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บทคัดย่อ 
จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติทางเคมี (ค่าความเป็นกรด-ด่าง, ปริมาณกรดแลกติก และ

ปริมาณเกลือ) และการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียในระหว่างการหมักบูดูโดยการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ตลอดระยะเวลาการหมัก 12 เดือน (360 วัน) โดยเก็บตัวอย่างน้้าหมักบูดูทุกๆ 15 วัน พบว่าบูดูมีค่าความเป็น
กรด-ด่างอยู่ในช่วง 5.55 - 6.20, ปริมาณกรดแลกติกอยู่ในช่วง  1.14 - 1.95 %  และมีปริมาณเกลือ (NaCl) 
อยู่ในช่วง 7.6 - 34.0 % ส่วนการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียซึ่งศึกษาทั้งปริมาณแบคทีเรียทั้งหมด, แบคทีเรีย
ย่อยโปรตีนแบคทีเรียย่อยไขมัน, แบคทีเรียแลกติก และ Enterobacteriaceae โดยการคัดแยกบนอาหาร 
Plate count agar, Skim milk agar, Tributyrin agar, MRS agar และ MacConkey agar ตามล้าดับ 
พบว่าในระยะ 45 วันแรกของการหมักจะมีการเจริญของแบคทีเรียมากที่สุด และปริมาณแบคทีเรียจะลดลง
เรื่อยๆจนสิ้นสุดการหมัก 360 วัน อย่างไรก็ตามตรวจพบ Enterobacteriaceae เฉพาะในช่วง 7 วันแรกของ
การหมักเท่านั้น จากการสุ่มเลือกโคโลนีและจัดจ้าแนกแบคทีเรียโดยอาศัยคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาร่วมกับ
คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ สามารถรวบรวมเชื้อแบคทีเรียได้ทั้งหมด 42 ไอโซเลต จากการตรวจดู
แบคทีเรียภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่มีบทบาทในช่วง 6 เดือนแรกของการหมักมีทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกรูปกลมและรูปท่อน ในขณะที่แบคทีเรียที่มีบทบาทในช่วง 6 เดือนหลังจนสิ้นสุดการหมัก
ส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปท่อน จากนั้นวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน 16s rRNA ของ
แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 42 ไอโซเลต พบว่าเป็นแบคทีเรียในสกุล Bacillus จ้านวน 28 สายพันธุ์ รองลงมา 
คือ staphylococcus จ้านวน 8 สายพันธุ์ นอกจากนี้ยังเจอแบคทีเรีย Oceanobacillus 2 สายพันธุ์, 
Enterococcus 2 สายพันธุ์, Enterobacter 1 สายพันธุ์ และ Acinetobacter อีก 1 สายพันธุ์ ทั้งนี้พบว่า
ตรวจเจอแบคทีเรียสกุล Bacillus ตลอดระยะเวลาของการหมักบูดู 12 เดือน ส่วนแบคทีเรียสกุล 
Staphylococcus และสกุลอ่ืนๆ โดยส่วนใหญ่จะตรวจเจอในช่วง 6 เดือนแรกของการหมักบูดู 
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ABSTRACT 
 The chemical (pH, lactic acid content and salt content) and microbiological 

analysis by culturing method were studied during production of Budu for 12 months (360 
days). The samples were taken every 15 days during fermentation. The results showed that 
pH of Budu samples were in the ranged of 5.55 - 6.20, lactic acid content were in the range 
of 1.14 - 1.95 %, while the salt (NaCl) content ranged between 7.6 - 34.0 %. The study of 
changes in bacteria were also studied including total viable count bacteria, lipid degrading 
bacteria, proteolytic bacteria, lactic acid bacteria and Enterobacteriaceae by isolating on 
plate count agar, tributyrin agar, skim milk agar, MRS agar and MacConkey agar, respectively. 
There were high total bacteria count at the early stage of fermentation (0-45 days) then 
there were gradually decrease until at the end of fermentation (360 days). However, 
Enterobacteriaceae were found only during the first 7 days of fermentation. A total of 42 
isolates of bacteria were isolated and preliminary screening by using morphological and 
some properties of biochemical characteristics. Observation under light microscopic revealed 
that both cocci and rod shape were the dominant bacteria in the first 6 months of 
fermentation, whereas after the last 6 months of fermentation dominated by rod shape 
bacteria. In addition, all 42 isolates were identified by using 16 s rRNA gene. An identified 
bacteria in Budu were Bacillus 28 strians, staphylococcus 8 strains. Moreover, there were 
Oceanobacillus 2 strains, Enterococcus 2 strains, Enterobacter 1 strain and Acinetobacter 1 
strain. Bacillus were detected thoughout the fermentation period, while Staphylococcus and 
other strains were detected in the first 6 months of fermentation. 
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กิตติกรรมประกาศ 
การวิจัยเรื่องการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียในระหว่างการผลิตบูดูด้วยวิธีการเพาะเลี้ยงบน

อาหารเลี้ยงเชื้อและเทคนิค PCR-DGGE นี้ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจากงบประมาณแผ่นดิน (วช.) ใน
ปีงบประมาณ 2559 (โครงการต่อเนื่อง 2 ปี) การวิจัยนี้มุ่งเน้นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียใน
ระหว่างการผลิตบูดูโดยเปรียบเทียบความสามารถในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องในกระบวนการ
หมักบูดูโดยวิธีการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อและเทคนิค PCR-DGGE ทั้งนี้ในโครงการปีที่ 1 ได้ท้าการเก็บ
ตัวอย่างบูดูจากการผลิตจริงในระยะเวลาต่างๆ เพ่ือติดตามการเปลี่ยนแปลงของแบคทีเรียกลุ่มต่างๆ ใน
ระหว่างการผลิตโดยใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท้าการเทียบเคียงสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่
แยกได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อโดยใช้เทคนิคการวิเคราะห์ 16S rRNA gene 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
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ความส้าคัญและท่ีมาของปัญหา 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
ขอบเขตโครงการวิจัย 
นิยามศัพท์เฉพาะ 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
บูดู  
แบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับการหมักบูดู 
เทคนิคการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  
การตรวจติดตามจุลินทรีย์ที่มีอยู่ในอาหารโดยวิธีการเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
การตรวจติดตามจุลินทรีย์โดยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
การตรวจติดตามจุลินทรีย์โดยเทคนิค DGGE 
วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
วัสดุและอุปกรณ์ 
วิธีการทดลอง 
 - การตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียในบูดูโดยวิธีการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 - การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อที่คัดแยกได้ 
 - การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 - การเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
 - การเทียบเคียงสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 - การตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียในบูดูด้วยเทคนิค PCR-DGGE 
 - การตรวจสอบ Detection limit ของเทคนิค PCR-DGGE 
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สารบัญ (ต่อ) 
 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การตรวจติดตามเชื้อแบคทีเรียในบูดูโดยวิธีการเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมีบางประการของเชื้อที่คัดแยกได้ 
การสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
การเพ่ิมจ้านวนดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR 
การเทียบเคียงสายพันธุ์แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
บทสรุป 
ข้อเสนอแนะ                                                                                                   
ภาคผนวก   
 - ภาคผนวก ก สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหาร 
 - ภาคผนวก ข การวิเคราะห์ทางเคมี 
 - ภาคผนวก ค การวิเคราะห์คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 
 - ภาคผนวก ง วิธีการย้อมสีแบบแกรมและน้้ายาที่ใช้ย้อม 
 - ภาคผนวก จ ผลการทดลอง 
 - ภาคผนวก ฉ ลักษณะและรูปร่างของเชื้อแบคทีเรียบนจานเพาะเลี้ยงเชื้อและภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ 
 - ภาคผนวก ช รูปภาพขั้นตอนการหมักบูดู 
เอกสารอ้างอิง                                                                                                             
ประวัติผู้วิจัย 
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PCR primers used for DGGE analysis of DNA from microbial communities directly     
extracted from food. 
จ้านวนไอโซเลตของแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อต่างๆ จากตัวอย่างน้้าหมักบูดู
ในช่วง 6 เดือนแรกของการหมัก 
จ้านวนไอโซเลตของแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดแยกบนอาหารเลี้ยงเชื้อต่างๆ จากตัวอย่างน้้าหมักบูดู
ในช่วง 6 เดือนหลังของการหมัก    
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียที่คัดเลือก
บนอาหาร Tributyrin agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดูในช่วง 6 เดือนแรกของการหมัก 
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียที่คัดเลือก
บนอาหาร Skim milk agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดูในช่วง 6 เดือนแรกของหมัก 
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียที่คัดเลือก
บนอาหาร MRS agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดูในช่วง 6 เดือนแรกของหมัก 
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียที่คัดเลือก
บนอาหาร tributyrin agar และ skim milk agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดูในช่วง 6 เดือนหลังของ
การหมักจนสิ้นสุดการหมัก 
เปรียบเทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียที่คัดเลือก
บนอาหาร MRS agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดูในช่วง 6 เดือนหลังของการหมักจนสิ้นสุดการหมัก 
แสดงผลการเทียบเคียงสายพันธุ์โดยการวิเคราะห์ล้าดับเบสของชิ้นส่วนยีน 16S rRNA เปรียบเทียบ
กับฐานข้อมูลใน GenBank ทั้งหมด 42 สายพันธุ์ 
การเปลี่ยนแปลงปริมาณเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้บนอาหารชนิดต่างๆ ตลอดระยะเวลาการหมัก 
12 เดือน 
การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของตัวอย่างน้้าหมักบูดูตลอดระยะเวลาการหมัก 12 เดือน 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียย่อยโปรตีนที่คัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Skim milk 
agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดู 6 เดือนแรกของการหมัก 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียย่อยโปรตีนที่คัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Skim milk 
agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดู 6 เดือนหลังจนสิ้นสุดการหมัก 
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียย่อยไขมันที่คัดเลือกบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Tributyrin 
agar จากตัวอย่างน้้าหมักบูดู 6 เดือนแรกของการหมัก 
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genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหมดจากตัวอย่างน้้าหมักบูดูตลอดระยะเวลา
การหมัก 12 เดือน 
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บททีไ 1 

บทน ำ 

 

ควำมส ำคัญละทีไมำของปัญหำ 

บูดูปຓนอาหารหมักดัๅงดิมของภาค฿ตຌตอนลางท าจากปลาทะลขนาดลใกดยผสมกับกลือลຌวหมักเวຌ  
ตามธรรมชาติประมาณ แโ ดือน จนกระทัไงนืๅอปลาปืດอยยุยกลายปຓนของหลวขຌนสีทาอมนๅ าตาลดง      
ปัจจุบันการผลิตบูดูยังคงอาศัยชืๅอจุลินทรีย์ประจ าถิไนละกระบวนการผลิตยังตกตางกันเปตามสูตรของต
ละทຌองถิไน ท า฿หຌผลิตภัณฑ์ทีไเดຌมีรสชาติละกลิไนรสทีไตางกัน ดยทัไวเปคุณลักษณะหรือคุณภาพของผลิตภัณฑ์
อาหารหมักทีไหมักดยชืๅอจุลินทรีย์ประจ าถิไนจะขึๅนกับคุณภาพของวัตถุดิบ สวนผสม สภาวะ฿นการหมักหรือ
บม ละองค์ประกอบของจุลินทรีย์ทีไกีไยวขຌองกับกระบวนการหมัก  การมีจุลินทรีย์ทีไตกตางสกุล ิgenera) 

หรือสายพันธุ์ ิspecies) หรือมຌต strain กใสงผล฿หຌรสชาติหรือคุณภาพของอาหารหมักตกตางกันออกเป 
ิRantsiou and Cocolin, โเเๆี ฿นกระบวนการผลิตบูดูนัๅนมีจุลินทรีย์ทีไกีไยวขຌองกับกระบวนการหมักอยู ใ 
กลุมหลัก เดຌก ิแี บคทีรียทีไยอยปรตีน บคทีรียกลุมนีๅสามารถผลิตอนเซม์ปรติอสพืไอปลีไยนปรตีน
฿หຌปຓนกรดอะมินชนิดตางโ ิโี บคทีรียทีไยอยเขมัน  บคทีรียกลุมนีๅสามารถสรຌางอนเซม์เลปสพืไอยอย
เขมันละนๅ ามัน฿หຌปຓนกรดเขมันละกลีซอรอล ละ ิใี บคทีรียลกติก ปຓนบคทีรียทีไมีความส าคัญมาก
ทีไสุด ดยมีบทบาทหลัก฿นการสรຌางกลิไนรสฉพาะตัวของผลิตภัณฑ์ นืไองจากมีการสรຌางกรดอินทรีย์ละสาร฿หຌ
กลิไนรสอืไนโ จากการหมักคาร์บเฮดรต ิMiambi et al., โเเใี นอกจากนีๅกรดอินทรีย์ทีไบคทีรียลกติก
ผลิตขึๅนมายังชวยยับยัๅงการจริญของบคทีรียกอรคละบคทีรียทีไท า฿หຌอาหารนาสียท า฿หຌผลิตภัณฑ์มี
ความปลอดภัย ิKostinek et al., โเเ5ี 

ปัจจุบันมีการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿นผลิตภัณฑ์อาหารหมักชนิดตางโ อยาง   
กวຌางขวาง การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ ดยทัไวเปนิยม฿ชຌวิธีการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอ     
จนเดຌคลนีดีไยวทีไบริสุทธิ์ลຌวน าเปจัดจ านกสายพันธุ์ดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาละท าการทดสอบ   
ทางชีวคมี วิธีการหลานีๅปຓนวิธีดัๅงดิมทีไมีขຌอจ ากัดมากมาย ปัจจุบันเดຌมีการพัฒนาทคนิคทางชีวมลกุล 
ิmolecular technique) ทีไสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ถึงระดับยีน ดยการวิคราะห์    
ความตกตางของล าดับนิวคลีอเทด์฿นอาร์ อในอหรือดี อในอ ละจัดบงความหลากหลายของ        
จุลินทรีย์ออกมาปຓนกลุมตามความตกตาง ิpattern หรือ profile) หรืออาจรียกวาทคนิค DNA 

fingerprint ดยสามารถ฿ชຌปรียบทียบจุลินทรีย์฿นอาหาร รวมทัๅงติดตามการปลีไยนปลงสายพันธุ์ของ
จุลินทรีย์฿นระหวางกระบวนการหมักทีไระยะวลาตางโ วิธีทีไนิยม฿ชຌ คือ ทคนิค Polymerase Chain 

Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ซึไงปຓนทคนิคทีไนิยม฿ชຌ฿น
หຌองปฏิบัติการทัไวเป ส าหรับการตรวจสอบละศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไมีอยู฿นอาหารละ
สามารถ฿ชຌตรวจสอบกลุมจุลินทรีย์ทีไตรวจพบเดຌยากดยวิธีการพาะลีๅยงชืๅอ นืไองจากอาหารลีๅยงชืๅอมี
สารอาหารทีไเมหมาะสมตอการจริญของจุลินทรีย์หรือสภาวะเมหมาะสมตอการจริญ ิunculturable 

microorganism) 
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บคทีรียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นกระบวนการหมักบูดู เดຌก กลุมบคทีรียทนกลือทีไยอยสลาย     
เขมันละปรตีน ละกลุมบคทีรียลกติกทนกลือ (ธนุสรา ละปราณีุ โ5ใใ; วรรณา, โ5ไแี ตบคทีรีย
ดังกลาวเดຌจากการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอละวิคราะห์หรือจัดจ านกสายพันธุ์ดยการ฿ชຌการ      
ทดสอบทางชีวคมี ท า฿หຌมีขຌอจ ากัด฿นการศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรีย฿นตละชวงวลา              
ของการหมักบูดเูดຌ ดังนัๅนงานวิจัยนีๅจึงมีวัตถุประสงค์พืไอติดตามการปลีไยนปลงของบคทีรีย฿นระหวางการ
หมักบูดูดยปรียบทียบระหวางวิธีการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอละการ฿ชຌทคนิค PCR-DGGE 

วัตถุประสงค์ของครงกำรวิจัย 

      1. พืไอศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรีย฿นระหวางการผลิตบูดูดย฿ชຌทคนิค PCR-DGGE ละการ
พาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอ 

      2. พืไอศึกษาปรียบทียบความสามารถ฿นการตรวจสอบชืๅอบคทีรียทีไกีไยวขຌอง฿นกระบวนการหมักบูดู
ดยวิธีการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอละทคนิค PCR-DGGE 

 

ประยชน์ทีไคำดวำจะเดຌรับ 

ปทีไ แ ทราบชนิดของชืๅอบคทีรียทีไสามารถพาะลีๅยงเดຌซึไงมีบทบาททีไส าคัญตอการผลิตบูดู฿นตละชวงวลา
พืไอปຓนนวทาง฿นการ฿ชຌประยชน์฿นระดับอุตสาหกรรมตอเป  
ปทีไ โ ทราบชนิดของชืๅอบคทีรียทีไเมสามารถพาะลีๅยงเดຌซึไงมีบทบาททีไส าคัญตอการผลิตบูดู฿นตละ
ชวงวลาพืไอปຓนขຌอมูลพืๅนฐาน฿นการยกระดับมาตรฐานการผลิตบูดู  
 

ขอบขตของครงกำรวิจัย 

กใบตัวอยางบูดูจากการผลิตจริง฿นระยะวลาตางโ พืไอติดตามการปลีไยนปลงของบคทีรียกลุม
ตางโ ฿นระหวางการผลิตดย฿ชຌทคนิค PCR-DGGE ปรียบทียบกับการพาะลีๅยง฿นอาหารลีๅยงชืๅอ ดยท า
การทียบคียงสายพันธุ์ของบคทีรียทีไยกเดຌบนอาหารลีๅยงชืๅอดย฿ชຌทคนิคการวิคราะห์ แๆS rRNA gene 

 

นิยำมศัพท์ฉพำะ 

บูดู (Budu) หมายถึง ผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักปลาทะลกับกลือ฿นอัตราสวนทีไหมาะสม ตัๅงทิๅงเวຌ
อยางนຌอย แ ป จนนืๅอปลาปืດอยหลุดออกจากกຌาง น าเปกรองอากຌางละกลใดออก อาจติมนๅ าตาลดຌวยกใเดຌ 
ปຓนอาหารทีไนิยมกันมาก฿นชาวมลายู ชาวเทยมุสลิม ละชาวเทย฿นภาค฿ตຌ  ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 
2547ี  

Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) 

หมายถึง ทคนิคส าหรับการตรวจสอบละศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไมีอยู฿นอาหารละสามารถ฿ชຌ
ตรวจสอบกลุมจุลินทรีย์ทีไตรวจพบเดຌยากดยวิธีการพาะลีๅยงชืๅอ นืไองจากอาหารลีๅยงชืๅอมีสารอาหารทีไเม
หมาะสมตอการจริญของจุลินทรีย์หรือสภาวะเมหมาะสมตอการจริญ ิunculturable microorganism) 
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บททีไ 2 

อกสำรละงำนวิจัยทีไกีไยวขຌอง 
 

1. บูดู ิBuduี 
บูดู หรือ นๅ าบูดู หมายถึง ผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักปลาทะลกับกลือ฿นอัตราสวนทีไหมาะสม ตัๅงทิๅง

เวຌอยางนຌอย แ ป จนนืๅอปลาปืດอยหลุดออกจากกຌาง น าเปกรองอากຌางละกลใดออก อาจติมนๅ าตาลดຌวยกใเดຌ 
ปຓนอาหารทีไนิยมกันมาก฿นชาวมลายู ชาวเทยมุสลิม ละชาวเทย฿นภาค฿ตຌ  ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 
2547ี  

ปัญหาทีไพบ฿นการผลิตบูดูดยสวน฿หญกิดจากกระบวนการผลิต คุณภาพของวัตถุดิบ การปนปืຕอน
ของชืๅอกอรค การปนปืຕอนของสารพิษ ความสะอาดละการสุขาภิบาล การ฿ชຌวัตถุกันสียละการกิดกรด
ลกติก฿นระหวางการหมัก ดังนัๅนส านักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมจึงเดຌก าหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ์
ชุมชนนๅ าบูดู ลขทีไ ใโ5/โ5ไ7 พืไอ฿หຌบูดูมีลักษณะทีไหมาะสมตอการบริภค ดยคุณลักษณะของบูดูทีไ
หมาะสมตอการบริภคควรมีลักษณะดังนีๅ ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 2547ี 

1. ลักษณะทัไวเป ตຌองปຓนของหลวขุน มีตะกอนมืไอวางทิๅงเวຌ 
2. สี ตຌองมีสีทีไดีตามธรรมชาติของนๅ าบูดู ละเมมีสีด าคลๅ า 

3. กลิไน ตຌองมีกลิไนทีไดีตามธรรมชาติของนๅ าบูดู ปราศจากกลิไนอืไนทีไเมพึงประสงค์ 
4. สิไงปลกปลอม ตຌองเมพบสิไงปลกปลอมทีไเม฿ชสวนประกอบทีไ฿ชຌ ชน สຌนผม ขนสัตว์ ดิน ทราย 

กรวด ชิๅนสวนหรือ สิไงปฏิกูลจากสัตว์ 
5. สารปนปืຕอน  

- ตะกัไว ตຌองเมกิน 1 มิลลิกรัมตอตัวอยาง 1 กิลกรัม 

- สารหนู ตຌองเมกิน 2 มิลลิกรัมตอตัวอยาง 1 กิลกรัม 

- ปรอท ตຌองเมกิน 0.5 มิลลิกรัมตอตัวอยาง 1 กิลกรัม 

6. วัตถุจือปนอาหาร หຌาม฿ชຌวัตถุกันสียละสีสังคราะห์ทุกชนิด 

7. กลือ ตຌองเมนຌอยกวารຌอยละ 19 ดยนๅ าหนัก 

8. จุลินทรีย์ 
- Salmonella ตຌองเมพบ฿นตัวอยาง 25 กรัม 

- Staphylococcus aureus ตຌองเมพบ฿นตัวอยาง 0.1 กรัม 

- Clostridium perfringens ตຌองเมพบ฿นตัวอยาง 0.01 กรัม 

- รา ตຌองเมกิน แเเ คลนีตอตัวอยาง แ กรัม 

- ยีสต์ ตຌองเมกิน แ × 105 คลนีตอตัวอยาง แ กรัม 

 บูดูปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไ฿ชຌปลาละกลือปຓนวัตถุดิบหลัก฿นการหมัก วัตถุดิบหลานีๅอาจปຓน
หลงของชืๅอรคทีไกอ฿หຌกิดอันตรายตอผูຌบริภคเดຌ ชน 
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 - Vibrio parahaemolyticus ซึไงปຓนบคทีรียทีไชอบความคใม มักจะปนปืຕอนมากับอาหารทะล 
ิWong et al., 1999ี มืไอชืๅอขຌาสูทางดินอาหารของผูຌบริภคจะสรຌางสารพิษทีไท า฿หຌกิดการท าลายมใดลือด
ดง ิLee et al., 2002ี หากบริภคอาหารทีไมีชืๅอนีๅปนอยูจะท า฿หຌมีอาการปวดทຌองละคลืไนเสຌ บางครัๅงอาจ
มีอาการอาจียนดຌวย ิSu and Liu, 2007ี 
 - Bacillus cereus ปຓนบคทีรียทีไสรຌางสปอร์ จริญทัๅง฿นทีไทีไมีละเมมีอากาศ มักพบ฿นดิน ฝุຆน นๅ า 
ธัญพืช ิดยฉพาะขຌาวละปງงขຌาวพดี ละผักตางโ B. cereus จะสรຌางสารพิษ 2 ชนิดทีไออกฤทธิ์ตางกัน 
คือ ชนิดทีไท า฿หຌกิดอาการคลืไนเสຌละชนิดทีไท า฿หຌกิดอาการทຌองดิน ิVernam and Evans, 1991ี การ฿ชຌนๅ า
ซาวขຌาว฿นการหมักบูดูจึงอาจกิดการปนปืຕอนของชืๅอชนิดนีๅเดຌ 
 นอกจากนัๅนสุขลักษณะทีไเมหมาะสม฿นกระบวนการผลิตบูดูยังปຓนสาหตุหนึไงทีไอาจพบชืๅอกอรคเดຌ 
ดยสวน฿หญมักกิดจากตัวผูຌผลิตละการ฿ชຌอุปกรณ์ทีไเมสะอาด ชืๅอกอรคทีไพบ ชน  
 - Escherichia coli ปຓนบคทีรียทีไอาศัยอยู฿นล าเสຌของสัตว์ลือกอุน ฿ชຌปຓนดัชนีบงชีๅถึงการ
ปนปืຕอนของอุจจาระ ิTsegaye et al., 2004ี ผูຌทีไบริภคอาหารทีไมีการปนปืຕอนของชืๅอชนิดนีๅจะมีอาการ
ทຌองดิน อาจถายปຓนมูกลือด นอกจากนัๅนอาจมีอาการปวดทຌอง ปวดศีรษะ คลืไนเสຌละอาจียน ิRadke and 

Alocilja, 2005ี  
 - Staphylococcus aureus ปຓนบคทีรียทีไมีหลงก านิดอยูตามฝ หนอง สิว ผิวหนัง ฿นจมูก 
ล าคอ ละบาดผล ปนปืຕอนกับอาหารดยการสัมผัส เอ หรือจาม ิMigirov et al., 2005ี หากผูຌผลิตมี
อาการดังกลาวอาจท า฿หຌชืๅอนีๅปนปืຕอนมากับบูดูเดຌ มืไอบริภคสารพิษทีไผลิตจากชืๅอนีๅขຌาสูรางกายจะมีอาการ
คลืไนเสຌ อาจียน ปวดทຌองละทຌองดิน (Carmo et al., 2002) 

 - Salmonella sp. ปຓนบคทีรียทีไอยู฿นตระกูลดียวกันกับชืๅอ E. coli อาศัยอยูตามล าเสຌของผูຌผลิต 
อาจปนปืຕอนมากับอุจจาระ มืไอบริภคอาหารทีไมีการปนปืຕอนของชืๅอชนิดนีๅจะมีอาการทຌองรวง อาจียน มีเขຌ
ละรูຌสึกเมสบายตัว ิLim et al., 2005ี 
 

2. บคทีรียทีไกีไยวขຌองกับกำรหมักบูดู 
    มีอยู ใ กลุมหลัก ิธนุสรา หลาจริญสุข ละปราณี ทองค าุ โ5ใใี เดຌก 
 - บคทีรียทีไยอยปรตีน บคทีรียกลุมนีๅสามารถสรຌางอนเซม์ออกมายอยปรตีน฿หຌปຓนกรดอะมิน
ชนิดตางโ เดຌก Bacillus spp. ละ Micrococcus spp. 

 - บคทีรียทีไยอยเขมัน บคทีรียหลายชนิดทีไสามารถผลิตอนเซม์เลปส ิ lipase) ยอยอาหารพวก
เขมัน ละนๅ ามัน฿หຌปຓนกรดเขมัน ละกลีซอรอล ิglycerol) ลักษณะการยอยเขมันอาจปຓนบบเฮดรเลซิส 
ิhydrolysis) หรือออกซิดชัน ิoxidation) บคทีรียหลานีๅ เดຌก Lactobacillus spp., Bacillus spp. 

ละ Achromobacter spp. 

 - บคทีรียทีไสรຌางกรดลคติก บคทีรีย฿นกลุมนีๅมีความส าคัญกับอาหารหมักดองตางโ บคทีรีย
ชนิดนีๅจะสรຌางกรดลคติกลงเป฿นอาหาร ท า฿หຌบคทีรียชนิดอืไนทีไปຓนอันตรายตออาหารละคนจริญเมเดຌ 
บคทีรียกลุมนีๅ เดຌก Lactobacillus spp. ละ Pediococcus spp. 
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 ฿นระหวางการหมักบูดู ปริมาณบคทีรียจะพิไมขึๅนอยางรวดรใว฿นวันทีไ ใ ถึงวันทีไ แเ ปริมาณ
บคทีรียทีไพิไมขึๅนจะสัมพันธ์กับการพิไมขึๅนของกรดลคติก ฿นขณะทีไคาความปຓนกรด-ดางจะลดลง   การ
บรรจุปลาทีไผสมกลือ฿นบอบูดูจนนนท า฿หຌมีอากาศนຌอยหมาะกการจริญของบคทีรียทีไสรຌางกรดลคติก 
สวนบคทีรียชนิดอืไนทีไตຌองการอากาศ ละบคทีรียทีไเมทนกลือจะลดลง ฿นระยะรกของการหมักชวงวันทีไ 
ใ ถึงวันทีไ แเ บคทีรียทีไมีบทบาท คือ บคทีรียชนิดทีไทนกลือสูง ละสรຌางกรด เดຌก บคทีรีย 
Pediococcus halophilus มีประมาณ ไเ ปอร์ซในต์, บคทีรีย Staphylococcus spp. มีประมาณ ไเ 
ปอร์ซในต์ สวนบคทีรีย Bacillus spp. ละ coryneform มีลใกนຌอย มืไอหมักบูดูปຓนระยะวลา ๆเ วัน 
ปริมาณบคทีรียจะลดลงรืไอยโ ดยจะมีกรดลคติกกิดขึๅน แ.แ ถึง แ.ใ ปอร์ซในต์ สภาพของอาหารหมักทีไ
ปຓนกรดจะเปท าลายบคทีรียชนิดทีไเมทนกรด ความปຓนกรดจะลดลงอยางชຌาโ หรือคงทีไ นืไองจากกรดอะมิ
นทีไกิดขึๅน฿นอาหารหมักจะท าหนຌาทีไปຓนบัพฟอร์เดຌอยางดี นๅ าบูดูทีไมีอายุการหมัก ้เ วันจะพบบคทีรีย   
P. halophilus ประมาณ ้เ ปอร์ซในต์ ละ coryneform ประมาณ แเ ปอร์ซในต์ (วรรณา ชูฤทธิ์ ละ
คณะ โ5ไแ) 

 บคทีรียทีไพบ฿นระยะรกของการหมักอาจปຓนบคทีรียทีไติดมากับสวนตางโ ของปลา ซึไงปริมาณ
ของบคทีรียทีไติดมากับปลานีๅเมทากันขึๅนกับความสดของปลา ขนาดปลา สภาพวดลຌอมทีไปลานัๅนอยู 
ตลอดจนกระบวนการขนสงจากทารือจนถึงผูຌผลิตบูดู หรืออาจจะติดมากับกลือทีไ฿ชຌหมัก ซึไงจะสงผลตอ
คุณภาพของบูดู อยางเรกใตาม฿นการหมักบูดูนัๅน ความขຌมขຌนของกลือ ความปຓนกรด -บส  อุณหภูมิ ละ
ปริมาณอาหารของบคทีรียจะมีบทบาทส าคัญกับจ านวนบคทีรียตละชนิด ซึไงบคทีรียทีไเมสามารถทน
สภาวะวดลຌอม฿นบอบูดูเดຌกใจะตายลง ตอนเซม์ทีไถูกสรຌางขึๅนกอนหนຌาทีไบคทีรียนัๅนตาย กใยังสามารถยอย
สลายเดຌตอเป ถຌาสภาวะวดลຌอมนัๅนอืๅอตอการท างานของอนเซม์ 
 วรรณา ชูฤทธิ์ ิโ5ไแี ศึกษาการปลีไยนปลงของชืๅอจุลินทรีย์ทีไกิดขึๅน฿นกระบวนการหมักบูดูจาก
หลงผลิตตางโ จ านวน ใ5 ตัวอยาง ดยมีอายุการหมักตกตางกันตัๅงต 7 วัน ถึง โ ป พบวาบคทีรียทีไมี
บทบาทส าคัญ฿นระยะ 7 วันรกของการหมัก เดຌก บคทีรีย Staphylococcus aureus ละ 
Staphylococcus epidermidis ซึไงพบมากถึง ไเ ปอร์ซในต์ของชืๅอทัๅงหมด นอกจากนีๅบคทีรีย Bacillus 

subtilis, Bacillus laterosporus ละ coryneform bacteria พบรวมกันถึง โ5 ปอร์ซในต์ของชืๅอทัๅงหมด 
บคทีรียหลานีๅมีบทบาทส าคัญ฿นการชวยยอยสลายปรตีนของนืๅอปลา ละจะจริญเดຌดี฿นอาหารทีไเมมี
กลือ ละการจริญจะลดลงรืไอย โ มืไอความขຌมขຌนของกลือพิไมขึๅน 

 บคทีรียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นระยะหลัง 7 วันรกของการหมัก คือ บคทีรีย Pediococcus 

halophilus ซึไงพบวาจะมีปริมาณมากขึๅนรืไอยโ หลังจากหมักเปลຌว 7 วัน จนกระทัไงบูดูทีไหมักเดຌทีไจะมี
ปริมาณ ้เ ปอร์ซในต์ของชืๅอทัๅงหมด จึงมีนวนຌมวาปຓนบคทีรียทีมีบทบาทส าคัญ฿นกระบวนการหมัก
กีไยวกับการสรຌางกรดละกลิไนรส฿นบูดู บคทีรียชนิดนีๅจริญเมเดຌ฿นอาหารทีไเมมีกลือ ละการจริญจะ
พิไมขึๅนรืไอยโ มืไออาหารมีความขຌมขຌนของกลือพิไมขึๅน นอกจากนีๅผูຌวิจัยเดຌทดลองหมักบูดูดยการติมชืๅอ
บคทีรีย Pediococcus halophilus บริสุทธิ์ขຌาชวย พบวาท า฿หຌเดຌบูดูทีไมีกลิไนหอมกวาบูดูทีไหมักตาม
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ธรรมชาติ จึงสรุปเดຌวาบคทีรีย P. halophilus ปຓนบคทีรียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นการสรຌางกรดละกลิไนทีไดี
฿นกระบวนการหมักบูดู  

อรตรี รอดจริญ ิ2542ี คัดยกชืๅอ Pediococcus spp. จากอาหารหมักดองพืๅนบຌานภาค฿ตຌของ
เทยจ านวน 12 ชนิด ปຓนอาหารหมักดองจากสัตว์ 7 ชนิด ละอาหารหมักดองจากพืช 5 ชนิด รวม 192 

ตัวอยาง ดยจากตัวอยางทัๅงหมดมีตัวอยางกุຌงสຌม 12 ตัวอยาง พบวาตัวอยางกุຌงสຌมมีคาพีอช 4.22  กรด 1.58 

ปอร์ซในต์ กลือ 3.13 ปอร์ซในต์ ละจ านวนบคทีรียลกติก 1.3x105 CFU/g สามารถคัดยกชืๅอ 

Pediococcus spp. จากตัวอยางกุຌงสຌมเดຌ 2 เอซลต คือ Pediococcus acidilactici ทัๅง 2   เอซลต ละ
มืไอท าการศึกษาผลการยับยัๅงบคทีรียอินดิคตอร์ดຌวยวิธี agar spot พบวาชืๅอ P. acidilactici สามารถ
ยับยัๅง Bacillus cereus ATTC 11778 ละ Staphylococcus aureus ATTC 29273 เดຌดีกวา 
Escherichia coli O157:H7 ละ Salmonella Typhimurium 3230 มืไอทดสอบการยับยัๅง฿นสภาพทีไมีการ
จ ากัดผลการยับยัๅงทีไกิดจากกรดอินทรีย์ละเฮดรจนปอร์ออกเซด์ พบการยับยัๅงบคทีรียอินดิคตอร์นຌอย
มากละเมพบการยับยัๅง E. coli O157:H7 นอกจากนัๅนยังท าการศึกษาการสรຌางบคทอริอซินดยการ
ทดสอบดຌวยวิธี well diffusion assay พบวา P. acidilactici เมสามารถสรຌางบคทอริอซินเดຌ 
 วิลาวัณย์ จริญจิระตระกูล ิ2543ี ศึกษาฤทธิ์ตຌานบคทีรียของบคทีรียลกติกทีไยกเดຌจากอาหาร
หมักพืๅนบຌานภาค฿ตຌของเทยจ านวน 329 ตัวอยาง ท าการคัดยกเดຌ 212 เอซลต ดยจัดอยู฿นสกุล 
Lactobacillus 198 เอซลต ละ Pediococcus 14 เอซลต มืไอน าบคทีรียทัๅงหมดเปทดสอบการยับยัๅง
บคทีรียอินดิคตอร์ 4 ชนิด คือ B. cereus ATTC 11778, S. aureus ATTC 25923, E. coli ATTC 

25922 ละ S. Typhimurium 3230 ดยวิธี agar spot พบวาการยับยัๅงชืๅอบคทีรียอินดิคตอร์ของ
บคทีรียลกติก 193 เอซลตกิดจากกรดอินทรีย์ มืไอก าจัดผลการยับยัๅงจากเฮดรจนปอร์ออกเซด์พบวา
มีพียง 10 เอซลตทานัๅนทีไสดงผลการยับยัๅง ดย 1 เอซลตจาก 10 เอซลตดังกลาวยกเดຌจากตัวอยาง
กุຌงสຌม คือ สายพันธุ์ L. plantarum 

 อัจฉรา หนูพชร ิ2546ี คัดลือกปรเบอติกบคทีรียลกติกจากอาหารหมักของเทย 23 ชนิด 
สามารถท าการคัดยกบคทีรียลกติกเดຌ 328 เอซลต ซึไงมี 48 เอซลตทีไคัดยกเดຌจากตัวอยางกุຌงสຌมทีไมี
จ านวนบคทีรียลกติก 5.4x106 CFU/g ดย฿ชຌตัวอยางกุຌงสຌม 16 ตัวอยาง มืไอน าบคทีรียลกติกทัๅง 328 

เอซลตเปทดสอบสมบัติการปຓนปรเบอติกสามารถคัดลือกชืๅอทีไมีสมบัติปรเบอติกเดຌ 67 เอซลตละ
มืไอน าบคทีรียทัๅง 67 เอซลตเปทดสอบการยับยัๅงชืๅอบคทีรียอินดิคตอร์ดยวิธี agar spot พบวามี
พียง 5 เอซลตทีไสามารถยับยัๅงบคทีรียอินดิคตอร์ 13 สายพันธุ์ คือ Staphylococcus aureus ATTC 

25923, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Proteus vulgaricus, Proteus rettgeri, 

Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli ATTC 25922, Escherichia coli 

O157:H7, Salmonella Typhimurium, Salmonella Thyphi ละ Vibrio parahaemolyticus ดยเอซ
ลต LA6, LA13, LA71, LA102 ละ LA198 มีขอบวง฿สมากกวา 10 มิลลิมตร ซึไง LA198 ปຓนเอซลตทีไคัด
ยกเดຌจากกุຌงสຌม มืไอน าเปทียบคียงสายพันธุ์พบวาปຓน Lactobacillus delbrueckii 
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2.1 บคทีรียยอยปรตีน 

การยอยสลายปรตีนดยบคทีรียกิดจากปฏิกิริยาของอนเซม์ยอยปรตีนทีไบคทีรียผลิตละหลัไง
ออกมาภายนอกซลล์พืไอ฿ชຌยอยปรตีนชนิดตางโ ทีไอยู฿นสิไงวดลຌอมภายนอกซลล์฿หຌเดຌกรดอะมินส าหรับ
ดูดซึมพืไอ฿ชຌ฿นการจริญติบต ิWard, 1983ี อนเซม์หลานีๅสวน฿หญปຓนอนเซม์ปปติดส (peptidase) 

ซึไงสามารถบงออกปຓน ไ กลุมตามกลเกลการท างาน คือ 

(1) ปรตีอสซีรีน ิserine proteaseี อนเซม์฿นกลุมนีๅปຓนอนดปปทีดส ิendopeptidaseี ซึไงจะ
สลายพันธะปปเทด์อยางอิสระภาย฿นสายปรตีน อนเซม์฿นกลุมนีๅถูกยับยัๅงดย diisopropyl-

phosphofluoridate (DFP) ซึไงจะท าปฏิกิริยากับหมูเฮดรอกซิล ิOH-ี ของหมูซิริล฿นบริวณรง (active 

site) ของอนเซม์ละมีหมู imidazone อยูทีไบริวณรง อนเซม์฿นกลุมนีๅประกอบดຌวยสกุลทีไตกตางกัน โ 
สกุล คือ chymotrpsin family ซึไงรวมถึงอนเซม์ทีไเดຌจากสัตว์ลีๅยงลูกดຌวยนม ิmammalian enzymeี 
เดຌก chymotrpsin trpsin thrombin ละ substilisin family ซึไงรวมถึงอนเซม์ทีไเดຌจากบคทีรีย เดຌก 
substilisin ดยครงสรຌางทัๅง ใ มิติของอนเซม์ทัๅง โ สกุลมีลักษณะทีไตกตางกัน ตมีบริวณรงละกลเก฿น
การกิดปฏิกิริยา ิmechanism reactionี ทีไหมือนกัน ิปฐมารัตน์ุ โ5ไ่ี 

(2) ปรตีอสซัลเฟดิล ิsulfhydryl proteaseี หมายถึงกลุมอนเซม์ทีไยอยสลายพันธะปปเทด์จาก
ภาย฿นสายของปรตีนจัดอยู฿นกลุมอนดปปทีดสอนเซม์อีกตัวหนึไง ดยปฏิกิริยาการยอยสลายปรตีนของ
อนเซม์ปรตีอสซัลเฟดิลจะถูกยับยัๅงดยสาร sulfhydryl reagent, sulfhydryl group หรือ thaiol group 

ดยสารหลานีๅจะท า฿หຌหมูอนุมูลซัลเฟดริลทีไบริวณรงเดຌรับความสียหายละสูญสียความสามารถ฿นการจับ
กับสารตัๅงตຌนเป฿นทีไสุด อนเซม์ทีไจัดอยู฿นกลุมนีๅเดຌก papain ficin ละ streptococcus protease ปຓนตຌน 

(3)  ปรตีอสลหะ ิmetal-containing proteasesี ปຓนกลุมอนเซม์ทีไมีอิออนละลหะรวมอยู฿น
มลกุลของอนเซม์หรือขຌารวม฿นปฏิกิริยาการยอยสลาย฿นลักษณะของคฟกตอร์ (cofactor) คุณสมบัติทีไ
ส าคัญอีกอยางหนึไงของอนเซม์฿นกลุมนีๅ  คือ ปຓนการตัดสายปรตีนจากภายนอกหรือปຓน exopeptidase 

กือบทัๅงหมดละท าปฏิกิริยาเดຌดีทีไชวงพีอชปຓนกลางประมาณ ๆ.5-7.5 ตัวอยางของอนเซม์฿นกลุมนีๅ เดຌก 
carboxypeptidase A glycyl-glycine dipeptidase carnosinase ละ prolidase ปຓนตຌน  

(4) ปรตีอสกรด ิacid proteaseี หมายถึงกลุมอนเซม์ปรตีอสทีไมีชวงพีอช฿นการท าปฏิกิริยาทีไ
หมาะสมอยู฿นชวงทีไปຓนกรด คือ ทีไพีอชตไ ากวา 7 ดยสวน฿หญลຌวอนเซม์หลานีๅมีชวงพีอชทีไหมาะสม฿น
การท าปฏิกิริยาทีไ โ-ไ ละมีบทบาทของอนุมูลของกรดอะมิน ิamino acid free radicalี ฿นปริวณท า
ปฏิกิริยาทีไเมชัดจนรวมทัๅงมีหมูคาร์บอกซิลมากกวา แ หมู อนเซม์฿นกลุมนีๅเดຌก rennin ละ pepsin 

ิปราณีุ โ5ไใี  
ตัวอยางของบคทีรียทีไมีความสามารถ฿นการยอยสลายปรตีน เดຌก ชืๅอบคทีรีย฿นสกุล

Aeromonas,  Bacillus,  Clostridium,  Flexibacter,  Pseudomonas,  Serratia,  Staphylococcus, 
Stenotrophomonas ละ Streptomyces (Tan et al., 2005) 
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2.2 บคทีรียยอยเขมัน 

บคทีรียทีไมีความสามารถ฿นการยอยสลายเขมันนัๅนมีอยูหลายกลุ มดຌวยกัน ดยบคทีรียหลานีๅ
สามารถผลิตอนเซม์เลปสซึไงท าหนຌาทีไ฿นการเฮดรเลซ์ (hydrolyzed) มลกุลของนๅ ามัน฿หຌกลายปຓนกรด
เขมัน ิfree fatty acidี มนกลีซอเรด์ (monoglyceride) เดกลีซอเรด์ (diglyceride) ละกลีซอรอล 

(glycerol)  

อนเซม์เลปสทีไเดຌจากบคทีรียตางชนิดกันจะสภาวะทีไหมาะสม฿นการท างานทีไตกตางกัน ชน 
อนเซม์เลปสจากบคทีรีย฿นสกุล Alcaliginaes, Bacillus ละ Cryptococcus จะท างานเดຌดี฿นสภาวะทีไ
ปຓนดาง ฿นขณะทีไอนเซม์เลปสจากบคทีรีย฿นสกุล Acinetobacter ละ Pseudomonas จะท างานเดຌดี
฿นสภาวะทีไปຓนกลางละปຓนกรด ตามล าดับ (Kok et al., 1995) จากการทีไบคทีรียสามารถผลิตอนเซม์  
เลปสทีไมีคุณสมบัติตกตางกันเปขึๅนอยูกับชนิดของบคทีรียนัๅนโ ท า฿หຌตຌองมีการคัดลือกชืๅอบคทีรียมา฿ชຌ
ประยชน์฿หຌหมาะสมกับอุตสาหกรรมตางโ 

อนเซม์เลปสจากบคทีรียสามารถบงเดຌปຓน  5 กลุม ตามความจ าพาะตอต าหนงของบนมลกุล
ของเตรกลีซอเรด์ คือ  

(1)  อนเซม์เลปสทีไเมมีความจ าพาะ (Non specific lipaseี 
อนเซม์เลปสทีไเมมีความจ าพาะ หมายถึง อนเซม์เลปสทีไมีความสามารถ฿นการยอยสลายพันธะ

อสทอร์ทัๅงหมด฿นเตรอซิลกลีซอรอลเดຌ ตัวอยางของชืๅอบคทีรียทีไผลิตอนเซม์เลปสประภทนีๅ ชน 
Penicilium expansum ละ Pseudomonas cepacia ปຓนตຌน  

(2) อนเซม์เลปสทีไมีความจ าพาะกับสารตัๅงตຌน ิSubstrate specific lipaseี 
อนเซม์เลปส฿นกลุมนีๅสามารถท าปฏิกิริยาเฮดรเลซ์ทีไพันธะอสทอร์ของสารตัๅงตຌนทีไปຓน       

เตรอซิลกลีซอรอล (triacylglycerol) เดอซิลกลีซอรอล (diacylglycerol) มนอซิลกลีซอรอล 

(monoacylglycerol) ละฟอสฟลิปຂด (phospholipid) บคทีรียทีไผลิตอนเซม์เลปส฿นกลุมนีๅ  เดຌก 
Geotrichumcandidum sp. ละ Geotrichum sp. ปຓนตຌน  

(3) อนเซม์เลปสทีไมีความจ าพาะตอต าหนง ิPositional specific lipaseี 
อนเซม์เลปส฿นกลุมนีๅจะมีความจ าพาะ฿นการท าปฏิกิริยาตอพันธะอสทอร์ทีไต าหนงภายนอกของ

สารตัๅงตຌนละต าหนงภาย฿นของกนเตรอซิลกลีซอเรด์ ตัวอยางของอนเซม์เลปสชนิดนีๅ ชน เลปสชนิด 
แุ ใ-regioselective จะยอยสลายพันธะอสทอร์ทีไต าหนง sn-1 ละ sn-3 เดຌผลิตภัณฑ์สุดทຌายปຓนมนอ
ซิลกลีซอรอล ดยอนเซม์เลปสทีไจัดปຓนชนิด แุ ใ -regioselective เดຌก อนเซม์เลปสจากชืๅอ 

Geobacillus sp. (Ebrahimpour et al., 2011) 

(4) อนเซม์เลปสทีไมีความจ าพาะตอกรดเขมัน (Fatty acid specific lipaseี 
อนเซม์เลปส฿นกลุมนีๅจะมีความจ าพาะตอชนิดของกรดเขมัน ดยจะยอยสลายกรดเขมันหลานัๅน

อยางเมค านึงถึงต าหนงของพันธะอสทอร์ ตัวอยางของอนเซม์เลปสประภทนีๅ  เดຌก อนเซม์เลปสจาก
ชืๅอ Geotrichum candidium ทีไมีความจ าพาะ฿นการท าปฏิกิริยากับกรดเขมันเมอิไมตัวชนิด cis-9-
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unsaturated fatty acid ละ อนเซม์เลปสจากชืๅอ Botrytis cinerea ทีไมีความจ าพาะ฿นการท าปฏิกิริยา
กับกรดเขมันเมอิไมตัวชนิดสายยาว 

(5)  อนเซม์เลปสทีไมีความจ าพาะกับครงสรຌางทางคมี (Stereospecific lipaseี 
อนเซม์เลปส฿นกลุมนีๅสามารถลือกท าปฏิกิริยา฿นการยอยสลายพันธะอสทอร์ระหวางต าหนง 

sn-1 หรือ sn-3 ของเตรอซิลกลีซอรอล ตัวอยางของอนเซม์เลปสประภทนีๅ ชน อนเซม์เลปสจากชืๅอ 
Hamicola lanuginose ละ Pseudomonas fluorescences ทีไมีความจ าพาะ฿นการท าปฏิกิริยากับพันธะ
อสทอร์ต าหนง sn-1 ละอนเซม์เลปสจากชืๅอ Fusarium solani ทีไมีความจ าพาะ฿นการท าปฏิกิริยากับ
พันธะอสทอร์ต าหนง sn-3 ปຓนตຌน 

 

2.3 บคทีรียลกติก  

บคทีรียลกติกยຌอมติดสีกรมบวก มีรูปรางกลมหรือปຓนรูปทอน เมสรຌางสปอร์ เมคลืไอนทีไ เมสรຌาง
อนเซม์คะตะลส ิcatalaseี สรຌางกรดลกติกปຓนผลิตภัณฑ์สุดทຌาย฿นการหมักคาร์บเฮดรต เดຌพลังงาน
จากนๅ าตาลละสารทีไมีครงสรຌางคลຌายนๅ าตาลดยเดຌจากกระบวนการ substrate-level phosphorylation 

การลีๅยงชืๅอ฿นอาหารธรรมดาคอนขຌางยาก นืไองจากชืๅอมีความตຌองการอาหารทีไซับซຌอน ชน วิตามินตางโ 
กรดอะมินเพริมิดีน (pyrimidine) สามารถจริญเดຌทัๅง฿นบริวณทีไมีออกซิจน เมมีออกซิจน ละมีออกซิจน
นຌอย อุณหภูมิทีไชืๅอสามารถจริญเดຌอยู฿นชวง 2-53 องศาซลซียส อุณหภูมิทีไหมาะสมอยู฿นชวง 30-40 

องศาซลซียส ชวงพีอชทีไหมาะสมตอการจริญ คือ 5.58-6.20 ตดยทัไวเปสามารถจริญเดຌทีไพีอชนຌอยกวา
หรือทากับ 5 มีอัตราการจริญลดลงมืไออยู฿นสภาพทีไปຓนกลางหรือปຓนดาง (Salminen and Wright, 1993) 

 บคทีรียลกติกประกอบดຌวยสกุล Lactobacilus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

Streptococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, 

Vagococcus ละ Weissella (Sahdev et al., 2008) 

   บคทีรียลกติกจ านกตามกระบวนการละผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักเดຌปຓน 2 ประภท คือ 

1. Homofermentative ปຓนบคทีรียทีไหมักนๅ าตาลกลูคส ิhexoseี ดยการปลีไยนกลูคสปຓน
เพรูวต ิpyruvateี อาศัยอนเซม์อัลดลส ิaldolaseี ปຓนตัวรงปฏิกิริยาลຌว฿หຌกรดลกติก มากกวา 85 

ปอร์ซในต์ ดยผาน glycolysis pathway (Embden-Meyerhof pathway) กระบวนการผลิตกรดลกติก
กิดขึๅนจากนๅ าตาลกลูคสทีไมีคาร์บอน 6 อะตอมถูกติมหมูฟอสฟต ิphosphateี ดยกระบวนการ 
phosphorylation ลຌวกิดการปลีไยนปลงครงสรຌางปຓน fructose 1, 6-diphosphate ซึไงจะถูก
อนเซม์อัลดลสขຌาท าปฏิกิริยา ปຓนผล฿หຌมลกุลตกออกปຓน glyceraldehyde 3-phosphate ซึไงปຓน
สารประกอบฟอสฟตทีไมีคาร์บอน 3 อะตอม จากนัๅน glyceraldehyde 3-phosphate จะถูกปลีไยนเปปຓน
เพรูวต ดยกิด ATP ขึๅน 2 มลกุลจากการหมักกลูคส 1 มลกุล นืไองจากมีการติมฟอสฟอรัส฿หຌกับซับส
ตรต ิsubstrateี 2 หง ละ฿นขัๅนตอนสุดทຌายปຓนการรีดิวซ์เพรูวตปຓนลคตท ิlactateี 2 มลกุล ดย
฿นขัๅนตอนนีๅตຌอง฿ชຌ NADH ท า฿หຌเดຌ NAD+ กลับคืนมาจากทีไ฿ชຌเป฿นการออกซิดชัน ิoxidationี 
glyceraldehyde 3-phosphate สดงดัง฿นรูปทีไ 1 บคทีรียลกติกทีไจัดอยู฿นประภทนีๅ เดຌก บคทีรีย
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สกุล Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus ละ Lactobacillus บางชนิด ชน Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ละ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

(Panesar et al., 2007) 

2. Heterofermentative ปຓนบคทีรียทีไหมักนๅ าตาลกลูคสลຌว฿หຌคาร์บอนเดออกเซด์ 20-25 

ปอร์ซในต์ กรดลกติก 50 ปอร์ซในต์ กรดอะซิติกละอธานอล 20-25 ปอร์ซในต์ ดยผาน 
phosphoglyconate pathway หรือ phosphoketolase pathway นืไองจากบคทีรียขาดอนเซม์อัล
ดลส (aldolase)  จึงปลีไยนรูปนๅ าตาลกลูคสซึไงมีคาร์บอน 6 อะตอมเปปຓนนๅ าตาลเรบส ิriboseี ทีไมี
คาร์บอน 5 อะตอม ดยครงสรຌางภาย฿นมลกุลจะมีการออกซิดชันละดีคาร์บอกซิลชัน 
ิdecarboxylationี นๅ าตาลทีไมีคาร์บอน 5 อะตอมนีๅจะถูกท า฿หຌตกออกปຓน glyceraldehyde 3-

phosphate ซึไงปຓนสารประกอบฟอสฟตทีไมีคาร์บอน 3 อะตอมละ acetyl-phosphate ดยอนเซม์ฟอส
ฟคีตลส (phosphoketolase) glyceraldehyde 3-phosphate จะถูกปลีไยนเปปຓนลคตท ชนดียวกับ
การกิด glycolysis pathway ฿นการหมักบบ homofermentative ตนืไองจากการหมักบบ 

heterofermentative มี glyceraldehyde 3-phosphate พียง 1 มลกุล จึงกิด ATP พียง 1 มลกุล 

สวน acetyl-phosphate นัๅน฿นสภาวะทีไขาดตัวรับอิลใกตรอน acetyl-phosphate จะถูกรีดิวซ์ปຓน
อทธานอล ละเดຌ NAD+ 2 มลกุล สดงดัง฿นรูปทีไ 2 บคทีรียลกติกทีไจัดอยู฿นประภทนีๅ เดຌก 
บคทีรียสกุล Leuconostoc ละ Lactobacillus บางชนิด ชน Lactobacillus plantarum, 

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus coryneformis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus 

casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus 

fermentum, Lactobacillus kefir ละ Lactobacillus reuteri (Panesar et al., 2007) 
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รูปทีไ แ Homolactic fermentation of lactic acid bacteria.  

ทีไมา: Panesar ละคณะ (2007) 
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รูปทีไ โ Heterolactic fermentation of lactic acid bacteria. 

ทีไมา: Panesar ละคณะ (2007) 
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3. ทคนิคกำรพำะลีๅยงจุลินทรีย์บนอำหำรลีๅยงชืๅอ (Culture Dependent Method) 

ทคนิคการพาะลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหารลีๅยงชืๅอ ิCulturing Methodี ปຓนการกระตุຌน฿หຌจุลินทรีย์
ทีไยังมีชีวิตอยูจริญขยายพันธุ์พิไมจ านวนมากขึๅน฿นอาหารลีๅยงชืๅอหลวหรือบนอาหารวุຌน 

คุณสมบัติทีไส าคัญของอาหารลีๅยงชืๅอทุกชนิดควรมีคุณสมบัติดังนีๅ 
1. มีธาตุอาหารทีไหมาะสมกับการจริญของชืๅอจุลินทรีย์ละมีความขຌมขຌนหมาะสม 

2. มีพีอชทีไหมาะสมกับจุลินทรีย์ตละชนิด 

3. เมมีสารพิษ 

4. เมมีสิไงมีชีวิต฿ดโ ปนปืຕอนอยู฿นอาหารนัๅน 

อาหารลีๅยงชืๅอขึๅนอยูกับชนิดของจุลินทรีย์ทีไตຌองการพาะลีๅยง ตัวอยางชน  
- จุลินทรีย์ทัๅงหมดทีไมีชีวิตละจริญ฿นสภาวะทีไมีอากาศ฿ชຌ Nutrient agar หรือ Plate count agar 

(Obodai and Dodd, 2006)  

- ยีสต์ละรา฿ชຌ Sabouraud agar (Fontana et al., 2005a, b), Wallerstein Laboratory 

Nutrient agar (WLN agar) ทีไมีการติม chloramphenicol พืไอยับยัๅงการจริญของบคทีรีย (Aquilanti 

et al., 2007), Malt Yeast Peptone Glucose Agar (MYPGA) (Obodai and Dodd, 2006) Malt 

extract agar (Loureiro and Malfeito-Ferreira, 2003) หรือ Potato dextrose agar (Hatzikamari et 

al., 2007) ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอ ดยปรับ฿หຌมีพีอชประมาณ 3.7-4.7 การปรับกรดหรือการติมสารปฏิชีวนะ
บางชนิดพืไอตຌองการทีไจะยับยัๅงบคทีรียเม฿หຌจริญขงขันกับราละยีสต์ (Loureiro and Malfeito-

Ferreira, 2003) 

- บคทีรียลกติก฿ชຌ de Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRS) (Aquilanti et al., 2007) หรือ 
M17 agar (Albano et al., 2008) อาจมีการติม cycloheximide ละ sodium azide พืไอยับยัๅงการจริญ
ของจุลินทรีย์ทีไตຌองการอากาศละรา ิEndo et al., 2008ี 

- คลิฟอร์ม฿ชຌ MacConkey agar (Fontana et al., 2005a, b) หรือ Coli-ID medium (Aquilanti 

et al., 2007) 

อาหารลีๅยงชืๅอสามารถบงตามวัตถุประสงค์การ฿ชຌงาน เดຌดังนีๅ 
1. Enrichment media 

ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอประกอบดຌวยสารคมีทีไยับยัๅงจุลินทรีย์ทีไเมตຌองการละชวยสงสริม฿หຌมีการจริญ
ของจุลินทรีย์หรือกลุมของจุลินทรีย์ทีไตຌองการจริญเดຌดีกวาจุลินทรีย์อืไนโ ซึไงจะท า฿หຌงายตอการยกชืๅอทีไ
ตຌองการ ชน selenite broth ทีไ฿ชຌส าหรับยก Salmonella spp. ซึไงประกอบดຌวยซีลีเนต์ทีไมีความขຌมขຌนทีไ
หมาะสม ซึไงยับยัๅงจุลินทรีย์ชนิดอืไนโ นอกหนือจาก Salmonella  การติม blood serum วิตามิน หรือติม
สารสกัดทีไเดຌจากนืๅอยืไอพืชหรือนืๅอยืไอสัตว์ลงเป฿น nutrient broth หรือ nutrient agar อาหารชนิดนีๅ฿ชຌ
ส าหรับลีๅยงจุลินทรีย์กอรคตางโ ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 
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2. Selective media  

 อาหารทีไมีการติมสารคมีบางอยางลง฿น nutrient agar พืไอยับยัๅงการจริญของบคทีรียบางกลุม 
ดยทีไสารนีๅจะเมยับยัๅงชืๅอกลุมทีไราตຌองการจะพาะลีๅยง ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี  ชน  

- อาหารลีๅยงชืๅอทีไมีหลงคาร์บอนปຓนนๅ าตาลมอลตส ิmaltoseี จะสามารถคัดลือกบคทีรียทีไ฿ชຌ
นๅ าตาลมอลตส฿หຌสามารถจริญเดຌ ดย฿ชຌหลักทีไวาจะคัดลือกชืๅอทีไสามารถ฿ชຌสารประกอบอินทรีย์ทีไปลก
ออกเปเดຌอยางงายโ ดยการติมสารหลานีๅลง฿นอาหารลีๅยงชืๅอทนสารประกอบคาร์บอนอยางอืไน 

- การปรับพีอช ชน การติมกรดซิตริก฿นอาหารพืไอยกชืๅอรา  
- การปรับคา aw ชน การติมกลือหรือนๅ าตาลพืไอชืๅอกลุม halophiles หรือกลุม osmophilic 

- การจ ากัดปริมาณของสารอาหาร ชน ฿ชຌพียงเนตรท ิnitrateี พืไอปຓนหลงเนตรจน ซึไง฿ชຌยก
จุลินทรีย์ทีไสามารถรีดิวซ์เนตรทเปปຓนอมมนียเดຌ 

- การติมสารรีดิวซ์ซึไงชวยคัดลือกกลุมทีไเมตຌองการออกซิจน ิanaerobesี ชน มตาเบซัลเฟต์ 
ิmetabisulphiteี 

- การติมสารทีไยับยัๅงวิถีมตาบอลิซึมหรือท าลายซลล์มมบรน ชน sodium azide ิEndo et al., 

2008ี thallous acetate, lithium chloride ละ potassium tellurite ทีไ฿ชຌยับยัๅงบคทีรียกรมบวก 
crystal violet, bile salts ละ surfactant บางชนิดทีไยับยัๅงบคทีรียกรมบวก 

- การติมสารปฏิชีวนะละสารคมีบางชนิด ชน oxytetracycline ฿นการยับยัๅงบคทีรีย฿นอาหาร
ลีๅยงชืๅอทีไ฿ชຌยกละวิคราะห์ชืๅอรา ิEndo et al., 2008ี หรือสาร polymyxin ทีไ฿ชຌ฿นการยกบคทีรีย
กรมบวกรูปทง  

3. Differential media 

ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอทีไประกอบดຌวยสวนผสมทีไกิดการปลีไยนปลงนืไองจากมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ 
ซึไงการปลีไยนปลงดังกลาวจะท า฿หຌมองหในเดຌชัดจน฿นจานพาะชืๅอ ฿นหลอดหรือ฿นอาหารหลวทีไจุลินทรีย์
จริญ ท า฿หຌสามารถยกความตกตางระหวางชนิดหรือกลุมของจุลินทรีย์ตละชนิดเดຌ การปลีไยนปลงทีไกิด
จากกิจกรรมของจุลินทรีย์ละสังกตหในดຌวยสายตา฿นอาหารลีๅยงชืๅอดังกลาว   ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี ชน 

- การปลีไยนปลงความขุนของอาหารลีๅยงชืๅอ 

- การปลีไยนปลงของสีนืไองจากพีอชดยการติมอินดิคตอร์฿นอาหารลีๅยงชืๅอ 

- การ฿ชຌสารคมีทีไท าปฏิกิริยากับสารทีไกิดจากกระบวนการการมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ละท า฿หຌ
คลนีหรืออาหารลีๅยงชืๅอมีสีปลีไยนปลงเป 

สารคมีทีไ฿ชຌท า฿หຌกิดความตกตางซึไงติมลง฿นอาหารลีๅยงชืๅอประภทนีๅเดຌก 
- สารตัๅงตຌน (substrates) ทีไ฿ชຌทดสอบ extracellular enzyme ชน lecithinase, proteinase, 

haemolysin ละ DNase 

- นๅ าตาล ดยการติมอินดิคตอร์ทีไวัดการปลีไยนปลงคาพีอช ชน bromocresol purple หรือ 
methyl red ทีไ฿ชຌทดสอบการสรຌางกรด 



15 

 

-  กรดอะมิน ดยการติมอินดิคตอร์ทีไ฿ชຌวัดความปຓนดางทีไกิดจากการยอยสลายกรดอะมิน 

- สารคมีบางชนิดทีไถูกรีดิวซ์จากกระบวนการมตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ ชน potassium tellurite 

ถูกรีดิวซ์เปปຓนสาร tellurium ซึไงมีสีด า หรือปฏิกิริยารีดิวซ์สาร triphenyl tetrazolium chloride เปปຓน 
formazan ทีไมีสีดง 

- การติมกลือของหลใก (iron salts) พืไอตรวจ hydrogen sulfide ดยการกิดสารสีด าของ iron 

sulfide 

4. Selective / differential media 

ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอทีไ฿ชຌอยางพรหลาย฿นการยกจุลินทรีย์ฉพาะชนิดละท า฿หຌกิดความตกตาง
กันดยจุลินทรีย์อาจอยู฿นกลุมดียวกันหรือมีสายพันธุ์ทีไ฿กลຌคียงกัน ชน MacConkey agar ซึไงประกอบดຌวย
ปบตน ิpeptoneี มีการติมกลือนๅ าดีพืไอ฿ชຌปຓนสารยับยัๅงบคทีรียกรมบวก  ตยอม฿หຌกลุม 

Enterobacteriaceae จริญ (กลุมบคทีรียกรมลบ ชน Escherichia coli, Enterobacter spp., 

Salmonella spp. ละ Proteus spp.) ดยความตกตางทีไกิดขึๅนนืไองมาจากการติมลกตส ิlactoseี 
ละอินดิคตอร์ทีไมีสีดง บคทีรียทีไหมักลกตสเดຌจะ฿หຌคลนีสีดง ชน Escherichia coli ขณะทีไ
บคทีรียทีไหมักลกตสเมเดຌ ชน Salmonella spp. จะ฿หຌคลนีทีไเมมีสี ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 

5. Chemically defined media  

ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอทีไทราบปริมาณทีไนนอนของตละองค์ประกอบของอาหารลีๅยงชืๅอ อาหารลีๅยง
ชืๅอชนิดนีๅอาจปຓน general purpose หรือ selective หรือ differential media กใเดຌ ชน minerals 

modified glutamate medium ซึไง฿ชຌวิคราะห์ปริมาณคลิฟอร์ม฿นนๅ า ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 
6. Selective media  

ปຓนอาหารลีๅยงชืๅอทีไตรียมขึๅนพืไอ฿ชຌยกจุลินทรีย์ฉพาะชนิดทีไตຌองการสารอาหารทีไพิศษ  ดยการ
ติมสารคมีบางชนิดขຌาเปลຌวท า฿หຌชืๅอทีไตຌองการยกจริญเดຌดีขึๅนอาหารลีๅยงชืๅอชนิดนีๅตกตางจาก  

selective medium ดยสารทีไติมขຌาเปพืไอกระตุຌนการจริญของจุลินทรีย์ทีไตຌองการละเมเดຌยับยัๅงการจริญ
ของชืๅออืไนโ ตัวอยางชน Tomato juice agar ฿ชຌลีๅยงชืๅอกลุม lactobacilli ทีไประกอบดຌวยนๅ ามะขือทศ 

ปปตนละ peptonized milk ละมีคาพีอช 6.1 ดยนๅ ามะขือทศดังกลาวมีองค์ประกอบทีไส าคัญ คือ 

มกนีซียมละมงกานีส ซึไงกระตุຌนการจริญของ lactobacilli ตเมเดຌปຓนสารทีไยับยัๅงการจริญของชืๅออืไน 

โ ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 
7. Assay medium  

 อาหารทีไมีสวนประกอบทีไ฿ชຌ฿นการตรวจสอบหาวิตามินตางโ กรดอะมินตางโ ละยาปฏิชีวนะ ิธีร
พร กงบังกิดุ 2546ี 

8. Media for enumeration of bacteria  
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 อาหารทีไมีความจ าพาะจาะจงพืไอ฿ชຌส าหรับตรวจสอบหาปริมาณของบคทีรีย฿นวัตถุอยาง฿ดอยาง
หนึไง ชน นมหรือนๅ านัๅนควรจะตຌองมีสวนประกอบปຓนสารทีไมีความจ าพาะของชืๅอรวมอยูดຌวย     ิธีรพร กง
บังกิดุ 2546ี 

9. Media for characterization  

 อาหารทีไสามารถ฿ชຌจ านกบอกถึงชนิดของจุลินทรีย์ทีไสามารถจะจริญเดຌหรือสรຌางสารบางอยางทีไท า
฿หຌอาหารปลีไยนปลงเป ท า฿หຌสังกตหในความตกตางเดຌ ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 

10. Maintenance media  

 อาหารทีไ฿ชຌกใบรักษาชืๅอละลักษณะทางกายภาพของชืๅอนัๅนจะตຌองปຓนสารอาหารทีไตกตางจาก
อาหารสูตรทีไหมาะสมตอการจริญของชืๅอ พราะอาหารทีไหมาะสมตอการจริญของชืๅอนัๅ นอาจท า฿หຌชืๅอ
จริญเดຌดีละตายรใวขึๅน ชน นๅ าตาลกลูคสทีไปຓนสวนประกอบ฿นอาหารลีๅยงชืๅอจะท า฿หຌชืๅอจริญเดຌดีขึๅน
ละสรຌางกรด รวมทัๅงมตาบอเลต์ ิmetabolite) อยางอืไน ดังนัๅนสูตรอาหารทีไ฿ชຌส าหรับกใบรักษาชืๅอมักจะเม
ติมนๅ าตาลกลูคส หรือติม฿นปริมาณตไ าโ ิธีรพร กงบังกิดุ 2546ี 

ขຌอดีของวิธีการพาะลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหารลีๅยงชืๅอ 

- ปຓนทคนิคทีไงาย 

- สามารถตรวจหาบคทีรียกลุม฿ดกลุมหนึไงเดຌดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอลือกฉพาะชนิด ิ selective 

mediaี หรืออาหารลีๅยงชืๅอทีไจ านกความตกตาง (differential media) 

- สามารถ฿ชຌจ านกละยกชืๅอดยวิธีการยกชืๅอบริสุทธิ์ 
- สามารถตรวจพบชืๅอเดຌมຌ฿นตัวอยางมีชืๅอปริมาณนຌอย ชน วิธีการ spread plate สามารถตรวจ

พบชืๅอยีสต์เดຌตัๅงตมีชืๅอยีสต์฿นปริมาณนຌอย คือ 101 CFU/g (Aquilanti et al., โเเ7ี 
ขຌอดຌอยของวิธีการพาะลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหารลีๅยงชืๅอ 

- ฿ชຌรงงานมาก  
- มีความผันปรสูง 
- ฿ชຌวลานาน นืไองจากการตรวจสอบจุลินทรีย์฿นผลิตภัณฑ์อาหารดຌวยวิธีการพาะลีๅยงชืๅอจะตຌองมี

การ pre-enrichment ละ selective enrichment culture กอนทีไจะท าการลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอพืไอ
ท า฿หຌชืๅอทีไเดຌรับบาดจใบจากกระบวนการปรรูปอาหารฟืຕนตัวละจริญเดຌอยางสมบูรณ์  (Giraffa and 
Neviani, 2001) 

- มีจุลินทรีย์สวนนຌอยทีไสามารถจริญบนอาหารลีๅยงชืๅอเดຌ ท า฿หຌตรวจพบจุลินทรีย์เดຌเมหมด (Giraffa 

and Neviani, 2001) 

- จุลินทรีย์จ านวนมากทีไคัดยกเดຌเมสามารถจ านกประภทเดຌหรือจ านกประภทเดຌอยางเมถูกตຌอง 

(Giraffa and Neviani, 2001) 

- อาหารทีไ฿ชຌพาะลีๅยงชืๅอจุลินทรีย์เมสามารถจ าลองสภาวะทีไหมาะสมของจุลินทรีย์฿นธรรมชาติเดຌ
จริง ชน พีอช หลงคาร์บอน ละความขຌมขຌนของสารอาหารทีไ฿ชຌ฿นการจริญเดຌจริงทัๅงหมด ดังนัๅนจึงเม
สามารถพาะลีๅยงจุลินทรีย์เดຌจ านวนชนิดจริงมากทียบทาจ านวนตามธรรมชาติ 
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4. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์ทีไมีอยู฿นอำหำรดยวิธีกำรลีๅยงบนอำหำรลีๅยงชืๅอ 

4.1 บคทีรียทัๅงหมด  
Dolci ละคณะ ิ2010ี ศึกษาบคทีรียกลุม aerobic mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู฿นนยขใง 

Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 ละ 150 ของการบม ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ Gelatin Peptone 

Agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 48 ชัไวมง ตรวจนับจ านวนบคทีรียทีไมีอยู฿นบริวณ
สวนกลางละผิวหนຌาของนยขใงทีไวันทีไ 30 ของการบมเดຌ 6.4 ละ 6.3 log10CFU/g ตามล าดับ หลังจากนัๅน
บคทีรียทัๅงหมดจะมีจ านวนลดลงจนกระทัไงสิๅนสุดระยะวลาการบม ซึไงตรวจตรวจนับเดຌ 4.3 ละ 5.4 

log10CFU/g ฿นบริวณสวนกลางละผิวหนຌาของนยขใงตามล าดับ 

Magalhães ละคณะ ิ2010ี ศึกษาบคทีรียกลุม mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู฿น sugary Brazilian 

kefir ซึไงปຓนผลิตภัณฑ์ครืไองดืไมพืๅนมืองของประทศบราซิล ดยท าการศึกษาทีไระยะวลา 0, 6, 12, 18 ละ 
24 ชัไวมงของการหมักบบดัๅงดิม ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ Nutrient agar บมชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศาซลซียส 
ปຓนวลา 48 ชัไวมง ตรวจนับบคทีรียริไมตຌนเดຌ 5.81 log10CFU/g ละมีจ านวนสูงสุดทากับ 8.21 

log10CFU/g ฿นชัไวมงทีไ 24 ของการหมัก 

Nguyen ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับบคทีรียทัๅงหมดทีไมีอยู฿น Nem chua อาหารหมักพืๅนมือง
ประภทนืๅอของประทศวียดนาม ทีไมีระยะวลา฿นการหมัก 3-4 วัน ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ Nutrient agar 

ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 ชัไวมง ตรวจนับบคทีรียทัๅงหมดทีไวันทีไ 0 ของการ
หมักเดຌ 7.6 log10CFU/g ละมีจ านวนพิไมขึๅนปຓน 8.9 log10CFU/g ฿นวันทีไ 2 ของการหมัก หลังจากนัๅนจะมี
จ านวนลดลงปຓน 8.5 log10CFU/g ฿นวันทีไ 4 ของการหมัก 

Carraro ละคณะ ิ2011ี ตรวจนับจ านวนบคทีรียกลุม aerobic mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู฿น
นยขใง Montasio ทีไระยะวลาตางโ ของการบม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 ละ 150 ดย฿ชຌอาหาร
ลีๅยงชืๅอ Gelatin Sugar-Free Agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 48-72 ชัไวมง ตรวจ
นับจ านวนบคทีรียทีไวันทีไ 2 ของการบมเดຌ 6 log10CFU/g ละมีจ านวนลดลงรืไอยโ จนกระทัไงมีจ านวน 
4.48 log10CFU/g ฿นวันทีไ 150 ของการบมนยขใง 

Madoroba ละคณะ ิ2011ี ศึกษาบคทีรียกลุม aerobic ทัๅงหมดทีไมีอยู฿น Ting อาหารหมัก
พืๅนมืองของประทศอฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศาซลซียส ดย฿ชຌอาหาร Plate 

Count Agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 72 ชัไวมง จากการศึกษาพบวาทีไชัไวมงทีไ 0 

ของหมักบคทีรียทัๅงหมดมีจ านวนนຌอย ตมืไอระยะวลา฿นการหมักพิไมขึๅนบคทีรียทัๅงหมดมีการพิไม
จ านวนมากขึๅนอยางตอนืไองตลอดระยะวลาการหมักจนกระทัไงสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไวมงทีไ 54 ดยมี
จ านวนพิไมขึๅนจากชัไวมงทีไ 0 ประมาณ 104 CFU/ml 

4.2 บคทีรียลกติก  

Magalhães ละคณะ ิ2010ี ศึกษาบคทีรียลกติกกลุม Lactobacillus, Lactococcus, 

Streptococcus ละ Leuconostoc ทีไมีอยู฿น sugary Brazilian kefir ซึไงปຓนผลิตภัณฑ์ครืไองดืไมพืๅนมือง
ของประทศบราซิล ดยท าการศึกษาทีไระยะวลา 0, 6, 12, 18 ละ 24 ชัไวมงของการหมักบบดัๅงดิม ดย
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฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ MRS agar, M17 agar,  Edwards modified agar ละ LUSM agar ฿นการตรวจหา
บคทีรียลกติกกลุม Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ละ Leuconostoc ตามล าดับ บม
ชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศาซลซียส ปຓนวลา 48 ชัไวมง จากการศึกษาพบวาบคทีรียลกติกทุกกลุมมีจ านวน
พิไมขึๅนตลอดระยะวลาการหมัก ดยมีจ านวนสูงสุด฿นชัไวมงทีไ 24 ของการหมัก฿นจ านวน฿กลຌคียงกัน คือ 108 

CFU/g ละจากการทียบคียงสายพันธุ์ของบคทีรียลกติกทีไคัดยกเดຌจากการพาะลีๅยงดຌวยอาหารลีๅยง
ชืๅอ พบวาบคทีรียลกติกทีไพบสวน฿หญ฿นผลิตภัณฑ์ครืไองดืไมชนิดนีๅ คือ Lactobacillus paracasei ซึไง
ตรวจพบตัๅงตชัไวมงทีไ 0 จนถึงชัไวมงทีไ 24 ของการหมัก สวนบคทีรียลกติกสายพันธุ์อืไนทีไตรวจพบ เดຌก 
Lactobacillus parabuchneri ละ Lactobacillus kefir ิตรวจพบตัๅงตชัไวมงทีไ 0 จนถึงชัไวมงทีไ 24 ของ
การหมักีุ Lactobacillus casei ิตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0, 12, 18 ละ 24ี, Lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei ิตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0, 6 ละ 24ี, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans ละ 
Lactobacillus buchneri ิตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 24ี, Lactococcus lactis ิตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0, 18 ละ 
24ี ละ Leuconostoc citreum ิตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 12, 18 ละ 24ี 

Nguyen ละคณะ ิ2010ี ตรวจหาบคทีรียลกติกทัๅงหมดทีไมีอยู฿น Nem chua อาหารหมัก
พืๅนมืองประภทนืๅอของประทศวียดนาม ทีไมีระยะวลา฿นการหมัก 3-4 วัน ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ MRS 

agar ทีไติมคลซียมคาร์บอนต ิ1% CaCO3ี ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 ชัไวมง 
พบวาบคทีรียลกติกทีไตรวจพบ฿น Nem chua ภายหลังจากการทียบคียงสายพันธุ์ คือ Lactobacillus 

plantarum  

Carraro ละคณะ ิ2011ี ตรวจหาบคทีรียลกติกกลุม lactobacilliุ lactococci ละ 
enterococci ทีไมีอยู฿นนยขใง Montasio ทีไระยะวลาตางโ ของการบม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 

ละ 150 ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ MRS agar ฿นการตรวจหา lactobacilli ดยบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 ละ 45 

องศาซลซียส ปຓนวลา 48 ชัไวมง฿นสภาวะเรຌอากาศ ฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ M17 agar ฿นการตรวจหา 
lactococci บมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 ละ 45 องศาซลซียส ปຓนวลา 48 ชัไวมง ละ฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ 

Slanetz and Bartley agar ฿นการตรวจหา enterococci ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 45 องศาซลซียส ปຓน
วลา 48 ชัไวมง จากการทียบคียงสายพันธุ์บคทีรียลกติกทีไคัดยกเดຌพบวาปຓน Streptococcus 

thermophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus fermentum, 

Lactobacillus helveticus, Lactobacillus maltaromicus, Lactobacillus rhamnosus, 

Lactococcus lactis, Lactococcus raffinolactis, Leuconostoc mesenteroides spp. 

mesenteroides, Carnobacterium maltaromaticum, Pediococcus acidilactici, Pediococcus 

pentosaceus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,   Enterococcus durans, ละ 

Weissella viridescens   

Madoroba ละคณะ ิ2011ี ศึกษาบคทีรียลกติกกลุม lactobacilli, lactococci ละ 
enterococci ทีไมีอยู฿น Ting อาหารหมักพืๅนมืองของประทศอฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 
25 องศาซลซียส ดย฿ชຌอาหาร MRS-5 agar, M17 agar ละ ESA agar ส าหรับตรวจนับบคทีรียกลุม 
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lactobacilli, lactococci ละ enterococci ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24-48 

ชัไวมง จากการศึกษาพบวา฿นชัไวมงทีไ 0 ของการหมักตรวจนับบคทีรียลกติกกลุม lactococci ละ 
enterococci เดຌมากกวากลุม lactobacilli ละมืไอสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไวมงทีไ 54 พบวาบคทีรีย
ลกติกกลุม lactobacilli มีจ านวนพิไมขึๅนมากกวากลุม lactococci ละ enterococci ฿นขณะทีไบคทีรีย
ลกติกกลุม lactococci ละ enterococci มีจ านวนลดลง มืไอท าการทียบคียงสายพันธุ์ของบคทีรียลก
ติกทีไคัดยกเดຌพบวา บคทีรียลกติกทีไตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0 ของการหมัก คือ Enterococcus mundtii 

สวนบคทีรียลกติกทีไตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 54 ของการหมัก คือ Enterococcus faecalis, Lactobacillus 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum,  Weissella 

cibaria ละ Lactococcus lactis 

4.3 Enterobacteriaceae 

Aquilanti ละคณะ ิ2007ี ศึกษาคลิฟอร์มละ E. coli  ฿น Ciauscolo salami ซึไงปຓนเสຌกรอก
หมักชนิดหนึไงของประทศอิตาลี฿นวันทีไ 0, 1, 3, 10, 20, 30 ละ 45 ของกระบวนการหมัก ดย฿ชຌอาหาร
ลีๅยงชืๅอ Coli-ID medium บมชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศาซลซียส ปຓนวลา 24-48 ชัไวมง ตรวจนับจ านวนคลิ
ฟอร์ม฿นวันทีไ 0  เดຌ 1.90 log10CFU/g ละมีจ านวนลดลงหลังจาก 24 ชัไวมงของการหมัก ละเมพบคลิ
ฟอร์มลยหลังจากวันทีไ 20 ของการหมัก 

Dolci ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับคลิฟอร์ม฿นนยขใง Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 

ละ 150 ของการบม ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ Violet red bile lactose agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศา
ซลซียส ปຓนวลา 24 ชัไวมง พบวาตลอดระยะวลาการบมคลิฟอร์มมีจ านวนลดลงจนกระทัไงตรวจเมพบ฿น
วันทีไ 150 ของการบม 

Carraro ละคณะ ิ2011ี ศึกษาคลิฟอร์ม ละบคทีรียกลุม Enterobacteriaceae ทีไมีอยู฿นนย
ขใง Montasio ทีไระยะวลาตางโ ของการบม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 ละ 150 ดย฿ชຌอาหารลีๅยง
ชืๅอ ColiID Medium ฿นการตรวจหาคลิฟอร์ม ละอาหารลีๅยงชืๅอ Violet Red Bile Glucose Agar ฿นการ
ตรวจหา Enterobacteriaceae บมชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 ชัไวมง พบวาคลิฟอร์ม
ละบคทีรียกลุม Enterobacteriaceae มีปริมาณลดลงหลังจากวันทีไ 2 ของการบมละตรวจเมพบตัๅงต
วันทีไ 30 ของการบมนยขใง  

Madoroba ละคณะ ิ2011ี ศึกษาบคทีรียกลุม Enterobacteriaceae ทีไมีอยู฿น Ting อาหาร
หมักพืๅนมืองของประทศอฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศาซลซียส ดย฿ชຌอาหาร 
Violet Red Bile Agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศาซลซียส ปຓนวลา 24-48 ชัไวมง จากการศึกษาตรวจ
พบวามืไอสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไวมงทีไ 54 มีการปนปืຕอนของ Enterobacteriaceae ฿นอาหารหมัก
ชนิดนีๅ 

4.4 ยีสต์ละรา 
Dolci ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับยีสต์฿นนยขใง Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 ละ 

150 ของการบม ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ Malt Agar ทีไมีการติม tetracycline ตรวจพบยีสต์มากทีไบริวณ
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ผิวหนຌาของนยขใงทีไวันทีไ 30 ของการบม ดยตรวจนับเดຌ 5.5 log10CFU/g ตมืไอระยะวลาการบมนานขึๅน
ยีสต์ทีไตรวจพบจะมีจ านวนลดลง ดยนยขใงทีไมีระยะวลาการบม 150 วันตรวจนับยีสต์฿นบริวณสวนกลาง
ละผิวหนຌาของนยขใงเดຌประมาณ 2 log10CFU/g 

Magalhães ละคณะ ิ2010ี ศึกษายีสต์ทีไมีอยู฿น sugary Brazilian kefir ซึไงปຓนผลิตภัณฑ์
ครืไองดืไมพืๅนมืองของประทศบราซิล ดยท าการศึกษาทีไระยะวลา 0, 6, 12, 18 ละ 24 ชัไวมงของการหมัก
บบดัๅงดิม ดย฿ชຌอาหารลีๅยงชืๅอ MYGP agar ทีไติม chloramphenicol 100 มิลลิกรัม ละ 

chlortetracycline 50 มิลลิกรัม พืไอยับยัๅงการจริญของบคทีรีย บมชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศาซลซียส ปຓน
วลา 5 วัน จากการศึกษาพบวาทีไชัไวมงทีไ 0 ยีสต์มีจ านวนนຌอยกวา 6 log10CFU/g ละมีจ านวนพิไมขึๅนตลอด
ระยะวลาการหมัก ดยทีไชัไวมงทีไ 24 จะมีจ านวนพิไมขึๅนปຓน 7.31 log10CFU/g ละจากการทียบคียงสาย
พันธุ์ของยีสต์ทีไคัดยกเดຌจากการพาะลีๅยงดຌวยอาหารลีๅยงชืๅอ พบวายีสต์ทีไพบปຓนสวนมาก฿นผลิตภัณฑ์
ครืไองดืไมชนิดนีๅ คือ Saccharomyces cerevisiae ซึไงตรวจพบตัๅงตชัไวมงทีไ 0 จนถึงชัไวมงทีไ 24 ของการ
หมัก รองลงมา คือ Kluyveromyces lactis ทีไตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0, 6, 18 ละ 24 

Wu ละคณะ ิ2012ี ศึกษาความหลากหลายของยีสต์฿นนๅ าสຌมสายชูของประทศจีน ดย฿ชຌอาหาร
ลีๅยงชืๅอ YPD agar ละบมชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 3 วัน จากการทียบคียงสายพันธุ์ของ
ยีสต์ทีไคัดยกเดຌ พบวายีสต์ทีไตรวจพบสวน฿หญคือ Saccharomyces cerevisiae นืไองจากสามารถพิไม
จ านวนเดຌรวดรใวกวายีสต์ชนิดอืไน อีกทัๅงนๅ าสຌมสายชูมีสภาวะ฿นการหมักทีไหมาะสมตอการจริญของยีสต์ชนิด
นีๅ สวนยีสต์ทีไตรวจพบ฿นปริมาณนຌอย฿นตัวอยางนๅ าสຌมสายชู คือ Pichia anomala 

 

5. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์ดยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

ปัจจุบันวิธีทางชีวมลกุลทีไนิยม฿ชຌ฿นการศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรีย คือ  ทคนิค 
Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ซึไงปຓนวิธีการ
ทางอิลใคทรฟรซิสทีไสามารถตรวจสอบความตกตางระหวางชิๅนสวนดีอในอทีไมีขนาดทากัน ตมีล าดับ     
นิวคลีอเทด์ตกตางกัน นืไองจากชิๅนสวนดีอในอสามารถยก฿น denaturing gradient gel ดยอาศัย
หลักการการสียสภาพของดีอในอทีไตกตางกัน ดย฿นอะคริลาเมด์จล ิacrylamide gel) สภาวะทีไท า฿หຌดี
อในอสียสภาพ คือ ยูรีย ิurea) ละฟอร์มาเมด์ (formamide) ซึไงสารละลาย denaturant 100ั 
ประกอบดຌวย 7M urea ละ 40ั formamide ฿นนๅ า อุณหภูมิทีไ฿ชຌ฿นการท าอิลใคทรฟรซิสตຌองคงทีไ
ระหวาง 55-66 องศาซลซียส ดยสวน฿หญจะ฿ชຌอุณหภูมิ 60 องศาซลซียส (Ercolini, 2004)  

ทคนิค PCR-DGGE ประกอบดຌวยขัๅนตอนทีไส าคัญ 2 ขัๅนตอน คือ การพิไมจ านวนยีนของกลุม
จุลินทรีย์ทีไ encode สวนของยีน 16S rRNA ดຌวยทคนิคการพิไมปริมาณดีอในอหรือทีไรียกกันทัไวเปวาทคนิค 
PCR ิPolymerase Chain Reaction) ละการยกชิๅนของยีน 16S rRNA ดยวิธีการยกสารดຌวยเฟฟງา 
ิelectrophoresisี บนผนจล ดยการยกจะอาศัยหลักการการสียสภาพทีไพิไมขึๅนของดีอในอสายคู ดย
การพิไมความขຌมขຌนของ denaturant ละท า฿หຌบางสวนของดีอในอสายคูยกออกจากกัน฿นบริวณทีไ
รียกวา melting domains มืไอถึงจุดนีๅการคลืไอนทีไของดีอในอบนจลจะลดลง ชิๅนสวนดีอในอทีไมีล าดับ 
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นิวคลีอเทด์ตกตางกันจะมีคาอุณหภูมิ฿นการหลอม (melting temperature, Tm) ตางกัน ท า฿หຌชิๅนสวนของ
ดีอในอคลืไอนทีไเปบนจล฿นระยะทางทีไตกตางกัน ชิๅนสวนดีอในอทีไมีความยาวทากัน ตมีล าดับนิวคลีอ
เทด์ทีไตกตางกันสามารถยกออกเดຌดຌวยทคนิค DGGE ดยชิๅนสวนดีอในอทีไมีความยาวทากันตมีล าดับนิ
วคลีอเทด์ทีไตกตางกันจะมีอุณหภูมิ฿นการหลอมทีไเมทากัน ดังนัๅนดีอในอทีไเดຌจากการพิไมปริมาณดีอในอ
ดຌวยทคนิค PCR จะวิไงเปบน DGGE gel ฿นระยะทางทีไเมทากัน (Ercolini, 2004)  

ขัๅนตอนทัไวเปของการวิคราะห์กลุมจุลินทรีย์ดยวิธี PCR-DGGE ประกอบดຌวย ิMuyzer and 

Smalla, 1998ี 
1.  การสกัดดีอในอหรืออาร์อในอ 

2.  การพิไมจ านวนยีนทีไ encode สวนของยีน 16S rRNA ดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌเพรมอร์ 
ิprimerี ทีไหมาะสม (ตารางทีไ 1)  

3.  การวิคราะห์ยีนทีไพิไมจ านวนขึๅนจากทคนิค PCR ดຌวยการ฿ชຌทคนิค genetic fingerprint ชน 
DGGE หรือ Temporal Temperature Gradient Electrophoresis (TTGE) 

มีการน าทคนิค PCR-DGGE มา฿ชຌทัไวเปพืไอศึกษากลุมจุลินทรีย์฿นสิไงวดลຌอมหรืออาหาร นืไองจาก
ปຓนทคนิคทีไ฿หຌลายพิมพ์ดีอในอของกลุมจุลินทรีย์ภายหลังการสกัดดีอในอของกลุมจุลินทรีย์฿นตัวอยางทีไ
ตกตางกัน ตัวอยางทีไมีอยู฿นสิไงวดลຌอม ชน น าตัวอยางอาหารมาสกัดดีอในอท า฿หຌเดຌดีอในอของบคทีรีย
สายพันธุ์ตางโ ซึไงอยูรวมกัน฿นตัวอยางอาหาร ลຌว฿ชຌดีอในอหลานีๅปຓน template ส าหรับการพิไมปริมาณ
ผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ของชิๅนสวนดีอในอ ดยผลผลิตดีอในอของบคทีรียสายพันธุ์ตางโ ทีไเดຌ
จะมีขนาดทากันตมีล าดับนิวคลีอเทด์ทีไตกตางกันซึไงสามารถยกเดຌดยทคนิค DGGE ท า฿หຌเดຌลายพิมพ์ดี
อในอทีไประกอบดຌวยดีอในอหลายถบ band ซึไงมีความสัมพันธ์กับจุลินทรีย์สายพันธุ์ตางโ ทีไมีอยู฿นตัวอยาง 
การตรวจสอบสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ ท าเดຌดยการน าถบ band ดีอในอทีไปรากฏมาท า฿หຌบริสุทธิ์ละน าเป
วิคราะห์ล าดับนิวคลีอเทด์ของดีอในอดังรูปทีไ 3 (Ercolini, 2004)  

จากหตุผลทีไทคนิค DGGE สามารถน ามา฿ชຌวิคราะห์องค์ประกอบ ชนิดหรือประชาคม 
ิcommunityี ของบคทีรีย฿นธรรมชาติเดຌปຓนอยางดี จึงมีการน าทคนิค DGGE มา฿ชຌ฿นการศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ พบวาการ฿ชຌทคนิค PCR-DGGE สามารถจ านกจุลินทรีย์เดຌดีกวาทคนิคการ
พาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอ นืไองจากทคนิคการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอจะสามารถตรวจสอบจุลินทรีย์
เดຌฉพาะสายพันธุ์ทีไสามารถจริญบนอาหารลีๅยงชืๅอทีไลือกน ามา฿ชຌตรวจสอบเดຌ  ทคนิคทางชีวมลกุล
ดยฉพาะอยางยิไงการวิคราะห์ล าดับนิวคลีอเทด์ของยีน 16S rRNA จึงชวยท า฿หຌการวิคราะห์ชนิดของ
บคทีรีย฿นสิไงวดลຌอมหรืออาหารมีความถูกตຌองมากขึๅน (Giraffa and Neviani, 2001; Ercolini, 2004) 
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ตำรำงทีไ 1 PCR primers used for DGGE analysis of DNA from microbial communities directly     

extracted from food. 

 

Primer (5'-3') Region Target Applications to food 

products 

HDA1 (ACTCCTACGGG 

AGGCAGCAG) 

and HDA2 (GTATTACCG  

CGGCTGCTGGCAC) 

P3 (GGAATCTTCCACA 

ATGGGCG) and 

P4 (ATCTACGCATTTC 

ACCGCTAC) 

357f (TACGGGAGGCA 

GCAG) and 

 518r (ATTACCGCGGC  

TGCTGG) 

L1 (CAGCAGTAGGGA    

ATCTTCC) and 

HDA2 (GTATTACC 

GCGGCTGCTGGCAC 

Lac1 (AGCAGTAGGGA   

ATCTTCCA) and 

 Lac2 (ATTYCACCGCT    

ACACATG) 

Com1 (CAGCAGCCGCG 

TAATAC) and 

Com2-Ph 

(CCGTCAATTCCTTTG 

AGTTT) 

HDA4 

(GCGGTGGAGCATGTG 

GTTTA) and HDA5  

 

16S V3 

 

 

 

16S V3 

 

 

 

16S V3 

 

 

 

16S V3 

 

 

 

16S V3-

V4 

 

 

16S V4-    

V5 

Bacteria 

 

 

 

Bacteria 

 

 

 

Bacteria 

 

 

 

Lactobacillus 

Pediococcus, 

Leuconostoc, 

Weissella 

Lactobacillus, 

Pediococcus, 

Leuconostoc, 

Weissella 

Bacteria 

 

 

 

 

16S V6 

Whiskyุ fermented sausages 

and yoghurt 

 

 

Fermented sausages 

 

 

 

Yoghurt 

 

 

 

Sourdough 

 

 

 

Sourdough 

 

 

 

Dairy products 

 

 

 

 

Whisky 
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ตำรำงทีไ 1 (ตอ) 

 

Primer (5'-3') Region Target Applications to food 

products 

(CCTTCCTCCGGTTTGT  

CACC) 

U968 (AACGCGAAGAA 

CCTTAC) and L1401 

(GCGTGTGT 

ACAAGACCC) 

Ec1055 (ATGGCTGTCG 

TCAGCT) and  

Ec1392 (ACGGGCGGTG 

TGTAC) 

Euk1427f (TCTGTGATG 

CCCTTAGAT) and 

Euk1616r (GCGGTGTGT  

ACAAAGGGCAGGG) 

NL1 (GCCATATCAATA    

AGCGGAGGAAAAG) and 

LS2 (ATTCCCAAACAA 

CTCGACTC) 

 

 

16S V6-V8 

 

 

 

16S V9 

 

 

 

18S 

 

 

 

26S 

 

 

Bacteria 

 

 

 

Bacteria 

 

 

 

Eukaryote 

 

 

 

Eukaryote 

 

 

Dairy products and 

fermented sausages 

 

 

Fermented sausages 

 

 

 

Cassava and pozol 

 

 

 

Milk and wine 

ทีไมา : Ercolini (2004) 
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รูปทีไ ใ Flow diagram of the application of PCR-DGGE analysis to food samples. 

ทีไมำ : Ercolini (2004) 
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ขຌอดีของทคนิค DGGE  

- ฿ชຌศึกษาวิวัฒนาการของสิไงมีชีวิตละความหลากหลายของจุลินทรีย์ดยเม ตຌองท าการยก
จุลินทรีย์ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- ฿ชຌศึกษาปรากฏการณ์ละพฤติกรรมของจุลินทรีย์ ชน ฿นระยะ viable but non-cultivable 

ิVNC) state หรือการเดຌรับบาดจใบของจุลินทรีย์ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- เดຌรับขຌอมูลทางดຌาน phylogenetic ของกลุมประชากรดยตรง (Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีความรวดรใวละมีประสิทธิภาพ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- สามารถตรวจสอบชืๅอยีสต์เดຌหลากหลายกวาทคนิคการยกชืๅอจุลินทรีย์  (Aquilanti et al., 

2007ี  
ขຌอดຌอยของ PCR-DGGE 

- อาจกิดความผิดพลาดจากการทคนิค PCR ชน กิดการปนปืຕอนของดีอในอทีไเมตຌองการ ท า฿หຌ
กิดการพิไมปริมาณดีอในอทีไปนปืຕอนปຓนผล฿หຌกิดผลบวกปลอม ิfalse positiveี ดยการปนปืຕอนอาจกิด
จากขัๅนตอนการสกัดดีอในอ มือ ละผิวหนังของผูຌท าการทดลอง (Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีการพิไมปริมาณดีอในอของซลล์฿นตัวอยางชืๅอจุลินทรีย์ทีไตายลຌว (Giraffa and Neviani, 

2001) 

- มຌวาทคนิค DGGE จะสามารถบงบอกถึงการปลีไยนปลงของจุลินทรีย์฿นตัวอยางอาหารเดຌ ดย
การดูการมีอยู ิappearanceี หรือหายเป ิdisappearanceี ของถบดีอในอบนจล ต DGGE pattern เม
สามารถบงบอกเดຌดยตรงถึงจ านวนทีไทຌจริงของจุลินทรีย์ทีไมีอยู พราะขຌอมูลทีไเดຌรับนัๅนเดຌมาจากการพิไม
จ านวนดีอในอดย฿ชຌทคนิค PCR ละปຓนขຌอมูลทีไปรียบทียบกับขຌอมูล฿นฐานขຌอมูลหรือ Database 

(Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีความสีไยง฿นการรบกวนหรือปลีไยนปลงครงสรຌางจุลินทรีย์฿นขัๅนตอนการสกัดดีอในอของ
จุลินทรีย์จากตัวอยางอาหาร (Giraffa and Neviani, 2001) 

- การปรากฏ multiple copies ของยีน 16S rRNA ของจุลินทรีย์สายพันธุ์ตางโ ปຓนปัญหา฿น
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไ฿ชຌทคนิค DGGE นืไองจากจุลินทรีย์ตละสายพันธุ์จะมีถบ band 

ดีอในอทีไเดຌจากการวิคราะห์ดຌวย DGGE กิดขึๅนเดຌหลายถบ band ถຌาน ายีน  16S rRNA มาวิคราะห์ 
DGGE ดยตรง (Fontana et al., 2005b) 

- การวิคราะห์ตัวอยางดีอในอทีไมีจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์รวมกันอยูดຌวยทคนิค PCR-DGGE อาจ
กิด heteroduplex ฿นขัๅนตอนการพิไมปริมาณดีอในอดຌวยทคนิค PCR ดยสายดีอในอของจุลินทรีย์สาย
พันธุ์หนึไงจะเปจับกับสายดีอในอของจุลินทรีย์อีกสายพันธุ์หนึไง ิAquilanti et al., 2007ี  

- การกิด chimeric molecules ซึไงสามารถกຌเขเดຌดยการปรับปรุงสภาวะการท า PCR ชน การ
พิไมระยะวลาของ elongation time ฿นกระบวนการท า PCR ละการลดจ านวนรอบ฿นการท า PCR 

ิAquilanti et al., 2007ี  
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- สามารถตรวจวิคราะห์จุลินทรีย์เดຌมืไอมีปริมาณจุลินทรีย์ตัๅงต แเไ CFU/g ดยขึๅนอยูกับ  สปชีส์
ละสายพันธ์ของจุลินทรีย์ ประสิทธิภาพ฿นการสกัดดีอในอละการพิไมปริมาณดีอในอดຌวยทคนิค PCR 

นืไองจากมีการยงจับกันระหวางตัวอยางดีอในอ฿นขัๅนตอนการท า PCR (Fontana et al., 2005b) 

- เมสามารถยกชิๅนสวนดีอในอทีไมีความยาวมากกวา 500 bp เดຌ (Giraffa and Neviani, 2001) 

 

6. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์ดยทคนิค DGGE 

Dolci ละคณะ ิ2010ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿นนยขใง Castelmagno PDO ดย
ท าการสกัดดีอในอจากตัวอยางนยขใง฿นวันทีไ 60 ละ 150 ของการบม ลຌวพิไมปริมาณดีอในอทีไสกัดเดຌ
ดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌเพรมอร์ 338f-GC ละ 518r ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของบคทีรียตรงต าหนง 
V3 ฿นสวนของยีน 16S rRNA จากนัๅนท าการยกถบดีอในอของผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ดຌวย
ทคนิค DGGE ลຌวท าการทียบคียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จากการศึกษาพบวาบคทีรียลกติกทีไมีบทบาท
ส าคัญ฿นกระบวนการบมนยขใง Castelmagno PDO คือ Lactococcus lactis ดยนยขใงทีไมีระยะวลา
การบม 60 วันตรวจพบชืๅอ Lactobacillus helveticus, Streptococcus agalactiae ละ 
Sphingomonas sp. สวนนยขใงทีไมีระยะวลาการบม 150 วัน ตรวจพบชืๅอ Strep. agalactiae, L. lactis 

subsp. cremoris ละ L. lactis 

Magalhaes ละคณะ ิ2010ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿น sugary Brazilian kefir ซึไง
ปຓนผลิตภัณฑ์ครืไองดืไมพืๅนมืองทีไมีกระบวนการหมักบบดัๅงดิมของประทศบราซิล ดยท าการกใบตัวอยางทีไ
ระยะวลา 0, 6, 12, 18 ละ 24 ชัไวมงของการหมัก น ามาสกัดดีอในอของชืๅอจุลินทรีย์จากตัวอยางละพิไม
ปริมาณดีอในอดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌเพรมอร์ 338f-GC ละ 518r ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของ
บคทีรียตรงต าหนง V3 ฿นสวนของยีน 16S rRNA ละ฿ชຌเพรมอร์ NS3-GC ละ YM951r ส าหรับพิไม
ปริมาณดีอในอของยีสต์฿นสวนของยีน 18S rRNA จากนัๅนท าการยกถบดีอในอของผลผลิตดีอในอหรือ 
PCR product ดຌวยทคนิค DGGE ลຌวท าการทียบคียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จากการศึกษาตรวจพบ
บคทีรียลกติกสายพันธุ์ Lact. paracaseiุ Lact. parabuchneri, Lact. kefiriุ L. lactisุ Lact. casei, 
Lact. paracasei subsp. paracasei ละ Leu. citreum สวนยีสต์ทีไตรวจพบ คือ Sac. cerevisiae ละ 
Kluy. lactis ดยบคทีรียละยีสต์ทีไตรวจพบทัๅงหมดนีๅตรวจพบทีไตลอดระยะวลาการหมัก 

Madoroba ละคณะ ิ2011ี ศึกษาความหลากหลายของบคทีรีย฿น Ting อาหารหมักพืๅนมือง
ของประทศอฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศาซลซียส ดยท าการสกัดดีอในอจาก
ตัวอยาง Ting ฿นชัไวมงทีไ 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ,42, 48 ละ 54 ของการหมัก ลຌวพิไมปริมาณดีอในอทีไ
สกัดเดຌดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌเพรมอร์ F357-GC ละ 518R ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของบคทีรียตรง
ต าหนง V3 ฿นสวนของยีน 16S rRNA จากนัๅนท าการยกถบดีอในอของผลผลิตดีอในอหรือ PCR 

product ดຌวยทคนิค DGGE ลຌวท าการทียบคียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ พบวาบคทีรียลกติกทีไตรวจพบ
฿นอาหารหมักชนิดนีๅทีไระยะวลาตางโ ของการบม เดຌก Ec. mundii (ตรวจพบ฿นชัไวมงทีไ 0), W. cibaria 

ละ L. lactis (ตรวจพบตลอดระยะวลาการหมักตัๅงตชัไวมงทีไ 18), Lact. curvatus (ตรวจพบตลอด
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ระยะวลาการหมักตัๅงตชัไวมงทีไ 12), Ec. faecalis, Lact. plantarum, Lact. fermentum ละ Lact. 

rhamnosus (ตรวจพบทีไชัไวมงทีไ 54) นอกจากนีๅยังตรวจพบ Enterobacteriaceae ตลอดระยะวลาการหมัก
ภายหลังจากชัไวมงทีไ 6 ของการหมัก 

Xu ละคณะ ิ2011ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿นนๅ าสຌมสายชู Zhenjiang ของประทศ
จีน ดยท าการสกัดดีอในอจากตัวอยางนๅ าสຌมสายชูทีไระยะวลาตางโ ของการหมัก คือ วันทีไ 1, 5, 7, 10, 15 

ละ 20 ดย฿ชຌเพรมอร์ P2 ละ P3-GC ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของบคทีรียตรงต าหนง V3 ฿นสวน
ของยีน 16S rRNA เพรมอร์ N3-GC ละ YM951r ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของยีสต์฿นสวนของยีน 18S 

rRNA จากนัๅนท าการยกถบดีอในอของผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ดຌวยทคนิค DGGE ลຌวท าการ
ทียบคียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ พบวาบคทีรียทีไตรวจพบ฿นนๅ าสຌมสายชูตลอดระยะวลาของการหมัก เดຌก 
S. gallinarum, Lact. acetotolerans, Lact. gallinarum, Lact. crispatus, Flavobacterium sp., 

Lact. panis, S. kloosii, Lact. pontis, A. pomorum ละ A. pasteurianus สวนยีสต์ทีไตรวจพบ฿น
นๅ าสຌมสายชูตลอดระยะวลาการหมัก เดຌก Sac. cariocanus, Sac. paradoxus ละ Sac. bayanus 

นอกจากนีๅยังตรวจพบ Sac. cerevisiae ฿นนๅ าสຌมสายชู฿นวันทีไ 15 ละ 20 ของการหมัก 
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บททีไ 3 

วิธีกำรด ำนินกำรวิจัย 

 

วัสดุละอุปกรณ์  
1. ตัวอยางบูด ู

     ปຓนบูดทูีไหมัก฿นชวงวลาตางโ ซึไงท าการหมักดยกลุมมบຌาน฿นอ าภอสายบุรี จังหวัดปัตตานี 
2. อาหารลีๅยงชืๅอ 

- Casein agar บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

- Plate count agar บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

- MRS agar (de Man Rogosa and Sharp) บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 

- MacConkey agar บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

- Potato dextrose agar บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

- อาหาร basal medium ฿น 1 ลิตร ประกอบดຌวย ิกรัมี: tryptone 1.0; yeast extract 

1.0; K2HPO4 2.0; KH2PO4 1.0; (NH4)2SO4 1.0; MgSO4.7H2O 0.2 ละ Nacl2 โเเ พีอช 7.เ ปรับ
ปริมาตร฿หຌเดຌ 1 ลิตรดຌวยนๅ ากลัไน ิส าหรับ basal medium agar ติม agar แ5 กรัมี 

- Nutrient Broth (NB) ฿น 1 ลิตร ประกอบดຌวย (กรัม): beef extract ใ; peptone 5; ปรับ
ปริมาตร฿หຌเดຌ 1 ลิตรดຌวยนๅ ากลัไน ิส าหรับ nutrient agar ติม agar แ5 กรัมี 

3. สารคมี 

- สารคมีส าหรับยຌอมกรม ประกอบดຌวย crystal violet, gram iodine, อลกอฮอล์ 95 

ปอร์ซในต์ ละ safranin 

- Absolute ethanol ยีไหຌอ Bio Basic บริษัท Bio Basic Inc., Canada 

- Acrylamide ยีไหຌอ Bio Basic บริษัท Bio Basic Inc., Canada 

- Ammonium persulphate ยีไหຌอ BioChemica บริษัท AppliChem Inc., Germany 

- Bis-acrylamide ยีไหຌอ Amresco® บริษัท Amresco Inc., USA 

- Cycloheximide บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 

- EDTA บริษัท Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 

-   EmeraldAmp®GT PCR Master Mix ยีไหຌอ EmeraldAmp® บริษัท Takara 

Biotechnology (Dalian) Co., Ltd., Japan 

- Formamide ยีไหຌอ Amresco® บริษัท Amresco Inc., USA 

- Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) ยีไหຌอ Geneaid บริษัท Geneaid 

Biotech Ltd., Taiwan 
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- Glacial acetic acid บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 

- HCl บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 

- NaCl บริษัท Labscan Asia Co., Ltd., Thailand 

- NaOH บริษัท Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 

- PCR purification kit ยีไหຌอ QIAquick บริษัท QIAGEN Inc., USA 

- Primer U968f ละ L1378r บริษัท AITbiotech Pte. Ltd., Singapore 

- Sodium azide บริษัท Ajax Finechem Pty. Ltd., Australia 

- SYBR Gold ยีไหຌอ SYBR® บริษัท Invitrogen, USA 

- TEMED ยีไหຌอ BIO-RAD บริษัท Bio-Rad Laboratories Ltd., England 

- Tris-base ยีไหຌอ Bio Basic บริษัท Bio Basic Inc., Canada 

- Urea ยีไหຌอ Amresco® บริษัท Amresco Inc., USA 

 

4. อนเซม์ 

- Protenase K ยีไหຌอ Bio Basic บริษัท Bio Basic Inc., Canada  

- Lysozyme ยีไหຌอ Fluka บริษัท Sigma-Aldrich Co. Llc., USA 

- RNaseA ยีไหຌอ Vivantis บริษัท Vivantis Technologies Sdn. Bhd., Malaysia 

 

5. ครืไองมือทีไ฿ชຌ฿นการทดลอง 
- ครืไองวัดความปຓนกรด-ดาง ิpH-meterี ยีไหຌอ Mettler Toledo รุน MP320U บริษัท 

Mettler-Toledo International Inc., Thailand  

- หมຌอนึไงฆาชืๅอ ิautoclaveี รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

- เมครปຂปต ิขนาด 10-100 เมครลิตรี ยีไหຌอ Labmate บริษัท Pacific Science Co., 

Ltd., Thailand 

- ครืไองชัไงทศนิยม 2 ต าหนง ยีไหຌอ ScoutTMPro รุน SPS402F PT. บริษัท Sumber Arum 

Abadi, Indonesia 

- ครืไองหมุนหวีไยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ ิrefrigerated centrifugeี ยีไหຌอ Eppendorf รุน 
5415 R บริษัท Eppendorf, Germany 

- ครืไองวัดคาการดูดกลืนสง ิspectrophotometerี รุน U-2000 บริษัท Technical 

Cooperation 

- ครืไองพิไมปริมาณดีอในอ ิPolymerase chain reactorี ยีไหຌอ Techne รุน TC-512 

บริษัท Barloworld Scientific Ltd., England 



30 

 

- Vortex mixer ยีไหຌอ WiseMix® รุน VM-10 บริษัท Interlab Ltd., New Zealand 

- Bio-Rad DcodeTM Universal Mutation Detection System apparatus ยีไหຌอ BIO-RAD 

บริษัท Bio-Rad Laboratories Ltd., England  

- UV transillumination บริษัท ATTO Corporation, Japan 

- Gel Documentation ยีไหຌอ UVITEC รุน Essential V2 บริษัท UVItec Limited, England 

- ชุด Gel electrophoresis ยีไหຌอ MyRunnc บริษัท Cosmo Bio Co., Ltd., Japan 

- Power supply ยีไหຌอ peqPOWER รุน E300 บริษัท PEQLAB Biotechnologie GmbH, 

Germany 

- อางนๅ าควบคุมอุณหภูมิ ิwater bathี ยีไหຌอ WiseBath รุน WB-11 บริษัท Witeg 

Labortechnik GmbH, Germany 

- ตูຌอบลมรຌอน ิhot air ovenี ยีไหຌอ Sanyo รุน Mov212  

- ตูຌปลอดชืๅอ ิlaminar air flowี ยีไหຌอ Hotpack รุน 527044  

- กลຌองจุลทรรศน์ ยีไหຌอ Nikon รุน YS2H  

- หวงขีไยชืๅอละอุปกรณ์ครืไองกຌวส าหรับวิคราะห์ 
 

วิธีกำรทดลอง 
1. กำรตรวจติดตำมชืๅอบคทีรีย฿นบูดูดยวิธีกำรพำะลีๅยงบนอำหำรลีๅยงชืๅอ 

 กใบตัวอยางนๅ าหมักบูดูทุกโ แ5 วันของการหมักจนถึง แโ ดือน ตัวอยางละ 25 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายซดียมคลอเรด์ความขຌมขຌน 0.85 ปอร์ซในต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ลຌวจือจางตอบบ ten-

fold serial dilution ฿หຌมีจ านวนชืๅอทีไหมาะสมจากนัๅนท าการตรวจสอบหา 

 แ.1 จ านวนชืๅอบคทีรียทัๅงหมด  

 Pour plate ตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมดຌวยอาหาร plate count agar 

กลือความขຌมขຌน 10, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) ระดับความจือจางละ 3 ซๅ า น าเปบมทีไอุณหภูมิ 3เ 

องศาซลซียส ปຓนวลา 24-7โ ชัไวมง นับจ านวนชืๅอบคทีรียฉพาะจานพาะชืๅอทีไมีจ านวนคลนีอยู
ระหวาง ใเ-ใเเ คลนี ลຌวค านวณจ านวนชืๅอบคทีรียทัๅงหมดตอตัวอยาง฿นหนวย CFU/ml (Obodai 

and Dodd, 2006) สุมตัวอยางชืๅอทีไมีขนาดละลักษณะของคลนีตกตางกัน plate ละ 5-15 คลนี มา 
streak ลงบนอาหาร plate count agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) พืไอ฿หຌเดຌ
ชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน าชืๅอทีไเดຌมากใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 ปอร์ซในต์ 
ทีไอุณหภูมิ -20 องศาซลซียส 
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 แ.2 จ านวนชืๅอบคทีรียยอยปรตีน 

 Pour plate ตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมดຌวยอาหาร casein agar ทีไมีกลือ
ความขຌมขຌน 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) ระดับความจือจางละ 3 ซๅ า น าเปบมทีไอุณหภูมิ 3เ องศา
ซลซียส ปຓนวลา 24-7โ ชัไวมง นับจ านวนชืๅอบคทีรียทีไมี clear zone รอบคลนีฉพาะจานพาะชืๅอทีไมี
จ านวนคลนีอยูระหวาง ใเ-ใเเ คลนี ลຌวค านวณจ านวนชืๅอบคทีรียทัๅงหมดตอตัวอยาง฿นหนวย 
CFU/ml ิApibalbaeุ โเเ้ี สุมตัวอยางชืๅอทีไมีขนาดละลักษณะของคลนีตกตางกัน plate ละ 5-15 

คลนี มา streak ลงบนอาหาร casein agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 10, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) พืไอ฿หຌ
เดຌชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน าชืๅอทีไเดຌมากใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 

ปอร์ซในต์ ทีไอุณหภูมิ  -20 องศาซลซียส 

 แ.ใ จ านวนชืๅอบคทีรียยอยเขมัน 

 Pour plate ตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมดຌวยอาหาร basal medium ทีไมีเตร
บิวเทริน แ ปอร์ซในต์ ละกลือความขຌมขຌน 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) ระดับความจือจางละ 3 ซๅ า 
น าเปบมทีไอุณหภูมิ 3เ องศาซลซียส ปຓนวลา 24-7โ ชัไวมง นับจ านวนชืๅอบคทีรียทีไมี clear zone รอบ
คลนีฉพาะจานพาะชืๅอทีไมีจ านวนคลนีอยูระหวาง ใเ-ใเเ คลนี ลຌวค านวณจ านวนชืๅอบคทีรีย
ทัๅงหมดตอตัวอยาง฿นหนวย CFU/ml ิApibalbaeุ โเเ้ี สุมตัวอยางชืๅอทีไมีขนาดละลักษณะของคลนี
ตกตางกัน plate ละ 5-15 คลนี มา streak ลงบนอาหาร basal medium agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 1เ, 

15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) พืไอ฿หຌเดຌชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน าชืๅอทีไเดຌมากใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไ
มีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 ปอร์ซในต ์ทีไอุณหภูมิ -20 องศาซลซียส 

แ.ไ จ านวนชืๅอบคทีรียลกติก 

 Pour plate ตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมดຌวยอาหาร MRS agar ทีไมี 
bromocresol purple 0.01 ปอร์ซในต์ (w/v) ละกลือความขຌมขຌน 5, 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) 
ระดับความจือจางละ 3 ซๅ า น าเปบมทีไอุณหภูมิ 3เ องศาซลซียส ฿นสภาวะเรຌอากาศ ปຓนวลา 24-7โ 

ชัไวมง นับจ านวนชืๅอทีไปลีไยนสีของอาหารจากสีมวงปຓนสีหลือง ฉพาะจานพาะชืๅอทีไมีจ านวนคลนีอยู
ระหวาง ใเ-ใเเ คลนี ลຌวค านวณ฿นหนวย CFU/ml (Endo et al., 2008) สุมตัวอยางชืๅอทีไปลีไยนสีของ
อาหารปຓนสีหลืองทีไมีขนาดละลักษณะของคลนีตกตางกัน plate ละ 5-15 คลนี มา streak ลงบน
อาหาร MRS agar ทีไม ีbromocresol purple 0.01 ปอร์ซในต์ (w/v) ละกลือความขຌมขຌน 5, 1เ, 15 ละ 
20 ปอร์ซในต์ (w/v) พืไอ฿หຌเดຌชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน าชืๅอทีไเดຌมาทดสอบวาปຓนบคทีรียลกติกหรือเมดย
ทดสอบการสรຌางอนเซม์คะตะลส ดยบคทีรียลกติกเมสรຌางอนเซม์คะตะลส ิAxelsson, 1993ี ละ
ยຌอมสีบบกรมตามวิธีการของ Hucker staining method (Murray et al., 1994) บคทีรียลกติกตຌอง
ติดสีกรมบวก ิAxelsson, 1993ี ลือกคลนีทีไปຓนบคทีรียลกติกมากใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไ
มีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 ปอร์ซในต ์ทีไอุณหภูมิ -20 องศาซลซียส 
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 แ.5 จ านวนชืๅอ Enterobacteriaceae 

 Pour plate ตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมดຌวยอาหาร MacConkey agar ทีไมี
กลือความขຌมขຌน 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) น าเปบมทีไอุณหภูมิ 37 องศาซลซียส ปຓนวลา 24-48 

ชัไวมง นับจ านวนชืๅอบคทีรียทีไมีคลนีสีดงหรือชมพูลຌวค านวณ฿นหนวย CFU/ml (Fontana et al., 
2005a, bี สุมตัวอยางชืๅอทีไมีขนาดละลักษณะของคลนีตกตางกัน plate ละ 5-15 คลนี มา streak ลง
บนอาหาร MacConkey agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 1เ, 15 ละ 20 ปอร์ซในต์ (w/v) พืไอ฿หຌเดຌชืๅอบริสุทธิ์ 
จากนัๅนน าชืๅอทีไเดຌมากใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 ปอร์ซในต์ ทีไอุณหภูมิ  
-20 องศาซลซียส 

 แ.ๆ วัดพีอชของตัวอยางบูดูดຌวยครืไอง pH meter 

 น าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไวันตางโ ของการหมัก ตัวอยางละ 20 มิลลิลิตรมาวัดคาพีอชดย฿ชຌครืไอง 
pH meter 

 แ.7 การหาปริมาณกรดทัๅงหมดคิดทียบปຓนกรดลกติก 

น าตัวอยางนๅ าหมักบูดู 30 มิลลิลิตร ผสมกับนๅ ากลัไน 30 มิลลิลิตร ผสม฿หຌขຌากันลຌวน าเปกรองดຌวย
ผຌาขาวบาง จากนัๅนน าเปหวีไยงยกทีไความรใว 10,000 รอบตอนาที ปຓนวลา 10 นาที ทีไอุณหภูมิ 4 องศา
ซลซียส ทสวน฿ส฿ส฿นฟลาสก์ขนาด 150 มิลลิลิตร หยดฟนอฟทาลีน 2-3 หยด ิฟนอฟทาลีนขຌมขຌน         
1 ปอร์ซในต์฿นอธิลอลกอฮอล์ี ลຌวเททรตดຌวยสารละลายซดียมเฮดรอกเซด์ขຌมขຌน 0.1 นอร์มอล จนเดຌ
จุดยุติปຓนสีชมพู ิAOAC, 2000ี 

 

ปริมาณกรดทัๅงหมดคิดทียบ     =    ซดียมเฮดรอกเซด์ ิมล.ี x นอร์มอล x 90.09 x 100 

      ปຓนกรดลกติก ิัี                 นๅ าหนักของตัวอยาง ิกรัมี x 1000 

 

1.8 การหาปริมาณกลือทัๅงหมด ิA.O.A.C, 1960ี   
ปຂปตสารละลายตัวอยางนๅ าบูดูมา 10 มิลลิลิตร ฿สลง฿น flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ติมนๅ ากลัไน    

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัๅนติม 5% K2CrO4 0.5 มิลลิลิตร ลຌวเททรตกับสารละลายมาตรฐาน AgNO3 

จนกระทัไงเดຌสีดงอิฐของ Ag2CrO4 บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌ ท าการทดลองซๅ าอีก 2 ครัๅง ค านวณหา
ปริมาณของคลอเรด์฿นสารตัวอยางนๅ าบูดู ิดังวิธีการ฿นภาคผนวก กี 

 

2. กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำละชีวคมีบำงประกำรของชืๅอทีไคัดยกเดຌ 
 น าชืๅอบคทีรียบริสุทธิ์ทีไยกเดຌทุกเอซลทมาศึกษาลักษณะตางโดังนีๅ 

2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
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ยຌอมสีบคทีรียพืไอดูการติดสีกรมตามวิธีการของ Hucker staining method 
(Murray et al., 1994) พรຌอมทัๅงศึกษาขนาด รูปราง การจัดรียงตัวของบคทีรีย ตรวจสอบ
การสรຌางสปอร์ (spore formation) ของบคทีรีย ดยการยຌอมสีสปอร์    ิดังวิธีการ฿น
ภาคผนวก ขี 

2.2 ลักษณะทางสรีรวิทยาละชีวคมีบางประการ ิดังวิธีการ฿นภาคผนวก ขี 
- การสรຌางอนเซม์คะตาลส  

- การสรຌางสารอะซิตอิน ิAcetoinี เดຌก MR-VP medium 

- การสรຌางกรดจากนๅ าตาล เดຌก นๅ าตาล glucose, fructose, lactose, sucrose, 

arabinose, xylose ละ mannitol  

 

3.  กำรสกัดดีอในอจำกบคทีรียทีไคัดยกเดຌ 
 ถายชืๅอบคทีรียตละชนิดทีไคัดยกเดຌทัๅงหมด 5 ปอร์ซในต์ ทีไกใบเวຌ฿นอาหารตละชนิดทีไม ี      
กลีซอรอลความขຌมขຌน 25 ปอร์ซในต์ ลง฿นอาหารลีๅยงชืๅอทีไหมาะสมตอชืๅอตละชนิดปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บมทีไอุณหภูมิ 3เ องศาซลซียสปຓนวลา 24 ชัไวมง หมุนหวีไยงชืๅอทีไเดຌปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทีไความรใว 
10,000 รอบตอนาที ปຓนวลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดีอในอของบคทีรียทีไยกเดຌดย฿ชຌ Genomic 

DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit) ตรวจสอบ genomic DNA ทีไสกัดเดຌดຌวยทคนิคอิลใคทรฟร
ซิส ิelectrophoresisี ดย฿ชຌ genomic DNA ปริมาตร 5 เมครลิตร load ลง฿น 1ั agarose gel ทีไช฿น
สารละลายบัฟฟอร์ 1x TAE ฿ชຌกระสเฟฟງา 100 วลต์ ปຓนวลา 30 นาที ยຌอม agarose gel ดຌวย SYBR 

Gold solution ปຓนวลา 15 นาที ทีไอุณหภูมิหຌอง ลຌวน าเปตรวจสอบภาย฿ตຌสง UV ดຌวยครืไอง UV 

transilluminator ละบันทึกภาพดย฿ชຌ Gel Documentation กใบตัวอยาง genomic DNA ทีไสกัดเดຌทีไ
อุณหภูมิ -20 องศาซลซียส  
 

4.  กำรพิไมจ ำนวนดีอในอดຌวยทคนิค PCR 

 พิไมจ านวนดีอในอของชืๅอบคทีรียทีไสกัดเดຌดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌดีอในอของชืๅอบคทีรียทีไ
สกัดเดຌจากขຌอ 3 ปຓน template ละเพรมอร์ทีไน ามา฿ชຌปຓน universal primer คือ โ7F ิ5’-AGA GTT 

TGA TCA TGG CTC AG-ใ’) ละ 1492R ิ5’-GGT ACC TTG TTA CGA CTT-ใ’) ฿นสวนของยีน 16S rRNA  

ติมสารส าหรับท า PCR ฿นหลอดทดลอง฿หຌเดຌปริมาตรสุดทຌายทากับ 50 เมครลิตร ดังนีๅ 2X Tag PCR 

Master Mix 25 เมครลิตร primer ทัๅงสองชนิด ชนิดละ 10 M ปริมาตร 1 เมครลิตร MgCl2 (50 mM) 

ปริมาตร 0.5 เมครลิตร ดีอในอ template ทีไสกัดจากตัวอยางปริมาตร 1 เมครลิตร ละ dH2O (Milli Q 

water) ปริมาตร 21.5 เมครลิตร ท าการ denaturation ครัๅงรกทีไอุณหภูมิ 94 องศาซลซียส ปຓนวลา 2 

นาที จากนัๅนท า PCR 25 รอบ อุณหภูมิทีไ฿ชຌตอรอบ คือ denaturation ทีไอุณหภูมิ 94 องศาซลซียส ปຓน
วลา 10 วินาที annealing ทีไอุณหภูมิ 55 องศาซลซียส ปຓนวลา 30 วินาที ละ elongation ทีไอุณหภูมิ 
72 องศาซลซียส ปຓนวลา 30 วินาที มืไอครบ 25 รอบลຌวจึงท าการ elongation ครัๅงสุดทຌายทีไอุณหภูมิ 72 
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องศาซลซียส ปຓนวลา 10 นาที (ดัดปลงจาก Lu et al., 2010) ตรวจสอบผลผลิตดีอในอหรือ PCR 

product ทีไเดຌดຌวยทคนิคอิลใคทรฟรซิส ดย฿ชຌ PCR product ปริมาตร 5 เมครลิตร load ลง฿น 1.2ั 
agarose gel ทีไช฿นสารละลายบัฟฟอร์ 1x TAE ฿ชຌกระสเฟฟງา 100 วลต์ ปຓนวลา 26 นาที ยຌอม 
agarose gel ดຌวย SYBR Gold solution ปຓนวลา 15 นาที ทีไอุณหภูมิหຌอง ลຌวน าเปตรวจสอบ PCR 

product ภาย฿ตຌสง UV ดຌวยครืไอง UV transilluminator ละบันทึกภาพดย฿ชຌ Gel Documentation 

 

5. กำรทียบคียงสำยพันธุ์บคทีรียทีไคัดยกเดຌ 
 น า PCR product มาท า฿หຌบริสุทธิ์ดຌวย PCR purification kit กอนสงเปหาล าดับนิวคลีอเทด์ดຌวย
ครืไอง DNA sequencer ดยบริษัท Ward Medic Ltd., Thailand ลຌวทียบคียงขຌอมูลของล าดับนิวคลีอ
เทด์ทีไเดຌกับฐานขຌอมูล฿น GenBank (BLAST search ทีไ http://www.ncbi.nlm.gov/) (ดัดปลงจาก Lee et 

al., 2005) 

 

6. กำรตรวจติดตำมชืๅอบคทีรีย฿นบูดูดຌวยทคนิค PCR-DGGE 

 ๆ.1 การสกัดดีอในอจากตัวอยางบูดู 
 น าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระยะวลาตางโ ของการหมักตามขຌอทีไ แ ตัวอยางละ แเ มิลลิลิตร มาหมุน
หวีไยงทีไความรใว 10,000 รอบตอนาที ปຓนวลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดีอในอดย฿ชຌชุดสกัดดีอในอทาง
การคຌา Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) กใบตัวอยางดีอในอทีไสกัดเดຌทีไอุณหภูมิ -20 องศา
ซลซียส 

 ๆ.2 การพิไมจ านวนดีอในอดຌวยทคนิค PCR  

 พิไมจ านวนดีอในอของตัวอยางทีไสกัดเดຌดຌวยทคนิค PCR ดย฿ชຌตัวอยางดีอในอทีไสกัดเดຌจากนๅ า
หมักบูดูปຓน template ลຌว฿ชຌเพรมอร์ละสภาวะตางโ ชนดียวกับวิธีการ฿นขຌอ ใ  

 ๆ.3 การยกถบดีอในอดຌวยทคนิค DGGE 

น าผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ทีไเดຌจากขຌอ ๆ.2 ปริมาณ 30 เมครกรัม เปวิคราะห์ดຌวยการ
ท า DGGE ดย฿ชຌ 0.8 mM polyacrylamide gel (8ั [w/v] acrylamide:bisacrylamide 37.5:1) ทีไระดับ
ความขຌมขຌนของ denaturant คือ 30-65ั urea-formamide denaturing gradients (denaturing  

acrylamide 100ั ประกอบดຌวย 7 M urea ละ 40ั [w/v] formamide) ละท าการวิคราะห์ทีไอุณหภูมิ 
60 องศาซลซียส ฿ชຌกระสเฟฟງา 20 วลต์ ปຓนวลา 10 นาที ตามดຌวยกระสเฟฟງา  85 วลต์ ปຓนวลา 14 

ชัไวมง ยຌอมถบดีอในอทีไเดຌบนผนจลดຌวย SYBR Gold solution ปຓนวลา 15 นาที ลຌวน าเปสองดูถบดี
อในอภาย฿ตຌสง UV ดຌวยครืไอง UV transilluminator ละบันทึกภาพดย฿ชຌ Gel Documentation 
(ดัดปลงจาก Rantsiou et al., 2004) 

 ๆ.4 การวิคราะห์ล าดับนิวคลีอเทด์จาก DGGE fragments 

ตัดตละถบดีอในอบนผนจล฿นต าหนงทีไตกตางกันจากการวิคราะห์ DGGE ดຌวยมีด฿บลใกทีไ
ปลอดชืๅอ ยกดีอในอออกจากจลดยการชถบดีอในอ฿นนๅ า Milli Q water 20 เมครลิตร ทีไอุณหภูมิ 4 
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องศาซลซียส ปຓนวลา 1 คืน น าดีอในอทีไยกเดຌมาท า PCR พืไอพิไมปริมาณดีอในอตามวิธีการขຌอ 4 ตเม
มีการ฿ชຌ GC-clamp (Spano et al., 2007)  ละท าการ annealing ทีไอุณหภูมิ 50 องศาซลซียส น า PCR 

product มาท า฿หຌบริสุทธิ์ดຌวย PCR purification kit กอนสงเปหาล าดับนิวคลีอเทด์ดຌวยครืไอง DNA 

sequencer ดยบริษัท Ward Medic Ltd., Thailand ลຌวทียบคียงขຌอมูลของล าดับนิวคลีอเทด์ทีไเดຌกับ
ฐานขຌอมูล฿น GenBank (BLAST search ทีไ http://www.ncbi.nlm.gov/) (ดัดปลงจาก Lee et al., 

2005) 

 

็. กำรตรวจสอบ Detection limit ของทคนิค PCR-DGGE 

 ลือกชืๅอบคทีรียทีไเดຌจากการสุมลือกคลนีของบคทีรียจากขຌอ แ มาชนิดละ 1 สายพันธุ์ ถาย
ชืๅอบคทีรีย 5 ปอร์ซในต์ทีไกใบเวຌ฿นอาหารทีไหมาะสมส าหรับชืๅอตละชนิดทีไมีกลีซอรอลความขຌมขຌน 25 

ปอร์ซในต์จากขຌอ แ ลง฿นอาหารลีๅยงชืๅอทีไหมาะสมส าหรับชืๅอตละชนิดปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมทีไอุณหภูมิ 
3เ องศาซลซียสปຓนวลา โไ ชัไวมง จากนัๅนท าการจือจางชืๅอบบ ten-fold serial dilution ฿หຌมีจ านวน
ชืๅอจาก 101 - 108 CFU/ml น าตละ dilution ทีไมีจ านวนชืๅอ 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 ละ 108 

CFU/ml เปตรวจสอบ detection limit ิดัดปลงจาก Fasoli et al., 2003ี ดยน าชืๅอจากตละ dilution 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตรเปหมุนหวีไยงทีไความรใว 10,000 รอบตอนาที ปຓนวลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดีอใน
อของบคทีรียดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) น าดีอในอทีไสกัดเดຌมาพิไมปริมาณ
ดีอในอดຌวยทคนิค PCR ตามวิธีการ฿นขຌอ ใตรวจวัดปริมาณผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ดยการวัดคา
การดูดกลืนสงของดีอในอทีไความยาวคลืไน 260 นานมตร ละตรวจสอบ detection limit ของทคนิค 
PCR-DGGE ดยน าผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ปริมาตรทัๅงหมด มา run gel ดย฿ชຌ 1.2ั agarose 

gel กระสเฟฟງา 100 วลต์ ปຓนวลา 26 นาที พืไอดูความสามารถ฿นการพิไมปริมาณดีอในอของชืๅอ
บคทีรียลกติกทีไตละ dilution ซึไงมีจ านวนชืๅอ฿นปริมาณทีไตกตางกันดຌวยทคนิค PCR 
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บททีไ 4 

ผลละวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

1. กำรตรวจติดตำมชืๅอบคทีรีย฿นบูดูดยวิธีกำรพำะลีๅยงบนอำหำรลีๅยงชืๅอ 

จากการศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรีย฿นระหวางการหมักบูดูดຌวยวิธีการพาะลีๅยงบนอาหาร
ลีๅยงชืๅอ ดยกใบตัวอยางนๅ าบูดูทุกโ 15 วันของการหมักจนครบ 12 ดือน จากนัๅนน าตัวอยางนๅ าบูดูมา
พาะลีๅยงพืไอหาจ านวนบคทีรีย ดยตรวจหาจ านวนบคทีรียทัๅงหมดบนอาหาร plate count agar 

(PCA), จ านวนบคทีรียยอยปรตีนบนอาหาร casein agar, จ านวนบคทีรียยอยเขมันบนอาหาร basal 

medium, จ านวนบคทีรียลกติกบนอาหาร MRS agar ละจ านวน enterobacteriaceae บนอาหาร 
MacConkey agar พบวามีการปลีไยนปลงจ านวนบคทีรีย฿นตละกลุมดังนีๅ 

1.1  จ ำนวนบคทีรียทัๅงหมด 

      จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด฿นระหวางการหมักบูดูดยน าตัวอยาง
นๅ าหมักบูดูทีไระดับความจือจางทีไหมาะสมมาพาะลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Plate count agar ทีไ
มีกลือความขຌมขຌน 10, แ5 ละ 20 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ลຌวน าเปบมทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓน
วลา 24 - 72 ชัไวมง จากนัๅนนับจ านวนบคทีรียทัๅงหมดทีไมีคลนีอยูระหวาง 30 - 300 คลนี ทัๅงนีๅพบวา
สามารถตรวจจอบคทีรียเดຌฉพาะบนอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน แเ ละ 15 ปอร์ซในต์ทานัๅน สวนบน 
อหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 20 ปอร์ซในต์ตรวจเมจอบคทีรีย อาจปຓนเปเดຌวาบคทีรียทีไกีไยวขຌองกับการ
หมักบูดูเมสามารถพาะลีๅยงบนอาหารทีไมีความขຌมขຌนกลือสูงโเดຌ ซึไงผลการทดลอง฿นระยะรกของการหมัก
จะมีการจริญของบคทีรียมากทีไสุด ละปริมาณบคทีรียจะลดลงรืไอยโจนถึงชวงสุดทຌายของการหมัก ดย
ปริมาณบคทีรียจะมาก฿นชวงวันทีไ 15 - 45  วันรกของการหมัก ดยมีปริมาณบคทีรียทากับ         
5.98 - 5.54 log CFU/ml ละ 5.74 - 5.00 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15 

ปอร์ซในต์ ตามล าดับ หลังจาก 45 วันของการหมักปริมาณบคทีรียจะลดลงอยางชຌาโ จนสิๅนสุดการหมัก฿น
วันทีไ 360 ของการหมัก มีปริมาณบคทีรียอยู฿นชวง 5.54 - 3.80 log CFU/ml ละ 5.00 - 3.86 log 

CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ิรูปทีไ 4ี ซึไงผลการทดลอง
สอดคลຌองกับรายงานของ พงษ์ทพ กิดนตร (2533) ละธนุสรา หลาจริญสุข ละคณะ (2533) ซึไงตรวจ
พบวาปริมาณบคทีรียทัๅงหมด฿นระหวางการหมักจะพิไมขึๅนมาก฿นชวงรกของการหมัก ละจะลดลง฿นชวง
สุดทຌายของการหมัก ทัๅงนีๅบคทีรียทีไท า฿หຌกิดการปลีไยนปลง฿นชวงรกอาจปนปืຕอนมาจากตัวปลา กลือ 
หรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก ซึไงบคทีรียพวกทีไปนปืຕอนนีๅมีทัๅงกลุมทีไชอบกลือละเมชอบกลือ กลุมทีไเมชอบกลือ
มืไอถูกกลือจะตายอยางรวดรใว นืไองจากกลือมีผลตอซลล์บคทีรีย (Frazier, 1958 อຌางถึงดยธนุสรา ละ
คณะ, 2533) จากนัๅนมืไอหมักบูดูนานขึๅนปริมาณบคทีรียทัๅงหมดจะลดลง นาจะปຓนผลมาจากมืไอหมักบูดู
นานขึๅนสภาวะการหมักปຓนกรดละมีความขຌมขຌนของกลือสูงขึๅน  สงผล฿หຌกลุมบคทีรียทีไเมทนกรดละเม
ทนกลือถูกท าลายเป หลือฉพาะบคทีรียพวกทนกรดละพวกทีไชอบกลือหรือทนกลือเดຌทานัๅน จากผล
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การทดลองดังกลาวสดงวาบูดูปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีปริมาณกลือสูงมากผลิตภัณฑ์หนึไง ดังนัๅน
บคทีรียทีไจริญเดຌจึงปຓนบคทีรียทีไทนกลือหรือชอบกลือ ทัๅงนีๅการปลีไยนปลงปริมาณของบคทีรีย
ทัๅงหมดตางจากรายงานของวรรณา ชูฤทธิ์ (2541) ซึไงท าการหมักบูดูเวຌกลางจຌงปຓนวลา 200 วัน ดย฿ชຌปลา
ซาร์ดีนผสมกับกลือ฿นอัตราสวนปลาตอกลือทากับ 3:1 ดยนๅ าหนัก ตรวจพบการปลีไยนปลงของบคทีรีย
ทัๅงหมด฿นชวง 10 - 50 วันรกมีปริมาณบคทีรีย log 7.88 - log 4.53 ตอกรัม ฿นชวงทีไสอง 70 - 200 วัน
ของการหมักมีบคทีรีย฿นชวง log 5.40 - log 7.13 ตอกรัม ซึไงลักษณะการปลีไยนปลงลักษณะดังกลาวนีๅ
นาจะปຓนผลมาจากบคทีรียมีการทนทีไของ 2 กลุม คือ ฿นชวงรกบคทีรียพวกทีไสรຌางอนเซม์ยอยสาร
มลกุล฿หญเดຌจะจริญ จากนัๅนมืไอสารอาหารทีไตຌองการมีปริมาณลดลงการจริญจึงนຌอยลงละถูกทนทีไดย
บคทีรียกลุมทีไสองซึไงปຓนกลุมทีไจริญจนสิๅนสุดการทดลอง 

 
รูปทีไ 4: การปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดูบนอาหาร Plate Count  Agar  
ตลอดระยะวลา 12 ดือนของการหมัก 

      
1.2 จ ำนวนชืๅอบคทีรียทีไยอยปรตีน 

จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทีไยอยปรตีนดยน าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ
จือจางทีไหมาะสมมาพาะลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Skim milk agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 

ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ลຌวน าเปบมทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 - 72 ชัไวมง จากนัๅน
นับจ านวนบคทีรียทีไมี Clear zone รอบคลนีบนอาหารพาะลีๅยงชืๅอทีไมีคลนีอยูระหวาง 30 - 300 

คลนี จากการทดลองพบวาปริมาณบคทีรียทีไยอยปรตีนมีการจริญรวดรใว฿นชวงรกโของการหมัก 
฿นชวง 15 - 30 วันรกของการหมักปริมาณบคทีรียยอยปรตีนจะพิไมขึๅน ดยมีปริมาณบคทีรียทากับ 
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4.98 - 5.83 log CFU/ml ละ 4.63 - 4.73 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15 

ปอร์ซในต์ตามล าดับ หลังจาก 45 วันของการหมักปຓนตຌนเปปริมาณบคทีรียจะลดลงรืไอยโจนสิๅนสุดการ
หมัก ดยมีปริมาณบคทีรีย฿นชวง 45 - 360 วันของการหมักทากับ 5.55 - 3.58 log CFU/ml ละ     
4.72 - 3.15  log CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ดังสดง฿นรูป
ทีไ 5 ทัๅงนีๅการยอยสลายปรตีนดยบคทีรียกิดจากปฏิกิริยาของอนเซม์ยอยปรตีนทีไบคทีรียผลิตละหลัไง
ออกมาภายนอกซลล์พืไอ฿ชຌยอยปรตีนชนิดตางโ ทีไอยู฿นสิไงวดลຌอมภายนอกซลล์฿หຌเดຌกรดอะมินส าหรับ
ดูดซึมพืไอ฿ชຌ฿นการจริญติบต ิWard, 1983ี ตัวอยางของบคทีรียทีไมีความสามารถ฿นการยอยสลาย
ปรตีน เดຌก ชืๅอบคทีรีย฿นสกุล Aeromonas, Bacillus, Clostridium, Flexibacter, Pseudomonas, 
Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas ละ Streptomyces (Tan et al., 2005) 

 

 
รูปทีไ 5: การปลีไยนปลงปริมาณบคทีรีย฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดบูนอาหาร Skim milk agar ตลอดระยะวลา 
12 ดือนของการหมัก 

 

1.3 จ ำนวนชืๅอบคทีรียยอยเขมัน 

      จากการศึกษาปริมาณการปลีไยนปลงชืๅอบคทีรียทีไยอยเขมันดยน าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับ
ความจือจางทีไหมาะสมมาพาะลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Tributyrin agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 

10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ลຌวน าเปบมทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 - 72 ชัไวมง 
จากนัๅนนับจ านวนบคทีรียทีไมี Clear zone รอบคลนีบนอาหารพาะลีๅยงชืๅอทีไมีคลนีอยูระหวาง        
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30 - 300 คลนี จากการทดลองพบวาปริมาณบคทีรียยอยเขมัน฿นนๅ าหมักบูดูจะมาก฿นชวงรกของการ
หมัก จากนัๅนปริมาณบคทีรียยอยเขมันจะลดลงอยางรวดรใว฿นชวง 15 - 60 วันของการหมัก ดยมีปริมาณ
บคทีรีย฿นชวง 5.03 - 3.70 log CFU/ml ละ 5.58 - 3.66 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 

10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ หลังจากนัๅนปริมาณบคทีรียยอยเขมันคอนขຌางจะคงทีไ฿นชวง 75 - 180 

วันของการหมัก ดยมีปริมาณบคทีรีย฿นชวง 3.60 - 3.60 log CFU/ml ละ 3.66 - 3.50 log CFU/ml ฿น
อาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ สวน฿นชวงสุดทຌายของการหมัก฿นระหวาง
วันทีไ 195 - 360 วันของการหมัก ปริมาณบคทีรียจะลดลงอยางชຌาโ จนสิๅนสุดการหมัก ดยมีบคทีรียอยู
฿นชวง 3.59 - 3.15  log CFU/ml ละ 3.46 - 3.13 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 

15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ิดังรูปทีไ 6) ซึไงบคทีรียทีไมีความสามารถ฿นการยอยสลายเขมันนัๅนมีอยูหลายกลุม
ดຌวยกัน ดยบคทีรียหลานีๅสามารถผลิตอนเซม์เลปสซึไงท าหนຌาทีไ฿นการเฮดรเลซ์ (hydrolyzed) มลกุล
ของนๅ ามัน฿หຌกลายปຓนกรดเขมัน ิfree fatty acidี มนกลีซอเรด์ (monoglyceride) เดกลีซอเรด์ 
(diglyceride) ละกลีซอรอล (glycerol) ตัวอยางบคทีรียทีไมีความสามารถ฿นการยอยเขมัน เดຌก
บคทีรีย฿นสกุล Alcaliginaes, Bacillus, Cryptococcus, Acinetobacter ละ Pseudomonas (Kok et 

al., 1995) ทัๅงนีๅการปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด บคทีรียยอยปรตีน ละบคทีรียยอยเขมันมี
การปลีไยนปลง฿นรูปบบดียวกัน คือ ปริมาณบคทีรียจะมาก฿นชวงรก ละจะลดลงรืไอยโจนสิๅนสุดการ
หมัก ดังสดง฿นรูปทีไ 7  

 

รูปทีไ 6: การปลีไยนปลงของปริมาณของบคทีรียยอยเขมัน฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดูบนอาหาร Tributyrin 

Agar ตลอดระยะวลา 12 ดือนของการหมัก 
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(a) 

 

 

(b) 

รูปทีไ 7: ปรียบทียบการปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด บคทีรียยอยปรตีนละบคทีรียยอยเขมัน 
ตลอดระยะวลา 12 ดือนของการหมัก (a) ฿นอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10% (b) ฿นอาหารทีไมีกลือความ
ขຌมขຌน 15% 
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1.4 จ ำนวนบคทีรียลกติก 

               จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณชืๅอบคทีรียลกติก ดยน าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไระดับ
ความจือจางทีไหมาะสมมาพาะลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร MRS agar ทีไมีกลือความขຌมขຌน 5, 10, 

15 ละ 20 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ลຌวน าเปบมทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 - 72 ชัไวมง 
จากนัๅนนับจ านวนบคทีรียทีไปลีไยนสีของอาหารจากสีมวงปຓนสีหลืองฉพาะจานพาะชืๅอทีไมีคลนีอยู
ระหวาง    30 - 300 คลนี จากการทดลองสามารถคัดยกชืๅอบคทีรียลกติกเดຌฉพาะ฿นอาหารทีไมีกลือ
ความขຌมขຌน 5 ปอร์ซในต์ทานัๅน ทัๅงนีๅอาจปຓนผลมาจากบูดูปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีกลือสูง กลือจะ
ปຓนตัวคัดลือกกลุมชืๅอทีไมีผลตอการหมัก ซึไงการตรวจติดตามการปลีไยนปลงจุลินทรีย์฿นอาหารหมักทีไ฿ชຌ
กลือปริมาณสูงโ จุลินทรีย์อยูภาย฿ตຌสภาวะกดดัน สามารถมีชีวิตอยูเดຌตอาจจะเมจริญบนอาหารลีๅยงชืๅอ 
(nonculturable) จึงสงผล฿หຌตรวจเมจอชืๅอจากการคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ ปริมาณกลืออาจมีผลตอ
สายพันธุ์บคทีรีย฿นการจริญหรือท าหนຌาทีไการหมักอาหาร พราะฉะนัๅนปริมาณกลือมากจึงมีผลท า฿หຌ
บคทีรียเมจริญขึๅนมาลย ินรภัทร หวันหลใม, 2551ี ซึไง฿นการคัดยกชืๅอบคทีรียลกติกจากผลิตภัณฑ์
อาหารหมักทีไมีกลือสูง สวน฿หญจะ฿ชຌอาหาร MRS ทีไมีสวนผสมของ NaCl ทีไระดับความขຌมขຌนตกตางกันเป 
ชน จากรายงานของอุษณีย์ อภิบาลบ ละคณะ (2556) สามารถคัดยกชืๅอบคทีรียลกติกจากอาหาร
หมักทีไมีความขຌมขຌนกลือสูง เดຌก บูดู ปลาจิๅงจัๅง ละเตปลา ดย฿ชຌอาหาร MRS agar ทีไมี NaCl 3% ละ 
6% ทีไติม CaCO3 1% ทานัๅน จากการทดลองตรวจเมพบบคทีรียลกติก฿นชวง 30 วันรกของการหมัก 
ตหลังจากวันทีไ 30 ของการหมักปຓนตຌนเป จะมีปริมาณบคทีรียลกติกพิไมขึๅนรืไอยโ ดยมีปริมาณ
บคทีรียลกติก฿นชวงวันทีไ 45 - 150 ของการหมักอยู฿นชวง 1.74 - 4.45 log CFU/ml ละหลังจากวันทีไ 
165 ของการหมักปຓนตຌนเปปริมาณบคทีรียลกติกจะลดลงรืไอยโจนสิๅนสุดการหมัก ดยมีปริมาณบคทีรีย
ลกติก  2.95 log CFU/ml มืไอสิๅนสุดการหมัก (ดังสดง฿นรูปทีไ 8) ทัๅงนีๅอาจปຓนผลมาจากมืไอบคทีรียลก
ติกจริญติบตขึๅนมาหลังจากวันทีไ 30 ของการหมัก ท า฿หຌปริมาณกรดลกติกทีไสรຌางจากบคทีรียลกติกพิไม
สูงขึๅน ซึไงสงผลตอปริมาณของบคทีรียทัๅงหมดซึไงปຓนกลุมทีไเมทนกรดลดปริมาณลง ซึไงจะหในเดຌจากปริมาณ
ชืๅอบคทีรียทัๅงหมดจะลดลงหลังจาก 45 วันของการหมักปຓนตຌนเป ิดังสดง฿นรูปทีไ 9ี ซึไงสอดคลຌองกับ
รายงานของพงษ์ทพ กิดนตร (2533) ทีไพบวาบคทีรียทัๅงหมดพิไมขึๅน฿นชวง 15 วันรกของการหมัก 
จากนัๅนจะลดลงอยางรวดรใวจนถึงวันทีไ 40 ละคงทีไจนถึงวันทีไ 110 ของการหมัก ละลดลงอีกครัๅงจนสิๅนสุด
การหมัก สวนการปลีไยนปลงของบคทีรียลกติกจะพิไมขึๅน฿นวันทีไ 30 ของการหมัก ละปลีไยนปลง
ลใกนຌอยจากวันทีไ 30 ของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก  
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รูปทีไ 8: การปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียลกติก฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดูบนอาหาร MRS agar ตลอด
ระยะวลา 12 ดือนของการหมัก 

 
 

รูปทีไ 9: สดงความสัมพันธ์ของการปลีไยนปลงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด บคทีรียยอยปรตีน บคทีรีย
ยอยเขมัน ละปริมาณบคทีรียลกติก ตลอดระยะวลาการหมัก 12 ดือน 
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1.5 จ ำนวนชืๅอ Enterobacteriaceae 

      จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณชืๅอ Enterobacteriaceae ดยน าตัวอยางนๅ าหมักบูดูทีไ
ระดับความจือจางทีไหมาะสมมาพาะลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Macconkey agar ทีไมีกลือความ
ขຌมขຌน 10 ละ 15 ปอร์ซในต์ ตามล าดับ ลຌวน าเปบมทีไอุณหภูมิ 30 องศาซลซียส ปຓนวลา 24 - 48 

ชัไวมง จากนัๅนนับจ านวนบคทีรียทัๅงหมด จากการทดลองพบวา ชืๅอ Enterobacteriaceae จะจริญชวง
ระยะวลาการหมักวันทีไ 0 - 7 นืไองจากอาจกิดจากการปนปืຕอนระหวางการหมัก หลังจาก 15 วันของการ
หมักเมพบชืๅอ Enterobacteriaceae สดง฿หຌหในวาการหมักบูดูเมมีการปนปืຕอนของชืๅอกอรค ละเมพบ
การปนปืຕอนของสารพิษ นืไองจากความขຌมขຌนของกลือทีไสูงขึๅน ท า฿หຌจุลินทรีย์฿นกลุมนีๅทนความขຌมขຌนกลือ
สูงโเมเดຌ ดังนัๅนจึงเมจอชืๅอ Enterobacteriaceae หลังจากวันทีไ 7 ของการหมัก ทัๅงนีๅอาจปຓนผลมาจาก
ปริมาณกรดลกติกทีไกิดขึๅนระหวางการหมักมีผลตอการยับยัๅงการจริญของชืๅอกลุม 
Enterobacteriaceae เดຌ (Alvarado et al., 2006) 

1.6 กำรปลีไยนปลงคำควำมป็นกรด-ดำงของตัวอยำงนๅ ำหมักบูด ู

จากการศึกษาการปลีไยนปลงคาความปຓนกรด-ดางของตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลา 
360 วันหรือ 12 ดือนของการหมัก ดยการกใบตัวอยางทุกโ 15 วัน ลຌวน าตัวอยางมาวัดพืไอวิคราะห์ดูการ
ปลีไยนปลงคาความปຓนกรด-ดาง พบวาตลอดระยะวลาการหมัก 360 วัน คาความปຓนกรด-ดางของตัวอยาง
นๅ าบูดูมีคาปຓนกลางคอนมาทางกรดลใกนຌอย ดยมีคาความปຓนกรด-ดางอยู฿นชวง 5.57 - 6.20 ทัๅงนีๅพบวา
฿นชวง 30 - 60 วันของการหมักปຓนชวงทีไคาความปຓนกรด-ดางคอนขຌางพิไมขึๅนอยางรวดรใวกวาชวงวลาอืไน
ของการหมัก หลังจากวันทีไ 60 ของการหมักปຓนตຌนเปจนสิๅนสุดการหมักคาพีอชคาพิไมขึๅนอยางชຌาโหรือทบ
จะคงทีไเมคอยปลีไยนปลง ิดังสดง฿นรูปทีไ 10ี  ดยคาพีอชทีไเดຌจากการวิจัยสอดคลຌองกับรวีวรรณ วงษา
พรมละอับดุลกอยยูม ซี (2557)   กลาววาคาความปຓนกรด-ดางของนๅ าบูดูทีไท าการหมักปຓนระยะวลา 12 

ดือน จะมีคาความปຓนกรด-ดางระหวาง 5.05 - 6.50 ละสอดคลຌองกับรายงานของวรรณา ชูฤทธิ์ ละคณะ 
(2541) ซึไงท าการหมักบูดูกลางจຌงปຓนระยะวลา 200 วัน พบวาบูดูมีความปຓนกรด-ดางอยู฿นชวง 5.81 -  

6.27 ถึงมຌวาคา pH เมปຓนสัดสวนกับปริมาณกรดทีไพิไมขึๅน นอกจากนีๅจากรายงานของอุษณีย์ อภิบาลบ
ละคณะ (2556) ศึกษาผลิตภัณฑ์อาหารหมักพืๅนบຌานทีไมีปริมาณกลือสูง ชน บูดู ปลาจิๅงจัๅง ละเตปลา ดย
กใบตัวอยางบูดู฿นชวงอายุการหมักตางโกัน พบวาตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 1 - 3 ดือนคาความปຓนกรด-ดางอยู
฿นชวง 5.26 - 5.91 ตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 4 - 6 ดือนมีคาความปຓนกรด-ดางอยู฿นชวง 5.33 - 5.77 

ตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 7 - 10 ดือนมีคาความปຓนกรด-ดางอยู฿นชวง 5.24 - 5.72 ละตัวอยางผลิตภัณฑ์บูดู 
มีคาความปຓนกรด-ดาง฿นชวง 5.73 - 6.19 ทัๅงนีๅนืไองจากบูดูปຓนอาหารหมักประภทปรตีนสูง ละมีคาความ
ขຌมขຌนกลือสูง กรดอะมิน฿นอาหารหมักทีไกิดจากการยอยปรตีน฿นนืๅอปลาจะท าหนຌาทีไปຓน buffer เดຌปຓน
อยางดี จึงชวย฿หຌพีอชของบูดูหลังวันทีไ 60 ของการหมักคอนขຌางจะคงทีไ (Adnan and Tan, 2007) 
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รูปทีไ 10:  การปลีไยนปลงคาความปຓนกรด-ดางของตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลา 12 ดือนของการ
หมัก 

 

1.7 กำรหำปริมำณกรดทัๅงหมดคิดทียบป็นกรดลกติก 

       จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณกรดทัๅงหมดระหวางการหมักนๅ าบูดูตลอดระยะวลา 360 

วันหรือ 12 ดือนของการหมัก กใบตัวอยางทุกโ 15 วัน ลຌวน าตัวอยางมาวิคราะห์หาปริมาณกรด พบวา
ตลอดระยะวลาการหมัก 360 วัน การปลีไยนปลงปริมาณกรดอยู฿นชวง 1.14 - 1.95 % ทัๅงนีๅการ
ปลีไยนปลงปริมาณกรดลกติกจะพิไมขึๅนอยางรวดรใว฿นชวง 60 วันรกของการหมัก ดย฿นชวง 15 - 60 

วันของการหมักมีปริมาณกรดอยู฿นชวง 1.33 - 1.80 % หลังจากหมักบูดูปຓนระยะวลา 60 วันปຓนตຌนเป 
ปริมาณกรดพิไมขึๅนลใกนຌอยหรือคอนขຌางจะคงทีไจนสิๅนสุดการหมัก ิดังสดง฿นรูปทีไ 11ี ดยพบวามีปริมาณ
กรด 1.95 % ฿นวันสุดทຌายของการหมัก ซึไงกรดลกติกนีๅผลิตจากการจริญของบคทีรียทีไสรຌางกรดลกติก 
ซึไงสอดคลຌองกับปริมาณบคทีรียลกติกทีไตรวจพบ ดย฿นชวงวันรกจนถึงวันทีไ 30 ของการหมักตรวจเมพบ
บคทีรียกลุมนีๅ ซึไงบคทีรียลกติกจะตรวจจอตัๅงตวันทีไ 30 ของการหมักปຓนตຌนเป ดยจะพิไมปริมาณขึๅน
รืไอยโจนกระทัไงวันทีไ 360 ของการหมัก  

จากการปรียบทียบความสัมพันธ์ระหวางคาความปຓนกรด-ดาง ละปริมาณกรดตลอดระยะวลาการ
หมัก พบวา คาความปຓนกรด-ดางเมมีความสัมพันธ์กับปริมาณกรด ดย฿นชวง 60 วันรกของการหมัก
ปริมาณกรดพิไมขึๅน ฿นขณะดียวกันคาความปຓนกรด-ดางกใพิไมขึๅน ิดังสดง฿นรูปทีไ 12ี ซึไง฿นทางทฤษฎีมืไอ
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กรดมีปริมาณมากขึๅน คาความปຓนกรด-ดางควรจะลดลง ทัๅงนีๅ฿นระยะรกของการหมักปຓนบทบาทของ
บคทีรียทีไปนปืຕอนมากับตัวปลา กลือ หรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก รวมทัๅงบคทีรียยอยปรตีนละบคทีรียยอย
เขมันปຓนหลัก ซึไง฿นระยะรกของการหมักยังตรวจเมจอบคทีรียลกติก ดยตรวจจอบคทีรียลกติก 
หลังจาก 30 วันของการหมักปຓนตຌนเป จึงสงผล฿หຌชวง 30 วันรกของการหมักมีการความปຓนกรด-ดาง
พิไมขึๅน หลังจากวันทีไ 30 ของการหมักปຓนตຌนเป บคทีรียทีไปนปืຕอนมากับตัวปลา กลือหรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก 
ซึไงปຓนกลุมบคทีรียทีไเมทนกลือตายเป กลุมทีไทนกลือ คือ กลุมของบคทีรียลกติกริไมมีบทบาทจริญ
ขึๅนมา สงผล฿หຌปริมาณกรดพิไมสูงขึๅน 

 

 

 

รูปทีไ 11:  การปลีไยนปลงปริมาณกรดทัๅงหมด฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลา 12 ดือนของการหมัก 
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รูปทีไ 12: ปรียบทียบความสัมพันธ์ระหวางคาความปຓนกรด-ดาง ละปริมาณกรดตลอดระยะวลาการหมัก 

12 ดือน 

 

1.8 กำรปลีไยนปลงปริมำณกลือ฿นตัวอยำงนๅ ำหมักบูดู 
              จากการศึกษาการปลีไยนปลงปริมาณกลือระหวางการหมักนๅ าบูดูตลอดระยะวลา 360 วันหรือ 
12 ดือนของการหมัก  ท าการกใบตัวอยางทุกโ 15 วัน ลຌวน าตัวอยางมาวิคราะห์หาปริมาณกลือ฿นตัวอยาง
นๅ าหมักบูดู พบวาปริมาณกลือตลอดระยะวลาการหมัก 360 วันมีปริมาณกลือ฿นชวง 7.6 - 34 % ิดังสดง
฿นรูปทีไ 13ี ดยมืไอระยะวลาการหมักพิไมขึๅนปริมาณกลือกใจะพิไมขึๅนรืไอยโ  ทัๅงนีๅนืไองจากการหมักบูดู฿ชຌ
ระยะวลา฿นการหมักคอนขຌางนาน คือ ตัๅงต 3 - 18 ดือน ยอมท า฿หຌปอร์ซในต์กลือสูงขึๅนรืไอยโ พราะนๅ า
หมักปลาจะระหยเป จากรายงานของอุษณี อภิบาลบ ละคณะ (2556) กใบตัวอยางบูดู฿นชวงอายุการหมัก
ตางโกัน จ านวนทัๅงหมด 67 ตัวอยาง วัดความขຌมขຌน NaCl พบวาตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 1 - 3 ดือนมีความ
ขຌมขຌน NaCl อยู฿นชวง 17.3 - 23.4 % ตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 4 - 6 ดือนมีความขຌมขຌน NaCl อยู฿นชวง 
21.8 - 27.1 % ตัวอยางบูดูทีไหมักนาน 7 - 10 ดือนมีความขຌมขຌน NaCl อยู฿นชวง 18.0 - 22.4 %  ละ
ตัวอยางผลิตภัณฑ์บูดูมีความขຌมขຌน NaCl อยู฿นชวง 21.2 - 26.6 % ละนอกจากนีๅจากรายงานของ 
Mohamed ละคณะ (2012) ตรวจสอบบูดูทางการคຌาของมาลซียจ านวน 4 ยีไหຌอ พบวามีปริมาณกลืออยู
฿นชวง 11.80 - 22.50 % ทัๅงนีๅปริมาณกลือมีความส าคัญทีไตຌองพิจารณานืไองจากมีผลตอคุณภาพของบูดู 
พราะบูดูทีไมีกลือความขຌมขຌนสูงโสามารถฆาจุลินทรีย์ทีไท า฿หຌอาหารนาสีย (spoilage microorganisms) 

ละจุลินทรีย์กอรค (pathogenic microorganisms) เดຌ เดຌก Escherichai coli, Coliform, Vibrio 

parahaemolyticus ละ Vibrio chloera 
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รูปทีไ 13:  การปลีไยนปลงปริมาณกลือ฿นตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลา 12 ดือนของการหมัก 

 

 2. กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำละชีวคมีบำงประกำรของชืๅอทีไคัดยกเดຌ 
 จากการสุมลือกกใบชืๅอบคทีรียจากคลนีดีไยวโบนจานลีๅยงชืๅอ จากตัวอยางนๅ าหมักบูดูทุกโ 15 

วันของการหมัก จนสรใจสิๅนการหมักปຓนวลา 12 ดือน จากนัๅนน าชืๅอบคทีรียมายก฿หຌบริสุทธิ์ ลຌวน า
บคทีรียทุกเอซลตมาศึกษาลักษณะตางโดังนีๅ ลักษณะการจริญ รูปราง  สี ละขนาดคลนี จากการสุม
ลือกคลนีทีไมีความตกตางกันปຓนกณฑ์ ฿น 6 ดือนรกของการหมักสามารถรวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 
302 เอซลต  ซึไงยกเดຌจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 102 เอซลต อาหาร Skim milk agar 
จ านวน 93 เอซลต อาหาร Tributyrin agar จ านวน 70 เอซลต ละอาหาร MRS agar จ านวน 37 เอซ
ลต ิตารางทีไ 2ี มืไอจัดจ านกบคทีรียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไตกตางกันปຓนกณฑ์  คือ 
การติดสีกรมละการจัดรียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ สามารถรวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 105 เอซลต 
ดังนีๅ คือ บคทีรียทัๅงหมดจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 50 เอซลต บคทีรียยอยเขมันจาก
อาหาร Tributyrin agar จ านวน 17 เอซลต  บคทีรียยอยปรตีนจากอาหาร Skim milk agar จ านวน 20 

เอซลต ละบคทีรียสรຌางกรดลกติกจากอาหาร MRS agar จ านวน 18 เอซลต (รูปทีไ 14) มืไอพิจารณา
รูปรางซลล์บคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือกจากอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ละ MRS agar ฿นชวง 
6 ดือนรกของการหมักจะพบทัๅงบคทีรียกรมบวกรูปทอนละรูปกลมปะปนกันเป ดยจะพบบคทีรียรูป
ทอนมากกวารูปกลมบนอาหาร tributyrin agar ละ MRS agar ฿นขณะทีไอาหาร skim milk agar จะพบ
บคทีรียรูปกลมมากกวารูปทอน  
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ภำพทีไ 14: จ านวนบคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไตกตางกันปຓนกณฑ์จาก
ตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นระยะวลา 6 ดือนรกของการหมัก บนอาหาร plate count agar, tributyrin agar, 

skim milk agar ละ MRS agar 

 

สวน฿นระยะวลา 6 ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก จากการสุมลือกคลนีทีไมีความตกตางกันปຓน
กณฑ์ สามารถรวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 162 เอซลต ซึไงยกเดຌจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 
47 เอซลต อาหาร Skim milk agar จ านวน 44 เอซลต อาหาร Tributyrin agar จ านวน 42 เอซลต 
ละอาหาร MRS agar จ านวน 29 เอซลต ิตารางทีไ 3) มืไอจัดจ านกบคทีรียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยาทีไตกตางกันปຓนกณฑ์ คือ การติดสีกรมละการจัดรียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ สามารถ
รวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 58 เอซลต ดังนีๅ คือ บคทีรียทัๅงหมดจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 
20 เอซลต บคทีรียยอยเขมันจากอาหาร Tributyrin agar จ านวน 15 เอซลต บคทีรียยอยปรตีนจาก
อาหาร Skim milk agar จ านวน 13 เอซลต ละบคทีรียสรຌางกรดลกติกจากอาหาร MRS agar จ านวน 
10 เอซลต ิรูปทีไ 15) ทัๅงนีๅ฿นชวงระยะวลา 6 ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมักมืไอพิจารณารูปรางซลล์
บคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือกจากอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ละ MRS agar สวน฿หญจะพบ
ปຓนบคทีรียกรมบวก รูปรางทอนปຓนหลัก สุดทຌายจากการจัดจ านกบคทีรียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยาทีไตกตางกันปຓนกณฑ์ตลอดระยะวลาการหมัก 12 ดือน สามารถรวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 
163 เอซลต ดยพบวาบคทีรียทีไคัดลือกเดຌจากทุกโอาหารลีๅยงชืๅอ฿นชวง 6 ดือนรกของการหมักจะ
ตรวจพบทัๅงบคทีรียรูปรางกลมละทอน ตหลังจากการหมัก฿นชวง 6 ดือนหลังปຓนตຌนเปจนสิๅนสุดการ
หมัก 12 ดือน จะตรวจพบบคทีรียรูปทอนปຓนหลัก  
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รูปทีไ 15: จ านวนบคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไตกตางกันปຓนกณฑ์จาก
ตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นระยะวลา 6 ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก บนอาหาร plate count agar, 

tributyrin agar, skim milk agar ละ MRS agar 

 

จากนัๅนน าบคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือกเดຌจ านวน 163 เอซลต ตลอดระยะวลาการหมัก 12 ดือน 
มาศึกษาคุณสมบัติทางชีวคมีบางประการ พืไอจัดจ านกบคทีรียออกปຓนสกุล ละลดจ านวนชืๅอ฿หຌนຌอยลง 
ดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมกับลักษณะทางชีวคมีบางประการ ท า฿หຌสามารถรวบรวมปริมาณ
บคทีรียทัๅงหมดหลือพียง 42 เอซลต ดยปຓนเอซลตทีไยกเดຌ฿นชวง 6 ดือนรกของการหมักจ านวน 
28 เอซลต ดยปຓนบคทีรียทีไคัดลือกเดຌจากอาหาร Tributyrin  agar จ านวน 8 เอซลต ิตารางทีไ 4ี 
บคทีรียทีไคัดลือกจากอาหาร Skim milk agar จ านวน 9 เอซลต ิตารางทีไ 5ี ละบคทีรียทีไคัดลือก
จากอาหาร MRS agar จ านวน 11 เอซลต ิตารางทีไ 6ี มืไอพิจารณารูปรางซลล์บคทีรียทัๅงหมดทีไคัดลือก
จากอาหาร tributyrin agar ละ skim milk agar ฿นชวง 6 ดือนรกของการหมักจะพบทัๅงบคทีรียกรม
บวก รูปทอนละรูปกลม ฿นขณะทีไบคทีรียสรຌางกรดลกติกทีไคัดยกจากอาหาร MRS agar จะริไมตรวจจอ
หลังจากวันทีไ 30 ของการหมักปຓนตຌนเป ซึไง฿นชวงระยะวลา 30 - 45 วันของการหมักดยสวน฿หญจะพบ
บคทีรียกรมบวก รูปกลม ละ฿นชวงระยะวลา 45 - 180 วันของการหมักสวน฿หญจะจอบคทีรียรูป
ทอนมากกวารูปกลม สวนเอซลตทีไยกเดຌ฿นชวง 6 ดือนหลังของการหมักคัดลือกเดຌจ านวน 14 เอซลต 
ดยปຓนบคทีรียทีไคัดลือกเดຌจากอาหาร Tributyrin  agar จ านวน 4 เอซลต บคทีรียทีไคัดลือกจาก
อาหาร Skim milk agar จ านวน 4 เอซลต ิตารางทีไ 7ี ละบคทีรียทีไคัดลือกจากอาหาร MRS agar 

จ านวน 6 เอซลต ิตารางทีไ 8ี ทีไตกตางกัน ทัๅงนีๅรูปรางบคทีรีย฿นชวง 6 ดือนหลังของการหมักดยสวน
฿หญจะมีรูปรางปຓนทอนทัๅงบนอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ละ MRS agar จากผลการทดลอง
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อาจจะปຓนเปเดຌวาบคทีรียทีไมีบทบาทฉพาะ฿นชวงรกโของการหมัก คือ บคทีรียทีไรูปรางกลม ละ
บคทีรียทีไมีบทบาทตลอดระยะวลาการหมัก 12 ดือน คือ บคทีรียทีไมีรูปรางปຓนทอน จากรายงานของ 
Adnan and Tan (2008) พบวาการปลีไยนปลงของบคทีรียลกติก฿นอาหารหมัก฿นระยะรกของการ
หมักสวน฿หญจะพบบคทีรียกรมบวกรูปรางกลม ละมืไอหมักนานขึๅนจะพบบคทีรียกรมบวกรูปราง
ทอนสัๅนละทอนมากขึๅน นืไองจากบคทีรียลกติกรูปรางกลมผลิตกรดเดຌรใวตทนกรดเดຌ เมคอยดี 
บคทีรียลกติกรูปทงสามารถทนกรดเดຌดีกวารูปรางกลม ท า฿หຌบคทีรียรูปกลมลดจ านวนลง บคทีรียรูป
ทงจะพิไมขึๅนมาทนมืไอระยะวลาการหมักนานขึๅน 
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ตำรำงทีไ 2: จ านวนเอซลตของบคทีรียทัๅงหมดทีไคัดยกบนอาหารลีๅยงชืๅอตางโ จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 6 ดือนรกของการหมัก 

ระยะวลำกำรหมัก ิวันี 
จ ำนวนเอซลต 

Plate Count Agar Skim milk Agar Tributyrin Agar MRS Agar Macconkey Agar 

15 15 13 12 0 0 

30 12 12 10 0 0 

45 12 11 8 5 0 

60 12 10 7 5 0 

75 10 9 7 4 0 

90 10 9 5 4 0 

105 8 8 4 4 0 

120 7 5 4 3 0 

135 5 5 4 3 0 

150 4 4 3 3 0 

165 4 4 3 3 0 

180 3 3 3 3 0 

รวม 
102 93 70 37 0 

302 
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ตำรำงทีไ 3: จ านวนเอซลตของบคทีรียทัๅงหมดทีไคัดยกบนอาหารลีๅยงชืๅอตางโ จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 6 ดือนหลังของการหมัก    
 

ระยะวลำกำรหมัก ิวันี 
จ ำนวนเอซลต 

Plate Count Agar Skim milk Agar Tributyrin Agar MRS Agar Macconkey Agar 

195 5 4 3 3 0 

210 5 4 3 3 0 

225 5 4 3 3 0 

240 5 4 3 3 0 

255 4 4 3 3 0 

270 4 4 3 2 0 

285 4 4 3 2 0 

300 3 4 3 2 0 

315 3 3 4 2 0 

330 3 3 5 2 0 

345 3 3 5 2 0 

360 3 3 4 2 0 

รวม 
47 44 42 29 0 

    162     
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ตำรำงทีไ 4: ปรียบทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาละชีวคมีบางประการของบคทีรียทีไคัดลือกบนอาหาร Tributyrin agar จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 
6 ดือนรกของการหมัก 

 

 Tr02A Tr15B Tr08C Tr12D Tr02F Tr03G Tr21H Tr05I 

รูปรำง ทอน กลม ทอน ทอน ทอน กลม ทอน กลม 

สีของคลนี สีหลืองออน สีหลืองออน สีหลืองออน สีขาวขุน สีหลืองออน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน 

กำรติดสีกรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง เมสรຌาง สรຌาง สรຌาง สรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง 
Mannital บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Xylose บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Arabinose บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Motility บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Imdole บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Lysine บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

MR บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

VP ลบ บวก ลบ ลบ ลบ บวก บวก บวก 

Catalase บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 
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ตำรำงทีไ 5: ปรียบทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาละชีวคมีบางประการของบคทีรียทีไคัดลือกบนอาหาร Skim milk agar จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 
6 ดือนรกของหมัก 

 

 Sk01A Sk08B Sk06C Sk12D Sk09F Sk03G Sk10H Sk05I Sk04J 

รูปรำง ทอน กลม กลม ทอน กลม ทอน ทอน ทอน ทอน 

สีของคลนี สีหลืองออน สีหลืองออน สีหลืองออน สีหลืองออน สีขาวขุน สีหลืองออน สีหลืองออน สีชมพู สีหลืองออน 

กำรติดสีกรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง สรຌาง เมสรຌาง สรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง 
Mannital ลบ บวก บวก ลบ บวก บวก ลบ บวก บวก 

Xylose บวก ลบ ลบ บวก ลบ บวก บวก บวก บวก 

Arabinose บวก ลบ ลบ บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Motility บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Imdole ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

Lysine บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

MR บวก ลบ ลบ บวก ลบ บวก บวก ลบ ลบ 

VP ลบ บวก บวก ลบ บวก ลบ ลบ ลบ ลบ 

Catalase บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 
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ตำรำงทีไ 6: ปรียบทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาละชีวคมีบางประการของบคทีรียทีไคัดลือกบนอาหาร MRS agar จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 6 

ดือนรกของหมัก 

 

 Lac01C Lac02C Lac03C Lac04D Lac05D Lac06D Lac07D Lac10D Lac19F Lac31G Lac34G 

รูปรำง กลม กลม กลม ทอน กลม ทอน กลม ทอน ทอน ทอน กลม 

สีของคลนี สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน 

กำรติดสีกรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

fermentation เมสรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง สรຌางกຍาซ เมสรຌาง สรຌางกຍาซ เมสรຌาง สรຌางกຍาซ สรຌางกຍาซ สรຌางกຍาซ สรຌางกຍาซ 

Catalase ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

Fructose บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก ลบ บวก 

Lactose ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

Sucrose บวก บวก ลบ บวก บวก บวก บวก ลบ บวก บวก บวก 

Glucose บวก บวก ลบ บวก บวก บวก บวก ลบ บวก บวก บวก 

Xylose ลบ ลบ บวก ลบ ลบ ลบ ลบ บวก บวก ลบ ลบ 
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ตำรำงทีไ 7: ปรียบทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาละชีวคมีบางประการของบคทีรียทีไคัดลือกบนอาหาร tributyrin agar ละ skim milk agar จาก
ตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 6 ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก 

 

 Tr02M Tr01Q Tr01T Tr02X Sk03P Sk03V Sk01W Sk02X 

รูปรำง ทอน ทอน ทอน ทอน ทอน ทอน ทอน กลม 

สีของคลนี สีขาวขุน สีหลืองออน สีหลืองออน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีชมพู สีหลืองออน 

กำรติดสีกรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง สรຌาง สรຌาง เมสรຌาง สรຌาง สรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง 
Mannital บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Xylose บวก บวก บวก บวก บวก ลบ บวก บวก 

Arabinose บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Motility บวก ลบ ลบ บวก บวก บวก บวก บวก 

Imdole บวก บวก บวก บวก บวก ลบ บวก ลบ 

Lysine บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

MR บวก บวก บวก บวก ลบ ลบ ลบ บวก 

VP บวก ลบ ลบ บวก ลบ บวก ลบ ลบ 

Catalase ลบ บวก บวก ลบ บวก บวก บวก บวก 
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ตำรำงทีไ 8: ปรียบทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยาละชีวคมีบางประการของบคทีรียทีไคัดลือกบนอาหาร MRS agar จากตัวอยางนๅ าหมักบูดู฿นชวง 6 

ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก 

 

 Lac02M Lac02P Lac02T Lac01U Lac01V Lac02W 

รูปรำง ทอน ทอน ทอน ทอน กลม ทอน 

สีของคลนี สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน สีขาวขุน 

กำรติดสีกรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Fermentation สรຌางกຍาซ สรຌางกຍาซ เมสรຌาง เมสรຌาง เมสรຌาง สรຌาง 

Catalase ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

Fructose บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Lactose ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ ลบ 

Sucrose ลบ บวก บวก บวก ลบ บวก 

Glucose ลบ บวก บวก บวก บวก บวก 

Xylose บวก บวก ลบ ลบ ลบ บวก 
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3.  กำรสกัดดีอในอจำกบคทีรียทีไคัดยกเดຌ 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาละชีวคมีบางประการของชืๅอทีไคัดยกเดຌ สามารถรวบรวม

ชืๅอเดຌทัๅงหมด 42 เอซลต จากนัๅนน าชืๅอบคทีรียทัๅงหมดมาสกัดดีอในอ ดยท าการสกัดดีอในอของ
บคทีรียทีไยกเดຌดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit) ซึไงสดง฿นรูปทีไ 16 ละ 
17 พืไอน า genomic DNA ทีไสกัดเดຌมา฿ชຌปຓนดีอในอมบบส าหรับการพิไมปริมาณดีอในอดຌวยทคนิค PCR 

฿นขัๅนตอนตอเป 

 

    1  2  3   4   5  6   7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปทีไ 16: genomic DNA ของชืๅอบคทีรียทีไคัดลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลาการ
หมัก 12 ดือน lane 1: marker 1 kb, lane 2: isolate Tr02A, lane 3: isolate Tr15B, lane 4: Tr08C, 

lane 5: Tr12D, lane 6: Tr02F, lane 7: Tr03G, lane 8: Tr21H, lane 9: Tr05I, lane 10: Tr02M, lane 

11: Tr01Q, lane 12: Tr01T, lane 13: Tr02X, lane 14: Sk01A, lane 15: Sk08B, lane 16: Sk06C, 

lane 17: Sk12D, lane 18: Sk09F, lane 19: Sk03G, lane 20: Sk10H, lane 21: Sk05I, lane 22: 

isolate Sk04J 

 

 

 
 

Genomic DNA 
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        1   2   3   4  5  6   7  8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

   
 

รูปทีไ 17: genomic DNA ของชืๅอบคทีรียทีไคัดลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลาการ
หมัก 12 ดือน lane 1: marker 1 kb, lane 2: isolate Sk03P, lane 3: isolate Sk03V, lane 4: isolate 

Sk01W, lane 5: isolate Sk02Y, lane 6: isolate Lac01C, lane 7: isolate Lac02C, lane 8: isolate 

Lac03C, lane 9: isolate Lac04D, lane 10: isolate Lac05D, lane 11: isolate Lac06D, lane 12: 

isolate Lac07D, lane 13: isolate Lac10D, lane 14: isolate Lac19F, lane 15: isolate Lac31G, lane 

16: isolate Lac34G, lane 17: isolate Lac02M, lane 18: isolate Lac02P, lane 19: isolate Lac02T, 

lane 20: isolate Lac01U, lane 21: isolate Lac01V, lane 22: isolate Lac02W 

 

4. กำรพิไมจ ำนวนดีอในอดຌวยทคนิค PCR 

 ภายหลังจากการสกัดดีอในอจากชืๅอบคทีรียทีไเดຌจากการกใบชืๅอบบสุมจากตัวอยางนๅ าหมักบูดูทัๅง 
42 เอซลต ลຌวท าการพิไมปริมาณดีอในอดຌวยทคนิค PCR ดยการ amplify ฿นสวนของยีน 16S rRNA 

ดย฿ชຌเพรมอร์ 27F ละ 1492R พบวาผลผลิตดีอในอหรือ PCR product ของบคทีรียทีไเดຌมีขนาด
ประมาณ 1,500 bp (รูปทีไ 18 ละ 19) เพรมอร์ทีไ฿ชຌ฿นการพิไมปริมาณดีอในอทัๅงสองชุดนีๅปຓน universal 

primer ทัๅงนีๅ PCR product ทีไกิดขึๅนนีๅจะถูกน าเปวิคราะห์ล าดับนิวคลีอเทด์ดຌวยครืไอง DNA sequencer 

พืไอบงบอกวาปຓนบคทีรียสายพันธุ์฿ดตอเป 

 

 

 

 

Genomic DNA 
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                  1  2   3   4  5   6   7  8  9  10  11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

 
 

รูปทีไ 18: PCR product ของชืๅอบคทีรียทีไคัดลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลาการ
หมัก 12 ดือน lane 1: marker 1 kb, lane 2: isolate Tr02A, lane 3: isolate Tr15B, lane 4: Tr08C, 

lane 5: Tr12D, lane 6: Tr02F, lane 7: Tr03G, lane 8: Tr21H, lane 9: Tr05I, lane 10: Tr02M, lane 

11: Tr01Q, lane 12: Tr01T, lane 13: Tr02X, lane 14: Sk01A, lane 15: Sk08B, lane 16: Sk06C, 

lane 17: Sk12D, lane 18: Sk09F, lane 19: Sk03G, lane 20: Sk10H, lane 21: Sk05I, lane 22: Sk04J 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR product 
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             1  2   3  4   5  6   7   8  9  10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22  

 
 

รูปทีไ 19: PCR product ของชืๅอบคทีรียทีไคัดลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอยางนๅ าหมักบูดูตลอดระยะวลาการ
หมัก 12 ดือน lane 1: marker 1 kb, lane 2: isolate Sk03P, lane 3: isolate Sk03V, lane 4: isolate 

Sk01W, lane 5: isolate Sk02Y, lane 6: isolate Lac01C, lane 7: isolate Lac02C, lane 8: isolate 

Lac03C, lane 9: isolate Lac04D, lane 10: isolate Lac05D, lane 11: isolate Lac06D, lane 12: 

isolate Lac07D, lane 13: isolate Lac10D, lane 14: isolate Lac19F, lane 15: isolate Lac31G, lane 

16: isolate Lac34G, lane 17: isolate Lac02M, lane 18: isolate Lac02P, lane 19: isolate Lac02T, 

lane 20: isolate Lac01U, lane 21: isolate Lac01V, lane 22: isolate Lac02W  

 

5. กำรทียบคียงสำยพันธุ์บคทีรียทีไคัดยกเดຌ 
จากการน าชืๅอบคทีรียทีไคัดลือกเดຌจากทัๅงหมด 42 เอซลต มาศึกษาพืไอทียบคียงสายพันธุ์ดย

การวิคราะห์ล าดับบสของชิๅนสวนยีน 16S rRNA ดยลีๅยงชืๅอ฿นอาหาร NB ทีไอุณหภูมิหຌอง (30±3ºC) ปຓน
วลา 24-48 ชัไวมง จากนัๅนสกัดดีอในอดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit)  

พิไมปริมาณของชิๅนสวนยีนบริวณ 16S rRNA ดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) ดย฿ชຌ 
Universal primers ฿นชวง 27F ละ 1492R ลຌวท าบริสุทธิ์ชิๅนสวนยีนทีไพิไมจ านวนลຌวดຌวย PCR 

purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท จากนัๅนน าชิๅนสวนดีอในอทีไผานการท าบริสุทธิ์เป
วิคราะห์ดຌวย gel electrophoresis จากนัๅนน าเปหาล าดับบสดຌวยครืไอง DNA sequencer ลຌววิคราะห์
ปรียบทียบล าดับบส฿นฐานขຌอมูลของ GenBank (http://www. ncbi. nlm. nih. gov) ดย฿ชຌปรกรม 
BLAST (http://www. ncbi. nlm.nim.gov) ละด านินการขอ accession number จากการฝากขຌอมูล
ล าดับ 16S rRNA ของชืๅอบคทีรียทัๅง 42 สายพันธุ์เวຌ฿น GenBank น าขຌอมูลทีไเดຌมาสรຌางผนภูมิตຌนเมຌวงศ์

PCR product 

http://www/
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วานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ผลของการทียบคียงสายพันธุ์ดยการวิคราะห์ล าดับบสของชิๅนสวน
ยีน 16S rRNA ปรียบทียบกับฐานขຌอมูล฿น GenBank (ตารางทีไ 9) ละผนภูมิตຌนเมຌวงศ์วานวิวัฒนาการ
ของชืๅอบคทีรียทัๅง 42 สายพันธุ์กับชืๅอบคทีรียทีไ฿กลຌคียงทีไสุดจากฐานขຌอมูล฿น GenBank ดังสดง฿นรูป
ทีไ 20  พบวาจีนัสของชืๅอบคทีรียทีไจ านกเดຌ฿นการศึกษาครัๅงนีๅดยสวน฿หญ คือ Bacillus รองลงมา คือ 
staphylococcus ดยพบบคทีรีย Bacillus จ านวน 28 สายพันธุ์ ฿นจีนัสนีๅตรวจพบสปชีส์ B. cereus 

จ านวน 9 สายพันธุ์, B. amyloliquefaciens จ านวน 5 สายพันธุ์, B. subtilis จ านวน 5 สายพันธุ์,            
B. methylotrophicus จ านวน 4 สายพันธุ์, B. anthracis จ านวน 2 สายพันธุ์, B. pseudomycoides 1 

สายพันธุ์, B. thuringiensis จ านวน 1 สายพันธุ์ ละ B. fusiformis 1 สายพันธุ์ พบบคทีรีย 
Staphylococcus จ านวน 8 สายพันธุ์ ดย฿นจีนัสนีๅตรวจพบสปชีส์ S. cohnii 5 สายพันธุ์, S. xylosus  1 

สายพันธุ์, S. sciuri 1 สายพันธุ์ ละ S. arlettae 1 สายพันธุ์ ละนอกจากนีๅยังจอบคทีรีย  
Oceanobacillus 2 สายพันธุ์ คือ สปชีส์ O. sojae 1 สายพันธุ์ ละ O. iheyensis 1 สายพันธุ์,  
Enterococcus 2 สายพันธุ์ คือ สปชีส์ E. faecalis 1 สายพันธุ์ ละ E. pseudoavium 1 สายพันธุ์, ละยัง
ตรวจพบ Enterobacter cloacae 1 สายพันธุ์ ละ Acinetobacter baumannii อีก 1 สายพันธุ์ ดังสดง
฿นตารางทีไ 9 จากบคทีรียทัๅงหมดทีไจัดจ านกจะพบวาตลอดระยะวลาการหมักบูดู 12 ดือนจะตรวจจอ
บคทีรียจีนัส Bacillus ตลอดระยะวลาการหมักทัๅง 12 ดือน สวนบคทีรียจีนัส Staphylococcus ละ
จีนัสอืไนโ ดยสวน฿หญจะตรวจจอ฿นชวง 6 ดือนรกของการหมักบูดู  ดยทัๅงบคทีรียจีนัส 
Staphylococcus ละ Bacillus จะปຓนบคทีรียทีไสามารถผลิตกรดระหยเดຌ (volatile acid) ชน คีตน
ละอลดีเฮด์ ซึไงมีผลตอการสรຌางกลิไนรสของผลิตภัณฑ์ (Saisithi ละคณะ, 1966 อຌางถึงดย Udomsil, 

2008) ทัๅงนีๅผลการทดลองสอดคลຌองกับรายงานของ Chihara ละคณะ (2002) ซึไงตรวจจอบคทีรีย 
Bacillus จ านวน 5 สายพันธุ์ คือ B. lichenniformis, B. cereus, B. megaterium, B. pumilis ละ B. 

subtilis ละตรวจจอบคทีรีย Staphylococcus 2 สายพันธุ์ คือ S. xylosus ละ S. cohnii ฿นตัวอยางบู
ดูของมาลซีย นอกจากนีๅจากรายงานของ วรรณา ชูฤทธิ์ละคณะ (2541) จัดจ านกบคทีรียทีไยกเดຌจากบู
ดูทีไหมักกลางจຌงนาน 200 วัน พบบคทีรียสายพันธุ์ Staphylococcus 98 สายพันธุ์ ละ Bacillus 1 สาย
พันธุ์ทานัๅน ทัๅงนีๅจุลินทรีย์ทีไมีบทบาท฿นผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไตรวจจอจะขึๅนอยูกับวิธีการคัดลือกชืๅอ ซึไงจะ
จ ากัดสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ทีไจะจริญติบตบนอาหารลีๅยงชืๅอ (Giorgia, 2004) จุลินทรีย์ทีไมีบทบาท฿น
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีกลือสูงนอกหนือจากบูดู ชน นๅ าปลา พบวาบคทีรียตัวดนโทีไยกเดຌจากนๅ าปลา 
คือ กลุมของบคทีรียชอบกลือ (halophilic bacteria) ละกลุมบคทีรียทนกลือ (halotolerant 

bacteria) ดยบคทีรียทีไกีไยวขຌองกับการหมักนๅ าปลาบงปຓน 2 กลุม คือ บคทีรียทีไผลิตอนเซม์ยอย
ปรตีน (proteolytic bacteria) เดຌก Bacillus sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., 

Staphylococcus sp., Halococcus sp. ละ Halobacterium sp. ปຓนตຌน ละบคทีรียทีไสรຌางกลิไนรส 
เดຌก Staphylococcus sp. ละ pediococcus sp. ปຓนตຌน (Zaman ละคณะ, 2009) 
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ตำรำงทีไ 9: สดงผลการทียบคียงสายพันธุ์ดยการวิคราะห์ล าดับบสของชิๅนสวนยีน 16S rRNA 

ปรียบทียบกับฐานขຌอมูล฿น GenBank ทัๅงหมด 42 สายพันธุ์ 
Isolates 

no. 

Strain 

code 

16S rRNA gene sequence 

Nearest relative in GenBank 

Sequence 

identity 

(%) 

1 

2 

3 

4 

5 

7 

8 

10 

12 

13 

15 

16 

18 

19 

20 

23 

24 

26 

TrเโA 

Trแ5B 

Trเ่C 

TrแโD 

TrเโF 

TrเใG 

TrโแH 

Trเ5I 

TrเโM 

TrเแQ 

TrเแT 

TrเโX 

Sk01A 

Sk08B 

Sk06C 

Sk12D 

Sk09F 

Sk03G 

Bacillus amyloliquefaciens DYJK6-1 (HQ843837) 

Staphylococcus cohnii M1E8 (JX501706) 

Bacillus cereus BFE 5400 (GU2504442) 

Bacillus cereus  Z2 (GU201872) 

Bacillus fusiformis p227 (AM062692) 

Staphylococcus xylosus LN29 (KC790245) 

Bacillus subtilis IBFCBF-1 (KX467568) 

Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus CK27 (NR037046) 

Bacillus methylotrophicus zzx25 (KJ009400) 

Bacillus subtilis S12 (KU206485) 

Oceanobacillus sojae (LK021110) 

Bacillus cereus BA6-7 (FJ696631) 

Bacillus subtilis U1PB1 (JQ308580) 

Enterobacter cloacea T137 (KC764978) 

Staphylococcus sciuri ISB2 (KJ507203) 

Bacillus cereus 770 (EU430093) 

Staphylococcus cohnii DRLL14 (KU550180) 

Bacillus cereus (AB996598) 

99 

99 

98 

97 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

99 

97 

99 

99 

99 

98 

100 

98 
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ตำรำงทีไ 9 (ตอ): สดงผลการทียบคียงสายพันธุ์ดยการวิคราะห์ล าดับบสของชิๅนสวนยีน 16S rRNA 

ปรียบทียบกับฐานขຌอมูล฿น GenBank ทัๅงหมด 42 สายพันธุ์ 

Isolates 

no. 

Strain 

code 

16S rRNA gene sequence 

Nearest relative in GenBank 

Sequence 

identity 

(%) 

27 

28 

29 

30 

32 

35 

38 

39 

41 

43 

45 

47 

50 

52 

54 

57 

58 

60 

Sk10H 

Sk05I 

Sk04J 

Sk03P 

Sk03V 

Sk01W 

Sk02X 

Lac01C 

Lac02C 

Lac03C 

Lac04D 

Lac05D 

Lac06D 

Lac07D 

Lac10D 

Lac19F 

Lac31G 

Lac34G 

Bacillus anthracis RI2-25 (LT604372) 

Bacillus anthracis (LT 604372) 

Bacillus methylotrophicus SY2 (KC790319) 

Bacillus thuringiensis (JF912900) 

Bacillus cereus 9 julio (KM349186) 

Bacillus cereus B18-1 (KC814716) 

Bacillus amyloliquefaciens Y-32-1 (KT833128) 

Staphylococcus arlettae PMN (KR006969) 

Enterococcus faecalis strain XR7 (EU708623) 

Staphylococcus cohnii subsp. urealyticus CTDE2 (GQ169065) 

Bacillus cereus EIF59 (HM480354) 

Bacillus methylotrophicus TPS1 (JQ308579) 

Bacillus cereus PR25 (KJ870036) 

Enterococcus pseudoavium NBRC100491 (NR113907) 

Bacillus pseudomycoides B-60 (EU746686) 

Bacillus amyloliquefaciens L20 (KU179334) 

Oceanobacillus iheyensis KLH-18 (HM854234) 

Staphylococcus cohnii HNS003 (JN128237) 

98 

99 

99 

97 

99 

98 

99 

99 

99 

100 

98 

99 

99 

99 

98 

99 

99 

94 
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ตำรำงทีไ 9 (ตอ): สดงผลการทียบคียงสายพันธุ์ดยการวิคราะห์ล าดับบสของชิๅนสวนยีน 16S rRNA 

ปรียบทียบกับฐานขຌอมูล฿น GenBank ทัๅงหมด 42 สายพันธุ์ 

Isolates 

No. 

Strain code 16S rRNA gene sequence 

Nearest relative in GenBank 

Sequence 

identity 

(%) 

62 

65 

69 

70 

 

73 

74 

Lac02M 

Lac02P 

Lac02T 

Lac01U 

 

Lac01V 

Lac02W 

Bacillus methylotrophicus H34 (KJ149808) 

Bacillus subtilis HXP-5 (KX421348) 

Bacillus amyloliquefaciens B3 (KP235536) 

Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum Kk 7-19 

(JF460731) 

Acinetobacter baumannii แไ (FJ907197) 

Bacillus subtilis BcX1 (JX5044009) 

99 

99 

99 

99 

 

99 

99 
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           รูปทีไ 20: ผนภูมิตຌนเมຌวงศ์วานวิวัฒนาการของชืๅอทัๅง 42 สายพันธุ์กับชืๅอบคทีรียทีไ฿กลຌคียงทีไสุดจากฐานขຌอมูล฿น GenBank 
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บททีไ 5 

บทสรุปละขຌอสนอนะ 

 

บทสรุป  

จากการศึกษาการปลีไยนปลงคุณสมบัติทางคมีละการการปลีไยนปลงของบคทีรียดยการ
พาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอตลอดระยะวลาการหมักบูดู 360 วัน (12 ดือนี ดย฿ชຌอัตราสวนปลาตอกลือ
ทากับ 3:1 ดยนๅ้าหนัก ท้าการกใบตัวอยางนๅ้าหมักบูดูทุกโ 15 วันของการหมัก พบวา 
 การศึกษาคุณสมบัติทางคมี (คาความปຓนกรด-ดาง, ปริมาณกรดลกติก ละปริมาณกลือ) พบวาบูดู
มีคาความปຓนกรด-ดางอยู฿นชวง 5.55 - 6.20, ปริมาณกรดลกติกอยู฿นชวง  1.14 - 1.95 %  สวนปริมาณ
กลือ (NaCl) อยู฿นชวง 7.6 - 34.0 % 

 การศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรียซึไงมีการศึกษาทัๅงปริมาณบคทีรียทัๅงหมด, บคทีรียยอย
ปรตีน, บคทีรียยอยเขมัน, บคทีรียลกติก ละ Enterobacteriaceae ดยการคัดยกบนอาหาร Plate 

count agar, Skim milk agar, Tributyrin agar, MRS agar ละ MacConkey agar ตามล้าดับ ซึไงท้าการ
คัดยกบนอาหารลีๅยงชืๅอทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15% พบวา฿นระยะรกของการหมักจะมีการจริญ
ของบคทีรียมากทีไสุด ละปริมาณบคทีรียจะลดลงรืไอยโจนถึงชวงสุดทຌายของการหมัก สามารถตรวจพบ
ปริมาณบคทีรียทัๅงหมดอยู฿นชวง log 5.98 - log 3.80 CFU/ml ละ log 5.74 - log 3.86 CFU/ml 
ปริมาณบคทีรียยอยปรตีนอยู฿นชวง log 4.98 - log 3.58 CFU/ml ละ log 4.63 - log 3.15 CFU/ml 

ปริมาณบคทีรียยอยเขมันอยู฿นชวง log 5.03 - log 3.15 CFU/ml ละ log 5.58 - log 3.13 CFU/ml  

บนอาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 10 ละ 15% ตามล้าดับ ฿นขณะทีไบคทีรียลกติกสามารถคัดยกเดຌบน
อาหารทีไมีกลือความขຌมขຌน 5% ทานัๅน ดยมีปริมาณชืๅอบคทีรียลกติกอยู฿นชวง log 1.74 - log 2.95 

CFU/ml อยางเรกใตามตรวจพบ Enterobacteriaceae ฉพาะ฿นชวง 7 วันรกของการหมักทานัๅน  
 จากการสุมลือกคลนีละจัดจ้านกบคทีรียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไตกตางกัน
ปຓนกณฑ์ คือ การติดสีกรมละการจัดรียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดูตลอด
ระยะวลาการหมัก 12 ดือน สามารถรวบรวมบคทีรียเดຌทัๅงหมด 163 เอซลต จากนัๅนจัดจ้านกบคทีรีย
ออกปຓนสกุลละลดจ้านวนชืๅอ฿หຌนຌอยลงดยอาศัยคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยารวมกับคุณสมบัติทางชีวคมี
บางประการ สามารถรวบรวมชืๅอบคทีรียหลือพียง 42 เอซลต ซึไงบคทีรียสวน฿หญทีไมีบทบาท฿นชวง 6 

ดือนรกของการหมักมีทัๅงบคทีรียกรมบวกรูปกลมละรูปทอน ฿นขณะทีไบคทีรียทีไมีบทบาท฿นชวง 6 

ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมักดยสวน฿หญปຓนบคทีรียกรมบวกรูปทอน  
มืไอท้าการทียบคียงสายพันธุ์บคทีรียทีไคัดลือกเดຌทัๅง 42 เอซลต ดยการวิคราะห์ล้าดับนิวคลีอ

เทด์ของชิๅนสวนยีน 16s rRNA พบวาสวน฿หญปຓนบคทีรีย฿นสกุล Bacillus รองลงมา คือ 
staphylococcus ดยพบบคทีรีย Bacillus จ้านวน 28 สายพันธุ์ ฿นสกุลนีๅตรวจพบสปชีส์ B. cereus 

จ้านวน 9 สายพันธุ์, B. amyloliquefaciens จ้านวน 5 สายพันธุ์, B. subtilis จ้านวน 5 สายพันธุ์,            
B. methylotrophicus จ้านวน 4 สายพันธุ์, B. anthracis จ้านวน 2 สายพันธุ์, B. pseudomycoides       
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1 สายพันธุ์, B. thuringiensis จ้านวน 1 สายพันธุ์ ละ B. fusiformis 1 สายพันธุ์ พบบคทีรีย 
Staphylococcus จ้านวน 8 สายพันธุ์ ดย฿นสกุลนีๅตรวจพบสปชีส์ S. cohnii 5 สายพันธุ์, S. xylosus  1 

สายพันธุ์, S. sciuri 1 สายพันธุ์ ละ S. arlettae 1 สายพันธุ์ ละนอกจากนีๅยังจอบคทีรีย  
Oceanobacillus 2 สายพันธุ์ คือ สปชีส์ O. sojae 1 สายพันธุ์ ละ O. iheyensis 1 สายพันธุ์,  
Enterococcus 2 สายพันธุ์ คือ สปชีส์ E. faecalis 1 สายพันธุ์ ละ E. pseudoavium 1 สายพันธุ์, ละยัง
ตรวจพบ Enterobacter cloacae 1 สายพันธุ์ ละ Acinetobacter baumannii อีก 1 สายพันธุ์ ทัๅงนีๅ
พบวาตรวจจอบคทีรียสกุล Bacillus ตลอดระยะวลาการหมักบูดู 12 ดือน สวนบคทีรียสกุล 
Staphylococcus ละสกุลอืไนโ ดยสวน฿หญจะตรวจจอ฿นชวง 6 ดือนรกของการหมักบูด ู

 

 

ขຌอสนอนะ 

1. บูดูปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีปริมาณกลือสูง ดังนัๅน฿นการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอปริมาณความ
ขຌมขຌนกลือทีไ฿ชຌการการคัดยกมีผลตอการจริญดยฉพาะกลุมของบคทีรียลกติก  
 

2. การศึกษาการปลีไยนปลงของบคทีรียดຌวยวิธีการพาะลีๅยงบนอาหารลีๅยงชืๅอปຓนการสุมลือกคลนี
ของบคทีรียทีไจริญบนอาหารลีๅยงชืๅอลຌวน้ามาท้าการทียบคียงสายพันธุ์ ซึไงอาจจะสุมเมเดຌชืๅอบางสาย
พันธุ์ทีไมีลักษณะคลຌายหรือหมือนกันบนอาหารลีๅยงชืๅอ 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารละวิธีการตรียมอาหาร 
 

1. อาหารลีๅยงชืๅอทีไ฿ชຌยกชืๅอบคทีรีย ประกอบเปดຌวย 

1.1 อาหาร Plate Count Agar ิPCAี 
                   Tryptone        5.0  กรัม 

         Yeast extract                   2.5 กรัม 

         Glucose                 1.0  กรัม 

         Agar                             15 กรัม 

 

การตรียมอาหาร plate count agar  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร plate count agar  

10.10 g   ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต์ ละลายอาหาร฿หຌ
ขຌากัน น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลงหลือประมาณ 45-

50 องศาซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 

 

1.2 อาหาร Skim milk agar 

   Agar         20 กรัม 

Sodium citrate                         3 กรัม   

Yeast   extract       10 กรัม
Vitamin-assay casamino acid           7.5 กรัม   

Skim milk         8 กรัม  

NaCl        250 กรัม  

KCl        2 กรัม 

MgSO4 7H2 O       20 กรัม 

FeSO4 7H2 O       0.05 กรัม 

 

การตรียมอาหาร Skim milk agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Skim milk agar  

2.15 g ละลาย฿นกลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตร ผสมอาหาร฿หຌขຌากัน น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา
ซลซียส นาน 5 นาที  ละ ชัไง  Nutrient agar   6.02 g  ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต์  ละลาย
฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตรละลาย฿หຌขຌากัน  น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที 
หลังจากฆาชืๅอน้าอาหาร Skim milk agar ละ  Nutrient agar มาผสม฿หຌขຌากัน พืไอป้องกันวุຌนขใงละทิๅง
เวຌ ฿หຌ อุณหภูมิ ลดลง หลือประมาณ 45-50 องศาซล ซียส  กอน ทลงบนจานพาะชืๅ อ
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1.3 อาหาร Plate Count Agar ิPCAี 
                   Tryptone        5.0  กรัม 

         Yeast extract                   2.5 กรัม 

         Glucose                 1.0  กรัม 

         Agar                            15 กรัม 

 

การตรียมอาหาร plate count agar  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร plate count agar  

10.10 g   ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต์ ละลายอาหาร฿หຌ
ขຌากัน น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลงหลือประมาณ 45-

50 องศาซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 

1.4 อาหาร Skim milk agar 

   Agar         20 กรัม 

Sodium citrate                           3 กรัม  

Yeast   extract       10 กรัม 

Vitamin-assay casamino acid           7.5 กรัม   

Skim milk           8 กรัม  

NaCl                250 กรัม  

KCl          2 กรัม 

MgSO4 7H2 O       20 กรัม 

FeSO4 7H2 O               0.05 กรัม 

 

การตรียมอาหาร Skim milk agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Skim milk agar  

2.15 g ละลาย฿นกลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตร ผสมอาหาร฿หຌขຌากัน น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส 
นาน 5 นาที  ละ ชัไง  Nutrient agar   6.02 g  ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต์  ละลาย฿นนๅ้ากลัไน
ปริมาตร 215 มิลลิลิตรละลาย฿หຌขຌากัน  น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที หลังจากฆา
ชืๅอน้าอาหาร Skim milk agar ละ  Nutrient agar มาผสม฿หຌขຌากัน พืไอป้องกันวุຌนขใงละทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิ
ลดลงหลือประมาณ 45-50 องศาซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 

1.5 อาหาร  Tributyrin agar 

Peptone                            5 กรัม 

Yeast extract                        3 กรัม 

Tributyrin ิ glycerol tributyrate ี                    10 กรัม 

Agar                      15 กรัม 
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การตรียมอาหาร Tributyrin agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  ชัไงอาหาร Tributyrin agar 

9.98 g  ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต์  ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ละลาย฿หຌขຌากัน 
หลังจากนัๅนดูด  Nlyeary tributyrate  4.34 มิลลิลิตร ผสม฿หຌขຌากันดຌวยครืไองตีปัດน  น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 
121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลงหลือประมาณ 45-50 องศาซลซียส กอนทลงบน
จานพาะชืๅอ 

 

1.6 อาหาร MRS agar 

Bromocresol purple      0.4 กรัม 

Peptone           10 กรัม 

Beef extract       10 กรัม 

Yeast extract         5 กรัม 

Glucose       20 กรัม 

K 2HPO4            2 กรัม 

Tween 80           1 กรัม 

Sodium acetate.3H 2O          5 กรัม 

Diammonia citrate          2 กรัม 

MgSO4 .7H2O           0.2 กรัม 

MgSO4 .4H2O                   0.05 กรมั 

Agar          15 กรัม 

 

การตรียม MRS agar ฿นนๅ้าปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร MRS agar  28.878 g  ละชัไงกลือ
บริสุทธิ์ลงเป 10% ปอร์ซในต์ ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร  ละติม bromocresol purple   

0.043 g  ละลาย฿หຌขຌากัน  น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง
หลือประมาณ 45-50 องศาซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 

 

1.7 อาหาร MacConkey agar 

Peptone           17.0 กรัม 

Proteose          3.0 กรัม 

Lactose        10.0 กรัม 

Bile Salt No.3           1.5 กรัม 

Neutral Red         0.03 กรัม 

Crystal violet        0.001 กรัม 

Agar           13.5 กรัม 
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การตรียม MacConkey agar ฿นนๅ้า 1,000 มิลลิลิตร  ชัไงอาหาร MacConkey agar  22.1579 g  

ละชัไงกลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ปอร์ซในต ์ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร   ละลาย฿หຌขຌากัน  น้าเปฆา
ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลงหลือประมาณ 45-50 องศา
ซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 

1.8 อาหาร Nutrient broth 

Peptone from meat        5.0 กรัม 

Meat extract        3.0 กรัม 

 

การตรียม Nutrient broth ฿นนๅ้า 1,000  มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Nutrient broth 2.99 g ละลาย฿นนๅ้า
กลัไนปริมาตร 230 มิลลิลิตร ละลาย฿หຌขຌากัน  น้าเปฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅง
เวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลงหลือประมาณ 45-50 องศาซลซียส กอนทลงบนจานพาะชืๅอ 
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ภาคผนวก ข 

การวิคราะห์ทางคมี 

 

1. วัดพีอชของตัวอยางบูดูดຌวยครืไอง pH meter 

น้าตัวอยางนๅ้าหมักบูดูทีไวันตางโ ของการหมัก ตัวอยางละ 20 มิลลิลิตรมาวัดคาพีอชดย฿ชຌครืไอง pH 

meter 

 

2. การหาปริมาณกรดทัๅงหมดคิดทียบป็นกรดลกติก 

น้าตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 30 มิลลิลิตร ผสมกับนๅ้ากลัไน 30 มิลลิลิตร ผสม฿หຌขຌากันลຌวน้าเปกรองดຌวยผຌา
ขาวบาง จากนัๅนน้าเปหวีไยงยกความรใว 10,000 รอบ/นาที ปຓนวลา 10 นาที ทีไอุณหภูมิ 4 องศาซลซียส 
ทสวน฿ส฿ส฿นฟลาสก์ขนาด 150 มิลลิลิตร หยดฟนอฟทาลีน 2-3 หยด ิฟนอฟทาลีนขຌมขຌน 1 ปอร์ซในต์฿น
อธิลอลกอฮอล์ี ลຌวเททรตดຌวยสารละลายซดียมเฮดรอกเซด์ขຌมขຌน 0.1 นอร์มอล จนเดຌจุดยุติปຓนสีชมพู 
(AOAC, 2000) 

 

ปริมาณทัๅงหมดคิดทียบ  = ซดียมเฮดรอกเซด์ ิมล.ี x นอร์มอล x 90.09 x 100 

    ปຓนกรดลกติก 

                                           นๅ้าหนักของตัวอยาง ิกรัมี x 1000 

 

3. การหาปริมาณคลอเรด์ ดย Mohr’s Method ิA.O.A.C, 1960ี 
ตอนทีไ 1 การตรียมสารละลายมาตรฐาน ละการท้ามาตรฐาน ิStandardization) สารละลาย

มาตรฐาน AgNO3 ดຌวย Mohr’s method  ชัไง AgNO3 มาประมาณ 0.16 g ละลาย฿นนๅ้าประมาณ 100 ml 

ละกใบสารละลายทีไเดຌ฿นขวดสีชา กใบเวຌ฿นทีไมืด หมายหตุ มืไอท้าการเททรตดย฿ชຌ AgNO3 ทุกครัๅง ควรท้า
มาตรฐาน ิStandardization) กอนทุกครัๅง พราะมืไอทิๅงเวຌความขຌมขຌนอาจปลีไยนเปนืไองจากถูก oxidize 

จากนัๅนตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.01 M NaCl ดยชัไง A.R. NaCl (ผานการอบทีไ 250 °C - 350 °C ปຓน
วลา 1-2 ชัไวมง ลຌวท้า฿หຌยใน฿น Desicator) ประมาณ 0.06 g ละลายดຌวยนๅ้ากลัไนลຌวปรับปริมาตรปຓน 
100.0 ml ฿นขวดวัดปริมาตร ค้านวณหาความขຌมขຌนทีไนนอนของสารละลาย NaCl ทีไตรียมขึๅน  ปຂปต
สารละลายมาตรฐาน NaCl 10.00 ml ฿น conical flask ติม 5 % K2CrO4 0.5 ml ลຌวเททรตดຌวย
สารละลาย AgNO3 จากบิวรต ขยาสารละลายสมอจนกวาจะหในตะกอนสีดงอิฐของ Ag2CrO4 ทีไกิดขึๅน 
บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌท้าการทดลองซๅ้าอีก 1 ครัๅง ท้า Blank Titration ดยปຂปตนๅ้ากลัไนปริมาตร 
10.00 ml ลຌวติม 5% K2CrO4 0.5 ml เททรตดຌวยสารละลาย AgNO3 จนถึงจุดยุติเดຌสีหมือนกับการ
เททรต ท้าการทดลองซๅ้าอีกครัๅง บันทึก ปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌ  หาปริมาณ AgNO3 ทีไท้าปฏิกิริยากับ NaCl 

จริงโ ค้านวณหาความขຌมขຌนทีไนนอนของสารละลาย AgNO3 
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ตอนทีไ 2 การหาปริมาณคลอเรด์ดย Mohr’s Method 

ปຂปตสารละลายตัวอยางคลอเรด์มา 10.00 ml ฿สลง฿น Volumetric flask ขนาด 100.00 ml ติม
นๅ้าจนถึงขีดปริมาตร  ปຂปตสารละลายทีไตรียมเดຌจากขຌอ 1. มา 10 ml ฿ส฿น Conical flask ขนาด 250 ml 

ติม 5% K2CrO4 0.5 ml ลຌวเททรตกับสารละลายมาตรฐาน AgNO3 จนกระทัไงเดຌสีดงอิฐของ Ag2CrO4 

บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌท้าการทดลองซๅ้าอีก 2 ครัๅง ค้านวณหาปริมาณของคลอเรด์฿นสารตัวอยางปຓน 
ปอร์ซนต ์
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ภาคผนวก ค 

        การวิคราะห์คุณสมบัติทางชีวคมีบางประการ 
 

1. การทดสอบการสรຌางอนเซม์คะตะลส 

เฮดรจนปอร์ออกเซม์ 3 % 

วิธีการ 
1. ปลูกชืๅอลง฿นอาหาร Nutrient agar บมทีไอุณหภูมิ 37 °C ปຓนวลา 24 ชัไวมง 
2. ติม 1 มิลลิลิตร ของเฮดรจนปอร์ออกเซด์ 
บันทึกผล 

ผลบวก : กิดฟองกຍส 

ผลลบ   : เมกิดฟองกຍส 

 

2. การทดสอบความสามารถ฿นการ฿ชຌคาร์บเฮดรต 

Beef extract                3  กรัม 

  Peptone                   5  กรัม 

นๅ้าตาล                     10 กรัม 

Bromthymol blue       4  มิลลิลิตร 

ติมอาหารทีไมีนๅ้าตาลตละชนิด฿นหลอดทดลองทีไมีหลอดดักกຍส ฆาชืๅออาหารทีไอุณหภูมิ 110°C 

นาน 10 นาที สรใจลຌวรีบยกออกมาชนๅ้า 
วิธีการ  

1. ปลูกชืๅอทีไตຌองการทดสอบ฿นอาหาร 

2. บมทีไอุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชัไวมง 
บันทึกผล 

ผลบวก : อาหารปลีไยนปຓนสีหลืองตเมมีกຍส฿นหลอดดักกຍส สดงวาชืๅอเมสรຌางกຍสตหมักนๅ้าตาลเดຌหรือ
อาหารปลีไยนปຓนสีหลืองละมีกຍส฿นหลอดดักกຍส สดงวาชืๅอหมักนๅ้าตาลละสรຌางกຍสเดຌ 
ผลลบ : อาหารเมปลีไยนสี สดงวาชืๅอหมักนๅ้าตาลเมเดຌ 
 

3. การสรຌางอะซิตอิน ิacetoinี 
           MR-VP medium 

Buffered peptone         7   กรัม 

NaCl                            5   กรัม 

Bacto dextrose             5   กรัม 
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ละลายสวนผสมทัๅงหมดขຌาดຌวยกัน฿นนๅ้ากลัไน  ปรับ pH 7 ± 0.2  ติมนๅ้ากลัไนจนครบ 1 ลิตร น้าเปตຌม
฿หຌดือด ฆาชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศาซลซียส นาน 15 นาที 
วิธีการทดลอง 
1. ปลูกชืๅอ฿นอาหารบมทีไอุณหภูมิ 37 องศาซลซียส นาน 48 ชัไวมง 
2. ถายชืๅอจากขຌอ 1 มา 1 มิลลิลิตร ฿ส฿นหลอดทดสอบทีไสะอาด 

3. ติมสาร A 0.6 มิลลิลิตร 

4. ติมสาร B 0.2 มิลลิลิตร ขยา฿หຌขຌากัน 

บันทึกผล 

ผลบวก : สีดงภาย฿น 5 นาที 
ผลลบ : สีหลือง 
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         ภาคผนวก ง 
                                           วิธีการยຌอมสีบบกรมละนๅ้ายาทีไ฿ชຌยຌอม 

 

1. การยຌอมสีกรม 

1.1  ท้าความสะอาดผนสเลด์฿หຌสะอาดละชใด฿หຌหຌง 
1.2  ท้าการสมียร์ชืๅอลงบนผนสเลด์รอ฿หຌหຌงละน้าเปตรึงซลล์ดຌวยความรຌอน 

1.3  หยดสี Crystal violet ฿หຌทวมรอยสมียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.4  น้าเปผานนๅ้า ลຌวหยดสารละลายเออดีน฿หຌทัไวรอยสมียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.5  ทสารละลายเออดีนทิๅง ละหยดอลกอฮอล์95% ฿หຌทัไวรอยสมียร์ ทิๅงเวຌ 10 วินาที มืไอครบ 

วลาน้าเปผานนๅ้าบาโ 

1.6  หยดสี Safranin o ฿หຌทวมรอยสมียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.7  ทสีทิๅง น้าเปผานนๅ้า ลຌวซับดຌวยกระดาษซับ วางทิๅงเวຌ฿หຌหຌง 
1.8  น้าเปดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของซลล์ภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ 
บคทีรียทีไปຓนกรมบวกจะติดสีมวง หรือสีนๅ้างิน Crystal violet 

บคทีรียทีไปຓนกรมลบ จะติดสีดง หรือสีชมพู Safranin O 

 

2. นๅ้ายาทีไ฿ชຌยຌอมสีกรม 

2.1 Crystal violet 

สารละลาย A 

Crystal violet ิ85% dryี      20 กรัม 

Ethyl alcohol 98%     20 มิลลิลิตร 

ท้าการละลาย฿นอลกอฮอล์จนกระทัไงสีละลายหมด 

สารละลาย B 

Ammoniom oxalate     0.8 กรัม 

นๅ้ากลัไน        80  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ถຌามีตะกอนกรองกอน฿ชຌ ละถຌาสีขຌมกินเปอาจจือจาง
สารละลาย A ปຓน 1: 10 กอนผสมกับสารละลาย  B 

 

2.2  Safranin O counterstain ิstock solutionี 
Safranin O       2.5 กรัม 

Ethyl alcohol 95 %    100 กรัม 

ถຌาจะ฿ชຌ฿นการยຌอมจือจางปຓน 1:10 ิStock O 10 มิลลลิตร ผสมกับนๅ้ากลัไน 90  มิลลิลิตรี ถຌามี
ตะกอนกรองทุกครัๅงกอน฿ชຌงาน 
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2.3  Gram’s iodine  solution ิmordantี 
Iodine ิcrystalี                  1 กรัม 

Potassium iodine ิKIี        2 กรัม 

นๅ้ากลัไน       300 มิลิลิตร 

ละลาย Iodine KI ฿นนๅ้ากลัไนปริมาณนຌอยโ กอนลຌวติมนๅ้า฿หຌครบ ลຌวกใบ฿นขวดสีชา 

2.4  Alcohol 95% 

Ethyl alcohol       95 มิลลิลิตร 

นๅ้ากลัไน        5  มิลลิลิตร 
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     ภาคผนวก จ 

    ผลการทดลอง 
 

ตารางทีไ 10: การปลีไยนปลงปริมาณชืๅอบคทีรียทีไคัดยกเดຌบนอาหารชนิดตางโ ตลอดระยะวลาการหมัก 12 

ดือน 

 

 

วัน 

ปริมาณชืๅอบคทีรียบนอาหารชนิดตางโ ิlog CFU/mlี 
Tributyrin agar Skim milk agar Plate count agar MRS agar 

10% NaCl 15% NaCl 10% NaCl 15% NaCl 10% NaCl 15% NaCl 5% NaCl 

15 5.03±0.0 5.58±0.1 4.98±0.0 4.63±0.1 5.98±0.0 5.74±0.1 0.00±0.0 

30 4.73±0.0 4.80±0.1 5.83±0.1 4.73±0.1 5.69±0.0 5.50±0.1 0.00±0.0 

45 4.55±0.0 4.30±0.1 5.55±0.1 4.72±0.1 5.54±0.1 5.00±0.1 1.74±0.0 

60 3.70±0.0 3.66±0.0 5.00±0.0 4.66±0.0 4.98±0.0 4.72±0.0 2.30±0.1 

75 3.60±0.0 3.60±0.0 4.70±0.1 4.60±0.1 4.80±0.0 4.70±0.0 3.19±0.0 

90 3.60±0.1 3.50±0.0 4.80±0.0 4.60±0.1 4.78±0.0 4.60±0.0 4.20±0.2 

105 3.50±0.0 3.50±0.0 4.70±0.1 4.50±0.0 4.75±0.0 4.60±0.1 4.32±0.0 

120 3.60±0.1 3.60±0.0 4.60±0.0 4.40±0.0 4.60±0.1 4.50±0.1 4.44±0.0 

135 3.70±0.0 3.50±0.0 4.62±0.0 4.00±0.1 4.57±0.0 4.50±0.0 4.45±0.1 

150 3.80±0.1 3.50±0.0 4.57±0.1 3.70±0.1 4.57±0.0 4.50±0.0 4.45±0.0 

165 3.80±0.1 3.50±0.1 4.50±0.0 3.50±0.0 4.50±0.0 4.50±0.0 4.20±0.0 

180 3.60±0.1 3.50±0.1 4.45±0.0 3.60±0.1 4.48±0.1 4.50±0.0 4.15±0.0 

195 3.59±0.01 3.46±0.01 4.39±0.0 3.58±0.0 4.40±0.0 4.42±0.0 4.12±0.0 

210 3.57±0.00 3.45±0.01 4.35±0.1 3.53±0.0 4.38±0.1 4.40±0.0 4.10±0.0 

225 3.45±0.00 3.42±0.01 4.20±0.0 3.51±0.0 4.35±0.0 4.38±0.0 4.08±0.0 

240 3.40±0.00 3.40±0.00 3.98±0.0 3.48±0.0 4.30±0.0 4.35±0.0 4.05±0.1 

255  3.35±0.00 3.37±0.00 3.96±0.0 3.45±0.0 4.25±0.0 4.30±0.0 3.98±0.0 

270 3.31±0.01 3.35±0.00 3.82±0.0 3.39±0.0 4.20±0.0 4.25±0.0 3.87±0.0 

285 3.28±0.00 3.31±0.00 3.80±0.0 3.30±0.0 4.10±0.0 4.20±0.0 3.62±0.0 

300 3.25±0.02 3.25±0.01 3.75±0.0 3.29±0.0 3.98±0.1 4.12±0.0 3.50±0.0 

315 3.20±0.00 3.22±0.00 3.71±0.0 3.25±0.0 3.87±0.0 4.05±0.0 3.40±0.0 

330 3.20±0.01 3.19±0.00 3.69±0.0 3.20±0.0 3.82±0.0 3.95±0.0 3.30±0.0 

345 3.19±0.01 3.17±0.01 3.62±0.0 3.15±0.0 3.80±0.0 3.91±0.0 3.00±0.0 

360 3.15±0.02 3.13±0.01 3.58±0.0 3.15±0.0 3.80±0.1 3.86±0.0 2.95±0.0 
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ตารางทีไ 11: การปลีไยนปลงทางคมีของตัวอยางนๅ้าหมักบูดูตลอดระยะวลาการหมัก 12 ดือน 

 

วัน การปลีไยนปลงทางคมี 

pH Lactic acid (%) NaCl (%) 

0 5.55 ±0.01 1.14 ±0.01 7.6 ±0.1 

15 5.57 ±0.02 1.33 ±0.02 7.8 ±0.3 

30 5.68 ±0.01 1.37 ±0.02 8.0 ±0.0 

45 5.69 ±0.01 1.44 ±0.03 8.8 ±0.0 

60 6.03 ±0.01 1.80 ±0.01 9.0 ±0.0 

75 6.06 ±0.01  1.84 ±0.01 10.2 ±0.2 

90 6.06 ±0.01  1.91 ±0.02 10.5 ±0.2 

105 6.09 ±0.01 1.92 ±0.02 10.6 ±0.1 

120 6.12 ±0.01 1.94 ±0.03 10.8 ±0.1 

135 6.12 ±0.00 1.94 ±0.01 11.6 ±0.1 

150 6.13 ±0.01 1.94 ±0.01 12.0 ±0.0 

165 6.13 ±0.01 1.84 ±0.02 13.5 ±0.0 

180 6.14 ±0.01 1.89 ±0.00 14.0 ±0.0 

195 6.15 ±0.00 1.88 ±0.00 14.8 ±0.0 

210 6.15 ±0.00 1.88 ±0.00 15.0 ±0.2 

225 6.16 ±0.00 1.89 ±0.00 16.0 ±0.3 

240 6.16 ±0.00 1.90 ±0.00 18.0 ±0.1 

255 6.17 ±0.00 1.90 ±0.00 20.0 ±0.1 

270 6.17 ±0.00 1.91 ±0.00 22.1 ±0.1 

285 6.18 ±0.00 1.91 ±0.00 25.0 ±0.1 

300 6.19 ±0.00 1.91 ±0.00 27.4 ±0.1 

315 6.20 ±0.00 1.92 ±0.00 29.0 ±0.5 

330 6.20 ±0.00 1.92 ±0.00 31.0 ±0.2 

345 6.20 ±0.00 1.94 ±0.00 32.0 ±0.2 

360 6.20 ±0.00 1.95 ±0.00 34.0 ±0.0 
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ตารางทีไ 12: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียยอยปรตีนทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ Skim milk 

agar จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนรกของการหมัก 

Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Sk01A + Rod Yellow Opaque 

Sk05A + Rod Yellow Opaque 

Sk08B + Coccus White Opaque 

Sk12B + Coccus White Opaque 

Sk06C + Coccus Yellow Opaque 

Sk10C + Coccus Yellow Opaque 

Sk02D + Coccus Yellow Opaque 

Sk12D + Coccus Yellow Opaque 

Sk04E + Coccus Yellow Opaque 

Sk06E + Coccus Yellow Opaque 

Sk09F + Coccus White Opaque 

Sk12F + Coccus White Opaque 

Sk03G + Rod Yellow Opaque 

Sk10H + Rod Yellow Opaque 

Sk12H + Rod Yellow Opaque 

Sk05I + Rod White Opaque 

Sk04J + Rod Yellow Opaque 

Sk03K + Coccus White Opaque 

Sk05K + Coccus White Opaque 

Sk04L + Coccus White Opaque 
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ตารางทีไ 13: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียยอยปรตีนทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ Skim milk 

agar จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก 

 

Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Sk02M + Rod Yellow Opaque 

Sk05M + Rod Yellow Opaque 

Sk07M + Rod Yellow Opaque 

Sk09M + Rod Yellow Opaque 

Sk11M + Rod Yellow Opaque 

   Sk03N + Rod Yellow Opaque 

Sk05N + Rod Yellow Opaque 

Sk03P + Coccus White Opaque 

Sk04P + Coccus White Opaque 

Sk03V + Coccus White Opaque 

Sk01W + Rod Yellow Opaque 

Sk02W + Rod Yellow Opaque 

Sk02X + Coccus Yellow Opaque 
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ตารางทีไ 14: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียยอยเขมันทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ Tributyrin 

agar จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนรกของการหมัก 

 

Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Tr02A + Rod Yellow Opaque 

Tr05A + Rod Yellow Opaque 

Tr10A + Rod Yellow Opaque 

Tr15B + Coccus Yellow Opaque 

Tr08C + Rod Yellow Opaque 

Tr12C + Rod Yellow Opaque 

Tr12D + Rod White Opaque 

Tr12E + Coccus White Opaque 

Tr02F + Coccus Yellow Opaque 

Tr03G + Coccus White Opaque 

Tr10G + Coccus White Opaque 

Tr15H + Rod White Opaque 

Tr21H + Rod White Opaque 

Tr05I + Coccus White Opaque 

Tr03J + Coccus White Opaque 

Tr02L + Rod White Opaque 

Tr04L + Rod White Opaque 
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ตารางทีไ 15: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียยอยเขมันทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ Tributyrin 

agar จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก   
 

Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Tr02M + Rod White Opaque 

Tr04M + Rod White Opaque 

Tr02N + Rod White Opaque 

Tr03N + Rod White Opaque 

Tr04N + Rob White Opaque 

Tr01Q + Rod Yellow Opaque 

Tr02Q + Rod Yellow Opaque 

Tr03Q + Rod Yellow Opaque 

Tr04Q + Rod Yellow Opaque 

Tr01T + Rod Yellow Opaque 

Tr03T + Rod Yellow Opaque 

Tr05T + Rod Yellow Opaque 

Tr02X + Rod White Opaque 

Tr03X + Rod White Opaque 

Tr05X + Rod White Opaque 
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ตารางทีไ 16 : ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียลกติกทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ MRS agar 
จากตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนรกของการหมัก   
 

Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Lac01C + Coccus White Opaque 

Lac02C + Coccus White Opaque 

Lac03C + Coccus White Opaque 

Lac04D + rod White Opaque 

Lac05D + Coccus White Opaque 

Lac06D + rod White Opaque 

Lac07D + Coccus White Opaque 

Lac10D + rod White Opaque 

Lac12D + rod White Opaque 

Lac13E + Coccus White Opaque 

Lac15E + rod White Opaque 

    Lac19F + rod White Opaque 

Lac23I + Coccus White Opaque 

Lac25I + Coccus White Opaque 

Lac28I + Coccus White Opaque 

Lac31G + rod White Opaque 

Lac34G + Coccus White Opaque 

Lac02L + Rod White Opaque 
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ตารางทีไ 17: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของชืๅอบคทีรียลกติกทีไคัดลือกบนอาหารลีๅยงชืๅอ MRS agar จาก
ตัวอยางนๅ้าหมักบูดู 6 ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก 

  
Cell morphology 

Isolate gram Staining Shape Color and Opacity 

Lac02M + Rod White Opaque 

Lac05M + Rod White Opaque 

Lac02N + Rod White Opaque 

Lac02P + Rod White Opaque 

Lac03P + Rod White Opaque 

Lac02T + Rod White Opaque 

Lac01U + Rod White Opaque 

Lac01V + Coccus White Opaque 

Lac02V + Coccus White Opaque 

Lac02W + Coccus White Opaque 
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          ภาคผนวก ฉ 

               ลักษณะละรูปรางของชืๅอบคทีรียบนจานพาะลีๅยงชืๅอละภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ 
 

                                         
                                      ก                            ข 

                             
                                       ค                                                          ง 

                                 
                       จ                                                           ฉ 

รูปทีไ 21:   ลักษณะคลนีละรูปรางของชืๅอบคทีรียบนอาหาร  Plate Count agar ิPCAี  Skim milk 

agar ละ Tributyrin agar 

              ก ละ ข  ชืๅอบคทีรียบนอาหาร  Skim milk agar 

    ค ละ ง  ชืๅอบคทีรียบนอาหาร  Tributyrin agar 

              จ ละ ฉ ชืๅอบคทีรียบนอาหาร Plate Count Agar (PCA) 
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                          ก                                                          ข 

       
                         ค                                                           ง 

      
                         จ                                                           ฉ 

  
 

 

รูปทีไ 22: ลักษณะคลนีละรูปรางของชืๅอบคทีรียบนอาหาร MRS agar 
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ตารางทีไ 18: ลักษณะสัณฐานวิทยาละรูปรางชืๅอภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1000 ทา 
ล้าดับ อซลต ลักษณะสัณฐานวิทยา รูปรางชืๅอภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 

1000 ทา 
1 Tr02A 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว  

 

2 Tr15B กรมบวก รูปรางกลม 

 

3 Tr08C 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว สรຌางสปอร์ 

 

4 Tr12D 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว ตอกันปຓนสาย 

 

5 Tr02F 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาวรียว 

 
6 Tr03G 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 
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7 Tr21H 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 
8 Tr05I 

 

กรมบวก รูปรางกลม  

 

9 Tr02M 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว ตอกันปຓนสาย 

 

10 Tr01Q 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

11 Tr01T 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว 

 

12 Tr02X 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 
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13 Sk01A 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน 

 

14 Sk08B 

 

กรมบวก รูปรางกลม  

 

15 Sk06C 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 

 

16 Sk12D 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

17 Sk09F 

 

กรมบวก รูปรางกลม
ลใก 

 

18 Sk03G 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว 
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19 Sk10H 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว สรຌางสปอร์ 

 

20 Sk05I 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน 

 

21 Sk04J 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

22 Sk03P 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน 

 

23 Sk03V 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว 

 

24 Sk01W 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน 
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25 Sk02X 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 

 

26 Lac01C 

 

กรมบวก รูปรางกลม
฿หญ 

 

27 Lac02C 

 

กรมบวก รูปรางกลมรี 
คลຌายรูปเข 

 

28 Lac03C 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 

 

29 Lac04D 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว จัดรียงปຓน
กลุม 

 

30 Lac05D 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 
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31 Lac06D 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว จัดรียงปຓน
กลุม 

 

32 Lac07D 

 

กรมบวก รูปรางกลม
ลใก ปຓนกลุม 

 

33 Lac10D 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

34 Lac19F 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

35 Lac31G 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว ตอกันปຓนสาย 

 

36 Lac34G 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
กลมลใก จัดรียงปຓน
กลุม 
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37 Lac02M 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว 

 

38 Lac02P 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว จัดรียงปຓน
กลุม 

 

39 Lac02T 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

40 Lac01U 

 

กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

41 Lac01V 

 

กรมบวก รูปรางกลม 
จัดรียงปຓนกลุม 

 

42 Lac02W กรมบวก รูปรางปຓน
ทอนยาว 
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ภาคผนวก ช 

รูปภาพขัๅนตอนการหมักบูดู 
 

1. ขัๅนตอนการหมักบูดู 
 

1.1 ปลากะตักสดทีไ฿ชຌ฿นการหมัก 

ริไมจากการน้าปลากะตักสดมาลຌาง฿หຌสะอาดอาจจะ฿ชຌปลาชนิด฿ดกใเดຌตสวน฿หญ฿ชຌปลากะตักจึง
จะ฿หຌนๅ้าบูดูทีไมีกลิไนหอมละรสชาติดี 

 

 
 

 

1.2 กระบวนการหมัก 

น้าปลากะตักทีไเดຌ฿สภาชนะทีไตรียม฿วຌ ดย฿ชຌอัตตราสวนปลาตอกลือ 3 ตอ 1 ดยนๅ้าหนกั 
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1.3 น้ากลือ฿สลงเป฿นอัตราสวนทีไตรียมเวຌ 
 

 
 

 

1.4 หลังจากนัๅนคลุกปลากะตักกับกลือ฿หຌขຌากัน 
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1.5 หลังจากคลุกปลา฿หຌขຌากันเดຌทีไลຌว กใน้าเป฿ส฿นเห ลຌวปຂดปากเหดຌวยถุงพลาสติก 2 ถึง 3 ชัๅน 
มัดดຌวยยางละชือกฟาง฿หຌนน พืไอเม฿หຌอากาศขຌาเปขຌาง฿นภาชนะหมัก หมักทิๅง฿วຌประมาณ 4 
ดือน กใบตัวอยางมาวิคราะห์ทุกโ15 วันของการหมัก 
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