
                                                         บทที่  3 

การวิจัยและการดําเนินงาน 
 
3.1  วัสดุและอุปกรณ 
 
 3.1.1  ตัวอยางแหนมปลาและเนื้อปลาสด 
  ตัวอยางอาหารหมักที่ใชในการทดลองมีทั้งหมด 15 ตัวอยางไดแก แหนมปลา 10 
ตัวอยางจากตลาด ก.ม. 8 ตลาดหัวตะเข ตลาดสี่มุมเมือง ตลาดมีนบุรี ตลาดบางกะป  ตลาดนิคม
อุตสาหกรรมลาดกระบัง ตลาดนําชัย ตลาดพัฒนาการ ตลาด ก.ม. 2 และตลาดพระโขนง เนื้อปลา
สด 5 ตัวอยางจากตลาดมีนบุรี ตลาดหัวตะเข ตลาดก.ม. 8 และตลาดนิคมอุตสาหกรรมลาดกระบัง  
  

 3.1.2  เชื้อจุลินทรีย 
  จุลินทรียที่ใชทดสอบการผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ 
แยกไดจากตัวอยางไดแก Staphylococcus aureus  TISTR 118, Pediococcus acidilactici  TISTR 
051 และ Lactobacillus bulgaricus TISTR 451 ไดจากศูนยจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร 
และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย และ Listeria monocytogenes DMST 11256 ไดจากศูนยเก็บรักษา 
และรวบรวมสายพันธุ จุ ลินทรี ยทางการแพทยสถาบันวิ จั ยวิทยาศาสตรสาธารณสุข
กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
 

        3.1.3  อาหารเลี้ยงเชื้อ สารละลายที่ใชทําเจือจางตัวอยางและสารเคมี 
 อาหารเลี้ยงเชื้อไดแก 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) 
 สารละลายที่ใชทําเจือจางตัวอยางและสารเคมีไดแก สารละลายเพปโตน ความ
เขมขนรอยละ 0.1 สารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขนรอยละ 0.85 สารละลายกรดแลคติก 
ความเขมขนรอยละ 85 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 5 โมลาร เกลือน้ําดี โซเดียม 
คลอไรด และแคลเซียมคารบอเนต  
 สารเคมีสําหรับการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรส ไดแก 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) สารละลายฟนอลอิ่มตัวดวยบัฟเฟอร 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) ความเขมขนรอยละ 10 โซเดียมอะซิเทต 3 โมลาร สารละลาย 
เอทานอลความเขมขนรอยละ 70 สารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 99 สารละลาย
แมกนีเซียมคลอไรด สารละลายไดออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต (dNTPs) ไพรเมอร FDNA 
ไพรเมอร RDNA เอนไซม Taq DNA polymerase อะกาโรส (agarose) เจลสตาร (gelstar) และ 
สียอมดีเอ็นเอ (Tracking dye)  
 สารปองกันเซลล (cryoprotectant) ไดแก นมถั่วเหลือง หางนมผง ไขแดง ซูโครส  
แลคโตส  กลูโคส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล  
        

 3.1.4  เคร่ืองมือและอุปกรณ  

    เครื่องมือที่ใชในการทดลองไดแก เครื่องหมุนเหวี่ยง (บริษัท Harmle, รุน Z383K)  
ตูบมเชื้อ (บริษัท Memmert) เครื่องวัดคาดูดกลืนแสง (Microplate reader รุน iEMS Reader MF, 
Labsystems) เครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR machine, บริษัท Perkin Elmer, รุนDNA 
thermal cycler 480) เครื่องทําแหงแบบใชความเย็น (Freeze-Dry, บริษัท Heto LyoLab, รุน 3000)
  

3.2  วิธีการทดลอง 
 

 3.2.1  การวิ เคราะหจํานวนและการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและ 
เนื้อปลาสด  
        

  3.2.1.1  การตรวจนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและ 
เนื้อปลาสด 

                 การวิเคราะหจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและเนื้อปลาสดดวยเทคนิค 
spread plate ทําโดยชั่งแหนมปลาและเนื้อปลาสดตัวอยางละ 25 กรัม ดวยเทคนิคปลอดเชื้อ จากนั้น
ใสลงในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ เติมสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขนรอยละ 0.85 
ปริมาตร 225 มิลลิลิตร นําไปตีปนดวยเครื่อง stomacher เปนเวลา 1 นาที ทําการเจือจางตัวอยาง
แหนมปลาและเนื้อปลาสดจนถึงระดับความเจือจาง 1:106 จากนั้นปเปตตัวอยางที่ระดับความ 
เจือจาง 104 ถึง 106 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ในอาหารแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน
รอยละ 0.5 กรัมตอปริมาตร ระดับความเจือจางละ 3 จาน เกลี่ยตัวอยางใหทั่วผิวหนาอาหารดวย 
แทงแกวงอปราศจากเชื้อ คว่ําจานแลวนําไปบมในสภาวะที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีบนจานอาหารที่มีจํานวน
โคโลนี 25-250 โคโลนี คํานวนหาจํานวนโคโลนีตอกรัมของตัวอยาง (อดิศร เศวตวิวัฒน. 2542) 
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 3.2.1.2  การแยกแบคทีเรียกรดแลคติก  

  ทําการแยกเชื้อจากโคโลนีเดี่ยวของแบคทีเรียกรดแลคติกในขอ 3.2.1.1 ที่มีวงใส 
(clear zone) รอบๆโคโลนี สุมเลือกจากโคโลนีทั้งหมด 138 โคโลนีโดยใชเข็มปราศจากเชื้อแตะเชื้อ
จากโคโลนี ที่เลือกและแทงลงในหลอดอาหารแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตความเขมขน 
รอยละ 1 กรัมตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นําไปเก็บไวใน
ตูเย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อนําไปใชในขั้นตอไป (อดิศร เศวตวิวัฒน. 2542) 
 

 3.2.2  การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย  

  การทดสอบการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นโดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 138  
ไอโซเลต ทําโดยวิธี agar spot test (Fleming และคณะ. 1985) โดยถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่
แยกเก็บไวจากขอ 3.2.1.2 แตละไอโซเลตจํานวน 138 ไอโซเลต ลงในหลอดอาหารเหลว MRS 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เขี่ยเชื้อที่
เพาะเลี้ยงไวในขางตนมาแตะบนผิวหนาอาหาร Bacteriocin Screening Medium (BSM) ซ่ึง
ประกอบดวย กลูโคส 2 กรัม เนื้อสกัด 2 กรัม ทริปโตน 10 กรัม ยีสตสกัด 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 และผงวุน 15 กรัมตอน้ํากลั่น 1 ลิตร (Tichaczek และคณะ. 1992)  
ที่แบงเปนชองๆไว 8 ชอง โดยใสชองละ 1 ไอโซเลต ตัวอยางละ 5 จาน และบมในสภาวะที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
เพาะเลี้ยงเชื้อที่ใชทดสอบการผลิตสารยับยั้งไดแก S. aureus และ L. monocytogenes ในอาหาร
เหลว TSB  P. acidilactici และ L. bulgaricus  ในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อเหลานี้แตละชนิดในปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ใสใน  
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 ผสมเชื้อใหกระจาย
ทั่วอาหาร soft agar ดวยเครื่องผสม (vortex mixer) จากนั้นเทเชื้อแตละชนิดลงบนจานอาหาร BSM 
ที่บมแลวขางตน โดยเชื้อที่ใชทดสอบ 1 เช้ือตอ 1 จาน เกล่ีย soft agar ใหทั่วจาน นําจานเพาะเชื้อ
ทั้งหมดไปทําการบม โดยจานเพาะเชื้อท่ีใชเชื้อ P. acidilactici และ L. bulgaricus บมในสภาพที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สวนเชื้อ 
 S. aureus และ L. monocytogenes  บมในสภาวะมีอากาศที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง ตรวจผลการผลิตสารยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียกรดแลคติก จากนั้นคัดเลือกเชื้อแบคทีเรีย
กรดแลคติกไอโซเลตที่เกิดโซนใสรอบๆ โคโลนีในอาหารที่มีเช้ือที่ใชในการทดสอบชนิดใดชนิด
หนึ่ง โดยเพาะเลี้ยงและเก็บไวใชในขั้นตอไป  
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 3.2.3  การทดสอบการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และ 
เกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย 
  

 3.2.3.1  การเตรียมเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 

 เขี่ยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผลิตสารยับยั้งจุลินทรียจากขอ 3.2.2  แตละไอโซเลต
จากอาหารแข็ง MRS 1 ลูป ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตรและนําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดวยความเร็วรอบ 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสดานบนทิ้งและลางเซลล 2 ครั้ง
ดวยสารละลายเพปโทน ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยในการลางแตละคร้ังจะปเปตสารละลาย 
เพปโตนปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
ดวยความเร็ว 3,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที เทสวนใสดานบนทิ้ง จากนั้นทําใหเปนสาร
แขวนลอยของเซลลดวยสารละลายเพปโตน ความเขมขนรอยละ 0.1 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นําสาร
แขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตปรับความขุนใหเทากันโดยใช McFarland 
Standard เบอร 3 จะไดความเขมขนของเซลลประมาณ 107 ถึง 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร เพื่อใช
ทดสอบในขั้นตอไป 
 

 3.2.3.2  การทดสอบการทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 ทําการทดสอบการทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยเติมสารแขวนลอย
เซลลที่ไดจากขอ 3.2.3.1 แตละไอโซเลตปริมาตรรอยละ 25 ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับคาพีเอช
ดวยกรดแลคติกจนไดคาพีเอชที่ตางกัน 8 ระดับ ไดแก 6.30, 5.30, 4.00, 3.70, 3.35, 3.20, 2.90 และ 
2.70 นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง วัดคาการดูดกลืนแสงกอนบมและ
หลังบมดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 620 นาโนเมตร หาคาพีเอชต่ําสุดที่เชื้อแตละ
ไอโซเลตสามารถเจริญได โดยเชื้อสามารถเพิ่มจํานวนไดจนทําใหเกิดความขุนที่คาพีเอชระดับนี้ 
(สังเกตจากคาการดูดกลืนแสงหลังบมมากกวากอนบม) 
  

  3.2.3.3  การทดสอบการทนตอกรดไฮโดรคลอริกของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  ทําการทดสอบการทนตอกรดไฮโดรคลอริกของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
ดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่ปรับคาพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริกที่มี
ความเขมขน 5 โมลาร จนไดคาพีเอชที่ตางกัน 8 ระดับ ไดแก 6.30, 5.00, 3.70, 3.00, 2.60, 2.20, 
2.00 และ 1.90 หาคาพีเอชต่ําสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตเจริญได 
 

 3.2.3.4  การทดสอบการทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติก 
  ทําการทดสอบการทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
ดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรด 
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รอยละ 0, 1.50, 3.00, 4.50, 6.00, 7.50, 9.00 และ 10.50 หาคาความเขมขนของโซเดียมคลอไรด
สูงสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตสามารถเจริญได 
  

 3.2.3.5  การทดสอบการทนตอเกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  ทําการทดสอบการทนตอเกลือน้ําดีของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลต
เชนเดียวกับขอ 3.2.3.2 ในอาหารเหลว MRS ที่มีความเขมขนของเกลือน้ําดีรอยละ 0, 0.75, 1.50, 
2.25, 3.00, 3.75, 4.50 และ 5.25 หาความเขมขนของเกลือน้ําดีสูงสุดที่เชื้อแตละไอโซเลตสามารถ
เจริญได 
  หลังจากการทดสอบการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และ
เกลือน้ําดี ของเชื้อแตละไอโซเลต คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถสูงสุดในการทน
ตอสารตางๆเหลานี้ จํานวน 2 ไอโซเลต 
 

 3.2.4  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  

 3.2.4.1  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
  ทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลต ซ่ึงได
คัดเลือกจากขอ 3.2.3 นํามายอมแกรมโดยเกลี่ยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตลงในหยด
น้ําบนสไลด  ตรึงเชื้อดวยความรอน จากนั้นหยดสีคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) ใหทวมเชื้อ  
ทิ้งไว 1 นาที และลางสีคริสตัลไวโอเลตดวยน้ํา จากนั้นหยดน้ํายาแกรมไอโอดีนใหทวมเชื้ออีกครั้ง
และทิ้งไวเปนเวลา 1 นาที ลางน้ํายาแกรมไอโอดีนดวยน้ําแลวตามดวยเอทานอลความเขมขน 
รอยละ 95 เปนเวลา 20 วินาที หยดสีซาฟรานีน (safranin) และทิ้งไว 1 นาที แลวลางออกดวยน้ํา 
ตรวจดูรูปรางและการติดสีของแบคทีเรียดวยกลองจุลทรรศน 
 

 3.2.4.2  การศึกษาลักษณะทางชีวเคมีโดยใชชุดทดสอบ API 50 CH 
 ทําการเตรียมเชื้อจุลินทรียเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 โดยปรับความขุนของแบคทีเรีย 
กรดแลคติก 2 ไอโซเลตใหมีความขุนเปน 2 เทาของ McFarland Standard เบอร 4 จากนั้นใชปเปต
ปลอดเชื้อดูดสารแขวนลอยของเซลลแตละไอโซเลตปริมาณ 0.4 มิลลิลิตร ใสลงในอาหาร API 50 
CHL medium ที่มีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน  
  ทําการแบง API 50 CH strips ออกเปน 5 strips ยอยคือ strip 0-9, 10-19, 20-29,  
30-39, และ 40-49 รวมทั้งหมด 49 หลอด โดยแตละหลอดประกอบดวยสารตางๆ ดังตารางที่ 3.1  
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ตารางที่  3.1  สารที่ใชทดสอบลักษณะทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยใชชุดทดสอบ 
 API50 CH 

Cupule ชนิดสารที่ใชทดสอบ Cupule ชนิดสารที่ใชทดสอบ 

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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 จากนั้นเติมสารแขวนลอยของเซลลแตละไอโซเลตที่ไดเตรียมไวลงบนชุด  API 50 
CH strips ที่ไดแบงไว โดยขณะปลอยเซลลจุลินทรียลงในแตละหลอดใหเอียง strips เล็กนอยและ
แตะปลายปเปตลงบน cupule ของแตละหลอดเพื่อปองกันการเกิดฟอง จากนั้นทําการเติมเชื้อ
ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรตอหลอด เติมจนครบทั้ง 50 หลอดและปดทับดวย mineral oil นํา strips 
ทั้งหมดใสลงในถาดรังผ้ึงที่มีน้ํากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปดฝาครอบ และบมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส จากนั้นตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้นในชั่วโมงที่ 24 และ 48 ถาอาหาร
เปล่ียนจากสีมวงเปนสีเหลืองแสดงวาเกิดการหมัก (ใหผลบวก) ยกเวนในหลอดที่ 25 ซ่ึงเปนสาร 
Esuculin ferric citrate ถาเกิดการหมัก (ใหผลบวก) อาหารจะเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีดําและถา
อาหารไมเปลี่ยนสี (สีมวง) แสดงวาไมเกิดการหมัก (ใหผลลบ) บันทึกผลการทดลองและวิเคราะห
ผลการทดลองที่ไดโดยใชโปรแกรม API Identification Software (Bio Merieux) จะทราบถึงชนิด 
(species) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ทดสอบ 

 

 3.2.4.3 การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกดวยวิธีการวิเคราะหลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA   
 

 ก)  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียกรดแลคติก 

  นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดจํานวน 2 ไอโซเลต แตละไอโซเลตลากลงบน
อาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้น
เขี่ยเชื้อแตละไอโซเลตที่เจริญบนอาหาร LB ลงในหลอดทดลองที่มีสารละลายบัฟเฟอร TE 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ที่มี Tris-HCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร สารละลาย EDTA ความ
เขมขน 5 มิลลิโมลาร พีเอช 8.0 ไลโซไซม (lysozyme) 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร บมในอางน้ําควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที เติมสารละลายโซเดียมโดเดคซิลซัลเฟต (SDS) 
ความเขมขนรอยละ 10 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน เติมสารละลายฟนอลที่อ่ิมตัวดวย
บัฟเฟอร TE 1 เทา ปริมาตร 420 ไมโครลิตรผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดกลับไปกลับมา  
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใสชั้นบนมาสกัดอีก 2 ครั้ง 
ดวยฟนอลที่อ่ิมตัวดวยบัฟเฟอร TE 1 เทา จากนั้นดูดสวนใสดานบนจากการสกัดครั้งสุดทาย
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เติมสารละลายโซเดียมอะซิเทต (sodium acetate) ความเขมขน 3 โมลาร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเติมเอทานอลที่มีความเขมขนรอยละ 99 ปริมาตร 440 ไมโครลิตร  
แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาปนเหวี่ยง 12,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที ทิ้งสวนใสดานบนและลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงอีกครั้งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  
เทสารละลายทิ้งและตากตะกอนใหแหง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 20 
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ไมโครลิตร และเติมสารละลาย RNase ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จะไดจีโนมิกดีเอ็นเอเพื่อนําไปทํา
การวิเคราะหในขั้นตอไป 
  

 ข)  การวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิส 
  เตรียมเจลที่มีความเขมขนรอยละ 0.8 โดยชั่งอะกาโรส 0.64 กรัม เติมบัฟเฟอร TBE 
ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ทําใหละลายในไมโครเวฟ ทิ้งไวใหอุน เติมสารละลายเจลสตาร (gelstar) 
ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากนั้นเทใสแมพิมพเจล เมื่อแผนเจลแข็งยายแผนเจลลงอาง 
(gel chamber) เติมบัฟเฟอร TBE ใหทวมแผนเจล นําจีโนมิกดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดขางตน (ก) 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับสียอมและหยอดลงในหลุมแผนเจล ทําการแยกดีเอ็นเอดวย
กระแสไฟฟาที่มีความตางศักยคงที่ 8 โวลตตอเซ็นติเมตร เปนเวลา 2 ช่ัวโมง นําเจลไปสองดูแถบ 
ดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 

 

 ค)  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 การเพิ่มปริมาณดี เอ็นเอวิ ธีนี้ เปนการเพิ่มปริมาณดี เ อ็นเอชิ้นสวนเป าหมาย  
(target DNA) ในหลอดทดลองโดยใหปฏิกิริยาการสังเคราะหเกิดขึ้นอยางตอเนื่องและซ้ํากัน
หลายๆ รอบเปนลูกโซ โดยใชเอนไซม Taq DNA polymerase เปนตัวเรงปฏิกิริยาและมี
องคประกอบสําหรับการเกิดปฏิกิริยาซึ่งมีปริมาตรของสารชนิดตางๆดังนี้  
 น้ํากลั่น       33.5 ไมโครลิตร                           
  บัฟเฟอร PCR  10 เทา        5.0 ไมโครลิตร 
 แมกนีเซยีมคลอไรด          3.0 ไมโครลิตร                                                                                                                
 สารละลายไดออกซีนิวคลีโอไทดไตรฟอสเฟต 
  (dNTPs) ความเขมขน 10 โมลาร       1.0 ไมโครลิตร 
 ไพรเมอร FDNA  
 (5´-TCCTACGGAGGCAGCAG-3´)         2.5 ไมโครลิตร  
 ไพรเมอร RDNA  
 (5´-TTGTGCGGGCCCCCGTCAAT-3´)      2.5 ไมโครลิตร  
 จีโนมิกดีเอน็เอที่สกัดไดจากขอ 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  สภาวะที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
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 ที่บรรจุดีเอ็นเอนําไปวิเคราะหปริมาณ 
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิสเชนเดียวกับขอ (ข) 

 

 ง)  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA 
 นําผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลต  
ไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยวิธี Big dye Terminator Reaction ดวยเครื่อง ABIPRISMR 3700 
DNA Analyzer นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดที่รายงานใน
ธนาคารยีน โดยใชโปรแกรม BLAST server ของ National Center for Biotechnology Information, 
National Institutes of Health, USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
  

                3.2.5  การศึกษาผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผาน
การแชแข็งแหง 
 

 3.2.5.1  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกหลังการ 
แชแข็งแหง 
 ทําการเตรียมสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกจํานวน 2  
ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 ปเปตสารแขวนลอยเซลลของเชื้อแตละไอโซเลต
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในสารปองกันเซลลทั้งหมด 8 ชนิดไดแก น้ํานมถั่วเหลือง และสาร
ปองกันเซลลชนิดอื่นๆ ความเขมขนรอยละ 9.1 ในน้ํากล่ันไดแกหางนม ไขแดง ซูโครส แลคโตส 
กลูโคส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล ที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจากนั้นเก็บตัวอยางในแต
ละขวดเพื่อตรวจนับจํานวนเซลลเริ่มตนโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar  
 นําขวดสารละลายที่ผสมกับเชื้อไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 
ช่ัวโมง และนําเขาเครื่องแชแข็งแหง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จะไดกลาเชื้อแหง ช่ังหาน้ําหนักของกลา
เชื้อ จากนั้นตรวจนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการทําแชแข็งแหงในแตละตัวอยางโดยใชเทคนิค 
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pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ทําการทดลองทั้งหมด 3 ซํ้า  

 คัดเลือกสารปองกันเซลล 6 ชนิดที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตอยู
รอดไดดีที่สุดหลังการแชแข็งแหงของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 เพื่อนํามา
พัฒนาเปนสูตรผสมของสารปองกันเซลลในขั้นตอไป  

 

 3.2.5.2  ผลของสูตรสารปองกันผสมตอการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกหลังการ
แชแขง็แหง 
 นําสารปองกันเซลล 6 ชนิด ที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตที่คัดเลือก
อยูรอดไดดี ภายหลังการทําแชแข็งแหงไดแก นมถั่วเหลือง หางนม แลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส 
และซอรบิทอล มาผสมกันทั้งหมด 9 สูตร โดยมีปริมาณสวนผสมในสูตรสารปองกันผสมดังนี้ 
(ตารางที่ 3.3) 

 

ตารางที่  3.3 สวนผสมของสารปองกันเซลลทั้งหมด 9 สูตร 
สูตร

อาหารที่ 
ปริมาณสวนผสมในสูตรสารปองกันผสม 

(กรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักสวนผสมทั้งหมด) 

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 ซอรบิทอล 0.96 กรัม  

และนมถั่วเหลือง 96.15 กรัม 
4 หางนมผง 9.65  กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม ทรีฮาโลส 0.88 กรัม และนมถั่วเหลืองตอ

น้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 87.72 กรัม 
5 หางนมผง 8.73 กรัม แลคโตส 3.97 กรัม ซูโครส 3.97 กรัม ทรีฮาโลส 3.97 กรัม และนมถั่วเหลืองตอ

น้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 79.40 กรัม 
6 หางนมผง 9.57 กรัม แลคโตส 0.87 กรัม ซูโครส 0.87 กรัม ทรีฮาโลส 0.87 กรัม ซอรบิทอล 0.87 กรัม 

และนมถั่วเหลืองตอน้ํากลั่น (อัตราสวน 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 ซอรบิทอล 0.88 กรัม 

และน้ํากลั่น 86.96 กรัม 
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 เตรียมสารแขวนลอยเซลลของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลต ดวยวิธีการ
เชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 โดยปรับความขุนของเซลลโดยใช McFarland Standard เบอร 4 จะไดความ
เขมขนของเซลลประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตร จากนั้นปเปตสารแขวนลอยเซลลแตละไอโซเลต 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงในสารปองกันเซลลแตละสูตรทั้งหมด 9 สูตรตามตารางที่ 3.3 ที่มี
ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันตรวจนับจํานวนเชื้อเร่ิมตนโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหาร
วุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอย
ใน candle jar จากนั้นนําสวนผสมของสารปองกันกับเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกไปแชแข็ง
แหงและตรวจนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงเชนเดียวกับขอ  3.2.5.1 บันทึกผลและ
คัดเลือกสูตรที่ทําใหการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตสูงสุด 
 

 3.2.6  การศึกษาผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดัน
ออสโมติกรวมกับความเย็นตอการอยูรอดหลังแชแข็งแหงและเก็บรักษา  
 

 3.2.6.1  การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไมผานการปรับตัว 
 ทําการเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.3.1 และ
ปรับความขุนเทากับความขุนของ McFarland Standard เบอร 4 จะไดเชื้อท่ีไมผานการปรับตัวที่มี
ความเขมขนของเซลลประมาณ 108 โคโลนีตอมิลลิลิตรเพื่อใชในการทดลองขั้นตอไป 
  

 3.2.6.2  การเตรียมแบคทีเ รียกรดแลคติกท่ีผานการปรับตัวตอความดันออส- 
โมติก 
 เตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลตดวยวิธีการเชนเดียวกันกับขอ 3.2.3.1 และ
ปรับความขุนดวย McFarland Standard เบอร 4 จากนั้นปเปตสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรีย 
แตละไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ที่มีซูโครส ความ
เขมขน 3 โมลาร เปนสวนประกอบ ผสมใหเขากันและนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นลางเซลลและปรับความขุนใหเทากับความขุนของ McFarland Standard 
เบอร 4 จะไดเซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติก 
  

 3.2.6.3  การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผานการปรับตัวตอความดันออส- 
โมติกรวมกับความเย็น 
 ทําการเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 ไอโซเลตที่ผานการปรับตัวตอความ 
ดันออสโมติกดวยวิธีการเชนเดียวกับขอ 3.2.6.2 จากนั้นปเปตสารแขวนลอยของเชื้อแตละ 
ไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสูตรผสมของสารปองกันเซลลที่ทําใหแบคทีเรียกรด 
แลคติกแตละไอโซเลตมีการอยูรอดสูงสุดสูตรละ 9 มิลลิลิตร ที่มีอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส  
ผสมใหเขากันและนําไปทําใหเซลลปรับตัวตอความเย็นโดยการแชเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส
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เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ทําการเก็บตัวอยางเชื้อที่ผานการปรับตัวตอแรงดันออสโมติกรวมกับการปรับตัว
ตอความเย็นเพื่อตรวจนับจํานวนเซลลเร่ิมตนโดยใชเทคนิค  pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมใน
สภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง  
  

 3.2.6.4  การอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไมผานการปรับตัว ผานการปรับตัว
ตอความดันออสโมติก และผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น 
 นําสารแขวนลอยเซลลของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตที่ไมผานการ
ปรับตัวจากขอ 3.2.6.1 สารแขวนลอยเซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกจากขอ 3.2.6.2 
แตละไอโซเลตปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในสูตรผสมของสารปองกันเซลลสูตรที่ทําใหแบคทีเรีย 
กรดแลคติกแตละไอโซเลตมีการอยูรอดสูงสุดที่มีปริมาตร 9 มิลลิลิตร  ตรวจนับจํานวนเซลล
เร่ิมตนกอนการแชแข็งโดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน candle jar จากนั้นนํา
สารแขวนลอยที่ผสมกับเชื้อไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 ช่ัวโมง นําไปทํา
ใหแหงดวยเครื่องแชแข็งแหง เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ช่ังน้ําหนักแหงของกลาเชื้อและตรวจนับจํานวน
เซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงของเชื้อที่ไมผานการปรับตัวและเชื้อที่ผานการปรับตัวตอ 
ความดันออสโมติก และเชื้อที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น นํากลาเชื้อ
ไปเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน ตรวจนับจํานวนเซลลที่มีชีวิตในวันที่ 
0, 3, 7, 14, 21 และ 28 โดยใชเทคนิค pour plate ดวยอาหารวุน MRS บมที่อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาพที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยใน cadle jar ทําการทดลอง
ทั้งหมด 3 ซํ้า 
 

3.3  การวิเคราะหผลการทดลองทางสถิต ิ

  นําผลการทดลองทั้ง 3 ซํ้ามาวิเคราะหทางสถิติโดยใชวิธี Duncan Multiple Range Test และ 
Analysis of Variance ดวยโปรแกรม SPSS Version 12 
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