
บทที่ 2 

           ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 

2.1  แบคทีเรยีโพรไบโอติก 
  

 แบคทีเรียโพรไบโอติก (Probiotic) หมายถึงแบคทีเรียที่ดีมีประโยชน ไมกอใหเกิดสารพิษ 
หรือสรางสารพิษตอรางกาย สามารถเกาะกับผนังลําไส และทนอยูในกระเพาะอาหารไดดีกวาจุลินทรีย
ชนิดอ่ืน ทําใหเกิดความสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหารของมนุษยหรือสัตว สงผลใหเกิด
การตานทานของจุลินทรียกอโรคภายในลําไส  แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกไดแกแบคทีเรีย
ที่สามารถผลิตกรดแลคติกได หรืออาจเรียกวาแบคทีเรียกรดแลคติก เชนเชื้อ Lactobacillus acidophilus, 
Enterococcus faecalis, S. thermophilus และ Bifidobacterium bifidium ซ่ึงแบคทีเรียดีมีประโยชน
เหลานี้จะอาศัยอยูในลําไสเล็กและลําไสใหญของมนุษยตั้งแตเปนทารก ทําหนาที่ในการชวยยอยอาหาร
และผลิตสารที่ดีมีประโยชน ซ่ึงไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติก พลังงาน ไวตามินเค ไวตามินบี และสาร
ปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด (ธารารัตน ศุภศิริ. 2542) ในป ค.ศ. 1990 คําวาโพรไบโอติก ถูกนํามาใช
เปนครั้งแรกในรายงานวิจัยทางวิทยาศาสตรของ Lilly และ Stillwell (1965) ไดกลาวถึงสารที่จุลินทรีย
ชนิดหนึ่งขับออกมาและชวยกระตุนการเจริญเติบโตของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง ซ่ึงเปนการทํางานที่ตรง
ขามกับการทํางานของยาปฏิชีวนะที่จะทําลายจุลินทรียเกือบทุกชนิด และในป ค.ศ. 1989 Fuller ไดให
คําจํากัดความของโพรไบโอติกวาเปนอาหารเสริมซ่ึงเปนจุลินทรียที่มีชีวิต สามารถปรับสมดุลจุลินทรีย
ภายในรางกายของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู 
 

2.1.1 คุณสมบัติของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

 

2.1.1.1  การปรับตัวตอสภาวะเครียดของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

 แบคทีเรียที่สามารถปรับตัวตอสภาวะเครียดไดเกิดจากแบคทีเรียสามารถตานทานตอ
สภาวะเครียดที่เปนชนิดเดียวกัน (homologous) หรือตางชนิดกัน (heterologous) ทําใหแบคทีเรีย
สามารถรอดชีวิตในสภาวะเปนอันตรายตอเซลลได เชนเมื่อใหความรอนที่พอเหมาะกับแบคทีเรียอยาง
ฉับพลันพบวาเซลลของแบคทีเรียจะเกิดการตอบสนองใหทนตอความรอนที่อุณหภูมิสูงไดมากขึ้น 
(Bunning และคณะ. 1990)  

 

2.1.1.2  การทนตอกรด 

                                                เมื่อแบคทีเรียที่เปนสาเหตุใหอาหารเนาเสียเผชิญกับสภาพที่มีกรดอินทรียและกรด 
อนินทรียในอาหารหรือในระบบทางเดินอาหารของมนุษยและสัตว จะเกิดการตอบสนองตอการทนกรด 
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(Acid Tolerance Response, ATR) ในหลายทาง ไดแกการเปลี่ยนสวนประกอบภายในเซลล โดยการเพิ่ม
การไหลออกของโปรตอน การเพิ่มการสลายกรดอะมิโน และการเหนี่ยวนําใหมีการสรางเอนไซมที่มี
หนาที่ซอมแซม DNA จากการศึกษาในแบคทีเรียสวนใหญพบวาการตอบสนองการทนตอกรดจะดี
ยิ่งขึ้นเมื่อมีสภาวะเปนกรดที่เหมาะสม ซ่ึงจะชักนําใหมีการสังเคราะหโปรตีนที่สงเสริมใหแบคทีเรียมี
ชีวิตรอดในสภาวะเปนกรดมากๆได การตอบสนองการทนตอกรดของเซลลจะแตกตางกันในระยะ 
exponential และระยะ stationary phase โดยการตอบสนองนี้จะแตกตางกันในแตละสายพันธุของ
แบคทีเรีย (Yousef และ Courtney. 2003) 

                    แบคทีเรียที่อาศัยอยูในกระเพาะอาหารจะตองมีความสามารถในการทนตอกรด  
โดยกรดไฮโดรคลอริกที่ถูกขับออกมาจากกระเพาะอาหารจะมีคาพีเอชเทากับ 0.9 แตเมื่อมีอาหารใน
กระเพาะผสมรวมกับกรดภายในกระเพาะอาหารจะทําใหคาพีเอชเพิ่มขึ้นเปน 3.0 (Ekkila และ Petaja. 
2000) 

 2.1.1.3  การทนตอน้ําด ี

 หลังจากอาหารเขาสูรางกายในกระเพาะอาหาร 2-4 ช่ัวโมง ที่บริเวณสวนตนของ 
ลําไสเล็กจะถูกกระตุนใหหล่ังน้ําดี และจะหลั่งออกมาสูลําไสเล็กมากขึ้นหลังจากมีการดูดซึมไขมันและ
แปง ซ่ึงน้ําดีในสวนนี้มีหนาที่เปนสารทําความสะอาดโดยจะทําลายเยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย น้ําดีจึง
เปนอันตรายตอจุลินทรียที่อยูในลําไส  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียบางชนิดที่สามารถลดผลกระทบจาก
น้ําดีได โดยการผลิตดวย เอนไซม bile salt hydrolase (BSH) ที่สามารถ ไฮโดรไลซเกลือน้ําดีจึงทําให
ฤทธ์ิการยับยั้งจุลินทรียของน้ําดีลดลง (Ekkila และ Petaja. 2000) ทําใหแบคทีเรียสามารถทนตอฤทธ์ิ
ของเกลือน้ําดีในระบบทางเดินอาหารได  กิจกรรม BSH พบไดในแบคทีเรียกรดแลคติกหลายสายพันธุ 
เชน Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus และ Propiobacterium 
เปนตน (Gilland และ Speck. 1977)  โดยพบวาจุลินทรียเหลานี้สามารถทนตอสภาวะภายในระบบ
ทางเดินอาหารในขณะที่มีการยอยอาหารที่ช่ัวโมงแรกจะมีความเขมขนของน้ําดีรอยละ 1.5-2.0 น้ําหนัก
ตอปริมาตร และหลังจากนั้นระดับความเขมขนจะลดจนถึงรอยละ 0.3 น้ําหนักตอปริมาตร (Davenport. 
1977) ถึงแมวาความเขมขนของน้ําดีในระบบทางเดินอาหารจะแตกตางกัน แตคาเฉลี่ยความเขมขนของ
น้ําดีในลําไสที่ใชสําหรับการคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก เชื่อวามีความเขมขนอยูที่รอยละ 0.3 
น้ําหนักตอปริมาตร (Gilland และคณะ. 1984) 
  

 2.1.1.4.  การทนตอเกลือ 
                          ในบางครั้งแบคทีเรียตองเผชิญกับสภาพที่มีความดันออสโมติกสูง เชน ในอาหารที่มี
เกลือหรือน้ําตาลความเขมขนสูงหรือในเซลลที่ถูกทําใหแหง ภายใตสภาวะดังกลาวโดยธรรมชาติของ
เซลลจะรักษาสภาพภายในเซลลใหสามารถทนตอความดันออสโมติกและการเกิดปฏิกิริยา hydration 
ในสภาพที่มีความดันออสโมติกสูง เซลลของแบคทีเรียจะมีกลไกการตอบสนองตอความดันออสโมติก
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โดยการสะสมตัวถูกละลายที่มีขั้วภายในเซลลหลายชนิดรวมกัน (Compatible solute) ซ่ึงไดแก ไกลซีน 
บีเทน (Glycine betaine) โพรลีน (proline) แอคโตอิน (ectoine) คารนีทีน (carnitine) และทรีฮาโลส
(trehalose) ทําใหเซลลของแบคทีเรียสามารถตานแรงดันออสโมติกที่เกิดขึ้น (Bremer และ Krämer. 
2000) 
 

 2.1.2  ประโยชนของแบคทีเรียโพรไบโอติก 
 แบคทีเรียโพรไบโอติกมีหนาที่และประโยชนตอรางกายดังนี้ 
 1. กรดแลคติกที่แบคทีเรียโพรไบโอติกผลิตออกมาจะทําใหสภาวะภายในลําไสมีความ
เปนกรดมากพอที่จะยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรค 
 2. ทําใหระบบขับถายดีไมเกิดการสะสมของเสียในรางกายเปนการลดอัตราเสี่ยงของการ
เกิดมะเร็งโดยเฉพาะอยางยิ่งมะเร็งลําไสใหญและมะเร็งตับ 
 3. ไวตามินบีที่ไดจะทําใหเซลลในระบบภูมิตานทานทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพและ
ยังทําใหมีการผลิตเม็ดเลือดแดงดีขึ้นดวย 
 4. ชวยยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งและกําจัดสารกอมะเร็งบางชนิด 
 5. ลดระดับน้ําตาลและโคเลสเตอรอลในเลือด 
 6. ผลิตเอนไซมแลคเตส ซ่ึงชวยยอยน้ําตาลในนมทําใหไมมีอาการทองอืดจากการดื่มนม
และชวยการดูดแคลเซียมใหดีขึ้น (ธารารัตน ศุภศิริ. 2542) 

 

 2.1.3  การคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก 
              การคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกความสามารถในการอยูรอดไดดีและกิจกรรมของ

แบคทีเรียโพรไบโอติกเปนสิ่งที่ตองพิจารณาถึงกอนนําโพรไบโอติกมาใชเพื่อไดโพรไบโอติกที่ทํางาน
ไดอยางเหมาะสม ไดมีรายงานผลการศึกษาพบวาโพรไบโอติกที่ไมมีชีวิตสามารถสงผลที่เปนประโยชน 
ซ่ึงไดแก ชวยควบคุมระบบภูมิคุมกันและชวยใหมีการจับของสารกอมะเร็งในรางกาย ดังนั้นในกรณี
ของเชื้อโพรไบโอติกบางสายพันธุนั้นอาจเพียงพอที่จะเจริญไดเปนอยางดีในระหวางขั้นตอนแรกของ
การผลิต  (เพื่อใหไดจํานวนเซลลในปริมาณมากพอในผลิตภัณฑ) แตเชื้อโพรไบโอติกไมจําเปนอยูรอด
ไดดีในระหวางเก็บรักษา ซึ่งการคัดเลือกจุลินทรียโพรไบโอติกจะตองพิจารณาถึงลักษณะตางๆ ดังนี้ 
  1.  การทนตอกรดและความสามารถในการทนตอน้ํายอยในกระเพาะอาหารของมนุษย 
   2.  การทนตอน้ําดีซ่ึงสําคัญตอการอยูรอดในลําไสเล็ก 
   3.  ความสามารถในการยึดติดกับผนังของระบบทางเดินอาหารของมนุษย 
   4.  การกระตุนภูมิคุมกันโรคแตไมสงผลใหเกิดการอักเสบ 
   5.  ตอตานจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคไดแก Hilicobacter pylori, Salmonella sp.,  
L. monocytogenes และ Clostridium difficie 
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  ในการคัดเลือกกลาเชื้อจุลินทรียที่ความสามารถในการสรางกรด เปนหนึ่งในลักษณะที่
มีความสําคัญมากที่สุด อยางไรก็ตามเมื่อคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกจะตองคํานึงถึงหลักการที่
เกี่ยวของกับการสงผลทําใหมนุษยมีสุขภาพที่ดีขึ้น ในขณะที่สภาพแวดลอมภายในระบบทางเดินอาหาร
และในอาหารอาจคอนขางแตกตางกันมาก ซ่ึงบอยครั้งพบวาโพรไบโอติกไมเหมาะที่จะใชเปนกลาเชื้อ
สําหรับอาหารหมัก (Oberman และ Libudzisz. 1998 ; German และคณะ. 1999) ซ่ึงอัตราการเจริญของ
เชื้ออาจชาและอาจสงผลใหเกิดรสชาติและกลิ่นผิดปกติ (off-flavours) (Svensson. 1999) การปรับปรุง
อาหารเพื่อใหมีความเหมาะสมสําหรับเปนสับสเตรทของโพรไบโอติกอาจเติมแหลงพลังงาน 
(ตัวอยางเชน กลูโคส) ปจจัยที่ทําใหเชื้อเจริญเติบโตซ่ึงไดแก ยีสตสกัด และไฮโดรไลซโปรตีน หรือ 
สารตานออกซิเดชัน เกลือแร หรือ ไวตามิน เพิ่มลงในอาหาร (Kurmann. 1988 ; Ishibashi และ 
Shimamura. 1993 ; Dave และ Shah. 1998 ; Gomes และคณะ. 1998) ซ่ึงขอควรพิจารณาหลายประการ
ในการคัดเลือกโพรไบโอติกมีดังนี้ 
  1.  คุณสมบัติที่ดีทางประสาทสัมผัส 
  2.  การตอตานฟาจ (phage) 
  3.  ความสามารถในการอยูรอดไดในระหวางกระบวนการแปรรูป 
  4.  ความคงตัวในผลิตภัณฑและในระหวางการเก็บรักษา 
  ปจจุบันผูนําในทางดานการผลิตกลาเชื้อสวนใหญใชแบคทีเรียกรดแลคติกรวมกับ 
bifidobacteria มาใชผลิตกลาเชื้อเพื่อการคา (Mogensen และ Friis. 1979) เชื้อโพรไบโอติกทางการคาที่
หาไดอาจประกอบดวยเชื้อจุลินทรียชนิดเดียวหรือเชื้อจุลินทรียหลายชนิดผสมกัน โดยสวนใหญ
คุณสมบัติของโพรไบโอติกไดรับผลกระทบในระหวางขั้นตอนตางๆ ของการผลิต (German และคณะ. 
1999) ดังนั้นผูผลิตควรทราบขอมูลเฉพาะดานคุณสมบัติของจุลินทรียสายพันธุนั้นๆ เพื่อนํามาใชในการ
ปรับกระบวนการใหเหมาะสม เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกอาจจะผสมในสูตรอาหารพิเศษที่มีลักษณะ
เปนแคปซูลหรือเม็ดหรืออาจถูกนํามาใชในการผลิตผลิตภัณฑอาหารหมักมากมายหลายประเภท ในบาง
กรณีอาจนําเชื้อโพรไบโอติกมาเติมลงในอาหารเพื่อชวยใหอาหารมีคุณสมบัติของโพรไบโอติกหรือมี
การทําหนาที่ของโพรไบโอติกไดอยางเหมาะสม ซ่ึงการที่แบคทีเรียกรดแลคติกมีประโยชนมากจึง
ไดรับความสนใจมากในการนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาผลิตเปนกลาเชื้อ probiotic lactic acid bacteria 
ที่มีความคงทน ซ่ึงประกอบดวยเซลลที่มีชีวิตและไมบาดเจ็บจํานวนมาก ในสมัยกอนที่จะมีการใชกลา
เช้ือการเก็บรักษาเชื้อในรูปของของเหลวและในรูปแชแข็งกันมาก แตการเตรียมเชื้อในรูปของกลาเชื้อ
ผงที่ผานการแชแข็งแหง (freeze-dried) และสเปรยดราย (spray-dried) จะชวยประหยัดคาใชจายไดอยาง
มาก (Champagne และคณะ. 1991 ; Gölker. 1993) ถึงแมวาการผลิตในรูปสเปรยดรายจะประหยัดกวา
การแชแข็งแหงโดยเฉพาะเมื่อผลิตเปนจํานวนมาก (Gölker. 1993 ; Johnson และ Etzel. 1993) แต
แบคทีเรียกรดแลคติกจํานวนมากไมสามารถทนตออุณหภูมิที่คอนขางจะสูงที่ใชในระหวางการทํา
สเปรยดรายได (Porubcan และ Sellars. 1979) ดวยเหตุนี้การแชแข็งแหงจึงเปนวิธีที่นิยมใชกันมากที่สุด
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แมวาการแชแขงแหงเปนอันตรายกับเชื้อนอยกวาการสเปรยดราย (Porubcan และ Sellars. 1979) แตอาจ
เพิ่มการปองกันเซลลไดโดยเติมสารที่ชวยปองกันเซลล (protectants) จากการบาดเจ็บในระหวางที่เซลล
ถูกทําใหแหงและการเก็บรักษา (Champagne และคณะ. 1991 ; Souzu. 1992) สารปองกันที่ถูกนํามาใช
ไดแก แลคโตส ซูโครส โมโนโซเดียมกลูตาเมท (monosodium glutamate, MSG) และ แอสคอรเบท 
(ascorbate) ในนมหรือในน้ํา (Mäyrä-Mäkinen และ Bigret. 1998)  
 กลาเชื้อโพรไบโอติกทางการคาสวนมากจะเตรียมในรูปที่มีความเขมขนสูงและสวน
ใหญผลิตขึ้นเพื่อนํามาใชไดโดยตรง (direct vat set, DVS) (Honer. 1995) การใชเชื้อท่ีมีความเขมขนสูง 
(highly concentrated DVS culltures) เปนวิธีที่นิยมมากเนื่องจากสะดวกกวาการเลี้ยงเชื้อเองซึ่งจะทําได
คอนขางยาก นอกจากนี้เชื้อ DVS culture มีทั้งในรูปเชื้อเขมขนที่ผานการแชแข็งหรือในรูปแชแข็งแหง 
โดยทั่วไปแลวเชื้อแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (deep-frozen) จะมีจํานวนเซลลมากกวา 1010 
โคโลนีตอกรัม ขณะที่เชื้อที่อยูในรูปแชแข็งแหงมีจํานวนเชื้อมากกวา 1011 โคโลนีตอกรัม (Oberman 
และ Libudzisz. 1998) ซ่ึงความเขมขนของเซลลตอกรัมของผลิตภัณฑจะแปรผันขึ้นกับเชื้อจุลินทรีย 
และชนิดของจุลินทรียที่ใช 

 

2.2  วิธีการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 แบคทีเรียกรดแลคติกมีประวัติมานานนับศตวรรษและเปนจุลินทรียกลุมใหญที่พบใน
ธรรมชาติ แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบในนมและทําใหนมเปรี้ยวแตก็ยังสามารถพบแบคทีเรียชนิด
นี้ในแหลงอื่นๆ อีกมากมาย โดยพบวายอมติดแกรมบวก ไมมีสปอร และเจริญไดดีในสภาวะไรอากาศ 
การศึกษาลักษณะและการจําแนกชนิดของแบคทีเรียแลคติกสามารถทําไดดังนี้ (Orla-Jensen. 1919)           
 

 2.2.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Morphology) 
            การจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถทําไดโดยศึกษาลักษณะรูปรางของเซลล ไดแก 

รูปรางกลมหรือแทง ตอมาไดมีผูคนพบแบคทีเรียกลุมนี้และไดจัดจําแนกเชื้อรูปรางแทงไวหลายสกุล 
ไดแก Lactobacillus, Bifidobacterium และ Carnobacterium เชื้อรูปรางกลมซึ่งแบงเซลล 2 ระนาบเปน
ส่ีเซลลไดแก Aerococcus, Pediococcus และ Tetragenococcus และเชื้อรูปรางกลมเรียงตัวเปนคูหรือ
สายโซ ไดแก Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus และ Leuconostoc ปจจุบันมีการ
เสนอสกุลใหมเพิ่มเติมจากเดิม ไดแก Weissella, Alloliococcus, Atopobium, Oenocococcus, 
Lactosphaera และ Paralactobacillus  (De Vuyst และ Vandamme. 1994) 
  

 2.2.2  การศึกษารูปแบบการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรต (Carbohydrate fermentation)   
                          การศึกษารูปแบบการหมักสารประเภทคารโบไฮเดรต เปนวิธีหนึ่งที่ใชจําแนกชนิดของ
แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียแตละชนิดมีความสามารถในการใชคารโบไฮเดรตแตกตางกันมาก ดังนั้นจึง
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เปนวิธีที่ใชในการจําแนกเชื้อแบคทีเรียไดเปนสายพันธุตางๆ โดยการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ใน
อาหารที่ใสธาตุอาหารบางอยางลงไปแลวสังเกตการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีที่ที่เกิดขึ้นในอาหาร 
เล้ียงเชื้อ เชน การเกิดกรด การเกิดแกส การเกิดสารบางชนิดเปนตน (Bridge และ Sneath. 1982) 
 

 2.2.3  การศึกษาชนิดของแบคทีเรียโพรไบโอติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rDNA  

                           การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA เปนวิธีที่ใชเครื่องมือในการ
ติดตามความสัมพันธของสายพันธุแบคทีเรียและจําแนกชนิดของแบคทีเรียจากแหลงกําเนิดที่
หลากหลาย  ไดแก จากสภาพแวดลอม หรือโรงพยาบาล เชนในตัวอยาง  เลือด หรือ ปสสาวะ  
การวิเคราะหดวยวิธีนี้ปจจุบันไดถูกนํามาใชในหองทดลองเพื่อจําแนกชนิดของแบคทีเรียที่มีอัตราการ
เจริญเติบโตชากวาปกติหรือแบคทีเรียที่เจริญเติบโตไดยากตางจากแบคทีเรียทั่วไป นอกจากนี้ยัง
สามารถจําแนกแบคทีเรียที่มีความคลายคลึงกันไดโดยใชวิธีที่มีระเบียบแบบแผน การวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทด 16S rDNA พื้นฐานไดรับความสนใจเนื่องจากไรโบโซม SSU ที่มีอยูทั่วไปในแบคทีเรีย
และเปนบริเวณที่เกิดการเปลี่ยนแปลงจําเพาะของแบคทีเรียแตละสายพันธุ โดยลักษณะของบริเวณที่เกิด
การเปลี่ยนแปลงจําเพาะนี้ทําใหสามารถจําแนกชนิดหรือในระดับสายพันธุของแบคทีเรียโดยการ
เปรียบเทียบขอมูลจาก public domain (Vandamme และคณะ. 1996) 
  อยางไรก็ตามการจําแนกชนิดของแบคทีเรียดวยวิธีนี้ในบางกรณีอาจไมไดผลเนื่องจาก
การจําแนกในระดับสายพันธุพบวามีสวนของลําดับนิวคลีโอไทดคลายคลึงกันทุกประการทําใหไม
สามารถจําแนกชนิดของแบคทีเรียได ซ่ึงไดแกเช้ือ Streptococcus mitis, Streptococcus oralis และ 
Streptococcus pneumoniae นอกจากนี้ลักษณะที่ดีของลําดับนิวคลีโอไทดควรไดรับการตรวจทานและ
แกไขใหถูกตอง เชนการตรวจสอบชนิดของจุลินทรียโดยโครมาโตแกรม (chromatogram) ในจุดสูงสุด
ที่เกิดการซอนทับกันทําใหไดหลายลําดับนิวคลีโอไทดสงผลใหฐานขอมูลที่ไดมาไมถูกตอง และพบวา
ถาเกิดความไมแนชัดของตําแหนงมากกวารอยละ 1 จะทําใหเกิดความขัดแยงกันในการตีความหมาย
ลําดับนิวคลีโอไทด โดยการซอนทับกันของโครมาโตแกรมนี้อาจเกิดจากการปนกันของเชื้อทําให
องคประกอบโมเลกุลของเชื้อที่ไดไมถูกตองและทําใหขอมูลของตะกอนโมเลกุลท่ีไดผิดพลาดสงผลให
ไมพบสายพันธุของแบคทีเรียจากฐานขอมูล ดวยเหตุนี้การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชื้อกอนทําการ
วิเคราะหจึงมีความสําคัญอยางยิ่งในการจําแนกชนิดของแบคทีเรีย (Mignard และ Flandrois. 2006) 
วิธีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA นี้มีการใชอยางแพรหลายในปจจุบันเพราะชวย
เพิ่มปริมาณ DNA ที่มีอยูอยางจํากัดใหมีปริมาณมากขึ้นรวมถึงสารพันธุกรรมชนิดอ่ืนๆดวย และไดมี
การดัดแปลงพัฒนาวิธีการ พีซีอาร (PCR) ใหมีความหลากหลายและใชงานไดอยางมีประสิทธิภาพและ
เหมาะสมยิ่งขึ้น เชน การใช enzyme reverse transcription เพื่อเปลี่ยน RNA  ใหเปน DNA กอนแลวจึง
เขาสูขั้นตอนพีซีอาร 
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 2.2.3.1  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction, PCR) 
 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction) หรือพีซีอารเปนเทคนิคที่ใช
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออื่น โดยไมจําเปนตองทําใหดีเอ็นเอ
ดังกลาวบริสุทธ์ิกอน สามารถแยกสวนของดีเอ็นเอที่สนใจไดโดยไมตองนําไปขยายเพิ่มปริมาณใน
เซลลหรือนําไปโคลน การทําพีซีอารคือการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใชเอนไซมดีเอ็นเอพอลีเมอเรสซ้ํากัน
หลายๆรอบ เพื่อใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพิ่มขึ้นเปนทวีคูณ การสังเคราะหดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นไดจําเปนตองมี
ไพรเมอรดวย ดังนั้นจึงใชไพรเมอร 2 ชนิดที่มีคูเบสคูสมกับปลายทั้ง 2 ดานของดีเอ็นเอบริเวณที่
ตองการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอรจะเกาะกับดีเอ็นเอคนละสายและมีปลาย 3´ ในทิศทางเขาหากัน  
(รูปที่ 2.1) ดังนั้นขอกําหนดในการทําพีซีอารคือตองทราบลําดับเบสของดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการเพิ่ม
ปริมาณ ซ่ึงอาจทราบลําดับเบสทั้งหมดหรือเฉพาะสวนปลายก็ได เพื่อการออกแบบสังเคราะหไพรเมอร
มาใชในปฏิกิริยาตอไป บริเวณหรือช้ินสวนดีเอ็นเอที่สังเคราะหเพิ่มปริมาณขึ้นจะมีขนาดความยาว
เทากับชิ้นดีเอ็นเอจากปลาย 5´ ของไพรเมอรหนึ่งถึงปลาย 5´ ของไพรเมอรอีกชนิดหนึ่ง 
 ไพรเมอรที่ใชเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดความยาวประมาณ 20-35 เบส วิธีทําคือสกัด 
ดีเอ็นเอจากเซลลนํามาใสรวมกับไพรเมอร บัฟเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟส (dNTP) 
ทั้ง 4 ชนิด ทําใหดีเอ็นเอตนแบบแยกเปนสายเดี่ยว (denaturation) โดยใชความรอนและลดอุณหภูมิลง
อยางรวดเร็วเพื่อใหไพรเมอรที่มีเบสเปนคูสมกับสวนปลายของชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายและมีปริมาณ
มากกวาชิ้นดีเอ็นเออื่นๆ มากมายเขามาจับคูกับสวนของดีเอ็นเอที่ตองการ (annealing) ขั้นสุดทายจึง
เปลี่ยนอุณหภูมิใหพอเหมาะกับการทํางานของเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสพรอมทั้งใสเอนไซมลงใน
ปฏิกิริยา เอนไซมจะทําหนาที่สังเคราะหเอนไซมตอจากไพรเมอร (primer extension) โดยมีดีเอ็นเอ
เปาหมายเดิมเปนตนแบบ เมื่อปฏิกิริยาดําเนินไปครบทั้ง 3 ขั้นตอน โมเลกุลดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึ้น
เปน 2 เทา เชน จากเดิมมี 1 โมเลกุลจะเพิ่มเปน 2 โมเลกุล ดังนั้นถาดําเนินปฏิกิริยาซ้ํากัน (denaturation-
annealing-extention) หลายๆรอบ ปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายจะเพิ่มขึ้นจาก 1 เปน 2, 4, 8 เทา ไปเรื่อยๆ 
จนถึง 2n เทา เมื่อปฏิกิริยาผานไป n รอบ 
 เนื่องจากเทคนิคพีซีอารเปนเทคนิคที่ไวมากสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปนลานๆ เทา
ไดอยางรวดเร็วใชดีเอ็นเอเริ่มตนเพียงเล็กนอยก็สามารถตรวจสอบได ดังนั้นจึงตองระมัดระวังการ
ปนเปอนของดีเอ็นเอจากภายนอก เชน จากอากาศ ผิวหนัง ผม เปนตน เพื่อปองกันปญหาดังกลาวจึงควร
ทําพีซีอารในบริเวณที่สะอาดไมปะปนกับการทดลองอื่น อุปกรณ และสารเคมีที่ใชควรสะอาดมี
คุณภาพสูง แยกเด็ดขาดจากการทดลองอื่น สวมถุงมือในการปฏิบัติงาน และมีหลอดควบคุมที่ไมมี 
ดีเอ็นเอ (negative control) ในการทดลองทุกครั้ง การปนเปอนของดีเอ็นเอจากภายนอกนี้เปนปญหาที่
สําคัญมากในการทดลองเพื่อตรวจหาดีเอ็นเอที่มีปริมาณนอยๆ เชน ตรวจดีเอ็นเอของแบคทีเรียจาก
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อาหาร  ดีเอ็นเอของแบคทีเรียหรือไวรัสที่ทําใหเกิดโรคในคนเปนตน ในการทําพีซีอารตองใชสารเคมี
ตางๆ ดังนี้ 
 1.  บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยา ซ่ึงมักจะมาพรอมกับเอนไซม Tag polymerase โดยมี
ความเขมขนเปน 10 เทาของที่จะใชจริง (10x buffer) ซ่ึงจะใสปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมของ
ปฏิกิริยา 
 2.  dNTP ประกอบดวย dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิ 
โมลาร โดยอาจซื้อมาสําเร็จหรือซ้ือมาแตละชนิดแลวจึงนํามารวมกันใหไดความเขมขนตามที่ตองการ 
ในปฏิกิริยาจะใสในปริมารณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวม เพื่อใหไดความเขมขนสุดทายเปนชนิดละ 200 
ไมโครไมลาร 
 3. ไพรเมอร ที่นิยมใชคือโอลิโกนิวคลีโอไทดขนาด 20-24 นิวคลีโอไทด มีองคประกอบ
ของเบส G และ C อยูระหวางรอยละ 40-60 โดยไพรเมอรทั้งสองชนิดที่ใชคูกันควรมีสวนประกอบของ
เบส G+C เทากัน เพื่อใหคา Tm (melting temperature) เทากันหรือใกลเคียงกัน และไมควรใชไพรเมอร
ที่มีลักษณะปลาย 2 ขางเปนคูสมกัน (palindrome sequence) ทั้งภายในไพรเมอรเดียวกันและระหวาง 
ไพรเมอรทั้ง 2 ชนิดที่ใชคูกัน แตในบางกรณีก็พบวาอาจจะใชไพรเมอรที่มีลักษณะไมเหมาะสมดังกลาว
ไดบาง การออกแบบไพรเมอรอาจทําโดยดูจากลําดับเบสของดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มปริมาณโดยตรงหรือ
ใชโปรแกรมสําเร็จรูปก็ได เมื่อสังเคราะหไพรเมอรเรียบรอยแลวจึงนํามาละลายในน้ําหรือ TE buffer ที่
มีความเขมขน 5 พิโคโมลตอลิตร (หรือ 5 ไมโครโมลาร) ปริมาณที่ใชในปฏิกิริยาคือใหความเขมขน
สุดทายเปน 0.1-2.0 ไมโครโมลาร 
 4.  ดีเอ็นเอเปาหมาย ใชไดทั้งดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและดีเอ็นเอที่มีคุณภาพไมดีนัก เชน  
ดีเอ็นเอจากหยดเลือด เนื้อเยื่อที่เก็บในพาราฟนเปนตน แตถาใชดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีจะไดผลผลิต
มากกวา ปริมาณดีเอ็นเอใชไดตั้งแต 5-500 นาโนกรัม โดยทั่วไปนิยมใชอยูในชวง 10-50 นาโนกรัมตอ
ปฏิกิริยา 
                          5. แมกนีเซียมคลอไรด ซ่ึงอาจรวมอยูในบัฟเฟอรก็ได แตสวนใหญจะแยกตางหาก
เพื่อใหปรับใชไดในปริมาณที่เหมาะสมกับดีเอ็นเอแตละชนิด เนื่องจากแมกนีเซียมไอออนเปนสวน
สําคัญในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมพอลิเมอเรส และมีรายงานวาความเขมขนของแมกนีเซียมไอออน
มีผลตอปฏิกิริยามาก ดังนั้นในการทดลองกับตัวอยางชนิดใหมที่ยังไมมีรายงานมากอน จึงควรทดลอง
ปรับเปลี่ยนความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรดกอนเพื่อเลือกความเขมขนที่เหมาะสมที่สุด ความ
เขมขนของแมกนีเซียมที่ใชในปฏิกิริยาคือ 1.5-10 มิลลิโมลาร 
 6. เอนไซม เนื่องจากขั้นตอนในการสังเคราะหดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอารตองมีการทํา
ใหดีเอ็นเอเสียสภาพดวยความรอน เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรสที่ใชจึงเลือกใชเอนไซมที่ทนความรอน
ได (thermostable DNA polymerase) เอนไซมชนิดแรกแยกไดจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus YT1 
ทํางานไดที่อุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส มีกิจกรรมไดสูงสุดที่พีเอช 7.3-8.9 ชนิดที่ 2 แยกไดจาก
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แบคทีเรียเดียวกันเปนชนิดที่คนใชกันมากรูจักกันในชื่อ Taq polymerase ทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 70-80 
องศาเซลเซียส และตอมาสามารถแยกเอนไซมไดอีกหลายชนิดจากแบคทีเรียตางๆ โดยทุกชนิดที่แยกได
ประกอบดวยโพลีเพปไทดเพียงสายเดียว (monomer) ขนาดอยูระหวาง 61-100 กิโลดาลตัน ความ
แตกตางของเอนไซมแตละชนิดคือการมีคุณสมบัติตัดดีเอ็นเอจากปลาย (exonuclease activity) เพราะ
เอนไซมที่สามารถตัดดีเอ็นเอจากปลาย 3´(3´→5´exonuclease) จะสามารถกําจัดนิวคลีโอไทดที่
สังเคราะหผิดพลาดได (สุรินทร ปยะโชคณากุล. 2545) 
  
 

                      
 
 

รูปท่ี 2.1  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร 
   ที่มา : Strachan. 1992 
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2.3  การตอบสนองตอสภาพเครียดจากความดันออสโมติก 

 

   โดยทั่วไปเซลลแบคทีเรียและเซลลของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนมีผนังเซลลที่สามารถรักษาความ
เขมขนของน้ําภายในเซลลใหอยูที่ระดับหนึ่งซึ่งต่ํากวาภายนอกเซลลเพื่อใหมีกิจกรรมภายในเซลลที่
เหมาะสมเมื่อมีความแตกตางของปริมาณน้ําที่จุลินทรียสามารถนําไปใชได (aw) ทําใหมีแนวโนมที่น้ําจะ
ไหลเขาไปในเซลลสงผลใหเกิดแรงดันอุทกสถิตศาสตร (hydrostatic pressure) ซ่ึงแรงดันนี้เมื่อเกิดขึ้น
ภายในเยื่อหุมเซลล (cytoplasmic membrane) และกระทําตอผนังเซลลจะเรียกวาแรงดันเตง (Turgor 
pressure) หรือการบวม (turgor) เมื่อแรงดันเตงเพิ่มขึ้นเยื่อหุมเซลลจะดันผนังเซลลปริมาตรน้ําของเซลล
เพิ่มขึ้นทําใหเซลลขยายออก ในทางกลับกันถาแรงดันเตงลดลงจะทําใหปริมาตรของเซลลลดลงเชนกัน
จึงทําใหมีการเปลี่ยนแปลงขนาดของเซลล แรงตึงผิว และความเขมขนของตัวถูกละลายภายใน 
cytoplasm (Csonka. 1989) 
  

 2.3.1  ความดันออสโมติก (Osmotic pressure) 
                            ความดันออสโมติกหมายถึง ความดันอุทกสถิต (hydrostatic pressure) ที่เกิดขึ้นใน
เซลล สมมติวามีชองที่ถูกแบงออกเปนสองสวนเหมือนกันซ่ึงเปดสูสภาพบรรยากาศและถูกแยกแตละ
ชองดวยเยื่อหุมที่ยอมใหสารบางชนิดผานไดตามแนวขวาง โดยถาชองที่ 1 เติมน้ําบริสุทธิ์ และชองที่ 2 
เติมน้ําและตัวถูกละลายที่ไมสามารถแพรผานเยื่อหุมไดในปริมาณเทากัน เพราะฉะนั้นความเขมขนของ
น้ําในชองที่ 2 นอยกวาน้ําบริสุทธิ์ในชองที่ 1 ทําใหโมเลกุลของน้ําจะแพรผานเยื่อจากชองที่ 1 ไปยังชอง
ที่ 2 ทําใหน้ําในชองที่ 1 ลดลง ซ่ึงการเคลื่อนยายของน้ํานี้เปนสาเหตุทําใหระดับน้ําของชองที่ 1 ลดลง 
และชองที่ 2 มีน้ําเพิ่มมากขึ้นเกิดความดันอุทกสถิต การแพรของน้ําจากชอง 1 ไปยังชองที่ 2 นี้จะดําเนิน
ไปอยางตอเนื่องจนกระทั่งเกิดความสมดุลของน้ํา (Csonka. 1989) 
    จากตัวอยางขางตนถาสารละลายที่บรรจุในชองที่ 2 สามารถแพรสูอีกชองหนึ่งไดอยาง
อิสระและเยื่อหุมที่กั้นระหวาง 2 ชองนั้นไมสามารถยืดหยุนไดทําใหปริมาตรของสารละลายในชองที่ 2 
ไมสามารถขยายไดทําใหเกิดความดันในชองที่ 2 เพิ่มมากขึ้น โดยถาเปนเซลลของแบคทีเรียและพืชซ่ึงมี
ผนังเซลลที่แข็งอยูรอบๆ เยื่อหุมเซลล (cytoplasmic membrane) เมื่อน้ําแพรเขาสูเซลลจะทําใหเยื่อหุม
เซลลสามารถขยายไดเพียงพื้นที่ดานในของผนังเซลลเทานั้น และเมื่อน้ําแพรเขาสูเซลลมากขึ้นจะทําให
เกิดแรงดันของเยื่อหุมเซลลดันไปที่ผนังเซลล ซ่ึงแรงดันนี้เรียกวาแรงดันเตง (turgor pressure)  
(Csonka. 1989) 
 ในขณะที่เซลลของแบคทีเรียซ่ึงมีเยื่อหุมเซลลซ่ึงเปนเยื่อเลือกผานซึ่งมีลักษณะยอมให
น้ําสามารถผานเขาไปได แตไมยอมใหตัวถูกละลายที่มีอยูในอาหารและสารเมตาโบไลทที่มีอยูใน 
cytoplasm ผานได  เมื่อภายนอกเซลลมีน้ําที่เซลลสามารถนําไปใชไดต่ํา (สภาวะที่มีความดัน 
ออสโมติกสูง) สงผลใหเกิดการไหลออกของน้ําอยางรวดเร็วและสูญเสียแรงดันเตงทําใหเซลลอาจ
สูญเสียน้ําไดในที่สุดและทําใหเกิดการหดกลับของเยื่อหุมเซลลจากผนังเซลล (Csonka. 1989) 
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 2.3.2  สภาพเครียดตอความดันออสโมติก (Osmotic stress) 

  สภาพเครียดตอความดันออสโมติกหมายถึงสภาพเครียดของการปรับตัวตอสภาวะ
แวดลอมที่มีความดันออสโมติกสูง (high osmolality) สภาพเครียดตอความดันออสโมติกมีผลตอ 
การเจริญและการอยูรอดของแบคทีเรียซ่ึงเกี่ยวของโดยตรงกับคา aw ภายนอกเซลล คา aw = P/Po = 
n1/(n1+n2) เมื่อ P คือความดันไอของสารละลาย Po ความดันไอของตัวทําละลาย (น้ําบริสุทธิ์) n1 คือ
จํานวนโมลของตัวทําละลาย และ n2 คือจํานวนโมลของตัวถูกละลายในอุดมคติ การลดต่ําลงของความ
ดันไอเปนคุณสมบัติหนึ่งของสารละลายเชนเดียวกับการลดต่ําลงของจุดเยือกแข็ง การเพิ่มขึ้นของ 
จุดเดือด และการเพิ่มขึ้นของความดันออสโมติก ความดันออสโมติกก็คืออุทกสถิตศาสตร (hydrostatic 
pressure, มีหนวยเปนเมกกาปาสคาล) ความเขมขนตัวถูกละลายที่แทจริง (actual solute) แสดงในรูป
ของตัวถูกละลายในอุดมคติ (ideal solute) ที่ใหคา aw ระดับเดียวกันและมีหนวยเปน osmolal (OSM) 
ความสัมพันธระหวาง  aw และความดันออสโมติกแสดงไดดังสมการดังนี้คือ aw = x/(x+c) ซ่ึง c หมายถึง
ความเขมของตัวถูกละลายมีหนวยเปน OSM และ x คือจํานวนโมลของน้ําตอลิตร ซ่ึงมีจํานวนโมล 
ประมาณ 55.6 (Ingraham และ Marr. 1996) 
 

2.3.3 กลไกการควบคุมความดันออสโมติก (Osmoregulatory mechanism) 

                  กลไกการควบคุมความดันออสโมติก เปนกลไกที่ชวยรักษาความดันเตงภายในเซลลให
อยูในระดับที่เซลลสามารถทนได โดยท่ัวไปพบวาเมื่อเซลลเผชิญกับความดันออสโมติกสูงภายนอก
เซลลหรือสภาพที่มีตัวถูกละลายภายนอกเซลลสูงหรือปริมาณน้ําภายนอกเซลลต่ํากวาภายในเซลล 
(hyperosmotic condition) เปนผลใหเกิดการสูญเสียน้ําออกจากเซลลทําใหเกิดการลดลงของแรงดันเตง 
และเกิดการลดลงของปริมาตรไซโตพลาสมิก (cytoplasmic volume) เปนผลใหความเขมของสาร 
เมตาโบไลททั้งหมดภายในเซลลเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะทําใหคา aw ภายในเซลลลดลง ถาภายในเซลลไมมีการ
ปรับตัวตอสภาพความดันออสโมติกสูงเซลลจะเหี่ยวจนกระทั่งคา aw ภายในเซลลเทากับคา aw ภายนอก
เซลล ความเขมขนที่สูงขึ้นของโมเลกุลตางๆ ภายในเซลลอาจทําใหเกิดการยับยั้งกระบวนการเมทาบอ 
ลิซึมภายในเซลล ตัวอยางเชน ตัวยับยั้งเอนไซมจําเพาะอาจมีความเขมขนสูงขึ้นจนเปนอันตรายตอเซลล
ได (Atkinson. 1969) หรือความเขมขนของไอออนที่เพิ่มขึ้นอาจเปนพิษตอเซลลได (Walderhaug และ
คณะ. 1987) 

 ในทางตรงกนัขามถาหากมีตวัถูกละลายอยูนอยหรือมีปริมาณน้ํามาก (hypothesis) น้ํา
ภายนอกเซลลจะเขาสูเซลลทําใหความดันเตงเพิ่มขึ้นเปนผลใหเซลลขยายปริมาตรขึน้ดังนั้นการที่
แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดในสภาพเครียดจากความดันออสโมติกไดนั้น เซลลของแบคทีเรียจําเปน
ปรับตัวโดยการสะสมตัวถูกละลายโดยเฉพาะภายใตสภาวะที่มีความดนัออสโมติกสูง (hyperosmotic) 
และปลดปลอยภายใตสภาวะความดนัออสโมติกต่ํา (hypoosmotic) ตัวถูกละลายนีเ้รียกวา compatible 
solute ซ่ึงก็คือสารประกอบที่เซลลสามารถสะสมไดในความเขมขนสูงมากๆ เพียงพอที่จะรักษาสมดุล
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ของความดันเตงเมื่อภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกสูงโดยที่ไมเปนพิษตอเซลลและไมยับยั้งการ
ทํางานของเอนไซมภายในเซลล ตัวอยางของตัวถูกละลายนี้ไดแกโพแทสเซียมไอออน (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) โดยตวัถูกละลายเหลานีส้ามารถสะสมใหเพิ่มมากขึ้นภายในเซลลจากการ
สังเคราะหขึ้นเองหรือจากการรับจากสิ่งแวดลอมภายนอกเซลล โดยไมมีผลในการขัดขวางกระบวนการ
สําคัญภายในเซลล และยังมีผลในทางปองกันเซลล โดย compatible solute หลายชนิดไดถูกพิสูจนวามี
ผลทําใหเอนไซมภายในเซลลมีความเสถียร และยังมีผลในทางปองกนัเซลลไมเพียงแตปองกันเซลลตอ
สภาพที่มีเกลือสูงเทานั้นยังปองกันเซลลตอสภาพที่มีอุณหภูมิที่สูง สภาพในการแชแข็งและทําใหละลาย 
และสภาพในการทําแหงไดอีกดวย (Yancey และคณะ. 1982) 
  

 2.3.4  Compatible solute 
           ความดันออสโมติกของไซโตพลาสซึม (cytoplasmic osmolality) เกิดขึ้นภายในเซลล
เนื่องมาจากสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมจํานวนมากที่มีความเขมขนไมแตกตางกับ
ภายนอกเซลลกับตัวถูกละลายที่มีปริมาณนอยภายในเซลล ซ่ึงความเขมขนของตัวถูกละลายนี้จะขึ้นอยู
กับความเขมขนภายนอกเซลล โดยตัวถูกละลายที่จะเปนตัวกําหนดความดันออสโมติกภายในเซลลนี้ถูก
เรียกวา compatible solute เนื่องจากสวนใหญจะไมขัดขวางกระบวนการทางชีวเคมีภายในเซลลแมแตที่
ความเขมขนสูง (Brown. 1990) compatible solute สามารถที่จะสะสมในเซลลของแบคทีเรียโดยการ
สังเคราะหหรือโดยรับสารจากอาหารเลี้ยงเชื้อภายนอกเขาสูเซลล ซ่ึง compatible solute แตละชนิดมีผล
ตอการทนตอสภาพเครียดจากความดันออสโมติกของเซลลไดแตกตางกันและแบคทีเรียแตละชนิด
สามารถสะสมตัวถูกละลายตางชนิดกัน (ตารางที่ 2.1) เชน โปแทสเซียมอิออน (K+) กลูตาเมต 
(glutamate) และไอออนชนิดอ่ืนๆ ที่มีความเขมขนสูงก็สามารถยับยั้งเอนไซมหลายชนิดได (Richey 
และคณะ. 1987) แตในสภาพที่มีความดันออสโมติกที่ต่ํากวา 0.25 OSM โปแทสเซียมอิออน (K+)  
และกลูตาเมต (glutamate) จะเปนตัวควบคุมความดันออสโมติกภายในเซลลแตที่ความดันออสโมติกสูง
เซลลชอบที่จะสะสม compatible solute ที่ไมมีประจุ (neutral compatible solute) 
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ตารางที่  2.1  การสะสมสาร Compatible solute ภายในเซลลของจุลินทรียชนิดตางๆ 
การควบคุมสภาพเครียดจากความดัน 

ออสโมติก 
 

ชนิดของจุลินทรีย 
Compatible solute สังเคราะห/รับเขา 

เอกสารอางอิง 

Lactobacillus acidophilus IFO 
3532 

Glycine betaine รับเขา Hutkins และคณะ. 1987 

L. plantarum ATCC 14971 Glycine betaine รับเขา Glaasker และคณะ. 1996 
Lactococcus lactis subsp. 

cremoris MG 1363 
Glycine betaine รับเขา van der Heide และ 

Poolman. 2000 
L. lactis subsp. lactis IL 1403 Glycine betaine รับเขา van der Heide และ

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

Proline 
รับเขา van der Heide และ

Poolman. 2000 
Staphylococcus aureus Proline รับเขา Csonka. 1989 

Escherichia coli Proline รับเขา Csonka. 1989 
Salmonella typhimurium Proline รับเขา Csonka. 1989 
Klebsiella pheumoniae Proline รับเขา Csonka. 1989 

 

  โดย neutral compatible solute ชนิดสําคัญที่สะสมในเซลลของแบคทีเรียกลุม 
เอนเทอริก (enteric bacteria) ไดแก ทรีฮาโลส โพรลีน และบีเทน สาร compatible solute ขึ้นอยูกับ
อาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช เชน ในอาหารเลี้ยงเชื้อ defined minimal medium ทรีฮาโลสจะถูกสะสมขึ้นภายใน
เซลลจากการสังเคราะหแตเซลลก็ไมสามารถรับทรีฮาโลสเขาสูเซลลเพื่อนําไปใชเปนสาร compatible 
solute ไดแมวาภายนอกเซลลจะมีทรีฮาโลสก็ตาม สําหรับโพรลีนและบีเทนจะถูกสะสมภายในเซลลก็
ตอเมื่อมีสารทั้งสองชนิดนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเทานั้น ซ่ึงการสะสม compatible solute โดยการรับเขาจาก
อาหารเลี้ยงเชื้อเชนนี้สามารถพบไดในแบคทีเรียบางชนิด เชน เชื้อ E. coli สามารถสรางบีเทนไดจาก 
โคลีน choline ที่รับมาจากภายนอกเซลล (Csonka และ Epstcin. 1996) 
 

2.4 การตอบสนองตอสภาพเครียดจากความเย็น 
 

 เมื่อเซลลของจุลินทรียอยูในสภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมิต่ําจะสงผลใหความเสถียรของ
โปรตีนภายในเซลลลดนอยลง อันเนื่องมาจากขบวนการตางๆซึ่งไดแก อัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซมและการนําสับสเตรทเขาสูเซลลลดลง การคงรูปของเยื่อหุมเซลลลดนอยลง การเกิดกิจกรรม
ของ RNA polymerase ต่ําลง และความเขมขนของสารละลายภายในเซลลสูงขึ้น ซ่ึงสงผลใหเซลลเกิด
การบาดเจ็บจากความดันออสโมติกที่เกิดขึ้นภายในเซลลได นอกจากนี้การตายของเซลลจุลินทรียที่เกิด
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จากการแชแข็งและการละลายโดยสวนมากมักเกิดจากความเสียหายและการเสียสภาพของ DNA ซ่ึงการ
ที่แบคทีเรียจะสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิต่ําไดนั้น แบคทีเรียจะทําการปรับตัวตออุณหภูมิที่ต่ําดวย
กระบวนการเพิ่มกรดไขมันอิ่มตัว และการสังเคราะหโพลีเพปไทด  (Panoff และคณะ. 1998) 
   โดยทั่วไปเซลลของแบคทีเรียจะไวตอการแชแข็งซึ่งทําใหเซลลมีอัตราการตายอยางชาๆ ซ่ึง
การแชแข็งและละลายบอยครั้งไดถูกศึกษาซึ่งพบวาเยื่อหุมเซลลเกิดความเสียหายและเกิดการเสียสภาพ
ของ DNA ที่เปนเหตุใหเซลลตายหลังจากการแชแข็งและละลาย ขณะที่โปรตีนถูกทําลายเนื่องจากความ
เขมขนของสารละลายภายในเซลลที่เพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามจากการศึกษาการตอบสนองตอการแชแข็ง
และละลายของแบคทีเรียในระยะ exponential พบวาหลังจากยายเซลลของแบคทีเรียจากอุณหภูมิที่
เหมาะสมตอการเจริญเติบโตไปยังอุณหภูมิที่ต่ํากวา (สูงกวา 0 องศาเซลเซียส) แบคทีเรียบางชนิดจะเพิม่
ความสามารถการอยูรอดที่อุณหภูมิต่ําไดดียิ่งขึ้นโดยการเพิ่มความตานทานตอความเย็น ซ่ึงการปรับตัว
ตอการแชแข็งและละลายนี้ขึ้นอยูกับอุณหภูมิและระยะเวลาในการบมซึ่งจะตองเหมาะสมกับความ
เขมขนของเซลลแบคทีเรีย (Panoff และคณะ. 1998) 

 

 2.4.1  ความซับซอนของกระบวนการปรบัตัวของเซลล (The complexity of the cellular 
adaptation process) 
             อุณหภูมิของสภาพแวดลอมมีผลกระทบอยางมากตอสภาวะทางสรีรวิทยาของเซลล 
จุลินทรีย เนื่องจากอุณหภูมิมีผลกระทบตอปฏิกิริยาเคมีในเซลลเกือบทั้งหมด ในจุลินทรียที่เจริญไดที่
อุณหภูมิต่ําองคประกอบทั้งหมดของเซลลจําเปนตองสามารถทําหนาที่ได ดังนั้นการปรับตัวใหสามารถ
เจริญไดที่อุณหภูมิต่ําจึงเปนปรากฏการณซ่ึงเกี่ยวของกับการรักษาสภาพโครงสรางของโมเลกุลใหญ
ภายในเซลลและการรวมกลุมของโมเลกุลขนาดใหญ ซ่ึงไดแก โปรตีน ไรโบโซม และเยื่อหุมเซลล 
รวมทั้งรักษาสภาพและควบคุมระบบการสังเคราะหโปรตีนและรับสารอาหารเขาสูเซลล  ความซับซอน
ที่เกิดขึ้นนี้สะทอนใหเห็นถึงความลมเหลวหลายๆครั้งในการแยกเชื้อจุลินทรียผาเหลาที่ชอบเจริญที่
อุณหภูมิปานกลางที่ผานการปรับตัวตอความเย็น (Russell. 1990) 

 

2.4.2  การปรับตัวตออุณหภูมิของของเหลวที่เปนไขมันที่บริเวณเยื่อหุมเซลล (Thermal 
adaptation of membrane lipid fluidity) 
   เมื่อเกิดการปรับตัวตอความเย็นจุลินทรียจะทําการปรับสวนประกอบของกรดไขมัน
ของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลล ในการตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิที่เชื้อเจริญเติบโต  
โดยการปฏิบัติหนาที่ของเซลลตามปกติตองการสภาพเยื่อหุมเซลลที่มีลักษณะเปนเยื่อหุม 2 ช้ัน 
(membrane lipid bilayer) ซ่ึงสวนใหญเปนของเหลว เมื่อลดอุณหภูมิลงสายของกรดไขมันที่เยื่อหุม
เซลลจะเกิดการเปลี่ยนแปลงจากสภาพของเหลวหรือสภาพที่มีลักษณะเหมือนของเหลวไปเปนสภาพที่
มีการจัดตัวในรูปของผลึกไขมันมากขึ้น การเปลี่ยนแปลงในขั้นนี้เรียกวา lipid phase transition หรือ 
order-disorder transition และจุดกึ่งกลางของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมินี้เรียกวา Transition temperature 
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(De Mendoza และ Cronan. 1983) จุลินทรียจะตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงนี้เมื่ออุณหภูมิลดลงโดย
เกิดกรดไขมันที่มีจุดหลอมเหลวต่ําจํานวนมากที่เยื่อหุมเซลลทําใหเยื่อหุมเซลลยังคงทํางานไดตอไป 
(Cronan และRock. 1987 ; De Mendoza และ Cronan. 1983) กลไกที่ควบคุมอุณหภูมิแบบนี้ไดทดสอบ
ในเชื้อ E. coli (Cronan และ Rock. 1987) แบคทีเรียชนิดนี้จะสะสม cis-vaccenic acid (C18 : 1) ให
เพิ่มขึ้นอยางมากเมื่ออุณหภูมิในการเจริญลดลง ซ่ึงการตอบสนองนี้ไมตองการการชักนําการสราง
โปรตีนแตมีการนําโปรตีนบางชนิดมาแทรกจึงจะทํางาน (active) ไดดีเฉพาะที่อุณหภูมิต่ํา 
  แบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียโพรไบโอติกบอยคร้ังที่เผชิญกับสภาพเครียดใน
ระหวางกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมและกระบวนการถนอมอาหาร ในสภาพนี้เปนอันตราย
ตอสภาวะทางสรีรวิทยาของจุลินทรียเหลานี้และทําใหกลาเชื้อที่ผลิตไดไมมีคุณภาพ (Hubálek. 2003) 
เชน แบคทีเรียที่เผชิญตอความสภาพเครียดจะทําใหจุลินทรียเกิดการตอบสนองทางสรีรวิทยาโดยเกิด
การปรับตัว การเปลี่ยนแปลงซึ่งไดเคยมีการศึกษาพบในแบคทีเรียโพรไบโอติกและแบคทีเรีย 
กรดแลคติกแบงไดเปนขั้นตอนดังนี้ 
 ขั้นที่ 1 การตอบสนองโดยการปรับตัวทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบของ
กรดไขมันของเยื่อหุมเซลล ซ่ึงชวยควบคุมการยอมรับใหสารผานเขาออกจากเยื่อหุมเซลล (membrane 
permeability) และการเพิ่มขึ้นของปริมาณกรดไขมันไมอ่ิมตัวทําใหอุณหภูมิของการเปลี่ยนแปลงจาก
ของแข็งเปนของเหลวลดลง ซ่ึงจะชวยรักษาสภาพของเหลวที่เยื่อหุมเซลลในระหวางเกิดสภาพเครียด
จากความเย็น (Russell. 1997) กรดไขมันไมอ่ิมตัวที่เพิ่มสูงขึ้นมีความสัมพันธกับความสามารถในการ
ทนตอความเย็นไดดีขึ้นในเชื้อ S. thermophilus (Béal และคณะ. 2001) นอกจากนี้การสังเคราะหกรด
ไขมันเฉพาะมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองตอสภาพเครียด ความเขมขนของกรดไขมัน C16 : 0 ถูก
พบวาจะชวยการตอบสนองตออุณหภูมิที่ต่ําในเชื้อ  Lactobacillus acidophilus (Fernandez Murga และ
คณะ. 2000 : Wang และคณะ. 2005)  ขณะที่กรดไขมัน C18 : 0 เพิ่มขึ้นในระหวางที่เชื้อ L. plantarum 
เกิดการปรับตัวตอความเย็น (Russell และคณะ. 1995) และ cycC19 : 0 ที่มีความเขมขนสูงพบวาจะชวย
ในการปองเซลลจากความเย็นใหกับเชื้อ Lactobacillus bulgaricus (Smittle และคณะ. 1974), 
Lactobacillus helveticus และ Lactobacillus acidophilus (Zavaglia และคณะ. 2000) โดยเชื้อเหลานี้ 
มีการสังเคราะหกรดไขมัน cycC19 : 0 สูงขึ้นทําใหของเหลวที่บริเวณเยื่อหุมเซลลถูกรักษาไว 
 การสังเคราะหโปรตีนที่ตอบสนองตอความเย็นอยางฉับพลัน (cold shock proteins) เปน
การตอบสนองความเย็นขั้นที่ 2 โปรตีนชนิดนี้สามารถเขาจับกับ RNA และบางครั้งทําหนาที่ในฐานะ
ของ RNA chaperones ดังนั้นจึงทําใหกระบวนการแปรรหัส (translation) ภายใตสภาพที่มีอุณหภูมิต่ํา
งายขึ้น (Graumann และคณะ. 1997) โปรตีนนี้ยังทําหนาที่ขจัดความอิ่มตัวของกรดไขมันที่บริเวณเยื่อ
หุมเซลลของเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis มีโปรตีน 12 ชนิดที่ถูกสังเคราะหเพิ่มขึ้นเปน 3 เทา  
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 ถูกสังเคราะหมากที่สุดหลังจากเปลี่ยนอุณหภูมิเปน 20  
องศาเซลเซียส (Wouters และคณะ. 1999) กลุมของ cold shock protein (CspA-CspE) ซ่ึงแบงลักษณะได
โดยใชน้ําหนักโมเลกุลที่ประมาณ 7 กิโลดาลตัน ซ่ึงไดเคยมีการจําแนกและคนพบในบรรดาโปรตีน
เหลานี้ การสังเคราะหโปรตีน CspB และ CspE มากเกินมีผลทําใหเชื้อ L. lactis ที่ผานการแชแข็งมีการ
อยูรอดเพิ่มขึ้น (Wouters และคณะ. 2000) และการสังเคราะหโปรตีน CspP ที่มากเกินไปในเชื้อ  
L. plantarum ชวยใหการอยูรอดของเชื้อหลังจากถูกแชแข็งเพิ่มขึ้น (Derzelle และคณะ. 2003)  
  ประการสุดทายโปรตีนที่ทําใหเกิดการปรับตัวใหเขากับสภาพความเย็น 10 ชนิด จะถูก
สรางขึ้นในเชื้อ Enterococcus faecalis ระหวางที่เชื้อเจริญที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส (Panoff และคณะ. 
1997) ซ่ึงโปรตีน 5 ชนิดของโปรตีนทั้งหมดพบวาเปน cold shock protein  
 การปรับตัวทางสรีรวิทยาหลังการเผชิญสภาวะเครียดจากความเย็นทั้ง 2 ประเภทนี้อาจ
ถูกชักนําใหเกิดขึ้นในระหวางการผลิตกลาเชื้อแบบแชแข็งเพื่อทําใหเชื้อสามารถทนตอความเย็นไดดี
ยิ่งขึ้น ตัวอยางเชน เมื่อนําแบคทีเรียที่เจริญแลวมาบมที่อุณหภูมิต่ําหรือพีเอชต่ําจะชวยเพิ่มความ
ตานทานตอการแชแข็งและเก็บรักษาโดยการแชแข็ง (Béal และคณะ. 2001 ; Fernandez Murga  
และคณะ. 2000 ; Wang และคณะ. 2005) อยางไรก็ตามวิธีนี้นําไปสูความเขมขนเซลลที่นอยลงในขั้น
สุดทายของการหมัก ซึ่งทําใหการผลิตของกลาเชื้อวิธีนี้ไมไดรับความสนใจ 
 การปรับตัวอ่ืนๆ อาจเกิดขึ้นภายหลังขั้นตอนการหมักเชน การบมเชื้อ L. lactis ทีอุ่ณหภมู ิ
8 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง หลังจากการเพาะเลี้ยงใหเจริญจะชวยใหเชื้อมีปริมาณเซลลที่รอด
ชีวิตเพิ่มขึ้น (รอยละ 95) (Panoff และคณะ. 1994) ในกรณีของเชื้อ L. bulgaricus การนําเชื้อมาไวที่
อุณหภูมิต่ําลงคืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จะทําใหเชื้อมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิต
รอยละ 80 (De Urraza และ De Antoni. 1997) สวนเซลลของเชื้อ L. lactis มีความตานทานตอการ 
แชแข็งเพิ่มมากขึ้นหลังจากบมเชื้อที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง (Kim และคณะ. 
1999) หรือ 2 ช่ัวโมง (Broadbent และ Lin. 1999) และเมื่อนําการปรับตัวตอความเย็นอยางฉับพลันที่
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง มาประยุกตใหกับเชื้อ S. thermophilus มีผลทําใหอัตรา
การอยูรอดของเชื้อหลังการแชแข็งเพิ่มขึ้น 103 เทา (Wouters และคณะ. 1999) ประการสุดทายการบม
เชื้อที่อุณหภูมิต่ํา (4 องศาเซลเซียส) ในระหวางขั้นตอนการปองกันความเย็นจะชวยใหกิจกรรมการสราง
กรดของเชื้อ L. bulgaricus และ S. thermophilus ที่ผานการแชแข็งดีขึ้น (Fonseca และคณะ. 2001) 
อยางไรก็ตามการปรับตัวที่อุณหภูมิต่ํากวาอุณหภูมิต่ําสุดสําหรับการเจริญคือ 15 องศาเซลเซียส ไมมีผล
ทําใหเช้ือ S. thermophilus เกิดการปรับตัวตอความเย็นไดอยางมีประสิทธิภาพ (Wouters และคณะ. 
1999) 
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2.5 เทคโนโลยีการผลิตกลาเชื้อ 
  

 ในปจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตกลาเชื้อสําหรับการผลิตผลิตภัณฑอาหาร ชนิดของเชื้อท่ีนิยม
ใชในการผลิตกลาเชื้อไดแก Lactobacillus, Streptococcus และ Bifidobacterium หรือการผสมแบคทีเรีย
ตั้งแตสองชนิดขึ้นไป (mixed culture) โดยการผสมกลาเชื้อใหเหมาะสมกับอาหารหมักแตละชนิดจะทํา
ใหไดประโยชนทั้งในความสะดวกในการควบคุมการผลิต การปรับปรุงคุณภาพรสชาติ และความ
ปลอดภัยของผูบริโภค ซ่ึงนอกจากอาหารจะปลอดภัยแลวการบริโภคอาหารที่มีแบคทีเรียกรดแลคติกที่
มีคุณสมบัติยับยั้งจุลินทรียที่เปนเชื้อโรคโดยที่แบคทีเรียกรดแลคติกยังมีชีวิตอยูยังชวยใหเกิดความ
สมดุลของจุลินทรียภายในลําไสและมีผลในการปองกันการเกิดโรคทองรวงจากเชื้อโรคหลายชนิดซ่ึง
เรียกแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานั้นวา “โพรไบโอติก” (probiotic) โดยปจจุบันการผลิตจุลินทรียเพื่อเปน 
โพรไบโอติกสําหรับอาหารเสริมของมนุษยและสัตวเปนอุตสาหกรรมการผลิตเชื้ออีกแขนงหนึ่ง 
(Conway และคณะ. 1987 ; Fuller. 1989) 
                 มนุษย รูจักการถนอมหรือแปรรูปอาหารดวยวิ ธีการหมักดองโดยใชแบคทีเ รียกรด 
แลคติกมาเปนเวลานานไมนอยกวาการหมักที่เกิดจากการใชเชื้อราและยีสต แตในประเทศตะวันออก
และประเทศตะวันตกตางไมมีเทคโนโลยีการผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียแบบพื้นบาน โดยเฉพาะกลาเชื้อที่
ไมไดอยูในรูปเชื้อผสมกับยีสต ในยุคกอนที่จะมีการพัฒนาการผลิตกลาเชื้อบริสุทธิ์ การหมักอาหารจึง
อาศัยเชื้อจากธรรมชาติที่ติดมากับวัตถุดิบ โดยควบคุมสภาวะการหมักใหเหมาะสมเพื่อใหแบคทีเรีย
ชนิดที่ตองการเจริญไดดี ซ่ึงปจจุบันยังพบไดในการผลิตอาหารหมักบางชนิดเชน การดองผักและการ
หมักผลิตภัณฑจากเนื้อสัตว สวนผลิตภัณฑนมหมักที่ผลิตแตเดิมนั้นใชวิธีเก็บอาหารหมักบางสวนจาก
การหมักในรุนกอนไวเปนกลาเชื้อสําหรับการหมักรุนตอไป จนประมาณ ค.ศ. 1880 ไดมีการใชเชื้อ
บริสุทธิ์ผลิตเนยแข็งเปนครั้งแรกในประเทศเดนมารค (Fleming และคณะ. 1985 ; Tanaka และคณะ. 
1980) และไดมีการพัฒนาวิธีการผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อใชในอุตสาหกรรมประเภทนี้มา
อยางตอเนื่องจนถึงปจจุบัน ซ่ึงกลาเชื้อที่จะผลิตขายเปนอุตสาหกรรมไดจะตองมีอายุการเก็บรักษาที่
นานและไมสูญเสียคุณสมบัติระหวางการขนสงและเก็บรักษา ซ่ึงการแชแข็งแหง (freeze drying) เปนวธีิ
หนึ่งที่นิยมใชในการผลิตกลาเชื้อในระดับอุตสาหกรรม (นภา โลหทอง. 2534) 
 การผลิตกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการแชแข็งแหงเปนอีกวิธีที่นิยมใชกันใน
อุตสาหกรรม กลาเชื้อในรูปแบบนี้ไดเปรียบในเรื่องความสะดวกในการขนสงและการเก็บรักษา แตการ
แชแข็งแหงมีผลทําใหเชื้อมีประสิทธิภาพลดจํานวนลงคอนขางมาก สวนใหญเชื้อที่ผลิตเปนกลาใน
รูปแบบนี้ไดแก Streptococcus ซ่ึงโดยทั่วๆ ไปเซลลที่รอดชีวิตจะลดจํานวนถึงรอยละ 50-80 ในระหวาง
การทําแหง (Gilland. 1985 ; Peppler และ Perlman. 1979) และในระหวางการเก็บรักษาเชื้อจะลด
ปริมาณลงอีกตามระยะเวลาที่เก็บ  
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 การควบคุมความชื้นที่เหมาะสมเปนอีกวิธีหนึ่งที่ทําใหปริมาณการอยูรอดของเชื้อระหวาง
การเก็บรักษาสูงขึ้น ตัวอยางเชนเชื้อ Lactobacillus plantarum ในสภาพแชแข็งแหงที่มีความชื้นรอยละ 
3.8-5.7 จะมีปริมาณเชื้ออยูรอดมากกวาเชื้อ L. plantarum ที่มีความชื้นรอยละ 0.7-2.3 (Denilova และ
คณะ. 1981) 
 นอกจากนี้อาหารที่ใชในการเพาะเลี้ยงเชื้อมีผลทําใหเชื้ออยูรอดไดมากขึ้น เชนการเติมยีสต
สกัดและไวตามินซีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทําใหปริมาณ L. bulgaricus อยูรอดไดมากขึ้น (Naghmoush 
และคณะ. 1979) นอกจากขั้นตอนการเลี้ยงเชื้อแลวยังสามารถเพิ่มอัตราการอยูรอดของกลาเชื้อไดโดย
การเติมสารตางๆ ขณะแชแข็งแหง เชน เติมโมโนโซเดียมกลูตาเมท ประมาณรอยละ 5 หรือ 
แลคโตสรอยละ 7 (Gilland. 1985 ; Kilara และคณะ. 1977) และในระดับการทดลองไดมีการผลิตกลา
เชื้อโดยการตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนทแลวนําไปไลโอฟลไลสพบวาเชื้อ L. plantarum และ 
Pediococcus pentosaceus ที่ผลิตเปนกลาเชื้อในรูปแบบนี้สามารถใชเปนกลาเชื้อในการหมักผลิตภัณฑ
เนื้อสัตวไดผลเปนอยางดี (Kilara และคณะ. 1977) 

 
2.6  การแชแข็งแหง (Freeze Drying) 

  

 การแชแข็งแหงเปนกระบวนการทําแหงซ่ึงตัวทําละลาย (solvent) หรือสารแขวนลอย 
(suspension medium) จะถูกทําใหกลายเปนผลึกที่อุณหภูมิต่ําและตอมาก็จะถูกทําใหระเหิดจากสถานะ
ของของแข็งกลายเปนสถานะของไอ (vapor phase) การแชแข็งแหงโดยสวนใหญมักใชกับตัวอยางที่มี
น้ําเปนตัวทําละลาย รูปที่ 2.2 ไดแสดงแผนภาพสถานะของน้ําและบริเวณที่จะมีการเปลี่ยนสถานะจาก
ของแข็งกลายเปนไอซึ่งอาจเปนไปไดที่จะเกิดขึ้น ในขั้นตอนในแผนภาพนี้เปนการเปลี่ยนสถานะของ
น้ําบริสุทธิ์ ถาผลิตภัณฑประกอบดวยองคประกอบ 2 ชนิดหรือมากกวา 2 ชนิดและอยูในสภาพของ
สารละลายแท (true solution) หรือสารแขวนลอย (suspension) ขั้นตอนการเปลี่ยนสถานะของตัวทํา
ละลายก็จะมีความซับซอนมากยิ่งขึ้น  ความสลับซับซอนในระบบเชนนี้ เกิดขึ้นในสารชีวภาพ 
(biological substance) การทําแหงเปนการเปลี่ยนสภาพจากน้ําแข็งหรือน้ําในสถานะ อะมอฟส 
(amorphous phase) กลายเปนสถานะไอ เนื่องจากน้ําแข็งมีความดันไอต่ําปริมาตรของไอจึงมาก  
(รูปที่ 2.3) ดังนั้นระหวางขั้นที่ 2 ของการทําแหงน้ําซึ่งถูกดูดซับอยูบนของแข็งจะหลุดออก จุดมุงหมาย
ของการแชแข็งแหงคือผลิตสารที่มีความคงตัวที่ดีในระหวางการเก็บรักษาซึ่งจะไมเกิดการเปลี่ยนสภาพ
หลังจากการคืนรูปดวยน้ํา (Oetjen และ Haseley. 2004) 
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รูปท่ี  2.2  แผนภาพของสถานะของน้ําและบริเวณที่จะมกีารเปลี่ยนสถานะจากของแข็งกลายเปนไอ 

 ที่มา : Oetjen และ Haseley. 2004 

              
รูปท่ี  2.3  การทําแหงเปนการเปลี่ยนสภาพจากน้ําแข็งหรอืน้ําในสถานะอะมอฟส (amorphous phase) 

                    กลายสถานะกลายเปนไอ  
   ที่มา : Oetjen และ Haseley. 2004 
 

 การแชแข็งแหงมีขอไดเปรียบคือการทําแหงที่ อุณหภูมิต่ําจะชวยลดความเสียหายของ
ผลิตภัณฑที่ไวตอความรอน สามารถเติมของแหงที่ไดจากกระบวนการแชแข็งแหงลงในผลิตภัณฑที่
เปนของเหลวไดในปริมาณที่ถูกตอง ปริมาณความชื้นของผลิตภัณฑในขั้นสุดทายสามารถถูกควบคุมได
ในระหวางกระบวนการ สามารถทําใหผลิตภัณฑแหงมีลักษณะทางกายภาพที่นาสนใจ และผลิตภัณฑที่
แหงซ่ึงมีพื้นที่ผิวมากจะคืนรูปเปนของเหลวไดอยางรวดเร็ว อยางไรก็ตามมีขอเสียคือ ทําใหสิ้นเปลือง
คาใชจายสูงในการลงทุนการปฏิบัติงานและบํารุงรักษาเครื่องมือ นอกจากนี้กระบวนการทําแหงยังมี
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ความซับซอนและตองการผูที่มีความชํานาญในการใชเครื่องมือ ซ่ึงกระบวนการแชแข็งแหง
ประกอบดวย 3 ขั้นตอนดังนี้ 
 

2.6.1  การแชแข็ง 
                        ในการแชแข็งสารจะตองทําใหสารมีอุณหภูมิต่ําลงจนถึงอุณหภูมิที่ทําใหน้ําและของแข็ง
เกิดผลึกขึ้นอยางเต็มที่หรือในบริเวณพื้นที่ของผลึกน้ําแข็งและในขอบเขตของแข็งและน้ําซ่ึงเขมขนใน
สถานะอะมอฟส ซ่ึงยังคงมีสถานะเปนของแข็งในบริเวณที่มีการแชแข็งผลึกน้ําแข็งจะเริ่มโตขึ้น ดังนั้น
จึงทําใหสารละลายที่เหลืออยูมีความเขมขนสูงขึ้น ซ่ึงสามารถทําใหคาพีเอชเปลี่ยนแปลงในสารหลาย
ชนิดสามารถวัดอุณหภูมิของจุดหลอมเหลวได แตในสารอื่นอีกหลายชนิดไมสามารถทําการวัดคา
ออกมาได การเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้นอยูกับปจจัยตางๆไดแก อัตราการใหความเย็น ความเขมขนเริ่มตน 
อุณหภูมิสุดทายในการทําใหเย็น และระยะเวลาที่สารอยูที่อุณหภูมิสุดทายนี้ในผลิตภัณฑหลายๆ ชนิด
ไมมีการเกิดผลึกน้ําแข็งขึ้นและผลิตภัณฑยังคงอยูในสถานะอะมอฟส ซ่ึงเปนสถานะที่สารจะมีรูปราง
เหมือนแกว (glass-like) หรือมีสถานะผสมของ 2 สถานะ (Oetjen และ Haseley. 2004) ในการแชแข็ง
อาหารและสารบางชนิดน้ําบางสวนจะแข็งตัวเปนผลึกน้ําแข็งขณะเดียวกันมีน้ําบางสวนที่ไมแข็งตัว 
(unfreezable water) (ตารางที่ 2.2 และ 2.3) 
 

ตารางที่  2.2  ปริมาณของน้าํที่แข็งตัวและไมแข็งตัวในอาหารบางชนิดที่อุณหภูมิของการแชแข็งระดับ   
         ตางๆ 

ชนิดของ
ผลิตภัณฑ 

ปริมาณของน้ําที่ไมเกิด 
การแข็งตัว 

 

ปริมาณของน้ําที่เกิดการแข็งตัว (รอยละของปริมาณน้ําทั้งหมด) 
ที่อุณหภูมิตางๆ (องศาเซลเซียส) 

(รอยละของปริมาณน้ําทั้งหมด) 
 -10 -15 -20 -30  

เนื้อที่มี 
ไขมันตํ่า 

82 85 87 88 12 

ไสกรอก 84 87 89 91 9 
ไขรวมเหลว 89 91 92 93 7 
ไขแดง 85 86 87 87 13 
ไขขาว 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  ปริมาณของน้ําที่ไมกลายเปนน้ําแข็งซ่ึงไมสามารถแข็งตัวไดโดยการลดอุณหภูมิใหต่ําลง 
ชนิดของสาร ปริมาณของน้าํที่ไมกลายเปนน้ําแข็ง (รอยละ) 
ทรีฮาโลส 16.7 
ซอรบิทอล 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  โครงสรางของน้ําแข็งและสารละลาย 
           โมเลกุลของน้ํามีรูปรางแสดงในรูป 2.4 ที่มี 2 ขั้วอยางเห็นไดชัดซึ่งทําใหเกิดลักษณะเปน
ของเหลวที่อุณหภูมิคอนขางสูงและโครงสรางชั้นนอกของโมเลกุลเกาะกลุมกันในน้ําจะไมมีไอออน  
ซ่ึงกลุมที่เกาะกันนี้ประกอบดวยโมเลกุลของน้ํา 10 โมเลกุลโดยประมาณ โดยมีรูปรางเปนสามเหลี่ยมที่
มี 4 ดานซึ่งถูกลอมรอบดวยกลุม O-H-O กลุมของโมเลกุลน้ําจะไมเสถียรเนื่องจากเปนกลุมของโมเลกุล
ที่เหมือนกันและจะมีการแลกเปลี่ยนโมเลกุลกับสิ่งแวดลอมเกิดขึ้นอยางสม่ําเสมอ โดยมีชวงชีวิต  
(life time) เฉล่ีย 1010 ถึง 101 วินาที จํานวนของการเกาะกลุมจะลดลงเมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงจนกระทั่งเกิด
การแข็งตัวของน้ําขึ้น (Oetjen และ Haseley. 2004) 

 
                                      

รูปท่ี 2.4  รูปรางโมเลกุลของน้ํา 

   ที่มา : de Quervain. 1975 
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 ในสภาพของน้ําที่ปราศจากสิ่งแปลกปลอมกลุมของน้ําจะเริ่มเปนผลึกน้ําแข็งในน้ําที่มี
อุณหภูมิลดลงถึง -39 องศาเซลเซียส การเกิดเชนนี้เรียกวา homogeneus nucleation สําหรับอนุภาคอื่นที่
ไมละลายน้ําจะกระทําตัวเปนจุดศูนยกลาง (nuclei) สําหรับการเกิดผลึกน้ําแข็งซ่ึงถูกเรียกวา 
heterogeneous nucleation ในน้ําปกตินั้นจะมี nuclei อยูประมาณ 106 อนุภาคตอลูกบาศกเซนติเมตร และ 
nuclei นี้จะกระทําตัวเปนจุดศูนยกลางของการเกิดผลึกน้ําแข็ง น้ําแข็งจะเพิ่มขึ้นอยางมีประสิทธิภาพถา
โครงสรางนั้นเหมือนกับโครงสรางของน้ํา โดยถา nuclei มีการกอตัวข้ึนและเกิดน้ําแข็งที่บริเวณ
ภายนอกเร็วกวาภายในจะเปนการสรางน้ําแข็งแบบไอซสตาร (ice star) ซ่ึงการสรางโครงสรางเชนนี้จะ
ขึ้นอยูกับอุณหภูมิที่ลดลงและอัตราเร็วในการลดอุณหภูมิ (รูปที่ 2.5) ขณะที่การแชแข็งดําเนินตอไปจะ
เกิดการโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งที่แตกกิ่งกานสาขาออกทํามุม 60๐ เปนที่รูจักกันดีในชื่อของดอกไมน้ําแข็ง 
(Frost flowers) สําหรับผลึกขนาด 1×109 ตารางมิลลิเมตร เกิดจากโมเลกุลของน้ํา 2×107 โมเลกุล จัดเรียง
ตัวในตําแหนงตางๆ ซ่ึงยากที่จะเห็นไดวาผลึกน้ําแข็งเกิดขึ้นไดอยางไรภายในเวลาเสี้ยววินาที แตจะเหน็
ไดชัดวาการโตของผลึกน้ําแข็งนั้นไดรับอิทธิพลจากหลายๆ ปจจัย (Oetjen และ Haseley. 2004) 

 
 

 
 

รูปท่ี  2.5  การโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งของน้าํซ่ึงเพิ่มขึ้น 
              ที่มา : de Quervain. 1975 

 
 2.6.1.2  การแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกขนาดใหญ 
            การแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกขนาดใหญ อัตราการเกิด nucleation ควรจะนอย การแชแข็ง
ควรจะเกิดในสภาพ quasi-equilibrium ในสถานะระหวางสารละลายและผลึกน้ําแข็งที่ใชในการแชแข็ง
ควรจะสูงมากเทาที่จะทําได เนื่องจากการโตขึ้นของผลึกน้ําแข็งเปนฟงกชันของ e-1/T และที่เวลาใช
สําหรับการเกิดผลึกน้ําแข็งจะตองเพิ่มขึ้น สวนการแชแข็งเพื่อใหเกิดผลึกน้ําแข็งนอยมากหรือไมเกิด
ผลึกการแชแข็งควรเกิดขึ้นภายใตความดันสูงและอัตราการแชแข็งควรสูงมากเทาที่จะเปนไปได  
(Oetjen และ Haseley. 2004) 
 สภาวะที่ไมสมดุล (non equilibrium status) สามารถพบไดในระหวางการใหสารละลาย
ของกลีเซอรอลกับน้ําเย็นลงอยางชาๆ โดยเริ่มจากสารละลายกลีเซอรอลความเขมขนเริ่มตนรอยละ 20 
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ผลึกน้ําแข็งบริสุทธิ์จะเริ่มเกิดขึ้นตั้งแตแรกจนกระทั่งถึงอุณหภูมิ -46 องศาเซลเซียส ที่ทุกอุณหภูมิระดับ
นี้ความเขมขนของกลีเซอรอลจะสูงถึงรอยละ 66.7 และที่อุณหภูมิเดียวกันนี้สารผสมที่มีจุดหลอมเหลว
ต่ําจะกลายเปนของแข็ง อยางไรก็ตามอาจเปนไปไดที่จะลดอุณหภูมิลงจนถึง -58 องศาเซลเซียส ที่จุดนี้
กลีเซอรอลจะมีความเขมขนสูงขึ้นเปนรอยละ 73 และเมื่อลดอุณหภูมิลงตอไปก็จะไมทําใหน้ําแข็งกอตวั
เปนผลึกน้ําแข็งอีกเลย ขณะที่สารละลายที่มีความเขมขนและความหนืดสูงมากและการเคลื่อนที่ของ
โมเลกุลน้ําจะลดนอยลงมากจนกระทั่งทําใหน้ําที่เหลืออยูไมสามารถกลายเปนน้ําแข็งได (unfreezable, 
UFW) โดยจะอยูสถานะอะมอฟสของระหวางกลีเซอรอลและโมเลกุลของน้ําแข็ง รูปที่ 2.6 แผนภาพ
แสดงความเขมขนเริ่มตนของสารซึ่งมีบางสวนของสารที่จะเปนน้ําแข็ง เปนน้ํา และกลีเซอรอลที่ 
ไมแข็งตัวที่อุณหภูมิแชแข็งที่แทจริงที่ใชภายใตสภาวะที่สมดุล (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 

                                    
 

รูปท่ี  2.6  อัตราการเกิดน้ําแข็ง น้ํา และสารที่ถูกละลายไดในสภาวะสมดุลของสารละลาย 
                    กลีเซอลีนและน้ําซึ่งเปนฟงชันกของความเขมขนของกลีเซอลีนพลอตที่อุณภูมิ                  
          ของการแชแข็งตางกันระหวาง -5 และ -50 องศาเซลเซียส 

                 ที่มา : Luyet. 1969 
 
 จากภาพเมื่อนําสารละลายกลีเซอลีนที่มีความเขมขนรอยละ 40 มาแชแข็งที่อุณหภูมิ  
-30 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่สมดุลพบวาจะมีน้ําแข็งรอยละ 32 น้ํารอยละ 30 กลีเซอลีนรอยละ 38 
เสนกราฟของ UFW ไดแสดงถึงอุณหภูมิที่ทําใหกลีเซอลีนมีความเขมขนที่สูงขึ้นมากจนกระทั่งน้ําไม
สามารถกลายเปนน้ําแข็งไดอีกตอไปเนื่องจากโมเลกุลของน้ําไมสามารถเคลื่อนที่ได 
 ขณะที่สารละลายของกลีเซอรอลที่มีความเขมขนเริ่มตนรอยละ 20 เมื่อทําใหอุณหภูมิเย็น
ลงจนถึง -50 องศาเซลเซียส พบวามีน้ําแข็งรอยละ 70 สวนของ UFW รอยละ 10 และกลีเซอรอลรอยละ 
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20 ขณะที่อุณหภูมิ -58 องศาเซลเซียส กลีเซอรอลมีความเขมขนเพิ่มขึ้นเปนรอยละ 72 และ UFW 
เพิ่มขึ้นเปนรอยละ 27 (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 ขอเท็จจริงของการที่น้ําไมสามารถแข็งตัวกลายเปนผลึกน้ําแข็งในสารละลายที่มีความ
เขมขนสูงและขอเท็จจริงที่โมเลกุลของน้ําไมสามารถเคลื่อนที่ไดอีกในสภาพที่สารมีความเขมขนสูง
มากนั้นมีความสําคัญในระหวางการแชแข็งของสารชีวภาพ (biological substances) ดังตารางที่ 2.3 และ 
2.4 ไดแสดงการเกิดผลึกน้ําแข็งในผลิตภัณฑอาหารบางชนิดและสารปองกันความเย็น 
 จากความรูนี้ประกอบกับผลที่ไดจากกระบวนการแชแข็งอยางรวดเร็วทําใหไดทฤษฎีที่
เหมาะสมสําหรับการแชแข็งผลิตภัณฑใหอยูในสถานะของแข็งในรูปของอะมอฟส (solid amorphous 
state) ถาความเร็วของการแชแข็งนอยกวาความเร็วที่ตองการสําหรับการเกิดเปนผลึกน้ําแข็งในสภาพใส
คลายแกว (vitrification) แตถาความเร็วในการแชแข็งนี้สูงพอที่จะหลีกเล่ียงการเกิดสภาพสมดุลของ
ผสมของอะมอฟส (amorphous mixture) ซ่ึงเปนผลใหเกิดผลึกน้ําแข็งรูป 6 เหล่ียม (hexagonal ice) ซ่ึง
เปนสวนผสมของของแข็งที่เขมขนกับน้ําที่ไมแข็งตัว การเติมสารผสมมีอิทธิพลตอการทําใหเย็นและ
การเกิดการแข็งตัวในกระบวนการเทานั้นแตยังอาจจําเปนตอการที่จะไดมาซึ่งวัตถุประสงคอ่ืนๆ ไดแก  
ทําใหเกิดโครงสรางที่คงตัวถาปริมาณของของแข็งนั้นนอยมาก เชน ในสารละลายที่มีความเขมขนนอย
กวารอยละ 3 ชวยปรับคาพีเอชใหเหมาะสม (มีคุณสมบัติเปนบัฟเฟอร) เพื่อหลีกเล่ียงหรือชักนําการเกิด
ผลึกน้ําแข็ง เพื่อปองกันสวนประกอบที่สําคัญของผลิตภัณฑในระหวางการแชแข็ง เชน การใชสาร
ปองกันความเย็น cryoprotectants และเพื่อลดการเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบที่สําคัญของผลิตภัณฑ
ในระหวางเก็บรักษา เชนการเกิด unfolding หรือ aggregation ของโปรตีน (Oetjen และ Haseley. 2004) 
 

 2.6.1.3  ผลของการแชแข็งตอเซลลของแบคทีเรีย 
                         ผลของการแชแข็งตอเซลลของแบคทีเรีย ในป ค.ศ. 1968 Meryman ไดเสนอความคิด
เกี่ยวกับปริมาตรของเซลลที่นอยที่สุดและสมมติฐานในระหวางการแชแข็งเซลลซ่ึงทําใหเซลลไดรับ
อันตรายเปน 2 ขั้นตอนคือ ขั้นแรกการที่น้ําแพรจากเซลลออกมาสูภายนอก สารละลายภายในเซลลจะมี
ความเขมขนเพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามปริมาณของน้ําบางสวนจะถูกดึงออกจากเซลลจนกระทั่งปริมาตรของ
เซลลลดลงมากที่สุดจนเหลือปริมาตรเซลลต่ําสุดกระทั่งไมมีการดึงน้ําออกจากโมเลกุลของเยื่อหุมเซลล
ซ่ึงเปนสวนที่มีความสําคัญของโครงสรางเซลล การสูญเสียน้ําเชนนี้นําไปสูการเปลี่ยนแปลงโครงสราง
ของเยื่อหุมเซลลซ่ึงไมสามารถกลับคืนสูสภาพเดิมได 
  De Antoni และคณะ (1989) แสดงใหเห็นวาการเติมทรีฮาโลสระหวางที่มีการแชแข็งและ
ทําใหละลายในเชื้อ L. bulgaricus 2 สายพันธุ ชวยปรับปรุงการอยูรอดของเชื้อ โดยการทดลองนี้ได 
แชแข็งตัวอยาง (1 มิลลิลิตร) โดยลดอุณหภูมิลงในอัตรา 18 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิ  
-60 องศาเซลเซียส และถูกทําใหละลายจนถึงอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเพิ่มอุณหภูมิ 15  
องศาเซลเซียสตอนาที สารละลายที่ใชประกอบดวย น้ํากลั่น อาหารเลี้ยงเชื้อ และนมรอยละ 10 ที่มี 
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ทรีฮาโลส และไมมีทรีฮาโลส ผลจากการแชแข็งและการละลาย 3 คร้ัง พบวาในสารละลายที่
ประกอบดวยนมเพียงอยางเดียวมีอัตราการอยูรอดรอยละ 24 หรือ 65 ขณะที่สารละลายที่ประกอบดวย
นมและทรีฮาโลส เชื้อสามารถอยูรอดไดสูงขึ้นถึงรอยละ 32 และ 100 ตามลําดับ De Antoni และคณะได
กลาวถึงประสิทธิภาพของนมวามีความเกี่ยวของกับปริมาณของ Ca2+ ที่มีอยู โดยที่ทรีฮาโลสสามารถ
แทนที่โมเลกุลของน้ําใน ฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลล อยางไรก็ตามยังไมมีการกลาวถึงโมเลกุลน้ําตาล
ในนมวามีผลหรือไม 
 

 2.6.2  การระเหิด (Sublimation)  
 การระเหิด คือการกลายเปนไอของน้ําแข็งโดยไมผานสภาวะของเหลว การระเหิดไม
เกี่ยวของกับน้ําที่ไมแข็งตัว (unfrozen water) ที่ยึดติดกับของแข็ง ผลึกน้ําแข็งตองการพลังงานคือความ
รอนในการเปลี่ยนเปนไอ ซ่ึงไอน้ําจะถูกนําออกจากของแข็งโดยการใชปมดูดอากาศดูดออก โดยการ
ระเหิดจะเกิดขึ้นที่ผิวของผลิตภัณฑ และเมื่อเวลาผานไประยะหนึ่งบางสวนของผลิตภัณฑที่ไดจะแหง 
(dry layer) และยังเหลือสวนที่เยือกแข็ง (frozen layer) โดยระหวางชั้นของทั้งสองนี้เรียกวา interface 
(สมบูรณ  ธนาศุภวัฒน. 2544)   
  

2.6.3  การคาย (Desorption) 
    การคายจะเกิดขึ้นหลังจากผลึกน้ําแข็งระเหิดออกจากผลิตภัณฑแลว สวนที่เหลือจะเปน
สารละลายเขมขนอยูกับสวน dry layer ซ่ึงจะไดผลิตภัณฑที่มีน้ําอยู 25 ถึง 30 กรัมตอ 100 กรัมของแข็ง 
โดยของแข็งจะยึดติดกันแนนและไมเยือกแข็งและน้ําที่ยึดติดแนนกับผลิตภัณฑที่ไดเรียกวา sorbed 
water ซ่ึงน้ําในสวนนี้จะถูกเปลี่ยนใหกลายเปนไอและถูกนําออกไปโดยการคาย ซ่ึงเปนสวนสุดทายของ
การทําใหแหง โดยความคงที่ของโครงสรางหรือเคมีของผลิตภัณฑที่ไดนั้นจะขึ้นอยูกับน้ําที่ยึดอยู 
(สมบูรณ  ธนาศุภวัฒน. 2544)   
 

2.6.4  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรีย 
 แบคทีเรียจะทนตอความเย็นไดมากขึ้นเปนพิเศษเมื่อใสสารปองกันเซลลลงในสาร
แขวนลอยเซลลของแบคทีเรียที่จะทําการแชแข็ง (Hubálek. 2003) โดยสารปองกันเซลลที่นิยมใชในเชื้อ
แบคทีเรียไดแก   
  

 2.6.4.1  แซคคาไรดและโพลีแซคคาไรด (Saccharide and Polysaccharide) 
  แซคคาไรด โดยปกติจะใชสําหรับปองกันเซลลใหกับแบคทีเรียขณะแชแข็ง การทําแหง 
และการเก็บรักษา กลไกการปองกันเซลลโดยแซคคาไรดยังไมเปนที่เขาใจอยางแนชัดแตสวนมากนาจะ
เกิดจากปจจัยรวมตางๆ (Crowe และคณะ. 1996) ดังนั้นไดมีการเสนอใหมีการใชแซคคาไรดเพื่อใช
ปองกันทั้งเยื่อหุมเซลลและโปรตีน cytosolic ซ่ึงเปนองคประกอบของเซลลที่สําคัญที่มี phospholipids 
และปองกันการเกิดผลึก และสภาวะการเปลี่ยนแปลงขณะสูญเสียน้ํา (dehydration) จากอุณหภูมิที่คอยๆ
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ลดต่ําลง (Bendas และคณะ. 1996) สารประกอบแซคคาไรดและโพลีแซคคาไรดที่ใชเปนสารปองกัน
เซลลจากความเย็นไดแก 
 ก) กลูโคส (glucose) 
  กลูโคสใชเปนสารปองกันเซลลใหกับจุลินทรียโดยใชความเขมขนรอยละ 1-18  
(เฉล่ียรอยละ 4) ทําใหการมีชีวิตรอดสูงมากขึ้นหลังจากทําการเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียรวมกับสารละลาย
กลูโคสที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Keith. 1913) 
 ข) ซูโครส (sucrose) 

  ซูโครสที่ความเขมขนรอยละ 1-68 (เฉลี่ยรอยละ 10 ) เปนสารที่นิยมใชปองกัน
เซลลจากความเย็นใหกับจุลินทรีย โดยจากการศึกษาการอยูรอดของเชื้อ Bacillus subtilis, Bacillus 
megaterium, Proteus และ Micrococcus spp. โดยนําเชื้อเหลานี้มาแชแข็งรวมกับสารละลายซูโครส
เขมขนรอยละ  10 พบวาเชื้อสามารถอยูรอดจากการเก็บรักษาในสภาพแชแข็งที่ อุณหภูมิ  -10  
องศาเซลเซียสไดนานมากขึ้น (Keith. 1913) และพบวาสารละลายซูโครสที่ความเขมขนรอยละ 5 
สามารถปองกันการสูญเสียน้ําของกลาเชื้อ L.  lactis ssp. lactis ไดดีกวากลีเซอรอลเขมขนรอยละ 10 
เมื่อเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ -20 ถึง -70 องศาเซลเซียส (Chavarri และคณะ. 1988) นอกจากนี้ Carvalho 
และคณะ (2003) ไดทําการทดสอบคุณสมบัติของซูโครสเมื่อเติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อพบวามีคุณสมบัติ
ที่คลายคลึงกับทรีฮาโลส คือสามารถปองกันเซลลของเชื้อ L.  bulgaricus จากการบาดเจ็บเนื่องจาก
ความเย็นในขณะทําการเก็บรักษาได  
 ค) แลคโตส (lactose) 
  แลคโตสที่ความเขมขนรอยละ 1-10  (เฉลี่ยรอยละ 8 ) ใชเปนสารปองกันเซลลได
ดีกวากลีเซอรอล ในกลาเชื้อ L. lactis ssp. lactis เมื่อเก็บที่อุณหภูมิ -20 ถึง -70 องศาเซลเซียส (Chavarri 
และคณะ. 1988) นอกจากนี้แลคโตสยังมีผลตอการแชแข็งของเชื้อ E. coli (Doebbler. 1966), 
Lactobacillus delbrueckii (Panoff และคณะ. 2000) และ Saccharomyces cerevisiae แตใหผลนอยมาก
ในเชื้อ Streptomyces tenebrarius (Daily และ Higgens. 1973) และไรประสิทธิภาพในการปองกันเซลล
จากความเย็นใหกับเชื้อไซยาโนแบคทีเรียม และ Spirulina platensis (Takano และคณะ. 1973) 
 ง) ทรีฮาโลส (trehalose) 

                  ทรีฮาโลสใชเปนสารปองกันเซลลที่ความเขมขนรอยละ 5-19 (เฉลี่ยรอยละ 10) 
โดยใชกับเชื้อไวรัส S. cerevisiae ไซโครฟลิกยีสต L. bulgaricus และ ไมคอไรซอลฟงไจ (Coutinho 
และคณะ. 1988 ; Diniz-Mendes และคณะ. 1999 ;  Breierová. 1994 ) นอกจากนี้ Crowe และคณะ. 
(1996) ไดรายงานวา ทรีฮาโลส ใหผลในการปองกันเซลลของเชื้อจุลินทรียจากการทําแหงไดดีกวา
น้ําตาลชนิดอ่ืนๆ ในขณะที่ Leslie และคณะ. (1995) ไดทดลองใชทรีฮาโลสชวยปองกันเซลลของ  
E. coli และ Bacillus thuringiensis ในระหวางการแชแข็งแหงและเก็บรักษา พบวาทําใหอัตราการ
บาดเจ็บของเชื้อทั้งสองลดลง 
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 2.6.4.2  โพลีอัลกอฮอล (polyalcohols) 
  โพลีอัลกอฮอลที่นิยมใชเปนสารปองกันเซลลของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
ความเย็นไดแก 
    ก) ซอรบิทอล (sorbitol) 
  Carvalho และคณะ (2003) ไดทําการทดลองพบวาซอรบิทอลชวยปองกันเซลล
ของเชื้อ L. bulgaricus, L. plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Enterococcus faecalis และ 
Enterococcus durans  ไดดีในระหวางทําการเก็บรักษา นอกจากนี้ Fonseca และคณะ(1996) ไดศึกษาผล
ของซอรบิทอลที่มีตอเชื้อ S. thermophilus พบวาซอรบิทอลชวยใหจุลินทรียอยูรอดในระหวางเก็บรักษา
โดยการแชแข็ง แตกิจกรรมและความสามารถของเชื้อหลังการแชแข็งนั้นพบวาลดลง  การปองกันการ
สูญเสียน้ําของเซลลโดยใชซอรบิทอลขึ้นอยูกับกลไกพื้นฐานดังนี้  
 1. ปองกันการถูกทําลายที่เนื้อเยื่อเซลลโดยผานทางการทําปฏิกิริยารวมกันของ 
ซอรบิทอลและเยื่อหุมเซลล และปองกันการเกิดออกซิเดชันของไขมันที่มีคุณสมบัติที่เปนสารตาน
ออกซิเดชัน (anti-oxidant) (Linders และคณะ. 1997) 
 2. รักษาความเสถียรโครงสรางของโปรตีนและรักษาองคประกอบของโปรตีนที่มี
หนาที่ซับซอนรวมกัน (Wisselink และคณะ. 2002) 
 3. รักษาความดันออสโมติก (Yoo และ Lee. 1993) 
  

  2.6.4.3  เอไมดและไอไมด (Amides and imides) 

   เอไมดและไอไมดชนิดที่ใชเปนสารปองกันเซลลใหกับแบคทีเรียกรดแลคติกไดแก  
 ก) อะซิทาไมด (Acetamides) 

 อะซิทาไมด ไดเมทิลอะซิทาไมด (Dimethyacetamide) และไดเมทวิฟอมาไมด 
(Dimethylformamide) ที่ความเขมขนรอยละ 10 พบวาสามารถปองกันเซลลใหกับเชือ้ E. coli จากความ
เย็นไดดีเชนเดยีวกับ กลีเซอรอล และไดเมททิลซัลฟอกไซด สวนฟอมาไมด (น้ําหนักโมเลกุล 45.04) 
พบวาใหผลในการปกปองเชื้อไดนอยมาก (Nash และคณะ. 1963) นอกจากนี ้ Lovelock (1954) ได
ทดลองใชอะเซทาไมด (Acetamides) เปนสารปองเซลลจากความเยน็ โดยการเตมิอะซิทาไมดในหาง
นมในปริมาณรอยละ 0.5 หรือ 2.0 ใหกับเชือ้ L. lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris และ 
Lactococcus lactis ssp. diacetylactis (Gibson และคณะ. 1966) พบวาเชื้อสามารถตานทานความเยน็ได
ดีขึ้น 

 ข) ซัคซินิไมด (Succinimide) 

 ซัคซินิไมดที่ความเขมขนรอยละ 1.3 สามารถปองกันการบาดเจ็บของเชื้อ 
Lactobacillus leichmannii  ที่อุณหภูมิต่ําไดดี (Johannsen. 1972) 
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 2.6.4.4   ไดเมททิลซัลฟอกไซด (Me2 SO) 

  Panoff และคณะ (2000) ไดทําการทดสอบผลของสารที่ใชปองกันเซลลชนิดตางๆ 
โดยการเติมไดเมททิลซัลฟอกไซด (Me2 SO) กลีเซอรอล แลคโตส ซูโครส และทรีฮาโลสลงในสาร
แขวนลอยเชื้อ Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus CPI 101027T จากนั้นทําการแชแข็งเชื้อที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส และทําใหละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวาไดเมททิลซัลฟอกไซด 
ชวยใหเชื้ออยูรอดไดดีกวา กลีเซอรอล แลคโตส ซูโครส และทรีฮาโลส  
 

 2.6.4.5  สารประกอบเชิงซอน (Complex compound) 
 ก) ยีสตสกัด (Yeast extract) 

 ยีสตสกัดที่ประกอบดวย ไนโตรเจนรอยละ 11  ฟอสเฟตรอยละ 3  เถารอยละ 12  
เกลือรอยละ 1 (น้ําหนักตอน้ําหนัก)  และไวตามิน ไดแก กรดไนโคตินิค ไรโบฟลาวิน และ
สารประกอบอื่นๆ โดยยีสตสกัดที่ความเขมขนรอยละ 0.25-5 (เฉลี่ยรอยละ 5) พบวาใหผลดีในการ
ปองกันเซลลเมื่อเผชิญกับอุณหภูมิที่ต่ําเชนเดียวกับกลีเซอรอลหรือไดเมททิลซัลฟอกไซด และดีกวา
สารปองกันเซลลชนิดอื่นๆ  เชน ซูโครส เคซีน อัลบูมินในไข (egg albumin) กลูตาเมท และน้ําแอปเปล 
ซ่ึงใชเปนสารปองกันเซลลใหกับเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Baumann และ Reinbold. 1966 ; 
Johannsen. 1972 ; Speck และ Cowman. 1970) 
 ข) มอลตสกัด (Malt extract) 

  มอลตสกัดที่นิยมใชจะประกอบดวย มอลโตสรอยละ 52 เดกซตรินรอยละ 15  
คารโบไฮเดรตอื่นๆรอยละ 6 และโปรตีนรอยละ 5 โดยมอลตสกัดที่ความเขมขนรอยละ 0-20  
(เฉลี่ยรอยละ 2.5) น้ําหนักตอน้ําหนัก ใชปองกันเซลลจากความเย็นใหกับแบคทีเรียกรดแลคติกที่อยูใน
อาหาร hydroxyethyl starch ไดดี (Johannsen. 1972) 
 ค) หางนม (Skim milk) 
 ในการผลิตกลาเชื้อสําหรับผลิตภัณฑนมโดยปกติจะถูกทําใหอยูในรูปการทําแหง
แบบเยือกแข็งเพื่อใหการเก็บรักษาไดยาวนาน โดยหางนมเปนสารปองกันเซลลพื้นฐานที่ไดทดสอบ
แลวพบวาใหผลดีสําหรับการเก็บรักษากลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก (Champagne และคณะ. 1991) ใน
ป 1985 Ivanova และ Dzhevizov ไดทําการเปรียบเทียบผลของการเติมหางนม ยีสต บรอทโมโนโซเดียม 
กลูตาเมท และซูโครส ตอการมีชีวิตรอดของเชื้อ Streptococcus ซ่ึงใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑเนื้อหมัก 
พบวาหางนมใหผลดีที่สุด รองลงมาไดแก โมโนโซเดียมกลูตาเมท เดกสแตรนและซูโครสตามลําดับ  
  
 

 2.6.5  กลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกสําหรับผลิตภัณฑปลาหมัก 
  การพัฒนาผลิตภัณฑปลาในปจจุบันนอกจากผลิตภัณฑที่ไดจะตองปราศจากกลิ่นและ
รสชาติที่ไมพึงประสงคแลว คุณคาและประโยชนของอาหารที่ไดจากผลิตภัณฑปลาทั้งหมดที่ไดก็
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สําคัญอยางยิ่ง ดวยเหตุนี้กลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจึงถูกนํามาใชในกระบวนการหมักเพื่อยกระดับ
ผลิตภัณฑปลาไปสูอุตสาหกรรม (Jeppesen และ Huss. 1993)  
 Gelman และคณะ (2001) ไดทําการทดลองหมักปลาเฮอริง (herring) รวมกับกลาเชื้อ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดจากปลาเฮอริงสด เมื่อหมักปลาที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 7 สัปดาห พบวาเชื้อ L. mesenteroides และเชื้อ L. plantarum แบคทีเรียอยูรอดสูงทําให
กระบวนการหมักเกิดขึ้นอยางรวดเร็วอีกทั้งเกิดกลิ่นและรสชาติเปนที่นาพอใจ นอกจากนี้ไดมีรายงาน
วา เชื้อ L. plantarum และ Pediococcus pentosaceus ที่นํามาใชในผลิตภัณฑซอสปลาหมักและอาหาร
สัตวสามารถสรางสารแบคเทอริโอซินและสารชนิดอื่นๆ เชนเดียวกับแบคทีเรียโพรไบโอติก 
(Nambudiry. 1986 ; Yoon และคณะ. 1997 ; Helander และคณะ. 1997 ; Suma และคณะ. 1998) 
 ในประเทศไทยมีผลิตภัณฑปลาหมักหลายชนิดดวยกัน ซ่ึงการผลิตในการคานั้นยังคงใช
เชื้อจากธรรมชาติ ซ่ึงไดมีการทดลองหมักปลาดวยเชื้อบริสุทธิ์ เชน การเติมเชื้อ Pediococcus cerevisiae 
จะทําใหปลาเจาที่หมักเปนเวลา 5 วัน มีคาพีเอชและปริมาณกรดใกลเคียงกับปลาเจาที่หมัก โดยวิธี
ธรรมชาติเปนเวลา 10 วัน นอกจากนี้การเติม P. cerevisiae หรือ L. brevis พบวาทําใหหมักปลาสมได
เร็วขึ้น (นาถสุดา วิศววงศ. 2522) สําหรับไตปลา กุงจอมและหอยแมลงภูดองนั้นพบวาการหมักโดยใส
เชื้อ Pediococcus halophilus สามารถลดระยะเวลาหมักและไดผลิตภัณฑที่มีกล่ินรสไมตางจากการหมัก
ดวยเชื้อจากธรรมชาติ (จินดารัตน นิติวัฒนพงษ. 2522) 

 

 2.6.6  การใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อยับยั้งและการทําลายจุลินทรียท่ีกอใหเกิดโรค 
  สารที่แบคทีเรียกรดแลคติกสรางขึ้นเพื่อยับยั้งการจุลินทรียตางๆ มีดังนี้ 
                    1.  เกิดจากกรดแลคติก (Amster และ Jost. 1980) 
                    2. ผลรวมระหวางกรดและไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Abdel-Bar และ Harris. 1984 ; 
Gilland และ Speck. 1977) 
                    3.  สารอื่นๆนอกเหนือจากกรดแลคติกและไฮโดรเจนเปอรออกไซด ซ่ึงไดแก  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) โดยสารที่ผลิตขึ้นจากเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้จะมีฤทธิ์ยับยั้งและทําลายจุลินทรียอ่ืนๆ  
 อรนุช อุตรภิชาติ. (2530) ไดทดสอบ Pediococcus spp. 78 สายพันธุ และ Lactobacillus 
spp. 34 สายพันธุ  ในการยับยั้งการเจริญของ Salmonella 8 ซีโรไทป พบวาแตละสายพันธุสามารถยับยั้ง
การเจริญของ Salmonella ไดแตกตางกัน และเมื่อคัดเลือก Pediococcus sp. และ Lactobacillus sp. ที่มี
ประสิทธิภาพดีนํามาผลิตเปนกลาผงและใชเปนกลาหมักแหนมที่เติม Salmonella พบวาการใชกลาเชื้อ
ทั้งสองผสมกันจะใหผลที่ดีทั้งในดานการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Salmonella และคุณภาพของผลิตภัณฑ  
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2.6.7  ประโยชนของกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 การใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกมีผลดีตอการแปรรูปผลิตภัณฑเนื้อสัตวหลายชนิด
ดวยกัน ไดแก 
 1. ชวยลดระยะเวลาการหมัก เชนการใชกลา ACCEL หมักไสกรอกหลายชนิดจะลด
ระยะเวลาการหมักที่ใชอยูเดิมประมาณ 150 ช่ัวโมง ใหเหลือเพียง 32-48 ช่ัวโมง (Niinivaara และคณะ. 
1964) 
 2. สามารถควบคุมการหมักและคุณภาพของผลิตภัณฑไดงายขึ้น 
 3. ลดการสะสมของไนโตรซามีนอันเปนสารกอมะเร็ง กลาวคือการเติมกลาเชื้อทําใหการ
ผลิตกรดเปนไปอยางรวดเร็วมีผลใหไนไตรทที่เกิดจาการรีดิวสไนเตรทหรือท่ีเติมลงในผลิตภัณฑสลาย
เปนไนตรัสออกไซด จึงทําใหปริมาณการสะสมของไนไตรทลดลง การเกิดไนโตรซามีนจึงลดลงตาม
ดวย (Doods และ Collins-Thomson. 1984)   
                   4. กลาเชื้อหลายชนิด เชน Pediococcus spp. และ Micrococcus spp. ผลิตเอนไซมซูโด 
แคตาเลส (pseudocatalase) ซ่ึงมีปฏิกิริยาเปลี่ยนไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหเปนน้ําและออกซิเจน  
เปนการกําจัดไฮโดรเจนเปอรออกไซดใหหมดไป ซ่ึงสารเหลานี้มีผลทําใหสีของผลิตภัณฑซีดไมนา
รับประทาน 
 5. ลดระดับฮีสตามีนในอาหารหมัก การหมักโดยใชเชื้อจากธรรมชาติโดยปกติในอาหาร
หมักจะพบจุลินทรียปนกันอยูหลายชนิด จุลินทรียชนิดที่ผลิตเอนไซมฮีสทิดีนดีคารบอกซิเลสจะเปลี่ยน
ฮีสทิดีนเปนฮีสตามีน การเติมกลาเชื้อจะทําใหการหมักเกิดขึ้นรวดเร็วจึงเปนการยับยั้งกิจกรรมของ 
จุลินทรียเหลานั้น  
 6. ยับยั้งและทําลายจุลินทรียที่เปนเชื้อโรค ซ่ึงปจจุบันเปนวัตถุประสงคหลักขอหนึ่งของ
การใชกลาเชื้อในการแปรรูปผลิตภัณฑเนื้อสัตว (นภา โลหทอง. 2534) 
 
 
 

 
 


