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บทที่ 4 
 

ผลและวิจารณ์ 

 
1. ตัวอย่างอาหารหมักที่น ามาศึกษา 

  ตวัอย่างผลิตภัณฑ์อาหารหมัก ได้แก่ ไตปลา ปลาจิง้จัง้หมัก และบูดู จ านวน
ตวัอยา่งทัง้หมด 40 ตวัอยา่ง ส าหรับใช้ในการคดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 3 
 
ตารางท่ี 3  ตวัอยา่งผลิตภณัฑ์อาหารหมกั ท่ีใช้ในการคดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ   

ชนิดของตวัอยา่ง จ านวน เปอร์เซ็นต์ 
ไตปลา 10 25 
ปลาจิง้จัง้หมกั 2 5 
บดู ู 28 70 

 
ตวัอยา่งอาหารหมกัเกลือความเข้มข้นสงูท่ีใช้ในการศกึษานีห้าซือ้จากแหล่งผลิต

อยูใ่นต าบลบ้านทอน และอ าเภอสายบรีุ จงัหวดัปัตตานี  และท่ีวางจ าหน่ายตามท้องตลาด
ในเขตอ าเภอเมืองปัตตานี โดยตวัอยา่งบดูไูด้มาจากการหมกับดูรูายย่อย ๆ จาก 4 หมู่บ้าน 
คือ หมู่ท่ี 1 บ้านปาตา    บาระ หมู่ท่ี 2 บ้านบน หมู่ท่ี 3 บานปะเสยาวอ และหมู่ท่ี 7 บ้าน
ลุม่ อ าเภอสายบรีุ ตวัอย่างท่ีเก็บส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วงปลายของการหมกั และบดูท่ีูสิน้สดุ
กระบวนการการหมกั ซึ่งมีอายกุารหมกัประมาณ 12 เดือน นอกจากนีย้งัเก็บตวัอย่างบดููท่ี
บรรจถุงุจ าหนา่ยตามตลาดในเขตอ าเภอเมือง จงัหวดัปัตตานี ซึ่งมาจากแหล่งผลิตตา่งกนั  
ส าหรับตวัอย่างไตปลา และปลาจิง้จัง้หมกัจะหาซือ้ตวัอย่างจากตลาดในจงัหวดัปัตตานี 
ลกัษณะตวัอยา่งของอาหารหมกัเกลือความเข้มข้นสงูท่ีน ามาใช้ศกึษา ดงัแสดงในรูปท่ี 2 
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(A) 

 

 
(B) 

รูปท่ี 2  ลกัษณะทางกายภาพของผลิตภณัฑ์อาหารหมกั  ( A) ตวัอยา่งบดูท่ีูมีอายกุาร
หมกั 12 เดือน  (B) ตวัอย่างไตปลาท่ีจ าหน่ายตามท้องตลาด 

 
จากตวัอย่างอาหารหมักท่ีน ามาศึกษา  เม่ือดูลักษณะของผลิตภัณฑ์ พบว่ามี

ความแตกตา่งกนั บดูใูนระยะชว่งปลายของการหมกัเนือ้ปลาเร่ิมเป่ือย เม่ือจบัต้องส่วนของ
เนือ้ปลาจะรู้สึก   นิ่ม ๆ เละ น า้หมกัปลาเป็นสีน า้ตาล มีกลิ่นคล้ายน า้ปลา บูดท่ีูได้จะมี
กลิ่นหอม เนือ้ปลาจะละเอียดเพิ่มขึน้ น า้หมกัปลาจะมีสีน า้ตาลเข้ม  ส่วนลกัษณะของไต
ปลา มีกลิ่นคาว สีน า้ตาลข้น และปลาจิง้จัง้ ลกัษณะคล้ายปลาดองเค็ม น า้หมกัเป็นสีเทา
ปนเหลือง  การเปล่ียนแปลงทางกายภาพของตวัปลา และสีท่ีเกิดขึน้ในกระบวนการหมกั  
บดู ูเกิดจากปฏิกิริยาระหวา่งน า้ตาลกบัสารประกอบอะมิโน เช่น น า้ตาลไรโบส  นอกจากนี ้
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เ กิ ดจ ากปฏิ กิ ริ ย า ระหว่ า ง ไ ขมันกับสารประกอบอะมิ โ น  เ ช่ น  ฟอส โฟลิ ปิ ด 
(phospholipid) และลิโปโปรตีน ( lipoprotein) ท าให้เกิดสีน า้ตาล ในขณะท่ีกลิ่นหอม
ของบดูเูกิดจากสารท่ีระเหยได้ ซึ่งจ าแนกเป็น สารท่ีให้กลิ่นแอมโมเนีย ได้แก่ สารประกอบ
แอมโมเนีย (ammonia) และไตรเมธิลานีน (trimethylanine) นอกจากนีย้งัมีสารท่ีให้กลิ่น
เนยแข็ง ได้แก่ กรดเอทาโนอิก (ethanoic acid) และกรดบิวทาโนอิก(butanoic acid) และ
สารท่ีให้กลิ่นเนือ้ ได้แก่ สารประกอบพวกคีโตน (ketone) และกรดคีโต (keto acid) (มาลี, 
2522 อ้างโดย ธนสุรา และคณะ, 2533) 

เม่ือน าตวัอย่างมาวิเคราะห์หาความเข้มข้นของเกลือ NaCl และค่า pH ของ
ตวัอย่าง (ตารางท่ี 4) พบว่า บดู ูมีคา่ความเข้มข้น NaCl เท่ากบั 17.3 - 26.6% คา่ pH 
5.2 - 6.0 ในขณะท่ีไตปลามีคา่ความเข้มข้น NaCl เท่ากบั 24.8 - 25.0% คา่ pH 5.0 - 
5.7 และปลาจิง้จัง้หมกั มีคา่ความเข้มข้น NaCl เท่ากบั 21.8 - 22.0% คา่ pH  ประมาณ  
5.0 คา่ท่ีได้อยู่ในช่วงเดียวกบัตวัอย่างปลาร้า พบว่า มีความเข้มข้น NaCl 11.5 – 23.9%  
pH 4.33 – 5.64 (Tanasupawat et al., 1998) 

ตารางที่ 4 ความเข้มข้นของ NaCl และ pH ของตวัอยา่งอาหารหมกั 

อาหารหมกั จ านวนตวัอยา่ง pH NaCl (%) 
ไตปลา 10 5.0 - 5.7 24.8 - 25.0 
ปลาจิง้จัง้หมกั 2 5.1 - 5.2 21.8 - 22.0 
บดู ู 28 5.2 - 6.0 17.3 - 26.6 

 
2. ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิ  

จากตวัอย่างผลิตภณัฑ์ปลาหมกัความเข้มข้นของเกลือสงู จ านวน 40 ตวัอย่าง 
พบว่าสามารถคดัแยกแบคทีเรียท่ีสร้างกรด (acid-producing bacteria) ซึ่งเจริญใน
อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีผสม CaCO3 1% (w/w) ได้จ านวน 110 ไอโซเลท โดยอาศยั
สมบตัิ คือ สามารถสร้างกรดในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้โดยการหมกัน า้ตาลกลโูคสในอาหาร
เลีย้งเชือ้ ปรากฏวงใสรอบโคโลนี อยา่งเห็นได้ชดัเจน (รูปท่ี 3) และเป็นแบคทีเรียแกรมบวก
ไมส่ร้างเอนไซม์คะตะเลส 
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รูปท่ี 3   ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีวงใสรอบๆ เม่ือเลีย้งบนอาหาร 
MRS agar ผสมด้วย NaCl 3% และเตมิ CaCO31% (w/w) 

 
การท่ีโคโลนีท่ีเกิดในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีผสมด้วย CaCO3 ปรากฏวง

ใสรอบ ๆ โคโลนี นัน้ เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตกรดอินทรีย์ได้หลาย
ชนิด ซึง่สว่นใหญ่เป็น กรดแลคตกิ นอกจากนีย้งัมีกรดอะซิตกิ กรดฟอร์มิก เป็นต้น  

จากผลการคดัแยกเชือ้โดยการใช้อาหาร MRS agar ท่ีมี NaCl 3 และ 6% 
พบว่าสามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกได้ในจ านวนท่ีใกล้เคียงกัน โดยมาจาก
อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีผสมด้วย NaCl 3% จ านวน 54 ไอโซเลท (49%) และ 6% 
จ านวน 56 ไอโซเลท (51%) ดงัแสดงในรูปท่ี 4   
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รูปท่ี 4   จ านวนของแบคทีเรียกรดแลคติก ท่ีคัดแยกได้โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้  
MRS agar ท่ีผสม NaCl เข้มข้น 3% และ 6%   

 
การคดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารท่ีมีความเข้มข้นเกลือสูงจะใช้

อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีผสม NaCl ตา่ง ๆ กนั   Bouttefroy et al.  (2000)   พบว่าเชือ้แบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีทนเกลือสามารถเจริญเติบโตได้ท่ีความเข้มข้น NaCl อย่างน้อย 6% หรือ
มากกว่า  Chen et al. (2006a) คดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก จาก dochi 
(fermented black beans) ซึ่งเป็นอาหารหมกัพืน้เมืองของประเทศไต้หวนัซึ่งมีความ
เข้มข้นของเกลือ 15 % ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีมี NaCl  6% หรือ 15% พบ
แบคทีเรีย Enterococcus faecium ซึ่งเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีพบมากใน
กระบวนการหมัก dochi นอกจากนีย้ังพบ Tetragenoccus muriaticus และ 
Pediococcus  acidilactici ซึ่งแบคทีเรียทัง้สามชนิดนีส้ามารถเจริญได้ในอาหารท่ีมี
ความเข้มข้นของ NaCl 0  และ 10 % 

ในการคดัแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก จากอาหารหมกัพืน้เมืองของประเทศ
ไต้หวนั suan–tsai (fermented mustard) ซึ่งมีความเข้มข้นของเกลือในช่วง 9.6 % ถึง 
12.8 % ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีมี NaCl 6 %  พบว่า Tetragenoccus halophilus 
ไม่เจริญในอาหารท่ีไม่มี NaCl และสามารถเจริญได้ท่ี NaCl 10% ในขณะท่ี 
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Pediococcus pentosaceus  สามารถเจริญได้ในอาหารท่ีไม่มีเกลือ แต่ไม่เจริญใน
อาหารท่ีมี NaCl 10% (Chen et al.,2006b) นอกจากนีก้ารคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ท่ีชอบเกลือหรือทนเกลือจากตวัอย่างอาหารหมกัท่ีมีความเข้มข้นของเกลือสูง สามารถ
คดัแยกโดยใช้อาหารท่ีไม่เติมเกลือได้เช่นกันเช่นในการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจาก 
terasi หรือผลิตภัณฑ์กุ้ งหมกัเกลือ ใช้อาหารเลีย้งเชือ้ MRS agar ท่ีไม่มีการเติม NaCl 
และอาหาร MRS agar ท่ีมี NaCl ความเข้มข้น 10% พบว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดั
แยกได้ทัง้หมดสามารถเจริญได้ท่ีความเข้มข้น NaCl 18%  (Kobayashi et al., 2003) 

จากจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้หมด 110 ไอโซเลท เม่ือพิจารณาจาก
ตวัอยา่งท่ีใช้ในการคดัแยกเชือ้แบคทีเรีย พบวา่ คดัแยกมาจากไตปลา จ านวน 57 ไอโซเลท 
(52%) ปลาจิง้จัง้หมกั จ านวน 8 ไอโซเลท (7%) และคดัแยกจากบูด ูจ านวน 45 ไอโซเลท 
(41%) ดงัแสดงในรูปท่ี 5 

 

 

รูปท่ี 5 จ านวนแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีคดัแยกได้จากอาหารหมกัชนิดตา่ง ๆ  
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ในส่วนของไตปลามีความแตกต่างกันในเร่ืองของชนิดของปลาท่ีน ามาศึกษา 
จากตวัอย่างไตปลาท่ีน ามาทัง้หมด 57 ไอโซเลท ประกอบด้วยไตปลาท่ีท าจากปลาจวด 
จ านวน 32 ไอโซเลท ปลากระด่ีจ านวน 13 ไอโซเลท ปลาช่อน จ านวน 8 ไอโซเลท และเป็น
ไตปลารวม จ านวน 4 ไอโซเลท ซึง่สดัส่วนของจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได้จาก
ไตปลาชนิดตา่ง ๆ ดงัแสดงในรูปท่ี 6   

 

 

รูปท่ี 6 จ านวนแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีคดัแยกได้จากไตปลา 
 

   เม่ือน าเชือ้ท่ีคดัแยกได้มาท าให้บริสทุธ์ิ  ดลูกัษณะภายใต้กล้องจลุทรรศน์ พบว่า 
เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได้นัน้ติดสีแกรมบวก รูปร่างทรงกลม หรือแท่ง การเรียง
ตวัของเซลล์ เรียงตวั จบัคู ่หรือเรียงตวัเป็น  4  เซลล์  ซึ่งลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลคติก
บางสว่นท่ีคดัเลือกได้ แสดงดงัรูปท่ี 7 
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รูปท่ี 7 ลกัษณะรูปร่างและการจดัเรียงตวัของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
              ท่ีก าลงัขยาย 1,000 เทา่ 

 
ในกระบวนการหมักอาหาร ปัจจัยสภาวะแวดล้อมมีผลต่อการหมัก จะเป็นตวั

ควบคมุ ทัง้ชนิดและปริมาณของจลุินทรีย์ ได้แก่ pH ปริมาณออกซิเจน (O2) และอณุหภูมิ 
เน่ืองจากความต้องการของจุลินทรีย์แต่ละชนิดไม่เหมือนกัน ดงันัน้จึงมีผลต่อการสร้าง
เอนไซม์ นอกจากนีป้ริมาณสารอาหารสามารถใช้เป็นตวัควบคมุชนิดของการหมกัได้ ใน
อาหารหมักท่ีใช้เกลือ ปริมาณเกลือเป็นปัจจัยอย่างหนึ่งท่ีมีผลต่อชนิดของจุลินทรีย์ท่ี
สามารถเจริญได้ในกระบวนการหมกัซึ่งเมแทบอลึซึมของจลุินทรีย์กลุ่มนีจ้ะท าให้ผลผลิต
ตา่ง ๆ ท่ีมีผลตอ่กลิ่นและรสของอาหารหมกั  การศกึษาแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได้
จากอาหารหมกัเกลือ พบแบคทีเรียกรดแลคติกในสกลุ  Pediococcus, Lactobacillus , 
Enterococcus, Weissella (Chen et al., 2006a) ส าหรับแบคทีเรียในสกุล 
Tetragenococcus  สามารถพบได้ทัว่ไปในอาหารหมกัท่ีมีความเข้มข้นของเกลือ NaCl ใน
ปริมาณสูง ๆ (Tanasupawat et al., 2002)  ซึ่งลกัษณะของ Tetragenococcus มี
ลักษณะเป็นทรงกลม มีการจัดเรียงตวัของเป็นเซลล์ คู่  หรือเซลล์เรียงตวักัน 4 เซลล์ 
(tetrad formation) ซึง่การจดัเรียงจบักลุม่ 4 เซลล์มกัจะพบบอ่ยของแบคทีเรียสกลุนี ้ 
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3. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรีย ด้วย 
agar spot method  

เม่ือน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิบริสทุธ์ิ ท่ีคดัแยกได้ จ านวน 110 ไอโซเลท เพาะ
เชือ้ลงในอาหาร  MRS agar  ท่ีมีความเข้มข้น  NaCl  3% หรือ 6%  แล้วน ามาเททบัด้วย
อาหารเลีย้งเชือ้ Tryptic Soy Agar (TSA) ซึ่งมีส่วนผสมของเชือ้แบคทีเรีย 
Staphylococcus aureus  DMST 8840  เท่ากบั 105CFU/mL บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ตรวจดบูริเวณใสซึง่เกิดขึน้รอบๆ พบว่าจากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยก
ได้ทัง้ 110 ไอโซเลท มีเพียง 12 ไอโซเลท ท่ีสามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย S. aureus DMST 
8840  คือ  LB50  LB51  LB78  LB80  LB81  LB83  LB85  LB88  LB90  LB92  LB93  
และ LB94  ผลการศกึษาดงัแสดงในตารางท่ี 5   แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 12 ไอโซเลทคดั
แยกมาจากอาหารเลีย้งเชือ้ MRS ท่ีผสมด้วย NaCl 3%  โดยมาจากไตปลาช่อน 2 ไอโซ
เลท ได้แก่ LB 50 และ LB 51 และจ านวน 10  ไอโซเลทคดัแยกมาจากบดู ู รูปร่างของ
เซลล์กลม (coccus) และแทง่ (rod)    

จากข้อมูลในตารางแสดงให้เห็นว่ากิจกรรมการยบัยัง้เชือ้ S. aureus DMST 
8840 ของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 12 ไอโซเลทครัง้นี ้ อาจจะเป็นผลมาจากกรดอินทรีย์ 
ห รือสาร อ่ืน  ๆ  ท่ีแบคที เ รียกรดแลคติกผลิตออกมา เช่ น  แบคเทอริ โอซิน  ห รือ 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) แบคทีเรียกรดแลคติกยงัสามารถสร้างสารอ่ืน ๆ ได้อีก 
ถึงแม้ว่าสารเหล่านัน้ผลิตได้ในปริมาณท่ีน้อยแตมี่ผลในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ชนิดตา่ง ๆ เช่นกนั ได้แก่ กรดฟอร์มิก (formic acid)  กรดไขมนัอิสระ (free fatty acid), 
แอมโมเนีย (ammonia) เอทานอล (ethanol) ไดอะซีทิล (diacetyl) อะซีโตอิน (acetoin), 
อะซีทลัดีไฮด์ (acetaldehyde) และเอนไซม์ท่ีมีผลท าให้เซลล์แบคทีเรียแตก (bacteriolytic 
enzyme) รวมทัง้สารยบัยัง้ท่ียงัไม่สามารถจดัจ าแนกได้อีกหลายชนิด  (De Vuyst and 
Vandamme, 1994) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกมาจากอาหารหมกัท่ีมีความเข้มข้น
ของเกลือสงูมีรายงานวา่สามารถผลิตสารยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียได้เชน่กนั  

จากการศกึษาของ Chen et al. (2006a) พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยก
ได้จากอาหารหมัก dochi  ซึ่งมีความเข้มข้น NaCl 15% พบว่า เชือ้ Enterococcus 
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faecium ท่ีคดัแยกได้มีฤทธ์ิในการยับยัง้เชือ้ Lactococcus sakei JCM 1157T  
เช่นเดียวกับการศกึษาของ  Pal et al. (2004) พบว่า เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกได้แก่ 
Pediococcus pentosaceous  Lactobacillus plantarum  และ Tetragenococcus 
halophilus  ท่ีคดัแยกจากอาหารหมกัของอินเดียท่ีเรียกว่า appam    สามารถผลิตสารท่ี
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียได้แก่ Bacillus cereus  Staphylococcus aureus และ Listeria 
monocytogenes     รวมทัง้แบคทีเรียแกรมลบ ได้แก่ Pseudomonas aeruginosa   

 

ตารางท่ี 5  การยบัยัง้เชือ้ S. aureus DMST 8840 ของแบคทีเรียกรดแลคคตกิด้วย agar 
spot method 

รหสั 
ไอโซเลท 

แหลง่ท่ีมา อาหารเลีย้งชือ้ 
ลกัษณะ
ของเชือ้ 

ประสิทธิภาพการยบัยัง้*       
S. aureus DMST 8840 

LB50 ไตปลาช่อน MRS + NaCl 3% coccus + 
LB51 ไตปลาช่อน MRS + NaCl 3% coccus + 
LB78 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB80 บดู ู MRS + NaCl 3% rod + 
LB81 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB83 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB85 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB88 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB90 บดู ู MRS + NaCl 3% rod + 
LB92 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB93 บดู ู MRS + NaCl 3% coccus + 
LB94 บดู ู MRS + NaCl 3% rod + 
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4. ผลการทดสอบการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย  
4.1 ผลการทดสอบการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียด้วย disc diffusion 

method  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิทัง้ 12 ไอโซเลท มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS 

broth ท่ีผสมด้วย NaCl ความเข้มข้น 3% บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ใน
สภาวะการเลีย้งแบบไม่เขย่า (static condition) และสภาวะการเลีย้งแบบเขย่า (shaking 
condition) ท่ีความเร็วรอบ 100 รอบตอ่นาที เม่ือสงัเกตความขุ่นของการเจริญ พบว่า เชือ้
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเลีย้งไว้ในสภาวะแบบไม่เขย่า สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าแบบ
เขย่า แสดงให้เห็นว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได้เจริญได้ดีในสภาวะท่ีมีอากาศ
น้อยได้ดีกวา่สภาวะท่ีมีอากาศ 

เม่ือน าอาหารเลีย้งเชือ้ส่วนใส (cell free supernatant : CFS) ของแบคทีเรีย
กรดแลคติกทัง้ 12 ไอโซเลท มาปรับ pH ให้เป็นกลาง และ treat ด้วยเอนไซม์คะตะเลส 
กรองผ่านกระดาษกรองท่ีมีรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล้วน ามาทดสอบการยับยัง้เชือ้
แบคทีเรีย S. aureus DMST 8840 และ L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณ
เชือ้ 105 CFU/mL  โดย disc diffusion method  พบว่า  CSF       จากเชือ้แบคทีเรียกรด
แลคติกทัง้ 12 ไอโซเลท ไม่มีฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญของเชือ้แบคทีเรียทดสอบ           
S. aureus DMST 8840 และ L. monocytogenes DMST 17303 ผลการทดสอบบางส่วน
แสดงดงัรูปท่ี 8 

 
4.2 ผลการทดสอบการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียด้วย agar well diffusion 

method   
เม่ือน ามาทดสอบการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย S. aureus DMST 8840 และ                 

L. monocytogenes DMST 17303 ท่ีมีปริมาณเชือ้ 105 CFU/mL โดยท าการศกึษาด้วย 
agar well diffusion method พบว่า ส่วนใสจากเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 12 ไอโซเลท 
ไมแ่สดงผลการยบัยัง้เชน่เดียวกนั ผลการทดลองดงัแสดงในรูปท่ี 9 
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control= MRS broth   LB= cell free supernatant    tetra = tetracycline (30 µg/disc) 

รูปท่ี 8   การยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย  (A)  S. aureus DMST 8840 และ                           
(B)  L. monocytogenes DMST 17303  ของสว่นใสจากอาหารเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคติก ทดสอบด้วย disc diffusion method 
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control= MRS broth  LB= cell free supernatant    tetra = tetracycline 30 (µg/disc) 

รูปท่ี 9   การยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย  (A)  S. aureus DMST 8840 และ                           
(B)  L. monocytogenes DMST 17303  ของสว่นใสจากอาหารเลีย้งเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคติก ทดสอบด้วย  agar well diffusion method 
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จากผลการศึกษาท่ีได้อาหารเลีย้งเชือ้ส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 12    
ไอโซเลท ท่ีเพาะเลีย้งในสภาวะเขยา่หรือไม่เขย่า  ไม่สามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียทัง้ 2 สาย
พนัธุ์ได้ จึงอาจเป็นไปได้ว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกได้มีความสามารถในการ
ผลิตสารยับยัง้เชือ้แบคทีเรียได้น้อยมากหรือไม่ผลิตสารยับยัง้แบคทีเรียในสภาวะการ
เพาะเลีย้งดงักล่าวข้างต้น ซึ่งการสร้างสารยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย โดยแบคทีเรียกรดแลคติก
ขึน้กบัปัจจยัหลายอย่าง เช่น pH และองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ จากการศกึษาของ  
Kobayashi et al. (2004) พบว่า การผลิตกรดแลคติกและการเจริญของ Tetragenoccus 
halophilus และ T. muriaticus ขึน้อยูก่บัความเข้มข้นของ NaCl  ของอาหารเลีย้งเชือ้ โดย 
T. halophilus และ T. muriaticus สามารถผลิตกรดแลคติกได้สูงสดุในอาหาร MRS 
broth ท่ีมี NaCl ความเข้มข้น  15 % ซึ่งส่งผลตอ่การลดลงของ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้  
ในขณะท่ีการผลิตสารยบัยัง้ชนิดอ่ืน ๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติก เช่น enterocin B จาก
เชือ้ Enterococcus faecium MR006 ท่ีแยกจาก miso  พบว่าการควบคมุ pH ของอาหาร
เลีย้งเชือ้ในช่วง 6.0  หรือ 7.0  ท่ีอณุหภูมิ 30°C เชือ้แบคทีเรียสามารถผลิต enterocin B 
ได้มากกว่าการไม่ควบคมุ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้  (Takumi et al., 2003)  เช่นเดียวกนั
กบัการผลิตแบคเทอริโอซินจาก Lactococcus sp. GM 005 ซึ่งเป็นเชือ้แบคทีเรียกรด     
แลคติกท่ีคัดแยกมาจาก  miso-paste  แบคเทอริโอซินดังกล่าวสามารถยับยัง้เชือ้
แบคทีเรียแกรมบวกหลายชนิด  โดย Lactococcus sp. GM 005  ผลิตแบคเทอริโอซินใน
สภาวะการเพาะเลีย้งท่ีควบคมุ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้ เท่ากบั 6.0  อณุหภูมิ 30°C  แบ
คเทอริโอซินมีแอคติวิตีใ้นการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียมากกว่า 8  เท่า เม่ือเปรียบเทียบกบัการ
เพาะเลีย้งท่ีไม่ควบคมุ pH ของอาหารเลีย้งเชือ้ (Onda et al., 2003)  นอกจากนี ้
องค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้เป็นปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตสารแบคเทอริโอซินจาก 
Enterococcus mundtii  โดยพบว่า อาหารเลีย้งเชือ้ MRS และ sour dough bacteria 
(SDB) มีความเหมาะสมส าหรับการผลิตแบคเทอริโอซิน โดย E. mundtii  ซึ่งจะผลิตสาร
ยบัยัง้ท่ีมีลกัษณะคล้ายแบคเทอริโอซินได้สงูสดุในช่วง pH  6.0 - 8.0  นอกจากนีท้ัง้ปัจจยั
อ่ืน ๆ เช่น ชนิดของแหล่งไนโตรเจน  แหล่งคาร์บอน  ปริมาณของ NaCl ก็มีผลในการผลิต
แบคเทอริโอซินเช่นกนั ซึ่งพบว่าการเพิ่มความเข้มข้นของ NaCl ในอาหารเลีย้งเชือ้มีผลท า
ให้การผลิตสารยบัยัง้ท่ีมีลกัษณะคล้ายแบคเทอริโอซินลดลง ( Settanni et al., 2008) 
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5. คุณลักษณะบางประการของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิในการยับยั ้ง
แบคทีเรีย  

น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก ทัง้ 12 ไอโซเลท คือ LB50  LB51  LB78  LB80  
LB81  LB83  LB85  LB88  LB90  LB92  LB93 และ LB94 ซึ่งสามารถยบัยัง้เชือ้
แบคทีเรียในการทดสอบแบบ agar spot เพาะลงใน MRS agar ท่ีมีความเข้มข้นของ NaCl  
3%  บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพ่ือใช้เป็นกล้าเชือ้ แล้วน ามาทดสอบ ผล
ของ NaCl อุณหภูมิ และ pH ต่อการเจริญ และการหมกัน า้ตาลกลูโคสของเชือ้แบคทีเรีย
กรดแลคตกิ ผลการทดสอบแสดงดงัตารางท่ี 6 

5.1 ผลของ NaCl ต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  

จากการศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 12 ไอโซเลท พบว่า มี 4 ไอโซ
เลทได้แก่ LB 51  LB 81  LB 85  และ LB 88 สามารถเจริญได้ท่ีความเข้มข้น 18 % และ 
21%  และมีแบคทีเรียกรดแลคตคิจ านวน 8 ไอโซเลทท่ีไม่เจริญท่ี NaCl ความเข้มข้น 18 %      
ซึง่แบคทีเรียกรดแลคตกิทัง้ 4 ไอโซเลทนีมี้ความเป็นไปได้ท่ีจะอยู่ในจีนสั Tetragenococcus  
ซึ่งเป็นไปท านองเดียวกนักบัการศกึษาของ Kobayashi et al. (2003)   ท่ีพบว่าแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีคดัแยกได้จาก terasi หรือ กะปิกุ้ ง (shrimp paste) และได้จดัจ าแนกเป็น T. 
halophilus  หรือ T. muriaticus  สามารถเจริญได้ท่ี NaCl ความเข้มข้น 18 %  
Tetragenococcus spp. จงึจดัเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีชอบเกลือและทนเกลือสงูมากๆ   

ส าหรับแบคทีเรียกรดแลคติกอีก 8 ไอโซเลทก็อาจจะเป็นแบคทีเรียกรดแลคติก
ในจีนสัอ่ืน ๆ  ในอาหารหมกัท่ีมีความเข้มข้นของเกลือสงูนัน้ยงัพบแบคทีเรียกรดแลคติกอ่ืน 
ๆ  เช่น  Lactobacillus  farciminis   ซึ่งคดัแยกมาจากกระบวนการหมกัซีอ๊ิว (soy sauce 
mash) พบว่าสามารถเจริญท่ีความเข้มข้นของ NaCl ในช่วง  0 – 10% (Tanasupawat     
et al., 2002)  

5.2 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  
ผลการศึกษาอุณหภูมิในช่วง 30 – 40°C ต่อการเจริญของแบคทีเรียกรด        

แลคติก จ านวน 12 ไอโซเลท พบว่า ทุกไอโซเลท สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 40°C            
เม่ือเปรียบเทียบการเจริญท่ีอณุหภูมิ 30 และ 37°C ท่ีระยะเวลา 48 ชัว่โมง พบว่า เชือ้
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แบคทีเรียกรดแลคตกิเจริญท่ีอณุหภูมิ 37°C ได้ดีกว่าท่ีอณุหภูมิ  30°C ดงันัน้ จึงอาจกล่าว
ได้ว่าอุณหภูมิมีอิทธิพลต่อการเจริญแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีทนเกลือสูง ๆ ได้เช่น 
Tetragenococcus  halophilus  และ T. muriaticus พบว่าสามารถเจริญได้ท่ี  40°C แต่
ไม่เจริญท่ี 45°C  (Kobayashi et al., 2003)  และการศกึษาของ Tanasupawat  et al. 
(2002)  พบว่า เชือ้ T.  halophilus  สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ  42°C  และ Pal et al. 
(2004) พบว่า T.  halophilus ไม่สามารถเจริญท่ีอณุหภูมิ 45°C  อย่างไรก็ตาม T. 
halophilus และ Pediococcs pentosaceus ท่ีคดัแยกจาก suan-tsai สามารถเจริญได้ท่ี
อณุหภมูิ 45°C (Chen et al., 2003) 

5.3  ผลของ pH ต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  
ผลการศกึษา pH ในช่วง 5.0 – 9.0 ส าหรับการเจริญเติบโตของเชือ้แบคทีเรีย

กรดแลคติก ทัง้ 12 ไอโซเลท พบว่า สามารถเจริญได้ท่ี pH 5.0 – 9.0 เป็นไปในท านอง
เดียวกบัการศกึษาของ  Kobayashi et al. (2003) พบว่า Tetragenococcus halophilus 
และ T. muriaticus  ไม่เจริญท่ี pH 4.2 แตส่ามารถเจริญท่ี pH 8.5  และจากรายงานของ
Kobayashi et al. (2004) พบว่า  Tetragenococcus spp. ซึ่งคดัแยกมาจาก terasi 
shrimp paste  สามารถเจริญเติบโตได้ดีท่ี pH  6.5 และ 7.5 เจริญได้เล็กน้อยท่ี pH 5.8  
ในขณะท่ี Pal et al. (2004) พบว่า Tetragenococcus  halophilus สามารถเจริญได้ท่ี 
pH 9.0 แตไ่ม่เจริญท่ี pH 5.0 และจากรายงานของ Tanasupawat  et al. (2002) พบว่า 
เชือ้ T.  halophilus ไม่เจริญท่ี  pH  4.5  แตส่ามารถเจริญได้ท่ี pH  8.5 แสดงให้เห็นว่า 
Tetragenococcus ในแต่ละสายพันธุ์ มีความแตกต่างกันโดยจะไม่เจริญได้ในสภาวะ
แวดล้อมท่ีเป็นกรด   

5.4 การสร้างแก๊สจากการหมักน า้ตาลกลูโคส  
จากผลการศกึษาพบว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 12 ไอโซเลท ไม่สร้างแก๊ส

จากการหมกัน า้ตาลกลูโคส  ซึ่งมีกระบวนการหมักแบบ homofermentative ผลิตสร้าง
กรดแลคติกส่วนใหญ่  สอดคล้องกบัรายงานท่ีมีมาก่อนแล้ว เช่น Tanasupawat     et al. 
(2002) พบว่า Tetragenococcus  halophilus ท่ีคดัแยกจากการหมกัซีอ๊ิวไม่ผลิตแก๊ส 
เช่นเดียวกบั Kobayashi et al. (2004) ท่ีรายงานว่า T. halophilus  และ T. muriaticus 
ซึง่คดัแยกมาจาก terasi shrimp paste ไมส่ร้างแก๊สจากการหมกัน า้ตาลกลโูคส  
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ตารางท่ี 6   คณุลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลคตกิท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียจากการทดสอบด้วย agar spot test 

  LB50 LB51 LB78 LB80 LB81 LB83 LB85 LB88 LB90 LB92 LB93 LB94 

Morphology cocci cocci cocci rod cocci cocci cocci cocci rod cocci cocci rod 
Gram’s staining + + + + + + + + + + + + 
Catalase - - - - - - - - - - - - 
Growth at  30°C  + + + + + + + + + + + + 
Growth at  37°C + + + + + + + + + + + + 
Growth at 40°C + + + + + + + + + + + + 
Growth at pH 5 + + + + + + + + + + + + 
Growth at pH 7 + + + + + + + + + + + + 
Growth at pH 9 + + + + + + + + + + + + 
Growth in 3% NaCl  + + + + + + + + + + + + 
Growth in 6% NaCl  + + + + + + + + + + + + 
Growth in 9% NaCl  + + + + + + + + + + + + 
Growth in 18% NaCl  - + - - + - + + - - - - 
Growth in 21% NaCl  - + - - + - + + - - - - 
Gas from glucose 
fermentation 

- - - - - - - - - - - - 

(+)  เชือ้สามารถเจริญเติบโตได้  (-)  เชือ้ไมเ่จริญ          


