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บทคัดย่อ 
 

  จากแบคทีเรียแลกติกจํานวน 109 ไอโซเลทที่แยกได้จากผักสดและอาหารหมัก เมื่อ
นํามาคัดเลือกและประเมินศักยภาพในการเจริญ ความสามารถในการหมัก การเป็นโปรไบโอติกและ
ความปลอดภัยในระดับห้องปฏิบัติการ สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกได้ 6 ไอโซเลท ได้แก่ 
NS302 AR36 AR45 AR52 AR71 และ AR72 ซึ่งทุกไอโซเลทมีความสามารถในการเจริญ และการ
หมักในอาหาร MRS broth ได้ดี มีเปอร์เซ็นต์กรดสูงกว่า 1.0 มีความสามารถในการอยู่รอดในสภาพ
เลียนแบบกระเพาะอาหารที่มีพีเอช 3 และสภาพที่มีเกลือนํ้าดี 0.3% สามารถเจริญได้ดีทั้งสภาวะที่มี
และไม่มีออกซิเจน สามารถยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica มากกว่า 2 สายพันธ์ุ                  
มีความสามารถในการย่อยโปรตีน และไอโซเลท AR36 และ AR72 มีความสามารถในการย่อยทั้ง
โปรตีนและแป้ง เมื่อนําเช้ือดังกล่าวมาทดสอบความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าด้ือต่อยา 
vancomycin, kanamycin, gentamycin, streptomycin และ polymycin เช้ือมีความไวต่อการ
ตอบสนองต่อยา chloramphenicol และ erythromycin ทั้งน้ีเช้ือแบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลท 
ไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ไม่มีการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน เมื่อนําไปทดลองหมักผัก
ดอง ซึ่งประกอบด้วยมะละกอ แครอท และพริกช้ีฟ้าสีเขียวและสีแดงในอัตราส่วน 30: 9: 1 และ
นํ้าเกลือที่มีเกลือ 5% และน้ําตาล 2.5% โดยใช้เช้ือเริ่มต้นที่ 106 CFU/ml หมักที่อุณหภูมิห้อง (30±2 
องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน พบว่าทุกไอโซเลทสามารถหมักได้ดีมีจํานวนเช้ือเพ่ิมเป็น 8.16-9.25 
log CFU/ml มีเปอร์เซ็นต์กรด 0.72-1.08% และเช้ือทั้ง 6 ไอโซเลทสามารถอยู่รอดในผักดองเมื่อเก็บ
รักษาที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 5 วัน และอุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 15 วัน โดยมีจํานวนเช้ือสูงกว่า 106 CFU/ml และเมื่อตรวจคุณภาพผักดองทางจุลชีววิทยา
ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน  (มผช .1168/2549) พบว่าในทุกการทดลองหมัก  ไม่พบ 
Staphylococcus aureus และ Escherichia coli ในขณะที่จํานวนยีสต์จะเพ่ิมสูงขึ้นกว่าเกณฑ์
กําหนดของมาตรฐาน มผช. เมื่อเก็บผักดองไว้นานข้ึนจึงทดสอบการยับย้ังยีสต์ที่แยกได้จากผักดองที่
หมักได้ดังกล่าว พบว่าความสามารถในการยับย้ังยีสต์ โดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกันของแบคทีเรีย          
แลกติก AR45 สามารถยับย้ังได้สูงสุด 91.89% และ AR72 สามารถยับย้ังได้ 77.36% เมื่อนํา
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แบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทไปเทียบเคียงสายพันธ์ุโดย 16S rRNA gene พบว่าไอโซเลท AR36 
AR52 AR72 จัดอยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum มีค่า % similarity 99% ในขณะที่ไอโซเลท 
AR71 จัดอยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum มีค่า % similarity 100% ส่วนไอโซเลท NS302 
และ AR45 จัดอยู่ในสกุล Lactobacillus plantarum มีค่า % similarity 99% และ 100% 
ตามลําดับ เมื่อคัดเลือก Lactobacillus fermentum AR72 เป็นกล้าเช้ือในการหมักผักดอง เพ่ือใช้
ในการทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยมีอายุการหมัก 2 และ 3 วัน เปรียบเทียบกับผักดองที่ไม่มีการ
เติมกล้าเช้ือ พบว่าการยอมรับในด้านสี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผัส และการยอมรับโดยรวมของทุกการ
หมักไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แต่พบว่าผักดองที่หมักโดยการใช้กล้าเช้ือ
จะมีจํานวนยีสต์น้อยกว่าผักดองในชุดควบคุมมีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
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ABSTRACT 
 
  A total of 109 lactic acid bacteria (LAB) were isolated from fresh 
vegetables and fermented foods to evaluate their potential probiotics including 
growth and acid production in vitro. The selected LAB 6 isolates; NS302, AR36, AR45, 
AR52, AR71 and AR72 were able to grow well and to produce total acidity more than 
1.00%. They also survived under stimulated gastric juice condition at pH 3, 0.3% bile 
salt and in conditions of aerobic and anaerobic. They were further investigated for 
antibacterial activity against the growth of bacterial indicator strains, Escherichia coli, 
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC25923 and Salmonella enterica and all 
selected isolates could inhibit more than 2 indicator strains. In addition, they were 
examined for ability to utilize protein, lipid and starch, and only isolates AR36 and 
AR72 were able to digest both protein and starch. They were resistant to antibiotics 
tested as follows; vancomycin, kanamycin, gentamycin, streptomycin and polymycin. 
However, they were susceptible to chloramphenicol and erythromycin. Six selected 

isolates were member of -haemolysis and no production of biogenic amines. They 
were used as a single starter culture (106 CFU/ml) for producing pickles which 
consisted of papaya, carrot, cayenne pepper (30: 9: 1) and salt water (5% salt, 2.5% 
sugar) by fermenting at 30±2oC for 3 days. Each selected isolate produced a rapid 
growth as viable cells found in a range of 8.16-9.25 log CFU/ml and total acidity was 
between 0.72-1.08%. After storage at room temperature for 5 days and in a 
refrigerator (6±2oC) for 15 days, all pickles had viable cells more than 6 log CFU/ml. 
S. aureus and E. coli were not detected in all pickles samples; however, yeasts count 
did not pass Thai standard guideline. Hence, all starter cultures were tested for their 
ability to inhibit contaminated target yeast by co-cultivation method; it was found 
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that the isolate AR45 inhibited the target yeast 91.89% while the isolate AR72 
inhibited 77.36%. All selected isolates were identified using 16S rRNA gene; the 
isolates AR36, AR52, AR71 and AR72 were Lactobacillus fermentum whereas isolates 
NS302 and AR45 were Lactobacillus plantarum. Finally, the isolate AR72 was used as 
a starter culture to produce pickles by fermenting for 2 and 3 days and they were 
used to evaluate sensory test. No significant difference was found (p>0.05) for all 
pickles including the control (unionoculated pickles) in the color, odor, flavor, texture 
and overall acceptance. In contrast, the inoculated pickles had yeasts count in the 
acceptable level when compared with the control that exceeded the acceptable 
level. 
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 คัดเลือกได้ทั้ง 6 ไอโซเลทด้วยวิธี dual culture assay 
3.16 การเทียบเคียงเช้ือแบคทีเรียแลกติก โดยใช้ 16S rDNA sequencing   86 
 analysis 
3.17 ตรวจคุณภาพผักดองที่หมักด้วยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก   91 
 Lactobacillus fermentum AR72 ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน  
 (มผช.1168/2549) หลังการหมัก ณ อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) 
3.18 ค่าเฉล่ียผลการทดสอบทางประสาทสัมผสัของผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรีย 94 
 แลกติกทีผ่ลิตได้ภายหลังการหมัก 2 และ 3 วัน 
ฉ.1  ตารางมาตรฐานเปรียบเทียบความยาวของเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ 145 
 ที่เกิดการยับย้ังการเจริญ เพ่ือดูปฏิกิริยาของเช้ือต่อยาปฏิชีวนะ  
ฉ.2 MPN table for a three-replicate design from FDA’s    146 
 Bacterial Analytical Manual 
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รายการภาพประกอบ 
 
 

รูปที ่          หน้า 
3.1 การเจริญในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจนของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 55 
3.2 การทดสอบการยับย้ัง Bacillus cereus ของแบคทีเรียแลกติกที่  57 
 คัดเลือกได้โดยวิธี Agar spot  
3.3 การทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีน (ก) แป้ง (ข) และไขมัน (ค) 58 
 ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้บนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บ่มที่ 
 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
3.4 ประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 59 
 ไอโซเลท AR72 โดยยาปฏิชีวนะทั้ง 8 ชนิด  
3.5 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Columbia agar   61 

 ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จัดอยู่ในกลุ่ม Gramma-(γ) hemolysis  
3.6 การทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีนของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 61 
 บน Improved medium  
3.7 การหมักผักดองโดยใช้โปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท NS302,   66 
 AR36, AR45, AR52, AR71 และ AR72 และชุดควบคุมที่ไม่เติมกล้าเช้ือ 
 แบคทีเรียแลกติก 
3.8 เปรียบเทียบการหมักผักดองโดยใช้แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 6   69 
 ไอโซเลทหลังหมักที่อุณหภูมหิ้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
3.9  ความสามารถในการอยู่รอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์ 71 
 ผักดองที่การเก็บรักษา ณ อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) 
3.10    ความสามารถในการอยู่รอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์ 73 
 ผักดองที่การเก็บรักษา ณ อุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) 
3.11 เปรียบเทียบการเก็บรักษาผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก  75  
 ณ อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) นาน 5 วัน 
3.12 เปรียบเทียบการเก็บรักษาผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก    76 
 ณ อุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) นาน 15 วัน 
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รายการภาพประกอบ (ตอ่) 
 
 

รูปที ่          หน้า 
3.13 การทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยนํ้าผักดองที่หมักด้วย  77 
 โปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกด้วยวิธี Agar well diffusion method 
3.14 การทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์โดยนํ้าผักดองที่หมักด้วย  78 
 โปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง โดยวิธี Agar spot  
 method 
3.15 ลักษณะของยีสต์ YP ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้ เมื่อดูด้วยกล้อง  82 
 จุลทรรศน์ขนาดกําลังขยาย 400X  
3.16 การยับย้ังยีสต์จากผักดองที่หมักได้ โดยแบคทีเรียแลกติกทีค่ัดเลือกได้  82 
 ด้วยวิธี dual culture assay  
3.17 ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลอืกได้ในการ  84 
 ยับย้ังยีสต์รหัส YP ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้ โดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน 
3.18 เปอร์เซ็นต์การยับย้ังยีสต์รหัส YP ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้ด้วย  84 
 แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ โดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน 
3.19 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   87 
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท NS302 
3.20 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   88 
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR36 
3.21 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   88 
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR45 
3.22 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   88  
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR52 
3.23 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   89 
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR71 
3.24 แผนภูมิต้นไม้ (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA   89  
 ของแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR72 
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3.25 เปรียบเทียบการหมักผักดองโดยใช้ Lactobacillus fermentum AR72  90 
 กับชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมกล้าเช้ือหลังหมักที่อุณหภูมิห้อง 
  (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
3.26 ลักษณะของผลิตภัณฑ์ผักดองที่ผลิตได้ที่นํามาทดสอบทางประสาทสัมผัส 92 
ข.1  กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างกลูโคสกับค่าการดูดกลืนแสง 135 
 ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 
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บทท่ี 1 
 

บทนํา 
 
 

บทนําต้นเรือ่ง 
 
  ปัจจุบันโลกมีการเปล่ียนแปลงไป มีวิวัฒนาการใหม่ๆ เกิดขึ้นมากมาย วิถีการดําเนิน
ชีวิตของมนุษย์จึงเปลี่ยนไป ไม่ว่าจะเป็นวัฒนธรรมการบริโภคอาหารที่เปลี่ยนแปลงไป การต้องใช้
เวลาอย่างเร่งรีบในชีวิตประจําวัน การเกิดภาวะความเครียดเพ่ิมมากขึ้น รวมทั้งมีการใช้ยาปฏิชีวนะท่ี
พร่ําเพรื่อ ส่งผลให้จุลินทรีย์ที่ทําหน้าที่รักษาสมดุลต่างๆ ภายในร่างกายถูกรบกวน ส่งผลต่อสุขภาพ
ของร่างกาย ด้วยเหตุน้ีจึงมีความจําเป็นที่ต้องได้รับจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์เข้าสู่ร่างกาย เพ่ือเป็นการ
รักษาสภาพสมดุลของจุลินทรีย์ภายในร่างกาย เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพและช่วยให้ดํารงชีวิตอยู่ได้
อย่างปกติ (วิเชียร, 2541) ทําให้ในปัจจุบันผู้บริโภคได้เพ่ิมความสนใจในการเลือกที่จะบริโภค
ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีส่วนช่วยส่งเสริมสุขภาพกันมากขึ้น ซึ่งผลิตภัณฑ์หน่ึงที่ได้รับความสนใจอย่างมาก
คือผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่มีแบคทีเรียแลกติก ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ได้รับการยอมรับว่าเป็นแบคทีเรียที่
ปลอดภัย (generally recognized as safe bacteria; GRAS status) เป็นแบคทีเรียที่นอกจากมี
บทบาทสําคัญในการถนอมอาหาร โดยทําให้เกิดการปรับค่า pH ของวัตถุดิบ ซึ่งเป็นตัวแปรที่สําคัญใน
การรักษาผลิตภัณฑ์ ช่วยเปลี่ยนแปลงลักษณะรสชาติ เน้ือสัมผัส และคุณค่าทางโภชนาการของ
ผลิตภัณฑ์อาหารแล้ว แบคทีเรียแลกติกบางสายพันธ์ุยังมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก ซึ่งมีประโยชน์ต่อ
มนุษย์และสัตว์ ทําให้เกิดสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร และผลิตสารที่มีฤทธ์ิในการ
ยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค รวมทั้งประโยชน์อ่ืนๆอีกมากมาย อาทิ มีการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน สร้างสาร
ต่อต้านเช้ือโรค และก่อให้เกิดกลไกการเปลี่ยนแปลงต่างๆ ในร่างกาย นอกเหนือจากกลไกที่เกิดขึ้น
จากจุลินทรีย์ประจําถิ่นในร่างกาย (Fuller, 1989) ป้องกันการเกิดโรคและอาการต่างๆ โรคท้องร่วง 
โรคลําไส้อักเสบ และป้องกันฟันผุ ลดการตอบสนองต่อการอักเสบ ป้องกันมะเร็ง ลดคอเรสเตอรอล 
ในซีรั่ม ช่วยให้สุขภาพดีขึ้น (Schmid et al., 2006) 
 
  ดังน้ันปัจจุบันอาหารจํานวนมากที่จําหน่ายตามท้องตลาดทั่วโลกจึงมีโปรไบโอติก
เป็นส่วนประกอบ (Agrawal, 2005) โดยจุลินทรีย์โปรไบโอติกที่นิยมใช้กันอย่างกว้างขวาง ได้แก่
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Lactobacillus และ Bifidobacterium (O’Sullivan et al., 2006) แต่ผลิตภัณฑ์โปรไบโอติกส่วน
ใหญ่ที่มีจําหน่ายในท้องตลาดมักเป็นผลิตภัณฑ์นม เช่น โยเกิร์ต เนย ไอศกรีม (Bielecka et al., 
2007) ซึ่งเป็นข้อจํากัดของผู้บริโภคท่ีเป็นมังสะวิรัติ ผู้ที่แพ้นม หรือผู้ที่ต้องจํากัดคอเรสเตอรอล จึงทํา
ให้เริ่มมีผู้สนใจทดลองผลิตผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่ไม่ใช่ผลิตภัณฑ์นม เช่น ผลิตภัณฑ์จากธัญพืช 
(Coda et al., 2012) นํ้าผัก ผลไม้ และผักดอง (Sheehan et al., 2007) ซึ่งผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่
ผลิตจากพืชผักเป็นอาหารที่มีประโยชน์เน่ืองจากผักมีสารต้านอนุมูลอิสระ วิตามิน เส้นใยอาหาร และ
แร่ธาตุสูง แต่สําหรับในทวีปเอเชียรวมทั้งประเทศไทยผลิตภัณฑ์ผักดองยังคงเป็นการหมักแบบ
ธรรมชาติจากจุลินทรีย์ที่อยู่บริเวณผิวภายนอกของพืช โดยอาศัยการควบคุมสภาวะในการหมักให้
เหมาะสมเพ่ือให้จุลินทรีย์ที่ต้องการเจริญได้ดี ซึ่งเป็นวิธีการยืดอายุการเก็บรักษาผักที่สําคัญ และเป็น
วิธีที่ง่าย (Wang et al., 2010) การหมักผักดองแบบน้ีเป็นผลมาจากการแข่งขันกันของจุลินทรีย์ชนิด
ต่างๆ ที่ปะปนมากับวัตถุดิบ จุลินทรีย์ใดสามารถปรับตัวกับวัตถุดิบและสภาวะในการหมักได้ดีที่สุดก็
จะมีบทบาทในกระบวนการหมัก ในการหมักแบบนี้จุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการหมักที่ปะปนมาใน
วัตถุดิบจําเป็นต้องใช้เวลาในการปรับตัวและค่อยๆ เพ่ิมจํานวนอย่างช้าๆ จึงทําให้ในช่วงเร่ิมต้นของ
การหมักจําเป็นต้องใช้เวลานาน ทําให้มีโอกาสเสี่ยงต่อความล้มเหลวในการหมัก (Holzapfel, 2002) 
รวมท้ังจุลินทรีย์ก่อโรคที่ปนเป้ือนอยู่ในวัตถุดิบอาจเหลือรอดหลังการหมัก ซึ่งอาจก่อให้เกิดปัญหา
ความปลอดภัยกับผู้บริโภคอีกด้วย นอกจากน้ีจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในธรรมชาติมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับ
คุณภาพวัตถุดิบ ทําให้การควบคุมคุณภาพของผักดองให้มีความคงที่สม่ําเสมอเป็นไปได้ยาก                     
(Gardner et al., 2001) แต่หากมีการใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติก (starter culture) ซึ่งเป็นการ
เตรียมเช้ือจุลินทรีย์ที่มีชีวิตจํานวนมากที่ใช้เติมลงไปก็จะช่วยเร่งกระบวนการหมักให้เร็วขึ้น ช่วยลด
เวลาในการหมัก (Holzapfel, 1997) รวมทั้งก่อให้เกิดประโยชน์อ่ืนๆ ร่วมด้วย เช่น สามารถยับย้ัง
จุลินทรีย์ที่ทําให้เน่าเสียเพ่ือช่วยยืดอายุการเก็บ ช่วยปรับปรุงคุณภาพกลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผัส เพ่ิม
คุณค่าทางโภชนาการ และช่วยยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคเพ่ือทําให้เกิดความปลอดภัยต่อผู้บริโภค เป็นต้น  
(Hector et al., 2009) 
 
    ดังน้ันหากมีการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีความสามารถในการหมักที่ดี สามารถ
ยับย้ังเช้ือก่อโรค ยับย้ังจุลินทรีย์ที่ทําให้เกิดการเน่าเสีย รวมทั้งมีสมบัติการเป็นโปรไบโอติกอ่ืนๆ มา
ทดลองใช้เป็นกล้าเช้ือในการหมักผักดองก็จะช่วยทําให้ผลิตภัณฑ์ผักดองที่ได้มีทั้งคุณภาพ และความ
ปลอดภัยเพ่ิมมากขึ้น 
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ตรวจเอกสาร 
 
1. แบคทีเรียแลกติก (Lactic acid bacteria) 
 
 1.1 ลักษณะทั่วไปของแบคทีเรียแลกติก 
 
  แบคทีเรียแลกติกหมายถึง กลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการหมักนํ้าตาลกลูโคส
และให้กรดแลกติกเป็นผลิตภัณฑ์หลักในการหมัก (Sneath et al., 1986) เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มี
ลักษณะทั่วไปคือ ติดสีแกรมบวก รูปร่างแท่ง ทรงกลม และกึ่งแท่งก่ึงทรงกลม ไม่เคลื่อนที่ ไม่มีระบบ
ไซโตโครม ไม่มีเอนไซม์ catalase สร้างกรดแลกติกเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายในการหมักคาร์โบไฮเดรตได้
พลังงานจากนํ้าตาล และสารที่มีโครงสร้างคล้ายนํ้าตาล โดยได้จากกระบวนการ substrate-level 
phosphorylation ต้องการอากาศเพียงเล็กน้อยในการเจริญ บางชนิดสามารถเจริญได้ในที่ไม่มี
อากาศ เจริญได้ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน และทนกรดได้ (Wood and Hopzapfel, 1995) อุณหภูมิที่
เช้ือสามารถเจริญได้อยู่ในช่วง 2-53 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 30-40 องศา
เซลเซียส ช่วง pH ที่เหมาะสม 5.58-6.20 แต่โดยทั่วไปเจริญได้ที่ pH≤5 อัตราการเจริญลดลง เมื่ออยู่
ในสภาพที่เป็นกลางหรือเป็นด่าง (Salminen and Wright, 1993) การเลี้ยงเช้ือในอาหารธรรมดา
ค่อนข้างยาก เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติกเป็นพวกที่ต้องการสารอาหารที่ซับซ้อน และค่อนข้างสมบูรณ์ 
เช้ือจะเจริญได้ดีในอาหารที่มี growth factor และวิตามินหลายชนิด เช่น biotin และ riboflavin 
เป็นต้น แบคทีเรียแลกติกมีความต้องการสารอาหารต่างๆ เช่น คาร์โบไฮเดรต โดยแบคทีเรียแลก
ติกสามารถใช้นํ้าตาลได้หลายประเภทจาก monosaccharide ประเภท pentose เช่น arabinose 
ribose และ xylose เป็นต้น hexose เช่น fructose และ mannose disaccharide เช่น maltose 
trisaccharide เป็นต้น นอกจากน้ีแบคทีเรียแลกติกสามารถใช้คาร์โบไฮเดรตพวก oligosaccharides 
เช่น raffinose และ fructooligosaccharide เป็นต้น ซึ่งในระบบทางเดินอาหารไม่มีเอนไซม์ย่อย
คาร์โบไฮเดรตชนิดน้ีได้ แบคทีเรียแลกติกสามารถเจริญได้ดีในอาหารท่ีมีสารอาหารมาก หลายสาย
พันธ์ุต้องการกรดอะมิโนหลายชนิด และเจริญได้น้อยเมื่อไม่มีแหล่งไนโตรเจน กรดอะมิโนที่แบคทีเรีย
แลกติกต้องการ ได้แก่ serine และ arginine ส่วนวิตามินที่แบคทีเรียแลกติกใช้ในการเจริญ ได้แก่ 
thiamine (B1), riboflavin (B2), pyridoxine (B6), folic acid (B9), cyanocobalamine (B12) 
และ nicotinic acid (Salminen and Wright, 1993) 
 ส่วนใหญ่แบคทีเรียแลกติกเป็นพวกที่ไม่ก่อให้เกิดโรค เช้ือกลุ่มน้ีเป็นเช้ือประจําถิ่น 
พบได้ในร่างกาย เช่น บริเวณเย่ือบุภายในทางเดินอาหาร ช่องฟัน และช่องคลอดของสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม นอกจากน้ันยังพบท่ัวไปตามธรรมชาติ โดยเฉพาะในอาหารพบได้ในผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์
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อาหารหมัก ผลิตภัณฑ์ข้าว ผลิตภัณฑ์เน้ือและปลา ไวน์ ผลไม้ นํ้าผลไม้ เครื่องในสัตว์ และเคร่ืองด่ืม
ต่างๆ เป็นต้น (วิลาวัณย์, 2539) 
 

  1.2 การจัดจําแนกแบคทีเรียแลกติก 
 
 แบคทีเรียแลกติกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม ตามความสามารถในการหมักนํ้าตาล ได้แก่ 
 1. Homofermentative lactic acid bacteria สามารถหมักนํ้าตาลกลูโคสหรือ

นํ้าตาลที่มีคารบ์อน 6 อะตอมผ่านวิถีไกลโคซิส (Glycolysis หรือ EMP pathway) โดยมีกระบวนการ
หมักเป็นแบบ homofermentative ในช่วงแรกกลูโคสจะถูกเปลี่ยนไปเป็นไพรรูเวท จากน้ันมีเอนไซม์ 
lactase dehydrogenase เปลี่ยนไพรรูเวทไปเป็นกรดแลกติก 85-95% แบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มย่อยคือ พวกท่ีเจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เรียกว่า streptobacterium 
และพวกที่ไม่สามารถเจริญที่ 15 องศาเซลเซียส เรียกว่า thermobacterium ตัวอย่างเช่น 
Streptococcus, Pediococcus และ Lactobacillus บางสายพันธ์ุ (Franz et al., 1999) 

 2. Heterofermentative lactic acid bacteria สามารถหมักนํ้าตาลกลูโคสหรือ
นํ้าตาลชนิดอ่ืนผ่านวิถี phosphoketolase (PK pathway) ได้กรดแลกติก 50% และผลิตภัณฑ์
ข้างเคียงคือ ethanol, acetate และ CO2 เป็นต้น ตัวอย่างเช่น Bifidobacterium, Leuconostoc, 
Weissella, Oenococcus และ Lactobacillus บางสายพันธ์ุ (Axelesson, 1998)   
  ในปี ค.ศ. 1919 Orla-Jensen ได้ริเริ่มจัดอนุกรมวิธานแบคทีเรียแลกติก โดยอาศัย
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชนิดของกระบวนการหมักนํ้าตาลกลูโคส ความสามารถในการใช้นํ้าตาลแต่
ละชนิด และความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิต่างๆ สามารถแบ่งแบคทีเรียแลกติกออกเป็น 7 จีนัส 
ได้แก่ Batabacterium, Thermobacterium, Streptobacterium, Streptococcus, 
Betacoccus, Microbacterium และ Tetranococcus (พิเชษฐ์, 2548) 
  ในปี ค.ศ. 1995 Wood และ Holzapfel ได้จัดจําแนกแบคทีเรียแลกติกเป็น 9 จีนัส 
ได้แก่ Batabacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Streptococcus และ Sporolactobacillus และในปัจจุบันน้ีได้มีการนําความรู้
ทางด้านอณูพันธุศาสตร์เข้ามาใช้ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในระดับจีนัสและสปีชีส์  โดยพิจารณา
ความแตกต่างของชนิดกรดนิวคลีอิกบนดีเอ็นเอ (DNA-DNA homology) และความใกล้ชิดทางสาย
วิวัฒนาการ (phylogeny) โดยดูจากลําดับเบสบน ribosomal RNA ทําให้การจัดจําแนกมีความ
ถูกต้องมากย่ิงขึ้น Stiles and Holzapfel (1997) และ Axelesson (1990) ได้จัดจําแนกแบคทีเรีย
กรดแลกติกออกเป็น 12 จีนัส ดังน้ี 
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  1) Streptococcus 
  เซลล์มีรูปร่างกลมหรือไข่ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-2 μm เซลล์จัดเรียงตัวเป็นคู่
หรือต่อกันเป็นสายโซ่เมื่อเจริญอยู่ในอาหารเหลว ไม่มีการเคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ เป็น Facultative 
anaerobes ผลิตกรดแลกติกชนิด  L(+ )  เ ป็นผลิต ภัณฑ์หลัก เท่ า น้ันจากการหมักกลู โคส 
(Homofermentative) ต้องการอาหารที่ซับซ้อนในการเจริญ มีหลายสปีชีส์ที่ก่อโรคในคนหรือสัตว์ที่
อุณหภูมิ 20-41 องศาเซลเซียส มี mol% G+C อยู่ระหว่าง 34-46% ปัจจุบันประกอบด้วย 39 สปีชีส์ 
(Hardie and Whilry, 1995) 
  2) Vagococcus 
  เซลล์รูปร่างเป็นทรงกลม รูปไข่และก่ึงแท่งก่ึงทรงกลม เซลล์อยู่เป็นคู่หรือต่อกันเป็น
เส้นสาย บางสายพันธ์ุสามารถเคลื่อนที่ได้ เป็น Facultative anaerobes เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 25-35 
องศาเซลเซียส เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่แยกออกมาจากจีนัส Streptococcus เน่ืองจากสามารถเคล่ือนที่
ได้ ประกอบด้วย 2 สปีชีส์ ได้แก่ Vagococcus fluvialis และ V. salmoninarum ซึ่งแยกได้จาก
ปลาแซลมอนที่เป็นโรค มี mol% G+C อยู่ระหว่าง 33-37% (Stiles and Hozapfel, 1997)  
  3) Lactococcus 
  เซลล์มีรูปร่างกลมหรือไข่ ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-1 μm ไม่สร้างสปอร์และไม่
เคลื่อนที่จัดเรียงตัวเป็นเซลล์เด่ียว เป็นคู่หรือต่อกันเป็นสายโซ่ เป็น Facultative anaerobes มักใช้
เป็นหัวเช้ือในการผลิตนม มีการหมักแบบ Homofermentative สามารถเจริญได้ที่ 30 องศา
เซลเซียส มี mol% G+C ระหว่าง 34-40% (Holt et al., 1994) ปัจจุบันประกอบด้วย 5 สปีชีส์ 
ได้แก่ Lactococcus garvieae, L. plantarum, L. raffinolactis, L. piscium และ L. lactis ซึ่งมี 
3 subspecies ได้แก่ subsp. lactis, subsp. cremoris, subsp. hordniae (Teuber, 1995) 
  4) Aerococcus 
  เป็นกลุ่มแบคทีเรียใน family Streptococcus เซลล์มีรูปร่างทรงกลม ขนาด 1.0-
2.0 μm เรียงติดกันเป็นคู่หรือ 4 เซลล์ ไม่มีการเคลื่อนที่ มีการแบ่งตัวแบบ 2 ระนาบ สามารถเจริญ
ได้ดีในสภาพที่มีอากาศเพียงเล็กน้อยเป็น Facultative anaerobes มีการหมักแบบ 
Homofermentative เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และที่ 10 องศาเซลเซียส สามารถ
เจริญได้ แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส บางสายพันธ์ุมีการสร้างเอนไซม์ที่มีคุณสมบัติคล้าย
เอนไซม์คะตะเลส (pseudocatalase) แบคทีเรียที่พบในจีนัสน้ีประกอบด้วย 2 สปีชีส์ คือ 
Aerococcus viridians (Williams et al., 1953) และ A. urinae (Aguirre and Collins, 1992) 
และมี mol% G+C ระหว่าง 35-40% (Axelsson, 1998) 
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  5) Leuconostoc 
  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ขึ้นอยู่กับอาหารเลี้ยงเช้ือ เช่น ในอาหารท่ีมี
กลูโคส เซลล์มีลักษณะยืดออกคล้ายกลุ่ม Lactobacilli แต่เมื่อเจริญในนํ้านมเซลล์จะเป็นทรงกลม 
การจัดเรียงตัวเป็นเซลล์เด่ียว เป็นคู่หรือเป็นสายโซ่สั้นถึงปานกลาง มีขนาด 0.5-0.7×0.7-1.2 μm 
จัดเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Heterofermentative สามารถผลิตสารหอมระเหยจากการหมักกลูโคส       
ช่วยสร้างกล่ินรสในอาหารหมักดอง สามารถเจริญได้โดยต้องการอาหารที่ซับซ้อน มีปริมาณ mol% 
G+C ระหว่าง 37-40% ไม่ก่อโรคในคน พืช และสัตว์ (Holt et al., 1994)  
  6) Pediococcus 
  เซลล์มีรูปร่างกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.36-1.43 μm สามารถแบ่งตัวใน
ลักษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกัน โดยแบ่งครั้งที่ 2 ในทิศทางต้ังฉากของครั้งแรกทําให้เกิด
ลักษณะเฉพาะเป็น 4 เซลล์ติดกันคล้ายจัตุรัส ไม่ค่อยพบเซลล์เด่ียวและสายโซ่ ทนต่อความเข้มข้น
เกลือสูง ไม่สร้างเส้นสาย ไม่เคลื่อนที่ มีการหมักแบบ Homofermentative ผลิตกรดแลกติกชนิด DL 
หรือ L(+) บางชนิดสร้างเอนไซม์ pseudocatalase ไม่ก่อโรคในคน พืช และสัตว์ บางสปีชีส์ทําให้เกิด
การเสื่อมสภาพในเบียร์และไวน์ เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 25-40 องศาเซลเซียส มีปริมาณ mol% G+C 
ระหว่าง 34-42% ประกอบด้วย 6 สปีชีส์ ได้แก่ Pediococcus acidilactici, P. domonosus,          
P. dextranicus, P. inopinatus, P. parvulus และ P. pentosaceus (Wood and Holzapfel, 
1995) 
  7) Tetragenococcus 
  มีลักษณะการแบ่งตัวเหมือน Pediococcus สปีชีส์เดิม คือ P. halophilus อย่างไร
ก็ตามได้นํามาจัดจําแนกใหม่ เน่ืองจากความสามารถในการเจริญในอาหารที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์สูง
ถึง 18% และมีลําดับเบสบน 16S rRNA ใกล้เคียงกับจีนัส Enterococcus และ Carnobacterium 
มากกว่าจีนัสเดิม (Axelsson, 1998) 
  8) Oenococcus 
  ประกอบด้วยสปีชีส์เดียว คือ Oenococcus oeni ซึ่งเปลี่ยนมาจาก Leuconostoc 
oenos ด้วยคุณสมบัติการทนกรดและเอทานอลในปริมาณสูง รวมทั้งข้อมูลพันธุกรรมจากดีเอ็นเอ 
DNA hybridization และลําดับเบสของยีน 16s rRNA พบว่าแตกต่างจากสปีชีส์อ่ืนของ 
Leuconostoc อย่างชัดเจน (Axelsson, 1998) 

 9) Lactobacillus 
  เป็นแบคทีเรียแลกติกกลุ่มใหญ่ที่สุด เซลล์รูปร่างแท่ง อาจต่อกันเป็นเส้นสั้นๆ ไม่
สร้างสปอร์ ไม่เคลื่อนที่ เป็น Facultative anaerobes และอาจเป็น Microaerophile ต้องการ
สารอาหารในการเจริญสูง เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส มีความหลากหลายของ
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ลักษณะฟีโนไทป์ คุณสมบัติทางชีวเคมีและสรีระ เน่ืองจากมีความแตกต่างของปริมาณ mol% G+C 
ภายในจีนัสสูงคือ 32-53% (Axelesson, 1998) 

 10) Carnobacterium 
  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างเป็นแท่งตรงขนาดสั้นหรือเป็นแท่งเรียว ซึ่งก่อน
หน้าน้ีเคยจําแนกไว้ในกลุ่ม Lactobacilli ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.5-0.7 μm ยาว 1.1-3.0 μm 
จัด เรี ยง ตัว เ ป็น เซลล์ เ ด่ี ยวหรือ เ ป็นคู่  มักไม่พบการเรี ยง ตัว เ ป็นสายโซ่  มีการหมักแบบ 
Heterofermentative บางสายพันธ์ุสามารถสร้างก๊าซจากการใช้นํ้าตาลกลูโคส ไม่สามารถเจริญบน
อาหารท่ีมีอะซิเตท และไม่สร้างกรดโอลิอิก มีปริมาณ mol% G+C ประมาณ 33.0-37.2% พบได้ตาม
เน้ือสัตว์ที่บรรจุในสภาพสุญญากาศ ปลา และผลิตภัณฑ์จากสัตว์ปีก (Schleifer and Ludwing, 
1995) ประกอบด้วย 6 สปีชีส์ ได้แก่ Carnobacterium divergens, C. piscicola, C. gallinarum, 
C. mobile, C. funditum และ C. alterfunditum  
  11) Enterococcus 
  เซลล์เป็นรูปไข่ พบการจัดเรียงตัวของเซลล์เป็นเซลล์เด่ียว เซลล์คู่หรือเป็นสายโซ่
สั้นๆ ต้องการอาหารซับซ้อนสําหรับการเจริญ มีการหมักแบบ Homofermentative ผลิต L(+) 
lactic acid เป็นผลิตภัณฑ์หลัก สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-45 องศาเซลเซียส บางสายพันธ์ุผลิต
เอนไซม์ pseudocatalase ได้ บางสปีชีส์สามารถทําให้เกิดโรคได้ เจริญได้ในสภาพที่มีโซเดียมคลอ
ไรด์ 6.5% เจริญได้ที่ความเป็นกรดด่าง 9.6 (Holt et al., 1994) ในปัจจุบันประกอบด้วย 5 สปีชีส์คือ 
Enterococcus faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. avium และ E. cecorum  มีปริมาณ 
mol% G+C ประมาณ 37.0-40.0% (Jay, 1986) 

 12) Weissella                                                                                               
 แบคทีเรียแลกติกจีนัสเดียวที่มีทั้งรูปร่างแท่งและทรงกลม ซึ่งเดิมจําแนกอยู่ในจีนัส 

Leuconostoc เน่ืองจากมีลักษณะคล้ายกัน ประกอบด้วย 7 สปีชีส์ พบสปีชีส์ใหม่แยกได้จากไส้กรอก
หมักคือ W. hellenica (Stiles and Holzapfel, 1997) 

 
 1.3 การสร้างสารยับย้ังของแบคทีเรียแลกติก 
 

  แบคทีเรียแลกติกสามารถสร้างสารยับย้ังได้หลายชนิด ได้แก่ 
 1) กรดแลกติก (lactic acid) โดยกรดแลกติกเป็นกรดอินทรีย์ชนิดหน่ึงที่สามารถ

นํามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องด่ืม อุตสาหกรรมสารเคมีบางชนิดและการผลิตยา (วิเชียร, 
2534) การยับย้ังแบคทีเรียของกรดแลกติกเกิดจากการทําให้พีเอชในสภาวะเซลล์ลดตํ่าลง และสภาวะ
ที่พีเอชภายนอกเซลล์ตํ่า ทําให้ไซโตพลาสซึมของเซลล์มีสภาพเป็นกรด กรดแลกติกเป็นกรดที่อยู่ในรูป
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โมเลกุลไม่แตกตัว ซึ่งมีคุณสมบัติเป็น lipophilic ทําให้สามารถแพร่ผ่านเข้าไปในเย่ือหุ้มเซลล์ของ
แบคทีเรีย และกรดในรูปที่ไม่มีการแตกตัวยังเข้าไปทําลาย electrochemical proton gradient 
ของเซลล์ และเปลี่ยนแปลงความสามารถในการส่งผ่านสารของเย่ือหุ้มเซลล์ทําให้ระบบขนส่ง 
substrate ผิดปกติ (Ammor et al., 2006) ซึ่งกรดแลกติกยับย้ังได้ทั้งแบคทีเรียแกรมบวก และ        
แกรมลบ แบคทีเรียที่ถูกยับย้ังการเจริญโดยกรดแลกติกจากเช้ือแบคทีเรียแลกติก ได้แก่ 
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli และ Pseudomonas 
fluorescens ซึ่งกรดแลกติกดังกล่าวสร้างโดยเช้ือ Lactobacillus spp. ที่แยกได้จากโยเกิร์ต เป็นต้น 
 Jin et al. (1996) ได้ศึกษา Lactobacillus 12 สายพันธ์ุ พบว่าสามารถยับย้ังการ
เจริญของ Salmonella enteritidis 935/37, S. pullorum, S. typhimurium, S. blokley และ    
S. enteritidis 9/448 รวมทั้ง E. coli 3 serotype ได้แก่ E. coli 01:K1, E. coli 02:K1 และ E. coli 
078:K80 โดย Lactobacillus เหล่าน้ีจะผลิตกรดอินทรีย์ ข้อสันนิษฐานเกี่ยวกับกลไกการยับย้ังคือ 
กรดอินทรีย์แพร่ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้เพราะสามารถละลายได้ในไขมัน การสะสมของกรดอินทรีย์ที่
แบคทีเรียแลกติกสร้างขึ้นในระหว่างการเจริญส่งผลให้ค่าความเป็นกรดเบสในช่วงแรกของการเจริญ
ลดลง และมีผลยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่มที่ไม่ทนกรด นอกจากน้ีได้มีนักวิจัยกลุ่มอ่ืนๆ ให้
ข้อเสนอแนะว่าไม่ใช่เป็นเพราะการเคลื่อนย้ายโปรตอน แต่เป็นการสะสมของประจุลบทําให้ลดอัตรา
การสังเคราะห์สารโมเลกุลใหญ่ และมีผลกระทบต่อการเคลื่อนย้ายสารบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์เป็นผลให้
สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ืออ่ืนได้ 
  Hwanhlem et al. (2011) ทําการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจากปลาส้ม 
(Plasom) ซึ่งเป็นอาหารหมักแบบด้ังเดิมของไทยและผลิตปลาส้มจากสายพันธ์ุที่คัดเลือกได้ พบ
แบคทีเรียแลกติก 138 สายพันธ์ุที่เกิดการยับย้ัง (clear zone) และเจริญบนอาหารแข็ง MRS (de 
Man, Rogosa and Sharpe) ที่ผสม 0.3% (w/v) CaCO3 พบว่ามีเช้ือแบคทีเรียแลกติก 14 สายพันธ์ุ
ที่สามารถยับย้ัง Salmonella sp. และพบแบคทีเรียแลกติก 7 สายพันธ์ุที่สามารถยับย้ัง 
Staphylococcus aureus พบว่าทุกสายพันธ์ุสามารถยับย้ัง E. coli พบสายพันธ์ุที่สร้างกรดแลกติก
ได้ดีที่สุด และลดค่าพีเอชคือ Streptococcus salivarius และ Enterococcus faecalis อีก 4 สาย
พันธ์ุ ซึ่งใช้เป็นกล้าเช้ือ (starter culture) ในกระบวนการผลิตปลาส้ม 

 2) แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เป็นสารประกอบโปรตีนที่สร้างจากแบคทีเรีย ซึ่ง
มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่มีสายพันธ์ุใกล้เคียงกัน หรือสามารถ
ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียสายพันธ์ุอ่ืนที่ไวต่อแบคเทอริโอซิน ปกติแบคทีเรียที่สร้างแบคเทอริโอซิน
จะมีภูมิคุ้มกันต่อแบคเทอริโอซินที่ตนสร้างออกมา ดังน้ันจึงทําให้ไม่ถูกยับย้ังจากแบคเทอริโอซินของ
ตนเอง การสร้างแบคเทอริโอซินของเช้ือแบคทีเรียเช่ือว่าเกิดจากการปรับตัวเพ่ือความอยู่รอดใน
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สภาพแวดล้อมที่มีเช้ือหลายชนิดเจริญอยู่ร่วมกัน ทําให้เช้ือที่สร้างแบคเทอริโอซินสามารถแย่งอาหาร
และพ้ืนที่ เพ่ือใช้ในการเจริญ ส่วนเช้ือชนิดอ่ืนที่ไม่สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้ก็จะตายลงในที่สุด 

 3) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogenperoxide: H2O2) ที่แบคทีเรียผลิตขึ้น
สามารถทําปฏิกิริยากับสารอ่ืน ทําให้เกิดสารที่มีฤทธ์ิที่อาจยับย้ังจุลินทรีย์ได้ โดยทําปฏิกิริยากับ 
endogenous thiocyanate ซึ่งจะเร่งให้เกิดปฏิกิริยาโดย lactoperoxidase เกิดเป็นผลิตภัณฑ์ 
intermediary oxidation ที่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ได้ กระบวนการดังกล่าวเรียกว่า 
lactoperoxidase antibacterial (Dasechel and Klaenhammer, 1989) แบคทีเรียแลกติกจะไม่
มีการสร้างเอนไซม์คะตะเลสที่ใช้กําจัดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แต่ระบบอ่ืนซึ่งทําหน้าที่ในการกําจัด
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีประสิทธิภาพน้อยกว่า  การสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นเหตุให้เกิดการ
สะสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ อย่างไรก็ตาม Foentaine et al. (1996) กล่าวว่าในสิ่งมีชีวิตไม่มี
การสะสมของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เน่ืองจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะถูกสลายโดยเอนไซม์ 
peroxidases, pseudocatalase และ flavoproteins ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์สามารถทําลาย
แบคทีเรียชนิดอ่ืนได้ เน่ืองจากเป็นตัวออกซิไดซ์ที่รุนแรงต่อเซลล์ของแบคทีเรีย โดยจะออกซิไดซ์
ส่วนประกอบของเซลล์ที่มีหมู่ sulfhydryl ได้แก่ โปรตีนในเซลล์ และไขมันในเย่ือหุ้มเซลล์ นอกจากน้ี
ปฏิกิริยาการสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะมีการขับออกซิเจนออก ทําให้เกิดสภาวะไร้ออกซิเจน 
ส่งผลให้แบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ไม่สามารถเจริญได้ (Ouwehand and Vesterlund, 2004) สามารถ
นําไปใช้ในการเก็บรักษานมสดได้โดยไม่ต้องแช่ตู้เย็น 

  Carmen et al. (2006) ศึกษาแบคทีเรียแลกติกที่ได้จากฟาร์มปลาสามารถผลิตสาร
ยับย้ัง L. monocytogenes และ S. aureus ได้ ซึ่งได้แก่ Lactococcus lactis ssp. lactis USC-
39, Enterococcus faecium USC-46 และ Enterococcus mundtii USC-51 พบว่ามีการผลิต           
แบคเทอริโอซินมากที่สุด และสามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และกรดอินทรีย์ในการยับย้ังได้ 
พบว่าแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 strains สามารถยับย้ัง L. monocytogenes ได้ดี เมื่อมีพีเอชในช่วง 
3.5-5.5 และสามารถยับย้ัง S. aureus ได้ดี เมื่อมีพีเอชในช่วง 3.5-4.5 และแบคเทอริโอซินยังมี
ความสามารถในการยับย้ังได้ เมื่อให้ความร้อนที่ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที จึงสามารถนํามา
ประยุกต์ใช้เป็นสารกันเสียในอาหารหมัก และอาหารที่ผ่านความร้อนได้  

 4) ไดอะซิทิล (diacetyl or 2,3-butanodione) เป็นสารประกอบ aroma เกิดจาก
แบคทีเรียแลกติกบางสายพันธ์ุที่สามารถหมักซิเตรทได้ให้กลิ่น butter aroma ในผลิตภัณฑ์นมหมัก 
และยังมีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบได้ แต่ต้องใช้ในปริมาณมาก ความเข้มข้น
ของไดอะซิทิลที่สามารถยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารทั่วไปจะมากกว่า 400 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความเข้มข้นของไดอะซิทิลในการยับย้ังการเจริญต่อเช้ือจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะ
แตกต่างกันออกไป เช่น ปริมาณ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับย้ังการเจริญของยีสต์และ
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แบคทีเรียแกรมลบได้ ปริมาณ 300 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถยับย้ังการเจริญของยีสต์และ
แบคทีเรียแกรมบวกอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่แบคทีเรียแลกติกได้ เป็นต้น ถึงแม้ว่าไดอะซิทิลจะสามารถยับย้ังการ
เจริญของเช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนได้ แต่การนําไปใช้ต้องใช้ในปริมาณค่อนข้างสูง อีกทั้งยังเป็นสารที่ให้
กลิ่นหอม ดังน้ันจึงไม่นิยมนําไปใช้เป็นสารถนอมอาหาร (food preservative) เพ่ือหวังผลในการฆ่า
หรือยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ 

 5) รูทีริน (reuterin) เป็นสารที่ถูกสร้างขึ้นโดยเช้ือ Lactobacillus reuteri 
(Helander et al., 1997) ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ประจําถิ่นอยู่ในลําไส้ของมนุษย์ และสัตว์หลายชนิด รูทีริน
เป็นสารซึ่งไม่ใช่โปรตีน มีมวลโมเลกุลตํ่า ละลายได้ดีที่พีเอชเป็นกลาง สามารถยับย้ังแบคทีเรียได้ทั้ง 
แกรมบวก และแกรมลบ ยีสต์ รา รวมท้ังโปรโตซัว มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญต่อ
เช้ือจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนค่อนข้างกว้าง แบคทีเรียที่ถูกยับย้ังการเจริญ ได้แก่ Samonella, Shigella, 
Clostridium, Staphylococcus และ Listeria เป็นต้น กลไกการทํางานของรูทีรินเช่ือว่าเกิดจากการ
ยับย้ังการทํางานของเอนไซม์บางชนิด เช่น ribonucleotide reductase ทําให้การสังเคราะห์ DNA 
เสียไป  

 6) คาร์บอนไดออกไซด์ (carbon dioxide: CO2) เป็นผลิตภัณฑ์หลักของแบคทีเรีย
แลกติกในกลุ่ม heterofermentation มีบทบาททําให้เกิดสภาวะไร้อากาศ ซึ่งสามารถยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม์ที่ทําหน้าที่ decarboxylations และเกิดการสะสมของคาร์บอนไดออกไซด์ใน 
membrance lipid bilayer ทําให้การส่งผ่านสารต่างๆ ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ทํางานผิดปกติ 
คาร์บอนไดออกไซด์สามารถยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ที่ทําให้อาหารเน่าเสียหลายชนิด โดยเฉพาะ
แบคทีเรียแกรมลบพวกที่ชอบอุณหภูมิตํ่า และความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ที่ 20-50% (v/v) 
สามารถยับย้ังเช้ือราได้อย่างสมบูรณ์  

  
 1.4 แบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์อาหารหมัก 
 
 อาหารหมัก (Fermented food) เป็นกระบวนการหนึ่งที่ยอมรับในการถนอม

อาหาร เป็นกระบวนการที่ทําให้สารประกอบของอาหารเปลี่ยนแปลงไปคือ เปลี่ยนทั้งสมบัติทางเคมี
และฟิสิกส์ ซึ่งการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวไม่ทําให้คุณค่าทางอาหารเสียไป รวมถึงรสชาติ และลักษณะ
ผลิตภัณฑ์ ซึ่งเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม์ที่จุลินทรีย์ผลิตขึ้น เช่น อะไมเลส (amylase) ไลเปส 
(lipase) และโปรติเอส (protease) โดยกระบวนการหมักอาหารทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
คุณลักษณะของวัตถุดิบ เช่น เพ่ิมกลิ่น รส เน้ือสัมผัส โปรตีน วิตามิน กรดอะมิโนจําเป็น สามารถเก็บ
รักษาอาหารได้นานข้ึน และยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค (Holzapfel, 2002) 
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 แบคทีเรียแลกติกเป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทสําคัญในการแปรรูปอาหารด้วยการหมัก 
เช่น ผลิตภัณฑ์นมหมัก ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากสัตว์ เช่น แหนม ไส้กรอก และปลาส้ม ผลิตภัณฑ์
อาหารหมักจากพืช เช่น ผัก และผลไม้ดอง ซึ่งบทบาทสําคัญในการหมักอาหารของแบคทีเรียแลกติก
ที่มีสมบัติเป็นโปรไบโอติกก่อให้เกิดประโยชน์ต่อผู้บริโภคอีกด้วย 
  1) อาหารหมักจากสัตว์  
  ผลิตภัณฑ์จากนม ได้แก่ นมเปรี้ยวมักจะพบ Lactobacillus acidophilus และ       
L. bifidus ในยาคูลท์มักพบ L. casei ในโยเกิร์ตมักพบ Lactobacillus bulgaricus, 
Bifidobacterium sp., L. acidophilus และ Streptococcus thermophilus ในเนยแข็งมักพบ 
Leuconostoc sp., Lactococcus cremoris และ Lc. Lactis (Schrezenminer and de Verse, 
2001) 

 ผลิตภัณฑ์จากเน้ือ ได้แก่ แหนม ไส้กรอกเปร้ียว มักจะพบแบคทีเรียแลกติก         
L. plantarum, L. brevis และ Pediococcus sp. (Swetwiwathana et al., 2009) 

 ผลิตภัณฑ์จากปลา ได้แก่ ปลาร้า ปลาเจ่า ปลาส้มฟัก ไตปลาและปลาทูเค็ม มักจะ
พบแบคทีเรียแลกติก Streptococcus sp., Lactobacillus plantarum, Leuconostoc sp. และ 
Pediococcus acidococcus (Swetwiwathana et al., 2009) 

 2) อาหารหมักจากพืช 
 ถั่วเหลืองหมัก ได้แก่ เต้าหู้ย้ี ซีอ๊ิว และเต้าเจี้ยว มักพบแบคทีเรียแลกติกคือ 

Pediococcus halophilus และ Lactobacillus sp. (ประเสริฐ และคณะ, 2548) 
 ธัญพืช ได้แก่ ข้าวหมากและขนมจีน พบ Lactobacillus plantarum 

(Oupathumpanont et al., 2009) 
  ผลิตภัณฑ์ผักดอง (Fermented vegetable product) 

 ผักดองเป็นวิธีการถนอมอาหารที่ใช้กันมานาน เพ่ือชะลอการเน่าเสียของผักและเป็น
การยืดอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ได้หลายเดือนโดยไม่ต้องอาศัยห้องเย็น ลงทุนน้อย ใช้เครื่องจักร
น้อย และไม่ต้องอาศัยเทคโนโลยีช้ันสูงในการผลิต กระบวนการดองเร่ิมมีขึ้นจากความต้องการยืดอายุ
การเก็บอาหาร เพ่ือใช้ในระหว่างที่ไม่ใช่ฤดูกาลของผลิตผลน้ันๆ หรือเพ่ือไว้บริโภคในระหว่างเดิน
ทางไกล นอกจากเหตุผลในการยืดอายุแล้ว การดองยังทําให้เกิดลักษณะเฉพาะในด้านกลิ่นรสที่เป็นที่
ช่ืนชอบของผู้บริโภคอีกด้วย เช่ือกันว่าแตงกวาเป็นผลิตภัณฑ์ผักดองชนิดแรกที่ได้มีการผลิตขึ้นเมื่อ 
4,500 ปีก่อนในยุคเมโสโปเตเมีย ปัจจุบันการบริโภคผักดองยังคงเป็นที่นิยม ในประเทศสหรัฐอเมริกา
ผักดองที่มียอดจําหน่ายสูงสุดได้แก่ แตงกวาดอง ในอังกฤษจะนิยมใช้หัวหอมดองในอาหาร และหัว          
บีทดองปรุงรสเป็นเคร่ืองเคียง สําหรับประเทศจีนมีผลิตภัณฑ์ผักดองมากมาย อาทิ หัวผักกาด 
กะหล่ําปลี พริก แตงกวา ฯลฯ ไต้หวันนิยมท้อดอง แตงกวาดอง กะหล่ําปลีดอง และหัวผักกาดดอง 
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เกาหลีนิยมใช้ผักกาดในการทํากิมจิ ส่วนอินเดียจะนิยมดองผักหลายชนิดร่วมกัน (สถาบันวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ฝ่ายเทคโนโลยีอาหาร) 
  การทําผักดอง เป็นการทําให้ผักสามารถเก็บไว้บริโภคได้นานขึ้น โดยการนํามาแปร
รูป ซึ่งในการดองส่วนใหญ่เกิดจากกิจกรรมของแบคทีเรียแลกติก ผักที่นิยมนํามาดองส่วนมากจะเป็น
กะหลํ่าปลี หอม แตงกวา หน่อไม้ เป็นต้น ปัจจุบันการดองเป็นอุตสาหกรรมการค้าในประเทศไทยที่
เป็นที่รู้จักของคนทั่วไป (Steinkraus, 1997)  

  การดองผักตามความเข้มข้นของเกลือ แบ่งได้เป็น 2 กลุ่มดังน้ี 
  1) การดองผักและผลไม้ โดยใช้เกลือปริมาณตํ่าประมาณ 2.5-5% เพ่ือให้แบคทีเรีย

แลกติกที่ติดมากับผลิตผลทางการเกษตรสร้างกรดแลกติกจนได้ความเข้มข้นของกรดแลกติกภายหลัง
กระบวนการหมักประมาณ 1% ผลิตภัณฑ์บริโภคได้ทันที กรรมวิธีการดองสามารถทําได้โดยใช้
น้ําเกลือ เช่น หน่อไม้ดอง ผักกาดดองเปรี้ยว หรือการดองด้วยเกลือแห้ง เข่น กะหลํ่าปลีดอง และ        
กิมจิ 

  2) การดองผักและผลไม้ โดยใช้เกลือเข้มข้นประมาณ 6-12% ทําให้เกิดการหมัก
ด้วยจุลินทรีย์ ผลิตภัณฑ์กลุ่มน้ีเรียกว่า salt-stock pickles ก่อนนํามาแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ 
ต้องนําผัก ผลไม้ดองมาแช่นํ้าหรือเปลี่ยนนํ้าหลายๆ ครั้ง เพ่ือชะเกลือออกทําให้ความเค็มลดลง เช่น 
ผักกาดดอง มะกอกดอง แตงกวาดอง เป็นต้น 
   Miyashita et al. (2012) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียแลกติกในอาหาร
หมักของประเทศไทย พบแบคทีเรียจํานวน 945 สายพันธ์ุจากอาหารหมักทางภาคเหนือ ภาคกลาง 
และภาคใต้ 114 ตัวอย่าง และระบุสายพันธ์ุด้วย 16S rRNA gene sequences และคัดเลือก 410 
สายพันธ์ุที่มีความแตกต่างของลําดับเบส และแหล่งที่มาของอาหารหมักเพ่ือศึกษาต่อไป โดยพบว่า
จากการวิเคราะห์ด้วย 16S rRNA gene sequences สามารถแบ่งได้เป็น 6 จีนัส ได้แก่ 
Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Tetragenococcus และ 
Weissella มีเพียง 1 สายพันธ์ุที่มีความคล้ายคลึงกับจีนัส Aerococcus viridians 100% มี 4 สาย
พันธ์ุที่มีความคล้ายคลึง Tetragenococcus halophilus 99.9% และจากการศึกษาพบว่าความ
เข้มข้นของ NaCl ในตัวอย่างอาหารหมักอยู่ในช่วง 0-50% ในตัวอย่างอาหารประเภทพืชหมักพบ
แบคทีเรียแลกติก Lactobacillus fermentum เป็นหลัก มีความเข้มข้นของ NaCl ตํ่ากว่า 6% และ
มีระดับ pH อยู่ในช่วง 4.0-10.0 อย่างไรก็ตามจากตัวอย่างอาหารหมักจากพืชมากกว่าครึ่งพบว่ามี
ระดับความเข้มข้นของ NaCl ตํ่า 
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   1.5 ประโยชน์ของแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์อาหารหมัก 
 

 แบคทีเรียแลกติกจัดว่าเป็นจุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัย (Generally regognized as 
safe, GRAS) ซึ่งมนุษย์สามารถนํามาใช้ประโยชน์ได้ โดยนําไปใช้ในการถนอมอาหารและใช้เป็น
จุลินทรีย์โปรไบโอติกในอาหารหลายประเภท เน่ืองจากแบคทีเรียแลกติกมีคุณสมบัติที่เหมาะสมหลาย
ประการ สามารถผลิตสารยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ก่อโรคหลายชนิด เช่น แบคเทอริโอซิน และ
กรดอินทรีย์ต่างๆ นอกจากน้ียังสามารถสร้างสารที่จําเพาะที่มีผลต่อลักษณะของกลิ่นรสของอาหาร 
  1) ช่วยเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการในกลุ่มของธัญพืช และพบคุณค่าทางอาหารของ
ผลิตภัณฑ์ที่เพ่ิมขึ้นจากกิจกรรมที่เกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการผลิต โดยเฉพาะการเพ่ิมองค์ประกอบ
ของกรดอะมิโนที่จําเป็น นอกจากน้ันคุณค่าทางด้านโปรตีนในอาหารที่มีส่วนของธัญพืช และถั่ว
เพ่ิมขึ้นอีกด้วยองค์ประกอบของวิตามินในอาหารบางชนิดยังพบได้ในระหว่างการหมัก เพราะจุลินทรีย์
บางชนิดสังเคราะห์วิตามินที่จําเป็นต่อการเจริญ จึงทําให้องค์ประกอบของวิตามินในอาหารที่ผ่าน
กระบวนการหมักสูงกว่าอาหารที่ไม่ผ่านกระบวนการหมัก เช่น ในเทมเป้จากข้าวสาลีพบว่าปริมาณ
ของไนอะซิน ไรโบฟลาวิน และไทอะมิน ก่อนการหมักเท่ากับ 46.0, 3.2 และ 3.2 ไมโครกรัม/กรัม 
เพ่ิมเป็น 135, 3.2 และ 3.2 ไมโครกรัม/กรัม ภายหลังการหมัก โดยส่วนใหญ่จะมีปริมาณของวิตามิน
เพ่ิมขึ้น (Wang and Hesseltin, 1981) 
  2) การยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ บทบาทของแบคทีเรียแลกติกในอาหาร พบว่า
สามารถยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์ที่ทําให้เกิดโรค ทําให้ผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยสูงขึ้น ตลอดจนมี
การเก็บรักษาให้ได้นานข้ึน โดยหลักที่เก่ียวข้องกับการยับย้ังคือ การสร้างกรด การลดลงของค่าพีเอช 
และกรดอินทรีย์ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของแบคทีเรีย ทั้งกรดแลกติก และกรด      
อะซิตริก นอกจากน้ันยังมีสารประกอบอินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ที่เกิดขึ้น มีผลในการยับย้ังการเจริญของ
จุลินทรีย์ชนิดอ่ืน เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แบคเทอริโอซิน เป็นต้น  
  3) แบคทีเรียแลกติกมีกิจกรรมในการลดปริมาณคอเรสเตอรอลในกระแสเลือด การ
บริโภคผลิตภัณฑ์นมหมักจะช่วยในการยับย้ังการเกิดคอเรสเตอรอลในร่างกายได้ นอกจากน้ีอาจมีผล
ในการลดน้ําหนักได้ภายในสัปดาห์จะต้องบริโภคผลิตภัณฑ์พร้อมกับการออกกําลังกายอย่างสมํ่าเสมอ 
นอกจากนี้ในการทําโยเกิร์ตยังมีองค์ประกอบของสารในการยับย้ังการสังเคราะห์คอเรสเตอรอล ดังน้ัน
การบริโภคผลิตภัณฑ์นมหมักที่มีเช้ือ Lactobacillus acidophilus ซึ่งจะช่วยให้คอเรสเตอรอลใน
เลือดลดลง ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์นมหมักประเภทหน่ึงที่มีผลดีต่อสุขภาพหลายประการ เพราะมีคุณค่าทาง
โภชนาการหลายอย่าง และยังส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันให้กับร่างกาย อีกทั้งทําให้ระบบทางเดินอาหาร
ทํางานได้ดีขึ้น โดยเฉพาะการย่อยแลกโตส (Hertzler and Clancy, 2003) 
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  4) ช่วยในการป้องกันการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ Lactobacillus acidophilus ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียที่เก่ียวข้องกับมะเร็งในลําไส้ใหญ่ การศึกษาการบริโภคอาหารประเภทเนื้อแดง พบว่าทํา
ให้ระดับของเอนไซม์ β-glucuronidase, azoreductase และเอนไซม์ introreductase เพ่ิมสูงขึ้น
กว่าการบริโภคอาหารประเภทผัก ซึ่งเอนไซม์เหล่าน้ีเก่ียวข้องกับการเพ่ิมของ procarcinogen ไปเป็น 
carcinogen ในส่วนปลายของลําไส้ โดยผลของ L. acidophilus สามารถยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม์
เหล่าน้ีได้ ทําให้โอกาสเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งของผู้ป่วยลดลง (Adam and Moss, 1995) 
  5) ช่วยกระตุ้นภูมิคุ้มกัน มีการศึกษาพบว่าแบคทีเรียแลกติกเป็นตัวกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 
โดยมีความไวต่อ microphage และ lymphocyte ทําให้เพ่ิมระดับของ immunoglobulin (IgA) 
และผลิต gamma interferon ซึ่งผลดังกล่าวทําให้มีความต้านทานต่อเช้ือโรค (pathogens) และยังมี
คุณสมบัติเป็น antitumor โดยเฉพาะ Lactobacillus acidophilus (Adam and Moss, 1995) 
 
2. โปรไบโอติก (Probiotic) 
 
  2.1 ความหมายของโปรไบโอติก 
 
   ค.ศ.1965 โดย Lilly and Stillwell ได้ให้คําจํากัดความว่าโปรไบโอติกหมายถึง สาร
ที่สามารถกระตุ้นการเจริญของจุลินทรีย์ ต่อมาได้มีผู้ศึกษาเก่ียวกับโปรไบโอติกอย่างกว้างขวาง และ
สรุปว่าโปรไบโอติกคือ กลุ่มจุลินทรีย์ที่ถูกใช้ในมนุษย์และสัตว์ เพ่ือปรับสมดุลของจุลินทรีย์ประจําถิ่น
ภายในร่างกายให้ร่างกายมีสุขภาพดีขึ้น  
  Fuller (1989) ได้ให้ความหมายของโปรไบโอติกว่าเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่ใส่เสริมลง
ไปเพ่ือประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยปรับปรุงความสมดุลของจุลินทรีย์ในลําไส้ ในขณะที่โปรไบโอติกตาม 
ความหมายของ FAO/WHO (2001) หมายถึงจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพของโฮสต์ เมื่อได้รับใน
จํานวนที่เหมาะสม อย่างไรก็ตามประโยชน์ของโปรไบโอติกต่อสุขภาพมนุษย์ประกอบด้วย การยับย้ัง
จุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหาร การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน การส่งเสริมกิจกรรม anticarcinogenic 
และ antimutagenic ลดอาการ lactose intolerance ลดระดับปริมาณคอเรสเตอรอลในเลือด  ลด
ความดันเลือด ป้องกันช่องคลอดอักเสบ (vaginitis) และรักษาภาวะแทรกซ้อนภายหลังการผ่าตัด 
(Klaenhammer et al., 1999) 
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  2.2 คุณสมบัติของโปรไบโอติก 
 
  โปรไบโอติกที่ดีควรมีคุณสมบัติดังน้ี 

 1) ความสามารถในการอยู่รอด (viability) บริเวณที่ยึดเกาะในระบบทางเดินอาหาร 
 2) ต้องมีความปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดโรค (นวลจันทร์, 2533) และไม่สร้างสารพิษ 
 3) ความสามารถในการสร้างสาร metabolites ต่างๆ ที่ทําลายจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ 

ได้ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แบคเทอริโอซิน ไดอะซิทิล รูทีริน 
 4) มีความสามารถในการยึดครอง (colonization) หรือการยึดเกาะ (adhesion) ใน

ระบบทางเดินอาหาร 
 5) ควรเป็นแบคทีเรียแกรมบวก เน่ืองจากสามารถทนทานต่อการย่อยของน้ําย่อยใน

ระบบทางเดินอาหารได้ดีกว่าแบคทีเรียแกรมลบ (นวลจันทร์, 2533) 
 6) สามารถทนกรดในกระเพาะอาหารได้ดี (Kontula et al., 1998) เพ่ือให้สามารถ

เดินทางผ่านกระเพาะอาหาร ซึ่งมีสภาวะเป็นกรดสูงได้ (นวลจันทร์, 2533) 
 7) มีการรอดชีวิตสูง แม้เก็บไว้เป็นเวลานาน (นวลจันทร์, 2533) 
 8) ไม่ก่อให้เกิดการกลายพันธ์ุหรือด้ือยา (กิจการ, 2544)  
 9) สามารถสร้างกรดได้ดี เพ่ือช่วยปรับสภาวะในทางเดินอาหารให้อยู่ในสภาพที่

จุลินทรีย์กลุ่ม coliform เจริญได้ยาก (นวลจันทร์, 2533) นอกจากน้ียังทําให้กระเพาะอาหารมีสภาพ
เป็นกรดมากขึ้น เกิดการย่อยและการใช้ประโยชน์จากสารอาหารต่างๆ ได้ดีขึ้น 

 10) สามารถเพ่ิมจํานวนได้รวดเร็ว และสามารถมีชีวิตอยู่ในลําไส้ได้นานประมาณ 24 
ช่ัวโมง (นวลจันทร์, 2533) 

 11) สามารถทนต่อนํ้าดีได้ดี (Kontula et al., 1998) 
 12) เป็นตัวแย่งอาหารของแบคทีเรียก่อโรค (Fuller et al., 1993) 
 13) สามารถเจริญได้ในบริเวณที่มีแหล่งอาหารน้อย (กิจการ, 2544) 
 14) สามารถแข่งขันกับเช้ือโรคในการยึดเกาะผนังลําไส้ ซึ่งโดยปกติเช้ือโรคจะเข้า

เกาะและต่อต้านการเคลื่อนที่ของลําไส้ที่มีการบีบตัวให้อาหารเคลื่อนที่ในลักษณะของลูกคลื่น 
(peristasis) โดยการเกาะเคลือบของโปรไบโอติกที่ผนังของทางเดินอาหารน้ัน ทําให้การย่อยอาหาร
และดูดซึมเป็นไปอย่างปกติ (Fuller et al., 1993) 

 15) มีการกระตุ้นภูมิคุ้มกันสัตว์ พบว่า Lactobacillus สามารถกระตุ้นการสร้าง 
gamma globulin, gamma interferon และส่งเสริมกิจกรรมของ macrophage ซึ่งช่วยในการ
กําจัดเช้ือโรคออกจากร่างกาย (Fuller et al., 1993) 
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 16) สามารถสร้างเอนไซม์ pectinase, amylase, protease, lactase, cellulase 
และ β-galactosidase มีผลทําให้การย่อยและการใช้ประโยชน์ของสารอาหารต่างๆ ดีขึ้น (อุทัย, 
2535) 

 17) เมื่อเจริญร่วมกับจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารสามารถออกฤทธ์ิได้ดีใน
ทางเดินอาหารทุกส่วน (นวลจันทร์, 2533) 

 18) ไม่ถูกดูดซึมในทางเดินอาหาร (กิจการ, 2544) 
 19) ไม่หลงเหลืออยู่ในเนื้อเย่ือ (กิจการ, 2544) 
 20) สามารถสร้างสารต่อต้านเช้ือโรคทั้งที่เป็น primary metabolite เช่น กรด

อินทรีย์ และ secondary metabolite เช่น hydrogenperoxide และ bacteriocin เป็นต้น 
(Fuller et al., 1993) 

 21) ลดการสังเคราะห์เอมีนที่เป็นพิษในระบบทางเดินอาหาร เพ่ือเพ่ิมการใช้
ประโยชน์ของสารต่างๆในร่างกาย (อุทัย, 2535) 

 22) ลดความเสี่ยงในการเกิดมะเร็งลําไส้ (colon) โดยไปลดเอนไซม์ที่เป็นสาเหตุของ
การเกิดโรคมะเร็ง เช่น azoreductase, nitrate redutase และ β-glucuronidase (Kontula et 
al., 1998)  

 23) สามารถเจริญได้ในช่วงอุณหภูมิกว้างคือ 20-60 องศาเซลเซียส (กิจการ, 2544) 
 24) ลดระดับของ cholesterol ในเลือด (กิจการ, 2544) 
 จากการศึกษาของ Liong and Shah (2005) พบว่าผู้บริโภคผลิตภัณฑ์โปรไบโอติก

จะมีระดับคอเรสเตอรอลตํ่า เน่ืองจากการผลิตนํ้าดีในตับของคน และสัตว์ใช้คอเรสเตอรอลเป็นสารต้ัง
ต้นในการผลิต โปรไบโอติกสามารถผลิตเอนไซม์ย่อยนํ้าดี Bile salt hydrolase (BSH) ทําให้เกิด free 
bile salt และ cholic acid ซึ่งมีความสามารถในการละลายนํ้าตํ่า จึงมีการดูดซึมที่ลําไส้ใหญ่ตํ่า 
ส่งผลให้มีการใช้คอเรสเตอรอล เพ่ือสร้าง free bile salt และ cholic acid เพ่ิมมากขึ้นในตับ ทําให้
ระดับคอเรสเตอรอลในกระแสเลือดลดลง 

 25) มีความสามารถในการผลิตสารต่างๆ เช่น กรดอะซิติก กรดแลกติก แบคเทอริโอ
ซิน และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ ซึ่งสารดังกล่าวมีคุณสมบัติในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์กลุ่ม
เอนเทอริคแบคทีเรีย (enteric bacteria) เช่น E. coli และ Salmonella spp. หรือจุลินทรีย์ที่บุกรุก 
(invasion) แล้วก่อให้เกิดโรคในลําไส้ของสัตว์ได้ (Lin et al., 2005) 
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 2.3 ประโยชน์ของโปรไบโอติก 
 
 โปรไบโอติกส่งผลที่เป็นประโยชน์ต่อเจ้าบ้าน โดยอาจเป็นสื่อกลางในการป้องกัน

กลุ่มจุลินทรีย์ที่จําเพาะได้โดยตรง เป็นผลให้จํานวนจุลินทรีย์เหล่าน้ีลดลง หรือไปมีผลต่อกระบวนการ
เมแทบอลิซึมของสัตว์หรือกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน โปรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่ต่อต้านเช้ือก่อโรค โดย
ผลิตสารต้านจุลินทรีย์และสารต้านแบคทีเรีย เช่น ไซโตไคน์ (cytokines) และกรดบิวทีริก (butyric 
acid) ลดพีเอชของลําไส้ โดยกระตุ้นการผลิตกรดแลกติกของจุลินทรีย์ประจําถิ่นแข่งขันกับเช้ือก่อโรค
ในการแย่งพ้ืนที่เกาะผนังลําไส้ ปรับปรุงระบบภูมิคุ้มกัน และกระตุ้นเซลล์ที่ทําหน้าที่ในระบบ
ภูมิคุ้มกัน แข่งขันกับเช้ือก่อโรคในการแย่งสารอาหารและปัจจัยในการส่งเสริมการเจริญหรือผลิต
เอนไซม์แลกเตสในการช่วยย่อยนํ้าตาลแลกโตส  
  สภาพปัจจุบันสิ่งมีชีวิตมีสภาวะแวดล้อมที่ไม่เป็นธรรมชาติ ซึ่งมนุษย์ต้องมีการ
ปฏิบัติตนอย่างระมัดระวังหรือมีการดูแลอนามัยที่ดี มีข้อจํากัดมากมายเก่ียวกับการบริโภค หรือการ
กินอาหารที่ไม่เป็นธรรมชาติ มีภาวะกดดัน มีโอกาสสัมผัสกับเช้ือก่อโรค หรือมีการเลี้ยงดูของแม่และ
ลูกลดน้อยลง มีภาวะที่มีการใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือทําลายจุลินทรีย์ มีภาวะความกดดันรวมทั้ง
ความเครียด ล้วนมีผลต่อจุลินทรีย์ที่มีอยู่ภายในลําไส้ทั้งสิ้น โดยมีผลทั้งทางตรงและทางอ้อมคือ อาจ
ทําให้จุลินทรีย์มีองค์ประกอบที่ผิดแปลกไปจากเดิม มีบางอย่างบกพร่องอันมีผลต่อการแสดงออกถึง
ความต้านทานโรคลดลง มีความไวต่อการติดเช้ือจุลินทรีย์ที่ก่อโรค ซึ่งส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ
มนุษย์ 

 การใช้โปรไบโอติกมีจุดมุ่งหมาย เพ่ือให้มีการเสริมสร้างหรือซ่อมแซม ฟ้ืนฟูในส่วนที่
บกพร่องต่างๆ เหล่านี้ให้กลับคืนสู่สภาพเดิมเป็นปกติ เพ่ือให้ทําหน้าที่ปกป้องและควบคุมจุลินทรีย์
อ่ืนๆ ที่บุกรุกได้อย่างมีประสิทธิภาพดีเช่นเดิม ซึ่งมีความแตกต่างจากการใช้สารปฏิชีวนะที่มุ่งเน้นเพ่ือ
การรักษา และส่งเสริมให้มีการเจริญเติบโตดีขึ้น โดยไม่ได้คํานึงถึงผลข้างเคียงที่ตามมา (ทัศนีย์, 
2539) 

 ประโยชน์ของโปรไบโอติกต่อร่างกายมนุษย์มีดังน้ี 
 1) ส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน โดยป้องกันการบุกรุกของเช้ือก่อโรคบริเวณเย่ือบุผิวลําไส้

ในผู้ป่วยโรค Crohn’s disease ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากการสูญเสียความสามารถในการขัดขวางเช้ือก่อ

โรค ช่วยกระตุ้นการสร้าง tumor necrosis factor-α (TNF-α) และ interleukin-6 (IL-6) 
  2) การป้องกันมะเร็ง สามารถลด mutagenicity ของ mutagen เช่น 1,2-
dimethylhydrazine (Salminen et al., 1998) 

 3) แบคทีเรียแลกติกเก่ียวข้องกับการลด carcinogenicity ของ carcinogen-
activating bacterial enzymes ในระบบทางเดินอาหาร 
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 4) ปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในลําไส้ ซึ่งในระบบทางเดินอาหารมีทั้งจุลินทรีย์ที่เป็น
ประโยชน์และเป็นโทษต่อมนุษย์ หากปล่อยไว้อาจก่อโรคทําให้ร่างกายเกิดอาการเจ็บป่วยได้ ความ
สมดุลของจุลินทรีย์ประจําถิ่นที่เหมาะสมจะต้องมีปริมาณของแบคทีเรียที่เป็นประโยชน์มากกว่า
แบคทีเรียก่อโรค โดยที่โปรไบโอติกจะช่วยปรับสมดุลน้ีให้ร่างกายสามารถรักษาสภาพสมดุลไว้ได้ 

 5) ออกฤทธ์ิได้หลายรูปแบบในการช่วยเสริมสร้างสุขภาพ และป้องกันหรือรักษาโรค
ต่างๆ ที่เกิดขึ้น กลุ่ม Lactobacillus จะสร้างนํ้าย่อย β-galactosidase ช่วยลดปริมาณน้ําตาล 
lactose ในอาหาร ซึ่งเป็นสาเหตุของท้องเสียได้ 

 6) สามารถสร้างสารหลายชนิดที่ช่วยยับย้ังแบคทีเรียก่อโรค เช่น organic acids, 
free fatty acids, ammonia, hydrogenperoxide และ bacteriocins (Silva et al., 1987)           
ช่วยกําจัดเช้ือแบคทีเรียที่ปะปนในอาหาร เอนไซม์บางชนิดจากโปรไบโอติกจะช่วยยับย้ังสารพิษจาก
แบคทีเรีย โดยไปปิดก้ันส่วนที่เป็นพิษก่อนจะเข้าเซลล์ (Pothoulakis et al., 1993) 

 7) ป้องกันและรักษาภาวะท้องเสีย ภาวะท้องเสียที่เกิดจากการติดเช้ือไวรัสหรือ
แบคทีเรีย มักพบได้บ่อยทั้งในเด็กเล็กและผู้สูงอายุ หรือผู้ที่อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม เช่น ในสถานพักฟ้ืนมีผู้
นําเอา Lactobacillus rhamnosus strain GG (LGG; L: Lactobacillus rhamnosus, GG: 
Gorbach-Goldin) (Lee et al., 2000) มาใช้ป้องกันภาวะท้องเสียในเด็กขาดอาหาร โดยเฉพาะที่
ไม่ได้รับการเลี้ยงดูด้วยนมแม่ ซึ่งพบว่าป้องกันได้ดี (Oberhelman et al., 1999) และ 
Lactobacillus สามารถลดระยะเวลาและความรุนแรงของอาการท้องเสียที่เกิดจากภาวะอาหารเป็น
พิษ (Isolauri et al., 1991) และได้ผลดีมากในกลุ่มที่เกิดอาการท้องเสียจาก rotavirus สามารถลด
การขับเช้ือ rotavirus ออกมาในอุจจาระผู้ป่วยได้ 
  8) ป้องกันโรคมะเร็งลําไส้ใหญ่ แบคทีเรียในลําไส้ใหญ่มีส่วนในการก่อให้เกิดมะเร็ง
ลําไส้ใหญ่ โดยการสร้างสารก่อมะเร็งหรือเป็นตัวร่วมในการก่อมะเร็ง โดยเฉพาะเมื่อผู้ป่วยรับประทาน
อาหารประเภทไขมัน และเน้ือจํานวนมากโดยไม่รับประทานผักและผลไม้ ทําให้เพ่ิมสาร N-nitroso 
compounds (NOC) และ heterocyclic aromatic amines ที่เป็นสาเหตุของมะเร็งลําไส้ใหญ่ 
(Guarner et al., 2003) กลุ่มของจุลินทรีย์โปรไบโอติกจะช่วยเปลี่ยนสภาพแบคทีเรียในลําไส้ ช่วย
ป้องกันไม่ให้เกิดสารพิษเหล่าน้ี (Wollowski et al., 2001) ทั้ง Lactobacillus และ 
Bifidobacteria จะป้องกันการเกิดมะเร็งลําไส้ใหญ่ (Singh et al., 1997) 
  9) รักษาโรคลําไส้อักเสบเรื้อรัง Inflammatory bowel disease (IBD) ซึ่งโปรไบโอ
ติกโดยเฉพาะ Lactobacillus rhamnosus strain GG ช่วยลดภาวะอักเสบของลําไส้ โดยการปรับ
สภาพภูมิคุ้มกันทําให้มีระดับ IgA ที่ลดลงในช่วงโรคกําเริบกลับสู่ภาวะปกติ (Schultz et al., 1998) 
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  2.4 จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโปรไบโอติก 
 
  จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโปรไบโอติกมักอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียแลกติก มีการศึกษาถึง
ความปลอดภัยมาเป็นระยะเวลานาน ส่วนใหญ่พบว่าไม่มีคุณสมบัติก่อโรค และนอกจากน้ีแบคทีเรีย
แลกติกมีการเปลี่ยนแปลงพันธุกรรมจึงถูกนํามาใช้กันมากขึ้น เพ่ือเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการ เน้ือ
สัมผัส และกลิ่นรสชาติของผลิตภัณฑ์อาหาร เช่น นม เนยเหลว และโยเกิร์ต เป็นต้น 
  แบคทีเรียที่มีการนํามาผลิตเป็นโปรไบโอติกที่สําคัญคือ กลุ่ม Lactobacillus เช่น 
L. rhamnosus strain GG (GG: Gorbach-Goldin) ซึ่งมีการศึกษาและใช้มากที่สุด และ                    
L. plantarum (Bengmark, 1998) และชนิดอ่ืนๆ ก็มีใช้กันมาก เช่น กลุ่ม Bifidobacterium 
ตัวอย่างจุลินทรีย์ที่จัดเป็นกลุ่มจุลินทรีย์โปรไบโอติก แสดงดังตารางที่ 1.1 
 
ตารางที่ 1.1 จุลินทรีย์ที่จัดเป็นกลุ่มจุลินทรีย์โปรไบโอติก (Saad et al., 2013) 

 
Lactobacillus Bifidobacterium Other lactic acid bacteria Other 
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Escherichia coli 

strain Nissle 
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Saccharomyces 

cerevisae 
L. crispatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces 

bourlardii 
L. curvatus B. breve Pediococcus acidilactici  
L. delbrueckii B. infantis Streptococcus thermophilis  
L. farciminis B. lactis Streptococcus diacetylactis  
L. fermentum B. longum Streptococcus intermedius  
L. gasseri B. thermophilum   
L. johnsonii    
L. paracasei    
L. plantarum    
L. reuteri    
L. rhamnosus    
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3. การศึกษาเก่ียวกับการแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีสมบัติเป็นโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์
อาหารหมักจากพืช และผลิตผลิตภัณฑ์ผักดอง 
 
 Klaenhammer et al. (1999) กล่าวว่าอุตสาหกรรมทางอาหารได้ให้ความสนใจใน
เรื่องของการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตอาหาร การพัฒนาเทคโนโลยี การพัฒนาและควบคุมโรคที่
เก่ียวข้องกับอาหาร และให้ความสําคัญกับการพัฒนาอาหารเพ่ือสุขภาพมากขึ้น ในหัวข้อด้าน          
จุลชีววิทยาทางอาหารที่ได้มีการศึกษาค้นคว้า ได้แก่ ผลิตภัณฑ์อาหารเพ่ือสุขภาพ (functional 
foods) และโปรไบโอติก (probiotics) ซึ่งในปัจจุบันมีรายงานเกณฑ์ในการคัดเลือกคุณสมบัติการเป็น
โปรไบโอติกมากมาย โดยส่วนใหญ่มีเกณฑ์พ้ืนฐาน 4 เกณฑ์ ได้แก่ 1) ความเหมาะสมทางด้าน
เทคโนโลยีในการนําไปใช้ เช่น สามารถผลิตได้จํานวนมาก (mass production) เก็บรักษาได้ และ
เจริญได้ มีจํานวนเซลล์ปริมาณสูงระหว่าง 106-108 มีความคงตัวในระหว่างการเก็บรักษา ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะทางพันธุกรรม 2) ความสามารถในการแข่งขัน เช่น สามารถมีชีวิตรอด 
ขยายพันธ์ุ และมีกิจกรรมเมทาบอลิซึมในการทดลองทางห้องปฏิบัติการ ทนต่อเกลือนํ้าดี ทนกรด มี
ความสามารถในการแข่งขันกับเช้ือจุลินทรีย์ประจําถิ่น (normal microflora) มีประสิทธิภาพในการ
ทนต่อแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) กรด และสารยับย้ังจุลินทรีย์ (antimicrobial compounds) 
รวมทั้งมีความสามารถในการยึดเกาะ 3) มีการแสดงออก เช่น ไม่มีการสร้างสารพิษ (nontoxic) ไม่
เป็นสายพันธ์ุก่อโรค (nonpathogenic) และได้รับการยอมรับว่าปลอดภัย (GRAS status) เมื่อ
นํามาใช้ในอาหาร 4) สามารถทําหน้าที่ได้ เช่น มีประโยชน์ต่อสุขภาพ อาทิ ลดการแพ้นม (lactose 
tolerance) สามารถสร้างสารยับย้ังจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆ ได้ อาทิ แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ กรดอินทรีย์ มีความสามารถในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (Immunostimulatory) โดยเพ่ิม
ระดับของแอนติบอดี IgA และ IgM (Tannock, 1998) อีกทั้งสามารถผลิตสาร bioactive 
compounds เช่น เอนไซม์ วัคซีน และเปปไทด์ (peptides)  
  ขณะที่ Bengmark (2000) ระบุว่าการผลิตโปรไบโอติกให้เป็นประโยชน์ต่อร่างกาย
ในลักษณะของ functional food จะต้องให้มีสมบัติตามท่ีต้องการ ได้แก่ สามารถคงสภาพสิ่งมีชีวิตที่
มีกลิ่นและรสชาติดีหลังการหมัก และคงสภาพกรดอ่อนๆ ตลอดช่วงการเก็บ ซึ่งต้องจัดเก็บอย่างดีและ
ยังคงสภาพเดิมได้ แม้แช่แข็งหรือด้วยวิธีอ่ืนๆ ที่ทําให้แห้ง และให้ผลลัพธ์ตอบสนองตามปริมาณที่
เพ่ิมขึ้น โดย Martins et al. (2013) ระบุว่าผู้บริโภคมีความใสใจในด้านการดําเนินชีวิตมากขึ้น และมี
ความกังวลในเร่ืองปัญหาสุขภาพ ผู้บริโภคจึงมีความต้องการอาหารที่บํารุงสุขภาพ เช่น ผลิตภัณฑ์
อาหารท่ีมีส่วนผสมของจุลินทรีย์โปรไบโอติก ซึ่งจะมีประโยชน์ในเรื่องของการปรับสมดุลของจุลินทรีย์
ในลําไส้ โปรไบโอติกส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่มของจีนัส Lactobacillus ที่นํามาใช้กันอย่างแพร่หลายใน
อุตสาหกรรมอาหาร ในอาหารประเภทนมหมักโดยทั่วไปสามารถพบจุลินทรีย์โปรไบโอติก แต่การ
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บริโภคอาหารประเภทนมหมักจําพวกน้ีมีข้อจํากัดสําหรับผู้บริโภคอาหารมังสวิรัติ และผู้บริโภคท่ีมี
อาการแพ้นม (lactose intolerant) หรือผู้บริโภคที่ต้องการควบคุมคอเรสเตอรอล ดังน้ันจึงได้มีการ
พัฒนาอาหารที่ไม่ใช่ผลิตภัณฑ์นม (non-dairy probiotic product) ซึ่งได้แก่ อาหารหมักประเภทผัก 
ผลไม้ และธัญพืช ได้รับความสนใจและศึกษากันมากขึ้น โดยศึกษาและประยุกต์ใช้โปรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากผัก และพบว่าผักสามารถเป็นตัวพยุง (carries) และเป็น substrates ที่
เหมาะสมสําหรับแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์ดังกล่าว (Kourkoutas et al., 2006)  

  Ohmomo et al. (1998) แยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่เจริญได้ดีที่อุณหภูมิสูงจาก
หญ้าหมัก และผักดองตามแหล่งต่างๆ ของประเทศไทย ได้ทั้งหมด 80 สายพันธ์ุ เมื่อทดสอบ
ความสามารถในการยับย้ังด้วยวิธี spot-on-lawn และ paper disc พบว่าสายพันธ์ุ K4 ที่แยกได้จาก
หญ้าหมักสามารถยับย้ังการเจริญของ Ec. faecium และ Ec. faecalis แบคเทอริโอซินที่ได้ถูกยับย้ัง
โดยสมบูรณ์ เมื่อถูกย่อยด้วยเอนไซม์ trypsin และสามารถทนความร้อนได้ถึง 100 องศาเซลเซียส 
เมื่อตรวจสอบด้วยเทคนิค SDS-PAGE electrophoresis พบว่ามีมวลโมเลกุลประมาณ 20,000             
ดัลตัน 

  Maneerat (2000) แยกแบคทีเรียแลกติกได้ทั้งหมด 91 สายพันธ์ุจากอาหารหมัก
ของไทย ได้แก่ หน่อไม้ดอง ผักเสี้ยนดอง และอาหารหมักอ่ืนๆ เมื่อทดสอบการยับย้ังการเจริญของ
แบคทีเรีย พบว่า 18 สายพันธ์ุสามารถยับย้ังการเจริญของ Staphylococcus aureus ซึ่งทั้งหมดอยู่
ในจีนัส Lactobacillus นอกจากน้ันยังพบว่า 68 สายพันธ์ุจากแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ทั้งหมด
สามารถเจริญได้ใน Bile salt medium และ 58 สายพันธ์ุเจริญได้ในอาหารที่มีค่าพีเอชตํ่า (pH 1.5, 
2.0 และ 3.0) แสดงให้เห็นว่าเช้ือเหล่าน้ีมีสมบัติที่จะนําไปพัฒนาเป็นโปรไบโอติกได้ 

  Kohajdova and Karovicova (2003) ประเมินผลทางประสาทสัมผัส และทางเคมี
ของน้ํากะหล่ําปลีที่ผสมน้ําหอมหัวใหญ่ที่หมักด้วยแบคทีเรียแลกติก โดยนํ้ากะหล่ําปลีผสมกับนํ้า
หอมหัวใหญ่ 0.05%, 0.1% และ 0.2% และเติมเช้ือแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus plantarum 
CCM 7039 หมัก 168 ช่ัวโมงที่ 21 องศาเซลเซียส พบว่านํ้ากะหล่ําปลีที่ผสมน้ําหอมหัวใหญ่ 0.1% 
จะมีปริมาณกรดแลกติกสูงสุด และพบกรดอะซิติกในนํ้ากะหล่ําปลีที่ผสมนํ้าหอมหัวใหญ่ 0.2% เมื่อ
นํามาทดสอบทางประสาทสัมผัสผู้บริโภคยอมรับนํ้ากะหล่ําปลีที่ผสมนํ้าหอมหัวใหญ่ 0.1% เมื่อ
วิเคราะห์ทางเคมี ได้แก่ ค่าพีเอช ปริมาณกรดท้ังหมด และประเมินกลิ่น รสชาติของน้ํากะหล่ําปลีที่
ผสมกับนํ้าหอมหวัใหญ่ พบว่ามีรสหวาน และรสเผ็ดจากหอมหัวใหญ่  

  Kohajdova et al. (2006) ศึกษาการหมักนํ้าผักต่างๆ ได้แก่ กะหล่ําปลี มะเขือเทศ
ฟักทอง และบวมด้วยแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus plantarum CCM 7039 และวิเคราะห์
พารามิเตอร์ต่างๆ ได้แก่ ค่าพีเอช ปริมาณกรดทั้งหมด (%) รวมท้ังทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว่า
นํ้ากะหล่ําปลีหมัก และนํ้าบวมหมัก มีระดับค่าพีเอชตํ่ากว่า 3.6 หลังการหมัก 72 หรือ 48 ช่ัวโมง 
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และมีปริมาณกรดสูง 1.4% และ 1.5% ตามลําดับ ซึ่งนํ้ากะหล่ําปลีหมักได้รับการยอมรับสูงสุดใน  
ทุกๆ ด้านเมื่อทดสอบทางประสาทสัมผัส พบว่ามีรสชาติค่อนข้างเปรี้ยว ซึ่งผู้บริโภคให้การยอมรับ 
89.3% มีกลิ่นผักตามธรรมชาติ ซึ่งผู้บริโภคให้การยอมรับ 83.5% และได้รับการยอมรับโดยรวม 
91.5% ในขณะที่นํ้าบวมหมักได้รับการยอมรับจากผู้บริโภครองลงมาคือ ผู้บริโภคให้การยอมรับด้าน
รสชาติ 84.5% ได้รับการยอมรับด้านกลิ่น 83% และได้รับการยอมรับโดยรวม 85%  

  Yoon et al. (2006) ศึกษาการผลิตนํ้ากะหล่ําปลีโปรไบโอติกด้วยแบคทีเรียแลกติก 
Lactobacillus plantarum C3, Lactobacillus casei A4 และ Lactobacillus delbrueckii D7 
โดยใส่เช้ือแบคทีเรียแลกติกเป็นเช้ือเริ่มต้นบ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เมื่อศึกษามีการเปล่ียนแปลงของ
ค่าพีเอช ปริมาณกรดแลกติก ปริมาณน้ําตาล และจํานวนเช้ือเกิดขึ้นในระหว่างการหมักภายใต้การ
ควบคุมสภาวะการหมัก พบว่าเช้ือ L. plantarum, L. casei และ L. delbrueckii สามารถเจริญได้
ในนํ้ากะหล่ําปลีหมัก (10×108 CFU/ml) หลังการหมัก 48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส          
การหมักด้วยเช้ือ L. casei มีปริมาณกรดแลกติกเกิดขึ้นน้อยกว่าการหมักด้วยเช้ือ L. plantarum 
หรือ L. delbrueckii และหลังการเก็บนํ้ากะหล่ําปลีในอุณหภูมิห้องเย็นที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
สัปดาห์ พบจํานวนเช้ือ L. plantarum 4.1×107 CFU/ml, L. delbrueckii 4.5×105 CFU/ml แต่
เช้ือ L. casei ไม่สามารถมีชีวิตรอดที่สภาวะการหมักที่มีค่าพีเอชตํ่า และปริมาณกรดสูง อีกทั้งจํานวน
เช้ือลดลง หลังการเก็บนํ้ากะหล่ําปลีในอุณหภูมิห้องเย็นที่ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลาเพียง 2 สัปดาห์ 
ซึ่งการหมักนํ้ากะหล่ําปลีโปรไบโอติกเหมาะเป็นเคร่ืองด่ืมสุขภาพสําหรับผู้นิยมบริโภคนํ้าผัก และ
ผู้บริโภคท่ีแพ้นํ้าตาลแลกโตสได้ 

  Muchoki et al. (2007) ศึกษาประสิทธิภาพการหมัก และการเก็บรักษาใบถั่ว 
(cowpea leaf) โดยศึกษาสารอาหาร และทดสอบทางประสาทสัมผัสของใบถั่วหมัก หลังการล้างทํา
ความสะอาดใบถั่ว นํามาหมักนาน 21 วัน พบว่ามีค่าพีเอช 3.8 มีความช้ืน 10% และเมื่อเก็บรักษาไว้
นาน 3 เดือนที่อุณหภูมิ 18oC, 22o- 26oC หรือ 32oC นํามาวิเคราะห์ปริมาณวิตามิน พบว่ามี beta-
carotene 91% และ ascorbic acid 15% ซึ่งเมื่อสิ้นสุดการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 32oC พบว่า
ปริมาณของ beta-carotene และ ascorbic acid ลดลงเป็น 23-52% และ 4-7% ตามลําดับ และ
เมื่อทดสอบทางประสามสัมผัส พบว่าใบถั่วหมักมีลักษณะเนื้อสัมผัสที่ผู้บริโภคไม่ยอมรับ 

  Champagne et al. (2008) ประเมินศักยภาพการอยู่รอดของจุลินทรีย์โปรไบโอติก 
Lactobacillus ทั้ง 9 สายพันธ์ุในเคร่ืองด่ืมนํ้าผลไม้ที่เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 80 
วัน โปรไบโอติก Lactobacillus brevis LB6, L. rhamnosus LB24 และ L. acidophilus LB45 มี
ประสิทธิภาพในการอยู่รอดใกล้เคียงกับ L. fermentum LB32, L. reuteri LB38 และ                     
L. plantarum LB42 โดยที่ L. rhamnosus มีประสิทธิภาพการอยู่รอดในระหว่างการเก็บรักษาดี
ที่สุด มีจํานวนเช้ือมากกว่า 107 CFU/ml หลังการเก็บรักษานาน 80 วัน 
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  Duangjitcharoen et al. (2009) ประเมินความปลอดภัยของโปรไบโอติกแบคทีเรีย 
L. plantarum SS2 ที่แยกได้จากนํ้าหมักชีวภาพมะเฟืองที่ผลิตในภาคอีสานตอนล่างของประเทศไทย 
เพ่ือคัดเลือกสายพันธ์ุโปรไบโอติกที่จะนําไปใช้กับผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่ได้จากพืช โดยศึกษาผลของ
แบคทีเรียสายพันธ์ุน้ี โดยการป้อนในหนูขาวที่ความเข้มข้น 2 ระดับคือ 1012 เซลล์ต่อหนู และ 109 
เซลล์ต่อหนู โดยให้แบคทีเรียเป็นเวลา 14 วัน และตรวจติดตามการเปลี่ยนแปลงพฤติกรรม
สัตว์ทดลอง นํ้าหนักตัว นํ้าหนักตับและม้าม และเพาะเช้ือจากตัวอย่างเลือด เพ่ือประเมินว่าโปรไบ 
โอติกสามารถแพร่เข้าสู่กระแสเลือดหรือไม่ โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ได้รับการป้อน
แบคทีเรีย L. plantarum SS2 ซึ่งหนูกลุ่มที่ถูกป้อนด้วยแบคทีเรียโปรไบโอติกน้ันยังคงมีพฤติกรรม
การกินอาหาร การด่ืมนํ้า การขับถ่าย การนอนหลับ การอยู่ร่วมกัน และการตอบสนองที่ปกติ รวมทั้ง
ยังคงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยา เช่น ลักษณะขน สีของเท้า ที่ปกติเช่นเดิม แต่มีนํ้าหนักตัวโดยรวมตํ่า
กว่าในกลุ่มควบคุม ซึ่งอาจเป็นไปได้ที่โปรไบโอติกจะสามารถช่วยควบคุมนํ้าหนักได้ อาจเน่ืองจากการ
ช่วยลดการดูดซึมกลูโคสจากลําไส้ หรือช่วยเพ่ิมเมแทบอลิซึมของกลูโคส นอกจากน้ียังตรวจไม่พบ
แบคทีเรียจากการนําเลือดมาเพาะเชื้อ และไม่พบความแตกต่างของน้ําหนักของตับและม้าม ระหว่าง
หนูกลุ่มทดสอบกับกลุ่มควบคุม ดังน้ัน โปรไบโอติกแบคทีเรียสายพันธ์ุน้ีจึงมีความปลอดภัย 

  Charalampopoulos and Pandiella (2010) ศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือ                   
Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 ในการเป็นส่วนผสมในธัญพืชหมัก ได้แก่ มอลต์ ข้าวสาลี 
ข้าวบาร์ลีย์ เพ่ือปรับปรุงรสชาติ และน้ําหมัก โดยหมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง และ
ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 70 วัน เช้ือโปรไบโอติกดังกล่าว    
สามารถรอดชีวิตได้ภายใต้สภาวะการเก็บรักษาในตู้เย็น และมีความเข้มข้นของนํ้าตาลในปริมาณสูง 
โดยใช้ส่วนผสมของธัญพืชต่อนํ้าในร้อยละ 5, 20 และ 30 (w/w) ภายหลังการหมักโดยเติมเช้ือ 
Lactobacillus plantarum ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง และเก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 7 วัน พบว่าช่วงแรกของการเก็บรักษามีกรดแลกติกลดลงอยู่ในช่วง 
0.5 g/l-17 g/l และความเข้มข้นของปริมาณนํ้าตาลลดลงอยู่ในช่วง 0.8 g/l-6.5 g/l มีค่าพีเอชอยู่
ในช่วง 2.9-3.4 ซึ่งเช้ือสามารถอยู่รอดได้ในการหมักด้วยมอลต์ดีกว่าการหมักด้วยข้าวสาลี และข้าว
บาร์ลีย์ พบว่ามอลต์มีปริมาณกรดแลกติกสูง ซึ่งธัญพืชเหล่าน้ีเป็นแหล่งที่มีความเข้มข้นของนํ้าตาลสูง 
อีกทั้งมีสารประกอบอ่ืนๆ ที่สามารถปกป้องเซลล์แบคทีเรียแลกติกได้  

  Ranadheera et al. (2010) พบแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากผักดองมีสมบัติเป็น
โปรไบโอติก แนะนําให้ใช้สายพันธ์ุโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในการหมัก และปรับปรุงผลิตภัณฑ์
อาหารหมักจากพืช เช่น มะกอกดอง และสามารถใช้ปรับปรุงผลิตภัณฑ์นมหมัก ซึ่งเช้ือแบคทีเรีย
สามารถอยู่รอดได้ เน่ืองจากผนังเซลล์ของแบคทีเรียแลกติกสามารถทนต่อสภาพแวดล้อมที่หมัก เช่น 
ความช้ืนลดลง และมีการสร้างสารอินทรีย์ที่สามารถยับย้ังจุลินทรีย์อ่ืนๆ ได้ 
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  Yang et al. (2010) ศึกษาประชากรของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากเศษผักที่
หมักเพ่ือเป็นอาหารสัตว์ แบคทีเรียแลกติก 52 ไอโซเลทแยกได้จากกะหล่ําปลี ผักกาดขาว และ
ผักกาดแก้ว ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส สามารถจัดจําแนกตามลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา และลักษณะทางชีววิทยา ได้เป็น 6 กลุ่ม (A-F) ในกลุ่ม A มีรูปร่างแท่ง ไม่เกิดก๊าซ ใน
กลุ่ม B และ C เป็น Homofermentative cocci ส่วนกลุ่ม D, E และ F เป็น Heterofermentative 
cocci จากการวิเคราะห์ด้วย 16S rDNA gene sequence พบว่ากลุ่ม A-F คือ Lactobacillus 
plantarum, Lactobacillus piscium, Lactobacillus lactis, Leuconostoc citreum, 
Weissella soli และ Leuconostoc gelidum ตามลําดับ ความหลากหลายของจํานวนประชากร
ของแบคทีเรียแลกติกกลุ่ม Homofermentative lactobacilli ประกอบด้วย Lactobacillus 
plantarum (34.6%), Weissella soli (19.2%), Leuconostoc gelidum (15.4%), 
Leuconostoc citreum (13.5%), Lactobacillus lactis (9.6%) และ Lactobacillus piscium 
(7.7%) โดยพบแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus plantarum เป็นส่วนใหญ่ในผักทั้ง 3 ชนิด ซึ่งผัก
ทั้ง 3 ชนิดมีระดับของ crude protein คือ 20.2-28.4% โดยน้ําหนักแห้ง จากการศึกษาสามารถ
ปรับปรุงเศษผักที่เหลือโดยการใช้ระบบการหมักที่มีขนาดเล็กลง ค่า pH ตํ่า และมีความเข้มข้นของ 
lactate สูง แนะนําให้หมักเศษผักด้วยแบคทีเรียแลกติกและเสริมด้วยสารอาหาร เพ่ือเป็นแหล่ง
อาหารท่ีมีโปรตีนสําหรับการเลี้ยงหรือปศุสัตว์ต่อไป 

  Di Cagno et al. (2011) ศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียแลกติกในการหมัก 
ลักษณะเนื้อสัมผัส สี และทดสอบทางประสามสัมผัสของเครื่องด่ืมสมูตต้ีสีแดง และสีเขียว จากการ
แยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกจากผลแบล็กเบอร์รี่ ผลลูกพรุน กีวี มะละกอ และผักชีล้อม (fennels) โดย
16S rRNA gene sequence พบเช้ือ Weissella cibaria, Lactobacillus plantarum, 
Lactobacillus sp. และ Lactobacillus pentosus โดยแต่ละไอโซเลทมาจากผัก และผลไม้ต่าง
ชนิดกัน นํามาศึกษาการเจริญของเช้ือในนํ้าผัก และนํ้าผลไม้ โดยในกระบวนการผลิต และการเก็บ
รักษาเคร่ืองด่ืมสมูตต้ีสีแดงและสีเขียว มีการเติมกล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติก โดยพบว่ากล้าเช้ือมีการ
เจริญอยู่ในช่วง 9 log CFU/g ตลอด 30 วันของการเก็บรักษาที่ 4 องศาเซลเซียส ไม่มีการปนเป้ือน
ของยีสต์ และ Enterobacteriaceae และศึกษาระดับของแข็งที่ละลายน้ําได้ ปริมาณกรดทั้งหมด 
และความหนืดของเครื่องด่ืมสมูตต้ีสีแดงและสีเขียวมาเปรียบเทียบกับเคร่ืองด่ืมที่ไม่เติมกล้าเช้ือ พบว่า
สีของเคร่ืองด่ืมแตกต่างกัน โดยเกิดการเปลี่ยนแปลงสีจากสีแดงเป็นสีนํ้าตาลในเครื่องด่ืมสมูตต้ีที่เติม
แบคทีเรียแลกติก ทั้งน้ีเกิดจากการหมักของแบคทีเรียแลกติก โดยใช้คาร์โบไฮเดรตเพ่ือสร้างกรด ซึ่ง
พบกรดมาลิค (malic acid), สารประกอบ polyphenolic และ ascorbic acid ในระหว่างการเก็บ
รักษา ซึ่งพบว่าสามารถเก็บรักษาไว้ได้นานกว่าเคร่ืองด่ืมที่ไม่เติมเช้ือแบคทีเรียแลกติก เมื่อวิเคราะห์
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ผลทางสถิติพบว่า เครื่องด่ืมสมูตต้ีที่มีการเติมกล้าเช้ือยังมีฤทธ์ิเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ และการหมัก
เครื่องด่ืมด้วยแบคทีเรียแลกติกสามารถช่วยปรับปรุงลักษณะต่างๆ ทางประสาทสัมผัสของเครื่องด่ืมได้  

  Mousavi et al. (2011) ศึกษาการหมักนํ้าทับทิมด้วยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก              
L. plantarum และ L. delbrueckii จุลินทรีย์โปรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธ์ุสามารถเจริญและอยู่รอด
ในระหว่างการเก็บรักษา 2 สัปดาห์แรกที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยท่ีเช้ือมีการสร้างกรดซิตริก 
citric acid ซึ่งเป็นสารอินทรีย์ที่สามารถพบได้ในนํ้าทับทิม ช้ีให้เห็นว่านํ้าทับทิมเป็นสารต้ังต้นที่ดีใน
การผลิตเคร่ืองด่ืมโปรไบโอติก 

  Pereira et al. (2011) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักนํ้ามะม่วงหินพานต์
เข้มข้นด้วย Lactobacillus casei NRRL B-442 ได้แก่ ปริมาณเช้ือโปรไบโอติกที่เหมาะสมในการ
เติมเป็นกล้าเช้ือ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการหมัก อย่างไรก็ตาม L. casei สามารถอยู่รอดได้ใน
ระหว่างการเก็บรักษาในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง โดยสภาวะที่ pH 6.4 ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสหมักนาน 16 ช่ัวโมง และปริมาณกล้าเช้ือที่เหมาะสมคือ 7.48 log 
CFU/ml เป็นสภาวะที่เหมาะสมในการหมักนํ้ามะม่วงหินพานต์ด้วยเช้ือโปรไบโอติก L. casei ซึ่งเช้ือ
สามารถเจริญได้ตลอดการเก็บรักษาในตู้เย็นนาน 42 วัน โดยเช้ือรอดชีวิตได้สูงกว่า 8.00 log 
CFU/ml และตลอดระยะการเก็บรักษานํ้ามะม่วงหินพานต์เข้มข้นพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงความใส
และสีเป็นสีเหลือง และมีระดับสีแดงข้ึนเมื่อมีการหมักเป็นเวลานานขึ้น ซึ่งการหมักนํ้ามะม่วงหิน
พานต์เข้มข้นด้วย L. casei เป็นผลิตภัณฑ์เพ่ือสุขภาพ โดยที่เช้ือยังสามารถทําหน้าที่ได้ดี เช่นเดียวกับ
การหมักในผลิตภัณฑ์นมหมัก  

  Lee et al. (2011) ประเมินการทํางานของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้
จากกิมจิที่หมักตามธรรมชาติ ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากพืชที่ได้รับความนิยมจากผู้บริโภค 
สามารถแยกแบคทีเรียแลกติกได้ 12 ไอโซเลทเป็น Heterofermentative Lactobacillus ซึ่งมี
คุณสมบัติโปรไบโอติกสามารถใช้เป็นกล้าเช้ือในการผลิตกิมจิ 11 ไอโซเลทคือ Lactobacillus sakei 
และ 1 ไอโซเลทคือ Lactobacillus plantarum ซึ่งเช้ือ Lactobacillus sakei ผลิต L (+) lactic 
acid จากการใช้นํ้าตาลกลูโคส ทุกๆ สายพันธ์ุสามารถอยู่รอดในสภาวะนํ้าย่อยในกระเพาะอาหาร 
และลําไส้เล็ก โดยมีการยึดเกาะ HT-29 cells ได้ดีกว่า  Lactobacillus rhamnosus GG ที่ใช้เป็น
โปรไบโอติกโดยทั่วไป อีกทั้งเช้ือมีความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร ลดระดับ
คอเรสเตอรอลด้วยกิจกรรมของ BSH (bile salt hydrolytic) จากผลการศึกษาดังกล่าวสามารถใช้
เช้ือโปรไบโอติกน้ีในการผลิตกิมจิได้  

  Rathore et al. (2012) ศึกษาการผลิตเคร่ืองด่ืมโปรไบโอติกด้วยการใช้ธัญพืชแบบ
เด่ียว และแบบผสมเป็นสารต้ังต้นในการหมักกับเช้ือแบคทีเรียแลกติก และเปรียบเทียบสูตรอาหาร ซึ่ง
เป็นตัวแปรในการหมัก โดยใช้แป้งจากธัญพืช 3 ชนิดผสมในอาหารหมักคือ มอลต์ บาเล่ย์ และบาเล่ย์
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ผสมมอลต์ ซึ่งนํามาหมักกับจุลินทรีย์โปรไบโอติก ได้แก่ Lactobacillus plantarum (NCIMB 8826) 
และ Lactobacillus acidophilus (NCIMB 8821) พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกมีการเจริญในอาหาร
ที่มีมอลต์ เป็นส่วนประกอบ และส่วนใหญ่สร้างกรดแลกติก 0.5-3.5 g/ml มีระดับของจํานวนเซลล์
อยู่ระหว่าง 7.9-8.5 log CFU/ml และมีค่าพีเอชตํ่ากว่า 4.0 หลังหมัก 6 ช่ัวโมง 

  Argyri et al. (2013) ทําการคัดเลือกโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกจากมะกอกดอง 
โดยทดสอบในหลอดทดลอง และประเมินศักยภาพการเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้
จากมะกอกดองที่หมักแบบธรรมชาติ และคัดเลือกเพ่ือใช้เป็นกล้าเช้ือในการปรับปรุงกระบวนการ
หมักแบบด้ังเดิม การผลิตผลิตภัณฑ์ใหม่ที่เพ่ิมคุณค่าในการเป็นอาหารเพ่ือสุขภาพ โดยทดสอบ
ศักยภาพในการเป็นโปรไบโอติกในหลอดทดลอง พบว่าเช้ือ L. pentosus, L. plantarum และ              
L. paracasei subsp. paracasei มีจํานวนเซลล์สุดท้ายสูงสุด (>8 log CFU/ml) หลังบ่มในสภาพที่
มีพีเอชตํ่าเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง และเช้ือที่ใช้ทดสอบส่วนใหญ่สามารถทนต่อเกลือนํ้าดีนาน 4 ช่ัวโมง 
ในขณะที่  L. plantarum และ L. pentosus มีฤทธ์ิในการย่อยเกลือนํ้าดี และพบว่าแต่ละสายพันธ์ุมี
ประสิทธิภาพในการเกาะติดกับเซลล์เย่ือบุผิวของลําไส้ (Caco-2: human colon carcinoma cells) 
และความไวต่อยาปฏิชีวนะแตกต่างกัน จากการศึกษาครั้งน้ีพบว่า L. pentosus, L. plantarum 
และ L. paracasei subsp. paracasei  มีคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติก ดังน้ันเช้ือเหล่าน้ีจึงเป็น
ตัวแทนที่ดีที่จะนําไปใช้ในการศึกษาต่อไปทั้งในสัตว์ทดลอง เพ่ือแสดงให้เห็นถึงศักยภาพการเป็น
ประโยชน์ต่อสุขภาพและในกระบวนการหมักมะกอก เพ่ือประเมินความสามารถในการใช้เป็นกล้าเช้ือ
โปรไบโอติกชนิดใหม่ 

 Filannino et al. (2013) ศึกษาประโยชน์ทางด้านสุขภาพ และทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสของนํ้าทับทิมที่หมักด้วยแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus plantarum POM1, 
Lactobacillus plantarum C2 ซึ่งแยกได้จากมะเขือเทศ และแครอท และเช้ือ Lactobacillus 
plantarum LP09 ซึ่งได้จากทางการค้ามาหมักนํ้าทับทิมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 120 
ช่ัวโมง และเก็บนํ้าทับทิมหมักไว้ที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 30 วัน โดยมีนํ้าทับทิมที่ไม่เติมเช้ือแบคทีเรีย
แลกติกเป็นชุดควบคุม หลังการหมักกล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติกทุกสายพันธ์ุเจริญอยู่ในช่วง 9 log 
CFU/ml โดยที่ Lactobacillus plantarum LP09 เช้ือมีปริมาณลดลงในระหว่างการเก็บรักษา และ
นํ้าทับทิมที่หมักด้วยเช้ือแบคทีเรียแลกติกทุกสายพันธ์ุ พบว่ามีกรดไขมันอิสระ (free fatty acid) มีสี
นํ้าตาล มีสารประกอบ polyphenolic และมี antioxidant activity สูงกว่านํ้าทับทิมหมักที่ไม่เติม
เช้ือแบคทีเรียแลกติก ทั้งน้ี antioxidant activity ขึ้นอยู่กับชนิดของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่ใช้เป็น
กล้าเช้ือ อีกทั้งนํ้าทับทิมที่หมักด้วยแบคทีเรียแลกติกสามารถยับย้ังการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ (K562 
tumor cells) เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ และเมื่อทดสอบทางประสาทสัมผัสได้รับการยอมรับมากกว่า
ชุดควบคุม   
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 Gallego et al. (2013) ศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติกของเช้ือ Lactobacillus ที่
เก่ียวข้องกับมะกอกดอง จากไอโซเลทจํานวน 111 ไอโซเลทท่ีแยกได้จากการหมักมะกอกดองใน
นํ้าเกลือ มี 109 ไอโซเลทท่ีสามารถระบุชนิดด้วย multiplex PCR amplification โดยใช้ recA 
gene 107 ไอโซเลทคือ Lactobacillus pentosus และ 2 ไอโซเลทคือ Lactobacillus 
plantarum และ Lactobacillus paraplantarum จากการทํา DNA fingerprinting (rep-PCR) 
ด้วย GTG5 primer แสดงให้เห็นว่าเช้ือ Lactobacillus pentosus  มีความสามารถในการเจริญสูง 
โดยส่วนใหญ่เช้ือมีความสามารถในการรวมตัวกัน มีคุณสมบัติเป็นไฮโดรโฟบิก hydrophobicity และ
มีความสามารถในการอยู่รอดในทางเดินอาหารตํ่า อย่างไรก็ตามเช้ือแบคทีเรียแลกติกดังกล่าวสร้าง   
แบคเทอริโอซิน มีความสามารถทนเกลือนํ้าดี ไม่มีการย่อยเม็ดเลือดแดง และจากผล phenotypic 
test L. pentosus มีประสิทธิภาพในการเป็นโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่ดีเหมาะที่จะนําไปใช้เป็น
กล้าเช้ือเริ่มต้น (starter culture) เพ่ือปรับปรุงการหมักมะกอกตามธรรมชาติ และช่วยเพ่ิม
สารอาหารให้แก่มะกอกดอง   

 Martins et al. (2013) กล่าวว่าผู้บริโภคส่วนใหญ่ได้ให้ความสนใจเรื่องของสุขภาพ
กันมากขึ้น มีความต้องการอาหารที่บํารุงสุขภาพ เช่น ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีประกอบด้วยจุลินทรีย์โปร
ไบโอติกที่มีประโยชน์ช่วยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร โดยกลุ่มจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ 
ได้แก่ จีนัส Lactobacillus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่นิยมนํามาใช้เป็นโปรไบโอติกในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑ์
นมหมัก แต่เน่ืองด้วยผลิตภัณฑ์นมหมักมีข้อจํากัดสําหรับผู้บริโภคอาหารมังสวิรัติ หรือผู้มีอาการแพ้
นม หรือผู้ที่ต้องการลดระดับคอเรสเตอรอล ดังน้ันจึงได้มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์นมหมักที่ประกอบด้วย
จุลินทรีย์โปรไบโอติก มีการศึกษาอย่างกว้างขวางในการนําจุลินทรีย์โปรไบโอติกเป็นส่วนประกอบของ
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากผัก ผลไม้ และธัญพืช 

 Blana et al. (2014) ศึกษาการหมักมะกอกดองโดยการเติมกล้าเช้ือ (starter 
cultures) โปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 2 สายพันธ์ุ ได้แก่ Lactobacillus pentosus B281 และ 
Lactobacillus plantarum B282 ที่แยกได้จากมะกอกดอง โดยมีการคัดเลือกคุณสมบัติโปรไบ 
โอติกในระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือใช้เป็นกล้าเช้ือในมะกอกดอง Halkidiki แบบ Spanish style ศึกษา
การหมักที่อุณหภูมิห้องด้วยนํ้าเกลือความเข้มข้นที่แตกต่างกันคือ 8 และ 10% (w/v) เติมกล้าเช้ือ
แบบเด่ียว และแบบผสม เพ่ือนับจํานวนเช้ือโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่บริเวณผิวหน้าของมะกอก
ดองท่ีการหมักนาน 114 วัน และศึกษาการอยู่รอดของกล้าเช้ือด้วยวิธี Pulsed Field Gel 
Electrophoresis (PFGE) เช้ือทั้ง 2 สายพันธ์ุมีการเจริญบริเวณผิวหน้าของมะกอกดองมีปริมาณเช้ือ
อยู่ระหว่าง 6.0-7.0 log CFU/g ตลอดการหมัก จากการวิเคราะห์ด้วย PFGE Lactobacillus 
pentosus B281 มีปริมาณเช้ือเหลือรอดที่สูงที่การหมักด้วยนํ้าเกลือความเข้มข้น 8% (w/v) เช้ือ
เหลือรอด 81.2% และที่นํ้าเกลือความเข้มข้น 10% (w/v) เช้ือเหลือรอด 93.3% ส่วน 
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Lactobacillus plantarum B282 เช้ือมีอัตราการรอดสูง 83.3% ที่การหมักด้วยนํ้าเกลือความ
เข้มข้น 8% (w/v) แต่ที่การหมักด้วยนํ้าเกลือความเข้มข้น 10% (w/v) เช้ือไม่สามารถเจริญได้ที่
ผิวหน้ามะกอกดอง และมี Lactobacillus pentosus B281 เป็นส่วนใหญ่ที่ผิวหน้ามะกอกดอง เมื่อ
ทําการหมักโดยใช้กล้าเช้ือแบบผสม 
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วัตถุประสงค์ 
 
  1. เพ่ือแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกใน 
ระดับห้องปฏิบัติการ 
  2. ศึกษาประสิทธิภาพการหมักผักดองของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก
ได้ 

  3. เพ่ือเทียบเคียงชนิดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 
  4. ผลิตผลิตภัณฑ์ผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 

 
 

ขอบเขตการวิจัย 
 
  งานวิจัยน้ีมีจุดมุ่งหมายเพื่อแยกและคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็น        
โปรไบโอติกในระดับห้องปฏิบัติการ เพ่ือใช้เป็นกล้าเช้ือในการผลิตผักดอง ตลอดจนพัฒนาการผลิต
ผลิตภัณฑ์ผักดองที่มีโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในปริมาณท่ีเพียงพอในการก่อให้เกิดประโยชน์กับ
ผู้บริโภคผลิตภัณฑ์สุขภาพได้ 
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บทท่ี 2 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 
 

1. เช้ือจุลินทรีย์ 
 
  1.1 แบคทีเรียแลกติกที่ได้รับการอนุเคราะห์จากอาจารย์ผ่องผกา เธียรมนตรี สังกัด
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ จํานวน 47 ไอโซเลท แยกจาก
อาหารหมัก ดังแสดงในตารางที่ 2.1 และจํานวน 1 ไอโซเลทคือ DW12 แยกได้จากนํ้าหมักชีวภาพ
ได้รับการอนุเคราะห์จาก รศ.ดร.ดวงพร คันธโชติ สังกัดภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
 
ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากอาหารหมักที่ได้รับการอนุเคราะห์จากอาจารย์ผ่องผกา 
เธียรมนตรี ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ จํานวน 47 ไอโซเลท 
 

รหัสเช้ือ แหล่งที่มา รหัสเช้ือ แหล่งที่มา 
AR 3 กุ้งส้ม AR 23 สะตอดอง 
AR 4 แป้งแดง AR 24 สะตอดอง 
AR 5 หนาง AR 25 สะตอดอง 
AR 10 หนาง AR 27 สะตอดอง 
AR 11 หนาง AR 28 สะตอดอง 
AR 13 หนาง AR 32 สะตอดอง 
AR 14 ผักกาดดอง AR 33 สะตอดอง 
AR 16 แป้งแดง AR 34 สะตอดอง 
AR 17 แป้งแดง AR 36 สะตอดอง 
AR 19 แป้งแดง AR 37 แป้งแดง 
AR 20 ผักกาดดอง AR 38 แป้งแดง 
AR 21 ผักกาดดอง AR 39 แป้งแดง 
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ตารางที่ 2.1 (ต่อ)  
 

รหัสเช้ือ แหล่งที่มา รหัสเช้ือ แหล่งที่มา 
AR 40  แป้งแดง AR 60 หนาง 
AR 42 แป้งแดง AR 61 ปลาส้ม 
AR 43 แป้งแดง AR 62 ปลาส้ม 
AR 44 แป้งแดง AR 64 ปลาส้ม 
AR 45 แป้งแดง AR 68 ปลาส้ม 
AR 46 แป้งแดง AR 71 ปลาส้ม 
AR 47 แป้งแดง AR 72 ปลาส้ม 
AR 52 หนาง AR 74 ปลาส้ม 
AR 53 หนาง AR 78 ปลาส้ม 
AR 54 หนาง AR 82 ผักกาดดอง 
AR 56 หนาง AR 83 ผักกาดดอง 
AR 58 หนาง   

 
 1.2 แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้รับการอนุเคราะห์จากภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ได้แก่ Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica 
 
2. อาหารเลี้ยงเช้ือ             บริษัทผู้ผลิต 
 

Baird-Parker Medium       Merck 
Brain Heat Infusion (BHI medium)   Difco 

  Brilliant Green Lactose Bile Broth (BGLB)  Merck 
de Man Rogosa and Sharpe Agar (MRS agar)   Difco 
de Man Rogosa and Sharpe Broth (MRS broth) Difco 

  Eosin Methylene Blue agar (EMB)    Merck 
  Escherichia coli Broth (EC broth)     Merck 
  Lauryl Tryptose Broth (LTB)     Merck 
  MacConkey agar (MCA)      Difco 



32 
 

 Nutrient Agar (NA)       Difco 
 Plate Count Agar (PCA)    Merck 
  Potato Dextrose Agar (PDA)     Merck 
 
3. สารเคมี   บริษัทผูผ้ลิต 
 
  สีย้อมแกรม       LABCHEM 
  เอนไซม์แปปซนิ (Pepsin)     Sigma 
  เอนไซม์คะตะเลส (Catalase)    Sigma 
  Absolute ethanol (C2H5OH)    Merck 
  Ammonium thiosulfate     Merck 
  Bromocresol purple (BCP)    LABCHEM 
  Bile salt      Merck 
  Crystal violet      LABCHEM 
  D-Glucose      UNIVAR  
  Ethanol (C2H5OH)        Merck 
  Ferric ammonium sulfate TS     Merck 
  Hydrochloric acid (HCl)     LABSCAN 
  Hydrogen peroxide (H2O2)      Merck 
  Methanol (CH3OH)        Merck 
  Nitrobenzene      CARLO ERBA 
  Nitric acid (HNO3)     Merck  
  Peptone      CRITERION 
  Phosphate-buffer saline (PBS)    Merck 
  Phenolphthalein       BHD 
  Phenol        Merck 
  Raffinose         Difco 
  Sliver nitrate (AgNO3)     PROLABO 
  Sodium chloride (NaCl)     LABSCAN 
  Sodium hydroxide (NaOH)    LABSCAN 
  Sodium thiosulfate (Na2S2O3•5H2O)   Fluka Chemika 
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4. ยาปฏิชีวนะ Antibiotic discs ได้แก่ chloramphenicol (30 μg), kanamycin (30 μg), 
tetracycline (30 μg), vancomycin (30 μg), polymycin (30 μg), streptomycin (10 μg), 
gentamycin (10 μg) และ erythromycin (15 μg) 
 
5. เครื่องมือและอุปกรณ์        ย่ีห้อ 
 
  เครื่องเขย่า (Vortex Mixer)    Scientific 
  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  Thermo Scientific 
  หม้อน่ึงฆ่าเช้ือด้วยความดันไอนํ้า (Autoclave)  Tomy 
  ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar air flow carbinet)           Microflow 
  อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)   Julabo 
 เครื่องหมุนเหว่ียง (Centrifuge)    Sorvall Rc 50 
  เครื่องช่ัง (Electronic balance)    Mettler Toledo 
 เครื่องให้ความร้อน (Hot plate)    Fishery 
 ตู้บ่มเช้ือ (Incubator)     Memmert 
 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope)    Olympus 
 เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)    Mettler Toledo 
 ตู้อบอากาศร้อน (Hot air oven)    Binder 
 เครื่องตีป่ัน (Stomacher Lab-Blender 400)           Seward 
 เครื่องกวนแม่เหล็ก (Magnetic strrer)   Fishery 
 เครื่องแก้ว รวมทั้งเข็ม (Needle) และห่วงถ่ายเช้ือ (Loop) 
 หลอดทดลองที่มีฝา (Test tube) และ Durham tube 
 หลอดเอฟเพนดรอป (Effpendorf tube) 
 โถไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) 
 เวอร์เนียร์คาร์ลิปเปอร์ (Vernier caliper) 
 ปิเปต (Pipette) & ออโต้ปิเปต (Autopipette) 
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วิธีการทดลอง 
 
1. การแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกจากผักสด 
 
  1.1 ตัวอย่างผักสดที่ใช้ในการแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติก 
   
  ผักสดที่ใช้ในการแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติก ได้แก่ แตงกวาจํานวน 3 ตัวอย่าง 
ผักกาดขาวจํานวน 2 ตัวอย่าง กะหล่ําปลีม่วงจํานวน 4 ตัวอย่าง กะหล่ําปลีจํานวน 1 ตัวอย่าง            
แครอทจํานวน 5 ตัวอย่าง ผักกาดแก้วจํานวน 3 ตัวอย่าง และบร็อคโคลี่จํานวน 1 ตัวอย่าง รวมทั้งสิ้น 
19 ตัวอย่าง ตัวอย่างเหล่าน้ีเก็บจากตลาดสด และห้างสรรพสินค้าในเขตอําเภอหาดใหญ่ จังหวัด
สงขลา 
 
  1.2 วิธีการแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกให้เป็นเช้ือบริสุทธ์ิ 
 
  นําผักตัวอย่างมาชนิดละ 10 กรัมผสมกับสารละลาย Sterile sodium chloride 
(NaCl) 0.85 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ผสมเป็นเน้ือเดียวกันด้วย Stomacher Lab-Blender 
400 เป็นเวลา 2 นาที ณ อุณหภูมิห้อง (Di Cagno et al., 2008) นํา Serial dilutions มา pour-
plate บนอาหาร de Man, Rogosa and Sharpe (MRS agar ที่เติม Bromocresol purple (BCP) 
ร้อยละ 0.04) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48-72 ช่ัวโมง เกิดโคโลนีของแบคทีเรียเจริญบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ นําโคโลนีมา streak บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar จนกว่าจะได้เช้ือบริสุทธ์ิ 
  
2. การตรวจสอบสมบัติเบ้ืองต้นของแบคทีเรียแลกติก (Garbutt, 1997) 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่ได้จากข้อ 1.2 และแบคทีเรียที่ได้รับการอนุเคราะห์จาก
อ า จ า ร ย์ ผ่ อ ง ผ ก า  เ ธี ย ร ม น ต รี  สั ง กั ด ภ า ค วิ ช า จุ ล ชี ว วิ ท ย า  คณ ะ วิ ท ย า ศ า ส ต ร์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ จํานวน 47 ไอโซเลท และอีก 1 ไอโซเลทที่ได้รับการอนุเคราะห์จาก       
รศ.ดร.ดวงพร คันธโชติ สังกัดภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  
มาตรวจสอบสมบัติเบ้ืองต้นของแบคทีเรียแลกติก ดังน้ี 
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  2.1 ตรวจสอบการติดสีแกรม 
 
  หยดน้ํากลั่นปลอดเช้ือลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด และเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิ 1 ลูป สเมียร์ 
(smear) ให้เช้ือกระจายบนหยดนํ้ากลั่น ทิ้งให้แห้ง นําแผ่นสไลด์ผ่านความร้อน (heat fixed) 2-3 
ครั้ง แล้วย้อมสีด้วยสารละลาย Crystal violet เป็นเวลา 1 นาที เทสีทิ้ง ล้างแผ่นสไลด์ด้วยนํ้ากลั่น 
หยดสารละลายไอโอดีนทิ้งไว้ 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง ล้างแผ่นสไลด์ด้วยนํ้ากลั่น จากน้ันหยด 
95% แอลกอฮอล์ เพ่ือชะสีส่วนเกินออกไป แล้วล้างแผ่นสไลด์ด้วยนํ้ากลั่นทันที จากน้ันย้อมสีด้วย
สารละลาย Safranin ทิ้งไว้ 30 วินาที ล้างสีด้วยนํ้ากลั่นอีกคร้ัง ซับแผ่นสไลด์ให้แห้ง นําไปตรวจสอบ
การติดสีแกรม ลักษณะรูปร่างเซลล์ และการจัดเรียงตัวของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ ถ้าเป็น
แบคทีเรียแลกติกจะติดสีแกรมบวก 
   
  2.2 ทดสอบคะตะเลส 
 
  หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ลงบนสไลด์ 1 
หยดแล้วใช้ลูปเขี่ยเช้ือบริสุทธ์ิที่ต้องการทดสอบ สเมียร์ลงบนสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ถ้า
เป็นแบคทีเรียแลกติกจะไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส คือ ไม่เกิดฟองก๊าซ  
 
  เก็บเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ไว้สําหรับใช้ในทดสอบคร้ังต่อไปใน 20 % ของ 
glycerol ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
 
3. การทดสอบการเจริญและความสามารถในการหมักของแบคทีเรียแลกติก (Zhang et al., 2007) 
 
  ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากข้อ 2 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth (ร้อย
ละ 2 ปริมาตรต่อปริมาตร) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างที่ระยะเวลา 24 และ 48 
ช่ั ว โม ง  วั ดการ เจ ริญของแบค ที เ รี ยแลก ติก โดยการ วัดความ ขุ่นของ เซลล์ ด้ วย เค ร่ื อ ง 
Spectrophotometer ที่ความยาวคล่ืนแสง 660 นาโนเมตร และตรวจสอบค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของ Culture broth ด้วยเคร่ืองวัดพีเอช (pH meter) หาเปอร์เซ็นต์กรดด้วยวิธีการไทเทรตด้วย
สารละลาย NaOH 0.1 N โดยใช้สารละลายฟีนอลทาลีน 2-3 หยดเป็นอินดิเคเตอร์  
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4. การทดสอบสมบัติการเป็นโปรไบโอติกในระดับห้องปฏิบัติการ 
 
  4.1 ทดสอบการทนต่อสภาพเลียนแบบน้ําย่อยในกระเพาะอาหาร (Wang et al., 
2010) 
 
  เตรียมสภาพเลียนแบบนํ้าย่อยในกระเพาะอาหาร โดยใช้สารละลาย Phosphate-
buffer saline (PBS) กับ pepsin (0.3%, w/v) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งปรับสารละลายบัฟเฟอร์ให้
มีค่า pH 2.0, 3.0 และ 6.2 (Control) ด้วย 1N HCl นําเซลล์แขวนลอยของแบคทีเรียแลกติกที่แยก
ได้จากข้อ 2 มีจํานวนเช้ือประมาณ 109 CFU/ml ใส่ในสารละลาย pH 2.0, 3.0 และ 6.2 (Control) 
ผสมกันบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง ทดลอง 2 ซ้ํา นับจํานวนเช้ือที่เหลือรอด
โดยการเจือจางด้วย 0.85% sterile saline แล้วนํามา spread plate บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS 
agar นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง นําผลที่ได้คํานวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เช้ือ 
 
  4.2 ทดสอบการทนต่อเกลือนํ้าดี (ดัดแปลงจาก Wang et al., 2010) 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.1 มาศึกษาความสามารถในการทนต่อ
เกลือนํ้าดี โดยเตรียมสารละลายเกลือนํ้าดีด้วย Bile salt powder ที่มีความเข้มข้น 0.3% ปริมาตร 
10 มิลลิลิตร โดยมีนํ้ากลั่นที่ไม่เติม Bile salt powder (pH 6.2) เป็นตัวควบคุม เติมเซลล์แขวนลอย
ของเช้ือประมาณ 109 CFU/ml บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 6-12 ช่ังโมง ทดลอง 2 ซ้ํา นับ
จํานวนเช้ือที่เหลือรอด โดยการ spread plate บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง ตรวจดูการเจริญของเช้ือบนผิวหน้าอาหาร ซึ่งเกิดกิจกรรม bile salt 
hydrolase (BSH) ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ นําผลที่ได้คํานวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เช้ือ 
 
  4.3 ทดสอบการเจริญในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.2 เลี้ยงใน MRS broth ปริมาตร 3 
มิลลิลิตร จนมีอายุ 24 ช่ัวโมง ถ่ายเช้ือลงใน MRS broth เช้ือละ 4 หลอดๆ ละ 3 มิลลิลิตร แบ่งเช้ือ
เป็น 2 ชุดการทดลองคือ ชุดการทดลองที่ 1 เก็บใน Anaerobic jar แล้วนําไปบ่มที่ 37 องศา
เซลเซียส 24 ช่ัวโมง ชุดการทดลองที่ 2 นําไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียสภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจน 24 
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ช่ัวโมง ตรวจดูการเจริญของเช้ือโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer ที่
มีความยาวคลื่นแสง 660 นาโมเมตร และเปรียบเทียบความสามารถของเช้ือในการเจริญทั้ง 2 สภาวะ 
  
  4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์  
 
  ทดสอบการยับย้ังโดยใช้วิธี Agar spot (Spellhaug and Harlander, 1989) ถ่าย
เช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.3 ลงใน MRS broth บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง ปรับให้มีปริมาณเช้ือประมาณ 108 CFU/ml หยดเช้ือบนอาหารแข็ง MRS เช้ือละ 5 μl แต่
ละเช้ือห่างกันประมาณ 3 cm จานละ 4 เช้ือ โดยทําซ้ําเช้ือละ 3 ซ้ํา บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง หลังจากน้ันเททับด้วยอาหาร Brain heart infusion (BHI) soft agar (วุ้น 0.7%) ซึ่งมีเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์จํานวนประมาณ 106 CFU/ml บ่มจานอาหารท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจผลการยับย้ังด้วยการวัดขนาดวงใสการยับย้ัง (clear zone) โดยวัดจากขอบ
หยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกจนสุดขอบวงใส โดยใช้เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper) แบคทีเรีย
อินดิเคเตอร์ที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ 1) Escherichia coli เน่ืองจากมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.) 
กําหนดให้ตรวจ Escherichia coli ซึ่งสามารถเจริญในอาหารต่างๆ ของมนุษย์ได้ เช่น เน้ือสัตว์ นม 
สัตว์ปีก และอาหารทะเล เป็นสาเหตุที่ทําให้อาหารประเภทท่ีมีปริมาณนํ้ามากเน่าเสีย ซึ่งจัดอยู่ใน
ประเภทที่มีค่า aw สูง ได้แก่ อาหารสดทั้งหลาย เช่น อาหารทะเล และผักสด เป็นต้น                     
2) Staphylococcus aureus ATCC25923 เน่ืองจากมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.) กําหนดให้
ตรวจ Staphylococcus aureus ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อโรคชนิดหน่ึง เมื่อ S. aureus ปนเป้ือนลงไปใน
อาหาร จะสร้างสารพิษที่เรียกว่าเอนเทอโรทอกซินขึ้น ทําให้ผู้บริโภคเกิดอาหารเป็นพิษ มักพบเช้ือ          
S. aureus ในมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น โดยเฉพาะในมนุษย์ที่มีผิวหนังผิดปกติ เช่น เป็นฝี แผลอักเสบ 
และในสัตว์ เช่น สุนัข เป็ด ไก่ สุกร เป็นต้น อีกทั้งเช้ือมีความทนทานต่อสิ่งแวดล้อมภายนอกได้ดี            
3) Bacillus cereus พบได้ทั่วไปตามธรรมชาติ เช่น ในอากาศ นํ้า ดิน และพืชผักต่างๆ โดยอาจ
ปนเป้ือนลงไปในอาหารได้ สามารถสร้างสารพิษที่ทนต่อความร้อนได้ เจริญได้ดีที่อุณหภูมิปานกลางใน
ร่างกายมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น อีกทั้งมักพบในอาหารประเภทธัญพืช หรืออาหารที่มีแป้งเป็น
ส่วนประกอบ ได้แก่ ข้าว ข้าวโพด แป้ง ขนมจีน ซึ่งผักดองที่ผลิตได้นําไปใช้รับประทานร่วมกับขนมจีน 
และ 4) Salmonella enterica พบในอาหารประเภท ไข่ นม ผลิตภัณฑ์นม นํ้าสลัด และเน้ือสัตว์ ซึ่ง
ผักดองที่ผลิตได้สามารถนําไปใช้รับประทานร่วมกับเน้ือ สเต็ก โดยเน้ือสัตว์อาจปนเป้ือน 
Salmonella enterica  
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 4.5 ทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีน ไขมัน และแป้ง  
 

  ถ่ายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.4 ลงในอาหาร MRS broth 
ปริมาตร 4 มิลลิลิตรจนมีอายุครบ 24 ช่ัวโมงจากน้ันทําการทดสอบ 
 
4.5.1 ทดสอบการย่อยโปรตีน (Michael and Pelezar, 1995) 
 
  หยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS 
agar ที่ใช้ Skim milk ความเข้มข้น 2% เป็นแหล่งคาร์บอนทํา 2 ซ้ํา จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ถ้ามีการย่อยโปรตีนจะเกิดวงใสรอบๆ โคโลนีของเช้ือ  
 
4.5.2 ทดสอบการย่อยไขมัน (Michael and Pelezar, 1995) 
  หยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar 
ที่เติม 1% Tributyrin ทํา 2 ซ้ํา นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ถ้ามีการใช้ไขมันจะ
เกิดวงใสรอบๆ โคโลนีของเช้ือ  
 
4.5.3 ทดสอบการย่อยแป้ง (Mitidieri et al., 2006) 
 
  หยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar 
ที่ใช้ Soluble starch ที่มีความเข้มข้น 2% เป็นแหล่งคาร์บอนทํา 2 ซ้ํา จากน้ันนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ทดสอบการย่อยแป้งโดยการวางเกล็ดไอโอดีนลงบนฝาของจานอาหาร
เลี้ยงเช้ือ เพ่ือให้ไอของไอโอดีนระเหยไปสัมผัสกับอาหารเลี้ยงเช้ือที่ต้องการทดสอบ ถ้ามีการย่อยแป้ง
สีของอาหารเลี้ยงเช้ือจะไม่เปลี่ยนเป็นสีนํ้าเงิน  
 
  4.6 ทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ (Cebeci and Gurakan, 2003) 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.5 มาทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังการ
เจริญโดยยาปฏิชีวนะด้วยวิธีการ Agar overlay diffusion method นําเช้ือที่เจริญในอาหารเหลว 
MRS broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมงที่มีปริมาณเช้ือ 106-107 CFU/ml ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร เททับลงบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar และนําจานอาหารเลี้ยงเช้ือเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้องนาน 1 ช่ัวโมง จากน้ันวาง Antibiotic discs ได้แก่ chloramphenicol (30 μg/disc), 
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kanamycin (30 μg/disc), tetracycline (30 μg/disc), vancomycin (30 μg/disc), polymycin 
(30 μg/disc), streptomycin (10 μg/disc), gentamycin (10 μg/disc) และ erythromycin (15 
μg/disc) บนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง วัดวงใสการ
ยับย้ังเปรียบเทียบผลกับตารางมาตรฐาน (ตารางภาคผนวก ฉ.1) รายงานผลเป็น resistant (R), 
moderately susceptible (MS) และ susceptible (S)  
 
  4.7 ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Argyri et al., 2013) 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.6 เพาะเลี้ยงใน MRS broth ปริมาตร 3 
มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง นําเช้ือมา streak ลงบนจานอาหาร Columbia 
agar ที่ผสม human blood ทําการทดลอง 2 ซ้ํา บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ช่ัวโมง สังเกต
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนอาหาร แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มคือ กลุ่ม Beta haemolysis มีการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเช้ือ กลุ่ม Alpha haemolysis เกิดวงใสสี
เขียวรอบโคโลนีของเช้ือ กลุ่ม Gramma haemolysis โคโลนีของเช้ือไม่เปลี่ยนแปลง  
 
  4.8 ทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน (Biogenic amine) (Bover-Cid and 
Holzapfel, 1999) 
 
  เพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 4.7 ในอาหาร MRS broth บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง ถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว MRS ที่มีฮีสติดีน (histidine) หรือ
ไทโรซีน (tyrosine) 0.1%, โบรโมครีซอลเพอเพิล (Bromocresol purple) 0.004% และไพริโดซอล-
5-ฟอสเฟต (pyridoxal-5-phosphate, B6) 0.005% บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 72 ช่ัวโมง นํา
เช้ือมา streak บนอาหารวุ้น (Improved medium) (Moeller, 1954; Niven et al., 1981; 
Choudhury et al., 1990) ที่มีฮีสติดีน หรือ ไทโรซนี 1% และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005% และ
ไม่เติมกรดอะมิโน ทําการทดลอง 2 ซ้ํา นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-10 วัน 
ตรวจสอบการสร้างไบโอเจนิกเอมีน โดยสังเกตจากการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร์รอบๆ โคโลนีของเช้ือ
แบคทีเรียแลกติก โดยเปล่ียนสีอาหารจากสีเหลืองเป็นสีม ่วง สําหรับอาหารวุ ้น (Improved 
medium) ที่มีการเติมไทโรซีนจะเกิดบริเวณใสๆ สีม่วงรอบๆ โคโลนี 
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5. ศึกษาลักษณะของผักดองที่นิยมบริโภค 
  
  เก็บตัวอย่างผักดองตามท้องตลาดในอําเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา ได้แก่ ผักกาด
ดอง และผักดองรวมท่ีบริโภคกับขนมจีนอย่างละ 4 ตัวอย่างรวมทั้งสิ้น 8 ตัวอย่าง นํามาวิเคราะห์
ลักษณะต่างๆ ดังน้ี  
 
  5.1 เปอร์เซ็นต์กรด  
 
  นํานํ้าผักดองตัวอย่างมาวัดปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity) โดยวิธี Titration 
method (AOAC, 1990) วิเคราะห์ด้วยสารละลาย 0.1 N NaOH (ภาคผนวก ข) 
 
  5.2 ค่าพีเอช 
   
  นํานํ้าผักดองตัวอย่างมาวัดค่า pH ด้วย pH meter 
   
  5.3 ปริมาณเกลือ (Tenyson et al., 200) 
 
  การวิเคราะห์ปริมาณเกลือในตัวอย่างผักดอง โดยช่ังผักดองตัวอย่างที่มีนํ้าหนัก
แน่นอน 2-3 กรัมใส่ในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร และกรด    
ไนตริก 6 นอร์มัล 3 มิลลิลิตร เติมสารละลายมาตรฐานซิลเวอร์ไนเตรท 0.1 นอร์มัล 50 มิลลิลิตร ปิด
จุกเขย่าให้ตกตะกอนเกิดอย่างสมบรูณ์ อุ่นใน water bath นาน 20 นาที และทําให้เย็นที่
อุณหภูมิห้อง เติม Nitrobenzene 5 มิลลิลิตร ปิดจุกเขย่าให้ Nitrobenzene หุ้มตะกอนไว้หมด เติม 
Ferric ammonium sulfate TS 2 มิลลิลิตร ไทเทรตด้วยสารละลายมาตรฐาน Ammonium 
thiosulfate 0.1 นอร์มัล จุดยุติได้สารละลายสีนํ้าตาลอ่อนคงตัวถึงไม่มีสี 
  
  5.4 ปรมิาณนํ้าตาลทั้งหมด (Dubois et al., 1956) 

 
  การวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมดในตัวอย่างผักดอง โดยนํานํ้าผักดองตัวอย่างมา 
1 มิลลิลิตรผสม 0.85% NaCl ปริมาณ 2 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองแช่แข็ง เติม phenol 5% ปริมาณ 
1 มิลลิลิตรเขย่า 2-3 นาทีทิ้งไว้ให้เย็นวางพักที่อุณหภูมิห้อง เติมสารละลาย sulfuric acid ปริมาณ 5 
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มิลลิลิตรเขย่าทันที ทิ้งไว้ 10 นาทีและเขย่าต่ออีก 20 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี OD 490 nm 
จากน้ันนําค่า OD ไปหาค่าปริมาณนํ้าตาลจากกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส (ภาคผนวก ข) 
 
6. ศึกษาประสิทธิภาพของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ในการผลิตผลิตภัณฑ์ผักดอง 
 
  6.1 ความสามารถในการหมักผักดองของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 
 
6.1.1 การเตรียมกล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติก (Lee and Salminen, 1995) 
   
  ถ่ายเช้ือบริสุทธ์ิของแบคทีเรียแลกติกที่มีค่า OD เท่ากับ 0.3 จํานวน 3 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตร/ปริมาตร) ลงใน Erlenmeyer flask ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหาร MRS broth ปริมาตร 
150 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง นําไปปั่นเหว่ียง 15,000×g นาน 15 นาที 
ล้าง 2 ครั้งด้วย 0.85% NaCl ก่อนนําไปเติมเป็นกล้าเช้ือ  
 
6.1.2 ทดสอบการหมัก 
 
  นําผักที่ซื้อมาจากตลาด ได้แก่  แครอท มะละกอ พริกช้ีฟ้าสีเขียวและสีแดง มาล้าง
ด้วยนํ้าสะอาดและห่ันผักแต่ละชนิด โดยแครอทและมะละกอขูดเป็นเส้น พริกช้ีฟ้าสีเขียวและสีแดงหั่น
ตามยาวเป็นเส้น เอาเมล็ดออก ผสมผักทั้ง 3 ชนิด มะละกอ: แครอท: พริกช้ีฟ้าสีเขียวและสีแดง ใน
อัตราส่วน 30: 9: 1 ซึ่งได้จากการศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมที่ทําให้ผักดองมีสีสันน่ารับประทาน โดย
มีปริมาณเน้ือสุทธิ 80 กรัม ใส่ลงในขวดดูแรนขนาด 250 มิลลิลิตร ผสมกับนํ้าเกลือซึ่งมีเกลือและ
นํ้าตาลความเข้มข้น (% (w/v)) ตามค่าเฉลี่ยในผักดองที่นิยมบริโภคตามท้องตลาดที่ได้จากข้อ 5 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และใส่กล้าเช้ือโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกจากข้อ 6.1.1 โดยใช้เช้ือเริ่มต้นที่
มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 106 CFU/ml (Lee and Salminen, 1995) โดยมีชุดควบคุม 
(Control) คือ หมักผักดองโดยไม่เติมกล้าเช้ือ ทําการทดลอง 2 ซ้ํา หมักที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
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6.1.3 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงระหว่างการหมักผักดอง 
 
  นําผักดองท่ีเตรียมได้จากข้อ 6.1.2 บ่มที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) สุ่ม
เก็บตัวอย่างที่ 0, 24, 48, และ 72 ช่ัวโมง เพ่ือวิเคราะห์ทางเคมี และวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา (Yoon 
et al., 2006) ดังต่อไปน้ี   
 
  6.1.3.1 วัดค่า pH ของน้ําผักดองด้วย pH meter 
 
  6.1.3.2 วัดปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity) โดยวิธี Titration method 
(AOAC, 1990) เช่นเดียวกับข้อ 5.1 
 
  6.1.3.3 วิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธี phenol sulfuric 
acid (Dubios et al., 1956) เช่นเดียวกับข้อ 5.4 
 
  6.1.3.4 นับจํานวนเช้ือแบคทีเรียแลกติก (CFU/ml) ด้วยการ spread plate บน
จานอาหาร MRS agar หลังการบ่ม 48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Yoon et al., 2006) 
 

 6.2 ความสามารถในการอยู่รอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์        
ผักดองในระหว่างการเก็บรักษา 

 
  นําผักดองที่หมักเป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แบ่งการเก็บผักดองเป็น 2 ชุดคือ ชุดที่ 1 เก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) โดยสุ่มเก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 5 วัน และชุดที่ 2 เก็บไว้
ที่อุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 15 วัน โดยสุ่มเก็บตัวอย่างทุก 3 วัน เพ่ือวิเคราะห์
ทางเคมี และวิเคราะห์ทางจุลชีววิทยา (Yoon et al., 2006) เช่นเดียวกับข้อ 6.1.3 
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  6.3 ศึกษาประสิทธิภาพของนํ้าหมักผักดองที่หมัก 72 ช่ัวโมงในการยับย้ังแบคทีเรีย             
อินดิเคเตอร์ 
 
6.3.1 Agar well diffusion method (Kazemipoor et al, 2012) 
 
  นําแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica บ่มในอาหาร BHI broth ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นําเซลล์ suspension ปรับให้มีปริมาณเช้ือ 106 

CFU/ml มา spread บนผิวหน้าของอาหาร Nutrient agar (NA) ทําให้ผิวหน้าอาหารแห้งและเจาะ
หลุมขนาด 6 มิลลิเมตรในจานอาหาร Nutrient agar (NA) ดังกล่าว สุ่มนํ้าผักดองภายหลังการหมัก 
72 ช่ัวโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาทําการป่ันเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 15,000×g 10 นาทีที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส แล้วนําสารละลายส่วนใสปริมาตร 60 ไมโครลิตร เติมลงในแต่ละหลุม (well) ทํา
การทดลอง 2 ซ้ํา บ่มจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังการ
บ่มตรวจวัดขนาดของขอบวงใสการยับย้ังรอบหลุม  
 
6.3.2 Agar spot method (ดัดแปลง Spellhaug and Harlender, 1989) 
 
  นํานํ้าผักดองภายหลังการหมัก 72 ช่ัวโมง ปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาหยดลงบน
จานอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar ทําการทดลอง 2 ซ้ํา บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง หลังจากน้ันเททับด้วยอาหาร Brain heart infusion (BHI) soft agar (วุ้น 0.7%) ซึ่งมีเช้ือ
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ปริมาณประมาณ 106 CFU/ml แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ 
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella 
enterica บ่มจานอาหารเลี้ยงเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจผลการ
ยับย้ังด้วยการวัดขนาดวงใสการยับย้ัง (clear zone) โดยวัดจากขอบหยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกจนสุด
ขอบวงใส โดยใช้เวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper) และรายงานผลเป็นประสิทธิภาพการยับย้ัง  
 
  6.4 ตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผักดองที่ผลิตได้ 
 
  การตรวจคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผักดองท่ีผลิตได้ โดยใช้ตามมาตรฐาน
ผลิตภัณฑ์ชุมชนของกะหลํ่าปลีซอยดอง (มผช.1168/2549) ซึ่งกําหนดเกณฑ์ทางจุลชีววิทยาไว้
เหมือนกัน แตงกวาดอง (มผช.1432/2552) ต้นหอมดอง (มผช.1210/2545) ผักเสี้ยนดอง (มผช.
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1213/2549) และผักบุ้งดอง (มผช.1215/2549) โดยมีการตรวจสอบ Escherichia coli และ
Staphylococcus aureus ราและยีสต์ แต่ไม่ตรวจนับจํานวนจุลินทรีย์ทั้งหมดเกินกําหนดเกณฑ์
มาตรฐาน เน่ืองจากผักดองที่ทําการทดลองครั้งน้ี มีการเติมกล้าเช้ือเริ่มต้น  
 
6.4.1 การวิเคราะห์หา E. coli (BAM, 2002) 
 
  ช่ังตัวอย่างผักดอง 25 กรัมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จํานวน 225 มิลลิลิตร 
แล้วป่ันด้วย stomacher ความเร็วตํ่าเป็นเวลา 1 นาทีทําการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 
1:1,000 ตามลําดับ โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
  
  โดยดูดตัวอย่างในแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่ในหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือ 
LST broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่มีหลอดดักก๊าซควํ่าในหลอดทดลองความเจือจางละ 3 หลอด 
เขย่าหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใส่ตัวอย่างด้วย vortex บ่มหลอดทั้งหมดที่ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
24±2 ช่ัวโมง หากไม่เกิดก๊าซบ่มต่อ 24 ช่ัวโมง อ่านผลตรวจดูความขุ่นและก๊าซในหลอดดักก๊าซที่
เกิดขึ้นในแต่ละหลอด (Presumtive test) สําหรับ Colifrom bacteria หลอดที่มีก๊าซ ผลเป็นบวก 
ถ้าหลอดเกิดก๊าซนําไปตรวจสอบ โดยเขย่าหลอด LST broth ที่เกิดก๊าซเบาๆ และใช้ loop ถ่ายเช้ือ
จากหลอด LST broth ที่เกิดก๊าซทุกหลอด ใส่ในอาหาร EC broth หลอดต่อหลอด บ่มหลอด EC 
broth ใน water bath อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส นาน 24±2 ช่ัวโมง สังเกตก๊าซภายในหลอดดัก
ก๊าซ ผลเป็นบวก ถ้าไม่เกิดก๊าซบ่มต่อจนครบ 48±2 ช่ัวโมง จากน้ันถ่ายเช้ือหลอด EC broth ที่เกิด
ก๊าซทุกหลอด โดยการ streak บนอาหาร Eosin Methylene Blue agar (EMB) บ่มจานอาหาร 
EMB ที่ 35 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง สังเกตโคโลนีที่น่าเป็น E. coli คือตรงกลางโคโลนีสีเข้ม อาจ
มีหรือไม่มี methallic sheen นําโคโลนีไปทดสอบการย้อมสีแกรมและทดสอบ IMViC test นําผลท่ี
ได้เปิดตาราง MPN โดยดูจากหลอด EC broth ที่ตรวจ confirmed แล้วว่ามี E. coli บันทึกผล MPN 
E. coli/กรัม (ตารางภาคผนวก ฉ.2) 
 
6.4.2 การวิเคราะห์หา Staphylococcus aureus (BAM, 2002) 
 
  ช่ังตัวอย่างผักดอง 25 กรัมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จํานวน 225 มิลลิลิตร 
แล้วป่ันด้วย stomacher ความเร็วตํ่าเป็นเวลา 1 นาทีทําการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 
1:1,000 ตามลําดับ โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์และตรวจนับจุลินทรีย์ โดยวิธี spread plate 
จํานวน 0.3, 0.3 และ 0.4 มิลลิลิตรลงบน Baird-Parker Medium (BP agar) จํานวน 2 ซ้ํา ใช้แท่ง
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แก้วปราศจากเช้ือที่เกลี่ยตัวอย่างให้กระจายทั่วจาน บ่มที่ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ตรวจลักษณะโคโลนีเลือกนับโคโลนีที่มีสีดําขอบขาวและแววใสรอบโคโลนีมีบริเวณใส (clear zone) 
เลือกจานที่เช้ือเจริญ 20-200 โคโลนี ทําเครื่องหมายตําแหน่งของโคโลนีที่มีลักษณะดังกล่าว แล้วนํา
จานอาหารไปบ่มต่ออีก 18 ช่ัวโมง ให้นับโคโลนีที่มีสีดําแววหรือไม่มีขอบขาวและไม่มีบริเวณใสด้วย 
ถ่ายโคโลนีที่คาดว่าเป็น S. aureus ลงใน BHI broth แล้วบ่มเช้ือที่ 35 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง จากน้ันดูดตัวอย่างจํานวน 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดสอบแล้วเติม Coagulate plasma 
จํานวน 0.3 มิลลิลิตร ตรวจผลอีกครั้งเมื่อครบเวลา 2 ช่ัวโมง บ่มเช้ือที่ 35 องศาเซลเซียส 4 ช่ัวโมง 
ตรวจผลการแข็งตัวของ plasma ถ้ายังไม่แข็งตัว ให้เก็บหลอดไว้ที่อุณภูมิห้องแล้วตรวจผลอีกครั้ง 
เมื่อครบ 2 ช่ัวโมง 
 
6.4.3 การวิเคราะห์จํานวนยีสต์และรา (BAM, 2002) 
 
  ช่ังตัวอย่างผักดอง 25 กรัมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จํานวน 225 มิลลิลิตร 
แล้วป่ันด้วย stomacher ความเร็วตํ่าเป็นเวลา 1 นาทีทําการเจือจางให้เป็น 1:10, 1:100 และ 
1:1,000 ตามลําดับ โดยใช้สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยดูดตัวอย่างที่ความเจือจางต่างๆ อย่างละ 
0.1 มิลลิลิตร (ทํา 3 ซ้ํา) ด้วยวิธี spread plate ลงในจานเพาะเช้ืออาหาร Potato Dextrose Agar 
(PDA) ใช้แท่งแก้วจุ่มแอลกอฮอล์ผ่านเปลวไฟ รอให้เย็นเกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส บ่มนาน 48 ช่ัวโมง ตรวจนับจํานวนโคโลนีในจานที่มีจํานวนโคโลนี 10-150 โคโลนี 
หากไม่มีการเจริญบ่มต่ออีก 48 ช่ัวโมง จึงตรวจนับคํานวณผลเป็นจํานวนราและยีสต์ต่อกรัม บันทึก
ผลเป็น CFU/g โดยใช้ค่าเฉล่ียจากทั้ง 3 ซ้ํา 
 
  6.5 การทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังยีสต์ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้ของ         
โปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่ใช้ในการหมักผักดอง 
 
6.5.1 การแยกเช้ือยีสต์จากผักดองที่หมักได้ให้เป็นเช้ือบริสุทธ์ิ 
 
  นําโคโลนียีสต์บนจานอาหาร Potato Dextrose Agar (PDA) ที่ได้จากการนับ
จํานวนยีสต์จากข้อ 6.4.3  มา restreak จนได้เช้ือยีสต์บริสุทธ์ิ นําไป wet mount เพ่ือดูลักษณะของ
ยีสต์ที่แยกได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
 
 



46 
 

6.5.2 การเตรียมกล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติก 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่ใช้เป็นกล้าเช้ือในการหมักผักดองในหัวข้อ 6.1 มาเตรียมเป็น
กล้าเช้ือที่ใช้ทดสอบ โดยถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บ่ม
ที่ 37 องศาเซลเซียสจนมีอายุครบ 24 ช่ัวโมงจากน้ันทําการทดสอบ 
  
6.5.3 ทดสอบการยับย้ังฟิล์มยีสต์ด้วยวิธี dual culture overlay assay (Magnusson et al., 2003) 
 
  ขีดเช้ือแบคทีเรียแลกติกลงบนอาหาร MRS agar ขนาด 2 เซนติเมตรจํานวน 2 เส้น 
และบ่มจานอาหารที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 24 ช่ัวโมง หลังการบ่มเททับด้วย 10 มิลลิลิตรของ malt 
extract soft agar (0.05% malt extract) ที่มีปริมาณของยีสต์ 105 cell/ml และบ่มที่ 30 องศา
เซลเซียส 48 ช่ัวโมง ภายหลังการบ่มวัด inhibition zone (mm) ด้วยเวอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier 
caliper)   
 
6.5.4 ทดสอบการยับย้ังฟิล์มยีสต์ด้วยการเพาะเลี้ยงร่วมกัน (ดัดแปลงจาก Gonzalez et al., 1983) 
 
  นําแบคทีเรียแลกติกที่เพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมงมาปรับความขุ่น 0.5 McFarland ด้วย 
Normal saline solution (NSS) ดูดมา 1 มิลลิลิตรผสมกับ 1 มิลลิลิตรของยีสต์ที่เพาะเลี้ยงใน 
Yeast Mannitol Broth (YM Broth) ที่ 30 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมงที่ปรับความขุ่น 0.5 
McFarland ด้วย NSS ถ่ายลงใน MRS broth ปริมาตร 8 มิลลิลิตร (ชุดทดลอง) และถ่าย 1 มิลลิลิตร
ของยีสต์ที่ปรับความขุ่น 0.5 McFarland ลงใน MRS broth ปริมาณ 9 มิลลิลิตร (ชุดควบคุม) บ่มที่ 
37 องศาเซลเซียสนาน 12 ช่ัวโมง หลังการบ่มนํามา spread plate ลงบนอาหาร YM agar เพ่ือตรวจ
นับจํานวนฟิล์มยีสต์ และคํานวณเปอร์เซ็นต์การยับย้ังโดยใช้สูตร 
 
 
 เปอร์เซ็นต์การยับย้ัง = จํานวนยีสต์ในชุดควบคุม – จํานวนยีสต์ในชุดทดลอง × 100 
                                    จํานวนยีสต์ในชุดควบคุม 
 
 
 
 



47 
 

7. การเทียบเคียงสายพันธ์ุของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่ผ่านการคัดเลือกด้วยการบ่งช้ีชนิดโดย
ใช้ 16S rRNA gene 
 
   ตรวจลักษณะทางอณูวิทยาด้วยวิธี 16S rRNA sequence analysis โดยเลือก
โคโลนีเด่ียวๆ ของแบคทีเรียแลกติกที่ผ่านการคัดเลือก ส่งตรวจท่ี MACROGEN Advancing through 
Genomics ประเทศเกาหลี โดยนําผลส่งตรวจหาลําดับเบสของ DNA (DNA sequence) และนํา
ลําดับเบส DNA ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล DNA Databases เพ่ือหาชนิดของเช้ือ (Lee et 
al., 2011)  
 
8. การผลิตผักดองโปรไบโอติกเพ่ือทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
  คัดเลือกกล้าเช้ือโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่เหมาะสมต่อการหมักผักดอง โดยดู
ผลจากการศึกษาเบ้ืองต้นทั้งหมดมา 1 สายพันธ์ุ นํามาหมักผักดองดังวิธีในข้อ 6.1 และเปรียบเทียบ
กับการหมักผักดองโดยไม่เติมกล้าเช้ือ โดยเก็บตัวอย่างผักดองที่มีอายุการหมัก 2 และ 3 วัน          
ไปตรวจลักษณะต่างๆ ดังน้ี 
 
  8.1 ตรวจนับจํานวนแบคทีเรียแลกติกในผักดองที่หมักได้ 
   
  สุ่มเก็บผักดองโปรไบโอติกมา 25 กรัมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์จํานวน 225 
มิลลิลิตร แล้วป่ันด้วย stomacher ความเร็วตํ่าเป็นเวลา 1 นาที นับจํานวนเช้ือแบคทีเรียแลกติก 
(CFU/ml) ด้วยการ spread plate บนจานอาหาร MRS agar หลังการบ่ม 24 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส (Yoon et al., 2006) พร้อมวัดปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity) โดยวิธี Titration 
method (AOAC, 1990) วิเคราะห์ด้วยสารละลาย 0.1 N NaOH และวัดค่าพีเอชด้วย pH meter 
   
  8.2 ตรวจคุณภาพผักดองที่หมักได้ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน 
  
  นําผักดองที่หมักได้มาตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยา เช่นเดียวกับวิธีข้อ 6.4 
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  8.3 ทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์ผักดองโปรไบโอติกที่หมักได้ 
 
  นําผักดองที่หมักโดยไม่เติมกล้าเช้ือ และหมักโดยเติมกล้าเช้ือโปรไบโอติกแบคทีเรีย
แลกติกที่มีอายุการหมัก 2 และ 3 วัน ไปทดสอบโดยใช้ผู้ที่นิยมบริโภคผักดองอย่างน้อย 30 คน ให้
คะแนนโดยใช้ Hedonic Test scale: 5 scale ได้แก่ 5=ยอมรับมากที่สุด 4=ยอมรับมาก 3=ยอมรับ 
2=ยอมรับน้อย 1=ไม่ยอมรับ โดยให้คะแนนสี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผัส และลักษณะโดยรวมทั้งหมด 
(Meilgaard et al., 1999; Lawless and Heymann, 1999) นําข้อมูลที่ได้ทั้งหมดวิเคราะห์โดยใช้
ตารางค่าสถิติ One way Anova โปรแกรม SPSS ในการวิเคราะห์ 
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บทที่ 3 
 

ผลการทดลอง 
 
 

1. การแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกจากผักสด 
 
  จากตัวอยางผักสด ไดแก แตงกวา 3 ตัวอยาง ผักกาดขาว 2 ตัวอยาง กะหล่ําปลีมวง 
4 ตัวอยาง กะหล่ําปลี 1 ตัวอยาง แครอท 5 ตัวอยาง ผักกาดแกว 3 ตัวอยาง และบร็อคโคลี่ 1 
ตัวอยาง รวมจํานวน 19 ตัวอยางสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกได 61 ไอโซเลท โดยแยกไดจาก
แตงกวา 8 ไอโซเลท ผักกาดขาว 7 ไอโซเลท กะหล่ําปลีมวง 13 ไอโซเลท กะหล่ําปลี 4 ไอโซเลท   
แครอท 13 ไอโซเลท ผักกาดแกว 14 ไอโซเลท และบร็อคโคลี่ 2 ไอโซเลท (ตารางที่ 3.1) 
  
ตารางท่ี 3.1 จํานวนของแบคทีเรียแลกติกที่สามารถคัดแยกไดจากผักสดชนิดตางๆ 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ผักสด จํานวนตัวอยาง จํานวนไอโซเลท 

แตงกวา 3 8 
ผักกาดขาว 2 7 
กะหล่ําปลีมวง 4 13 
กะหล่ําปลี 1 4 
แครอท 5 13 
ผักกาดแกว 3 14 
บร็อคโคลี่ 1 2 

รวม 19 61 
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2. การตรวจสอบสมบัติเบื้องตนของแบคทีเรียแลกติก 
 
  จากแบคทีเรียแลกติกจํานวน 61 ไอโซเลทที่แยกไดจากผักสด และแบคทีเรียแลกติก
ที่ไดรับการอนุเคราะหจากอาจารยผองผกา เธียรมนตรี สังกัดภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร จํานวน 47 ไอโซเลท และอีก 1 ไอโซเลทที่ไดรับการอนุเคราะหจาก       
รศ.ดร.ดวงพร คันธโชติ สังกัดภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
รวมแบคทีเรียแลกติก 109 ไอโซเลท เมื่อนํามาทดสอบการยอมสีแกรม และทดสอบการสรางเอนไซม
คะตะเลส พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 109 ไอโซเลทติดสีแกรมบวก และไมสรางเอนไซมคะตะเลส โดย
มีรูปรางแทงจํานวน 70 ไอโซเลท และรูปรางกลมจํานวน 39 ไอโซเลท  
3. การทดสอบการเจริญและความสามารถในการหมักของแบคทีเรียแลกติก 
 
  ความสามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลกติก 109 ไอโซเลทที่คัดแยกไดใน
อาหาร MRS broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่ 24 ช่ัวโมง พบวามีจํานวน 52 ไอโซเลทที่มีการ
เจริญดีมากคือ มีคา OD >1.0-1.5 คิดเปน 47.71% และที่ 48 ช่ัวโมง พบวามีจํานวน 54 ไอโซเลทมี
การเจริญดีเย่ียมคือ มีคา OD >1.5 คิดเปน 49.54% (ตารางที่ 3.2) โดยการคิดเปอรเซ็นตของจํานวน
ไอโซเลทไมมีความสัมพันธเช่ือมโยงกับชนิดของตัวอยาง แสดงผลเปนเปอรเซ็นตจํานวนไอโซเลท
เปรียบเทียบจากจํานวนไอโซเลททั้งหมดที่คัดแยกได  
 
   ภายหลังการหมักที่ 48 ช่ัวโมง เช้ือแบคทีเรียแลกติกสวนใหญสามารถใชนํ้าตาล เพื่อ
สรางกรดแลกติกเปนผลิตภัณฑสุดทาย จากเช้ือแบคทีเรียแลกติก 109 ไอโซเลท พบวามีจํานวน 45 
ไอโซเลทมีปริมาณกรด 1.00-1.50% คิดเปน 41.28% 34 ไอโซเลทมีปริมาณกรด 1.51-2.00% คิด
เปน 31.19% 25 ไอโซเลทมีปริมาณกรด 2.01-2.50% คิดเปน 22.94% 4 ไอโซเลทมีปริมาณกรด 
<1.00% คิดเปน 3.67% (ตารางที่ 3.3) สงผลทําใหคาพีเอชลดลง โดยมีคาพีเอชอยูระหวาง 3.96-
6.25 และมีคาพีเอชเฉลี่ย 4.45  
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ตารางท่ี 3.2 การเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่เลี้ยงในอาหาร MRS broth บมไวที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง  
 

 
 
ตารางท่ี 3.3 ปริมาณกรดแลกติกของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดเมื่อเลี้ยงในอาหาร MRS broth 
บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OD 660 
nm 

ระดับ        
การเจรญิ 

24 ช่ัวโมง 48 ช่ัวโมง 

จํานวนไอโซเลท 
เปอรเซ็นต 

(%) 
จํานวนไอโซเลท 

เปอรเซ็นต 
(%) 

>1.5 ++++ 35 32.11 54 49.54 
>1.0-1.5 +++ 52 47.71 51 46.79 
0.5-1.0 ++ 14 12.84 4 3.67 
<0.5 + 8 7.34 0 0 

รวม 109 100 109 100 

ปริมาณกรดแลกติก (%) จํานวนไอโซเลท เปอรเซ็นต (%) 

<1.00 4 3.67 
1.00-1.50 45 41.28 
1.51-2.00 34 31.19 
2.01-2.50 25 22.94 
2.51-3.00 1 0.92 

>3.00 0 0 
รวม 109 100 
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4. การทดสอบสมบัติการเปนโปรไบโอติกในระดับหองปฏิบัติการ 
 
  4.1 ทดสอบการทนตอสภาพเลียนแบบนํ้ายอยในกระเพาะอาหาร 
 
  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได 109 ไอโซเลทมาศึกษาความสามารถในการอยู
รอดในสภาวะความเปนกรดที่ pH 2 พบวามีจํานวน 18 ไอโซเลทที่มีเปอรเซ็นตการรอดเทากับหรือ
มากกวา 40% และมจีํานวนเช้ือที่เหลือรอดสูงกวา 106 CFU/ml โดยพบวาไอโซเลท HA404 มีอัตรา
การรอดสูงสุดคือ 82.61% เชนเดียวกับที่ pH 3 พบวามีจํานวน 45  ไอโซเลทที่มีเปอรเซ็นตการรอด
เทากับหรือมากกวา 40% และมีจํานวนเช้ือที่เหลือรอดสูงกวา 106 CFU/ml โดยไอโซเลท HA303 มี
อัตราการอยูรอดสูงสุดคือ 97.96% ดังน้ันจึงคัดเลือกเช้ือทั้ง 45 ไอโซเลทไปทดสอบในข้ันตอนตอไป 
(ตารางที่ 3.4) 
 
  4.2 ทดสอบการทนตอเกลือนํ้าดี 
 
  จากการนําแบคทีเรียแลกติกจํานวน 45 ไอโซเลทที่ คัดเลือกไดมาทดสอบ
ความสามารถในการอยูรอดในสภาวะที่มีเกลือนํ้าดีรอยละ 0.30 พบวามีแบคทีเรียแลกติกจํานวน 14   
ไอโซเลท มีเปอรเซ็นตการรอดสูงกวา 40% และมีจํานวนเช้ือที่เหลือรอดสูงกวา 106 CFU/ml คิดเปน 
33.33% และพบวาเช้ือ AR25 มีอัตราการรอดสูงสุดคือ 87.89% (ตารางที่ 3.5) 
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ตารางท่ี 3.4 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจํานวน 45 ไอโซเลทในสภาพ
เลียนแบบนํ้ายอยในกระเพาะอาหาร  
 

ไอโซเลท 
การอยูรอดของ
เช้ือที่ pH 3 (%) 

ไอโซเลท 
การอยูรอดของ
เช้ือที่ pH 3 (%) 

NS203 80.00 AR 19 85.83 
NS302 61.90 AR 21 64.58 
NS402 85.71 AR 23 63.35 
NS504 76.05 AR 24 80.00 
NS601 95.33 AR 25 91.30 
HA207 62.14 AR 27 76.66 
HA303 97.96 AR 28 92.36 
HA304 45.83 AR 36 79.76 
HA305 66.50 AR 39 79.91 
HA403 52.38 AR 40 59.29 
HA404 91.30 AR 42 52.17 
HA503 47.00 AR 45 90.48 
HA505 70.09 AR 52 93.91 
HA603 66.66 AR 53 76.47 
HA704 66.22 AR 54 95.83 
HA801 53.47 AR 56 82.35 
HA804 40.00 AR 61 91.04 
HA806 62.74 AR 68 53.91 
HA906 95.35 AR 71 64.29 
AR 10 84.18 AR 72 83.64 
AR 11 60.69 AR 78 52.43 
AR 17 90.85 AR 82 79.16 

  DW 12 90.85 
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ตารางท่ี 3.5 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจํานวน 14 ไอโซเลทในสภาวะที่มี
เกลือนํ้าดี 0.30 เปอรเซ็นต  
 

ไอโซเลท 
การอยูรอดของ

เช้ือ (%) 
ไอโซเลท 

การอยูรอดของ
เช้ือ (%) 

NS302 69.19 AR 25 87.89 
HA503 52.30 AR 27 77.94 
HA801 53.06 AR 36 50.00 
HA804 60.00 AR 45 44.87 
HA806 52.90 AR 52 67.78 
HA906 48.24 AR 71 58.72 
AR 21 55.13 AR 72 40.48 

 
 
  4.3 ทดสอบการเจริญในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน 
 
  จากการนําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจากขอ 4.2 จํานวน 14 ไอโซเลทมา
ทดสอบความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน พบวามีแบคทีเรียแลกติก 13         
ไอโซเลทที่สามารถเจริญไดดีทั้ง 2 สภาวะ โดยมีคา OD 660 nm มากกวา 1.0 มีแบคทีเรียแลกติก         
ไอโซเลท HA806 เพียงไอโซเลทเดียวเทาน้ันที่เจริญไดเฉพาะสภาวะที่มีออกซิเจน ไมสามารถเจริญใน
สภาวะที่ไมมีออกซิเจน (รูปที่ 3.1) จึงคัดเลือกแยกแบคทีเรียแลกติกทั้ง 13 ไอโซเลทไปศึกษาใน
ข้ันตอนตอไป 
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รูปท่ี 3.1 การเจริญในสภาวะทีม่ีและไมมีออกซิเจนของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลอืกได 

 
  4.4 ทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร  
 
  จากการทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได
ตามขอ 4.3 จํานวน 13 ไอโซเลท โดยวิธี Agar spot (รูปที่ 3.2) พบวาแบคทีเรียแลกติกดังกลาว 
สามารถยับย้ัง Escherichia coli ได 9 ไอโซเลทคิดเปน 69.23% โดยมีขอบวงใสการยับย้ังอยูระหวาง 
3.50-15.33 mm สามารถยับย้ัง Bacillus cereus ได 10 ไอโซเลทคิดเปน 76.92% มีวงใสการยับย้ัง
อยูระหวาง 3.98-15.33 mm ยับย้ัง Staphylococcus aureus ATCC25923 ได 8 ไอโซเลทคิดเปน 
61.54% โดยมีขอบวงใสการยับย้ังอยูระหวาง 3.53-8.42 mm และยับย้ัง Salmonella enterica   
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ได 7 ไอโซเลทคิดเปน 53.85% โดยมีขอบวงใสการยับย้ังอยูระหวาง 1.75-6.17 mm จึงไดคัดเลือก
แบคทีเรียแลกติกจํานวน 12 ไอโซเลทที่สามารถยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรได โดยมีแบคทีเรียแลก
ติก HA906 เพียงไอโซเลทเดียวที่ไมสามารถยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรทั้ง 4 สายพันธุ (ตารางที่ 3.6) 
เพื่อใชในการศึกษาในข้ันตอไป  
 
ตารางท่ี 3.6 การยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจํานวน 13 ไอโซเลท 
โดยวิธี Agar spot  
 

 
ไอโซเลท 

ขนาดของวงใสการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร (mm)* 

Escherichia coli Bacillus cereus 
Staphylococcus 

aureus 
ATCC25923 

Salmonella 
enterica 

NS302 4.35±0.26 - 7.67±0.16 4.92±0.13 
HA503 4.83±0.30 8.17±0.06 6.83±0.02 6.17±0.22 
HA802 - - 8.42±0.02 1.75±0.04 
HA804 - 15.33±0.42 5.83±0.14 - 
HA906 - - - - 
AR 21 3.52±0.20 3.98±0.26 3.63±0.12 2.00±0.03 
AR 25 3.50±0.26 7.66±0.06 3.53±0.05 4.05±0.08 
AR 27 4.20±0.28 5.83±0.12 - - 
AR 36 15.33±0.09 4.53±0.08 - - 
AR 45 9.70±0.06 6.33±0.14 - - 
AR 52 - 4.27±0.06 - 4.80±0.02 
AR 71 4.03±0.21 9.27±0.50 3.83±0.60 4.67±0.04 
AR 72 3.58±0.05 4.17±0.04 4.37±0.07 - 

 
หมายเหตุ: (-) คือ ไมมีประสิทธิภาพการยับย้ัง 
    (*) คือ คาเฉลี่ยของการทดลอง 3 ซ้ํา 
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รูปท่ี 3.2 การทดสอบการยับย้ัง Bacillus cereus ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดโดยวิธี Agar 
spot  
 
  4.5 ทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 
 
   จากแบคทีเรียแลกติก 12 ไอโซเลทที่คัดแยกไดจากขอ 4.4 พบวามีจํานวน 6 ไอโซ
เลทคิดเปน 54.55% ที่มีความสามารถในการยอยสารชีวโมเลกุลขนาดใหญคือ โปรตีน ไดแก           
ไอโซเลท NS302 AR36 AR45 AR52 AR71 และ AR72 และมี 2 ไอโซเลทคิดเปน 18.18% ที่
สามารถยอยแปง ไดแก ไอโซเลท AR36 และ AR72 โดยไมพบไอโซเลทที่สามารถยอยไขมันได (ตาราง
ที่ 3.7 และรูปที่ 3.3) 
 
   จากสมบัติขางตนสามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกไดจํานวน 6 ไอโซเลท ไดแก    
ไอโซเลท NS302 AR36 AR45 AR52 AR71 และ AR72 เพื่อนําไปใชในการศึกษาสมบัติอื่นๆ ตอไป 
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ตารางท่ี 3.7 ความสามารถของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจํานวน 12 ไอโซเลทในการยอยโปรตีน 
ไขมัน และแปง 
 

ไอโซเลท 
เสนผานศูนยกลางในการยอย (mm)* 

โปรตีน ไขมัน แปง 

NS302 4.25±0.17 - - 
HA503 - - - 
HA802 - - - 
HA804 - - - 
AR 21 - - - 
AR 25 - - - 
AR 27 - - - 
AR 36 10.50±0.18 - 5.50±0.04 
AR 45 7.50±0.03 - - 
AR 52 6.25±0.07 - - 
AR 71 8.50±0.16 - - 
AR 72 7.50±0.14 - 2.50±0.06 

 
หมายเหตุ: (-) คือ ไมยอยโปรตีน ไขมันหรอืแปง 
              (*) คือ คาเฉลี่ยของการทดลอง 2 ซ้ํา 

 

 
 

รูปท่ี 3.3 การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน (ก) แปง (ข) และไขมัน (ค) ของแบคทีเรีย    
แลกติกที่คัดเลือกไดบนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
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4.6 ทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะ 
 
  แบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกได 6 ไอโซเลทจากขอ 4.5 เมื่อนํามาทดสอบกับยา
ปฏิชีวนะ 8 ชนิด (รูปที่  3.4) พบวาด้ือตอยาในกลุมยับย้ังการสังเคราะหผนังเซลล  ไดแก 
vancomycin (100%) ด้ือตอยาในกลุมยับย้ังการสังเคราะหโปรตีน ไดแก kanamycin (83.33%) 
gentamycin (100%) streptomycin (100%) และด้ือตอยาในกลุมยับย้ังการทําหนาที่ของเย่ือหุม
เซลล ไดแก polymycin (100%) นอกจากน้ีเช้ือมีความไวตอการตอบสนองตอยากลุมยับย้ังการ
สังเคราะหโปรตีน ไดแก chloramphenicol (83.33%) และ erythromycin (66.67%) (ตาราง        
ที่ 3.8)  
 

 
 

 
รูปท่ี 3.4 ประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดไอโซเลท AR72 โดย
ยาปฏิชีวนะทั้ง 8 ชนิด C: chloramphenicol (30 µg/disc), K: kanamycin (30 µg/disc),               
TE: tetracycline (30 µg/disc), V: vancomycin (30 µg/disc), PB: polymycin (30 µg/disc),          
S: streptomycin (10 µg/disc), GM: gentamycin (10 µg/disc) และ E: erythromycin              
(15 µg/disc) 
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ตารางท่ี 3.8 ปฏิกิริยาของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดจํานวน 6 ไอโซเลทตอยาปฏิชีวนะ        
8 ชนิด  

 
หมายเหตุ: Antibiotic disc ไดแก C: chloramphenicol (30 µg/disc), K: kanamycin (30 
µg/disc), TE: tetracycline (30 µg/disc), V: vancomycin (30 µg/disc), PB: polymycin (30 
µg/disc), S: streptomycin (10 µg/disc), GM: gentamycin (10 µg/disc), E: erythromycin 
(15 µg/disc) Zone of clearing for various antibiotic ไดแก resistant (R), moderately 
susceptible (MS) และ susceptible (S) (ตารางภาคผนวก ฉ.1)  
 
  4.7 ทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 
 
   แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 6 ไอโซเลท ไดแก NS302 AR36 AR45 AR52 
AR71 และ AR72 พบวาไมมีกิจกรรมการยอยสลายเม็ดเลือดแดงจัดอยูในกลุม Gramma-(γ) 
hemolysis (รูปที่ 3.5) ซึ่งแสดงใหเห็นถึงสมบัติดานความปลอดภัยตอรางกายมนุษย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ไอโซเลท 
Antibiotic disc / Zone of clearing for various antibiotic 

C K TE V PB S GM E 
NS302 S R R R R R R S 
AR 36 S S MS R R R R S 
AR 45 MS R R R R R R MS 
AR 52 S R R R R R R R 
AR 71 S R MS R R R R S 
AR 72 S R MS R R R R S 
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รูปท่ี 3.5 การทดสอบการยอยสลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร Columbia agar ของแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกไดจัดอยูในกลุม Gramma-(γ) hemolysis 
 
  4.8 ทดสอบการสรางสารไบโอเจนิกเอมีน 
 
  แบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกไดทั้ง 6 ไอโซเลท ไดแก NS302 AR36 AR45 AR52   
AR71 และ AR72 ไมมีกิจกรรมการสรางสารไบโอจีนิกเอมีน โดยไมมีการเปลี่ยนแปลงบริเวณรอบ
โคโลนีของเช้ือบนอาหาร MRS agar ที่ปรับปรุง (Improved medium) (รูปที่ 3.6) 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.6 การทดสอบการสรางสารไบโอเจนิกเอมีนของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดบน Improved 
medium (Bover-Cid and Holzapfel, 1999) (ก) Positive (ข) Negative 
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  ดังน้ันจึงไดคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจํานวน 6 ไอโซเลท ไดแก NS302 AR36        
AR45 AR52 AR71 และ AR72 ซึ่งไอโซเลท NS302 แยกจากผักกาดขาว AR36 แยกจากสะตอดอง 
AR45 แยกจากแปงแดง AR52 แยกจากหนาง AR71 และ AR72 ซึ่งแยกจากปลาสม ทั้ง 6 ไอโซเลทมี
ความสามารถในการหมักไดดี โดยใหเปอรเซ็นตกรดสูงกวา 1% เมื่อเพาะเลี้ยงใน MRS broth ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง (ตารางที่ 3.9) และมีสมบัติเบื้องตนในการเปนโปร
ไบโอติกที่ทดสอบในหองปฏิบัติการ (ตารางที่ 3.10) โดยทนตอสภาวะเลียนแบบนํ้ายอยในกระเพาะ
อาหาร ทนตอเกลือนํ้าดี โดยมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลกติกเหลือรอดมากกวา 106 CFU/ml มี
ความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร ไดแก Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica มากกวา 2 สายพันธุ เจริญ
ไดดีทั้งในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน มีความสามารถในการยอยสารชีวโมเลกุล ไดแก โปรตีนและ
แปง ไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง และไมสรางสารไบโอเจนิกเอมีน จึงใชเปนเกณฑในการคัดเลือกโปร
ไบโอติกแบคทีเรียแลกติกดังกลาว เพื่อใชในการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตผลิตภัณฑผักดองตอไป 
 
ตารางท่ี 3.9 ความสามารถในการหมักของแบคทีเรียแลกติก 6 ไอโซเลทที่คัดเลือกไดในอาหาร MRS 
broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ช่ัวโมง 
 

ไอโซเลท แหลงที่มา 
การหมัก 

ปริมาณกรด (%) pH 
NS302 ผักกาดขาว      1.23±0.05d    4.74±0.03ab 
AR 36 สะตอดอง      1.41±0.05cd    5.30±0.05a 
AR 45 แปงแดง      3.09±0.73a    4.27±0.05ab 
AR 52 หนาง      2.16±0.16b    4.17±0.24b 
AR 71 ปลาสม      1.92±0.05bc    4.38±0.28ab 
AR 72 ปลาสม      2.37±0.69b    4.11±0.17b 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่ตางกันบนตัวเลขในแตละสดมภแสดงถึงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) 
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ตารางท่ี 3.10 สมบัติเบื้องตนในการเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดในระดับหองปฏิบัติการทั้ง 6 ไอโซเลท 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
หมายเหตุ: การเจริญของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่สภาวะมีและไมมีออกซิเจน (-); ไมมีการเจริญ (+); มีการเจริญ 
         การยอยสลายโปรตีน แปง และไขมัน (-); ไมมีการยอย (+); มีการยอย 
         คาตัวอักษรภาษาอังกฤษในแตละสดมภ หมายถึง คาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อวิเคราะหขอมูลทางสถิติ (p<0.05) 
 
 

ไอโซเลท 

การทนตอสภาพเลียนแบบ
นํ้ายอยในกระเพาะอาหาร 

การทนเกลอืนํ้าดี 
การเจรญิ 

(OD 660 nm) 
การยอยสลาย 

การอยูรอด
ของเช้ือ 

(%) 

  จํานวนเช้ือ 
(log CFU/ml) 

การอยูรอด
ของเช้ือ 

(%) 

  จํานวนเช้ือ 
(log CFU/ml) 

ไมมี
ออกซเิจน 

มี
ออกซเิจน 

โปรตีน แปง ไขมัน 

NS302 61.90 6.47±0.07a 69.19 7.20±0.08a + + + - - 
AR36 79.76 6.15±0.01b 50.00 6.20±0.08c + + + + - 
AR45 90.48 6.27±0.08ab 44.87 6.34±0.01b + + + - - 
AR52 93.91 6.34±0.16ab 67.78 6.19±0.02c + + + - - 
AR71 64.29 6.20±0.02b 58.72 6.17±0.02c + + + - - 
AR72 83.64 6.29±0.13ab 40.48 6.09±0.04c + + + + - 
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ตารางท่ี 3.10 (ตอ)  
 

ไอโซเลท 

การยับย้ังแบคทเีรียอินดิเคเตอร 

การยอยสลายเม็ดเลือดแดง การสรางสารไบโอเจนิกเอมีน 
แบคทีเรียอินดิเคเตอร 

Staphylococcus 
aureus 

Bacillus 
cereus 

Escherichia 
coli 

Salmonella 
enterica 

 
NS302 

 
+ 

 
- 

 
+ 

 
+ 

 
γ-hemolysis 

 
- 

AR36 - + ++ - γ-hemolysis - 

AR45 - + ++ - γ-hemolysis - 

AR52 - + - + γ-hemolysis - 

AR71 + + + + γ-hemolysis - 

AR72 + + + - γ-hemolysis - 

 
หมายเหตุ: (-): no antimicrobial activity; (+): the inhibition zone is less than 10 mm; (++): the inhibition zone is from 10 mm to 20 mm 
               การสรางสารไบโอเจนิกเอมีน (-); ไมมีการสราง (+); มีการสราง 
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5. ศึกษาลักษณะของผักกาดดองและผักดองรวมสําหรับรับประทานกับขนมจีน 
  
  เก็บตัวอยางผักดองจํานวน 8 ตัวอยางตามทองตลาดในอําเภอหาดใหญ จังหวัด
สงขลา ไดแก ผักกาดดองจํานวน 4 ตัวอยาง (รหัส P1-P4) และผักดองรวมสําหรับรับประทานกับ
ขนมจีน ซึ่งเปนผักดองที่ประกอบดวย มะละกอ แครอท แตงกวา และถ่ัวงอก จํานวน 4 ตัวอยาง 
(รหัส H1-H4) ดังตารางที่ 3.11 มาวิเคราะหพบวาผักดองมีคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตกรด 1.25% คา   
พีเอชเฉลี่ยเทากับ 3.75 มีปริมาณเกลือเฉลี่ยคือ 5.06 กรัมตอปริมาตร 100 มิลลิลิตร และมีปริมาณ
นํ้าตาลเฉลี่ย 2.39 กรัมตอปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
 
ตารางท่ี 3.11 ลักษณะผักกาดดองและผักดองรวมสําหรับรับประทานกับขนมจีน 
 

รหสั
ตัวอยาง 

ผักดอง 
เปอรเซ็นต

กรด  
คาพีเอช 

ปริมาณเกลอื
(g/100 ml) 

ปริมาณนํ้าตาล
(g/100 ml) 

P1 ผักกาดดอง 1.80 3.52 4.67 2.32 
P2 ผักกาดดอง 2.16 3.51 4.67 2.47 
P3 ผักกาดดอง 0.30 3.76 5.25 2.63 
P4 ผักกาดดอง 0.33 3.77 4.85 2.43 
H1 ผักดองรวม 1.48 3.78 4.67 2.33 
H2 ผักดองรวม 1.62 3.77 6.00 2.44 
H3 ผักดองรวม 1.06 3.91 4.50 2.27 
H4 ผักดองรวม 1.22 3.97 5.84 2.24 

คาเฉลี่ย 1.25 3.75 5.06 2.39 
 
 
6. ศึกษาประสิทธิภาพของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดในการผลิตผลิตภัณฑผักดอง 
 
  6.1 การหมักผักดองโดยใชโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 
  
  จากการศึกษาความสามารถในการหมักผักดองของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทัง้ 
6 ไอโซเลท โดยใชผักที่ประกอบดวย มะละกอ: แครอท: พริกช้ีฟาสีเขียวและสีแดง ในอัตราสวน         
30: 9: 1 หมักในนํ้าเกลือที่ประกอบดวยเกลือ 5% และนํ้าตาล 2.5% ซึ่งเปนความเขมขนของเกลือ  
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และนํ้าตาลที่ไดจากการศึกษาผักดองที่นิยมบริโภคกับขนมจีนในขอ 5 โดยใชเช้ือเริ่มตนประมาณ 106 
CFU/ml หมักที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 3 วันหรือ 72 ช่ัวโมง เก็บผลทุกๆ 24 
ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทใหผลไปในทิศทางเดียวกัน จํานวนแบคทีเรียแลกติกจะ
คอยๆ เพิ่มข้ึน เชนเดียวกับเปอรเซ็นตกรดแลกติก ในสวนของปริมาณนํ้าตาล และระดับคาพีเอชจะ
ลดลง ดังแสดงในรูปที่ 3.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.7 การหมักผักดองโดยใชโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Control, NS302, AR36, 
AR45, AR52, AR71 และ AR72 
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รูปท่ี 3.7 (ตอ) การหมักผักดองโดยใชโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท NS302, AR36, AR45, 
AR52, AR71 และ AR72 และชุดควบคุมที่ไมเติมกลาเช้ือแบคทีเรียแลกติก 
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  จากการหมักผักดองโดยใชโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดหลังหมัก 72 
ช่ัวโมง พบวาทุกๆ ไอโซเลทมีการเจริญของเช้ือเพิ่มข้ึนจากเช้ือเริ่มตนอยูระหวาง 8.16-9.25 log 
CFU/ml โดยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR72 มีปริมาณเช้ือสูงสุดคือ 9.25 log CFU/ml 
และพบวาคาพีเอชของนํ้าหมักอยูในชวง 3.31-3.61 โดยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR45 
มีคาพีเอชตํ่าสุดคือ 3.31 และทุกๆ ไอโซเลทมีเปอรเซ็นตกรดเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ อยูในชวง 0.72-1.08% 
โดยไอโซเลท NS302 มีเปอรเซ็นตกรดสูงสุดคือ 1.08% รองลงมาคือไอโซเลท AR45 และ AR72 ที่มี
เปอรเซ็นตกรด 0.99% หลังการหมักพบวาทุกๆ ไอโซเลทมีปริมาณนํ้าตาลลดลงอยูในชวง 1.03-1.50 
โดยการหมักดวยไอโซเลท AR72 มีปริมาณนํ้าตาลตํ่าสุดคือ 1.03 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร และเมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดควบคุม พบวาที่การหมัก 72 ช่ัวโมงดวยเช้ือแบคทีเรียแลกติกทุกๆ ไอโซเลทมี
ปริมาณเช้ือและปริมาณกรดมากกวาชุดควบคุม มีคาพเีอชตํ่ากวาชุดควบคุมในการหมักดวยไอโซเลท 
NS302 AR45 AR52 และ AR71 ดังแสดงในรูปที่ 3.8  
 

 6.2 ศึกษาความสามารถในการอยูรอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกใน
ผลิตภัณฑผักดองในระหวางการเก็บรักษา 

 
6.2.1 การเกบ็รักษาผักดองไวที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส)   
 
  ผลิตภัณฑผักดองที่หมักเปนเวลา 72 ช่ัวโมงนํามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) นาน 5 วัน ศึกษาการเปลี่ยนแปลงทุกวัน พบวาผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติก และชุดควบคุมมีปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลกติกเหลือรอด เปอรเซ็นตกรดและ
ปริมาณนํ้าตาลลดลง มีคาพีเอชเพิ่มข้ึนเล็กนอย (รูปที่ 3.9) 
 
  หลังเก็บผักดองไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 วัน พบวามีปริมาณเช้ือเหลือรอดอยูระหวาง 
6.08-6.45 log CFU/ml โดยผักดองที่หมักดวยเช้ือไอโซเลท AR72 มีปริมาณเช้ือโปรไบโอติกเหลือ
รอดสูงสุดคือ 6.45 log CFU/ml ผักดองมีคาพีเอชอยูในชวง 2.91-3.45 โดยผักดองมีคาพีเอชที่ตํ่า
กวาชุดทดลอง (Control) และมีเปอรเซ็นตกรดอยูระหวาง 0.72-1.22% โดยผักดองไอโซเลท NS302 
และ AR72 มีเปอรเซ็นตกรดสูงสุดคือ 1.22% รวมทั้งมีปริมาณนํ้าตาลอยูในชวง 1.02-1.30 กรัมตอ 
100 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.11) 
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รูปท่ี 3.8 เปรียบเทียบการหมักผักดองโดยใชแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได 6 ไอโซเลทหลังหมักที่
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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6.2.2 การเกบ็รักษาผักดองไวที่อุณหภูมิตูเย็น (6±2 องศาเซลเซียส) 
 
  จากการเก็บผลิตภัณฑผักดองที่หมักเปนเวลา 72 ช่ัวโมงไวที่อุณหภูมิตูเย็น (6±2 
องศาเซลเซียส) นาน 15 วัน โดยศึกษาการเปลี่ยนแปลงทุก 3 วัน พบวาผักดองทุกชุดทดลองมี
ปริมาณเช้ือเหลือรอด เปอรเซ็นตกรดลดลง และมีคาพีเอชคอนขางคงที่ไมเปลี่ยนแปลง (รูปที่ 3.10)  
 
  หลังเก็บผักดองไวที่อุณหภูมิตูเย็นนาน 15 วัน พบวามีปริมาณเช้ือเหลือรอดอยู
ระหวาง 6.23-7.46 log CFU/ml โดยผักดองที่หมักดวยเช้ือไอโซเลท AR71 มีปริมาณเช้ือโปรไบโอ
ติกเหลือรอดสูงสุดคือ 7.46 log CFU/ml ผักดองมีคาพีเอชอยูในชวง 3.33-3.75 มีเปอรเซ็นตกรดอยู
ระหวาง 0.54-1.13% ผักดองที่หมักดวยเช้ือไอโซเลท AR71 มีเปอรเซ็นตกรดสูงสุด 1.13% รองลงมา
คือ ผักดองที่หมักดวยเช้ือไอโซเลท AR45 และ AR72 มีเปอรเซ็นตกรดสูง 0.89% รวมทั้งมีปริมาณ
นํ้าตาลอยูในชวง 1.01-1.64 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.12) 
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รูปท่ี 3.9 ความสามารถในการอยูรอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑผักดองที่การเก็บ
รักษา ณ อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
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รูปท่ี 3.9 (ตอ) ความสามารถในการอยูรอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑผักดองที่
การเก็บรักษา ณ อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
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รูปท่ี 3.10 ความสามารถในการอยูรอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑผักดองที่การ
เก็บรักษา ณ อุณหภูมิตูเย็น (6±2 องศาเซลเซียส) 
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รูปท่ี 3.10 (ตอ) ความสามารถในการอยูรอดของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑผักดองที่
การเก็บรักษา ณ อุณหภูมิตูเย็น (6±2 องศาเซลเซียส) 
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รูปท่ี 3.11 เปรียบเทียบการเก็บรักษาผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก ณ อุณหภูมิหอง (30±2 
องศาเซลเซียส) นาน 5 วัน 
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รูปท่ี 3.12 เปรียบเทียบการเก็บรักษาผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก ณ อุณหภูมิตูเย็น (6±2 
องศาเซลเซียส) นาน 15 วัน 
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  6.3 ศึกษาประสิทธิภาพของนํ้าผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกใน
การยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร 
 
6.3.1 Agar well diffusion method  
 
  หลังการนํานํ้าผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่หมัก 72 ช่ัวโมง (รูปที่ 3.13) 
มาทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรดวยวิธี Agar well diffusion method พบวานํ้าผักดอง 
โปรไบโอติกไอโซเลท AR72 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดสูงสุดคือ สามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรได 3 สายพันธุ ไดแก Escherichia coli, Bacillus cereus และ 
Staphylococcus aureus ATCC25923 ในขณะที่นํ้าผักดองโปรไบโอติกไอโซเลทอื่นๆ สามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดเพียง 1 หรือ 2 สายพันธุเทาน้ัน (ตารางที่ 3.12) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.13 การทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยนํ้าผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติกดวยวิธี Agar well diffusion method; (ก) Escherichia coli, (ข) Salmonella 
enterica, (ค) Staphylococcus aureus ATCC25923 และ (ง) Bacillus cereus 
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6.3.2 Agar spot method 
 
  หลังการนํานํ้าผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่หมัก 72 ช่ัวโมงมาทดสอบการ
ยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรดวยวิธี Agar spot method (รูปที่ 3.14) พบวานํ้าผักดองโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติกยังคงมีประสิทธิภาพในการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรไดดีมากกวาหรือเทากับ 2 
สายพันธุ โดยพบวาไอโซเลท AR36 และ AR72 มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง Escherichia coli สูง 
คือ มีขนาดของ inhibition zone เทากับ 10.35 และ 11.62 mm ตามลําดับ ไอโซเลท AR71 มี
ประสิทธิภาพในการยับย้ัง Bacillus cereus สูงสุดคือ มีขนาดของ inhibition zone เทากับ 11.25 
mm ในขณะทีไ่อโซเลท AR36 AR52 และ AR72 มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง Bacillus cereus ปาน
กลางคือ มีขนาดของ inhibition zone เทากับ 7.50, 6.85 และ 6.37 mm ตามลําดับ ไอโซเลท
AR72 มีประสิทธิภาพในการยับย้ัง Staphylococcus aureus ATCC25923 ปานกลางคือ มีขนาด
ของ inhibition zone เทากับ 8.50 mm และพบวาไอโซเลท AR52 และ AR71 มีประสิทธิภาพใน
การยับย้ัง Salmonella enterica ปานกลางคือ มีขนาดของ inhibition zone เทากับ 8.06 และ 
7.35 mm ตามลําดับ (ตารางที่ 3.13)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.14 การทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรโดยนํ้าผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติกเปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยวิธี Agar spot method 
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ตารางท่ี 3.12 ประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรของนํ้าผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติกจํานวน 6 ไอโซเลท เปนเวลา 72 ช่ัวโมงดวยวิธี Agar well diffusion method 

 
หมายเหตุ: (-) คือ ไมมีประสิทธิภาพการยับย้ัง 
 
ตารางท่ี 3.13 ประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอรของนํ้าผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติก
แบคทีเรียแลกติกจํานวน 6 ไอโซเลท เปนเวลา 72 ช่ัวโมงดวยวิธี Agar spot method 

 
หมายเหตุ: ขอบวงใสการยับย้ัง (clear zone) หมายถึง การวัดจากขอบหยดเช้ือแบคทีเรียแลกติกจน
สุดขอบวงใส, (-) คือ ไมมีประสิทธิภาพการยับย้ัง 
  
 
 
 
 

ไอโซเลท 
เสนผานศูนยกลางการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร (mm) 

Escherichia 
coli 

Bacillus 
cereus 

Staphylococcus 
aureus ATCC25923 

Salmonella 
enterica 

Control - - 5.50±0.04 - 
NS302 3.85±0.17 - 4.25±0.03 - 
AR36 3.13±0.03 3.31±0.05 - - 
AR45 - 3.35±0.03 - - 
AR52 - 6.63±0.12 - 7.80±0.16 
AR71 - 2.71±0.20 - 5.25±0.06 
AR72 4.50±0.07 3.76±0.03 4.56±0.05 - 

ไอโซเลท 
ขอบวงใสการยับย้ังแบคทเีรียอินดิเคเตอร (mm) 

Escherichia 
coli 

Bacillus 
cereus 

Staphylococcus 
aureus ATCC25923 

Salmonella 
enterica 

Control - 4.50±0.02 - - 
NS302 6.56±0.17 - 3.88±0.04 4.75±0.11 
AR36 10.35±0.14 7.50±0.03 - - 
AR45 5.25±0.04 4.15±0.12 - - 
AR52 - 6.85±0.14 - 8.06±0.16 
AR71 5.75±0.03 11.25±0.05 3.17±0.07 7.35±0.08 
AR72 11.62±0.03 6.37±0.11 8.50±0.15 - 
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 6.4 ตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผักดองที่ผลิตได 

 
  จากผลิตภัณฑผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด 7 ชนิดหมักเปนเวลา 72 
ช่ัวโมง ณ อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) พบวาตรวจไมพบ Staphylococcus aureus ใน
ตัวอยาง 1 กรัม ไมม ีEscherichia coli ในตัวอยาง 1 กรัม โดยมีคา MPN/g <3.0 และมีจํานวนยีสต
และรา (CFU/g) นอยกวา 100 (CFU/g) ในผลิตภัณฑผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท
AR45 AR71 และ AR72 ในขณะที่ชุดการทดลองอื่นมีจํานวนราและยีสตมากกวา 100 (CFU/g)  
  
  ภายหลังการเก็บรักษาผลิตภัณฑผักดองที่ผลิตได ณ อุณหภูมิตูเย็น (6±2 องศา
เซลเซียส) นาน 7 วัน พบวาตรวจไมพบ Staphylococcus aureus ในตัวอยาง 1 กรัม ไมมี 
Escherichia coli ในตัวอยาง 1 กรัม โดยมีคา MPN/g <3.0 และทุกชุดการทดลองมีจํานวนยีสตและ
รา (CFU/g) มากกวา 100 (CFU/g) โดยผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท 
AR71 มีจํานวนยีสตและรานอยสุดคือ 1.2×103 (CFU/g)  
 
  ภายหลังการเก็บรักษาผลิตภัณฑผักดองที่ผลิตได ณ อุณหภูมิตูเย็น (6±2 องศา
เซลเซียส) นาน 14 วัน พบวาตรวจไมพบ Staphylococcus aureus ในตัวอยาง 1 กรัม ไมมี 
Escherichia coli ในตัวอยาง 1 กรัม โดยมีคา MPN/g <3.0 และทุกชุดการทดลองมีจํานวนยีสตและ
รา (CFU/g) มากกวา 100 (CFU/g) โดยผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท
AR72 มีจํานวนยีสตและรานอยสุดคือ 5.30×103 (CFU/g) (ตารางที่ 3.14) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



81 
 

ตารางท่ี 3.14 ตรวจคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผลิตภัณฑผักดองที่หมัก 72 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) และผักดองที่เก็บในตูเย็นเปนเวลา 7 และ 14 
วัน ตามเกณฑมาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน (มผช.1168/2549) 
 

ชนิด             
ผักดอง 

ดัชนีคุณภาพทางจุลชีววิทยา 

ผักดองหลังหมัก 72 ช่ัวโมงที่อุณหภูมหิอง ผักดองเกบ็ในตูเย็น 7 วัน ผักดองเกบ็ในตูเย็น 14 วัน 
Staphylococcus 

aureus 
(<100/g) 

Escherichia 
coli 

(MPN/g) 

ยีสต รา 
(CFU/g) 

Staphylococcus 
aureus 
(<100/g) 

Escherichia 
coli 

(MPN/g) 

ยีสต รา 
(CFU/g) 

Staphylococcus 
aureus 
(<100/g) 

Escherichia 
coli 

(MPN/g) 

ยีสต รา 
(CFU/g) 

Control <10 <3.0 6.5×103 <10 <3.0 3.4×104 <10 <3.0 5.92×104 
NS302 <10 <3.0 1.0×102 <10 <3.0 1.9×103 <10 <3.0 1.04×104 
AR36 <10 <3.0 3.2×103 <10 <3.0 3.2×104 <10 <3.0 1.87×104 
AR45 <10 <3.0 <102 <10 <3.0 2.1×103 <10 <3.0 1.25×104 
AR52 <10 <3.0 2.5×103 <10 <3.0 2.5×104 <10 <3.0 4.00×104 
AR71 <10 <3.0 <102 <10 <3.0 1.2×103 <10 <3.0 7.72×104 
AR72 <10 <3.0 <102 <10 <3.0 4.7×103 <10 <3.0 5.30×103 
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  6.5 ทดสอบการยับย้ังยีสตที่แยกไดจากผักดองที่หมักได 
 
  จากการแยกยีสตจากตัวอยางผักดองที่หมักได สามารถแยกยีสตได 1 สายพันธุ       
เมื่อนําฟลมยีสตที่แยกไดมาทํา wet mount ดูดวยกลองจุลทรรศน พบวายีสตที่แยกไดรหัส YP มี
รูปรางกลม มีการสืบพันธุแบบ Budding (รูปที่ 3.15) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.15 ลักษณะของยีสต YP ที่แยกไดจากผักดองที่หมักได เมื่อดูดวยกลองจุลทรรศน ขนาด
กําลังขยาย 400X  
 
  เมื่อทดสอบการยับย้ังยีสตดวยวิธี dual culture overlay assay (รูปที่ 3.16) 
พบวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได 6 ไอโซเลท มี 4 ไอโซเลท ไดแก NS302 AR36 AR45 และ 
AR72 ที่สามารถยับย้ังยีสตได โดยมีระดับการยับย้ังปานกลางมีขนาดของ Inhibition zone อยู
ระหวาง 3.00-5.50 มิลลิเมตร และอีก 1 ไอโซเลทคือ AR71 ที่สามารถยับย้ังยีสตได โดยมีระดับการ
ยับย้ังตํ่ามีขนาดของ Inhibition zone อยูระหวาง 2.50-2.75 มิลลิเมตร ในขณะที่แบคทีเรียแลกติก
ไอโซเลท AR52 ไมแสดงผลการยับย้ัง (ตารางที่ 3.15) 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.16 การยับย้ังยีสตจากผักดองที่หมักได โดยแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดดวยวิธี dual 
culture assay  
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ตารางท่ี 3.15 การยับย้ังยีสต YP ที่แยกไดจากผักดองที่หมักไดดวยแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 
6 ไอโซเลทดวยวิธี dual culture assay  
 

รหสัเช้ือ 
Inhibition zone  

(mm) scale 
NS302 5.08 ± 0.52a ++ 
AR36 4.75 ± 0.50a ++ 
AR45  3.08 ± 1.44bc ++ 
AR52 - - 
AR71 2.67 ± 1.44c + 
AR72 3.33 ± 0.60b ++ 

 
หมายเหตุ: Inhibition zone scales:   (-) no visible inhibition 
     (+) weak 1-3 mm 
     (++) moderate 3-10 mm 
     (+++) strong > 10 mm 
คาตัวอักษรภาษาอังกฤษในแตละสดมภ หมายถึง คาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ เมื่อวิเคราะห
ขอมูลทางสถิติดวยคา p<0.05 
 
  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได 6 ไอโซเลทดังกลาวมาทดสอบความสามารถ
ในการยับย้ังยีสตรหัส YP โดยวิธีการเพาะเลี้ยงรวมกัน (รูปที่ 3.17) เมื่อนํามา Spread plate บน
อาหาร YM agar เพื่อนับจํานวนยีสตเทียบกับชุดควบคุม พบวายีสตรหัส YP ที่แยกไดจากผักดองถูก
ยับย้ังโดยแบคทีเรียแลกติก NS302 คิดเปนเปอรเซ็นตการยับย้ัง 75.71% ยับย้ังโดยแบคทีเรียแลกติก 
AR36 คิดเปนเปอรเซ็นตการยับย้ัง 64.79% ยับย้ังโดยแบคทีเรียแลกติก AR45 คิดเปนเปอรเซ็นตการ
ยับย้ัง 91.89% ยับย้ังโดยแบคทีเรียแลกติก AR52 คิดเปนเปอรเซ็นตการยับย้ัง 51.16% ยับย้ังโดย
แบคทีเรียแลกติก AR71 คิดเปนเปอรเซ็นตการยับย้ัง 75.86% และยับย้ังโดยแบคทีเรียแลกติก AR72 
คิดเปนเปอรเซ็นตการยับย้ัง 77.36% (รูปที่ 3.18) 
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รูปท่ี 3.17 ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดในการยับย้ังยีสตรหัส YP 
ที่แยกไดจากผักดองที่หมักได โดยวิธีการเพาะเลี้ยงรวมกัน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปท่ี 3.18 เปอรเซ็นตการยับย้ังยีสตรหสั YP ที่แยกไดจากผักดองทีห่มักไดดวยแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกได โดยวิธีการเพาะเลี้ยงรวมกัน 
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7. การเทียบเคียงสายพันธุของโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่ผานการคัดเลอืก 
 
  บงช้ีชนิดของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 6 ไอโซเลท ไดแก NS302 AR36 
AR45 AR52 AR71 และ AR72 ไปเทียบเคียงลําดับเบสโดย 16S rRNA gene พบวาไอโซเลท NS302 
อยูในสกุล Lactobacillus plantarum strain T1D มีคา % similarity เทากับ 99% ซึ่งตรงกับ 
Accession number คือ KJ508870 (รูปที่ 3.19) ไอโซเลท AR36 อยูในสกุล Lactobacillus 
fermentum strain NSN-5 มีคา % similarity เทากับ 99% ซึ่งตรงกับ Accession number คือ 
KJ542881 (รูปที่ 3.20) ไอโซเลท AR45 อยูในสกุล Lactobacillus plantarum strain K25 มีคา 
% similarity เทากับ 100% ซึ่งตรงกับ Accession number คือ GQ461596 (รูปที่ 3.21) ไอโซเลท 
AR52 อยูในสกุล Lactobacillus fermentum strain DISSPA78 มีคา % similarity เทากับ 99% 
ซึ่งตรงกับ Accession number คือ KJ187163 (รูปที่ 3.22) ไอโซเลท AR71 อยูในสกุล 
Lactobacillus fermentum strain A045 มีคา % similarity เทากับ 100% ซึ่งตรงกับ Accession 
number คือ KF740712 (รูปที่ 3.23) และไอโซเลท AR72 อยูในสกุล Lactobacillus fermentum 
strain KLF01 มีคา % similarity เทากับ 99% ซึ่งตรงกับ Accession number คือ HM004216 
(รูปที่ 3.24) (ตารางที่ 3.16)  
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ตารางท่ี 3.16 การเทียบเคียงเช้ือแบคทีเรียแลกติก โดยใช 16S rDNA sequencing analysis 
 

Sample 
name 

Sequence % similarity 
Accession 
number 

NS302 Lactobacillus plantarum strain T1D 
Length = 1420 bp 
Score = 1107 bits(599) 
Expect = 0.0 
Gaps = 1/603(0%) 
Strand = Plus/Plus 
 

602/603 
(99%) 

KJ508870 
 

AR36 Lactobacillus fermentum strain NSN-5 
Length = 1487 bp 
Score = 1157 bits(626) 
Expect = 0.0 
Gaps = 1/630(0%) 
Strand = Plus/Plus 
 

629/630 
(99%) 

KJ542881 
 

AR45 Lactobacillus  plantarum strain K25 
Length = 1470 bp 
Score = 977 bits (529) 
Expect = 0.0 
Gaps = 0/529 (0%) 
Strand = Plus/Minus 
 

529/529 
(100%) 

 

GQ461596 
 

AR52 Lactobacillus fermentum strain DISSPA78  
Length = 925 bp 
Score = 881 bits(477) 
Expect = 0.0 
Gaps = 1/481(0%) 
Strand = Plus/Plus 

480/481 
(99%) 

KJ187163 
 

 
 
 
 
 



87 
 

ตารางท่ี 3.16 (ตอ)  
 

Sample 
name 

Sequence % similarity 
Accession 
number 

AR71 Lactobacillus fermentum strain A045  
Length = 1435 bp 
Score = 797 bits (431) 
Expect = 0.0 
Gaps = 0/431(0%) 
Strand = Plus/Plus 
 

431/431 
(100%) 

KF740712 
 

AR72 Lactobacillus  fermentum strain KLF01  
Length = 1541 bp 
Score = 1110 bits (601) 
Expect = 0.0 
Gaps = 0/613 (0%) 
Strand = Plus/Plus 
 

609/613 
(99%) 

HM004216 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.19 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท NS302 
 
 
 
 
 
 

 KJ508870

 KJ508869

 KJ702564

 KJ702561

 KJ635880

 NS302
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รูปท่ี 3.20 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท AR36 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.21 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท AR45 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.22 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท AR52 
 
 
 
 
 

 KJ542881

 KJ026616

 KJ026622

 KJ026618

 KJ542880

 AR36

 KJ187166

 KJ187162

 KJ187165

 KJ187164

 KJ187163

 AR52

 GQ461596

 GU290217

 KJ508871

 GQ461605

 KJ160194

 AR45
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รูปท่ี 3.23 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท AR71 
 

 
 
 
รูปท่ี 3.24 แผนภูมิตนไม (Phylogenic tree) จากลําดับเบส 16S rDNA ของแบคทเีรียแลกติก          
ไอโซเลท AR72 
 
8. การผลิตผักดองโปรไบโอติกเพื่อทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
  คัดเลือกกลาเช้ือโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกที่เหมาะสมตอการหมักผักดองมา     

1 ไอโซเลทคือ AR72 มาเปรียบเทียบการหมักกับชุดควบคุมที่ไมเติมกลาเช้ือที่ระยะเวลาการหมักทุกๆ 

24 ช่ัวโมงจนครบ 72 ช่ัวโมง พบวาการหมักผักดองดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก 

Lactobacillus fermentum AR72 มีปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลกติกและปริมาณกรดทั้งหมด (%) 

เพิ่มสูงข้ึน โดยปริมาณเช้ือแบคทีเรียแลกติกเพิ่มข้ึนจาก 6.06 เปน 8.28 log CFU/ml ปริมาณกรด

เพิ่มจาก 0.27% เปน 0.72% และมีคาพีเอชตํ่าลงจาก 5.42 เปน 3.33 (รูปที่ 3.25)  

 

 

 KJ542881

 AB932537

 KJ542880

 KF974328

 HM004216

 AR72

 KF740712

 KJ542880

 KF661288

 KF740705

 KF661287

 AR71
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รูปท่ี 3.25 เปรียบเทียบการหมักผักดองโดยใช Lactobacillus fermentum AR72 กับชุดควบคุมที่
ไมมีการเติมกลาเช้ือหลังหมักที่อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 72 ช่ัวโมง 
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   เมื่อนําผักดองที่หมักไดมาตรวจคุณภาพทางจุลชีววิทยาตามมาตรฐานผลิตภัณฑ
ชุมชน (มผช.1168/2549) ทุก 24 ช่ัวโมงจนครบ 72 ช่ัวโมง พบวาทุกชวงระยะเวลาตรวจไมพบ 
Staphylococcus aureus ในตัวอยาง 1 กรัม ไมมี Escherichia coli ในตัวอยาง 1 กรัม โดยมีคา 
MPN/g <3.0 ในขณะที่มีจํานวนยีสตนอยกวา 100 (CFU/g) ที่การหมักเริ่มตน 0 ช่ัวโมง แตหลัง 24 
ช่ัวโมงของการหมัก พบวาจํานวนยีสตคอยๆ เพิ่มสูงข้ึน โดยในชุดควบคุมมีจํานวนยีสตมากกวา 100 
(CFU/g) ต้ังแตช่ัวโมงที่ 24 ของการหมัก ในขณะที่ผักดองที่หมักดวย Lactobacillus fermentum 
AR72 มีจํานวนยีสตสูงกวาเกณฑมาตรฐาน มผช. หลังการหมักไปแลว 72 ช่ัวโมง (ตารางที่ 3.17) 
 
ตารางท่ี 3.17 ตรวจคุณภาพผักดองที่หมักดวยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus 
fermentum AR72 ตามมาตรฐานผลิ ตภัณฑ ชุมชน  (มผช.1168/2549)  หลั ง การหมัก  ณ 
อุณหภูมิหอง (30±2 องศาเซลเซียส) 
 

ระยะเวลา
การหมัก 
(ช่ัวโมง) 

ชนิดผักดอง 

ดัชนีคุณภาพทางจุลชีววิทยา 

จํานวน
จุลินทรีย
ทั้งหมด 
(CFU/g) 

Staphylococcus 
aureus (<100/g) 

Escherichia 
coli 

(MPN/g) 

ยีสต 
(CFU/g) 

0 Control 3.1×106 <10 <3.0 <102 
LAB AR72 1.2×106 <10 <3.0 <102 

24 Control 8.0×106 <10 <3.0 8.5×102 
LAB AR72 1.3×107 <10 <3.0 1.0×102 

48 Control 2.0×107 <10 <3.0 7.0×102 
LAB AR72 5.3×108 <10 <3.0 1.0×102 

72 Control 2.4×107 <10 <3.0 4.3×103 
LAB AR72 7.3×108 <10 <3.0 1.7×103 

เกณฑทีผ่านมาตรฐาน ไมเกิน 1×106 <100 <3.0 ไมเกิน 100  
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  เมื่อนําผักดองชุดควบคุม ซึ่งไมมีการเติมกลาเช้ือ และผักดองโปรไบโอติกแบคทีเรีย
แลกติก Lactobacillus fermentum AR72 ที่หมักเปนเวลา 2 และ 3 วันมาทดสอบทางประสาท
สัมผัส (รูปที่ 3.26) โดยเตรียมผักดองแตละตัวอยางๆ ละ 10 กรัม จํานวน 4 ถวย ทดสอบทาง
ประสาทสัมผัสแบบ Hedonic Test โดยมีผูทดสอบ 32 คน ซึ่งเปนอาจารย นักศึกษาระดับปริญญา
ตร/ีโท/เอก และบุคลากรภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร อายุ
ระหวาง 20-55 ป ใหคะแนนความชอบทั่วไปในดานสี กลิ่น รสชาติ ลักษณะเน้ือสัมผัส และการ
ยอมรับโดยรวม โดยใหคะแนนเปนความแตกตางแบบ Hedonic Test scale: 5 scale ไดแก 5=
ยอมรับมากที่สุด 4=ยอมรับมาก 3=ยอมรับ 2=ยอมรับนอย 1=ไมยอมรับ (แบบฟอรมการทดสอบ 
ภาคผนวก ค) แลวนําขอมูลมาวิเคราะหทางสถิติดวย One way Anova จากน้ันเปรียบเทียบความ
แตกตางระหวางชุดทดสอบโดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 
(p<0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.26 ลักษณะของผลิตภัณฑผักดองที่ผลิตไดที่นํามาทดสอบทางประสาทสัมผัส 
เมื่อกําหนดให   ชุด A คือชุดควบคุมไมเติมกลาเช้ือ อายุการหมัก 2 วัน 
  ชุด B คือชุดเติมกลาเช้ือ L. fermentum AR72 อายุการหมัก 2 วัน 
  ชุด C คือชุดควบคุมไมเติมกลาเช้ือ อายุการหมัก 3 วัน 
  ชุด D คือชุดเติมกลาเช้ือ L. fermentum AR72 อายุการหมัก 3 วัน 
  ภาพ E คือ ตัวอยางถวยชิมตัวอยางผักดองที่ผลิตได จํานวน 4 ตัวอยาง 
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  ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผักดองที่ผลิตไดจากผูประเมินทั้งหมด 32 คน
มีดังน้ี (ตารางที่ 3.18) 
  ดานกลิ่น กลิ่นของผักดองชุด B และชุด D มีกลิ่นหมัก และมีกลิ่นแอลกอฮอล
เล็กนอย สวนในผักดองชุด C ที่มีกลิ่นหมักมากกวาชุด A จากผลการทดสอบพบวาผักดองชุด C ไดรับ
คะแนนสูงสุด (3.59) รองลงมาคือ ผักดองชุด A (3.34) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันและไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญที่ความเช่ือมั่น 95% และผักดองชุด B ไดรับคะแนนดานกลิ่นนอยที่สุด (3.22) แตไมมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
  ดานรสชาติ รสชาติของผักดองชุด B และชุด D มีรสเปรี้ยวอมหวาน สวนผักดองใน
ชุด A มีรสหวานไมเปรี้ยว ซึ่งแตกตางจากผักดองชุด C ที่มีรสเปรี้ยวและรสเค็มเล็กนอย จากผลการ
ทดสอบพบวาผักดองชุด B และชุด D ไดรับคะแนนสูงสุด (3.34) รองลงมาคือ ผักดองชุด C (3.31) ซึ่ง
มีคาใกลเคียงกันและไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ความเช่ือมั่น 95% และผักดองชุด A ไดรับ
คะแนนดานรสชาตินอยที่สุด (3.13) แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
  ดานเน้ือสัมผัส พบวาผักดองชุด A และชุด B มีความกรอบใกลเคียงกัน แตกตางกัน
เล็กนอย สวนผักดองชุด C และชุด D มีความกรอบใกลเคียงกัน พบวาเน้ือผักมีความขุนกวาเล็กนอย 
จากผลการทดสอบพบวา ผักดองชุด B และชุด C ไดรับคะแนนสูงสุด (3.94) รองลงมาคือ ผักดองชุด 
A (3.90) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันและไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ความเช่ือมั่น 95% และผักดองชุด 
D ไดรับคะแนนดานเน้ือสัมผัสนอยที่สุด (3.88) แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) 
  ดานสี พบวาผักดองชุด C และชุด D มีสีเหลืองอมสม ซึ่งแตกตางกับสีของผักดองชุด 
A และชุด B ที่มีสีเหลืองใส จากผลการทดสอบพบวาผักดองชุด B ไดรับคะแนนสูงสุด (4.31) 
รองลงมาคือ ผักดองชุด A (4.22) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันและไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ความ
เช่ือมั่น 95% และผักดองชุด D ไดรับคะแนนดานสีนอยที่สุด (4.06) แตไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
  ดานการยอมรับโดยรวม เมื่อดูจากการยอมรับโดยรวม ผูชิมทั้งหมดใหการยอมรับ
ผักดองชุด A และชุด B ใกลเคียงกันทั้งดานกลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผัส และสี สวนผักดองชุด C ผูชิมสวน
ใหญใหการยอมรับปานกลางในดานสี และเน้ือสัมผัส และผักดองชุด D ผูชิมสวนใหญใหการยอมรับ
นอยมากในดานกลิ่น และรสชาติ จากผลการทดลองพบวาผักดองชุด A และชุด B ไดรับคะแนนการ
ยอมรับโดยรวมสูงสุด (3.78) รองลงมาคือ ผักดองชุด C (3.72) ซึ่งมีคาใกลเคียงกันและไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญที่ความเช่ือมั่น 95% และผักดองชุด D ไดรับคะแนนดานการยอมรับโดยรวมนอย
ที่สุด (3.66) แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
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ตารางท่ี 3.18 คาเฉลี่ยผลการทดสอบทางประสาทสมัผสัของผักดองโปรไบโอติกแบคทเีรียแลกติกที่
ผลิตไดภายหลังการหมัก 2 และ 3 วัน 
 

รหสัเช้ือ 
ปจจัย 

กลิ่น รสชาติ เน้ือสมัผสั ส ี
การยอมรับ

โดยรวม 
A 3.34±0.97a 3.13±0.83b 3.90±0.78c 4.22±0.79d 3.78±0.94e 
B 3.22±1.07a 3.34±0.90b 3.94±0.80c 4.31±0.69d 3.78±0.83e 
C 3.59±1.01a 3.31±1.12b 3.94±0.72c 4.09±0.82d 3.72±0.77e 
D 3.31±0.97a 3.34±1.21b 3.88±0.87c 4.06±0.80d 3.66±0.87e 

 
หมายเหตุ:  ชุด A คือชุดควบคุมไมเติมกลาเช้ือ อายุการหมัก 2 วัน 
  ชุด B คือชุดเติมกลาเช้ือ L. fermentum AR72 อายุการหมัก 2 วัน 
  ชุด C คือชุดควบคุมไมเติมกลาเช้ือ อายุการหมัก 3 วัน 
  ชุด D คือชุดเติมกลาเช้ือ L. fermentum AR72 อายุการหมัก 3 วัน 
  ตัวเลขที่มีตัวอักษรเหมือนกันในแตละสดมภ หมายถึง ไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
  ผูทดลองชิมจํานวน 32 คน 
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บทท่ี 4 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 
 

  แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียที่มีบทบาทหลักในผลิตภัณฑ์อาหารหมักทั้ง
ผลิตภัณฑ์จากนม เน้ือสัตว์ และพืชผัก ดังน้ันผลิตภัณฑ์อาหารหมักจึงเป็นแหล่งที่สําคัญของแบคทีเรีย
แลกติก (Axelsson, 1998) นอกจากน้ีแล้วแบคทีเรียแลกติกอาจพบได้ในแหล่งอ่ืนๆ รวมทั้งพืชผักสด 
(Yang et al., 2000) ดังน้ันเพ่ือให้มีโอกาสได้เช้ือแบคทีเรียแลกติกที่มีความหลากหลายมากย่ิงขึ้น ใน
การศึกษาคร้ังน้ีจึงใช้แบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาหารหมัก และได้ทดลองแยกเช้ือ
แบคทีเรียแลกติกจากผักสดชนิดต่างๆ ได้แก่ แตงกวา ผักกาดขาว กะหล่ําปลีม่วง กะหล่ําปลี แครอท 
ผักกาดแก้ว และบร็อคโคลี่ สามารถแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกได้ 61 ไอโซเลท มีทั้งรูปร่างกลม และ
รูปร่างแท่ง ซึ่งจากการศึกษาที่ผ่านมาแบคทีเรียแลกติกที่พบในผักสด ได้แก่ Lactobacillus 
plantarum (Nualkaekul and Charalampopoulos, 2011; Hurtado et al., 2012; Yu et al., 
2012; Yoon et al., 2004) Lactobacillus acidophilus (Chen and Mustapha, 2012) 
Lactobacillus casei (Yoon et al., 2006) Lactobacillus paracasei (De-Bellis et al., 2010)  
 
   เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากผักสด 61 ไอโซเลทดังกล่าว และแบคทีเรีย 
แลกติกที่แยกได้จากผลิตภัณฑ์อาหารหมัก 48 ไอโซเลทรวมทั้งสิ้น 109 ไอโซเลทไปทดสอบ
ความสามารถในการเจริญ และการหมักในอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth พบว่าแบคทีเรียแลกติกส่วน
ใหญ่มีความสามารถในการเจริญดีเย่ียมคือ มีค่า OD มากกว่า 1.0 และหมักได้ดี โดยหมักให้
เปอร์เซ็นต์กรดมากกว่า 1% 105 ไอโซเลท ทั้งน้ีเน่ืองจากอาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth มีปริมาณ
นํ้าตาล 2% รวมทั้งมีสารอาหารที่สมบูรณ์เหมาะกับการเจริญของแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่ (วิเชียร, 
2534) แบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่สามารถใช้นํ้าตาลเป็นแหล่งของคาร์บอน เพื่อสร้างกรดแลกติกเป็น
ผลิตภัณฑ์สุดท้าย (Axelsson, 1993) ส่งผลทําให้มีค่าพีเอชลดลง โดยพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ 
6.35 ลดลงเป็น 3.98-6.07 หลังจากการหมัก 24 ช่ัวโมง ซึ่งแบคทีเรียแลกติกสามารถทําให้
สภาพแวดล้อมที่อาศัยอยู่มีสภาพเป็นกรด มีผลทําให้ระดับพีเอชของอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS ลดลง ทํา
ให้สามารถควบคุมกิจกรรมของแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ ได้ โดยเฉพาะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 
ซึ่งมักไม่ทนกรดไม่ให้สามารถเจริญได้ (Agrawal, 2005) 
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   จากการนําแบคทีเรียแลกติกจากผักสดและอาหารหมักที่มีความสามารถในการเจริญ
และมีความสามรถในการหมัก มาทดสอบสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกในระดับห้องปฏิบัติการ ได้แก่ 
ทดสอบการทนต่อสภาพเลียนแบบน้ําย่อยในกระเพาะอาหาร ซึ่งเป็นปัจจัยประการหน่ึงในการควบคุม
จํานวน และชนิดของแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหารเพราะแบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถเจริญได้ดี
ในสภาพที่พีเอชตํ่า สภาวะที่เป็นกรดรุนแรงของกระเพาะจะเป็นผลร้ายต่อแบคทีเรีย (Jin et al., 
1998) ดังน้ันการนําจุลินทรีย์มาใช้เป็นโปรไบโอติก ควรคัดเลือกสายพันธ์ุที่มีความทนทานต่อสภาวะที่
เป็นกรด ตลอดจนต้องมีชีวิตรอดภายใต้สภาวะที่เป็นกรดในกระเพาะอาหาร (Holzapfel et al., 
1998) ซึ่งจากการทดสอบพบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จํานวน 45 ไอโซเลทสามารถอยู่รอดได้
ที่ค่าพีเอช 3 สูงกว่า 40% โดยยังมีปริมาณเช้ือรอดชีวิต 106-107 CFU/ml ซึ่งเป็นปริมาณที่เพียงพอ
ต่อการเกิดผลดีต่อสุขภาพ ทั้งน้ีเช้ือที่สามารถเจริญได้ในสภาวะดังกล่าวบ่งบอกถึงความสามารถในการ
เจริญรอดชีวิตจากสภาวะในระบบทางเดินอาหาร ซึ่งผลการศึกษาการรอดชีวิตของเช้ือดังกล่าว
สอดคล้องกับการศึกษาของ Erkkila and Petaja (2000) ที่ทดสอบการทนต่อกรด โดยทดลองใน
สภาวะที่คล้ายกับกระเพาะอาหารโดยใช้สารละลาย phosphate buffer saline ที่มีค่าพีเอช 1-5 
พบว่า Lactobacillus sake (RM10) และ Pediococcus acidilactici (P2) สามารถรอดชีวิตได้
สูงสุดที่พีเอช 3 นอกจากน้ีพบว่าสายพันธ์ุของเช้ือมีผลต่อการทนกรดด้วย โดย L. johnsonii BFE 
1058 มีความสามารถในการทนกรดได้ดีกว่าเช้ือ L. johnsonii BFE 10589 (Toit et al., 1998) และ
สอดคล้องกับการศึกษาของ Gilliand (1979) ซึ่งได้รายงานถึงการทนกรดในกระเพาะอาหารของ
แบคทีเรียแลกติกชนิดต่างๆ ได้แก่ Lactobacillus casei สามารถทนกรดได้ดีกว่าแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆ 
คือ อยู่รอดอย่างสมบูรณ์ใน 3 ช่ัวโมงในสารละลาย gastric juice สังเคราะห์ ซึ่งมีพีเอช 3.0 ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ส่วน L. acidophilus และ L. plantarum สามารถทนกรดได้ดีเช่นกัน 
(Erkkila and Petaja, 2000)   
 
   เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่สามารถรอดชีวิตในสภาพเลียนแบบน้ําย่อยในกระเพาะ
อาหารจํานวน 45 ไอโซเลทดังกล่าว มาทดสอบความสามารถในการอยู่รอดในสภาวะที่มีเกลือนํ้าดี
ร้อยละ 0.30 เน่ืองจากในร่างกายมนุษย์มีความเข้มข้นของเกลือนํ้าดีร้อยละ 0.15-0.30 (Erkkila and 
Petaja, 2000) จากผลการทดลองพบว่ามีแบคทีเรียแลกติกจํานวน 14 ไอโซเลท มีเปอร์เซ็นต์การรอด
สูงกว่า 40% และยังมีปริมาณเช้ือรอดชีวิต 106-107 CFU/ml ทั้งน้ีจากการรอดชีวิตของเช้ือแสดงให้
เห็นความสัมพันธ์กับการหลั่งเกลือนํ้าดีของลําไส้เล็กในระบบทางเดินอาหาร และเป็นแหล่งที่โปรไบโอ
ติกแบคทีเรียสามารถอาศัยอยู่ได้ ซึ่งได้ผลสอดคล้องกับการศึกษาของ Erkkila and Petaja (2000) ที่
ทดสอบการทนต่อเกลือนํ้าดี โดยทดลองในสภาวะที่คล้ายกับทางเดินอาหารภายในลําไส้เล็ก ใช้ MRS 
broth ที่มีค่าพีเอช 4-7 และเกลือนํ้าดีที่มีระดับความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 พบว่าเช้ือ 
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Lactobacillus sake (RM10) และ Pediococcus acidilactici (P2) สามารถทนต่อเกลือนํ้าดีที่
ระดับความเข้มข้นเกลือนํ้าดีร้อยละ 0.30 ที่พีเอช 6.0 เน่ืองจากการท่ีเช้ือสามารถสร้าง bile salt 
hydrolase enzyme (BSH) ซึ่งเป็นความสามารถในการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโปรไบ        
โอติกระหว่างการเดินทางมายังทางเดินอาหารน้ันขึ้นอยู่กับความทนทานต่อนํ้าดี (Gilliland et al., 
1984) นํ้าดีเป็นสารเก่ียวข้องกับการย่อยอาหารมีความสําคัญต่อกระบวนการเผาผลาญไขมัน นํ้าดี
สร้างจากคอเรสเตอรอลในตับ และถูกเก็บไว้ในถุงนํ้าดีหลังจากการย่อยสลายไขมันแล้วจึงปลดปล่อยสู่
ลําไส้เล็กส่วน duodenum (Erkkila and Petaja, 2000) นํ้าดีเป็นสารอันตรายต่อจุลินทรีย์ เน่ืองจาก
เย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียมีส่วนประกอบของไขมัน และกรดไขมัน ทําให้ง่ายต่อการถูกทําลายโดย
นํ้าดี ดังน้ันความทนทานต่อนํ้าดีจึงมีความสําคัญสําหรับการคัดเลือกจุลินทรีย์โปรไบโอติก จากการ
ทดสอบพบว่าแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้สามารถทนเกลือนํ้าดีได้จํานวน 14 ไอโซเลท มีเปอร์เซ็นต์การ
รอดสูงกว่า 40% คิดเป็น 33.33% ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Gilliand et al. (1977) ได้รายงาน
ว่า L. plantarum, L. fermentum, L. acidophilus และ L. casei เจริญได้ดีในสภาวะที่เลี้ยงเช้ือ
ในอาหาร Lactobacillus Selection Agar ที่มีการเติม Oxgall 0.3% 
 
   เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 14 ไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการ
เจริญในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน พบว่าเช้ือสามารถเจริญได้ทั้ง 2 สภาวะ โดยมีการเจริญดีมาก มี
ค่า OD ที่ 660 nm อยู่ในช่วง 1.00-2.20 ทั้งน้ีเน่ืองจากระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ยิ่งลึกลงไปยิ่ง
มีปริมาณอากาศเบาบางหรือไม่มีอากาศเลย ซึ่งจุลินทรีย์ส่วนใหญ่ในระบบทางเดินอาหารไม่ต้องการ
ออกซิเจน (Salminen and Wright, 1993) ดังน้ันแบคทีเรียแลกติกที่สามารถเจริญได้ทั้งสภาวะมี
และไม่มีอากาศได้ จะเป็นผลดีต่อการรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหาร อีกทั้งเช้ือที่สามารถเจริญได้ใน
สภาวะมีออกซิเจน เพ่ือสะดวกในการผลิตเช้ือจํานวนมากรวมถึงการเก็บรักษาเช้ือ โดยจากการ
ทดสอบพบเช้ือแบคทีเรียแลกติกจํานวน 13 ไอโซเลทท่ีสามารถเจริญได้ดีทั้ง 2 สภาวะ โดยมีค่า OD ที่ 
660 nm มากกว่า 1.0 
 
   เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ทั้ง 13 ไอโซเลทมาทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ัง
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทั้ง 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกมีความสามารถใน
การยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทั้ง 4 สายพันธ์ุได้ดีแตกต่างกัน มีแบคทีเรียแลกติก 
จํานวน 12 ไอโซเลทที่สามารถยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ต้ังแต่ 2 สายพันธ์ุขึ้นไป ซึ่งการยับย้ังที่
เกิดขึ้นน้ีอาจเน่ืองจากการที่แบคทีเรียแลกติกสามารถสร้างกรดอินทรีย์เป็นหลัก เน่ืองจากยับย้ังได้ทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบ (Lindgren and Dobrogosz, 1990) ทั้งน้ีแม้แบคทีเรีย
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แลกติกหลายสายพันธ์ุสามารถสร้างสารแบคเทอริโอซินได้ แต่แบคเทอริโอซินส่วนใหญ่จะยับย้ังได้
เฉพาะแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกันเท่าน้ัน (Spellhaug and Harlander, 1989) ดังน้ัน
สารอินทรีย์จําพวกกรดอินทรีย์ เช่น กรดแลกติกที่แบคทีเรียแลกติกผลิตขึ้นจึงมีความสําคัญมากกว่า
เน่ืองจากมีความสามารถในการยับย้ังได้กว้างกว่า การยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ที่เกิดขึ้น เน่ืองจาก
แบคทีเรียแลกติกสามารถเปลี่ยนนํ้าตาลกลูโคสในอาหารเลี้ยงเช้ือ เป็นกรดอินทรีย์ (กรดแลกติก) ได้
ในปริมาณมาก นอกจากน้ีอาจเกิดการยับย้ังเน่ืองจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เพราะบ่มในสภาวะที่มี
ออกซิเจน ก็ทําให้แบคทีเรียแลกติกสามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้มากขึ้น ซึ่งกรดแลกติก 
และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์มีความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้ทั้งแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบ โดยมีกลไกการยับย้ังคือ กรดอินทรีย์แพร่เข้าไปในไซโตพลาสซึม ทําให้พีเอซในไซ
โตพลาสซึมลดลง และมีสภาพเป็นกรด ส่งผลทําให้การทํางานของเซลล์หยุด เน่ืองด้วยมีพีเอชที่ไม่
เหมาะสมในการทํางานของเอนไซม์ต่างๆ ภายในเซลล์ (Podolak et al., 1996) ซึ่งสอดคล้องกับการ
ใช้แบคทีเรียแลกติกสายพันธ์ุอ่ืนๆ โดยวิธี Agar spot จากการศึกษาของวิลาวัณย์ และคณะ (2540) มี
การใช้แบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากอาหารหมักของไทยคือ Lactobacillus plantarum 16 สาย
พันธ์ุ L. bavaricus 3 สายพันธ์ุ และ L. brevis 1 สายพันธ์ุ มายับย้ัง Escherichia coli, Bacillus 
cereus, V. parahaemolyticus และ S. aureus พบว่ามีส่วนใสการยับย้ังมากกว่าหรือเท่ากับ 10 
มิลลิเมตรต่อแบคทีเรียที่ทดสอบอย่างน้อย 3 ชนิด  และมีรายงานว่าแบคทีเรียแลกติก จํานวนมากมี
ความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์อ่ืนๆ เช่น Bacillus subtilis ATCC9799, 
Salmonella typhi, Pseudomonas spp., Clostridium perfringens และอ่ืนๆ รวมทั้งแบคทีเรีย
ที่ทําให้เกิดอาหารเน่าเสีย (อัจฉรา, 2541; Jin et al., 1996) 
 
  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ทั้ง 12 ไอโซเลทมาทดสอบความสามารถในการ
ย่อยโปรตีน ไขมัน และแป้ง จากการทดสอบพบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้สามารถย่อยสาร           
ชีวโมเลกุลขนาดใหญ่จําพวกโปรตีนและแป้ง โดยมีแบคทีเรียแลกติกจํานวน 6 ไอโซเลทที่สามารถย่อย
โปรตีนได้ มีเพียง 2 ไอโซเลทที่สามารถย่อยแป้งได้ จากผลแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลกติกสามารถ
สร้างเอนไซม์ในการย่อยสลายโปรตีน และแป้ง จะช่วยในการส่งเสริมการทํางานของระบบการย่อย
อาหาร เพ่ือทําให้ร่างกายสามารถดูดซึมไปใช้ประโยชน์ได้เร็วขึ้น ส่งผลดีต่อร่างกายมนุษย์                   
ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Austin et al. (1995)  
 
  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ทั้ง 6 ไอโซเลทท่ีมีความสามารถในการย่อยโปรตีน 
และแป้ง นํามาทดสอบการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่ด้ือต่อยา 
vancomycin, kanamycin, gentamycin, streptomycin และ polymycin อีกทั้งเช้ือมีความไวต่อ
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ยาในกลุ่ม chloramphenicol และ erythromycin ซึ่งมีฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค 
โดยขัดขวางการสังเคราะห์โปรตีนของเซลล์แบคทีเรีย และโดยธรรมชาติเช้ือแบคทีเรียแลกติกจําพวก 
Lactobacillus spp. ด้ือต่อยาอย่างกว้างขวาง แต่การด้ือต่อยาส่วนใหญ่ของเช้ือ Lactobacillus 
spp. ไม่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรม นอกจากน้ีพลาสมิดที่เก่ียวข้องกับการด้ือยาก็พบได้ยากในเช้ือ 
Lactobacillus spp. จึงมีความปลอดภัยต่อการใช้เป็นเช้ือโปรไบโอติก (Salminen et al., 1998) 
 
   เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 6 ไอโซเลทดังกล่าวมาทดสอบการย่อย
สลายเม็ดเลือดแดง และการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน ซึ่งจากการทดลองในห้องปฏิบัติการ พบว่า
แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้มีความปลอดภัย เน่ืองจากไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และทุกๆ  
ไอโซเลทไม่มีการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีนที่ทําให้เกิดโทษต่อร่างกายมนุษย์  
 
   ดังน้ันจึงได้คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกจํานวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ NS302 แยกจาก
ผักกาดขาว AR36 แยกจากสะตอดอง AR45 แยกจากแป้งแดง AR52 แยกจากหนาง AR71 และ         
AR72 ซึ่งแยกจากปลาส้ม ซึ่งทั้ง 6 ไอโซเลทมีความสามารถในการหมักได้ดี โดยให้เปอร์เซ็นต์กรดสูง
กว่า 1% เมื่อเพาะเลี้ยงใน MRS broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง และมี
สมบัติเบ้ืองต้นในการเป็นโปรไบโอติกที่ทดสอบในห้องปฏิบัติการ มาศึกษาประสิทธิภาพในการผลิต
ผลิตภัณฑ์ผักดองต่อไป  
 
  ซึ่งจากการศึกษาความสามารถในการหมักผักดองของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้
ทั้ง 6 ไอโซเลท โดยนํามาหมักกับผักดองที่ประกอบด้วย มะละกอ: แครอท: พริกช้ีฟ้าสีเขียวและสีแดง
ที่ผสมในอัตราส่วน 30: 9: 1 ด้วยนํ้าเกลือที่ประกอบด้วยเกลือ 5% และน้ําตาล 2.5% โดยใช้เช้ือ
ปริมาณเริ่มต้นประมาณ 106 CFU/ml หมักที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน 
พบว่าเมื่อระยะเวลาในการหมักเพ่ิมขึ้น ทําให้ค่าพีเอชและปริมาณนํ้าตาลลดลง ส่วนจํานวนแบคทีเรีย
แลกติกจะค่อยๆ เพ่ิมขึ้นอยู่ระหว่าง 8.16-9.25 log CFU/ml ซึ่งเป็นปริมาณเช้ือที่เหมาะสมสําหรับ
ผลิตภัณฑ์โปรไบโอติก โดย Klaenhammer et al. (1999) ระบุไว้ว่าผลิตภัณฑ์โปรไบโอติกควรมี
จํานวนเช้ือโปรไบโอติกอยู่ระหว่าง 106-108 CFU/ml และให้ผลเช่นเดียวกับการศึกษาของ Rathore  
et al. (2012) ซึ่งพบว่าแบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์ธัญพืชหมัก มีจํานวนเช้ืออยู่ในช่วง 7.9-8.5 log 
CFU/ml เช่นเดียวกับเปอร์เซ็นต์กรดแลกติกที่จะเพ่ิมขึ้นตามระยะเวลาในการหมัก ทั้งน้ีเกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียแลกติกใช้นํ้าตาลในนํ้าดอง และนํ้าตาลที่มีอยู่ในตัววัตถุดิบเป็นสารต้ังต้นในการสร้างกรด
แลกติก และสร้างสารยับย้ังตัวอ่ืนๆ ส่งผลทําให้ค่าพีเอชของนํ้าดองมีค่าลดลง มีความเป็นกรดเพ่ิมขึ้น
ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์กรดแลกติกสูงขึ้น และเมื่อศึกษาความสามารถในการอยู่รอดของโปรไบโอติก
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แบคทีเรียแลกติกในผลิตภัณฑ์ผักดองในระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) 
เป็นเวลา 5 วัน และอุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 15 วัน พบว่ามีปริมาณเช้ือ
แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลทเหลือรอดมากกว่าหรือเท่ากับ 106 CFU/ml ซึ่งเป็นปริมาณเช้ือขั้นตํ่าที่มี
ในผลิตภัณฑ์โปรไบโอติกที่จะก่อให้เกิดประโยชน์กับผู้บริโภค (Klaenhammer et al.,1999) ซึ่งการ
อยู่รอดของแบคทีเรียแลกติกในระหว่างการเก็บรักษาจะแตกต่างกันขึ้นกับชนิดของแบคทีเรียแลกติก 
ซึ่งจากการศึกษาของ Yoon et al. (2006) พบว่าหลังการเก็บนํ้ากะหล่ําปลีในอุณหภูมิตู้เย็น 4 องศา
เซลเซียสนาน 4 สัปดาห์ มีจํานวนเช้ือ L. plantarum 4.1×107 CFU/ml และ L. delbrueckii 
4.5×105 CFU/ml แต่เช้ือ L. casei ไม่สามารถมีชีวิตรอดที่สภาวะการหมักที่มีค่าพีเอชตํ่าและปริมาณ
กรดสูง ในขณะที่ Champagne et al. (2008) พบว่าการเก็บเคร่ืองด่ืมนํ้าผลไม้โปรไบโอติกไว้ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสนาน 80 วัน เช้ือ Lactobacillus brevis LB6, L. rhamnosus LB24 และ 
L. acidophilus LB45 มีประสิทธิภาพในการอยู่รอดใกล้เคียงกับเช้ือ L. fermentum LB32,              
L. reuteri LB38 และ L. plantarum LB42 โดยที่ L. rhamnosus มีประสิทธิภาพการอยู่รอดใน
ระหว่างการเก็บรักษาดีที่สุด โดยมีจํานวนเช้ือมากกว่า 107 CFU/ml เช่นเดียวกับ Mousavi et al. 
(2011) พบว่านํ้าทับทิมโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก L. plantarum และ L. delbrueckii เช้ือ
สามารถเจริญและอยู่รอดในระหว่างการเก็บรักษา 2 สัปดาห์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ส่วน 
Pereira et al. (2011) พบว่าเมื่อเก็บนํ้ามะม่วงหินพานต์ที่หมักด้วย Lactobacillus casei NRRL  
B-442 ไว้ในตู้เย็นนาน 42 วันยังมีเช้ือเหลือรอดสูงกว่า 8.00 log CFU/ml  
 
  จากการศึกษาประสิทธิภาพของนํ้าผักดองที่หมักด้วยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติก
ในการยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ทั้ง 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Salmonella enterica และ Staphylococcus aureus ATCC25923 ด้วยวิธี Agar well 
diffusion method และ Agar spot method พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกยังคงมีประสิทธิภาพใน
การยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ดังเดิม โดยวิธี Agar well diffusion method จะแสดงขนาดของ         
วงใสการยับย้ังน้อยกว่าเมื่อเทียบกับวิธี Agar spot method เน่ืองจากวิธีการ Agar spot method 
เป็นการเพาะเลี้ยงเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ และเช้ือยังคงมีชีวิตสามารถเจริญเติบโต สร้างสารยับย้ัง
ต่างๆ ได้ ในขณะที่วิธี Agar well diffusion method ไม่มีเซลล์มีชีวิตของแบคทีเรียแลกติก มีเพียง
สารละลายส่วนใสที่อาจมีสารยับย้ัง ซึ่งเป็นสารที่แบคทีเรียแลกติกสร้างขึ้น และปล่อยออกมา จึงอาจ
มีในปริมาณน้อย ทําให้แสดงประสิทธิภาพการยับย้ังเกิดขนาดวงใสการยับย้ังน้อยกว่าการเล้ียงเช้ือใน
วิธี Agar spot method ดังน้ันเช้ือแบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทที่ผ่านการคัดเลือกยังคงสามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ได้แม้นําไปหมักเป็นกล้าเช้ือในผลิตภัณฑ์ผักดอง 
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  การตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผักดองที่ผลิตได้ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์
ชุมชน คุณลักษณะของผักดองที่ดีคือ ต้องตรวจไม่พบ Staphylococcus aureus ในตัวอย่าง 1 กรัม 
ไม่มี Escherichia coli ในตัวอย่าง 1 กรัม โดยมีค่า MPN/g <3.0 มีจํานวนยีสต์และรา (CFU/g) น้อย
กว่า 100 (CFU/g) และมีปริมาณจุลินทรีย์ทั้งหมดไม่เกิน 1×106 โคโลนีต่อกรัมของตัวอย่าง (CFU/g) 
ซึ่งเป็นตัวดัชนีช้ีวัดว่าผลิตภัณฑ์ไม่มีการปนเป้ือนด้วยสิ่งสกปรก เช่น ดิน กรวด รวมถึงอุจจาระของ
มนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น แต่การตรวจคุณภาพทางจุลชีววิทยาของผักดองในคร้ังน้ีจะไม่ตรวจนับจํานวน
จุลินทรีย์ทั้งหมด เน่ืองจากการหมักผักดองครั้งน้ีมีการเติมกล้าเช้ือโปรไบโอติกเริ่มต้นลงไปประมาณ 
106 CFU/ml อยู่แล้ว ซึ่งจากการตรวจสอบคร้ังน้ีพบว่า ผักดองที่ผลิตได้ทุกตัวอย่างตรวจไม่พบ           
S. aureus และ E. coli ซึ่งนับว่าเป็นผลิตภัณฑ์มีลักษณะของผักดองที่ดีแสดงถึงการควบคุมสภาพ
การหมักได้ดีคือ จํากัดปริมาณออกซิเจน หรืออากาศให้น้อย และเป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นในสภาวะ
ที่มีการเติมนํ้าตาลลงไป เพ่ือเป็นแหล่งคาร์บอนให้กับเช้ือ ส่งเสริมการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลกติก
แล้วทําให้เกิดสารอินทรีย์ เช่น กรดแลกติก และกรดอะซิติก รวมทั้งเอทานอล ซึ่งผลจากสารประกอบ
เหล่าน้ีเป็นการถนอมอาหาร ทําให้ได้ผักดองท่ีมีรสชาติ กลิ่นที่น่ารับประทาน และความเป็นกรดที่
เพ่ิมขึ้น ทําให้ผักดองมีรสชาติเปรี้ยว ซึ่งมีปริมาณกรดแลกติกอยู่ในช่วง 0.72-1.08% และมีค่าพีเอช
ตํ่าลง ซึ่งมีผลในการยับย้ังเช้ือก่อโรคได้ดี แต่สําหรับการตรวจปริมาณราและยีสต์ พบว่าในทุกชุด
ตัวอย่างไม่พบรา แต่หลายชุดตัวอย่างโดยเฉพาะเม่ือเก็บรักษาไว้มีปริมาณยีสต์เพ่ิมมากขึ้นจนเกิน
จํานวนที่มาตรฐาน มผช. กําหนดไว้คือ ไม่เกิน 100 CFU/g ซึ่งการปนเป้ือนของยีสต์นับเป็นปัญหา
สําคัญของผลิตภัณฑ์ผักดอง รวมทั้งนํ้าหมักชีวภาพจากพืช (Kantachote et al., 2005) ดังน้ันจึงได้
ทดลองแยกยีสต์ที่พบในผักดองที่หมักได้ไปทดสอบการยับย้ัง โดยกล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติกทั้ง 6          
ไอโซเลท  
 
  เมื่อทดสอบการยับย้ังยีสต์ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้ โดยวิธี dual culture 
overlay assay และวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกัน จากการทดสอบพบว่าวิธี dual culture overlay 
assay แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 6 ไอโซเลท มี 4 ไอโซเลท ได้แก่ NS302 AR36 AR45 และ  
AR72 ที่สามารถยับย้ังยีสต์ได้ โดยมีระดับการยับย้ังปานกลางมีขนาดของ Inhibition zone อยู่
ระหว่าง 3.00-5.50 มิลลิเมตร และอีก 1 ไอโซเลทคือ AR71 ที่สามารถยับย้ังยีสต์ได้ โดยมีระดับการ
ยับย้ังตํ่ามีขนาดของ Inhibition zone อยู่ระหว่าง 2.50-2.75 มิลลิเมตร ซึ่งสอดคล้องกับการทดลอง
ของ Prachyakij et al. (2007) ซึ่งพบว่าแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากอาหารหมัก 72 ไอโซเลทมี
กิจกรรมการยับย้ังยีสต์ที่ปนเป้ือนในนํ้าหมักชีวภาพได้ด้วยวิธี dual culture overlay assay โดยมี 
15 ไอโซเลทให้ผลการยับย้ังดีมาก โดยสามารถยับย้ัง Rhodotorula sp. และมีเพียง 3 ไอโซเลท 
ได้แก่ Lactobacillus plantarum DW1, 3 และ 4 ที่ให้ผลการยับย้ังดีเด่น โดยมีขนาดของ 
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Inhibition zone คือ 3-10 mm, 3-10 mm และ >10 mm ตามลําดับ แม้การศึกษาการยับย้ังโดย
วิธี dual culture overlay assay น้ันสามารถทําได้ง่ายใช้เป็นการทดสอบขั้นต้นได้ แต่การวัดส่วนใส
ขนาดของ Inhibition zone ทําได้ยาก และใช้ได้กับจุลินทรีย์ชนิดเดียวต่อจานอาหารเลี้ยงเช้ือ จึงยาก
ต่อการเปรียบเทียบกับสายพันธ์ุอ่ืนๆ และเมื่อทดสอบความสามารถในการยับย้ังยีสต์ด้วยวิธีการ
เพาะเลี้ยงร่วมกัน พบว่าสอดคล้องกับการทดลองด้วยวิธี dual culture overlay assay คือ 
แบคทีเรียแลกติกที่ให้ผลการยับย้ังได้ดี คือแบคทีเรียแลกติกทั้ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ NS302 AR36  
AR45 และ AR72 โดยแสดงผลเปอร์เซ็นต์การยับย้ังยีสต์ได้ในระดับสูงคือ 75.71% 64.79% 91.89% 
และ 77.36% ตามลําดับ ซึ่งความสามารถในการยับย้ังที่เกิดขึ้นอาจเน่ืองจากการสร้างสารยับย้ังของ
แบคทีเรียแลกติก ได้แก่ กรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แบคเทอริโอซิน และไดอะซิทิล 
(Amnor et al., 2006) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Savard (2002) ที่พบว่าสารยับย้ังที่กล้าเช้ือ
ผสมแบคทีเรียแลกติก L. plantarum NK712, P. acidilactici และ L. mesenteroides BLAC 
สร้างขึ้น ได้แก่ กรดแลกติก กรดอะซิติก และกรดโปรปิโอนิก ในระหว่างการหมักนํ้าผักรวม ซึ่ง
สามารถยับย้ังยีสต์ที่ทําให้อาหารเน่าเสีย เช่น Saccharomyces bayanus Y-43 และ 
Saccharomyces unisporus Y-42 ได้ ในขณะที่ Prachyakij et al. (2007) พบว่าการยับย้ังยีสต์
ของแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus plantarum strains DW1, 3 และ 4 ที่แยกจากนํ้าหมัก
ชีวภาพให้ผลการยับย้ังยีสต์ เช่น Rhodotorula sp., Pichia sp, Hansenula sp., 
Saccharomyces sp. และ Candida sp. ได้ดีเด่น โดยแบคทีเรียแลกติก L. plantarum DW3 
สามารถผลิต antimicrobial compounds ได้แก่ organic acids และ phenyllactic acid (PLA)  
 
  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่ผ่านการคัดเลือกไปเทียบเคียงลําดับเบส โดย 16S rDNA 
sequencing analysis พบว่า 4 ไอโซเลทอยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum ได้แก่ AR36 อยู่
ในสกุล Lactobacillus fermentum strain NSN-5, AR52 อยู่ในสกุล Lactobacillus 
fermentum strain DISSPA78, AR71 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain A045 และ 
AR72 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain KLF01 และอีก 2 ไอโซเลทอยู่ในกลุ่ม 
Lactobacillus plantarum ได้แก่ NS302 อยู่ในสกุล Lactobacillus plantarum strain T1D 
และ AR45 อยู่ในสกุล Lactobacillus plantarum strain K25 ซึ่งแบคทีเรียแลกติกเหล่าน้ีเป็น
แบคทีเรียแลกติกที่พบอาศัยอยู่ในพืชผัก และอาหารหมักประเภทต่างๆ เช่น ในแหนม ไส้กรอก หรือ
อาหารหมักประเภทปลาจะพบ L. plantarum และ L. brevis (Swetwiwathana et al., 2009) 
ส่วนขนมจีนจะพบ L. plantarum (Oupathum et al., 2009) ในขณะที่ Miyashita et al. (2012) 
ได้ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียแลกติกในอาหารหมักของไทย พบแบคทีเรียแลกติก 6 จีนัส 
ได้แก่ Aerococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Tetragenococcus และ 
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Weissella โดยพบแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus fermentum เป็นหลักในตัวอย่างอาหาร
ประเภทพืชหมัก เช่นเดียวกับ Maneerat (2000) ศึกษาแบคทีเรียแลกติกในอาหารหมักของไทย โดย
สามารถแยกแบคทีเรียแลกติกได้ 91 สายพันธ์ุ พบว่าทั้งหมดอยู่ในจีนัส Lactobacillus ส่วน Yang 
et al. (2010) ศึกษาเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากเศษผักที่หมักเพ่ือเป็นอาหารสัตว์ โดยแยก
แบคทีเรียแลกติกได้ 52 ไอโซเลท เมื่อนํามาวิเคราะห์ด้วย 16S rDNA gene sequence พบว่าเป็น 
Lactobacillus plantarum (34.6%) Lactobacillus piscium (7.7%) Lactobacillus lactis 
(9.6%) Leuconostoc citreum (13.5%) Weissella soli (19.2%) และ Leuconostoc gelidum 
(15.4%) 
 
  จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผักดองชุดควบคุมที่หมักโดยไม่ใช้กล้าเช้ือ 
และผักดองที่หมักโดยใช้กล้าเช้ือ Lactobacillus fermentum AR72 ซึ่งมีอายุการหมัก 2 และ 3 วัน 
พบว่าผักดองชุด B ซึ่งเป็นผักดองที่หมักโดยใช้กล้าเช้ือ Lactobacillus fermentum AR72 อายุการ
หมัก 2 วัน ได้รับการยอมรับด้านสี รสชาติ ลักษณะเน้ือสัมผัส และการยอมรับโดยรวมด้วยคะแนน
มากท่ีสุด ด้วยมีรสเปร้ียวอมหวาน ลักษณะเน้ือสัมผัสกรอบ มีสีของเน้ือผักเป็นไปตามธรรมชาติ และ
นํ้าผักดองใส แต่คะแนนด้านกลิ่นได้รับการยอมรับน้อยกว่าผักดองชุดอ่ืน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการหมักมี
กลิ่นแอลกอฮอล์เล็กน้อยเพราะ Lactobacillus fermentum ที่ใช้เป็นกล้าเช้ือในการหมักเป็น
แบคทีเรียแลกติกในกลุ่ม Heterofermentative ที่นอกจากจะหมักนํ้าตาลให้กรดแลกติกแล้วยังได้
กรดอะซิติก เอทิลแอลกอฮอล์ และคาร์บอนไดออกไซด์ แต่เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติแล้วพบว่าการ
ยอมรับทุกด้านในทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แต่ผักดองที่
หมักโดยกล้าเช้ือ Lactobacillus fermentum AR72 อายุการหมัก 2 วัน มีข้อดีกว่าผักดองชุดอ่ืนๆ 
คือ มีจํานวนยีสต์ 100 CFU/g ซึ่งเป็นไปตามเกณฑ์มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.1168/2549) 
ในขณะท่ีชุดการทดลองอ่ืนมีจํานวนยีสต์สูงกว่า 100 CFU/g คือ ชุดควบคุมอายุการหมัก 2 วัน มี
จํานวนยีสต์ 7.0×102 CFU/g ดังน้ันผักดองดังกล่าวควรจะหมักโดยใช้กล้าเช้ือ และมีระยะการหมัก  2 
วันจะดีที่สุด และควรศึกษาวิธีการหมักที่จะช่วยลดจํานวนยีสต์ในระหว่างการหมัก โดยอาจจะใช้
วิธีการหมักตามวิธีของ (Kantachote and Charernjiratakul, 2008) ซึ่งเป็นวิธีการหมักนํ้าหมัก
ชีวภาพที่ทําให้อากาศเหลือน้อยต้ังแต่เริ่มต้นการหมัก ซึ่งอาจช่วยลดปัญหาการเพ่ิมจํานวนของยีสต์  
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 
 

  จากการแยกแบคทีเรียแลกติกจากผักสด 19 ตัวอย่างสามารถแยกแบคทีเรียแลกติก
ได้ 61 ไอโซเลท เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้ และแบคทีเรียแลกติกที่แยกได้จากอาหารหมักอีก 
48 ไอโซเลทรวม 109 ไอโซเลทไปทดสอบความสามารถในการเจริญ และการหมัก พบว่าแบคทีเรีย
แลกติกทั้งหมด มีการเจริญและการหมักได้ดีในอาหาร MRS broth โดยท่ีมีเปอร์เซ็นต์กรดมากกว่า 
1% และเมื่อนําแบคทีเรียแลกติกดังกล่าวไปทดสอบคุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติกในระดับ
ห้องปฏิบัติการ ได้แก่ ทดสอบการทนต่อสภาพเลียนแบบนํ้าย่อยในกระเพาะอาหาร ทดสอบการทน
ต่อเกลือนํ้าดี ทดสอบการเจริญในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน ทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ัง
แบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีน ไขมัน และแป้ง ทดสอบการต้านทาน
ต่อยาปฏิชีวนะ ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน 
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกได้ 6 ไอโซเลท ได้แก่ NS302 AR36 AR45 AR52 AR71 และ 
AR72 ซึ่งสามารถอยู่รอดในสภาพเลียนแบบกระเพาะอาหารท่ีมีพีเอช 3 และในเกลือนํ้าดี 0.3% โดยมี
จํานวนเช้ือเหลือรอดมากกว่า 106 CFU/ml สามารถเจริญได้ดีทั้งในสภาพที่มีและไม่มีออกซิเจน โดยมี
ค่า OD ที่ 660 nm มากกว่า 1.0 สามารถยับย้ังแบคทีเรียอินดิเคเตอร์ ได้แก่ Escherichia coli, 
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ATCC25923 และ Salmonella enterica ได้
มากกว่า 2 สายพันธ์ุ โดยไอโซเลท NS302 AR45 AR52 และ AR71 มีความสามารถในการย่อย
โปรตีน ในขณะที่ไอโซเลท AR36 และ AR72 มีความสามารถในการย่อยทั้งโปรตีนและแป้ง เมื่อ
ทดสอบความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ พบว่าเช้ือแบคทีเรียแลกติกด้ือต่อยาในกลุ่มยับย้ังการสังเคราะห์
ผนังเซลล์ ได้แก่ vancomycin (100%) ด้ือต่อยาในกลุ่มยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน ได้แก่ 
kanamycin (83.33%), gentamycin (100%), streptomycin (100%) และด้ือต่อยาในกลุ่มยับย้ัง
การทําหน้าที่ของเย่ือหุ้มเซลล์ ได้แก่ polymycin (100%) นอกจากน้ีเช้ือมีความไวต่อการตอบสนอง
ต่อยากลุ่มยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน ได้แก่ chloramphenicol (83.33%) และ erythromycin 
(66.67%) แบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และไม่มีการสร้างสารไบโอเจ
นิกเอมีน ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการนําไปใช้เป็นกล้าเช้ือ 
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  เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทไปทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตผักดอง 
โดยผักที่ใช้ในการหมัก ได้แก่ มะละกอ แครอท พริกช้ีฟ้าสีเขียวสีแดง ในอัตราส่วน 30: 9: 1 ใช้เช้ือ
เริ่มต้นประมาณ 106 CFU/ml หมักที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 3 วัน พบว่า
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 6 ไอโซเลทสามารถหมักผักดองได้ดี มีจํานวนเช้ือแบคทีเรียแลกติกอยู่ในช่วง 
8.16-9.25 log CFU/ml มีเปอร์เซ็นต์กรดอยู่ในช่วง 0.72-1.08% โดยไอโซเลท NS302 มีเปอร์เซ็นต์
กรดสูงสุดคือ 1.08% รองลงมาคือไอโซเลท AR45 และ AR72 ที่มีเปอร์เซ็นต์กรด 0.99% และค่าพี
เอชของนํ้าหมักอยู่ในช่วง 3.31-3.61 โดยโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกไอโซเลท AR45 มีค่าพีเอช
ตํ่าสุดคือ 3.31 หลังการหมักพบว่าทุกๆ ไอโซเลทมีปริมาณนํ้าตาลลดลงอยู่ในช่วง 1.03-1.50 โดยการ
หมักด้วยไอโซเลท AR72 มีปริมาณนํ้าตาลตํ่าสุดคือ 1.03 กรัมต่อ 100 มิลลิลิตร และเมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม พบว่าที่การหมัก 72 ช่ัวโมงด้วยเช้ือแบคทีเรียแลกติกทุกๆ ไอโซเลทมีปริมาณเช้ือและ
ปริมาณกรดมากกว่าชุดควบคุม มีค่าพีเอชต่ํากว่าชุดควบคุมในการหมักด้วยไอโซเลท NS302 AR45 
AR52 และ AR71 
 
  เมื่อทดสอบความสามารถในการอยู่รอดของเช้ือที่อุณหภูมิห้อง (30±2 องศา
เซลเซียส) เป็นเวลา 5 วัน และอุณหภูมิตู้เย็น (6±2 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 15 วัน เช้ือทั้ง 6        
ไอโซเลทยังมีจํานวนเช้ือสูงกว่า 106 CFU/ml และเมื่อตรวจสอบคุณภาพทางจุลชีววิทยาตาม
มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.1168/2549) ของผักดองที่ผลิตได้ พบว่าในทุกชุดการทดลองตรวจ
ไม่พบ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli แต่เมื่อเก็บไว้นานขึ้นจะมีจํานวนยีสต์สูง
กว่าเกณฑ์ของ มผช. ที่กําหนดไว้ไม่เกิน 100 CFU/g ซึ่งหากในการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากพืช
ส่วนใหญ่ มักพบจุลินทรีย์ที่ทําให้อาหารเน่าเสีย อาจเกิดจากฟิล์มยีสต์ หรือฝ้าขาวที่ผู้บริโภคไม่ยอมรับ 
ดังน้ันหากเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่ใช้เป็นกล้าเช้ือมีความสามารถในการยับย้ังฟิล์มยีสต์ได้จะช่วยลดการ
เน่าเสียของอาหารหมัก จึงได้ทดสอบความสามารถในการยับย้ังฟิล์มยีสต์ที่แยกได้จากผักดองที่หมักได้
ของเช้ือแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ 6 ไอโซเลท พบว่าเช้ือสามารถให้ผลการยับย้ังฟิล์มยีสต์ได้ดีคือ 
เช้ือแบคทีเรียแลกติกดังกล่าว แสดงผลการยับย้ังฟิล์มยีสต์ที่เกิดในผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากพืช (ผัก
ดอง) โดยวิธี dual culture overlay assay ให้ผลการยับย้ังปานกลางมีขนาดของ Inhibition zone 
อยู่ระหว่าง 3.25-5.50 มิลลิเมตร และโดยวิธีการเพาะเลี้ยงร่วมกันไอโซเลท AR45 มีเปอร์เซ็นต์การ
ยับย้ัง (%) ที่สูงสุดคือ 91.89% รองลงมาคือไอโซเลท AR72 มีเปอร์เซ็นต์การยับย้ัง (%) คือ 77.36% 
 
  และเมื่อทําการบ่งช้ีชนิดของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 6 ไอโซเลทไป
เทียบเคียงลําดับเบสโดย 16S rRNA gene พบว่า 4 ไอโซเลทอยู่ในสกุล Lactobacillus 
fermentum ได้แก่ AR36 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain NSN-5 มีค่า % 
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similarity เท่ากับ 99% AR52 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain DISSPA78 มีค่า % 
similarity เท่ากับ 99% AR71 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain A045 มีค่า % 
similarity เท่ากับ 100% และ AR72 อยู่ในสกุล Lactobacillus fermentum strain KLF01 มีค่า 
% similarity เท่ากับ 99% และ 2 ไอโซเลทอยู่ในกลุ่ม Lactobacillus plantarum ได้แก่ NS302 
อยู่ในสกุล Lactobacillus plantarum strain T1D มีค่า % similarity เท่ากับ 99% และ AR45 
อยู่ในสกุล Lactobacillus plantarum strain K25 มีค่า % similarity เท่ากับ 100%   
 
  คัดเลือกแบคทีเรียแลกติก Lactobacillus fermentum AR72 เพ่ือนําไปใช้เติมเป็น
กล้าเช้ือ (starter culture) สําหรับการผลิตผลิตภัณฑ์ผักดองที่จะใช้ในการทดสอบทางประสาทสัมผัส
ต่อไป เน่ืองจาก ไอโซเลท AR72 มีความสามารถในการเจริญ และการหมักที่ดี โดยให้เปอร์เซ็นต์กรด
สูง มีสมบัติเบ้ืองต้นในการเป็นโปรไบโอติกในระดับห้องปฏิบัติการ สามารถยับยั้งแบคทีเรียอินดิเค
เตอร์ได้ 3 สายพันธ์ุ สามารถย่อยโปรตีนและแป้งได้ ไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ไม่มีการสร้าง
สารไบโอเจนิกเอมีน และสามารถยับย้ังยีสต์ได้ โดยมีเปอร์เซ็นต์การยับย้ังสูง 
 
  จากการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผักดองชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมกล้าเช้ือ
แบคทีเรียแลกติก และผักดองที่หมักโดยใช้กล้าเช้ือ Lactobacillus fermentum AR72 อายุการ
หมัก 2 และ 3 วันที่อุณหภูมิห้อง พบว่าการยอมรับทางด้านกล่ิน สี รสชาติ เน้ือสัมผัส และการ
ยอมรับโดยรวมของทุกชุดการทดลอง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ แต่เมื่อตรวจสอบ
คุณภาพทางจุลชีววิทยาตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช.1168/2549) พบว่าทุกชุดการทดลอง
ตรวจไม่พบ Staphylococcus aureus และ Escherichia coli โดยมีเฉพาะผักดองที่หมักด้วย 
Lactobacillus fermentum AR72 อายุการหมัก 2 วันที่มีจํานวนยีสต์ไม่เกิน 100 CFU/g ในขณะที่
ชุดการทดลองอ่ืนๆ มีจํานวนยีสต์สูงกว่าเกณฑ์มาตรฐานที่ มผช.1168/2549 กําหนดไว้ ดังน้ันจึงควร
ที่จะได้ศึกษาวิธีการหมักที่จะช่วยลดการเจริญของยีสต์ต่อไป   
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ข้อเสนอแนะ 
 
1. ควรศึกษาระดับที่เหมาะสมของปริมาณเกลือ และปริมาณนํ้าตาลที่ผสมในนํ้าเกลือ เพ่ือรสชาติที่
เป็นที่ยอมรับสําหรับผู้บริโภคมากขึ้น  
2. ควรมีการศึกษาการเก็บเช้ือ L. fermentum AR72 ในรูปเช้ือแห้ง เพ่ือประโยชน์ในการใช้งานท่ี
สะดวกข้ึน 
3. ควรเพ่ิมปริมาณกล้าเช้ือเริ่มต้น (CFU/ml) ที่ใช้ในการหมัก เพ่ือให้สามารถหมักได้เร็ว และมี
ปริมาณกรดเพ่ิมขึ้น อีกทั้งเช้ือสามารถอยู่รอดได้ในปริมาณที่เพียงพอที่จะเกิดประโยชน์ต่อผู้บริโภคใน
ระหว่างการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ผักดอง 
4. ควรทดสอบทางประสาทสัมผัสของผักดองที่หมักโดยแบคทีเรียแลกติกอีก 5 ไอโซเลทท่ีเหลือ        
และเลือกกล้าเช้ือที่ได้รับการยอมรับสูงมาทดลองหมักผักดองแบบเช้ือผสมต่อไป 
 
  

 
 

 



108 
 

เอกสารอ้างอิง 
 

กิจการ ศุภมาตย์. 2544. การฝึกอบรมเชิงปฏิบัติการเรื่องจุลินทรีย์กับการเพาะเลี้ยงกุ้งกุลาดํา วันที่ 
  25-26 ส.ค. 2544. สงขลา: ศูนย์วิจัยสุขภาพสัตว์นํ้า มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 
  อ.หาดใหญ่ จ.สงขลา. 
ดวงพร คันธโชติ วิลาวัณย์ เจริญจิระตระกูล และณรงค์ฤทธ์ิ อัศวเรืองภิภพ. 2547. ลักษณะนํ้าหมัก
  ชีวภาพจากพืชในภาคใต้ของประเทศไทยและผลการยับย้ังเช้ือก่อโรคของระบบ
 ทางเดินอาหาร. สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ ปทุมธานี. 
  หน้า. 141-143. 
ทัศนีย์ เช้ือทอง. 2539. โปรไบโอติก. รายงานประกอบวิชา Advanced in Regulation and 
 Control of Microbial Synthesis. ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. กรุงเทพฯ. หน้า 68. 
นวลจันทร์ พารักษา. 2533. สาระน่ารู้เก่ียวกับโปรไบโอติก. สุกรสาส์น. 16(53): 6-13. 
ประเสริฐ สันตินานาเลิศ ชาคริยา ฉลาด สิริพร ภูมะธน สุวรรณี แสงแก้ว และอําไพทิพย์ สุขหอม. 
  2548. จุลชีววิทยาของเต้าหู้ที่หมักแบบด้ังเดิม. วารสารสงขลานครินทร์ วทท. 7(2): 
  263-375. 
พิเชษฐ์ สุวรรณ์. 2548. การผลิตกรดแลกติกจากไคตินโดยเซลล์ตรึงแบคทีเรียกรดแลกติก. ปริญญา
  นิพนธ์ วท.ม. (ชีววิทยา). เชียงใหม่: บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเชียงใหม่. 
วิเชียร ลีลาวัชรมาศ. 2534. อาหารจากแลกติกแอสิดแบคทีเรียในประเทศไทย. โปรซีดดิงส์แลกติก     
  แอสิดแบคทีเรียในอุตสาหกรรมอาหารไทย. ครั้งที่ 1. คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ บางเขน. 
วิเชียร ลีลาวัชรมาศ. 2541. การคัดเลือกจุลินทรีย์เพ่ือใช้เป็นโปรไบโอติก. วารสารจาร์พา. (45) 
 พฤศจิกายน-ธันวาคม. 
วิเชียร ลีลาวัชรมาศ. 2541. โปรไบโอติกอาหารสุขภาพสําหรับมนุษย์และสัตว์ (ตอนที่ 1). จาร์พา 41: 
  50-51. 
วิลาวัณย์ เจริญจิระตระกูล. 2539. จุลินทรีย์ที่มีความสําคัญด้านอาหาร. อุตสาหกรรมเกษตร 
 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์. กรุงเทพฯ. หน้า 63-164. 
วิลาวัณย์ เจริญจิระตระกูล และอุบลวรรณ รอดประดิษฐ์. 2540. การแยกเช้ือ คัดเช้ือและเทียบเคียง
  ชนิดแบคทีเรียแลกติกจากอาหารหมักของไทย. ว. สงขลานครินทร์ วทท. 19(2): 
  181-188. 



109 
 

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย ฝ่ายเทคโนโลยีอาหาร. โครงการเพ่ิมคุณค่า
 ทางอาหาร และความปลอดภัยอาหารแปรรูปไทยสู่ระดับสากล พ.ศ. 2556. เข้าถึง
 ได้จาก: http://www.tistr-foodprocess.net/vegetable_pickle.html (วันที่
 สืบค้น 8 พฤษภาคม 2557) 
อัจฉรา ลาภมาก. 2541. ผลการยับย้ังของแลกติกแอซิดแบคทีเรียที่เจริญดีที่อุณหภูมิสูงต่อการเจริญ
  ของ Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis 
  และ Vibio parahaemolyticus. วิทยานิพนธ์ปริญญาโท. มหาวิทยาลัยเชียงใหม่.  
อุทัย เก้าเอ้ียน. 2549. โปรไบโอทิคส์. บทความปริทัศน์. สงขลานครินทร์เวชสารโปรไบโอทิคส์. ปีที่ 
  24. ฉบับที่ 4. ก.ค.-ส.ค. 2549. หน้า 315-325. 
อุทัย คันโธ. 2535. หลักการโปรไบโอติกเชิงอาหารสัตว์. ว.สุกรสาสน์. เม.ย.-มิ.ย. 11-16. 
Adam, M.R. and M.O. Moss. 1995. Food Microbiology. The Royal Society of Chemistry. 
  Cambridge: pp. 232-248. 
Agrawal, R. 2005. Probiotic: An emerging food supplement with health benefits. Food 
  Biotechnol. 19: 227-246. 
Aguirre, M. & Collins, M.D. 1992. Phylogenetic Analysis of Some Aerococcus-like 
 Organism of  Urinary Tract Infections: Description of Aerococcus 
 urinae sp. nov. Journal of General Microbiology. 138: 401-405. 
Alam, M., Midtvedt, T., Uribe, A. 1994. Differential cell kinetics in the ileum and colon 
  of germfree rats. Scand J. Gastroenterol. 29: 445-51. 
Ammor, S., Tauveron, G., Dofour, E. and Chevalier, I. 2006. Antibacterial activity of 
  lactic acid bacteria against spoilage and pathogenic bacteria isolated 
  from the same meat small-scale facility: 1. Screening and 
 characterization of the antibacterial compounds. Food Control. 17: 
  454-461.     
Anadon, A., M.R.M. Larranaga and M.A. Martinez. 2006. Probiotics for animal nutrition 
  in the European Union Regulation and Safety assessment. Regul. 
 Toxicol. Pharm. 45: 91-95. 
AOAC. 1990. Official Method of Analysis of the Association of Official Analytical 
 Chemists 15th Ed. The Association of Official Analytical Chemists: 
 Virginia. 



110 
 

Argyri, A.A., Zoumpopoulou, G., Karatzas, K.G., Tsakalidou, E., Nychas, G.E., Panagou, 
  E.Z., Tassou, C.C. 2013. Selection of potential probiotic lactic acid 
 bacteria from fermented olives by in vitro tests.  Food Microbiology. 
  33: 282-291. 
Austin, B., L.F. Stuckey, D.A.W. Robertson, I. Effendi And D.R.W. Griffith. 1995. A 
 probiotic strain of Vibio alginolyticus effective in reducing diseases by 
  Aeromonas salmonicida, Vibio anguillarum and Vibio ordalii. J. Fish 
  disc. 18: 93-96. 
Axelsson, L.T. 1993. Lactic acid bacteria: Classification and physiology. In: Lactic acid 
  bacteria, Ed. Salminen, S., Ed. Von Wright, A., New York: Marcel Dekker. 
  pp. 1-64. 
Axelsson, L.T. 1998. Lactic acid bacteria: classification and physiology. In Lactic acid 
  bacteria: microbiology and fuctional espects. Marcel Dekker, Inc. New 
  York. P. 1-72. 
Axelsson, M., Farrell, A.P. and Nilsson, S. 1990. Effect of hypoxia and drugs on the 
  cardiovascular dynamics of the Atlantic hagfish, Myxine glutinosa. J. 
  Exp. Biol. 151:  297-316. 
BAM. 2002. Food and Drug Administration Bacteriological Analytical Manual. 8th ed., 
  AOAC International. USA. 
Bengmark, S. 1998. Ecological control of the gastrointestinal tract. The role of 
 probiotic flora Gut. 42: 2-7. 
Bengmark, S. 2000. Colonic food: pre-and probiotics. Am J. Gastroenterol. 95 (Suppl): 
  S5-S7. 
Bengmark, S. 2000. Prospect for a new and rediscovered form of therapy: Probiotics 
  and phage. In: Fighting infection (Eds.: Andrew, P.W., Oystron, P., Smith, 
  G.L., and StewardTull, D.E.). Blackwells, London, pp. 97-132. 
Bielecka, Maria. 2007. Probiotic in food. Edited by Sikorski, Zozislaw, E. In Chemical 
  and function properties of food component. 3rd ed. Florida. CRC Press. 
  p. 413-426. 
 



111 
 

Blana, V.A., Grounta, A., Tassou, C.C., John, G., Nychas, E., Panagou, E.Z. 2014. 
 Inoculated fermentation of green olives with potential probiotic 
 Lactobacillus pentosus and Lactobacillus plantarum starter cultures 
  isolated from industrially fermented olives. Food Microbiology. 38: 
  208-218.   
Bover-Cid, Holzapfel. 1999. Improved screening procedure for biogenic amine 
 production by  lactic acid bacteria. International Journal of Food 
 Microbiology. 53: 33-41. 
Carmen, A., Rodriguez, O., Calo-Malta, P., Prado, M., Barros-Velazquez, J. 2006. 
 Preliminary characterization of bacteriocins from Lactococcus lactis, 
 Enterococcus faecium and Enterococcus mundtii strains isolated from 
 turbot (Psetta maxima). Food Research International. 39: 356-364.  
Cagno, R.D., Surico R.F., Angelis M.D. 2008. Selection and use of autochthonous 
 mixed starter  for lactic acid fermentation of carrots, French beans or 
 marrows. International Journal of Food Microbiology. 127: 220–228. 
Cebeci, A., Gurakan, C. 2003. Properties of potential probiotic Lactobacillus 
 plantarum strains. Food Microbiology. 20: 511-8. 
Champagne, C.P., & Gardner, N.J. 2008. Effect of storage in a fruit drink on subsequent 
 survival of probiotic lactobacilli to gastro-intestinal stresses. Food 
 Research International. 41: 539-543. 
Charalampopoulos, D., Pandiella, S.S. 2010. Survival of human derived Lactobacillus 
  plantarum in fermented cereal extracts during refrigerated storage. 
  LWT-Food Science and Technology. 43: 431-435. 
Charernjiratrakul, W., Kantachote, D. and Vuddhakul, V. 2007. Probiotic lactic acid 
 bacteria for applications in vegetarian food products. Songklanakarin J. 
  Sci. Technol. 29(4): 981-991. 
Charteris, W.P., Kelly, P.M., Morelli, L., Collins, J.K. 1998. Development and application 
  of an in vivo methodology to determine the transit tolerance of 
 potentially probiotic Lactobacillus and Bifidobacterium species in the 
  upper human gastrointestinal tract. Journal of Applied Microbiology. 
  84: 759-68. 



112 
 

Charteris, W.P., Kelly, P.M., Morelli, L. and Collins, J.K. 1998. Antibiotic susceptibility of 
  potentially probiotic Lactobacillus species. J. of Food Prot. 61(2): 
 1636-1643. 

Chen, A., & Mustapha, A. 2012. Survival of freeze-dried microcapsules of α-
 galactosidase producing probiotics in a soy bar matrix. Food 
 Microbiology. 30: 68-73. 
Choudhury, N., Hansen, W., Engesser, D., Hammes, W.P., Holzapfel, W.H. 1990. 
 Formation of histamine and tyramine by lactic acid bacteria in 
 decarboxylase medium. Lett. Appl. Microbiol. 11: 278-281. 
Coda, R., Lanera, A., Trani, A., Gobbetti, M., & Dicagno, R. 2012. Yogurt-like beverages 
  made of a mixture of cereals, soy and grape must: Microbiology, 
 texture, nutritional and sensory properties. International Journal of 
 Food Microbiology. 155: 120-127. 
Daniel, J. 2006. Primary sources of probiotic cultures. Edited by Ahmedna, Mohamed., 
  Goktepe, lpek. And Juneja, Vijay, K. 2006. In Probiotics in food safety 
  and human health. Florida. CRC Press. p. 91-108. 
Dasechel, M.A. and Klaenhammer, T.R. 1989. Association of a 13.6 megadalton 
 plasmid in Pediococcus pentosaceus with bacteriocin activity. Appl. 
 Environ. Microbiology. 50: 1538-1541. 
De-Bellis, P., Valrio, F., Sisto. A., Lonigro, S.L., & Lavermicocca, P. 2010. Probiotic table 
  olives: Microbial populations on olives surface in fermentation sets 
  inoculated with the probiotic strain Lactobacillus paracasei IMPC2.1 in 
  a industrial plant. International Journal of Food Microbiology. 140: 6-
  13. 
Dellaglio, F., Dick, L.M.T.; & Torriani, S.1995. The Genus Lecconostoc. In: Wood B.J.B.; 
  Holzalpfel, W.H. (Eds.). The Genera of Lactic Acid Bacteria. 2nd Ed. 
 London: Blackie Academic & Professional. pp. 235-278. 
De Man Rogosa, J.C., Shape, M.E., 1960. A medium for the cultivation of 
 Lactobacilli. J.Appl.Bacteriol. 23: 130-135. 
 



113 
 

Di Cagno, R., Surico, R.F., Siragusa, S., De Angelis, M., Paradiso, A., Minervini, F., De 
 Gara, L., Gobbetti, M. 2008. Selection and use of autochthonous 
 mixed starter for lactic acid fermentation of carrots, French beans or 
 marrows. International Journal of Food Microbiology. 127: 220-228. 
Di Cagno, R., Minervini, G., Rizzello, C.G., Angelis, M.D., Gobbetti, M. 2011. Effect of 
 lactic acid fermentation on antioxidant, texture, color and sensory 
 properties of red and green smoothies. Food Microbiology. 28: 1062-
 1071. 
Duangjitcharoen, Y., Kantachote, D., Ongsakul, M., Poosaran., N., Chaiyasut, C. 2009. 
  Potential use of probiotic Lactobacillus plantarum SS2 isolated from 
 a fermented plant beverage: safety assessment and persisrence in the 
  murine gastrointestinal tract. World J. Microbiology Biotechnol. 25: 
 315-321. 
Dubios, M., Gilles, K.A., Hamilton, J.K., Roberts, D.A., Smith, F. 1956. Colorimetric 
 methods for determination of sugars and related substances. 
 Analytical Chemistry. 28: 350–356. 
Erkkila, S. and Petaja, E. 2000. Screening of commercial meat starter cultures at low 
  pH in the present of bile salts for potential probiotic use. J. Meat 
 Science. 55: 297-300.  
FAO/WHO. 2001. Evaluation of Health and Nutritional Properties of probiotic in Food 
 including Power Milk with Live Lactic Acid Bacteria. 
Filannino, P., Azzi, L., Cavoski, I., Vincentini, O., Rizzello, C.G., Gobbetti, M., Di Cagno, 
 R. 2013. Exploitation of the health-promoting and sensory properties 
 of organic pomegranate (Punica granatum L.) juice through lactic acid 
 fermentation. International Journal of Food Microbiology. 163: 184-
 192. 
Foentaine, E.A., E. Claydon and D. Tayler-Robinson. 1996. Lactobacilli from women 
  with or without bacterial vaginosis and observations on the 
 significance of hydrogen peroxide. Microb. Ecol. Health Dis. 9: 135-141. 
Franz, C.M.A.P., W.H. Holzapfel and M.E. Styles. 1999. Enterococci at the crossroads of 
 food safety. Int. J. Food Microbiology. 47: 1-24. 



114 
 

Fuller, R. 1993. Probiotic food current use and future developments. Int. Food Ingred. 
  3: 23-26. 
Fuller, R. 1989. Probiotic in man and animal. J. Appl. Bacteriol. 66: 365-378. 
Gallego, J.B., Lopez, F.N.A., Rantsiou, K., Jimenez-Diaz, R., Fernandez, A.G., Cocolin, L. 
  2013. Screening of lactic acid bacteria isolated from fermented table 
  olives with probiotic potential. Food Research International. 50: 135-
  142. 
Garbutt, J. H. 1997. Essentials of food microbiology. Int. Food Microbiology. Arnold, 
  London. p. 251.  
Gardner, J.N., Savard, T., Obermeier, P., Caldwell, G. and Champagne, P.C. 2001. 
 Selection and characterization of mixed starter cultures for lactic acid 
 fermentation of carrot, cabbage, beet and onion vegetable mixtures. 
 Int. J. Food Microbiol. 64(3): 261-275. 
Gilliland, S.E. 1977. Enumeration and identity of lactobacilli in dietary products. J. 
  Food Prot. 40: 760-762. 
Gilliland, S.E. 1979. Beneficial interrelations between certain microorganisms and 
 humans: Candidate microorganisms for use as dietary adjuncts. J. Food 
  Prot. 41: 164-167. 
Gilliland, S.E. and M. L. Speck. 1984. Importance of bile tolerance of Lactobacillus 
  acidophilus used as dietary adjunct. J. Dairy Sci. 67: 3045-3051. 
Gonzalez and S.T. Williams. 1983. Ecology of actinomycetes. Annu. Rev. Microbiol. 37: 
  189-216. 
Guarner, F., Malagelada, J-R. 2003. Gut flora in health and disease. 361: 512-9. 
Hardie, J.M. & Whilry, R.A. 1995. The Genus Streptococcus. In: Wood, B.J.B. & 
 Holzapfel, W.H. The Genera of Lactic Acid Bacteria. 2nd Ed. Glasgow: 
  Blackie Academic & Professional. pp. 55-124. 
Hector, R., Jose, A.C., Landete, J.M., Rivas, B.D. 2009. Food phenolics and lactic acid 
  bacteria. International Journal of Food Microbiology. 132: 79–90. 
Helander, I.M., Wright, A.V. and Wattial-sandholm, T.M. 1997. Potential of lactic acid 
  bacteria and novel antimicrobials against Gram-negative bacteria. 
 Trends Food Sci. Technol. 8:  146-150. 



115 
 

Hertzler, S.R., Clancy, S.M. 2003. Kefir improves lactose digestion and tolerance in 
  adults with lactose mal-digestion. Journal of the American Dietetic 
  Association. 103: 582-587. 
Hiraga, K., Ueno., Y. and Oda, K. 2008. Glutamate decarboxylase from Lactobacillus 
  brevis:  activation by ammonium sulfate. Bioscience, Biotechnology, 
  and Biochemistry. 72:  1299-1306. 
Holt, J.G., Krieg, N.R., Sneathm, P.H.A., Staley, J.T. and Williams, S.T. 1994. Bergey’s 
  Manual of Determinative Bacteriology, 9th ed. Baltimore, MD: 
 Williams and Williams. 
Holzapfel, W.H. 2002. Appropriate starter culture technologies for small-scale 
 fermentation  in developing countries. Int. J.Food Microbiology. 75: 
  197-212. 
Holzapfel, W.H. 1997. Use of starter cultures in fermentation on a household scale. 
 Food Control. 8: 241-258. 
Holzapfel, W.H., P. Haberer, J. Snel, U. Schillinger and J. Huis. 1998. Overview of gut 
  flora and probiotics. Int. J. Food Microbiology. 41: 85-101. 
Hsu, C.A., Yu, R.C., Chou, C.C. 2005. Production of β-galactosidase by Bifdobacteria as 
  influenced by various culture conditions. International Journal of Food 
  Microbiology.  104: 197-206. 
Hurtado, A., Reguant, C., Bordons. A., & Rozes, N. 2012. Lactic acid bacteria from 
 fermented table olives. Food Microbiology. 31: 1-8. 
Hwanhlem, N., Buradaleng, S., Wattanachant, S., Benjakul, S. 2011. Isolation and 
 screening of lactic acid bacteria from Thai traditional fermented fish 
  (Plasom) and production of  Plasom from selected strains. Food 
 Control. 22: 401-407. 
Isolauri, E., Juntunen, M., Rautanen, T., Sillanaukee, P., Koivula, T. 1991. A human 
 Lactobacillus strain (Lactobacillus GG) promotes recovery from acute 
  diarrhea in children. Pediatrics. 88: 90-7. 
Jay, J.M. 1986. Modern Food Microbiology. New York: Van Nostrand Reinhold. 
 



116 
 

Jin, L.Z., Y.W. Ho, M.A. Ali, N. Abdullah, K.B. Ong and S. Jalaludin. 1998. Effects of 
 adherent effects of intestinal Lactobacillus culture on growth weight 
  of organs and intestinal microflora and volalite fatty acids in broilers. 
  Animal Feed Sci. Tech. 70: 197-209. 
Jin, Y., W.B. Rossow, and D.P. Wylie. 1996. Comparison of the climatologies of high-
  level clouds from HIRS and ISCCP. J. Climate, 9, 2850-2854, doi: 
 10.1175/1520-0442. 
Joosten, H.M.L.J., Northold, M.D., 1989. Detection, growth and amine-producing 
 capacity of lactobacilli in cheese. Applied Environmental Microbiology. 
  55: 2356–2359. 
Kantachote, D., W. Charernjiratrakul and N. Ausawariangpipop. 2005. Characteristics of 
 fermented plant beverages in South Thailand. Songklanakarin J. Sci. 
 Technol. 27(3): 601-615.  
Kantachote, D., M. Ongsakol, W. Charernjiratakul, C. Chaiyasut and N. Poosaran. 2005. 
 Fermented plant beverages and their application. In: Processdings of 
 the 1st International Conference on Natural Products for Health and 
  Beauty from Local Wisdom to Global Marketplace. 17-21 October, 
 MahaSarakham, Thailand. 
Kantachote, D. and Charernjiratakul, W. 2008. Effects of Initial Air Removal Methods 
 on Microorganisms and Characteristics of Fermented Plant Beverages. 
 Pakistan Journal of Biological Sciences. 11(2): 173-180. 
Kazemipoor, M., Jasimah, C.W., Begum, K., Yaze, I. 2012. Screening of antibacterial 
 activity of lactic acid bacteria isolated from fermented vegetables 
 against food born pathogens. Archives Des Sciences. Vol.65.  No.6. 
Klaenhammer, T.R. and Kullen, M.J. 1999. Selection and design of probiotics. 
 International Journal of food Microbiology. 50: 45-57. 
Kohajdova, Z. and Karovicova, J. 2003. Sensory and Chemical Evaluation of Lactic 
 Acid-Fermented Cabbage-Onion Juices. Chemical and Food 
 Technology. 59: 55-61.  



117 
 

Kohajdova, Z. and Karovicova, J., Greifova, M. 2006. Lactic acid fermentation of some 
 vegetable juices. Journal of Food and Nutrition Research. Vol.45. No. 3. 
 P: 115-119. 
Kontula, P., Jaskali., J., Nollet, L., Smet, I.D.., Wright, A.V., Poutanan, K. and Sandholm, 
  T.M. 1998. The colonization of a simulator of the human intestinal 
  microbial ecosystem  by a probiotic strain feed on fermentated oat 
  bran product effect on gastrointestinal microbiota. J. Appl Microbiol 
  Biotechnol. 50: 246-252. 
Kourkoutas, Y., Kanellaki, M., Koutinas, A.A. 2006. Apple pieces as immobilization 
 support of various microorganism. LWT-Food Science and Technology. 
  39: 980-986. 
Lawless, H. T. and Heymann, H. 1999. Sensory Evaluation of Food. 1st ed. Aspen 
 Publishers, Inc. Maryland.  
Lawson, P.A. 2007. Vagococcus elongates sp. nov., Isolated from a Swine-manure 
  Storage Pit. International Journal of Systematic and Evolutionary 
 Microbiology. 
Lee, D.J., Drongowski, R.A., Coran, A.G., Harmon, C.M. 2000. Evaluation of probiotic 
  treatment in a neonatal animal model. Pediatr Surg. Int.16: 237–242.  
Lee, H., Hongsup, Y., Ji, Y., Kim, H., Park, H., Lee, H.S., Holzapfel, W. 2011. Functional 
  properties of Lactobacillus strains isolated from kimchi. International 
  Journal of Food Microbiology. 145: 155-161. 
Lee, J.Y., Kim, C.J., Kunz, B. 2006. Identification of lactic acid bacteria isolated from 
  kimchi and studies on their suitability for application as starter culture 
  in the production of fermented sausages. Meat Sci. 72: 437–445. 
Lee, J., Yun, H.S., Cho, K.W., Oh, S., Kim, S.H., Chun, T. 2011. Evaluation of probiotic 
  characteristics of newly isolated Lactobacillus spp.: Immune 
 modulation and longevity. International Journal of Food Microbiology. 
  148: 80-86. 
Lee, Y.K. and Salminen, S. 1995. The coming of age of probiotic. Trends. Food Sci. 
  Tech. 6: 241-245. 



118 
 

Leroy, F. and de Vuyst, L. 2004. Lactic acid bacteria as functional starter cultures for
 the food fermentation industry. Trends Food Sci. Tech. 15: 67-78. 
Lilly and Stillwell. 1965. Probiotic: growth promoting factors produced by 
 microorganism. J. of Food. Prot. 59(1): 41-45. 
Lin, H.C., Su, B.H., Chen, A.C., Lin, T.W., Tsai, C.H., Yeh, T.F. 2005. Oral probiotics 
 reduce the incidence and severity of necrotizing enterocolitis in very 
  low birth weight infants. Pediatrics. 115: 1-4. 
Lin, W.H., B. Yu, S.H. Jang and H.Y. Tsen. 2007. Different probiotic properties for 
 Lactobacillus fermentum stains isolated from swine and poultry. 
 Anaerobe. 13: 107-113. 
Lindgren, S.E. and W.J. Dobrogosz. 1990. Antagonistic activities of lactic acid bacteria 
  in food and feed fermentations. FEMS Microbiol. Rew. 87: 149-163. 
Liong, M.T., Shah, N.P. 2005. Acid and bile tolerance and cholesterol removal ability 
  of lactobacilli strain. J. Dairy Sci. 88: 55-66. 
Magnusson, J., Strom, K., S., Sjogren, J. and Schnurer, J. 2003. Broad and complex 
 antifungal activity among environmental isolates of lactic acid 
 bacteria. FEMS Microbiology Letters. 219: 129-135. 
Maneerat, S. 2000. Exopolysaccharide from Lactic Acid Bacteria. Songklanakarin J. Sci. 
  Technol. 22: 397-402.  
Martins, E.M.F., Ramos, A.M., Vanzela, E.S.L., Stringhela, P.C., Pinto, D.L., Martins, J.M. 
  2013. Product of vegetable origin: A new alternative for the 
 consumption of probiotic bacteria. Food Research International. 51: 
  746-770. 
Meilgaard, M., Civille, G. V. and Carr, B. T. 1999. Sensory Evaluation Techniques. 3rd 
  ed. CRC Press LLC. Florida. 
Michael, J. and Pelezar, J. 1995. Hydrolysis of polysaccharide protein and lipid. In. 
  Laboratory exercises in microbiology. New York: MC GrawHill. p.126-
  188. 
Michiel, Kleerebezem, Willem, M., Carlos, C . 2003. The prophage sequences 
 of Lactobacillus plantarum strain WCFS1. Virology. Volume 316. Issue 
  2. 25: 245-255. 



119 
 

Mitidieri, S., Martinelli, A. H. S., Schrank, A. and Vainstein, M. H. 2006. Enzymatic 
 detergent formulation containing amylase from Aspergillus niger:                     
  A comparative study with commercial detergent formulation. 
 Bioresource Technol. 97: 1217-1224. 
Miyashita, M., Yukphan, P., Chaipitakchonlatarm, W., Malimas, T., Sugimoto, M., 
 Yoshino, M., Potacharaen, W., Tanasupawat, S., Nakagawa, Y., Kiritikara, 
  K., Tanticharaen, M., Suzuki, K.I. 2012. 16s rDNA gene sequence 
 analysis of lactic acid bacteria isolated from fermented foods in 
 Thailand. Microbiol. Cult. Coll. 28 (1): 1-9. 
Moeller, V., 1954. Distribution of amino acid decarboxylase in Enterobacteriaceae. 
 Acta Pathol. Microbiol. Scand. 35: 259-277. 
Motarjemi, Y. and Nout, M.J.R. 1996. Food fermentation, a safety and nutritional 
 assessment. B. World Health Organization. 74: 553-559. 
Mousavi, Z.E., Mousavi, S.M., Razavi, S.H, Emam-Djomeh, Z., & Kiani, H. 2011. 
 Fermentation of pomegranate juice by lactic acid bacteria. World 
 Journal of Microbiology and Biotechnology. 27: 123-128. 
Muchoki, N.C., Imungi, J.K. and Lamuka, P.O. 2007. Changes in Beta-Carotene, Ascorbic 
  Acid and Sensory Properties in Fermented, Solar-Dried and Stored  
  Cowpea Leaf Vegetables. African Journal of Food Agriculture Nutrition 
  and Development. Vol. 7. No. 3.  
Mugula, J.K., Narvhus, J.A. and Sorhaug, T. 2003. Use of starter cultures of lactic acid 
  bacteria and yeasts in the preparation of togwa, a Tanzanian 
 fermented food. Int. J. Food  Microbiology. 83: 307-318. 
Niven, C.F., Jeffery, M.R., Corlett, D.A., 1981. Differential plating medium for 
 quantitative detection of histamine producing bacteria. Appl. Environ. 
  Microbiol. 41: 321-322. 
Nualkaekul, S. & Charalampopoulos, D. 2011. Survival of Lactobacillus plantarum in 
  modle solutions and fruit juices. International Journal of Food 
 Microbiology. 146: 111-117. 



120 
 

Oberhelman, R.A., Gilman, R.H., Sheen, P., Taylor, D.N., Black, R.E., Cabrera, L. 1999. A 
  placebo-controlled trial of Lactobacillus GG to prevent diarrhea in 
  undernourished Peruvian children. J Pediatr. 134: 15-20. 
Ohmono, S., Y. Tozawa and K. Ueda. 1983. Biotransformation of D-Arabitol to D-
 Xylose  by Gluconobacter suboxydans immobilized within k-
 carrageenan. J. Ferment. Technol.,  61: 373-378. 
Ohmomo, S., Kobayashi, M., Yajima, M., Budka, P., Suyanandana, P. and Somchai, P. 
  1998. Screening of thermophilic lactic acid bacteria producing 
 bacteriocins in the Tropics. Japan Agricultural Research Quarterly. 33: 
  125-131. 
Olasupo, N.A., Schillinger, U., Holzapfel, W.H. 2001. Studies on some technological 
  properties of predominant lactic acid bacteria isolated from Nigerian 
  fermented foods. Food Biotechnol. 15(3): 157–167. 
Orla-Jensen, S. 1919. The lactic acid bacteria. E. Munksgaard, Kobenhavn. 
O’Sullivan, Daniel, J. 2006. Primary sources of probiotic cultures. Edited by Ahmedna, 
 Mohamed., Goktepe, lpek., and Juneja, Vijay, K. In Probiotic in food 
 safety and human health. Flordia: CRC Press. p. 91-108. 
Oupathum, O., Chantarapanont, W., Suwonsichon, T., Haruthaithanasan, V. and 
 Chompreede, P. 2009. Screening Lactic acid bacteria for improving the 
  Kanom-jeen process. Kasetsart J. (Nat. Sci.). 43: 557-565. 
Oupathumpanont, O., Chantarapanont, W., Suwonsichon, T., Haruthaithanasan, V. and 
 Chompreeda, P. 2009. Screening Lactic Acid Bacteria for Improving the 
 Kanom-jeen Process. Kasetsart. J. Nat. Sci. 43: 557–565. 
Ouwehand, A.C. and Vesterlund, S. 2004. Antimicrobial components from lactic acid 
  bacteria. In: Salminen, S., Von Wright, A. and Ouwehand, A. Editors, 
  Lactic Acid Bacteria- Microbiology and Functional Aspects. Marcel 
 Dekker, Inc. New York. pp. 375-395. 
Pereira, A.L.F., Tatiane, C., Maciel, S. 2011. Probiotic beverage from cashew apple 
 juice fermented with Lactobacillus casei. Food Research International. 
  44: 1276-1283. 



121 
 

Podolak, P.K., Zayas, J.F., Kastner, C.L. and Fung, D.Y.C. 1996. Inhibition of Listeria 
 monocytogenes and Escherichia coli O157: H7 on beef by application 
 of organic acids. J. Food Protect. 59: 370-373. 
Pothoulakis, C., Kelly, C.P., Joshi, M.A., Gao, N., O'Keane, C.J., Castagliuolo, I. 1993. 
  Saccharomyces boulardii  inhibits Clostridium difficile toxin A binding 
  and enterotoxicity in rat ileum. Gastroenterology. 104: 1108-15. 
Prachyakij, P., J. Schnurer, W. Charernjiratrakul and D. Kantachote 2007. Selection and 
 identification of lactic acid bacteria that inhibit yeast contaminants 
 isolated from fermented plant beverages.  Songklanakarin J. Sci. 
 Technol. 29: 211-218. 
Ranadheera, R.D.C.S., Baines, S.K. & Adams, M.C. 2010. Importance of food in 
 probiotic efficacy. Food Research International. 43: 1-7. 
Rathore, S., Salmeron, I., Pandiella, S. 2012. Probiotic of potentially probiotic 
 beverages using single and mixed cereal substrates fermented with 
  lactic acid bacteria cultures. Food Microbiology. 30: 239-244. 
Saad, N., Delattre, C., Urdaci, M., Schmitter, J.M., Bressollier, P. 2013. An overview of 
  the last advances in probiotic and prebiotic field. Food science and 
  Technology. 50: 1-16. 
Savard, T., Beaulieu, C., Gardner, J.N. and Champagne, PC. 2002. Characterization of 
 spoilage yeasts isolated from fermented vegetables and inhibition by 
 lactic, acetic and propionic acid. Food Microbiology. 19: 363-373. 
Salminen, S., von Wright A., Morelli L, Marteau P, Brassart D, de Vos WM, Fonden R, 
 Saxelin M, Collins K, Mogensen G, Birkeland S, Mattila-Sandholm T. 
 1998. Demonstration of safety of probiotics-a review. Int. J. Food 
 Micro. 44: 93-106. 
Salminen, S., Bouley C, Boutron-Ruault MC, Cummings JH, Franck A, Gibson GR. 1998. 
  Functional food science and gastrointestinal physiology and function. 
  Br J Nutr. 80 (Suppl): S147-S71. 
Salminen, S. and Wright, A.V. 1993. Lactic acid bacteria. New York: Marcel Dekker Inc.      
  pp. 442. 



122 
 

Schillinger, U. and Luecke, F.K. 1989. Antibacterial Activity of Lactobacillus sake 
 Isolated from  Nham. Applied and Environmental Microbiology. 55 (8): 
  1901-1906. 
Schleifer, K.H. & Ludwing, W., 1995. Phylogenetic Relationship of Lactic Acid Bacteria, 
  In: Wood, B.J.B. & Holzapfel, W.H. (Eds.). The Genera of Lactic Acid 
 Bacteria. 2nd Ed. Glasgow: Blackie Academic & Professional. 
Schmid, Katja. 2006. Development of probiotic food ingredients. Edited by 
 Ahmedna, Mohamed., Goktepe, lpek. And Juneja, Vijay, K. In Probiotic 
  in food safety and human health. Florida. CRC Press. p. 35-55. 
Schrezenminer, J., de Verse M. 2001. Probiotic, prebiotic and synbiotics-approaching a 
 definition. Am J. Clin. Nutr. 73(2): 361-364.                    
Schultz, M., Veltkamp, C., Dieleman, L.A., Grenther, W.B., Wyrick, P.B., Tonkonogy, S.L. 
  1998. Continuous feeding of Lactobacillus plantarum attenuates 
 established colitis in  interleukin-10 deficient mice. Gastroenterology. 
  114: A4426. 
Sheehan, V., M., Rose, P., & Fitzgerald, G.F. 2007. Assessing the acid tolerance and the 
 technological robustness of probiotic cultures for fortification in fruit 
 juices. Innovative Food Science and Emerging Technologies. 8: 279-
 284. 
Silva, M., Jacobus, N.V., Deneke, C., Gorbach, S.L. 1987. Antimicrobial substance from 
  a human lactobacillus strain. Antimicrob Agents Chemother. 31: 1231-
  3. 
Singh, J., Rivenson, A., Tomita, M., Shimamura, S., Ishibashi, N., Reddy, B.S. 1997. 
 Bifidobacterium longum, a lactic acid producing intestinal bacterium 
  inhibits colon cancer  and modulates the intermediate biomarkers of 
  colon carcinogenesis. Carcinogenesis. 18: 833-41. 
Sneath, P. H. A., Mair, N. S., Sharpe, M. E. & Holt, J. G. 1986. Bergey's Manual of 
 Bacteriology. Vol. 2. Baltimore: Williams & Wilkins. 
Spellhaug, S.R. and Halander, S.K. 1989. Inhibition of foodbone bacteria pathogens by 
  bacteriocin from Lactococcus lactic and Pediococcus pentasaceous. 
  J.Food Prot. 52: 856-862. 



123 
 

Steinkraus, K.H. 1997. Classification of fermented foods: worldwide review of 
 household fermentation techniques. Food Control. 8: 311-317. 
Stiles, W.B. 1996. Stability of the verbal exchange structure of medical consultations. 
  Psychology and Health 11, 773-786. 
Stiles, M.E. & Holzapfel, W.H., 1997. Lactic acid bacteria of foods and their current 
  taxonomy. International Journal of Food Microbiology. 36: 1-29. 
Stiles, M.E. & Hastings, J.W., 1991. Bacteriocin production by lactic acid bacteria: 
 potential for  use in  meat preservation. Trends in Food Science & 
  Technology. 2: 247–251. 
Swetwiwathana, A., Pilasombut, K. and Selthakul, J. 2009. An in vitro screening of 
 isolates bacteriocin-producing lactic acid bacteria from Thai fermented 
  meat for probiotic prospect. In the 3rd Intermational Conference on 
  Fermentation Technology for value Added Agriculture Products. 26-28 
  August 2009. Khon Kean, Thailand. 
Takahashi, N., Xiao., J.Z., Miyaii, K., Yaeshiima, T., Hiramatsu, A., lwatsuki, K., Kokubo, 
  S., Hosono, A. 2004. Selection of acid tolerant bifidobacteria and 
 evidence for a low-pH-inducible acid tolerance response in 
 Bifidobacterium longum. Journal of Dairy Research. 71: 340-345. 
Tamminen, M., Joutsjoki, T., Sjoblom, M., Joutsren, M., Palva, A., Ryhanen, E-L. 2004. 
  Screening of lactic acid bacteria from fermented vegetablaes by 
 carbohydrate profiling and PCR-ELISA. Letters in Applied Microbiology. 
  39: 439-444. 
Tannock, R. 1998. Anttenion Deficit Hyperactivity Disorder: Advances in coganitive, 
 neurobiological and genetic research. Journal of Child Psychlogy and 
 Psychiatry. 39: 65-99. 
Tenyson, J.S. Winlers, R.S. 2000. Fish and other marine products: salt (chlorine as  
  sodium chloride) in seafood. In : Horwitz W, editor. Official Methods of 
  Analysis of AOAC International; 14thed Gaithersburg, MD: AOAC  
  International; Official Method Chapter35.937.09: p.9. 



124 
 

Teuber, M. 1995. The Genus  Lactococcus, In: Wood, B.J.B. & Holzalpfel, W.H. The 
  Genera of Lactic Acid Bacteria. 2nd Ed. London: Blackie Academic & 
  Professional. pp. 173-234. 
Teuber, M., Geis, A., Neve, H. 1995. The genus Lactococcus. In. The Prokaryotes.  
  Balows, A., Truber, H.G., Dworkin, Harder, M.W., Schleifer, K.H., editors. 
  Vol. ll. 2nd. Springer Verlag, New York. pp. 1482-501. 
Toit, M., Franz. C.M.A., Dick, L.M.T., Schillinger, U., Haberer, P., Warlies, B., Ahrens, F. 
  and Holzaptel, W.H. 1998. Characterization and selection of probiotic 
  lactobacilli for a preliminary minipig feeding trial and their effect on 
  serum cholesterol levels, faeces pH and faeces moistire content. J. 
  Food Microbiol. 40: 93-104. 
Uchimura, T., W., Daaensubha., S., Okada., Y., Nimura., N., Ohara and M. Kuzazki. 1988. 
  Microorganisms and its role on fermented rice noodle (Kka-nom-jeen) 
  of Thailand. In. JSPS-NRCT Symposium at CheingMai University, 
 November. Cheingmai, Thailand. 98p. 
Wang, C.Y., Lin, P.R., Chang-Chai, N.g., Shyu, Y.T. 2010. Probiotic properties of 
 Lactobacillus  strains isolated from the feces of breast-fed infants and 
  Taiwanese pickled cabbage.  Clinical Microbiology. Anaerobe. 16: 578-
  585. 
Wang, H.L. and C.W. Hesseltin. 1981. Use of microbial culture: Legume and cereal 

 products. Food Technol. 35(1): 79-83. 

Williams, R.E.O., Hirch, A. & Cowan, S.T., 1953. Aerococcus, a New Bacteria Genus. 

 Journal of General Microbiology 8: 475-480. 

Wollowski, I., Rechkemmer, G., Pool-Zobel, B.L. 2001. Protective role of probiotics 
  and prebiotics in colon cancer. Am J Clin Nutr. 73(Suppl): S451-S5. 
Wood, B.J.B & Holzapfel, W.H., 1995. The Genera of Lactic Acid Bacteria. London: 
 Chapman & Hall. pp. 161-162. 
Wood, B.J.B. and W.H. Holzapfel. 1997. The Lactic bacteria: The Genera of lactic acid 
  bacteria. Blackie Academic & Professional, New York. pp. 7-15. 



125 
 

Yang, C.H., Crowley, D.E., Borneman, J., Keen, N.T. 2000. Microbiology phyllosphere 
  population are more complex than previously realized. Microbiology 
  Ecology. 98: 3889-3894. 
Yang, J., Cao, Y., Cai. Y., Terada, F. 2010. Natural population of lactic acid bacteria 
  isolated from vegetable residues and silage fermentation. J. Dairy. Sci. 
  93(7): 3136-45. 
Yoon, K.Y., Edward, E., Woodams, Hang, Y.D. 2004. Probiotication of tomato juice by 
  lactic bacteria. The Journal of Microbiology. 42: 315-318. 
Yoon, K.Y., Edward, E., Woodams, Hang, Y.D. 2006. Production of probiotic cabbage 
  juice by lactic acid bacteria. Bioresource Technology. 97: 1427–1430. 
Yu, Z.H., Zhang, X., Li, S.Y., Li, C.Y., Li, D. & Yang, Z.N. 2012. In vitro evaluation of 
 probiotic properties of Lactobacillus plantarum strains isolated from 
  Chinese Sauerkraut. African Journal of Biotechnology. 11: 4868-4875. 
Zhang, J.H., Tatsumi, E., Fan, J.F., Li, L.T. 2007. Chemical components of Aspergillus-
  type douchi, a Chinese traditional fermented soybean product, change 
  during the fermentation process. Int. J. Food Sci.Technol. 42(3): 263-
  268. 
 
  
  



126 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



127 
 

ภาคผนวก ก 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

1. Brain heat infusion (BHI) soft agar (0.7%) 

 Calf brain, infusion form  200.0  g 

 Beef heart, infusion form  250.0  g 

 Disodium phosphate       2.5  g 

 Sodium chloride       5.0  g 

 Bacto proteose peptone    10.0  g 

  Bacto dextrose       2.0  g 

 Agar        0.11  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.4 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 

 

2. Brain heat infusion (BHI) broth 

 ละลายส่วนผสมของ BHI 37 กรัม (ไม่เติมวุ้น) ด้วยน้ํากลั่น 1,000 ml นําไปต้ังไฟ

อ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็น

เวลา 15 นาที 

 

3. Baird Parker agar (BP) 

 Peptone    10.0  g 

 Meat extract    5.0  g 

 Yeast extract    1.0  g 

 Sodium pyruvate   10.0  g 
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 Glycine     12.0  g 

 Lithium chloride   5.0  g 

  Agar     15.0  g 

 ละลายอาหารเลี้ยงเช้ือ BP 63.0 กรัมในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร น่ึงฆ่าเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 

 

4. MacConkey agar (MCA) 

 Peptone    17.0  g 

 Proteose peptone   3.0  g 

 Lactose    10.0  g 

  Bile salt NO3    1.5  g 

  Agar     13.5  g 

 Neutral red    0.03  g 

 Crystal violet    0.001  g 

 Distilled water    1,000   ml 

 pH 7.1 

 นําส่วนผสมทั้งหมดละลายด้วยนํ้ากลั่น 1 ลิตร นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลาย

เข้ากันดี น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 

 

5. MRS (de Man Rogosa and sharpe) broth 

 Bacto peptone    10.0  g 

 Bacto beef extract   10.0  g 

 Bacto yeast extract   5.0  g 

 Glucose    20.0  g 

 Sorbitan monoleate complex  1.0  g 

 Ammonium citrate   2.0  g 

 Sodium acetate   5.0  g 
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 Magnesium sulfate   0.2  g 

 Manganese sulfate   0.05  g 

 Potassium phosphate, dibasic  2.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 6.5 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 

 

6. MRS (de Man Rogosa and sharpe) agar 

 Bacto peptone    10.0  g 

 Bacto beef extract   10.0  g 

 Bacto yeast extract   5.0  g 

 Glucose    20.0  g 

 Sorbitan monoleate complex  1.0  g 

 Ammonium citrate   2.0  g 

 Sodium acetate   5.0  g 

 Magnesium sulfate   0.2  g 

 Manganese sulfate   0.05  g 

 Potassium phosphate, dibasic  2.0  g 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปตั้งไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 6.5 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 
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7. Nutrient agar (NA) 

  Beef extract    3.0  g 

 Peptone    5.0  g 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 pH 7.2-7.4 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 

 

8. PDA (Potato Dextrose Agar) 

 Potato starch    4.0  g 

 Dextrose    20.0  g 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 5.6 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 

 

9. PCA (Plate Count Agar) 

 Pancreatic Digest of Casein  5.0  g 

 Yeast extract    2.5  g 

 Dextrose    1.0  g 

 Agar     15.0  g 

  Distilled water    1,000  ml 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 
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10. Salmonella-Shigella agar (SS agar) 

  Beef extract    5.0  g 

 Proteose peptone   5.0  g 

 Lactose    10.0  g 

 Bile salt NO3    8.5  g 

 Sodium citrate    8.5  g 

 Sodium thiosufate   8.5  g 

 Ferric citrate    1.0  g 

 Brilliant green    1.0  g 

 Neutral red    0.33  mg 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 pH 7.0 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่นให้เข้ากันดี น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความ

ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 

 

11. Starch agar  

 Beef extract    3.0  g 

 Peptone    5.0  g 

 Yeast extract    10.0  g 

 Soluble starch    2.0  g 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 pH 7.2 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

ปรับพีเอชให้เท่ากับ 7.0 น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 

นาที 
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12. Thiosufate Citrate Bile Salt Sucrose Agar (TCBS) 

 Yeast extract    5.0  g 

 Proteose peptone NO3  5.0  g 

 Oxgall     5.0  g 

 Bromthymol blue   0.04  g 

 Agar     15.0  g 

 Saccharose    20.0  g 

 Ferric citrate    10.0  g 

 Sodium citrate    10.0  g 

 Sodium thiosulfate   10.0  g 

 Sodium chloride   10.0  g 

 Thymol blue    0.04  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 pH 8.6 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น นําไปต้ังไฟอ่อนๆ จนส่วนผสมละลายเข้ากันดี 

น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 

 

13. Tributyrin agar 

 Peptone    5.0  g 

 Beef extract    3.0  g 

 Tributyrin    10.0   ml 

 Agar     15.0  g 

 Distilled water    1,000  ml 

 pH 7.4 

 ละลายส่วนผสมทั้งหมดด้วยนํ้ากลั่น ยกเว้น Tributyrin นําไปต้ังไฟอ่อนจนส่วนผสม

ละลายเข้ากันดี แล้วทําให้เย็นลงประมาณ 50˚C ปรับ pH เป็น 7.4 แล้วใส่ Tributyrin ป่ันใน 

blender 10 นาที น่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 ˚C ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิวเป็นเวลา 15 นาที 



133 
 

ภาคผนวก ข 
 

สารเคมี และวิธีการวิเคราะห์ 

 

1. การวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลกติก (AOAC, 1990) 

 สารเคม ี

  1. สารละลายฟีนอฟทาลีนความเข้มข้น 1% (ละลายในเอทานอล) 

  2. สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 N 

 วิธีการ 

  1. ดูดตัวอย่างปริมาตร 1 ml ผสมนํ้ากลั่น 10 ml ใสใ่นฟลาสก์ขนาด 125 ml 

  2. เติมสารละลายฟีนอฟทาลีน 2-3 หยด 

  3. ไทเทรตด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 0.1 N จนได้จุดยุติเป็นสีชมพู 

 การคํานวณ 

ปริมาณกรดทั้งหมดคิดเทียบกรดแลกติก =   โซเดียมไฮดรอกไซด์ (ml) × N × 90.09 × 100 

            ปริมาณตัวอย่าง (ml) × 1,000  

 โดยที่ N = นอร์มอลของด่างที่ใช้ 

 

2. การวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาลทั้งหมด (Total sugar) โดยวิธี Phenol sulfuric method (Dubois 

et al., 1956) 

          สารเคมี 

 1. สารละลายซัลฟูริกเข้มข้น 

 2. สารละลาย Phenol 5% 

         วิธีการ 

 1. แช่หลอดทดสอบในนํ้าแขง็ ดูดสารตัวอย่าง 2 มิลลิลิตรใส่ในหลอดทดลอง 

 2. เติมสารละลาย Phenol 5% 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันทั้งไว้ 2-3 นาที แล้วนํา

หลอดทดสอบออกจากนํ้าแข็งที่แช่มาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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 3. เติมกรดซัลฟิวริก 5 มิลลลิิตร เขย่าให้เข้ากันทันที ทิ้งไว้ประมาณ 10 นาท ีแล้ว

เขย่าอีกวางไว้ไม่เกิน 20 นาที นําไปวัดค่าดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เอาค่าที่ได้ 

Plot curve ระหว่างค่า OD กับปริมาณนํ้าตาล 

 

การทํากราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคส 

 

 1. สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยช่ังกลูโคส 0.35 กรัม ปรับนํ้ากลั่นให้ครบ 

100 มิลลลิิตร เจือจางสารละลายกลูโคสให้มรีะดับความเข้มข้น 10, 35, 50, 70 ไมโครกรัมต่อ 2 

มิลลลิิตร โดยดูดสารละลายกลูโคสมา 1, 5, 5, 2 มลิลิลิตร เติมนํ้ากลั่น 6, 5, 2, 0 มิลลลิติร 

ตามลําดับ 

 2. ดูดสารละลายที่เจือจางแล้ว 2 มลิลลิิตร ใสในหลอดทดลองที่แช่ในนํ้าแข็ง เติม

สารละลาย Phenol 5% 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันทันที ทิ้งไว้ 2-3 นาที แล้วนําหลอดทดลองออก

จากนํ้าแข็งที่แช่มาวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

 3. เติมกรดซัลฟิวริก 5 มิลลลิิตร เขย่าให้เข้ากันทันที ทิ้งไว้ประมาณ 10 นาท ีแล้ว

เขย่าอีกวางไว้ไม่เกิน 20 นาท ีนําไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร 

 4. นําค่า OD ที่ได้มาเขียนกราฟมาตรฐาน 
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รูปที่ ข.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพันธ์ระหว่างกลูโคสกับค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

490 นาโนเมตร  

 

3. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide; NaOH) ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
 ช่ัง NaOH 8 กรัมด้วยเครื่องช่ังไฟฟ้าทศนิยม 2 ตําแหน่ง ละลายด้วยนํ้ากลั่น ปรับ
ปริมาตรครบ 2,000 มิลลลิิตรในขวดปรับปริมาตร  
 
4. Peptone water 
 ใช้ Peptone 0.1% มาใส่หลอดทดลอง หลอดละ 9 มลิลิลิตร ปิดจุกนําไป 
Autoclave ทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 15 นาท ี
 
5. ฟีนอฟทาลนี (Phenolphthalein) ความเข้มข้น 1% 
 ช่ัง Phenolphthalein 1 กรัมใสใ่นบีกเกอร์ เติม ethanol 95% จํานวน 80 
มิลลลิิตร คนให้ละลายเข้ากัน ปรับปริมาตรให้ครบ 100 มิลลลิิตรด้วยนํ้ากลั่น  
 
 

y = 0.01x - 0.0857
R² = 0.9981
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ที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร
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6. นํ้ายาทดสอบคะตะเลส (รอ้ยละ 3 H2O2) 
 ร้อยละ 35 H2O2    8.6  ml 
 Distilled water    1,000  ml 
 เมื่อเตรียมเสรจ็แล้วเก็บไว้ในขวดสีชาแล้วแช่ตู้เย็น 
 
สารเคมีทีใ่ช้ในการย้อมสีแกรม 
 
7. Crystal violet 
 สารละลาย A: ละลาย Crystal violet 2.0 g ในร้อยละ 95 ethyl alcohol 
ปริมาตร 20 ml  
 สารละลาย  B: ละลาย ammonium oxalate 0.8 g ในนํ้ากลั่นปริมาตร 80 ml 
 ผสมสารละลาย A และ B เข้าด้วยกัน ทิ้งไว้ 24 ช่ัวโมง กรองผ่านกระดาษกรองได้
เป็น crytral violet staining reagent 
 
8. ร้อยละ 95 ethyl alcohol 
 Decolorizing solvent 
 
9. Gram iodine (mordant) 
 Mordant: บดไอโอดีน 1.0 g และ potassium iodide 2.0 g เข้าด้วยกันค่อยๆ เติม
นํ้ากลั่นลงไปบดผสม จนกระทั้งไอโอดีนละลาย ใช้นํ้ากลั่นปริมาตร 300 ml เก็บไว้ในขวดสีชา 
 
10. Safranin (counterstain) 
 Counterstain: ละลาย safranin O ร้อยละ 2.5 (นํ้าหนัก/ปริมาตร) ในร้อยละ 95 
ethyl alcohol ปริมาตร 10 ml แล้วเติมนํ้ากลั่นปริมาตร 100 ml 
 
11. สาระลายไอโอดีน 
 Iodine     1.0  g 
 Potassium iodine   20.0  g 
 Distilled water    100  ml 
 ใช้นํ้าเพียงเล็กน้อยละลายไอโอดีน และ Potassium iodine จนหมดจึงเติมนํ้าที่
เหลือลงไป 
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ภาคผนวก ค 

 

แบบทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัส 
Hedonic-5-scale 

 
ผลิตภัณฑ์ผักดอง  

 
 

ช่ือผู้ทดลอง.......................................................................... วันที่............................ เวลา................ 
 

คําแนะนํา กรณุาสังเกตและทดสอบตัวอย่าง แล้วให้คะแนนความชอบตัวอย่างแต่ละปัจจัยที่ใกล้เคียง
กับความรู้สึกทา่นมากที่สุด โดยกําหนดให้ 
 

   5= ยอมรับมากที่สุด  4= ยอมรับมาก 
   3= ยอมรับ   2= ยอมรับน้อย 
   1= ไม่ยอมรับ 
 
     

ปัจจัย 
รหัสตัวอย่าง  

101 201 302 402 
กลิ่น     
รสชาติ     
ลักษณะเนื้อสมัผัส     
สี     
การยอมรับโดยรวม     
   
ข้อเสนอแนะ 
................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................
................................................................................................................................................................ 
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ภาคผนวก ง 

มผช.1168/2549 
มาตรฐานผลิตภณัฑ์ชุมชน 

กะหล่ําปลีซอยดอง 
 

1.ขอบขา่ย 
 

1.1 มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนนี้ครอบคลุมเฉพาะกะหล่ําปลีดองที่อยู่ในลักษณะเป็นเส้นขนาดเล็ก 
บรรจุในภาชนะบรรจุ 
 

2. บทนิยาม 
 

ความหมายของคําที่ใช้ในมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนน้ี มีดังต่อไปน้ี 
2.1 กะหล่ําปลีซอยดอง หมายถึง ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนํากะหล่ําปลีที่ผ่านการตัดแต่งเอาใบที่แก่
และเสียออกแล้วมาล้างให้สะอาด ซอยเป็นเส้นขนาดเล็ก คลุกเคล้ากับเกลือ อาจเติมส่วนประกอบอ่ืน 
เช่น สมุนไพร นํ้าส้มสายชู มัสตาร์ด นํามากดอัดให้แน่นในภาชนะบรรจุที่เหมาะสมจนมีนํ้าเกลือ
ออกมาดองไว้ในระยะเวลาที่เหมาะสม 
 

3. คุณลักษณะที่ต้องการ 
 

3.1 ลักษณะทั่วไป 
ต้องยังคงสภาพเป็นเส้นเล็กๆ ไม่มีฝ้าขาวหรือฟองอันเน่ืองมาจากการดองและมีสัดส่วนของกะหล่ําปลี
และส่วนที่เป็นนํ้าที่เหมาะสม 
3.2 สี 
ต้องมีสีที่ดีตามธรรมชาติของกะหล่ําปลีซอยดอง 
3.3 กลิ่นรส 
ต้องมีกลิ่นรสที่ดีตามธรรมชาติของกะหล่ําปลีซอยดองปราศจากกลิ่นรสอ่ืนที่ไม่พึงประสงค์ 
3.4 ลักษณะเนื้อสัมผัส 
ต้องไม่เละ 
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เมื่อตรวจสอบโดยวิธีให้คะแนนตามข้อ 8.1 แล้ว ต้องได้คะแนนเฉลี่ยของแต่ละลักษณะจากผู้
ตรวจสอบทุกคนไม่น้อยกว่า 3 คะแนน และไม่มีลักษณะใดได้ 1 คะแนน จากผู้ตรวจสอบคนใดคน
หน่ึง 
3.5 สิ่งแปลกปลอม 
ต้องไม่พบสิ่งแปลกปลอมท่ีไม่ใช่ส่วนประกอบที่ใช้ เช่น เส้นผม ดิน ทราย กรวด ช้ินส่วนหรือสิ่งปฏิกูล
จากสัตว์ 
3.6 วัตถุเจือปนอาหาร 

3.6.1 ห้ามใช้สีสังเคราะห์ทุกชนิด 
3.6.2 หากมีการใช้วัตถุกันเสีย ให้ใช้ตามชนิดและปริมาณที่กฎหมายกําหนด 

3.7 ความเป็นกรด-ด่าง 
ต้องไม่เกิน 4.0 
3.8 จุลินทรีย์ 
 3.8.1 จํานวนจุลินทรีย์ทั้งหมด ต้องน้อยกว่า 1×106 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรัม 
 3.8.2 สตาฟิโลค็อกคัส ออเรียส ต้องน้อยกว่า 100 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรัม 
 3.8.3 เอสเชอริเชีย โคไล โดยวิธีเอ็มพีเอ็น ต้องน้อยกว่า 3 ต่อตัวอย่าง 1 กรัม 
 3.8.4 ยีสต์และรา ต้องไม่เกิน 100 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรัม 
 

4. สุขลักษณะ 
 

4.1 สุขลักษณะในการทํากะหล่ําปลีซอยดอง ให้เป็นไปตามตําแนะนําตามภาคผนวก จ.  
 

5. การบรรจุ 
 

5.1 ให้บรรจุกะหล่ําปลีซอยดองในภาชนะบรรจุที่สะอาด ปิดได้สนิท และสามารถป้องกันการปนเป้ือน
จากสิ่งสกปรกภายนอกได้ 
5.2 นํ้าหนักสุทธิของกะหล่ําปลีซอยดองในแต่ละภาชนะบรรจุ ต้องไม่น้อยกว่าที่ระบุไว้ที่ฉลาก 
 

6. เครื่องหมายและฉลาก 
 

6.1 ที่ภาชนะบรรจุกะหล่ําปลีซอยดองทุกหน่วย อย่างน้อยต้องมีเลข อักษร หรือเคร่ืองหมายแจ้ง
รายละเอียดต่อไปน้ีให้เห็นได้ง่าย ชัดเจน 
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 (1) ช่ือเรียกผลิตภัณฑ์ เช่น กะหล่ําปลีซอยดอง ซาวเออร์เครา เซาวเครา 
 (2) ส่วนประกอบที่สําคัญ 
 (3) ชนิดและปริมาณวัตถุเจือปนอาหาร (ถ้ามี) 
 (4) นํ้าหนักสุทธิ 
 (5) วัน เดือน ปีที่ทํา และวัน เดือน ปีที่หมดอายุ หรือข้อความว่า “ควรบริโภคก่อน 
(วัน เดือน ปี)” 
 (6) ขอ้แนะนําในการบริโภคและการเก็บรักษา 
 (7) ช่ือผู้ทําหรือสถานที่ทํา พร้อมสถานที่ต้ัง หรือเคร่ืองหมายการค้าที่จดทะเบียน ใน
กรณีที่ใช้ภาษาต่างประเทศ ต้องมีความหมายตรงกับภาษาไทยที่กําหนดไว้ข้างต้น 
 

7. การชักตัวอย่างและเกณฑ์ตัดสิน 
 

7.1 รุ่น ในที่น้ี หมายถึง กะหล่ําปลีซอยดองที่มีส่วนประกอบเดียวกัน ทําในระยะเวลาเดียวกัน 
7.2 การชักตัวอย่างและการยอมรับ ให้เป็นไปตามแผนการชักตัวอย่างที่กําหนดต่อไปน้ี 
 7.2.1 การชักตัวอย่างและการยอมรับ สําหรับการทดสอบสิ่งแปลกปลอม การบรรจุ 
และเคร่ืองหมายและฉลากให้ชักตัวอย่างโดยวิธีสุ่มจากรุ่นเดียวกัน จํานวน 3 หน่วยภาชนะบรรจุ เมื่อ
ตรวจสอบแล้วทุกตัวอย่างต้องเป็นไปตามข้อ 3.5 ข้อ 5. และข้อ 6. จึงจะถือว่ากะหล่ําปลีซอยดองรุ่น
น้ันเป็นไปตามเกณฑ์ที่กําหนด 
 7.2.2 การชักตัวอย่างและการยอมรับ สําหรับการทดสอบลักษณะทั่วไป สี กลิ่นรส 
และลักษณะเน้ือสัมผัส ให้ใช้ตัวอย่างที่ผ่านการทดสอบตามข้อ 7.2.1 แล้ว จํานวน 3 หน่วยภาชนะ
บรรจุ เมื่อตรวจสอบแล้วตัวอย่างต้องเป็นไปตามข้อ 3.1 ถึงข้อ 3.4 จึงถือว่ากะหล่ําปลีซอยดองรุ่นนั้น
เป็นไปตามเกณฑ์ที่กําหนด 
 7.2.3 การชักตัวอย่างและการยอมรับ สําหรับการทดสอบวัตถุเจือปนอาหารและ
ความเป็นกรด-ด่าง ให้ชักตัวอย่างโดยวิธีสุ่มจากรุ่นเดียวกัน จํานวน 3 หน่วยภาชนะบรรจุ เพ่ือทําเป็น
ตัวอย่างรวมโดยมีนํ้าหนักรวมไม่น้อยกว่า 300 กรัม กรณีตัวอย่างไม่พอให้ชักตัวอย่างเพ่ิมโดยวิธีสุ่ม
จากรุ่นเดียวกันให้ได้ตัวอย่างที่มีนํ้าหนักรวมตามท่ีกําหนด เมื่อตรวจสอบแล้วตัวอย่างต้องเป็นไปตาม
ข้อ 3.6 และข้อ 3.7 จึงจะถือว่ากะหล่ําปลีซอยดองรุ่นน้ันเป็นไปตามเกณฑ์ที่กําหนด 
 7.2.4 การชักตัวอย่างและการยอมรับ สําหรับการทดสอบจุลินทรีย์ ให้ชักตัวอย่าง
โดยวิธีสุ่มจากรุ่นเดียวกันจํานวน 3 หน่วยภาชนะบรรจุ เพ่ือทําเป็นตัวอย่างรวม โดยมีนํ้าหนักรวมไม่
น้อยกว่า 200 กรัม กรณีตัวอย่างไม่พอใช้ชักตัวอย่างเพ่ิมโดยวิธีสุ่มจากรุ่นเดียวกันให้ได้ตัวอย่างที่มี
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นํ้าหนักรวมตามท่ีกําหนด เมื่อตรวจสอบแล้วตัวอย่างต้องเป็นไปตามข้อ 3.8 จึงจะถือว่ากะหล่ําปลี
ซอยดองรุ่นน้ันเป็นไปตามเกณฑ์ที่กําหนด  
7.3 เกณฑ์ตัดสิน 
ตัวอย่างกะหล่ําปลีซอยดองต้องเป็นไปตามข้อ 7.2.1 ข้อ 7.2.2 ข้อ 7.2.3 และข้อ 7.2.4 ทุกข้อ จึงจะ
ถือว่ากะหล่ําปลีซอยดองรุ่นน้ันเป็นไปตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนน้ี 
 

8.การทดสอบ 
 

8.1 การทดสอบลักษณะทั่วไป สี กลิ่นรส และลักษณะเน้ือสัมผัส 
 8.1.1 ให้แต่งต้ังคณะผู้ตรวจสอบ ประกอบด้วยผู้ที่มีความชํานาญในการตรวจสอบ
กะหล่ําปลีซอยดองอย่างน้อย 5 คน แต่ละคนจะแยกกันตรวจและให้คะแนนโดยอิสระ 
 8.1.2 เทตัวอย่างกะหล่ําปลีซอยดองลงในจานกระเบื้องสีขาว ตรวจสอบโดยการ
ตรวจพินิจและชิม 
 8.1.3 หลักเกณฑ์การให้คะแนน ให้เป็นไปตามตารางที่ 1  
 

ตารางที ่1 หลกัเกณฑ์การใหค้ะแนน  
(ข้อ 8.1.3) 

ลักษณะที่ตรวจสอบ เกณฑ์ที่กําหนด 
ระดับการตัดสิน (คะแนน) 

ดีมาก ดี พอใช้ ต้องปรับปรุง 
ลักษณะทั่วไป ต้องยังคงสภาพเป็นเส้นเล็กๆ ไม่

มีฝ้าขาวหรือฟองอันเน่ืองมาจาก
การดองและมีสัดส่วนของ
กะหล่ําปลีและส่วนที่เป็นนํ้าที่
เหมาะสม 

4 3 2 1 

สี ต้องมีสีที่ดีตามธรรมชาติของ
กะหล่ําปลีซอยดอง 

4 3 2 1 

กลิ่นรส ต้องมีกลิ่นรสทีดี่ตามธรรมชาติ
ของกะหล่ําปลีซอยดอง 
ปราศจากกลิ่นรสอ่ืนที่ไม่พึง
ประสงค์ 

4 3 2 1 

ลักษณะเนื้อสัมผัส ต้องไม่เละ 4 3 2 1 
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8.2 การทดสอบสิ่งแปลกปลอม ภาชนะบรรจุ และเคร่ืองหมายและฉลาก 
ให้ตรวจพินิจ 
8.3 การทดสอบวัตถุเจือปนอาหาร  
ให้ใช้วิธีการทดสอบตาม AOAC หรือวิธีทดสอบอ่ืนที่เป็นที่ยอมรับ 
8.4 การทดสอบความเป็นกรด-ด่าง 
ให้วัดความเป็นกรด-ด่างด้วยเครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง 
8.5 การทดสอบจุลินทรีย์ 
ให้ใช้วิธีการทดสอบตาม AOAC หรือ BAM หรือวิธีทดสอบอ่ืนที่เป็นที่ยอมรับ 
8.6 การทดสอบนํ้าหนักสุทธิ 
ให้ใช้เครื่องช่ังที่เหมาะสม 
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ภาคผนวก จ 
 สุขลักษณะ   

(ข้อ 4.1) 
 
 

ก.1 สถานที่ต้ังและอาคารท่ีทํา 
ก.1.1 สถานที่ต้ังตัวอาคารและที่ใกล้เคียง อยู่ในที่ที่จะไม่ทําให้ผลิตภัณฑ์ที่ทําเกิดการปนเป้ือนได้ง่าย 
โดย 
 ก.1.1.1 สถานที่ต้ังตัวอาคารและบริเวณโดยรอบ สะอาด ไม่มีนํ้าขังแฉะและสกปรก 
 ก.1.1.2 อยู่ห่างจากบริเวณหรือสถานที่ที่มีฝุ่น เขม่า ควัน มากผิดปกติ 
 ก.1.1.3 ไม่อยู่ใกล้เคียงกับสถานท่ีน่ารังเกียจ เช่น บริเวณเพาะเลี้ยงสัตว์ แหล่งเก็บ
หรือกําจัดขยะ 
ก.1.2 อาคารที่ทํามีขนาดเหมาะสม มีการออกแบบและก่อสร้างในลักษณะที่ง่ายแก่การบํารุงรักษา 
การทําความสะอาด และสะดวกในการปฏิบัติงาน โดย 
 ก.1.2.1 พ้ืน ฝาผนัง และเพดานของอาคารที่ทํา ก่อสร้างด้วยวัสดุที่คงทน เรียบ ทํา
ความสะอาด และซ่อมแซมให้อยู่ในสภาพที่ดีตลอดเวลา 
 ก.1.2.2 แยกบริเวณที่ทําออกเป็นสัดส่วน ไม่อยู่ใกล้ห้องสุขา ไม่มีสิ่งของที่ไม่ใช้แล้ว
หรือไม่เก่ียวข้องกับการทําอยู่ในบริเวณที่ทํา 
 ก.1.2.3 พ้ืนที่ปฏิบัติงานไม่แออัด มีแสงสว่างเพียงพอ และมีการระบายอากาศท่ี
เหมาะสม 
ก.2 เครื่องมือ เครื่องจักร และอุปกรณ์ที่ใช้ทํา 
ก.2.1 ภาชนะหรืออุปกรณ์ในการทําที่สัมผัสกับผลิตภัณฑ์ ทําจากวัสดุมีผิวเรียบ ไม่เป็นสนิม ล้างทํา
ความสะอาดได้ง่าย 
ก.2.2 เครื่องมือ เครื่องจักร และอุปกรณ์ที่ใช้ สะอาด เหมาะสมกับการใช้งาน ไม่ก่อให้เกิดการ
ปนเป้ือนติดต้ังได้ง่าย มีปริมาณเพียงพอ รวมท้ังสามารถทําความสะอาดได้ง่ายและทั่วถึง 
ก.3 การควบคุมกระบวนการทํา 
ก.3.1 วัตถุดิบและส่วนผสมในการทํา สะอาด มีคุณภาพดี มีการล้างหรือทําความสะอาดก่อนนําไปใช้ 
ก.3.2 การทํา การเก็บรักษา การขนย้าย และการขนส่ง ให้มีการป้องกันการปนเป้ือนและการเสื่อม
เสียของผลิตภัณฑ์ 
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ก.4 การสุขาภิบาล การบํารุงรักษา และการทําความสะอาด 
ก.4.1 นํ้าที่ใช้ล้างทําความสะอาดเคร่ืองมือ เครื่องจักร อุปกรณ์ และมือของผู้ทํา เป็นนํ้าสะอาดและมี
ปริมาณเพียงพอ 
ก.4.2 มีวิธีการป้องกันและกําจัดสัตว์นําเช้ือ แมลงและฝุ่นผง ไม่ให้เข้าในบริเวณท่ีทําตามความ
เหมาะสม 
ก.4.3 มีการกําจัดขยะ สิ่งสกปรก และนํ้าทิ้ง อย่างเหมาะสม เพ่ือไม่ก่อให้เกิดการปนเปื้อนกลับลงสู่
ผลิตภัณฑ์ 
ก.4.4 สารเคมีที่ใช้ล้างทําความสะอาด และใช้กําจัดสัตว์นําเช้ือและแมลง และใช้ในปริมาณที่
เหมาะสม และเก็บแยกจากบริเวณที่ทํา เพ่ือไม่ให้เกิดการปนเป้ือนลงสู่ผลิตภัณฑ์ได้ 
ก.5 บุคลากรและสุขลักษณะของผู้ทํา 
ผู้ทําทุกคน ต้องรักษาความสะอาดส่วนบุคคลให้ดี เช่น สวมเสื้อผ้าที่สะอาด มีผ้าคลุมผมเพ่ือป้องกัน
ไม่ให้เส้นผมหล่นลงในผลิตภัณฑ์ ไม่ไว้เล็บยาว ล้างมือให้สะอาดทุกคร้ังก่อนปฏิบัติงาน หลังการใช้ห้อง
สุขาและเมื่อมือสกปรก  
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ภาคผนวก ฉ 
 

ตาราง ฉ.1 ตารางมาตรฐานเปรียบเทียบความยาวของเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณที่เกิดการยับย้ัง
การเจริญ เพ่ือดูปฏิกิริยาของเช้ือต่อยาปฏิชีวนะ (Charteris et al., 1998) 
 

กลุ่มยา ช่ือยาปฏิชีวนะ 

ความเข้มข้น
ของยา

ปฏิชีวนะ 
(μg/disc) 

ความยาว (mm) 

res
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an
t (
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su
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) 
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e (
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1. กลุ่มยับย้ังการ
สังเคราะห์ผนังเซลล ์

     

Cephalosporins Vancomycin (V) (30 μg/disc) ≤14 15-16 ≥17 
 
2. กลุ่มยับย้ังการ
สังเคราะห์โปรตีน 

     

Aminoglycosides Kanamycin (K) (30 μg/disc) ≤13 14-17 ≥18 
Gentamycin (GM) (10 μg/disc) ≤12 - ≥13 
Streptomycin (S) (10 μg/disc) ≤11 12-14 ≥18 

Tetracycline Tetracycline (TE) (30 μg/disc) ≤14 15-18 ≥19 
Single antibiotic Chloramphenicol (C) (30 μg/disc) ≤13 14-17 ≥18 
Macrolide Erythromycin (E) (15 μg/disc) ≤13 14-17 ≥18 
 
3. กลุ่มยับย้ังการทําหน้าที่
ของเย่ือหุ้มเซลล์ 
 

 
Polymycin (PB) 

 
(30μg/disc) 

 
≤8 

 
9-11 

 
≥12 
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ตาราง ฉ.2 MPN table for a three-replicate design from FDA’s Bacterial Analytical 
Manual. For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 
95 percent confidence intervals. (BAM, 2002) 
 

Pos. tubes 
MPN/g 

Conf. lim. Pos. tubes 
MPN/g 

Conf. lim. 
0.10 0.01 0.001 Low High 0.10 0.01 0.001 Low High 

0 0 0 <3.0 – 9.5 2 2 0 21 4.5 42 
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94 
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94 
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94 
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94 
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94 
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110 
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180 
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180 
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200 
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420 
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420 
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420 
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420 
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430 
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000 
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1,000 
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000 
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100 
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3  >1100 420 – 

 

 

 

 


