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                        บทคดัย่อ 

วตัถุประสงคข์องการศึกษาคร้ังน้ี เพื่อคดัเลือกและประเมินศกัยภาพการเป็นโปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกท่ี

แยกไดจ้ากผกัสดและอาหารหมกั โดยทดสอบความสามารถในการหมกัและทดสอบสมบติัโปรไบโอติกในหลอด

ทดลอง ไดแ้ก่ ทดสอบการเจริญ การทนนํ้ ายอ่ยในกระเพาะอาหาร การเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน ทดสอบ

ฤทธ์ิตา้นจุลินทรียก่์อโรค การทนเกลือนํ้าดี ความสามารถในการยอ่ยโปรตีน ไขมนัและแป้ง การทดสอบความไวต่อยา

ปฏิชีวนะ อีกทั้งทดสอบคุณสมบติัดา้นความปลอดภยั ไดแ้ก่ การยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงและการสร้างสารไบโอเจนิกเอ

มีน พบวา่สามารถคดัเลือกแบคทีเรียแลกติกไดจ้าํนวน 6 ไอโซเลทท่ีมีความสามารถในการหมกัท่ีดี มีความปลอดภยั

และมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก ดงันั้นแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัเลือกไดจึ้งเป็นตวัแทนท่ีดีท่ีจะนาํไปทดลองใชเ้ป็นกลา้

เช้ือโปรไบโอติกในกระบวนการหมกัผกัดอง 

 

ABSTRACT 

The aim of the present work was to select and evaluate in vitro the function activity of potential probiotic 

lactic acid bacteria (LAB) that isolated from fresh vegetables and fermented foods. The isolates were investigated for 

ability of fermented and preliminary probiotic properties in vitro test such as ability of growth, tolerance to simulated 

gastric juice, growth with both aerobic and anaerobic conditions, antimicrobial activity, bile salt tolerance, ability to 

utilize protein fat and starch, antibiotic susceptibility assay were also considered. In addition, some of safety profiles 

including hemolytic activity and biogenic amine production. Six isolated LAB was high ability of fermented, safety 

and activity of preliminary probiotic properties. These selected bacteria may be used in the future as potential 

probiotic starter cultures for fermented vegetables.  

 

 

 

 

คาํสําคญั: แบคทีเรียแลกติก โปรไบโอติก ผกัดอง 
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 บทนํา 

ปัจจุบนัโลกมีการเปล่ียนแปลงไป มีวิวฒันาการ

ใหม่ๆ เกิดข้ึนมากมาย วิถีการดาํเนินชีวิตของมนุษยก์็

เปล่ียนไป มีการแข่งขนักบัเวลาจึงทาํใหว้ฒันธรรมการ

บริโภคอาหารของมนุษยมี์การเปล่ียนแปลง โดยมนุษย์

ได้ใช้เวลาอย่างเร่งรีบในการใช้ชีวิตประจําว ัน ซ่ึง

ตอ้งการอาหารท่ีเร่งด่วนและเก็บไวไ้ดเ้ป็นเวลานานๆ 

อีกทั้งมีความพิถีพิถนัในการเลือกรับประทานอาหาร

ลดนอ้ยลง รวมทั้งเกิดภาวะเครียดมีการใชย้าปฏิชีวนะ

อย่างพรํ่ าเพร่ือ ส่งผลให้จุลินทรีย์ท่ีทําหน้าท่ีรักษา

สมดุลต่างๆ ภายในร่างกายถูกรบกวน ดว้ยเหตุน้ีจึงมี

ความจาํเป็นท่ีตอ้งไดรั้บจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์เขา้สู่

ร่างกาย เพื่อเป็นการรักษาสภาพสมดุลของจุลินทรีย์

ภายในร่างกาย ทาํให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพและช่วย

ให้ดาํรงชีวิตอยู่ไดอ้ย่างปกติ (วิเชียร, 2534) โดย

จุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ต่อร่างกายน้ีคือ โปรไบโอติก 

(Probiotic) ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์มีชีวิตท่ีบริโภคเสริมเขา้

ไปแลว้ก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพผูบ้ริโภค โดยจะช่วย

ป รั บ ป รุ ง ส ม ดุ ล ข อ ง แ บ ค ที เ รี ย ท่ี อ ยู่ ใ น ลํ า ไ ส้ 

(Fuller,1993) นอกจากน้ีปัจจุบนัอาหารมากกว่า 65 

เปอร์เซ็นต์ตามทอ้งตลาดทัว่โลกมีโปรไบโอติกเป็น

องคป์ระกอบ (Agrawal, 2005) โดยมีผลดีต่อสุขภาพ

ของผูบ้ริโภคเน่ืองจากโปรไบโอติกจะไปเจริญและ

เกาะติดท่ีลาํไส้เล็ก ซ่ึงจะช่วยป้องกันและยบัย ั้งการ

เจริญของแบคทีเรียก่อโรคต่างๆได ้นอกจากนั้นยงัช่วย

ลดปริมาณการใช้ยาปฏิชีวนะ แบคทีเรียแลกติกเป็น

จุลินทรียท่ี์มีความสําคญัทางอุตสาหกรรมได้รับการ

ย อ ม รั บ ว่ า เ ป็ น แ บ ค ที เ รี ย ท่ี ป ล อ ด ภัย  (Generally 

recognized as safe bacteria; GRAS status) นิยมใชใ้น

การหมกัอาหารและถนอมอาหาร ซ่ึงอาจหมกัตาม

ธรรมชาติโดยใช้แบคทีเรียแลกติกท่ีมีอยู่ในวตัถุดิบ

หรืออาจเติมแบคทีเรียแลกติกในรูปเช้ือตั้งตน้ (Starter 

culture) เติมลงในอาหารภายใตภ้าวะควบคุม อยา่งไรก็

ตามแบคทีเรียแลกติกสามารถเปล่ียนแปลงลกัษณะ

รสชาติ เน้ือสัมผัสและคุณค่าทางโภชนาการของ

ผลิตภณัฑ์อาหารทาํให้มีบทบาทสําคญัในการถนอม

อาหาร ทาํให้เกิดการปรับค่า pH ของวตัถุดิบ ซ่ึงเป็น

ตวัแปรท่ีสําคญัในการรักษาผลิตภณัฑ์และเพิ่มรสชาติ

ของอาหาร นอกจากน้ีแบคทีเรียแลกติกมีสมบติัในการ

เป็นโปรไบโอติก (Mishra et al., 2005)จึงมีการ

ประยุกต์ใช้แบคทีเรียแลกติกในอุตสาหกรรมอาหาร

หมกัท่ีมีวตัถุดิบ เช่น เน้ือและผกั (Di Cagno et al., 

2013) ซ่ึงผลิตภัณฑ์อาหารหมักท่ีผลิตจากผกัเป็น

อาหารสาํหรับผูท่ี้ตอ้งการควบคุมนํ้ าหนกั เน่ืองจากผกั

มีสารตา้นอนุมูลอิสระ วิตามิน เส้นใยอาหารและแร่

ธาตุ สูง  ดังนั้ น ท่ามกลาง เทคโนโลยีทาง เ ลือก ท่ี

หลากหลายในปัจจุบนั การหมกัดว้ยแบคทีเรียแลกติก

เป็นเทคโนโลยีชีวภาพท่ีง่าย มีคุณค่าทางโภชนาการ มี

ความปลอดภยั พร้อมทั้งยดือายกุารเกบ็รักษาผกัและคง

สภาพรสสัมผสัของอาหารไวไ้ด ้(Hector et al., 2009) 

ซ่ึงในทวีปเอเชียผลิตภณัฑ์อาหารหมกัประเภทผกัดอง

เป็นการหมักแบบหมักธรรมชาติด้วยเช้ือจุลินทรียท่ี์

อาศยัอยู่บริเวณผิวภายนอกของพืช ซ่ึงเป็นวิธีการยืด

อายกุารเกบ็รักษาผกัท่ีสาํคญัและเป็นวธีิท่ีง่าย (Wang et 

al., 2010)  แต่เน่ืองจากการผลิตโดยอาศยักลา้เช้ือแบบ

ธรรมชาติน้ี จะสามารถควบคุมคุณภาพของผกัดองให้

มีความคงท่ีสมํ่ า เสมอได้ยาก จุ ลินทรีย์ก่อโรคท่ี

ปนเป้ือนอยูใ่นวตัถุดิบอาจเหลือรอดหลงัการหมกั ซ่ึง

อาจก่อให้เกิดปัญหาความปลอดภยักบัผูบ้ริโภค ดงันั้น

หากใช้กล้าเช้ือแบคทีเรียแลกติกท่ีมีสมบัติเป็นโปร

ไบโอติก โดยเฉพาะเช้ือท่ีมีความสามารถในการยบัย ั้ง

เช้ือก่อโรคไดดี้จะช่วยลดปัญหาดงักล่าวได ้ซ่ึงจะเป็น

การเพิ่มทั้งคุณภาพและความปลอดภยัใหก้บัผูบ้ริโภค 

 

วตัถุประสงค์การวจิัย 

 เพ่ือแยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลกติกจากผกัและ

อาหารหมกัท่ีมีคุณสมบติัเบ้ืองตน้ในการเป็นโปรไบโอ

ติกและสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหารได ้
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วธีิการวจิัย 

 1. แยกและคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียแลกติก 

 นาํผกัและอาหารหมกัตวัอยา่งมาผสมกบั NaCl 

0.85% เป็นเน้ือเดียวกนัดว้ย Stomacher Lab-Blender 

ณ อุณหภูมิห้อง (Di Cagno et al., 2008) นาํ Serial 

dilutions มา pour-plated บนอาหาร De Man, Rogosa 

and Sharpe (MRS agar ท่ีเติม Bromocresol purple 

(BCP) ร้อยละ 0.04) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37◦C 48-72 ชัว่โมง 

นําโคโลนีเด่ียวมาตรวจสอบคุณสมบัติเบ้ืองต้นโดย

ทดสอบการติดสีแกรม และทดสอบการผลิตเอนไซม ์

คะตะเลส 

 2. ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียแลกติก 

 ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 

MRS broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 24 ชัว่โมง (ร้อยละ 2 

ปริมาตรต่อปริมาตร) เกบ็ตวัอยา่งท่ีระยะเวลา 24 และ 

48 ชัว่โมง วดัการเจริญของแบคทีเรียแลกติกโดยการ

วดัความขุ่นของเซลลด์ว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ี

ความยาวคล่ืนแสง 660 นาโนเมตร พร้อมทั้งวดัค่าพี

เอช 

 3. ทดสอบความสามารถในการหมกั 

 ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 

MRS broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 48 ชัว่โมง ตรวจสอบ

ค่าความเป็นกรดด่างของ Culture broth ดว้ยเคร่ืองวดัพี

เอช (pH meter) และหาเปอร์เซ็นตก์รดดว้ยวิธีการ

ไทเทรตดว้ยสารละลาย NaOH 0.1 M (Zhang et al., 

2007)   

 4. ทดสอบการทนต่อนํ้ายอ่ยในกระเพาะอาหาร 

 เตรียมสภาพเลียนแบบนํ้ ายอ่ยในกระเพาะอาหาร 

โดยเตรียมสารละลายบฟัเฟอร์ Phosphate-buffer saline 

(PBS) กบั pepsin (0.3%, w/v) ซ่ึงปรับสารละลาย

บฟัเฟอร์ใหมี้ค่า pH 2.0, 3.0 และ 6.2 (control) ดว้ย 1N 

HCl นาํเซลลแ์ขวนลอยของแบคทีเรียแลกติกมีเช้ือ 109 

CFU/ml ใส่ในสารละลายดงักล่าว บ่ม 3 ชัว่โมง นาํมา

นบัจาํนวนเช้ือท่ีเหลือรอดบนจานอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 

agar ท่ีอุณหภมิู 37 ◦C 72 ชัว่โมง (Wang et al., 2010) 

 

 5. ทดสอบการทนต่อเกลือนํ้าดี 

 โดยเตรียมสารละลายเกลือนํ้ าดีดว้ย Bile salt 

powder ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.3% โดยมีนํ้ากลัน่ท่ีไม่เติม 

Bile salt powder (pH 6.2) เป็นชุดควบคุมและเติมเซลล์

แขวนลอยของเช้ือ 109 CFU/ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C       
6-12 ชัง่โมง นบัจาํนวนเช้ือท่ีเหลือรอดบนจานอาหาร

เล้ียงเช้ือ MRS agar ท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 72 ชัว่โมง 

ตรวจดูการเจริญของเช้ือบนผิวหน้าอาหาร ซ่ึงเกิด

กิจกรรม  Bile salt hydrolase (BSH) ของแบคทีเรีย

แลกติกท่ีคดัเลือกได ้(ดดัแปลงจาก Wang et al., 2010)  

 6. ทดสอบการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มี

ออกซิเจน 

 นําแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกได้มาเ ล้ียงใน 

MRS broth 24 ชัว่โมง ถ่ายเช้ือลงใน MRS broth เช้ือ

ละ 4 หลอด แบ่งเช้ือเป็น 2 ชุดการทดลองคือ ชุดการ

ทดลองท่ี 1 เกบ็ใน Anaerobic jar แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 

◦C 24 ชัว่โมง ชุดการทดลองท่ี 2 นาํไปบ่มท่ี 37 ◦C 
ภายใตส้ภาวะท่ีมีออกซิเจน 24 ชัว่โมง ตรวจดูการเจริญ

ของเช้ือโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยใช้เคร่ือง 

Spectrophotometer ท่ีมีความยาวคล่ืนแสง 660  นาโม

เมตร และเปรียบเทียบความสามารถของเช้ือในการ

เจริญทั้ง 2 สภาวะ 

 7. ทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อ

โรคทางเดินอาหาร 

 โดยใชว้ิธี Agar spot (Spellhaug & Harlander, 

1989)  ถ่ายเช้ือแบคทีเรียแลกติกลงใน MRS broth บ่มท่ี 

37◦C เป็นเวลา 24 ชัว่โมงปรับ 0.05 McFarland มี

ปริมาณเช้ือ 108 CFU/ml หยดเช้ือลงบนอาหารแข็ง 

MRS เช้ือละ 5 µl บ่มท่ี 37 ◦C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

หลงัจากนั้นเททบัดว้ยอาหาร Brain heart infusion 

(BHI) soft agar (วุน้ 0.7%) ซ่ึงมีเช้ือแบคทีเรียก่อโรค

ทางเดินอาหารปริมาณประมาณ 106 CFU/ml แบคทีเรีย

ก่อโรคทางเดินอาหารท่ีใชท้ดสอบ ไดแ้ก่ Escherichia 

coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ 

Salmonella enterica บ่มจานอาหารท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลการยบัย ั้งดว้ยการวดั
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ขนาดวงใสการยบัย ั้ง (clear zone) และรายงานผลเป็น

ประสิทธิภาพการยบัย ั้ง 

 8. ทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีน 

ไขมนัและแป้ง 

 ถ่ายเ ช้ือแบคทีเรียแลกติกลงในอาหาร MRS 

broth จนมีอายคุรบ 24 ชัว่โมงจากนั้นทาํการทดสอบ

การยอ่ยโปรตีน ไขมนัและแป้งบนอาหาร MRS agar ท่ี

มี Skim milk 2%, อาหาร MRS agar ท่ีเติม 1% 

Tributyrin (Michael & Pelezar, 1995) และอาหาร 

MRS agar ท่ีใช ้Soluble starch 2% ตามลาํดบั 

(Mitidieri et al., 2006)  

 9. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

 โดยวิธี Agar overlay diffusion method (Cebeci 

& Gurakan, 2003) นาํเช้ือท่ีเจริญใน MRS broth ท่ี

อุณหภูมิ 37◦C 24 ชัว่โมงท่ีมีปริมาณเช้ือ 106-

107 CFU/ml ปริมาตร 200 ไมโครลิตรเททบัลงบนจาน

อาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar และนาํจานอาหารเล้ียงเช้ือ

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิห้องนาน 1 ชั่วโมง จากนั้นวาง 

Antibiotic discs: cephalexin, chloramphanicol, 

clindamycin, enrofloxacin, erythromycin, gentamicin, 

kanamycin,  polymycin, rifampicin, streptomycin 

และ tetracycline บนจานอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 

◦C 24 ชัว่โมง เกิดการยบัย ั้งเป็นวงใส Inhibition zones 

ตรวจผลเป็น resistant (R), moderately susceptible 

(MS) และ susceptible (S) (ดดัแปลงจาก Wang et al., 

2010)    

 10. ท ด ส อ บ ก า ร ย่ อ ย ส ล า ย เ ม็ ด เ ลื อ ด แ ด ง 

(Hemolytic activity)  

 นําแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดแยกได้เพาะเล้ียงใน 

MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 24 ชัว่โมง นาํเช้ือมา 

streak ลงบนจานอาหาร Columbia agar ท่ีผสม human 

blood บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 48 ชัว่โมง สังเกตปฏิกิริยา

ท่ีเกิดข้ึนบนอาหารวา่เป็นกลุ่ม Beta-hemolysis  มีการ

ยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลือง

รอบโคโลนีของเช้ือ กลุ่ม Alpha-hemolysis เกิดวงใสสี

เขียวรอบโคโลนีของเช้ือหรือกลุ่ม Gramma-hemolysis 

โคโลนีของเช้ือไม่เปล่ียนแปลง (Argyri et al., 2013) 

 11. ทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน 

(Biogenic amine production) 

 เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได้ใน

อาหาร MRS broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C 24 ชัว่โมง 

ถ่ายเช้ือลงในอาหารเหลว MRS ท่ีมีไทโรซีน 

(Tyrosine) 0.1%, Bromocresol purple 0.004% และ 

Pyridoxal-5-phosphate, B6  0.005% บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

◦C 72 ชัว่โมง นาํเช้ือมาเข่ีย (streak) บนอาหารวุน้ 

(Improved medium) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ◦C เป็นเวลา 3-

10 วนั ตรวจสอบการสร�างไบโอเจนิกเอมีน โดย

สังเกตจาก การเปล่ียนสีของอินดิเคเตอร�รอบๆ 

โคโลนีของเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีนาํมาทดสอบ 

(Bover-Cid & Holzapfel, 1999) 

 

 ผลการวจิัย 

 1.  แยกและคดัเลือกเช้ือแบคทีเรียแลกติก 

 จากตวัอย่างผกัและอาหารหมักรวมจาํนวน 32 

ตัวอย่างสามารถคัดแยกเช้ือแบคทีเรียแลกติกได้

ทั้งหมด 109 ไอโซเลท ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก 

รูปร่างแท่ง หรือกลม ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส 

(Table 1) 

 2. ทดสอบการเจริญของแบคทีเรียแลกติก 

 ความสามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียแลก

ติก 109 ไอโซเลทท่ีคดัแยกไดท่ี้ 24 ชัว่โมงพบว่า

จาํนวน 52 ไอโซเลทมีการเจริญดีมาก มีค่า OD >1.0-

1.5 คิดเป็น 47.71% และท่ี 48 ชัว่โมงพบวา่มีจาํนวน 

54 ไอโซเลทมีการเจริญดีเยีย่มคือ มีค่า OD>1.5 คิดเป็น 

49.54% (Table 2) การคิดเปอร์เซ็นตข์องจาํนวนไอโซ

เลทไม่มีความสัมพนัธ์เช่ือมโยงกบัชนิดของตวัอย่าง 

แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นตจ์าํนวนไอโซเลทเปรียบเทียบ

จากจาํนวนไอโซเลททั้งหมดท่ีคดัแยกไดใ้นแต่ละการ

ทดลอง 
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 3. ทดสอบความสามารถในการหมกั 

 ภายหลงัการหมกัเช้ือแบคทีเรียแลกติกส่วนใหญ่

สามารถใชน้ํ้ าตาล เพ่ือสร้างกรดแลกติกเป็นผลิตภณัฑ์

สุดทา้ย จากเช้ือแบคทีเรียแลกติก 109 ไอโซเลทพบวา่

มีจาํนวน 45 ไอโซเลทมีปริมาณกรดแลกติก 1.00-

1.50% คิดเป็น 41.28%, 34 ไอโซเลทมีปริมาณกรด

แลกติก 1.51-2.00% คิดเป็น 31.19%, 25 ไอโซเลทมี

ปริมาณกรดแลกติก 2.01-2.50% คิดเป็น 22.94%, 4 ไอ

โซเลทมีปริมาณกรดแลกติก <1.00% คิดเป็น 3.67% 

และมี 1 ไอโซเลท AR45 ท่ีมีปริมาณกรดแลกติกสูง 

>3.00% คิดเป็น 0.92% (Table 3) ส่งผลทาํใหค้่าพีเอชล

ดลง โดยมีค่าพีเอชเฉล่ีย 4.45 

 4. ทดสอบการทนต่อนํ้ายอ่ยในกระเพาะอาหาร 

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้ 109 ไอโซเล

ทอยู่รอดไดใ้นสภาวะความเป็นกรด เช่นเดียวกบั

กระเพาะท่ี pH 3 หรือตํ่ากวา่ พบวา่มีจาํนวน 42 ไอโซ

เลทท่ีมีเปอร์เซ็นต์การรอด ≥ 40% คิดเป็น 38.53% 

(จากการทดลองท่ี pH 3) โดยไอโซเลท HA303 มีอตัรา

การอยูร่อดสูงสุดคือ 97.96% 

Table1. Lactic acid bacteria from fresh vegetables                                   

and fermented foods. 

Food origins 

No. of 

collected 

samples 

No. of 

isolates 

Fresh vegetables   

Cucumbers 3 8 

Cabbage 2 7 

Red Cabbage 4 13 

Cabbage 1 4 

Carrot 5 13 

Leaf lettuce 3 14 

Broccoli 1 2 

Fermented food   

Fermented fish 2 9 

Fermented tea leaves 3 14 

Fermented pork 2 10 

Fermented vegetables 6 15 

Total 32 109 

 5. ทดสอบการทนต่อเกลือนํ้าดี 

 แบคทีเรียแลกติก 42 ไอโซเลทท่ีคดัเลือกได้มี

ความสามารถในการอยู่รอดในสภาวะท่ีมีเกลือนํ้ าดี

ร้อยละ 0.30 จาํนวน 14 ไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นตก์าร

รอด ≥ 40% คิดเป็น 33.33% และพบวา่ AR25 มีอตัรา

การรอดสูงสุดคือ 87.89%  

 6. ทดสอบการเจริญในสภาวะท่ีมีและไม่มี

ออกซิเจน 

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้ 42 ไอโซเลทมี

ความสามารถในการเจริญได้ทั้ งสภาวะมีและไม่มี

ออกซิเจน โดยพบวา่มีจาํนวน 40 ไอโซเลทท่ีสามารถ

เจริญไดใ้กลเ้คียงกนัในทั้ง 2 สภาวะโดยมีการเจริญดี

มากคือ มีค่า OD >1.0 

 7. ทดสอบประสิทธิภาพการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อ

โรคทางเดินอาหาร 

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้ 42 ไอโซเลทมี

ความสามารถในการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อ

โรคในระบบทางเดินอาหารทั้ง 4 สายพนัธ์ุไดแ้ตกต่าง

กัน พบว่าแบคทีเรียแลกติกดังกล่าวสามารถยบัย ั้ ง 

Bacillus cereus ได ้54.76%, Staphylococcus aureus 

ได ้ 30.95%, ยบัย ั้ง Escherichia coli ได ้28.57% และ

ยบัย ั้ง Salmonella enterica ได ้14.29% (Table 4) และ

แบคทีเรียแลกติกจาํนวน 26 ไอโซเลทสามารถยบัย ั้ง

แบคทีเรียก่อโรคไดม้ากกวา่ 2 สายพนัธ์ุ 

Table2. Ability of lactic acid bacteria growth at 24 

and 48 h. 

 

Growth at                        

OD 660 nm 

Level 

of 

growth 

24 h 48 h 

No. of 

isolates 

% 

(Percent) 

No. of 

isolates 

%  

(Percent) 

>1.5 ++++ 35 32.11 54 49.54 

>1.0-1.5 +++ 52 47.71 51 46.79 

0.5-1.0 ++ 14 12.84 4 3.67 

<0.5 + 8 7.34 - - 

Total 
 

109 100 109 100 
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 8. ทดสอบความสามารถในการย่อยโปรตีน 

ไขมนัและแป้ง 

 แบคทีเรียแลกติก 42ไอโซเลทท่ีคัดแยกได้มี

จาํนวน 28 ไอโซเลทคิดเป็น 66.67% ท่ีมีความสามารถ

ในการย่อยสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่คือ โปรตีนและ         

4 ไอโซเลทคิดเป็น 9.52% ท่ีสามารถยอ่ยแป้ง ไม่พบ

ไอโซเลทท่ีสามารถยอ่ยไขมนัได ้

 จากสมบติัขา้งตน้สามารถคดัเลือกแบคทีเรียแลก

ติกได้จาํนวน 7 ไอโซเลท เพ่ือนาํไปใช้ในการศึกษา

สมบติัอ่ืนๆ ต่อไป 

 9. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้7 ไอโซเลทด้ือต่อ 

ยาในกลุ่มย ับย ั้ งการสัง เคราะห์ผนัง เซลล์  ได้แ ก่ 

vancomycin ด้ือต่อยาในกลุ่มยบัย ั้งการสังเคราะห์

โปรตีน ไดแ้ก่ kanamycin, gentamycin, streptomycin 

และด้ือต่อยาในกลุ่มยบัย ั้งการทาํหน้าท่ีของเยื่อหุ้ม

เซลล ์ไดแ้ก่ polymycin นอกจากน้ีเช้ือมีความไวต่อการ

ตอบสนองต่อยากลุ่มยบัย ั้ งการสังเคราะห์โปรตีน 

ไดแ้ก่ chloramphenicol และ erythromycin ซ่ึงขดัขวาง

การสังเคราะห์โปรตีนของเซลล์แบคทีเรียท่ีผิดปกติ 

(Protein synthesis) โดยออกฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของ

เช้ือ (bacteriostatic) ส่งผลดีต่อการเลือกใชย้าตา้นจุล

ชีพ 

Table3. Titratable acidity of LAB isolated from fresh 

vegetables and fermented foods. 

Titratable 

acidity (%) 
No. of isolates 

Percentage 

(%) 

<1.00 4 3.67 

1.00-1.50 45 41.28 

1.51-2.00 34 31.19 

2.01-2.50 25 22.94 

2.51-3.00 0 0 

>3.00 1 0.92 

Total 109 100 

 

 1 0 .  ท ด ส อ บ ก า ร ย่อ ย ส ล า ย เ ม็ ด เ ลื อ ด แ ด ง 

(Hemolytic activity)  

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยก 7 ไอโซเลทพบวา่มี 1 

ไอโซเลท HA802 มีกิจกรรมการยอ่ยสลายเม็ดเลือด

แดงจดัอยูใ่นกลุ่ม Alpha-hemolysis (α) และ 6 ไอโซ

เลทไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงจดัอยู่ใน

กลุ่ม Gramma-hemolysis (γ) ซ่ึงแสดงให้เห็นถึง

คุณสมบติัดา้นความปลอดภยัต่อร่างกายมนุษย ์

 11. ทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน 

(Biogenic amine production) 

 แบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยกได ้7 ไอโซเลทไม่มี

กิจกรรมการสร้างสารไบโอจีนิกเอมีน ซ่ึงพบมากใน

อาหารหมกั เป็นสารท่ีเป็นอนัตรายส่งผลต่อสุขภาพ 

ดังนั้ นเช้ือแบคทีเรียแลกติกดังกล่าวจึงมีคุณสมบัติ         

ดา้นความปลอดภยั 

 จากคุณสมบติัทั้งหมดท่ีกล่าวมาสามารถคดัเลือก

แบคทีเรียแลกติกท่ีเหมาะสมในการนาํไปใชเ้ป็นกลา้

เช้ือโปรไบโอติกไดท้ั้งหมด 6 ไอโซเลท ไดแ้ก่ NS302, 

AR36, AR45, AR52, AR71 และ AR72 ซ่ึงทั้ง 6 ไอโซ

เลทมีความสามารถในการเจริญ การหมัก ทนต่อ

นํ้ าย่อยในกระเพะอาหาร ทนเกลือนํ้ าดี เจริญไดท้ั้ ง 2 

สภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน มีความสามารถในการ

ยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคแตกต่างกนั สามารถยอ่ยโปรตีน

และแป้งได ้มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ chloramphenicol 

และ erythromycin ไม่มีการยอ่ยสลายเมด็เลือดแดงและ

ไม่มีการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีนจึงมีความปลอดภยั 

 

Indicator strains 
Tested 

strains 

Number of strains 

Inhibited 
% Inhibited 

pathogens 

Escherichia coli 42 12 28.57 

Bacillus cereus 42 23 54.76 

Staphylococcus 

aureus 
42 13 30.95 

Salmonella enterica 42 6 14.29 

Table4. Antimicrobial activity of the selected isolates. 
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อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

 จุลินทรียโ์ปรไบโอติกมีความสาํคญัเก่ียวขอ้ง

กบัมนุษยท์ั้งทางตรงและทางออ้ม อีกทั้งยงัมีประโยชน์

มากต่อส่ิงมีชีวิต แต่การท่ีจะไดม้าซ่ึงโปรไบโอติกท่ีดี 

มีประสิทธิภาพ จะต้องมีการคัดเ ลือกและศึกษา

คุณสมบติัของการเป็นโปรไบโอติกท่ีดี โดยเป็นสาย

พันธ์ุท่ีมีความปลอดภัยและมีประสิทธิภาพในการ

ส่งเสริมสุขภาพผู ้บริโภค ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ี

สามารถคัดแยกและประเมินศักยภาพการเป็นโปร

ไบโอติกแบคทีเรียแลกติก  ท่ีดีไดจ้าํนวน 6 ไอโซเลท 

ไดแ้ก่ NS302, AR36, AR45, AR52, AR71 และ AR72 

ซ่ึงไม่มีความสัมพนัธ์เช่ือมโยงกบัชนิดของตวัอย่างท่ี

นาํมาวิเคราะห์ชนิดใดชนิดหน่ึง โดยแยกและคดัเลือก

แบคทีเรียแลกติกท่ีมีคุณสมบติัเบ้ืองตน้ในการเป็นโปร

ไบโอติก ซ่ึงพบวา่แบคทีเรียแลกติกมีความสามารถใน

การเจริญดีเยี่ยมคือ มีค่า OD >1.5 เช้ือสามารถเจริญ

เพิ่มจาํนวนในทางเดินอาหารได ้มีความสามารถในการ

หมกัโดยผลิตกรดแลกติก ส่งผลทาํให้มีค่าพีเอชลดลง 

ซ่ึงโปรไบโอติกสามารถทาํให้สภาพแวดลอ้มท่ีอาศยั

อยูมี่สภาพเป็นกรด ทาํให้เช้ือก่อโรค ซ่ึงมกัไม่ทนกรด

นั้นไม่สามารถเจริญเติบโตได ้พบว่าเช้ือสามารถผลิต

กรดแลกติกออกมาไดใ้นปริมาณสูง >1.00%  

 

 

Table5. Selected isolates with probiotic potential according to in vitro tests; ability of fermented, tolerance to  

simulated gastric juice, bile salt tolerance and antimicrobial activity. 

Isolated 

no. 

Vegetables/   

Food 

origins 

Fermentation 

Tolerance to 

simulated gastric 

juice 

Bile salt tolerance Antimicrobial 

activity 

Titratable 

acidity (%) 
pH 

Survival 

rate (%) 

Final counts           

(log CFU/ml) 

Survival 

rate (%) 

Final 

counts 

(log 

CFU/ml) 

Indicator strains 

Zone of inhibition 

(mm) 

Sa Bs Ec Se 

NS302 Cabbage 1.26 4.72 ± 

0.15 

61.90 6.42 ± 

0.26 

69.19 7.14 ± 

0.29 

+ - + + 

AR36 Fermented 

vegetables 

1.35 4.73 ± 

0.17 

79.76 6.16 ± 

0.22 

50.00 6.14 ± 

0.34 

- + ++ - 

AR45 Fermented                 

tea leaves 

3.51 3.97 ± 

0.12 

90.48 6.21 ± 

0.36 

44.87 6.35 ± 

0.42 

- + ++ - 

AR52 Fermented 

pork 

2.07 4.00 ± 

0.18 

93.91 6.23 ± 

0.33 

67.78 6.14 ± 

0.25 

- + - + 

AR71 Fermented 

fish 

1.89 4.18 ± 

0.13 

64.29 6.18 ± 

0.17 

58.72 6.17 ± 

0.23 

+ + + + 

AR72 Fermented 

fish 

2.43 3.99 ± 

0.15 

83.64 6.22 ± 

0.21 

40.48 6.06 ± 

0.31 

+ + + - 

Indicator strains: Sa- Staphylococcus aureus; Bs- Bacillus cereus; Ec- Escherichia coli; Se- Salmonella enterica. 

-: no antimicrobial activity; +: the inhibition zone is less than 10 mm; ++: the inhibition zone is from 10 mm to 20 

mm; +++: the inhibition zone is above 20 mm. 
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เช้ือแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัเลือกได้มีการรอดชีวิตใน

สภาวะเลียนแบบนํ้ายอ่ยในกระเพาะอาหารท่ีมีค่าพีเอช 

3 หรือตํ่ ากว่าและพบปริมาณเช้ือรอดชีวิต 106-107 

CFU/ml (Table 5)  ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีเพียงพอต่อการเกิด

ผลดีต่อสุขภาพ ทั้ งน้ีเช้ือสามารถเจริญได้ในสภาวะ

ดงักล่าวบ่งบอกถึงความสามารถในการเจริญรอดชีวิต

จากสภาวะในระบบทางเดินอาหาร เช้ือแบคทีเรียแลก

ติกท่ีคัดเลือกได้มีความสามารถในการเจริญได้ใน

สภาวะท่ีมีเกลือนํ้ าดีร้อยละ 0.30 โดยพบการรอดชีวิต 

≥40% และพบปริมาณเช้ือรอดชีวิต 105-107 CFU/ml 

(Table 5) ทั้งน้ีจากการรอดชีวิตของเช้ือแสดงให้เห็น

ความสัมพนัธ์กบัการหลัง่เกลือนํ้ าดีของลาํไส้เล็กใน

ระบบทางเดินอาหารและเป็นแหล่งท่ีโปรไบโอติก

แบคทีเรียสามารถอาศยัอยู่ได ้เช้ือสามารถเจริญไดท้ั้ง

ในสภาวะท่ีมีและไม่มีออกซิเจน โดยมีการเจริญดีมาก 

มีค่า OD ในช่วง 1.70-2.20 ทั้ งน้ีเน่ืองจากระบบ

ทางเดินอาหารของมนุษย์ยิ่งลึกลงไปยิ่งมีปริมาณ

อากาศเบาบางหรือไม่มีอากาศเลย ดังนั้ นสายพันธ์ุ

แบคทีเรียแลกติกท่ีสามารถเจริญไดท้ั้งสภาวะมีและไม่

มีอากาศได้จะเป็นผลดีต่อการรอดชีวิตในระบบ

ทางเดินอาหาร อีกทั้งเช้ือมีความสามารถในการยบัย ั้ง

การเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร

ทั้ง 4 สายพนัธ์ุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ซ่ึงส่งผลให้เช้ือ

สามารถช่วยตา้นจุลินทรียก่์อโรคและป้องกนัปัญหา

สุขภาพอ่ืนๆ ท่ีมีแบคทีเรียก่อโรคดงักล่าวเป็นสาเหตุ

ไ ด้  อี ก ทั้ ง เ ช้ื อ แ บ ค ที เ รี ย แ ล ก ติ ก ท่ี คัด เ ลื อ ก ไ ด้ มี

ความสามารถในการย่อยสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่

จาํพวกโปรตีนและแป้ง ซ่ึงสามารถช่วยในการส่งเสริม

ระบบการย่อยอาหาร เพ่ือการดูดซึมไปใชป้ระโยชน์

ต่อ ร่างกายมนุษย์ได้ และ เ ช้ือ มีค วามไวต่อการ

ตอบสนองยากลุ่มยบัย ั้งการสังเคราะห์โปรตีน ไดแ้ก่ 

ยาปฏิชีวนะ chloramphenicol และ erythromycin ซ่ึงมี

ฤทธ์ิยบัย ั้ งการเจริญของเช้ือแบคทีเรียก่อโรค โดย

ขดัขวางการสังเคราะห์โปรตีนของเซลลแ์บคทีเรีย 

 ความปลอดภยัของโปรไบโอติกไม่วา่จะเป็น

จุลินทรียท่ี์มีชีวติหรือส่วนของจุลินทรียท่ี์เป็นแบคทีเรีย 

เม่ือจะนาํมาใช้กบัมนุษยจ์ะตอ้งมีขอ้ควรคาํนึงถึงใน

เร่ืองของความปลอดภยัหรือผลขา้งเคียงท่ีอาจเกิดข้ึนท่ี

นอกเหนือจากประโยชน์ของโปรไบโอติกเพียงอย่าง

เดียว โดยทัว่ไปการคดัเลือกจุลินทรียโ์ปรไบโอติกท่ีจะ

นาํมาใช้กบัมนุษยน์ั้น มีแนวทางหลกัคือ 1) สามารถ

อาศยัอยูใ่นระบบทางเดินอาหารได ้2) ไม่เป็นสายพนัธ์ุ

ท่ีก่อใหเ้กิดโรค 3) สามารถเจริญเพิ่มจาํนวนในทางเดิน

อาหารได ้4) มีปริมาณสูงเพียงพอท่ีจะก่อให้เกิดผลดี

ต่อสุขภาพ (ประมาณ 107-109 CFU/ml ของผลิตภณัฑ)์ 

แต่เม่ือจะใช้โปรไบโอติกสําหรับมนุษย์ ส่ิงท่ีต้อง

มุ่งเน้นคือ เร่ืองความปลอดภยั วตัถุประสงค์ของการ

นําไปใช้งาน และความเหมาะสมกับชนิดของผูถู้ก

อาศยัโดยโปรไบโอติกนั้นหรือไดรั้บการรับรองจาก

สถาบนัท่ีน่าเช่ือถือ เช่น องคก์ารอนามยัโลกไดใ้ห้การ

รับรองวา่แบคทีเรียแลกติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ท่ีมี

ความปลอดภยั เน่ืองจากสามารถพบในลาํไส้มนุษย์

ตั้ งแต่แรกเกิดจนเจริญเติบโตเป็นผู ้ใหญ่ ซ่ึงต้องมี

การศึกษาและทดลองในเร่ืองคุณสมบัติด้านความ

ปลอดภยั ไดแ้ก่ การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงและการ

สร้างสารไบโอเจนิกเอมีน ซ่ึงเช้ือแบคทีเรียแลกติกทั้ง  

6 ไอโซเลทพบว่ามีความปลอดภยั เน่ืองจากไม่มีการ

ยอ่ยสลายเม็ดเลือดแดง และไม่มีการสร้างสารไบโอเจ

นิกเอมีนท่ีทาํให้เกิดโทษต่อร่างกายมนุษย ์และหากมี

การประยกุตใ์ชโ้ปรไบโอติกแบคทีเรียแลกติกท่ีคดัแยก

ไดใ้ชเ้ป็นกลา้เช้ือในการผลิตผกัดอง เพ่ือลดปัญหาการ

ปนเป้ือนและช่วยควบคุมคุณภาพของผกัดองให้มี

ค ว า ม ส มํ่ า เ ส ม อ  ต้อ ง คํา นึ ง ถึ ง ปั จ จัย ต่ า ง ๆ  เ ช่ น 

แหล่งท่ีมาของจุลินทรียโ์ปรไบโอติก ความสามารถใน

การเจริญ ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ สภาวะท่ี

เหมาะสมในการเจริญ ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการ

หมัก เพ่ือให้จุลินทรีย์โปรไบโอติกเจริญมีปริมาณ

สูงสุด และผลิตสารสําคญัท่ีตอ้งการ ดงันั้น ในการนาํ

โปรไบโอติกมาใช้งานในรูปแบบใด ควรมีความรู้

ความเขา้ใจเก่ียวกบัจุลินทรียแ์ละผลิตภณัฑโ์ปรไบโอติ

กเป็นอย่างดี เพ่ือความปลอดภยัและไดป้ระสิทธิภาพ

ในการส่งเสริมสุขภาพ  
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