ cellulase ในสภาวะที่มี pH เทากับ 2 เน่ืองจากเปน
สภาวะที่ มีความเปนกรดสูง  ไมเหมาะกับการเจริญของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 แตที่สภาวะที่มี pH เทากับ 4 พบการผลิตเอนไซม protease และ 
cellulase ในชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 48 โดยมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 36 ซ่ึงมี 
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clear zone เทากับ 6.9±0.12 มิลลิเมตร และมีการผลิตเอนไซม cellulase สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 ซ่ึงมี clear 
zone เทากับ 7.1 ±0.12 มิลลิเมตร 
 
ตารางที่ 6 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรติเอสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
Incubation time (hour) Average of clear zone diameter (mm) 

control pH 2 pH 4 
0 ND ND ND 
6 ND ND ND 
12 ND ND ND 
18 8.4±0.26 ND 6.7±0.17 
24 9.0±0.21 ND 6.6±0.06 
36 7.5±0.15 ND 6.9±0.12 
48 9.6±0.25 ND 6.3±0.06 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
 

ตารางที่ 7 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 

Incubation time (hour) Average of clear zone diameter (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND ND 

18 7.2±0.15 ND 6.9±0.23 

24 7.1±0.12 ND 6.9±0.12 

36 7.0±0.21 ND 7.0±0.00 

48 7.3±0.12 ND 7.1±0.12 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 
 คุณสมบัติการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคน้ัน ไดทดสอบการสราง   
สารแบคเทอริโอซินของเชื้อที่จําแนกไดทั้ง 2 ชนิด นั่นคือ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 และ  Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 กับ
จุลินทรียกอโรค 2 ชนิด ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ซ่ึงเปนจุลินทรียกอโรคที่ทดสอบแลว
วาไอโซเลทจากผลเชอรร่ีเปร้ียวสด (ตารางที่ 3) มีความสามารถยับยัง้จุลินทรียทั้ง 2 ชนิดได จากตารางที่ 8 ซ่ึง
ทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง E. coli ของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 พบวาในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) เชื้อดังกลาว
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งการเจริญของ E. coli  ไดในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมงที่ 48 สวนที่
ความเขมขนของเกลือ 6 %(w/v) มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้ง E. coli ที่ชั่วโมงที่ 24 และ 36 และที่
ความเขมขนของเกลือ 7 %(w/v) เชื้อมีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 และสําหรับการสราง          
แบคเทอริโอซนิมายบัยัง้การเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 9 พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 และ 
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6 %(w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินมายบัยัง้ Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 36 และ 48 สวนที่ความเขมขน
ของเกลือ 7 %(w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 เชนเดียวกันกับการสรางแบคเทอริโอซินมา
ยับยั้ง E. coli แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 8 9 และ 10 %(w/v) เชื้อไมมีการผลิต      
แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง E. coli และ Salmonella sp. และสําหรับการ
ทดสอบการผลิต แบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง E. coli และ Salmonella sp. ของเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 10 
และ 11 พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง ที่ pH เทากับ 2 เชื้อไมมีการสรางแบคเทอริโอซินเพ่ือมายับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง 2 ชนิด แตที่ pH เทากับ 4 พบวามีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญ
ของ E. coli ในชั่วโมงที่ 18 24 และชั่วโมงที่ 36 ทั้งยังมีการยับยั้ง Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 24 และ 36 
อีกดวย 
 
ตารางที่ 8 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง E. coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด 
(NaCl) 

Incubation time 
(hour) 

Diameter of inhibition zone  (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND ND ND ND ND 
18 ND ND ND 6.4±0.00 ND ND ND 
24 6.4±0.13 8.5±0.08 7.7±0.20 ND ND ND ND 
36 7.5±0.22 7.7±0.09 7.4±0.06 ND ND ND ND 
48 ND 9.4±0.09 ND ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 
 

ตารางที่ 9 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 
ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียม-     
คลอไรด (NaCl) 

Incubation time 
(hour) 

Diameter of inhibition zone  (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND ND ND ND ND 
18 7.4±0.19 ND ND 6.5±0.16 ND ND ND 
24 8.0±0.01 ND ND ND ND ND ND 
36 6.6±0.21 7.0±0.23 7.4±0.24 ND ND ND ND 
48 ND 7.6±0.23 7.1±0.19 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 
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ตารางที่ 10 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง E. coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
Incubation time 

(hour) 
Diameter of inhibition zone  (mm) 

control pH 2 pH 4 
0 ND ND ND 
6 ND ND ND 
12 ND ND ND 
18 ND ND 7.3±0.20 
24 6.4±0.13 ND 10.1±0.25 
36 7.5±0.22 ND 10.2±0.25 
48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

ตารางที่ 11 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 
ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
Incubation time 

(hour) 
Diameter of inhibition zone  (mm) 

control pH 2 pH 4 
0 ND ND ND 
6 ND ND ND 
12 ND ND ND 
18 7.4±0.19 ND ND 
24 8.0±0.01 ND 10.1±0.12 
36 6.6±0.21 ND 10.1±0.17 
48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

เ ม่ือทํ าการทดสอบคุณสมบัติต า งๆข องเชื้ อ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ในสภาวะของเกลือและกรดแลว จะมีการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ 
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ซ่ึงเปนจุลินทรียที่จําแนกไดอีกชนิดหนึ่งควบคูกันไป 
โดยในการทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ของเชื้อ Lactobacillus 
delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ในนํ้าเกลือความเขมขนตางๆ ตั้งแต 5-10 %(w/v) จากตารางที่ 12 
พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 และ 6 %(w/v) มีการผลิตเอนไซม protease ในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมง
ที่ 48 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %(w/v) มีการผลิตเอนไซม protease ในชั่วโมงที่ 24 โดยมี clear 
zone เทากับ 6.6±0.20 แตไมพบการผลิตเอนไซม protease ของเชื้อในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ
ตั้งแต  8 9 และ 10 %(w/v) มิลลิเมตร และจากตารางที่ 13 พบวาความเขมขนของเกลือ 5 %(w/v) มีการ
ผลิตเอนไซม cellulase ในชั่วโมงที่ 24 และ 36 แตไมพบการผลิตเอนไซม cellulase ของเชื้อในสภาวะที่มี
ความเขมขนของเกลือตั้งแต 6 7 8 9 และ 10 %(w/v) นอกจากนี้การทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม 
protease และ cellulase ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 14 และ 15 พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง 
(pH 2) เชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ไมมีการผลิตเอนไซม protease และ 
cellulase สวนที่ pH เทากับ 4 เชื้อมีการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ในชั่วโมงที่ 18 และ 24  
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ตารางที่ 12 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตเิอสของ  Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 
NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 

Incubation 
time (hour) 

Average of clear zone diameter (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND ND ND ND ND 
18 8.5±0.20 ND ND ND ND ND ND 
24 7.9±0.21 6.7±0.06 6.5±0.20 6.6±0.20 ND ND ND 
36 7.4±0.20 6.6±0.12 6.5±0.10 ND ND ND ND 
48 9.6±0.10 7.1±0.06 6.7±0.00 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 

ตารางที่ 13 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลเูลสของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  
NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 

Incubation 
time (hour) 

Average of clear zone diameter (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 
0 ND ND ND ND ND ND ND 
6 ND ND ND ND ND ND ND 
12 ND ND ND ND ND ND ND 
18 6.6±0.06 ND ND ND ND ND ND 
24 6.7±0.15 6.8±0.20 ND ND ND ND ND 
36 6.5±0.06 6.5±0.15 ND ND ND ND ND 
48 7.0±0.12 ND ND ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 

ตารางที่ 14 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมโปรตเิอสของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  
NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
Incubation time (hour) Average of clear zone diameter (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND ND 
18 8.9±0.15 ND 6.8±0.10 

24 7.5±0.15 ND 6.6±0.23 

36 7.2±0.29 ND ND 

48 9.4±0.15 ND ND 
หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 15 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  
NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 
Incubation time (hour) Average of clear zone diameter (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND ND 

18 6.6±0.31 ND 6.6±0.25 

24 6.6±0.12 ND 6.5±0.17 

36 ND ND ND 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 คุณสมบัติการผลติสารแบคเทอริโอซินของเชือ้ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-
12 เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค 2 ชนิด ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ในสภาวะที่มี
ความเขมขนของเกลอื 5 %(w/v) เชื้อดังกลาวสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งการเจริญของ E. coli ได
ในชั่วโมงที่ 24 และ 36 สวนที่ความเขมขนของเกลอื 6 %(w/v) มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายบัยั้ง  E. coli ที่
ชั่วโมงที่ 12 และที่ความเขมขนของเกลอื 7 %(w/v) เชื้อมีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 และสําหรับ
การสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 17 พบวาที่ความเขมขนของ
เกลือ 5 %(w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินมายบัยัง้ Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 18 สวนที่ความเขมขนของ
เกลือ 6 %(w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 36 และ 48 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %(w/v)  
มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 8 9 และ 10 %
(w/v) เชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง  E. coli และ Salmonella 
sp. สําหรับการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ใน
สภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) จากตารางที่ 18 และ 19 พบวาเชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้งการ
เจริญของทั้ง E. coli และ Salmonella sp. สวนในสภาวะที่มี pH เทากับ 4 พบวาเชื้อ Lactobacillus 
delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของทั้ง E. coli และ 
Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 12 และ 18 
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ตารางที่ 16 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง E. coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 
delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
Incubation time  

(hour) 
Diameter of inhibition zone  (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 

0 ND ND ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND ND ND 

12 ND ND 6.6±0.35 ND ND ND ND 

18 ND ND ND 6.4±0.00 ND ND ND 

24 6.4±0.13 6.4±0.14 ND ND ND ND ND 

36 7.5±0.22 7.5±0.19 ND ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 

ตารางที่ 17 :  ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้ง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 
ssp. delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดยีมคลอไรด (NaCl) 
Incubation time  

(hour) 
Diameter of inhibition zone  (mm) 

0% NaCl 5% NaCl 6% NaCl 7% NaCl 8% NaCl 9% NaCl 10% Nacl 

0 ND ND ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND ND ND 

18 7.4±0.19 6.5±0.08 ND 6.5±0.16 ND ND ND 

24 8.0±0.01 ND ND ND ND ND ND 

36 6.6±0.21 ND 7.4±0.24 ND ND ND ND 

48 ND ND 7.1±0.19 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
             ความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) มีหนวยเปน w/v 

ตารางที่ 18 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยบัยั้ง E. coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 
delbrueckii NCR-12   ภายใตสภาวะความเปนกรด 

Incubation time  
(hour) 

Diameter of inhibition zone  (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND 8.5±0.06 

18 ND ND 7.8±0.15 

24 6.4±0.13 ND ND 

36 7.5± 0.22 ND ND 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 19 : ผลการผลติแบคเทอริโอซินเพ่ือยบัยั้ง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 
ssp. delbrueckii NCR-12 ภายใตสภาวะความเปนกรด 

Incubation time  
(hour) 

Diameter of inhibition zone  (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND 9.4±0.39 

18 7.4±0.19 ND 7.6±0.39 

24 8.0±0.01 ND ND 

36 6.6±0.21 ND ND 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
 

3. การทดสอบความเปนโปรไบโอตกิของกลาเช้ือ 
3.1 Acid tolerance test และ Bile tolerance test 

นําแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2 สายพันธุทีย่ืนยันสายพันธุ และทดสอบความสามารถในการเจริญ
ภายใตสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือและกรดแลวไปทําการประเมินศักยภาพการเปนโปรไบโอติกแบคทีเรีย
กรดแล็กติกที่แยกไดจากผลเชอรร่ีเปร้ียว ดวยการทดสอบการทนตอสภาวะความเปนกรด pH 2-4 ( Acid 
tolerance test) และการทดสอบการทนตอเกลอืนํ้าด ี(Bile salt tolerance) พบวา (รูปที่ 7) แบคทีเรียกรด
แล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีความสามารถใน
การอยูรอดและทนตอสภาวะที่มีความเปนกรด pH เทากับ 4 ไดดีกวา Lactobacillus delbrueckii ssp. 
delbrueckii NCR-12 เชนเดียวกันกับผลการทดสอบการทนตอเกลือนํ้าดีที่ 0.3  0.5 และ 1.0% พบวา (รูปที่ 
8) Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 สามารถเจริญและทนตอ
สภาวะที่มีเกลือนํ้าดีเขมขนสูงสุด 1.0% ไดดีกวา NCR-12 เชนกัน โดยเมื่อระยะเวลาผานไป 24 ชั่วโมง NCR-7 
ลดลงจากเร่ิมตน 1-2 Log cfu/g เมื่อเทียบกับ NCR-12 ที่เวลาเดียวกันจํานวนแบคทีเรียกรดแล็กติกไม
สามารถเจริญและอยูรอดไดภายใตสภาวะเกลือน้ําดี 1.0% 
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รูปที่ 7 : ความสามารถในการทนตอสภาวะความเปนกรด (Acid tolerance) ของแบคทีเรียกรดแล็กติก 
ความสามารถในการเจริญเติบโตภายใตสภาวะกรดของ NCR-7 (Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7) และ NCR-12 (Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 
NCR-12)  ที่ปรับความเปนกรดที่ pH 2 และ pH 4 

 
รูปที่ 8 : ความสามารถในการทนตอนํ้าดี (Bile salt tolerance) ของแบคทีเรียกรดแล็กติก ความสามารถใน
การเจริญเติบโตในสภาวะที่มีนํ้าดี (Bile salt) ของ NCR-7 (Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7) และ NCR-12 (Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 
NCR-12) ที่ปรับความเขมขนนํ้าดี (Bile salt) เทากับ 0.3% 0.5% และ 1.0%  
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3.2 Hydrophobicity assay 
การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะที่เปนปจจัยสําคัญของโปรไบโอติกที่จะตองสามารถยึด

เกาะกับผนังลําไสของ host หรือสิ่งมีชีวิตน้ันๆ ได ในงานวิจัยน้ีไดทําการทดสอบเบื้องตนดวยการทดสอบหา
คา hydrophobicity ดวยวิธี hydrophobicity assay (Boris S et al., 1998) ซึ่งเปนการทดสอบในระดับ
หลอดทดลอง (In-vitro) ทดสอบกับสารประกอบไฮโดรคารบอนที่จําลองสภาพขั้วในลําไสมนุษย  ไดแก        
n-Hexadecane  (Soledad B. et al., 1998; Srikanjana KLAYRAUNG et al., 2008) เพ่ือคํานวนหา 
%Hydrophobicity ของแบคทีเรียที่เปน criteria หน่ึงที่จะมาใชในการคัดกรองแบคทีเรียโปรไบโอติก โดย
อาศัยกลไกการจับกับพ้ืนผิวของเซลลแบคทีเรียในลักษณะ van der Waals และ electrostatic forces กับ
อีพิเทอเรียลเซลลในลําไส  ผลการทดสอบ (รูปที่  9) พบวา Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีคาความเปน hydrophobicity เทากับ 34.20% ซึ่งสูงกวา 
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ทีม่ีคาเทากับ 3.46% ซึ่ง %Hydrophobicity น้ีอยู
ในระดับที่ต่ํากวา 40% ซ่ึงเปนระดับที่ต่ํากวาที่จะไดรับพิจารณาความเปน Hydrophobicity (Anwar A. et 
al., 2014) อยางไรก็ตามยังมีงานวิจัยอ่ืนๆ ที่ทําการศึกษาความเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแล็กติกสาย
พันธุ  Leuconostoc mesenteroides ssp. โดยจากงานวิจัยของ Riina A. Kekkonen และคณะ (2008) ได
ทําการศึกษาความเปนโปรไบโอติกของ Leuconostoc mesenteroides ssp. ทดสอบในเซลล human 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) พบวา Leuconostoc mesenteroides ssp. เปน
แบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติก ดังน้ันจากการประเมินดังกลาวเปนการทดสอบเบื้องตน ที่สามารถสรุปไดวา 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7  มีความสามารถเปนโปร
ไบโอติก อยางไรก็ตามเพ่ือใหเกิดความแมนยําในการยืนยันความเปนโปรไปโอติกจะตองนําแบคทีเรีย        
กรดแล็กติกที่ไดนี้ไปทดสอบการทนตอน้ํายอยในกระเพาะอาหาร การทดสอบการเจริญในสภาวะที่มี และไมมี
ออกซิเจน การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมันและแปง การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ 
ทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) ทดสอบการสรางสารไบโอเจนิกเอมีน (Biogenic 
amine production) (Phanida Kuasuwan et al., 2014) รวมถึงการทดสอบกับ cell line และหรือใน
สัตวทดลองตอไป 
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รูปที่ 9 : %Hydrophobicity ของแบคทีเรียกรดแล็กติก NCR-7 (Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7) และ NCR-12 (Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii    
NCR-12) 

 
ตอนที่ 2 การนํากลาเชือ้ไปใชในกระบวนการดองสําหรับผลิตผลิตภัณฑเชอรรีเ่ปรี้ยวดอง 

 จุลินทรียที่เปนกลาเชื้อที่คัดแยกได 2 ชนิด น่ันคือ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 เม่ือ
ผานการทดสอบคุณสมบัติความเปนโปรไบโอติกแลวทําใหทราบวา Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีคุณสมบัติความเปน โปรไบโอติก สู งกว า  Lactobacillus 
delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 จึงถือวามีคุณสมบัติในการเปนกลาเชื้อที่ดีกวา เหมาะแกการนํา  
กลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 น้ีมาเปนกลาเชื้อ
หลักในกระบวนการดองผักและผลไม ในที่น้ีคือ เชอรร่ีเปร้ียว โดยการทําหนาที่ของกลาเชื้อจะชวยใหเกิดกลิ่น
รส ลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑผักและผลไมดอง และสามารถผลิตเอนไซมที่ยอยธาตุอาหารหลัก 
(macronutrient) ในวัตถุดิบเชอรร่ีเปร้ียว โดยเกิดกระบวนการหมักคารโบไฮเดรต ไดเปนสารตางๆ เชน    
กรดแล็กติก คารบอกไดออกไซด เอธานอล กรดอะซิติก กรดอินทรีย แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) เปนตน 
ทําใหคาความเปนกรด-ดางลดลง และไดสารอาหารที่เปนประโยชนเพ่ิมขึ้น ทั้งยังทําหนาที่เปนสารกันเสียหรือ
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทําใหอาหารเนาเสีย (spoilage bacteria) และจุลินทรียที่กอโรคใน
อาหาร (pathogenic bacteria) ซ่ึงกระบวนการดองแบบดั้งเดิม (conventional) จะทําการดองดวยวิธี
ธรรมชาติดวยการทําหนาที่ของจุลินทรียที่ มีอยูในวัตถุดิบอยูแลว เม่ือมีสภาวะที่ เหมาะสม แบคทีเรีย        
กรดแล็กติกก็จะเจริญและเกิดกระบวนการหมักดองตอไป แตหากไมมีการควบคุมกระบวนการหมักที่ดีแลว 
อาจมีการปนเปอนของจุลินทรียที่เปนยีสต รา หรือจุลินทรียกอโรคชนิดอ่ืน เขามาในระหวางกระบวนการหมัก 
อาจทําใหกระบวนการหมักไมสมบูรณ เกิดฝา เกิดฟอง มีกลิ่นเหม็น หรือมีเชื้อราขึ้นที่ผิวหนาได การเติม   
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ก ล า เ ชื้ อ แ บ ค ที เ รี ย ก ร ด แ ล็ ก ติ ก  นั่ น คื อ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum (NCR-7) ลงไป จะชวยเพ่ิมประสิทธิภาพในกระบวนการหมักใหดีขึ้น มีความ
สม่ําเสมอ และไดผลิตภัณฑผักดองที่มีคุณภาพตามตองการ ซึ่งจะตองมีการตรวจสอบและควบคุมทั้งคุณภาพ
ดานเคมี จุลินทรีย และกายภาพของผลิตภัณฑใหเหมาะสม และเปนไปตามมาตรฐานกําหนด 
 

1. คุณภาพทางเคมขีองผลิตภัณฑเชอรรี้เปรี้ยวดอง 
การตรวจวิเคราะหคุณภาพของผลิตภัณฑที่สําคัญดานหนึ่งคือ คุณภาพดานเคมี โดยทําการตรวจ

วิเคราะหทั้งคา pH    Brix  ปริมาณสารประกอบฟนอลิค ปริมาณฟลาโวนอยด ปริมาณแอนโทไซยานิน   
สมบัติการตานอนุมูลอิสระ และปริมาณวิตามินซี ในระหวางกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว ตั้งแตวันที่ 0  7 
และวันที่ 14 เมื่อพิจารณาคา pH ที่พบในแตละชวงการดอง (จากรูปที่ 10) เม่ือเวลาผานไปพบวาเชอรร่ีเปร้ียว
ที่ดองดวยสารละลายเกลือโชเดียมคลอไรดความเขมขน 7%(w/v) โดยการดองแบบธรรมชาติที่ไมมีการเติม
กลาเชื้อ และมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum 
NCR-7 มีคาความเปนกรดลดลง น่ันคือมีคา pH เพ่ิมสูงขึ้น แตยังคงมีคาไมเกินคามาตรฐานของผลิตภัณฑผัก
และผลไมดองกําหนดไว คือตองมีคา pH ไมเกิน 3.50 ในขณะที่ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (soluble 
solid) ในแตละชวงของกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว จากรูปที่ 11 พบวามีคาคงที่ตลอดกระบวนการดอง 
 

 
รูปที่  10 : คาความเปนกรด-ดางที่ เปลี่ยนไประหวางการดองเชอรร่ีเป ร้ียวดวย  Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไม
มีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7) 
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รูปที่ 11 : ปริมาณของแข็งที่ละลายไดในน้ํา (soluble solid) ในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดอง
แบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอร ร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7) 

การศึกษาการตานอนุมูลอิสระในกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวยสารละลายโชเดียมคลอไรด    
ความเขมขน 7 %(w/v) ดวยวิธีธรรมชาติโดยไมมีการเติมกลาเชื้อ และเชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยเติมเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 จะติดตามปริมาณฟนอลิก
ทั้งหมดเทียบกับกราฟมาตรฐาน galic acid ไดสมการดังนี้ y = 10.449x + 0.7658 (R² = 0.9901) พบวา
การดองทั้งสองวิธีมีปริมาณสารฟนอลิกลดลง (รูปที่ 12) กลาวคือการดองดวยวิธีธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ 
ในวันที่ 0 7 และ 14 มีปริมาณฟนอลิกเปน 5.21±0.119  1.08±0.238 และ 0.40±0.238 mg GAE/g และ 
การดองโดยมกีารเตมิกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp.mesenteroides/dextranicum NCR-
7 ในระหวางการดองวันที่ 0  7 และ 14 มีปริมาณฟนอลิก 8.66±1.668  0.99±0.357 และ 0.40±0.238 mg 
GAE/g ตามลําดับ ในกระบวนการดองสงผลใหอัตราของปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมดเพ่ิมขึ้นจาก 17.11±5.00 
เปน 31.21±2.07mg catechin/100g ในขณะที่การดองแบบไมเติมกลาเชื้อมีปริมาณของฟลาโวนอยดลดลง 
อยางตอเน่ือง คือ 35.46±16.91 mg catechin/100g เหลือเพียง 23.13±5.21 g catechin/100g ในวันที่ 
14 (รูปที่ 13) สวนการติดตามปริมาณสารแอนโทไซยานินพบวาสภาวะการดองทั้งสองแบบคือการดองแบบ
ธร รม ช าติ แ ล ะก ารด อ ง โด ย มี ก า ร เ ติ ม กล า เ ชื้ อ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีปริมาณแอนโทไซยานินลดลงจากวันเร่ิมตนการดอง คือการดอง
แบบธรรมชาติมีปริมาณแอนโทไซยานิน ในวันที่ 0  7 และ 14 เปน 0.30±0.12  0.30±0.00 และ 0.15±0.00 
mg/L และการดองโดยการเตมิกลาเชือ้ในวันที่ 0 7 และ 14 มีปริมาณแอนโทไซยานิน 0.30±0.24 0.07±0.06 
และ 0.00±0.18 mg/L (รูปที่ 14) สุดทายน้ียังพบวาในกระบวนการดองโดยการเติมกลาเชื้อสงผลใหมี
คุณสมบัติการตานอนุมูลอิสระ 2,2-diphynyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) เพ่ิมขึ้นสูงสุดในวันที่ 7 คือสามารถ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นไดรอยละ 90.33±0.07 และลดลงในวันที่ 14 เหลือ รอยละ 85.31±0.00 
แตสมบัติการตานอนุมูลอิสระยังมีปริมาณมากกวาวันเร่ิมตนการดอง (วันที0่) เชนเดียวกับการดองโดยไมเติม
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กลาเชื้อน้ันมีคุณสมบตัิการตานอนุมูลอิสระสูงสุดในวันที ่7 คือ รอยละ 92.49±0.30 หลังจากน้ันมีคาลดลงเมือ่
สิ้นสุดกระบวนการดอง คือ รอยละ 85.31±0.00 ในวันที่ 14 (รูปที่ 15) 

 
ตารางที ่20 : ปริมาณสารตานอนุมลูอิสระ (antioxidant) ระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7   

เวลา กระบวนการดอง 
ปริมาณสารตานอนุมูลอิสระ(antioxidant) 

Total 
phenolic 

Total 
flavanoid 

Anthocyanin 
DPPH 

antioxidant 

0 day 
CN 5.21±0.119 35.46±16.91 0.30±0.12 77.38±6.30 
CS 8.66±1.668 17.11±5.00 0.30±0.24 79.28±0.30 

7 day 
CN 1.08±0.238 34.15±5.80 0.30±0.00 92.49±0.30 
CS 0.99±0.357 20.23±6.44 0.07±0.06 90.33±0.07 

14 day 
CN 2.34±1.787 23.13±5.21 0.15±0.00 86.15±0.15 
CS 0.40±0.238 31.21±2.07 0.00±0.18 85.31±0.00 

หมายเหตุ CN คือ เชอรรี่เปรี้ยวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ  
         CS คือ เชอรรี่เปรี้ยวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp.  
                       mesenteroides/dextranicum NCR-7 

 

 

รูปที่ 12 : ปริมาณสารประกอบฟนอลิคทั้งหมด (Total phenolic content) ในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียว
ดวย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่
ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7) 
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รูปที่ 13 : ปริมาณฟลาโวนอยดทั้งหมด (Total flavonoid) ในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดอง
แบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอร ร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 

 
รูปที่ 14 : ปริมาณแอนโทไซยานินระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides 
ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลา
เชื้อ CS คือ เชอร ร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 
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รูปที ่15 : สมบัติการตานอนุมูลอิสระ 2,2-diphynyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ระหวางการดองเชอรร่ี
เปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ 
เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 

 
รูปที่ 16 : ปริมาณวิตามินซีที่ เปลี่ยนแปลงไปในระหวางการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย  Leuconostoc 
mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 (CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไม
มีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7) 
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การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของปริมาณของวิตามินซีในกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวยสารละลาย
โชเดียมคลอไรดความเขมขน 7%(w/v) โดยการดองแบบธรรมชาติที่ไมมีการเติมกลาเชื้อ และมีการเติม     
กลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 พบวาเม่ือเวลาผาน
ไป ปริมาณกรดแอสคอบิกมีปริมาณลดลงอยางตอเน่ือง กลาวคือการดองแบบธรรมชาติมีปริมาณวิตามินซี
ลดลงจากวันที่ 0, 7 และ 14 เปน 1.69±0.00, 0.99±0.01 และ 0.740.01mg/g  สวนการดองโดยการเติม
กลาเชื้อมีปริมาณวิตามินซีเปน 1.67±0.00, 0.89±0.01 และ 0.74±0.01 mg/g ดังรูปที่ 16 
 

2. คุณภาพทางจลุินทรียของผลิตภัณฑเชอรรี้เปร้ียวดอง 

การปนเปอนจากจุลินทรียในระหวางกระบวนการผลิต หรือในผลิตภัณฑผักและผลไมดอง เปนปจจัย
สําคัญที่สงผลตอทั้งคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ เปนคุณภาพดานสําคัญที่จําเปนตองตรวจ
วิเคราะหใหมีคาไมเกินมาตรฐานกําหนด โดยทําการตรวจวิเคราะหจุลินทรียทั้งหมด แบคทีเรียกรดแล็กติก 
ยีสตและรา ซึ่งจากมาตรฐานผลิตภัณฑผลไมดอง (มผช. 160-2546) ไดกําหนดใหมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด
ไมเกิน 4.00 Log cfu/g และปริมาณยีสตและราไมเกิน 2 Log cfu/g จากตารางที่ 21 พบวาเมื่อสิ้นสุด     
การดองวันที่ 14 มีปริมาณยีสตและราไมเกินมาตรฐานกําหนด คือมีคาเทากับ 1.86 Log cfu/g แตมีปริมาณ
แบคทีเรียทั้งหมดเกินมาตรฐานกําหนดเล็กนอย คือมีคาเทากับ 4.03 Log cfu/g เนื่องจากการตรวจวิเคราะห
แบคทีเรียทัง้หมดอาจมีการเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติก ซ่ึงเปนแบคทีเรียจําเปนในกระบวนการดอง และมี
กลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ที่เติมเพ่ือสงเสริม
กระบวนการดองรวมอยูดวย ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดจึงอาจมีคาสูงกวามาตรฐานกําหนดได (รูปที่ 17 และ 
18) 
 
ตารางที่ 21 : ผลการวิเคราะหคุณภาพทางดานจุลินทรียของผลติภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดอง 
เวลา (วัน) กระบวนการดอง ดัชนีคุณภาพและความปลอดภัย (Log cfu/g) 

total bacteria lactic acid bacteria yeast & mold 
เกณฑมาตรฐาน 

< 4.00(1) -  <2.00(1) 

0 CN 6.49 3.89 3.24 
CS 6.84 6.18 3.4 

7 CN 5.52 6.14 4.17 
CS 4.77 7.35 2.72 

14 CN 5.29 4.12 3.55 
CS 4.03 4.37 1.86 

หมายเหต ุ:     CN คือ เชอรรี่เปรี้ยวท่ีดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเช้ือ 
                   CS คือ เชอรรี่เปรี้ยวท่ีดองโดยมีการเติมกลาเช้ือ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 

(1) = มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชนผลไมดอง (มผช. 160-2546) 
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รูปที่ 17 : จํานวนจุลินทรียทั้งหมดในผลิตภณัฑเชอรร่ีเปร้ียวดองเทยีบกับมาตรฐานผลิตภัณฑผลไมดอง (มผช. 
160-2546); CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมี
การเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 

 
รูปที่ 18 : จํานวนยีสตและราในผลิตภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดองเทียบกับมตราฐานผลิตภัณฑผลไมดอง (มผช. 
160-2546); CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ CS คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมี
การเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 
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3. คุณภาพทางกายภาพของผลิตภัณฑเชอรร้ีเปร้ียวดอง 
คุณลักษณะทางกายภาพของการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวยนํ้าเกลือ 7%(w/v) เมื่อผานกระบวนการดอง

เปนเวลา 14 วัน พบวาเชอรร่ีที่ไดน้ันมีสซีีดลง เนื่องจากมีการใชเกลือในการดอง ซ่ึงเกลือน้ันจะทําหนาที่ดึงนํ้า
ออกจากเชอรร่ีเปร้ียว รวมถึงสภาวะการดองที่เปนกรดจึงสงผลตอเนื้อสัมผัสและสีที่เปลี่ยนแปลงไป ยังพบวา
หลังกระบวนการดองนั้น เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 สามารถคงรูปเดิมได ไมเละ และผลิตภัณฑที่ไดมีกลิ่นหอมที่มี
ลักษณะเฉพาะ แตกตางจากการดองแบบธรรมชาติที่ไมมีการเติมกลาเชื้อซ่ึงหลังการดองผลิตภัณฑที่ไดน้ันจะ
คอนขางเละ ไมคงรูปเดิม และมีกลิ่นหอมฉุน ซ่ึงแสดงให เห็นวาการใชกลาเชื้อ  Leuconostoc 
mesenteroides ssp mesenteroides/dextranicum NCR-7 ในการดองเชอรร่ีน้ันทําใหไดผลิตภัณฑที่มี
คุณลักษณะทางกายภาพที่มีความสมํ่าเสมอ และสามารถควบคุมได 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 19 : คุณลักษณะทางกายภาพของการดองเชอรร่ีเปร้ียวดวย Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ; CN คือ เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองแบบธรรมชาติไมมีการเติมกลาเชื้อ     
CS คือ  เชอร ร่ี เป ร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้ อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 
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บทท่ี 4 
บทสรุป 

 
สรุปผลการวจิัย 

 การคัดแยกจุลินทรียจากผลสดเชอรร่ีเปร้ียว (Malpighia glabra L.) ทําใหไดจุลินทรียในกลุม
แบคทีเรียกรดแล็กติกจํานวน 2 ไอโซเลท ที่ใหผลการทดสอบเอนไซมคาตาเลสเปนลบ ไดแก NCR-7 และ 
NCR-12 สวนการทดสอบการใชนํ้าตาล (O/F test) พบวา NCR-7 เกิดออกซิเดชั่นและหมักนํ้าตาลกลูโคสได 
สวน  NCR-12 สามารถหมักน้ําตาลกลูโคสไดในกรณีที่ไอโซเลทอยูในสภาวะที่ไมมีอากาศ และในการทดสอบ
ความสามารถการผลิตแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เพ่ือยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคในอาหาร พบวา 
NCR-7 และ NCR-12 สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ Salmonella sp. ได สวนการทดสอบ
กิจกรรมการผลิตเอนไซม amylase  protease  cellulase  และ pectinase พบวาทั้ง NCR-7 และ NCR-12 
สามารถแสดงกิจกรรมการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ได การทดสอบดังกลาวขางตนแสดงถึง
คุณสมบัติเบื้องตนของความเปนแบคทีเรียกรดแล็กติกของ NCR-7 และ NCR-12 เมื่อทําการยืนยันสายพันธุ
ของแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2 ไอโซเลท โดยนําไปทดสอบดวยชุดทดสอบสําเร็จรูป  API 50 CHL medium 
ทําใหทราบวา NCR-7 มีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียกรดแล็กติกสายพันธุ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum คิด เปนรอยละ 99.90 ส วน NCR-12 มีคุณสมบัติ เปน จุลินท รีย 
Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii คิดเปนรอยละ 99.90 สวนการทดสอบความสามารถในการ
เปนกลาเชื้อ ในกระบวนการดองเชอร ร่ีเป ร้ียวของทั้ง  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 โดย
ทดสอบความสามารถในการเจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใตสภาวะที่มีเกลือและมีสภาวะเปนกรด (pH 
เทากับ 2 และ 4) ซ่ึงการทดสอบในสภาวะที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5-8 %(w/v) พบวา
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 สามารถเจริญไดดีที่
สารละลายเกลือโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 และ 6 %(w/v) สวนในสภาวะที่เปนกรด ที่ pH เทากับ 2 มี
การเจริญลดลงหลังชั่วโมงที่ 6 แตที่ pH เทากับ 4 เชื้อดังกลาวมีการเจริญเพ่ิมขึ้นหลังชั่วโมงที่ 6 สําหรับการ
เจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 พบการเจริญสูงสุดที่ความ
เขมขนของเกลือ 5 %(w/v) ในสภาวะความเปนกรดที่ pH เทากับ 4 มีการเจริญดีกวาที่ pH เทากับ 2 โดยที่ 
pH 2 มีการเจริญลดลงอยางตอเน่ือง และในการทดสอบกิจกรรมของเชื้อ Leuconostoc mesenteroides 
ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 ในการผลิตเอนไซมที่สําคัญในการหมัก 2 ชนิด ไดแก เอนไซม 
protease และ cellulase ในสภาวะที่มีเกลือความเขมขน 5-10 %(w/v) และมีความเปนกรด ผลการทดสอบ
พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 6 และ 7 %(w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม protease และ cellulase แตที่
ความเขมขนของเกลือสูง 8 9 และ 10 %(w/v) ไมพบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิด สวนในสภาวะที่เปนกรด 
พบวาไมมีการผลิตทั้งเอนไซม protease และ cellulase ในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง (pH เทากับ 2) ซ่ึง
เปนสภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ แตที่สภาวะที่มี pH เทากับ 4 พบการผลิตเอนไซม protease 
และ cellulase สําหรับคุณสมบัติการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคในสภาวะ
เกลือและกรดน้ัน พบวาในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ 5 6 และ 7 %(w/v) เชื้อดังกลาวสามารถผลิต   
แบคเทอริโอซนิเพ่ือยบัยัง้การเจริญของ E. coli และ Salmonella sp. ได แตในสภาวะความเขมขนของเกลือ 
8 9 และ 10 %(w/v) เชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซิน สวนในสภาวะที่มีความเปนกรดสูง ที่ pH เทากับ 2 
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เชื้อไมมีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง 2 ชนิดเชนเดียวกัน แตที่ pH 
เทากับ 4 มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของทั้ง E. coli และ Salmonella sp. ในสวนของการ
ทดสอบกิจกรรมของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 ในการผลิตเอนไซม 
protease และ cellulase ในสภาวะที่มีเกลือและมีความเปนกรด พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 6 และ    
7 %(w/v) มีการผลิตเอนไซม protease และมีการผลิตเอนไซม cellulase ในสภาวะความเขมขนของเกลือ   
5 %(w/v) แตไมพบการผลติเอนไซม cellulase ในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลอืตัง้แต 6 7 8 9 และ    10 
%(w/v) และในสภาวะความเปนกรดพบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) เชื้อไมมีการผลิตเอนไซม 
protease และ cellulase สวนที่ pH เทากับ 4 มีการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ในดาน
คุณสมบัติการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค 2 ชนิด ไดแก E. coli และ 
Salmonella sp. พบวาสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ 5 6 และ 7 %(w/v) เชื้อมีการสรางแบคเทอริโอซิน
มายับยั้ง E. coli และ Salmonella sp. แตในสภาวะความเขมขนของเกลือสูงเทากับ 8 9 และ 10 %(w/v) 
เชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง 2 ชนิด และในสภาวะความเปนกรด
สูง (pH 2) พบวาเชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินเชนเดียวกัน แตในสภาวะที่มี pH เทากับ 4 มีการผลิต     
แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของทั้ง E. coli และ Salmonella sp. ทั้งน้ีจุลินทรียทั้ง 2 ชนิดที่จําแนกได
น้ันเปนแบคทีเรียกรดแล็กติก ทีถ่ือวามีความปลอดภัย (Generally Recognized as Safe, GRAS) ที่จะใชใน
อาหารได และโดยสวนใหญแบคทีเรียกรดแล็กติกจะมีความเปนโปรไบโอติก (probiotic) ซ่ึงเปนจุลินทรียที่มี
ชีวิต เม่ือบริโภคแลวกอใหเกิดผลดีตอสุขภาพ ชวยปรับสมดุลและสงเสริมการทํางานของจุลินทรียประจําถิ่นใน
ลําไส จึงทําการประเมินความเปนโปรไบโอติกเบื้องตนของกลาเชื้อที่คัดเลือกจากผลเชอรร่ีเปร้ียวทั้ง 2 ชนิด 
โดยการทดสอบ acid tolerance  bile salt tolerance และ hydrophobicity assay ไดผลการทดสอบวา 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีความสามารถเจริญและทน
ตอสภาวะที่เปนกรด คือที่ pH ในชวง 2-4 และทนตอ bile salt ที่ 0.3–1% ไดดีกวา Lactobacillus 
delbrueckii ssp. delbrueckii NCR-12 นอกจากน้ันเม่ือนําไปทําการทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ
ด ว ย  hydrophobicity assay พ บ ว า  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 มีความสามารถในการยึดเกาะสูงกวา Lactobacillus delbrueckii 
ssp. delbrueckii NCR-12 จากการทดสอบขางตน ถือเปนการประเมินเบื้องตนที่สามารถกลาวไดวา 
Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum NCR-7  มีความสามารถเปน      
โปรไบโอติก อยางไรก็ตามเพ่ือใหเกิดความแมนยําในการยืนยันความเปนโปรไปโอติกจะตองนําแบคทีเรีย    
กรดแล็กติกที่ไดนี้ไปทดสอบคุณสมบัติดานอื่นๆ เชน การทนตอนํ้ายอยในกระเพาะอาหาร การทดสอบการ
เจริญในสภาวะที่มี และไมมีออกซิเจน การทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ การทดสอบกับ cell line และหรือ
ในสัตวทดลองตอไป 

เมื่อทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี และคุณสมบัติความเปนโปรไบโอติกของกลาเชื้อทั้ง 2 ชนิดแลว   
จะทํ า ใ ห ท ร า บ ถึ ง ค ว า ม เ ป น ไ ป ไ ด ใ น ก า รนํ า  Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ไปใชเปนกลาเชื้อในการผลิตผลิตภัณฑเชอรร่ีเปร้ียวดอง เพ่ือใหได
ผลิตภัณฑที่มีคุณภาพสม่ําเสมอ และเปนไปตามมาตรฐานกําหนด โดยทําการทดสอบผลการใชกลาเชื้อใน
กระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียวทั้งในดานกายภาพ เคมี และจุลินทรีย ผลการทดสอบดานเคมีในระหวาง
กระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว ตั้งแตวันที่ 0  7 และวันที่ 14 เมื่อพิจารณาคา pH พบวาเมื่อเวลาผานไป    
เชอรร่ีเปร้ียวที่ดองดวยสารละลายเกลอืโชเดยีมคลอไรดความเขมขน 7%(w/v) โดยการดองแบบธรรมชาติที่ไม
มีการเติมกลาเชื้อ และแบบที่มีการเติมกลาเชื้อ มีคาความเปนกรดลดลง น่ันคือมีคา pH เพ่ิมสูงขึ้น แตยังคงมี
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คาไมเกินคามาตรฐานของผลิตภัณฑผักและผลไมดองกําหนดไว คือตองมีคา pH ไมเกิน 3.50 ในขณะที่
ปริมาณของแข็งที่ละลายน้ําได (soluble solid) ในแตละชวงของกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว พบวามี
คาคงที่ตลอดกระบวนการดอง และจากการศึกษาการตานอนุมูลอิสระในกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว พบวา
การดองโดยการเติมกลาเชื้อมีปริมาณฟลาโวนอยดเพ่ิมสูงขึ้นเน่ืองจากเชอรร่ีเปร้ียวเปนผลไมที่มีปริมาณสาร 
ฟลาโวนอยดหลายประเภท ไดแก cyaniding 3-sophoroside, cyanidin 3-glucosylrutinoside, cyanidin 
3-glucoside และ cyanidin 3-rutinoside แลวยังพบ cyanidin 3-arabinosylrutinoside, pelargonidin 
3-glucoside และ peonidin 3-rutinoside (Kirakosyan et al., 2010 ;Kim et al., 2005)  ในขณะที่การ
ดองแบบธรรมชาติและการดองโดยการเติมกลาเชื้อน้ันมีผลใหปริมาณสารฟนอลิก และแอนโทไซยานินลดลง
อยางตอเนื่องเมือ่ระยะเวลาในการดองเพ่ิมมากขึน้ เนื่องจากโครงสรางของฟนอลกิ และแอนโทไซยานินจัดเปน
สารประกอบไซยานิดิน 3 กลูโคไซด (cyaniding 3-glucoside) (C3G) และ พีโอนิดิน 3 กลูโคไซด (peonidin 
3-glucoside) (P3G) ที่สามารถละลายไดดีในตัวทําละลายที่มีขั้ว เชน น้ํา เมทานอล และอะซิโตน เปนตน 
ระหวางกระบวนการดองจึงเกิดการสูญเสียปริมาณสารแอนโทไซยานินมากขึ้นเมื่อระยะเวลาผานไป โดยพบวา
ปริมาณสารแอนโทไซยานินลดลงมากกวารอยละ 50 เมื่อสิ้นสุดการดองในวันที่ 14 อยางไรก็ตามเชอรร่ีดองที่
ไดนั้นยังคงมีประสิทธิภาพการเปนสารตานอนุมูลอิสระทีใ่หประสิทธิภาพในการตานออกซิเดชันเพ่ิมสูงขึ้นดวย 
เน่ืองจากปริมาณสารฟลาโวนอยดที่เพ่ิมขึ้น และสารแอนโทไซยานินที่ยังคงหลงเหลืออยู สวนปริมาณของ
วิตามินซีเมื่อเวลาผานไป พบวากรดแอสคอบิกมีปริมาณลดลงอยางตอเน่ือง แตก็ยังคงมีวิตามินซีหลงเหลืออยู 
สวนผลการทดสอบดานจุลินทรียในกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว พบวาเมื่อสิ้นสุดกระบวนการดอง มีปริมาณ
ยีสตและราไมเกินมาตรฐานกําหนด คือมีไมเกิน 2 Log cfu/g แตมีปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดเกินมาตรฐาน
กําหนดเล็กนอย (เกิน 4.00 Log cfu/g) เน่ืองจากการตรวจวิเคราะหแบคทีเรียทั้งหมดอาจมีการเจริญของ
แบคทีเรียกรดแล็กติก ซ่ึงเปนกลาเชื้อในการดอง จึงอาจทําใหมีปริมาณจุลินทรียทั้งหมดเกินกวามาตรฐาน
กําหนดได และสําหรับผลการทดสอบดานกายภาพในกระบวนการดองเชอรร่ีเปร้ียว เม่ือผานกระบวนการดอง
เปนเวลา 14 วัน พบวาเชอรร่ีเปร้ียวที่ดองโดยมีการเติมกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 สามารถคงรูปเดิมได ไมเละ และผลิตภัณฑที่ไดมีกลิ่นหอมที่มี
ลักษณะเฉพาะ แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพของกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 
mesenteroides/dextranicum NCR-7 ที่ใชในการดองเชอรร่ี ที่ทําใหไดผลิตภัณฑที่มีคุณลักษณะทาง
กายภาพที่มีความสมํ่าเสมอ และสามารถควบคุมคุณภาพไดตามตองการ 

 
 
ขอเสนอแนะ 
 จากผลการศึกษาความสามารถของกลาเชื้อในการใหคุณลักษณะความเปนโปรไบโอติก และสภาวะ
ของการหมักที่เหมาะสม ทําใหเชื่อไดวา กลาเชื้อสายพันธุน้ีสามารถใชในกระบวนการหมัก (pickling) ที่เปน
ผลไมในกลุมเปร้ียวชนิดอื่นๆ ได ซึ่งเปนประโยชนสําหรับการปรับใชกับผลไมในทองถิ่นน้ันๆ ได 
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1. การทดสอบการสรางเอนไซมที่สําคัญในการหมัก 
 นําแบคทีเรียที่แยกไดมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS โดยใช loop เขี่ย single colony 
มาใสในอาหารเหลวปริมาตร 10 ml ในหลอดทดลอง บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน 
candle jar  จากนั้นแยกสวนใสดวยวิธีการ centrifuge ที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศา-
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวปเปตดูดสวนใสปริมาตร 40 µl หยดลงหลุมอาหารแขง็ที่เจาะดวยที่เจาะหลุม
วุน (cork borer) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เพ่ือวิเคราะหการสรางเอนไซม 4 ชนิด ไดแก amylase 
cellulase protease และ pectinase โดยอาหารที่ใชในการวิเคราะหมีดังนี ้
 Amylase อาหารเลีย้งเชื้อที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย starch2 g/l  peptone 1 g/l yeast 
extract 1 g/l และ agar 15 g/l 

Protease อาหารเลีย้งเชื้อที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย skim milk 5 g/l yeast extract10 g/l 
peptone 20 g/l glucose 20 g/l และ agar 15 g/l 
 Cellulase อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย cellulose 5 g/l NaNO3 1 g/l  
K2HPO4 1 g/l, KCl 1 g/l MgSO4 .4H2O 0.5 g/l yeast extract 0.5 g/l  glucose 1 g/l และ agar 15 g/l  
 Pectinase ประกอบดวย pectin 10 g/l  (NH4)2SO4 1.4 g/l  K2HPO4 6 g/l  KH2PO4 2 g/l  
MgSO4 0.1 g/l และ agar 15 g/l 
 จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายไอโอดีนเฉพาะ
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่ใชคดักรองการผลติเอนไซม amylase cellulase และ pectinase  เกลี่ยใหทั่ว ทิ้งไวนาน 5 
นาที หลังจากน้ันวัดขนาดสวนใส (clear zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 
 

2. การวิเคราะหคุณภาพทางเคม ี

2.1 การวิเคราะหปริมาณสารประกอบฟนอลิกรวม ตามวธิขีอง Folin and Ciocalteu  
ทําการเจือจางตัวอยางเชอรร่ีดอง 100 กรัม ดวยนํ้ากลั่น 10 เทาในขวดรูปชมพูขนาด 250 

มิลลิลิตร (เพ่ือใชตลอดการวิเคราะหคุณภาพทางเคมี) ดูดสารที่ไดจากการเจือจาง 20  ไมโครลิตร  ผสมกับน้ํา
กลั่น 1.58 มิลลิลิตร และ Folin reagent  100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันแลวตั้งไวที่อุณหภูมิหอง (ปองกัน
ไมใหสัมผัสแสง) เปนเวลา 5 นาที  หลังจากน้ันเติม Na2CO3  300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลวตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา  2 ชั่วโมง โดยควบคุมไมใหสมัผัสแสง  หลังจากนั้นนําไปวัดคาการดดูกลอืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 765 นาโนเมตร  ปริมาณฟนอลสามารถวัดเทียบไดกับสารมาตรฐานโดยใช gallic acid เปนสาร
มาตรฐาน มีหนวยวัดเปนมิลลกิรัมตอมิลลลิติรตอตวัอยางหน่ึงกรัม (mg GAE/g sample; GAE = Gallic acid 
Equivalent) 

วิธีการเตรียมกราฟสารมาตรฐาน gallic  acid   
ปเปตสารละลายมาตรฐาน (Stock 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  gallic  acid  ปริมาตร 10  20  30  

40  50  ไมโครลิตร  ลงในหลอดทดลอง  เติมนํ้า  990  980  970  960  950  ไมโครลิตร  ตามลําดับ ผสม
ใหเขากัน หลังจากน้ันปเปตสารละลายที่เตรียมไดในแตละความเขมขนใสหลอดทดลอง 20 ไมโครลิตร เติม 
folin reagent  100  ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันแลวตัง้ทิ้งไว 1-8 นาที (ปองกันไมใหสัมผัสแสง) เติม Na2CO3   
300  ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันแลวตั้งไวที่อุณหภมิูหองเปนเวลา 2 ชั่วโมงโดยไมใหสมัผสัแสง จากน้ันนําไปวัด
คาการดูดกลือนแสงที่ความยาวคลื่น 765 นาโนเมตร   
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2.2  การวเิคราะหปริมาณฟลาโวนอยดรวม ตามวิธีของ Folin and Ciocalteu  
ปเปตตัวอยาง 250 ไมโครลิตร เติมนํ้ากลั่น 1.25 มิลลิลิตร และเติม 5%  NaNO2  75  

ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง (ปองกันไมใหสัมผัสแสง)  5 นาที หลังจากน้ันเติม  10 % 
(AlCl3 ) 150 µl   1 M NaOH  0.5  ml และเติมน้ํากลั่น  275  ไมโครลิตร ผสมใหเคากันตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที  แลวนําไปวัดคาการดดูกลือนแสงทีค่วามยาวคลื่น 510 นาโนเมตร ปริมาณ Flavonoids 
สามารถวัดเทียบไดกับสารมาตรฐาน โดยใช Catechin เปนสารมาตรฐาน มีหนวยวัดเปนมิลลิกรัมตอมิลลิลิตร
ตอตัวอยางหน่ึงกรัม (mg CTC/g sample; CTC = Catechin) 

วิธีการเตรียมกราฟมาตรฐาน Flavonoids  
ปเปตสารละลายมาตรฐาน catechin (Stock 5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) ปริมาตร 0.2 0.4 0.6 0.8 

และ 1 ml ลงในหลอดทดลองแตละหลอด เติมนํ้ากลั่นจนไดปริมาตรเปน 5 มิลลิลิตร สวนหลอดควบคุมใช  
นํ้ากลั่น 5 มิลลิลิตร แทนแลวเติมสารละลาย 5%  NaNO2 ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร ลงไป เขยาแลวตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหองนาน 5 นาทีจากน้ันเติมสารละลาย 10% AlCl3 0.3 มิลลิลิตร เขยาแลวตั้งทิ้งไวอีก 6 นาท ีนํามา
เติมสารละลาย 1 M NaOH 2 ml เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร  

2.3 การวิเคราะหประสิทธิภาพของการตานอนุมูลอสิระ (DPPH radical scavenging activity)  

ปเปตตัวอยาง 250 ไมโครลิตร และเติม 75 ไมโครลิตร ของ 0.2 mM DPPH ที่ละลายใน        
เอทานอล 95 % (v/v) และผสมใหเขากันตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 20 นาที  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 517 นาโนเมตร  จากนั้นทําการคํานวณกิจกรรม DPPH radical scavenging โดยใชสูตร DPPH 
radical scavenging activity (%) = (1 - absorbance of sample/absorbance of control (DI 
water)) × 100. 

2.4 การวิเคราะหปริมาณแอนโทไซยานินรวม 
เตรียมสารละลายโปตสัเซียมคลอดไรด  0.025 M ที ่ pH 1.0 โดยละลายโปตสัเซยีมคลอไรด 

1.86 กรัม ในนํ้ากลั่น 980 มิลลลิติร วดัคา pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนได pH 1.0 แลว
ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลติรดวยน้ํากลั่น  และเตรียมสารละลายโซเดยีมอะซีเตต 0.4 M ที่ pH 4.5 โดยละลาย
โซเดยีมอะซีเตต 54.43 กรัม ในน้ํากลั่น 960 มิลลลิติร วัด pH และปรับคาดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จนได 
pH 4.5 แลวปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น ชดุแรกนําตัวอยาง 100  ไมโครลติร ละลายในสารละลาย
โปตัสเซยีมคลอไรด 5 มลิลลิติร ที ่  pH 1.0  ตั้งทิ้งไว  15 นาท ี อีกชดุหน่ึงใหนําตัวอยาง 100  ไมโครลติร 
ละลายในสารละลายโซเดยีมอะซีเตต 5 มิลลิลติร ที่  pH 4.5  ตั้งทิ้งไว  15 นาที   จากน้ันนําตัวอยางทั้งหมด
ไปวัดคาการดดูกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 510 และ 700 นาโนเมตร เปรียบเทยีบกบั Blank ซ่ึงใชน้ํากลั่น แลว
คํานวณหาปริมาณแอนโทไซยานิน (Wrolstad et al., 2005) จากสมการนี้ 

สมการ  A = (A510-A700)pH1.0 – (A510 – A700)pH 4.5 

โดยที ่  ปริมาณแอนโทไซยานิน = (A x Mw x DF x 1000)/ (ε x 1) 

A510 = คาการดดูกลืนแสงที ่510 นาโนเมตร 

A700 = คาการดดูกลืนแสงที ่700 นาโนเมตร 

Mw = มวลโมเลกุลของแอนโทไซยานิน = 449.2 
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DF = Dilution factor 

ε = molar absorptivity (26,900) 

1 = path length (cm) 

2.5 การวิเคราะหปริมาณวิตามินซี (AOAC Method, 967.21) 
ปเปตสารละลายผสมของ Metaphosphoric acid และ Acetic acid ปริมาตร 5 มิลลลิิตร และ

ตัวอยางที่จะทําการวิเคราะห 2 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลลิติร ทําการไทเทรตตัวอยางกบั
สารละลาย Indophenol จนถึงจุดยตุิสชีมพู อานคาปริมาตร Indophenol ที่ใชไป แลวคํานวณหาปริมาณ
กรดแอสคอบิกในตัวอยางดวยสตูร ในกรณีการทํา blank จะปเปตสารละลายผสมของ Metaphosphoric 
acid และ Acetic acid ปริมาตร 7 มิลลลิติร และนํ้ากลั่น 2 มิลลิลติร ลงในขวดรูปชมพูขนาด 50 มิลลิลติร 
แลวทําการไทเทรตกับสารละลาย Indophenol จนถึงจุดยตุสิีชมพู อานคาปริมาตร Indophenol ที่ใชไป 
แลวคํานวณหักลบ Blank   

௠௚	௢௙	௔௦௖௢௥௕௜௖	௔௖௜ௗ
௠௟

 = (X-B) × ி
ா	
× ௏

௒
 

เมื่อ  X = คาเฉลีย่ของตัวอยางที่ใชในการไทเทรต (ml) 

 B = คาเฉลีย่ของ Blank ที่ใชในการไทเทรต (ml) 

F = titer of dye   คํานวณจากสตูร  

݀݁ݐܽݎݐ݅ݐ	݊݋݅ݐݑ݈݋ݏ	݀ݎܽ݀݊ܽݐݏ	݂݋	݁݉ݑ݈݋ݒ	݊݅	݀݅ܿܽ	ܾܿ݅ݎ݋ܿݏܽ	݃݉
(݀ݎܽ݀݊ܽݐݏ	݁ݐܽݎݐ݅ݐ	݋ݐ	݀݁ݏݑ	݁ݕ݀	݈݉	݁݃ܽݎ݁ݒܽ) −  (݈ܾ݇݊ܽ	݁ݐܽݎݐ݅ݐ	݋ݐ	݀݁ݏݑ	݁ݕ݀	݈݉	݁݃ܽݎ݁ݒܽ)

 E = ml assayed (2 ml) 

 V = ปริมาตรเร่ิมตนของสารละลายที่วิเคราะห (7 ml) 

 Y = ปริมาตรของตัวอยางที่ใชในการไทเทรต (7 ml) 
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ผลการทดลอง 
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1. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Total phenolic 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 20 : กราฟมาตรฐานของ Gallic acid  
 

2. กราฟมาตรฐานในการวิเคราะห Flavonoids 
 

 
รูปที่ 21 : กราฟมาตรฐานของ Catechin 
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3. ผลการทดสอบดวยชุดตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL medium ของกลาเชื้อ 

 
รูปที่ 22 : ผลการทดสอบการจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กตกิดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL 
            medium ของกลาเชื้อรหัส NCR-7 
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รูปที่ 23 : ผลการทดสอบการจําแนกแบคทีเรียกรดแล็กตกิดวยชดุตรวจสอบสําเร็จรูป API 50 CHL  

              medium ของกลาเชื้อรหสั NCR-12 
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นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ การพัฒนาผลติภณัฑเคร่ืองดืม่เจ่ียวกูหลาน   

ทุนวิจัย SUT-UBI 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ iTAP: การเตรียมโรงงานเพ่ือขอการรับรองระบบ GMP 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ iTAP: การพัฒนาผลติภัณฑสาหรายเสนแกว 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ UBI: การยดือายกุารเก็บผลิตภัณฑสาหรายเสนแกว 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ iTAP: โครงการการศึกษาประสิทธิภาพของนํ้ายา 
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นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ การศกึษาการปรับแตงกระบวนการหมักเบยีรที่เหมาะสมโดย 

ใช profile ของอุณหภูมิเปนตัวกําหนด 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ UBI: การพัฒนาผลติภัณฑเคอร่ีพัพฟ 
นางรัชฎาพร  อุนศิวิไลย หัวหนาโครงการ UBI: การพัฒนาผลติภัณฑนํ้าจ้ิมสุกี ้
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