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บทคัดยอ 
การวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค 1. เพื่อคัดแยกและเลือกเช้ือบริสุทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
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แบคทีเรียรหัส Mbmf np 3 และ Bml2 เมื่อนําแบคทีเรียไปจัดจําแนกในระดับสปช่ีสโดยใชการทดสอบทาง
ชีวเคมีดวยชุดทดสอบเอพีไอพบวา แบคทีเรียรหัส Mbmf np 3 ไมสามารถจัดจําแนกได สวนแบคทีเรีย
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องศาเซลเซียส ใหลักษณะการเกิดเคิรดที่ดี และการศึกษาการยอมรับผลิตภัณฑโยเกิรต พบวาผูบริโภคให
การยอมรับผลิตภัณฑโยเกิรตนํ้านมกระบือจากตัวอยางที่ใช L. rhamnosus เปนสตารทเตอรมากกวา
ตัวอยางที่ใช Unknown (Mbmf np 3) เปนสตารทเตอร 
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ABSTRACT 
The purposes of this reserch were to isolate and select pure culture of lactic 

acid bacterias from Murrah buffalo’s milk, identify selected bacterias specie, and 
study the temperature level to ferment Murrah milk yogurt and do sensory test. 
The characteristics of all 10 isolates were small round shape, embossed, white, and 
glossy colony. After gram staining and enzyme catalase testing there were only 8 
isolates could be selected.  The testing of lactose fermentation and casein digestion 
were performed which found that 1 isolate could not digest casein. Then, the 7 
bacteria isolates were used in fermentation process to evaluate curd forming.  
Finally, there were only 2 selected pure lactic acid bacteria isolates (Mbmf np 3 and 
Bml 2) in this study which met the qualification of lactic acid bacteria.The API kit was 
used to identify bacteria species. The Bml 2 selected bacteria isolate could be 
identified as Lactobacillus rhamnosus. However, the Mbmf np3 could not be identified. 
The selected lactic acid bacterias from this study were used to ferment Murrah milk 
for finding the optimum temperature in yogurt fermentation and the consumer 
acceptance. The results showed that the temperature of 41 oC was suitable to 
ferment Murrah milk yogurt. The consumers preferred the yogurt fermented with 
Lactobacillus rhamnosus bacteria more than Unknown (Mbmf np3) bacteria. 

 
Keywords : Murrah Buffalo’s milk, Starter culture, Lactic acid bacteria, Yogurt 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1  ความเปนมาและความสําคญัของปญหา 
 

กระบือ (buffalo) เปนสัตวเลี้ยงที่มีความสําคัญตอเกษตรกร ในอดีตกระบือถูกใชเปนแหลง
แรงงานในการเกษตร มีการใชมูลเปนปุยและเมื่อมีความจําเปนก็สามารถขายเปนรายไดอีกทางหน่ึง
ดวย กระบือสามารถแยกไดเปนสองกลุมคือกระบือปา และกระบือบาน สําหรับกระบือบานแบงได
เปน 2 ชนิดคือกระบือปลัก (swamp buffalo) และกระบือแมนํ้า (river buffalo) ความแตกตางของ
กระบือทั้ง 2 ชนิด คือ กระบือปลักใชเพื่อเปนแรงงานและเลี้ยงเพื่อบริโภคเน้ือ สวนกระบือแมนํ้าเลี้ยง
ไวเพื่อใหนํ้านมเพราะใหนํ้านมทีดีและมีขนาดเตานมใหญกวากระบือปลัก นํ้านมของกระบือแมนํ้า
สามารถนํามาทําผลิตภัณฑไดหลากหลาย  ซึ่งในประเทศไทยการเลี้ยงกระบือแมนํ้าในการใหนํ้านมคือ
กระบือกลุม murrah และ กลุม gujarat (กองปศุสัตวสัมพันธ กรมปศุสัตว. 2553 ก: online) 

นมกระบือ (buffalo’s milk) เปนของเหลวที่ไดจากเตานมของกระบือโดยปราศจากนํ้านม
เหลือง ซึ่งผานการรีดอยางสมบูรณ จุดเดนของนํ้านมกระบือ คือ มีสารอาหารสูงกวานํ้านมโค ทั้ง
โปรตีน ธาตุเหล็ก ฟอสฟอรัส และวิตามินเอ รวมถึงนํ้านมกระบือมีลักษณะสีขาวขนเนียน ไมมีกลิ่น
คาว ด่ืมงายกวานมแพะ สวนของไขมันเนยในนํ้านมกระบือมีมากเปนสองเทาของนํ้านมวัว มีระดับ
คลอเรสเตอรอลตํ่ากวา นอกจากน้ันยังมีสารตานอนุมูลอิสระ (natural antioxidant) เหมาะสําหรับผู
แพแลคโตสในนํ้านมโค (ศุภวัฒน คุณานุวัฒน. 2552 : online) องคประกอบของนํ้านมจะข้ึนอยูกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน ชนิดของสัตว พันธุ คุณลักษณะจําเพาะของสัตว ระยะการใหนม ชวงเวลาการ
รีดนม ฤดูกาล อาหาร และโภชนาการ อุณหภูมิและสภาพแวดลอม โรคของสัตวใหนม และปจจัยอื่น 
ๆ เชน อายุ นํ้านมจัดวาเปนอาหารที่อุดมสมบูรณ  และมีคุณสมบัติหลายประการในการนําไป
ประกอบอาหาร หรือผสมกับอาหารอื่น ๆ ได (ปนมณี ขวัญเมือง. 2550 ข: 26) (วรรณา  ต้ังเจริญชัย. 
2538 : 46) กลาวถึงนํ้านมวา นํ้านมจะมีกลิ่นเฉพาะตัว รสหวานเล็กนอย มีรสชาติมันเน่ืองจากไขมัน
และโปรตีนที่ประกอบอยู  ไมควรมีสิ่งสกปรกปะปน เพราะจุลินทรียที่ปะปนจะทําใหคุณสมบัติของ
นํ้านมสูญเสียไปในขณะแปรรูป ขณะเดียวกันจุลินทรียบางชนิดที่ปะปนมากับนํ้านมอาจใหประโยชน
ในทางบวก เชน เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในนํ้านมสามารถนําไปใชผลิตเปนกลาเช้ือใน
ผลิตภัณฑนมหมักและผลิตภัณฑอาหารหมักอื่น ๆ ได 

แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria : LAB) เปนสิ่งมีชีวิตที่มีขนาดเล็กจัดอยูใน
กลุมโพรคาริโอต อาจมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวกซึ่งไมสราง
สปอร  ไมมีการสรางเอนไซมคะตะเลส  (catalace) ไมมีไซโตโครม ทนตอสภาวะมีอากาศ 
(aerotolerant) ทนตอสภาวะความเปนกรด ตองการสารอาหารในการเติบโตสูง (Axelsson, 1998) 
แบคทีเรียกรดแลคติกแบงออกไดเปน 2 กลุม โดยกลุมที่หน่ึงเรียกวา homofermentative 
pathway กลุมน้ีจะใหผลิตภัณฑหลังกระบวนการหมักที่เปนกรดแลคติก (lactic acid) เทาน้ัน 
สําหรับกลุมที่สองเรียกวา heterofermentative pathway หลังจากกระบวนการหมักจะไดกรด   
แลคติก กรดอะซิติก กรดฟอรมิก กลีเซอรอล แอลกอฮอล และคารบอนไดออกไซด โดยทั่วไปแลว
แบคทีเรียกรดแลคติกจะมีอยูในสภาพธรรมชาติมากมายหลายแหลง ทั้งในพืชผัก ผลไม เน้ือสัตว และ
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ผลิตภัณฑนมโดยเฉพาะอยางย่ิงในที่ที่มีนํ้าตาลแลคโตส หรือกลูโคส ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดน้ีมี
บทบาทสําคัญในการถนอมอาหารหลายชนิด ทั้งในระดับอุตสาหกรรมอาหาร และระดับครัวเรือน 
(อานัฐ  ตันโช. 2551 : online) เชน ผลิตภัณฑนมหมัก ซึ่งเปนผลิตภัณฑที่เตรียมจากนํ้านมที่ผาน
กระบวนการโฮโมจีไนซ เพื่อใหอนุภาคของไขมันเล็กลงหรือไมก็ได ทําการฆาเช้ือโดยการใหความรอน
ดวยวิธีการพาสเจอรไรซ หรือสเตอริไลซ  จากน้ันหมักตอดวยจุลินทรียที่ผานการคัดเลือกแลวเรียกวา 
กลาเช้ือหรือหัวเช้ือ (Starter culture) เปนจุลินทรียที่เตรียมข้ึนเพื่อใชในการหมัก และเปนตัวที่ทําให
เกิดการเปลี่ยนแปลง อาจเปนแบคทีเรีย ยีสต หรือทั้ง 2 ชนิดรวมกัน  ในดานลักษณะการหมักของนม
เปนการหมักเพื่อใหเกิดกรดแลคติก (Latic acid fermentation) ซึ่งจะใหกลิ่นรสเฉพาะแตกตางกัน
ตามชนิดของเช้ือแบคทีเรียและยีสตที่ใช ลักษณะการหมักผลิตภัณฑนมแบงเปน 2 ชนิด คือ acid 
type เปนชนิดที่หมักใหกรดอยางเดียว และ kefir type เปนชนิดที่การหมักจะใหกรดและแก็ส อาจมี
แอลกอฮอลเกิดข้ึนเล็กนอย (ปนมณี ขวัญเมือง. 2550 : 93 ก) โดยแบคทีเรียกรดแลคติกเปน
จุลินทรียที่พบไดจากตัวอยางอาหาร เชน  ผัก ผลไม นํ้านม เปนแบคทีเรียที่มีประโยชน  ปจจุบันไดนํา
แบคทีเรียชนิดน้ีมาใชประโยชนในการผลิตอาหารโดยการหมัก ซึ่งนํ้านมกระบือเปนแหลงวัตถุดิบจาก
สัตวประเภทหน่ึงที่พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกอยู  ดังน้ันผูวิจัยจึงสนใจการแยกแบคทีเรียกลุมน้ี
และนํามาใชประโยชน 

การศึกษาน้ีเปนการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางนํ้านมกระบือพันธุมูราหแลว
นํามาจําแนกชนิดและสายพันธุ  ลักษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติในดานตาง ๆ และนําเช้ือที่แยก
ไดไปใชประโยชนในการผลิตผลิตภัณฑนมกระบือหมัก ตลอดจนศึกษาการยอมรับของผูบริโภคที่มีตอ
โยเกิรตนํ้านมกระบือ 
  

1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 
 

1.2.1  เพื่อคัดเลือกเช้ือแบคทเีรียกรดแลคติกจากตัวอยางนํ้านมกระบือจนไดเช้ือบริสุทธ์ิ 
1.2.2  เพื่อจําแนกชนิดของแบคทเีรียกรดแลคติกในสายพันธุที่คัดเลือกได 
1.2.3  เพื่อศึกษาสมบัติในการหมักโยเกริตของเช้ือแบคทีเรยีกรดแลคติกที่แยกจากนํ้านม

กระบอื และการทดสอบชิม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.3  กรอบแนวคิดที่ใชในการวิจัย 
 

 

นํ้านมกระบือ 

นํ้านมดิบ บมอุณหภูมิที่  
41 องศาเซลเซียส เวลา 8 ช่ัวโมง 

จนเกิดเคิรด 

เช้ือบรสิุทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติก 

ทดสอบการสรางแกส ทดสอบการหมกัการแลคโตส และทดสอบการยอยเคซีน 
คัดเลือกเช้ือแบคทเีรียที่ไมมีการสรางแกส มีสมบัติในการหมกัแลคโตส และสามรถยอยเคซีนได 

จัดจําแนกในระดับสปช่ีสโดยวิธีการทดสอบชีวเคมี (เอพีไอ) ดวยชุดทดสอบ API 50 

ศึกษาอุณหภูมใินการหมักโยเกริต โดยใชอุณหภูมิ  37  41 และ 45 องศาเซลเซียส  โดยพิจารณา
จากการเปลี่ยนของคาพเีอช  เปอรเซ็นตกรดแลคติก  ปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  

จํานวนเซลลกรดแลคติก  และลักษณะการเกิดเคิรด 

ทดสอบทางประสาทสัมผัส โดยใชผูชิมที่ผานการฝกฝนจํานวน 30 คน ไดแก  กลุมนักศึกษา

ภาควิชาครุศาสตรเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบงั 

ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส และการยอมสีแกรม 
คัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่มีเอนไซมคะตะเลสเปนลบ และเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่ติดสีมวงของ
คริสตัลไวโอเลต 

ทดสอบการสรางเคิรด 
โดยดูจากลกัษณะการเกิดเคิรด และปจจัยเรื่องกลิ่น สี เน้ือ

สัมผัส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.4  ขอบเขตของการวิจัย 
 

1.4.1  นําตัวอยางนํ้านมกระบือพนัธุมูราหจากมูราหฟารม จังหวัดฉะเชิงเทรา บมใหเช้ือ 
จุลินทรียเจริญและแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจนไดเช้ือบริสุทธ์ิ 

1.4.2  ศึกษาลักษณะทางสัญฐานวิทยาและทางชีวเคม ีจากน้ันจัดจําแนกแบคทีเรียกรด    
แลคติกบรสิุทธ์ิที่ไดจากตัวอยางนํ้านมกระบือ โดยชุดทดสอบ API 50 CHL 

1.4.3  นําแบคทีเรียกรดแลคติกบรสิุทธ์ิที่จัดจําแนกไดมาศึกษาสมบัติในการหมักโยเกิรต
และทดสอบชิม 
 

1.5  สมมติฐานของการวิจัย 
 

ตัวอยางนํ้านมกระบือพันธุมูราหจากมูราหฟารม จังหวัดฉะเชิงเทรา มีแบคทีเรียกรด      
แลคติกสายพันธุที่ใชประโยชนในการหมักโยเกิรตจากนํ้านมกระบือได 
 

1.6  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

1.6.1  ไดกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุที่ดีที่แยกจากนมกระบือเหมาะตอการ
นําไปใชประโยชนในการหมกัโยเกิรต 

1.6.2  กลาเช้ือที่ไดสามารถนําไปใชประโยชนในการหมักผลติภัณฑที่มีกระบวนการทาง
ชีวเคมีในการหมกัลกัษณะเดียวกันกบัโยเกริต 
 

1.7  นิยามศัพทเฉพาะในงานวิจัย 
 

1.7.1  กระบือพันธุมูราห (river or riverine buffalo) หมายถึง กลุมกระบือแมนํ้าที่มีนิสัย
ชอบนํ้าสะอาด ไมชอบลงแชโคลน เปนกระบือนมเลี้ยงไวเพื่อรีดนม เปนกระบือที่มีขนาดใหญ รูปราง
แข็งแรง ลักษณะทั่วไปมีผิวหนังสีดํา หัวสั้น หนาผากนูน เขาสั้น และบิดมวนงอ สวนลําตัวจะลึกมาก 
มีขนาดเตานมใหญกวากระบือปลัก    

1.7.2  นํ้านมกระบือ (buffalo milk) หมายถึง ของเหลวที่ไดจากเตาของกระบือแมนํ้าโดย
ปราศจากนํ้านมเหลอืง และผานการรีดอยางสมบรูณมีสารอาหารสูงมสีีขาวเนียน อีกทัง้ยังมีความขน
กวานํ้านมโค 

1.7.3  นมหมกั (fermented milk) หมายถึง ผลิตภัณฑทีเ่ตรียมมาจากนํ้านมผานการให  
ความรอนดวยวิธีการพาสเจอรไรซ (pasteurization) จากน้ันหมักตอดวยแบคทเีรียกรดแลคติกทีผ่าน
การคัดเลือกแลว ซึ่งเปนตัวที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลง ลักษณะการหมกัของนมเปนแบบ latic acid  
fermentation ใหกลิ่นรส และเน้ือสัมผสเฉพาะตามคุณสมบัติของแบคทเีรียที่คัดเลอืก 

1.7.4  แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria : LAB) หมายถึง สิ่งมีชีวิตที่จัดอยูใน
กลุมโพรคาริโอต (prokaryote) มีลักษณะรูปรางที่แตกตางกัน เชน รูปรางกลมหรือรูปรางรี (cocci) 
และรูปรางทอน (Rod) เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวกที่ไมสรางสปอร ยอยสลายเคซีนได ขาดเอนไซม
คะตะเลส (catalase) อยางไรก็ตามแบคทีเรียกลุมน้ีบางชนิดสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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(hseudocatalase) เชน Tetragenococcus sp. มีความสามารถในการทําใหนํ้าตาลแลคโตสใหเปน
กรดแลคติก (lactic acid fermentation) ขาดไซโตโครม (cytochrome) ซึ่งจัดอยูในกลุม 
Heterofermentative LAB ถาเปลี่ยนนํ้าตาลดวยกระบวนการหมักไปเปนกรดแลคติก มากกวา 
85% ข้ึนไป จัดอยูในกลุม homofermentative LAB หรือที่เรียกสั้นๆ วา homo LAB  สามารถทน
ตอสภาวะที่มีอากาศ (aerotolerant) สามารถทนตอความเปนกรด ตองการสารอาหารสูงในการ
เติบโต และผลิตกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักนํ้าตาลเพื่อที่สามารถนําไปหมักเปน     
โยเกิรต   

1.7.6  สมบัติของโยเกิรต หมายถึง การเปลี่ยนแปลงของนํ้านมระหวางการหมกั ไดแก การ 
เปลี่ยนแปลงของคาพีเอช  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ)  
การเปลี่ยนแปลงของเปอรเซ็นตกรดแลคติก การเปลี่ยนแปลงของจํานวนเซลล   

-  การเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช  หมายถึง คาความเปนกรดดางในโยเกิรตที่เกิดข้ึนระหวาง
การหมัก  

-  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ) หมายถึง เปนคาที่
ใชบอกความเขมขนจากของแข็งที่ละลายอยูในสารละลาย  

-  การเปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นตกรดแลคติก หมายถึง ปรมิาณความเปนกรดที่เช้ือจุลินทรีย 
สรางข้ึนภายในโยเกิรต เมื่อเริ่มกิจกรรมการหมักจนสิ้นสุดอายุการหมัก ซึ่งทําการหาคาโดยการใชชุด
ไตเตรท ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขเรื่อง นมเปรี้ยว ระบุวาเปอรเซ็นตกรดแลคติกในโยเกิรตจะ
ตองมีไมนอยกวารอยละ 0.6 

-  การเปลี่ยนแปลงของจํานวนเซลล หมายถึง การเจริญเติบโตของเซลลจลุินทรยีที่ใชเปน 
กลาเช้ือในการหมักโยเกิรตต้ังแตเริ่มตนการหมัก จนครบอายุการหมัก ซึ่งประกาศกระทรวง
สาธารณสุขเรื่องนมเปรี้ยว ระบุวา จุลินทรียที่ใชในกรรมวิธีการหมักคงเหลือในนมเปรี้ยวที่ไมผานการ
ฆาเช้ือหลังหมัก 1 กรัม ไมนอยกวา 10,000,000 โคโลนี  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 
 

บทท่ี 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 
 

2.1  กระบือ 
 

2.1.1  ลักษณะท่ัวไป 
กระบือแยกไดเปนสองกลุม คือ กระบือปา และกระบือบาน สําหรับกระบือบานแบงเปน 2 

ชนิดคือ กระบือปลัก (swamp bufffalo) กระบือแมนํ้า (River buffalo) กระบือทั้งสองชนิดจะอยูใน
เผาพันธุและตระกูลเดียวกัน คือ Bubalina และ Bubalus มีช่ือวิทยาศาสตรเดียวกันคือ Bubalus 
bubalis มีความแตกตางกันทางสรีระวิทยา รูปราง และผลผลิตตาง ๆ ชัดเจน จากการศึกษาทางดาน
ชีวภาพโมเลกุลพบวา กระบือปลักมีจํานวนโครโมโซม 24 คู สวนกระบือแมนํ้าจะจํานวนโครโมโซม 
25 คู และสามารถผสมขามพันธุระหวางทั้งสองชนิดน้ีได  (กองปศุสัตวสัมพันธ กรมปศุสัตว. 2553ก : 
online) 

 

2.1.2  ชนิดของกระบือ 
2.1.2.1  กระบือปลัก 
กระบือชนิดน้ีนิยมเลี้ยงกันในประเทศตาง ๆ โดยเฉพาะทางตะวันออกในแถบทวีปเอเชีย 

ไดแก ประเทศไทย ฟลิปปนส มาเลเซีย อินโดนีเซีย เวียดนาม พมา กัมพูชา และลาว เปนตน ในอดีต
การใชเทคโนโลยีในการพัฒนาดานอุตสาหกรรมยังไมแพรหลาย กระบือชนิดน้ีจึงเลี้ยงเพื่อใชแรงงาน
ในงานดานการเกษตร และเมื่อกระบืออายุมากข้ึนก็จะสงเขาโรงฆาเพื่อใชเน้ือเปนอาหาร  
 
 
 
 
 
 
 

 
  
 ภาพท่ี 2.1  ลักษณะกระบอืปลัก 

 ท่ีมา กองปศุสัตวสมัพันธ กรมปศุสัตว (2553ก) 
 

ลักษณะทั่วไปของกระบือปลัก คือ ชอบนอนแชปลัก มีรูปรางล่ําสัน ผิวหนังมีสีเทาเขมเกือบ
ดํา อาจมีสีขาวเผือก มีขนเล็กนอย ลําตัวหนาลึก ทองใหญ หัวยาวแคบ ขวัญของกระบืออยูใน
ตําแหนงตาง ๆ ของรางกายต้ังแต 1 - 9 ขวัญ พบมากที่หัว ไหล และซอกขา แตมักไมพบแถวคอ 
หนาอก และหนา สวนเขามีลักษณะแบบโคงไปขางหลัง  เมื่อมองดูดานตัดของเขากระบือลักษณะที่
เห็นคลายรูปสามเหลี่ยม ที่สวนแบนของเขากระบืออายุมาก มีรองและสันข้ึนสลับกันหลายสัน ซึ่งใช
เปนบอกอายุกระบืออยางคราว ๆ ได โดย 1 สันเทากับ 1 ป หนาสั้น หนาผากแบบราบ ตานูนเดนชัด เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



7 
 

ชวงระหวางรูจมูกทั้งสองขางกวาง คอยาว และบริเวณใตคอมีขนขาวเปนรูปตัววี (chevlon) หัวไหล 
และอกนูนเห็นชัด 

2.1.2.2  กระบือแมนํ้า 
กระบือชนิดน้ีเรียกทั่วไป คือ กระบือแขก พบไดในประเทศอินเดีย ปากีสถาน อียิปต 

ประเทศในยุโรปตอนใต และยุโรปตะวันออก เปนกระบือที่ใหนมมาก เลี้ยงไวเพื่อรีดนม ลักษณะนิสัย
ไมชอบลงแชโคลน แตจะชอบนํ้าสะอาด กระบือแมนํ้าแบงออกเปนกลุมได 5 กลุม ดังน้ี 

-  กลุม Murrah ไดแกพันธุ Murrah, Nili/Ravi, Kundi 
-  กลุม Gujarat ไดแกพันธุ Surti, Mehsana, Jafarabadi 
-  กลุม Uttar Pradesh  ไดแกพันธุ Bhadawari, Tarai 
-  กลุม Central Idian ไดแกพันธุ Nagpuri, Pandharpuri, Manda, Jerangi, 

Kalahandi, Sambalpur 
-  กลุม South Indian  ไดแกพันธุ Toda, South Kanara 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 ภาพท่ี 2.2  ลักษณะกระบอืแมนํ้า 

 ท่ีมา  กองปศุสัตวสัมพันธ กรมปศุสัตว (2553ก) 
 

ในประเทศไทยมีกระบือแมนํ้า ไดแก พันธุมูราห และพันธุเมซานี ลักษณะของกระบือ
ประเภทน้ีจะมีขนาดใหญ รูปรางแข็งแรง ลักษณะทั่วไปจะมีผิวหนังสีดํา หัวสั้น หนาผากนูน เขาสั้น 
และบิดมวนงอ สวนลําตัวจะลึกมาก มีขนาดเตานมใหญกวากระบือปลัก  ใหนํ้านมเฉลี่ย 2,000 ก.ก. 
ตอ 9 - 10 เดือน ของชวงการใหนม โดยสวนใหญจะนิยมเลี้ยงกระบือพันธุมูราหเพราะใหนํ้านมสูง
กวาพันธุอื่น มีไขมันเฉลี่ย 7% โดยเพศเมียจะใหนํ้านมเฉลี่ย 2,200 กิโลกรัม ตอระยะใหนม 500 วัน 
สถิติสูงสุด 4,500 กิโลกรัม ดานนํ้าหนักตัว ตัวผูหนักประมาณ 550 กิโลกรัม ตัวเมียหนักประมาณ 
450 กิโลกรัม (วิวัฒน ชวนะนิกุล. 2531 : 3) 

 

กระบือพันธุมูราห 
เปนกระบือหน่ึงในกลุมของกระบือแมนํ้า มีถ่ินกําเนิดอยูในรัฐหรยาณา และรัฐปญจาบ 

ประเทศอินเดีย เริ่มมีการเลี้ยงไวเพื่อผลิตนํ้านมในหลายประเทศ เชน อียิปต ฟลิปปนส ปากีสถาน 
อิตาลี และประเทศในแถบยุโรปบางสวน มีลักษณะลําตัวสีดํา คอนขางใหญ หนาผากนูน เขาสั้นและ
มวนงอ เปนกระบือที่รักสะอาด  ชอบที่จะแชในนํ้าเพื่อทําความสะอาดรางกาย แตกตางจากอุปนิสัย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กระบือปลักที่จะชอบเลนโคลนปลัก โดยแมพันธุ 1 ตัว ามารถผลิตนํ้านมไดประมาณ 1,300-2,300 
ลิตรตอ 1 รอบ และใหนมไดนานถึง 8-10 เดือน (รัญจวน เฮงตระกูล. 2554 : online) 

 

2.2  น้ํานมกระบอื 
 

2.2.1  ลักษณะท่ัวไป 
นมกระบือ (buffalo milk) เปนของเหลวที่ไดจากเตาของกระบือโดยปราศจากนํ้านม

เหลืองผานการรีดอยางสมบูรณ  เปนผลผลิตที่ไดจากสัตวอีกชนิดหน่ึงนอกเหนือจากเน้ือและไขเปน
ผลิตผลจากสัตวทีส่ําคัญ (ปนมณี  ขวัญเมือง. 2550 ข: 26) มีกลิ่นเฉพาะตัวและมีรสหวานเล็กนอย มี
รสชาติมันเน่ืองจากไขมันและโปรตีนที่ประกอบอยูในนํ้านม ทั้งน้ีตองไมควรมีสิ่งสกปรกปะปน
โดยเฉพาะจุลินทรียที่ปะปนอยู ทําใหคุณสมบัติของนํ้านมสูญเสียไปขณะแปรรูป (วรรณา ต้ังเจริญชัย. 
2538 : 46) ลักษณะของนํ้านมจะมีสีขาวเนียน  ไมมีกลิ่นคาว ด่ืมงายกวานมแพะ และไขมันเนยใน
นํ้านมกระบือมีมากเปนสองเทาของนํ้านมวัว ในขณะทีม่ีระดับคลอเรสเตอรอลตํ่ากวา นอกจากน้ันยัง
มีสารตานอนุมูลอิสระ (natural Antioxidant) เหมาะสําหรับผูแพแลคโตสในนํ้านมโค ซึ่งวิตามินเอใน
นํ้ากระบือไมไดอยูในรูปของแคโรทีนเหมือนกับอาหารทั่วไป แตไดรับก็ตอเมื่อมีการด่ืมนํ้านมเขาไป
โดยตรงเทาน้ัน (ศุภวัฒน คุณานุวัฒน. 2552 : online) 

 

2.2.2  คุณคาทางโภชนาการ 
นํ้านมกระบือ มีสารอาหารสูงกวานมโค ทั้งโปรตีน ธาตุเหล็กฟอสฟอรัส วิตามินเอ ฯลฯ 

องคประกอบของนํ้านมข้ึนอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน ชนิดของสัตว พันธุ คุณลักษณะจําเพาะของ
สัตว ระยะการใหนม ชวงเวลาการรีดนม  ฤดูกาล อาหารและโภชนาการ อุณหภูมิและสภาพแวดลอม 
โรคของสัตวใหนม และปจจัยอื่น ๆ เชน อายุ นํ้านมเปนอาหารที่อุดมสมบูรณและมีคุณสมบัติหลาย
ประการในการนําไปประกอบอาหาร หรือผสมกับอาหารอื่น ๆ (ปนมณี  ขวัญเมือง. 2550 : 26ข) ซึ่ง
สามารถดูไดจากตารางการเปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการระหวางนมกระบือและนมโคในตารางที่ 
2.1 
 
ตารางท่ี  2.1  เปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการระหวางนมกระบือและนมโค 

ชนิด 
สวนประกอบในนํ้านม (เปอรเซ็นต) 

ของแข็งท้ังหมด ไขมัน โปรตีน แลคโทส 
กระบือแมนํ้า 17.96 7.45 4.36 4.83 
กระบือปลัก 18.34 8.95 4.13 4.78 
โคนม 12.15 3.60 3.25 4.60 
โคเน้ือ 13.45 4.97 3.18 4.59 

 
ท่ีมา : อางจาก R. E. McDowell,  Department  of  Animal  Science, Cornall  University. 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.3  ปจจัยท่ีสงผลตอองคประกอบของนํ้านม ซึ่ง ปนมณี  ขวัญเมือง (2550ค: 97 - 98) 
ไดกลาวถึงปจจัยทีม่ีผล  ดังน้ี 

2.2.3.1  ชนิดของสัตว  ทําใหปริมาณของโปรตีน  ไขมัน  แลคโตส  และเถาที่ตางกัน 
2.2.3.2  พันธุ  สัตวชนิดเดียวกันแตตางพันธุกัน ใหนํ้านมในปริมาณที่มีองคประกอบตางกัน 
2.2.3.3  คุณลักษณะเฉพาะของสัตว  เชน  รูปราง  ลักษณะ  ความพรอมที่จะใหนํ้านม 
2.2.3.4  ระยะเวลาการใหนม  ในระยะ 2 ถึง 3 วันแรก คือ นํ้านมเหลือง มีเกลือแร โปรตีนและ 

ไขมันสูงกวาปกติ หลังจากน้ันนํ้านมจะคอยปรับตัวเขาชวงปกติ และเหมาะตอการบริโภคภายในเวลา
ประมาณ 5 วัน  ปริมาณ Milk Solid Not Fat (MSNF) ของนํ้านมคอนขางสูงในระยะแรกแลวคอย ๆ 
ลดลงจนถึงเดือนที่ 2 ถึง 3 จากน้ันคอย ๆ เพิ่มจนถึงเดือน 6 และเพิ่มจนปลายระยะการใหนม   

2.2.3.5  ชวงเวลาในการรีดนม  ปกตินํ้านมชวงเชาและชวงบายมีองคประกอบใกลเคียงกัน ถา
ชวงเวลาในการรีดหางเทา ๆ  กัน  แตถารีดนํ้านมเร็วกวาน้ันนํ้านมจะมีไขมันสูงข้ึน ในระหวางการรีดนมแต
ละครั้งนํ้านมที่รีดออกมาใหม ๆ   มีปริมาณไขมันตํ่าสุด และคอย ๆ เพิ่มข้ึนจนถึงหยดทาย ๆ ดังน้ันจึงตอง
รีดนมใหหมดเตา 

2.2.3.6  ฤดูกาล  มีผลตอปริมาณของแข็งในนํ้านม  ซึ่งของแข็งในนํ้านมจะลดลงมากในชวงฤดู
รอน ยกเวนแลคโตสที่เพิ่มข้ึน และเมื่อสารอื่น ๆ เพิ่มข้ึน แลคโตสก็ลดลง อยางไรก็ตามปริมาณ MSNF 
คอนขางคงที่ตลอดป 

2.2.3.7  อุณหภูมิและสภาพแวดลอม  มีผลตอปริมาณนํ้านมรวมถึงลักษณะคุณภาพของนํ้านมที่
ได เพราะใชเปนตัวกําหนดในดานอารมณของสัตว ในการใหนํ้านมในแตละครั้ง ซึ่งหากสายพันธุมีความ
แตกตางกัน  ลักษณะความเปนอยูของอุณหภูมิและสภาพแวดลอมก็จะตองแตกตางกันเชนกัน 

2.2.3.8  โรคของแมพันธุ  โดยเฉพาะโรคเกี่ยวกับเตานม คือ เตานมอักเสบ นํ้านมที่ไดมีปริมาณ 
ของ MSNF แลกโตส และเคซีนลดลง แตคลอไรดและโปรตีนซีรั่มเพิ่มข้ึน 

2.2.3.9  ปจจัยอื่น ๆ  เชน อายุ ซึ่งสงผลตอปริมาณไขมัน โดยเฉพาะปริมาณแลคโตส และเคซีน 
มีผลกระทบมากที่สุด 

 
ตารางท่ี 2.2  เปรียบเทียบคุณคาทางโภชนาการของนํ้านมจากสัตวแตละชนิดเทียบกับนํ้านมคน 

ชนิด 
สวนประกอบในนํ้านม (เปอรเซ็นต)  

ของแข็งท้ังหมด ไขมัน โปรตีน แลคโทส เถา 
นํ้านมคน 12.57 3.75 1.63 6.98 0.21 
นํ้านมโค 12.60 3.80 3.35 4.75 0.70 
นํ้านมกระบือ 16.77 7.45 3.78 4.88 0.78 
นํ้านมแพะ 13.18 4.24 3.70 4.51 0.78 
นํ้านมแกะ 17.00 5.30 6.30 4.60 0.80 

 
ท่ีมา : ปนมณี  ขวัญเมือง (2550) อางถึง Potter (1978) 
 

2.2.4  การใชประโยชน 
สวนใหญนํ้านมจะนําไปใชในอุตสาหกรรมนม  ซึ่งเปนอุตสาหกรรมการผลิตในการสงเสริม

อาชีพใหแกเกษตรกรอีกทางหน่ึง ผลิตภัณฑหลักของอุตสาหกรรมนมสวนมากเปนผลิตภัณฑนมพรอม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ด่ืม เพราะการผลิตผลิตภัณฑนมผง หางนม เนย และเนยแข็ง รวมถึงผลิตภัณฑนมอื่น ๆ มีตนทุนการ
ดําเนินการสูง  ตัวอยางของผลิตภัณฑที่ไดจากการแปรรูปนํ้านม ไดแก 

2.2.4.1  นมพรอมด่ืม อุตสาหกรรมนมพรอมด่ืมแบงการผลิตเปนนมพาสเจอรไรซ 
รอยละ 80 นอกจากนั้นเปนการผลิตนมยูเอชที และนมสเตอริไลซ โดยปจจุบันการผลิต
ผลิตภัณฑนมพรอมด่ืมในวิธีแบบพาสเจอรไรซสวนใหญผลิตมาจากนํ้านมดิบภายในประเทศ 
กลุมผูบริโภคหลัก คือ นักเรียนในโครงการนมโรงเรียน สวนนมแบบอื่น ๆ  จะผลิตจากนมผงคืน
รูป ผลผลิตนมในเชิงพาณิชยจะออกมาในรูปแบบนมสดที่มีความหลากหลายในดานรสชาติ เชน 
รสจืดและรสหวาน ในรูปนมปรุงแตงที่มีการเติมกลิ่นรสตาง  ๆ  ตามความนิยมของผูบริโภค เชน 
รสช็อคโกแลต รสกาแฟ และรสสตรอเบอรี่  (ศูนยอนุรักษเพื่ออุตสาหกรรมอาหาร. 2551 : 
online) 

2.2.4.2  คีเฟอร เปนผลิตภัณฑเครื่องด่ืมที่เปนนมหมัก ซึ่งมีตนกําเนิดมาจากเทือกเขาคอเคซัส
(caucacus) ของประเทศรสัเซีย โดยด้ังเดิมผลิตจากนมแพะหรือนมวัว มีการเก็บรักษาไวในถุงหนังสัตวเมื่อ
ระยะเวลาผานไปแบคทีเรียและยีสตทําใหโปรตีนรวมถึงคารโบไฮเดรตในนํ้านมเกิดการตกตะกอนจาก
ของเหลวน้ัน แลวถูกนําไปใชเปนหัวเช้ือสําหรับผลิตภัณฑหมักนมใหมตอไป ซึ่งกอนตะกอนที่ไดเรียกวา
กอนคีเฟอร โดยกอนคีเฟอรเปนตัวใหลักษณะเน้ือสัมผัส รสชาติ และประโยชนตอสุขภาพ รวมถึงมีการ
บริโภคคีเฟอรเพื่อเปนอาหารที่ใหประโยชนตอรางกายมาเปนระยะเวลาอันยาวนานในยุโรปตะวันออก และ
ปจจุบันมีการผลิตในเชิงการคาทางตอนเหนือของอเมริกา ในกระบวนการหมักมีกาซคารบอนไดออกไซด
เกิดข้ึนหลังจากมีการบรรจุผลิตภัณฑ  เปนผลทําใหเมื่อด่ืมผลิตภัณฑดังกลาวทําใหเกิดความซาข้ึนในขณะ
ด่ืมจึงมีการเปรียบเทียบคีเฟอรวาเปนเสมือนเหลาองุนขาวจากผลิตภัณฑ นมคีเฟอรจะไมเหมือนกับโยเกิรต 
เน่ืองจากโยเกิรตจะตองการใชเช้ือแบคทีเรียเพียงแคสองชนิดในกระบวนการผลิต แตลักษณะของผลิตภัณฑ 
คีเฟอรเช้ือจุลินทรียที่ใชมีความสลับซับซอนมากกวา ซึง่ข้ึนอยูกับแหลงในการผลิตดวย จึงเปนการยากที่จะ
ทําการเปรียบเทียบคุณสมบัติของคีเฟอรในแตละแหลง กระบวนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนในระหวางที่มี
การหมัก คือ เช้ือจุลินทรียที่มีอยูเจริญเติบโตข้ึนในขณะที่เช้ือบางชนิดลดการเจริญเติบโตลง (Jelen and 
Lutz, 1998) 

2.2.4.3  โยเกิรต  เปนผลิตภัณฑนมอีกประเภทหน่ึงผานกระบวนการหมักทําใหมีรสเปรี้ยว  
และมีลักษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว ในโยเกิรตจะประกอบดวยแบคทีเรียหลัก  ๆ 2 ชนิดดวยกันคือ 
Streptococcus thermophilus และ Lactobacillus bulgaricus ซึ่งแบคทีเรียเหลาน้ีจะไปทํา
ปฏิกิริยาเปลี่ยนนํ้านมใหเปนโยเกิรต นอกจากน้ีในปจจุบันยังมีการเติมแบคทีเรีย Bifidobacterium 
และ Lactobacillus casei ในโยเกิรตเพื่อเพิ่มคุณคาทางอาหารอีกดวย  ในดานคุณประโยชน
ทางดานสุขภาพที่ไดรับของโยเกิรตมากหรือนอยข้ึนอยูกับปริมาณแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตในโยเกิรตใน
ขณะที่รับประทาน ดังน้ันกระบวนการผลิต การบรรจุ การเก็บ ตลอดจนการขนสง ลวนแลวแตมีผล
ตอคุณภาพของโยเกิรต ถึงแมวาไมมีมาตรฐานที่แนนอนในการที่กําหนดคุณภาพของโยเกิรต แต
โยเกิรตที่ดีควรมีจํานวนของแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตไมนอยกวา 10,000,000 ลานตัวตอปริมาณโยเกิรต  
1 มิลลิกรัม (Good Health. 2549 : online) 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3  แบคทเีรียกรดแลคติกและการจัดจําแนก 
 

2.3.1  แบคทีเรียกรดแลคติก 
เปนสิ่งมีชีวิตในกลุมโพรคาริโอต  เมื่อมีการแบงเซลลอยางรวดเร็ว มีแนวโนมที่เซลลเกาะกันเปน

กลุม รูปรางของแบคทีเรียกรดแลคติกอาจมีรูปรางเปนทอนหรือลักษณะคอนขางกลม ขนาดอาจมีความ
แตกตางกัน เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร เซลลจะมีขนาดเล็ก โดยสามารถวัดขนาดไดโดยใช
เครื่องมือที่เรียกวา ไมโครมิเตอร (micrometer) ขาดเอนไซมคะตะเลส ขาดไซโตโครม ทนตอสภาวะมี
อากาศ (aerotolerant) ทนตอความเปนกรด ตองการสารอาหารในการเติบโตสูง และผลิตกรดแลคติก ซึ่ง
เปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักนํ้าตาล อีกทั้งแบคทีเรียกลุมน้ีบางชนิดอาจมีความสามารถในการผลิต
เอนไซม คะตะเลสเทียม (pseudocatalase) ซึ่งขาดกลุม พอรไฟริน (porphyrin group) และในสภาวะ
จํากัดสารอาหารกลุม Streptococci เชน Streptococcus  brevis มีการผลิตกรดแลคติกเพียงเล็กนอย
เทาน้ัน แบคทีเรียกรดแลคติกน้ีจะยอยสลายสารอาหารโดยไมใชกาซออกซิเจน จุดเดนน้ีทําใหแบคทีเรียกรด
แลคติกมีการสลายนํ้าตาลทําใหเกิดกรดแลคติกในสภาวะที่มีออกซิเจนนอย นํ้าตาลจึงเปนแหลงพลังงานที่
สําคัญที่ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตกรดไดดี ในสภาวะการหมักที่มีปริมาณออกซิเจนนอย
รวมถึงความสามารถในการทนกรดที่ตัวเองผลิตข้ึนมาในปริมาณสูง  ๆได (ทิพวรรณ คลายบานใหม. 2549 : 
11 - 14) 

 

2.3.2  การจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 
จุลินทรียแบคทีเรียกรดแลคติก  มีความสําคัญมากในทางอุตสาหกรรมอาหาร หากแบงแยก

เปนกลุมแลว กลุมจุลินทรียที่มีความสําคัญกับอาหาร ไดแก กลุมแบคทีเรีย โดยจะทําการจําแนกตาม
สมบัติในการยอมสีแบบติดแกรม  เพื่อศึกษารูปรางลักษณะ แบงออกเปน 2 แบบ คือ แบบที่ยอมติดสี
แกรมบวก (ติดสีมวงของคริสตัลไวโอเล็ต) และแบบที่ยอมติดสีแกรมลบ (ติดสีแดงของแซฟรานิน)    
(สุมณฑา วัฒนสินธุ. 2545 : 24 - 32) ซึ่งการจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลกติก สามารถจําแนกไดเปน 
12 สกุล ไดแก 

2.3.2.1  Streptococcus  เซลลมลีักษณะรูปรางกลมหรือรูปไข (Cocci) ไมมีไซโตโครม 
(Cytochromes) มีเมตาบอลิซึมแบบหมักยอย เรียงตัวกันเปนคู หรือเปนสายโซ คะตะเลส (Catalase) เปน
ลบ (ขจร เจริญศิริ และ ฉัตรชัย ศรไชย. 2536 : 37) 

2.3.2.2  Vagococcus  เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขเซลลเรียงตัวกันเปนคู หรือตอกันเปนสาย 
บางสายพันธุสามารถเคลื่อนที่ได เจริญไดดีที่อุณหภูมิ  25 - 35 องศาเซลเซียส (Stiles และ Holzapfal, 
1997 อางโดยนอมจิตต แกวไทย. 2542 : 4) 

2.3.2.3  Lactococcus  ลักษณะเซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข บางชนิดมีรูปรางกึ่งแทงกึ่งกลม  
เซลลเรียงตัวกันเปนเซลลเด่ียว เปนคูหรือตอกันเปนสายโซ ผลิตกรดแลคติกชนิดเจริญที่อุณหภูมิ 10   
องศาเซลเซียส แตจะไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส (Teuber, 1995 อางโดยนอมจิตต แกวไทย. 2542 : 3) 

2.3.2.4  Enterococcus  เซลลรูปรางไขจัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียวหรือสายโซสั้น ๆ  ผลิตกรด 
แลคติก ชนิด L (+) สามารถเจริญไดดีที่ 30 องศาเซลเซียส บางชนิดอาจสามารถเปนเช้ือกอโรคฉวยโอกาส
แกคนได (ขจร เจริญศิริ และ ฉัตรชัย ศรไชย. 2536 : 36) 

2.3.2.5  Pediococcus  เซลลมีรูปรางกลมมีการแบงตัวในลักษณะ 2 ทิศทางบนอากาศ 
(Axelsson, 1998 อางโดยนอมจิตต  แกวไทย. 2542 : 4) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3.2.6  Tetragenococcus   มีลักษณะการแบงตัวเหมือนกับ Pediococcus เน่ืองจากเดิม คือ 
สปชีส Pediococcus  halophilus ซึ่งจัดจําแนกใหมจากการเจริญในอาหาร มีเกลือโซเดียมคลอไรคสูงถึง 
18% (Simpson และ Taguchi, 1995 อางโดยนอมจิตต  แกวไทย. 2542 : 4) 

2.3.2.7  Aerococcus  มีลักษณะการแบงตัวเหมือนกับ Pediococcus ในลักษณะ 2 ทิศทางบน 
อากาศโดยประกอบดวย 2 สปชีส คือ Aerococcus viridians และ Aerococcus urinae (Stiles และ 
Holzapfal, 1997 อางโดยนอมจิตต แกวไทย. 2542 : 4) 

2.3.2.8  Leuconostoc เซลลมีการจัดเรียงตัวเปนเซลลเด่ียวอยูเปนคู หรือเปนสายโซสั้นถึง 
ปานกลาง ไมมีเอนไซมคะตะเลส เปนพวกหมักยอยใหผลผลิตหลายชนิด(Heterofermentative type) 
เซลลมีลักษณะยืดออกคลายกลุม lactobacilli (ขจร เจริญศิริ และ ฉัตรชัย ศรไชย. 2536 : 32) 

2.3.2.9  Oenococcus โดยประกอบดวยสปชีสเดียว คือ Oenococcus oeni มีการเปลี่ยนมา 
จาก Leuc. oenos ดวย ซึ่งมีคุณสมบัติในการทนตอกรด และทนเอทานอลปริมาณสูง (Dicks และคณะ. 
1995 อางโดยนอมจิตต  แกวไทย. 2542 : 4) 

2.3.2.10 Weissella แบคทีเรียสกุลน้ีประกอบดวยแบคทีเรีย 7 สปชีส ซึ่งลักษณะคลาย 
แบคทีเรียในสกุล leuconostoc (leuconosdoc - like bacteria) รูปรางของเซลลเปนแทงและกลม โดยมี 
สปชีสเดิมอยูในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus  (Stiles และ Holzapfal, 1997 อางโดยนอมจิตต 
แกวไทย. 2542 : 4) 

2.3.2.11 Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่ใหญที่สุด และเปนแบคทีเรียแกรมบวกที่ 
สามารถแยกแบคทีเรียกลุมโคลิฟอรมออกจากแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกได  มีความหลากหลายของ
ลักษณะทางฟโนไทป  สมบัติทางชีวเคมีและสรีระ พบในแหลงตาง ๆ  เชน เย่ือเมือกของมนุษย สัตว พืชและ
นํ้าทิ้ง เปนตน เซลลมีรูปรางเปนทอนหรือทรงรี (coccobacilli) มีลักษณะสําคัญ คือ ไมสรางสปอร ไม
เคลื่อนที่  ตองการสารอาหารสูงในการเจริญประกอบดวย 55 สปชีส ซึ่งแบงไดเปน 3 กลุม สวนกลุม 
Obligately Homofermentative Lactobacilli หมักนํ้าตาลแลกโตส (มากกวา 85 %) เปนกรดแลคติกโดย
วิถี Embden – Meyerhof – Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม 1 , 6 Biphosphate – Aldolase แตไมผลิต
เอนไซม Phosphoketolase จึงหมักนํ้าตาลเพนโทสและกลูโคเนทไมได ประกอบดวย 18 สปชีสในกลุม 
Facultatively  Heterofermentative Lactobacilli หมักนํ้าตาลเฮกโซส เปนกรดแลคติกผานวิถี EMP มี
การผลิตเอนไซมทั้ง Aldolase และ Phosphoketolase จึงหมักนํ้าตาลเพนโทสได อีกกลุมคือ Obilgately 
Heterofermentative Lactobacilli หมักนํ้าตาล เฮกโซส และเพนโทส โดยผานวิถีฟอสโฟกลูโคเนท ซึ่งเปน
แลคเตทเอทานอล และคารบอนไดออกไซด ประกอบดวย 19 สปชีส Lactobacillus เปนแบคทีเรียที่จัดอยู
ในกลุมโพรไบโอติกส (Probiotics) จัดเปนแบคทีเรียในสภาพที่ยังมีชีวิตอยูเมื่อนําไปผลิตผลิตภัณฑอาหาร 
เชน  ผลิตภัณฑอาหารหมัก  หรือการนําไปใชในผลิตภัณฑอาหารเสริมตาง ๆ ความสามารถของแบคทีเรีย
กลุมน้ีจะทําหนาที่ชวยยอยอาหาร และมีความสามารถในการผลิตสารอาหารที่ดีมีประโยชนใหกับมนุษย 
ไดแก กรดอะมิโน กรดแลคติก พลังงาน ไวตามินเค ไวตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิด มี
ความเปนกรดมากพอที่จะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรค 

2.3.2.12  Carnobacterium เปนแบคทเีรียแกรมบวก เซลลมีรปูรางและลักษณะเปนทอน 
ตรงมีขนาดสั้นถึงปานกลางหรือเปนทอนเรียว (slender rod)  ไมมีเอนไซมคะตะเลส มีลักษณะทาง
พันธุกรรมใกลเคียงกับแบคทีเรียในกลุม anterococci มากกวาแบคทีเรีย carnobacterium         
(สุมณฑา วัฒนสินธุ. 2545 : 25) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.3.3  แหลงของแบคทีเรียกรดแลคติก 
กลุมแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกเปนสารเมตาบอไลททุติยภูมิ พบในอาหารหลายชนิด 

โดยเฉพาะในนม ผัก และผลไม เน้ือสัตวหรือในผลิตภัณฑตาง ๆ รวมถึงในรางกายของคนและสัตว 
สวนมากแบคทีเรียน้ีเปนแบคทีเรียที่เจริญในสภาวะที่ไมมีอากาศ แตในสภาวะที่มีอากาศก็ไมตาย และ
มีสมบัติในการยับย้ังแบคทีเรียที่ใหโทษกับอาหารบางชนิด (สุมณฑา วัฒนสินธุ. 2545 : 283) การแยก
แบคทีเรียกลุมน้ีตองเลือกใหตรงตามชนิด และความตองการที่จะนํามาใช  โดยตองระวังเช้ือชนิดอื่น
มาปะปน เรียกวา mixed culture ซึ่งการนํามาใชประโยชนไดน้ันสิ่งสําคัญ คือ ตองแยกเช้ือ
แบคทีเรียออกมาใหไดเปนเช้ือบริสุทธ์ิที่เรียกวา pure culture หมายถึง แบคทีเรียที่มาจากเซลล
เดียว หรือกลาเช้ือ (ขจร เจริญศิริ และ ฉัตรชัย ศรไชย. 2536 : 29) 
 

2.4  กลาเช้ือและการใชประโยชน 
 

2.4.1  กลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก   
นภา  โลหทอง (2534 : 122) ไดกลาววา แบคทีเรียกรดแลคติกมีบทบาทในการหมักอาหาร

หลายชนิดดวยกัน โดยจะแบงเปนแบคทีเรียกลุมของ homofermentative เปนกลุมที่เปลี่ยนนํ้าตาล
กลูโคสเปนกรดแลคติกดวยวิถีไกลโคลิติก สวนกลุม heterofermentative เปนกลุมที่เปลี่ยนนํ้าตาล
กลูโคสใหเปนกรดแลคติก เอธทานอล กรดแอซิติก และคารบอนไดออกไซดดวยวิถีฟอสฟอคีโตเลส 
(phosphoketolase  pathway) นอกจากน้ันยังมีเช้ือหลายสายพันธุสามารถเมแทบอไลซกรดซิตริก 
หรือเกลือซิเตรทใหไดสารพวกไดอแซธิล (diacetyl) แอซิโตอิน (acetoin) และบิวธีลลีนไกลคอน (2, 
3 - Butylene  glycol) ดังน้ันบทบาทสําคัญของการหมักอาหารของแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก 
การผลิตกรด ทําใหเกิดรสเปรี้ยว และมีกลิ่นหอมของสารตาง ๆ  ยังมีประโยชนในดานอื่นที่แตกตางกัน
ออกไปตามประเภทของผลิตภัณฑ 

มนุษยมีการรูจักการถนอมอาหารหมักโดยใชแบคทีเรียกรดแลคติกมาเปนเวลานานไมนอย
กวาการหมักโดยใชเช้ือรา และยีสต การหมักอาหารในยุคกอนมีการพัฒนาโดยการใชเช้ือบริสุทธ์ิที่
อาศัยเช้ือจากธรรมชาติที่ติดมากับวัตถุดิบ โดยมีการควบคุมสภาวะที่เหมาะสม เพื่อเอื้อการพัฒนาโดย
ใหเช้ือแบคทีเรียที่ตองการมีการเจริญเติบโต ซึ่งอาหารบางอยางใชวิธีเก็บบางสวนจากการหมักรุน
กอนไวเปนกลาเช้ือสําหรับการหมักรุนตอไป จนประมาณ ค.ศ. 1880 ไดมีการใชเช้ือบริสุทธ์ิผลิตเนย
แข็งเปนครั้งแรกในประเทศเดนมารค มีการพัฒนาวิธีการผลิตกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกอยาง
ตอเน่ืองจนเกิดเปนอุตสาหกรรม คุณสมบัติของกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกโดยทั่วไป โดยนภา     
โลทอง (2534 : 123) ไดกลาวถึงคุณสมบัติของกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก ดังน้ี 

1.  สามารถใชนํ้าตาลที่อยูในวัตถุดิบและผลิตไดตามระยะเวลาหรือปริมาณทีเ่หมาะสมกับ
ผลิตภัณฑน้ัน ๆ 

2.  ผลิตสารที่ใหกลิ่นเฉพาะของอาหารหมกัชนิดน้ัน ๆ  
3.  อยูในสภาพทีเ่มื่อนําไปเปนกลาเช้ือจะสามารถเจริญแขงขันกับจลุินทรียอื่นไดดี 
4.  การปลอดจากฝาจก (phage) ซึ่งสามารถหลีกเลี่ยงปญหาน้ีไดหลายวิธีดวยกันไดแก 
-  เตรียมกลาในรปูแบบเช้ือผสมโดยมีเหตุผลวาในขณะนําไปใช หากเช้ือสายพันธุใดสาย 

พันธุหน่ึงถูกทําลาย จะยังคงเหลือสายพันธุอื่น ๆ ที่ไมมีความเฉพาะกับฝาจกชนิดน้ันพอที่จะดําเนิน
กิจกรรมตอไปได 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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-  ใชเช้ือแตละสายพันธุสลับหมุนเวียนกัน 
-  คัดเลือกเพื่อการปรับปรงุสายพันธุที่ตานทานตอฝาจก เชน การใชสายพันธุที่มีการ      

ผาเหลา (phage  Resistant  Mutant) 
-  เตรียมกลาโดยเฉพาะเลี้ยงในอาหารที่ยับย้ังการเขาสูเซลลของฝาจก 
-  ในกรณีที่มีการเพิม่ปริมาณกลากอนใชงาน (Bulk Starter) ตองระวังการปนเปอนของ

ฝาจก 
 

2.4.2  กลาเชื้อผลิตภัณฑนม 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่ใชในผลิตภัณฑนมหมัก นอกจากหมักนํ้าตาลกลูโคสไดแลว จําเปนตอง

หมักแลคโตสที่เปนนํ้าตาลในนํ้านมไดดวย โดยแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถนํานํ้าตาลแลคโตสเขาสูเซลล
ได 3 วิธี และกระบวนการเมแทบอไลทใหเกิดเปนกรดแลคติกแตกตางกัน ทั้งน้ีนอกจากกรดแลวกลาเช้ือ
ผลิตภัณฑนมหมักยังตองมีประสิทธิภาพในการสังเคราะหสารระเหยที่ใหกลิ่นเฉพาะตัวของผลิตภัณฑแตละ
อยาง เชน ไดอะซิธิล และอเซตัลดีไฮด (Acetaldehyde) ซึ่งเกิดจากการเมตาโบไลซ ซิเตรท หรือกรดอะมิโน 
เชน ทรีโอนีน การจะไดผลิตภัณฑที่มีคุณสมบัติตามตองการน้ัน หลายผลิตภัณฑจําเปนตองใชกิจกรรมรวม
ของเช้ือมากกวาชนิดหน่ึงชนิด ซึ่งกลาที่ใชอาจอยูในรูปเช้ือผสมหรือผลิตเปนกลาเช้ือเด่ียวแตละชนิด แลว
นํามาใชรวมกันในอัตราสวนที่เหมาะสม ทั้งน้ีนภา โลหทอง (2534 : 133) ไดอธิบายอีกวาแบคทีเรียแลคติก
ที่ใชในผลิตภัณฑนมหมัก มีทั้งกลุมที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 40 ถึง 45 องศาเซลเซียส เรียกวา thermophilic  
starter และกลุมที่เจริญไดดีเฉพาะที่อุณหภูมิตํ่ากวาน้ี คือระหวาง 25 ถึง 30 องศาเซลเซียส เรียกวา 
mesophilic  starter และมีเช้ือที่นํามาใชในการผลิตเพียง 3 สกุลเทาน้ัน ไดแก Streptococcus 
(Lactococcus)  Leuconostoc และ Lactobacillus 

Streptococcus (Lactococcus) เปนแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรดแลคติก 
เพียงอยางเดียวแบงไดเปน 4 กลุม ไดแก กลุมไพโอเจน (pyogen) กลุมวิริแดน (viridan) กลุม     
เอนเทอโรคอคคัส (Enterococcus) และกลุมแลคติก เฉพาะกลาเช้ือที่ใชในการผลิตอาหารเทาน้ัน 
เปนแบคทีเรียที่มีลักษณะเปนรูปกลม หรือรูปไข อยูเด่ียว ๆ หรืออยูเปนคู หรืออาจตอกันเปนสายยาว 
ติดสีแกรมบวก ไมมีแคปซูล และเคลื่อนที่ไมได ตองการอาหารที่อุดมสมบูรณ เติบโตไดดีในอุณหภูมิที่ 
10 - 30 องศาเซลเซียส แตไมเจริญเติบโตในอุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส พบไดในนมและผลิตภัณฑ
ธัญพืชตางๆ 

Leuconostoc เปนแบคทีเรียแกรมบวก (gram Positive Bacteria) เปนสกุลของแบคทีเรียใน 
วงศ  Streptococcaceae  ซึ่งอยูในวงศเดียวกับ  Pediococcus  มีลักษณะรูปรางเปนทรงกลม หรือรูปไข 
ตอกันเปนสายหรือเปนคู  มีความสามารถหมักนํ้าตาลกลูโคส (Glucose) นํ้าตาลแลคโตส (Lactose) ใหเกิด
กรดแลคติกมักพบรวมกับ Lactobacillus เปนแบคทีเรียประเภท facultative anaerobe คือเจริญไดทั้งใน
ภาวะที่มีออกซิเจน และไมมีออกซิเจน ไมสรางสปอร (non spore forming bacteria) มักจะไมเคลื่อนที่ 
ยอยสลายคารโบไฮเดรทไดเด็กซแทรน (dextran) ทําใหเกิดเมือก เจริญไดดีในสภาพแวดลอมที่มีนํ้าตาลสูง 
(osmophilic bacteria) หลายสายพันธุเจริญไดที่อุณหภูมิตํ่า (psychrophilic bacteria) สามารถเจริญได
ในอุณหภูมิที่ 1 - 2 องศาเซลเซียส จึงเปนสาเหตุใหอาหารแชเย็นเสื่อมเสีย แหลงที่พบสวนใหญจะอยูใน
ลําไส น้ําลาย อุจจาระของมนุษย และสัตว ผัก ผลไม อาหารสัตว เครื่องมือที่ใชในโรงนม 

Lactobacillus เปนแบคทเีรียแกรมบวกประเภท Facultative Anaerobe ที่จัดอยูใน 
กลุมของแบคทีเรียกรดแลคติก มีความสามารถในการหมักเชนเดียวกับ Leuconostoc มักพบรวมกับ 
Leuconostoc มีความสําคัญในอาหารใชประโยชนจากการหมักดวยแบคทีเรียกลุมน้ี เพื่อถนอมเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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อาหารหลายประเภท ไดแก ผลิตภัณฑอาหารหมักจากนม เชน โยเกิรต (yogurt) นมเปรี้ยว 
(fermented milk) ผลิตภัณฑหมักจากเน้ือสัตว เชน แหนมไสกรอกเปรี้ยว ซาลามี (salami) 
ผลิตภัณฑหมักจากผักผลไม เชน ผักผลไมดอง กิมจิ (kimchi) แตงดอง (pickle) ซาวเคราท 
(sauerkraut) ทั้งน้ียังสงผลเสียอันเปนสาเหตุทําใหมีการเสื่อมเสียของอาหารหลายชนิด เชน อาหาร
กึ่งแหง การเสื่อมเสียของนม การเสื่อมเสียของเน้ือสัตว โดยทําใหเกิดรสเปรี้ยว การเกิดเมือกในนม 
เน้ือสัตว และผลิตภัณฑจากเน้ือสัตว เชน ไสกรอก แฮม เบคอน (พิมพเพ็ญ พรเฉลิมพงศ, 2553 : 
online) 

Steptococcus เปนแบคทีเรียที่นิยมใชเปนกลาเช้ือในผลิตภัณฑโยเกิรต เนยแข็ง ไดแก  
Steptococcus  themophilus มีลักษณะเดน คือ เจริญในสภาพที่มีปริมาณออกซิเจนตํ่าหรือไมมี
ออกซิเจน เปนแบคทีเรียที่ชอบความรอน (thermophilic bacteria) เจริญในอุณหภูมิที่ 45      
องศาเซลเซียส แตไมเจริญในอุณหภูมิที่ 10 องศาเซลเซียส ระดับความเปนกรดดาง 9.6 และเจริญได
ในโซเดียมคลอไรด 6.5 เปอรเซ็นต ซึ่งจะเปลี่ยนนํ้าตาลแลคโตส (lactose) ในนํ้านมเปนกรดแลคติก
และสรางกรดฟอรมิก (formic acid) เพื่อสงเสริมการเจริญเติบโตของ Lactobacillus 

Enterococcus เปนแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดใหมที่เริ่มมกีารใชเปนกลาเช้ือในผลิตภัณฑ 
นมหมักและเนยแข็ง แตยังมีขออภิปรายถึงแหลงที่พบและความปลอดภัย เน่ืองจากบางสายพันธุ
กอใหเกิดโรค สายพันธุที่ใชเปนกลาเช้ือรวมในการผลิตเนยแข็ง และใชเปนโพรไบโอติก คือ 
Enterococcus faecium มีลักษณะเดน คือ เช้ือจุลินทรียน้ีสามารถใชในการยับย้ังการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียที่ไมพึงประสงค และยังสามารถใชเปนโปรไบโอติก เพื่อเขาไปทําลายเช้ือแบคทีเรีย
อันตรายในระบบทางเดินอาหารได (นอมจิตต  แกวไทย. 2542 : 9) 
 

2.4.3  ชนิดของกลาเชื้อและการผลิตกลาเชื้อ 
กลาเช้ือและการผลิตกลาเช้ือแบคทีเรียแลคติกไดมีการพัฒนาจนสามารถนํามาผลติในระดับ

อุตสาหกรรม และมีการแบงชนิดกลาออกตามความเหมาะสมในการใชผลิตผลิตภัณฑตางๆ โดย
สามารถแบงออกไดเปน 

1.  กลาเช้ือที่นําไปใชไดโดยไมตองมีการเพิ่มปริมาณเช้ือ เชน กลาเช้ือที่ใชในเนยแข็ง เชดดา 
คอทเทจชีส และโยเกิรต ผลิตภัณฑเน้ือหมัก ผักและผลไมดอง เปนตน 

2.  กลาเช้ือที่ตองนําไปเพิ่มปริมาณเช้ือกอนใช กลาเช้ือชนิดน้ีกอนนําไปใชโรงงานอาหารหมักแต 
ละแหงจะตองนําไปเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณใหมากพอ  โดยกลาเช้ือที่เพิ่มปริมาณเช้ือแลวน้ีเรียกวา Bulk 
Starter ซึ่งเฉพาะโรงงานอุตสาหกรรมนมหมักเทาน้ันที่นิยมใชวิธีน้ี  

กลาเช้ือทั้งสองชนิดดังกลาวมีทั้งแบบกลาเช้ือเขมขน (concentrate  starter) และ กลา
เช้ือที่ไมเขมขน (unconcentrate starter)  ในรูปแบบแตกตางกัน เชน เปนกลาที่อยูในรูปแชแช็ง 
(frozen culture) ไลโอฟไลส (freez-dried  culture) และเช้ือผงแหง (dried culture) (นภา    
โลหทอง. 2534 : 124) การผลิตกลาเช้ือ ขจร เจริญศิริ และ ฉัตรชัย ศรไชย (2536 : 29) อธิบายถึง
การผลิตกลาเช้ือวา  โดยทั่วไปจะทําการแยกแบคทีเรียจากตัวอยางใหไดเช้ือบริสทุธ์ิชนิดเดียวซึ่งทําได
หลายวิธีคือ 

-  พอรเพลส (pour plate) มีวิธีการคลายคลึงกบั spread plate ตองทําการเจอืจางเช้ือ 
กอน และวิธีน้ีเปนการผสมเช้ือเขากับอาหารในจานเพาะเช้ือในขณะที่อาหารน้ันยังไมแข็ง โดย
อุณหภูมิของอาหารจะประมาณอยูที่ประมาณ 45 องศาเซลเลซียส หรือตํ่ากวา เหมาะกับเช้ือ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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จุลินทรียที่ใชอากาศ และไมใชอากาศในการหมัก แตตองเปนจุลินทรียที่มีคุณสมบัติทนความรอนใน
การหมัก 

-  สเปรดเพลส  (spread plate) เปนการเกลี่ยเช้ือใหกระจายลงบนอาหารแข็ง  ซึ่งจะตองทําการ  
เจือจางเช้ือกอน จากน้ันจึงใชแทงแกวรูปสามเหลี่ยมเข่ียเช่ือใหทั่ว เหมาะตอการคัดแยกเช้ือเหมือนกันกับ
วิธีแรก คือ จุลินทรียที่ชอบอากาศ   

-  สตรีคเพลส (streak plate) หรือการใชลูปเข่ียเช้ือขีดเปนเสนหลายๆ ครั้งบนอาหารแข็ง  
เหมาะกับจุลินทรียที่ใชอากาศ   

-  อันริชเมนทเคาเจอ เทคนิค (enrichment – culture  technique) วิธีน้ีใชอาหารที่ให 
แบคทีเรียที่ตองการเจริญได  แตแบคทีเรียที่ไมตองการเจริญไมไดหรือเจริญไดชากวา 

-  ซีเรียล ไดรูช่ัน เทคนิค (serial dilution technique) วิธีน้ีจะนิยมนํามาใชแยกแบคทีเรียที ่
ตองการซึ่งมีจํานวนมากกวาแบคทีเรียชนิดอื่น  โดยการทําใหเจือจางลงในหลอดที่มอีาหารเลี้ยงเช้ือ  เมื่อทํา
ใหเจือจางมากจะเหลือแบคทีเรียอยูชนิดเดียวที่ตองการ ทดสอบโดยการ Streak หรือ Spread ลงในอาหาร
แข็ง 

-  ซิงเกิ้ล เซลล ไอโซลูช่ัน เทคนิค (single – cell  isolation technique) วิธีน้ีตองอาศัย 
เครื่องมือเขามาชวย  ซึ่งเครื่องมือชนิดน้ีเรียกวา Micromanipulator รวมกับกลองจุลทรรศนเพื่อจะเลือก
เอาแบคทีเรียเด่ียว ๆ  ออกมาจากตัวอยาง  โดยอาศัย Micropipette หรือ Microprobe เลือกหาแบคทีเรีย
ที่ตองการออกมาได  วิธีน้ีตองอาศัยการฝกฝนจนชํานาญ ทั้งน้ีการผลิตกลาเช้ือเบื้องตนน้ันโดยทั่วไปจะใช
การผลิตกลาเช้ือโดยวิธีที่หน่ึง วิธีที่สอง และวิธีที่สาม เพราะทําไดงาย สะดวก ไมยุงยาก  

ซึ่งหลักการผลิตกลาเช้ือโดยทั่วไปจําเปนตองมีสิ่งที่ตองคํานึงถึง โดยนภา โลหทอง (2534 : 
123 - 136) ไดกลาวไวดังน้ี 

1.  เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสม  เพื่อใหไดเซลลที่มีประสทิธิภาพมากทีสุ่ด 
2.  ในกรณีทีจ่ะผลิตกลาชนิดเขมขน จะเลือกวิธีที่เหมาะสมในการทําใหเช้ือเขมขน 
3.  เลอืกรปูแบบและวิธีการในการเก็บเช้ือตามความสะดวกนําไปใช เชน การแชแข็ง  

การไลโอฟลลไลซ  การทําใหแหง  เปนตน 
4.  ทุกข้ันตอนของการทํางานตองระมัดระวังการปนเปอนของฝาจก 
 

ประโยชนของการใชกลาเชื้อ 
1.  ลดระยะเวลาในการหมัก  สามารถผลิตผลิตภัณฑไดอยางรวดเรว็ ซึ่งการหมกัผลิตภัณฑ

บางชนิดอาจใชเวลานาน 
2.  สามารถควบคุมการหมัก  และคุณภาพของผลิตภัณฑไดงายข้ึน 
3.  ลดการสะสมของสารบางชนิดที่อาจจะกอใหเกิดผลเสียแกผลิตภัณฑ  และผูบริโภคใน

ระยะสั้นและระยะยาว 
4.  ยับย้ังและทําลายจลุินทรียที่เปนเช้ือโรค  เน่ืองจากจลุินทรียบางชนิดมีความสามารถใน

การทําลายเช้ือบางอยาง อันเปนสาเหตุทําใหอาหารเสือ่มเสยี 
 

2.4.4  การนํากลาเชื้อไปใชประโยชน 
แบคทีเรียเปนสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก  แตมีบทบาทมากทั้งดานการกอโทษและกอประโยชนแมแต

แบคทีเรียชนิดเดียวกันก็ยังสามารถใหโทษและประโยชนไดเชนกัน  ข้ึนอยูกับสภาพแวดลอมในขณะที่
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สิ่งมีชีวิตแสดงบทบาทอยู สําหรับประโยชนของแบคทีเรียและการประยุกตใชน้ัน รังสินี โสธรวิทย (2550 : 
187 – 195)  ไดกลาวไว ดังน้ี 

2.4.4.1  ดานอาหารและเครื่องด่ืม  กรดแลคติกเปนสวนประกอบเพือ่ใชในการปรับสภาพ 
ความเปนกรดเพื่อใหเกิดรสเปรี้ยวตามตองการ  และมีการใชกรดแลคติกรวมกับกรดซิตริก รวมทั้ง
กรดโพรพิโอนิก (Propionic Acid) เพื่อทําใหเกิดรสเปรี้ยวในอาหาร แตอาจมีความจําเปนตองใชกรด
แลคติกเพียงชนิดเดียวสําหรับผลิตภัณฑที่ตองการกลิ่นและรสชาติที่จําเพาะ ซึ่งการผลิตอาหารหมัก
น้ันจะไดมาจากแบคทีเรีย เช้ือรา และยีสต ซึ่งมีการควบคุมสภาพแวดลอมใหเหมาะสม โดยแบง
ผลิตภัณฑอาหารหมักจากจุลินทรีย  ไดแกเครื่องด่ืมประเภทแอลกอฮอล โดยจะมีผลิตภัณฑตาง ๆ 
ไดแก  เบียรไวน สาเก เหลาขาว ฯลฯ ซึ่งจะใชยีสตในการผลิต  โดยยีสตจะสามารถเปลี่ยนนํ้าตาลเปน
แอลกอฮอล  และคารบอกไดออกไซดในสภาพที่ไมตองใชออกซิเจนดังสมการ คือ 
 

      ยีสต 
 C6H12O6  2C2H5OH     + 2CO2 

         นํ้าตาลกูลโคส  แอลกอฮอล    คารบอนไดออกไซด 
 
-  เครื่องปรุงอาหาร  ในที่น้ีจะหมายถึงนํ้าสมสายชู  ซีอิ้ว  เตาเจี้ยว  ซึ่งนํ้าสมสายชูมีอยู 3  

ชนิด คือ   
1.  นํ้าสมสายชูหมกั  ไดจากการนําธัญชาติ  ผลไม  หรือนํ้าตาลมาหมักกบัยีสตแลวหมักกับ 

เช้ือนํ้าสมสายชูตามวิธีธรรมชาติ  
2.  นํ้าสมสายชูกลั่น ไดจากนําแอลกอฮอลกลั่นเจือจาง (dilute distilled alcohol) มา 

หมักกับเช้ือนํ้าสมสายชูแลวนําไปกลั่น (distillation) ซึ่งจะมีกลิ่นรสที่เปนเอกลักษณลดลงตาม
วัตถุดิบที่ใชในการผลิตเหมือนกัน คือ แอลกอฮอลกลั่น โดยปกติชนิดกลั่นจะมีคุณภาพใกลเคียงกัน 
ทั่วไปแลวนํ้าสมสายชูกลั่นจะตองมีลักษณะใส ไมมีตะกอนและมีปริมาณกรดนํ้าสมไมนอยกวา 4% 

3.  นํ้าสมสายชูเทียม เปนผลิตภัณฑที่ไดจากการนําเอากรดนํ้าสม  (acetic acid) ซึ่งสังเคราะห  
ข้ึนทางเคมี  เปนกรดอินทรียมีฤทธ์ิเปนกรดออนมีความเขมขนประมาณ 95 เปอรเซ็นต มาเจือจางจนได
ปริมาณกรด 4 ถึง 7 เปอรเซ็นต ที่อุณหภูมิ 27 องศาสเซลเซียส ในการหมักนํ้าสมสายชูน้ันวัตถุดิบที่ใช
โดยทั่วไป คือ องุน แอปเปล เมล็ดธัญชาติ หรือผลไมตาง ๆ  นํ้าตาล กากนํ้าตาล เปนตน 

ในสวนของซีอิ๊วและเตาเจี้ยว เปนเครื่องปรุงที่ประกอบดวยคารโบรไฮเดรตในรูปของนํ้าตาล
รีดิวส โปรตีน แรธาตุ และกรดอะมิโนหลายชนิดที่ไดจากถ่ัวเหลือง ผลิตภัณฑอาหารหมักจากสัตว 
ไดแก  ผลิตภัณฑหมักจากนม เปนผลิตภัณฑที่มีการนําเช้ือแบคทีเรียที่สรางกรดแลคติกหมักกับ
นํ้าตาลแลกโตสในนํ้านมโดยแบคทีเรียจะสรางสารใหเกิดกรดแลคติก ซึ่งเปนสารเมแทบอไลท  ซึ่งกรด
น้ีจะตกตะกอนโปรตีนในนํ้านม เรียกวา เคิรด ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีกลิ่นรสดี และชวยเพิ่มอายุการ
เก็บรักษาของนํ้านม ผลิตภัณฑหมักจากนมที่สําคัญไดแก โยเกิรต เปนนมเปรี้ยวที่ใชแบคทีเรียในการ
หมัก โดยแบคทีเรียที่ใชจะเจริญไดดีที่อุณภูมิสูง แบคทีเรียแตละชนิดมีความแตกตางกัน ในดานสมบัติ
ทางกายภาพ และกิจกรรมทางชีวเคมี มีผลทําใหนมหมักมีคุณคาทางอาหาร และมีผลตอสุขภาพที่
แตกตางกัน ซึ่งในสวนของผลิตภัณฑอื่น ๆ ที่สามารถเห็นไดทั่วไปและคุนเคยกันดี ไดแก ครีมเปรี้ยว
เนยแข็งหรือชีส นมบัตเตอร 
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-  ผลิตภัณฑหมักจากเน้ือสัตว  ไดแก แหนมและไสกรอกเปรี้ยว ซึ่งไดมาจากการนําเน้ือสัตว 
นํามาปรุงรส  และคลุกเคลาเครื่องเทศใหเขากัน  แลวนํามาบรรจุ  โดยแหนมจะทําการหอโดยใช
ถุงพลาสติกหรือใบตอง  แตไสกรอกจะเปนการอัดบรรจุเขาไปในไสออนของหมูสด ซึ่งจะมีการหมักไว 2 ถึง 
3 วัน เพื่อแบคทีเรียกรดแลคติกทํางานในการสรางใหผลิตภัณฑน้ันมีรสชาติ และกลิ่นเฉพาะข้ึนมา ตอมา
คือผลิตภัณฑ ซาลาม ิเปนผลิตภัณฑเน้ือที่ผานการหมักของชาวอิตาลี ซึ่งมีสวนผสมหลัก ๆ ไดแก เน้ือหมู
หรือเน้ือวัวบด ไวน เกลือ สมุนไพร และเครื่องเทศ 
 

 
 

ภาพท่ี 2.3 การใชแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารหมัก 
ท่ีมา  :  ปนมณี  ขวัญเมือง (2546) 
 

-  ผลิตภัณฑอาหารหมักท่ีมาจากพืช  เปนผลิตภัณฑอาหารหมกัที่ไดจากผัก ผลไม และ     
ธัญชาติ  ไดแก ผักและผลไมสวนใหญที่นํามาดองเปรี้ยว เชน กะหล่ําปลี ผักกาดเขียว แตงกวา  
หนอไม ผักเสี้ยน มะมวง  มะยม  และมะนาว  ฯลฯ โดยนํามาหมักกับแบคทีเรียตามธรรมชาติที่อาศัย
อยูในผัก ผลไม เปลี่ยนนํ้าตาลใหเปนกรดแลคติกโดยไมตองเติมเช้ือ แตจําเปนตองปรับสภาพแวดลอม
ใหเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดน้ัน ๆ ผลิตภัณฑสวนใหญที่มักเห็นตามทองตลาด
ทั่วไป มักจะเปนผักและผลไมที่มีการดองเกลือ และการแชอิ่ม ในสวนของผลิตภัณฑผักและผลไมหมัก
อื่น ๆ น้ัน ไดแก กิมจิ แตงกวาดอง มะนาวดอง บวยดอง ฯลฯ เปนตน  
 
 

การใชแบคทีเรีย

กรดแลคติกในอาหาร

ผลิตภัณฑนม

ผลิตภัณฑปลา

ผลิตภัณฑ
เครื่องด่ืม

ผลิตภัณฑเน้ือ

ผลิตภัณฑธัญพืช

ผลิตภัณฑถ่ัว

ผลิตภัณฑ 

พืชหัว

ผลิตภัณฑผกัและ
ผลไม
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-  ธัญชาติ ผลิตภัณฑอาหารหมักจากธัญชาติ เชน ขนมปง และขาวหมาก ในดานของขนมปง 
สวนใหญการหมักจะเกิดข้ึนในระหวางการนวดแปงกับนํ้าใหฟูจนไดโด และจะใชยีสตเปนตัวชวยในการที่จะ
ทําใหแปงขนมปงฟู  หลังจากการนวดแลวพักแปงประมาณ 2 ช่ัวโมง กอนแปงจะเริ่มมีลักษณะที่ใหญข้ึน
เพียงเล็กนอย  และจะเพิ่มข้ึนอีกประมาณ 2 ถึง 4 ช่ัวโมง และจะลดลงในชวง 4 ถึง 6 ช่ัวโมง การหมักจะ
เริ่มตนข้ึนเมื่อยีสตถูกผสมกับแปงจนนําไปอบ การอบจะทําใหยีสตหยุดทํางาน  ทําใหขนมปงเริ่มความ
เหนียวและยืดหยุน  รวมถึงมีกลิ่นรสที่เกิดจากสารที่ยีสตผลิตออกมา ตอมาผลิตภณฑที่มักพบในทองถ่ิน 
คือขาวหมาก  เปนอาหารพื้นเมืองของไทย บริโภคเปนของหวาน โดยใชเช้ือที่มีช่ือวา ลูกแปง เปนตัวหมัก 
ซึ่งลูกแปงจะทํามาจากขาวเจา  หรือขาวเหนียวผสมกับสมุนไพรตาง ๆ เชน กระเทียม ชะเอม ลูกจันทร 
กานพลู ขา เมล็ดผักชี ลักษณะของขาวหมักจะมีกลิ่นแอลกอฮอล รสหวาน (รังสินี  โสธรวิทย. 2550 : 187 
- 195) 

2.4.4.2  ดานการเกษตร  ปจจุบันกรดแลคติกมีบทบาทที่สําคัญมากทางการเกษตรเน่ืองบุคคล 
บางกลุมเริ่มหันมาสนใจดานการรักษาสิ่งแวดลอม ซึ่งเมื่อไมนานมาน้ีมหาวิทยาลัยเชียงใหมไดมีการใชกรด
แลคติกในการลดปริมาณสารอินทรียในนํ้าเสีย เพื่อตองการหาวิธีเพิ่มมูลคาและมีการใชประโยชนจากนํ้า
เสียโรงนมใหไดมากที่สุดจากกระบวนการหมักทําใหไดสารมูลคาเพิ่มซึ่งเปนตะกอนโปรตีน ที่สามารถ
นํามาใชเปนอาหารสัตวและสารต้ังตนในการผลิตพลาสติกชีวภาพรวมถึงการใชกรดแลคติกในดานอื่น ๆ 
เชน ภาชนะปลูกพืช วัสดุหอหุมและปลดปลอยยาฆาแมลง ยาฆาวัชพืช หรือปุยตามชวงเวลาที่กําหนด 
(พิสิฐ  ศรีสุริยจันทร. 2553: online) 

2.4.4.3  ดานบรรจุภัณฑ เชน บรรจุภัณฑที่ใชแลวทิ้ง ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดนํ้า กลองโฟม  
ถุงพลาสติกใส ฟลมสําหรับหีบหอเม็ดโฟมกันกระแทก ตัวเคลือบภาชนะกระดาษ 

2.4.4.4  ดานเสนใยและแผนผาแบบ Noo-Woven เชน ผลิตภัณฑอนามัย ผาออม เสื้อผา 
และเครื่องนุงหม เสนใยสําหรับบรรจุในเครื่องนอน 

2.4.4.5  ดานยานยนต เชน อุปกรณลดแรงกระแทก (bumpers) แผนรองพื้น (floor mats)  
และอุปกรณตกแตงภายใน 

2.4.4.6  ดานการแพทย  นํามาใชในการผลิตวัสดุทางการแพทยเชนไหมเย็บแผล (Sutures)  
ตัวเย็บแผล (staples) วัสดุปดแผล (wound dressing) อุปกรณฝงในรางกาย (surgicalimplants) อุปกรณ
สําหรับยืดกระดูก (orthopedic fixation devices) วัสดุสําหรับนําพาหรือปลดปลอยตัวยาซึ่งสามารถ
ควบคุมอัตราและระยะเวลาในการปลดปลอยยาไดอยางมีประสิทธิภาพ 

2.4.4.7  ดานเอนไซม  ในปจจุบันมีการผลิตเอนไซมจากจุลินทรียเพื่อการคาหลายชนิดเชน  
อะไมเลส  กลูโคอะไมเลส  เพคติเนส  เซลูเลส  โปรติเนส  และอินเวอรเทส  เปนตน 

2.4.4.8  ดานการผลิตกรดอินทรีย  สามารถนํากรดแลคติกมาใชผลิตกรดได 2 ประเภทคือ  
กรดอินทรียที่ใชปรุงแตงอาหาร เชน กรดซิตริก กรดแลคติก และกลูตามิก และอีกประเภท คือ กรดอินทรีย
ที่ใชเปนตัวทําละลายในอุตสาหกรรมพลาสติก เชน กรดฟูมาริก และกรดอิตาโคนิค  นอกจากน้ีกรดอินทรีย
ที่สําคัญสามารถใชในการเสริมคุณคาทางอาหาร คือ กรดอะมิโน เชน ไลซีน  ทรีโอนีน เมทไทโอนีน เปนตน   

2.4.4.9  ดานวิตามินและฮอรโมน  แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดสามารถสรางวิตามินไดเชน  
วิตามินบี 2 วิตามินบี 12 วิตามินเอ และฮอรโมนจิบเบอรเรลลิน (จารุวรรณ  มณีศร.ี 2551: online) 

2.4.4.10 ดานอ่ืน  ๆคือการนํากรดแลคติกไปใชเปนสารต้ังตนในการทําพลาสติกที่สามารถ 
ยอยสลายไดทางชีวภาพเพื่อใชแทนพลาสติกสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตร หรือที่เรียกวา การผลิต
พอลิแลคติก (มาลิน จุลศิริ และอุษณีย วงศทองศร.ี 2536 : 229) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.5  ผลิตภณัฑนมหมัก 
 

ผลิตภัณฑนมหมัก  เปนผลิตภัณที่นําเช้ือแบคทีเรียมาหมักกับนํ้าตาลแลคโตสในนํ้านม ซึ่ง
แบคทีเรียจะสรางสารใหเกิดกรดแลคติกเปนสารเมแทบอไลต ซึ่งกรดน้ีจะตกตะกอนโปรตีนในนํ้านม
ไดเปนเคิรด ทําใหผลิตภัณฑที่ไดมีกลิ่นรสดี  และชวยเพิ่มอายุการเก็บรักษาของนํ้านม ผลิตภัณฑนม
หมักที่สําคัญ ไดแก 

 
2.5.1  โยเกิรต 
โยเกิรต  มีการถูกคนพบโดยบังเอิญ  อันเปนผลจากการด่ืมนมที่ถูกเก็บไวโดยวิธีการด้ังเดิม

ในสภาพอากาศอบอุน  ซึ่งเริ่มมีการคิดคนหลายพันปมาแลวต้ังแตสมัยยุคหินใหม มีวิธีการทําโดยการ
นํานํ้านมสัตวมาหมักโดยเอนไซมที่พบข้ึนตามธรรมชาติจากลําไส  หรือกระเพาะของสัตว ทําใหเกิด
ลักษณะเปนเคิรด หลังจากน้ันจึงเกิดความนิยมในตัวโยเกิรตจนทําใหการผลิตโยเกิรตมีความตองการ
และความแพรหลายจนถึงปจจุบัน ทําใหไมเพียงพอตอผูที่บริโภค จึงมีการพัฒนาอยางตอเน่ืองในเชิง
พาณิชย (Makeyourownyogurt, 2554 : online) สําหรับโยเกิรตเพิ่งเขามาปรากฏในประเทศไทย
เมื่อไมกี่ปที่ผานมา แตปจจุบันน้ีผูคนรูจักโยเกิรตเปนอยางดี เลากันวามีการผลิตโยเกิรตกันต้ังแตเมื่อ
หลายพันปมาแลว เหตุที่โยเกิรตเปนที่นิยมรับประทาน เพราะวาโยเกิรตมีประโยชนตอสุขภาพหลาย
ประการ เชน แกปญหาการขับถาย ชวยเพิ่มสุขภาพเหงือก และเช่ือวาโยเกิรตไขมันตํ่าชวยลดนํ้าหนัก
ไดดวย การผลิตโยเกิรตนิยมผลิตจากแบคทีเรียสองชนิด คือ Streptococcus thermophiles และ 
Lactobacillus bulgaricus (ธวัชชัย  ดุลยสุจริต. 2553 : online) แบคทีเรียเหลาน้ีจะทําปฏิกิริยา
เปลี่ยนนมใหเปนโยเกริ์ต  นอกจากน้ีในปจจุบันยังมีการเติมแบคทีเรีย Bifidobacterium และ 
Lactobacillus casei ในโยเกิรตเพื่อเพิ่มคุณคาทางอาหาร  สําหรับคุณคาทางอาหารของโยเกิรตจะ
มากหรือนอยข้ึนอยูกับปริมาณแบคทีเรียที่ยังมีชีวิตในโยเกิรต ดังน้ันกระบวนการผลิต การบรรจุ การ
เก็บ ตลอดจนการขนสงลวนแลวแตมีผลตอคุณภาพของโยเกิรตทั้งสิ้น (Good Health, 2549 : 
online) ชนิดของโยเกิรตจะมี 3 ชนิด คือ แบบบอลขาน (คงรูป) เปนการนํานมที่อุนมาหมักกับ
จุลินทรียโดยไมมีการกระทําใด ๆ ใหเสียรูปจากเดิมหลังจากการหมัก ซึ่งโยเกิรตชนิดน้ีมีรูปแบบที่
ธรรมชาติ ไมมีรสชาติ มักรับประทานคูกับอาหารตาง ๆ เชน อะโวคาโด และสลัดไก หรือนํามาใชใน
การประกอบอาหาร แบบสวิส (กวน) เปนการหมักนมในถังขนาดใหญ มีการระบายความรอน และ
กวนใหเปนเน้ือครีมคอนขางละเอียด ซึ่งโยเกิรตชนิดน้ีอาจมีการเติมผลไมและกลิ่นรสผลไม เพื่อสราง
รสชาติใหกับตัวของผลิตภัณฑ ซึ่งนิยมนําโยเกิรตชนิดมาเปนเครื่องด่ืม หรือเปนสวนประกอบในการ
ทําขนม  หรือสามารถรัปประทานไดโดยแชเย็น และแบบกรีก (เน้ือขน) เปนโยเกิรตที่มีลักษณะขน
มาก  ซึ่งจะมีลักษณะดีข้ึนเมื่อถูกความรอน  เหมาะกับการนํามาประกอบอาหารมาก  โดยโยเกิรต
ชนิดน้ียังช่ือเรียกอีกอยางหน่ึงวา mediterranean yogurt หรือ โยเกิรตแบบเมดิเตอรเรเนียน 
(Dairygoodness. มปป: online)  

วิธีการทําโยเกิรต  ทําโดยตุนนํ้านมในหมอตุนหรือใชหมอ 2 ใบซอนกัน โดยหมอจะมีขนาด
แตกตางกัน ซึ่งหมอใบนอกตองมีขนาดใหญกวาจะใสนํ้าเพื่อตมนํ้าใหเดือด และหมอใบขางในจะนํา
นมใสลงไปเพื่อปองกันการไหมจากน้ันอุนนํ้านมใหอุณหภูมิประมาณ 85 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 
เพื่อฆาเช้ือจุลินทรียบางชนิดอันเปนสาเหตุของการเสื่อมเสียของอาหาร จากน้ันลดอุณหภูมิของนํ้านม
โดยใชวิธีการปลอยนํ้าไหลผาน หรือแชนํ้าแข็ง จนนํ้านมมีอุณหภูมิประมาณ 45 องศาเซลเซียส หรือ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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อุนพอที่จะทนไดเมื่อทดสอบโดยการหยดนมลงบนหลังมือ จากน้ันนําเติมกลาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 
ลงไป (นิยมใชในหองปฏิบัติการและเชิงพาณิชย) หากทํารับประทานเองที่บานอาจใชโยเกิรตรส
ธรรมชาติเปนกลาเช้ือทําการกวน หรือคนใหเขากัน  แลวบรรจุลงในภาชนะที่เตรียมไวโดยมีการฆา
เช้ือแลว เพื่อปองกันการปนเปอนของเช้ือจุลินทรียชนิดอื่น ปดฝาบมที่อุณหภูมิ 43 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 4 ถึง 6 ช่ัวโมง ถาไมมีตูบมสามารถใชกลองที่สามารถเก็บความรอน เปนเวลา 6 ถึง 8 
ช่ัวโมง หรือบมไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 8 ถึง 10 ช่ัวโมง จนกวาจะไดเน้ือโยเกิรตที่ เปรี้ยวตามที่
ตองการ (Michael Reeps, 2011 : online) 

 

2.5.2  คีเฟอร 
เปนนมเปรี้ยวพื้นบานของรัสเซีย  มีแหลงผลิตแรกเริ่มแถบภูเขาคอเคซัส ปจจุบันมีการผลิต

ในระดับอุตสาหกรรมในประเทศรัสเซีย  ยุโรป และอเมริกา ผลิตภัณฑนมหมักชนิดน้ีตางจากนม
เปรี้ยวชนิดอื่นๆ ที่นอกเหนือจากมีรสเปรี้ยวของกรดแลคติกที่เปนองคประกอบอยู 0.8 เปอรเซ็นต
และยังมีกลิ่นเหลาออนๆ เน่ืองจากมีเอทธิลแอลกอฮอลประกอบอยู 0.8 ถึง 1 เปอรเซ็นต การผลิตทํา
ไดโดยใสกลาเช้ือคีเฟอรที่เรียกวา คีเฟอรเกรน หรือบัวหิมะ (kefir grain) ประมาณ 50 ถึง 60 กรัมลง
ในนํ้านม 1 ลิตร ต้ังไวที่อุณหภูมิ 18 ถึง 25 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ถึง 28 ช่ัวโมง นําไปกรอง
ดวยที่กรองลักษณะเดียวกับกระชอนเพื่อแยกคีเฟอรเกรนไวใชตอไป ลักษณะของคีเฟอรเกรนจะเปน
กอนเช้ือที่ผสมระหวางแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต ซึ่งฝงตัวอยูในสารเมือกเหนียวประเภทโพลแีซค
คาไรด (polysaccharide) ซึ่งประกอบดวยนํ้าตาลกูลโคสและกาแลคโตส เรียกวา คีเฟอรแรน เช้ือ
ผสมน้ีมีลักษณะคลายดอกกะหล่ําเปนเมือกตะปุมตะปา มีสีขาวขนาดแตกตางกัน  เมื่ออยูในนํ้านมคี
เฟอรเกรนจะสามารถเพิ่มจํานวนและขนาดได  โดยทั่วไปจะมีขนาดประมาณเทาเมล็ดถ่ัว ในขณะที่
เซลลสามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนมากข้ึนจะมีการสรางเซลลโพลีแซคคาไรดไปดวย ดังน้ันคีเฟอรเกรน
จึงเปนเสมือนเช้ือผสมตรึงตัวเองอยูบนกอนสารเมือกทําใหสามารถใชเปนกลาไดอยางตอเน่ืองไมมีที่
สิ้นสุด (นภา โลหทอง. 2534 : 114 - 115) 

 

2.5.3  เนยแข็งหรือชีส   
เปนอาหารชนิดหน่ึงประเภทนมหมัก สามารถใชเปนอาหารวางหรือนํามาประกอบอาหาร

อยางหลากหลายในอาหารจานโปรด  โดยผลิตภัณฑชีสมีความหลากหลายอยางมากไมวาจะเปนชีดดา 
(cheddar) มอซซาเรลลา (mozzarella) หรือ เฟตา (feta) ฯลฯ ชีสไดเกิดข้ึนเมื่อ 7,000 ปกอน เริ่ม
มีการผลิตข้ึนในประเทศแคนนาดาจากการแนะนําแรกของโคซามูเอลเดอ ซึ่งแคนนาดาเปนประเทศที่
มีการทําปศุสัตวมาก โดยแตเดิมมีการนํานํ้านมของสัตวมาแยกของแข็งออกจากของเหลวในนมโดยใช
แบคทีเรียที่มีอยูในกระเพาะอาหารสัตว  ซึ่งปจจุบันสารสําคัญที่เปนตัวทํานํ้านมใหเกิดชีสคือ เรนเนท 
(rennet) โดยเปนสารที่สกัดจากกระเพาะสัตว มีสวนทําใหสามารถผลิตผลิตชีสไดจํานวนมากและ
รวดเร็ว นอกจากน้ียังสามารถสกัดไดจากเอนไซมผัก ผลไมบางชนิด หรือสวนประกอบของพืช
บางสวน การผลิตชีสเปนการหมักนํ้านมโดยการแยกนํ้าและแลคโตสออกจากกันมี 4 ข้ันตอน  คือ 1. 
เคิรดลิ่ง (curdling) 2. เดรนน่ิง (draining) 3. เพลสซิ่ง (pressing) 4. ริเพนน่ิง (ripening) เมื่อทํา 4 
ข้ันตอนน้ีแลว ชีสจะไดรับการทําใหมีกลิ่นรสที่เปนเอกลักษณ  ซึ่งจะข้ึนอยูกับลักษณะตาง ๆ เชน  
ชนิดของนม  การเกิดเคิรด การข้ึนรูปของนมเปรี้ยวและความสามารถในการตัด ลักษณะการทําใหสุก 
และแบคทีเรียหรือเช้ือราที่เปนตัวกําหนดสําคัญของชีส (Dairygoodness. มปป ก : online) 
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2.5.4  ครีมเปรี้ยว  
เปนซาวรครีม (sour cream) ลักษณะคลายโยเกิรตและนมเปรี้ยว จัดอยูในจําพวก single 

cream เพราะมีไขมันเนยประกอบอยูไมนอยกวา 18 เปอรเซ็นต วิธีการทําครีมเปรี้ยวแตเดิมน้ัน ใชวิธี
ทิ้งใหจุลินทรียในนม (ครีม) ทําปฏิกริยากับอากาศจนเกิดรสเปรี้ยว และมีการจับตัวเปนกอนตาม
ธรรมชาติ (ปจจุบันในประเทศรัสเซียและบางประเทศในยุโรปทางตอนเหนือก็ยังใชวิธีน้ีกันอยู) โดย
ปจจุบันวิธีการผลิตซาวรครีมแบบอุตสาหกรรม ใชวิธีผานกระบวนการเพื่อใหครีมมีรสเปรี้ยว โดยการ
อุนนมใหรอน จากน้ันก็ทําการเพาะจุลลินทรียลงไป โดยมีการควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสม แลวรอให
ครีมเกิดรสเปรี้ยว และจับตัวกันเปนกอน จึงนําออกจําหนายซาวรครีมคอนขางมีประโยชนมากในการ
ทําอาหารฝรั่งทั้งคาวหวาน เพราะวาชวยใหอาหารจานน้ัน ๆ มีรสชาติที่คอนขางพิเศษ คือ ทําให
อาหารมีรสชาติดีกวาการใชครีมธรรมดา แตใหรสเขมขน และรสชาติมันกวาการใชโยเกิรต ครีมชนิดน้ี
สามารถเก็บไวในตูเย็นไดประมาณ 1 อาทิตย อยาเก็บนานเกินกวาน้ัน เพราะซาวรครีมหากย่ิงมี
ระยะเวลาการเก็บมาก ก็จะย่ิงทําใหเปรี้ยวมาก (รังสินี โสธรวิทย. 2550 : 191) 

 

2.6  กระบวนการทางชีวเคมีในการหมัก 
 

การหมักเปนวิธีการถนอมอาหารที่มีกระบวนการตรงกันขามกับการถนอมอาหารวิธีอื่น ๆ 
ซึ่งการหมักเปนการเพิ่มจํานวนจุลินทรีย หรือยับย้ังกิจกรรมเมตาบอลิซึมของจุลินทรียในอาหาร โดย
กระบวนการหมักของแบคทีเรียกรดแลกติกแบงออกเปน 2 กลุม คือ homofermentative lactic 
acid และ heterofermentative lactic acid  

1.  การหมักแบบ homofermentative lactic acid เปนการหมักที่ประกอบดวยแบคทีเรีย 
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus และ Lactobacillus ในบาง  สายพันธุ 
โดยแบคทีเรียในกลุมน้ีสามารถสรางกรดแลกติกจากน้ําตาลกลูโคส หรือน้ําตาลที่มีคารบอน 6 ตัวอื่นๆ ได
กรดแลกติกประมาณ 95 % โดยสวนที่เหลือจะเปลี่ยนไปเปนกรดอะซิติกและคารบอนไดออกไซด ซึ่งการ
หมักแบบ homofermentative กลูโคสถูกเปลี่ยนแปลงไปเปนไพรูเวทผานกระบวนการเอมเดนเมอเยอฮอฟ
พารนาส (Embden Meryerhof Parnas pathway; EMP) (Franz et al., 1999 อางโดย ศิริรัตน ตันไสว. 
2547: 6) 

2.  การหมักแบบ heterofermentative lactic acid bacteria เปนการหมักที่ประกอบดวย 
แบคทีเรียประกอบดวย Leuconostoc, Weissella และ Lactobacillus บางสายพันธุ โดยแบคทีเรียกลุมน้ี
สามารถผลิตกรดแลกติกจากน้ําตาลกลูโคสหรือน้ําตาลที่มีคารบอน 6 ตัว ไดกรด แลกติก ประมาณ 50 
เปอรเซ็นต ไดกรดอะซิติกรวมทั้งเอทานอลประมาณ 20 - 25 เปอรเซ็นต และคารบอนไดออกไซด 20 - 25 
เปอรเซ็นต  โดยกระบวนการหมักแบบ Heterofermentative น้ําตาลกลูโคสจะถูกเปลี่ยนไปตามวิถี     
ฟอสโฟคีโตเลส (Phosphoketolase Pathway) หรือวิถี เพนโตส (Pentose Pathway) ซึ่งไดพลังงานเพียง
ครึ่งหน่ึงในกระบวนการ Homofermentative (ภาพที่ 2.4) (Axelsson, 1998 อางโดย ศิริรัตน ตันไสว. 
2547 : 6) 

โดยการคัดเลือกจุลินทรียที่เหมาะสม และสภาวะการเกิดเมตาบอลิซึมเปนตัวสําคัญในการ
หมัก ซึ่งกระบวนการทางชีวเคมีในการหมักมีดังน้ี 
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ภาพท่ี 2.4  วิถีการหมักกลโูคสแบบ homofermentative และ heterofermentative      
               ของแบคทีเรียกรดแลกติก 

ท่ีมา :  Caplice and Fitzgerald (1999) อางโดย ศิริรัตน ตันไสว (2547 : 6) 
 
2.6.1  การสรางกรดแลคติก (Lactic Acid Production)  
การสรางกรดแลคติกเปนกระบวนการสําคัญมากในระหวางการหมัก ซึ่งมีแบคทีเรียเปน

องคประกอบในการสรางข้ึนอยูกับวัตถุประสงคของการหมักวัตถุดิบ และอุณหภูมิที่เหมาะตอการ
ดําเนินกิจกรรมการหมัก  ซึ่งเปนการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของโมเลกุลสารทั้งสภาวะกายภาพ และ
ชีวภาพของสารประกอบประเภทคารโบไฮเดรท หรือ สารประกอบอื่น ๆ ที่มีลักษณะคลายคลึงกัน 
อาจเกิดไดทั้งภายใตสภาพที่มีออกซิเจน (aerobic) และไมมีออกซิเจน (anaerobic) เชน การเปลี่ยน
จากเอธิลแอลกอฮอลเปนกรดนํ้าสมโดยแบคทีเรีย acetobacter เปนสภาพที่มีออกซิเจน สวนการ
เปลี่ยนแปลงจากนํ้าตาลแลคโตสเปนกรดแลคติคโดยแบคทีเรีย Lactococcus เปนสภาพที่ไมมี
ออกซิเจน ซึ่งการสรางกรดแลคติกเปนสวนชวยในการพัฒนาผลิตภัณฑอาหาร โดยสามารถเพิ่มคุณคา
ทางอาหารใหสูงข้ึน ทําใหเน้ือสัมผัส กลิ่นและรสชาติของอาหารเปลี่ยนแปลงไป หากการดําเนิน
กิจกรรมของแบคทีเรียในการสรางกรดแลคติกเปนไปในทิศทางที่ดี มีการควบคุมปจจัยตาง ๆ ที่
เกี่ยวของใหเหมาะสมก็จะสงผลทําใหคุณภาพของผลิตภัณฑมีคุณภาพดีตามไปดวย (ตรี วาทกิจ. มปป 
: online) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.6.2  แลคโตสโฮโดรไลส (Lactose Hydrolyzed) 
เปนการเปลี่ยนแปลงในระหวางการผลติอาหารหมักประเภทนมหมักซึ่งอาจมีแลคโตสบางสวนยัง

ไมไดถูกหมัก ทําใหผูที่ไมสามารถใชแลคโตสไดจําเปนตองมีการลดระดับแลคโตสดังกลาวลงซึ่งทําไดโดย
การไฮโดรไลทดวยเอนไซมบีตากาแลคโตซิเดส (แลกเตส) (รังสินี โสธรวิทย. 2550 :  67 ) 

 

2.6.3  โปรตีนโฮโดรไลส (Protein Hydrolyzed) 
กระบวนการน้ีเริ่มข้ึนเมื่อแบคทีเรียที่มีความสําคัญตอการหมัก  มีการสรางกรดเปนสารต้ังตนใน

การสังเคราะหโปรตีน ทําใหไดโพลิเปปไทด (polypeptide) ที่มีขนาดสั้นลง เน่ืองจากพันธะเปปไทมถูก
ทําลาย ทําใหเกิดรสของเปบไทด (peptide) ที่เกิดจากไฮโดรไลซีส (hydrolysis) ของโปรตีน (proteolysis)  
มักเกิดข้ึนที่อุณหภูมิต่ํา 

 

2.6.4  การเกิดกลิ่นรสและเน้ือสัมผัส (Flavor Production)  
สิ่งสําคัญกระบวนการทางชีวเคมีในการหมักคือ การที่แบคทีเรียที่มีความสําคัญตอการหมัก

สงเสริมใหเกิดกลิ่นรส เน้ือสัมผัส และรูปลักษณะของอาหาร กลาวคือ หากแบคทีเรียที่ทําการหมักมี
คุณภาพก็จะสงผลตอคุณภาพของผลิตภัณฑดีตามไปดวย  โดยการเกิดกลิ่นรสและเน้ือสัมผัสจะข้ึนอยูกับ
ปจจัยตาง ๆ  ทั้งดานวัตถุดิบ กรรมวิธีการผลิต สภาวะภายนอก อุณหภูมิ รวมถึงปจจัยอื่น ๆ และลักษณะ
ของผลิตภัณฑ  เชนการทําใหน้ํานมถูกเปลี่ยนเปนเนยแข็ง (cheese) น้ําตาลถูกเปลี่ยนเปนแอลกอฮอล 
และผักเปลี่ยนเปนผักดอง เปนตน  ซึ่งแตละผลิตภัณฑที่กลาวมาลวนแลวแตมีความแตกตางทางดานกลิ่น
รสและเน้ือสัมผัสแทบทั้งสิ้น 

 

2.6.5  การเปลี่ยนแปลงไขมัน (Lipolysis) 
สวนใหญเกิดข้ึนไดในพวกนํ้านม  เน่ืองจากจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรีย ยีสต และรา 

ซึ่งอาจเปนเอนไซมที่มีอยูในนมเองหรือเปนเอนไซมที่เกิดจากแบคทีเรีย  ซึ่งเปนตัวสรางกลิ่นและ
รสชาติ  แมวาการสลายลิปดในนมหมักจะมีเพียงเล็กนอยก็ตาม 

 

2.6.6  การเปลี่ยนแปลงของส ี
แบคทีเรียที่ใชในการหมักสามารถทําใหสีของผลิตภัณฑเปลี่ยนไป อาจมีการเปลี่ยนแปลงไป

ตามสวนประกอบทางเคมีและทางกายภาพของนม เชน สีเหลืองเกิดจากไขมันในนม และข้ึนอยูกับที่
อาหารที่วัวกินเขาไป สวนใหญมักเห็นไดชัดในผลิตภัณฑเนยแข็ง (ศศิธร วงเรือง และคณะ. 2554 : 
online) 
 

2.7  งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

งานวิจัยที่เกี่ยวของกับการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก มีดังน้ี 
อัญชลินทร  สิงหคํา และ จีรชัย กาญจนพฤฒิพงศ (2551 : บทคัดยอ) ไดศึกษาถึงการคัดเลือก

และจําแนกแบคเรียกรดแลคติกจากนํ้านมดิบของแพะในเขตภาคกลางของประเทศไทยวัตถุประสงคของการ
ทดลองเพื่อคัดเลือก และจําแนกแบคเรียกรดแลคติกจากนํ้านมดิบของแพะในเขตภาคกลางของประเทศไทย 
เพื่อใชเปนกลาเช้ือในการผลิตโยเกิรตจากนํ้านมแพะ การศึกษาน้ีคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดทั้งหมด 
304 ไอโซเลต เปนเช้ือที่มีรูปรางทอนจํานวน 185 ไอโซเลต และรูปรางกลม 119 ไอโซเลต เมื่อจัดจําแนก
โดยการเทียบเคียงลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยาและการใชนํ้าตาลชนิดตางๆ ในการสรางกรดเทียบ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตามหลักเกณฑจาก Bergey’s Manaul of Determinative Bacteriology สามารถจําแนกออกไดเปน 78 
ไอโซเลต การจําแนกในระดับสกุลของแบคทีเรียกรด แลคติกสามารถจําแนกออกเปน 5 กลุม คือ 
Streptococcus (34.61 %), Lactobacillus (35.90 %), Lactococcus (5.13 %), Enterococcus (16.66 
%), Leuconostoc (7.70 %) และจําแนกในระดับสายพันธุเปน Streptococcus thermophillus (27     
ไอโซเลต), Lactobacillus bulgaricus (13 ไอโซเลต), Lactobacillus lactis (7 ไอโซเลต), Lactobacillus 
brevis (2 ไอโซเลต), Lactobacillus plantarum (6 ไอโซเลต), Lactococcus lactis sub Staptococcus 
lactis (4  ไอโซเลต), Entercoccus faecalis (13 ไอโซเลต) และ Leuconostoc mesenteroid (6          
ไอโซเลต) 

ปนมณี  ขวัญเมือง (2546 : บทคัดยอ)  ไดศึกษาถึงการจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกได
จากตัวอยางแหนมของไทย รวบรวมแหนมจํานวน 60 ตัวอยาง นํามาแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคโดยใช
อาหารแข็ง MRS ตรวจนับจํานวนโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติค จัดจําแนกโดยศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาสรีรวิทยาและการสรางกรดจากการใชนํ้าตาลชนิดตาง ๆ จํานวนแบคทีเรียกรดแลคติคที่พบใน
ตัวอยางแหนมอยูระหวาง 61 - 70 เปอรเซ็นต โดยเปอรเซนตตัวอยางแหนมทั้งหมดคิดเปน 75.66 
เปอรเซ็นต สวนใหญมีรูปแทงและมีการสรางกรดแบบ Homofermentative 64.13 เปอรเซ็นต ซึ่งพบมาก
จากตัวอยางแหนมทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ รองลงมามีรูปกลมและมีการสรางกรดแบบ 
Homofermentative 14.13 เปอร เซ็นต  ส วนแบคที เรียกรดแลคติคที่ มีการสร างกรดแบบ 
Heterofermentative รูปแทงพบ 16.84 เปอรเซ็นต  รูปกลมพบ 4.90 เปอรเซ็นต การจัดจําแนกสายพันธุ
ที่พบเปนจํานวนมากคือ Lactobacillus jonhsonii สายพันธุ Pediococcus pentosaceus และ 
pediococcus acidilactici ซึ่งแบคทีเรียทั้งสองจีนัสพบไดในอาหารหมักและนิยมใชเปนกลาเช้ือใน
ผลิตภัณฑเน้ือหมัก 

จุฑาทิพย บุญเกิด (2549 : บทคัดยอ)  ไดศึกษาถึงการคัดเลือก และจําแนกแบคทีเรียกรด      
แลคติกจากนํ้านมขาวเพื่อผลิตโยเกิรต การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้านมขาวที่ผานการฆาเช้ือที่
อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบแบคทีเรียกรด  
แลคติกทั้งรูปราง กลมและแทง โดยมีรูปรางกลม 84 ไอโซเลต รูปรางแทง 4 ไอโซเลต เปนแบคทีเรียกรด 
แลคติกในกลุม Homofermentative และเปนแบคทีเรียแกรมบวกทั้งหมด จากน้ันพบวามี 10 สายพันธุที่
สามารถผลิตโยเกิรตไดอยางมีประสิทธิภาพคือ ใหลักษณะเคริ์ดเรียบเนียน ใหกลิ่นรสชาติที่เหมาะสม ผลิต
กรดไดปริมาณสูงและใหคาพีเอชตํ่า ผลการจําแนกโดยเทียบเคียงลักษณะทางสรีรวิทยา และปฏิกิริยา
ชีวเคมีกับแบคทีเรียมาตรฐาน จําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกไดเปนสายพันธุ Lactobacillus plantarum 
KUS1, Pediococcus pentosaceus KUR1 และ Pediococcus pentosaceus KUR2 แบคทีเรียกรด   
แลคติกที่เหมาะสมจะนํามาใชเปนกลาเช้ือในการผลิตโยเกิรตจากนํ้านมขาวทางการคาตราสิริณ คือ L. 
plantarum KUS1 และ P. pentosaceus KUR2 สําหรับโยเกิรตจากนํ้านมขาวทางการคาตราวีฟท ใชเช้ือ
ผสมระหวาง L. plantarum KUS1 และ P. pentosaceus KUR1 จากน้ันไดทําการปรับปรุงผลิตภัณฑ
โยเกิรตนํ้านมขาวที่ไดโดยเติมนํ้าตาลซูโครส และนํ้าเช่ือมฟรุกโตส พบวาผลิตภัณฑโยเกิรตนํ้านมขาวที่เติม
นํ้าตาลซูโครสใหผลดีกวาการใชนํ้าเช่ือมฟรุกโตส ผลิตภัณฑโยเกิรตนํ้านมขาวที่เติมนํ้าตาลซูโครสมีระดับ
ความเปนกรดดางตํ่า เปอรเซ็นตกรดสูงกวาการใชนํ้าเช่ือมฟรุกโตสที่ความเขมขนเดียวกัน ลักษณะเน้ือ
สัมผัสกลิ่นรสเหมาะสําหรับผลิตเปนโยเกริตนํ้านมขาว 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



26 
 

ปทุมพร  ฉิมเอนก  และคณะ (2551 : บทคัดยอ)  ไดศึกษาถึงคุณสมบัติที่เหมาะสมของ
แบคทีเรียกรดแลคติกตอการเปลี่ยนแปลงของจุลินทรียในลําไสไกกระทง  พบวาเเบคทีเรียกรดแลคติก 
4 สายพันธุที่คัดเลือกได คือ Enterococcus faecium PR-2, Rumen bacterium MG-2, 
Lactobacillus plantarum IFS-1 และ Lactobacillus plantarum IG-3 ซึ่งมีคุณสมบัติเปน      
โพรไบโอติกที่ดี สามารถทนความเปนกรด - ดาง (pH) และนํ้าดีในระดับที่พบในลําไสไกได เมื่อนํา
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 สายพันธุไปเสริมในอาหารของไกกระทง แลวศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณจุลินทรียในลําไสสวนไอเลียม (ileum) และซีกัม (cecum) ของไก ผลการทดลองพบวา    
โพรไบโอติกที่ใชมีอิทธิพลตอจํานวนประชากร Escherichia coli  และแบคทีเรียกรดแลคติกในลําไส
ของไกกระทง  โดยในไกที่เสริมดวยโพรไบโอติกทั้งทางการคา โพรไบโอติกในรูปเช้ือเด่ียวและเช้ือผสม
มีแนวโนมประชากรแบคทีเรียกรดแลคติกทีมีในลําไสสวนไอเลียมสูงกวากลุมควบคุม (P<0.01) และ
ประชากร Escherichia coli  ในลําไสสวนซีกัมตํ่ากวากลุมควบคุม (P<0.01) อยางมีนัยสําคัญย่ิงทาง
สถิติ  โดยปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติกสูงกวา E. coli ทั้งในสวนไอเลียมและซีกัมของไก และไม
พบ Salmonellaspecies ในลําไสของไกที่ใชทดลอง 

จิราพัชร  กงภูธร และ วิเชียร ลีลาวัชรมาศ (2548 : บทคัดยอ) ไดศึกษาถึงการพัฒนา
ผลิตภัณฑโยเกิรตนํ้านมถ่ัวเหลืองโดยใชเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก 
Enterococcus faeciumKUA29, Pediococcus pentosaceusKUB3, Pediococcus 
pentosaceusKUC1 และ Lactobacillus plantarumKUC7 ที่แยกไดจากนํ้านมถ่ัวเหลืองใชเปน
หัวเช้ือเริ่มตนผลิตโยเกิรตที่มีการเติมโปรตีนถ่ัวเหลืองสกัดรอยละ 2 หมักที่อุณหภูมิ 37 และ 42 
องศาเซลเซียส นาน 12 ช่ัวโมง ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของคาพีเอช (pH) ปริมาณกรดแลคติกและ
จํานวนแบคทีเรียกรดแลคติก ระหวางกระบวนการหมัก พบวา ผลิตภัณฑโยเกิรตที่ไดจากการหมักที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีลักษณะที่ดีกวาการหมักที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส โดยหัวเช้ือ
เริ่มตนผสมระหวาง Pediococcus pentosaceusKUC1 และ Lactobacillus plantarumKUC7 
ทําใหคาพีเอชลดลงจาก 6.53 เปน 4.05 ปริมาณแลคติกเพิ่มข้ึนจาก 0.14  เปน 0.63 เปอรเซ็นต 
จํานวนเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมักเทากับ 9.81 Log CFU/ml ไมพบ      
โคลิฟอรมแบคทีเรีย ยีสตและรา มีคาความหนืด เทากับ 1,176 เซนติพอยต ปริมาณโปรตีนรอยละ 
4.10 ลักษณะเน้ือสัมผัส ความเปรี้ยว สี กลิ่น เปนที่ยอมรับไดของผูทดสอบและเหมาะที่จะเปนอาหาร
เพื่อสุขภาพแบบใหม 

Ao X, et al. (2012 : abstract) ไดศึกษาคุณสมบัติเฉพาะของแบคทีเรียกรดแลคติกในนม
จามรีหมักแบบด้ังเดิมและการนํามาประยุกตใชในผลิตภัณฑนมหมัก พบวาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 
(LAB) ที่แยกไดจากนมจามรีหมักแบบด้ังเดิมในที่ราบสูงมณฑลเสฉวนทางตะวันตกของประเทศจีน มี
ทั้งหมด 53 สายพันธุ ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมบวก และไมสรางเอนไซมคะตะเลส แบงออกเปน 6 กลุม 
มีความคลายคลึงกัน 87% โดยใชการวิเคราะหระดับ 16S rDNA และการวิเคราะห ATPA สายพันธุ
แบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญที่พบไดแก Durans enterococcus, Lactobacillus fermentum 
และ Lactobacillus paracasei คิดเปน 45.3, 22.6 และ 17.0% ของเช้ือตามลําดับ เมื่อนํามา
ประยุกตใชในนมหมัก พบวาสายพันธุที่มีผลตอการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของนมหมัก คือ SCA16 
(Durans) และ SCA52 (Lactobacillus fermentum) ซึ่งมีคะแนนสูงสุดในดานคุณภาพทาง
ประสาทสัมผัสโดยรวม ลักษณะนมหมักที่ไดมีความหนืดสูงคอนขาง มีความเปนกรดระดับปานกลาง 
มีคุณภาพทางประสาทสัมผัสที่ดี และจํานวนเซลลคอนขางสูง  ทั้งน้ีแบคทีเรียที่แยกไดสวนใหญมีฤทธ์ิ
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ยับย้ังการเจริญจุลินทรียเนาเสียอยางนอย 1 ใน 9 โดยกรดแลคติกเปนปจจัยหลักที่ยับย้ังการ
เจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียเนาเสีย อีกทั้งสายพันธุ SCA52 (Lactobacillus fermentum) และ 
SCA7 (Lactobacillus plantarum) เปนปฏิปกษกันบางสวน โดยตัวช้ีวัดระบุวา 2 สายพันธุอาจ
ผลิตสาร Bacteriocin เหมือนกัน ซึ่งคาดวาการพัฒนาสายพันธุที่ดีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได
จากนมจามรีหมักแบบด้ังเดิม จะทําใหไดนมหมักที่มีรสชาติ เน้ือสัมผัสที่ดี และคลายคลึงกัน 

Yantyati Widyastuti and Rohmatussolihat (2014 : abstract) ไดศึกษาบทบาทของ
แบคทีเรียกรดแลกติกในนมหมัก พบวาสายพันธุของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) เปนจุลินทรียที่
มีศักยภาพและมีการใชกันอยางแพรหลายในการหมักอาหารทั่วโลก โดยการหมักนมเปนกระบวนที่
จําเปนตองอาศัยกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติกในการเปลี่ยนแปลงของนํ้านม ซึ่งอาจมีผลตอ
คุณภาพที่ดีของผลิตภัณฑนมหมัก การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกในการหมักนมสามารถทําไดทั้ง
ที่เปนธรรมชาติ หรือใชเช้ือจุลินทรียเริ่มตน จากการสํารวจการหมักใน 2 ลักษณะ มีบทบาทสําคัญ
เพื่อการผลิตกรด เปนสารกันบูด และสรางรสชาติของผลิตภัณฑ อีกทั้งยังสามารถผลิต 
Exopolysaccharides ที่มีความจําเปน เชน การสรางพื้นผิว อีกทั้งยังมีคุณสมบัติชวยในการสงเสริม
สุขภาพ โดยพิจารณาจากรายงานที่มีอยูหลาย ๆ อยาง ซึ่งมีการยอมรับโดยทั่วไปวาปลอดภัย (GRAS) 
บทบาทของแบคทีเรียกรดแลคติกน้ี จึงนํามาใชกันอยางแพรหลายในการพัฒนาผลิตภัณฑใหมของนม
หมัก 

Wen Yi Zhang, et al. (2008 : abstract) ไดศึกษาถึงการแยกและจัดจําแนกจุลินทรียที่
พบมากในนมแพะหมักแบบวิธีธรรมชาติในภูมิภาคของมณฑลชิงไหประเทศจีน พบวาจากการ
วิเคราะหลักษณะทางสัณฐานวิทยา การวิเคราะหทางสรีรวิทยา และชีวเคมี เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก
ที่แยกไดจากนมแพะหมัก 11 ตัวอยาง มีเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 33 สายพันธุ ซึ่งนมแพะถูก
หมักในธรรมชาติใชวิธีการแบบด้ังเดิม โดยเรียกเก็บจากผูประกอบการที่แตกตางกันของแตละบุคคล
ในภูมิภาคของมณฑลชิงไห ผลการตรวจนับจํานวนแบคทีเรียกรดแลคติกเฉลี่ยเปน 2.5 × 108 > 3.0 
× 109 CFU / มิลลิลิตร  ในขณะที่ยีสตเปน 2.6 × 106 > 1.6 × 108 CFU / มิลลิลิตร เช้ือแบคทีเรีย
กรดแลคติกทั้งหมดไดแก Lactobacillus delbrueckii susp. lactis 7 สายพันธุ Lactobacillus 
delbrueckii subsp. bulgaricus และ acidophilus 4 สายพันธุ Lactobacillus 3 สายพันธุ 
Lactobacillus coryniformis subsp. coryniformis 1 สายพันธุ Streptococcus thermophilus 
12 สายพันธุ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 1 สายพันธุ Pediococcus 
acidilactici 3 สายพันธุ และ aerococcus 2 สายพันธุ 
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 บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจยั 
 

งานวิจัยนี้เปนการศึกษาการแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยางนมกระบือ
พันธุมูราหและการนําแบคทีเรียที่แยกไดมาใชประโยชน โดยมีวิธีดําเนินการวิจัยดังตอไปน้ี 
 

3.1  วัตถุดิบและอปุกรณทําการวิจัย 
 

3.1.1  วัตถุดิบ 
3.1.1.1  ตัวอยางนํ้านมกระบือพันธมูราห จากมรูาหฟารม จังหวัดฉะเชิงเทรา 
 

3.1.2  อาหารเลี้ยงเชื้อ  ไดแก 
3.1.1.2.1  MRS agar 
3.1.1.2.2  Glucose-Yeast Extract-Peptone 
3.1.1.2.3  Nutrient  Broth 
3.1.1.2.4  Plate  Count Agar (PCA) 
3.1.1.2.5  Potato Dextrose  Agar 
3.1.1.2.6  Whey permeat  
 

3.1.3  สารเคมี 
3.1.3.1  สารละลายกรดทารทาริกเขมขน 10 เปอรเซ็นต 
3.1.3.2  สารละลายไอโอดีน 
3.1.3.3  สารละลายฟนอฟทาลีน 
3.1.3.4  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 
3.1.3.5  สารละลายไกลซีน 
3.1.3.6  แคลเซียมคารบอเนต  
3.1.3.7  โบรโมครซีอลเพอรเพิล 
3.1.3.8  ไฮเดรเจนเพอรออกไซด 

 

3.1.4  เครื่องมือ  
3.1.4.1  เครื่องช่ังละเอียด จุดทศนิยม 2 ตําแหนง และ 4 ตําแหนง (ย่ีหอ AND รุน HR200)  
3.1.4.2  ตูปลอดเช้ือ (Bionazard Laminar Flow) ย่ีหอ Clean รุน V5-V6 
3.1.4.3  เครื่องผสมสาร (vortex mixer) 
3.1.4.4  เครื่องมือวัดความหวาน (Hand Refractometer รุน TAP-25E) 
3.1.4.5  หมอน่ึงความดัน (Autoclave) 
3.1.4.6  ตูบมเช้ือ (incubator) ย่ีหอ Memmert รุน W 8540 Schwabach 
3.1.4.7  กระดาษวัดพีเอช 
3.1.4.8  ตูอบลมรอน 
3.1.4.9  อางควบคุมอุณหภูม ิเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.4.10 ชุดยอมสีแบคทีเรีย 
3.1.4.11 ชุดไตเตรท 
3.1.4.12 ตูเย็น (refrigerator) ย่ีหอ SUPER CHILL รุน UN 617 D 
 

3.1.5  อุปกรณและเครื่องแกว 
3.1.5.1  ปเปต (pipette) ขนาด 1 มล. และ 5 มล. 
3.1.5.2  ไฟเช็ค 
3.1.5.3  ตะเกียงแอลกอฮอล 
3.1.5.4  เตาความรอน 
3.1.5.5  หมอสแตนเลส 
3.1.5.6  หลอดทดลอง 
3.1.5.7  บิวเรต (burette) 
3.1.5.8  บีกเกอร (Beaker) 
3.1.5.9 ขวดรูปชมพู (flask) 
3.1.5.10 เหยือกตวงของเหลว ขนาด 1000 มล. และ 2000 มล. 
3.1.5.11 กระบอกตวง ขนาด 50 มล. และ 25 มล. 
3.1.5.12 ขวดดูแลน ขนาด 250 มล. 500 มล. และ 1000 มล. 
3.1.5.13 เทอรโมมิเตอร (thermometer) 
3.1.5.14 หวงเข่ียเช้ือและเข็มเข่ียเช้ือ 
3.1.5.15 จานเลี้ยงเช้ือ (petri dish) 

 

3.2  การรับตัวอยางน้ํานมและวิธีการเกบ็รกัษาน้ํานมดบิ 
 

รับตัวอยางนํ้านมกระบือดิบพันธุมูราห จากมูราหฟารม จังหวัดฉะเชิงเทรา โดยนํ้านมดิบจะ
ถูกสงมายังมูราหเฮาส (Murrah House) โดยรับนํ้านมกระบือดิบ 3 ครั้ง กําหนดรหัสเปน Mbmf  
(รับนํ้านมกระบือดิบครั้งที่ 1) Bml (รับนํ้านมกระบือดิบครั้งที่ 2) ML-NP (รับนํ้านมกระบือดิบครั้งที่ 
3) ตามลําดับ ทําการควบคุมอุณหภูมิของนํ้านมโดยการบรรจุในกลองสูญญากาศบรรจุนํ้าแข็ง เพื่อ
รักษาอุณหภูมินํ้านมดิบคงที่ระหวางการขนสงมายังหองปฏิบัติการ ซึ่งวิธีน้ีจะอยูไดประมาณ 2 ช่ัวโมง 
จากน้ันนํานํ้านมดิบที่ไดมาทําการศึกษาการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกตอไป 
 

3.3  การคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคตกิจากน้ํานมกระบอืและการตรวจสอบ 
 

3.3.1  การเพาะเลี้ยงเชื้อและคัดแยกเชื้อใหบริสุทธิ ์ดําเนินการโดยนําตัวอยางนํ้านม 
กระบือดิบจากขอ 3.2 มาบมในอุณหภูมิที่ 41 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ทิ้งไวจนเกิดเคิรด 
จากน้ันนําตัวอยางที่บมแตละสภาวะมาเจือจางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว  เลือกการเจือจางที่ 10-3 
และ10-5 หยดลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีสวนผสมของแคลเซียมคารบอเนต (Calcium carbonate) 
1.0 เปอรเซ็นต และมีโบรโมครีซอลเพอรเพิล (bromocresol purple) เปนอินดิเคเตอร ประมาณ 
0.1 มิลลิลิตร ทําการสเปรด (spread) นําไปบมในตูบมที่อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 
48 ช่ัวโมง จนเกิดการเจริญของเช้ือเปนโคโลนี (colony) คัดเลือกโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียโดยสังเกต
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จากการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรจากสีมวงเปนสีเหลือง และมีบริเวณใสรอบโคโลนี  นําเช้ือที่เลือกไว
มาเข่ียบนจานเพาะเช้ือที่มีอาหารใหมโดยวิธีสตีกเพลท นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนเกิด
โคโลนีเด่ียว ทําซ้ําจนกระทั่งไดเช้ือที่มีความบริสุทธ์ิ จากน้ันนําเช้ือที่ไดไปศึกษาการตรวจสอบ       
คะตะเลส การยอมสีแกรม ตรวจสอบการสรางแกส ตรวจสอบคุณสมบัติการหมักแลคโตส ตรวจการ
ยอยสลายเคซีน  และตรวจสอบการสรางเคิรดในนํ้านม 

 

3.3.2  การตรวจสอบสมบัติเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
นําเช้ือบริสุทธของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดตามข้ันตอน 3.3.1 มาเพาะบนอาหารแข็ง 

MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48 ช่ัวโมง เพื่อนําเช้ือที่ไดมาตรวจสอบ
คุณสมบัติของเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกเบื้องตน ดังน้ี  

3.3.2.1  การตรวจสอบคะตะเลสและการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 
นําเช้ือบริสุทธที่แยกไดมาตรวจสอบเอนไซมคะตะเลส โดยใชลูปเข่ียเช้ือจากจานอาหาร

เพาะเช้ือแลวแตะลงบนแผนสไลดที่สะอาด หยดสารละลายไฮโดรเจนเพอรออกไซด (H2O2) 3 
เปอรเซ็นต ลงบนเช้ือที่อยูบนแผนสไลด 2 - 3 หยด หากโคโลนีที่คัดเลือกเกิดฟองอากาศ แสดงวา
แบคทีเรียน้ันใหผลบวกซึ่งจะไมจัดอยูกลุมแบคที่เรียที่สรางกรดแลคติก แตหากไมเกิดฟองอากาศ
แสดงวาเช้ือแบคทีเรียใหผลคะตะเลสเปนลบ ซึ่งจัดอยูในคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียที่สรางกรด
แลคติก จากน้ันศึกษาลักษณะรูปรางของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยการยอมสีแบบแกรม (วิธีตาม
ภาคผนวก ข) นําไปสองดูการติดสี รูปราง และการจัดเรียงตัวของเซลล โดยใชกลองจุลทรรศ
กําลังขยาย 1000 เทา คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก ติดสีมวงของคริสตัลไวโอเลต 

3.3.2.2  การตรวจสอบคุณสมบัติทางชีวเคม ีไดแก 
-  ตรวจการสรางแกส  เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ที่ใสหลอดดักแกส บมที่ 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หรือวางไวในอุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง หากเปนแบคทีเรีย
กรดแลคติกกลุม heterofermentative bacteria จะพบแกสในหลอดดักแก็ส สวนแบคทีเรียกลุม 
homofermentative  bacteria  จะไมพบแกสในหลอดดักแกส 

-  ตรวจคุณสมบัติการหมักนํ้าตาลแลกโตส  เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแข็ง 
 MRS ที่ประกอบดวยนํ้าตาลแลคโตส  แคลเซียมคารบอเนต และโบรโมครีซอลเพอรเพิล 2.0 1.0 
และ 0.0004 เปอรเซนต ตามลําดับ บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง 
ตรวจสอบการเจริญจากการเปลี่ยนสีของอาหารเลี้ยงเช้ือ และการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนีแสดงวา
หมักนํ้าตาลแลคโตสได 

-  ตรวจสอบการยอยสลายเคซีน เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแข็ง whey  
permeate บมเช้ือที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเจริญโดยดู
จากการเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี  แสดงวามีการสรางเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยเคซีนซึ่งเปน
โปรตีนในนํ้านม 

3.3.2.3  ตรวจสอบการสรางเคิรดในนํ้านม โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดใน 
นํ้านมที่มปีริมาณของแข็งทั้งหมด (milk total solids) 10 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 8 ช่ัวโมง สังเกตการณเกิดเคิรดหรือลิ่มนม 
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3.4  การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกในสายพันธุที่คัดเลือกจากน้ํานมกระบือ 
 

3.4.1  การวินิจฉัยเชือ้บริสุทธิ์ท่ีแยกไดในระดับสปชสี 
ดําเนินการเตรียมตัวอยางโดยเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิจากหลอดทดลองที่เก็บรักษาตัวอยางไว นํา

เช้ือแบคทีเรียกรคแลคติกมาสตรีคลงบนอาหารแข็งสูตร MRS บมในอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียสเปน
เวลา 24 – 48 ช่ัวโมง สงไปยังสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย เพื่อวินิจฉัยใน
ระดับสปชีส โดยวิธีการทดสอบชีวเคมี (เอพีไอ) ดวยชุดทดสอบ API 50 CHL 

 
3.4.2  การเก็บรักษาแบคทีเรียเพ่ือนําไปใชในการทําโยเกิรต 
ทําไดโดยเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิจากโคโลนีเด่ียวที่ไดผลจากการวินิจฉัยในขอที่ 3.3.3 มาแทงใน

อาหารสูตร MRS ที่มีผงวุน 0.8 เปอรเซ็นต และมีแคลเซียมคารบอเนต 1 เปอรเซ็นต บมอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และทําการตอเช้ือซ้ําทุก 
1 เดือน กรณีตองการนําเช้ือมาศึกษาการหมักโยเกิรตหรือนํามาใชประโยชนในการนํามาพัฒนา
ผลิตภัณฑ  ใหทําการสตรีคเช้ือลงบนอาหารแข็ง MRS บมไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
ระยะเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง  เพื่อนําเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกไปใชในข้ันตอนการเตรียมหัวเช้ือตอไป 
 

3.5  การนําเช้ือแบคทเีรียกรดแลคติกทีแ่ยกและคดัเลือกไดมาศึกษาสมบตัิในการหมัก 
โยเกริต 
 

3.5.1  การเตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
นํานํ้านมกระบือมาผานการพาสเจอรไรซ  โดยใชความรอนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที ทําใหเย็น นําเช้ือบริสุทธ์ิจากขอ 3.3.4 เพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง MRS นาน 24 - 
48 ช่ัวโมง ละลายในนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว 10 มิลลิลิตร โดยใสเช้ือประมาณ 5 ลูป ผสมเช้ือแบคทีเรีย
กับนํ้ากลั่นใหเขากัน จากน้ันนํามาเติมในนํ้านมที่ทําการพาสเจอรไรซแลว โดยใชสารละลายเช้ือ 5 
มิลลิลิตรตอนํ้านม 100 มิลลิลิตร (5 เปอรเซ็นต) บมที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง  
ใชสําหรับเปนหัวเช้ือในการหมักตอไป 

 

3.5.2  การศึกษาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตโยเกิรต 
นํานํ้านมกระบือพันธุมูราหที่ผานการพาสเจอรไรซ ใสหัวเช้ือที่ไดจากขอ 3.4.1 ปริมาณ 5 

มิลลิลิตรตอนํ้านม 100 มิลลิตร นําไปศึกษาการบมโยเกิรตในอุณหภูมิที่แตกตางกันโดยใชอุณหภูมิที่ 
37 41 และ 45  องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง โดยวางแผนการทดลองแบบชนิดของเช้ือ x 
อุณหภูมิ factorial ที่มีปจจัยการทดลอง 2 ชนิด คือ  

1. ชนิดของเช้ือที่คัดเลือกได  
2. อุณหภูมิในการหมัก 3 อุณหภูมิ คือ 37  41  และ 45 องศาเซลเซียส 

จากน้ันเก็บตัวอยางวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงระหวางการหมักที่อายุการหมัก 0 และ 8 
ช่ัวโมง ไดแก 

3.5.2.1  การวิเคราะหคาพีเอช โดยนําตัวอยางนมกระบือหมักแตละอุณหภูมิใสลงในบีกเกอร 
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ขนาด 50 มิลลิลิตร ใชเครื่องวัด (pH meter) จุมลงไปในตัวอยางทําการทดลอง 3 ซ้ํา อานคาและบันทึกผล 
(AOAC, 2000) 

3.5.2.2  วิเคราะหปรมิาณของแข็งทีล่ะลายไดทั้งหมด (Total Suspended Solids : TSS 
 มีหนวยเปนองศาบริกซ) โดยใชเครื่องมือวัดความหวาน (Hand Refractometer) รุน TAP-25E ทํา
การทดลอง 3 ซ้ํา อานคาและบันทึกผลจากน้ันนํามาหาคาเฉลี่ย (AOAC, 2000) 

3.5.2.3  วิเคราะหเปอรเซ็นตกรดแลคติก นําตัวอยางนมกระบือหมักแตละอุณหภูมิปริมาณ 1  
มิลลิลิตร เจือจางดวยนํ้ากลั่น 4  มิลลิลิตร หยดฟนอฟทาลีนเปนอินดิเคเตอร 2 – 3 หยด ทําการไตเตรท
ดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด จดบันทึกและคํานวณหาปริมาณกรดทั้งหมดที่ไตเตรทได 
ทําการทดลอง 3 ซ้ํา จากน้ันนํามาหาคาเฉลี่ย (AOAC, 2000) 

3.5.2.4  ตรวจนับจํานวนเซลลกรดแลคติกทีม่ีชีวิต โดยนํานํ้านมกระบือหมัก 1 มิลลิตร   
เจือจางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว 9 มิลลิลิตร ทําเปนลําดับๆ ละ 10 เทา ความเจือจางละ 3 ซ้ํา หยด
สารละลายนมหมักปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนอาหารแข็ง MRS Agar ทําการเสปรดเพลท นําไปบม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง ตรวจนับโคโลนีที่เกิดข้ึน นํามาหาคาเฉลี่ย (มี
หนวยเปนโคโลนี/มิลลิลิตร) (AOAC, 2000) 

3.5.2.5  ตรวจสอบการเกิดเคิรดโดยพิจารณาจาก สี กลิ่น รส ลักษณะเน้ือสมัผสั และความ 
แนนเน้ือเพื่อคัดเลือกอุณหภูมิที่เหมาะสมตอไป 

 

3.5.3  ทําการผลิตโยเกิรตจากเชื้อและสภาพอุณหภูมิท่ีเหมาะสมท่ีคัดเลือกไดจากขอ 
3.5.2 เพ่ือทดสอบการยอมรับของผูบริโภค 

ทําการทดสอบการยอมรับทางดานประสาทสัมผัส (sensory evaluation) ของโยเกิรตโดย
ใชแบบทดสอบตามวิธี 9 - point hedonic scale Test ใหคะแนนความชอบระดับ 1 - 9 (คะแนน 9 
= ชอบมากที่สุด และคะแนน 1 = ไมชอบมากที่สุด) ตามลักษณะสี กลิ่น รสชาติ เนื้อสัมผัส และ
การยอมรับโดยรวม ผูชิมเปนกลุมผูบริโภคที่ผานการฝกฝน จํานวน 30 คน (ไพโรจน วิริยจารี,  
2545 : 92) ไดแก กลุมนักศึกษาภาควิชาครุศาสตรเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลา   
เจ าคุณทหารลาดกระบัง  ผลการทดสอบชิมที่ไดจะถูกนํามาวิเคราะหขอมูลหาคาเฉลี่ยเพื่อ
เปรียบเทียบคาของตัวอยาง โดยใชโปรแกรมสถิติสําเร็จรูป 
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บทท่ี  4 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 
 

4.1  การคดัเลอืกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคตกิจากน้ํานมกระบอื 
 

จากการนํานํ้านมกระบือดิบพันธุมูราหจากมูราหฟารม จังหวัดฉะเชิงเทรา มาบมจนเกิด
เคิรด นํามาแยกเช้ือบนอาหารแข็ง MRS พบวา ลักษณะของโคโลนีที่พบสวนใหญมีขนาดเล็ก ขอบเรียบ 
กลมนูน สีขาวขุน และมีความมันวาว คัดเลือกโคโลนีที่เปลี่ยนสีของอาหาร MRS จากสีมวงเปนสีเหลือง 
จากน้ันนํามาสตรีคเพลทบนจานอาหารใหมจนไดเช้ือบริสุทธ์ิ จํานวน  10  ไอโซเลต ) ไดแก Mbmf np1, 
Mbmf np3, Mbmf np4, Bml 1, Bml 2, Bml 3, Bml 4, ML-NP1, ML-NP2 และML-NP3  ตามลําดับ  
นําไปศึกษาการตรวจสอบคะตะเลส  และการศึกษาทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
4.1.1  ผลการศึกษาการสรางเอนไซมคะตะเลสและการยอมสีแกรม (ลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาโดยการยอมสแีกรม) 
ผลการศึกษาการทดสอบคะตะเลสและลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามตารางที่ 4.1 พบวา เช้ือ

แบคทีเรียที่มีการเปลี่ยนสีอินดิเคเตอรของอาหารเลี้ยงเช้ือจากสีมวงเปนสีเหลือง มีบริเวณใสรอบโคโลนี 
และนํามาตรวจหาเอนไซมคะตะเลสมีจํานวนทั้งหมด 10 ไอโซเลต ใหผลเปนลบคือไมมี เอนไซม              
คะตะเลสเปนลบ  เมื่อนํามายอมสีแกรมพบวา เปนแบคทีเรียแกรมลบ (ติดสีแดงของเซฟรานิน) จํานวน 2 
ไอโซเลต ไดแก Bml 4 และ ML-NP3 และ เปนแบคทีเรียแกรมบวกจํานวน 8 ไอโซเลต (ติดสีมวงของ
คริสตัลไวโอเลต) ไดแก Mbmf np1, Mbmf np3 Mbmf np4, Bml 1, Bml 2, Bml 3, ML-NP1 และ  
ML-NP2 ตามลําดับ ลักษณะการจัดเรียงตัวและการกระจายตัวของเซลลภายใตกลองจุลทรรศ มีลักษณะ
คลายคลึงกัน โดยเช้ือที่พบสวนใหญมีรูปรางของเซลลเปนทอนสั้น เรียวบาง มีการจัดเรียงตัวของเซลลเปน
โซสั้นๆ ซึ่ง Larsen et al, (1993) อธิบายวา เช้ือแบคทีเรียที่ใชกับอาหารหมัก มักอยูในกลุมแบคทีเรียแกรม
บวก ไมสรางสปอร ไมเคลื่อนที ไมสรางเอนไซมคะตะเลส มีทั้งรูปรางแทงและรูปรางกลมรี มักพบใน
ธรรมชาติและพบมากในนํ้านม และสอดคลองกับอัจฉราพร  เกิดกุล (2554: 4) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรีย
จากผลิตภัณฑนมเปรี้ยวพรอมด่ืมโยเกิรต และนมผง พบวา ลักษณะสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน
ของเช้ือแบคทีเรียสวนใหญจะยอมติดสีแกรมบวก รูปรางเปนทอนยาว ไมมีการสรางเอนไซมคะตะเลส และ
สามารถยอยสลายคารโบไฮเดรตในสภาพที่มีออกซิเจน หรือไมมีออกซิเจนก็ได อากาศจึงเปนปจจัยหน่ึงของ
เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกที่ใชในการผลิตกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลักโดยการหมักนํ้าตาลชนิดตางๆ ผาน
กระบวนการที่แตกตางกัน การทําผลิตภัณฑนมหมักสวนใหญจะเนนแบคทีเรียที่ไมมีการสรางแกสในวิถีการ
หมัก มีคุณสมบัติการหมักนํ้าตาลแลคโตส และการยอยเคซีนที่ใหผลเปนบวก ดังน้ันจึงนําแบคทีเรียที่เลือก
ไวจํานวนทั้งหมด 8 ไอโซเลต มาศึกษาสมบัติทางชีวเคมีตอไป 

 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.1 ผลการทดสอบคะตะเลสและลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
      การศึกษา 
 
 
รหัส 

ผลการทดสอบ
เอนไซม 
คะตะเลส 

การติดสีของ
เซลล และรูปราง 

รูปภาพจาก 
กลองจุลทรรศน 

หมายเหตุ 

Mbmf np 1 - 

ทอนสั้น / เซลล
ติดสีม วงคริส ตัล      
ไวโอเลต 

  

Mbmf np 3 - 

ทอนสั้ น  /  ติดสี
มวงคริสตัลไวโอ
เลต 

 
 
 

 

Mbmf np 4 - 

ทอนสั้น / เซลล
ติดสีคริสตัลไวโอ
เลต 

  

Bml 1 

- ทอนสั้น / เซลล
ติดสีคริสตัลไวโอ
เลต 

  

Bml 2 

- ทอนสั้น / เซลล
ติดสีคริสตัลไวโอ
เลต 

  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.1  (ตอ) 
      การศึกษา 
 
 
รหัส 

ผลการทดสอบ
เอนไซม 
คะตะเลส 

การติดสีของเซลล 
และรูปราง 

รูปภาพจาก 
กลองจุลทรรศน 

หมายเหตุ 

Bml 3 - 

ทอนสั้น / เซลลติดสี
คริสตัลไวโอเลต 

  

Bml4 + 

กลมรี / เซลลติดสี

แดงของแซฟรานิน 

  

ML-NP1 - 

ทอนสั้น / เซลลติดสี

คริสตัลไวโอเลต 

  

ML-NP2 - 

ทอนสั้น / เซลลติดสี

คริสตัลไวโอเลต 

  

ML-NP3 + 

ทอนสั้น / ติดสีแดง

ของแซฟรานิน 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.1.2 การศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดเลือกได 
นําเช้ือที่แยกไดจํานวน 8 ไอโซเลต มาสตรีคบนจานอาหารแข็งสูตร MRS บมที่อุณหภูมิ 37   

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48 ช่ัวโมง นําไปศึกษาสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแกสมบัติ
การสรางกาซ การหมักนํ้าตาลแลคโตส และการยอยเคซีน 

4.1.2.1  ผลการศึกษาสมบัติของเชื้อแบคทีเรียโดยทดสอบการสรางแกส 
ผลการทดสอบการสรางแกสของแบคทีเรียที่คัดเลือก พบวา กิจกรรมภายในหลอดอาหาร

เหลวของเช้ือที่แยกไดทั้ง 8 ไอโซเลต เปนไปอยางตอเน่ืองจนครบระยะเวลาการหมักที่ 48 ช่ัวโมง 
โดยชวงระยะการหมักที่ 24 ช่ัวโมง ลักษณะอาหารเลี้ยงในหลอดทดลองของเช้ือแตละไอโซเลตเริ่มมี
ความขุนเล็กนอยและมากข้ึนเรื่อยๆ เมื่อครบเวลาการหมักที่ 48 ช่ัวโมง โดยเช้ือทั้งหมดไมมีการสราง
ฟองอากาศภายในหลอดดักแกส แสดงวาเช้ือที่แยกไดไมมีคุณสมบัติในการสรางแกส ซึ่งจัดอยูในกลุม
วิถีการหมักแบบโฮโมเฟอรเมนเทช่ัน เพื่อใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรดแลคติก ผลการทดสอบแสดง
ในตารางที่ 4.2 สอดคลองกับกับงานวิจัยของ จินตนา ตะยวน (2553 : 29 - 30) อธิบายวา แบคทีเรีย
กรดแลคติกที่มีคุณสมบัติการหมักแบบโฮโมเฟอรเมนเทช่ัน หรือ โฮโมเฟอรเมนเทเทีฟ จะมี
กระบวนการหมักนํ้าตาลกูลโคสโดยผานกระบวนการที่เรียกวา เอมเดน เมเยอรฮอฟ พามาส 
(Emden-Meyerhof-Pamas หรือ EMP) หรือ ไกลโคไลติก พาทเวย (glycolytic pathway) ซึ่ง    
สามาถรผลิตกรดแลคติกได 95 เปอรเซ็นต  จากการหมักกลูโคส แลคโตส หรือกาแลคโตส 1 โมเลกุล 
เมื่อเขาสู EMP จะไดไพรูเวท และจะเปลี่ยนไปเปนกรดแลคติกซึ่งเปนผลิตภัณฑสุดทาย โดยแบคทีเรีย
ที่สรางกรดแลคติกจะสงผลกับผลิตภัณฑทําใหคาพีเอชในผลิตภัณฑลดลง จากการทดสอบการสราง
แกสในเช้ือแบคทีเรียที่แยกไดจํานวน 8 ไอโซเลต เช้ือทั้ง 8 ไอโซเลต ไมมีการสรางแกส  8  ไอโซเลต 

4.1.2.2  การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียโดยทดสอบการหมักแลคโตส 
ผลการทดสอบการหมักแลคโตสของแบคทีเรียที่คัดเลือก พบวา เช้ือที่แยกไดทั้ง 8     

ไอโซเลต มีการสรางกรดออกมารอบโคโลนี ทําใหอาหารเลี้ยงเช้ือเปลี่ยนสีจากสีมวงไปเปนสีเหลือง 
รอบๆ โคโลนีและเกิดบริเวณใส โดยวงใสจะมีความกวางเล็กนอย ต้ังแตระยะเวลาการบมที่ 24 ช่ัวโมง 
และจะชัดเจนมากข้ึนเมื่อครบระยะเวลา 48 ช่ัวโมง แสดงวาเช้ือทั้ง 8 ไอโซเลต มีคุณสมบัติในการ
หมักแลคโตส อีกทั้งแลคโตสยังเปนแหลงคารโบไฮเดรตพื้นฐานที่สําคัญตอกระบวนการหมักของ
แบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติก  ผลการทดสอบแสดงในตารางที่ 4.2 

ทั้งน้ีแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถยอยนํ้าตาลแลคโตสในนํ้านมจะเปนตัวชวยใน
กระบวนการยอย โดยใชเอนไซมแลคเตสมีการยอยแลคโตส แลวเปลี่ยนเปนกลูโคส และกาแลคโตส สงผล
ทําใหนํ้านมเกิดผลิตภัณฑใหมคือ โยเกิรต นอกจากน้ันแบคทีเรียกรดแลคติกที่สงเสริมการยอยแลคโตสใน
ผลิตภัณฑนม ยังชวยลดอาการที่รางกายไมสามารถยอยแลคโตสได ซึ่งทั่วโลกมีประชากรประมาณรอยละ 
70 ที่รางกายไมสามารถยอยแลคโตสไดอยางสมบูรณ เน่ืองจากการขาดเอนไซมแลคเตส โดยสวนใหญ
อาการที่รางกายไมสามารถยอยแลคโตสไดอยางสมบูรณพบในเด็กเล็ก จะลดลงหลังจากที่ใหรับประทาน
โยเกิรตที่มีเช้ือจุลินทรียกรดแลคติกมากกวาการบริโภคนมธรรมดา (Naidu et al, 1999 : 126) 

 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.2  ผลการศึกษาการสรางแกส  การหมักแลคโตส  และการยอยเคซีน 

รหัส การสรางแกส คุณสมบัติการหมักนํ้าตาลแลคโตส การยอยเคซีน 

Mbmf np 1 - + + 

Mbmf np 3 - + + 

Mbmf np 4 - + + 

Bml1 - + - 

Bml 2 - + + 

Bml 3 - + + 

ML-NP 1 - + + 

ML-NP 2 - + + 

  
4.1.2.3  การศึกษาคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียโดยทดสอบการยอยเคซีน 
ผลการทดสอบการยอยเคซีนของแบคทีเรียที่คัดเลือก พบวา เช้ือที่มีบริเวณใสรอบโคโลนี บน

อาหารแข็ง Whey  permeate มีจํานวนทั้งหมด 7 ไอโซเลต ไดแก รหัส Mbmf np1  Mbmf np3 Mbmf 
np4  Bml2  Bml3  ML-NP1  และ ML-NP2 โดยวงใสจะมีความกวางเล็กนอยเมื่อถึงระยะเวลาการบมที่ 
24 ช่ัวโมง และจะชัดเจนมากข้ึนเมื่อครบระยะเวลา  48  ช่ัวโมง แสดงวาเช้ือที่แยกไดจํานวน  7  ไอโซเลต มี
คุณสมบัติในการยอยเคซีน ยกเวนรหัส  Bml1 ที่ไมมีคุณสมบัติในการยอยเคซีน โดยสวนใหญเช้ือที่คัดเลือก
ในการนํามาใชเปนกลาเช้ือในการหมักนํ้านมจําเปนตองยอยสลายเคซีนได ซึ่งเปนปจจัยสําคัญที่มีผล
โดยตรงตอการเมแทบอไลซองคประกอบในนํ้านม ที่สงผลตอคุณภาพในการทําใหเกิดกลิ่นรสในผลิตภัณฑ
นม (โยเกิรต) ผลการทดสอบแสดงในตารางที่  4.2  ผลการทดสอบสอดคลองกับ Walstra, et al (2006) 
ที่ไดอธิบายวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่ใชในการผลิตผลิตภัณฑนมหมักจําเปนตองมีคุณสมบัติในการ
ยอยเคซีน เพื่อใชในการแยกเคซีนออกจากนํ้านม โดยเคซีน หรือ คาเซอีน เปนโปรตีนนมที่รวมตัวกับ
แคลเซียม อยูในรูปแคลเซียมคาซีเนท (calcium caseinate) โมเลกุลของเคซีนทําใหมองเห็นนํ้านม
เปนสีขาว ซึ่งเคซีนจะแทรกตัวอยูในนํ้านมภายใตสภาวะที่เรียกวา แขวนลอย (colloid)  โดยรวมตัว
อยูกับแรธาตุในนํ้านม คือ แคลเซียม และฟอสฟอรัส เมื่อแบคทีเรียกรดแลคติกมีการสรางกรดในระหวาง
กระบวนการหมัก จะสงผลใหแรธาตุดังกลาวเคลื่อนยายไปรวมตัวกับกรดแทน นํ้านมจึงมีความเปนกรด
เพิ่มข้ึน โปรตีนนมจึงไมสามารถแทรกตัวอยูในสภาวะแขวนลอยอีกตอไปได และพีเอชในนํ้านมลดลง เคซีน
ที่อยูในนํ้านมจึงตกตะกอนออกเปนกอนขาวเรียกวาเคิรด และมีนํ้าใส ๆ  สีเหลืองแยกตัวออกมา เรียกวาเวย 
ทั้งน้ีผลิตภัณฑที่ไดจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติในการยอยเคซีนบางชนิด มีสวนชวยในการ
ยับย้ังเอนไซม ACE  (Angiotension  coverting  enzyme)  ซึ่งเปนเอนไซมที่กระตุนการเกิดภาวะความดัน
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โลหิตสูง และเคซีนที่ถูกยอยสลายบางสวนยังมีประโยชนทางโภชนาการ เชน เปนสารตานอนุมูลอิสระ ชวย
ลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดได 

ซึ่งจากการศึกษาคุณสมบัติการสรางแกส การหมักแลคโตส และการยอยเคซีนของเช้ือแบคทีเรีย
ที่แยกไดจํานวน  8  ไอโซเลต พบวาเช้ือที่แยกไดทั้ง 8 ไอโซเลต มีผลในการสรางแกสเปนลบ และมี
คุณสมบัติในการหมักแลคโตสทั้งหมด แตในการยอยสลายเคซีนมีเพียงเช้ือรหัส Bml1 ที่ไมสามารถยอย
สลายเคซีนได ผลการทดสอบคุณสมบัติการสรางแกส การหมักแลคโตส และการยอยเคซีนสรุปวาแบคทีเรีย
ที่จะใชเปนกลาเช้ือ เพื่อนํามาคัดเลือกการสรางเคิรดในนํ้านมมีจํานวนทั้งหมด 7  ไอโซเลต ไดแก Mbmf 
np1 Mbmf np3  Mbmf np4  Bml2  Bml3  ML-NP1 และ ML-NP2 ตามลําดับ ซึ่งสอดคลองกับ 
Whittenbury (1964 : 24) กลาววาการหมักผลิตภัณฑนมสวนใหญมักใชกลาเช้ือแบคทีเรียที่มีการสราง
แกสเปนลบ แบคทีเรียกลุมน้ีมีกระบวนการการหมักแบบไมใชอากาศเพื่อใหไดผลิตภัณฑสุดทายเปนกรด 
แลคติก เรียกวาการหมักแบบโฮโมเฟอรเมนเทช่ัน หรือ โฮโมเฟอรเมนเทเทีฟ โดยมีการยอยกลูโคสผาน
กระบวนการไกลโคไลซิส ทั้งยังตองมีคุณสมบัติการหมักนํ้าตาลแลคโตสหรือนํ้าตาลนมเปนแหลง
คารโบไฮเดรตที่สําคัญพบในนมเพียงอยางเดียว สลายตัวไดงาย ทั้งน้ีเช้ือแบคทีเรียที่ใชยังตองมีการยอย
สลายเคซีนได สุวรรณา กิจภากรณ (2525 : 11 - 12) อธิบายอีกวาเคซีน เปนโปรตีนชนิดฟอสโฟโปรตีน 
(Phosphoprotein) ในนํ้านม สามารถแยกออกจากนํ้านมโดยการตกตะกอนดวยแบคทีเรียที่ผลิตกรด      
แลคติก ทําใหนํ้านมมีลักษณะขนหนืด หรือเกิดเคิรดในนํ้านมน้ันเอง ทั้งน้ีการที่จะไดผลิตภัณฑนมหมัก   
(โยเกิรต) ที่ดี จําเปนตองมกีลาเช้ือแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการยอยโปรตีนนํ้านมใหเกิดเคิรด ใหกลิ่นรส 
และเน้ือสัมผัสที่ดี โดยเช้ือแตละชนิดอาจจะใหลักษณะกลิ่น และรสชาติที่แตกตางกัน ดังน้ันจึงนําเช้ือ
แบคทีเรียที่คัดเลือกไดจํานวน 7 ไอโซเลต มาศึกษาการสรางเคิรดในนํ้านมกระบือตอไป 

4.1.2.4  การศึกษาคุณสมบัติการสรางเคิรดของเชื้อแบคทีเรีย 
ผลการสรางเคิรดของเช้ือแบคทีเรียของแบคทีเรียที่คัดเลือกจํานวน  7  ไอโซเลต ได

เช้ือ 2 ไอโซเลต ไดแก Mbmf np 3 และ Bml2 ที่มีลักษณะกลิ่นรส เนื้อสัมผัส และการสราง
เคิรดใกลเคียงกับโยเกิรตมากที่สุด ซึ่งเชื้อแบคทีเรียอีก 5 ไอโซเลตไดแก รหัส Mbmf np1, 
Bml3, Mbmf np4, ML-NP1 และ ML-NP2 มีลักษณะที่ไมดีเนื่องจากในดานกลิ่น กลิ่นนม
หมักที่ไดมีกลิ่นฉุนของแอมโมเนียทั้งหมด ดานรสชาติ มีรสจืด และขมเฝอนลิ้น มีความมันของ
ไขมันนมทั้งหมด ดานเน้ือสัมผัส เคิรดของนมหมักที่เกิดข้ึนแตกกระจายไมเกาะกัน มีการแยกตัวของ
นํ้าคอนขางมาก เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกบางรหัสออกไปทางเละ ตางจากเช้ือแบคทีเรีย Mbmf np 3 
และ Bml2 ที่ใหคุณลักษณะที่ดีตอการหมักนํ้านม ดานกลิ่น มีกลิ่นของนมหมักชัดเจน ไมมีกลิ่นฉุน
ปะปน ดานรสชาติ มีรสมันของไขมันนม รสหวานและเปรี้ยวออกมาเล็กนอย ดานเน้ือสัมผัส ลิ่มนมที่
เกิดข้ึนออนนุม จับตัวกันไมแข็งไปและไมเละไป มีลักษณะคลายเตาฮวย ซึ่งผลการทดสอบแสดงใน
ตารางที่ 4.3 
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ตารางท่ี 4.3  ลักษณะการเกิดเคิรดและลกัษณะทางประสาทสัมผัสในการหมักโยเกริต 
รหัส 

ลักษณะการเกิดเคิรด 

ลักษณะทางประสาทสัมผัส 

 
กลิ่น 

 

 
รสชาติ 

 

 
เน้ือสัมผัสของ

เคิรต 
 

M
bm

f 
np

 3
 

 มีกลิ่นของนมหมัก
ปกติ 

รสจืด นุมลิ้น มี
รสมันของไขมัน
นม รสหวาน
ออกมาเล็กนอย 
 

เคิรดทีเ่กิดข้ึนออน
นุม มีลักษณะคลาย
เตาฮวย 

Bm
l2

 

 

มีกลิ่นหอมหวาน 
ของนมหมัก (คลาย 
โยเกิรต) 

รสจืด มีรสมัน
ของไขมันนม 
รสหวานและ
เปรี้ยวออกมา
เล็กนอย 

เคิรดทีเ่กิดข้ึนออน
นุม จับตัวกันไมแข็ง
ไปและไมเละ 

 
จากการทดสอบการสรางเคิรดในนํ้านมกระบือของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 7 ไอโซเลต 

พบวาแบคทีเรียที่คัดเลือกมีการสรางเคิรดในนํ้านมทั้งหมด แตแบคทีเรียกรดแลคติกที่ใหคุณภาพใน
ดานกลิ่น รส เน้ือสัมผัส ของนมหมักดีและใกลเคียงกับโยเกิรตที่สุดมีจํานวน 2  ไอโซเลต คือ
แบคทีเรียกรดแลคติกรหัส Mbmf np3 และ Bml2 ซึ่งคุณภาพของนมหมักที่ดีควรมาจากแบคทีเรียที่
ใชเปนกลาเช้ือในการยอยโปรตีนในนํ้านม และคุณสมบัติที่สําคัญของกลาเช้ือที่ใชสําหรับผลิตภัณฑนม
หมัก ตองมีความสามารถในการสรางเคิรดที่มีลักษณะที่ดี ใหกลิ่น รส เน้ือสัมผัสที่ดี ซึ่งสอดคลองกับ 
Nauth K.R. (2004) ไดอธิบายวา โยเกิรตที่ดีควรมีลักษณะกึ่งแข็งกึ่งเหลว ไมหดตัวเปนกอนแยกอยู
ตางหาก มีสีขาวนวล มีกลิ่นหอมของนมหมักและมีรสเปรี้ยว วัดคาพีเอช ไดเทากับ 4.6 หรือวัดในรูป
ความเขมขนของกรดแลกติกไดรอยละ 0.9  โดยเช้ือแบคทีเรียแตละชนิดอาจสงผลตอคุณภาพของ  
เคิรดตางกันไป และจําเปนตองนําเช้ือทั้ง  2  ไอโซเลต ไดแก Mbmf np3 และ  Bml2 ตรวจสอบเพื่อ
จัดจําแนกแบคทีเรียในระดับสปช่ีสตอไป 

 

4.2  การจัดจําแนกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคตกิที่คดัเลือกในระดบัสปช่ีส 
 

นําแบคทีเรียที่แยกไดทั้ง 2 ไอโซเลต คือ Mbmf np3 และ Bml2 มาสตรีคบนจานอาหาร
แข็งสูตร MRS บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง เพื่อใชในการจัดจําแนก
แบคทีเรียในระดับสปช่ีส และนําแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงในขางตนสงไปวินิจฉัยระดับสกุลและสปช่ีส 
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โดยนําจานเพาะเช้ือแบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซเลต ปดดวยพาราฟลมโดยรอบเพื่อปองกันการปนเปอนของ
เช้ือแบคทีเรียอื่นที่จะเขามาปะปน ใสถุงรอน บรรจุลงในกระติกที่มีนํ้าแข็ง เพื่อใหเช้ือแบคทีเรียอยูใน
สภาวะอุณหภูมิคงที่ระหวางการนําสง ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในระดับสปช่ีส นําสงไปที่สถาบัน
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (วว.) จําแนกดวยวิธีการทดสอบชีวเคมี (เอพีไอ) 

จากผลการจัดจําแนกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได จํานวน 2 ไอโซเลต ดวย
วิธ ีการทดสอบชีวเ คมี ( เอพีไอ )  ของสถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (วว. )  พบวา 
เชื้อจุลินทรีย รหัส Mbmf np 3 ผลออกมาไมสามารถชี้ชัดไดวาเปนเชื้อจุลินทรียสกุลอะไร  
สวนเช้ือจุลินทรีย Bml2 ผลออกมาช้ีชัดวาเปนเช้ือจุลิทรียสกุล Lactobacillus  rhamnosus 
99.4% ในการช้ีชัด ซึ่งดูไดในภาคผนวก ง.  โดยชลลดา  ศิริเสตสุวรรณ  (2551: 12)  อธิบาย
วาเ ชื้อแบคทีเรียสกุล L. rhamnosus เปนแบคทีเรียที่พบไดในนํ้านม ผลิตภัณฑจากนม 
ผลิตภัณฑหมักดอง ในชองปาก ลําไส อุจจาระ และ ชองคลอดของมนุษยเปน facultative 
anaerobe รูปรางเปนทอน ตอกันเปนสายไมมี flagella จึงไมสามารถเคลื่อนที่ไดดวยตัวเอง 
เจริญเติบโตไดในชวงอุณหภูมิที่กวาง คือ 15 - 40  องศาเซลเซียส และสามารถใชสับเทรต
เริ่มตนที่ระดับความเขมขนสูง ซึ่งสามารถผลิตกรดแลคติกไดคราวละมาก ๆ อีกทั้ง  Nase  et 
al, (2001) ไดทําการศึกษาการรับประทานนมที่มี และไมมีเช้ือแบคทีเรีย L. rhamnosus  ใน
เด็กอายุ 1 - 6 ขวบ จํานวน 594 คน นาน 7 เดือน พบวา เด็กที่ไดรับประทานนมที่มีเชื้อ
แบคทีเรียแลคโตบาซิลลัส แรมโนซัส มีการผุของฟนนอยลง โดยอุทัย เกาเอี้ยน (2549: 316) 
ไดอธิบายวา แบคทีเรียสกุล L. rhamnosus เปนแบคทีเรียกลุมแลคโตบาซิลลัสที่มีการนํามา
ผลิตเปนโพรไบโอติกสที่สําคัญ การผลิตโพรไบโอติกสใหมีประโยชนตอรางกายโดยจะผลิตใน
ลักษณะของ functional food อีกทั้งแบคทีเรียสกุลนี้จัดอยูในกลุมโพรไบโอติกในตระกูล  
แลคโตบาซิลลัสชนิดที่มีประโยชน ทั้งยังเปนชนิดที่สําคัญที่ใชในปศุสัตว และคน ซึ่งไดรับการ
รับรองวามีความปลอดภัยโดยเฉพาะการนํามาบริโภค ถูกนํามาใชในผลิตภัณฑเสริมอาหาร
โภชนเภสัชภัณฑ (Donohue et al, 1998) รวมทั้งการทําผลิตภัณฑนมหมัก โดยแบคทีเรียที่ใช
จําเปนตองมีคุณสมบัติตามที่ตองการ ไดแก สามารถคงสภาพสิ่งมีชีวิตที่มีกลิ่นและรสชาติดีหลัง
การหมัก คงสภาพกรดออนๆ ตลอดชวงการเก็บ  สงผลใหผลิตภัณฑนมหมักมีคุณภาพที่ดี 
รวมถึงอุณหภูมิที่จะสงผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในระหวางการหมัก เนื่องจากเชื้อ
แบคทีเรียแตละชนิดมีความตองการของอุณหภูมิ และความตองการของนํ้าตาลในระหวางการ
หมักที่แตกตางกัน ดังนั้นจึงจําเปนตองนําจุลินทรียที่คัดเลือกทั้ง 2 สายพันธุ มาทดสอบการ
เจริญเติบโตในนํ้านม  เพื่อนํามาใชเปนกลาเช้ือสําหรับโยเกิรตตอไป  

 

4.3  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมกับการหมักโยเกิรตจากเช้ือที่คัดเลือกได 
 

4.3.1  การศึกษาการหมักโยเกิรตนํ้านมของเชื้อท่ีคัดเลือกโดยใชอุณหภูมิ 37 41 และ 45 
องศาเซลเซียส 

นํานํ้านมกระบือดิบมาพาสเจอรไรซที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แลวเติมกลาเช้ือ 
Unknown (Mbmf np 3)  และ กลาเช้ือ Bml 2  (Lactobacillus  rhamnosus) ปริมาณ 5 มิลลิลิตร  
ตอนํ้านม 100 มิลลิตร จากน้ันนําไปบมอุณหภูมิ 37  41  และ 45 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 ช่ัวโมง เก็บ
ตัวอยางวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงระหวางการหมักที่อายุการหมัก 0 และ 8 ช่ัวโมง ไดแก การนับ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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จํานวนเซลลระหวางการหมัก วัดคาพีเอช เปอรเซ็นตกรดแลคติก และปริมาณของแข็งที่ละลายได
ทั้งหมด (องศาบริกซ, ๐Bx) ตลอดจนลักษณะการเกิดเคิรด และกลิ่นรส เพื่อทําการศึกษาหาอุณหภูมิที่
เหมาะสมในการหมักโยเกิรตนํ้านมกระบือ 
 
ตารางท่ี 4.4  เปรียบเทียบคาพีเอช คาปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  เปอรเซ็นตกรดแลคติก และ 

   จํานวนเช้ือในการหมักนํ้านมกระบือดวยหัวเช้ือ Unknown (Mbmf np3) และ  
         Lactobacillus rhamnosus (Bml2) บมอุณหภูมทิี่  37  41 และ 45 องศาเซลเซียส เวลา   
                    0  ช่ัวโมง 

Trait 
Bacteria 

SE 
Temp 

SE. 
P-value 

Mbmf np3 Bml2 37 41 45 Bacteria Temp Bacteria * Temp 

pH 6.577 6.552 0.020 6.500 6.585 6.608 0.030 0.000 0.000 0.000 

TSS (๐Bx.) 11.778 11.778 0.136 12.000 11.833 11.500 0.167 1.000 0.139 0.397 

%กรด 0.300 0.289 0.016 0.383 0.233 0.267 0.019 0.626 0.000 0.215 

จํานวนเชื้อ 
(CFU/ml.) 

12.000 38.556 5.268 29.667 5.500 40.667 6.451 0.040 0.070 0.039 

 
ตารางท่ี 4.5  อิทธิพลรวมระหวางเช้ือแบคทีเรีย 2 ชนิดและอุณหภูมิที่มีผลตอคุณภาพการหมักโยเกิรต 
                      นํ้านมกระบือ เวลาการบมที่ 0 ช่ัวโมง 

Trait 
Mbmf np3 

SE 
Bml2 

SE P-value 
37 41 45 37 41 45 

pH 6.500 6.593 6.637 0.003 6.500 6.577 6.580 0.003 0.000 

TSS (๐Bx.) 12.000 12.000 11.333 0.236 12.000 11.667 11.667 0.236 0.397 

%กรด 0.367 0.233 0.300 0.027 0.400 0.233 0.233 0.027 0.215 

จํานวนเชื้อ 
(CFU/ml.) 

16.333 5.667 14.000 9.124 43.000 5.333 67.333 9.124 0.039 

 
จากการศึกษาการหมักโยเกิรตนํ้านมกระบือ โดยใชกลาเช้ือที่คัดเลือกได 2 ชนิด ในการหมัก 

ภายใตการบมอุณหภูมิที่ 37  41 และ 45 องศาเซลเซียส พบวา เวลาการบมเริ่มตนที่ 0 ช่ัวโมง ในทุก   
ทรีทเมนต คาพีเอช คาปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  เปอรเซ็นตกรดแลคติก จํานวนเช้ือแบคทีเรีย
เหมือนกันหมดในทุกทรีทเมนต แสดงในตารางที่ 4.4 และ 4.5 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 4.6  เปรียบเทียบคาพีเอช คาปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด  เปอรเซ็นตกรดแลคติก และ 
   จํานวนเช้ือในการหมักนํ้านมกระบือดวยหัวเช้ือ Unknown (Mbmf np3) และ  

         Lactobacillus rhamnosus (Bml2) บมอุณหภูมทิี่  37  41 และ 45 องศาเซลเซียส เวลา   
                    8  ช่ัวโมง 

Trait 
bacteria 

SE. 
Temp 

SE. 
P-value 

Mbmf np3 Bml2 37 41 45 bacteria Temp bacteria * Temp 

pH 5.186 5.196 0.020 4.517c 5.102b 5.953a 0.003 0.005 0.000 0.000 

TSS (๐Bx.) 6.220 6.220 0.157 6.166 6.166 6.333 0.192 1.000 0.783 0.023 

%กรด 0.867 0.867 0.021 0.967a 0.933b 0.633c 0.025 0.156 0.000 0.579 

จํานวนเชื้อ 
(CFU/ml.) 

235.220 178.330 15.693 152.666 203.833 263.830 19.220 0.025 0.500 0.279 

 
หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันตามแนวนอนมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 

95 เปอรเซ็นต  (P ≤ 0.05) 

 
ตารางท่ี 4.7  อิทธิพลรวมระหวางเช้ือแบคทีเรีย 2 ชนิดและอุณหภูมิที่มีผลตอคุณภาพการหมักโยเกิรต 
                    นํ้านมกระบือ เวลาการบมที่ 8 ช่ัวโมง 

Trait 
Mbmf np3 

SE 
Bml2 

SE P-value 
37 41 45 37 41 45 

pH 4.493 5.087 5.977 0.004 4.540 5.117 5.930 0.004 0.000 

TSS (๐Bx.) 5.667 6.333 6.667 0.272 6.667 6.000 6.000 0.272 0.023 

%กรด 1.000 0.967 0.633 0.036 0.933 0.900 0.633 0.036 0.579 

จํานวนเชื้อ 
(CFU/ml.) 

155.333 250.333 300.000 27.181 150.000 157.333 227.667 27.181 0.279 

 
จากตารางที่ 4.6 และ 4.7 การศึกษาการหมักโยเกิรตนํ้านมกระบือ โดยใชกลาเช้ือที่คัดเลือกได 2 

ชนิด ในการหมัก ภายใตการบมอุณหภูมิที่ 37  41  45 องศาเซลเซียส เมื่อสิ้นสุดการหมักที่เวลา 8 ช่ัวโมง 
พบวา คาพีเอชของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวยเช้ือ Unknown (Mbmf np3)  มีคาเทากับ 5.186 และ 
คาพีเอชของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวยเช้ือ Lactobacillus rhamnosus (Bml2) มีคาเทากับ  5.196 
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ) ที่หมักดวยเช้ือ Unknown (Mbmf 
np3)  มีคาเทากับ 6.220  และการเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ, ๐Bx) 
ที่หมักดวยเช้ือ  Lactobacillus  rhamnosus (Bml2)  มีคาเทากับ  6.220  การเปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นต
กรดแลคติกของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวยเช้ือ Unknown (Mbmf np3)  มีคาเทากับ 0.867 และการ
เปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นตกรดแลคติกของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวยเช้ือ Lactobacillus rhamnosus 
(Bml2) มีคาเทากับ  0.867 และ จํานวนเช้ือแบคทีเรียที่เกิดข้ึนระหวางการบมของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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หมักดวยเช้ือ Unknown (Mbmf np3)  มีคาเทากับ 235.22  (โคโลนี/มิลลิลิตร, CFU/ml)  และจํานวนเช้ือ
แบคทีเรียที่เกิดข้ึนระหวางการบมของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวยเช้ือ Lactobacillus rhamnosus 
(Bml2) มีคาเทากับ 178.33  (โคโลนี/มิลลิลิตร, CFU/ml) แสดงในตารางที่ 4.6  

ผลของการบมโยเกิรตที่อุณหภูมิ  37  41  และ 45 องศาเซลเซียส พบวาจากการศึกษาคาพีเอช
ของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ใชกลา 2 ชนิด ในอุณหภูมิบมที่ 37 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 4.517 การบม
อุณหภูมิที่ 41 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 5.102 และการบมอุณหภูมิที่ 45 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  
5.953  การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ, ๐Bx) ของโยเกิรตนํ้านม
กระบือที่ใชกลา 2 ชนิด ในอุณหภูมิบมที่ 37 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 6.166 การบมที่อุณหภูมิ  41 
องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  6.166 และการบมที่อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 6.333 การ
เปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นตกรดแลคติกของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ใชกลา 2 ชนิด ในอุณหภูมิบมที่ 37      
องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  0.967 การบมที่อุณหภูมิ  41 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  0.933  และการบมที่
อุณหภูมิ  45  องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  0.633  จํานวนเช้ือแบคทีเรียที่เกิดข้ึนระหวางการบมของโยเกิรต
นํ้านมกระบือที่ใชกลา 2 ชนิด ในอุณหภูมิบมที่ 37 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ 152.66 (โคโลนี/มิลลิลิตร, 
CFU/ml) การบมที่อุณหภูมิ  41 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  203.833  (โคโลนี/มิลลิลิตร, CFU/ml) และ
การบมที่อุณหภูมิ  45 องศาเซลเซียส มีคาเทากับ  263.830  (โคโลนี/มิลลิลิตร, CFU/ml) แสดงในตารางที่ 
4.6  จากการทดสอบทางสถิติ พบวา มีอิทธิพลรวมระหวางชนิดของเช้ือและอุณหภูมิที่หมักตอคาพีเอช    และคา
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ, ๐Bx) แสดงในตารางที่ 4.7 และภาพที่ 4.1 
แตอยางไรก็ตามถึงแมวาจะมีอิทธิพลรวมกันแตผลการหมักที่ใหโยเกิรตคุณภาพดี คือการหมักที่  41  องศาเซลเซียส  
การหมักที่อุณหภูมิน้ีไดโยเกิรตที่มีพี่เอชประมาณ  5  และเปอรเซ็นตกรดแลคติกประมาณ   0.9  ซึ่งเปนคาที่
เหมาะสมกับการผลิตโยเกิรตเพราะคาพีเอชไมสูงเกินไป ซึ่งผูวิจัยเลือกอุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส  เพื่อนําไปใชหมัก
โยเกิรตสําหรับทดสอบชิมตอไป 

ผลการศึกษาทั้งหมด พบวาคาพีเอชของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ใชกลา 2 ชนิด ในอุณหภูมิ
บมที่   37 องศาเซลเซียส ลดลงมากกวาอุณหภูมิที่ 41 องศาเซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียส  ซึ่ง 
ชลลดา ศิริเสตสุวรรณ (2551: 12) อธิบายวา เช้ือแบคทีเรียกลุมแลคโตบาซิลลัสบางชนิด เจริญเติบโต
ไดในชวงอุณหภูมิที่กวาง คือ 15  -  40 องศาเซลเซียส ซึ่งบางชนิดอาจทนตออุณหภูมิที่สูงได ทั้งน้ี
การเปลี่ยนแปลงของปริมาณของแข็งที่ละลายไดทั้งหมด (องศาบริกซ, ๐Bx) ระหวางการหมักภายใต
การบมอุณหภูมิที่ 37  41 และ 45  องศาเซลเซียส พบวา ลดลงในทุกอุณหภูมิตลอดระยะเวลาการ
หมัก ซึ่ง Yumoto et al, (1995 : 543) อธิบายวาแบคทีเรียกลุมแลคโตบาซิลลัสบางชนิด จะมีชวง
อุณหภูมิที่เหมาะสมอยูในชวง 37 - 45  องศาเซลเซียส  และการเปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นตกรด        
แลคติกระหวางการหมัก พบวา อุณหภูมิที่ 41 และ 37 องศาเซลเซียส มีเปอรเซ็นตกรดแลคติก
เพิ่มข้ึนมากกวาการบมอุณหภูมิที่ 45  นอกจากน้ันจํานวนเซลลในระหวางการหมักมีอัตราการ
เจริญเติบโตของจํานวนเซลลที่เพิ่มมากข้ึนในทุกอุณหภูมิ ตลอดระยะเวลาการหมัก 8 ช่ัวโมง ทั้งน้ีผล
ของเคิรดในการหมักนํ้านมกระบือจากเช้ือ  2  ชนิด ภายใตการบมอุณหภูมิที่  37  41 และ 45  
องศาเซลเซียส พบวามีลักษณะเคิรดในอุณหภูมิที่ 41 องศาเซลเซียส ดีกวาอุณหภูมิที่  37 และ 45 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ แสดงในตารางที่ 4.6  
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ภาพท่ี  4.1  แสดงการเปลีย่นแปลงของคาพีเอชในการหมกันํ้านมกระบือดวยหัวเช้ือ Unknown  (Mbmf np3)   และ  
     Lactobacillus rhamnosus (Bml2) บมอุณหภูมิที่  37  41 และ 45 องศาเซลเซียส เวลา  8  ช่ัวโมง 

 
ตารางท่ี 4.8  ลักษณะเคิรดจากการหมักนํ้านมกระบือโดยใชเช้ือ 2 สายพันธุ ที่อุณหภูมิการบม 37   

 41 และ 45 องศาเซลเซียส อายุการหมัก 8 ช่ัวโมง 
อุณหภูมิ  

(
๐
C) 

ลักษณะเคิรดของโยเกิรตนํ้านมกระบือ 
Unknown (Mbmf np3) Lactobacillus  rhamnosus (Bml2) 

 
37 

๐
C 

 
 

คอนขางเปรี้ยว 
ลิ่มนมจับตัวกับดี 
แตมีการแยกตัว

ของนํ้ามาก 
ออกไปทางเละ  

เปรี้ยวกวา
ตัวอยางอ่ืน ลิ่มนม
จับตัวกับดี แตมี
การแยกตัวของนํ้า 
เน้ือเคิรดละเอียด
มีความมันมาก 

 
41 

๐
C 

 
 

เน้ือเคิรดละเอียด 
มีรสเปรี้ยว และ

กลิ่นเหมือน
โยเกิรตทั่วไป มี

ความมันของไขมัน
นม  

เน้ือเคิรดละเอียด 
จับตัวกันดี มี

ความยืดหยุนกวา
โยเกิรตในตัวอยาง
อ่ืนๆ  มีรสเปรี้ยว 
และกลิ่นเหมือน
โยเกิรตทั่วไป  
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๐
C 

 
 

มีการแยกตัวของ
นํ้ามาก เคิรดเละ 
มีรสจืด กลิ่นหมัก

ลดลง  
 

มีการแยกตัวของ
นํ้ามาก เคิรดเละ 
มีรสจืด กลิ่นหมัก
ลดลง ความมัน
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การหมักโยเกิรตที่อุณหภูมิที่  41  องศาเซลเซียส  เคิรดที่ไดภายใตสภาวะอุณหภูมิน้ี ใหลักษณะที่ดีกวา  
และการสรางเคิรดในระหวางการหมักของอุณหภูมิน้ี  มีการดําเนินไปอยางชา ๆ   จึงทําใหเคิรดที่ไดมีผิวเนียน เน้ือ
ละเอียด คลายเตาฮวย  มีสีขาวที่มาจากนํ้านม  รองลงมาเปนเคิรดที่ไดจากการบมในอุณหภูมิที่  37  และ  45      
องศาเซลเซียส ตามลําดับ  ดังแสดงในตารางที่ 4.8  โดยทั่วไปอุณหภูมิที่ใชในการหมักนมสวนใหญ มักอยูภายใต
อุณหภูมิที่  40 องศาเซลเซียส  แตแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดไมสามารถทนตอสภาวะในอุณหภูมิที่สูงได  ซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ   Aportela et al,  (2005)   ไดศึกษาการผลิตโยเกิรตในชวงการบมอุณหภูมิที่ 40 - 42   
องศาเซลเซียส   โดยอธิบายวาชวงอุณหภูมิการหมักน้ีจะสงผลตอการเกิดเคิรตของโยเกิรต ทําใหเคซีนในนํ้านมมีการ
จับตัวดีที่สุด   รวมถึงการผลิตกรดแลคติกของเช้ือแบคทีเรียมีกิจกรรมการผลิตที่สูงในระหวางการหมักนํ้านม   อกีทัง้
เคิรดที่เกิดข้ึนมีความยืดหยุนดี ผลการเกิดเคิรตที่ไดในอุณหภูมิการบมที่ 41 องศาเซลเซียส สอดคลองกับคาพีเอช
ขางตนแสดงภาพ ที่  4.1  เน่ืองจากคาพีเอชของโยเกิรตโดยทั่วไปควรอยูในชวง  5.0  –  5.5  หากคาพีเอชสูงหรือตํ่า
เกินไปจะสงผลตอลักษณะของโยเกิรต  อีกทัง้คา พีเอชในชวงน้ี จะมีสารอาหารที่เหมาะสม สําหรับการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลคติก  ทําใหเช้ือมีการสรางกรด  แลคติดที่มากพอ ที่จะสราง  Acetaldehyde  ซึ่งเปนตัวใหกลิ่น รส
เฉพาะของโยเกิรตได  (ธารารัตน,   2542)  สอดคลองกับการเปลี่ยนแปลงเปอรเซ็นตกรดแลคติกที่มีการเพิ่มข้ึนในทุก
อุณหภูมิ  ซึ่งจะนําอุณหภูมิที่ไดจากการบมที่ 41 องศาเซลเซียสไปใชในการศึกษาการทดสอบการยอมรับของผูชิม
ตอไป 
 

4.3.1  การศึกษาการยอมรับโยเกิรตนํ้านมกระบือโดยเชื้อแบคทีเรีย 2 ชนิดท่ีคัดเลือกได และ 
บมท่ีอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 41 องศาเซลเซียส 

การศึกษาการยอมรับของผูบริโภคตอนํ้านมกระบือหมักโดยใชเช้ือ 2 ชนิด บมในอุณหภูมิที่ 41 
องศาเซลเซียส ทําการทดสอบการยอมรับทางดานประสาทสัมผัส (sensory evaluation) ใช
แบบทดสอบตามวิธี 9 - point hedonic scale Test ใหคะแนนความชอบระดับ 1 - 9 (คะแนน 9 = 
ชอบมากที่สุด และคะแนน 1 = ไมชอบมากที่สุด) ตามลักษณะสี กลิ่น รสชาติ เน้ือสัมผัส และการ
ยอมรับโดยรวม ผูชิมเปนกลุมผูบริโภคที่ผานการฝกฝน จํานวน 30 คน (ไพโรจน วิริยจารี,  2545 
: 92) ไดแก กลุมนักศึกษาภาควิชาครุศาสตรเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณ
ทหารลาดกระบัง ใหผูชิมทําการทดสอบชิมตัวอยางทั้ง 2 ชนิด โดยผูชิมทําการชิมตัวอยางที่ 1 แลว
บันทึกผลการชิม เสร็จแลวบวนปากดวยนํ้าเปลา รอประมาณ 2 นาที จึงทําการทดสอบชิมตัวอยางที่ 
2 แลวบันทึกผล ผลการทดสอบชิมที่ไดจะถูกนํามาวิเคราะหหาคาเฉลี่ยเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของ
ตัวอยางดวยวิธี independent t-test ผลการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัส แสดงในตารางที ่ 4.9 
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ตารางท่ี 4.9  คาเฉลี่ยคะแนนความชอบดานตางๆ ที่ผูชิมมีตอโยเกิรตนํ้านมกระบือที่หมักดวย 
แบคทีเรียกรดแลคติก 2 สายพันธุ  

คุณลักษณะ 

ชนิดของแบคทีเรีย 

P-value 
Unknown (Mbmf np3) Lactobacillus  

rhamnosus (Bml2) 

x̄  SD  x̄  SD 

กลิ่น 6.27 1.41 6.20 1.94 0.783 
ส ี 6.30 1.09 6.40 1.38 0.448 
รสชาติ 5.60b 1.48 6.37a 1.16 0.003 
ความแนนเน้ือ 6.73 1.26 7.17 1.02 0.119 
ความชอบโดยรวม 6.47b 1.01 7.20a 0.92 0.000 
 

หมายเหตุ  ตัวอักษรที่แตกตางกันตามแนวนอนมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 

95 เปอรเซ็นต  (P ≤ 0.05) 
 

จากตารางที่ 4.9  ผูชิมใหคะแนนเรื่องกลิ่นของโยเกิรตนํ้านมกระบือจากเช้ือ L. Rhamnosus  

(Bml2)  เทากับ 6.20  มีคาเฉลี่ยนอยกวาโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ไดจากเช้ือ Unknown (Mbmf np3) 

เทากับ 6.27 แตความแตกตางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≥ 0.05) 

คะแนนเรื่องสีของโยเกิรตนํ้านมกระบือ พบวา โยเกิรตที่ไดจากเช้ือ L. Rhamnosus  (Bml2) 

เทากับ  6.40  มีคาเฉลี่ยมากกวาโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ไดจากเช้ือ Unknown (Mbmf np3) เทากับ 6.30 

แตความแตกตางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≥ 0.05) 

คะแนนเรื่องรสชาติของโยเกิรตนํ้านมกระบือ พบวา โยเกิรตที่ไดจากเช้ือ L. Rhamnosus 

(Bml2) เทากับ 6.37 มีคาเฉลี่ยมากกวาโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ไดจากเช้ือ Unknown (Mbmf np3) 5.60 

มีความแตกตางอยางนัยสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 

คะแนนเรื่องลักษณะความแนนเน้ือของโยเกิรตนํ้านมกระบือ พบวา โยเกิรตนํ้านมกระบือที่

ไดจากเช้ือ L. Rhamnosus (Bml2) เทากับ 7.17 มากกวาคาเฉลี่ยของโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ไดจาก

เช้ือ Unknown (Mbmf np3) เทากับ 6.73  แตความแตกตางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P ≥ 0.05) 

คะแนนเรื่องความชอบโดยรวมของโยเกิรตนํ้านมกระบือ พบวา โยเกิรตนํ้านมกระบือที่ได
จากเช้ือ L. Rhamnosus (Bml2) เทากับ 7.20 มากกวาโยเกิรตนํ้านมกระบือที่ไดจากเช้ือ Unknown 
(Mbmf np3) เทากับ 6.47 มีความแตกตางอยางนัยสําคัญทางสถิติ (P ≤ 0.05) 

ผลจากการศึกษาการยอมรับโยเกิรตนํ้านมกระบือโดยเช้ือแบคทีเรีย 2 ชนิดที่คัดเลือกได ทําการ
บมอุณหภูมิที่ 41 องศาเซลเซียส จากผูทดสอบชิมที่ผานการฝกฝน พบวา ผูทดสอบใหการยอมรับโยเกิรตที่
ทําการหมักจากเช้ือ L. Rhamnosus (Bml2) มากกวาเช้ือ Unknown (Mbmf np3) อาจเปนผลมากจาก
ลักษณะเคิรดของเช้ือ L. Rhamnosus (Bml2) มีลักษณะที่ดีกวา โดย Naidu et al, (1999) อธิบายวา 
เช้ือชนิดน้ีมีกระบวนการหมักแลคโตสในนม ซึ่งจะชวยสงเสริมคุณลักษณะที่ดีของผลิตภัณฑนมหมัก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รวมถึงเปนกลุมแบคทีเรียโพรไบโอติกที่สามารถเขาไปพัฒนา และสามารถเสริมสรางระบบภูมิคุมกัน
ในระบบทางเดินอาหารได 
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บทท่ี 5 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการศกึษาวิจัย 
 

จากการศึกษาการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้านมกระบือพันธุมูราห และการใช

ประโยชน ผลการศึกษาสรุปไดดังน้ี 

 

1.  การคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้านมกระบือพันธุมูราห พบเช้ือที่คัดเลือกได

ทั้งหมด 10 ไอโซเลต ทั้งหมดมีลักษณะของโคโลนีกลม นูน ขนาดเล็ก ขอบเรียบ สีขาวขุน และมีความมัน

วาว ซึ่งเปนลักษณะของแบคทีเรียกรดแลคติก เมื่อตรวจสอบตอดวยการยอมสีเพื่อดูกลุมแกรมของ

แบคทีเรีย และการมีเอนไซมคะตะเลสหรือไม สามารถคัดเลือกไดเพียง 8 ไอโซเลต ที่เปนแบคทีเรียแกรม

บวก และเมื่อนํามาทดสอบการสรางแกส การหมักแลคโตส และการยอยเคซีน มีเพียง 1 ไอโซเลต ที่ไม

สามารถยอยเคซีนได ดังน้ันสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกไดทั้งหมด 7 ไอโซเลต เมื่อนําแบคทีเรีย

ทั้ง 7 ไอโซเลต มาทดสอบการหมักเพื่อดูลักษณะเคิรด สามารถคัดเลือกแบคทีเรียได 2 ไอโซเลต ไดแก รหัส 

Mbmf np 3 และ Bml2 เมื่อนําไปจัดจําแนกในระดับสปช่ีสโดยใชการทดสอบทางชีวเคมี รหัส Mbmf np 

3 ไมสามารถจัดจําแนกได สวน Bml2 ผลการจัดจําแนกออกมาเปน Lactobacillus  rhamnosus 

2.  การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการหมักโยเกิรต โดยใชนํ้านมกระบือเปนวัตถุดิบของเช้ือทั้ง 

2  ชนิด พบวาอุณหภูมิในการหมักที่ 41 องศาเซลเซียส ใหลักษณะปรากฎของโยเกิรตที่ดี  

3.  การทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑโยเกิรตที่หมักดวยเช้ือ 2 ชนิด พบวาผูชิมให 

การยอมรับลักษณะทางประสาทสมัผัสดานสี กลิ่น และเน้ือสัมผัส ความชอบโดยรวมของโยเกิรตที่หมักดวย

เช้ือ  Lactobacillus  rhamnosus มากกวาเช้ือ Unknown (Mbmf np3) 

 

5.2  ขอเสนอแนะ 

 

1.  แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดทั้ง 2 สายพันธุ ควรดําเนินการจัดจําแนกเพิ่มเติมโดยวิธี  

ทางชีวโมเลกุลคือการจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรียดวยการวิเคราะหลําดับเบส (16s rDNA 

Identification by DNA sequencing) ซึ่งใหผลที่ละเอียดกวาการจําแนกโดยชุดทดสอบ API 50 

CHL  โดยข้ันตอนน้ีจําตองมีการจําแนกสายพันธุใหชัดเจน กอนนําไปใชประโยชนในการผลิต

ผลิตภัณฑอื่นๆ ใหแกผูบริโภคตอไป เน่ืองจากเช้ือ Unknown (Mbmf np3) ยังไมทราบผลที่แนชัดวา

เปนเช้ือสกุลอะไร แตผลในการทดลองนําเช้ือมาผลิตโยเกิรตพบวาเช้ือรหัส Unknown (Mbmf np3) น้ี

มีผลในการหมักเปนโยเกิรตในทิศทางที่ดี 

2.  ควรศึกษาตอในเรื่องการนําเช้ือทัง้ 2 ชนิดน้ี ที่แยกไดจากนํ้านมกระบือมาหมกัโยเกิรต

นํ้านมกระบือ โดยเปรียบเทียบกบัโยเกิรตนํ้านมกระบือทีห่มกัโดยใชเช้ือทางการคา เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ก สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือและสารเคมี 
ภาคผนวก ข วิธีการแยกเช้ือจุลินทรีย และการยอมสแีกรม 
ภาคผนวก ค วิธีการวิเคราะหทางเคมีและจุลินทรียของโยเกิรต 
ภาคผนวก ง ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกในระดับปชีส 
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อาหารเลี้ยงเช้ือ 

 

1.  สูตรอาหาร Lactobacillus MRS Agar (MRS) ตอสวนผสม 1,000  มิลลลิิตร                                           

1.  Proteose peptone   10     กรัม 

2.  Beef Extract    10     กรัม 

3.  Yeast Extract    5       กรัม 

4.  Dextrose     20 กรัม 

5.  Polysorbate  80    1 มิลลิลิตร 

6.  Ammouium  citrate   2       กรัม 

7.  Sodium  acetate    5       กรัม 

8.  Magnesium  sulphate   0.1    กรัม 

9.  Manganese  sulphate   0.05  กรัม 

10.  Dipotassium  phosphate  2       กรัม 

11.  Agar     15 กรัม 

ละลายสวนผสม และปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร  น่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121            

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 

 

2.  GYP-Medium 

1.  Glucose     20 กรัม 

2.  Yeast Extract    5 กรัม 

3.  Peptone     10 กรัม 

4.  Agar     15 กรัม   

 ละลายสวนผสม และปรบัปริมาตรเปน 1 ลิตร  น่ึงฆาเช้ือทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 15 นาที 

 

3.  Plate Count Agar (PCA) 

1.  Casein Peptone    5 กรัม 

2.  Glucose     1        กรัม 

3.  Yeast Extract    2.5     กรัม 

4.  Agar     15      กรัม   

ละลายสวนผสม และปรบัปริมาตรเปน 1 ลิตร  น่ึงฆาเช้ือทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 15 นาที 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



56 
 

4.  Nutrient  Broth 

1.  Lactobacillus MRS    8.0      กรัม 

2.  นํ้ากลั่น      1000 มิลลิลิตร 

ละลายสวนผสม นําไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที  

 

5.  Whey-Permeate medium 

1.  Skim milk      15 กรัม 

2.  Glucose      5      กรัม 

3.  Casitone      1 กรัม 

4.  Sodium caseinate     5 กรัม 

5. Agar      15 กรัม 

ละลายสวนผสม และปรบัปริมาตรเปน 1 ลิตร น่ึงฆาเช้ือที่อณุหภูมิ 116 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาน 

 

สารเคมี 

 

1.  สารละลายกรดทารทาริกเขมขน 10 เปอรเซ็นต 

ละลายกรดทารทาริกเขมขน 10.0 กรัม ในนํ้ากลั่น ปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร แลว

นําไปฆาเช้ือดวยการกรอง 

 

2.  สารละลายไอโอดีน 

ละลายโพแทสเซียมไอโอไดด 5.0 กรัม และไอโอดีน 6.6 กรัม ในนํ้ากลั่นโดยปรับปริมาตร

เปน 20 มิลลิลิตร 

 

3.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 

ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดกับนํ้าปริมาณเทาๆกัน ใสขวดทิ้งไวประมาณ 3-4 วัน เพื่อใหสวนมี่ไม

ละลายตกตะกอน จากน้ันใชสวนใสมาเตรียมสารละลายมาตรฐานโดยใช Stock Solution ประมาณ 8 

มิลลิลิตรตอนํ้ากลั่น 1 ลิตร ไตเตรตกับสารละลายมาตรฐานโปแทสเซียมไฮโดรเจนพทาเลต (Potossium 

hydrogen phthalate)  
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4.  สารละลายฟนอฟธาลีน 

ละลายฟนอฟธาลีน  1 กรัม ในแอลกอฮอลความเขมขน 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 0.1 นอรมัล  ทีละหยดจนหยดแรกใหสีชมพู   

เจือจางดวยนํ้ากลั่นใหเปน 200 มิลลิลิตร 

 

5.  สารละลายไกลซีน  

ละลายไกลซีน (glycine) 3.75กรัม ในนํ้ากลั่นใหไดปริมาตร 1 ลิตร 
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วิธีการแยกเชื้อจุลินทรีย และการยอมสีแกรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



59 
 

วิธีการเพาะเลี้ยงและจําแนกเช้ือจุลินทรีย 

 

1.  Spread plate technique 

นํานํ้านมกระบือมาบมในอุณหภูมิที ่ 41 องศาเซลเซียส ทิ้งไวจนเกิดเคิรด จากนั้น

นํามาเจือจางดวยนํ้ากลั่นที่ฆาเช้ือแลว  โดยใชปเปตดูดตัวอยางมา 1 มิลลิลตร เติมลงในนํ้ากลั่น 

9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันใช  ปเปตดูดตัวอยางของคาเจือจางที่เหมาะสม (Dilution) เชน  

10-1  10-3  10-5 อยางละ 0.1 มิลลิลิตร ใสในจานเพาะเช้ือที่เทอาหารแข็งไวกอนหนา แลวใช

แทงแกวรูปสามเหลี่ยมจุมแอลกอฮอลลนไฟเพื่อฆาเชื้อ ทิ้งไวสักครูใหเย็น ทําการสเปรดโดย

เกลี่ยตัวอยางใหแผกระจายทั่วผิวหนาของอาหารเลี้ยงแข็ง ซึ่งทําไดโดยใชมือหน่ึงชวยหมุนจาน 

โดยแตะแทงแกวไวบนหนาอาหารเลี้ยงเช้ือพรอมทั้งผลักจานหมุนไปรอบๆ ระวังอยาใหวุนแตก 

หลังจากน้ันวางทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ  20 นาที เพื่อใหสารละลายตัวอยางแหงและซึม

เขาในวุนใหหมด เพื่อปองกันการปนเปอน บมจานอาหารเลี้ยงเช้ือในตูบมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีของเช้ือที่เจริญบนอาหารแข็งทั้งหมด 

 

2.  Streak - Plate  technique 

นําเช้ือที่ไดจากขอ 1 โดยเลือกโคโลนีที่เกิดการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอรจากสีมวงเปนสี

เหลือง และมีบริเวณใสรอบโคโลนี มาเข่ียบนจานเพาะเช้ือที่มีอาหารใหมบมที่อุณหภูมิเดิมจนเกิด

โคโลนีเด่ียวแลวทําซ้ําอีกครั้ง  และนําเช้ือที่ไดมาทําใหมีความบริสุทธ์ิมากข้ึน โดยวิธี Streak-Plate 

ทําไดโดยใชหวงเข่ียเช้ือ แลวลากหรือขีดลงบนจานเพาะเช้ือที่มีอาหารแข็งใหไดแนวระนาบติดตอกัน 

4 - 5 เสน หลังจากเสร็จในระนาบแรก ใหนําหวงเข่ียเช้ือมาเผาไฟใหลวดที่ปลายรอนแดงเพื่อฆาเช้ือที่

ติดใหหมด เน่ืองจากเช้ือจุลินทรียมีอยูหนาแนน จากน้ันจึงขีดเช้ือจากสวนของรอยลากในระนาบแรก

ออกมาเพียงหน่ึงครั้งแลวลาก เปนระนาบที่สอง 4 - 5 เสนติดกันโดยรอยขีดของเช้ือจะไมทับกับ

ระนาบแรกอีก ทําเชนเดียวกันกับระนาบที่สองจนครบทั่วทั้งจานเพาะเช้ือซึ่งมีประมาณสี่ระนาบวิธีน้ี

เรียกวา cross streak plate 

 

3.  การยอมสีแกรม 

เตรียมแผนสไลดลางใหสะอาด รอจนแหง แลวหยดนํ้ากลั่นประมาณ 1 หยด จากน้ัน

คัดเลือกเช้ือจากขอ 2 โดยใชลูปเข่ียเช้ือเล็กนอย แตะลงบนแผนสไลดทําการสเมียร และตรึงเซลลดวย

ความรอน นําไปหยดสี  crystal  violet ใหทวมรอยสเมียรทิ้งไว 1 นาที แลวลางออกดวยนํ้ากลั่น ทํา

การยอมทับดวยการหยดสี safranin o ใหทวมรอสเมียรทิ้งไว 1 นาที เทสีที่เหลือคางบนสไลดลาง

ออกดวยนํ้ากลั่น หลังจากน้ันหยดสารละลายไอโอดีนใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไวนาน 1 นาที ชะลางดวย

แอลกอฮอล 95% จนสียอมออกแลวลางดวยนํ้ากลั่นอีกครั้ง รอจนแหง นําไปตรวจดูดวยกลอง

จุลทรรศนโดยใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 1000 เทา 
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วิธีการวิเคราะหทางเคมีและจุลินทรยีของโยเกิรต 
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การวิเคราะหทางเคมี 
 
1. การวิเคราะหเปอรเซ็นตกรดแลคติก (AOAC, 2000) 

เตรียมตัวอยางโยเกิรตโดยใชปเปตดูดตัวอยางลงในฟลาสปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร เจือจาง
ดวยนํ้ากลั่น 4 มิลลิลิตร เติมสารละลายฟนอฟธาลีน (phenolphthalein indicator) 2 - 3 หยด    
ไตเตรตดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด 0.1 นอรมอล หยดสารละลายลงฟลาสตัวอยางที ่   
เจือจางไวอยางชา ๆ  พรอมแกวงเบา ๆ  ไปในทิศทางเดียวกัน จนกระทั่งถึงจุดยุติหรือเกิดการเปลี่ยนแปลง
เปนสีชมพู คํานวณปริมาณกรดแลคติกโดยสมการ 
 
 สูตรการคํานวณปริมาณกรด (รอยละ) 
 
 ปริมาณกรดแลคติก  =   (NxV1x90x100) 
         1,000xV2 
 N   =  ความเขมขนของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด (นอรมัล) 
 V1  =  ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดที่ใชในการไตเตรต (มิลลิลิตร) 
 V2  =  ปริมาณของสารตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร/กรัม) 
 
2.  การวิเคราะหคาพีเอช (AOAC, 2000) 

เปดเครื่องวัดพีเอช (pH meter) ทิ้งไวอยางนอย 15 นาที เพื่อใหสัญญาณเสถียร จากน้ัน
ปรับเทียบคาพีเอชโดยจุมอิเลคโทรด (pH electrode) ลงในบัฟเฟอรตัวที่ 1 (pH7) รอจนกระทั่ง
หนาจอปรากฏขอความ “change bufferbuffer 2” ทําความสะอาดอิเลคโทรดดวยนํ้ากลั่น ซับให
แหงดวยกระดาษทิชชู เปลี่ยนใส buffer ตัวที่ 2 (pH 4.01) เมื่อหนาจอทําการอานคาเปนอันพรอมใช
งาน จากน้ันทําการวัดคาพีเอชโดยเตรียมตัวอยางโยเกิรตนํ้านมโค และนํ้านมกระบือใสลงในบีเกอร
ขนาด 50 มิลลิลิตร นําอิเลคโทรดจุมลงตัวอยาง รอจนกวาคาพีเอชไมเปลี่ยนแปลงจึงอานผลที่ได จด
บันทึกผล 
 
3.  การวิเคราะหปริมาณของแข็งท่ีละลายนํ้าไดท้ังหมด (AOAC, 2000) 

นําเครื่อง Hand refractometer หยดนํ้ากลั่นเพื่อปรับมาตรฐานของเครื่อง (calibration) 
คาที่อานใหเทากับ 0 (ปรับมาตรฐานกอนการวัดปริมาณของแข็งที่ละลายนํ้าไดทั้งหมดทุกครั้ง) ใช
กระดาษทิชชูซับนํ้ากลั่น จากน้ันนําตัวอยางโยเกิรตนํ้านมโค และนํ้านมกระบือหมักมาวัดคา ซึ่ง
เครื่องมือจะมีสเกลวัดคาอยูในชวงระหวาง 0 – 32 องศาบริกซ จดบันทึกคาที่อานไดในหนวยของ
องศาบริกซ 
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การวิเคราะหจํานวนจุลินทรีย  
 
1.  ตรวจนับจํานวนเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมด 

1.1  เตรียมอาหารเลี้ยง MRS (ภาคผนวก ก ขอ 1) 
 

1.2  วิธีวิเคราะห  เตรียมตัวอยางโยเกิรตนํ้านมโคและนํ้านมกระบือปริมาณ 1 มิลลิตร ทํา
การเจือจางดวยนํ้ากลั่น 9 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันดวยเครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) เริ่มตน
ความเจือจาง 10-1 ใชปเปตดูดตัวอยางที่เตรียมไว 1 มิลลิลิตร ใสตอลงไปในทดลองใหมที่มีนํ้ากลั่น 9 
มิลลิลิตร ทําตอไปจนไดความเจือจางที่เหมาะสม ซึ่งเลือกใชเฉพาะความเจือจางที่ 10-1 10-3 และ
10-5 จากน้ันนําปเปตดูดสารละลายโยเกิรตทีเตรียมไว ใสลงในจานเพาะเช้ือ MRS Agar ทําการ 
spread plate เกลี่ยตัวอยางใหแผกระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยงเช้ือ ระวังอยาใหวุนแตก บม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48 ช่ัวโมง ตรวจนับโคโลนีที่เกิดข้ึน (มีหนวยเปน
โคโลนี/มิลลิลิตร) โดยจํานวนจุลินทรียตอจานที่เหมาะสมในชวง 25-300 โคโลนี จดบันทึกผลแลว
นําไปคํานวณ 
 

1.3  การคํานวณ 
  

จํานวนเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก = จํานวนโคโลนีที่นับได x dilution factor (โคโลนีตอ
กรัม) 
 
2.  จํานวนจุลินทรียท้ังหมด 

2.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ Plate Count Agar (PCA) (ภาคผนวก ก ขอ 3) 
 

2.2  วิธีวิเคราะห  เตรียมความเจือจางโดยใชวิธีวิเคราะเชนเดียวกับขอ 1.2 ใชปเปตดูด
สารละลายที่เตรียมไว ใสลงในจานเพาะเช้ืออาหารแข็ง PCA การ spread plate เกลี่ยตัวอยางใหแผ
กระจายทั่วผิวหนาอาหารเลี้ยง เช้ือระวังอยาใหวุนแตก บมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 – 48 
ช่ัวโมง ตรวจนับโคโลนีที่เกิดข้ึน โดยเลือกนับเฉพาะที่มีโคโลนีอยูในชวง 25-300 โคโลนี จดบันทึกผล
แลวนําไปคํานวณ ใชวิธีการคํานวณเชนเดียวกับขอ 1.3 
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ผลการทดสอบแบคทีเรยีกรดแลคติกในระดับปชีส 
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