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บทคัดย่อ 

ปัญĀาบรรจุภัณฑ์โป่งพองในอาĀารĀมักดองมักมีÿาเĀตุจากจุลินทรีย์ชนิดÿร้างก๊าซที่ทนต่อÿภาพแวด 

ล้อมการĀมัก งานวิจัยนี้มีวัตถุประÿงค์เพ่ือคัดแยกจุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องกับการเÿื่อมเÿียและÿร้างก๊าซที่ท าใĀ้

บรรจุภัณฑ์มะม่วงแช่อ่ิมโป่งพอง ทดÿอบÿมบัติการÿร้างก๊าซ ระบุÿายพันธุ์ด้วยการวิเคราะĀ์ล าดับดีเอ็นเอ 

และประเมินวิธียับยั้งการเจริญ จากการวิจัยÿามารถคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีÿมบัติในการÿร้างก๊าซได้ แก่ 

Lactobacillus plantarum, Zygosaccharomyces bailii, Z. parabailii และ Z. rouxii  ประเมินวิธียับยั้ง

การเจริญของทุกไอโซเลท (i) การเพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลวมาตรฐานที่เติมÿาร ได้แก่ เกลือ แปรความเข้มข้น 

0.7-3% (w/v), ซูโครÿ 6-12% (w/v), โพแทÿเซียมซอร์เบต 0.05-0.11% (w/v) และโซเดียมเบนโซเอต 0.06-

0.19% (v/w) ผลการเติมÿารชนิดเดียวพบว่า การเติมเกลือต้องใช้ความเข้มข้นÿูงกว่า 3% (w/v), โพแท

ÿเชียมซอร์เบต 0.11% (w/v) และโซเดียมเบนโซเอต 0.1%. (w/v) จึงยับยั้งการเจริญของทุกไอโซเลทได้ ÿ่วน

ซูโครÿไม่มีผลในการยับยั้งการเจริญ ผลการเติมÿารผÿมพบว่า โพแทÿเซียมซอร์เบตกับเกลือมีผลเÿริมฤทธิ์กัน

ในการยับยั้งทุกไอโซเลท ÿามารถลดค่า MICs ของÿารทั้งÿองลงประมาณ 50% และโพแทÿเซียมซอร์เบตกับ

โซเดียมเบนโซเอตมีผลเÿริมฤทธิ์กันโดยÿามารถลดค่า MICS ลงประมาณ 35% (ii) การเพาะเลี้ยงในอาĀาร

เĀลวที่เติมÿารใĀ้ความĀวานในการดองมะม่วงโดยการใช้ซอร์บิทอล 70% เทียบกับการใช้ไฮฟรุคโตÿไซรัป 

55% ปรับความเข้มข้นเป็น 22 และ 25 °Brix ร่วมกับการแปรระดับ pH 3.0 และ 3.5 ด้วยกรดชิตริก เติม

เกลือเข้มข้น 1%(w/v) ตามÿภาวะของผู้ผลิตมะม่วงดองพบว่า การใช้ÿารเÿริมความĀวานแต่ละชนิดที่ความ

เข้มข้น 25 °Brix ที่ pH 3 ÿามารถยับยั้งการเจริญของทุกไอโซเลทได้ดีกว่าอย่างมีนัยÿ าคัญ (p<0.1) และเมื่อ

เติมÿารกันเÿียในช่วงความเข้มข้นเดียวกับที่ประเมินได้จาก (i) ร่วมกับÿารใĀ้ความĀวานพบว่า การใช้ÿารกัน

เÿียความเข้มข้นต่ ากว่า คือ โพแทÿเชียมซอร์เบตความเข้มข้น 0.05% (w/v) และโซเดียมเบนโซเอต 0.06% 

(w/v) ÿามารถลดการเจริญของทุกไอโซเลทได้ 
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ABSTRACT 

The swelling problem in the packaging of fermented foods are often caused by gas -
forming spoilage microorganisms tolerant to the fermentation environment. This study aimed 
to isolate the gas-producing microbes associated to in sweet-pickled mango spoilage, identify 
by DNA sequencing, and evaluate an effective means to inhibit their growth. The gas-producing 
spoilages were isolated from culturing under aerobic condition at room temperature, identified 
as Lactobacillus plantarum, Zygosaccharomyces bailii, Z. parabailii and Z. rouxii. Methods for 
inhibition of growth all species was then investigated. (i) Culturing spoilage isolates in standard 
liquid medias added with single four additives in the ranges of 0.7-3% for salt (w/v), sucrose 
6-12% (w/v), potassium sorbate 0.05-0.11% (w/v) and sodium benzoate 0.06-0.1% (w/v). It was 
found that with single additive, all spoilage isolates could be inhibited by salt at a 
concentration higher than 3% (w/v), potassium sorbate 0.11% (w/v) and sodium benzoate 
0.1% (w/v). Sucrose was not potential to control the growth. With mixed preservatives, 
potassium sorbate and salt showed synergistic effect for every isolate that could decrease the 
MICs of single up to 50% whilst potassium sorbate and sodium benzoate could reduce the 
MICs by 35%. (ii) Culturing spoilage isolates in standard liquid medias with 1% salt 
supplemented with sweeteners, 70% sorbitol compared with 55% high-fructose syrup, 
adjusted the sugar content to 22 and 25 °Brix togerther with pH 3 and 3.5 by citric acid. 

according to the condition provided by manufacturer. Under 25 °Brix with 70% sorbitol and 

55% HFS and pH 3 condition significantly inhibited all isolates (p<0.1). Under these culturing 

conditions, lower concentration of preservatives, potassium sorbate and sodium benzoate, 

could inhibit the growth of all isolates that were 0.05% and 0.06% (w/v), respectively. 
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และÿĂนใช้Ăุปกรณ์ต่างๆ ภายในĀ้ĂงทดลĂง 
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ตารางที่ 3.1 การแปรค่าระĀว่าง pH และ °Brix ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลว 8 ÿูตร 19 
ตารางที่ 3.2 ÿัดÿ่วน potassium sorbate และ sodium benzoate ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวÿูตร A-K 20 
 

ตารางที่ 4.1 การเจริญของจุลินทรีย์ ที่ÿภาวะต่างๆ บนอาĀารเพาะเชื้อแข็งชนิดต่างๆĀลังการบ่ม 5 วัน 21 
ตารางที่ 4.2 การÿร้างก๊าซของจุลินทรีย์ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวชนิดต่างๆĀลังการบ่ม 5 วัน 22 
ตารางที่ 4.3 ลักþณะจุลินทรีย์ที่มีความÿามารถในการÿร้างก๊าซที่แยกได้จากวิธี Harrison’s disc method 23 
ตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะĀ์ล าดับดีเอ็นเอ 24 
ตารางที่ 4.5 ประÿิทธิภาพของตัวแปรร่วมระĀว่าง Potassium sorbate และ Sodium benzoate 30 
ตารางที่ 4.6 ประÿิทธิภาพของตัวแปรร่วมระĀว่าง Potassium sorbate และ เกลือ 31 
ตารางที่ 4.7 แÿดงปริมาณจุลินทรีย์ไอโซเลท ในÿภาวะอาĀารและระดับÿารกันเÿียที่ต่างกัน 35 
 

สารบัญภาพ 

รูปที่ 2.1 โครงÿร้างน้ าตาลซูโครÿ 5 
รูปที่ 2.2 โครงÿร้างผลึกโซเดียมคลอไรด์ 5 
 

รูปที่ 4.1 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซ

เลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d) ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวที่แปรระดับเกลือเข้มข้นÿุทธิ 0, 0.7, 1, 
2 และ 3 %(w/v) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 25 
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รูปที่ 4.2 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซ

เลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวที่แปรระดับซูโครÿเข้มข้นÿุทธิ 0, 6, 8, 
10 และ 12 %(w/v) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 26 
รูปที่ 4.3 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซ

เลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวที่แปรระดับโพแทÿเซียมซอร์เบตเข้มข้น

ÿุทธิ 0, 0.05, 0.07, 0.09 และ 0.11 %(w/v) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 27 
รูปที่ 4.4 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซ

เลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวที่แปรระดับโซเดียมเบนโซเอตเข้มข้น

ÿุทธิ 0, 0.06, 0.07, 0.09 และ 0.1 %(w/v) เป็นเวลา 72 ชั่วโมง 28 
รูปที่ 4.5 synergistic effect ระĀว่าง potassium sorbate (แนวนอน) และ sodium benzoate (แนวตั้ง) 

ของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 (c) และ Z. 
rouxii / ไอโซเลท 10 (d) และ M (e) ที่มีการแปรระดับวัตถุกันเÿียในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวมาตรฐาน 29 
รูปที่ 4.6 synergistic effect ระĀว่าง potassium sorbate (แนวนอน) และ เกลือ (แนวตั้ง) ของ ของ L. 
plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 (c) และ Z. rouxii / 
ไอโซเลท 10 (d) และ M (e) ที่มีการแปรระดับวัตถุกันเÿียในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวมาตรฐาน 30 
รูปที่ 4.7 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซ

เลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d) ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวที่มีการแปรระดับ pH และ °Brix โดยมี

ความเข้มข้นเกลือ 1%(w/v) 34 
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บทที่ 1 บทน า 
 

1.1 ความÿ าคัญและที่มาของปัญĀา 

ในประเทýไทยมะม่üงแช่อ่ิมเป็นอาĀารทานเล่นที่เป็นที่นิยม และเป็นที่ต้องการของผู้บริโภค จึงมีการ

ขยายกระบüนการผลิตเข้าÿู่ระดับอุตÿาĀกรรม เนื่องจากเป็นผลิตภัณฑ์ที่ผ่านกระบüนการแปรรูปด้üยüิธีĀมัก

ดอง ซึ่งเป็นüิธีที่Āลีกเลี่ยงจุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียได้ยาก ทั้งในÿ่üนที่มาจากตัüüัตถุดิบ Āรือเกิดการ

ปนเปื้อนระĀü่างกระบüนการผลิตที่อาจมีüิธีการฆ่าเชื้อที่ไม่มีประÿิทธิภาพมากพอ ÿ่งผลใĀ้จ านüนเชื้อเริ่มต้น

Āรือเชื้อที่เĀลือในผลิตภัณฑ์ทั้งในรูปแบบของเซลล์และÿปอร์ ÿามารถเจริญและÿร้างคüามเÿียĀายต่อ

ผลิตภัณฑ์ได้ในที่ÿุด โดยÿ่üนมากจุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้ เกิดคüามเÿื่อมเÿีย (spoilage) นั้นจะมักทนต่อ

ÿภาพแüดล้อมได้ดีกü่าจุลินทรีย์อ่ืนๆ จึงเป็นเรื่องที่น่ากังüลของผู้ผลิตü่าÿินค้านั้นจะยังมีคุณภาพคงเดิมเมื่อÿ่ง

ถึงมือผู้บริโภคĀรือไม่ 

ข้อบกพร่องĀลักของผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อ่ิมที่มีผลต่อการเลือกซื้ อ คือ การโป่งพองของบรรจุภัณฑ์ 

การบüมของบรรจุภัณฑ์เกิดขื้นจากก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งเป็น เมทาบอไลท์ของจุลินทรีย์ที่ĀลงเĀลือใน

ผลิตภัณฑ์ 

โดยทั่üไปอาĀารĀมักที่เป็นกรดÿูงอย่างมะม่üงแช่อ่ิม (pH 2-3) จะมีÿภาüะที่ไม่เอ้ือต่อการเจริญของ 

จุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้เกิดโรค จึงไม่จ าเป็นต้องผ่านการ sterilization ที่ใช้คüามร้อนÿูง นอกจากนี้Āากผลิตภัณฑ์

ผ่านคüามร้อนÿูง อาจเกิดการเปลี่ยนแปลงของคุณลักþณะด้าน ÿี กลิ่น เนื้อÿัมผัÿ และ รÿชาติอันเป็น 

เอกลักþณ์ ของมะม่üงแช่อ่ิมไป ทั้งนี้แม้มะม่üงแช่อ่ิมจะมีคüามเป็นกรดÿูง แต่จากการýึกþาในĀลายงานüิจัย 

จุลินทรีย์ที่ท าใĀ้ เกิดการเน่าเÿียĀลายๆชนิดก็ยั งÿามารถ เจริญ และÿร้างÿารต่างๆ รüมถึงก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ได้ แต่เนื่องจากข้อจ ากัดในการใช้คüามร้อนเพ่ือฆ่าเชื้อดังที่กล่าüข้างต้น จึงจ าเป็นต้อง

ประเมินĀาüิธีที่เĀมาะÿมในการลดการเÿื่อมเÿียของผลิตภัณฑ์ต่างๆอย่างจ าเพาะเพ่ือยับยั้งจุลินทรีย์ที่

ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียที่มีอยู่ในผลิตภัณฑ์ โดยไม่มีผลกระทบต่อลักþณะทางประÿาทÿัมผัÿของผลิตภัณฑ์ และ

ปลอดภัย 

เนื่องจากในกระบüนการอุตÿาĀกรรมนั้น มีกฎĀมายที่ต้องปฏิบัติตามอย่างเคร่งครัด เพราะอาĀารเป็น

ผลิตภัณฑ์ที่ÿ่งผลต่อÿุขภาพของผู้บริโภคได้โดยตรง ผลิตภัณฑ์อาĀารจึงไม่ÿามารถที่จะใÿ่üัตถุเจือปนอาĀาร

เกินกü่ากฎĀมายก าĀนด ดังนั้นการýึกþา และปรับปรุงÿภาüะแüดล้อมของกระบüนการดอง ร่üมกับการใช้
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üัตถุเจือปนอาĀาร เพ่ือต้านการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้เกิดการเÿื่อมเÿียของผลิตภัณฑ์ จึงน่าจะเป็น

üิธีที่เĀมาะÿมที่ÿุดÿ าĀรับผู้ผลิต และผู้บริโภค 

1.2 วัตถุประÿงค์ของการวิจัย 

เพ่ือýึกþาแนüทางในการลดการเÿื่อมเÿียของผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อ่ิมโดยการĀาÿาเĀตุ  และÿภาüะที่

เĀมาะÿมซึ่งÿามารถลดการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ÿร้างก๊าซได้อย่างมีประÿิทธิภาพ 

1.3 ขอบเขต/กรอบแนวคิดของการวิจัย 

1. แยกเชื้อจุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียจากผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อิ่ม 
2. ระบุÿายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ท าใĀ้เกิดก๊าซภายในผลิตภัณฑ์ 
3. Āาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการลดĀรือยับยั้งจุลินทรีย์ในข้อ 1.3.2 ผ่านการปรับค่าทางเคมี 
4. ĀาระดับüัตถุเจือปนอาĀารที่เĀมาะÿมในการเพ่ิมประÿิทธิภาพการยับยั้ง 

1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1. ทราบÿภาüะการลดการเจริญของจุลินทรีย์ที่เก่ียüข้องกับการเÿื่อมเÿียของมะม่üงแช่อ่ิมที่ÿามารถ

ประยุกต์ใช้ในกระบüนการผลิตในระดับอุตÿาĀกรรมได้ต่อไป 
2. พัฒนาทักþะและกระบüนการคิดüิเคราะĀ์ทางüิทยาýาÿตร์รüมถึงการüางแผนการท างานอย่างเป็น

ระบบ ท าใĀ้การท างานเป็นไปอย่างมีประÿิทธิภาพ 
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บทที่ 2 แนวคิด ทฤþฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 
2.1 มะม่วงแช่อ่ิม  

มะม่üงแช่อ่ิมเป็นผลไม้แปรรูปที่ใช้การดองĀüานเพ่ือถนอมอาĀาร มีขั้นตอนĀลักคือน ามะม่üงแช่ใน

น้ าเชื่อมเข้มข้นซึ่งใช้เüลาแตกต่างกันไปในแต่ละÿูตรและอาจมีขั้นตอนอ่ืนประกอบขึ้นอยู่กับผู้ผลิต อาทิ แช่น้ า

ปูนใÿเพื่อคüามกรอบĀรือเติมเกลือเพ่ือปรับปรุงรÿชาติ เป็นต้น ÿ่üนประกอบĀลักโดยทั่üไปÿ าĀรับการผลิตใน

ระดับอุตÿาĀกรรม ได้แก่ มะม่üง น้ าตาล เกลือ และ üัตถุเจือปนอาĀาร ในระดับอุตÿาĀกรรมปัญĀาที่พบมาก

ไม่ใช่การเน่าเÿียแต่เป็นการโป่งพองของบรรจุภัณฑ์ซึ่งÿ่งผลใĀ้ไม่เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคและคüามคุ้มค่า

ทางการผลิตขึ้นโดยมีÿาเĀตุĀลักจากการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดÿร้างก๊าซÿูง 
2.2 ÿ่วนประกอบÿ าคัญ 
    2.2.1 มะม่üง 

มะม่üงมีชื่อทางüิทยาýาÿตร์ü่า Mangifera indica จัดอยู่ในüงý์ Anacardiaceae มีถิ่นก าเนิดใน

เอเชียเขตร้อน ซึ่งมะม่üงที่พบในประเทýไทยมีĀลายÿายพันธุ์ ÿามารถแบ่งตามลักþณะการบริโภคได้เป็น 3 

ประเภท ดังนี้ 
1. มะม่üงÿ าĀรับรับประทานผลดิบ เช่น น้ าดอกไม้ แรด เขียüเÿüย พิมเÿนมัน Āนองแซง ฟ้าลั่น เบา

ÿงขลา มันĀüานปากช่อง เป็นต้น 
2. มะม่üงÿ าĀรับรับประทานผลÿุก เช่น น้ าดอกไม้ อกร่อง อกร่องพิกุลทอง Āนังกลางüัน ทองด า เป็น

ต้น 
3. มะม่üงเพ่ืออุตÿาĀกรรมการแปรรูปผลไม้ ÿามารถแบ่งออกได้ 2 ประเภท ได้แก่ มะม่üงÿ าĀรับดอง

อย่าง แก้üกับโชคอนันต์ เป็นต้น และมะม่üงÿ าĀรับบรรจุกระป๋อง น้ าคั้นและแช่อ่ิมอย่าง ÿามปีกับ

มĀาชนก เป็นต้น 
มะม่üงเป็นผลไม้ที่นิยมปลูกมากในประเทýไทย เนื่องจากมีĀลากĀลายÿายพันธุ์จึงÿามารถปลูกและ

เก็บเกี่ยüได้ตลอดทั้งปีในทุกภูมิภาคของประเทý ท าใĀ้มะม่üงเป็นผลไม้ที่มีคüามÿ าคัญทางเýรþฐกิจของ

ประเทýไทย (ญาณกร ýิüะüัฒนะüงý์ และอนนต์ อดิโรจนานนท์, 2550) โดยÿายพันธุ์ที่นิยมปลู กในประเทý

ไทย ได้แก่ น้ าดอกไม้ Āนังกลางüัน ทองด า อกร่อง เขียüเÿüย พิมเÿนมัน แก้ü ÿามปี แรด และโชคอนันต์ 

(üิจิตร üังใน, 2529) องค์ประกอบĀลักที่ÿ าคัญของมะม่üงประกอบด้üย น้ าและคาร์โบไฮเดรต โดยมะม่üงอ่อน

จะมีÿารใĀ้รÿฝาด (Astringent) กรด และüิตามินซีในปริมาณมาก ขณะที่มะม่üงÿุกจะมีรÿĀüานมีปริมาณ

üิตามินเอและÿารใĀ้กลิ่นปริมาณÿูง (Lakshminarayana, 1980) ช่üงการเจริญเติบโตของมะม่üงจะมีการ

เปลี่ยนแปลงขององค์ประกอบทางเคมี คือ ปริมาณคüามชื้นเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 70 ในระยะผลอ่อนเป็นร้อยละ 

86 เมื่ออายุประมาณ 6 ÿัปดาĀ์Āลังออกผล ปริมาณแป้งเพ่ิมขึ้นจากร้อยละ 1 เป็นร้อยละ 13 โดยมีการ
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ÿลายตัüเป็นน้ าตาลเมื่อผลÿุก ในระยะผลดิบพบน้ าตาลรีดิüซิ่งชนิดกลูโคÿและฟรุกโตÿจ านüนมาก แต่ระยะ

ผลÿุกกลับพบน้ าตาลนอนรีดิüซิ่งชนิดซูโครÿเพ่ิมขึ้น กรดที่พบÿ่üนมากเป็นกรดซิตริกĀรือกรดมาลิก ซึ่งใน

มะม่üงดิบมีปริมาณกรดทั้งĀมดร้อยละ 4-5 และลดลงเĀลือร้อยละ 0.5-1.0 เมื่อÿุก ปริมาณโปรตีนอยู่ในช่üง

ร้อยละ 0.5-1.0 ในระยะผลÿุก ปริมาณüิตามินซีในผลมะม่üงดิบมีÿูงและลดลงเมื่อผลแก่ขึ้น และปริมาณ

ÿารประกอบฟีนอลที่ÿ่งผลใĀ้เกิดรÿฝาดพบมากในระยะแรกของการเจริญเติบโตแต่ลดลงอย่างรüดเร็üใน

ÿัปดาĀ์ที่ 8 และเริ่มมีปริมาณคงที่ โครงÿร้างĀลักของผนังเซลล์ คือ เซลลูโลÿและÿารประกอบเพคตินซ่ึงÿ่งผล

ใĀ้เนื้อมะม่üงแข็งแรงในขณะดิบ มะม่üงดิบจึงมีเนื้อที่แน่นกü่ามะม่üงÿุก เพราะในระĀü่างการÿุกจะมีเอนไซม์

ชนิดย่อยÿลายÿารเพคตินเกิดขึ้น โดยรงคüัตถุที่พบในผลมะม่üง ได้แก่ คลอโรฟิลล์ แคโรทีนอยด์ และแซนโท

ฟิลล์ ซึ่งมีÿัดÿ่üนเปลี่ยนแปลงตามระยะการÿุกของผลระยะÿุกÿีเขียüของคลอโรฟิลล์ที่เปลือกจะĀายไปและ

เกิดÿีเĀลืองของแคโรทีนอยด์ซึ่งมีทั้งแอลฟ่า และบีต้าแคโรทีนแทนที่ (Lakshminarayana, 1980 ; นิธิยา 

รัตนาปนนท์ และ ดนัย บุณยเกียรติ, 2533)  

ที่มา: กองโภชนาการ กรมอนามัย (2530) 

 

 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของมะม่üงต่อ 100 กรัมÿ่üนที่บริโภคได้ 
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    2.2.2 ซูโครÿ  
น้ าตาลซูโครÿ Āรือน้ าตาลทราย มีรÿĀüาน และÿามารถละลายน้ าได้ง่าย นิยมใช้เป็นÿารใĀ้คüาม

Āüาน (sweetener) ผลิตจากพืชและผลไม้ เช่น อ้อย บีทรูท และปาล์ม เป็นต้น  

ที่มา: ชุติüัต อรรถบูรณ์üงý์ (2558) 

น้ าตาลซูโคÿมีลักþณะเป็นของแข็งÿีขาü ไม่มีกลิ่น ÿูตรเคมีคือ C12H22O11 เป็นน้ าตาลโมเลกุลคู่ 

(disaccharides) ประกอบด้üยโมเลกุลของน้ าตาลกลูโคÿ (glucose) และน้ าตาลฟรุกโตÿ (fructose) ที่

เชื่อมต่อด้üยพันธะไกลโคไซด์ (glycosidic bond) จัดเป็นน้ าตาลประเภท non-reduction sugar มีจุด

ĀลอมเĀลüที่ 186 องýาเซลเซียÿและใĀ้พลังงาน 4 กิโลแคลอรี่ต่อกรัม (ชุติüัต อรรถบูรณ์üงý์, 2558) โดยการ

แช่ผลไม้ในÿารละลายน้ าตาลเป็นขั้นตอนÿ าคัญในการแช่อ่ิม มีüัตถุประÿงค์เพ่ือดึงน้ าออกจากผลไม้และเพ่ิม

คüามĀüานผ่านกระบüนการออÿโมซิÿ ปริมาณน้ าที่ÿูญเÿียในขั้นตอนนี้ท าใĀ้น้ าĀนักของผลิตภัณฑ์ลดลง 40-

50% ซ่ึงในผลิตภัณฑ์แช่อิ่มคüรมีน้ าตาลมากกü่า 65 องýาบริกซ์ จึงจะÿามารถเก็บรักþาผลิตภัณฑ์ได้นาน 

    2.2.3 เกลือ 
เกลือแกง Āรือโซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride) ÿูตรเคมีคือ NaCl มีลักþณะเป็นของแข็ง ใÿ ไม่

มีÿี ผลึกรูปร่างเป็นลูกบาýก์ เกิดจากโซเดียมไอออนและคลอไรด์ไอออน ที่มีการยึดเĀนี่ยüกันด้üยพันธะไอออ

นิก ซึ่งเกิดจากแรงดึงดูดทางไฟฟ้าÿถิตระĀü่างไอออนบüกและไอออนลบเนื่องจากการถ่ายโอนอิเล็กตรอน 

ที่มา: อนุÿิþฐ์ เกื้อกูล (2560) 

รูปที่ 2.1 โครงÿร้างน้ าตาลซูโครÿ 

รูปที่ 2.2 โครงÿร้างผลึกโซเดียมคลอไรด์ 
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โครงÿร้างผลึกของโซเดียมคลอไรด์ประกอบด้üยโซเดียมไอออนและคลอไรด์ไอออนที่เรียงแถüÿลับกัน 

ลักþณะคล้ายตาข่าย โดยแต่ละไออนมีไอออนชนิดตรงข้ามล้อมรอบอยู่ 6 ไอออน เกลือเป็นÿ่üนประกอบ

ÿ าคัญของอาĀารซึ่งท าใĀ้เกิดรÿชาติเค็ม นอกจากนี้ÿามารถเก็บรักþาอาĀารและช่üยแปรÿภาพอาĀารผ่าน

การĀมักดอง โดยเกลือคüามเข้มข้นÿูงÿามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ได้เนื่องจากการแตกตัüของ

โมเลกุลÿามารถÿร้างแตกต่างของคüามดันออÿโมติกระĀü่างภายในและภายนอกของเซลล์ซึ่งเป็นการรบกüน

ÿภาพÿมดุลของเซลล์ได้ แต่ในการแช่อ่ิมที่ต้องการคüามเข้มข้นเกลือไม่ÿูงนักเพราะปัจจัยด้านรÿชาติและ

คüามกรอบของผลไม้ซึ่งจะลดลงĀากมีการใช้เกลือคüามเข้มข้นÿูง (นันทนาถ กิติýรีüรพันธุ์, 2543) 

    2.2.4 üัตถุเจือปนอาĀาร 
üัตถุที่ใÿ่เพ่ิมลงในอาĀารเพ่ือประโยชน์ในการผลิตในขั้นตอนĀนึ่งๆ โดยอาจมีĀรือไม่มีคุณค่าทาง

โภชนาการก็ตาม รüมถึงüัตถุที่ไม่ได้เจือปนในอาĀารแต่ใÿ่รüมกับอาĀารในบรรจุภัณฑ์ ทั้งนี้ÿารอาĀารที่เติม

เพ่ือปรับใĀ้คงคุณค่าทางโภชนาการไม่ถือเป็นüัตถุเจือปนอาĀาร  (ÿถาบันอาĀาร, 2543 ; ÿ านักงาน

คณะกรรมการอาĀารและยา [อย.], 2556) ซ่ึงüัตถุเจือปนอาĀารÿ่üนมากที่ใช้ในกระบüนการผลิตมะม่üงแช่อ่ิม

ระดับอุตÿาĀกรรมคือ üัตถุเจอปนเพื่อยืดอายุการเก็บอาĀารĀรือüัตถุกันเÿีย (preservative) ÿารกลุ่มนี้ใช้เพ่ือ

การถนอมĀรือยืดอายุการเก็บของอาĀาร เป็นÿารป้องกันการเน่าเÿียอันมีÿาเĀตุจากจุลินทรีย์อย่างแบคทีเรีย 

ยีÿต์ และรา รüมถึงจุลินทรีย์ชนิดก่อโรคเช่นกัน โดยเมื่อค านึงปัจจัยด้านต้นทุนการผลิตและÿภาพแüดล้อมของ

อาĀารที่มีคüามเป็นกรด ดังนั้นÿารกันเÿียที่เป็นที่นิยมในอุตÿาĀกรรมมะม่üงแช่อ่ิม มีดังนี้ 

        2.2.4.1 โพแทÿเซียมซอร์เบต (potassium sorbate) 
โพแทÿเซียมซอร์เบตĀรือ C6H7KO2 มีลักþณะเป็นผงผลึกÿีขาü มีกลิ่นเล็กน้อย และละลายน้ าได้ดี 

เป็นÿารเคมีที่มีคüามเป็นกรด ช่üงเĀมาะÿมในการท างานคือ pH 5-6 (Jorge K., 2003) ÿามารถยับยั้งคüาม

เÿื่อมเÿียของอาĀารเนื่องจากแบคทีเรีย รา และยีÿต์ ได้อย่างครอบคลุม แม้มีงานüิจัยü่าโพแทÿเซียมซอร์เบต

ไม่ÿะÿมในร่างกายĀากมีปริมาณไม่ÿูงนัก ÿามารถย่อยผ่านกระบüนการÿลายกรดไขมันเป็นน้ าและคาร์บอนได

ออกไซต์ (EFSA, 2015) แต่เพ่ือคüามปลอดภัยของผู้บริโภคจึงมีปริมาณก าĀนดปริมาณÿูงÿุดที่ÿามารถใช้ได้

โดยขึ้นอยู่กับประเภทของอาĀาร ในประเทýไทยÿ านักงานคณะกรรมการอาĀารและยาĀรือ อย. เป็น

Āน่üยงานออกกฎเกณฑ์ดังกล่าü ซึ่งผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อิ่มมีปริมาณÿูงÿุดที่ 500 ppm ของกรดซอร์บิก 
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ตารางที่ 2.2 ปริมาณÿูงÿุดที่ใช้ได้ของโพแทÿเซียมซอร์เบตในอาĀารแต่ละประเภทĀน่üยมิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

 

ที่มา: ÿ านักงานคณะกรรมการอาĀารและยา (2547) 

        2.2.4.2 โซเดียมเบนโซเอต 
โซเดียมเบนโซเอตĀรือ C7H5NaO2 มีลักþณะเป็นเกล็ดเล็กๆ Āรือรูปแท่งคล้ายเข็ม ไม่มีÿี และกลิ่น 

ÿามารถละลายน้ าได้ดีเนื่องจากอยู่ในรูปเกลือของกรดเบนโซอิกต่างจากกรดเบนโซอิกที่มีคüามÿามารถในการ

ละลายน้ า ต่ า  (Chipley, 1993; World Health Organization, 2000; Davidson, Juneja and Branen, 
2002) เป็นüัตถุกันเÿียที่เก่าแก่นิยมใช้ในอุตÿาĀกรรม ยา เครื่องÿ าอาง และอาĀาร โซเดียมเบนโซเอตมี

ประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ÿูงÿุดเมื่ออยู่ในÿภาพไม่แตกตัüĀรืออยู่ในอาĀารที่มีค่าพีเอช

ใกล้เคียงกับค่า pKa (ýิüาพร, 2546) โดยโซเดียมเบนโซเอตเป็นÿารกันเÿียชนิดแรกที่ได้รับการรับรองใĀ้ใช้ใน

อาĀารจากคณะกรรมการอาĀารและยาÿĀรัฐอเมริกา ÿามารถพบในพืชธรรมชาติ เช่น แคนเบอรี่ ลูกพรุน 

อบเชย และกานพลู เป็นต้น (World Health Organization, 2000; Davidson, Juneja and Branen, 2002) 
โดยยับยั้งการเจริญของจุลินทรีผ่านกลไกการเปลี่ยนแปลงโครงÿร้างทางÿัณฐานüิทยา องค์ประกอบ และ

Āน้าที่การท างานของเยื่อĀุ้มเซลล์ท าใĀ้คüามÿามารถในการซึมผ่านของÿารต่างๆเปลี่ยนแปลงไปจึงขัดขüาง

การเลือกÿารที่เข้าÿู่เซลล์ รüมทั้งการแตกตัüของÿารภายในเซลล์ท าใĀ้เอนไซม์ต่างๆÿูญเÿียคüามÿามารถใน

การด าเนินกิจกรรมไป (Davison et al., 2002) การบริโภคโซเดียมเบนโซเอตในปริมาณน้อย ร่างกายÿามารถ

ขับออกได้ทางปัÿÿüะในรูปกรดฮิพพิüริก แต่Āากได้รับในปริมาณÿูงĀรือมากกü่า 2 กรัมต่อüันอาจมี

ผลข้างเคียง อาทิ คลื่นไÿ้และอัมพาต เป็นต้น (üีรยา ,2018) ดังนั้นจึงมีการก าĀนดปริมาณÿูงÿุดที่ÿามารถ

ใช้ได้เช่นกัน ซึ่งคณะกรรมการอาĀารและยาอนุญาตใĀ้ผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อ่ิมใÿ่โซเดียมเบนโซเอตได้ไม่เกิน 

1000 ppm ของกรดเบนโซอก 
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ตารางที่ 2.3 ปริมาณÿูงÿุดที่ใช้ได้ของโซเดียมเบนโซเอตในอาĀารแต่ละประเภท Āน่üยมิลลิกรัมต่อกิ โลกรัม

 

ที่มา: ÿ านักงานคณะกรรมการอาĀารและยา (2547) 

2.3 การเÿื่อมเÿียลักþณะที่ดีของมะม่วงแช่อ่ิม 
    2.3.1 ด้านกายภาพและเคมี 

การผลิตมะม่üงแช่อ่ิมเป็นการน ามะม่üงแช่ในÿารละลายน้ าตาลที่มีคüามเข้มข้นÿูง ซึ่งมีข้อคüรระüัง

มาก เนื่องจากอาจเกิดปัญĀาที่ÿ่งผลต่อคุณภาพผลิตภัณฑ์ทางกายภาพและเคมีได้ ยกตัüอย่างกรณีมะม่üงแช่

อ่ิมมีเนื้อÿัมผัÿแข็งเกินไป ซึ่งอาจเกิดจากการแช่ผลไม้ในน้ าเชื่อมน้อยเกินไปĀรือเติมกรดในน้ าดองĀüานน้อย

เกินไป คüรใช้เüลาเชื่อมนานขึ้นโดยเพ่ิมคüามเข้มข้นของน้ าตาลใĀ้ช้าลง (ประÿิทธิ์ อติüีระกุล, 2527)  Āรือ

กรณีผิüของผลไม้เĀี่ยüย่นซึ่งมีเĀตุจาการต้มĀรือลüกมะม่üงนานเกินไป เมื่อน ามาแช่อ่ิมผลไม้จึงĀดตัüมากจน

เกิดการเĀี่ยüย่น นอกจากนีÿามารถพบได้จากการใช้น้ าเชื่อมเข้มข้นÿูงตั้งแต่การแช่อ่ิมครั้งแรก ดังนั้นคüรใช้

น้ าเชื่อมที่คüามเข้มข้นไม่เกิน 30 องýาบริกซ์ÿ าĀรับครั้งแรกของการแช่อ่ิม (ÿุüิช ýิริüัฒนโยธิน, 2530 ; 

ธนüรรณ บุญปั้น, 2537) และกรณีการเกิดÿีน้ าตาลของมะม่üงแช่อ่ิมซึ่งเป็นผลมาจากเอนไซม์และปฏิกิริยาทาง

เคมี ป้องกันได้โดยการลüกüัตถุดิบเพ่ือท าลายเอนไซม์ โดยใช้เüลาและอุณĀภูมิใĀ้เพียงพอต่อการท าลาย

เอนไซม์เพอร์ออกซิเดÿ (peroxidase) Āรือใช้ÿารประกอบซัลไฟต์ในรูปของÿารละลายโซเดียมĀรือ

โพแทÿเซียมเมตาไบซัลไฟต์ เข้มข้นไม่เกิน 2000 ppm ซึ่งÿามารถÿูญเÿียไปในระĀü่างกระบüนการผลิตและ

เĀลือตกค้างในผลิตภัณฑ์เพียง 50-100 ppm ซึ่งĀากใช้ในปริมาณที่ÿูงเกินไปจะÿ่งผลใĀ้ผลิตภัณฑ์มีÿีซีด 

ท าลายüิตามินบี มีกลิ่นของซัลเฟอร์ และอาจท าผู้บริโภคเกิดอาการแพ้ (ประÿาร ÿüัÿดิ์ซิตัง, 2538 ; ÿุคนธ์ชื่น 

ýรีงาม, 2539) 
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    2.3.2 ด้านชีüภาพ 
พ้ืนฐานการผลิตมะม่üงแช่อ่ิมไม่มีการผ่านกระบüนการใĀ้คüามร้อนÿูง เนื่องจากมีÿภาพแüดล้อมเป็น

กรดÿูงและคüามร้อนระดับที่ÿามารถฆ่าเชื้อได้ท าใĀ้ÿูญเÿียรÿÿัมผัÿของมะม่üงแช่อ่ิมย่อมเกิดการปนเปื้อน

ของเชื้อจุลินทรีย์ได้ง่ายĀากกระบüนการผลิตไม่ÿะอาดเพียงพอ โดยลักþณะเบื้องต้นของมะม่üงแช่อ่ิมแม้ไม่

เอ้ือต่อการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดก่อโรคแม้รับประทานเข้าไปอาจไม่ÿ่งผลถึงชีüิตแต่อาจท าใĀ้เกิดอาการ

ระคายเคืองĀรือรบกüนระบบย่อยอาĀารได้ Āรืออาจอันตรายต่อผู้ที่มีร่างกายไม่แข็งแรงในบางกรณี  แต่

จุลินทรีย์ชนิดก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียที่ทนต่อÿภาüะการĀมักยังÿามารถเจริญได้ ซึ่งลักþณะเÿื่อมเÿียที่พบมากใน

อุตÿาĀกรรมมะม่üงแช่อ่ิมคือ การโป่งพองĀรือการเกิดก๊าซในบรรจุภัณฑ์ซึ่งมีÿาเĀตุจากจุลินทรีย์ผลิตเมทา

บอไลท์ขณะย่อยแป้งĀรือน้ าตาล ĀรือเกิดระĀü่างกระบüนการĀมักน้ าตาล เป็นต้น ทั่üไปการÿร้างก๊าซมักพบ

ร่üมกับÿภาพของอาĀารที่มีคüามเป็นกรดมากขึ้นจึงท าใĀ้อาĀารมีรÿเปรี้ยü เกิดฟอง Āรือเปลี่ยนÿี ได้ ทั้งนี้ 

นอกจากÿ่งผลใĀ้ลักþณะทางประÿาทÿัมผัÿเปลี่ยนแปลงจนไม่เป็นที่ยอมรับ ในบางกรณียังอาจท าใĀ้เกิดคüาม

ไม่ปลอดภัยในการบริโภคได้ (อรพิน ชัยประÿพ, 2558 ; Niu et al., 2020) โดยจุลินทรีย์ที่เกี่ยüข้องกับการ

เÿื่อมเÿียของมะม่üงแช่อ่ิม มีดังนี้ 
        2.3.2.1 ยีÿต์ และรา 

ยีÿต์ เป็นเชื้อราเซลล์เดียü (Eukaryotic cell) ÿ่üนราเป็นÿิ่งมีชีüิตในตระกูลฟังไจ ÿามารถเจริญได้ทั้ง

ในÿภาüะมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจนโดยที่ใช้แป้งและน้ าตาลเป็นแĀล่งอาĀาร (Science Buddies, 2014) 

จึงพบได้ตามธรรมชาติจากแĀล่งที่มีน้ าตาลเป็นองค์ประกอบมากรüมถึงมะม่üง ÿามารถประยุกต์ใช้กับอาĀาร 

เช่น การĀมักไüน์ (เอทานอล) การข้ึนฟูของโดü์ขนมปัง (คาร์บอนไดออกไซด์) แต่ทั้งนี้การเจริญของยีÿต์Āรือรา

อันเนื่องมาจากการปนเปื้อนที่ไม่พึงประÿงค์กลายเป็นÿาเĀตุของการเน่าเÿียĀรือÿร้างคüามเÿียĀายได้ เช่น 

การĀมักน้ าตาลด้üยยีÿต์ท าใĀ้เกิดก๊าซซี่งอาจท าใĀ้บรรจุภัณฑ์โป่งพอง (Wang et al., 2015) เกิดจุดเÿ้นใยÿี

ต่างๆในอาĀาร และอาจเกิดเมือกบนผิüÿัมผัÿ เป็นต้น นอกจากนี้บางÿายพันธุ์ยังÿามารถÿร้างเมทตาบอไลท์ที่

ท าลายองค์ประกอบของอาĀารอย่างโปรตีนและเซลลูโลÿได้อย่าง เอนไซม์ไลติÿ (Hernandez et al., 2018) 

และบางชนิดมีกลไกการเจริญที่ผลิตไนไตรต์ซึ่งเป็นอันตรายต่อÿุขภาพ (Ao et al., 2019) ในการýึกþาของ 

Wang และคณะ (2015) พบü่า ยีÿต์ที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียในอุตÿĀกรรมเกี่ยüกับการแปรรูปผลไม้ÿ่üนใĀญ่

มาจากแĀล่งเก็บเกี่ยüüัตถุดิบ อาทิ ดิน และอากาýเป็นต้น ดังนั้นในอุตĀกรรมมะม่üงแช่อิ่มที่ไม่คüบคุมและฆ่า

เชื้อพ้ืนที่การผลิตอย่างระมัดระüังอาจท าใĀ้ยีÿต์Āรือราปนเปื้อนในอาĀาร (Science Buddies, 2014) Āรือ

กระทั่งÿร้าง mycotoxins ที่มีคüามเป็นพิþซึ่งมีคüามเÿถียรÿูงได้ โดยทั่üไปยีÿต์ÿามารถทนต่อÿภาüะเครียด

ได้ดี (Majumdar, 2018) จากงานüิจัยของ Tournas และคณะ (2001) กล่าüü่า ÿายพันธุ์ÿ่üนใĀญ่ของยีÿต์

ต้องการ water activity เพียง 0.85 Āรืออาจน้อยกü่านั้น รüมถึงมีช่üง pH ที่เอ้ือต่อการเจริญที่กü้างทั้งยัง

ÿามารถต่อต้านจุลินทรีย์อื่นได้อย่างมีประÿิทธิภาพในüงกü้าง (Lowes et al., 2000) จึงเป็นจุลินทรีย์กลุ่มที่น่า

กังüลü่าอาจท าใĀ้เกิดการเÿื่อมคุณภาพของผลิตภัณฑ์ 
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        2.3.2.2 แบคทีเรีย 
แบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์ขนาดเล็กกü่ายีÿต์Āรือราที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียได้อย่างรüดเร็ü มักพบใน

อาĀารที่มีคüามชื้นÿูง ÿ าĀรับมะม่üงแช่อ่ิมนั้น แบคทีเรียที่คาดü่าเป็นต้นเĀตุของการÿร้างก๊าซซึ่งเป็นĀนึ่งใน

คุณลักþณะที่ท าใĀ้อาĀารไม่เป็นที่ยอมรับคือ แบคทีเรียแกรมบüกตระกูลบาซิลลัÿและแลคโทบาซิลลัÿ (Nui 

et al., 2019) ที่มีกิจกรรมย่อยคาร์โบไฮเดรตท าใĀ้เกิดกรดอินทรีย์และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ขึ้นได้ 

(Blackburn, 2006) และถึงแม้แลคติกแอซิกแบคทีเรียจะมีประโยชน์ต่อการผลิตอาĀารĀมักดอง แต่แบคทีเรีย

เĀล่านี้ÿามารถกลายเป็นเĀตุที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿียได้Āากอยู่ในÿภาüะไร้อากาýĀรือมีอากาýน้อยและมี

อุณĀภูมิไม่ÿูงนัก (Rawat, 2015) นอกจากนี้แบคทีเรียยังÿามารถÿร้างÿปอร์ในÿภาüะที่ไม่เอ้ือต่อการเจริญ

เพ่ือเติบโตอีกครั้งได้ซ่ึงก าจัดได้ยากกü่าแบคทีเรียมาก 

2.4 การระบุÿาเĀตุของปัญĀาบรรจุภัณฑ์โป่งพองในมะม่วงแช่อ่ิม 
    2.4.1 การคัดแยกจุลินทรีย์ 

ในการระบุÿายพันธุ์ของจุลินทรีย์ที่ไม่ทราบมาก่อน ขั้นตอนÿ าคัญคือการแยกเชื้อจากแĀล่งที่ต้องการ

ออกเป็นโคโลนีเดี่ยüโดยüิธีที่ดีที่ÿุดคือการเข่ียเชื้อบนอาĀารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง (Ruangpan และ Lila, 2004) 

ซึ่งชนิดของอาĀารเลี้ยงเชื้อจะขึ้นกับองค์ประกอบพ้ืนฐานของแĀล่งที่ต้องการแยก ชั้นĀรือลักþณะเฉพาะของ

จุลินทรีย์ที่คาดü่าจะพบ อาทิ การýึกþาของ Nui และคณะ (2018) พบü่าจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿร้างก๊าซในอาĀาร

ประเภทĀมักดองได้ คือ Bacillus licheniformis ซึ่งÿอดคล้องกับการýึกþาใĀม่ของ Nui et al.(2019) ที่

ชี้ใĀ้เĀ็นü่าจุลินทรีย์ที่ÿามารถÿร้างก๊าซในอาĀารĀมักดอง ได้แก่ Bacillus licheniformis, Lactobacillus 

Alimentarius และ L. acidipiscis โดยอาĀารเลี้ยงเชื้อที่เĀมาะÿม คือ RMS, LB และ RCM และเนื่องจากเป็น

การแยกเชื้อเพ่ือระบุĀาจุลินทรีย์ที่ท าใĀ้เกิดการเน่าเÿียของผลิตภัณฑ์ จึงคüรทดÿอบบนอาĀารเลี้ยงเชื้อ

มากกü่า 2 ประเภททั้งในÿภาüะมีอากาýและไร้อากาýแล้üท าการระบุด้üยÿัณฐานüิทยาĀรือปฏิกิริยาเคมี

เฉพาะและüิเคราะĀ์ข้อมูลทางจุลüิทยาเพ่ือระบุÿายพันธุ์ที่แน่นอนต่อไป เช่นการใช้เทคนิคด้านการüิเคราะĀ์

ÿารพันธุกรรม 
    2.4.2 การระบุÿายพันธุ์จุลินทรีย์ด้üยการüิเคราะĀ์ล าดับÿารพันธุกรรม  

üิเคราะĀ์ล าดับÿารพันธุกรรม (Sequence Analysis) เป็นการüิเคราะĀ์ล าดับที่ครอบคลุมทั้ง DNA, 

RNA และ เปปไทด์ในเทคนิคต่างๆ  เพ่ือýึกþาเก่ียüกับĀน้าที่ โครงÿร้างและการท างานของล าดับชีüüิทยานั้นๆ 

(Prjibelski, 2019) ซึ่งจะเทียบกับระบบฐานข้อมูลที่เป็นที่รüบรüมล าดับทางชีüüิทยา มีĀลักการการüิเคราะĀ์

พ้ืนฐานโดยระบบจะค่อยๆไล่ตามล าดับของเบÿไปเรื่อยๆจนจบช่üง Āรือ sequence alignment แต่มีคüาม

ซับซ้อนอยู่ที่การแปรรĀัÿโปรตีนนั้นใช้ล าดับของช่üงเอกซอนเท่านั้นแต่ในÿิ่งมีชีüิตĀลายเซลล์ ในÿายÿ่üนมาก

จะประกอบด้üยอินตรอนและยังมี frameshift ที่อาจท าใĀ้การĀาล าดับผิดพลาดทü่าในÿ่üนของเฟรมชิฟท์นั้น

ปัจจุบันมีĀลายอัลกอรึทึ่มที่ÿามารถลดข้อผิดพลาดในจุดนี้ได้ นอกจากนี้ยังนิยมใช้เพ่ือĀาคüามÿัมพันธ์แบบ 

homology อีกด้üย 
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2.5 การควบคุมการเจริญของจุลินทรีย์นอกเĀนือการใช้วัตถุกันเÿีย 
    2.5.1 pH 

เป็นตัüชี้ระดับคüามเข้มข้นของโปรตอน ซึ่งทั่üไปจุลินทรีย์ชนิดต่างๆจะมีÿภาüะของ pH ที่เĀมาะÿม

กับการเจริญแตกต่างกัน ระดับของโปรตอนที่ไม่เĀมาะÿมÿ่งผลต่อÿรีรüิทยาและโครงÿร้างของเซลล์ (Jin 

Qusheng and Kirk F. matthew, 2018) อันดับแรกในÿภาüะกรดÿูงจะท าลายคüามÿามารถในการคüบคุม

ÿารเข้า-ออกของเยื่อĀุ้มเซลล์ โดยในภาüะกรดÿูงโครงÿร้างตาข่ายเดิมของเยื่อĀุ้มเซลล์จะถูก เปลี่ยนเป็น

โครงÿร้างตาข่ายĀกเĀลี่ยมเมื่อคüามเป็นกรดÿูงขึ้น การเปลี่ยนแปลงดังกล่าüท าใĀ้คüามĀนาแน่นและ

ระยะĀ่างระĀü่างโมเลกุลเปลี่ยนไป เป็นเĀตุใĀ้เยื่อĀุ้มเซลล์เÿื่อมประÿิทธิภาพ (Leung et al., 2013) ดังนั้น

จึงไม่ÿามารถคüบคุมปริมาณโปรตอนที่จะเข้าÿู่เซลล์ได้ ซึ่งโปรตอนที่มากเกินไปจะท าใĀ้เซลล์ต้องใช้พลังงาน

เพ่ิมขึ้นอย่างมากเพ่ือขับโปรตอนÿ่üนเกินออกไปเพ่ือรักþาÿมดุลภายในไซโทพลาÿซึม (Lee sun-young, 

2004) และกระทบต่อโมเลกุลโปรตีนซึ่งเป็นÿ่üนประกอบĀลักของเอนไซม์และÿารพันธุกรรมอีกด้üย 

คุณÿมบัติของโปรตีนÿามารถตกตะกอนĀรือเÿียÿภาพได้เมื่อถึงจุด Isoelectric point ดังนั้นการปรับค่า pI 

ÿามารถคลายโครงÿร้างของÿารประกอบอินทรีย์ได้  (Xu et al., 2020) การใช้กรดอ่อน เช่น กรดอะซิติก

เĀมาะÿมกับเป้าĀมายในการต้านจุลินทรีย์มากกü่า เนื่องจาก กรดอ่อนที่แตกตัüไม่ĀมดในĀนึ่งครั้งจะÿามารถ

ผ่านเยื้อĀุ้มเซลล์และแตกตัüอีกครั้งภายในไซโทพลาÿซึม จึงออกฤทธิ์ได้ดีกü่ากรดแก่อย่างน้อย 10 เท่า (Lee 

sun-young, 2004) และÿ าĀรับกรดอะซิติกการใช้เกลือÿามารถเพ่ิมประÿิทธิภาพการรบกüนÿมดุลของ

จุลินทรีย์ได้ (Yamamoto et al., 1984a) แต่ทั้งนี้จุลินทรีย์บางชนิดก็อาจÿร้างกลไกในการตอบโต้ÿภาüะ

เครียดจากÿภาüะคüามเป็นกรดÿูงได้ 

    2.5.2 Water activity 
เป็นค่าชี้ระดับปริมาณน้ าต่ าที่ÿุดในอาĀารที่จุลินทรีย์จะÿามารถน าไปใช้เจริญและท ากิจกรรมต่างๆได้ 

(ýูนย์นüัตกรรมเทคโนโลยีĀลังการเก็บเกี่ยü, 2546)  โดยĀลักการถนอมอาĀารทั่üไปที่อาýัยĀลักการลด

คüามชื้นอิÿระของอาĀารลง อาทิ การอบแĀ้ง การดองเกลือ Āรือการแช่อ่ิม เป็นต้น เนื่องจากจุลินทรีย์

ÿามารถแลกเปลี่ยนÿารจ าเป็นต่างๆระĀü่างภายในและภายนอกเซลล์ผ่านรูปÿารละลายที่ละลายในน้ าเท่านั้น 

(FDA, 2014) เป็นเĀตุใĀ้เมื่อลดปริมาณน้ าที่จุลินทรีย์ÿามารถใช้ได้ดังกล่าü จึงท าใĀ้กิจกรรมในเซลล์Āยุดชะงัก

และเกิดอันตรายต่อเซลล์ของจุลินทรีย์ นอกจากนี้การเปลี่ยนแปลงค่า water activity ยังÿ่งผลต่อแรงดัน

ออÿโมติกที่อาจกระตุ้นใĀ้จุลินทรีย์เกิดÿภาüะเครียดขึ้น ซึ่งเป็นĀนึ่งในÿาเĀตุที่ท าใĀ้เกิดการÿร้างÿปอร์ของ

แบคทีเรีย (Tapia et al., 2007) โดยจุลินทรีย์ต่างชนิดจะมีค่า water activity ที่ต่างกัน จึงÿามารถใช้ค่า Aw 

เป็นพารามิเตอร์Āนึ่งเพ่ือคüบคุมการเจริญของเชื้อที่ต้องการได้ 
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ตารางที่ 2.4 Minimum water activity values of spoilage microorganisms 

Microbe group Minimum aw Example Food source Reference 

Most bacteria 0.91 Pseudomonas, E. 
coli, Proteus 

Highly perishable 
fresh and canned 
foods 

Sperber (1983), 
Beuchat (1983) 

Most yeast 0.88 Candida, 
Micrococcus 

Most fruit juice 
concentrates, 
flour, rice 

Troller (1986), 
Christian (1963) 

Most mold 0.80 Most halophilic 
bacteria 

Jam, marmalade, 
glace fruits 

Leistner (2000) 

Halophilic group 0.75 Xerophilic mold peanut butter Abdullah et al. 
(2000), Gram and 
Dalaard (2002) 

Xerophilic group 0.65 Aspergillus 
echinulatas 

Some dried fruits Gock et al. (2003) 

Osmophilic group 0.60 S. bisporus Dried friits 
containing 15-20% 
moisture; honey 

Jay (2012) 

ที่มา: Majumdar (2018) 

    2.5.3 Salinity 
การใช้เกลือเป็นüิธีĀนึ่งในการลดค่า water activity โดยในอุตÿĀกรรมอาĀารนิยมใช้เกลือแกง Āรือ 

NaCl ในการเติมลงในผลิตภัณฑ์ เกลือจะแตกตัüอยู่ในรูปของไอออนแล้üÿร้างพันธะกับน้ าอิÿระ ท าใĀ้น้ าที่

จุลินทรีย์ÿามารถใช้ได้ลดน้อยลง ทü่าในคüามเป็นจริงไม่ÿามารถท่ีจะลดค่า Aw ลงได้ต่ ากü่า 0.75 Āากใช้เพียง

เกลือเนื่องจากคüามÿามารถในการละลายของ NaCl (Lee sun-young, 2004) และÿ าĀรับการผลิตมะม่üงแช่

อ่ิมที่ต้องการเกลือปริมาณน้อยย่อมไม่อาจใช้เกลือเป็นปัจจัยĀลักในการลดค่ากิจกรรมของน้ า 
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ตารางที่ 2.5 Water activity (aw) of salt solution 

aw value Content of solution in g NaCl/100g H2O 
0.995 0.88 
0.99 1.75 
0.98 3.57 
0.96 7.01 
0.95 8.82 
0.85 23.55 
0.80 30.10 
0.75 36.06 

ที่มา: Lee sun-young (2004) 

แต่ทั้งนี้โซเดียมคลอไรด์ยังมีกระบüนการอ่ืนๆที่ใช้ต้านจุลชีพ อาทิ ในงานüิจัยของ Burlot และคณะ 

(1994) ชี้ใĀ้เĀ็นü่าที่ระดับคüามเข้มข้นของเกลือÿูงจะยืดช่üงระยะ lag phase ของจุลินทรีย์และüิธีปรับคüาม

เข้มข้นเกลือนี้จะมีประÿิทธิภาพดีขึ้นเมื่อใช้ร่üมกับüิธีต้านจุลินทรีย์อ่ืนๆ ดังตัüอย่างงานüิจัยของ Jenkins และ

คณะ ( 2000 )  ที่ ýึ กþาการจ า ลอง เ พ่ิ อท าน ายระยะ เ üลาและปั จจั ย ในการ เ จริญ เติ บ โตของ 

Zygosaccharomyces bailii ในผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดÿูงใน 29 üัน พบü่า ขอบเขตที่ÿามารถชะลอการเจริญ

ของเชื้อที่ýึกþาได้มากกü่า 120 üัน คือกรดอะซิติกคüามเข้มข้นมากกü่า  2.6% v/v, pH ต่ ากü่า 3.55, NaCl 

คüามเข้มข้นมากกü่า 2.05% v/v และคüามเข้มข้นของน้ าตาลฟรักโตÿมากกü่า 3.50% v/v โดยเมื่อปรับค่า

ใดค่าĀนึ่งจะÿ่งผลต่อการปรับ ระดับค่าอ่ืนด้üย 

    2.5.4 Sugar content 
การเพ่ิมระดับปริมาณน้ าตาลในอาĀารเป็นüิธีในการต้านจุลินทรีย์จากĀลักการเกี่ยüกับการออÿโมซิÿ

ซึ่งเกี่ยüข้องกับ water activity การดึงน้ าออกจากโมเลกุลอาĀารท าใĀ้จุลินทรีย์ไม่อาจใช้น้ านั้นเพ่ือท า

กิจกรรมได้ นอกจากนี้ยังมีกลไกทางอ้อมอ่ืนๆ ที่ช่üยในกระบüนการยับยั้งจุลชีพ ในการýึกþาของ Scientific 

American (2020) ชี้ใĀ้เĀ็นü่าน้ าตาลÿามารถรบกüนการท างานของเอนไซม์และท าใĀ้โครงÿร้างÿาร

พันธุกรรมของจุลินทรีย์นั้นลดคüามเÿถียรลง และÿามารถเร่งการÿะÿมของÿารต้านจุลชีพอ่ืนๆได้ เช่น เอ

ทานอล เป็นต้น ทั้งนี้คüามÿามารถในการเจริญของจุลินทรีย์ที่ÿร้างเซคันดารีเมทตาบอไลท์อย่างแอลกอฮอล์ 

จะขึ้นอยู่กับÿายพันธุ์เช่นกัน โดยĀน่üยการüัดนิยมใช้ °Brix โดยในคüามเข้มข้นของน้ าตาลÿูงๆĀรือมีค่าบริกซ์

ÿูงนั้น (ตั้งแต่  55 ขึ้นไป) ไม่จ าเป็นต้องใช้ÿารต้านจุลินทรีย์อ่ืนๆ เพ่ือยับยั้งการเจริญของยีÿต์ (Meimer et 

al., 1992) ที่ค่อนข้างทนต่อÿภาüะเครียดได้ดีกü่าจุลินทรีย์ประเภทอ่ืนที่ไม่ใช่จุลินทรีย์เฉพาะ (Majumdar, 
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2018) แต่Āากระดับคüามเข้มข้นของน้ าตาลน้อยอาจไม่ÿ่งผลต่อการคüบคุมจุลินทรีย์ที่ท าใĀ้เกิดการเน่าเÿีย

อย่างมีนัยÿ าคัญ เท่ากับ pH และÿารกันเÿียอ่ืนๆ (Battey et al., 2002)  

    2.5.5 อ่ืนๆ 
นอกจากปัจจัยที่ได้กล่าüถึงก่อนĀน้ายังมีปัจจัยอ่ืนที่ÿามารถยับยั้งการเจริญได้ ได้แก่ อุณĀภูมิ จาก

การüิจัยของ Mullam and Michael (2000) พบü่าÿามารถลดการเจริญของแบคทีเรียแกรมบüกในกลุ่มแลค

โตบาซิลลัÿได้เมื่อบ่มที่อุณĀภูมิต่ ากü่า 7 องýาเซลเซียÿ นอกจากนี้การใช้แบคเทอริโอซินอย่างไนซินยังมี

ประÿิทธิภาพÿูงในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบüกที่มักเป็นÿาเĀตุของจุลินทรีย์ÿร้างก๊าซ ซึ่งใĀ้ผล

ดีกü่าüัตถุกันเÿียทั่üไปอาทิ โพแทÿเซียมซอร์เบตและโซเดียมเบนโซเอตมากเนื่องจากÿามารถขัดขüางการÿร้าง

ผนังเซลล์ÿ่üน peptidoglycan ได้อย่างมีประÿิทธิภาพ จัดเป็น bactericidal ชนิดĀนึ่ง แต่มีข้อจ ากัดด้าน

ต้นทุนเนื่องจากไนซินผลิตจากแบคทีเรียจึงมีข้ันตอนในการท าบริÿุทธิ์มากÿ่งผลใĀ้ราคาÿูงตามไปด้üย 
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บทที่ 3 วัÿดุ อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 
 
3.1 วัÿดุอุปกรณ์ ÿารเคมี และเครื่องมือ 
    3.1.1 üัÿดุ 

� มะม่üงแช่อิ่มที่บรรจุภัณฑ์โป่งพองและบรรจุภัณฑ์ปกตจิากการผลิต 4 รุ่น ช่üงเดือนÿิงĀาคม พ.ý. 

2563 - พฤýจิกายน พ.ý. 2563 (üรพร, ไทย) 
� ซูโครÿ (ลิน, ไทย) 

� ฟรุกโตÿเข้มข้น 55% (ใบไม้ÿีเขียü, ไทย) 

� ซอร์บิทอล 70% (TTT, ไทย) 

� เกลือแกง (ปรุงทิพย์, ไทย) 

    3.1.2 อุปกรณ์และเครื่องมือ 

� เครื่องชั่ง (SHIMADZU, ญี่ปุ่น) 
� จานเพาะเชื้อพลาÿติก (Petri plate) (Hycon, ไทย) 
� Āลอดดักก๊าซ (Durham tube) 
� Āลอดทดลองแก้ü 
� ไมโครปิเปต 
� ตู้ปลอดเชื้อ (BSC class II) 
� โถบ่มไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar)  
� เครื่องเขย่าผÿมÿาร (Vortex mixer) 
� เครื่องปั่นเĀüี่ยง (Centrifuge)  
� เครื่องเขย่าÿาร (Shaker)  
� เครื่องüัดค่าปริมาณของแข็งที่ละลายน้ า (Refractometer) (Hunna, ÿĀรัฐอเมริกา) 
� Āม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (Autoclave) (Tomy, ญี่ปุ่น) 
� เครื่องüัดค่าคüามเป็นกรด-ด่าง (pH meter) (Toledo, ไทย)  
� Āลอดไมโครทิüบ์ (Eppendorf tube) (Axygen, ÿĀรัฐอเมริกา) 
� เครื่องนับจ านüนโคโลนี (Manual colony counter) (Digitech, จีน) 
� จานเพาะเชื้อ 96 Āลุม 
� กระบอกฉีดยา 
� ไซริงค์กรองÿารขนาดรูพรุน 45 ไมโครเมตร (Syringe filter) 
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� ชุดÿกัดÿารพันธุกรรมแบคทีเรีย (Bacterial DNA extraction kit) (Vivantis, รัÿเซีย) 
� Spectrophotometry 
� เครื่องเพ่ิมปริมาณÿารพันธุกรรม (Thermal cycler) 
� Electrophoresis system 
� เครื่องตรüจเอกลักþณ์ÿารพันธุกรรม (Gel documentation and analysis software) 

    3.1.3 ÿารเคมี 

� น้ ากลั่น (Distilled water) 
� TAE buffer 
� อาĀารเลี้ยงเชื้อชนิดแข็ง MRS agar, YM agar, RCM agar, LB agar และ PDA (Himedia,อินเดีย) 
� อาĀารเลี้ยงเชื้อชนิดเĀลü MRS broth, YM broth, RCM broth, LB broth และ NB (Himedia, 
อินเดีย) 
� ชุดÿารเคมีÿ าĀรับเพิ่มจ านüนÿารพันธุกรรม 
� ÿีย้อมÿารพันธุกรรม 
� แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
� เอธิเดียมโบรไมด์ (Ethidium bromide) 
� อะกาโรÿ (Agarose) 
� โพแทÿเซียมซอร์เบต (Potassium sorbate) 
� โซเดียมเบนโซเอต (Sodium benzoate) 
� กรดซิตริก (Citric acid) 

3.2 วิธีการด าเนินงาน 
ตอนที่ 1 การคัดแยกและýึกþาÿมบัติของจุลินทรีย์ที่เกี่ยüข้องกับการเÿื่อมเÿียแบบÿร้างก๊าซในมะม่üงแช่อิ่ม 

    3.2.1 การคัดแยกจุลินทรีย์ 
เตรียมตัüอย่างน้ าคั้นมะม่üงดองจากผลิตภัณฑ์ที่มีการÿร้างก๊าซโดยการบีบชิ้นมะม่üง ขีดน้ าคั้นบน

อาĀารเพาะเชื้อชนิดแข็ง 5 ชนิด ได้แก่ De Man, Rogosa and Sharpe agar (MRS agar), Yeast Malt agar 
(YM agar), Luria-Bertani agar (LB agar), Reinforced clostridial agar (RCM agar) และ Potato dextrose 
agar (PDA) จ านüน 6 ชุด บ่มในÿภาüะ anaerobic และ aerobic ที่อุณĀภูมิĀ้อง, 30 องýาเซลเซียÿและ 37 

องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 üัน  
ทดÿอบคüามÿามารถในการÿร้างก๊าซเบื้องต้นโดยใÿ่ตัüอย่างน้ าคั้นมะม่üงดองจากผลิตภัณฑ์ที่มีการ

ÿร้างก๊าซปริมาตร 1 มิลลิลิตรใÿ่ลงอาĀารเพาะเชื้อชนิดเĀลü 5 ชนิด ได้แก่ De Man, Rogosa and Sharpe 
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medium (MRS broth), Yeast Malt medium (YM broth), Luria-Bertani medium (LB broth), 
Reinforced clostridial medium (RCM broth) และ Nutrition broth (NB) ที่ ภายในมีĀลอกดั กก๊ าซ 

(durhame tube) จ านüน 6 ชุด ด าเนินการบ่มเช่นเดียüกับอาĀารเพาะเชื้อชนิดแข็ง (ดัดแปลงจาก Niu et 
al., 2020) 

ทดÿอบคุณÿมบัติการÿร้างก๊าซของจุลินทรีย์ที่เจริญบนจานเพาะเชื้อโดยเลือกจานเพาะเชื้อจาก

ÿภาüะ (ชนิดอาĀารเลี้ยงเชื้อ อุณĀภูมิและระบบอากาý) ที่พบปริมาณก๊าซในĀลอดดักก๊าซมากจากการบ่ม

ด้üยอาĀารเĀลüมาตราฐานตามขั้นตอนข้างต้น ใช้üิธีÿุ่มตัüแทนแบบ Harrison’s disc method (Harrigan 
and McCance, 1976) เขี่ยโคโลนีเดี่ยüลงในอาĀารเĀลüมาตรฐานที่มีĀลอดดักก๊าซ จากนั้นบ่มตามÿภาüะต้น

เชื้อ เป็นระยะเüลา 5-12 üัน (ดัดแปลงจาก Niu et al., 2019) เก็บรักþาตัüแทนจุลินทรีย์ที่มีคุณÿมบัติÿร้าง

ก๊าซÿูง (high-performance positive test) ในÿารละลายกลีเซอรอล (glycerol stock) ที่อุณĀภูมิ -20 
องýาเซลเซียÿและเข่ียเชื้อเก็บบนอาĀารเพาะเชื้อชนิดแข็งที่ 4 องýาเซลเซียÿ  

    3.2.2 การตรüจÿอบÿมบัติในการÿร้างก๊าซและการระบุÿายพันธุ์  

ท าใĀ้เชื้อบริÿุทธิ์ (resteak) โดยขีดเชื้อจากโคโลนีเดี่ยüจากจานเพาะเชื้อเดิม ยืนยันคüามÿามารถใน

การÿร้างก๊าซของ isolate ซ้ าด้üยเทคนิค durham tube test ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüเป็นเüลา 6-12 üัน 

(ดัดแปลงจาก Niu et al., 2020) ýึกþาลักþณะตัüแทนโคโลนีจากจานเพาะเชื้อแข็งที่ท าการต่อเชื้อใĀม่ 

บันทึกลักþณะโคโลนี ชนิดอาĀารเพาะเชื้อแข็ง ย้อมแกรม และ wet mount เพ่ือแยกกลุ่มเบื้องต้น 
เพาะเลี้ยงเชื้อในอาĀารเลี้ยงเชื้อเĀลüเขย่าด้üยคüามเร็ü 150 rpm เป็นเüลา 48 ชั่üโมง ÿกัดÿาร

พันธุกรรมด้üยชุดÿกัดÿารพันธุกรรมÿ าเร็จรูป รุ่น GF-1 ÿ าĀรับแบคทีเรียเตรียม Master mix ปริมาตร 45 
µL ต่อ 1 ปฏิกิริยาโดยผÿม Vi buffer 5 µL, MgCI2 1.5 µL, dNTPs mix 0.5 µL, primer (forward) ชนิด 

357F 0.5 µL, primer (reverse) ชนิด 518R 0.5 µL, Tag DNA 0.4 µL และน้ ากลั่นฆ่าเชื้อปราýจากÿาร

พันธุกรรม 36.6 µL กับÿารพันธุกรรมตัüอย่างที่ÿกัดได้ (template) 5 µL และÿ าĀรับยีÿต์ราใช้ primer ITS1 
(forward) และ ITS4 (reverse) แทน การท าปฏิกิริยาเพ่ิมจ านüนÿารพันธุกรรม (polymerase chain 
reaction, PCR) ด้üยเครื่อง Thermal cycler เริ่มด าเนินปฏิกิริยาด้üย 95 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 5 นาที 

จากนั้นเข้าüัฏจักรอุณĀภูมิ 92 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 60 üินาที, 55 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 60 üินาที 
และ 72 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 60 üินาที ทั้งĀมด 30 รอบ คงระดับอุณĀภูมิ 72 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 7 
นาที จากนั้นเก็บผลิตภัณฑ์ PCR ที่ -20 องýาเซลเซียÿเพ่ือรอÿ่งüิเคราะĀ์เป็นล าดับต่อไป (Zhou et al., 
2017;Muyzer et al., 1993 ; Prakitchaiwattana et al., 2010) 

ตรüจÿอบคุณภาพผลิ ตภัณฑ์  PCR ด้ üยการแยกÿาร พันธุ กรรมด้ üยกระแÿไฟฟ้า  (Gel 
electrophoresis) เตรียมอะกาโรÿ (agarose) ที่คüามเข้มข้น 1% (w/v) ใช้แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA 
ladder) ขนาด 1kb เป็นเครื่องบ่งชี้ขนาดÿารพันธุกรรม (marker) และเตรียมตัüอย่างโดยผÿม template 

ปริมาตร 10 µL กับÿีย้อม (dye 6X) ปริมาตร 2 µL ด าเนินการด้üยเครื่องแยกüิเคราะĀ์ÿารพันธุกรรม 

(electrophoresis system) ตั้งค่ากระแÿไฟฟ้าชนิดตรง (DC) ที่ 100V เป็นเüลา 30 นาที น าอะกาโรÿแช่ใน
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ÿารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) เป็นเüลา 20 นาที จากนั้นล้างน้ ากลั่นปราýจากÿาร

พันธุกรรมเป็นเüลา 10 นาที ติดตามผลโดยโปรแกรม Gene snap ด้üยเครื่องตรüจเอกลักþณ์ÿารพันธุกรรม 

(gel documentation and analsysissoftware) รุ่น InGeniusl เพ่ือÿ่งตรüจĀาล าดับÿารพันธุกรรม (DNA 
sequencing) โดยÿ่งüิเคราะĀ์ที่บริþัท แปซิฟิก ไซเอ็นซ์ จ ากัด üิเคราะĀ์ล าดับÿารพันธุกรรมด้üย program 
Blast เ ที ย บ กั บ ฐ า น ข้ อ มู ล ข อ ง  National Center for Biotechnology Information 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi  (เข้าถึงเมื่อ 05/05/2021) 

    3.2.3 ประเมินÿภาüะในการยับยั้งการเจริญของไอโซเลทÿร้างก๊าซ 
        3.2.3.1 การยับยั้งการเจริญ ด้üยüัตถุเจือปนอาĀารแบบชนิดเดี่ยü (single effect) 

ใช้üัตถุเจือปนอาĀาร 4 ชนิดแปรระดับคüามเข้มข้นเพ่ือĀาค่า MICs ของจุลินทรีย์ตัüแทนแต่ละชนิด 

เตรียมÿารละลายเข้มข้นที่มีคüามเข้มข้นดังนี้ เกลือแกง 20% (W/V), ซูโครÿ 20% (w/v), โพแทÿเซียมซอร์

เบต (Potassium sorbate) 12% (w/v) และ โซเดียมเบนโซเอต (Sodium benzoate) 20% (W/V) โดย

ÿารละลายเกลือแกงเข้มข้นและซูโครÿเข้มข้นเจือจางด้üยอาĀารเพาะเชื้อเĀลüใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุทธิ 0.7, 1, 
2 และ 3 %(w/v) และ 6, 8, 10 และ 12 %(w/v) ตามล าดับ ฆ่าเชื้อด้üยĀม้อนึ่งไอน้ า (Autoclave) ทีอุ่ณĀภูมิ 

121 องýาเซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ü เป็นเüลา 15 นาที Potassium sorbate และ Sodium 
benzoate ฆ่าเชื้อด้üยการกรองผ่านĀัüกรองขนาดรู 45 ไมโครเมตรที่ต่อเข้ากับกระบอกฉีดยา (Syringe) ก่อน

ใช้งาน เจือจางด้üยอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่ผ่านการฆ่าเชื้อใĀ้ได้คüามเข้มข้นÿุทธิ 0.11, 0.09, 0.07 และ 0.05 
%(w/v) และ 0.1, 0.09, 0.07 และ 0.06 %(w/v) ตามล าดับ  

ถ่ายเชื้อปริมาณ 104 cfu/ml ซึ่งเตรียมจากการเขี่ยเชื้อลงในอาĀารเĀลüมาตรฐาน เขย่าที่ 150 เป็น

เüลา 1 คืนแล้üเจือจาง 10 เท่าปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในĀลอดทดลองแก้üที่เตรียมข้างต้นซึ่งมีปริมาตรÿุทธิ 9 
มิลลิลิตร เก็บผลด้üยจานเพาะเชื้อ 96 Āลุม (microplate 96 well) ที่เüลา 0, 5, 18, 24, 48 และ 72 ชั่üโมง 

ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร เก็บที่ อุณĀภูมิ  4 องýาเซลเซียÿเ พ่ือüัดค่าด้üยเครื่องüัดค่าแÿงÿ่องผ่ าน 

(Spectrophotometry) ที่ OD600 โดยโปรแกรม Digiread จากนั้นÿร้าง Growth curve และ spread plate 
ตัüแปรคüบคุมเพ่ือÿร้างกราฟคüามÿัมพันธ์ระĀü่างจ านüนเชื้อและค่า OD600 

        3.2.3.2 การยับยั้งการเจริญด้üยüัตถุเจือปนอาĀารแบบผลเÿริมฤทธิ์ (synergistic effect) 
พิจารณาผลจากข้อ 3.2.3.1 เพ่ือเลือกคู่ตัüแปร (üัตถุเจือปนอาĀาร) ที่จะท าการทดÿอบด้üย 

synergistic effect จ านüน 2 คู่ ด าเนินการทดลองใน microplate 96 well ปริมาตรÿุทธิในแต่ละช่องเท่ากับ 

0.25 มิลลิลิตร แปรคüามเข้ม 6 ระดับ ได้แก่ 0, 1/8MIC, 1/4MIC, 1/2MIC, 2/3MIC และ MIC ของตัüแทน

จุลินทรีย์แต่ละชนิดที่มีปริมาณเชื้อเริ่มต้น 104 cfu/ml บ่มที่อุณĀภูมิĀ้อง ติดตามผลด้üยปริมาณตะกอนที่

เกิดข้ึนและการüัดค่า OD600 
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        3.2.3.3 การยับยั้งการเจริญด้วยการแปรค่า pH ร่วมกับเกลือ 1% 
เนื่องจากในอุตÿาĀกรรมการผลิตมะม่วงแช่อิ่มไม่นิยมใĀ้เกลือมีความเข้มข้นÿูงนัก จึงต้องอาศัยปัจจัย

อ่ืนเพื่อลดปริมาณจุลินทรีย์ ดังนั้นการควบคุมการเจริญของจุลินทรีย์นอกเĀนือการใช้วัตถุกันเÿียท าได้ด้วยการ

ปรับ pH และเพ่ิมความเข้มข้นของน้ าตาลเพ่ือท าใĀ้ÿภาพแวดล้อมเป็นอุปÿรรคในการเจริญของจุลินทรีย์ 

โดยทั่วไปอุตÿาĀกรรมอาĀารนิยมใช้ High fructose syrup เป็นÿารใĀ้ความĀวาน แต่เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์

ÿ่วนมากไม่ÿามารถน าน้ าตาลบางชนิดมาใช้เป็นแĀล่งคาร์บอนได้ เมื่อค านึงปัจจัยอ่ืนเพ่ิมเติมจึงมีการเพ่ิม 

sorbitol ในการทดลองเพ่ือเป็นแนวทางตัดÿินใจ  
ถ่ายเชื้อปริมาณ 104 cfu/ml ตามวิธีในข้อ 3.2.3.1 ลงในอาĀารเĀลวแต่ละชนิดที่มีการปรับÿภาวะไว้ 

ดังตารางที่ 7 โดยอาĀารเพาะเชื้อเĀลวปรับความเข้มข้นเกลือและน้ าตาลก่อนการนึ่งฆ่าเชื้อ และใÿ่กรด

ภายĀลังเพ่ือปรับ pH ÿารละลายกรดที่ใช้เตรียมจากÿารละลายกรดซิตริกเข้มข้ม 7%(W/V) เก็บผลด้วย 
microplate 96 well ที่ เวลา 0, 18, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง วัดค่าด้วยเครื่อง Spectrophotometry ที่ 

OD600 โดยโปรแกรม Digiread ÿร้าง Growth curve และวิ เคราะĀ์ข้อมูลผ่าน one-way analysis of 
variance (ANOVA) โดยโปรแกรม SPSS ความแตกต่างอย่างมีนัยÿ าคัญที่ p<0.1 ใช้ข้อมูลทั้งÿองพิจารณา

ร่วมเพ่ือเลือกÿูตรอาĀารเĀลวที่เĀมาะÿมÿ าĀรับแปรระดับความเข้มข้นของÿารกันเÿีย 

ตารางที่ 3.1 การแปรค่าระĀว่าง pH และ °Brix ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลว 8 ÿูตร 

ล าดับ °Brix pH 
55% High fructose syrup 70% Sorbitol 

สูตรที่ 1 25 - 3.5 
สูตรที่ 2 25 - 3 
สูตรที่ 3 22 - 3.5 
สูตรที่ 4 22 - 3 
สูตรที่ 5 - 25 3.5 
สูตรที่ 6 - 25 3 
สูตรที่ 7 - 22 3.5 
สูตรที่ 8 - 22 3 

จากการใช้ข้อมูลวิเคราะĀ์ทางÿถิติเลือกÿูตรอาĀารในตารางที่ 7 ที่ÿามารถขัดขวางการเจริญของ

จุลินทรีย์ได้ดีที่ÿุดเป็น base medium ÿ าĀรับÿูตรอาĀารเĀลวในตารางที่ 8 ซึ่งมีจุดประÿงค์แปรระดับความ

เข้มข้นระĀว่างÿารกันเÿีย 2 ชนิดได้แก่ โพแทÿเซียมซอร์เบตและโซเดียมเบนโซเอต เพ่ือĀาÿัดÿ่วนการใช้ÿาร

กันเÿียที่มีประÿิทธิภาพÿูงÿุดในการต้านการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ÿร้างก๊าซ โดยค านวณความเข้มข้นของÿาร

กันเÿียÿุทธิไม่เกินปริมาณที่กฎĀมายก าĀนด   
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ตารางที่ 3.2 ÿัดÿ่วนของ potassium sorbate และ sodium benzoate ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลวÿูตร A-K 
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บทที่ 4 ผลการวิจัย และอภิปรายผล 
 
4.1 การคัดแยกจุลินทรีย์ÿร้าง และการระบุÿายพันธุ์ 

เมื่อคัดแยกจุลินทรีย์จากน้ าคั้นมะม่üงดองจากผลิตภัณฑ์ที่มีการโป่งพอง พบเชื้อÿามารถเจริญได้ใน

อาĀารเลี้ยงเชื้อชนิด RCM, LB, PDA, YM และ MRS ระบบมีอากาý ที่อุณĀภูมิĀ้องและ 30 องýาเซลเซียÿ 

และÿามารถแยกเชื้อได้จากระบบไม่มีอากาý อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ได้จากอาĀาร LB agar เพียงอย่าง

เดียüดังตารางที่ 4.1 เนื่องจาก LB เป็นอาĀารเลี้ยงเชื้อเฉพาะ (selective media) ที่เอ้ือต่อการเจริญของ 

Escherichia coli และÿายพันธุ์อ่ืนที่มีคüามใกล้เคียงĀรือจุลินทรีย์ที่ใช้แĀล่งคาร์บอนจากกรดอะมิโนแทน

น้ าตาล (Sezonov et al., 2007 ; Liao and MacEWilliams, 2006) ซึ่งÿอดคล้องกับผลการทดลองเพราะ E. 
coli ÿามารถเจริญในอุณĀูมิÿูงÿุดถึง 49 องýาเซลเซียÿทั้งระบบมีอากาýและไม่มีอากาý (Fotadar et al., 
2005 ; Colville et al., 2013) เมื่อทดÿอบÿมบัติการÿร้างก๊าซของจุลินทรีย์ด้üยตัüอย่างเดียüกันพบการÿร้าง

ก๊าซปริมาณน้อยจากจุลินทรีย์ที่เจริญในอาĀารเĀลü RCM ที่อุณĀภูมิĀ้องและ 30 องýาเซลเซียÿ ทั้งในระบบ

มีอากาýและไม่มีอากาý พบการÿร้างก๊าซปริมาณมากจากจุลินทรีย์ที่เจริญในอาĀารเĀลü YM ที่อุณĀภูมิĀ้อง 

และ MRS ที่อุณĀภูมิĀ้องและ 30 องýาเซลเซียÿ ในระบบมีอากาýดังตาราง 4.2 จากการÿังเกตุลักþณะ

โคโลนีที่พบมากในอาĀารประเภท RCM และ MRS ที่พบการÿร้างก๊าซปริมาณÿูง คือ กลมมน ขอบเรียบ 

ขนาดเล็ก และมีÿีขาüอมเĀลือง ÿ่üน YM มีลักþณะกลมเล็กคล้ายจุดÿีขาü ทั้งนี้บริþัทผู้ผลิตมะม่üงแช่อ่ิมไม่ได้

บรรจุผลิตภัณฑ์แบบÿุญญากาýĀรือมีการปรับอัตราÿ่üนอากาýในบรรจุภัณฑ์ รüมถึงจัดเก็บและขนÿ่ง

ผลิตภัณฑ์ที่อุณĀภูมิĀ้อง จึงเลือกจุลินทรีย์ÿร้างก๊าซจากอาĀารชนิด YM และ MRS ในระบบมีอากาýที่

อุณĀภูมิĀ้องÿ าĀรับการÿุ่มเลือกโคโลนีด้üยüิธี Harrison’s disc method และเมื่อทดÿอบคุณÿมบัติ gas-
forming spoilage ซ้ าพบü่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกมีคุณÿมบัติในการÿร้างก๊าซจริง 

ตารางที่ 4.1 การเจริญของจุลินทรีย์ ที่ÿภาüะต่างๆ บนอาĀารเพาะเชื้อแข็งชนิดต่างๆĀลังการบ่ม 5 üัน  

ชนิดอาĀาร 
Agar 

Aerobe Anaerobe 
Room temp 30°C 37°C Room temp 30°C 37°C 

RCM + + - + + - 
LB + + + + + + 

PDA + + + + - - 
YM + + + - - - 
MRS + + - + + - 

ĀมายเĀตุ : +  คือ มีโคโลนีเกิดข้ึน 
     -  คือ ไม่มีโคโลนีเกิดขึ้น 
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ตารางที่ 4.2 การÿร้างก๊าซของจุลินทรีย์ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüชนิดต่างๆĀลังการบ่ม 5 üัน 

ชนิดอาĀาร 
Broth 

Aerobe Anaerobe 
Room temp 30°C 37°C Room temp 30°C 37°C 

RCM + + - + + - 
LB - - - - - - 
NB - - - - - - 
YM ++ - - - - - 
MRS +++ ++++ - - - - 

ĀมายเĀตุ:    +    คือ พบก๊าซใน durham tube ปริมาณน้อย 
             ++++  คือ พบก๊าซใน durham tube ปริมาณมาก 
                 -     คือ ไม่พบก๊าซในการทดÿอบด้üย durham tube 
ภาพแÿดงการÿร้างก๊าซ แÿดงในภาคผนüก ก 

ÿุ่มเลือกโคโลนีจาก Harrison’s disc method จ านüน 14 ไอโซเลท ยืนยันคüามÿามารถในการÿร้าง

ก๊าซพบü่า ไอโซเลทที่ÿามารถÿร้างก๊าซมากได้แก่ล าดับที่ 1 กับ 5 ÿร้างก๊าซปานกลางได้แก่ ล าดับที่ 6, 7, 8, 
9, 10 และ 11 ดังนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลทตัüแทนได้ทั้งĀมด 7 ไอโซเลทได้แก่ ไอโซเลท 1, 5, 6, 8, 9, 10 และ 

11 จากการพิจารณาคüามÿามารถในการÿร้างก๊าซ ปริมาณที่พบ และÿัณฐานüิทยาเบื้องต้น ระบุÿายพันธุ์

ตัüแทนไอโซเลทด้üย PCR product พบü่าไอโซเลท 1 ตรงกับลักþณะดีเอนเอของ Lactobacillus 
plantarum ที่ 100% similarity ไอโซเลท 5 ตรงกับลักþณะดีเอนเอของ Zygosaccharomyces parabailii 
ที่ 98% similarity, ไอโซเลท 6, 8 และ 10 ตรงกับลักþณะดีเอนเอของ Zygosaccharomyces rouxii ที่ 97, 
95 และ 97% similarity ตามล าดับ โดยเลือกไอโซเลท 10 เป็นตัüแทนของÿายพันธุ์นี้ และไอโซเลท 9 ตรงกับ

ลกัþณะดีเอนเอของ Zygosaccharomyces bailii ที่ 96% similarity  
จากงานüิจัยของ Grimbaum et al. (1994) กล่าüü่าจุลินทรีย์ในกลุ่ม Zygosaccharomyces เป็น

จุลินทรีย์ที่ท าใĀ้เกิดเĀตุการณ์บรรจุภัณฑ์โป่งพองในผลิตภัณฑ์อาĀารได้ผ่านกระบüนการĀมักน้ าตาลซึ่งมีก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลผลิตพลอยได้ จึงพบจุลินทรีย์กลุ่มนี้มากในอาĀารที่มีองค์ประกอบของน้ าตาลÿูง 

(Martorell et al., 2007) อย่างมะม่üงแช่อ่ิมเป็นต้น และยังยากต่อการก าจัดเนื่องจากคüามทนทานต่อ

ÿภาพแüดล้อมทั้งอุณĀภูมิ  คüามดันและÿารกันเÿียชนิดกรดอินทรีย์  (Rodrigues et al, 2001) แม้ 
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Zygosaccharomyces จะเป็นจุลินทรีย์ที่ÿร้างกลิ่นเฉพาะตัüได้แต่Āากมีจ านüนเกินกü่า 106-107 cfu/g มัก

พบü่าเป็นเĀตุใĀ้เกิดการเÿื่อมเÿียของผลิตภัณฑ์ (Combina et al., 2008) 

ตารางที่ 4.3 ลักþณะจุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการÿร้างก๊าซที่แยกได้จากüิธี Harrison’s disc method 

อาĀาร จ านวน ล าดับ ลักþณะ colony 
ÿัณฐานวิทยาของ

เซลล์ 
คุณÿมบัติใน

การÿร้างก๊าซ 
YM 3 1 กลมเล็กคล้ายจุด ÿขีาüอมเĀลืองอ่อน round-pair +++ 

2 กลมแบนผิüĀน้าเป็นคลื่น ÿีขาü rod  - 
3 กลมนูนขนาดกลาง ÿีขาü budding yeast + 

MRS 11 4 กลมนูนขนาดกลาง มีÿีขาü rod - 
5 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาü rod +++ 
6 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาüอมเĀลืองอ่อน rod ++ 
7 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาü rod ++ 
8 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาüอมเĀลืองอ่อน rod ++ 
9 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีÿีÿ้มอ่อน rod ++ 
10 กลมนูนขนาดกลาง ÿีขาüอมเĀลืองอ่อน rod ++ 
11 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาüอมเĀลืองอ่อน rod ++ 
12 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาü rod - 
13 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาü rod + 
14 กลมนูนขนาดเล็ก ÿีขาü rod - 

ĀมายเĀตุ:    +    คือ พบก๊าซใน durham tube ปริมาณน้อย 
               +++  คือ พบก๊าซใน durham tube ปริมาณมาก 
                 -     คือ ไม่พบก๊าซในการทดÿอบด้üย durham tube  
ภาพ cell morphology แÿดงในภาคผนüก ข 
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ตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะĀ์ล าดับดีเอ็นเอ 

Isolate Identity % Similarity Properties 
1 Lactobacillus plantarum 100 Lactic acid bacteria 

associated with plant 
5 Zygosaccharomyces parabailii 98 Osmophilic yeast 
6 Zygosaccharomyces rouxii 97 Osmophilic yeast 
8 Zygosaccharomyces rouxii 95 Osmophilic yeast 
9 Zygosaccharomyces bailii 96 Osmophilic yeast 
10 Zygosaccharomyces rouxii 97 Osmophilic yeast 

ตาราง DNA sequence แÿดงในภาคผนวก ข 

4.2 ประเมินสภาวะในการยับย้ังการเจริญของไอโซเลทสร้างก๊าซ  
    4.2.1 การยับยั้งการเจริญ ด้วยวัตถุเจือปนอาĀารแบบชนิดเดี่ยว (single effect) 

1. เกลือ  
ปรับเกลือความเข้มข้น 0-3 %(w/v) ลงในĀลอดทดลองที่มีความเข้มข้นเชื้อเริ่มต้น 104 cfu/ml 

พบว่าเกลือทุกระดับไม่ÿามารถยืดระยะ lag phase ของ Lactobacillus. plantarum ได้แต่ÿามารถลดการ

เพ่ิมของจุลินทรีย์ได้Āลังผ่านไป 24 ชั่วโมงและคงปริมาณเชื้อไม่เกิน 108 cfu/ml ทุกระดับความเข้มข้นเกลือ

ซึ่งน้อยกว่าชุดควบคุม ดังรูปที่ 4.1(a) ขณะที่ Zygosaccharomyces parabailii เกลือทุกระดับÿามารถยืด

ระยะ lag phase ซึ่งÿอดคล้องกับงานวิจัยที่กล่าวว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของเกลือÿามารถยืดระยะ lag 
phase ของยีÿต์ได้ (Burlot et al., 1994 ; Logothetis, Walker and Nerantzis, 2007) และที่เกลือความ

เข้มข้นตั้งแต่ 2%(w/v) ขึ้นไปเชื้อไม่เพ่ิมจ านวนĀลังชั่วโมงท่ี 24 ซึ่งĀมายความว่าเกลือความเข้มข้น 2 %(w/v) 
ÿามารถชะลอการเจริญได้ ในท านองเดียวกับ Zygosaccharomyces bailii แม้มีการเพ่ิมจ านวนของเชื้อขึ้น

อีกĀลังชั่วโมงที่  48 แต่ Zygosaccharomyces  rouxii ที่ เกลือเข้มข้น 3% (w/v) ยังพบการเจริญของ

จุลินทรีย์ในปริมาณ 108 cfu/ml ซึ่งĀมายความว่า L. plantarum และ Z. rouxii เป็นÿายพันธุ์ที่ทนต่อเกลือ

ได้ดีซึ่งเชื้อทั้งÿองÿามารถพบในอาĀารชนิดที่มีปริมาณเกลือÿูงอย่างกิมจิ  (Lorenzo et al., 2018) และซีอ๊ิว 

(Tilbury, 1980) ตามล าดับเป็นต้น  

ภาพแÿดงความÿัมพันธ์ระĀว่างปริมาณจุลินทรีย์และค่า OD600 แÿดงในภาคผนวก ค 
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(a) (b) 

(c) (d) 
รูปที่ 4.1 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 

(c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d) ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่แปรระดับเกลือเข้มข้นÿุทธิ 0, 0.7, 1, 2 และ 3 %

(w/v) เป็นเüลา 72 ชั่üโมง 

2. ซูโครÿ 
การแปรระดับซูโครÿของ L. plantarum พบü่าซูโครÿคüามเข้มข้น 0-12% (w/v) ไม่มีผลในการ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ตรงกับงานüิจัยของ Battery et al. (2002) ที่พบü่าระดับคüามเข้มข้นของ

น้ าตาลที่ต่ าไม่ÿ่งผลอย่างมีนัยÿ าคัญต่อการต้านการเจริญของจุลินทรีย์ที่ก่อใĀ้เกิดการเน่าเÿีย ซึ่ง Z. 
parabailii, Z. rouxii และ Z. bailii เป็นไปในท านองเดียüกัน จากการýึกþาจุลินทรีย์เĀล่านี้มีคüามทนต่อ

น้ าตาล เนื่องจากยีÿต์ทั้งÿามÿายพันธุ์มีคุณÿมบัติเป็น osmophilic yeast ÿามารถเจริญได้ดีในÿภาพแüดล้อม

ที่มีน้ าตาลÿูง (Richter, 1912) ที่ท าใĀ้มีแรงดันออÿโมซิÿÿูง ÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Erich Maimer และ 

Martin Busse (1992) พบü่าที่ pH 5.5 การยับยั้งการเจริญของเชื้อกลุ่ม Zygosaccharomyces ต้องใช้คüาม

เข้มข้นของน้ าตาลÿูงกü่า 55 °Brix ขึ้นไป และเมื่อพิจารณา Z. rouxii Āลังการบ่ม 72 ชั่üโมงมีปริมาณเชื้อ

มากกü่าจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนอยู่ 1-2 log จึงคาดü่าเป็นจุลินทรีย์ที่มีคüามทนต่อÿภาüะเครียดที่เกิดจากแรงดัน

ออÿโมติกดังกล่าüได้มากที่ÿุด ซึ่งเป็นไปตามงานüิจัยของ Gardon et al. (2008) และ Martorell et al. 
(2007) ที่ýึกþาถึงคüามÿามารถในการทนต่อÿภาüะเครียดของจุลินทรีย์กลุ่ม Zygosaccharomyces พบü่า 

Z. rouxii มีคüามÿามารถในการเปลี่ยนองค์ประกอบของเยื่อĀุ้มเซลล์ตามÿภาพแüดล้อมจึงมีคุณÿมบัติทั้ง 
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osmophilic, xerophilic และ acid-tolerant แต่ Z. parabailii และ Z. bailii ไม่มีคุณÿมบัติ xerophilic 

(Gardon et al., 2008) 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
รูปที่ 4.2 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 

(c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่แปรระดับซโูครÿเข้มข้นÿุทธ ิ0, 6, 8, 10 และ 12 %

(w/v) เป็นเüลา 72 ชั่üโมง 

3. โพแทÿเซียมซอร์เบต  
การแปรระดับโพแทÿเซียมซอร์เบตของ L. plantarum พบü่า โพแทÿเซียมซอร์เบตทุกระดับÿามารถ

เพ่ิมระยะ lag phase ได้และตั้งแต่คüามเข้มข้น 0.09% (w/v) ไม่พบการเพ่ิมจ านüนของจุลินทรีย์อีกĀลังผ่าน

ไป 48 ชั่üโมง ÿ่üน Z. parabailii คล้ายกับ Z. rouxii คือ โพแทÿเซียมซอร์เบตตั้งแต่ 0.07%(w/v) ขึ้นไป

ÿามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ ขณะที่ Z. bailiii ยังพบการเจริญของจุลินทรีย์แม้โพแทÿเซียมซอร์เบต

เข้มข้นถึง 0.11% (w/v) ซึ่งÿ าĀรับโพแทÿเซียมซอร์เบตü่าด้üยประกาýกระทรüงÿาธารณÿุข เลขที่ 389 
พุทธýักราช 2561 เรื่องüัตถุเจือปนอาĀาร (ฉบับที่ 5) Ā้ามไม่ใĀ้ใÿ่โพแทÿเซียมซอร์เบตเกิน 500 ppm ของ

กรดซอร์บิกĀรือเท่ากับ 0.07%(w/v) ของโพแทÿเซียมซอร์เบตĀรือต่ ากü่าÿ าĀรับผลิตภัณฑ์ผลไม้แช่อ่ิม   
ทั้งนี้ เนื่องจากจุลินทรีย์ทั้ง 4 ÿายพันธุ์มีคüามทนต่อüัตถุกันเÿียชนิดกรดอ่อนโดยไม่ขึ้นกับโครงÿร้าง 

(Stratfoed et al., 2013 ; Martorell et al., 2007) 
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(a) (b) 

(c) (d) 
รูปที่ 4.3 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 

(c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่แปรระดับโพแทÿเซียมซอร์เบตเข้มข้นÿุทธิ 0, 0.05, 
0.07, 0.09 และ 0.11 %(w/v) เป็นเüลา 72 ชั่üโมง 

4. โซเดียมเบนโซเอต  
การแปรระดับโซเดียมเบนโซเอตของ L. plantarum พบü่า โซเดียมเบนโซเอตตั้งแต่คüามเข้มข้น

เท่ากับ 0.06% (w/v) Āรือÿูงกü่าÿามารถลดคüามชันของกราฟช่üง log phase และÿามารถชะลอการเจริญ

ของจุลินทรีย์ได้โดยไม่มีคüามแตกต่างกันภายใน 72 ชั่üโมง ซึ่งผลลัพธ์คล้ายกับ Z. parabailii ÿ่üน Z. bailii 
ใช้โซเดียมเบนโซเอตเข้มข้นตั้งแต่ 0.07%(w/v) ขึ้นไปจึงมีผลยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ ขณะที่ Z. rouxii ยัง

พบการเจริญของจุลินทรีย์ปริมาณ 107 cfu/ml แม้ใช้เข้มข้นถึง 0.1% (w/v) จากการýึกþาของ Alyce Stiles 
Battey, Siobain Duffy และ Donald W. Schaffner (2002) พบü่าการใช้โซเดียมเบนโซเอตในยีÿต์กลุ่ม 

Zygosaccharomyces มีประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญได้ดีกü่าการใช้โพแทÿเซียมซอร์เบต แต่ทั้งนี้

ประÿิทธิภาพของüัตถุกันเÿียชนิดกรดอ่อนขึ้นอยู่กับค่า pH ที่เĀมาะÿมเป็นÿ าคัญ (Turantas et al., 1999) 
ดังนั้นĀากมีการปรับ pH ของอาĀารเĀลüใĀ้อยู่ในÿภาüะกรดÿูงÿามารถช่üยเพ่ิมประÿิทธิภาพของÿารได้  
(Jenkins et al., 2000) มากถึง 40% (Rojo et al., 2014) 
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(a) (b)  

(c) (d) 
รูปที่ 4.4 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 

(c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d)  ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่แปรระดับโซเดียมเบนโซเอตเข้มข้นÿุทธิ 0, 0.06, 
0.07, 0.09 และ 0.1 %(w/v) เป็นเüลา 72 ชั่üโมง 

    4.2.2 การยับยั้งการเจริญด้üยüัตถุเจือปนอาĀารแบบผลเÿริมฤทธิ์ (synergistic effect) 
จากการทดลองพบü่าการใช้ potassium sorbate ร่üมกับ sodium benzoate ใĀ้ผลเÿริมฤทธิ์กัน

ในทุกการทดÿอบ เมื่อพิจารณาเชื้อผÿมระĀü่างไอโซเลท 1, 5, 6, 8, 9 และ 10 Āรือ เชื้อผÿม M การใช้ÿาร

ทัง้ÿองร่üมกันÿามารถลด MICs ลงได้ประมาณ 35% เมื่อเทียบกับการใช้ÿารเดี่ยü ดังตารางที่ 4.5 และการใช้ 

potassium sorbate ร่üมกับเกลือใĀ้ผลในท านองเดียüกันแต่มีประÿิทธิภาพมากกü่า ÿามารถลดค่า MICs ลง

ได้ถึง 50% ÿ าĀรับเชื้อผÿม M ดังตารางที่ 4.6 เมื่อพิจารณาการทดลองทั้งÿองÿภาüะเĀ็นได้ü่า Z. bailiii มี
อาการต้านüัตถุกันเÿียมากที่ÿุดในกลุ่ม Zygosaccharomyces ÿ าĀรับÿายพันธุ์ที่ทดลอง ซึ่งÿอดคล้องกับ

งานüิจัยĀลายชิ้นที่ยืนยันคุณÿมบัติทนต่อÿารกันเÿียชนิดกรดอ่อน (Martorell et al., 2007) ของจุลินทรีย์ 
การเติมเกลือลงในอาĀารเĀลüจะเพ่ิมคüามเป็นกรดของÿภาพแüดล้อมจากการแตกตัüของเกลือซึ่งเอ้ือต่อการ

ท างานของüัตถุกันเÿียทั้งÿองที่มีกลไกในการยับยั้งคือ ÿร้างคüามผิดปกติในกระบüนการแลกเปลี่ยนÿารของ

เซลล์และขัดขüางการÿร้างเอนไซม์ (üีรยา, 2018) ด้üยการเพ่ิมคüามเป็นกรดภายในไซโทพลาซึม ดังนั้นโปรตีน

อันเป็นโครงÿร้างของเอนไซม์จะเÿียÿภาพไป ทั้งนี้ยังคงมีบางเซลล์ที่มีค่า pH ของไซโทพลาซึมน้อยกü่าเซลล์

อ่ืนๆ คüามแตกต่างระĀü่าง pH ที่น้อยกü่าท าใĀ้เซลล์ยังคงด าเนินกิจกรรมภายในเซลล์ต่อได้จึงเกิดเป็น
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คุณÿมบัติทนกรดของจุลินทรีย์ขึ้น (Stratford et al., 2013) คาดü่าĀากปรับ pH ใĀ้มีคüามเป็นกรดÿูงร่üมจะ

ÿามารถเพ่ิมประÿิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของüัตถุกันเÿียทั้งÿองได้ โดยช่üง pH ที่เĀมาะÿมกับโซเดียม

เบนโซเอตอยู่ระĀü่าง 2.5-4.0 (üีรยา, 2018) และกรดอ่อนÿ าĀรับโพแทÿเซียมซอร์เบต นอกจากนี้งานüิจัย

ของ Kang et al. (2021) พบü่า L. plantarum ช่üยÿ่งเÿริมกระบüนการผลาญคาร์บอนไดออกไซต์ของเซลล์

ยีÿต์ใĀ้เข้าÿู่กระบüนการĀายใจ เป็นการยับยั้งการเจริญของยีÿต์ทางĀนึ่งท าใĀ้การทดÿอบ M ใĀ้ผลดีกü่าการ

ทดÿอบ Z. bailii เพียงÿายพันธุ์เดียü ทั้งนี้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็นอีกปัจจัยĀนึ่งที่กระทบต่อคüามÿามารถใน

การยับยั้งการเจริญจุลินทรีย์ ณ คüามเข้มข้นĀนึ่งของüัตถุกันเÿีย (Sofos and Bustra, 1993 ; Tfouni and 
Toledo, 2002)  

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 
รูปที่ 4.5 synergistic effect ระĀü่าง potassium sorbate (แนüนอน) และ sodium benzoate (แนüตั้ง) ของ L. 
plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซ

เลท 10 (d) และ M (e) ที่มีการแปรระดับüัตถุกันเÿียในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüมาตรฐาน 
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(a) (b) (c) 

(d) (e)  
รูปที่ 4.6 synergistic effect ระĀü่าง potassium sorbate (แนüนอน) และ เกลือ (แนüตั้ง) ของ ของ L. 
plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซ

เลท 10 (d) และ M (e) ที่มีการแปรระดับüัตถุกันเÿียในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüมาตรฐาน 

ตารางที่ 4.5 ประÿิทธิภาพของตัüแปรร่üมระĀü่าง Potassium sorbate และ Sodium benzoate 

จุลินทรีย ์(ไอโซเลท) MICs Single effect MICs Synergistic effect % MICs ที่ลดลง 
PS1 %(w/v) SB2 %(w/v) PS %(w/v) SB %(w/v) PS SB 

 L. plantarum (1) 0.11 0.090 0.11 0.060 0 33 
Z. parabailii (5) 0.11 0.10 0.11 0.050 0 50 
Z. bailii (9) 0.090 0.10 0.090 0.10 0 0 
Z. rouxii (10) 0.090 0.10 0.045 0.067 50 33 
M3 0.11 0.10 0.073 0.067 33 33 

ĀมายเĀตุ 1 คือ potassium sorbate 
   2 คือ sodium benzoate 
   3 คือ เชื้อผÿมของไอโซเลท 1, 5, 6, 8, 9, 10 และ 11 
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ตารางที่ 4.6 ประÿิทธิภาพของตัüแปรร่üมระĀü่าง Potassium sorbate และ เกลือ 

จุลินทรีย ์(ไอโซเลท) MICs Single effect MICs Synergistic effect % MICs ที่ลดลง 
PS  %(w/v) เกลือ %(w/v) PS %(w/v) เกลือ %(w/v) PS เกลือ 

 L. plantarum (1) 0.11 3 0.055 1.50 50 50 
Z. parabailii (5) 0.11 2 0.028 1.00 75 50 
Z. bailii (9) 0.090 1 0.090 0.50 0 50 
Z. rouxii (10) 0.090 3 0.060 2.00 33 33 
M 0.11 3 0.055 1.50 50 50 

 
4.3 การยับยั้งการเจริญด้วยการแปรค่า pH ร่วมกับเกลือ 1% (w/v) 

เมื่อค านึงถึงการผลิตระดับอุตÿาĀกรรม มะม่üงแช่อ่ิมที่ผ่านการผลิตด้üยปริมาณเกลือที่มากกü่า  

1.5% (w/v) ไม่ได้รับการยอมรับจากผู้บริโภคเนื่องจากรÿชาติที่เค็มเกินไปจึงก าĀนดปริมาณเกลือที่ 1% (w/v) 
และแปรระดับ pH และ °Brix โดยใช้ÿารใĀ้คüามĀüานที่แตกต่างกันคือ ไฮฟรุคโตÿซรัปและซอร์บิทอล ใน

ÿัดÿ่üนต่างๆดังตารางที่ 3.1 พบü่าÿ าĀรับทุกไอโซเลท ÿูตรที่ 5-8 ที่ใช้ซอร์บิทอล 70% เป็นÿารใĀ้คüามĀüาน

มีปริมาณจุลินทรีย์น้อยกü่าÿูตรที่ 1-4 ซึ่งใช้ไฮฟรุคโตÿไซรัป 55% อย่างชัดเจนในระยะเüลาทดÿอบ เนื่องจาก

การใช้ซอร์บิทอลท าใĀ้จุลินทรีย์ขาดแĀล่งคาร์บอนจึงไม่ÿามารถเจริญเติบโตได้ดี กระบüนการดึงซอร์บิทอลมา

ใช้ในจุลินทรีย์อาýัยเอนไซม์ที่ต่างจากน้ าตาลĀกคาร์บอนชนิดอ่ืน ดังนั้นÿายพันธุ์ที่ไม่มีเอนไซม์ที่มีคุณÿมบัติ

ดังกล่าüย่อมไม่ÿามารถĀาแĀล่งคาร์บอนได้ในÿภาพแüดล้อมที่ถูกท าขึ้นในĀลอดทดลอง แต่คาดü่าĀากมีการ

ใช้จริงในระบบอุตÿาĀกรรมจุลินทรีย์ÿามารถปรับตัüและย่อยแป้งจากมะม่üงมาใช้แทนได้จึงอาจพบปริมาณ

จุลินทรีย์มากกü่าการทดลองในระดับĀ้องทดลองแต่ย่อมน้อยกü่าการใช้ไฮฟรุคโตÿไซรัปที่จุลินทรี ย์ÿามารถ

ย่อยน้ าตาลได้ทันที และจากงานüิจัยของ Escott et al. (2018) Z. rouxii, Z. parabailii และ Z. bailii เป็น

จุลินทรีย์ชนิดชอบฟรุคโตÿĀรือ fructophilic yeast แม้การเพ่ิม °Brix ซึ่งÿ่งผลใĀ้ค่ากิจกรรมของน้ าลดลงแต่ 

Z. parabailii และ Z. bailii ÿามารถทนต่อÿภาพดังกล่าüได้ถึง 0.85 และน้อยกü่าÿ าĀรับ Z. rouxii (Jermini 
and Schmidt-Lorenz, 1987a) ซึ่งมีÿมบัติ xerophilic ÿ่üน pH นั้นจุลินทรีย์กลุ่ม Zaccharomyces ทั้ง

ÿามÿามารถทนได้ถึง 2.2 (Martorell et al, 2006) และต่ ากü่าÿ าĀรับ L. plantarum ที่เป็นแบคทีเรียแกรม

บüกชนิดÿร้างกรดจึงเป็นการยากที่จะปรับเพียงÿภาพการĀมักใĀ้ยับยั้งการเจริญทั้งĀมด โดยจากการทดลอง

ÿูตรที่ 6 และ 8 ซึ่งมีค่า pH เท่ากับ 3 ÿามารถต้านการเจริญได้ดีกü่าÿูตรที่ 5 และ 7 ที่มี pH เท่ากับ 3.5 อย่าง

มีนัยÿ าคัญ (p�0.1) ÿอดคล้องไปกับเĀตุผลก่อนĀน้าที่กล่าüถึงÿัดÿ่üนของเซลล์บางÿ่üนที่มีระดับ pH ในไซ

โทพลาÿซึมต่ ากü่าเซลล์อ่ืนในÿายพันธุ์เดียüกัน ยิ่งมีคüามเป็นกรดÿูงยิ่งมีÿัดÿ่üนน้อยเมื่อเทียบกับเซลล์ที่มี

ระดับกรดในไซโทพลาซึมปกติ ทั้งนี้จุลินทรีย์ทั้งÿี่ÿายพันธุ์มักพบü่ามาจากการปนเปื้อนจากแĀล่งüัตถุดิบĀรือ

ตกค้างภายในโรงงาน จากคุณÿมบัติทั้งĀมดที่อ้างอิงการลดโอกาÿปนเปื้อนตั้งแต่เริ่มกระบüนการผลิตจึงเป็น
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ÿิ่งที่คüรค านึงถึง โดยอาจใช้กรด peracetic ในการท าคüามÿะอาดüัตถุดิบก่อนเข้ากระบüนการ และใช้ท า

คüามÿะอาดโรงงานเมื่อเกิดการปนเปื้อนขึ้น ซึ่งต้องมีการýึกþาเพ่ิมเติมเรื่องคüามเข้มข้นและเüลาÿัมผัÿที่ใช้

โดยอาจแปรระดับการล้างที่ÿัมผัÿอาĀารระĀü่าง 60-100 ppm เป็นเüลา 3-10 นาที (Martorell et al., 
2006 ; จอมขüัญและคณะ,2014)  

แม้ü่าการใช้ sorbital 70% แÿดงผลลัพธ์ที่ดีกü่าแต่ปริมาณคüามเข้มข้นของÿารใĀ้คüามĀüานทั้งÿอง

แตกต่างกันรüมถึงรÿÿัมผัÿที่ซอร์บิทอลใĀ้คüามĀüานที่ต่ ากü่า (relative sweetness = 0.5 ,sucrose = 1) 
จึงคüรมีการทดลองเพ่ิมเติมในการใช้เดี่ยüĀรือผÿมกับÿารใĀ้คüามĀüานชนิดอ่ืน ทั้งนี้การใช้ซอร์บิทอลมีจุด

น่าÿนใจเพ่ิมเติมคือ เĀมาะÿ าĀรับÿินค้ากลุ่มÿุขภาพ เนื่องจากมีค่า GI เท่ากับ 10±3 และใĀ้พลังงานเพียง 2.4 
แคลลอรี่ต่อกรัม และไม่ท าใĀ้เกิดฟันผุ นอกจากนี้ซอร์บิทอลยังเป็นÿารตั้งต้นของüิตามินซีแต่การบริโภคเกิน

กü่า 50 กรัมต่อüันอาจÿ่งผลใĀ้คüามดันออÿโมซิÿเกิดเÿียÿมดุลเป็นเĀตุใĀ้เกิดอาการถ่ายได้ (Merillun and 
Ramawat, 2018) เนื่องจากมีคุณÿมบัติดูดคüามชื้นÿูงจึงออกฤทธิ์เป็นยาระบายระดับอ่อนแต่อย่างไรก็ตามไม่

มีข้อĀ้ามในการเติมลงในผลิตภัณฑ์อาĀาร ÿ าĀรับคüามคุ้มค่าในการผลิต HFS 70% มีราคาอยู่ที่ 0.14 บาทต่อ

กรัม ขณะที่ sorbitol 70% มีราคาอยู่ที่ 0.10 บาทต่อกรัมตามราคา alibaba ณ เดือนพฤþภาคม 2021 แต่

การผลิตผลิตภัณฑ์มะม่üงแช่อ่ิมที่ผ่านมาไม่ปรากฏกระบüนการแช่อ่ิมด้üย sorbitol 70% ดังนั้นจึงคüร

ทดÿอบการยอมรับทางประÿาทÿัมผัÿของผู้บริโภคเพ่ิมเติม และเม่ือประเมินÿภาüะที่เĀมาะÿมในการต้านการ

เจริญของไอโซเลททั้งĀมดร่üมกับปัจจัยต่างๆ จึงเลือกÿูตรที่ 2 (pH 3 และ 22 °Brix ปรับด้üย 55% HFS), 6 
(pH 3 และ25 °Brix ปรับด้üย 70% sorbitol) และ 8 (pH 3 และ22 °Brix ปรับด้üย 70% sorbitol)  ในการ

ทดลองล าดับต่อไป 

ÿ าĀรับผลิตภัณฑ์ประเภทมีคüามเป็นกรดÿูงและมีคüามเข้มข้นน้ าตาลมากอย่างมะม่üงแช่อ่ิม การใช้

üัตถุกันเÿียอย่างโพแทÿเซียมซอร์เบตและโซเดียมเบนโซอิกเป็นที่นิยมมากกü่าÿารชนิดอ่ืน เนื่องจากÿารอ่ืนที่

ÿารมารถใÿ่ลงอาĀารได้นั้นจุลินทรีย์กลุ่ม Zygosaccharomyces มีคüามต้านทานได้ดี ทั้งต่อÿารประกอบซัล

ไฟต์ (Escott et al., 2018) และ ไคโตซาน (Rojo et al., 2011) แม้ü่าไคโตซานจะมีประÿทิธิภาพในการยับยั้ง

แบคทีเรียแกรมบüกอย่าง L. plantarum แต่อาจเกิดปัญĀาÿ าĀรับผู้แพ้กุ้ง ปูได้ จึงเลือกüัตถุกันเÿียชนิดกรด

อินทรีย์แทนซึ่งท าการทดลองแปรระดับÿารกันเÿียทั้งÿองดังตารางที่ 3.2 Āลังปรับองค์ประกอบน้ าดองมะม่üง

ตามÿูตรอาĀารที่ 2, 6 และ 8 พบü่า โพแทÿเชียมซอร์เบตคüามเข้มข้น 0.05% (w/v) และโซเดียมเบนโซเอต 

0.06% (w/v) ÿามารถลดการเจริญของทุกไอโซเลทได้ในระดับĀ้องทดลอง คาดü่าในการผลิตจริงอาจต้องมี

การใÿ่ÿารกันเÿียในระดับที่ÿูงขึ้นเล็กน้อยเนื่องจากจุลินทรีย์ที่น ามาทดÿอบเป็นเพียงจุลินทรีย์ในกลุ่ม gas-
forming spoilage แต่ในกระบüนการจริงอาจมีจุลินทรีย์อ่ืนĀรือมีการเกิดอันตรกริยาระĀü่างจุลินทรีย์ท าใĀ้มี

คüามทนทานมากขึ้น และเนื่องจากผลการทดลองผลการÿริมฤทธิ์พบü่า ÿารทั้งÿองมีแนüโน้มเÿริมฤทธิ์กัน
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และ โซเดียมเบนโซเอตมีช่üง pH ที่เĀมาะÿมในการท างานของน้ าดองมะม่üงมากกü่า จึงอาจใช้อัตราÿ่üนผÿม 

G Āรือ H Āรือ I ÿ าĀรับการทดลองในระดับน าร่องเพ่ือĀาปริมาณüัตถุกันเÿียที่เĀมาะÿมต่อไป 

ทั้งนี้อุณĀภูมิมีผลอย่างมากในการลดอัตราการเจริญของจุลินทรีย์ทั้งÿี่ ÿายพันธุ์เĀล่านี้มีคüามทนทาน

ต่อÿิ่งเร้าอ่ืนÿูงยกเü้นปัจจัยด้านอุณĀภูมิ โดยที่ 4 องýาเซลเซียÿไม่พบการเพ่ิมจ านüนของจุลินทรีย์กลุ่มยีÿต์

และ มากกü่า 37 องýาเซลเซียÿขึ้นไป พบเพียงการเจริญของ Z. bailii เพียงบางÿายพันธุ์เท่านั้น (Martorell 
et al., 2006) ÿ่üน L. plantarum ÿามารถทนอุณĀภูมิได้ถึง 45 องýาเซลเซียÿ จึงคาดü่าอาจพบปัญĀาบรรจุ

ภัณฑ์โป่งพองมากนอกช่üงฤดูร้อน จากการผลิตและจัดÿ่งที่อุณĀภูมิĀ้องซึ่งอาจมีการÿะÿมของคüามร้อนมาก

จึงท าĀน้าที่เÿมือนอุปÿรรคอย่างนึงที่ขัดขüางการเจริญของจุลินทรีย์ชนิดÿร้างก๊าซ ดังนั้นในช่üงที่มีโอกาÿพบ

ปัญĀาได้มากจึงคüรรักþาÿุขลักþณะของพนักงานและโรงงานอย่างเข้มงüด ÿ าĀรับüิธีอ่ืนในการคüบคุมปัญĀา

ดังกล่าüอาจใช้การบรรจุÿุญญากาýแต่ยังอาจพบปัญĀาได้บ้างเล็กน้อยเนื่องจากจุลินทรีย์ที่เป็นปัญĀาÿามารถ

เจริญได้ในระบบที่มีออกซิเจนต่ า โดยการเจริญอาจเพ่ิมในช่üงที่ท าการดองและÿร้างก๊าซในระĀü่างบรรจุได้ 

Āรือการใช้ carbon absorber เป็นตัüช่üยในการซึมซับก๊าซÿ่üนเกินซึ่งอาจใช้งบประมาณÿูง แต่ไม่แนะน าการ

ใช้ CAP เนื่องจากจุลินทรีย์มีคüามทนทานต่อÿภาพแüดล้อมแม้ปรับใĀ้มีออกซิเจนต่ าก็ยังÿามารถเจริญได้ใน

อัตราที่ไม่ÿูงนัก (Sahan and Golge, 2017) ทั้งนี้üิธีเĀล่านี้ย่อมมีประÿิทธิภาพมากขึ้นเมื่อใช้ร่üมกับüัตถุกัน

เÿีย 
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(a) (b)

(c) (d) 

รูปที่ 4.7 การเจริญของ L. plantarum / ไอโซเลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 

(c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d) ในอาĀารเพาะเชื้อเĀลüที่มีการแปรระดับ pH และ °Brix โดยมีคüามเข้มข้น

เกลือ 1%(w/v) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



35 
 

 
 

ตารางที่ 4.7 แÿดงปริมาณจุลินทรีย์ไอโซเลท ในÿภาüะอาĀารและระดับÿารกันเÿียที่ต่างกัน  

 

ĀมายเĀตุ:      +    คือ พบเชื้อปริมาณน้อย 
               +++++  คือ พบเชื้อปริมาณมาก 
                   -     คือ ไม่พบการเจริญของเชื้อ   
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บทที่ 5 สรุปการวิจัย และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 การคัดแยกจุลินทรีย์จากมะม่วงแช่อ่ิมที่บรรจุภัณฑ์โป่งพอง 
จุลินทรีย์Āลักที่คัดแยกได้จากมะม่üงแช่อ่ิมที่บรรจุภัณฑ์โป่งพอง คือ Lactobacillus plantarum, 

Zygosaccharomyces parabailii, Zygosaccharomyces bailii และ Zygosaccharomyces rouxii 

5.2 ประเมินสภาวะในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรีย์สร้างก๊าซ 
ประเมินÿภาüะยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ด้üยüัตถุเจือปนอาĀารชนิดเดี่ยü ได้แก่ เกลือ, ซูโครÿ, 

โพแทÿเซียมซอร์เบต และโซเดียมเบนโซเอต พบü่า ต้องใช้เกลือคüามเข้มข้นÿูงกü่ า 3% (w/v) ในการยับยั้ง

การเจริญของทุกจุลินทรีย์  ซูโครÿไม่มีผลในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ทุกชนิดที่คัดแยกได้  ต้องใช้

โพแทÿเซียมซอร์เบตเข้มข้นมากกü่า 0.11% (w/v) และโซเดียมเบนโซเอตเข้มข้นถึง 0.1% (w/v) เพ่ือยับยั้ง

การเจริญครอบคลุมทุกจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ 

ประเมินÿภาüะยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ด้üยüัตถุเจือปนอาĀารแบบผลเÿริมฤทธิ์ พบü่า การใช้ 

potassium sorbate ร่üมกับ sodium benzoate ใĀ้ผลเÿริมฤทธิ์กันในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ 

และการใช้ potassium sorbate ร่üมกับเกลือใĀ้ผลเÿริมฤทธิ์กันเช่นเดียüกันแต่มีประÿิทธิภาพดีกü่า ÿามารถ

ลดค่า MICs ของÿารกันเÿียได้มากกü่า 

5.3 ประเมินสภาวะในการยับย้ังการเจริญด้วยการแปรค่า pH ร่วมกับเกลือ 1% (w/v) 
เมื่อก าĀนดปริมาณเกลือที่ 1% (w/v) และแปรระดับ pH และ °Brix โดยใช้ÿารใĀ้คüามĀüาน 2 ชนิด 

คือ ไฮฟรุคโตÿซรัปและซอร์บิทอล พบü่าÿภาüะที่ÿามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ได้ดีที่ÿุดคือ pH 3 และ 
25 °Brix เมื่อเปรียบเทียบในกลุ่มÿารใĀ้คüามĀüานชนิดเดียüกัน แต่การใช้ซอร์บิทอล 70% ÿามารถลดการ

เจริญของจุลินทรีย์ได้ดีกü่าการใช้ไฮฟรุกโตÿไซรัป 55% และจากค่า pH และ °Brix ที่คัดเลือกÿามารถใช้ 
Potassium sorbate เพียง 0.05% (w/v) และ Sodium benzoate เพียง 0.06% (w/v) ในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย์  

ข้อเสนอแนะ 

เนื่องจากจุลินทรีย์ที่มีคุณÿมบัติÿร้างก๊าซที่พบมีคüามทนต่อÿภาพแüดล้อมของมะม่üงแช่อิ่มÿูงดังนั้น

ÿิ่งที่จ าเป็นกü่าการคüบคุมคือการรักþาÿุขลักþณะที่ดี เกิดการปนเปื้อนน้อยที่ÿุดโดยอาจใช้กรด peracetic 
ซึ่งมีประÿิทธิภาพÿูงในการลดปริมาณจุลินทรีย์กลุ่มนี้ในการท าคüามÿะอาดüัตถุดิบ เครื่องมือและโรงงานใน

กรณีท่ีเกิดการบüมของบรรจุภัณฑ์ในชุดการผลิตก่อนĀน้าĀรือเป็นประจ าทุกเดือน และÿ าĀรับผลการทดลอง

คüรมีการทดÿอบเพ่ิมเติมในระดับน าร่องเพ่ิมเติม ทั้งนี้การใช้ซอร์บิทอลเป็นÿารใĀ้คüามĀüานอาจมีการ

ออกแบบการทดลองแบบ Mixture design เพ่ือĀาÿัดÿ่üนการผÿมที่ÿามารถลดการเจริญของจุลินทรีย์และ

เป็นที่ยอมรับของผู้บริโภคเนื่องจากมีคüามน่าÿนใจในแง่โภชนาการÿูง 
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ภาคผนวก ก. 
 

(a)  (b) 
 

(c)  (d) 

 

(e)   
 
 

 
 

รูปที่ ก.1 การทดÿอบการÿร้างก๊าซในอาĀารเลี้ยงเชื้อชนิด 

MRS (a), RCM (b), NB (c), YM (d) และ LB (e) 
ตามล าดับĀลังท าการบ่มเชื้อที่อุณĀภูมิĀ้องเป็นเวลา 6 วัน 

ในขั้นตอนคัดแยกจุลินทรีย์ 
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ภาคผนวก ข. 
ตารางที่ ข.1 ผลการย้Ăมแกรม และ wet mount ขĂงจุลินทรีย์ที่คัดแยกจ านüน 14 ไĂโซเลท 

ไĂโซเลท Gram strain Wet mount 
1 -  

2 -  

3 -  

4   

5   
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6   
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8   

9   

10   
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13   

14   
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รูปที่ ข.1 gel electrophoresis ขĂงไĂโซเลท 1, 5, 6, 8, 9 และ 10 
ตารางที่ ข.2 ล าดับดีเĂ็นเĂขĂงไĂโซเลทที่คัดแยก 
Isolate Identity Accession 

number 
Nucleotide 

1 Lactobacillus 
plantarum 

KJ775808 CCCGCCCATCNNGGCGAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAG 
AAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAG 
AGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACT 

5 Zygosaccharomyces 
parabailii 

CP019500.1 CTGCCGGTCGTCGTGATAAGGTAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAG 
GGCCCTTACGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAA 
CGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC 
TACCTGCCCGCAGCCGCCGGAATAATGATGTAATATTTTATATTATATT 
TTAGTAGCCCTAACCAAGATTTGTGCTAGCGTCCGCTGTTCTATCGCGC 
ACAGTC 

6 Zygosaccharomyces 
rouxii 

XR_002648417.1 CCCNTTGGGGGCGCCCAAATTCCTTCTCTGATANCGTAAGGATTTAGCN 
CAATAAATAACGATACAGGGCCCTTACGGGTCTTGTAATTGGAATGAGT 
ACAATGTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC 
AGCAACCACCGTAATACTCTCATACAGCAGACACGATAATACTCTCCNAC 
GGGGAGAGGGG 

8 Zygosaccharomyces 
rouxii 

MH592597.1 CTCCTTGGGTCGCTCCGTTCCTCTCTGATAACGTTAAGGTTCTGACNAAT 
AAATAACGATACAGGGCCCTTACGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAAT 
GTAAATACCTTAACGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAA 
CCACCGTAATACTCTCCTACAGCAGACACTATAATATTCTCATATACGA 

9 Zygosaccharomyces 
bailii 

MF662276.1 CCCGCCCCATCGCCTGATAAGGTAGGTAGTGACAATACAATAACGATACA 
GGGCCCTTACGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAA 
CGAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAACCGCGGGAATACT 
ACCTGCCAGCAGCCGCGGTAATAATC 

10 Zygosaccharomyces 
rouxii 

MH592597.1 CTCTTAAGACGTCGATCACGTGTGGGTAGATGTGACATAAATAACGATACA 
GGGCCCTTACGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAAC 
GAGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGAAACCGCGGTAATACTCCCC 
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ภาคผนวก ค. 
 

(a) (b) 

(c) (d) 
รูปที่ ค.1  ความสัมพันธ\ระหวfางคfา OD600 และจำนวนจุลินทรีย\หนfวย cfu/ml ของ L. plantarum / ไอโซ
เลท 1 (a), Z. parabailii / ไอโซเลท 5 (b), Z. bailii / ไอโซเลท 9 (c) และ Z. rouxii / ไอโซเลท 10 (d) 
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