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บทคัดยอ 

การหมักดองผักและผลไมใหมีความสม่ำเสมอของผลิตภัณฑนั ้นตองมีการควบคุมปจจัยของ

กระบวนการที่มีผลตอการทำงานของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ผลิตสารยับยั้ง (Inhibitory metabolites) ซึ่งทำ

หนาที่เปนสารถนอมอาหารจากธรรมชาติ (Food biopreservatives) จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยก

แบคทีเรียกรดแล็กติกจากผักและผลไมรสเปรี้ยวจำนวน 2 ไอโซเลท (NCR7 และ NCR12) ซึ่งมีคุณสมบัติใน

การเปนกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก ในการวิจัยนี้ไดนำแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 2 ชนิด ทำการคัดเลือกและจัด

จำแนกในระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL พบวาแบคทีเรียทั้ง 

2 ชนิดมีคุณสมบัติเปนจุลินทรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranium รอย

ละ 99.90 และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ละ 99.90 จึงนำมาผลิตเปนกลาเชื ้อผง

สำเร็จรูปดวยการใช sodium chloride และ maltodextrin เปนสารปกปองจากความเย็นโดยเทคนิคการทำ

แหงดวยวิธีการระเหิดแหง พบวาความเขมขนที ่เหมาะสมคือ sodium chloride 15 20 (%w/v) และ 

maltodextrin 30 (%w/v)  ผลผลิตที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงคือ 92 94 และ 90 (% 

yield) และปริมาณน้ำอิสระไมเกิน 0.4 หลังจากนั้นนำไปทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อ พบวาหลังจากผาน

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 เมื่อทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อผงสำเร็จรูปในสภาวะจำลองการดองเกลือ (brine) ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส แบบ facultative anaerobe ปรับความเขมขนของน้ำเกลือเปน 5 6 7 และ 8 %(w/v) 

รวมกับการปรับคาความเปนกรด-ดาง ในระดับ pH 2 และ 4 และศึกษาอายุการเก็บรักษาของผงสำเร็จรูปกลา

เชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดองโดยใชบรรจุภัณฑคือถุงอะลูมิเนียมฟอยล มีอายุการเก็บรักษาอยางนอย 3 

เด ือนที ่อ ุณหภูม ิ 15 และ 25 องศาเซลเซ ียส จ ึงได นำกลาเช ื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranium ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial 

sequence) พบวากลาเช้ือดังกลาวมีคุณสมบัติของการเปนกลาเช้ือ Leuconostoc pseudomesenteroides 

จากฐานขอมูล GenBank ที่ accession number LC223100 อางอิงจากฐานขอมูล NCBI (National Center 

for Biotechnology Information) ยืนยันไดวาในกระบวนการวิจัยกลาเชื ้อผงสำเร็จรูป Leuconostoc 

mesenteroides ssp. นี้สามารถนำไปใชในการเปนกลาเชื้อผงสำเร็จรูปที่ใชงานงาย สะดวกและมีความ

ปลอดภัยสำหรับการหมักดองผักและผลไม 
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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 

ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลไม เปนผลิตภัณฑประเภทหนึ่งที่เกิดจากกรรมวิธีแปรรูป

โดยไมจำเปนตองอาศัยเทคโนโลยีขั้นสูง เพื่อถนอมรักษา ยืดอายุการเก็บรักษา และผลิตขึ้นเปนผลิตภัณฑ

ใหม ที่มีอยูมากมายหลายชนิดตามแตละทองถิ่น ภูมิภาค รวมถึงประเทศตางๆ ที่มีวัตถุดิบประเภทผักและ

ผลไมที่แตกตางกัน ทำใหมีกรรมวิธีในการดองแตกตางกันไป อยางไรก็ตามผลผลิตที่ไดสวนใหญเกิดจาก

การหมักของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เปนจุลินทรียประจำถิ่น (Microflora) ของผักและผลไมชนิดน้ันๆ โดย

แบคทีเรียกรดแล็กติกจะทำใหผลิตภัณฑมีรสชาติและกลิ่นรสเฉพาะตัวแตกตางกัน นอกจากน้ียังสามารถ

ผลิตสารไดหลายชนิดซึ่งมีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ทำใหอาหารเนาเสียและจุลินทรีย

ที ่กอใหเกิดโรคในอาหาร เชน กรดอินทรีย (Organic acids) คารบอนไดออกไซด (Carbon dioxide) 

ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide) เอทานอล (Ethanol) ไดอะซีทิล (Diacetyl) สารยับยั้ง

โมเลกุลต่ำ และแบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) เปนตน จะเห็นไดวาแบคทีเรียแลคติกมีความสำคัญตอ

กระบวนการแปรรูปดวยกรรมวิธีการดอง แบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีความสำคัญตอผลิตภัณฑผักผลไมดอง 

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  ) เปนตน อยางไร

ก็ตามในระหวางกระบวนการหมักดองยังคงมีจุลินทรีย แบคทีเรีย ยีสต และรา รวมทั้งสารพิษเกิดขึ้น ใน

อดีตไดมีการศึกษากระบวนการดองแตงกวาในน้ำเกลือเขมขน 2.3% (W/V) ที่มีแบคทีเรียกรดแล็กติกและ

ไมมี พบวาผลิตภัณฑแตงกวาดองที่ไมมีแล็กติกตรวจพบ botulinum toxin และ Clostriduim และพบวา

ปริมาณความเขมขนของเกลือที่เติมในกระบวนการดอง มีความเขมขนไมเพียงพอตอการยับยั้งจุลินทรียที่

กอโรคในอาหาร (Fleming et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาเมื่อกระบวนการดองแตงกวาผานไป

ระยะหน่ึง กิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติก และกรดแล็กติกที่ถูกสรางจะถูกยอยสลายใหมีขนาดเล็กโดย

ยีสตที่สามารถเจริญไดจะอาศัยอยูบริเวณผิวหนาดานบน เนื่องจากตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต 

ไดแก Pichia manshurica และ Issatchenkia occidentalis ซึ่งจัดวาเปน spoilage yeast (Wendy 

Franco et al., 2011) จะเห็นไดวาการผลิตผลิตภัณฑผักและผลไมดองจึงตองอาศัยกิจกรรมและสารเมทา

บอไลทของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีประสิทธิภาพรวมกับความเขมของสารกันเสีย (preservatives)  ที่

เพียงพอตอการยับยั้งหรือลดปริมาณการเจริญของแบคทีเรีย ยีสต รา และสารพิษจากจุลินทรีย และ

นอกจากนี้กระบวนการหมักดองโดยธรรมชาติอาจจะมีความเขมขนเริ่มตนของแบคทีเรียไมเพียงพอ สงผล

ใหกิจกรรมและสารเมทาบอไลทตางของแบคทีเรียกรดแล็กติกไมมีประสิทธิภาพเพียงพอตอการทำลาย

หรือลดอันตรายทางชีวภาพ (Biological hazard) ใหอยูในระดับที่ปลอดภัย 
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ดังน ั ้นผ ู ว ิจ ัยจึงเห ็นความสำค ัญของการควบคุมกระบวนการผลิตที ่จะต องอาศัยสาร 

preservatives ที่มีความเขมขนเพียงพอรวมกับแบคทีเรียกรดแล็กติกที่นำไปใชในกระบวนการดองผัก

ผลไม จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากผักและผลไมรสเปรี้ยว ไดแก 

Leuconostoc mesenteroides ssp. Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii แ ล ะ 

Lactobacillus lactis ssp. Lactis1 และไดทำการศึกษาทดสอบกิจกรรมและคุณสมบัติในการเปนกลา

เช้ือที่ในการผลิตสารเมทาบอไลทที่สำคัญตอกระบวนการหมักดอง สารแบคเทอริโอซิน และสามารถยับยั้ง

การเจริญของจุล ินทรีย ท ี ่ทำใหอาหารเนาเส ีย (Spoilage bacteria)  ผู ว ิจ ัยจึงใหความสำคัญตอ

กระบวนการผลิตที่จะตองสามารถควบคุมแบคทีเรีย ยีสต รา สปอรและหรือเอ็นโดสปอร และสารพิษจาก

จุลินทรีย ที่เกิดขึ้นในระหวางกระบวนการผลิต ตลอดจนผลิตภัณฑสุดทาย เนื่องจากวัตถุดิบที่นำแปรรูป

เปนผักผลไม ที่มีความเสี่ยงตอการปนเปอนดังกลาว และ preservative เดิมถูกนำไปใชในกระบวนการ

หมักดองโดยธรรมชาติอยูแลว ซึ่งที่นิยมนำมาใชในผลิตภัณฑผักและผลไมดอง ไดแก sodium chloride 

นอกจากนั้นยังไดทำการศึกษาและวิเคราะหความเสี ่ยงที ่อาจเกิดขึ ้นในระหวางกระบวนการผลิต ที่

เปลี่ยนแปลงสภาวะใหเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียที่กอโรคในอาหาร ยีสต และรา รวมทั้งสภาวะ

ที ่กระตุ นในจุลินทรียเหลานั ้นผลิตสารพิษออกมา ผลจากศึกษาและวิเคราะหความเสี ่ยง พบวา(1) 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,  Escherichia coli, Salmonella spp. เปนแบคทีเรียที่มี

โอกาสปนเปอนตั้งแตเริ่มกระบวนการหมักและเนื่องจากเปนจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค (2) Clostridium 

perfringens,  Listeria monocytogenes,  และ Clostriduim terium เปนแบคทีเรียที ่ทนตอสภาวะ

ความเปนกรด และหากความเขมขนของ sodium chloride ไมเพียงพอ เมื่อระยะเวลาการหมักดองหรือ

กิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติกและสารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแล็กติกลดลง จะทำใหสามารถ

เจริญเติบโตได และผลิตสารพิษในที่สุด ดังนั้นจะตองควบคุมและติดตามทั้งในรูปแบบของตัวเซลลและ

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

Clostridium perfringens และ Bacillus cereus ทนความรอนไดสูง เมื่อมีการสรางสปอรระหวางการ

หมักขึ้นมา จะตองควบคุมต้ังแตเริ่มกระบวนการไปจนถึงผลิตภัณฑสุดทาย โดยทั่วไปกรรมวิธีในการฆาเช้ือ

ในระดับ pasterurization ที่มีการใหความรอนต่ำประมาณ 77-74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-25 นาที 

ไมเพียงพอตอการทำลายสปอรหรือเอ็นโดสปอรของเช้ือเหลาน้ี  

ดังนั ้นในการลดระดับความเสี ่ยงเหลานี ้จะตองอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแล็กติกรวมกับ 

sodium chloride (preservative) ที ่เพียงพอตอกระบวนการแปรรูปและรักษาสมดุลการทำงานของ

แบคทีเรียแล็กติก จึงนำเอาแบคทีเรียแล็กติกทั้ง 2 ไอโซเลท ที่สามารถผลิตสารสำคัญที่กลาวในขางตนและ

สามารถเจริญและอยูรอดในสภาวะที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ความเปนกรดสูง และนำไปใชเปนกลา

เชื้อในการผลิตผักและผลไมดองไดจริง เพื่อใหเกิดการนำผลิตภัณฑผักผลไมดองไปผลิตและแปรรูปในเชิง

พาณิชยไดอยางมีประสิทธิภาพ สะดวก และมีความปลอดภัย และสามารถนำไปประยุกตใชในกระบวนการ

หมักดองผักผลไมไดหลายชนิด งานวิจัยนี้จึงนำแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ไดทำการคัดเลือกและจัดจำแนกใน
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ระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  มาทำการทดสอบยืนยันการ

จำแนกชนิดของแบคทีเรียดวยยีน 16S rRNA โดยใชเทคนิคพีซีอารและฐานขอมูลทางชีวภาพ พรอมทั้งศึกษา

ปจจัยความเขมขนของเกลือ กรด-ดาง สภาวะไรอากาศ และอุณหภูมิ โดยการจำลองสภาวะการเจริญของเช้ือ

แบคทีเรียกรดแล็กติกตามสภาวะการผลิตผักผลไมดอง ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลทรวมถึงแบ

คเทอริโอซิน ที ่ม ีประสิทธิภาพในการในการทำลายหรือยับยั ้งในระดับ fungicidal bactericidal และ 

bacteriostatic นอกจากนี้มีการศึกษาประสิทธิภาพกิจกรรมของแบคทีเรียแล็กติกดังกลาวรวมกับ sodium 

chloride (preservative) ที ่ความเขมที ่เพียงพอตอการยับยั ้งหรือลดความเสี ่ยงที ่กลาวไวในขางตนได 

ตลอดจนสิ้นสุดกระบวนการผลิต โดยความเขมขน sodium chloride ที่ศึกษาจะตองสามารถปกปองรักษาให

แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถแสดงกิจกรรมและคุณสมบัติในการดองผักผลไมได และเปนความเขมขนที่

สามารถนำไปใชเปนสวนผสม  (Ingredients) ที่ใหรสชาติ คุณสมบัติทางกายภาพที่ดีตอผลิตภัณฑ โดยสามารถ

นำไปใชงานไดสะดวกในรูปแบบผงสำเร็จรูป นำไปเติมในการหมักดองกับผักผลไมไดโดยไมจำเปนจะตองเติม

สวนผสมอื่นๆ โดยผงสำเร็จรูปจะตองยังคงประสิทธิของการเปนทั้งกลาเชื้อ ที่ไดคุณภาพ ความปลอดภัยจากจุ

ลิทรีย สปอร สารพิษจากจุลินทรีนย โดยเฉพาะในกลุมที่มีความเสี่ยงที่สามารถเจริญและอยูในสภาวะที่เปน

กรด โซเดียมคลอไรด และในสภาวะที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงสภาวะที่ไมมีอากาศ 

 

2.วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1) ยืนยันสายพันธุแบคทีเรียกรดแล็คติกที่ผานการทดสอบแลววามีประสิทธิภาพ คุณภาพ ในการเปนกลาเช้ือ

ที่ดีในการผลิตผักและผลไมดอง 

2) ไดผงสำเร็จรูปเพ่ือการแปรรรูปผลิตภัณฑผักและผลไมดองน้ำเกลือทั้งในรูปแบบกลาเช้ือผงและกลาเช้ือ

เด่ียว ที่มีประสทิธิภาพคุณภาพ และ เชนเดียวกับการใชเช้ือสด 

 

3.ขอบเขตของโครงการวิจัย 

คัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) แบคทีเรียแล็กติกดวยชุดจำแนกแบคทีเรียแล็กติก 

สำเร็จรูปแบบ API 50 CHL จากนั้นนำแบคทีเรียกรดแล็กติกนี้ไปทดสอบคุณสมบัติ กิจกรรม และรูปแบบการ

เจริญ ภายใตสภาวะที่เหมาะสมและสภาวะความเขมขนของ sodium chloride 5-8% (w/v) และความเปน

กรด pH2-5 ติดตามผล ณ เวลา 0, 6, 12, 18, 24 และ 48 ชั่วโมง แลวทำการวิเคราะห ความสามารถในการ

ผลิต crude bacteriocin ความสามารถในการยับยั้งหรือทำลาย Escherichia coli และ  Salmonella spp. 

คาความเปนกรด – ดาง ความเขมขนของเกลือ รวมถึงการทดสอบกิจกรรม enzyme activity แลวนำ

แบคทีเรียที่ผานยืนยันและทดสอบกิจกรรมการเปนกลาเชื้อที่ดีที่สุดไปพัฒนาผลิตผงสำเร็จกลาเชื้อสำหรับแปร

รูปผักและผลไมดองดวย Freeze-drying  สารละลาย sodium chloride 5-8 %(w/v) และนำผงสำเร็จรูป
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กลาเชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดอง นำไปทดสอบ ความชื้น (moisture)  คา aw  อัตราการอยูรอด ทดสอบ

คุณสมบัติการผลิตเอ็นไซม cellulase และ pectinase ดวยวิธี Agar well diffusion  อัตราการเจริญของเช้ือ 

คุณสมบัติการผลิต crude bacteriocin ตอการยับย้ังจุลินทรียกอโรค ดวยวิธี Agar well diffusion โดยศึกษา

คุณสมบัติดังกลาวในอาหารเหลว MRS ในสภาวะปกติ และสภาวะที่ปรับคา pH 2 และ 4  รวมกับความ

เขมขนของ sodium chloride 5-8% (w/v) และทดสอบคุณสมบัติขางตนในน้ำเกลือ (Brine) ที่จำลองสภาวะ

การดอง คือ ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ไมมีอากาศ และมีการปรับความเขมขนของน้ำเกลือ 5-8% รวมกับ

การปรับ pH 2, 3, 4 และ 5  นำไปทดสอบกิจกรรม การผลิตสารตางๆ (ดังที่กลาวแลวในขางตน) คัดเลือกกลา

เชื ้อที ่มีประสิทธิภาพที่สุดไปทำการยืนยันและวิเคราะหลำดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rRNA gene 

sequencing)  และการทดสอบหาอายุการเก็บรักษาของผงดองสำเร็จรูป (Shelf life) เพื่อระบุความเปนไปได

ของการใชงานจริง  

 

4.ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ผลิตกลาเช้ือแบคทีเรียแล็กติกผงสำเร็จรูปที่มีคุณสมบัติในการเปนวัตถุดิบต้ังตนในกระบวนการดองผัก 

ผลไม ใหอยูในรูปที่ใชงานไดงาย สะดวก มีคุณภาพเปนไปตามมาตรฐานกำหนดและมีความปลอดภัย 

 

5.ผูใชประโยชนจากการวิจัย 

(1) นักวิชาการที่ทำวิจัยเกี่ยวกับผลิตภัณฑอาหารหมักดองประเภทผักและผลไม 

(2) กลุมประชากรเปาหมายที่ผลิตอาหารหมักดองทั้ง SME และ SML ทีส่ามารถใชตนแบบกลาเช้ือผง

สำเร็จรูปในการพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือควบคุมกระบวนการผลิตผักผลไมดองในน้ำเกลือใหมีมาตรฐาน 

(3) กลุมผูบริโภคอาหารหมักดอง 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

ผลิตภัณฑผักและผลไมดอง (Pickling) เปนหนึ่งในผลิตภัณฑที่เกิดจากการหมักกรดแลคติก (Lactic 

acid fermentation) ตัวอยางเชน กะหล่ำปลีดอง ผักกาดเขียวดอง แตงกวาดอง หนอไมดอง ลูกแพรดอง 

มะกอกดอง และลูกฟก เปนตน โดยจุลินทรียสวนใหญที่เกี่ยวของ คือ แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 

bacteria) ทำใหปจจุบันมีผูศึกษาคนควาวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแล็กติก ที่เกี่ยวของหรือสามารถนำมา

ประยุกตในกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑผักผลไมดอง จึงมีการศึกษาคัดแยกแบคทีเรียแล็กติกจากผักผลไม 

และนำไปพัฒนาเปนตนเช้ือบริสุทธ์ิ (Starter culture) ที่สามารถเพาะขึ้นเพ่ือใชเปนเช้ือเริ่มตนในการหมักดอง 

โดยลักษณะที่ตองการของกลาเชื้อคือ ตองแข็งแรงและอยูในระยะที่กำลังเจริญอยางรวดเร็ว ซึ่งในปจจุบัน

กระบวนการหมักโดยใชสตารทเตอรนิยมนำมาใชในอุตสาหกรรมขนาดใหญ ที่มีการควบคุมปจจัยตางๆ ที่มีผล

ตอการหมัก ทำใหไดผลิตผลที่ตองการในปริมาณสูงและมีคุณภาพสม่ำเสมอ จึงมีการนำกลาเชื้อมาใชใหเกิด

ประโยชนตอผลิตภัณฑอาหารหมักดอง  ดังจะเห็นไดจากตารางที่ 2.1 ทำใหทราบวาแบคทีเรียกรดแล็กติกลวน

เปนจุล ินทรีย ท ี ่นำไปใชในกระบวนการหมักดองในผักผลไม พบวา Leuconostoc mesenteroides 

Lactobacillus delbrueckii และ Lactobacillus lactis เปนแบคทีเรียที ่ทำหนาที ่สำคัญในกระบวนการ

หมักดองผักผลไมหลายๆ ชนิด ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียวกันกับผลการศึกษาวิจัยของผูวิจัย ประโยชนของการ

นำแบคทีเรียกรดแล็กติกเหลานี้ไปใชเปนกลาเชื้อเริ่มตนในกระบวนการหมักดอง ดังนี้ (1) เพื่อเปนการพัฒนา

คุณภาพของผลิตภัณฑอาหารหมักดอง รวมถึงอาหารพื้นบานของไทย (2) เปนการทำใหเกิดการหมักอยาง

สมบูรณ กรดแลคติกที่ไดเปนชนิดที่รางการมนุษยนำไปใช ชวยในการยับยั้งการเติบโตของเชื้อโรคที่เปน

อันตราย เชน ทองเดิน ทองเสีย เปนตน (3) เปนการควบคุมการผลิตสินคา การขนสงไดอยางมีประสิทธิภาพ 

สามารถใชวัตถุดิบไดอยางมีคุณคา (4) เพิ่มความปลอดภัยในการบริโภคอาหารประเภทการหมักดอง (5) การ

ควบคุมกระบวนการหมักดวยเทคโนโลยีตนเชื้อบริสุทธิ์เปนการทำใหผลิตภัณฑอาหารมีคุณภาพที่สม่ำเสมอ

สามารถลดโอกาสลมเหลวของกระบวนการหมัก ซึ่งเปนการลดตนทุนการผลิตได นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติก

เปนจุลินทรียที ่มีความสำคัญทางอุตสาหกรรมไดรับการยอมรับวาเปนแบคทีเรียที ่ปลอดภัย (Generally 

recognized as safe bacteria; GRAS status) 
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ตารางที่ 2.1 ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Manas Ranjan Swain และคณะ (2014)   
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ตารางที่ 2.1 (ตอ) ผลิตภัณฑอาหารหมักดองจากผักและผลดวยแบคทีเรียกรดแล็กติก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ที่มา: Manas Ranjan Swain และคณะ (2014)
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จากที่กลาวมาขางตนทำใหทราบถึงประโยชนของการนำกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกไปใชในการ

แปรรูปผักและผลไมดอง อยางไรก็ตามในกระบวนการแปรรูปดังกลาวยังตองมีการเติมสวนผสมอื่นๆ เชน 

เกลือ น้ำตาล น้ำสม เปนตน  ทำใหเกิดความยุงยาก ดังนั้นหากมีการพัฒนาใหมีกลาเชื้อสำเร็จรูปที่มีสวนผสม

ที่ใชในการหมักดอง โดยไมจำเปนจะตองเติมเกลือหรือสารอื่นๆ สามารถเติมสวนผสมสำเร็จรูปนี้ลงไปในน้ำที่

ผานการฆาเชื ้อและผักผลไมไดเลย เปนอันเสร็จสิ ้นกระบวนการ หลักการพัฒนานี ้อาศัยหลักการจาก

กระบวนการแปรรูปกลาเชื้อผง ในปจจุบันการผลิตหัวเชื้อผงสวนใหญจะใชวิธี freeze-drying เนื่องจากเปน

กระบวนการทำแหงภายใตสภาวะอุณหภูมิและความดันต่ำ ทำใหเกิดความเสียหายตอเซลลแบคทีเรียนอยที่สุด 

จึงชวยใหผลิตภัณฑคงคุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส สี กลิ่น และรสชาติ ไดใกลเคียงกับของสด (Diana 

Berner and Helmut Viernstein, 2006) นอกจากกระบวนทำแหงดวยวิธี freeze-drying จะสงผลกระทบ

ตอเซลลนอยแลวสารหรืออาหารเลี้ยงเชื้อที่จะนำไปใชเปนสารปกปองเซลลยังสงผลโดยตออัตราการรอด 

(Viability of microbial cells) หลังกระบวนการทำแหง (Carvalho et al., 2004) และอัตราการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียที่นำมาผานกรรมวิธีการทำแหงดวยวิธีนี้ยังขึ้นกับความเขมขนเริ่มตนของเซลลหรือสปอรเชนกัน 

(Morgan et al., 2006) ผูวิจัยไดนำหลักการเหลานี้มาปรับและประยุกตเพื่อนำเอาวิธี freeze-drying มาใช 

ในการผลิตผงสำเร็จรูป โดยมีการปรับเปลี ่ยนสารที่ทำหนาที ่เปนสารปกปองเซลล (Cryoprotectants)  

ใหมีความเหมาะสมในดานการเปนสารปกปองเซลลจากกระบวนการแปรรูปและสามารถเปนสารผสมสำเร็จรูป

ในการดอง ซึ ่งพบวามีงานวิจ ัยที ่ศ ึกษาชนิดของสารปกปองเซลลของแบคทีเรียกลุ 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 และเสถียรภาพการเปนสารปกปองเซลลของ Lactobacilus 

acidophilus ATCC4962 โดยสารปกปองเซลลที่ทำการศึกษา คือ sodium chloride, sucose, dextran, 

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

De-man Rogosa ผลการศึกษาพบวา skim milk มีประสิทธิภาพดีที ่สุด และ Sodium chloride ยังคงมี

ประสิทธิภาพในการเปนสารปกปองเซลลที่ยังคงอยูรอดหลังกระบวนการมากกวา 9.2 Log cfu/g (Hassan 

Pyar and Kok-khiang peh, 2014)  

จากการคนควางานวิจัยขางตนเห็นวาหน่ึงในสารปกปองเซลลที่ถูกนำมาใช คือ sodium chloride ซึ่ง

สารดังกลาวจัดเปนสวนผสมสำคัญในกระบวนการแปรรูปผักและผลไมหมักดอง ดวยวิธีการดองดวยน้ำเกลือ 

(Brined fruit and vegetable pickles) เปนวิธีการที่นิยมใชกับผักหรือผลไมที่มีความชื้นนอย เชน แตงกวา

ดองในน้ำเกลือความเขมขนรอยละ 5-8 (Maki, 2004) สำหรับมะกอกเขียว มะเขือยาว กะหล่ำปลี ขิง 

กระเทียม และมะมวงใชความเขมขนของน้ำเกลือรอยละ 6 (Kacem and Karam, 2006; Tanganurat et 

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

mesenteroides Lactobacillus delbrueckii และ Lactobacillus lactis) มาทำการย ืนย ันสายพ ัน ธุ  
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ในระดับสปชีส (16s rRNA) พรอมทั้งทำการทดสอบประสิทธิภาพในการอยูรอด (% viability) การเจริญเติบโต 

(growth rate) ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลท การผลิตแบคเทอริโอซินในสภาวะความกรดและ

ความเขมขนของโซเดียมคลอไรด ระดับความรุนแรงการทำลายเซลล สปอร และสารพิษจากจุลินทรีย ในกลุม

ที่สามารถเจริญและอยูรอดในสภาวะการผลิตผักผลไมดอง รวมถึงการนำแบคทีเรียแลคติกไปพัฒนาเปนผง

สำเร็จรูปที่ใชเปนสวนผสมในการดอง คือ โซเดียมคลอไรด เพื่อเปนลดกระบวนการผลิต ทำใหสามารถใชงาน

ไดงาย และพัฒนาใหมีความปลอดภัย มีคุณภาพเทียบกับการเติมกลาเช้ือ ในน้ำเกลือที่ใชในการดองผัก ผลไม 

ผลิตภัณฑผักและผลไมดองที ่เกิดจากการหมักชนิดใหกรดแลคติก แบงออกเปน 3 ประเภทคือ  

การดองดวยเกลือแหง (Dry salted pickles) การดองดวยน้ำเกลือ (Brined fruit and vegetable pickles) 

และการดองแบบไมเติมเกลือ (Non salted lactic acid bacteria product) (Subhadrabandhu, 2001) 

สวนใหญนิยมบริโภคผลิตภัณฑที่มีการดองดวยน้ำเกลือ เชน แตงกวาดองในน้ำเกลือความเขมขนรอยละ 5-8 

(Maki, 2004) สำหรับมะกอกเขียว มะเขือยาว กะหล่ำปลี ขิง กระเทียม และมะมวงใชความเขมขนของ

น้ำเกลือรอยละ 6 (Kacem and Karam, 2006; Tanganurat et al., 2009) จากขางตนจะเห็นวาความ

เขมขนของเกลือรอยละ 5-8 เปนความเขมขนที่เหมาะสมในการหมักดองผักและผลไม และจากวิจัยหรือ

มาตรฐานผลิตภัณฑผักผลไมหมักดองสวนใหญอนุญาตใหใชเกลือประเภท sodium chloride ในกระบวนการ

แปรรูป เชน ผลิตภัณฑแตงกวาดอง (CODEX STANDARD FOR PICKLED CUCUMBERS (CUCUMBER 

PICKLES) CODEX STAN 115-1981) กำหนดใหใหสามารถเติมเกลือประเภท sodium chloride และ 

คาความเปนกรด-ดาง ไมเกิน pH 4.6  ผลิตภัณฑมะกอกดอง (CODEX STANDARD FOR TABLE OLIVES 

(CODEX STAN 66-1981)) อนุญาตใหเต ิมเกลือประเภท sodium chloride และ pH ไมเก ิน 4.3 และ

ผลิตภัณฑผักกาดดอง (มผช.284/2547) กำหนดและอธิบายคุณลักษณะของน้ำดองจะตองเปนของเหลว 

ที่ประกอบดวยเกลือหรือสารเพิ่มความกรอบ ความเปนกรด-ดาง (pH) ไมเกิน 4.5 จะเห็นวาเกลือประเภท 

sodium chloride มีความสำคัญอยางยิ่งในกระบวนการแปรรูปผักผลไมดอง นอกจาก sodium chloride 

แลวจุลินทรียแบคทีเรียกรดแล็กติกเปนปจจัยสำคัญที่ทำเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้นในการหมักดองผักและผลไม 

(ตารางที่ 2 แสดงแบคทีเรียกรดแล็กติกที่บทบาทสำคัญในการหมักดอง) แบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid 

bacteria, LAB) จ ัดอยู ในกลุมแบคทีเร ียแกรมบวก มีร ูปร างเซลลกลมหรือเปนทอน ไมสร างสปอร 

(Nonsporing) ไมเคลื่อนที่ (Non-motile) ไมสรางเอนไซมคะตะเลส แตในสภาวะการเจริญที่มีความเขมขน

ของน้ำตาลต่ำ เชื้ออาจสรางเอนไซมที่มีคุณสมบัติคลายเอนไซมคะตะเลส (Pseudocatalase) ได การจัด

จำแนกแบคทีเรียกรดแล็กติกในระดับสกุล สามารถพิจารณาจากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา รูปแบบของ

การหมักน้ำตาลกลูโคส ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ

และตอสภาวะกรดหรือดาง นอกจากนี้ยังรวมถึงการศึกษาอนุกรมวิธานโดยอาศัยองคประกอบทางเคมี 

(Chemotaxonomic markers) เชน การศึกษาองคประกอบของกรดไขมันและผนังเซลล รวมถึงการวิเคราะห
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ลำดับเบสของยีน 16S rRNA (16S rRNA gene sequencing) และการสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยวิธีที่มีการใช

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 

จัดหมวดหมูไดทั้งหมด 21 สกุล (Genus) อยางไรก็ตามสกุลของแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยี

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

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

Weissella  ความสำคัญของแบคทีเรียกรดแล็กติกในกระบวนการหมักดองเกิดจากระบวนการที่สำคัญ คือ 

กระบวนการหมักคารโบไฮเดรตชนิดตางๆ  ของแบคทีเรียกรดแล็กติกจะทำใหเกิดพลังงานเพื่อนำไปใชในการ

เจริญ โดยความสามารถในการหมักคารโบไฮเดรตจะแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของแบคทีเรียกรดแล็กติก และ

เนื่องจากน้ำตาลเฮกโซส (Hexose) เชน กลูโคสเปนน้ำตาลที่นำไปใชไดงาย ดังนั้นเชื้อทุกชนิดจึงสามารถนำ

กลูโคสไปใชในการเจริญได ทำใหสามารถแบงแบคทีเรียกรดแล็กติกออกเปน 2 กลุมใหญๆ ตามความสามารถ

ในการหมักกลูโคส ดังนี้ (1) Homofermentative lactic acid bacteria เปนกระบวนการเมแทบอลิซึมของ

แบคทีเรียกรดแล็กติกทุกชนิด ยกเวน Leuconostoc, Obliogately heterofermentative, Lactobacilli, 

Oenococci และ Weissellas (Axelsson, 2004) เกิดขึ ้นผานวิถ ีไกลโคไลซิลโดยเปลี ่ยนกลูโคสแลวได

ผลิตภัณฑสวนใหญเปนกรดแลกติกเพียงอยางเดียว (Homolactic fermentation) ดังนั้นแบคทีเรียกลุมนี้จงึมี

ความสำคัญในทางอุตสาหกรรม นอกจากนี้การหมักของแบคทีเรียในกลุมนี้ ทำใหไดผลิตภัณฑสุดทายที่เปน

กรดแลคติก ทำใหคาความเปนกรด-ดาง มีคาลดลงชวยยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียที่ทำใหอาหาร

เนาเสีย และที่กอใหเกิดโรคในอาหาร (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 ผูวิจัยคัดแยกและไดทำการศึกษาคุณสมบัติแลว กระบวนการดังกลาวเปนกระบวนการเมแทบอลิ

ซึมของแบคทีเรียกรดแล็กติกดำเนินตามวิถีฟอสโฟคีโตส หรือ 6-phosphogluconate pathway (Axelsson, 

2004) ผลิตภัณฑหลักที ่ไดจากกระบวนการหมักคือกรดแล็กติกประมาณรอยละ 50 สวนที ่เหลือเปน

คารบอนไดออกไซด เอธานอลหรือกรดอะซิติก ในสัดสวน 1:1:1 การหมักของแบคทีเรียกลุมนี้จะทำใหเกิด

สารประกอบตางๆ ซึ่งมีผลตอรสชาติและกลิ่นรสของผลิตภัณฑสุดทาย สามารถที่จะผลิตแมนนิทอลไดและบาง

สายพันธุก็สามารถผลิต Dextran ได เชน Leuconostoc mesenteroroides เชื ้อชนิดนี้จะมีความทนตอ

ความเขมขนของเกลือและน้ำตาลไดสูง และมักเจริญในชวงเริ่มตนของการหมัก ผลิตคารบอนไดออกไซดและ

กรด คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นยังเขามาแทนที่ออกซิเจนทำใหสภาวะเปนแบบไมมีออกซิเจน (Anaerobe) 

ซึ่งเหมาะกับการเจริญ Lactobacillus และออกซิเจนที่ถูกกำจัดออกไปนั้นยังสงผลดีตอลักษณะทางกายภาพ

ของผักและผลไมดวย มีผลตอการชวยรักษาสีของผักผลไมดดอง   
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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) 

 จากขางตนจะเห็นไดวาแบคทีเรียแล็กติกมีประโยชนตอกระบวนการแปรรูปผีกผลไมดอง 

โดยเฉพาะกระบวนการผลิตผักผลไมดองที่มีจำนวนแบคทีเรียกรดแล็กติกที่เพียงพอ เชน การเติมกลา

เชื้อ จะสงใหผลิตภัณฑไดคุณภาพ มีความสม่ำเสมอ มากกวากระบวนการหมักดองโดยธรรมชาติ ได

การศึกษาวิจัย ผลิตภัณฑมันฝรั่งหวานและน้ำสมดอง ที่มีการเติม starter culture และ mixed-

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

เปรียบเทียบกับการดองโดยธรรมชาติ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 วัน พบวาผลิตภัณฑ

ที่มีการเติมกลาเชื้อและกลาเชื้อผสมสามารถลดปริมาณจุลินทรียกอโรคในอาหาร และ non-lactic 

acid bacteria ไดดีกวา รวมถึงมีคา pH และปริมาณกรดแลคติกที่มากกวา อยูในระดับมาตรฐาน 

และเมื ่อทดสอบยอมรับตอผู บริโภคใหการยอมรับมากกวาเชนกัน (Neti Yuliana et al., 2013) 

นอกจากนี้สารประเภทกรดและอื่นๆ ที่แบคทีเรียประเภทนี้ผลิตขึ ้นแลว แบคทีเรียกรดแล็กติก 

ยังสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียที่ไดรับการยอมรับและมีความปลอดภัย พบวามีการสังเคราะหทั้ง 

กรดแล็กติก กรดอะซิติกและกรดฟอรมิก โดยสังเคราะหผานวิถีฟอสเฟสโฟคีโตเลส การยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรียชนิดอื ่นๆ ของกรดอินทรียเกิดขึ ้นจากการลดลงของความเปนกรด-ดางของ

สภาพแวดลอมและกรดที่ไมแตกตัว การที่ความเปนกรด-ดาง ลดลงเปนผลมาจากการสะสมของกรด

ซึ่งมีผลตอจุลินทรียที่ไมทนกรด เชน Escherichia coli, Bacillus sp., Vibrio parahaemolyticus 

และ Pseudomonas sp. ปกติแลวเยื่อหุมเซลลของจุลินทรียมีหนาที่เปนเยื่อเลือกผาน กรดอินทรีย

ในรูปที่ไมแตกตัวจะสามารถผานเยื่อหุมเซลลไดโดยวิถีแพรผาน เมื่อกรดอินทรียเขาสูภายในเซลลจะ

เกิดการแตกตัวและปลดปลอยโปรตอนเขาสูภายในไซโตพลาสซึม ทำใหเกิดการสะสมของกรดภายใน

เซลล สงผลใหแรงขับเคลื่อนโปรตอนถูกทำลาย ขัดขวางกระบวนการเมแทบอลิซึมที่สำคัญภายใน

เซลลทำใหเยื่อหุมเซลลสูญเสียความสามารถในการควบคุมการเขาออกของสารซึ่งมีผลตอการยับย้ัง

กลไกการขนสงอาหารและกระบวนการสรางพลังงาน (Ammor et al, 2006)  ไฮโดรเจนเปอร

ออกไซด (Hydrogen peroxide) แบคทีเรียกรดแล็กติกสรางไดโดยกระบวนการสงผานอิเล็กตรอน 
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ซึ่งความสามารถในการยับยั้งการเจริญของไฮโดรเจนเปอรออกไซด เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันบน

เซลลของแบคทีเรียเปาหมายที่มีหมูซัลฟไฮดริล (Sulfhydryl) มีผลทำใหเอนไซมหลายชนิดถูกทำลาย 

และเกิดปฏิกิริยาเพอออกซิเดชันของชั้นไขมันที่อยูที่เยื่อหุมเซลล (membrane lipid) สงผลใหเพ่ิม

การซึ่งผานได (Permeability) ของช้ันแมมเบรนที่ไมสามารถควบคุมการเขาออกของสารได (Ammor 

et at., 2006) นอกจากนี้ยังมีสารประเภท ไดอะซิติล คารบอนไดออกไซด สารโมเลกุลต่ำ  และ แบ

คเทอริโอซิน (Bacteriocins) สารชนิดนี้พบในแบคทีเรียกรดแล็กติกทั้ง 3 ไอโซเลทที่ผูวิจัยไดทำการ

คัดเลือกและศึกษาแลว แบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดหลายชนิด แตละชนิดมี

ลักษณะที่แตกตางกัน โดยกลไกการออกฤทธิ์พบไดถึง 3 แบบ คือ การยับยั้งการเจริญของเซลล 

(Bacteriostatic effect) การฆาทำลายเซลล (Bactericidal effect) และการฆาทำลายเซลพรอมทั้ง

ทำใหเซลลแตกดวย (Bacteriolytic effect) จากที่กลาวในขางตนความสำคัญของแบคทีเรียกรดแล็ก

ติกที่ผลตอการยับย้ังและทำลายจุลินทรียที่กอใหเกิดการเนาเสียของอาหารหมักดอง  

ผลิตภัณฑอาหารหมักดองเกิดในสภาวะที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงไมมีอากาศ (facultative 

anaerobe และ anaerobic bacteria)  จึงกอใหเกิดความเสี ่ยงตอการปนเปอน การอยูรอดของ

จุลินทรียกลุม Anaerobe และจากขอกำหนดตามมาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม (มอก.) และ

มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน (มผช.) ไดกำหนดชนิดและปริมาณการปนเปอนจุลินทรียกอโรค ไดแก  

Staphylococcus aureus    Bacillus cereus   Escherichia coli, Clostridium perfringens,  

Listeria monocytogenes  และ  Salmonella spp. จุลินทรียกอโรคเหลานี้บางชนิดสามารถสราง

สารพิษที่เปนอันตรายตอผูบริโภคได เชน Clostridium perfringens ซึ่งเปนแบคทีเรียที่ไมตองการ

อากาศ (anaerobic bacteria) เติบโตไดดีในสภาพที่ไมมีออกซิเจน ชวงอุณหภูมิการเติบโตอยูระหวาง 

20–50  C คา pH ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตอยูระหวาง 5-8.5 Clostridium perfringens หาก

มีการปนเปอนเขามาในการผลิต เมื่อเช้ือน้ีเจริญและเกิดการงอกของสปอร จะกอใหเกิดสารพิษ Type 

A B C D และ E (Jihong Li et al., 2013) ทำใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ นอกจากนี้จุลินทรียกอโรค 

Staphylococcus aureus   Bacillus cereus   Escherichia coli   Listeria monocytogenes  

และ  Salmonella spp. ลวนเปนจุลินทรียที ่สรางสารพิษแลวกอใหเกิดตอผูบริโภคทั้งสิ้น มีทั้ง

สารพิษประเภทเอกโซทอกซิน (exotoxin) ซึ่งเปนสารพิษที่เชื้อจุลินทรียสรางขึ้นและปลอยออกสู

ภายนอกเซลลระหวางการเจริญเติบโต และเอนโดทอกซิน (endotoxin) เปนสารพิษที่ถูกสรางขึ้น

และอยูภายในเซลลของเชื้อจุลินทรีย  ปลอยออกมาเมื่อเซลลถูกทำลาย นอกจากตัวเซลลและสารพิษ

แลว นอกจากนี ้ม ีรายงานพบ Listeria monocytogenes ในผลิตภัณฑมะกอกดองในน้ำเกลือ 

(Caggia et al., 2004; Flora Valeria Romeo, 2012) ยังตองคำนึงถึงแบคทีเรียที ่สามารถสราง

สปอรและมีความเสี ่ยงในการปนเป อนของผลิตภัณฑผักและผลไมดอง ไดแก  Clostridium 
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botulinum Clostridium perfringens และ Bacillus cereus เปนตน สปอรของแบคทีเรียทนรอน

ไดสูง ทนตอความแหงแลง การแชเยือกแข็ง (freezing) ได ทำใหเกิดปญหาในการฆาเชื้ออาหาร

ประเภทอาหารกระปอง จึงกอใหเกิดปญหาในผลิตภัณฑเนื่องจากการใหความรอนในผลิตภัณฑผัก

ผลไมดองน้ีอยูในระดับ pasterurization ประมาณ 77-74 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15-25 นาที  

 ดังน้ันจำเปนจะตองมีการควบคุมกระบวนการผลิต รวมถึงความเขมขนเริ่มตนของแบคทีเรีย

กรดแล็กติก ความเขมขนของเกลือ (Sodium chloride) คาความเปนกรด-ดาง ที่เปนปจจัยสำคัญที่

สงผลตอการควบคุมปริมาณจุลินทรียกอโรคในอาหาร สปอรและหรือเอนโดสปอร สารพิษจาก

จุลินทรีย 

การผลิตกลาเชื้อจึงมีความสำคัญประการหนึ่งที่จะชวยควบคุบและลดอันตราย ความเสี่ยง

ดังกลาว อยางไรก็ตามการผลิตกลาเชื้อที่สามารถใชเปนผงสำเร็จรูปในการแปรรูปนอกจะชวยควบคุม

กระบวนการผลิตใหเกิดคุณภาพและความปลอดภัยแลว ยังสามารถเพิ่มความสะดวกและงายตอการ

นำไปใชงาน รวมถึงสามารถขยายขนาดการผลิตไดเพียงพอตอความตองการของผูบริโภค กลาวคือ 

การประยุกตใช sodium chloride ที่ปรับความเขมขนใหอยูในระดับที่นำไปใชหมักดองผักผลไม

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

ในรูปแบบผงที่มีสวนผสมของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก  ใหสามารถนำไปใชงานไดเลย โดยอาศัย

เทคโนโลยีการผลิตดวยวิธีการ freeze-drying เนื ่องจากเปนกระบวนการทำแหงภายใตสภาวะ

อุณหภูมิและความดันต่ำ ทำใหเกิดความเสียหายตอเซลลแบคทีเรียนอยที่สุด จึงชวยใหผลิตภัณฑคง

คุณคาทางโภชนาการ เนื้อสัมผัส สี กลิ่น และรสชาติ ไดใกลเคียงกับของสด  (Diana Berner and 

Helmut Viernstein, 2006)  ซึ ่งมีความเปนไปไดเนื ่องจากมีรายงานวามีการนำเอา sodium 

chloride ไปใชเปนสาร cryoprotectant คือ มีการศึกษาการอยูรอดและเสถียรภาพ Lactococcus 

lactis Sr. 3.54 โดยใช sodium chloride เขมขน 0.9% (Diana Berner and Helmut Viernstein, 

2006) นอกจากนี ้ย ังม ีการศึกษาการอยู รอด และเสถียรภาพการเปนสารปกปองเซลลของ 

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 ผลการศึกษาพบวา skim milk มีประ

สิทิภาพดีที่สุด และ Sodium chloride ยังคงมีประสิทธิภาพในการเปนสารปกปองเซลลที่ยังคงอยู

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

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

1.แหลงที่มาของขอมูล 

งานวิจัยนี้ไดนำแบคทีเรียกรดแล็กติกที่ไดทำการคัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) 

ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  พรอมทั้งศึกษาปจจัยความเขมขนของเกลือ 

sodium chloride 5-8% (w/v) กรด-ดาง ที ่ pH 2 และ 4 สภาวะไรอากาศ และอุณหภูมิ 35 องศา

เซลเซียส โดยการจำลองสภาวะการเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกตามสภาวะการผลิตผักผลไมดอง

ขางตน ความสามารถในการผลิตสารเมทาบอไลทรวมถึงแบคเทอริโอซิน ที่มีประสิทธิภาพในการในการ

ทำลายหรือยับยั ้งในระดับ bactericidal และ bacteriostatic นอกจากนี ้มีการศึกษาประสิทธิภาพ

กิจกรรมของแบคทีเรียแล็กติกดังกลาวรวมกับ sodium chloride (preservative) ที่ความเขมที่ขนที่

เพียงพอตอการยับยั้งหรือลดความเสี่ยงที่กลาวไวในขางตนได ตลอดจนสิ้นสุดกระบวนการผลิต โดยความ

เขมขน sodium chloride ที่ศึกษาจะตองสามารถปกปองรักษาใหแบคทีเรียกรดแล็กติกสามารถแสดง

กิจกรรมและคุณสมบัติในการดองผักผลไมได และเปนความเขมขนที่สามารถนำไปใชเปนสวนผสม  

(Ingredients) ที่ใหรสชาติ คุณสมบัติทางกายภาพที่ดีตอผลิตภัณฑ โดยสามารถนำไปใชงานไดสะดวกใน

รูปแบบผงสำเร็จรูป นำไปเติมในการหมักดองกับผักผลไมไดโดยไมจำเปนจะตองเติมสวนผสมอื่นๆ โดยผง

สำเร็จรูปจะตองยังคงประสิทธิของการเปนทั ้งกลาเชื ้อ ที ่ไดคุณภาพ ความปลอดภัยจากจุลินทรีย 

โดยเฉพาะในกลุมที่มีความเสี่ยงที่สามารถเจริญและอยูในสภาวะที่เปนกรด โซเดียมคลอไรด และในสภาวะ

ที่มีอากาศเล็กนอยไปจนถึงสภาวะที่ไมมีอากาศ   

 

2. วิธีการเก็บรวบรวมขอมูล 

2.1 การจำแนกชนิดของแบคทเีรียดวยชุดตรวจสอบสำเร็จรูป  API 50 CHL medium 

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกแตละไอโซเลตบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar ที่อุณหภูมิ 35 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันใชไมพันสำลีปลอดเช้ือ swab โคโลนีเด่ียวบริสุทธ์ิใหได

เซลลปรมิาณมากใสลงในน้ำกลั่นปลอดเช้ือ 2 มลิลิลิตร (หลอดที่ 1) ผสมใหเปนเน้ือเดียวกัน แลวจึง

ถายสารละลายเซลลจากหลอดน้ีดวยปริมาตรที่แนนอน (n) ใสลงในน้ำกลั่นปลอดเช้ือ 5 มลิลิลิตร 

(หลอดที่ 2) น้ีมีความขุนเทียบกับ McFarland เบอร 2 ผสมกันจนเขาเปนเน้ือเดียวกัน หลังจากน้ันถาย

เช้ือปริมาณ 2n ใสลงใน API 50 CHL medium แลวผสมใหเขากัน  ใส API 50 CHL medium ทีม่ี

เช้ือผสมอยูลงใน API 50 CH strips แตละหลุม ปดทบัผิวหนาของแตละหลุมดวยน้ำมันมิเนอรอล 

(mineral oil) นำ API kits บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส และติดตามการเกิดปฏิกิริยาหลังจาก 24 

และ 48 ช่ัวโมง นำผลที่ไดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม API WEB  (BIOMERIEUX) โดยถาอาหาร
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เปลี่ยนเปนสีเหลือง คือ ใหผลเปนบวก  ถาอาหารไมเปลี่ยนเปนสีเหลือง คือ ใหผลเปนลบ ยกเวนหลมุ

ที่ 25 ทีจ่ะใหผลเปนบวกเมื่อเปลี่ยนเปนสีดำ 

 

      2.2 การผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรปู Leuconostoc mesenteroides ssp. และ Lactobacillus  

           delbrueckii ssp delbrueckii 

2.2.1 การเตรยีมกลาเชื้อแบคทีเรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. และ  

Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii 

นำเชื้อจากตูเก็บเชื้อจุลินทรียที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงใน MRS 

broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 rpm 

จากนั้นนำเซลลไป streak บนอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 

ชั่วโมง คัดแยกโคโลนีเดี่ยวมาเพาะเลี้ยงใน MRS broth บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

48 ชั่วโมง จากนั้นนำไปแยกตะกอนของเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000×g เปนเวลา 

10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางตะกอนดวยสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 

จำนวน 2 ครั้ง ทำใหเซลลแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% (w/v) 

2.2.2 การเตรียมสาร cryoprotectant และการผลิตกลาเช ื ้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) แลวนำไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีดวยหมอนึ่งความดันไอ 

(autoclave) ทิ ้งใหอุณหภูมิเย็นลงที ่อ ุณหภูมิหอง จากนั ้นแขวนลอยเซลลของ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. และ Lactobacillus delbrueckii ssp delbrueckii โดยใหมีจำนวนเซลล

สุดทายเทากับ 108-109 CFU/g นำตัวอยางไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นนำตัวอยางเขาเครื่อง freeze dryer โดยมีสภาวะเริ่มตน -20 องศาเซลเซียส ความดัน

1.0E+3 mbar เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง และปรับอุณหภูมิสุดทายของเครื่องเทากับ 35 องศาเซลเซียส

เพื่อทำใหตัวอยางแหง โดยมีเกณฑคุณภาพพิจารณารวม ไดแก (1) ปริมาณสปอรภายหลังการทำแหง

มากกวา 107 CFU/g (2) ปริมาณความชื้นนอยกวา 7% (wet basis) และ (3) คาปริมาณน้ำอิสระ

นอยกวา 0.6 จากนั้นเก็บรักษากลาเชื ้อผงโดยบรรจุแบบปลอดเชื้อในถุงอะลูมิเนียมฟอยลแบบ

สุญญากาศ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15 20 25 องศาเซลเซียส ทำการสุมตัวอยางมาตรวจวิเคราะหเปน

ระยะเวลา วันที่ 0 30  90  และ 180 ตามลำดับ 
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2.2 การศึกษาการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใตสภาวะความเขมขน  

ของโซเดียมคลอไรดและความเปนกรดสูง 

2.2.1 การเตรียมเชื้อกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก 

นำเช้ือจากตูเก็บเช้ือจุลินทรียที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยงบนอาหาร 

MRS broth บมใน anaerobic 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 เพ่ือนำไปใชศึกษาตอไป 

2.2.2 การศึกษาการเจริญ การผลิตเอนไซม และการผลิตแบคเทอริโอซินของ NCR-7 และ NCR-

12 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว  

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 เริ่มตนที่ 2 4 

และ 6 ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตรในหลอดทดลอง บมใน anaerobic jar ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

ตรวจนับปริมาณเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก (CFU/ml) ดวยวิธี spread plate บน MRS agar  วัดคา 

pH  การผลิตเอนไซม และการผลิตแบคทริโอซินที่ระยะเวลาตาง ๆ ไดแก 0 6 12 18 24 36 และ 48 

ช่ัวโมง 

2.2.3 การเตรียมสารแบคเทอริโอซินแบบหยาบจากไอโซเลท  

เลี้ยงแบคทีเรียแตละไอโซเลตที่คัดกรองไดในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่

อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน anaerobic jar จากนั้นแยกสวนใสดวยวิธีการ 

centrifuge ที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที  

2.2.4 การทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินดวยวิธี Agar well diffusion   

ใสเชื้อแบคทีเรียกอโรคทดสอบ ไดแก E. coli และ Salmonella sp. ในความเขมขน 1 (% v/v) 

ลงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อแข็ง  Muller Hinton ที ่หลอมละลาย เทลงในจานอาหารเลี ้ยงเชื ้อขนาด 

100x15 มิลลิเมตร ผสมใหเขากับอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเทคนิค pour plate แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหอาหารแข็งตัว หลังจากนั้นเจาะหลุมบนอาหารเลี้ยงเชื้อดวยที่เจาะหลุมวุน 

(cork borer) โดยชองมีขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร หยดสวนใส MRS ที่ไดจากการเลี้ยงไอ

โซเลตปริมาตร 40 µl ลงหลุม บมจานอาหารเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
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ชั่วโมง  อานผลการยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคทั้ง 4 ชนิด โดยการวัดเสนผานศูนยกลางบริเวณใส

การยับย้ังการเจริญ (Diameter of inhibition zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 

2.2.5 การทดสอบการสรางเอนไซมที่สำคัญในการหมัก 

แยกสวนใส MRS broth ที่ไดจากการเลี ้ยงในแตละไอโซเลต ดวยวิธีการ centrifuge ที่

ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวปเปตดูดสวนใสปริมาตร 

40 µl หยดลงหลุมอาหารแข็งที ่เจาะดวยที ่เจาะหลุมวุ น (cork borer) ที่มีเสนผานศูนยกลาง 6 

มิลลิเมตร เพื่อวิเคราะหการสรางเอนไซม 2 ชนิด ไดแก pectinase และ cellulase จากนั้นนำไปบม

ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวเติมสารละลายไอโอดีนเฉพาะอาหารเลี้ยงเช้ือ

ที่ใชคัดกรองการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase เกลี่ยใหทั่ว ทิ้งไวนาน 5 นาที หลังจากน้ัน

วัดขนาดสวนใส (clear zone) ดวยเวอรเนียคารลิบเปอร 

 

 

2.3 วิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 16s rRNA ดวยวิธี sequencing 

 กลาเชื้อสด Leuconostoc mesenteroides ssp. มาทำการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวทำการสกัด DNA ดวยวิธี CTAB  (Zhou et al., 1996) จากนั้นเพิ ่มปริมาณยีน 

(Amplification) ชวง 16s ดวยวิธี 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) โดยมีสัดสวนของสารเคมีและ

สภาวะการทดลองตามตารางที่ 2 และ 3 ตามลำดับ เมื ่อได PCR product แลว นำมาตรวจสอบขนาด 

(~1500 bp) ดวยวิธี electrophoresis 1% agarose gel จากน้ันวิเคราะหดวย DNA sequencing (Model : 

ABI 3730XL) เพ ื ่อเปร ียบเท ียบลำด ับน ิวคล ีโอไทดจากฐานขอม ูล GenBank ใน NCBI ดวย  BLAST 

(http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) พิจารณาผลการทดสอบกับความคลายคลึงของจุลินทรีย

แตละสปชีสในฐานขอมูลดวย % similarity  
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ตารางที่ 3.1 สัดสวนของสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา 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 ดวยไพรเมอร 27F/1492R  เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนชวง 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  

 

 

วิธีการวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลเชิงปริมาณวิเคราะหผลทางสถิติโดยวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหความแปรปรวน

โดยใช ANOVA ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยแตละชุดการทดลองดวยวิธี 

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

ผลการวิจัย 

 

ตอนที่ 1 การทดสอบจำแนกชนิดของกลาเชื้อแบคทเีรยีแล็กติกดวยการคัดเลือกและจัดจำแนกใน 

           ระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทเีรยีชนิดสำเร็จรปูแบบ API 50 CHL 

จากงานวิจัยที่ผานมาที่ไดทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากผลไมรสเปรี้ยวแลวมาทำการวิเคราะห

คุณสมบัติของความเปนกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก (Lactic acid bacteria) จำนวน 2 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติ

ทางสัณฐานวิทยาเบื้องตนที่สามารถจำแนกไดวาเปนแบคทีเรียในกลุม Lactic acid bacteria และมีคุณสมบัติใน

การเปนกลาเชื้อจุลินทรีย คือมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียกอโรค E.coli และ Salmonella sp. ทั้งยังมี

ความสามารถในการผลิตเอนไซม Pectinase และ Cellulase ไดและเมื่อนำทั้ง 2 ไอโซเลท ไปทำการจำแนกชนิด

ของแบคทีเรียดวยชุดตรวจสอบสำเร็จรูป  API 50 CHL medium ผลการทดสอบ พบวาแบคทีเรียทั้ง 2 ชนิดมี

คุณสมบัติเปนจุลินทรีย Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranium รอยละ 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 ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL medium 
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รูปที่ 4.2 : ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแล็กติก Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ดวยชุด 

           จำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL medium 

ตอนที่ 2 การผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรปูแบคทีเรียแล็กติกและทดสอบคณุภาพของกลาเชื้อแบคทเีรยีแล็กติก  

           Leuconostoc mesenteroides ssp. Lactobacilludelbrueckii ssp delbrueckii และ  

          Lactobacillus lactis ssp. Lactis1 

เมื่อไดทำการจำแนกชนิดของแบคทีเรียแล็กติดดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูป API 

50 CHL medium ไดกลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก 2 สายพันธุ ไดแก Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranium และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii แลวจึง

นำมาผลิตกลาเชื้อผงดวยเทคนิคการทำแหงดวยวิธีการระเหิดแหงดวยเครื่อง Freeze dryer ได

สภาวะที่เหมาะสมคือ ที่ความดัน 0.045 มิลลิบาร อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

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

Maltodextrin ความเขมขนรอยละ 10 20 30 (%w/v) พบวาความเขมขนที่เหมาะสมของการใชสาร 

cryoprotectant โดยพิจารณาจากผลผลิตสุทธิที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงที่ได

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

ของผลผลิต(%yield) มากกวา 90% ที่มีความชื้นไมเกินรอยละ 3 และปริมาณน้ำอิสระ (aw) ไมเกิน 

0.3 ซึ่งเปนไปตามเกณฑคุณสมบัติของผลิตภัณฑกลาเชื้อผงที่ผานการทำแหง จากนั้นนำไปทดสอบ

ประสิทธิภาพความสามารถตอการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) และคุณสมบัติของกลาเช้ือ 

พบวาหลังจากผานกระบวนการผลิตดวยเครื ่อง freeze dryer ที ่สภาวะดังกลาว มีกลาเช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides ssp. แ ล ะ  Lactobacillus delbrueckii  ssp delbrueckii 

หลงเหลือประมาณ 8-10 log cfu/g จากปริมาณเช้ือเริ่มตน 12 log cfu/g  
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ตารางที ่4.1 ประสิทธิภาพความสามารถของการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) กลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum และ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

 

กลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก ชนิดของสารปกปอง 

(cryoprotectant) 

เกณฑพิจารณา 

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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เมื่อไดทำการผลิตกลาเชื้อผงสำเร็จรูปของแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. 

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

รูปแบบการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อแบคทีเรียในรูปแบบผงสำเร็จรูปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวภายใต

สภาวะที่ควบคุมความเขมขนของโซเดียมคลอไรด (NaCl) 5 6 7 และ 8 %(w/v) และสภาวะความเปนกรดที่ 

pH เทากับ 2 และ 4 ภายใตอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง อัตราการเจริญเติบโต (Growth 

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

เลี้ยงเชื้อเหลว MRS) และที่สภาวะความเขมขนของเกลือโซเดียมคลอไรด 5-8 (%w/v) พบวาที่ความเขมขน

ของโซเดียมคลอไรด 5 (%w/v) มีอัตราการเจริญเติบโตสูงที่สุด (ดังรูปที่ 4.3) และหลังจากชั่วโมงที่ 36 พบวา

ที่ความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) มีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นมากกวา 4 log cycle และอัตราการเจริญเติบโต

ของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii (รูปที่ 4.5) พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 6 7 

และ 8 (%w/v) มีแนวโนมการเจริญเติบโตลดลงหลังช่ัวโมงที่ 12 อยางไรก็ตามการเจริญของเช้ือที่ความเขมขน

ของเกลือ 5 (%w/v) ยังคงมีอัตราการเจริญสูงสุด และเมื่อศึกษาการเจริญและกิจกรรมของกลาเชื้อในอาหาร

เล ี ้ยงเช ื ้อเหลวภายใต สภาวะความเป นกรด-ดาง พบวาอ ัตราการเจร ิญเต ิบโตของ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ในสภาวะความเปนกรดที่ pH เทากับ 2 (รูปที่ 4.4) 

มีอัตราการเจริญเติบโตลดลงหลังชั่วโมงที่ 6 แตที่ pH เทากับ 4 เชื้อดังกลาวมีอัตราการเจริญเพิ่มขึ้นหลัง

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

ภายใตสภาวะความเปนกรด (รูปที่ 4.6) ที่ pH เทากับ 4 มีอัตราการเจริญดีกวาที่ pH เทากับ 2 และพบวาที่ 

pH เทากับ 4 มีอัตราการเจริญสูงสุด ณ ช่ัวโมงที่ 6 สวนที่ pH เทากับ 2 มีอัตราการเจริญลดลงอยางตอเน่ือง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 :  อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Leuconostoc mesenteroides ssp.  

             mesenteroides/dextranicum ภายใตสภาวะความเขมขนตางๆ ของสารละลาย 

             เกลอืโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

             mesenteroides/dextranicum ภายใตสภาวะความเปนกรด 
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รูปที่ 4.5 :  อัตราการเจริญเติบโต (Growth rate) ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  

            ภายใตสภาวะความเขมขนสารละลายโซเดียม (NaCl) 

 

 

 

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

            ภายใตสภาวะความเปนกรด  
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ตอนที่ 3 กิจกรรมการสรางเอนไซมที่สำคญัในการหมัก และความสามารถในการผลติ               

  แบคเทอริโอซินของกลาเชือ้ผงสำเร็จรูป 

เอนไซมสำคัญที่เกิดขึ้นในกระบวนในการหมักนี้ ไดแก pectinase และ cellulase ของกลาเชื้อแบคทีเรีย 

แล็คติก Leuconostoc mesenteroides ssp.mesenteroides/dextranicum ในสภาวะความเขมขนของเกลือ

ที่ความเขมขนตางๆ จากตารางที่ 4.2 ซึ่งทดสอบกิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase ของเชื้อดังกลาวที่ความ

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 คือเทากับ 8.2±0.26 มิลลิเมตร  สวนที่ความเขมขนของ

เกลือ 6 (%w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดในชั่วโมงที่ 48 เชนกัน โดยมีขนาดของ clear 

zone เทากับ 7.5±0.06 มิลลิเมตร และที ่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื ้อมีการผลิตเอนไซม 

pectinase สูงสุดในชั่วโมงที่ 24 โดยมีขนาดของ clear zone เทากับ 6.5±0.20 มิลลิเมตร โดยที่ความ

เขมขนของเกลือ 5 (%w/v) จะพบการผลิตเอนไซม protease ตั้งแตชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 48 

ทั้งยังมีคาเฉลี่ยของ clear zone สูงที่สุดที่ชั่วโมงที่ 48 เมื่อเทียบกับความเขมขนของเกลือที่ความเขมขน

อ ื ่นๆ อ ีกด วย ส วนการทดสอบก ิจกรรมการผล ิตเอนไซม  cellulase ของเช ื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum จากตารางที ่ 4.3 ที ่ความเขมขนของเกลือ 5 

(%w/v) เชื ้อมีการผลิตเอนไซม cellulose สูงสุดที ่ชั ่วโมงที ่ 48 คือมี clear zone เทากับ 7.6±0.21 

มิลลิเมตร สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v) เชื้อมีการผลิตเอนไซม cellulose สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 48 

เชนกัน คือมี clear zone เทากับ 7.6±0.12 มิลลิเมตร และที่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื้อมีการ

ผลิตเอนไซม cellulase ที่ชั่วโมงที่ 12 18 และชั่วโมงที่ 24 แตอยางไรก็ตามที่ความเขมขนของเกลือสูง 

ตั้งแตที่ความเขมขน 8 ไมพบการผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิด (ทั้งเอนไซม pectinase และ cellulase) จาก

เชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum แสดงถึงความสามารถของ

เชื้อในการแสดงกิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะที่มีเกลือ เชื้อจะสามารถ

เจริญไดในสภาวะที่มีเกลือความเขมขน 5 6 และ 7 %w/v แตไมสามารถผลิตเอนไซมทั้ง 2 ชนิดไดใน

สภาวะที่มีเกลือสูงต้ังแตที่ความเขมขนของเกลือ 8 (%w/v) 
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ตารางที่ 4.2 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinaseของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม 

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 (ตรวจไมพบ) 

 

ตารางที่ 4.3 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมcellulaseของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 
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 สำหรับการทดสอบกิจกรรมการสรางเอนไซม pectinase และ cellulase ของเชื ้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum ในสภาวะที่เปนกรด จากตารางที่ 4.4 และ 4.5 นั้น พบวาไม

มีการผลิตทั้งเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะที่มี pH เทากับ 2 เนื่องจากเปนสภาวะที่มีความเปนกรด

สูง ไมเหมาะกับการเจริญของเชื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum แตที่

สภาวะที่มี pH เทากับ 4 พบการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในชั่วโมงที่ 18 24 36 และชั่วโมงที่ 

48 โดยมีการผลิตเอนไซม protease สูงสุดที่ชั่วโมงที่ 36 ซึ่งมี clear zone เทากับ 7.1±0.08 มิลลิเมตร และ

มีการผลิตเอนไซม cellulase สูงสุดที่ช่ัวโมงที่ 48 ซึ่งมี clear zone เทากับ 7.4 ±0.10 มิลลิเมตร 

 

ตารางที่ 4.4 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinase ของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.5 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซมcellulaseของ  Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 

  

 คุณสมบัติการผลิตสารแบคเทอริโอซินเพื ่อยับยั ้งการเจริญของเชื ้อกอโรคนั ้น ไดทำการทดสอบการ 

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 ไดแก 

Escherichia coli และ Salmonella sp. (ตารางที่ 4.6) มีความสามารถในการยังยั้งจุลินทรียกอโรคในอาหารทั้ง

จุลินทรียทั้ง 2 ชนิดได จากตารางที่ 4.6 ซึ่งทดสอบการผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้ง E.coli ของเชื้อ Leuconostoc 

mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum พบวาในสภาวะที ่มีความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v)  

เชื้อดังกลาวสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งการเจริญของ E.coli ไดในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมงที่ 48 

สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v)  มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้ง E. coli ที่ชั่วโมงที่ 24 และ 36 

และที่ความเขมขนของเกลือ 7 (%w/v) เชื้อมีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 และสำหรับการสราง 

แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 4.7 พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 

5 และ 6 (%w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั ้ง Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 36 และ 48 สวนที่ 

ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 เชนเดียวกันกับการสรางแบคเทอริ

โอซินมายับยั ้ง E. coli แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 8 (%w/v) เชื ้อไมมีการผลิต 

แบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทั้ง 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 ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 4.7 และ 4.8 

พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง ที่ pH เทากับ 2 เชื้อไมมีการสรางแบคเทอริโอซินเพื่อมายับยั้งการเจริญ 
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ของจุลินทรียกอโรคทั้ง 2 ชนิด แตที่ pH เทากับ 4 พบวามีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ 

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 ทีส่ภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone  (mm) 

 
ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 

ตารางที่ 4.7 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone  (mm) 

 
ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.8 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง E. coli ของ Leuconostoc mesenteroides ssp. 

mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 

 

ตารางที่ 4.9 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Leuconostoc mesenteroides 

ssp. mesenteroides/dextranicum ทีส่ภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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) 
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เม ื ่อทำการทดสอบคุณสมบัต ิต างๆของเชื ้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/ 

dextranicum ในสภาวะของเกลือและกรดแลว ก็จะมีการทดสอบคุณสมบัติของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ซึ่งเปนจุลินทรียที่จำแนกไดอีกชนิดหนึ่งควบคูกันไป โดยในการทดสอบกิจกรรมการผลิต

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

ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 5-8 (%w/v) จากตารางที่ 4.10 พบวาที่ความเขมขนของเกลือ 5 และ 6 %w/v มี

การผลิตเอนไซม pectinase ในชั่วโมงที่ 24 36 และชั่วโมงที่ 48 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v มีการ

ผลิตเอนไซม pectinase ในชั่วโมงที่ 24 โดยมี clear zone เทากับ 6.5±010 มิลลิเมตร แตไมพบการผลิต

เอนไซม pectinase ของเชื้อในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ  8 (%w/v) และจากตารางที่ 4.11 พบวา

ความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) มีการผลิตเอนไซม cellulase ในชั่วโมงที่ 24 และ 36 แตไมพบการผลิต

เอนไซม cellulase ของเชื้อในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือตั้งแต 6 7 8 (%w/v) นอกจากนี้การทดสอบ

กิจกรรมการผลิตเอนไซม pectinase และ cellulase ในสภาวะความเปนกรด จากตารางที่ 4.12 และ 4.13 

พบวาที่สภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) เชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii  ไมมีการผลิต

เอนไซม protease และ cellulase สวนที่ pH เทากับ 4 เช้ือมีการผลิตเอนไซม protease และ cellulase ใน

ช่ัวโมงที่ 18 และ 24  

 

ตารางที่ 4.10 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinaseของ  Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii  ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.11 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม cellulase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก (h คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ clear zone (mm) 

 
ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 

 

 

ตารางที่ 4.12 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม pectinase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.13 : ผลการทดสอบกิจกรรมเอนไซม cellulase ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 

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

delbrueckii เพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค 2 ชนิด ไดแก Escherichia coli และ Salmonella sp. ใน

สภาวะที่มีความเขมขนของเกลือ 5 (%w/v) เชื้อดังกลาวสามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือยับยั้งการเจริญของ 

E.coli ไดในชั่วโมงที่ 24 และ 36 สวนที่ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v)มีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั้ง       

E. coli ที่ช่ัวโมงที่ 12 และที่ความเขมขนของเกลือ 7 %w/v เช้ือมีการสรางแบคเทอริโอซินในช่ัวโมงที่ 18 และ

สำหรับการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของ Salmonella sp. จากตารางที่ 4.15 พบวาที่ความ

เขมขนของเกลือ 5 (%w/v)  มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้ง Salmonella sp. ในชั่วโมงที่ 18 สวนที่

ความเขมขนของเกลือ 6 (%w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 36 และ 48 และที่ความเขมขนของ

เกลือ 7 (%w/v) มีการสรางแบคเทอริโอซินในชั่วโมงที่ 18 แตอยางไรก็ตามในสภาวะความเขมขนของเกลือ 

8 (%w/v) เชื ้อไมม ีการผลิตแบคเทอริโอซินมายับยั ้งการเจริญของจุล ินทรีย ก อโรคทั ้ง  E. coli และ 

Salmonella sp. สำหรับการผลิตแบคเทอริโอซินของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii 

ในสภาวะความเปนกรดสูง (pH 2) จากตารางที่ 4.16 และ 4.17 พบวาเชื้อไมมีการผลิตแบคเทอริโอซินมา

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

Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii มีการสรางแบคเทอริโอซินมายับยั้งการเจริญของทั้ง E. coli 

และ Salmonella sp. ในช่ัวโมงที่ 12 และ 18 

 

 



30 

 

  

ตารางที่ 4.14 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก 

(h) 
คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

 
ไมเติม 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 (ตรวจไมพบ) 

 

 

ตารางที่ 4.15 :  ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับย้ัง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ที่สภาวะความเขมขนของสารละลายเกลือโซเดียมคลอไรด (NaCl) 

ระยะเวลาหมัก 

(h) 

คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ inhibition zone (mm) 

ไมเติม 

NaCl 

NaCl 

5(%w/v) 

NaCl 

6(%w/v) 

NaCl 

7(%w/v) 

NaCl 

8(%w/v) 

ไมเติม 

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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.16 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง E.coli ของ Lactobacillus delbrueckii ssp. 

delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 

ตารางที่ 4.17 : ผลการผลิตแบคเทอริโอซนิเพ่ือยับยั้ง Salmonella sp. ของ Lactobacillus delbrueckii 

ssp. delbrueckii ที่สภาวะความเปนกรด 

ระยะเวลาหมัก (h) คาเฉลี่ยเสนผานศนูยกลางของ 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 (ตรวจไมพบ) 
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ตารางที่ 4.18 ปริมาณกลาเช้ือสำเร็จรูปแบคทีเรียแล็กติก Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum และ  

                  Lactobacillus delbrueckii ssp. delbrueckii ที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆเปนเวลา 6 เดือน 

 

Storage 

time 

(Month)  

จำนวนกลาเชื้อที่อยูรอด (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 ตรวจไมพบจำนวนสปอรที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษา 
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ตอนที่ 5 ผลวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน 16S rDNA 

จากการทดสอบคุณสมบัติของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็กติกที่ใชในการหมักดองผักผสมพบวากลาเช้ือ 

Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum เปนกลาเชื ้อแบคทีเรียแล็กติกที่มี

คุณสมบัติในการหมักดองผัก-ผลไม และทำใหผลิตภัณฑที่ดีเปนไปตามคุณภาพตามมาตรฐานผลิตภัณฑผัก-

ผลไมดองได จึงไดมีการนำกลาเชื้อ Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides/dextranicum 

มา ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) พบวากลาเช้ือ

ดังกลาวมีคุณสมบัติของการเปนกลาเชื้อ Leuconostoc pseudomesenteroides จากฐานขอมูล GenBank 

ที่ accession number LC223100 โดยมี % ความคลายคลึงก ันของยีน 100% similarity อางอิงจาก

ฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

 

 

ตารางที่ 4.19 การทดสอบความคลายคลึงของชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือ 

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

จากฐานขอมูล 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 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัย 

 นำกลา Leuconostoc mesenteroides ssp. และ Lactobacillus delbrueckii  ssp delbrueckii ที่ได

จากการคัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด (Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรูปแบบ API 50 CHL  

มาผลิตกลาเชื้อผงดวยเทคนิคการทำแหงดวยวิธีการระเหิดแหงดวยเครื่อง Freeze dryer ไดสภาวะที่เหมาะสมคือ ที่

ความดัน 0.045 มิลลิบาร อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง รวมกับการใช sodium chloride (NaCl) 

ความเขมขนรอยละ 10 15 20 (w/v) และ Maltodextrin ความเขมขนรอยละ 10 20 30  (w/v) พบวาความเขมขน

ที่เหมาะสมของการใช sodium chloride คือรอยละ 15 และ 20  สวน Maltodextrin คือรอยละ 30 โดยพิจารณา

จากผลผลิตสุทธิที่ไดจากกระบวนการผลิต (% yield) ของผงแหงที่ไดมากที่สุดถึงรอยละ 90 ที่มีความชื้นไมเกินรอย

ละ 5 และปริมาณน้ำอิสระ (aw) ไมเกิน 0.4 ตามเกณฑคุณสมบัติผลิตภัณฑผงแหง จากนั้นนำไปทดสอบประสิทธิภาพ

ความสามารถตอการเปนสารปกปอง (cryoprotectant) และคุณสมบัติของกลาเชื้อ โดยทดสอบคุณสมบัติของกลา

เชื้อผงในสภาวะจำลองการดองเกลือ (brine) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส แบบ facultative anaerobe 

ปรับความเขมขนของน้ำเกลือเปน 5, 6, 7 และ 8 %(w/v) รวมกับการปรับคาความเปนกรด-ดาง ในระดับ pH 

2, 3, 4 และ 5 โดยวางแผนการทำการทดลองแบบ factorial experiments in CRD พบวาหลังจากผาน

กระบวนการผลิตดวยเครื่อง freeze dryer ที ่สภาวะดังกลาว มีกลาเชื ้อ คัดเลือกและจัดจำแนกในระดับชนิด 

(Species) ดวยชุดจำแนกแบคทีเรียชนิดสำเร็จรปูแบบ API 50 CHL หลงเหลือประมาณ log 8-10 cfu/g จากปริมาณ

เชื ้อเร ิ ่มตน 12 log cfu/g และกลาเชื ้อผงที ่ได ม ีความสามารถในการผลิต crude bacteriocin ตอการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียกอโรค 2 ชนิดไดแก Salmonella spp. และ E.coli อยางไรก็ตามยังพบวากลาเชื้อผง Leuconostoc 

mesenteroides ssp. ที ่มี Nacl รอยละ 15 Maltodextrin รอยละ 30 เปนสารปกปอง มีกิจกรรมของเอ็นไซม 

(enzyme activity) 2 ชนิด ไดแก cellulase และ pectinase ซึ่งเปนคุณลักษณะที่ดีของกลาเชื้อที่จะนำไปใชในการ

หมักดองอาหารตอไป และศึกษาอายุการเก็บรักษาของผงสำเร็จรูปกลาเชื้อสำหรับแปรรูปผักผลไมดองโดยใช

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

พบวา Leuconostoc mesenteroides ssp. มีประสิทธิภาพและคุณสมบัติของความเปนกลาเชื้อแบคทีเรีย

กรดแล็กติดที่ดีมีแนวโนมที่จะนำกลาเช้ือดังกลาวไปทดสอบการดองจริงตอไปได จึงไดมีการนำกลาเช้ือดังกลาว

ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) พบวากลาเชื้อดังกลาว

ม ีค ุณสมบัต ิของการเปนกลาเช ื ้อ Leuconostoc pseudomesenteroides จากฐานขอม ูล GenBank 

ที่ accession number LC223100 อางอ ิงจากฐานขอม ูล NCBI (National Center for Biotechnology 

Information) จึงยืนยันไดวาในกระบวนการวิจัยนี้กลาเชื้อผงสำเร็จรูป Leuconostoc mesenteroides ssp. 
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นี้สามารถนำไปใชในการเปนกลาเชื้อผงสำเร็จรูปที่ใชงานไดงาย สะดวกและมีความปลอดภัยสำหรับการหมัก

ดองผักและผลไม 

 

ขอเสนอแนะ 

การยืนยันสายพันธุของกลาเชื้อแบคทีเรียแล็คติก Leuconostoc mesenteroides ssp. ดวยการ

ทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA แลวจึงทำการฝากเก็บรักษากลาเชื้อที่แหลงเก็บ

เชื้อจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.)  เพื่อการเก็บรักษาในสภาวะที่

เหมาะสมและสำหรับการเผยแพรเชื้อจุลินทรียเพื่อการศึกษาวิจัยและประโยชนในเชิงพานิชยตอผูที่มีความ

สนใจตอไป 
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