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บทคัดยอ

แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสําคัญในแงการรักษา และแปรรูปอาหาร สารที่ผลิตไดจากแบคทีเรีย
กรดแลคติกมีหลายชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียที่ปนเปอนในอาหารที่เปนสาเหตุการเนาเสีย
ของอาหารได การวิจัยนี้มีการนําตัวอยางอาหารหมักดองที่มีวัตถุดิบจากพืช ไดแก ผักหอมดอง ผักเสี้ยน
ดอง ผักแปนดอง ผักกุมดอง ผักกาดดอง กระทอนดอง และแหนมเห็ด มาคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่ง
สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได 34 ไอโซเลท ทั้งนี้เพ่ือความสะดวกในการศึกษาจึงไดกําหนด
หมายเลขดังนี้ O3B, O7A และ O10A ไดจากผักหอมดอง S3A, S7A, S7B และ S9B จากผักเสี้ยนดอง
G2B, G7A, G7B และ G8B จากผักแปนดอง V2A, V5A, V6A, V7C, V9A และ V10A จากผักกุมดอง C1B,
C3B, C5A และ C6A จากผักกาดดอง R2A, R2B, R7A และ R8A ไดจากกระทอนดอง และ M1A, M2A,
M4A, M5A, M6A, M6B, M7A, M8A และ M8B ไดจากแหนมเห็ด โดยมีเพียง 25 ไอโซเลท ที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคทางเดินอาหารได และทุกไอโซเลทสามารถอยูรอดไดในสารละลายทดสอบใน
ทางเดินอาหาร ไดมากกวา 50 เปอรเซ็นต จากการศึกษาลักษณะเซลลใตกลองจุลทรรศน และการทดสอบ
ทางชีวเคมี สามารถจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดเปน 7 กลุม ไดแก Lactococcus lactis
(S3A S9B G2B G7B M7A และ C5A) Lactobacillus fermentum (V5A) Weisella soli (M8A)
Pediococcus sp. (O10A C1B C3B C6A M1A M6A M6B และ M8A) Lactobacillus sp.
(V2A V6A V5A R2A R7A R8A V7C และ R2B) Weisella sp. (V10A และ M5A) และ Streptococcus
sp. (O3B O7A และ S7A) โดยไอโซเลท S9B และ M6A (จําแนกเปน Lactococcus lactis และ
Pediococcus sp. ตามลําดับ) สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ได  สวนไอโซเลท
V2A R2B และ R8A (จําแนกอยูในกลุม Lactobacillus sp.) สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S.
typhimurium ได และไอโซเลท R2A (จําแนกอยูในกลุม Lactobacillus sp.) สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อกอโรคไดทั้ง 3 ชนิด คือ E. coli, S. typhimurium และ S. aureus โดยแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัด
แยกไดนี้ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อกอโรคในทางเดินอาหารได ตั้งแต 2 ชนิด แบคทีเรียกรดแลคติก
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เหลานี้ยังสามารถอยูรอดในสารละลายทดสอบของระบบทางเดินอาหาร ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต ซึ่งเปน
คุณสมบัติของโปรไบโอติคประการหนึ่งในการยับยั้งเชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร และยังสามารถอยูรอดใน
สารละลายของระบบทางเดินอาหารไดดวย ซึ่งเปนประโยชนตอการผลิตสารกันเสียในอาหารที่ไดจาก
ธรรมชาติ และการประยุกตใชกรดแลคติกในดานอ่ืนๆ ตอไป

คําสําคัญ : การคัดแยก  แบคทีเรียกรดแลคติก เชื้อกอโรคทางเดินอาหาร การยับยั้ง
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Organization Department of Biology Faculty of Science Buriram Rajabhat University
Academic year 2555

Abstract
Lactic acid bacteria (LAB) play an important role in preserved and proceeded food

products. Several agents produced by LAB can inhibit the development of food
contaminated bacteria that have been recognized as caution factor of spoiled food. In
this study, 8 types of plant fermented food were introduced for LAB isolation. It was
found that, total of 34 isolates were screened by revealing as follows; 3 isolates; O3B,
O7A and O10A from onion, 4 isolates; S3A, S7A, S7B and S9B from Cleome viscosa Linn., 4
isolates; G2B, G7A, G7B and G8B from Allium tuberosum Rottl., 6 isoates; V2A, V5A, V6A,
V7C, V9A and V10A from Crateva adansonii DC., 4 isolates; C1B, C3B, C5A and C6A from
Lactuca sativa, 4 isolates; R2A, R2B, R7A and R8A from Sandoricum koetjape and 9
isolates; M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A, M8A and M8B from fermented mushroom.
From these, there are 25 isolates that expressed inhibiting activities on the gastrointestinal
pathogenic bacteria and viabilities of all isolates after tested with gastric solution were
over 50 %. In accordance with microscopic and biochemical examination, 7 groups of LAB
were classified; Lactococcus lactis (S3A, S9B, G2B, G7B, M7A, and C5A) Lactobacillus
fermentum (V5A) Weisella soli (M8A) Pediococcus sp. (O10A, C1B, C3B, C6A, M1A ,
M6A, M6B , and M8A) Lactobacillus sp. (V2A, V6A, V5A, R2A, R7A, R8A, V7C, and R2B)
Weisella sp. (V10A and M5A) และ Streptococcus sp. (O3B, O7A, and S7A), respectively. For
investigation of inhibiting activities, 3 gastrointestinal pathogenic bacteria; Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, and Stephylococcus aureus were introduced. LAB isolated in
this study could inhibit at least 2 pathogenic bacterial species such as S9B and M6A
isolates could inhibit both E. coli and S. aureus, while V2A, R2B, and R8A isolates could
inhibit E. coli and S. typhimurium. Moreover, R2A isolate showed interesting activities by
can inhibit all 3 tested pathogenic bacteria. In addition, these LAB can survived after
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tested with gastric solution by revealing more than 70% viabilities which can demonstrate
the appropriate probiotic activities also. This study provides valuable information that
useful for food preservative production by using natural substances and utilization of LAB
in further aspects is included.

Keywords : Isolation, Lactic acid bacteria, Food borne pathogen, and Inhibition
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บทคัดยอ
จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได 34 ไอโซเลท ท้ังนี้เพ่ือความสะดวกในการศึกษา

จึงไดกําหนดหมายเลขเชื้อ โดยมีเพียง 25 ไอโซเลท ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรค
ทางเดินอาหารได และทุกไอโซเลทสามารถอยูรอดในสารละลายทดสอบในทางเดินอาหาร
มากกวา 50 เปอรเซ็นต ไอโซเลท S9B และ M6A จําแนกเปน Lactococcus lactis และ
Pediococcus sp. ตามลําดับ ยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus ได สวนไอโซเลท
V2A R2B และ R8A จําแนกเปน Lactobacillus sp. ยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S.
typhimurium ได และไอโซเลท R2A จําแนกเปน Lactobacillus sp. ยับยั้งการเจริญเชื้อกอ
โรคท้ัง 3 ชนิดได โดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดนี้ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อกอโรคใน
ทางเดินอาหารได ตั้งแต 2 ชนิด แบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้ยังสามารถอยูรอดในสารละลาย
ทดสอบของระบบทางเดินอาหาร ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนคุณสมบัติของโปรไบโอติก
ประการหนึ่งในการยับยั้งเชื้อกอโรคในทางเดินอาหาร และยังสามารถอยูรอดในสารละลายของ
ระบบทางเดินอาหารไดดวย ซึ่งเปนประโยชนตอการผลิตสารกันเสียในอาหารท่ีไดจากธรรมชาติ
คําสําคัญ แบคทีเรียกรดแลคติก โปรไบโอติก ยับยั้งเชื้อกอโรค

บทนํา
จุลินทรียสําคัญท่ีทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงในอาหารหมักดองคือแบคทีเรียกรดแลคติก

(Lactic acid bacteria) การใชน้ําตาลของแบคทีเรียกรดแลคติกในสภาวะไรอากาศ หรือ
ออกซิ เจนต่ํา ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกสรางกรดแลคติก ออกมาเปนผลิตภัณฑหลัก
(Ratanachaikunosopon and Phumkhachorn, 2010) มีผลตอพีเอชอาหารใหลดลง ทําให
จุลินทรียชนิดอ่ืนในอาหารไมสามารถเจริญในอาหารได มีเพียงแบคทีเรียกรดแลคติกท่ียังสามารถ
เจริญได นอกจากกรดแลคติกแลว แบคทีเรียกรดแลคติกยังสามารถผลิตสารยับยั้งบางชนิด เชน
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
1, 2 อาจารยประจําสาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยราชภัฏบุรีรัมย



ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide) Diacetyl และแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin)
ท่ียับยั้งการเจริญเติบโตจุลินทรียชนิดอ่ืนได นอกจากนี้แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดเทานั้นท่ีมี
คุณสมบัติเปนประโยชนตอระบบทางเดินอาหารในสัตว ทําใหเกิดสมดุลในทางเดินอาหาร การ
พัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑอาหารในแงโปรไบโอติก ในระดับอุตสาหกรรมการพัฒนาผลิตภัณฑเปน
ความสําคัญในการสรางมูลคาทางเศรษฐกิจ ในการวิจัยนี้จึงเปนประโยชนตอแนวทางการพัฒนา
คุณภาพผลิตภัณฑอาหารหมักดอง และการนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาพัฒนาตอเพ่ือนํามาใช
รวมกับผลิตภัณฑอาหารบางชนิดในการลดการใชสารเคมีถนอมอาหารได ทําใหเกิดความ
ปลอดภัยและเปนท่ียอมรับของผูบริโภคในอนาคต

วิธีดําเนินการทดลอง
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ชั่งตัวอยางอาหารหมักดอง 10 กรัม เติมลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 90 มิลลิลิตร ผสมใหเขา

กัน เปนเวลา 30 นาที นําตัวอยางแหลงคัดแยกท่ีเปนของเหลวมา 1 ลูป (Loop) แลวขีดลาก
(Simple streak) บนอาหาร MRS ท่ีเติม Bromocresol purple 0.004 เปอรเซ็นต นําไปบมใน
สภาพไมมีอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตการเกิดโซนใส (Clear
zone) รอบโคโลนี แลวนําโคโลนีท่ีมีโซนใสมาขีดไขว (Cross streak) บนอาหาร MRS ท่ีมี
Bromocresol purple นําไปบมในสภาพไมมีอากาศ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง
สังเกตโคโลนีท่ีมีโซนใสรอบโคโลนี ทําซ้ําเชนนี้เพ่ือแยกเปนโคโลนีเดี่ยวมากข้ึน และแยกใหไดสาย
พันธุบริสุทธิ์ท่ีเปนแบคทีเรียกรดแลคติคอยางชัดเจนข้ึน

การทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได ในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอ
โรคทางเดินอาหาร ดวยวิธี Direct agar spot method (Fleming และคณะ, 1985)

นําแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได ยายลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร
บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แลวนํามา 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร MRS agar นําไป
บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง การเตรียมแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร ไดแก
Strephylococcuss aureus TISTR 1466 Salmonella typhimurium TISTR292 และ
Escherichia coli TISTR 780 จากฝายวิทยาศาสตรชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว) โดยเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกอโรคท่ีตองการทดสอบ มาเลี้ยงใน
อาหาร NB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง การทดสอบดวย
วิธี Direct agar spot โดยนําแบคทีเรียกอโรคท่ีเตรียมไวมา 1 มิลลิลิตร ผสมลงใน 0.5



เปอรเซ็นต Soft agar ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เททับบนอาหารท่ีมีแบคทีเรียกรดแลคติกแลว รอให
แหง คว่ําจานเพาะเลี้ยง บมท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดโซนใสรอบรอยหยด
แบคทีเรียกรดแลคติก และวัดเสนผานศูนยกลางโซนใส

การทดสอบการอยูรอดในสภาวะท่ีมีกรด สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือ
น้ําดี (ดัดแปลงวิธีจากมงคล และเพ็ญรัตน, 2554 และ Corcaran et. al., 2005)

เตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกตามวิธีทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรค แลวปรับความขุนใหได
0.7 นํามา 1 มิลลิลิตร ใสใน 9 มิลลิลิตร ของสารละลายทดสอบ โดยการทดสอบในสภาวะท่ีมี
กรดของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 9 มิลลิลิตร ท่ีมีความเขมขน 0.1 โมลาร ท่ีปรับพีเอชใหเปน
2.5 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 5 นอรมอล สําหรับการทดสอบในใสในสารละลาย
จําลองของกระเพาะอาหาร (ประกอบดวย NaCl 2.05 กรัม KH2PO4 0.60 กรัม CaCl2 0.11 กรัม
KCl 0.37 กรัม Glucose 3.5 กรัม แลวปรับ pH ใหเปน 2.0 ดวย 1 โมลาร HCl ในสารละลาย 1
ลิตร) นําไปนึ่งฆาเชื้อแลวเติมเพปซิน (Pepsin ของ Sigma) 13.3 มิลลิกรัม และสําหรับทดสอบ
การอยูรอดในเกลือน้ําดี ดวย MRS broth ท่ีมีเกลือน้ําดี (Bile salt) 0.3 เปอรเซ็นต

เม่ือผสมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเตรียมไว รวมกับสารละลายทดสอบแลว นํามาเกลี่ยบน
MRS agar แลวบมท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เปนปริมาณเชื้อเริ่มตนท่ีชั่วโมงท่ี 0 และนํา
สวนท่ีเหลือจากชั่วโมงท่ี 0 นําไปบมตอท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง สําหรับการ
ทดสอบในกรด และ 24 ชั่วโมง สําหรับการทดสอบในสารละลายกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี
แลวนํามาเกลี่ยและบมท่ีสภาวะเดียวกับชั่วโมงเริ่มตน จากนั้นนํามานับจํานวนเพ่ือหาเปอรเซ็นต
การอยูรอด

การบงช้ีสกุลแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได
ทดสอบบงชี้สกุลดวยการศึกษาทางสัณฐาน และชีวเคมี ไดแกการยอมสีแกรม การสราง

คะตะเลส (Catalase test) ออกซิเดส (Oxidase test) การเจริญในเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4
10 และ 18 เปอรเซ็นต การเจริญไดท่ี 45 องศาเซลเซียส การสรางกรดและกาซจากการหมัก
กลูโคส 1 เปอรเซ็นต การหมักน้ําตาลแลคโตส (Lactose) ราฟโนส (Raffinose) และเมลิไบโอส
(Melibiose) โดยมีฟนอลเรด (Phenol red) ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนตัวบงชี้
(Indicator) และทดสอบการสรางแอมโมเนียจากอารจินีน



ผลและวิจารณผลการดําเนินงาน
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
อาหารหมักดองจําพวกพืช ไดแกหอมดอง เสี้ยนดอง ผักแปนดอง ผักกุมดอง ผักกาด

ดอง กระทอนดอง และแหนมเห็ด สามารถคัดแยกไดแบคทีเรียได 107 ไอโซเลท โดยเปน
แบคทีเรียกรดแลคติก 34 ไอโซเลท ดวยทดสอบกิจกรรมคะตะเลส คะตะเลสเปนเอนไซมท่ีสราง
ข้ึนมาเพ่ือการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Harvey et. al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียกรด
แลคติกโดยท่ัวไปไมพบกิจกรรมคะตะเลส กลาวคือใหผลการทดสอบคะตะเลสเปนลบ (Negative
test) และแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญไมมีกิจกรรมไซโตโครม ซี ออกซิเดส (Cytochrom C
oxidase) ดวย ท้ังนี้เพ่ือความสะดวกในการศึกษาไดกําหนดรหัสไอโซเลท ไดแก O3B, O7A,
O10A, S3A, S7A, S7B, S9B, G2B, G7A, G7B, G8B, V2A, V5A, V6A, V7C, V9A, V10A,
C1B, C3B, C5A, C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A,
M8A และ M8B

การยับย้ังเช้ือกอโรคทางเดินอาหารโดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดสวนใหญสามารถยับยั้งการเจริญ Escherichai coli

ได โดย O7A, S9B, V2A, V6A, S10A, C1B, C3B, C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A,
M4A, M5A, M6A, M6B, M7A, M8A และ M8B สามารถยับยั้งการเจริญไดเฉพาะ E. coli
แสดงการเกิดเสนผาศูนยกลางโซนใสใกลเคียงกัน ในชวง 6.1 ถึง 7.5 เซนติเมตร ซึ่ง M6B แสดง
เสนผาศูนยกลางโซนใสได 7.5 เซนติเมตร มากท่ีสุดเม่ือเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ แต R2B แสดง
การเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลางนอยท่ีสุด (2.3 เซนติเมตร) โดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถ
ยับยั้งการเจริญ E. coli และ S. aureus ได ไดแก S9B มีการเกิดโซนใสเสนผานศูนยกลาง 6.8
และ 1.4 เซนติเมตร ตามลําดับ และ M6A เกิดโซนใส เสนผานศูนยกลาง 6.7 และ 2.2
เซนติเมตร ตามลําดับ ขณะท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยับยั้งการเจริญ E. coli และ S.
typhimurium ไดแก V2A เกิดโซนใสเสนผานศูนยกลาง 6.1 และ 2.8 เซนติเมตร ตามลําดับ
R2B เกิดโซนใสเสนผานศูนยกลาง 2.3 และ 2.0 เซนติเมตร ตามลําดับ และ R8A เกิดโซนใสเสน
ผานศูนยกลาง 6.7 และ 2.6 เซนติเมตร ตามลําดับ มีเพียงแบคทีเรียกรดแลคติก R2A ท่ีสามารถ
แสดงการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคทางเดินอาหารท้ัง 3 ชนิดท่ีทดสอบได โดยการเกิดโซน
ใสเสนผานศูนยกลาง 6.9 2.7 และ 2.1 เซนติเมตร กับจุลินทรียทดสอบ E. coli, S. aureus และ
S. typhimurium ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดในท่ีนี้ สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารได ท้ังนี้อาจเนื่องจากสารท่ีแบคทีเรียกรดแลคติก



สรางข้ึน ไดแก กรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด และแบคเทอริโอซิน ซึ่งสารเหลานี้ลวน
สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจุลินทรียชนิดอ่ืนได (Remiger et. al., 1999)

การอยูรอดในสารละลายในสภาวะกรด สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี
ไอโซเลทของแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมดท่ีคัดแยกไดนั้น สามารถอยูรอดไดใน

สารละลายกรด สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี โดย ทางเดินอาหาร มีเปอรเซ็นต
การอยูรอดมากกวา 50 เปอรเซ็นต โดยกลุมท่ีสามารถยับยั้งการเจริญเชื้อกอโรคตั้งแต 2 ชนิด
ไดแก S9B M6A V2A R2B R8A และ R2A สามารถอยูรอดในสภาวะท่ีมีกรดไฮโดรคลอริก 77
69 69 87 99 และ 76 เปอรเซ็นต ตามลําดับ มีการอยูรอดในสารละลายในกระเพาะอาหาร 69
86 72 95 81 และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้ยังสามารถ
อยูรอดในสภาวะท่ีมีเกลือน้ําดี โดยมีการอยูรอด 89 88 73 96 92 และ 99 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ โดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหารเปนคุณสมบัติสําคัญ
ประการหนึ่งในการเปนแบคทีเรียโปรไบโอติกในระบบทางเดินอาหารไดดวย (Michail, 2003)

การบงช้ีสกุลแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได
จากการบงชี้สกุลของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อกอโรคทางเดิน

อาหารไดตั้งแต 2 ชนิด ข้ึนไป พบวา S9B มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactococcus ท้ังนี้จากการ
ทดสอบการเจริญใน 45 องศาเซลเซียส การหมักน้ําตาลกลูโคส แลคโตส ราฟโนส และเมลิไบโอส
พบวา S9B มีความใกลเคียงกับ Lactococcus lactis M6A คุณสมบัติใกลเคียงกับ
Pediococcus sp. V2A R2A R2B และ R8A มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

จากผลการคัดแยกและทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได จะเห็น
วาแบคทีเรียกรดแลคติก R2A ท่ีมีคุณสมบัติในกลุม Lactobacillus sp. สามารถยับยั้งการเจริญ
เชื้อกอโรคทางเดินอาหารท่ีทดสอบท้ัง 3 ชนิดได ในทํานองเดียวกับ Yang et. al. (2012) พบวา
แบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Lactobacillus sakei รวมถึงสารประกอบท่ีมีคุณสมบัติคลายสาร
แบคเทริโอซิน สามารถยับยั้งการเจริญ Listeria innocua ท่ีเปนชื้อกอโรคได ซึ่งจากรายงานผล
ของ Guetarni (2012) พบวา Lactobacillus มีการสรางกรดแลคติก ทําใหจุลินทรียกอโรค
อยาง Helicobacter pylori ถูกยับยั้งการเจริญได และนอกจากนี้ Lactobacillus บางชนิด
อยางเชน L. reuterin ยังสามารถสรางรูเทรินท่ีมีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในลําไสไดดวย
(Cleusix et. al. 2007)



ตารางท่ี 1 การบงชี้สกุลแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได

Iso S9B M6A V2A R2A R2B R8A
GM/Mor +C +C +R +R +R +R
CAT - - - - - -
OXI - - - - - -
GLU A A A A/G A A
LAC A A A A A A
MEL A A A A A A
RAF A A A A A A
O/F F F F F F F
45 °C + + - - - +
NaCl

4 + + + + + +
8 + + + + + +

10 - + - + + +
NH4-Arg + + + + + +
Org Iden Lactococcus

lactis
Pediococcus
sp.

Lactobacillus sp.

คํายอ และสัญลักษณ : Iso (Isolate); GM (Gram stain)/ Mor (Morphology) สัญลักษณ + ติดสีแกรมบวก
– ติดสีแกรมลบ R (Rod) รูปรางแทง Coc (Cocci) รูปรางกลม; CAT (Catalase test); OXI (Oxidase test)
สัญลักษณ + สรางออกซิเดส – ไมพบการสรางออกซิเดส; Glu (Glucose fermentation) สัญลักษณ A/G
(Acid and gas production) จากการหมักกลูโคส A มีการสรางกรด G มีการสรางกาซ; Lac (Lactose
utilization); Mel (Melibiose utilization); Raf (Rafinose utilization) สัญลักษณ A มีการสรางกรด; O/F
(Oxidative fermentation test) สัญลักษณ O = Oxidation F = Fermentation; 45 °C; NaCl สัญลักษณ
+ เจริญได – ไมพบการเจริญ; NH4-Arg (Ammonia from arginine) สัญลักษณ + สรางแอมโมเนีย – ไม
พบการสรางแอมโมเนีย



สรุปผลการทดลอง
จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถคัดแยกไดจากอาหารหมักดองพวกพืช

และเห็ด สามารถคัดแยกได 34 ไอโซเลท เม่ือทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรคทางเดินอาหารพบวา
O7A, S9B, V2A, V6A, S10A, C1B, C3B, C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A, M4A,
M5A, M6A, M6B, M7A M8A และ M8B แบคทีเรียกรดแลคติก S9B และ M6A สามารถยับยั้ง
การเจริญของ E. coli และ S. aureus จําแนกเปน Lactococcus lactis และ Pediococcus
sp. ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก V2A R2B และ R8A ท่ีสามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli
และ S. typhimurium พบการจําแนกไดวาอยูในกลุม Lactobacillus sp. สวน R2A ท่ีสามารถ
ยับยั้ง E. coli S. typhimurium และ S. aureus จําแนกไดวาอยูในกลุม Lactobacillus sp.
เชนกัน โดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดนี้ สามารถยับยั้งการเจริญเชื้อกอโรคในทางเดิน
อาหารได ตั้งแต 2 ชนิด ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้ยังสามารถอยูรอดในสารละลายทดสอบ
ของระบบทางเดินอาหาร ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนคุณสมบัติของโปรไบโอติกประการ
หนึ่งในการยับยั้งเชื้อกอโรคในทางเดินอาหารได และยังสามารถอยูรอดไดในสารละลายของ
ระบบทางเดินอาหารดวย
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บทที่ 1
บทนํา

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหาท่ีทําวิจัย
อาหารหมักดองเปนรูปแบบหนึ่งของการเก็บถนอมอาหารใหอยูนาน แลวรสชาติยังถูก

เปลี่ยนแปลงไป จากความรู พ้ืนฐานดังกลาวอาหารหมักดองยังมีประโยชนตอสุขภาพผูบริโภค
กระบวนการเปลี่ยนแปลงของอาหารเกิดจากการทํางานภายในเซลลของจุลินทรีย เมื่อจุลินทรียมีการ
ปลดปลอยสารออกมา จึงทําใหอาหารเกิดการเปลี่ยนแปลง โดยจุลินทรียสําคัญที่ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงในอาหารหมักดองคือแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) การใชน้ําตาลของ
แบคทีเรียกรดแลคติกในสภาวะไรอากาศ หรือออกซิเจนต่ํา ทําใหแบคทีเรียกรดแลคติกสรางกรดแลคติก
ออกมาเปนผลิตภัณฑหลัก (Ratanachaikunosopon and Phumkhachorn, 2010) มีผลตอพีเอช
อาหารใหลดลง ทําใหจุลินทรียชนิดอ่ืนในอาหารไมสามารถเจริญในอาหารได มีเพียงแบคทีเรียกรดแลคติก
ที่ยังสามารถเจริญได นอกจากกรดแลคติกที่ถูกผลิตออกมา แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดสามารถผลิต
สารยับยั้งการเจริญเติบโตจุลินทรียชนิดอ่ืนได โดยสารที่คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญจุลินทรียชนิดอ่ืน
(Antimicrobial activity) เชน กรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide) Diacetyl
และแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) เปนตน โดยสารจากแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดที่มีคุณสมบัติเปน
แบคเทอริโอซิน ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตจุลินทรียที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับตัวเอง (สิรินดา และ
กาญจนา, 2554) นอกจากนี้แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดเทานั้นที่มีคุณสมบัติเปนประโยชนตอระบบ
ทางเดินอาหารในสัตว ทําใหเกิดสมดุลในทางเดินอาหาร สารบางชนิดจากแบคทีเรียกรดแลคติกยัง
สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคในทางอาหารไดซึ่งเปนประโยชนตอการเปนโปรไบโอติกในทางเดิน
อาหาร และการพัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑอาหารไดดวยสามารถอยูในสภาวะระบบทางเดินอาหาร และ
เปนโปรไบโอติกได การหมักดองอาหารปจจุบันทําในระดับอุตสาหกรรมเปนสวนสําคัญหนึ่งในผลิตภัณฑ
สรางมูลคาทางเศรษฐกิจ การศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียกรดแลคติกดังกลาวเปนประโยชนตอแนวทางการ
พัฒนาคุณภาพผลิตภัณฑอาหารหมักดอง และการนําแบคทีเรียกรดแลคติกมาพัฒนาตอเพ่ือนํามาใช
รวมกับผลิตภัณฑอาหารบางชนิดในการลดการใชสารเคมีถนอมอาหารได ทําใหเกิดความปลอดภัยและ
เปนที่ยอมรับของผูบริโภคในอนาคต
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1.2 โจทยวิจัย/ปญหาวิจัย
แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดในอาหารหมักดองสามารถผลิตสารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการ

เจริญจุลินทรียที่กอใหเกิดโรคทางเดินอาหาร และสามารถมีชีวิตไดในทางเดินอาหารของคน

1.3 วัตถุประสงคการวิจัย
1.3.1 เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง
1.3.2เพ่ือศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคบางชนิดในระบบทางเดิน

อาหารของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได
1.3.3 ทดสอบการอยูรอดไดของแบคทีเรยีกรดแลคติกที่คัดแยกได ในสารละลายทดสอบในระบบ

ทางเดินอาหาร ไดแก ไฮโดรคลอริก สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี
1.3.4 เพ่ือบงชี้สายพันธุโปรไบโอติกแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได

1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย
แบคทีเรียกรดแลคติกเปนกลุมแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลคติกได มีการนําแบคทีเรียกลุม

แลคติกมาใชในการถนอมอาหาร ในการหมักดองอาหาร ทําใหพีเอชของอาหารลดลง แตมีแบคทีเรียกรด
แลคติกบางชนิดเทานั้นที่สามารถเปนโปรไบโอติกได โดยโปรไบโอติกตองสามารถอยูรอดไดจากสภาวะใน
ระบบทางเดินอาหาร เชน สภาวะที่ความเปนกรด และเกลือของน้ําดี ซึ่งคุณสมบัติในการเปนโปรไบโอติก
ที่มีประสิทธิภาพมีหลายประการ เชนสามารถสรางสารเมือก เกาะยึดที่ลําไส รวมถึงคุณสมบัติสําคัญ
ประการหนึ่งคือการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืนที่เปนโทษได

1.5 ขอบเขตการวิจัย
1.5.1 เก็บตัวอยางอาหารหมักดองเพ่ือเปนแหลงคัดแยก ไดแกผักดอง ผลไมดอง แหนม
1.5.2 เตรียมตัวอยางที่เก็บมา ดวยการตีบดผสมตัวอยางที่เก็บมาใหเปนเนื้อเดียว แลวนํามาขีด

ลาก (Simple streak) บนอาหาร MRS ที่มี Bromocresol purple เปนตัวบงชี้ และบมในสภาวะไร
ออกซิเจน เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลคติก

1.5.3 ศึกษาคุณสมบัติแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอ
โรคในระบบทางเดินอาหาร ไดแก Escherichai coli, Staphylococcus aereus และ Samonella
typhimurum โดยวิธี Direct agar spot method (ดัดแปลงจาก Fleming และคณะ, 1985) ซึ่งเปน
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การนําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได มาจุด (Spot) บนอาหาร MRS agar จากนั้นนําจุลินทรียทดสอบ
มาเททับ นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวสังเกตการเกิดโซนใส

1.5.4 ทดสอบการอยูรอดในสภาวะสารละลายทางเดินอาหาร ไดแกสภาวะที่มีกรดไฮโดรคลอริก
พีเอช 2.5 สารละลายในกระเพาะอาหาร (ที่มีทั้งกรดไฮโดรคลอริก และเพปซิน) และในเกลือน้ําดี (Bile
salt)

1.5.5 บงชื้สายพันธุ และเก็บรักษาสายพันธุแบคทีเรียที่คัดแยกได

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ
แบคทีเรียกรดแลคติกจากการคัดแยกในอาหารหมักดอง ซึ่งสามารถนํามาพัฒนาเปนเชื้อตั้งตนใน

การผลิตกรดแลคติก แลวสามารถนํากรดแลคติกมาใชประโยชนในดานตางๆ ไดดวย โปรไบโอติก
แบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถอยูรอดไดในสภาวะที่มีความเปนกรด และเกลือน้ําดี (Bile salt) ซึ่งจะ
สามารถนํามาพัฒนาเปนโปรไบโอติกได แบคทีเรียกรดโปรไบโอติกแลคติกที่มีคุณสมบัติผลิตสารยับยั้งการ
เจริญเติบโตจุลินทรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารได ซึ่งจะสามารถนํามาพัฒนาในการผลิตสารเพ่ือยับยั้ง
การเจริญเติบโตจุลินทรียอ่ืนไดตอไป
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บทที่ 2
เอกสารที่เก่ียวของ

2.1 คุณสมบัติท่ัวไปของแบคทีเรียกรดแลคติก
แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) สามารถหมักสารตั้งตนแลวใหผลิตภัณฑเปนกรด

แลคติก (Lactic acid) โดยสารตั้งตนของการหมักมักจะเปนน้ําตาล ไดแก กลูโคส ซูโครส ซึ่งลักษณะ
พ้ืนฐานทีย่อมรับทั่วไปของแบคทีเรียกลุมนี้ คือ เปนกลุมแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร ไมมีเอนไซมคะ
ตะเลส (Catalase) ไมมีไซโตโครม (Cytochrome) ทนตอสภาวะมีอากาศ (Aerotolerant) ทนตอความ
เปนกรด ตองการสารอาหารสูงในการเติบโต และผลิตกรดแลคติกเปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักน้ําตาล
แตแบคทีเรียกลุมนี้บางชนิดสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม (Pseudocatalase) ซึ่งขาดกลุมพอรไฟริน
(Porphyrin group) แบคทีเรียกรดแลคติกมีหลายชนิด ซึ่งมีการจําแนกออกเปนกลุมตางๆ 12 สกุล ดังนี้

(1) Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8 – 1.2
ไมครอน จัดเรียงตัวเปนสายโซหรือคู ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักเทานั้นจากการหมัก
กลูโคส (Homofermentative) ตองการสารอาหารสูงในการเจริญ มีหลายสปชีสเปนปรสิตในคนหรือสัตว
และบางสปชีสสามารถทําใหเกิดโรคไดเจริญที่อุณหภูมิ 20 - 41 องศาเซลเซียส ปจจุบันประกอบดวย 39
สปชีส มี mol % G + C ระหวาง 34 -46 % (Hardie และ Whiley, 1995)

(2) Vagococcus เปนแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งเคลื่อนที่ได (ไมทุกสายพันธุ) ประกอบดวย
2 สปชีส คือVagococcus fluvialis ซึ่งเดิมอยูใน Streptococci กลุม N และ V. salmoninarum ซึ่งแยก
ไดจากปลาแซลมอนที่เปนโรค (Stiles และ Holzapfel, 1997)

(3) Lactococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 - 1 ไมครอน
จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวเปนคูหรือตอกันเปนสายโซ ผลิตกรดแลคติกชนิด L (+) จากการหมักกลูโคส มัก
ใชเปนกลาเชื้อ (Starter) ในผลิตภัณฑนม สามารถเจริญไดที่ 10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่ 45 องศา-
เซลเซียส พบในแหลงตางๆ เชน ผักกาด ถ่ัว หญา มันฝรั่ง น้ํานมดิบ ปจจุบันประกอบดวย 5 สปชีส ไดแก
L. Lactis ssp. Lactic, L. Lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp. hordniae, L. Garvieae, L.
plantarum, L. raffinolactis และ L. piscium มี mol % G + C ระหวาง 34 – 43 % (Teuber, 1995)

(4) Enterococcus เซลลมีรูปไข  จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยว หรือสายโซสั้นๆ ผลิตกรด
แลคติก ชนิด L (+) เปนผลิตภัณฑหลักเทานั้นจากการหมักกลูโคส ตองการสารอาหารสูงในการเจริญ
สามารถเจริญที่ 10 หรือ 45 องศาเซลเซียส บางสายพันธุผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียมได และบางสปชีสทํา
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ใหเกิดโรค ปจจุบันประกอบดวย 5 กลุมสปชีส ไดแก กลุม Enterococcus faecalis, กลุม E. avium,
กลุม E. Gallinarum และกลุม E. cecorum มี mol % G + C ระหวาง 37–40 % (Devriese และ Pot,
1995)

(5) Pediococcus เซลลมีรูปรางกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36–1.43 ไมครอน
แบงตัวลักษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกัน โดยแบงตัวครั้งที่ 2 ในทิศดานขวามือของครั้งแรก ทําใหเกิด
ลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลลติดกันคลายจตุรัส (Tetrad formation) ในสภาวะไมมีอากาศ ผลิตกรด
แลคติกชนิด DL และ L(+) จากการหมักกลูโคส บางสปชีสทําใหเบียรและไวนเสีย ปจจุบันประกอบดวย 6
สปชีส ไดแก Pediococcus acidilactici, P. damonosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P.
parvulus, P. pentosaceus (Stiles และ Hozapfel, 1997) มี mol % G + C ระหวาง 34 – 44 %
(Simpson และ Taguchi, 1995)

(6) Tetragenococcus มีลักษณะการแบงตัวเหมือน Pediococcus เนื่องจากเดิม เปน
สปชีส P. halophilus ซึ่งจัดจําแนกใหมจากการเจริญในอาหารซึ่งมีเกลือโซเดียมคลอไรคสูงถึง 18 % และ
มีลําดับเบสบน 16s rRNA ใกลเคียงกับเชื้อสกุล Enterococcus และ Carnobacterium มากกวาสกุลเดิม

(7) Aerococcus มีลักษณะการแบงตัวเหมือน Pediococcus ประกอบดวย 2 สปชีส
คือ Aerococcus viridians และ A. urinae ซึ่งเปลี่ยนแปลงจาก P. homari และ P. urinae–equi
ตามลําดับ โดย A. viridians ทําใหกุงลอบสเตอรเกิดโรคและเก่ียวของกับการติดเชื้อในคน (Stiles และ
Holzapfel, 1997)

(8) Leuconostoc เซลลมสีัณฐานข้ึนกับอาหารเลี้ยงเชื้อ ในอาหารซึ่งมีกลูโคสเซลลมี
ลักษณะยืดออกคลายกลุม Lactobacilli แตในน้ํานมเซลลจะมีรูปรางกลม การจัดเรียงตัวเปนเซลล
เดี่ยว อยูเปนคูหรือเปนสายโซสั้นถึงปานกลาง ผลิตกรดแลคติกชนิด D (-) เอทานอล คารบอนไดออกไซด
และสารหอมระเหยจากการหมักกลูโคส (Heterofermentative) จึงชวยสรางกลิ่นรสในอาหารหมักดอง
การเจริญตองการสารอาหารสูง ปจจุบันประกอบดวย 8 สปชีส Leuconostoc mesenteroides, L.
lactis, L. Gelidum, L. carnosum, L. pseudomesenteroides, L. citreum, L. argentinum และ
L. Fallax (Stiles and Holzapfel, 1997) มี mol % G + C ระหวาง 37-40 % (Dellaglio et al.,
1995)
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(9) Oenococcus ประกอบดวยสปชีสเดียวคือ Oenococcus oeni ซึ่งเปนกลุมทีม่าจาก
Leuconostoc oenos ดวยสมบัติการทนตอกรดและเอทานอลปริมาณสูง รวมทั้งการใชขอมูลพันธุกรรม
จาก ดี เ อ็นเอ:  ดี เ อ็นเอไฮบริ ไดเซซั่น และลําดับเบสของ 16s rRNA ตางจากสปชีส อ่ืนในสกุล
Leuconostoc อยางชัดเจน (Dellaglio et al., 1995)

(10) Weissella ประกอบดวยแบคทีเรีย 7 สปชีส ซึ่งลักษณะคลายกับ Leuconostoc
(Leuconostoc – like bacteria) รูปรางเซลลเปนแทงและกลม มีสปชีสซึ่งเดิมอยูในสกุล Leuconostoc
และ Lactobacillus คือ Leuconosto paramesenteroides (Weissella paramesenteroides)
Lactobacillus confusus (W. confusus) Lactobacillus halotolerans (W. halotoleran)
Lactobacillus kandleri (W. kandleri) Lactobacillus minor (W. minor) Lactobacillus
viridescens (W. viridescen) และสปชีสใหมซึ่งแยกไดจากไสกรอกหมัก คือ W. hellenica (Stiles และ
Holzapfel, 1997)

(11) Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลคติกกลุมใหญที่สุด ซึ่งมีความหลากหลายของ
ลักษณะทางฟโนไทปสมบัติทางชีวเคมีและสรีระ เนื่องจากความแตกตางของ mol % G + C ภายในสกุลสูง
คือระหวาง 32- 53 % (Axelsson, 1998) พบในแหลงตาง ๆ เชน เยื่อเมือกของมนุษยและสัตว พืช และ
น้ําทิ้ง เปนตน บางสปชีสเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนุษย (Adum, 1999) เซลลมีรูปรางเปนทอนหรือ
ทรงรี (Coccobacilli) ตองการสารอาหารสูงในการเจริญ ประกอบดวย 55 สปชีส ซึ่งแบงไดเปน 3 กลุม
(Stiles และ Holzapfel, 1997) คือกลุม Obligately homofermentative lactobacilli หมักน้ําตาล
แลคโทส (มากกวา 85 %) เปนกรดแลคติก โดยวิถี Embden– Meyerhof–Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม
1,6 biphosphate – aldolase แตไมผลิตเอนไซม Phosphoketolase จึงหมักน้ําตาลเพนโทส และ
น้ําตาลกลูโคเนทไมได ประกอบดวย 18 สปชีสกลุม Facultatively heterofermentative lactobacilli
หมักน้ําตาลเฮกโซสเปนกรดแลคติกผานวิถี EMP มีการผลิตทั้ง Aldolase และ Phosphoketolase จึง
หมักน้ําตาลเพนโทสได สวนกลุม Obilgately heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซส
และเพนโทส ผานวิถีฟอสโฟกลูโคเนทเปนแลคเตท เอทานอล และคารบอนไดออกไซด ประกอบดวย 19
สปชีส
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(12) Carnobacterium เซลลมีรูปรางเปนทอนตรงขนาดสั้นถึงปานกลาง หรือเปนทอน
เรียว (Slender rod) ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5 – 0.7 ไมครอน และยาว 1.1 – 3.0 ไมครอน จัดเรียงตัว
เปนเซลลเดี่ยวหรือคู มักไมพบการเรียงเปนสายโซ มีการผลิตกรดแลคติก ชนิด L (+) คารบอนไดออกไซด
อะซีเตท และเอทานอลจากการหมักน้ําตาลเฮกโซส ประกอบดวย 6 สปชีส คือ Carnobacterium
divergens, C. piscicola, C. mobile, C. funditum และ C. alterfunditum มี mol % G+C ระหวาง
31.6 - 37.2 % (Schillinger และ Holzapfel, 1995)

2.2 การใชประโยชนแบคทีเรียกรดแลคติก และกรดแลคติก
2.2.1 การใชแบคทีเรียกรดแลคติกเปน Probiotic
โปรไบโอติก (Probiotic) เปนคําที่ถูกนํามาใชเปนครั้งแรกในรายงานการวิจัยทางวิทยาศาสตรของ

Lilly และ Stillwell ในป พ.ศ. 2508 เพ่ือกลาวถึงสารที่จุลินทรียชนิดหนึ่งขับออกมา และชวยกระตุน
การเจริญเติบโตของจุลินทรียอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งเปนการทํางานที่ตรงขามกับการทํางานของยาปฏิชีวนะ
(antibiotic) ที่จะทําลายจุลินทรียเกือบทุกชนิด ปพ.ศ. 2517 Parker ไดใหคําจํากัดความวา โปรไบโอติก
คือสิ่งมีชีวิตและสารเคมีที่มีผลตอสมดุลของจุลินทรียในลําไส คําจํากัดความลาสุด ซึ่งเสนอโดย Fuller ในป
พ.ศ. 2532 อธิบายคําวา โปรไบโอติก คืออาหารเสริมซึ่งเปนจุลินทรียที่มีชีวิต สามารถกอประโยชนตอ
รางกายของสิ่งมีชีวิตที่จุลินทรียโปรไบโอติกอาศัยอยูโดยการปรับสมดุลของจุลินทรียในรางกาย

2.2.2 การใชแบคทีเรียกรดแลกติกในอุตสาหกรรมอาหาร
สมบัติยับยั้งจุลินทรียของแบคทีเรียแลคติก โดยผลิตภัณฑอาหารหลายชนิดที่ไดจากการหมักกรด

แลคติก เชน นมเปรี้ยว ผัก ผลไมดอง ผลิตภัณฑเนื้อและอาหารทะเลหมัก สามารถเก็บไวไดนานและ
ปลอดภัยเมื่อนําไปบริโภค เพราะแบคทีเรียแลคติกมีสมบัติยับยั้งจุลินทรีย ดังนี้ ทําให pH ของอาหารลดลง
เกิดกรดอินทรีย เกิดแบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) เกิดไฮโดรเจนเปอรออกไซด เกิดเอทานอล โดยตัวอยาง
ผลิตภัณฑที่มีการใชแบคทีเรียกรดแลกติก

2.2.3 การใชกรดแคติกในอาหารและเครื่องดื่ม
มีการนํากรดแลคติกมาใชในอุตสาหกรรมอาหารมากกวารอยละ 50 ของปริมาณกรดแลคติก

ทั้งหมด สวนใหญจะใชกรดแลคติกเปนสวนประกอบในอาหารโดยตรง (Food ingredient) ใชปรับสภาพ
ความเปนกรดเพ่ือใหเกิดรสเปรี้ยวตามตองการและมีการใชกรดแลคติกรวมกับกรดซิตริก (Citric acid) และ
กรดโพรพาโนอิก (Propanoic acid) หรือกรดโพรพิโอนิก (Propionic acid) เพ่ือทําใหเกิดรสเปรี้ยวใน
อาหารแตอาจมีความจําเปนตองใชกรดแลคติกเพียงชนิดเดียวสําหรับผลิตภัณฑที่ตองการกลิ่นและรสชาติที่
จําเพาะ กรดแลคติกที่อยูในรูปของ Stearoyl-2 lactylate (SSL) โดยที่ CSL (Corn steep liquor) ใชเปน
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ตัวปรับสภาวะแปงหมัก (Dough conditioner) ซึ่งรวมตัวกับกลูเตนในแปงหมักทําใหสามารถทนตอ
สภาวะการกวนและสภาวะตางๆ ในระหวางกรรมวิธีการผลิตขนมอบไดดีข้ึน ปกติใช CSL เปน
สวนประกอบในผลิตภัณฑขนมอบ สวน SSL มีคุณสมบัติเปนอิมัลซิไฟเออร (Emulsifier) ไดดีและสามารถ
ยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑขนมอบได กรดแลคติกยังใชเปนสวนประกอบในเนยแข็งชนิดตางๆ ใน
ผลิตภัณฑบางชนิด เชน Salami ก็มีกรดแลคติก เปนองคประกอบ นอกจากนั้นมีการนํากรดแลคติกไปใชใน
อุตสาหกรรมเครื่องดื่มแทนกรดซิตริก ฟอสฟอริก และกรดอ่ืนๆ สําหรับอุตสาหกรรมเบียรและการผลิต
ขนมหวานก็มีการใชกรดแลคติกในการปรับความเปนกรด–ดางของน้ําที่ใชในการผลิต

2.2.4 ดานการเกษตร
เชน ภาชนะปลูกพืช วัสดุหอหุมและปลดปลอยยาฆาแมลง ยาฆาวัชพืช หรือปุย
2.2.5 ดานบรรจุภัณฑ
เชน บรรจุภัณฑที่ใชแลวทิ้ง ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดน้ํา ถุงพลาสติก กลองโฟม ฟลม

สําหรับหีบหอ เม็ดโฟมกันกระแทก ตัวเคลือบภาชนะกระดาษ
2.2.6 ดานเสนใย และแผนผาแบบ non-woven
เชน ผลิตภัณฑอนามัย ผาออมสําเร็จรูป เสื้อผาและเครื่องนุงหม เสนใยสําหรับบรรจุ

ในเครื่องนอน
2.2.7 ดานการแพทย
เนื่องจาก PLA เปนพอลิเมอรยอยสลายไดทางชีวภาพ (Biodegradable) ที่สามารถเขา

กับเนื้อเยื่อ (Biocompatible) และสามารถถูกดูดซึม (Bioresorbable) ไดโดยระบบชีวภาพ (Biological
system) ในรางกาย จึงทําให PLA เปนวัสดุที่มีศักยภาพสูงสําหรับงานทางการแพทย และถูกนํามาใช
ทางดานนี้มานานกวา 2 ทศวรรษ เชน ไหมเย็บแผล (Sutures) ตัวเย็บแผล (Staples) วัสดุปดแผล
(Wound dressing) อุปกรณฝงในรางกาย (Surgical implants) อุปกรณสําหรับยืดกระดูก (Orthopedic
fixation devices) วัสดุสําหรับนําพาหรือปลดปลอยตัวยา ซึ่งสามารถควบคุมอัตราและระยะเวลาในการ
ปลดปลอยยาไดอยางมีประสิทธิภาพ

2.2.8 ดานอ่ืนๆ
เชน การนํากรดแลคติกไปใชเปนสารตั้งตนสําหรับการผลิตพอลิแลกเทต ซึ่งนํามาใชเปน

พลาสติกที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพเพ่ือใชแทนพลาสติกสังเคราะหที่ไดจากอุตสาหกรรมปโตรเคมี
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2.3 สารยับย้ังจุลินทรียท่ีไดจากแบคทีเรียกรดแลคติก (Antimicrobial substance)
ในระบบการหมักอาหาร มีความเก่ียวของตอการเจริญของจุลินทรีย โดยจุลินทรียในระบบที่เจริญ

กอนมักมีคุณสมบัติในการสลายวัตถุดิบ ใหเกิดน้ําตาลที่ใชการเมทาบอลิซึมใหเกิดพลังงานได แบคทีเรียกรด
แลคติกมักจะเจริญตอมาในระบบการหมัก มีผลใหความเปนกรดมากข้ึน (พีเอชลดลง) ซึ่งมีผลใหจุลินทรีย
อ่ืนๆ ไมสามารถเจริญเติบโตได นอกจากนี้แบคทีเรียกรดแลคติกยังสามารถผลิตสารประกอบที่ทําใหเกิด
การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคไดดวย สารประกอบที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียอ่ืนๆ ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด คารบอนไดออกไซด ไดอะซิตัลดีไฮด ไอโซเมอร
ของกรดอะมิโน รูเทริน และแบคเทอริโอซิน ดังนั้น ในปจจุบันมีการแบงสารประกอบที่มีผลตอการยับยั้ง
การเจริญของจุลินทรียออกเปน 6 ชนิด ดังนี้

2.3.1 กรดอินทรีย (Organic acid)
กรดแลคติก และกรดอะซิตริกเปนกรดอินทรียชนิดที่สําคัญที่ไดจากแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งชนิด

และปริมาณของกรดที่ผลิตในระหวางการหมักมีอิทธิพลตอกิจกรรมจุลินทรีย Suskovic et al. (2010) เชน
กรดอะซิตริกมีผลตอการตอตานยีสตไดมากกวากรดแลคติก ยีสตที่เจริญไดในสภาวะที่มีออกซิเจน
(Oxidative yeast) สามารถใชกรดอินทรียเปนแหลงคารบอน ความเปนกรดของอาหารจึงลดลง เปนผลให
แบคทีเรียสามารถเจริญได และอาหารเกิดการเนาเสียในที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่งวัตถุดิบจากพืช (Daechel
et al., 1987) คาพีเอชของอาหารที่ลดลง หรือสภาวะที่เปนกรด จะสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรีย
ทั้งแกรมลบและแกรมบวกได ปจจัยของกรดอินทรียที่มีผลในการยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรียจะข้ึนอยู
กับคา pH  pKa และความเขมขนของกรดอินทรีย ผลจากกรดอินทรียในการยับยั้งการเจริญมีสาเหตุหลัก
จากโมเลกุลกรดที่ไมแตกตัว เกิดการแพรผานเยื่อหุมเซลลไปยังบริเวณไซโทซอล (Cytosol) ที่มีความเปน
เบสมากกวา ทําใหเกิดการแตกตัวใหไฮโดรเจนอิออน (H+) แลวไปรบกวนการทํางานของการเมทาบอลิก
สารที่สําคัญตางๆ ภายในเซลล เชน Translocation และ Oxidative phosphorylation เปนตน
นอกจากนี้ผลจากกรดแลคติกยังลดคาพีเอชภายนอกเซลล และมีผลตอความตางศักยที่เยื่อหุมเซลล
(Kashket, 1987) แตมีจุลินทรียบางชนิดที่สามารถทนตอกรดอินทรียได เชน ยีสต รา และแบคทีเรียบาง
ชนิดที่สรางกรด (Acid producing bacteria)



10

2.3.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide; H2O2)
การยับยั้งการเจริญดวยไฮโดรเจนเปอรออกไซดเนื่องจากการเปนตัวออกซิไดซ (Oxidizing agent)

อยางแรง มีผลตอเซลลของแบคทีเรีย และทําลายโครงสรางโมเลกุลโปรตีนพ้ืนฐานของเซลล โดยหมู
ซัลไฮดริล (Sulhydryl group; SH-) ภายในโมเลกุลโปรตีนของเซลลและในชั้นไขมันที่เยื่อหุมเซลลถูก
ออกซิไดซ (Reducing agent) ได จึงทําใหโครงสรางของโปรตีนในเซลลเปลี่ยนไปจนไมสามารถทําหนาที่ได
ตามปกติ (Lindgren และ Dobrogosz, 1990) ในน้ํานมดิบ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดยังถูกกระตุนไดดวย
แลคโตเปอรออกซิเดส (Lactoperoxidase) ในการเกิดปฏิกิริยากับไธโอไซยาเนท (Thiocyanate) เกิดเปน
สารไฮโปไธโอไซยาเนต (Hypothiocyanate) (ดังสมการดานลาง) ซึ่งสามารถยับยั้งการเจริญจุลินทรียอ่ืน
ได (Banks et al., 1986) โดยมีผลกับโครงสรางเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียใหถูกทําลายหรือเปลี่ยนแปลงได
เมื่อทําปฏิกิริยากับไฮโปไธโอไซยาเนต (Hypothiocyanate; OSCN-) (Kamau et al., 1990)

SCN- + H2O2 OSCN- + H2O

2.3.3 ไดอะซิติล (Diacetyl) อะซิตัลดีไฮด (Acetaldehyde) และอะซิโตอิน (Acetoin)
Suskovic et al. (2010)

การเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติกกลุมเฮเทโรเฟอเมนเททีฟ (Heterofermentative) มี
การผลิตอะซิตัลดีไฮดโดยปฏิกิริยาดีคารบอกซิลเลชัน (Decarboxylation) ของไพรูเวท ผลิตภัณฑถูก
เปลี่ยนโดยเอนไซม α-acetolactate synthase ใหไดเปนไดอะซิติล ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาดีคารบอกซิล
เลชัน α-acetolactate และปฏิกิริยารีดักชันไดอะซิติล คืออะซิโตอิน ซึ่งไดอะซิติล (2,3-butanedione)
เปนสารที่ใหอะโรมาในอาหารอยางเชน เนย ผลิตภัณฑหมักจากนม แตคุณสมบัตินี้ตองใชที่ความเขมขนสูง
ในการใชถนอมอาหารได ซึ่งตองมีการจํากัดปริมาณการใชในดานเปนสารกันเสียในอาหาร และในทํานอง
เดียวกัน อะซิตัลดีไฮด ซึ่งปกติจะเกิดข้ึนไดในผลิตภัณฑหมักจากนม แตมีความเขมขนนอยกวาที่จะใชใน
การยับยั้งเชื้อได ซึ่งมีการทํางานที่สามารถควบคุมการเจริญของเชื้อปนเปอน จะตองเกิดรวมกับสารเมทา
บอไลทชนิดอ่ืนจากแบคทีเรียกรดแลคติก (Vanderbergh, 1993)

Lactoperoxidase
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2.3.4 รูเทริน (Reuterin)
รูเทริน (Reuterin) เปนสารที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา ละลายน้ําไมใชสารประกอบพวกโปรตีน

เนื่องจากไมถูกทําลายจาก Proteolytic enzyme รูเทรินอยูในรูป β- hydroxyproionaldehyde ซึ่งอาจ
เปน Monomer หรือ Dimer โดยเกิดข้ึนในกระบวนการออกซิไดซของ Glycerol ในสภาพที่มีอากาศ มี
ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียหลายชนิด เชน แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ ยีสต รา

2.3.5 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocins)
แบคเทอริโอซินเปนโปรตีนที่สรางจากแบคทีเรียมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของเชื้อแบคทีเรียชนิด

อ่ืนไดปกติแบคทีเรียที่สรางแบคเทอริโอซินจะมีภูมิคุมกันตอแบคเทอริโอซินที่ตนเองสรางออกมา ดังนั้นจึง
ทําใหไมถูกยับยั้งจากแบคเทอริโอซินของตนเอง การสรางแบคเทอริโอซินของเชื้อแบคทีเรียเกิดจากการ
ปรับตัวเพ่ือความอยูรอดในสภาพแวดลอมที่มีเชื้อหลายชนิดเจริญอยูรวมกันทําใหเชื้อที่สรางแบคเทอริโอซิน
สามารถแยงอาหารและพ้ืนที่เพ่ือใชในการเจริญเติบโต สวนเชื้อชนิดอ่ืนที่ไมสามารถสรางแบคเทอริโอซินก็
จะตายลงในที่สุด

มีการใชแบคเทอริโอซินรวมกับ Hurdle technology โดย Hurdle technology หมายถึงการใช
ปจจัยรวมทั้งภายในและภายนอก (Intrinsic and extrinsic) ในการปองกันการปนเปอนแบคทีเรีย หรือ
ควบคุมการเจริญและการรอดชีวิตของเชื้อในอาหาร การใชการถนอมอาหารหลายวิธีรวมกันจะชวยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อมากกวาการใชเพียงวิธีเดียว รวมทั้งชวยเพ่ิมความปลอดภัยและคุณภาพของ
อาหาร โดยแบคเทอริโอซินสามารถใชรวมกับวิธีอ่ืนเชนกัน การใชแบคเทอริโอซินเพียงอยางเดียวก็อาจ
พบวาอาหารปนเปอนแบคทีเรียแกรมลบที่กอโรค ซึ่งแบคทีเรียแกรมลบสามารถปองกันการเขาทําลายได
จากการมีชั้นของผนังเซลลดานนอก (Outer membrane) แตเมื่อใชรวมกับ Chelating agent ที่ยอมรับ
ใหใชในผลิตภัณฑอาหาร เชน Food-grade ethylene diamine tetraacetate (EDTA) ซึ่งจะไปจับกับ
แมกนีเซียมไอออนในชั้นลิโพพอลิแซคคาไรด (Lipopolysaccharide) ที่ผนังเซลลดานนอก และทําใหเชื้อ
เหลานี้ไวตอการเขาทําลายของแบคเทอริโอซิน

แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) หมายถึงเพปไทด (Peptide) หรือโปรตีนที่สังเคราะหจากไรโบโซม
(Ribosome) และมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญแบคทีเรีย แบคทีเรียแตกตางจากสารปฏิชีวนะ (Antibiotic)
โดยแบคเทอริโอซินมีฤทธิ์ในการยังยั้งการเจริญของจุลินทรียไดชวงแคบ และเปนมีผลตอแบคทีเรียที่มีสาย
พันธุใกลเคียงกัน แบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวกสามารถสรางแบคเทอริโอซินได โดยแบคเทอริโอซินจาก
แบคทีเรียกรดแลคติกไดถูกนํามาศึกษามากที่สุด ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกเปนแบคทีเรียที่ไดรับการยอมรับ
วามีความปลอดภัย ทั้งนี้เนื่องจากมักพบในอาหารหมักดองตามธรรมชาติได ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดที่
สามารถสรางแบคเทอริโอซิน สามารถคัดแยกไดจากอาหารหมักดอง  ดังนั้นมีความปลอดภัยตอการนํามา
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ประยุกตใชกับอุตสาหกรรมอาหาร ปจจุบันมีการผลิตแบคเทอริโอซินในเชิงการคา ซึ่งผลิตในรูปผงแหง เชน
ไนซิน (Nisin) ที่ไดจาก Lactococcus lactis และเพดิโอซิน (Pediosin) จาก Pediococcus acidilactici
เปนตน

แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติที่เหมาะในการนํามาใชเปนสารกันเสีย
ในอาหาร เนื่องจากเหตุผลหลายประการ ไดแก

1) เปนที่ยอมรับในความปลอดภัย
2) ไมเปนพิษตอเซลลยูคาริโอต
3) สามารถถูกยับยั้งไดดวยเอนไซมโพติเอส (Protease) จึงมีผลนอยมากกับแบคทีเรียที่อาศัยอยู

ในระบบทางเดินอาหาร
4) มักจะทนตอพีเอช และความรอน
5) แบคเทอริโอซินบางชนิดออกฤทธิ์ในการยับยั้งอยางกวาง สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย

ที่กอใหเกิดโรคทางเดินอาหารได เชน Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum เปนตน
6) มักถูกควบคุมโดยพลาสมิดจึงงายตอการทําพันธุวิศวกรรม (Genetic engineering)
7) ชวยใหผลิตภัณฑอาหารมีคุณภาพดีข้ึน เชนเพ่ิมรสชาติในอาหาร เปนตน
8) มีกิจกรรมจําเพาะ (Specific activity) สูง

2.4 แบคทีเรียกรดแลคติกโปรไบโอติก (Probiotic lactic acid bacteria)
ป 1974 Parker ใหคําจํากัดความของโปรไบโอติก (Probiotic) คือสิ่งมีชีวิต หรือสารเคมีที่มผีลตอ

สมดุลจุลินทรียในลําไส ตอมาป 1989 Fuller ไดใหคําจํากัดความของโปรไบโอติก คืออาหารเสริมซึ่งเปน
จุลินทรียที่มีชีวิต สามารถกอประโยชนตอรางกายสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู โดยการปรับสมดุลของจุลินทรียใน
รางกาย ในปจจุบันมีการใหความหมายวา โปรไบโอติก หมายถึง เชื้อเริ่มตนของจุลินทรียที่เปนเชื้อเปน
โดยไมวาจะเปนสายพันธุเดี่ยวหรือผสม ซึ่งเมื่อสัตวไดรับเขาไปแลวจะปรับสมดุลและเปนประโยชนตอสัตว
เพ่ิมมากข้ึน โปรไบโอติกจะชวยทําลายจุลินทรียที่กอโทษและชวยเพ่ิมปริมาณจุลินทรียที่มีประโยชน โดย
คุณสมบัติพ้ืนฐานในการเปนจุลินทรียโปรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพ ไดแก

- ความสามารถการอาศัยอยูในลําไส
- ความสามารถการมีชีวิตรอด ความทนตอพีเอชที่เปนกรด
- ความสามารถการยึดเกาะ (Adhere) กับผนังลําไส
- ไมกอใหเกิดโรคและไมสรางสารพิษ
- สรางสารที่เปนประโยชนตอโฮสท
- เปนสิ่งมีชีวิตจําเพาะตอมนุษย
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- ความคงตัวในสภาวะที่จัดเก็บ (Michail, 2005)
ดังนั้น จากที่กลาวมาโปรไบโอติก (Probiotic) เปนจุลินทรียที่มีชีวิตและยังมปีระโยชน

ตอผูถูกอาศัย (Host; โฮสท ซึ่งคุณสมบัติการเปนจุลินทรียโปรไบโอติกไดจะตองมีความสามารถในการอยู
รอดในสภาวะระบบยอยของระบบทางเดินอาหาร เชนในกระเพาะอาหารที่สภาวะความเปนกรด ทนไดใน
สภาวะเกลือน้ําดี และเมื่ออยูรอดไดจึงจะสามารถทํางานในการเปนโปรไบโอติกตามคุณสมบัติตางๆ ที่กลาว
มาแลว

2.4.1 บทบาทของโปรไบโอติก
จุลินทรียที่สามารถเปนโปไบโอติกจะชวยใหรางกายมีความสมดุล ระบบตางๆ ทํางานได

อยางปกติ เมื่อสัตวไดรับจุลินทรียโปรไบโอติกเขาสูรางกาย โปรไบโอติกจะมีบทบาท ดังนี้
1. โปรไบโอติกจะเขาทําลายจุลินทรียที่กอใหเกิดโทษ โดยการแยงพ้ืนที่เขาเกาะ หรือแยงอาหาร

หรือทําใหสภาพแวดลอมไมเหมาะสม
2. ผลิตสารที่ตอตานการเจริญเติบโตหรือการตั้งถ่ินฐานของจุลินทรียที่เปนพิษ
3. ผลิตเอนไซมที่ทําลายสารพิษในอาหาร หรือสารพิษที่จุลินทรียที่เปนโทษสรางข้ึน
4. ผลิตเอนไซมที่ชวยยอยอาหารที่สัตวกินเขาไป
โปรไบโอติกมีความคลายยาปฏิชีวนะในแงยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอ่ืน หรือ

จุลินทรีย ที่กอใหเกิดโทษ แตจากบทบาทตางๆ ของโปรไบโอติก จะเห็นวาโปรไบโอติกจะมีความแตกตาง
จากยาปฏิชีวนะ เนื่องจากโปรไบโอติกเปนจุลินทรียที่มีอยูแลวในธรรมชาติ  ไมสรางสารที่กอใหเกิดความ
ดื้อยาตอจุลินทรียกอโรค และไมสรางสารพิษตกคางในผลิตภัณฑจากสัตว

2.4.2 กลไกการทํางานของโปรไบโอติก
กลไกการทํางานของโปรไบโอติกมีหลายกระบวนการรวมกัน ไดแก
1. การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน (Antimicrobial activity) โดยโปรไบโอติกจะชวย

ยับยั้งจุลินทรียกอโรคในทางเดินอาหาร มีกระบวนการตางๆ เชน ลดพีเอชในทอทางเดินอาหาร ปลอยสาร
พวกเพปไทดยับยั้งการเจริญเติบโต ยับยั้งการแพรของแบคทีเรีย ขัดขวางการยึดเกาะของแบคทีเรียที่เซลล
บุผิว (Epithelial cells)

2. การเพ่ิมสิ่งขัดขวาง (Barrier function) โดยการสรางสิ่งขัดขวางการเจริญของจุลินทรียชนิดอ่ืน
จะชวยลดปริมาณจุลินทรียที่เปนโทษ โดยอาศัยกระบวนการ เชน เพ่ิมการผลิตน้ําเมือก (Mucus) ทางเดิน
อาหาร
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3. Immunomodulation เปนการสรางภูมิคุมกัน โดยมีกระบวนการตางๆ เชนระบบภูมิคุมกัน
บริเวณเซลลบุผิวที่ชั้นเยื่อบุผิวในลําไส ใหมีความแข็งแรงปองกันการติดเชื้อหรือการอักเสบ การมีอิทธิพล
ตอการสรางภูมิตานทาน ทั้งเม็ดเลือดขาวชนิด Monocytes หรือ Macrophage และยังมีอิทธิพลตอการ
สรางภูมิตานทาน เม็ดเลือดขาวชนิด Lymphocytes ไดแก B- lymphocytes, NK cells, T cells และ
T cell redistribution (Ng et al. 2009)

แบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกมีหลายชนิด โดยแตละชนิดมีการแสดงกิจกรรมในรูปแบบตางๆ กัน
กลไกการทํางานของแบคทีเรียโปรไบโอติก ทั้งการลดปริมาณจุลินทรียอ่ืน การเพ่ิมสิ่งขัดขวางจุลินทรียอ่ืน
และชวยระบบภูมิคุมกัน โดยในกลไกเหลานี้ประกอบดวยกระบวนการตางๆ ที่มีการทํางานรวมกัน จึงชวย
ทําใหการทํางานในระบบลําไส หรือทางเดินอาหารดีมากข้ึน ซึ่งสามารถทํางานไดอยางปกติมีสมดุล

4. การยับยั้งจุลินทรีย (Antimicrobial effect) การทํางานของโปรไบโอติก เพ่ือยับยั้งจุลินทรียอ่ืน
โดยกระบวนการสรางสารที่เปนปจจัยตอการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียอ่ืน เชนการสรางกรดแลคติก
กรดไขมันสายสั้นๆ ทําใหมีความเปนกรดมากข้ึนในทอทางเดินอาหาร ทําใหชวยยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรียอ่ืน แบคทีเรียโปรไบโอติกยังผลิต Antimicrobial รวมถึงแบคทีเรียโปรไบโอติกยังสามารถแขงขัน
แยงพ้ืนที่เกาะยึดในผนังลําไสกับเชื้อกอโรคดวย กระบวนการยับยั้งจุลินทรียมีดังนี้

4.1 การผลิตสารปจจัยยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย   (Production of Antimicrobial
Factors) โปรไบโอติดสามารถผลิตกรดไขมันสายสั้นๆ (Fatty acid) ทําใหลดคาพีเอช ลดการเจริญเติบโต
ของจุลินทรียกอโรค (Vandenbergh et al., 1993) แบคเทริโอซิน (Bacteriocin) เปนสารที่ยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรียอ่ืน โดยออกฤทธิ์อยางจําเพาะตอแบคทีเรียแกรมลบ (Rossland et al., 2005)
Lactobacilli สามารถผลิตสารประกอบที่ยับยั้งการทํางานของไวรัส Lactobacillus rhamnosus GR-1
และ L. fermentum RC-14 สามารถผลิตสารยับยั้ง Adenovirus และ Vesicular stomatitis virus
(Cadieux et al., 2002)

4.2 การแขงขันในการยึดเกาะ (Competition of Adhesion) เปนการเขายึดเพ่ิมจํานวน
ของโปรไบโอติกดวยการแขงขันพวกจุลินทรียกอโรคในการแยงยึดเกาะ Lactobacillus GG และ
Lactobacillus plantarum 299V มีการแขงขัน ยับยั้งการเกาะติดผนังลําไสของ Escherichia coli
0157H7 ตอ HT-29 cells (Mack et al., 1999) และ Lactobacilli ยังขัดขวางตําแหนงเขาจับเชื้อโรคได
ดวย
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นอกจากที่กลาวมา การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียยังมีกระบวนการอ่ืนอีกดวย เชนการแขงขัน
แยงอาหาร (Competition for Nutrient) โดยโปรไบโอติกจะเขาแยงสารอาหารจากเชื้อกอโรค
ตัวอยางเชน โปรไบโอติกมีการใชน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยว (Monosaccharide) ทําใหลดการเจริญของ
Clostridium difficile ได (Wilson และ Perini, 1988) โปรไบโอติกยังสามารถตอตานความเปนพิษ
(Antitoxin Effect) ที่จุลินทรียอ่ืนผลิตข้ึนไดดวย โดยคาดวาโปรไบโอติกอาจจะสามารถปรับเปลี่ยนบริเวณ
ที่เปนหนวยรับสารพิษ เชน Saccharomyces boulardi มีอิทธิพลตอ Toxin A receptor ของ
Clostridium difficile (Pothoulakis et al., 1993) จึงคาดวาในโฮสทที่มีโปรไบโอติกลําไส จะชวยเพ่ิม
ความตานทานเชื้อกอโรคที่สรางสารพิษ อยางเชน Salmonella enteritidis ได

จะเห็นวา การสรางสภาวะยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียอ่ืนๆ ได คุณสมบัตินี้จะสามารถ
นํามาพัฒนาในการผลิตสารที่ฤทธิ์ตอตาน หรือยับยั้งจุลินทรียอ่ืนๆ ตอไปได เชนสารสรางแบคเทอริโอซิน
(Bacteriocin) ซึ่งจะเปนประโยชนทั้งอุตสาหกรรมการผลิตอาหาร อาหารเพ่ือสุขภาพ และดานการแพทย

2.4.3 บทบาทของโปรไบโอติก
จุลินทรียที่สามารถเปนโปไบโอติกจะชวยใหรางกายมีความสมดุล ระบบตางๆ ทํางานได

อยางปกติ เมื่อสัตวไดรับจุลินทรียโปรไบโอติกเขาสูรางกาย โปรไบโอติกจะมีบทบาท ดังนี้
1) โปรไบโอติกจะเขาทําลายจุลินทรียที่กอใหเกิดโทษ โดยการแยงพ้ืนที่เขาเกาะ หรือแยง

อาหาร หรือทําใหสภาพแวดลอมไมเหมาะสม
2) ผลิตสารที่ตอตานการเจริญเติบโตหรือการตั้งถ่ินฐานของจุลินทรียที่เปนพิษ
3) ผลิตเอนไซมที่ทําลายสารพิษในอาหาร หรือสารพิษที่จุลินทรียที่เปนโทษสรางข้ึน
4) ผลิตเอนไซมที่ชวยยอยอาหารที่สัตวกินเขาไป

โปรไบโอติกมีความคลายยาปฏิชีวนะในแงยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอ่ืน หรือ
จุลินทรีย ที่กอใหเกิดโทษ แตจากบทบาทตางๆ ของโปรไบโอติก จะเห็นวาโปรไบโอติกจะมีความแตกตาง
จากยาปฏิชีวนะ เนื่องจากโปรไบโอติกเปนจุลินทรียที่มีอยูแลวในธรรมชาติ ไมสรางสารที่กอใหเกิดความ
ดื้อยาตอจุลินทรียกอโรค และไมสรางสารพิษตกคางในผลิตภัณฑจากสัตว ขอควรคํานึงการใชโปรไบโอติก
ไดแก

1. ปริมาณของจุลินทรียข้ันต่ําตองมีความเหมาะสม เพ่ือใหจุลินทรียที่มปีระโยชนเหลานั้นสามารถ
อาศัยอยูในลําไดอยางถาวร หรือสามารถตั้งถ่ินฐานในทางเดินอาหารหรือลําไสไดอยางถาวร (Permanent
colonization หรือ Establishment) หนวยของปริมาณจุลินทรีย เชน CFU/g หรือ CFU/ml
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2. เชื้อเริ่มตนตองสามารถปรับตัวใหทํางานไดตามอุณหภูมิรางกาย
3. เชื้อเริ่มตนตองสามารถกระตุนใหรางกายมีการตอบสนองอยางเหมาะสมตอปริมาณเชื้อที่ไดรับ

โดยรางกายเมื่อไดรับจุลินทรียโปรไบโอติกในปริมาณที่เหมาะสม รางกายควรมีการตอบสนองไดอยาง
พอเหมาะ หรือปรับสมดุลใหดีข้ึนไดนั่นเอง

แนวความคิดการใชโปรไบโอติกในทางเดินอาหารสัตว อยางเชนลําไสเล็ก ลําไสใหญ มีจุลินทรีย
อาศัยอยูหลายชนิด หรือเชื้อประจําถ่ิน (Normal flora) ตัวอยางจุลินทรียที่อยูในลําไสสวนใหญอยูใน
แฟมมิลี (Family) Enterobacteriaceae เชน Escherichia coli จุลินทรียเหลานี้จะมีกิจกรรมตางๆ และ
เพ่ิมจํานวนได โดยจุลินทรียยังสามารถมีกิจกรรมในการเจริญเติบโต เพ่ิมปริมาณ และสามารถผลิตสาร
ออกมาอยางมีความจําเพาะ

2.4.4 ประโยชนของโปรไบโอติก
จากที่กลาวมาโปรไบโอติกมีคุณสมบัติทั่วไปในแงการปรับสมดุลระบบการทํางานของทางเดิน

อาหารใหดีข้ึน โปรไบโอติกจึงมีประโยชนดังนี้
1. ชวยยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคบางชนิด โดยกรดแลคติก (Lactic acid) ที่แบคทีเรีย

กรดแลคติก (Lactic acid bacteria) ผลิตออกมาจะมีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียที่กอโรคทางเดินอาหาร
บางชนิด อยางเชนพวกเชื้อกอโรคในกระเพาะและลําไส (Gastroenteric pathogens) เชน Clostridium
difficile, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori และ rotavirus (Ljungh และ Wadstrom,
2005)

2. ชวยในระบบขับถาย ใหทํางานไดปกติข้ึน การทํางานของระบบขับถายที่ดี จะชวยลดการสะสม
สารพิษในรางกาย จึงชวยลดอัตราการเกิดโรค หรือการแสดงอาการผิดปกติเนื่องจากรางกายไมขับถาย

3. โปรไบโอติกบางชนิดมีการผลิตวิตามินบี จึงชวยเสริมภูมิตานทาน ทําใหเซลลมีภูมิตานทานที่ดี
ข้ึน รวมถึงชวยในการสรางเม็ดเลือดแดงดวย เชน Lactobacilus plantalum สามารถผลิตวิตามิน B12
ได เชื้อดังกลาวแยกไดจาก Kanjika เปนอาหารหมักพ้ืนบานในอินเดีย (Madhu et al., 2010)

4. ชวยลดอัตราการเกิดโรคตางๆ เชน Probiotic lactic acid bacteria สามารถควบคุมกิจกรรม
ของเซลลมะเร็งในลําไสได (Rafter, 2004) ชวยลดการเกิดโรค Eczema ซึ่งทําใหผิวหนังมีผื่นแดง คัน
อักเสบ และตกสะเก็ด (Boyle, 2008) ชวยยับยั้งการเกิดเซลลมะเร็งและการเจริญของเซลลมะเร็ง
ตัวอยางเชนโปรไบโอติกที่อยูในผลิตภัณฑจากนมสามารถลดความเสี่ยงของสาเหตุการเกิดมะเร็งตับที่เกิด
จากพิษของเชื้อราในอาหาร ที่เปนสาเหตุการเกิดโรคในประเทศที่มีประชากรหนาแนน (Daniells, 2006)
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5. ชวยลดระดับน้ําตาลและคอเลสเทอรอล (Cholesterol) ในรางกายเนื่องจากกรดแลคติกที่
แบคทีเรียมีการผลิตข้ึน เชน Lactobacillus casei ASCC 292 สามารถชวยลดระดับคอเลสเทอรอลได
(Liong และ Shah, 2004)

6. ชวยการยอยน้ํานม โดยเอนไซมแลคเตส (Lactase) ที่ผลิตข้ึนมาจากแบคทีเรียจะชวยยอย
น้ํานมที่ดื่มเขาไป ดังนั้นจึงลดอาการทองอืดที่เกิดจากการไมยอยดวย

แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดทั่วไปในอาหารหมักดองที่ใชเชื้อเปนเปนเชื้อตั้งตนในการหมัก
แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดมีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในแงการผลิตสารยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรียกอโรคบางชนิดได โดยเฉพาะอยางยิ่งจุลินทรียกอโรคในระบบทางเดินอาหาร นอกจากนี้แบคทีเรีย
กรดแลคติกโปรไบโอติก (Probiotic lactic acid bacteria; PLAB) ยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอ
โรคในชองปากไดดวย การใชจุลินทรียที่เปนประโยชนในการหมักอาหารจะชวยใหอาหารเปนผลิตภัณฑที่
ชวยสงเสริมสุขภาพที่ดีตอผูบริโภค และยังเปนแนวทางหนึ่งในการนํา PLAB มาผลิตสารหรือผลิตภัณฑ
ยับยั้งการเจริญที่จะชวยลดการใช สารสังเคราะหทางเคมี อยางเชนสารกันเสียที่เปนสารเคมี ซึ่งจะเปน
ประโยชนทั้งดานการผลิตผลิตภัณฑอาหารหมักดอง อาหารเพ่ือสุขภาพ รวมถึงทางการแพทยไดดวย

2.4.5 จุลินทรียท่ีเปนโปรไบโอติก
จุลินทรียมีหลายชนิด และมีคุณสมบัติแตกตางกัน โดยแบคที เรียบางชนิดมีประโยชนในระบบ

รางกายของมนุษยและสัตว ที่ชวยใหระบบรางกายมีการปรับใหเกิดความสมดุลสามารถทํางานไดอยางปกติ
ซึ่งเรียกวา โปรไบโอติก โดยโปรไบโอติกตองมีความสามารถในการปรับตัว ในการมีชีวิตผานระบบทางเดิน
อาหารเพ่ืออยูในทอทางเดินอาหารได เชนสามารถทนตอความเปนกรด น้ําดี และคุณสมบัติในการเกาะยึด
กับผนังในลําไส  เปนตน จุลินทรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติก สวนใหญเปนกลุมที่ผลิตกรดแลคติกได
ตัวอยางของแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกที่เปนโปรไบโอติก (Probiotic Lactic acid bacteria) เชน
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus ที่พบไดในนมเปรี้ยว (Boyle, 2008)
Lactobacillus plantarum แยกไดจาก Kanjika ซึ่งเปนอาหารหมักของอินเดีย (Madhu, 2010)
แบคทีเรียกรดแลกติกรหัส H12 ในกลุม Enterococcus sp. ที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด แบคทีเรียสาย
พันธุดังกลาวยังสามารถผลิตโฟเลตไดดวย (เกศินี, 2550) Lactobacilus fermentum เปนโปรไบโอติกที่
มีคุณสมบัติในการเกาะยึดไดดี ซึ่งคัดแยกไดจากเนื้อหมูหมัก (Klayraung et al., 2008)
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ป 1999 Jacobsen และคณะ รายงานวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียที่เปนโปรไบโอติกไดจาก
อาหารที่หมักดวยขาวโพดในกานา (Ghanaian fermented maize) ซึ่งไดแบคทีเรียกลุม Lactobacillus
spp. 47 สายพันธุ มีคุณสมบัติทนตอสภาวะที่มีพีเอช 2.5 และสภาวะน้ําดี (ใช Oxgall) ที่ความเขมขนรอย
ละ 0.3 ได สามารถยึดเกาะกับ Caco-2 cells ซึ่งเปนเซลลทดสอบได และยังสามารถผลิตสารยับยั้งการ
เจริญเติบโตจุลินทรียกอโรคกลุมEnteric pathogen

ป 2006 Guo และคณะ รายงานวาในการคัดแยกแบคทีเรียจากแหลงตางๆ ไดแกลําไสไก หมู
อาหารหมักดอง ดิน และสมุนไพรจีน พบวาไดแบคทีเรียมากกวา 750 สายพันธุที่มีคุณสมบัติเปนพวก
ตองการอากาศ (Aerobic) สรางสปอร (Spore-forming) สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียบางชนิดได
เชน Escherichia coli K88, Salmonella typhimurium และ Staphylococcus aureus นอกจากนี้
Bacillus subtilis MA139 สามารถทนตอสภาวะที่มีพีเอช 2 และเกลือน้ําดีที่ความเขมขน รอยละ 0.3 ได
ดวย

ป 2010 Grimoud และคณะ รายงานผลการศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดที่คุณสมบัติการ
เปนโปรไบโอติกไดแกการทนตอสภาวะในระบบยอยอาหาร การยับยั้งการเจริญของของเชื้อกอโรค
ซึ่ง Bifidobacterium เปนสกุลที่สามารถทนตอสภาวะตางๆ ไดดีที่สุด เมื่อเทียบกับ Lactobacillus
farciminis นอกจากนี้ยังสามารถสรางสารพวก Glucooligosaccharides ที่เปนแหลงสนับสนุนแลว
สามารถพัฒนาการเปน Synbiotic ตอไปได
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บทที่ 3
วิธีดําเนินงานวิจัย

3.1 วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี
3.1.1 แหลงคัดแยก
แหลงคัดแยก ไดแก อาหารหมักดองประเภทผัก ผลไม และแหนมเห็ด
3.1.2 แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร
แบคทีเรียที่นํามาใชทดสอบนี้ สามารถพบการปนเปอนในอาหารทั่วไปได มี 3 สายพันธุ ที่นํามา

ทดสอบ ไดแก Escherichia coli TISTR 780 Salmonella typhimurium TISTR292 และ
Strephylococcuss aureus TISTR 1466 จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย
(วว)

3.1.3 อาหารเพาะเลี้ยง และสารเคมี
1) MRS broth
2) Nutrient broth (NB)
3) สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ปรับพีเอชดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (ภาค

ผนวก)
4) สารละลายจําลองในกระเพาะอาหาร (ภาคผนวก)
5) เกลือน้ําดี
6) สารทดสอบทางชีวเคมีในการบงชี้สายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติก (ภาคผนวก)
7) Bromocresol purple

3.2 วิธีดําเนินการวิจัย
3.2.1 การเก็บแหลงคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในที่นี้ ไดนําตัวอยางอาหารหมักดองจําพวกผัก ผลไม เห็ด เปน

แหลงคัดแยก ไดแก ผักกาดเขียวปลีดอง หอมดอง ผักแปนดอง หนอไมดอง ผักเสี้ยนดอง มะมวงดอง
มะยมดอง กระทอนดอง และแหนมเห็ด โดยผักกาดเขียวปลีดองนํามาจากตลาดกลาง อําเภอนางรอง
จังหวัดบุรีรัมย สวนผักหอมดอง ผักแปนดอง ผักกุมดอง ผักเสี้ยนดอง และกระทอนดอง นํามาจากชาวบาน
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ที่ชาวบานหมักดองไวขาย และรับประทานเองในอําเภอเกษตรวิสัย จังหวัดรอยเอ็ด และแหนมเห็ด จาก
อําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย

3.2.2 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ชั่งตัวอยางแหลงคัดแยกที่เปนอาหารหมักดอง 10 กรัม เติมลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 90 มิลลิลิตร

ผสมใหเขากัน เปนเวลา 30 นาที นําตัวอยางแหลงคัดแยกที่เปนของเหลว 1 ลูป (Loop) มาขีดลาก
(Simple streak) บนอาหาร MRS ที่เติม Bromocresol purple 1 เปอรเซ็นต นําไปบมในสภาพไมมี
อากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตการเกิดโซนใส (Clear zone) รอบโคโลนี
ซึ่งอาจเปนแบคทีเรียกรดแลคติก

นําโคโลนีที่มีโซนใสรอบๆ มาขีดไขว (Cross streak) บนอาหาร MRS ที่มี Bromocresol purple
0.004 เปอรเซ็นต นําไปบมในสภาพไมมีอากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่มี
โซนใสรอบโคโลนี ทําซ้ําเชนนี้เพ่ือแยกเปนโคโลนีเดี่ยวมากข้ึน และแยกใหไดสายพันธุบริสุทธิ์ที่เปน
แบคทีเรียกรดแลคติกอยางชัดเจนข้ึน

3.2.3 การทดสอบสารท่ีมีคุณสมบัติคลายแบคเทอริโอซินท่ีสรางจากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัด
แยกได ในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร ดวยวิธี Direct agar spot
method (Fleming และคณะ, 1985)

3.2.3.1 การเตรียมแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร
แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารที่นํามาทดสอบ ไดแก Strephylococcuss aureus

TISTR 1466 Salmonella typhimurium TISTR292 และ Escherichia coli TISTR 780 จากฝาย
วิทยาศาสตรชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว) โดยนําตัวอยาง
แบคทีเรียที่เปนลักษณะผงแหงมาเลี้ยงในอาหาร NB (Nutrient broth) ปริมาตร 7 มิลลิลิตร แลวนําไปบม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นํามาขีดไขวบนอาหาร NA (Nutrient agar) แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แลวสังเกตความบริสุทธิ์ของแบคทีเรีย แลวเก็บใน Agar slant เพ่ือ
เปนสตอก (Stock) เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกอโรคที่ตองการทดสอบ มาเลี้ยงในอาหาร NB ปริมาตร 5
มิลลิลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง

3.2.3.2 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได
นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ยายลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร

แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง แลวนํามา 10 ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร MRS agar 4
จุด นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง
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3.2.3.3 การทดสอบสารทดสอบท่ีมีคุณสมบัติคลายแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีคัดแยกได ในการยับย้ังการเจริญเติบโตเชื้อกอโรคทางเดินอาหาร

การทดสอบดวยวิธี Direct agar spot โดยนําแบคทีเรียกอโรคที่ตองการทดสอบ ที่เตรียม
ในขอ 3.2.3.1 มา 1 มิลลิลิตร ผสมลงใน 0.5 เปอรเซ็นต Soft agar ปริมาตร 9 มิลลิลิตร เททบับนอาหารที่
หยดแบคทีเรียกรดแลคติก (ที่เตรียมในขอ 3.2.3.2) รอใหแหง แลวคว่ําจานเพาะเลี้ยง แลวนําไปบมที่ 37
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง จากนั้นสังเกตการเกิดโซนใส (Clear zone) รอบรอยหยดแบคทีเรียกรดแลคติก
และวัดเสนผานศูนยกลางโซนใส แสดงวาแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตสารยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอ
โรคทางเดินอาหารชนิดที่ทดสอบได

3.2.4 ทดสอบการอยูรอดในสภาวะท่ีมีกรด สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี
3.2.4.1 ทดสอบการอยูรอดในสภาวะท่ีมีกรดไฮโดรคลอริก (ดัดแปลงวิธีจากมงคล และ

เพ็ญรัตน, 2554)
นําแบคที เรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth บมที่ 37

องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นํามาปรับความขุน (OD) ใหได 0.7 แลวนํามา 1 มิลลิลิตร ใสในสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 9 มิลลิลิตร ซึ่งสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรมีความเขมขน 0.1 โมลาร ปรับพีเอชใหเปน
2.5 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 5 นอรมอล เมื่อผสมแบคทีเรียกรดแลคติกเขากับสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรแลว นํามาเกลี่ย (Spread plate) บน MRS agar แลวนําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24
ชั่วโมง เปนปริมาณเริ่มตนที่ชั่วโมงที่ 0 สวนสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่ผสมแบคทีเรียกรดแลคติกแลว
ซึ่งเปนสวนที่เหลือ ไปบมตอที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเกลี่ยและบมที่สภาวะ
เดียวกับชั่วโมงเริ่มตน จากนั้นนํามานับจํานวน และคํานวณเปอรเซ็นตการอยูรอด

3.2.4.2 ทดสอบการอยูรอดในสารละลายในกระเพาะอาหาร (ดัดแปลงวิธีจากมงคล และ
เพ็ญรัตน, 2554)

เตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกที่ตองการทดสอบตามวิธีในขอ 3.2.4.1 เมื่อปรับความขุนได
0.7 แลว นํามา 1 มิลลิลิตร ใสในสารละลายสมมติในกระเพาะ (ภาคผนวก) 9 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
นํามาเกลี่ยบน MRS agar แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง เปนปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ชั่วโมงที่ 0 และ
นําสารละลายในกระเพาะอาหารที่ผสมแบคทีเรียกรดแลคติกแลว (ซึ่งเปนสวนที่เหลือ) นําไปบมตอที่ 37
องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามาเกลี่ยและบมที่สภาวะเดียวกับชั่วโมงเริ่มตน จากนั้นนํามา
นับจํานวน และคํานวณหาเปอรเซ็นตการอยูรอด
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3.2.4.3 ทดสอบการอยูรอดในเกลือน้ําดี (ดัดแปลงวิธีจากมงคล และเพ็ญรัตน, 2554)
เตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกที่ตองการทดสอบตามวิธีในขอ 3.2.4.1 เมื่อปรับความขุนได

0.7 แลว นํามา 1 มิลลิลิตร ใสใน 9 มิลลิลิตร ของอาหาร MRS broth ที่มีเกลือน้ําดี (Bile salt) 0.3
เปอรเซ็นต (ภาคผนวก) ผสมใหเขากัน นํามาเกลี่ยบน MRS agar แลวบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง
เปนปริมาณเชื้อเริ่มตนที่ชั่วโมงที่ 0 และนําอาหาร MRS broth ที่มีเกลือน้ําดี ซึ่งผสมแบคทีเรียกรดแลคติก
แลว (เปนสวนที่เหลือจากชั่วโมงที่ 0) นําไปบมตอที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนํามา
เกลี่ยและบมที่สภาวะเดียวกับชั่วโมงเริ่มตน จากนั้นนํามานับจํานวน และคํานวณหาเปอรเซ็นตการอยูรอด

วิธีคํานวณ % การอยูรอดในสภาวะทดสอบ

% การอยูรอด =

3.2.5 การบงชี้สกุลแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได
การศึกษาทางสัณฐานวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี (Morphology and biochemical test)

โดยในแตละข้ันตอนการทดสอบ มีการถายแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดลงในอาหาร MRS แลวบมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไมมีอากาศ เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวจึงนํามาทดสอบ เพ่ือการบงชี้
สกุลแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได โดยมีการทดสอบดังนี้

3.2.5.1 รูปรางเซลล และการยอมติดสีแกรม
นําตัวอยางแบคทีเรียกรดแลคติกมายอมสีแกรม และศึกษาผานกลองจุลทรรศน โดยถา

ผนังเซลลแบคทีเรียยอมติดสีมวงของสารละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) จัดในกลุมแกรมบวก
และถาผนังเซลลแบคทีเรียยอมติดสีแดงของสารละลายซาฟรานิน โอ (Safranin O) จัดในกลุมแกรมลบ
ทดสอบการติดสีแกรม รวมกับศึกษารูปรางเซลล

3.2.5.2 ทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test)
ทดสอบการสรางคะตะเลส โดยเข่ียโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติกที่เจริญบนอาหารแข็ง มา

เกลี่ย (Smear) บนสไลด (Slide) จากนั้นหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ใชเข็มเข่ีย
ปราศจากเชื้อผสมใหเขากัน สังเกตการเกิดฟองกาซ โดยถาเกิดฟองกาซ แสดงวามีการสรางคะตะเลสใหผล
การทดสอบเปนบวก (Positive test; +) ถาไมมีฟองกาซแสดงวาไมมีการสรางคะตะเลส ใหผลการทดสอบ
เปนลบ (Negative test; -)

ปริมาณเซลลทดสอบเริ่มตน (CFU/ml)

ปริมาณเซลลหลังจากอยูในสภาวะทดสอบ (CFU/ml)
(CFU/ml)

X 100
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3.2.5.3 ทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)
นําโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติกมาขีดไขวบน MRS agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

24 ชั่วโมง หยดสารละลายทดสอบการสรางออกซิเดส (Oxidase reagent) ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ
สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโคโลนี โดยถาที่โคโลนีเปลี่ยนเปนสีน้ําเงินเขมภายใน 1 นาที แสดงวามีการสราง
ออกซิเดส ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test; +) และถาโคโลนีไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงวาไมมี
การสรางออกซิเดส ใหผลการทอสอบเปนลบ (Negative test; -)

3.2.5.4 ทดสอบการเจริญไดในเกลือ (Sodium chloride; NaCl)
นําแบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงใน MRS broth ที่มีโซเดียมคลอไรด (Sodium

chloride; NaCl) แตละความเขมขน ไดแก 4 10 และ 18 แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24
ชั่วโมง สังเกตการเจริญไดจากความขุน โดยถาสามารถเจริญได อาหารขุนมากข้ึน ใหผลการทดสอบเปน
บวก (Positive test; +) และถาไมสามารถเจริญไดอาหารไมมีความขุน ใหผลการทดสอบเปนลบ
(Negative test; -)

3.2.5.5 ทดสอบการเจริญไดในอุณหภูมิตางๆ
นําแบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth แลวบมที่อุณหภูมิตางๆ คือ

37 และ 45 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง สังเกตการเจริญไดจากความขุน โดยถาสามารถเจริญได
อาหารขุนมากข้ึน ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test; +) และถาไมสามารถเจริญไดอาหารไมมี
ความขุน ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test; -)

3.2.5.6 ทดสอบการสรางกรดและกาซจากการหมักกลูโคส
นําแบคทีเรียกรดแลคติกมาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS กลูโคสความเขมขน 1 เปอรเซ็นต

และมีฟนอลเรด (Phenol red) ความเขมขน 0.1 เปอรเซ็นต เปนตัวบงชี้ (Indicator) แลวบมที่อุณหภูมิ
37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง สังเกตการเกิดฟองกาซในหลอดดักกาซ และการเปลี่ยนสีของการ
อาหารจากสีแดงเปนสีเหลือง โดยถามีฟองกาซในหลอดดักกาซแสดงวามีการสรางกาซ ถาอาหารเปลี่ยนสี
จากสีแดงเปนสีเหลืองแสดงวามีการสรางกรด และถาไมมีกาซ  และ/หรือสีอาหารไมเปลี่ยนแปลงแสดงวา
ไมมีการสรางกาซ และ/หรือไมมีการสรางกรด และทดสอบการหมักน้ําตาลแลคโตส ราฟโนส (Raffinose)
และเมลิไบโอส (Melibiose) ดวย

จากการทดสอบตางๆ  นํามาเปรียบเทียบคุณสมบัติตามสกุล เพ่ือบงชี้สกุลของแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่คัดแยกได และเก็บรักษาสายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดตอไป โดยใชวิธีการเก็บ
รักษาในอาหาร MRS slant เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส ไดประมาณ 3 สัปดาห แลวจึงเปลี่ยน
ถายอาหารใหม
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บทที่ 4
ผลและวิจารณผลการทดลอง

4.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
4.1.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลงคัดแยกอาหารหมักดอง
อาหารหมักดองที่ใชเปนแหลงคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก ผักหอมดอง ผักเสี้ยนดอง ผัก

แปนดอง ผักกุมดอง ผักกาดดอง  และกระทอนดอง ในเขตอําเภอนางรอง จังหวัดบุรีรัมย อําเภอเกษตร
วิสัย จังหวัดรอยเอ็ด และ แหนมเห็ด ที่ชาวบานหมักเองในเขตอําเภอเมือง จังหวัดบุรีรัมย เมื่อนําอาหาร
หมักดองมาคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS ที่มี Bromocresol purple ความเขมขน
0.004 เปอรเซ็นต เปนตัวบงชี้ โดยสังเกตการเกิดโซนใสรอบโคโลนี พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรด
แลคติก ได 107 ไอโซเลท โดยจากแตละแหลงคัดแยกสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได ดังนี้ ผัก
หอมดอง 9 ไอโซเลท ผักเสี้ยนดอง 17 ไอโซเลท ผักแปนดอง 10 ไอโซเลท ผักกุมดอง 21 ไอโซเลท
ผักกาดดอง 23 ไอโซเลท กระทอนดอง 18 ไอโซเลท และแหนมเห็ด 9 ไอโซเลท แสดงในตารางที่ 4.1

ตารางท่ี 4.1 จํานวนไอโซเลทแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากอาหารหมักดองแตละชนิด

แหลงคัดแยก ไอโซเลทแบคทีเรียกรดแลคติก
ผักหอมดอง 9
ผักเสี้ยนดอง 17
ผักแปนดอง 10
ผักกุมดอง 21
ผักกาดดอง 23
กระทอนดอง 18
แหนมเห็ด 9
รวมไอโซเลท 107
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เพ่ือความสะดวกในการศึกษาตอไป จึงกําหนดหมายเลขไอโซเลทของแบคทีเรียแตละไอโซเลทที่
คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกอาหารหมักดองชนิดตางๆ ดังนี้ แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักหอมดองมี 9
ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน O3A, O3B, O3C, O4A, O5A, O5B, O7A, O10A และ O10B

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดองมี 17 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน S1A, S2A, S3A,
S4B, S5A, S6A, S6B, S6C, S6D, S7A,S7B, S7C, S8A, S9A, S9B, S9C และ S10A

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักแปนดองมี 10 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน G1A, G2A, G2B,
G7A, G7B, G8A, G8B, G9A, G10A และ G10B

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักกุมดองมี 21 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน V1A, V2A, V2B,
V4A, V4B, V5A, V5B, V6A, V7A, V7B, V7C, V8A, V8B, V8C, V8D, V9A, V9B, V9C, V10A, V10B
และ V10C

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักกาดดองมี 23 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน C1A, C1B, C3A,
C3B, C4A, C4B, C4C, C5A, C5B, C5C, C5D, C5E, C6A, C6B, C7A, C7B, C7C, C7D, C7E, C8A,
C9A, C9B และ C10A

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากกระทอนดองมี 18 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน R1A, R1B, R2A,
R2B, R3A, R3B, R4A, R4B, R5A, R5B, R6A, R6B, R7A, R7B, R8A, R8B, R9A และ R9B

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ดมี 9 ไอโซเลท กําหนดหมายเลขเปน M1A, M2A, M4A,
M5A, M6A, M6B, M7A, M8A และ M8B แสดงในตารางภาคผนวกที่ 1

แบคทีเรียที่คัดแยกไดนั้นมีลักษณะโคโลนีที่ตางๆ กัน ดังนี้ แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจาก
ผักหอมดองมี 9 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี ดังนี้ O3A กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส O3B กลมสี
เหลืองขุน ขนาดเล็ก O3C กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร O4A กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร O5A
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก O5B กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร O7A กลมใสมันวาว O10A กลมขนาด
เล็ก และ O10B กลมสีเหลืองขุน

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดองมี 17 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี ดังนี้ S1A กลมสีเหลือง
ขุนขนาดเล็ก S2A กลมสีเหลืองขุนขนาด 2-4 มิลลิเมตร S3A กลมสีขาวขุน S3B กลมใสขนาด 5
มิลลิเมตร S5A กลมมันวาว ตรงกลางขุนรอบนอกใส S6A กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-3 มิลลิเมตร S6B
กลมสีขาวขุน ขอบนอกใส S6C กลมใส ขนาด 2-5 มิลลิเมตร S6D กลมสีขาวขุน S7A กลมมันวาว ตรง
กลางขุนรอบนอกใส S7B กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก S7C กลมสีขาวขุนขนาดเล็ก S8A กลมใส ขนาด 2-3
มิลลิเมตร S9A กลมสีขาวขุน มีโซนใส S9B กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส S9C กลมสีเหลืองขุน
ขนาดเล็ก และ S10A กลมใส ขนาดเล็ก
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แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักแปนดองมี 10 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี ดังนี้ G1A กลมสีเหลือง
ขุน ขนาดเล็ก G2A กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก 2-4 มิลลิเมตร G2B กลมสีขาวขุน G7A กลมใสขนาด 5
มิลลิเมตร G7B กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส G8A กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-3 มิลลิเมตร G8B
กลมสีขาวขุน ขอบนอกใส G9A กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร G10A กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก และ
G10B กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักกุมดองมี 21 ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี ดังนี้ V1A กลมมันวาว ตรง
กลางขุน รอบนอกใส V2A กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก V2B กลมสีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร V4A กลมใส
ขนาด 2-3 มิลลิเมตร V4B กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก V5A กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอกใส
V5B กลมใส มันวาว V6A กลมมีขนาดเล็ก V7A กลมสีขาวขุน รอบนอกใส V7B กลมสีเหลืองขุน V7C
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร V8A กลม สีเหลืองขุนขนาดเล็ก V8B กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
V8C กลม สีขาวขุน V8D กลมใส ขนาด 5 มิลลิเมตร V9A กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร V9B กลมใส
ขนาด 2-3 มิลลิเมตร V9C กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก V10A กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอก
ใส V10B กลมใสมันวาว และ V10C กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากผักกาดดองมี 23 ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี ดังนี้ C1A กลมมันวาว ตรง
กลางขุนรอบนอกใส C1B กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก C3A กลมสีขาวขุน ขนาดเล็ก C3B กลมใส ขนาด 2-
3 มิลลิเมตร C4A กลมสีขาวขุน C4B กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส C4C กลมสีเหลืองขุน ขนาด
เล็ก C5A กลมใส ขนาดเล็ก C5B กลม ขนาดเล็ก C5C กลมสีขาวขุน รอบนอกใส C5D กลม สีเหลืองขุน
C5E กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร C6A กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก C6B กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4
มิลลิเมตร C7A กลม สีขาวขุน C7B กลมใส ขนาด 5 มิลลิเมตร C7C กลมสีขาวขุน รอบนอกใส C7D กลม
สีขาวขุน C7E กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร C8A กลม ขนาด 2-4 มิลลิเมตร C9A กลมใส ขนาด 2-4
มิลลิเมตร C9B กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก และ C10A กลมสีขาวขุน รอบนอกใส

แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากกระทอนดองมี 18 ไอโซเลท ลักษณะโคโลนี ดังนี้ R1A กลม สีขาวขุน
ขนาด 5 มิลลิเมตร R1B กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร R2A กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก R2B กลม สีขาว
ขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอกใส R3A กลมใส มันวาว R3B กลมีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร R4A
กลม มันวาว ตรกลางขุน รอบนอกใส R4B กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก R5A กลม สีขาวขุน ขนาดเล็ก
R5B กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร R6A กลม สีขาวขุน R6B กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส R7A
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก R7B กลมใส ขนาดเล็ก R8A กลม ขนาดเล็ก R8B กลมสีขาวขุน รอบนอกใส
R9A กลม สีเหลืองขุน และ R9B กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร
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แบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ดมี 9 ไอโซเลท มีลักษณะโคโลนี ดังนี้ M1A กลมมันวาว ตรง
กลางขุน รอบนอกใส M2A กลม มีขนาดเล็ก M4A กลมสีขาวขุน รอบนอกใส M5A กลม สีเหลืองขุน
M6A กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร M6B กลม สีเหลืองชุน ชนาดเล็ก M7A กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4
มิลลิเมตร M8A กลม สีขาวขุน และ M8B กลม ใส ขนาด 5 มิลลิเมตร

4.1.2 การบงชี้แบคทีเรียกรดแลคติกเบื้องตน
จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถคัดแยกได ทั้งหมด 107 ไอโซเลท จากตัวอยาง

อาหารทั้งหมด 8 ชนิด โดยใช Bromocresol purple เปนตัวบงชี้การสรางกรดของแบคทีเรียที่นํามาขีด
ลากบนอาหาร MRS จากการคัดแยกเบื้องตนนี้ จากนั้นทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase
test) และออกซิเดส (Oxidase test) เพ่ือการทดสอบใหแนชัดวา แบคทีเรียที่คัดแยกไดนั้น มีคุณสมบัติ
การเปนแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งคะตะเลสเปนเอนไซมที่สรางข้ึนมาเพ่ือการสลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด
(Hydrogen peroxide; H2O2) (Harvey et. al., 2007) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกโดยทั่วไปไมพบกิจกรรม
คะตะเลส กลาวคือใหผลการทดสอบคะตะเลสเปนลบ (Negative test) และแบคทีเรียกรดแลคติกสวน
ใหญไมมีกิจกรรมไซโตโครม ซี ออกซิเดส (Cytochrom C oxidase) ดวย ซึ่งหากการทดสอบเปนผลลบ
แสดงวาแบคทีเรียชนิดนั้น ไมสามารถใชออกซิเจนในการสรางพลังงาน ซึ่งเกิดข้ึนในชวงการถายทอด
อิเลคตรอน (Electron transport chain) หรืออาจใชไซโตโครมชนิดอ่ืนในการถายทอดอิเลคตรอน ดังนั้น
แบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญจะใหผลการทดสอบคะตะเลส และออกซิเดสเปนลบ

จากผลการทดสอบพบวา จากตัวอยางแบคทีเรียที่คัดแยกจากอาหาร ทั้งหมด 107 ไอโซเลท มี
เพียง 34 ไอโซเลท ที่ไมพบกิจกรรมคะตะเลส และออกซิเดส ไดแก O3B, O7A, O10A, S3A, S7A, S7B,
S9B, G2B, G7A, G7B, G8B, V2A, V5A, V6A, V7C, V9A, V10A, C1B, C3B, C5A, C6A, R2A, R2B,
R7A, R8A, M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A, M8A และ M8B ดังตารางภาคผนวกที่ 2

การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยพิจารณาเพียงการเกิดโซนใสอาจไมพอสําหรับการบงชี้ได
อยางแนชัดวาเปนแบคทีเรียกรดแลคติก จึงจําเปนตองมีการทดสอบทางชีวเคมีเบื้องตนอีกข้ันตอนเพ่ือ
ความแนชัดวาแบคทีเรียที่คัดแยกไดเปนแบคทีเรียกรดแลคติก โดยการทดสอบเบื้องตนเก่ียวกับคุณสมบัติ
การสรางเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส
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4.2 คุณสมบัติแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได ในการยับย้ังการเจริญเติบโตของจุลินทรียกอโรค
ทางเดินอาหาร

จุลินทรียที่กอโรคในระบบทางเดินอาหารที่นํามาทดสอบ ไดแก Escherichia coli TISTR780,
Salmonella typhimurium TISTR292 และ Strephylococcuss aureus TISTR1466 โดยจากการ
ทดสอบคุณสมบัติแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคทางเดินอาหาร
พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญสามารถออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทั้ง E. coli,
S. typhimurium และ S. aureus ได ดวยการแสดงการเกิดโซนใส (Clear zone) เสนผาศูนยกลาง
ขนาดตางกัน (ตารางที่ 4.2) และจะเห็นวามีแบคทีเรียกรดแลคติกS3A S7A G7A G7B G8B V5A V7C
V9A และ C5A ที่ไมพบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบทั้ง 3 ชนิด

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก O3B, O7A และ O10A ที่คัดแยกไดจากผักหอม
ดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา มีเพียง O7A ที่ยับยั้งการเจริญ E. coli ได แสดงการเกิด
โซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.2 เซนติเมตร สวนความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ S. aureus พบวา
O3B และ O10A แสดงเสนผาศูนยกลางโซนใส 2.3 และ 2.6 เซนติเมตร ตามลําดับ แตการยับยั้งการ
เจริญของ S. typhimurium พบวาไมมีแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักหอมดองในการยับยั้งการ
เจริญของแบคทีเรียชนิดนี้

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก S3A, S7A, S7B และ S9B ที่คัดแยกไดจาก
ผักเสี้ยนดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา มีเพียง S9B ที่แสดงความสามารถในการยับยั้ง
ดวยการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.8 เซนติเมตร สวนการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ S. aureus
พบวา S7B และ S9B สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญได โดยแสดงเสนผาศูนยกลางโซนใส 2.1 และ
1.4 เซนติเมตร ตามลําดับ แตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดองในที่นี้ ไมพบความการ
ยับยั้งการเจริญของ S. typhimurium

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก G2B, G7A, G7B และ G9B ที่คัดแยกไดจากผัก
แปนดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา ไมมีแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักแปน
ดอง ที่สามารถยับยั้งการเจริญ E. coli และ S. typhimurium ได และมีเพียง G2B ที่สามารถแสดงการ
ยับยั้งการเจริญของ S. aureus ได โดยแสดงเสนผาศูนยกลางโซนใส 2.7 เซนติเมตร

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก V2A, V5A, V6A, V7C, V9A และ V10A ที่คัด
แยกไดจากผักกุมดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา V2A, V6A และ S10A สามารถแสดง
การยับยั้งการเจริญ ดวยการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.1 7.0 และ 7.0 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนการ
ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ S. typhimurium พบวา V2A สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญไดดวย
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การแสดงเสนผาศูนยกลางโซนใส 2.8 เซนติเมตร แตแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกุมดองใน
ที่นี้ ไมพบความการยับยั้งการเจริญของ S. aureus

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก C1B, C3B, C5A และ C6A ที่คัดแยกไดจาก
ผักกาดดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา C1B, C3B และ C6A สามารถแสดง
ความสามารถในการยับยั้ง ดวยการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 7.1 6.6 และ 6.2 เซนติเมตร ตามลําดับ
แตไมพบวามีแบคทีเรียกรดแลคติกที่ คัดแยกไดจากผักกาดดองที่แสดงการยับยั้งการเจริญของ
S. typhimurium และ S. aureus ได

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก R2A, R2B, R7A และ R8A ที่คัดแยกไดจาก
กระทอนดอง ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา R2A, R2B, R7A และ R8A สามารถแสดง
ความสามารถในการยับยั้ง ดวยการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.9 2.3 6.4 และ 6.7 เซนติเมตร
ตามลําดับ สวนการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ S. aureus พบวา R2A, R2B และ R8A สามารถ
แสดงการยับยั้งการเจริญได ดวยการแสดงเสนผาศูนยกลางโซนใส 2.7 2.0 และ 2.6 เซนติเมตร
ตามลําดับ และการทดสอบการยับยั้งการเจริญของ S. typhimurium พบวา มีเพียง R2A ที่แสดงการ
เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 2.1 เซนติเมตร

การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A
และ M8A ที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด ในการยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli พบวา M1A, M2A, M4A,
M5A, M6A, M6B, M7A และ M8A สามารถแสดงความสามารถในการยับยั้ง ดวยการเกิดโซนใส
เสนผาศูนยกลาง 6.4 6.3 6.7 7.1 6.7 7.5 6.9 และ 7.0 เซนติเมตร ตามลําดับ สวนการทดสอบการ
ยับยั้งการเจริญของ S. aureus พบวา มีเพียง M6A สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญได ดวยการแสดง
เสนผาศูนยกลางโซนใส 2.2 เซนติเมตร แตไมมีแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด ที่แสดง
การยับยั้งการเจริญของ S. typhimurium ได

จากผลการทดลองจะเห็นวามีแบคทีเรียกรดแลคติก O7A, S9B, V2A, V6A, S10A, C1B, C3B,
C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A, M8A และ M8B สามารถ
ยับยั้งการเจริญ E. coli ได โดยแสดงการเกิดเสนผาศูนยกลางโซนใสใกลเคียงกัน ในชวง 6.1 ถึง 7.5
เซนติเมตร มีเพียง R2B ที่แสดงการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลางนอยที่สุด (2.3 เซนติเมตร) ในการทดสอบ
การยับยั้งการเจริญของ S. aureus จะเห็นวา แบคทีเรียกรดแลคติก O3B, O10A, S7B, S9B, G2B, R2A
และ M6A ที่สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญได โดยแสดงเสนผาศูนยกลางโซนใสในชวง 2.1 ถึง 2.7
เซนติเมตร แต S9B แสดงการเกิดโซนใสนอยที่สุด (1.4 เซนติเมตร) และสําหรับการทดสอบการยับยั้งการ
เจริญของ S. typhimurium พบวามีแบคทีเรียกรดแลคติก V2G, R2A, R2B และ R8A เพียง 4 ไอโซเลท
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ที่สามารถยับยั้งการเจริญได โดยแสดงการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลางตั้งแต 2.0 ถึง 2.8 เซนติเมตร จาก
การผลการทดสอบจะเห็นวา M6B แสดงการเกิดโซนใสในการยับยั้งการเจริญของ E. coli ไดสูงสุดคือ 7.5
เซนติเมตร แตไมแสดงการยับยั้งจุลินทรียกอโรคอีก 2 ชนิด ขณะที่ G2B มีการเกิดโซนใสยับยั้งการเจริญ
S. aureus สูงสุดคือ 2.7 เซนติเมตร แตไมสามารถยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคอีก 2 ชนิดได สวน
V2B มีการเกิดโซนใสกับ S. typhimurium ไดสูงสุดคือ 2.8 เซนติเมตร แตไมสามารถยับยั้งการเจริญ
จุลินทรียกอโรคที่นํามาทดสอบอีก 2 ชนิดได

นอกจากนี้มีแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งการเจริญทั้ง E. coli และ S. aureus ไดแก
S9B โดยมีการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.8 และ 1.4 เซนติเมตร ตามลําดับ และ M6A เกิดโซนใส
เสนผาศูนยกลาง 6.7 และ 2.2 เซนติเมตร ตามลําดับ ขณะที่แบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถยับยั้งการ
เจริญ E. coli และ S. typhimurium ไดแก V2A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.1 และ 2.8 เซนติเมตร
ตามลําดับ R2A มีการเกิดเสนผาศูนยกลางโซนใส 6.9 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ R2B เกิดโซนใส
เสนผาศูนยกลาง 2.3 และ 2.0 เซนติเมตร ตามลําดับ และ R8A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.7 และ 2.6
เซนติเมตร ตามลําดับ

มีเพียงแบคทีเรียกรดแลคติก R2A ที่สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคทางเดิน
อาหารทั้ง 3 ชนิดที่ทดสอบได โดยการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.9 2.7 และ 2.1 เซนติเมตร กับ
จุลินทรียทดสอบ E. coli, S. aureus และ S. typhimurium ตามลําดับ

จากผลการศึกษาสุพรรณิการ (2555) โดยใชวิธี Well diffusion พบวาสารที่ผลิตจากแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง ผักเสี้ยนดอง ผักหอมดอง มะยมดอง มะมวงดอง หนอไมดอง
กระทอนดอง สามารถ สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญเติบโต S. aureus ไดมากที่สุด แบคทีเรีย
กรดแลคติก D1 และ D2 ซึ่งคัดแยกไดจากผักหอมดอง โดยแสดงการเกิดโซนใส 2.1 และ 2.2 เซนติเมตร
ตามลําดับ และสารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก F1 ซึ่งคัดแยกไดจากมะมวงดอง สามารถแสดงการ
ยับยั้งการเจริญเติบโต E. coli ไดมากที่สุด โดยแสดงการเกิดโซนใส 2 เซนติเมตร โดยจากผลการศึกษา
พบวาสารที่ผลิตไดจากแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญสามารถยับยั้งการเจริญ S. aureus ไดมากกวา
E. coli

ซึ่งจะเห็นวาถึงแมสารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดเดียวกัน แตการยับยั้งการเจริญเติบโต
แบคทีเรียกอโรคไดตางชนิดกัน เชนเดียวกับการทดสอบและรายงานผลของ Mallesha et. al. (2010)
พบวาสารที่ผลิตจาก Lactobacillus fermentum สามารถยับยั้งการเจริญแบคทีเรียทดสอบได โดยมี
แบคทีเรียทดสอบแกรมบวกไดแก Bacillus cereus, Strephylococcus aureus และ Streptococcus
sp. ซึ่งพบการเกิดโซนยับยั้ง 15 13 และ 13 มิลลิเมตร ตามลําดับ สวนแบคทีเรียทดสอบแกรมลบที่
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ทดสอบไดแก Escherichia coli, Klebsiella pneumonia และ Pseudomonas aeruginosa ซึ่งพบ
การเกิดโซนยับยั้ง 13 11 และ 10 มิลลิเมตร ตามลําดับ จะเห็นวาการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียกอ
โรคไดตางชนิดกัน โดยสวนใหญสารที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
แบคทีเรียแกรมบวกไดมากกวาแบคทีเรียแกรมลบ อาจเนื่องจากโครงสรางเยื่อหุมเซลลแบคทีเรียแกรมลบ
มีชั้นไขมันหอหุมชั้นเพปทิโดไกลแคล (Peptidoglycan) (Mallesha et. al.,2010)

สารที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลิตข้ึนอาจมีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียที่อยูในกลุมจีนัสเดียวกันได
หรืออาจมีผลตออยางเชน รายงานผลการศึกษาของ Mourad et. al. (2004) พบวาแบคทีเรียกรดแลคติก
ที่คัดแยกไดจากการหมักมะกอกเขียว (Green olive) ไดแก Lactococcus lactis 14 ไอโซเลท
Lactobacillus plantarum 11 ไอโซเลท Enterococcus sp. 7 ไอโซเลท โดย 18 ไอโซเลท ที่คัดแยก
ได สามารถยับยั้งการเจริญเชื้ออ่ืน และสารละลาย (Supernatant free cell) ที่ไดจาก Lactobacillus
plantarum สามารถตอตานพวกแบคทีเรียแกรมบวก ไดแก Lactobacillus, Enterococcus และ
Propionibacterium และยังตอตานแบคทีเรียแกรมลบ Erwinia ที่เปนสาเหตุการเนาเสียไดดวย

จากการศึกษาและรายงานของ ภักดี (2548) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตจุลินทรียบางชนิดได และเมื่อทดสอบกับจุลินทรียบางชนิดไมพบการยับยั้งการเจริญเติบโต
โดยพบการยับยั้งการเจริญเติบโต Listeria monocytogenes ดวยแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกมา 15
โคโลนี  จากจุลินทรียที่เจริญบนอาหารทั้งหมด 1020 โคโลนี คิดเปน 1.47 เปอรเซ็นต ขณะที่ไมพบวามี
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกมานั้น สามารถยับยั้งการเจริญเติบโต Salmonella typhimurium, E.
coli, P. aeroginosa และ B. cereus

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดในที่นี้ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียกอโรคทางเดิน
อาหารได ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารที่แบคทีเรียกรดแลคติกสรางข้ึน ไดแก กรดแลคติก ไฮโดรเจนเปอร-
ออกไซด (Hydrogen peroxide) และแบคเทอริโอซิน ซึ่งสารเหลานี้ลวนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
จุลินทรียชนิดอ่ืนได (Remiger et. al., 1999)
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ตารางท่ี 4.2 การทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียกอโรค
ทางเดินอาหาร

แบคทีเรีย
กรดแลคติก

เสนผาศูนยกลางโซนใส (เซนติเมตร) ของการยับย้ังจุลินทรีย
Escherichia coli Salmonella typhimurium Strephylococcus aureus

O3B
O7A
O10A
S3A
S7A
S7B
S9B
G2B
G7A
G7B
G8B
V2A
V5A
V6A
V7C
V9A
V10A
C1B
C3B
C5A
C6A
R2A
R2B
R7A
R8A

-
3.1
-
-
-
-

3.4
-
-
-
-

3.05
-

3.5
-
-

3.5
3.5
3.3
-

3.1
3.4
1.2
3.2
3.3

-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

2.8
-
-
-
-
-
-
-
-
-

2.7
2.0
-

2.6

2.3
-

2.6
-
-

2.1
1.4
2.7
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

2.1
-
-
-

หมายเหตุ : สัญลักษณ – หมายถึงไมพบการเกิดโซนใสในการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคท่ีทดสอบนั้นๆ
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ตารางท่ี 4.2 การทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียกอโรค
ทางเดินอาหาร (ตอ)

แบคทีเรีย
กรดแลคติก

เสนผาศูนยกลางโซนใส (เซนติเมตร) ในการยับย้ังจุลินทรียทดสอบ
Escherichia coli Salmonella typhimurium Strephylococcus aureus

M1A
M2A
M4A
M5A
M6A
M6B
M7A
M8A
M8B

3.2
3.1
3.3
3.5
3.3
3.7
3.4
3.5
3.7

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-

2.2
-
-
-
-

หมายเหตุ : สัญลักษณ – หมายถึงไมพบการเกิดโซนใสในการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคท่ีทดสอบนั้นๆ

ผลการทดสอบที่แสดงวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากอาหารหมักดองนั้น สามารถยับยั้ง
การเจริญจุลินทรียกอโรคไดตางกัน เชน แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิด (O7A, S9B, V2A, V6A, S10A,
C1B, C3B, C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A และ M8A) ยับยั้ง
ไดเพียง E. coli แตไมแสดงผลตอแบคทีเรียกอโรคที่ทดสอบอีก 2 ชนิด แตแบคทีเรียกรดแลคติกบาง
ชนิดสามารถยับยั้งการเจริญทั้ง E. coli และ S. aureus ได และจากผลการทดสอบยังพบวาแบคทีเรีย
กรดแลคติก R2A เพียงชนิดเดียวจาก 34 ไอโซเลท ที่สามารถแสดงการยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรค
ทางเดินอาหารทั้ง 3 ชนิดได ทั้งนี้อาจเนื่องจากสารที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลิตออกมามีคุณสมบัติตางกัน
และคุณสมบัติของจุลินทรียชนิดอ่ืนๆ ในสิ่งแวดลอมนั้น ตอการรับผลกระทบจากสารไดตางกัน
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4.3 การอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกไดในสภาวะกรดไฮโดรคลอริก สารละลายใน
กระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี

คุณสมบัติสําคัญของโปรไบโอติก จําเปนตองอยูรอดในระบบทางเดินอาหารที่ประกอบดวย
สารละลาย และเอนไซมที่มีผลตอการทําลายจุลินทรียได โดยสารละลายในระบบทางเดินอาหารที่สําคัญ
ไดแก สภาวะที่มีกรดไฮโดรคลอริก น้ํายอยในกระเพาะอาหาร เกลือน้ําดี โดยการทดสอบการอยูรอดใน
สภาวะสมมติสารในระบบทางเดินอาหารพบวาแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญที่คัดแยกได สามารถอยู
รอดไดดี (ตารางที่ 4.3)

จากการทดสอบในสภาวะที่มีกรดไฮโดรคลอริก พีเอช 2.5 พบวา แบคทีเรียกรดแลคติก O3B,
O7A และ O10A ที่คัดแยกไดจากผักหอมดอง มีการอยูรอด 89 99 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
แบคทีเรียกรดแลคติก S3A, S7A, S7B และ S9B ที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดอง มีการอยูรอด 87 74 92
และ 77 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก G2B, G7A, G7B และ G9B ที่คัดแยกไดจากผัก
แปนดอง มีการอยูรอด 77 91 89 และ 73 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก V2A, V5A,
V6A, V7C, V9A และ V10A ที่คัดแยกไดจากผักกุมดอง มีการอยูรอด 69 87 88 68 67 และ 87
เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก C1B, C3B, C5A และ C6A ที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง มี
การอยูรอด 60 89 87 และ 60 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก R2A, R2B, R7A และ R8A
ที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง มีการอยูรอด 76 87 98 และ 99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และแบคทีเรียกรด
แลคติก M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A และ M8A มีการอยูรอด 99 63 88 67 65 72 64
42 และ 65 เปอรเซ็นต ตามลําดับ

สําหรับการทดสอบการอยูรอดในสารละลายในกระเพาะอาหาร พบวา แบคทีเรียกรดแลคติก
O3B, O7A และ O10A ที่คัดแยกไดจากผักหอมดอง มีการอยูรอด 89 99 และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
แบคทีเรียกรดแลคติก S3A, S7A, S7B และ S9B ที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดอง มีการอยูรอด 84 82 72
และ 69 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก G2B, G7A, G7B และ G9B ที่คัดแยกไดจากผัก
แปนดอง มีการอยูรอด 88 88 96 และ 82 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก V2A, V5A,
V6A, V7C, V9A และ V10A ที่คัดแยกไดจากผักกุมดอง มีการอยูรอด 73 92 72 80 85 และ 71
เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก C1B, C3B, C5A และ C6A ที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง มี
การอยูรอด 62 96 80 และ 97 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก R2A, R2B, R7A และ R8A
ที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง มีการอยูรอด 81 95 94 และ 91 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และแบคทีเรียกรด
แลคติก M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A และ M8A มีการอยูรอด 80 81 78 78 86 84 89
83 และ 59 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
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สําหรับการทดสอบการอยูรอดในเกลือน้ําดี (Bile salt) โดยการบมแบคทีเรียกรดแลคติกใน
อาหาร MRS broth ที่มีเกลือน้ําดี 0.3 เปอรเซ็นต พบวา แบคทีเรียกรดแลคติก O3B, O7A และ O10A
ที่คัดแยกไดจากผักหอมดอง มีการอยูรอด 65 66 และ 73 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก
S3A, S7A, S7B และ S9B ที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดอง มีการอยูรอด 92 87 77 และ 89 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก G2B, G7A, G7B และ G9B ที่คัดแยกไดจากผักแปนดอง มีการอยูรอด
93 83 96 และ 86 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก V2A, V5A, V6A, V7C, V9A และ V10A
ที่คัดแยกไดจากผักกุมดอง มีการอยูรอด 73 95 89 95 86 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แบคทีเรีย
กรดแลคติก C1B, C3B, C5A และ C6A ที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง มีการอยูรอด 99 96 95และ 92
เปอรเซ็นต ตาสําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก R2A, R2B, R7A และ R8A ที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง มี
การอยูรอด 99 98 96 และ 92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และแบคทีเรียกรดแลคติก M1A, M2A, M4A,
M5A, M6A, M6B, M7A และ M8A มีการอยูรอด 95 89 96 98 88 99 85 97 และ 94 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ

จากผลการทดสอบจะเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกสวนใหญสามารถอยูรอดไดในสภาวะทดสอบ
รวมถึงแบคทีเรียกรดแลคติก R2A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อกอโรคในทางเดินอาหารทั้ง 3 ชนิด มี
ความสามารถอยูรอดไดดีในสภาวะทดสอบดวยเชนกัน
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ตารางท่ี 4.3 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในสภาวะที่มีกรดไฮโดรคลอริก
สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี

แบคทีเรียกรดแลคติก
ท่ีคัดแยกได

การอยูรอด (%)

กรดไฮโดรคลอริก สารละลายใน
กระเพาะอาหาร

เกลือน้ําดี

O3B
O7A
O10A
S3A
S7A
S7B
S9B
G2B
G7A
G7B
G8B
V2A
V5A
V6A
V7C
V9A
V10A
C1B
C3B
C5A
C6A
R2A
R2B
R7A
R8A

89
99
90
87
74
92
77
77
91
89
73
69
87
88
68
67
87
60
89
87
60
76
87
98
99

83
74
73
84
82
72
69
88
88
96
82
73
92
72
80
85
71
62
96
80
97
81
95
94
81

65
66
73
92
87
77
89
93
83
96
86
73
95
89
95
86
87
99
96
95
92
99
96
98
92
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ตารางท่ี 4.3 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในสภาวะที่มีกรดไฮโดรคลอริก
น้ํายอยในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี (ตอ)

แบคทีเรียกรดแลคติก
ที่คัดแยกได

การอยูรอด (%)

กรดไฮโดรคลอริก น้ํายอยกระเพาะ
อาหาร

เกลือน้ําดี

M1A
M2A
M4A
M5A
M6A
M6B
M7A
M8A
M8B

99
63
88
67
65
72
64
42
65

80
81
78
78
86
84
89
83
59

95
89
96
98
88
99
85
97
94

จากผลการศึกษาพบวา ไอโซเลททั้งหมดที่คัดแยกไดมานั้น สามารถอยูรอดไดในระบบทางเดิน
อาหาร แบคทีเรียกรดแลคติกที่อยูรอดไดในระบบทางเดินอาหารนาจะมีคุณสมบัติในการอยูรอดและเปน
แบคทีเรียโปรไบโอติกในระบบทางเดินอาหารไดดวย

4.4 การบงชี้สกุลของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได
การบงชี้สกุล (Genus) ของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยการทดสอบทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมี

(Morphological and biochemical test) ไดแก ศึกษารูปรางเซลล ใชการยอมติดสีแกรมของเซลล
ศึกษารูปรางเซลลภายใตกลองจุลทรรศน การทดสอบทางชีวเคมี ไดแกการสรางเอนไซมคะตะเลส
(Catalase test) เอนไซมออกซิเดส (Oxidase test) การเจริญไดในสภาวะมีเกลือความเขมขน 4 6 และ
18 เปอรเซ็นต การเจริญที่อุณหภูมิตางๆ ไดแก 37 และ 45 องศาเซลเซียส และการหมักกลูโคสความ
เขมขน 1 เปอรเซ็นต โดยการสังเกตการเกิดฟองกาซในหลอดดักกาซ และสังเกตการเปลี่ยนสีของอาหาร
จากแดงเปนเหลือง ซึ่งแสดงถึงการสรางกรด โดยทั่วไปการจัดจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติก ใชการ
ทดสอบทางสัณฐาน การหมักกลูโคส การเจริญที่อุณหภูมิตางๆ โครงสรางกรดแลคติกที่สรางได การเจริญ
ไดในเกลือความเขมขนตางๆ และความทนตอสภาวะดาง หรือกรด (Phumkhachorn et. al., 2010)
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การทดสอบทางสัณฐาน และทางชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกแตละตัวอยางพบวา แบคทีเรีย
กรดแลคติกที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด A1 A2 และ A3 เปนแบคทีเรียในสกุล Streptococcus spp.
Lactobacillus และ Lueconostoc แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง B1 และ B3
เปนแบคทีเรียในสกุล Pediococcus และ B2 เปนแบคทีเรียสกุล Lactobacilus แบคทีเรียกรดแลคติก
C1 และ C2 ที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดองเปนแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus และ Pediococcus
ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกจากผักหอมดอง D1 D2 และ D3 เปนแบคทีเรียในสกุล
Lactobacillus, Lactococcus และ Lueconostoc ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจาก
มะยมดอง E1 E2 และ E3 เปนแบคทีเรียในสกุล Lueconostoc, Streptococcus และ Lactococcus
ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากมะมวงดอง F1 F2 และ F3 เปนแบคทีเรียในสกุล
Lactococcus, Lueconostoc และ Streptococcus ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกจาก
หนอไมดอง G1 G2 และ G3 เปนแบคทีเรียที่อยูในสกุล Lactobacillus, Lactococcus และ
Lueconostoc ตามลําดับ และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง H1 และ H2 เปน
แบคทีเรียในสกุล Pediococcus และ Streptococcus ตามลําดับ (ตารางที่ 4.4)
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ตารางท่ี 4.4 การทดสอบทางสัณฐาน ชีวเคมี และการบงชีส้ายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได

Iso GM/
Mor CAT OXI Glu Lac Mel Raf O/F Temp (°C) NaCl (%) NH4

-Arg Organism Identified37 45 4 8 10
O3B +C - - A A A A F + - + + - + Streptococcus sp.
O7A +C - - A A A A F + - + + - + Streptococcus sp.
O10A +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
S3A +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
S7A +C - - A A A A F + - + + - + Streptococcus sp.
S7B +C - - A A A A F + - + + - + Streptococcus sp.
S9B +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
G2B +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
G7A +R - - A A A A F + + + + - + Lactobacillus sp.
G7B +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
G8B +C - - A A A A F + - + + + + Streptococcus sp.
V2A +R - - A A A A F + - + + - + Lactobacillus sp.

คํายอ และสัญลักษณ : Iso (Isolate); GM (Gram stain)/ Mor (Morphology) สัญลักษณ + ติดสีแกรมบวก – ติดสีแกรมลบ R (Rod) รูปรางแทง C (Cocci) รูปราง
กลม; CAT (Catalase test) สัญลักษณ + สรางคะตะเลส – ไมพบการสรางคะตะเลส; OXI (Oxidase test) สัญลักษณ + สรางออกซิเดส – ไมพบการสรางออกซิเดส; Glu
(Glucose fermentation) สัญลักษณ A/G (Acid and gas production) จากการหมักกลูโคส A มีการสรางกรด G มีการสรางกาซ; Lac (Lactose utilization); Mel
(Mellibiose utilization); Raf (Raffinose utilization) สัญลักษณ A มีการสรางกรด; O/F (Oxidative fermentation test) สัญลักษณ O = Oxidation F =
Fermentation; Temp (การเจริญท่ีอุณหภูมิ); NaCl (การเจริญในเกลือ) สัญลักษณ + เจริญได – ไมพบการเจริญ; NH4-Arg (Ammonia from arginine) สัญลักษณ
+ สรางแอมโมเนีย – ไมพบการสรางแอมโมเนีย
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ตารางท่ี 4.4 การทดสอบทางสัณฐาน ชีวเคมี และการบงชี้สายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได (ตอ)

Iso GM/Mor CAT OXI Glu Lac Mel Raf O/F Temp (°C) NaCl (%) NH4-
Arg Organism Identified37 45 4 8 10

V5A +R - - A/G A A A F + + + + - + Lactobacillus fermentum
V6A +R - - A A A A F + - + + - + Lactobacillus sp.
V7C +R - - A A A A F + - + + + + Lactobacillus sp.
V9A +R - - A A A A F + + + + - + Lactobacillus sp.
V10A +C - - A/G A A A F + + + + - + Weissella sp.
C1B +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
C3B +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
C5A +C - - A A A A F + - + + - + Lactococcus lactis
C6A +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
R2A +R - - A/G A A A F + - + + + + Lactobacillus sp.
R2B +R - - A A A A F + - + + + + Lactobacillus sp.

คํายอ และสัญลักษณ : Iso (Isolate); GM (Gram stain)/ Mor (Morphology) สัญลักษณ + ติดสีแกรมบวก – ติดสีแกรมลบ R (Rod) รูปรางแทง Coc (Cocci) รูปราง
กลม; CAT (Catalase test) สัญลักษณ + สรางคะตะเลส – ไมพบการสรางคะตะเลส; OXI (Oxidase test) สัญลักษณ + สรางออกซิเดส – ไมพบการสรางออกซิเดส; Glu
(Glucose fermentation) สัญลักษณ A/G (Acid and gas production) จากการหมักกลูโคส A มีการสรางกรด G มีการสรางกาซ; Lac (Lactose utilization); Mel
(Mellibiose utilization); Raf (Raffinose utilization) สัญลักษณ A มีการสรางกรด; O/F (Oxidative fermentation test) สัญลักษณ O = Oxidation F =
Fermentation; Temp (การเจริญท่ีอุณหภูมิ); NaCl (การเจริญในเกลือ) สัญลักษณ + เจริญได – ไมพบการเจริญ; NH4-Arg (Ammonia from arginine) สัญลักษณ
+ สรางแอมโมเนีย – ไมพบการสรางแอมโมเนีย
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ตารางท่ี 4.4 การทดสอบทางสัณฐาน ชีวเคมี และการบงชี้สายพันธุแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได (ตอ)

Iso GM/Mor CAT OXI Glu Lac Mel Raf O/F Temp (°C) NaCl (%) NH4-
Arg Organism Identified37 45 4 8 10

R7A +R - - A/G A A A F + - + + + + Lactobacillus sp.
R8A +R - - A A A A F + + + + + + Lactobacillus sp.
M1A +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
M2A +R - - A A A A F + + + + - + Lactobacillus sp.
M4A +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
M5A +C - - A/G A A A F + + + + - + Weissella sp.
M6A +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
M6B +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
M7A +C - - A A A A F + + + + - + Lactococcus lactis
M8A +C - - A A A A F + + + + + + Pediococcus sp.
M8B +C - - A/G A A A F + + + + + + Weissela soli

คํายอ และสัญลักษณ : Iso (Isolate); GM (Gram stain)/ Mor (Morphology) สัญลักษณ + ติดสีแกรมบวก – ติดสีแกรมลบ R (Rod) รูปรางแทง Coc (Cocci) รูปราง
กลม; CAT (Catalase test) สัญลักษณ + สรางคะตะเลส – ไมพบการสรางคะตะเลส; OXI (Oxidase test) สัญลักษณ + สรางออกซิเดส – ไมพบการสรางออกซิเดส; Glu
(Glucose fermentation) สัญลักษณ A/G (Acid and gas production) จากการหมักกลูโคส A มีการสรางกรด G มีการสรางกาซ; Lac (Lactose utilization); Mel
(Mellibiose utilization); Raf (Raffinose utilization) สัญลักษณ A มีการสรางกรด; O/F (Oxidative fermentation test) สัญลักษณ O = Oxidation   F =
Fermentation; Temp (การเจริญท่ีอุณหภูมิ); NaCl (การเจริญในเกลือ) สัญลักษณ + เจริญได – ไมพบการเจริญ; NH4-Arg (Ammonia from arginine) สัญลักษณ
+ สรางแอมโมเนีย – ไมพบการสรางแอมโมเนีย
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แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดทุกชนิดไมสรางคะตะเลส และออกซิเดส จากผลการทดสอบทาง
สัณฐานวิทยา และชีวเคมีกับแบคทีเรียกรดแลคติกแตละชนิด พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจาก
ผักกาดดองไดแก O3A และ O7A จัดวาเปน Streptococcus sp. สวน O10A จัดวาเปน Pediococcus
sp. โดย O3A และ O7A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 ไมเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญในที่มีเกลือ 10 เปอรเซ็นต และ
หมักกลูโคส พบการสรางกรด สวนการหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส พบวามีการหมักน้ําตาลทั้ง
สามชนิดนี้แลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ
และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได เปนคุณสมบัติที่ใกลเคียงกับ Streptococcus
sp.

สวน O10A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมี
เกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
น้ําตาลแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media มีการหมักกลูโคสได
ทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมกีารสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียง
กับ Pediococcus sp.

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดอง ไดแก S3A S7A S7B และS9B พบวา S3A มี
เซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความ
เขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสได
ทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียง
กับ Lactococcus lactis

S7A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะ
มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวสราง
กรด สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามี
การหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับ Streptococcus sp.
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S7B มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะ
มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวสราง
กรด สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดเชนกัน การทดสอบใน O/F media
พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได
ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Streptococcus sp.

S9B มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวมีการสราง
กรด สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดเชนกัน การทดสอบใน O/F media
พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได
ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactococcus lactis

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักแปนดอง ไดแก G2B G7A G7B และ G8B โดยพบวา
G2B และ G7B มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต พบการสรางกรดจากการหมัก
กลูโคส สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวมีการสรางกรด การทดสอบใน O/F media
พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีน
ได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactococcus lactis

G7A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส
สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการ
หมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

G8B เซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะ
มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 เปอรเซ็นต และ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวสรางกรด สามารถ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคส
ไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน การทดสอบแอมโมเนียจากอารจินีน พบวามีการสราง
แอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Streptococcus sp.
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แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกุมดอง V2A V5A V6A V7C V9A และ V10A โดยพบวา
V2A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวสรางกรด
สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการ
หมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

V5A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการหมักกลูโคสแลวสรางกรดและ
กาซ สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวา
มีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน และมีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่ง
มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus fermentum

V6A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมพบการเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีหมักกลูโคส พบ
การสรางกรด สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F
media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจาก
อารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

V7C มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมพบการเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส มีการ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน สรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียง
กับ Lactobacillus sp.

V9A มีเซลลแทง ติดสีแกรมลบ เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส
สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการ
หมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.
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V10A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 เปอรเซ็นต แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดและกาซ จากการ
หมักกลูโคส สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวา
มีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมี
คุณสมบัติใกลเคียงกับ Weissella sp.

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง C1B C3B C5A และC6A โดยพบวา C1B และ
C3B มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ (NaCl)
ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส มีการหมักแลคโตส เมลโลไบโอส
และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ
และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Pediococcus sp.

C5A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมพบการเจริญใน 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมัก
กลูโคส สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media
พบวาการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่ง
มีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Lactococcus lactis

C6A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมักแลคโตส
เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งใน
สภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ
Pediococcus sp.

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง R2A R2B R7A และ R8A โดยพบวา R2A มี
เซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ (NaCl)
ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมักน้ําตาลแลคโตส
เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งใน
สภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ
Lactobacilus sp.
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R2B มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะ
มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวมีการสรางกรด การทดสอบดวย O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

R7A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 แตไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะ
มีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดและกาซจากการหมักกลูโคส สามารถ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

R8A มีเซลลแทง ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต หมักกลูโคส มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวมีการสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Lactobacillus sp.

แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด M1A M2A M4A M5A M6A M6B M7A M8A
และ M8B โดยพบวา M1A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดใน
สภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Pediococcus sp.

M2A มีเซลลแทง ติดสีแกรมลบ เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 8 แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรด การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสได
ทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ
Lactobacillus sp.
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M4A มีเซลลกลม ติดสีแกรมลบ เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 8 แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคส
ไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียง
กับ Lactobacillus lactis

M5A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 8 แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดและกาซจากการหมักกลูโคส
สามารถหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการ
หมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีน ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Weissella sp.

M6A M6B และ M8A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญได
ในสภาวะมีเกลือ (NaCl) ความเขมขน 4 8 และ 10 เปอรเซ็นต สรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมักกลูโคสได
ทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ
Pediococcus sp.

M7A มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 แตไมเจริญที่ 10 เปอรเซ็นต มีการสรางกรดจากการหมักกลูโคส สามารถ
หมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรดได การทดสอบใน O/F media พบวามีการหมัก
กลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน มีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติ
ใกลเคียงกับ Lactococcus lactis

M8B มีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก เจริญไดที่ 37 และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในสภาวะมีเกลือ
(NaCl) ความเขมขน 4 และ 8 และ 10 เปอรเซ็นต หมักกลูโคส พบการสรางกรด และกาซ สวนการหมัก
แลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนส พบวาสามารถหมักน้ําตาลทั้งสามชนิด แลวสรางกรด การทดสอบใน
O/F media พบวามีการหมักกลูโคสไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และไรออกซิเจน การทดสอบแอมโมเนียจาก
อารจินีน พบวามีการสรางแอมโมเนียจากอารจินีนได ซึ่งมีคุณสมบัติใกลเคียงกับ Weissella soli

จากผลการทดลอง จะเห็นวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากอาหารหมักดองจากผัก และ
ผลไม สามารถพบแบคทีเรียกรดแลคติกแตละชนิด โดยแตละไอโซเลทถูกจําแนกเปนแบคทีเรียกรดแลคติ
กชนิดตางๆ ดังนี้ S3A G2B G7B M7A เปน Lactococcus lactis โดยทั้ง 4 ไอโซเลท มีลักษณะเซลลกลม
ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะตะเลส หมักกลูโคสแลวสรางกรด (Homofermentative) มีการหมักแลคโตส



48

เมลโลไบโอส และราฟโนส แลวสรางกรดได ใชอารจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส ซึ่งมีคุณสมบัติ
เชนเดียวกับ Lc. lactis จากการศึกษาของ Chahrour และคณะ (2013)

C5A มีคุณสมบัติเปน Lactococcus lactis ซึ่งมีลักษณะเซลลกลมติดสีแกรมบวก ไมพบกิจกรรม
คะตะเลส หมักกลูโคสแลวสรางกรด (Homofermentative) มีการหมักเมลโลไบโอสแลวสรางกรดได ใช
อารจินีนได ไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส และเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคุณสมบัติคลายกับรายงานผลของ
Kunene และคณะ (2000) พบ Lc. Lactis ในการคัดแยกจาก Weaning food อยางไรก็ตาม Lc. Lactis
ไมสรางกรดจากการหมักแลคโตส แตหมักเมลิไบโอสได

V5A เปน Lactobacillus fermentum มีลักษณะเซลลเปนแทง ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะ
ตะเลส หมักกลูโคสแลวสรางกรดและกาซ (Heterofermentative) เมื่อหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และ
ราฟโนสแลวสรางกรดได ใชอาจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส ไมเจริญในเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งมี
คุณสมบัติเชนเดียวกับ Lb. fermentum จากการศึกษาของ Patil และคณะ (2010)

M8A เปน Weissella soli มีลักษณะเซลลกลม ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะตะเลส หมักกลูโคสแลว
สรางกรดและกาซ (Heterofermentative) เมื่อหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได
ใชอาจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส และเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคุณสมบัติเชนเดียวกับ W. soli
จากการศึกษาของ Chahrour และคณะ (2013)

O10A C1B C3B C6A M1A M6A M6B และ M8A มีลักษณะเซลลกลมติดสีแกรมบวก ไมสราง
คะตะเลส หมักกลูโคสแลวสรางกรด (Homofermentative) เมื่อหมักน้ําตาลแลคโตส เมลโลไบโอส และ
ราฟโนสแลวสรางกรดได ใชอาจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งเปน
คุณสมบัติบางประการที่พบไดใน Pediococcus sp. จากรายงานผลการศึกษาของ Patral และคณะ
(2011) ในการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกพบ Pediococcus pentosaceus เปนแบคทีเรียรูปรางกลม
ติดสีแกรมบวก เจริญไดใน 45 องศาเซลเซียส เจริญไดในเกลือ 8 เปอรเซ็นต เปน Homofermentative
lactic acid bacteria มีการสรางกรดจากการหมักแลคโตสได และสามารถหมักราฟโนส และเมลิไบโอสได
โดยเกิดปฏิกิริยาเล็กนอย ซึ่งสอดคลองกับรายงานผลการศึกษาของ Savic และคณะ (2006) ในการคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกจากหัวเชื้อแปงขนมปง และการหมักแปงขาวสาลี สามารถคัดแยกได Pediococcus
pentosaceus

V2A V6A V5A R2A R7A V7C และ R2B มีลักษณะเซลลแทง ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะตะเลส
ใชอารจินีนได พบการสรางกรดจากแลคโตส เมลิไบโอส และราฟโนส ทั้งนี้ V2A V6A ไมเจริญที่ 45 องศา
เซลเซียส เกลือ 10 เปอรเซ็นต V7C และ R2B ไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส แตเจริญในเกลือ 10
เปอรเซ็นต โดยทั้ง 4 ไอโซเลท มีคุณสมบัติเปน Homofermentative lactic acid bacteria สวน R2A
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และ R7A ไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญในเกลือ 10 เปอรเซ็นต และ V5A เจริญไดที่ 45 องศา-
เซลเซียส ไมเจริญในเกลือ 10 เปอรเซ็นต ทั้ง 3 ไอโซเลท มีคุณสมบัติเปน Heterofermentative lactic
acid bacteria โดยสวนใหญแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีรูปรางแทงมักจะอยูในกลุม Lactobacillus sp. ซึ่ง
อาจเปน Homofermentative หรือ Heterofermentative lactic acid bacteria ก็ได โดยกลุม
Lactobacillus ที่หมักกลูโคสแลวสรางเฉพาะกรดแลคติก สามารถใชอารจินีนในการสรางพลังงาน และมี
การสรางแอมโมเนีย ที่พบในอาหารหมักดองจากพืช เชน จากรายงานผลการศึกษาของ Chahrour และ
คณะ (2013) พบ Lb. manihotivorans ซึ่งเจริญไดใน 45 องศาเซลเซียส เกลือ 6.5 เปอรเซ็นต แตไม
สามารถสรางกรดจากการหมักราฟโนสได สวน Lb. pentosus พบการหมักกลูโคส แลวสรางทั้งกรดและ
กาซ ใชอารจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส และเกลือ 10 เปอรเซ็นต แตไมสามารถสรางกรดจากการ
หมักราฟโนสได

V10A และ M5A เปน Weissella sp. มีลักษณะเซลลกลม ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะตะเลส หมัก
กลูโคสแลวสรางกรดและกาซ (Heterofermentative) เมื่อหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลว
สรางกรดได ใชอาจินีนได เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส แตไมเจริญในเกลือ 10 เปอรเซ็นต โดยจากรายงาน
ผลการศึกษาของ Patral และคณะ (2011) สามารถคัดแยก Weissella sp. จากโยเกิรตพ้ืนเมืองของ
อินเดีย (ดาฮี; Dahi) ซึ่งมีลักษณะเซลลกลม สามารถสรางกรดและกาซจากการหมักกลูโคส ใชอารจินีนได
ไมเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดที่เกลือ 8 เปอรเซ็นต

O3B O7A และ S7A มีลักษณะเซลลกลม ติดสีแกรมบวก ไมสรางคะตะเลส หมักกลูโคสแลวสราง
กรด (Homofermentative) เมื่อหมักแลคโตส เมลโลไบโอส และราฟโนสแลวสรางกรดได ใชอาจินีนได
เจริญไดที่ 45 องศาเซลเซียส และเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคุณสมบัติกลุม Streptococcus sp. จาก
รายงานการศึกษาของ Patral และคณะ (2011) สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากดาฮี (Dahi) พบ
Streptococcus brevis ซึ่งมีเซลลกลม ติดสีแกรมบวก ใชอารจินีนไดแล็กนอย เจริญไดที่ 45 องศา-
เซลเซียส แตไมเจริญในเกลือ 10 เปอรเซ็นต หมักกลูโคสแลวสรางกรดเทานั้น และสามารถสรางกรดจาก
การหมักแลคโตสได

แบคทีเรียสกุล Streptococcus มีเซลลรูปกลม ติดสีแกรมบวก สวนใหญเมื่อหมักกลูโคสจะสราง
กรด และกาซ จัดอยูในกลุม Heterofermentative lactic acid bacteria แต Streptococcus บางชนิด
สามารถหมักกลูโคสแลวมีเพียงการสรางกรดเปนผลิตภัณฑหลัก ไมพบการสรางกาซ และผลิตภัณฑอ่ืน จัด
อยูในกลุม Homofermantative lactic acid bacteria (Phumkhachorn et. al., 2010)
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ดังนั้นจากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดองจากผัก ผลไม และแหนมเห็ด
สามารถคัดแยกและจําแนกเปนแบคทีเรียกกรดแลคติก ดังนี้ Lactococcus lactis, Pediococcus sp.,
Lactobacillus fermentum, Weisella sp., Lactobacillus sp., Weisella soli และ Streptococcus
sp.

จากรายงานผลการศึกษาของ Chahrour และคณะ (2013) ในการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
จากขาวฟางอาหารสัตว (Sorghum silage) ในฝงตะวันตกของประเทศอัลจิเรีย สามารถคัดแยกได
แบคทีเรียกรดแลคติก 27 ไอโซเลท เปน Lactobacillus 44 เปอรเซ็นต Lactococcus 14.81 เปอรเซ็นต
Weisswlla 29.62 เปอรเซ็นต และ Leuconostoc 11.11 เปอรเซ็นต โดยจากการจําแนกทางชีวเคมี
พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ไดแก Lactobacillus brevis, L. pentosus, L.
manihotivorans, L. fermentum, Lactococcus lactis, Weissella cibaria, W. minor W. soli W.
viridescense และ Leuconostoc mesenteroides

Patil และคณะ (2010) รายงานผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากเคิรด (Curd) และ
แตงกวา (Cucumis sativus) พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมีคุณสมบัติในการตอตานจุลินทรีย
อ่ืนได และจากการศึกษาทางสัณฐานวิทยา และชีวเคมีพบวา เปน Pediococcus acidilactici, P.
petosaceous, Weissella cibaria, W. cibaria, Lactobacillus fermentum, L. plantarum

จากการศึกษาและรายงานของ Azadnia และ Nazer (2009) พบวา การคัดแยกแบคทีเรียกรด
แลคติกจากนมเปรี้ยว 18 ตัวอยาง ใน 5 จังหวัด ประเทศอิหราน พบแบคทีเรียกรดแลคติก 673 ตัวอยาง
แบคทีเรียกรดแลคติก โดยมี 52 ตัวอยางแบคทีเรียกรดแลคติก (44.44 เปอรเซ็นต) เปน Lactococcus
lactis 65 ตัวอยางแบคทีเรียกรดแลคติก (55.56 เปอรเซ็นต) เปน Leuconostoc mesenteroides

รายงานผลการศึกษาของ Mourad et. al. (2004) พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจาก
การหมักมะกอกเขียว (Green olive) ไดแก Lactococcus lactis 14 ไอโซเลท Lactobacillus
plantarum 11 ไอโซเลท Enterococcus sp. 7 ไอโซเลท โดย18 ไอโซเลท

จากรายงานผลการทดลองของ Kazemipoor M. (2012) พบวา แบคทีเรียกรดแลคติก MF6 ที่คัด
แยกจากอาหารหมักดองพวกพืช มีคุณสมบัติในการผลิตสารยับยั้งการเจริญเติบโตเชื้อกอโรคไดดีที่สุด เมื่อ
เทียบกับแบคทีเรียกรดแลคติกอ่ืนๆ ที่คัดแยกได โดยพบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ E. coli และ
Yersiria enterocolitica ไดมากที่สุด ซึ่ง MF6 นี้ มีคุณสมบัติยอมติดสีแกรมบวก รูปรางทอน เรียงตัวสาย
ยาว ไมเจริญที่ 15 และ 45 องศาเซลเซียส หมักกลูโคสแลวพบการสรางกรดเทานั้นไมสรางกาซ ซึ่งจําแนก
เปน Lactobacillus animalis
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จากผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในที่นี้สามารถคัดแยกไดไอโซเลทหมายเลข R2A ที่พบวา
สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารที่ทดสอบ (E. coli, S. typhimurium และ S.
aureus) ได โดยจากการจําแนกสายพันธุพบวา R2A มีคุณสมบัติในกลุม Lactobacillus

จากการศึกษาของ Guetarni (2012) พบวา Lactobacillus ซึ่งมีการสรางกรดแลคติก มีผลให
จุลินทรียกอโรคอยาง Helicobacter pylori ถูกยับยั้งการเจริญได Lactobacillus บางชนิดอยางเชน L.
reuterin ยังสามารถสรางรูเทรินที่มีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในลําไสไดดวย (Cleusix et. al.
2007) ในทํานองเดียวกับรายงานผลการศึกษาของ Yang et. al. (2012) พบวา แบคเทอริโอซินที่ผลิตโดย
Lactobacillus sakei รวมถึงสารประกอบที่มีคุณสมบัติคลายแบคเทริโอซิน สามารถยับยั้งการเจริญของ
เชื้อกอโรคได Listeria innocua รวมถึงแบคทีเรียกรดแลคติกที่ไดจากการคัดแยก 138 ไอโซเลท มี 28
ไอโซเลท ที่สามารถยับยั้งการเจริญ L. innocua ซึ่งจากการบงชี้สายพันธุพบวา 28 สายพันธุนี้ ไดแก
Enterococcus faecium, Streptococcus thermophiles, Lactobacillus casei และ Lactobacillus
sakei subsp. sakei ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติก R2A (Lactobacillus sp.) ที่ไดจากการคัดแยกใน
การศึกษานี้นาจะสามารถผลิตสารประกอบบางชนิดที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรียกอโรคทางเดิน
อาหารได

นอกจากนี้ R2A ยังสามารถอยูรอดไดในสภาวะสารละลายในระบบทางเดินอาหารทั้งในสภาวะ
กรดไฮโดรคลอริก น้ํายอยในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี และจากการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมียัง
พบวามีความสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือ 10 เปอรเซ็นต ซึ่งการเจริญไดในสภาวะที่มีเกลือสูง จะ
เปนประโยชนตอการนํามาใชในดานอาหารหมักดองที่ตองใชเกลือในการหมักตอไป
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บทที่ 5

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

5.1 สรุปผลการทดลอง
5.1.1 อาหารหมักดองที่ใชเปนแหลงคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแก ผักหอมดอง ผักเสี้ยนดอง

ผักแปนดอง ผักกุมดอง ผักกาดดอง กระทอนดอง และแหนมเห็ด โดยคัดแยกมาทั้งหมด 107 ไอโซเลท
และเมื่อทดสอบทางชีวเคมีเบื้องตน โดยทดสอบการสรางคะตะเลส และออกซิเดส สามารถคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกได 34 ไอโซเลท

5.1.2 ในการนําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมาศึกษาตอไป เพ่ือใหเกิดความสะดวกจึงกําหนด
หมายเลขตัวอยางแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได จากแหลงคัดแยกตางๆ ไดแก O3B, O7A และ O10A
เปนแบคทีเรียกรดแลคติกคัดแยกไดจากผักหอมดอง S3A, S7A, S7B และ S9B เปนแบคทีเรียกรดแลคติก
คัดแยกไดจากผักเสี้ยนดอง G2B, G7A, G7B และ G8B เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักแปน
ดอง V2A, V5A, V6A, V7C, V9A และ V10A เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกุมดอง C1B,
C3B, C5A และ C6A เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากผักกาดดอง R2A, R2B, R7A และ R8A
เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากกระทอนดอง และ M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A,
M8A และ M8B เปนแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดจากแหนมเห็ด

5.1.3 การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในการยับยั้งการเจริญเติบโต
แบคทีเรียกอโรคในทางเดินอาหาร ไดแก Escherichia coli TISTR780, Salmonella typhimurium
TISTR292 และ Strephylococcuss aureus TISTR1466 พบวา แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได มี
ยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกอโรค

5.1.3.1 แบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยั้งการเจริญไดเฉพาะ E. coli ไดแก O7A, S9B, V2A,
V6A, S10A, C1B, C3B, C6A, R2A, R2B, R7A, R8A, M1A, M2A, M4A, M5A, M6A, M6B, M7A M8A
และ M8B แสดงการเกิดเสนผาศูนยกลางโซนใสใกลเคียงกัน ในชวง 6.1 ถึง 7.5 เซนติเมตร ซึ่ง M6B แสดง
เสนผาศูนยกลางโซนใสได 7.5 เซนติเมตร มากที่สุดเมื่อเทียบกับจุลินทรียอ่ืนๆ แต R2B แสดงการเกิดโซน
ใสเสนผาศูนยกลางนอยที่สุด (2.3 เซนติเมตร)
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5.1.3.2 แบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยั้งการเจริญไดเฉพาะ S. aureus ไดแก O3B, O10A,
S7B, S9B, G2B, R2A และ M6A แสดงเสนผาศูนยกลางโซนใสในชวง 2.1 ถึง 2.7 เซนติเมตร โดย G2B มี
การเกิดโซนใสเสนผานศูนยกลาง 2.7 เซนติเมตร ซึ่งมากกวาแบคทีเรียชนิดอ่ืน และ S9B แสดงการเกิดโซน
ใสนอยที่สุด (1.4 เซนติเมตร)

5.1.3.3 แบคทีเรียกรดแลคติกทีย่ับยั้งการเจริญไดเฉพาะ S. typhimurium ไดแก V2G,
R2B และ R8A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลางตั้งแต 2.0 ถึง 2.8 เซนติเมตร โดย V2B มีการเกิดโซนใสกับ ได
สูงสุดคือ 2.8 เซนติเมตร

5.1.3.4 แบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยั้งการเจริญทั้ง E. coli และ S. aureus ไดแก S9B
โดยมีการเกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.8 และ 1.4 เซนติเมตร ตามลําดับ และ M6A มีการเกิดโซนใส
เสนผาศูนยกลาง 6.7 และ 2.2 เซนติเมตร ตามลําดับ

5.1.3.5 แบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยั้งการเจริญทั้ง E. coli และ S. typhimurium ไดแก
V2A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.1 และ 2.8 เซนติเมตร ตามลําดับ R2A มีการเกิดเสนผาศูนยกลางโซน
ใส 6.9 และ 2.7 เซนติเมตร ตามลําดับ R2B เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 2.3 และ 2.0 เซนติเมตร
ตามลําดับ และ R8A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.7 และ 2.6 เซนติเมตร ตามลําดับ

5.1.3.6 แบคทีเรียกรดแลคติกที่ยับยั้งการเจริญไดทั้ง E. coli, S. typhimurium และ S.
aureus ไดแก R2A เกิดโซนใสเสนผาศูนยกลาง 6.9 2.7 และ 2.1 เซนติเมตร

5.1.4 ในการทดสอบการอยูรอดในสภาวะสารละลายในทางเดินอาหาร ไดแก กรดไฮโดรคลอริก
สารละลายในกระเพาะอาหาร และเกลือน้ําดี พบวาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดมีเปอรเซ็นตการอยู
รอดสูงกวา 50 เปอรเซ็นต

5.1.4.1 การทดสอบการอยูรอดในกรดไฮโดรคลอริก พบวามีไอโซเลท O7A O10A S7B
G7A R7A R8A M1A มีการอยูรอดตั้งแต 90 เปอรเซ็นตข้ึนไป S9B และ M6A ที่สามารถยับยั้งการเจริญ
ของ E. coli และ S. aureus อยูรอดได 77 และ 72 เปอรเซ็นต ตามลําดับ V2A R2B และ R8A ที่สามารถ
ยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. typhimurium มีการอยูรอดได 69 87 และ 99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ
สวน R2A ที่สามารถยับยั้ง E. coli S. typhimurium และ S. aureus สามารถอยูรอดได 76 เปอรเซ็นต

5.1.4.2 การอยูรอดในสารละลายกระเพาะอาหาร พบวาไอโซเลท G7B V5A C3B C6A
R2B R7A มีการอยูรอดตั้งแต 90 เปอรเซ็นตข้ึนไป S9B และ M6A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli
และ S. aureus อยูรอดได 69 และ 86 เปอรเซ็นต ตามลําดับ V2A R2B และ R8A ที่สามารถยับยั้งการ
เจริญของ E. coli และ S. typhimurium อยูรอดได 73 87 และ 99 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน R2A ที่
สามารถยับยั้ง E. coli S. typhimurium และ S. aureus สามารถอยูรอดได 76 เปอรเซ็นต
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5.1.4.3 การอยูรอดในเกลือ น้ําดี พบวาไอโซเลท S3A G2B G7B V5A V7C C1B C3B
C5A C6A R2A R2B R7A R8A M1A M4A M5A M6B M8A M8B มีการอยูรอด ตั้งแต 90 เปอรเซ็นต
ข้ึนไป ขณะที่ S9B และ M6A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. aureus อยูรอดได 89 และ
88 เปอรเซ็นต ตามลําดับ V2A R2B และ R8A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S.
typhimurium อยูรอดได 73 99 และ 92 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวน R2A ที่สามารถยับยั้ง E. coli S.
typhimurium และ S. aureus สามารถอยูรอดได 99 เปอรเซ็นต

5.1.5 การทดสอบทางสัณฐาน และชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได พบวาแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่คัดแยกได มี 7 กลุม/สกุล ไดแก

5.1.5.1 S3A S9B G2B G7B M7A และ C5A มีคุณสมบัติเปน Lactococcus lactis
5.1.5.2 V5A มีคุณสมบัติเปน Lactobacillus fermentum
5.1.5.3 M8A มีคุณสมบัติเปน Weisella soli
5.1.5.4 O10A C1B C3B C6A M1A M6A M6B และ M8A มี คุณสมบัติ เปน

Pediococcus sp.
5.1.5.5 V2A V6A V5A R2A R7A R8A V7C และ R2B มีคุณสมบัติเปน Lactobacillus

sp.
5.1.5.6 V10A และ M5A มีคุณสมบัติเปน Weisella sp.
5.1.5.7 O3B O7A และ S7A มีคุณสมบัติเปน Streptococcus sp.

5.1.6 แบคทีเรียกรดแลคติก S9B และ M6A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S.
aureus จําแนกเปน Lactococcus lactis และ Pediococcus sp. ตามลําดับ แบคทีเรียกรดแลคติก V2A
R2B และ R8A ที่สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli และ S. typhimurium พบการจําแนกไดวาอยูใน
กลุม Lactobacillus sp. สวน R2A ที่สามารถยับยั้ง E. coli S. typhimurium และ S. aureus จําแนก
ไดวาอยูในกลุม Lactobacillus sp. เชนกัน โดยแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดนี้ สามรถยับยั้งการเจริญ
เชื้อกอโรคในทางเดินอาหารได ตั้งแต 2 ชนิด ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกเหลานี้ยังสามารถอยูรอดใน
สารละลายทดสอบของระบบทางเดินอาหาร ไดมากกวา 70 เปอรเซ็นต ซึ่งเปนคุณสมบัติของโปรไบโอติก
ประการหนึ่งในการยับยั้งเชื้อกอโรคในทางเดินอาหารได และยังสามารถอยูรอดไดในสารละลายของระบบ
ทางเดินอาหารดวย
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5.2 ขอเสนอแนะ
5.2.1 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญเติบโตแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร ถา

หากมีการเพ่ิมชนิดแบคทีเรียกอโรคที่นํามาทดสอบ อยางเชน Clostridium และ Vibrio จะเปนประโยชน
ตอแนวทางในการประยุกตใชในดานอ่ืนๆ ตอไป อยางเชน การผลิตสารยับยั้งการเจริญจุลินทรียกอโรคจาก
แบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งมีประโยชนในดานการพัฒนาทางสารกันเสียในอาหาร ซึ่งมีอยูในผลิตภัณฑอาหาร
เพ่ือคุณภาพของอาหารที่ปลอดภัยจากสารสังเคราะห และเพ่ิมความเชื่อมั่น ตอผลิตภัณฑอาหารของ
ผูบริโภคในอนาคต

5.2.2 การทดสอบความสามารถในการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได อาจเพ่ิมชนิด
สารละลายทดสอบ อยางเชนกรดน้ําดี หรือเพ่ิมระยะเวลาในการบมทดสอบในสารละลายทดสอบ เพ่ือ
นํามาใชทดสอบรวมกับประโยชนในแงการเปนโปรไบโอติกตอไป

5.2.3 ในการบงชี้สายพันธุของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได หากมีการทดสอบการเจริญไดใน
เกลือความเขมขนอ่ืนๆ เชน 6.5 และ 15 เปอรเซ็นต และทดสอบการหมักน้ําตาลชนิดอ่ืนๆ เชน น้ําตาล
อะราบิโนส จะชวยใหการบงชี้ในระดับชนิด (Species) มีความถูกตองมากยิ่งข้ึน และควรทดสอบระดับ
พันธุกรรม (Molecular) เพ่ือความถูกตอง ในการบงชี้สายพันธุดวย

5.2.4 สามารถนําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดนี้ มาทดสอบการผลิตสารยับยั้งการเจริญเชื้อ
กอโรคได อยางเชน กรดแลคติก รูเทริน และแบคเทอริโอซิน เพ่ือการนํามาเปนประโยชนรวมกับผลิตภัณฑ
อาหาร นอกจากนี้ ยังสามารถนําแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได มาทดสอบการผลิตกรดแลคติก เพ่ือ
ประโยชนในแงการใชประโยชนจากกรดแลคติกตอไปไดดวย
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ภาคผนวก

1. อาหารคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
อาหาร MRS agar (% (w/v) ประกอบดวย
เพปโตน (Peptone) 1.0
Meat extract 0.8
Yeast extract 0.4
Glucose 2.0
Sodium acetate trihydrate 0.5
Polysorbate 80 (หรือTween 80) 0.1
Dipotassium hydrogen phosphate 0.2
Triammonium citrate 0.2
Magnesium sulfate heptahydrate 0.02
Manganese sulfate tetrahydrate 0.005
วุน (Agar) 1.0
Bromocresal purple 0.004
เมื่อผสมแตละสวนประกอบในน้ํากลั่นแลว นึ่งฆาเชื้อที่ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ

121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
กรณี MRS (Himedia) ชั่งมา 67.15 กรัม ในน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ละลายสวนประกอบ แลวนึ่ง

ฆาเชื้อที่สภาวะเดียวกัน
Bromocresal purple เปนสารทําหนาที่บงชี้ (Indicator) แบคทีเรียกรดแลคติก แตอาหาร MRS

ทีไ่มไดใชในการคัดแยก ไมจําเปนตองเติม
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2. อาหาร NB (Nutrient broth)
Peptone 5 กรัม
Meat extract 1 กรัม
Yeast extract 2 กรัม
NaCl 5 กรัม
น้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร
ในกรณีตองการเตรียมเปนอาหาร NA (Nutrient agar) ใหเติมผงวุน (Agar) 15 กรัม (1.5

เปอรเซ็นต) นําไปนึ่งความดันไอ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา
15 นาที

3. วิธีเตรียมแบคทีเรียกอโรคท่ีเปนผง
ตัวอยางแบคทีเรียกอโรคที่นํามาทดสอบ ไดแก Strephylococcuss aureus TISTR 1466

Salmonella typhimurium TISTR292 และ Escherichia coli TISTR 780 จากฝายวิทยาศาสตร
ชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว) ซึ่งใหบริการในรูปแบบผงแหง โดย
กอนนํามาใชมีวิธีการเตรียมดังนี้

1. ใชสําลีสะอาดชุบแอลกอฮอลพอหมาด ไมชุม เกินไป เช็ดรอบหลอด
2. นําตะไบตัดแกวเลื่อยสวนที่ตองการแยกออก หรือสามารถใชสําลีที่จุมแอลกอฮอลแลว หักออก

ได แตตองระวังไมใหปลายแตกบาดนิ้ว
3. ถายผงตัวอยางจุลินทรียที่ไดลงในหลอดอาหารที่ตองการใชเพาะเลี้ยง ตามวิธีการที่ฝายเก็บ

รักษาสายพันธุจุลินทรียแนบมาให เชน NB TYP เปนตน ปดปลายหลอดตัวอยางจุลินทรียผงดวยสําลี หรือ
ปลอกปดปองกันการปนเปอน และเก็บรักษาในอุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส

4. นําหลอดอาหารที่มีจุลินทรียไปเพาะเลี้ยงตามสภาวะที่เอกสารจุลินทรียแนบมา โดยทั่วไปที่ 37
องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง

5. เมื่อครบเวลา มีการเจริญดี ถายเชื้อจุลินทรียจากหลอดอาหารเหลว เข่ียลงบนอาหารแข็ง แลว
บมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพ่ือเก็บไวใชในการศึกษา
อ่ืนๆ ตอ
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4. สารละลายทดสอบการอยูรอดในกรดไฮโดรคลอริก (ดัดแปลวิธีจากมงคล และเพ็ญรัตน, 2554)
การเตรียมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 โมลาร pH 5.8
1. เตรียมสารละลายA 1 M K2HPO4 ; ชั่ง K2HPO4 มา 87.09 กรัม
2. เตรียมสารละลายB 1 M KH2PO4 ; ชั่ง KH2PO4 มา 68.045 กรัม
3. ผสมสารละลาย A และ B ตามปริมาตร

pH Volume of 1 M K2HPO4 Volume of 1 M KH2PO4
5.8 8.5 91.5
6.0 13.2 86.8
6.2 19.2 80.8
6.4 27.8 72.2
6.6 38.1 61.9
6.8 49.7 50.3
7.0 61.5 38.5
7.2 71.7 28.3
7.4 80.2 19.8
7.6 86.6 13.4
7.8 90.8 92
8.0 94 6

4. ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร จะไดสารละลายฟอสเฟตความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.8

การเตรียมสารละลายทดสอบการอยูรอดในสภาวะกรดไฮโดรคลอริก
นําสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรที่เตรียมไว คอยๆ หยดสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 5 N ลงใน

โดยปรับใหไดพีเอชเปน 2.5 เมื่อผสมเรียบรอยแลว เก็บไวในขวดแกวสีชา
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5. สารละลายสมมติในกระเพาะอาหาร (Stimulated gastric juice) (ดัดแปลงวิธีจาก Corcaran et.
al., 2005)

การเตรียมสารละลายสมมติในกระเพาะอาหาร
NaCl 2.05 กรัม
KH2PO4 0.60 กรัม
CaCl2 0.11 กรัม
KCl 0.37 กรัม
Glucose 3.5 กรัม
ปรับ pH ดวย 1 M HCl ใหได 2.0
ปริมาตรรวมสารละลาย 1000 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส

ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที
รอใหสารละลายขางตนอุณหภูมิลดลง แลวกอนใชทดสอบเติมเพปซิน (Pepsin ของ Sigma) 13.3

มิลลิกรัม ตอสารละลาย 1 ลิตร
หรืออาจเตรียม Stock pepsin (100 X)
การเตรียม Stock pepsin (100 X)
ชั่ง Pepsin มา 1.33 กรัม ละลายในน้ํา 1 ลิตร (น้ําตองนึ่งฆาเชื้อกอน)
กอนทดสอบ นําสารละลายที่เตรียมขางตน มา 495 มิลลิลิตร ผสมกับ Stock pepsin 5 ml

6. สารละลายทดสอบการอยูรอดในเกลือน้ําดี (ดัดแปลวิธีจากมงคล และเพ็ญรัตน, 2554)
การเตรียมสารละลายทดสอบการอยูรอดในน้ําดี
เตรียมอาหาร MRS broth นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที กอนใชทดสอบรอใหสารละลายขางตนอุณหภูมิลดลง แลวกอนใช
ทดสอบเติมเกลือน้ําดี (Bile salt ของ Sigma) 3 กรัม ตอ MRS broth 1 ลิตร (ความเขมขน 0.3
เปอรเซ็นต)



65

7. ทดสอบการติดสีแกรมผนังเซลลแบคทีเรีย (Gram staining)
หลักการ
การเตรียมสียอม
การเตรียม 1% Crystal violet solution
สารละลาย A

Crystal violet (85% dye) 10 กรัม
Ethyl alcohol 95% 20 กรัม
ละลายสีในแอลกอฮอลจนละลายหมด

สารละลาย B
Ammonium oxalate 0.80 กรัม
น้ํากลั่น 80 มิลลิลิตร

ผสมสารละลาย A กับสารละลาย B คนใหเขากัน ถามีตะกอนใหกรองกอนนําไปใช และถาสีเขม
เกินไปอาจเจือจางสารละลาย A เปน 1:10 กอนนํามาผสมกับสารละลาย B

การเตรียม Gram Safranine
Safranine 2.50 กรัม
Ethyl alcohol 95% 10 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร

ผสม Safanine ลงไปใน Ethyl alcohol 95% แลวเติมน้ํากลั่นลงไปคนใหเขากันกรองดวย
กระดาษกรองเก็บในขวดสีชา

การเตรียม Gram iodine solution
Iodine (Crystal) 1 กรัม
Potassium iodine (KI) 2 กรัม
น้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร

บด Iodine และ Potassium iodine ผสมใหเขากันในโกรง (Motar) จนผงละเอียดแลวเติมน้ํา
ประมาณ 200 มิลลิลิตร ลางเอาสวนผสมของ Iodine และ Potassium iodine ใสใน Volumetric flask
แลวจึงเติมน้ํากลั่นใหครบ 300 มิลลิลิตร
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การเตรียม Methylene blue
Methylene blue 5 กรัม
Ethyl alcohol 95% 30 มิลลิลิตร
น้ํากลั่น 300 มิลลิลิตร

ชั่งสาร Methylene blue รอยละ 3 ปริมาณ 5 กรัม ใสในบีกเกอร ตวง Ethyl alcohol ความ
เขมขนรอยละ 95 ปริมาณ 30 มิลลิลิตร ใสใน Methylene blue ลงใน Ethyl alcohol คนใหละลายเขา
กันกรองดวยกระดาษกรองเก็บใสในขวดสีชา

การยอมสีแกรม
การยอมสีแกรม (Gram strain) เพ่ือใหทราบถึงชนิดของจุลินทรียวาเปนแกรมบวกหรือแกรมลบ มี

ข้ันตอนการยอมดังนี้
1. ทําความสะอาดแผนสไลดแลวเช็ดใหแหง
2. ใช Loop เข่ียเชื้อมาสเมียรและตรึงเซลลดวยความรอน
3. หยด Crystal violet ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไว 1 นาที
4. ลางดวยน้ํากลั่น จากนั้นหยดสารละลาย Gram iodine ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไว 1 นาที
5. ลางสไลดดวย Ethyl alcohol 95% ไมเกิน 15 วินาทีแลวลางออกทันที
6. หยดสี Safranine O ใหทวมรอยสเมียร ทิ้งไว 1 นาที
7. ลางดวยน้ํากลั่น ปลอยใหสไลดแหง
8. นําไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน
9. การตรวจผลสอบ

Gram positive (+) ติดสีมวง
Gram negative (-) ติดสีแดง



67

8. การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลส (Catalase test)
หลักการ ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) เปนผลพลอยได (By-product) จากการหายใจระดับ

เซลล และเปนพิษเมื่อสะสมในเซลล เอนไซมคะตะเลสทําลาย H2O2 กอนที่สารนี้จะทําอันตรายตอเซลล
ดวยแยก H2O2 เปนออกซิเจนอิสระ ซึ่งเกิดเปนฟอง และน้ํา การทดสอบการสรางเอนไซมคะตะเลสจึงใช
สารละลาย H2O2 ทดสอบ ดังนั้น ถาเปนแบคทีเรียที่สรางคะตะเลสจึงแสดงการสลาย H2O2 ได และ
สังเกตเห็นมีฟองกาซเกิดข้ึน ซึ่งโดยทั่วไปปฏิกิริยาจะเกิดเร็วมาก และจะมีฟองปรากฏใหเห็น

สารละลายทดสอบ
3% ของไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2)
วิธีการทดสอบ
นําเชื้อที่ตองการทดสอบปายลงบนสไลดที่สะอาด หยด 3% H2O2 ลงบนเชื้อที่ปายไวกอน อานผล

ทันที
Positive catalase test คือ เกิดฟองกาซทันที และเห็นไดชัด
Negative catalase test คือ ไมเกิดฟองกาซข้ึน
ขอควรระวัง
สารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซด เสื่อมสลายไดงายควรเก็บไวในตูเย็นเมื่อใชเสร็จ เข่ียเชื้อลงใน

แผน ตรวจสอบเอนไซมคะตะเลสโดยใชปเปตสารละลาย 3% H2O2 หยดลงแผนสไลดที่มีเชื้อ ใหดูฟองกาซ
เกิดข้ึนทันที
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9. การทดสอบการสรางเอนไซมออกซิเดส (Oxidase test)
หลักการ Aerobic bacteria มีกระบวนการ Oxidative phosphorylation ในการหายใจระดับ

เซลลเพ่ือสรางพลังงาน โดยระหวางการเกิดขบวนการนี้ จะมีการถายเทอิเล็กตรอนใหกับออกซิเจนโดยผาน
วิถีของการขนสงอิเล็คตรอน ซึ่งจะอาศัยการทํางานของ Cytochrome ตางๆ ซึ่งการทดสอบออกซิเดสนี้
เปนการทดสอบหา Cytochrome C oxidase ของแบคทีเรีย ซึ่งจะไป oxidize สารเคมีทําใหเกิด
สารประกอบสีมวง

สารละลายทดสอบ (Oxidase regent)
Kovac' s oxidase reagent (1% tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochroride)
วิธีทดสอบ
วิธีท่ี 1 Indirect paper procedure
1. วางกระดาษกรองลงในเพลต
2. หยด Kovac' s oxidase reagent ลงบนกระดาษใหพอชื้น
3. ใชลูปเข่ียเชื้อ แลวปายลงในกระดาษกรอง ยาวประมาณ 3 เซนติเมตร
4. สังเกตการเปลี่ยนสีของเชื้อที่ปายลงในกระดาษกรอง
5. อานผล
Oxidase positive คือ มีการเปลี่ยนสีเปนสีน้ําเงินเขมภายใน 1 นาที
Oxidase negative คือ เชื้อที่ปายลงไปแลวไมมีการเปลี่ยนสี

วิธีท่ี 2 Direct plate procedure
1. Streak เชื้อทดสอบลงบน agar plate ใหไดโคโลนีเดี่ยวๆ
2. หยด Kovac' s oxidase reagent 2-3 หยด ลงบนโคโลนีที่ตองการทดสอบ
3. สังเกตการเปลี่ยนแปลงของโคโลนี
4. การอานผล
Oxidase positive : โคโลนีเปลี่ยนสีเปนสีน้ําเงินเขมภายใน 1 นาที
Oxidase negative : โคโลนีไมเปลี่ยนสี
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10. การทดสอบการสรางกรด และกาซในกลูโคส 1 เปอรเซ็นต (Acid and gas production from
1% glucose)

หลักการ ระหวางการหมัก สารอินทรียถูกใชเปนตัวรับอิเลคตรอนตัวสุดทาย ผลิตภัณฑสุดทาย
ของการหมักเปนกรด หรือ เปนกรดและกาซ ปฏิกิริยาการหมักถูกตรวจสอบดวยการเปลี่ยนสีของตัวบงชี้
พีเอช (pH indicator) โดยทั่วไปมีการใชฟนอลเรด (Phenol red) เปนตัวบงชี้การหมักคารโบไฮเดรต
เนื่องจากผลิตภัณฑจากการหมักคารโบไฮเดรตเปนกรดอินทรีย แตมีตัวบงชี้พีเอชอ่ืนๆ ดวย ที่สามารถใชได
เชน Bromocresol purple (หรือ Bromcresol purple) และ Bromothymol blue (หรือ Bomthymol
blue)

การเตรียมอาหารทดสอบ
อาหาร MRS broth 100 มิลลลิิตร
Glucose 1 กรัม
Phenol red 0.02 กรัม
ถายอาหารลงในหลอดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสหลอดดักกาซ (Inverted fermentation tube

หรือ Durham tube) นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว
เปนเวลา 15 นาที อาหารมีสีแดงของฟนอลเรด พีเอชประมาณ 7.4 ± 0.2

วิธีทดสอบ
เข่ียแบคทีเรียกรดแลคติก ใสในหลอดอาหารที่เตรียมไว นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง

นํามาตรวจผล เทียบกับหลอดควบคุม (ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) ดังนี้
ผลเปนลบ (Negative test) อาหารไมเปลี่ยนสี
หมักกลูโคสไดกรด (Acid production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง
หมักกลูโคสไดกรดและกาซ (Acid and gas production) อาหารเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเหลือง

และฟองกาซที่ดานบนหลอดดักกาซ
การทดสอบการสรางกรดในน้ําตาล 1 เปอรเซ็นต ใชวิธีเดียวกับการทดสอบการหมักกลูโคสที่กลาว

ในขางตน แตเปลี่ยนชนิดน้ําตาลจากกลูโคสเปนน้ําตาลชนิดอ่ืน
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11. การทดสอบ Oxidative fermentative medium (O/F medium หรือ O/F test)
หลักการ ถาเปนแบคทีเรียทอนแกรมลบสามารถใชกลูโคสดวยการหมัก (Anaerobic

Fermentation) หรือสามารถใชไดในสภาวะที่มีออกซิเจน (Aerobic respiration; Oxidative) การหมักใน
สภาวะไมมีออกซิเจน ไพรูเวตถูกเปลี่ยนเปนกรดชนิดตางๆ ระหวางการหมัก ปริมาณกรดที่มีข้ึนทําใหสีของ
ตัวบงชี้อยางเชนบรอมไธมอลบลู เปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง สวนแบคทีเรียแกรมลบที่ไมมีการหมัก
(Nonfermenting gram-negative bacteria) มีการเมทาบอไลทกลูโคสผานการหายใจระดับเซลลแบบใช
ออกซิเจน (Aerobic respiration) ซึ่งมีการผลิตกรดเล็กนอยในวไกลโคไลซิส (Glycolysis) และวัฏจักร
เครปส (Krebs cycle) การเพ่ิมกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงชวยใหมีการเพ่ิมการสรางกรดใหมากข้ึน และ
ตรวจสอบกรดไดจากการเปลี่ยนสีของบรอมไธมอลบลู

การเตรียมอาหารทดสอบ Hugh and Leifson’s OF basal medium
Peptone (Tryptone) 2.0 กรัม
Sodium chloride 5.0 กรัม
Glucose (หรือ Carbohydrate ชนิดอ่ืน) 10.0 กรัม
Bromthymol blue 0.03 กรัม
Agar 3.0 กรัม
Dipotassium phosphate 0.30 กรัม
น้ํากลั่น 1 ลิตร
ถายอาหารลงในหลอดปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสหลอดดักกาซ (Inverted fermentation tube

หรือ Durham tube) นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว
เปนเวลา 15 นาที อาหารมีสีเขียว

วิธีทดสอบ
ใชเข็มเข่ีย (Needle) เข่ียแบคทีเรียกรดแลคติก แทง (Stab) ลงในหลอดอาหารที่เตรียมไว

ประมาณครึ่งทางจากกนหลอด หรือประมาณ ¼ จากกนหลอด ทําเชนนี้ 2 หลอด อีกหลอดเททับดานบน
ดวย Mineral oil หรือกลีเซอรีน ปริมาตร 1 มิลลิลิตร หรือสูงจากผิวอาหารประมาณ 1 เซนติเมตร เพ่ือ
ไมใหออกซิเจนเขาไปในอาหาร นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง นํามาตรวจผล เทียบกับหลอด
ควบคุม (ไมมีแบคทีเรียทดสอบ) ดังนี้

ผลเปนลบ (Negative OFtest) อาหารไมเปลี่ยนสี
หมักกลูโคสไดกรด (Fermentative result) อาหารเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีเหลือง ทั้งในหลอดปด

(มีน้ํามันบนผิว) และหลอดเปด (ไมมีน้ํามันบนผิว)
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ออกซิเดชั่นกลูโคส (Oxidative result) เฉพาะหลอดเปด (ไมมีน้ํามันบนผิว) อาหารเปลี่ยนจากสี
เขียวเปนสีเหลืองที่ดานบนของหลอด แตหลอดปด สีอาหารไมเปลี่ยนแปลง

12. ทดสอบการเกิดแอมโมเนียจากอารจินีน
หลักการ การเมทาบอไลทอารจินีนดวยเอนไซม Arginine deiminase ทําใหเกิดแอมโมเนีย (NH3)

และตรวจสอบแอมโมเนียไดดวยสารละลาย Nessler’s reagent
การเตรียมอาหารทดสอบ
อาหาร MRS broth 1000 มิลลิลิตร
Arginine 3 กรัม
Sodium citrate 2 กรัม
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15

นาที อาหารมีสีเขียว
การเตรียม Nessler’s reagent
ละลาย HgI2 (Mercury (II) iodide) 100 กรัม และ KI (Potassium iodide) 70 กรัม ในน้ํา

เล็กนอย เติมสารละลายที่ผสมแลว อยางชาๆ ลงในสารละลาย NaOH (Sodium hydroxide) 160 กรัม ที่
ละลายในน้ํา 500 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร เก็บในขวดยาง หรือพลาสติก ไมใหโดน
แสง ควรใชหมดใน 1 ป ขอระวัง HgI2 มีความเปนพิษ

ตรวจดูคุณภาพสารละลาย Nessler’s reagent ดวย NH3-N/L 0.1 มิลลิกรัม ใน 10 นาที
หลังจากเติมลงไป และไมมีการสรางแอมโมเนียใน 2 ชั่วโมง

วิธีทดสอบ
ถายแบคทีเรียที่ตองการทดสอบลงในอาหาร ที่เตรียมไว บมที่ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง หยด

Nessler’s reagent 3-4 หยด สังเกตผล
ผลลบ (Negative test) สีอาหารไมเปลี่ยน แบคทีเรียไมสรางแอมโมเนีย
ผลบวก (Positive test) สีอาหารเปลี่ยนเปนสีเหลืองถึงน้ําตาล แบคทีเรียสรางแอมโมเนีย
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 หมายเลขไอโซเลทของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกแตละชนิด และ
ลักษณะโคโลนี

แหลงคัดแยก หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนี
ผักหอมดอง O3A

O3B
O3C
O4A
O5A
O5B
O7A
O10A
O10B

กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมใสมันวาว
กลมขนาดเล็ก
กลมสีเหลืองขุน

ผักเสี้ยนดอง S1A
S2A
S3A
S3B
S5A
S6A
S6B
S6C
S6D
S7A
S7B
S7C
S8A
S9A
S9B
S9C
S10A

กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลมสีเหลืองขุนขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน
กลมใสขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมมันวาว ตรงกลางขุนรอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน ขอบนอกใส
กลมใส ขนาด 2-5 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน
กลมมันวาว ตรงกลางขุนรอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก กลมสีขาวขุน
ขนาดเล็ก
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน มีโซนใส
กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลมใส ขนาดเล็ก
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 หมายเลขไอโซเลทของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกแตละชนิด และ
ลักษณะโคโลนี (ตอ)

แหลงคัดแยก หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนี
ผักแปนดอง G1A

G2A
G2B
G7A
G7B
G8A
G8B
G9A
G10A
G10B

กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก 2-4 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน
กลมใสขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน ขอบนอกใส
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร

ผักกุมดอง V1A
V2A
V2B
V4A
V4B
V5A
V5B
V6A
V7A
V7B
V7C
V8A
V8B
V8C
V8D
V9A
V9B
V9C
V10A

กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอกใส
กลมใส มันวาว
กลมมีขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร
กลม สีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลมสีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลม สีขาวขุน
กลมใส ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอกใส
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ตารางภาคผนวกท่ี 1 หมายเลขไอโซเลทของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกแตละชนิด และ
ลักษณะโคโลนี (ตอ)

แหลงคัดแยก หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนี
ผักกุมดอง V10B

V10C
กลมใสมันวาว
กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร

ผักกาดดอง C1A
C1B
C3A
C3B
C4A
C4B
C4C
C5A
C5B
C5C
C5D
C5E
C6A
C6B
C7A
C7B
C7C
C7D
C7E
C8A
C9A
C9B
C10A

กลมมันวาว ตรงกลางขุนรอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน ขนาดเล็ก
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน
กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลมใส ขนาดเล็ก
กลม ขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส
กลม สีเหลืองขุน
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร
กลมสีเหลืองขุนขนาดเล็ก
กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลม สีขาวขุน
กลมใส ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส
กลมสีขาวขุน
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร
กลม ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลมใส ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส



75

ตารางภาคผนวกท่ี 1 หมายเลขไอโซเลทของแบคทีเรียที่คัดแยกไดจากแหลงคัดแยกแตละชนิด และ
ลักษณะโคโลนี (ตอ)

แหลงคัดแยก หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย ลักษณะโคโลนี
กระทอนดอง R1A

R1B
R2A
R2B
R3A
R3B
R4A
R4B
R5A
R5B
R6A
R6B
R7A
R7B
R8A
R8B
R9A
R9B

กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลมสีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาด 5 มิลลิเมตร รอบนอกใส
กลมใส มันวาว
กลมเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลม มันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลม สีขาวขุน ขนาดเล็ก
กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลม สีขาวขุน
กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลมใส ขนาดเล็ก
กลม ขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส
กลม สีเหลืองขุน
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร

แหนมเห็ด M1A
M2A
M4A
M5A
M6A
M6B
M7A
M8A
M8B

กลมมันวาว ตรงกลางขุน รอบนอกใส
กลม มีขนาดเล็ก
กลมสีขาวขุน รอบนอกใส กลมใส ขนาด 2-3 มิลลิเมตร
กลม สีเหลืองขุน
กลม ขนาด 3 มิลลิเมตร
กลม สีเหลืองขุน ขนาดเล็ก
กลม สีเหลืองขุน ขนาด 2-4 มิลลิเมตร
กลม สีขาวขุน
กลม ใส ขนาด 5 มิลลิเมตร
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 การทดสอบคุณสมบัติการสรางคะตะเลส (Catalase test) และออกซิเดส (Oxidase
test)

หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย
คุณสมบัติ

การสรางคะตะเลส การสรางออกซิเดส
O3A
O3B
O3C
O4A
O5A
O5B
O7A
O10A
O10B

+
-
+
+
+
+
-
-
+

+
-
+
+
+
+
-
-
+

S1A
S2A
S3A
S3B
S5A
S6A
S6B
S6C
S6D
S7A
S7B
S7C
S8A
S9A
S9B
S9C
S10A

-
-
+
+
+
+
+
+
-
-
+
+
+
+
-
+
+

-
-
+
+
+
+
+
+
-
-
+
+
+
+
-
+
+

หมายเหตุ : สัญลักษณ + หมายถึงมีการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test)
สัญลักษณ - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test)
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ตารางภาคผนวกท่ี 2 การทดสอบคุณสมบัติการสรางคะตะเลส (Catalase test) และออกซิเดส (Oxidase
test) (ตอ)

หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย
คุณสมบัติ

การสรางคะตะเลส การสรางออกซิเดส
G1A
G2A
G2B
G7A
G7B
G8A
G8B
G9A
G10A
G10B

+
+
-
-
-
+
-
+
+
+

+
+
-
-
-
+
-
+
+
+

V1A
V2A
V2B
V4A
V4B
V5A
V5B
V6A
V7A
V7B
V7C
V8A
V8B
V8C
V8D
V9A

+
-
+
+
+
-
+
-
+
+
-
+
+
+
+
-

+
-
+
+
+
-
+
-
+
+
-
+
+
+
+
-

หมายเหตุ : สัญลักษณ + หมายถึงมีการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test)
สัญลักษณ - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test)
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ตารางท่ี 4.2 การทดสอบคุณสมบัติการสรางคะตะเลส (Catalase test) และออกซเิดส (Oxidase test) (ตอ)

หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย
คุณสมบัติ

การสรางคะตะเลส การสรางออกซิเดส
V9B
V9C
V10A

+
+
-

+
+
-

C1A
C1B
C3A
C3B
C4A
C4B
C4C
C5A
C5B
C5C
C5D
C5E
C6A
C6B
C7A
C7B
C7C
C7D
C7E
C8A
C9A
C9B
C10A

+
-
+
-
+
+
+
-
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
-
+
-
+
+
+
-
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

หมายเหตุ : สัญลักษณ + หมายถึงมีการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test)
สัญลักษณ - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test)
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ตารางท่ี 4.2 การทดสอบคุณสมบัติการสรางคะตะเลส (Catalase test) และออกซเิดส (Oxidase test) (ตอ)

หมายเลขไอโซเลทแบคทีเรีย
คุณสมบัติ

การสรางคะตะเลส การสรางออกซิเดส
R1A
R1B
R2A
R2B
R3A
R3B
R4A
R4B
R5A
R5B
R6A
R6B
R7A
R7B
R8A
R8B
R9A
R9B

+
+
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
+
+
+

+
+
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
+
+
+

M1A
M2A
M4A
M5A
M6A
M6B
M7A
M8A
M8B

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-
-
-
-
-
-

หมายเหตุ : สัญลักษณ + หมายถึงมีการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนบวก (Positive test)
สัญลักษณ - หมายถึงไมพบการสรางเอนไซมชนิดนั้น ใหผลการทดสอบเปนลบ (Negative test)
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ภาพภาคผนวกท่ี 1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS agar ที่มี 0.004% Bromocresol
purple เปนตัวบงชี้ (Indicator) สังเกตไดจากการเกิดโซนใสรอบโคโลนี

ภาพภาคผนวกท่ี 2 โซนใส (Clear zone) ในการยับยั้งการเจริญเติบโต
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ภาพภาคผนวกท่ี 3 การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในอาหาร MRS ที่อุณหภูมิตางๆ
ไดแก 37 (ก) องศาเซลเซียส

ภาพภาคผนวกท่ี 4 การเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได ในอาหาร MRS ที่มีเกลือ (NaCl)
ความเขมขน 4 เปอรเซ็นต
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ภาพภาคผนวกท่ี 5 การสรางกรดและกาซ (Acid and gas) ของแบคทีเรียกรดแลคติก เมื่อหมักกลูโคส
ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ในอาหาร MRS broth ที่เติม Phenol red เปนตัวบงชี้ หากมีการสรางกรด
อาหารจะเปลี่ยนจากสีแดง เปนสีเหลือง (ก) และหากมีการสรางกรดและกาซ จะพบวาอาหารเปลี่ยนจากสี
แดงเปนสีเหลือง และมีฟองกาซในหลอดดักกาซ (ข)

ก ข

ฟองกาซ
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