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บทคดัย่อ 

จากการศึกษาสภาวะที� เหมาะสมต่อการเจริญของกล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติกสายพันธ์ุ          

Pediococcus pentosaceus TISTR 536 ที�ผลิตแบคเทอริโอซินในกลุ่ม pediocin PA-1 เพื�อใชเ้ป็น   

กลา้เชื�อในการผลิตแหนมให้โรงงานในกลุ่มผลิตผลิตภณัฑ์เนื�อหมกัของไทย โดยทาํการเพาะเลี�ยง         

ในอาหารเหลว Glucose Yeast Peptone (GYP) และ de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) ที�สภาวะ

เพาะเลี�ยงแบบเขยา่ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที และแบบสภาวะนิ�ง ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ทาํการวิเคราะห์การเจริญเติบโตของเซลล์แบคทีเรียแลคติกและการผลิตกรดแลคติกพบว่า          

การเจริญของเซลล์แบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลว GYP มีการเจริญสูงกว่าในอาหารเหลว MRS 

โดยการเจริญของเซลล์ภายใตส้ภาวะเขยา่และสภาวะนิ�งในอาหารเหลว MRS เท่ากบั 6.23 ± 0.18 

และ 11.70 ± 0.11 log cfu/ml ขณะที�การเจริญในสภาวะดงักล่าวในอาหารเหลว GYP เท่ากบั    

12.00 ± 0.00  และ 12.72 ± 0.00  log cfu/ml ตามลาํดบั สภาวะการเพาะเลี�ยงที�แตกต่างกนัโดย

สภาวะเขยา่และสภาวะนิ�งไม่มีผลต่อการผลิตกรดแลคติก ดงันั�น จากผลการทดลองพบวา่การเจริญ

ของเชื�อ      P. pentosaceus TISIR 536 ในอาหารเหลว GYP ที�สภาวะนิ�งเป็นอาหารเลี�ยงเชื�อที�

เหมาะสมสาํหรับการผลิตกลา้เชื�อให้กบัโรงงาน เมื�อนาํเชื�อสายพนัธ์ุที�ผลิต pediocin PA-1 ดงักล่าว 

มาศึกษาดูการผลิตไบจินิกเอมีนโดยศึกษาร่วมกบัแบคทีเรียแลคติกที�ผลิตแบคเทอริโอซินซึ� งแยกได้

จากอาหารหมกัชนิดต่างๆ อีก 6 สายพนัธ์ุ คือ P. pentosaceus M13 แยกไดจ้ากหมํ�า (ผลิต pediocin 

PA-1), Lactobacillus plantarum KMITL-QU54 แยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน (ผลิต pediocin like 

bacteriocin), Lb. plantarum SS7 แยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน (ผลิต plantaricin W), Lb. plantarum 

NF38 แยกไดจ้ากแหนมปลา (ผลิต plantaricin W), Lactococcus lactis N12 แยกไดจ้ากขนมจีน 

(ผลิต nisin Z) และ Weisella cibaria KMITL-QU 21 แยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน (ผลิต bacteriocin-

like) โดยใชอ้าหาร Improved medium agar ที�เติมกรดอะมิโน ไทโรซีน ฮีสทิดีนไลซีน และ         

ออร์นิทีน บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั พบวา่ แบคทีเรียแลคติกทั�งหมด 7 สาย
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พนัธ์ุ พบเชื�อที�มีแนวโนม้การสร้างไบโอจินิกเอมีนเพียง 5 สายพนัธ์ุ คือ W. cibaria KMITL- QU21 

มีการสร้างไทรามีน คาดาเวอรีน ฮิสตามีน และพูทรีซีน ส่วน Lb. plantarum SS7, Lb. plantalum 

KMITL- QU54  และ P. pentosaceus M13 พบการสร้างไทรามีน ในขณะที� Lc. lactis N12 สามารถ

สร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดคาดาเวอรีนได ้และ P. pentosaceus TISTR536 และ Lb. plantalum  

NF38 ไม่ มีแนวโน้มในการสร้างไบโอจินิกเอมีน ดังนั� น จึงนําแบคทีเรียแลคติกสายพันธ์ุ                

P. pentosaceus TISTR 536 ที�ผลิตแบคเทอริโอซินแต่ไม่สร้างไบโอจีนิกเอมีน มาทาํการศึกษา

ยืนยนัความสามารถในการยบัย ั�งเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีน (W. cibaria KMITL QU21 และ         

Lc. bervis BCC 26756 ) ในแบบจาํลองการหมกัแหนม (Nham Model Broth) เพื�อศึกษาการสร้าง

และยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีน พบว่า ในแบบจาํลองการหมกัแหนม เชื�อ P. pentosaceus 

TISTR536, W. cibaria KMITL QU21 และ Lc. bervis BCC 26756 สามารถสร้างไบโอจีนิกเอมีน

ชนิดไทรามีนเพียงชนิดเดียว แต่เมื�อนาํเชื�อผสมมาทาํการหมกัในแบบจาํลองการหมกัแหนม พบวา่ 

เชื�อ P. pentosaceus TISTR536 มีแนวโนม้ที�จะลดการสร้างไทรามีนของเชื�อ Lc. bervis BCC 26756 

ได ้แต่ P. pentosaceus TISTR536 ไม่สามารถยบัย ั�งการสร้างไทรามีนของเชื�อ W. cibaria KMITL 

QU21 ได้ เมื�อเปรียบเทียบผลการสร้างไบโอจินิกเอมีนโดยวิธีการวดัค่าพีเอชในแบบจาํลอง         

การหมกัแหนม พบว่า แบคทีเรียแลคติกของทุกกรดอะมิโนมีแนวโน้มของค่าพีเอชลดลง เมื�อทาํ   

การหมกัครบ 7 วนั และจากการตรวจสอบปริมาณการสร้างและยบัย ั�งสารไบโอจีนิกเอมีนชนิด     

ไทรามีนเชิงปริมาณของเชื�อ W. cibaria KMITL QU21 และ Lc. bervis BCC 26756 โดยใชก้ลา้เชื�อ 

P. pentosaceus TISTR536 มาทาํการทดสอบการยบัย ั�งเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีนดว้ยเทคนิค      

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) พบว่า ปริมาณไทรามีนของเชื�อ                     

P. pentosaceus TISTR536 ลดลงจาก 2.24 mg/L หลงัจากหมกัรูปแบบจาํลอแหนมไป 1 วนั ลงมา

เหลือ เท่ากบั 1.45 mg/L หลงัจากหมกัรูปแบบจาํลองแหนมไป 3 วนั ซึ� งปริมาณไทรามีนที�ตรวจพบ

ดงักล่าว ถือว่าน้อยมากไม่ส่งผลให้เกิดอนัตรายถา้มีการหมกัในตวัอย่างแหนมจริง ในขณะที�เชื�อ   

W. cibaria KMITL-QU21 พบปริมาณไทรามีนสูง เท่ากับ 573.26 mg/L หลังจากหมกัรูป

แบบจาํลองแหนมไป 1 วนั และเหลือ 555.57 mg/L หลงัจากหมกัรูปแบบจาํลอแหนมไป 3 วนั    

ส่วน Lc. bervis BCC 26756 พบปริมาณไทรามีนของการหมกัวนัที� 1 และวนัที� 2 เท่ากบั 2.05 และ 

1.56 mg/L แต่เมื�อหมกัครบ 3 วนั ไม่พบปริมาณของไทรามีน เมื�อนาํแบบจาํลองแหนมที�มีเชื�อผสม

ของ P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria KMITL- QU21 ไปทาํการวิเคราะห์ พบปริมาณ    

ไทรามีน เท่ากบั 557.26 mg/L เมื�อทาํการหมกัครบ 3 วนั จะเห็นไดว้า่ปริมาณของไทรามีนในหลอด

เชื�อผสมไม่สามารถยบัย ั�งการสร้างสารไบโอจีนิกของเชื�อ W. cibaria KMITL QU21                    

ส่วนในแบบจาํลองที�มีเชื�อผสมของ P. pentosaceus TISTR 536 กบั Lc. bervis BCC 26756 เมื�อทาํ

การหมกัครบ 3 วนั มีแนวโนม้ปริมาณของไทรามีนลดลงจนไม่พบไทรามีน เมื�อนาํ P. pentosaceus 

TISTR536 ที� ผ ลิ ต  pediocin PA-1ไ ป ใ ช้ เ ป็ น ก ล้ า เ ชื� อ ใ น ก า ร ผ ลิ ต แ ห น ม ต า ม สู ต ร ข อ ง                   
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บริษทั ไทยอินโนฟู้ ด จาํกดั โดยทาํการเปรียบเทียบการหมกัแหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรีย     

แลคติกกับการหมกัแหนมตามธรรมชาติที�ไม่มีการเติมกล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติกที�ระยะเวลา         

การหมกั 0 วนั และ 3 วนั เพื�อดูแนวโนม้การสร้างกรดแลคติก การลดลงของพีเอช และการตรวจ

พบเชื�อซลัโมเนลลาทั�งก่อนและหลงัการหมกัแหนม พบวา่ แหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียกรด    

แลคติก มีการสร้างกรดแลคติกและการลดลงของค่าพีเอชมากกว่าแหนมที�ไม่มีการเติมกล้าเชื�อ

แบคทีเรียแลคติก ซึ� งการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกในการผลิตแหนมสามารถลดปริมาณของ

เชื�อซัลโมเนลลาได้ โดยแหนมที�มีการเติมกล้าเชื�อและไม่เติมกล้าเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกของ    

การหมกั 0 วนั ตรวจพบเชื�อซลัโมเนลลาทั�งหมดทั�ง 6 ตวัอยา่ง (100 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนแหนมที�ทาํ

การหมกัครบ 3 วนั ที�มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกตรวจไม่พบเชื�อซลัโมลเนลลา แต่แหนมที�

ไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกของการตรวจพบเชื�อซัลโมเนลลาเพียง 50 เปอร์เซ็นต์ ดงันั�น จึง

สรุปไดว้า่การใช ้P. pentosaceus TISTR 536 เป็นกลา้เชื�อในการหมกัแหนมมีผลดีต่อการหมกัและ

ทาํใหผ้ลิตภณัฑแ์หนมมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 
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ABSTRACT 

 

The optimum conditions for growth of Pediococcus pentosaceus TISIR 536, which was used 

as an active starter for traditional fermented meat product (Nham), were performed by cultivating 

in de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) and Glucose Yeast Peptone (GYP) media under 30°C for 24 h 

in the shaking condition at 100 rpm and the growth of the strain was compared to the broths 

incubated under the static condition. The culture supernatants were examined for cell growth and 

lactic acid production. It was observed that cells grew in GYP broth which demonstrated a higher 

growth when compared to MRS broth. Cells viability under shaking and static conditions in MRS 

were 6.23 ± 0.18 และ 11.70 ± 0.11 log cfu/ml, while growing in those conditions in GYP were    

12 ± 0.00  และ 12.72 ± 0.00  log cfu/ml, respectively. The different cultivation conditions using 

shaking and static conditions did not have a significant effect on lactic acid production. However, 

the media formula seemed to be a more important parameter. The higher lactic acid 

concentrations were shown when using MRS medium in both shaking and static conditions 

compared to GYP medium. The less acid concentrations in GYP medium may generate a lower 

toxic to the cells and resulted in higher cell viability. The results indicated that P. pentosaceus 

TISIR 536 grew in GYP medium without shaking might be the optimum conditions for further 

process development of an active starter production for traditional Thai fermented meat product. 

The study of biogenic amine (BA) of this pediocin PA-1 producing lactic acid bacteria (LAB) 

strain isolated from traditional Thai fermented meat products was performed using the Improve 

medium plate contains each 0.1% amino acids (Tyrosine, Histidine, Lysine, or Ornithine), 

0.005% pyridoxal-5-phosphate and 0.006% brom cresol purple under anaerobic conditions at 
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37oC for 4 days compared to others 6 strains of bacteriocin-producing LAB isolated from various 

traditional Thai fermented products (pediocin PA-1 producing P. pentosaceus M13 isolated from 

Mum - traditional Thai fermented beef; pediocin like bacteriocin producing Lactobacillus 

plantarum KMITL-QU 54 isolated from Saikrog Isan - traditional Thai fermented meat rice 

sausage; plantaricin producing Lb. plantarum SS7 isolated from Saikrog Isan; plantaricin 

producing Lb. plantarum isolated from Nham-pla – traditional Thai fermented fish; nisin Z 

producing Lactococcus lactis N10 isolated from Kanom-jeen – traditional Thai fermented rice 

noodle and unidentified bacteriocin producing Weisella cibaria KMITL-QU 21 isolated from 

Saikrog Isan). The results informed that among 7 studied strains of LAB, 5 strains were found to 

produce BA. Most BA producing strains could produce BA only from tyrosine, only W. cibaria 

KMITL- QU 21 could possible produce BA from all studied amino acids. Lb. plantarum SS7,    

Lb. plantarum KMITL-QU54 and P. pentosaceus M13 were implied to produce tyramine and    

Lc. lactis N12 were implied to produce cadaverine. P. pentosaceus TISTR 536 and Lb. plantalum 

NF38 were the strains that showed no BA production from all studied amino acids. Therefore, 

both of these strains can be further used as starter cultures to improve the quality and safety of 

traditional Thai fermented meat products. When pediocin PA-1 producing P. pentosaceus TISTR 

536 which implied no BA production was studied for the trend of BA formation and inhibition of 

BA production from W. cibaria KMITL-QU 21 and Lc. brevis BCC 26756 during fermentation in 

Nham model broth (NMB), the study revealed that all studied strains including P. pentosaceus 

TISTR 536 could produce Tyramine. When compared the results of quantitative BA production 

by HPLC analysis. The results showed that P. pentosaceus TISTR536 were found to produce BA 

with a low amount of 2.24 mg/L after 1 day of NMB fermentation and reduced to be 1.45 mg/L 

after 3 day of fermentation. W. cibaria KMITL-QU 21 implied to produce the highest levels of 

tyramine (573.26 mg/L) after 1 day of NMB fermentation and reduced to 555.57 mg/L after 3 

days of fermentation, while Lc. bervis BCC 26756 were found to produce tyramine (2.05 and 1.56 

mg / L) after NMB fermention for 1 and 2 days respectively. But after 3 days of fermentation no 

BA production. When the mixed cultures of P. pentosaceus TISTR 536 as starter with W. cibaria 

KMITL- QU21 in NMB and left to ferment for 3 days was performed and investiged for BA 

production, the results informed that after 3 days of NMB fermentation tyramine still available in 

the broth for 557.26 mg/L. The mixed cultures of P. pentosaceus TISTR 536 and Lc. bervis BCC 

26756 after 3 days of NMB fermentation were implied no tyramine production. These studied 

results revealed that using P. pentosaceus TISTR 536 as starter in NMB showed no effect on the 
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growth and tyramine production of W. cibaria KMITL- QU21, but it was revealed to exhibit the 

effect on Lc. bervis BCC 26756 in NMB. The chemiacal and microbiological properties of Nham, 

Thai traditional fermented meat, produced by using pediocin PA-1 producing P. pentosaceus 

TISTR 536 as starter culture were investigated and compared to naturally fermented Nham 

without starter culture. The fermentation of both products duration 0 and 3 days were determined 

for lactic acid concentrations, pH, water activities, moisture content, growth of LAB and 

Salmonella during fermentation. The results revealed that Nham fermented with starter culture 

showed a higher acid content after 3 days which led to decrease the pH more rapidly than Nham 

produced without starter, while water activity, moisture content and the growth of total lactic acid 

bacteria showed no difference. After 3 days of fermentation, Nham with starter culture implied to 

diminish all contaminated Salmonella which found 100% from the mixture of Nham before 

leading to ferment (0 day), while Nham without starter could diminish the contaminated 

Salmonella only 50 % from the 6 batches of Nham products. Thus, this study can be concluded 

that the use of P. pentosaceus TISTR 536 as starter for Nham fermentation can enhance the safety 

production of this product. 
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บทที� 1 

บทนํา 
 

1.1 ที�มาและความสําคญั 
แหนมเป็นอาหารหมกัพื�นเมืองประเภทเนื�อของไทยที�พบว่ามีความเสี�ยงต่อการปนเปื� อนของ

เชื�อซลัโมเนลลา (อดิศร และนภา, 2534; อดิศร และอรุณ, 2539; อดิศร และคณะ, 2537) เนื�องจาก

วตัถุดิบที�ใช ้เช่น เนื�อหมู มกัพบวา่มีการปนเปื� อนจากเชื�อดงักล่าวอยูใ่นปริมาณสูงเนื�องจากการฆ่า 

และการผา่ซากที�ไม่ถูกสุขลกัษณะ (Isaacson และคณะ, 1999; Fedorka-Cray และคณะ, 1995)        

การทาํลายเชื�อซลัโมเนลลาที�มีอยูใ่นผลิตภณัฑ์มกัอาศยัองคป์ระกอบในผลิตภณัฑ์แหนม เช่น เกลือ 

กระเทียม วตัถุเจือปน (ไนไตรท์/ไนเตรท) จุลินทรียใ์นกลุ่มแลคติกที�เกี�ยวขอ้งในระหว่างการหมกั  

ที�มีผลในการเปลี�ยนแปลงนํ� าตาลที�เป็นองค์ประกอบของผลิตภณัฑ์ไปเป็นกรดแลคติกมีผลยบัย ั�ง

และทาํลายเชื�อซลัโมเนลลาที�ปนเปื� อนในแหนมได ้ทั�งนี�  ขึ�นอยูก่บัระยะเวลาในการหมกัเพื�อให้ได้

แหนมที�มีความเป็นกรดสูงและมีค่าพีเอชตํ�า ซึ� งการทาํลายเชื�อซัลโมเนลลาในผลิตภณัฑ์แหนม       

จะมีประสิทธิภาพดีขึ� นได้โดยใช้กล้าเชื�อบริสุทธิ�  (starter cultures) ในกลุ่มแบคทีเรียแลคติก 

เนื�องจากในกระบวนการหมกัของแบคทีเรียกรดแลคติกจะไดส้ารที�มีผลต่อการพฒันา กลิ�น รสชาติ 

เนื�อสัมผสั ยบัย ั�งกิจกรรมของจุลินทรียก่์อโรคที�ปนเปื� อนในอาหารหมกั (วิลาวณัย,์ 2543) และ    

ช่วยให้ลดระยะเวลาในการหมกั (อดิศร, 2553; Swetwiwathana และคณะ, 1999) ขณะเดียวกนั

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างสารไบโอจีนิกเอมีนที�ทาํให้เกิดโทษต่อมนุษย์และสัตว์ได ้  

(Silla, 1996; Shalaby, 1996) 

ไบโอจีนิกเอมีน (Biogenic amine) เป็นผลพลอยไดจ้ากกระบวนการหมกัของเชื�อแบคทีเรีย    

แลคติกเป็นสารประกอบอินทรีย ์มีคุณสมบติัเป็นเบส นํ� าหนกัโมเลกุลตํ�า (Arena และ Manca, 

2001) ทนความร้อน (Shakila และคณะ, 2001) เกิดจากกระบวนการดีคาร์บอกซิเลสกรดอะมิโน    

ตั� งต้นให้เป็นไบโอจีนิกเอมีน เช่น ไทโรซีนเปลี�ยนเป็นไทรามีน ฮิสทิดีนเปลี�ยนเป็นฮิสตามีน      

เป็นตน้ พบมากในอาหารหมกั เช่น เนยแข็ง ผลิตภณัฑ์เนื�อหมกั ผลิตภณัฑ์ปลาหมกั ไวน์ เป็นตน้ 

(Gonzalez และคณะ, 1998) ซึ� งในเนื�อสัตวจ์ะพบ คาดาวารีน พิวเทรสซีน ไทรามีน ซึ� งสารนี� มีโทษ

กบัผูบ้ริโภค ถา้ผูบ้ริโภคไดรั้บสารนี� เขา้ไปจะทาํให้เกิดอาการแพท้างระบบประสาท ทางผิวหนัง 

และระบบทางเดินอาหาร (Pereira และคณะ, 2001) 

หลายปีที�ผ่านมามีผูศึ้กษาวิจัยเพื�อคัดเลือกเชื�อแบคทีเรียแลคติกจากอาหารหมักของไทย 

(Lotong และ Swetwiwathana, 1990) เพื�อคดัเลือกสายพนัธ์ุที�เหมาะสมใชใ้นการผลิตเป็นกลา้เชื�อ

สําหรับพฒันาการหมกัผลิตภณัฑ์ของไทยให้มีคุณภาพสูงขึ� นโดยมุ่งเน้นถึงการยอมรับรสชาติ 
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ลักษณะปรากฏ หลังการใช้กล้าเชื�อที�คดัเลือกได้ เพื�อควบคุมคุณภาพของผลิตภณัฑ์หมักและ           

ที�สําคญั คือ การคดัเลือกสายพนัธ์ุที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน (Swetwiwathana และคณะ, 

2003) ซึ� ง มุ่ ง เน้นการย ับย ั� งการเจริญของเชื� อก่อโรคทางเดินอาหารในระหว่างการหมัก                  

โดยมีวตัถุประสงค์ในการใช้เป็นกลา้เชื�ออาหารหมกัเพื�อให้ไดผ้ลิตภณัฑ์หมกัที�มีความปลอดภยั   

ต่อการบริโภค Swetwiwathana และคณะ (2003) ไดศึ้กษาการสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทีเรีย     

แลคติกในแหนมพบแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 14 สายพนัธ์ุ สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได ้

โดย 6 สายพนัธ์ุ คือ Lactococcus lactis N10, Lc. lactis N3, Lc. lactis  N60, Lc. Lactis N100,       

Lc. lactis N190 และ Pediococcus pentosaceus TISTR 536 เป็นสารที�สามารถฆ่าแบคทีเรียที�เป็น     

อินดิเคเตอร์ไดม้ากกวา่ 5 ชนิด โดยเฉพาะ Lc. lactis N100 และ Lc. lactis  N190 ให้ผลในการยบัย ั�ง              

แบคทีเรียแกรมบวกที�เป็นเชื�อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารทั�ง Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus และแบคทีเรียแกรมลบ เช่น Escherichia coli ได้ดี นอกจากนี�                    

P. pentosaceus TISTR 536 สามารถยบัย ั�งแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร เช่น L. monocytogenes         

และ E. coli  

กลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกจึงไดเ้ขา้มามีบทบาทที�เกี�ยวขอ้งกบัอาหารหมกัทาํให้เกิดผลิตภณัฑ์ใหม่

ที�มีกลิ�น และลักษณะอาหารที�ดี โดยกล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติกที�นิยมนํามาใช้ในอาหารหมัก   

ประเภทเนื�อ ไดแ้ก่ Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc และ Pediococcus มีความสามารถ   

ในการใช้นํ� าตาลหรือสารประกอบพวกคาร์โบไฮเดรตในการผลิตกรดแลคติก (ศิพตัม์, 2539)        

ในการศึกษานี� ได้ทาํการทดลองใช้ P. pentosaceus TISTR 536 ซึ� งเป็นเชื�อแบคทีเรียแลคติก             

ที�สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินในกลุ่ม Pediocin PA-1 ซึ� งคดัแยกมาจากผลิตภณัฑ์แหนม 

(Swetwiwathana, 2005) เพื�อนาํมาใชเ้ป็นกลา้เชื�อในการหมกัแหนมเพื�อควบคุมคุณภาพให้มีความ

สมํ� า เสมอรวมถึงศึกษาการลดของสารไบโอจีนิกเอมีนในอาหาร Improved medium และ              

ในแบบจาํลองของการหมกัแหนม (Nham Model Broth, NMB) เพื�อที�จะไดข้อ้มูลจากการศึกษา      

ที�เป็นประโยชน์ต่อการควบคุมการหมกัและช่วยทาํใหอ้าหารหมกัมีความปลอดภยั 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของงานวจิัย 

1.2.1 ศึกษาเปรียบเทียบอิทธิพลของชนิดอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว และสภาวะการเพาะเลี�ยงต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536   
1.2.2 ตรวจสอบการสร้างสารไบโอจีนิกเอมีนของกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus 

TISTR 536 เปรียบเทียบกบัเชื�อแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุต่างๆที�แยกไดจ้ากผลิตภณัฑ์อาหารหมกั

ไทยในแบบจาํลองสภาวะการหมกัแหนม (NMB)  

1.2.3 ศึกษาผลการใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ในระหว่าง          

การหมกัแหนม 
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1.3 ขอบเขตงานวจิัย 

งานวิจยันี� ทาํการศึกษาเปรียบเทียบการเจริญของกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus 

TISTR536 ในอาหารเหลวสองชนิด คือ อาหารเหลว MRS (de Man-Rogosa-Sharpe broth)         

และ GYP (Glucose Yeast extract  Peptone broth) ทั�งในสภาวะเพาะเลี� ยงแบบเขย่าและแบบนิ�ง             

นาํกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR536 และกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกที�ผลิตแบคเทอริซินที�แยกได้

จากอาหารหมกัชนิดต่างๆ ทดสอบการสร้างและไม่สร้างสารไบโอจีนิกเอมีนในอาหาร Improved 

medium ทั�งชนิดอาหารแข็งและอาหารเหลว และทาํการยืนยนัการยบัย ั�งการสร้างสารไบโอจีนิก      

เอมีนของแบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลวจาํลองสภาวะการหมกัแหนมโดยใช้เทคนิควิเคราะห์     

High performance liquid chromatography (HPLC) จ า ก นั �น ศึ ก ษ า ผ ล ก า ร ใ ช้ ก ล้ า เ ชื� อ      

แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ในระหว่างการหมกัแหนมที�มีและไม่มีการเติม        

กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติกโดยทาํการตรวจวิเคราะห์ทางด้านเคมี (ปริมาณกรดแลคติกทั� งหมด          

ค่าพีเอช ค่าความชื�น ค่าวอเตอร์แอกตีวีตี� ) และทางจุลชีววิทยา คือ ปริมาณแบคทีเรียแลคติก    

ทั� งหมด และเชื� อซัลโมเนลลาของตัวอย่างแหนมในระยะเวลาการหมัก 0 และ 3 ว ัน และ            

ทดสอบการยอมรับของผลิตภณัฑแ์หนม 

 

1.4  ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ทราบอาหารและสภาวะที�เหมาะสมในการเพาะเลี�ยงกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR536  

1.4.2 สามารถคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุที�ไม่สร้างไบโอจินิกเอมีนมาใชเ้ป็นกลา้เชื�อ   

ในการผลิตอาหารหมกัใหป้ลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 

1.4.3 ทราบผลการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ที�ผลิตสารแบคเทอริ

โอซินที�มีการเติมในระหวา่งการหมกัแหนมต่อผลิตภณัฑแ์หนมได ้
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บทที� 2 

ทฤษฎแีละวรรณกรรมที�เกี�ยวข้อง 
 

2.1 แหนม (Nham) 

2.1.1 ลกัษณะทั�วไปของแหนม 
แหนม (Nham) เป็นผลิตภณัฑ์เนื�อหมกัพื�นบา้นของไทยที�นิยมบริโภคกนัทั�วไปเป็น

อาหารที�มีปริมาณโปรตีนสูงและมีปริมาณไขมนัตํ�าผลิตไดจ้ากหมูเนื�อแดงบดละเอียดผสมกบัเกลือ

บริโภคไนเตรทและไนไตรทข์า้วเจา้หรือขา้วเหนียวสุกกระเทียมจากนั�นคลุกเคลา้ส่วนผสมทั�งหมด

ให้เขา้กนัและนาํไปบรรจุโดยห่อดว้ยพลาสติกหรือห่อทบัดว้ยใบตองขนาดของการบรรจุสุดทา้ย

นาํไปหมกัในสภาวะที�เหมาะสมเพื�อให้เกิดรสเปรี� ยว (Adams และ Moss, 1995) การหมกัแหนมทาํ

ไดส้องสภาวะคือ การหมกัแหนมตามสภาพธรรมชาติ (natural fermentation) เป็นการหมกัโดย

อาศยัอุณหภูมิของสภาพแวดล้อม ซึ� งเป็นการหมกัที�เกิดขึ�นมกัไม่คงที� และการหมกัด้วยกล้าเชื�อ              

ซึ� งในระหวา่งการหมกัมีการเติมกลา้เชื�อบริสุทธิ� ของแบคทีเรียกรดแลคติก (Jay, 1996) ลงในสูตร    

การผลิตโดยกล้าเชื� อแบคทีเรียกรดแลคติกที� นิยมใช้เติมในสูตรการผลิตแหนม ได้แก่   

Lactobacillus plantarum, L. curvatus, Pediococcus pentosaceus และ P. acidilactici (Hammes 

และ knauf, 1994) ซึ� งเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที�คดัเลือกไดจ้ากการหมกัไส้กรอกเปรี� ยวตามสภาพ

ธรรมชาติแบคทีเรียกรดแลคติกที�ใชเ้ป็นกลา้เชื�อพบวา่ช่วยในการสร้างกรดซึ� งทาํให้ผลิตภณัฑ์มีรส

เปรี� ยว และทาํให้พีเอชลดลงส่งผลต่อการยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียที์�ไม่ตอ้งการ (อรนุช, 2530; 

อดิศร, 2543) ในกระบวนการหมกั นอกเหนือจากสารอาหารที�จาํเป็นต่อการเจริญของของแบคทีเรีย

กรดแลคติกแล้วปัจจยัที�เกี�ยวกบัสภาพแวดล้อมที�สําคญัและมีผลต่อกิจกรรมของแบคทีเรียกรด      

แลคติกในการหมกัแหนม คือ อุณหภูมิ โดยอุณหภูมิเป็นตวัจาํแนกกลุ่มของจุลินทรีย ์ซึ� งจาํแนกได้

เป็น psychrotropes (มีอุณหภูมิที�เหมาะสมอยูร่ะหวา่ง 2 ถึง 7 องศาเซลเซียส) mesophils (มีอุณหภูมิ

ที�เหมาะสมต่อการเจริญระหวา่ง 10-40 องศาเซลเซียส) และ Thermophils (มีอุณหภูมิที�เหมาะสม

ระหวา่ง 43-66 องศาเซลเซียส) (Lawrie, 1995) 

Geoffey (1987) ไดก้ล่าวถึงแหนมวา่เป็นผลิตภณัฑ์เนื�อหมกักึ�งแห้งที�ผลิตจากเนื�อหมูนาํมาสับ

หรือบดผสมกบัหนงัหมูมีการเติมขา้วสุกและเครื�องปรุงอื�นๆไดแ้ก่กระเทียมพริกไทย บางครั� งมีการ

เติมพริกทั� งเม็ดห่อให้แน่นด้วยใบตองหรือแผ่นพลาสติกหลังการบรรจุปล่อยให้เกิดการหมัก           

ที�อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4-5 วนั การรับประทานแลว้แต่ความนิยมของผูบ้ริโภค       

ว่าต้องการทําให้สุกหรือไม่ โดยส่วนใหญ่พบว่า นิยมบริโภคโดยไม่ทําให้สุก รูปแบบของ           

การบริโภคแหนมที�พบโดยทั�วไป ไดแ้ก่ การปิ� ง ทอด ยาํ หรือเป็นส่วนผสมในอาหารอื�นๆ แหนม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นผลิตภณัท์ที�พบได้ในประเทศไทยโดยเฉพาะในภาคเหนือ และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ         

ประเทศลาว ประเทศเวยีดนาม และประเทศจีน เป็นตน้ 

2.1.2 การผลติแหนม 

กรรมวธีิทั�วไปในการผลิตแหนมประกอบดว้ยนาํเนื�อหมูมาแล่เอามนัออกให้หมด จากนั�น

นาํมาสับหรือบดให้ละเอียดอาจใช้ผา้ขาวบางที�แห้งและสะอาดซับหลายๆครั� งเพื�อลดความชื�น             

เติมโปแตสเซียมไนเตรท หรือผงพริกลงในเนื�อบดคลุกเคล้าให้เข้ากัน เติมพริกไทย กระเทียม       

ข้าวสุกที�บดละเอียด จากนั� นใส่หนังหมูที�ต้มสุกและหั�นเป็นชิ�นเล็กๆบางๆลงผสมคลุกเคล้า                

ใหเ้ขา้กนัอีกครั� ง 

 

หนงัหมู เนื�อหมูแดง 

กระเทียม ขา้วสุก  

พริกไทยเกลือ ผงพริก 
  

  ลา้ง - ตม้ เลาะมนัหมูออก 
  

  

  

  

หั�นเป็นชิ�นเล็กๆ 

ใชผ้า้ขาวบางที�แหง้และสะอาด

ซบัเนื�อหมูหลายๆครั� ง บดใหล้ะเอียด 
  

  

  ผสมใหเ้ขา้กนัและนวดจนเหนียวแบ่งใส่ถุงพลาสติกตามปริมาณ 30-40 กรัม/ห่อ เติมพริกขี�หนู 1-2 เมด็/ห่อ 

ห่อทบัดว้ยใบตอง 3-5 ชั�น ห่อทับด้วยพลาสติก 

1-2 ชั�น 

มดัใหแ้น่นดว้ยเชือก บ่มไวที้�อุณหภูมิหอ้ง 4-5 วนั 
 

ผลิตภณัฑแ์หนม 

 

ภาพที� 2.1 ขั�นตอนของการผลิตแหนม  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สาํหรับการห่อแหนมปริมาณที�ใส่แลว้แต่โรงงานผูผ้ลิตเช่นอาจห่อดว้ยถุงพลาสติกนํ� าหนกั

ประมาณ 30-40 กรัมพร้อมทั�งใส่พริกขี�หนูลงไป 1-2 เม็ดเพื�อให้ดูน่ารับประทานหรือห่อให้เป็นรูป

ทรงกระบอกขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 1 นิ�ว ยาว 2.5-3.0 นิ�ว สุดทา้ยห่อทบัดว้ยใบตอง 3-5 ชั�น รัดให้

แน่นดว้ยเชือกเพื�อกาํจดัอากาศในห่อ และทาํให้เชื�อจุลินทรียท์าํงานไดดี้ที�สุด ซึ� งขั�นตอนการผลิต

แสดงดงัภาพที� 2.1 

2.1.3 เนื�อและผลติภัณฑ์เนื�อสัตว์ 

เป็นแหล่งอาหารที�มีองค์ประกอบที�สําคัญหลายอย่างได้แก่โปรตีนวิตามิน เกลือแร่

องค์ประกอบของไขมนักรดไขมนัอิ�มตวัคลอเรสเตอรอลและเกลือ เนื�อสัตวจึ์งเป็นแหล่งอาหาร         

ที�สําคญั การบริโภคเนื�อสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์เนื�อสัตวมี์อิทธิพลจากปัจจยัหลายอย่าง เช่น ลกัษณะ  

ของผลิตภัณฑ์ที� ดึงดูดความสนใจลักษณะทางด้านประสาทสัมผัส ความปลอดภัย ราคา             

ความสะดวกในการบริโภค สภาพแวดลอ้มที�เกี�ยวขอ้ง และรายไดข้องผูบ้ริโภคเป็นตน้ (Jimenez 

และคณะ, 2001) ผลิตภณัฑ์เนื�อหมกัเป็นผลิตภณัฑ์ที�ตอ้งมีขั�นตอนการบ่มในระหว่างการผลิต

เพื�อให้เกิดกิจกรรมที�เหมาะสมของเชื�อจุลินทรียแ์ละมีการสร้างสารที�ทาํให้ผลิตภณัฑ์มีรสชาติ        

ที� เฉพาะตัวแม้ว่าโดยทั�วไปเชื� อจุลินทรีย์เป็นสิ� งที�ท ําความเสียหายในกระบวนการผลิตเนื� อ            

ดงันั�น ผลิตภณัฑ์เนื�อจึงตอ้งมีการควบคุมกิจกรรม และปริมาณของจุลินทรียที์�ไม่เกี�ยวขอ้ง ทั�งนี�    

เพื�อไม่ให้ผลิตภณัฑ์ไดรั้บความเสียหาย (Pearson และ Dutson, 1986) ลกัษณะที�จาํเพาะของ

ผลิตภณัฑ์เนื�อหมกัเกิดขึ�นจากการหมกัดว้ยแบคทีเรียกรดแลคติก ผลิตภณัฑ์เนื�อหมกัเกิดไดท้ั�งการ

หมกัตามสภาพธรรมชาติ (natural fermentation) ซึ� งเป็นการหมกัที�เกิดขึ�นจากเชื�อจุลินทรียที์�

ปนเปื� อนมากับเนื�อที�ใช้เป็นวตัถุดิบส่วนผสมอื�นๆ และอาจติดอยู่กบัเครื�องมือที�ใช้ในการผลิต      

การหมักประเภทนี� พบแบคทีเรียกรดแลคติคค่อนข้างน้อย แต่จะพบเชื�อแบคทีเรียชนิดอื�นๆ           

ทั� งแบคที เ รียแกรมบวกและแกรมลบ เ ชื� อแบคทีเ รียชนิดที�พบ และมีประโยชน์  ได้แ ก่                  

สกุล Micrococcus ส่วนในกระบวนการหมกัที�เกิดการสร้างกรดพบว่า ในช่วงแรกของการหมกั     

เกิดจากเชื�อในสกุล Enterococcus และในช่วงสุดทา้ยของการหมกัเกิดจากเชื�อในสกุล Lactobacillus 

และ Pediococcus เมื�อมีการหมักเกิดขึ� นเชื� อแบคทีเรียกรดแลคติกมีการเจริญอย่างรวดเร็ว            

ส่งผลให้มีการผลิตกรดแลคติกมากขึ�น และทาํให้ค่าพีเอชของผลิตภณัฑ์ลดลงทาํให้เชื�อแบคทีเรีย     

ที�ก่อใหเ้กิดโรคลดจาํนวนลงหรือตายภายใน 2-3 วนั (Varnam และ Sutberland, 1995) 

2.1.4 โซเดียมไนไตรท์ 

โซเดียมไนเตรทและไนไตรท ์ช่วยทาํให้เกิดสีชมพูหรือชมพูแดง ซึ� งเป็นลกัษณะเฉพาะ

ของผลิตภณัฑ์ ไนไตรทเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ สามารถลดการเกิดกลิ�นหืนในผลิตภณัฑ์ และ    

ช่วยยบัย ั�งการเจริญของเชื�อจุลิทรีย ์โดยเฉพาะเชื�อ Clostridium botulinum ซึ� งเป็นแบคทีเรียที�เจริญ        

ได้ในสภาวะที�ไร้อากาศ สามารถสร้างสารพิษที�เป็นอนัตรายได้ถึงชีวิต การใช้เกลือไนเตรทมกั      

ใช้ร่วมกบัเกลือไนไตรท์ สํานกังานคณะกรรมการอาหารและยา ตามประกาศกระทรวงสาธารณะ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สุขกาํหนดให้ใช้เกลือไนไตรท์ในปริมาณไม่เกิน 125 ppm โดยคาํนวณปริมาณโซเดียมไนไตรท ์       

และการใช้ไนเตรทในผลิตภณัฑ์เนื�ออยู่ที�ปริมาณไม่เกิน 500 ppm. ในประเทศไทยมาตรฐาน

ผลิตภณัฑ์ชุมชนแหนมหมู (2548) กาํหนดโซเดียมไนไตรท ์ตอ้งไม่เกิน 125 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม 

หากใช้เกินกาํหนดจะมีโอกาศเสี�ยงต่อปัญหาของการตกคา้งในผลิตภณัฑ์ เนื�องจากไนไตรท์ที�

ตกคา้งจะทาํปฏิกิริยากบักลุ่มเอมีนในเนื�อสัตว ์และเปลี�ยนเป็นสารไนโตรซามีน ซึ� งมีรายงานวา่เป็น

สารก่อมะเร็งในสัตวท์ดลอง ซึ� งสารนี� มกัพบในผลิตภณัฑ์เนื�อแบบใชห้มกัที�ผ่านการให้ความร้อน   

ที�อุณหภูมิสูงๆ เช่น การปิ� งหรือการยา่ง ในการแปรรูปผลิตภณัฑ์เนื�อมีการใชเ้กลือไนไตรทป์ริมาณ

เล็กนอ้ย (จุฑารัตน์, 2552) นอกจากนี� มีการศึกษาการใชเ้ชื�อ Micrococcus varians ในการเปลี�ยน   

ไนเตรทใหเ้ป็นไนไตรท ์เพื�อลดการตกคา้งของสาร และเพิ�มสีของผลิตภณัฑ์แหนม โดยในช่วงแรก

ของการหมกัเชื�อ M. varians ทาํการรีดิวส์ไนเตรทเปลี�ยนเป็นไนไตรท์ และแหนมมีค่าความ        

เป็นกรดมาก ไนไตรทจ์ะสลายตวัเป็นไนตริกออกไซด์ และทาํการรีดิวส์รวมตวักบัเมทไมโอโกบิน

จะได้ผลิตผลของการออกซิเดชั�นเป็นไนโตรโซไมโอโกบิน และให้สีชมพูแก่แหนม สีดงักล่าว   

เป็นดชันีวดัคุณภาพของแหนมว่ามีการเน่าเสียหรือไม่ จากรายงานวิจยัการใช้เชื�อ Micrococcus 

varians ช่วยในการลดการตกคา้งไดดี้กวา่การที�ไม่มีการเติมกลา้เชื�อ (ไพโรจน์ และคณะ, 2538) 

2.1.5 แบบจําลองการหมักแหนม (Nham Model Broth: NMB) 

แบบจาํลองการหมกัแหนมสามารถทาํไดโ้ดยการใช้สารอาหารมาทดแทนส่วนประกอบ

ต่างๆ  ที�ใชใ้นการทาํแหนม (ตามตารางที� 2.1) โดยใชส้ารสกดัจากเนื�อทดแทนเนื�อหมู หนงัหมูสุก

ไม่เป็นปัจจยัในการเจริญของเชื�อ กลูโคสทดแทนขา้วสุก กระเทียมที�ผา่นการฆ่าเชื�อดว้ยแอลกอฮอล์

ทดแทนกระเทียมสด โซเดียมคลอไรด์ทดแทนเกลือ และไนไตร์ทหรือไนเตรทตอ้งกรองฆ่าเชื�อ 

แลว้ปรับสภาพการหมกัแหนมใหเ้หมือนกบัการหมกัแหนมจริง 

จากตารางที� 2.1 เติมส่วนผสมประกอบของแบบจาํลอง ปรับค่าพีเอช เป็น 6.3 ดว้ยกรด

ไฮโดรคลอริก และปรับค่าวอเตอร์แอคติวตีิ�  เท่ากบั 0.97 โดยใชก้ลีเซอรอล 4 เปอร์เซ็นต ์จากนั�  นนาํ

ไปทาํการฆ่าเชื�อที� 121 องศาเซลเซียส 15 นาที เติมไนไตร์ทที�ผ่านการกรองฆ่าเชื�อ และกระเทียม

สับที�ผา่นการฆ่าเชื�อเททบัดว้ยนาํมนัพาราฟินที�ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 

 

ตารางที� 2.1 สารอาหารของแบบจาํลองแหนมที�ทดแทนในส่วนประกอบของแหนม 

ส่วนประกอบของแหนม ส่วนประกอบแบบจาํลองแหนม (NMB) 

เนื�อหมู                                       650  กรัม เนื�อสกดั (Meat extract)              10 กรัม 

หนงัหมูสุก                                 350  กรัม ไม่มีผลต่อการเจริญของเชื�อ 

ขา้วสุก                                        60   กรัม กลูโคส                                       10  กรัม 

ที�มา : Swetwiwathana และคณะ (1999) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที� 2.1 สารอาหารของแบบจาํลองแหนมที�ทดแทนในส่วนประกอบของแหนม (ต่อ) 

ส่วนประกอบของแหนม ส่วนประกอบแบบจาํลองแหนม (NMB) 

กระเทียม                                    50   กรัม กระเทียมที�ผา่นการฆ่าเชื�อ         50 กรัม 

เกลือ                                           25   กรัม เกลือ หรือ โซเดียมคลอไรด ์      25 กรัม 

ไนไตร์ท/ไนเตรท                125/500  ppm กรองฆ่าเชื�อในปริมาณที�เท่าเดิม 

กรดแอสคอบิก                            0.5  กรัม เติมปริมาณเท่าเดิม 

โซเดียมไตรโพลีฟอสเฟส            0.3  กรัม เติมปริมาณเท่าเดิม 

ที�มา : Swetwiwathana และคณะ (1999) 

 

2.1.6 เกณฑ์คุณภาพของแหนม 

ศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (2543) ไดศึ้กษาถึงการจดัทาํเกณฑ์

คุณภาพและมาตรฐานของผลิตภณัฑแ์หนมซึ�งจาํแนกเป็นดา้นต่างๆไดต้ามตารางที� 2.2–2.4 

ตารางที� 2.2 เกณฑคุ์ณภาพของแหนมทางกายภาพและดา้นประสาทสัมผสั 

คุณภาพทางกายภาพ คุณลกัษณะที�ตอ้งการ 

ความเปรี� ยว มีรสเปรี� ยว 

สี มีสีออกชมพ ู

ความแน่นเนื�อ มีเนื�อสัมผสัค่อนขา้งแน่นเกาะตวักนัดี ไม่ร่วน 

กลิ�น ไม่มีกลิ�นคาวของเนื�อหมูดิบมีกลิ�นหอมเฉพาะของแหนม 

ซึ� งเกิดจากเครื�องเทศที�เติมและการหมกัจากเชื�อจุลินทรีย ์

ที�มา: ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (2543) 

 

ตารางที� 2.3 เกณฑคุ์ณภาพของแหนมทางเคมี 

คุณภาพทางเคมี ปริมาณ 

ปริมาณนํ�าอิสระ (aw) 0.80-0.95 

ความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 4.6 

โปรตีน (protein) มากกวา่หรือเท่ากบั 22 เปอร์เซ็นต ์

ไขมนั (fat) นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 8 เปอร์เซ็นต ์

เกลือ (salt) 2-3 เปอร์เซ็นต ์

ปริมาณของไนไตรท ์ นอ้ยกวา่ 125 ppm 

ที�มา: ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (2543) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที� 2.4 เกณฑคุ์ณภาพของแหนมทางจุลินทรีย ์

คุณภาพทางจุลินทรีย ์ ปริมาณที�พบ 

Salmonella spp. ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 25 กรัม 

Escherichia coli 0157 : H7 ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 0.1 กรัม 

Staphylococcus aureus ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 0.1 กรัม 

Yersinia enterocolitica ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 0.1 กรัม 

Clostridium perfringens ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 0.1 กรัม 

Fungi ตอ้งนอ้ยกวา่ 10 โคโลนี ต่อตวัตวัอยา่ง 1 กรัม 

พยาธิ Trichinella spiralis. ตอ้งไม่พบในตวัอยา่ง 100 กรัม 

ที�มา: ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (2543) 

 

กลัยาณี และคณะ (2553) ศึกษาการปนเปื� อนเชื�อ E. coli และ Salmonella spp. ในตวัอยา่ง

แหนมจาํนวน 20 ตวัอยา่ง ระยะเวลาในการเก็บตวัอยา่ง คือ เดือนกนัยายน 2553 ถึง มกราคม 2554 

พบวา่ ความเป็นกรด-ด่างของแหนมมีค่าอยูใ่นช่วง 2.3-6.9 โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มความเป็น

กรด-ด่างที�ต ํ�ากวา่มาตรฐานของแหนม (2.3-4.3) กนัยายน จาํนวน 1 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 5) ตุลาคม 

จาํนวน 6 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 30) ธนัวาคม จาํนวน 1 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 5) มกราคม จาํนวน 1 ตวัอยา่ง 

(ร้อยละ 5) กลุ่มค่าความเป็นกรด-ด่างที�ได้มาตรฐานของแหนม (4.4–4.6) กนัยายน จาํนวน 2 

ตวัอยา่ง (ร้อยละ 10) ตุลาคม จาํนวน 3 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 15) พฤศิกายน จาํนวน 5 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 

25) ธนัวาคม จาํนวน 1 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 5) มกราคม จาํนวน 3 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 15) และกลุ่มค่า

ความเป็นกรด-ด่างที�สูงกวา่มาตรฐานของแหนม (4.7–6.9) กนัยายน จาํนวน 17 ตวัอย่าง (ร้อยละ 

85) ตุลาคม จาํนวน 11 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 55) พฤศจิกายน พบจาํนวน 15 ตวัอย่าง (ร้อยละ 75) 

ธนัวาคม จาํนวน 18 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 90) มกราคม จาํนวน 16 ตวัอยา่ง (ร้อยละ 80) การตรวจ

ปริมาณจุลินทรียท์ั�งหมดในแหนม อยูใ่นช่วง 7.0-9.0 log CFU/g ซึ� งทุกตวัอยา่งที�สุ่มเก็บในทุกเดือน 

มีปริมาณจุลินทรียท์ั�งหมดเกินกว่าเกณฑ์มาตรฐานคุณภาพทางจุลชีววิทยาของอาหาร การตรวจ

วิเคราะห์ปริมาณโคลิฟอร์ม และฟีคลัโคลิฟอร์มแบคทีเรียพบตวัอย่างที�มีค่าเกินมาตรฐานคิดเป็น

ร้อยละในแต่ละเดือนไดด้งันี� โคลิฟอร์มแบคทีเรียในเดือนกนัยายน ตุลาคม พฤศจิกายน ธันวาคม

และมกราคม คิดเป็นร้อยละ 15, 5, 15, 10 และ 15 ตามลาํดบั และฟีคลัโคลิฟอร์มแบคทีเรีย            

ในเดือนกนัยายน ตุลาคม พฤศจิกายน ธนัวาคม และมกราคม คิดเป็นร้อยละ 70, 60, 60, 65 และ 35 

ตามลาํดบั การตรวจวิเคราะห์ทางชีวเคมีของฟีคลัโคลิฟอร์มแบคทีเรียพบว่าเป็น E.coli Type II    

การตรวจวิเคราะห์ Salmonella sp. พบเชื�อเกินมาตรฐานคิดเป็นร้อยละ 10 และ 5 ในเดือนกนัยายน 

และธนัวาคม ตามลาํดบั 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



10 

Swetwiwathana (2533) ไ ด้ทํา ก า ร ท ด ล อ ง นํา ก ล้ า เ ชื� อ แ บ ค ที เ รี ย แ ล ค ติ ก ผ ส ม กับ 

Lactobacillus spp. (L1) และ Pediococcus spp. (P55) เป็นเชื�อเริ�มตน้ในการหมกัแหนมที�มีการเติม

เชื�อในกลุ่มของซลัเนลลา 3 สายพนัธ์ุ Salmonella derby, S. anatum และ S. Newport เปรียบเทียบ

กบัแหนมที�หมกัโดยธรรมชาติที�ไม่เติมกล้าเชื�อ พบว่า การใช้กล้าเชื�อแคทีเรียแลคติกผสมมีผล     

ในการยบัย ั�งและทาํลายเชื�อซัลโมเนลลาในระหว่างการหมกัแหนมได้เร็วกว่าแหนมที�หมกัโดย      

ไม่เติมกลา้เชื�อ นอกจากนี�แหนมที�หมกัดว้ยกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกยงัมีรสชาติ เนื�อสัมผสั ลกัษณะ

ปรากฎทางด้านสีที�เป็นที�ยอมรับ ดงันั�น การใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกในการหมกัแหนม    

เพื�อควบคุมคุณภาพความปลอดภยัในระหวา่งการหมกัจึงมีความเป็นไปไดสู้ง 

Swetwiwathana และ Lotong (1999) ไดเ้ริ�มทาํการตดัแยกเชื�อในกลุ่มแบคทีเรียแลคติก       

ที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน เพื�อประโยชน์ในการใชเ้ป็นกลา้เชื�อบริสุทธิ� กลบัในการหมกัแหนม 

โดยมีวตัถุประสงค์เพื�อใช้ในการยบัย ั�งเชื�อซัลโมเนลลาที�เป็นปัญหาสําคญัของผลิตภณัฑ์แหนม     

ให้หมดไปในระหว่างการหมกั และจากงานวิจยัพบว่า ได้เชื�อกลุ่มที�สามารถผลิตสารแบคเทอริ

โอซินไดห้ลายสายพนัธ์ุ แต่สายพนัธ์ุที�เป็นน่าสนใจ คือ P. pentosaceus TISTR 536 เป็นเชื�อที�    

สร้างสารยบัย ั�งแบคเทอริโอซินที�ชื�อว่า pediocin PA-1 ดงันั�น จึงไดท้าํการศึกษาประสิทธภาพใน

การใชเ้ชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 เป็นกลา้เชื�อหมกัแหนมเทียบกบัแหนมที�หมกัโดยธรรมชาติ   

และแหนมที�หมกัดว้ย P. pentosaceus JCM 5890 ที�ไม่สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได ้รวมถึง

ศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั�งและทาํลายเชื�อโรคอาหารเป็นพิษ S. anatum (Swetwiwathana และ

คณะ, 2001a และ 2001b) จากการทดลองพบวา่การใช ้P. pentosaceus TISTR 536 เป็นกลา้เชื�อ

บริสุทธิ�  ในการหมกัแหนมนั�นทาํให้แหหนมที�ได้มีค่าพีเอชที�ลดลงเร็วกว่าแหนมที�หมกัแบบ

ธรรมชาติ แต่พีเอชเมื�อเทียบกบัแหนมที�เติมเชื�อ P. pentosaceus JCM 5890 ให้ผลที�ไม่แตกต่าง     

กนัมาก ผลในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อ S. anatum ของแหนมที�หมกัดว้ย TISTR 536 ให้ผลดีกวา่

แหนมที�หมกัดว้ย P. pentosaceus JCM 5890 และแหนมที�หมกัแบบธรรมชาติ ซึ� งจากการทดลอง

ดงักล่าวทาํให้เชื�อมั�นวา่เชื�อในกลุ่มแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536  น่าจะ

เป็นทางเลือกที�จะใช้เป็นกล้าเชื�อในการหมกัแหนม เพื�อช่วยพฒันาคุณภาพของแหนมให้คงที�              

ในดา้นรสชาติ และลกัษณะของเนื�อสัมผสัของผลิตภณัฑร์วมถึงความปลอดภยัจากแบคทีเรียก่อโรค 

อรุณวรรณ และคณะ (2554) ศึกษาผลของการใชก้ลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 และ 

Lb. salivarius D4 เป็นกลา้เชื�อในผลิตภณัฑ์แหนมเนื�อโค แบ่งการทดลองออกป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 

แหนมกลุ่มควบคุม แหนมที�เติมกล้าเชื�อเชิงการค้า (Pacovis RCI-47) แหนมที�เติมกล้าเชื� อ              

P.  pentosaceus TISTR 536 และแหนมที�เติมกลา้เชื�อ Lb. salivarius D4 ระยะเวลาการหมกัแหนม    

3 วนั บ่มที�อุณภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั สุ่มตวัอยา่งวนัที� 0,1, 2 และ 3 เพื�อตรวจหาเชื�อ

แบคทีเรียแลคติก สุ่มตวัอยา่งวนัที� 0 และ 3 เพื�อตรวจหาเชื�อ Yeast/Mold, Coliforms, E. coli, Staph. 

aureus และ Salmonella spp. สําหรับปริมาณกรดทั�งหมดและพีเอช สุ่มตวัอยา่งวนัที� 0 ถึงวนัที� 7    
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ผลการศึกษาทางดา้นจุลินทรีย ์พบวา่ จาํนวนของแบคทีเรียแลคติกในวนัที� 0, 1 และ 2 ของการหมกั

แหนม ในกลุ่มควบคุมมีจาํนวนตํ�าสุด แต่ในวนัที� 3 พบวา่ จาํนวนของแบคทีเรียแลคติกไม่แตกต่าง

กนัทุกกลุ่มการทดลอง ขณะที�จาํนวน Yeast/Mold ทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกนั (P>0.05)      

แต่เมื�อหมกัแหนมครบ 3 วนั พบว่า กลุ่มที�เติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 มีจาํนวน 

Yeast/Mold ลดลงเหลือน้อยที�สุด ส่วนจาํนวน Coliform ในวนัที� 0 และ 3 ของการหมกัแหนม      

พบทุกกลุ่มการทดลองไม่แตกต่างกนั แต่พบว่าเมื�อระยะเวลาการหมกัเพิ�มขึ�นทุกกลุ่มการทดลอง    

มีแนวโนม้เชื�อ Coliform ลดลง อย่างไรก็ตาม จาํนวนเชื�อ Salmonella spp., Staph. aureus และ        

E. Coli ในแหนมเนื�อโคตรวจไม่พบทุกกลุ่มการทดลองผลทางดา้นคุณภาพแหนม พบกลุ่มควบคุม

มีปริมาณกรดทั�งหมดตํ�าสุด และมีค่าพีเอชสูงสุด การเติมกลา้เชื�อ Lb. salivarius D4 ทาํให้ค่าพีเอช 

ลดลงมากที�สุด 

 

2.2 ซัลโมเนลลา (Salmonella) 

2.2.1 คุณลกัษณะของซัลโมเนลลา (Characteriatic of Salmonella) 
ซัลโมเนลลา (Salmonella spp.) เป็นแบคทีเรียที�ทาํให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษที�มีความ

รุนแรง จดัอยูใ่นตระกูลเอนเทอโรแบคเทอริซีอี (Family Enterobacteriaceae) ติดสีแกรมลบ (gram 

negative) ไม่สร้างสปอร์ มีขนาดประมาณ 0.7–1.5 x 2–5 ไมครอน มีรูปร่างเป็นแท่ง (rod shape) 

(ดงัภาพที� 2.2) เคลื�อนที�ไดด้ว้ยแฟลกเจลลา เจริญไดท้ั�งในสภาวะที�มีและไม่มีอากาศ ชอบอุณหภูมิ

ปานกลาง  

 

ภาพที� 2.2 ลกัษณะของซลัโมเนลลา 

ที�มา: Giannella, 1996 

 

ซัลโมเนลลาเป็นแบคทีเรียที�ไม่ทนความร้อนสามารถถูกทาํลายได้ที�อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส นาน 1 ชั�วโมง หรือที� 62 องศาสเซลเซียส นาน 4 นาที อยา่ งไรก็ตาม ความสามารถในการ

ทนความร้อนขึ�นอยู่กบัสายพนัธ์ุและสภาพแวดล้อมที�แบคทีเรียเจริญได้ S. Senftenberg เป็น       

สายพัน ธ์ุ ที�สามารถทนอุณภู มิ สูงได้ดีกว่า เ ชื� อซัลโมเนลลาสายพันธ์ุทั�วไปถึง10-20 เท่ า                   
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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โดยที�อุณหภูมิ 60 องศาสเซลเซียส ตอ้งใช้เวลาในการให้ความร้อนนาน 1 ชั�วโมง ในการทาํลาย

จุลินทรียด์งักล่าว (อรุณ และคณะ, 2546) 

2.2.2 การจัดแบ่งเชื�อซัลโมเนลลา 

ซัลโมเนลลาแบ่งได ้ 2 สปีชีส์ (ตารางที� 2.5) ได้แก่ สปีชีส์ Salmonella enterica มี                

6 ซบัสปีชีส์ ประกอบดว้ย Group (I) S. enterica subsp. enteric จาํนวน 1,454 ซีโรวาร์ Group (II)      

S. enterica subsp. salamae จาํนวน 489 ซีโรวาร์ Group (III a) S. enterica subsp. arizonae จาํนวน 

94 ซีโรวาร์ Group (III b) S.enterica subsp. diarizonae จาํนวน 324 ซีโรวาร์ Group (IV) S. enterica 

subsp. houtenae จาํนวน 70 ซีโรวาร์และ Group (VI) S. enterica subsp.indica จาํนวน 12 ซีโรวาร์ 

และสปีชีส์ Salmonella bongori (Group V) จาํนวน 20 ซีโรวาร์ 

 

ตารางที� 2.5 จาํนวนซีโรวาร์ในแต่ละซบัสปีชี�ส์ 

Salmonella enteric  

Salmonella enterica subsp. enterica (I) 1,504 

Salmonella enterica subsp. salamae (II) 502 

Salmonella enterica subsp. arizonae (IIIa) 95 

Salmonella enterica subsp. diarizonae (IIIb) 333 

Salmonella enterica subsp. houtenae (IV) 72 

Salmonella enterica subsp. indica (VI) 13 

Salmonella bongori (V) 22 

Total 2,541 

ที�มา: Popoff และคณะ, 2004 
 

Kauffmann – White Scheme ทาํการแบ่งย่อยออกเป็นซีโรวาร์ในแต่ละซับสปีชีส์ของ        

ซลัโมเนลลาโดยใชค้วามแตกต่างทางคุณสมบติัของ O และ H แอนติเจนซึ� งใชห้ลกัการตกตะกอน 

(agglutination) ของโปรตีนจากแอนติเจน (antigens) บนเซลล์ของแบคทีเรียด้วยแอนติบอดี�  

(antibodies) ที�มีความสัมพนัธ์กนัแอนติเจนบนเซลล์ของ Salmonella spp. สามารถจาํแนกออก      

ไดเ้ป็น 3 ประเภท (Guthrie, 1992) คือ 

1. แอนติเจนที�ผิวของเชื�อซลัโมเนลลาเรียกวา่ Somatic antigen (O antigen) ซึ� งเป็นโปรตีน

ที�ทนความร้อน (Heat stable) ทนกรดและแอลกอฮอล ์สามารถแบ่งเป็นกลุ่มต่างๆ ไดคื้อ A-I 

2. แอนติเจนที�แส้หรือหนวดของเชื�อซัลโมเนลลาเรียกวา่ Flagella antigen (H antigen)      

ซึ� งเป็นโปรตีนที�ไม่ทนความร้อน (Heat labile) ไม่ทนกรด และแอลกอฮอล ์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3. แอนติเจนที�เปลือกหุ้มเซลหรือแคปซูล เรียกวา่ Capsular antigen (VI antigen) ซึ� งมีอยู ่

ในเชื�อซัลโมเนลลาบางซีโรวาร์เท่านั�น ไดแ้ก่ Salmonella Typhi, Salmonella Paratyphi และ 

Salmonella Dubin ซึ� งทาํใหเ้ชื�อซลัโมเนลลาเหล่านี� ก่อโรคที�รุนแรง 

2.2.3 การจัดแบ่งเชื�อซัลโมเนลลาตามหลกัระบาดวทิยา (Epidemiology)  

จาํแนกออกเป็น 3 กลุ่มคือ 

2.2.3.1 กลุ่มเชื�อซลัโมเนลลาที�ก่อให้เกิดโรค Enteric fever อาศยัคนเป็นโฮสต ์ (host)    

เพียงอย่างเดียวจึงก่อโรคเฉพาะในคนเท่านั�นประกอบดว้ย Salmonella Thyphi ทาํให้เกิดโรค

ไทฟอยด ์(Typhoid fever) Salmonella Paratyphi ทาํใหเ้กิดโรคไขร้ากสาดนอ้ย (Paratyphoid fever) 

2.2.3.2 กลุ่มเชื�อซลัโมเนลลาที�ปรับตวัเขา้กบัชนิดของโฮสต ์(Host-adapted serovars) 

พบจาํเพาะในสัตวแ์ต่ละชนิด เช่น Salmonella Pollorum และ Salmonella Gallinarum พบในไก่

Salmonella Choleraesuis พ บ ใ น สุ ก ร Salmonella Dubin พ บ ใ น วัว  Salmonella Abortus-equi           

พบในมา้ และ Salmonella Abortus-ovis พบในแกะ 

2.2.3.3 กลุ่มเชื�อซัลโมเนลลาที�มิไดจ้าํกดัต่อชนิดของโฮสต ์ (Unadapted serovars) 

ก่อให้เ กิดโรค Intestinal salmonellosis หรือ Gastroenteritis causing Salmonella spp. ได้แก่       

เชื�อซัลโมเนลลาที�อยู่นอกเหนือจาก 2 กลุ่ม ที�กล่าวมาขา้งตน้ เช่น S. Typhimumurium และ             

S. Enteritidis (Popoff และคณะ, 2004) 

2.2.4 การเจริญเติบโตของซัลโมเนลลา 

2.2.4.1) อุณหภูมิ (Temperature) ซลัโมเนลลาเจริญไดดี้ที�อุณหภูมิปานกลาง แมว้า่จะมี

รายงานวา่เชื�อซลัโมเนลลาในบางสายพนัธ์ุสามารถเจริญไดที้�อุณหภูมิตํ�ากวา่ 5 องศาเซลเซียสก็ตาม

สาํหรับอุณหภูมิสูงสุดที�เชื�อนี� เจริญได ้คือ 49.5 องศาเซลเซียส การปฏิบติัอยา่งถูกตอ้งเพื�อเก็บรักษา

อาหารร้อนหรืออุ่นอาหารเพื�อให้ปลอดภยัจากเชื�อซลัโมเนลลาตามที� USDA/FSIS แนะนาํ จึงใช้

อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส เป็นเกณฑ์ (แมว้า่ในทฤษฎีที�อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จะสามารถ

ทาํลายเชื�อซลัโมเนลลาไดแ้ลว้ก็ตาม) 

2.2.4.2)  พีเอช (pH) ความสัมพนัธ์ระหว่างความเป็นกรด-ด่างกบัการเจริญเติบโต    

ของเชื�อซลัโมเนลล่าค่าพีเอชตํ�าสุดที�เชื�อซัลโมเนลล่าชนิดที�ทนกรดมากที�สุดจะเจริญไดอ้ยูที่�พีเอช 

3.8 และพีเอชสูงสุดอยู่ที� 9.5 ช่วงพีเอชที�เชื�อซัลโมเนลล่า ส่วนมากเจริญไดดี้อยู่ระหว่าง 7-7.5     

ทั� งนี� ขึ� นอยู่กับสภาวะแวดล้อมที� เชื� อเจริญเติบโตและชนิดของซัลโมเนลลาแต่ละสปีชีด้วย                     

จากการทดลองของ Chung และ Goepfert, 1970 พบว่ากรดที�ใช้ปรับพีเอชของอาหารเลี� ยงเชื�อ                    

ในห้องปฏิบติัการมีผลต่อการปรับตวัของเชื�อซัลโมเนลลา กล่าวคือ ในกรณีที�ใช้กรดเกลือและ        

กรดซิตริกปรับพีเอชเชื�อซัลโมเนลลาปรับตวักับการเปลี�ยนแปลงของพีเอชได้มากกว่าการใช ้ 

กรดนํ� าส้มหรือ กล่าวอีกนัยหนึ� งว่าเชื� อซัลโมเนลลาไวต่อกรดนํ� าส้มมากกว่ากรดเกลือและ           

กรดซิตริก 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.2.4.3) วอเตอร์แอคติวิตี�  (AW) มีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื�อซลัโมเนลลา กล่าวคือ 

เชื�อซลัโมเนลลาเจริญไดใ้นช่วงที�มี Aw แคบมาก คือ Aw ตํ�าสุดอยูที่� 0.94 ส่วนค่า Aw สูงสุดอยู่

ในช่วง 0.99–1.00 ในสภาวะที�สิ�งแวดลอ้มเอื�อต่อการเจริญเติบโตของเชื�อซลัโมเนลลา เช่น มีอาหาร 

ค่า Aw มีอุณหภูมิที�เหมาะสม เชื�อซัลโมเนลลาสามารถปรับตวัต่อการเปลี�ยนแปลงของพีเอช         

ไดม้ากกวา่ปกติ ฉะนั�นปัจจยัร่วม (Combined effects) จึงมีความสําคญัในแง่ของการประยุกตม์าใช ้

เพื�อควบคุมเชื�อซลัโมเนลลามากกวา่ปัจจยัใดปัจจยัหนึ�งเพียงปัจจยัเดียว ดงัตารางที� 2.6 

 

ตารางที� 2.6 ปัจจยัดา้นอุณหภูมิ pH และ Aw ที�มีผลต่อการเจริญเติบโตของเชื�อซลัโมเนลา 

สภาวะ ค่าตํ�าสุด ค่าเหมาะสม ค่าสูงสุด 

อุณหภูมิ 5.2 35-43 46.2 

pH 3.8 7-7.5 9.5 

Aw 0.94 0.99 >0.99 

หมายเหตุ: เชื�อซลัโมเนลล่าส่วนมากไม่เจริญที�อุณหภูมิตํ�ากวา่ 7 องศาเซลเซียส 

ที�มา: ICMSF (1996) 

 

2.2.5 แหล่งที�มาของซัลโมเนลลา  

เชื�อซัลโมเนลลาสามารถติดต่อจากสัตวม์าสู่คน และสัตวอื์�นๆ เช่น หนู สัตวปี์ก  แมลง     

ววั ควาย สุนขั แมว จิ�งจก อีกวันา และมา้ เป็นตน้ สําหรับการติดเชื�อในคนนั�น ส่วนมากจะไดรั้บ

เชื�อปะปนมากับนํ� าและอาหาร และบางครั� งอาจเกิดจากสัตว์เลี� ยงที�อาศยัตามอาคารบ้านเรือน            

ซึ� งเป็นพาหะของเชื�อหรือหากมีผูป่้วยเป็นโรคซัลโมเนลโลซิส (Salmonellosis) ทาํงานที�เกี�ยวขอ้ง

กบัการแปรรูปอาหารแลว้มีสุขลกัษณะส่วนบุคคลที�ไม่ดีพอ เช่น ไวเ้ล็บยาว และหลงัจากกลบัจาก

หอ้งนํ�ามิไดมี้การลา้งมือใหส้ะอาดเสียก่อน เชื�อซลัโมเนลลาก็มีโอกาสที�จะปนเปื� อนลงไปยงัอาหาร

ไดด้ว้ยเหตุนี� จึงทาํให้เชื�อซลัโมเนลลาเป็นสาเหตุสําคญัที�ทาํให้เกิดอาการทอ้งร่วงประกอบกบัเชื�อ   

มีอตัราการแพร่ระบาดสูง จึงสามารถพบผูป่้วยที�เป็นโรคจากเชื�อนี� ในอตัราสูงดว้ยอาหารที�มกัจะ     

มีการปนเปื� อนบ่อยๆ ไดแ้ก่ เนื�อสัตวแ์ละเครื�องใน โดยเฉพาะเนื�อไก่ ไข่ นม ผกัสด ผลิตภณัฑ์ปลา 

เฉาก๊วยนํ� าเชื�อม อาหารทะเลที�ไม่ได้ผ่านความร้อนอย่างเพียงพอ อาหารสุกๆดิบๆไม่ว่าจะเป็น 

แหนม ปลาส้ม ลาบ ยาํ ปูเคม็ ปูดอง รวมไปถึงนํ�าดื�มดว้ย  

2.2.6 ซัลโมเนลลาที�ทาํให้เกดิโรค  

2.2.6.1) ไขเ้อนเทอริก หรือ Enteric fever (typhoid and paratyphoid fever) สาเหตุเกิดจาก

เชื�อ  S .typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C ในแต่ละปีประมาณวา่ ทั�วโลกมีผูป่้วย

ใ ห ม่ จ ํ า น ว น  17 ล้ า น ร า ย  เ สี ย ชี วิ ต ป ร ะ ม า ณ  6 แ ส น ร า ย  มี ห ล า ย ส า ย พั น ธ์ุ ที� ดื� อ

ต่อ chloramphenicol  ในปี พ.ศ.2533 มีสายพนัธ์ุที�มี R factor plasmid ซึ� งมีพนัธุกรรมการดื�อยาเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ปฏิชีวนะหลายชนิดที�สําคญัในการรักษา ในปี พ.ศ. 2546 สํานักระบาดวิทยาได้รับรายงานว่า           

มีผูป่้วยเป็นไขเ้อนเทอริกจาํนวน 9,893 ราย เสียชีวติ 3 ราย 

2.2.6.2) ซลัโมเนลโลซิส หรือ Salmonellosis (Non-Typhoidal Salmonella) สาเหตุเกิดจาก

เชื�อ Salmonella serovar อื�นนอกเหนือจาก S. typhi, S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C 

มีทั�งหมด (รายงานปี พ.ศ. 2544) 2501 ซีโรวาร์ (serovar) มีเพียงส่วนน้อยที�ตรวจพบอาการทาง

คลินิก และในจาํนวนนี� มีเพียงร้อยละ 1 ที�รายงานเขา้สู่ระบบเฝ้าระวงัโรค ส่วนมากเกิดจากอาหาร   

ที�มีการปนเปื� อน 

2.2.7 โรคซัลโมเนลโลซิส (Salmonellosis) 

ในบรรดาแบคทีเรียที�ก่อให้เกิดการติดเชื�อและการระบาดในคน ซัลโมเนลลาเป็นตวัอยา่ง   

ที�ดีของแบคทีเรียที�มีการวิวฒันาขนานไปกบัวิวฒันาของมนุษยแ์ต่เดิมแบคทีเรียในกลุ่มนี� ส่วนใหญ่

อาศัยอยู่สัตว์ และก่อให้เกิดโรคในสัตว์มีเพียงไม่กี�ชนิดเป็น pathogen ของคนโดยตรงและ         

อาศัยอยู่ในคน แต่ปัจจุบันนี� ซาลโมเนลลาจากสัตว์หลายชนิดทําให้เกิดการติดเชื� อในคน              

และอาศยัเป็น carrier อยใูนคนไดเ้ป็นเวลานาน ทั�งนี� เพราะซลัโมเนลลาสามารถปรับตวัไดดี้ทาํให้

สามารถอยูไ่ดใ้นสภาวะแวดลอ้มที�เปลี�ยนแปลงไปในสังคมมนุษยไ์ม่วา่จะเป็นเรื�องของเทคโนโลยี

ใหม่ๆ เช่น การผลิตอาหารกระป๋องอาหารแช่แขง็หรือขบวนการต่างๆในการเตรียมอาหารสําเร็จรูป

ทั�งอาหาร  ที�ยงัไม่สุกและอาหารที�สุกแลว้ ซึ� งในปัจจุบนันี� เกิดขึ�นมากมาย เพื�อสนองความตอ้งการ

ของประชาชนที�เพิ�มขึ�น โดยเฉพาะในประเทศไทยที�ประจกัษก์นัดีวา่มีอาหารมากมายให้ซื�อขายกนั

โดยเฉพาะอย่างยิ�งที�เรียกว่าประเทศไทยเป็นครัวอาหารโลกจาํเป็นอย่างยิ�งตอ้งควบคุมป้องกัน

พร้อมทั�งหาทางยบัย ั�งเชื�อ Salmonella มิให้แพร่กระจายไปในอาหารสิ�งแวดล้อมต่างๆเพิ�มขึ� น

นอกจากนี�การสาธารณสุข และการพฒันาสิ�งแวดลอ้มและการเพิ�มของประชากรและสังคมก็เป็น   

สิ�งที�เอื�ออาํนวยต่อการปรับตวัของเชื�อ Salmonella เขา้มาสู่คนได้มากขึ�นอาการของผูป่้วย และ   

ความเป็นพิษของเชื�อซัลโมเนลลา อาการของผูป่้วยผูป่้วยที�ไดรั้บเชื�อซัลโมเนลล่ามีอาการจาํแนก

ออกไดเ้ป็น 3 แบบ (ICMSF, 1996) 

2.2.7.1) อาการของระบบทางเดินอาหาร (Gastroenteritis) โดยทั�วไปเกิดจากเชื�อ               

ซลัโมเนลลาที�ไม่เลือกโฮสต์ทาํให้เกิดโรคอาหารเป็นพิษช่วงระยะเวลาฟักตวัของโรคอยู่ระหว่าง          

5 ชั�วโมง ถึง 5 วนั แต่ปกติสัญญาณบอกอาการของโรคมกัเริ�มขึ�นประมาณ 12-36 ชั�วโมง หลงัจาก

ได้รับเชื�อ ในกรณีที�ไดรั้บเชื�อเป็นจาํนวนมากอาการจะปรากฏขึ�นเร็วกว่าปกติหรือถา้บุคคลไว       

ต่อเชื�อมากเป็นพิเศษอาการก็จะปรากฏเร็วขึ�นกวา่ปกติดว้ยอาการของผูป่้วยประกอบดว้ยทอ้งเดิน

คลื�นไส้ ปวดทอ้ง ไขสู้งปานกลาง หนาวสั�น อาการทอ้งร่วงจะรุนแรงต่างกนัตามลกัษณะการถ่าย

อุจจาระ เช่น อุจจาระอาจมีลกัษณะเหลวคลา้ยนํ� าซุปผกัจนถึงการถ่ายเป็นนํ� า และเกิดอาการขาดนํ� า

ขึ�น (dehydration) ในบางครั� งผูป่้วยอาจอาเจียนอ่อนเพลียเบื�ออาหารปวดศีรษะ กระสับกระส่าย

โดยทั�วไปอาการดงักล่าวจะปรากฏอยูน่าน 2-5 วนั ถา้นาํสิ�งขบัถ่ายของผูป่้วยไปตรวจวิเคราะห์
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในช่วงนี� มกัจะพบเชื�อซัลโมเนลลาเป็นจาํนวนมากเมื�อเวลาผ่านไปจาํนวนของเชื�อซัลโมเนลลา       

จะลดลง แต่ผูป่้วยบางรายอาจขบัถ่ายเชื�อซลัโมเนลล่าที�มิใช่ไทฟอยด์หลงัจากนี� ไปแลว้อีก 3 เดือน        

ก็เป็นได ้

2.2.7.2 อาการไขไ้ทฟอยด์ (Enteric fever) เกิดเนื�องจากเชื�อ S. Typhi, S. Paratyphi A,         

S. Paratyphi B (S. Schottmuelleri) และ S. Paratyphi C (S. Hirschfeldii) ส่วนเชื�อ S. Typhimurium 

นั�นมีรายงานวา่ เป็นเชื�อไขไ้ทฟอยด์ของหนูระยะเวลาฟักตวัของเชื�อไขไ้ทฟอยด์อยูร่ะหว่าง 7-28 

วนั (ขึ�นอยูก่บัปริมาณของเชื�อที�ไดรั้บ) เฉลี�ยประมาณ 14 วนั ผูป่้วยมีอาการไม่สบาย ปวดศรีษะ      

ไขขึ้�นสูงมาก และทรงอยู่หลายวนัปวดทอ้ง และปวดเมื�อยตามร่างกาย อ่อนเพลีย ถ่ายอุจจาระ          

มีลกัษณะเหลวคล้ายนํ� าถั�ว (pea-like) หรือเหลวเป็นนํ� า นอกจากนี� ยงัมีอาการคลื�นไส้อาเจียน          

ไอ มีเหงื�อออกตามตวัหนาวสั�น และเบื�ออาหาร มีจุดแดงตามลาํตวั แผน่หลงัและหนา้อก หวัใจเตน้

ชา้และอ่อนทอ้งบวมนํ� า มา้มโต บางครั� งมีเลือดออกจากช่องทอ้ง หรือจมูกดว้ย ผูป่้วยอาจหมด

ความรู้สึกอาการทุเลาชา้ (ประมาณ 1-8 สัปดาห์) และบางครั� งผูป่้วยอาจเป็นพาหะของโรคไปอีก

หลายเดือนหรือเป็นปีในกรณีนี�มกัพบเชื�อซลัโมเนลล่าในถุงนํ�าดี 

2.2.7.3 อาการติดเชื�อในกระแสโลหิต (Bacteremia/Septicemia) เกิดจากเชื�อซลัโมเนลลา

เขา้ไปในกระแสโลหิต เนื�องจากเชื�อฟักตวัในลาํไส้เล็กแลว้เขา้สู่กระแสโลหิตผูป่้วยอาจจะมีไขสู้ง

ปวดหลงัปวดทอ้ง และเจ็บหน้าอกหนาวสั�น เหงื�อออกตามตวั ไม่สบาย เบื�ออาหาร นํ� าหนกัลด 

อาการที�เกิดขึ� นอาจเป็นแบบสั� นๆหรือเป็นเรื� อรังก็ได้ เชื� อซัลโมเนลลาที�เป็นสาเหตุรวมถึง               

S. Typhi, S. Choleraesuis และ S. Dublin เชื�อซลัโมเนลลาจากกระแสโลหิตอาจเขา้ไปอยู่ตาม   

อวยัวะต่างๆของร่างกาย (Archer และ Young, 1988; Smith และคณะ, 1993) 

 

2.3 แบคทเีรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) 

แบคทีเรียกรดแลกติกเป็นจุลินทรียที์�จดัอยูใ่นกลุ่มของ Mesophilic bacteria แต่สามารถเจริญได้

ที�อุณหภูมิตํ�ากวา่ 5 องศาเซลเซียสหรืออุณหภูมิสูงกวา่ 45 องศาเซลเซียสเป็นแบคทีเรียแกรมบวก

(gram-positive) มีรูปร่างกลม ท่อนสั� นหรือเป็นท่อนยาว (cocci หรือ rods) ไม่สร้างสปอร์                   

(non sporeforming) ไม่เคลื�อนที� (non-motile) ส่วนใหญ่ตอ้งการออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ยในการเจริญ 

(microaerophilic) ไม่มีไซโตโครมไม่สามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase enzyme) ทนต่อ

สภาวะมีอากาศ (aerotolerant) ทนต่อความเป็นกรดโดยสามารถเจริญไดที้�พีเอช 4.0-4.5 บางสาย

พนัธ์ุสามารถเจริญไดที้�พีเอช 3.2 และที�พีเอชสูงถึง 9.6 แต่สามารถสลายโปรตีนและไขมนัไดเ้พียง

เล็กน้อย และแบคทีเรียกรดแลคติกจะผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑ์หลกัของกระบวนการหมกั     

นํ� าตาลจึงต้องการสารอาหารสูงในการเจริญและการสร้างกรดอินทรีย์ เช่น คาร์โบไฮเดรต           

กรดอะมิโนเปปไทด์กรดนิวคลีอิกและวิตามิน (Ringo และ Gatesoupe, 1998) สามารถพบ    

แบคทีเรียแลคติกได้ในอาหารประเภทต่างๆ เช่น เนื�อสัตว์และผลิตภัณฑ์ ผกัและผลไม้ นม          เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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และผลิตภณัฑ์ อาหารที�ผ่านกระบวนการหมกัชนิดต่างๆ นอกจากนี� พบในระบบทางเดินหายใจ 

ระบบทางเดินอาหาร สิ�งขบัถ่ายของมนุษยแ์ละสัตว ์รวมถึงนํ� าเน่าเสียจากแหล่งต่างๆ (Pot  และ

คณะ, 1994; Sarkar และ Banerjee, 1996; และ Holzapfel, 1997) และกรดแลคติกไดถู้กนาํมาใชใ้น

อุตสาหกรรมอาหารโดยใช้เป็นสารที�ให้ความเป็นกรด (acidulant) และสารถนอมอาหาร (Linko, 

1985) 

2.3.1 การจําแนกแบคทเีรียกรดแลคติก 

การสร้างกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติกเกิดจากการใชส้ารประกอบคาร์โบไฮเดรต

ในกระบวนการเมแทบอลิซิมไดก้รดแลคติกเป็นผลิตภณัฑ์ ดงันั�น เมื�อพิจารณาผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ�น

จากกระบวนการเมแทบอลิซึมสามารถจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติกไดเ้ป็นสองกลุ่ม (Collier และ

คณะ, 1998) ดงันี�  

2.3.1.1 Homofermentation  

เป็นการหมกัให้เกิดกรดแลคติกที�เกิดขึ� นโดยแบคทีเรียกรดแลคติกที�ผลิตกรด       

แลคติกจากการหมกันํ�าตาลกลูโคสโดยผา่นกระบวนการที�เรียกวา่ Emden-Meyerhof-Parnas (EMP) 

หรือ glycolytic pathway ซึ� งแบคทีเรียกลุ่มนี� สามารถผลิตกรดแลคติกไดป้ระมาณ 95 เปอร์เซ็นต ์

จากการหมกักลูโคสโดยที�กลูโคส 1 โมเลกุลเมื�อเขา้สู่ EMP จะไดไ้พรูเวท 2 โมเลกุลจากนั�น      

ไพรูเวทจะถูกเปลี�ยนไปเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้ายคือกรดแลคติกซึ� งกรดแลคติกที�เกิดขึ� น พบทั� ง          

D-Lactic และ L-Lactic (Adams และ Moss, 1995) แบคทีเรียกรดแลคติกที�มีการหมกัแบบ 

homofermentative มีทั�งชนิดที�มีรูปร่างเป็นแท่ง (ตารางที� 2.7) เช่น สกุล Lactobacillius และชนิดที�มี

รูปร่างทรงกลม ไดแ้ก่ สกุล Streptococcus, Lactococcus และ Enterococcus เป็นตน้ 

2.3.1.2 Heterofermentation  

เป็นการหมกัให้เกิดแลคติกโดยแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ� งหมกันํ� าตาลกลูโคสและ

แลคโตสไปเป็นเป็นผลิตภณัฑ์หลายชนิดไดแ้ก่ กรดแลคติก กรดอะซิติก กรดฟอร์มิก เอธานอล    

และคาร์บอนไดออกไซด์ (Schlegel, 1993; Adams และ Moss, 1995) ตวัอยา่งของแบคทีเรียแลคติก        

ที�มีวิถีการหมกัแบบ heterofermentative ได้แก่สกุล Lactobacillus บางสปีชีส์และสกุลของ 

Leuconostoc โดยเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุล Lactobacillus มีการหมกัได้สองแบบ         

(ตารางที� 2.8) และผลิตภณัฑจ์ากการหมกั แสดงไดใ้นภาพที� 2.5 
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ตารางที� 2.7 แบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มของ homofermentation 

Cocci Rods 

Streptococci Lactobacillus 

Lactococcus lactis subsp. Lactis Thermobacteria 

Lactococcus lactis subsp. Lactis (temp. opt. 40oC, do not grow at 15oC) 

var. diacetialactis Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 

Lactococcus lactis subsp. Cremoris Lactobacillus delbrueckii subsp lactis 

Enterococcus feacalis Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus 

Streptococcus salivarius subsp. salivarius Lactobacillus helveticus  

Streptococcus salivarius subsp. thermophilus  Lactobacillus salivarius 

Streptococcus pyrogenes 

 

 

Streptobacteria 

 (temp. opt. 30-37oC, always growth at 18oC) 

 Lactobacillus casei  

Lactobacillus alimentaris  

Lactobacillus coryniformis  

Lactobacillus plantarum 

ที�มา : Schlegel (1993) 

ภาพที� 2.3 สมการจากการหมกัแบบ homofermentation 

ที�มา: Collier และคณะ (1998) 
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ภาพที� 2.4 วถีิการหมกักลูโคสแบบ homofermentative และ heterofermentative  

ของแบคทีเรียกรดแลกติก 

ที�มา : Caplice และ Fitzgerald (1999)  

 

ตารางที� 2.8 แบคทีเรียกรดแลคติกของกลุ่ม heterofermentation 

Cocci Rods 

Streptococci Lactobacilli 

Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus bifermentans 

subsp. mesenteroides Lactobacillus brevis 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum Lactobacillus fermentum 

Leuconostoc mesenteroides Lactobacillus kandleri 

subsp. cremoris Lactobacillus viredescens 

Leuconostoc lactis   

ที�มา: Schlegel (1993) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาพที� 2.5 สมการจากการหมกัแบบ heterofermentation 

ที�มา: Collier และคณะ (1998) 

 

2.3.2 การใช้แบคทเีรียกรดแลคติคในผลติภัณฑ์เนื�อหมัก 

แบคทีเรียกรดแลคติกได้ถูกนํามาใช้ในการผลิตอาหารหมักหลายชนิดและพบว่าใน

ผลิตภณัฑ์เหล่านี� ทาํให้เกิดการพฒันาดา้นรสชาติเนื�อสัมผสันอกจากนั�นยงัมีบทบาทในการยบัย ั�ง

เชื� อจุลินทรีย์ชนิดอื�นที�ไม่ต้องการโดยการยบัย ั� งเป็นผลมาจากการผลิตสารหลายชนิด เช่น           

กรดอินทรีย ์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์และไดอะซิทิล และมีรายงานวา่มีแบคทีเรียแลคติกหลายชนิด

สามารถผลิตสารที�มีคุณสมบติัในการต่อตา้นจุลินทรีย ์เรียกวา่ แบคเทอริโอซิน  (Kelly และคณะ, 

1996) และการนาํแบคทีเรียกรดแลคติกมาใช้ในการถนอมอาหารโดยเฉพาะอาหารหมกัระหว่าง 

การหมกัจะมีผลิตภณัฑ์ที�เกิดขึ�นจากกระบวนการเมแทบอลิซึมทั�งชนิดที�เป็น primary metabolite 

และ secondary metabolite และผลิตภณัฑ์เหล่านี� มีคุณสมบติัในการต่อตา้นจุลินทรียต์วัอย่างของ

สารในกลุ่มนี�  ไดแ้ก่ 

กรดอนิทรีย์  

กรดอินทรียที์�เกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกคือกรดแลคติกและกรดอะซิติกมีการศึกษา       

ที�พบว่า กรดอะซิติกมีความสามารถในการยบัย ั�งรายีสต์และแบคทีเรียได้ดี และทั�งกรดแลคติก       

และกรดอะซิติก เมื�อทาํงานร่วมกันจะมีผลในการลดการเจริญของ Salmonella typhinurium           

ไดเ้ป็นอยา่งดีในอาหารหมกัส่วนใหญ่ทั�งกรดแลคติก และกรดอะซิติคที�ผลิตจากแบคทีเรียแลคติค       

มีผลทาํใหพ้ีเอชของผลิตภณัฑล์ดลงในผลิตภณัฑ์เนื�อกรดอินทรียที์�เกิดขึ�นส่วนใหญ่พบวา่ เป็นกรด

แลคติกและมีกรดอะซิติกเพียงเล็กนอ้ย (Lucke, 2000) 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 

ในภาวะที�มีออกซิเจนแบคทีเรียกรดแลคติกบางกลุ่มโดยเฉพาะ lactobacilli สามารถ      

สร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จะทาํลายเซลล์แบคทีเรีย โดยส่วนของ 

sulphydryl ของโปรตีนและลิปิดที�เมมเบรนจะถูกออกซิไดซ์อยา่งรุนแรงการสะสมของไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ในผลิตภณัฑ์จะมีผลต่อการยบัย ั�ง Staphylococcus aureus และ Pseudomonas spp. 

นอกจากนั�นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยงัทาํปฏิกิริยากับสารประกอบตวัอื�นๆเกิดเป็นสารยบัย ั�ง

จุลินทรียขึ์�นมา เช่น ในนมดิบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์จากแบคทีเรียกรดแลคติคจะทาํปฏิกิริยากบั 

endogenous thiocyanate ซึ� งถูกเร่งปฏิกิริยาโดย lactoperoxidase เกิดเป็นสารยบัย ั�งจุลินทรีย ์

(Ouwehand, 2002 และ Daeschel, 1989) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไดอะซิทลิ (Diacetyl)  

ไดอะซิทิล (2, 3– butanedione) เป็นผลิตภณัฑ์ที�เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึม             

ที�สัง เคราะห์จากสารตัวกลางในการสังเคราะห์ไพรูเวทเป็นสารที�ท ําให้ เ กิดกลิ�นในเนย                 

และมีคุณสมบติัในการยบัย ั�ง โดยพบวา่ที�ความเขม้เขน้ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร จะยบัย ั�งยีสตแ์ละ             

ความเขม้ขน้ 300 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร สามารถยบัย ั�งแบคทีเรียแกรมบวกส่วนในแบคทีเรียกรดแล

คติกพบว่ามีผลเพียงเล็กน้อยซึ� งที�ความเขม้ขน้นอ้ยกวา่ 350 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ไม่มีผลในการ

ยบัย ั�ง (Daeschel, 1989) 

แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบโปรตีนที�มีคุณสมบติั           

ในการต่อตา้นจุลินทรีย ์ (proteinaceous antimicrobial substance) ชนิดหนึ� งซึ� งผลิตจากแบคทีเรีย

บางชนิดมีคุณสมบัติในการยบัย ั�งหรือทาํลายจุลินทรีย์ในสปีชีส์หรือสายพนัธ์ุที�ใกล้เคียงกัน      

กลไกการทาํลายมีความจาํเพาะต่อเซลล์เป้าหมายที�แน่นอนแบคเทอริโอซินบางชนิดสามารถ        

ทนความร้อนไดที้�อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาทีจึงใช้ร่วมกบัการแปรรูปอาหาร        

โดยใช้ความร้อนได้  แบคเทอริโอซินจะถูกยบัย ั�งด้วยเอนไซม์ที�ย่อยสลายโปรตีน เช่น ทริบซิน         

ตวัอย่างของแบคเทอริโอซินที�ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก และอนุญาติให้ใช้เป็นส่วนผสม        

ในอาหาร ไดแ้ก่ ไนซิน 

ผลิตภณัฑ์เนื�อหมกันบัว่าเป็นอุตสาหกรรมการแปรรูปที�มีความสําคญัเนื�องจากเนื�อสัตว ์ 

เป็นแหล่งอาหารโปรตีนวิตามิน และเกลือแร่ต่างๆที�มีประโยชน์ต่อมนุษย์รูปแบบของการใช้

แบคทีเรียกรดแลคติคในผลิตภัณฑ์จึงเป็นการใช้กล้าเชื� อบริสุทธิ� ทั� งนี� เพื�อช่วยพฒันาคุณภาพ        

ของผลิตภัณฑ์ให้มีความสมํ� าเสมอมากยิ�งขึ� นเป็นการควบคุมกระบวนการหมักอีกวิธีหนึ� ง              

ซึ� ง Varnam และ Sutberland (1995) ไดก้ล่าวถึงมาตรฐานที�เหมาะสมของแบคทีเรียกรดแลคติก       

ที�ใช้เป็นกลา้เชื�อในการหมกัไส้กรอกเปรี� ยวไว ้ดงันี�  มีประสิทธิภาพในการแข่งขนักบัแบคทีเรีย        

ที�เกิดขึ� นตามสภาพธรรมชาติได้ต้องผลิตกรดแลคติกได้ในปริมาณที�พอเพียงต้องมีความทน          

ต่อเกลือโซเดียมคลอไรด์และสามารถเจริญได้ที�ความเขม้ขน้ของเกลืออย่างน้อย 6 เปอร์เซ็นต ์      

ตอ้งมีความทนต่อโซเดียมไนเตรท และสามารถเจริญไดที้�ความเขม้เขน้ของโซเดียมไนเตรทอย่าง

นอ้ย 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตอ้งเจริญไดใ้นช่วงอุณหภูมิ 15-40 องศาเซลเซียส ซึ� งช่วงอุณหภูมิ        

ที�เหมาะสมในการหมกัอยู่ระหว่าง 30-37 องศาเซลเซียส ต้องมีวิถีการสร้างกรดแลคติก              

แบบ homofermentative ตอ้งไม่ผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในปริมาณที�มากเกินไปควรเป็น

แบคทีเรียชนิดที�ไม่สร้างคะตะเลส (catalase negative) ควรมีคุณสมบติัในการรีดิวซ์ไนเตรท             

มี คุณสมบัติในการต่อต้านจุลินทรีย์ชนิดที�ท ําให้ เ กิดโรคในอาหารได้มีความทนทานต่อ

สภาพแวดลอ้มหรือทาํงานร่วมกบักลา้เชื�ออื�นไดเ้ป็นอยา่งดี 

การใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกเพื�อแปรรูผลิตภณัฑ์เนื�อสัตว์ เริ�มใช้หลังจากที�ได ้        

มีการพัฒนาเทคโนโลยีการผลิตกล้าเชื� อเพื�อใช้กับผลิตภัณฑ์นม และเริ� มใช้กล้า เชื� อของ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Pediococcus cerevisiae หมกัไส้กรอกเป็นครั� งแรกในสหรัฐอเมริกาในปี 1955 และในปี 1958 

ได้รับการยอมรับการใช้กล้าเชื� อดังกล่าวจึงทาํให้มีการใช้กล้าเชื� อชนิดนี� ในโรงงานแปรรูป

ผลิตภณัฑเ์นื�อสัตวอ์ยา่งแพร่หลายทั�งในยโุรปและอเมริกา (Bacus, J.N. และคณะ, 1981; Niinivaara, 

F.P. และคณะ,1964)และเนื�องจากไนเตรทเป็นองค์ประกอบหลักของการแปรรูปเนื�อสัตว ์             

ซึ� งเมื�อถูกรีดิวส์ไปเป็นไนไตรท์และไนตรัส ตามลาํดบัแลว้ ไนตรัสออกไซด์จะมีผลในการตรึงสี

เนื�อสัตว ์คือ เปลี�ยนสีเนื�อจากไมโอโกลบินซึ� งมีสีแดงอมม่วงไปเป็นไนตริกออกไซด์ไมโอโกลบิน

ซึ� งมีสีแดงและเมื�อถูกความร้อนจะเปลี�ยนไปเป็นไนโตรซิลฮีโมโครมซึ� งมีสีชมพูของผลิตภณัฑ์

เนื�อสัตว ์เช่น สีของไส้กรอกและแฮม เป็นตน้  

2.3.3 แบคทเีรียแลคติก Pediococcus pentosaceus TISTR 536 

P. pentosaceus TISTR536 เป็นแบคทีเรียแลคติกที�แยกไดจ้ากแหนมซึ� งเป็นผลิตภณัฑ์

อาหารพื�นบา้นของไทยมีคุณสมบติัในการผลิตสารแบคเทอริโอซินที�ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย

แ ก ร ม บ ว ก ห ล า ย ช นิ ด  (Swetwiwathana, 2005) ร ว ม ทั� ง เ ชื� อ แ บ ค ที เ รี ย ที� ก่ อ โ ร ค  เ ช่ น                           

L. monocytogenes และ Ent. faecalis โดยเชื�อ P. pentosaceus TISTR536 มีแอคติวิตี� ของ              

สารแบคเทอริโอซินสูงสุด 6400 AU/ml (Swetwiwathana และ Lotong, 1999; Swetwiwathana และ

คณะ, 2003) ต่อมาเชื�อดังกล่าวได้รับการตรวจสอบว่าเป็นสายพนัธ์ุ P. pentosaceus และ                  

สารแบคเทอริโอซินที�ผลิตขึ�นเป็น Class ll bacteriocin ในกลุ่ม pediocin PA-1 (Swetwiwathana 

และคณะ, 2004; Swetwiwathana, 2005) แบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 ที�ผลิตจาก P. pentosaceus 

TISTR536 มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งเชื�อในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกแต่ไม่ยบัย ั�ง Staph. aureus 

(Swetwiwathana และ Lotong, 1999; Swetwiwathana และคณะ, 2003)  

จากการรายงานการใชแ้บคเทอริโอซินในการยบัย ั�งเชื�อแบคทีเรีย พบวา่ แบคเทอริโอซินจะ

มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งและทาํลายแบคทีเรียไดถ้า้มีปัจจยัอื�นร่วมดว้ยคือ ซินเนอร์จิสติกเอฟเฟค 

(synergistic effect) เช่น มีความเป็นกรดสูง มีไฮโดรไลติกเอนไซม ์มีสารยบัย ั�งไนไตรท ์Ethylene 

Diamine Tetra-Acetic acid (EDTA) เป็นตน้ (Hanlin และคณะ, 1993; Stevens และคณะ, 1991; 

Helander และคณะ, 1997; Swetwiwathana และคณะ, 2001) ในปัจจุบนั pediocin PA-1/AcH เป็น

แบคเทอริโอซินที�ได้จากแบคทีเรียแลคติกที�มีการศึกษาวิจัยมากที�สุดเป็นกลุ่มแรกที�รายงาน     

เกี�ยวกบัการสกดัสารแบคเทอริโอซินจาก P. acidilactici สารนี� สามารถยบัย ั�งเชื�อแบคทีเรียที�ทาํให้

เกิดการเสื�อมเสียของอาหารและแบคทีเรียที�ก่อโรค Bhunia และคณะ (1987) พบวา่ pediocin PA-1 

ประกอบดว้ยโปรตีนขนาดเล็กสามารถทนต่อสารเคมีหลายชนิดแต่จะถูกทาํลายดว้ยเอนไซม์ย่อย

สลายโปรตีนบางชนิด เช่น ทริปซิน ไคโททริปซิน ฟิซิน และปาเปน แต่สามารถทนต่อไลเปส       

ไรโบนิวคลีเอส ไลโซโซม์ และสารละลายอินทรีย ์ ซึ� งขอ้มูลขา้งตน้ชี� ให้เห็นว่า pediocin PA-1    

เป็นโปรตีนบริสุทธิ� สามารถทนต่อฟอร์มอดีไฮด์ และความร้อนสูง pediocin PA-1 จะสูญเสีย

ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งเชื�อแบคทีเรียเมื�อสัมผสักับด่างที�มีค่าพีเอชเท่ากับ 10 หรือมากกว่า            
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แสดงให้เห็นว่ามีโครงสร้างแบบทุติยภูมิ ซึ� งเป็นโครงสร้างที�สําคัญต่อการยบัย ั�งเชื�อจุลินทรีย ์   

ดงันั�น แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Pediococci พบวา่ ใชเ้ป็นกลา้เชื�อในกระบวนการผลิตอาหารหมกั

หลายชนิด เช่น แตงกวาดอง และไส้กรอกเปรี� ยว นอกจากนั�นยงัใช้ในการเพิ�มกลิ�น และรสเปรี� ยว  

ในเนยแข็ง (Thomas, 1987) แต่ยงัมีรายงานว่า Pediococci เป็นตวัการทาํให้เกิดการเสื�อมเสียของ

เครื� องดื�มที�มีแอลกอฮอล์ (Lafom-Lafourcade, 1983) และยงัสามารถแยก Pediococci ได้จาก       

ลาํไส้โค (Baumaan และ Foster, 1956) จากปลาสด (Blood, 1975) ไก่ดิบ (Teuber และ Geis, 1981) 

และจากอุจจาระไก่งวง (Harrison และ Hanson, 1950) แบคทีเรียในกลุ่ม Pediococci สามารถผลิต

สารที�มีฤทธิ� ในการยบัย ั�งเชื�อจุลินทรีย ์ซึ� งต่างจากแบคเทอริโอซินที�ผลิตจากแบคทีเรียชนิดอื�นๆ               

สารแบคเทอริโอซินที�ผลิตจากแบคทีเรีย  Pediococcus มีความสามารถในการยบัย ั�งเชื�อที�กวา้งโดย

สามารถยบัย ั�งเชื�อในกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก เช่น Listeria, Staphylococcus, Bacillus และ 

Clostridium โดยมีรายงานเกี�ยวกับการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อ L. monocytogenesในเนื�อสด 

(Motlagh และคณะ, 1992; Nielsen และคณะ, 1990; Rozben และคณะ, 1993; Schillinger 

Holzapzel, 1990) 

2.3.4 ประโยชน์ของแบคทเีรียแลคติกในผลติภัณฑ์อาหารหมัก (ปิ� นมณ,ี 2547) 

แบคทีเรียแลคติกเป็นจุลินทรียที์�มีความปลอดภยั (generally regognized as safe, GRAS) 

ซึ� งสามารถนาํมาใชป้ระโยชน์ไดโ้ดยนาํไปใชใ้นการถนอมอาหารและใชเ้ป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก

ในอาหารหลายประเภทเนื�องจากแบคทีเรียแลคติกมีคุณสมบติัที�เหมาะสมสามารถผลิตสารยบัย ั�ง

การเจริญของเชื�อจุลินทรียก่์อโรคหลายชนิด เช่น แบคเทอริโอซิน และกรดอินทรียต่์างๆ นอกจากนี�

สามารถสร้างสารจาํเพาะที�มีผลต่อลกัษณะของกลิ�นรสของอาหาร 

1.  ช่วยเพิ�มคุณค่าทางโภชนาการในกลุ่มของธัญพืช และพบคุณค่าทางอาหารของ

ผลิตภัณฑ์ที� เพิ�มขึ� นจากกิจกรรมที� เกิดขึ� นในระหว่างกระบวนการผลิต โดยเฉพาะการเพิ�ม

องค์ประกอบของกรดอะมิโนที�จาํเป็น นอกจากนั�นคุณค่าทางดา้นโปรตีนในอาหารที�มีส่วนของ

ธัญพืชและถั�วเพิ�มขึ�นอีกด้วย องค์ประกอบของวิตามินในอาหารบางชนิดยงัพบได้ในระหว่าง      

การหมกั เพราะจุลินทรียบ์างชนิดสังเคราะห์วิตามินที�จาํเป็นต่อการเจริญ จึงทาํให้องค์ประกอบ   

ของวติามินในอาหารที�ผา่นกระบวนการหมกัสูงกวา่อาหารที�ไม่ผา่นกระบวนการหมกั 

2.  การย ับย ั� งการเจริญของจุลินทรีย์ บทบาทของแบคทีเรียแลคติกในอาหาร พบว่า      

สามารถยบัย ั�บการเจริญของจุลินทรีย์ที�ทาํให้เกิดโรค ทาํให้ผลิตภัณฑ์มีความปลอดภัยสูงขึ� น

ตลอดจนมีการเก็บรักษาใหไ้ดน้านขึ�น โดยหลกัที�เกี�ยวขอ้งกบัการยบัย ั�ง คือ การสร้างกรด การลดลง

ของค่าพีเอชและกรดอินทรียที์�เกิดขึ�นจากกระบวนการเมทาบอลิซมของแบคทีเรีย ทั�งกรดแลคติก

และกรดอะซิติก นอกจากนั�นยงัมีสารประกอบอินทรียช์นิดอื�นๆ ที�เกิดขึ�น มีผลใรการยบัย ั�งการ

เจริญของจุลิทรียช์นิดอื�นๆ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซต ์แบคเทอริโอซิน เป็นตน้  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



24 

3.  แบคทีเรียแลคติกมีกิจกรรมในการลดปริมาณคอเรสเตอรอลในกระแสเลือด การบริโภค

ผลิตภณัฑ์นมหมกัจะช่วยในการยบัย ั�งการเกิดคอเรสเตอรอลในร่างกายได้ นอกจากนี� อาจมีผล       

ในการลดนํ�าหนกัไดภ้ายในสัปดาห์จะตอ้งบริโภคผลิตภณัฑ์พร้อมกบัออกกาํลงักายอยา่งสมํ�าเสมอ 

นอกจากนี� ในการทาํโยเกิร์ตยงัมีองค์ประกอบของสารในการยบัย ั�งการสังเคราะห์คอเรสเตอรอล 

ดงันั�น การบริโภคผลิตภณัฑ์นมหมกัที�มีเชื�อ Lb. acidophilus ซึ� งจะช่วยให้คอเรสเตอรอลในเลือด

ลดลง ซึ� งเป็นผลิตภณัฑ์นมหมกัประเภทหนึ� งที�มีผลดีต่อสุขภาพหลายประการเพราะมีคุณค่าทาง

โภชนาการ และยงัส่งเสริมระบบภูมิคุม้กนัให้กบัร่างกาย อีกทั�งทาํให้ระบบทางเดินอาหารทาํงาน  

ไดดี้ขึ�น โดยเฉพาะการยอ่ยแลกโตส (Herlzler และ Clancy, 2003) 

4. ช่วยป้องกนัการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ Lb. acidophilus ซึ� งเป็นแบคทีเรียที�เกี�ยวขอ้งกบั

มะเร็งในลาํไส้ใหญ่ การศึกษาการบริโภคอาหารประเภทเนื�อแดง พบวา่ ทาํให้ระดบัของเอนไซม์

เบตา้-กลูคิวโรนิเคส, เอโซรีดกัเตส (β-glucuronidase, azoreductase) และเอนไซมไ์นโตรรีดกัเตส 

(nitroreductase) เพิ�มสูงขึ� นกว่าการบริโภคอาหารประเภทผกั ซึ� งเอนไซม์เหล่านี� เกี�ยวข้องกับ        

การเพิ�มของโพคาร์ซิโนเจน (procarcinogen) ไปเป็นคาร์ซิโนเจน (carcinogen) ในส่วนปลายของ

ลาํไส้ โดยผลของ Lb. acidophilus สามารถยบัย ั�งกิจกรรมของเอนไซมเ์หล่านี�  ซึ� งทาํให้เกิดโอกาส

เสี�ยงต่อการเกิดมะเร็งของผูป่้วยลดลง (Adam และ Moss, 1995) 

5. ช่วยกระตุ้นภูมิคุ ้มกัน มีการศึกษาพบว่าแบคทีเรียแลคติกเป็นตัวกระตุ้นภูมิคุ ้มกัน        

โดยมีความไวต่อไมโครฟาจ (microphage) และลิมโฟไซต์ (lymphocyte) ทาํให้เพิ�มระดบัของ 

immunoglobulin (lgA) และผลิตอินเตอร์เฟอรอน (gamma interferon) ซึ� งผลดงักล่าวทาํให้มีความ

ตา้นทานต่อเชื�อโรค (pathogens) และยงัมีคุณสมบติัเป็น anititumor โดยเฉพาะ Lb. acidophilus 

(Adam และ Moss, 1995) 

 

2.4 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins) 

แบคเทอริโอซินเป็นสารประกอบโปรตีนที�มีคุณสมบติัในสารต่อตา้นจุลินทรีย ์ (Proteinaceous 

antimicrobial substance) ชนิดหนึ� งซึ� งผลิตจากแบคทีเรียบางชนิดมีคุณสมบติัในการยบัย ั�งหรือ

ทาํลายจุลินทรีย์ในสปีชีส์หรือสายพนัธ์ุที�ใกล้เคียงกันกลไกการทาํลายมีความจาํเพาะต่อเซลล์

เป้าหมายที�แน่นอนแบคเทอริโอซินบางชนิดสามารถทนความร้อนไดที้�อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส

นาน 15 นาทีจึงใช้ร่วมกบัการแปรรูปอาหารโดยใช้ความร้อนไดแ้บคเทอริโอซินจะถูกยบัย ั�ง        

ด้วยเอนไซม์ที�ย่อยสลายโปรตีนเช่นทริบซินตวัอย่างของแบคเทอริโอซินที�ผลิตจากแบคทีเรีย       

แลคติก และอนุญาติให้ใช้เป็นส่วนผสมในอาหารได้แก่ ไนซิน จากการศึกษาที�ผ่านมาพบว่า        

แบคเทอริโอซินที�สร้างจากแบคทีเรียแกรมลบมีโมเลกุลขนาดใหญ่และมีฤทธิ� ยบัย ั�งแบคทีเรีย        

ไดน้้อยกว่าที�สร้างจากแบคทีเรียแกรมบวกตวัอย่างเช่น colicins ซึ� งผลิตโดย E. coli และมีผล         

ในการยบัย ั�งแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacteriaceae ชนิดอื�นๆ หรือ microcins ซึ� งผลิตโดยแบคทีเรีย
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ในกลุ่ม Enterobacteriaceae และมีผลในการย ับย ั� งแบคทีเ รียแกรมลบชนิดต่างๆ ส่วน                    

แบคเทอริโอซินที�ผลิตโดยแบคทีเรียแกรมบวก มีคุณสมบติัในการทาํลายแบคทีเรียที�แตกต่างกนัได้

หลายชนิดรวมทั�งเซลล์เป้าหมายจะมีการตา้นทานน้อย และไม่ตอ้งการตาํแหน่งเฉพาะเจาะจงบน

เซลลเ์ป้าหมายเพื�อการเขา้ทาํลาย  

2.4.1 คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินจากแบคทเีรียแลคติก 

แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่ละลายนํ� า มีประจุบวก มีจุดสมมูลทางไฟฟ้าสูง 

มักเสถียรที�พีเอชเป็นกรดหรือเป็นกลาง เมื�อพิจารณาสมบัติอื�นๆ ได้แก่ โครงสร้างปฐมภูมิ          

มวลโมเลกุล และความเสถียรต่อความร้อน สามารถแบ่งแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียแลคติก      

ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม คือ 

2.4.1.1 แลนติไบโอติก (lantibiotic) เป็นเปปไทด์ขนาดเล็ก ประกอบด้วยกรดอะมิโน    

ชนิดดีไฮโดรไทโออีเทอร์ (dehydrothiorther) แลนไทโอนีน และ 3-เมทิลแลนไทโอนีน สร้างขึ�น

โดยดดัแปลงกรดอะมิโนปกติในสายเปปไทด์หลงักระบวนการแปลรหัส แบคเทอริโอซินกลุ่มนี�

ของแบคทีเรียแลคติกป็นชนิด A มีโครงสร้างคลา้ยเกลียวที�ยืดออก (ชนิด B เป็นโครงสร้างกอ้น

กลม) ไดแ้ก่ nisin A, nisin Z, lactocin S, lactocin, mutacin เป็นตน้ 

2.4.1.2 แบคเทอริโอซินที�เป็นเปปไทด์ขนาดเล็กกว่า 10 กิโลดาลตนั ทนอุณหภูมิตั�งแต่ 

100-121 องศาเซลเซียส แบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย ไดแ้ก่ 

กลุ่ม a. เป็นแบคเทอริโอซินซึ� งยบัย ั�งการเจริญของ Listeria spp.ไดดี้ กรดอะมิโน

บางส่วนเหมือนกนั 38-55 เปอร์เซ็นต์ เรียกกลุ่มนี� ว่า Pidiocin พบในแบคทีเรียแลคติกหลายชนิด 

เช่น Pediocin PA-1 ผลิตโดย Pidiococcus acidilactici, Sakacin A ผลิตโดย Lactobacillus sake 706 

และ Enterococcus 

กลุ่ม b. เป็นแบคเทอริโอซินซึ� งการออกฤทธิ� ตอ้งอาศยัสายเปปไทด์ 2 สายทาํงาน

ร่วมกันจึงจะมีประสิทธิภาพลักษณะคล้ายแบคเทอริโอซินเป็นองค์ประกอบร่วม ได้แก่  

Lactococcin G, Lactacin F และ LaLacotccin M 

กลุ่ม c. เป็นแบคเทอริโอซินซึ�งการออกฤทธิ� ตอ้งอาศยัหมู่ไทออล 

2.4.1.3 แบคเทอริโอซินซึ� งเป็นโปรตีนขนาดใหญ่ (มากกว่า 30 กิโลดาลตนั) รวมทั�ง

เอนไซม ์เช่น hemolisins และ muramirase แบคเทอริโอซินกลุ่มนี� ไม่ทนความร้อนแยกไดจ้ากสกุล 

Lactobacillus เท่านั�น เช่น Acidophilucin A, Caseicin 80 

2.4.1.4 แบคเทอริโอซินซึ� งมีคาร์โบไฮเดรตหรือไขมนัเป็นองค์ประกอบร่วมสําหรับ       

การออกฤทธิ�  ไม่ไดรั้บการยอมรับเพราะอาจเกิดจากกรณีทาํให้แบคเทอริโอซินบริสุทธิ� ไม่ดีพอ    

ลกัษณะโดยสรุปของแบคเทอริโอซินทั�ง 4 กลุ่ม แสดงดงัตารางที� 2.9 
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2.4.2 กระบวนการผลติแบคเทอริโอซิน 

การสร้างแบคเทอริโอซินจะถูกควบคุมโดยยีนที�อยูบ่นพลาสมิดโดยยีนที�ควบคุมการสร้าง  

แบคเทอริโอซินแบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือส่วนที�เป็นยีนโครงสร้างและส่วนที�เป็น repressor gene 

โดยปกติเมื�อนาํแบคทีเรียที�มียนีควบคุมแบคเทอริโอซินมาเพาะเลี�ยง พบวา่มีเฉพาะบางเซลล์เท่านั�น

ที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้ เนื�องจากแบคทีเรียส่วนใหญ่จะถูกยบัย ั�งไม่ให้มีการผลิต          

แบคเทอริโอซินโดย repressor gene ซึ� งมีหน้าที�ควบคุมการสร้างแบคเทอริโอซินในขั�นตอน        

การสร้างแบคเทอริโอซิน พบวา่แบคเทอริโอซินจะสร้างขึ�นในไซโทพลาสซึมต่อจากนั�นรวมตวักบั 

immunity protein ในอตัราส่วน 1:1 โมเลกุลของสารเชิงซ้อนที�เกิดขึ�นนี� จะผ่านเนื�อเยื�อชั�นใน        

และสะสมอยู่บริเวณ peripiasmic space และแผ่ขยายไปถึงบริเวณพื�นผิวหน้าของแบคทีเรีย            

ซึ� งบริเวณพื�นผิวหน้าแบคทีเรียสารเชิงซ้อนจะจบักับ polysaccharides หรือ O-antigen ของ          

cuter membrane และท้ายสุด สารเชิงซ้อนนี� จะทาํให้เกิด cerd bacteriocin และขับออกสู่        

ภายนอกเซลล ์

 

ตารางที� 2.9 การจดัแบ่งกลุ่มของแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก 

กลุ่ม (Class) กลุ่มยอ่ย ลกัษณะ 

I  แลนติไบโอติก 

II  แบคเทอริโอซินขนาดเล็กกว่า 10 กิโลดาลตนั ทนความร้อน 100-121 

องศาเซลเซียส 

 IIa ออกฤทธิ� ต่อListeria ประกอบดว้ย -Y-G-N-G-V-X-C- บริเวณใกลเ้คียง

ปลายดา้น N 

 IIb การออกฤทธิ� ตอ้งการโปรตีนชนิดอื�นเป็นองคป์ระกอบร่วม 

 IIc การออกฤทธิ� ตอ้งการหมู่ไทออล 

III  แบคเทอริโอซินขนาดใหญ่กวา่ 30 กิโลดาลตนั ไม่ทนความร้อน 

IV  แบคเทอริโอซินซึ�งมีคาร์โบไฮเดรตหรือ/และไขมนัเป็นองคป์ระกอบร่วม 

ที�มา : Ouwehand (1998) 

 

2.4.3 กลไกการออกฤทธิ�ของแบคเทอริโอซิน 

การทํา ลา ย เซลล์ เ ป้  าหมา ยข องแบค เท อริโอซินเ กิดจา กก ารที� แบ คเทอริโอซิ น                       

แต่ ละโมเลกุลอยู่ร วมกนัทาํให้ เกิดป็ นช่ องว่ างที�เยื�อหุ้ มเซลล์เป้ าหมายซึ� งจะมีลกัษณะคล ้ายชิ�นไม ้

ที�มาประกอบกนัเป็ นผนังด้วยข้ างของถังไม้  (barrel-stave) ช่องว่ างดงักล่ าวทาํให้ เกิดการเสีย     

ส ม ดุ ล ข อ ง ไ อ ออ น สู ญ เ สี ย ก รด อ ะ มิ โ น แ ล ะ ส า ร ป ระ ก อบ อ นิน ท รีย์  ใ นก ลุ่ ม ฟ อ ส เ ฟ ต                         
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ซึ� งเป็ นส่ วนประกอบสาํคญัในการสร้างพลงังานของเซลล์  ดงันั�น กลไกการออกฤทธิ� ของแบคเทอริ

โอซินจึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 ขั�นตอน คือ ขั�นแรกแบคเทอริโอซินจะยึดจบักบัผิวของเซลล ์   

เป้ าหมาย และขั�นต อนต่อไป คือ แบคเทอริโอซินจะสร้ างช่ องว ่างในชั�นของเยื�อหุ้มเซลล์ซึ� งขั�นตอน

และกลไกในการทาํลายเซลล์เป้ าหมายจะแตกต่ างกนัไปตามชนิดของแบคเทอริโอซิน เช่ น ไนซิน 

ซึ� งเป็นแบคเทอริโอซินในกลุ่ ม lantibiotic ที�สร้ างจาก Lc. lactis subsp. lactis พบว่ า เป็ นสาย      

เพปไทด์ที�มีประจุสุทธิเป็นบวก และมีขั�นตอนในการเขา้ทาํลายเซลล์เป้ าหมายคือ การเขา้จบักบั

เซลล์ ของแบคเทอริโอซินเป้าหมายทาํให้ เยื�อหุ้มเซลล์ถูกรบกวนส่ งผลให้เกิดการรั�วขององค์ 

ประกอบภายในเซลล์ เช่น กรดอะมิโน สารให้ พลังงาน และไอออนของสารที�จาํเป็ นต่อการ

ดาํรงชีวิตของเซลล์ออกมาสู่ ภายนอกเซลล ์ (Davidson และ Hoover, 1993) นอกจากนี�แบคเทอริโอ

ซิน class II ที�มีขนาดเล็ก และทนความร้ อน พบว่ าในขั�นตอนแรกปลาย   ดา้น N ของโมเลกุล      

แบคเทอริโอซินซึ� งมีประจุบวกจะเข ้าจบักบัส่วนหัวของฟอสโฟลิปิ ดที�เยื�อหุ้มของแบคทีเรียเป้ า

หมายซึ� งมีประจุลบโดยจบัเขา้คู่ กนั หลงัจากนั�นปลายด ้าน C ในโมเลกุลแบคเทอริโอซิน ซึ� งมี

คุณสมบติัไม่ชอบนํ� า (hydrophobic) จะทาํปฏิกิริยากบัหมู่ เอซิล (acyl group) ของไขมนัในเยื�อหุ้ม

เซลล์ทาํให เกิดเป็ นช่องว่างที� เยื�อหุ้มเซลล์ ทาํให้เกิดการสูญเสียความสมดุลของไอออน และ

สารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล ์ (กฤตพร, 2551) 

2.4.4 ปัจจัยที�มีผลต่อการผลติแบคเทอริโอซินของแบคทเีรียแลคติก 

ในการสร้างแบคเทอริโอซินอาหารเลี� ยงเชื� อควรมีสารอาหารที�จาํเป็นอย่างครบถ้วน 

เพื�อที�จะทาํให้เชื�อสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดใ้นปริมาณสูงสุด ไม่ขดัขวางต่อการปลดปล่อย  

แบคเทอริโอซินออกจากเซลล์ และอาหารเลี� ยงเชื� อต้องไม่มีผลต่อแบคทีเรียแลคติกที�ใช ้               

ในการทดสอบ (Tagg และคณะ, 1976) ดงันั�น มีปัจจยัที�ตอ้งคาํนึงถึงในการสร้างแบคทีเรียแลคติก

ดงัต่อไปนี�  

2.4.4.1 ชนิดของจุลินทรีย ์

แบคเทอริโอซินสามารถผลิตได้จากแบคทีเรียแลคติกหลายสายพนัธ์ุ ในปี ค.ศ.1994     

(Yang และ Ray, 1994) คน้พบแบคเทอริโอซิน 2 ชนิด คือ ไนซิน และ Ieuconocin L ซึ� งแบคเทอริ

โอซินดังกล่าวได้มาจากแบคทีเรีนแลคติกต่างสายพันธ์ุ นอกจากนี� ยงัพบแบคทีเรียแลคติก               

ที�สร้าง pediocin AcH ต่อมา De Vuyst และ Vandamme (1992) ไดค้ดัแยก Lc. lactis พบวา่มี         

21 สายพนัธ์ุ สามารถสร้างแบคเทอริโอซินได้ และอีก 6 สายพนัธ์ุไม่สร้างแบคเทอริโอซิน                  

ซึ� งสายพนัธ์ุที�สร้างแบคเทอริโอซินได้นั�นจะมีภูมิคุม้กนัเพื�อไม่ให้แบคเทอริโอซินที�ผลิตออกมา

ทาํลายตวัเอง นอกจากนี� ยงัมีการตรวจสอบความตา้นทานของไนซิน โดยนําแบคทีเรียแลคติก          

2 สายพนัธ์ุ คือ Lc. lactis N8 และ Lc. Lactis LAC 48 มาทาํให้กลายพนัธ์ุโดยใชพ้ลาสมิดที�มียีน    

ไนซินใส่ในแบคทีเรียแลคติกทั�งสองชนิด เมื�อทาํการทดสอบพบว่า ความต้านทานของไนซิน

เพิ�มขึ�นเมื�อเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุดั�งเดิม (Quiao, 1997) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.4.4.2 องคป์ระกอบต่างๆ ของอาหารเลี�ยงเชื�อ  

ในการผลิตแบคเทอริโอซินจะตอ้งคาํนึงถึงแหล่ง ปริมาณคาร์บอน ปริมาณไนโตรเจน   

และปริมาณฟอสเฟส ตลอดจนปริมาณสารยบัย ั�ง และสารลดแรงตึงผิวต่างๆที�เป็นองค์ประกอบ           

ในอาหารเลี�ยงเชื�อโดยสารที�เติมลงในอาหารเลี�ยงเชื�อมีผลต่อแบคเทอริโอซิน ดงันี�  

1. แหล่งคาร์บอน  

แบคทีเรียแลคติกสามารถใชแ้หล่งคาร์บอนในการผลิตแบคเทอริโอซินไดแ้ตกต่างกนั 

ตวัอยา่งเช่น ไนซิน Z ที�ผลิตจาก L. lactisIO-I เมื�อทาํการทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

ไดแ้ก่ นํ� าตาลกลูโคส ซูโครส และไซโลส (Matsusaki, 1996) พบว่าเมื�อใช้นํ� าตาลกลูโคสจะให ้     

แอคติวิตี�ของไนซิน Z สูงสุด เท่ากบั 4000 IU/Ml เมื�อเปรียบเทียบการใชน้ํ� าตาลไซโลสจะให้ค่าแอ

คติวิตี�ของไนซิน Z เท่ากบั 3000 IU/mL ส่วนแหล่งคาร์บอนที�ดีที�สุดในการผลิตเพดดิโอซิน AcH 

(Pediocin AcH) ไดแ้ก่ นํ�าตาลกลูโคส ซูโครส ไซโลส และกาแลคโตส (Biswas, 1991) 

2. แหล่งไนโตรเจน  

Kim และคณะ (1997) ไดท้าํการศึกษาพบวา่ ปริมาณการผลิตไนซินจะเพิ�มเมื�อเพิ�ม

ปริมาณไนโตรเจน ถึงแมอ้ตัราการเจริญของเชื�อจะลดลงเมื�อเพิ�มปริมาณไนโตรเจน นอกจากนั�น   

ยงัพบว่า ชนิดของแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตแบคเทอริโอซินด้วย โดย De Vuyst และ 

Vandamme (1992) ไดท้าํการทดลองเปรียบเทียบผลของแหล่งไนโตรเจนโดยใช ้cotton-seedmeal,  

yeast extract และ fish meal พบว่าการใช ้cotton-seedmeal จะให้แอคติวิตี�ของแบคเทอริโอซิน 

2,500 IU/mL และเมื�อใช้ yeast extract และ fish meal จะให้แอคติวิตี�ของแบคเทอริโอซิน 2,000 

IU/mL 

3. สารอนินทรียต่์างๆ 

โดยพบว่า ทั� งไอออนที�มีประจุลบ เช่น สารประกอบฟอสเฟต และไอออนที�มี

ประจุบวก เช่น แมกนีเซียมไอออน (Mg+2) และแคลเซียมไอออน (Ca2+) มีผลต่อการสร้างแบคเทอริ

โอซิน โดยขึ�นกบัชนิดและสายพนัธ์ุดว้ย ซึ� งมีรายงานการใชส้ารอนินทรียต่์างๆ ดงันี�  

3.1 ฟอสเฟต  

จากการทดลองของ De Vuyst และ Vandamme (1992) พบว่า ฟอสเฟต        

ช่วยเพิ�มปริมาณการผลิตไนซินจากเชื�อ พบว่า ฟอสเฟตช่วยเพิ�มปริมาณการผลิตไนซินจากเชื�อ             

Lc. lactis NIZO 22186 โดยการใช้อาหารเลี�ยงเชื�อที�มีค่าความเป็นกรดด่าง 6.8 จะให้แอคตีวิตี�        

ของไนซินสูงสุด แต่จะไม่มีผลต่อการผลิตไนซินสายพนัธ์ุ Lc. lactis IO-1 (Matsusaki และคณะ, 

1996) 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



29 

3.2 แมกนีเซียมไอออน (Mg2+)  

แมกนีเซียมไอออนสามารถเพิ�มการสร้างเพดดิโอซิน AcH (Biswas, 1991) 

และการสร้างไนซินของเชื�อ L. lactis ATCC 11454 แต่ไม่สามารถเพิ�มการสร้างไนซินของเชื�อ             

Lc. lactisIO-1 ได ้(Matsusaki, 1996) นอกจากนี�การเติมแคลเซียมคลอไรด์ 0.1 โมลต่อลิตร ยงัช่วย

เพิ�มปริมาณไนซิน Z แต่ไม่มีผลต่อการเจริญของเชื�อ หรือการสร้างแลคแตทจากนํ� าตาลไซโลส    

และกลูโคสในการเพาะเลี�ยงแบบรวดเดียวที�มีการควบคุมค่าความเป็นกรดด่าง 

3.3 Tween 80  

Tween 80 สามารถส่งเสริมการสร้างแบคเทอริโอซินได้ในบางสภาวะ               

โดย Tween 80 จะมีสมบติัในการลดแรงตึงผิวโดยจะป้องกนัการดูดซับของแบคเทอริโอซินบน      

ผิวเซลล์ และการรวมกันของแบคเทอริโอซิน (Biswas, 1991) พบว่า ในอาหารที�มีกลูโคส               

เป็นแหล่งคาร์บอน และมีการเติม Tween 80 รวมทั�งแมกนีเซียมไอออน พบว่า แอคติวิตี� ของ       

เพดดิโอซิน AcH ที�สร้างจากเชื�อ P. acidilactici จะไดป้ริมาณสูงสุด นอกจากนี�  tween 80 ยงัช่วย

เพิ�มการสร้าง lacticin S (Mortvedt, 1991) และ amylovorin L 471 (De Vuyst และคณะ, 1996) 

Tween 80 เป็นสารลดแรงตึงผิวแบบ non-ionic ชื�อทางเคมี: Polyoxyethylene 

sorbitan monooleate, Polyethyene glycol sorbitan monooleate silution. Polysorbate 80              

สูตรโมเลกุล: C12H10CINO3 สูตรโครงสร้าง : ดงัภาพที� 2.6 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที� 2.6 สูตรโครงสร้างของ Tween 80 

 

ส่วนประกอบของ Tween 80 มี 4 องคป์ระกอบที�สาํคญั ดงันี�   

1. Limonene 2. Cthanol 3. Glycerol และ 4.นํ�า (Water) 

 

มงคล และคณะ (2544) ทาํการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที�ผลิตสารยบัย ั�งแบคทีเรียจาก

ผลิตภณัฑ์เนื�อสัตวห์มกัได ้56 ไอโซเลท จากนั�นนาํมาทดสอบการสร้างบริเวณใสรอบโคโลนี พบ

ไอโซเลทที�มีเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณใสขนาดใหญ่บนอาหารแข็ง Glucose Yeast extract Peptone 

(GYP) โดยเชื�อที�แยกได้จดัอยู่ในสกุล Lactobacillus และ Pediococcus และเมื�อนาํเชื�อทั�งหมด        
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มาทดสอบความสามารถในการสร้างสารยบัย ั�งแบคทีเรียแลคติก 6 ชนิด คือ Vibrio sp., E. coli,            

S. aureus, B. subtilis, B. cereus และ Salmonella sp. พบวา่ เมื�อนาํนํ� าหมกัของอาหารเหลว MRS   

มาทดสอบการยบัย ั�งโดยตรงมีประสิทธิภาพสูงสุด ขณะที�นาํอาหารเหลว MRS ที�ผ่านการกรอง

เซลล์ออกดว้ยเซลลูโลสไตเตรท 0.45 ไมครอน และการนาํส่วนใสที�ไดไ้ปผ่านการให้ความร้อน 

100 องศาเซลเซียส มีประสิทธิภาพลดลง ตามลาํดบั แบคทีเรียที�ถูกยบัย ั�งมากที�สุด คือ B. subtilis 

การประยุกต์ใช้แบคทีเรีย Lactobacillus และ Pediococcus sp. ที�ค ัดเลือกได้เพื�อเป็นกล้าเชื� อ           

ตั�งตน้นั�นมีความเป็นไปได ้เนื�องจากสามารถยบัย ั�งแบคทีเรียทดสอบหลายชนิดไดดี้ 

กรรณิการ์ (2549) ได้ทาํการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที�สารต้านจุลชีพได้จาก

ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัประเภทเนื�อสัตว์และศึกษาสมบติับางประการของสารตา้นจุลชีพ พบว่า 

สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ 174 ไอโซเลท และเมื�อนําเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติก              

มาทดสอบความสามรถในการยบัย ั�ง S. aureus และ Lb. sakei 912 ดว้ยวิธี Agar spot พบว่า     

สามารถยบัย ั�งการเจริญของ S. aureusและ Lb. sakei 912 ไดจ้าํนวน 44 ไอโวเลท และ 12 ไอโซเลท 

ตามลาํดบั และเมื�อทดสอบโดยวธีิ agar well diffusion  พบวา่ สามารถยบัย ั�งการเจริญของ S. aureus

และ Lb. sakei 912 ไดจ้าํนวน 18 ไอโซเลท และ 1 ไอโซเลท ตามลาํดบั จากการศึกษาสมบติัของ

สารยบัย ั�งที�ได้จากแบคทีเรียกรดแลคติกเหล่านี�  พบว่าสารตา้นจุลชีพที�สร้างจากเชื�อ SC3, SC4      

(แยกไดจ้ากไส้กรอกปลา) และ SK2 (แยกจากแหนมปลา) มีสมบติัเป็นโปรตีน โดยสารตา้นจุลชีพที�

สร้างจาก SC3 และ SC4 ทนความร้อนไดไ้ม่เกิน 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 นาที ในขณะที�     

สารตา้นจุลชีพที�สร้างจากเชื�อ SK2 ทนความร้อนไดไ้ม่เกิน 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

และมีค่าคงตวัที�ค่าความเป็นกรดด่าง 4.0-7.0 การทดสอบความสามารถในการยบัย ั�งของสารตา้น   

จุลชีพที�สร้างจากเชื�อ SK2 พบวา่สามารถยงัย ั�ง S. aureus, Lb. sakei 912, B. cereus, Ent. aerogenes,         

Leu. Mesenteroides, Lc. lactis subsp. cremoris และ L. monocytogenesได ้โดยยบัย ั�ง S. aureus  

และ Lb. sakei 912 ไดป้ระมาณ 50 เปอร์เซ็นต ์ของไนซินเชิงการคา้ที�ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร (2500 IU) และเมื�อนาํแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ SK2 มาจดัจาํแนกโดยใช ้API 20 

Strep (bioMerieux) พบวา่เป็น Lc. lactis subsp. lactis 

ฮาสติง และคณะ (1994) ได้รายงานว่าสามารถแยก Lru. Gelidium UAL 187,                   

Leu paramesenteroides La7a, Leu. Carnosum Ta11a และ Leu. Carnosum La54a จากเนื�อ

แบคทีเรียกรดแลคติกเหล่านี� สามารถแบคเทอริโอซินไดที้�อุณหภูมิตํ�าในช่วงค่าความเป็นกรด-ด่าง

เท่ากบั 4.0-7.0 แบคเทอริโอซินที�ผลิตไดนี้�สามารถทนความร้อนไดดี้ในสภาวะที�เป็นกรด และยบัย ั�ง                  

L. monocytogenes รวมทั�งแบคทีเรียกรดแลคติกอื�นๆ ที�ทาํใหเ้นื�อเกิดการเน่าเสีย 
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2.5 ไบโอจีนิกเอมนี (Biogenic Amines; BAs) 

ไบโอจีนิกเอมีนเป็นสารประกอบอินทรีย์ของคาร์บอนที� มีหมู่อะมิโนเป็นหมู่ ฟังก์ชัน                 

มีคุณสมบติัเป็นเบสมีนํ� าหนกัโมเลกุลตํ�า (Arena และ Manca, 2001) ทนความร้อน (Shakila และ

คณะ, 2001) สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มตามลกัษณะโครงสร้างทางเคมี (Silla Santos, 1996) 

(ภาพที� 2.7) คือ  

1. อะลิฟาติกเอมีน (Aliphatic amine) ไดแ้ก่ พูทรีซีน (putrescine) คาดาเวอรีน 

(cadaverine) สเปอมิดีน (spermidine) และสเปอมีน (spermine) 

2. อะโรมาติกเอมีน (aromatic amine) ไดแ้ก่ ไทรามีน (tyramine) ฟีนิลเอธิลลามีน

(phenylethylamine) 

3. เฮทเทอโรไซคลิกเอมีน (heterocyclic amine) ไดแ้ก่ ฮีสตามีน (histamine) และ   

ทริปตามีน (Tryptamine)  

 

Aliphatic amines 

 

 

 

Heterocyclic amines   Aromatic amines 

 

 

 

 

ภาพที� 2.7 โครงสร้างทางเคมีของไบโอเจนิกเอมีน 

ที�มา: European Food Safety Authority. Journal, 2011 

 

ไบโอจินิกเอมีนเป็นสารประกอบที�พบไดท้ั�วไปในเซลล์ที�มีชีวิตพบไดใ้นผลิตภณัฑ์อาหาร

ต่างๆ เช่น ปลาและผลิตภัณฑ์จากปลา ไวน์ เนยแข็ง ผลิตภัณฑ์จากนม เบียร์ เนื� อ และผัก              

ไบโอจินิกเอมีนเกิดขึ�นในระหว่างการเน่าเสียของอาหารโดยจุลินทรียจ์ะสร้างเอนไซม์ดีคาร์บอก

ซิเลส (decarboxylase) ยอ่ยสลายกรดอะมิโนอิสระในอาหารเหล่านั�นไดเ้ป็นไบโอจีนิก 

ไบโอจินิกเอมีนที�พบในอาหารมีปริมาณและชนิดต่างกนัขึ�นอยู่กบัชนิดและปริมาณของ

กรดอะมิโนที�เป็นสารตั�งตน้ (Leuschner และคณะ, 1998) เช่น ถา้พบฮีสติดีน (histidine) ในอาหาร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เป็นจาํนวนมากจะทาํให้พบฮีสตามีนมาก ไบโอเจนิกเอมีนที�พบได้ในอาหารและกรดอะมิโน           

ที�เป็นสารตั�งตน้ได ้แสดงในตารางที� 2.10 

จากการศึกษางานวิจัยที�ผ่านมาพบว่าสามารถตรวจพบการปนเปื� อนของพิวเทรสซีน          

คาร์ดาเวรีน สเปอร์มีน สเปอร์มิดีน ไทรามีน ฟีนิลเอทิลลามีน ฮีสตามีน และทริปตามีน มีการ

ปนเปื� อนในอาหารและเครื�องดื�ม ได้แก่ ปลาและผลิตภณัฑ์จากปลา เนื�อสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์จาก

เนื�อสัตว์ ผลิตภณัฑ์นมและเนย ไวน์ เบียร์ ผกั ผลไม้ ช็อคโกแลค และถั�ว เป็นต้น สาเหตุการ

ปนเปื� อนเกิดจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของพืช สัตว์ และจุลินทรีย์ ที�มีอยู่ในวตัถุดิบ เช่น       

การปนเปื� อนจุลินทรีย์ที�สร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสย่อยสลายกรดอะมิโนในอาหารเกิดเป็น

สารไบโอจีนิกเอมีน (Silla, 1996 และ Shalaby, 1996) 

ตารางที� 2.10 ไบโอจีนิกเอมีนที�พบในอาหารและกรดอะมิโนที�เป็นสารตั�งตน้ 

กรดอะมิโน ไบโอจีนิกเอมีน 

อาร์จินีน (arginine) แอกมาทีน (agmatine) 

ไลซีน (lysine) คาดาเวอรีน (cadaverine) 

ฮีสติดีน (histidine) ฮีสตามีน (histamine) 

ออร์นิทีน (ornithine) พทูรีซีน (putrescine) 

ฟีนิลอะลานีน (phenylalanine) ฟีนิลเอธิลลามีน (phenylethylamine) 

ไทโรซีน (tyrosine) ไทรามีน (tyramine) 

ทริปโตเฟน (tryptophane) ทริปตามีน (tryptamine) 

ที�มา : Leuschner และคณะ (1998) 

 

ซึ� งนอกจากปริมาณกรดอะมิโนและโปรตีนซึ� งเป็นสารตั�งตน้แลว้สภาวะต่างๆ ตอ้งมีความ

เหมาะสมต่อการทาํงานของจุลิทรียแ์ละเอมไซม์ดีคาร์บอกซิเลส เช่น นํ� า อากาศ พีเอช อุณหภูมิ 

ออกซิเจน ประเภทของอาหาร และชนิดของจุลินทรียที์�ปนเปื� อน เป็นตน้ ภายใตส้ภาวะที�มีความ

เหมาะสมจุลินทรียจ์ะเจริญเติบโตและเพิ�มจาํนวนอยา่งรวดเร็วแลว้ยอ่ยสลายกรดอะมิโนในอาหาร

เกิดเป็นสารไบโอจีนิกเอมีน (Silla, 1996) สารเอมีนมีบทบาทสําคญัต่อสิ� งมีชีวิตเนื�องจากเอมีน     

เป็นแหล่งของไนโตรเจนในการสังเคราะห์ฮอร์โมน อลัคาลอยด์ กรดนิวคบีอีก โปรตีน และเอมีน     

แล้วย ัง มีความสําคัญต่อการเกิดกลิ� นของอาหารเป็นสารตั� งต้นในการเกิดสารก่อมะเร็ง                  

เช่น สารประกอบ N-ไนโตรโซ (Silla, 1996)  

2.5.1 อาหารหมักที�มีสารไบโอจีนิกเอมีน 

ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัที�พบไบโอจีนิกเอมีนไดบ้่อย ไดแ้ก่ ผลิตภณัฑ์จากเนื�อสัตวโ์ดยเฉพาะ

เนื�อปลา เนื�องจากเนื�อสัตวเ์ป็นวตัถุดิบที�มีโปรตีนสูงจึงเป็นแหล่งของกรดอะมิโนอิสระ ซึ� งเป็นสาร     

ตั�งต้นของไบโอจีนิกเอมีน ตวัอย่างเช่น ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจากปลาที�ผลิตในประเทศเวียดนาม      เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



33 

ไทย ฟิลิปปินส์ มาเลเซีย และฮ่องกง จาํนวน 37 ตวัอย่าง พบพิวเทรสซีน คาดาเวอรีน และฮีสตามีน            

ในปริมาณที�แตกต่างกนั ส่วนไบโอจีนิกเอมีนที�ปนเปื� อนในไส้กรอกหมกัจากประเทศในทวีปยุโรป    

นั�นมีรายงานว่าพบไทรามีนมากที�สุด รองลงมาคือ ฟิวเทรสซีน คาดาเวอรีน และฮีสตามีน เนยแข็ง    

เป็นอาหารหมกัอีกชนิดหนึ�งที�พบไบโอจีนิกเอมีนที�พบในเนยแข็งชนิดต่างๆ เช่น ฮีสตามีน ไทรามีน         

คาดาเวอรีน ฟิวเทรสซีน ทริปตามีน และฟีนิลเอทีลามีน  

2.5.2 การเกดิไบโอจีนิกเอมีนในผลติภัณฑ์อาหารหมัก 

การเกิดไบโอจีนิกเอมีนในอาหารหมกัขึ�นอยู่กบัองค์ประกอบของอาหาร และจุลินทรีย ์    

ที�อยู่ในอาหาร โดยมักจะพบไบโอจีนิกเอมีนในอาหารที�มีโปรตีนเป็นองค์ประกอบ ได้แก่ 

ผลิตภณัฑ์จากเนื�อสัตว ์เช่น ปลาและเนื�อววั ผลิตภณัฑ์นม ผกั และเครื�องดื�มแอลกอฮอล์ จุลินทรีย์

ในอาหารมีบทบาทสําคญัต่อการเกิดไบโอจีนิกเอมีน จุลินทรียที์�มีกิจกรรมของเอนไซม์โปรตีเอส   

จะยอ่ยสลายโปรตีนใหเ้ป็นกรดอะมิโนอิสระและเกิดเป็นไบโอจีนิกเอมีน โดยจุลินทรียที์�มีกิจกรรม

ของเอนไซมดี์คาร์บอกซีเลสเอนไซมช์นิดนี�จะเร่งปฏิกิริยาดีคาร์บอกซีเลชั�นดึงหมู่แอลฟาคาร์บอนิล

จากกรดอะมิโนอิสระเกิดเป็นสารไบโอจีนิกเอมีน เช่น การเปลี�ยนฮีสติดีนเป็นฮีสตามีน               

โดยเอนไซมฮี์สทิดีน ดีคาร์บอกซิเลส (histidine decarboxylase) ทาํให้เกิดอาการแพห้รือออร์นิทีน

สามารถเปลี�ยนเป็นสารพวกไดเอมีน (diamine) คือ พูทรีซีน จากพูทรีซีนนี� สามารถเปลี�ยนเป็น     

สารพวกโพลีเอมีน (polyamine) คือ สเปอมิดีนและสเปอมีน มีผลต่อการแบ่งตวัของเซลล์และ     

ไปเพิ�มความเป็นพิษของฮีสตามีน เป็นตน้ วิถีการเปลี�ยนแปลงของโปรตีนไปเป็นไบโอเจนิกเอมีน

ชนิดต่างๆ (Halasz และคณะ 1994) แสดงในภาพที� 2.8 ในผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจะมีคาร์โบไฮเดรต             

ที�แบคทีเรียแลคติกสามารถหมกัได้ เช่น นํ� าตาลกลูโคส ช่วยส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรีย         

แลคติก จุลินทรีย์ที�มีกิจกรรมของเอนไซม์ดีคาร์บอกซีเลส และคาร์โบไฮเดรตเหล่านี� ยงัเป็น         

สารตั� งต้นในการหมักกรดทําให้ค่าพี เอชในผลิตภัณฑ์อาหารหมักมีค่าตํ� ากว่า 5.0 ค่าพี เอช              

ในผลิตภณัฑ์อาหารหมกัเป็นปัจจยัที�สําคญัต่อการสร้างสารไบโอจีนิกเอมีน เนื�องจากเอนไซม ์       

ดีคาร์บอกซีเลสมีกิจกรรมสูงที�พีเอชเป็นกรดพบวา่มีไบโอจีนิกเอมีนหลายชนิดในผลิตภณัฑ์อาหาร

หมกั ดงันั�น ในผลิตภณัฑอ์าหารที�มีพีเอชเป็นกรดจะพบไบโอจีนิกเอมีนในปริมาณสูง  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



2.5.3 จุลนิทรีย์ที�สามารถผลิ

สารไบโอจีนิกเอมีนที�เกิดในอาหารนั�นเป็นสิ�งที�ไม่พึงปรา

กรดอะมิโนซึ� งเป็นสารอาหารที�จาํเป็นต่อร่างกาย อาหารที�ปนเ

ดีคาร์บอกซิเลสหรือเกิดจากการเติมกลา้เชื�อจุลินทรียล์

สภาวะมีความเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสส่งผลต่อปริมาณสารไบโอจีนิก

เอมีน (Custodio และคณะ

ในอาหารหรือมาจากการปนเปื� อนระหวา่ง

การเกิดไบโอจีนิกเอมีนในผลิตภณัฑ์อาหารมีปัจจยัหลกัมาจากจุลินทรียที์�มีกิจกรรมของเอนไซม์

ดีคาร์บอกซิเลส เอนไซม์นี� มีบทบาทในการเปลี�ยนกรดอะมิโนอิสระให้

จุ ลินทรีย์ที�สามารถพบในอาหารทั�วไป ดังแสดงในตารางที�  

Clostridium, Klebsiella, Eschesichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella

กรดแลคติค เช่น Lactobacillus, Enterococcus,

Leuconostoc ซึ� งจุลินทรียเ์หล่านี� สามารถสร้าง

มีบทบาทต่อกระบวนการหมกัเนื�อสัตว์

 

 

 

ภาพที� 2.8 วถีิการเกิดไบโอเจนิกเอมีน 

ที�มา: Halasz และคณะ (1994) 

 

จุลนิทรีย์ที�สามารถผลติสารไบโอจีนิกเอมีน 

สารไบโอจีนิกเอมีนที�เกิดในอาหารนั�นเป็นสิ�งที�ไม่พึงปรารถนา เนื�องจากทาํให้เกิดการสูญเสีย

กรดอะมิโนซึ� งเป็นสารอาหารที�จาํเป็นต่อร่างกาย อาหารที�ปนเปื� อนจุลินทรียที์�สา

ดีคาร์บอกซิเลสหรือเกิดจากการเติมกลา้เชื�อจุลินทรียล์งไปในอาหารเพื�อให้เกิดการหมกั ประกอบกบั

สภาวะมีความเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสส่งผลต่อปริมาณสารไบโอจีนิก

และคณะ, 2007) ดีคาร์บอกซิเลสเป็นเอนไซม์ที�สร้างจากจุลิทรียน์านาชนิดที�มี

ในอาหารหรือมาจากการปนเปื� อนระหวา่งกระบวนการแปรรูปอาหาร 

การเกิดไบโอจีนิกเอมีนในผลิตภณัฑ์อาหารมีปัจจยัหลกัมาจากจุลินทรียที์�มีกิจกรรมของเอนไซม์

เอนไซม์นี� มีบทบาทในการเปลี�ยนกรดอะมิโนอิสระใหเ้ป็นไบโอจีนิกเอมีน ตวัอย่าง

ทรีย์ที�สามารถพบในอาหารทั�วไป ดังแสดงในตารางที�  2.11 เ ช่น 

Clostridium, Klebsiella, Eschesichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella

Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus

ทรียเ์หล่านี� สามารถสร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสได้หนึ� งหรือมากว่าหนึ� งชนิด         

มีบทบาทต่อกระบวนการหมกัเนื�อสัตว ์และการเพิ�มปริมาณของสารไบโอจีนิกเอมีนในอาหาร

34 

 

ถนา เนื�องจากทาํให้เกิดการสูญเสีย

อนจุลินทรียที์�สามารถสร้างเอนไซม ์   

งไปในอาหารเพื�อให้เกิดการหมกั ประกอบกบั

สภาวะมีความเหมาะสมต่อการทาํงานของเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสส่งผลต่อปริมาณสารไบโอจีนิก      

ดีคาร์บอกซิเลสเป็นเอนไซม์ที�สร้างจากจุลิทรียน์านาชนิดที�มี          

การเกิดไบโอจีนิกเอมีนในผลิตภณัฑ์อาหารมีปัจจยัหลกัมาจากจุลินทรียที์�มีกิจกรรมของเอนไซม ์  

เป็นไบโอจีนิกเอมีน ตวัอย่าง

เ ช่น Bacillus, Citrobacter, 

Clostridium, Klebsiella, Eschesichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella  และแบคทีเรีย

Carnobacterium, Pediococcus, Lactococcus และ 

เอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสได้หนึ� งหรือมากว่าหนึ� งชนิด         

และการเพิ�มปริมาณของสารไบโอจีนิกเอมีนในอาหาร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที� 2.11 เชื�อจุลินทรียที์�พบในเนื�อสัตว ์

อาหาร ไบโอจีนิกเอมีน เชื�อจุลนิทรีย์ 

เนื�อสัตว์ 

ฮีสตามีน Enterbacteriaceae, Stphylococcus capitis 

ไทรามีน 

Staphy. carnosus, Staph. xylosus, Staph. epidermidis, 

Staphy. saprophyticus, Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb.sakei, 

Lb.bavaricus, Carnobacterium divergenes, C. pisicola 

พิวเทรสซีน 
Enterobacteriaceae, M. morganii, S. liquefaciens, 

Pseudomonas, Lb. curvatu, Enterococcus 

คาร์ดาเวรีน Enterobacteriaceae 

ที�มา: Victor และคณะ (2010)  

 

2.5.4 พษิของไบโอจีนิกเอมีน 

ไบโอจีนิกเอมีนเป็นสารที�มีส่วนเกี�ยวขอ้งกบัระบบการทาํงานของร่างกาย เช่น กระตุน้    

การเจริญเมตาบอลิซึม ระบบภูมิคุม้กนัในลาํไส้ ระบบประสาท ระบบเลือด การสังเคราะห์โปรตีน       

และความคงตวัของเยื�อเลือกผา่น (membrane) (Silla, 1996) ไบโอจีนิกเอมีนแต่ละชนิดจะส่งผลต่อ

การทาํงานของอวยัวะภายในร่างกายต่างกนั ดงัแสดงในตารางที� 2.12 

ไบโอจีนิกเอมีนเป็นสารที�ทาํให้เกิดอาการอาหารเป็นพิษ (Intoxication) เกิดจากการบริโภค

อาหารที�มีปริมาณไบโอจีนิกเอมีนสูง (Ben-Gigirey และคณะ, 2000) อาการแพจ้ะแสดงออกมาทนัที

หรืออาจแสดงหลงัจากบริโภคอาหารไปแลว้หลายชั�วโมง และอาการแพจ้ะหายไปในระยะเวลา

ประมาณ 8-12 ชั�วโมง ขึ�นอยู่กบัภูมิตา้นทาน (พรพรรณ, 2530) และกระบวนการกาํจดัพิษของ     

สารเอมีน การออกซิไดซ์เอมีนให้เป็นกรดคาร์บอกซิลิกด้วยเอนไซม์โมโนเอมีนออกซิเดส 

(monoamine oxidase, MAO) และไดเอมีนออกซิเดส (diamine oxidase, DAO) ของแต่ละบุลคล 

อาการพิษหรือแพที้�พบสามารถแบ่งได ้3 กลุ่ม (Pereira และคณะ, 2001) คือ 

1. แสดงอาการทางผิวหนัง ได้แก่ เกิดผื�นคัน ลมพิษ เป็นตุ่มนํ� าหรือบวมแดง          

ปากบวมและอกัเสบ  

2. แสดงอาการทางระบบทางเดินอาหาร ไดแ้ก่ คลื�นไส้ อาเจียน ทอ้งร่วง  

3. มีผลต่อระบบประสาท อาการที�แสดง ไดแ้ก่ ปวดศรีษะ วิงเวียน หน้าแดง และ      

มีเหงื�อออกมาก หัวใจเตน้เร็ว ความดนัโลหิตตํ�า และอาจมีอาการช็อคและเสียชีวิตได ้โดยเฉพาะ        

ผูที้�รับประทานยาโมโนเอมีนออกซิเดสอินฮิบิเตอร์ (monoamine oxidase inhibitor, MAOI)          

ซึ� งพบมากในผูป่้วยที�มีอาหารทางจิตแบบซึงเศร้า  

นอกจากนี�ยงัพบวา่สารในกลุ่มไดเอมีน ไดแ้ก่ พทูรีซีน และคาดาเวอรีน สามารถทาํปฏิกิริยากบั

ไนไตรต์ (nitrite) เกิดเป็นไนโตรซามีน (nitrosamine) ซึ� งเป็นสารก่อมะเร็ง (Bover-Cid และ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Holzapfel, 1999) ความเป็นพิษของไบโอจีนิกเอมีนสามารถเพิ�มขึ�นได ้ เนื�องจากปัจจยัหลายๆ    

ปัจจยั เช่น แอลกอฮอล ์ความบกพร่องของกลไลการกาํจดัสารพิษ โรคกระเพาะ การรับประทานยา 

MAOI เป็นต้น ซึ� งทั� งหมดไปยบัย ั�งการทาํงานของเอนไซม์ที�เกี�ยวข้องกับการกาํจดัเอมีนและ       

เพิ�มการดูดซึมสารเอมีนที�ผนงัลาํไส้เล็ก (Bover-Cid และคณะ, 2001b) ปริมาณความเป็นพิษของ   

ไบโอจีนิกเอมีน ขนาดและปริมาณของไบโอจีนิกเอมีนที�ทาํให้เกิดพิษหรืออนัตรายต่อร่างกาย     

เป็นสิ�งกาํหนดไดย้าก เนื�องจากมีหลายปัจจยัเขา้มาเกี�ยวขอ้งโดยเฉพาะความตา้นทานต่อพิษของแต่

ละบุคคลและชนิดของไบโอจีนิกเอมีน เช่น ไทรามีนปริมาณ 100-800 ppm ฟีนิลเอธิลลามีนปริมาณ 

30 ppm (Silla Santos, 1996) และฮีสตามีนปริมาณ 100 ppm มีความเป็นพิษต่อร่างกาย (Shalaby, 

1995) 

2.5.5 ปัจจัยที�มีผลต่อการเกดิไบโอเจนิกเอมีน 

ปัจจยัที�มีผลต่อการเกิดไบโอจีนิกเอมีน ไดแ้ก่ พีเอช อุณหภูมิ เกลือ นํ� าตาล และออกซิเจน

เป็นตน้ (Vale และ Gloria, 1998) 

2.5.5.1 พีเอช 

พีเอชจดัเป็นปัจจยัที�มีความสําคญัต่อการเกิดไบโอจีนิกเอมีนเนื�องจากพีเอชมีผล   

ต่อการสร้างเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสโดยเอนไซมนี์�ทาํงานไดใ้นช่วงพีเอช 2.5-7 และทาํงานไดดี้    

ที�พีเอชเป็นกรดอ่อนๆ (4.0-5.5) (เยาวลกัษณ์, 2543) เพื�อความอยูร่อดของเซลล์นั�นจุลินทรียจึ์งมี      

การสร้างไบโอจีนิกเอมีนเพื�อเป็นการยบัย ั�งสภาวะที�เป็นกรด 

2.5.5.2 อุณหภูมิ 

อุณหภูมิมีบทบาทต่อการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารโดยอุณหภูมิมีผลต่อ     

การเจริญของจุลินทรียกิ์จกรรมของเอนไซมโ์ปรติเอสและดีคาร์บอกซิเลส ซึ� งสัมพนัธ์กบัการสร้าง     

ไบโอจีนิกเอมีน (Diaz-Cinco และคณะ, 1992) อุณหภูมิระหว่างกระบวนการหมกัที�สูงขึ�นทาํให้

จุลินทรีย์ในกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลกติกและแบคทีเรียที�สามารถสร้างไบโอจีนิกเอมีนได ้           

มีการเจริญเพิ�มขึ�น และเหมาะสําหรับการเกิดกระบวนการสลายโปรตีนและกระบวนดีคาร์บอก       

ซิเลชนัเป็นผลใหมี้การเพิ�มขึ�นของไบโอจีนิกเอมีน (Maijala และคณะ, 1995)  

2.5.5.3 เกลือ 

โซเดียมคลอไรด ์(sodium chloride) 

การเปลี�ยนแปลงของปริมาณนํ� าและอตัราส่วนของโซเดียมคลอไรด์ต่อนํ� าระหวา่ง

กระบวนการหมกัมีผลต่อการเพิ�มจาํนวนจุลินทรียแ์ละการสร้างไบโอจีนิกเอมีนโดยพบวา่อตัราการ

สร้างไบโอจีนิกเอมีนของ Lb. bulgaricus ลดลงเมื�อความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรด์เพิ�มขึ�นจาก     

0 เป็น 6 เปอร์เซ็นต์ (Chander และคณะ, 1989) นอกจากนี� ยงัพบว่า ความเขม้ขน้ของโซเดียม         

คลอไรด์ 3.5-5.5 เปอร์เซ็นต ์ สามารถยบัย ั�งการสร้างฮีสตามีน เนื�องจากความเขม้ขน้ของโซเดียม

คลอไรด์ที�เพิ�มขึ�นไปยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์ และรบกวนการสร้างเยื�อเลือกผา่นซึ� งเป็นที�ตั�ง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส (Sumner และคณะ, 1990) เช่นเดียวกบัการเจริญและการสร้างไทรามีนของ 

Ent. faecalis EF37 ที�เกี�ยวขอ้งกบัปริมาณของโซเดียมคลอไรด์คือ เมื�อมีปริมาณโซเดียมคลอไรด์

เพิ�มขึ�นจะมีการสร้างไทรามีนลดลง (Gardini และคณะ, 2001)  

 

ตารางที� 2.12 ไบโอเจนิกเอมีนในอาหารและผลต่อการทาํงานของอวยัวะในร่างกาย 

เอมีน ผลต่ออวยัวะภายในร่างกาย 

ฮีสตามีน 

 

- ก า ร ห ลั� ง อ ะ ดี น า ลี น  (adrenaline) แ ล ะ น อ ร์ อ ะ ดี น า ลี น

(noradrenaline) 

- กระตุน้การบีบตวัของกล้ามเนื�อเรียบของลาํไส้ มดลูกและ

ระบบทางเดินหายใจ, กระตุน้การทาํงานของระบบประสาท 

- ควบคุมการหลั�งกรดในกระเพาะอาหาร 

ไทรามีน 

- การหดตวัของหลอดเลือด, เพิ�มอตัราการเตน้ของหวัใจและ

อตัราการหายใจ, เพิ�มระดบันํ�าตาลในกระแสเลือด 

- กระตุน้การหลั�งของนํ�าตาและนํ�าลาย 

- การหลั�งนอร์อะดีนาลีนจากระบบประสาทอตัโนมติั 

- ก่อใหเ้กิดอาการไมเกรน (migraine) 

พทูรีซีนและคาดาเวอรีน 
- ความดนัโลหิตตํ�า หวัใจเตน้ชา้ขากรรไกรแขง็ 

- ชาตามปลายมือปลายเทา้, เพิ�มความเป็นพิษของเอมีนอื�นๆ 

ฟีนิลเอธิลลามีน 

 

- การหลั�งนอร์อะดีนาลีนจากระบบประสาทอตัโนมติั 

- เพิ�มความดนัโลหิต 

- ก่อใหเ้กิดอาการไมเกรน 

ทริปตามีน - เพิ�มความดนัโลหิต 

ที�มา: Shalaby (1996) 

 

โซเดียมซลัไฟด ์(sodium sulfite) 

Bover-Cid และคณะ (2001d) ศึกษาผลของโซเดียมซลัไฟด์ต่อการเกิดไบโอจีนิก   

เอมีนในระหวา่งการหมกัไส้กรอก พบวา่ที�ความเขม้ขน้ของโซเดียมซลัไฟด์ 500 และ 1,000 ppm      

ไม่สามารถลดปริมาณของไทรามีนได้ แต่สามารถลดปริมาณของคาดาเวอรีนได้โดยในทุกชุด     

การทดลองพบไทรามีน 75-140 ppm 

2.5.5.4 กลูโคส จุลินทรียต์อ้งการกลูโคสหรือคาร์โบไฮเดรตจาํนวนหนึ�งสําหรับใช้เป็น

พลงังานในกระบวนการสังเคราะห์สารต่างๆ เพื�อการเจริญและยงัมีผลต่อการกระตุน้การทาํงาน   

ของกรดอะมิโนดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase) โดยเฉพาะ ที�ระดบัความเขม้ขน้ 0.5-2 เปอร์เซ็นต ์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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แต่ถ้าความเข้มข้นของกลูโคสมากกว่าร้อยละ 3 มีผลไปยบัย ั� งการสร้างไบโอจีนิกเอมีน          

(Halasz และคณะ, 1994)  

2.5.5.5 ออกซิเจน จากรายงานของ Halasz และคณะ (1994) กล่าวว่า Ent. cloaceae            

มีการสร้างพูทรีซีนในสภาวะไม่มีออกซิเจนนอ้ยกวา่ในสภาวะมีออกซิเจนถึงครึ� งหนึ�ง Klebsiella 

pneumonia มีการสร้างคาดาเวอรีนลดลงภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนแต่มีการสร้างพูทรีซีน     

เพิ�มขึ� นสําหรับการสร้างฮีสตามีนพบว่า ในสภาวะที�มีออกซิเจนไม่มีการสร้างฮีสตามีนหรือ             

มีการสร้างนอ้ย เนื�องจากออกซิเจนจะไปยบัย ั�งการทาํงานของฮีสติดีนดีคาร์บอกซิเลส 

2.5.5.6 กรดอะมิโน เป็นปัจจยัสําคญัในการทาํให้เกิดไบโอจีนิกเอมีนเนื�องจากเป็น           

สารตั�งตน้ในการสร้างไบโอจีนิกเอมีนซึ� งถา้ในอาหารชนิดใดมีกรดอะมิโนสูงจะส่งผลให้มีการเกิด     

ไบโอจีนิกเอมีนในอาหารสูงเช่นกนั เช่น ในเนยแข็งมีกรดอะมิโนอิสระสูงถึง 478 ppm จึงทาํให้

พบไบโอจีนิกเอมีนสูงถึง 838 ppm (Pinho และคณะ, 2001) ในไวน์มีกรดอะมิโนอิสระ              

เป็นองค์ประกอบอยู่หลายชนิดโดยมีปริมาณแตกต่างกนัไดแ้ก่ ฮีสติดีน (13.7 ppm) ไทโรซีน   

(10.08 ppm) ออร์นิทีน (7.76 ppm) ไลซีน (24.29 ppm) เป็นตน้ และพบวา่มีไบโอเจนิกเอมีนหลาย

ชนิดเช่นกนัคือ ฮีสตามีน (9.94 ppm) ไทรามีน (10.16) ฟีนิลเอธิลลามีน (0.16 ppm) เอธิลลามีน 

(0.08 ppm) (Soufleros และคณะ, 1998) ในเนื�อหมูที�นาํมาทาํไส้กรอกหมกัพบไทโรซีนสูงถึง 101 

ppm  แต่ไม่พบไทรามีน แต่หลงัจากผ่านกระบวนการหมกัพบว่ามีการลดลงของปริมาณไทโรซีน   

คงเหลือ 18.1 ppm และมีการเพิ�มขึ�นของไทรามีนสูงถึง 64.4 ppm (Coisson และคณะ, 2004) 

Amonlaya และคณะ (2011) ศึกษาอิทธิพลของคุณภาพเนื�อหมูและแหนมที�มีการเติม        

กล้า เชื� อที�สร้างสารเอมีนจากการศึกษาพบว่าแหนมก่อนการหมักที� เก็บไว้ที� อุณหภูมิ  30             

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั�วโมง และที�อุณหภูมิ 4 และ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั พบการ

สะสมของสารประกอบเอมีน (คาดาเวอรีน, พูทรีซีน ฮีสตามีน และไทรามีน) ในแหนมสูงอยา่งมี

นัยสําคญัจากเนื�อสัตว์ที�เก็บไว ้แต่เมื�อมีการใช้เชื�อในกลุ่มแบคทีเรียแลคติก Lb. plantarum        

BCC 9546 เป็นกลา้เชื�อในการผลิตแหนมทาํให้สารประกอบเอมีนในแหนมลดลงอยา่งมีนยัสําคญั 

ดงันั�นการใช้ผลิตภณัฑ์เนื�อสัตวแ์ละการกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกที�เหมาะสมมีความสําคญัต่อการ

ลดการสะสมของสารประกอบเอมีนในระหวา่งกระบวนการหมกัแหนม 

Bover-Cid และคณะ (2001) ไดท้าํการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหนม (fermented 

pork sausage) จากนั�นนาํมาเพาะเลี�ยงในอาหารดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase) และนาํไปวิเคราะห์

การสร้างไบโอจีนิกเอมีนโดย ion-pair HPLC พบวา่ Ent. faecalis, Ent. faecium, Lb. bavaricus,     

Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. paracasei, Lb. sakei และ Lactobacillus sp. มีการสร้างไทรามีน 

 Bover-Cid และ Holzapfel (1999) ศึกษาการสร้างไบโอจีนิกเอมีนจากแบคทีเรียแลคติก   

ในอาหาร Improved medium และนาํไปวิเคราะห์ปริมาณโดยใชว้ิธีวิเคาะห์ HPLC พบวา่แบคทีเรีย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กรดแลคติกส่วนมากมกัสร้างไทรามีนโดยสร้างอยู่ในช่วง 20-5,000 ppm โดย Lb. brevis,              

Lb. curvatus, Lb. sakei, Leuconostoc carnosum และ Ent. faecalis สร้างไทรามีน 

 Ayres และคณะ (1980) พบวา่ปริมาณไบโอเจนิกเอมีนที�ต่างกนัทาํให้เกิดอาการต่างกนั

กล่าวคือหากร่างกายไดรั้บฮีสตามีนในปริมาณที�มากกวา่ 40 มิลลิกรัมต่อมื�ออาหารทาํให้เกิดพิษ    

ต่อ ร่า งก าย ไท รามี นป ริม าณมา ก กว่า  100 มิ ล ลิ ก รัม ต่อมื� ออา หา รแล ะฟี นิล เอ ธิล ลา มี น               

ปริมาณ 3 มิลลิกรัมต่อมื�ออาหาร ทาํให้เกิดอาการไมเกรน ไทรามีนปริมาณ 1,000 มิลลิกรัมต่อมื�อ

อาหารทาํให้เกิดอาการบวม และที� 6 มิลลิกรัมต่อมื�ออาหารทาํให้เกิดความดนัโลหิตตํ�า ปวดศีรษะ

หน้า แด ง  ป ว ดท้อง อย่า ง ก ะ ทันหัน  (Komprda แ ล ะ ค ณ ะ , 2004) แล ะ มี ค ว า ม เ ป็ นพิ ษ ต่ อ                       

ผูที้�รับประทานยา MAOI (Shalaby, 1996) 

Soufleros และคณะ (1998) กล่าวว่าไบโอเจนิกเอมีนปริมาณ 600-1,000 ppm เป็นพิษ       

ต่อมนุษย ์และไบโอเจนิกเอมีน 100-200 ppm ทาํให้เกิดอาการหนา้แดง ฟีนิลเอธิลลามีน 3 ppm 

และไทรามีน 25-40 ppm ในไวน์ทาํให้เกิดอาการไมเกรนและความดนัโลหิตสูง นอกจากนี�             

ยงัพบว่ามีไอโซเอมิลลามีน พูทรีซีน และคาดาเวอรีนที�พบในไวน์สามารถทาํปฏิกิริยากับ           

ฮีสตามีนส่งผลให้ความเป็นพิษเพิ�มขึ�นสําหรับพวก volatile aliphatic monoamines เมทธิลลามีน 

และเอทธิลลามีน ถา้พบในไวน์ปริมาณ 1 ppm ทาํใหเ้กิดอาการแพ ้

Kalac และคณะ (2002a) กล่าววา่ ถา้ผูป่้วยไดรั้บประทานเบียร์ที�มีไทรามีนปริมาณ 6 ppm 

ภายในเวลา 4 ชั�วโมง หรือไดรั้บในปริมาณมากกวา่ 10 ppm ทาํให้เกิดอาการแพ ้รวมทั�งมีรายงาน

พบว่า ผูที้�รับประทานยาโมโนเอมีนออกซิเดสอินฮิบิเตอร์แล้วไดรั้บไทรามีนจากเบียร์ทาํให้เกิด

อาการความดันโลหิตสูง สําหรับความเป็นพิษของฮีสตามีนสามารถแบ่งระดับความเป็นพิษ          

ไดเ้ป็น 3 ระดบั คือ พิษนอ้ยมีปริมาณ 8-40 ppm พิษปานกลางมีปริมาณ 70-1,000 ppm และ          

พิษรุนแรงมีปริมาณ 1,500-4,000 ppm (Ayhan และคณะ, 1999) 

ในสหรัฐอเมริกา US Food and Drug Adiministration (USFDA) 2011 ไดก้าํหนดปริมาณ 

ฮีสตามีนที� เป็นอันตรายต่อผู ้บริโภคในปลาทูน่าอัลบาคอร์สคิปแจ็คเยลโลฟิลและมาฮิ-มาฮิ              

มีค่า เท่ากบั 500 ppm และระดบัฮีสตามีนทีทาํให้อาหารเป็นพิษมีค่าเท่ากบั 200 ppm (Du และคณะ, 

2002) 

ในปี ค.ศ. 1993 กลุ่มประชาคมเศรษฐกิจยุโรป (EEC) กาํหนดปริมาณฮีสตามีนสําหรับ

ผลิตภณัฑ์ประมงทั�วไปว่า 100 ppm ทาํให้เกิดความเป็นพิษและปริมาณสูงสุดที�ยอมให้มีได ้          

คือ 200 ppm ประเทศเดนมาร์ก และสวีเดน กาํหนดปริมาณที�ทาํให้เกิดความเป็นพิษเป็น 300 และ 

200 ppmตามลาํดบั (Infofish, 1987) 

Food and Drug Administration (FDA) กาํหนดให้มีฮีสตามีนในปลาทูน่า และปลาสาย

พนัธ์ุต่างๆไดไ้ม่เกิน 50 ppm (FDA, 1996) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Wadu และคณะ (2011) ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที�สามารถผลิตสารไบโอจีนิกเอมีน

ชนิดฮีสตามีนและไทรามีนได ้โดยทาํการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพ โดยใชอ้าหารดีคาร์บอกซิเลส 

(decarboxylase) และเชิงปริมาณ โดยใช้วิธีวิเคราะห์ HPLC เมื�อวิเคราะห์วีธีเชิงคุณภาพ พบว่า 

แบคทีเรียกรดแลคติก 6 สายพันธ์ุ  จากทั� งหมด 50 สายพันธ์ุ  มีการเจริญเติบโตในอาหาร 

Decarboxylase นอกจากนี�  เมื�อนาํแบคทีเรียกรดแลคติกทั�ง 6 สายพนัธ์ุ ทาํการตรวจยืนยนัการ

ปริมาณของสารไบโอจีนิกเอมีนโดยใช้วิธีวิเคราะห์ HPLC พบว่า แบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่       

Lb. casei (TISTR 389) และ Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus (TISTR 895) มีการสร้างสารไบโอ   

จีนิกเอมีน โดยที� Lb. casei (TISTR 389) สามารถผลิตฮีสตามีน (1820.9 ± 3.5 ppm) และไทรามีน

(5486.99 ± 47.6 ppm) ปริมาณสูง ขณะที� Lb. delbrueckii subsp. Bulgaricus (TISTR 895)                

มีการผลิตฮีสตามีน   (459.1 ± 0.63 ppm) เพียงอยา่งเดียวในอาหารดีคาร์บอกซิเลส (Decarboxylase) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที� 3 

วธีิการดาํเนินการทดลอง 
 

3.1 เชื�อจุลนิทรีย์ 

3.1.1 เชื�อแบคทีเรียแลคติกไดรั้บจากคณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้

เจา้คุณทหารลาดกระบงั ดงันี�  

3.1.1.1 Pediococcus pentosaceus TISTR 536 ผลิต pediocin PA-1 (Swetwiwathana, 2005) 

3.1.1.2 Pediococcus pentosaceus M13 ผลิต pediocin PA-1 (Swetwiwathana และคณะ, 2008) 

3.1.1.3 Lactobacillus plantalum NF38 ผลิต plantaricin W (Swetwiwathana, 2005) 

3.1.1.4 Lactococcus lactis N12 ผลิต nizin ผลิต nisin Z (Shea และคณะ, 2003) 

3.1.1.5 Lactobacillus plantalum SS7 ผลิต plantaricin W (Swetwiwathana และคณะ, 2016) 

3.1.1.6 Lactobacillus plantalum KMITL- QU54 ผลิต pediocin-like (Swetwiwathana และ

คณะ, 2007) 

3.1.1.7 Weisella cibaria KMITL- QU21unknow bacteriocin (Swetwiwathana และคณะ, 

2008) 

3.1.2 เชื�อแบคทีเรียแลคติกที�สร้างสารไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน 

3.1.2.1 Lactococcus brevis BCC 26756 ไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ศูนยพ์นัธุวิศวกรรม

และเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ 

 

3.2 ตัวอย่างที�นํามาตรวจวเิคราะห์  

ตวัอยา่งแหนมจากบริษทั ไทยอินโนฟู้ ด จาํกดั  

 

3.3 เครื�องมอืและอปุกรณ์ 

3.3.1 เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตาํแหน่ง (Balance) (Mettler Toledo, Germany) 

3.3.2 เครื�องชั�งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (Balance) (Mettler Toledo, Germany) 

3.3.3 ตูอ้บลมร้อน (Hot air oven) (Heraeus, Germany) 

3.3.4 ตูบ้่มเชื�อ (Incubator) อุณหภูมิ 30, 37 และ 41.5 องศาเซลเซียส (Heraeus, Germany) 

3.3.5 ตูถ่้ายเชื�อ (Laminar air flow) (Bosstech, Thailand) 

3.3.6 ไมโครเวฟ (Microwave) (Electrolux, China) 

3.3.7 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) (Memmert, Germany) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.8 หมอ้นึ�งฆ่าเชื�อความดนัไอนํ�า (Autoclave) (Tommy, Japan) 

3.3.9 ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 20-200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Gilson, France) 

3.3.10 เครื�องผสมสาร (Vortex mixer) (Scientific Industrirs, USA) 

3.3.11 เครื�องวดัพีเอช (pH meter) (Inolab, Germany) 

3.3.12 หอ้งเยน็ (Chill room) อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

3.3.13 เครื�องตีปั�น (Stomacher) (IUL instruments, Spain) 

3.3.14 กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscope) (Nikon ECLIPSE E200, China) 

3.3.15 จานเพาะเชื�อพลาสติก (Petri dish) ขนาด 15x100 มิลลิลิตร (Kartell, Italy) 

3.3.16 ทิป (Tips) ขนาด 20-200 และ 1,000 ไมโครลิตร (Gilson, USA) 

3.3.17 ขวดดูแรน (Laboratory bottle) (Duran, Germany) ขนาด 100, 200, 500 และ 1,000 

มิลลิลิตร 

3.3.18 เครื�องหมุนเหวี�ยงความเร็วรอบสูง (Centrifuge) (Eppendorf 5804R, Germany) 

3.3.19 เครื�องวดัวอเตอร์แอคตีวตีี�  (AQUALAB รุ่น 4TE, USA) 

3.3.20 ชอ้นสแตนเลส (Stainless spoon) (หวัมา้ลาย, ประเทศไทย) 

3.3.21 กระติกนํ�าแขง็ (Cooler) (Everest, Thailand) 

3.3.22 เจลความเยน็ (Icepack) (Coleman, China) 

3.3.23 หลอดทดลองขนาด (Test tube) ขนาด 16x150 มิลลิเมตร 

3.3.24 หลอดทดลองขนาด (Test tube) ขนาด 13x150 มิลลิเมตร 

3.3.25 บีกเกอร์ (Beaker) ขนาด 50, 250, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 

3.3.26 กระบอกตวง (Cylinder) ขนาด 50, 100, 500 และ1,000 มิลลิลิตร 

3.3.27 ขวดรูปชมพู ่(Erlenmeyer flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 

3.3.28 ปิเปตแกว้ (Pipettes) ขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 

3.3.29 แผน่กระจก (Glass slide) 

3.3.30 แท่งแกว้รูปตวัแอล (Spreader) 

3.3.31 ลูปและเขม็เขี�ยเชื�อ (Loop and needle)  

3.3.32 ตะเกียง (Burner)  

 

3.4 อาหารเลี�ยงเชื�อแบคทเีรียและสารเคม ี

3.4.1 อาหารเลี�ยงเชื�อ 

3.4.1.1 Agar (Difco, USA)  

3.4.1.2 Beef extract (V.S. Chem house, Thailand) 

3.4.1.3 Buffer peptone water (BPW) (Difco, USA) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.1.4 Dextrose (Merck, Germany)  

3.4.1.5 D (+) glucose (Merck, Germany) 

3.4.1.6 De Man-Rogosa-Sharpe broth (MRS) (Difco, USA) 

3.4.1.7 Hektoer Enteric Agar (HE) (Difco, USA) 

3.4.1.8 Lysine-Indole-Motility (LIM) medium (Difco, USA) 

3.4.1.9 Muller-Kauffman Tetrathionate Brilliant Green (MKTTn) (Merek, Germany) 

3.4.1.10 Nutrient Agar (NA) (Merck, Germany) 

3.4.1.11 Nham Model Broth (NMB) 

3.4.1.12 Peptone (Rajasthan, India) 

3.4.1.13 Plate Count Agar (PCA) (Difco, USA) 

3.4.1.14 Rappapost Vassiliadis Soya (RVS) (Difco, USA) 

3.4.1.15 Triple Sugar Iron (TSI) agar slant (Difco, USA) 

3.4.1.16 Trypticase Soy Broth (TSB) (Difco, USA) 

3.4.1.17 Trytone (Merck, Germany) 

3.4.1.18 Trypicase Soy Agar (TSA) (Difco, USA) 

3.4.1.19 Urea Agar base (Difco, USA) 

3.4.1.20 Xylose-Lysin-Desoxycholate (XLD) agar (Oxoid, UK) 

3.4.1.21  Yeast extracts (Rajasthan, India) 

3.4.2 สารเคมี 

3.4.2.1 แอลกอฮอล ์95% (องคก์ารสุราไทย, ประเทศไทย) 

3.4.2.2 กลีเซอรอล (Carlo Erba Reagent, Italy) 

3.4.2.3 Agglunating antiserum (polyvalent) A-67 และ A-I  

3.4.2.4 Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.5 Calcium chloride (CaCl2) (Merck, Germany) 

3.4.2.6 Copper Sulphatepenta–hydrate (CuSO4.5H2O) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.7 Crystal violet (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.8 Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.9 Iodine (l2) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.10 L-Tyrosine disodium salt hydrate (Sigma, USA) 

3.4.2.11 L- Histidine monohydrochloride monohydrate (Sigma, USA) 

3.4.2.12 L-Lysine monohydrochloride (Sigma, USA) 

3.4.2.13 L-Ornitine monohydrochloride (Sigma, USA) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.2.14 Magnesium sulfate (MgSO4) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.15 Manganese sulfate monohydrate (MnSO4.H2O) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.16 Potassium di-hydrogenphosphate (KH2PO4) (Merck, Germany) 

3.4.2.17 Potassium iodide (KI) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.18 Safranin O (Scharlau Chemie S.A., Spain) 

3.4.2.19 Sodium ascobate (Sigma, USA) 

3.4.2.20 Sodium chloride (NaCl) (Carlo Erba, Italy)  

3.4.2.21 Sodium hydroxide (NaOH) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2.22 Sodium acetate (RCI-labscan) 

3.4.2.23 Sodium nitrite (Merck, Germany) 

3.4.2.24 Tri-Ammonium citrate (Sigma, USA) 

3.4.2.25 Tween 80  

 

3.5 สถานที�ทาํการทดลอง 

ห้องปฏิบติัการสุขาภิบาลอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยีพระจอม

เกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

 

3.6 ระยะเวลาที�ทาํการทดลอง 

เดือน มกราคม 2558 ถึง เดือนมิถุนายน 2560 

 

3.7 วธิีการดําเนินงานวจิัย 

3.7.1 การเปรียบเทยีบอทิธิพลของชนิดอาหารเหลวและสภาวะการเพาะเลี�ยงแบบเขย่า

และแบบนิ�งต่อการเติบโตของแบคทเีรียแลคติก  

ศึกษาอิทธิพลของชนิดอาหารเหลว GYP (Glucose Yeast extract Peptone broth) 

และอาหารเหลว MRS (de Man-Rogosa-Sharpe broth) รวมถึงสภาวะเพาะเลี�ยงแบบเขยา่หรือแบบ

นิ� ง ต่ อ ก า ร เ ติ บ โ ต ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย แ ล ค ติ ก  Pediococcus pentosaceus TISTR536 นํ า เ ชื� อ                       

P. pentosaceus TISTR 536 ที�เก็บไวใ้นสารละลายกลีเซอรอล 30 เปอร์เซ็นต ์ ที�อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที�

อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สภาวะนิ�ง เป็นเวลา 16 - 18 ชั�วโมง จากนั�นทาํการถ่ายเชื�อที�ไดป้ริมาตร 

100 ไมโครลิตร ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที� มีอาหารบรรจุอยู ่ 50 มิลลิลิตรทาํการหมกัที�

สภาวะเขย่าโดยใช้เครื�องเขย่าควบคุมอุณภูมิ โดยควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และอตัรา    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การเขยา่ 100 รอบต่อนาที เปรียบเทียบกบัการหมกัในตูบ้่มอุณหภูมิที�สภาวะนิ�ง เก็บตวัอยา่งนํ� าหมกั

ทุก 2 ชั�วโมงจนถึง 12 ชั�วโมง (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ชั�วโมง) จากนั�นเก็บตวัอยา่งทุก 6 ชั�วโมงจนครบ 

24 ชั�วโมง เพื�อวิเคราะห์หาปริมาณกรดแลคติก (ภาคผนวก ข) ค่าพีเอช ความขุ่นของเซลล์ นํ� าหนกั

เซลลแ์หง้ จาํนวนเซลลที์�มีชีวติ และปริมาณการใชน้ํ�าตาลกลูโคส (ภาคผนวก ค) 

จากการศึกษาข้างต้นเมื�อได้ชนิดของอาหารเลี� ยงเชื� อและสภาวะที�ดีที�สุดแล้ว       

นาํชนิดของอาหารเลี� ยงเชื�อและสภาวะที�ไดม้าทาํการทดลองศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย    

แลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ในอาหารเลี�ยงชื�อเหลว GYP ที�สภาวะนิ�งเปรียบเทียบกบัสภาวะ

นิ�งแบบเขยา่มือทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง โดยทาํการถ่ายกลา้เชื�อที�ไดป้ริมาตร100 ไมโครลิตร ลงใน  

ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที�มีอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP บรรจุอยู่ 50 มิลลิลิตร ทาํการหมกั             

ที�สภาวะนิ�งเปรียบเทียบกบัสภาวะนิ�งแบบเขยา่ (เขยา่โดยใชมื้อเขยา่) ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

โดยทาํการเขยา่ฟลาสก์โดยใชมื้อเขยา่ทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง เขยา่นาน 10 วินาที และทาํการเก็บ

ตวัอย่างทุก 2 ชั�วโมง จนถึง 12 ชั�วโมง (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ชั�วโมง) จากนั�นเก็บตวัอย่างทุก              

6 ชั�วโมง จนครบ 24 ชั�วโมง เพื�อวเิคราะห์หากรดแลคติก (ภาคผนวก ข) ค่าพีเอช ความขุ่นของเซลล ์

นํ� าหนักเซลล์แห้ง จาํนวนเซลล์ที�มีชีวิต และปริมาณการใช้นํ� าตาลกลูโคส ของแบคทีเรียแลคติก       

(ภาคผนวก ค) 

3.7.2 การศึกษาการสร้างไบโอจีนิกเอมีีนของแบคทเีรียแลคติกที�ผลติแบคเทอริโอซิน 

การศึกษาในขั�นตอนนี� นาํเชื�อแบคทีเรียแลคติกที�คดัแยกได้จากอาหารหมกัไทย

ชนิดต่างๆที�สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้จาํนวน 7 สายพนัธ์ุ คือ P. pentosaceus TISTR 536 

(Swetwiwathana, 2005), P. pentosaceus M13 (Swetwiwathana และคณะ, 2008), Lb. plantalum 

NF38 (Swetwiwathana, 2005), Lc. lactis N12 (Shea S และคณะ, 2003), Lb. plantalum SS7 

(Swetwiwathana และคณะ, 2016), Lb. plantalum KMITL RS-54 (Swetwiwathana และคณะ, 

2007) และ W. cibaria KMITL-QU2 (Swetwiwathana และคณะ, 2008) มาทาํการตรวจสอบการ

สร้างไบโอจีนิกเอมีน 

3.7.2.1 การเตรียมเชื�อแบคทเีรียแลคติก 

ทาํการเพาะเลี� ยงเชื� อแบคทีเรียแลคติกในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว MRS 

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที�สภาวะนิ�ง เป็นเวลา 24 ชั�วโมง นาํมา cross 

streak ลงบนอาหารแข็ง MRS ที�เติม agar 1.5 เปอร์เซ็นต ์และ CaCO3 0.5 เปอร์เซ็นต ์บ่มที�อุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง เพื�อให้ไดโ้คโลนีเดี�ยว จากนั�นเขี�ยมา 1 โคโลนี ใส่ลงใน

อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS บ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั�วโมง นาํเชื�อที�ไดท้าํ

การปั�นเหวี�ยงเชื�อแบคทีเรียแลคติกที� 6,000 รอบต่อนาที จากนั�นลา้งตะกอนเซลลซ์ํ� าอีก 1 รอบดว้ย

สารละลาย phosphate buttered saline (PBS) เมื�อไดต้ะกอนเซลล์แลว้นาํตะกอนเซลล์ที�ไดม้าละลาย

ดว้ยสารละลาย PBS และนาํไปทาํการวดัความขุ่นของเชื�อดว้ยเครื�อง McFarland standard ให้มีค่า
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เท่ากบั 0.5 McF. หรือเท่ากบั 1.5x108 cfu/ml จากนั�นปรับความเขม้ขน้เซลล์ดว้ยนํ� ายาเจือจาง 

buttlefild’s phosphate buffered เป็น 106 cfu/ml และ 104 cfu/ml 

3.7.2.2 ตรวจสอบการสร้างและไม่สร้างไบโอจีนิกเอมีนของแบคทีเรียแลคติกใน

อาหาร Improved medium (Bover-Cid และ Holzapfel., 1999) 

ก) การศึกษาผลการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารแข็ง Improved medium  

นาํเชื�อที�เตรียมไดจ้ากขอ้ 3.7.2.1 ถ่ายเชื�อลงในอาหารเหลว Improved medium       

ที�มีความเขม้ขน้เซลล์เท่ากบั 106 cfu/ml ที�มีกรดอะมิโน ไทโรซีน ไลซีน  ฮีสติดีน และออร์นิทีน  

0.1 เปอร์เซ็นต ์โบรโมครีซอลเพอเพิล (bromocresol purple) 0.004 เปอร์เซ็นต ์และไพริโดซอล-5-

ฟอสเฟต (pyridoxal-5-phosphate) 0.005 เปอร์เซ็นต ์บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 

ชั�วโมง นาํเชื�อจากการเพาะเลี�ยงมาเขี�ยลงบนอาหารแข็ง Improved medium ที�มีการเติมกรดอะมิโน 

ไทโรซีน (tyrosine) ไลซีน (lysine) ฮีสติดีน (histidine) และออร์นิทีน (ornitine) 0.1 เปอร์เซ็นต ์   

โบรโมครีซอลเพอเพิล 0.004 เปอร์เซ็นต ์และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005 เปอร์เซ็นต ์และอาหาร

เหลว Improved medium ที�ไม่เติมกรดอะมิโน จากนั� นนําไปบ่มภายใต้สภาวะไม่มีอากาศ 

(anaerobic) ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 วนั ตรวจสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนโดย

สังเกตจากการเปลี�ยนสีของอินดิเคเตอร์รอบๆของโคโลนีของแบคทีเรียแลคติก และสีของอาหาร 

Improved medium  

ข) การศึกษาผลของพีเอชในอาหารเหลว Improved medium ต่อการสร้างไบโอ    

จีนิกเอมีน 

นาํเชื�อที�เตรียมจากขอ้ 3.7.2.1 ถ่ายเชื�อลงในอาหารเหลว Improved medium ที�เติม

กรดอะมิโน ไทโรซีน ไลซีน  ฮีสติดีน และออร์นิทีน  0.1 เปอร์เซ็นต ์โบรโมครีซอลเพอเพิล 0.004 

เปอร์เซ็นต ์และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005 เปอร์เซ็นต์ บ่มในสภาวะไร้อากาศ (anaerobic)         

ที� อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั� นทาํการเก็บตัวอย่างทุก 24  ชั�วโมง จนครบ 120 ชั�วโมง            

(0, 24, 48, 72. 96 และ 120 ชั�วโมง) โดยนาํเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกทาํการตรวจสอบการ

เปลี� ยนแปลงของพี เอชต่ อการสร้างไบโอจีนิกเอมีนด้วยเครื� องว ัดพี เอช เพื�อดูแนวโน้ม                    

ในการสร้างไบโอจินิกเอมีน (ศิริรัตน์ , 2547) 

3.7.3 ตรวจสอบการยับยั�งการสร้างไบโอจินิกเอมีนของ P. pentosaceus TISTR 536 

ในแบบจําลองการหมักแหนม  

เตรียมอาหารจาํลองการหมกัแหนม (Nham Model Broth, NMB) ตามวิธีการของ 

Swetwiwathana และคณะ (1999) ปรับค่าวอเตอร์แอคทีวิตี�  (water activity, Aw) ของอาหารจาํลอง

ดงักล่าวดว้ยกลีเซอรอลโดยเตรียมอาหาร NMB ปริมาตร 200 มิลลิลิตรลงในขวดทนร้อนฝาเกลียว 

นาํไปฆ่าเชื�อที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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นาํเชื�อที�เตรียมได้จากขอ้ 3.7.2.1 ถ่ายลงในอาหารเหลวจาํลองของแหนมที�เติม

อินดิเคเตอร์ โบรโมครีซอลเพอเพิล 0.004 เปอร์เซ็นต์ และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005 

เปอร์เซ็นต ์และกรดอะมิโน (ไทโรซีน ไลซีน ฮีสติดีน และออร์นิทีน) 0.1 เปอร์เซ็นต ์

โดยแบ่งอาหารเหลว NMB ออกเป็น 6 กลุ่มการทดสอบ ดงันี�  

กลุ่มที� 1 อาหารเหลว NMB เป็นกลุ่มเปรียบเทียบ (ไม่เติมเชื�อแบคทีเรียแลคติก) 

กลุ่มที� 2 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 106 cfu/ml 

กลุ่มที� 3 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีน W. cibaria KMITL- 

QU21 104 cfu/ml 

กลุ่มที� 4 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีน Lc. brevis BCC26756 

104cfu/ml 

กลุ่มที� 5 อาหารเหลว NMB ที�เติมกลา้เชื�อกลา้เชื�อผสม P. pentosaceus TISTR 536 106 

cfu/ml +W. cibaria KMITL QU21 104 cfu/ml 

กลุ่มที� 6 อาหารเหลว NMB ที�เติมกลา้เชื�อกลา้เชื�อผสม P. pentosaceus TISTR 536 106 

cfu/ml + Lc. brevis BCC 26756 104 cfu/ml 

จากนั�นบ่ มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง สภาวะนิ�ง ทาํการเก็บตวัอยา่ง

ที� 0, 3, 5 และ 7 วนั มาทาํตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงพีเอชโดยใชเ้ครื�องวดัพีเอช (ศิริรัตน์ , 2547) 

และเปรียบเทียบการเปลี�ยนแปลงสีของอาหารแข็ง Improved medium (Bover-Cid และ Holzapfel, 

1999) บ่ มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็ นเวลา 72 ชั�วโมง จากนั�นนาํเชื�อจากชั�วโมงที� 72 มาเขี�ยลง

บนอาหารแข็ง Improved medium ที�มีกรดอะมิโน (ไทโรซีน ไลซีน ฮีสติดีน และออร์นิทีน)         

0.1 เปอร์เซ็นต์ โบรโมครีซอลเพอเพิล 0.004 เปอร์เซ็นต์ และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005 

เปอร์เซ็นต ์และอาหารแข็งที�ไม่ เติมกรดอะมิโน นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 

วนั ตรวจสอบการสร้ างไบโอจินิกเอมีนโดยสังเกตจากการเปลี�ยนสีของอินดิเคเตอร์รอบๆโคโลนี

ของแบคทีเรียแลคติกเพื�อทาํการเปรียบเทียบและยืนยนัผลของการสร้างไบโอจีนิกเอมีนใน

แบบจาํลองการหมกัของแหนมในอาหารแขง็และอาหารเหลว Improved medium 

3.7.4 ตรวจสอบยืนยันการสร้างไบโอเจนิกเอมีนของ P. pentosaceus TISTR 536             

ในแบบจําลองการหมักแหนม โดยใช้เทคนิค HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography) (ดัดแปลงมาจาก Yongsawatdigul และ Udomporn, 2004) 

นาํเชื�อที�เตรียมไดจ้ากขอ้ 3.7.2.1 ถ่ายลงในอาหารจาํลองของแหนม (NMB) ที�เติม

อินดิเคเตอร์โบรโมครีซอลเพอเพิล 0.004 เปอร์เซ็นต ์และไพริโดซอล-5-ฟอสเฟต 0.005 เปอร์เซ็นต ์

และเติมกรดอะมิโนไทโรซีน 0.1 เปอร์เซ็นต ์

เตรียมตวัอย่างแหนมโดยใช้สภาวะจาํลองการหมกัแหนม แบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม 

ดงันี�  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กลุ่มที� 1 อาหารเหลว NMB เป็นกลุ่มเปรียบเทียบ (ไม่เติมเชื�อแบคทีเรียแลคติก) 

กลุ่มที� 2 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 106 cfu/ml 

กลุ่มที� 3 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีน W. cibaria KMITL- 

QU21 104cfu/ml 

กลุ่มที� 4 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อที�สร้างไบโอจีนิกเอมีน Lc. brevis BCC 26756 

104cfu/ml 

กลุ่มที� 5 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อผสม P. pentosaceus TISTR 536 106 cfu/ml +   

W. cibaria KMITL - QU21 104cfu/ml 

กลุ่มที� 6 อาหารเหลว NMB ที�เติมเชื�อกลา้เชื�อผสม P. pentosaceus TISTR536 106 

cfu/ml + Lc. brevis BCC26756 104cfu/ml 

จากนั�นบ่ มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํการเก็บตวัอย่าง 1, 2 และ 3 วนั       

นาํไปทาํการตรวจวิเคราะห์ปริมาณของสารไบโอจินิกเอมีนชนิดไทรามีนโดยใช้เทคนิค HPLC 

(ภาคผนวก ง.) โดยทาํการส่งตรวจวิเคราะห์หาปริมาณของไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน ณ ศูนย์

เครื�องมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

3.7.5 ศึกษาผลการใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536               

ในการผลติแหนม 

3.7.5.1 การเตรียมกล้าเชื�อแบคทเีรียกรดแลคติก 

นาํเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ลงจาก stock culture ปริมาตร 

100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มที�อุณหภุมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั�วโมง ถ่ายเชื�อจากหลอดอาหารที�เลี� ยงปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน

ขวดอาหารเหลว GYP ปริมาตร 500 มิลลิลิตร นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั�วโมง ทาํการซิลฝาขวดกลา้เชื�อ และนาํขวดกลา้เชื�อใส่กล่องโฟมบรรจุนํ� าแข็งส่งให้กบัทาง

โรงงาน เพื�อนาํไปใชใ้นการหมกัแหนม กลา้เชื�อที�ไดมี้ปริมาณเชื�อแบคทีเรียแลคติก 106 cfu/g    

จะใส่ลงในแหนม โดยใส่กลา้เชื�อปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อแหนม 1 กิโลกรัม  

3.7.5.2 การผลติแหนม  

ทางบริษทั ไทยอินโนฟู้ ด จาํกดั ทาํการผลิตแหนมแท่งขนาด 250 กรัม นาํกล้า

เชื�อแบคทีเรียแลคติกจากขอ้ 3.7.5.1 ไปใช้ในการหมกัของแหนม โดยจะแบ่งการผลิตแหนม

ออกเป็น 2 สูตร ดงันี�  

สูตรที� 1 แหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 

สูตรที� 2 แหนมที�ไม่มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 
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จากนั�นทางบริษทัจะนาํแหนมอดัแท่งที�เติมและไม่เติมกลา้เชื�อของการบ่มวนัที� 0 

และวนัที� 3 ของการหมกั จาํนวนอย่างละ 20 แท่ง บรรจุลงกล่องโฟมและอดันํ� าแข็งเพื�อควบคุม

อุณหภู มิการแช่ เย็นส่งมาที� ห้องปฏิบัติการ เพื� อตรวจวิ เคราะห์ คุณภาพของแหนม ณ 

หอ้งปฏิบติัการสุขาภิบาลอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณ

ทหารลาดกระบงั  

3.7.5.3 การสุ่มตัวอย่าง 

ทาํการสุ่มตวัอย่างแหนมอย่างน้อย 3-4 แท่ง ทาํการเก็บตวัอย่างวนัที�         

0 และ 3 ของกระบวนการหมกั มาทาํการตดัเป็นชิ�นเล็กๆ ผสมรวมกนั จากนั�นทาํการสุ่มตวัอยา่ง 

ไปทาํการตรวจวเิคราะห์ ดงันี�  

1.  ด้านจุลินทรีย์ โดยวิ เคราะห์แบคทีเ รียกรดแลคติกทั� งหมด และเชื� อ                

ซลัโมเนลลา (ISO 6579, 2002) (ภาคผนวก ข)  

2. ดา้นเคมี โดยวิเคราะห์ค่าพีเอช โดยใช้เครื�องวดัพีเอช, ปริมาณกรดแลคติก

ทั�งหมด (AOAC, 1990), ค่าความชื�น (AOAC, 2000) และค่าวอเตอร์แอคตีวีตี�  โดยเครื�องวดั water 

activty (ภาคผนวก ค) 

3. คุณสมบติัทางประสาทสัมผสั ของแหนมที�เติมกลา้เชื�อและไม่เติมกลา้เชื�อ  

นาํแหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อและไม่เติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR536 ทาํการ

หมักแหนมที�ผลิตจนครบ 3 ว ัน นําไปทดสอบประเมินความชอบของแหนมในด้านต่างๆ 

(ภาคผนวก จ) โดยใช้ผูชิ้มจาํนวน 50 คน ดาํเนินการทดสอบโดยการทดสอบผูชิ้มประเมินผล        

ในดา้น สี กลิ�น รส เนื�อสัมผสั และการยอมรับโดยรวม ซึ� งแบ่งออกเป็น 9 ระดบั คือ 9= ชอบมาก

ที�สุด และ 1= ไม่ชอบมากที�สุด (9-point hedonic scale) นาํคะแนนที�ไดท้าํมาวิเคราะห์ทางสถิติ    

โดยใช ้Analysis of variance (ANOVA) เปรียบเทียบความแตกต่างของคะแนนในดา้นต่างๆ 
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บทที� 4 

ผลการวจิัยและอภปิรายผล 
 

4.1 ผลการเปรียบเทียบอิทธิพลของชนิดอาหารเหลว และสภาวะเพาะเลี�ยงแบบเขย่า   

และแบบนิ�งต่อการเติบโตของแบคทเีรียแลคติก                    

ในงานวิจยันี� เป็นงานวิจยัที�ได้รับทุนของบริษทั ไทยอินโนฟู้ ด จาํกดั ซึ� งมีความสนใจที�จะใช ้ 

กลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536 มาใชเ้ป็นกลา้เชื�อในการหมกัแหนม 

เนื�องจากก่อนหนา้นี�  Swetwiwathana, 2005 ไดมี้การศึกษาถึงคุณสมบติัของกลา้เชื�อ P. pentosaceus 

TISTR 536 ในการฆ่าหรือยบัย ั�งเชื�อซัลโมเนลลาในสภาวะการหมกัแหนมจริง และแหนมจาํลอง 

(Nham Model Broth) ต่อมา Swetwiwathana และคณะ, 2007 ศึกษาการเป็นเชื�อโปรไบโอติก      

พบว่าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 มีคุณสมบติัอีกอย่างคือการเป็นเชื�อโปร

ไบโอติก เนื�องจากเป็นเชื�อที�ทนความร้อนไดสู้งและกรดตํ�าได ้แต่คุณสมบติัอีกอยา่งคือแบคทีเรียที�

นํามาใช้เป็นกล้าเชื� อต้องไม่สร้างสารไบโอจีนิกเอมีน ดังนั� น จึงนําเชื� อแบคทีเรียแลคติกมา

ทาํการศึกษา เพื�อเป็นข้อมูลยืนยนัว่ากล้าเชื� อที�ใช้มีความปลอดภัยสามารถใช้เป็นกล้าเชื� อใน

ผลิตภณัฑแ์หนมได ้

 4.1.1 การเติบโตของของแบคทเีรียแลคติก  

ในการทดลองเลือกศึกษาปัจจยัที�มีผลต่อการเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus 

TISTR 536 สองปัจจยั คือ ปัจจยัเนื�องจากชนิดของอาหาร (อาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP (Glucose 

Yeast extract Peptone broth) และอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS (De Man-Rogosa-Sharpe broth) และ

ปัจจยัเนื�องจากสภาวะการเพาะเลี� ยง (เพาะเลี� ยงแบบเขย่าที�ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที            

และเพาะเลี�ยงแบบนิ�ง)  

จากการศึกษาการเจริญของแบคทีเรียแลคติก (ภาพที� 4.1) พบว่าทุกหน่วยทดลอง            

การเติบโตของเซลล์แบคทีเรียแลคติกเพิ�มขึ�นอยา่งต่อเนื�องโดยที�การเพาะเลี�ยงแบบเขยา่ที�ความเร็ว

รอบ 100 รอบต่อนาที ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS และ GYP มีการเติบโตของแบคทีเรียแลคติก     

เริ�มตน้เท่ากบั 6.35 ± 0.06 log cfu/ml และ 6.26 ± 0.00 log cfu/ml และเพิ�มขึ�นเป็น 11.90 ± 0.18 

และ 12.00 ± 0.00 log cfu/ml ตามลาํดบั เมื�อเพาะเลี�ยงครบ 24 ชั�วโมง และมีค่าความขุ่นของเซลล ์

(OD600) เท่ากับ 7.2 ± 0.64 และ 5.99 ± 0.45 ตามลาํดับ โดยให้ค่านํ� าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ              

1.75 ± 0.01 กรัมต่อลิตร และ 1.77 ± 0.03 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ซึ� งค่านํ� าหนกัเซลล์แห้งให้ค่า

ใกลเ้คียงกนั ในขณะที�เมื�อพิจารณาในรูปของค่าความขุ่นเซลล์ในอาหารเหลว MRS ให้ค่าความขุ่น

ของเซลลสู์งกวา่อาหารเหลว GYP 
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เมื�อพิจารณาอิทธิพลของอาหารโดยทาํการเพาะเลี�ยงแบบนิ�ง (ภาพที� 4.2) ในอาหารเลี�ยงเชื�อ

เหลว MRS และอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP พบวา่การเติบโตของแบคทีเรียแลคติกเริ�มตน้เท่ากบั 

6.77± 0.01 และ 5.75 ± 0.04 log cfu/ml ตามลาํดบั และเพิ�มขึ�นเป็น 11.70 ± 0.11 และ 12.72 ± 0.00 

log cfu/ml ตามลาํดบั เมื�อทาํการเพาะเลี�ยงเชื�อครบ 24 ชั�วโมง และมีค่าความขุ่นของเซลล์ เท่ากบั 

7.74±0.18 และ 11.79±0.73 ตามลาํดบั โดยมีค่านํ� าหนกัเซลล์แห้ง เท่ากบั 1.71±0.30 และ 1.61±0.09 

กรัมต่อลิตร ตามลาํดับ ค่าความขุ่นของเซลล์ที�ได้จากการเพาะเลี� ยงในอาหารสองชนิดมีความ

แตกต่างกนัโดยการเพาะเลี� ยงในอาหารเหลว MRS มีค่าความขุ่นของเซลล์ตํ�ากวา่การเพาะเลี� ยง      

ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP 

จากผลการดังกล่าวจะเห็นได้ว่าการเจริญของแบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลว GYP             

ที�สภาะวะนิ�งมีการเจริญของเชื�อได้ดีกว่าในอาหารเหลว MRS ที�ใช้เชิงการคา้ โดยพิจารณาจาก

จาํนวนเซลลที์�สูงสุดกบัระยะเวลาที�ใชใ้นการเจริญของเชื�อ เมื�อพิจารณาถึงส่วนประกอบของอาหาร

เลี� ยงเชื� อพบว่า อาหารเหลว MRS มีส่วนประกอบที�ซับซ้อนกว่าอาหาร GYP โดยเฉพาะ

ส่วนประกอบจาํพวกเกลือแร่ ไดแ้ก่ ammonium citrate และ sodium acetate ซึ� ง Evan และ Niven 

(1951) และ Tittsler และคณะ (1952) พบว่า เกลือ acetate และ citrate มีผลช่วยในการกระตุน้      

การเจริญของแบคทีเรียแลคติกไดดี้ สอดคลอ้งกบัสายชล (2520) กล่าววา่อตัราการเจริญสูงสุดของ

เชื�อจะลดลงหากในอาหารเลี�ยงเชื�อที�ใชไ้ม่มีการเติม ammonium citrate และ sodium acetate ลงไป

นอกจากนี�  Tween 80 เป็นสารอาหารที�สาํคญั คือเป็นสารอาหารจาํพวกกรดไขมนั ซึ� ง Gilliland และ

คณะ (1974) กล่าววา่ Tween 80 ในอาหารเลี�ยงเชื�อมีกรดโอเลอิกผสมอยูซึ่� งมีผลทาํให้เยื�อหุ้มเซลล์

ของเชื�อมีความแขง็แรงมากขึ�น ส่งผลที�เสริมการเจริญเติบโตของเชื�อได ้

4.1.2 การใช้นํ�าตาลของแบคทเีรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 

จากการศึกษาการเปลี�ยนแปลงความเขม้ขน้ของนํ� าตาลกลูโคสในระหว่างการเพาะเลี� ยง

แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 (ภาพที� 4.3ก) พบวา่ความเขม้ขน้ของนํ� าตาลเริ�มตน้ 

ในการเพาะเลี� ยงแบบเขย่าที�ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาทีของอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว MRS และ 

GYP มีค่าเท่ากบั 8.40±0.01 กรัมต่อลิตร และ 8.12±0.16 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั เมื�อระยะเวลา

เพาะเลี�ยงครบ 24 ชั�วโมง ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ลดลงเหลือ 7.96±0.05 กรัมต่อลิตร และ 6.27±0.05 

กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั จากผลทดลองการใชน้ํ� าตาลของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 

536 พบว่าการเพาะเลี� ยงในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP มีการใช้นํ� าตาลในระหว่างการเจริญของ

แบคทีเรียแลคติกมากกวา่การเพาะเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS 

เมื�อพิจารณาความเข้มข้นของนํ� าตาลในกระบวนการเพาะเลี� ยงแบคทีเรียแลคติก                 

P. pentosaceus TISTR 536 แบบนิ�ง (ภาพที� 4.3) มีความเขม้ขน้ของนํ� าตาลเริ�มตน้เท่ากบั 8.24±0.04 

กรัมต่อลิตร และ 7.98±0.05 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั เมื�อระยะเวลาการเพาะเลี� ยงครบ 24 ชั�วโมง 

ปริมาณนํ� าตาลรีดิวซ์ลดลงเหลือ 6.59±0.03 กรัมต่อลิตร และ 2.94±0.04 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั    
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จากผลทดลองการใชน้ํ� าตาลของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 พบวา่การเพาะเลี�ยง

ในอาหารเชื�อเลี� ยงเหลว GYP มีการใช้นํ� าตาลในระหว่างการเจริญของแบคทีเรียแลคติคมากกว่า    

ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS โดยจากผลการทดลองการใช้นํ� าตาลของแบคทีเรียแลคติกทั�งสอง

สภาวะ (แบบเขยา่และแบบนี�ง) ในอาหารเหลว GYP เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีการใชน้ํ� าตาลที�เร็วกวา่

ในอาหารเหลว MRS เนื�องมาจากแบคทีเรียแลคติกสามารถใช้นํ� าตาลกลูโคสของอาหารเลี� ยงเชื�อ   

ในการเจริญและผลิตกรดแลคติก โดยแบคทีเรียแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติก เมื�อเลี� ยงในอาหาร    

ที�มีกลูโคส ซึ� งเปรียบเทียบกับการทดลองของ Collins-Thomson และคณะ (1983) รายงานว่า

ปริมาณกลูโคสในอาหารเลี�ยงเชื�อมีผลต่อการลดลงของระดบัพีเอช 
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ภาพที� 4.1 การเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�เพาะเลี�ยงแบบเขยา่ที�

ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ในอาหารเหลว MRS (ก) และอาหารเหลว GYP (ข) 

หมายเหตุ: LAB คือ จาํนวนเซลล์ที�มีชีวิตของแบคทีเรียแลคติก, OD600 คือ ความขุ่นของเซลล์ และ 
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ภาพที� 4.2 การเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�เพาะเลี� ยงแบบนิ�ง           

ในอาหารเหลว MRS (ก) และอาหารเหลว GYP (ข)  

หมายเหตุ: LAB คือ จาํนวนเซลล์ที�มีชีวิตของแบคทีเรียแลคติก, OD600 คือ ความขุ่นของเซลล์ และ 

CDW คือ นํ�าหนกัเซลลแ์หง้ 

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

OD (600 nm.) CDW  (g/L) LAB (log cfu/ml) 

OD
(6

00
 nm

), 
CD

W
 (g

/L
)

 LAB (lo g cfu/m
l)

Time (h)

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

14.00

0

2

4

6

8

10

12

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

OD (600 nm.) CDW  (g/L) LAB (log cfu/ml) 

OD
(6

00
 nm

) ,
 C

DW
 (g

/L
)

 LAB (log cfu/m
l)

Time (h)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



55 

 

                                                                   (ก) 

                                                                   (ข) 

ภาพที� 4.3 การใชน้ํ� าตาลของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�เพาะเลี�ยงแบบเขยา่ที�

ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที (ก) และเพาะเลี�ยงแบบนิ�ง (ข) ในอาหารเหลว MRS และ GYP 
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4.1.3 อิทธิพลของชนิดอาหารและสภาวะการเพาะเลี�ยงต่อการผลิตกรดแลคติก และความเป็น

กรด-ด่าง ในการเพาะเลี�ยงแบคทเีรียกรดแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 

 การเติบโตของแบคทีเรียแลคติกทาํให้ปริมาณกรดแลคติกที�เชื�อ P. pentosaceus TISTR 

536 ผลิตขึ�นระหวา่งการเติบโตเพิ�มขึ�นต่อเนื�องอยา่งเห็นไดช้ดั (ภาพที� 4.4) โดยการเพาะเลี�ยงแบบ

เขย่าที�ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว MRS มีปริมาณกรดแลคติกเพิ�มขึ�น

จาก 0.36 เปอร์เซ็นต ์เป็น 1.17 เปอร์เซ็นต ์และในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP มีปริมาณกรดแลคติก

เพิ�มขึ�นจาก 0.24 เปอร์เซ็นต ์เป็น 0.92 เปอร์เซ็นต ์และส่งผลให้ค่าพีเอชลดตํ�าลง โดยในอาหารเลี�ยว

เชื�อเหลว MRS มีค่าพีเอชลดลงจาก 5.93 เป็น 4.31 และในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP มีค่าพีเอชล

ดลงจาก 6.31 เป็น 4.70  

ภาพที� 4.4 อิทธิพลของชนิดอาหารต่อการผลิตกรดแลคติก และความเป็นกรด-ด่างในกระบวนการ

เพาะเลี�ยงแบบเขยา่ที�ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที ในอาหารเหลว MRS และอาหารเหลว GYP 

 

เมื�อพิจารณาผลภายใต้สภาวะการเพาะเลี� ยงแบบนิ�ง (ภาพที� 4.5) ปริมาณกรดแลคติก           

ในอาหารเหลว MRS มีปริมาณกรดแลคติกเพิ�มขึ�นจาก 0.45 เปอร์เซ็นต ์ เป็น 1.31 เปอร์เซ็นต ์และ

อาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP มีปริมาณกรดเพิ�มขึ�นจาก 0.27 เปอร์เซ็นต ์ เป็น 0.89 เปอร์เซ็นต์ และ

ส่งผลใหค้่าพีเอชลดตํ�าลงโดยในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS มีค่าพีเอชลดลงจาก 5.93 เป็น 4.05 และ

ในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP มีค่าพีเอชลดลงจาก 6.33 เป็น 4.62 ซึ� งอตัราการเจริญของเชื�อ

แบคทีเรียแลคติกเพิ�มขึ�นทาํให้มีการสร้างกรดเพิ�มขึ�นและส่งผลให้ระดบัของพีเอชลดลง (อรนุช, 

2530) ซึ� งเป็นไปตามแนวโนม้ของการเจริญของแบคทีเรียแลคติก 
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ภาพที� 4.5 อิทธิพลของชนิดอาหารต่อการผลิตกรดแลคติกและความเป็นกรด-ด่าง              

ในการเพาะเลี�ยงแบบนิ�งในอาหารเหลว MRS และ GYP 

 

จากการศึกษาเปรียบเทียบสภาวะการเพาะเลี� ยง คือ สภาวะนิ�ง และสภาวะเขยา่ที�ความเร็ว

รอบ 100 รอบต่อนาที โดยใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP และ MRS ที�เหมาะสมต่อการเพาะเลี�ยง

แบคทีเรียแลคติก พบวา่ สภาวะการเพาะเลี�ยงและชนิดอาหารเลี�ยงเชื�อเหลวมีผลต่อการเจริญ การใช้

นํ� าตาลกลูโคส และการผลิตกรดของแบคทีเรียแลคติกซึ� งผลที�ไดจ้ากการทดลอง คือ ที�สภาวะนิ�ง

และอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP เหมาะสมต่อการผลิตกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก เนื�องจากอาหารเหลว 

GYP มีปริมาณการเจริญของเชื�อที�ใกลเ้คียงกบัอาหาร MRS และอีกอยา่งคือเมื�อคิดตน้ทุนของส่วน 

ประกอบของอาหารเลี�ยงเชื�อที�จะนาํมาใชส้ําหรับเตรียมกลา้เชื�อจึงตอ้งการหาสูตรอาหารเลี�ยงเชื�อที�

มีตน้ทุนตํ�า และให้ผลการเจริญของเชื�อไดดี้ ใกลเ้คียงกนักบัอาหาร MRS ดงันั�น อาหารเลี�ยงเชื�อ

เหลว GYP เป็นอีกทางเลือกหนึ� งที�ใช้สําหรับเลี� ยงเชื�อแบคทีเรียแลคติกไดดี้ และเป็นที�ยอมรับใน

หลายงานวจิยั  

การศึกษาในครั� งนี� จึงไดน้าํสภาวะและอาหารเลี� ยงเชื�อเหลวที�ไดม้าทาํการศึกษาการเจริญ

ของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP ที�สภาวะนิ�ง 

เปรียบเทียบกบัสภาวะนิ�งแบบเขยา่ (ใช่มือเขยา่ นาน 10 วนิาที) ทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง  

4.1.4 ผลการเจริญของแบคทเีรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 

จากการศึกษาการเจริญโดยวิธีการนบัจาํนวนเซลล์ที�มีชีวิต ความขุ่นของเซลล์ และนํ� าหนกั

เซลล์แห้งของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP ภายใต้

สภาวะนิ�งและสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุกๆ 1, 2 และ 3 ชั�วโมงที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลล์เซียส เป็นเวลา 

24 ชั�วโมง (ภาพที� 4.6) พบวา่ อตัราการเจริญของแบคทีเรียแลคติก   P. pentosaceus TISTR 536 
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เพิ�มขึ�นอยา่งต่อเนื�องจากชั�วโมงที� 0 ถึง ชั�วโมงที� 18 จากนั�นการเจริญเติบโตจะเริ�มชา้ลงและการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติกที�ชั�วโมง 24 ให้ค่าการเจริญสูงสุด เท่ากบั 10.21± 0.08, 10.90 ±     

0.02, 10.50± 0.03 และ 10.19 ± 0.07 log cfu/ml ตามลาํดบั ดงัภาพที� 4.6 เมื�อพิจารณาถึงค่าความขุ่น

ของเซลล์ (OD660 ) พบว่า เริ�มมีการเจริญของเซลล์ตั�งแต่ชั�วโมงที�  2 และเซลล์เจริญเพิ�มขึ�นอย่าง

รวดเร็วจนถึงชั�วโมงที� 12 หลังจากนั�นการเจริญของเซลล์จะเริ� มเจริญช้าลง โดยชั�วโมงที� 24 

แบคทีเรียแลคติกมีการเจริญเติบโตสูงสุดเท่ากบั 6.99±0.21, 6.93±0.41, 6.71±0.20 และ 6.57±0.17 

ตามลาํดบั เช่นเดียวกนักบัปริมาณของเซลล์แห้งที�เริ� มมีการเจริญของเซลล์ตั�งแต่ชั�วโมงที� 2 และ

เซลล์เจริญเพิ�มขึ�นอยา่งรวดเร็วจนถึงชั�วโมงที� 12 โดยที�ชั�วโมงที�  24  ของสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1 

ชั�วโมง มีปริมาณเซลล์แห้งสูงสุด เท่ากบั 1.75±0.01 กรัมต่อลิตร ดงันั�น ที�สภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1 

ชั�วโมง เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 มีการเจริญเติบโตไดดี้ที�สุด เนื�องจากสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 

1 ชั�วโมง อาจช่วยทาํให้เซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกมีการกระจายตวัของเซลล์ ในอาหารเลี� ยงเชื�อ

มากกวา่สภาวะนิ�งและสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 2 และ 3 ชั�วโมง จึงทาํให้มีการใชน้ํ� าตาลกลูโคส เพื�อ

ใชใ้นการเจริญเติบโตของเซลล์แบคทีเรียแลคติกสูงกวา่ จากผลการทดลองการเจริญของแบคทีเรีย

แลคติกในอาหารเหลว GYP ที�สภาวะนิ�งสอดคลอ้งกบัผลการทดลองขอ้ 4.1.1  

4.1.5 การใช้นํ�าตาลของแบคทเีรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536  

จากการศึกษาการเปลี�ยนแปลงความเขม้ขน้ของนํ� าตาลกลูโคสในระหวา่งการเพาะเลี� ยง

แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�สภาวะนิ�งและสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1, 2 และ 3 

ชั�วโมง ในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง พบว่า       

ทุกสภาวะของการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียแลคติกในช่วงแรก (ชั�วโมงที� 0 - 8) เชื�อมีการใชน้ํ� าตาลอยา่ง

ชา้ๆแต่หลงัจากชั�วโมงที� 8 ปริมาณนํ� าตาลกลูโคสมีแนวโนม้ถูกใชไ้ปอยา่งรวดเร็วและหลงัจากนั�น

จะค่อยๆ คงที�ที�ชั�วโมงที� 18 (ภาพที� 4.7) ทั� งนี�  พบว่าที�สภาวะนิ�งแล้วมีการเขย่าทุก 1 ชั�วโมง           

เชื�อมีแนวโนม้ของการใชน้ํ� าตาลกลูโคสรวดเร็วที�สุด ในช่วง 12 ชั�วโมงแรก จากนั�นปริมาณนํ� าตาล

เริ�มคงที�ที�ชั�วโมงที� 24 มีปริมาณนํ� าตาลกลูโคสเหลือนอ้ยที�สุดคือ 3.77±0.04, 2.20±0.01, 2.26±0.03 

และ 3.54±0.04 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั ดงันั�น การเพาะเลี�ยงแบคทีเรียแลคติกที�สภาวะนิ�งแบบเขยา่

ทุก 1 ชั�วโมง เชื� อ P. pentosaceus TISTR 536 มีการใช้นํ� าตาลได้ดีที�สุด เนื�องจากเชื� อ                       

P. pentosaceus TISTR 536 มีการใชน้ํ� าตาลกลูโคสในการเจริญเติบโตมากที�สุด ทั�งนี�  ในช่วงแรก

นํ� าตาลถูกใช้น้อยมากอาจเป็นผลมาจากเชื�อมีการใช้นํ� าตาลเพื�อการเติบโตเป็นหลกั หลงัจากนั�น    

เมื�อปริมาณเซลล์มากค่ามากขึ� นนํ� าตาลที�มีอยู่จะถูกใช้ในการผลิตกรดแลคติกอย่างรวดเร็วซึ� ง

สัมพนัธ์กับภาพที� 4.8 จากผลการทดลองมีแนวโน้มของการใช้นํ� าตาลกลูโคสต่อการเจริญของ

แบคทีเรียแลคติกสอดคล้องกับการทดลองข้อ 4.1.2 เนื�องจากเชื�อแบคทีเรียแลคติกแต่ละชนิด          

มีความสามารถในการใชน้ํ� าตาลไดต่้างกนั การศึกษาถึงการใช้นํ� าตาลชนิดต่างๆในการผลิตแหนม

ของเชื�อแบคทีเรีย  แลคติกและแบคทีเรียที�รีดิวซ์ไนเตรท พบว่า กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน             
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ที�เหมาะสมต่อการสร้างกรดของแบคทีเรียแลคติก (ไพโรจน์ และคณะ, 2537)  และจากผล           

การทดลองของสภาวะการเจริญของแบคทีเรียแลคติกพบว่าที�สภาวะนิ�งกบัสภาวะนิ�งแบบเขย่ามือ

นั�น มีการเจริญของเชื�อที�ใกลเ้คียงกนัทุกสภาวะ ดงันั�น จึงไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั 

4.1.6 การผลติกรดแลคติค และค่าพเีอชของแบคทเีรียกรดแลคติก TISTR 536 

การสร้างกรดในรูปกรดแลคติกและค่าพีเอชของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 โดยการ

เพาะเลี� ยงแบบนิ�ง และสภาวะนิ�งแบบเขย่าทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง ในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP      

แสดงในภาพที� 4.8 พบว่า ปริมาณกรดแลคติกและ ค่าพีเอชของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536        

มีความสัมพนัธ์กบัปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติก คือ ปริมาณกรดแลคติกจะเพิ�มขึ�นตามปริมาณ

แบคทีเรียกรดแลคติกที�เพิ�มขึ�นในขณะที�ค่าพีเอชลดลง โดยที�ชั�วโมงที� 24 มีปริมาณกรดแลคติก

เพิ�มขึ�นสูงสุด เท่ากบั 0.89 ± 0.00, 0.99 ± 0.00, 0.96 ± 0.06 และ 0.81 ± 0.00 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 

และส่งผลใหค้่าพีเอชของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 ลดตํ�าลงจาก 6.31 ± 0.00 เป็น 4.28 ± 0.01 

เนื�องจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีการใช้นํ� าตาลในการเจริญของแบคทีเรียแลคติก จึงส่งผลให ้          

มีการลดลงของพีเอชและการเพิ�มขึ�นของกรดแลคติก สอดคลอ้งกบัการศึกษาของปราโมทย ์และ

คณะ (2534) พบว่าปริมาณของกรดแลคติกและพีเอชมีความสัมพนัธ์กนักบัจาํนวนของการเจริญ

ของแบคทีเรียแลคติก 
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ภาพที� 4.6 การเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP ที�สภาวะนิ�ง (ก) และสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1(ข), 2 (ค) 

และ 3 (ง) ชั�วโมง 

 หมายเหตุ: LAB คือ จาํนวนเซลลที์�มีชีวติของแบคทีเรียแลคติก, OD600 คือ ความขุ่นของเซลล ์และ CDW คือ นํ�าหนกัเซลลแ์หง้ 
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ภาพที� 4.7 การใชน้ํ� าตาลของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 เพาะเลี�ยงที�สภาวะนิ�ง

และสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP 

 

 

ภาพที� 4.8 อิทธิพลของชนิดอาหารต่อการผลิตกรดแลคติก และพีเอช ในการเพาะเลี� ยงที�สภาวะนิ�ง

และสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุก 1, 2 และ 3 ชั�วโมง ในอาหารเหลว GYP 
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4.2 การตรวจสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมนีของแบคทเีรียแลคติก 

จากการศึกษาคุณสมบติัของเชื�อแบคทีเรียลคติกที�คดัแยกได้จากอาหารหมกัไทยชนิดต่างๆ     

เพื�อนํามาใช้เป็นกล้าเชื�อในอาหารหมกั โดยนาํเชื�อแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus 

TISTR536 ที�ผลิตแบคเทอริโอซิน pediocin PA-1 ที�คดัแยกไดจ้ากผลิตภณัฑ์แหนม และนอกจากนี�

ยงัมีแบคทีเรียแลคติกที�แยกจากอาหารหมกัสายพนัธ์ุที�ผลิตแบคเทอริโอซิน เช่น Lb. plantarum SS7 

และ W. cibaria KMITL- QU21 เป็นสายพนัธ์ุที�แยกไดจ้ากไส้กรอกอีสาน เป็นตน้ ดงันั�น จึงนาํมา

ทาํการตรวจสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมีน เพื�อเป็นตวัเลือกในการนาํมาใช้เป็นกลา้เชื�อในอาหาร

หมกัชนิดต่างๆ โดยการสร้างไบโอจีนิกเอมีนมีโอกาสพบมากในเนื�อหมู คือ ไทรามีน ฮีสตามีน   

พูทรีซีน และคาดาเวอรีน ในการทดลองครั� งนี� จึงไดใ้ชก้รดอะมิโน ไทรโรซีน ไลซีน ฮีสทิดีน และ

ออร์นิทีน มาใชเ้ป็นกรดอะมิโนตั�งตน้ในอาหาร Improved medium 

4.2.1 ผลการตรวจสอบแบคทีเรียแลคติกที�สร้างและไม่สร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารแข็ง

Improved Medium  

นําเชื�อแบคทีเรียแลคติกที�แยกได้จากผลิตภณัฑ์อาหารหมกัไทยมาทาํการทดสอบการ

สร้างไบโอจีนิกเอมีนโดยทาํการทดสอบเชื�อแบคทีเรียแลคติกในอาหารแข็ง Improved Medium 

ตามรายงานการวิจยัของ Bover-Cid และ Holzapfel (1999) ซึ� งมีการดดัแปลงสูตรของอาหารเลี�ยง

เชื�อที�เหมาะสมต่อการสร้างไบโอจีนิกเอมีนของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยลดปริมาณของสารอาหาร

คือ กลูโคสและโซเดียมคลอไรด ์และเพิ�มปริมาณของแคลเซียมคาร์บอเนต 

เมื�อนาํแบคทีเรียแลคติกทั�งหมด 7 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ P. pentosaceus M13, Lb. plantalum 

NF3, Lb. plantalum SS7, Lb. plantalum KMITL-QU54, Lc.lactis N12 และ W. cibaria KMITL-

QU21 มาทาํการทดสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนบนอาหารแข็ง Improved medium ที�มีกรดอะมิโน 

(ไทโรซีน, ฮีสทิดีน, ไลซีน, และ ออร์นิทีน) 0.1 เปอร์เซ็นต ์โดยสังเกตการเปลี�ยนแปลงสีของ

อาหารเลี�ยงเชื�อ และบริเวณโซนใสรอบๆของโคโลนีเชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกพบแบคทีเรียแลคติก

จาํนวน 5 สายพนัธ์ุ จากทั�งหมด 7 สายพนัธ์ุที�สามารถสร้างสารไบโอจีนิกเอมีน (ตารางที� 4.1) ดงันี�  

แบคทีเรียสายพนัธ์ุ W. cibaria KMITL- QU21 มีแนวโนม้ในการสร้างไบโอจีนิกเอมีน   

โดยมีแนวโนม้การสร้างไทรามีน ฮีสตามีน คาดาเวอรีน และพูทรีซีน โดยมีการเปลี�ยนสีของอาหาร

ที�เติมกรดอะมิโนไทโรซีน อาหารเปลี�ยนจากสีม่วงอ่อนเป็นสีม่วงเขม้หรือม่วงอมเทาและอาหาร     

ที�เติมกรดอะมิโนไลซีน ฮีสติดีน และออร์นิทีน มีการเปลี�ยนสีของอาหารเปลี�ยนสีจากเหลือง       

เป็นสีม่วงเพียงเล็กนอ้ย  

P. pentosaceus M13, Lb. plantarum SS7 และ Lb. plantalum, KMITL-QU54 พบว่า           

มีแนวโน้มที�จะสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน เนื�องจากมีการเปลี�ยนสีของอาหารแข็ง 

Improved medium จากสีม่วงอ่อนเป็นสีม่วงอมเทา และเมื�อสังเกตรอบๆโคโลนีของเชื�อมีโซนใส    

สีม่วงเกิดขึ�นรอบๆโคโลนี เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



63 

Lc. lactis N12 สามารถสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดคาดาเวอรีน โดยกรดอะมิโนไลซีน      

ส่วนเชื�อ Lb. plantalum NF38 และ P. pentosaceus TISTR536 ไม่มีแนวโน้มต่อการผลิต         

กรดอะมิโน เนื�องจากไม่มีเกิดเปลี�ยนแปลงสีของอาหารที� เติมกรดอะมิโน แสดงว่าไม่พบ             

การสร้างไบโอจินิกเอมีนในอาหารแขง็ Improved medium 

ดงันั�น จากผลการทดสอบเพื�อดูแนวโน้มของการสร้างสารไบโอจินิกเอมีน ซึ� งการเกิด      

ไบโอจีนิกเอมีนสัมพนัธ์กับความเข้มข้นของกรดอะมิโนที� เป็นสารตั� งต้น โดยการเปลี�ยนสี            

ของอาหารแข็ง Improved medium ที�เติมกรดอะมิโนฮิสติดีน ไลซีน และออร์นิทีน เกิดจาก

กระบวนการดีคาร์บอกซิเลชั�นทาํใหสี้ของอาหารเปลี�ยนจากสีเหลืองเป็นสีม่วง 

จากผลทดลองพบวา่อาหารแขง็ Improved medium เริ�มตน้อาหารเป็นสีม่วงเกิดจากการเติม

อินดิเคเตอร์ bromcresol purple เติมลงในปริมาตร 0.006 เปอร์เซ็นต ์ตามสูตรของอาหารดดัแปลง

ของ Bover-Cid และ Holzapfel (1999) จากนั�นเมื�อนาํไปฆ่าเชื�อ (autoclave) อาหารจะมีสีเหลือง    

อม เ ขี ย ว จา ก นั� น เ มื� อ เ ติม ก ร ด อะ มิ โ นไ ล ซี น  ฮี ส ที ดีน  แ ล ะ อ อร์ นิ ที นล ง ใ น อา หา รแ ข็ ง               

Improved medium ยงัคงมีสีเหลืองอมเขียวเหมือนเดิม แต่เมื�อเติมกรดอะมิโนไทโรซีนอาหาร        

เลี�ยงเชื�อจะเปลี�ยนไปเป็นสีม่วง 

 

ตารางที� 4.1 แบคทีเรียแลคติกที�สร้างสารไบโอจีนิกเอมีนในอาหารแขง็ Improved Medium 

แบคทีเรียแลคติก (LAB)  
                     กรดอะมิโน 

Tyrosine Lysine Histidine Ornithine 

P. pentosaceus TISTR 536 - - - - 

P. pentosaceus M13 + - - - 

Lb. plantalum NF3 - - - - 

Lb. plantalum SS7 + - - - 

Lb. plantalum KMITL- QU54 + - - - 

Lc. Lactis N12 - + - - 

W. cibaria KMITL- QU21 + + + + 

หมายเหตุ: + = เพลทอาหารเปลี�ยนเป็นสีม่วง     - = ไม่เกิดการเปลี�ยนสีของเพลทอาหาร 

 

และจากการศึกษาของ Leuschner และ Hammes  (1998) ไดศึ้กษาการใชก้ลา้เชื�อของ Lactococci 

และ Lactobacilli ในเนยแขง็สามารถยอ่ยสลายโปรตีนโดยเอนไซมโ์ปรติเอส โปรติเอสไดเปปไทด ์

และกรดอะมิโนอิสระซึ�งมีผลต่อการกระตุน้การเจริญทาํใหเ้กิดกระบวนการดีคาร์บอกซิเลชั�นทาํให้

มีการสะสมของไบโอจีนิกเอมีนเพิ�มขึ� น และ Bover-Cid และคณะ (2001c) ได้รายงานว่า              

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การสร้างไบโอจีนิกเอมีนในไส้กรอกหมกัที�มีการใช้ proteolytic Staphylococci เป็นกล้าเชื�อ       

โดยในระหว่างการหมกัมีปริมาณของ non-protein nitrogen และกรดอะมิโนอิสระสูง และหลงั    

การหมกัพบไทรามีนสูงเช่นกนั 

4.2.2 ผลการตรวจสอบแบคทีเรียแลคติกที�สร้างและไม่สร้างไบโอจีนิกเอมีน ในอาหารเหลว 

Improve medium 

เมื�อทาํการเพาะเลี�ยงเชื�อแบคทีเรียแลคติกในอาหารเหลว Improve medium (Bover-Cid 

และ Holzapfel, 1999) ที�มีการเติมกรดอะมิโนไทโรซีน ฮีสทิดีน ออร์นิทีน และไลซีน 0.1 

เปอร์เซ็นต ์บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบวา่ แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ W. cibaria KMITL- 

QU21 มีแนวโน้มในการสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน ฮีสตามีน พูทรีซีน และคาดาเวอรีน 

เนื�องจากค่าพีเอชในอาหารเหลวที�มีกรดอะมิโนมีพีเอช เท่ากบั 7.06, 6.58, 6.26 และ 6.57 ตามลาํดบั 

P. pentosaceus M13 และ Lb. plantalum KMITL-QU54 มีแนวโนม้ต่อการสร้างไบโอจีนิก

เอมีนชนิดไทรามีนโดยมีค่าพีเอช เท่ากับ 7.52 และ 7.70 ตามลําดับ และเชื� อสายพันธ์ุ                      

P. pentosaceus TISTR 536, Lb. plantalum NF38, Lb. plantalum SS7 และ Lc. lactis N12 มีพีเอช     

ในอาหารเหลวของทุกกรดอะมิโนอยูใ่นช่วง 5-6 ซึ� งไม่พบแนวโนม้ในการสร้างไบโอจิเอมีนจาก

กรดอะมิโนตั�งต้น โดยค่าพีเอชที�สูงขึ� นมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ดีคาร์บอกซิเลสซึ� งทาํให้เกิด         

การผลิตสารไบโอจีนิกเอมีน ซึ� งสอดคล้องกบังานวิจยัของศิริรัตน์ (2547) ที�พบว่า พีเอชของ       

กรดอะมิโนไทโรซีนที�อยู่ในช่วงพีเอช 6-7 สามารถเปลี�ยนเป็นไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีนได ้     

ดงันั�น จากผลการทดลองพบเชื�อที�มีแนวโน้มในการสร้างไบโอจินิกเอมีนของแบคทีเรียแลคติก

ทั�งหมด 7 ไอโซเลท พบแบคทีเรียแลคติกที�มีแนวโนม้ในการสร้างไบโอจีนิกเอมีนเพียง 3 ไอโซเลท 

ไดแ้ก่ P. pentosaceus M13, Lb. plantalum KMITL- QU54 และ W. cibaria KMITL- QU21        

(ดงัภาพที� 4.9)   

4.2.3 ผลการเปรียบเทียบการตรวจสอบแบคทีเรียแลคติกที�สร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหาร

แข็งและอาหารเหลว Improve medium  

จากตารางผลเปรียบเทียบแนวโนม้การสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารแขง็ และอาหารเหลว 

Improved medium ของเชื�อแบคทีเรียแลคติกที�ผลิตแบคเทอริโอซินที�แยกไดจ้ากอาหารหมกัไทย 

(ตารางที� 4.2) พบวา่ทั�งสองวิธี (อาหารแข็งและอาหารเหลว) ให้ผลตรวจสอบการสร้างไบโอจีนิก   

เอมีนที�ใกล้เคียงกนั คือ แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ W. cibaria KMITL- QU21 สามารถสร้าง         

ไบโอจีนิกเอมีนจากกรดอะมิโนทุกตวั คือ ไทรามีน ฮีสตามีน พูทรีซีน และคาดาเวอรีน ส่วนเชื�อ

สายพนัธ์ุ P. pentosaceus M13, Lb. plantalum KMITL- QU54 และ W. cibaria KMITL- QU21    

พบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน และเชื�อสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536,              

Lb. plantalum NF38 และ Lc. lactis N12 ไม่พบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนของทุกกรดอะมิโน 

ในขณะที�เชื�อสายพนัธ์ุ Lb. plantalum SS7 พบการสร้างไทรามีนในอาหารแข็ง Improved medium 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แต่ไม่พบการสร้างในอาหารเหลว Improved medium โดยสอดคลอ้งกบัรายงายของ Wadu และ

คณะ (2011) ทาํการศึกษาแบคทีเรียแลคติกที�สร้างสารไบโอจีนิกเอมีนชนิดฮีสตามีนและไทรามีน

ได้ โดยทําการตรวจวิ เคราะห์เ ชิงคุณภาพโดยใช้อาหารดีคาร์บอกซิ เลส (decarboxylase)               

เมื�อวิเคราะห์เชิงคุณภาพ พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติก 6 สายพันธ์ุ จากทั� งหมด 50 สายพนัธ์ุ              

มีการเจริญเติบโตในอาหารดีคาร์บอกซิเลส และทาํการตรวจยืนยนัเชิงปริมาณของสารไบโอจีนิก    

เอมีน โดยวิธีวิเคราะห์ HPLC พบวา่ แบคทีเรีย 2 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่  Lb. casei TISTR 389 และ 

Lb.delbrueckii subsp. bulgaricus TISTR 895 มีการสร้างสารไบโอ จีนิกเอมีน โดยที� Lb. casei 

TISTR 389 สามารถผลิตฮีสตามีน (1820.9 ± 3.5 mg/L) และไทรามีน (5486.99 ± 47.6 mg/L) 

ปริมาณสูง ขณะที� Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus TISTR 895 มีการผลิตฮีสตามีน (459.1 ± 0.63 

mg/L) เพียงอยา่งเดียวในอาหารดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylase) 

 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                                 (ก)                                                                                       

     (ง)                                                                   

 

ภาพที� 4.9 ผลของพีเอชในการสร้างไบโอจินิกเอมีนในอาหารเหลว 

Lb. plantalum NF3 (ค), Lc. lactis N12 (ง), Lb. plantalum

 

pH

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

0 24 48 72 96 120

Tyrosine Lysine Histidine Ornithine

Time (h)

pH

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

0 24

Tyrosine Lysine

pH

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

0 24 48 72 96 120

Tyrosine Lysine Histidine Ornithine

Time (h)

pH

                                                        (ข)                                                                                            

                                                                   (จ)                                                                                  (ฉ)                                                              

ในการสร้างไบโอจินิกเอมีนในอาหารเหลว Improved medium (ต่อ) ของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536

Lb. plantalum SS7 (จ), Lb. plantalum KMITL- QU54 (ฉ), และ W. cibaria KMITL- QU
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                                                                                           (ค)                                                                                                      

                                                              (ช) 

TISTR 536 (ก), P. pentosaceus M13 (ข),              

QU21 (ช) 
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ตารางที� 4.2 ผลเปรียบเทียบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารแขง็ และอาหารเหลว Improved medium  

 

แบคทีเรียแลคติก (LAB) 

อาหารแขง็ Improved medium อาหารเหลว Improved medium 

กรดอะมิโน กรดอะมิโน 

Control Tyrosine Lysine Histidine Ornithine Control Tyrosine Lysine Histidine Ornithine 

P. pentosaceus TISTR 536 - - - - - - - - - - 

P. pentosaceus M13 - + - - - - + - - - 

Lb. plantalum NF38 - - - - - - - - - - 

Lb. plantalum SS7 - + - - - - +/- - - - 

Lb. plantalum KMITL- QU54 - + - - - - + - - - 

Lc. Lactis N12 - - - - - - - - - - 

W. cibaria KMITL- QU21 - + + + + - + + + + 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.3 ผลการยับยั�งการสร้างไบโอจินิกเอมีนของ P. pentosaceus TISTR 536                    

ในแบบจําลองการหมกัแหนม (NMB) 

จากผลการทดลองการคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกที�สร้างไบโอจีนิกเอมีนในแบบจาํลองการหมกั

แหนม (NMB) เบื�องตน้จากขอ้ 4.2 พบวา่ แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536,             

Lb. plantalum NF38 และ Lc. lactis N12 เป็นเชื�อที�ไม่มีการสร้างไบโอจีนิกเอมีน และพบเชื�อ          

ที�สร้างสารไบโอจีนิกเอมีนหลายชนิด คือ แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ W. cibaria KMITL- QU21  

ในการศึกษานี� จึงเลือกเชื�อสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536 ซึ� งผลิตสารยบัย ั�ง pediocin   

PA-1 และเป็นกลา้เชื�อหลกัในแหนม มาทาํการทดสอบยืนยนัวา่สามารถยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิก 

เอมีนของเชื�อได ้เช่น W. cibaria KMITL- QU21 และ Lc. bervis BCC26756 ได ้จึงไดท้าํการ

ทดสอบการยบัย ั�งหรือควบคุมการสร้างไบโอจีนิกของเชื�อดงักล่าวในแบบจาํลองการหมกัแหนม   

ที�มีกรดอะมิโน (ไทโรซีน ไลซีน ฮีสทิดีน และออร์นิทีน) 0.1 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกับ

แบบจาํลองของแหนมที�ไม่เติมกรดอะมิโน บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ทาํการหมกัเป็นเวลา   

0, 3, 5 และ 7 วนั 

จากผลการทดลอง (ตารางที� 4.3) พบว่า เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536, W. cibaria        

KMITL- QU21 และ Lc. bervis BCC 26756 มีการเปลี�ยนแปลงสีของเพลทอาหารแข็ง Improved 

medium  ที�เติมไทโรซีน มีการเปลี�ยนจากสีม่วงเป็นสีม่วงอมเทา แต่ในเพลทอาหารแข็ง Improved 

medium ที�เติมกรดอะมิโนไลซีน ฮีสติดีน และออร์นิทีนของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536,         

W. cibaria KMITL- QU21 และ Lc. bervis BCC 26756 ไม่พบการเปลี�ยนแปลงสีของอาหารแข็ง 

(อาหารยงัคงมีสีเดิม) และเมื�อนาํเชื�อผสมระหวา่งเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria 

KMITL- QU21 และ P. pentosaceus TISTR 536 กบั Lc. bervis BCC 26756  มาทาํการหมกั          

ในอาหาร NMB พบว่า สีของอาหารแข็ง Improved medium ที�เติมกรดอะมิโนไทโรซีน พบว่า 

อาหารมีสีม่วงที�จางลงเมื�อเทียบกบัอาหารของเชื�อที�ไม่ผสม  P. pentosaceus TISTR 536, W. cibaria 

KMITL- QU21 และ Lc. bervis BCC 26756  

ดงันั�น อาจสรุปไดว้่า เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536, W. cibaria KMITL- QU21 และ                 

Lc. bervis BCC 26756 สามารถสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีน เมื�อนาํเชื�อผสมระหว่าง             

P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria KMITL- QU21 และ P. pentosaceus TISTR 536 กบั    

Lc. bervis BCC 26756 ไปทาํการหมกัในอาหาร NMB พบวา่ เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 

สามารถยบัย ั�งสารไบโอจีนิกชนิดไทรามีนของเชื�อ W. cibaria KMITL- QU21ได ้เนื�องจาก            

การเปลี�ยนสีของอาหารแข็ง Improved medium (Bover-Cid และ Holzapfel,1999) และในอาหาร

เหลว Improved medium เป็นการศึกษาแนวโน้มในการสร้างไบโอจินิกเอมีนเป็นการทดสอบ       

ขั�นพื�นฐานเป็นผลมาจากกระบวนการดีคาร์บอกซิเลส (decarboxylation) ทาํให้เกิดการเปลี�ยนสี  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ของอาหา รจาก สี เห ลือง เ ป็ นสี ม่วง หรือสี ม่ วง อม เท า  ซึ� งจา กก ารทดล อง พบ ว่าอาหา ร               

Improved medium เดิมอาหารสีม่วงเกิดจากการเติมอินดิเคเตอร์ bromcresol purple เติมลง              

ในปริมาตร 0.006 เปอร์เซ็นต ์เมื�อนาํไปเขา้หมอ้นึ� งความดนั เพื�อฆ่าเชื�อ (autoclave) อาหารที�ไดมี้สี

เหลืองอมเขียวจากนั�นเติมกรดอะมิโนไลซีน ฮีสทิดีน และออร์นิทีน อาหารมีสีคงเดิม แต่เมื�อเติม

กรดอะมิโนไทโรซีน อาหารมีสีเขม้ขึ�นเป็นสีม่วงอ่อน ซึ� งคลอ้งสอดกบัการรายงานของ Jackie 

Reynolds (2011) ที� รายงานว่าถ้า เ ชื� อที�ทดสอบมีการสร้างไทโรซีนดีคาร์บอกซิ เลสการดู              

การเปลี�ยนแปลงสีในส่วนของไทโรซีนอาจอ่านค่าไดค้่อนขา้งยาก เมื�อเทียบกบัการเปลี�ยนแปลงสี     

ที�เกิดจากกรดอะมิโนตวัอื�นๆ  

 

ตารางที� 4.3 ผลการยบัย ั�งการสร้างไบโอจินิกเอมีนของแบคทีเรียแลคติกในแบบจาํลองของการหมกั

แหนม (NMB) 

แบคทีเรียแลคติก (LAB) 
กรดอะมิโน 

Control Tyrosine Lysine Histidine Ornithine 

P.  pentosaceus TISTR 536 - + - - - 

W. cibaria  KMITL- QU21 - + - - - 

Lc. bervisBCC 26756 - + - - - 

P. pentosaceus TISTR 536 + 

W. cibaria  KMITL- QU21 

- + - 

 

- 

 

- 

 

P. pentosaceus TISTR 536 + 

Lc. bervis BCC 26756 

- + - - - 

 

เมื�อเปรียบเทียบผลการสร้างไบโอจินิกเอมีนในแบบจาํลองการหมกัแหนม (NMB) ที�มีกรด    

อะมิโน (ไทโรซีน, ฮีสทิดีน, ไลซีน และ ออร์นิทีน) 0.1 เปอร์เซ็นต ์โดยวธีิทดสอบในอาหารแข็งกบั

อาหารเหลว Improved medium โดยการเปลี�ยนจากกรดอะมิโนไปเป็นไบโอจินิกเอมีนเกิดจาก

ปฏิกิริยาโดยเอนไซม์อะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซิเลสที�อยู่ในแบคทีเรีย โดยเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส

จะย่อยสลายกรดอะมิโนเปลี�ยนไปเป็นสารไบโอจินิกเอมีน (วีรชัย, 2526) จากผลการทดลอง     

(ภาพที� 4.10) พบวา่ เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536, W. cibaria  KMITL- QU21, Lc. bervis  BCC 

26756 และเชื�อผสมระหวา่ง P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria  KMITL- QU21 และ        

P. pentosaceus TISTR 536 กบั Lc. bervis BCC 26756 ของทุกกรดอะมิโนมีแนวโนม้ของพีเอช 

ลดลงเมื�อทาํการหมกัครบ 7 วนั เมื�อค่าพีเอชลดลงเป็นกรดมากอาจจะไม่เกิดการสร้างไบโอจีนิก      

เอมีน ตามทฤษฎีมีความสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาของวีรชยั (2526) พบวา่พีเอชเป็นปัจจยัที�มี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ความสําคัญต่อการทํางานของเอนไซม์อะมิโนแอซิดดีคาร์บอกซิ เลสโดยจะส่งผลต่อ                   

การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์ เนื�องมาจากพีเอชที�มีค่าเป็นกรดจะสามารถยบัย ั�งการเจริญของ

จุลินทรียซึ์� งส่งผลต่อการสร้างการทาํงานของเอนไซมแ์ละไบโอจีนิกเอมีนขึ�นอยูก่บัการเจริญเติบโต

ของจุลินทรียที์�ทาํหนา้ที�ในการสร้างเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส 

จากผลการทดลองดงักล่าวของการวิเคราะห์ไบโอเจนิกเอมีนในแบบจาํลองการหมกัแหนม 

พบว่าวิธีดังกล่าวเป็นเพียงวิธีการศึกษาเบื�องต้นในการตรวจสอบแนวโน้มการสร้างและยบัย ั�ง        

การสร้างไบโอจินิกเอมีนของแบคทีเรียกรดแลคติก เมื�อนาํมาเปรียบเทียบกนัระหว่างการสร้าง      

ไบโอจีนิกเอมีนของแบคทีเรียแลคติกในแบบจาํลองการหมกัแหนมกบัอาหาร Improved medium 

พบว่า การสร้างเอมีนในแบบจาํลองการหมักแหนม โดยวิธีการวดัพีเอชไม่สอดคล้องกันกับ           

ในอาหาร Improved medium อาจเนื�องมาจากอาหารเหลว NMB ตามสูตรจะมีการใช้กลูโคส

มากกว่าในอาหาร Improved medium จึงทาํให้ระหวา่งการหมกัมีการใชน้ํ� าตาลอยา่งรวดเร็วทาํให้

ค่าพีเอชมีค่าลดลงอย่างรวดเร็ว เมื�อทาํการหมกัครบ 3 วนั และค่าพีเอชในอาหาร NMB มีค่าพีเอช  

คงที�จนการหมกัครบ 7 วนั ดงันั�น การทดสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในแบบจาํลองการหมกั

แหนมโดยวิธีการวดัพีเอชอาจเป็นวิธีวิเคราะห์ที�ไม่เหมาะสมต่อการทดสอบการยบัย ั�งหรือลดสาร

ไบโอ     จีนิกเอมีน เพราะฉะนั�นจึงตอ้งทาํการตรวจวิเคราะห์ปริมาณของไบโอจีนิกเอมีนโดยใช้

เทคนิควิเคราะห์ HPLC เพื�อยืนยนัความสามารถในการยบัย ั�งของกล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติกต่อ       

การยบัย ั�งการลสร้างไบโอจีนิกเอมีน 

 

4.4 ผลการตรวจสอบยืนยันการยับยั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีนของ P. pentosaceus 

TISTR 536 ในแบบจําลองการหมกัแหนม โดยใช้เทคนิควเิคราะห์ HPLC  

จากผลการทดลองขอ้ 4.3 เป็นการทดสอบการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารเหลวจาํลองของ

แหนมโดยใช้วิธีเชิงคุณภาพ พบวา่ เชื�อแบคทีเรียแลคติกส่วนใหญ่มีแนวโน้มที�จะสร้างไบโอจีนิก    

เอมีนชนิดไทรามีนเป็นหลกั  

จากการยืนยนัการยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีนของเชื�อ W. cibaria KMITL 

QU21 และ Lc. bervis BCC 26756 โดยใชก้ลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 มาทาํการทดสอบ

การยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในเชิงปริมาณโดยใช้เทคนิควิเคราะห์ HPLC (Yongsawatdigul 

และคณะ, 2002) เมื�อนาํกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก pentosaceus TISTR 536 มาทาํการทดสอบ       

การยบัย ั�งการผลิตสารไบโอจีนิกเอมีนของเชื�อ Lc. bervis BCC26756 กบั W. cibaria KMITL- 

QU21 เชิงปริมาณโดยใชเ้ทคนิควิเคราะห์ HPLC จากผลการทดลอง (ตารางที� 4.4) (ภาคผนวก ง)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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                         (ก)                                                                                                       (ข)                                                                                                    (ค)                                  

 

 

 

 

 

 

 

 

(ง)                                                                                                                         (จ) 

ภาพที� 4.10 ผลของพีเอชในอาหารเหลวจาํลองของการหมกัแหนม NMB ของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 (ก), W. cibaria KMITL-QU21 (ข)  P. pentosaceus 

TISTR536 กบั W. cibaria KMITL-QU21 (ค), Lc. bervis BCC26756 (ง) และ P. pentosaceus TISTR536 กบั Lc. bervis BCC26756 
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พบว่าเมื�อทาํการหมกัครบ 3 วนั ในแบบจาํลองการหมกัของแหนม แบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ          

W. cibaria KMITL- QU21 พบปริมาณของไทรามีนสูง มีค่าเท่ากบั 573.26 mg/L ส่วนเชื�อ                

P. pentosaceus TISTR 536 ที�หมกัครบ 1 วนั พบปริมาณของไทรามีน เท่ากบั 2.24 mg/L แต่เมื�อ       

ทาํการหมกัครบ 3 วนั พบปริมาณไทรามีนลดลง เท่ากบั 1.45 mg/L ในขณะที�เชื�อ Lc. bervis BCC 

26756 พบปริมาณไทรามีนของการหมกัวนัที� 1 และวนัที� 2 มีค่าเท่ากบั 2.05 และ 1.56 mg/L แต่เมื�อ

หมักครบ 3 วนั ไม่พบปริมาณของไทรามีนแสดงว่าระยะเวลาของการหมักมีผลต่อการยบัย ั� ง            

การสร้างไบโอจีนิกเอมีนได ้

 

ตารางที� 4.4 ผลการยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารจาํลองการหมกัของแหนม โดยใชเ้ทคนิค

วเิคราะห์ HPLC 

ตวัอยา่ง 
ปริมาณ Tyramine ( mg/L) 

วนัที� 1 วนัที� 2 วนัที� 3 

P. pentosaceus TISTR536 2.24 2.14 1.45 

W. cibaria KMITL- QU21 573.26 533.56 555.57 

Lc. bervis BCC26756 2.05 1.56 0 

P. pentosaceus TISTR 536 + 

W. cibaria KMITL- QU21 
576.22 583.32 557.26 

P. pentosaceus TISTR 536 + 

Lc. bervis BCC26756 
2.29 1.92 0 

 

เมื�อนาํเชื�อผสมระหวา่ง P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria KMITL- QU21 และ              

P. pentosaceus TISTR 536 กบั Lc. bervis BCC 26756 ไปทาํการวิเคราะห์เพื�อดูประสิทธิภาพของ  

การยบัย ั�งสารไบโอจีนิกเอมีนของกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกพบว่า เชื�อผสมระหวา่ง P. pentosaceus 

TISTR 536 กบั W. cibaria KMITL- QU21 มีปริมาณของไทรามีน เท่ากบั 557.26 เมื�อทาํการหมกั

ครบ 3 วนั เมื�อสังเกตปริมาณของไทรามีนของการหมกัวนัที�  1 ถึงวนัที� 3 จะเห็นได้ว่า ปริมาณ        

ไทรามีนของเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria KMITL- QU21 มีปริมาณที�ใกลเ้คียงกนั

แสดงว่ากลา้เชื�อ  P. pentosaceus TISTR 536 อาจไม่สามารถยบัย ั�งไทรามีนของเชื�อ W. cibaria  

KMITL- QU21 ได ้ส่วนเชื�อผสมระหวา่ง P. pentosaceus TISTR 536 กบั Lc. bervis BCC 26756       

จะเห็นไดว้่าระยะเวลาการหมกัเมื�อทาํการหมกัครบ 3 วนั มีแนวโน้มปริมาณของไทรามีนลดลงจน   

ไม่พบไทรามีน ดงันั�น จากผลการทดลองดงักล่าวสามารถสรุปได้ว่ากล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก                

P. pentosaceus TISTR 536 สามารถยบัย ั�งการสร้างไทรามีนของเชื�อ Lc. bervis BCC 26756 ได ้แต่ไม่
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สามารถยบัย ั�งการสร้างไทรามีนของเชื�อ W. cibaria KMITL- QU21 เนื�องมาจากกลา้เชื�อแบคทีเรีย   

แลคติกสายพนัธ์ุ P. pentosaceus TISTR 536 และ Lc. bervis BCC 26756 เป็นเชื�อที�แยกไดจ้ากอาหาร

หมกั (ผลิตภณัฑ์แหนม) เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 จึงสามารถไปยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิก      

เอมีนของเชื�อได ้แต่เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 นั�นไม่สามารถยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกของ      

W. cibaria KMITL QU21 ได ้อาจเพราะเชื�อ W. cibaria KMITL- QU21 นั�นเป็นเชื�อที�แยกไดม้าจาก

ไส้กรอกอีสาน จากผลการทดลองการลดหรือยบัย ั�งสารไบโอจีนิกเอมีน สอดคล้องกับรายงาน        

วิจยัของ Tosukhowong และคณะ (2011) ศึกษาคุณภาพของเนื�อหมูและแหนมที�เติมกลา้เชื�อที�สร้าง

สารไบโอจีนิกเอมีน จากการศึกษาพบว่าแหนมก่อนการหมกัที�เก็บไวที้�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 6 ชั�วโมง และที�อุณหภูมิ 4 และ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วนั พบการสะสมของ

สารประกอบเอมีน (คาดาเวอรีน, พิวเทรสซีน, ฮีสทีดีน และไทรามีน) ในแหนมสูงจากเนื�อสัตว ์        

ที�เก็บไว ้แต่เมื�อมีการใช้กลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกสายพนัธ์ุ Lb. plantarum BCC 9546 เป็นกลา้เชื�อ   

ในการผลิตแหนม พบว่าเชื�อ Lb. plantarum BCC 9546 สามารถยบัย ั�งการสร้างไบโอจีนิกเอมีน      

ของเชื�อ Lc. bervis BCC 26756 ในระหวา่งการหมกัแหนมได ้ 

 

4.5 ผลการใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ในระหว่างการหมัก

แหนม 

4.5.1 ผลการใช้กล้าเชื�อแบคทเีรียแลคติกต่อคุณสมบัติทางจุลชีววทิยาและทางเคมีของแหนม 

4.5.1.1 ปริมาณแบคทเีรียแลคติกของผลติภัณฑ์แหนม 

จากผลการศึกษาทางด้านจุลินทรีย ์เมื�อใช้กลา้เชื�อ P. pentosaceus TISIR 536 เป็น        

กล้าเชื� อในการผลิตแหนมโดยทําการเติมกล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติกลงไปประมาณ 106 cell/g 

เปรียบเทียบกบัแหนมที�ไม่มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก (ตารางที� 4.5) พบวา่ปริมาณแบคทีเรีย

แลคติกในวนัแรกของการหมกั (วนัที� 0) ของกลุ่มมีการเติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536          

มีปริมาณแบคทีเรียแลคติก เท่ากบั 6.58±0.345 log cfu/g ส่วนแหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อมีปริมาณเชื�อ

แบคทีเรียแลคติกมีค่าเท่ากบั 6.42±0.489 log cfu/g ซึ� งใหผ้ลที�ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั (p>0.05) 

ในทางสถิติ และวนัที� 3 ของการหมกั พบวา่ กลุ่มที�มีการเติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536        

มีปริมาณแบคทีเรียแลคติก ปริมาณเชื�อแบคทีเรียแลคติก มีค่าเท่ากับ 7.79±0.317 log cfu/g             

ส่วนแหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อ มีปริมาณเชื�อแบคทีเรียแลคติกโดยเฉลี�ยอยู่ที� 7.60±0.190 log cfu/g        

ซึ� งใหผ้ลที�ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p>0.05) แต่เมื�อนาํมาเปรียบเทียบระหวา่งแหนมในวนัที� 0 

และ วนัที� 3 ที�มีการเติมกลา้เชื�อและไม่เติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 มีความแตกต่างกนั

อย่างมีนยัสําคญั (p>0.05) ในทางสถิติ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า แหนมกลุ่มที�เติมกลา้เชื�อ

แบคทีเรียแลคติกทุกกลุ่มมีปริมาณแบคทีเรียแลคติกสูงกว่ากลุ่มควบคุม อาจเนื�องมาจากกลุ่มที�เติม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีปริมาณของเชื�อเริ�มตน้มากกวา่กลุ่มควบคุมทาํให้อตัราการเติบโตและเพิ�ม

จาํนวนสูงกวา่กลุ่มควบคุม  ซึ� งในกลุ่มควบคุมแบคทีเรียแลคติกมาจากวตัถุดิบที�ใชผ้ลิตแหนมทาํให้

เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีอตัราการเจริญไดน้้อยกว่ากลุ่มที�เติมกลา้เชื�อ นอกจากนี� การศึกษาคุณสมบติั

เบื�องตน้ของเชื�อ P. pentosaceus TISIR 536 พบวา่สามารถเจริญไดดี้ในสภาวะพีเอชตํ�า ดงัรายงาน

ของ Swetwiwathana และคณะ (2005) 

4.5.1.2 ผลของเปอร์เซ็นต์กรดแลคติก พีเอช วอเตอร์แอคติวิตี�และเปอร์เซ็นความชื�นของ

ผลติภัณฑ์แหนม 

กระบวนการหมกัแหนมโดยธรรมชาติเกิดจากจุลินทรียที์�ปนเปื� อนมากบัวตัถุดิบ       

มีทั�งจุลินทรียที์�สร้างกรดและทาํให้อาหารเน่าเสีย ซึ� งจุลินทรียที์�สร้างกรดไดดี้มกัเป็นจุลินทรียก์ลุ่ม

แบคทีเรียแลคติก โดยเชื�อแบคทีเรียแลคติกจะใชน้ํ�าตาลกลูโคสเป็นตวักลางของการสร้างกรดแลคติก

เป็นส่วนใหญ่จึงทาํให้ค่าพีเอชของแหนมลดลง (บุษกร, 2545) และจากผลการทดลอง พบวา่ เมื�อทาํ

การหมกัครบ 3 วนั (ตารางที� 4.5) แหนมที�มีการเติมและไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก มีปริมาณ

กรดแลคติกเพิ�มขึ�นจาก 0.08 เป็น 0.47 เปอร์เซ็นต์ และปริมาณกรดที�เพิ�มขึ�นส่งผลให้พีเอชของ

ผลิตภณัฑแ์หนมลดลง โดยวนัที� 3 ของการหมกัแหนมที�เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีค่าพีเอชลดลง

จาก 6.67 เป็น 4.50 ส่วนแหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีค่าพีเอชลดลงจาก 6.76 เป็น 4.63 

เนื�องมาจากการเจริญของเชื� อแบคทีเรียแลคติกส่งผลให้ปริมาณเปอร์เซ็นต์กรดแลคติกที� เชื� อ             

P. pentosaceus TISTR 536 ผลิตขึ�นระหวา่งการหมกัเพิ�มขึ�น และการลดลงของค่าพีเอชสอดคลอ้ง  

กบัการเจริญของแบคทีเรียแลคติกที�เพิ�มสูงขึ�น ซึ� งบ่งบอกถึงความปลอดภยัของผูบ้ริโภค และส่งผล

ในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อซัลโมเนลลา (อดิศร, 2533) และผลของการวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์

ความชื�น และวอเตอร์แอคติวิตี�  (ตารางที� 4.6) พบวา่ค่าเปอร์เซ็นตค์วามชื�น และวอเตอร์แอคติวิตี�ของ

แหนมที�เติมและไม่เติมกลา้เชื�อไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เมื�อระยะเวลาการหมกั

ครบ 3 วนั เนื�องจากไส้ที�ใชบ้รรจุแหนมเป็นแบบพลาสติกแลว้ทาํการดูดอากาศออกให้อยูใ่นสภาวะ

สุญญากาศ ทาํใหเ้กิดการหมกั เมื�อเกิดกระบวนการหมกัเกิดขึ�นทาํให้ส่วนผสมเกาะตวัผสมกนัจึงอาจ

ทาํใหมี้นํ�าที�เกิดจากกระบวนการหมกัซึมผา่นไส้บรรจุออกมา ดงันั�น จึงทาํให้เปอร์เซ็นตค์วามชื�นของ

แหนมที�หมกัครบ 3 วนั มีเปอร์เซ็นตค์วามชื�นสูงขึ�นเล็กน้อย (69.21 เปอร์เซ็นต์) เมื�อเทียบกบักลุ่ม

ควบคุมที�ไม่มีการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก (67.09 เปอร์เซ็นต)์ 
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ตารางที� 4.5 ปริมาณแบคทีเรียแลคติก เปอร์เซ็นตก์รดแลคติก และพีเอชของแหนมที�มีการใชก้ลา้เชื�อ

และไม่ใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก  

หมายเหตุ : NS หมายถึง ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั (p>0.05) 

      a, b หมายถึง ค่าเฉลี�ยที�มีตวัอกัษรต่างกนัในแนวตั�ง มีความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญั

(p>0.05) 

 

4.5.1.3 ผลการใช้กล้าเชื�อแบคทเีรียแลคติกต่อคุณสมบัติทางชีววทิยาของแหนม 

จากการทดลองใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ในการหมกั

แหนม เพื�อทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั�งและทาํลายเชื�อซัลโมเนลลาที�ปนเปื� อนมากับเนื�อหมู      

โดยเปรียบเทียบการหมกัแหนมที�เติมกลา้เชื�อกบัการหมกัแหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก    

จากรายงานการปนเปื� อนของเชื�อ Salmonella ในผลิตภณัฑ์แหนมและผลของกลา้เชื�อ P. pentosaceus 

TISTR 536 ต่อการทาํลายเชื�อ Salmonella Anatum ระหวา่งการหมกัของแหนม (Swetwiwathana และ

คณะ, 2007) จึงได้ทาํการศึกษาการปนเปื� อนของเชื�อซัลโมเนลลาในระหว่างการผลิตแหนมโดย        

นาํกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 มาใช้ในการผลิตแหนมเปรียบเทียบกบั

แหนมที�ไม่มีการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก 

ระยะเวลาการหมัก (วนั) 

การวเิคราะห์ 

LAB 

(log cfu/g) 
pH 

ปริมาณกรด

ทั�งหมด(%) 

ความชื�น (%) 

(NS) 
AW 

 0 

แหนมเติมกลา้เชื�อ               

P. pentosaceus 

TISTR 536 

6.58 a±0.345 6.67b±0.124 0.089a±0.078 66.18±0.937 0.9763±0.001 

แหนมไม่เติมกลา้เชื�อ          

P. pentosaceus 

TISTR 536 

6.42 a±0.489 6.76b±0.091 0.085a±0.082 65.97±2.282 0.9846b±0.002 

3 

แหนมเติมกลา้เชื�อ               

P. pentosaceus 

TISTR 536 

7.79 b±0.317 4.50a±0.090 0.47b±0.176 67.59±2.557 0.9735±0.000 

แหนมไม่เติมกลา้เชื�อ           

P. pentosaceus 

TISTR 536 

7.60 b±0.190 4.63a±0.100 0.41b±0.135 66.18±2.018 0.9753a±0.001 
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จากการตรวจวิเคราะห์เชื�อซัลโมเนลลาของแหนมที�ผลิตโดย บริษทั ไทยอินโนฟู้ ด 

จาํกดั จาํนวนทั�งหมด 6 ตวัอยา่ง (ตารางที� 4.6) พบว่า แหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อและไม่เติมกลา้เชื�อ

แบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR536 ของการหมักวนัที�  0 ตรวจพบเชื�อซัลโมเนลลา             

ทั�ง 6 ตวัอยา่ง (100 เปอร์เซ็นต)์ หลงัจากหมกัครบ 3 วนั พบวา่ แหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อตรวจไม่พบ

เชื�อซลัโมเนลลา และไม่สามารถตรวจพบไดใ้นตวัอยา่ง 25 กรัม แต่แหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรีย

แลคติกตรวจพบเชื�อซัลโมเนลลาเพียง 50 เปอร์เซ็นต์ ซึ� งผลของการยบัย ั�งเชื� อซัลโมเนลลา                

ในผลิตภณัฑ์แหนม สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Swetwiwathana และคณะ (2007) มีรายงานการยบัย ั�ง

ของเชื�อ S. Anatum ในแบบจาํลองของการหมกัแหนม (NMB) และตวัอย่างแหนม เนื�องมาจาก

ปริมาณของกรดแลคติกที�เพิ�มสูงขึ�น และส่งผลให้ค่าพีเอชลดลงจึงมีผลในการยบัย ั�งเชื�อซลัโมเนลลา

ได้ จึงทาํให้ตรวจไม่พบเชื�อซัลโมเนลลา เมื�อทําการหมักแหนมที�เติมกล้าเชื� อครบ 3 วนั และ

สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Swetwiwathana (2533) ศึกษาทดลองการนาํกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกผสม

ของ Lb. spp. (L1) Pediococcus spp. (P55) เป็นเชื�อเริ�มตน้ในการหมกัแหนมที�มีการเติมเชื�อ             

ในกลุ่มซลัโมเนลลา 3 สายพนัธ์ุ Salmonella Derby, S. Anatum และ S. Newpotr เปรียบเทียบกบั

แหนมที�ทาํการหมกัโดยธรรมชาติที�ไม่มีการเติมกลา้เชื�อ พบว่าการใชก้ลา้เชื�อของแบคทีเรียแลคติก

ผสมมีผลในการยบัย ั�งการเจริญ และทาํลายเชื�อซัลโมเนลลาให้หมดไปในระหวา่งการหมกัแหนมได้

เร็วกวา่แหนมที�หมกัแบบธรรมชาติที�ไม่มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก ดงันั�น กลา้เชื�อแบคทีเรีย

แลคติกจึงเขา้มามีบทบาทกบัอาหารหมกัทาํใหเ้กิดผลิตภณัฑที์�เป็นที�ยอมรับในดา้นรสชาติ เนื�อสัมผสั 

ลกัษณะปรากฎทางดา้นสี และสามารถควบคุมคุณภาพ ความปลอดภยัในระหวา่งการหมกัได ้ 

 

ตารางที� 4.6 ผลการใช้กลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกต่อการลดลงของซัลโมเนลลาของแหนมที�มีการใช้

และไม่ใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก 

 

และจากการศึกษาการทดสอบคุณสมบติัของเชื�อซัลโมเนลลาทางเซรั� มวิทยาเป็นวิธีการ

ทดสอบเพื�อยืนยนัว ่าเชื�อที�แยกได ้เป็ เชื�อซลัโมเนลลาโดยใชว้ิธีการทดสอบ agglutination test ทาํบน

แผน่กระจก (slide) เรียกว ่า slide agglutination test ทาํการหยด polyvalent-O-antiserum ลงบนแผน่

ระยะเวลา

การหมกั 

(วนั) 

จาํนวน

ตวัอยา่ง 

เชื�อซลัโมเนลลา 

แหนมที�เติมกลา้เชื�อ 

TISTR 536 

แหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อ 

TISTR 536 

จาํนวนที�พบ เปอร์เซ็นต ์ จาํนวนที�พบ เปอร์เซ็นต ์

0 6 6 100 6 100 

3 6 0 0 3 50 
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กระจกที�สะอาดปราศจากไขมนั 1 หยด ใช ้ loop ที�เผาไฟฆ่ าเชื�อแลว้แตะเชื�อที�ได ้ผา่นการทดสอบทาง

ชีวเคมีมาแล้ วที�อาจเป็ นเชื�อซัลโมเนลลาแตะเพียงเล็กน้ อย นาํมาคนเบาๆ ผสมเชื�อกบัแอนติซีรั�ม       

ถา้ใหผ้ลบวกก็จะเกิดการจบักลุ มกนัของเซลล์ ของแบคทีเรีย แลว้ตกตะกอนเป็ นจุด และมองเห็นด ้วย

ตาเปล่า แต่ถ้ าให้ ผลลบกับแอนติซีรั�มจะไม่มีการตกตะกอน แสดงว่ าไม่ ได้ เป็ นเชื�อซัลโมเนลลา   

(ดาํรง, 2530) จากผลการทดสอบ พบว่า เชื�อซลัโมเนลลาส่วนใหญ่พบในผลิตภณัฑ์แหนมก่อนการ

หมกั (ตารางที� 4.7) เมื�อทาํการหมกัแหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 ครบ 3 วนั 

สามารถ ลดค่าพีเอชของผลิตภณัฑ์ลงเหลือ 4.74 (ตารางที� 4.4) ซึ� งพีเอชอาจไม่ตํ�าพอที�จะทาํให้เชื�อ  

ซัลโมเนลลาบางกรุ๊ปลดลงหรือหมดไปได้ ซึ� งผลการทดลองนี� แสดงให้เห็นว่าการผลิตแหนม          

โดยการใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�ผลิตแบคเทอริโอซิน           

Pediocin PA-1 มีผลทาํให้พีเอชของผลิตภณัฑ์ลดลงได้อย่างรวดเร็ว (จาก 6.76 เป็น 4.63) และ

สามารถยบัย ั�งการปนเปื� อนของเชื�อซลัโมเนลลาในผลิตภณัฑ์แหนมได ้ (Swetwiwathana และคณะ, 

2007) 

 

ตารางที� 4.7 กรุ๊ปเชื�อซลัโมเนลลาในแหนมที�เติม และไม่เติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก 

 

4.6.1.4 ศึกษาคุณสมบัติทางประสาทสัมผัสของแหนมที�มีการเติมและไม่เติมกล้าเชื�อ

แบคทเีรียแลคติก P. pentosaceusTISTR 536  

จากการทดลองการผลิตแหนมที�เติมกลา้เชื�อ โดยเปรียบเทียบกบัแหนมที�ไม่เติมกลา้

เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 ที�ผ่านการหมกัครบ 3 วนั มาทาํการทดสอบทางประสาทสัมผสั     

โดยใช้ผูท้ดสอบจาํนวน 50 คน ให้คะแนนความชอบ 9 ระดบั (ตารางที� 4.8) พบว่าผูบ้ริโภคให ้      

การยอมรับแหนมที�เติมกลา้เชื�อมากที�สุดในทุกดา้น คือ สี เนื�อสัมผสั กลิ�น ความเปรี� ยว รสชาติ และ

ความชอบโดยรวม มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p≤0.05) เมื�อเปรียบเทียบกบัแหนม

ระยะเวลาการหมกั (วนั) 
จาํนวนตวัอยา่ง 

1 2 3 4 5 6 

0 

แหนมที�เติม 

กลา้เชื�อ TISTR 536 
C C C C C C 

แหนมที�ไม่เติมกลา้

เชื�อ TISTR 536 
C, E C C C, E C, B C 

3 

แหนมที�เติมกลา้เชื�อ 

TISTR 536 
ND ND ND ND ND ND 

แหนมที�ไม่เติมกลา้

เชื�อ TISTR 536 
C C ND C ND ND 
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ที�ไม่เติมกลา้เชื�อ แสดงวา่ผูท้ดสอบมีความพึงพอใจสูตรของแหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อ P. pentosaceus 

TISTR 536 มากกวา่แหนมที�ไม่เติมกลา้เชื�อ ดงันั�น จากผลการทดสอบจึงสรุปไดว้า่แหนมที�มีการเติม

กลา้เชื�อเป็นผลิตภณัฑที์�ผูบ้ริโภคใหก้ารยอมรับ 

 

ตารางที� 4.8 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผสัของแหนมที�ผลิตจากโรงงาน โดยเปรียบเทียบ         

การหมกัระหวา่งใชแ้ละไม่ใชก้ลา้เชื�อ Pediococcus pentocaceus TISTR 536 

การทดสอบ 

ตวัอยา่งผลิตภณัฑแ์หนม 

ไม่เติมกลา้เชื�อ 

P. pentosaceus TISTR536 

เติมกลา้เชื�อ 

P. pentosaceus TISTR536 

สี a
6.65 ± 1.043 b7.15 ± 0.910 

เนื�อสัมผสั a
 6.69 ± 1.062 

b
7.18 ± 0.956 

กลิ�น a
 6.52 ± 1.157 

b
7.15 ± 1.021 

ความเปรี� ยว a
 6.56± 1.065 

b
7.37 ± 0.901 

รสชาติ a
 6.70 ± 1.128 

b
7.35 ± 0.976 

ความชอบโดยรวม a
 6.81 ± 0.944 

b
7.49 ± 0.925 

หมายเหตุ: a และ b หมายถึง ค่าเฉลี�ยที�ต่างกนัในแนวนอน มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสําคญัทาง

สถิติ (p ≤ 0.05) 
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บทที� 5 

สรุปผลการวจิัย 
 

5.1 สรุปผลการวจัิย 

5.1.1 การศึกษาอิทธิพลของอาหารเหลว GYP หรืออาหารเหลว MRS และสภาวะเพาะเลี� ยงแบบ

เขย่า หรือแบบนิ�ง ต่อการเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 พบว่า                

การเพาะเลี� ยงแบบนิ�งเหมาะสมต่อการเติบโตของแบคทีเรียกรดแลคติกมากกว่าการเพาะเลี� ยงแบบ

เขย่าที�ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที และเมื�อทาํการเปรียบเทียบการเติบโตของแบคทีเรียแลคติก    

ในอาหารเหลว MRS และอาหารเหลว GYP พบว่าอาหารเหลว GYP มีการเติบโตของแบคทีเรีย        

แลคติกสูงกวา่อาหารเหลว MRS อยา่งไรก็ตาม เมื�อพิจารณาถึงศกัยภาพในการผลิตกรดแลคติก พบวา่

อาหารเหลว MRS ใหผ้ลผลิตกรดแลคติกสูงกวา่อาหารเหลว GYP ทั�งนี�  เมื�อพิจารณาถึงการใชก้ลูโคส

พบวา่ การเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว GYP มีการใชน้ํ�าตาลกลูโคสสูงกวา่อาหารเหลว MRS จึงอาจสรุป

ไดว้่าการเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว GYP เชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกจะมีการใชก้ลูโคสเพื�อผลิตเซลล ์    

ไดม้ากกวา่การเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS 

5.1.2 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536 ที�สภาวะ

นิ�งเปรียบเทียบกบัสภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุกๆ 1, 2 และ 3 ชั�วโมง ในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว GYP พบว่า 

การเติบโตของแบคทีเรียแลคติกในทุกสภาวะการทดลองมีค่าของการเติบโตของแบคทีเรียแลคติก

ใกลเ้คียงกนัแต่ที�สภาวะนิ�งแบบเขยา่ทุกๆ 1 ชั�วโมง มีการเติบโตของแบคทีเรียแลคติกสูงสุด เท่ากบั 

10.90 ± 0.02 log cfu/mL โดยในอาหารเลี� ยงเชื�อเหลว GYP ที�สภาวะนิ�งแบบเขย่าทุกๆ 1ชั�วโมง           

มีการใช้นํ� าตาลกลูโคสมากที�สุด จึงทาํให้ในสภาวะนี� มีการเติบโตของแบคทีเรียแลคติกสูงและ         

เมื�อพิจารณาถึงการผลิตกรดแลคติกที�เพิ�มสูงขึ� นและพีเอชมีค่าลดลงที�สัมพนัธ์กัน จึงสรุปได้ว่า        

การเพาะเลี� ยงที�สภาวะนิ�งแบบเขย่าทุก 1 ชั�วโมงในอาหารเหลวGYP เหมาะสมที�จะใช้ผลิตเป็น        

กลา้เชื�อแลคติกในผลิตภณัฑห์มกั 
5.1.3 จากการศึกษาการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีนบนอาหารแข็ง Improved medium                 

ของแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมกัชนิดต่างๆ 7 สายพนัธ์ุ พบวา่มี 4 สายพนัธ์ุที�มีแนวโนม้ที�มี

การสร้างไบโอเจนิกเอมีน คือ W. cibaria KMITL- QU21, P. pentosaceus M13, Lb. plantalum SS7 

และ Lb. plantalum KMITL KMITL- QU54 มีแนวโนม้ที�จะมีการสร้างไทรามีน เมื�อทาํการวิเคราะห์ 

ไบโอเจนิกเอมีนในอาหารเหลว Nham Model Broth (NMB) พบวา่วิธีดงักล่าวเป็นเพียงวิธีการศึกษา

เบื�องตน้ในการตรวจสอบหาแนวโนม้การสร้างและยบัย ั�งการสร้างไบโอจินิกเอมีนของแบคทีเรียกรด

แลคติก เมื�อทาํการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ พบว่า กลา้เชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 พบการ

สร้างไบโอจีนิกเอมีนชนิดไทรามีนแต่พบปริมาณตํ�าไม่เกินเกณฑ์มาตรฐาน ซึ� งไม่ก่อให้เกิดความ
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เสี�ยงต่อร่างกาย และเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536 ยงัสามารถยบัย ั�งไทรามีนของเชื�อ Lc. bervis 

BCC 26756 ไดอี้ก 

5.1.4 จากการศึกษาผลของการใช้กล้าเชื�อแบคทีเรียแลคติก P. pentosaceus TISTR 536              

ในการผลิตแหนมเปรียบเทียบกับแหนมที�ไม่มีการหมักโดยใช้กล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติก พบว่า       

แหนมที�มีการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีเมื�อหมกัครบ 3 วนั ปริมาณของแบคทีเรียแลคติกและกรด

แลคติกเพิ�มสูงขึ�นกวา่แหนมที�ไม่มีการใชก้ลา้เชื�อ คือ 8.39 log cfu/g และ 0.4 เปอร์เซ็นต ์และยงัส่งผล

ใหพ้ีเอชของแหนมลดตํ�าลงถึง 4.58 เมื�อทาํการตรวจหาเชื�อซลัโมเนลลาของแหนมที�มีการเติมกลา้เชื�อ

และไม่มีการเติมกลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติก พบวา่ แหนมที�มีการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกที�หมกัครบ 

3 วนั ตรวจไม่พบเชื� อซัลโมเนลลา แต่แหนมที�ไม่มีการเติมกล้าเชื� อแบคทีเรียแลคติกมีจาํนวน             

ซัลโมเนลลาลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ จากที�ตรวจพบ 100 เปอร์เซ็นต์ ในการหมกัวนัที� 0 จึงสรุปได้ว่า

แหนมที�มีการใชก้ลา้เชื�อในการหมกัใหผ้ลที�ดีกวา่ ปลอดภยักวา่แหนมที�ไม่มีการใชก้ลา้เชื�อในการหมกั 

เนื�องจากการใชก้ลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกมีความสําคญัต่อการหมกัหรือผลิตแหนม ส่งผลให้มีจาํนวน

เชื�อแบคทีเรียแลคติกเจริญเพิ�มขึ�น ลดระยะเวลาการหมกัให้น้อยลง มีปริมาณกระที�สูงขึ�น ค่าพีเอช  

ลดลง และสามารถลดหรือทาํลายจุลินทรียก่์อโรคในระหวา่งการผลิตแหนมได ้

 

5.2  ข้อเสนอแนะ  

จากผลการวจิยั พบวา่แหนมเป็นผลิตภณัฑ์ที�มีโอกาสเสี�ยงต่อการปนเปื� อนของเชื�อแบคทีเรีย

ก่อโรคทางเดินอาหาร ดงันั�น ควรบริโภคแหนมที�มีอายุการหมกัอยา่งนอ้ย 3-5 วนั เพื�อความปลอดภยั

ต่อผูบ้ริโภค และการใช้แบคทีเรียแลคติกที�ผลิตแบคเทอริโอซินมาเป็นกล้าเชื�อในการหมกัแหนม    

เพื�อเป็นการเพิ�มปริมาณของเชื�อแบคทีเรียแลคติกให้สูงขึ�น และควบคุมเชื�อก่อโรคทางเดินอาหาร 

นอกจากนี� เป็นการควบคุมวตัถุดิบและสุขลกัษณะส่วนบุคคลในโรงงานผลิตที�ดี ซึ� งจากการศึกษากลา้

เชื�อแบคทีเรียกรดแลคติกที�แยกได้จากอาหารหมกัของไทยที�สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินได ้     

มาใช้เป็นกล้าเชื�อหมกัในผลิตภณัฑ์แหนมแล้ว นอกจากแบคทีเรียแลคติกมีคุณสมบติัในการผลิต          

แบคเทอริโอซินจากการศึกษา ยงัพบว่ากลา้เชื�อแบคทีเรียแลคติกสามารถสร้างสารไบโอจีนิกเอมีน

ชนิดไทรามีนไดอี้ก แต่พบอยู่ในปริมาณที�ต ํ�าที�ไม่ทาํให้เกิดความเสี�ยงต่อร่างกาย โดยการสร้างสาร   

ไบโอจีนิกเอมีนที�พบเป็นขอ้มูลที�สามารถใช้เป็นแนวทางในการควบคุมการเกิดไบโอจีนิกเอมีน      

ในอาหารได้ โดยเฉพาะอาหารหมกัประเภทโปรตีน ซึ� งถา้มีการปนเปื� อนของเชื�อที�สร้างเอนไซม ์     

โปรติเอสได้ดีอาจก่อให้เกิดเป็นกรดอะมิโนอิสระ ซึ� งกรดอะมิโนอิสระเป็นสารตั� งต้นของ               

การสร้างไบโอจีนิกเอมีนในอาหารได ้ 

ดงันั�นในงานวจิยัครั� งต่อไปตอ้งมีการศึกษาการสร้างไบโอจีนิกเอมีนของกลา้เชื�ออาหารหมกั

ชนิดอื�นๆเพิ�ม เพื�อเป็นการยนืยนัวา่กลา้เชื�อที�ใชเ้ป็นกลา้เชื�อที�เหมาะสม ปลอดภยั และมีประสิทธิภาพ

ในการยบัย ั�งหรือควบคุมเชื�อจุลินทรียก่์อโรคในผลิตภณัฑอ์าหารหมกั เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเลี�ยงเชื�อและการเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

 

ก.1 อาหารเลี�ยงเชื�อ Buffer Peptone Water (Difco, USA)  

Petone 10 g        Phosphate 1.5 g 

Chlorure de sodium 5 g        Phosphate disodique 3.5 g           

ละลายส่วนผสมทั�งหมดในนํ�ากลั�น 1 ลิตรถ่ายใส่ในหลอดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปิดจุกฆ่าเชื�อ

ใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.2 อาหารเลี�ยงเชื�อ Hektoen Enteric Agar (Difco, USA) 

Proteose peptone 12  g          Sodium chloride  5 g 

Yeast extracts 3  g          Sodium thiosulfate 5 g 

Bile salts No. 3 9  g  Ferric ammonium citrate 1.5 g 

Lactose 12  g           Bromthymol blue            0.036 g 

Saccharose 12  g     Acid Fuchsin                  0.1  g 

Salicin                            2  g          Agar                                14 g 

ตม้ละลายส่วนผสมทั�งหมดให้วุน้ละลายในนํ� ากลั�นฆ่าเชื�อแล้ว 1 ลิตรไม่ตอ้งฆ่าเชื�อใน 

autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เทลงในจานเพาะเชื�อที�ปราศจากเชื�อไม่ควร

ใส่ฟลาสกไ์วใ้น water bath นานเกิน 2 ชั�วโมง (ไม่ควรเก็บอาหารเพาะเลี�ยงเชื�อนี� เกิน 1 วนัหลงัจากเท

ลงในจานเพาะเชื�อแลว้) 

 

ก.3 อาหารเลี�ยงเชื�อ Lysine-Indole-Motility (LIM) Medium (Difco, USA) 

Polypeptone 10.0 g           Bromcresol purple  0.02  g 

Dextrose 1.0.0 g     Agar    3.0 g               

L-Lysine 10.0 g นํ�ากลั�น   1.0 L 

L-Tryptophan  0.5  g            Final pH6.7 

Yeast extracts             3.0   g  

ตม้ละลายส่วนผสมทั�งหมดจนเดือดดูดส่วนผสมที�ไดใ้ส่หลอดทดลองขนาด 13 x 100 

มิลลิเมตร ใหไ้ดป้ริมาตรประมาณ 1 ใน 3 ของหลอดปิดจุกนาํไปฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ก.4 อาหารเลี�ยงเชื�อ Muller-Kauffman Tetrathionate Brilliant Green (MKTTn) (Merek, Germany) 

ชั�งสาร MKTTn 89.5 กรัม ละลายด้วยนํ� ากลั�นที�ฆ่าเชื�อแล้ว 1 ลิตร ตม้ให้เดือดเล็กน้อย        

ไม่ตอ้งฆ่าเชื�อใน autoclave  

Iodine-potassium iodine (I-KI) solution 

Potassium iodide (KI) 5.0  g  

Iodine (I) 4.0  g    

ละลาย KI ในนํ� ากลั�น 5 มิลลิลิตร เติม I เพื�อให้ละลายในสารละลาย KI จนหมด จากนั�นเติม

นํ�าใหป้ริมาตรครบ 20 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดปิดสนิทสีนํ�าตาลหรือขวดที�กนัแสง 

เตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

ในวนัที�จะใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อดงักล่าวในการทดลอง ให้เติม I-KI 20 มิลลิลิตร ลงในอาหาร 

MKTTn ที�ตม้ละลาย และรอใหเ้ยน็ผสมใหเ้ขา้กนัและใหต้ะกอนของ CaCO3 กระจายให้ทั�ว ก่อนที�จะ

ถ่ายอาหารลงในหลอดทดลองที�ปราศจากเชื�อในปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 

ก.5 อาหารเลี�ยงเชื�อ Rappapost Vassiliadis Soya (RVS) (Difco, USA)  

Magresium Chloride, anhydrous 13.5 g         Potassium Dihydrogen 1.45 g 

Sodium Chloride 9.0 g         Malachite Green  0.036 g 

Dipofassium Phosphape 0.03 g  

ต้มละลายส่วนผสมทั�งหมดในนํ� ากลั�น 1 ลิตร ถ่ายใส่ในหลอดทดลองในปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ปิดจุกฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.6 อาหารเลี�ยงเชื�อ Triple Sugar Iron (TSI) agar slant (Difco, USA) 

Beef extract                          3.0 g             Proteose peptone           5.0 g 

Peptone                              15 g             Lactose                        10.0  g 

Glucose                                1.0 g             FeSO4   0.2  g 

Sucrose                              10 g             Na2S2O3   0.3  g    

NaCl                                    5.0 g             นํ�ากลั�น                                 1000 ml     

Phenol red                     0.024 g    Agar                             12.0  g  

Yeast extracts                  3.0  g Final pH                    7.4 + 0.2 

ละลายอาหารเลี� ยงเชื�อ 76.5 กรัม ในนํ� ากลั�น 1 ลิตร โดยตม้ให้ส่วนผสมทั�งหมดให้เขา้กนั 

กวนตลอดเวลาถ่ายใส่หลอดทดลองขนาด   13 x 100 มิลลิเมตร ปริมาตรประมาณ 1 ใน 3 ของความ

ยาวหลอดปิดจุกเขา้ฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั�น

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ให้ทาํการเอียงหลอดให้เกิดผิว slant ก่อนที�อาหารเลี� ยงเชื�อจะแข็งโดยที�ให้มีผิวหน้า slant ยาว

ประมาณ 4-5 เซนติเมตร และมี Butt ยาวประมาณ 2-3 ชั�วโมง 

 

ก.7 อาหารเลี�ยงเชื�อ Trypicase (Tryptic) Soy Agar (TSA) (Difco,USA) 

Trypticase peptone (Tryptone) 15 g           Agar                 15  g  

Phytone peptone (Soytone) 5.0 g นํ�ากลั�น 1000 ml         

NaCl 5.0 g           Final pH            7.3 + 0.2 

ผสมองคป์ระกอบทั�งหมดแลว้ตม้จนวุน้ละลายปรับพีเอชถ่ายอาหารเลี�ยงเชื�อใส่ในหลอดที�มี

จุกสาํลีหรือฝาปิดเขา้ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.8 อาหารเลี�ยงเชื�อ Trypticase (Tryptic) Soy Broth (Bacto,USA) 

Trypticase peptone             17.0 g           Glucose                             2.5 g            

Phytone peptone         3.0  g นํ�ากลั�น   1000  ml 

NaCl                                     5.0 g  Final pH 7.3 + 0.2 

K2HPO4 2.5  g 

ละลายส่วนผสมทั�งหมดถ่ายอาหารปริมาตร 225 มิลลิลิตร ลงในฟลาสกห์รือขวดที�มีจุกสาํลี

หรือฝาปิดเขา้ฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.9 อาหารเลี�ยงเชื�อ Urea Agar base (BBL, USA) 

Pancreatic digest of gelatin    1.0 g   Potassium phosphate 2.0   g 

Dextose 1.0  g  Urea 20  g 

Sodium chloride 5.0  g Phenol red 0.012 g 

ตม้ละลายส่วนผสมทั�งหมดในนํ�ากลั�นฆ่าเชื�อแลว้ แลว้กรองปลอดเชื�อใส่ขวดเอม็ที�ปลอดเชื�อ 

Agar  

ตม้ละลาย Agar ในนํ� ากลั�น ปิดจุกนาํไปฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 15 นาที 

เตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

ในวนัที�จะใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อดงักล่าวในการทดลองผสม Urea และAgar จากนั�นถ่ายใส่หลอด

ทดลองขนาด 13 x 100 มิลลิเมตร ปริมาตรประมาณ 1 ใน 3 ของความยาวหลอดปิดจุกเขา้ฆ่าเชื�อใน 

autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนั�นให้ทาํการเอียงหลอดให้เกิดผิว 

slant ก่อนที�อาหารเลี�ยงเชื�อจะแข็งโดยที�ให้มีผิวหนา้ slant ยาวประมาณ 4-5 เซนติเมตร และมี Butt 

ยาวประมาณ 2-3 เซนติเมตร  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ก.10 อาหารเลี�ยงเชื�อ Xylose Lysin Desoxycholate (XLD) Agar (Oxoid, UK) 

Yeast extracts                 3.0 g          Lactose                           7.5 g           

Sucrose                         7.5 g          Ferric ammonium citrate   0.8 g 

Phenol red                       0.08  g  L-Lysine                          5.0  g           

Sodium thiosulfate      6.8 g  Sodium desoxycholate     2.5 g       

นํ�ากลั�น 1000 ml  Agar                                15.0 g 

Xylose                           3.75      g          Final pH  7.4 + 0.2  

NaCl                              5.0 g 

ละลายส่วนผสมทั�งหมดตม้พอเดือดให้วุน้ละลายระวงั Overheat จะทาํให้เกิดการตกตะกอน

ของเกลือได ้ไม่ตอ้งฆ่าเชื�อใน autoclave ปล่อยใหเ้ยน็ลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส แลว้เทลงในจาน

เพาะเชื�อที�ปราศจากเชื�อไม่ควรใส่ฟลาสก์ไวใ้น water bath นานเกิน 2 ชั�วโมง (ไม่ควรเก็บอาหาร

เพาะเลี�ยงเชื�อนี� เกิน 1 วนั หลงัจากเทลงในจานเพาะเชื�อแลว้) 

 

ก.11 นํ�ายาเจือจาง Buttlefild’s PhosPhate Buffered (BAM R11, 2001) 

11.1) การเตรียมสารละลายสตอ็ก 

ละลายโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 34 กรัมในนํ� ากลั�น 500 มิลลิลิตร        

ปรับพีเอชให้ได ้7.2 ดว้ย สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 นอร์มลั และปรับปริมาตร เป็น 1 ลิตร 

แลว้นาํเขา้ฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เก็บในตูเ้ยน็ 

11.2)  การเตรียม Dilution blank 

ตวงสารละลายสต็อก 1.25 มิลลิลิตร แล้วปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตรดว้ยนํ� ากลั�นตวงใส่ขวด

ปริมาตร 450 มิลลิลิตร (สําหรับเจือจางตวัอย่าง 50 กรัม) หรือ ตวงใส่ขวดปริมาตร 225 มิลลิลิตร

(สําหรับเจือจางตวัอย่าง 25 กรัม) และดูด 9 มิลลิลิตรใส่หลอดทดลองขนาด 16 x 150 มิลลิเมตร 

นาํเขา้ฆ่าเชื�อใน autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.12 อาหารเลี�ยงเชื�อ MRS broth (Merck, Germany) 

Proteose peptone                 10.0 g          Triammonium citrate 2.0 g 

Meat extract 8.0 g  Yeast extract  4.0 g 

D(+) glucose 20.0 g  Dipotassium phosphate 2.0 g 

Polysobate 80 1.0 g  Sodium acetate 5.0 g 

Magnesium sulfate  0.2 g  Manganese sulfate 0.05 g 

นํ�ากลั�น 1,000 ml 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ละลายส่วนประกอบ 55.15 กรัม ในนํ� ากลั�น 1,000 มิลลิลิตร โดยการตม้ให้เดือด จากนั�น

นาํไปนึ�งเขา้ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.13 อาหารเลี�ยงเชื�อ MRS agar (Merck, Germany) 

Proteose peptone                 10.0 g          Triammonium citrate 2.0 g 

Meat extract 8.0 g  Yeast extract  4.0 g 

D(+) glucose 20.0 g  Dipotassium phosphate 2.0 g 

Polysobate 80 1.0 g  Sodium acetate 5.0 g 

Magnesium sulfate  0.2 g  Manganese sulfate 0.05 g 

CaCO3 7.5 g          Agar                          1.5 เปอร์เซ็นต ์

นํ�ากลั�น 1000 ml 

ละลายส่วนประกอบ 55.15 กรัม เติม Agar 1.5 เปอร์เซ็นต ์และ CaCO3 0.5 เปอร์เซ็นต ์ ในนํ� า

กลั�น 1,000 มิลลิลิตร โดยการตม้ให้เดือดจากนั�นนาํไปนึ� งเขา้ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

ก.14 อาหารเหลวจาํลองการหมกัแหนม (Nham Model Broth, NMB) (Swetwiwathana และคณะ, 

1999) 

Meat extracts 10.0  g  D(+) glucose        10.0  g 

Tryptone  10.0  g  Sodium chloride  25.0 g 

Sodium ascobate  0.5  g  Sodium nitrite  0.1000  g 

Sodium-tri-polyphosphate  3.0  g   

ละลายส่วนประกอบทั�งหมดในนํ� ากลั�น 1 ลิตร นาํไปฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

หมายเหตุ ใช้กลีเซอรอล 4 เปอร์เซ็นต ์เป็นตวัปรับค่าวอเตอร์แอคติวิตี�  (Aw) ให้มีค่าเท่ากบั 

0.97 ในขวดปรับปริมาตร ปรับค่าพีเอชดว้ยกรดแลคติก 90 เปอร์เซ็นต ์ใหมี้ค่า เท่ากบั 6.5 

 

ก.15 อาหารเลี�ยงเชื�อ Improve medium 

Glocose  0.5  g  Magresium Chloride, anhydrous  0.2  g 

Tryptone  5.0  g  Thiamine (B1) C12H17ClN4O5.HCl  0.01  g 

Yeast extract  5.0  g  Pyridoxal-5-phosphate  0.05  g 

Beef extract  5.0  g  MnSO4 0.05  g 

Sodium chloride  2.5  g  FeSO4 0.04  g 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Ammonium citrate dibasic  2.0  g  K2HPO4 2.0  g 

CaCO3 0.1  g  Bromocresol purple  0.06  g 

Amino acid  10.0  g  Tween 80  1.0       ml 

Agar  20.0  g นํ�ากลั�น                                         1000       ml 

ผสมองคป์ระกอบทั�งหมดให้เขา้กนั นาํไปปรับพีเอชให้มีค่า เท่ากบั 5.3±0.05 จากนั�นนาํไป

ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 

ก.16 สารละลาย Normal saline (0.85% NaCl) 

Sodium chloride      8.5  g 

นํ�ากลั�น       1000  ml 

ละลายให้เขา้กนันาํเขา้ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาสเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที 

 

ก.17 kovac indole reagent  

Pure amyl หรือ Isoamyl alcohol 150.0 ml  HCl (conc.)  50.0 ml 

p-Dimethylaminobenzaldehyde 10.0 g 

ละลาย aldehyde ใน alcohol แลว้ค่อยๆเติม HCl เก็บไวใ้นขวดสีชา 4-10 องศาเซลเซียส 

 

ก.18 Glucose Yeast extracts Peptone (GYP) 

Phytone peptone         10.0  g D(+) glucose            20.0      g  
Yeast extracts  10.0  g Sodium acetate 10.0 g 

นํ�ากลั�น 1000  ml 

ผสมองคป์ระกอบทั�งหมดให้เขา้กนั นาํไปปรับพีเอชให้มีค่า เท่ากบั 6.80 ± 0.02 จากนั�นนาํไป

ฆ่าเชื�อใน Autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

ก18.1 การเตรียม salt solution ของอาหาร GYP 

Magnesium sulfate 4.00  g  Sodium chloride 0.20  g 

Manganese sulfate 0.20  g  FeSO4  0.20  g 

ทาํสตอ๊ก salt solution โดยละลายส่วนผสมในนํ�ากลั�น 100 มิลลิลิตร ดึงสารละลาย 10 

มิลลิลิตร ลงในส่วนผสมของอาหารเลี�ยงเชื�อ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ข 

วธีิวเิคราะห์คุณสมบัติทางจุลชีววทิยา 

 

ข.1 การวเิคราะห์ปริมาณแบคทเีรียแลคติกทั�งหมด (AOAC, 2006) 

สุ่มตวัอย่างแหนม ตวัอย่างละ 25 กรัม ใส่ในถุง Stomacher เติมนํ� ายาเจือจาง Butterfield’s 

Phosphate-Buffered ปริมาณ 225 มิลลิลิตร เขยา่ตวัอยา่งให้เขา้กนัดว้ยเครื�อง Stomacher เวลา 1 นาที 

จากนั�นทาํการเจือจางแบบ Serial Dilution ให้ มีความเจือจางที�เหมาะสม นาํไปเพาะเลี�ยงบนอาหาร

แข็ง MRS โดยวิธี spread plate นาํไปบ่ มที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที�สภาวะไม่มีออกซิเจน เป็น

เวลา 48 ชั�วโมง นบัจาํนวนโคโลนีของแบคทีเรียแลคติกที�ไดใ้นแต่ละอตัราการเจือจาง และคาํนวน

โคโลนีที�ได ้ต่อกรัมของตวัอย ่างที�ใช ้ 

 

ข.2 การวเิคราะห์ปริมาณเซลล์ที�มีชีวติ โดยวธีิ agar spot (สุพรรณกิาร , 2548) 

นําตัวอย่างมาทาํการเจือจางด้วยอาหารเลี� ยงเชื� อ MRS ให้มีค่าอัตราการเจือจางที�เหมาะสม         

นาํตวัอย่างที�ผ่านการเจือจางแลว้ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนจานอาหารแข็ง MRS ที�เติม 

CaCO3 0.5 เปอร์เซ็นต ์รอให้แห้ง จากนั�นนาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง 

นบัจาํนวนโคโลนีของแบคทีเรียแลคติก และคาํนวณผลที�ได ้(cfu/ml)  

 

สูตรการคาํนวณ (cfu/ml)  = จาํนวนโคโลนีที�นบัได ้x อตัราการเจือจาง / 0.01 

 

ข.3 วธีิการวเิคราะห์เชื�อซัลโมเนลลา (Salmonella spp.) (ISO 6579, 2002) (ภาพที� ข1) 

ขั�นตอนที� 1 สุ่มชั�งตวัอยา่งแหนม ตวัอยา่งละ 25 กรัม ใส่ในถุง stomacher 

ขั�นตอนที� 2 เติม buffered peptone water ปริมาณ 225 มิลลิลิตร เขยา่ตวัอยา่งให้กระจายใน

อาหารเลี�ยงเชื�อ Buffered peptone water ดว้ยเครื�อง Stomacher 

ขั�นตอนที� 3 นาํไปบ่มเพาะเชื�อในตูบ้่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั�วโมง 

ขั�นตอนนี� จะได ้Pre-enrichment ซึ� งจะช่วยให้เชื�อซัลโมเนลลาที�ปนเปื� อนในตวัอยา่งที�มีจาํนวนนอ้ย 

หรือบาดเจบ็ที�มีอยูใ่นอาหารฟื� นตวั และเพิ�มปริมาณมากขึ�นทาํใหโ้อกาสตรวจพบเชื�อมากขึ�น 

ขั�นตอนที� 4 เขย่า Pre-enrichment medium ให้เขา้กนั จากนั�นถ่ายลงในหลอดทดสอบที�มี

อาหารเลี�ยงเชื�อ 10 มิลลิลิตร ซึ� งจะใชอ้าหาร 2 ชนิด คือ 

1)  Rappapost Vassiliadis Soya (RVS) broth ถ่ายเชื�อจากอาหารเลี�ยงเชื�อใน     

ขั�นตอน Pre-enrichment ในปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้ครื�อง vortex แลว้นาํไปบ่มใน

ตูบ้่มอุณหภูมิ 41.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



102 

2)  Muller-kauffman tetrathionate brilliant green (MKTTn) broth ถ่ายเชื�อจาก

อาหารเลี� ยงเชื�อในขั�น Pre-enrichment ในปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยใช้เครื�อง vortex 

แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ซึ� งในขั�นตอนนี� เรียกว่า 

Selective enrichment สารยบัย ั�งที�มีใน selective enrichment จะช่วยในการยบัย ั�งการเจริญของ

จุลินทรียแ์ข่งขนัอื�นๆ ที�ไม่ใช่เชื�อซลัโมเนลลาขณะเดียวกนัเชื�อซลัโมเนลลาที�แข็งแรงจะทนต่อสาร

ยบัย ั�งต่างๆ และเพิ�มจาํนวนมากขึ�นในอาหารเพาะเลี�ยง 

ขั�นตอนที� 5 นาํเชื�อในขั�นตอน Selective enrichment มาทาํการเขี�ยเพาะเลี� ยงเชื�อในอาหาร 

Xyloce Lysine Deoxycholate (XLD agar) และ Hektoen Enteric Agar เนื�องจากการใชอ้าหารแข็ง

เพาะเลี�ยงเชื�อสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งเชื�อซลัโมเนลลา และเชื�อแบคทีเรียลาํไส้อื�นๆได ้โดย

อาศยัหลกัการของการหมกัยอ่ยนํ� าตาล เช่น นํ� าตาลแลกโตส ซึ� งเชื�อซลัโมเนลลาไม่สามารถหมกัยอ่ย

ย ํ�าตาลได ้

ขั�นตอนที� 6 เลือกโคโลนีที�สงสัยว่าเป็นเชื�อซัลโมเนลลาเก็บลงในหลอดอาหาร TSA ซึ� ง

โคโลนีที�สงสัยวา่เป็นเชื�อซลัโมเนลลาบนอาหารเพาะเลี�ยงเชื�อจะมีลกัษณะดงันี�  

- XLD agar: ลักษณะโคโลนีจะกลมใส มีหรือไม่มีจุดสีดําของการเกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟดใ์นโคโลนี 

- Hektoen Enteric Agar ลกัษณะโคโลนีจะมีหรือไม่มีจุดสําดาํของการเกิด

ไฮโดรเจนซลัไฟดใ์นโคโลนี 

 ทาํการถ่ายเชื�อโดยใช้เข็มเขี�ยโคโลนีลกัษณะดงักล่าวมา 3-5 โคโลนี ถ่ายลงในหลอด

อาหาร TSA แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั�วโมง 

 ขั�นตอนที� 7 ทาํการทดสอบคุณสมบติัทางชีวเคมี เนื�องจากเชื�อแบคทีเรียลาํไส้บางชนิด

สามารถสร้างโคโลนีลักษณะคล้ายซัลโมเนลลามากในอาหาร อาจทาํให้เลือกโคโลนีผิด ซึ� งใน

ขั�นตอนนี� จะตรวจสอบเพื�อหาแนวโน้มที�จะพบเชื�อซัลโมเนลลาในตวัอย่าง โดยนาํเชื�อจากหลอด

อาหาร TSA ถ่ายลงใน Triple sugar iron (TSI) agar, Lysine-Lndole-Medium (LIM) และยเูรีย (Urea) 

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง 

1) TSI agar 

 - นาํเชื�อจากขา้งตน้มา Streak และ Stab ลงในอาหาร TSI แลว้บ่มที� อุณหภูมิ 37+1 

องศาเซสเซียสนาน 24+3 ชั�วโมง 

 - การอ่านผล :   

  - K/A  - Slant  เป็นสีแดง, Butt เป็นสีเหลือง 

  - A/A  - Slant  เป็นสีเหลือง, Butt เป็นสีเหลือง 

  - H2S
+  - บริเวณ Butt เป็นสีดาํ  (สร้าง  Hydrogen sulfide) 

  - H2S
-  - บริเวณ Butt ไม่เปลี�ยนสี  (ไม่มีการสร้าง  Hydrogen sulfide) 
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  - g+     -มีการสร้างก๊าซ 

  - g-     -ไม่มีการสร้างก๊าซ 

- Salmonella spp. จะใหผ้ลเป็น K/A, H2S
+, g+หรือ g- 

2) Urea agar 

 - นําเชื�อจากข้างตน้มา Streak ลงบน Urea Slant แล้วบ่มที�อุณหภูมิ        

37+1 องศาเซสเซียส นาน 24+3 ชั�วโมง 

- การอ่านผล :   

  - ผลบวก  อาหารจะเปลี�ยนสีจากชมพอู่อนเป็นชมพเูขม้ขึ�น (rosepink) 

  - ผลลบ   อาหารจะเปลี�ยนสีจากชมพอู่อนเป็นเหลือง 

 - Salmonella spp.  จะใหผ้ลเป็นลบ 

3) LIM ดู ปฏิกิริยา Indole 

 - นาํเชื�อขา้งตน้ใส่ลงในหลอดที�บรรจุ แลว้ทาํการบ่มที�อุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียส

นาน 24+3 ชั�วโมง แลว้นาํมาเติม Kovacs reagent 3 หยด 

 - การอ่านผล: 

  - ผลบวก  จะเกิดวงแหวนสีแดง 

  - ผลลบ   ไม่เปลี�ยนสี และไม่เกิดวงแหวนสีแดง 

  - Salmonella spp.  จะใหผ้ลเป็นลบ 

 ขั�นตอนที� 8 การทดสอบยืนยนัคุณสมบติัทางเซรั�มวิทยาเพื�อตรวจ group ของเชื�อ            

ซลัโมเนลลา โดยหยด agglutinating antiserum ชนิด A-I ลงบนสไลด์ที�สะอาด แลว้ใชลู้ปเขี�ยเชื�อจาก 

TSA หรือ NA slant เกลี�ยเชื�อให้ทั�วหยดของ antiserum บนสไลด์สังเกตการตกตะกอนของเชื�อใน

หยด antiserum ถา้เป็นเชื�อซลัโมเนลลาจะเกิดการตกตะกอนของเชื�อขึ�น ถา้ไม่ใช่เชื�อจะละลายอยูใ่น

หยดของ antiserum ขาวขุ่นเหมือนนํ�านมทั�งหยด 

 ขั�นตอนที� 9 ส่งตรวจวิเคราะห์ยืนยนั เพื�อหาเซโรวาร์ของเชื�อซัลโมเนลลาที� WHO 

Salmonella – Shigella center กรมพยาธิชีววทิยาคลีนิก กรมวทิยาศาสตร์การแพทย ์
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ชั�งตวัอยา่งอาหาร 25 กรัมลงในถุงแลว้เติม Buffered peptone water 225 มิลลิลิตร 

 

นาํไปตีป่นโดยเครื�อง Stomacher Circulator นาน 1 นาที 

 

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั�วโมง 

 

ดึงตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร ลงในอาหาร MKTTn broth  

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั�วโมง 

 

ส่วน RVS soy broth ดึงนํ�าตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร 

บ่มที�อุณหภูมิ 41.5 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั�วโมง 

 

นาํมา Streak บนอาหาร XLD agar และ Hektoen agar 

 

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั�วโมง 

 

คดัเลือกโคโลนีที�สงสัย 3-5 โคโลนี เพื�อนาํมาทดสอบยนืยนัผลโดยชีวเคมี 

 

บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั�วโมง 

ตรวจยนืยนัทางซีรั�มวทิยา 

 

 

ภาพที� ข1: ขั�นตอนของวธีิการตรวจสอบแบบมาตรฐานของ Salmonella spp. (ISO 6579) 
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ภาคผนวก ค 

วธีิวเิคราะห์ทางเคมี 

 

ค.1 การวเิคราะห์หาปริมาณกรดแลคติก โดยวธีิ titratable acidity (AOAC, 1990) 

นาํตวัอยา่งส่วนใสที�ทาํการปั�นเหวี�ยงเอาเซลล์จุลินทรียอ์อกแลว้มา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในฟลาสก์

ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วทาํการเจือจางส่วนใสด้วยนํ� ากลั�น 25 มิลลิลิตร หยดฟีนอล์ฟทาลีน              

2-3 หยดจากนั�นไตเตรตดว้ยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 นอร์มอล คาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์รด

แลคติกโดยใชส้มการดงันี�  
เปอร์เซ็นตก์รดแลคติก  = นํ�าหนกัโมเลกุลของกรดแลคติก x ปริมาตร NaOH ที�ใช ้x ความเขม้ขน้ของ NaOH x100 

1,000 x ปริมาตรของตวัอยา่งที�ใช ้

หมายเหตุ: นํ�าหนกัโมเลกุลของกรดแลคติก (C3H6O3) = 90.8 กรัมต่อโมล 

 

ค.2 การวดัค่าพเีอช (pH) โดยใช้เครื�องวดัพเีอช 

นาํตวัอยา่งนํ�าหมกั 5 มิลลิลิตรวดัค่าพีเอชโดยใชเ้ครื�องวดัพีเอช (pH-meter) (Inolab, Germany)  

 

ค.3 การวเิคราะห์ปริมาณความชื�น (AOAC, 2000) 

อบถว้ยอลูมิเนียมในตูอ้บที�อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส จนนํ� าหนกัคงที�ทาํให้เยน็ใน desiccators 

นาํมาชั�งนํ� าหนกัที�แน่นอน ชั�งตวัอยา่ง 3 กรัม ใส่ลงในถว้ยอลูมิเนียมที�อบแห้งและบนัทึกนํ� าหนกัที�

แน่นอนจากนั�นนาํถว้ยอลูมิเนียมที�บรรจุตวัอยา่งเขา้อบที�อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 

30 นาที นาํเอามาใส่ใน desiccators ทิ�งไวใ้ห้เยน็ที�อุณหภูมิห้อง แลว้นาํไปชั�งนํ� าหนกั อบครั� งละ 30 

นาที จนไดน้ํ� าหนกัคงที�ซึ� งค่าที�ไดจ้ะแตกต่างกนัไม่เกิน 2 มิลลิกรัม จดนํ� าหนกัที�นอ้ยที�สุดของถว้ย

อลูมิเนียม และนํ�าหนกัตวัอยา่งหลงัจากอบแหง้แลว้ 

 การคาํนวณหาเปอร์เซ็นตค์วามชื�นจากสูตร 

เปอร์เซ็นตค์วามชื�น = นํ�าหนกัที�หายไป (กรัม) X 100 /นํ�าหนกัตวัอยา่ง (กรัม) 

 

ค.4 การวัดค่าวอเตอร์แอคติวิตี� (Water Activity; Aw) (AOAC, 2000) โดยใช้เครื�องวดั Water 

Activity (Aw) ยี�หอ้ AQUALAB รุ่น 4TE 

บรรจุตวัอยา่งไม่นอ้ยกวา่ครึ� งหนึ�งของลงในภาชนะวดั ปิดฝาเครื�อง หมุนปุ่มวดัเพื�ออ่านค่า รอจน

เครื�องทาํงานเสร็จจะมีเสียงเตือน จากนั�นทาํการบนัทึกค่า Aw ที�ได ้
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ค.5 การวดัค่าความขุ่นของเซลล์  

โดยอาศยัการวดัค่าการดูดกลืนแสงนาํตวัอยา่งสารแขวนลอยเซลลม์าเจือจางดว้ยโซเดียมคลอ

ไรด์ ความเขม้ขน้ 0.9 เปอร์เซ็นต ์โดยนํ� าหนกัต่อปริมาตร ให้มีค่าอตัราการเจือจางที�เหมาะสม นาํไป

วดัค่าความขุ่นที� 660 นาโนเมตร ดว้ยเครื�องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์โดยค่าที�เหมาะสมควรอยู่ในช่วง 

0.05-0.5 

 

ค.6 นํ�าหนักเซลล์แห้งโดยวธีิการอบแห้ง  

นาํนํ�าหมกัมาปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ลา้งตะกอนเซลล ์

2 ครั� ง ดว้ยนํ� ากลั�นแลว้นาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที จากนั�น

นาํไปอบที�อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนแหง้ แลว้ใส่ในเดซิเคเตอร์ครึ� งชั�วโมง ก่อนนาํไปชั�งนํ� าหนกั

แหง้ โดยคาํนวณหานํ�าหนกัแหง้ ดงัสมการ 
 

นํ�าหนกัแหง้ (กรัม/ลิตร) = นํ� าหนกัหลอดทดสอบและเซลลแ์หง้ (กรัม) – นํ� าหนกัหลอดทดสอบ (กรัม) x 1000 

ปริมาตรตวัอยา่ง (มิลลิลิตร) 

 

ค.7 การวเิคราะห์ปริมาณนํ�าตาลกลูโคสด้วยวธีิดีเอน็เอส (Miller, 1959) 

นาํตวัอยา่งนํ�าหมกัมาทาํการเจือจางให้ไดค้วามเขม้ขน้ที�เหมาะสม (เจือจางโดยใชส้ารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์) แลว้ดูดตวัอย่างนํ� าหมกัที�เจือจางแลว้ 0.5 มิลลิลิตร     

ลงในหลอดทดลองตวัอย่างละ 2 หลอด เติมสารละลายดีเอ็นเอส (3,5-dinitrosalisilic acid; DNS) 

หลอดละ 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื�อเดียวกนัดว้ยเครื�องผสมจากนั�นหุ้มปากหลอดดว้ยกระดาษ

อลูมิเนียมนาํไปตม้ในนํ�าเดือดเป็นเวลา 10 นาที แลว้นาํไปแช่นํ�าเยน็ทนัที 5 นาที เติมนํ� ากลั�น ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเนื�อเดียวกนั จึงนาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 540 นาโนเมตร 

คาํนวณปริมาณนํ�าตาลกลูโคสโดยสมการ 

ปริมาณนํ�าตาลกลูโคส (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)   =  As x D 

       Slope 

หมายเหตุ: As = ค่าดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง, D = ค่าเจือจาง, Slope = ค่าความชนัจากกราฟ

มาตรฐาน 
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ภาคผนวก ง 

การวเิคราะห์ไบโอจีนิกเอมนี 

 

ง.1 วิธีการวิเคราะห์หาปริมาณของสารไบโอจินิกเอมีนโดยเทคนิค HPLC (Yongsawatdigul และ 

Udomporn, 2004) 

1. การวิเคราะห์ไบโอเจนิกเอมีนโดยใช ้ Internal standard ทาํการสกดัไบโอเจนิกเอมีนใน

อาหาร Nham Model Broth, (NMB) ทาํการเก็บตวัอยา่งโดยนาํอาหารเลี�ยงเชื�อปริมาตร1 มิลลิลิตร           

ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจปั์�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีนาน 5 นาที 

2. นาํส่วนใสที�ปราศจากเซลล์ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจเ์ติมสารละลาย

ไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 0.1 นอร์มลั ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยใชเ้ครื�องวอร์เท็กซ์ 

เป็นเวลา 7 นาที ปั�นที�ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  

3. นาํส่วนใสปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 10 มิลลิลิตร เติม internal 

standard (ความเขม้ขน้ 0.125 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั โดยใช้

เครื�องวอร์เทก็ซ์  

4. เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 0.2 นอร์มลั ปริมาตร 100 ไมโครลิตร

ผสมให้เขา้กนัโดยใชเ้ครื�องวอร์เท็กซ์ เติมสารละลายอิ�มตวัของโซเดียมไบคาร์บอนเนตปริมาตร 150 

ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้ครื�องวอร์เทก็ซ์ 

5. เติมสารละลาย dansyl chloride ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยใชเ้ครื�องวอร์เท็กซ์ 

เป็นเวลา 30 วนิาที บ่มที�อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที  

6. เติมสารละลายแอมโมเนียมความเขม้ขน้ 28 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร          

ผสมให้เขา้กนัโดยใชเ้ครื�องวอร์เท็กซ์เป็นเวลา 30 วินาที นาํไปปั�นที�ความเร็ว 2,500 รอบต่อนาทีเป็น

เวลา 30 นาที 

7. ทาํการกรองส่วนใสดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมครอน นาํสารละลายที�ผา่นการกรอง

แลว้ฉีดเขา้เครื�อง HPLC จาํนวน 5 ไมโครลิตร ทาํการตรวจวดัหาพิ�นที�พีคที�ความยาวคลื�น 254 นาโน

เมตร เวลาในการวิเคราะห์ 55 นาที จากนั�นนาํพีค (peak area) ของตวัอย่างต่อพื�นที�พีค internal 

standard ไปอ่านค่าไบโอจีนิกเอมีนจากกราฟมาตรฐาน 
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ภาพภาคผนวกที� ง1 กราฟมาตรฐานของไทรามีน 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง2 โครมาโตรแกรมของสารละลายมาตรฐานของไทรามีนที�ความยาวคลื�น 

254 นาโนเมตร 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง3 โครมาโตรแกรมของตวัอยา่งควบคุมที�มีกรดอะมิโนไทรโรซีน  
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ภาพภาคผนวกที� ง4 โครมาโตรแกรมของตวัอยา่งเชื�อ P. pentosaceus TISTR 536           ของ

การหมกัวนัที� 1 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง5 โครมาโตรแกรมของตวัอยา่งเชื�อ W. cibaria  KMITL QU21 ของการ

หมกัวนัที� 1 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง6 โครมาโตรแกรมของเชื�อ P.  pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria  

KMITL- QU21 ของการหมกัวนัที� 1 
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ภาพภาคผนวกที� ง7 โครมาโตรแกรมของเชื�อ P. pentosaceus TISTR536                       ของ

การหมกัวนัที� 3 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง8 โครมาโตรแกรมของเชื�อ W. cibaria  KMITL QU21 ของการหมกั   

วนัที� 3 

 

 
ภาพภาคผนวกที� ง6 โครมาโตรแกรมของเชื�อ  P.  pentosaceus TISTR 536 กบั W. cibaria  

KMITL- QU21ของการหมกัวนัที� 3 
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ภาพภาคผนวกที� ง7 ผลการสร้างไบโอเจนิกเอมีนบนอาหารแข็ง Improved medium โดยแบคทีเรียแลคติก สายพันธ์ุ P. pentosaceus TISTRP536, P. pentosaceus 

M13, Lb. plantarum NF38,  Lb. plantalum SS7 

 

แบคทีเรียแลคติก (LAB) 
Amino Acid 

Tyrosine Lysine Histidine Ornithine 

P. pentosaceus TISTR 536 

 

 

 

 

P. pentosaceus M13 

 

 

 

 

L. plantalum NF38 

 

 

 

 

L. plantalum SS7 
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ภาคผนวก จ 

แบบทดสอบทางประสาทสัมผสั 

ผลิตภณัฑแ์หนมสุทธิลกัษณ์ 

 
วนัที�ทาํการทดสอบ………………………………… 

ชื�อผูท้ดสอบ…………………………………………   

เพศ ….ชาย  ....หญิง 

อาย ุ o ตํ�ากวา่15 ปี o 15-30 ปี o31-45 ปี o 45-60 ปี o มากกวา่ 60 ปี 

 

โปรดใหค้ะแนนระดบัความชอบต่อผลิตภณัฑแ์หนมที�ท่านกาํลงัทดสอบชิมโดยให้คะแนน

ระดบัความชอบดงันี�  

1= ไม่ชอบมากที�สุด 2 = ไม่ชอบมาก 3 = ไม่ชอบปานกลาง 4 = ไม่ชอบเล็กนอ้ย    

5 = เฉยๆ       6 = ชอบเล็กนอ้ย 7 = ชอบปานกลาง 8 = ชอบมาก 9 = ชอบมากที�สุด 

 

คุณสมบติัทางกายภาพ 
รหสัตวัอยา่ง 

839 410 

สีของแหนม   

เนื�อสัมผสัของแหนม   

กลิ�นของแหนม   

ความเปรี� ยวของแหนม   

รสชาติของแหนม   

ความชอบโดยรวม   

 

ข้อเสนอแนะ………………………………………………………………………………

……………………………………………………………………………………………………….

.……………………………………………………………………………………………………

ขอขอบคุณทุกท่านที�ใหค้วามร่วมมือ 
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ประวตัิผู้เขยีน 
 

ชื�อ-นามสกุล  นางสาว ณฐัฐินี จรกา 

 วนั เดือน ปีเกิด  19 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2535  

ที�อยู ่   58 ซอยอ่อนนุช 41 แขวงสวนหลวง เขตสวนหลวง ถนนอ่อนนุช 

จงัหวดั กรุงเทพมหานคร 10250 

ประวติัการศึกษา - พ.ศ. 2556 จบการศึกษาปริญญาตรี หลักสูตรวิทยาศาสตร์บณัฑิต      

คณะอุตสาหกรรมเกษตร สาขาวิชาเทคโนโลยีการหมัก  สถาบัน

เทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

- พ.ศ. 2557 ศึกษาต่อในหลกัสูตรวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาการ

จดัการความปลอดภยัอาหาร คณะอุตสาหกรรมเกษตร สถาบนัเทคโนโลยี

พระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

 

ประวติัการทาํงาน - พ.ศ. 2557 ผูช่้วยนกัวิจยั เรื�องการประเมินความเสี�ยงดา้นจุลินทรียต์าม

สุขลักษณะที�ดีของร้านอาหารกิจกรรมที� 5 การวิจยัและประเมินความ

เสี� ยงด้านอาหารปลอดภัย ภายใต้โครงการ “การพฒันาอุตสาหกรรม

อาหารของไทยให้เป็นครัวอาหารคุณภาพของโลก” ปีงบประมาณ 2557 

(Thailand Food Quality to the World) 
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