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บทคัดย่อ 

ปลาส้มเป็นผลิตภัณฑ์ปลาหมักพื้นบ้านที่มีการบริโภคกันในทุกภาคของประเทศไทย  การผลิตอาศัย

เชื้อจากธรรมชาติซึ่งควบคุมได้ยาก การใช้ต้นเชื้อบริสุทธิ์สามารถควบคุมคุณภาพให้คงที่และมีความปลอดภัยมาก

ขึ้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจากผลิตภัณฑ์

ปลาส้ม เพ่ือนำมาประยุกต์ใชเ้ป็นต้นเชื้อบริสุทธ์ิในการผลิตปลาส้ม โดยนำตัวอย่างปลาส้มในตลาดสดจังหวัดพะเยา 

8 ตัวอย่างมาคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยใช้อาหาร De Man Rogosa Sharpe จากนั้นนำไปทดสอบคุณสมบัติ

ความเป็นโพรไบโอติก พบว่า มี 5 ไอโซเลทที่มีคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก ได้แก่ BPS2, BPS4, BPS5, BPS6 

และ BPS7 เมื่อระบุสายพันธุ์ด้วยวิธีทางชวีโมเลกุล พบว่า BPS2 คือ Pediococcus pentosaceus BPS4 และ BPS5 คือ 

P. acidilactici และ BPS6, BPS7 คือ Lactiplantibacillus plantarum จากนั้นนำ P. acidilactici และ L. plantarum มาใช้

เป็นต้นเชื้อบริสุทธิ์ในการผลิตปลาส้มในระดับห้องปฏิบัติการแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม  ทำการหมักที่ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน ผลการทดลองพบว่า การทดลองชุดที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบเชื้อผสมของ  P. acidilactici 

กับ L. plantarum มีค่า pH ต่ำที่สุด ปริมาณกรดแลคติกสูงที่สุด ปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกสูงที่สุด ปริมาณ

จุลินทรีย์ทั้งหมดต่ำที่สุด องค์ประกอบทางเคมีของอาหารมีค่าโปรตีน ไขมัน และเยื่อใยสูงที่สุด ส่วนการทดสอบทาง

ประสาทสัมผัส ให้ค่าคะแนนความชอบสูงที่สุดใน 3 คุณลักษณะ นอกจากนี้เมื่อนำผลิตภัณฑ์ปลาส้มที่มีการเติมต้น

เชือ้บริสุทธ์ิแบบเดี่ยวและแบบผสมไปทำการศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรยีด้วยเทคนิคเมต้าจีโนมิกส์ พบแบคทีเรีย

ท ั ้ ง หมด  5 Phylum ไ ด ้ แ ก่  Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes และ  Proteobacteria โ ด ย

แบคทีเรียใน Phylum Firmicutes ม ีTaxonomy abundance สูงที่สุด 99.6 เปอร์เซ็นต์ เมื่อนำไปจัดจำแนกตาม Species 

พบทั ้งหมด  49 Species โดย  Leuconostoc lactis, Pediococcus acidilactici, Lactiplantibacillus plantarum, Weissella 

confuse, Lactococcus cremoris, Lacticaseibacillus zeae และCompanilactobacillus musae พบว่ามีความโดดเด่นซึ่ง

พบเป็นจำนวน 25.3, 25, 14.7, 9.7, 5.2, 3.7 และ 3.5 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และยังพบว่าในชุดการทดลองที่มีการ

เติมต้นเชื้อบริสุทธ์แบบผสม P. acidilactici มีจำนวนมากกว่า L. plantarum จากผลการศึกษาครั้งนี้ สามารถนำไปต่อ

ยอดในการพัฒนาเป็นต้นเชื้อบรสิุทธิ์สำหรับผลิตภัณฑ์อาหารหมักอื่น ๆ ได้ในอนาคต 
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ABSTRACT 

Pla-som is a traditional fermented fish product widely consume in many regions of Thailand. 

Production of Pla-som relied on natural culture which uncontrollable. Using starter culture helps product having 

more consistence and good hygiene. This research was aim to screen for lactic acid bacteria with probiotic 

property from Pla-som in order to apply to use as starter culture in Pla-som production. Eight Pla-som samples 

from Phayao market were used for screening of lactic acid bacteria using De Man Rogosa Sharpe media. The 

probiotic property was investigated. The results showed that there are 5 isolates were probiotic BPS2, BPS4, 

BPS5, BPS6 and BPS7. Identification of strain by biomolecular technique found that BPS2 was Pediococcus 

pentosaceus, BPS4 and BPS5 were P. acidilactici and BPS6, BPS7 was Lactiplantibacillus plantarum. Then P. 

acidilactici and L. plantarum were used as starter cultures in the laboratory scale of Pla-som production with 

single and mix starter culture and incubated at 30 degrees Celsius for 5 days. The result showed that the mix 

starter culture of P. acidilactici and L. plantarum sample gave the lowest pH, highest lactic acid content, highest 

lactic acid bacteria, lowest total bacteria, highest protein fat and fiber content in proximate analysis and highest 

score in sensory evaluation in 3 categories. Moreover, the Pla-som products with single and mix starter culture 

were study for the bacterial community using metagenomic and found 5 Phylum including Actinobacteria, 

Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes and Proteobacteria, the Firmicutes Phylum showed the highest of 

Taxonomy abundance with 99.6%, and the species could be classified in 49 species, Leuconostoc lactis, 

Pediococcus acidilactici, Lactiplantibacillus plantarum, Weissella confuse, Lactococcus cremoris, Lacticaseibacillus 

musaecil and Companilactobacillus musae showed the highest of Taxonomy abundance with 25.3, 25, 14.7, 9.7, 

5.2, 3.7 and 3.5 %, respectively. It also showed that in mix culture samples the amount of P. acidilactici were 

higher than L. plantarum. From this research, we can apply to use for developing as starter culture for other 

fermented food in the future. 
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กิตติกรรมประกาศ 

  

งานวิจัยนี้สำเร็จลุล่วงด้วยดี เนื่องจากได้รับความกรุณาและความช่วยเหลือจากผู้ช่วย

ศาสตราจารย์ ดร.พนิตนาฎ อู่พุฒินันท์ อาจารย์ที่ปรึกษางานวิจัย ที่ให้คำแนะนำ ตรวจแก้ไขให้

ข้อเสนอแนะ และติดตามความก้าวหน้าในการดำเนินการวิจัย ทำให้ดำเนินงานวิจัยสำเร็จไปได้

อย่างราบรื่น ตั้งแต่เริ่มดำเนินการจนกระทั่งดำเนินการเสร็จสมบูรณ์ ผู้วิจัยรู้สึกซาบซึ้งในความ

กรุณาของอาจารย์เป็นอย่างยิ่งและขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ โอกาสนี ้

ขอขอบพระคุณ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ศรัณย์ พรหมสาย ประธานสอบวิทยานิพนธ์

และกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ดร.รวิสรา รื่นไวย์ ที่ได้ให้ข้อเสนอแนะ และแนวคิดต่าง ๆ ที่เป็น

ประโยชน์ในการจัดทำรูปเล่มวิทยานิพนธ์ใหส้มบูรณ์ ทำให้วิทยานิพนธ์เลม่นี้สำเร็จไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบพระคุณคณาจารย์สาขาวิชาเทคโนโลยีช ีวภาพ  คณะเกษตรศาสตร์และ

ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยพะเยาทุกท่าน โดยเฉพาะ ดร.วนิดา แซ่จึง ที่คอยใหค้วามรู้และ

คำปรึกษาในด้านต่าง ๆ ทางวิชาการ และอำนวยความสะดวกในงานวิจัย ซึ่งมีส่วนสำคัญมากที่

ทำให้งานวิจัยนี้สำเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี 

ขอขอบค ุณน ักว ิทยาศาสตร ์  และห ้องปฏ ิบ ัต ิการ  คณะเกษตรศาสตร ์และ

ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยพะเยาที่อำนวยความสะดวก เอื้อเฟื้อสถานที่ และอุปกรณ์ใน

การทำวิจัย เพื่อใหว้ิทยานิพนธ์นี้สำเร็จลุล่วงไปไดด้ี 

ขอขอบคุณผู้ตอบแบบสอบถามทุก ๆ ท่าน ที่ได้กรุณาให้ความร่วมมือในการตอบ

แบบสอบถาม รวมถึงเพื่อนและพี่น้องที่เป็นผู้ช่วยในการเก็บข้อมูลและรวบรวมข้อมูลในการวิจัย

เป็นอย่างด ี

ขอขอบคุณงบประมาณการสนับสนุนการทำวิจัยครั ้งนี ้  จากงบประมาณแผ่นดิน 

มหาวิทยาลัยพะเยา 

สุดท้ายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดามารดาและผู้ที่อยู่เบื้องหลังความสำเร็จทุกท่าน ที่

คอยสนับสนุนและเป็นกำลังใจให้ผู้วิจัยมาโดยตลอด ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่าวิทยานิพนธ์เล่มนี้

จะเป็นประโยชน์ต่อผู้ที่สนใจศึกษาและนำความรู้ที่ได้ไปต่อยอดเป็นความรู้ในอนาคต 
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บทที่ 1 

 

บทนำ 
 

 

ความเป็นมาและความสำคัญของปัญหา 

ปลาส้ม เป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักที่เป็นการนำปลามาผ่านกรรมวิธีการหมักด้วย 

เกลือ ข้าวสวยหรือข้าวเหนียวนึ่ง และกระเทียม จนมีรสเปรี้ยว ปลาที่นิยมนำมาผลิตปลาส้ม 

เป ็นปลาน้ำจืด ได้แก่ ปลาจีน ปลานวลจันทร์ ปลานิล ปลาตะเพียน ปลายี ่สก เป็นต้น  

ในประเทศไทยมีการผลิตปลาส้มและนิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลายทั้งในภาคใต้ ภาคกลาง 

และภาคเหนือ โดยจังหวัดพะเยา ปลาส้มจัดได้ว ่าเป็นสินค้าหลักในโครงการหนึ ่งตำบล 

หนึ ่งผลิตภัณฑ์ของจังหวัด ซึ ่งขั ้นตอนการหมักปลาส้มส่วนใหญ่จะใช้ภูมิปัญญาท้องถิ่น 

โดยอาศัยจุลินทรีย ์ในธรรมชาติ การหมักด้วยวิธีดังกล่าวทำให้การควบคุมคุณภาพของ 

ปลาส้มให้มีความคงที ่ได้ยาก นอกจากนั ้นยังมีจ ุลินทรีย ์ก่อโรคที ่ปนเปื ้อนอยู ่ในวัตถุดิบ 

เหลือรอดหลังจากการหมัก ซ ึ ่งอาจก่อให ้เก ิดป ัญหาด้านความปลอดภัยต ่อผ ู ้บร ิ โภค 

แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid Bacteria) เป็นแบคทีเรียที ่สำคัญในอุตสาหกรรมอาหาร  

มีบทบาทสำคัญในการเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตในส่วนผสมของอาหารให้เป็นสารประกอบต่าง ๆ ทำให้

ผลิตภัณฑ์ที่ผ่านกระบวนการหมักแล้วมี pH ลดลง เกิดกรด รสเปรี้ยว เนื้อสัมผัส และกลิ่นรสที่ดี

ในผล ิตภ ัณฑ ์อาหารหม ัก  แบคท ี เร ี ยกรดแลคต ิกบางสายพ ันธ ุ ์ ม ีค ุณสมบ ัต ิ เป็ น 

โพรไบโอติกแบคทีเรีย (ชุลีพร ชำนาญค้า และคณะ, 2560) เมื่อบริโภคเสริมเข้าไปจะทำให้เกิดผลดี

ต่อสุขภาพผู้บริโภค ช่วยปรับสมดุลของสภาพแวดล้อมในระบบทางเดนิอาหาร ป้องกันไม่ให้เชื้อก่อ

โรคจับที่ผิวเยื่อบุลำไส้ โดยการสร้างเกราะป้องกันบริเวณเยื่อบุลำไส้ จากคุณสมบัติดังกล่าวจึงได้

มีการนำโพรไบโอติกมาใช้ในการบรรเทาอาการท้องเสีย รักษาโรคลำไส้อักเสบ แก้ปัญหาท้องผูก 

และเสริมสร้างภูมิต้านทาน (AlKalbani, et al., 2019) ในปัจจุบันผู้บริโภคให้ความสำคัญต่อสุขภาพ

และความปลอดภัยมากขึน้ ดังนั้นการใช้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกในกระ

บวนการผลิตปลาส้มจะสามารถช่วยส่งเสริมกระบวนการหมัก ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อ

โรคทางเดินอาหารที่อาจปนเปื้อนมากับวัตถุดิบ โดยแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกนั้น

สามารถทนต่อสภาวะในกระบวนการหมัก ทนต่อความเป็นกรดในกระเพาะอาหารและเกลือน้ำดี  

(ผุสด ีตังวัชรินทร์ และคณะ, 2559)  
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ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงได้ทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็น โพรไบโอติก 

จากผลติภัณฑ์ปลาสม้เพื่อนำไปประยุกต์ใช้เป็นกลา้เชื้อโพรไบโอติก (probiotic starter cultures) 

สำหรับผลติปลาส้มใหม้ีคุณภาพดแีละปลอดภัยยิ่งขึ้น 

 

วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพื่อคัดเลือกและตรวจสอบสายพันธุ์ของต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกที่มี

คุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกจากผลติภัณฑ์ปลาสม้ที่จำหน่ายในตลาดสดจังหวัดพะเยา  

2. ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทางเคมีกายภาพของปลาส้มหลังจากที่มีการเติมต้น

เชื้อบริสุทธิ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 

3. ศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียในปลาส้มหลังจากที่มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์

แบคทีเรียกรดแลคติก 

 

ขอบเขตของโครงการวจิัย 

ทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม โดยการเก็บตัวอย่าง  

ปลาส้มจากตลาดสดจังหวัดพะเยา ทำการตรวจสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก 

ศึกษาคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้น ได้แก่ ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 

ทดสอบความสามารถในการทนกรด ความสามารถในการทนต่อเกลือน ้ำดี ทดสอบ

ประสิทธิภาพความไวต่อยาปฏิชีวนะ และการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร แล้วทำ

การระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติก จากนั้นนำแบคทีเรียกรดแลคติกที่ทราบชนิดมาทำเป็น 

ต้นเชื ้อบริสุทธิ ์โดยการเติมเข้าไปในปลาส้มเพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางเคมีกายภาพ 

วิเคราะห์องค์ประกอบของอาหารโดยรวม ทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผู้บริโภคที่มี

ต่อผลติภัณฑ์ปลาสม้ และศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรีย 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ต้นเชื ้อบริสุทธิ ์แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกเพื่อใช้ใน

อุตสาหกรรมการผลติปลาส้มในระดับครัวเรือนและระดับอุตสาหกรรม 

2. ผลสำเร็จที่ได้จากการงานวิจัยสามารถนำไปประยุกต์ใช้ทางด้านอาหารหมัก

ประเภทอื่น ๆ  



 

 

 
 

 

บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 
 

 

ผลิตภัณฑ์อาหารหมกั 

การหมัก (fermentation) หมายถึง การเดือด ที่เกิดจากการมีฟองก๊าซผุดขึ้นมาบน

หน้าอาหารระหว่างการหมักแอลกอฮอล์ทำให้มองดูเหมือนลักษณะการเดือด บทนิยามของ 

คำว่าการหมักยังรวมไปถึงปฏิกิริยาออกซิเดชัน–รีดักชัน (oxidation-reduction) ที่เกิดขึ้นใน

ระหว่างการใช้สารประกอบอินทรีย์เพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนและพลังงาน ทำให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่

ได้จากการหมักขึ้น (มณีศรี. 2551) 

อาหารหมักมีจุดกำเนิดจากความต้องการเก็บถนอมอาหารที่มีมากเกินการบริโภคให้

อยู ่ในสภาพดีเป ็นเวลานาน และสามารถบริโภคได้โดยไม่เป ็นอันตราย (ประสงค์สม  

ปุณยอุปพัทธ์ และสุกฤตา ปุณยอุปพัทธ์, 2560) ซึ่งในแต่ละท้องที่ก็มีวิธีการทำที่คล้ายและ

แตกต่างกันออกไป แต่โดยส่วนใหญ่เป็นการทำภายในครอบครัว ถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นสบืต่อกัน

มาเป็นระยะเวลายาวนานโดยวิธีบอกเล่าและสอนตามขั้นตอนต่าง ๆ ตามวิธีดั้งเดิม ปัจจุบัน

อาหารหมักได้รับการพัฒนามาเป็นอุตสาหกรรม สามารถทำรายได้หลักหลายล้านบาทต่อปี 

(Panthavee, Saithong and Worawuthiyanan, 2007) 

อาหารหมัก เป ็นว ิธีการถนอมอาหารโดยอาศ ัยจ ุล ินทร ีย์ท ี่ส ่งผลดีต ่ออาหาร 

คือ มีรสชาติ เนื้อสัมผัส กลิ่น รสที่ดีขึ้น ซึ่งจุลนิทรีย์เป็นตัวช่วยในการย่อยสลาย หรือเปลี่ยนแปลง

องค์ประกอบทางเคมีของวัตถุดิบส่งผลให้อาหารหมักที่ได้ไม่เป็นอันตรายต่อสุขภาพผู้บริโภค 

นอกจากนี้ยังเพิ่มคุณค่าทางราคาของอาหาร และสามารถยืดอายุการเก็บรักษาไดเ้ป็นต้น 

1. ผลิตภัณฑ์ที่หมักจากปลาแบ่งออกเป็น 3 ประเภท  

1.1 Fermented fish เป็นผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการนำปลาทั้งตัว หรือปลาเพียง

บางส่วนมาหมัก การหมักอาจใช้เวลา 2-3 วัน หรืออาจมากกว่า 1 ปี โดยไม่มีการเติม

เครื่องปรุงแต่ง เช่น ขา้วคั่ว ยีสต์ และมะละกอ อาหารชนิดนีไ้ด้แก่ ปลาร้า ปลาส้ม ปลาเจ่า  

1.2 Fermented fish pasted เป็นผลิตภัณฑ์ที่อาจใช้ปลา หอย หรือกุ้ง ใส่เกลือ

ตากและบดให้ละเอียด หมักไว้ระยะหนึ่ง จนได้กลิ่นรสตามที่ต้องการ อาจมีการเติมเครื่องปรุง 
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หรือไม่เติมก็ได้ เช่น กะปิ มัมกะเซต (mam-ca-sat) ของกัมพูชา และปลาแดก (padec)  

ของลาวเป็นต้น 

1.3 Fermented fish sauce เป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการนำปลามาหมักด้วยเกลือ

จากนั้นปล่อยให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเวลาหลายเดือน จนเนื้อปลาย่อยสลายเป็นของเหลว

ที่มีโปรตีนสูง แยกเอาเฉพาะส่วนใส อาจปรุง หรือไม่ปรุงแต่งรสก็ได้ 

ผลิตภัณฑ์ปลาส้ม 

ปลาส้ม หรือปลาข้าวสุก เป็นการแปรรูปผลผลิตทางการเกษตรโดยนำปลามาผ่าน

กรรมวิธีการหมักด้วยเกลือ ข้าวสวยหรือข้าวเหนียวนึ่ง และกระเทียม จนมีรสเปรี้ยว (ภาพ 1) 

การผลิตปลาส้ม เป็นการถนอมอาหารจากภูมิปัญญาพื้นบ้านที่สืบทอดกันมายาวนาน โดยมี

ถิ่นผลิตดั้งเดิมในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย ซึ่งปัจจุบันแพร่กระจายทำในทุกภาค และ

ต่างมีสูตรที่แตกต่างกัน ทั้งการเลือกใช้ชนิดปลา และส่วนผสม จนเกิดเป็นผลิตภัณฑ์ปลาส้ม

หลายแบบในแต่ละท้องถิ่น มีชื่อเรียกที่แตกต่างกันออกไป จากการรายงานของ Ruddle and 

Ishige, (2010) ได้กล่าวถึงผลิตภัณฑ์ปลาหมักของประเทศเพื่อนบ้านอย่างประเทศญี่ปุ่น 

เรียกว่า Shiokara,Narezushi ประเทศเกาหลี เรียกว่า Jeot, Shikhe ประเทศมาเลเซีย เรียกว่า 

Pekasam, Cincalok ประเทศเวียดนาม เรียกว่า Ca-mam, Nam-chau และประเทศไทย เรียกว่า 

ปลาร้า ปลาส้ม เป็นต้น ปลาส้มเป็นผลิตภัณฑ์ปลาหมักที่ได้จากการแปรรูปปลาน้ำจืดหรือใน

บางท้องถ่ินอาจใช้ปลาทะเล โดยปลาที่นิยมนำมาผลติ ได้แก่ ปลานวลจันทร์ ปลานิล ปลาจนี  

1. ปลาส้มแบ่งออกเป็น 3 ประเภท ตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน ปลาส้ม 

มาตรฐานเลขที่ มผช. 26/2557 (สำนักงานมาตรฐานผลติภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2557)  

1.1. ปลาส้มตัว เป็นปลาส้มที่ได้จากการนำปลาทั้งตัวมาขอดเกล็ด และควักไส้ 

โดยไม่มีการตัดหรือหั่นเป็นชิน้ 

1.2 ปลาส้มชิ้น เป็นปลาส้มที่ทำจากปลาที่ห่ันเป็นชิ้น 

1.3 ปลาส้มเส้น เป็นปลาส้มที่ทำจากเนือ้ปลาลว้นแล้วหั่นเป็นเส้น 
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ภาพ 1 ปลาส้ม 

 

 

 

 

 

2. วัตถุดบิที่ใช้ในการผลิตปลาส้ม 

2.1 ปลาสด นิยมใช้ปลาน้ำจืดทำปลาส้ม ได้แก่ ปลาตะเพียน ปลานวลจันทร์  

ปลาเทโพ ปลาจีน ปลายี่สก เป็นต้น ลักษณะปลาส้มที่เป็นที่ต้องการของผู้บริโภคคือ มีสีขาว

อมชมพู เนือ้ปลาเหนียว ไม่ยุ่ยง่าย รสชาติอร่อย  

2.2 เกลือ วัตถุประสงค์ของการใส่เกลือเพื่อช่วยดึงน้ำออกจากปลาจนถึงจุดที่

จุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญได้ ในขณะเดียวกันเกลือจะซึมผ่านเนื้อปลาเข้าไปยับยั้งการทำงาน

ของเอนไซม์ เพิ่มแรงดันออสโมซิสในเซลล์ทำให้เซลล์แตก ยกเว้นในจุลนิทรีย์ที่สามารถทนเค็ม

ได้ สาเหตุที่เกลือสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ได้ เนื่องจากเกลือช่วยลดค่า

ความชื้นของอาหารจนจุลินทรีย์ไม่สามารถเจริญได้ ขัดขวางการทำงานของเอนไซม์ที่มี

ความสามารถในการย่อยโปรตีน (Proteolytic enzyme) ภายในเซลล์ของจุลนิทรีย์บางชนิด และ

ช่วยลดการละลายของออกซิเจน นอกจากนี้ส่วนประกอบทางเคมีของเกลือ มีความสำคัญ

เกี่ยวข้องกับการซึมซาบของเกลือเข้าไปในเนื้อปลา ลักษณะเนื้อสัมผัสของผลิตภัณฑ์ การเก็บ

รักษา และกลิ่นรส  และขนาดของเกลือมีผลต่อการซึมซาบ กล่าวคือ ถ้าเกลือมีขนาดใหญ่  

การซึมซาบจะช้า ทำให้ปลาเน่าเสียได้ง่าย แต่ถ้าใช้เกลือที่ละเอียดมากเกินไปเกลือจะถูก

ละลายด้วยน้ำจากกล้ามเนื้อปลาทำให้ความชื้นของเนื้อเยื่อบริเวณผิวหมดไป ส่งผลให้โปรตีน

เกิดการจับตัวกันเป็นก้อน (อังคณา ชมพูมิ่ง, ตะวัน ฉัตรสูงเนิน และธวัชชัย ชัยธวัชวิถี, 2553)

ภาพ 1 ปลาส้ม 
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2.3 ข้าวเหนียวนึ่งหรือข้าวสุก ที่ผ่านการล้างน้ำจนสะอาด เพื่อกำจัดเมือกและ

ทำให้เมล็ดข้าวไม่ติดกัน ข้าวเหนียวนึ่งหรือข้าวสุก เป็นแหล่งคาร์โบไฮเดรตสำหรับการเจริญ

ของจุลินทรีย์เพื ่อให้จุลินทรีย์ใช้ในการสร้างกรด และแอลกอฮอล์ทำให้เกิดรสเปรี ้ยว  

ส่วนกลิ่น-รสของแอลกอฮอล์ที่ซึมในน้ำหมักเข้าสู ่เนื ้อปลา ส่งผลให้เนื ้อสัมผัสของปลา 

มีรสชาติที่ดีขึ้น นอกจากนี้น้ำซาวข้าวทำหน้าที่ช่วยดับกล่ินคาวปลาร่วมดว้ย 

2.4 กระเทียม นอกจากเป็นเครื่องเทศที่ใช้ในการให้กลิ่นรสในผลิตภัณฑ์ปลาส้ม

แล้ว ยังสามารถกระตุ้นการเจริญและสร้างกรดของแบคทีเรียกรดแลคติก และส่วนผสมอื่น 

ที่อาจเติมลงไปเพื่อปรุงแต่งรสชาติใหด้ขีึน้เช่น น้ำตาลหรือผงชูรสเป็นต้น 

3. ขั้นตอนและวิธกีารผลิตปลาส้ม 

เริ่มจากการนำปลาสดเช่น ปลาจีน ปลานิล ปลาตะเพยีน ควรใช้ปลาสดมาทำการ

แปรรูป เนื่องจากปลาจะเน่าเสียง่ายถ้าเก็บไว้ใต้สภาวะอากาศร้อนและหลังจากปลาตายจะเกิด

การย่อยสลายตัวเอง ซึ่งเกิดจากเอนไซม์ที่มีอยู่ในกล้ามเนื้อปลาโดยเฉพาะเอนไซม์คาเทปซิน 

(cathepsins) ย่อยโปรตีนกลา้มเนื้อปลา ทำให้เกิดจุลนิทรีย์ที่ไม่ต้องการ ซึ่งผลิตเอนไซม์ที่ทำให้

เกิดกลิ่นระหว่างการหมัก) (มาโนชญ์ สุธีรวัฒนานนท์, 2551) มาทำความสะอาดด้วยการล้าง

น้ำ ขอดเกล็ด ผ่าท้อง และควักไส้ออกโดยคลุกให้เนื ้อปลา กระเทียม เกลือ และข้าว  

เข้ากันด ีนำปลาที่ไดไ้ปหมักในถุงพลาสติกหรือใส่ภาชนะปิดสนิท เช่น ปี๊บโลหะหรือถังพลาสติก

เป็นต้น จากนั้นนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 2 ถึง 3 วัน เพื่อให้เกิดการหมักจนได้ปลาส้ม  

ที่สามารถบริโภคได้ ระยะเวลาการหมักขึ้นอยู่อุณหภูมิหรือสภาพอากาศของสถานที่ผลิต 

ในช ่วงเด ือนม ีนาคม ถ ึง เมษายน ท ี ่ม ีอากาศร ้อนจะใช ้ เวลาเพ ียง 2 ว ัน ส ่วนช ่วง 

เดือนธันวาคม ถึง มกราคม ที่มีอุณหภูมิต่ำอาจใช้เวลา 7 วัน จึงจะได้ผลิตภัณฑ์ปลาส้ม 

(สำนักหอสมุดและศูนย์สารสนเทศวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี, 2558) 

4. ลักษณะของปลาส้มที่ดี ผลิตภัณฑ์ปลาส้มที่ดีตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน 

(สำนักงานมาตรฐานผลติภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2557) จะต้องมีลักษณะดังต่อไปนี้ 

4.1 ภาชนะ ภาชนะบรรจุเดียวกัน ต้องเป็นปลาชนิดเดยีวกัน เนื้อปลาแน่น ไม่ยุ่ย 

4.2 ส ีต้องเป็นสตีามธรรมชาติของปลาสม้ ไม่มีสีคลำ้  

4.3 กลิ่น ต้องมีกลิ่นเป็นไปตามธรรมชาติของปลาส้มแต่ละประเภท มีกลิ่นเปรี้ยว

ของผลิตภัณฑ์หมัก มีกลิ่นหอมของกระเทียม ไม่มีกลิ่นอับ กลิ่นหืน หรือกลิ่ นอื่นที่ไม่พึง

ประสงค์ 

4.4 รส ต้องมรีสเปรีย้วที่เหมาะสมตามธรรมชาติของปลาสม้ 
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4.5 สิ่งแปลกปลอม ต้องไม่พบสิ่งแปลกปลอม เช่น เส้นผม ชิ้นส่วนหรือสิ่งปฏิกูล

ของแมลง หนอน หนู และนก ดนิ ทราย และกรวด เป็นต้น 

4.6 ความเป็นกรด-ด่าง ค่า pH ต้องไม่เกิน 4.6 เมื ่อถึงกำหนดวัน เดือน ปี  

ที่เริ่มบริโภค 

4.7 สารปนเปื้อน คือสารที่ปนมากับอาหารโดยไม่ตั้งใจ แต่เป็นผลซึ่งเกิดจาก

กระบวนการผลิต กรรมวิธีการผลิต โรงงาน หรือสถานที่ผลิต การบรรจุ  การดูแลรักษา  

การขนส่งหรือการเก็บรักษา หรือเกิดเนื่องจากการปนเปื้อนจากสิ่งแวดล้อม ยังรวมถึงชิ้นส่วน

จากแมลง สัตว์ หรือ สิ่งแปลกปลอมอื่นด้วย เมื่อผูบ้ริโภคได้รับสารปนเปือ้นอาจอันตรายถึงแก่

ชีวิตได้ ดังนั้นจึงมีขอ้กำหนดเพื่อคุ้มครองครองความปลอดภัยของผู้บริโภค โดยข้อกำหนดของ

สารปนเปื้อนที่พบได้ในผลติภัณฑ์ปลาสม้ระบุดังตาราง 1 
 

ตาราง 1 ข้อกำหนดสารปนเปื้อนในตัวอย่างปลาสม้ตามมาตรฐานผลติภัณฑ์ชุมชน 

สารเคม ี mg/kg 

ตะกั่ว < 1 

สารหนู < 2 

ปรอท < 0.5 

แคดเมียม < 2 

ที่มา: สำนักงานมาตรฐานผลติภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2557 

4.8 วัตถุเจือปนอาหาร ต้องไม่พบโซเดียมหรือโพแทสเซียมไนเทรต โซเดียม 

หรือโพแทสเซียมไนไทรต์ โซเดียมบอเรต (บอแรกซ์) และสีสังเคราะห์ทุกชนิด แต่อนุญาตให้ใช้

ฟอสเฟตในรูปของโมโน ได และ โพลี ของเกลือโซเดียม หรือโพแทสเซียมอย่าง ใดอย่างหนึ่ง 

หรือรวมกันในผลิตภัณฑ์ (คำนวณเป็น P2O5 จากฟอสฟอรัสทั้งหมด) ไม่เกิน 5,000 มิลลิกรัม

ต่อกโิลกรัม 

4.9 พยาธิ พยาธิตัวจี๊ด Gnathostoma spinigerun และตัวอ่อนพยาธิใบไม้ในตับ

ต้องไม่พบในตัวอย่าง 100 กรัม 

4.10 จุลินทรีย์ หมายถึง จุลนิทรีย์เช่น แบคทีเรีย เชือ้รา ไวรัส พยาธิและโปรโตซัว 

ที่ก่อให้เกิดโรคในคน โดยผ่านทางอาหารหรือน้ำเป็นหลัก ซึ่งอาหารที่มีการปนเปื้อนจุลินทรีย์
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ก่อโรค จะทำให้ผู ้บริโภคเจ็บป่วย จากขอมูลทางวิชาการระบุวาการที่ทําใหเกิดโรคตองมี

ปริมาณในระดับหนึ่งถึงทําใหเกิดโรคได ดังนั้นการควบคุมจุลินทรียที่ทําใหเกิดโรคจึงสามารถที่

จะกําหนดปริมาณที่ยอมใหพบไดในอาหารแตละชนิดในระดับที่เหมาะสม โดยข้อกำหนดของ

จุลนิทรีย์ที่พบได้ในผลติภัณฑ์ปลาสม้ระบุดังตาราง 2 

 

ตาราง 2 ข้อกำหนดจุลินทรยี์ในตัวอย่างปลาส้มตามมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน 

จุลินทรีย์ รายละเอียด 

Salmonella ต้องไม่พบในตัวอย่าง 25 กรัม  

Staphylococcus aureus  ต้องน้อยกว่า 100 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรัม  

Bacillus cereus  ต้องน้อยกว่า 1 x 103 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรมั  

Clostridium perfringens  ต้องน้อยกว่า 1 x 103 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรมั  

 Escherichia coli  ต้องน้อยกว่า 3 ต่อตัวอย่าง 1 กรัม 

ยีสต์และรา  ต้องน้อยกวา 1 x 103 โคโลนีต่อตัวอย่าง 1 กรมั  

ที่มา: สำนักงานมาตรฐานผลติภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2557 

แบคทเีรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) 

1. ลักษณะทั่วไปของแบคทเีรียกรดแลคติก 

แบคทีเรียกรดแลคติก เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความสามารถในการหมักน้ำตาล

กลูโคสได้ผลิตภัณฑ์หลักเป็นสารเมตาบอไลท์ปฐมภูมิคือ กรดแลคติก ลักษณะทั่วไปของ  

แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) ส่วนใหญ่

เจริญในสภาวะไม่มีอากาศและสามารถทนต่อสภาวะมีอากาศได้ (aerotolerant anaerobes) 

ลักษณะทางสัญฐานวิทยา พบว่า มีทั ้งรูปร่างกลมและรูปร่างแท่ง ไม่มี cytochromes และ 

porphyrins จึงทำให้ไม่มีเอนไซม์คะตาเลส (catalase) และออกซิเดส (oxidase) สามารถเจริญ

ได้ในที่อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic) แต่บางสายพันธุ ์สามารถเจริญได้ที ่อุณหภูมิต่ำ  

4 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิสูง 45  องศาเซลเซียส pH ที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 4.0 ถึง 4.5  

แต่มีบางสายพันธุ์ที่สามารถทน pH ต่ำ 3.2 และสูง 9.0  
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โดยทั ่วไปแบคทีเร ียกรดแลคติกสามารถพบได้ในธรรมชาติที ่มีสารอาหาร 

อุดมสมบูรณ์ สิ่งแวดล้อมที่เหมาะต่อการเจริญเติบโต เช่น เนื้อสัตว์ นม ผลไม้ ผัก อีกทั้ง 

พบได้ในอาหารแปรรูป อาหารหมักดองหลายชนิด เช่น ผลิตภัณฑ์นม ผลิตภัณฑ์ผัก ผลไม้ดอง 

เนื้อหมักต่าง ๆ แบคทีเรียชนิดนี้มีความต้องการสารอาหารที่ซับซ้อนคือ ต้องมีกรดอะมิโน 

อย่างน้อยหนึ ่งชนิดเป็นแหล่งของไนโตรเจน ต้องการ growth factor วิตามินหลายชนิด  

เช่น ไบโอติน (biotin) และไรโบฟลาวิน (riboflavin) และสารอนินทรีย์ เช่น แมงกานีส แมกนีเซียม 

ฟอสฟอร ัส เป ็นต ้น นอกจากน ี ้ แบคทีเร ียกรดแลคติกม ีความสามารถทนเกล ือได ้   

3-20 เปอร์เซ็นต์ (Axelsson, 2004)  

แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสำคัญกับกระบวนการผลิตอาหารหมักหลาย

ประเภท โดยเฉพาะการผลิตอาหารหมัก นมหมักซึ่งนิยมใช้หัวเชื้อบริสุทธิ์เพื่อหมักในระดับ

อุตสาหกรรม อย่างไรก็ตาม แบคทีเร ียกรดแลคติกสามารถให้ผลิตภัณฑ์ประเภทอื่น 

จากกระบวนการหม ัก  ได ้ แก ่  กรดแลคต ิก  กรดอะซ ิต ิก  เอทานอล ไดแอซ ีท ิล

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์ แบคเทอริโอซิน และพอลิแซ็กคาไรด์ โดยเชื้อใน

กลุ่มนี้สามารถสร้าง L (+) lactic acid ซึ่งดูดซึมได้ดีในทางเดินอาหาร และร่างกายสามารถ

นำไปใช้ได้ทันที บางกลุ่มสามารถสร้าง D(-)lactic acid และ D-L-lactic acid อีกทั้งยังสามารถ

สร้างแบคเทอริโอซินซึ่งมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย หรือ antimicrobial ได้ จึง

สามารถใช้เซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีชีวิตเป็นโพรไบโอติก (probiotic) ทำให้เกิดสมดุลของ

จุลินทรีย์ในลำไส้ของเจ้าบ้าน (host) สามารถป้องกันการเกิดท้องร่วง นอกจากนี้กรดแลคติกที่

ได้จากกระบวนการหมักสามารถนำไปใช้ในอุตสาหกรรมเครื่องดื่ม เครื่องสำอางค์ และยัง

สามารถนำไปควบแน่นเป็นกรดพอลิแลคติก (polylactic acid) เพื่อใช้เป็นวัตุดิบในการผลิต

พลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ 

ในประเทศไทยมีงานวิจัยเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแลคติกด้านการนำเชื้อดังกล่าวไป

ประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม การผลิตโพรไบโอติก และการผลิตพลาสติก

ชีวภาพ โดยมีการวิจัยเพื่อแยกและคัดเลือกเชื ้อ ศึกษาด้านอนุกรมวิธาน การสำรวจและ  

การคัดแยกเชือ้สายพันธุ์ใหม่ของเชื้อกลุ่มนี้จากอาหารหมักพื้นเมอืงในประเทศไทย 

ตัวอย่างการใช้โพรไบโอติกในการช่วยเสริมสร้างสุขภาพและป้องกันโรคให้  

กับมนุษย์ เช่น การใช้แบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacilli ในการป้องกันละรักษาภาวะท้องเสีย 

ในมนุษย์โดยลดระยะเวลาและความรุนแรงของอาการท้องเสียที ่เกิดจากอาหารเป็นพิษ  

(อุทัย เก้าเอี้ยน, 2549) 
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2. ประเภทของแบคทเีรียกรดแลคติก 

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถแบ่งได้ 2 กลุ่มใหญ ่ตามลักษณะการใช้น้ำตาล ดังนี้ 

2.1 Homofermentative lactic acid bacteria คือแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถ

หมักน้ำตาลกลูโคสหรือน้ำตาลที่มีคาร์บอน 6 ตัว ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายคือ กรดแลคติก ประมาณ 

85.95 เปอร์เซ็นต์ โดยผ่านกระบวนการไกลโคไลซิส Emden-Myerhof-Parnas (EMB) (ภาพ 2) 

แบคท ี เร ี ยกล ุ ่ มน ี ้  ได ้ แก่  Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Vagococcus, 

Tetranococcus , Aerococcus เป็นต้น (Sharma, 2014) 

2.2 Heterofermentative lactic acid bacteria ค ือแบคทีเร ียกรดแลคติกท ี ่ ไม ่มี

เอนไซม์ aldolase จึงไม่มีเอนไซม์ย่อย fructose 1,6 diphosphate ไปเป็น glyceroladehyde-3-phosephate 

ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายคือ กรดแลคติกประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ ส่วนอีก 50 เปอร์เซ็นต์ ได้แก่ 

กรดอะซิติก แอทิลแอลกอฮอล์ กรดฟอร์มิก อะซิเตท กลีเซอลรอล และคาร์บอนไดออกไซด์ (ภาพ 3) 

โดยอัตราส่วนของเอทานอลและกรดอะซิติกขึ้นอยู่กับ redox potential ของระบบแบคทีเรียในกลุ่มนี้ 

เช่น Leuconostoc, Weissella, Oenococcus และบางกลุ่มของ Lactiplantibacillus ได้แก่ L. bulgaricus และ 

L. casei เป็นต้น (König and Fröhlich, 2009) 

 

 

 



 

 

 11 

 

 

 

ภาพ 2 วถิีกระบวนการหมักแบบ Homofermantative 

 

ที่มา: Sharma, 2014  
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ภาพ 3 วถิีกระบวนการหมักแบบ Heterofermentative 
 

ที่มา: Sharma, 2014 
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3. การจัดจำแนกแบคทเีรียกรดแลคติก 

สำหรับการจัดแบคทีเรียกรดแลคติกในปัจจุบันนีไ้ด้นำเทคนิคทางพันธุกรรมต่าง ๆ  

เช ่น electrophoresis priperties ของ gene products, DNA:  DNA hybridization, เปอร ์ เซ ็นต์   

G + C content และ sequence of ribosomal RNA (rRNA) มาช่วยจัดจำแนก (Collins, et al., 

1991) ทำใหส้ามารถจำแนกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ 12 สกุล ดังต่อไปนี ้

3.1 Lactiplantibacillus เป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ที่สุด มีรูปร่างหลายแบบเช่น 

bent rods, coccobacilli, coryne form หรือ thread-like ให้ผลทดสอบแคทตาเลสเป็นลบ (-) 

เจริญได้ในสภาวะที่มีอากาศหรืออากาศเล็กน้อย สามารถพบได้ทั่วไปในธรรมชาติและตามส่วน

ต่าง ๆ ของร่างกายคนและสัตว์เช่น บริเวณช่องปาก คราบบนผิวฟัน ต่อมน้ำลาย และทางเดิน

อาหาร ไม่ก่อโรคในพืชและสัตว์ แบคทีเรียกลุ่มนี้ถูกนำมาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมการผลิต

อาหารหลายประเภทโดยเฉพาะในอุตสาหกรรมการผลิตนมหมัก เช่น L. acidophilus และ  

L. bulgaricus อาหารหมักประเภทผัก เช่น L. plantarum, L. sakei และ L. brevis ใน sauerkraut 

รวมถึงการใช้เป็นจุลนิทรีย์โปรไบโอติกและพรีไบโอติก (Pre-biotic) (Collins, et al., 1991) 

3.2 Pediococcus แบคทีเร ียกรดแลคติกชนิดน ี ้ม ีล ักษณะกลม ไม ่เคลื ่อนท ี่   

ไม่สร้างสปอร์และไม่สร้างแคปซูล ต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย ให้ผลทดสอบแคทตาเลส  

(catalase test) และออกซิเดส (oxidase test) เป็นลบ (-) มีคุณสมบัติเป็น homofermentative lactic 

acid bacteria มีล ักษณะพิเศษค ือสามารถสร ้างกรดแลคติคท ี ่ม ี โครงสร ้างโมเลก ุลแบบ  

D และ L ผสมก ัน (DL- lactic acid หร ือท ี ่ เร ียกว ่า racemic lactic acid) จากน ้ำตาลกล ู โคส  

สม า ช ิ ก ข อ ง แ บ ค ท ี เ ร ี ย ใ น สก ุ ล  Pediococcus ป ร ะ ก อบ ด ้ ว ย  Pediococcus acidilactici,  

P. pentosaceus, P. inopinatus, P. damnosus, P. parvulus และ P. claussenii สำหรับ Pediococcus 

species ที่ชอบเกลือ (halophilic species) ได้แก่ Pediococcus halophilus ปัจจุบันถูกจัดให้อยู่ในวงศ์ 

Tetragenococcus ซึ่งแบคทีเรียในกลุ่มนี้มักพบในอาหารพวกเนื้อ ไสก้รอกเปรี้ยวและผัก  

3.3 Streptococcus จ ัดเป ็นแบคทีเร ียท ี ่ม ี เซลล์เป ็นร ูปไข ่หร ือกลม ขนาด

เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 0.5-2.0 ไมโครเมตร เซลล์อยู ่เป็นคู ่เร ียงต่อกันเป็นสายโซ่  

ไม่เคลื่อนที่ ไม่สร้างสปอร์ เป็น facultative anaerobes มีการหมักแบบ homofermentation 

(Holt, et al., 1994)  
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3.4 Lactococcus จัดเป็นแบคทีเรียที่มีเซลล์ลักษณะกลม ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง

ประมาณ 0.5-1.0 ไมโครเมตร พบเป็นคู่หรือเป็นสาย ไม่เคลื่อนที่ มีทั้งพวกที่ต้องการอากาศ

และต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย จัดอยู ่ในกลุ ่ม homofermentative lactic acid bacteria 

แบคทีเรียสกุลนี้ประกอบดว้ย Lactococcus lactis, Lc. plantarum, Lc. piscium, Lc. graviae และ 

Lc. raffinolactis สามารถแยกได้จากผลิตภัณฑ์น้ำนมและเนื ้อสัตว์ จัดเป็นแบคทีเรียที ่มี

ความสำคัญในอุตสาหกรรมนมโดยใช้ในการเตรียมนมเปรี้ยว เนย และเนยแข็ง   

3.5 Enterococcus แบคทีเร ียสกุลนี ้ม ีเซลล์เป็นร ูปไข่ เป็นเซลล์เดี ่ยวหร ือ 

จับกันเป็นสายโซ่สั ้นๆ เจริญได้ที ่ 1  องศาเซลเซียส และ 4  องศาเซลเซียส มีการหมัก 

แบบ homofermentation และผล ิต L(+) lactic acid เป ็นหล ัก สามารถจำแนกออกเป็น  

5 species ค ือ Enterococcus avium, E. cecirum, E. gallinarum, E. faecalis และ E. faecium  

(Holt, et al., 1994) 

3.6 Wissella เซลล์มีร ูปร่างกลมและแท่งคล้าย Leuconostoc ประกอบด้วย  

8 species คือ W. confusa, W. halotolerans, W. minor, W. paramesenteroides, W. viridescens  

W. hellenica, W. kandleri (Dworkin, 2006)  

3.7 Leuconostoc เป็นแบคทีเรียแกรมบวกเซลล์รูปร่างกลม พบเซลล์อยู่เป็นคู่ 

หรือเป็นสาย สามารถเจริญได้ในสภาวะที่ไม่มีอากาศและมีอากาศเพยีงเล็กน้อย มีการหมักแบบ 

heterofermentation แบคท ี เ ร ี ยสก ุลน ี ้ ป ระกอบด ้ วย  8  species ได ้ แก ่  L.  argentinum,  

L. carnosum, L. citreum, L. gasicomitatum, L. gelidum, L. kimchii, L. lactis, L. mesenteroides 

และ L. pseudomesenteroides มีค่าเปอร์เซ็นต์ G+C อยู่ระหว่าง 38-44 เปอร์เซ็นต์ 

3.8 Oenococcus ประกอบด้วย 2 species คือ Oenococcus oeni ซึ่งเปลี่ยนจาก 

Leuconostoc ที ่ เด ิมพบจากกระบวนการหมักไวน ์  (Axelesson, 2004) และ Oenococcus 

kitaharae แยกได้จาก Oenococcus oeni  เนื่องจากมีข้อมูลพันธุกรรมต่างกัน Oenococcus oeni 

เปล่ียนจาก Leuconostoc สามารถเปล่ียนกรด L-malic เป็นกรดแลคติก (L+) ทำให้ไวน์มีรสชาติ

ดีขึ้น มีความทนกรดและทนเอทานอลในปริมาณสูงรวมทั้งข้อมูลทางพันธุกรรมจากดีเอ็นเอ

และลำดับเบสของ 16S rRNA ซึ่งต่างจาก species ในสกุล Leuconostoc อย่างชัดเจนจึงทำให้

สามารถแยกออกมาและตั้งเป็น Oenococcus oeni (Axelsson, 2004)   



 

 

 15 

 

 

3.9 Carnobacterium เซลล์เป็นแท่งตรงขนาดสั้นถึงปานกลางหรือเป็นแท่งเรียว 

(slender rod) เร ียงตัวเป็นเซลล์เดียวหรือคู ่  ไม ่พบการเรียงตัวแบบสายโซ่ ม ีการหมัก  

แบบ heterofermentation ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) ส่วนใหญ่มักพบในเนื้อสัตว์โดยเฉพาะ 

ในเนื้อ ปลาและไก่ ประกอบด้วย 8 species ได้แก่ Carnobacterium divergens, C. gallinarum, 

C. funditum, C. piscicola, C. mobile และ C. alterfunditum, C. inhibens และ C. alterfunditum 

มเีปอร์เซ็นต์ G+C ระหว่าง 31.6-37.5 เปอร์เซ็นต์  

3.10 Tetragenococcus เดิมถูกจัดเป็น Pediococcus halophilus แต่ถูกแยกโดย 

Collins, et al, (1990) มีการหมักแบบ heterofermentation แต่สามารถเจริญในอาหารที ่มี

ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงถึง 18 เปอร์เซ็นต์ ประกอบด้วย 2 species คือ T. halophilus 

และT. muriaticus ซึ่งพบได้ในอาหารหมักประเภทเนือ้สัตว์ที่มีเกลือในปริมาณสูง 

3.11 Aerococcus ประกอบด้วย 4 species คือ A. Sanguinicola, A. urinaehominis, 

A. urinae และ A. viridans แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถพบได้ในอากาศทั่วไป ในผักชนิดต่าง ๆ ใน

โรงพยาบาล ในตัวอย่างส่งตรวจของคนไข้ และในสัตว์ทะเล  

3.12 Vagococcus เซลล์มีร ูปร่างกลม ขนาดประมาณ 0.1-1.2 ไมโครเมตร  

อยู ่ เป ็นค ู ่  หร ือเร ียงต ัวเป ็นสายสั ้น ๆ ประกอบด้วย 2 สายพันธ ุ ์ค ือ V. fluvialis และ  

V. salmoninarum มเีปอร์เซ็นต์ G+C อยู่ระหว่าง 33-37 เปอร์เซ็นต์ 

 

4. จุลินทรีย์ที่พบในระหว่างการหมักปลาส้ม  

Saisithi, et al, (1996) ได ้ รายงานจ ุล ินทร ีย ์ท ี ่ ม ีความเก ี ่ ยวข ้องโดยตรงกับ 

ก ร ะ บ ว น ก า ร หม ั ก ป ลา ส ้ ม ฟ ั ก  ค ื อ  Lactobacilli ( Levilactobacillus brevis, L.  plantarum,  

L. fermentum), Pediococci (Pediococcus pentosaceus) และ Staphylococci ที่ไม่สร้าง Coagulase 

Müller, et al. (1999) ศึกษาการคัดแยกจุลินทรีย์จากวัตถุดิบ และกระบวนการ

ผลิตปลาส้มฟัก ระบุชนิดโดยใช้ล ักษณะทางสัณฐานและคุณสมบัติทางชีวเคมีพบว่า  

จุลนิทรีย์ที่แยกได้จากปลา คือ Lactococcus lactis และ Leuconostoc citreum จากกระเทียมและ

ใ บ ต อ ง ค ื อ  Weisella confuse จ า ก ข ้ า ว ส ุ ก  ค ื อ  Lactococcus paracasei น อ ก จ า ก น ี้  

ยังพบ Lactiplantibacillus plantarum, L. pentosus และ Pediococcus pentosaceus ในวัตถุดิบ 

และแบคทีเรียกรดแลคติกระหว่างการหมักตั้งแต่วันที่ 0-5 (ตาราง 3)  
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ตาราง 3 แบคทเีรยีกรดแลคติกที่พบในระหว่างการหมักปลาส้มตัง้แต่วันที่ 0-5 ของการหมัก 

วันที่หมัก  แบคทเีรียกรดแลคติก 

0  L. brevis, L. lactis lactis, L. citreum, L. curvatus, L. pentosus,  

 
 L. plantarum, W. Confuse 

1  L. brevis, L. lactis lactis, L. casei, L. curvatus, L. mesenteroides, 

 
 L. pentosus, L. plantarum, W. Confuse 

2  L. brevis, L. casei, L. citreum, L. curvatus, L. mesenteroides, 

 
 L. pentosus, L. plantarum 

3  L. brevis, L. pentosus, L. plantarum 

4  L. brevis, L. casei, L. pentosus, L. plantarum 

5  L. brevis, L. casei, L. curvatus, L. pentosus, L. plantarum 

 

ที่มา: Müller, et al. 1999 

 

อังคณา รัตนพันธ์ (2549) ได้ทำการจำแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในปลาส้มจาก

ปลานวลจันทร์ทะเลที่ใช้เกลือ 6 เปอร์เซ็นต์ ของน้ำหนักปลา ทำการคัดแยกโดยเลีย้งบนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ MRS agar ที่เติมโบรโมครีซอลเพอร์เพิล (Bromocresol purple) 0.0004 เปอร์เซ็นต์ 

และแคลเซียมคาร์บอเน็ต (Calcium carbonate) 0.005 เปอร์เซ็นต์ คัดเลือกโคโลนีที่สามารถ

เปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ (Indicator) จากสีม่วงเป็นสีเหลือง และเกิดบริเวณใสของของแคลเซียม

คาร์บอเน็ต สามารถคัดแยกได้ 20 ไอโซเลท (Lactiplantibacillus จำนวน 19 ไอโซเลท และ 

Carnobacterium จำนวน 1 ไอโซเลท) และศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นของเชื้อ โดยดูการติดสีแก

รม สัณฐานวิทยาของเซลล์ และการสร้างเอนไซม์แคตาเลส 

นาถสุดา วิศวงค์ (2552) ศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที ่แยกได้จากปลาส้ม  

ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้คือ Pediococcus, Bacillus, Micrococcus, Lactiplantibacillus 

และ Staphylococcus 
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อังคณา ชมพูมิ่ง และคณะ (2553) ได้ทำการคัดแยกจุลินทรีย์บริสุทธิ์จากปลาส้ม 

12 ตัวอย่างในจังหวัดพะเยาและแพร่ เพื่อทดสอบประสทิธิภาพและสภาวะที่เหมาะต่อการผลิต

ปลาสม้ จากการศึกษาสามารถแยกจุลนิทรีย์ได้ 57 ไอโซเลท โดยทำการทดสอบความสามารถ

ในการทนเกลือคลอไรด์ 5 เปอร์เซ็นต์ การสร้างกรด และการสร้างแก๊ส เมื่อจำแนกสายพันธุ์

พบว่าเป็นกลุ่ม Lactiplantibacillus spp. จำนวน 8 ไอโซเลท กลุ่ม Streptococcus spp. จำนวน  

2 ไอโซเลท และกลุ่ม Corynobacterium spp. จำนวน 1 ไอโซเลท ซึ่งกลุ่ม Lactiplantibacillus 

spp.  ม ีความสามารถในการสร ้างกรดได ้ส ูงถ ึง 1.986 เปอร ์ เซ ็นต ์  จ ึงใช ้ เช ื ้อกลุ่ม  

Lactiplantibacillus spp. เป็นกล้าเชื้อในการหมักปลาส้ม พบว่าการเติมเชื้อที่ความเข้มข้น 106 

CFU/ml ปริมาณ 1 เปอร์เซ็นต์ เป็นปริมาณที่เหมาะสมต่อการหมัก และบ่มที่อุณหภูมิ 30oC 

เป็นเวลา 3 วัน ทำใหไ้ด้ปลาสม้ที่มีรสชาติที่ผูบ้ริโภคนิยมมากที่สุด 

Zang, et al. (2019) ได้รวบรวมข้อมูลผลิตภัณฑ์ปลาหมักและจุลินทรีย์ที่ตรวจพบ

ในผลติภัณฑ์ปลาหมักจากทั่วโลก (ตาราง 4) 
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5. ความสำคัญของแบคทเีรียกรดแลคติกในอุตสาหกรรม 

แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียที่พบมากในอาหารประเภท อาหารหมัก เช่น  

ผักดอง ผลไม้ดอง แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว ผลิตภัณฑ์นม เช่น เนยแข็ง นมเปรี้ยวหรือ โยเกิร์ต และ

ยังพบไดใ้นร่างกายคน และสัตว์ เช่น ระบบทางเดนิหายใจ ระบบทางเดนิอาหารและอวัยวะสืบพันธุ์ 

ในระดับอุตสาหกรรมมีการใช้แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นหัวเชื้อตั้งต้นเพื่อเติมลงไปในอาหาร มีผล

ต่อกลิ่น รส และเนื้อสัมผัสของอาหาร โดยแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถหมักน้ำตาลกลูโคสได้

กรดแลคติกและผลิตภัณฑ์อื่น ๆ ซึ่งจากคุณสมบัติดังกล่าวจึงได้นำมาใช้ประโยชน์ในการถนอม

อาหาร ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติทนร้อน ได้แก่ mesophilic และ thermophilic lactic 

acid bacteria นิยมนำมาใช้อย่างมากในการหมักนมและอุตสาหกรรมนม เช่น L. acidophilus, L. 

bulgaricus และ L. delbrueckii เป็นต้น ส่วนในอุตสาหกรรมอาหารหมักดอง ผลไม้ดอง สามารถพบ

แบคท ี เร ี ยกรดแลคต ิก L.  brevis, L.  plantarum, Leuconostoc spp.  และ Streptococcus spp. 

นอกจากนั้นยังพบ Lactobacillus delbrueckii, P. halophilus และ P. soyae ส่วนผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก 

เช่น แหนมและไส้กรอกเปรี้ยว พบแบคทีเรียกรดแลคติก L. plantarum, L. brevis, P acidilactici,  

P, cerevisae, P. halophillus, P. pentosaceus และ Micrococcus varians ซึ่งปัจจุบันถูกนำมาผลิตเป็น

หัวเชื้อบริสุทธิ์ที่ใช้ในการหมักแหนม (ประสงค์สม ปุณยอุปพัทธ์ และสุกฤตา ปุณยอุปพัทธ์, 2560) 

ผลิตภัณฑ์จากปลา เช่น ปลาร้า ปลาทูเค็ม ปลาเจ่า ปลาส้ม ไตปลา พบ L. plantarum, L. brevis, 

Pediococcus spp., Leuconostoc spp. และ Streptococcus spp.  

แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค และจุลินทรีย์ 

ที่ทำให้อาหารเน่าเสียได้ เนื่องจากกรดแลคติกที่แบคทีเรียผลิตขึ้น ทำให้ค่า pH ไม่เหมาะสม 

ต่อจุลินทรีย์ก่อโรค หรือจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมาในอาหาร อีกทั้งยังมีการสร้างสารระเหยที่มี

กลิ ่นเฉพาะตัวเช่น สารไดอะซิติล (diacetyl) และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ มีผลต่อคุณ

ลักษณะเฉพาะของผลิตภัณฑ์อาหาร นอกจากนี้ยังมีสาระสำคัญที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้าง

ขึ้นอีกชนิดหนึ่งคือ แบคทีริโอซิน (bacteriocin) ซึ่งเป็นสารที่มีความสามารถในการยับยั้งการ

เจริญของจุลินทรีย์อื่นได้อย่างจำเพาะ ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีความพยายามใช้แบคทีริโอซินจาก  

แบคทีเรียกรดแลคติกมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร แบคทีริโอซินที ่ได้ถูกนำมาใช้ในทาง

อุตสาหกรรมอาหาร และเป็นที่ยอมรับแล้วว่าบริโภคปลอดภัยได้แก่ ไนซิน (nisin) ที่สร้างมา

จาก Lactobacillus lactis ใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารประเภทผักบรรจุกระป๋อง เนื้อ เนย นม และ 

โยเกิร์ต (Cleveland, et al. 2001; Ruiz, et al. 2010) พบว่า ไนซินสามารถควบคุมและป้องกัน

การเจริญของ Listeria monocytogenes  
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Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn (2008) ทำการคัดแยกเชื ้อ L. lactis 

subsp. lactis TFF 221 ที่มีไนซินยีน (nisin gene) ซึ่งมีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค 

ในอาหารจากกุง้จ่อมประเทศไทย ซึ่งเมื่อนำไปทดสอบพบว่า สามารถสร้าง nisin Z 

Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn (2010) ได้ศึกษาการออกฤทธิ์ร่วมกัน

ของ nisin และ p-cymene ในการยับยั้งเชื้อ Salmonella enterica serova Typhi ซึ่งเป็นสาเหตุ

หล ักของการเก ิดโรคไข ้ ไทฟอยด์ จากไส ้กรอกเปร ี ้ ยวพบว ่า  nisin และ p-cymene  

มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ S. typhi โดยไม่ส่งผลกระทบต่อกล่ินรสของอาหาร 

ในปัจจุบันนี้ผู้คนให้ความสนใจเกี่ยวกับจุลินทรีย์สุขภาพกันอย่างมาก ผลิตภัณฑ์

บางอย่างได้มีการใช้จุลินทรีย์สุขภาพในการผลิต อาทิเช่น นมเปรี้ยว เนยแข็ง ซึ่งผลิตภัณฑ์

เหล่านี้เป็นการผลิตมาจากแบคทีเรียกรดแลคติก ต่อมาได้มีการนำเอาแบคทีเรียกรดแลคติก

หลายชนิดรวมกัน เพื่อเสริมประสิทธิภาพการทำงานให้ดียิ่งขึ้น ซึ่งจัดได้ว่าผลิตภัณฑ์ดังกล่าว

เป็นโพรไบโอติกชนิดหนึ่ง ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์อย่างมากต่อผูบ้ริโภค 

5.1 ประโยชน์ของโพรไบโอตกิ 

5.1.1 เพิ่มคุณค่าทางโภชนาการให้แก่อาหารที่นำมาใช้เป็นวัตถุดิบ เช่น วิตามิน 

โปรตีน กรดอะมิโนที่จำเป็น และกรดไขมันที่จำเป็น 

5.1.2 ช่วยยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร เนื่องจากกรดอินทรีย์ 

หรือ สารประกอบต่าง ๆ เช่น ไดอะซิติล ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เอทานอล เป็นต้น สามารถ

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ที่ทำให้อาหารเน่าเสียและแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดโรงอาหารเปน็พิษ

ซึ่งส่งผลใหผ้ลติภัณฑ์มีความปลอดภัย มีอายุการเก็บรักษานานขึน้ 

5.1.3 ช่วยลดปริมาณคอเลสเตอรอล (cholesterol) ฟอสฟอลิปิด (phospolipid) 

และไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ในกระแสเลือด การบริโภคนมหมักจะช่วยในการยับยั้งการ

เกิดคอเลสเตอรอลในร่างกายได้ดั้งนั้นการบริโภคนมหมักที่มีเชื้อ Lactobacillus acidophilus ซึ่ง

เป็นจุลินทรีย์กลุ่มบิฟิโดแบคทีเรียอาศัยอยู่ในลำไส้จะช่วยย่อยสลายและยับยั้งการดูดซึม

คอเลสเตอรอลผ่านผนังลำไส้ ทำให้คอเลสเตอรอลในเลือดลดลง นอกจากนี้การบริโภค  

นมคีเฟอร์ยังสามารถส่งเสริมระบบภูมิคุ ้มกันให้กับร่างกาย ทำให้ระบบย่อยอาหารดี ขึ้น

โดยเฉพาะการย่อยแลคโตส (Hertzler and Clancy, 2003) 

5.1.4 ช่วยกระตุ ้นระบบภูมิคุ ้มกันแก่ร่างกาย มีการศึกษาพบว่าแบคทีเรีย 

กรดแลคติกเป็นตัวกระตุ้นภูมิคุ้มกัน มีความไวต่อ Microphage lymcocyte ทำให้เพิ่มระดับของ 

immunoglobulin ( IgA) และผลิต Gamma interferon ทำให้ม ีความต้านทานต่อโรคอีกทั ้ง 

ยังมีคุณสมบัติเป็น Antitumor  
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5.1.5 ปรับสมดุลจุลินทรีย์ในลำไส้ ในระบบทางเดินอาหารจุลินทรีย์เจ้าถิ่นจะมี

ปริมาณมากกว่าแบคทีเรียก่อโรค จึงทำให้ไม่เกิดอาการท้องเสีย ลำไส้อักเสบ แบคทีเรีย 

กรดแลคติกเป็นโปรไบโอติกที่มีส่วนช่วยรักษาสภาพสมดุลของร่างกาย โดยจะช่วยยับยั้งการ

เจริญของเชื้อก่อโรคและการแย่งอาหารของเชื้อ 

ต้นเชื้อบรสิุทธ์แบคทเีรีย (starter culture) 

ต้นเชื้อ หัวเชื้อ หรือ กล้าเชื้อ หมายถึง เชื้อบริสุทธ์ของจุลินทรีย์ที่ยังมีชีวิต ซึ่งผ่าน 

การคัดเลือกและตรวจสอบแล้ว จำนวนหนึ่งชนิดหรือมากกว่าหนึ่งชนิด ใช้เติมลงไปในสูตรการผลิต

อย่างน้อย 106 CFU/g เพื่อใช้เป็นตัวเริ่มต้นในกระบวนการหมัก ช่วยเพิ่มคุณภาพ กลิ่น รสชาติและ

ลักษณะของผลิตภัณฑ์ ลักษณะของกล้าเชื้อที่ใช้ได้แก่ ลักษณะของสารแขวนลอย ในรูปของผงเชื้อที่

ผ่านการทำไลโอฟิไลซ์ อาจมีการใช้โดยตรงหรือถ่ายเชื้อก่อนใช้ ตัวอย่างของผลิตภัณฑ์ที่หมักโดยใช้

หัวเชื้อได้แก่ โยเกิร์ต ไส้กรอกหมัก ชีส เบียร์ เป็นต้น (Frank, 1992) โดยคุณสมบัติของจุลินทรีย์ที่ใช้

เป็นกล้าเชื้อต้องรับประกันได้ว่าทำให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีคุณภาพดี ซึ่งประกอบด้วยเป็นเชื้อที่มีการจัด

จำแนกโดยใช้พื้นฐานทางสัณฐานวิทยามีกิจกรรมทางสรีรวิทยาในกาสร้างผลิตภัณฑ์ที่มีความคงตัว 

ทราบจำนวนเริ่มต้นของการใช้มีความบริสุทธิ์ มีความปลอดภัยในการบริโภค  

ประโยชน์ของการใช้ต้นเชื้อบริสุทธิ์คือ เพื่อเป็นการพัฒนาคุณภาพของผลิตภัณฑ์อาหาร

หมักเป็นการทำให้เกิดการหมักอย่างสมบูรณ์ ควบคุมการผลิตของผลิตภัณฑ์ให้มีประสิทธิภาพ  

เพิ่มความปลอดภัยในการบริโภคอาหารประเภทอาหารหมักต่อผู้บริโภค ควบคุมให้กระบวนการหมัก

ดว้ยเทคโนโลยีต้นเชื้อบริสุทธิ์ในผลติภัณฑ์อาหารมีคุณภาพที่สม่ำเสมอ 

การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีต้นเชื้อบริสุทธิ์ในการผลิตอาหารหมักมีบทบาทที่สำคัญ 

ในการพัฒนาอุตสาหกรรม ซึ ่งการใช้แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นต้นเชื ้อบริสุทธิ ์ในทาง

อุตสาหกรรมแบ่งออกเป็น 4 ประเภท 

1. Single strain starter คือการใช้เชื้อตั้งต้นที่ทราบแน่นอนเพียง 1 สายพันธุ์และ  

1 species เท่านั้น 

2. Multiple strain starter คือการใช้เชื ้อบริสุทธิ ์ตั ้งต้นที ่ทราบแน่นอนเพียง 1  

สายพันธุ์แต่ใช้สายพันธุ์ที่แตกต่างมาใช้ร่วมกัน 

3. Mutiple mixed strain starter คือการใช้เชื้อตั้งต้นที่ทราบแน่นอน ต่าง species 

และต่างสายพันธุ์ร่วมกัน 

4. Raw mixed strain starter คือการใช้เชื ้อตั ้งต้นที ่ทราบข้อมูลบางส่วนหรือ 

ไม่ทราบทั้งหมด ทั้ง species และสายพันธุ์มาใช้ 
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โครงสร้างชุมชนของแบคทเีรีย (Bacteria community) 

เป็นการศึกษาโครงสรางชุมชนจุลินทรีย์โดยศึกษา 2 พารามิเตอร์หลักคือ ชนิดของ 

จุลินทรียและความหนาแนนหรือปริมาณของจุลินทรีย์ที่พบ เมื่อเทคนิคดานลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

และการเพาะเลี้ยงเชื้อไม่สามารถศึกษาชุมชนจุลินทรีย์ที่ซับซ้อนในตัวอย่างจากธรรมชาติ  

ได ้การศ ึกษาความหลายหลากของแบคท ี เร ียด ้วยเทคน ิค Metagenomic sequencing 

(Metagenome) จึงถูกพัฒนาขึ้น ซึ่งเป็นการศึกษาสารพันธุกรรมทั้งหมดของชุมชนจุลินทรีย์ใน

สิ่งแวดล้อมหนึ่ง ๆ เพื่อหาความสัมพันธ์ของกลุ่มประชากร และวิเคราะห์ถึงองค์ประกอบใน

ความหลากหลายของระบบนิเวศ การศึกษาจุลินทรีย์โดยวิธี Metagenomics สามารถแบ่งตาม

วัตถุประสงค์ในการศึกษาหลักเป็น 2 ด้านคือ Function-based metagenomics เพื ่อค้นหา 

สิ่งใหม่ ๆ ที่เป็นประโยชน์ซึ่งจุลินทรีย์ในส่ิงแวดล้อมนั้น ๆ ผลติได้เช่น ยาปฏิชีวนะ เอนไซม์ หรือ

สารใหม่ และ Sequence-based Metagenomics ซึ่งเป็นการศึกษาเพื่อระบุชนิดของจุลินทรีย์ใน

กลุ่มประชากรที่ศึกษานั้น โดยการใช้ยีน 16S rRNA เป็นหลัก 

Function-based metagenomics มีวัตถุประสงค์การศึกษาเพื่อค้นหาสิ่งที่จุลินทรีย์ใน

สังคมนั้น ๆ ผลิตได้เช่น เอนไซม์ ยาปฏิชีวนะหรือผลิตภัณฑ์ใหม่ที่ไม่สามารถแยกได้มาก่อน 

จากจุลินทรีย์ที่สามารถเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการเพื่อนำมาใช้ในอุตสาหกรรมด้านต่าง ๆ  

ซึ่งอาจทำโดยการสกัดโปรตีนหรือเมทาบอไลท์เพื่อนำไปศึกษาหรืออาศัยการสร้าง library 

จาก DNA ที่สกัดได้ จากนั้นนำไปคัดเลอืกหาสารหรือโปรตีนใหม่ ๆ ที่แสดงออกโดยแบคทีเรียที่

มีชิน้ดีเอ็นเอนั้น ๆ อยู่  

Sequence –based metagenomics เป็นอีกแนวทางหนึ่งในการศึกษาจุลินทรีย์โดยมี

วัตถุประสงค์การศึกษาเพื่อระบุว่ากลุ่มประชากรที่ศึกษานั้นเป็นจุลินทรีย์ชนิดใดบ้างโดยการใช้

ยีน 16S rRNA ในการวิเคราะห์โดยการออกแบบ primer ที่จำเพาะต่อการเพิ่มจำนวนของ 

ดีเอ็นเอซึ่งเป็นบริเวณที่ใช้จำแนก species ของจุลนิทรีย์ ซึ่งสามารถใช้ในการศึกษาวิวัฒนาการ 

และความสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์ ซึ่งจะขึ้นอยู่กับความคล้ายคลึงกันของลำดับเบสของยีนที่

สร้าง 16S (Chotima Potisap and Rasana Wongratanacheewin, 2553) 
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งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

ปวีณา ดีกิจ และอทิพันธ์ เสียมไหม (2559) ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียใน

ระหว่างการผลิตบูดูซึ่งเป็นอาหารหมักของภาคใต้ที่ทำจากปลาขนาดเล็กผสมเกลือแล้วหมัก 

ทิ้งไว้ โดยทำการศึกษาตลอดระยะเวลาการหมักเป็นเวลา 12 เดือน พบทั้งหมด 42 ไอโซเลท 

โดยแบคทีเรียที่มีบทบาทในช่วง 6 เดือนแรกเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus จำนวน 28 สายพันธุ์ 

ซึ ่งสามารถตรวจพบได้ในการหมักบูดูตลอดระยะเวลา 12 เดือน และกลุ่มอื่น ๆ ส่วนใหญ่ 

ตรวจพบในช่วง 6 เดือนแรกของการหมัก ได้แก่ กลุ่ม Staphylococcus จำนวน 8 สายพันธุ์ 

Ocenabacillus จำนวน 2 สายพันธุ์ Enterobactor จำนวน 1 สายพันธุ์ และกลุ่ม Acinetobacter 

จำนวน 1 สายพันธุ์  

Hwanhlem, et al. (2011) คัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากปลาส้ม บนอาหาร 

MRS agar plate ที่เติมแคลเซียมคาร์โบเนต (CaCO3) ได้ทั้งหมด 133 ไอโซเลท จากนั้นคัดแยก

เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก ที่มีความสามารถสูงที่สุดในการยับยั้งเชื้อ E. coli, S. aureus และ 

Salmonella sp. จำนวน 4 เชื้อ เพื่อนำมาใช้เป็นกล้าเชื้อในการหมักปลาส้ม โดยเปรียบเทียบการ

หมักปลาส้มแบบวิธีธรรมชาติและการหมักแบบใช้ปลาส้ม (เก่า) เป็นกล้าเชื้ อ (back-slopping) 

จากการศึกษาพบว่า คุณภาพของปลาส้ม สี กลิ่น เนื้อสัมผัส และการยอมรับของปลาส้มที่

หมักด้วยกล้าเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกไม่ต่างจากปลาส้มที่หมักแบบวิธีธรรมชาติและ

หมักแบบใช้ปลาสม้ (เก่า) เป็นกลา้เชือ้ 

Müller, et al. (2002) ทำการศึกษาการหมักปลาส้มที่มีความเข้มข้นเกลือต่างกัน  

2 ระดับ คือ การเติมความเกลือที่เข้มข้นต่ำประกอบดว้ย 6 เปอร์เซ็นต์ และ 7 เปอร์เซ็นต์ และ

การเติมเกลือที่ความเข้มข้นสูงประกอบด้วย 9 เปอร์เซ็นต์ และ 10 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ค่า pH 

ลดลงอย่างรวดเร็วจาก pH 6 เป็น 4.5 ของการเติมเกลือที่ความเข้มข้นต่ำ ในทางตรงกันข้าม

การเติมเกลือที่ความเข้มข้นสูงค่า pH ลดลงอย่างช้า ๆ หรือแทบจะไม่ลดลง และเมื่อนำไป

วิเคราะห์หาแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี Phenotypic tests, ITS-PCR, การหมักคาร์โบไฮเดรต

และหาลำด ั บด ้ ว ย  1 6 S rRNA พบว ่ า ค ื อ  P.  pentosaceus, L. s alimentarius/ farciminis,  

W.  confusa, L.  plantarum แ ล ะ  Lactococcus garviae น อ ก จ า ก น ี ้ ย ั ง ต ร ว จ พ บ ย ี สต์  

Zygosaccharomyces rouxii จากการเติมเกลอืที่มคีวามเขม้ข้นสูง 

Nevry, et al. (2011) ศึกษาองค์ประกอบทางเคมีและแบคทีเรียกรดแลคติกจาก 

Adjuevan ซึ ่งเป็นผลิตภัณฑ์ปลาหมักที่ทำจากปลาไอวอรี่ โดยทำการสังเกต เปรียบเทียบ

ระหว่างปลาสดและปลาหมัก พบว่ามีความชื้น 69. และ 71.25 เปอร์เซ็นต์ ไขมัน 12.16 และ 

12.36 เปอร์เซ็นต์ โปรตีน 21.21 และ 26.81 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ส่วนแบคทีเรียกรดแลคติก
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ที่แยกและจำแนกได้คือ Leuconostoc lactis, Lactobacillus fermentum, Pediococcus sp. และ 

Streptococcus sp.จากการศึกษาทำให้ทราบว่าแบคทีเร ียกรดแลคติกที ่พบมีส ่วนร่วม 

ในการประมวลผลทางเทคโนโลยีและช่วยรักษาคุณภาพของ adjuevan 

Saithong, et al. (2010) ทำการคัดแยกแบคทีเร ียกรดแลคติกจากปลาส้มได ้   

2 สายพันธุ์คือ L. plantarum IFRPD P15 และ L. reuteri IFPRD P17 จากนั้นจึงนำมาใช้เป็นต้น

เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติก จากการศึกษาพบว่า ต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติก  

L. plantarum IFRPD P15 สามารถผลิตกรดได้สูงขึ้นหลังจากการหมักที่ 24 ชั่วโมง ทำให้ปลา

ส้มมีค่า pH ลดลง ส่วน L. reuteri IFPRD P17 พบว่า มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค

และเมื่อนำทั้ง 2 สายพันธุ์มาผสมกัน (mixed cultures) พบว่า มีศักยภาพในการยับยั้งเชื้อก่อ

โรคได้ดีกว่าการใช้ต้นเชื้อบริสุทธิ์เพียงสายพันธุ์เดียว  

Sanpa, S. , Sanpa, S.  and Suttajit, M.  (2019)  ได ้ค ั ดแยกแบคท ี เร ี ยกรดแลคติก  

8 ตัวอย่างจากผู้ผลิตที่ต่างกันในจังหวัดพะเยา โดยทดสอบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ De man Rogosa 

Sharpe (MRS) ทดสอบความสามารถในการยับยั ้งเชื ้อก่อโรคที่เป็นสาเหตุให้อาหารเน่าเสีย  

(food born pathogens) ได ้แก ่  Escherichia coli, Streptococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium 

perfringens, Shigella sp. และ Vibrio sp. และทดสอบความสามารถในการผลติโปรตีนที่เป็นแบคเทอ

ริโอซิน จากการศึกษาพบ L. paraplantarum และ P. pentosaceus มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อ

มากที่สุด จึงนำมาใช้เป็นต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกในการผลิตปลาส้ม จากการศึกษา

พบว่า ค่า pH ลดลงและมีปริมาณกรดแลคติกสูงในระหว่างการหมัก นอกจากนี้ยังสามารถลด

ระยะเวลาการหมักสัน้ลงจาก 72 ถึง 96 ชั่วโมงเหลอื 48 ชั่วโมง   

Tanasupawat and Komagata (1995) รายงานถึงบทบาทของแบคทีเรียกรดแลคติค

ในอาหารหมักที่อาศัยจุลินทรีย์จากธรรมชาติ ในวัตถุดิบประเภทปลา เนื้อสัตว์ และพืชผัก 

พบว่า แบคทีเรียกรดแลคมีความสามารถในการผลิตกรดจึงทำให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้เกิดรสเปรี้ยว

และเกิดผลิตภัณฑ์หมัก โดยเฉพาะอย่างยิ ่ง  homofermentative strains ของ Lactobacillus 

pentosus, L. plantarum และ Pediococcus pentosaceus ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่พบเป็นกลุ่มเด่นใน

อาหารหมักที่มีปริมาณเกลือต่ำ ในขณะที่พบสายพันธุ์ของ P. halophilus ในอาหารที่มีความ

เข้มขน้ของเกลือสูงและยังพบ L. sake, Lactobacillus spp., P. acidilactici และ P. urinaeequi อีก

ด้วย สำหรับ heterofermentative strains ที ่พบได้แก่ L. brevis, L. confusus, L. fermentum,  

L. vaccinostercus, Lactobacillus spp. และ Leuconostoc spp.และในบางโอกาสพบสายพันธุ์ของ

แบคทีเรียกลุ่มอื่นในสกุล Staphylococcus, Enterococcus และ Halobacterium 
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Yuliana, et al. (2018) ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากรูซิป (rusip) ซึ่ง

เป็นผลิตภัณฑ์ปลาหมักของประเทศอนิโดนีเซยีดว้ยวิธีวิเคราะห์เบื้องต้นซึ่งเป็นวิธีที่สามารถทำ

ได้ในห้องปฏิบัติการและศึกษาเชื้อที่เจริญในแต่ละช่วง จากการศึกษาพบแบคทีเรียกรดแลคติก

ทั้งหมด 29 ไอโซเลท ประกอบด้วยกลุ่มของ Leuconostoc จำนวน 10 ไอโซเลท Streptococcus 

จำนวน 12 ไอโซเลท และกลุ่มของ Lactococcus จำนวน 7 ไอโซเลท โดยสามารถพบกลุ่มของ 

Streptococcus ในระยะแรกของการหมัก Lactococcus ในระยะกลางของการหมักและสามารถ

พบกลุ่มของ Leuconostoc ได้ตั้งแต่ระยะแรกจนถึงระยะสุดท้ายของหารหมัก 

 

 



 

 

 
 

 
 

บทที่ 3 

 

วิธีดำเนินการวิจัย 
 

วัสดุและอุปกรณ์ 

1. เครื่องแก้ว 
1.1 กรวยกรอง (Funnel) 
1.2 กระจกสไลด์ 
1.3 กระบอกตวง (Cylinder) 
1.4 ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer Flask) 
1.5 จานอาหารเล้ียงเชือ้ 
1.6 ช้อนตักสารเคมี (Spatula) 
1.7 แท่งแกว้คนสาร (Stirrer Rod) 
1.8 บิวเรต (Burette) 
1.9 บีกเกอร์ (Beaker) 
1.10 ปิเปต (Pipette) 
1.11 หลอดทดลอง 

2. อุปกรณ์และเครื่องมือ 
2.1 กระดาษเช็ดเลนส์ 
2.2 กล้องจุลทรรศน์ 
2.3 ขวดฉดีน้ำ (Wash bottom) 
2.4 ขาตั้งและแคมป์ (Stand & Clamp) 
2.5 คิวเวทท์ (Cuvette) 
2.6 เครื่องเขย่า (Shakers) 
2.7 เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 2 ตำแหน่ง (Balance, 2 points) 
2.8 เครื่องชั่งไฟฟ้าทศนิยม 4 ตำแหน่ง (Balance, 4 points) 
2.9 เครื่องดูดจ่ายสารละลายอัตโนมัติ (Auto pipette) 
2.10 เครื่องตีบดผสมตวัอย่าง (Stomatcher) 
2.11 เครื่องปั่นเหวีย่ง (Centrifuge) 
2.12 เครื่องผสมสาร (Vortex) 
2.13 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด (pH meter) 
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2.14 เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
2.15 เครื่องวัดค่าส ี(Chroma meter) 
2.16 ดรอปเปอร์ (Dropper) 
2.17 ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
2.18 ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (Rack) 
2.19 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซยีส (20oC Deep Freezer and Freezing) 
2.20 ตู้ดูดควัน (Fume Hood) 
2.21 ตู้ถ่ายเชือ้ (Laminar Flow) 
2.22 ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) 
2.23 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar Flow) 
2.24 ตู้เย็น (Refrigerator) 
2.25 ตู้อบลมร้อน (Hot Air Oven) 
2.26 ถุง Stomatcher 
2.27 ถุงพลาสติก (polyethylene) 
2.28 ถุงมอื 
2.29 แท่งแม่เหล็กกวนสาร (Magnetic Stirring) 
2.30 ปากคีบสแตนเลส (Forceps) 
2.31 พาราฟิล์ม 
2.32 ไมโครเวฟ (Microwave) 
2.33 ไมพ้ันสำลีปราศจากเชื้อ 
2.34 หม้อนึ่งฆ่าเชือ้ (Autoclave) 
2.35 หลอด Centrifuge 15 มิลลลิติร และ 50 มิลลิลติร 
2.36 ห่วงถ่ายเชื้อ (Loop) 
2.37 อ่างน้ำควบคุมอณุหภูมิ (Water bath) 
2.38 Microcentrifuge tube  
2.39 Petri Dish 
2.40 Pipette Tip 
2.41 Syring Filter 

3. อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคม ี

3.1 เปปซิน (Pepsin) 

3.2 ผงวุ้น (Agar) 

3.3 อาหารเล้ียงเชือ้ Blood agar base infusion agar (BD BBL™, France) 
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3.4 อาหารเล้ียงเชือ้ De Man, Rogosa and Sharpe agar (Himedia™, India) 

3.5 อาหารเล้ียงเชือ้ Eosin methylene blue (Himedia™, India) 

3.6 อาหารเล้ียงเชือ้ MacConkey agar (Himedia™, India) 

3.7 อาหารเล้ียงเชือ้ Manital salt agar (Himedia™, India) 

3.8 อาหารเล้ียงเชือ้ Mueller hinton broth (Himedia™, India) 

3.9 อาหารเล้ียงเชือ้ Nutrient broth (Merck, Germany) 

3.10 อาหารเล้ียงเชือ้ Plate count agar (Himedia™, India) 

3.11 อาหารเล้ียงเชือ้ Yeast extract peptone dextrose broth (Himedia™, India) 

3.12 แอลกอฮอล์ 70% และ 95% 

3.13 Bile salt 

3.14 Crystal violet 

3.15 Hydrogenperoxide 

3.15 Iodine 

3.16 Phenolphalein 

3.17 Safranin 

3.18 Sodium choride  

3.19 Sodium hydroxide 

4. ยาปฏิชวีนะ  

4.1 Amoxycillin (OXOID, UK 

4.2 Ampicillin (OXOID, UK) 

4.3 Cefotaxim (OXOID, UK) 

4.4 Chloramphinicol (OXOID, UK) 

4.5 Norfoxacin (OXOID, UK) 

4.6 Penicillin G (OXOID, UK) 

4.7 Vancomycin (OXOID, UK) 
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5. แบคทีเรยีทดสอบ แบคทีเรยีทีน่ำมาทดลองม ี5 สายพันธุ์ดังตาราง 5 

ตาราง 5 แบคทเีรียทดสอบ 

ชื่อแบคทเีรีย รหัสเชื้อ 

Escherichia coli DMST4212 

Bacillus cereus  DMST5040 

Shigella flexneri  DMST4423 

Listeria monocytogenes  DMST17303 

Salmonella Typhi  DMST22842 

 

วธิีการดำเนินการวจิัย 

1. การคัดแยกแบคทีเรยีกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์ปลาสม้ 

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม โดยการเก็บรวบรวม

ต ัวอย ่างจากตลาดสดจ ังหว ัดพะเยาในช ่วงเด ือนก ุมภาพันธ ์ถ ึงเมษายน พ.ศ.2563  

ทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกตามวิธีการของผุสดี ตังวัชรินทร์ และคณะ (2559) 

(Murray et al., 1994; Axelsson, 1993) โดยชั่งตัวอย่างปลาส้ม 25 กรัม ใส่ลงในสารละลาย

น้ำเกลือความเข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร streak plate บนอาหาร  

de man Rogosa and Sharp agar ( MRS) , Himedia, India ท ี ่ ม ี  bromocresol green 0. 004 

เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง คัดเลอืกโคโลนีเดี่ยวที่เปลี่ยน

สีอาหารเลี้ยงเชื้อจากสีเขียวเป็นสีเหลือง นำไป restreak บนอาหาร MRS agar เพื่อให้ได้เชื้อ

บริสุทธิ์ ตรวจสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยการย้อมสีแกรมตรวจดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์ ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการสร้างเอนไซม์คะตาเลส โดยเลือกเชื้อ

ที่ติดสีแกรมบวกและไม่สร้างเอนไซม์คะตาเลส จากนั้นเก็บรักษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่ 

แยกได้ในอาหาร MRS broth ที่เติม glycerol ความเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  

-20 องศาเซลเซยีส เพื่อนำไอโซเลทที่มีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกไปศึกษาคุณสมบัติ

การเป็นโพรไบโอติกต่อไป 
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2. การศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก  

2.1 ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity)  

เลี ้ยงเชื ้อแบคทีเร ียกรดแลคติกที ่ค ัดแยกได้ใน MRS broth ที ่อ ุณหภูม ิ  

37 องศาเซลเซ ียส 24 ช ั ่วโมง จากนั ้นนำเช ื ้อมา streak ลงบนจานอาหาร Blood agar  

ที่ผสม human blood บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง สังเกตปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบน

อาหารว่าเป็นกลุ่มใด กลุ่ม Alpha-hemolysis เกิดวงใสสีเขียวรอบโคโลนี กลุ่ม Beta-hemolysis 

มีการย่อยสลายเม็ดเล ือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลืองรอบโคโลนี หรือกลุ่ม  

Gamma-hemolysis โคโลนีของเชื้อไม่มีเปลี่ยนแปลง (ภณิดา เกื้อสุวรรณ และคณะ, 2557) 

(ภาพ 4) 

 

 
 

     ภาพ 4 การสลายเม็ดเลือดแดง 

หมายเหตุ: ก) กลุ่ม Alpha-hemolysis เกิดวงใสสีเขียวรอบโคโลนี ข) กลุ่ม Beta-hemolysis  

มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลืองรอบโคโลนี  

และ ค) กลุ่ม Gamma-hemolysis โคโลนีของเชื้อไม่มเีปล่ียนแปลง  
 

ที่มา: Tankeshwa, 2022 
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2.2 ทดสอบความสามารถในการหมัก  

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth ที่มีหลอดดักก๊าซ บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดก๊าซและวัดค่า pH โดยถ้าหลอดที่ไม่มี

ก๊าซเกิดขึ ้นจะเป็น Homofermentative ส่วนหลอดที ่มีก๊าซเกิดขึ ้นเป็น Heterofermentative 

(ภณิดา เกือ้สุวรรณ และคณะ, 2557) 

2.3 ทดสอบความสามารถในการทนกรด  

เลี ้ยงเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth 10 มิลลิลิตร บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 

เทส่วนใสออก เติมน้ำกล่ันปลอดเชื้อลงไป 10 มิลลลิติร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นนำไปวัดความขุ่น

ด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ปรับ

ความขุ่นให้ได้ค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.9 (OD600 = 0.9) ซึ่งเทียบได้กับเชื้อจำนวน 1.5x109 

CFU/ml นำเชื้อที่ได้เติมลงในสารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate-buffer saline (PBS) ที่มี pepsin  

(0.3 เปอร์เซ็นต์, w/v) ที่ปรับให้มีค่า pH เท่ากับ 2.0 และ 3.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก บ่มเป็น

เวลา 3 ชั ่วโมง จากนั้นนำเชื ้อมา spread นับจำนวนเชื ้อที ่เหลือรอดบนอาหาร MRS agar  

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส 48 ชั่วโมง (ภณิดา เกือ้สุวรรณ และคณะ, 2557) 

2.4 ทดสอบการทนต่อเกลือนํ้าดี  

เลี ้ยงเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth 10 มิลลิลิตร บ่มที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นำไปปั่นเหวี่ยงที่ 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 

เทส่วนใสออก เติมน้ำกล่ันปลอดเชื้อลงไป 10 มิลลลิติร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นนำไปวัดความขุ่น

ด้วยเครื ่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ที ่ความยาวคลื ่น 600 นาโนเมตร ปรับความขุ ่นให้ได้  

0.9 (OD600 = 0.9) นำเชื ้อที่ได้เติมในอาหาร MRS broth ที่มีเกลือน้ำดี (Bile salt) เข้มข้น  

0.3 เปอร์เซ็นต์ โดยมี น้ำกลั่นที่ไม่เติม Bile salt powder เป็นชุดควบคุม ทำการเก็บเชื้อที่เวลา  

6 และ 12 ชั่วโมง จากนั้นนำมา spread บนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อบนผิวหน้าอาหาร ซึ่งเกิดกิจกรรม Bile salt hydrolase 

(BSH) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลอืกได้ (ภณิดา เกือ้สุวรรณ และคณะ, 2557)  
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2.5 ทดสอบความไวต่อยาปฏิชวีนะ  

โดยวิธ ี Disc diffusion นำเชื ้อแบคทีเร ียกรดแลคติกที ่ เจร ิญใน MRS broth 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ที่ความเข้มข้นเชื้อเท่ากับ 106 CFU/ml มา swab ลงบน

อาหาร MRS agar จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะ (Antibiotic discs) Oxoid, UK ได้แก่ Vancomycin, 

Chloramphanicol, Cefotaxime, Norfoxacin, Ampicillin, Penicillin G และAmoxycillin ลงบนจานอาหาร

เลี้ยงเชื้อบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง วัดพื้นที่ยับยั้งยาปฏิชีวนะแต่ละตัวแบ่งเป็น  

3 ระดับ ไว (susceptible – S) ปานกลาง (intermediate – I) และต้านทาน (resistant – R) อิงแผนผัง

มาตรฐาน อนึ ่งยาปฏิชีวนะแต่ละตัวมีแผนผังมาตรฐานแตกต่างกัน (พนิตนาฎ อู ่พุฒินันท์  

และวราภรณ์ กุศลารักษ์ 2563; Kaktcham, 2012; CLSI, 2016) 

2.6 ทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร  

ใช้วิธี Agar well diffusion โดยใช้ไม้พันสาลีจุ ่มเชื ้อแบคทีเรียก่อโรคระบบ

ทางเด ินอาหารใน Nutrient agar (NA)  ท ี ่ปร ับความข ุ ่น 10 6 CFU/ml เกล ี ่ยบน Muller  

Hinton agar (MHA) แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารที ่ใช้ในการทดลองได้แก่ Escherichia  

coli DMST4212, Bacillus cereus DMST5040, Shigella flexneri DMST4423, Listeria 

monocytogenes DMST17303 และ Salmonella Typhi DMST22842 จากนั้นเจาะหลุมบน MHA 

นำส่วนใสจากการปั ่นเหวี ่ยงของแบคทีเร ียกรดแลคติกหยอดใส่หลุมบน MHA หลุมละ  

30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตพื้นที่ใส 

ตรวจผลการยับยั ้งด้วยการวัดขนาดวงใสการยับยั ้ง ( clear zone) และรายงานผลเป็น

ประสทิธิภาพการยับยั้ง (ภณิดา เกือ้สุวรรณ และคณะ, 2557) 
 

3. การระบุชนิดของแบคทเีรียกรดแลคติก 

นำเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ไป

สกัดดีเอ็นเอเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction 

(PCR) โดยใช้ primer 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3' และ 1492R 5' (TAC GGY 

TAC CTT GTT ACG ACT T) 3' (Gibthai, Thailand) จากนั้นทำการวิเคราะห์หาลำดับนิวคลโีอไทด์

ของดีเอ็น โดยใช้ primer 785F 5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3'907R 5' (CCG TCA ATT 

CMT TTR AGT TT) 3' (Gibthai, Thailand) นำลำดับน ิวคลีโอไทด์ท ี ่ ได ้ไปเปร ียบเท ียบกับ

ฐานข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของ GenBank โดยโปรแกรม BLAST analysis และทำแผนภูมิ

ต ้นไม้ด้วยโปรแกรม CIPRES บนเว็บไซต์ www.phylo.org โดยใช้เครื ่องมือ RAxML-HPC 

BlackBox  



 

 

 35 

 

 

4. การเตมิต้นเชื้อบรสิุทธิ์ลงในปลาส้ม 

ทำการศึกษาการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ในการผลิตปลาส้มของแบคทีเรียกรดแลคติก

จำนวน 2 ไอโซ เลท  ประกอบด ้วยค ือ  Pediococcus acidilactici ไอโซ เลท BPS4 และ  

Lactiplantibacillus plantarum ไอโซเลท BPS6 ลงในปลาส้ม โดยวิธีการเตรียมเชื ้อเริ ่มจาก 

นำ stock ที่เก็บไว้ในตู้ -20 องศาเซลเซียส ทำการ refresh ในอาหาร MRS Broth ปริมาตร  

10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง นำไปวัดค่าดูดกลืนแสง 

ท ี่ความยาวคล ื ่น 600 นาโนเมตร ปร ับความข ุ ่นให ้ ได ้ค ่าด ูดกล ืนแสงเท ่าก ับ 0.8  

(OD 600 = 0.8) หรือเทียบเท่า McFarland Standard เบอร์ 0.5 ซึ่งได้เชื ้อจำนวน 1.5x108 

CFU/ml จากนั ้นนำเช ื ้อที ่ได ้ เต ิมลงในปลาส้มชิ ้น ปริมาณ 108 CFU/g โดยเติมปริมาณ  

1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อน้ำหนัก) ทำการหมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน 

โดยแบ่งการทดลองเป็น 4 ชุดการทดลอง (ตาราง 6)  

ตาราง 6 รายละเอียดการแบ่งชุดการทดลองการเตมิต้นเชื้อบรสิุทธิ์ลงในปลาส้ม 

ชุดการทดลอง ต้นเชือ้ที่เติมลงในปลาส้ม 

1 P. acidilactici  

2 L. plantarum  

3 P. acidilactici + L. plantarum  

4 ชุดควบคุม 

 

4.1. การศึกษา Chemical analysis นำตัวอย่างปลาส้ม ตัวอย่างละ 10 กรัม ใส่ลง

ใน stomacher bag เติมน้ำกลั ่น ปริมาตร 90 มิลลิลิตร จากนั้นปั ่นด้วยเครื ่อง stomacher  

225 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที นำไปวัดค่า pH และตรวจเปอร์เซ็นต์กรดแลคติกด้วย 

วิธีไตเตรต โดยใช้ 0.1M NaOH มี Phenolphthalein เป็นอินดิเคเตอร์ (AOAC, 2000) นำค่า 

ไตเตรทที่ไดไ้ปคำนวนหาเปอร์เซ็นกรดแลคติก ตามสมการ 

เปอร์เซ็นต์กรดแลคติกเท่ากับ  

น้ำหนักโมเลกุลของกรดแลคติก x ปริมาตร NaOH ที่ใช้ x ความเขม้ข้นของ NaOH x 100 

1000 x ปริมาตรของตวัอย่างที่ใช้  
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4.2 การศึกษา Microbial analysis นำตัวอย่างปลาส้ม ตัวอย่างละ 25 กรัม ใส่ลง

ใน stomacher bag เติม NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากนั ้นปั ่นด้วย 

เครื่อง stomacher 225 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที นำไปทำการเจือจาง 10 เท่าลำดับส่วน  

( 1 0  fold dilution)  และนำ ไปตรวจสอบหาปร ิ ม าณ เช ื ้ อ แบคท ี เ ร ี ย ต ามตาร า ง  7  

(Rantsiou, et al., 2005; Shen, et al., 2017)  
 

ตาราง 7 แบคทีเรยีที่ใช้ในการศึกษาการวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยาใในตัวอย่างปลาส้มที่มี

การเตมิต้นเชื้อบรสิุทธิ์แบคทเีรียกรดแลคติก  

แบคทีเรีย อาหาร อุณหภูมิบ่ม (oC) เวลาบ่ม (hr) 

Lactic acid bacteria  de Man Rogose Sharpe agar  37 48 

Total bacteria  Plate Count Agar 35 48 

Staphylococcus aureus  Manitol salt agar  35 48 

Escherichia coli Eosin Methylene blue  35 24 

Salmonella Typhi MacConkey agar  35 24 

 

5. การทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผู้บรโิภคต่อตัวอย่างปลาส้ม 

นำตัวอย่างปลาส้มจากแต่ละชุดการทดลองที่หมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 วัน มาทำให้สุก โดยการทอดและให้ผู้ทดสอบชิมอย่างน้อย 30 คน โดยให้คะแนน

แบบ 9-point hedonic scale (1=ไม่ชอบมากที ่สุด, 2=ไม่ชอบมาก, 3=ไม่ชอบปานกลาง,  

4=ไม่ชอบเล็กน้อย, 5=เฉยๆ, 6=ชอบเล็กน้อย,7=ชอบปานกลาง, 8=ชอบมาก, 9=ชอบมาก

ที่สุด) โดยให้ประเมินความชอบเกี่ยวกับคุณลักษณะของ รสชาติ กลิ่น สี และเนื้อสัมผัส  

โดยวางแผนการทดลองแบบสุ ่มบล็อกไม่สมบูรณ์ Completely Randomized Block Design 

(RCBD) วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลโดยใช้ Analysis of Variance (ANOVA) และทดสอบ

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วย Duncan’s New Multiple-Range Test (DMRT) ที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ทำการทดลอง 3 ซ้ำ 
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6. การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของอาหาร (Proximate analysis)  

เก็บตัวอย่างปลาสม้ ในวันที่ 3 ที่ได้จากการหมักในการทดลองที่ 4 มาตรวจวิเคราะห์

องค ์ประกอบทางเคมีของอาหาร โดยว ิธ ีการของ AOAC โดยทำการศึกษาว ิเคราะห์  

หาองค์ประกอบต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ (AOAC, 2005)  

6.1 ปริมาณความชื้น นำครูซิเบิลเข้าตู้อบลมร้อนที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 2-3 นาที จากนั้นนำไปใส่ในโถดูดความชื้น ทิ้งไว้ให้เย็น นำมาชั่งน้ำหนัก ชั่งตัวอย่าง

ใส่ครูซิเบิลให้ไดน้้ำหนัก 1-2 กรัม แล้วนำเข้าอบที่ Hot air oven ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ทิ้งไว้ให้เย็นในโถดูดความชื้น แล้วชั่งน้ำหนัก ทำการคำนวนหาเปอร์เซ็นต์

ความชืน้ ตามสมการ 

การคำนวณ 

เปอร์เซ็นต์ความชืน้     =   

 

เมื่อ     a  =  น้ำหนักของอาหารก่อนอบแห้ง 

b  =  น้ำหนักของอาหารหลังอบแห้ง 

W  =  น้ำหนักของอาหารก่อนอบแหง้ 

หรือ เปอร์เซ็นต์ของวัตถุแห้ง (DM) = 100 – เปอร์เซ็นต์ความชืน้ 

6.2 ปริมาณเถ้า ชั่งตัวอย่างที่ทราบน้ำหนักจำนวน 5 กรัม ใส่ในครูซิเบิลที่ผ่าน

การเผาและทราบน้ำหนักที ่แน่นอนแล้ว นำตัวอย่างไปเผาโดยใช้ hot plate ในตู ้ดักควัน 

จนกระทั่งตัวอย่างไม่มีควัน จากนั้นนำตัวอย่างไปเผาต่อในเตาเผาเถ้า ที ่อุณหภูมิ 550  

องศาเซลเซียส นาน 4 ชั่วโมง หรือ จนกระทั่งได้เถ้าสีขาว ตั้ งทิ้งให้เย็นในโถดูดความชื้น  

ชั่งน้ำหนักเถ้าที่ไดค้ำนวณหาปริมาณเถ้า ตามสมการ 

 

การคำนวณ  =   

 

 

 

 

 

(a-b) x 100 

W  

น้ำหนักเถา้หลังเผา (กรัม) x 100 

น้ำหนักตัวอย่าง (กรัม) 
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6.3 ปริมาณโปรตีน โดยวิธี Kjeldahl method ชั่งตัวอย่างโดยบดเป็นชิ้นเล็ก ๆ  

0.5 ถึง 1.0 กรัม ลงในหลอดย่อยจากนั ้นเติม K2SO4 10 กรัม และ CuSO·5H2O 0.5 กรัม  

และใส่ glass bead 2-3 เม็ด จากนั้นเติมกรดซัลฟิวริกเข้มข้น 10 - 15 มิลลิลิตร ปิดฝาหลอด 

นำไปใส่บนเตาย่อยที ่อ ุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส 1 ชั ่วโมง 15 นาทีย่อยจนกระทั ่งได้

สารละลายใส รอจนตัวอย่างเย็น นำฟลาสก์ที ่บรรจุกรดบอริก 4 เปอร์เซ็นต์ จำนวน 30 

มิลลิลิตร และหลอดตัวอย่างที่ย่อยและเย็นแล้วไปเข้าเครื่องปั่นหาไนโตรเจน นำฟลาสก์ที่มี

กรดบอริก 4 เปอร์เซ็นต์ ที่ผ่านการกลั่นในข้อ 3.4 ไปไทเทรตกับสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 

เติมอินดิเคเตอร์ 2-3 หยด จนสารละลายเปลี่ยนเป็นสีชมพูอ่อนจึงนำไปคำนวณหาปริมาณ

ไนโตรเจนและปริมาณโปรตีนตามสมการ 

ปริมาณไนโตรเจน (ร้อยละของน้ำหนักแห้ง) = 14 x (V1-V2) x Normality of HCl (mol/L) x 100  

Dry weigth of sample (mg) 

โดยที่     V1 = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ไทเทรตตัวอยา่ง 

V2 = ปริมาตรของกรดไฮโดรคลอริกที่ไทเทรตน้ำกล่ัน (Blank) 

Dry weight of sample = น้ำหนักตัวอย่างโดยน้ำหนักแหง้ โดยหักส่วนของน้ำหนัก 

          ของน้ำทราบได้จากการวิเคราะหค์วามชื้น 

ปริมาณโปรตีน (ร้อยละของน้ำหนักแห้ง) = % N x F  

โดยที่     F = Factor ของการคำนวณโปรตีน 6.25 

6.4 ปรมิาณไขมัน ชั่งตัวอย่างที่ผ่านการอบแหง้ประมาณ 5 กรัม ห่อดว้ยกระดาษ

กรอง Whatman No. 1 ใส่ตัวอย่างในทิมเบิล (thimble) ปิดด้วยสำลีที่สกัดเอาไขมันออกแล้ว 

(defatted cotton wood) จากนั้นใส่ทิมเบิลลงในชุดแยกสกัด (extraction unit) ของเครื่องมือ

วิเคราะห์ เติมปิโตรเลียมอีเทอร์ ประมาณ 250 มล. ลงในขวดก้นแบน หรือ soxhlet flast  

ต่อเข้ากับชุดสกัดใช้เวลาในการสกัดไขมันนาน 6-8 ชั่วโมง ระเหยเอาปิโตรเลียมอีเทอร์ในขวด

ออกให้หมด นำไขมันที่ได้ไปอบที่อุณหภูมิ 100±2 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แล้วทิ้งไว้ให้

เย็นในโถดูดความชื้น ชั่งน้ำหนักของน้ำมันที่ได้จากการสกัด คำนวณหาปริมาณไขมัน ตาม

สมการการคำนวณ 

 

ปริมาณไขมัน (ร้อยละ)      =    น้ำหนักของน้ำมันที่สกดัได้ (กรัม) x 100 

น้ำหนักตัวอย่าง (กรมั) 
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6.5 ปริมาณไฟเบอร์ ทำการศึกษาโดยชั่งตัวอย่างที่ปราศจากความชื้นและสกัด

ไขมันออกแล้ว (เมื่ออบแห้งได้น้ำหนักประมาณ 1 กรัม) ใส่ลงในครูซิเบิล จากนั้นนำไปเข้าเครื่อง 

Hot extraction unit เต ิมกรดซัลฟิวริกเข ้มข้น 0.128 โมลาร์ ปริมาณ 150 มิลลิลิตร. ลงใน 

ครูซิเบิล เติม octanol จำนวน 2-3 หยด เพื่อป้องกันการเกิดฟองเมื่อความร้อนสูง จากนั้นลดความ

ร้อนลงและต้มเป็นเวลา 30 นาที ทำการกรอง จากนั้นเติมโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ 0.223 โมลาร์ 

ปริมาณ 150 มิลลิลิตร. ทำการกรองและล้างด้วยน้ำร้อนอีก 3 ครั้ง แล้วกรองจนแห้ง ล้างสาร

ตัวอย่างที่อยู่ในครูซิเบิลด้วยอะซีโตนในเครื่อง cold extraction unit ทำการอบ ครูซิเบิลที่อุณหภูมิ 

100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ในโถอบแหง้ให้เย็นและชั่งน้ำหนัก (W1) จากนั้น เผาตัวอย่าง

ท ี ่อ ุณหภ ูม ิ  500 องศาเซลเซ ียส เป ็นเวลา 3 ช ั ่ วโมง ท ิ ้ งให ้ เย ็นและช ั ่งน ้ำหน ัก (W2)   

การคำนวณเปอร์เซ็นต์ปริมาณเสน้ใยอาหาร   

 

 

 

6.6 การวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต การหาปริมาณคาร์โบไฮเดรตโดยวิธีการ

คำนวนจะต้องหาองค์ประกอบทางเคมีอย่างอื่นเป็นร้อยละก่อน ได้แก่ ความชื้น โปรตีน ไขมัน และ

เถ้า แล้วนำค่าทั้งหมดดังกล่าวมารวมกัน ผลต่างระหว่าง 100 กับค่ารวมของความชื้น โปรตีน 

ไขมัน และเถ้า จะเป็นค่าของคาร์โบไฮเดรต ตามสมการ ปริมาณคาร์โบไฮเดรต (ร้อยละ)  

= 100 – (ความชื้น + โปรตีน + ไขมัน + เยื่อใย + เถ้า) 
 

7. ค ่าส ี  L*a*b* โดยว ัดเป ็นค ่า L* a* และ b* โดยใช ้ เคร ื ่องโครมาม ิ เตอร์  

(Chroma meter) จิ ้มที่ปลาส้มให้ทั ่วตัวอย่าง 5 จุด ทำการทดลองทั้งหมด 3 ซ้ำ จดบันทึกค่า  

L* a* และ b* ที่ได้ ซึ่งค่า L* คือค่าความสว่างมีค่าระหว่าง 0 – 100 หรือสีดำถึงสีขาว ค่า a*คือ 

ค่า (+) สแีดง หรือ (-) สเีขียว และค่า b* คือ ค่า (+) สเีหลอืง หรือ (-) สนี้ำเงิน 
 

8. Metagenomic คือการศึกษาโครงสร้างและหน้าที่ของลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดที่

แยกและวิเคราะห์จากสิ ่งมีชีว ิตทั ้งหมด (โดยทั ่วไปคือจุลินทรีย์) ในกลุ ่มตัวอย่าง โดยวิธี 

การทางเมต้าจีโนมิกส์ Next Generation Sequencing ด้วยเครื่อง illumina โดยใช้ชุดคิท Herculase II 

Fusion DNA Polymerase Nextera XT Index V2 Kit (Macrogen, Korea) และทำการส่งตรวจกับบรษิทั 

Macrogen ประเทศเกาหล ีโดยมีขัน้ตอนการวิเคราะห์ดังภาพ   

 

น้ำหนักแหง้ของกาก (W1) - น้ำหนักของเถ้า (W2) X 100 

น้ำหนักตัวอย่างเริ่มต้น  
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Sample preparation 

Ligate Adapter 

Final library Construction 

Cluster generation using bridge amplification 

Sequencing by synthesis (SBS) technology 

Generation of Raw data 

ภาพ 5 ขั้นตอนการวเิคราะห์ด้วยวิธ ีMetagenomic 
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บทที่ 4  

 

ผลการวิจัย 

 

 

การแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม 8 ตัวอย่าง ด้วยการ 

คัดแยกบนอาหาร De man Rogosa Sharpe (MRS) การย ้อมสีแกรม ตรวจดูด ้วยกล้อง

จุลทรรศน์ และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส พบแบคทีเรียที่เป็นแบคทีเรียแลคติค

ทั้งหมด 45 ไอโซเลท โดยเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม 18 ไอโซเลท และรูปร่างท่อน  

27 ไอโซเลท ไม่มกีิจกรรมเอนไซม์คะตาเลส 

การศึกษาคุณสมบัตกิารเป็นหัวเชื้อโพรไบโอตกิ 

1. การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 

จากแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 45 ไอโซเลท พบว่ามี 10 ไอโซเลท ที่มี

กิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงจัดอยู ่ในกลุ ่ม Alpha-hemolysis (α) 35 ไอโซเลท  

ไม่มกีิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงจัดอยู่ในกลุ่ม Gamma-hemolysis (γ) และไม่พบกลุ่ม 

Beta-hemolysis ซึ่งแสดงให้เห็นถึงคุณสมบัติด้านความปลอดภัยต่อร่างกายมนุษย์  

2. ความสามารถในการหมัก 

นำแบคทีเรียกรดแลคติกที่ไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงทั้ง 35 ไอโซเลท  

มาทดสอบความสามารถในการหมัก โดยสังเกตการเกิดก๊าซ และทำการวัดค่า pH จากการ

ทดลองพบมี 16 ไอโซเลท ที ่สามารถผลิตก๊าซได้ เป็นการหมักแบบ Heterofermentative  

มีค่า pH อยู่ระหว่าง 3.8 ถึง 4.3 และ 19 ไอโซเลท ไม่สามารถผลิตก๊าซได้เป็นการหมักแบบ 

Homofermentative มีค่า pH อยู่ระหว่าง 3.6 ถึง 5.2  

3. ความสามารถในการทนกรดและเกลือน้ำดี 

นำแบคทีเร ียกรดแลคติกที ่ม ีการหมักแบบ Homofermentative 19 ไอโซเลท  

ที่คัดเลือกได้มาทดสอบความสามารถในการทนกรด พบว่ามี 5 ไอโซเลท ได้แก่ BPS2, BPS4, 

BPS5, BPS6 และ BPS7 สามารถรอดชีวิตและมีจำนวนมากกว่า 105 CFU/ml ในสภาวะกรดที่ 
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pH2 และ pH3 และสามารถเจริญเติบโตในสภาวะที ่ม ีความเข้มข้นของเกลือน้ำดี 0.3 

เปอร์เซ็นต์ เมื่อเพาะเล้ียงเป็นเวลา 6 และ 12 ชั่วโมง 

4. ความไวต่อยาปฏิชวีนะ 

นำแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 5 ไอโซเลทที่ทนต่อกรดและเกลือน้ำดีมาทดสอบ

ความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่าทั้ง 5 ไอโซเลท มีความไว (Susceptible) ต่อยา Chloramphanicol, 

Cefotaxime, Ampicillin, Penicillin G และ Amoxycilling แต่ทน (Resistance) ต่อยา Vancomycin 

และ Norfoxacin (ตาราง 8)  

 

ตาราง 8 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏชิีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 5 ไอโซเลท 

ด้วยวิธ ีDisc diffusion 

Antibiotic VA C CTX NOR AMP P AML 

Conc. of antibiotic 30 µg 30 µg 30 µg 10 µg 10 µg 10 µg 10 µg 

Isolate  

BPS2 

BPS4 

BPS5 

BPS6 

BPS7 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

R 

R 

R 

R 

R 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

S 

หมายเหตุ: VA-Vancomycin, C-Cefotaxime, CTX-Chloramphanicol, NOR-Norfoxacin, AMP-Amoxycillin, 

P-Penicillin G และ AMP-Ampicillin (Kaktcham, 2012: CLSI, 2016) Inhibition Zone Diameters are means 

from triplicate determinations; Diameters of the discs are inclusive (6mm); S…Sensitive; I…Intermediate; 

R…Resistant. 

 

5. ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร 

แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 5 ไอโซเลท ไม่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญ 

ของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารทั้ง 5 สายพันธุ์ ได้แก่ ได้แก่ E. coli DMST4212,  

B.  cereus DMST5040, S.  flexneri DMST4423, L.  monocytogenes DMST17303 แ ล ะ 

Salmonella Typhi DMST22842 (ตาราง 9)  
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ตาราง 9 ความกว้างของโซนการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทเีรียก่อโรคของแบคทเีรีย

กรดแลคติกท้ัง 5 ไอโซเลท ด้วยวิธ ีAgar well diffusion (มิลลิเมตร) 

ความกว้างของโซนยับย้ัง (มิลลเิมตร) 

Isolate E.coli B.cereus S.flexneri L.monocytogenes Salmonella Typhi 

BPS2 - - - - - 

BPS4 - - - - - 

BPS5 - - - - - 

BPS6 - - - - - 

BPS7 - - - - - 

หมายเหตุ: - คือ ไม่มกีารยับยั้ง 

 

การระบุชนิดของแบคทเีรียกรดแลคติก 

จำแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนของยีน 16S rRNA  

โดยใช้ primer 27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3'  และ 1492R 5' (TAC GGY TAC 

CTT GTT ACG ACT T) 3' จากนั้นนำไปอ่านลำดับนิวคลีโอไทด์ พบว่า BPS2 มีความสัมพันธ์

ใกล ้ช ิดก ับ  Pediococcus pentosaceus strain ATCC 33316, ATCC 8081, ATCC 10791, ATCC 

33314 และ ATCC 11309 ที ่ 100 เปอร์เซ็นต์ BPS4 และ BPS5 มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ  

P. acidilactici strain BSO54, Molson B72, Pac 1.0, Molson 77, ATCC12697, Molson B77, BSO 

77, ATCC 25740 แ ละ  NCIMB 6990 ท ี ่  98 เ ป อร ์ เ ซ ็ น ต์  แ ล ะ  BPS6 , BPS7  ม ี ค ว าม 

สัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Lactiplantibacillus plantarum strain WCFS1, ATCC14917 และ PA21 ที่ 100 

เปอร์เซ็นต์ โดยแสดงในแผนภูมิต้นไมว้ิวัฒนาการลำดับนิวคลีโอไทด์ (ภาพ 6)  
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ภาพ 6 แผนภมูิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่างเชื้อแบคทีเรยีกรดแลคติกที่

ศึกษา (Pediococcus pentosaceus BPS2, Pediococcus acidilactic BPS4, Pediococcus 

acidilactic BPS5, Lactiplantibacillus plantarum BPS6 และ Lactiplantibacillus 

plantarum BPS7) กับ reference strains แบบ Maximum likelihood 
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การเตมิต้นเชื้อบรสิุทธิ์ลงในปลาส้ม 

จากการศึกษาการเต ิมต ้นเช ื ้อบริส ุทธ ิ ์ของแบคทีเร ียกรดแลคติก ได้ทำการ 

เลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจำนวน 2 ไอโซเลทที่มีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกที่ดีที ่สุด

ได้แก่ P. acidilactici ไอโซเลท BPS4 และ L. plantarum ไอโซเลท BPS6 ลงในปลาส้ม ปริมาณ 

108 CFU/g หมักที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วัน โดยแบ่งการทดลองเป็น 3 ชุด

ดังนี ้ ชุดการทดลองที ่ 1 เติมแบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื ้อเดี ่ยว P. acidilactici (BPS4),  

L. plantarum (BPS6) ชุดการทดลองที่ 2 เติมแบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื้อผสม P. acidilactici 

กับ L. plantarum (BPS4+BPS6) และชุดการทดลองที่ 3 ชุดควบคุมซึ่งไม่ได้เติมแบคทีเรีย 

กรดแลคติก  

1. การหาค่า pH ระหว่างการหมักปลาส้ม 

การเปลี ่ยนแปลงค่า pH ระหว่างกระบวนการหมักปลาส้มพบว่าก่อนกระบวน 

การหมักวันที่ 0 ปลาส้มมีค่า pH อยู่ที่ 5.70–5.75 หลังจากหมักผ่านไป 2 วัน ค่า pH ลดลงอย่าง

รวดเร็วที่ 4.55–4.69 และมีแนวโน้มลดลงอย่างต่อเนื่องในวันที่ 3, 4 และ 5 ซึ่งมีค่า pH อยู่ระหว่าง 

4.41–4.54, 4.28–4.41 และ 4.24–4.32 ตามลำดับ โดยในวันที่ 4 และ 5 ค่า pH เริ ่มมีความคงที่  

เมื่อพิจารณาค่า pH ที่ได้พบว่า ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici ให้ค่า pH ต่ำที่สุด 

ในขณะที่ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum และเชื้อผสม P. acidilactici กับ L. plantarum 

พบว่า ค่า pH ที่ไดไ้ม่แตกต่างกัน และปลาสม้ไม่มีการเติมต้นเชื้อใหค้่า pH สูงที่สุด (ตาราง 10) 

ตาราง 10 การเปลี่ยนแปลงคา่ pH ระหว่างการหมักปลาส้ม  

Day 

pH 

P. acidilactici  L. plantarum P. acidilactici + Control 
  L. plantarum   
     

 
0 5.73±0.01bc 5.75±0.01c 5.70±0.01a 5.72±0.01ab 

1 4.86±0.00a 5.03±0.01c 4.98±0.00b 5.08±0.01d 

2 4.55±0.01a 4.69±0.01c 4.65±0.01b 4.67±0.01d 

3 4.43±0.01a 4.54±0.01c 4.41±0.00a 4.47±0.00b 

4 4.28±0.01a 4.34±0.01b 4.33±0.00b 4.41±0.01c 

5 4.24±0.00a 4.29±0.01b 4.27±0.01b 4.32±0.01c 
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2. การตรวจสอบปริมาณกรดแลคติกระหว่างการหมักปลาส้ม 

จากการตรวจวัดปริมาณของกรดแลคติกพบว่าปริมาณกรดแลคติกเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาการหมัก โดยวันที่ 0 มีปริมาณกรดแลคติก 0.08-0.11 (v/v) จากนั้นจะค่อย ๆ 

เพิ่มขึ้นเมื่อเข้าสู่การหมักในวันที่ 1, 2, และ 3 มีปริมาณกรดแลคติกอยู่ระหว่าง 0.11-0.16 

(v/v), 0.19-0.25 (v/v) และ 0.24-0.32 (v/v) ตามลำดับ เมื่อเข้าสู่การหมักในวันที่ 4 และ 5 

ปริมาณกรดแลคติกจะเริ่มคงที่โดยปริมาณกรดแลคติกที่พบมีค่าอยู่ระหว่าง 0.29-0.34 (v/v)  

เมื่อพจิารณาปริมาณกรดแลคติกที่ได ้พบว่าปลาสม้แต่ละชุดการทดลองมีปริมาณกรดแลคติก 

ไมแ่ตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p≤0.05) ดังแสดงในตาราง 11 
 

ตาราง 11 ปรมิาณกรดแลคติกจากปลาส้ม (เปอร์เซ็นต์) 

Day 

Percentage of Lactic acid 

P. acidilactici L. plantarum 
P. acidilactici + 

Control 
L. plantarum  

0 0.11±0.01ab 0.10±0.01ab 0.12±0.01b 0.08±0.01a 

1 0.16±0.01b 0.14±0.01ab 0.15±0.01b 0.11±0.00a 

2 0.22±0.01ab 0.21±0.01a 0.25±0.01b 0.19±0.01a 

3 0.28±0.02ab 0.27±0.01a 0.32±0.01b 0.24±0.02a 

4 0.32±0.01ab 0.30±0.01a 0.34±0.00b 0.29±0.01a 

5 0.34±0.01b 0.33±0.01ab 0.36±0.01b 0.31±0.00a 
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การวเิคราะห์ทางจุลชีววทิยาในตัวอย่างปลาส้มที่มีการเติมต้นเชื้อบรสิุทธิ์ 

เก็บตัวอย่างปลาส้มที่มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกชนิดเดี่ยวและ

ผสมในวันที่ 0, 1, 2, 3, 4 และ 5 ของการหมัก นำแต่ละตัวอย่างไปศึกษา Microbial analysis 

โดยแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม  ดังนี ้ Lactic acid bacteria, Total bacteria, E. coli, S. aureus และ 

Salmonella Typhi โดยใช้ selective medium  

จากการตรวจสอบจำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอย่างปลาส้มที่มีการเติมต้น 

เชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกชนิดเดี่ยวและผสม พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกมีแนวโน้ม

เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องจากวันที่ 0 ถึงวันที่ 4 และลดลงในวันที่ 5 (ภาพ 9) ในวันที่ 4 ซึ่งมีจำนวน

แบคทีเรียกรดแลคติกเพิ่มมากที่สุดนั้น พบว่าชุดการทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม  

P. acidilactici กับ L. plantarum มีจำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกมากที่สุด เท่ากับ 1.91x109 

CFU/g รองลงมา คือ การเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบเดี่ยว P. acidilactici และ L. plantarum มีค่า

เท่ากับ 1.70x109 CFU/g 1.63x109 CFU/g ตามลำดับ ส่วนชุดการทดลองที่ไม่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์

พบว่ามีจำนวนแบคทีเรียกรดแลคติกน้อยที่สุดคอื 1.53x109 CFU/g  

จากการตรวจสอบจำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดในตัวอย่างปลาส้มพบว่า จำนวนจลุินทรีย์

ทั้งหมดมีแนวโน้มเพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่องหลังจากหมักผ่านไป 1 วัน และในวันที่ 4 พบว่า มีจำนวน

จุลินทรีย์ทั้งหมดเพิ่มมากที่สุด โดยชุดการทดลองที่ไม่ เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ พบจำนวนจุลินทรีย์

ท ั ้ งหมดมากที่ส ุด เท ่าก ับ 1.5x109 CFU/g รองลงมาค ือ สายพันธ ุ ์  L.  plantarum และ  

P. acidilactici มีค่าเท่ากับ 1.4x109 CFU/g และ 1.36x109 CFU/g ในขณะที่ชุดการทดลองที่เติม

ต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม P. acidilactici กับ L. plantarum พบว่ามีจำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมดน้อย

ที่สุดเท่ากับ 1.29x109 CFU/g และเมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักในวันที่ 5 พบว่า จำนวนจุลินทรีย์

ทั้งหมดลดลง (ภาพ 10) 

จากการตรวจสอบจำนวนแบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli, พบเชื้อ E. coli ก่อน

กระบวนการหมักในว ันท ี ่  0 ในท ุกต ัวอย ่างทดสอบ โดย P.  acidilactici, L.  plantarum,  

P. acidilactici กับ L. plantarum และ ชุดควบคุม พบจำนวนเชื้อ E. coli เท่ากับ 3.58x104 CFU/g, 

3.28x104 CFU/g, 3.55x104 CFU/g และ 5.10x105 CFU/g ตามลำดับ หลังจากผ่านการหมักไป 

1 วัน พบว่าชุดการทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบ 1 สายพันธุ์และแบบผสมไม่พบเชื้อ E. coli 

ส่วนชุดการทดลองที่ไม่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์พบ 3.65x104 CFU/g และหลังจากผ่านการหมักไป  

2 วัน พบว่า ทุกชุดทดสอบไม่พบเชื้อ E. coli จนกระทั่งสิ้นสุดการหมัก เมื่อตรวจสอบเชื ้อ 

Staphylococcus aureus และ Salmonella Typhi. พบว่าไม่พบในตัวอย่างปลาส้ม  
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ภาพ 7 จำนวนแบคทเีรียกรดแลคติกจากตัวอย่างปลาส้ม 

 

 

 

ภาพ 8 จำนวนจุลินทรยี์ทั้งหมดจากตัวอย่างปลาส้ม 
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คุณภาพทางประสาทสัมผัสของผู้บรโิภคทีม่ีต่อผลิตภัณฑ์ปลาสม้ 

ตรวจสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผู้บริโภคที่มีต่อผลิตภัณฑ์ปลาส้มของ  

ชุดการทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกและชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมต้นเชื้อ

บริสุทธิ์ของแบคทีเรีย โดยนำมาทำให้สุกด้วยการชุปแป้งทอดและตรวจสอบคุณภาพโดย 

ให้ผู ้ตรวจสอบชิมจำนวน 30 คน คือ นิสิต อาจารย์ บุคลากร แม่บ้าน และพนักงานรักษา 

ความปลอดภัยของคณะเกษตรศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวิทยาลัยพะเยา เกณฑ์การ

ให้คะแนนแบบ 9-point hedonic scale, 1=ไม่ชอบมากที ่ส ุด , 2=ไม่ชอบมาก , 3=ไม่ชอบ 

ปานกลาง, 4=ไม่ชอบเล็กน้อย, 5=เฉย ๆ , 6=ชอบเล็กน้อย, 7=ชอบปานกลาง, 8=ชอบมาก 

และ 9=ชอบมากที่สุด โดยประเมนิความชอบเกี่ยวกับคุณลักษณะของสี กล่ิน รสชาติ รสเปรีย้ว 

เนื้อสัมผัส และความชอบโดยรวม  

จากการประเมินคะแนนความพึงพอใจของผู้บริโภคด้านสีของตัวอย่างปลาส้มพบว่า

คะแนนของทั ้ง 4 ชุดการทดลองไม่ม ีความแตกต่างกันทางสถิต ิท ี ่ระดับความเชื ่อมั่น  

95 เปอร์เซ็นต์ โดยผู้บริโภคให้คะแนนชุดการทดลองปลาส้มที่ เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม  

P. acidilactici กับ L. plantarum มากที่สุดเท่ากับ 7.72 คะแนน รองลงมาคือชุดการทดลอง 

ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici, ชุดควบคุม และ L. plantarum เท่ากับ 7.52, 7.20 

และ 7.08 ตามลำดับ  

จากการประเมินความพึงพอใจของผู ้บริโภคด้านกลิ่นของตัวอย่างปลาส้มพบว่า 

ผู้บริโภคพึงพอใจกลิ่นของชุดการทดลองที่ เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์แบบผสม P. acidilactici กับ  

L. plantarum และที่เติมเชื้อ P. acidilactici มากที่สุด โดยได้รับคะแนนความพึงพอใจเท่ากันคือ 

7.40 รองลงมาคือชุดการทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum มีคะแนนเท่ากับ 7.24 และ

คะแนนความพึ่งพอใจดา้นกล่ินน้อยที่สุดคือ ชุดควบคุม มีคะแนนเท่ากับ 6.84 โดยทั้ง 4 ชุดการ

ทดลองไม่มีความแตกต่างกันทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

จากการประเมินความพึงพอใจของผู้บริโภคด้านรสชาติของตัวอย่างปลาส้มพบว่า 

ผู ้บริโภคพึงพอใจรสชาติของชุดการทดลองที่ เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์  P. acidilactici มากที่สุด  

มีคะแนนเท่ากับ 7.40 รองลงมาคือ ชุดการทดลองที่เติมเชื้อ L. plantarum มีคะแนนเท่ากับ 

7.08 และชุดการทดลองที่เติมเชื้อผสม P. acidilactici กับ L. plantarum และชุดควบคุมได้รับ

คะแนนความพึงพอใจดา้นรสชาติเท่ากัน คือ 6.84 ทั้งนี้ ทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่าง

กันทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  
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จากการประเมินความพึงพอใจของผู้บริโภคด้านรสเปรี้ยวของตัวอย่างปลาส้มพบว่า 

ผู ้บริโภคพึงพอใจรสเปรี ้ยวของชุดการทดลองที่ เต ิมต้นเชื ้อบริสุทธิ์  L. plantarum และ  

ชุดควบคุมมากที่สุด โดยได้รับคะแนนความพึงพอใจเท่ากันคือ 7.00 รองลงมาคือ ชุดการ

ทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici และที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม P. acidilactici กับ  

L. plantarum มีคะแนนเท่ากับ 6.64 และ 6.56 ตามลำดับ โดยทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มีความ

แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

จากการประเมนิความพึงพอใจของผู้บริโภคดา้นเนื้อสัมผัสของตัวอย่างปลาส้มพบว่า 

ผู ้บริโภคพึงพอใจเนื้อสัมผัสของชุดควบคุมมากที่สุด มีคะแนนเท่ากับ 7.24 รองลงมาคือ  

ชุดการทดลองที่เติมเชื้อ P. acidilactici, L. plantarum และ ที่เติมเชื้อผสม P. acidilactici กับ  

L. plantarum มีคะแนนเท่ากับ 7.20, 7.00 และ 6.92 ตามลำดับ โดยทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มี

ความแตกต่างกันทางสถติิที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์  

จากการประเมินความพึงพอใจของผู้บริโภคด้านความชอบโดยรวมของตัวอย่าง  

ปลาส้มพบว่า ผู้บริโภคพึงพอใจชุดการทดลองที่เติมเชื้อผสม P. acidilactici กับ L. plantarum 

มากที ่ส ุด มีคะแนนเท่ากับ 7.56 รองลงมาคือ ชุดการทดลองที ่เต ิมเชื ้อ P. acidilactici,  

ชุดควบคุม และ ชุดการทดลองที่เติมเชื้อ L. plantarum มีคะแนนเท่ากับ 7.48, 7.32 และ 7.24 

ตามลำดับ โดยทั้ง 4 ชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติที ่ระดับความเชื ่อมั่น  

95 เปอร์เซ็นต์ (ตาราง 11) 

จากผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผู้บริโภคที่มีต่อตัวอย่างปลาส้มในการ

ทดลองครั้งนี้ พบว่าปลาสม้ที่มีการเติมต้นเชือ้บริสุทธิ์แบบผสม P. acidilactici กับ L. plantarum 

ผู้ทดสอบให้คะแนนความชอบในแต่ละคุณลักษณะสูงที่สุด 3 ค่า ได้แก่ สี กลิ่น และความชอบ

โดยรวม ดังนั ้นจึงสรุปได้ว ่า ปลาส้มที ่ม ีการเติมต้นเชื ้อบริสุทธิ ์แบบผสมมีความชอบ  

สูงที่สุดและสามารถนำไปประยุกต์ใช้ไดใ้นอนาคต  
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การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของอาหารของปลาสม้ 

การศึกษาองค์ประกอบทางเคมีของปลาส้มโดยแบ่งชุดการทดลองออกเป็น 4 ชุดการ

ทดลอง คือ ช ุดการทดลองที ่  1 เต ิมต้นเช ื ้อบริส ุทธิ ์  P. acidilactici ช ุดการทดลองที ่  2  

เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum ชุดการทดลองที่ 3 เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง  

P. acidilactici กับ L. plantarum และชุดการทดลองที่ 4 ชุดควบคุม ไม่เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์   

(ตาราง 12) 

จากการตรวจสอบความชื้นพบว่าปลาส้มที ่หมักโดยไม่เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ ์ม ีค่า

ความชื้นมากที่สุดคือ 64.60±0.33 รองลงมาคือ ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum 

และ P. acidilactici โดยมีค่าความชื้นคือ 62.55±0.43 และ 60.44±0.28 ตามลำดับ ในขณะที่

ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง P. acidilactici กับ L. plantarum มีค่าความชื้น

น้อยที่สุดคือ 59.57±0.28  

จากการตรวจสอบเถ้าพบว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici มีค่าเถ้ามาก

ที่สุดคือ 4.44±0.40 รองลงมาคือ ปลาส้มที่เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์  L. plantarum, ปลาส้มชุด

ควบคุม และปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม P. acidilactici กับ L. plantarum โดยมีค่าเถ้า

คือ 3.83±0.34, 3.68±0.31 และ 3.46±0.15 ตามลำดับ  

จากการตรวจสอบโปรตีนพบว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ ์แบบผสมระหว่าง  

P. acidilactici กับ L. plantarum มีค่าโปรตีนมากที่สุดคือ 19.23±0.10 รองลงมาคือปลาส้มที่ 

เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ ์ L. plantarum และ P. acidilactici พบว่ามีค่าโปรตีน 16.51±0.04 และ 

16.32±0.23 ตามลำดับ ในขณะที่ปลาสม้ที่ไม่เติมต้นเชือ้มคี่าโปรตีนน้อยที่สุดคือ 12.81±0.21 

จากการตรวจสอบไขมันพบว่าปลาส้มที่ เต ิมต้นเชื ้อบริสุทธิ ์แบบผสมระหว่าง  

P. acidilactici กับ L. plantarum มีค่าไขมันมากที่สุดคือ 13.29±0.17 รองลงมาคือปลาส้มที่เติม

ต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici และชุดควบคุม พบว่ามีค่าไขมันคือ 8.59±0.24 และ 7.80±0.05 

ตามลำดับ ในขณะที ่ปลาส้มที่ เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์  L. plantarum มีค่าไขมันน้อยที ่สุดคือ 

5.26±0.04 

จากการตรวจสอบเยื่อใยพบว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง P. 

acidilactici กับ L. plantarum มีค่าเยื่อใยมากที่สุดคือ 1.37±0.01 รองลงมาคือปลาส้มที่เติมต้น

เชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum และ P. acidilactici พบว่ามีค่าเยื่อใยคือ 1.19±0.09 และ 0.90±0.03 

ตามลำดับ ในขณะที่ปลาสม้ที่ไมเ่ติมต้นเชื้อบริสุทธิ์มีค่าเยื่อใยน้อยที่สุดคือ 0.89±0.01 
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จากการตรวจสอบคาร์โบไฮเดรตพบว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum  

มีคาร์โบไฮเดรตมากที ่สุดคือ 10.66±0.38 รองลงมาคือปลาส้มที ่ไม่เติมต้นเช ื ้อ และ 

P. acidilactici พบว่ามีคาร์โบไฮเดรตคือ 10.22±0.41 และ 9.31±0.79 ตามลำดับ ในขณะที่ปลา

ส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง P. acidilactici กับ L. plantarum มีคาร์โบไฮเดรตน้อย

ที่สุดคอื 3.09±0.18 

องค์ประกอบทางเคมีของปลาส้มในการศึกษาครั้งนี้พบว่า ปลาส้มที่มีการเติมต้นเชื้อ

บริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง P. acidilactici กับ L. plantarum ให้ผลดีที่สุด กล่าวคือ มีค่า โปรตีน 

ไขมัน และเยื่อใยมากที่สุด อกีทั้งยังมีค่าความชืน้ เถา้ และคาร์โบไฮเดรตต่ำที่สุด  

 

ตาราง 12 คะแนนการทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผัสของผู้บริโภคที่มีต่อผลิตภัณฑ์

ปลาส้ม 

คุณลักษณะ 

ทางประสาท

สัมผัส 

คะแนนความชอบ 

P. acidilactici 

 

L. plantarum 

 

P. acidilactici + 

Control L. plantarum 

 

สี 7.52±1.19a 7.08±1.53a 7.72±1.10a 7.20±1.47a 

กลิ่น 7.40±1.23a 7.24±1.40a 7.40±1.08a 6.84±1.40a 

รสชาติ 7.40±1.19a 7.08±1.55a 6.84±1.91a 6.84±1.21a 

รสเปรี้ยว 6.64±1.32a 7.00±1.73a 6.56±1.87a 7.00±1.15a 

เน้ือสัมผัส 7.20±1.08a 7.00±1.70a 6.92±1.80a 7.24±1.16a 

ความชอบโดยรวม 7.48±0.96a 7.24±1.42a 7.56±1.33a 7.32±0.75a 
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ค่าสีวัดด้วยเครื่อง Chromameter ของตัวอย่างปลาส้มทั้ง 4 ชุดการทดลอง พบว่ามีค่า 

L* a* b* ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ตลอดระยะเวลาการหมักในวันที่ 0 ถึงวันที่ 3 

โดยปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici, L. plantarum, P. acidilactici กับ L. plantarum 

และชุดควบคุม มีค่า L* อยู ่ในช่วงระหว่าง 54.48-63.06, 57.60-59.40, 58.37-61.78 

55.27-61.03 ตามลำดับ จากนั้นเมื่อเข้าสู่การหมักในวันที่ 3 และ 4 พบว่าค่า L* มีความ

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ โดยปลาส้มที่เติมต้นเชื้อแบบผสม P. acidilactici กับ L. plantarum 

ให้ค่าความสว่างสูงที่สุดอยู่ระหว่าง 64.52-66.30 ในขณะที่ปลาส้มที่เติมเชื้อ P. acidilactici,  

L. plantarum และชุดควบคุม มีค่าอยู่ระหว่าง 61.34-64.28, 62.46-62.71 และ 61.30-62.99 

ตามลำดับ ค่า a* พบว่าปลาส้มทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกันในวันที่ 0 ถึงวันที่ 5  

โดยมีค่าความเป็นสแีดงมากกว่าสีเขียวและ ค่า b* พบว่าตั้งแต่วันที่ 0 ถึงวันที่ 4 ปลาส้มทุกชุด

การทดลองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ แต่เมื่อเข้าสู่วันสุดท้ายของการหมักพบว่า ปลาส้มที่

เติมเชื้อ L. plantarum มีค่า b* หรือค่าความเป็นสีเหลืองมากที่สุด คือ 7.95 ในขณะที่ปลาส้มที่

เติมเชื้อ P. acidilactici, P. acidilactici กับ L. plantarum และชุดความคุมมีค่า b*ไม่แตกต่างกัน  

(ตาราง12)  
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การศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรยี  
ตัวอย่างที่ใช้ศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียมีทั้งหมด 12 ตัวอย่าง เป็นตัวอย่าง

การเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบเชื้อเดี่ยว (2 ตัวอย่าง) และเชื้อผสม (1 ตัวอย่าง) และชุดควบคุม  

(1 ตัวอย่าง) รวมทั้งหมด 4 ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็นเชื้อเด่ียว 1, PA : Pediococcus acidilactici, 

เชื้อเดี่ยว 2, LP : Lactiplantibacillus plantarum, เชื้อผสม 1, LA : P. acidilactici + L. plantarum 

และชุดควบคุม 1, CT : Control ซึ่งทำการหมักแต่ละตัวอย่างที่ระยะเวลาต่างกัน 3 ช่วงเวลา คือ 

0 3 และ 5 วัน (D0 : Day 0, D3 : Day 3, D5 : Day 5) จากนั้นนำตัวอย่างที่ได้ไปสกัดจีโนมิกส์

ดีเอ็นเอ และนำจีโนมิกส์ดีเอ็นเอที่ได้ไปศึกษาโครงสร้างชุมชนแบคทีเรียโดยใช้วิธี Next 

generation sequence analysis ซึ ่งว ิเคราะห์ด้วยเครื ่อง Illumina Sequencing Target Region 

(Primer Set) ใช้ไพรเมอร์ของ 16s rRNA ที่บริเวณ V3V4 (Bakt_341F-805R) และทำการอ่าน

ผลจาก Bar Type ผลการวิเคราะห์ในภาพรวมทั้ง 12 ตัวอย่าง (ภาพ 9) 

เมื่อจัดจำแนกในระดับ Phylum สามารถจัดจำแนกแบคทีเรียได้ทั้งหมด 5 Phylum 

โดย Phylum Firmicutes ถูกพบมากที่สุดคือ 99.6 เปอร์เซ็นต์ (ภาพ 9.A) จัดอยู่ใน Class Bacilli 

99.6 เปอร์เซ็นต์ (ภาพ 9.B)  

เม ื ่อจ ัดจำแนกตาม Order สามารถจัดจำแนกได้ท ั ้งหมด 8 Order ซึ ่งม ี 2 Order  

ที่พบว่ามีความหลายหลายมากกว่า Order อื่น ๆ คือ Order Lactobacillales พบ 97.7 เปอร์เซ็นต์

และ Order Bacillales พบ 1.9 เปอร์เซ็นต์ (ภาพ 9.C) เมื่อแยกตามระยะเวลาการหมัก พบว่าในวนัที่ 

0 มี Order Bacillales มากที่สุดในทั้ง 4 ตัวอย่าง และลดน้อยลงในวันที่ 3 และ 5  

เมื่อจัดจำแนกตาม Family สามารถจัดจำแนกได้ทั้งหมด 14 Family โดยที่ Family 

Lactobacillaceae ถูกพบมากที่สุดคือ 86.8 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Streptococcaceae และ 

Staphylococcaceae ถูกพบเพียง 10 และ 1.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ภาพ 9.D) เมื่อแยกตาม

ระยะเวลาการหมัก พบว่าในวันที่ 0 มีความหลากหลายของ Family Lactobacillaceae มากที่สุด 

ส่วนในวันที่ 3 และ 5 ยังคงพบว่า Family Lactobacillaceae และ Streptococcaceae ยังถูกพบ

มากที่สุด 
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เม ื ่อจ ัดจำแนกตาม Genus พบว ่าม ีท ั ้งหมด 34  Genus โดย 7 Genus ที ่พบว่า 

มีความโดดเด่นมากกว่า Genus อื่น คือ Genus Leuconostoc, Pediococcus, Lactiplantibacillus, 

Weissella, Lactococcus, Lacticaseibacillus และ  Companilactobacillus ซ ึ ่ งพบ เป ็ นจำนวน  

25.3, 25, 14.7, 9.7, 9.2, 4.6, 3.6 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ภาพ 9.E) เมื่อแยกตามระยะเวลา

การหมัก ในระดับ Genus จะมีความแตกต่างกันมากกว่าในระดับ Family โดยในวันที่ 0 พบว่า 

Leuconostoc และ Lactococcus มีความโดดเด่นอย่างเห็นได้ชัด แต่เมื่อเริ่มเข้าสู่กระบวนการ

หมักในวันที่ 3 และ 5 พบว่า Pediococcus, Lactiplantibacillus และ Weissella มีความโดดเด่นใน

ขณะที่ Leuconostoc และ Lactococcus มีจำนวนลดลง และเมื่อแยกตามชนิดของต้นเชื้อบริสุทธิ์ 

พบว่า ในวันที่ 0 จะมีความหลายของแบคทีเรียในระดับ Genus ที่ไม่แตกต่างกันมากนัก แต่เมื่อ

หมักในวันที่ 3 และวันที่ 5 ชุดการทดลองที่มกีารเติม P. acidilactici หรือ L. plantarum มี Genus 

Pediococcus และ Lactiplantibacillus ในสัดส่วนมากขึ้น โดยมีสัดส่วนของ Pediococcus ที่มาก

ที่สุดเมื่อมีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici ทั้งแบบเชื้อเด่ียวและเชื้อผสม (ภาพ 9.E D3.PA, 

D3.LA, D5.PA และ D5.LA) และมี Lactiplantibacillus ในสัดส่วนที่มากที่สุดเมื่อมีการเติมต้น

เชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum ในขณะที่ชุดควบคุม (ภาพ 9.E D3.LP, D3.CT, D5.LP และ D5.CT) 

นอกจากนี ้เป็นที ่น ่าสนใจอย่างยิ ่งท ี ่สามารถพบทั ้ง Pediococcus และ Lactiplantibacillus  

ในปริมาณที่สูงมากในชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์ในการหมักวันที่ 3 และ 5  

(ภาพ 9.E D3.CT และD5.CT) 

เม ื ่อจ ัดจำแนกตาม species พบทั ้งหมด 49  species ซึ ่งม ี 7 species ที ่ม ีความ 

โ ด ด เ ด ่ น  ค ื อ  Leuconostoc lactis, Pediococcus acidilactici Lactiplantibacillus plantarum, 

Weissella confuse, Lactococcus cremoris, Lacticaseibacillus zeae , Companilactobacillus 

musae ซึ ่งพบเป็นจำนวน 25.3, 25, 14.7, 9.7, 5.2, 3.7 และ 3.5 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

(ภาพ 9.F) โดยที่ Leuconostoc lactis และ Lactococcus cremoris และ Weissella confuse พบ

มากที่สุดในช่วงเริ่มก่อนเข้าสู่กระบวนการหมัก (ในวันที่ 0) จากนั้นเมื่อหมักในวันที่ 3 และ 5 

พบว่า Pediococcus acidilactici, Lactiplantibacillus plantarum มีความโดดเด่นอย่างเห็นได้ชัด 

ในขณะที่ Leuconostoc lactis และ Lactococcus cremoris ซึ่งมีความโดดเด่นในวันที่ 0 มีจำนวน

ลดลงเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มขึน้ อย่างไรก็ตามพบว่า Weissella confuse มีจำนวนเพิ่มขึ้นใน

เกือบทุกชุดการทดลอง ยกเว้นชุดที ่มีการเติม L. plantarum มีจำนวน Weissella confuse 

ใกล้เคียงกับวันที่ 0 (ภาพ 9.F D3.PA และD5.PA) เมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนของ P. acidilactici 
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และ L. plantarum ในชุดการทดลองที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์บริสุทธ์แบบผสม พบว่า P. acidilactici  

มีจำนวนมากกว่า L. plantarum ในการหมักวันที ่ 3 และ 5 (ภาพ 9.F D3.LA และD5.LA) 

นอกจากนี้เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งที่สามารถพบทั้ง P. acidilactici และ L. plantarum ในปริมาณ

ที่สูงมากในชุดควบคุมที่ไม่มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ในการหมักวันที่ 3 และ 5 (ภาพ 9.F D3.CT 

และD5.CT)  

ชนิดของแบคทีเรียในระดับอนุกรมวิธานต่าง ๆ ในภาพรวม ที่พบในตัวอย่างปลาส้มที่

มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสมระหว่างการหมักใน

ระยะเวลาต่าง ๆ แสดงในตาราง 15 
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Sample name 

Actinobacteria 

Bacteroidetes 

Cyanobacteria 

Firmicutes 

Proteobacteria 

- 

ภาพ 9 ชนิดและจำนวนของแบคทีเรียในระดับอนุกรมวิธานต่าง ๆ ที่พบในตัวอย่างปลา

ส้มที่มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกแบบเชื้อเดี่ยวและเชื้อผสม

ระหว่างการหมักในระยะเวลาต่าง ๆ PA : P. acidilactici, LP : L. plantarum,  

LA : P. acidilactici +  L. plantarum, CT : Control, D0 : Day 0, D3 : Day 3, 

D5 : Day 5 A) Phylum B) Class C) Order D) Family E) Genus F) Species 
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Sample name 

Actinobacteria 

Flavobacteriia 

- 

Bacilli 

Negativicutes 

Gammaproteobacteria 

- 

ภาพ 11.B (ต่อ) ระดับ Class 
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Sample name 

Bifidobacteriales 
Micrococcales 
Flavobacteriales  
Oscillatoriales 
Bacillales 
Lactobacillales 
Veillonellales 
Moraxellales 
-  

C 

ภาพ 11.C (ต่อ) ระดับ Order 
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Sample name 

Bifidobacteriaceae 
Micrococcaceae 
Weeksellaceae 
Oscillatoriaceae 
- 
Bacillaceae 
Listeriaceae 
Planococcaceae 

Staphylococcaceae 
Carnobacteriaceae 
Enterococcaceae 
Lactobacillaceae 
Streptococcaceae 
Veillonellaceae 
Moraxellaceae 

D 

ภาพ 11.D (ต่อ) ระดับ Family 
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Family 
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Sample name 

Genus 

Bifidobacterium 
Kocuria 
Rothia 
Chryseobacterium 
Kaistella 
Soonwooa 
Aerosakkonema 
Exiguobacterium 
Bacillus 
Brochothrix 
Kurthia 
Macrococcus 
 

Staphylococcus 
Carnobacterium 
Enterococcus 
Vagococcus 
Companilactobacillus 
Lacticaseibacillus 
Lactiplantibacillus 
Lactobacillus 
Latilactobacillus 
Leuconostoc 
Limosilactobacillus 
Loigolactobacillus 

Paucilactobacillus 
Pediococcus 
Secundilactobacillus 
Weissella 
Lactococcus 
Streptococcus 
Veillonella 
Acinetobacter 
Moraxella 
Psychrobacter 
- 

E 

ภาพ 11.E (ต่อ) ระดับ Genus 
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Sample name 

ภาพ 11.F (ต่อ) ระดับ Species 

Species 
Bifidobacterium subtile 
Kocuria tytonis 
Rothia endophytica 
Chryseobacterium cucumeris 
Kaistella haifensis 
Soonwooa buanensis 
Aerosakkonema funiforme 
Exiguobacterium indicum 
Bacillus velezensis 
Brochothrix thermosphacta 
Kurthia gibsonii 
Macrococcus canis 

Staphylococcus gallinarum 
Carnobacterium gallinarum 
Enterococcus faecium 
Vagococcus fessus 
Companilactobacillus bobalius 
Companilactobacillus musae 
Lacticaseibacillus brantae 
Lacticaseibacillus pantheris 
Lacticaseibacillus rhamnosus 
Lacticaseibacillus zeae 
Lactiplantibacillus herbarum 
Lactobacillus plantarum 
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 Lactobacillus delbrueckii 
Latilactobacillus sakei 
Leuconostoc lactis 
Leuconostoc palmae 
Limosilactobacillus fermentum 
Loigolactobacillus coryniformis 
Paucilactobacillus vaccinostercus 
Pediococcus acidilactici 
Secundilactobacillus oryzae 
Weissella confusa 
Weissella fabalis 
Weissella paramesenteroides 
Lactococcus cremoris 

Lactococcus garvieae 
Lactococcus plantarum 
Lactococcus raffinolactis 
Lactococcus taiwanensis 
Streptococcus parauberis 
Veillonella rogosae 
Acinetobacter baumannii 
Acinetobacter johnsonii 
Acinetobacter soli 
Moraxella osloensis 
Psychrobacter immobilis 
Psychrobacter sanguinis 
Other 
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บทที่ 5  

 

สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์ปลาส้มที่วางจำหน่ายใน

ตลาดสดจังหวัดพะเยา จำนวน 8 ตัวอย่าง สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ทั ้งหมด  

45 ไอโซเลท ทำการทดสอบคุณสมบัติเบื ้องต้นของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธีการย้อม 

สีแกรม และทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้เป็น

แบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์คะตาเลส มีรูปร่างกลมจำนวน 18 ไอโซเลท และรูปร่างท่อน

จำนวน 27 ไอโซเลท เม ื ่อนำไปทดสอบคุณสมบัต ิในการเป ็นโพรไบโอติกพบแบคทีเรีย 

กรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ BPS2, BPS4, BPS5, BPS6 และ BPS7 

โดยทั้ง 5 ไอโซเลท ไม่พบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ไม่สามารถผลิตก๊าซได้เป็นการหมักแบบ 

Homofermentative ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kumar, et al. (2017) ที่ได้คัดแยกแบคทีเรียกรด

แลคติกจากผักดอง พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง  

และเช่นเดียวกับภณิดา เกื้อสุวรรณ (2557) ที่ได้ทดสอบความปลอดภัยของแบคทีเรียกรดแลคติก

ก่อนนำมาใช้เป็นกล้าเชื้อ พบว่าไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ซึ่งคุณสมบัติทั่วไปของแบคทีเรีย

กรดแลคติกที่จะนำมาใช้เป็นโพรไบโอติกนั้นจะต้องไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง โดยความปลอดภัย

เมื่อจะนำจุลินทรีย์โพรไบโอติกไม่ว่าจะเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิตหรือส่วนของจุลินทรีย์ ซึ่งอาจเป็นได้

ทั้งแบคทีเรีย ยีสต์ หรือเชื้อรามาใช้กับมนุษย์จะต้องมีข้อควรคำนึงในเรื่องของความปลอดภัยหรือ

ผลข้างเคียงที่อาจเกิดขึ้นนอกเหนือจากการใช้ประโยชน์จากโพรไบโอติก ดังนั้นการจะนำจุลินทรีย์

โพรไบโอติกมาใช้จะต้องมีการศึกษาถึงคุณสมบัติ ผลต่อสุขภาพ และความปลอดภัย หรือได้รับ

การรับรองจากสถาบันที่มีความน่าเชื่อถือ โดยองค์กรอนามัยโลกได้ให้การรับรองว่าจุลินทรีย์ใด

เป็นชนิดที่มีความปลอดภัย (Genarally Regarded as Safe : GRAS) ซึ่งไดม้ีการศึกษาและนำมาใช้ใน

สิ่งมีชีวิต มีข้อมูลทางวิทยาศาสตร์รองรับความปลอดภัย (ไชยวัฒน์ ไชยสุต, 2556) โดยทั่วไปการ

คัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกมาใช้มีแนวทางหลักคือสามารถอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารได้ 

สามารถเจริญและเพิ่มจำนวนในทางเดินอาหารได้ไม่เป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรคและมีปริมาณสูง 

เพ ียงพอท ี ่จะก ่อให ้ เก ิดผลด ีต ่อส ุขภาพ (ประมาณ 10 7-109 CFU/ml ของผล ิตภ ัณฑ์ )  

(Dunne, et al., 2001)  
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จากการทดสอบความสามารถในการทนกรดและเกลือน้ำดีพบว่าแบคทีเร ีย 

กรดแลคติกทั้ง 5 ไอโซเลท สามารถเจริญได้ในภาวะที่มคีวามเป็นกรดต่ำที่ pH2 และ pH3 และ

เจริญได้ในภาวะที ่ม ีเกลือน้ำดีที ่ความเข้มข้นของเกลือน้ำดีประมาณ 0.3 เปอร์เซ็นต์  

ซึ่งความสามารถของแบคทีเรียที่เจริญได้ในสภาวะดังกล่าว บ่งบอกถึงความสามารถในการ

เจริญรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ได้ การเลือกโพรไบโอติกที ่มีศักยภาพ 

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ต้องมีความสามารถในการอยู่รอดในสภาพแวดล้อมที่เป็น

กรดและความเขม้ข้นของน้ำดีสูง โดยหนึ่งในลักษณะสำคัญของโพรไบโอติกคือความมีชีวิตและ

การอยู ่รอดในสภาวะที่เป็นกรด (Boke, et al., 2010) ต้องผ่านสภาวะกดดันของกระเพาะ

อาหารซึ่งใช้เวลาระหว่างการย่อยอาหารในท้องคือ 3 ชั่วโมง (Cakir, et al., 2003; Kumar and 

Murugalatha (2012) ได้แนะนำความเข้มข้นของเกลือน้ำดีในลำไส้เฉลี่ยเท่ากับ 0.3 เปอร์เซ็นต์ 

ถอืว่าเป็นค่าวิกฤตและสูงพอที่จะคัดกรองสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็น

โพรไบโอติกที่ดีได ้

จากการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 5 ไอโซเลท  

มีความไวต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มที่ทำลายการสังเคราะห์การสร้างผนังเซลล์ชนิด Ampicilin และ 

Cefotaxime กลุ่มยับยั ้งการสังเคราะห์โปรตีนชนิด chloramphenicol กลุ่ม Penicillin ซึ่งแบ่ง

ออกเป็น 2 ชนิด คือยาฉีดชนิด Penicilin G ยากินชนิด Amoxycillin ผลลัพธ์เหล่านี ้บ่งชี ้ว่า

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ถูกยับยั้งการเจริญด้วยยาปฏิชีวนะกลุ่ม beta-lactams  

โดยออกฤทธิ์ขัดขวางการสร้างผนังเซลล์ซึ่งเป็นส่วนประกอบสำคัญของแบคทีเรียแกรมบวก 

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Sanders, et al. (2010) ได้กล่าวไว้ว่ายาปฏิชีวนะบางชนิดสามารถ

ยับยั้งและทำลายองค์ประกอบของแบคทีเรียกรดแลคติก นอกจากนี้ในการศึกษาพบว่าเชื้อดื้อ

ต่อยากลุ่ม Glycopeptide ชนิด Vancomycin และกลุ่มยับยั้ง การจำลองดีเอ็นเอชนิด Norfloxacin 

Nelson (1999) ได้รายงานไว้ว่าแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่ม Lactiplantibacillus, Pediococcus และ 

Leuconostoc มีความต้านทานต่อยา Vancomycin สูง (Li, et al., 2015) แบคทีเรียกรดแลคตกิมี

ความต้านทานต่อ Norfloxacin ในขณะที่จารุณี เกสรพิกุล และ สุรวัฒน์ ชะลอสันติสกุล (2562) 

พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้มีความไวต่อยา Norfloxacin ทั้งนี้ความเข้มข้นของยา

ปฏิชีวนะที่แตกต่างกันอาจส่งผลให้แบคทีเรียมีความดื้อต่อยาปฏิชีวนะที่แตกต่างกัน เมื่อนำ

แบคทีเรียกรดแลคติกไปตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อพบว่าทั้ง 5 ไอโซเลท ไม่มี

ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารทั้ง 5 สายพันธุ์ ซึ่งผลการศึกษา

สอดคล้องกับงานวิจัยของพนิตนาฎ อู่พุฒินันท์ และวราภรณ์ กุศลารักษ์ (2563) ที่ได้ศึกษา
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คุณสมบัติของโพรไบโอติกแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อใช้เป็นหัวเชื้อบริสุทธิ์พบว่าแบคทีเรียกรด

แลคติกที่คัดแยกไดไ้ม่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 

จากการระบุสายพันธุ์พบว่า BPS2 คือ Pediococcus pentosaceus, BPS4 และ BPS5 

ค ือ Pediococcus acidilactici ในขณะที ่  BPS6 และ BPS7 ค ือ Lactiplantibacillus plantarum  

งานวิจัยในครั้งนี้ได้เลือกแบคทีเรียกรดแลคติก P. acidilactici BPS4 และ L. plantarum BPS6 

สำหรับใช้เป็นต้นเชื้อบริสุทธิ์ โดยที่ P. acidilactici เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถ

ในการผลิตกรดทำให้มีค่า pH ต่ำกว่า 4.6 ตามที่มาตรฐานกำหนดภายใน 2 วัน ส่งผลให้ปลา

สม้เข้าสู่กระบวนการหมักไดร้วดเร็ว เมื่อนำไปประยุกต์ใช้เป็นต้นเชื้อบริสุทธิ์ในระดับชุมชนหรือ

อุตสาหกรรมจะช่วยให้ประหยัดเวลาในขั้นตอนการหมัก อีกทั้งยังช่วยลดต้นทุนในการผลิต 

นอกจากนี้งานวิจัยของ Abbasiliasi, et al. (2017) ยังบงชี้ว่า P. acidilactici Kp10 มีความทนทาน

ต่อฟีนอลและมีความสามารถในการเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผิวของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม อีกทั้ง

ยังมีฤทธิ์ต้านจุลชีพที่ก่อให้เกิดการเน่าเสียของอาหารและยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคที่เป็น

สาเหตุทำให้อาหารเน่าเสียหลายชนิด งานวิจัยของ Gutiérrez, et al. (2018) กล่าวถึงศักยภาพ

ของ P. pentosaceus ที ่คัดแยกได้จากเนยแข็งว่าสามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่ยับยั ้งเชื้อ 

Listeria monocytogenes ซึ ่งเป็นจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหารและเป็นจุลินทรีย ์ท ี ่ก ่อให้เกิด 

การเน่าเสียของอาหารได้ Parada, et al. (2007) รายงานว่า P. pentosaceus และ P. acidilactici 

ผลติเพดโิอซิน (Pediocin) ซึ่งสามารถใช้เป็นสารกันบูดทางชีวภาพในอาหารช่วยยืดอายุการเก็บ

ของอาหารและลดการใช้สารเคมีในการถนอมอาหาร งานวิจัยของ Giri, et al. (2018) ที่คัดแยก

แบคทีเรียกรดแลคติกจากข้าวหมักเพื่อใช้เป็นต้นเชื้อในการผลิตเครื่องดื่ม พบว่า L. plantarum 

L7 มีความทนต่อกรดและเกลือน้ำดี สามารถผลิตกรดได้อย่างรวดเร็ว นอกจากนี้ยังสร้างกรด

อินทรีย์ (Organic acid) จำพวกกรดซัคซินิก (Succinic acid) กรดแลคติกและกรดอะซิติก  

(Acetic acid) และมีฤทธิ์ในการกำจัดอนุมูลอิสระ เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Goel, et al. (2020) 

ที ่คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักพบว่า L. plantarum DHCU70 และ DKP1  

มีความทนต่อกรดและเกลือน้ำดี ผลิตแบคเทอริโอซิน อีกทั้งยังสามารถกระตุ้นการผลิต  
β-galactosidase นอกจากนี้ L. plantarum มีรูปแบบการทำงานซึ่งอาจช่วยในการแก้ไขปัญหา

การดื้อยาและมีการใช้งานอย่างกว้างขวางในด้านการแพทย์ด้วยคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ 

ต้านมะเร็ง ต้านการอักเสบ ต้านโรคอ้วนและต้านเบาหวาน (Arasu, et al., 2016) นอกจากนี้ยัง

มีผลดหีลายประการต่อสุขภาพของลำไส้และสุขภาพสมอง (Liu, et al., 2018) 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของค่า pH พบว่าปลาส้มที่มีการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ 

มีค่า pH ต่ำกว่าปลาส้มชุดควบคุม เมื่อเริ่มเข้าสู่กระบวนก่ารหมัก โดยค่า pH ของปลาส้มที่เติม
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ต้นเชื ้อบริสุทธิ์ P. acidilactici ให้ค่า pH ต่ำที ่สุด และพบว่าให้ค่า pH ที่ต่ำกว่า 4.6 ตามที่

มาตรฐานกำหนดภายใน 2 วัน ในขณะที ่ปลาส้มที่ เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์ L. plantarum และ 

สายพันธุ์ผสมของ P. acidilactici กับ L. plantarum ค่า pH ที่ได้ไม่แตกต่างกัน และปลาส้มชุด

ควบคุมให้ค่า pH สูงที่สุด จะให้ค่า pH ที่ต่ำกว่า 4.6 ในวันที่ 3 ของการหมัก เมื่อพิจารณา

ร่วมกับการเปลี่ยนแปลงเปอร์เซ็นต์ของกรดแลคติกพบว่า ค่า pH ที่ลดต่ำลงแปรผกผันกับ

ปริมาณของกรดแลคติกที่เพิ่มขึ้น ทั้งนี้สาเหตุที่ทำให้ค่า pH ของตัวอย่างปลาส้มลงเนื่องจาก

แบคทีเรียกรดแลคติกผลิตคาร์บอนไดออกไซด์ กรดแลคติก และกรดอะซิติก ซึ่งมีผลทำให้ pH 

ลดลงได้อย่างรวดเร็ว ตามรายงานวิจัยของ สิริโชค วงศ์ศรีไพศาลและคณะ (2552) ที่ศึกษา

คุณภาพของแหนมปลาที่หมักโดยการใชเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุเดี่ยวและสายพันธุ์ผสมระหว่าง  

L. plantarum กับ L. fermentum และ L. plantarum กับ C. sake พบว่าแหนมปลาที่เติมต้นเชื้อ

ของแบคทีเรียกรดแลคติกมีคา pH ที่ต่ําและปริมาณกรดที่สูงกวาแหนมปลาที่ไม่เติมต้นเชื้อ 

เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Sanpa, et al. (2019) พบว่าการเติมต้นเชื้อ L. paraplantarum ST2 

และ P. pentosaceus ทั้งแบบเดี่ยวและแบบผสมมีผลทำให้ค่า pH ต่ำและปริมาณกรดแลคติก

มากกว่าปลาส้มที่ไม่เติมต้นเชื้อ นอกจากนี้งานวิจัยของชุลีพร ชำราญค้าและคณะ (2560)  

ยังบ่งชี้ว่าการใช้ต้นเชื้อของแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยให้ pH ลดลง ทำให้เกิดการหมักได้

รวดเร็วมากกว่าการใช้เชื้อจากธรรมชาติ 

จากการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกพบว่า ปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์

แบบผสมมปีริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกมากกว่าปลาส้มที่เติมเชื้อบริสุทธิ์สายพันธ์เดี่ยวและที่

ไม่เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์  เมื ่อพิจารณาร่วมกับการตรวจหาปริมาณแบคทีเรียทั ้งหมดพบว่า 

ปริมาณกรดแลคติกที่เพิ่มขึ้นแปรผันผกผันกับปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดที่ลดลง จากรายงาน

การวิจัยของ Saithong, et al. (2010) พบว่าเมื่อเข้าสู่กระบวนการหมักจนสิ้นสุด ปลาส้มที่ เติม

ต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมมีปริมาณกรดแลคติกสูงกว่าปลาส้มที่เติมแบบสายพันธุ์เดี่ยวและที่ไม่

เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ เมื่อตรวจสอบปริมาณเชื้อ E. coli พบว่า ทุกชุดการทดลองพบเชื้อ E. coli  

ก่อนกระบวนการหมักในวันที่ 0 ในทุกตัวอย่างทดสอบ และไม่พบเชื้อ E. coli ตั้งแต่เข้าสู่

กระบวนการหมักในวันที่ 1 จนถึงสิ้นสุดกระบวนการหมัก เมื่อตรวจสอบเชื้อ Staphylococcus 

aureus และ Salmonella Typhi พบว่าไม่พบในตัวอย่างปลาส้ม ทั้งนี้ จำนวนจุลินทรีย์ทั้งหมด  

E. coli, S. aureus และ Salmonella Typhi ที่ตรวจวิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้ พบว่าเป็นตาม

เกณฑ ์มาตรฐานผล ิตภ ัณฑ ์ช ุมชนปลาส ้ม  มผช .  26/2557 (สำน ักงานมาตรฐาน

ผลติภัณฑ์อุตสาหกรรม, 2557  
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จากการตรวจสอบการยอมรับทางประสาทสัมผัสในตัวอย่างปลาส้ม โดยตรวจสอบ

จากผลการประเมินความพึ่งพอใจของกลุ่มผู้บริโภค ซึ่งเห็นได้จากการประเมินด้านสี กลิ่น 

รสชาติ รสเปรี ้ยว เนื ้อสัมผัส และความชอบโดยรวมพบว่าปลาส้มที่ เติมต้นเชื ้อบริสุทธิ์ 

ของแบคทีเร ียกรดแลคติกทั ้งแบบเดี ่ยวและผสมไม่แตกต่างจากปลาส้มช ุดควบคุม  

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของชุลีพร ชำนาญค้า และคณะ (2560)  

ที่ได้ศึกษาการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่นจากแหนม  

ในจังหว ัดสกลนคร พบว่าแหนมที ่หม ักด วยแบคทีเร ียกรดแลคติคและแหนมที ่หมัก 

ดวยเชื้อจากธรรมชาติ ไดคะแนนการยอมรับดานกลิ่น สี เนื้อสัมผัส รสเปรี้ยว และกลิ่นรส 

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

จากการตรวจสอบการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของอาหารจากปลาส้ม 

พบว่าปลาส้มทุกชุดการทดลองมีค่าความชื ้นและไขมันแตกต่างกัน จากงานวิจัยของ  

Zeng, et al. (2013) ได้บ่งชี้ว่าองค์ประกอบทางเคมีของ Suan yu มีความชื้น โปรตีน ไขมัน 

เกลือมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ จากการตรวจสอบปริมาณเถ้า  ซึ ่งแสดงถึง

องค์ประกอบของสารอนินทรีย์ที่หลงเหลืออยู่จากการเผาไหม้ หรือปริมาณแร่ธาตุในอาหาร 

พบว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ P. acidilactici มีปริมาณเถ้าสูงที่สุดคือ ร้อยละ 4.44±0.40 

ในขณะที่ปลาสม้ที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ L. plantarum ปลาสม้ที่ไมเ่ติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ และปลาส้ม

ที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสมระหว่าง P. acidilactici กับ L. plantarum มีปริมาณเถ้าไม่แตกต่าง

กัน โดยมีปริมาณเถ้าคือร้อยละ 3.83±0.34, 3.68±0.31 และ 3.46±0.15 ตามลำดับ 

เช่นเดียวกับการศึกษาของ Narzary, et al. (2021) ที่ได้รวบรวมผลิตภัณฑ์ปลาหมักในอาหาร

เอเชียใต้และเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ พบว่า Ngapi จากประเทศพม่า มีปริมาณเถ้าร้อยละ 3.45 

Bekasam จากอินโดนีเซีย มีปริมาณเถ้ารัอยละ 5.76 นอกจากนี้ปลาส้มที่มีการเติมต้นเชื้อ

บริสุทธิ์ผสมระหว่าง P. acidilactici กับ L. plantarum มีปริมาณโปรตีน ไขมัน และเยื ่อใย

มากกว่าปลาส้มที่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์เพียงชนิดเดียวและปลาส้มที่ไม่เติมต้นเชื้อบริสุทธิ์ ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษาของ Yim, et al. (2017) ที่ได้ศึกษาการเปลี่ยนทางเคมีกายภาพในไส้

กรอก พบว่าการเติมต้นเชื้อบริสุทธิ์แบบผสม ทำให้มีปริมาณไขมันมากกว่าชุดควบคุม ทั้งนี้ ใน

การวิเคราะห์ส่วนประกอบโดยประมาณ (proximate analysis) ของตัวอย่างอาหารต้องมีการ

วิเคราะห์ปริมาณความชื้น เถ้า โปรตีน และไขมัน สำหรับคาร์โบไฮเดรตทั้งหมดคือส่วนที่เหลือ

โดยผลต่าง (นิธิยา รัตนาปนนท, 2554) ซึ่งจากการศึกษาองค์ประกอบทางเคมีโดยการศึกษา

ส่วนประกอบโดยรวมของปลาส้มพบว่าส่วนที่เหลือโดยผลต่างคือคาร์โบไฮเดรตเนื่องจากมีแป้ง

จากข้าวเหนียวหรือข้าวสวยเป็นส่วนผสมในการผลิตปลาส้ม จากการศึกษาองค์ประกอบทาง
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เคมีของปลาในครั้งนี ้พบว่าปลาส้มมปีริมาณคาร์โบไฮเดรตอยู่ในช่วง 3.09±0.18- 10.66±0.38  

ซึ่งองค์ประกอบทางเคมีของปลาส้มในแต่ละท้องถิ่นจะมีความแตกต่างกันในเรื่องของวัตถุดิบ 

ส่วนผสม กระบวนการผลิต และชนิดของจุลินทรีย์ในธรรมชาติที่มีบทบาทสำคัญในกระบวน  

การหมัก  

จากการตรวจวัดค่าสีพบว่าในวันที่ 0 ถึงวันที่ 3 ปลาส้มทั้ง 4 ชุดการทดลอง มีค่า  

L* a* b* ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเข้าสู่การหมักในวันที่ 3 และ 4 พบว่าค่า  

L*(ค่าความสว่าง) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ โดยปลาส้มที่เติมเชื้อผสมระหว่าง  

P. acidilactici กับ L. plantarum ให้ค่าความสว่างสูงที่สุดอยู่ ในขณะที่ค่า a* (ค่าความเป็นสี

แดง) พบว่าปลาส้มทุกชุดการทดลองไม่มีความแตกต่างกัน โดยมีค่าความเป็นสีแดงมากกว่าสี

เขียว และ ค่า b*(ค่าความเป็นสเีหลอืง) พบว่าตั้งแต่วันที่ 0 ถึงวันที่ 4 ปลาสม้ทุกชุดการทดลอง

ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ แต่เมื่อเข้าสู่วันสุดท้ายของการหมักพบว่า ปลาส้มที่เติมเชื้อ  

L. plantarum มีค่า b* มากที่สุด ในขณะที่ปลาส้มที่เติมเชื้อ P. acidilactici, เชื้อผสมระหว่าง  

P. acidilactici กับ L. plantarum และชุดความคุมมีค ่า b*ไม่แตกต่างกัน ตามมาตรฐาน

ผลิตภัณฑ์ชุมชนของปลาส้ม (มผช. 26/2557) ได้ระบุไว้ว่าผลิตภัณฑ์ปลาส้มที่ผลิตขึ ้นมา

จะต้องมีสีตามธรรมชาติของปลาส้มแต่ละประเภท ไม่มสีคีล้ำ หรือสผีิดปกติและไม่พบการเจือ

สีสังเคราะห์(สำนักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรม , 2557) จากการรายงานของ 

พิทยา ใจคำ และรัชนี แก้วจินดา, (2560) ซึ่งศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของปลาส้มใน

ระหว่างการหมักร่วมกับโพรไบโอติก Lacticaseibacillus casei 01 ที่ระดับแตกต่างกัน พบว่าเมื่อ

หมักปลาส้มครบ 3 วัน ปลาส้มจะมีค่าความสว่าง (L*) และค่าความเป็นสีเหลือง(b*) เพิ่มขึ้น 

นอกจากนี้การรายงานของปรมาภรณ์ เจ็ดวรรณะ และคณะ (2554) ซึ่งวิเคราะห์คุณภาพของ

แหนมเนื้อโคโดยใช้เชื้อ Lactobacillus lactis ssp. lactis P2 และ Sb2 เป็นกล้าเชื้อในการหมัก

แหนม พบว่า ปริมาณกรดที ่เพิ ่มขึ ้นในระหว่างการหมักแหนมมีผลทำให้ค่าความสว่าง  

และค่าความเป็นสีเหลือง ของแหนมมีค่ามากขึ้น จึงทำให้แหนมมีสีซีดซึ่งสอดคล้องกับค่า pH  

ที่ลดลง และปริมาณกรดทั้งหมดที่เพิ่มขึน้ของปลาสม้ที่ได้จากการวิจัยในครั้งนี้  



 

 

 75 

 

 

จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธีเพาะเลี ้ยงบนอาหาร MRS จากนั้น

ทำการศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก สามารถคัดแยกได้ 5 ไอโซเลทที่แตกต่างกัน  

เม ื ่อทำการจำแนกโดยอาศัยลำดับน ิวคลีโอไทด์ของยีนตำแหน่ง 16 S rRNA สามารถ 

จำแนกออกเป็น 3 species คือ P. pentosaceus, P. acidilactici และ L. plantarum สอดคล้องกับ

รายงานของ Gupta, et al. (2021) ทั้งหมด ทั้ง 3 species ที่ทำการคัดแยกได้จากผลิตปลาหมัก 

(Shidal) เมื ่อทำการเปรียบเทียบระหว่างข้อมูลที่ได้จากวิธีเพาะเลี ้ยงและข้อมูลที่ได้จาก

การศึกษาในระดับเมต้าจีโนมิกส์พบว่า วิธีเมต้าจีโนมิกส์สามารถจำแนกแบคทีเรียจากปลาส้ม

ได ้ ท ั ้ ง หมด  5 ไฟล ั ม  ได ้ แ ก ่  Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, 

Proteobacteria โดยแบคทีเรียใน Phylum Firmicutes มี Taxonomy abundance สูงที่สุด 99.6 

เปอร์เซ็นต์ มี species richness สูงที่สุด 35 species โดย Leuconostoc lactis พบมากในช่วงแรก

ของกระบวนการหมัก (25.3 เปอร์เซ็นต์) และลดลงเมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก ในขณะที่  

P. acidilactici และ L. plantarum พบมากเมื่อเข้าสู่กระบวนการหมักในวันที่ 3 และเมื่อสิ้นสุด

การหมักในวันที ่ 5 โดยพบ 25, 14.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ เช่นเดียวกับการศึกษาของ  

Rodpai, et al., 2021 ที่ได้ศึกษาโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียในตัวอย่างปลาร้า โดยทำการ

เก็บตัวอย่างปลาร้าในเขตภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ประกอบด้วย จังหวัด

ขอนแก่น กาฬสนิธุ์ และร้อยเอ็ด พบว่า ตัวอย่างปลาร้า มี Phylum Firmicutes มากที่สุดเช่นกัน 

เมื ่อจำแนกตาม Genus พบว่า Tetragenococcus, Halanaerobium และ Lactobacillus ซึ ่งเป็น

แบคทีเรียกรดแลคติกที่เป็นกลุ่ม Halophilic หรือแบคทีเรียที่เจริญเติบโตได้ดีในที่ ๆ มีความ

เข้มข้นของเกลือสูงพบว่า มีความโดดเด่นมากที่สุด ทั้งนี้เมื่อนำโครงสร้างชุมชนของตัวอย่าง

ปลาร้าที่คัดแยกได้มาเปรียบเทียบกับโครงสร้างชุมชนของปลาส้มที่ได้จากการศึกษานี้จะพบว่า 

ในผลิตภัณฑ์ปลาหมักพบแบคทีเรียใน Phylum Firmicutes Family Lactobacillaceae มากที่สุด 

เมื่อจัดจำแนกตาม species แล้ว จะสังเกตได้ว่าผลิตภัณฑ์ปลาหมักทั้ง 2 ชนิดได้ species  

ที่แตกต่างกัน อาจเกิดจากการใช้วัตถุดิบ ความเข้มข้นของเกลือ หรือระยะเวลาการหมักที่

แตกต่างกันออกไป  

เมื่อตรวจสอบโครงสร้างชุมชนของปลาสม้นอกจาก 7 species ที่มีความโดดเด่น ยังพบ 

species อื ่นที ่ม ีความสำคัญเช่นกัน ได้แก่ Lactobacillus delbrueckii, Latilactobacillus sakei  

ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ถูกใช้อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมการผลิต มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก  

อีกท ั ้งย ังม ีบทบาทสำคัญในการหมักอาหารและส่งเสร ิมส ุขภาพ ( Yu, et al. , 2022) 

Limosilactobacillus fermentum ซึ่งเป็นหนึ่งในโพรไบโอติกที่ได้รับการอธิบายว่ามีประโยชน์  

ต่อกระบวนการต้านการอักเสบและกระตุ ้นภ ูม ิค ุ ้มกัน (Rodríguez-Sojo, et al., 2021) 
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นอกจากนี้ยังพบโครงสร้างชุมชนของแบคทีเรียกลุ่มอื่น ๆ รวมไปถึงแบคทีเรียก่อโรคอย่าง  

เช่น Weissella confuse ซึ ่งเป็นเชื ้อแบคทีเรียฉวยโอกาส มีความเกี ่ยวข้องกับอาการทาง 

คลินิกที ่หลากหลายในมนุษย์ กรณีส่วนใหญ่พบเห็นได้ในสภาพแวดล้อมของการติดเชื ้อ 

แบบผสมผสาน เกิดขึ ้นในคนที่มีภาวะภูมิคุ ้มกันบกพร่อง (Kamboj, et al., 2015) หรือพบ  

Acinetobacter johnsonii ซ ึ ่งเป ็นเช ื ้อที ่ม ีโอกาสน้อยในก่อโรคในมนุษย์ และ A. johnsonii  

ส่วนใหญ่ไวต่อยาปฏิชีวนะแทบทุกชนิด (Montaña, et al., 2016) ทั้งนี้ในกลุ่มของเชื้อแบคทีเรีย

ก่อโรคนั้น จะสามารถพบได้ในวันที่ 0 หรือเมื่อยังไม่เข้าสู่กระบวนการหมัก แต่เมื่อเวลาผ่านไป  

ในวันที่ 3 จนถึงสิ้นสุดกระบวนการหมักในวันที่ 5 พบว่า แบคทีเรียก่อโรคเหล่านั้นมีจำนวน

ลดลงหรือแทบไม่พบ อย่างไรก็ตาม วิธีเมต้าจีโนมิกส์มีค่า Q20 98.88 และ Q30 95.51  

ซึ่งหมายความว่ายังมีบางส่วนที่ตรวจไม่พบ และมีความแม่นยำที่น่าเชื่อถือในระดับจีนัส ทั้งนี้

หากประเมินในระดับจีนัสพบว่าทั ้ง 2 วิธีตรวจพบเหมือนกันทั ้ง 2 จีนัส คือ P. acidilactici  

และ L. plantarum 

 

ข้อเสนอแนะ 

จากผลการวิจัยในครั้งนี้ สามารถนำต้นเชื้อบริสุทธิ์แบคทีเรียกรดแลคติกใช้เป็น 

กล้าเชื้อในอุตสาหกรรมปลาส้มหรืออุตสาหกรรมอาหารหมักอื่น ๆ เพื่อพัฒนาให้ผลิตภัณฑ์มี

คุณภาพมากยิ่งขึ้น เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีฤทธิ์ยับยั้งจุลนิทรีย์ ทำให้ผลิตภัณฑ์มีอายุ

การเก็บรักษายาวนานและช่วยลดจำนวนจุลินทรีย์ นอกจากนี้ผลการวิจัยที่ได้ถือเป็นข้อมูล

สำคัญที่จะนำไปต่อยอดในการพัฒนาต้นเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกได้ในอนาคต เช่น อาจมี

การศึกษาเกณฑ์ในการคัดเลือกโพรไบโอติกเพิ่มเติม เช่น การเกาะติดผนังลำไส้ สารออกฤทธิ์

ต้านจุลินทรีย์ก่อโรค หรือการต้านทานภาวะการก่อมะเร็งเพื่อให้เกิดประโยชน์และความ

ปลอดภัยต่อผู้บริโภคเมื่อนำต้นเชื้อมาใช้ในในทางอุตสาหกรรมหรือเพื่อการค้าได้ในอนาคต

ต่อไป 
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ภาคผนวก ก อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Plate count agar (Himedia™, India) ชั่งอาหาร 23.5 กรัม ละลายในน้ำกลั่น  

1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ  

121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

2. De Man, Rogosa and Sharpe agar (Himedia™, India) ช ั ่งอาหาร 55.15 

กรัม ละลายในน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่ง

ฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

3. Eosin methylene blue (Himedia™, India) ชั่งอาหาร 22.46 กรัม ละลายใน

น้ำกลั่น 1 ลติร ปรับ pH ให้มคี่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

4 MacConkey agar (Himedia™, India) ชั่งอาหาร 51.53 กรัม ละลายในน้ำกล่ัน 

1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่งฆ่าเชื ้อที ่อุณหภูมิ  

121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

5  Yeast extract peptone dextrose broth ( Himedia™ , India)  ช ั ่ ง อ าหาร  

50 กรัม ละลายในน้ำกลั่น 1 ลิตร นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน  

15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

6 Manital salt agar (Himedia™, India) ชั ่งอาหาร 111.02 กรัม ละลายในน้ำ

กลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

7 Mueller hinton broth (Himedia™, India) ชั ่งอาหาร 38 กรัม ละลายในน้ำ

กลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 เติมผงวุ้นไป 15 กรัม นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

8 Nutrient broth (Merck, Germany) ช ั ่ งอาหาร 8 กร ัม ละลายในน ้ำกลั่น  

0.5 ลติร ปรับ pH ให้มคี่าเท่ากับ 7.4±0.2 นำไปนึ่งฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 
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9 Blood agar base infusion agar (BD BBL™ , France)  ช ั ่ งอาหาร 40 กรัม

ละลายในน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ให้มีค่าเท่ากับ 7.4±0.2 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศา

เซลเซยีส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ รอใหอ้าหารเย็นลงประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส 

แล้วจึงเติมเลือดลงไป 50 มิลลลิติร 
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ภาคผนวก ข การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 

 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS ที่เติม Bromocresol 

green โดยชั ่งตัวอย่างปลาส้ม 25 กรัม ใส่ลงในสารละลายน้ำเกลือความเข้มข้น 0.85 

เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร streak plate บนอาหาร MRS ที ่มี bromocresol green 

0.004 เปอร์เซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง คัดเลอืกโคโลนีเดี่ยวที่

เปล่ียนสีอาหารเล้ียงเชือ้จากสีเขียวเป็นสเีหลอืง  

 
 

ภาพ 10 การคัดแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS ที่เติม Bromocresol 

green 

2. การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง นำเชื้อมา streak ลงบนจานอาหาร 

Blood agar ที่ผสม human blood บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง สังเกตปฏิกิริยา 

ที่เกิดขึ ้นบนอาหารว่าเป็นกลุ่มใด กลุ่ม Alpha-hemolysis,, Beta-hemolysis หรือ Gamma-

hemolysis  

 

 
 

 

 

ก) Referenceเป็นการย่อยแบบ Beta hemolysis 

ข) ไอโซเลททดสอบ เป็นการย่อยแบบ Gamma hemolysis 

ภาพ 11 การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 

ก) 
ข) 
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3. การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหาร ใช้วิธี 

Agar well diffusion โดยใช้ไม้พันสาลจีุ่มเชื้อแบคทีเรียก่อโรคระบบทางเดนิอาหารในอาหาร NA 

เกลี ่ยบน MHA จากนั ้นเจาะหลุมบน MHA นำส่วนใสจากการปั ่นเหวี ่ยงของแบคทีเร ีย 

กรดแลคติกหยอดใส่หลุมบน MHA หลุมละ 30 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตพื้นที่ใส 

 

 

ภาพ 12 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทเีรียก่อโรคทางเดินอาหาร 

 

4. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยวิธี Disc diffusion นำเชื้อแบคทีเรียกรด

แลคติกที่เจริญใน MRS broth อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง มา swab ลงบนอาหาร 

MRS agar จากนั ้นวางแผ่นยาปฏิช ีวนะ ลงบนจานอาหารเลี ้ยงเช ื ้อบ ่มที ่อ ุณหภูม ิ 37  

องศาเซลเซยีส 24 ชั่วโมง ตรวจสอบการยับยั้งโดยสังเกตวงใส  

 

 
 

ก) Resistant (R)  ข) Susceptible (S) 

ภาพ 13 การทดสอบความไวต่อยาปฏชิีวนะ

ก) 

ข) 
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ภาคผนวก ค ปลาส้ม 
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ภาพ 14 ปลาส้มทีม่ีการเติมต้นเชื้อบรสิุทธิ์แบคทีเรยีกรดแลคติกโดย 

หมักวันที่ 0 ถึง วันท่ี 5 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ภาพ 15 การทดสอบทางประสาทสัมผสั 
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ภาคผนวก ง การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

1. สารมาตรฐาน 0.5 Mcfarland standard ดูดสารละลาย Barium chloride ความ

เข้มข้น 1.175 เปอร์เซ็นต์ มา 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับ Sulfuric acid) 1 เปอร์เซ็นต์ เก็บใส่หลอด 

ฝาเกลียว ใช้อะลูมิเนียมฟอยล์ปิดให้มิด และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส โดยความขุ่น

ของสารมาตรฐาน 0.5 Mcfarland standard จะมีค่าเท่ากับความขุ่นของเชื้อที่ 1.5x108 CFU/ml 

2. สารละลายโซเดียมคลอไลด์ (NaCl) 0.85% ชั่ง NaCl จำนวน 8.5 กรัม ละลาย

ในน้ำกลั่น และปรับปริมาตรครบ 1 ลิตร จากนั้นนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 

3. สารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 0.1 M ชั่ง 

NaOH จำนวน 4 กรัม ละลายในน้ำกล่ัน และปรับปริมาตรครบ 1 ลิตร 

4. การเตรียม pepsin (0.3%, w/v) เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ Phosphate-buffer 

saline (PBS) ปริมาตร 100 มิลลลิติร นำสารละลายบัฟเฟอร์ไปปรับ pH ให้ได ้2 และ 3 จากนั้น

นำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เติม Pepsin  

ร้อยละ 0.3 น้ำหนักต่อปริมาตร โดยกรองผ่านตัวกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

5. การเตรียม Bile salt (0.3%, w/v) เตรียมน้ำกล่ัน ปริมาตร 100 มิลลลิติร นำไป

นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เติม Bile salt ร้อยละ

0.3 น้ำหนักต่อปริมาตร โดยกรองผ่านตัวกรองขนาด 0.2 ไมครอน   
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ภาคผนวก จ ข้อมูลดบิลำดับนิวคลีโอไทด์ของ BPS2, BPS4, BPS5, BPS6 และ BPS7  

 

BPS2 : Pediococcus pentosaceus 

TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATG

ACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTA

ACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACC

GCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAG

TTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACAT

TGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACG

CAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAA

AGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAA

CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAG

CGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGA

AACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAT

ATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGC

ATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGG

AGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGAGA 
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BPS4 : Pediococcus acidilactici 

TCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATCAG

GAAGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGG

TAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAA

CCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTA

GTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACA

TTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC

GCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTA

AAGAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTA

ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA

GCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGG

AAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

TATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAG

CATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTG

GAGGGTTTCTGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAGTAAGTAATCCGCCGAGAGA 
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BPS5 : Pediococcus acidilactici 

AGGATGAACGCCGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGA

CGTGCTTGCACTGAATGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTA

ACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACC

GCCTGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGT

TGGCGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATT

GGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGC

AAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAA

GAAGAACGTGGGTGAGAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC

TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGC

GAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAA

ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATA

TATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCA

TGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGA

GGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTAGAGA  
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BPS6 : Lactiplantibacillus plantarum 

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTG

CATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAG

CGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCT

TGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAAC

GGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACA

CGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGA

GCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCT

GAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAG

CCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGT

TTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGA

GTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACC

AGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAG

GATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTT

CTAGTGCTGCAGCTAACGCA  
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BPS7 : Lactiplantibacillus plantarum 

CGCTGGCGGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCAT

GATTTACATCTGAGTGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGG

ATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAG

ATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTCA

CCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCC

AAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACG

CCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGT

AACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGG

TAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAA

GTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAG

AAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGC

GAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAG

ATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC

TGCAGCTAACGCATTAAGCATCCGCCTGGAGACGCCCACCGT  
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ภาคผนวก ฉ ข้อมูล Primer 

PCR Primer Name Primer Sequences 

27F 5' (AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG) 3'  

1492R 5' (TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T) 3' 

Sequencing Primer Name Primer Sequences  

785F 5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3'  

907R 5' (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3' 
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ประวัติผู้วิจัย 

 

ประวัตผิู้วจิัย 

 

ชื่อ-สกุล ศศิมาภรณ์ ดอยลอม 

วัน เดอืน ปี เกดิ 9 กุมภาพันธ ์2538 

สถานท่ีเกดิ เชียงราย 

วุฒิการศึกษา พ.ศ.2560 วท.บ. (จุลชวีวิทยา), มหาวิทยาลัยนเรศวร, พษิณุโลก 

ที่อยู่ปัจจุบัน 19 หมู ่1 ตำบลหนองแรด อำเภอเทิง จังหวัด เชียงราย 

ผลงานตีพิมพ์ ศศิมาภรณ์ ดอยลอม พนิตนาฎ อูพุ่ฒินันท์ รณกร สร้อยนาค และ

วนิดา แซ่จึง. (18 ธันวาคม 2564). การคัดเลอืกและการระบุเชื้อ

แบคทีเรยีกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกในปลาส้ม จาก

จังหวัดพะเยา. ใน การประชุมวิชาการเสนอผลงานวิจัยระดับ

บัณฑิตศึกษาแหง่ชาติ ครั้งที ่53 (หน้า 28-37). มหาวิทยาลัยราภัฏ

เชียงใหม:่ บัณฑิตวิทยาลัย.   
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