
                                                         บทที่  3 

การวิจัยและการดําเนินงาน 
 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 
 
 3.1.1  ตัวอยางแหนมปลาและเนื้อปลาสด 
  ตัวอยางอาหารหมักที่ใชในการทดลองมีทั้งหมด 15 ตัวอยางไดแก แหนมปลา 10 
ตัวอยางจากตลาด ก.ม. 8 ตลาดหัวตะเข ตลาดสี่มุมเมือง ตลาดมีนบุรี ตลาดบางกะป  ตลาดนิคม
อุตสาหกรรมลาดกระบัง ตลาดนําชัย ตลาดพัฒนาการ ตลาด ก.ม. 2 และตลาดพระโขนง เนื้อปลา
สด 5 ตัวอยางจากตลาดมีนบุรี ตลาดหัวตะเข ตลาดก.ม. 8 และตลาดนิคมอุตสาหกรรมลาดกระบัง  
  

 3.1.2  เชื้อจุลินทรีย 
  จุลินทรียที่ใชทดสอบการผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ 
แยกไดจากตัวอยางไดแก Staphylococcus aureus  TISTR 118, Pediococcus acidilactici  TISTR 
051 และ Lactobacillus bulgaricus TISTR 451 ไดจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร 
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และ Listeria monocytogenes DMST 11256 ไดจากศูนยเก็บรักษา 
และรวบรวมสายพันธุ จุ ลินทรี ยทางการแพทยสถาบันวิ จั ยวิทยาศาสตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
 

        3.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ สารละลายที่ใชทําเจือจางตัวอยางและสารเคมี 
 อาหารเลี้ยงเชื้อไดแก de Man Rogosa Sharpe broth/ de Man Rogosa Sharpe Agar/ 
de Man Rogosa Sharpe Soft Agar (MRS, พีเอช 7.1 ± 0.2, Difco), Bacteriocin-Screening-Medium 
Agar (BSM), Tryptic Soy broth/ Tryptic Soy Agar (TSB/TSA, พีเอช 7.1 ± 0.2, Difco) Tryptic 
Soy Yeast Extract (TSYE Soft Agar, พีเอช 7.1 ± 0.2) และ Luria-Bertani (LB) 
 สารละลายที่ใชทําเจือจางตัวอยางและสารเคมีไดแก สารละลายเพปโตน ความ
เขมขนรอยละ 0.1 สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขนรอยละ 0.85 สารละลายกรดแลคติก 
ความเขมขนรอยละ 85 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 5 โมลาร เกลือน้ําดี โซเดียม 
คลอไรด และแคลเซียมคารบอเนต  
 สารเคมีสําหรับการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส ไดแก บัฟเฟอร PCR บัฟเฟอร TE (Tris-HCl 50 มิลลิโมลาร และ EDTA 5  
มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ) สารละลายบัฟเฟอร TE (Tris-HCl 10 มิลลิโมลาร และ EDTA 1 มิลลิโมลาร 
พีเอช 8.0) สารละลายฟนอลอิ่มตัวดวยบัฟเฟอร TE (Tris-EDTA -buffer saturated phenol) 
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บัฟเฟอร TBE (Tris-HCl 0.89 โมลาร กรดโบริก (boric acid) 0.89 โมลาร และ EDTA 0.02 โมลาร) 
โซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต (SDS) ความเขมขนรอยละ 10 โซเดียมอะซิเทต 3 โมลาร สารละลาย 
เอทานอลความเขมขนรอยละ 70 สารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 99 สารละลาย
แมกนีเซียมคลอไรด สารละลายไดออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) ไพรเมอร FDNA 
ไพรเมอร RDNA เอนไซม Taq DNA polymerase อะกาโรส (agarose) เจลสตาร (gelstar) และ 
สียอมดีเอ็นเอ (Tracking dye)  
 สารปองกันเซลล (cryoprotectant) ไดแก นมถั่วเหลือง หางนมผง ไขแดง ซูโครส  
แลคโตส  กลูโคส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล  
        

 3.1.4  เคร่ืองมือและอุปกรณ  

    เครื่องมือที่ใชในการทดลองไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยง (บริษัท Harmle, รุน Z383K)  
ตูบมเชื้อ (บริษัท Memmert) เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (Microplate reader รุน iEMS Reader MF, 
Labsystems) เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine, บริษัท Perkin Elmer, รุนDNA 
thermal cycler 480) เครื่องทําแหงแบบใชความเย็น (Freeze-Dry, บริษัท Heto LyoLab, รุน 3000)
  

3.2  วิธีการทดลอง 
 

 3.2.1  การวิ เคราะหจํานวนและการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและ 
เนื้อปลาสด  
        

  3.2.1.1  การตรวจนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและ 
เนื้อปลาสด 

                 การวิเคราะหจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและเนื้อปลาสดดวยเทคนิค 
spread plate ทําโดยชั่งแหนมปลาและเนื้อปลาสดตัวอยางละ 25 กรัม ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้น
ใสลงในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขนรอยละ 0.85 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร นําไปตีปนดวยเครื่อง stomacher เปนเวลา 1 นาที ทําการเจือจางตัวอยาง
แหนมปลาและเนื้อปลาสดจนถึงระดับความเจือจาง 1:106 จากนั้นปเปตตัวอยางที่ระดับความ 
เจือจาง 104 ถึง 106 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในอาหารแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน
รอยละ 0.5 กรัมตอปริมาตร ระดับความเจือจางละ 3 จาน เกลี่ยตัวอยางใหทั่วผิวหนาอาหารดวย 
แทงแกวงอปราศจากเชื้อ คว่ําจานแลวนําไปบมในสภาวะที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารที่มีจํานวน
โคโลนี 25-250 โคโลนี คํานวนหาจํานวนโคโลนีตอกรัมของตัวอยาง (อดิศร เศวตวิวัฒน. 2542) 
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 3.2.1.2  การแยกแบคทีเรียกรดแลคติก  

  ทําการแยกเชื้อจากโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียกรดแลคติกในขอ 3.2.1.1 ที่มีวงใส 
(clear zone) รอบๆโคโลนี สุมเลือกจากโคโลนีทั้งหมด 138 โคโลนีโดยใชเข็มปราศจากเชื้อแตะเชื้อ
จากโคโลนี ที่เลือกและแทงลงในหลอดอาหารแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน 
รอยละ 1 กรัมตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําไปเก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชในขั้นตอไป (อดิศร เศวตวิวัฒน. 2542) 
 

 3.2.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย  

  การทดสอบการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นโดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 138  
ไอโซเลต ทําโดยวิธี agar spot test (Fleming และคณะ. 1985) โดยถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่
แยกเก็บไวจากขอ 3.2.1.2 แตละไอโซเลตจํานวน 138 ไอโซเลต ลงในหลอดอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่
เพาะเลี้ยงไวในขางตนมาแตะบนผิวหนาอาหาร Bacteriocin Screening Medium (BSM) ซ่ึง
ประกอบดวย กลูโคส 2 กรัม เนื้อสกัด 2 กรัม ทริปโตน 10 กรัม ยีสตสกัด 4 กรัม tween 80  
1 มิลลิลิตร (NH3)2C6H6O7 2 กรัม MgSO4.7H2O 0.2 กรัม MnSO4.4H2O 0.05 กรัม K2HPO4.3H2O 
8.7 กรัม KH2PO4 8 กรัม และผงวุน 15 กรัมตอน้ํากลั่น 1 ลิตร (Tichaczek และคณะ. 1992)  
ที่แบงเปนชองๆไว 8 ชอง โดยใสชองละ 1 ไอโซเลต ตัวอยางละ 5 จาน และบมในสภาวะที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
เพาะเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบการผลิตสารยับยั้งไดแก S. aureus และ L. monocytogenes ในอาหาร
เหลว TSB  P. acidilactici และ L. bulgaricus  ในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อเหลานี้แตละชนิดในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน  
de Man Rogosa Sharpe Soft Agar (MRS soft agar) หรือ Tryptic Soy Yeast Extract Soft Agar  
(TSYE soft agar) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส ผสมเชื้อใหกระจาย
ทั่วอาหาร soft agar ดวยเครื่องผสม (vortex mixer) จากนั้นเทเชื้อแตละชนิดลงบนจานอาหาร BSM 
ที่บมแลวขางตน โดยเชื้อที่ใชทดสอบ 1 เช้ือตอ 1 จาน เกล่ีย soft agar ใหทั่วจาน นําจานเพาะเชื้อ
ทั้งหมดไปทําการบม โดยจานเพาะเชื้อท่ีใชเชื้อ P. acidilactici และ L. bulgaricus บมในสภาพที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนเชื้อ 
 S. aureus และ L. monocytogenes  บมในสภาวะมีอากาศที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ตรวจผลการผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียกรดแลคติก จากนั้นคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
กรดแลคติกไอโซเลตที่เกิดโซนใสรอบๆ โคโลนีในอาหารที่มีเช้ือที่ใชในการทดสอบชนิดใดชนิด
หนึ่ง โดยเพาะเลี้ยงและเก็บไวใชในขั้นตอไป  
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 3.2.3  การทดสอบการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และ 
เกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย 
  

 3.2.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 

 เขี่ยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลิตสารยับยั้งจุลินทรียจากขอ 3.2.2  แตละไอโซเลต
จากอาหารแข็ง MRS 1 ลูป ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและนําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดวยความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสดานบนทิ้งและลางเซลล 2 ครั้ง
ดวยสารละลายเพปโทน ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยในการลางแตละคร้ังจะปเปตสารละลาย 
เพปโตนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสดานบนทิ้ง จากนั้นทําใหเปนสาร
แขวนลอยของเซลลดวยสารละลายเพปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําสาร
แขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตปรับความขุนใหเทากันโดยใช McFarland 
Standard เบอร 3 จะไดความเขมขนของเซลลประมาณ 107 ถึง 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร เพื่อใช
ทดสอบในขั้นตอไป 
 

 3.2.3.2  การทดสอบการทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 ทําการทดสอบการทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยเติมสารแขวนลอย
เซลลที่ไดจากขอ 3.2.3.1 แตละไอโซเลตปริมาตรรอยละ 25 ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับคาพีเอช
ดวยกรดแลคติกจนไดคาพีเอชที่ตางกัน 8 ระดับ ไดแก 6.30, 5.30, 4.00, 3.70, 3.35, 3.20, 2.90 และ 
2.70 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดคาการดูดกลืนแสงกอนบมและ
หลังบมดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร หาคาพีเอชต่ําสุดที่เชื้อแตละ
ไอโซเลตสามารถเจริญได โดยเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนไดจนทําใหเกิดความขุนที่คาพีเอชระดับนี้ 
(สังเกตจากคาการดูดกลืนแสงหลังบมมากกวากอนบม) 
  

  3.2.3.3  การทดสอบการทนตอกรดไฮโดรคลอริกของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  ทําการทดสอบการทนตอกรดไฮโดรคลอริกของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
ดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับคาพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริกที่มี
ความเขมขน 5 โมลาร จนไดคาพีเอชที่ตางกัน 8 ระดับ ไดแก 6.30, 5.00, 3.70, 3.00, 2.60, 2.20, 
2.00 และ 1.90 หาคาพีเอชต่ําสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตเจริญได 
 

 3.2.3.4  การทดสอบการทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติก 
  ทําการทดสอบการทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
ดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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รอยละ 0, 1.50, 3.00, 4.50, 6.00, 7.50, 9.00 และ 10.50 หาคาความเขมขนของโซเดียมคลอไรด
สูงสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตสามารถเจริญได 
  

 3.2.3.5  การทดสอบการทนตอเกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  ทําการทดสอบการทนตอเกลือน้ําดีของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
เชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่มีความเขมขนของเกลือน้ําดีรอยละ 0, 0.75, 1.50, 
2.25, 3.00, 3.75, 4.50 และ 5.25 หาความเขมขนของเกลือน้ําดีสูงสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตสามารถ
เจริญได 
  หลังจากการทดสอบการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และ
เกลือน้ําดี ของเชื้อแตละไอโซเลต คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถสูงสุดในการทน
ตอสารตางๆเหลานี้ จํานวน 2 ไอโซเลต 
 

 3.2.4  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  

 3.2.4.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  ทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลต ซ่ึงได
คัดเลือกจากขอ 3.2.3 นํามายอมแกรมโดยเกลี่ยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตลงในหยด
น้ําบนสไลด  ตรึงเชื้อดวยความรอน จากนั้นหยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) ใหทวมเชื้อ  
ทิ้งไว 1 นาที และลางสีคริสตัลไวโอเลตดวยน้ํา จากนั้นหยดน้ํายาแกรมไอโอดีนใหทวมเชื้ออีกครั้ง
และทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที ลางน้ํายาแกรมไอโอดีนดวยน้ําแลวตามดวยเอทานอลความเขมขน 
รอยละ 95 เปนเวลา 20 วินาที หยดสีซาฟรานีน (safranin) และทิ้งไว 1 นาที แลวลางออกดวยน้ํา 
ตรวจดูรูปรางและการติดสีของแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน 
 

 3.2.4.2  การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีโดยใชชุดทดสอบ API 50 CH 
 ทําการเตรียมเชื้อจุลินทรียเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 โดยปรับความขุนของแบคทีเรีย 
กรดแลคติก 2 ไอโซเลตใหมีความขุนเปน 2 เทาของ McFarland Standard เบอร 4 จากนั้นใชปเปต
ปลอดเชื้อดูดสารแขวนลอยของเซลลแตละไอโซเลตปริมาณ 0.4 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร API 50 
CHL medium ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
  ทําการแบง API 50 CH strips ออกเปน 5 strips ยอยคือ strip 0-9, 10-19, 20-29,  
30-39, และ 40-49 รวมทั้งหมด 49 หลอด โดยแตละหลอดประกอบดวยสารตางๆ ดังตารางที่ 3.1  
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ตารางที่  3.1  สารที่ใชทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยใชชุดทดสอบ 
 API50 CH 

Cupule ชนิดสารที่ใชทดสอบ Cupule ชนิดสารที่ใชทดสอบ 

0 Control 25 Esuculin ferric citrate 

1 Glycerol 26 Salicin 

2 Erythritol 27 D-Celibiose 

3 D-Arabinose 28 D-Moltose 

4 L-Arabinose 29 D-Lactose 

5 D-Ribose 30 D-Melibiose 

6 D-Xylose 31 D-Saccharose 

7 L-Xylose 32 D-Trehalose 

8 D-Adonitol 33 Inulin 

9 Methyl-β-D-Xylopyranoside 34 D-Melezitose 

10 D-Galactose 35 D-Raffinose 

11 D-Glucose 36 Amidon 

12 D-Fructose 37 Glycogen 

13 D-Mannose 38 Xylitol 

14 L-Sorbose 39 Genitiobiose 

15 L-Rhamnose 40 D-Turanose 

16 Dulsitol 41 D-Lyxose 

17 Inositol 42 D-Tagatose 

18 D-Mannitol 43 D-Fucose 

19 D-Sorbitol 44 L-Fucose 

20 Methyl-α-D-Mannopyranoside 45 D-Arabinose 

21 Methyl-α-D-Glucopyranoside 46 L-Arabinose 

22 N-Acetylglucosamine 47 Potassium Gluconate 

23 Amyldalin 48 Potassium 2-Ketogluconate 

24 Arbutin 49 Potassium 5-Ketogluconate 
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 จากนั้นเติมสารแขวนลอยของเซลลแตละไอโซเลตที่ไดเตรียมไวลงบนชุด  API 50 
CH strips ที่ไดแบงไว โดยขณะปลอยเซลลจุลินทรียลงในแตละหลอดใหเอียง strips เล็กนอยและ
แตะปลายปเปตลงบน cupule ของแตละหลอดเพื่อปองกันการเกิดฟอง จากนั้นทําการเติมเชื้อ
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอหลอด เติมจนครบทั้ง 50 หลอดและปดทับดวย mineral oil นํา strips 
ทั้งหมดใสลงในถาดรังผ้ึงที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปดฝาครอบ และบมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 24 และ 48 ถาอาหาร
เปล่ียนจากสีมวงเปนสีเหลืองแสดงวาเกิดการหมัก (ใหผลบวก) ยกเวนในหลอดที่ 25 ซ่ึงเปนสาร 
Esuculin ferric citrate ถาเกิดการหมัก (ใหผลบวก) อาหารจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีดําและถา
อาหารไมเปลี่ยนสี (สีมวง) แสดงวาไมเกิดการหมัก (ใหผลลบ) บันทึกผลการทดลองและวิเคราะห
ผลการทดลองที่ไดโดยใชโปรแกรม API Identification Software (Bio Merieux) จะทราบถึงชนิด 
(species) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ทดสอบ 

 

 3.2.4.3 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA   
 

 ก)  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดจํานวน 2 ไอโซเลต แตละไอโซเลตลากลงบน
อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
เขี่ยเชื้อแตละไอโซเลตที่เจริญบนอาหาร LB ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอร TE 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ที่มี Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร สารละลาย EDTA ความ
เขมขน 5 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ไลโซไซม (lysozyme) 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติมสารละลายโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต (SDS) 
ความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน เติมสารละลายฟนอลที่อ่ิมตัวดวย
บัฟเฟอร TE 1 เทา ปริมาตร 420 ไมโครลิตรผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปกลับมา  
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสชั้นบนมาสกัดอีก 2 ครั้ง 
ดวยฟนอลที่อ่ิมตัวดวยบัฟเฟอร TE 1 เทา จากนั้นดูดสวนใสดานบนจากการสกัดครั้งสุดทาย
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมอะซิเทต (sodium acetate) ความเขมขน 3 โมลาร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติมเอทานอลที่มีความเขมขนรอยละ 99 ปริมาตร 440 ไมโครลิตร  
แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนใสดานบนและลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  
เทสารละลายทิ้งและตากตะกอนใหแหง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 20 
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ไมโครลิตร และเติมสารละลาย RNase ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จะไดจีโนมิกดีเอ็นเอเพื่อนําไปทํา
การวิเคราะหในขั้นตอไป 
  

 ข)  การวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิส 
  เตรียมเจลที่มีความเขมขนรอยละ 0.8 โดยชั่งอะกาโรส 0.64 กรัม เติมบัฟเฟอร TBE 
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ทําใหละลายในไมโครเวฟ ทิ้งไวใหอุน เติมสารละลายเจลสตาร (gelstar) 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเทใสแมพิมพเจล เมื่อแผนเจลแข็งยายแผนเจลลงอาง 
(gel chamber) เติมบัฟเฟอร TBE ใหทวมแผนเจล นําจีโนมิกดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดขางตน (ก) 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับสียอมและหยอดลงในหลุมแผนเจล ทําการแยกดีเอ็นเอดวย
กระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ 8 โวลตตอเซ็นติเมตร เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําเจลไปสองดูแถบ 
ดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

 

 ค)  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 การเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอวิ ธีนี้ เปนการเพิ่มปริมาณดี เ อ็นเอชิ้นสวนเป าหมาย  
(target DNA) ในหลอดทดลองโดยใหปฏิกิริยาการสังเคราะหเกิดขึ้นอยางตอเนื่องและซ้ํากัน
หลายๆ รอบเปนลูกโซ โดยใชเอนไซม Taq DNA polymerase เปนตัวเรงปฏิกิริยาและมี
องคประกอบสําหรับการเกิดปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรของสารชนิดตางๆดังนี้  
 น้ํากลั่น       33.5 ไมโครลิตร                           
  บัฟเฟอร PCR  10 เทา        5.0 ไมโครลิตร 
 แมกนีเซยีมคลอไรด          3.0 ไมโครลิตร                                                                                                                
 สารละลายไดออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต 
  (dNTPs) ความเขมขน 10 โมลาร       1.0 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร FDNA  
 (5´-TCCTACGGAGGCAGCAG-3´)         2.5 ไมโครลิตร  
 ไพรเมอร RDNA  
 (5´-TTGTGCGGGCCCCCGTCAAT-3´)      2.5 ไมโครลิตร  
 จีโนมิกดีเอน็เอที่สกัดไดจากขอ 3.2.4.3 (ก)    2.0 ไมโครลิตร                               
 Taq DNA polymerase        0.5 ไมโครลิตร                               
 จากนั้นนําหลอดจีโนมิกดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม (PCR machine) ที่มีสภาวะดังแสดงในตารางที่ 3.2 
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ตารางที่  3.2  สภาวะที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
ขั้นตอนที ่ อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา 

1 94 10 นาที 
2 94 

55 
72 

30 วินาท ี
                     30 วินาท ี        35 รอบ 

30 วินาท ี
3 72 10     นาที 

 
 จากนั้นเมื่อครบกําหนดเวลานําหลอด PCR ที่บรรจุดีเอ็นเอนําไปวิเคราะหปริมาณ 
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิสเชนเดียวกับขอ (ข) 

 

 ง)  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA 
 นําผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลต  
ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี Big dye Terminator Reaction ดวยเครื่อง ABIPRISMR 3700 
DNA Analyzer นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่รายงานใน
ธนาคารยีน โดยใชโปรแกรม BLAST server ของ National Center for Biotechnology Information, 
National Institutes of Health, USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
  

                3.2.5  การศึกษาผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผาน
การแชแข็งแหง 
 

 3.2.5.1  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกหลังการ 
แชแข็งแหง 
 ทําการเตรียมสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกจํานวน 2  
ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 ปเปตสารแขวนลอยเซลลของเชื้อแตละไอโซเลต
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในสารปองกันเซลลทั้งหมด 8 ชนิดไดแก น้ํานมถั่วเหลือง และสาร
ปองกันเซลลชนิดอื่นๆ ความเขมขนรอยละ 9.1 ในน้ํากล่ันไดแกหางนม ไขแดง ซูโครส แลคโตส 
กลูโคส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล ที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจากนั้นเก็บตัวอยางในแต
ละขวดเพื่อตรวจนับจํานวนเซลลเริ่มตนโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar  
 นําขวดสารละลายที่ผสมกับเชื้อไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ช่ัวโมง และนําเขาเครื่องแชแข็งแหง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จะไดกลาเชื้อแหง ช่ังหาน้ําหนักของกลา
เชื้อ จากนั้นตรวจนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการทําแชแข็งแหงในแตละตัวอยางโดยใชเทคนิค 
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pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า  

 คัดเลือกสารปองกันเซลล 6 ชนิดที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตอยู
รอดไดดีที่สุดหลังการแชแข็งแหงของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 เพื่อนํามา
พัฒนาเปนสูตรผสมของสารปองกันเซลลในขั้นตอไป  

 

 3.2.5.2  ผลของสูตรสารปองกันผสมตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกหลังการ
แชแขง็แหง 
 นําสารปองกันเซลล 6 ชนิด ที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตที่คัดเลือก
อยูรอดไดดี ภายหลังการทําแชแข็งแหงไดแก นมถั่วเหลือง หางนม แลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส 
และซอรบิทอล มาผสมกันทั้งหมด 9 สูตร โดยมีปริมาณสวนผสมในสูตรสารปองกันผสมดังนี้ 
(ตารางที่ 3.3) 

 

ตารางที่  3.3 สวนผสมของสารปองกันเซลลทั้งหมด 9 สูตร 
สูตร

อาหารที่ 
ปริมาณสวนผสมในสูตรสารปองกันผสม 

(กรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักสวนผสมทั้งหมด) 

1 แลคโตส 0.97 กรัม ซูโครส 0.97 กรัม ทรีฮาโลส 0.97 กรัม และนมถั่วเหลือง 97.10 กรัม  
2 แลคโตส 4.35 กรัม ซูโครส 4.35 กรัม ทรีฮาโลส 4.35 กรัม และนมถั่วเหลือง 86.96 กรัม  
3 แลคโตส 0.96 กรัม ซูโครส 0.96 กรัม ทรีฮาโลส 0.96 กรัม ซอรบิทอล 0.96 กรัม  

และนมถั่วเหลือง 96.15 กรัม 
4 หางนมผง 9.65  กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม ทรีฮาโลส 0.88 กรัม และนมถั่วเหลืองตอ

น้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 87.72 กรัม 
5 หางนมผง 8.73 กรัม แลคโตส 3.97 กรัม ซูโครส 3.97 กรัม ทรีฮาโลส 3.97 กรัม และนมถั่วเหลืองตอ

น้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 79.40 กรัม 
6 หางนมผง 9.57 กรัม แลคโตส 0.87 กรัม ซูโครส 0.87 กรัม ทรีฮาโลส 0.87 กรัม ซอรบิทอล 0.87 กรัม 

และนมถั่วเหลืองตอน้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 86.96 กรัม  
7 หางนมผง 9.65 กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม ทรีฮาโลส 0.88 กรัม และน้ํากลั่น 

 87.72 กรัม 
8 หางนมผง 8.73 กรัม แลคโตส 3.97 กรัม ซูโครส 3.97กรัม ทรีฮาโลส 3.97 กรัม และน้ํากลั่น  

79.36 กรัม 
9 หางนมผง 9.57 กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม ทรีฮาโลส 0.88 กรัม ซอรบิทอล 0.88 กรัม 

และน้ํากลั่น 86.96 กรัม 
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 เตรียมสารแขวนลอยเซลลของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลต ดวยวิธีการ
เชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 โดยปรับความขุนของเซลลโดยใช McFarland Standard เบอร 4 จะไดความ
เขมขนของเซลลประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารแขวนลอยเซลลแตละไอโซเลต 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในสารปองกันเซลลแตละสูตรทั้งหมด 9 สูตรตามตารางที่ 3.3 ที่มี
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตรวจนับจํานวนเชื้อเร่ิมตนโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหาร
วุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอย
ใน candle jar จากนั้นนําสวนผสมของสารปองกันกับเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกไปแชแข็ง
แหงและตรวจนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงเชนเดียวกับขอ  3.2.5.1 บันทึกผลและ
คัดเลือกสูตรที่ทําใหการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตสูงสุด 
 

 3.2.6  การศึกษาผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดัน
ออสโมติกรวมกับความเย็นตอการอยูรอดหลังแชแข็งแหงและเก็บรักษา  
 

 3.2.6.1  การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไมผานการปรับตัว 
 ทําการเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 และ
ปรับความขุนเทากับความขุนของ McFarland Standard เบอร 4 จะไดเชื้อท่ีไมผานการปรับตัวที่มี
ความเขมขนของเซลลประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตรเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
  

 3.2.6.2  การเตรียมแบคทีเ รียกรดแลคติกท่ีผานการปรับตัวตอความดันออส- 
โมติก 
 เตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกันกับขอ 3.2.3.1 และ
ปรับความขุนดวย McFarland Standard เบอร 4 จากนั้นปเปตสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรีย 
แตละไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่มีซูโครส ความ
เขมขน 3 โมลาร เปนสวนประกอบ ผสมใหเขากันและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นลางเซลลและปรับความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland Standard 
เบอร 4 จะไดเซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติก 
  

 3.2.6.3  การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผานการปรับตัวตอความดันออส- 
โมติกรวมกับความเย็น 
 ทําการเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 ไอโซเลตที่ผานการปรับตัวตอความ 
ดันออสโมติกดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.6.2 จากนั้นปเปตสารแขวนลอยของเชื้อแตละ 
ไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสูตรผสมของสารปองกันเซลลที่ทําใหแบคทีเรียกรด 
แลคติกแตละไอโซเลตมีการอยูรอดสูงสุดสูตรละ 9 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  
ผสมใหเขากันและนําไปทําใหเซลลปรับตัวตอความเย็นโดยการแชเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส
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เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเชื้อที่ผานการปรับตัวตอแรงดันออสโมติกรวมกับการปรับตัว
ตอความเย็นเพื่อตรวจนับจํานวนเซลลเร่ิมตนโดยใชเทคนิค  pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมใน
สภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
  

 3.2.6.4  การอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไมผานการปรับตัว ผานการปรับตัว
ตอความดันออสโมติก และผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น 
 นําสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตที่ไมผานการ
ปรับตัวจากขอ 3.2.6.1 สารแขวนลอยเซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกจากขอ 3.2.6.2 
แตละไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสูตรผสมของสารปองกันเซลลสูตรที่ทําใหแบคทีเรีย 
กรดแลคติกแตละไอโซเลตมีการอยูรอดสูงสุดที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร  ตรวจนับจํานวนเซลล
เร่ิมตนกอนการแชแข็งโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar จากนั้นนํา
สารแขวนลอยที่ผสมกับเชื้อไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําไปทํา
ใหแหงดวยเครื่องแชแข็งแหง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนักแหงของกลาเชื้อและตรวจนับจํานวน
เซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงของเชื้อที่ไมผานการปรับตัวและเชื้อที่ผานการปรับตัวตอ 
ความดันออสโมติก และเชื้อที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น นํากลาเชื้อ
ไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน ตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตในวันที่ 
0, 3, 7, 14, 21 และ 28 โดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน cadle jar ทําการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซํ้า 
 

3.3  การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิต ิ

  นําผลการทดลองทั้ง 3 ซํ้ามาวิเคราะหทางสถิติโดยใชวิธี Duncan Multiple Range Test และ 
Analysis of Variance ดวยโปรแกรม SPSS Version 12 
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