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บทคัดยอ 
 

  การศึกษาในครั้งนี้ไดทําการวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหนมปลากราย
และเนื้อปลาสดทั้งหมด 15 ตัวอยาง พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 3×105 ถึงมากกวา 
2.1×109 โคโลนีตอกรัม จากนั้นไดคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 138 ไอโซเลต นํามาศึกษา
การยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นซึ่งไดแกเชื้อ Staphylococcus aureus, Pediococcus acidilactici, 
Lactobacillus bulgaricus และ Listeria monocytogenes ดวยเทคนิค agar spot test พบวามีแบคทีเรีย
กรดแลคติกจํานวน 30 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งจุลินทรียที่ใชในการทดสอบไดอยางนอย 1 ชนิด
และไดศึกษาการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และเกลือน้ําดีของ
แบคทีเรียเหลานี้ พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 สามารถทนตอกรด 
แลคติก (พีเอช 2.9 และ 3.2) กรดไฮโดรคลอริก (พีเอช 2.2) ทนตอโซเดียมคลอไรด (รอยละ 6) และ
เกลือน้ําดี (รอยละ 5.25) ในอาหารเหลว MRS และเมื่อนําแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 ไอโซเลต มา
ทําการจําแนกชนิดโดยการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีดวยชุด
ทดสอบ API 50 CH และการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA พบวาแบคทีเรีย
กรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 คือเชื้อ Lactococcus lactis และ ไอโซเลต 13IS4 คือเชื้อ Lactobacillus 
sakei ดังนั้นจึงเปนไปไดที่จะนําแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 ไอโซเลตนี้มาทําเปนกลาเชื้อสําหรับ
ผลิตภัณฑปลาหมัก 

ในการศึกษาผลของสารปองกันเซลลจากการแชแข็งแหงตอการอยูรอดของเชื้อ L. lactis 
และ L. sakei หลังการแชแข็งแหง ไดเปรียบเทียบปริมาณเซลลของแบคทีเรียทั้งสองชนิดในสาร
ปองกันเซลลแตละชนิด (ความเขมขนรอยละ 9.1) ทั้งหมด 8 ชนิด ซ่ึงไดแก หางนม นมถ่ัวเหลือง 
ไขแดง ซูโครส แลคโตส กลูโคส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล จากนั้นจึงคัดเลือกสารปองกันเซลล
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ชนิดที่มีผลทําใหแบคทีเรียทั้งสองมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตสูงเพื่อนํามาพัฒนาเปนสูตรสารปองกัน
ผสม จํานวน 9 สูตร L. lactis มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตมากที่สุดในแลคโตส (รอยละ 64.17) หางนม 
(รอยละ 61.56) และซูโครส (รอยละ 60.96) เมื่อเปรียบเทียบกับการรอดชีวิตในนมถั่วเหลือง และ 
ซอรบิทอลซึ่งใหการปองกันเซลลนอยกวา สวน L. sakei นั้นพบวาสารปองกันเซลลที่ดีที่สุดคือ 
หางนมและนมถั่วเหลือง ซ่ึงใหปริมาณเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงรอยละ 65.06 และ 
62.80 ตามลําดับ อยางไรก็ตามทรีฮาโลส ซูโครส และแลคโตส มีผลทําใหปริมาณเซลลที่รอดชีวิต
นอยกวาในสารปองกันเซลลทั้งสองชนิดนั้น ในบรรดาสารปองกันเซลลทั้งหมดที่ทดสอบ กลูโคส
และไขแดงใหผลปองกันเซลลแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้ไดต่ําสุดหลังการแชแข็งแหง สําหรับการ
เปรียบเทียบการอยูรอดของเซลลในสูตรสารปองกันผสม พบวา L. lactis อยูรอดไดสูงสุดหลังการ
แชแข็งแหง (รอยละ 75.86) ในสารปองกันเซลลผสมที่ประกอบดวยหางนมผงรอยละ 8.73 แลคโต
สรอยละ 3.97 ซูโครสรอยละ 3.97 ทรีฮาโลสรอยละ 3.97 และน้ํากล่ันรอยละ 73.36  ซ่ึงพบวามี
ปริมาณเซลลที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นรอยละ 11.69 ถึง 20.15 ขณะที่สูตรปองกันการแชแข็งแหงที่ทําให
เชื้อ L. sakei อยูรอดไดสูงสุด (รอยละ 74.57) ประกอบดวยหางนมผงรอยละ 4.56 แลคโตสรอยละ 
4.15 ซูโครสรอยละ 4.15 ทรีฮาโลสรอยละ 4.15 ในนมถั่วเหลืองตอน้ํากล่ันอัตราสวน 1:1 รอยละ 
82.99 โดยพบวามีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นรอยละ 9.51 ถึง 18.15 หลังการแชแข็งแหง 

ในการศึกษาผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยซูโครส (ซูโครส 0.3 โมลาร) 
และการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น (10 องศาเซลเซียส) ตอการชักนําการ
ปองกันขามของเชื้อ L. lactis และ L. sakei ในสูตรสารปองกันผสมที่ดีที่สุดที่คัดเลือกหลังการ 
แชแข็งแหงและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน พบวาการปรับตัวทั้งสอง 
ทรีตเมนตนี้ไมมีผลชวยปองกันเซลลของ L. lactis หลังการแชแข็งแหง แตการปรับตัวของเซลลนี้มี
แนวโนมชวยสงเสริมการตานทานตอสภาพเครียดของการแชแข็งที่อุณหภูมิต่ํามากโดยชวยเพิ่มการ
อยูรอดของเซลลไดเล็กนอย สําหรับเชื้อ L. sakei นั้นตางกับ L. lactis โดยเซลลที่รอดชีวิตหลังการ
แชแข็งแหงของ L. sakei ที่ผานการปรับตัวมีจํานวนสูงกวาเซลลที่ไมผานการปรับตัว และการ
ปรับตัวทั้งสองทรีตเมนตไมไดมีผลชวยปองกันเซลลตอสภาพเครียดจากการแชแข็งที่อุณหภูมิต่ํา
มาก 
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ABSTRACT 

 
 In this study, the number of lactic acid bacteria (LAB) was analyzed from 15 samples of 
Nham-plaa and raw fish. The total viable counts of LAB were in the range of 3.0×105 to > 2.1×109 

CFU/g. One hundred thirtyeight LAB isolates were selected and used to study antibacterial 
activity against other organisms, including Staphylococcus aureus, Pediococcus acidilactici, 
Lactobacillus bulgaricus and Listeria monocytogenes using agar spot test. The thirty isolates were 
found to inhibit at least one specie of these test organisms. For the study of resistance to lactic 
acid, hydrochloric acid, sodium chloride and bile salt, the LAB isolates  13IS3 and 13IS4 were 
tolerant to lactic acid (pH 2.90 and 3.20), hydrochloric acid (pH 2.20), sodium chloride (6.00%) 
and bile salts (5.25%) in MRS broth. The two isolates, 13IS3 and 13IS4, were identified by 
morphological characterization, biochemical tests using API 50 CH system and nucleotide 
sequence analysis of 16S rDNA, and shown to be Lactococcus lactis and Lactobacillus sakei, 
respectively. Therefore, these two LAB isolates were selected for production of fermented fish 
starter culture. 
  Effect of lyoprotective agents on survival of L. lactis and L. sakei after freeze drying was 
investigated. Survival of these two bacteria in each of eight lyoprotective agents (9.1% (w/w) 
including skim milk, soy milk, egg yolk, sucrose, lactose, glucose, trehalose and sorbitol was 
compared, and effective protectants affected high viability of these two LAB were selected to 
develop 9 formulations of mixed lyoprotectants. The highest viability of L. lactis was found in 
lactose, skim milk and sucrose with 64.17%, 61.56% and 60.96% survival respectively, compared 
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to soy milk and sorbitol which provided lower protection. For L. sakei, skim milk and soy milk 
were found to be best lyoprotectants, and the survivor populations of in these protectants after 
freeze drying were 65.06% and 62.80%, respectively. However, trehalose,  sucrose and lactose 
affected lower survival of L. sakei than those two lyoprotective agents. Among all protectants 
tests, glucose and egg yolk influenced the lowest protection to these two bacteria after freeze 
drying. For survival comparing in nine lyoprotectant formulations, the highest survival (75.86%) 
of L. lactis was found in mixed protectants containing 8.37% skim milk, 3.97% lactose, 3.97% 
sucrose, 3.97% trehalose and 73.36% distilled water, showing increased viability of 11.69-
20.15%. On the other hand, the protectant mixture composed of 4.56% skim milk, 4.15% lactose, 
4.15% sucrose, 4.15% trehalose and 82.99% soy milk with distilled water (1:1) affected greater 
viability of L. sakei (74.57% survival), compared to other protectant formulations. Using this 
protectants, the number of L. sakei survivors was increased by 9.51-18.15% after freeze drying. 
 Osmotic adaptation (0.3 M sucrose) and osmotic adaptation in combination with cold 
adaptation induced cross-protection of L. lactis and L. sakei in the best selected lyoprotectant 
mixture after freeze drying and storage for 28 days at -80 ๐C were studied. The two treatments of 
adaptation did not affect protection of  L. lactis adapted cells after freeze drying, but these 
adaptation tended to enhance resistance to deep freezing stress by slightly increasing cell 
viability. Unlike L. lactis, the survivor populations of L. sakei adapted cells after freeze drying 
were higher than their nonadapted counterparts, and both adaptation treatments did not affect cell 
protection against deep freezing. 
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ประสบการณที่ดีใหแกผูวิจัย ตลอดจนผูมีพระคุณทุกทาน 
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