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บทที่ 5 
สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

 
  แลคติกแอสิดแบคทีเรีย (lactic acid bacteria; LAB) เปนแบคทีเรียท่ีมีบทบาทสําคัญใน
อุตสาหกรรมอาหารหมัก โดยมีสวนสําคัญในการปรุงแตงรสชาติ กลิ่น ตลอดจนเนื้อสัมผัสของอาหาร 
นอกจากนี้ยังมีบทบาทสําคัญในการแปรรูปและถนอมอาหารใหสามารถเก็บไวไดเปนเวลานาน แมวา
อุตสาหกรรมการหมักอาหารไทยพ้ืนบานตั้งแตอดีตมาจนถึงปจจุบันไดมีการพัฒนามาอยางตอเนื่อง แตสวน
ใหญก็ยังคงนิยมการหมักแบบธรรมชาติ (natural fermentation) คืออาศัยแบคทีเรียท่ีมีอยูในวัตถุดิบท่ีใช
ในการหมักหรือเกิดข้ึนเองในขณะหมัก แตขอเสียคือไมสามารถควบคุมการหมักได และตองอาศัยภูมิปญญา
หรือความรูพ้ืนบานในการหมักเปนสําคัญ สงผลใหอาหารหมักไมไดมาตรฐานในการหมักแตละครั้ง และยังมี
โอกาสท่ีจะสูญเสียผลผลิตหรือผลิตภัณฑการหมักในครั้งนั้น ๆ ไดหากไมมีการควบคุมการหมักอยางดีพอ 
นอกจากนี้การท่ีอาหารหมักพ้ืนบานไมคอยไดรับความนิยมในการบริโภค หรือบริโภคกันอยูเฉพาะในวงท่ี
จํากัด เนื่องจากเกรงวาจะไมปลอดภัยตอผูท่ีไมคุนเคยในการบริโภค เชน อาจมีการปนเปอนของเชื้อกอโรค
บางชนิด เปนตน 
  การนําแลคติกแอสิดแบคทีเรีย (LAB starter culture) มาใชเปนหัวเชื้อ (starter culture) ในการ
หมักจึงไดรับความสนใจมากข้ึนโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมการหมักขนาดใหญ ขอดีของการใชหัวเชื้อในการ
หมักคือ สามารถควบคุมคุณภาพของอาหารหมักท่ีผลิตในแตละครั้งใหเหมือนกันหรือใกลเคียงกันได และยัง
สามารถเพ่ิมเติมคุณสมบัติบางอยางลงไปในผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาของผลิตภัณฑไดดวย โดยการเลือกใช
หัวเชื้อท่ีมีคุณสมบัติตามตองการเติมลงไปในกระบวนการหมัก เชน ใชแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสามารถ
ผลิตแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เพ่ือไปยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคหรือแบคทีเรียท่ีทําใหอาหาร
เนาเสีย ใชแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตสารใหความหวานเพ่ิมมากข้ึนกวาปกติ (enhanced 
sweetness) หรือใหกลิ่นหอม (aroma generation) และใชแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตน้ําตาล
ท่ีมีแคลอรีต่ํา (low-calorie sugar) เปนตน 
  จากการศึกษากอนหนานี้โดยกลุมของผูวิจัยเอง สามารถแยกแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีสราง      
แบคเทอริโอซินท่ีชื่อวาไนซิน (nisin) ได โดยแบคทีเรียดังกลาวนี้คือ Lactococcus lactis RP359 
(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2008) ดังนั้นจึงมีความประสงคท่ีจะพัฒนาเชื้อดังกลาว
มาใชเปนหัวเชื้อในการหมัก เพ่ือพัฒนาอุตสาหกรรมการหมักอาหารพ้ืนบานของไทยใหมีมาตรฐานและมี
ความปลอดภัยตอผูบริโภคมากยิ่งข้ึน แตปญหาหนึ่งท่ีพบเม่ือนําแลคติกแอสิดแบคทีเรียชนิดนี้ไปใชใน
กระบวนการหมักคือ แลคติกแอสิดแบคทีเรียหัวเชื้อถูกทําลายโดยแบคเทอริโอเฟจ (bacteriophage 
infection) มีผลทําใหกระบวนการหมักไมเปนไปตามท่ีคาดหวัง และสงผลใหผลิตภัณฑท่ีไดไมมีคุณสมบัติ
ตรงตามท่ีตองการ ดังนั้นจึงนํามาสูการทํางานวิจัยในครั้งนี้เพ่ือจะไดหาแนวทางในการแกไขปญหาตอไป 
 
 
  การวิจัยครั้งนี้เริ่มตนจากการตรวจหาแบคเทอริโอเฟจท่ีจําเพาะหรือสามารถทําลายหัวเชื้อ L. 
lactis RP359 จากอาหารหมักพ้ืนบานในภาคอีสาน 30 ตัวอยาง ซ่ึงประกอบดวยอาหารหมักชนิดตาง ๆ 
ไดแก ผักดอง แหนม ไสกรอกอีสาน หมํ่า กุงจอม ปลาสม และเค็มบักนัด และสามารถตรวจพบแบคเทอริ

โอเฟจท่ีสามารถทําลาย L. lactis RP359 ได 1 ชนิด โดยตั้งชื่อวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 จากลักษณะ 
clear zone โดยวิธี spot test และลักษณะ plaque โดยวิธี plaque assay ของแบคเทอริโอเฟจ 
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φRP359 ท่ีปรากฏบน lawn ของแบคทีเรียท่ีเปนโฮสต คือ เห็นเปนวงใสอยางชัดเจน แสดงวาแบคเทอริ

โอเฟจ φRP359 ท่ีแยกไดนี้นาจะเปนไลติกเฟจ (lytic phage หรือ virulent phage) โดยสามารถเขาไป
อาศัยและเพ่ิมจํานวนภายในโฮสตเซลล และทําใหโฮสตเซลลแตกสลายในท่ีสุด (Matsuzaki et. al., 2005) 
lytic phage ท่ีสามารถทําลายแลคติกแอสิดแบคทีเรียและตรวจพบในอาหารหมักท่ีเคยมีรายงานมากอน

หนานี้ ไดแก แบคเทอริโอเฟจ φJL-1 ซ่ึงแยกไดจาก cucumber fermentation และสามารถทําลาย 

Lactobacillus plantarum (Lu et. al., 2003) แบคเทอริโอเฟจ φR01, φR03, φR05, φR09, φR12 

และ φR19 ซ่ึงแยกไดจาก sauerkraut fermentation และสามารถทําลาย Leuconostoc fallax 

(Barrangou et. al., 2002) และแบคเทอริโอเฟจ asccφ28 ซ่ึงแยกไดจาก cheese & whey และสามารถ
ทําลาย Lactococcus lactis (Kotsonis et. al., 2008) เปนตน 

  เม่ือนําแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ไปศึกษาความสามารถในการทําลายแลคติกแอสิดแบคทีเรียชนิด

อ่ืน ๆ พบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ไมสามารถทําลายแลคติกแอสิดแบคทีเรียท่ีนํามาทดสอบไดเลย 
แสดงวามีความสามารถในการทําลายแบคทีเรียไดอยางจําเพาะ คือสามารถทําลายไดเฉพาะแบคทีเรียท่ีเปน
โฮสตเซลล (L. lactis RP359) เทานั้น หรืออาจกลาวไดวาแบคเทอริโอเฟจท่ีแยกไดนี้จัดเปน narrow-
host-range bacteriophage อยางไรก็ตามความสามารถในการทําลายแบคทีเรียอยางจําเพาะเจาะจงนั้น 
นับเปนคุณสมบัติท่ีพบไดในแบคเทอริโอเฟจสวนใหญ (Lu et. al., 2003; Sandeep, 2006) แมวาแบคเทอ
ริโอเฟจบางชนิดสามารถทําลายแบคทีเรียท่ีอยูใน genus และ species เดียวกันแตตางสายพันธุ (strain) 
ไดก็ตาม (Barrangou et. al., 2002) นอกจากนี้ก็เคยมีรายงานดวยวา แบคเทอริโอเฟจบางชนิดสามารถ
ทําลายแบคทีเรียไดมากกวาหนึ่งชนิดและตาง genus ได หรือจัดเปน broad-host-range bacteriophage 
(Jensen et. al., 1998; Capra et. al., 2006) 

  การศึกษาผลของสารละลาย CaCl2 ตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 พบวาเม่ือใช 
CaCl2 ความเขมขนสุดทายเทากับ 20 mM มีผลทําใหแบคเทอริโอเฟจถูกสรางและปลอยออกมานอกโฮสต
เซลลไดมากท่ีสุด แสดงวา CaCl2 มีผลตอการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจชนิดนี้ เหตุท่ีเปนเชนนี้อาจ
เนื่องมาจากการยึดเกาะ (adsorption) ของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสต ซ่ึงนับเปนจุดเริ่มตนของ
ของกระบวนการเพ่ิมจํานวนของแบคเทอริโอเฟจ (infection cycle) นั้น นอกจากจะตองอาศัย
ความจําเพาะระหวาง specific receptor บนผิวเซลลของโฮสตกับ attachment site บนโครงสราง
ภายนอกของแบคเทอริโอเฟจแลว (Topley and Wilson, 1990) บางครั้งยังจําเปนตองอาศัย divalent 
cations (เชน calcium ions หรือ magnesium ions) ท่ีมีอยูในสภาวะแวดลอมท่ีแบคทีเรียและแบคเทอริ
โอเฟจอาศัยอยูรวมกันดวย เคยมีรายงานวาบางครั้งแบคเทอริโอเฟจตองการ divalent cations ในปริมาณ
ท่ีมากกวาท่ีมีอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีใชสําหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียท่ีใชเปนโฮสตเซลล (Watanabe 

and Takesue, 1972) ในการทดลองนี้พบวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 มีความตองการ CaCl2 เพ่ือการ

เพ่ิมจํานวนคลายคลึงกับแบคเทอริโอเฟจ φJL-1 (Lu et. al., 2003) และแบคเทอริโอเฟจ MLC-A (Capra 
et. al., 2006) นอกจากนี้ยังเปนไปไดดวยวาความตองการ divalent cations ในการเพ่ิมจํานวนของ     
แบคเทอริโอเฟจนั้น อาจไมเก่ียวของกับข้ันตอน adsorption แตไปเก่ียวของกับข้ันตอนอ่ืน ๆ ของการเพ่ิม
จํานวนในโฮสตเซลล เชน การบุกรุกเขาสูโฮสตเซลล (penetration) หรือการเพ่ิมจํานวนภายในโฮสตเซลล 
(replication) (Paranchy, 1966; Watanabe and Takesue, 1972) เปนตน อีกท้ังยังเคยมีรายงานดวย
วา calcium ions มีผลตอการเกิด plaque (Quiberoni et. al., 2004) 
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  การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจบนผิวเซลลของโฮสตในครั้งนี้ มิไดเติม
สารละลาย CaCl2 ลงไปในข้ันตอนของการทดสอบ เพราะตองการศึกษาการยึดเกาะของแบคเทอริโอ      
เฟจบนผิวเซลลของโฮสตในสภาวะท่ีแบคทีเรียเจริญอยูในอาหาร MRS broth ปกติ ผลการทดลองพบวา 

แบคเทอริโอเฟจ φRP359 สามารถยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสตไดตั้งแต 5 นาทีแรกท่ีทดสอบ และ
สามารถยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสตไดประมาณ 50% เม่ือเวลาผานไปเพียง 15 นาที และสามารถยึดเกาะ
บนผิวเซลลของโฮสตได 85% ภายในเวลา 20 นาที ท้ังนี้เปอรเซ็นตการยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสต
ระหวางแบคเทอริโอเฟจและโฮสตแตละคูอาจแตกตางกันไป เชน การศึกษาความสามารถในการยึดเกาะ

ของแบคเทอริโอเฟจ φJL-1 บนผิวเซลลของโฮสตคือ Lactobacillus plantarum ในอาหาร MRS broth 
ท่ีไมเติม CaCl2 พบวาแบคเทอริโอเฟจสามารถยึดเกาะบนผิวเซลลได 75% ภายในเวลา 10 นาที และยึด
เกาะบนผิวเซลลไดสูงถึง 90% และ 96% ภายในเวลา 20 นาที และ 30 นาที ตามลําดับ อีกท้ังยังพบวา

เม่ือเปรียบเทียบความสามารถในการยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสตของแบคเทอริโอเฟจ φJL-1 ในอาหาร 
MRS broth ท่ีเติม CaCl2 ก็ใหผลไมแตกตางกัน (Lu et. al., 2003) แตจากการศึกษาความสามารถในการ
ยึดเกาะของแบคเทอริโอเฟจ MLC-A บนผิวเซลลของโฮสตคือ Lactobacillus paracasei ในอาหาร MRS 
broth ท่ีไมเติม CaCl2 พบวาแบคเทอริโอเฟจสามารถยึดเกาะบนผิวเซลลเพียง 37% เม่ือเวลาผานไป 45 
นาที แตเม่ือเปรียบเทียบกับความสามารถในการยึดเกาะบนผิวเซลลของโฮสตของแบคเทอริโอเฟจ MLC-A 
ในอาหาร MRS broth ท่ีเติม CaCl2 กลับพบวาสามารถยึดเกาะบนผิวเซลลไดสูงถึง 95% ภายในเวลา 15 
นาที (Capra et. al., 2006) 

  แบคเทอริโอเฟจ φRP359 สามารถทนความรอนไดดีเม่ืออยูในอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
เนื่องจากจํานวนแบคเทอริโอเฟจแทบไมลดลงเลยเม่ือเวลาผานไป 3 นาที แตเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึนเปน 70, 80 
และ 90 องศาเซลเซียส จํานวนแบคเทอริโอเฟจท่ีรอดชีวิตจะลดลงอยางเห็นไดชัดภายในเวลาเพียงแค 3 
นาที อีกท้ังจํานวนแบคเทอริโอเฟจท่ีลดลงแปรผันตรงกับอุณภูมิท่ีสูงข้ึน อยางไรก็ตามเม่ืออุณหภูมิสูงถึง 90 
องศาเซลเซียส และเวลาผานไป 3 นาที ก็ยังคงมีแบคเทอริโอเฟจรอดชีวิตเหลืออยู จากผลการทดลองยัง

ชี้ใหเห็นวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 นาจะสามารถทนความรอนท่ีใชในกระบวนการพาสเจอไรส 
(pasteurization) แบบ high-temperature, short time (HTST) ซ่ึงใชอุณหภูมิเทากับ 71.7 องศา
เซลเซียส (หรือ 161 องศาฟาเรนไฮต) นาน 15-20 วินาทีได ซ่ึงสอดคลองกันรายงานกอนหนานี้ท่ีกลาววา 
แบคเทอริโอเฟจท่ีมีโฮสตเปนแบคทีเรียใน genus Lactococcus หรือเรียกวา lactococcal phage สวน
ใหญสามารถทนการพาสเจอไรสแบบ HTST ได และโดยท่ัวไป lactococcal phage จะถูกทําลายไดท่ี
อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส เม่ือใชเวลานานอยางนอย 15 นาที ท้ังนี้ความสามารถในการทนความรอนของ
แบคเทอริโอเฟจแตละชนิดอาจแตกตางกันไป เชน แบคเทอริโอเฟจ MLC-A สามารถทนความรอนท่ี
อุณหภูมิ 63 และ 72 องศาเซลเซียสไดนานอยางนอย 45 นาที (Capra et al., 2006) แบคเทอริโอเฟจ 

φJL-1 สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสไดดีกวาท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส (Lu et. 

al., 2003) และแบคเทอริโอเฟจ φYS40 สามารถทนความรอนท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียสไดดีเม่ืออยูใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสม เชน HB8 broth (Sakaki and Oshima, 1975) เปนตน การทราบขอมูล
เก่ียวกับความสามารถในการทนความรอนของแบคเทอริโอเฟจ นาจะสามารถนําไปใชประโยชนในการหา
แนวทาง หรือวิธีการควบคุมการปนเปอนของแบคเทอริโอเฟจในกระบวนการหมัก 

  จากผลการศึกษาโปรตีนโครงสรางของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 โดยวิธี SDS-PAGE พบวา      
แบคเทอริโอเฟจมีโปรตีนโครงสรางหลัก (major proteins) ท่ีมีขนาดเทากับ 80, 57, 40, 25 และ 15 กิโล
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ดาลตัน (kDa) โปรตีนโครงสรางหลักของแบคเทอริโอเฟจแตละชนิดอาจแตกตางกันและเปนเอกลักษณหรือ
ลักษณะเฉพาะของแบคเทอริโอเฟจนั้น ๆ Braun และคณะ (1989) เคยทําการศึกษาโปรตีนโครงสรางหลัก
ของแบคเทอริโอเฟจ 10 ชนิด (6 ชนิดเปน lytic phage และอีก 4 ชนิดเปน temperate phage) ท่ี
จําเพาะตอ Lactococcus lactis โดยวิธี SDS-PAGE พบวา รูปแบบของโปรตีนโครงสรางหลักของแบคเทอ
ริโอเฟจท้ัง 10 ชนิดไมเหมือนกันเลย โดยท่ัวไปแบคเทอริโอเฟจท่ีมีโครงสรางไมซับซอนมักมีโปรตีน
โครงสรางหลักเพียงไมก่ีชนิด ในขณะท่ีแบคเทอริโอเฟจท่ีมีโครงสรางซับซอนมักจะมีโปรตีนโครงสรางหลัก
เปนจํานวนมากหรือหลากหลายกวา โปรตีนโครงสรางหลักของแบคเทอริโอเฟจสวนใหญเปนโปรตีนท่ีพบอยู
ท่ีแคปซิด (capsid) และท่ีสวนหาง (tail) แคปซิดเปนโครงสรางท่ีทําหนาท่ีหอหุมและปกปองสารพันธุกรรม
ไวภายในและยังเปนสวนหัว (head) ของแบคเทอริโอเฟจบางชนิดดวย สําหรับแบคเทอริโอเฟจท่ีมีหาง 
(เชน genus Myoviridae และ Siphoviridae เปนตน) สวนหางนอกจากจะเปนทอกลวงท่ีเปนทางใหสาร
พันธุกรรมเคลื่อนท่ีผานจากหัวของแบคเทอริโอเฟจไปยังโฮสตเซลลแลว แบคเทอริโอเฟจบางชนิดยังอาจมี
โปรตีนโครงสรางอ่ืน ๆ เพ่ิมเติม เชน tail fibers และ base plate เปนตน นอกจากนี้แบคเทอริโอเฟจท่ีมี
หางบางชนิด ตรงบริเวณรอบ ๆ ทอกลวงของสวนหาง อาจมีโครงสรางท่ีเรียกวา contractile sheath หุม
ไวอีกดวย ซ่ึง contractile sheath นี้นอกจากจะมีสวนชวยใหหางของ แบคเทอริโอเฟจสามารถยืดหดได
แลว ยังมีสวนเก่ียวของกับข้ันตอนการฉีด (injection) สารพันธุกรรมเขาสูเซลลของโฮสตอีกดวย tail fibers 
และ base plate ของแบคเทอริโอเฟจบางชนิดยังเปนโครงสรางท่ีใชในการยึดเกาะกับ receptor บนผิว
เซลลของโฮสต แตสําหรับแบคเทอริโอเฟจท่ีไมมี tail fibers และ base plate ก็จะใชโครงสรางอ่ืนบน
อนุภาคของแบคเทอริโอเฟจในการยึดเกาะกับเซลลของโฮสต 
  การศึกษารูปรางและชนิดของสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ เปนประโยชนอยางยิ่งตอการ

จําแนกชนิดของแบคเทอริโอเฟจ ในการศึกษานี้ไดทําการตรวจสอบรูปรางของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 
โดยการทําแบคเทอริโอเฟจใหบริสุทธิ์และมีความเขมขนมากพอกอนท่ีจะนําไปยอมดวยวิธี negative 
staining และศึกษารูปรางภายใตกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองผาน (TEM) ภาพถายจากกลอง

จุลทรรศนอิเลคตรอนแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาแบคเทอริโอเฟจ φRP359 มีรูปรางแบบ complex 
structure ประกอบดวยสวนหัวและหาง สวนหัวมีลักษณะเปน icosahedral และหางเปนแบบยืดหดได 

(contractile tail) จากลักษณะรูปรางดังกลาวแบคเทอริโอเฟจ φRP359 จึงจัดอยูใน Myoviridae family 
ตามเกณฑของ International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) (Ackermann, 2003) 

และเม่ือศึกษาชนิดของสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 โดยการสกัดสารพันธุกรรมแลวนํามา
ตัดดวยเอนไซม พบวาสารพันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจไมถูกตัดดวยเอนไซม RNase และ restsriction 
endonucleases บางชนิดท่ีนํามาทดสอบ แตถูกตัดดวยเอนไซม PstI จากผลการทดลองนี้แสดงวาสาร

พันธุกรรมของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 เปน double-stranded DNA ซ่ึงสอดรับกับผลการศึกษารูปราง

ของแบคเทอริโอเฟจ φRP359 ภายใตกลองจุลทรรศน เนื่องจากแบคเทอริโอเฟจใน Myoviridae family 
ทุกตัวท่ีเคยมีรายงานมีสารพันธุกรรมเปน double-stranded DNA (Ackermann, 2003) และจากการ
คนควารายงานกอนหนานี้เก่ียวกับ lactococcal phage พบวา มากกวา 95% ของ lactococcal phage 
เปนแบคเทอริโอเฟจแบบมีหาง ซ่ึงมีอยูดวยกัน 3 family คือ Myoviridae (เปน   แบคเทอริโอเฟจท่ีมีหาง
ยาว และหางยืดหดได) Siphoviridae (เปนแบคเทอริโอเฟจท่ีมีหางยาว และหางยืดหดไมได) และ 
Podoviridae (เปนแบคเทอริโอเฟจท่ีมีหางสั้น) โดย family ท่ีพบมากท่ีสุดคือ Siphoviridae รองลงมาคือ 
Podoviridae และ Myoviridae ตามลําดับ (Deveau et al., 2006) 
 


