
บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของงานวิจัย 
 

 โพรไบโอติกคือจุลินทรียที่อยูในอาหารชวยใหผูบริโภคมีสุขภาพดีโดยการชวยรักษาหรือ
ปรับปรุงจุลินทรียในลําไสใหมีความสมดุล (Fuller. 1989) และสามารถตอตานจุลินทรียที่กอใหเกิดโรค
ตานการเกิดมะเร็ง กระตุนใหเกิดภูมิคุมกัน และสรางสารที่มีประโยชนตอรางกายเชน กรดอะมิโน  
กรดแลคติก พลังงาน ไวตามินเค  และไวตามินบี (Saarela และคณะ. 2000 ; Robinson  และคณะ. 2002)  
โดยอาจนําจุลินทรียโพรไบโอติกมาพัฒนาเปนอาหารเสริมในรูปแคปซูลหรือเม็ดหรืออาจนํามาใชใน
การผลิตกลาเชื้อสําหรับทําผลิตภัณฑอาหารหมักและในบางครั้งอาจนํามาเติมในอาหารเพื่อชวยให
อาหารมีคุณสมบัติของโพรไบโอติกหรือการทํางานของเชื้อโพรไบโอติก (Mattila-Sandholm และคณะ. 
2002) ซ่ึงกอนการนําเชื้อโพรไบโอติกมาใชในอาหารนั้นควรทําการคัดเลือกจุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปน
โพรไบโอติกเสียกอนเพื่อทําใหไดจุลินทรียโพรไบโอติกที่มีคุณลักษณะเหมาะสมและทํางานไดอยางมี
ประสิทธิภาพ (Saarela และคณะ. 2000) คุณลักษณะที่สําคัญของจุลินทรียโพรไบโอติกไดแก 
ความสามารถในการสรางสารยับยั้งเชน กรดแลคติก กรดอะซิติก เอทานอล ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
และแบคเทอริโอซิน (Cowley. 1988)  การมีชีวิตรอดจากการเผชิญสภาพกรด และสภาพน้ําดีในระบบ
ทางเดินอาหารไดจึงเกิดประโยชนตอสุขภาพ รวมทั้งตองสามารถทนตอสภาพที่เหมาะสมที่ทําใหเกิด
การหมักของอาหารที่เปนอันตรายตอเซลล (Saarela และคณะ. 2000 ; Sander และคณะ. 1999)  
จากรายงานการศึกษาของ Budde และคณะ (2003) เกี่ยวกับคุณสมบัติของเชื้อ Leuconostoc carnosum 
4010 ที่แยกจากผิวของชิ้นหมูแฮมมาทดสอบการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นดวยวิธี spot test พบวาสามารถ
ยับยั้งเชื้อ Listeria monocytogenes ไดหลายสายพันธุ และเมื่อเร็วๆนี้ Thapa และคณะ (2006) ได
ทําการศึกษาการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นโดยเชื้อ Lactococcus lactis subsp. cremoris SM:T1 ที่ไดจาก
ผลิตภัณฑปลาตากแหงและรมควัน (sukako maacha) พื้นเมืองแถบหิมาลัยตะวันออกของประเทศเนปาล
และอินเดียดวยวิธี agar spot พบวาสามารถยับยั้งเชื้อ Listeria innocua และ Staphylococcus aureus ได 
นอกจากนี้ Ghalfi และคณะ (2006) ไดทําการศึกษาสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ Lactobacillus 
curvatus CWBI-B28 พบวาสามารถตานเชื้อ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑปลาซาลมอนรมควัน 
ในระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสได จากความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียที่กอใหเกิด
โรค และเปนเชื้อเริ่มตนในอาหารหมักนี้เองจึงทําใหแบคทีเรียกรดแลคติก ที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อโพร
ไบโอติกหลายชนิดถูกนํามาผลิตเปนกลาเชื้อใหกับผลิตภัณฑอาหารหมัก 
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 ดังนั้นถาสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเปนเชื้อโพรไบโอติกจากเนื้อ
ปลาสดหรือปลาหมักซึ่งสามารถสรางสารยับยั้งไดนํามาใชผลิตกลาเชื้อในการทําผลิตภัณฑปลาหมัก
อาจชวยยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคไดแก S. aureus, Bacillus cereus, Clostridium 
perfringens, Salmonella, Coliform และ fecal coliform ที่อาจปนเปอนในวัตถุดิบ ซ่ึงทําใหผูบริโภคลด
ความเสี่ยงอันเกิดจากจุลินทรียที่เปนอันตรายเหลานี้ ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดทําการคัดเลือก
แบคทีเรียโพรไบโอติกจากเนื้อปลาสดและแหนมปลาที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นไดแก 
S. aureus, Pediococcus acidilactici, Lactobacillus bulgaricus และ L. monocytogenes ดวยเทคนิค  
agar spot test และการที่จะไดรับประโยชนจากจุลินทรียโพรไบโอติก จุลินทรียจะตองมีชีวิตรอดใน
ทางเดินอาหารโดยจะตองทนตอกรดและน้ําดี ดังนั้นทดลองนี้จึงมีการศึกษาคุณสมบัติการทนตอกรด 
แลคติก กรดไฮโดรคลอริก เกลือ และเกลือน้ําดีของแบคทีเรียที่คัดเลือกอีกดวย 
 ในการผลิตกลาเชื้อโพรไบโอติกสวนใหญจะผลิตอยูในรูปแชแข็งแหงเนื่องจากสะดวกใน
การขนสงและเก็บรักษา (Champagne และคณะ. 1991 ; Gölker. 1993) แตการผลิตกลาเชื้อในรูปแชแข็ง
แหงมักเกิดปญหาการรอดชีวิตและประสิทธิภาพของเชื้อที่ต่ําลงมากหลังจากผานการแชแข็งแหง 
(Gilland. 1985) ดังนั้นจึงมีการทดลองนําสารปองกันเซลลมาใชในการปองกันหรือบรรเทาการบาดเจ็บ
ของเซลลในระหวางที่เซลลถูกทําแหงหรือเก็บรักษา (Champagne และคณะ. 1991 ; Souzu. 1992)  
สารปองกันเซลลที่นํามาใชในการผลิตกลาเชื้อไดแก แลคโตส ซูโครส โมโนโซเดียมกลูตาเมต 
(monosodium glutamate, MSG) และแอสคอรเบต (ascorbate) ในน้ํานมหรือน้ําเปนตน  
(Mäyrä-Mäkinen และ Bigret. 1998) แตในสารบางชนิด เชนนมถั่วเหลืองซึ่งมีสารประกอบที่มีคุณคา
หลายชนิด ไดแกโปรตีนในปริมาณสูงเชนเดียวกับนมวัว และยังประกอบดวย ไขมัน คารโบไฮเดรต 
แคลเซียม ฟอสโฟรัส ไรโบฟลาวิน (riboflavin) ธาตุเหล็ก และไทอามีน (thiamin) และไนอาซิน 
(niacin) (Liener. 1978) และไขแดงซึ่งมีสวนประกอบของโปรตีนถึงรอยละ 33 และไขมันอีกหลายชนิด
ไดแก ไตรกลีเซอรไรด ฟอสโฟลิปด และคลอเรสเตอรอล (Zeidler และคณะ. 1994) ที่อาจมีผลชวย
ปองกันเซลลจากการแชแข็งแหง แตยังมีการศึกษาไมมากนัก ดังนั้นการศึกษาผลของการปองกันเซลล
จากการแชแข็งแหงของสารทั้งสองชนิดนี้อาจทําใหไดสารปองกันเซลลจากการแชแข็งแหงชนิดใหมๆ 
เพิ่มขึ้น นอกจากนี้ถาหากใชสารปองกันเซลลหลายๆ ชนิดรวมกันอาจทําใหเชื้อโพรไบโอติกมีการอยู
รอดหลังการแชแข็งแหงสูงขึ้น ดังเชนจากการศึกษาของ Palmfeldt และคณะ (2003) พบวาเชื้อ 
Pseudomonas chlororaphis ในสารปองกันเซลลที่ประกอบดวยหางนม 50 กรัมตอลิตร ทรีฮาโลส  
50 กรัมตอลิตร และกรดแอสคอรบิก 1 กรัมตอลิตร ทําใหเชื้อมีการอยูรอดรอยละ 4.3 ซ่ึงสูงกวาการใช
หางนมเปนสารปองกันเพียงอยางเดียว (200 กรัมตอลิตร) ที่มีอัตราการอยูรอดเพียงรอยละ 0.6 แต
อยางไรก็ตามเชื้อโพรไบโอติกในสารปองกันผสมเมื่อผานการแชแข็งแหงไมสามารถอยูรอดไดทั้งหมด 
ดังนั้นจึงตองศึกษาวิธีปรับปรุงการอยูรอดใหดีขึ้น หนึ่งในหลายวิธีการปรับปรุงการอยูรอดคือการ
ปรับตัวใหเกิดการปองกันขาม (cross protection) ที่เกิดจากการนําเชื้อมาปรับตัวตอความเครียดหนึ่ง
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ชนิด ซ่ึงชวยใหตานทานตอความเครียดอีกชนิดหนึ่งได (Juneja และ Novak. 2003) ซ่ึงไดมีผูวิจัย
เกี่ยวกับการอยูรอดของเชื้อ Escherichia coli 0517:H7 ที่ผานการเผชิญกับสภาพเครียดจากความรอน
พบวาเชื้อสามารถทนตอกรดไดดีขึ้น (Wang และ Doyle. 1998) และในป ค.ศ. 1996 Leu และ Yousef 
ไดนําเชื้อ L. monocytogenes ในระยะ exponential phase ซ่ึงเปนเชื้อที่มีความเครียดอันเกิดจาก
สภาพแวดลอมอยูแลวพบวาเชื้อสามารถตานทานตอความรอนที่เปนอันตรายตอเซลลได (อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง) และยังชวยเพิ่มความตานทานตอไฮโดรเจนเปอรออกไซด เอทานอล 
และโซเดียมคลอไรด ไดอีกดวย ขณะที่ Panoff และคณะ (2000) นําเชื้อ Lactobacillus delbrueckii spp. 
bulgaricus CIP 101027T มาปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยสารปองกันเซลลชนิดตางๆ ไดแก  
ไดเมททิลซัลฟอกไซด กลีเซอรอล แลคโตส ซูโครส และทรีฮาโลส ที่มีความเขมขน 0.3 โมลารใน
อาหารเหลว MRS และบมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวาเชื้อสามารถตานทาน
ตอความเย็นไดมากขึ้น นอกจากการปรับตัวเพื่อใหเกิดการปองกันขามนี้แลว การปรับตัวตอความเย็น 
ก็เปนอีกวิธีหนึ่งที่ชวยใหเชื้อเพิ่มความตานทานตอการแชแข็งและเก็บรักษาเชื้อโดยการแชแข็ง (Béal 
และคณะ. 2001 ; Fernandez Murga และคณะ. 2000) ซ่ึงป ค.ศ. 1999 Wouter และคณะ ไดนําเชื้อ 
Staphylococcus thermophilus มาปรับตัวตอความเย็นอยางฉับพลันที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 4 ช่ัวโมง พบวามีผลทําใหเชื้อมีอัตราการอยูรอดหลังการแชแข็งแหงเพิ่มขึ้น และจากการศึกษาของ 
Kim และคณะ  (1999) พบวาเชื้อ L. lactis มีความตานทานตอการแชแข็งแหงเพิ่มขึ้นหลังจากการบมเชื้อ
ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ดังนั้นจึงนาสนใจที่จะศึกษาผลของการปรับตัวของเชื้อ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับ
ความเย็นตอการอยูรอดหลังจากการแชแข็งแหงและการเก็บรักษาในสภาพแชแข็งไดดีขึ้น 
  

1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 

 

 1.2.1 เพื่อแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นจากปลาสดและ
ผลิตภัณฑปลาหมัก  
 1.2.2 เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่น ซ่ึงมีคุณสมบัติการ
ทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก ที่มีคาความเปนกรดต่ํา โซเดียมคลอไรดและเกลือน้ําดีที่มีความ
เขมขนสูงไดดี  
 1.2.3 เพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ไดคัดเลือกโดยการศึกษาสัณฐานวิทยา การ
ทดสอบทางชีวเคมีดวยชุดทดสอบ API 50 CH และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 
 1.2.4 เพื่อศึกษาผลของการใชสารปองกันเซลลชนิดตางๆ และทดสอบสูตรสารปองกันผสม
ตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติก 
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 1.2.5 เพื่อศึกษาผลของการปรับตัวของแบคทีเรียกรดแลคติกตอความดันออสโมติก และการ
ปรับตัวตอแรงดันออสโมติกรวมกับการปรับตัวตอความเย็นตอการอยูรอดของเชื้อหลังการแชแข็งแหง
และเก็บรักษา 
 

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 

 

 คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นและสามารถทนตอกรด 
แลคติก กรดไฮโดรคลอริก ที่มีคาความเปนกรดต่ําที่สุด โซเดียมคลอไรด และเกลือน้ําดีที่มีความเขมขน
สูงที่สุด จํานวน 2 ไอโซเลต พรอมทั้งจําแนกชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก จากนั้นศึกษาผล
ของสารปองกันเซลลชนิดตางๆ  และสูตรสารปองกันผสมตอการอยู รอดของเชื้อหลังการ 
แชแข็งแหง และศึกษาผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติก และการปรับตัวตอความดันออส 
โมติกรวมกับการปรับตัวตอความเย็นตอการอยูรอดของเชื้อหลังการแชแข็งแหงและเก็บรักษา 
 

1.4  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 

 1.4.1 ทราบชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถ
ยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืน และสามารถทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก ที่มีคาความเปนกรดต่ํา 
โซเดียมคลอไรด และเกลือน้ําดีที่มีความเขมขนสูง 
 1.4.2 ทราบสูตรผสมของสารปองกันเซลลที่ทําใหแบคทีเรียโพรไบโอติกมีการอยูรอดสูงหลัง
การแชแข็งแหงและเก็บรักษา 
 1.4.3 เปนแนวทางในการผลิตกลาเชื้อแชแข็งแหงของแบคทีเรียโพรไบโอติก ซ่ึงอาจนํามาใช
ในผลิตภัณฑปลาหมัก และทําใหผลิตภัณฑปลาหมักที่ไดเปนอาหารที่ปลอดภัยและเกิดประโยชนตอ
ผูบริโภค 
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