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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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เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเป็นกรด-ด่าง และปริมาณกรดตลอดระยะเวลาการ
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จ้านวนแบคทีเรียทั้งหมดที่คัดเลือกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาที่แตกต่างกันเป็นเกณฑ์จาก
ตัวอย่างน้้าหมักบูดูในระยะเวลา 6 เดือนหลังของการหมักจนสิ้นสุดการหมัก บนอาหาร plate 
count agar, tributyrin agar, skim milk agar และ MRS agar 
genomic DNA ของเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้งหมดจากตัวอย่างน้้าหมักบูดูตลอดระยะเวลา
การหมัก 12 เดือน 
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บททีไ 1 

บทน ำ 

 

ควำมส ำคัญ฽ละทีไมำของปัญหำ 

บูดู฼ปຓนอาหารหมักดัๅง฼ดิมของภาค฿ตຌตอนล຋างท าจากปลาทะ฼ลขนาด฼ลใก฾ดยผสมกับ฼กลือ฽ลຌวหมักเวຌ  
ตามธรรมชาติประมาณ แโ ฼ดือน จนกระทัไง฼นืๅอปลา฼ปืດอยยุ຋ยกลาย฼ปຓนของ฼หลวขຌนสี฼ทาอมนๅ าตาล฽ดง      
ปัจจุบันการผลิตบูดูยังคงอาศัย฼ชืๅอจุลินทรีย์ประจ าถิไน฽ละกระบวนการผลิตยัง฽ตกต຋างกันเปตามสูตรของ฽ต຋
ละทຌองถิไน ท า฿หຌผลิตภัณฑ์ทีไเดຌมีรสชาติ฽ละกลิไนรสทีไต຋างกัน ฾ดยทัไวเปคุณลักษณะหรือคุณภาพของผลิตภัณฑ์
อาหารหมักทีไหมัก฾ดย฼ชืๅอจุลินทรีย์ประจ าถิไนจะขึๅนกับคุณภาพของวัตถุดิบ ส຋วนผสม สภาวะ฿นการหมักหรือ
บ຋ม ฽ละองค์ประกอบของจุลินทรีย์ทีไ฼กีไยวขຌองกับกระบวนการหมัก  การมีจุลินทรีย์ทีไ฽ตกต຋างสกุล ิgenera) 

หรือสายพันธุ์ ิspecies) หรือ฽มຌ฽ต຋ strain กใส຋งผล฿หຌรสชาติหรือคุณภาพของอาหารหมัก฽ตกต຋างกันออกเป 
ิRantsiou and Cocolin, โเเๆี ฿นกระบวนการผลิตบูดูนัๅนมีจุลินทรีย์ทีไ฼กีไยวขຌองกับกระบวนการหมักอยู຋ ใ 
กลุ຋มหลัก เดຌ฽ก຋ ิแี ฽บคที฼รียทีไย຋อย฾ปรตีน ฽บคที฼รียกลุ຋มนีๅสามารถผลิต฼อนเซม์฾ปรติ฼อส฼พืไอ฼ปลีไยน฾ปรตีน
฿หຌ฼ปຓนกรดอะมิ฾นชนิดต຋างโ ิโี ฽บคที฼รียทีไย຋อยเขมัน  ฽บคที฼รียกลุ຋มนีๅสามารถสรຌาง฼อนเซม์เล฼ปส฼พืไอย຋อย
เขมัน฽ละนๅ ามัน฿หຌ฼ปຓนกรดเขมัน฽ละกลี฼ซอรอล ฽ละ ิใี ฽บคที฼รีย฽ลกติก ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไมีความส าคัญมาก
ทีไสุด ฾ดยมีบทบาทหลัก฿นการสรຌางกลิไนรส฼ฉพาะตัวของผลิตภัณฑ์ ฼นืไองจากมีการสรຌางกรดอินทรีย์฽ละสาร฿หຌ
กลิไนรสอืไนโ จากการหมักคาร์฾บเฮ฼ดรต ิMiambi et al., โเเใี นอกจากนีๅกรดอินทรีย์ทีไ฽บคที฼รีย฽ลกติก
ผลิตขึๅนมายังช຋วยยับยัๅงการ฼จริญของ฽บคที฼รียก຋อ฾รค฽ละ฽บคที฼รียทีไท า฿หຌอาหาร฼น຋า฼สียท า฿หຌผลิตภัณฑ์มี
ความปลอดภัย ิKostinek et al., โเเ5ี 

ปัจจุบันมีการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿นผลิตภัณฑ์อาหารหมักชนิดต຋างโ อย຋าง   
กวຌางขวาง การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ ฾ดยทัไวเปนิยม฿ชຌวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ     
จนเดຌ฾ค฾ลนี฼ดีไยวทีไบริสุทธิ์฽ลຌวน าเปจัดจ า฽นกสายพันธุ์฾ดยศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา฽ละท าการทดสอบ   
ทางชีว฼คมี วิธีการ฼หล຋านีๅ฼ปຓนวิธีดัๅง฼ดิมทีไมีขຌอจ ากัดมากมาย ปัจจุบันเดຌมีการพัฒนา฼ทคนิคทางชีว฾ม฼ลกุล 
ิmolecular technique) ทีไสามารถศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ถึงระดับยีน ฾ดยการวิ฼คราะห์    
ความ฽ตกต຋างของล าดับนิวคลี฾อเทด์฿นอาร์ ฼อใน฼อหรือดี ฼อใน฼อ ฽ละจัด฽บ຋งความหลากหลายของ        
จุลินทรีย์ออกมา฼ปຓนกลุ຋มตามความ฽ตกต຋าง ิpattern หรือ profile) หรืออาจ฼รียกว຋า฼ทคนิค DNA 

fingerprint ฾ดยสามารถ฿ชຌ฼ปรียบ฼ทียบจุลินทรีย์฿นอาหาร รวมทัๅงติดตามการ฼ปลีไยน฽ปลงสายพันธุ์ของ
จุลินทรีย์฿นระหว຋างกระบวนการหมักทีไระยะ฼วลาต຋างโ วิธีทีไนิยม฿ชຌ คือ ฼ทคนิค Polymerase Chain 

Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ซึไง฼ปຓน฼ทคนิคทีไนิยม฿ชຌ฿น
หຌองปฏิบัติการทัไวเป ส าหรับการตรวจสอบ฽ละศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไมีอยู຋฿นอาหาร฽ละ
สามารถ฿ชຌตรวจสอบกลุ຋มจุลินทรีย์ทีไตรวจพบเดຌยาก฾ดยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฼นืไองจากอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอมี
สารอาหารทีไเม຋฼หมาะสมต຋อการ฼จริญของจุลินทรีย์หรือสภาวะเม຋฼หมาะสมต຋อการ฼จริญ ิunculturable 

microorganism) 



2 

 

฽บคที฼รียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นกระบวนการหมักบูดู เดຌ฽ก຋ กลุ຋ม฽บคที฼รียทน฼กลือทีไย຋อยสลาย     
เขมัน฽ละ฾ปรตีน ฽ละกลุ຋ม฽บคที฼รีย฽ลกติกทน฼กลือ (ธนุสรา ฽ละปราณีุ โ5ใใ; วรรณา, โ5ไแี ฽ต຋฽บคที฼รีย
ดังกล຋าวเดຌจากการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ละวิ฼คราะห์หรือจัดจ า฽นกสายพันธุ์฾ดยการ฿ชຌการ      
ทดสอบทางชีว฼คมี ท า฿หຌมีขຌอจ ากัด฿นการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฿น฽ต຋ละช຋วง฼วลา              
ของการหมักบูดเูดຌ ดังนัๅนงานวิจัยนีๅจึงมีวัตถุประสงค์฼พืไอติดตามการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฿นระหว຋างการ
หมักบูด฾ูดย฼ปรียบ฼ทียบระหว຋างวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ละการ฿ชຌ฼ทคนิค PCR-DGGE 

วัตถุประสงค์ของ฾ครงกำรวิจัย 

      1. ฼พืไอศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฿นระหว຋างการผลิตบูดู฾ดย฿ชຌ฼ทคนิค PCR-DGGE ฽ละการ
฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

      2. ฼พืไอศึกษา฼ปรียบ฼ทียบความสามารถ฿นการตรวจสอบ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไ฼กีไยวขຌอง฿นกระบวนการหมักบูดู
฾ดยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ละ฼ทคนิค PCR-DGGE 

 

ประ฾ยชน์ทีไคำดว຋ำจะเดຌรับ 

ป຃ทีไ แ ทราบชนิดของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไสามารถ฼พาะ฼ลีๅยงเดຌซึไงมีบทบาททีไส าคัญต຋อการผลิตบูดู฿น฽ต຋ละช຋วง฼วลา
฼พืไอ฼ปຓน฽นวทาง฿นการ฿ชຌประ฾ยชน์฿นระดับอุตสาหกรรมต຋อเป  
ป຃ทีไ โ ทราบชนิดของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไเม຋สามารถ฼พาะ฼ลีๅยงเดຌซึไงมีบทบาททีไส าคัญต຋อการผลิตบูดู฿น฽ต຋ละ
ช຋วง฼วลา฼พืไอ฼ปຓนขຌอมูลพืๅนฐาน฿นการยกระดับมาตรฐานการผลิตบูดู  
 

ขอบ฼ขตของ฾ครงกำรวิจัย 

฼กใบตัวอย຋างบูดูจากการผลิตจริง฿นระยะ฼วลาต຋างโ ฼พืไอติดตามการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รียกลุ຋ม
ต຋างโ ฿นระหว຋างการผลิต฾ดย฿ชຌ฼ทคนิค PCR-DGGE ฼ปรียบ฼ทียบกับการ฼พาะ฼ลีๅยง฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฾ดยท า
การ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของ฽บคที฼รียทีไ฽ยกเดຌบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฾ดย฿ชຌ฼ทคนิคการวิ฼คราะห์ แๆS rRNA gene 

 

นิยำมศัพท์฼ฉพำะ 

บูดู (Budu) หมายถึง ผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักปลาทะ฼ลกับ฼กลือ฿นอัตราส຋วนทีไ฼หมาะสม ตัๅงทิๅงเวຌ
อย຋างนຌอย แ ป຃ จน฼นืๅอปลา฼ปืດอยหลุดออกจากกຌาง น าเปกรอง฼อากຌาง฽ละ฼กลใดออก อาจ฼ติมนๅ าตาลดຌวยกใเดຌ 
฼ปຓนอาหารทีไนิยมกันมาก฿นชาวมลายู ชาวเทยมุสลิม ฽ละชาวเทย฿นภาค฿ตຌ  ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 
2547ี  

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

หมายถึง ฼ทคนิคส าหรับการตรวจสอบ฽ละศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไมีอยู຋฿นอาหาร฽ละสามารถ฿ชຌ
ตรวจสอบกลุ຋มจุลินทรีย์ทีไตรวจพบเดຌยาก฾ดยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฼นืไองจากอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอมีสารอาหารทีไเม຋
฼หมาะสมต຋อการ฼จริญของจุลินทรีย์หรือสภาวะเม຋฼หมาะสมต຋อการ฼จริญ ิunculturable microorganism) 
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บททีไ 2 

฼อกสำร฽ละงำนวิจัยทีไ฼กีไยวขຌอง 
 

1. บูดู ิBuduี 
บูดู หรือ นๅ าบูดู หมายถึง ผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักปลาทะ฼ลกับ฼กลือ฿นอัตราส຋วนทีไ฼หมาะสม ตัๅงทิๅง

เวຌอย຋างนຌอย แ ป຃ จน฼นืๅอปลา฼ปืດอยหลุดออกจากกຌาง น าเปกรอง฼อากຌาง฽ละ฼กลใดออก อาจ฼ติมนๅ าตาลดຌวยกใเดຌ 
฼ปຓนอาหารทีไนิยมกันมาก฿นชาวมลายู ชาวเทยมุสลิม ฽ละชาวเทย฿นภาค฿ตຌ  ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 
2547ี  

ปัญหาทีไพบ฿นการผลิตบูดู฾ดยส຋วน฿หญ຋฼กิดจากกระบวนการผลิต คุณภาพของวัตถุดิบ การปน฼ปืຕอน
ของ฼ชืๅอก຋อ฾รค การปน฼ปืຕอนของสารพิษ ความสะอาด฽ละการสุขาภิบาล การ฿ชຌวัตถุกัน฼สีย฽ละการ฼กิดกรด
฽ลกติก฿นระหว຋างการหมัก ดังนัๅนส านักงานมาตรฐานผลิตภัณฑ์อุตสาหกรรมจึงเดຌก าหนดมาตรฐานผลิตภัณฑ์
ชุมชนนๅ าบูดู ฼ลขทีไ ใโ5/โ5ไ7 ฼พืไอ฿หຌบูดูมีลักษณะทีไ฼หมาะสมต຋อการบริ฾ภค ฾ดยคุณลักษณะของบูดูทีไ
฼หมาะสมต຋อการบริ฾ภคควรมีลักษณะดังนีๅ ิมาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชนุ 2547ี 

1. ลักษณะทัไวเป ตຌอง฼ปຓนของ฼หลวขุ຋น มีตะกอน฼มืไอวางทิๅงเวຌ 
2. สี ตຌองมีสีทีไดีตามธรรมชาติของนๅ าบูดู ฽ละเม຋มีสีด าคลๅ า 

3. กลิไน ตຌองมีกลิไนทีไดีตามธรรมชาติของนๅ าบูดู ปราศจากกลิไนอืไนทีไเม຋พึงประสงค์ 
4. สิไง฽ปลกปลอม ตຌองเม຋พบสิไง฽ปลกปลอมทีไเม຋฿ช຋ส຋วนประกอบทีไ฿ชຌ ฼ช຋น ฼สຌนผม ขนสัตว์ ดิน ทราย 

กรวด ชิๅนส຋วนหรือ สิไงปฏิกูลจากสัตว์ 
5. สารปน฼ปืຕอน  

- ตะกัไว ตຌองเม຋฼กิน 1 มิลลิกรัมต຋อตัวอย຋าง 1 กิ฾ลกรัม 

- สารหนู ตຌองเม຋฼กิน 2 มิลลิกรัมต຋อตัวอย຋าง 1 กิ฾ลกรัม 

- ปรอท ตຌองเม຋฼กิน 0.5 มิลลิกรัมต຋อตัวอย຋าง 1 กิ฾ลกรัม 

6. วัตถุ฼จือปนอาหาร หຌาม฿ชຌวัตถุกัน฼สีย฽ละสีสัง฼คราะห์ทุกชนิด 

7. ฼กลือ ตຌองเม຋นຌอยกว຋ารຌอยละ 19 ฾ดยนๅ าหนัก 

8. จุลินทรีย์ 
- Salmonella ตຌองเม຋พบ฿นตัวอย຋าง 25 กรัม 

- Staphylococcus aureus ตຌองเม຋พบ฿นตัวอย຋าง 0.1 กรัม 

- Clostridium perfringens ตຌองเม຋พบ฿นตัวอย຋าง 0.01 กรัม 

- รา ตຌองเม຋฼กิน แเเ ฾ค฾ลนีต຋อตัวอย຋าง แ กรัม 

- ยีสต์ ตຌองเม຋฼กิน แ × 105 ฾ค฾ลนีต຋อตัวอย຋าง แ กรัม 

 บูดู฼ปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไ฿ชຌปลา฽ละ฼กลือ฼ปຓนวัตถุดิบหลัก฿นการหมัก วัตถุดิบ฼หล຋านีๅอาจ฼ปຓน
฽หล຋งของ฼ชืๅอ฾รคทีไก຋อ฿หຌ฼กิดอันตรายต຋อผูຌบริ฾ภคเดຌ ฼ช຋น 
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 - Vibrio parahaemolyticus ซึไง฼ปຓน฽บคที฼รียทีไชอบความ฼คใม มักจะปน฼ปืຕอนมากับอาหารทะ฼ล 
ิWong et al., 1999ี ฼มืไอ฼ชืๅอ฼ขຌาสู຋ทาง฼ดินอาหารของผูຌบริ฾ภคจะสรຌางสารพิษทีไท า฿หຌ฼กิดการท าลาย฼มใด฼ลือด
฽ดง ิLee et al., 2002ี หากบริ฾ภคอาหารทีไมี฼ชืๅอนีๅปนอยู຋จะท า฿หຌมีอาการปวดทຌอง฽ละคลืไนเสຌ บางครัๅงอาจ
มีอาการอา฼จียนดຌวย ิSu and Liu, 2007ี 
 - Bacillus cereus ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไสรຌางสปอร์ ฼จริญทัๅง฿นทีไทีไมี฽ละเม຋มีอากาศ มักพบ฿นดิน ฝุຆน นๅ า 
ธัญพืช ิ฾ดย฼ฉพาะขຌาว฽ละ฽ปງงขຌาว฾พดี ฽ละผักต຋างโ B. cereus จะสรຌางสารพิษ 2 ชนิดทีไออกฤทธิ์ต຋างกัน 
คือ ชนิดทีไท า฿หຌ฼กิดอาการคลืไนเสຌ฽ละชนิดทีไท า฿หຌ฼กิดอาการทຌอง฼ดิน ิVernam and Evans, 1991ี การ฿ชຌนๅ า
ซาวขຌาว฿นการหมักบูดูจึงอาจ฼กิดการปน฼ปืຕอนของ฼ชืๅอชนิดนีๅเดຌ 
 นอกจากนัๅนสุขลักษณะทีไเม຋฼หมาะสม฿นกระบวนการผลิตบูดูยัง฼ปຓนสา฼หตุหนึไงทีไอาจพบ฼ชืๅอก຋อ฾รคเดຌ 
฾ดยส຋วน฿หญ຋มัก฼กิดจากตัวผูຌผลิต฽ละการ฿ชຌอุปกรณ์ทีไเม຋สะอาด ฼ชืๅอก຋อ฾รคทีไพบ ฼ช຋น  
 - Escherichia coli ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไอาศัยอยู຋฿นล าเสຌของสัตว์฼ลือกอุ຋น ฿ชຌ฼ปຓนดัชนีบ຋งชีๅถึงการ
ปน฼ปืຕอนของอุจจาระ ิTsegaye et al., 2004ี ผูຌทีไบริ฾ภคอาหารทีไมีการปน฼ปืຕอนของ฼ชืๅอชนิดนีๅจะมีอาการ
ทຌอง฼ดิน อาจถ຋าย฼ปຓนมูก฼ลือด นอกจากนัๅนอาจมีอาการปวดทຌอง ปวดศีรษะ คลืไนเสຌ฽ละอา฼จียน ิRadke and 

Alocilja, 2005ี  
 - Staphylococcus aureus ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไมี฽หล຋งก า฼นิดอยู຋ตามฝ຃ หนอง สิว ผิวหนัง ฿นจมูก 
ล าคอ ฽ละบาด฽ผล ปน฼ปืຕอนกับอาหาร฾ดยการสัมผัส เอ หรือจาม ิMigirov et al., 2005ี หากผูຌผลิตมี
อาการดังกล຋าวอาจท า฿หຌ฼ชืๅอนีๅปน฼ปืຕอนมากับบูดูเดຌ ฼มืไอบริ฾ภคสารพิษทีไผลิตจาก฼ชืๅอนีๅ฼ขຌาสู຋ร຋างกายจะมีอาการ
คลืไนเสຌ อา฼จียน ปวดทຌอง฽ละทຌอง฼ดิน (Carmo et al., 2002) 

 - Salmonella sp. ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไอยู຋฿นตระกูล฼ดียวกันกับ฼ชืๅอ E. coli อาศัยอยู຋ตามล าเสຌของผูຌผลิต 
อาจปน฼ปืຕอนมากับอุจจาระ ฼มืไอบริ฾ภคอาหารทีไมีการปน฼ปืຕอนของ฼ชืๅอชนิดนีๅจะมีอาการทຌองร຋วง อา฼จียน มีเขຌ
฽ละรูຌสึกเม຋สบายตัว ิLim et al., 2005ี 
 

2. ฽บคที฼รียทีไ฼กีไยวขຌองกับกำรหมักบูดู 
    มีอยู຋ ใ กลุ຋มหลัก ิธนุสรา ฼หล຋า฼จริญสุข ฽ละปราณี ทองค าุ โ5ใใี เดຌ฽ก຋ 
 - ฽บคที฼รียทีไย຋อย฾ปรตีน ฽บคที฼รียกลุ຋มนีๅสามารถสรຌาง฼อนเซม์ออกมาย຋อย฾ปรตีน฿หຌ฼ปຓนกรดอะมิ฾น
ชนิดต຋างโ เดຌ฽ก຋ Bacillus spp. ฽ละ Micrococcus spp. 

 - ฽บคที฼รียทีไย຋อยเขมัน ฽บคที฼รียหลายชนิดทีไสามารถผลิต฼อนเซม์เล฼ปส ิ lipase) ย຋อยอาหารพวก
เขมัน ฽ละนๅ ามัน฿หຌ฼ปຓนกรดเขมัน ฽ละกลี฼ซอรอล ิglycerol) ลักษณะการย຋อยเขมันอาจ฼ปຓน฽บบเฮ฾ดรเลซิส 
ิhydrolysis) หรือออกซิ฼ดชัน ิoxidation) ฽บคที฼รีย฼หล຋านีๅ เดຌ฽ก຋ Lactobacillus spp., Bacillus spp. 

฽ละ Achromobacter spp. 

 - ฽บคที฼รียทีไสรຌางกรด฽ลคติก ฽บคที฼รีย฿นกลุ຋มนีๅมีความส าคัญกับอาหารหมักดองต຋างโ ฽บคที฼รีย
ชนิดนีๅจะสรຌางกรด฽ลคติกลงเป฿นอาหาร ท า฿หຌ฽บคที฼รียชนิดอืไนทีไ฼ปຓนอันตรายต຋ออาหาร฽ละคน฼จริญเม຋เดຌ 
฽บคที฼รียกลุ຋มนีๅ เดຌ฽ก຋ Lactobacillus spp. ฽ละ Pediococcus spp. 
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 ฿นระหว຋างการหมักบูดู ปริมาณ฽บคที฼รียจะ฼พิไมขึๅนอย຋างรวด฼รใว฿นวันทีไ ใ ถึงวันทีไ แเ ปริมาณ
฽บคที฼รียทีไ฼พิไมขึๅนจะสัมพันธ์กับการ฼พิไมขึๅนของกรด฽ลคติก ฿นขณะทีไค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างจะลดลง   การ
บรรจุปลาทีไผสม฼กลือ฿นบ຋อบูดูจน฽น຋นท า฿หຌมีอากาศนຌอย฼หมาะ฽ก຋การ฼จริญของ฽บคที฼รียทีไสรຌางกรด฽ลคติก 
ส຋วน฽บคที฼รียชนิดอืไนทีไตຌองการอากาศ ฽ละ฽บคที฼รียทีไเม຋ทน฼กลือจะลดลง ฿นระยะ฽รกของการหมักช຋วงวันทีไ 
ใ ถึงวันทีไ แเ ฽บคที฼รียทีไมีบทบาท คือ ฽บคที฼รียชนิดทีไทน฼กลือสูง ฽ละสรຌางกรด เดຌ฽ก຋ ฽บคที฼รีย 
Pediococcus halophilus มีประมาณ ไเ ฼ปอร์฼ซในต์, ฽บคที฼รีย Staphylococcus spp. มีประมาณ ไเ 
฼ปอร์฼ซในต์ ส຋วน฽บคที฼รีย Bacillus spp. ฽ละ coryneform มี฼ลใกนຌอย ฼มืไอหมักบูดู฼ปຓนระยะ฼วลา ๆเ วัน 
ปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลง฼รืไอยโ ฾ดยจะมีกรด฽ลคติก฼กิดขึๅน แ.แ ถึง แ.ใ ฼ปอร์฼ซในต์ สภาพของอาหารหมักทีไ
฼ปຓนกรดจะเปท าลาย฽บคที฼รียชนิดทีไเม຋ทนกรด ความ฼ปຓนกรดจะลดลงอย຋างชຌาโ หรือคงทีไ ฼นืไองจากกรดอะมิ
฾นทีไ฼กิดขึๅน฿นอาหารหมักจะท าหนຌาทีไ฼ปຓนบัพ฼ฟอร์เดຌอย຋างดี นๅ าบูดูทีไมีอายุการหมัก ้เ วันจะพบ฽บคที฼รีย   
P. halophilus ประมาณ ้เ ฼ปอร์฼ซในต์ ฽ละ coryneform ประมาณ แเ ฼ปอร์฼ซในต์ (วรรณา ชูฤทธิ์ ฽ละ
คณะ โ5ไแ) 

 ฽บคที฼รียทีไพบ฿นระยะ฽รกของการหมักอาจ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไติดมากับส຋วนต຋างโ ของปลา ซึไงปริมาณ
ของ฽บคที฼รียทีไติดมากับปลานีๅเม຋฼ท຋ากันขึๅนกับความสดของปลา ขนาดปลา สภาพ฽วดลຌอมทีไปลานัๅนอยู຋ 
ตลอดจนกระบวนการขนส຋งจากท຋า฼รือจนถึงผูຌผลิตบูดู หรืออาจจะติดมากับ฼กลือทีไ฿ชຌหมัก ซึไงจะส຋งผลต຋อ
คุณภาพของบูดู อย຋างเรกใตาม฿นการหมักบูดูนัๅน ความ฼ขຌมขຌนของ฼กลือ ความ฼ปຓนกรด -฼บส  อุณหภูมิ ฽ละ
ปริมาณอาหารของ฽บคที฼รียจะมีบทบาทส าคัญกับจ านวน฽บคที฼รีย฽ต຋ละชนิด ซึไง฽บคที฼รียทีไเม຋สามารถทน
สภาวะ฽วดลຌอม฿นบ຋อบูดูเดຌกใจะตายลง ฽ต຋฼อนเซม์ทีไถูกสรຌางขึๅนก຋อนหนຌาทีไ฽บคที฼รียนัๅนตาย กใยังสามารถย຋อย
สลายเดຌต຋อเป ถຌาสภาวะ฽วดลຌอมนัๅน฼อืๅอต຋อการท างานของ฼อนเซม์ 
 วรรณา ชูฤทธิ์ ิโ5ไแี ศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฼ชืๅอจุลินทรีย์ทีไ฼กิดขึๅน฿นกระบวนการหมักบูดูจาก
฽หล຋งผลิตต຋างโ จ านวน ใ5 ตัวอย຋าง ฾ดยมีอายุการหมัก฽ตกต຋างกันตัๅง฽ต຋ 7 วัน ถึง โ ป຃ พบว຋า฽บคที฼รียทีไมี
บทบาทส าคัญ฿นระยะ 7 วัน฽รกของการหมัก เดຌ฽ก຋ ฽บคที฼รีย Staphylococcus aureus ฽ละ 
Staphylococcus epidermidis ซึไงพบมากถึง ไเ ฼ปอร์฼ซในต์ของ฼ชืๅอทัๅงหมด นอกจากนีๅ฽บคที฼รีย Bacillus 

subtilis, Bacillus laterosporus ฽ละ coryneform bacteria พบรวมกันถึง โ5 ฼ปอร์฼ซในต์ของ฼ชืๅอทัๅงหมด 
฽บคที฼รีย฼หล຋านีๅมีบทบาทส าคัญ฿นการช຋วยย຋อยสลาย฾ปรตีนของ฼นืๅอปลา ฽ละจะ฼จริญเดຌดี฿นอาหารทีไเม຋มี
฼กลือ ฽ละการ฼จริญจะลดลง฼รืไอย โ ฼มืไอความ฼ขຌมขຌนของ฼กลือ฼พิไมขึๅน 

 ฽บคที฼รียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นระยะหลัง 7 วัน฽รกของการหมัก คือ ฽บคที฼รีย Pediococcus 

halophilus ซึไงพบว຋าจะมีปริมาณมากขึๅน฼รืไอยโ หลังจากหมักเป฽ลຌว 7 วัน จนกระทัไงบูดูทีไหมักเดຌทีไจะมี
ปริมาณ ้เ ฼ปอร์฼ซในต์ของ฼ชืๅอทัๅงหมด จึงมี฽นว฾นຌมว຋า฼ปຓน฽บคที฼รียทีมีบทบาทส าคัญ฿นกระบวนการหมัก
฼กีไยวกับการสรຌางกรด฽ละกลิไนรส฿นบูดู ฽บคที฼รียชนิดนีๅ฼จริญเม຋เดຌ฿นอาหารทีไเม຋มี฼กลือ ฽ละการ฼จริญจะ
฼พิไมขึๅน฼รืไอยโ ฼มืไออาหารมีความ฼ขຌมขຌนของ฼กลือ฼พิไมขึๅน นอกจากนีๅผูຌวิจัยเดຌทดลองหมักบูดู฾ดยการ฼ติม฼ชืๅอ
฽บคที฼รีย Pediococcus halophilus บริสุทธิ์฼ขຌาช຋วย พบว຋าท า฿หຌเดຌบูดูทีไมีกลิไนหอมกว຋าบูดูทีไหมักตาม
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ธรรมชาติ จึงสรุปเดຌว຋า฽บคที฼รีย P. halophilus ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไมีบทบาทส าคัญ฿นการสรຌางกรด฽ละกลิไนทีไดี
฿นกระบวนการหมักบูดู  

อรตรี รอด฼จริญ ิ2542ี คัด฽ยก฼ชืๅอ Pediococcus spp. จากอาหารหมักดองพืๅนบຌานภาค฿ตຌของ
เทยจ านวน 12 ชนิด ฼ปຓนอาหารหมักดองจากสัตว์ 7 ชนิด ฽ละอาหารหมักดองจากพืช 5 ชนิด รวม 192 

ตัวอย຋าง ฾ดยจากตัวอย຋างทัๅงหมดมีตัวอย຋างกุຌงสຌม 12 ตัวอย຋าง พบว຋าตัวอย຋างกุຌงสຌมมีค຋าพี฼อช 4.22  กรด 1.58 

฼ปอร์฼ซในต์ ฼กลือ 3.13 ฼ปอร์฼ซในต์ ฽ละจ านวน฽บคที฼รีย฽ลกติก 1.3x105 CFU/g สามารถคัด฽ยก฼ชืๅอ 

Pediococcus spp. จากตัวอย຋างกุຌงสຌมเดຌ 2 เอ฾ซ฼ลต คือ Pediococcus acidilactici ทัๅง 2   เอ฾ซ฼ลต ฽ละ
฼มืไอท าการศึกษาผลการยับยัๅง฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์ดຌวยวิธี agar spot พบว຋า฼ชืๅอ P. acidilactici สามารถ
ยับยัๅง Bacillus cereus ATTC 11778 ฽ละ Staphylococcus aureus ATTC 29273 เดຌดีกว຋า 
Escherichia coli O157:H7 ฽ละ Salmonella Typhimurium 3230 ฼มืไอทดสอบการยับยัๅง฿นสภาพทีไมีการ
จ ากัดผลการยับยัๅงทีไ฼กิดจากกรดอินทรีย์฽ละเฮ฾ดร฼จน฼ปอร์ออกเซด์ พบการยับยัๅง฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์นຌอย
มาก฽ละเม຋พบการยับยัๅง E. coli O157:H7 นอกจากนัๅนยังท าการศึกษาการสรຌาง฽บค฼ทอริ฾อซิน฾ดยการ
ทดสอบดຌวยวิธี well diffusion assay พบว຋า P. acidilactici เม຋สามารถสรຌาง฽บค฼ทอริ฾อซินเดຌ 
 วิลาวัณย์ ฼จริญจิระตระกูล ิ2543ี ศึกษาฤทธิ์ตຌาน฽บคที฼รียของ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไ฽ยกเดຌจากอาหาร
หมักพืๅนบຌานภาค฿ตຌของเทยจ านวน 329 ตัวอย຋าง ท าการคัด฽ยกเดຌ 212 เอ฾ซ฼ลต ฾ดยจัดอยู຋฿นสกุล 
Lactobacillus 198 เอ฾ซ฼ลต ฽ละ Pediococcus 14 เอ฾ซ฼ลต ฼มืไอน า฽บคที฼รียทัๅงหมดเปทดสอบการยับยัๅง
฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์ 4 ชนิด คือ B. cereus ATTC 11778, S. aureus ATTC 25923, E. coli ATTC 

25922 ฽ละ S. Typhimurium 3230 ฾ดยวิธี agar spot พบว຋าการยับยัๅง฼ชืๅอ฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์ของ
฽บคที฼รีย฽ลกติก 193 เอ฾ซ฼ลต฼กิดจากกรดอินทรีย์ ฼มืไอก าจัดผลการยับยัๅงจากเฮ฾ดร฼จน฼ปอร์ออกเซด์พบว຋า
มี฼พียง 10 เอ฾ซ฼ลต฼ท຋านัๅนทีไ฽สดงผลการยับยัๅง ฾ดย 1 เอ฾ซ฼ลตจาก 10 เอ฾ซ฼ลตดังกล຋าว฽ยกเดຌจากตัวอย຋าง
กุຌงสຌม คือ สายพันธุ์ L. plantarum 

 อัจฉรา หนู฼พชร ิ2546ี คัด฼ลือก฾ปรเบ฾อติก฽บคที฼รีย฽ลกติกจากอาหารหมักของเทย 23 ชนิด 
สามารถท าการคัด฽ยก฽บคที฼รีย฽ลกติกเดຌ 328 เอ฾ซ฼ลต ซึไงมี 48 เอ฾ซ฼ลตทีไคัด฽ยกเดຌจากตัวอย຋างกุຌงสຌมทีไมี
จ านวน฽บคที฼รีย฽ลกติก 5.4x106 CFU/g ฾ดย฿ชຌตัวอย຋างกุຌงสຌม 16 ตัวอย຋าง ฼มืไอน า฽บคที฼รีย฽ลกติกทัๅง 328 

เอ฾ซ฼ลตเปทดสอบสมบัติการ฼ปຓน฾ปรเบ฾อติกสามารถคัด฼ลือก฼ชืๅอทีไมีสมบัติ฾ปรเบ฾อติกเดຌ 67 เอ฾ซ฼ลต฽ละ
฼มืไอน า฽บคที฼รียทัๅง 67 เอ฾ซ฼ลตเปทดสอบการยับยัๅง฼ชืๅอ฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์฾ดยวิธี agar spot พบว຋ามี
฼พียง 5 เอ฾ซ฼ลตทีไสามารถยับยัๅง฽บคที฼รียอินดิ฼ค฼ตอร์ 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 ฾ดยเอ฾ซ
฼ลต LA6, LA13, LA71, LA102 ฽ละ LA198 มีขอบวง฿สมากกว຋า 10 มิลลิ฼มตร ซึไง LA198 ฼ปຓนเอ฾ซ฼ลตทีไคัด
฽ยกเดຌจากกุຌงสຌม ฼มืไอน าเป฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์พบว຋า฼ปຓน Lactobacillus delbrueckii 
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2.1 ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน 

การย຋อยสลาย฾ปรตีน฾ดย฽บคที฼รีย฼กิดจากปฏิกิริยาของ฼อนเซม์ย຋อย฾ปรตีนทีไ฽บคที฼รียผลิต฽ละหลัไง
ออกมาภายนอก฼ซลล์฼พืไอ฿ชຌย຋อย฾ปรตีนชนิดต຋างโ ทีไอยู຋฿นสิไง฽วดลຌอมภายนอก฼ซลล์฿หຌเดຌกรดอะมิ฾นส าหรับ
ดูดซึม฼พืไอ฿ชຌ฿นการ฼จริญ฼ติบ฾ต ิWard, 1983ี ฼อนเซม์฼หล຋านีๅส຋วน฿หญ຋฼ปຓน฼อนเซม์฼ปปติ฼ดส (peptidase) 

ซึไงสามารถ฽บ຋งออก฼ปຓน ไ กลุ຋มตามกลเกลการท างาน คือ 

(1) ฾ปรตี฼อสซีรีน ิserine proteaseี ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅ฼ปຓน฼อน฾ด฼ปปที฼ดส ิendopeptidaseี ซึไงจะ
สลายพันธะ฼ปปเทด์อย຋างอิสระภาย฿นสาย฾ปรตีน ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅถูกยับยัๅง฾ดย diisopropyl-

phosphofluoridate (DFP) ซึไงจะท าปฏิกิริยากับหมู຋เฮดรอกซิล ิOH-ี ของหมู຋ซิริล฿นบริ฼วณ฼ร຋ง (active 

site) ของ฼อนเซม์฽ละมีหมู຋ imidazone อยู຋ทีไบริ฼วณ฼ร຋ง ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅประกอบดຌวยสกุลทีไ฽ตกต຋างกัน โ 
สกุล คือ chymotrpsin family ซึไงรวมถึง฼อนเซม์ทีไเดຌจากสัตว์฼ลีๅยงลูกดຌวยนม ิmammalian enzymeี 
เดຌ฽ก຋ chymotrpsin trpsin thrombin ฽ละ substilisin family ซึไงรวมถึง฼อนเซม์ทีไเดຌจาก฽บคที฼รีย เดຌ฽ก຋ 
substilisin ฾ดย฾ครงสรຌางทัๅง ใ มิติของ฼อนเซม์ทัๅง โ สกุลมีลักษณะทีไ฽ตกต຋างกัน ฽ต຋มีบริ฼วณ฼ร຋ง฽ละกลเก฿น
การ฼กิดปฏิกิริยา ิmechanism reactionี ทีไ฼หมือนกัน ิปฐมารัตน์ุ โ5ไ่ี 

(2) ฾ปรตี฼อสซัลเฟดิล ิsulfhydryl proteaseี หมายถึงกลุ຋ม฼อนเซม์ทีไย຋อยสลายพันธะ฼ปปเทด์จาก
ภาย฿นสายของ฾ปรตีนจัดอยู຋฿นกลุ຋ม฼อน฾ด฼ปปที฼ดส฼อนเซม์อีกตัวหนึไง ฾ดยปฏิกิริยาการย຋อยสลาย฾ปรตีนของ
฼อนเซม์฾ปรตี฼อสซัลเฟดิลจะถูกยับยัๅง฾ดยสาร sulfhydryl reagent, sulfhydryl group หรือ thaiol group 

฾ดยสาร฼หล຋านีๅจะท า฿หຌหมู຋อนุมูลซัลเฟดริลทีไบริ฼วณ฼ร຋งเดຌรับความ฼สียหาย฽ละสูญ฼สียความสามารถ฿นการจับ
กับสารตัๅงตຌนเป฿นทีไสุด ฼อนเซม์ทีไจัดอยู຋฿นกลุ຋มนีๅเดຌ฽ก຋ papain ficin ฽ละ streptococcus protease ฼ปຓนตຌน 

(3)  ฾ปรตี฼อส฾ลหะ ิmetal-containing proteasesี ฼ปຓนกลุ຋ม฼อนเซม์ทีไมีอิออน฽ละ฾ลหะรวมอยู຋฿น
฾ม฼ลกุลของ฼อนเซม์หรือ฼ขຌาร຋วม฿นปฏิกิริยาการย຋อยสลาย฿นลักษณะของ฾ค฽ฟก฼ตอร์ (cofactor) คุณสมบัติทีไ
ส าคัญอีกอย຋างหนึไงของ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅ  คือ ฼ปຓนการตัดสาย฾ปรตีนจากภายนอกหรือ฼ปຓน exopeptidase 

฼กือบทัๅงหมด฽ละท าปฏิกิริยาเดຌดีทีไช຋วงพี฼อช฼ปຓนกลางประมาณ ๆ.5-7.5 ตัวอย຋างของ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅ เดຌ฽ก຋ 
carboxypeptidase A glycyl-glycine dipeptidase carnosinase ฽ละ prolidase ฼ปຓนตຌน  

(4) ฾ปรตี฼อสกรด ิacid proteaseี หมายถึงกลุ຋ม฼อนเซม์฾ปรตี฼อสทีไมีช຋วงพี฼อช฿นการท าปฏิกิริยาทีไ
฼หมาะสมอยู຋฿นช຋วงทีไ฼ปຓนกรด คือ ทีไพี฼อชตไ ากว຋า 7 ฾ดยส຋วน฿หญ຋฽ลຌว฼อนเซม์฼หล຋านีๅมีช຋วงพี฼อชทีไ฼หมาะสม฿น
การท าปฏิกิริยาทีไ โ-ไ ฽ละมีบทบาทของอนุมูลของกรดอะมิ฾น ิamino acid free radicalี ฿นปริ฼วณท า
ปฏิกิริยาทีไเม຋ชัด฼จนรวมทัๅงมีหมู຋คาร์บอกซิลมากกว຋า แ หมู຋ ฼อนเซม์฿นกลุ຋มนีๅเดຌ฽ก຋ rennin ฽ละ pepsin 

ิปราณีุ โ5ไใี  
ตัวอย຋างของ฽บคที฼รียทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยสลาย฾ปรตีน เดຌ฽ก຋ ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฿นสกุล

Aeromonas,  Bacillus,  Clostridium,  Flexibacter,  Pseudomonas,  Serratia,  Staphylococcus, 
Stenotrophomonas ฽ละ Streptomyces (Tan et al., 2005) 
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2.2 ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน 

฽บคที฼รียทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยสลายเขมันนัๅนมีอยู຋หลายกลุ຋ มดຌวยกัน ฾ดย฽บคที฼รีย฼หล຋านีๅ
สามารถผลิต฼อนเซม์เล฼ปสซึไงท าหนຌาทีไ฿นการเฮ฾ดรเลซ์ (hydrolyzed) ฾ม฼ลกุลของนๅ ามัน฿หຌกลาย฼ปຓนกรด
เขมัน ิfree fatty acidี ฾ม฾นกลี฼ซอเรด์ (monoglyceride) เดกลี฼ซอเรด์ (diglyceride) ฽ละกลี฼ซอรอล 

(glycerol)  

฼อนเซม์เล฼ปสทีไเดຌจาก฽บคที฼รียต຋างชนิดกันจะสภาวะทีไ฼หมาะสม฿นการท างานทีไ฽ตกต຋างกัน ฼ช຋น 
฼อนเซม์เล฼ปสจาก฽บคที฼รีย฿นสกุล Alcaliginaes, Bacillus ฽ละ Cryptococcus จะท างานเดຌดี฿นสภาวะทีไ
฼ปຓนด຋าง ฿นขณะทีไ฼อนเซม์เล฼ปสจาก฽บคที฼รีย฿นสกุล Acinetobacter ฽ละ Pseudomonas จะท างานเดຌดี
฿นสภาวะทีไ฼ปຓนกลาง฽ละ฼ปຓนกรด ตามล าดับ (Kok et al., 1995) จากการทีไ฽บคที฼รียสามารถผลิต฼อนเซม์  
เล฼ปสทีไมีคุณสมบัติ฽ตกต຋างกันเปขึๅนอยู຋กับชนิดของ฽บคที฼รียนัๅนโ ท า฿หຌตຌองมีการคัด฼ลือก฼ชืๅอ฽บคที฼รียมา฿ชຌ
ประ฾ยชน์฿หຌ฼หมาะสมกับอุตสาหกรรมต຋างโ 

฼อนเซม์เล฼ปสจาก฽บคที฼รียสามารถ฽บ຋งเดຌ฼ปຓน  5 กลุ຋ม ตามความจ า฼พาะต຋อต า฽หน຋งของบน฾ม฼ลกุล
ของเตรกลี฼ซอเรด์ คือ  

(1)  ฼อนเซม์เล฼ปสทีไเม຋มีความจ า฼พาะ (Non specific lipaseี 
฼อนเซม์เล฼ปสทีไเม຋มีความจ า฼พาะ หมายถึง ฼อนเซม์เล฼ปสทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยสลายพันธะ

฼อส฼ทอร์ทัๅงหมด฿นเตร฼อซิลกลี฼ซอรอลเดຌ ตัวอย຋างของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไผลิต฼อนเซม์เล฼ปสประ฼ภทนีๅ ฼ช຋น 
Penicilium expansum ฽ละ Pseudomonas cepacia ฼ปຓนตຌน  

(2) ฼อนเซม์เล฼ปสทีไมีความจ า฼พาะกับสารตัๅงตຌน ิSubstrate specific lipaseี 
฼อนเซม์เล฼ปส฿นกลุ຋มนีๅสามารถท าปฏิกิริยาเฮ฾ดรเลซ์ทีไพันธะ฼อส฼ทอร์ของสารตัๅงตຌนทีไ฼ปຓน       

เตร฼อซิลกลี฼ซอรอล (triacylglycerol) เด฼อซิลกลี฼ซอรอล (diacylglycerol) ฾ม฾น฼อซิลกลี฼ซอรอล 

(monoacylglycerol) ฽ละฟอส฾ฟลิปຂด (phospholipid) ฽บคที฼รียทีไผลิต฼อนเซม์เล฼ปส฿นกลุ຋มนีๅ  เดຌ฽ก຋ 
Geotrichumcandidum sp. ฽ละ Geotrichum sp. ฼ปຓนตຌน  

(3) ฼อนเซม์เล฼ปสทีไมีความจ า฼พาะต຋อต า฽หน຋ง ิPositional specific lipaseี 
฼อนเซม์เล฼ปส฿นกลุ຋มนีๅจะมีความจ า฼พาะ฿นการท าปฏิกิริยาต຋อพันธะ฼อส฼ทอร์ทีไต า฽หน຋งภายนอกของ

สารตัๅงตຌน฽ละต า฽หน຋งภาย฿นของ฽กนเตร฼อซิลกลี฼ซอเรด์ ตัวอย຋างของ฼อนเซม์เล฼ปสชนิดนีๅ ฼ช຋น เล฼ปสชนิด 
แุ ใ-regioselective จะย຋อยสลายพันธะ฼อส฼ทอร์ทีไต า฽หน຋ง sn-1 ฽ละ sn-3 เดຌผลิตภัณฑ์สุดทຌาย฼ปຓน฾ม฾น฼อ
ซิลกลี฼ซอรอล ฾ดย฼อนเซม์เล฼ปสทีไจัด฼ปຓนชนิด แุ ใ -regioselective เดຌ฽ก຋ ฼อนเซม์เล฼ปสจาก฼ชืๅอ 

Geobacillus sp. (Ebrahimpour et al., 2011) 

(4) ฼อนเซม์เล฼ปสทีไมีความจ า฼พาะต຋อกรดเขมัน (Fatty acid specific lipaseี 
฼อนเซม์เล฼ปส฿นกลุ຋มนีๅจะมีความจ า฼พาะต຋อชนิดของกรดเขมัน ฾ดยจะย຋อยสลายกรดเขมัน฼หล຋านัๅน

อย຋างเม຋ค านึงถึงต า฽หน຋งของพันธะ฼อส฼ทอร์ ตัวอย຋างของ฼อนเซม์เล฼ปสประ฼ภทนีๅ  เดຌ฽ก຋ ฼อนเซม์เล฼ปสจาก
฼ชืๅอ Geotrichum candidium ทีไมีความจ า฼พาะ฿นการท าปฏิกิริยากับกรดเขมันเม຋อิไมตัวชนิด cis-9-
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unsaturated fatty acid ฽ละ ฼อนเซม์เล฼ปสจาก฼ชืๅอ Botrytis cinerea ทีไมีความจ า฼พาะ฿นการท าปฏิกิริยา
กับกรดเขมันเม຋อิไมตัวชนิดสายยาว 

(5)  ฼อนเซม์เล฼ปสทีไมีความจ า฼พาะกับ฾ครงสรຌางทาง฼คมี (Stereospecific lipaseี 
฼อนเซม์เล฼ปส฿นกลุ຋มนีๅสามารถ฼ลือกท าปฏิกิริยา฿นการย຋อยสลายพันธะ฼อส฼ทอร์ระหว຋างต า฽หน຋ง 

sn-1 หรือ sn-3 ของเตร฼อซิลกลี฼ซอรอล ตัวอย຋างของ฼อนเซม์เล฼ปสประ฼ภทนีๅ ฼ช຋น ฼อนเซม์เล฼ปสจาก฼ชืๅอ 
Hamicola lanuginose ฽ละ Pseudomonas fluorescences ทีไมีความจ า฼พาะ฿นการท าปฏิกิริยากับพันธะ
฼อส฼ทอร์ต า฽หน຋ง sn-1 ฽ละ฼อนเซม์เล฼ปสจาก฼ชืๅอ Fusarium solani ทีไมีความจ า฼พาะ฿นการท าปฏิกิริยากับ
พันธะ฼อส฼ทอร์ต า฽หน຋ง sn-3 ฼ปຓนตຌน 

 

2.3 ฽บคที฼รีย฽ลกติก  

฽บคที฼รีย฽ลกติกยຌอมติดสี฽กรมบวก มีรูปร຋างกลมหรือ฼ปຓนรูปท຋อน เม຋สรຌางสปอร์ เม຋฼คลืไอนทีไ เม຋สรຌาง
฼อนเซม์คะตะ฼ลส ิcatalaseี สรຌางกรด฽ลกติก฼ปຓนผลิตภัณฑ์สุดทຌาย฿นการหมักคาร์฾บเฮ฼ดรต เดຌพลังงาน
จากนๅ าตาล฽ละสารทีไมี฾ครงสรຌางคลຌายนๅ าตาล฾ดยเดຌจากกระบวนการ substrate-level phosphorylation 

การ฼ลีๅยง฼ชืๅอ฿นอาหารธรรมดาค຋อนขຌางยาก ฼นืไองจาก฼ชืๅอมีความตຌองการอาหารทีไซับซຌอน ฼ช຋น วิตามินต຋างโ 
กรดอะมิ฾นเพริมิดีน (pyrimidine) สามารถ฼จริญเดຌทัๅง฿นบริ฼วณทีไมีออกซิ฼จน เม຋มีออกซิ฼จน ฽ละมีออกซิ฼จน
นຌอย อุณหภูมิทีไ฼ชืๅอสามารถ฼จริญเดຌอยู຋฿นช຋วง 2-53 องศา฼ซล฼ซียส อุณหภูมิทีไ฼หมาะสมอยู຋฿นช຋วง 30-40 

องศา฼ซล฼ซียส ช຋วงพี฼อชทีไ฼หมาะสมต຋อการ฼จริญ คือ 5.58-6.20 ฽ต຋฾ดยทัไวเปสามารถ฼จริญเดຌทีไพี฼อชนຌอยกว຋า
หรือ฼ท຋ากับ 5 มีอัตราการ฼จริญลดลง฼มืไออยู຋฿นสภาพทีไ฼ปຓนกลางหรือ฼ปຓนด຋าง (Salminen and Wright, 1993) 

 ฽บคที฼รีย฽ลกติกประกอบดຌวยสกุล Lactobacilus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, 

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

Vagococcus ฽ละ Weissella (Sahdev et al., 2008) 

   ฽บคที฼รีย฽ลกติกจ า฽นกตามกระบวนการ฽ละผลิตภัณฑ์ทีไเดຌจากการหมักเดຌ฼ปຓน 2 ประ฼ภท คือ 

1. Homofermentative ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไหมักนๅ าตาลกลู฾คส ิhexoseี ฾ดยการ฼ปลีไยนกลู฾คส฼ปຓน
เพรู฼วต ิpyruvateี อาศัย฼อนเซม์อัล฾ด฼ลส ิaldolaseี ฼ปຓนตัว฼ร຋งปฏิกิริยา฽ลຌว฿หຌกรด฽ลกติก มากกว຋า 85 

฼ปอร์฼ซในต์ ฾ดยผ຋าน glycolysis pathway (Embden-Meyerhof pathway) กระบวนการผลิตกรด฽ลกติก
฼กิดขึๅนจากนๅ าตาลกลู฾คสทีไมีคาร์บอน 6 อะตอมถูก฼ติมหมู຋ฟอส฼ฟต ิphosphateี ฾ดยกระบวนการ 
phosphorylation ฽ลຌว฼กิดการ฼ปลีไยน฽ปลง฾ครงสรຌาง฼ปຓน fructose 1, 6-diphosphate ซึไงจะถูก
฼อนเซม์อัล฾ด฼ลส฼ขຌาท าปฏิกิริยา ฼ปຓนผล฿หຌ฾ม฼ลกุล฽ตกออก฼ปຓน glyceraldehyde 3-phosphate ซึไง฼ปຓน
สารประกอบฟอส฼ฟตทีไมีคาร์บอน 3 อะตอม จากนัๅน glyceraldehyde 3-phosphate จะถูก฼ปลีไยนเป฼ปຓน
เพรู฼วต ฾ดย฼กิด ATP ขึๅน 2 ฾ม฼ลกุลจากการหมักกลู฾คส 1 ฾ม฼ลกุล ฼นืไองจากมีการ฼ติมฟอสฟอรัส฿หຌกับซับส
฼ตรต ิsubstrateี 2 ฽ห຋ง ฽ละ฿นขัๅนตอนสุดทຌาย฼ปຓนการรีดิวซ์เพรู฼วต฼ปຓน฽ลค฼ตท ิlactateี 2 ฾ม฼ลกุล ฾ดย
฿นขัๅนตอนนีๅตຌอง฿ชຌ NADH ท า฿หຌเดຌ NAD+ กลับคืนมาจากทีไ฿ชຌเป฿นการออกซิ฼ดชัน ิoxidationี 
glyceraldehyde 3-phosphate ฽สดงดัง฿นรูปทีไ 1 ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไจัดอยู຋฿นประ฼ภทนีๅ เดຌ฽ก຋ ฽บคที฼รีย
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สกุล Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus ฽ละ Lactobacillus บางชนิด ฼ช຋น Lactobacillus 

acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, 

Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ฽ละ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 

(Panesar et al., 2007) 

2. Heterofermentative ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไหมักนๅ าตาลกลู฾คส฽ลຌว฿หຌคาร์บอนเดออกเซด์ 20-25 

฼ปอร์฼ซในต์ กรด฽ลกติก 50 ฼ปอร์฼ซในต์ กรดอะซิติก฽ละ฼อธานอล 20-25 ฼ปอร์฼ซในต์ ฾ดยผ຋าน 
phosphoglyconate pathway หรือ phosphoketolase pathway ฼นืไองจาก฽บคที฼รียขาด฼อนเซม์อัล
฾ด฼ลส (aldolase)  จึง฼ปลีไยนรูปนๅ าตาลกลู฾คสซึไงมีคาร์บอน 6 อะตอมเป฼ปຓนนๅ าตาลเร฾บส ิriboseี ทีไมี
คาร์บอน 5 อะตอม ฾ดย฾ครงสรຌางภาย฿น฾ม฼ลกุลจะมีการออกซิ฼ดชัน฽ละดีคาร์บอกซิ฼ลชัน 
ิdecarboxylationี นๅ าตาลทีไมีคาร์บอน 5 อะตอมนีๅจะถูกท า฿หຌ฽ตกออก฼ปຓน glyceraldehyde 3-

phosphate ซึไง฼ปຓนสารประกอบฟอส฼ฟตทีไมีคาร์บอน 3 อะตอม฽ละ acetyl-phosphate ฾ดย฼อนเซม์ฟอส
฾ฟคี฾ต฼ลส (phosphoketolase) glyceraldehyde 3-phosphate จะถูก฼ปลีไยนเป฼ปຓน฽ลค฼ตท ฼ช຋น฼ดียวกับ
การ฼กิด glycolysis pathway ฿นการหมัก฽บบ homofermentative ฽ต຋฼นืไองจากการหมัก฽บบ 

heterofermentative มี glyceraldehyde 3-phosphate ฼พียง 1 ฾ม฼ลกุล จึง฼กิด ATP ฼พียง 1 ฾ม฼ลกุล 

ส຋วน acetyl-phosphate นัๅน฿นสภาวะทีไขาดตัวรับอิ฼ลใกตรอน acetyl-phosphate จะถูกรีดิวซ์฼ปຓน
฼อทธานอล ฽ละเดຌ NAD+ 2 ฾ม฼ลกุล ฽สดงดัง฿นรูปทีไ 2 ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไจัดอยู຋฿นประ฼ภทนีๅ เดຌ฽ก຋ 
฽บคที฼รียสกุล Leuconostoc ฽ละ Lactobacillus บางชนิด ฼ช຋น 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) 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

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. ฼ทคนิคกำร฼พำะ฼ลีๅยงจุลินทรีย์บนอำหำร฼ลีๅยง฼ชืๅอ (Culture Dependent Method) 

฼ทคนิคการ฼พาะ฼ลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ ิCulturing Methodี ฼ปຓนการกระตุຌน฿หຌจุลินทรีย์
ทีไยังมีชีวิตอยู຋฼จริญขยายพันธุ์฼พิไมจ านวนมากขึๅน฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฼หลวหรือบนอาหารวุຌน 

คุณสมบัติทีไส าคัญของอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทุกชนิดควรมีคุณสมบัติดังนีๅ 
1. มีธาตุอาหารทีไ฼หมาะสมกับการ฼จริญของ฼ชืๅอจุลินทรีย์฽ละมีความ฼ขຌมขຌน฼หมาะสม 

2. มีพี฼อชทีไ฼หมาะสมกับจุลินทรีย์฽ต຋ละชนิด 

3. เม຋มีสารพิษ 

4. เม຋มีสิไงมีชีวิต฿ดโ ปน฼ปืຕอนอยู຋฿นอาหารนัๅน 

อาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอขึๅนอยู຋กับชนิดของจุลินทรีย์ทีไตຌองการ฼พาะ฼ลีๅยง ตัวอย຋าง฼ช຋น  
- จุลินทรีย์ทัๅงหมดทีไมีชีวิต฽ละ฼จริญ฿นสภาวะทีไมีอากาศ฿ชຌ Nutrient agar หรือ Plate count agar 

(Obodai and Dodd, 2006)  

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

Nutrient agar (WLN agar) ทีไมีการ฼ติม chloramphenicol ฼พืไอยับยัๅงการ฼จริญของ฽บคที฼รีย (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) ฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฾ดยปรับ฿หຌมีพี฼อชประมาณ 3.7-4.7 การปรับกรดหรือการ฼ติมสารปฏิชีวนะ
บางชนิด฼พืไอตຌองการทีไจะยับยัๅง฽บคที฼รียเม຋฿หຌ฼จริญ฽ข຋งขันกับรา฽ละยีสต์ (Loureiro and Malfeito-

Ferreira, 2003) 

- ฽บคที฼รีย฽ลกติก฿ชຌ de Man, Rogosa and Sharpe Agar (MRS) (Aquilanti et al., 2007) หรือ 
M17 agar (Albano et al., 2008) อาจมีการ฼ติม cycloheximide ฽ละ sodium azide ฼พืไอยับยัๅงการ฼จริญ
ของจุลินทรีย์ทีไตຌองการอากาศ฽ละรา ิEndo et al., 2008ี 

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

et al., 2007) 

อาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอสามารถ฽บ຋งตามวัตถุประสงค์การ฿ชຌงาน เดຌดังนีๅ 
1. Enrichment media 

฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอประกอบดຌวยสาร฼คมีทีไยับยัๅงจุลินทรีย์ทีไเม຋ตຌองการ฽ละช຋วยส຋ง฼สริม฿หຌมีการ฼จริญ
ของจุลินทรีย์หรือกลุ຋มของจุลินทรีย์ทีไตຌองการ฼จริญเดຌดีกว຋าจุลินทรีย์อืไนโ ซึไงจะท า฿หຌง຋ายต຋อการ฽ยก฼ชืๅอทีไ
ตຌองการ ฼ช຋น selenite broth ทีไ฿ชຌส าหรับ฽ยก Salmonella spp. ซึไงประกอบดຌวยซีลีเนต์ทีไมีความ฼ขຌมขຌนทีไ
฼หมาะสม ซึไงยับยัๅงจุลินทรีย์ชนิดอืไนโ นอก฼หนือจาก Salmonella  การ฼ติม blood serum วิตามิน หรือ฼ติม
สารสกัดทีไเดຌจาก฼นืๅอ฼ยืไอพืชหรือ฼นืๅอ฼ยืไอสัตว์ลงเป฿น nutrient broth หรือ nutrient agar อาหารชนิดนีๅ฿ชຌ
ส าหรับ฼ลีๅยงจุลินทรีย์ก຋อ฾รคต຋างโ ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 
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2. Selective media  

 อาหารทีไมีการ฼ติมสาร฼คมีบางอย຋างลง฿น nutrient agar ฼พืไอยับยัๅงการ฼จริญของ฽บคที฼รียบางกลุ຋ม 
฾ดยทีไสารนีๅจะเม຋ยับยัๅง฼ชืๅอกลุ຋มทีไ฼ราตຌองการจะ฼พาะ฼ลีๅยง ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี  ฼ช຋น  

- อาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไมี฽หล຋งคาร์บอน฼ปຓนนๅ าตาลมอล฾ตส ิmaltoseี จะสามารถคัด฼ลือก฽บคที฼รียทีไ฿ชຌ
นๅ าตาลมอล฾ตส฿หຌสามารถ฼จริญเดຌ ฾ดย฿ชຌหลักทีไว຋าจะคัด฼ลือก฼ชืๅอทีไสามารถ฿ชຌสารประกอบอินทรีย์ทีไ฽ปลก
ออกเปเดຌอย຋างง຋ายโ ฾ดยการ฼ติมสาร฼หล຋านีๅลง฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ทนสารประกอบคาร์บอนอย຋างอืไน 

- การปรับพี฼อช ฼ช຋น การ฼ติมกรดซิตริก฿นอาหาร฼พืไอ฽ยก฼ชืๅอรา  
- การปรับค຋า aw ฼ช຋น การ฼ติม฼กลือหรือนๅ าตาล฼พืไอ฼ชืๅอกลุ຋ม halophiles หรือกลุ຋ม osmophilic 

- การจ ากัดปริมาณของสารอาหาร ฼ช຋น ฿ชຌ฼พียงเน฼ตรท ิnitrateี ฼พืไอ฼ปຓน฽หล຋งเน฾ตร฼จน ซึไง฿ชຌ฽ยก
จุลินทรีย์ทีไสามารถรีดิวซ์เน฼ตรทเป฼ปຓน฽อม฾ม฼นียเดຌ 

- การ฼ติมสารรีดิวซ์ซึไงช຋วยคัด฼ลือกกลุ຋มทีไเม຋ตຌองการออกซิ฼จน ิanaerobesี ฼ช຋น ฼มตาเบซัลเฟต์ 
ิmetabisulphiteี 

- การ฼ติมสารทีไยับยัๅงวิถี฼มตาบอลิซึมหรือท าลาย฼ซลล์฼มม฼บรน ฼ช຋น sodium azide ิEndo et al., 

2008ี thallous acetate, lithium chloride ฽ละ potassium tellurite ทีไ฿ชຌยับยัๅง฽บคที฼รีย฽กรมบวก 
crystal violet, bile salts ฽ละ surfactant บางชนิดทีไยับยัๅง฽บคที฼รีย฽กรมบวก 

- การ฼ติมสารปฏิชีวนะ฽ละสาร฼คมีบางชนิด ฼ช຋น oxytetracycline ฿นการยับยัๅง฽บคที฼รีย฿นอาหาร
฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฿ชຌ฽ยก฽ละวิ฼คราะห์฼ชืๅอรา ิEndo et al., 2008ี หรือสาร polymyxin ทีไ฿ชຌ฿นการ฽ยก฽บคที฼รีย
฽กรมบวกรูป฽ท຋ง  

3. Differential media 

฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไประกอบดຌวยส຋วนผสมทีไ฼กิดการ฼ปลีไยน฽ปลง฼นืไองจาก฼มตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ 
ซึไงการ฼ปลีไยน฽ปลงดังกล຋าวจะท า฿หຌมอง฼หในเดຌชัด฼จน฿นจาน฼พาะ฼ชืๅอ ฿นหลอดหรือ฿นอาหาร฼หลวทีไจุลินทรีย์
฼จริญ ท า฿หຌสามารถ฽ยกความ฽ตกต຋างระหว຋างชนิดหรือกลุ຋มของจุลินทรีย์฽ต຋ละชนิดเดຌ การ฼ปลีไยน฽ปลงทีไ฼กิด
จากกิจกรรมของจุลินทรีย์฽ละสัง฼กต฼หในดຌวยสายตา฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอดังกล຋าว   ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี ฼ช຋น 

- การ฼ปลีไยน฽ปลงความขุ຋นของอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

- การ฼ปลีไยน฽ปลงของสี฼นืไองจากพี฼อช฾ดยการ฼ติมอินดิ฼ค฼ตอร์฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

- การ฿ชຌสาร฼คมีทีไท าปฏิกิริยากับสารทีไ฼กิดจากกระบวนการการ฼มตาบอลิซึมของจุลินทรีย์฽ละท า฿หຌ
฾ค฾ลนีหรืออาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอมีสี฼ปลีไยน฽ปลงเป 

สาร฼คมีทีไ฿ชຌท า฿หຌ฼กิดความ฽ตกต຋างซึไง฼ติมลง฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอประ฼ภทนีๅเดຌ฽ก຋ 
- สารตัๅงตຌน (substrates) ทีไ฿ชຌทดสอบ extracellular enzyme ฼ช຋น lecithinase, proteinase, 

haemolysin ฽ละ DNase 

- นๅ าตาล ฾ดยการ฼ติมอินดิ฼ค฼ตอร์ทีไวัดการ฼ปลีไยน฽ปลงค຋าพี฼อช ฼ช຋น bromocresol purple หรือ 
methyl red ทีไ฿ชຌทดสอบการสรຌางกรด 
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-  กรดอะมิ฾น ฾ดยการ฼ติมอินดิ฼ค฼ตอร์ทีไ฿ชຌวัดความ฼ปຓนด຋างทีไ฼กิดจากการย຋อยสลายกรดอะมิ฾น 

- สาร฼คมีบางชนิดทีไถูกรีดิวซ์จากกระบวนการ฼มตาบอลิซึมของจุลินทรีย์ ฼ช຋น potassium tellurite 

ถูกรีดิวซ์เป฼ปຓนสาร tellurium ซึไงมีสีด า หรือปฏิกิริยารีดิวซ์สาร triphenyl tetrazolium chloride เป฼ปຓน 
formazan ทีไมีสี฽ดง 

- การ฼ติม฼กลือของ฼หลใก (iron salts) ฼พืไอตรวจ hydrogen sulfide ฾ดยการ฼กิดสารสีด าของ iron 

sulfide 

4. Selective / differential media 

฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฿ชຌอย຋าง฽พร຋หลาย฿นการ฽ยกจุลินทรีย์฼ฉพาะชนิด฽ละท า฿หຌ฼กิดความ฽ตกต຋าง
กัน฾ดยจุลินทรีย์อาจอยู຋฿นกลุ຋ม฼ดียวกันหรือมีสายพันธุ์ทีไ฿กลຌ฼คียงกัน ฼ช຋น MacConkey agar ซึไงประกอบดຌวย
฼ปบ฾ตน ิpeptoneี มีการ฼ติม฼กลือนๅ าดี฼พืไอ฿ชຌ฼ปຓนสารยับยัๅง฽บคที฼รีย฽กรมบวก  ฽ต຋ยอม฿หຌกลุ຋ม 

Enterobacteriaceae ฼จริญ (กลุ຋ม฽บคที฼รีย฽กรมลบ ฼ช຋น Escherichia coli, Enterobacter spp., 

Salmonella spp. ฽ละ Proteus spp.) ฾ดยความ฽ตกต຋างทีไ฼กิดขึๅน฼นืไองมาจากการ฼ติม฽ลก฾ตส ิlactoseี 
฽ละอินดิ฼ค฼ตอร์ทีไมีสี฽ดง ฽บคที฼รียทีไหมัก฽ลก฾ตสเดຌจะ฿หຌ฾ค฾ลนีสี฽ดง ฼ช຋น Escherichia coli ขณะทีไ
฽บคที฼รียทีไหมัก฽ลก฾ตสเม຋เดຌ ฼ช຋น Salmonella spp. จะ฿หຌ฾ค฾ลนีทีไเม຋มีสี ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 

5. Chemically defined media  

฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไทราบปริมาณทีไ฽น຋นอนของ฽ต຋ละองค์ประกอบของอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ อาหาร฼ลีๅยง
฼ชืๅอชนิดนีๅอาจ฼ปຓน general purpose หรือ selective หรือ differential media กใเดຌ ฼ช຋น minerals 

modified glutamate medium ซึไง฿ชຌวิ฼คราะห์ปริมาณ฾คลิฟอร์ม฿นนๅ า ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 
6. Selective media  

฼ปຓนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฼ตรียมขึๅน฼พืไอ฿ชຌ฽ยกจุลินทรีย์฼ฉพาะชนิดทีไตຌองการสารอาหารทีไพิ฼ศษ  ฾ดยการ
฼ติมสาร฼คมีบางชนิด฼ขຌาเป฽ลຌวท า฿หຌ฼ชืๅอทีไตຌองการ฽ยก฼จริญเดຌดีขึๅนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอชนิดนีๅ฽ตกต຋างจาก  

selective medium ฾ดยสารทีไ฼ติม฼ขຌาเป฼พืไอกระตุຌนการ฼จริญของจุลินทรีย์ทีไตຌองการ฽ละเม຋เดຌยับยัๅงการ฼จริญ
ของ฼ชืๅออืไนโ ตัวอย຋าง฼ช຋น Tomato juice agar ฿ชຌ฼ลีๅยง฼ชืๅอกลุ຋ม lactobacilli ทีไประกอบดຌวยนๅ ามะ฼ขือ฼ทศ 

฼ปป฾ตน฽ละ peptonized milk ฽ละมีค຋าพี฼อช 6.1 ฾ดยนๅ ามะ฼ขือ฼ทศดังกล຋าวมีองค์ประกอบทีไส าคัญ คือ 

฽มกนี฼ซียม฽ละ฽มงกานีส ซึไงกระตุຌนการ฼จริญของ lactobacilli ฽ต຋เม຋เดຌ฼ปຓนสารทีไยับยัๅงการ฼จริญของ฼ชืๅออืไน 

โ ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 
7. Assay medium  

 อาหารทีไมีส຋วนประกอบทีไ฿ชຌ฿นการตรวจสอบหาวิตามินต຋างโ กรดอะมิ฾นต຋างโ ฽ละยาปฏิชีวนะ ิธีร
พร กงบัง฼กิดุ 2546ี 

8. Media for enumeration of bacteria  
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 อาหารทีไมีความจ า฼พาะ฼จาะจง฼พืไอ฿ชຌส าหรับตรวจสอบหาปริมาณของ฽บคที฼รีย฿นวัตถุอย຋าง฿ดอย຋าง
หนึไง ฼ช຋น นมหรือนๅ านัๅนควรจะตຌองมีส຋วนประกอบ฼ปຓนสารทีไมีความจ า฼พาะของ฼ชืๅอรวมอยู຋ดຌวย     ิธีรพร กง
บัง฼กิดุ 2546ี 

9. Media for characterization  

 อาหารทีไสามารถ฿ชຌจ า฽นกบอกถึงชนิดของจุลินทรีย์ทีไสามารถจะ฼จริญเดຌหรือสรຌางสารบางอย຋างทีไท า
฿หຌอาหาร฼ปลีไยน฽ปลงเป ท า฿หຌสัง฼กต฼หในความ฽ตกต຋างเดຌ ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 

10. Maintenance media  

 อาหารทีไ฿ชຌ฼กใบรักษา฼ชืๅอ฽ละลักษณะทางกายภาพของ฼ชืๅอนัๅนจะตຌอง฼ปຓนสารอาหารทีไ฽ตกต຋างจาก
อาหารสูตรทีไ฼หมาะสมต຋อการ฼จริญของ฼ชืๅอ ฼พราะอาหารทีไ฼หมาะสมต຋อการ฼จริญของ฼ชืๅอนัๅ นอาจท า฿หຌ฼ชืๅอ
฼จริญเดຌดี฽ละตาย฼รใวขึๅน ฼ช຋น นๅ าตาลกลู฾คสทีไ฼ปຓนส຋วนประกอบ฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอจะท า฿หຌ฼ชืๅอ฼จริญเดຌดีขึๅน
฽ละสรຌางกรด รวมทัๅง฼มตาบอเลต์ ิmetabolite) อย຋างอืไน ดังนัๅนสูตรอาหารทีไ฿ชຌส าหรับ฼กใบรักษา฼ชืๅอมักจะเม຋
฼ติมนๅ าตาลกลู฾คส หรือ฼ติม฿นปริมาณตไ าโ ิธีรพร กงบัง฼กิดุ 2546ี 

ขຌอดีของวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

- ฼ปຓน฼ทคนิคทีไง຋าย 

- สามารถตรวจหา฽บคที฼รียกลุ຋ม฿ดกลุ຋มหนึไงเดຌ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฼ลือก฼ฉพาะชนิด ิ selective 

mediaี หรืออาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไจ า฽นกความ฽ตกต຋าง (differential media) 

- สามารถ฿ชຌจ า฽นก฽ละ฽ยก฼ชืๅอ฾ดยวิธีการ฽ยก฼ชืๅอบริสุทธิ์ 
- สามารถตรวจพบ฼ชืๅอเดຌ฽มຌ฿นตัวอย຋างมี฼ชืๅอปริมาณนຌอย ฼ช຋น วิธีการ spread plate สามารถตรวจ

พบ฼ชืๅอยีสต์เดຌตัๅง฽ต຋มี฼ชืๅอยีสต์฿นปริมาณนຌอย คือ 101 CFU/g (Aquilanti et al., โเเ7ี 
ขຌอดຌอยของวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงจุลินทรีย์บนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

- ฿ชຌ฽รงงานมาก  
- มีความผัน฽ปรสูง 
- ฿ชຌ฼วลานาน ฼นืไองจากการตรวจสอบจุลินทรีย์฿นผลิตภัณฑ์อาหารดຌวยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอจะตຌองมี

การ pre-enrichment ฽ละ selective enrichment culture ก຋อนทีไจะท าการ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฼พืไอ
ท า฿หຌ฼ชืๅอทีไเดຌรับบาด฼จใบจากกระบวนการ฽ปรรูปอาหารฟืຕนตัว฽ละ฼จริญเดຌอย຋างสมบูรณ์  (Giraffa and 
Neviani, 2001) 

- มีจุลินทรีย์ส຋วนนຌอยทีไสามารถ฼จริญบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอเดຌ ท า฿หຌตรวจพบจุลินทรีย์เดຌเม຋หมด (Giraffa 

and Neviani, 2001) 

- จุลินทรีย์จ านวนมากทีไคัด฽ยกเดຌเม຋สามารถจ า฽นกประ฼ภทเดຌหรือจ า฽นกประ฼ภทเดຌอย຋างเม຋ถูกตຌอง 

(Giraffa and Neviani, 2001) 

- อาหารทีไ฿ชຌ฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอจุลินทรีย์เม຋สามารถจ าลองสภาวะทีไ฼หมาะสมของจุลินทรีย์฿นธรรมชาติเดຌ
จริง ฼ช຋น พี฼อช ฽หล຋งคาร์บอน ฽ละความ฼ขຌมขຌนของสารอาหารทีไ฿ชຌ฿นการ฼จริญเดຌจริงทัๅงหมด ดังนัๅนจึงเม຋
สามารถ฼พาะ฼ลีๅยงจุลินทรีย์เดຌจ านวนชนิดจริงมาก฼ทียบ฼ท຋าจ านวนตามธรรมชาติ 
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4. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์ทีไมีอยู຋฿นอำหำร฾ดยวิธีกำร฼ลีๅยงบนอำหำร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

4.1 ฽บคที฼รียทัๅงหมด  
Dolci ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษา฽บคที฼รียกลุ຋ม aerobic mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น฼นย฽ขใง 

Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 ฽ละ 150 ของการบ຋ม ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Gelatin Peptone 

Agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 48 ชัไว฾มง ตรวจนับจ านวน฽บคที฼รียทีไมีอยู຋฿นบริ฼วณ
ส຋วนกลาง฽ละผิวหนຌาของ฼นย฽ขใงทีไวันทีไ 30 ของการบ຋มเดຌ 6.4 ฽ละ 6.3 log10CFU/g ตามล าดับ หลังจากนัๅน
฽บคที฼รียทัๅงหมดจะมีจ านวนลดลงจนกระทัไงสิๅนสุดระยะ฼วลาการบ຋ม ซึไงตรวจตรวจนับเดຌ 4.3 ฽ละ 5.4 

log10CFU/g ฿นบริ฼วณส຋วนกลาง฽ละผิวหนຌาของ฼นย฽ขใงตามล าดับ 

Magalhães ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษา฽บคที฼รียกลุ຋ม mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น sugary Brazilian 

kefir ซึไง฼ปຓนผลิตภัณฑ์฼ครืไองดืไมพืๅน฼มืองของประ฼ทศบราซิล ฾ดยท าการศึกษาทีไระยะ฼วลา 0, 6, 12, 18 ฽ละ 
24 ชัไว฾มงของการหมัก฽บบดัๅง฼ดิม ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Nutrient agar บ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศา฼ซล฼ซียส 
฼ปຓน฼วลา 48 ชัไว฾มง ตรวจนับ฽บคที฼รีย฼ริไมตຌนเดຌ 5.81 log10CFU/g ฽ละมีจ านวนสูงสุด฼ท຋ากับ 8.21 

log10CFU/g ฿นชัไว฾มงทีไ 24 ของการหมัก 

Nguyen ฽ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับ฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น Nem chua อาหารหมักพืๅน฼มือง
ประ฼ภท฼นืๅอของประ฼ทศ฼วียดนาม ทีไมีระยะ฼วลา฿นการหมัก 3-4 วัน ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Nutrient agar 

฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง ตรวจนับ฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไวันทีไ 0 ของการ
หมักเดຌ 7.6 log10CFU/g ฽ละมีจ านวน฼พิไมขึๅน฼ปຓน 8.9 log10CFU/g ฿นวันทีไ 2 ของการหมัก หลังจากนัๅนจะมี
จ านวนลดลง฼ปຓน 8.5 log10CFU/g ฿นวันทีไ 4 ของการหมัก 

Carraro ฽ละคณะ ิ2011ี ตรวจนับจ านวน฽บคที฼รียกลุ຋ม aerobic mesophilic ทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น
฼นย฽ขใง Montasio ทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการบ຋ม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 ฽ละ 150 ฾ดย฿ชຌอาหาร
฼ลีๅยง฼ชืๅอ Gelatin Sugar-Free Agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 48-72 ชัไว฾มง ตรวจ
นับจ านวน฽บคที฼รียทีไวันทีไ 2 ของการบ຋มเดຌ 6 log10CFU/g ฽ละมีจ านวนลดลง฼รืไอยโ จนกระทัไงมีจ านวน 
4.48 log10CFU/g ฿นวันทีไ 150 ของการบ຋ม฼นย฽ขใง 

Madoroba ฽ละคณะ ิ2011ี ศึกษา฽บคที฼รียกลุ຋ม aerobic ทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น Ting อาหารหมัก
พืๅน฼มืองของประ฼ทศ฽อฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศา฼ซล฼ซียส ฾ดย฿ชຌอาหาร Plate 

Count Agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 72 ชัไว฾มง จากการศึกษาพบว຋าทีไชัไว฾มงทีไ 0 

ของหมัก฽บคที฼รียทัๅงหมดมีจ านวนนຌอย ฽ต຋฼มืไอระยะ฼วลา฿นการหมัก฼พิไมขึๅน฽บคที฼รียทัๅงหมดมีการ฼พิไม
จ านวนมากขึๅนอย຋างต຋อ฼นืไองตลอดระยะ฼วลาการหมักจนกระทัไงสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไว฾มงทีไ 54 ฾ดยมี
จ านวน฼พิไมขึๅนจากชัไว฾มงทีไ 0 ประมาณ 104 CFU/ml 

4.2 ฽บคที฼รีย฽ลกติก  

Magalhães ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษา฽บคที฼รีย฽ลกติกกลุ຋ม Lactobacillus, Lactococcus, 

Streptococcus ฽ละ Leuconostoc ทีไมีอยู຋฿น sugary Brazilian kefir ซึไง฼ปຓนผลิตภัณฑ์฼ครืไองดืไมพืๅน฼มือง
ของประ฼ทศบราซิล ฾ดยท าการศึกษาทีไระยะ฼วลา 0, 6, 12, 18 ฽ละ 24 ชัไว฾มงของการหมัก฽บบดัๅง฼ดิม ฾ดย
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฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MRS agar, M17 agar,  Edwards modified agar ฽ละ LUSM agar ฿นการตรวจหา
฽บคที฼รีย฽ลกติกกลุ຋ม Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ฽ละ Leuconostoc ตามล าดับ บ຋ม
฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 48 ชัไว฾มง จากการศึกษาพบว຋า฽บคที฼รีย฽ลกติกทุกกลุ຋มมีจ านวน
฼พิไมขึๅนตลอดระยะ฼วลาการหมัก ฾ดยมีจ านวนสูงสุด฿นชัไว฾มงทีไ 24 ของการหมัก฿นจ านวน฿กลຌ฼คียงกัน คือ 108 

CFU/g ฽ละจากการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไคัด฽ยกเดຌจากการ฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยอาหาร฼ลีๅยง
฼ชืๅอ พบว຋า฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไพบส຋วน฿หญ຋฿นผลิตภัณฑ์฼ครืไองดืไมชนิดนีๅ คือ Lactobacillus paracasei ซึไง
ตรวจพบตัๅง฽ต຋ชัไว฾มงทีไ 0 จนถึงชัไว฾มงทีไ 24 ของการหมัก ส຋วน฽บคที฼รีย฽ลกติกสายพันธุ์อืไนทีไตรวจพบ เดຌ฽ก຋ 
Lactobacillus parabuchneri ฽ละ Lactobacillus kefir ิตรวจพบตัๅง฽ต຋ชัไว฾มงทีไ 0 จนถึงชัไว฾มงทีไ 24 ของ
การหมักีุ Lactobacillus casei ิตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0, 12, 18 ฽ละ 24ี, Lactobacillus paracasei 

subsp. paracasei ิตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0, 6 ฽ละ 24ี, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans ฽ละ 
Lactobacillus buchneri ิตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 24ี, Lactococcus lactis ิตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0, 18 ฽ละ 
24ี ฽ละ Leuconostoc citreum ิตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 12, 18 ฽ละ 24ี 

Nguyen ฽ละคณะ ิ2010ี ตรวจหา฽บคที฼รีย฽ลกติกทัๅงหมดทีไมีอยู຋฿น Nem chua อาหารหมัก
พืๅน฼มืองประ฼ภท฼นืๅอของประ฼ทศ฼วียดนาม ทีไมีระยะ฼วลา฿นการหมัก 3-4 วัน ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MRS 

agar ทีไ฼ติม฽คล฼ซียมคาร์บอ฼นต ิ1% CaCO3ี ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง 
พบว຋า฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไตรวจพบ฿น Nem chua ภายหลังจากการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ คือ Lactobacillus 

plantarum  

Carraro ฽ละคณะ ิ2011ี ตรวจหา฽บคที฼รีย฽ลกติกกลุ຋ม lactobacilliุ lactococci ฽ละ 
enterococci ทีไมีอยู຋฿น฼นย฽ขใง Montasio ทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการบ຋ม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 

฽ละ 150 ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MRS agar ฿นการตรวจหา lactobacilli ฾ดยบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 ฽ละ 45 

องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 48 ชัไว฾มง฿นสภาวะเรຌอากาศ ฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ M17 agar ฿นการตรวจหา 
lactococci บ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 ฽ละ 45 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 48 ชัไว฾มง ฽ละ฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

Slanetz and Bartley agar ฿นการตรวจหา enterococci ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 45 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน
฼วลา 48 ชัไว฾มง จากการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไคัด฽ยกเดຌพบว຋า฼ปຓน 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 ศึกษา฽บคที฼รีย฽ลกติกกลุ຋ม lactobacilli, lactococci ฽ละ 
enterococci ทีไมีอยู຋฿น Ting อาหารหมักพืๅน฼มืองของประ฼ทศ฽อฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 
25 องศา฼ซล฼ซียส ฾ดย฿ชຌอาหาร MRS-5 agar, M17 agar ฽ละ ESA agar ส าหรับตรวจนับ฽บคที฼รียกลุ຋ม 
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lactobacilli, lactococci ฽ละ enterococci ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-48 

ชัไว฾มง จากการศึกษาพบว຋า฿นชัไว฾มงทีไ 0 ของการหมักตรวจนับ฽บคที฼รีย฽ลกติกกลุ຋ม lactococci ฽ละ 
enterococci เดຌมากกว຋ากลุ຋ม lactobacilli ฽ละ฼มืไอสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไว฾มงทีไ 54 พบว຋า฽บคที฼รีย
฽ลกติกกลุ຋ม lactobacilli มีจ านวน฼พิไมขึๅนมากกว຋ากลุ຋ม lactococci ฽ละ enterococci ฿นขณะทีไ฽บคที฼รีย
฽ลกติกกลุ຋ม lactococci ฽ละ enterococci มีจ านวนลดลง ฼มืไอท าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของ฽บคที฼รีย฽ลก
ติกทีไคัด฽ยกเดຌพบว຋า ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0 ของการหมัก คือ Enterococcus mundtii 

ส຋วน฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 54 ของการหมัก คือ Enterococcus faecalis, Lactobacillus 

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum,  Weissella 

cibaria ฽ละ Lactococcus lactis 

4.3 Enterobacteriaceae 

Aquilanti ฽ละคณะ ิ2007ี ศึกษา฾คลิฟอร์ม฽ละ E. coli  ฿น Ciauscolo salami ซึไง฼ปຓนเสຌกรอก
หมักชนิดหนึไงของประ฼ทศอิตาลี฿นวันทีไ 0, 1, 3, 10, 20, 30 ฽ละ 45 ของกระบวนการหมัก ฾ดย฿ชຌอาหาร
฼ลีๅยง฼ชืๅอ Coli-ID medium บ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-48 ชัไว฾มง ตรวจนับจ านวน฾คลิ
ฟอร์ม฿นวันทีไ 0  เดຌ 1.90 log10CFU/g ฽ละมีจ านวนลดลงหลังจาก 24 ชัไว฾มงของการหมัก ฽ละเม຋พบ฾คลิ
ฟอร์ม฼ลยหลังจากวันทีไ 20 ของการหมัก 

Dolci ฽ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับ฾คลิฟอร์ม฿น฼นย฽ขใง Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 

฽ละ 150 ของการบ຋ม ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Violet red bile lactose agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศา
฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง พบว຋าตลอดระยะ฼วลาการบ຋ม฾คลิฟอร์มมีจ านวนลดลงจนกระทัไงตรวจเม຋พบ฿น
วันทีไ 150 ของการบ຋ม 

Carraro ฽ละคณะ ิ2011ี ศึกษา฾คลิฟอร์ม ฽ละ฽บคที฼รียกลุ຋ม Enterobacteriaceae ทีไมีอยู຋฿น฼นย
฽ขใง Montasio ทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการบ຋ม คือ วันทีไ 2, 5, 13, 30, 60, 90 ฽ละ 150 ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง
฼ชืๅอ ColiID Medium ฿นการตรวจหา฾คลิฟอร์ม ฽ละอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Violet Red Bile Glucose Agar ฿นการ
ตรวจหา Enterobacteriaceae บ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง พบว຋า฾คลิฟอร์ม
฽ละ฽บคที฼รียกลุ຋ม Enterobacteriaceae มีปริมาณลดลงหลังจากวันทีไ 2 ของการบ຋ม฽ละตรวจเม຋พบตัๅง฽ต຋
วันทีไ 30 ของการบ຋ม฼นย฽ขใง  

Madoroba ฽ละคณะ ิ2011ี ศึกษา฽บคที฼รียกลุ຋ม Enterobacteriaceae ทีไมีอยู຋฿น Ting อาหาร
หมักพืๅน฼มืองของประ฼ทศ฽อฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศา฼ซล฼ซียส ฾ดย฿ชຌอาหาร 
Violet Red Bile Agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 37 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-48 ชัไว฾มง จากการศึกษาตรวจ
พบว຋า฼มืไอสิๅนสุดกระบวนการหมัก฿นชัไว฾มงทีไ 54 มีการปน฼ปืຕอนของ Enterobacteriaceae ฿นอาหารหมัก
ชนิดนีๅ 

4.4 ยีสต์฽ละรา 
Dolci ฽ละคณะ ิ2010ี ตรวจนับยีสต์฿น฼นย฽ขใง Castelmagno PDO ฿นวันทีไ 30, 60, 90 ฽ละ 

150 ของการบ຋ม ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Malt Agar ทีไมีการ฼ติม tetracycline ตรวจพบยีสต์มากทีไบริ฼วณ
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ผิวหนຌาของ฼นย฽ขใงทีไวันทีไ 30 ของการบ຋ม ฾ดยตรวจนับเดຌ 5.5 log10CFU/g ฽ต຋฼มืไอระยะ฼วลาการบ຋มนานขึๅน
ยีสต์ทีไตรวจพบจะมีจ านวนลดลง ฾ดย฼นย฽ขใงทีไมีระยะ฼วลาการบ຋ม 150 วันตรวจนับยีสต์฿นบริ฼วณส຋วนกลาง
฽ละผิวหนຌาของ฼นย฽ขใงเดຌประมาณ 2 log10CFU/g 

Magalhães ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษายีสต์ทีไมีอยู຋฿น sugary Brazilian kefir ซึไง฼ปຓนผลิตภัณฑ์
฼ครืไองดืไมพืๅน฼มืองของประ฼ทศบราซิล ฾ดยท าการศึกษาทีไระยะ฼วลา 0, 6, 12, 18 ฽ละ 24 ชัไว฾มงของการหมัก
฽บบดัๅง฼ดิม ฾ดย฿ชຌอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MYGP agar ทีไ฼ติม chloramphenicol 100 มิลลิกรัม ฽ละ 

chlortetracycline 50 มิลลิกรัม ฼พืไอยับยัๅงการ฼จริญของ฽บคที฼รีย บ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 28 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน
฼วลา 5 วัน จากการศึกษาพบว຋าทีไชัไว฾มงทีไ 0 ยีสต์มีจ านวนนຌอยกว຋า 6 log10CFU/g ฽ละมีจ านวน฼พิไมขึๅนตลอด
ระยะ฼วลาการหมัก ฾ดยทีไชัไว฾มงทีไ 24 จะมีจ านวน฼พิไมขึๅน฼ปຓน 7.31 log10CFU/g ฽ละจากการ฼ทียบ฼คียงสาย
พันธุ์ของยีสต์ทีไคัด฽ยกเดຌจากการ฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ พบว຋ายีสต์ทีไพบ฼ปຓนส຋วนมาก฿นผลิตภัณฑ์
฼ครืไองดืไมชนิดนีๅ คือ Saccharomyces cerevisiae ซึไงตรวจพบตัๅง฽ต຋ชัไว฾มงทีไ 0 จนถึงชัไว฾มงทีไ 24 ของการ
หมัก รองลงมา คือ Kluyveromyces lactis ทีไตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0, 6, 18 ฽ละ 24 

Wu ฽ละคณะ ิ2012ี ศึกษาความหลากหลายของยีสต์฿นนๅ าสຌมสายชูของประ฼ทศจีน ฾ดย฿ชຌอาหาร
฼ลีๅยง฼ชืๅอ YPD agar ฽ละบ຋ม฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 3 วัน จากการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของ
ยีสต์ทีไคัด฽ยกเดຌ พบว຋ายีสต์ทีไตรวจพบส຋วน฿หญ຋คือ Saccharomyces cerevisiae ฼นืไองจากสามารถ฼พิไม
จ านวนเดຌรวด฼รใวกว຋ายีสต์ชนิดอืไน อีกทัๅงนๅ าสຌมสายชูมีสภาวะ฿นการหมักทีไ฼หมาะสมต຋อการ฼จริญของยีสต์ชนิด
นีๅ ส຋วนยีสต์ทีไตรวจพบ฿นปริมาณนຌอย฿นตัวอย຋างนๅ าสຌมสายชู คือ Pichia anomala 

 

5. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์฾ดยวิธี Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 

ปัจจุบันวิธีทางชีว฾ม฼ลกุลทีไนิยม฿ชຌ฿นการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย คือ  ฼ทคนิค 
Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (PCR-DGGE) ซึไง฼ปຓนวิธีการ
ทางอิ฼ลใค฾ทร฾ฟ฼รซิสทีไสามารถตรวจสอบความ฽ตกต຋างระหว຋างชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไมีขนาด฼ท຋ากัน ฽ต຋มีล าดับ     
นิวคลี฾อเทด์฽ตกต຋างกัน ฼นืไองจากชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อสามารถ฽ยก฿น denaturing gradient gel ฾ดยอาศัย
หลักการการ฼สียสภาพของดี฼อใน฼อทีไ฽ตกต຋างกัน ฾ดย฿นอะคริลาเมด์฼จล ิacrylamide gel) สภาวะทีไท า฿หຌดี
฼อใน฼อ฼สียสภาพ คือ ยู฼รีย ิurea) ฽ละฟอร์มาเมด์ (formamide) ซึไงสารละลาย denaturant 100ั 
ประกอบดຌวย 7M urea ฽ละ 40ั formamide ฿นนๅ า อุณหภูมิทีไ฿ชຌ฿นการท าอิ฼ลใค฾ทร฾ฟ฼รซิสตຌองคงทีไ
ระหว຋าง 55-66 องศา฼ซล฼ซียส ฾ดยส຋วน฿หญ຋จะ฿ชຌอุณหภูมิ 60 องศา฼ซล฼ซียส (Ercolini, 2004)  

฼ทคนิค PCR-DGGE ประกอบดຌวยขัๅนตอนทีไส าคัญ 2 ขัๅนตอน คือ การ฼พิไมจ านวนยีนของกลุ຋ม
จุลินทรีย์ทีไ encode ส຋วนของยีน 16S rRNA ดຌวย฼ทคนิคการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อหรือทีไ฼รียกกันทัไวเปว຋า฼ทคนิค 
PCR ิPolymerase Chain Reaction) ฽ละการ฽ยกชิๅนของยีน 16S rRNA ฾ดยวิธีการ฽ยกสารดຌวยเฟฟງา 
ิelectrophoresisี บน฽ผ຋น฼จล ฾ดยการ฽ยกจะอาศัยหลักการการ฼สียสภาพทีไ฼พิไมขึๅนของดี฼อใน฼อสายคู຋ ฾ดย
การ฼พิไมความ฼ขຌมขຌนของ denaturant ฽ละท า฿หຌบางส຋วนของดี฼อใน฼อสายคู຋฽ยกออกจากกัน฿นบริ฼วณทีไ
฼รียกว຋า ๡melting domains๢ ฼มืไอถึงจุดนีๅการ฼คลืไอนทีไของดี฼อใน฼อบน฼จลจะลดลง ชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไมีล าดับ 
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นิวคลี฾อเทด์฽ตกต຋างกันจะมีค຋าอุณหภูมิ฿นการหลอม (melting temperature, Tm) ต຋างกัน ท า฿หຌชิๅนส຋วนของ
ดี฼อใน฼อ฼คลืไอนทีไเปบน฼จล฿นระยะทางทีไ฽ตกต຋างกัน ชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไมีความยาว฼ท຋ากัน ฽ต຋มีล าดับนิวคลี฾อ
เทด์ทีไ฽ตกต຋างกันสามารถ฽ยกออกเดຌดຌวย฼ทคนิค DGGE ฾ดยชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไมีความยาว฼ท຋ากัน฽ต຋มีล าดับนิ
วคลี฾อเทด์ทีไ฽ตกต຋างกันจะมีอุณหภูมิ฿นการหลอมทีไเม຋฼ท຋ากัน ดังนัๅนดี฼อใน฼อทีไเดຌจากการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อ
ดຌวย฼ทคนิค PCR จะวิไงเปบน DGGE gel ฿นระยะทางทีไเม຋฼ท຋ากัน (Ercolini, 2004)  

ขัๅนตอนทัไวเปของการวิ฼คราะห์กลุ຋มจุลินทรีย์฾ดยวิธี PCR-DGGE ประกอบดຌวย ิMuyzer and 

Smalla, 1998ี 
1.  การสกัดดี฼อใน฼อหรืออาร์฼อในอ 

2.  การ฼พิไมจ านวนยีนทีไ encode ส຋วนของยีน 16S rRNA ดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ 
ิprimerี ทีไ฼หมาะสม (ตารางทีไ 1)  

3.  การวิ฼คราะห์ยีนทีไ฼พิไมจ านวนขึๅนจาก฼ทคนิค PCR ดຌวยการ฿ชຌ฼ทคนิค genetic fingerprint ฼ช຋น 
DGGE หรือ Temporal Temperature Gradient Electrophoresis (TTGE) 

มีการน า฼ทคนิค PCR-DGGE มา฿ชຌทัไวเป฼พืไอศึกษากลุ຋มจุลินทรีย์฿นสิไง฽วดลຌอมหรืออาหาร ฼นืไองจาก
฼ปຓน฼ทคนิคทีไ฿หຌลายพิมพ์ดี฼อใน฼อของกลุ຋มจุลินทรีย์ภายหลังการสกัดดี฼อใน฼อของกลุ຋มจุลินทรีย์฿นตัวอย຋างทีไ
฽ตกต຋างกัน ตัวอย຋างทีไมีอยู຋฿นสิไง฽วดลຌอม ฼ช຋น น าตัวอย຋างอาหารมาสกัดดี฼อใน฼อท า฿หຌเดຌดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รีย
สายพันธุ์ต຋างโ ซึไงอยู຋รวมกัน฿นตัวอย຋างอาหาร ฽ลຌว฿ชຌดี฼อใน฼อ฼หล຋านีๅ฼ปຓน template ส าหรับการ฼พิไมปริมาณ
ผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ของชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อ ฾ดยผลผลิตดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รียสายพันธุ์ต຋างโ ทีไเดຌ
จะมีขนาด฼ท຋ากัน฽ต຋มีล าดับนิวคลี฾อเทด์ทีไ฽ตกต຋างกันซึไงสามารถ฽ยกเดຌ฾ดย฼ทคนิค DGGE ท า฿หຌเดຌลายพิมพ์ดี
฼อใน฼อทีไประกอบดຌวยดี฼อใน฼อหลาย฽ถบ band ซึไงมีความสัมพันธ์กับจุลินทรีย์สายพันธุ์ต຋างโ ทีไมีอยู຋฿นตัวอย຋าง 
การตรวจสอบสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ ท าเดຌ฾ดยการน า฽ถบ band ดี฼อใน฼อทีไปรากฏมาท า฿หຌบริสุทธิ์฽ละน าเป
วิ฼คราะห์ล าดับนิวคลี฾อเทด์ของดี฼อใน฼อดังรูปทีไ 3 (Ercolini, 2004)  

จาก฼หตุผลทีไ฼ทคนิค DGGE สามารถน ามา฿ชຌวิ฼คราะห์องค์ประกอบ ชนิดหรือประชาคม 
ิcommunityี ของ฽บคที฼รีย฿นธรรมชาติเดຌ฼ปຓนอย຋างดี จึงมีการน า฼ทคนิค DGGE มา฿ชຌ฿นการศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรีย์ พบว຋าการ฿ชຌ฼ทคนิค PCR-DGGE สามารถจ า฽นกจุลินทรีย์เดຌดีกว຋า฼ทคนิคการ
฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฼นืไองจาก฼ทคนิคการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอจะสามารถตรวจสอบจุลินทรีย์
เดຌ฼ฉพาะสายพันธุ์ทีไสามารถ฼จริญบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฼ลือกน ามา฿ชຌตรวจสอบเดຌ  ฼ทคนิคทางชีว฾ม฼ลกุล
฾ดย฼ฉพาะอย຋างยิไงการวิ฼คราะห์ล าดับนิวคลี฾อเทด์ของยีน 16S rRNA จึงช຋วยท า฿หຌการวิ฼คราะห์ชนิดของ
฽บคที฼รีย฿นสิไง฽วดลຌอมหรืออาหารมีความถูกตຌองมากขึๅน (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 (ต຋อ) 

 

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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ขຌอดีของ฼ทคนิค DGGE  

- ฿ชຌศึกษาวิวัฒนาการของสิไงมีชีวิต฽ละความหลากหลายของจุลินทรีย์฾ดยเม຋ ตຌองท าการ฽ยก
จุลินทรีย์ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- ฿ชຌศึกษาปรากฏการณ์฽ละพฤติกรรมของจุลินทรีย์ ฼ช຋น ฿นระยะ viable but non-cultivable 

ิVNC) state หรือการเดຌรับบาด฼จใบของจุลินทรีย์ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- เดຌรับขຌอมูลทางดຌาน phylogenetic ของกลุ຋มประชากร฾ดยตรง (Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีความรวด฼รใว฽ละมีประสิทธิภาพ (Giraffa and Neviani, 2001) 

- สามารถตรวจสอบ฼ชืๅอยีสต์เดຌหลากหลายกว຋า฼ทคนิคการ฽ยก฼ชืๅอจุลินทรีย์  (Aquilanti et al., 

2007ี  
ขຌอดຌอยของ PCR-DGGE 

- อาจ฼กิดความผิดพลาดจากการ฼ทคนิค PCR ฼ช຋น ฼กิดการปน฼ปืຕอนของดี฼อใน฼อทีไเม຋ตຌองการ ท า฿หຌ
฼กิดการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อทีไปน฼ปืຕอน฼ปຓนผล฿หຌ฼กิดผลบวกปลอม ิfalse positiveี ฾ดยการปน฼ปืຕอนอาจ฼กิด
จากขัๅนตอนการสกัดดี฼อใน฼อ มือ ฽ละผิวหนังของผูຌท าการทดลอง (Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ฼ซลล์฿นตัวอย຋าง฼ชืๅอจุลินทรีย์ทีไตาย฽ลຌว (Giraffa and Neviani, 

2001) 

- ฽มຌว຋า฼ทคนิค DGGE จะสามารถบ຋งบอกถึงการ฼ปลีไยน฽ปลงของจุลินทรีย์฿นตัวอย຋างอาหารเดຌ ฾ดย
การดูการมีอยู຋ ิappearanceี หรือหายเป ิdisappearanceี ของ฽ถบดี฼อใน฼อบน฼จล ฽ต຋ DGGE pattern เม຋
สามารถบ຋งบอกเดຌ฾ดยตรงถึงจ านวนทีไ฽ทຌจริงของจุลินทรีย์ทีไมีอยู຋ ฼พราะขຌอมูลทีไเดຌรับนัๅนเดຌมาจากการ฼พิไม
จ านวนดี฼อใน฼อ฾ดย฿ชຌ฼ทคนิค PCR ฽ละ฼ปຓนขຌอมูลทีไ฼ปรียบ฼ทียบกับขຌอมูล฿นฐานขຌอมูลหรือ Database 

(Giraffa and Neviani, 2001) 

- มีความ฼สีไยง฿นการรบกวนหรือ฼ปลีไยน฽ปลง฾ครงสรຌางจุลินทรีย์฿นขัๅนตอนการสกัดดี฼อใน฼อของ
จุลินทรีย์จากตัวอย຋างอาหาร (Giraffa and Neviani, 2001) 

- การปรากฏ multiple copies ของยีน 16S rRNA ของจุลินทรีย์สายพันธุ์ต຋างโ ฼ปຓนปัญหา฿น
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ทีไ฿ชຌ฼ทคนิค DGGE ฼นืไองจากจุลินทรีย์฽ต຋ละสายพันธุ์จะมี฽ถบ band 

ดี฼อใน฼อทีไเดຌจากการวิ฼คราะห์ดຌวย DGGE ฼กิดขึๅนเดຌหลาย฽ถบ band ถຌาน ายีน  16S rRNA มาวิ฼คราะห์ 
DGGE ฾ดยตรง (Fontana et al., 2005b) 

- การวิ฼คราะห์ตัวอย຋างดี฼อใน฼อทีไมีจุลินทรีย์หลายสายพันธุ์รวมกันอยู຋ดຌวย฼ทคนิค PCR-DGGE อาจ
฼กิด heteroduplex ฿นขัๅนตอนการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดยสายดี฼อใน฼อของจุลินทรีย์สาย
พันธุ์หนึไงจะเปจับกับสายดี฼อใน฼อของจุลินทรีย์อีกสายพันธุ์หนึไง ิAquilanti et al., 2007ี  

- การ฼กิด chimeric molecules ซึไงสามารถ฽กຌเขเดຌ฾ดยการปรับปรุงสภาวะการท า PCR ฼ช຋น การ
฼พิไมระยะ฼วลาของ elongation time ฿นกระบวนการท า PCR ฽ละการลดจ านวนรอบ฿นการท า PCR 

ิAquilanti et al., 2007ี  
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- สามารถตรวจวิ฼คราะห์จุลินทรีย์เดຌ฼มืไอมีปริมาณจุลินทรีย์ตัๅง฽ต຋ แเไ CFU/g ฾ดยขึๅนอยู຋กับ  สป຃ชีส์
฽ละสายพันธ์ของจุลินทรีย์ ประสิทธิภาพ฿นการสกัดดี฼อใน฼อ฽ละการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR 

฼นืไองจากมีการ฽ย຋งจับกันระหว຋างตัวอย຋างดี฼อใน฼อ฿นขัๅนตอนการท า PCR (Fontana et al., 2005b) 

- เม຋สามารถ฽ยกชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไมีความยาวมากกว຋า 500 bp เดຌ (Giraffa and Neviani, 2001) 

 

6. กำรตรวจติดตำมจุลินทรีย์฾ดย฼ทคนิค DGGE 

Dolci ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿น฼นย฽ขใง Castelmagno PDO ฾ดย
ท าการสกัดดี฼อใน฼อจากตัวอย຋าง฼นย฽ขใง฿นวันทีไ 60 ฽ละ 150 ของการบ຋ม ฽ลຌว฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อทีไสกัดเดຌ
ดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ 338f-GC ฽ละ 518r ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รียตรงต า฽หน຋ง 
V3 ฿นส຋วนของยีน 16S rRNA จากนัๅนท าการ฽ยก฽ถบดี฼อใน฼อของผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ดຌวย
฼ทคนิค DGGE ฽ลຌวท าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จากการศึกษาพบว຋า฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไมีบทบาท
ส าคัญ฿นกระบวนการบ຋ม฼นย฽ขใง Castelmagno PDO คือ Lactococcus lactis ฾ดย฼นย฽ขใงทีไมีระยะ฼วลา
การบ຋ม 60 วันตรวจพบ฼ชืๅอ Lactobacillus helveticus, Streptococcus agalactiae ฽ละ 
Sphingomonas sp. ส຋วน฼นย฽ขใงทีไมีระยะ฼วลาการบ຋ม 150 วัน ตรวจพบ฼ชืๅอ Strep. agalactiae, L. lactis 

subsp. cremoris ฽ละ L. lactis 

Magalhaes ฽ละคณะ ิ2010ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿น sugary Brazilian kefir ซึไง
฼ปຓนผลิตภัณฑ์฼ครืไองดืไมพืๅน฼มืองทีไมีกระบวนการหมัก฽บบดัๅง฼ดิมของประ฼ทศบราซิล ฾ดยท าการ฼กใบตัวอย຋างทีไ
ระยะ฼วลา 0, 6, 12, 18 ฽ละ 24 ชัไว฾มงของการหมัก น ามาสกัดดี฼อใน฼อของ฼ชืๅอจุลินทรีย์จากตัวอย຋าง฽ละ฼พิไม
ปริมาณดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ 338f-GC ฽ละ 518r ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ
฽บคที฼รียตรงต า฽หน຋ง V3 ฿นส຋วนของยีน 16S rRNA ฽ละ฿ชຌเพร฼มอร์ NS3-GC ฽ละ YM951r ส าหรับ฼พิไม
ปริมาณดี฼อใน฼อของยีสต์฿นส຋วนของยีน 18S rRNA จากนัๅนท าการ฽ยก฽ถบดี฼อใน฼อของผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ 
PCR product ดຌวย฼ทคนิค DGGE ฽ลຌวท าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ จากการศึกษาตรวจพบ
฽บคที฼รีย฽ลกติกสายพันธุ์ Lact. paracaseiุ Lact. parabuchneri, Lact. kefiriุ L. lactisุ Lact. casei, 
Lact. paracasei subsp. paracasei ฽ละ Leu. citreum ส຋วนยีสต์ทีไตรวจพบ คือ Sac. cerevisiae ฽ละ 
Kluy. lactis ฾ดย฽บคที฼รีย฽ละยีสต์ทีไตรวจพบทัๅงหมดนีๅตรวจพบทีไตลอดระยะ฼วลาการหมัก 

Madoroba ฽ละคณะ ิ2011ี ศึกษาความหลากหลายของ฽บคที฼รีย฿น Ting อาหารหมักพืๅน฼มือง
ของประ฼ทศ฽อฟริกา฿ตຌทีไเดຌจากการหมักขຌาวฟຆางทีไอุณหภูมิ 25 องศา฼ซล฼ซียส ฾ดยท าการสกัดดี฼อใน฼อจาก
ตัวอย຋าง Ting ฿นชัไว฾มงทีไ 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36 ,42, 48 ฽ละ 54 ของการหมัก ฽ลຌว฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อทีไ
สกัดเดຌดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ F357-GC ฽ละ 518R ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รียตรง
ต า฽หน຋ง V3 ฿นส຋วนของยีน 16S rRNA จากนัๅนท าการ฽ยก฽ถบดี฼อใน฼อของผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR 

product ดຌวย฼ทคนิค DGGE ฽ลຌวท าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ พบว຋า฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไตรวจพบ
฿นอาหารหมักชนิดนีๅทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการบ຋ม เดຌ฽ก຋ Ec. mundii (ตรวจพบ฿นชัไว฾มงทีไ 0), W. cibaria 

฽ละ L. lactis (ตรวจพบตลอดระยะ฼วลาการหมักตัๅง฽ต຋ชัไว฾มงทีไ 18), Lact. curvatus (ตรวจพบตลอด
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ระยะ฼วลาการหมักตัๅง฽ต຋ชัไว฾มงทีไ 12), Ec. faecalis, Lact. plantarum, Lact. fermentum ฽ละ Lact. 

rhamnosus (ตรวจพบทีไชัไว฾มงทีไ 54) นอกจากนีๅยังตรวจพบ Enterobacteriaceae ตลอดระยะ฼วลาการหมัก
ภายหลังจากชัไว฾มงทีไ 6 ของการหมัก 

Xu ฽ละคณะ ิ2011ี ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์฿นนๅ าสຌมสายชู Zhenjiang ของประ฼ทศ
จีน ฾ดยท าการสกัดดี฼อใน฼อจากตัวอย຋างนๅ าสຌมสายชูทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการหมัก คือ วันทีไ 1, 5, 7, 10, 15 

฽ละ 20 ฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ P2 ฽ละ P3-GC ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รียตรงต า฽หน຋ง V3 ฿นส຋วน
ของยีน 16S rRNA เพร฼มอร์ N3-GC ฽ละ YM951r ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของยีสต์฿นส຋วนของยีน 18S 

rRNA จากนัๅนท าการ฽ยก฽ถบดี฼อใน฼อของผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ดຌวย฼ทคนิค DGGE ฽ลຌวท าการ
฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ พบว຋า฽บคที฼รียทีไตรวจพบ฿นนๅ าสຌมสายชูตลอดระยะ฼วลาของการหมัก เดຌ฽ก຋ 
S. gallinarum, Lact. acetotolerans, Lact. gallinarum, Lact. crispatus, Flavobacterium sp., 

Lact. panis, S. kloosii, Lact. pontis, A. pomorum ฽ละ A. pasteurianus ส຋วนยีสต์ทีไตรวจพบ฿น
นๅ าสຌมสายชูตลอดระยะ฼วลาการหมัก เดຌ฽ก຋ Sac. cariocanus, Sac. paradoxus ฽ละ Sac. bayanus 

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

วิธีกำรด ำ฼นินกำรวิจัย 

 

วัสดุ฽ละอุปกรณ์  
1. ตัวอย຋างบูด ู

     ฼ปຓนบูดทูีไหมัก฿นช຋วง฼วลาต຋างโ ซึไงท าการหมัก฾ดยกลุ຋ม฽ม຋บຌาน฿นอ า฼ภอสายบุรี จังหวัดปัตตานี 
2. อาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

- 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 พี฼อช 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. สาร฼คมี 

- สาร฼คมีส าหรับยຌอม฽กรม ประกอบดຌวย crystal violet, gram iodine, ฽อลกอฮอล์ 95 

฼ปอร์฼ซในต์ ฽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 
- ฼ครืไองวัดความ฼ปຓนกรด-ด຋าง ิpH-meterี ยีไหຌอ Mettler Toledo รุ຋น MP320U บริษัท 

Mettler-Toledo International Inc., Thailand  

- หมຌอนึไงฆ຋า฼ชืๅอ ิautoclaveี รุ຋น SS-325 บริษัท Tomy Seiko Co., Ltd., Japan 

- เม฾ครปຂ฼ปต ิขนาด 10-100 เม฾ครลิตรี ยีไหຌอ Labmate บริษัท Pacific Science Co., 

Ltd., Thailand 

- ฼ครืไองชัไงทศนิยม 2 ต า฽หน຋ง ยีไหຌอ ScoutTMPro รุ຋น SPS402F PT. บริษัท Sumber Arum 

Abadi, Indonesia 

- ฼ครืไองหมุน฼หวีไยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ ิrefrigerated centrifugeี ยีไหຌอ Eppendorf รุ຋น 
5415 R บริษัท Eppendorf, Germany 

- ฼ครืไองวัดค຋าการดูดกลืน฽สง ิspectrophotometerี รุ຋น U-2000 บริษัท Technical 

Cooperation 

- ฼ครืไอง฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อ ิPolymerase chain reactorี ยีไหຌอ Techne รุ຋น TC-512 

บริษัท Barloworld Scientific Ltd., England 
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- Vortex mixer ยีไหຌอ WiseMix® รุ຋น 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 รุ຋น Essential V2 บริษัท UVItec Limited, England 

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

- Power supply ยีไหຌอ peqPOWER รุ຋น E300 บริษัท PEQLAB Biotechnologie GmbH, 

Germany 

- อ຋างนๅ าควบคุมอุณหภูมิ ิwater bathี ยีไหຌอ WiseBath รุ຋น WB-11 บริษัท Witeg 

Labortechnik GmbH, Germany 

- ตูຌอบลมรຌอน ิhot air ovenี ยีไหຌอ Sanyo รุ຋น Mov212  

- ตูຌปลอด฼ชืๅอ ิlaminar air flowี ยีไหຌอ Hotpack รุ຋น 527044  

- กลຌองจุลทรรศน์ ยีไหຌอ Nikon รุ຋น YS2H  

- ห຋วง฼ขีไย฼ชืๅอ฽ละอุปกรณ์฼ครืไอง฽กຌวส าหรับวิ฼คราะห์ 
 

วิธีกำรทดลอง 
1. กำรตรวจติดตำม฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฿นบูดู฾ดยวิธีกำร฼พำะ฼ลีๅยงบนอำหำร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

 ฼กใบตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทุกโ แ5 วันของการหมักจนถึง แโ ฼ดือน ตัวอย຋างละ 25 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลาย฾ซ฼ดียมคลอเรด์ความ฼ขຌมขຌน 0.85 ฼ปอร์฼ซในต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร ฽ลຌว฼จือจางต຋อ฽บบ ten-

fold serial dilution ฿หຌมีจ านวน฼ชืๅอทีไ฼หมาะสมจากนัๅนท าการตรวจสอบหา 

 แ.1 จ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅงหมด  

 Pour plate ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมดຌวยอาหาร plate count agar 

฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ระดับความ฼จือจางละ 3 ซๅ า น าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 3เ 

องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-7โ ชัไว฾มง นับจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฼ฉพาะจาน฼พาะ฼ชืๅอทีไมีจ านวน฾ค฾ลนีอยู຋
ระหว຋าง ใเ-ใเเ ฾ค฾ลนี ฽ลຌวค านวณจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅงหมดต຋อตัวอย຋าง฿นหน຋วย CFU/ml (Obodai 

and Dodd, 2006) สุ຋มตัวอย຋าง฼ชืๅอทีไมีขนาด฽ละลักษณะของ฾ค฾ลนี฽ตกต຋างกัน plate ละ 5-15 ฾ค฾ลนี มา 
streak ลงบนอาหาร plate count agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฼พืไอ฿หຌเดຌ
฼ชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน า฼ชืๅอทีไเดຌมา฼กใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 ฼ปอร์฼ซในต์ 
ทีไอุณหภูมิ -20 องศา฼ซล฼ซียส 
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 แ.2 จ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน 

 Pour plate ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมดຌวยอาหาร casein agar ทีไมี฼กลือ
ความ฼ขຌมขຌน 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ระดับความ฼จือจางละ 3 ซๅ า น าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 3เ องศา
฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-7โ ชัไว฾มง นับจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไมี clear zone รอบ฾ค฾ลนี฼ฉพาะจาน฼พาะ฼ชืๅอทีไมี
จ านวน฾ค฾ลนีอยู຋ระหว຋าง ใเ-ใเเ ฾ค฾ลนี ฽ลຌวค านวณจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅงหมดต຋อตัวอย຋าง฿นหน຋วย 
CFU/ml ิApibalbaeุ โเเ้ี สุ຋มตัวอย຋าง฼ชืๅอทีไมีขนาด฽ละลักษณะของ฾ค฾ลนี฽ตกต຋างกัน plate ละ 5-15 

฾ค฾ลนี มา streak ลงบนอาหาร casein agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฼พืไอ฿หຌ
เดຌ฼ชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน า฼ชืๅอทีไเดຌมา฼กใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 

฼ปอร์฼ซในต์ ทีไอุณหภูมิ  -20 องศา฼ซล฼ซียส 

 แ.ใ จ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน 

 Pour plate ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมดຌวยอาหาร basal medium ทีไมีเตร
บิวเทริน แ ฼ปอร์฼ซในต์ ฽ละ฼กลือความ฼ขຌมขຌน 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ระดับความ฼จือจางละ 3 ซๅ า 
น าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 3เ องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-7โ ชัไว฾มง นับจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไมี clear zone รอบ
฾ค฾ลนี฼ฉพาะจาน฼พาะ฼ชืๅอทีไมีจ านวน฾ค฾ลนีอยู຋ระหว຋าง ใเ-ใเเ ฾ค฾ลนี ฽ลຌวค านวณจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รีย
ทัๅงหมดต຋อตัวอย຋าง฿นหน຋วย CFU/ml ิApibalbaeุ โเเ้ี สุ຋มตัวอย຋าง฼ชืๅอทีไมีขนาด฽ละลักษณะของ฾ค฾ลนี
฽ตกต຋างกัน plate ละ 5-15 ฾ค฾ลนี มา streak ลงบนอาหาร basal medium agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 1เ, 

15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฼พืไอ฿หຌเดຌ฼ชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน า฼ชืๅอทีไเดຌมา฼กใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไ
มีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 ฼ปอร์฼ซในต ์ทีไอุณหภูมิ -20 องศา฼ซล฼ซียส 

แ.ไ จ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติก 

 Pour plate ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมดຌวยอาหาร MRS agar ทีไมี 
bromocresol purple 0.01 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฽ละ฼กลือความ฼ขຌมขຌน 5, 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) 
ระดับความ฼จือจางละ 3 ซๅ า น าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 3เ องศา฼ซล฼ซียส ฿นสภาวะเรຌอากาศ ฼ปຓน฼วลา 24-7โ 

ชัไว฾มง นับจ านวน฼ชืๅอทีไ฼ปลีไยนสีของอาหารจากสีม຋วง฼ปຓนสี฼หลือง ฼ฉพาะจาน฼พาะ฼ชืๅอทีไมีจ านวน฾ค฾ลนีอยู຋
ระหว຋าง ใเ-ใเเ ฾ค฾ลนี ฽ลຌวค านวณ฿นหน຋วย CFU/ml (Endo et al., 2008) สุ຋มตัวอย຋าง฼ชืๅอทีไ฼ปลีไยนสีของ
อาหาร฼ปຓนสี฼หลืองทีไมีขนาด฽ละลักษณะของ฾ค฾ลนี฽ตกต຋างกัน plate ละ 5-15 ฾ค฾ลนี มา streak ลงบน
อาหาร MRS agar ทีไม ีbromocresol purple 0.01 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฽ละ฼กลือความ฼ขຌมขຌน 5, 1เ, 15 ฽ละ 
20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฼พืไอ฿หຌเดຌ฼ชืๅอบริสุทธิ์ จากนัๅนน า฼ชืๅอทีไเดຌมาทดสอบว຋า฼ปຓน฽บคที฼รีย฽ลกติกหรือเม຋฾ดย
ทดสอบการสรຌาง฼อนเซม์คะตะ฼ลส ฾ดย฽บคที฼รีย฽ลกติกเม຋สรຌาง฼อนเซม์คะตะ฼ลส ิAxelsson, 1993ี ฽ละ
ยຌอมสี฽บบ฽กรมตามวิธีการของ Hucker staining method (Murray et al., 1994) ฽บคที฼รีย฽ลกติกตຌอง
ติดสี฽กรมบวก ิAxelsson, 1993ี ฼ลือก฾ค฾ลนีทีไ฼ปຓน฽บคที฼รีย฽ลกติกมา฼กใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไ
มีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 ฼ปอร์฼ซในต ์ทีไอุณหภูมิ -20 องศา฼ซล฼ซียส 
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 แ.5 จ านวน฼ชืๅอ Enterobacteriaceae 

 Pour plate ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมดຌวยอาหาร MacConkey agar ทีไมี
฼กลือความ฼ขຌมขຌน 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) น าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 37 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24-48 

ชัไว฾มง นับจ านวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไมี฾ค฾ลนีสี฽ดงหรือชมพู฽ลຌวค านวณ฿นหน຋วย CFU/ml (Fontana et al., 
2005a, bี สุ຋มตัวอย຋าง฼ชืๅอทีไมีขนาด฽ละลักษณะของ฾ค฾ลนี฽ตกต຋างกัน plate ละ 5-15 ฾ค฾ลนี มา streak ลง
บนอาหาร MacConkey agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 1เ, 15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ (w/v) ฼พืไอ฿หຌเดຌ฼ชืๅอบริสุทธิ์ 
จากนัๅนน า฼ชืๅอทีไเดຌมา฼กใบเวຌ฿นอาหาร nutrient broth ทีไมีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 ฼ปอร์฼ซในต์ ทีไอุณหภูมิ  
-20 องศา฼ซล฼ซียส 

 แ.ๆ วัดพี฼อชของตัวอย຋างบูดูดຌวย฼ครืไอง pH meter 

 น าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไวันต຋างโ ของการหมัก ตัวอย຋างละ 20 มิลลิลิตรมาวัดค຋าพี฼อช฾ดย฿ชຌ฼ครืไอง 
pH meter 

 แ.7 การหาปริมาณกรดทัๅงหมดคิด฼ทียบ฼ปຓนกรด฽ลกติก 

น าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู 30 มิลลิลิตร ผสมกับนๅ ากลัไน 30 มิลลิลิตร ผสม฿หຌ฼ขຌากัน฽ลຌวน าเปกรองดຌวย
ผຌาขาวบาง จากนัๅนน าเป฼หวีไยง฽ยกทีไความ฼รใว 10,000 รอบต຋อนาที ฼ปຓน฼วลา 10 นาที ทีไอุณหภูมิ 4 องศา
฼ซล฼ซียส ฼ทส຋วน฿ส฿ส຋฿นฟลาสก์ขนาด 150 มิลลิลิตร หยดฟ຃นอฟทาลีน 2-3 หยด ิฟ຃นอฟทาลีน฼ขຌมขຌน         
1 ฼ปอร์฼ซในต์฿น฼อธิล฽อลกอฮอล์ี ฽ลຌวเท฼ทรตดຌวยสารละลาย฾ซ฼ดียมเฮดรอกเซด์฼ขຌมขຌน 0.1 นอร์มอล จนเดຌ
จุดยุติ฼ปຓนสีชมพู ิAOAC, 2000ี 

 

ปริมาณกรดทัๅงหมดคิด฼ทียบ     =    ฾ซ฼ดียมเฮดรอกเซด์ ิมล.ี x นอร์มอล x 90.09 x 100 

      ฼ปຓนกรด฽ลกติก ิัี                 นๅ าหนักของตัวอย຋าง ิกรัมี x 1000 

 

1.8 การหาปริมาณ฼กลือทัๅงหมด ิA.O.A.C, 1960ี   
ปຂ฼ปตสารละลายตัวอย຋างนๅ าบูดูมา 10 มิลลิลิตร ฿ส຋ลง฿น flask ขนาด 100 มิลลิลิตร ฼ติมนๅ ากลัไน    

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัๅน฼ติม 5% K2CrO4 0.5 มิลลิลิตร ฽ลຌวเท฼ทรตกับสารละลายมาตรฐาน AgNO3 

จนกระทัไงเดຌสี฽ดงอิฐของ Ag2CrO4 บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌ ท าการทดลองซๅ าอีก 2 ครัๅง ค านวณหา
ปริมาณของคลอเรด์฿นสารตัวอย຋างนๅ าบูดู ิดังวิธีการ฿นภาคผนวก กี 

 

2. กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ฽ละชีว฼คมีบำงประกำรของ฼ชืๅอทีไคัด฽ยกเดຌ 
 น า฼ชืๅอ฽บคที฼รียบริสุทธิ์ทีไ฽ยกเดຌทุกเอ฾ซ฼ลทมาศึกษาลักษณะต຋างโดังนีๅ 

2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา  
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ยຌอมสี฽บคที฼รีย฼พืไอดูการติดสี฽กรมตามวิธีการของ Hucker staining method 
(Murray et al., 1994) พรຌอมทัๅงศึกษาขนาด รูปร຋าง การจัด฼รียงตัวของ฽บคที฼รีย ตรวจสอบ
การสรຌางสปอร์ (spore formation) ของ฽บคที฼รีย ฾ดยการยຌอมสีสปอร์    ิดังวิธีการ฿น
ภาคผนวก ขี 

2.2 ลักษณะทางสรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการ ิดังวิธีการ฿นภาคผนวก ขี 
- การสรຌาง฼อนเซม์คะตา฼ลส  

- การสรຌางสารอะซิ฾ตอิน ิAcetoinี เดຌ฽ก຋ MR-VP medium 

- การสรຌางกรดจากนๅ าตาล เดຌ฽ก຋ นๅ าตาล glucose, fructose, lactose, sucrose, 

arabinose, xylose ฽ละ mannitol  

 

3.  กำรสกัดดี฼อใน฼อจำก฽บคที฼รียทีไคัด฽ยกเดຌ 
 ถ຋าย฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ต຋ละชนิดทีไคัด฽ยกเดຌทัๅงหมด 5 ฼ปอร์฼ซในต์ ทีไ฼กใบเวຌ฿นอาหาร฽ต຋ละชนิดทีไม ี      
กลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 ฼ปอร์฼ซในต์ ลง฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฼หมาะสมต຋อ฼ชืๅอ฽ต຋ละชนิดปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บ຋มทีไอุณหภูมิ 3เ องศา฼ซล฼ซียส฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง หมุน฼หวีไยง฼ชืๅอทีไเดຌปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทีไความ฼รใว 
10,000 รอบต຋อนาที ฼ปຓน฼วลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดี฼อใน฼อของ฽บคที฼รียทีไ฽ยกเดຌ฾ดย฿ชຌ Genomic 

DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit) ตรวจสอบ genomic DNA ทีไสกัดเดຌดຌวย฼ทคนิคอิ฼ลใค฾ทร฾ฟ฼ร
ซิส ิelectrophoresisี ฾ดย฿ชຌ genomic DNA ปริมาตร 5 เม฾ครลิตร load ลง฿น 1ั agarose gel ทีไ฽ช຋฿น
สารละลายบัฟ฼ฟอร์ 1x TAE ฿ชຌกระ฽สเฟฟງา 100 ฾วลต์ ฼ปຓน฼วลา 30 นาที ยຌอม agarose gel ดຌวย SYBR 

Gold solution ฼ปຓน฼วลา 15 นาที ทีไอุณหภูมิหຌอง ฽ลຌวน าเปตรวจสอบภาย฿ตຌ฽สง UV ดຌวย฼ครืไอง UV 

transilluminator ฽ละบันทึกภาพ฾ดย฿ชຌ Gel Documentation ฼กใบตัวอย຋าง genomic DNA ทีไสกัดเดຌทีไ
อุณหภูมิ -20 องศา฼ซล฼ซียส  
 

4.  กำร฼พิไมจ ำนวนดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR 

 ฼พิไมจ านวนดี฼อใน฼อของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไสกัดเดຌดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌดี฼อใน฼อของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไ
สกัดเดຌจากขຌอ 3 ฼ปຓน template ฽ละเพร฼มอร์ทีไน ามา฿ชຌ฼ปຓน universal primer คือ โ7F ิ5’-AGA GTT 

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

฼ติมสารส าหรับท า PCR ฿นหลอดทดลอง฿หຌเดຌปริมาตรสุดทຌาย฼ท຋ากับ 50 เม฾ครลิตร ดังนีๅ 2X Tag PCR 

Master Mix 25 เม฾ครลิตร primer ทัๅงสองชนิด ชนิดละ 10 M ปริมาตร 1 เม฾ครลิตร MgCl2 (50 mM) 

ปริมาตร 0.5 เม฾ครลิตร ดี฼อใน฼อ template ทีไสกัดจากตัวอย຋างปริมาตร 1 เม฾ครลิตร ฽ละ dH2O (Milli Q 

water) ปริมาตร 21.5 เม฾ครลิตร ท าการ denaturation ครัๅง฽รกทีไอุณหภูมิ 94 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 2 

นาที จากนัๅนท า PCR 25 รอบ อุณหภูมิทีไ฿ชຌต຋อรอบ คือ denaturation ทีไอุณหภูมิ 94 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน
฼วลา 10 วินาที annealing ทีไอุณหภูมิ 55 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 30 วินาที ฽ละ elongation ทีไอุณหภูมิ 
72 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 30 วินาที ฼มืไอครบ 25 รอบ฽ลຌวจึงท าการ elongation ครัๅงสุดทຌายทีไอุณหภูมิ 72 
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องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 10 นาที (ดัด฽ปลงจาก Lu et al., 2010) ตรวจสอบผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR 

product ทีไเดຌดຌวย฼ทคนิคอิ฼ลใค฾ทร฾ฟ฼รซิส ฾ดย฿ชຌ PCR product ปริมาตร 5 เม฾ครลิตร load ลง฿น 1.2ั 
agarose gel ทีไ฽ช຋฿นสารละลายบัฟ฼ฟอร์ 1x TAE ฿ชຌกระ฽สเฟฟງา 100 ฾วลต์ ฼ปຓน฼วลา 26 นาที ยຌอม 
agarose gel ดຌวย SYBR Gold solution ฼ปຓน฼วลา 15 นาที ทีไอุณหภูมิหຌอง ฽ลຌวน าเปตรวจสอบ PCR 

product ภาย฿ตຌ฽สง UV ดຌวย฼ครืไอง UV transilluminator ฽ละบันทึกภาพ฾ดย฿ชຌ Gel Documentation 

 

5. กำร฼ทียบ฼คียงสำยพันธุ์฽บคที฼รียทีไคัด฽ยกเดຌ 
 น า PCR product มาท า฿หຌบริสุทธิ์ดຌวย PCR purification kit ก຋อนส຋งเปหาล าดับนิวคลี฾อเทด์ดຌวย
฼ครืไอง DNA sequencer ฾ดยบริษัท Ward Medic Ltd., Thailand ฽ลຌว฼ทียบ฼คียงขຌอมูลของล าดับนิวคลี฾อ
เทด์ทีไเดຌกับฐานขຌอมูล฿น GenBank (BLAST search ทีไ http://www.ncbi.nlm.gov/) (ดัด฽ปลงจาก Lee et 

al., 2005) 

 

6. กำรตรวจติดตำม฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฿นบูดูดຌวย฼ทคนิค PCR-DGGE 

 ๆ.1 การสกัดดี฼อใน฼อจากตัวอย຋างบูดู 
 น าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระยะ฼วลาต຋างโ ของการหมักตามขຌอทีไ แ ตัวอย຋างละ แเ มิลลิลิตร มาหมุน
฼หวีไยงทีไความ฼รใว 10,000 รอบต຋อนาที ฼ปຓน฼วลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดี฼อใน฼อ฾ดย฿ชຌชุดสกัดดี฼อใน฼อทาง
การคຌา Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) ฼กใบตัวอย຋างดี฼อใน฼อทีไสกัดเดຌทีไอุณหภูมิ -20 องศา
฼ซล฼ซียส 

 ๆ.2 การ฼พิไมจ านวนดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR  

 ฼พิไมจ านวนดี฼อใน฼อของตัวอย຋างทีไสกัดเดຌดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดย฿ชຌตัวอย຋างดี฼อใน฼อทีไสกัดเดຌจากนๅ า
หมักบูดู฼ปຓน template ฽ลຌว฿ชຌเพร฼มอร์฽ละสภาวะต຋างโ ฼ช຋น฼ดียวกับวิธีการ฿นขຌอ ใ  

 ๆ.3 การ฽ยก฽ถบดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค DGGE 

น าผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ทีไเดຌจากขຌอ ๆ.2 ปริมาณ 30 เม฾ครกรัม เปวิ฼คราะห์ดຌวยการ
ท า DGGE ฾ดย฿ชຌ 0.8 mM polyacrylamide gel (8ั [w/v] acrylamide:bisacrylamide 37.5:1) ทีไระดับ
ความ฼ขຌมขຌนของ denaturant คือ 30-65ั urea-formamide denaturing gradients (denaturing  

acrylamide 100ั ประกอบดຌวย 7 M urea ฽ละ 40ั [w/v] formamide) ฽ละท าการวิ฼คราะห์ทีไอุณหภูมิ 
60 องศา฼ซล฼ซียส ฿ชຌกระ฽สเฟฟງา 20 ฾วลต์ ฼ปຓน฼วลา 10 นาที ตามดຌวยกระ฽สเฟฟງา  85 ฾วลต์ ฼ปຓน฼วลา 14 

ชัไว฾มง ยຌอม฽ถบดี฼อใน฼อทีไเดຌบน฽ผ຋น฼จลดຌวย SYBR Gold solution ฼ปຓน฼วลา 15 นาที ฽ลຌวน าเปส຋องดู฽ถบดี
฼อใน฼อภาย฿ตຌ฽สง UV ดຌวย฼ครืไอง UV transilluminator ฽ละบันทึกภาพ฾ดย฿ชຌ Gel Documentation 
(ดัด฽ปลงจาก Rantsiou et al., 2004) 

 ๆ.4 การวิ฼คราะห์ล าดับนิวคลี฾อเทด์จาก DGGE fragments 

ตัด฽ต຋ละ฽ถบดี฼อใน฼อบน฽ผ຋น฼จล฿นต า฽หน຋งทีไ฽ตกต຋างกันจากการวิ฼คราะห์ DGGE ดຌวยมีด฿บ฼ลใกทีไ
ปลอด฼ชืๅอ ฽ยกดี฼อใน฼อออกจาก฼จล฾ดยการ฽ช຋฽ถบดี฼อใน฼อ฿นนๅ า Milli Q water 20 เม฾ครลิตร ทีไอุณหภูมิ 4 
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องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 1 คืน น าดี฼อใน฼อทีไ฽ยกเดຌมาท า PCR ฼พืไอ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อตามวิธีการขຌอ 4 ฽ต຋เม຋
มีการ฿ชຌ GC-clamp (Spano et al., 2007)  ฽ละท าการ annealing ทีไอุณหภูมิ 50 องศา฼ซล฼ซียส น า PCR 

product มาท า฿หຌบริสุทธิ์ดຌวย PCR purification kit ก຋อนส຋งเปหาล าดับนิวคลี฾อเทด์ดຌวย฼ครืไอง DNA 

sequencer ฾ดยบริษัท Ward Medic Ltd., Thailand ฽ลຌว฼ทียบ฼คียงขຌอมูลของล าดับนิวคลี฾อเทด์ทีไเดຌกับ
ฐานขຌอมูล฿น GenBank (BLAST search ทีไ http://www.ncbi.nlm.gov/) (ดัด฽ปลงจาก Lee et al., 

2005) 

 

็. กำรตรวจสอบ Detection limit ของ฼ทคนิค PCR-DGGE 

 ฼ลือก฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไเดຌจากการสุ຋ม฼ลือก฾ค฾ลนีของ฽บคที฼รียจากขຌอ แ มาชนิดละ 1 สายพันธุ์ ถ຋าย
฼ชืๅอ฽บคที฼รีย 5 ฼ปอร์฼ซในต์ทีไ฼กใบเวຌ฿นอาหารทีไ฼หมาะสมส าหรับ฼ชืๅอ฽ต຋ละชนิดทีไมีกลี฼ซอรอลความ฼ขຌมขຌน 25 

฼ปอร์฼ซในต์จากขຌอ แ ลง฿นอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฼หมาะสมส าหรับ฼ชืๅอ฽ต຋ละชนิดปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ຋มทีไอุณหภูมิ 
3เ องศา฼ซล฼ซียส฼ปຓน฼วลา โไ ชัไว฾มง จากนัๅนท าการ฼จือจาง฼ชืๅอ฽บบ ten-fold serial dilution ฿หຌมีจ านวน
฼ชืๅอจาก 101 - 108 CFU/ml น า฽ต຋ละ dilution ทีไมีจ านวน฼ชืๅอ 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107 ฽ละ 108 

CFU/ml เปตรวจสอบ detection limit ิดัด฽ปลงจาก Fasoli et al., 2003ี ฾ดยน า฼ชืๅอจาก฽ต຋ละ dilution 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตรเปหมุน฼หวีไยงทีไความ฼รใว 10,000 รอบต຋อนาที ฼ปຓน฼วลา 5 นาที จากนัๅนท าการสกัดดี฼อใน
฼อของ฽บคที฼รีย฾ดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) น าดี฼อใน฼อทีไสกัดเดຌมา฼พิไมปริมาณ
ดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR ตามวิธีการ฿นขຌอ ใตรวจวัดปริมาณผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ฾ดยการวัดค຋า
การดูดกลืน฽สงของดี฼อใน฼อทีไความยาวคลืไน 260 นา฾น฼มตร ฽ละตรวจสอบ detection limit ของ฼ทคนิค 
PCR-DGGE ฾ดยน าผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ปริมาตรทัๅงหมด มา run gel ฾ดย฿ชຌ 1.2ั agarose 

gel กระ฽สเฟฟງา 100 ฾วลต์ ฼ปຓน฼วลา 26 นาที ฼พืไอดูความสามารถ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อของ฼ชืๅอ
฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไ฽ต຋ละ dilution ซึไงมีจ านวน฼ชืๅอ฿นปริมาณทีไ฽ตกต຋างกันดຌวย฼ทคนิค PCR 
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บททีไ 4 

ผล฽ละวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

1. กำรตรวจติดตำม฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฿นบูดู฾ดยวิธีกำร฼พำะ฼ลีๅยงบนอำหำร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 

จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฿นระหว຋างการหมักบูดูดຌวยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร
฼ลีๅยง฼ชืๅอ ฾ดย฼กใบตัวอย຋างนๅ าบูดูทุกโ 15 วันของการหมักจนครบ 12 ฼ดือน จากนัๅนน าตัวอย຋างนๅ าบูดูมา
฼พาะ฼ลีๅยง฼พืไอหาจ านวน฽บคที฼รีย ฾ดยตรวจหาจ านวน฽บคที฼รียทัๅงหมดบนอาหาร plate count agar 

(PCA), จ านวน฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนบนอาหาร casein agar, จ านวน฽บคที฼รียย຋อยเขมันบนอาหาร basal 

medium, จ านวน฽บคที฼รีย฽ลกติกบนอาหาร MRS agar ฽ละจ านวน enterobacteriaceae บนอาหาร 
MacConkey agar พบว຋ามีการ฼ปลีไยน฽ปลงจ านวน฽บคที฼รีย฿น฽ต຋ละกลุ຋มดังนีๅ 

1.1  จ ำนวน฽บคที฼รียทัๅงหมด 

      จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด฿นระหว຋างการหมักบูดู฾ดยน าตัวอย຋าง
นๅ าหมักบูดูทีไระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมมา฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Plate count agar ทีไ
มี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10, แ5 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ฽ลຌวน าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน
฼วลา 24 - 72 ชัไว฾มง จากนัๅนนับจ านวน฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไมี฾ค฾ลนีอยู຋ระหว຋าง 30 - 300 ฾ค฾ลนี ทัๅงนีๅพบว຋า
สามารถตรวจ฼จอ฽บคที฼รียเดຌ฼ฉพาะบนอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน แเ ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์฼ท຋านัๅน ส຋วนบน 
อหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 20 ฼ปอร์฼ซในต์ตรวจเม຋฼จอ฽บคที฼รีย อาจ฼ปຓนเปเดຌว຋า฽บคที฼รียทีไ฼กีไยวขຌองกับการ
หมักบูดูเม຋สามารถ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหารทีไมีความ฼ขຌมขຌน฼กลือสูงโเดຌ ซึไงผลการทดลอง฿นระยะ฽รกของการหมัก
จะมีการ฼จริญของ฽บคที฼รียมากทีไสุด ฽ละปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลง฼รืไอยโจนถึงช຋วงสุดทຌายของการหมัก ฾ดย
ปริมาณ฽บคที฼รียจะมาก฿นช຋วงวันทีไ 15 - 45  วัน฽รกของการหมัก ฾ดยมีปริมาณ฽บคที฼รีย฼ท຋ากับ         
5.98 - 5.54 log CFU/ml ฽ละ 5.74 - 5.00 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 

฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ หลังจาก 45 วันของการหมักปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลงอย຋างชຌาโ จนสิๅนสุดการหมัก฿น
วันทีไ 360 ของการหมัก มีปริมาณ฽บคที฼รียอยู຋฿นช຋วง 5.54 - 3.80 log CFU/ml ฽ละ 5.00 - 3.86 log 

CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ิรูปทีไ 4ี ซึไงผลการทดลอง
สอดคลຌองกับรายงานของ พงษ์฼ทพ ฼กิด฼นตร (2533) ฽ละธนุสรา ฼หล຋า฼จริญสุข ฽ละคณะ (2533) ซึไงตรวจ
พบว຋าปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด฿นระหว຋างการหมักจะ฼พิไมขึๅนมาก฿นช຋วง฽รกของการหมัก ฽ละจะลดลง฿นช຋วง
สุดทຌายของการหมัก ทัๅงนีๅ฽บคที฼รียทีไท า฿หຌ฼กิดการ฼ปลีไยน฽ปลง฿นช຋วง฽รกอาจปน฼ปืຕอนมาจากตัวปลา ฼กลือ 
หรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก ซึไง฽บคที฼รียพวกทีไปน฼ปืຕอนนีๅมีทัๅงกลุ຋มทีไชอบ฼กลือ฽ละเม຋ชอบ฼กลือ กลุ຋มทีไเม຋ชอบ฼กลือ
฼มืไอถูก฼กลือจะตายอย຋างรวด฼รใว ฼นืไองจาก฼กลือมีผลต຋อ฼ซลล์฽บคที฼รีย (Frazier, 1958 อຌางถึง฾ดยธนุสรา ฽ละ
คณะ, 2533) จากนัๅน฼มืไอหมักบูดูนานขึๅนปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมดจะลดลง น຋าจะ฼ปຓนผลมาจาก฼มืไอหมักบูดู
นานขึๅนสภาวะการหมัก฼ปຓนกรด฽ละมีความ฼ขຌมขຌนของ฼กลือสูงขึๅน  ส຋งผล฿หຌกลุ຋ม฽บคที฼รียทีไเม຋ทนกรด฽ละเม຋
ทน฼กลือถูกท าลายเป ฼หลือ฼ฉพาะ฽บคที฼รียพวกทนกรด฽ละพวกทีไชอบ฼กลือหรือทน฼กลือเดຌ฼ท຋านัๅน จากผล
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การทดลองดังกล຋าว฽สดงว຋าบูดู฼ปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีปริมาณ฼กลือสูงมากผลิตภัณฑ์หนึไง ดังนัๅน
฽บคที฼รียทีไ฼จริญเดຌจึง฼ปຓน฽บคที฼รียทีไทน฼กลือหรือชอบ฼กลือ ทัๅงนีๅการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณของ฽บคที฼รีย
ทัๅงหมดต຋างจากรายงานของวรรณา ชูฤทธิ์ (2541) ซึไงท าการหมักบูดูเวຌกลาง฽จຌง฼ปຓน฼วลา 200 วัน ฾ดย฿ชຌปลา
ซาร์ดีนผสมกับ฼กลือ฿นอัตราส຋วนปลาต຋อ฼กลือ฼ท຋ากับ 3:1 ฾ดยนๅ าหนัก ตรวจพบการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย
ทัๅงหมด฿นช຋วง 10 - 50 วัน฽รกมีปริมาณ฽บคที฼รีย log 7.88 - log 4.53 ต຋อกรัม ฿นช຋วงทีไสอง 70 - 200 วัน
ของการหมักมี฽บคที฼รีย฿นช຋วง log 5.40 - log 7.13 ต຋อกรัม ซึไงลักษณะการ฼ปลีไยน฽ปลงลักษณะดังกล຋าวนีๅ
น຋าจะ฼ปຓนผลมาจาก฽บคที฼รียมีการ฽ทนทีไของ 2 กลุ຋ม คือ ฿นช຋วง฽รก฽บคที฼รียพวกทีไสรຌาง฼อนเซม์ย຋อยสาร
฾ม฼ลกุล฿หญ຋เดຌจะ฼จริญ จากนัๅน฼มืไอสารอาหารทีไตຌองการมีปริมาณลดลงการ฼จริญจึงนຌอยลง฽ละถูก฽ทนทีไ฾ดย
฽บคที฼รียกลุ຋มทีไสองซึไง฼ปຓนกลุ຋มทีไ฼จริญจนสิๅนสุดการทดลอง 

 
รูปทีไ 4: การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูบนอาหาร Plate Count  Agar  
ตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก 

      
1.2 จ ำนวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไย຋อย฾ปรตีน 

จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทีไย຋อย฾ปรตีน฾ดยน าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับความ
฼จือจางทีไ฼หมาะสมมา฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Skim milk agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 

฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ฽ลຌวน าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 - 72 ชัไว฾มง จากนัๅน
นับจ านวน฽บคที฼รียทีไมี Clear zone รอบ฾ค฾ลนีบนอาหาร฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไมี฾ค฾ลนีอยู຋ระหว຋าง 30 - 300 

฾ค฾ลนี จากการทดลองพบว຋าปริมาณ฽บคที฼รียทีไย຋อย฾ปรตีนมีการ฼จริญรวด฼รใว฿นช຋วง฽รกโของการหมัก 
฿นช຋วง 15 - 30 วัน฽รกของการหมักปริมาณ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนจะ฼พิไมขึๅน ฾ดยมีปริมาณ฽บคที฼รีย฼ท຋ากับ 
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4.98 - 5.83 log CFU/ml ฽ละ 4.63 - 4.73 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 

฼ปอร์฼ซในต์ตามล าดับ หลังจาก 45 วันของการหมัก฼ปຓนตຌนเปปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลง฼รืไอยโจนสิๅนสุดการ
หมัก ฾ดยมีปริมาณ฽บคที฼รีย฿นช຋วง 45 - 360 วันของการหมัก฼ท຋ากับ 5.55 - 3.58 log CFU/ml ฽ละ     
4.72 - 3.15  log CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ดัง฽สดง฿นรูป
ทีไ 5 ทัๅงนีๅการย຋อยสลาย฾ปรตีน฾ดย฽บคที฼รีย฼กิดจากปฏิกิริยาของ฼อนเซม์ย຋อย฾ปรตีนทีไ฽บคที฼รียผลิต฽ละหลัไง
ออกมาภายนอก฼ซลล์฼พืไอ฿ชຌย຋อย฾ปรตีนชนิดต຋างโ ทีไอยู຋฿นสิไง฽วดลຌอมภายนอก฼ซลล์฿หຌเดຌกรดอะมิ฾นส าหรับ
ดูดซึม฼พืไอ฿ชຌ฿นการ฼จริญ฼ติบ฾ต ิWard, 1983ี ตัวอย຋างของ฽บคที฼รียทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยสลาย
฾ปรตีน เดຌ฽ก຋ ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฿นสกุล Aeromonas, Bacillus, Clostridium, Flexibacter, Pseudomonas, 
Serratia, Staphylococcus, Stenotrophomonas ฽ละ Streptomyces (Tan et al., 2005) 

 

 
รูปทีไ 5: การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รีย฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดบูนอาหาร Skim milk agar ตลอดระยะ฼วลา 
12 ฼ดือนของการหมัก 

 

1.3 จ ำนวน฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน 

      จากการศึกษาปริมาณการ฼ปลีไยน฽ปลง฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไย຋อยเขมัน฾ดยน าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับ
ความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมมา฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Tributyrin agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 

10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ฽ลຌวน าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 - 72 ชัไว฾มง 
จากนัๅนนับจ านวน฽บคที฼รียทีไมี Clear zone รอบ฾ค฾ลนีบนอาหาร฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไมี฾ค฾ลนีอยู຋ระหว຋าง        
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30 - 300 ฾ค฾ลนี จากการทดลองพบว຋าปริมาณ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน฿นนๅ าหมักบูดูจะมาก฿นช຋วง฽รกของการ
หมัก จากนัๅนปริมาณ฽บคที฼รียย຋อยเขมันจะลดลงอย຋างรวด฼รใว฿นช຋วง 15 - 60 วันของการหมัก ฾ดยมีปริมาณ
฽บคที฼รีย฿นช຋วง 5.03 - 3.70 log CFU/ml ฽ละ 5.58 - 3.66 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 

10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ หลังจากนัๅนปริมาณ฽บคที฼รียย຋อยเขมันค຋อนขຌางจะคงทีไ฿นช຋วง 75 - 180 

วันของการหมัก ฾ดยมีปริมาณ฽บคที฼รีย฿นช຋วง 3.60 - 3.60 log CFU/ml ฽ละ 3.66 - 3.50 log CFU/ml ฿น
อาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ส຋วน฿นช຋วงสุดทຌายของการหมัก฿นระหว຋าง
วันทีไ 195 - 360 วันของการหมัก ปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลงอย຋างชຌาโ จนสิๅนสุดการหมัก ฾ดยมี฽บคที฼รียอยู຋
฿นช຋วง 3.59 - 3.15  log CFU/ml ฽ละ 3.46 - 3.13 log CFU/ml ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 

15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ิดังรูปทีไ 6) ซึไง฽บคที฼รียทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยสลายเขมันนัๅนมีอยู຋หลายกลุ຋ม
ดຌวยกัน ฾ดย฽บคที฼รีย฼หล຋านีๅสามารถผลิต฼อนเซม์เล฼ปสซึไงท าหนຌาทีไ฿นการเฮ฾ดรเลซ์ (hydrolyzed) ฾ม฼ลกุล
ของนๅ ามัน฿หຌกลาย฼ปຓนกรดเขมัน ิfree fatty acidี ฾ม฾นกลี฼ซอเรด์ (monoglyceride) เดกลี฼ซอเรด์ 
(diglyceride) ฽ละกลี฼ซอรอล (glycerol) ตัวอย຋าง฽บคที฼รียทีไมีความสามารถ฿นการย຋อยเขมัน เดຌ฽ก຋
฽บคที฼รีย฿นสกุล Alcaliginaes, Bacillus, Cryptococcus, Acinetobacter ฽ละ Pseudomonas (Kok et 

al., 1995) ทัๅงนีๅการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน ฽ละ฽บคที฼รียย຋อยเขมันมี
การ฼ปลีไยน฽ปลง฿นรูป฽บบ฼ดียวกัน คือ ปริมาณ฽บคที฼รียจะมาก฿นช຋วง฽รก ฽ละจะลดลง฼รืไอยโจนสิๅนสุดการ
หมัก ดัง฽สดง฿นรูปทีไ 7  

 

รูปทีไ 6: การ฼ปลีไยน฽ปลงของปริมาณของ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูบนอาหาร Tributyrin 

Agar ตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก 
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(a) 

 

 

(b) 

รูปทีไ 7: ฼ปรียบ฼ทียบการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน฽ละ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน 
ตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก (a) ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10% (b) ฿นอาหารทีไมี฼กลือความ
฼ขຌมขຌน 15% 
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1.4 จ ำนวน฽บคที฼รีย฽ลกติก 

               จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติก ฾ดยน าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไระดับ
ความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมมา฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร MRS agar ทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 5, 10, 

15 ฽ละ 20 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ฽ลຌวน าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 - 72 ชัไว฾มง 
จากนัๅนนับจ านวน฽บคที฼รียทีไ฼ปลีไยนสีของอาหารจากสีม຋วง฼ปຓนสี฼หลือง฼ฉพาะจาน฼พาะ฼ชืๅอทีไมี฾ค฾ลนีอยู຋
ระหว຋าง    30 - 300 ฾ค฾ลนี จากการทดลองสามารถคัด฽ยก฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกเดຌ฼ฉพาะ฿นอาหารทีไมี฼กลือ
ความ฼ขຌมขຌน 5 ฼ปอร์฼ซในต์฼ท຋านัๅน ทัๅงนีๅอาจ฼ปຓนผลมาจากบูดู฼ปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมี฼กลือสูง ฼กลือจะ
฼ปຓนตัวคัด฼ลือกกลุ຋ม฼ชืๅอทีไมีผลต຋อการหมัก ซึไงการตรวจติดตามการ฼ปลีไยน฽ปลงจุลินทรีย์฿นอาหารหมักทีไ฿ชຌ
฼กลือปริมาณสูงโ จุลินทรีย์อยู຋ภาย฿ตຌสภาวะกดดัน สามารถมีชีวิตอยู຋เดຌ฽ต຋อาจจะเม຋฼จริญบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 
(nonculturable) จึงส຋งผล฿หຌตรวจเม຋฼จอ฼ชืๅอจากการคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ ปริมาณ฼กลืออาจมีผลต຋อ
สายพันธุ์฽บคที฼รีย฿นการ฼จริญหรือท าหนຌาทีไการหมักอาหาร ฼พราะฉะนัๅนปริมาณ฼กลือมากจึงมีผลท า฿หຌ
฽บคที฼รียเม຋฼จริญขึๅนมา฼ลย ินรภัทร หวัน฼หลใม, 2551ี ซึไง฿นการคัด฽ยก฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกจากผลิตภัณฑ์
อาหารหมักทีไมี฼กลือสูง ส຋วน฿หญ຋จะ฿ชຌอาหาร MRS ทีไมีส຋วนผสมของ NaCl ทีไระดับความ฼ขຌมขຌน฽ตกต຋างกันเป 
฼ช຋น จากรายงานของอุษณีย์ อภิบาล฽บ ฽ละคณะ (2556) สามารถคัด฽ยก฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกจากอาหาร
หมักทีไมีความ฼ขຌมขຌน฼กลือสูง เดຌ฽ก຋ บูดู ปลาจิๅงจัๅง ฽ละเตปลา ฾ดย฿ชຌอาหาร MRS agar ทีไมี NaCl 3% ฽ละ 
6% ทีไ฼ติม CaCO3 1% ฼ท຋านัๅน จากการทดลองตรวจเม຋พบ฽บคที฼รีย฽ลกติก฿นช຋วง 30 วัน฽รกของการหมัก 
฽ต຋หลังจากวันทีไ 30 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเป จะมีปริมาณ฽บคที฼รีย฽ลกติก฼พิไมขึๅน฼รืไอยโ ฾ดยมีปริมาณ
฽บคที฼รีย฽ลกติก฿นช຋วงวันทีไ 45 - 150 ของการหมักอยู຋฿นช຋วง 1.74 - 4.45 log CFU/ml ฽ละหลังจากวันทีไ 
165 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเปปริมาณ฽บคที฼รีย฽ลกติกจะลดลง฼รืไอยโจนสิๅนสุดการหมัก ฾ดยมีปริมาณ฽บคที฼รีย
฽ลกติก  2.95 log CFU/ml ฼มืไอสิๅนสุดการหมัก (ดัง฽สดง฿นรูปทีไ 8) ทัๅงนีๅอาจ฼ปຓนผลมาจาก฼มืไอ฽บคที฼รีย฽ลก
ติก฼จริญ฼ติบ฾ตขึๅนมาหลังจากวันทีไ 30 ของการหมัก ท า฿หຌปริมาณกรด฽ลกติกทีไสรຌางจาก฽บคที฼รีย฽ลกติก฼พิไม
สูงขึๅน ซึไงส຋งผลต຋อปริมาณของ฽บคที฼รียทัๅงหมดซึไง฼ปຓนกลุ຋มทีไเม຋ทนกรดลดปริมาณลง ซึไงจะ฼หในเดຌจากปริมาณ
฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅงหมดจะลดลงหลังจาก 45 วันของการหมัก฼ปຓนตຌนเป ิดัง฽สดง฿นรูปทีไ 9ี ซึไงสอดคลຌองกับ
รายงานของพงษ์฼ทพ ฼กิด฼นตร (2533) ทีไพบว຋า฽บคที฼รียทัๅงหมด฼พิไมขึๅน฿นช຋วง 15 วัน฽รกของการหมัก 
จากนัๅนจะลดลงอย຋างรวด฼รใวจนถึงวันทีไ 40 ฽ละคงทีไจนถึงวันทีไ 110 ของการหมัก ฽ละลดลงอีกครัๅงจนสิๅนสุด
การหมัก ส຋วนการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฽ลกติกจะ฼พิไมขึๅน฿นวันทีไ 30 ของการหมัก ฽ละ฼ปลีไยน฽ปลง
฼ลใกนຌอยจากวันทีไ 30 ของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก  
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รูปทีไ 8: การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รีย฽ลกติก฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูบนอาหาร MRS agar ตลอด
ระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก 

 
 

รูปทีไ 9: ฽สดงความสัมพันธ์ของการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน ฽บคที฼รีย
ย຋อยเขมัน ฽ละปริมาณ฽บคที฼รีย฽ลกติก ตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน 
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1.5 จ ำนวน฼ชืๅอ Enterobacteriaceae 

      จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฼ชืๅอ Enterobacteriaceae ฾ดยน าตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทีไ
ระดับความ฼จือจางทีไ฼หมาะสมมา฼พาะ฼ลีๅยงดຌวยวิธี Pour plate บนอาหาร Macconkey agar ทีไมี฼กลือความ
฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15 ฼ปอร์฼ซในต์ ตามล าดับ ฽ลຌวน าเปบ຋มทีไอุณหภูมิ 30 องศา฼ซล฼ซียส ฼ปຓน฼วลา 24 - 48 

ชัไว฾มง จากนัๅนนับจ านวน฽บคที฼รียทัๅงหมด จากการทดลองพบว຋า ฼ชืๅอ Enterobacteriaceae จะ฼จริญช຋วง
ระยะ฼วลาการหมักวันทีไ 0 - 7 ฼นืไองจากอาจ฼กิดจากการปน฼ปืຕอนระหว຋างการหมัก หลังจาก 15 วันของการ
หมักเม຋พบ฼ชืๅอ Enterobacteriaceae ฽สดง฿หຌ฼หในว຋าการหมักบูดูเม຋มีการปน฼ปืຕอนของ฼ชืๅอก຋อ฾รค ฽ละเม຋พบ
การปน฼ปืຕอนของสารพิษ ฼นืไองจากความ฼ขຌมขຌนของ฼กลือทีไสูงขึๅน ท า฿หຌจุลินทรีย์฿นกลุ຋มนีๅทนความ฼ขຌมขຌน฼กลือ
สูงโเม຋เดຌ ดังนัๅนจึงเม຋฼จอ฼ชืๅอ Enterobacteriaceae หลังจากวันทีไ 7 ของการหมัก ทัๅงนีๅอาจ฼ปຓนผลมาจาก
ปริมาณกรด฽ลกติกทีไ฼กิดขึๅนระหว຋างการหมักมีผลต຋อการยับยัๅงการ฼จริญของ฼ชืๅอกลุ຋ม 
๡Enterobacteriaceae๢ เดຌ (Alvarado et al., 2006) 

1.6 กำร฼ปลีไยน฽ปลงค຋ำควำม฼ป็นกรด-ด຋ำงของตัวอย຋ำงนๅ ำหมักบูด ู

จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างของตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลา 
360 วันหรือ 12 ฼ดือนของการหมัก ฾ดยการ฼กใบตัวอย຋างทุกโ 15 วัน ฽ลຌวน าตัวอย຋างมาวัด฼พืไอวิ฼คราะห์ดูการ
฼ปลีไยน฽ปลงค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋าง พบว຋าตลอดระยะ฼วลาการหมัก 360 วัน ค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างของตัวอย຋าง
นๅ าบูดูมีค຋า฼ปຓนกลางค຋อนมาทางกรด฼ลใกนຌอย ฾ดยมีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋฿นช຋วง 5.57 - 6.20 ทัๅงนีๅพบว຋า
฿นช຋วง 30 - 60 วันของการหมัก฼ปຓนช຋วงทีไค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างค຋อนขຌาง฼พิไมขึๅนอย຋างรวด฼รใวกว຋าช຋วง฼วลาอืไน
ของการหมัก หลังจากวันทีไ 60 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเปจนสิๅนสุดการหมักค຋าพี฼อชค຋า฼พิไมขึๅนอย຋างชຌาโหรือ฽ทบ
จะคงทีไเม຋ค຋อย฼ปลีไยน฽ปลง ิดัง฽สดง฿นรูปทีไ 10ี  ฾ดยค຋าพี฼อชทีไเดຌจากการวิจัยสอดคลຌองกับรวีวรรณ วงษา
พรม฽ละอับดุลกอยยูม ซี (2557)   กล຋าวว຋าค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างของนๅ าบูดูทีไท าการหมัก฼ปຓนระยะ฼วลา 12 

฼ดือน จะมีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างระหว຋าง 5.05 - 6.50 ฽ละสอดคลຌองกับรายงานของวรรณา ชูฤทธิ์ ฽ละคณะ 
(2541) ซึไงท าการหมักบูดูกลาง฽จຌง฼ปຓนระยะ฼วลา 200 วัน พบว຋าบูดูมีความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋฿นช຋วง 5.81 -  

6.27 ถึง฽มຌว຋าค຋า pH เม຋฼ปຓนสัดส຋วนกับปริมาณกรดทีไ฼พิไมขึๅน นอกจากนีๅจากรายงานของอุษณีย์ อภิบาล฽บ
฽ละคณะ (2556) ศึกษาผลิตภัณฑ์อาหารหมักพืๅนบຌานทีไมีปริมาณ฼กลือสูง ฼ช຋น บูดู ปลาจิๅงจัๅง ฽ละเตปลา ฾ดย
฼กใบตัวอย຋างบูดู฿นช຋วงอายุการหมักต຋างโกัน พบว຋าตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 1 - 3 ฼ดือนค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋
฿นช຋วง 5.26 - 5.91 ตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 4 - 6 ฼ดือนมีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋฿นช຋วง 5.33 - 5.77 

ตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 7 - 10 ฼ดือนมีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋฿นช຋วง 5.24 - 5.72 ฽ละตัวอย຋างผลิตภัณฑ์บูดู 
มีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋าง฿นช຋วง 5.73 - 6.19 ทัๅงนีๅ฼นืไองจากบูดู฼ปຓนอาหารหมักประ฼ภท฾ปรตีนสูง ฽ละมีค຋าความ
฼ขຌมขຌน฼กลือสูง กรดอะมิ฾น฿นอาหารหมักทีไ฼กิดจากการย຋อย฾ปรตีน฿น฼นืๅอปลาจะท าหนຌาทีไ฼ปຓน buffer เดຌ฼ปຓน
อย຋างดี จึงช຋วย฿หຌพี฼อชของบูดูหลังวันทีไ 60 ของการหมักค຋อนขຌางจะคงทีไ (Adnan and Tan, 2007) 
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รูปทีไ 10:  การ฼ปลีไยน฽ปลงค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างของตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการ
หมัก 

 

1.7 กำรหำปริมำณกรดทัๅงหมดคิด฼ทียบ฼ป็นกรด฽ลกติก 

       จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณกรดทัๅงหมดระหว຋างการหมักนๅ าบูดูตลอดระยะ฼วลา 360 

วันหรือ 12 ฼ดือนของการหมัก ฼กใบตัวอย຋างทุกโ 15 วัน ฽ลຌวน าตัวอย຋างมาวิ฼คราะห์หาปริมาณกรด พบว຋า
ตลอดระยะ฼วลาการหมัก 360 วัน การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณกรดอยู຋฿นช຋วง 1.14 - 1.95 % ทัๅงนีๅการ
฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณกรด฽ลกติกจะ฼พิไมขึๅนอย຋างรวด฼รใว฿นช຋วง 60 วัน฽รกของการหมัก ฾ดย฿นช຋วง 15 - 60 

วันของการหมักมีปริมาณกรดอยู຋฿นช຋วง 1.33 - 1.80 % หลังจากหมักบูดู฼ปຓนระยะ฼วลา 60 วัน฼ปຓนตຌนเป 
ปริมาณกรด฼พิไมขึๅน฼ลใกนຌอยหรือค຋อนขຌางจะคงทีไจนสิๅนสุดการหมัก ิดัง฽สดง฿นรูปทีไ 11ี ฾ดยพบว຋ามีปริมาณ
กรด 1.95 % ฿นวันสุดทຌายของการหมัก ซึไงกรด฽ลกติกนีๅผลิตจากการ฼จริญของ฽บคที฼รียทีไสรຌางกรด฽ลกติก 
ซึไงสอดคลຌองกับปริมาณ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไตรวจพบ ฾ดย฿นช຋วงวัน฽รกจนถึงวันทีไ 30 ของการหมักตรวจเม຋พบ
฽บคที฼รียกลุ຋มนีๅ ซึไง฽บคที฼รีย฽ลกติกจะตรวจ฼จอตัๅง฽ต຋วันทีไ 30 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเป ฾ดยจะ฼พิไมปริมาณขึๅน
฼รืไอยโจนกระทัไงวันทีไ 360 ของการหมัก  

จากการ฼ปรียบ฼ทียบความสัมพันธ์ระหว຋างค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋าง ฽ละปริมาณกรดตลอดระยะ฼วลาการ
หมัก พบว຋า ค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างเม຋มีความสัมพันธ์กับปริมาณกรด ฾ดย฿นช຋วง 60 วัน฽รกของการหมัก
ปริมาณกรด฼พิไมขึๅน ฿นขณะ฼ดียวกันค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างกใ฼พิไมขึๅน ิดัง฽สดง฿นรูปทีไ 12ี ซึไง฿นทางทฤษฎี฼มืไอ
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กรดมีปริมาณมากขึๅน ค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างควรจะลดลง ทัๅงนีๅ฿นระยะ฽รกของการหมัก฼ปຓนบทบาทของ
฽บคที฼รียทีไปน฼ปืຕอนมากับตัวปลา ฼กลือ หรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก รวมทัๅง฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีน฽ละ฽บคที฼รียย຋อย
เขมัน฼ปຓนหลัก ซึไง฿นระยะ฽รกของการหมักยังตรวจเม຋฼จอ฽บคที฼รีย฽ลกติก ฾ดยตรวจ฼จอ฽บคที฼รีย฽ลกติก 
หลังจาก 30 วันของการหมัก฼ปຓนตຌนเป จึงส຋งผล฿หຌช຋วง 30 วัน฽รกของการหมักมีการความ฼ปຓนกรด-ด຋าง
฼พิไมขึๅน หลังจากวันทีไ 30 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเป ฽บคที฼รียทีไปน฼ปืຕอนมากับตัวปลา ฼กลือหรือสถานทีไทีไ฿ชຌหมัก 
ซึไง฼ปຓนกลุ຋ม฽บคที฼รียทีไเม຋ทน฼กลือตายเป กลุ຋มทีไทน฼กลือ คือ กลุ຋มของ฽บคที฼รีย฽ลกติก฼ริไมมีบทบาท฼จริญ
ขึๅนมา ส຋งผล฿หຌปริมาณกรด฼พิไมสูงขึๅน 

 

 

 

รูปทีไ 11:  การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณกรดทัๅงหมด฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก 
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รูปทีไ 12: ฼ปรียบ฼ทียบความสัมพันธ์ระหว຋างค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋าง ฽ละปริมาณกรดตลอดระยะ฼วลาการหมัก 

12 ฼ดือน 

 

1.8 กำร฼ปลีไยน฽ปลงปริมำณ฼กลือ฿นตัวอย຋ำงนๅ ำหมักบูดู 
              จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฼กลือระหว຋างการหมักนๅ าบูดูตลอดระยะ฼วลา 360 วันหรือ 
12 ฼ดือนของการหมัก  ท าการ฼กใบตัวอย຋างทุกโ 15 วัน ฽ลຌวน าตัวอย຋างมาวิ฼คราะห์หาปริมาณ฼กลือ฿นตัวอย຋าง
นๅ าหมักบูดู พบว຋าปริมาณ฼กลือตลอดระยะ฼วลาการหมัก 360 วันมีปริมาณ฼กลือ฿นช຋วง 7.6 - 34 % ิดัง฽สดง
฿นรูปทีไ 13ี ฾ดย฼มืไอระยะ฼วลาการหมัก฼พิไมขึๅนปริมาณ฼กลือกใจะ฼พิไมขึๅน฼รืไอยโ  ทัๅงนีๅ฼นืไองจากการหมักบูดู฿ชຌ
ระยะ฼วลา฿นการหมักค຋อนขຌางนาน คือ ตัๅง฽ต຋ 3 - 18 ฼ดือน ย຋อมท า฿หຌ฼ปอร์฼ซในต์฼กลือสูงขึๅน฼รืไอยโ ฼พราะนๅ า
หมักปลาจะระ฼หยเป จากรายงานของอุษณี อภิบาล฽บ ฽ละคณะ (2556) ฼กใบตัวอย຋างบูดู฿นช຋วงอายุการหมัก
ต຋างโกัน จ านวนทัๅงหมด 67 ตัวอย຋าง วัดความ฼ขຌมขຌน NaCl พบว຋าตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 1 - 3 ฼ดือนมีความ
฼ขຌมขຌน NaCl อยู຋฿นช຋วง 17.3 - 23.4 % ตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 4 - 6 ฼ดือนมีความ฼ขຌมขຌน NaCl อยู຋฿นช຋วง 
21.8 - 27.1 % ตัวอย຋างบูดูทีไหมักนาน 7 - 10 ฼ดือนมีความ฼ขຌมขຌน NaCl อยู຋฿นช຋วง 18.0 - 22.4 %  ฽ละ
ตัวอย຋างผลิตภัณฑ์บูดูมีความ฼ขຌมขຌน NaCl อยู຋฿นช຋วง 21.2 - 26.6 % ฽ละนอกจากนีๅจากรายงานของ 
Mohamed ฽ละคณะ (2012) ตรวจสอบบูดูทางการคຌาของมา฼ล฼ซียจ านวน 4 ยีไหຌอ พบว຋ามีปริมาณ฼กลืออยู຋
฿นช຋วง 11.80 - 22.50 % ทัๅงนีๅปริมาณ฼กลือมีความส าคัญทีไตຌองพิจารณา฼นืไองจากมีผลต຋อคุณภาพของบูดู 
฼พราะบูดูทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌนสูงโสามารถฆ຋าจุลินทรีย์ทีไท า฿หຌอาหาร฼น຋า฼สีย (spoilage microorganisms) 

฽ละจุลินทรีย์ก຋อ฾รค (pathogenic microorganisms) เดຌ เดຌ฽ก຋ Escherichai coli, Coliform, Vibrio 

parahaemolyticus ฽ละ Vibrio chloera 
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รูปทีไ 13:  การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฼กลือ฿นตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลา 12 ฼ดือนของการหมัก 

 

 2. กำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ฽ละชีว฼คมีบำงประกำรของ฼ชืๅอทีไคัด฽ยกเดຌ 
 จากการสุ຋ม฼ลือก฼กใบ฼ชืๅอ฽บคที฼รียจาก฾ค฾ลนี฼ดีไยวโบนจาน฼ลีๅยง฼ชืๅอ จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทุกโ 15 

วันของการหมัก จน฼สรใจสิๅนการหมัก฼ปຓน฼วลา 12 ฼ดือน จากนัๅนน า฼ชืๅอ฽บคที฼รียมา฽ยก฿หຌบริสุทธิ์ ฽ลຌวน า
฽บคที฼รียทุกเอ฾ซ฼ลตมาศึกษาลักษณะต຋างโดังนีๅ ลักษณะการ฼จริญ รูปร຋าง  สี ฽ละขนาด฾ค฾ลนี จากการสุ຋ม
฼ลือก฾ค฾ลนีทีไมีความ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์ ฿น 6 ฼ดือน฽รกของการหมักสามารถรวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 
302 เอ฾ซ฼ลต  ซึไง฽ยกเดຌจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 102 เอ฾ซ฼ลต อาหาร Skim milk agar 
จ านวน 93 เอ฾ซ฼ลต อาหาร Tributyrin agar จ านวน 70 เอ฾ซ฼ลต ฽ละอาหาร MRS agar จ านวน 37 เอ฾ซ
฼ลต ิตารางทีไ 2ี ฼มืไอจัดจ า฽นก฽บคที฼รียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์  คือ 
การติดสี฽กรม฽ละการจัด฼รียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ สามารถรวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 105 เอ฾ซ฼ลต 
ดังนีๅ คือ ฽บคที฼รียทัๅงหมดจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 50 เอ฾ซ฼ลต ฽บคที฼รียย຋อยเขมันจาก
อาหาร Tributyrin agar จ านวน 17 เอ฾ซ฼ลต  ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนจากอาหาร Skim milk agar จ านวน 20 

เอ฾ซ฼ลต ฽ละ฽บคที฼รียสรຌางกรด฽ลกติกจากอาหาร MRS agar จ านวน 18 เอ฾ซ฼ลต (รูปทีไ 14) ฼มืไอพิจารณา
รูปร຋าง฼ซลล์฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือกจากอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ฽ละ MRS agar ฿นช຋วง 
6 ฼ดือน฽รกของการหมักจะพบทัๅง฽บคที฼รีย฽กรมบวกรูปท຋อน฽ละรูปกลมปะปนกันเป ฾ดยจะพบ฽บคที฼รียรูป
ท຋อนมากกว຋ารูปกลมบนอาหาร tributyrin agar ฽ละ MRS agar ฿นขณะทีไอาหาร skim milk agar จะพบ
฽บคที฼รียรูปกลมมากกว຋ารูปท຋อน  
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ภำพทีไ 14: จ านวน฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์จาก
ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นระยะ฼วลา 6 ฼ดือน฽รกของการหมัก บนอาหาร plate count agar, tributyrin agar, 

skim milk agar ฽ละ MRS agar 

 

ส຋วน฿นระยะ฼วลา 6 ฼ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก จากการสุ຋ม฼ลือก฾ค฾ลนีทีไมีความ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน
฼กณฑ์ สามารถรวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 162 เอ฾ซ฼ลต ซึไง฽ยกเดຌจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 
47 เอ฾ซ฼ลต อาหาร Skim milk agar จ านวน 44 เอ฾ซ฼ลต อาหาร Tributyrin agar จ านวน 42 เอ฾ซ฼ลต 
฽ละอาหาร MRS agar จ านวน 29 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 3) ฼มืไอจัดจ า฽นก฽บคที฼รียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์ คือ การติดสี฽กรม฽ละการจัด฼รียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ สามารถ
รวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 58 เอ฾ซ฼ลต ดังนีๅ คือ ฽บคที฼รียทัๅงหมดจากอาหาร Plate Count agar จ านวน 
20 เอ฾ซ฼ลต ฽บคที฼รียย຋อยเขมันจากอาหาร Tributyrin agar จ านวน 15 เอ฾ซ฼ลต ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนจาก
อาหาร Skim milk agar จ านวน 13 เอ฾ซ฼ลต ฽ละ฽บคที฼รียสรຌางกรด฽ลกติกจากอาหาร MRS agar จ านวน 
10 เอ฾ซ฼ลต ิรูปทีไ 15) ทัๅงนีๅ฿นช຋วงระยะ฼วลา 6 ฼ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก฼มืไอพิจารณารูปร຋าง฼ซลล์
฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือกจากอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ฽ละ MRS agar ส຋วน฿หญ຋จะพบ
฼ปຓน฽บคที฼รีย฽กรมบวก รูปร຋างท຋อน฼ปຓนหลัก สุดทຌายจากการจัดจ า฽นก฽บคที฼รียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทาง
สัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์ตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน สามารถรวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 
163 เอ฾ซ฼ลต ฾ดยพบว຋า฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌจากทุกโอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมักจะ
ตรวจพบทัๅง฽บคที฼รียรูปร຋างกลม฽ละท຋อน ฽ต຋หลังจากการหมัก฿นช຋วง 6 ฼ดือนหลัง฼ปຓนตຌนเปจนสิๅนสุดการ
หมัก 12 ฼ดือน จะตรวจพบ฽บคที฼รียรูปท຋อน฼ปຓนหลัก  
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รูปทีไ 15: จ านวน฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือกตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน฼ปຓน฼กณฑ์จาก
ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นระยะ฼วลา 6 ฼ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก บนอาหาร plate count agar, 

tributyrin agar, skim milk agar ฽ละ MRS agar 

 

จากนัๅนน า฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือกเดຌจ านวน 163 เอ฾ซ฼ลต ตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน 
มาศึกษาคุณสมบัติทางชีว฼คมีบางประการ ฼พืไอจัดจ า฽นก฽บคที฼รียออก฼ปຓนสกุล ฽ละลดจ านวน฼ชืๅอ฿หຌนຌอยลง 
฾ดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาร຋วมกับลักษณะทางชีว฼คมีบางประการ ท า฿หຌสามารถรวบรวมปริมาณ
฽บคที฼รียทัๅงหมด฼หลือ฼พียง 42 เอ฾ซ฼ลต ฾ดย฼ปຓนเอ฾ซ฼ลตทีไ฽ยกเดຌ฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมักจ านวน 
28 เอ฾ซ฼ลต ฾ดย฼ปຓน฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌจากอาหาร Tributyrin  agar จ านวน 8 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 4ี 
฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกจากอาหาร Skim milk agar จ านวน 9 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 5ี ฽ละ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือก
จากอาหาร MRS agar จ านวน 11 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 6ี ฼มืไอพิจารณารูปร຋าง฼ซลล์฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฼ลือก
จากอาหาร tributyrin agar ฽ละ skim milk agar ฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมักจะพบทัๅง฽บคที฼รีย฽กรม
บวก รูปท຋อน฽ละรูปกลม ฿นขณะทีไ฽บคที฼รียสรຌางกรด฽ลกติกทีไคัด฽ยกจากอาหาร MRS agar จะ฼ริไมตรวจ฼จอ
หลังจากวันทีไ 30 ของการหมัก฼ปຓนตຌนเป ซึไง฿นช຋วงระยะ฼วลา 30 - 45 วันของการหมัก฾ดยส຋วน฿หญ຋จะพบ
฽บคที฼รีย฽กรมบวก รูปกลม ฽ละ฿นช຋วงระยะ฼วลา 45 - 180 วันของการหมักส຋วน฿หญ຋จะ฼จอ฽บคที฼รียรูป
ท຋อนมากกว຋ารูปกลม ส຋วนเอ฾ซ฼ลตทีไ฽ยกเดຌ฿นช຋วง 6 ฼ดือนหลังของการหมักคัด฼ลือกเดຌจ านวน 14 เอ฾ซ฼ลต 
฾ดย฼ปຓน฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌจากอาหาร Tributyrin  agar จ านวน 4 เอ฾ซ฼ลต ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกจาก
อาหาร Skim milk agar จ านวน 4 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 7ี ฽ละ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกจากอาหาร MRS agar 

จ านวน 6 เอ฾ซ฼ลต ิตารางทีไ 8ี ทีไ฽ตกต຋างกัน ทัๅงนีๅรูปร຋าง฽บคที฼รีย฿นช຋วง 6 ฼ดือนหลังของการหมัก฾ดยส຋วน
฿หญ຋จะมีรูปร຋าง฼ปຓนท຋อนทัๅงบนอาหาร tributyrin agar, skim milk agar ฽ละ MRS agar จากผลการทดลอง
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อาจจะ฼ปຓนเปเดຌว຋า฽บคที฼รียทีไมีบทบาท฼ฉพาะ฿นช຋วง฽รกโของการหมัก คือ ฽บคที฼รียทีไรูปร຋างกลม ฽ละ
฽บคที฼รียทีไมีบทบาทตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน คือ ฽บคที฼รียทีไมีรูปร຋าง฼ปຓนท຋อน จากรายงานของ 
Adnan and Tan (2008) พบว຋าการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฽ลกติก฿นอาหารหมัก฿นระยะ฽รกของการ
หมักส຋วน฿หญ຋จะพบ฽บคที฼รีย฽กรมบวกรูปร຋างกลม ฽ละ฼มืไอหมักนานขึๅนจะพบ฽บคที฼รีย฽กรมบวกรูปร຋าง
ท຋อนสัๅน฽ละท຋อนมากขึๅน ฼นืไองจาก฽บคที฼รีย฽ลกติกรูปร຋างกลมผลิตกรดเดຌ฼รใว฽ต຋ทนกรดเดຌ เม຋ค຋อยดี 
฽บคที฼รีย฽ลกติกรูป฽ท຋งสามารถทนกรดเดຌดีกว຋ารูปร຋างกลม ท า฿หຌ฽บคที฼รียรูปกลมลดจ านวนลง ฽บคที฼รียรูป
฽ท຋งจะ฼พิไมขึๅนมา฽ทน฼มืไอระยะ฼วลาการหมักนานขึๅน 
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ตำรำงทีไ 2: จ านวนเอ฾ซ฼ลตของ฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฽ยกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอต຋างโ จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมัก 

ระยะ฼วลำกำรหมัก ิวันี 
จ ำนวนเอ฾ซ฼ลต 

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 านวนเอ฾ซ฼ลตของ฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไคัด฽ยกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอต຋างโ จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 6 ฼ดือนหลังของการหมัก    
 

ระยะ฼วลำกำรหมัก ิวันี 
จ ำนวนเอ฾ซ฼ลต 

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: ฼ปรียบ฼ทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกบนอาหาร Tributyrin agar จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 
6 ฼ดือน฽รกของการหมัก 

 

 Tr02A Tr15B Tr08C Tr12D Tr02F Tr03G Tr21H Tr05I 

รูปร຋ำง ท຋อน กลม ท຋อน ท຋อน ท຋อน กลม ท຋อน กลม 

สีของ฾ค฾ลนี สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สีขาวขุ຋น สี฼หลืองอ຋อน สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น 

กำรติดสี฽กรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง เม຋สรຌาง สรຌาง สรຌาง สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง 
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: ฼ปรียบ฼ทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกบนอาหาร Skim milk agar จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 
6 ฼ดือน฽รกของหมัก 

 

 Sk01A Sk08B Sk06C Sk12D Sk09F Sk03G Sk10H Sk05I Sk04J 

รูปร຋ำง ท຋อน กลม กลม ท຋อน กลม ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน 

สีของ฾ค฾ลนี สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สีขาวขุ຋น สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สีชมพู สี฼หลืองอ຋อน 

กำรติดสี฽กรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง สรຌาง เม຋สรຌาง สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง 
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: ฼ปรียบ฼ทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกบนอาหาร MRS agar จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 6 

฼ดือน฽รกของหมัก 

 

 Lac01C Lac02C Lac03C Lac04D Lac05D Lac06D Lac07D Lac10D Lac19F Lac31G Lac34G 

รูปร຋ำง กลม กลม กลม ท຋อน กลม ท຋อน กลม ท຋อน ท຋อน ท຋อน กลม 

สีของ฾ค฾ลนี สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น 

กำรติดสี฽กรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

fermentation เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง สรຌางกຍาซ เม຋สรຌาง สรຌางกຍาซ เม຋สรຌาง 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: ฼ปรียบ฼ทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกบนอาหาร tributyrin agar ฽ละ skim milk agar จาก
ตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 6 ฼ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก 

 

 Tr02M Tr01Q Tr01T Tr02X Sk03P Sk03V Sk01W Sk02X 

รูปร຋ำง ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน กลม 

สีของ฾ค฾ลนี สีขาวขุ຋น สี฼หลืองอ຋อน สี฼หลืองอ຋อน สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีชมพู สี฼หลืองอ຋อน 

กำรติดสี฽กรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

กำรสรຌำงสปอร์ สรຌาง สรຌาง สรຌาง เม຋สรຌาง สรຌาง สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง 
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 

 



57 

 

 

ตำรำงทีไ 8: ฼ปรียบ฼ทียบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกบนอาหาร MRS agar จากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดู฿นช຋วง 6 

฼ดือนหลังของการหมักจนสิๅนสุดการหมัก 

 

 Lac02M Lac02P Lac02T Lac01U Lac01V Lac02W 

รูปร຋ำง ท຋อน ท຋อน ท຋อน ท຋อน กลม ท຋อน 

สีของ฾ค฾ลนี สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น สีขาวขุ຋น 

กำรติดสี฽กรม บวก บวก บวก บวก บวก บวก 

Fermentation สรຌางกຍาซ สรຌางกຍาซ เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง เม຋สรຌาง 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.  กำรสกัดดี฼อใน฼อจำก฽บคที฼รียทีไคัด฽ยกเดຌ 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา฽ละชีว฼คมีบางประการของ฼ชืๅอทีไคัด฽ยกเดຌ สามารถรวบรวม

฼ชืๅอเดຌทัๅงหมด 42 เอ฾ซ฼ลต จากนัๅนน า฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅงหมดมาสกัดดี฼อใน฼อ ฾ดยท าการสกัดดี฼อใน฼อของ
฽บคที฼รียทีไ฽ยกเดຌ฾ดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit) ซึไง฽สดง฿นรูปทีไ 16 ฽ละ 
17 ฼พืไอน า genomic DNA ทีไสกัดเดຌมา฿ชຌ฼ปຓนดี฼อใน฼อ฽ม຋฽บบส าหรับการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR 

฿นขัๅนตอนต຋อเป 

 

    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 ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลาการ
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 



59 

 

 

        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 ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลาการ
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. กำร฼พิไมจ ำนวนดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR 

 ภายหลังจากการสกัดดี฼อใน฼อจาก฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไเดຌจากการ฼กใบ฼ชืๅอ฽บบสุ຋มจากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูทัๅง 
42 เอ฾ซ฼ลต ฽ลຌวท าการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อดຌวย฼ทคนิค PCR ฾ดยการ amplify ฿นส຋วนของยีน 16S rRNA 

฾ดย฿ชຌเพร฼มอร์ 27F ฽ละ 1492R พบว຋าผลผลิตดี฼อใน฼อหรือ PCR product ของ฽บคที฼รียทีไเดຌมีขนาด
ประมาณ 1,500 bp (รูปทีไ 18 ฽ละ 19) เพร฼มอร์ทีไ฿ชຌ฿นการ฼พิไมปริมาณดี฼อใน฼อทัๅงสองชุดนีๅ฼ปຓน universal 

primer ทัๅงนีๅ PCR product ทีไ฼กิดขึๅนนีๅจะถูกน าเปวิ฼คราะห์ล าดับนิวคลี฾อเทด์ดຌวย฼ครืไอง DNA sequencer 

฼พืไอบ຋งบอกว຋า฼ปຓน฽บคที฼รียสายพันธุ์฿ดต຋อเป 

 

 

 

 

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 ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลาการ
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 ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌทัๅงหมดจากตัวอย຋างนๅ าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลาการ
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. กำร฼ทียบ฼คียงสำยพันธุ์฽บคที฼รียทีไคัด฽ยกเดຌ 
จากการน า฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌจากทัๅงหมด 42 เอ฾ซ฼ลต มาศึกษา฼พืไอ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฾ดย

การวิ฼คราะห์ล าดับ฼บสของชิๅนส຋วนยีน 16S rRNA ฾ดย฼ลีๅยง฼ชืๅอ฿นอาหาร NB ทีไอุณหภูมิหຌอง (30±3ºC) ฼ปຓน
฼วลา 24-48 ชัไว฾มง จากนัๅนสกัดดี฼อใน฼อ฾ดย฿ชຌ Genomic DNA Mini Kit (TIANamp Bacteria DNA Kit)  

฼พิไมปริมาณของชิๅนส຋วนยีนบริ฼วณ 16S rRNA ฾ดยวิธี polymerase chain reaction (PCR) ฾ดย฿ชຌ 
Universal primers ฿นช຋วง 27F ฽ละ 1492R ฽ลຌวท าบริสุทธิ์ชิๅนส຋วนยีนทีไ฼พิไมจ านวน฽ลຌวดຌวย PCR 

purification  kits (QIAGEN, Inc.) ตามวิธีการของบริษัท จากนัๅนน าชิๅนส຋วนดี฼อใน฼อทีไผ຋านการท าบริสุทธิ์เป
วิ฼คราะห์ดຌวย gel electrophoresis จากนัๅนน าเปหาล าดับ฼บสดຌวย฼ครืไอง DNA sequencer ฽ลຌววิ฼คราะห์
฼ปรียบ฼ทียบล าดับ฼บส฿นฐานขຌอมูลของ GenBank (http://www. ncbi. nlm. nih. gov) ฾ดย฿ชຌ฾ปร฽กรม 
BLAST (http://www. ncbi. nlm.nim.gov) ฽ละด า฼นินการขอ accession number จากการฝากขຌอมูล
ล าดับ 16S rRNA ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅง 42 สายพันธุ์เวຌ฿น GenBank น าขຌอมูลทีไเดຌมาสรຌาง฽ผนภูมิตຌนเมຌวงศ์

PCR product 

http://www/
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วานวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ผลของการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฾ดยการวิ฼คราะห์ล าดับ฼บสของชิๅนส຋วน
ยีน 16S rRNA ฼ปรียบ฼ทียบกับฐานขຌอมูล฿น GenBank (ตารางทีไ 9) ฽ละ฽ผนภูมิตຌนเมຌวงศ์วานวิวัฒนาการ
ของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทัๅง 42 สายพันธุ์กับ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไ฿กลຌ฼คียงทีไสุดจากฐานขຌอมูล฿น GenBank ดัง฽สดง฿นรูป
ทีไ 20  พบว຋าจีนัสของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไจ า฽นกเดຌ฿นการศึกษาครัๅงนีๅ฾ดยส຋วน฿หญ຋ คือ Bacillus รองลงมา คือ 
staphylococcus ฾ดยพบ฽บคที฼รีย Bacillus จ านวน 28 สายพันธุ์ ฿นจีนัสนีๅตรวจพบสป຃ชีส์ 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 พบ฽บคที฼รีย 
Staphylococcus จ านวน 8 สายพันธุ์ ฾ดย฿นจีนัสนีๅตรวจพบสป຃ชีส์ S. cohnii 5 สายพันธุ์, S. xylosus  1 

สายพันธุ์, S. sciuri 1 สายพันธุ์ ฽ละ S. arlettae 1 สายพันธุ์ ฽ละนอกจากนีๅยัง฼จอ฽บคที฼รีย  
Oceanobacillus 2 สายพันธุ์ คือ สป຃ชีส์ O. sojae 1 สายพันธุ์ ฽ละ O. iheyensis 1 สายพันธุ์,  
Enterococcus 2 สายพันธุ์ คือ สป຃ชีส์ E. faecalis 1 สายพันธุ์ ฽ละ E. pseudoavium 1 สายพันธุ์, ฽ละยัง
ตรวจพบ Enterobacter cloacae 1 สายพันธุ์ ฽ละ Acinetobacter baumannii อีก 1 สายพันธุ์ ดัง฽สดง
฿นตารางทีไ 9 จาก฽บคที฼รียทัๅงหมดทีไจัดจ า฽นกจะพบว຋าตลอดระยะ฼วลาการหมักบูดู 12 ฼ดือนจะตรวจ฼จอ
฽บคที฼รียจีนัส Bacillus ตลอดระยะ฼วลาการหมักทัๅง 12 ฼ดือน ส຋วน฽บคที฼รียจีนัส Staphylococcus ฽ละ
จีนัสอืไนโ ฾ดยส຋วน฿หญ຋จะตรวจ฼จอ฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมักบูดู  ฾ดยทัๅง฽บคที฼รียจีนัส 
Staphylococcus ฽ละ Bacillus จะ฼ปຓน฽บคที฼รียทีไสามารถผลิตกรดระ฼หยเดຌ (volatile acid) ฼ช຋น คี฾ตน
฽ละ฽อลดีเฮด์ ซึไงมีผลต຋อการสรຌางกลิไนรสของผลิตภัณฑ์ (Saisithi ฽ละคณะ, 1966 อຌางถึง฾ดย Udomsil, 

2008) ทัๅงนีๅผลการทดลองสอดคลຌองกับรายงานของ Chihara ฽ละคณะ (2002) ซึไงตรวจ฼จอ฽บคที฼รีย 
Bacillus จ านวน 5 สายพันธุ์ คือ B. lichenniformis, B. cereus, B. megaterium, B. pumilis ฽ละ B. 

subtilis ฽ละตรวจ฼จอ฽บคที฼รีย Staphylococcus 2 สายพันธุ์ คือ S. xylosus ฽ละ S. cohnii ฿นตัวอย຋างบู
ดูของมา฼ล฼ซีย นอกจากนีๅจากรายงานของ วรรณา ชูฤทธิ์฽ละคณะ (2541) จัดจ า฽นก฽บคที฼รียทีไ฽ยกเดຌจากบู
ดูทีไหมักกลาง฽จຌงนาน 200 วัน พบ฽บคที฼รียสายพันธุ์ Staphylococcus 98 สายพันธุ์ ฽ละ Bacillus 1 สาย
พันธุ์฼ท຋านัๅน ทัๅงนีๅจุลินทรีย์ทีไมีบทบาท฿นผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไตรวจ฼จอจะขึๅนอยู຋กับวิธีการคัด฼ลือก฼ชืๅอ ซึไงจะ
จ ากัดสายพันธุ์ของจุลินทรีย์ทีไจะ฼จริญ฼ติบ฾ตบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ (Giorgia, 2004) จุลินทรีย์ทีไมีบทบาท฿น
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมี฼กลือสูงนอก฼หนือจากบูดู ฼ช຋น นๅ าปลา พบว຋า฽บคที฼รียตัว฼ด຋นโทีไ฽ยกเดຌจากนๅ าปลา 
คือ กลุ຋มของ฽บคที฼รียชอบ฼กลือ (halophilic bacteria) ฽ละกลุ຋ม฽บคที฼รียทน฼กลือ (halotolerant 

bacteria) ฾ดย฽บคที฼รียทีไ฼กีไยวขຌองกับการหมักนๅ าปลา฽บ຋ง฼ปຓน 2 กลุ຋ม คือ ฽บคที฼รียทีไผลิต฼อนเซม์ย຋อย
฾ปรตีน (proteolytic bacteria) เดຌ฽ก຋ Bacillus sp., Pseudomonas sp., Micrococcus sp., 

Staphylococcus sp., Halococcus sp. ฽ละ Halobacterium sp. ฼ปຓนตຌน ฽ละ฽บคที฼รียทีไสรຌางกลิไนรส 
เดຌ฽ก຋ Staphylococcus sp. ฽ละ pediococcus sp. ฼ปຓนตຌน (Zaman ฽ละคณะ, 2009) 
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ตำรำงทีไ 9: ฽สดงผลการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฾ดยการวิ฼คราะห์ล าดับ฼บสของชิๅนส຋วนยีน 16S rRNA 

฼ปรียบ฼ทียบกับฐานขຌอมูล฿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 (ต຋อ): ฽สดงผลการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฾ดยการวิ฼คราะห์ล าดับ฼บสของชิๅนส຋วนยีน 16S rRNA 

฼ปรียบ฼ทียบกับฐานขຌอมูล฿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 (ต຋อ): ฽สดงผลการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฾ดยการวิ฼คราะห์ล าดับ฼บสของชิๅนส຋วนยีน 16S rRNA 

฼ปรียบ฼ทียบกับฐานขຌอมูล฿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: ฽ผนภูมิตຌนเมຌวงศ์วานวิวัฒนาการของ฼ชืๅอทัๅง 42 สายพันธุ์กับ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไ฿กลຌ฼คียงทีไสุดจากฐานขຌอมูล฿น GenBank 
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บททีไ 5 

บทสรุป฽ละขຌอ฼สนอ฽นะ 

 

บทสรุป  

จากการศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงคุณสมบัติทาง฼คมี฽ละการการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รีย฾ดยการ
฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอตลอดระยะ฼วลาการหมักบูดู 360 วัน (12 ฼ดือนี ฾ดย฿ชຌอัตราส຋วนปลาต຋อ฼กลือ
฼ท຋ากับ 3:1 ฾ดยนๅ้าหนัก ท้าการ฼กใบตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดูทุกโ 15 วันของการหมัก พบว຋า 
 การศึกษาคุณสมบัติทาง฼คมี (ค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋าง, ปริมาณกรด฽ลกติก ฽ละปริมาณ฼กลือ) พบว຋าบูดู
มีค຋าความ฼ปຓนกรด-ด຋างอยู຋฿นช຋วง 5.55 - 6.20, ปริมาณกรด฽ลกติกอยู຋฿นช຋วง  1.14 - 1.95 %  ส຋วนปริมาณ
฼กลือ (NaCl) อยู຋฿นช຋วง 7.6 - 34.0 % 

 การศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รียซึไงมีการศึกษาทัๅงปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมด, ฽บคที฼รียย຋อย
฾ปรตีน, ฽บคที฼รียย຋อยเขมัน, ฽บคที฼รีย฽ลกติก ฽ละ Enterobacteriaceae ฾ดยการคัด฽ยกบนอาหาร Plate 

count agar, Skim milk agar, Tributyrin agar, MRS agar ฽ละ MacConkey agar ตามล้าดับ ซึไงท้าการ
คัด฽ยกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15% พบว຋า฿นระยะ฽รกของการหมักจะมีการ฼จริญ
ของ฽บคที฼รียมากทีไสุด ฽ละปริมาณ฽บคที฼รียจะลดลง฼รืไอยโจนถึงช຋วงสุดทຌายของการหมัก สามารถตรวจพบ
ปริมาณ฽บคที฼รียทัๅงหมดอยู຋฿นช຋วง log 5.98 - log 3.80 CFU/ml ฽ละ log 5.74 - log 3.86 CFU/ml 
ปริมาณ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนอยู຋฿นช຋วง log 4.98 - log 3.58 CFU/ml ฽ละ log 4.63 - log 3.15 CFU/ml 

ปริมาณ฽บคที฼รียย຋อยเขมันอยู຋฿นช຋วง log 5.03 - log 3.15 CFU/ml ฽ละ log 5.58 - log 3.13 CFU/ml  

บนอาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 10 ฽ละ 15% ตามล้าดับ ฿นขณะทีไ฽บคที฼รีย฽ลกติกสามารถคัด฽ยกเดຌบน
อาหารทีไมี฼กลือความ฼ขຌมขຌน 5% ฼ท຋านัๅน ฾ดยมีปริมาณ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกอยู຋฿นช຋วง log 1.74 - log 2.95 

CFU/ml อย຋างเรกใตามตรวจพบ Enterobacteriaceae ฼ฉพาะ฿นช຋วง 7 วัน฽รกของการหมัก฼ท຋านัๅน  
 จากการสุ຋ม฼ลือก฾ค฾ลนี฽ละจัดจ้า฽นก฽บคที฼รียทัๅงหมดตามคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทีไ฽ตกต຋างกัน
฼ปຓน฼กณฑ์ คือ การติดสี฽กรม฽ละการจัด฼รียงตัวภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดูตลอด
ระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน สามารถรวบรวม฽บคที฼รียเดຌทัๅงหมด 163 เอ฾ซ฼ลต จากนัๅนจัดจ้า฽นก฽บคที฼รีย
ออก฼ปຓนสกุล฽ละลดจ้านวน฼ชืๅอ฿หຌนຌอยลง฾ดยอาศัยคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาร຋วมกับคุณสมบัติทางชีว฼คมี
บางประการ สามารถรวบรวม฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฼หลือ฼พียง 42 เอ฾ซ฼ลต ซึไง฽บคที฼รียส຋วน฿หญ຋ทีไมีบทบาท฿นช຋วง 6 

฼ดือน฽รกของการหมักมีทัๅง฽บคที฼รีย฽กรมบวกรูปกลม฽ละรูปท຋อน ฿นขณะทีไ฽บคที฼รียทีไมีบทบาท฿นช຋วง 6 

฼ดือนหลังจนสิๅนสุดการหมัก฾ดยส຋วน฿หญ຋฼ปຓน฽บคที฼รีย฽กรมบวกรูปท຋อน  
฼มืไอท้าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์฽บคที฼รียทีไคัด฼ลือกเดຌทัๅง 42 เอ฾ซ฼ลต ฾ดยการวิ฼คราะห์ล้าดับนิวคลี฾อ

เทด์ของชิๅนส຋วนยีน 16s rRNA พบว຋าส຋วน฿หญ຋฼ปຓน฽บคที฼รีย฿นสกุล Bacillus รองลงมา คือ 
staphylococcus ฾ดยพบ฽บคที฼รีย Bacillus จ้านวน 28 สายพันธุ์ ฿นสกุลนีๅตรวจพบสป຃ชีส์ 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       



68 

 

1 สายพันธุ์, B. thuringiensis จ้านวน 1 สายพันธุ์ ฽ละ B. fusiformis 1 สายพันธุ์ พบ฽บคที฼รีย 
Staphylococcus จ้านวน 8 สายพันธุ์ ฾ดย฿นสกุลนีๅตรวจพบสป຃ชีส์ S. cohnii 5 สายพันธุ์, S. xylosus  1 

สายพันธุ์, S. sciuri 1 สายพันธุ์ ฽ละ S. arlettae 1 สายพันธุ์ ฽ละนอกจากนีๅยัง฼จอ฽บคที฼รีย  
Oceanobacillus 2 สายพันธุ์ คือ สป຃ชีส์ O. sojae 1 สายพันธุ์ ฽ละ O. iheyensis 1 สายพันธุ์,  
Enterococcus 2 สายพันธุ์ คือ สป຃ชีส์ E. faecalis 1 สายพันธุ์ ฽ละ E. pseudoavium 1 สายพันธุ์, ฽ละยัง
ตรวจพบ Enterobacter cloacae 1 สายพันธุ์ ฽ละ Acinetobacter baumannii อีก 1 สายพันธุ์ ทัๅงนีๅ
พบว຋าตรวจ฼จอ฽บคที฼รียสกุล Bacillus ตลอดระยะ฼วลาการหมักบูดู 12 ฼ดือน ส຋วน฽บคที฼รียสกุล 
Staphylococcus ฽ละสกุลอืไนโ ฾ดยส຋วน฿หญ຋จะตรวจ฼จอ฿นช຋วง 6 ฼ดือน฽รกของการหมักบูด ู

 

 

ขຌอ฼สนอ฽นะ 

1. บูดู฼ปຓนผลิตภัณฑ์อาหารหมักทีไมีปริมาณ฼กลือสูง ดังนัๅน฿นการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอปริมาณความ
฼ขຌมขຌน฼กลือทีไ฿ชຌการการคัด฽ยกมีผลต຋อการ฼จริญ฾ดย฼ฉพาะกลุ຋มของ฽บคที฼รีย฽ลกติก  
 

2. การศึกษาการ฼ปลีไยน฽ปลงของ฽บคที฼รียดຌวยวิธีการ฼พาะ฼ลีๅยงบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฼ปຓนการสุ຋ม฼ลือก฾ค฾ลนี
ของ฽บคที฼รียทีไ฼จริญบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ลຌวน้ามาท้าการ฼ทียบ฼คียงสายพันธุ์ ซึไงอาจจะสุ຋มเม຋เดຌ฼ชืๅอบางสาย
พันธุ์ทีไมีลักษณะคลຌายหรือ฼หมือนกันบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร฽ละวิธีการ฼ตรียมอาหาร 
 

1. อาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอทีไ฿ชຌ฽ยก฼ชืๅอ฽บคที฼รีย ประกอบเปดຌวย 

1.1 อาหาร Plate Count Agar ิPCAี 
                   Tryptone        5.0  กรัม 

         Yeast extract                   2.5 กรัม 

         Glucose                 1.0  กรัม 

         Agar                             15 กรัม 

 

การ฼ตรียมอาหาร plate count agar  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร plate count agar  

10.10 g   ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต์ ละลายอาหาร฿หຌ
฼ขຌากัน น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง฼หลือประมาณ 45-

50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 

 

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 

 

การ฼ตรียมอาหาร Skim milk agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Skim milk agar  

2.15 g ละลาย฿นกลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตร ผสมอาหาร฿หຌ฼ขຌากัน น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา
฼ซล฼ซียส นาน 5 นาที  ฽ละ ชัไง  Nutrient agar   6.02 g  ฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต์  ละลาย
฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตรละลาย฿หຌ฼ขຌากัน  น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที 
หลังจากฆ຋า฼ชืๅอน้าอาหาร Skim milk agar ฽ละ  Nutrient agar มาผสม฿หຌ฼ขຌากัน ฼พืไอป้องกันวุຌน฽ขใง฽ละทิๅง
เวຌ ฿หຌ อุณหภูมิ ลดลง ฼หลือประมาณ 45-50 องศา฼ซล ฼ซียส  ก຋อน ฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅ 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 

 

การ฼ตรียมอาหาร plate count agar  ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร plate count agar  

10.10 g   ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต์ ละลายอาหาร฿หຌ
฼ขຌากัน น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง฼หลือประมาณ 45-

50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 

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 

 

การ฼ตรียมอาหาร Skim milk agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Skim milk agar  

2.15 g ละลาย฿นกลัไนปริมาตร 215 มิลลิลิตร ผสมอาหาร฿หຌ฼ขຌากัน น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส 
นาน 5 นาที  ฽ละ ชัไง  Nutrient agar   6.02 g  ฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต์  ละลาย฿นนๅ้ากลัไน
ปริมาตร 215 มิลลิลิตรละลาย฿หຌ฼ขຌากัน  น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที หลังจากฆ຋า
฼ชืๅอน้าอาหาร Skim milk agar ฽ละ  Nutrient agar มาผสม฿หຌ฼ขຌากัน ฼พืไอป้องกันวุຌน฽ขใง฽ละทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิ
ลดลง฼หลือประมาณ 45-50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 

1.5 อาหาร  Tributyrin agar 

Peptone                            5 กรัม 

Yeast extract                        3 กรัม 

Tributyrin ิ glycerol tributyrate ี                    10 กรัม 

Agar                      15 กรัม 
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การ฼ตรียมอาหาร Tributyrin agar ฿นนๅ้า ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  ชัไงอาหาร Tributyrin agar 

9.98 g  ฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต์  ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร ละลาย฿หຌ฼ขຌากัน 
หลังจากนัๅนดูด  Nlyeary tributyrate  4.34 มิลลิลิตร ผสม฿หຌ฼ขຌากันดຌวย฼ครืไองตีปัດน  น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 
121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง฼หลือประมาณ 45-50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบน
จาน฼พาะ฼ชืๅอ 

 

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 

 

การ฼ตรียม MRS agar ฿นนๅ้าปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ชัไงอาหาร MRS agar  28.878 g  ฽ละชัไง฼กลือ
บริสุทธิ์ลงเป 10% ฼ปอร์฼ซในต์ ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร  ฽ละ฼ติม bromocresol purple   

0.043 g  ละลาย฿หຌ฼ขຌากัน  น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง
฼หลือประมาณ 45-50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 

 

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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การ฼ตรียม MacConkey agar ฿นนๅ้า 1,000 มิลลิลิตร  ชัไงอาหาร MacConkey agar  22.1579 g  

฽ละชัไง฼กลือบริสุทธิ์ลงเป 10 ฼ปอร์฼ซในต ์ละลาย฿นนๅ้ากลัไนปริมาตร 430 มิลลิลิตร   ละลาย฿หຌ฼ขຌากัน  น้าเปฆ຋า
฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅงเวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง฼หลือประมาณ 45-50 องศา
฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 

1.8 อาหาร Nutrient broth 

Peptone from meat        5.0 กรัม 

Meat extract        3.0 กรัม 

 

การ฼ตรียม Nutrient broth ฿นนๅ้า 1,000  มิลลิลิตร ชัไงอาหาร Nutrient broth 2.99 g ละลาย฿นนๅ้า
กลัไนปริมาตร 230 มิลลิลิตร ละลาย฿หຌ฼ขຌากัน  น้าเปฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที ตัๅงทิๅง
เวຌ฿หຌอุณหภูมิลดลง฼หลือประมาณ 45-50 องศา฼ซล฼ซียส ก຋อน฼ทลงบนจาน฼พาะ฼ชืๅอ 
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ภาคผนวก ข 

การวิ฼คราะห์ทาง฼คมี 

 

1. วัดพี฼อชของตัวอย຋างบูดูดຌวย฼ครืไอง pH meter 

น้าตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดูทีไวันต຋างโ ของการหมัก ตัวอย຋างละ 20 มิลลิลิตรมาวัดค຋าพี฼อช฾ดย฿ชຌ฼ครืไอง pH 

meter 

 

2. การหาปริมาณกรดทัๅงหมดคิด฼ทียบ฼ป็นกรด฽ลกติก 

น้าตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 30 มิลลิลิตร ผสมกับนๅ้ากลัไน 30 มิลลิลิตร ผสม฿หຌ฼ขຌากัน฽ลຌวน้าเปกรองดຌวยผຌา
ขาวบาง จากนัๅนน้าเป฼หวีไยง฽ยกความ฼รใว 10,000 รอบ/นาที ฼ปຓน฼วลา 10 นาที ทีไอุณหภูมิ 4 องศา฼ซล฼ซียส 
฼ทส຋วน฿ส฿ส຋฿นฟลาสก์ขนาด 150 มิลลิลิตร หยดฟ຃นอฟทาลีน 2-3 หยด ิฟ຃นอฟทาลีน฼ขຌมขຌน 1 ฼ปอร์฼ซในต์฿น
฼อธิล฽อลกอฮอล์ี ฽ลຌวเท฼ทรตดຌวยสารละลาย฾ซ฼ดียมเฮดรอกเซด์฼ขຌมขຌน 0.1 นอร์มอล จนเดຌจุดยุติ฼ปຓนสีชมพู 
(AOAC, 2000) 

 

ปริมาณทัๅงหมดคิด฼ทียบ  = ฾ซ฼ดียมเฮดรอกเซด์ ิมล.ี x นอร์มอล x 90.09 x 100 

    ฼ปຓนกรด฽ลกติก 

                                           นๅ้าหนักของตัวอย຋าง ิกรัมี x 1000 

 

3. การหาปริมาณคลอเรด์ ฾ดย Mohr’s Method ิA.O.A.C, 1960ี 
ตอนทีไ 1 การ฼ตรียมสารละลายมาตรฐาน ฽ละการท้ามาตรฐาน ิStandardization) สารละลาย

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

฽ละ฼กใบสารละลายทีไเดຌ฿นขวดสีชา ฼กใบเวຌ฿นทีไมืด หมาย฼หตุ ฼มืไอท้าการเท฼ทรต฾ดย฿ชຌ AgNO3 ทุกครัๅง ควรท้า
มาตรฐาน ิStandardization) ก຋อนทุกครัๅง ฼พราะ฼มืไอทิๅงเวຌความ฼ขຌมขຌนอาจ฼ปลีไยนเป฼นืไองจากถูก oxidize 

จากนัๅน฼ตรียมสารละลายมาตรฐาน 0.01 M NaCl ฾ดยชัไง A.R. NaCl (ผ຋านการอบทีไ 250 °C - 350 °C ฼ปຓน
฼วลา 1-2 ชัไว฾มง ฽ลຌวท้า฿หຌ฼ยใน฿น Desicator) ประมาณ 0.06 g ละลายดຌวยนๅ้ากลัไน฽ลຌวปรับปริมาตร฼ปຓน 
100.0 ml ฿นขวดวัดปริมาตร ค้านวณหาความ฼ขຌมขຌนทีไ฽น຋นอนของสารละลาย NaCl ทีไ฼ตรียมขึๅน  ปຂ฼ปต
สารละลายมาตรฐาน NaCl 10.00 ml ฿น conical flask ฼ติม 5 % K2CrO4 0.5 ml ฽ลຌวเท฼ทรตดຌวย
สารละลาย AgNO3 จากบิว฼รต ฼ขย຋าสารละลาย฼สมอจนกว຋าจะ฼หในตะกอนสี฽ดงอิฐของ Ag2CrO4 ทีไ฼กิดขึๅน 
บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌท้าการทดลองซๅ้าอีก 1 ครัๅง ท้า Blank Titration ฾ดยปຂ฼ปตนๅ้ากลัไนปริมาตร 
10.00 ml ฽ลຌว฼ติม 5% K2CrO4 0.5 ml เท฼ทรตดຌวยสารละลาย AgNO3 จนถึงจุดยุติเดຌสี฼หมือนกับการ
เท฼ทรต ท้าการทดลองซๅ้าอีกครัๅง บันทึก ปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌ  หาปริมาณ AgNO3 ทีไท้าปฏิกิริยากับ NaCl 

จริงโ ค้านวณหาความ฼ขຌมขຌนทีไ฽น຋นอนของสารละลาย AgNO3 
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ตอนทีไ 2 การหาปริมาณคลอเรด์฾ดย Mohr’s Method 

ปຂ฼ปตสารละลายตัวอย຋างคลอเรด์มา 10.00 ml ฿ส຋ลง฿น Volumetric flask ขนาด 100.00 ml ฼ติม
นๅ้าจนถึงขีดปริมาตร  ปຂ฼ปตสารละลายทีไ฼ตรียมเดຌจากขຌอ 1. มา 10 ml ฿ส຋฿น Conical flask ขนาด 250 ml 

฼ติม 5% K2CrO4 0.5 ml ฽ลຌวเท฼ทรตกับสารละลายมาตรฐาน AgNO3 จนกระทัไงเดຌสี฽ดงอิฐของ Ag2CrO4 

บันทึกปริมาตรของ AgNO3 ทีไ฿ชຌท้าการทดลองซๅ้าอีก 2 ครัๅง ค้านวณหาปริมาณของคลอเรด์฿นสารตัวอย຋าง฼ปຓน 
฼ปอร์฼ซนต ์
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ภาคผนวก ค 

        การวิ฼คราะห์คุณสมบัติทางชีว฼คมีบางประการ 
 

1. การทดสอบการสรຌาง฼อนเซม์คะตะ฼ลส 

เฮ฾ดร฼จน฼ปอร์ออกเซม์ 3 % 

วิธีการ 
1. ปลูก฼ชืๅอลง฿นอาหาร Nutrient agar บ຋มทีไอุณหภูมิ 37 °C ฼ปຓน฼วลา 24 ชัไว฾มง 
2. ฼ติม 1 มิลลิลิตร ของเฮ฾ดร฼จน฼ปอร์ออกเซด์ 
บันทึกผล 

ผลบวก : ฼กิดฟอง฽กຍส 

ผลลบ   : เม຋฼กิดฟอง฽กຍส 

 

2. การทดสอบความสามารถ฿นการ฿ชຌคาร์฾บเฮ฼ดรต 

Beef extract                3  กรัม 

  Peptone                   5  กรัม 

นๅ้าตาล                     10 กรัม 

Bromthymol blue       4  มิลลิลิตร 

฼ติมอาหารทีไมีนๅ้าตาล฽ต຋ละชนิด฿นหลอดทดลองทีไมีหลอดดัก฽กຍส ฆ຋า฼ชืๅออาหารทีไอุณหภูมิ 110°C 

นาน 10 นาที ฼สรใจ฽ลຌวรีบยกออกมา฽ช຋นๅ้า 
วิธีการ  

1. ปลูก฼ชืๅอทีไตຌองการทดสอบ฿นอาหาร 

2. บ຋มทีไอุณหภูมิ 37 °C นาน 24 ชัไว฾มง 
บันทึกผล 

ผลบวก : อาหาร฼ปลีไยน฼ปຓนสี฼หลือง฽ต຋เม຋มี฽กຍส฿นหลอดดัก฽กຍส ฽สดงว຋า฼ชืๅอเม຋สรຌาง฽กຍส฽ต຋หมักนๅ้าตาลเดຌหรือ
อาหาร฼ปลีไยน฼ปຓนสี฼หลือง฽ละมี฽กຍส฿นหลอดดัก฽กຍส ฽สดงว຋า฼ชืๅอหมักนๅ้าตาล฽ละสรຌาง฽กຍสเดຌ 
ผลลบ : อาหารเม຋฼ปลีไยนสี ฽สดงว຋า฼ชืๅอหมักนๅ้าตาลเม຋เดຌ 
 

3. การสรຌางอะซิ฾ตอิน ิacetoinี 
           MR-VP medium 

Buffered peptone         7   กรัม 

NaCl                            5   กรัม 

Bacto dextrose             5   กรัม 
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ละลายส຋วนผสมทัๅงหมด฼ขຌาดຌวยกัน฿นนๅ้ากลัไน  ปรับ pH 7 ± 0.2  ฼ติมนๅ้ากลัไนจนครบ 1 ลิตร น้าเปตຌม
฿หຌ฼ดือด ฆ຋า฼ชืๅอทีไอุณหภูมิ 121 องศา฼ซล฼ซียส นาน 15 นาที 
วิธีการทดลอง 
1. ปลูก฼ชืๅอ฿นอาหารบ຋มทีไอุณหภูมิ 37 องศา฼ซล฼ซียส นาน 48 ชัไว฾มง 
2. ถ຋าย฼ชืๅอจากขຌอ 1 มา 1 มิลลิลิตร ฿ส຋฿นหลอดทดสอบทีไสะอาด 

3. ฼ติมสาร A 0.6 มิลลิลิตร 

4. ฼ติมสาร B 0.2 มิลลิลิตร ฼ขย຋า฿หຌ฼ขຌากัน 

บันทึกผล 

ผลบวก : สี฽ดงภาย฿น 5 นาที 
ผลลบ : สี฼หลือง 
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         ภาคผนวก ง 
                                           วิธีการยຌอมสี฽บบ฽กรม฽ละนๅ้ายาทีไ฿ชຌยຌอม 

 

1. การยຌอมสี฽กรม 

1.1  ท้าความสะอาด฽ผ຋นสเลด์฿หຌสะอาด฽ละ฼ชใด฿หຌ฽หຌง 
1.2  ท้าการส฼มียร์฼ชืๅอลงบน฽ผ຋นสเลด์รอ฿หຌ฽หຌง฽ละน้าเปตรึง฼ซลล์ดຌวยความรຌอน 

1.3  หยดสี Crystal violet ฿หຌท຋วมรอยส฼มียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.4  น้าเปผ຋านนๅ้า ฽ลຌวหยดสารละลายเอ฾อดีน฿หຌทัไวรอยส฼มียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.5  ฼ทสารละลายเอ฾อดีนทิๅง ฽ละหยด฽อลกอฮอล์95% ฿หຌทัไวรอยส฼มียร์ ทิๅงเวຌ 10 วินาที ฼มืไอครบ 

฼วลาน้าเปผ຋านนๅ้า฼บาโ 

1.6  หยดสี Safranin o ฿หຌท຋วมรอยส฼มียร์ ทิๅงเวຌ 1 นาท ี

1.7  ฼ทสีทิๅง น้าเปผ຋านนๅ้า ฽ลຌวซับดຌวยกระดาษซับ วางทิๅงเวຌ฿หຌ฽หຌง 
1.8  น้าเปดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ซลล์ภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ 
฽บคที฼รียทีไ฼ปຓน฽กรมบวกจะติดสีม຋วง หรือสีนๅ้า฼งิน Crystal violet 

฽บคที฼รียทีไ฼ปຓน฽กรมลบ จะติดสี฽ดง หรือสีชมพู຋ Safranin O 

 

2. นๅ้ายาทีไ฿ชຌยຌอมสี฽กรม 

2.1 Crystal violet 

สารละลาย A 

Crystal violet ิ85% dryี      20 กรัม 

Ethyl alcohol 98%     20 มิลลิลิตร 

ท้าการละลาย฿น฽อลกอฮอล์จนกระทัไงสีละลายหมด 

สารละลาย B 

Ammoniom oxalate     0.8 กรัม 

นๅ้ากลัไน        80  มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ถຌามีตะกอนกรองก຋อน฿ชຌ ฽ละถຌาสี฼ขຌม฼กินเปอาจ฼จือจาง
สารละลาย A ฼ปຓน 1: 10 ก຋อนผสมกับสารละลาย  B 

 

2.2  Safranin O counterstain ิstock solutionี 
Safranin O       2.5 กรัม 

Ethyl alcohol 95 %    100 กรัม 

ถຌาจะ฿ชຌ฿นการยຌอม฼จือจาง฼ปຓน 1:10 ิStock O 10 มิลลลิตร ผสมกับนๅ้ากลัไน 90  มิลลิลิตรี ถຌามี
ตะกอนกรองทุกครัๅงก຋อน฿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 ก຋อน฽ลຌว฼ติมนๅ้า฿หຌครบ ฽ลຌว฼กใบ฿นขวดสีชา 

2.4  Alcohol 95% 

Ethyl alcohol       95 มิลลิลิตร 

นๅ้ากลัไน        5  มิลลิลิตร 
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     ภาคผนวก จ 

    ผลการทดลอง 
 

ตารางทีไ 10: การ฼ปลีไยน฽ปลงปริมาณ฼ชืๅอ฽บคที฼รียทีไคัด฽ยกเดຌบนอาหารชนิดต຋างโ ตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 

฼ดือน 

 

 

วัน 

ปริมาณ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหารชนิดต຋างโ ิ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: การ฼ปลีไยน฽ปลงทาง฼คมีของตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดูตลอดระยะ฼วลาการหมัก 12 ฼ดือน 

 

วัน การ฼ปลีไยน฽ปลงทาง฼คมี 

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: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Skim milk 

agar จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 6 ฼ดือน฽รกของการหมัก 

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: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อย฾ปรตีนทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Skim milk 

agar จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 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: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อยเขมันทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Tributyrin 

agar จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 6 ฼ดือน฽รกของการหมัก 

 

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: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียย຋อยเขมันทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ Tributyrin 

agar จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 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 : ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MRS agar 
จากตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 6 ฼ดือน฽รกของการหมัก   
 

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: ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ฼ชืๅอ฽บคที฼รีย฽ลกติกทีไคัด฼ลือกบนอาหาร฼ลีๅยง฼ชืๅอ MRS agar จาก
ตัวอย຋างนๅ้าหมักบูดู 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 

               ลักษณะ฽ละรูปร຋างของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนจาน฼พาะ฼ลีๅยง฼ชืๅอ฽ละภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ 
 

                                         
                                      ก                            ข 

                             
                                       ค                                                          ง 

                                 
                       จ                                                           ฉ 

รูปทีไ 21:   ลักษณะ฾ค฾ลนี฽ละรูปร຋างของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหาร  Plate Count agar ิPCAี  Skim milk 

agar ฽ละ Tributyrin agar 

              ก ฽ละ ข  ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหาร  Skim milk agar 

    ค ฽ละ ง  ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหาร  Tributyrin agar 

              จ ฽ละ ฉ ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหาร Plate Count Agar (PCA) 
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                          ก                                                          ข 

       
                         ค                                                           ง 

      
                         จ                                                           ฉ 

  
 

 

รูปทีไ 22: ลักษณะ฾ค฾ลนี฽ละรูปร຋างของ฼ชืๅอ฽บคที฼รียบนอาหาร MRS agar 
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ตารางทีไ 18: ลักษณะสัณฐานวิทยา฽ละรูปร຋าง฼ชืๅอภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1000 ฼ท຋า 
ล้าดับ ฾อ฾ซ฼ลต ลักษณะสัณฐานวิทยา รูปร຋าง฼ชืๅอภาย฿ตຌกลຌองจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 

1000 ฼ท຋า 
1 Tr02A 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว  

 

2 Tr15B ฽กรมบวก รูปร຋างกลม 

 

3 Tr08C 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว สรຌางสปอร์ 

 

4 Tr12D 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว ต຋อกัน฼ปຓนสาย 

 

5 Tr02F 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว฼รียว 

 
6 Tr03G 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 
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7 Tr21H 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 
8 Tr05I 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม  

 

9 Tr02M 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว ต຋อกัน฼ปຓนสาย 

 

10 Tr01Q 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

11 Tr01T 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว 

 

12 Tr02X 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 
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13 Sk01A 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน 

 

14 Sk08B 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม  

 

15 Sk06C 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 

 

16 Sk12D 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

17 Sk09F 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม
฼ลใก 

 

18 Sk03G 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว 
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19 Sk10H 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว สรຌางสปอร์ 

 

20 Sk05I 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน 

 

21 Sk04J 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

22 Sk03P 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน 

 

23 Sk03V 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว 

 

24 Sk01W 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน 
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25 Sk02X 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 

 

26 Lac01C 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม
฿หญ຋ 

 

27 Lac02C 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลมรี 
คลຌายรูปเข຋ 

 

28 Lac03C 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 

 

29 Lac04D 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว จัด฼รียง฼ปຓน
กลุ຋ม 

 

30 Lac05D 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 
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31 Lac06D 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว จัด฼รียง฼ปຓน
กลุ຋ม 

 

32 Lac07D 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม
฼ลใก ฼ปຓนกลุ຋ม 

 

33 Lac10D 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

34 Lac19F 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

35 Lac31G 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว ต຋อกัน฼ปຓนสาย 

 

36 Lac34G 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
กลม฼ลใก จัด฼รียง฼ปຓน
กลุ຋ม 
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37 Lac02M 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว 

 

38 Lac02P 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว จัด฼รียง฼ปຓน
กลุ຋ม 

 

39 Lac02T 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

40 Lac01U 

 

฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนสัๅน สรຌางสปอร์ 

 

41 Lac01V 

 

฽กรมบวก รูปร຋างกลม 
จัด฼รียง฼ปຓนกลุ຋ม 

 

42 Lac02W ฽กรมบวก รูปร຋าง฼ปຓน
ท຋อนยาว 
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ภาคผนวก ช 

รูปภาพขัๅนตอนการหมักบูดู 
 

1. ขัๅนตอนการหมักบูดู 
 

1.1 ปลากะตักสดทีไ฿ชຌ฿นการหมัก 

฼ริไมจากการน้าปลากะตักสดมาลຌาง฿หຌสะอาดอาจจะ฿ชຌปลาชนิด฿ดกใเดຌ฽ต຋ส຋วน฿หญ຋฿ชຌปลากะตักจึง
จะ฿หຌนๅ้าบูดูทีไมีกลิไนหอม฽ละรสชาติดี 

 

 
 

 

1.2 กระบวนการหมัก 

น้าปลากะตักทีไเดຌ฿ส຋ภาชนะทีไ฼ตรียม฿วຌ ฾ดย฿ชຌอัตตราส຋วนปลาต຋อ฼กลือ 3 ต຋อ 1 ฾ดยนๅ้าหนกั 
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1.3 น้า฼กลือ฿ส຋ลงเป฿นอัตราส຋วนทีไ฼ตรียมเวຌ 
 

 
 

 

1.4 หลังจากนัๅนคลุกปลากะตักกับ฼กลือ฿หຌ฼ขຌากัน 
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1.5 หลังจากคลุกปลา฿หຌ฼ขຌากันเดຌทีไ฽ลຌว กใน้าเป฿ส຋฿นเห ฽ลຌวปຂดปากเหดຌวยถุงพลาสติก 2 ถึง 3 ชัๅน 
มัดดຌวยยาง฽ละ฼ชือกฟาง฿หຌ฽น຋น ฼พืไอเม຋฿หຌอากาศ฼ขຌาเปขຌาง฿นภาชนะหมัก หมักทิๅง฿วຌประมาณ 4 
฼ดือน ฼กใบตัวอย຋างมาวิ฼คราะห์ทุกโ15 วันของการหมัก 
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