
บทที่ 2 

           ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1  แบคทีเรยีโพรไบโอติก 
  

 แบคทีเรียโพรไบโอติก (Probiotic) หมายถึงแบคทีเรียที่ดีมีประโยชน ไมกอใหเกิดสารพิษ 
หรือสรางสารพิษตอรางกาย สามารถเกาะกับผนังลําไส และทนอยูในกระเพาะอาหารไดดีกวาจุลินทรีย
ชนิดอ่ืน ทําใหเกิดความสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของมนุษยหรือสัตว สงผลใหเกิด
การตานทานของจุลินทรียกอโรคภายในลําไส  แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกไดแกแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตกรดแลคติกได หรืออาจเรียกวาแบคทีเรียกรดแลคติก เชนเชื้อ Lactobacillus acidophilus, 
Enterococcus faecalis, S. thermophilus และ Bifidobacterium bifidium ซ่ึงแบคทีเรียดีมีประโยชน
เหลานี้จะอาศัยอยูในลําไสเล็กและลําไสใหญของมนุษยตั้งแตเปนทารก ทําหนาที่ในการชวยยอยอาหาร
และผลิตสารที่ดีมีประโยชน ซ่ึงไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติก พลังงาน ไวตามินเค ไวตามินบี และสาร
ปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด (ธารารัตน ศุภศิริ. 2542) ในป ค.ศ. 1990 คําวาโพรไบโอติก ถูกนํามาใช
เปนครั้งแรกในรายงานวิจัยทางวิทยาศาสตรของ Lilly และ Stillwell (1965) ไดกลาวถึงสารที่จุลินทรีย
ชนิดหนึ่งขับออกมาและชวยกระตุนการเจริญเติบโตของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง ซ่ึงเปนการทํางานที่ตรง
ขามกับการทํางานของยาปฏิชีวนะที่จะทําลายจุลินทรียเกือบทุกชนิด และในป ค.ศ. 1989 Fuller ไดให
คําจํากัดความของโพรไบโอติกวาเปนอาหารเสริมซ่ึงเปนจุลินทรียที่มีชีวิต สามารถปรับสมดุลจุลินทรีย
ภายในรางกายของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู 
 

2.1.1 คุณสมบัติของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

 

2.1.1.1  การปรับตัวตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

 แบคทีเรียที่สามารถปรับตัวตอสภาวะเครียดไดเกิดจากแบคทีเรียสามารถตานทานตอ
สภาวะเครียดที่เปนชนิดเดียวกัน (homologous) หรือตางชนิดกัน (heterologous) ทําใหแบคทีเรีย
สามารถรอดชีวิตในสภาวะเปนอันตรายตอเซลลได เชนเมื่อใหความรอนที่พอเหมาะกับแบคทีเรียอยาง
ฉับพลันพบวาเซลลของแบคทีเรียจะเกิดการตอบสนองใหทนตอความรอนที่อุณหภูมิสูงไดมากขึ้น 
(Bunning และคณะ. 1990)  

 

2.1.1.2  การทนตอกรด 

                                                เมื่อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุใหอาหารเนาเสียเผชิญกับสภาพที่มีกรดอินทรียและกรด 
อนินทรียในอาหารหรือในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว จะเกิดการตอบสนองตอการทนกรด 
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(Acid Tolerance Response, ATR) ในหลายทาง ไดแกการเปลี่ยนสวนประกอบภายในเซลล โดยการเพิ่ม
การไหลออกของโปรตอน การเพิ่มการสลายกรดอะมิโน และการเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซมที่มี
หนาที่ซอมแซม DNA จากการศึกษาในแบคทีเรียสวนใหญพบวาการตอบสนองการทนตอกรดจะดี
ยิ่งขึ้นเมื่อมีสภาวะเปนกรดที่เหมาะสม ซ่ึงจะชักนําใหมีการสังเคราะหโปรตีนที่สงเสริมใหแบคทีเรียมี
ชีวิตรอดในสภาวะเปนกรดมากๆได การตอบสนองการทนตอกรดของเซลลจะแตกตางกันในระยะ 
exponential และระยะ stationary phase โดยการตอบสนองนี้จะแตกตางกันในแตละสายพันธุของ
แบคทีเรีย (Yousef และ Courtney. 2003) 

                    แบคทีเรียที่อาศัยอยูในกระเพาะอาหารจะตองมีความสามารถในการทนตอกรด  
โดยกรดไฮโดรคลอริกที่ถูกขับออกมาจากกระเพาะอาหารจะมีคาพีเอชเทากับ 0.9 แตเมื่อมีอาหารใน
กระเพาะผสมรวมกับกรดภายในกระเพาะอาหารจะทําใหคาพีเอชเพิ่มขึ้นเปน 3.0 (Ekkila และ Petaja. 
2000) 

 2.1.1.3  การทนตอน้ําด ี

 หลังจากอาหารเขาสูรางกายในกระเพาะอาหาร 2-4 ช่ัวโมง ที่บริเวณสวนตนของ 
ลําไสเล็กจะถูกกระตุนใหหล่ังน้ําดี และจะหลั่งออกมาสูลําไสเล็กมากขึ้นหลังจากมีการดูดซึมไขมันและ
แปง ซ่ึงน้ําดีในสวนนี้มีหนาที่เปนสารทําความสะอาดโดยจะทําลายเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย น้ําดีจึง
เปนอันตรายตอจุลินทรียที่อยูในลําไส  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียบางชนิดที่สามารถลดผลกระทบจาก
น้ําดีได โดยการผลิตดวย เอนไซม bile salt hydrolase (BSH) ที่สามารถ ไฮโดรไลซเกลือน้ําดีจึงทําให
ฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของน้ําดีลดลง (Ekkila และ Petaja. 2000) ทําใหแบคทีเรียสามารถทนตอฤทธ์ิ
ของเกลือน้ําดีในระบบทางเดินอาหารได  กิจกรรม BSH พบไดในแบคทีเรียกรดแลคติกหลายสายพันธุ 
เชน Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus และ Propiobacterium 
เปนตน (Gilland และ Speck. 1977)  โดยพบวาจุลินทรียเหลานี้สามารถทนตอสภาวะภายในระบบ
ทางเดินอาหารในขณะที่มีการยอยอาหารที่ช่ัวโมงแรกจะมีความเขมขนของน้ําดีรอยละ 1.5-2.0 น้ําหนัก
ตอปริมาตร และหลังจากนั้นระดับความเขมขนจะลดจนถึงรอยละ 0.3 น้ําหนักตอปริมาตร (Davenport. 
1977) ถึงแมวาความเขมขนของน้ําดีในระบบทางเดินอาหารจะแตกตางกัน แตคาเฉลี่ยความเขมขนของ
น้ําดีในลําไสที่ใชสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก เชื่อวามีความเขมขนอยูที่รอยละ 0.3 
น้ําหนักตอปริมาตร (Gilland และคณะ. 1984) 
  

 2.1.1.4.  การทนตอเกลือ 
                          ในบางครั้งแบคทีเรียตองเผชิญกับสภาพที่มีความดันออสโมติกสูง เชน ในอาหารที่มี
เกลือหรือน้ําตาลความเขมขนสูงหรือในเซลลที่ถูกทําใหแหง ภายใตสภาวะดังกลาวโดยธรรมชาติของ
เซลลจะรักษาสภาพภายในเซลลใหสามารถทนตอความดันออสโมติกและการเกิดปฏิกิริยา hydration 
ในสภาพที่มีความดันออสโมติกสูง เซลลของแบคทีเรียจะมีกลไกการตอบสนองตอความดันออสโมติก
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โดยการสะสมตัวถูกละลายที่มีขั้วภายในเซลลหลายชนิดรวมกัน (Compatible solute) ซ่ึงไดแก ไกลซีน 
บีเทน (Glycine betaine) โพรลีน (proline) แอคโตอิน (ectoine) คารนีทีน (carnitine) และทรีฮาโลส
(trehalose) ทําใหเซลลของแบคทีเรียสามารถตานแรงดันออสโมติกที่เกิดขึ้น (Bremer และ Krämer. 
2000) 
 

 2.1.2  ประโยชนของแบคทีเรียโพรไบโอติก 
 แบคทีเรียโพรไบโอติกมีหนาที่และประโยชนตอรางกายดังนี้ 
 1. กรดแลคติกที่แบคทีเรียโพรไบโอติกผลิตออกมาจะทําใหสภาวะภายในลําไสมีความ
เปนกรดมากพอที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค 
 2. ทําใหระบบขับถายดีไมเกิดการสะสมของเสียในรางกายเปนการลดอัตราเสี่ยงของการ
เกิดมะเร็งโดยเฉพาะอยางยิ่งมะเร็งลําไสใหญและมะเร็งตับ 
 3. ไวตามินบีที่ไดจะทําใหเซลลในระบบภูมิตานทานทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพและ
ยังทําใหมีการผลิตเม็ดเลือดแดงดีขึ้นดวย 
 4. ชวยยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งและกําจัดสารกอมะเร็งบางชนิด 
 5. ลดระดับน้ําตาลและโคเลสเตอรอลในเลือด 
 6. ผลิตเอนไซมแลคเตส ซ่ึงชวยยอยน้ําตาลในนมทําใหไมมีอาการทองอืดจากการดื่มนม
และชวยการดูดแคลเซียมใหดีขึ้น (ธารารัตน ศุภศิริ. 2542) 

 

 2.1.3  การคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก 
              การคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกความสามารถในการอยูรอดไดดีและกิจกรรมของ

แบคทีเรียโพรไบโอติกเปนสิ่งที่ตองพิจารณาถึงกอนนําโพรไบโอติกมาใชเพื่อไดโพรไบโอติกที่ทํางาน
ไดอยางเหมาะสม ไดมีรายงานผลการศึกษาพบวาโพรไบโอติกที่ไมมีชีวิตสามารถสงผลที่เปนประโยชน 
ซ่ึงไดแก ชวยควบคุมระบบภูมิคุมกันและชวยใหมีการจับของสารกอมะเร็งในรางกาย ดังนั้นในกรณี
ของเชื้อโพรไบโอติกบางสายพันธุนั้นอาจเพียงพอที่จะเจริญไดเปนอยางดีในระหวางขั้นตอนแรกของ
การผลิต  (เพื่อใหไดจํานวนเซลลในปริมาณมากพอในผลิตภัณฑ) แตเชื้อโพรไบโอติกไมจําเปนอยูรอด
ไดดีในระหวางเก็บรักษา ซึ่งการคัดเลือกจุลินทรียโพรไบโอติกจะตองพิจารณาถึงลักษณะตางๆ ดังนี้ 
  1.  การทนตอกรดและความสามารถในการทนตอน้ํายอยในกระเพาะอาหารของมนุษย 
   2.  การทนตอน้ําดีซ่ึงสําคัญตอการอยูรอดในลําไสเล็ก 
   3.  ความสามารถในการยึดติดกับผนังของระบบทางเดินอาหารของมนุษย 
   4.  การกระตุนภูมิคุมกันโรคแตไมสงผลใหเกิดการอักเสบ 
   5.  ตอตานจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคไดแก Hilicobacter pylori, Salmonella sp.,  
L. monocytogenes และ Clostridium difficie 
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  ในการคัดเลือกกลาเชื้อจุลินทรียที่ความสามารถในการสรางกรด เปนหนึ่งในลักษณะที่
มีความสําคัญมากที่สุด อยางไรก็ตามเมื่อคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกจะตองคํานึงถึงหลักการที่
เกี่ยวของกับการสงผลทําใหมนุษยมีสุขภาพที่ดีขึ้น ในขณะที่สภาพแวดลอมภายในระบบทางเดินอาหาร
และในอาหารอาจคอนขางแตกตางกันมาก ซ่ึงบอยครั้งพบวาโพรไบโอติกไมเหมาะที่จะใชเปนกลาเชื้อ
สําหรับอาหารหมัก (Oberman และ Libudzisz. 1998 ; German และคณะ. 1999) ซ่ึงอัตราการเจริญของ
เชื้ออาจชาและอาจสงผลใหเกิดรสชาติและกลิ่นผิดปกติ (off-flavours) (Svensson. 1999) การปรับปรุง
อาหารเพื่อใหมีความเหมาะสมสําหรับเปนสับสเตรทของโพรไบโอติกอาจเติมแหลงพลังงาน 
(ตัวอยางเชน กลูโคส) ปจจัยที่ทําใหเชื้อเจริญเติบโตซ่ึงไดแก ยีสตสกัด และไฮโดรไลซโปรตีน หรือ 
สารตานออกซิเดชัน เกลือแร หรือ ไวตามิน เพิ่มลงในอาหาร (Kurmann. 1988 ; Ishibashi และ 
Shimamura. 1993 ; Dave และ Shah. 1998 ; Gomes และคณะ. 1998) ซ่ึงขอควรพิจารณาหลายประการ
ในการคัดเลือกโพรไบโอติกมีดังนี้ 
  1.  คุณสมบัติที่ดีทางประสาทสัมผัส 
  2.  การตอตานฟาจ (phage) 
  3.  ความสามารถในการอยูรอดไดในระหวางกระบวนการแปรรูป 
  4.  ความคงตัวในผลิตภัณฑและในระหวางการเก็บรักษา 
  ปจจุบันผูนําในทางดานการผลิตกลาเชื้อสวนใหญใชแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับ 
bifidobacteria มาใชผลิตกลาเชื้อเพื่อการคา (Mogensen และ Friis. 1979) เชื้อโพรไบโอติกทางการคาที่
หาไดอาจประกอบดวยเชื้อจุลินทรียชนิดเดียวหรือเชื้อจุลินทรียหลายชนิดผสมกัน โดยสวนใหญ
คุณสมบัติของโพรไบโอติกไดรับผลกระทบในระหวางขั้นตอนตางๆ ของการผลิต (German และคณะ. 
1999) ดังนั้นผูผลิตควรทราบขอมูลเฉพาะดานคุณสมบัติของจุลินทรียสายพันธุนั้นๆ เพื่อนํามาใชในการ
ปรับกระบวนการใหเหมาะสม เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกอาจจะผสมในสูตรอาหารพิเศษที่มีลักษณะ
เปนแคปซูลหรือเม็ดหรืออาจถูกนํามาใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหารหมักมากมายหลายประเภท ในบาง
กรณีอาจนําเชื้อโพรไบโอติกมาเติมลงในอาหารเพื่อชวยใหอาหารมีคุณสมบัติของโพรไบโอติกหรือมี
การทําหนาที่ของโพรไบโอติกไดอยางเหมาะสม ซ่ึงการที่แบคทีเรียกรดแลคติกมีประโยชนมากจึง
ไดรับความสนใจมากในการนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาผลิตเปนกลาเชื้อ probiotic lactic acid bacteria 
ที่มีความคงทน ซ่ึงประกอบดวยเซลลที่มีชีวิตและไมบาดเจ็บจํานวนมาก ในสมัยกอนที่จะมีการใชกลา
เช้ือการเก็บรักษาเชื้อในรูปของของเหลวและในรูปแชแข็งกันมาก แตการเตรียมเชื้อในรูปของกลาเชื้อ
ผงที่ผานการแชแข็งแหง (freeze-dried) และสเปรยดราย (spray-dried) จะชวยประหยัดคาใชจายไดอยาง
มาก (Champagne และคณะ. 1991 ; Gölker. 1993) ถึงแมวาการผลิตในรูปสเปรยดรายจะประหยัดกวา
การแชแข็งแหงโดยเฉพาะเมื่อผลิตเปนจํานวนมาก (Gölker. 1993 ; Johnson และ Etzel. 1993) แต
แบคทีเรียกรดแลคติกจํานวนมากไมสามารถทนตออุณหภูมิที่คอนขางจะสูงที่ใชในระหวางการทํา
สเปรยดรายได (Porubcan และ Sellars. 1979) ดวยเหตุนี้การแชแข็งแหงจึงเปนวิธีที่นิยมใชกันมากที่สุด
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แมวาการแชแขงแหงเปนอันตรายกับเชื้อนอยกวาการสเปรยดราย (Porubcan และ Sellars. 1979) แตอาจ
เพิ่มการปองกันเซลลไดโดยเติมสารที่ชวยปองกันเซลล (protectants) จากการบาดเจ็บในระหวางที่เซลล
ถูกทําใหแหงและการเก็บรักษา (Champagne และคณะ. 1991 ; Souzu. 1992) สารปองกันที่ถูกนํามาใช
ไดแก แลคโตส ซูโครส โมโนโซเดียมกลูตาเมท (monosodium glutamate, MSG) และ แอสคอรเบท 
(ascorbate) ในนมหรือในน้ํา (Mäyrä-Mäkinen และ Bigret. 1998)  
 กลาเชื้อโพรไบโอติกทางการคาสวนมากจะเตรียมในรูปที่มีความเขมขนสูงและสวน
ใหญผลิตขึ้นเพื่อนํามาใชไดโดยตรง (direct vat set, DVS) (Honer. 1995) การใชเชื้อท่ีมีความเขมขนสูง 
(highly concentrated DVS culltures) เปนวิธีที่นิยมมากเนื่องจากสะดวกกวาการเลี้ยงเชื้อเองซึ่งจะทําได
คอนขางยาก นอกจากนี้เชื้อ DVS culture มีทั้งในรูปเชื้อเขมขนที่ผานการแชแข็งหรือในรูปแชแข็งแหง 
โดยทั่วไปแลวเชื้อแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (deep-frozen) จะมีจํานวนเซลลมากกวา 1010 
โคโลนีตอกรัม ขณะที่เชื้อที่อยูในรูปแชแข็งแหงมีจํานวนเชื้อมากกวา 1011 โคโลนีตอกรัม (Oberman 
และ Libudzisz. 1998) ซ่ึงความเขมขนของเซลลตอกรัมของผลิตภัณฑจะแปรผันขึ้นกับเชื้อจุลินทรีย 
และชนิดของจุลินทรียที่ใช 

 

2.2  วิธีการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกมีประวัติมานานนับศตวรรษและเปนจุลินทรียกลุมใหญที่พบใน
ธรรมชาติ แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบในนมและทําใหนมเปรี้ยวแตก็ยังสามารถพบแบคทีเรียชนิด
นี้ในแหลงอื่นๆ อีกมากมาย โดยพบวายอมติดแกรมบวก ไมมีสปอร และเจริญไดดีในสภาวะไรอากาศ 
การศึกษาลักษณะและการจําแนกชนิดของแบคทีเรียแลคติกสามารถทําไดดังนี้ (Orla-Jensen. 1919)           
 

 2.2.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) 
            การจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถทําไดโดยศึกษาลักษณะรูปรางของเซลล ไดแก 

รูปรางกลมหรือแทง ตอมาไดมีผูคนพบแบคทีเรียกลุมนี้และไดจัดจําแนกเชื้อรูปรางแทงไวหลายสกุล 
ไดแก Lactobacillus, Bifidobacterium และ Carnobacterium เชื้อรูปรางกลมซึ่งแบงเซลล 2 ระนาบเปน
ส่ีเซลลไดแก Aerococcus, Pediococcus และ Tetragenococcus และเชื้อรูปรางกลมเรียงตัวเปนคูหรือ
สายโซ ไดแก Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus และ Leuconostoc ปจจุบันมีการ
เสนอสกุลใหมเพิ่มเติมจากเดิม ไดแก Weissella, Alloliococcus, Atopobium, Oenocococcus, 
Lactosphaera และ Paralactobacillus  (De Vuyst และ Vandamme. 1994) 
  

 2.2.2  การศึกษารูปแบบการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรต (Carbohydrate fermentation)   
                          การศึกษารูปแบบการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรต เปนวิธีหนึ่งที่ใชจําแนกชนิดของ
แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตแตกตางกันมาก ดังนั้นจึง



 10 

เปนวิธีที่ใชในการจําแนกเชื้อแบคทีเรียไดเปนสายพันธุตางๆ โดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ใน
อาหารที่ใสธาตุอาหารบางอยางลงไปแลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่ที่เกิดขึ้นในอาหาร 
เล้ียงเชื้อ เชน การเกิดกรด การเกิดแกส การเกิดสารบางชนิดเปนตน (Bridge และ Sneath. 1982) 
 

 2.2.3  การศึกษาชนิดของแบคทีเรียโพรไบโอติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rDNA  

                           การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA เปนวิธีที่ใชเครื่องมือในการ
ติดตามความสัมพันธของสายพันธุแบคทีเรียและจําแนกชนิดของแบคทีเรียจากแหลงกําเนิดที่
หลากหลาย  ไดแก จากสภาพแวดลอม หรือโรงพยาบาล เชนในตัวอยาง  เลือด หรือ ปสสาวะ  
การวิเคราะหดวยวิธีนี้ปจจุบันไดถูกนํามาใชในหองทดลองเพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีอัตราการ
เจริญเติบโตชากวาปกติหรือแบคทีเรียที่เจริญเติบโตไดยากตางจากแบคทีเรียทั่วไป นอกจากนี้ยัง
สามารถจําแนกแบคทีเรียที่มีความคลายคลึงกันไดโดยใชวิธีที่มีระเบียบแบบแผน การวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทด 16S rDNA พื้นฐานไดรับความสนใจเนื่องจากไรโบโซม SSU ที่มีอยูทั่วไปในแบคทีเรีย
และเปนบริเวณที่เกิดการเปลี่ยนแปลงจําเพาะของแบคทีเรียแตละสายพันธุ โดยลักษณะของบริเวณที่เกิด
การเปลี่ยนแปลงจําเพาะนี้ทําใหสามารถจําแนกชนิดหรือในระดับสายพันธุของแบคทีเรียโดยการ
เปรียบเทียบขอมูลจาก public domain (Vandamme และคณะ. 1996) 
  อยางไรก็ตามการจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยวิธีนี้ในบางกรณีอาจไมไดผลเนื่องจาก
การจําแนกในระดับสายพันธุพบวามีสวนของลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกันทุกประการทําใหไม
สามารถจําแนกชนิดของแบคทีเรียได ซ่ึงไดแกเช้ือ Streptococcus mitis, Streptococcus oralis และ 
Streptococcus pneumoniae นอกจากนี้ลักษณะที่ดีของลําดับนิวคลีโอไทดควรไดรับการตรวจทานและ
แกไขใหถูกตอง เชนการตรวจสอบชนิดของจุลินทรียโดยโครมาโตแกรม (chromatogram) ในจุดสูงสุด
ที่เกิดการซอนทับกันทําใหไดหลายลําดับนิวคลีโอไทดสงผลใหฐานขอมูลที่ไดมาไมถูกตอง และพบวา
ถาเกิดความไมแนชัดของตําแหนงมากกวารอยละ 1 จะทําใหเกิดความขัดแยงกันในการตีความหมาย
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยการซอนทับกันของโครมาโตแกรมนี้อาจเกิดจากการปนกันของเชื้อทําให
องคประกอบโมเลกุลของเชื้อที่ไดไมถูกตองและทําใหขอมูลของตะกอนโมเลกุลท่ีไดผิดพลาดสงผลให
ไมพบสายพันธุของแบคทีเรียจากฐานขอมูล ดวยเหตุนี้การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อกอนทําการ
วิเคราะหจึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย (Mignard และ Flandrois. 2006) 
วิธีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA นี้มีการใชอยางแพรหลายในปจจุบันเพราะชวย
เพิ่มปริมาณ DNA ที่มีอยูอยางจํากัดใหมีปริมาณมากขึ้นรวมถึงสารพันธุกรรมชนิดอ่ืนๆดวย และไดมี
การดัดแปลงพัฒนาวิธีการ พีซีอาร (PCR) ใหมีความหลากหลายและใชงานไดอยางมีประสิทธิภาพและ
เหมาะสมยิ่งขึ้น เชน การใช enzyme reverse transcription เพื่อเปลี่ยน RNA  ใหเปน DNA กอนแลวจึง
เขาสูขั้นตอนพีซีอาร 
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 2.2.3.1  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction) หรือพีซีอารเปนเทคนิคที่ใช
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออื่น โดยไมจําเปนตองทําใหดีเอ็นเอ
ดังกลาวบริสุทธ์ิกอน สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอที่สนใจไดโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณใน
เซลลหรือนําไปโคลน การทําพีซีอารคือการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอพอลีเมอเรสซ้ํากัน
หลายๆรอบ เพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึ้นเปนทวีคูณ การสังเคราะหดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นไดจําเปนตองมี
ไพรเมอรดวย ดังนั้นจึงใชไพรเมอร 2 ชนิดที่มีคูเบสคูสมกับปลายทั้ง 2 ดานของดีเอ็นเอบริเวณที่
ตองการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอรจะเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายและมีปลาย 3´ ในทิศทางเขาหากัน  
(รูปที่ 2.1) ดังนั้นขอกําหนดในการทําพีซีอารคือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการเพิ่ม
ปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสทั้งหมดหรือเฉพาะสวนปลายก็ได เพื่อการออกแบบสังเคราะหไพรเมอร
มาใชในปฏิกิริยาตอไป บริเวณหรือช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหเพิ่มปริมาณขึ้นจะมีขนาดความยาว
เทากับชิ้นดีเอ็นเอจากปลาย 5´ ของไพรเมอรหนึ่งถึงปลาย 5´ ของไพรเมอรอีกชนิดหนึ่ง 
 ไพรเมอรที่ใชเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีทําคือสกัด 
ดีเอ็นเอจากเซลลนํามาใสรวมกับไพรเมอร บัฟเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟส (dNTP) 
ทั้ง 4 ชนิด ทําใหดีเอ็นเอตนแบบแยกเปนสายเดี่ยว (denaturation) โดยใชความรอนและลดอุณหภูมิลง
อยางรวดเร็วเพื่อใหไพรเมอรที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายและมีปริมาณ
มากกวาชิ้นดีเอ็นเออื่นๆ มากมายเขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ (annealing) ขั้นสุดทายจึง
เปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสพรอมทั้งใสเอนไซมลงใน
ปฏิกิริยา เอนไซมจะทําหนาที่สังเคราะหเอนไซมตอจากไพรเมอร (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอ
เปาหมายเดิมเปนตนแบบ เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึ้น
เปน 2 เทา เชน จากเดิมมี 1 โมเลกุลจะเพิ่มเปน 2 โมเลกุล ดังนั้นถาดําเนินปฏิกิริยาซ้ํากัน (denaturation-
annealing-extention) หลายๆรอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึ้นจาก 1 เปน 2, 4, 8 เทา ไปเรื่อยๆ 
จนถึง 2n เทา เมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ 
 เนื่องจากเทคนิคพีซีอารเปนเทคนิคที่ไวมากสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปนลานๆ เทา
ไดอยางรวดเร็วใชดีเอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอยก็สามารถตรวจสอบได ดังนั้นจึงตองระมัดระวังการ
ปนเปอนของดีเอ็นเอจากภายนอก เชน จากอากาศ ผิวหนัง ผม เปนตน เพื่อปองกันปญหาดังกลาวจึงควร
ทําพีซีอารในบริเวณที่สะอาดไมปะปนกับการทดลองอื่น อุปกรณ และสารเคมีที่ใชควรสะอาดมี
คุณภาพสูง แยกเด็ดขาดจากการทดลองอื่น สวมถุงมือในการปฏิบัติงาน และมีหลอดควบคุมที่ไมมี 
ดีเอ็นเอ (negative control) ในการทดลองทุกครั้ง การปนเปอนของดีเอ็นเอจากภายนอกนี้เปนปญหาที่
สําคัญมากในการทดลองเพื่อตรวจหาดีเอ็นเอที่มีปริมาณนอยๆ เชน ตรวจดีเอ็นเอของแบคทีเรียจาก
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อาหาร  ดีเอ็นเอของแบคทีเรียหรือไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในคนเปนตน ในการทําพีซีอารตองใชสารเคมี
ตางๆ ดังนี้ 
 1.  บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยา ซ่ึงมักจะมาพรอมกับเอนไซม Tag polymerase โดยมี
ความเขมขนเปน 10 เทาของที่จะใชจริง (10x buffer) ซ่ึงจะใสปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมของ
ปฏิกิริยา 
 2.  dNTP ประกอบดวย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิ 
โมลาร โดยอาจซื้อมาสําเร็จหรือซ้ือมาแตละชนิดแลวจึงนํามารวมกันใหไดความเขมขนตามที่ตองการ 
ในปฏิกิริยาจะใสในปริมารณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวม เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเปนชนิดละ 200 
ไมโครไมลาร 
 3. ไพรเมอร ที่นิยมใชคือโอลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 20-24 นิวคลีโอไทด มีองคประกอบ
ของเบส G และ C อยูระหวางรอยละ 40-60 โดยไพรเมอรทั้งสองชนิดที่ใชคูกันควรมีสวนประกอบของ
เบส G+C เทากัน เพื่อใหคา Tm (melting temperature) เทากันหรือใกลเคียงกัน และไมควรใชไพรเมอร
ที่มีลักษณะปลาย 2 ขางเปนคูสมกัน (palindrome sequence) ทั้งภายในไพรเมอรเดียวกันและระหวาง 
ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดที่ใชคูกัน แตในบางกรณีก็พบวาอาจจะใชไพรเมอรที่มีลักษณะไมเหมาะสมดังกลาว
ไดบาง การออกแบบไพรเมอรอาจทําโดยดูจากลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณโดยตรงหรือ
ใชโปรแกรมสําเร็จรูปก็ได เมื่อสังเคราะหไพรเมอรเรียบรอยแลวจึงนํามาละลายในน้ําหรือ TE buffer ที่
มีความเขมขน 5 พิโคโมลตอลิตร (หรือ 5 ไมโครโมลาร) ปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาคือใหความเขมขน
สุดทายเปน 0.1-2.0 ไมโครโมลาร 
 4.  ดีเอ็นเอเปาหมาย ใชไดทั้งดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและดีเอ็นเอที่มีคุณภาพไมดีนัก เชน  
ดีเอ็นเอจากหยดเลือด เนื้อเยื่อที่เก็บในพาราฟนเปนตน แตถาใชดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีจะไดผลผลิต
มากกวา ปริมาณดีเอ็นเอใชไดตั้งแต 5-500 นาโนกรัม โดยทั่วไปนิยมใชอยูในชวง 10-50 นาโนกรัมตอ
ปฏิกิริยา 
                          5. แมกนีเซียมคลอไรด ซ่ึงอาจรวมอยูในบัฟเฟอรก็ได แตสวนใหญจะแยกตางหาก
เพื่อใหปรับใชไดในปริมาณที่เหมาะสมกับดีเอ็นเอแตละชนิด เนื่องจากแมกนีเซียมไอออนเปนสวน
สําคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมพอลิเมอเรส และมีรายงานวาความเขมขนของแมกนีเซียมไอออน
มีผลตอปฏิกิริยามาก ดังนั้นในการทดลองกับตัวอยางชนิดใหมที่ยังไมมีรายงานมากอน จึงควรทดลอง
ปรับเปลี่ยนความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดกอนเพื่อเลือกความเขมขนที่เหมาะสมที่สุด ความ
เขมขนของแมกนีเซียมที่ใชในปฏิกิริยาคือ 1.5-10 มิลลิโมลาร 
 6. เอนไซม เนื่องจากขั้นตอนในการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอารตองมีการทํา
ใหดีเอ็นเอเสียสภาพดวยความรอน เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสที่ใชจึงเลือกใชเอนไซมที่ทนความรอน
ได (thermostable DNA polymerase) เอนไซมชนิดแรกแยกไดจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus YT1 
ทํางานไดที่อุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส มีกิจกรรมไดสูงสุดที่พีเอช 7.3-8.9 ชนิดที่ 2 แยกไดจาก
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แบคทีเรียเดียวกันเปนชนิดที่คนใชกันมากรูจักกันในชื่อ Taq polymerase ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70-80 
องศาเซลเซียส และตอมาสามารถแยกเอนไซมไดอีกหลายชนิดจากแบคทีเรียตางๆ โดยทุกชนิดที่แยกได
ประกอบดวยโพลีเพปไทดเพียงสายเดียว (monomer) ขนาดอยูระหวาง 61-100 กิโลดาลตัน ความ
แตกตางของเอนไซมแตละชนิดคือการมีคุณสมบัติตัดดีเอ็นเอจากปลาย (exonuclease activity) เพราะ
เอนไซมที่สามารถตัดดีเอ็นเอจากปลาย 3´(3´→5´exonuclease) จะสามารถกําจัดนิวคลีโอไทดที่
สังเคราะหผิดพลาดได (สุรินทร ปยะโชคณากุล. 2545) 
  
 

                      
 
 

รูปท่ี 2.1  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร 
   ที่มา : Strachan. 1992 
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2.3  การตอบสนองตอสภาพเครียดจากความดันออสโมติก 

 

   โดยทั่วไปเซลลแบคทีเรียและเซลลของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนมีผนังเซลลที่สามารถรักษาความ
เขมขนของน้ําภายในเซลลใหอยูที่ระดับหนึ่งซึ่งต่ํากวาภายนอกเซลลเพื่อใหมีกิจกรรมภายในเซลลที่
เหมาะสมเมื่อมีความแตกตางของปริมาณน้ําที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได (aw) ทําใหมีแนวโนมที่น้ําจะ
ไหลเขาไปในเซลลสงผลใหเกิดแรงดันอุทกสถิตศาสตร (hydrostatic pressure) ซ่ึงแรงดันนี้เมื่อเกิดขึ้น
ภายในเยื่อหุมเซลล (cytoplasmic membrane) และกระทําตอผนังเซลลจะเรียกวาแรงดันเตง (Turgor 
pressure) หรือการบวม (turgor) เมื่อแรงดันเตงเพิ่มขึ้นเยื่อหุมเซลลจะดันผนังเซลลปริมาตรน้ําของเซลล
เพิ่มขึ้นทําใหเซลลขยายออก ในทางกลับกันถาแรงดันเตงลดลงจะทําใหปริมาตรของเซลลลดลงเชนกัน
จึงทําใหมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของเซลล แรงตึงผิว และความเขมขนของตัวถูกละลายภายใน 
cytoplasm (Csonka. 1989) 
  

 2.3.1  ความดันออสโมติก (Osmotic pressure) 
                            ความดันออสโมติกหมายถึง ความดันอุทกสถิต (hydrostatic pressure) ที่เกิดขึ้นใน
เซลล สมมติวามีชองที่ถูกแบงออกเปนสองสวนเหมือนกันซ่ึงเปดสูสภาพบรรยากาศและถูกแยกแตละ
ชองดวยเยื่อหุมที่ยอมใหสารบางชนิดผานไดตามแนวขวาง โดยถาชองที่ 1 เติมน้ําบริสุทธิ์ และชองที่ 2 
เติมน้ําและตัวถูกละลายที่ไมสามารถแพรผานเยื่อหุมไดในปริมาณเทากัน เพราะฉะนั้นความเขมขนของ
น้ําในชองที่ 2 นอยกวาน้ําบริสุทธิ์ในชองที่ 1 ทําใหโมเลกุลของน้ําจะแพรผานเยื่อจากชองที่ 1 ไปยังชอง
ที่ 2 ทําใหน้ําในชองที่ 1 ลดลง ซ่ึงการเคลื่อนยายของน้ํานี้เปนสาเหตุทําใหระดับน้ําของชองที่ 1 ลดลง 
และชองที่ 2 มีน้ําเพิ่มมากขึ้นเกิดความดันอุทกสถิต การแพรของน้ําจากชอง 1 ไปยังชองที่ 2 นี้จะดําเนิน
ไปอยางตอเนื่องจนกระทั่งเกิดความสมดุลของน้ํา (Csonka. 1989) 
    จากตัวอยางขางตนถาสารละลายที่บรรจุในชองที่ 2 สามารถแพรสูอีกชองหนึ่งไดอยาง
อิสระและเยื่อหุมที่กั้นระหวาง 2 ชองนั้นไมสามารถยืดหยุนไดทําใหปริมาตรของสารละลายในชองที่ 2 
ไมสามารถขยายไดทําใหเกิดความดันในชองที่ 2 เพิ่มมากขึ้น โดยถาเปนเซลลของแบคทีเรียและพืชซ่ึงมี
ผนังเซลลที่แข็งอยูรอบๆ เยื่อหุมเซลล (cytoplasmic membrane) เมื่อน้ําแพรเขาสูเซลลจะทําใหเยื่อหุม
เซลลสามารถขยายไดเพียงพื้นที่ดานในของผนังเซลลเทานั้น และเมื่อน้ําแพรเขาสูเซลลมากขึ้นจะทําให
เกิดแรงดันของเยื่อหุมเซลลดันไปที่ผนังเซลล ซ่ึงแรงดันนี้เรียกวาแรงดันเตง (turgor pressure)  
(Csonka. 1989) 
 ในขณะที่เซลลของแบคทีเรียซ่ึงมีเยื่อหุมเซลลซ่ึงเปนเยื่อเลือกผานซึ่งมีลักษณะยอมให
น้ําสามารถผานเขาไปได แตไมยอมใหตัวถูกละลายที่มีอยูในอาหารและสารเมตาโบไลทที่มีอยูใน 
cytoplasm ผานได  เมื่อภายนอกเซลลมีน้ําที่เซลลสามารถนําไปใชไดต่ํา (สภาวะที่มีความดัน 
ออสโมติกสูง) สงผลใหเกิดการไหลออกของน้ําอยางรวดเร็วและสูญเสียแรงดันเตงทําใหเซลลอาจ
สูญเสียน้ําไดในที่สุดและทําใหเกิดการหดกลับของเยื่อหุมเซลลจากผนังเซลล (Csonka. 1989) 
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 2.3.2  สภาพเครียดตอความดันออสโมติก (Osmotic stress) 

  สภาพเครียดตอความดันออสโมติกหมายถึงสภาพเครียดของการปรับตัวตอสภาวะ
แวดลอมที่มีความดันออสโมติกสูง (high osmolality) สภาพเครียดตอความดันออสโมติกมีผลตอ 
การเจริญและการอยูรอดของแบคทีเรียซ่ึงเกี่ยวของโดยตรงกับคา aw ภายนอกเซลล คา aw = P/Po = 
n1/(n1+n2) เมื่อ P คือความดันไอของสารละลาย Po ความดันไอของตัวทําละลาย (น้ําบริสุทธิ์) n1 คือ
จํานวนโมลของตัวทําละลาย และ n2 คือจํานวนโมลของตัวถูกละลายในอุดมคติ การลดต่ําลงของความ
ดันไอเปนคุณสมบัติหนึ่งของสารละลายเชนเดียวกับการลดต่ําลงของจุดเยือกแข็ง การเพิ่มขึ้นของ 
จุดเดือด และการเพิ่มขึ้นของความดันออสโมติก ความดันออสโมติกก็คืออุทกสถิตศาสตร (hydrostatic 
pressure, มีหนวยเปนเมกกาปาสคาล) ความเขมขนตัวถูกละลายที่แทจริง (actual solute) แสดงในรูป
ของตัวถูกละลายในอุดมคติ (ideal solute) ที่ใหคา aw ระดับเดียวกันและมีหนวยเปน osmolal (OSM) 
ความสัมพันธระหวาง  aw และความดันออสโมติกแสดงไดดังสมการดังนี้คือ aw = x/(x+c) ซ่ึง c หมายถึง
ความเขมของตัวถูกละลายมีหนวยเปน OSM และ x คือจํานวนโมลของน้ําตอลิตร ซ่ึงมีจํานวนโมล 
ประมาณ 55.6 (Ingraham และ Marr. 1996) 
 

2.3.3 กลไกการควบคุมความดันออสโมติก (Osmoregulatory mechanism) 

                  กลไกการควบคุมความดันออสโมติก เปนกลไกที่ชวยรักษาความดันเตงภายในเซลลให
อยูในระดับที่เซลลสามารถทนได โดยท่ัวไปพบวาเมื่อเซลลเผชิญกับความดันออสโมติกสูงภายนอก
เซลลหรือสภาพที่มีตัวถูกละลายภายนอกเซลลสูงหรือปริมาณน้ําภายนอกเซลลต่ํากวาภายในเซลล 
(hyperosmotic condition) เปนผลใหเกิดการสูญเสียน้ําออกจากเซลลทําใหเกิดการลดลงของแรงดันเตง 
และเกิดการลดลงของปริมาตรไซโตพลาสมิก (cytoplasmic volume) เปนผลใหความเขมของสาร 
เมตาโบไลททั้งหมดภายในเซลลเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะทําใหคา aw ภายในเซลลลดลง ถาภายในเซลลไมมีการ
ปรับตัวตอสภาพความดันออสโมติกสูงเซลลจะเหี่ยวจนกระทั่งคา aw ภายในเซลลเทากับคา aw ภายนอก
เซลล ความเขมขนที่สูงขึ้นของโมเลกุลตางๆ ภายในเซลลอาจทําใหเกิดการยับยั้งกระบวนการเมทาบอ 
ลิซึมภายในเซลล ตัวอยางเชน ตัวยับยั้งเอนไซมจําเพาะอาจมีความเขมขนสูงขึ้นจนเปนอันตรายตอเซลล
ได (Atkinson. 1969) หรือความเขมขนของไอออนที่เพิ่มขึ้นอาจเปนพิษตอเซลลได (Walderhaug และ
คณะ. 1987) 

 ในทางตรงกนัขามถาหากมีตวัถูกละลายอยูนอยหรือมีปริมาณน้ํามาก (hypothesis) น้ํา
ภายนอกเซลลจะเขาสูเซลลทําใหความดันเตงเพิ่มขึ้นเปนผลใหเซลลขยายปริมาตรขึน้ดังนั้นการที่
แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดในสภาพเครียดจากความดันออสโมติกไดนั้น เซลลของแบคทีเรียจําเปน
ปรับตัวโดยการสะสมตัวถูกละลายโดยเฉพาะภายใตสภาวะที่มีความดนัออสโมติกสูง (hyperosmotic) 
และปลดปลอยภายใตสภาวะความดนัออสโมติกต่ํา (hypoosmotic) ตัวถูกละลายนีเ้รียกวา compatible 
solute ซ่ึงก็คือสารประกอบที่เซลลสามารถสะสมไดในความเขมขนสูงมากๆ เพียงพอที่จะรักษาสมดุล
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ของความดันเตงเมื่อภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกสูงโดยที่ไมเปนพิษตอเซลลและไมยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมภายในเซลล ตัวอยางของตัวถูกละลายนี้ไดแกโพแทสเซียมไอออน (K+) กรดอะมิโน  
กลูตาเมท (glutamate) กลูตามีน (glutamine) โพรลีน (proline) แกรมมาอะมิโนบิวไทเรท  

(γ-aminobutyrate) อะลานนี (alanine) ไกลซีนบีเทน (glycinebetaine) กรดอะมโิน N-methyllated 
ซูโครส(sucrose) ทรีฮาโลส (trehalose) กลูโคซิลกลีเซอรอล (glucosylglycerol) (Csonka. 1989 ; 
Galinski และ Trüper. 1994) โดยตวัถูกละลายเหลานีส้ามารถสะสมใหเพิ่มมากขึ้นภายในเซลลจากการ
สังเคราะหขึ้นเองหรือจากการรับจากสิ่งแวดลอมภายนอกเซลล โดยไมมีผลในการขัดขวางกระบวนการ
สําคัญภายในเซลล และยังมีผลในทางปองกันเซลล โดย compatible solute หลายชนิดไดถูกพิสูจนวามี
ผลทําใหเอนไซมภายในเซลลมีความเสถียร และยังมีผลในทางปองกนัเซลลไมเพียงแตปองกันเซลลตอ
สภาพที่มีเกลือสูงเทานั้นยังปองกันเซลลตอสภาพที่มีอุณหภูมิที่สูง สภาพในการแชแข็งและทําใหละลาย 
และสภาพในการทําแหงไดอีกดวย (Yancey และคณะ. 1982) 
  

 2.3.4  Compatible solute 
           ความดันออสโมติกของไซโตพลาสซึม (cytoplasmic osmolality) เกิดขึ้นภายในเซลล
เนื่องมาจากสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมจํานวนมากที่มีความเขมขนไมแตกตางกับ
ภายนอกเซลลกับตัวถูกละลายที่มีปริมาณนอยภายในเซลล ซ่ึงความเขมขนของตัวถูกละลายนี้จะขึ้นอยู
กับความเขมขนภายนอกเซลล โดยตัวถูกละลายที่จะเปนตัวกําหนดความดันออสโมติกภายในเซลลนี้ถูก
เรียกวา compatible solute เนื่องจากสวนใหญจะไมขัดขวางกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลลแมแตที่
ความเขมขนสูง (Brown. 1990) compatible solute สามารถที่จะสะสมในเซลลของแบคทีเรียโดยการ
สังเคราะหหรือโดยรับสารจากอาหารเลี้ยงเชื้อภายนอกเขาสูเซลล ซ่ึง compatible solute แตละชนิดมีผล
ตอการทนตอสภาพเครียดจากความดันออสโมติกของเซลลไดแตกตางกันและแบคทีเรียแตละชนิด
สามารถสะสมตัวถูกละลายตางชนิดกัน (ตารางที่ 2.1) เชน โปแทสเซียมอิออน (K+) กลูตาเมต 
(glutamate) และไอออนชนิดอ่ืนๆ ที่มีความเขมขนสูงก็สามารถยับยั้งเอนไซมหลายชนิดได (Richey 
และคณะ. 1987) แตในสภาพที่มีความดันออสโมติกที่ต่ํากวา 0.25 OSM โปแทสเซียมอิออน (K+)  
และกลูตาเมต (glutamate) จะเปนตัวควบคุมความดันออสโมติกภายในเซลลแตที่ความดันออสโมติกสูง
เซลลชอบที่จะสะสม compatible solute ที่ไมมีประจุ (neutral compatible solute) 
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ตารางที่  2.1  การสะสมสาร Compatible solute ภายในเซลลของจุลินทรียชนิดตางๆ 
การควบคุมสภาพเครียดจากความดัน 

ออสโมติก 
 

ชนิดของจุลินทรีย 
Compatible solute สังเคราะห/รับเขา 

เอกสารอางอิง 

Lactobacillus acidophilus IFO 
3532 

Glycine betaine รับเขา Hutkins และคณะ. 1987 

L. plantarum ATCC 14971 Glycine betaine รับเขา Glaasker และคณะ. 1996 
Lactococcus lactis subsp. 

cremoris MG 1363 
Glycine betaine รับเขา van der Heide และ 

Poolman. 2000 
L. lactis subsp. lactis IL 1403 Glycine betaine รับเขา van der Heide และ

Poolman. 2000 
L. lactis subsp. lactis ML3 Glycine betaine 

Proline 
รับเขา van der Heide และ

Poolman. 2000 
Staphylococcus aureus Proline รับเขา Csonka. 1989 

Escherichia coli Proline รับเขา Csonka. 1989 
Salmonella typhimurium Proline รับเขา Csonka. 1989 
Klebsiella pheumoniae Proline รับเขา Csonka. 1989 

 

  โดย neutral compatible solute ชนิดสําคัญที่สะสมในเซลลของแบคทีเรียกลุม 
เอนเทอริก (enteric bacteria) ไดแก ทรีฮาโลส โพรลีน และบีเทน สาร compatible solute ขึ้นอยูกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช เชน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ defined minimal medium ทรีฮาโลสจะถูกสะสมขึ้นภายใน
เซลลจากการสังเคราะหแตเซลลก็ไมสามารถรับทรีฮาโลสเขาสูเซลลเพื่อนําไปใชเปนสาร compatible 
solute ไดแมวาภายนอกเซลลจะมีทรีฮาโลสก็ตาม สําหรับโพรลีนและบีเทนจะถูกสะสมภายในเซลลก็
ตอเมื่อมีสารทั้งสองชนิดนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเทานั้น ซ่ึงการสะสม compatible solute โดยการรับเขาจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้สามารถพบไดในแบคทีเรียบางชนิด เชน เชื้อ E. coli สามารถสรางบีเทนไดจาก 
โคลีน choline ที่รับมาจากภายนอกเซลล (Csonka และ Epstcin. 1996) 
 

2.4 การตอบสนองตอสภาพเครียดจากความเย็น 
 

 เมื่อเซลลของจุลินทรียอยูในสภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมิต่ําจะสงผลใหความเสถียรของ
โปรตีนภายในเซลลลดนอยลง อันเนื่องมาจากขบวนการตางๆซึ่งไดแก อัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมและการนําสับสเตรทเขาสูเซลลลดลง การคงรูปของเยื่อหุมเซลลลดนอยลง การเกิดกิจกรรม
ของ RNA polymerase ต่ําลง และความเขมขนของสารละลายภายในเซลลสูงขึ้น ซ่ึงสงผลใหเซลลเกิด
การบาดเจ็บจากความดันออสโมติกที่เกิดขึ้นภายในเซลลได นอกจากนี้การตายของเซลลจุลินทรียที่เกิด
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จากการแชแข็งและการละลายโดยสวนมากมักเกิดจากความเสียหายและการเสียสภาพของ DNA ซ่ึงการ
ที่แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิต่ําไดนั้น แบคทีเรียจะทําการปรับตัวตออุณหภูมิที่ต่ําดวย
กระบวนการเพิ่มกรดไขมันอิ่มตัว และการสังเคราะหโพลีเพปไทด  (Panoff และคณะ. 1998) 
   โดยทั่วไปเซลลของแบคทีเรียจะไวตอการแชแข็งซึ่งทําใหเซลลมีอัตราการตายอยางชาๆ ซ่ึง
การแชแข็งและละลายบอยครั้งไดถูกศึกษาซึ่งพบวาเยื่อหุมเซลลเกิดความเสียหายและเกิดการเสียสภาพ
ของ DNA ที่เปนเหตุใหเซลลตายหลังจากการแชแข็งและละลาย ขณะที่โปรตีนถูกทําลายเนื่องจากความ
เขมขนของสารละลายภายในเซลลที่เพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามจากการศึกษาการตอบสนองตอการแชแข็ง
และละลายของแบคทีเรียในระยะ exponential พบวาหลังจากยายเซลลของแบคทีเรียจากอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตไปยังอุณหภูมิที่ต่ํากวา (สูงกวา 0 องศาเซลเซียส) แบคทีเรียบางชนิดจะเพิม่
ความสามารถการอยูรอดที่อุณหภูมิต่ําไดดียิ่งขึ้นโดยการเพิ่มความตานทานตอความเย็น ซ่ึงการปรับตัว
ตอการแชแข็งและละลายนี้ขึ้นอยูกับอุณหภูมิและระยะเวลาในการบมซึ่งจะตองเหมาะสมกับความ
เขมขนของเซลลแบคทีเรีย (Panoff และคณะ. 1998) 

 

 2.4.1  ความซับซอนของกระบวนการปรบัตัวของเซลล (The complexity of the cellular 
adaptation process) 
             อุณหภูมิของสภาพแวดลอมมีผลกระทบอยางมากตอสภาวะทางสรีรวิทยาของเซลล 
จุลินทรีย เนื่องจากอุณหภูมิมีผลกระทบตอปฏิกิริยาเคมีในเซลลเกือบทั้งหมด ในจุลินทรียที่เจริญไดที่
อุณหภูมิต่ําองคประกอบทั้งหมดของเซลลจําเปนตองสามารถทําหนาที่ได ดังนั้นการปรับตัวใหสามารถ
เจริญไดที่อุณหภูมิต่ําจึงเปนปรากฏการณซ่ึงเกี่ยวของกับการรักษาสภาพโครงสรางของโมเลกุลใหญ
ภายในเซลลและการรวมกลุมของโมเลกุลขนาดใหญ ซ่ึงไดแก โปรตีน ไรโบโซม และเยื่อหุมเซลล 
รวมทั้งรักษาสภาพและควบคุมระบบการสังเคราะหโปรตีนและรับสารอาหารเขาสูเซลล  ความซับซอน
ที่เกิดขึ้นนี้สะทอนใหเห็นถึงความลมเหลวหลายๆครั้งในการแยกเชื้อจุลินทรียผาเหลาที่ชอบเจริญที่
อุณหภูมิปานกลางที่ผานการปรับตัวตอความเย็น (Russell. 1990) 

 

2.4.2  การปรับตัวตออุณหภูมิของของเหลวที่เปนไขมันที่บริเวณเยื่อหุมเซลล (Thermal 
adaptation of membrane lipid fluidity) 
   เมื่อเกิดการปรับตัวตอความเย็นจุลินทรียจะทําการปรับสวนประกอบของกรดไขมัน
ของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลล ในการตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิที่เชื้อเจริญเติบโต  
โดยการปฏิบัติหนาที่ของเซลลตามปกติตองการสภาพเยื่อหุมเซลลที่มีลักษณะเปนเยื่อหุม 2 ช้ัน 
(membrane lipid bilayer) ซ่ึงสวนใหญเปนของเหลว เมื่อลดอุณหภูมิลงสายของกรดไขมันที่เยื่อหุม
เซลลจะเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสภาพของเหลวหรือสภาพที่มีลักษณะเหมือนของเหลวไปเปนสภาพที่
มีการจัดตัวในรูปของผลึกไขมันมากขึ้น การเปลี่ยนแปลงในขั้นนี้เรียกวา lipid phase transition หรือ 
order-disorder transition และจุดกึ่งกลางของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมินี้เรียกวา Transition temperature 
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(De Mendoza และ Cronan. 1983) จุลินทรียจะตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงนี้เมื่ออุณหภูมิลดลงโดย
เกิดกรดไขมันที่มีจุดหลอมเหลวต่ําจํานวนมากที่เยื่อหุมเซลลทําใหเยื่อหุมเซลลยังคงทํางานไดตอไป 
(Cronan และRock. 1987 ; De Mendoza และ Cronan. 1983) กลไกที่ควบคุมอุณหภูมิแบบนี้ไดทดสอบ
ในเชื้อ E. coli (Cronan และ Rock. 1987) แบคทีเรียชนิดนี้จะสะสม cis-vaccenic acid (C18 : 1) ให
เพิ่มขึ้นอยางมากเมื่ออุณหภูมิในการเจริญลดลง ซ่ึงการตอบสนองนี้ไมตองการการชักนําการสราง
โปรตีนแตมีการนําโปรตีนบางชนิดมาแทรกจึงจะทํางาน (active) ไดดีเฉพาะที่อุณหภูมิต่ํา 
  แบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียโพรไบโอติกบอยคร้ังที่เผชิญกับสภาพเครียดใน
ระหวางกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมและกระบวนการถนอมอาหาร ในสภาพนี้เปนอันตราย
ตอสภาวะทางสรีรวิทยาของจุลินทรียเหลานี้และทําใหกลาเชื้อที่ผลิตไดไมมีคุณภาพ (Hubálek. 2003) 
เชน แบคทีเรียที่เผชิญตอความสภาพเครียดจะทําใหจุลินทรียเกิดการตอบสนองทางสรีรวิทยาโดยเกิด
การปรับตัว การเปลี่ยนแปลงซึ่งไดเคยมีการศึกษาพบในแบคทีเรียโพรไบโอติกและแบคทีเรีย 
กรดแลคติกแบงไดเปนขั้นตอนดังนี้ 
 ขั้นที่ 1 การตอบสนองโดยการปรับตัวทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบของ
กรดไขมันของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงชวยควบคุมการยอมรับใหสารผานเขาออกจากเยื่อหุมเซลล (membrane 
permeability) และการเพิ่มขึ้นของปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวทําใหอุณหภูมิของการเปลี่ยนแปลงจาก
ของแข็งเปนของเหลวลดลง ซ่ึงจะชวยรักษาสภาพของเหลวที่เยื่อหุมเซลลในระหวางเกิดสภาพเครียด
จากความเย็น (Russell. 1997) กรดไขมันไมอ่ิมตัวที่เพิ่มสูงขึ้นมีความสัมพันธกับความสามารถในการ
ทนตอความเย็นไดดีขึ้นในเชื้อ S. thermophilus (Béal และคณะ. 2001) นอกจากนี้การสังเคราะหกรด
ไขมันเฉพาะมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองตอสภาพเครียด ความเขมขนของกรดไขมัน C16 : 0 ถูก
พบวาจะชวยการตอบสนองตออุณหภูมิที่ต่ําในเชื้อ  Lactobacillus acidophilus (Fernandez Murga และ
คณะ. 2000 : Wang และคณะ. 2005)  ขณะที่กรดไขมัน C18 : 0 เพิ่มขึ้นในระหวางที่เชื้อ L. plantarum 
เกิดการปรับตัวตอความเย็น (Russell และคณะ. 1995) และ cycC19 : 0 ที่มีความเขมขนสูงพบวาจะชวย
ในการปองเซลลจากความเย็นใหกับเชื้อ Lactobacillus bulgaricus (Smittle และคณะ. 1974), 
Lactobacillus helveticus และ Lactobacillus acidophilus (Zavaglia และคณะ. 2000) โดยเชื้อเหลานี้ 
มีการสังเคราะหกรดไขมัน cycC19 : 0 สูงขึ้นทําใหของเหลวที่บริเวณเยื่อหุมเซลลถูกรักษาไว 
 การสังเคราะหโปรตีนที่ตอบสนองตอความเย็นอยางฉับพลัน (cold shock proteins) เปน
การตอบสนองความเย็นขั้นที่ 2 โปรตีนชนิดนี้สามารถเขาจับกับ RNA และบางครั้งทําหนาที่ในฐานะ
ของ RNA chaperones ดังนั้นจึงทําใหกระบวนการแปรรหัส (translation) ภายใตสภาพที่มีอุณหภูมิต่ํา
งายขึ้น (Graumann และคณะ. 1997) โปรตีนนี้ยังทําหนาที่ขจัดความอิ่มตัวของกรดไขมันที่บริเวณเยื่อ
หุมเซลลของเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis มีโปรตีน 12 ชนิดที่ถูกสังเคราะหเพิ่มขึ้นเปน 3 เทา  
ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส เมื่อเปรียบเทียบกับที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Panoff และคณะ. 2000) 
ในเชื้อ S. thermophilus จะมีโปรตีน (non-constitutive proteins) 4 ชนิด ถูกชักนําที่อุณหภูมิ 15  
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องศาเซลเซียส และโปรตีน 6 ชนิด ถูกสังเคราะหมากที่สุดหลังจากเปลี่ยนอุณหภูมิเปน 20  
องศาเซลเซียส (Wouters และคณะ. 1999) กลุมของ cold shock protein (CspA-CspE) ซ่ึงแบงลักษณะได
โดยใชน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 7 กิโลดาลตัน ซ่ึงไดเคยมีการจําแนกและคนพบในบรรดาโปรตีน
เหลานี้ การสังเคราะหโปรตีน CspB และ CspE มากเกินมีผลทําใหเชื้อ L. lactis ที่ผานการแชแข็งมีการ
อยูรอดเพิ่มขึ้น (Wouters และคณะ. 2000) และการสังเคราะหโปรตีน CspP ที่มากเกินไปในเชื้อ  
L. plantarum ชวยใหการอยูรอดของเชื้อหลังจากถูกแชแข็งเพิ่มขึ้น (Derzelle และคณะ. 2003)  
  ประการสุดทายโปรตีนที่ทําใหเกิดการปรับตัวใหเขากับสภาพความเย็น 10 ชนิด จะถูก
สรางขึ้นในเชื้อ Enterococcus faecalis ระหวางที่เชื้อเจริญที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส (Panoff และคณะ. 
1997) ซ่ึงโปรตีน 5 ชนิดของโปรตีนทั้งหมดพบวาเปน cold shock protein  
 การปรับตัวทางสรีรวิทยาหลังการเผชิญสภาวะเครียดจากความเย็นทั้ง 2 ประเภทนี้อาจ
ถูกชักนําใหเกิดขึ้นในระหวางการผลิตกลาเชื้อแบบแชแข็งเพื่อทําใหเชื้อสามารถทนตอความเย็นไดดี
ยิ่งขึ้น ตัวอยางเชน เมื่อนําแบคทีเรียที่เจริญแลวมาบมที่อุณหภูมิต่ําหรือพีเอชต่ําจะชวยเพิ่มความ
ตานทานตอการแชแข็งและเก็บรักษาโดยการแชแข็ง (Béal และคณะ. 2001 ; Fernandez Murga  
และคณะ. 2000 ; Wang และคณะ. 2005) อยางไรก็ตามวิธีนี้นําไปสูความเขมขนเซลลที่นอยลงในขั้น
สุดทายของการหมัก ซึ่งทําใหการผลิตของกลาเชื้อวิธีนี้ไมไดรับความสนใจ 
 การปรับตัวอ่ืนๆ อาจเกิดขึ้นภายหลังขั้นตอนการหมักเชน การบมเชื้อ L. lactis ทีอุ่ณหภมู ิ
8 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง หลังจากการเพาะเลี้ยงใหเจริญจะชวยใหเชื้อมีปริมาณเซลลที่รอด
ชีวิตเพิ่มขึ้น (รอยละ 95) (Panoff และคณะ. 1994) ในกรณีของเชื้อ L. bulgaricus การนําเชื้อมาไวที่
อุณหภูมิต่ําลงคืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะทําใหเชื้อมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิต
รอยละ 80 (De Urraza และ De Antoni. 1997) สวนเซลลของเชื้อ L. lactis มีความตานทานตอการ 
แชแข็งเพิ่มมากขึ้นหลังจากบมเชื้อที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง (Kim และคณะ. 
1999) หรือ 2 ช่ัวโมง (Broadbent และ Lin. 1999) และเมื่อนําการปรับตัวตอความเย็นอยางฉับพลันที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง มาประยุกตใหกับเชื้อ S. thermophilus มีผลทําใหอัตรา
การอยูรอดของเชื้อหลังการแชแข็งเพิ่มขึ้น 103 เทา (Wouters และคณะ. 1999) ประการสุดทายการบม
เชื้อที่อุณหภูมิต่ํา (4 องศาเซลเซียส) ในระหวางขั้นตอนการปองกันความเย็นจะชวยใหกิจกรรมการสราง
กรดของเชื้อ L. bulgaricus และ S. thermophilus ที่ผานการแชแข็งดีขึ้น (Fonseca และคณะ. 2001) 
อยางไรก็ตามการปรับตัวที่อุณหภูมิต่ํากวาอุณหภูมิต่ําสุดสําหรับการเจริญคือ 15 องศาเซลเซียส ไมมีผล
ทําใหเช้ือ S. thermophilus เกิดการปรับตัวตอความเย็นไดอยางมีประสิทธิภาพ (Wouters และคณะ. 
1999) 
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2.5 เทคโนโลยีการผลิตกลาเชื้อ 
  

 ในปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตกลาเชื้อสําหรับการผลิตผลิตภัณฑอาหาร ชนิดของเชื้อท่ีนิยม
ใชในการผลิตกลาเชื้อไดแก Lactobacillus, Streptococcus และ Bifidobacterium หรือการผสมแบคทีเรีย
ตั้งแตสองชนิดขึ้นไป (mixed culture) โดยการผสมกลาเชื้อใหเหมาะสมกับอาหารหมักแตละชนิดจะทํา
ใหไดประโยชนทั้งในความสะดวกในการควบคุมการผลิต การปรับปรุงคุณภาพรสชาติ และความ
ปลอดภัยของผูบริโภค ซ่ึงนอกจากอาหารจะปลอดภัยแลวการบริโภคอาหารที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกที่
มีคุณสมบัติยับยั้งจุลินทรียที่เปนเชื้อโรคโดยที่แบคทีเรียกรดแลคติกยังมีชีวิตอยูยังชวยใหเกิดความ
สมดุลของจุลินทรียภายในลําไสและมีผลในการปองกันการเกิดโรคทองรวงจากเชื้อโรคหลายชนิดซ่ึง
เรียกแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานั้นวา “โพรไบโอติก” (probiotic) โดยปจจุบันการผลิตจุลินทรียเพื่อเปน 
โพรไบโอติกสําหรับอาหารเสริมของมนุษยและสัตวเปนอุตสาหกรรมการผลิตเชื้ออีกแขนงหนึ่ง 
(Conway และคณะ. 1987 ; Fuller. 1989) 
                 มนุษย รูจักการถนอมหรือแปรรูปอาหารดวยวิ ธีการหมักดองโดยใชแบคทีเ รียกรด 
แลคติกมาเปนเวลานานไมนอยกวาการหมักที่เกิดจากการใชเชื้อราและยีสต แตในประเทศตะวันออก
และประเทศตะวันตกตางไมมีเทคโนโลยีการผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียแบบพื้นบาน โดยเฉพาะกลาเชื้อที่
ไมไดอยูในรูปเชื้อผสมกับยีสต ในยุคกอนที่จะมีการพัฒนาการผลิตกลาเชื้อบริสุทธิ์ การหมักอาหารจึง
อาศัยเชื้อจากธรรมชาติที่ติดมากับวัตถุดิบ โดยควบคุมสภาวะการหมักใหเหมาะสมเพื่อใหแบคทีเรีย
ชนิดที่ตองการเจริญไดดี ซ่ึงปจจุบันยังพบไดในการผลิตอาหารหมักบางชนิดเชน การดองผักและการ
หมักผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว สวนผลิตภัณฑนมหมักที่ผลิตแตเดิมนั้นใชวิธีเก็บอาหารหมักบางสวนจาก
การหมักในรุนกอนไวเปนกลาเชื้อสําหรับการหมักรุนตอไป จนประมาณ ค.ศ. 1880 ไดมีการใชเชื้อ
บริสุทธิ์ผลิตเนยแข็งเปนครั้งแรกในประเทศเดนมารค (Fleming และคณะ. 1985 ; Tanaka และคณะ. 
1980) และไดมีการพัฒนาวิธีการผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อใชในอุตสาหกรรมประเภทนี้มา
อยางตอเนื่องจนถึงปจจุบัน ซ่ึงกลาเชื้อที่จะผลิตขายเปนอุตสาหกรรมไดจะตองมีอายุการเก็บรักษาที่
นานและไมสูญเสียคุณสมบัติระหวางการขนสงและเก็บรักษา ซ่ึงการแชแข็งแหง (freeze drying) เปนวธีิ
หนึ่งที่นิยมใชในการผลิตกลาเชื้อในระดับอุตสาหกรรม (นภา โลหทอง. 2534) 
 การผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการแชแข็งแหงเปนอีกวิธีที่นิยมใชกันใน
อุตสาหกรรม กลาเชื้อในรูปแบบนี้ไดเปรียบในเรื่องความสะดวกในการขนสงและการเก็บรักษา แตการ
แชแข็งแหงมีผลทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพลดจํานวนลงคอนขางมาก สวนใหญเชื้อที่ผลิตเปนกลาใน
รูปแบบนี้ไดแก Streptococcus ซ่ึงโดยทั่วๆ ไปเซลลที่รอดชีวิตจะลดจํานวนถึงรอยละ 50-80 ในระหวาง
การทําแหง (Gilland. 1985 ; Peppler และ Perlman. 1979) และในระหวางการเก็บรักษาเชื้อจะลด
ปริมาณลงอีกตามระยะเวลาที่เก็บ  
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 การควบคุมความชื้นที่เหมาะสมเปนอีกวิธีหนึ่งที่ทําใหปริมาณการอยูรอดของเชื้อระหวาง
การเก็บรักษาสูงขึ้น ตัวอยางเชนเชื้อ Lactobacillus plantarum ในสภาพแชแข็งแหงที่มีความชื้นรอยละ 
3.8-5.7 จะมีปริมาณเชื้ออยูรอดมากกวาเชื้อ L. plantarum ที่มีความชื้นรอยละ 0.7-2.3 (Denilova และ
คณะ. 1981) 
 นอกจากนี้อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อมีผลทําใหเชื้ออยูรอดไดมากขึ้น เชนการเติมยีสต
สกัดและไวตามินซีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหปริมาณ L. bulgaricus อยูรอดไดมากขึ้น (Naghmoush 
และคณะ. 1979) นอกจากขั้นตอนการเลี้ยงเชื้อแลวยังสามารถเพิ่มอัตราการอยูรอดของกลาเชื้อไดโดย
การเติมสารตางๆ ขณะแชแข็งแหง เชน เติมโมโนโซเดียมกลูตาเมท ประมาณรอยละ 5 หรือ 
แลคโตสรอยละ 7 (Gilland. 1985 ; Kilara และคณะ. 1977) และในระดับการทดลองไดมีการผลิตกลา
เชื้อโดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนทแลวนําไปไลโอฟลไลสพบวาเชื้อ L. plantarum และ 
Pediococcus pentosaceus ที่ผลิตเปนกลาเชื้อในรูปแบบนี้สามารถใชเปนกลาเชื้อในการหมักผลิตภัณฑ
เนื้อสัตวไดผลเปนอยางดี (Kilara และคณะ. 1977) 

 
2.6  การแชแข็งแหง (Freeze Drying) 

  

 การแชแข็งแหงเปนกระบวนการทําแหงซ่ึงตัวทําละลาย (solvent) หรือสารแขวนลอย 
(suspension medium) จะถูกทําใหกลายเปนผลึกที่อุณหภูมิต่ําและตอมาก็จะถูกทําใหระเหิดจากสถานะ
ของของแข็งกลายเปนสถานะของไอ (vapor phase) การแชแข็งแหงโดยสวนใหญมักใชกับตัวอยางที่มี
น้ําเปนตัวทําละลาย รูปที่ 2.2 ไดแสดงแผนภาพสถานะของน้ําและบริเวณที่จะมีการเปลี่ยนสถานะจาก
ของแข็งกลายเปนไอซึ่งอาจเปนไปไดที่จะเกิดขึ้น ในขั้นตอนในแผนภาพนี้เปนการเปลี่ยนสถานะของ
น้ําบริสุทธิ์ ถาผลิตภัณฑประกอบดวยองคประกอบ 2 ชนิดหรือมากกวา 2 ชนิดและอยูในสภาพของ
สารละลายแท (true solution) หรือสารแขวนลอย (suspension) ขั้นตอนการเปลี่ยนสถานะของตัวทํา
ละลายก็จะมีความซับซอนมากยิ่งขึ้น  ความสลับซับซอนในระบบเชนนี้ เกิดขึ้นในสารชีวภาพ 
(biological substance) การทําแหงเปนการเปลี่ยนสภาพจากน้ําแข็งหรือน้ําในสถานะ อะมอฟส 
(amorphous phase) กลายเปนสถานะไอ เนื่องจากน้ําแข็งมีความดันไอต่ําปริมาตรของไอจึงมาก  
(รูปที่ 2.3) ดังนั้นระหวางขั้นที่ 2 ของการทําแหงน้ําซึ่งถูกดูดซับอยูบนของแข็งจะหลุดออก จุดมุงหมาย
ของการแชแข็งแหงคือผลิตสารที่มีความคงตัวที่ดีในระหวางการเก็บรักษาซึ่งจะไมเกิดการเปลี่ยนสภาพ
หลังจากการคืนรูปดวยน้ํา (Oetjen และ Haseley. 2004) 



 23 

                       
รูปท่ี  2.2  แผนภาพของสถานะของน้ําและบริเวณที่จะมกีารเปลี่ยนสถานะจากของแข็งกลายเปนไอ 

 ที่มา : Oetjen และ Haseley. 2004 

              
รูปท่ี  2.3  การทําแหงเปนการเปลี่ยนสภาพจากน้ําแข็งหรอืน้ําในสถานะอะมอฟส (amorphous phase) 

                    กลายสถานะกลายเปนไอ  
   ที่มา : Oetjen และ Haseley. 2004 
 

 การแชแข็งแหงมีขอไดเปรียบคือการทําแหงที่ อุณหภูมิต่ําจะชวยลดความเสียหายของ
ผลิตภัณฑที่ไวตอความรอน สามารถเติมของแหงที่ไดจากกระบวนการแชแข็งแหงลงในผลิตภัณฑที่
เปนของเหลวไดในปริมาณที่ถูกตอง ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑในขั้นสุดทายสามารถถูกควบคุมได
ในระหวางกระบวนการ สามารถทําใหผลิตภัณฑแหงมีลักษณะทางกายภาพที่นาสนใจ และผลิตภัณฑที่
แหงซ่ึงมีพื้นที่ผิวมากจะคืนรูปเปนของเหลวไดอยางรวดเร็ว อยางไรก็ตามมีขอเสียคือ ทําใหสิ้นเปลือง
คาใชจายสูงในการลงทุนการปฏิบัติงานและบํารุงรักษาเครื่องมือ นอกจากนี้กระบวนการทําแหงยังมี
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ความซับซอนและตองการผูที่มีความชํานาญในการใชเครื่องมือ ซ่ึงกระบวนการแชแข็งแหง
ประกอบดวย 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 

2.6.1  การแชแข็ง 
                        ในการแชแข็งสารจะตองทําใหสารมีอุณหภูมิต่ําลงจนถึงอุณหภูมิที่ทําใหน้ําและของแข็ง
เกิดผลึกขึ้นอยางเต็มที่หรือในบริเวณพื้นที่ของผลึกน้ําแข็งและในขอบเขตของแข็งและน้ําซ่ึงเขมขนใน
สถานะอะมอฟส ซ่ึงยังคงมีสถานะเปนของแข็งในบริเวณที่มีการแชแข็งผลึกน้ําแข็งจะเริ่มโตขึ้น ดังนั้น
จึงทําใหสารละลายที่เหลืออยูมีความเขมขนสูงขึ้น ซ่ึงสามารถทําใหคาพีเอชเปลี่ยนแปลงในสารหลาย
ชนิดสามารถวัดอุณหภูมิของจุดหลอมเหลวได แตในสารอื่นอีกหลายชนิดไมสามารถทําการวัดคา
ออกมาได การเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้นอยูกับปจจัยตางๆไดแก อัตราการใหความเย็น ความเขมขนเริ่มตน 
อุณหภูมิสุดทายในการทําใหเย็น และระยะเวลาที่สารอยูที่อุณหภูมิสุดทายนี้ในผลิตภัณฑหลายๆ ชนิด
ไมมีการเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้นและผลิตภัณฑยังคงอยูในสถานะอะมอฟส ซ่ึงเปนสถานะที่สารจะมีรูปราง
เหมือนแกว (glass-like) หรือมีสถานะผสมของ 2 สถานะ (Oetjen และ Haseley. 2004) ในการแชแข็ง
อาหารและสารบางชนิดน้ําบางสวนจะแข็งตัวเปนผลึกน้ําแข็งขณะเดียวกันมีน้ําบางสวนที่ไมแข็งตัว 
(unfreezable water) (ตารางที่ 2.2 และ 2.3) 
 

ตารางที่  2.2  ปริมาณของน้าํที่แข็งตัวและไมแข็งตัวในอาหารบางชนิดที่อุณหภูมิของการแชแข็งระดับ   
         ตางๆ 

ชนิดของ
ผลิตภัณฑ 

ปริมาณของน้ําที่ไมเกิด 
การแข็งตัว 

 

ปริมาณของน้ําที่เกิดการแข็งตัว (รอยละของปริมาณน้ําทั้งหมด) 
ที่อุณหภูมิตางๆ (องศาเซลเซียส) 

(รอยละของปริมาณน้ําทั้งหมด) 
 -10 -15 -20 -30  

เนื้อที่มี 
ไขมันตํ่า 

82 85 87 88 12 

ไสกรอก 84 87 89 91 9 
ไขรวมเหลว 89 91 92 93 7 
ไขแดง 85 86 87 87 13 
ไขขาว 91 93 94 - 6 
ยีสต 80 85 88 89 11 

น้ําผลไม 85 90 93 96 - 
ถั่ว 80 86 89 92 - 

ที่มา : Riedel. 1972 
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ตารางที่  2.3  ปริมาณของน้ําที่ไมกลายเปนน้ําแข็งซ่ึงไมสามารถแข็งตัวไดโดยการลดอุณหภูมิใหต่ําลง 
ชนิดของสาร ปริมาณของน้าํที่ไมกลายเปนน้ําแข็ง (รอยละ) 
ทรีฮาโลส 16.7 
ซอรบิทอล 18.7 
มอลโตส 20 
กลีเซอรีน 27 
กลูโคส 29.1 
ซูโครส 35.9 
แลคโตส 40.8 
กลีเซอรอล 45.9 
ฟรุคโตส 49.0 

ที่มา : Riedel. 1972 
 

2.6.1.1  โครงสรางของน้ําแข็งและสารละลาย 
           โมเลกุลของน้ํามีรูปรางแสดงในรูป 2.4 ที่มี 2 ขั้วอยางเห็นไดชัดซึ่งทําใหเกิดลักษณะเปน
ของเหลวที่อุณหภูมิคอนขางสูงและโครงสรางชั้นนอกของโมเลกุลเกาะกลุมกันในน้ําจะไมมีไอออน  
ซ่ึงกลุมที่เกาะกันนี้ประกอบดวยโมเลกุลของน้ํา 10 โมเลกุลโดยประมาณ โดยมีรูปรางเปนสามเหลี่ยมที่
มี 4 ดานซึ่งถูกลอมรอบดวยกลุม O-H-O กลุมของโมเลกุลน้ําจะไมเสถียรเนื่องจากเปนกลุมของโมเลกุล
ที่เหมือนกันและจะมีการแลกเปลี่ยนโมเลกุลกับสิ่งแวดลอมเกิดขึ้นอยางสม่ําเสมอ โดยมีชวงชีวิต  
(life time) เฉล่ีย 1010 ถึง 101 วินาที จํานวนของการเกาะกลุมจะลดลงเมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงจนกระทั่งเกิด
การแข็งตัวของน้ําขึ้น (Oetjen และ Haseley. 2004) 

 
                                      

รูปท่ี 2.4  รูปรางโมเลกุลของน้ํา 

   ที่มา : de Quervain. 1975 
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 ในสภาพของน้ําที่ปราศจากสิ่งแปลกปลอมกลุมของน้ําจะเริ่มเปนผลึกน้ําแข็งในน้ําที่มี
อุณหภูมิลดลงถึง -39 องศาเซลเซียส การเกิดเชนนี้เรียกวา homogeneus nucleation สําหรับอนุภาคอื่นที่
ไมละลายน้ําจะกระทําตัวเปนจุดศูนยกลาง (nuclei) สําหรับการเกิดผลึกน้ําแข็งซ่ึงถูกเรียกวา 
heterogeneous nucleation ในน้ําปกตินั้นจะมี nuclei อยูประมาณ 106 อนุภาคตอลูกบาศกเซนติเมตร และ 
nuclei นี้จะกระทําตัวเปนจุดศูนยกลางของการเกิดผลึกน้ําแข็ง น้ําแข็งจะเพิ่มขึ้นอยางมีประสิทธิภาพถา
โครงสรางนั้นเหมือนกับโครงสรางของน้ํา โดยถา nuclei มีการกอตัวข้ึนและเกิดน้ําแข็งที่บริเวณ
ภายนอกเร็วกวาภายในจะเปนการสรางน้ําแข็งแบบไอซสตาร (ice star) ซ่ึงการสรางโครงสรางเชนนี้จะ
ขึ้นอยูกับอุณหภูมิที่ลดลงและอัตราเร็วในการลดอุณหภูมิ (รูปที่ 2.5) ขณะที่การแชแข็งดําเนินตอไปจะ
เกิดการโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งที่แตกกิ่งกานสาขาออกทํามุม 60๐ เปนที่รูจักกันดีในชื่อของดอกไมน้ําแข็ง 
(Frost flowers) สําหรับผลึกขนาด 1×109 ตารางมิลลิเมตร เกิดจากโมเลกุลของน้ํา 2×107 โมเลกุล จัดเรียง
ตัวในตําแหนงตางๆ ซ่ึงยากที่จะเห็นไดวาผลึกน้ําแข็งเกิดขึ้นไดอยางไรภายในเวลาเสี้ยววินาที แตจะเหน็
ไดชัดวาการโตของผลึกน้ําแข็งนั้นไดรับอิทธิพลจากหลายๆ ปจจัย (Oetjen และ Haseley. 2004) 

 
 

 
 

รูปท่ี  2.5  การโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งของน้าํซ่ึงเพิ่มขึ้น 
              ที่มา : de Quervain. 1975 

 
 2.6.1.2  การแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกขนาดใหญ 
            การแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกขนาดใหญ อัตราการเกิด nucleation ควรจะนอย การแชแข็ง
ควรจะเกิดในสภาพ quasi-equilibrium ในสถานะระหวางสารละลายและผลึกน้ําแข็งที่ใชในการแชแข็ง
ควรจะสูงมากเทาที่จะทําได เนื่องจากการโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งเปนฟงกชันของ e-1/T และที่เวลาใช
สําหรับการเกิดผลึกน้ําแข็งจะตองเพิ่มขึ้น สวนการแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกน้ําแข็งนอยมากหรือไมเกิด
ผลึกการแชแข็งควรเกิดขึ้นภายใตความดันสูงและอัตราการแชแข็งควรสูงมากเทาที่จะเปนไปได  
(Oetjen และ Haseley. 2004) 
 สภาวะที่ไมสมดุล (non equilibrium status) สามารถพบไดในระหวางการใหสารละลาย
ของกลีเซอรอลกับน้ําเย็นลงอยางชาๆ โดยเริ่มจากสารละลายกลีเซอรอลความเขมขนเริ่มตนรอยละ 20 
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ผลึกน้ําแข็งบริสุทธิ์จะเริ่มเกิดขึ้นตั้งแตแรกจนกระทั่งถึงอุณหภูมิ -46 องศาเซลเซียส ที่ทุกอุณหภูมิระดับ
นี้ความเขมขนของกลีเซอรอลจะสูงถึงรอยละ 66.7 และที่อุณหภูมิเดียวกันนี้สารผสมที่มีจุดหลอมเหลว
ต่ําจะกลายเปนของแข็ง อยางไรก็ตามอาจเปนไปไดที่จะลดอุณหภูมิลงจนถึง -58 องศาเซลเซียส ที่จุดนี้
กลีเซอรอลจะมีความเขมขนสูงขึ้นเปนรอยละ 73 และเมื่อลดอุณหภูมิลงตอไปก็จะไมทําใหน้ําแข็งกอตวั
เปนผลึกน้ําแข็งอีกเลย ขณะที่สารละลายที่มีความเขมขนและความหนืดสูงมากและการเคลื่อนที่ของ
โมเลกุลน้ําจะลดนอยลงมากจนกระทั่งทําใหน้ําที่เหลืออยูไมสามารถกลายเปนน้ําแข็งได (unfreezable, 
UFW) โดยจะอยูสถานะอะมอฟสของระหวางกลีเซอรอลและโมเลกุลของน้ําแข็ง รูปที่ 2.6 แผนภาพ
แสดงความเขมขนเริ่มตนของสารซึ่งมีบางสวนของสารที่จะเปนน้ําแข็ง เปนน้ํา และกลีเซอรอลที่ 
ไมแข็งตัวที่อุณหภูมิแชแข็งที่แทจริงที่ใชภายใตสภาวะที่สมดุล (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 

                                    
 

รูปท่ี  2.6  อัตราการเกิดน้ําแข็ง น้ํา และสารที่ถูกละลายไดในสภาวะสมดุลของสารละลาย 
                    กลีเซอลีนและน้ําซึ่งเปนฟงชันกของความเขมขนของกลีเซอลีนพลอตที่อุณภูมิ                  
          ของการแชแข็งตางกันระหวาง -5 และ -50 องศาเซลเซียส 

                 ที่มา : Luyet. 1969 
 
 จากภาพเมื่อนําสารละลายกลีเซอลีนที่มีความเขมขนรอยละ 40 มาแชแข็งที่อุณหภูมิ  
-30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่สมดุลพบวาจะมีน้ําแข็งรอยละ 32 น้ํารอยละ 30 กลีเซอลีนรอยละ 38 
เสนกราฟของ UFW ไดแสดงถึงอุณหภูมิที่ทําใหกลีเซอลีนมีความเขมขนที่สูงขึ้นมากจนกระทั่งน้ําไม
สามารถกลายเปนน้ําแข็งไดอีกตอไปเนื่องจากโมเลกุลของน้ําไมสามารถเคลื่อนที่ได 
 ขณะที่สารละลายของกลีเซอรอลที่มีความเขมขนเริ่มตนรอยละ 20 เมื่อทําใหอุณหภูมิเย็น
ลงจนถึง -50 องศาเซลเซียส พบวามีน้ําแข็งรอยละ 70 สวนของ UFW รอยละ 10 และกลีเซอรอลรอยละ 
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20 ขณะที่อุณหภูมิ -58 องศาเซลเซียส กลีเซอรอลมีความเขมขนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 72 และ UFW 
เพิ่มขึ้นเปนรอยละ 27 (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 ขอเท็จจริงของการที่น้ําไมสามารถแข็งตัวกลายเปนผลึกน้ําแข็งในสารละลายที่มีความ
เขมขนสูงและขอเท็จจริงที่โมเลกุลของน้ําไมสามารถเคลื่อนที่ไดอีกในสภาพที่สารมีความเขมขนสูง
มากนั้นมีความสําคัญในระหวางการแชแข็งของสารชีวภาพ (biological substances) ดังตารางที่ 2.3 และ 
2.4 ไดแสดงการเกิดผลึกน้ําแข็งในผลิตภัณฑอาหารบางชนิดและสารปองกันความเย็น 
 จากความรูนี้ประกอบกับผลที่ไดจากกระบวนการแชแข็งอยางรวดเร็วทําใหไดทฤษฎีที่
เหมาะสมสําหรับการแชแข็งผลิตภัณฑใหอยูในสถานะของแข็งในรูปของอะมอฟส (solid amorphous 
state) ถาความเร็วของการแชแข็งนอยกวาความเร็วที่ตองการสําหรับการเกิดเปนผลึกน้ําแข็งในสภาพใส
คลายแกว (vitrification) แตถาความเร็วในการแชแข็งนี้สูงพอที่จะหลีกเล่ียงการเกิดสภาพสมดุลของ
ผสมของอะมอฟส (amorphous mixture) ซ่ึงเปนผลใหเกิดผลึกน้ําแข็งรูป 6 เหล่ียม (hexagonal ice) ซ่ึง
เปนสวนผสมของของแข็งที่เขมขนกับน้ําที่ไมแข็งตัว การเติมสารผสมมีอิทธิพลตอการทําใหเย็นและ
การเกิดการแข็งตัวในกระบวนการเทานั้นแตยังอาจจําเปนตอการที่จะไดมาซึ่งวัตถุประสงคอ่ืนๆ ไดแก  
ทําใหเกิดโครงสรางที่คงตัวถาปริมาณของของแข็งนั้นนอยมาก เชน ในสารละลายที่มีความเขมขนนอย
กวารอยละ 3 ชวยปรับคาพีเอชใหเหมาะสม (มีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร) เพื่อหลีกเล่ียงหรือชักนําการเกิด
ผลึกน้ําแข็ง เพื่อปองกันสวนประกอบที่สําคัญของผลิตภัณฑในระหวางการแชแข็ง เชน การใชสาร
ปองกันความเย็น cryoprotectants และเพื่อลดการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบที่สําคัญของผลิตภัณฑ
ในระหวางเก็บรักษา เชนการเกิด unfolding หรือ aggregation ของโปรตีน (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 

 2.6.1.3  ผลของการแชแข็งตอเซลลของแบคทีเรีย 
                         ผลของการแชแข็งตอเซลลของแบคทีเรีย ในป ค.ศ. 1968 Meryman ไดเสนอความคิด
เกี่ยวกับปริมาตรของเซลลที่นอยที่สุดและสมมติฐานในระหวางการแชแข็งเซลลซ่ึงทําใหเซลลไดรับ
อันตรายเปน 2 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกการที่น้ําแพรจากเซลลออกมาสูภายนอก สารละลายภายในเซลลจะมี
ความเขมขนเพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามปริมาณของน้ําบางสวนจะถูกดึงออกจากเซลลจนกระทั่งปริมาตรของ
เซลลลดลงมากที่สุดจนเหลือปริมาตรเซลลต่ําสุดกระทั่งไมมีการดึงน้ําออกจากโมเลกุลของเยื่อหุมเซลล
ซ่ึงเปนสวนที่มีความสําคัญของโครงสรางเซลล การสูญเสียน้ําเชนนี้นําไปสูการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ของเยื่อหุมเซลลซ่ึงไมสามารถกลับคืนสูสภาพเดิมได 
  De Antoni และคณะ (1989) แสดงใหเห็นวาการเติมทรีฮาโลสระหวางที่มีการแชแข็งและ
ทําใหละลายในเชื้อ L. bulgaricus 2 สายพันธุ ชวยปรับปรุงการอยูรอดของเชื้อ โดยการทดลองนี้ได 
แชแข็งตัวอยาง (1 มิลลิลิตร) โดยลดอุณหภูมิลงในอัตรา 18 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ  
-60 องศาเซลเซียส และถูกทําใหละลายจนถึงอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิ 15  
องศาเซลเซียสตอนาที สารละลายที่ใชประกอบดวย น้ํากลั่น อาหารเลี้ยงเชื้อ และนมรอยละ 10 ที่มี 
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ทรีฮาโลส และไมมีทรีฮาโลส ผลจากการแชแข็งและการละลาย 3 คร้ัง พบวาในสารละลายที่
ประกอบดวยนมเพียงอยางเดียวมีอัตราการอยูรอดรอยละ 24 หรือ 65 ขณะที่สารละลายที่ประกอบดวย
นมและทรีฮาโลส เชื้อสามารถอยูรอดไดสูงขึ้นถึงรอยละ 32 และ 100 ตามลําดับ De Antoni และคณะได
กลาวถึงประสิทธิภาพของนมวามีความเกี่ยวของกับปริมาณของ Ca2+ ที่มีอยู โดยที่ทรีฮาโลสสามารถ
แทนที่โมเลกุลของน้ําใน ฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลล อยางไรก็ตามยังไมมีการกลาวถึงโมเลกุลน้ําตาล
ในนมวามีผลหรือไม 
 

 2.6.2  การระเหิด (Sublimation)  
 การระเหิด คือการกลายเปนไอของน้ําแข็งโดยไมผานสภาวะของเหลว การระเหิดไม
เกี่ยวของกับน้ําที่ไมแข็งตัว (unfrozen water) ที่ยึดติดกับของแข็ง ผลึกน้ําแข็งตองการพลังงานคือความ
รอนในการเปลี่ยนเปนไอ ซ่ึงไอน้ําจะถูกนําออกจากของแข็งโดยการใชปมดูดอากาศดูดออก โดยการ
ระเหิดจะเกิดขึ้นที่ผิวของผลิตภัณฑ และเมื่อเวลาผานไประยะหนึ่งบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจะแหง 
(dry layer) และยังเหลือสวนที่เยือกแข็ง (frozen layer) โดยระหวางชั้นของทั้งสองนี้เรียกวา interface 
(สมบูรณ  ธนาศุภวัฒน. 2544)   
  

2.6.3  การคาย (Desorption) 
    การคายจะเกิดขึ้นหลังจากผลึกน้ําแข็งระเหิดออกจากผลิตภัณฑแลว สวนที่เหลือจะเปน
สารละลายเขมขนอยูกับสวน dry layer ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑที่มีน้ําอยู 25 ถึง 30 กรัมตอ 100 กรัมของแข็ง 
โดยของแข็งจะยึดติดกันแนนและไมเยือกแข็งและน้ําที่ยึดติดแนนกับผลิตภัณฑที่ไดเรียกวา sorbed 
water ซ่ึงน้ําในสวนนี้จะถูกเปลี่ยนใหกลายเปนไอและถูกนําออกไปโดยการคาย ซ่ึงเปนสวนสุดทายของ
การทําใหแหง โดยความคงที่ของโครงสรางหรือเคมีของผลิตภัณฑที่ไดนั้นจะขึ้นอยูกับน้ําที่ยึดอยู 
(สมบูรณ  ธนาศุภวัฒน. 2544)   
 

2.6.4  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรีย 
 แบคทีเรียจะทนตอความเย็นไดมากขึ้นเปนพิเศษเมื่อใสสารปองกันเซลลลงในสาร
แขวนลอยเซลลของแบคทีเรียที่จะทําการแชแข็ง (Hubálek. 2003) โดยสารปองกันเซลลที่นิยมใชในเชื้อ
แบคทีเรียไดแก   
  

 2.6.4.1  แซคคาไรดและโพลีแซคคาไรด (Saccharide and Polysaccharide) 
  แซคคาไรด โดยปกติจะใชสําหรับปองกันเซลลใหกับแบคทีเรียขณะแชแข็ง การทําแหง 
และการเก็บรักษา กลไกการปองกันเซลลโดยแซคคาไรดยังไมเปนที่เขาใจอยางแนชัดแตสวนมากนาจะ
เกิดจากปจจัยรวมตางๆ (Crowe และคณะ. 1996) ดังนั้นไดมีการเสนอใหมีการใชแซคคาไรดเพื่อใช
ปองกันทั้งเยื่อหุมเซลลและโปรตีน cytosolic ซ่ึงเปนองคประกอบของเซลลที่สําคัญที่มี phospholipids 
และปองกันการเกิดผลึก และสภาวะการเปลี่ยนแปลงขณะสูญเสียน้ํา (dehydration) จากอุณหภูมิที่คอยๆ
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ลดต่ําลง (Bendas และคณะ. 1996) สารประกอบแซคคาไรดและโพลีแซคคาไรดที่ใชเปนสารปองกัน
เซลลจากความเย็นไดแก 
 ก) กลูโคส (glucose) 
  กลูโคสใชเปนสารปองกันเซลลใหกับจุลินทรียโดยใชความเขมขนรอยละ 1-18  
(เฉล่ียรอยละ 4) ทําใหการมีชีวิตรอดสูงมากขึ้นหลังจากทําการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียรวมกับสารละลาย
กลูโคสที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Keith. 1913) 
 ข) ซูโครส (sucrose) 

  ซูโครสที่ความเขมขนรอยละ 1-68 (เฉลี่ยรอยละ 10 ) เปนสารที่นิยมใชปองกัน
เซลลจากความเย็นใหกับจุลินทรีย โดยจากการศึกษาการอยูรอดของเชื้อ Bacillus subtilis, Bacillus 
megaterium, Proteus และ Micrococcus spp. โดยนําเชื้อเหลานี้มาแชแข็งรวมกับสารละลายซูโครส
เขมขนรอยละ  10 พบวาเชื้อสามารถอยูรอดจากการเก็บรักษาในสภาพแชแข็งที่ อุณหภูมิ  -10  
องศาเซลเซียสไดนานมากขึ้น (Keith. 1913) และพบวาสารละลายซูโครสที่ความเขมขนรอยละ 5 
สามารถปองกันการสูญเสียน้ําของกลาเชื้อ L.  lactis ssp. lactis ไดดีกวากลีเซอรอลเขมขนรอยละ 10 
เมื่อเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ -20 ถึง -70 องศาเซลเซียส (Chavarri และคณะ. 1988) นอกจากนี้ Carvalho 
และคณะ (2003) ไดทําการทดสอบคุณสมบัติของซูโครสเมื่อเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวามีคุณสมบัติ
ที่คลายคลึงกับทรีฮาโลส คือสามารถปองกันเซลลของเชื้อ L.  bulgaricus จากการบาดเจ็บเนื่องจาก
ความเย็นในขณะทําการเก็บรักษาได  
 ค) แลคโตส (lactose) 
  แลคโตสที่ความเขมขนรอยละ 1-10  (เฉลี่ยรอยละ 8 ) ใชเปนสารปองกันเซลลได
ดีกวากลีเซอรอล ในกลาเชื้อ L. lactis ssp. lactis เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 ถึง -70 องศาเซลเซียส (Chavarri 
และคณะ. 1988) นอกจากนี้แลคโตสยังมีผลตอการแชแข็งของเชื้อ E. coli (Doebbler. 1966), 
Lactobacillus delbrueckii (Panoff และคณะ. 2000) และ Saccharomyces cerevisiae แตใหผลนอยมาก
ในเชื้อ Streptomyces tenebrarius (Daily และ Higgens. 1973) และไรประสิทธิภาพในการปองกันเซลล
จากความเย็นใหกับเชื้อไซยาโนแบคทีเรียม และ Spirulina platensis (Takano และคณะ. 1973) 
 ง) ทรีฮาโลส (trehalose) 

                  ทรีฮาโลสใชเปนสารปองกันเซลลที่ความเขมขนรอยละ 5-19 (เฉลี่ยรอยละ 10) 
โดยใชกับเชื้อไวรัส S. cerevisiae ไซโครฟลิกยีสต L. bulgaricus และ ไมคอไรซอลฟงไจ (Coutinho 
และคณะ. 1988 ; Diniz-Mendes และคณะ. 1999 ;  Breierová. 1994 ) นอกจากนี้ Crowe และคณะ. 
(1996) ไดรายงานวา ทรีฮาโลส ใหผลในการปองกันเซลลของเชื้อจุลินทรียจากการทําแหงไดดีกวา
น้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ในขณะที่ Leslie และคณะ. (1995) ไดทดลองใชทรีฮาโลสชวยปองกันเซลลของ  
E. coli และ Bacillus thuringiensis ในระหวางการแชแข็งแหงและเก็บรักษา พบวาทําใหอัตราการ
บาดเจ็บของเชื้อทั้งสองลดลง 
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 2.6.4.2  โพลีอัลกอฮอล (polyalcohols) 
  โพลีอัลกอฮอลที่นิยมใชเปนสารปองกันเซลลของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
ความเย็นไดแก 
    ก) ซอรบิทอล (sorbitol) 
  Carvalho และคณะ (2003) ไดทําการทดลองพบวาซอรบิทอลชวยปองกันเซลล
ของเชื้อ L. bulgaricus, L. plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus faecalis และ 
Enterococcus durans  ไดดีในระหวางทําการเก็บรักษา นอกจากนี้ Fonseca และคณะ(1996) ไดศึกษาผล
ของซอรบิทอลที่มีตอเชื้อ S. thermophilus พบวาซอรบิทอลชวยใหจุลินทรียอยูรอดในระหวางเก็บรักษา
โดยการแชแข็ง แตกิจกรรมและความสามารถของเชื้อหลังการแชแข็งนั้นพบวาลดลง  การปองกันการ
สูญเสียน้ําของเซลลโดยใชซอรบิทอลขึ้นอยูกับกลไกพื้นฐานดังนี้  
 1. ปองกันการถูกทําลายที่เนื้อเยื่อเซลลโดยผานทางการทําปฏิกิริยารวมกันของ 
ซอรบิทอลและเยื่อหุมเซลล และปองกันการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่มีคุณสมบัติที่เปนสารตาน
ออกซิเดชัน (anti-oxidant) (Linders และคณะ. 1997) 
 2. รักษาความเสถียรโครงสรางของโปรตีนและรักษาองคประกอบของโปรตีนที่มี
หนาที่ซับซอนรวมกัน (Wisselink และคณะ. 2002) 
 3. รักษาความดันออสโมติก (Yoo และ Lee. 1993) 
  

  2.6.4.3  เอไมดและไอไมด (Amides and imides) 

   เอไมดและไอไมดชนิดที่ใชเปนสารปองกันเซลลใหกับแบคทีเรียกรดแลคติกไดแก  
 ก) อะซิทาไมด (Acetamides) 

 อะซิทาไมด ไดเมทิลอะซิทาไมด (Dimethyacetamide) และไดเมทวิฟอมาไมด 
(Dimethylformamide) ที่ความเขมขนรอยละ 10 พบวาสามารถปองกันเซลลใหกับเชือ้ E. coli จากความ
เย็นไดดีเชนเดยีวกับ กลีเซอรอล และไดเมททิลซัลฟอกไซด สวนฟอมาไมด (น้ําหนักโมเลกุล 45.04) 
พบวาใหผลในการปกปองเชื้อไดนอยมาก (Nash และคณะ. 1963) นอกจากนี ้ Lovelock (1954) ได
ทดลองใชอะเซทาไมด (Acetamides) เปนสารปองเซลลจากความเยน็ โดยการเตมิอะซิทาไมดในหาง
นมในปริมาณรอยละ 0.5 หรือ 2.0 ใหกับเชือ้ L. lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris และ 
Lactococcus lactis ssp. diacetylactis (Gibson และคณะ. 1966) พบวาเชื้อสามารถตานทานความเยน็ได
ดีขึ้น 

 ข) ซัคซินิไมด (Succinimide) 

 ซัคซินิไมดที่ความเขมขนรอยละ 1.3 สามารถปองกันการบาดเจ็บของเชื้อ 
Lactobacillus leichmannii  ที่อุณหภูมิต่ําไดดี (Johannsen. 1972) 
 



 32 

 2.6.4.4   ไดเมททิลซัลฟอกไซด (Me2 SO) 

  Panoff และคณะ (2000) ไดทําการทดสอบผลของสารที่ใชปองกันเซลลชนิดตางๆ 
โดยการเติมไดเมททิลซัลฟอกไซด (Me2 SO) กลีเซอรอล แลคโตส ซูโครส และทรีฮาโลสลงในสาร
แขวนลอยเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CPI 101027T จากนั้นทําการแชแข็งเชื้อที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และทําใหละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวาไดเมททิลซัลฟอกไซด 
ชวยใหเชื้ออยูรอดไดดีกวา กลีเซอรอล แลคโตส ซูโครส และทรีฮาโลส  
 

 2.6.4.5  สารประกอบเชิงซอน (Complex compound) 
 ก) ยีสตสกัด (Yeast extract) 

 ยีสตสกัดที่ประกอบดวย ไนโตรเจนรอยละ 11  ฟอสเฟตรอยละ 3  เถารอยละ 12  
เกลือรอยละ 1 (น้ําหนักตอน้ําหนัก)  และไวตามิน ไดแก กรดไนโคตินิค ไรโบฟลาวิน และ
สารประกอบอื่นๆ โดยยีสตสกัดที่ความเขมขนรอยละ 0.25-5 (เฉลี่ยรอยละ 5) พบวาใหผลดีในการ
ปองกันเซลลเมื่อเผชิญกับอุณหภูมิที่ต่ําเชนเดียวกับกลีเซอรอลหรือไดเมททิลซัลฟอกไซด และดีกวา
สารปองกันเซลลชนิดอื่นๆ  เชน ซูโครส เคซีน อัลบูมินในไข (egg albumin) กลูตาเมท และน้ําแอปเปล 
ซ่ึงใชเปนสารปองกันเซลลใหกับเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Baumann และ Reinbold. 1966 ; 
Johannsen. 1972 ; Speck และ Cowman. 1970) 
 ข) มอลตสกัด (Malt extract) 

  มอลตสกัดที่นิยมใชจะประกอบดวย มอลโตสรอยละ 52 เดกซตรินรอยละ 15  
คารโบไฮเดรตอื่นๆรอยละ 6 และโปรตีนรอยละ 5 โดยมอลตสกัดที่ความเขมขนรอยละ 0-20  
(เฉลี่ยรอยละ 2.5) น้ําหนักตอน้ําหนัก ใชปองกันเซลลจากความเย็นใหกับแบคทีเรียกรดแลคติกที่อยูใน
อาหาร hydroxyethyl starch ไดดี (Johannsen. 1972) 
 ค) หางนม (Skim milk) 
 ในการผลิตกลาเชื้อสําหรับผลิตภัณฑนมโดยปกติจะถูกทําใหอยูในรูปการทําแหง
แบบเยือกแข็งเพื่อใหการเก็บรักษาไดยาวนาน โดยหางนมเปนสารปองกันเซลลพื้นฐานที่ไดทดสอบ
แลวพบวาใหผลดีสําหรับการเก็บรักษากลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Champagne และคณะ. 1991) ใน
ป 1985 Ivanova และ Dzhevizov ไดทําการเปรียบเทียบผลของการเติมหางนม ยีสต บรอทโมโนโซเดียม 
กลูตาเมท และซูโครส ตอการมีชีวิตรอดของเชื้อ Streptococcus ซ่ึงใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑเนื้อหมัก 
พบวาหางนมใหผลดีที่สุด รองลงมาไดแก โมโนโซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครสตามลําดับ  
  
 

 2.6.5  กลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกสําหรับผลิตภัณฑปลาหมัก 
  การพัฒนาผลิตภัณฑปลาในปจจุบันนอกจากผลิตภัณฑที่ไดจะตองปราศจากกลิ่นและ
รสชาติที่ไมพึงประสงคแลว คุณคาและประโยชนของอาหารที่ไดจากผลิตภัณฑปลาทั้งหมดที่ไดก็
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สําคัญอยางยิ่ง ดวยเหตุนี้กลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจึงถูกนํามาใชในกระบวนการหมักเพื่อยกระดับ
ผลิตภัณฑปลาไปสูอุตสาหกรรม (Jeppesen และ Huss. 1993)  
 Gelman และคณะ (2001) ไดทําการทดลองหมักปลาเฮอริง (herring) รวมกับกลาเชื้อ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดจากปลาเฮอริงสด เมื่อหมักปลาที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7 สัปดาห พบวาเชื้อ L. mesenteroides และเชื้อ L. plantarum แบคทีเรียอยูรอดสูงทําให
กระบวนการหมักเกิดขึ้นอยางรวดเร็วอีกทั้งเกิดกลิ่นและรสชาติเปนที่นาพอใจ นอกจากนี้ไดมีรายงาน
วา เชื้อ L. plantarum และ Pediococcus pentosaceus ที่นํามาใชในผลิตภัณฑซอสปลาหมักและอาหาร
สัตวสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินและสารชนิดอื่นๆ เชนเดียวกับแบคทีเรียโพรไบโอติก 
(Nambudiry. 1986 ; Yoon และคณะ. 1997 ; Helander และคณะ. 1997 ; Suma และคณะ. 1998) 
 ในประเทศไทยมีผลิตภัณฑปลาหมักหลายชนิดดวยกัน ซ่ึงการผลิตในการคานั้นยังคงใช
เชื้อจากธรรมชาติ ซ่ึงไดมีการทดลองหมักปลาดวยเชื้อบริสุทธิ์ เชน การเติมเชื้อ Pediococcus cerevisiae 
จะทําใหปลาเจาที่หมักเปนเวลา 5 วัน มีคาพีเอชและปริมาณกรดใกลเคียงกับปลาเจาที่หมัก โดยวิธี
ธรรมชาติเปนเวลา 10 วัน นอกจากนี้การเติม P. cerevisiae หรือ L. brevis พบวาทําใหหมักปลาสมได
เร็วขึ้น (นาถสุดา วิศววงศ. 2522) สําหรับไตปลา กุงจอมและหอยแมลงภูดองนั้นพบวาการหมักโดยใส
เชื้อ Pediococcus halophilus สามารถลดระยะเวลาหมักและไดผลิตภัณฑที่มีกล่ินรสไมตางจากการหมัก
ดวยเชื้อจากธรรมชาติ (จินดารัตน นิติวัฒนพงษ. 2522) 

 

 2.6.6  การใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อยับยั้งและการทําลายจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค 
  สารที่แบคทีเรียกรดแลคติกสรางขึ้นเพื่อยับยั้งการจุลินทรียตางๆ มีดังนี้ 
                    1.  เกิดจากกรดแลคติก (Amster และ Jost. 1980) 
                    2. ผลรวมระหวางกรดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Abdel-Bar และ Harris. 1984 ; 
Gilland และ Speck. 1977) 
                    3.  สารอื่นๆนอกเหนือจากกรดแลคติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงไดแก  สาร Nisin 
และ Diplococcin ที่ผลิตจากเชื้อ  Streptococcus spp. (Hirsch. 1951) สาร Lactolin จากเชื้อ L. plantarum 
(Kearney และคณะ. 1990) สาร Acidolin, Lactocidin และ Acidophilin จากเชื้อ L. acidophilus 
(Hamdan และ Mikolajoik. 1975) และสาร Buigarican จากเชื้อ L. bulgaricus (Reddy และ Shahani. 
1971) โดยสารที่ผลิตขึ้นจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้จะมีฤทธิ์ยับยั้งและทําลายจุลินทรียอ่ืนๆ  
 อรนุช อุตรภิชาติ. (2530) ไดทดสอบ Pediococcus spp. 78 สายพันธุ และ Lactobacillus 
spp. 34 สายพันธุ  ในการยับยั้งการเจริญของ Salmonella 8 ซีโรไทป พบวาแตละสายพันธุสามารถยับยั้ง
การเจริญของ Salmonella ไดแตกตางกัน และเมื่อคัดเลือก Pediococcus sp. และ Lactobacillus sp. ที่มี
ประสิทธิภาพดีนํามาผลิตเปนกลาผงและใชเปนกลาหมักแหนมที่เติม Salmonella พบวาการใชกลาเชื้อ
ทั้งสองผสมกันจะใหผลที่ดีทั้งในดานการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Salmonella และคุณภาพของผลิตภัณฑ  
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2.6.7  ประโยชนของกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 การใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกมีผลดีตอการแปรรูปผลิตภัณฑเนื้อสัตวหลายชนิด
ดวยกัน ไดแก 
 1. ชวยลดระยะเวลาการหมัก เชนการใชกลา ACCEL หมักไสกรอกหลายชนิดจะลด
ระยะเวลาการหมักที่ใชอยูเดิมประมาณ 150 ช่ัวโมง ใหเหลือเพียง 32-48 ช่ัวโมง (Niinivaara และคณะ. 
1964) 
 2. สามารถควบคุมการหมักและคุณภาพของผลิตภัณฑไดงายขึ้น 
 3. ลดการสะสมของไนโตรซามีนอันเปนสารกอมะเร็ง กลาวคือการเติมกลาเชื้อทําใหการ
ผลิตกรดเปนไปอยางรวดเร็วมีผลใหไนไตรทที่เกิดจาการรีดิวสไนเตรทหรือท่ีเติมลงในผลิตภัณฑสลาย
เปนไนตรัสออกไซด จึงทําใหปริมาณการสะสมของไนไตรทลดลง การเกิดไนโตรซามีนจึงลดลงตาม
ดวย (Doods และ Collins-Thomson. 1984)   
                   4. กลาเชื้อหลายชนิด เชน Pediococcus spp. และ Micrococcus spp. ผลิตเอนไซมซูโด 
แคตาเลส (pseudocatalase) ซ่ึงมีปฏิกิริยาเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหเปนน้ําและออกซิเจน  
เปนการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหหมดไป ซ่ึงสารเหลานี้มีผลทําใหสีของผลิตภัณฑซีดไมนา
รับประทาน 
 5. ลดระดับฮีสตามีนในอาหารหมัก การหมักโดยใชเชื้อจากธรรมชาติโดยปกติในอาหาร
หมักจะพบจุลินทรียปนกันอยูหลายชนิด จุลินทรียชนิดที่ผลิตเอนไซมฮีสทิดีนดีคารบอกซิเลสจะเปลี่ยน
ฮีสทิดีนเปนฮีสตามีน การเติมกลาเชื้อจะทําใหการหมักเกิดขึ้นรวดเร็วจึงเปนการยับยั้งกิจกรรมของ 
จุลินทรียเหลานั้น  
 6. ยับยั้งและทําลายจุลินทรียที่เปนเชื้อโรค ซ่ึงปจจุบันเปนวัตถุประสงคหลักขอหนึ่งของ
การใชกลาเชื้อในการแปรรูปผลิตภัณฑเนื้อสัตว (นภา โลหทอง. 2534) 
 
 
 

 
 


