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บทคัดยอ 

การหมักดองผักและผลไมใหมีความสม่ำเสมอของผลิตภัณฑนั ้นตองมีการควบคุมปจจัยของ

กระบวนการที่มีผลตอการทำงานของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ผลิตสารยับยั้ง (Inhibitory metabolites) ซึ่งทำ

หนาที่เปนสารถนอมอาหารจากธรรมชาติ (Food biopreservatives) จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยก

แบคทีเรียกรดแล็กติกจากผักและผลไมรสเปรี้ยวจำนวน 2 ไอโซเลท (NCR7 และ NCR12) ซึ่งมีคุณสมบัติใน

การเปนกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก ในการวิจัยนี้ไดนำแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2 ชนิด ทำการคัดเลือกและจัด

จำแนกในระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL พบวาแบคทีเรียทั้ง 

2 ชนิดมีคุณสมบัติเปนจุลินทรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranium รอย

ละ 99.90 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ละ 99.90 จึงนำมาผลิตเปนกลาเชื ้อผง

สำเร็จรูปดวยการใช sodium chloride และ maltodextrin เปนสารปกปองจากความเย็นโดยเทคนิคการทำ

แหงดวยวิธีการระเหิดแหง พบวาความเขมขนที ่เหมาะสมคือ sodium chloride 15 20 (%w/v) และ 

maltodextrin 30 (%w/v)  ผลผลิตที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงคือ 92 94 และ 90 (% 

yield) และปริมาณน้ำอิสระไมเกิน 0.4 หลังจากนั้นนำไปทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อ พบวาหลังจากผาน

กระบวนการการทำแห งด วยว ิธ ีการระเห ิดแห ง  ม ีกล า เช ื ้ อ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranium และ Lactobacillus delbrueckii  ssp delbrueckii หลงเหลือ 8-10 log 

cfu/g เมื่อทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อผงสำเร็จรูปในสภาวะจำลองการดองเกลือ (brine) ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส แบบ facultative anaerobe ปรับความเขมขนของน้ำเกลือเปน 5 6 7 และ 8 %(w/v) 

รวมกับการปรับคาความเปนกรด-ดาง ในระดับ pH 2 และ 4 และศึกษาอายุการเก็บรักษาของผงสำเร็จรูปกลา

เชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดองโดยใชบรรจุภัณฑคือถุงอะลูมิเนียมฟอยล มีอายุการเก็บรักษาอยางนอย 3 

เด ือนที ่อ ุณหภูม ิ 15 และ 25 องศาเซลเซ ียส จ ึงได นำกลาเช ื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranium ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial 

sequence) พบวากลาเช้ือดังกลาวมีคุณสมบัติของการเปนกลาเช้ือ Leuconostoc pseudomesenteroides 

จากฐานขอมูล GenBank ที่ accession number LC223100 อางอิงจากฐานขอมูล NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) ยืนยันไดวาในกระบวนการวิจัยกลาเชื ้อผงสำเร็จรูป Leuconostoc 

mesenteroides ssp. นี้สามารถนำไปใชในการเปนกลาเชื้อผงสำเร็จรูปที่ใชงานงาย สะดวกและมีความ

ปลอดภัยสำหรับการหมักดองผักและผลไม 

 

 

 

 

 



5 

 
ค 

 

Abstract 

 

Food bio-preservative agents can be produced by Lactic acid bacteria (LABs). These 

staters can control desirable factors of fermented fruit and vegetable quality. Previous 

research revealed that two LABs were isolated from sour fruits and played an important role 

of starter culture. In present, to identify the microbial species by API 50 CHL, their similarity of 

NCR-7 and NCR-12 were approximately 99.90, which were relevant to Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranium and Lactobacillus delbrueckii ssp. Delbrueckii, 

respectively. Those isolates were then preserved by freeze dried with sodium chloride and 

maltodextrin. The suitable conditions, including 15, 20 (% w/v), and 30 (% w/v), were achieved 

based on the percentage of yield 92 and 94, and 90, respectively, as well as water activity 

was about < 0.4. To evaluate the potential of freeze-dried culture under acidic brine 

conditions (5-8 %w/v NaCl, pH 2 and 4 for 35oC), the viability was approximately 8-10 log cfu/g. 

After that, freeze-dried culture was kept in aluminum foils for evaluating the shelf-life at 

15 oC and 25 oC for 3 months. In addition, 16S rRNA sequencing was partially identified and its 

similarity (100%) was Leuconostoc pseudomesenteroides based on GenBank (accession 

number LC223100). As results, Leuconostoc mesenteroides could be used as a promising 

freeze-dried starter for producing fermented fruit and vegetable products. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1. ความสำคญัและที่มาของการวิจัย 

ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลไม เปนผลิตภัณฑประเภทหนึ่งที่เกิดจากกรรมวิธีแปรรูป

โดยไมจำเปนตองอาศัยเทคโนโลยีขั้นสูง เพื่อถนอมรักษา ยืดอายุการเก็บรักษา และผลิตขึ้นเปนผลิตภัณฑ

ใหม ที่มีอยูมากมายหลายชนิดตามแตละทองถิ่น ภูมิภาค รวมถึงประเทศตางๆ ที่มีวัตถุดิบประเภทผักและ

ผลไมที่แตกตางกัน ทำใหมีกรรมวิธีในการดองแตกตางกันไป อยางไรก็ตามผลผลิตที่ไดสวนใหญเกิดจาก

การหมักของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เปนจุลินทรียประจำถิ่น (Microflora) ของผักและผลไมชนิดน้ันๆ โดย

แบคทีเรียกรดแล็กติกจะทำใหผลิตภัณฑมีรสชาติและกลิ่นรสเฉพาะตัวแตกตางกัน นอกจากน้ียังสามารถ

ผลิตสารไดหลายชนิดซึ่งมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทำใหอาหารเนาเสียและจุลินทรีย

ที ่กอใหเกิดโรคในอาหาร เชน กรดอินทรีย (Organic acids) คารบอนไดออกไซด (Carbon dioxide) 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide) เอทานอล (Ethanol) ไดอะซีทิล (Diacetyl) สารยับยั้ง

โมเลกุลต่ำ และแบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) เปนตน จะเห็นไดวาแบคทีเรียแลคติกมีความสำคัญตอ

กระบวนการแปรรูปดวยกรรมวิธีการดอง แบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีความสำคัญตอผลิตภัณฑผักผลไมดอง 

ไ ด  แ ก    Lactobacillus plantarum, L. pentosus, L. brevis, L. acidophilus, L. fermentum, 

Leuconostoc fallax และ L. mesenteroides (Manas Ranjan Swain et al., 2014  ) เปนตน อยางไร

ก็ตามในระหวางกระบวนการหมักดองยังคงมีจุลินทรีย แบคทีเรีย ยีสต และรา รวมทั้งสารพิษเกิดขึ้น ใน

อดีตไดมีการศึกษากระบวนการดองแตงกวาในน้ำเกลือเขมขน 2.3% (W/V) ที่มีแบคทีเรียกรดแล็กติกและ

ไมมี พบวาผลิตภัณฑแตงกวาดองที่ไมมีแล็กติกตรวจพบ botulinum toxin และ Clostriduim และพบวา

ปริมาณความเขมขนของเกลือที่เติมในกระบวนการดอง มีความเขมขนไมเพียงพอตอการยับยั้งจุลินทรียที่

กอโรคในอาหาร (Fleming et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเมื่อกระบวนการดองแตงกวาผานไป

ระยะหน่ึง กิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติก และกรดแล็กติกที่ถูกสรางจะถูกยอยสลายใหมีขนาดเล็กโดย

ยีสตที่สามารถเจริญไดจะอาศัยอยูบริเวณผิวหนาดานบน เนื่องจากตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต 

ไดแก Pichia manshurica และ Issatchenkia occidentalis ซึ่งจัดวาเปน spoilage yeast (Wendy 

Franco et al., 2011) จะเห็นไดวาการผลิตผลิตภัณฑผักและผลไมดองจึงตองอาศัยกิจกรรมและสารเมทา

บอไลทของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีประสิทธิภาพรวมกับความเขมของสารกันเสีย (preservatives)  ที่

เพียงพอตอการยับยั้งหรือลดปริมาณการเจริญของแบคทีเรีย ยีสต รา และสารพิษจากจุลินทรีย และ

นอกจากนี้กระบวนการหมักดองโดยธรรมชาติอาจจะมีความเขมขนเริ่มตนของแบคทีเรียไมเพียงพอ สงผล

ใหกิจกรรมและสารเมทาบอไลทตางของแบคทีเรียกรดแล็กติกไมมีประสิทธิภาพเพียงพอตอการทำลาย

หรือลดอันตรายทางชีวภาพ (Biological hazard) ใหอยูในระดับที่ปลอดภัย 
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ดังน ั ้นผ ู ว ิจ ัยจึงเห ็นความสำค ัญของการควบคุมกระบวนการผลิตที ่จะต องอาศัยสาร 

preservatives ที่มีความเขมขนเพียงพอรวมกับแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นำไปใชในกระบวนการดองผัก

ผลไม จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากผักและผลไมรสเปรี้ยว ไดแก 

Leuconostoc mesenteroides ssp. Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii แ ล ะ 

Lactobacillus lactis ssp. Lactis1 และไดทำการศึกษาทดสอบกิจกรรมและคุณสมบัติในการเปนกลา

เช้ือที่ในการผลิตสารเมทาบอไลทที่สำคัญตอกระบวนการหมักดอง สารแบคเทอริโอซิน และสามารถยับยั้ง

การเจริญของจุล ินทรีย ท ี ่ทำใหอาหารเนาเส ีย (Spoilage bacteria)  ผู ว ิจ ัยจึงใหความสำคัญตอ

กระบวนการผลิตที่จะตองสามารถควบคุมแบคทีเรีย ยีสต รา สปอรและหรือเอ็นโดสปอร และสารพิษจาก

จุลินทรีย ที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิต ตลอดจนผลิตภัณฑสุดทาย เนื่องจากวัตถุดิบที่นำแปรรูป

เปนผักผลไม ที่มีความเสี่ยงตอการปนเปอนดังกลาว และ preservative เดิมถูกนำไปใชในกระบวนการ

หมักดองโดยธรรมชาติอยูแลว ซึ่งที่นิยมนำมาใชในผลิตภัณฑผักและผลไมดอง ไดแก sodium chloride 

นอกจากนั้นยังไดทำการศึกษาและวิเคราะหความเสี ่ยงที ่อาจเกิดขึ ้นในระหวางกระบวนการผลิต ที่

เปลี่ยนแปลงสภาวะใหเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในอาหาร ยีสต และรา รวมทั้งสภาวะ

ที ่กระตุ นในจุลินทรียเหลานั ้นผลิตสารพิษออกมา ผลจากศึกษาและวิเคราะหความเสี ่ยง พบวา(1) 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,  Escherichia coli, Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่มี

โอกาสปนเปอนตั้งแตเริ่มกระบวนการหมักและเนื่องจากเปนจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค (2) Clostridium 

perfringens,  Listeria monocytogenes,  และ Clostriduim terium เปนแบคทีเรียที ่ทนตอสภาวะ

ความเปนกรด และหากความเขมขนของ sodium chloride ไมเพียงพอ เมื่อระยะเวลาการหมักดองหรือ

กิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติกและสารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแล็กติกลดลง จะทำใหสามารถ

เจริญเติบโตได และผลิตสารพิษในที่สุด ดังนั้นจะตองควบคุมและติดตามทั้งในรูปแบบของตัวเซลลและ

สารพิษ (endotoxin) ที ่ผล ิตจากเช ื ้อเหล าน ี ้  (3) สปอร โดยแบคทีเร ีย Clostridium botulinum 

Clostridium perfringens และ Bacillus cereus ทนความรอนไดสูง เมื่อมีการสรางสปอรระหวางการ

หมักขึ้นมา จะตองควบคุมต้ังแตเริ่มกระบวนการไปจนถึงผลิตภัณฑสุดทาย โดยทั่วไปกรรมวิธีในการฆาเช้ือ

ในระดับ pasterurization ที่มีการใหความรอนต่ำประมาณ 77-74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-25 นาที 

ไมเพียงพอตอการทำลายสปอรหรือเอ็นโดสปอรของเช้ือเหลาน้ี  

ดังนั ้นในการลดระดับความเสี ่ยงเหลานี ้จะตองอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติกรวมกับ 

sodium chloride (preservative) ที ่เพียงพอตอกระบวนการแปรรูปและรักษาสมดุลการทำงานของ

แบคทีเรียแล็กติก จึงนำเอาแบคทีเรียแล็กติกทั้ง 2 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตสารสำคัญที่กลาวในขางตนและ

สามารถเจริญและอยูรอดในสภาวะที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ความเปนกรดสูง และนำไปใชเปนกลา

เชื้อในการผลิตผักและผลไมดองไดจริง เพื่อใหเกิดการนำผลิตภัณฑผักผลไมดองไปผลิตและแปรรูปในเชิง

พาณิชยไดอยางมีประสิทธิภาพ สะดวก และมีความปลอดภัย และสามารถนำไปประยุกตใชในกระบวนการ

หมักดองผักผลไมไดหลายชนิด งานวิจัยนี้จึงนำแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ไดทำการคัดเลือกและจัดจำแนกใน
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ระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  มาทำการทดสอบยืนยันการ

จำแนกชนิดของแบคทีเรียดวยยีน 16S rRNA โดยใชเทคนิคพีซีอารและฐานขอมูลทางชีวภาพ พรอมทั้งศึกษา

ปจจัยความเขมขนของเกลือ กรด-ดาง สภาวะไรอากาศ และอุณหภูมิ โดยการจำลองสภาวะการเจริญของเช้ือ

แบคทีเรียกรดแล็กติกตามสภาวะการผลิตผักผลไมดอง ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลทรวมถึงแบ

คเทอริโอซิน ที ่ม ีประสิทธิภาพในการในการทำลายหรือยับยั ้งในระดับ fungicidal bactericidal และ 

bacteriostatic นอกจากนี้มีการศึกษาประสิทธิภาพกิจกรรมของแบคทีเรียแล็กติกดังกลาวรวมกับ sodium 

chloride (preservative) ที ่ความเขมที ่เพียงพอตอการยับยั ้งหรือลดความเสี ่ยงที ่กลาวไวในขางตนได 

ตลอดจนสิ้นสุดกระบวนการผลิต โดยความเขมขน sodium chloride ที่ศึกษาจะตองสามารถปกปองรักษาให

แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถแสดงกิจกรรมและคุณสมบัติในการดองผักผลไมได และเปนความเขมขนที่

สามารถนำไปใชเปนสวนผสม  (Ingredients) ที่ใหรสชาติ คุณสมบัติทางกายภาพที่ดีตอผลิตภัณฑ โดยสามารถ

นำไปใชงานไดสะดวกในรูปแบบผงสำเร็จรูป นำไปเติมในการหมักดองกับผักผลไมไดโดยไมจำเปนจะตองเติม

สวนผสมอื่นๆ โดยผงสำเร็จรูปจะตองยังคงประสิทธิของการเปนทั้งกลาเชื้อ ที่ไดคุณภาพ ความปลอดภัยจากจุ

ลิทรีย สปอร สารพิษจากจุลินทรีนย โดยเฉพาะในกลุมที่มีความเสี่ยงที่สามารถเจริญและอยูในสภาวะที่เปน

กรด โซเดียมคลอไรด และในสภาวะที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงสภาวะที่ไมมีอากาศ 

 

2.วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1) ยืนยันสายพันธุแบคทีเรียกรดแล็คติกที่ผานการทดสอบแลววามีประสิทธิภาพ คุณภาพ ในการเปนกลาเช้ือ

ที่ดีในการผลิตผักและผลไมดอง 

2) ไดผงสำเร็จรูปเพ่ือการแปรรรูปผลิตภัณฑผักและผลไมดองน้ำเกลือทั้งในรูปแบบกลาเช้ือผงและกลาเช้ือ

เด่ียว ที่มีประสทิธิภาพคุณภาพ และ เชนเดียวกับการใชเช้ือสด 

 

3.ขอบเขตของโครงการวิจัย 

คัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) แบคทีเรียแล็กติกดวยชุดจำแนกแบคทีเรียแล็กติก 

สำเร็จรูปแบบ API 50 CHL จากนั้นนำแบคทีเรียกรดแล็กติกนี้ไปทดสอบคุณสมบัติ กิจกรรม และรูปแบบการ

เจริญ ภายใตสภาวะที่เหมาะสมและสภาวะความเขมขนของ sodium chloride 5-8% (w/v) และความเปน

กรด pH2-5 ติดตามผล ณ เวลา 0, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชั่วโมง แลวทำการวิเคราะห ความสามารถในการ

ผลิต crude bacteriocin ความสามารถในการยับยั้งหรือทำลาย Escherichia coli และ  Salmonella spp. 

คาความเปนกรด – ดาง ความเขมขนของเกลือ รวมถึงการทดสอบกิจกรรม enzyme activity แลวนำ

แบคทีเรียที่ผานยืนยันและทดสอบกิจกรรมการเปนกลาเชื้อที่ดีที่สุดไปพัฒนาผลิตผงสำเร็จกลาเชื้อสำหรับแปร

รูปผักและผลไมดองดวย Freeze-drying  สารละลาย sodium chloride 5-8 %(w/v) และนำผงสำเร็จรูป
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กลาเชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดอง นำไปทดสอบ ความชื้น (moisture)  คา aw  อัตราการอยูรอด ทดสอบ

คุณสมบัติการผลิตเอ็นไซม cellulase และ pectinase ดวยวิธี Agar well diffusion  อัตราการเจริญของเช้ือ 

คุณสมบัติการผลิต crude bacteriocin ตอการยับย้ังจุลินทรียกอโรค ดวยวิธี Agar well diffusion โดยศึกษา

คุณสมบัติดังกลาวในอาหารเหลว MRS ในสภาวะปกติ และสภาวะที่ปรับคา pH 2 และ 4  รวมกับความ

เขมขนของ sodium chloride 5-8% (w/v) และทดสอบคุณสมบัติขางตนในน้ำเกลือ (Brine) ที่จำลองสภาวะ

การดอง คือ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ไมมีอากาศ และมีการปรับความเขมขนของน้ำเกลือ 5-8% รวมกับ

การปรับ pH 2, 3, 4 และ 5  นำไปทดสอบกิจกรรม การผลิตสารตางๆ (ดังที่กลาวแลวในขางตน) คัดเลือกกลา

เชื ้อที ่มีประสิทธิภาพที่สุดไปทำการยืนยันและวิเคราะหลำดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rRNA gene 

sequencing)  และการทดสอบหาอายุการเก็บรักษาของผงดองสำเร็จรูป (Shelf life) เพื่อระบุความเปนไปได

ของการใชงานจริง  

 

4.ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ผลิตกลาเช้ือแบคทีเรียแล็กติกผงสำเร็จรูปที่มีคุณสมบัติในการเปนวัตถุดิบต้ังตนในกระบวนการดองผัก 

ผลไม ใหอยูในรูปที่ใชงานไดงาย สะดวก มีคุณภาพเปนไปตามมาตรฐานกำหนดและมีความปลอดภัย 

 

5.ผูใชประโยชนจากการวิจัย 

(1) นักวิชาการที่ทำวิจัยเกี่ยวกับผลิตภัณฑอาหารหมักดองประเภทผักและผลไม 

(2) กลุมประชากรเปาหมายที่ผลิตอาหารหมักดองทั้ง SME และ SML ทีส่ามารถใชตนแบบกลาเช้ือผง

สำเร็จรูปในการพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือควบคุมกระบวนการผลิตผักผลไมดองในน้ำเกลือใหมีมาตรฐาน 

(3) กลุมผูบริโภคอาหารหมักดอง 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

ผลิตภัณฑผักและผลไมดอง (Pickling) เปนหนึ่งในผลิตภัณฑที่เกิดจากการหมักกรดแลคติก (Lactic 

acid fermentation) ตัวอยางเชน กะหล่ำปลีดอง ผักกาดเขียวดอง แตงกวาดอง หนอไมดอง ลูกแพรดอง 

มะกอกดอง และลูกฟก เปนตน โดยจุลินทรียสวนใหญที่เกี่ยวของ คือ แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 

bacteria) ทำใหปจจุบันมีผูศึกษาคนควาวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแล็กติก ที่เกี่ยวของหรือสามารถนำมา

ประยุกตในกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑผักผลไมดอง จึงมีการศึกษาคัดแยกแบคทีเรียแล็กติกจากผักผลไม 

และนำไปพัฒนาเปนตนเช้ือบริสุทธ์ิ (Starter culture) ที่สามารถเพาะขึ้นเพ่ือใชเปนเช้ือเริ่มตนในการหมักดอง 

โดยลักษณะที่ตองการของกลาเชื้อคือ ตองแข็งแรงและอยูในระยะที่กำลังเจริญอยางรวดเร็ว ซึ่งในปจจุบัน

กระบวนการหมักโดยใชสตารทเตอรนิยมนำมาใชในอุตสาหกรรมขนาดใหญ ที่มีการควบคุมปจจัยตางๆ ที่มีผล

ตอการหมัก ทำใหไดผลิตผลที่ตองการในปริมาณสูงและมีคุณภาพสม่ำเสมอ จึงมีการนำกลาเชื้อมาใชใหเกิด

ประโยชนตอผลิตภัณฑอาหารหมักดอง  ดังจะเห็นไดจากตารางที่ 2.1 ทำใหทราบวาแบคทีเรียกรดแล็กติกลวน

เปนจุล ินทรีย ท ี ่นำไปใชในกระบวนการหมักดองในผักผลไม พบวา Leuconostoc mesenteroides 

Lactobacillus delbrueckii และ Lactobacillus lactis เปนแบคทีเรียที ่ทำหนาที ่สำคัญในกระบวนการ

หมักดองผักผลไมหลายๆ ชนิด ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียวกันกับผลการศึกษาวิจัยของผูวิจัย ประโยชนของการ

นำแบคทีเรียกรดแล็กติกเหลานี้ไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในกระบวนการหมักดอง ดังนี้ (1) เพื่อเปนการพัฒนา

คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารหมักดอง รวมถึงอาหารพื้นบานของไทย (2) เปนการทำใหเกิดการหมักอยาง

สมบูรณ กรดแลคติกที่ไดเปนชนิดที่รางการมนุษยนำไปใช ชวยในการยับยั้งการเติบโตของเชื้อโรคที่เปน

อันตราย เชน ทองเดิน ทองเสีย เปนตน (3) เปนการควบคุมการผลิตสินคา การขนสงไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สามารถใชวัตถุดิบไดอยางมีคุณคา (4) เพิ่มความปลอดภัยในการบริโภคอาหารประเภทการหมักดอง (5) การ

ควบคุมกระบวนการหมักดวยเทคโนโลยีตนเชื้อบริสุทธิ์เปนการทำใหผลิตภัณฑอาหารมีคุณภาพที่สม่ำเสมอ

สามารถลดโอกาสลมเหลวของกระบวนการหมัก ซึ่งเปนการลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติก

เปนจุลินทรียที ่มีความสำคัญทางอุตสาหกรรมไดรับการยอมรับวาเปนแบคทีเรียที ่ปลอดภัย (Generally 

recognized as safe bacteria; GRAS status) 
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ตารางที่ 2.1 ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Manas Ranjan Swain และคณะ (2014)   
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Manas Ranjan Swain และคณะ (2014)
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จากที่กลาวมาขางตนทำใหทราบถึงประโยชนของการนำกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกไปใชในการ

แปรรูปผักและผลไมดอง อยางไรก็ตามในกระบวนการแปรรูปดังกลาวยังตองมีการเติมสวนผสมอื่นๆ เชน 

เกลือ น้ำตาล น้ำสม เปนตน  ทำใหเกิดความยุงยาก ดังนั้นหากมีการพัฒนาใหมีกลาเชื้อสำเร็จรูปที่มีสวนผสม

ที่ใชในการหมักดอง โดยไมจำเปนจะตองเติมเกลือหรือสารอื่นๆ สามารถเติมสวนผสมสำเร็จรูปนี้ลงไปในน้ำที่

ผานการฆาเชื ้อและผักผลไมไดเลย เปนอันเสร็จสิ ้นกระบวนการ หลักการพัฒนานี ้อาศัยหลักการจาก

กระบวนการแปรรูปกลาเชื้อผง ในปจจุบันการผลิตหัวเชื้อผงสวนใหญจะใชวิธี freeze-drying เนื่องจากเปน

กระบวนการทำแหงภายใตสภาวะอุณหภูมิและความดันต่ำ ทำใหเกิดความเสียหายตอเซลลแบคทีเรียนอยที่สุด 

จึงชวยใหผลิตภัณฑคงคุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส สี กลิ่น และรสชาติ ไดใกลเคียงกับของสด (Diana 

Berner and Helmut Viernstein, 2006) นอกจากกระบวนทำแหงดวยวิธี freeze-drying จะสงผลกระทบ

ตอเซลลนอยแลวสารหรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่จะนำไปใชเปนสารปกปองเซลลยังสงผลโดยตออัตราการรอด 

(Viability of microbial cells) หลังกระบวนการทำแหง (Carvalho et al., 2004) และอัตราการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียที่นำมาผานกรรมวิธีการทำแหงดวยวิธีนี้ยังขึ้นกับความเขมขนเริ่มตนของเซลลหรือสปอรเชนกัน 

(Morgan et al., 2006) ผูวิจัยไดนำหลักการเหลานี้มาปรับและประยุกตเพื่อนำเอาวิธี freeze-drying มาใช 

ในการผลิตผงสำเร็จรูป โดยมีการปรับเปลี ่ยนสารที่ทำหนาที ่เปนสารปกปองเซลล (Cryoprotectants)  

ใหมีความเหมาะสมในดานการเปนสารปกปองเซลลจากกระบวนการแปรรูปและสามารถเปนสารผสมสำเร็จรูป

ในการดอง ซึ ่งพบวามีงานวิจ ัยที ่ศ ึกษาชนิดของสารปกปองเซลลของแบคทีเรียกลุ ม Lactobacili ที่ 

ผ  านกรรมว ิธ ี  Freeze-drying ได แก   glycerol  sorbitol และ manitol เป นต น (Ross et al., 2005) 

นอกจากนี ้ย ังม ีการศึกษาการอยู รอด และเสถียรภาพการเปนสารปกปองเซลลของ Lactobacilus 

acidophilus ATCC4962 โดยสารปกปองเซลลที่ทำการศึกษา คือ sodium chloride, sucose, dextran, 

sorbitol, monosodium glutamate, glycerol, skim milk, skim milk with malt extract และ modified 

De-man Rogosa ผลการศึกษาพบวา skim milk มีประสิทธิภาพดีที ่สุด และ Sodium chloride ยังคงมี

ประสิทธิภาพในการเปนสารปกปองเซลลที่ยังคงอยูรอดหลังกระบวนการมากกวา 9.2 Log cfu/g (Hassan 

Pyar and Kok-khiang peh, 2014)  

จากการคนควางานวิจัยขางตนเห็นวาหน่ึงในสารปกปองเซลลที่ถูกนำมาใช คือ sodium chloride ซึ่ง

สารดังกลาวจัดเปนสวนผสมสำคัญในกระบวนการแปรรูปผักและผลไมหมักดอง ดวยวิธีการดองดวยน้ำเกลือ 

(Brined fruit and vegetable pickles) เปนวิธีการที่นิยมใชกับผักหรือผลไมที่มีความชื้นนอย เชน แตงกวา

ดองในน้ำเกลือความเขมขนรอยละ 5-8 (Maki, 2004) สำหรับมะกอกเขียว มะเขือยาว กะหล่ำปลี ขิง 

กระเทียม และมะมวงใชความเขมขนของน้ำเกลือรอยละ 6 (Kacem and Karam, 2006; Tanganurat et 

al., 2009) ดังนั ้นผ ู ว ิจ ัยจ ึงม ีว ัตถ ุประสงคเพื ่อนำ แบคทีเร ียแลคติกทั ้ง 3 ไอโซเลท (Leuconostoc 

mesenteroides Lactobacillus delbrueckii และ Lactobacillus lactis) มาทำการย ืนย ันสายพ ัน ธุ  
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ในระดับสปชีส (16s rRNA) พรอมทั้งทำการทดสอบประสิทธิภาพในการอยูรอด (% viability) การเจริญเติบโต 

(growth rate) ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลท การผลิตแบคเทอริโอซินในสภาวะความกรดและ

ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ระดับความรุนแรงการทำลายเซลล สปอร และสารพิษจากจุลินทรีย ในกลุม

ที่สามารถเจริญและอยูรอดในสภาวะการผลิตผักผลไมดอง รวมถึงการนำแบคทีเรียแลคติกไปพัฒนาเปนผง

สำเร็จรูปที่ใชเปนสวนผสมในการดอง คือ โซเดียมคลอไรด เพื่อเปนลดกระบวนการผลิต ทำใหสามารถใชงาน

ไดงาย และพัฒนาใหมีความปลอดภัย มีคุณภาพเทียบกับการเติมกลาเช้ือ ในน้ำเกลือที่ใชในการดองผัก ผลไม 

ผลิตภัณฑผักและผลไมดองที ่เกิดจากการหมักชนิดใหกรดแลคติก แบงออกเปน 3 ประเภทคือ  

การดองดวยเกลือแหง (Dry salted pickles) การดองดวยน้ำเกลือ (Brined fruit and vegetable pickles) 

และการดองแบบไมเติมเกลือ (Non salted lactic acid bacteria product) (Subhadrabandhu, 2001) 

สวนใหญนิยมบริโภคผลิตภัณฑที่มีการดองดวยน้ำเกลือ เชน แตงกวาดองในน้ำเกลือความเขมขนรอยละ 5-8 

(Maki, 2004) สำหรับมะกอกเขียว มะเขือยาว กะหล่ำปลี ขิง กระเทียม และมะมวงใชความเขมขนของ

น้ำเกลือรอยละ 6 (Kacem and Karam, 2006; Tanganurat et al., 2009) จากขางตนจะเห็นวาความ

เขมขนของเกลือรอยละ 5-8 เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการหมักดองผักและผลไม และจากวิจัยหรือ

มาตรฐานผลิตภัณฑผักผลไมหมักดองสวนใหญอนุญาตใหใชเกลือประเภท sodium chloride ในกระบวนการ

แปรรูป เชน ผลิตภัณฑแตงกวาดอง (CODEX STANDARD FOR PICKLED CUCUMBERS (CUCUMBER 

PICKLES) CODEX STAN 115-1981) กำหนดใหใหสามารถเติมเกลือประเภท sodium chloride และ 

คาความเปนกรด-ดาง ไมเกิน pH 4.6  ผลิตภัณฑมะกอกดอง (CODEX STANDARD FOR TABLE OLIVES 

(CODEX STAN 66-1981)) อนุญาตใหเต ิมเกลือประเภท sodium chloride และ pH ไมเก ิน 4.3 และ

ผลิตภัณฑผักกาดดอง (มผช.284/2547) กำหนดและอธิบายคุณลักษณะของน้ำดองจะตองเปนของเหลว 

ที่ประกอบดวยเกลือหรือสารเพิ่มความกรอบ ความเปนกรด-ดาง (pH) ไมเกิน 4.5 จะเห็นวาเกลือประเภท 

sodium chloride มีความสำคัญอยางยิ่งในกระบวนการแปรรูปผักผลไมดอง นอกจาก sodium chloride 

แลวจุลินทรียแบคทีเรียกรดแล็กติกเปนปจจัยสำคัญที่ทำเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นในการหมักดองผักและผลไม 

(ตารางที่ 2 แสดงแบคทีเรียกรดแล็กติกที่บทบาทสำคัญในการหมักดอง) แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 

bacteria, LAB) จ ัดอยู ในกลุมแบคทีเร ียแกรมบวก มีร ูปร างเซลลกลมหรือเปนทอน ไมสร างสปอร 

(Nonsporing) ไมเคลื่อนที่ (Non-motile) ไมสรางเอนไซมคะตะเลส แตในสภาวะการเจริญที่มีความเขมขน

ของน้ำตาลต่ำ เชื้ออาจสรางเอนไซมที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลส (Pseudocatalase) ได การจัด

จำแนกแบคทีเรียกรดแล็กติกในระดับสกุล สามารถพิจารณาจากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปแบบของ

การหมักน้ำตาลกลูโคส ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ

และตอสภาวะกรดหรือดาง นอกจากนี้ยังรวมถึงการศึกษาอนุกรมวิธานโดยอาศัยองคประกอบทางเคมี 

(Chemotaxonomic markers) เชน การศึกษาองคประกอบของกรดไขมันและผนังเซลล รวมถึงการวิเคราะห
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ลำดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rRNA gene sequencing) และการสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธีที่มีการใช

ปฏ ิก ิร ิยาล ูกโซ พอล ี เมอเรส (Polymerase chain reaction-based fingerprinting techniques) และ 

Soluble protein patterns (Axelsson, 2004) ในป จจ ุบ ันแบคท ี เร ียกรดแล ็กต ิกได ถ ูกจำแนกและ 

จัดหมวดหมูไดทั้งหมด 21 สกุล (Genus) อยางไรก็ตามสกุลของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยี

อาหารมีอยู 12 สกุลดังน้ี Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus แ ละ 

Weissella  ความสำคัญของแบคทีเรียกรดแล็กติกในกระบวนการหมักดองเกิดจากระบวนการที่สำคัญ คือ 

กระบวนการหมักคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ  ของแบคทีเรียกรดแล็กติกจะทำใหเกิดพลังงานเพื่อนำไปใชในการ

เจริญ โดยความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรตจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก และ

เนื่องจากน้ำตาลเฮกโซส (Hexose) เชน กลูโคสเปนน้ำตาลที่นำไปใชไดงาย ดังนั้นเชื้อทุกชนิดจึงสามารถนำ

กลูโคสไปใชในการเจริญได ทำใหสามารถแบงแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 2 กลุมใหญๆ ตามความสามารถ

ในการหมักกลูโคส ดังนี้ (1) Homofermentative lactic acid bacteria เปนกระบวนการเมแทบอลิซึมของ

แบคทีเรียกรดแล็กติกทุกชนิด ยกเวน Leuconostoc, Obliogately heterofermentative, Lactobacilli, 

Oenococci และ Weissellas (Axelsson, 2004) เกิดขึ ้นผานวิถ ีไกลโคไลซิลโดยเปลี ่ยนกลูโคสแลวได

ผลิตภัณฑสวนใหญเปนกรดแลกติกเพียงอยางเดียว (Homolactic fermentation) ดังนั้นแบคทีเรียกลุมนี้จงึมี

ความสำคัญในทางอุตสาหกรรม นอกจากนี้การหมักของแบคทีเรียในกลุมนี้ ทำใหไดผลิตภัณฑสุดทายที่เปน

กรดแลคติก ทำใหคาความเปนกรด-ดาง มีคาลดลงชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียที่ทำใหอาหาร

เนาเสีย และที่กอใหเกิดโรคในอาหาร (2) Heterofermentative lactic acid bacteria กระบวนการนี้เกิดใน

แบคท ี เ ร ี ยแลคต ิ ก  สก ุ ล  Leuconostoc และ  Lactobacilli ซ ี ่ ง เป นสก ุ ล เด ี ยวก ับ  Leuconostoc 

mesenteroides ssp. Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii แ ล ะ  Lactobacillus lactis ssp. 

Lactis1 ที่ ผูวิจัยคัดแยกและไดทำการศึกษาคุณสมบัติแลว กระบวนการดังกลาวเปนกระบวนการเมแทบอลิ

ซึมของแบคทีเรียกรดแล็กติกดำเนินตามวิถีฟอสโฟคีโตส หรือ 6-phosphogluconate pathway (Axelsson, 

2004) ผลิตภัณฑหลักที ่ไดจากกระบวนการหมักคือกรดแล็กติกประมาณรอยละ 50 สวนที ่เหลือเปน

คารบอนไดออกไซด เอธานอลหรือกรดอะซิติก ในสัดสวน 1:1:1 การหมักของแบคทีเรียกลุมนี้จะทำใหเกิด

สารประกอบตางๆ ซึ่งมีผลตอรสชาติและกลิ่นรสของผลิตภัณฑสุดทาย สามารถที่จะผลิตแมนนิทอลไดและบาง

สายพันธุก็สามารถผลิต Dextran ได เชน Leuconostoc mesenteroroides เชื ้อชนิดนี้จะมีความทนตอ

ความเขมขนของเกลือและน้ำตาลไดสูง และมักเจริญในชวงเริ่มตนของการหมัก ผลิตคารบอนไดออกไซดและ

กรด คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นยังเขามาแทนที่ออกซิเจนทำใหสภาวะเปนแบบไมมีออกซิเจน (Anaerobe) 

ซึ่งเหมาะกับการเจริญ Lactobacillus และออกซิเจนที่ถูกกำจัดออกไปนั้นยังสงผลดีตอลักษณะทางกายภาพ

ของผักและผลไมดวย มีผลตอการชวยรักษาสีของผักผลไมดดอง   
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 ตารางที่ 2.2 แบคทีเรียกรดแล็กติกที่บทบาทสำคัญในการหมักดอง 

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 pentosaceus  
Pediococcus pentosaceus Leuconostoc citreum   
 Lactobacillus plantarum   
 Lactobacillus brevis   
 Lactococcus lactis   

 Weissella kimchii   

ที่มา : Hutkins (2006) 

 จากขางตนจะเห็นไดวาแบคทีเรียแล็กติกมีประโยชนตอกระบวนการแปรรูปผีกผลไมดอง 

โดยเฉพาะกระบวนการผลิตผักผลไมดองที่มีจำนวนแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เพียงพอ เชน การเติมกลา

เชื้อ จะสงใหผลิตภัณฑไดคุณภาพ มีความสม่ำเสมอ มากกวากระบวนการหมักดองโดยธรรมชาติ ได

การศึกษาวิจัย ผลิตภัณฑมันฝรั่งหวานและน้ำสมดอง ที่มีการเติม starter culture และ mixed-

starter culture ข อ ง  Lactobacillus plantarum แ ล ะ  Leuconostoc mesenteriodes 

เปรียบเทียบกับการดองโดยธรรมชาติ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 วัน พบวาผลิตภัณฑ

ที่มีการเติมกลาเชื้อและกลาเชื้อผสมสามารถลดปริมาณจุลินทรียกอโรคในอาหาร และ non-lactic 

acid bacteria ไดดีกวา รวมถึงมีคา pH และปริมาณกรดแลคติกที่มากกวา อยูในระดับมาตรฐาน 

และเมื ่อทดสอบยอมรับตอผู บริโภคใหการยอมรับมากกวาเชนกัน (Neti Yuliana et al., 2013) 

นอกจากนี้สารประเภทกรดและอื่นๆ ที่แบคทีเรียประเภทนี้ผลิตขึ ้นแลว แบคทีเรียกรดแล็กติก 

ยังสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียที่ไดรับการยอมรับและมีความปลอดภัย พบวามีการสังเคราะหทั้ง 

กรดแล็กติก กรดอะซิติกและกรดฟอรมิก โดยสังเคราะหผานวิถีฟอสเฟสโฟคีโตเลส การยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียชนิดอื ่นๆ ของกรดอินทรียเกิดขึ ้นจากการลดลงของความเปนกรด-ดางของ

สภาพแวดลอมและกรดที่ไมแตกตัว การที่ความเปนกรด-ดาง ลดลงเปนผลมาจากการสะสมของกรด

ซึ่งมีผลตอจุลินทรียที่ไมทนกรด เชน Escherichia coli, Bacillus sp., Vibrio parahaemolyticus 

และ Pseudomonas sp. ปกติแลวเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียมีหนาที่เปนเยื่อเลือกผาน กรดอินทรีย

ในรูปที่ไมแตกตัวจะสามารถผานเยื่อหุมเซลลไดโดยวิถีแพรผาน เมื่อกรดอินทรียเขาสูภายในเซลลจะ

เกิดการแตกตัวและปลดปลอยโปรตอนเขาสูภายในไซโตพลาสซึม ทำใหเกิดการสะสมของกรดภายใน

เซลล สงผลใหแรงขับเคลื่อนโปรตอนถูกทำลาย ขัดขวางกระบวนการเมแทบอลิซึมที่สำคัญภายใน

เซลลทำใหเยื่อหุมเซลลสูญเสียความสามารถในการควบคุมการเขาออกของสารซึ่งมีผลตอการยับย้ัง

กลไกการขนสงอาหารและกระบวนการสรางพลังงาน (Ammor et al, 2006)  ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (Hydrogen peroxide) แบคทีเรียกรดแล็กติกสรางไดโดยกระบวนการสงผานอิเล็กตรอน 
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ซึ่งความสามารถในการยับยั้งการเจริญของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันบน

เซลลของแบคทีเรียเปาหมายที่มีหมูซัลฟไฮดริล (Sulfhydryl) มีผลทำใหเอนไซมหลายชนิดถูกทำลาย 

และเกิดปฏิกิริยาเพอออกซิเดชันของชั้นไขมันที่อยูที่เยื่อหุมเซลล (membrane lipid) สงผลใหเพ่ิม

การซึ่งผานได (Permeability) ของช้ันแมมเบรนที่ไมสามารถควบคุมการเขาออกของสารได (Ammor 

et at., 2006) นอกจากนี้ยังมีสารประเภท ไดอะซิติล คารบอนไดออกไซด สารโมเลกุลต่ำ  และ แบ

คเทอริโอซิน (Bacteriocins) สารชนิดนี้พบในแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 3 ไอโซเลทที่ผูวิจัยไดทำการ

คัดเลือกและศึกษาแลว แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดหลายชนิด แตละชนิดมี

ลักษณะที่แตกตางกัน โดยกลไกการออกฤทธิ์พบไดถึง 3 แบบ คือ การยับยั้งการเจริญของเซลล 

(Bacteriostatic effect) การฆาทำลายเซลล (Bactericidal effect) และการฆาทำลายเซลพรอมทั้ง

ทำใหเซลลแตกดวย (Bacteriolytic effect) จากที่กลาวในขางตนความสำคัญของแบคทีเรียกรดแล็ก

ติกที่ผลตอการยับย้ังและทำลายจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียของอาหารหมักดอง  

ผลิตภัณฑอาหารหมักดองเกิดในสภาวะที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงไมมีอากาศ (facultative 

anaerobe และ anaerobic bacteria)  จึงกอใหเกิดความเสี ่ยงตอการปนเปอน การอยูรอดของ

จุลินทรียกลุม Anaerobe และจากขอกำหนดตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก.) และ

มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน (มผช.) ไดกำหนดชนิดและปริมาณการปนเปอนจุลินทรียกอโรค ไดแก  

Staphylococcus aureus    Bacillus cereus   Escherichia coli, Clostridium perfringens,  

Listeria monocytogenes  และ  Salmonella spp. จุลินทรียกอโรคเหลานี้บางชนิดสามารถสราง

สารพิษที่เปนอันตรายตอผูบริโภคได เชน Clostridium perfringens ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมตองการ

อากาศ (anaerobic bacteria) เติบโตไดดีในสภาพที่ไมมีออกซิเจน ชวงอุณหภูมิการเติบโตอยูระหวาง 

20–50  C คา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตอยูระหวาง 5-8.5 Clostridium perfringens หาก

มีการปนเปอนเขามาในการผลิต เมื่อเช้ือน้ีเจริญและเกิดการงอกของสปอร จะกอใหเกิดสารพิษ Type 

A B C D และ E (Jihong Li et al., 2013) ทำใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ นอกจากนี้จุลินทรียกอโรค 

Staphylococcus aureus   Bacillus cereus   Escherichia coli   Listeria monocytogenes  

และ  Salmonella spp. ลวนเปนจุลินทรียที ่สรางสารพิษแลวกอใหเกิดตอผูบริโภคทั้งสิ้น มีทั้ง

สารพิษประเภทเอกโซทอกซิน (exotoxin) ซึ่งเปนสารพิษที่เชื้อจุลินทรียสรางขึ้นและปลอยออกสู

ภายนอกเซลลระหวางการเจริญเติบโต และเอนโดทอกซิน (endotoxin) เปนสารพิษที่ถูกสรางขึ้น

และอยูภายในเซลลของเชื้อจุลินทรีย  ปลอยออกมาเมื่อเซลลถูกทำลาย นอกจากตัวเซลลและสารพิษ

แลว นอกจากนี ้ม ีรายงานพบ Listeria monocytogenes ในผลิตภัณฑมะกอกดองในน้ำเกลือ 

(Caggia et al., 2004; Flora Valeria Romeo, 2012) ยังตองคำนึงถึงแบคทีเรียที ่สามารถสราง

สปอรและมีความเสี ่ยงในการปนเป อนของผลิตภัณฑผักและผลไมดอง ไดแก  Clostridium 
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botulinum Clostridium perfringens และ Bacillus cereus เปนตน สปอรของแบคทีเรียทนรอน

ไดสูง ทนตอความแหงแลง การแชเยือกแข็ง (freezing) ได ทำใหเกิดปญหาในการฆาเชื้ออาหาร

ประเภทอาหารกระปอง จึงกอใหเกิดปญหาในผลิตภัณฑเนื่องจากการใหความรอนในผลิตภัณฑผัก

ผลไมดองน้ีอยูในระดับ pasterurization ประมาณ 77-74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-25 นาที  

 ดังน้ันจำเปนจะตองมีการควบคุมกระบวนการผลิต รวมถึงความเขมขนเริ่มตนของแบคทีเรีย

กรดแล็กติก ความเขมขนของเกลือ (Sodium chloride) คาความเปนกรด-ดาง ที่เปนปจจัยสำคัญที่

สงผลตอการควบคุมปริมาณจุลินทรียกอโรคในอาหาร สปอรและหรือเอนโดสปอร สารพิษจาก

จุลินทรีย 

การผลิตกลาเชื้อจึงมีความสำคัญประการหนึ่งที่จะชวยควบคุบและลดอันตราย ความเสี่ยง

ดังกลาว อยางไรก็ตามการผลิตกลาเชื้อที่สามารถใชเปนผงสำเร็จรูปในการแปรรูปนอกจะชวยควบคุม

กระบวนการผลิตใหเกิดคุณภาพและความปลอดภัยแลว ยังสามารถเพิ่มความสะดวกและงายตอการ

นำไปใชงาน รวมถึงสามารถขยายขนาดการผลิตไดเพียงพอตอความตองการของผูบริโภค กลาวคือ 

การประยุกตใช sodium chloride ที่ปรับความเขมขนใหอยูในระดับที่นำไปใชหมักดองผักผลไม

ทั่วไป คือ sodium chloride 5-8 % (w/v) และ pH 3.2-5 (Suzanne D. et al., 2012) นำไปพัฒนา

ในรูปแบบผงที่มีสวนผสมของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก  ใหสามารถนำไปใชงานไดเลย โดยอาศัย

เทคโนโลยีการผลิตดวยวิธีการ freeze-drying เนื ่องจากเปนกระบวนการทำแหงภายใตสภาวะ

อุณหภูมิและความดันต่ำ ทำใหเกิดความเสียหายตอเซลลแบคทีเรียนอยที่สุด จึงชวยใหผลิตภัณฑคง

คุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส สี กลิ่น และรสชาติ ไดใกลเคียงกับของสด  (Diana Berner and 

Helmut Viernstein, 2006)  ซึ ่งมีความเปนไปไดเนื ่องจากมีรายงานวามีการนำเอา sodium 

chloride ไปใชเปนสาร cryoprotectant คือ มีการศึกษาการอยูรอดและเสถียรภาพ Lactococcus 

lactis Sr. 3.54 โดยใช sodium chloride เขมขน 0.9% (Diana Berner and Helmut Viernstein, 

2006) นอกจากนี ้ย ังม ีการศึกษาการอยู รอด และเสถียรภาพการเปนสารปกปองเซลลของ 

Lactobacilus acidophilus ATCC4962 โดยสารปกป องเซลล ท ี ่ทำการศ ึกษา ค ือ sodium 

chloride, sucrose, dextran, sorbitol, monosodium glutamate, glycerol, skim milk, skim 

milk with malt extract และ modified De-man Rogosa ผลการศึกษาพบวา skim milk มีประ

สิทิภาพดีที่สุด และ Sodium chloride ยังคงมีประสิทธิภาพในการเปนสารปกปองเซลลที่ยังคงอยู

รอดหลังกระบวนการมากกวา 9.2 Log cfu/g (Hassan Pyar and Kok-khiang peh, 2014) 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

1.แหลงที่มาของขอมูล 

งานวิจัยนี้ไดนำแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ไดทำการคัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) 

ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  พรอมทั้งศึกษาปจจัยความเขมขนของเกลือ 

sodium chloride 5-8% (w/v) กรด-ดาง ที ่ pH 2 และ 4 สภาวะไรอากาศ และอุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส โดยการจำลองสภาวะการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกตามสภาวะการผลิตผักผลไมดอง

ขางตน ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลทรวมถึงแบคเทอริโอซิน ที่มีประสิทธิภาพในการในการ

ทำลายหรือยับยั ้งในระดับ bactericidal และ bacteriostatic นอกจากนี ้มีการศึกษาประสิทธิภาพ

กิจกรรมของแบคทีเรียแล็กติกดังกลาวรวมกับ sodium chloride (preservative) ที่ความเขมที่ขนที่

เพียงพอตอการยับยั้งหรือลดความเสี่ยงที่กลาวไวในขางตนได ตลอดจนสิ้นสุดกระบวนการผลิต โดยความ

เขมขน sodium chloride ที่ศึกษาจะตองสามารถปกปองรักษาใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถแสดง

กิจกรรมและคุณสมบัติในการดองผักผลไมได และเปนความเขมขนที่สามารถนำไปใชเปนสวนผสม  

(Ingredients) ที่ใหรสชาติ คุณสมบัติทางกายภาพที่ดีตอผลิตภัณฑ โดยสามารถนำไปใชงานไดสะดวกใน

รูปแบบผงสำเร็จรูป นำไปเติมในการหมักดองกับผักผลไมไดโดยไมจำเปนจะตองเติมสวนผสมอื่นๆ โดยผง

สำเร็จรูปจะตองยังคงประสิทธิของการเปนทั ้งกลาเชื ้อ ที ่ไดคุณภาพ ความปลอดภัยจากจุลินทรีย 

โดยเฉพาะในกลุมที่มีความเสี่ยงที่สามารถเจริญและอยูในสภาวะที่เปนกรด โซเดียมคลอไรด และในสภาวะ

ที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงสภาวะที่ไมมีอากาศ   

 

2. วิธีการเก็บรวบรวมขอมูล 

2.1 การจำแนกชนิดของแบคทเีรียดวยชุดตรวจสอบสำเร็จรูป  API 50 CHL medium 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละไอโซเลตบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันใชไมพันสำลีปลอดเช้ือ swab โคโลนีเด่ียวบริสุทธ์ิใหได

เซลลปรมิาณมากใสลงในน้ำกลั่นปลอดเช้ือ 2 มลิลิลิตร (หลอดที่ 1) ผสมใหเปนเน้ือเดียวกัน แลวจึง

ถายสารละลายเซลลจากหลอดน้ีดวยปริมาตรที่แนนอน (n) ใสลงในน้ำกลั่นปลอดเช้ือ 5 มลิลิลิตร 

(หลอดที่ 2) น้ีมีความขุนเทียบกับ McFarland เบอร 2 ผสมกันจนเขาเปนเน้ือเดียวกัน หลังจากน้ันถาย

เช้ือปริมาณ 2n ใสลงใน API 50 CHL medium แลวผสมใหเขากัน  ใส API 50 CHL medium ทีม่ี

เช้ือผสมอยูลงใน API 50 CH strips แตละหลุม ปดทบัผิวหนาของแตละหลุมดวยน้ำมันมิเนอรอล 

(mineral oil) นำ API kits บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส และติดตามการเกิดปฏิกิริยาหลังจาก 24 

และ 48 ช่ัวโมง นำผลที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม API WEB  (BIOMERIEUX) โดยถาอาหาร
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เปลี่ยนเปนสีเหลือง คือ ใหผลเปนบวก  ถาอาหารไมเปลี่ยนเปนสีเหลือง คือ ใหผลเปนลบ ยกเวนหลมุ

ที่ 25 ทีจ่ะใหผลเปนบวกเมื่อเปลี่ยนเปนสีดำ 

 

      2.2 การผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรปู Leuconostoc mesenteroides ssp. และ Lactobacillus  

           delbrueckii ssp delbrueckii 

2.2.1 การเตรยีมกลาเชื้อแบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. และ  

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii 

นำเชื้อจากตูเก็บเชื้อจุลินทรียที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงใน MRS 

broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm 

จากนั้นนำเซลลไป streak บนอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 

ชั่วโมง คัดแยกโคโลนีเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงใน MRS broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

48 ชั่วโมง จากนั้นนำไปแยกตะกอนของเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 

10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางตะกอนดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 

จำนวน 2 ครั้ง ทำใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 

2.2.2 การเตรียมสาร cryoprotectant และการผลิตกลาเช ื ้อผงสำเร ็จร ูป Leuconostoc 

mesenteroides ssp. และ Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii 

เตรียมสารละลาย NaCl 10 15 20 %(w/v) และ สารละลาย Maltodextrin 10 20 30 

%(w/v) แลวนำไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีดวยหมอนึ่งความดันไอ 

(autoclave) ทิ ้งใหอุณหภูมิเย็นลงที ่อ ุณหภูมิหอง จากนั ้นแขวนลอยเซลลของ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. และ Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii โดยใหมีจำนวนเซลล

สุดทายเทากับ 108-109 CFU/g นำตัวอยางไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นนำตัวอยางเขาเครื่อง freeze dryer โดยมีสภาวะเริ่มตน -20 องศาเซลเซียส ความดัน

1.0E+3 mbar เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง และปรับอุณหภูมิสุดทายของเครื่องเทากับ 35 องศาเซลเซียส

เพื่อทำใหตัวอยางแหง โดยมีเกณฑคุณภาพพิจารณารวม ไดแก (1) ปริมาณสปอรภายหลังการทำแหง

มากกวา 107 CFU/g (2) ปริมาณความชื้นนอยกวา 7% (wet basis) และ (3) คาปริมาณน้ำอิสระ

นอยกวา 0.6 จากนั้นเก็บรักษากลาเชื ้อผงโดยบรรจุแบบปลอดเชื้อในถุงอะลูมิเนียมฟอยลแบบ

สุญญากาศ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15 20 25 องศาเซลเซียส ทำการสุมตัวอยางมาตรวจวิเคราะหเปน

ระยะเวลา วันที่ 0 30  90  และ 180 ตามลำดับ 
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2.2 การศึกษาการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใตสภาวะความเขมขน  

ของโซเดียมคลอไรดและความเปนกรดสูง 

2.2.1 การเตรียมเชื้อกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 

นำเช้ือจากตูเก็บเช้ือจุลินทรียที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

MRS broth บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  จากนั้นทำให

เซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) โดยปรับความหนาแนนของเซลลดวย 

McFarland standard No. 1 ใหอยูในชวง 106-107 CFU/ml เพ่ือนำไปใชศึกษาตอไป 

2.2.2 การศึกษาการเจริญ การผลิตเอนไซม และการผลิตแบคเทอริโอซินของ NCR-7 และ NCR-

12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  

นำเชื้อที่เตรียมจากขอ 6.1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ใสใน MRS broth ที่มีการเติมเกลือ 

NaCl ปริมาณ 5 6 7 8 9 และ 10 % (w/v) รวมถึง MRS broth ที่มีการปรับคา pH เริ่มตนที่ 2 4 

และ 6 ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

ตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก (CFU/ml) ดวยวิธี spread plate บน MRS agar  วัดคา 

pH  การผลิตเอนไซม และการผลิตแบคทริโอซินที่ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 6 12 18 24 36 และ 48 

ช่ัวโมง 

2.2.3 การเตรียมสารแบคเทอริโอซินแบบหยาบจากไอโซเลท  

เลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่คัดกรองไดในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน anaerobic jar จากนั้นแยกสวนใสดวยวิธีการ 

centrifuge ที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  

2.2.4 การทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินดวยวิธี Agar well diffusion   

ใสเชื้อแบคทีเรียกอโรคทดสอบ ไดแก E. coli และ Salmonella sp. ในความเขมขน 1 (% v/v) 

ลงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข็ง  Muller Hinton ที ่หลอมละลาย เทลงในจานอาหารเลี ้ยงเชื ้อขนาด 

100x15 มิลลิเมตร ผสมใหเขากับอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเทคนิค pour plate แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตัว หลังจากนั้นเจาะหลุมบนอาหารเลี้ยงเชื้อดวยที่เจาะหลุมวุน 

(cork borer) โดยชองมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร หยดสวนใส MRS ที่ไดจากการเลี้ยงไอ

โซเลตปริมาตร 40 µl ลงหลุม บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
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ชั่วโมง  อานผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคทั้ง 4 ชนิด โดยการวัดเสนผานศูนยกลางบริเวณใส

การยับย้ังการเจริญ (Diameter of inhibition zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 

2.2.5 การทดสอบการสรางเอนไซมที่สำคัญในการหมัก 

แยกสวนใส MRS broth ที่ไดจากการเลี ้ยงในแตละไอโซเลต ดวยวิธีการ centrifuge ที่

ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวปเปตดูดสวนใสปริมาตร 

40 µl หยดลงหลุมอาหารแข็งที ่เจาะดวยที ่เจาะหลุมวุ น (cork borer) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร เพื่อวิเคราะหการสรางเอนไซม 2 ชนิด ไดแก pectinase และ cellulase จากนั้นนำไปบม

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายไอโอดีนเฉพาะอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่ใชคัดกรองการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase เกลี่ยใหทั่ว ทิ้งไวนาน 5 นาที หลังจากน้ัน

วัดขนาดสวนใส (clear zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 

 

 

2.3 วิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 16s rRNA ดวยวิธี sequencing 

 กลาเชื้อสด Leuconostoc mesenteroides ssp. มาทำการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทำการสกัด DNA ดวยวิธี CTAB  (Zhou et al., 1996) จากนั้นเพิ ่มปริมาณยีน 

(Amplification) ชวง 16s ดวยวิธี Polymerase chain reaction (PCR Gene Amp PCR System 9700 - 

PE Applied Biosystems) ด วย universal eubacterial primer 27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC 

AG-3’) และ 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) (Lane, 1991) โดยมีสัดสวนของสารเคมีและ

สภาวะการทดลองตามตารางที่ 2 และ 3 ตามลำดับ เมื ่อได PCR product แลว นำมาตรวจสอบขนาด 

(~1500 bp) ดวยวิธี electrophoresis 1% agarose gel จากน้ันวิเคราะหดวย DNA sequencing (Model : 

ABI 3730XL) เพ ื ่อเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทดจากฐานขอม ูล GenBank ใน NCBI ดวย  BLAST 

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) พิจารณาผลการทดสอบกับความคลายคลึงของจุลินทรีย

แตละสปชีสในฐานขอมูลดวย % similarity  
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ตารางที่ 3.1 สัดสวนของสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา PCR 

Component Volume per 20 µl Final concentration 

PCR Qualified Water 20.7 µl  

10X PCR Buffer 3 µl 1X with 1.5 mM MgCl2 

2 mM PCR Nucleotide Mix 3 µl 0.2 mM of each dNTP 

Primer F 10 µM 1 µl 10 pmol 

Primer R 10 µM 1 µl 10 pmol 

Taq (5 un/µl)  0.3 µl 1.5 units 

DNA (50 ng/ul) 1 µl 50 ng 

Total volume 30 µl  

 

 

ตารางที่ 3.2 สภาวะ PCR ดวยไพรเมอร 27F/1492R  เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนชวง 16s 

Step Tm (◦C) Time cycle 

1. Initial Denaturation  95 3 min 1 

2. Denaturation  95   30 sec  

3. Annealing   55 30 sec 35 

4. Extension 72 2 min  

5. Final extension 72 5 min 1 

6. Hold 4 α  

 

 

วิธีการวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลเชิงปริมาณวิเคราะหผลทางสถิติโดยวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหความแปรปรวน

โดยใช ANOVA ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยแตละชุดการทดลองดวยวิธี 

Duncan's Multiple-Range Test (DMRT) 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

ตอนที่ 1 การทดสอบจำแนกชนิดของกลาเชื้อแบคทเีรยีแล็กติกดวยการคัดเลือกและจัดจำแนกใน 

           ระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทเีรยีชนิดสำเร็จรปูแบบ API 50 CHL 

จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากผลไมรสเปรี้ยวแลวมาทำการวิเคราะห

คุณสมบัติของความเปนกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid bacteria) จำนวน 2 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติ

ทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนที่สามารถจำแนกไดวาเปนแบคทีเรียในกลุม Lactic acid bacteria และมีคุณสมบัติใน

การเปนกลาเชื้อจุลินทรีย คือมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค E.coli และ Salmonella sp. ทั้งยังมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม Pectinase และ Cellulase ไดและเมื่อนำทั้ง 2 ไอโซเลท ไปทำการจำแนกชนิด

ของแบคทีเรียดวยชุดตรวจสอบสำเร็จรูป  API 50 CHL medium ผลการทดสอบ พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมี

คุณสมบัติเปนจุลินทรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranium รอยละ 99.90 

และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ละ 99.90 ดังแสดงในรูปที่ 4.1 และ 4.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.1 : ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp.  

           mesenteroides/dextranium ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL medium 
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รูปที่ 4.2 : ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแล็กติก Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ดวยชุด 

           จำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL medium 

ตอนที่ 2 การผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรปูแบคทีเรียแล็กติกและทดสอบคณุภาพของกลาเชื้อแบคทเีรยีแล็กติก  

           Leuconostoc mesenteroides ssp. Lactobacilludelbrueckii ssp delbrueckii และ  

          Lactobacillus lactis ssp. Lactis1 

เมื่อไดทำการจำแนกชนิดของแบคทีเรียแล็กติดดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูป API 

50 CHL medium ไดกลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก 2 สายพันธุ ไดแก Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranium และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii แลวจึง

นำมาผลิตกลาเชื้อผงดวยเทคนิคการทำแหงดวยวิธีการระเหิดแหงดวยเครื่อง Freeze dryer ได

สภาวะที่เหมาะสมคือ ที่ความดัน 0.045 มิลลิบาร อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

ร  วมก ับการ ใช   sodium chloride (NaCl) ความ เข  มข นร  อยละ 10  15  20  (%w/v) และ 

Maltodextrin ความเขมขนรอยละ 10 20 30 (%w/v) พบวาความเขมขนที่เหมาะสมของการใชสาร 

cryoprotectant โดยพิจารณาจากผลผลิตสุทธิที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงที่ได

มากที่สุด sodium chloride คือ 15 และ 20 (%w/v) สวน Maltodextrin คือ 30 (%w/v) มีอัตรา

ของผลผลิต(%yield) มากกวา 90% ที่มีความชื้นไมเกินรอยละ 3 และปริมาณน้ำอิสระ (aw) ไมเกิน 

0.3 ซึ่งเปนไปตามเกณฑคุณสมบัติของผลิตภัณฑกลาเชื้อผงที่ผานการทำแหง จากนั้นนำไปทดสอบ

ประสิทธิภาพความสามารถตอการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) และคุณสมบัติของกลาเช้ือ 

พบวาหลังจากผานกระบวนการผลิตดวยเครื ่อง freeze dryer ที ่สภาวะดังกลาว มีกลาเช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides ssp. แ ล ะ  Lactobacillus delbrueckii  ssp delbrueckii 

หลงเหลือประมาณ 8-10 log cfu/g จากปริมาณเช้ือเริ่มตน 12 log cfu/g  
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ตารางที ่4.1 ประสิทธิภาพความสามารถของการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) กลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

 

กลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก ชนิดของสารปกปอง 

(cryoprotectant) 

เกณฑพิจารณา 

Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum 

%yield 

 

%moisture 

(<7% wet 

basis) 

%water activity 

(<0.6) 

%survival 

(>log 7cfu/g) 

NaCl 10 (%w/v) 83±0.10 b 2.20±0.20 ns 0.29±0.03 ns 50±0.06 d 

NaCl 15 (%w/v) 94±0.08 a 2.14±0.45 ns 0.25±0.06 ns 90±0.03 a 

NaCl 20 (%w/v) 96±0.04 a 2.22±0.02 ns 0.27±0.02 ns 92±0.03 a 

Maltodextrin 10 (%w/v) 71±0.04 c 2.19±0.11 ns 0.29±0.03 ns 62±0.09 c 

Maltodextrin 20 (%w/v) 82±0.05 b 2.10±0.09 ns 0.29±0.02 ns 66±0.01 c 

Maltodextrin 30 (%w/v) 95±0.11 a 2.14±0.15 ns 0.27±0.01 ns 95±0.07 a 

Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii NaCl 10 (%w/v) 80±0.09 b 2.16±0.12 ns 0.29±0.01 ns 65±0.03 c 

NaCl 15 (%w/v) 95±0.09 a 2.16±0.31 ns 0.27±0.03 ns 91±0.13 a 

NaCl 20 (%w/v) 95±0.05 a 2.10±0.0 ns 0.25±0.04 ns 91±0.10 a 

Maltodextrin 10 (%w/v) 77±0.08b 2.14±0.45 ns 0.27±0.02 ns 71±0.05 b 

Maltodextrin 20 (%w/v) 78±0.10b 2.12±0.02 ns 0.29±0.03 ns 77±0.09 b 

Maltodextrin 30 (%w/v) 96±0.15a 2.19±1.21 ns 0.27±0.02 ns 92±0.02 a 
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เมื่อไดทำการผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรูปของแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum และ Lactobacillus delbrueckii ssp. Delbrueckii แล  วนำมาศ ึกษา

รูปแบบการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อแบคทีเรียในรูปแบบผงสำเร็จรูปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใต

สภาวะที่ควบคุมความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 6 7 และ 8 %(w/v) และสภาวะความเปนกรดที่ 

pH เทากับ 2 และ 4 ภายใตอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง อัตราการเจริญเติบโต (Growth 

rate) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ที่สภาวะปกติ (ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว MRS) และที่สภาวะความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 5-8 (%w/v) พบวาที่ความเขมขน

ของโซเดียมคลอไรด 5 (%w/v) มีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด (ดังรูปที่ 4.3) และหลังจากชั่วโมงที่ 36 พบวา

ที่ความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) มีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นมากกวา 4 log cycle และอัตราการเจริญเติบโต

ของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii (รูปที่ 4.5) พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 6 7 

และ 8 (%w/v) มีแนวโนมการเจริญเติบโตลดลงหลังช่ัวโมงที่ 12 อยางไรก็ตามการเจริญของเช้ือที่ความเขมขน

ของเกลือ 5 (%w/v) ยังคงมีอัตราการเจริญสูงสุด และเมื่อศึกษาการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อในอาหาร

เล ี ้ยงเช ื ้อเหลวภายใต สภาวะความเป นกรด-ดาง พบวาอ ัตราการเจร ิญเต ิบโตของ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ในสภาวะความเปนกรดที่ pH เทากับ 2 (รูปที่ 4.4) 

มีอัตราการเจริญเติบโตลดลงหลังชั่วโมงที่ 6 แตที่ pH เทากับ 4 เชื้อดังกลาวมีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นหลัง

ชั ่วโมงที ่ 6 โดยชั ่วโมงที ่ 12 มีอัตราการเจริญเติบโตของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  

ภายใตสภาวะความเปนกรด (รูปที่ 4.6) ที่ pH เทากับ 4 มีอัตราการเจริญดีกวาที่ pH เทากับ 2 และพบวาที่ 

pH เทากับ 4 มีอัตราการเจริญสูงสุด ณ ช่ัวโมงที่ 6 สวนที่ pH เทากับ 2 มีอัตราการเจริญลดลงอยางตอเน่ือง 
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รูปที่ 4.3 :  อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.  

             mesenteroides/dextranicum ภายใตสภาวะความเขมขนตางๆ ของสารละลาย 

             เกลอืโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.4 :   อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.  

             mesenteroides/dextranicum ภายใตสภาวะความเปนกรด 
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รูปที่ 4.5 :  อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  

            ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายโซเดียม (NaCl) 

 

 

 

รูปที่ 4.6 :  อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii    

            ภายใตสภาวะความเปนกรด  
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ตอนที่ 3 กิจกรรมการสรางเอนไซมที่สำคญัในการหมัก และความสามารถในการผลติ               

  แบคเทอริโอซินของกลาเชือ้ผงสำเร็จรูป 

เอนไซมสำคัญที่เกิดขึ้นในกระบวนในการหมักนี้ ไดแก pectinase และ cellulase ของกลาเชื้อแบคทีเรีย 

แล็คติก Leuconostoc mesenteroides ssp.mesenteroides/dextranicum ในสภาวะความเขมขนของเกลือ

ที่ความเขมขนตางๆ จากตารางที่ 4.2 ซึ่งทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase ของเชื้อดังกลาวที่ความ

เข มข นของเกล ือต ั ้ งแต   5-8 (%w/v) ที ่ความเข มข นของเกล ือ 5 (%w/v) พบว าเช ื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum มีการผลิตเอนไซม pectinase สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 

โดยสังเกตจากขนาด clear zone ที่มากที่สุด คือเทากับ 8.2±0.26 มิลลิเมตร  สวนที่ความเขมขนของ

เกลือ 6 (%w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เชนกัน โดยมีขนาดของ clear 

zone เทากับ 7.5±0.06 มิลลิเมตร และที ่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื ้อมีการผลิตเอนไซม 

pectinase สูงสุดในชั่วโมงที่ 24 โดยมีขนาดของ clear zone เทากับ 6.5±0.20 มิลลิเมตร โดยที่ความ

เขมขนของเกลือ 5 (%w/v) จะพบการผลิตเอนไซม protease ตั้งแตชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 48 

ทั้งยังมีคาเฉลี่ยของ clear zone สูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 48 เมื่อเทียบกับความเขมขนของเกลือที่ความเขมขน

อ ื ่นๆ อ ีกด วย ส วนการทดสอบก ิจกรรมการผล ิตเอนไซม  cellulase ของเช ื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum จากตารางที ่ 4.3 ที ่ความเขมขนของเกลือ 5 

(%w/v) เชื ้อมีการผลิตเอนไซม cellulose สูงสุดที ่ชั ่วโมงที ่ 48 คือมี clear zone เทากับ 7.6±0.21 

มิลลิเมตร สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม cellulose สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 

เชนกัน คือมี clear zone เทากับ 7.6±0.12 มิลลิเมตร และที่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื้อมีการ

ผลิตเอนไซม cellulase ที่ชั่วโมงที่ 12 18 และชั่วโมงที่ 24 แตอยางไรก็ตามที่ความเขมขนของเกลือสูง 

ตั้งแตที่ความเขมขน 8 ไมพบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิด (ทั้งเอนไซม pectinase และ cellulase) จาก

เชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum แสดงถึงความสามารถของ

เชื้อในการแสดงกิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะที่มีเกลือ เชื้อจะสามารถ

เจริญไดในสภาวะที่มีเกลือความเขมขน 5 6 และ 7 %w/v แตไมสามารถผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิดไดใน

สภาวะที่มีเกลือสูงต้ังแตที่ความเขมขนของเกลือ 8 (%w/v) 
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ตารางที่ 4.2 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinaseของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม 

NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v)  

NaCl 

7(%w/v)  

NaCl 

8(%w/v)  

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND 

18 7.4±0.27 6.7±0.20 ND 6.1±0.18 ND 

24 9.0±0.21 6.9±0.25 6.8±0.20 6.5±0.20 ND 

36 7.5±0.15 7.2±0.15 7.2±0.15 ND ND 

48 9.5±0.25 8.2±0.26 7.5±0.06 ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 

ตารางที่ 4.3 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมcellulaseของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม NaCl 
NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND 6.3±0.19 ND 

18 7.2±0.18 6.7±0.17 ND 6.4±0.11 ND 

24 7.0±0.12 7.0±0.12 7.3±0.15 6.0±0.08 ND 

36 7.0±0.21 7.4±0.10 6.8±0.08 ND ND 

48 7.5±0.14 7.6±0.21 7.6±0.15 ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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 สำหรับการทดสอบกิจกรรมการสรางเอนไซม pectinase และ cellulase ของเชื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ในสภาวะที่เปนกรด จากตารางที่ 4.4 และ 4.5 นั้น พบวาไม

มีการผลิตทั้งเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะที่มี pH เทากับ 2 เนื่องจากเปนสภาวะที่มีความเปนกรด

สูง ไมเหมาะกับการเจริญของเชื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum แตที่

สภาวะที่มี pH เทากับ 4 พบการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 

48 โดยมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 36 ซึ่งมี clear zone เทากับ 7.1±0.08 มิลลิเมตร และ

มีการผลิตเอนไซม cellulase สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 48 ซึ่งมี clear zone เทากับ 7.4 ±0.10 มิลลิเมตร 

 

ตารางที่ 4.4 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinase ของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND ND 

18 8.5±0.26 ND 6.7±0.17 

24 9.0±0.18 ND 6.6±0.06 

36 7.6±0.15 ND 7.1±0.08 

48 9.5±0.22 ND 6.3±0.06 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.5 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมcellulaseของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (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 7.4±0.10 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

  

 คุณสมบัติการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพื ่อยับยั ้งการเจริญของเชื ้อกอโรคนั ้น ไดทำการทดสอบการ 

สร างสารแบคเทอร ิ โอซ ินของเช ื ้ อท ี ่จำแนกได ท ั ้ ง 2 ชน ิด น ั ่นค ือ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum และ  Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii กับแบคทีเรีย 2 ชนิด ไดแก 

Escherichia coli และ Salmonella sp. (ตารางที่ 4.6) มีความสามารถในการยังยั้งจุลินทรียกอโรคในอาหารทั้ง

จุลินทรียทั้ง 2 ชนิดได จากตารางที่ 4.6 ซึ่งทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้ง E.coli ของเชื้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum พบวาในสภาวะที ่มีความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v)  

เชื้อดังกลาวสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งการเจริญของ E.coli ไดในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมงที่ 48 

สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v)  มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้ง E. coli ที่ชั่วโมงที่ 24 และ 36 

และที่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื้อมีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 และสำหรับการสราง 

แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 4.7 พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 

5 และ 6 (%w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั ้ง Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 36 และ 48 สวนที่ 

ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 เชนเดียวกันกับการสรางแบคเทอริ

โอซินมายับยั ้ง E. coli แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 8 (%w/v) เชื ้อไมมีการผลิต 

แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง E. coli และ Salmonella sp. และสำหรับการ

ทดสอบการผล ิตแบคเทอร ิ โอซ ินเพ ื ่อย ับย ั ้ ง  E.coli และ Salmonella sp. ของเช ื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 4.7 และ 4.8 

พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง ที่ pH เทากับ 2 เชื้อไมมีการสรางแบคเทอริโอซินเพื่อมายับยั้งการเจริญ 
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ของจุลินทรียกอโรคทั้ง 2 ชนิด แตที่ pH เทากับ 4 พบวามีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ 

E.coli ในช่ัวโมงที่ 18 24 และช่ัวโมงที่ 36 ทั้งยังมีการยับยั้ง Salmonella sp. ในช่ัวโมงที่ 24 และ 36 

 

ตารางที่ 4.6 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง E.coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone  (mm) 

 
ไมเติม NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND 

18 ND ND ND 6.4±0.00 ND 

24 6.6±0.15 8.3±0.08 7.8±0.21 ND ND 

36 7.7±0.31 7.8±0.09 7.5±0.07 ND ND 

48 ND 9.5±0.14 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

ตารางที่ 4.7 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone  (mm) 

 
ไมเติม NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND 

18 7.4±0.19 ND ND 6.7±0.19 ND 

24 8.2±0.00 ND ND ND ND 

36 6.5±0.41 7.0±0.23 7.6±0.14 ND ND 

48 ND 7.6±0.23 7.0±0.19 ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.8 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง E. coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone  (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND ND 

18 ND ND 7.5±0.20 

24 6.6±0.13 ND 10.0±0.16 

36 7.6±0.12 ND 10.2±0.20 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 

ตารางที่ 4.9 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 
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เม ื ่อทำการทดสอบคุณสมบัต ิต างๆของเชื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/ 

dextranicum ในสภาวะของเกลือและกรดแลว ก็จะมีการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ซึ่งเปนจุลินทรียที่จำแนกไดอีกชนิดหนึ่งควบคูกันไป โดยในการทดสอบกิจกรรมการผลิต

เอนไซม pectinase และ cellulase ของเชื ้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  ในน้ำเกลือ

ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 5-8 (%w/v) จากตารางที่ 4.10 พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 และ 6 %w/v มี

การผลิตเอนไซม pectinase ในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมงที่ 48 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v มีการ

ผลิตเอนไซม pectinase ในชั่วโมงที่ 24 โดยมี clear zone เทากับ 6.5±010 มิลลิเมตร แตไมพบการผลิต

เอนไซม pectinase ของเชื้อในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ  8 (%w/v) และจากตารางที่ 4.11 พบวา

ความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) มีการผลิตเอนไซม cellulase ในชั่วโมงที่ 24 และ 36 แตไมพบการผลิต

เอนไซม cellulase ของเชื้อในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต 6 7 8 (%w/v) นอกจากนี้การทดสอบ

กิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 4.12 และ 4.13 

พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) เชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  ไมมีการผลิต

เอนไซม protease และ cellulase สวนที่ pH เทากับ 4 เช้ือมีการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ใน

ช่ัวโมงที่ 18 และ 24  

 

ตารางที่ 4.10 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinaseของ  Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii  ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม NaCl 
NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND 

18 8.5±0.20 ND ND ND ND 

24 8.0±0.11 6.7±0.06 6.5±0.20 6.5±0.10 ND 

36 7.5±0.12 6.5±0.17 6.5±0.20 ND ND 

48 9.5±0.08 7.2±0.08 6.6±0.06 ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.11 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม cellulase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

 
ไมเติม NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND ND ND ND 

18 6.6±0.06 ND ND ND ND 

24 6.8±0.10 6.9±0.16 ND ND ND 

36 6.7±0.06 6.5±0.15 ND ND ND 

48 7.0±0.02 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 

 

ตารางที่ 4.12 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.13 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม cellulase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (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 (ตรวจไมพบ) 

 ในด านค ุณสมบ ัต ิการผล ิตสารแบคเทอร ิ โอซ ินของเช ื ้ อ  Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค 2 ชนิด ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ใน

สภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) เชื้อดังกลาวสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งการเจริญของ 

E.coli ไดในชั่วโมงที่ 24 และ 36 สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v)มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้ง       

E. coli ที่ช่ัวโมงที่ 12 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v เช้ือมีการสรางแบคเทอริโอซินในช่ัวโมงที่ 18 และ

สำหรับการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 4.15 พบวาที่ความ

เขมขนของเกลือ 5 (%w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้ง Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 18 สวนที่

ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 36 และ 48 และที่ความเขมขนของ

เกลือ 7 (%w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 

8 (%w/v) เชื ้อไมม ีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั ้งการเจริญของจุล ินทรีย ก อโรคทั ้ง  E. coli และ 

Salmonella sp. สำหรับการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

ในสภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) จากตารางที่ 4.16 และ 4.17 พบวาเชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินมา

ย ับย ั ้งการเจร ิญของทั ้ง E. coli และ Salmonella sp. ส วนในสภาวะที ่ม ี  pH เท าก ับ 4 พบวาเ ช้ือ 

Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของทั้ง E. coli 

และ Salmonella sp. ในช่ัวโมงที่ 12 และ 18 
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ตารางที่ 4.14 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก 

(h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

 
ไมเติม NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

0 ND ND ND ND ND 

6 ND ND ND ND ND 

12 ND ND 6.5±0.20 ND ND 

18 ND ND ND 6.4±0.00 ND 

24 6.5±0.11 6.4±0.10 ND ND ND 

36 7.7±0.20 7.5±0.20 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

 

 

ตารางที่ 4.15 :  ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก 

(h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

ไมเติม 

NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

ไมเติม 

NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

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 7.6±0.11 6.5±0.08 ND 6.8±0.10 ND ND ND 

24 8.0±0.11 ND ND ND ND ND ND 

36 6.8±0.21 ND 7.6±0.25 ND ND ND ND 

48 ND ND 7.0±0.15 ND ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.16 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND 8.7±0.12 

18 ND ND 8.0±0.15 

24 6.6±0.15 ND ND 

36 7.6± 0.22 ND ND 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 

ตารางที่ 4.17 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

control pH 2 pH 4 

0 ND ND ND 

6 ND ND ND 

12 ND ND 9.5±0.23 

18 7.5±0.15 ND 7.6±0.12 

24 8.2±0.20 ND ND 

36 6.8±0.18 ND ND 

48 ND ND ND 

หมายเหตุ: ND หมายถึง not detected (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.18 ปริมาณกลาเช้ือสำเร็จรูปแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum และ  

                  Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆเปนเวลา 6 เดือน 

 

Storage 

time 

(Month)  

จำนวนกลาเชื้อที่อยูรอด (CFU/g) 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

15 OC 25 OC 35 OC 15 OC 25 OC 35 OC 

0 9.31±0.23  9.31±0.23  9.31±0.23 8.72±0.23  8.72±0.23 8.72±0.23 

1 8.30±1.23 8.30±1.23 ND 7.30±1.23 ND ND 

3 8.00±1.26 8.00±1.26 ND 4.00±1.26 ND ND 

6 7.45±1.21 7.45±1.21 ND 2.45±1.21 ND ND 

 

ND หมายถึง not detected คือ ตรวจไมพบจำนวนสปอรที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษา 
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ตอนที่ 5 ผลวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rDNA 

จากการทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติกที่ใชในการหมักดองผักผสมพบวากลาเช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum เปนกลาเชื ้อแบคทีเรียแล็กติกที่มี

คุณสมบัติในการหมักดองผัก-ผลไม และทำใหผลิตภัณฑที่ดีเปนไปตามคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑผัก-

ผลไมดองได จึงไดมีการนำกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum 

มา ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) พบวากลาเช้ือ

ดังกลาวมีคุณสมบัติของการเปนกลาเชื้อ Leuconostoc pseudomesenteroides จากฐานขอมูล GenBank 

ที่ accession number LC223100 โดยมี % ความคลายคลึงก ันของยีน 100% similarity อางอิงจาก

ฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

 

 

ตารางที่ 4.19 การทดสอบความคลายคลึงของชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ที่อุณหภูมิ -25OC โดยเปรียบเทียบ

จากฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

 

Identification results  Similarity (%) NCBI Accession no. 

Leuconostoc pseudomesenteroides gene for 16S 

ribosomal RNA, partial sequence, strain: 607 

 

1488/1488 

(100%) 
LC223100 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

 นำกลา Leuconostoc mesenteroides ssp. และ Lactobacillus delbrueckii  ssp delbrueckii ที่ได

จากการคัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  

มาผลิตกลาเชื้อผงดวยเทคนิคการทำแหงดวยวิธีการระเหิดแหงดวยเครื่อง Freeze dryer ไดสภาวะที่เหมาะสมคือ ที่

ความดัน 0.045 มิลลิบาร อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง รวมกับการใช sodium chloride (NaCl) 

ความเขมขนรอยละ 10 15 20 (w/v) และ Maltodextrin ความเขมขนรอยละ 10 20 30  (w/v) พบวาความเขมขน

ที่เหมาะสมของการใช sodium chloride คือรอยละ 15 และ 20  สวน Maltodextrin คือรอยละ 30 โดยพิจารณา

จากผลผลิตสุทธิที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงที่ไดมากที่สุดถึงรอยละ 90 ที่มีความชื้นไมเกินรอย

ละ 5 และปริมาณน้ำอิสระ (aw) ไมเกิน 0.4 ตามเกณฑคุณสมบัติผลิตภัณฑผงแหง จากนั้นนำไปทดสอบประสิทธิภาพ

ความสามารถตอการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) และคุณสมบัติของกลาเชื้อ โดยทดสอบคุณสมบัติของกลา

เชื้อผงในสภาวะจำลองการดองเกลือ (brine) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบบ facultative anaerobe 

ปรับความเขมขนของน้ำเกลือเปน 5, 6, 7 และ 8 %(w/v) รวมกับการปรับคาความเปนกรด-ดาง ในระดับ pH 

2, 3, 4 และ 5 โดยวางแผนการทำการทดลองแบบ factorial experiments in CRD พบวาหลังจากผาน

กระบวนการผลิตดวยเครื่อง freeze dryer ที ่สภาวะดังกลาว มีกลาเชื ้อ คัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด 

(Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรปูแบบ API 50 CHL หลงเหลือประมาณ log 8-10 cfu/g จากปริมาณ

เชื ้อเร ิ ่มตน 12 log cfu/g และกลาเชื ้อผงที ่ได ม ีความสามารถในการผลิต crude bacteriocin ตอการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียกอโรค 2 ชนิดไดแก Salmonella spp. และ E.coli อยางไรก็ตามยังพบวากลาเชื้อผง Leuconostoc 

mesenteroides ssp. ที ่มี Nacl รอยละ 15 Maltodextrin รอยละ 30 เปนสารปกปอง มีกิจกรรมของเอ็นไซม 

(enzyme activity) 2 ชนิด ไดแก cellulase และ pectinase ซึ่งเปนคุณลักษณะที่ดีของกลาเชื้อที่จะนำไปใชในการ

หมักดองอาหารตอไป และศึกษาอายุการเก็บรักษาของผงสำเร็จรูปกลาเชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดองโดยใช

บรรจ ุภ ัณฑ ค ือถ ุงอะล ูม ิ เน ียมฟอยล    ท ี ่อ ุณหภ ูม ิ  15 25 35 องศาเซลเซ ียส เป นเวลา 6 เด ือน 

พบวา Leuconostoc mesenteroides ssp. มีประสิทธิภาพและคุณสมบัติของความเปนกลาเชื้อแบคทีเรีย

กรดแล็กติดที่ดีมีแนวโนมที่จะนำกลาเช้ือดังกลาวไปทดสอบการดองจริงตอไปได จึงไดมีการนำกลาเช้ือดังกลาว

ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) พบวากลาเชื้อดังกลาว

ม ีค ุณสมบัต ิของการเปนกลาเช ื ้อ Leuconostoc pseudomesenteroides จากฐานขอม ูล GenBank 

ที่ accession number LC223100 อางอ ิงจากฐานขอม ูล NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) จึงยืนยันไดวาในกระบวนการวิจัยนี้กลาเชื้อผงสำเร็จรูป Leuconostoc mesenteroides ssp. 

 



35 

 

  

นี้สามารถนำไปใชในการเปนกลาเชื้อผงสำเร็จรูปที่ใชงานไดงาย สะดวกและมีความปลอดภัยสำหรับการหมัก

ดองผักและผลไม 

 

ขอเสนอแนะ 

การยืนยันสายพันธุของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก Leuconostoc mesenteroides ssp. ดวยการ

ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA แลวจึงทำการฝากเก็บรักษากลาเชื้อที่แหลงเก็บ

เชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.)  เพื่อการเก็บรักษาในสภาวะที่

เหมาะสมและสำหรับการเผยแพรเชื้อจุลินทรียเพื่อการศึกษาวิจัยและประโยชนในเชิงพานิชยตอผูที่มีความ

สนใจตอไป 
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