
อุปกรณ์แล

วัสดุอุปกรณ์
1. อุปกรณ์และเกมภัณฑ์ท่ีใช้ในการทดลอง

1.1 อุปกรณ์
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น UV-160A ของบริษัท 

Shimadzu, Japan.
ตูลามินาโฟ่ลว (Laminar flow) รุ่น B V -126 ของบริษัท International 

Scientific Supply, Thailand.
เครื่องวัดความเปีนกรดเป็นด่างรุ่น 43 ของบริษัท Beckman, USA.
เค ร ื่องห ม ุน เห ว ี่ยงป ร ับ ความ เย ็น  (Refrigerated centrifuge) รุ่น SCR 20B 

ของบริษัท Hitachi, Japan.
กล้องจุลทรรศน์รุ่น CHS ของบริษัท Olympus Optical, Japan.
หม้อนงอัดไอ (Autoclave) รุ่น HA-3D ของบริษัท Hirayama, Japan.
ตูแช่เยือกแข็งอุณหภูม ิฅ ํ่า (Deep freezer) อุณหภูมิ -20°ช. รุ่น A ของบริษัท 

Kelvinator, SAUD.
กระดาษกรอง (Filter paper) ชนิด qualitative ของบริษัท Toyo Roshi 

Kaisha, Japan.
กระดาษกรอง (M icrom em brane fitter) รุ่น Supor-200 ของบริษัท Gelman 

Sciences, USA.
Cellulose TLC plastic sheet Art.5577 ของบริษัท Merck, Germany.
คิวเวท (Cuvet) ชนิด S-10SM ของบริษัท Sigma, USA.
อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูม ิ (Water bath) รุ่น Thelco84 ของบริษ ัท Precision 

Scientific, USA.
เครื่องผสมสาร (Vortex mixture) รุ่น K-550-GE ของบริษัท Scientific 

Industries, USA.
เครื่องวัดความหนืด (Viscometer) รุ่น RD:2:H2 ของบริษ ัท Rheology
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Shannon, USA.
เครองา]น (Molinex) รุ่น MX-T201GN บริษัท Matsuta, Japan.
เครื่องช ั่งละเอ ียดทศนิยม 5 ตำแหน่ง รุ่น 1062 MP8-1 ของบริษ ัท Sartorius, 

Germany.
เครื่องช ั่งละเอ ียดทศนิยม 3 ตำแหน่ง รุ่น 518 ของบริษัท Sartorius,

Germany.
เครื่องช ั่งละเอ ียดทศนิยม 2 ตำแหน่ง รุ่น BA610 ของบริษ ัท Sartorius,

Germany.
ตู้บ ่มเชอ (Incubator) รุ่น Thelco 6 ของบริษัท Precision Scientific, USA. 
ตู้บ ่มเชื้อ (Incubator) รุ่น B-60 และ UM 100 ของบริษัท Memmert, 

Germany.
หลอดแสงอัลตราไวโอเลต (UV-light lamp) รุ่น TL-900/U ของบริษัท 

Lamag, Switzerland.
เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูม ิ (Incubator shaker) รุ่น INNOVA 4230 และ 

Giogyrotory Shaker ของบริษัท Brunswick Scientific, USA.
ตู้อบฆ่าเช ือลมร้อน (Hot air oven) รุ่น T5090E ของบริษัท Haraeus,

Germany

1.2 เคมีภัณฑ์
โซเดยมแอชเทต (Sodium acetate) ของบริษัท Merck, Germany.
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (Hydrogen peroxide) ของบริษัท Carlo, USA.
โซเดยมคลอไรด (Sodium chloride) ของบริษัท BDH Chemical, England.
บรอมไทมอลบูล (Bromthymol blue) ของบริษัท BDH Chemical, England. 
โบรโมคลีชอลเพอร์เพ ิล (Bromocresol purple) ของบริษัท May and Baker, 

England.
อเธอร (Ether) ของบริษัท Merck, Germany.
า]นอลฟธาลน (Phenolphthalein) ของบริษัท Merck, Germany.
ไอโอดนคริสทัล (Iodine crystal) ของบริษัท Carlo Erba, USA.
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ซัลฟรานิน (Safranin) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
คร ิสษ ัลเวโอเลต (Crystal violet) ของบริษัท Merck, Germany.
อิมเมอรชันออยล (Immersion oil) ของบริษัท Merck. Germany.
เอทานอล (Ethanol) ของบริษัท Clinac, Thailand.
เมทานอล (Methanol) ของบริษัท Merck, Germany.
นิวทรอลเรด (Neutral red) ของบริษัท Merck, Germany.
เอทธิลแอซีเทต (Ethyl acetate) ของบริษัท Merck, Germany.
กรดซ ัลฟฒ ิล ิกโซเด ียม (Sulfanilic acid Sodium) ของบริษัท Merck, 

Germany.
ไดเมทธิลอัลฟาแนฟธาลามิน (Dimethy 1-a-napthalamine) ของบริษัท May 

and Baker, England.
กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) ของบริษัท May and Baker,

England.
ผงถ่านกำษันต (Activated carbon) ของบริษัท May and Baker, England. 
แอมโมเนียมซิ เทรด (Ammonium citrate) ของบริษัท Merck, Germany.
ไพริคน (Pyridine) ของบริษัท May and Baker, England.
แคลเซยม คารบอเนต (Calcium carbonate) ของบริษัท BDH Chemical, 

England.
ทริส-ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ของบริษัท Sigma Chemical, USA. 
เอนไซม์-ด ี-แล็กเทตดีไฮโดรจีเนส (D-Lactate dehydrogenase) ได ้1จากเชือ 

L. le ich m an n ii ของบริษัท Boehringer Mannheim 
เอนไซม-แอล-แลกเทตดีไฮโดรจเนส (L-Lactate dehydrogenase)

ได้จากกล้ามเนอของกระต่าย ของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany 
ดีแอล-แลกติกแอสิด (DL-lactic acid) ของบริษัท Fuka, Switzerland 
นิโคตินาไมด อะดีนน เดนิวคล่โอไทด (Nicotinamide adenine 

dinucleotide) ของบริษัท Boehringer Mannheim, Germany 
ไดโพแทสเซ้ยม เฮโดรเจนพ่อสเพ่ต (Dipotassium hydrogen phosphate) ของ 

บรษัท Merck, Germany.
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โพแทสเซียม 1ดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Potassium dihydrogen phosphate) ของ 
บริษัท Merck, Germany.

แอมโมเนยมโดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Ammonium dihydrogen phosphate)
ของบริษ ัท May and Baker, England.

แมกนเชยมชัลเฟต (Magnesium sulphate) ของบริษ ัท May and Baker, 
England.

เฟ ่อรรัสซัลเฟ ่ต (Ferrous sulphate) ของบริษัท May and Baker, England.
แมงกานสชัลเฟต (Manganese sulphate) ของบรษัท M erck, Germany. 
โพแทสเซียมคลอไรด (Potassium chloride) ของบริษ ัท Fluka Garantie, 

Germany.
โซเดยม เฮดรอกโชค (Sodium hydroxide) ของบริษ ัท M erck, Germany.
โฮดรอกชลามนไฮโดรคลอโรค (Hydroxylamine hydrochloride) ของบริษ ัท 

Merck. Germany.
แอลฟาแนพทอล (Ot-naphtol) ของบริษัท Merck, Germany 
คอปเปอรซัลเฟ ่ต (Copper sulphate) ของบริษัท Merck, Germany.
เฟ ่อรริคช ิเทรต (Ferric citrate) ของบริษัท Merck, Germany. 2

2, อาหารเล้ียงเช้ือ
ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract) ของบริษัท Oxoid, England.
แบคโทเบ่บ ่โตน (Bacto peptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
โพลีเปปโตน (Polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA.
แคลเซียมคารบอเนต (Calcium carbonate) ของบริษ ัท Vidyhasom, Thailand. 
แอล-อะราบโนส (L-arabinose) ของบริษัท Merch, Germany.
ด ี-ฟรักโทส (D-fructose) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
ด ี-กาแล็กโทส (D-galactose) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
ดี-แล็กโทส (lactose) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
ดี-ซ ูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany.
ด ี-เชลโลไบโอส (D -cellobiose^องบริษัท Sigma, USA.
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แป้ง (Starch) ของบริษัท Merck, Germany.
ด-!ซโลส (D-xylose) ของบริษัท Merck, Germany 
มอลโทส (Maltose) ของบริษัท Sigma, USA.
เมลิโบโอส (Melibiose) ของบริษัท Fluka, Switzerland.
แอล-ราพ่พ ัโนส (L-raffinose) ของบริษัท Fluka, Switzerland. 
เอสคูลิน (Esculin) ของบริษัท Sigma, USA.
ดี-ไรโบส (D-ribose) ของบริษัท Sigma, USA.
นมยูเอชทีตรามะลิ ของบริษ ัทอุตสาหกรรมนมไทย, ไทย 
นมผงขาดมันเนย (Skim milk) ของบริษัท Merck, Germany. 
มันฝรั่ง จากตลาดสามย่าน
มะเขือเทศ "
ผักกาดเขียวปลี "
กะหลํ่าปลี "
แครอท "
ขิง
พริก "
นมเปรี้ยวพร้อมดื่มตราโยโมสต์ ของบริษ ัทโฟโมสต์ ไทย

3. ชุลินฑรีย์
เช ื้อแล ็กต ิกแอส ิดแบ คท ีเร ียได ้มาจากการแยกเช ือจากอาห ารชน ิดต ่างๆของ 

รศ.ดร.สมบ ูรณ ์ ธนาศุภวัฒน์ จำนวน 21 สายพันธุ และได้จากสถาบ ันวิจ ัยว ิทยาศาสตร์และ 
เทคโนโลยีแห ่งประเทศไทย (วท.) 2 สายพันธุ

เช ือที่ใช้ทดสอบ จากภาควิชาจุลชีววิทยา 3 สายพันธุ คือ
- S ta p h y lo co ccu s aureus ATCC 25923
- B acillu s  su b tilis  ATCC 6633

E scherich ia  co li ATCC 25922
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ขันดอนและวิธีการดำเนินงานวิจัย
1. การคัด!ลอกเชอ L a c t o b a c i l l u s  species จาก 23 สายพันธุ

1.1 การวิเคราะห์ปริมาณกรดจากการใช้กลูโคสของเชือ (Meade and 
Chen, 1977)

1.1.1 นำเชือที่เลียงในอาหารเหลว Glucose Yeast Peptone Beef 
(GYPB) (ภาคผนวก ก หมายเลข 5) ท่ีมีอายุ 1-2 วัน มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คลื่น 600 นาโนเมตร ปรับ O.D. (Optical density) เท่ากับ 0.5 เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเริ่มด้น 
ของเชอเท่ากัน

1.1.2 นำเชือ (จากข้อ 1.1.1) 1% ปริมาตร/ปริมาตร มาเลียงใน 
อาหารเหลว GYPB 3 วัน ท่ี 30°ซ นำไปป่นให้เซลล์ตกตะกอนดูดของเหลวส่วนใส 
(supernatant) มา 4 มล. นำมาวิเคราะห์หาปริมาณกรดแล็กติกทังหมด (ดำเนินการตามภาค 
ผนวก ค หมายเลข 3.2)

1.1.3 ดูดของเหลวส่วนใส (supernatant) 1 มล. มาทำปฏิกิริยากับ 
รีเอเจนท์ ตามวิธีของ Fehlinglehman schoorl เพ้อหาปริมาณกลูโคสทเชอใช้'!ป (consumed 
glucose) (ดำเนินการตามภาคผนวก ค หมายเลข 3.2) (Tanasupawat and Daengsubha, 1983)

1.2 การทดสอบการสร้างไดอะเชตทิล และการวิเคราะห์ผนังเซลล์
1.2.1 การทดสอบการสร้างไดอะเซตทัล (Phalip et ni. 1994)

นำเชื้อแล็กติณเอสิตแบคทีเรียทัง 23 สายพันธุมาเพาะใน Modified MRS agar โดยปรับปรุง 
สูตรให้มีกลูโคส 10 มิลลิโมล มีโซเดียมซิเทรต 50 มิลลิโมล ไม ่ใส ่ beef extract และใส่ 
Tween 80 ร้อยละ 1.50 เพื่อช่วยในการกระจายตัว บ่มที่30°ซ เป็นเวลา 1 วัน แล้วนำไป 
หยดด้วย a-napthol และ creatine ถ้าอาหารเลียงเชือเปลี่ยนเปีนสีแดง แสดงว่าให้ผลเป็น 
บวก คือ สร้างไ.ดอะเซตทีล

1.2.2 การวิเคราะห์ผนังเซลล์ (Komagata and Suzuki, 1987) โดย 
นำเชื้อที่เลี้ยงในอาหารเหลว GYPB ที่ป่นที่ 3000 รอบ เป็นเวลา 10 นาที เพื่อให้เซลล์ตก 
ตะกอน นำเชลล์ที่ไต้หยดด้วย 6 นอร์มอล HCl 1 มล. นำไปอบที่ 100°ซ 18 ชม. หลังจาก 
นั้นทำให้เย็นแล้วนำ (Freeze drying) นำไปหยดบน TLC Plate No. 5577 และ 
developed ด้วย pyridine-methanol-water-6 N.HC1 (10 ะ 80 : 26 ะ 4) แล้วนำไปสเปรย์ด้วย
0.2% ninhydrin solution
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1.3 การวิเคราะห์ไอโซเมอร์ฃองกรดแล็กดิก (Okada and Toyoda, 1978) 
โดยนำกรดที่สกัดไดิใปทำปฏิกิริยากับ D หรอ L-lactate dehydrogenase รวมทัง NAD 
และตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวกลื่น 340 นาโน 
เมตร (ดำฌินการตามภาคผนวก ก หมายเลข 4)

1.4 การคัดเลือกแล็กดิกแอสิดแบคทีเรียที่สร้างสารยับยั้งเชื้อทดสอบ 
(Samelis et al, 1994)

1.4.1 เชื้อทดสอบที่ใช้ คือ ร. aureus ATCC 25923 ซึ๋งเปีนตัวแทน 
ของเชือรูปกลมแกรมบวก B. subtilis ATCC 6633 เป็นตัวแทนของเชือรูปแท่งแกรมบวก
E. coli ATCC 25922 เป็นตัวแทนของเชือรูปแท่งแกรมลบ

1.4.2 การเตรียมเชื้อทดสอบ
เพาะเลียงเชือทดสอบลงใน Nutrient agar slant (ภาค 

ผนวก ก หมายเลข 7) บ่มที่อุณหภูมิ 37°ซ เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง
ใส่เชือทดสอบร้อยละ 1 ของปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อใน 

อาหารวุ้น Mueller Hinton ที่หลอมเหลว ปริมาณ 4-5 มิลลิลิตร แล้วทำให้กระจายทั่ว เพ่ือ 
ใช้เป็น seed layer

- เทอาหารเลียงเชือที่มีเชือทดสอบ ลงบนอาหารแข็ง
Mueller Hinton ที่เทไว้ก่อน

เมื่ออาหารเลียงเชือแข็งแล้ว จึงวางถ้วยสเตนเลสบนผิว 
หน้าอาหาร โดยวาง 4 ถ้วย สำหรับใส่นำหมัก (fermentation broth) ที่ต้องการทดสอบและ 
อก 1 ถ้วย สำหรับใส่สารควบคุมต่อ 1 เพลท_ y

1.4.3 การเตรียมนำหมัก (fermentation broth)
เพาะเลียงเชือตัวอย่างที่คัดเลือกไว้ลงในอาหารเหลว 

MRS broth ปรับสูตรโดยเติมกลูโคสร้อยละ 1 (ภาคผนวก ก หมายเลข 6) ท ี่ใส ่ Sodium 
thioglycolate 0.1 ก,/ 100 มล. ในสภาวะปราศจากออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชั่วโมง

- นำไปป่นให้เชื้อนอนก้น ที่ความเร็ว 3000-4000 รอบ / 
นาที (rpm) เป็นเวลา 10-20 นาที

นำส่วนใสมาปรับความเป็นกรดด่าง ประมาณ 4.5-5.0
NaOH 1 นอร์มอล
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- กรองนำหมักที่ปรับความเปีนกรดด่างเรียบร้อยแล้วผ่าน
Micromembrane filter

1.4.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
ปีเปตนำหมักที่1!ล้จาสข้อ 1.4.3 ลงในค'พ วางทิ้งไว้ 15 

นาที เพื่อให้สารซึมลงในวุ้นที่ 4-10°ซ แล้วนำไปบ่มที่ 37°ซ 24 ชั่วโมง
- ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ โดยวัดเล้นผ่า 

ศูนย์กลางของบริเวณใส (Inhibition Zone)
- ตรวจสอบความสามารถในการยับยังเชือ โดยเปรียบ 

เทียบกับสารไนซิน (Nisin) ที่ความเข้มข้น 1:50, 1:200 และ 1:400

2. ก!รศึกษาคุณสมป๋ตทางสัณฐานวิทยา การเจริญ สรีรวิทยา และชีวเกที
จากผลการทดลอง ข้อ 1. ทำการคัดเลือกเชือโดยพิจารณาเชื้อซึ่งสามารถผลิต 

กรดแอล แล็กติก,ได้'ปริมาณสูง สร้างสารยับยั้งมา 2 สายพันธุ เปรียบเทียบกับเชื้อ L. 
plantarum P7-1 อีก 1 สายพันธุ โดยนำมาศึกษาคุณสมมัตทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา การ 
เจริญและชีวเคมี บางประการดังน

2.1 การตรวจสอบลักษณะรูปร่างเชลล์และโคโลน (Albert et al., 1992)
เข่ียเชีอ Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้และ P7-1 ซึ่งอยู่ในอาหารเหลว GYPB ลงบนสไลด์ 
ปิดด้วย cover glass แล้วนำไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ เพื่อดูลักษณะรูปร่างเชื้อ ขนาด สี 
การจัดเรียงตัวของเซลล์ (ภาคผนวก ข หมายเลข 1) และตรวจสอบลักษณะโคโลนบนอาหาร 
วุ้น GYPB

2.2 การทดสอบแคตาเลส (Gunther and White, 1961) เพาะเชือ 
Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้และ P7-1 ลงในอาหารวุ้น์ GYPB บ่มที่ 30°ช เปีนเวลา 3 
วัน แล้วนำมาหยดไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ลงไปที่โคโลที (ภาคผนวก ข หมายเลข 4) ถ้ามี 
แคตาเลสจะเห็นฟองเกิดข้น

2.3 การทดสอบไนเทรตรีดักชั่น (Skerman, 1967) เพาะเชื้อ Lactobacillus 
sp. ที่คัดเลือกได้และ P7-1 ลงใน Nitrate broth (ภาคผนวก ก หมายเลข 8) บ่ม 30°ช นาน 7 
วัน หยดสารละลาย A (ภาคผนวก ข หมายเลข 5) 3 หยด และหยดต่อด้วยสารละลาย B
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2.4 การสลายเจลาดิน (Gibbs, 1966) เพาะเช้ือ Lactobacillus sp. ท่ีกัด 
เลือกได้และ P7-1 ในอาหารเหลวเจลาดิน (ภาคผนวก ก หมายเลข 3) บ่ม 30°ซ นาน 7 
วัน ตรวจสอบโดยนำมาเลียงที่ 20°ช ล้าแบคทีเรียสลายเจลาดินได้ อาหารจะไม่แข็งตัวที่ 
อุณหภมินี

2.5 การสลายเอสควลน (aesculin) (Vaughn and Levine, 1942) เพาะเชอ 
Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้และ P7-I ในอาหารเหลวเอสค ิว ลิน (ภาคผนวก ก หมายเลข
1)แล้วๆนมไว้ท่ี 30°ซ นาน 7 วัน ตรวจผลโดยการสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหารเป็นสีนํ้าตาล 
ดำและการเกิดผลึกคล้ายปะการังขืน เนื่องจากการสลายเอสคิวลินเปีนเอสคิวลิ'ทิน(aesculetin) 
ได ้ แสดงว่าผลการทดสอบเป็นบวก

2.6 การสลายเม็ดเลือดแดง (Albert et al., 1992) เลี้ยงเช้ือ Lactobacillus 
sp. ที่กัดเลือกได้และ P7-1 บนอาหาร tryptose blood agar (ภาคผนวก ก หมายเลข 10) บ่ม 
ที่อุณหภูมิ 37°ซ นาน 1-3 วัน ล้าเกิดบริเวณใสรอบๆ โคโลนของเชือ แสดงว่าเชื้อสามารถ 
สร้างฮีโมไลซินออกมาย่อยเม็ดเลือดแดงได้ บันทึกผลเป็นบวก

2.7 การศึกษาลักษณะการเจริญเดิบโตที่อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง และ
เกลือระตับต่างๆ

2.7.1 ผลของอุณหภูมิ เลยงเชอ Lactobacillus sp. ทกัดเลือกได้ 
และ P7-1 ใน GYPB Broth แล้วนำไปบ่มที่อุณหภูมิ 10, 3 0 ,42°ซ

2.7.2 ความเป็นกรดด่าง เลียงเชือ Lactobacillus sp. ที่กัดเลือกได้ 
และ P7-1 ในอาหารเหลว GYPB แล้วปรับให้มีความเป็นกรด 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0 โดยใช้
1 นอร์มอล HC1 และปรับให้เป็นด่างที่ 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 โดยใช้ 1 นอร์มอล NaOH

2.7.3 โซเดียมคลอไรด์เลียงเชอ Lactobacillus sp. ที่กัดเลือกได้และ 
P7-1 ใน GYPB broth แล้วเดิมโซเดียมคลอไรด้ให้มีความเข้มข้นร้อยละ 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 
3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0

เมื่อการทดลองครบ 1 สัปดาห์ จึงดูผลการทดลองทัง 3 ข้อว่ามีการเจริญของ 
เชือหรือไม่จากความขุ่นของเชือที่ก้นหลอด ล้าอาหารเลียงเชือขุ่นแสดงว่าเชือสามารถเจริญ 
ได้'ที่ภาวะนันๆ

เขย่าแล้วสังเกตผลถ้ามีการรีดิวส์ไนเทรตสารละลายจะเป็นสีแดง แสดงว่าไนเตรทถูกรีดิวส์เป็น
ไนไตรท์
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 ̂ 2.8 การสร้างกรดจากการหมักคาร์โบไฮเดรต
2.8.1 เพาะเชือ Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้และ P7-1 ในอาหาร 

เหลว GYPB ซึ่งไม่เติมกลูโคส แต่เติมนำตาลชนิดอื่น คือ ซ ูโครส แล็กโทส ไซโลส
(xylose), เมลิไบโอส (melibiose) มอลโทส ฟรักโทส อะราบิโนส เซลโลไบโอส
(cellobiose) แรฟโนส (raffinose) กาแล็กโทส ไรโบส แป้ง โดยแยกชนิดของคาร์โบไฮเดรต 
ในแต่ละหลอด (ภาคผนวก ก หมายเลข 2)

2.8.2 หลังจากเพาะเชื้อแล้วบ่มไว้ที่ 30°ช นาน 3วัน
2.8.3 ตรวจผลการสร้างกรดโดยการไทเทรตลับ 0.1 นอร์มอล 

NaOH โดยใช้ Mixed indicator (ภาคผนวก ข หมายเลข 6) (ปีนอินดิเคเตอร์
2.9 การศึกษาอัตราการเจริญของเชื้อ

2.9.1 นำเชือ Lactobacillus sp. เชือที่คัดเลือกได้ 2 สายพันธ์และ 
L. plantarum อีก 1 สายพันธ์ มาเลียงในอาหารเหลว GYPB นาน 1 วัน อุณหภูมิ 30°ซวัด 
ความขุ่นโดยใช้เครื่อง spectrophotometer ปรับความขุ่นให้เท่าลับ 0.5 ท่ี 600 นาโนเมตร 
เพื่อให้ได้ความเข้มข้นเริ่มด้นของเชือเท่าลัน

2.9.2 ปิเปตเชื้อแต่ละชนิดในข้อ 2.9.1 มา 3 มล. ลงในฟลาสต์ที่ม่ 
อาหารเหลว GYPB 300 มิลลิลิตร

2.9.3 บ่มไว้ที่ 30°ซ แล้วสุ่มตัวอย่างเชือออกมาจำนวน 10 มล. ทุก
2 ชม. เปีนเวลา 24 ชม. แบ่งมา 3 มล. จากทุกตัวอย่างนำมาไทเทรตลับ 0.1 นอร์มอล 
NaOH จนอินดิเคเตอร์ผสมเปลี่ยนสีจากสีแดงเป็นสีเขียว บันทึกปริมาณโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ที่ใช้ไปนำมาคำนวณเป็นมิลลิกรัมของกรดแลีกติกที่เชือสร้าง และอีก 7 มล. นำมาวัด 
optical density ท 600 นาโนเมตร โดยใชเครอง spectrophotometer และวัดความเป็นกรด 
ด่างโดยใช้พีเอชมิเตอร์ รวบรวมผลทังหมดนำมาสร้างกราฟการเปลี่ยนแปลงพีเอช คว‘'‘มขุ่น 
และปริมาณกรดที่เชือสร้างขืนต่อระยะเวลาที่เชือเจริญเติบโต 3

3. การเฅรียมสตาร์ทเตอร์ในรูปเช้ือเหลวและผงเช้ือ
3.1 เชือเหลว นำเชือ Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้ 2 สายพันธ์ และ 

L. plantarum P7-1 มาเลียงในอาหารสูตรดัดแปลง Tamato Potato Glucose (TPG ภาค
ผนวก ก หมายเลข 9)
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 ̂ 3.1.1 ปิเปตเชือเหลวแต่ละชนิดจากหลอดอาหารเหลว GYPB ซ ึ่งได ้
ปรับความขุ่นให้เท่ากับ 0.5 ท่ี 600 นาโนเมตรมา 1 มล. เติมลงในฟลาสกัที่บรรจุ Tomato 
Potato Glucose (TPG) 100 มล.

3.1.2 บ ่มไว้ 30°ช เป็นเวลา 3 วัน
3.1.3 นำมาศึกษาอัตราการรอดชีวิตต่อไป

3.2 ผงเชอ (freeze dried powder) นำเชอ Lactobacillus sp. ท่กัดเลือกได้ 2 
สายพันธุ และ P7-1 รวมทังเชือที่ใช้เป็นโยเกิร์ตสตาร์ทเตอร์ (L. bulgaricus และ 
St. thermophilus)

3.2.1 เข่ียเชือ Lactobacillus sp. ที่กัดเลือกได้ 2 สายพันธุ และ 
P7-1 จากหลอดทดลองที่มีอาหารเหลว GYPB เพาะลงในฟลาสก์ที่มีอาหารเหลว GYPB 
500 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่ 30°ช เป็นเวลา 24 ชม.นำมาป็นที่ 4°ช ด้วยความเร็ว 4000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 15 นาที และเก็บส่วนเซลล์ไว้ ส่วนนํ้าเหนือเซลล์ทิ้งไป

ใส่ผงเชื้อของโยเกิร์ฅสตาร์ทเตอร์ร้อยละ 0.01 ลงในนม 500 
มล. บ ่มไว้ท ี่ 45°ช เป็นเวลา 24 ชม. นำไปปีนที่ 4°ช ด้วยความเร็ว 4000 รอบต่อนาที เป็น 
เวลา 15'นาที และเก็บส่วนเซลล์ไว้

3.2.2 เติมสารละลายแลีกโทส 12 กรัม หางนม 18 กรัม ในรท 
กลั่นปราศจากเชื้อ 30 มล. ลงในส่วนของเซลล์ (ข้อ 3.2.1) ผสมให้เข้ากันแบ่งใส่ขวดขวดละ 
20 มล. ในขวดขนาด 100 มล. และนำไปทำแห้งแบบเยือกแข็ง

3.2.3 เก็บผงเชือที่ได้ที่อุณหภูมิต่างๆ ดังต่อไปนี้ -20 , 10 , 30°ซ 
เพื่อศึกษาอัตราการรอดชีวิตต่อไป

3.3 การศึกษาอัตราการรอดชีวิตของเชื้อในสตาร์ทเตอร์ที่เตรียมได้
3.3.1 สุ่มตัวอย่างสตาร์ทเตอร์แต่ละรายการโดยเชือผงสุ่มมาตัวอย่าง 

ละ 0.5 กรัม ส่วนเชื้อเหลวสุ่มตัวอย่างมาครั้งละ 0.5 มล.
3.3.2 นำเชื้อที่ได้มาเจือจางตังต่อไปนี้

- ผงเชื้อ ละลายผงที่สุ่มมาในหลอดทดลองบรรจุสารละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปริมาตร 4.5 มล. ผสมให้เข้ากัน แล้วปิเปตสาร 
ละลายมา 0.5 มล. ลงในหลอดทดลองที่ 2 ที่บรรจุสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 
ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 4.5 มล. ทำเช่นนีจนได้สารละลายเจือจางความเข้มข้น 1 X îo’20
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- เชอเหลว ปิเปตเชึอเหลวมา 0.5 มล. ในหลอดทดลอง 
บรรจุสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 4.5 มิลลิลิตร และทำต่อไปเช่นเดียวกับเชือผง จนได้ 
สารละลายเจือจางความเข้มข้น 1x10 17

3.3.3 เลือก 5 ความเข้มข้นสุดท้ายของเชือผงและเชือเหลวมานับ 
จำนวนเชือโดยปีเปตสารละลายแต่ละหลอด มา 1 มล. ต่อเพลท แล้วเทอาหารวุ้น GYPB- 
CaC03 (ภาคผนวก ก หมายเลข 4) ประมาณ 20 มล. ต่อเพลทเขย่าให้เข้ากัน

3.3.4 บ่มที่ 30°ช นาน 3 วัน อ่านผลและคำนวณจำนวนเชื้อต่อกรัม
หรือมิลลิลิตรตามสูตร

จำนวนเชื้อต่อกรัม = จำนวนเชื้อที่น ับได้ใน 1 เพลท X  10แ
นำหนักตัวอย่าง (กรัม)

(สำหรับผลิตภัณฑ์ที่เปีนของแข็ง)

จำนวนเชือต่อมล. 

(สำหรับเชือเหลว)

จำนวนเชื้อที่น ับได้ใน 1 เพลท X พ " 
ปริมาตรตัวอย่าง (มล.)

โดย 10แ = สารละลายเจือจางของเชือในเพลทนันๆ

4. การใช้เช้ือในการหมักอาหาร
4.1 การหมักผักดอง เปรยบเทํยบผลการหมักโดยใช้เชือเหลวของ 

Lactobacillus sp. ที่คัดเลือกได้ และเชือ L. plantarum P7-1 กับการหมักตามธรรมชาติโดย 
ไม่เติมเชื้อ ในสภาวะต่อไปนํ

- แปรปริมาณเกลือ 2 ระตับ คือ ร้อยละ 1, 2
- แปรปริมาณนํ้าตาล 2 ระตับ คือ ร้อยละ 2, 4
4.1.1 วิธีการหมักผักกาดเขียวปลี นำผักกาดเขียวปลี ขิงและพริก

หยวกมาตัดส่วนที่เสียทิ้ง แล้วนำไปล้างให้สะอาด ผึ่งแดดประมาณ 12 ชั่วโมง แล้วนำผัก
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ท่ีผงจนเห่ียวไปลวกนำร้อน 10 วินาท แล้วนำมากลุกเกลือและนำตาลตามสัดส่วนข้างต้น 
นวดผักให้เข้ากันเติมกล้าเชือเหลวแต่ละสายพันธุลงในผัก ใดยแต่ละสายพันธุใส่เชือร้อยละ
2 นวดผักท่ีเติมเชือกลุกเคล้าให้เข้ากัน สำหรับการหมักโดยวิธีธรรมชาตินันจะคล้ายกับการ 
หมักโดยใช้สตาร์ทเตอร์เชือเหลว เพียงแต่ไม่ต้องเติมเชือ นำผักใส่ภาชนะเติมนำหมัก (ท่ี 
แปรปริมาณเกลือและนำตาล)ให้ท่วมผักวางแผ่นพลาสติกเหนือนำหมักปิดฝาภาชนะให้สนิท 
วไงไว้'ท่ีอุณานทมัห้อง ทำการประเมินผลคุณภาพผักดองตามข้อ 4.1.3.1 - 4.1.3.4 หลังจาก 
น้ันทำการคัดเลือกสูตรท่ีมีปริมาณเกลือและนำตาลท่ีผู้ชิมส่วนใหญ่ชอบมาทำการหมักโดยวิธี 
ธรรมชาติ และวิธีใช้กล้าเชือ และทำการประเมินคุณภาพของผักดองตามข้อ 4.1.3.1-4.1.3.3 
ในวันท่ี 1, 2, 3, 5 และ 7 ของการหมัก

4.1.2 วิธีการหมักผักรวม (กะหล่ําปลีกับแครอท ใส่ชิงและพริก 
หยวก) วิธีในการหมักทำเช่นเดียวกับการหมักผักกาดเขยวปลี

4.1.3 การประเมินคุณภาพของผักดองท่ีไต้จากการหมัก
4.1.3.1 นับจำนวนใฅโลนีฃองเชือแล็กติกแอสิดแบคทีเรีย 

โดยนำนำดองผัก 1 มล. ใส่ในสารละลายโซเดียมคลอใรด์ 9 มล. (ทำเช่นเดียวกับข้อ 3.3.2) 
แต่ละ dilution ท่ีเจือจางแล้ว นำมา 1 มล. ไปใส่บนจานเพาะเลียง แล้วเทอาหาร GYPB- 
CaCO, agar ลงไป แล้วเขย่าให้เชือกระจายท่ัว แต่ละความเข้มข้นทำ 2 ซำ บ่มเชือท่ี 
อุณหภูมิ 30°ช เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง แล้วนับจำนวนโคโลนืพังหมดท่ีเกิดโชนใส จากการ 
สร้างกรดของแล็กติกแอสิดแบคทีเรีย (Albert et al., 1992)

4.1.3.2 นำนำหมักของผักมาวัดค่าความเป็นกรดด่างต้วย 
เคร่ืองพีเอชมิเตอร์ (A.O.A.C, 1990)

4.1.3.3 หาปริมาณกรดแล็กติก โดยนำน้ัาหมักผักมาไทเทรด 
กับ 0.1 นอร์มอล NaOH (ดำเนินการตามภาคผนวก ค หมายเลข 3.2)

เก็บตัวอย่างมาทำการทดสอบข้อ 4.1.3.1 - 4.1.3.3 ในวันท่ี
3, 7 และ 14 ของการหมัก

4.1.3.4 ทดสอบลักษณะความชอบและรสชาติเปรียวโดยใช้ 
ผู้ทดสอบ 20 คน ในการทดสอบความชอบใช้ตารางความชอบ 9 จุด (9-Point Hedonic 
Scale test) ส่วนการทดสอบความเหมาะสมของรสเปร้ียวใช้ตารางความชอบ 5 จุด (3-Point
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Hedonic Scale Test) ทำการทดสอบเม่ือผักดองท่ีได้มค่าความเป็นกรดต่าง 3 ซ่ีงมความ 
เปรียวพอท่ีจะรับประทานได้

4.1.3.1-4.1.3.3 วางแผนการทดลองแบบ Asymetrical 
Factorial ขนาด 4 x 2 x 2  วิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ DMRT (Duncan’s Multiple 
Range test) ส่วนข้อ 4.1.3.4 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติแบบ ANOVA (Analysis of
Variance) (คงเดช ลีโทชวลิตร, 2540)

4.1.3.5 ศึกษาอายุการเก็บผักดอง เก็บผักดองไว้ท่ีอุณหภูม 
ห้อง ทํ 1ก 1รทดสอบทางประสาทสัมผัสทุกสัปดาห์โดยการดูว่าผักดองทุกตัวอย่างมีสีเปล่ียน 
ไปจากเดิมหรือไม่ เช่น สีคลำขึน หรือมยีสต์หรือราเจริญหรือไม่

4.2 การผลิตโยเถิร์ต เปรียบเทํยบผลการหมักโดยใช้เชือเหลวท่ีคัดเลือกได้
2 สายพันธ์ และเชือมาตรฐานในการผลิตโยเกิร์ต

เติมนำตาลซูโครสลงในนมพลาสเจอไรซ์ (pasteurized whole milk) โดยแปร 
ปริมาณร้อยละ 6 8 10 ผสมให้เข้าคัน อุ่นท่ี 90°ซ ประมาณ 5 นาที หลังจากน้ันทำให้ 
เย็นท่ี 30°ช เติมเช้ือเหลว (L2-1, 73-1) ปริมาณร้อยละ 5 ปริมาตร/ปริมาตร ตัวอย่างละ 1 
สายพันธุลงในนำนม นำไปบ่มท่ี 37°ซ ส่วนตัวอย่างท่ีเติมสตาร์ทเตอร์โยเกิร์ต (ผงเชือ) ให้ 
ใส่ผงเช้ือร้อยละ 0.01 นำหนัก/ปริมาตร ลงในนำนม นำไปบ่มท่ี 45°ซ แปรเวลาท่ีบ่มเป็น 
24, 48 ชม. นำโยเกิร์ตท่ีได้มาทำการประเมินคุณภาพของโยเกิร์ตตามข้อ 4.2.1.1 - 4.2.1.3 
แล้วคัดเลือกปริมาณน้ัาตาลท่ีความเข้มข้นเคียว คัดเลือกเชือท่ีใช้ไนการหมักน้ัานม เปรียบ 
เทียบการหมักคับโยเกิร์ตสตาร์ทเตอร์ หาระยะเวลาท่ีบ่มท่ีเหมาะสมเพ่ือนำมาผลิตเป็นนม
เปรยวพร้อมด่ืม หลังจากท่ีคัคเลือกสูตรท่ีเหมาะสมผลิต(ปีนโยเกิร์ต ให้นำโยเกิร์ฅมาผสม
น้ัาในอัตราส่วนโยเกิร์ต ะน้ัา = 1 : ก.3 เติมน้ัาตาลร้อยละ 5 นำไปป่นให้เข้าคัน นำนม 
เปรยวท่ีได้ส่วนหนงมไเติมเพคตินปริมาณร้อยละ 0.05 นำหนัก/ปริมาตร อีกส่วนไม่ต้องเติม 
เพคติน แต่งสีและกล่ิน นำไปป่นให้เข้าคัน หลังจากนันนำไปแช่เย็น ก็จะได้นมเปรียว
พร้อมด่ืม ทำการทดสอบตามข้อ 4.2.1.1 และข้อ 4.2.1.4

4.2.1 'การประเมินคุณภาพของโยเกิร์ต
4.2.1.1 วิเคราะห์คุณสมบัติทางกายภาพ วัดความหนืดโดยใช้

เครอง Viscometer
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4.2.1.2 วิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมี วัดค่าความเป็นกรดด่าง 
โดยใช้พีเอชมิเตอร์หาเปอร์เซ็นต์กรดแลีกดิก

วิธีการหาเปอร์เซ็นต์กรดทังหมด
นำตัวอย่างโยเกิร์ตมา 5 มล. ใส่ลงในฟลาสก์ ขนาด 

250 มล. ซ่ึงมีนำกล่ัน 25 มล. บรรจุอยู่ หยดทันอต์ฟทาลีนลงไป 3-4 หยด ทำการไตเตรท 
ด้วย 0.01 นอร์มอล NaOH (ทำ 3 ชำ) และเทียบกับ Control น้ํากล่ัน 25 มล. บันทึกปริมาตร 
NaOH ท่ีใช้ 3 คร้ังแล้วคำนวณหาเปอร์เซ็นต์กรดทังหมด นำค่าเปอร์เซ็นต์ของกรดท้ังหมด 
มาหาค่าเฉล่ียสำหรับสูตรท่ีใช้คำนวณหาเปอร์เซ็นต์กรดท้ังหมดใช้สูตรตังน้ี

gm of lactic acid / 100 ml. = ml. NaOH X  Normality NaOH X  0.090 X  100
ml. of Sample

4.2.1.3 วิเคราะห์คุณสมบัติทางชีวภาพ นำนมหมักมา 
ทับจำนวนเชือ (ทำเช่นเดียวกับข้อ 4.1.3.1)

เก็บตัวอย่างทำการทดสอบข้อ 4.2.1-4.2.3 เม่ือการบ่ม 
เสร็จส้ิน วางแผนการทดลองแบบ Asymetrical Factorial ขนาด 3 x 3 x 1  วิเคราะห์ 
ความแตกต่างทางสถิติ DMRT

4.2.1.4 ทดสอบลักษณะความชอบ และรสชาติเปร้ียวโดย 
ใช้ผู้ทดสอบ 20 คน ในการทดสอบความชอบใช้ตารางความชอบ 9 จุด ส่วนความเหมาะ 
สมของรสเปร้ียวใช้ตารางความชอบ 5 จุด ทำการทดสอบเม่ือการหมักสินสุดลงและวิเคราะห์ 
ข้อมูลทางสถิติแบบ ANOVA
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