
บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิจารณ 
 

4.1  ผลการตรวจนับจํานวนและการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและเนื้อ 
ปลาสด  
 

4.1.1  ผลการตรวจนับจํานวนโคโลนีของเแบคทีเรียกรดแลคติกในแหนมปลาและเนื้อ 
ปลาสด 

           จากการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดในตัวอยางแหนมปลากราย 5 
ตัวอยาง แหนมปลาชะโด 5 ตัวอยาง เนื้อปลากราย 3 ตัวอยาง และเนื้อปลาชะโด 2 ตัวอยาง  
ในอาหารแข็ง MRS ที่มีแคลเซียมคารบอเนตความเขมขนรอยละ 0.5 น้ําหนักตอปริมาตร พบวา
แหนมปลากรายมีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 4.2×108 โคโลนีตอกรัม ถึง 2.1×109 

โคโลนีตอกรัม แหนมปลาชะโดมีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกมากกวา 6.8×108 โคโลนีตอกรัม 
เนื้อปลากรายมีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 3.0×105 โคโลนีตอกรัม ถึง 7.3×105  
โคโลนีตอกรัม และเนื้อปลาชะโดมีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 4.5×105 โคโลนีตอกรัม 
ถึง 2.5×106 โคโลนีตอกรัม (ตารางที่ 4.1)  

           การที่พบแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวนมากในตัวอยางแหนมปลากรายและแหนมปลา
ชะโด คาดวาอาจเปนเพราะเนื้อปลาสดที่ใชเปนวัตถุดิบเปนสับสเตรทที่ดีของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ซ่ึงเปนกลาเชื้อในการผลิตแหนมปลา แบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร 
เจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนเพียงเล็กนอยเปนจุลินทรียชนิดสําคัญที่ทําใหเกิดการหมักของ
ผลิตภัณฑ โดยการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตใหเปนสารยับยั้งหลายชนิดไดแก ไดแก กรดอินทรีย 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอริโอซิน (Sobrino และคณะ. 1991 ; Vandenbergh. 1993)  
โดยที่สารยับยั้งเหลานี้ไมเปนอันตรายตอตัวมันเอง ในป ค.ศ. 1999 Sander และคณะ กลาววา
ระหวางการหมักแบคทีเรียกรดแลคติกจะตองสามารถทนตอการสะสมผลิตภัณฑซ่ึงเกิดจากการ
คารโบไฮเดรต เชน กรดแลคติก และตองทนตอสภาพแวดลอมที่อาจเปนอันตรายตอเซลลซ่ึงจําเปน
ตอการหมักที่เหมาะสมของอาหารชนิดนั้นๆ สารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกไมเพียงทําให
รสชาติและกลิ่นของผลิตภัณฑอาหารหมักเปนที่นาพอใจเทานั้นแตยังสามารถยับยั้งแบคทีเรียที่ทําให
อาหารเนาเสียและจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคในอาหารอีกดวย (De Vuyst และ Vandarmme. 1994 ; 
Buckenhuskes. 1993 ; Daeschel. 1989) ในป ค.ศ. 2002 Paludan-Müller และคณะ ไดคัดเลือก
แบคทีเรียกรดแลคติกจากปลาสมที่ประกอบดวย เนื้อปลาชะโด 750 กรัม เกลือ 100 กรัม น้ํามันปาลม 
125 มิลลิลิตร และขาวคั่ว 80 กรัม พบวามีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 108 ถึง 109  
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โคโลนีตอกรัม ขณะที่ผลิตภัณฑที่ทําจากปลาแฮรริง ซ่ึงประกอบดวยปลาแฮรริงสับ น้ําตาล เกลือ 
เครื่องเทศ (allspice) และแครอท พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกอยูในชวง 4.5×108 ถึง 2.4×109 
โคโลนีตอกรัม (Lyhs และคณะ.  2004) นอกจากนี้ Gram และ Huss (1996) ไดทําการศึกษาชนิดและ
จํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกในผลิตภัณฑอาหารหมัก พบวาเมื่อเก็บอาหารหมักไวหลายๆ สัปดาห
จํานวนของแบคทีเรียกรดแลคติกเพิ่มขึ้นเปน 107 ถึง 108 โคโลนีตอกรัม สงผลใหกล่ิน รสชาติ และ
เนื้อสัมผัสไมเปนที่ยอมรับ  
 การที่พบแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวนมากในตัวอยางเนื้อปลากรายและเนื้อปลา
ชะโดคาดวาเปนเพราะแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถปรับตัวใหอาศัยอยูและเจริญเติบโตไดใน
สภาพแวดลอมในปลา ซ่ึงเกี่ยวของกับปจจัยภายในหลายประการ โดยท่ัวไปปจจัยภายในที่เกิดขึ้น
ตามธรรมชาติในเนื้อปลาที่พบวาเปนสาเหตุสําคัญที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียที่ทํา
ใหเนาเสียชนิดอ่ืนสามารถอาศัยอยูไดและทําใหเนื้อปลาเกิดการเนาเสีย ไดแก การที่เนื้อปลามี 
โพสมอรเทม พีเอช (Post-mortem pH) สูง (สูงกวา 6.0) หลังการตาย ซ่ึงเนื่องมาจากการที่เนื้อปลา
สวนใหญมีคารโบไฮเดรตในปริมาณที่นอยมาก (นอยกวารอยละ 0.5) จึงทําใหเกิดกรดแลคติกขึ้น
เพียงเล็กนอยเทานั้นหลังจากปลาตาย ดวยเหตุนี้จึงทําใหจุลินทรียที่ไวตอกรดสามารถเจริญเติบโต
อยูในปลาได นอกจากนี้ในเนื้อปลายังมีสารประกอบไนโตรเจนที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําซึ่งละลายน้ํา
ไดเชน กรดอะมิโนอิสระ และนิวคลีโอไทด  ซ่ึงเปนสารประกอบที่จุลินทรียจะเอาไปใชเพื่อ 
การเจริญเติบโตได นอกจากนี้ในเนื้อปลายังมีไตรเมทิลลามีนออกไซด (Trimethylamine oxide, 
TMAO) ซ่ึงเปนสารประกอบไนโตรเจนที่ไมใชโปรตีนชนิดหนึ่งที่พบในปลาทะเลทั้งหมดและ 
ปลาน้ําจืดบางชนิด ไตรเมทิลลามีนออกไซดนี้เปนสาเหตุทําใหเนื้อปลามีคาความตางศักยของ
ออกซิเดชัน-รีดักชัน (redox potential, Eh) สูง หรือมีคาเปนบวก อยางไรก็ตามความสําคัญของคา 
Eh ตอการเนาเสียของปลายังไมเปนที่ทราบแนชัด แตการมี TMAO เกี่ยวของกับการเนาเสียของ
ปลาอยางแนนอนโดยเฉพาะในสภาวะที่ขาดออกซิเจน แบคทีเรียที่ทําใหปลาเนาเสียไดแก 
Shewanella putrefaciens, Photobacterium phosphoreum และ Vibrionacea สามารถใช TMAO ได
โดยใชเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทายในกระบวนการหายใจในสภาวะขาดอากาศ  (anaerobic 
respiration) เปนผลทําใหเกิดกลิ่นรสผิดปกติของไตรเมทิลเอมีน (trimethylamine, TMA)  
(Gram และคณะ. 1989)  
 ในป ค. ศ. 2006 Bucio และคณะ ไดทําการจําแนกจุลินทรียจากปลาแมน้ําและปลา
จากฟารม พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกชนิด Lactobacilli เปนแบคทีเรียกลุมใหญที่พบภายในลําไส
ของปลา นอกจากนี้ Ringø และ Gatesoupe (1998) ไดทําการศึกษาชนิดของจุลินทรียในปลาพบวา
แบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียกลุมสําคัญที่พบในปลา โดยพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดที่
เปนประโยชนจะอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของปลาและชนิดที่เปนโทษมักพบตามเยื่อบุชอง
ทอง ไต ตับ หัวใจ และมาม ขณะที่ Gram และ Huss (1996) ไดรายงานวาในผลิตภัณฑปลาแหง 
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และปลารมควันจากประเทศเนปาลมีแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวนระหวาง log 4.7-8.3 ถึง  
log 5.1-8.5 โคโลนีตอกรัม นอกจากนี้ไดมีการศึกษาของจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกในปลา 
rainbow trout และปลา Oncorhynchus mykiss Walbaum พบวามีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติก 
3×105 โคโลนีตอกรัม  
 

ตารางที่  4.1  จํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดและจํานวนไอโซเลตของแบคทีเรียกรดแลคติก
  ที่คัดเลือก 

 
ตัวอยาง

ที่ 

 
ชนิดของตัวอยาง 

 
สถานที่เก็บตัวอยาง 

จํานวน
แบคทีเรียกรด
แลคติกทั้งหมด 
(โคโลนี/กรัม) 

จํานวน 
ไอโซเลต

ที่
คัดเลือก 

1 แหนมปลากราย ตลาดหัวตะเข กรุงเทพฯ 2.1×109 10 
2 แหนมปลากราย ตลาด ก.ม. 8 กรุงเทพฯ 6.6×108 9 
3 แหนมปลากราย ตลาดสี่มุมเมืองกรุงเทพฯ 1.4×109 9 
4 แหนมปลากราย ตลาดมีนบุรี กรุงเทพฯ 4.2×108 9 
5 แหนมปลากราย ตลาดบางกะป กรุงเทพฯ 1.3×109 9 
6 แหนมปลาชะโด ตลาดนิคมอุตสาหกรรมลาดกระบัง กรุงเทพฯ 1.8×108 9 
7 แหนมปลาชะโด ตลาดนําชัย กรุงเทพฯ 6.8×108 9 
8 แหนมปลาชะโด ตลาดพัฒนาการ กรุงเทพฯ TNTC 9 
9 แหนมปลาชะโด ตลาด ก.ม. 8 กรุงเทพฯ TNTC 13 
10 แหนมปลาชะโด ตลาดพระโขนง กรุงเทพฯ TNTC 13 
11 เนื้อปลากราย ตลาดมีนบุรี กรุงเทพฯ 3.0×105 9 
12 เนื้อปลากราย ตลาดหัวตะเข กรุงเทพฯ 3.0×105 3 
13 เนื้อปลากราย ตลาด ก.ม. 8 กรุงเทพฯ 7.3×105 5 
14 เนื้อปลาชะโด ตลาดนิคมอุตสาหกรรมลาดกระบัง กรุงเทพฯ 4.5×105 9 
15 เนื้อปลาชะโด ตลาดมีนบุรี กรุงเทพฯ 2.5×106 13 
รวม    138 

TNTC หมายถึง 1 จานเพาะเชื้อมีจํานวนโคโลนีที่มากกวา 250 โคโลนี  
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4.2  ผลการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียที่ใชทดสอบ 
ดวยวิธี Agar Spot Test 

 

 4.2.1 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถผลิตสารยับยั้งจุลินทรียท่ีใชทดสอบ
ดวยวิธี Agar Spot Test 
 การศึกษาการยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกจากแหนมปลาและ
เนื้อปลาสดทั้งหมด 138 ไอโซเลต พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 30 ไอโซเลต ที่สามารถ
ยับยั้งจุลินทรียที่ใชในการทดสอบไดอยางนอย 1 ชนิด คิดเปนรอยละ 21.74 จากแบคทีเรียกรด 
แลคติกทั้งหมด 138 ไอโซเลต ซ่ึงแตละไอโซเลตสามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียไดแตกตางกันโดยเชื้อ
ที่ถูกยับยั้งมากที่สุดไดแกเชื้อ Lactobacillus bulgaricus TISTR 451 คิดเปนรอยละ 80 และเชื้อท่ีถูก
ยับยั้งรองลงมาไดแกเชื้อ Pediococcus acidilactici TISTR 051 คิดเปนรอยละ 16.66 จากแบคทีเรีย
กรดแลคติกทั้งหมด 30 ไอโซเลต สวนเชื้อ Staphylococcus aureus TISTR 118 และ  
Listeria monocytogenes DMST 11256 พบวาไมมีแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตใดสามารถยับยั้ง
ได (ตารางที่ 4.2)  
 จากผลการทดลองการที่แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดสวนใหญ (รอยละ 80) 
สามารถยับยั้งเชื้อ L. bulgaricus TISTR 451 และเชื้อ P. acidilactici TISTR 051 แสดงใหเห็นวา
แบคทีเรีย 2 ชนิดนี้มีความไวตอการถูกยับยั้งดวยสารยับยั้งที่แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกผลิตขึ้น 
ซ่ึงอาจเปนสวนผสมของสารยับยั้งหลายชนิดไดแก กรดแลคติก กรดอะซิติก เอทานอล ไฮโดรเจน
เปอรออกไซด และแบคเทอริโอซิน (Cowley. 1988) สวนเชื้อ S. aureus TISTR118 และ  
L.  monocytogenes DMST 11256 ที่ไมพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตใดสามารถยับยั้งไดอาจ
เปนไปไดที่เชื้อทั้งสองสามารถทนตอสารยับยั้งชนิดตางๆ ที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลิตขึ้นไดหรือ
อาจเปนเพราะสารยับยั้งที่ไดมีความเขมขนไมเพียงพอที่จะตานการเจริญของเชื้อได  
 ในการทดลองนี้ที่พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดจากปลาสดและแหนมปลา
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืนไดนั้นสอดคลองกับการทดลองของนักวิจัยทานอื่นที่
ไดศึกษาคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกจากผลิตภัณฑเนื้อและปลาหลายชนิด พบวา
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นไดเชนเดียวกันดังเชนการทดลองของ Budde และคณะ 
(2003) ซ่ึงไดนําเชื้อ Leuconostoc carnosum 4010 ที่แยกจากผิวของชิ้นหมูแฮมที่บรรจุในหอ
สุญญากาศ มาทดสอบการยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนดวยวิธี spot test พบวาเชื้อ L. carnosum 4010 
สามารถยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes ไดหลายสายพันธุ และตานเชื้อ L. innocua และแบคทีเรีย 
กรดแลคติกบางชนิด แตไมสามารถยับยั้งเชื้อ S. aureus, Brochotrix thermosphacta, B. cereus, 
Salmonella infantis, S. typhimurium, E. coli และ Yersinia enterocolitica ได และเมื่อนําเชื้อ 
 L. carnosum 4010  จํานวน 1.2×105 และ  6.3×106   เซลลตอกรัม ในชิ้นไสกรอกที่มีการเติมเชื้อ  
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L. monocytogenes  จํานวน 104 โคโลนีตอกรัม และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
28 วัน พบวาอัตราการยับยั้งเซลล L. monocytogenes  ขึ้นอยูกับความเขมขนของเชื้อ L. carnosum 
4010 ที่เติมลงในชิ้นไสกรอก โดยเมื่อเติมเชื้อ L. carnosum 4010 จํานวน 1.2×105 เซลลตอกรัม 
พบวาไมสามารถยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes ในชิ้นไสกรอกได แตเมื่อเติมเชื้อ L .carnosum 4010 
เพิ่มขึ้นเปน 6.3×106 เซลลตอกรัม พบวาจํานวนเชื้อ L. monocytogenes ในชิ้นไสกรอกลดลงเหลือ
เพียง 10 เซลลตอกรัม ซ่ึงการลดลงของเชื้อ L. monocytogenes เมื่อเพิ่มจํานวนเซลลของ  
L. carnosum 4010 นี้ ผูทดลองไดอธิบายวาอาจเปนเพราะสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตไดจากเชื้อ 
 L. carnosum 4010  มีความเขมขนสูงขึ้น (Budde และคณะ. 2003) และเมื่อเร็วๆนี้ Thapa และคณะ 
(2006) ไดทําการศึกษาผลการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นโดยเชื้อ L. lactis subsp. cremoris SM: T1 ที่ได
จากผลิตภัณฑปลาตากแหงและรมควัน (sukako maacha) พื้นเมืองของแถบหิมาลัยตะวันออกของ
ประเทศเนปาลและอินเดียดวยวิธี agar spot พบวาสามารถยับยั้งเชื้อ L. innocua และ S. aureus  ได 
และในป ค.ศ. 2006 Ghalfi และคณะไดทําการศึกษาสารแบคเทอริโอซินที่ผลิตจากเชื้อ 
Lactobacillus curvatus CWBI-B28 พบวาสามารถตานเชื้อ L. monocytogenes ในผลิตภัณฑ
ปลาแซลมอนรมควันในระหวางเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขณะที่ Ammor และคณะ 
(2005) ไดทําการศึกษาคุณสมบัติการยับยั้งจุลินทรียชนิดอื่นในไบโอฟลม (biofilm) โดยแบคทีเรีย
กรดแลคติกหลายชนิดที่สามารถสรางสารคลายแบคเทอริโอซินไดแก Vagococcus carniphilus 5 
สายพันธุ Enterococcus faecium 3 สายพันธุ L. sakei 1 สายพันธุ และ Enterococcus sp. 1 สายพันธุ 
พบวา เชื้อ E. faecium 2 สายพันธุ และเชื้อ V. carniphilus 3 สายพันธุ ใหผลในการยับยั้งเชื้อ  
L. innocua, S. aureus และ Hafnia alvei EIE-25 ไดสูงสุด โดยพบวาสามารถลดจํานวนเชื้อลงเหลือ 
log 2, log  2.7 และ log 2.4 โคโลนีตอกรัม ตามลําดับเมื่อเทียบกับชุดควบคุม 
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ตารางที่  4.2  คุณสมบัติการยับยั้งการเจริญของเชื้อ Staphylococcus aureus TISTR 118, 
 Pediococcus acidilactici  TISTR 051, Lactobacillus bulgaricus TISTR 451 และ 
 Listeria monocytogenes DMST 11256 โดยแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกจาก 
 ปลาสดและแหนมปลาจํานวน 30 ไอโซเลต 

 ชนิดของแบคทีเรียที่ใชทดสอบ   
ไอโซเลต 

 
ตัวอยางที่มาของ

เชื้อที่แยก 
S. aureus 

TISTR 118 
P. acidilactici 
TISTR 051 

L. bulgaricus 
TISTR 451 

L. monocytogenes 
DMST 11256 

2IS1 2 - - + - 
3IS3 3 - - + - 
3IS4 3 - - - - 
3IS6 3 - - + - 
3IS7 3 - - + - 
4IS1 4 - - + - 
4IS3 4 - - + - 
4IS5 4 - - + - 
4IS6 4 - - + - 
4IS8 4 - + - - 
5IS2 5 - + - - 
5IS4 5 - + - - 
5IS8 5 - - + - 
5IS9 5 - - + - 
9IS1 9 - - + - 
9IS2 9 - - + - 
9IS3 9 - - + - 
9IS5 9 - - + - 
9IS7 9 - - + - 
9IS8 9 - - + - 

13IS2 13 - - + - 
13IS3 13 - - + - 
13IS4 13 - + + - 
13IS5 13 - + + - 
14IS3 14 - - + - 
14IS4 14 - - + - 
14IS7 14 - - + - 
14IS8 14 - - + - 
14IS9 14 - - - - 
14IS12 14 - + - - 

- หมายถึง ไมสามารถยับยั้งได 
+ หมายถึง สามารถยับยั้งได 
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ตารางที่  4.3  จํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดและจํานวนไอโซเลตของแบคทีเรียกรดแลคติกที่
          ผลิตสารยับยั้ง 

 
ตัวอยาง 

จํานวน
ตัวอยาง 

จํานวนแบคทีเรีย 
กรดแลคติกทัง้หมด 

(โคโลนีตอกรัม) 

จํานวน 
ไอโซเลต 

จํานวนไอโซเลตที่
สรางสารยับยั้ง a

แหนมปลา 
     ปลากราย 
     ปลาชะโด 
ปลาสด 
     ปลากราย 
     ปลาชะโด 

 
5 
5 
 
3 
2 

 
4.2×108– 2.1×109

> 6.8×108

 
3.0×105– 7.3×105

4.5×105– 2.5×106

 
46 
53 
 

17 
22 

 
14 
6 
 
4 
6 

a ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียที่นํามาทดสอบไดแก Staphylococcus aureus TISTR 118,             
Pediococcus acidilactici TISTR 051, Lactobacillus bulgaricus TISTR 415 และ Listeria 
monocytogenes DMST 11256 ไดอยางนอย 1 ชนิด 

 

4.3  ผลการทดสอบการทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด และ 
เกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติก  
 

 4.3.1  การทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 
  จากการทดสอบการทนตอกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 30 ไอโซเลต พบวา
แบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตสามารถทนตอกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS ที่มีคาพีเอช
ตางกัน โดยพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกเจริญไดในอาหารเหลว MRS ที่ปรับพีเอชดวยกรดแลคตกิที่
มีคาพีเอชอยูในชวง 6.30 ถึง 4.00 นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 11 ไอโซเลต 
สามารถเจริญไดในชวงพีเอช 6.30 ถึง 3.70 ซ่ึงคิดเปนรอยละ 36.66 สวนที่ระดับพีเอช 6.30 ถึง 3.35 
แบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 7 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 23.33 สามารถเจริญได แตที่ระดับพีเอช 
6.30 ถึง 3.20 มีแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตสามารถเจริญได ซ่ึงคิดเปนรอยละ 6.66 
และพีเอช 6.30 ถึง 2.90 มีแบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 2 ไอโซเลตสามารถเจริญได คิดเปน 
รอยละ 6.66 จากจํานวนทั้งหมด 30 ไอโซเลต ดังนั้นระดับพีเอชต่ําสุดที่แบคทีเรียกรดแลคติก
สามารถเจริญไดคือ พีเอช 2.90 ไอโซเลตที่สามารถทนตอระดับพีเอช 2.90 ไดแก ไอโซเลต 13IS4 
และ 14IS9   
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 4.3.2  การทนตอกรดไฮโดรคลอริกของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 ในการทดสอบการทนตอกรดไฮโดรคลอริกของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก พบวา
แบคทีเรียกรดแลคติกแตละไอโซเลตสามารถทนตอกรดไฮโดรคลอริกไดแตกตางกันในอาหาร
เหลว MRS ที่ปรับพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริกพบวาในชวงพีเอช 6.30 ถึง 2.60 มีจํานวนแบคทีเรีย
กรดแลคติกสามารถเจริญไดจํานวน 12 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 40 รองลงมาคือพีเอชที่อยูในชวง 
6.30 ถึง 3.70 มีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถเจริญได 8 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 26.66 
สวนระดับพีเอชในชวง 6.30 ถึง 3.00 มีจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถเจริญไดจํานวน 6  
ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 20 และพีเอชที่อยูในชวง 6.30 ถึง 2.20 มีแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถ
เจริญไดจํานวน 4 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 13.33 จากจํานวนทั้งหมด 30 ไอโซเลต ดังนั้นคาพีเอช
ต่ําสุดที่แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเจริญไดคือ พีเอช 2.2 ไอโซเลตที่เจริญไดที่พีเอชต่ําสุดคือ 
5IS9, 13IS3, 13IS4 และ 13IS5 
  

 4.3.3  การทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติก  
 จากการทดสอบการทนตอโซเดียมคลอไรดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ไดคัดเลือก
จํานวน 30 ไอโซเลต พบวาทุกไอโซเลตสามารถเจริญไดในสภาพที่มีโซเดียมคลอไรดความเขมขน
รอยละ 0 ถึง 4.50 ในอาหารเหลว MRS ขณะที่โซเดียมคลอไรดที่ความเขมขนรอยละ 0 ถึง 6.00 
พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถเจริญไดจํานวน 17 ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 56.66 โซเดียม
คลอไรดที่ความเขมขนรอยละ 0 ถึง 9.00 มีแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถเจริญไดจํานวน 2  
ไอโซเลต คิดเปนรอยละ 6.66 จากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 30 ไอโซเลต และมีจํานวนแบคทีเรีย
กรดแลคติกเพียง 1 ไอโซเลต ที่สามารถเจริญไดที่ระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดต่ําสุดคือ
รอยละ 4.5 และไอโซเลตที่สามารถเจริญไดที่ระดับความเขมขนของโซเดียมคลอไรดสูงสุด  
(รอยละ 9.00) ไดแกไอโซเลต 5IS4 และ 14IS8  

 

 4.3.4  การทนตอเกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติก 
  การทดสอบการทนตอเกลือน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติก พบวาแบคทีเรียกรด 
แลคติกสวนใหญที่ทดสอบ (27 ไอโซเลต หรือรอยละ 90) สามารถเจริญไดในอาหารเหลว MRS ที่
มีเกลือน้ําดีที่มีความเขมขนสูงสุดที่ทดสอบคือรอยละ 5.25 ยกเวนไอโซเลต 3IS3, 3IS6 และ 14IS7 
เจริญไดที่ความเขมขนเกลือน้ําดีระดับต่ํากวาคือรอยละ 1.50, 2.25 และ 3.00 ตามลําดับ 
 จากผลการทดลองพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกสวนใหญสามารถทนตอ
กรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด เกลือน้ําดี ที่มีความเขมขนสูงได อาจเปนเพราะ
โดยธรรมชาติของแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถทนตอสภาวะที่เปนอันตรายดังกลาวไดดีตามที่ 
Yousef และ Courtney (2003) ไดกลาววาแบคทีเรียกรดแลคติกโดยตั้งแตกําเนิดจะมีความสามารถ 
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ในการทนตอกรดไดดีกวาแบคทีเรียชนิดอ่ืน ซ่ึงความสามารถในการทนตอกรดจะเพิ่มขึ้นหลังจาก
เกิดการปรับตัวตอกรด และแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถ
อยูรอดในทางเดินอาหารไดดีกวาจุลินทรียชนิดอื่นโดยสามารถทนตอกรด และเกลือน้ําดีในทางเดนิ
อาหารของมนุษยได (Conway และคณะ. 1987 ; Tuomola และคณะ. 2001) สวนการที่แบคทีเรีย
กรดแลคติกสามารถเจริญไดในสภาพที่มีกรดไฮโดรคลอริกที่คาพีเอชต่ํากวากรดแลคติกอาจเปนไป
ไดที่กรดแลคติกเปนกรดออน ซ่ึงเปนกรดที่อยูในรูปที่ไมแตกตัวจึงมีผลยับยั้งการเจริญของ 
จุลินทรียไดดีกวากรดไฮโดรคลอริกซึ่งเปนกรดแกแตกตัวไดหมดที่ภายนอกเซลลจึงไมสามารถ
ผานเขาสูเซลลได เนื่องจากธรรมชาติของเซลลที่จะไมยอมใหไอออนบวกและไอออนลบผานสู
เซลลไดโดยงาย (Kashket. 1987)  
 ดังนั้นกรดไฮโดรคลอริกจึงมีผลยับยั้งนอยกวา โดยการที่กรดอยูในรูปไมแตกตัว
สามารถยับยั้งการเจริญไดดีนั้นเนื่องมาจากกรดที่ไมแตกตัวนี้สามารถผานเขาไปในเซลลไดอยาง
งายดายและจะแตกตัวภายในเซลล เนื่องจากภายในเซลลมีคาพีเอชสูงกวาภายนอกเซลล ดวยเหตุนี้
แบคทีเรียจึงตองรักษาคาพีเอชภายในเซลลใหใกลเคียงกับคาเปนกลาง (พีเอช 7) เพื่อปองกันการ
เปล่ียนแปลงโครงสรางของโปรตีน เอนไซม กรดนิวคลีอิก และฟอสโฟลิปด โดยโปรตอนที่
เกิดขึ้นภายในเซลลจากการแตกตัวของกรดอินทรียจะมีผลทําใหไซโตพลาสซึมมีสภาพเปนกรด 
ดังนั้นเซลลจึงจําเปนตองขับโปรตอนออกสูภายนอก ซ่ึงการขับโปรตอนออกจากเซลลนี้จําเปนตอง
ใชพลังงานในรูป ATP ดังนั้นการขับโปรตอนอยางตอเนื่องนี้อาจทําใหพลังงานของเซลลหมดลง
ในที่สุด สงผลใหการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรียชาลง (Dakin และ Day. 1958) ซ่ึงไดมีรายงานวา
เมื่อปรับคาพีเอชภายนอกเซลลของเชื้อ L. lactis และ Streptococcus bovis ดวยกรดแลคติกจะมีผล
ทําใหคาพีเอชภายในเซลลต่ํากวาปรับดวยกรดไฮโดรคลอริก  (Poolman  และคณะ. 1987 ;  
Cook และ Russel. 1994) 
 จากการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดร- 
คลอริก ที่ความเปนกรดสูง (พีเอชต่ํา) และทนตอความเขมขนของโซเดียมคลอไรดและเกลือน้ําดีที่มี
ความเขมขนสูง ซ่ึงเปนคุณสมบัติของแบคทีเรียโพรไบโอติก โดยจากการทดลองนี้สรุปวาแบคทีเรีย
กรดแลคติกไอโซเลต 13IS4 และ 14IS9 สามารถทนตอกรดแลคติกไดที่พีเอชต่ําที่สุด (2.90)  
เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่น ไอโซเลต 5IS9, 13IS3, 13IS4 และ 13IS5 สามารถทนตอกรด 
ไฮโดรคลอริกไดที่พีเอชต่ําที่สุด (2.20) เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลตอื่น ดังนั้นจึงเลือกแบคทีเรีย 
กรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 ซ่ึงคาดวาแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตนี้อาจจะ
สามารถทนตอกรดในกระเพาะอาหารและสามารถอยูรอดได Ekkila และ Petaja (2000) ไดกลาววา
แมกรดที่ถูกขับออกมาจากกระเพาะอาหารจะมีคาพีเอชเทากับ 0.9 แตคาพีเอชจะเพิ่มมากขึ้นเปน 3.0 
เมื่อมีอาหารผสมรวมอยูในกระเพาะอาหาร นอกจากนี้พบวาสวนประกอบบางอยางของน้ํายอย
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ภายในกระเพาะอาหารอาจชวยปกปองเซลลของแบคทีเรียทําใหเชื้อแบคทีเรียสามารถอาศัยอยูใน
กระเพาะอาหารไดแมวาจะมีคาความเปนกรดต่ํามากก็ตาม (Conway และคณะ. 1987)  
 นอกจากนี้การที่ไอโซเลต 13IS3 สามารถทนตอกรดแลคติกที่พีเอช 3.20 และ
โซเดียมคลอไรดความเขมขนรอยละ 6.00 ในขณะที่ไอโซเลต 13IS4 สามารถทนตอกรดแลคติกที่ 
พีเอช 2.90 และโซเดียมคลอไรด ความเขมขนรอยละ 6.00 ซ่ึงความสามารถในการทนตอกรดและ
เกลือที่ความเขมขนดังกลาวเพียงพอที่จะทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตสามารถอยูรอด
ไดในระหวางการทําผลิตภัณฑปลาหมักถาหากใชแบคทีเรียทั้งสองเปนกลาเชื้อ เนื่องจากในแหนม
ปลามีคาพีเอชอยูในชวง 4.53 ถึง 5.80 และความเขมขนเกลืออยูในชวงรอยละ 1.61 ถึง 1.97  
(มัทนา แสงจินดาวงษ. 2545) และปลาสมที่มีคาพีเอช 4.50 ถึง 5.00 ความเขมขนของโซเดียม 
คลอไรดรอยละ 6.00 (Paludan-Müller. 2002) นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบคาความขุนของเชื้อใน
อาหารเหลว MRS ที่เติมกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรด หรือ เกลือน้ําดีของเชื้อ 
ไอโซเลตตางๆ พบวาไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 สามารถเจริญไดดีกวาเชื้อไอโซเลตอื่นๆ จึงคาดได
วาแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 อาจนําไปผลิตเปนกลาเชื้อโพรไบโอติกสําหรับ
การทําผลิตภัณฑปลาหมัก 
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ตารางที่  4.4  การทนตอกรดแลคติก กรดไฮโดรคลอริก โซเดียมคลอไรดและเกลือน้ําดีในอาหาร
   เหลว MRS ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกจากแหนมปลาและเนื้อปลาสด 

สภาวะที่ใชทดสอบเแบคทีเรียกรดแลคติก  
ไอโซเลต กรดแลคติก 

(พีเอช) 
กรดไฮโดรคลอริก 

(พีเอช) 
โซเดียมคลอไรด 

(รอยละ) 
เกลือน้ําดี 
 (รอยละ) 

2IS1 4.00 3.70 6.00 5.25b

3IS3 3.70 3.70 6.00 1.50 
3IS4 4.00 3.70 6.00 5.25b

3IS6 3.70 3.00 6.00 2.25 
3IS7 4.00 3.70 7.50 5.25b

4IS1 4.00 3.70 7.50 5.25b

4IS3 3.70 3.00 6.00 5.25b

4IS5 3.70 3.00 7.50 5.25b

4IS6 4.00 2.60 7.50 5.25b

4IS8 3.70 3.00 6.00 5.25b

5IS2 4.00 2.60 6.00 5.25b

5IS4 4.00 3.00 9.00b 5.25b

5IS8 3.70 2.60 6.00 5.25b

5IS9 3.70 2.20a 6.00 5.25b

9IS1 3.70 3.00 6.00 5.25b

9IS2 4.00 3.70 4.50 5.25b

9IS3 3.70 3.70 7.50 5.25b

9IS5 3.20 3.70 7.50 5.25b

9IS7 3.70 2.60 7.50 5.25b

9IS8 3.35 2.60 6.00 5.25b

13IS2 3.35 2.60 6.00 5.25b

13IS3 3.20 2.20a 6.00 5.25b

13IS4 2.90a 2.20a 6.00 5.25b

13IS5 3.35 2.20a 6.00 5.25b

14IS3 3.35 2.60 7.50 5.25b

14IS4 3.35 2.60 6.00 5.25b

14IS7 3.35 2.60 7.50 3.00 
14IS8 3.35 2.60 9.00b 5.25b

14IS9 2.90a 2.60 6.00 5.25b

14IS12 3.70 2.60 7.50 5.25b

a  คาพีเอชต่ําสุดของกรดแลคติกหรือกรดไฮโดรคลอริกในอาหารเหลว MRS ที่แบคทีเรีย 
    กรดแลคติกเจริญได 
b ความเขมขนสูงสุดของโซเดียมคลอไรดหรือเกลือน้ําดีในอาหารเหลว MRS ที่แบคทีเรีย 
   กรดแลคติกเจริญได 
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4.4  ผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 

 4.4.1  ผลการศึกษาทางสัณฐานวิทยา 
  จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 
และไอโซเลต 13IS4 ที่แยกไดจากเนื้อปลากรายสด โดยการยอมแกรมพบวาไอโซเลต 13IS3  
มีรูปรางกลม ขณะที่ไอโซเลต 13IS4 มีรูปรางทอน ทั้งสองไอโซเลตติดสีมวงของคริสตัลไวโอเลต
จึงเปนแบคทีเรียแกรมบวก (รูปที่ 4.1) ซ่ึงผลการทดลองสอดคลองกับ Ringø และ Gatesoupe 
(1998) ซ่ึงไดทําการศึกษาชนิดของจุลินทรียจากปลาในแหลงตางๆ พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกกลุม
ที่มีลักษณะรูปรางทอน และรูปรางกลม แกรมบวก ไมเคล่ือนที่ ไมมีสปอร ซ่ึงสามารถผลิตกรด 
แลคติกเปนแบคทีเรียชนิดสําคัญที่อาศัยอยูในระบบทางเดินอาหาร โพรงบุชองทอง ไต ตับ หัวใจ 
และมามของปลา โดยแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดที่คัดเลือกจากระบบทางเดินอาหารของปลา 
มีคุณสมบัติเปนจุลินทรียเพื่อสุขภาพ (Probiotic) ซ่ึงไดแกเชื้อ Lactococcus, Lactobacillus, 
Streptococcus และ Leuconostoc  
 

 4.4.2  ผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และไอโซเลต 13IS4 
โดยใชชุดทดสอบ API 50 CH 
  ผลจากการจําแนกชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกถึงระดับสปชีสโดยใชชุดทดสอบ API 
50 CH และประมวลผลดวยโปรแกรม API Identification Software (Bio Merieux) พบวาคุณสมบัติ
ทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 มีความคลายคลึงกับคุณสมบัติทางชีวเคมีของ
เชื้อ Lactococcus lactis รอยละ 99.00 ในขณะที่ไอโซเลต 13IS4 มีคุณสมบัติทางชีวเคมีคลายคลึง
กับเชื้อ Lactobacillus curvatus รอยละ 43.50  
  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยใช API 50 CH เปนวิธีที่ใชทดสอบ
คุณสมบัติทางชีวเคมีโดยการศึกษาการหมักน้ําตาล 50 ชนิด รวมกับการใชอาหารเลี้ยงเชื้อ API 50 
CH medium (ตารางที่ 4.5) ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงสีในหลอดชุดทดสอบเกิดจากการผลิตกรดในการ
หมักสารประกอบตางๆ ในสภาวะไรอากาศของแบคทีเรีย  แตการทดสอบดวยวิธีนี้อาจมี
ขอผิดพลาดเกิดขึ้นได เพราะการอานผลจากสีที่เกิดขึ้นในบางครั้งสีที่เกิดขึ้นไมชัดเจนเชนเกิดสีมวง
ออนหรือเขียวออนเปนตน (รูปที่ 4.2) ดวยเหตุนี้จึงตองทําการจําแนกชนิดโดยอาศัยวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ซ่ึงเปนวิธีการจําแนกชนิดแบคทีเรียที่ไดรับการยอมรับวามีความ
ถูกตองในการจําแนกชนิดของจุลินทรียเพื่อใหผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกมีความ
ถูกตองมากยิ่งขึ้น (Berthier และ Ehrlich. 1999) 
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(ก) 

  

  
(ข) 

 
 
 รูปท่ี  4.1 รูปรางและการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต  
 13IS3 (รูป ก) และไอโซเลต 13IS4 (รูป ข)   
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ตารางที่  4.5 ผลการทดสอบเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และไอโซเลต 13IS4 ดวยชุดทดสอบ API 
 50 CH  

ผลการทดสอบ ผลการทดสอบ ชนิดของสารที่ใชทดสอบ 
13IS3 13IS4 

ชนิดของสารที่ใชทดสอบ 
13IS3 13IS4 

Control - - Esuculin ferric citrate +  + 
Glycerol - - Salicin + + 
Erythritol - - D-Celibiose + - 
D-Arabinose - - D-Maltose + - 
L-Arabinose - - D-Lactose - - 
D-Ribose + + D-Melibiose - + 
D-Xylose + - D-Saccharose + + 
L-Xylose - - D-Trehalose + + 
D-Adonitol - - Inulin - - 

Methyl-β-D-Xylopyranoside - - D-Melezitose - - 

D-Galactose - + D-Raffinose - - 
D-Glucose + + Amidon - - 
D-Fructose + + Glycogen - - 
D-Mannose + - Xylitol - - 
L-Sorbose - - Genitiobiose + + 
L-Rhamnose - - D-Turanose - - 
Dulsitol - - D-Lyxose - - 
Inositol - - D-Tagatose - - 
D-Mannitol - - D-Fucose - - 
D-Sorbitol - - L-Fucose - - 

Methyl-α-D-Mannopyranoside - - D-Arabinose - - 

Methyl-α-D-Glucopyranoside - - L-Arabinose - - 

N-Acetylglucosamine + + Potassium Gluconate - - 
Amyldalin - - Potassium 2-Ketogluconate - - 
Arbutin - - Potassium 5-Ketogluconate - - 

+ หมายถึงใหผลบวกในการทดสอบ (อาหารในหลอดเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลืองยกเวน Esuculin ferric citrate    
เปลี่ยนจากสีมวงเปนสีดํา) 
- หมายถึงใหผลลบในการทดสอบ (อาหารในหลอดไมเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีเหลืองยกเวน Esuculin ferric citrate 
ไมเปลี่ยนจากสีมวงเปนสีดํา) 
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(ก) 

 

 
(ข) 

 
รูปท่ี  4.2  ผลการทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมีแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 (รูป ก) และ 
 ไอโซเลต 13IS4 (รูป ข) ดวยชุดทดสอบ API 50 CH  
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 4.4.3  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 16S rDNA 
 

 4.4.3.1  การสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอและการวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็คโตรโฟเรซิส 
   จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และไอโซเลต 13IS4  
ในอาหาร LB และบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นทําการสกัดจีโนมิก
ดีเอ็นเอและวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอดวยอะกาโรสเจลที่มีความเขมขนรอยละ 0.8 ดวยกระแสไฟฟา
ที่มีความตางศักยคงที่ 8 โวลตตอเซนติเมตร เปนเวลา 2 ช่ัวโมง และคํานวณปริมาณดีเอ็นเอ
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานฟาจแลมบดา (λ) ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ HindIII พบวาแถบ
จีโนมิกของดีเอ็นเอทั้งสองไอโซเลตที่สกัดไดมีเพียงแถบเดียว (รูปที่ 4.3) โดยพบวาไอโซเลต 
13IS3 เกิดแถบของจีโนมิกดีเอ็นเออยูที่ระดับเดียวกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ขนาด 23.1 กิโลเบส 
ในขณะที่แถบจีโนมิกดีเอ็นเอของไอโซเลต 13IS4 อยูเหนือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่ขนาด 23.1  
กิโลเบส ซ่ึงพบวาจีโนมิกดีเอ็นเอของไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 มีปริมาณ 135 และ 195  
นาโนกรัมตอไมโครลิตรตามลําดับ และจะเห็นไดวาจีโนมิกดีเอ็นเอที่สกัดไดมีความบริสุทธ์ิ 
จากนั้นนําจีโนมิกดีเอ็นเอไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ 
พอลิเมอเรสตอไป 
 

  4.4.3.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ 
พอลิเมอเรส 
 จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 
13IS3 และไอโซเลต 13S4 โดยการเติมสวนประกอบตางๆ ของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสรวมทั้ง
ไพรเมอร FDNA และ RDNA จากนั้นนําไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่องเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม (PCR machine) และวิเคราะหผลิตภัณฑดวยอะกาโรสเจลอิเล็คโตรโฟเรซิสที่มีความ
เขมขนรอยละ 0.8 และเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder พบวาเมื่อใชจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และไอโซเลต 13IS4 จะปรากฏแถบดีเอ็นเอของ
ผลิตภัณฑ PCR ไอโซเลตละ 1 แถบที่มีขนาดประมาณ 600 คูเบส (รูปที่ 4.4) จากนั้นจึงทําการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของทั้งสองไอโซเลต พบวาไดลําดับนิวคลีโอไทด 
600 คูเบส ดังแสดงในรูปที่ 4.5 และเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
ส่ิงมีชีวิตอ่ืนในธนาคารยีนโดยใชโปรแกรม Blast server 
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         รูปท่ี  4.3  จีโนมิกดีเอน็เอของไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 จากการแยกดวยเทคนิค 
  อิเล็คโตรโฟเรซิสในอะกาโรสเจลความเขมขนรอยละ 0.8 
  เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานฟาจแลมบดา (λ) ที่ตัดดวยเอ็นไซมตัดจาํเพาะ HindIII
  เลน 1 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของไอโซเลต 13IS3 
  เลน 3 คือ จีโนมิกดีเอ็นเอของไอโซเลต 13IS4 
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       รูปท่ี  4.4  ผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA 
 เลน M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 
 เลน 1 คือ ผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต 13IS3 
 เลน 2 คือ ผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต 13IS4 
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รูปท่ี  4.5  ผลการเปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA  

 ขนาด 600 คูเบสของไอโซเลต 13IS3 และ 13IS4 
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 จากผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดขอผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA  
ที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดของส่ิงมีชีวิตอ่ืนที่ไดรายงานไวในธนาคารยีนพบวาแบคทีเรียกรด 
แลคติกไอโซเลต 13IS3 มีความคลายคลึงกับเชื้อ Lactococcus lactis รอยละ 100 ทําใหทราบวา
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 เปนแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุล Lactococcus lactis  
(ตารางที่ 4.6) 
 สําหรับไอโซเลต 13IS4 จากผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ 
PCR ของ ยีน 16S rDNA กับลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตอื่นที่ไดรายงานไวในธนาคารยีน
พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS4 มีความคลายคลึงกับเชื้อ Lactobacillus sakei รอยละ 
100 และเชื้อ Lactobacillus curvatus รอยละ 99 และ 98 จึงทําใหทราบวาแบคทีเรียกรดแลคติก 
ไอโซเลต 13IS4 เปนแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุล Lactobacillus sakei และมีสายพันธุที่ใกลเคียง
กับเชื้อ Lactobacillus curvatus (ตารางที่ 4.7) 
 

ตารางที่  4.6  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของ
         แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
         ยีน 16S rDNA ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนในธนาคารยีน 

สายพันธุของแบคทีเรีย ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไอโซเลต 13IS3 (รอยละ) 

Lactococcus lactis (LA35) 100 

Lactococcus lactis (CICC6023) 100 

Lactococcus lactis (CICC6030) 100 

Lactococcus lactis (CICC6017) 100 

Lactococcus lactis (CICC6036) 100 

Lactococcus lactis (CICC6018) 100 

Lactococcus lactis subsp. lactis (CICC6024) 100 

Lactococcus lactis subsp. lactis (CICC6021) 100 

Lactococcus lactis subsp. lactis (CICC6016) 100 

Lactococcus lactis subsp. lactis (CICC6022) 100 
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ตารางที่  4.7  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ของยีน 16S rDNA ของ
 แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS4 เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
 16S rDNA ของสิ่งมีชีวิตอ่ืนในธนาคารยีน 

สายพันธุของแบคทีเรีย ความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
ไอโซเลต 13IS4 (รอยละ) 

Lactobacillus sakei 100 
Lactobacillus sakei (TISL2c) 99 
Lactobacillus sakei (HNMRS2c) 99 
Lactobacillus sakei subsp. sakei (DSM 20017) 99 
Lactobacillus curvatus subsp. melibiosus 99 
Lactobacillus sakei (HJ9) 99 
Lactobacillus curvatus subsp. curvatus 99 
Lactobacillus curvatus (YMRS3a) 98 
Lactobacillus sakei 98 
Lactobacillus curvatus (PSTJA3a) 98 

 
 4.4.4  สรุปผลการจําแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต13IS3 และไอโซเลต 
13IS4  
  เมื่อพิจารณาผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 พบวา
ผลการทดสอบดวยชุดทดสอบ API 50 CH กับผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  
16S rDNA ใหผลใกลเคียงกันคือคลายคลึงกับเชื้อ L. lactis รอยละ 99 และรอยละ 100 ตามลําดับ 
(ตารางที่ 4.8) สําหรับการพิจารณาชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS4 ดวยการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA ใหผลการทดสอบที่สรุปวาคลายคลึงกับเชื้อ L. sakei ถึง 
รอยละ 100 ซ่ึงตางกับผลการทดสอบดวยชุดทดสอบ API 50 CH ซ่ึงใหผลการทดสอบวาเปนเชื้อ  
L. curvatus เพียงรอยละ 43.5 ดังนั้นสรุปวาไอโซเลต 13IS4 เปนเชื้อ L. sakei เนื่องจากผลการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดนาจะมีความถูกตองมากกวาผลการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี 
Kandler และ Weiss (1986) ไดกลาววา L. sakei และ L. curvatus เปนแบคทีเรียที่มีความเกี่ยวของ
กันอยางใกลชิดดังจะเห็นในการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของเชื้อ L.  curvatus และ L. sakei  
กับส่ิงมีชีวิตอื่นในธนาคารยีนพบวามีความใกลเคียงกันมาก (ตารางที่ 4.7) แบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้
เคยแยกไดจากผลิตภัณฑผักและเนื้อหมักและยังเปนแบคทีเรียสวนใหญที่พบในระหวางการหมัก
กิมจิ ในการจําแนกชนิดของแบคทีเรียทั้งสองชนิดนี้ดวยการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีไมงายนัก
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เนื่องจากเชื้อทั้งสองมีความแตกตางกันเพียงการไฮโดรไลซอารจีนีน (arginine) และผลการหมัก
มีไลไบโอส (melibiose) เทานั้น และอาจมีเชื้อ L. sakei สายพันธุที่ไมปกติ ซ่ึงสามารถไฮโดรไลซ 
อารจีนีนไดทําใหผลการทดสอบเบี่ยงเบนไปจากมาตรฐานของผลการทดสอบคุณสมบัติชีวเคมีของ 
L. sakei ปกติที่ใช melibiose ได  (Berth และ Ehrlich. 1999) ดังนั้นการจําแนกชนิดของเชื้อท้ังสอง
ดวยวิธีการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA จึงนาจะใหผลที่เชื่อถือไดมากกวา  
 
ตารางที่  4.8  ผลการจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 13IS3 และ13IS4 โดย                
   การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา การทดสอบชีวเคมี (API 50 CH) และ 
   การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rDNA 

ไอโซเลต การจําแนกชนดิแบคทีเรีย 
13IS3 13IS4 

การยอมแกรม แกรมบวก แกรมบวก 
รูปราง กลม ทอน 
การทดสอบชีวเคมี 
(API 50 CH) 

Lactococcus lactis (99%) Lactobacillus curvatus (43.5%) 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rDNA 

Lactococcus lactis (100%) Lactobacillus sakei (100%) 

  
 จากการที่พบ L. lactis (13IS3) และ L. sakei (13IS4) ที่แยกไดจากเนื้อปลากราย 
มีคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรียชนิดที่ทดสอบอาจเปนเพราะแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองชนิดนี้
สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธ์ิยับยั้งจุลินทรียชนิดอ่ืนได ดังเชนจากการศึกษาของ 
Campos และคณะ (2006) ที่ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑปลาหมัก  
(Psetta maxima) ที่สามารถยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes และ S. aureus โดยจากการทดลองพบวา
เช้ือ L. lactis สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินซ่ึงสามารถยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes และ  
S. aureus ไดสูงสุดในระยะคงตัว (stationary phase) นอกจากนี้พบวาสารแบคเทอริโอซินที่ผลิต
ออกมามีความเสถียรเมื่อผานความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที และ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นอกจากนี้ ในป ค.ศ. 2000 Pongsak และ Parichat  ไดทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักทองถ่ินที่สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินภายใต
สภาวะที่ไมมีไฮโดรเจนเปอรออกไซดและกรดอินทรียพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกชนิด L. lactis 
subsp. lactis สามารถสรางสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธ์ิยับยั้งเชื้อ Listeria mesenteroides TISTR 
473 นอกจากนี้สารแบคเทอริโอซินที่เชื้อสรางขึ้นไดพบวาจะมีคากิจกรรมสูงสุดในระยะคงตัวและ
กิจกรรมของสารแบคเทอริโอซินไมลดลงเมื่อผานความรอนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส  
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เปนเวลา 30 นาที  ในป ค.ศ. 2003 Noonpakdee และคณะ ไดทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่สรางสารแบคเทอริโอซินจากแหนมพบวาเชื้อ Lactococcus lactis WNC 20 สามารถสราง 
แบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งเชื้อ L. monocytogenes, Clostridium perfringens, B. cereus และ  
S. aureus โดยจากการศึกษาทางชีวเคมีพบวาสารแบคเทอริโอซินมีความเสถียรเมื่อผานการนึ่งฆา
เช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที และสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ
ในชวงพีเอช 2 ถึง 10 นอกจากนี้ Vinderola และ Reinheimer (2003) ทําการศึกษาแบคทีเรีย 
กรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเปนแบคทีเรียโพรไบโอติกจากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 20 ชนิด 
พบวาเชื้อ L. lactis สามารถทนตอกรดและทนตอเกลือน้ําดีที่ความเขมขนรอยละ 1 ในอาหารเหลว 
MRS และน้ํายอยที่มีคาความเปนกรดที่พีเอช 2 ได 
 Vermeiren และคณะ (2004) ไดรายงานวาเมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
ผลิตภัณฑเนื้อ 27 ชนิด พบวาเชื้อ L. sakei ที่ไดคัดเลือกสามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์
ตานเชื้อ L. monocytogenes, L. mesenteroides, L. carnosum และ Brochotrix thermosphacta  
โดยพบวาเกิดกรดอยางรวดเร็วในระยะ lag-phase นอกจากนี้เชื้อ L. sakei บางไอโซเลตที่คัดเลือก
ไดพบวาใหกล่ินและรสชาติเปนที่ยอมรับ ดวยเหตุนี้เชื้อ L. sakei อาจเปนเชื้อที่เหมาะตอการ
นําไปใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑเนื้อหมัก ในป ค.ศ. 2003 Papamanoli และคณะ ไดทําการ
คัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 147 ไอโซเลตในไสกรอกแหง
หมักของประเทศกรีก พบวาเชื้อ L. sakei เปนแบคทีเรียกลุมใหญในไสกรอกและเชื้อ L. sakei  
สวนใหญสามารถเจริญเติบโตไดในสภาวะที่มีความเขมขนของโซเดียมคลอไรดรอยละ 6.5 สภาวะ
ที่มีเกลือน้ําดี (พีเอช 5) เขมขนรอยละ 0.1 ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ในอาหารเหลว MRS และ
ในอาหารแข็งที่มีอะซิเทต (acetate) นอกจากนี้ L. sakei ยังสามารถยับยั้งการเจริญของ  
L. monocytogenes และ S. aureus ได ตอมาในป ค.ศ. 2005 Ammor และคณะ ไดทําการคัดเลือกเชื้อ 
L. sakei ที่มีคุณสมบัติในการเปนกลาเชื้อจากทั้งหมด 30 ไอโซเลต จากไสกรอกแหงพื้นเมืองพบวา
เชื้อ L. sakei ทุกไอโซเลตสามารถเจริญไดที่พีเอชในชวง 4.2 ถึง 9.6 บนอาหารแข็งอะซิเตทที่เติม
โซเดียมคลอไรดรอยละ 4 นอกจากนี้ทุกไอโซเลตเกิดกระบวนการหมักแบบ homofermentative 
และเชื้อ L. sakei รอยละ 97 เกิดกิจกรรมของเอนไซมคาตาเลส (catalase) ในขณะที่มีเพียงรอยละ 3 
ที่สามารถยับยั้งเชื้อ L. innocua ได ดังนั้นในการทดลองนี้จึงไดแยกเชื้อ L. lactis และ L. sakei ซ่ึงมี
คุณสมบัติเปนเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดีเหมาะตอการนําไปผลิตเปนกลาเชื้อโพรไบโอติก 
สําหรับผลิตภัณฑปลาหมักและในการผลิตกลาเชื้อในรูปแชแข็งแหงพบวาแบคทีเรียกรดแลคติก
สูญเสียการอยูรอดในระหวางการแชแข็งและการทําแหง ดังนั้นเพื่อใหเชื้อมีการอยูรอดสูงจึงได
ศึกษาผลของสารปองกันเซลลและสูตรผสมของสารปองกันเซลลชนิดตางๆ ที่เหมาะสมตอการอยู
รอดของเชื้อทั้งสองหลังการแชแข็งแหงในขั้นตอไป 
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4.5  ผลของสารปองกันเซลลและสูตรสารปองกันผสมตอการอยูรอดของเชื้อ 

Lactococcus lactis และ Lactobacillus sakei หลังการแชแข็งแหง 

 

 4.5.1  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei หลังการ 
แชแข็งแหง  
 จากการศึกษาผลของสารปองกันเซลล 8 ชนิด (ตารางที่ 4.10) พบวาเชื้อ L. lactis  
มีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตสูงสุดในแลคโตส (รอยละ 64.17) ซ่ึงใกลเคียงกับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต
ในหางนม (รอยละ 61.56) และซูโครส (รอยละ 60.96) ขณะทีใ่นนมถั่วเหลือง ซอรบิทอล และ 
ทรีฮาโลส L. lactis มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตนอยกวา (รอยละ 60.39, 59.72 และ 55.71 ตามลําดับ) 
ในแลคโตส หางนม และซูโครส แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) สําหรับ
การอยูรอดในกลูโคส (รอยละ 46.25) และไขแดง (รอยละ 44.57) นั้นพบวา L. lactis มีจํานวนเซลล
ที่รอดชีวิตนอยกวาในสารอืน่อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 ในกรณีของเชื้อ L. sakei พบวาหางนมและนมถั่วเหลืองมีผลชวยสงเสริมการอยูรอด
ไดดีที่สุด โดยมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตในหางนม (65.06) ใกลเคียงกับนมถั่วเหลือง (รอยละ 62.80)  
แตสูงกวาใน ทรีฮาโลส (รอยละ 59.43) ซูโครส (รอยละ 58.54) แลคโตส (รอยละ 56.42)  
ซอรบิทอล (รอยละ 55.87) ไขแดง (รอยละ 49.23) และกลูโคส (รอยละ 46.35) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) 
 จากผลการทดลองการที่พบวาแลคโตส และซูโครส มีผลทําใหปริมาณเชื้อ L. lactis 
ที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงสูงเมื่อเปรียบเทียบสารชนิดอ่ืน การที่ใหผลเชนนี้อาจเปนเพราะวา
การมีไดแซคคาไรดประเภทแลคโตสหรือซูโครสในสภาพของการแชแข็งที่มีอุณหภูมิต่ํามากๆ  
จะทําใหมีปริมาณน้ําที่ไมแข็งตัวในสัดสวนที่สูง เนื่องจากขอเท็จจริงที่วาในระยะแรกของการ 
แชแข็งน้ําในสารละลายของ cryoprotectant จะกลายเปนผลึกน้ําแข็งและเมื่ออุณหภูมิยิ่งลดต่ําลง
มากขึ้นความเขมขนของสารก็จะยิ่งเพิ่มขึ้น ขณะเดียวกันปริมาณของน้ําอิสระจะคอยๆ ลดลง
เชนเดียวกับการทําแหงและเมื่ออุณหภูมิลดต่ําลงจนถึงจุดๆ หนึ่งน้ําจะไมกลายเปนน้ําแข็ง และจาก
การที่สารมีความเขมขนสูงนี้จึงทําใหเกิดความหนืดมากขึ้นทําใหน้ําไมสามารถเคลื่อนที่ไดและอยู
ในรูปของ อะมอฟส (amorphous) (Oetjen และ Haseley. 2004)  ในสภาพของการแชแข็งที่อุณหภูมิ
ต่ํามากๆ จะมีน้ําสวนหนึ่งที่ไมสามารถแข็งตัวเปนผลึกน้ําแข็งได ในสภาพโดยปริมาณน้ําที่ไม
กลายเปนน้ําแข็งนี้จะมีสัดสวนตางกันขึ้นอยูกับชนิดของสาร cryoprotectant ที่เติมลงไป  
Riedel (1972) ไดกลาววาในสภาพที่มีอุณหภูมิต่ํา แลคโตสมีปริมาณน้ําที่ไมแข็งตัวสูงถึงรอยละ 
40.80 ของปริมาณน้ําทั้งหมด ซ่ึงสูงกวาน้ําที่ไมแข็งตัวในซูโครส (รอยละ 35.90) ซอรบิทอล  
(รอยละ 18.70) และทรีฮาโลส (รอยละ 16.70) ตามลําดับ ดังนั้นในสภาพของการแชแข็งถาสารใดมี
ปริมาณน้ําที่ไมกลายเปนผลึกน้ําแข็งในสัดสวนที่สูง การที่สารจะเกิดผลึกน้ําแข็งก็อาจนอยลง  
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จึงอาจชวยลดการบาดเจ็บของจุลินทรียในการเผชิญสภาพเครียดขั้นแรกของการแชแข็งแหง ซ่ึงผล
การเผชิญตอสภาพการแชแข็งและการทําแหงจะทําใหจุลินทรียมีชีวิตลดจํานวนลง การเผชิญสภาพ
เครียดนี้ยังชักนําการบาดเจ็บแตไมตาย (sublethal injury) ของจุลินทรียอีกดวย (Ray. 1996) ดังนั้น
ในสภาพที่มีแลคโตสจึงทําใหเซลลรอดชีวิตไดสูงสุดและอาจเปนไปไดที่ไดแซคคาไรดดังกลาวจะ
เกิดพันธะกับโปรตีนในสภาพที่มีน้ํานอยลงเนื่องจาก Carpenter และ Crowe (1989) กลาววา
ความสามารถของไดแซคคาไรดในการทําใหโปรตีนคงตัวในระหวางการทําแหงเกิดจากการที่ 
ไดแซคคาไรดเกิดพันธะไฮโดรเจนกับโปรตีนเมื่อเซลลสูญเสียน้ํา ดังนั้นจึงชวยปองกันโปรตีนจาก
การเสียสภาพ และผลการทดลองนี้ยังสอดคลองกับการทดลองของ Chavarri และคณะ (1988)  
ซ่ึงไดพบวา แลคโตสที่มีความเขมขนรอยละ 1 -10 ชวยปองกันเซลลของเชื้อ L. lactis เมื่อเก็บรักษา
ที่อุณหภูมิ -20 และ -70 องศาเซลเซียส ไดดีกวากลีเซอรอล ขณะที่ทรีฮาโลสและซอรบิทอลไดมี
รายงานการวิจัยของ Kono และคณะ (1998) ซ่ึงพบวาซอรบิทอลที่มีความเขมขนรอยละ 10 ชวย 
ทําใหเชื้อ Lipomyces starkeyi และ Saccharomyces exiguous มีอัตราการอยูรอดสูงขึ้นเมื่อเก็บรักษา
เชื้อเปนเวลานาน นอกจากนี้ Castro และคณะ (1996) ไดศึกษาการอยูรอดของเชื้อ L. bulgaricus 
หลังการแชแข็งแหงในสารปองกันเซลลไดแก หางนม มอลโตเดกตริน (moltodextrin) กลีเซอรอล 
ทรีฮาโลส และน้ํา พบวา ทรีฮาโลส ชวยใหเชื้อมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตสูงสุด (รอยละ 25)  
 หางนมและน้ํานมถั่วเหลืองมีผลทําให L. lactis และ L. sakei รอดชีวิตไดดีหลังการ 
แชแข็งแหงอาจเปนเพราะในหางนมและน้ํานมถั่วเหลืองประกอบดวยอาหารที่มีคุณคาสูงหลาย
ชนิด ซ่ึงอาจชวยปองกันเซลลจากการบาดเจ็บและตายไดดี เนื่องจากหางนมประกอบดวยโปรตีน 
(รอยละ 35) และคารโบไฮเดรต (รอยละ 51.6) ปริมาณสูง (Caric´. 1994) Champagne และคณะ 
(1991) ไดกลาววาโปรตีนในนมชวยปองกันเซลลไดโดยการเคลือบเซลลไว นอกจากนี้การที่ 
แลคโตสเปนคารโบไฮเดรตสวนใหญที่เปนสวนประกอบในหางนม (Muir. 1992) จึงอาจเปนอีก
เหตุผลหน่ึงที่เซลลอยูรอดไดดีในหางนม สวนน้ํานมถั่วเหลืองพบวามีโปรตีนในปริมาณสูง
เชนเดียวกัน Sian และ Ishak (1990) ไดรายงานวาถ่ัวเหลืองประกอบดวย crude protein ประมาณ
รอยละ 40 ถึง 45 และยังประกอบดวย แคลเซียม ฟอสฟอรัส ไรโบฟลาวิน (riboflavin) ธาตุเหล็ก 
ไทอามีน (thiamin) และไนอาซิน (niacin) อีกดวย (Liener. 1978) ดังนั้นจึงเปนไปไดวาหางนม  
นมถั่วเหลือง และสารประเภทไดแซคคาไรดอาจชวยสงเสริมใหเชื้อ L. lactis และ L. sakei ใหมีการ
อยูรอดหลังการแชแข็งแหงไดดีขึ้น ดังนั้นจึงไดนําสาร lyoprotectant นํามาทําเปนสารปองกันผสม
โดยคาดวาอาจทําใหการอยูรอดของเซลลทั้งสองชนิดนี้มีการอยูรอดหลังการแชแข็งและการเก็บ
รักษาไดดียิ่งขึ้น ซ่ึงไดทําการทดลองในขั้นตอไป  
 ขณะที่เชื้อ L. lactis และ L. sakei มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตในไขแดงและกลูโคสต่ํา
กวาสารชนิดอ่ืน อาจเนื่องมาจากในสภาพที่มีอุณหภูมิต่ํา (-30 องศาเซลเซียส) ไขแดงมีปริมาณน้ํา
ในสวนที่กลายเปนน้ําแข็งสูงถึงรอยละ 87 (Riedel. 1972) ของปริมาณน้ําทั้งหมด จากสาเหตุนี้อาจ
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ทําใหเซลลของจุลินทรียอาจถูกทําลายหรือบาดเจ็บจากการเกิดผลึกน้ําแข็งจํานวนมากได สวน
กลูโคสซึ่งใหผลการปองกันเซลลจากการแชแข็งแหงไดนอย สอดคลองกับการทดลองของ 
Miyajima (1997) ไดศึกษาบทบาทของแซคคาไรดในการทําให liposome ที่ผานการแชแข็งแหง 
คงตัว โดยไดทดลองกลไกการกระทําของแซคคาไรด เชน กลูโคส มอลโตส และ โอลิโกเมอร
โมเลกุลใหญชนิดอื่นตอ egg yolk phosphatidylcholine (EPC) liposome และdipalmitoyl 
phosphatidylcholine (DPPC) liposome ในการแชแข็งและทําละลาย liposome 2 ชนิด พบวากลูโคส
และมอลโตส มีผลชวยปองกัน liposome ตอความเย็น (cryoprotective) ไดอยางมีประสิทธิภาพ
มากกวา oligomer ขนาดใหญ นอกจากนี้ยังไดศึกษาผลของกลูโคสและแลคโตส ตอการรักษาความ
คงตัวของ EPS liposome และ DPPC liposome หลังการแชแข็งแหง โดยการศึกษาการรั่วไหลของ 
inner marke ขนาดของ liposome และผลการเผชิญตอความรอน พบวากลูโคสมีประสิทธิภาพใน
การรักษาความคงตัวของ EPC liposome ไดต่ํากวามอลโตส 
 

ตารางที่  4.9  ผลของสารปองกันเซลลตอการอยูรอดของเชื้อ Lactococcus lactis และ
 Lactobacillus sakei หลังการแชแข็งแหง   

การอยูรอด (รอยละ)a± SD  
ตัวอยางที ่

 
ชนิดของสารปองกันเซลล Lactococcus lactis Lactobacillus sakei 

1 หางนมคืนรูป 61.56 ± 0.56Ab 65.06 ± 1.13A 

2 นมถั่วเหลือง 60.39 ± 0.61AB 62.80 ± 1.67A 

3 ไขแดง 44.57 ± 3.38C 49.23 ± 0.96D 

4 ซูโครส 60.96 ± 1.56A 58.54 ± 1.65BC 

5 แลคโตส 64.17 ± 3.00A 56.42 ± 2.35BC 

6 กลูโคส 46.25 ± 4.01C 46.35 ± 4.73D 

7 ทรีฮาโลส 55.71 ± 2.98B 59.43 ± 1.04B 

8 ซอรบิทอล 59.72 ± 1.47AB 55.87 ± 1.87C 

a ตัวอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันหมายถึงมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
b คาเฉลี่ยของผลการทดลอง 3 ซํ้า 
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 4.5.2  ผลของสารปองกันผสมตอการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei หลังการ 
แชแข็งแหง 
   จากการศึกษาการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei ในสูตรสารปองกันผสม
ทั้งหมด 9 สูตร พบวาเชื้อ L. lactis มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตสูงสุดในสารปองกันผสมสูตรที่ 8  
(รอยละ 75.86) โดยมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นจากการใชสารปองกันเซลลเพียงอยางเดียว 
รอยละ 11.69 ถึง 20.15 นอกจากนี้พบวาปริมาณเซลลของเชื้อ L. lactis ที่รอดชีวิตของสูตรที่ 8 มีคา
ใกลเคียงสูตรที่ 7 (รอยละ 71.88) สูตรที่ 9 (รอยละ 71.18) และสูตรที่ 5 (รอยละ 70.36) โดยไมพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ขณะที่สูตรที่ 2 สูตรที่ 4 สูตรที่ 6 สูตรที่ 1 และสูตรที่ 
3 มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตนอยกวารองลงมาคือรอยละ 69.10, 65.95, 64.82, 64.69, และ 61.70 
ตามลําดับ (ตารางที่ 4.11)  

 ขณะที่เชื้อ L. sakei มีปริมาณเซลลที่รอดชิวิตหลังการทําแชแข็งแหงในสาร
ปองกันผสมสูตรที่ 5 (รอยละ 74.57) และสูตรที่ 8 (รอยละ 74.47) สูงสุด โดยในสูตรที่ 5 พบวามี
ปริมาณเซลลที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับการใชสารปองกันเซลลเพียงอยางเดียวรอยละ 9.51 ถึง 
18.15 สวนสูตรที่ 8 มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นรอยละ 9.41 ถึง 18.05 โดยปริมาณเซลลที่ 
รอดชีวิตของทั้งสองสูตรนี้ใกลเคียงกับสูตรที่ 6 ที่มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหง 
รอยละ 73.95 โดยไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) สวนในสารปองกันเซลล
ผสมสูตรที่ 7, 9, 3, 2, 1 และ 4 มีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตรองลงมาคือรอยละ 71.28, 70.11, 70.04, 
67.59, 65.25 และ 64.19 ตามลําดับ (ตารางที่ 4.11) 
 จากการที่พบวาเชื้อ L. lactis มีการอยูรอดสูงสุดในสูตรสารปองกันผสมสูตรที่ 8 
ในเชื้อ L. lactis สวนเชื้อ L. sakei อยูรอดไดดีในสูตรที่ 5 และ 8 คาดวาเนื่องจากสูตรทั้งหมดมี 
หางนมเปนสวนประกอบที่นิยมใชเปนสารปองกันผสมใหกับกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกแบบ 
แชแข็งแหง โดยจากการศึกษาของ Champagne และคณะ(1991) ไดทําการศึกษาผลของหางนมตอ
การปองกันเซลลใหกับเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกพบวาหางนมสามารถปองกันสภาวะเครียดตางๆ  
ที่เกิดจากการแชแข็งแหงและการเก็บรักษาใหกับแบคทีเรียกรดแลคติกมากกวาสารชนิดอื่นๆ  
ดวยเหตุนี้จึงนิยมนําหางนมมาใชเปนอาหารพื้นฐานใหกับกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ขณะที่ 
นมถ่ัวเหลืองชวยปองเชื้อตอการแชแข็งและการแชแข็งแหงไดดี เชนกันอาจเนื่องมาจาก 
นมถั่วเหลืองประกอบดวยโปรตีนซึ่งมีปริมาณสูงเชนเดียวกับนมวัว และยังประกอบดวยไขมัน 
คารโบไฮเดรต แคลเซียม ฟอสโฟรัส ไรโบฟลาวิน (riboflavin) ธาตุเหล็ก และไทอามีน (thiamin) 
และไนอาซิน (niacin) (Liener. 1978) บางทีการมีสวนประกอบที่มีคุณคาจํานวนมากเชนนี้อาจชวย
ปองกันเซลลและอาจสงเสริมการเจริญของเชื้อหลังจากแชแข็งแหงใหดียิ่งขึ้น นอกจากนี้การนํา
สารประกอบประเภทแซคคาไรดชนิดตางๆซึ่งไดแก แลคโตส ซูโครส ทรีฮาโลส และซอรบิทอล 
มาผสมรวมกับหางนมคืนรูปหรือนมถั่วเหลืองอาจชวยเพิ่มการปองกันเยื่อหุมเซลล โดยการเพิ่มชั้น
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ที่มีลักษะเขมขนที่บริเวณระหวางเยื่อหุมเซลลและผนังเซลลทําใหยับยั้งการเกิดผลึกน้ําแข็งและการ
ขยายขนาดของผลึกน้ําแข็งภายในเซลลได (Font de Valdez และคณะ. 1983) ดวยเหตุนี้การเติม
สารประกอบแซคคาไรดรวมกับหางนมหรือนมถั่วเหลืองจึงอาจเพิ่มการอยูรอดภายหลังการแชแข็ง
แหงของเชื้อใหดีขึ้น ซ่ึงสอดคลองการทดลองของ Palmfeldt และคณะ (2003) ไดทําการศึกษา 
การอยูรอดของเชื้อ Pseudomonas chlororaphis ในสารปองกันเซลลตอการแชแข็งแหงชนิดตางๆ
พบวาสารปองกันเซลลในสูตรที่ประกอบดวยหางนม 150 กรัมตอลิตร ทรีฮาโลส 50 กรัมตอลิตร 
และกรดแอสคอรบิก 1 กรัมตอลิตร มีอัตราการอยูรอดรอยละ 4.3 ซ่ึงสูงกวาการใชหางนมเพียงอยาง
เดียว (200 กรัมตอลิตร) ที่มีอัตราการอยูรอดเพียงรอยละ 0.6   
 

ตารางที่  4.10  ผลของสูตรสารปองกันผสมตอการอยูรอดของเชื้อ Lactococcus lactis และ
 Lactobacillus sakei หลังการแช แข็งแหง 

การอยูรอด (รอยละ)a± SD  
สูตร

อาหารที่ 

 
ปริมาณสวนผสมในสูตรสารปองกันผสม 

 (กรัมตอ 100 กรัมของน้ําหนักสวนผสมทั้งหมด) 
Lactococcus lactis Lactobacillus sakei 

1 แลคโตส 0.97 กรัม ซูโครส 0.97 กรัม ทรีฮาโลส 0.97 กรัม และนม
ถั่วเหลือง 97.10 กรัม  

64.69 ± 1.23CDb 65.25 ± 2.58EF 

2  แลคโตส 4.35 กรัม ซูโครส 4.35 กรัม ทรีฮาโลส 4.35 กรัม  
และนมถั่วเหลือง 86.96 กรัม 

69.10 ± 5.084BC 67.59 ± 1.44DE 

3 แลคโตส 0.96 กรัม ซูโครส 0.96 กรัม ทรีฮาโลส 0.96 กรัม 
 ซอรบิทอล 0.96 กรัม และนมถั่วเหลือง 96.15 กรัม 

61.70 ± 3.49D 70.04 ± 1.34CD 

4 หางนมผง 9.65  กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม 
 ทรีฮาโลส 0.88 กรัม และนมถั่วเหลืองตอน้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 
87.72 กรัม 

65.95 ± 1.58BCD 64.19 ± 0.65F 

5 หางนมผง 8.73 กรัม แลคโตส 3.97 กรัม ซูโครส 3.97 กรัม  
ทรีฮาโลส 3.97 กรัม และนมถั่วเหลืองตอน้ํากลั่น (อัตราสวน 1:1) 
79.40 กรัม 

70.36 ± 4.66ABC 74.57 ± 0.86A 

6  หางนมผง 9.57 กรัม แลคโตส 0.87 กรัม ซูโครส 0.87 กรัม 
 ทรีฮาโลส 0.87 กรัม ซอรบิทอล 0.87 กรัม และนมถั่วเหลืองตอน้ํา
กลั่น (อัตราสวน 1:1) 86.96 กรัม 

64.82 ± 0.35CD 73.95 ± 1.08AB 

7 หางนมผง 9.65 กรัม แลคโตส 0.88 กรัม ซูโครส 0.88 กรัม 
 ทรีฮาโลส 0.88 กรัม และน้ํากลั่น 87.72 กรัม 

71.88 ± 2.90AB 71.28 ± 1.41BC 

8 หางนมผง 8.73 กรัม แลคโตส 3.97 กรัม ซูโครส 3.97กรัม 
ทรีฮาโลส 3.97 กรัม และน้ํากลั่น 79.36 กรัม 

75.86 ± 3.41A 74.47 ± 2.88A 

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 

71.18 ± 3.06AB 70.11 ± 1.40CD 

a คาเฉลี่ยของผลการทดลอง 3 ซํ้า 
b ตัวอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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4.6  ผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและความดันออสโมติกรวมกับความเย็น

ตอการอยูรอดของเชื้อ Lactococcus lactis และ Lactobacillus sakei หลังการแชแข็งแหง
และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 

 4.6.1  ผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดันออสโมติก 

รวมกับความเย็นตอการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei หลังการแชแข็งแหง 
            จากการศึกษาผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยซูโครส (ความเขมขน 
0.3 โมลาร ในอาหารเหลว MRS) และการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นที่อุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส ตอการอยูรอดของเชื้อ L. lactis ที่ผานการแชแข็งแหงในสารปองกันผสมสูตรที่ 8 
พบวาเชื้อที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติก เชื้อท่ีผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวม
กับความเย็น และเชื้อที่ไมผานการปรับตัวมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงคอนขาง
ใกลเคียงกันคือรอยละ 73.18, 75.46 และ 75.01 ตามลําดับ โดยไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) 
  ในขณะที่ผลของการปรับตัวของเช้ือ L. sakei ตอความดันออสโมติก และการ
ปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นในสารปองกันผสมสูตรที่ 5 หลังผานการ 
แชแข็งแหงพบวาการอยูรอดของเซลลที่ผานการปรับตัวของทั้งสองทรีตเมนตนี้คอนขางสูงคือ 
รอยละ 79.16 และ 77.22 ตามลําดับ ซ่ึงมากกวาเชื้อ L. sakei ที่ไมผานการปรับตัว (จํานวนเซลลที่
รอดชีวิตรอยละ 71.27) ถึงรอยละ 7.89 และ 5.95 ตามลําดับ แตไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 4.12) 
 
ตารางที่  4.11  ผลของการอยูรอดของเชื้อ Lactococcus lactis ในสารปองกันผสมสูตรที่ 8 และ Lactobacillus 

 sakei ในสารปองกันผสมสูตรที่ 5 ที่ไมผานการปรับตัว ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติก 
 และผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นหลังการแชแข็งแหง 

ปริมาณเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหง (รอยละ)a± SD ชนิดของเซลล 
Lactococcus lactis Lactobacillus sakei 

เซลลที่ไมผานการปรับตัว 75.01 ± 2.96A b 71.27 ± 4.96A 
เซลลที่ผานการปรับตัวตอ 
ความดันออสโมติก 

73.18 ± 0.79A 79.16 ± 4.24A 

เซลลที่ผานการปรับตัวตอความดัน
ออสโมติกรวมกับความเย็น 

75.46 ± 0.84A 77.22 ± 1.89A 

a คาเฉลี่ยของผลการทดลอง 3 ซ้ํา 
b ตัวอักษรที่ตางกันในสดมภเดียวกันหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 



 76 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาการปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยซูโครสไมมี
ผลชวยสงเสริมการรอดชีวิตของเชื้อ L. lactis และ L. sakei หลังการแชแข็งแหงอาจเปนเพราะ 
การปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยวิธีนี้ไมทําใหภายในเซลลของเชื้อ L. lactis และ L. sakei  
เกิดการสะสม compatible solute ซ่ึงเปนสารประกอบที่เซลลใชในการรักษาสมดุลของความดันเตง
เมื่อภายนอกเซลลมีความดันออสโมติกสูง (Csonka. 1989 ; Galinski และ Trüper. 1994) สําหรับ  
compatible solute มีรายงานวาสะสมภายในเซลลของ Lactococcus lactis subsp. lactis ML3 คือ
ไกลซีนบีเทน (van der Heide และ Poolman. 2000) ซ่ึงสารประกอบเหลานี้อาจชวยปองกันเซลลตอ
สภาพการแชแข็งและการทําใหละลาย และสภาพในการทําแหงเนื่องจาก compatible solute พิสูจน
ไดวามีผลทําใหเอนไซมภายในเซลลมีความเสถียร และยังมีผลในทางปองกันเซลลไมเพียงแต
ปองกันเซลลตอสภาพที่มีเกลือสูงเทานั้นยังปองกันเซลลตอสภาพท่ีมีอุณหภูมิที่สูง สภาพในการ 
แชแข็งและทําใหละลาย และสภาพในการทําแหงไดอีกดวย (Yancey และคณะ.1982)   
Yancey และคณะ (1982) ไดกลาวถึงการสะสม compatible solute เพิ่มขึ้นภายในเซลลเมื่อภายนอก
เซลลมีความดันออสโมติกสูงวาเกิดจากการสังเคราะหสาร compatible solute ขึ้นเองภายในเซลล
หรือเกิดจากการรับสารบางชนิด เชน ไกลซีนบีเทน หรือ โพรลีน ลงในอาหารเลี้ยงเชื้ออาจชวยเพิ่ม
จํานวนเซลลที่อยูรอดเชนเดียวกับการทดลองของ Hukins และคณะ (1987) ที่ไดนําเชื้อ  
Lactobacillus acidophilus IFO 3532 มาปรับตัวในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความดันออสโมติกสูงจาก
โซเดียมคลอไรด (1โมลาร) พบวาการเติมไกลซีนบีเทนลงในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดนี้จะทําใหเชื้อมี
การลําเลียงไกลซีนบีเทนที่อยูในอาหารเขาไปสะสมภายในเซลล นอกจากนี้ Ket และ de Bont 
(1994) ซ่ึงไดศึกษาการเจริญเติบโตของเชื้อ Lactobacillus plantarum P743 พบวาเมื่อเติมไกลซีน 
บีเทนที่มีความเขมขน 2 มิลลิโมลาร เพิ่มลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความดันออสโมติกสูงจากโซเดียม
คลอไรด (0.6 โมลาร) จะชวยใหเชื้อสามารถเจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีความเขมขนสูงกวา 
0.6 โมลารได นอกจากนี้ยังพบวาเมื่อนําเชื้อมาปรับตัวตอความดันออสโมติกโดยใชโซเดียม 
คลอไรดที่มีความเขมขน 0.6 หรือ 1 โมลาร ที่มีไกลซีนบีเทนจะทําใหการอยูรอดของเชื้อ  
L. plantarum P743 หลังจากถูกทําใหแหงสูงกวาเชื้อที่ปรับตัวตอโซเดียมคลอไรดโดยไมเติม
ไกลซีนบีเทน สวนการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ไมมีผล
สงเสริมใหการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei หลังจากผานการแชแข็งแหงคาดวาอาจเปน
เพราะอุณหภูมิและระยะเวลาที่ใชการในการปรับตัวของเชื้อไมสามารถชักนําใหเชื้อท้ังสองเกิดการ
ตอบสนองตอความเย็นและเกิดการสังเคราะห cold shock protein ซ่ึง Béal และคณะ (2001) ได
กลาวถึง cold shock protein วามีผลทําใหเชื้อสามารถทนตอความเย็นไดดียิ่งขึ้น ซ่ึงจากผลการ
ทดลองสอดคลองกับการทดลองของ Broadbent และ Lin (1999) พบวาเชื้อ Lactococcus lactis ssp. 
lactis FG2 ที่ผานการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ไมชวยให
เชื้อมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังจากผานการแชแข็งแหงสูงกวาเชื้อที่ไมผานการปรับตัว  
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ในทางตรงกันขามจากการศึกษาของ Wang และคณะ (2005) พบวาเชื้อ Lactobacillus acidophilus 
RD758 ที่ผานการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง จะทําใหเชื้อ
สามารถตานทานตอความเย็นที่ใชในการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสได ซ่ึงมีรายงาน
ถึงความสัมพันธของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการปรับตัวตอความเย็นวามีผลทําใหเชื้อสามารถ
ตานทานตอสภาพเครียดจากการแชแข็งและถูกละลายไดตางกัน โดย Lee (2004) ไดนําเชื้อ 
Lactococcus lactis ssp. diacetylactis ในระยะคงตัวมาปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 4, 10  และ 16 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง พบวาการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 4 และ 10 องศาเซลเซียส 
ทําใหเชื้อ L. lactis ssp. diacetylactis มีการอยูรอดภายหลังการนําเชื้อมาแชแข็งและนํามาละลายสูง
กวาการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส และเชื้อที่ไมผานการปรับตัว 
 

 4.6.2  ผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดันออสโมติก 

รวมกับความเย็นการอยูรอดของเชื้อ L. lactis และ L. sakei ในกลาเชื้อผงท่ีเก็บรักษาเชื้อท่ีอุณหภูมิ  
-80 องศาเซลเซียส  
  จากการศึกษาผลของการปรับตัวของ L. lactis ตอความดันออสโมติกดวยซูโครส
ความเขมขน 0.3 โมลาร และการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นที่อุณหภูมิ 10  
องศาเซลเซียส ตอการอยูรอดของเชื้อชนิดนี้ในสารปองกันผสมสูตรที่ 8 หลังผานการแชแข็งแหง
และเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน พบวาหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา  
3 วัน เช้ือที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น และเชื้อที่ผานการปรับตัวตอ
ความดันออสโมติกอยางเดียวมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตเฉลี่ยรอยละ 98.33 และ 97.53 ตามลําดับ  
เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังผานการแชแข็งแหง ณ เวลาเริ่มตนของการเก็บรักษา 
ซ่ึงจํานวนเซลลของทั้งสองทรีตเมนตลดลงนอยกวาจํานวนเซลลที่ไมผานการปรับตัว (จํานวนเซลล
ที่รอดชีวิตรอยละ 91.69) โดยไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงการลดลง
ของจํานวนเซลลที่รอดชีวิตของทั้งสามทรีตเมนตเกิดขึ้นเร็วในชวง 3 วันแรก หลังจากนั้นจํานวน
เซลลที่รอดชีวิตของทั้งสามทรีตเมนตคอยๆลดลงเล็กนอยตามระยะเวลาเก็บรักษาที่เพิ่มขึ้นและเมื่อ
เก็บรักษาครบ 28 วัน เซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นมีปริมาณเซลล
ที่รอดชีวิตมากที่สุด (รอยละ 94.96) หรือลดลงจากปริมาณเซลลที่รอดชีวิต ณ เวลาเริ่มตน log 0.117 
โคโลนีตอกรัม ซ่ึงมากกวาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตของ L. lactis ที่ไมผานการปรับตัวอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยเซลลที่ไมผานการปรับตัวมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตในวันที่ 28  
รอยละ 87.97 ซ่ึงลดลง log 0.595 เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต ณ เวลาเริ่มตนของการ
เก็บรักษา แตอยางไรก็ตามเมื่อส้ินสุดการเก็บรักษาจํานวนเซลลที่รอดชีวิตของ L. lactis ที่ผานการ
ปรับตัวดวยความดันออสโมติกรวมกับการปรับตัวตอความเย็น และ L. lactis ที่ผานการปรับตัวดวย
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ความดันออสโมติกเพียงอยางเดียว (จํานวนเซลลที่รอดชีวิตรอยละ 92.34) มีคาใกลเคียงกัน ซ่ึงไม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.6 (ก)) 
 สําหรับการปรับตัวของ L. sakei ตอความดันออสโมติก และการปรับตัวตอความดัน
ออสโมติกรวมกับความเย็นตอการอยูรอดของเชื้อชนิดนี้ในสูตรสารปองกันผสมสูตรที่ 5 หลังเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส พบวาเมื่อเก็บรักษาเชื้อเปนเวลา 3 วัน ผลที่ไดแตกตางกับกรณี
ของเชื้อ L. lactis คือเชื้อ L. sakei ที่เซลลที่ไมผานการปรับตัวมีปริมาณเซลลที่รอดชีวิตที่สูงกวา 
(รอยละ 94.90) เชื้อที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็น (รอยละ 90.33)  
และเชื้อที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกเพียงอยางเดียว (รอยละ 90.79) โดยไมพบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงการลดลงของจํานวนเซลลทั้งสามทรีตเมนตเกิดขึ้น
อยางรวดเร็วในชวง 3 วันแรกเชนเดียวกับเชื้อ L. lactis แลวจากนั้นในชวงวันที่ 7 ถึง 21 จํานวน
เซลลที่รอดชีวิตมีแนวโนมคอยๆ ลดลงเพียงเล็กนอยโดยเซลลที่ไมผานการปรับตัวมีจํานวนเซลลที่
รอดชีวิตสูงกวาเซลลที่ผานการปรับตัวทั้งสองทรีตเมนตทุกชวงเวลาของการเก็บรักษา และเมื่อ
ส้ินสุดการเก็บรักษา (วันที่ 28) เชื้อ L. sakei ที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความ
เย็น และผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกเพียงอยางเดียวมีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตใกลเคียงกัน 
(รอยละ 85.41 และ 85.25 ตามลําดับ) โดยเชื้อที่ผานการปรับตัวทั้งสองทรีตเมนตมีจํานวนเซลลที่
รอดชีวิตลดลง log 0.951 และ log 0.948 ตามลําดับ ซ่ึงลดลงมากกวาเชื้อท่ีไมผานตัวที่มีจํานวน
เซลลที่ลดลง log 0.503 ซ่ึงไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (รูปที่ 4.6 (ข)) 
ดังนั้นจะเห็นวาการปรับตัวทั้งสองทรีตเมนตไมมีผลชวยสงเสริมการรอดชีวิตของเชื้อ L. lactis และ 
L. sakei หลังจากการแชแข็งแหงและเก็บรักษาเปนเวลานาน (28 วัน)  
 จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการปรับตัวตอความดันออสโมติกดวยซูโครสที่มี
ความเขมขน 0.3 โมลาร ในอาหารเหลว MRS ไมชวยใหเช้ือ L. lactis และ L. sakei เกิดความ
ตานทานตอการแชแข็งแหงและการเก็บรักษา (-80 องศาเซลเซียส) อาจเปนเพราะเชื้อท้ัง 2  ชนิด  
ไมเกิดการปรับตัวใหภายในเซลลมีการสะสมสาร compatible solute ซ่ึงเปนสารประกอบชนิดที่
สําคัญที่เซลลใชรักษาสมดุลภายในเซลล (Yancey และคณะ. 1982) และทําใหเชื้อสามารถอยูรอดได
ในสภาพที่มีความดันออสโมติกสูงอันเกิดจากการแชแข็งแหงและการเก็บรักษาไดดีขึ้น  
ซ่ึง Glaasker และคณะ (1996) พบวาเชื้อ L. plantarum และแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดอ่ืนๆ เมื่อ
เผชิญกับสภาพที่มีความดันออสโมติกสูงจะไมสามารถสังเคราะหสาร compatible solute ชนิด
ไกลซีนบีเทน คารนีทีน หรือ โพรลีน ขึ้นมาเองได ทางเดียวที่แบคทีเรียกรดแลคติกจะสามารถอยู
รอดจากสภาพความดันออสโมติกไดคือรับสาร compatible solute เหลานี้มาจากภายนอกเซลล
เทานั้น และจากเหตุผลนี้เองอาจทําใหเชื้อท่ีผานการปรับตัวและไมผานการปรับตัว จากการทดลอง
นี้มีจํานวนเซลลที่รอดชีวิตหลังการแชแข็งแหงและเก็บรักษาไมแตกตางกัน ดังนั้นจึงคาดวาหากเติม
สารไกลซีนบีเทน หรือ โพรลีน เพิ่มลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีความดันออสโมติกสูงดวยซูโครสอาจ
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ทําใหเชื้อ L. lactis และ L. sakei มีการรับสารเหลานี้เขาสูเซลลและสงผลใหจํานวนเซลลที่รอดชีวิต
หลังการแชแข็งแหงและเก็บรักษาสูงมากขึ้น เชนเดียวกับการทดลองของ Uguen และคณะ (1999) 
ซ่ึงพบวาเมื่อเล้ียงเชื้อ Lactococcus lactis subsp. lactis ADRIA 85L030 ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติม
โซเดียมคลอไรดที่มีความเขมขนรอยละ 0.4 โมลาร พบวาอัตราการเจริญเติบโตจะลดลงประมาณ
รอยละ 70 แตเมื่อเติมไกลซีนบีเทนที่มีความเขมขน 0.1 มิลลิโมลารเพิ่มลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มี
โซเดียมคลอไรดนี้จะชวยใหเชื้อ L. lactis subsp. lactis ADRIA 85L030 มีอัตราการเจริญที่สูงขึ้น 
สวนเชื้อ L . lactis และ L. sakei ที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นไม
สามารถเพิ่มความตานทานตอการแชแข็งจากการเก็บรักษาสูงขึ้นอาจเนื่องมาจากการปรับตัวตอ
ความดันออสโมติกไมมีผลใหเชื้อเกิดการสะสมสาร compatible solute เพื่อรักษาสมดุลใหกับเซลล 
และการปรับตัวตอความเย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ไมทําใหเชื้อเกิดการ
ตอบสนองใหสังเคราะห cold shock protein ซ่ึงมีหนาที่ปองกันอันตรายจากผลึกน้ําแข็งในระหวาง
การแชแข็งเพื่อเก็บรักษาใหกับเซลล (Panoff และคณะ. 1998) ซ่ึง Kim และคณะ (1998) พบวาเชื้อ 
L. lactis subsp lactis LL41-1 จะสามารถสังเคราะห cold shock protein ที่อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส
เทานั้น ซ่ึงเขาไดกลาวถึงการตอบสนองใหเกิดการสังเคราะห cold shock protein วาแบคทีเรีย 
สปชีสเดียวกันอาจสังเคราะห cold shock protein ที่อุณหภูมิหรือสภาวะที่แตกตางกัน ในขณะที่ 
Urraza และ Antoni (1997) ไดศึกษาสภาวะที่ใชในการปรับตัวของเชื้อ Lactobacillus delbrueckii 
subsp bulgaricus LBB  เมื่อนําเชื้อชนิดนี้มาปรับตัวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 นาที 
ภายหลังการนําเชื้อมาแชแข็ง (-20 องศาเซลเซียส) และนําเชื้อมาละลาย (37 องศาเซลเซียส) พบวา
เชื้อมีการอยูรอดสูงกวาเมื่อนําเชื้อมาปรับตัวที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 180 นาที ดังนั้น
หากตองการใหช้ือ L. actis และ L. sakei เกิดการปรับตัวตอความเย็นเพื่อเพิ่มความตานทานตอ
ความเย็นที่ใชในการเก็บรักษาเชื้อ (-8 องสาเซลเซียส) อาจตองมีการศึกษาถึงอุณหภูมิและเวลาที่
เหมาะสมที่สามารถทําใหเช้ือ L. actis และ L. sakei เกิดการปรับตัวและสังเคราะห cold shock 
protein เพิ่มเติมมากขึ้น 
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รูปท่ี  4.6  ผลของการปรับตัวตอความดันออสโมติกและการปรับตัวตอความดันออสโมติกรวมกับความเย็นตอ
  การอยูรอดของเชื้อ L. lactis (รูป ก) ในสารปองกันผสมสูตรที่ 8 และ L. sakei (รูป ข) ในสาร
 ปองกันผสมสูตรที่ 5 ระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 28 วัน สัญลักษณ: 

 ♦เซลลที่ไมผานการปรับตัว ■ เซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกโดยใชซูโครส  
 0.3 โมลาร ▲ เซลลที่ผานการปรับตัวตอความดันออสโมติกโดยใชซูโครส 0.3 โมลาร รวมกับความ
 เย็นที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
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