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บทคัดย่อ 
โพรไบโอติกสเ์ป็นกลุม่จุลินทรีย์ทีม่ีประโยชน์ต่อมนุษย์ ในการศึกษามีวัตถุประสงค์เพื่อแยกแบคทีเรียกรดแล็กติก 
จากอาหารหมักดอง ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเช้ือก่อโรค กิจกรรมต้านอนุมลูอิสระ และศึกษาผลของ
แป้งดัดแปลงจากข้าวต่อการเจริญของโพรไบโอติกส์ ผลการวิจยัสามารถแยกแบคทีเรยีกรดแล็กติกได้ 61 ไอโซ
เลต โดยจ านวน 29 ไอโซเลต มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรยีก่อโรคทดสอบ โดยไอโซเลต LF22b มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรยีก่อโรค Salmonella enterica Typhimurium DMST 8023 (22.66 
มิลลเิมตร), Staphylococcus aureus DMST 562 (20.45 มิลลิเมตร) และ Escherichia coli DMST 4212 
(18.33 มิลลิเมตร) สูงสุดอย่างมีนยัส าคญั โดยมีกิจกรรมต้านอนมุูลอิสระ (ร้อยละ 48.12) อีกทั้งยังพบว่าแป้ง
ดัดแปลงจากข้าวช่วยส่งเสริมการเจริญของไอโซเลต LF22b อย่างมีนัยส าคญั ไอโซเลต LF22b ถูกจ าแนกโดย 
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ใช้ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 16S rDNA พบว่าคือ Lacticaseibacillus paracasei จากผลการทดลองนี้
สามารถบ่งช้ีได้ว่า L. paracasei LF22b มีประสิทธิภาพที่จะน าไปใช้พัฒนาเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพต่อไป  
 

ค าส าคัญ : แบคทีเรียกรดแล็กติก / การต้านเชื้อ / การต้านอนุมูลอิสระ / พรีไบโอติกส์ 
 

ABSTRACT 
Probiotics are a group of microorganisms that are beneficial to human. The objectives of this 
study were to isolate lactic acid bacteria from fermented foods, to investigate antimicrobial 
activity and antioxidant activity and to study the effects of modified rice starch on the growth 
of probiotics. It was found that 61 isolates of lactic acid bacteria were isolated and 29 isolates 
inhibited pathogenic tested strains. Isolate LF22b showed significantly highest effective 
antimicrobial activity against Salmonella enterica Typhimurium DMST 8023 (22.66 mm), 
Staphylococcus aureus DMST 562 (20.45 mm) and Escherichia coli DMST 4212 (18.33 mm). 
Moreover, this isolate exhibited antioxidant activity (48.12 %). Modified rice starch significantly 
enhanced the growth of LF22b. Isolate LF22b was identified based on 16S rDNA sequencing as 
Lacticaseibacillus paracasei. These results indicated that L. paracasei LF22b is effective for 
further development of functional beverage. 
 

Keywords : Lactic Acid Bacteria / Antimicrobial / Antioxidant / Prebiotics  
 

บทน า 
โพรไบโอติกสเ์ป็นแบคทีเรยีที่ให้ประโยชน์ต่อสุขภาพของโฮสตเ์มื่อได้รับในปริมาณที่เหมาะสม 

(FAO/WHO, 2006) แบคทีเรียกลุม่ใหญ่ที่ถูกน ามาศึกษา และพบว่ามีคุณสมบัตเิป็นโพรไบโอติกส์คือ แบคทีเรีย
กรดแลก็ติก (lactic acid bacteria; LAB) ซึ่งสามารถแยกได้จากอาหารหมักดองหลายชนิด เช่น นมหมัก ชีส 
(de Souza, Borgonovi, Casarotti, Todorov & Penna, 2019) และอาหารหมักที่ท าจากผัก (รัชน,ู ภัทร
วรรณ และศริิพร, 2564) แบคทีเรียกรดแล็กติกมลีักษณะทั่วไปคือ เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไมส่รา้งสปอร์ 
รวมถึงไม่มีการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Catalase) มีทั้งชนิดที่มีรูปทอ่น และรูปกลม (Wansutha, Yuenyaow, 
Jantama & Jantama, 2018) ทนต่อกรด และด่าง เป็นกลุ่มแบคทเีรียที่มีประโยชน์ในล าไส้ของมนุษย์ สามารถ
ผลิตสารประกอบของโปรตีนท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียอื่นๆ ที่ก่อให้เกิดโรคในล าไส้ได้ เรยีกสารนั้น
ว่าแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) กลุ่มแบคทีเรียกรดแล็กตกิท่ีมีการศึกษากันอย่างมาก เช่น สายพันธุ์ 
Lactiplantibacillus plantarum (Angmo, Kumari, Savitri & Bhalla, 2016) Pediococcus 
pentosaceus และ Lactococcus lactis (Ibarra-Martínez, et al., 2022) ทั้งนี้แบคทีเรียกรดแลก็ติกจัดเป็น
แบคทีเรียที่มีประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์เป็นอย่างมาก เช่น มปีระสิทธิภาพในการต้านทานแบคทเีรียก่อโรค 
ช่วยกระตุ้นระบบภมูิคุ้มกัน ป้องกันโรคภมูิแพ้ มะเร็ง รักษาอาการล าไส้แปรปรวน รักษาโรคล าไส้อักเสบ และ
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อาการท้องร่วงท่ีเกิดจากยาปฏิชีวนะ (Shokryazdan, et al., 2014) เป็นต้น ท าให้ในปัจจุบันผู้คนมคีวามสนใจ
ในโพรไบโอติกส์มากข้ึน 

นอกจากคุณสมบัติหลักของโพรไบโอติกส์ที่สามารถต้านจลุินทรีย์ก่อโรคไดแ้ล้ว (Angmo, Kumari, 
Savitri & Bhalla, 2016) ในปัจจุบันได้มีความสนใจในการศึกษาคณุสมบัติเชิงหน้าท่ี (Functional properties) 
ที่เป็นคุณสมบัตเิสริมที่ดตี่อร่างกายของโฮสต์ โดยเฉพาะอย่างยิ่งคณุสมบัติการต้านอนมุูลอิสระ (Antioxidant) มี
การศึกษาที่รายงานถึงแบคทีเรียกรดแล็กติกที่มีกิจกรรมต้านอนุมูลอสิระ เช่นสายพันธ์ุ L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus (Ding, et al., 2017), L. plantarum (Lin, et al., 2020), Weissella confuse (Sharma, 
Kandasamy, Kavitake & Shetty, 2018) สารต้านอนุมลูอิสระมีความสามารถในการชะลอวัย ชะลอ
กระบวนการที่ท าให้เข้าสู่วัยชรา ลดความเสี่ยงในการเป็นโรคมะเร็ง ช่วยในเรื่องความผิดปกติของสมอง โรคข้อ
อักเสบ ต้อกระจก หลอดเลือดแดง ลดความเสี่ยงของโรคหัวใจและหลอดเลือด (Shori, et al., 2022)  

ปัจจุบันมีการน าโพรไบโอติกส์ไปพัฒนาผลติภณัฑ์ส่งเสรมิสุขภาพมากข้ึน และเริม่มีการพัฒนาผลิตภณัฑ์
ที่เรียกว่า ซินไบโอติกส์ (Synbiotic) นัน่ก็คือผลิตภัณฑ์ท่ีมีทั้งโพรไบโอติกส์และพรไีบโอติกส์ การที่จลุนิทรีย์โพร
ไบโอติกส์ที่มีประโยชน์ต่อมนุษย์จะรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารได้นาน จ าเป็นจะต้องมีอาหารของโพรไบโอ
ติกส์นั่นคือสารประกอบพรไีบโอตกิส์ ตัวอย่างแหล่งของพรีไบโอติกส์ที่มีรายงาน เช่น สารสกัดจากเมล็ดถั่วเหลือง
สามารถส่งเสริมการเจริญของเชื้อโพรไบโอติกสไ์ดสู้งอย่างมีนัยส าคญัเมื่อเทียบกับการใช้กลูโคสเป็นแหล่ง
คาร์บอน (Wongputtisin, Ramaraj, Unpaprom, Kawaree & Pongtrakul, 2015) ในงานของ Ferronatto, 
Rossi, Pinto & Garavaglia, (2021) รายงานว่าสารสกัดพรไีบโอตกิส์จากร าข้าวสามารถส่งเสรมิการเจริญของ 
L. acidophilus และ L. plantarum ได้อย่างมีนยัส าคญั และมีรายงานการสกัดสารประกอบจากหอมแดง ที่
เป็นสารประกอบในกลุม่ inulin-fructooligosaccharides ซึ่งสารประกอบท่ีสกัดได้นีม้ีคุณสมบตัิของพรีไบโอ
ติกส์ซึ่งประกอบด้วยการไม่ถูกย่อยในระบบทางเดินอาหาร มีคณุสมบัติการหมัก และสามารถส่งเสริมการเจรญิ
ของโพรไบโอติกส์ได้ (Aisara, et al., 2021) ทั้งนีจ้ากงานของมัลลกิา (2562) ได้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ
สกัดสารประกอบท่ีมีสมบัตเิป็นพรไีบโอติกส์จากข้าวเชิงเศรษฐกจิ (ข้าวขาวดอกมะลิ 105) พบว่ามี
สารประกอบพรไีบโอติกส์ที่สามารถส่งเสรมิการเจรญิของแบคทีเรียโพรไบโอติกส์ในกลุม่ Lactobacillus spp. 
ได้สูง อีกทั้งในงานของ Ashwar, et al. (2018) พบว่าแป้งข้าวดัดแปลงมีสมบัติของพรีไบโอติกสเ์มื่อใช้ร่วมใน
กระบวนการห่อหุม้เซลล์พบว่าช่วยให้ L. casei, L. brevis และ L. plantarum หลังการห่อหุ้มเซลล ์สามารถ
รอดชีวิตในสภาวะของทางเดินอาหารและระหว่างการเก็บรักษาได้สงู จากข้อมูลนี้จึงมีความสนใจในการพัฒนา
แป้งข้าวดัดแปลงจากข้าวขาวดอกมะลิ 105 และน ามาใช้ศึกษาสมบตัิการเป็นพรีไบโอติกสต์่อการเจรญิของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกสส์ายพันธ์ุทีค่ัดแยกได้ต่อไป  

งานวิจัยนี้ท่ีมีวัตถุประสงค์เพื่อแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอาหารหมักดอง และตรวจสอบคุณสมบตัิ
ความเป็นโพรไบโอติกส์ ประกอบด้วยความสามารถในการยับยั้งเชือ้ก่อโรค และสมบตัิในการผลิตสารต้านอนุมลู
อิสระ รวมถึงศึกษาสมบตัิของแป้งข้าวดัดแปลงในด้านการเป็นพรไีบโอติกส์ต่อโพรไบโอติกส์สายพันธ์ุที่คัดเลือก 
เพื่อเป็นข้อมูลเบื้องต้นในการน าไปใช้พัฒนาเครื่องดื่มสุขภาพต่อไป 
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วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอาหารหมักดอง  
น าตัวอย่างอาหารหมักดอง (เช่น ผักดอง แหนมปลา แหนมหมู แหนมเนื้อ หม่ าและหน่อไม้ดอง) 

จ านวน 24 ตัวอย่าง ที่น ามาจากตลาดในจังหวัดสมุทรสาคร ราชบุรี ชัยภูมิ นครราชสีมา และกรุงเทพมหานคร    
มาแยกเชื้อแบคทีเรยีกรดแล็กติก โดยใช้วิธีทีด่ัดแปลงมาจาก รัชนู, ภัทรวรรณ และศิริพร (2564) ใช้ตัวอย่าง 1 
กรัม ใส่ลงในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) ร้อยละ 0.85 (Normal saline solution; NSS) ปรมิาตร 9 
มิลลลิิตร จากนั้นท าการเจือจางกอ่นน าไปเกลีย่ (Spread) ลงในอาหาร de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 
agar ที่ผสมแคลเซยีมคาร์บอเนต (CaCO3) ร้อยละ 0.5 (MRS-CaCO3) จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เลอืกโคโลนีท่ีปรากฏโซนใสรอบๆ โคโลนีและมลีักษณะโคโลนีท่ีแตกตา่งกันไปท า
ให้บริสุทธ์ิด้วยการขีดลาก (Streak) ลงบนอาหาร MRS-CaCO3 จากนั้นท าการตรวจสอบลักษณะเบื้องต้นของ
แบคทีเรียกรดแล็กติก ด้วยการทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตาเลส (Catalase) การตดิสีแกรม และลักษณะเซลล์ 
แล้วน าเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกทีต่ิดสีแกรมบวก ไมส่รา้งสปอร์ และไม่สร้างเอนไซม์คะตาเลส เก็บในกลีเซอรอล 
(Glycerol) ร้อยละ 20 ท่ีตู้ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 

2. การตรวจสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อก่อโรค  
การศึกษานี้ใช้วิธี Agar well diffusion assay (Georgieva et al., 2015) โดยเลีย้งแบคทีเรีย       

กรดแล็กติกแตล่ะไอโซเลตในอาหาร MRS broth น าไปบ่มแบบเขยา่ที่ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 35 องศา-
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที     
ที่ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บส่วนใส (Supernatant) จากนั้นปรบั pH เท่ากับ 7.0 (2 N NaOH) และเติม 
เอนไซม์คะตะเลส (1.0 mg/ml) เรียก Neutralized cell free supernatant (NCFS) โดยท าการกรองตัวอย่าง
ก่อนน าไปใช้ทดสอบ ในส่วนของเชื้อก่อโรคนั้นน าเชื้อก่อโรค (Salmonella enterica Typhimurium DMST 
8023, Staphylococcus aureus DMST 562 และ Escherichia coli DMST 4212) เลี้ยงในอาหาร Mueller 
Hinton broth (MHB) บ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นปรับความขุ่นให้เท่ากับ 
McFarland 0.5 และท าการ Swab ลงบนผิวหน้าอาหาร MH agar (MHA) ท าการเจาะหลุมด้วย Cork borer 
ขนาด 5 มิลลเิมตร แล้วหยดตัวอยา่ง NCFS ที่เตรียมไว้ ปริมาตร 80 ไมโครลติร ลงในหลมุที่เจาะไว้ โดยหลุม
ควบคุมเตมิ MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในตูบ้่มเพาะเชื้อ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท าการ
ตรวจสอบ และวัดขนาดโซนใสที่เกิดการยับยั้ง 

3. การทดสอบกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระของแบคทีเรยีกรดแล็กติก  
ในการศึกษานี้ใช้วิธี DPPH assay ที่ดัดแปลงมาจาก Ding et al., (2017) โดยท าการเพาะเลี้ยง

แบคทีเรียกรดแล็กติกในอาหาร MRS broth เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาน าไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
6,000 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซยีส ท าการเก็บส่วนใส เพื่อใช้ในการทดสอบตอ่ไป การท า
ปฏิกิริยาเริ่มจากเตมิส่วนใสของเซลล์ ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ลงในแต่ละหลุม 96-well microtiter plate แล้ว
เติมสาร 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ปริมาตร 150 ไมโครลติร ลงในหลุม ผสมใหเ้ข้ากัน         
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(ให้ค่าเป็น A sample) ในขณะ blank จะเตมิ MRS broth ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร (A control) แลว้เติมสาร 
DPPH solution ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงในหลุมเดียวกัน จากนั้นน าไปตั้งไว้ในที่มดืเป็นเวลา 30 นาที เมื่อ
ครบเวลาน าไปวดัค่าดดูกลืนแสงที่ 517 นาโนเมตร ด้วย Microplate reader (Spectrostar nano, Germany) 
โดยในการทดสอบจะใช้ Trolox (100 µg/ml) เป็นสารมาตรฐาน แล้วน ามาค านวณค่า Antioxidant (%) ดังนี้  

Antioxidant (%) = [(A control - A sample) ÷ A control] x 100  
4. การศึกษาผลของพรไีบโอติกส์ตอ่การเจรญิของโพรไบโอติกส ์

แบคทีเรียกรดแล็กติกที่เลือกมาศกึษาคือ ไอโซเลต LF22b เนื่องจากมีกิจกรรมการต้านอนุมูลอสิระ 
การยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค และมกีิจกรรมต้านอนุมลูอิสระสูง ซึ่งไอโซเลตนี้แยกมาจากตัวอย่างอาหารหมักคือ
ต้นหอมดอง โดยใช้อาหารเลีย้งเช้ือ Minimal Medium (MM) (1 ลติร ประกอบด้วย Yeast extract; 20 g, 
Beef extract; 5 g, Peptone; 10 g, MnSO4.H2O; 0.02 g, MgSO4; 0.05 g, Sodium citrate; 0.1 g, 
Ammonium citrate; 5 g, Ferrous sulfate; 0.2 g, แหล่งคาร์บอน; 1.0 g, pH 7.0) โดยกลุ่มทดลองที่ 1 ใช้
กลูโคส กลุ่มทดลองที่ 2 ใช้แป้งข้าวดัดแปลง (ที่เตรียมขึ้นโดยใช้ข้าวขาวดอกมะลิ 105 ด้วยกระบวนการใช้ความ
ร้อนร่วมกับการใช้เอนไซม์) และกลุ่มทดลองที่ 3 ใช้อินูลิน ในการตรวจสอบผลของพรีไบโอติกส์ในการส่งเสริม
การเจรญิของแบคทีเรียกรดแล็กตกิสายพันธ์ุ LF22b นั้นได้ท าการศกึษาโดยใสเ่ชื้อ LF22b ลงไปในอาหารเลี้ยง
เชื้อ MM ที่ผสมแหล่งคาร์บอนต่างๆ ให้มีค่าความขุ่นเริ่มต้น (OD600) เท่ากับ 0.05 แล้วน าไปบ่มที่ 35 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง ตรวจการเจริญและวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) หลังบ่ม ที่เวลา 0, 24 และ 48 
ช่ัวโมง โดยตรวจการเจรญิด้วยวิธี Drop plate technique บนอาหาร MRS-CaCO3 เมื่อครบเวลาบ่มท าการนับ
จ านวนโคโลน ีและน ามาค านวณการเจรญิ (CFU/ml) ขณะทีต่รวจวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ด้วยเครื่อง pH 
Meter (Seven Easy, Mettler Toledo, Switzerland) เปรียบเทียบผลของพรไีบโอติกส์ชนิดต่างๆ ต่อการ
เจริญของโพรไบโอติกส์โดยน าข้อมูลการเจรญิในหน่วย log CFU/ml ไปวิเคราะห์   

5. การจ าแนกเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติก  
จ าแนกแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลต LF22b โดยใช้ลักษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์ร่วมกับการ

จ าแนกโดยใช้ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 16S rDNA โดยเพิ่มจ านวนยีนที่บริเวณ 16S rRNA gene ด้วยวิธี
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain reaction; PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ 20F      
(5’-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) และ 1500R (5’-GTTACCTTGTTACGACTT-3’) โดยผลิตภณัฑ์ PCR ที่
ได้ท าให้บรสิุทธ์ิด้วย GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) โดยอุณหภูมิต่างๆ ท่ี
ใช้ในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลเิมอเรส คือ (1) initial denaturation ที่อุณหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
3 นาท ี(2) denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที (3) annealing ที่อุณหภมูิ 50    
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที (4) elongation ที่อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยท าซ้ า    
25 รอบ และ (5) final extension ที่อุณหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าผลิตภณัฑ์ PCR 
ของยีน 16S rDNA ที่ท าให้บริสุทธ์ิแล้วไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 16S rDNA ที่
ได้ไปเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูลของ National Center for Biotechnology Information 
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(NCBI) โดยใช้โปรแกรม Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi) และ EzTaxon server และ
สร้าง Phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 7.0 (Kumar, Stecher & Tamura, 2016) 

6. การวิเคราะห์ข้อมูล 
ในการทดลองการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอาหารหมักดอง การตรวจสอบประสิทธิภาพใน

การยับยั้งเชื้อก่อโรค การทดสอบกิจกรรมต้านอนุมลูอิสระของแบคทีเรียกรดแล็กติก และการศึกษาผลของพรีไบ
โอติกส์ต่อการเจริญของโพรไบโอตกิส์ทุกการทดลองท าสามซ้ า ใช้โปรแกรม SPSS โดยสถิติที่ใช้ในการวิเคราะห์
ข้อมูลคือ ค่าความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) และหาความแตกต่างระหว่างค่าเฉลีย่ด้วยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ความเช่ือมั่นร้อยละ 95 (p ≤ 0.05)  
 

ผลการวิจัย 
1. ผลการคดัเลือกแบคทีเรยีกรดแล็กติกจากอาหารหมักดอง 

 ในการศึกษานีไ้ด้ท าการคัดแยกแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอาหารหมักดอง จ านวน 24 ตัวอย่าง จาก
กรุงเทพมหานคร (ปลาสม้ ไส้กรอกวุ้นเส้น แหนมเนื้อ แหนมหมูและไส้กรอกอีสาน) ได้ 25 ไอโซเลต จังหวัด
นครปฐม (กิมจิ แหนมปลา ต้นหอมดองและผักเสี้ยนดอง) ได้ 7 ไอโซเลต จังหวดัชัยภูมิ (หม่ า แหนมเห็ด ปลาส้ม
และหม่ า) ได้ 11 ไอโซเลต จังหวัดสมุทรสาคร (ไส้กรอกอีสาน หอยดอง ผักดอง แหนมหนังหมู ปูดองเกลือ     
ไส้กรอกอีสานและปลาส้ม) ได้ 12 ไอโซเลต และจังหวัดราชบุรี (แหนมหมู หน่อไม้ดอง หม่ า ปลาส้ม) ได้ 6     
ไอโซเลต รวมทั้งหมด 61 ไอโซเลต ซึ่งทุกไอโซเลตมลีักษณะเบื้องตน้ของแบคทีเรียกรดแล็กติก ได้แก ่เป็น
แบคทีเรีย แกรมบวก ไมส่ร้างเอนไซม์คะตาเลส และไมส่ร้างสปอร์ เป็นต้น  

2. ผลการยับยั้งแบคทีเรยีก่อโรค 
 คุณสมบัติที่ส าคัญของแบคทีเรยีกรดแล็กติกในการเป็นโพรไบโอติกส์คือ มีความสามารถในการยับยั้ง

แบคทีเรียก่อโรค เมื่อทดสอบด้วยวิธี Agar well diffusion assay โดยจากการทดลองพบว่าจากแบคทีเรียกรด
แล็กติกท้ังหมด 61 ไอโซเลต มี 29 ไอโซเลตที่สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคได้ โดยแบคทีเรียกรดแล็กติก 
10 ไอโซเลตทีย่ับยั้งเช้ือก่อโรค Salmonella Typhimurium, S. aureus และ E. coli ไดด้ีสดุ แสดงในตารางที่ 
1 ได้แก่ ไอโซเลต LF12c, LF13b, LF13c, LF17a, LF17b, LF17e, LF21c, LF22b, LF22c และ LF23d ผล
การทดสอบกิจกรรมการตา้นเชื้อแบคทีเรียก่อโรค พบว่าไอโซเลต LF22b สามารถยับยั้งก่อโรคทดสอบสองสาย
พันธุ์ได้สูงสดุคือ Salmonella Typhimurium (22.66±0.57 มิลลิเมตร) และ S. aureus (20.45 ± 0.57 
มิลลเิมตร) และพบว่าไอโซเลต LF13b สามารถยับยั้ง E. coli ไดสู้งที่สุด (18.33 ± 1.52 มิลลิเมตร) โดยภาพของ
แบคทีเรียกรดแล็กติกบางไอโซเลตในการยับยั้งเชื้อก่อโรคด้วยวิธี agar well diffusion assay ดังแสดงในภาพท่ี 
2 ซึ่งไอโซเลตที่มีกิจกรรมในการยบัยั้งแบคทีเรียก่อโรคสูงแยกมาจากอาหารหมักดองประเภทต้นหอมดอง    
ปลาสม้ และแหนมเหด็ เป็นต้น 
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ตารางที่ 1 กิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแล็กติก 

ไอโซเลต 
เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนใสในการยับย้ัง (มิลลิเมตร) 

Salmonella 
Typhimurium 

S. aureus E. coli 

LF12c 17.33 ± 0.57b 15.00 ± 0b 16.33 ± 1.15e 

LF13b 17.33 ± 1.52b 15.33 ± 0.57bc 18.33 ± 1.52g 

LF13c 16.66 ± 0.57b 15.33 ± 1.15bc 17.33 ± 2.51f 

LF17a 16.66 ± 0.57b 14.33 ± 0.57ab 13.66 ± 0.57bc 

LF17b 18.66 ± 0.57c 13.00 ± 1.00a 13.00 ± 1.00ab 

LF17e 15.33 ± 0.57a 15.33 ± 0.57bc 12.33 ± 0.57a 
LF21c 16.00 ± 0ab 14.00 ± 0ab 15.33 ± 0.57d 
LF22b 22.66 ± 0.57d 20.45 ± 0.57e 15.66 ± 0.57de 
LF22c 19.66 ± 0.57c 19.66 ± 0.57d 14.00 ± 0c 
LF23d 17.33 ± 0.57b 17.33 ± 0.57c 15.66 ± 0.57de 

ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแตล่ะคอลัมม์แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติที่ค่าความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1 ผลการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียกรดแล็กติกเมื่อทดสอบด้วยวิธี agar well diffusion assay ต่อ
เชื้อ Salmonella Typhimurium (ก); S. aureus (ข); E. coli (ค)  

 

3. ผลทดสอบกิจกรรมต้านอนุมลูอิสระของแบคทีเรยีกรดแล็กติก 
 กิจกรรมตา้นอนุมูลอสิระของเชื้อแบคทีเรียกรดแล็กติกด้วยวิธี DPPH assay ของแบคทีเรีย         

กรดแล็กติกทั้ง 10 ไอโซเลต พบวา่มีค่ากิจกรรมตา้นอนุมูลอสิระอยูร่ะหว่าง ร้อยละ 9.82±0.04 - 48.12±3.76 
ซึ่งไอโซเลต LF22b มีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระสูงทีสุ่ดอย่างมีนัยส าคัญ (p ≤ 0.05) ที่ร้อยละ 48.12±3.76 ดัง
แสดงในภาพที่ 3 รองลงมาคือ ไอโซเลต LF17a (ร้อยละ 26.64±9.58) และกลุ่มเช้ือไอโซเลต LF22c, LF12c, 
LF13b, LF23d, LF21e, LF13c และ LF17e มีกิจกรรมต้านอนมุูลอิสระไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั       
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โดยไอโซเลต LF22b ซึ่งมกีิจกรรมต้านอนุมูลอสิระสูงที่สุดแยกมาจากต้นหอมดอง ขระที่ไอโซเลต LF17a     
แยกมาจากแหมหมู   

 

ภาพที่ 2 กิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระของแบคทีเรยีกรดแล็กติกไอโซเลตต่างๆ (ตัวอักษรที่แตกต่างกนับนแท่ง
กราฟแสดงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติที่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05)  

 

4. ผลการศึกษาผลของพรีไบโอติกส์ต่อการเจรญิของโพรไบโอติกส์ 
 ผลการเจรญิของ LF22b ในแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ แสดงในภาพที่ 4ก โดยเมื่อเลีย้งในอาหารเลี้ยง

เชื้อ MM ที่มีแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกันคือ กลูโคส (Glucose) แปง้ดัดแปลง (Modified starch) และอินนูลิน 
(Inulin) และเมื่อเวลาผ่านไป 24 ช่ัวโมง เชื้อเจริญในอาหารทีม่ีแป้งดัดแปลง (8.42±0.22 log CFU/ml) ได้ดี
เทียบเท่าอินนูลิน (8.34±0.17 log CFU/ml) และสูงกว่าการเจรญิในกลูโคส (7.67±0.15 log CFU/ml) และ
เมื่อบ่มครบ 48 ช่ัวโมง เชื้อที่เพาะเลี้ยงในอาหารทุกกลุ่มมีการเจริญลดลง ในขณะที่ค่า pH ช่ัวโมงท่ี 0 มีค่า pH 
เริ่มต้นอยู่ที่ 6.24 เมื่อผ่านไป 24 ช่ัวโมงมีค่า pH ของอาหารทั้ง 3 สตูรอยู่ระหว่าง 3.21-5.84 และเมื่อผ่านไป 
48 ช่ัวโมงมีค่า pH ลดลงอยู่ท่ี 3.87-5.44 เนื่องจากระหว่างการเจรญิมีการเปลี่ยนแหล่งคาร์บอนให้เป็นกรด
อินทรีย์จึงท าให้อาหารเลี้ยงเช้ือมคี่า pH ที่ลดลง แสดงในภาพท่ี 4ข 

5. ผลการจ าแนกไอโซเลต LF22b 
 จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค (Salmonella Typhimurium, S. aureus 

และ E. coli) การมีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระสูง และผลของแป้งข้าวดัดแปลงท่ีมสีมบตัิพรีไบโอติกส์ต่อการเจรญิ
ของไอโซเลต LF22b จึงจัดว่าไอโซเลตนีเ้ป็นสายพันธ์ุที่มีศักยภาพสงูในการถูกน าไปใช้ต่อและมคีุณสมบัติ
เบื้องต้นของการเป็นแบคทีเรยีโพรไบโอติกส์ จึงน าไอโซเลตนี้มาจัดจ าแนกโดยใช้ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยีน 16S 
rDNA พบว่าไอโซเลต LF22b ใกลเ้คียงกับเช้ือ L. paracasei ที่ร้อยละ 99.93 โดยมีความใกล้เคียงกับเชื้ออื่นๆ 
ในกลุ่ม Lacticaseibacillus sp. ซี่งแสดงใน Phylogenetic tree ดังภาพที่ 5 
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ภาพที่ 3 การเจริญของแบคทีเรียกรดแล็กติกไอโซเลต LF22b ในแหล่งคาร์บอนชนดิตา่งๆ (ก) และคา่ pH 
ระหว่างการเจรญิในแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ (ข) (ตัวอักษรที่แตกตา่งกันบนแท่งกราฟแสดงความแตกต่างอย่างมี

นัยส าคญัทางสถิติที่ร้อยละ 95 (p ≤ 0.05) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4 Phylogenetic tree จากการวิเคราะหล์ าดับนิวคลีโอไทดข์องยีน 16S rDNA ของไอโซเลต LF22b 
เมื่อเทียบกับเชื้อกลุม่ Lacticaseibacillus sp. โดยมี outgroup คอืแบคทีเรียสายพันธ์ุ Bacillus cereus 

 

อภิปรายผล 
แบคทีเรียกรดแล็กกติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักในกระบวนการหมัก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในอาหารหมักดอง

ดอง ในงานวิจัยนี้จึงแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแล็กติกจากอาหารหมักดองประเภทต่างๆ ได้แก่ ผักดอง แหนมปลา 
แหนมหมู แหนมเนื้อ หม่ าและหนอ่ไม้ดอง เป็นต้น อีกท้ังแบคทีเรียกรดแล็กติกมีรายงานถึงการน าไปศึกษา
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกส์ ประกอบไปด้วยคณุสมบัติด้านการยบัยั้งเช้ือก่อโรค (Zhang, et al., 2022)  
การเกาะที่เยื่อบุล าไส้ ความปลอดภัย (de Souza, Borgonovi, Casarotti, Todorov & Penna, 2019) และ
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คุณสมบัติเชิงหน้าท่ีต่างๆ เช่นการสร้างสารกาบา หรือมีกิจกรรมตา้นอนุมูลอิสระ (Ding, et al., 2017) ทั้งนี้ใน
ปัจจุบันผู้คนเริ่มให้ความสนใจกับผลิตภณัฑ์ที่มีโพรไบโอติกสม์ากขึ้น การคัดเลือกโพรไบโอติกส์เพื่อน าไปพัฒนา
เครื่องดื่มจากแหล่งที่เหมาะสม จะท าให้ไดโ้พรไบโอติกส์ทีม่ีความหลากหลายทางสายพันธ์ุมากข้ึน ซึ่งแบคทีเรีย
กรดแล็กติกจากงานวิจัยนี้จะถูกศกึษาและพัฒนาให้เป็นโพรไบโอติกส์ที่มีศักยภาพได้ในการผลิตผลติภณัฑ์เพื่อ
สุขภาพต่อไป โดยเฉพาะแบคทีเรยีกรดแล็กติก ซึง่เป็นแบคทีเรียกลุม่ใหญ่ที่ถูกน ามาศึกษาสมบัติการเป็นโพร
ไบโอติกส์ เช่น สายพันธ์ุ L. plantarum จากแป้งข้าวหมัก (He, et al., 2022) L. helveticus แยกจาก
ผลิตภณัฑ์น้ านมหมัก (Zhong, et al., 2021) และ L. plantarum แยกมาจากผักดอง (Zhang, et al., 2022) 
เป็นต้น โดยไอโซเลตท่ีคัดเลือกไปศึกษาต่อในงานวิจัยนี้คือ LF22b ซึ่งถูกจ าแนกโดยลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
และการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA พบว่าใกล้เคียงกับเชื้อ L. paracasei ที่สดุที่ร้อยละ 99.93 

การต้านเชื้อก่อโรค (antimicrobial activity) จัดเป็นสมบัติทีส่ าคญัของเกณฑ์การคดัเลือกแบคทีเรีย   
โพรไบโอติกส์ ในงานวิจัยนี้มี 29 ไอโซเลต ที่มีกิจกรรมในการยบัยั้งแบคทีเรียก่อโรค Salmonella 
Typhimurium, S. aureus และ E. coli การที่แบคทีเรียโพรไบโอตกิส์สามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคได้อัน
เนื่องมาจากการผลติกรดอินทรยี์ H2O2 และการสร้างแบคเทอรโิอซนิ (Georgieva, et al., 2015) ซึ่งจากการ
ทดลองนี้ได้ท าการทดสอบเบื้องตน้พบว่า L. paracasei LF22b สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคได้อาจมา
จากแบคเทอริโอซินที่เช้ือผลิตขึ้นมา ดังนั้น L. paracasei LF22b จึงถูกคัดเลือกไปศึกษาต่อ อันเนื่องมาจาก
สมบัตหิลักของโพรไบโอติกส์ในด้านการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค ซึ่งสายพันธ์ุนี้สามารถยับยั้งได้ทั้งแบคทีเรียแกรม
บวกและแกรมลบ (Broad spectrum) ทั้งนี้มีผลการศึกษาว่า L. paracasei ZFM54 สามารถยบัยั้งเช้ือ 
Salmonella Typhimurium, Micrococcus luteus และ Listeria monocytogenes ได้ (Ye, et al., 2021) 

อีกหนึ่งคุณสมบตัิของแบคทีเรียโพรไบโอติกส์ที่มีความส าคัญ และไดต้รวจสอบในครั้งนี้คือกิจกรรมการ
ต้านสารอนุมูลอสิระ (Antioxidant activity) ซึ่งมีรายงานว่าการผลติสารอนุมูลอสิระในร่างกายที่มากเกินไปจะ
เป็นสาเหตุหนึ่งท่ีท าให้เซลล์ถูกท าลาย (Shang, et al., 2022) ปัจจุบันจึงมีการศึกษาหาแนวทางในการต้าน
กิจกรรมของสารอนุมลูอิระที่เกดิขึน้ โดยในงานนี้พบว่าแบคทีเรียกรดแล็กติกท่ีน ามาศึกษามีกิจกรรมการต้าน
อนุมูลอิสระ ซึ่งมีงานวิจัยท่ีศึกษากิจกรรมการต้านอนมุูลอิสระของแบคทีเรียกรดแล็กติกส์ เช่น L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus F17 ที่มีกิจกรรมต้านอนุมูลอสิระสูงถึงร้อยละ 59 (Ding, et al., 2017), สายพันธ์ุ L. 
rhamnosus MG4502, L. gasseri MG4524, Limosilactobacillus reuteri MG5149 และ Weissella 
cibaria MG5285 ที่มีกิจกรรมต้านอนุมูลอิสระมากกว่าร้อยละ 26.1 (Jeong, et al., 2021) รวมถึงสายพันธ์ุ L. 
paracasei LP33 ที่ใช้ในกระบวนการหมักเครื่องดื่มเพื่อสุขภาพ พบว่าผลติภณัฑ์จากการหมักจากเชื้อโพรไบโอ
ติกส์สายพันธ์ุนีม้ีกิจกรรมต้านอนุมลูอิสระที่สูงขึ้น (Zhang, et al., 2023)  

แบคทีเรียโพรไบโอติกสจ์ะส่งผลทีด่ีต่อสุขภาพของโฮสทไ์ด้เมื่อสามารถรอดชีวิตในผลิตภัณฑร์ะหว่าง
กระบวนการเก็บรักษา และคงความมีชีวิตเมื่อผ่านสภาวะทีไ่ม่เหมาะสมในระบบทางเดินอาหาร โดยหนึ่งใน
หลายๆ กระบวนการที่นักวิจัยศึกษาคือ การมีพรีไบโอติกส์ชนิดที่เหมาะสมกับโพรไบโอติกสส์ายพันธ์ุนั้น (Succi, 
et al., 2017) ในงานวิจัยนี้จึงได้น าแป้งข้าวดัดแปลงท่ีได้เตรียมขึ้นโดยคณะผู้วิจยั (ไมไ่ด้แสดงข้อมูล) มาทดสอบ
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คุณสมบัติในด้านการเป็นแหล่งพรไีบโอติกส์ต่อเชื้อ L. paracasei LF22b เมื่อเทียบกับแหล่งคาร์บอนที่ไม่ใช่  
พรีไบโอติกส์ (กลูโคส) และอินูลินซึ่งเป็นพรีไบโอติกส์ทางการค้า พบว่าแป้งข้าวดัดแปลงส่งเสรมิการเจริญของ   
L. paracasei LF22b ได้ดีเทียบเท่ากับอินูลิน และสูงกว่ากลูโคสอยา่งมีนัยส าคญั (p ≤ 0.05) การที่แป้ง
ดัดแปลงมสีมบตัิของพรีไบโอติกส์เมื่อทดสอบกับ L. paracasei LF22b พิจารณาจากผลการส่งเสรมิการเจรญิ
ของเชื้อนั้นเมื่อเทียบกับแหล่งคารบ์อนท่ีเป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (Cunningham, et al., 2021) มีงานวิจัย
หลายงานที่ศึกษาแป้งทนย่อย (Resistant starch) หรือแป้งดดัแปลงในด้านคุณสมบัติการเป็นพรไีบโอติกส์ โดย
จุลินทรีย์จะย่อยแป้งทนย่อยและผลิตกรดอินทรีย์ออกมา ซึ่งเป็นลักษณะทีแ่บคทีเรียโพรไบโอติกส์ใช้พรีไบโอติกส ์
ชนิดอื่นและเกิดผลิตภณัฑ์นี้ขึ้น โดยแป้งดัดแปลงท่ีรายงานคุณสมบตักิารเป็นพรไีบโอติกส์เช่นแป้งดัดแปลงท่ีท า
มาจากมันฝรั่ง (Wang, et al., 2022) ข้าว (Ashwar, et al., 2021) กล้วย (Jaiturong, et al., 2020) และ    
ถั่วลันเตา (Cui, Ma, Li & Hu, 2021) เป็นต้น ผลจากการศึกษานี้จึงเป็นข้อมูลเบื้องต้น สามารถบ่งช้ีได้ว่าแป้ง
ข้าวดัดแปลงมคีุณสมบัตเิป็นพรไีบโอติกส์ที่เหมาะสมต่อการเจริญของ L. paracasei LF22b ซึ่งสามารถ
ประยุกต์ใช้ข้อมูลนี้ในการพัฒนาผลิตภณัฑเ์พื่อสุขภาพต่อไป  
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