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แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 162 ไอโซเลต จากมูลไก่ ไส้ไก่ ไส้ปลา อาหารหมกั 
ดอกไม ้และยอดไม ้โดยใชอ้าหารแขง็ MRS ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์
และทดสอบความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรค ในระบบทางเดินอาหารของสัตว ์พบวา่
แบคทีเรียกรดแลคติก 47 ไอโซเลตยบัย ั้งการเจริญของ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 
ในขณะท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกอีก 46 และ 45 ไอโซเลตยบัย ั้ง Escherichia coli ATCC 25922 และ  
Salmonella Enteritidis DMST 15676 ตามลาํดบั และพบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกเพียง 2 ไอโซเลต 
คือ SM081 และ SM154 ท่ียบัย ั้ง Clostridium perfringens ATCC 13124 ได ้แต่ไม่พบการสร้าง
เอนไซมไ์ฟเตสในแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลต 

 
 เม่ือนาํแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตน้ีมาศึกษาการทนกรดช่วงพีเอช 2.0-3.5 ทน
เกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต์ และทนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบวา่แบคทีเรียทั้งไอโซเลต 
SM081 และ SM154 ทนกรดท่ีพีเอช 2.5 ทนเกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต์ ไดน้านถึง 5 ชัว่โมง 
และทนอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 

การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 
SM081 และ SM154 คือ Weissella paramesenteroides และ Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum ตามลาํดบั 
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A total of 162 lactic acid bacteria (LAB) isolated from chicken intestine and feces,  
sea fish intestine, fermented foods and flower or apex using MRS agar plus 0.5% CaCO3.  Anti-
pathogenic activities to animal digestive tract pathogens was evaluated in all LAB isolates 
collected.  Antagonistic assay showed that 47 LAB isolates inhibited growth of Salmonella 
Typhimurium ATCC 13311 whereas 46 and 45 isolates inhibited growth of Escherichia coli 
ATCC 25922 and Salmonella Enteritidis DMST 15676, respectively.  These 47 LAB isolates 
were then screened for anticlostridial activity.  Only 2 LAB isolates i.e. SM081 and SM154 were  
found to be antagonist against Clostridium perfringens ATCC 13124.  However, assay for 
phytase activity revealed that none of them possessed phytase activity.  

 
These two LAB were subjected to test for acid tolerance under the pH range of 2.0-3.5 

 as well as 0.3% bile salt tolerance and high temperature (45oC) tolerance. Results showed that 
both SM081 and SM154 were tolerant to pH 2.5 and 0.3% bile salt for 5h.  Moreover, they were 
tolerant to high temperature (45oC). 
 

Based on 16S rDNA sequence analysis, the isolates SM081 and SM154 were identified 
as Weissella paramesenteroides and Lactobacillus plantarum subsp. plantarum, respectively. 
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ค าน า 
 

ปัจจุบนัอุตสาหกรรมปศุสัตวมี์การขยายตวัเพิ่มข้ึนเพื่อตอบสนองความตอ้งการของ
ประชากรท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว โดยเนน้การขยายตวัของปศุสัตวช์นิดท่ีใหผ้ลตอบแทนเร็ว เช่น ไก่ 
เป็ด สุกร เป็นตน้ แต่ปัญหาการปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคและการดูดซึมสารอาหารของสัตว ์
เป็นสาเหตุสาํคญัท่ีส่งผลใหก้ารขยายอุตสาหกรรมปศุสัตวช์ะลอตวั โดยเฉพาะสัตวก์ระเพาะเด่ียว 
ซ่ึงแบคทีเรียก่อโรคนั้นอาจปนเป้ือนมากบัวตัถุดิบอาหารสัตว ์นํ้า หรือสภาพแวดลอ้มอ่ืน ๆ เช่น 
การกาํจดัส่ิงปฏิกลูภายในฟาร์ม แบคทีเรียก่อโรคท่ีมีรายงานการระบาดในสัตว ์เช่น Campylobacter 
jejuni, Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, Shigella sonnei และ Escherichia coli เป็นตน้  
ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรคอาหารเป็นพิษ และ ทอ้งเสียอยา่งรุนแรงในสัตว ์ดงันั้นเพื่อ
แกปั้ญหาการปนเป้ือนของแบคทีเรียก่อโรคเหล่าน้ี เกษตรกรจึงจาํเป็นตอ้งใชส้ารเคมี และ ยา
ปฏิชีวนะเพื่อรักษาอาการป่วยของสัตวล์ดอตัราการตาย และกระตุน้การเจริญเติบโตของสัตว ์สาร
เหล่าน้ีอาจตกคา้งในเน้ือและนํ้านมของสัตว ์ซ่ึงทาํใหเ้ป็นอนัตรายต่อผูบ้ริโภคเน่ืองจากอาจเป็น
สาเหตุใหเ้กิดการด้ือยาปฏิชีวนะในคน สหภาพยโุรปจึงมีการประกาศหา้มใชย้าปฏิชีวนะในอาหาร
สัตว ์ตั้งแต่วนัท่ี 1 มกราคม พ.ศ. 2549 เป็นตน้ไป 

 

นอกจากปัญหาเช้ือก่อโรคในสัตวแ์ลว้ อีกปัญหาหน่ึงท่ีส่งผลกระทบกบัวงการปศุสัตว ์คือ
การท่ีสัตวดู์ดซึมสารอาหารไดไ้ม่เตม็ท่ี ทาํใหส้ัตวโ์ตชา้ โดยเฉพาะในสัตวก์ระเพาะเด่ียว เน่ืองจาก
วตัถุดิบหลกัท่ีใชเ้ป็นส่วนประกอบสูตรอาหารในประเทศไทย เช่น ขา้วโพด ปลายขา้ว 
 รําละเอียด และกากถัว่เหลือง เป็นตน้ ซ่ึงวตัถุดิบเหล่าน้ีจะมีฟอสฟอรัสสะสมในรูปของไฟเตต 
(phytate) ไฟเตตเป็นสารคีเลตท่ีสามารถจบักบัอนุมูลของโลหะ เช่น Mg2+, Ca2+, Fe2+ และ Zn2+  
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เป็นตน้ จึงทาํใหก้ารดูดซึมสารอาหารเหล่านั้นลดลง เน่ืองจากในสัตวก์ระเพาะเด่ียวไม่มีเอนไซมไ์ฟ
เตส (phytase) เพื่อยอ่ยสลายสารไฟเตต ดงันั้นจึงมีการเติมเอนไซมไ์ฟเตสลงในอาหารสัตว ์เพื่อช่วย
ใหส้ัตวดู์ดซึมสารอาหารไดม้ากข้ึน 
 
 การแกปั้ญหาเหล่าน้ีในอุตสาหกรรมปศุสัตวมี์ค่าใชจ่้ายสูง ดงันั้นแบคทีเรียกรดแลคติกจึง
เป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีนาํมาใชเ้ป็นโปรไบโอติก เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้างสาร
ยบัย ั้งเช้ือก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได ้ช่วยปรับสมดุลของแบคทีเรียในลาํไส้ และช่วยใหส้ัตว์
สามารถดูดซึมสารอาหารไดดี้ข้ึน และเป็นการลดตน้ทุนการผลิต จึงมีการศึกษาเพื่อปรับปรุง และ
พฒันาวธีิการอยา่งต่อเน่ือง แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดท้ัว่ไป เช่น ผลิตภณัฑอ์าหารหมกั
ดอง ผลิตภณัฑน์ม ลูกแป้ง ลาํไส้ หรือมูลสัตว ์เป็นตน้ และนอกจากน้ีแบคทีเรียกรดแลคติก ยงัเป็น
แบคทีเรียประจาํถ่ินในระบบทางเดินอาหารของสัตว ์มีคุณสมบติัช่วยรักษาสมดุลของจุลินทรียใ์น
ลาํไส้ และมีการศึกษาเก่ียวกบัการนาํแบคทีเรียกรดแลคติกมาใชเ้ป็นโปรไบโอติกผสมในอาหาร
สัตว ์โดยมีบทบาทช่วยยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร โดยการ
แยง่ท่ีเกาะ หรือแยง่อาหาร หรือทาํใหส้ภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสม หรือสร้างสารท่ีมีคุณสมบติัยบัย ั้ง
แบคทีเรียก่อโรค เช่น กรดอินทรีย ์คาร์บอนไดออกไซด ์แอซิทาลดีไฮด ์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
และแบคเทอริโอซิน และยงัมีรายงานเก่ียวแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพนัธ์ุสามารถสร้างเอนไซม์
ไฟเตสได ้

 
 ดงันั้นการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค 
โดยเฉพาะโรคในระบบทางเดินอาหารของสัตวแ์ละมีกิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตส เพื่อนาํไปใชใ้น
อุตสาหกรรมปศุสัตว ์โดยอาจใหกิ้นเป็นโปรไบโอติกโดยตรงหรือผสมในอาหารสัตว ์ก็จะช่วยลด
ปัญหาการแพร่ระบาดของแบคทีเรียก่อโรค ปรับสมดุลแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร รวมทั้ง
ช่วยใหส้ัตวส์ามารถดูดซึมสารอาหารไดดี้ข้ึน หรือนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรมนมเป็นหวัเช้ือบริสุทธ์ิ
สาํหรับการผลิตนมเปร้ียว โยเกิร์ต ในอุตสาหกรรมอาหารใชเ้ป็นสารกนัเสียชีวภาพ หรือเป็นหวัเช้ือ
บริสุทธ์ิในการผลิตอาหาร ซ่ึงจะช่วยลดระยะเวลาในการหมกั และช่วยลดแบคทีเรียท่ีทาํใหอ้าหาร
เน่าเสียระหวา่งการหมกั ซ่ึงส่งผลใหล้ดค่าใชจ่้ายในการซ้ือสารเคมี นอกจากน้ียงัช่วยลดการใช้
สารเคมีท่ีก่อใหเ้กิดปัญหาสารเคมีตกคา้ง ซ่ึงเป็นพิษต่อผูบ้ริโภค 
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพื่อแยกและรวบรวมแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

2. เพื่อคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในระบบ
ทางเดินอาหารของสัตว ์
 

3. เพื่อคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์ฟเตส 
 

4. เพื่อจดัจาํแนกและระบุช่ือของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือกได ้
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

3 



การตรวจเอกสาร 

ลกัษณะทัว่ไปของแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกอยูใ่นอนัดบั Lactobacillales สามารถเจริญเติบโตไดท้ั้งบริเวณท่ีมี
ออกซิเจน (aerobe) ไม่มีออกซิเจน (anaerobe) และมีออกซิเจนนอ้ย (microaerophilic) ยอ้มติดสี 
แกรมบวก ไม่สร้างเอนโดสปอร์ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส ขาดไซโตโครม ทนต่อความเป็นกรด 
จดัเป็นแบคทีเรียเจริญยาก (fastidious bacteria) เพราะตอ้งการแร่ธาตุและสารอาหารหลายชนิด 
เพื่อการเจริญเติบโต สามารถผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยจากกระบวนการหมกั
คาร์โบไฮเดรต (Axelsson, 1993) อุณหภูมิท่ีเช้ือสามารถเจริญไดอ้ยูใ่นช่วง 2-53 องศาเซลเซียส 
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูใ่นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส ช่วงพีเอชท่ีเหมาะสม 5.58-6.20 
อตัราการเจริญจะลดลงเม่ืออยูใ่นสภาพท่ีเป็นกรดหรือด่าง (Salminen and von Wright, 1998) 
ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียกรดแลคติก มีทั้งรูปร่างกลมรูปท่อน แบคทีเรียกรดแลคติก
บางชนิดผลิตเอนไซมค์ะตะเลสเทียม (pseudocatalase) ได ้ถา้เล้ียงในอาหารท่ีมีนํ้าตาลความเขม้ขน้
ตํ่า (De Vuyst and Vandamme, 1994) แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละชนิดมีความสามารถหมกันํ้าตาล
เฮกโซสแตกต่างกนั สามารถจาํแนกลกัษณะสัณฐานวทิยาตาม Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology volume 3 (Paul et al., 2009) ของแบคทีเรียกรดแลคติกได ้ดงัน้ี 
 

1. วงศ ์Lactobacillaceae มีสมาชิกทั้งหมด 3 สกุล เม่ือวเิคราะห์โดยอาศยัววิฒันาการของ
ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA คือ สกุล Lactobacillus, Paralactobacillus และ Pediococcus 
เป็นตน้ ลกัษณะทัว่ไปมีหลายรูปร่าง ทั้งรูปท่อน คอคโคบาซิไล หรือ กลม ส่วนใหญ่มกัเรียงต่อกนั
เป็นสาย ยกเวน้ Pediococcus ท่ีมีการเรียงตวัเป็นคู่ หรือส่ีเซลล ์(tetrads) ไม่สร้างสปอร์ ติดสีแกรม
บวก เมแทบอลิซึมสาํหรับการหมกัคาร์โบไฮเดรตไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก นอกจากน้ี
อาจมีกรดแอซีติก เอทานอล แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ กรดฟอร์มิก หรือ กรดซคัซินิก แบคทีเรียใน
วงศน้ี์ขาดไซโตโครม จึงไม่สร้างเอนไซมอ์อกซิเดสและคะตะเลส ถึงแมมี้บางสายพนัธ์ุท่ีอาจสร้าง
เอนไซมค์ะตะเลสแบบเทียมได ้ 

 
1.1 สกุล Lactobacillus เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่ท่ีสุด มีลกัษณะท่ีแตกต่างกนั

มากในระดบัสปีชีส์ รูปร่างเซลลมี์ทั้งรูปท่อนยาว ท่อนสั้น หรือ เป็นเกลียว ส่วนใหญ่มกัเรียงต่อกนั
เป็นสาย ไม่สร้างสปอร์ ติดสีแกรมบวก สามารถเจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively 
anaerobic) สามารถพบ Lactobacillus ไดใ้นแหล่งท่ีมีคาร์โบไฮเดรตสูง อาหารหมกัดอง รวมทั้ง
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อาหารเน่าเสีย และ พบในผนงัเยือ่บุช่องปาก ลาํไส้เล็ก และช่องคลอดของคน และสัตว ์(Wood and 
Holzapfel, 1995) ไม่ก่อใหเ้กิดโรคในพืชหรือสัตว์ (non-pathogenic bacteria) (Nakasawa and 
Hosono, 1992) สมาชิกทั้งหมดประกอบดว้ย 96 สปีชีส์ ซ่ึงแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (Stiles and Holzapfel, 
1997) คือ 

 
1. กลุ่ม Obligately homofermentative lactobacilli หมกันํ้าตาลเฮกโซส ผลิตภณัฑ์

สุดทา้ยมากกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์เป็นกรดแลคติก ไม่เกิดแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์โดยวถีิ Embden – 
Meyerhof – Parnas (EMP) สร้างเอนไซม ์1,6 bisphosphate – aldolase แต่ไม่สร้างเอนไซม์ 
phosphoketolase จึงหมกันํ้าตาลเพนโทส และกลูโคเนตไม่ได ้มีสมาชิกจาํนวน 30 สปีชีส์ 

 
2. กลุ่ม Facultatively heterofermentative lactobacilli หมกันํ้าตาลเฮกโซส

ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก และไม่เกิดแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์ผา่นวถีิ EMP ผลิตเอนไซม์
ทั้ง aldolase และ phosphoketolase จึงหมกันํ้าตาลเพนโทสไดป้ระกอบดว้ยสมาชิกจาํนวน 30 
สปีชีส์ 
 

3. กลุ่ม Obligately heterofermentative lactobacilli หมกันํ้าตาลเฮกโซส และเพน
โทสผา่นวถีิฟอสโฟกลูโคเนต ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติกเอทานอล และ แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด ์ประกอบดว้ย 36 สปีชีส์ 
 

1.2 สกุล Paralactobacillus ลกัษณะเซลลมี์รูปร่างท่อนผอม ติดสีแกรมบวก ไม่สามารถ
เคล่ือนท่ีได ้ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส และ ออกซิเดส มีกระบวนการหมกัเป็นแบบ 
homofermentation สามารถสร้างกรดแลคติกชนิด L และ D จากการหมกันํ้าตาลกลูโคส มีสมาชิก
เพียง 1 สปีชีส์ คือ Paralactobacillus selangorensis  

 
1.3 สกุล Pediococcus มีสมาชิกทั้งหมด 9 สปีชีส์ เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกสกุลเดียวท่ี

มีการแบ่งเซลลไ์ด ้2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดยแบ่งตวัคร้ังท่ี 2 ในทิศดา้นขวามือของคร้ังแรก 
จะสังเกตเห็นลกัษณะเฉพาะเป็นเซลลรู์ปร่างกลม 4 เซลลติ์ดกนัคลา้ยส่ีเหล่ียมจตุัรัส เหมือนกนัทุก
เซลล ์มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.36-1.43 ไมโครเมตร การเรียงตวัของเซลลพ์บทั้งท่ีอยูเ่ด่ียว ๆ 
และอยูเ่ป็นคู่ ไม่เกิดการขยายขนาดเซลลย์าวออกในสภาวะไม่มีออกซิเจน เซลลย์อ้มติดสีแกรมบวก 
ไม่สร้างสปอร์ และเอนไซมค์ะตะเลส เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) 
เจริญไดท่ี้พีเอช 5 แต่ไม่เจริญท่ีพีเอช 9 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูใ่นช่วง 25-35 องศา
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เซลเซียส มีการหมกัแบบ homofermentation การหมกักลูโคสใหผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ย คือ กรดแลคติก 
แต่ไม่สร้างแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ Pediococcus มีบทบาทในอาหารทั้งในดา้นท่ีใหป้ระโยชน์ 
และโทษ เช่น P. damnosus เป็นตวัการสาํคญัท่ีทาํใหเ้บียร์เกิดการเน่าเสีย ทั้งน้ีเพราะขณะท่ี
แบคทีเรียชนิดน้ีเจริญจะผลิตไดอะซิทิลหรืออะซิโทอิน ส่งผลใหเ้บียร์มีรสชาติขม ส่วน  
P. acidilactici และ P. pentosaceus นิยมใชเ้ป็นกลา้เช้ือในการทาํไส้กรอก และผกัดอง (Axelsson, 
1993) 
 

2. วงศ ์Aerococcaceae ประกอบดว้ย 7 สกุล เซลลมี์ลกัษณะรูปร่างเป็นรูปไข่ กลม คอคโค
บาซิไล ผนงัเซลลมี์ส่วนประกอบของ diamino acid lysine ไม่สร้างสปอร์ และเอนไซมค์ะตะเลส 
เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีโซเดียม
คลอไรด ์6.5 เปอร์เซ็นต์  
 

2.1 สกุล Aerococcus เซลลรู์ปไข่ เส้นผา่นศูนยก์ลาง 1-2 ไมโครเมตรแบ่งเซลลไ์ด ้2 
ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดยแบ่งตวัคร้ังท่ี 2 ในทิศดา้นขวามือของคร้ังแรก จะสังเกตเห็น
ลกัษณะเฉพาะเป็นเซลลรู์ปร่างกลม 4 เซลลติ์ดกนัคลา้ยส่ีเหล่ียมจตุัรัสเหมือนกนัทุกเซลล ์
เช่นเดียวกบั Pediococcus ทาํใหบ้างคร้ังเกิดความสับสนในการจาํแนกเช้ือ จึงจาํแนกโดยการเจริญ
ในอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึง Pediococcus ไม่สามารถเจริญไดใ้นอาหาร
ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์แต่ Aerococcus สามารถเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์และไม่สร้างแก๊สเม่ือเล้ียงในอาหารเหลว MRS มีสมาชิกทั้งหมด 5 
สปีชีส์ 

 
2.2 สกุล Abiotrophia เซลลส่์วนใหญ่มีลกัษณะกลม แต่อาจบางคร้ังพบเซลลรู์ปไข่ และ

รูปท่อนเจริญบนอาหาร blood agar ท่ีมีส่วนผสมของ pyridoxal hydrochloride เขม้ขน้ 0.001 
เปอร์เซ็นต ์หรือ cystein เขม้ขน้ 0.01 เปอร์เซ็นต์ ไม่สร้างสปอร์ ติดสีแกรมบวก ไม่สร้าง
เอนไซมค์ะตะเลสและออกซิเดส เจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) การ
หมกักลูโคสไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ย คือ กรดแลคติก แต่ไม่สร้างแก๊สในการหมกักลูโคส ไม่
สามารถเจริญไดท่ี้ 10 และ 45 องศาเซลเซียส หรือ มีโซเดียมคลอไรด์เขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์มี
เพียง 1 สปีชีส์ คือ Abiotrophia defective 

 
2.3 สกุล Dolosicoccus เซลลรู์ปไข่พบการเรียงตวัทั้งแบบเด่ียว ๆ แบบคู่ หรือต่อกนัเป็น

สาย ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลสและออกซิเดส เจริญทั้งท่ีมีและ
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ไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไม่สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 10 และ 45 องศา
เซลเซียส หรือ อาหารเหลวท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์6.5 เปอร์เซ็นต ์สร้างกรดไดเ้ล็กนอ้ย แต่ไม่
สร้างแก๊สจากการหมกักลูโคส มีเพียง 1 สปีชีส์ คือ Dolosicoccus paucivorans 

 
2.4 สกุล Eremococcus เซลลรู์ปร่างกลม บางคร้ังอาจพบมีการยดืยาว พบทั้งท่ีมีการเรียง

ตวัเป็นเด่ียว คู่ และเรียงตวัเป็นสายต่อกนัเป็นสาย ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้าง
เอนไซมค์ะตะเลส และออกซิเดส เจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไม่
สามารถเจริญไดท่ี้ 10 และ 45 องศาเซลเซียส หรือ อาหารเหลวท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์6.5 
เปอร์เซ็นต ์สร้างกรดไดเ้ล็กนอ้ย แต่ไม่สร้างแก๊สจากการหมกักลูโคส มีเพียง 1 สปีชีส์ คือ 
Eremococcus coleocola 

 
2.5 สกุล Facklamia เซลลรู์ปไข่ พบการจดัเรียงตวัเป็นคู่ เป็นกลุ่ม หรือต่อกนัเป็นสาย

ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส และออกซิเดส เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่
มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) ไม่เจริญท่ี 10 และ 45 องศาเซลเซียส สร้างเอนไซม ์
pyrrolidonylarylamidase และ leucine aminopeptidase ได ้มีสมาชิกทั้งหมด 6 สปีชีส์ 

  
2.6 สกุล Globicatella สัณฐานวทิยาเหมือนกบัสกุล Facklamia แต่สามารถสร้าง

เอนไซม ์pyroglutamic acid arylamidase แต่ไม่สร้างเอนไซม ์pyrrolidonylarylamidase และ 
leucine aminopeptidase มีสมาชิกเพียง 2 สปีชีส์ คือ Globicatellasangunis และ G. 
sulfidifaciens 

 
2.7 สกุล Ignavigranum เซลลรู์ปไข่ พบการจดัเรียงตวัเป็นคู่ เป็นกลุ่ม หรือต่อกนัเป็น

สาย ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลสและออกซิเดส ไม่สามารถเจริญไดท่ี้ 
10 และ 45 องศาเซลเซียส ไม่สร้างแก๊สสามารถเจริญในอาหารเหลวท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ความ
เขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์ใหผ้ลลบกบัการทดสอบปฏิกิริยา bile-esculin สร้างเอนไซม ์
pyrrolidonylarylamidase และ leucine aminopeptidase และไวต่อยาปฏิชีวนะ vancomycin มีเพียง 1 
สปีชีส์ คือ Ignavigranum ruoffiae 
 

3. วงศ ์Carnobacteriaceae เซลลรู์ปร่างท่อน หรือ กลม ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ส่วน
ใหญ่เจริญไดท้ั้งท่ีมี และไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) แต่มีบางสปีชีส์ท่ีเจริญในท่ีมี
ออกซิเจน หรือบริเวณท่ีมีออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย มีสมาชิกทั้งหมด 12 สกุล ดงัน้ี 
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3.1 สกุล Canobacterium เซลลรู์ปร่างท่อนสั้น มีการจดัเรียงตวัแบบเด่ียว ๆ แบบคู่ 
บางคร้ังอาจพบต่อกนัเป็นสาย ติดสีแกรมบวก สร้าง predominantly L(+)-lactic acid จากการหมกั
กลูโคส แต่มีเพียง C. pleilocenium ไม่สร้างกรดแลคติก แต่สร้างเอทานอล กรดแอซีติก และแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ สามารถเจริญทั้งท่ีมี และไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) เจริญไดท่ี้
อุณหภูมิตํ่า สปีชีส์ส่วนใหญ่เจริญไดท่ี้ 0 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ไม่เจริญใน
อาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์มีสมาชิกทั้งหมด 9 สปีชีส์ ซ่ึงสมาชิกส่วน
ใหญ่แยกมาจากอาหารสัตว ์

 
3.2 สกุล Alkalibacterium เซลลมี์รูปร่างท่อน พบจดัเรียงตวัแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ 

หรือเป็นเกาะกนัเป็นกลุ่มมากถึง 5 เซลล ์ชอบเจริญในสภาวะท่ีมีความเคม็ (obligately alkaliphilic) 
เจริญไดเ้ฉพาะช่วงพีเอชท่ีมากกวา่ 8 เจริญไดถึ้งค่าพีเอช 11 ทนต่อความเคม็ (holotolerant) สามารถ
เจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 15-17 เปอร์เซ็นต ์เป็น mesophilic คือ เจริญไดใ้นช่วง 
35-45 องศาเซลเซียส แต่สามารถทนความเยน็ (psychrotolerant) ในช่วง 4-15 องศาเซลเซียสได้
สาํหรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ 20-37 องศาเซลเซียส มีสมาชิกทั้งหมด 4 สปีชีส์ ส่วน
ใหญ่แยกจากแหล่งธรรมชาติท่ีมีความเป็นด่าง 

 
3.3 สกุล Allofustis เซลลรู์ปท่อน ไม่สร้างสปอร์ เจริญไดท้ั้งท่ีมีออกซิเจนและไม่มี

ออกซิเจน (facultatively anaerobic) มีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ Allofustis semenis 
 

3.4 สกุล Alloiococcus เซลลรู์ปไข่ แบ่งเซลลไ์ด ้2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั พบการ
จดัเรียงตวัเป็นคู่ เรียงส่ีเซลลติ์ดกนั หรือเกาะกนัเป็นกลุ่มติดสีแกรมบวก เจริญไดใ้นอาหารท่ีมี
โซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เจริญในอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 10
เปอร์เซ็นต ์ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ (aerobic) ไม่เจริญท่ี 10 และ 45 องศาเซลเซียส มีสมาชิก
เพียง 1 สปีชีส์ คือ Alloiococcus otitis ซ่ึงแยกจากข้ีหู บริเวณหูชั้นกลางของมนุษย ์

 
3.5 สกุล Atopobacter เซลลรู์ปท่อน ติดสีแกรมบวก เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน

ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ไม่สร้างแก๊สแต่สร้างกรดจากการหมกักลูโคส มีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ 
คือ Atopobacter phocae ซ่ึงแยกไดจ้ากปลา (Lawson et al., 2000) 

 
3.6 สกุล Atopococcus เซลลรู์ปร่างกลม จดัเรียงตวัเป็นคู่ หรือเป็นสายสั้น ๆ ตอ้งการ

ออกซิเจนในการเจริญ (aerobic) ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูช่่วง 
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28-32 องศาเซลเซียส ไม่สามารถเจริญไดห้ากสูงกวา่ 32 องศาเซลเซียส มีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ 
Atopococcus tabaci ซ่ึงแยกไดจ้ากยาสูบ (Collins et al., 2005) 
 

3.7 สกุล Atopotipes เซลลรู์ปท่อนสั้น ติดสีแกรมบวกเจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน 
(facultatively anaerobic) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูช่่วง 28-32 องศาเซลเซียส ไม่สามารถ
เจริญไดห้ากสูงกวา่ 32 องศาเซลเซียส มีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ Atopotipes suicloacalis ซ่ึงแยก
ไดจ้ากหลุมเก็บปุ๋ยคอกในสหรัฐอเมริกา (Cotta et al., 2003) 

 
3.8 สกุล Desemzia เซลลรู์ปท่อนสั้น จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ แบบคู่ หรือต่อกนั

เป็นสายสั้น ๆ ติดสีแกรมบวก ตอ้งการออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ยในการเจริญ (microaerophilic) มี
สมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ Desemzia incerta ซ่ึงแยกไดจ้ากแมลง Tibicen linnei 

 
3.9 สกุล Dolosigranulum เซลลรู์ปไข่ พบการจดัเรียงตวัเป็นคู่ ส่ีเซลลติ์ดกนั หรือเกาะ

กนัเป็นกลุ่ม ติดสีแกรมบวกเจริญไดใ้นอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์เจริญท่ี 10 
และ 45 องศาเซลเซียส การทดสอบปฏิกิริยา bile-esculin ใหผ้ลลบ ไม่สร้างแก๊สแต่สามารถสร้าง
กรดไดจ้ากการหมกักลูโคส เจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) แต่สามารถ
เจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจนไดดี้กวา่ ปัจจุบนัมีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ Dolosigranulum pigrum 
ซ่ึงแยกจากตวัอยา่งทางคลินิกของผูป่้วยโรค Sclerosis (Aguirre et al., 1993) 
 

3.10 สกุล Granulicatella เซลลรู์ปกลม จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อ
กนัเป็นสายสั้น ๆ ไม่เจริญท่ี 10 และ 45 องศาเซลเซียส ไม่สร้างแก๊สแต่สามารถสร้างกรดไดจ้ากการ
หมกักลูโคส เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน (facultatively anaerobic) เป็นเช้ือประจาํถ่ินใน
ร่างกายมนุษย ์พบบริเวณคอหอย ลาํไส้ และ ระบบทางเดินปัสสาวะของผูห้ญิง มีสมาชิกทั้งหมด 3 
สปีชีส์ คือ Granulicatella adiacens, G. balaenopterae และ G. elegans 
 

3.11 สกุล Isobaculum เซลลรู์ปท่อน ติดสีแกรมบวก เจริญท่ี 10 และ 45 องศาเซลเซียส 
หรือในอาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์เจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน มีสัณฐาน
วทิยาคลา้ยกบั Carnobacterium ปัจจุบนัมีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ Isobaculum melis  
ซ่ึงแยกมาจากลาํไส้ของแบดเกอร์ ซ่ึงเป็นสัตวใ์นตระกลูเดียวกบันาก (Collins et al., 2002) 
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3.12 สกุล Marinilactibacillus เซลลรู์ปท่อน เรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อ
กนัเป็นสายสั้น ๆ เคล่ือนท่ีไดด้ว้ยแฟลกเจลลารอบเซลล ์(peritrichous) เจริญทั้งท่ีมีและไม่มี
ออกซิเจน ชอบเจริญในสภาวะมีความเคม็เล็กนอ้ย มีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้เพียง 2-3.75 
เปอร์เซ็นต ์แต่สามารถทนเคม็ไดถึ้งช่วงความเขม้ขน้ 17-20 เปอร์เซ็นต ์และชอบเจริญในสภาวะ
เป็นด่าง เจริญไดท่ี้ช่วงค่าพีเอช 7-10 ค่าพีเอชท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ 8.5 การหมกักลูโคสได้
ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก มากถึง 87 เปอร์เซ็นต ์ของผลิตภณัฑท์ั้งหมด และสร้าง
กรดฟอร์มิก กรดแอซีติก และ เอทานอลในอตัราส่วน 2:1:1 มีสมาชิก 2 สปีชีส์ คือ 
Marinilactibacillus psychrotolerans ซ่ึงอาศยัอยูก่บัฟองนํ้า สาหร่ายทะเล และ M. piezotolerans 
อาศยัอยูใ่นตะกอนกน้ทะเลลึก 

 
3.13 สกุล Trichococcus เซลลรู์ปกลม จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อกนั

เป็นสายสั้น ๆ เจริญทั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน อาจพบวา่เป็นแบคทีเรีย Aerotolerant สภาวะท่ี
เหมาะสมในการเจริญ คือ 23-30 องศาเซลเซียส พีเอช 5.5-9 การหมกักลูโคสในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก และกรดแอซีติก แต่สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนได้
ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก กรดฟอร์มิก กรดแอซีติก และเอทานอล สามารถพบไดต้ามโคลน 
หนองนํ้า และดิน มีสมาชิกทั้งหมด 5 สปีชีส์ คือ Trichococcus flucculiformis, T. collinsii, T. 
palustris, T. pasteurii และ T. patagoniensis 

 
4. วงศ ์Enterococcaceae เซลลรู์ปกลมติดสีแกรมบวกไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญเติบโต

ไดท้ั้งบริเวณท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน และบริเวณท่ีมีออกซิเจนนอ้ย มีสมาชิกทั้งหมด 
 4 สกุล ดงัน้ี 

 
4.1 สกุล Enterococcus เซลลรู์ปกลม จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อกนั

เป็นสายสั้น ๆ เจริญเติบโตไดท้ั้งบริเวณท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิท่ีเหมาะสมใน
การเจริญอยูใ่นช่วง 35-37 องศาเซลเซียส ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ทนสภาวะแวดลอ้มท่ีแหง้
แลง้ไดดี้ เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีเมแทบอลิซึมการหมกัแบบ homofermentation เจริญไดใ้น
อาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรดเ์ขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์ทนนํ้าดีไดถึ้ง 40 เปอร์เซ็นต ์สมาชิกส่วนใหญ่
เป็นแบคทีเรียประจาํถ่ินในลาํไส้ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมและสัตวปี์ก นอกจากน้ียงัพบอยูร่่วมกบั
พืชหรือในนํ้าไดอี้กดว้ย มีสมาชิกทั้งหมด 34 สปีชีส์ มีบางสปีชีส์ อาทิ E. faecalis เป็นเช้ือฉวย
โอกาส จึงไม่นาํมาใชก้บัอาหาร แต่ก็มีการนาํมาใชเ้ป็นโปรไบโอติกและเป็นกลา้เช้ือในการหมกั
ฟางเป็นอาหารสัตว ์นอกจากนั้นยงัเป็นแม่แบบของแบคทีเรียกรดแลคติกในการศึกษาลกัษณะทาง
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สรีระวทิยา เช่น ลกัษณะของผนงัเซลล ์(Axelsson, 1993) สาํหรับ E. faecium มีการนาํไปผลิตเป็น
โปรไบโอติก เพื่อจาํหน่ายทางการคา้ เน่ืองจากสามารถทนต่อสภาวะเครียดในกระบวนการผลิตได้
ดี (Fuller, 1989) แยกไดจ้ากมนุษย ์อวยัวะเพศหญิง อาหาร และส่ิงแวดลอ้ม แต่พบมากในลาํไส้ของ
มนุษย ์และสัตว ์

 
4.2 สกุล Melissococcus เซลลรู์ปร่างกลม จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อ

กนัเป็นสายสั้น ๆ ไม่เจริญในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เจริญเติบโตไดท้ั้งท่ีไม่มีออกซิเจนและมี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย มีแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์1-5 เปอร์เซ็นต ์แต่หากมีแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซดม์ากกวา่ 5 เปอร์เซ็นต ์จะยบัย ั้งการเจริญ มีสมาชิกเพียง 1 สปีชีส์ คือ 
Melissococcus plutonius ซ่ึงแยกมาจากไรวาร์รัว หรือไรใหญ่ ซ่ึงเป็นศตัรูผึ้ง (Kanbar et al., 2004) 
แยกไดจ้ากรังผึ้ง 

 
4.3 สกุล Tetragenococcus เซลลรู์ปกลม แบ่งเซลลไ์ด ้2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดย

แบ่งตวัคร้ังท่ี 2 ในทิศดา้นขวามือของคร้ังแรก จะสังเกตเห็นเฉพาะเซลลรู์ปร่างกลม 4 เซลลติ์ดกนั
คลา้ยส่ีเหล่ียมจตุัรัสเหมือนกนัทุกเซลล์ อาจพบการจดัเรียงเซลลอ์ยูเ่ป็นคู่ หรืออยูเ่ด่ียว ๆ โดยเฉพาะ
การเจริญช่วง midexponential ติดสีแกรมบวก ไม่มีไซโตโครม ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลสและออก
ซิเดส มีการหมกักลูโคสแบบ homofermentation ไม่ไดแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดเ์ป็นผลิตภณัฑ์
สุดทา้ย เจริญไดท้ั้งท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน ชอบเคม็ปานกลาง เจริญไดใ้นอาหารท่ีโซเดียม
คลอไรดเ์ขม้ขน้ 4-18 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูใ่นช่วง 25-35 องศาเซลเซียส 
แต่ไม่เจริญท่ี 10 และ 45 องศาเซลเซียส พีเอชท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูใ่นช่วง 7-8 แต่ไม่เจริญท่ีพี
เอช 4.5 ก่อนหนา้น้ีมีเพียงสปีชีส์เดียว คือ T. halophilus ซ่ึงแต่เดิมจดัเป็น P. halophilus มีลกัษณะ
สาํคญั คือ ทนเกลือโซเดียมคลอไรดไ์ดม้ากกวา่ 18 เปอร์เซ็นต ์แตกต่างจากแบคทีเรียกรดแลคติก
อ่ืน ๆ จึงมีบทบาทสาํคญัในอุตสาหกรรมการหมกัท่ีมีเกลือสูง ๆ เช่น การทาํซอสถัว่เหลือง เป็นตน้ 
(Axelsson, 1993) แต่ปัจจุบนัมีสมาชิกทั้งหมด 4 สปีชีส์ คือ Tetragenococcus halophilus,  
T. muriaticus, T. koreensis และ T. solitarius 
 

4.4 สกุล Vagococcus เซลลรู์ปกลม จดัเรียงตวัทั้งแบบเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือต่อกนั
เป็นสายสั้น ๆ เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน เจริญท่ี 10 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญท่ี 45 องศา
เซลเซียส มีสมาชิกทั้งหมด 4 สปีชีส์ คือ Vagococcus fluvialis, V. fessus, V. lutrae และ  
V. salmoninarum 
  

11 
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5. วงศ ์Leuconostocaceae เซลลรู์ปวงรีจนถึงรูปร่างกลม จดัเรียงตวัเป็นคู่ หรือสายสั้น ๆ 
เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส หมกักลูโคสแบบ heterofermentation 
ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก แก๊สคาร์บอนไดร์ออกไซด ์กรดแอซีติก และเอทานอล มี
สมาชิกทั้งหมด 3 สกุล ดงัน้ี  

 
5.1 สกุล Leuconostoc เซลลรู์ปร่างกลม สัณฐานวทิยาของเซลลข้ึ์นกบัอาหารเล้ียงเช้ือ 

คือ ถา้เล้ียงบนอาหารแขง็หรือมีกลูโคสอุดมสมบรูณ์ เซลลม์กัจะขยายตวัตามแนวยาว ทาํใหเ้กิด
ความสับสนกบัแบคทีเรียกรดแลคติกรูปท่อน (lactobacilli) จดัเรียงตวัเป็นคู่ หรือเป็นสายติดสี     
แกรมบวก เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน ถึงแมจ้ะพบการเจริญท่ีพีเอช 4.5 แต่เป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่
ชอบสภาวะท่ีเป็นกรด เจริญไดดี้ท่ีพีเอช 6.5 Leuconostoc mesenteroides จะหยดุการเจริญเม่ือพีเอช
เร่ิมตน้ลดลงเป็น 5.4-5.7 อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญอยูร่ะหวา่ง 20 และ 30 องศาเซลเซียส แต่
ไม่เจริญท่ี 5 องศาเซลเซียส การหมกักลูโคสไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยเป็นกรดแลคติก แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด ์และเอทานอล หรือ กรดแอซีติก ผา่นวถีิ hexose-monophosphate และ 
phosphoketolase ตอ้งการสารอาหารท่ีซบัซอ้นในการเจริญ เจริญไม่ดีบนผวิหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ แต่
เจริญไดดี้ข้ึนเม่ือบ่มในสภาวะท่ีมีแก๊สผสมระหวา่งคาร์บอนไดออกไซด ์19.8 เปอร์เซ็นต ์
ไฮโดรเจน 11.4 เปอร์เซ็นต ์และไนโตรเจน 68.8 เปอร์เซ็นต ์ในระบบการยอ่ยอาหารของมนุษยแ์ละ
สัตว ์พบรายงานการอยูร่่วมกนัของ Leuconostoc และ Weissella ท่ีพบในส่วนของลาํไส้เล็ก และ
ลาํไส้ใหญ่ ปัจจุบนัมีสมาชิกทั้งหมด 14 สปีชีส์ เน่ืองจาก Leuconostoc paramesenteroids มีการจดั
จาํแนกใหม่เป็น Weissella paramesenteroids (Collins et al., 1993) และ Leuconostoc oenos เม่ือจดั
จาํแนกใหม่ถูกยา้ยไปอยูใ่นสกุล Oenococcus และเรียกช่ือใหม่เป็น Oenococcus oeni (Dicks et al., 
1995) 

 
5.2 สกุล Oenococcus ลกัษณะสัณฐานวทิยาส่วนใหญ่เหมือนสกุล Leuconostoc แต่ 

Oenococcus มีทั้งสปีชีส์ท่ีชอบกรด คือ O. oeni เจริญไดท่ี้พีเอช 3.5-3.8 ซ่ึงแยกจากไวน์แดงท่ีผลิต
ในอาร์เจนตินา นอกจากน้ี O. oeni ยงัสร้างเอนไซม ์exoprotease และไม่ถูกยบัย ั้งดว้ยเอทานอล
เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ไดอี้กดว้ย (Manca de Nadra et al., 2005) และสปีชีส์ท่ีไม่ชอบกรด คือ O. 
kitaharae เจริญไดท่ี้ช่วงพีเอช 5-7 เป็นสปีชีส์ท่ีแยกจากซอสญ่ีปุ่น โชย ุเจริญไดใ้นอาหารท่ีมี
โซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เจริญในโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 2.5 
เปอร์เซ็นต ์เจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีเอทานอล 5 เปอร์เซ็นต ์แต่ถูกยบัย ั้งดว้ยเอทานอลเขม้ขน้ 10 
เปอร์เซ็นต ์Oenococcus มีสมาชิกทั้งหมด 2 สปีชีส์ คือ O. oeni และ O. kitaharae 
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5.3 สกุล Weissella เซลลมี์ทั้งรูปท่อนสั้นหรือกลม และจดัเรียงตวัเป็นคู่หรือสายสั้น ๆ 
เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน ทุกสปีชีส์หมกักลูโคสแบบ heterofermentation ไดผ้ลิตภณัฑ์
สุดทา้ยเป็นกรดแลคติก แก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์เอทานอล และกรดแอซีติก การหมกัคาร์โบไฮ
เครตผา่นวถีี hexose-monophosphate และ phosphoketolase มีสมาชิกทั้งหมด 11 สปีชีส์ นอกจากน้ี 
W. paramesenteroids สามารถทนโซเดียมคลอไรดไ์ดดี้ และอาจแยกไดจ้ากอาหารท่ีมีเกลือสูง ทน
กรดได ้เจริญในอาหารท่ีมีพีเอชตํ่ากวา่ 5  

 
6. วงศ ์Streptococcaceae เซลลรู์ปวงรีหรือกลม ติดสีแกรมบวกไม่สร้างสปอร์ เจริญไดท้ั้งท่ี

มีและไม่มีออกซิเจน อาจตอ้งการแก๊สคาร์บอนไดออกไซดใ์นการเจริญ และไม่สร้างเอนไซมค์ะ
ตะเลส มีสมาชิกทั้งหมด 3 สกุล ดงัน้ี 
 

6.1 สกุล Streptococcus เซลลรู์ปร่างกลมหรือรูปไข่ พบการจดัเรียงเป็นสาย หรือเป็นคู่ 
เจริญไดท้ั้งท่ีมีและไม่มีออกซิเจน บางสปีชีส์ตอ้งการแก๊สคาร์บอนไดออกไซดใ์นการเจริญ การ
หมกัคาร์โบไฮเครตผลิตกรดแลคติกเป็นส่วนใหญ่ แต่ไม่สร้างแก๊ส ชอบเจริญท่ี 37 องศาเซลเซียส มี
สมาชิกทั้งหมด 56 สปีชีส์ 

 
6.2 สกุล Lactococcus เซลลรู์ปร่างกลมหรือรูปไข่ มีการจดัเรียงตวัอยูเ่ด่ียว ๆ เป็นคู่ หรือ

ต่อกนัเป็นสาย ติดสีแกรมบวก เจริญท่ี 10 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียสเจริญใน
อาหารท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์ยกเวน้ Lactococcus lactis subsp. cremoris 
ทนโซเดียมคลอไรดไ์ดเ้พียงความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์มีเมแทบอลิซึมในการหมกัแบบ 
homofermentation มีสมาชิกทั้งหมด 5 สปีชีส์ 

 
6.3 สกุล Lactovum เซลลรู์ปไข่ จดัเรียงตวัเป็นคู่ ไม่สร้างสปอร์ติดสีแกรมบวก เจริญใน

ท่ีไม่มีออกซิเจนแต่ทนสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็น mesophile คือ เจริญไดใ้นช่วง 35-45 องศา
เซลเซียส Lactovum ปัจจุบนัมีเพียงสปีชีส์เดียว คือ Lactovum miscens ซ่ึงแยกจากผนืป่าท่ีมีความ
เป็นกรดในประเทศเยอรมนี (Matthies et al., 2004) เจริญไดท่ี้พีเอช 3.5-7.5 หมกักลูโคสแบบ 
homofermentation  
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เมแทบอลซึิมของแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

แบคทีเรียกรดแลคติกหมกันํ้าตาลเฮกโซส โดยกระบวนการท่ีแตกต่างกนั 2 รูปแบบ คือ 
 

1. Homofermentation 
 
  เมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติกลกัษณะน้ีเกิดผา่นวถีิ Embden-Meyerhof-Parnas 
(EMP) ซ่ึงเปล่ียนกลูโคสแลว้ไดผ้ลิตภณัฑสุ์ดทา้ยส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก เรียกแบคทีเรียกรดแล
คติกกลุ่มน้ีวา่ homofermentative bacteria ซ่ึงจะไดพ้ลงังาน ATP 2 โมเลกุลต่อกลูโคส 1 โมเลกุล 
(Axelsson, 2004) (ภาพท่ี 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
ภาพที ่1  การหมกัแบบ Homofermentation 
 
ทีม่า: Axelsson (2004) 
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2. Heterofermentation 
 
 เมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มน้ีดาํเนินตามวถีิฟอสโฟคีโตเลส 

(Phosphoketolase) ผลิตภณัฑห์ลกัท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกั คือ กรดแลคติกประมาณ 70 
เปอร์เซ็นต ์ส่วนท่ีเหลือเป็นแก๊สคาร์บอนไดออกไซค์ เอทานอล หรือ กรดแอซีติก โดยผา่นวถีิ 
phosphoglyconate หรือ phosphoketolase และ เรียกแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มน้ีวา่ 
heterofermentative bacteria สาํหรับผลผลิตสุทธิจะได ้ATP 1 โมเลกุลต่อกลูโคส 1 โมเลกุล 
(Axelsson, 2004) (ภาพท่ี 2) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่2  การหมกัแบบ Heterofermentation 
 
ทีม่า: Axelsson (2004) 
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สารออกฤทธ์ิทางชีวภาพทีผ่ลติโดยแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

1. กรดอินทรีย ์
 

กรดอินทรียมี์กลไกการยบัย ั้งจุลินทรีย ์เน่ืองจากกรดอินทรียท์าํใหส้ภาวะแวดลอ้มรอบ
เซลลล์ดลง โดยโมเลกุลของกรดท่ีไม่แตกตวัเป็นสาเหตุใหค้่าพีเอชภายนอกไซโตพลาสซึมเกิด
สภาวะเป็นกรด เน่ืองจากกรดอินทรียเ์ม่ืออยูใ่นรูปไม่แตกตวั จะสามารถแพร่ผา่นเยือ่หุม้เซลลข์อง
จุลินทรีย ์และเกิดการแตกตวัของกรดภายในเซลล์ทาํใหเ้ซลลเ์กิด electrochemical proton gradient 
หรือทาํใหเ้ยื้อหุม้เซลลสู์ญเสียคุณสมบติัการเลือกผา่นของสาร (permeability) ส่งผลใหเ้ซลลเ์กิด
ความเสียหายและตายในท่ีสุด (Ammor et al., 2006) 

 
Axelsson (2004) กรดอินทรียท่ี์สร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติก คือ กรดแลคติก และ 

กรดแอซีติก ในอาหารท่ีมีแบคทีเรียกรดแลคติกจะมีการสะสมของกรดอินทรีย ์ทาํใหค้่าพีเอชของ
อาหารลดลง ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีสาํคญัทาํใหแ้บคทีเรียกรดแลคติก ถูกนาํมาใชใ้นการถนอมอาหาร 
เน่ืองจากสภาวะท่ีเป็นกรดจะยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทั้งแกรมลบ และแกรมบวก การยบัย ั้งการ
เจริญต่อจุลินทรียข์องกรดอินทรีย์ ข้ึนอยูก่บัค่าพีเอช ค่า pKa และความเขม้ขน้ของกรดอินทรีย ์ใน
สภาวะท่ีพีเอชตํ่า กรดท่ีมีค่า pKa สูงจะอยูใ่นรูปไม่แตกตวัมากกวา่กรดท่ีมีค่า pKa ตํ่า เช่น กรดแอซี
ติก (pKa = 4.74) ซ่ึงผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก กลุ่ม heterofermentative มีกรดอยูใ่นรูปไม่แตก
ตวัมากกวา่กรดแลคติก (pKa = 3.85) 2-4 เท่า ท่ีพีเอชช่วง 4-4.6 (Lindgren and Dobogrosz, 1990) 
ทาํใหมี้ผลมากกวา่กรดแลคติกการใชก้รดทั้งสองชนิดน้ีร่วมกนั สามารถลดอตัราการเจริญของ 
Salmonella Typhimurium ไดม้ากกวา่การใชก้รดชนิดใดชนิดหน่ึงเพียงชนิดเดียว (Rubin, 1978) 
กลไกการทาํงานของกรดอินทรีย ์เกิดจากกรดอินทรียท่ี์อยูใ่นรูปไม่แตกตวั จะสามารถซึมผา่นผนงั
เซลลข์องแบคทีเรียและเกิดการสะสมของไฮโดรเจนอิออน ทาํใหพ้ีเอชภายในเซลลสู์งกวา่ภายนอก
เซลล ์กรดอินทรียท่ี์สะสมภายในเซลลจ์ะแตกตวัใหไ้ฮโดรเจนอิออนเป็นจาํนวนมาก ไฮโดรเจนอิ
ออนจะไปรบกวนกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลแ์บคทีเรีย เช่น กระบวนการ translocation 
โดยไปยบัย ั้งการนาํเขา้กรดอะมิโน ทาํใหเ้ซลลไ์ม่สามารถสังเคราะห์เอนไซมไ์ด ้และ oxidative 
phosphorylation เป็นตน้ แต่ยงัมีจุลินทรียบ์างชนิดท่ีทนต่อกรดอินทรียไ์ด ้เช่น ยสีต ์รา เน่ืองจาก
เป็นจุลินทรียท่ี์เจริญไดดี้ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความเป็นกรด ซ่ึงปกติมีพีเอชประมาณ 5 และ
แบคทีเรียบางชนิดท่ีสร้างกรด (acid producing bacteria) เช่น Lactobacillus, Streptococcus เป็นตน้ 
จุลินทรียเ์หล่าน้ีจะสามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีความเป็นกรด 
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แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์ก่อใหเ้กิดโรคส่วนใหญ่จะเป็น  
Lactobacilli เช่น Lactobacillus sake ท่ีแยกจากเน้ือและผลิตภณัฑเ์น้ือ สามารถสร้างกรดอินทรียม์า
ยบัย ั้งการเจริญของ Salmonella Typhimurium และ Staphylococcus aureus ได ้ (Schillinger and 
Lucke, 1989) 

 
Garriga et al. (1998) ศึกษา Lactobacillus salivarius ท่ีแยกจากกระเพาะพกัและลาํไส้

ของไก่ พบวา่ L. salivarius สร้างกรดอินทรียม์ายบัย ั้งการเจริญของ Escherichia coli และ 
Salmonella Typhimurium ได ้และจากการศึกษาของ Brashears and Durre (1999) พบวา่ 
Lactobacillus lactis สามารถสร้างกรดอินทรียม์ายบัย ั้งการเจริญของ E. coli O157:H7, S. Enteritidis 
และ S. Typhimurium ไดใ้นอาหารเหลวเม่ือเพาะเล้ียงร่วมกนั หลงัจากบ่มเช้ือไว ้24 ชัว่โมง ท่ี 37 
องศาเซลเซียส แต่ไม่สามารถยบัย ั้ง Salmonella sp. เม่ือเก็บไวใ้นหอ้งเยน็ 

 
Murry et al. (2004) พบวา่ Lactobacillus salivarius และ L. plantarum ท่ีเป็นโปรไบโอ

ติกทางการคา้ สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli, Salmonella Typhimurium และ 
Clostridium perfringens ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีผลิตจากอาหารไก่ได ้โดยพบวา่การยบัย ั้งแบคทีเรียก่อ
โรคดงักล่าวเป็นผลสืบเน่ืองมาจากการ หมกัคาร์โบไฮเดรต แลว้เกิดกรดแอซีติก กรดโพรไพโอนิก 
และ กรดแลคติกเพิ่มมากข้ึน ค่าพีเอชในอาหารเล้ียงเช้ือลดลง ทาํใหแ้บคทีเรียก่อโรคไม่สามารถ
เจริญไดแ้ละลดจาํนวนลง 
 

Fayol-Messaoudi et al. (2005) พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus johnsonii 
La1, L. rhamnosus GG, L. casei Shirota YIT9029, L. casei DN-114 001 และ L. rhamnosus GR1 
ช่วยลดจาํนวนแบคทีเรียก่อโรค Salmonella Typhimurium SL1344 โดยพบวา่ส่วนใสของนํ้าเล้ียง
เซลลจ์ากช่วงการเจริญ exponential phase มีกิจกรรมการยบัย ั้ง S. Typhimurium SL1344 ไดต้ ํ่ากวา่
นํ้าเล้ียงเซลลจ์ากช่วง stationary phase และ ในสภาวะท่ีค่าพีเอชลดตํ่าลง พบการยบัย ั้งการเจริญ S. 
Typhimurium SL1344 ไดอ้ยา่งสมบรูณ์  
 

De Keersmaecker et al. (2006) พบวา่ Lactobacillus rhamnosus GG มีกิจกรรมการ
ยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร Salmonella Typhimurium และพบวา่กิจกรรมการ
ยบัย ั้งโดย L. rhamnosus GG เกิดจากการสะสมกรดแลคติกท่ีสร้างโดย L. rhamnosus GG 
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2. ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นผลผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเจริญในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจน ซ่ึงออกซิเจนจะมีผลกบัเอนไซม ์flavoprotein oxidases หรือ nicotinamide adenine 
dinucleotide (NADH) peroxidase กลไกการยบัย ั้งของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อาจเกิดจากการ
เกิดปฏิกิริยา oxidation ของหมู่ซลัไฮดริล (sulfhydryl group,-SH) ของโปรตีนหรือเอนไซม ์ส่งผล
ใหเ้อนไซมเ์กิดความเสียหาย และ ทาํใหเ้กิดปฏิกิริยา peroxidation ของไขมนัท่ีอยูใ่นชั้นเยื้อหุม้
เซลลข์องแบคทีเรีย ทาํให้การซึมผา่นของเยือ่หุม้เซลลสู์งข้ึน ความสามารถในการซึมผา่นเขา้และ
ออกจากเยือ่หุม้เซลล ์ของสารต่าง ๆ จึงเสียไป (Kong and Davison, 1980) นอกจากน้ีไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ยงัเป็นสารตั้งตน้ในการสร้างอนุมูลอิสระท่ีสามารถฆ่าแบคทีเรียได ้เช่น ซุปเปอร์
ออกไซด ์(O2

–) และ อนุมูลไฮดรอกซิล (OH˙) เป็นตน้ ซ่ึงทาํใหดี้เอน็เอเกิดความเสียหายได้ 
(Byczkowski and Gessner, 1988) ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด ์ซ่ึงเป็นตวัออกซิไดส์ท่ีรุนแรง (Lindgren and Dobrogosz, 1990) และ มีผลต่อเซลล์
แบคทีเรียทาํใหโ้ครงสร้างของกรดนิวคลิอิก และ โปรตีนในเซลลเ์ปล่ียนไปจนไม่สามารถทาํหนา้ท่ี
ไดต้ามปกติ นอกจากน้ีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดย์งัรวมตวักบัสารประกอบอ่ืนเกิดเป็นสารท่ีมี
คุณสมบติัยบัย ั้งจุลินทรียอ่ื์นได ้เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นนํ้านมดิบจะรวมตวักบัไธโอไซยา
เนต โดยมีเอนไซมแ์ลคโตเปอร์ออกซิเดสเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา เกิดเป็นไฮโปไธโอไซยาเนต ทาํให้
โครงสร้างเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรียถูกทาํลาย จึงยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียไ์ด้ 

 
Ocana et al. (1999) พบวา่ Lactobacillus crispatus F117 ท่ีแยกจากระบบสืบพนัธ์ุเพศ

หญิงสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดใ์นระดบัสูง ซ่ึงสามารถยบัย ั้งการเจริญของ Staphylococcus 
aureus ได ้
 

Otero and Nader-Mací as (2006) พบวา่ Lactobacillus gasseri ซ่ึงแยกจากระบบ
สืบพนัธ์ุของลูกววั สามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แลว้มีฤทธ์ิยบัย ั้ง Staphylococcus aureus 
ซ่ึงเป็นเช้ือฉวยโอกาสในระบบฟาร์มได ้

 
Pridmore et al. (2008) พบวา่ Lactobacillus johnsonii NCC 533 ซ่ึงแยกไดจ้ากลาํไส้

ของคน เม่ือเล้ียง L. johnsonii NCC 533 ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน สามารถสร้างไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซดม์ายบัย ั้ง Salmonella Typhimurium SL1344 ได ้
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Atassi and Servin (2010) พบวา่การทาํงานร่วมกนัของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์และ
กรดแลคติก ท่ีผลิตโดย Lactobacillus johnsonii NCC933 และ L. gasseri KS120.1 ช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการฆ่า Salmonella Typhimurium SL1344, Gardnerella vaginalis DSM 4944 และ 
Escherichia coli CFT073 

 
3. คาร์บอนไดออกไซด์ 

 
คาร์บอนไดออกไซด์ส่วนใหญ่ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีกระบวนการหมกัแบบ 

heterofermentative กลไกการยบัย ั้งจุลินทรียข์องคาร์บอนไดออกไซด์ยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่อยา่งไร
ก็ตามคาดวา่คาร์บอนไดออกไซด์อาจทาํใหเ้กิดสภาวะไร้ออกซิเจน ซ่ึงจะยบัย ั้งการทาํงานของ
เอนไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยาสลายคาร์บอนไดออกไซด์และเกิดการสะสมของ
คาร์บอนไดออกไซด์ในชั้นไขมนัของเยื้อหุม้เซลล์ แลว้เป็นสาเหตุให้เยือ่หุม้เซลลท์าํงานผดิปกติไป 
สูญเสียคุณสมบติัการเลือกผา่นของสาร (Eklund, 1984) คาร์บอนไดออกไซด์ยบัย ั้บการเจริญของ
จุลินทรียท่ี์ทาํใหอ้าหารเน่าเสียไดห้ลายชนิด โดยเฉพาะแบคทีเรียแกรมลบท่ีชอบเจริญในท่ีเยน็ 
(Farber, 1991) คาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้สูง ๆ ป้องกนัการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคบาง
ชนิดได ้เช่น Salmonella Typhimurium (Lindgren and Dobrogosz, 1990) โดยพบวา่
คาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์สามารถลดจาํนวนของแบคทีเรียทั้งหมดไดถึ้ง 50 
เปอร์เซ็นต ์และ คาร์บอนไดออกไซดค์วามเขม้ขน้ 20-50 เปอร์เซ็นต ์สามารถยบัย ั้งการเจริญของ
เช้ือราได ้(Wagner and Moberg, 1989) 
 

4. ไดอะซิติล 
 

Jay (1982) แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียแกรมลบไวต่อไดอะซิติมากกวา่แบคทีเรียแกรม
บวก เน่ืองจากเม่ือใช้ Listeria, Salmonella, Yersinia, Escherichia coli และ Aeromonas เป็น
แบคทีเรียทดสอบ พบวา่การยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ คือ Aeromonas, Salmonella, Yersinia และ E. 
coli ใชไ้ดอะซิติลท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่เม่ือตอ้งการยบัย ั้ง Listeria ซ่ึงเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ซ่ึง
ไดอะซิติลเป็นสารประกอบหอมระเหย ท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียกรดแลคติกทุกสายพนัธ์ุ โดยการ
หมกักรดซิตริก ไดอะซิติลยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก โดยการขดัขวาง
การใชก้รดอะมิโนอาร์จินีน (Jay, 1986) นอกจากน้ียงัพบวา่ไดอะซิติลมีฤทธ์ิยบัย ั้งยสีต ์และ รา ได้
ดีกวา่แบคทีเรียแกรมบวก กลไกการยบัย ั้งของไดอะซิติล คาดวา่เกิดจากการทาํปฏิกิริยากบัโปรตีนท่ี
ยดึจบัตรงตาํแหน่งกรดอะมิโนอาร์จินีนท่ีเป็นองคป์ระกอบในโปรตีนหรือเอนไซม ์ (Ouwehand, 
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1998) ในปี 1999 Kang and Fung พบวา่ไดอะซิติลความเขม้ขน้ 300 ppm ควบคุมการเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli O157:H7 และ Salmonella Typhimurium ได ้
 

5. ริวเทอรีน 
 

Ouwehand (1998) รายงานวา่ริวเทอรีนสามารถยบัย ั้งแบคทีเรีย รา โปรโตซวั และ ไวรัส
ได ้โดยจะทาํปฏิกิริยากบัเอนไซม์ ribonucleotide reductase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีความสาํคญัสาํหรับ
การสังเคราะห์ดีเอน็เอ  

 
Schnurer and Magnusson (2005) รายงานวา่ริวเทอรีนเป็นสารตา้นจุลชีพท่ีมีนํ้าหนกั

โมเลกุลตํ่า ไวต่อพีเอชตํ่า เสถียรต่อความร้อน มีฤทธ์ิในการทาํงานไดก้วา้ง และ สามารถละลายได้
ในอะซิโตน พบคร้ังแรกจาก Lactobacillus reuteri โดยริวเทอรีนเป็นสารท่ีไดจ้ากการท่ีแบคทีเรีย
กรดแลคติกออกซิไดส์กลีเซอรอลในสภาวะไร้ออกซิเจน โดยทัว่ไปแบคทีเรียกรดแลคติกจะไม่มีวถีิ  
oxidation phosphorylation สาํหรับกลีเซอรอล กลีเซอรอลไม่สามารถถูกใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้
ดงันั้นวธีิการเดียวท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถใชก้ลีเซอรอลได ้คือ การทาํใหแ้บคทีเรียกรด 
แลคติกเขา้สู่สารตวักลางของ 3-hydroxypropionaldehyde (reuterin, 3-HPD) 
 

Arqué s et al. (2011) ศึกษาการใชริ้วเทอรีน และแบคเทอริโอซินท่ีสร้างโดยแบคทีเรีย
กรดแลคติก ในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในอาหารนม พบวา่การใช้ริวเทอรีนร่วมกบัไนซิน, 
lacticin 481 หรือ enterocin AS-48 ช่วยเพิ่มกิจกรรมการยบัย ั้ง Listeria monocytogenes และ 
Staphylococcus aureus แต่สาํหรับ Escherichia coli O157: H7, Salmonella Enteritidis, Yersinia 
enterocolitica, Aeromonas hydrophila และ Campylobacter jejuni การใชริ้วเทอรีนร่วมกบัแบคเทอ
ริโอซินไม่ช่วยเพิ่มกิจกรรมการยบัย ั้ง เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชริ้วเทอรีนเพียงอยา่งเดียว 
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6. แบคเทอริโอซิน 
 

แบคเทอริโอซินเป็นสารประเภทเพปไทด ์สังเคราะห์จากไรโบโซม และหลัง่ออกนอก
เซลล ์ประกอบดว้ยกรดอะมิโนต่อกนั ประมาณ 30-60 กรดอะมิโน สามารถฆ่าหรือยบัย ั้งการเจริญ
ของแบคทีเรียอ่ืน ๆ ท่ีอยูใ่นแหล่งนั้นได ้แบคเทอริโอซินแตกต่างจากสารปฏิชีวนะ คือ แบคเทอริ
โอซินมีฤทธ์ิยบัย ั้งแคบ และยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัได ้(Garneau et al., 2002) 
กลไกการยบัย ั้งของแบคเทอริโอซินเกิดข้ึนบริเวณเยือ่หุม้เซลล ์และเกิด proton motive force ทาํให้
เกิดรูบริเวณชั้นไขมนัของเยือ่หุม้เซลล์ (Montville et al., 1995) ปัจจุบนัไนซิน เป็นแบคเทอริโอซิน
ทางการคา้ท่ีรู้จกักนัดี ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติก และใชเ้ป็นสารกนัเสียทางชีวภาพในอาหาร 
(Hansen, 1994) การนาํแบคเทอริโอซินไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารจะช่วยลดการใชส้ารกนัเสียท่ี
เป็นสารเคมี รวมทั้งลดการใชค้วามร้อน ทาํใหอ้าหารยงัคงอุดมไปดว้ยคุณค่าของสารอาหาร มี
รายงานมากมายเก่ียวกบัการสร้างแบคเทอริโอซินโดยแบคทีเรียกรดแลคติก ดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1  ตวัอยา่งแบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
  

แบคเทอริโอซินท่ีสร้างจากแบคทีเรียกรดแลคติก การออกฤทธ์ิยบัย ั้ง 
Lactococcus sp. 

nisin 
lacticin 3147 
lacticin 481 
lactococcin A, B และ M 

 
กวา้ง 
กวา้ง 
ปานกลาง 
แคบ 

Lactobacillus sp. 
lactocin 27 
sakacin A 
sakacin B 
plantaricin C 

แคบ 
แคบ 
แคบ 
กวา้ง 

Pediococcus sp. 
pediocin A 
pediocin PA-1/AcH 

 
กวา้ง 
กวา้ง 

Leuconostoc sp. 
leucocin A-UAL 187 

 
กวา้ง 

Enterocccus sp. 
enterocin A 

 
แคบ 

Carnobacterium sp. 
carnocin U149 
piscicolin 126 
divercin V41 

กวา้ง 
กวา้ง 
กวา้ง 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก O’Sullivan et al. (2002) 
 

ชลทั (2542) พบ Lactobacillus lactis subsp. lactis NSC1 ท่ีแยกนํ้านมดิบผลิตแบคเทอริ
โอซินชนิดไนซินท่ียบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค ต่อมาพงษเ์ทพ (2546) แยก Enterococcus faecium NKR-
5-3 จากปลาร้า พบวา่แบคทีเรียดงักล่าวสามารถลดจาํนวน Clostridium perfringens ได ้
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สาโรช (2549) คดัเลือกแบคทีเรียแลคติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน และการ
ประยกุตใ์ชใ้นผลิตภณัฑลู์กช้ินหมู โดยนาํสารแบคเทอริโอซินท่ียงัไม่ผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ์ิท่ีผลิต
จากแบคทีเรียท่ีคดัเลือกได ้มาใชย้ดือายกุารเก็บผลิตภณัฑลู์กช้ินหมู พบวา่ Lactococcus lactis 
TISTR 1401 สามารถผลิตสารแบคเทอริโอซินยบัย ั้ง Bacillus TISTR 908, B. cereus TISTR 687, B. 
subtilis TISTR 008 และ Staphylococcus aureus TISTR 118 ได ้
 

เกริกวฒิุ และ สุชาริณี (2551) แยกและจาํแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกจากลาํไส้
เป็ดท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินได ้พบวา่มีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต คือ D4, D8, D9 และ D10 ท่ีสร้าง
สารแบคเทอริโอซินท่ียบัย ั้งเช้ือจุลินทรียเ์ป้าหมาย โดยไอโซเลต D4, D8 และ D9 ยบัย ั้ง 
Enterococcus faecalis JCM 5803, Bacillus coagulans 1447, Pseudomonas fluorescens JCM 5693T 
และ P. fluorescens 358 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรค จึงสรุปเบ้ืองตน้วา่ไอโซเลต D4, D8, D9 และ D10 
สามารถสร้างสารแบคเทอริโอซิน และมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก 
 

สุนทรี (2552) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซินไดจ้าํนวน 25  
ไอโซเลต และ เม่ือนาํแบคทีเรียเหล่านั้นมาทดสอบคุณสมบติัการเป็นโปรไบโอติก พบวา่มีเพียงบาง
ไอโซเลต ท่ีเจริญไดท่ี้พีเอช 2-10 และไอโซเลตดงักล่าวเจริญในอาหารท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด์ 
เขม้ขน้สูงถึง 6 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกดงักล่าวเจริญไดใ้นอาหารท่ีมี
เกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 1.2 เปอร์เซ็นต ์และ เกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 9 เปอร์เซ็นต์ 
 

คมแข และคณะ (2553) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซินจากไส้ปลา

กะพง พบวา่ไอโซเลต Sb2 สร้างสารแบคเทอริโอซินท่ียบัย ั้งแบคทีเรียทั้งแกรมบวก และแกรมลบ

หลายชนิด จึงศึกษาคุณสมบติัการเป็นโปรไบโอติกเพิ่มเติม ไดแ้ก่ การเจริญและการสร้างแบคเทอริ

โอซินในช่วงพีเอชระหวา่ง 3-10 การเจริญในนํ้าดีสังเคราะห์ ความเขม้ขน้ 0.3, 0.6 และ 0.9 

เปอร์เซ็นต ์การเจริญในสภาวะท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1-5 เปอร์เซ็นต ์และการตา้นทาน

ยาปฏิชีวนะ พบวา่ ไอโซเลต Sb2 เจริญและสร้างแบคเทอริโอซินท่ีพีเอช 3-10 และมีโซเดียมคลอ

ไรด ์1-5 เปอร์เซ็นต ์และเม่ือเล้ียงแบคทีเรียในนํ้าดี 0.3 เปอร์เซ็นต ์พีเอช 6 แบคทีเรียเจริญและสร้าง

แบคเทอริโอซินไดม้ากท่ีสุดถึง 12,800 AU ต่อมิลลิลิตร นอกจากน้ีไอโซเลต Sb2 ยงัมีคุณสมบติั

ตา้นทานยาปฏิชีวนะ gentamycin, kanamycin, naldixic acid, neomycin, norfloxacin, oxolinic acid 

และ sulfamethoxazole/trimethoprim ดว้ย 
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Cosby et al. (1997) พบวา่ Lactobacillus ท่ีแยกจากกระเพาะและไส้ต่ิงของไก่ สร้างสาร
ต่อตา้นจุลชีพในระหวา่งการเพาะเล้ียงเซลลโ์ดยมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Salmonella Typhimurium ได ้
 

นอกจากน้ี Franz et al. (1998) พบวา่ Lactobacillus plantarum BFE905 ผลิตแบคเทอริ
โอซิน ช่ือ plantaricin D ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Listeria monocytogenes และ มีความคงตวัท่ีพีเอชช่วง 2-10 
การใชแ้บคเทอริโอซินร่วมกบักรดอินทรียแ์ละสารยบัย ั้งแบคทีเรียอ่ืน ๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพใน
การยบัย ั้งแบคทีเรีย พบวา่ การใช ้pediocin 600 AU ร่วมกบัโซเดียมไดอะซิเตท และ โซเดียมแลค
เตท ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรีย โดยลดจาํนวนการปนเป้ือน Listeria 
monocytogenes ในเน้ือววัท่ีเก็บแบบสุญญากาศ ท่ี 4 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีการใชโ้ซเดียมไดอะซิ
เตท และ โซเดียมแลกเตทเพียงชนิดใดชนิดหน่ึงท่ีระยะเวลาเท่ากนั ลดจาํนวนเช้ือลงเหลือ 1.5 และ 
2.5 log CFU ต่อกรัม ตามลาํดบั (Uhart et al., 2004) 

 
Bari et al. (2005) รายงานการใชไ้นซิน และ pediocin ร่วมกบักรดซิตริกโพแทสเซียม

ซอร์เบต และกรดไฟติกในการยบัย ั้งการเจริญของ Listeria monocytogenas และพบวา่การใชไ้นซิน 
ร่วมกบักรดไฟติกใหป้ระสิทธิภาพในการลดจาํนวน L. monocytogenas ดีท่ีสุด 

 
Nieto-Lozano et al. (2006) ศึกษาผลของแบคเทอริโอซินท่ีผลิตโดย Pediococcus 

acidilactici ท่ียบัย ั้ง Listeria monocytogenas และ Clostridium perfringens ในเน้ือดิบสเปน พบวา่
เม่ือนาํตวัอยา่งเน้ือดิบ แบคเทอริโอซิน และเช้ือทดสอบมาบ่มรวมกนั สามารถลดปริมาณของ
แบคทีเรีย L. monocytogenes และ C. perfringens 

 
Todorov and Dicks (2006) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างแบคเทอริโอซินจาก

มะละกอ พบ Lactobacillus plantarum ST16P ท่ีสร้างแบคเทอริโอซินขนาด 6.5 kDa และ มีฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง Enterobacter, Enterococcus, Lactobacillus, Pseudomonas, Streptococcus, Staphylococcus
และ Listeria spp. และ กิจกรรมของแบคเทอริโอซินมีความคงตวั แมบ้่มท่ีพีเอช 2 และ 12 หรือท่ี 
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 นาที และ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
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Srionnual et al. (2007) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑป์ลาส้มในประเทศไทย 
พบวา่ Weissella cibaria 110 ผลิตแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาด 2.5 kDa และ ไม่เหมือนกบั 
แบคเทอริโอซินอ่ืน ๆ ท่ีรู้จกัก่อนหนา้น้ี จึงจาํกดัความใหเ้ป็นแบคเทอริโอซินชนิดใหม่ และ 
เรียกช่ือเป็น weissellicin 110 

 
Chavasirikunton et al. (2007) พบวา่ Lactobacillus plantarum สายพนัธ์ุ CP 2-11 และ 

CP 1-15 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากไส้กรอกเปร้ียวในประเทศไทย ยบัย ั้งการเจริญ
ของ Bacillus cereus และ Staphylococcus aureus ได ้
 

Gong et al. (2010) พบวา่ Lactobacillus plantarum KLD 0391 ซ่ึงแยกจาก Jiaoke ครีม
หมกัพื้นบา้นของประเทศจีน สามารถผลิต plantaricin MG ซ่ึงมีฤทธ์ิยบัย ั้งทั้งแบคทีเรียแกรมบวก 
(Listeria monocytogenes, Staylococcus aureus, Micrococcus luteus, Clostridium perfringens, 
Bacillus cereus และ B. subtilis) และ แกรมลบ (enteropathogenic Escherichia coli, 
enterotoxigenic E. coli, enteroinvasive E. coli, Pseudomonas fluorescens, P. putida และ 
Salmonella Typhimurium) 
 

Nieto-Lozano et al. (2010) พบวา่ pediocin PA-1 ซ่ึงผลิตโดย Pediococcus acidilactici 
MCH14 ยบัย ั้งการเจริญของ Listeria monocytogenes และ Clostridium perfringens ในไส้กรอก
หมกัแหง้และไส้กรอกสเปน โดยเม่ือใช ้pediocin PA-1 ความเขม้ขน้ 5,000 แบคเทอริโอซินยนิูตต่อ
มิลลิลิตร (BU/ml) สามารถลดจาํนวน L. monocytogenes และ C. perfringens ได ้2 log cycle เทียบ
กบัชุดควบคุม เม่ือบ่มท่ี 10 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนั 
 

Wan Norhana et al. (2012) พบวา่การใชไ้นซิน, EDTA และ เกลือของกรดอินทรีย ์
(โพแทสเซียมโซเบท, โซเดียมเบนโซเอท หรือ โซเดียมไดอะซิเตท) ร่วมกนั มีผลยบัย ั้ง Listeria 
monocytogenes และ Salmonella Typhimurium ท่ีปนเป้ือนในผลิตภณัฑก์ุง้แช่แขง็ได้ 

 
Ravi Sankar et al. (2012) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุท่ีผลิตแบคเทอริโอซินจาก

นํ้านมววั พบวา่ Lactobacillus plantarum ผลิตแบคเทอริโอซินท่ีมีขนาด 9.5 kDa และสามารถยบัย ั้ง
เช้ือก่อโรคในอาหาร มีความคงตวัท่ีอุณหภูมิสูงถึง 121 องศาเซลเซียส และคงตวัท่ีพีเอชช่วง 3-11 
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Martinez et al. (2013) แยก Lactobacillus plantarum ST71KS ซ่ึงสร้างแบคเทอริโอซิน 
ST71KS ไดจ้ากเนยแขง็ทาํจากนมแพะ โดยเป็นแบคเทอริโอซินขนาด 5.0 kDa สามารถยบัย ั้ง 
Listeria monocytogenes สายพนัธ์ุ 603 และ 607 ได ้แบคเทอริโอซิน ST71KS มีคุณสมบติั
เหมือนกบั plantaricin S และ pediocin PA-1  
 
การแยกแบคทเีรียกรดแลคติก 

 
 สุพรรณิการ์ (2547) แยกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 253 ไอโซเลต จากขา้วหมกัเพื่อ
เตรียมแป้งขนมจีน เม่ือจดัจาํแนกพบวา่เป็นแบคทีเรียสกุล Lactobacillus, Leuconostoc, 
Enterococcus, Lactococcus, Pediococcus และ Streptococcus โดยพบวา่ Enterococcus และ 
Streptococcus สามารถยอ่ยแป้งไดดี้ ในขณะท่ีสกุล Lactobacillus ผลิตกรดไดดี้ 

 
ปิยะมาศ (2547) แยก Bifidobacteria ไดท้ั้งส้ิน 167 ไอโซเลต จากอุจจาระเด็กทารก จาํนวน 

20 ตวัอยา่ง และเม่ือนาํไปศึกษาคุณสมบติัความเป็นโปรไบโอติกในมนุษย ์พบแบคทีเรีย 3 ไอโซ
เลต ท่ีเหมาะสมต่อการพฒันาเป็นจุลินทรียโ์ปรไบโอติก พบวา่ไอโซเลต SU1026 มีประสิทธิภาพดี
ท่ีสุด รองลงมา คือ BK1 และ SB113 ตามลาํดบั โดยเจริญไดใ้นสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 0.3 
เปอร์เซ็นต ์ไวต่อยาปฏิชีวนะ ยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค Clostridium perfringens, Pseudomonas 
aeruginosa, Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis, Bacillus cereus, B. coagulans และ 
Echerichia coli และทนต่อนํ้ายอ่ยเทียมของลาํไส้เล็กได ้เม่ือศึกษาลาํดบันิวคลิโอไทดบ์างส่วนของ 
16S rDNA พบวา่ไอโซเลต SU1026 และ BK1 ใกลเ้คียงกบั Bifidobacterium animalis ส่วน 
ไอโซเลต SB113 ใกลเ้คียงกบั B. bifidum โดยมีค่าความเหมือน 98 เปอร์เซ็นต์ 

 
จุฑาทิพย ์และ วเิชียร (2548) คดัเลือกและจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้านมขา้วเพื่อ

ผลิตโยเกิร์ต โดยคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้านมขา้วท่ีผา่นการฆ่าเช้ือท่ี  63 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํไปบ่ม 37 องศาเซลเซียส พบวา่ไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกชนิดรูปร่างกลม
และท่อนรวม 88 ไอโซเลต เม่ือนาํมาจดัจาํแนกพบวา่เป็น Lactobacillus plantarum KUS1, 
Pediococcus pentosaceus KUR1 และ P. pentosaceus KUR2 ซ่ึงเหมาะจะนาํมาใชเ้ป็นกลา้เช้ือใน
การผลิตโยเกิร์ตจากนํ้านมขา้วดว้ย 
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ภทัรวดี (2549) คดัเลือกและศึกษาลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลคติกจากลาํไส้เล็กสุกรเพื่อ
พฒันาเป็นโปรไบโอติกสาํหรับสุกร คดัเลือกไดแ้บคทีเรีย 10 ไอโซเลต ท่ีมีโคโลนีสีเหลือง เม่ือ
เจริญบนอาหารแขง็ MRS และสร้างกรดอินทรีย ์เช่น กรดแลคติกออกมายอ่ยแคลเซียมคาร์บอเนตท่ี
เป็นส่วนผสมของอาหาร MRS เกิดเป็นบริเวณใส ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีพบทัว่ไปในเช้ือกลุ่มแบคทีเรีย
กรดแลคติก จากนั้นศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลล ์พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 10 ไอโซเลต มี
รูปร่างท่อนยาว เรียงต่อกนัเป็นสาย ไม่เคล่ือนท่ีและไม่สร้างสปอร์ ติดสีแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์
คะตะเลส และ ไม่สร้างแก๊ส จึงจดัเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Homofermentative bacteria จากนั้นนาํ
แบคทีเรียกรดแลคติกไปจดัจาํแนก โดยใชชุ้ดทดสอบสาํเร็จรูป API 50 CH ท่ีใชร่้วมกบัอาหารเล้ียง
เช้ือ MRS ซ่ึงปรากฏวา่ทั้ง 10 ไอโซเลตเป็น Lactobacillus acidophilus 
 

ปรีชา (2550) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างแบคเทอริโอซินจากระบบทางเดินอาหาร
ของปลาสวยงามจาํนวน 10 ตวัอยา่ง พบวา่แยกไดแ้บคทีเรียท่ีมีคุณลกัษณะเฉพาะตรงกบัแบคทีเรีย
กรดแลคติก คือ เซลลติ์ดสีแกรมบวก และ ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส จาํนวน 102 ไอโซเลต 

 
ปริยดา (2550) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลาํไส้ไก่และคดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติั

เป็นโปรไบโอติกไดจ้าํนวน 194 ไอโซเลต เม่ือศึกษาการทนนํ้าดีความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์และการ
ผลิตสารยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีพบในไก่ พบแบคทีเรีย 11 ไอโซเลต ท่ีผลิตสารยบัย ั้ง Campylobacter 
jejuni ATCC 33291, Escherichia coli 0157:H7, Salmonella Entritidis DMST 17368, S. 
Typhimurium, Shigella dysenteriae และ Vibrio parahaemolyticus ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในไก่ 
เม่ือจดัจาํแนกแบคทีเรียเหล่าน้ีพบวา่ เป็น Lactobacillus salivarius, L. fermentum, L. reuteri และ 
Lactobacillus sp. 

 
 บวัสาย (2553) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากมูลสุกร 136 ตวัอยา่ง พบแบคทีเรียกรด 
แลคติก 137 ไอโซเลต เม่ือทดสอบการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค 8 สายพนัธ์ุ โดยวธีิ agar well 
diffusion พบวา่การยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคส่วนใหญ่เกิดจากฤทธ์ิของกรดอินทรียท่ี์แบคทีเรียกรด 
แลคติกผลิตข้ึน ยกเวน้ไอโซเลต WX153 ท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งคลา้ยแบคเทอริโอซิน เม่ือจดั
จาํแนกโดยใชชุ้ดทดสอบสาํเร็จรูป API 50 CHI และวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA 
พบวา่ไอไซเลต WX153 เป็นแบคทีเรีย Lactobacillus lactis subsp. lactis โดยพบวา่จะผลิตสาร
ยบัย ั้งไปพร้อม ๆ กบัการเจริญในอาหาร MRS ผลจากงานวจิยัน้ีคดัเลือกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีมี
ฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรค และ มีศกัยภาพในการนาํมาใชเ้ป็นโปรไบโอติกในสุกร นอกจากน้ีสาร

27 



ยบัย ั้งท่ีผลิตโดย L. lactis subsp. lactis WX153 อาจนาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสารกนัเสียชีวภาพใน
อุตสาหกรรมอาหารได้ 
 

ไพรัตน์ และ วชิยั (2553) ศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้ และ ความไวต่อยาตา้นจุลชีพของ
แบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีแยกไดจ้ากมูลไก่พื้นเมือง จากนั้นนาํแบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีแยกได้
ทั้ง 65 ไอโซเลต มาทดสอบความทนกรดและเกลือนํ้าดี และความไวต่อยาตา้นจุลชีพ 11 ชนิด โดย
ใชว้ธีิ disc diffusion แลว้นาํแบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีคดัเลือกไดว้า่ทนกรดและเกลือนํ้าดีมาจดั
จาํแนกเพื่อระบุสกุลและสปีชีส์ของเช้ือดว้ยวธีิ pulsedfieldgel electrophoresis (PFGE) และการ
วเิคราะห์ลาํดบันิวคลิโอไทดข์องยนี 16S rRNA ตามลาํดบัพบวา่มีแบคทีเรีย Lactobacillus จาํนวน 
11 ไอโซเลตท่ีทนกรดและเกลือนํ้าดี และพบวา่แบคทีเรีย Lactobacillus 6 ไอโซเลตท่ีมีความไวมาก
ต่อยาตา้นจุลชีพ penicillin, tetracycline และ chloramphenicol และมีความไวปานกลางต่อยาตา้นจุล
ชีพ bacitracin, erythromycin และ nitrofurantoin เม่ืออาศยัคุณสมบติัการทนกรด การทนเกลือนํ้าดี 
จึงคดัเลือกแบคทีเรีย Lactobacillus ไดเ้พียง 6 ไอโซเลต และจดัจาํแนกไดเ้ป็น L. salivarius โดยมี
ค่าความเหมือนของลาํดบันิวคลิโอไทด์ 99-100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบัฐานขอ้มูลของ GenBank 
(accession number CP000233.1) 
 

Shewmaker et al. ( 2004) แยกแบคทีเรียกรดแลคติก Vagococcus carniphilus จากเน้ือววั 
และเนยแขง็สีแดง (Mayr et al., 2004) ซ่ึงไม่มีรายงานการก่อโรค แต่ยบัย ั้งการเจริญ Listeria 
innocua, Staphylococcus aureus และ Hafnia alvei 

 
Lin et al. (2007) แยกแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus fermentum จากระบบทางเดิน

อาหารของสัตวปี์กและสุกร พบวา่แบคทีเรียท่ีไดจ้ากระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์กมีคุณสมบติั
ในการเป็นโปรไบโอติกไดดี้กวา่แบคทีเรียท่ีไดจ้ากสุกร 

 
Ponce et al. (2008) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผลิตสารคลา้ยแบคเทอริโอซินจากใบผกั

ออร์แกนิค พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติก 4 สายพนัธ์ุ คือ Enterococcus faecium, E. hirae, E. canis 
และ Lactococcus lactis ผลิตสารคลา้ยแบคเทอริโอซินท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง Listeria monocytogenes และ 
Escherichia coli ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในอาหาร 
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Matamoros et al. (2009) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเจริญไดใ้นท่ีเยน็ และยบัย ั้งแบคทีเรีย
ก่อโรคได ้เพื่อใชส้ารท่ีเช้ือผลิตเป็นสารกนัเสียชีวภาพสาํหรับผลิตภณัฑอ์าหารทะเล พบวา่แยกได้
แบคทีเรีย 5,575 โคโลนี จากผลิตภณัฑอ์าหารหมกัต่าง ๆ แต่มีเพียง 52 ไอโซเลต ท่ีเจริญไดใ้นท่ีเยน็
และยบัย ั้งเช้ือก่อโรคได ้และพบวา่มีเพียง 7 ไอโซเลต ท่ียบัย ั้งเช้ือก่อโรคไดดี้ท่ีสุด เม่ือนาํมาจดั
จาํแนกโดยการศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ปรากฏวา่เป็น Leuconostoc gelidum 
จาํนวน 3 ไอโซเลต Lactococcus piscium จาํนวน 2 ไอโซเลต Lactobacillus fuchuensis จาํนวน 1 
ไอโซเลต และ Carnobacterium alterfunditum จาํนวน 2 ไอโซเลต และไม่มีสายพนัธ์ุใดสร้างสาร 
histamine และ tyramine ซ่ึงเป็นสารก่อภูมิแพ ้(Taylor, 1986) จึงสามารถนาํแบคทีเรียเหล่าน้ีไปใช้
เป็นสารกนัเสียชีวภาพสาํหรับผลิตภณัฑอ์าหารทะเลได้ 
 

Irisawa and Okada (2009) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ้าเล้ียงตน้โอต๊ (Quercus sp.) ท่ี
อยูบ่นเกาะ Awashima ในประเทศญ่ีปุ่น พบแบคทีเรียสายพนัธ์ุใหม่ จาํนวน 3 ไอโซเลต คือ NRIC 
0736T, NRIC 0735 และ NRIC 0737 เม่ือศึกษาระดบัพนัธุกรรม พบวา่ทั้ง 3 ไอโซเลต มีค่าความ
เหมือนท่ีใกลเ้คียงกนัมาก คือ มากกวา่ 99.7 เปอร์เซ็นต ์และมีค่าความเหมือนกบั Lactobacillus 
satsumensis NRIC 0604T เป็น 96.3 เปอร์เซ็นต ์มีค่าความเหมือนกบั Lactobacillus mali DSM 
20444T เป็น 95.3 เปอร์เซ็นต ์และมีค่าความเหมือนกบั Lactobacillus vini DSM 20605T เป็น 95.3 
เปอร์เซ็นต ์แต่ทั้ง 3 ไอโซเลต แสดงค่าความเหมือนท่ีตํ่า (<97 เปอร์เซ็นต)์ เกินกวา่ท่ีจะทราบวา่เป็น
แบคทีเรียกรดแลคติก จึงตอ้งศึกษาความสัมพนัธ์ โดยวธีิ DNA-DNA hybridization ทาํใหท้ราบวา่
ทั้ง 3 ไอโซเลตเป็นสปีชีส์เดียวกนั และเป็นสปีชีส์ใหม่ จึงตั้งช่ือเป็น Lactobacillus sucicola และมี 
type strain เป็น NRIC 0736T 
 

Kirtzalidou et al. (2011) คดัแยก lactobacilli ท่ีเป็นโปรไบโอติกจากอุจจาระของทารกได ้
74 ไอโซเลต จากตวัอยา่งทั้งหมด 63 ตวัอยา่ง จากนั้นทดสอบการทนต่อกรดและนํ้าดี ความสามารถ
ในการยดึเกาะเซลลเ์ยือ่บุในลาํไส้ ความไวต่อยาปฏิชีวนะและกิจกรรมการยบัย ั้งจุลินทรียก่์อโรค 
พบวา่มีเพียง 2 ไอโซเลต คือ Lactobacillus salivarius C3 และ L. rhamnosus C44 ท่ีความสามารถ
เป็นโปรไบโอติกได ้โดยพิจารณาจากคุณสมบติัต่าง ๆ ท่ีใชค้ดัเลือก 

 
Lee et al. (2012) แยกแบคทีเรียกรดแลคติก Weissella ท่ีมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกจาก

อุจจาระของมนุษย ์พบ Weissella confusa จาํนวน 3 ไอโซเลต และ Weissella cibaria จาํนวน 5 ไอ
โซเลต ท่ีทนพีเอชตํ่า คือ พีเอช 2 และ 3 ทนต่อเกลือนํ้าดีเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์เจริญไดใ้นอาหารท่ี
มีโซเดียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 6.5 เปอร์เซ็นต ์สามารถยดึเกาะกบัเซลลเ์ยือ่บุในผนงัลาํไส้ไดดี้ 
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ความสามารถยบัยั้งเช้ือก่อโรคโดยแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

มีการนาํแบคทีเรียกรดแลคติกไปใชป้ระโยชน์มากมายในอุตสาหกรรมอาหาร ทั้งอาหาร
คนและสัตว ์ทั้งในแง่ของการใชเ้ป็นสารกนัเสียชีวภาพ เป็นโปรไบโอติก ซ่ึงคุณสมบติัหน่ึงท่ีจะ
คดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกไปใชป้ระโยชน์ คือ ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค จึงมี
การศึกษาและรายงานมากมายเก่ียวกบัความสามารถยบัย ั้งเช้ือก่อโรคโดยแบคทีเรียกรดแลคติก  

 
Price and Lee (1970) แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารทะเล และจาํแนกไดว้า่เป็น 

Lactobasillus plantarum ท่ีผลิตสารยบัย ั้งการเจริญของ Pseudomonas spp., Bacillus spp. และ 
Proteus spp. ซ่ึงสารดงักล่าวไม่ทนความร้อน และถูกยบัย ั้งโดยเอนไซมค์ะตะเลส จึงเขา้ใจวา่สาร
นั้น คือ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์และต่อมาในปี 1973 Singh and Laxminarayana รายงานวา่
แบคทีเรียกรดแลคติก ไดแ้ก่ L. bulgaricus, L. acidophilus, L. lactis และ L. plantarum ยบัย ั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ โคลิฟอร์ม Staphylococcus และ Escherichia coli ท่ีก่อใหเ้กิดโรค
ได ้

 
Ammor et al. (2006) พบวา่ Vagococcus carniphilus ยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรม

บวก เช่น Lactobacillus sakei, Enterococcus faecium, Staphylococcus carnosus, S. aureus และ 
Listeria innocua ได ้ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดการเน่าเสียของเน้ือสัตวแ์ละผลิตภณัฑ์
เน้ือสัตว ์

 
Grimoud et al. (2010) คดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีตา้นการเจริญของเช้ือก่อโรค พบวา่ 

มีเพียง Bifidobacterium breve และ B. bifidum ท่ียบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวกได ้และ Lactobacillus 
farciminis ยบัย ั้งแบคทีเรียทั้งแกรมลบ และแกรมบวก และ Streptococcus thermophilus ยบัย ั้ง 
Escherichia coli O157:H7 ได ้

 
Svetoch et al. (2011) แยกแบคทีเรีย Lactobacillus salivarius 1077 (NRRL B-50053) จาก

ลาํไส้สัตวปี์ก โดยพบวา่สร้างสารแบคเทอริโอซิน และยบัย ั้ง Campylobacter jejuni และ 
Salmonella Enteritidis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารของสัตวไ์ด้ 
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ความสามารถย่อยไฟเตตของแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

ไฟเตตเป็นสารประกอบของฟอสฟอรัส ซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัในเมล็ดธญัพืช เมล็ดพืช
ท่ีใหน้ํ้ามนัและพืชตระกลูถัว่ต่าง ๆ (Konietzny and Greiner, 2002) ซ่ึงไฟเตตมีผลในการยบัย ั้งการ
ดูดซึมแร่ธาตุปริมาณนอ้ยท่ีจาํเป็นต่อร่างกายมนุษย ์และ สัตว ์เช่น Mn2+, Ca2+, Mg2+, Zn2+ และ 
Fe2+/Fe3+ (Harland and Narula 1999) เป็นตน้ จึงทาํใหแ้ร่ธาตุเหล่าน้ีเกิดเป็นสารประกอบของเกลือ
ท่ีไม่ละลายนํ้า ซ่ึงสัตวก์ระเพาะเด่ียว เช่น หมู สัตวปี์ก ปลา รวมถึงมนุษย ์ไม่มีเอนไซมใ์นระบบ
ทางเดินอาหารท่ีจะยอ่ยสารประกอบเชิงซอ้นของไฟเตต ทาํใหส้ัตวไ์ม่สามารถดูดซึมแร่ธาตุต่าง ๆ 
รวมถึงไม่สามารถใชป้ระโยชน์ฟอสฟอรัสได ้(Greiner and Konietzny, 1996) ในอุตสาหกรรม
อาหารสัตวจ์าํเป็นตอ้งใช้เมล็ดธญัพืช และพืชตระกลูถัว่ต่าง ๆ เป็นวตัถุดิบพื้นฐานในการผลิต หาก
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ียบัย ั้งเช้ือก่อโรคในสัตวไ์ดน้ั้น มีกิจกรรมการยอ่ยไฟเตตได้ดว้ย ก็จะช่วยให้
สัตวดู์ดซึมสารอาหารไดดี้ยิง่ข้ึน มีรายงาน พบวา่ Lactobacillus plantarum ซ่ึงคดัเลือกมาจากผกั
หมกัตามธรรมชาติ มีกิจกรรมการยอ่ยไฟเตต แต่กิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตสตํ่ามาก (Zamudio et 
al., 2001) 
 

De Angelis et al. (2003) คดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างเอนไซมไ์ฟเตสชนิดเก็บไว้
ในเซลล ์(intracellular enzyme) พบวา่ Lactobacillus alimentarius 5Q, L. sanfranciscensis CB1,  
L. brevis 14G, L. fermentum 6E, L. acidophilus 16A, L. plantarum DC400, L. farciminis I2, L. 
hilgardii 52B, L. fructivorans DA106, Leuconostoc citreum 23B, Lactococcus lactis subsp. lactis 
11M และ Weissela confusa 14A สามารถสร้างเอนไซมน้ี์ได ้และ L. sanfranciscensis CB1 มี
กิจกรรมของเอนไซมสู์งท่ีสุด คือ 420.8 หน่วยต่อมิลลิลิตร 
 

Haros et al. (2005) พบวา่กิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตสเป็นเมแทบอลิซึมใหม่ท่ีพบใน
แบคทีเรียกรดแลคติกสกุล Bifidobacterium นอกจากน้ี Bifidobacterium dentium, L. reuteri และ  
L. salivarius มีกิจกรรมยอ่ยไฟเตตสูง (Marí a et al., 2008) Haros et al. (2007) พบวา่ bifidobacterial  
5 สปีชีส์ คือ B. animalis, B. bifidum, B. infantis, B. longum และ B. pseudolongum ซ่ึงแยกจาก
ลาํไส้ของมนุษยแ์ละสัตว ์มีกิจกรรมยอ่ยไฟเตต และแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ียอ่ยไฟเตตไดจ้าก
ไส้ไก่ นอกจากน้ีพบวา่ Pediococcus pentosaceus สามารถยอ่ยไฟเตต และยงัมีคุณลกัษณะอ่ืน ๆ  
ท่ีเป็นโปรไปโอติกอีกดว้ย (Raghavendra and Halami, 2009) 
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โปรไบโอติก 
 

โปรไบโอติกเป็นคาํท่ีมีรากศพัทม์าจากภาษากรีก-ลาติน หมายถึง เพื่อชีวติ เร่ิมมีการนาํเอา
คาํวา่โปรไบโอติกมาใชเ้ป็นคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1955 แต่ขณะนั้นยงัไม่มีการใหค้าํจาํกดัความของ
โปรไบโอติกไวอ้ยา่งชดัเจน  

 
Lilly and Stillwell (1965) ใหค้าํจาํกดัความของโปรไบโอติกเป็นคร้ังแรกวา่ โปรไบโอติก 

คือ สารท่ีผลิตจากจุลินทรียช์นิดหน่ึง และสารนั้นสามารถกระตุน้การเจริญเติบโตของจุลินทรียช์นิด
อ่ืน ๆ ได ้จากนั้นมีผูใ้หค้วามหมายและคาํจาํกดัความของโปรไบโอติกไวอี้กมากมาย  

 
คาํจาํกดัความของโปรไบโอติกท่ีถูกนาํมาใชม้ากท่ีสุดเป็นของ Fuller (1989) ซ่ึงใหค้าํจาํกดั

ความไวว้า่ โปรไบโอติก คือ อาหารเสริมท่ีเป็นจุลินทรียมี์ชีวติ ส่งผลใหเ้กิดประโยชน์ต่อสัตวท่ี์
จุลินทรียน์ั้นเขา้ไปอาศยัอยู ่โดยอาหารเสริมช่วยเพิ่มความสมดุลของจุลินทรียภ์ายในทางเดินอาหาร
ของสัตวแ์ละจาํกดัความวา่ ลกัษณะของโปรไบโอติกท่ีดีควรมีลกัษณะดงัน้ี 

 
 1. ควรเป็นสายพนัธ์ุท่ีส่งผลใหเ้กิดประโยชน์ต่อสัตว ์เช่น ช่วยเพิ่มการเจริญเติบโต

ช่วยตา้นทานโรค เป็นตน้ 
 2. ควรเป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่ก่อโรคและไม่สร้างสารพิษท่ีเป็นอนัตรายต่อโฮสต์ 
 3. เป็นเซลลป์กติท่ีสามารถเพิ่มจาํนวนได ้
 4. สามารถรอดชีวติและมีเมแทบอลิซึมในสภาวะแวดลอ้มลาํไส้ เช่น ทนต่อ 

พีเอชตํ่า กรดอินทรีย ์และ นํ้าดี เป็นตน้ 
 

Havenaar et al. (1992) ไดเ้พิ่มเติมคาํจาํกดัความของ Fuller (1989) วา่ อาจใชโ้ปรไบโอติก
ในรูปของอาหารและไม่ใช่อาหารได ้โดยอาจผลิตโปรไบโอติกจากจุลินทรียบ์ริสุทธ์ิสายพนัธ์ุเดียว
หรือหลายสายพนัธ์ุผสมกนั 

 
กลุ่มผูเ้ช่ียวชาญโปรไบโอติกในยโุรปไดเ้สนอใหเ้พิ่มเติมคาํจาํกดัความของโปรไบโอ 

ติกจาก Fuller (1989) วา่ โปรไบโอติกก่อใหเ้กิดกลไกการเปล่ียนแปลงต่าง ๆ ในร่างกาย 
นอกเหนือจากกลไกท่ีเกิดข้ึนจากจุลินทรียป์ระจาํถ่ินในร่างกาย 
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Holzapfel et al. (2001) เสนอคาํจาํกดัความท่ีใชก้นัโดยทัว่ไป คือ จุลินทรียท่ี์ยงัมีชีวติ 
สามารถส่งเสริมหรือสนบัสนุนความสมดุลของจุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหารเพิ่มมากข้ึน 

 
ปี 2001 องคก์ารอนามยัโลกไดใ้หค้าํจาํกดัความโปรไบโอติก คือ จุลินทรียท่ี์มีชีวติ เม่ือ

ไดรั้บในปริมาณท่ีเหมาะสม จะเป็นผลดีต่อสุขภาพของโฮสต์ ซ่ึงเป็นคาํจาํกดัความท่ีมีการนาํไปใช้
อา้งอิงมากท่ีสุดในปัจจุบนั 

 
คมแข และคณะ (2553) ศึกษาคุณสมบติัการเป็นโปรไบโอติกของ Lactobacillus salivarius 

K4 ท่ีแยกจากลาํไส้ไก่ พบวา่สารยบัย ั้งท่ีสร้างจาก L. salivarius K4 สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียทดสอบ
ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ L. salivarius K4 เจริญไดท่ี้ค่าพีเอช 3-3.5 เจริญไดใ้นนํ้าดีความเขม้ขน้
สูงถึง 12 เปอร์เซ็นต์ และพบวา่นํ้าดีไก่สดความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต์ มีผลใหเ้ช้ือลดจาํนวนลงเพียง
เล็กนอ้ยเท่านั้น และเม่ือสัมผสักบันํ้ายอ่ยจาํลองท่ีพีเอช 3, 4 และ 7 เช้ือสามารถรอดชีวติผา่น
กระเพาะจาํลองไปถึงลาํไส้จาํลองได ้นอกจากน้ี L. salivarius K4 ยงัตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ 
gentamycin, kanamycin, nalidixic acid, neomycin, norfloxacin, oxolinic acid, tetracyclin, 
oxytetracyclin และ streptomycin  
 
การน าแบคทเีรียกรดแลคติกมาใช้เป็นโปรไบโอติก 

 
การเสริมโปรไบโอติกท่ีมีคุณลกัษณะดี มีวตัถุประสงคเ์พื่อลดแบคทีเรียก่อโรคในลาํไส้

ของโฮสต ์จึงมีรายงานเก่ียวกบัการทดสอบใชโ้ปรไบโอติกในโฮสตโ์ดยตรง La ragione et al. 
(2004) พบวา่การใชแ้บคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus johnsonii F19185 เป็นโปรไบโอติกในไก่ 
ช่วยลดจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรค Escherichia coli O78K80 และ Clostridium perfringens และ
แบคทีเรียกรดแลคติก Bifidobacterium thermophilus, Enterococcus faecium, L. acidophilus และ 
L. casei ช่วยลดจาํนวน Campylobacter jejuni ในลาํไส้ไก่ได ้(Willis and Reid, 2008) Vila et al. 
(2009) รายงานวา่การเกาะกลุ่ม และบุกรุกของ Salmonella Enteritidis ในไก่ลดลง เม่ือเติมสปอร์
ของโปรไบโอติกสายพนัธ์ุ Bacillus cereus var. toyoi อยา่งต่อเน่ือง 
 

Angelis et al. (2007) ศึกษาการรอดชีวติของแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum 4.1 และ 
L. reuteri 3S7 ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติก โดยการผสมแบคทีเรียทั้งสองลงไปในอาหารสุกร 
โดยท่ีมีจาํนวนเช้ือท่ีมีชีวติ 1010 เซลลต่์อวนั พบการรอดชีวติของแบคทีเรียทั้งสองในระบบทางเดิน
อาหาร และเม่ือนบัจาํนวนเซลลใ์นมูลสุกรมี L. plantarum 4.1 และ L. reuteri 3S7 รอดชีวติ
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ประมาณ 6-8 log CFUต่อกรัม แสดงใหเ้ห็นวา่สามารถใช้ L. plantarum 4.1 และ L. reuteri 3S7 เป็น
โปรไบโอติกผสมในอาหารสัตวไ์ด ้
 

Giang et al. (2010) พบวา่การเติม Enterococcus faecium 6H2, Lactobacillus acidophilus 
C3, L. plantarum 1K8, L. plantarum 3K2 และ Pediococcus pentosaceus D7 ลงในอาหารสุกร ช่วย
ลดอตัราการเกิดโรคและเพิ่มจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติกในสุกร 

 
Maragkoudakis et al. (2010) พบวา่การใชแ้บคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus plantarum 

PCA 236 เป็นโปรไบโอติกในแพะ ช่วยลดจาํนวน Clostridium spp. และช่วยเพิ่มจาํนวนแบคทีเรีย
กรดแลคติก 

 
Shieh et al. (2011) ศึกษาการปรับสภาพแบคทีเรียประจาํถ่ินในลาํไส้มนุษย ์โดยการกิน

จุลินทรียโ์ปรไบโอติก ProBio P.C.C. (Lactobacillus fermentum P.C.C.) 1 แคปซูลต่อวนั เพื่อรักษา
สมดุลของแบคทีเรียในลาํไส้ เม่ือเก็บตวัอยา่งอุจจาระไปเพาะเล้ียง และนบัจาํนวนโคโลนีของแอน
แอโรบิคแบคทีเรียทั้งหมด, Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. และ Clostridium perfringens 
พบวา่ปริมาณจุลินทรียโ์ปรไบโอติกในลาํไส้มนุษยเ์พิ่มข้ึนอยา่งมีนยัสาํคญั ในขณะท่ี C. 
perfringens ลดปริมาณลงอยา่งมีนยัสาํคญัเช่นกนั  
 

Schoster et al. (2013) ศึกษาการยบัย ั้ง Clostridium difficile และ C. perfringens โดยใช้
แบคทีเรียโปรไบโอติกทางการคา้ คือ Lactobacillus plantarum, L. rhamnosus และ 
Bifidobacterium animalis lactis ดว้ยวธีิ agar well diffusion พบวา่ทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถยบัย ั้ง C. 
difficile และ C. perfringens ได ้นอกจากน้ีพบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติกทั้ง 3 สายพนัธ์ุ สามารถ
เจริญไดท่ี้ค่าพีเอช 4 และในสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดี ความเขม้ขน้ 0.15 และ 3 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่สามารถ
เจริญท่ีพีเอช 2 
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อปุกรณ์และวธีิการ  
 

อุปกรณ์ 
 
1. จุลนิทรีย์ 
 

แบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารท่ีใชเ้ป็นเช้ือทดสอบ 4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Escherichia coli 
ATCC 25922, Salmonella Enteritidis DMST 15676, Samonella Typhimurium ATCC 13311และ 
Clostridium perfringens ATCC 13124 
 
2. อาหารเลีย้งเช้ือ (ภาคผนวก ก) 
 

2.1 อาหารแขง็ DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) 
2.2 อาหารเหลว DeMan-Rogosa-Sharpe (MRS) 
2.3 อาหารแขง็ Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) 
2.4 อาหารเหลว Thioglycolate  
2.5 อาหารเหลว TSB 
2.6 Tryptone Soy Agar (TSA) ท่ีเติม yeast extract 0.6 เปอร์เซ็นต์ 
2.7 อาหารเหลว MRS-MOPs 
2.8 อาหารแขง็ MRS-MOPs 

 

3. สารเคมี 
 

3.1 แอลกอฮอล์ 
3.2  Gas Pack  
3.3 แคลเซียมคาร์บอเนต  
3.4 กลีเซอรอล 
3.5 เพปโทน 
3.6 ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
3.7 สารละลาย D-cycloserine 
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4. อุปกรณ์อืน่ ๆ 
 

4.1 หลอดพลาสติก สาํหรับใชก้บัเคร่ืองป่ันเหวี่ยง 
4.2 เคร่ืองดูดจ่ายสารอตัโนมติัขนาดต่าง ๆ 
4.3 เคร่ืองผสมสาร 
4.4 เคร่ืองชัง่ 2 ตาํแหน่ง 
4.5 Anaerobic jar 
4.6 โถบ่มเช้ือ (Candle jar)  
4.7 ตูเ้ข่ียเช้ือ  
4.8 ตูบ้่มเช้ือ 37 องศาเซลเซียส 
4.9 ตูอ้บ 180 องศาเซลเซียส 
4.10 หมอ้น่ึงฆ่าเช้ือ 
4.11 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง 
4.12 เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง  
4.13 กลอ้งจุลทรรศน์ 
  

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

  

36 



วธีิการ 
 
1. การเกบ็ตัวอย่างและแยกแบคทเีรียกรดแลคติกจากแหล่งตัวอย่าง 
 
    1.1 เก็บตวัอยา่งท่ีคาดวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติก เช่น ยอดไม ้ดอกไม ้ไส้ปลา ไส้ไก่ มูลไก่ และ
อาหารหมกั ดว้ยเทคนิคปลอดเช้ือ (aseptic technique) 
 
    1.2 ชัง่ตวัอยา่ง 10 กรัม ใส่ในสารละลายเพปโทนความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 90 
มิลลิลิตร เขยา่ใหแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีเกาะอยูก่บัตวัอยา่งหลุดออกมาโดยใชเ้คร่ืองเขยา่ ท่ี
ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที สาํหรับตวัอยา่งประเภทของเหลว ไม่ตอ้งทาํขั้นตอน 
1.2 แต่นาํมาแยกเช้ือในขั้นตอน 1.3 และ 1.4 
 
    1.3 เจือจางตวัอยา่งแบบลาํดบัส่วนคร้ังละ 10 เท่า (ten-fold serial dilution) จนไดร้ะดบัความเจือ
จางท่ีเหมาะสมต่อการนบัจาํนวนของแบคทีเรีย จากนั้นเกล่ียตวัอยา่งลงบนอาหารแขง็ MRS 
(deMan-Rogosa-Sharpe) ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์
(ภาคผนวก ก) ดว้ยวธีิ spread plate บ่มเช้ือทั้งหมดท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ในสภาวะท่ีมี
ออกซิเจนเพียงเล็กนอ้ย โดยใชโ้ถบ่มเช้ือท่ีจุดเทียน (candle jar) แลว้ปิดฝาโถ ซ่ึงเทียนจะดบัลง จึงมี
ออกซิเจนเหลือเพียงเล็กนอ้ย เลือกเก็บโคโลนีเด่ียวท่ีมีบริเวณใสรอบโคโลนี ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรีย
กรดแลคติกสร้างกรดมายอ่ยแคลเซียมคาร์บอเนตจึงเกิดบริเวณใสรอบโคโลนี 

 
    1.4 นาํแบคทีเรียท่ีแยกไดไ้ปทาํใหบ้ริสุทธ์ิอีกคร้ัง โดยวธีิ streak บนอาหารแขง็ MRS ท่ีเติม 
CaCO3 ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) บ่มจานเพาะเช้ือใน candle jar และบ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เม่ือไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิแลว้ นาํมายอ้มสีแบบแกรม ตรวจดูดว้ยกลอ้ง
จุลทรรศน์ ทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส (ภาคผนวก ค) แลว้เลือกไอโซเลตท่ีติดสีแกรมบวก 
และไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส เก็บไวใ้นกลีเซอรอลเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์และเก็บท่ี -20 องศา
เซลเซียส เพื่อใชใ้นการทดสอบขั้นต่อไป 

 
    1.5 สาํหรับดอกไมแ้ละยอดไม ้อาจเป็นแหล่งตวัอยา่งท่ีมีแบคทีเรียกรดแลคติกอยูน่อ้ย จึง
จาํเป็นตอ้งเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อนท่ีจะแยกเช้ือ ซ่ึงการเพิ่มจาํนวนเช้ือทาํโดยนาํตวัอยา่งมา
เล้ียงในอาหารเหลว MRS บ่มใน candle jar และบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น
นาํมาเข่ียบนอาหารแขง็ MRS ท่ีเติม CaCO3 ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) บ่มเช้ือ
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ทั้งหมดท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ใน candle jar เลือกโคโลนีเด่ียวท่ีมีบริเวณใสรอบ
โคโลนี แลว้ทาํเช่นเดียวกบัขั้นตอน 1.4 

 
2. การคัดเลอืกแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

2.1 การทดสอบความเป็นปฏิปักษ์กบัแบคทเีรียก่อโรค 
 

 2.1.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

2.1.1.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS บ่มใน candle jar บ่มท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกโคโลนีเด่ียว มาเล้ียงในอาหาร
เหลว MRS บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  

 
2.1.1.2 เม่ือครบเวลา นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง นาํตะกอนเซลลม์าเตรียมเซลลแ์ขวนลอย 
 

2.1.1.3 ปรับปริมาณเซลล์แขวนลอยใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.1 ซ่ึงจะมีจาํนวนเซลล์
ประมาณ 1x108 – 2x108 CFU ต่อมิลลิลิตร ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) ความเขม้ขน้ 
0.85 เปอร์เซ็นต ์

 
 2.1.2 การเตรียมแบคทีเรียก่อโรค  

 
2.1.2.1 นาํแบคทีเรียก่อโรค คือ Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella 

Enteritidis DMST 15676 และ S. Typhimurium ATCC 13311 มาเล้ียงบนอาหารเขง็ TSA 
(ภาคผนวก ก) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกโคโลนี
เด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว TSB (ภาคผนวก ก) บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 130 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 18-24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ส่วน Clostridium perfringens ATCC 13124 นั้น เล้ียงบนอาหาร
แขง็ TSC ท่ีไม่เติม cycloserine (ภาคผนวก ก) และเททบัดว้ยอาหารแขง็ TSC ท่ีไม่เติม cycloserine 
(ภาคผนวก ก) ท่ีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส รอจนอาหารแขง็แลว้นาํไปบ่มท่ี 37 องศา
เซลเซียส ในสภาวะไร้ออกซิเจน โดยใช ้anaerobic jar ท่ีมี GasPak (Merck, Germany) ทาํใหเ้กิด
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สภาวะไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เลือกโคโลนีเด่ียวมาเล้ียงในอาหารเหลว Thioglycolate 
(ภาคผนวก ก) บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง 

 
2.1.2.2 แยกแบคทีเรียก่อโรคออกจากอาหารเล้ียงเช้ือ โดยการป่ันเหวีย่ง และทาํตาม

ขั้นตอน 2.1.1.2 และ 2.1.1.3 เช่นเดียวกบัแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 2.1.3 การทดสอบความเป็นปฏิปักษก์บัแบคทีเรียก่อโรค 
 

2.1.3.1 ใชไ้มพ้นัสาํลีจุ่มเซลลแ์ขวนลอยของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีปรับมีค่า OD600 
เท่ากบั 0.1 ลากลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ TSAYE (ภาคผนวก ก) บ่มจานเพาะเช้ือทั้งหมดใน candle jar 
บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 4 วนั จากนั้นนาํแบคทีเรีย S. Enteritidis DMST 15676, E. coli ATCC 
25922 และ S. Typhimurium ATCC 13311 เตรียมแขวนลอยใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.1 มาลากใน
แนวตั้งฉากกบัแนวแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารเล้ียงเช้ือเดิม โดยใหมี้ระยะห่างกนัประมาณ 1-2 
มิลลิเมตร (ดงัภาพท่ี 3) จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง 

 
2.1.3.2 สาํหรับการทดสอบความเป็นปฏิปักษก์บัแบคทีเรีย C. perfringens ATCC 

13124 ทาํโดยนาํ C. perfringens ATCC 13124 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในสภาวะ
ไร้ออกซิเจนโดยใช ้anaerobic jar เตรียมแขวนลอยใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.1 แลว้นาํมาลากใน
แนวตั้งฉากกบัแนวแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารเล้ียงเช้ือเดิมใหห่้างกนัประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ใน anaerobic jar ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  

 

 

 

 
ภาพที ่3  การทดสอบความเป็นปฏิปักษก์บัแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติก  

Lactic acid bacteria 

เช้ือก่อโรค 
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2.1.3.3 หากแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคได ้จะพบบริเวณ
ยบัย ั้งตรงแนวท่ีเช้ือทั้งสองตั้งฉากกนั และวดับริเวณยบัย ั้งจากจุดก่ึงกลางเส้นการเจริญของ
แบคทีเรียกรดแบคติกถึงบริเวณท่ีมีแบคทีเรียก่อโรคเจริญ 

 
2.2 การทดสอบการสร้างเอนไซม์ไฟเตส 

 
 2.2.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลวสูตรดดัแปลง MRS-MOPs (ภาคผนวก ก) 

บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้เพาะเช้ือต่ออีก 
1 รอบ ก่อนนาํไปทดสอบสร้างเอนไซมไ์ฟเตส เพื่อเหน่ียวนาํใหแ้บคทีเรียสร้างเอนไซม์ 

 
 2.2.2 เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง และลา้งตะกอนเซลลด์ว้ยสารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 
 

 2.2.3 ป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที อีกคร้ัง 
จากนั้นเทส่วนใสทิ้ง นาํตะกอนเซลลม์าเตรียมเซลลแ์ขวนลอยใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.1 เพื่อใชเ้ป็น
กลา้เช้ือ 
 

 2.2.4 เพาะกลา้เช้ือบนอาหารแขง็สูตรดดัแปลง MRS-MOPS (ภาคผนวก ก) ดว้ยวธีิ drop 
inoculation โดยหยดเซลลแ์ขวนลอยปริมาตร 3 ไมโครลิตร บนผวิหนา้อาหารแขง็ MRS-MOPS บ่ม
ท่ี 37 องศาเซลเซียส ใน candle jar เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ถา้แบคทีเรียสร้างเอนไซมไ์ฟเตสจะพบวง
ใสรอบโคโลนี 

 
 2.2.5 รายงานผลการสร้างเอนไซมไ์ฟเตสเป็นค่าส่วนต่างระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางของวง

ใสท่ีเกิดข้ึนกบัเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี 
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2.3 การศึกษาการสร้างเอนไซม์ไฟเตสในอาหารเหลว 
 

 2.3.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลวสูตรดดัแปลง MRS-MOPS (ภาคผนวก ก) 
บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 
 2.3.2 เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5 นาที ลา้งเซลลด์ว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ 2 คร้ัง และเตรียมเซลลแ์ขวนลอยดว้ย 
NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือ 

 
 2.3.3 นาํกลา้เช้ือจากขอ้ 2.3.2 เพาะเล้ียงในอาหารเหลวดดัแปลง MRS-MOPS (ภาคผนวก ก) 

ปริมาตร 350 มิลลิลิตร ปรับใหมี้ค่า OD600 เร่ิมตน้เท่ากบั 0.1 บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่
ท่ีความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 
 2.3.4 เก็บนํ้าเล้ียงเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 นาที นาํส่วนใสท่ีไดไ้ปวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตส (ภาคผนวก ค) 
 
3. การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติกของแบคทเีรียกรดแลคติก 
 

3.1 การทนอุณหภูมิ 
 

 3.1.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแขง็ MRS (ภาคผนวก ก) บ่มใน candle jar ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นาํมาเพาะในอาหารเหลว MRS บ่มบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 
150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  

 
 3.1.2 เม่ือครบเวลา นาํไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง นาํตะกอนเซลลม์าเตรียมเซลลแ์ขวนลอย เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือ 
 
 3.1.3 เพาะกลา้เช้ือลงในอาหารเหลว MRS โดยปรับใหมี้ค่า OD600 เร่ิมตน้เท่ากบั 0.1 จากนั้น

ไปบ่มท่ี 37 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 
 3.1.4 วดัค่าการเจริญของแบคทีเรียในรูปค่า OD600 ท่ี 37 และ 45 องศาเซลเซียส 
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3.2 การทนกรด (Jacobsen et al., 1999) 
 

 3.2.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแขง็ MRS (ภาคผนวก ก) บ่มใน candle jar ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นนาํมาเล้ียงในอาหารเหลว MRS (ภาคผนวก ก) บ่มบน
เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  

 
 3.2.2 เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง นาํตะกอนมาเตรียมเซลลแ์ขวนลอย 
 

 3.2.3 ปรับค่า OD600 เร่ิมตน้ของเซลลแ์ขวนลอย ใหมี้ค่าเท่ากบั 0.1 ดว้ยอาหารเหลว MRS 
(ภาคผนวก ก) เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือ 

 
 3.2.4 นาํกลา้เช้ือ 1.25 มิลลิลิตร มาเพาะลงในฟลาสก ์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหารเหลว 

MRS (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 50 มิลลิลิตรท่ีปรับพีเอชเป็น 2, 2.5, 3.0, 3.5 และ 6.5 ดว้ยกรดไฮโดร
คลอริกเขม้ขน้ 37 เปอร์เซ็นต์ 

  
 3.2.5 บ่มตวัอยา่งบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส โดยเก็บ

ตวัอยา่งทุกชัว่โมง เป็นเวลา 5 ชัว่โมง เพื่อตรวจการรอดชีวติบนอาหารแขง็ MRS (ภาคผนวก ก) 
ดว้ยวธีิ spread plate  

 
3.3 การทนเกลอืน า้ดี (Gilliland et al., 1984) 
 

 3.3.1 เล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแขง็ MRS (ภาคผนวก ก) บ่มใน candle jar  
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้นาํมาเพาะเช้ือในอาหารเหลว MRS (ภาคผนวก ก) บ่มบน
เคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  

 
 3.3.2 เก็บเซลลโ์ดยการป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 6,000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง นาํตะกอนเซลลม์าเตรียมเซลลแ์ขวนลอย ใหมี้ค่า OD600 เท่ากบั 0.1 
ดว้ยอาหารเหลว MRS (ภาคผนวก ก) เพื่อใชเ้ป็นกลา้เช้ือ 
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 3.4.4 นาํกลา้เช้ือปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร ใส่ในฟลาสก ์ขนาด 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ท่ีเติมเกลือนํ้าดีความเขน้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต์ 

 
 3.5.5 บ่มตวัอยา่งทั้งหมดบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 170 รอบต่อนาที ท่ี 37 องศาเซลเซียล  

โดยเก็บตวัอยา่งทุกชัว่โมง เป็นเวลา 5 ชัว่โมง แลว้นาํมา spread บนอาหารแขง็ MRS (ภาคผนวก ก) 
เพื่อศึกษาการรอดชีวติ  
 
4. การจัดจ าแนกและระบุช่ือแบคทเีรียกรดแลคติกที่คัดเลอืกได้ 
 
    4.1 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนีและเซลล ์โดยการสังเกตลกัษณะโคโลนีบน
จากอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแขง็ การยอ้มสีเซลลแ์บบแกรม และการสังเกตลกัษณะเซลลแ์ละการ
จดัเรียงตวัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ รวมทั้งการทดสอบทางชีวเคมีเบ้ืองตน้ คือ การทดสอบการสร้าง
เอนไซมค์ะตะเลส (catalase test) (ภาคผนวก ข) 

 
    4.2 การจดัจาํแนกแบคทีเรียโดยอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล 

 
การจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล ทาํโดยการหาลาํดบั  

นิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีตอ้งการจดัจาํแนกและเปรียบเทียบกบั

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของแบคทีเรียจากฐานขอ้มูล เร่ิมจากนาํแบคทีเรียกรดแลคติก 

ท่ีคดัเลือกมาสกดัดีเอน็เอ แลว้นาํดีเอน็เอท่ีไดไ้ปเพิ่มจาํนวนของ 16S rDNA โดยใชเ้ทคนิคปฏิกิริยา

ลูกโซ่ (polymerase chain reaction, PCR) ซ่ึงใชคู้่ไพรเมอร์ คือ 27F (5’AGAGTTTGATCCTGGC 

TCAG -3’) เป็น forward primer และ 1389R (5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) เป็น reverse 

primer (Lane, 1991) จากนั้นทาํผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ใหบ้ริสุทธ์ิ โดยใช ้Gel/PCR DNA Fragment 

Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) แลว้ส่งไปวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ  

16S rDNA โดยส่งตวัอยา่งไปวเิคราะห์ท่ีบริษทั 1st BASE ประเทศมาเลเซีย แลว้นาํลาํดบันิวคลีโอ

ไทดท่ี์ไดม้าเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์ส่วน 16S rDNA ของแบคทีเรียจากฐานขอ้มูล 

Eztaxon -e (http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1. การเก็บตวัอยา่งและแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหล่งตวัอยา่ง 

 

1.1 การแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตวัอยา่ง 
 

            การแยกแบคทีเรียกรดแลคติก ใชอ้าหารแขง็ MRS (deMan-Rogosa-Sharpe) ท่ีเติมแคลเซียม
คาร์บอเนต (CaCO3) ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) เม่ือแบคทีเรียกรดแลคติก
เจริญจะสร้างกรดอินทรียอ์อกมาทาํปฏิกิริยากบัแคลเซียมคาร์บอเนตในอาหารเล้ียงเช้ือ ทาํให้ตรวจ
พบบริเวณใสรอบโคโลนี ดงัภาพท่ี 4 ซ่ึงจากตวัอยา่งทั้งหมดจาํนวน 110 ตวัอยา่ง พบวา่แยกได้
แบคทีเรียท่ีมีบริเวณใสรอบโคโลนี และเม่ือยนืยนัผลการแยกแบคทีเรียกรดแลคติก โดยตรวจสอบ
การสร้างเอนไซมค์ะตะเลสและการยอ้มสีแบบแกรม พบแบคทีเรียจาํนวน 162 ไอโซเลต ติดสี 
แกรมบวก และใหผ้ลเป็นลบ จากการทดสอบเอนไซมค์ะตะเลส (ภาคผนวก ข) ดงัตารางท่ี 2 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่4  การเจริญและบริเวณใสรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก (ลูกศรช้ี) บนอาหารแขง็ 
MRS ท่ีเติม CaCO3 ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ 

 

LAB 
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ตารางที ่2  การแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหล่งตวัอยา่งต่าง ๆ 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

1 ยอดกระดุม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

2 ยอดชบาด่าง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

3 ยอดจามจุรี ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM001 

4 ยอดพุทธรักษา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

5 ยอดแพงพวย ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

6 ยอดชบาด่าง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM002 

7 ยอดชบา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

8 ขนมจีนแป้งหมกั อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี เป็นแป้งชุ่มนํ้า - - 

9 ลาํไส้ปลาซาบะ ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ ยงัมีความสดอยูมี่สีดาํนํ้าตาล - - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

10 ลาํไส้ปลาสาํลี ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ ยงัมีความสดอยูมี่สีดาํนํ้าตาล 1 SM003 

11 ลาํไส้ปลาอินทรีย ์ ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ ยงัมีความสดอยูมี่สีดาํนํ้าตาล 1 SM004 

12 ลาํไส้ปลาทู ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ ยงัมีความสดอยูมี่สีดาํนํ้าตาล 1 SM005 

13 ลาํไส้ปลาตวัแบน ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ ยงัมีความสดอยูมี่สีดาํนํ้าตาล 1 SM006 

14 ลาํไส้ไก่ เขายงูทอง จ. ชลบุรี สดมีสีเขียว มีความอุม้นํ้า 6 SM007-SM012 

15 ลาํไส้ไก่ เขายงูทอง จ. ชลบุรี ลาํไส้ไก่ท่ียงัมีความสดอยู ่ 7 SM013-SM019 

16 ลาํไส้ปลาท ู ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ สดมีสีดาํนํ้าตาล 1 SM020 

17 ลาํไสปลาทรายแดง ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ สดมีสีดาํนํ้าตาล 1 SM021 

18 ลาํไส้ปลาอินทรีย ์ ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ สดมีสีดาํนํ้าตาล - - 

19 ลาํไลป้ลากะพง ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ สดมีสีดาํนํ้าตาล 1 - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

20 ลาํไลป้ลาหมึก ตลาดปากนํ้า จ. สมุทรปราการ สดมีสีดาํนํ้าตาล - - 

21 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี แหง้ มีความช้ืนนอ้ย มีสีเขียวปน
ขาว 

6 SM022-SM027 

22 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี สดมีสีเขียว มีความอุม้นํ้า 1 SM028 

23 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี มีความช้ืนเล็กนอ้ย มีสีเทาปนขาว 2 SM029-SM030 

24 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี มีความช้ืนเล็กนอ้ย มีสีดาํนํ้าตาล 5 SM031-SM035 

25 ยอดชะพลู ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

26 ยอดปริก ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM036 

27 ดอกเขม็ ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย ฐานรอง
ดอกมีนํ้าเยิม้  

1 SM037 

28 ยอดมะขาม ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

29 ยอดอญัชนั ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 2 SM038-SM039 

30 ยอดผกักดู ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

31 ยอดกระถิน ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM040 

32 เกสรกลว้ย ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร มีความช้ืนเล็กนอ้ย เกสรมีนํ้าเยิม้ 1 SM041 

33 ยอดตาํลึง ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 
34 ยอดมะยม ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM042 

35 ยอดมะขาม ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM043 

36 ดอกแกว้ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ความช้ืนเล็กนอ้ย ใกลร่้วง นํ้าหวานเยิม้มี
สีขาวและสีนํ้าตาลบางส่วน 

2 SM044-SM045 

37 ยอดมะขาม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

38 ดอกเขม็ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM046 

39 ใบจามจุรี ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ร่วงจากตน้ มีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM047 

40 ดอกเขม็ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง - - 

41 ดอกเขม็ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

42 ดอกพุทธรักษา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM048 

43 ดอกพุทธรักษา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM049 

44 ยอดกระถิน ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM050 

45 ยอดกระถิน ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

46 ยอดข้ีเหล็ก ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

47 ดอกมิ้คก้ีเมาส์ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM051 

48 ยอดชบา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 2 SM052-SM053 

49 ยอดตะลิงปิง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM054 

50 ยอดมะขาม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

51 ยอดมะกลํ่าตน้ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

52 ดอกชบา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ร่วงมาจากตน้มีความช้ืนเล็กนอ้ย  1 SM055 

53 สับปะรด ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ฉํ่านํ้าเยิม้ เป็นแผลชํ้าเล็กนอ้ย 2 SM056-SM057 

54 ยอดสน ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM058 

55 ดอกกระดุม ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืน 2 SM059-SM060 

56 ใบไผแ่หง้ ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ร่วงมาจากตน้มีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM061 

57 ยอดทบัทิม ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM062 

58 ดอกพุทธรักษา ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 2 SM063-SM064 

59 ดอกพุทธรักษา ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 2 SM065-SM066 

60 ดอกรัก ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM067 

61 ดอกพลูด่าง ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 2 SM068-SM069 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

62 ใบแสงจนัทร์ ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ร่วงมาจากตน้มีความช้ืนเล็กนอ้ย 3 SM070-SM072 

63 ใบโหระพา ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

64 ดอกบวัตอง ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM073 

65 ดอกประดู่ ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร มีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 2 SM074-SM076 

66 ดอกดาวกระจาย ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร มีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM077 

67 ยอดพลูด่าง ถนนอ่อนนุช กรุงเทพมหานคร ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 2 SM078-SM079 

68 ดอกจามจุรี ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 1 SM080 

69 ดอกแปรงลา้งขวด ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเห่ียวใกลร่้วง 2 SM081-SM082 

70 ลาํไส้ไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี ลาํไส้ไก่สดมีความอุม้นํ้า 6 SM083-SM088 

71 ลาํไส้ไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี ลาํไส้ไก่สดมีความอุม้นํ้า 8 SM089-SM096 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

72 ลาํไส้ไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี ลาํไส้ไก่สดมีความอุม้นํ้า 7 SM097-SM103 

73 ลาํไส้ไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี ลาํไส้ไก่สดมีความอุม้นํ้า 3 SM104-SM106 

74 ยอดมะยม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

75 ยอดกาสะลอง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

76 ยอดมะรุม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM107 

77 ยอดหูกวาง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

78 ยอดกาสะลอง ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

79 ดอกเขม็ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ - - 

80 ยอดมะขาม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

81 ดอกพุทธรักษา ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย - - 

82 ยอดมะยม ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 2 SM108-SM109 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

83 ดอกสาละ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ดอกมีความช้ืนเล็กนอ้ยมีนํ้าหวาน
เยิม้ใกลร่้วง 

1 SM110 

84 ดอกอโศก ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ 1 SM111 

85 ยอดไทร ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน ยอดอ่อนมีความช้ืนเล็กนอ้ย 1 SM112 

86 ดอกแปรงลา้งขวด ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ 1 SM113 

87 ดอกหมากผู ้ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ใกลร่้วง 1 SM114 

88 ดอกชมพพูนัธ์ุทิพย ์ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ใกลร่้วง 1 SM115 

89 ดอกราชพฤกษ ์ ม. เกษตรศาสตร์ วทิยาเขตบางเขน มีความช้ืนมีนํ้าหวานเยิม้ใกลร่้วง 1 SM116 

90 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี ช้ืนเล็กนอ้ยเหนียวหนืดสีดาํนํ้าตาล 3 SM117-SM119 

91 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี แหง้มีสีเขียวปนขาว มีความอุม้นํ้า 2 SM120-SM121 

92 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี แหง้มีสีเขียว 1 SM122 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

93 มูลไก่ อ. อู่ทอง จ. สุพรรณบุรี เปียกอุม้นํ้า มีสีเขียวอมขาว 4 SM123-SM126 

94 มูลไก่ อ. ทุ่งใหญ่ จ. นครศรีธรรมราช เปียก มีสีเขียวอมขาว 1 SM127 

95 มูลไก่ อ.ทุ่งใหญ่ จ. นครศรีธรรมราช เปียก มีสีดาํนํ้าตาล 1 SM128 

96 มูลไก่ อ. ทุ่งใหญ่ จ. นครศรีธรรมราช เปียก มีสีเขียวอมขาว 3 SM129-SM131 

97 มูลไก่ อ. ทุ่งใหญ่ จ. นครศรีธรรมราช เปียก มีสีเขียว 2 SM132-SM133 

98 แหนมหมูห่อใบตอง อ. โคราช จ. นครราชสีมา เน้ือหมูมีสีซีด มีกล่ินเปร้ียว 2 SM134-SM135 

99 แหนมตุม้เห็ด อ. อมัพวา จ. ราชบุรี เน้ือหมูมีสีแดงเขม้ มีกล่ินเปร้ียว 2 SM136-SM137 

100 แหนมหมู อ. อมัพวา จ. ราชบุรี เน้ือหมูมีสีแดงเขม้ มีกล่ินเปร้ียว 1 SM138 

101 ผกักาดดอง ตลาดชลประทาน จ. นนทบุรี สีเขียวเขม้  - - 

102 ไส้กรอกอีสาน ตลาดชลประทาน จ. นนทบุรี มีสีซีด มีกล่ินเปร้ียว 4 SM139-SM142 

103 ผกักาดดอง ตลาดชลประทาน จ. นนทบุรี สีเขียวเขม้ - - 
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ตารางที ่2 (ต่อ) 
 

ตวัอยา่งท่ี ชนิดของตวัอยา่ง สถานท่ีเก็บตวัอยา่ง ลกัษณะ จาํนวน 
ไอโซเลต 

รหสัเช้ือ 

104 แหนมหมู ตลาดชลประทาน จ. นนทบุรี เน้ือหมูมีสีแดงเขม้ มีกล่ินเปร้ียว 2 SM143-SM144 
105 ไส้กรอกอีสาน ตลาดกรมประมง ม. เกษตรศาสตร์  

วทิยาเขตบางเขน 
มีสีซีด มีกล่ินเปร้ียว 3 SM145-SM147 

106 แหนมเน้ือ ตลาดกรมประมง ม. เกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตบางเขน 

เน้ือมีสีแดงเขม้ มีกล่ินเปร้ียว 3 SM148-SM150 

107 แหนมหมู ตลาดกรมประมง ม. เกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตบางเขน 

เน้ือหมูมีสีแดงเขม้ มีกล่ินเปร้ียว 4 SM151-SM154 

108 ปลาส้ม ตลาดกรมประมง ม. เกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตบางเขน 

สีชมพ ูมีกล่ินเปร้ียว 2 SM155-SM156 

109 ไส้กรอกเปร้ียว ตลาดอมรพนัธ์ ม. เกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตบางเขน 

มีสีซีด มีกล่ินเปร้ียว 3 SM157-SM159 

110 
 

แหนมเห็ด ตลาดอรพนัธ์ ม. เกษตรศาสตร์  
วทิยาเขตบางเขน 

มีสีซีด มีกล่ินเปร้ียว 3 SM160-SM162 

 
หมายเหตุ  หมายถึง ไม่พบโคโลนีท่ีสร้างบริเวณใสรอบโคโลนี 55 



แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียขนาดใหญ่ มีสมาชิกจาํนวนมากและพบวา่ใน
ระบบทางเดินอาหารสัตว ์มีแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวนค่อนขา้งมาก โดยตรวจพบแบคทีเรียกรด
แลคติกในช่องปากไดม้ากถึง 103-104 CFU ต่อกรัม กระเพาะอาหารมีจาํนวน 103-105 CFU ต่อกรัม 
ลาํไส้เล็กส่วนปลายมีจาํนวน 103-107 CFU ต่อกรัม โดยมีแบคทีเรียในสกุล Lactobacillus จาํนวน
มากท่ีสุดและในลาํไส้ใหญ่มีจาํนวน 104-108 CFU ต่อกรัม (Goktepe et al., 2006) นอกจากน้ียงัมี
งานวจิยัอีกมากท่ีรายงานการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในระบบทางเดินอาหารของสัตว ์เช่น การ
แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากลาํไส้เล็กของสุกร (ภทัรวดี, 2549) เกริกวฒิุ และ สุชาริณี (2551) พบ
แบคทีเรียกรดแลคติกจากลาํไส้เป็ด Cosby et al. (1997) พบ Lactobacillus ในกระเพาะและไส้ต่ิง
ของไก่ Lin et al. (2007) แยก Lactobacillus fermentum จากระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์ก และ
สุกร Svetoch et al. (2011) แยก Lactobacillus salivarius 1077 (NRRL B-50053) ไดจ้ากลาํไส้สัตว์
ปีก เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นกลุ่มแบคทีเรียขนาดใหญ่ มีสมาชิกจาํนวนมาก 

 
ผลการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกพบวา่แยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดจ้าํนวน 162 ไอโซ

เลต จากตวัอยา่งชนิดต่าง ๆ จาํนวน 110 ตวัอยา่ง ซ่ึงการจากทดลองน้ีพบวา่ระบบทางเดินอาหาร
สัตวเ์ป็นแหล่งตวัอยา่งท่ีแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดม้ากท่ีสุด โดยแยกไดถึ้ง 75 ไอโซเลต จาก
ตวัอยา่งระบบทางเดินอาหารสัตวท์ั้งหมด 28 ตวัอยา่ง ดงัขอ้มูลท่ีสรุปไวใ้นตารางท่ี 3 ซ่ึงคิดเป็น 
46.3 เปอร์เซ็นตข์องแบคทีเรียท่ีแยกไดท้ั้งหมด ท่ีเป็นเช่นน้ีอาจเน่ืองมาจากการท่ีแบคทีเรียกรด 
แลคติกเป็นแบคทีเรียประจาํถ่ินท่ีพบไดท้ัว่ไปในระบบทางเดินอาหารสัตวต์ั้งแต่ปาก กระเพาะ
อาหาร ลาํไส้เล็ก ลาํไส้ใหญ่ รวมถึงมูลสัตว ์(Wood and Holzapfel, 1995) 

 
ตารางที ่3  ตวัอยา่งท่ีนาํมาแยกเช้ือและจาํนวนไอโซเลตท่ีแยกได้ 
 
ลาํดบั กลุ่มตวัอยา่ง จาํนวน 

ตวัอยา่ง 
จาํนวนไอโซเลตท่ีแยก

ได ้
ร้อยละของแบคทีเรียท่ี

แยกไดท้ั้งหมด 
1 ดอก ใบและยอด

ของตน้ไม ้
68 58 35.8 

2 ระบบทางเดิน
อาหารสัตว ์

28 75 46.3 

3 อาหารหมกั 14 29 17.9 
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นอกจากตวัอยา่งระบบทางเดินอาหารของสัตวแ์ลว้ ตวัอยา่งใบไมแ้ละยอดของตน้ไม้
รวมถึงตวัอยา่งอาหารหมกัก็ตรวจพบแบคทีเรียกรดแลคติกไดเ้ช่นกนั มีการศึกษาเก่ียวกบัการแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมกันั้นมีอยา่งแพร่หลาย เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกนั้นเป็น
ตน้เช้ือในการผลิตอาหารหมกัได ้เช่น การใช ้Lactobacillus plantarum เป็นหวัเช้ือในการผลิต
แหนม เพื่อลดระยะเวลาในการหมกั เป็นตน้ แต่อยา่งไรก็ตามผลิตภณัฑอ์าหารหมกัอ่ืน ๆ เช่น กิมจิ 
ผกัผลไมด้อง รวมถึงแหนม ท่ีมีการหมกัแบบพื้นบา้นโดยไม่ใชห้วัเช้ือ ก็สามารถแยกแบคทีเรียกรด
แลคติกไดเ้ช่นกนั โดยแบคทีเรียนั้นอาจมีการปนเป้ือนมากบัวตัถุดิบท่ีใชใ้นการหมกั Hammes and 
Vogel (1995) รายงานวา่แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบไดท้ัว่ไปในหลากหลายส่ิงแวดลอ้ม เช่น 
พืช สัตว ์และนํ้านมดิบ เป็นตน้ สาํหรับการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากพืชยงัมีการศึกษานอ้ย ซ่ึง
ก่อนหนา้น้ี Ponce et al. (2008) สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากใบพืชท่ีปลูกแบบเกษตร
อินทรีย ์และมี Lactobacillus sucicola ท่ีแยกไดจ้ากนํ้าเล้ียงของตน้โอค๊ในประเทศญ่ีปุ่น (Irisawa 
and Okada, 2009) สาํหรับในงานวจิยัน้ีก็พบแบคทีเรียกรดแลคติกไดจ้ากกลุ่มตวัอยา่งพืช ไดแ้ก่ 
ดอก ใบ และ ยอดของตน้ไม ้เช่นกนั โดยแยกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 58 ไอโซเลต จาก
ตวัอยา่งพืช 68 ตวัอยา่ง ซ่ึงเป็น 35.8 เปอร์เซ็นตข์องจาํนวนไอโซเลตท่ีแยกได ้(ตารางท่ี 3) โดย
พบวา่บางตวัอยา่งไม่พบแบคทีเรียกรดแลคติก ขณะท่ีในตวัอยา่งพืชท่ีพบแบคทีเรียกรดแลคติกก็
พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวนนอ้ยมาก แตกต่างจากกลุ่มตวัอยา่งชนิดอ่ืน จึงตอ้งเพิ่มจาํนวน
เช้ือในอาหารท่ีเหมาะสม ก่อนนาํมาแยกใหเ้ป็นเช้ือบริสุทธ์ิ เน่ืองจากแบคเรียกรดแลคติกจดัเป็น
แบคทีเรียเจริญยาก (fastidious bacteria) เพราะตอ้งการแร่ธาตุและสารอาหารหลายชนิด เพื่อการ
เจริญเติบโต (Axelsson, 1998) ดงันั้นสภาพแวดลอ้มต่าง ๆ ของพืช เช่น มีสารอาหารจาํกดั รังสี 
แสงอาทิตย ์และ อุณหภูมิสูง อาจไม่เหมาะสมต่อการเจริญ และ เพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียกรด 
แลคติกทาํใหพ้บแบคทีเรียกลุ่มน้ีไดน้อ้ย ซ่ึงจากงานวจิยัน้ีองคป์ระกอบของพืชท่ีแยกเช้ือไดม้าก
ท่ีสุด คือ ดอก ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากดอกไมมี้นํ้าหวาน ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกนาํไปใชใ้นการเจริญได ้
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1.2 การศึกษาสัณฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้ 

 
 นาํแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดม้าเล้ียงบนอาหารแขง็ MRS ท่ีเติม CaCO3 ใหมี้ความ

เขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง ใน candle jar เป็นเวลา 2 วนั แลว้นาํมา
ศึกษาสัณฐานวทิยาของโคโลนี โดยพิจารณารูปร่าง ขนาด และลกัษณะโคโลนี (ภาคผนวก ข) และ
ศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ โดยพิจารณารูปร่าง การเรียงตวัของเซลล ์และ
การติดสีแกรม รวมทั้งการสร้างเอนไซมค์ะตะเลส ซ่ึงพบวา่ทุกไอโซเลตท่ีแยกไดใ้หผ้ลการทดสอบ

เป็นลบ ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของแบคทีเรียกรดแลคติก ผลการศึกษาสัณฐานวทิยาของโคโลนีและ
เซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้แสดงดงัตารางท่ี 4
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ตารางที ่4  สัณฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได้ 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM001 สีขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM002 ขาวขุ่น 0.2-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM003 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM004 ขาวขุ่น 0.3-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM005 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM006 ขาวใส 0.3-0.4 ไม่แน่นอน เรียบ เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM007 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM008 ขาวใส 0.2-0.4 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM009 ขาวใส 0.3-0.4 กลม นูน เยิม้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM010 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM011 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM012 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM013 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เยิม้ ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM014 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM015 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM016 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM017 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM018 ขาวขุ่น 0.3-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM019 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM020 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน แหง้เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM021 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM022 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เยิม้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM023 ขาว 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM024 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน แหง้เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM025 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM026 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM027 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 
รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี

(มม.) 
รูปร่าง 
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM028 
SM029 
SM030 
SM031 

ขาวขุ่น 
ขาวขุ่น 
ขาวครีม 
ขาวขุ่น 

0.1-0.2 
0.1-0.2 
0.2-0.3 
0.1-0.2 

กลม 
กลม 
ไม่แน่นอน 
กลม 

นูน 
นูน 
นูนเล็กนอ้ย 
นูน 

เกล้ียง 
เกล้ียง 
เยิม้ 
เกล้ียง 

ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
ขอบเรียบ 
ไม่เรียบ 
ขอบเรียบ 

บวก 
บวก 
บวก 

ท่อนสั้น 
ท่อนยาว 
ท่อนสั้น 

SM032 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM033 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เยิม้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM034 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM035 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เยิม้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM036 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM037 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM038 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM039 เหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM040 เหลือง 0.1-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM041 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM042 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM043 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM044 
SM045 

ขาวใส 
ขาวขุ่น 

0.1-0.2 
0.1-0.2 

กลม 
กลม 

นูน 
นูน 

เกล้ียง 
เกล้ียง 

ขอบเรียบ 
ขอบเรียบ 

บวก 
บวก 

ท่อนสั้น 
ท่อนสั้น 

SM046 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM047 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM048 ขาวขุ่น 0.3-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM049 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM050 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM051 เหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM052 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม ไม่นูน แหง้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM053 ขาวครีม 0.3-0.4 กลม ไม่นูน แหง้ ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM054 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM055 ขาวเหลือง 0.3-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM056 ขาวครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูน แหง้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM057 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM058 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน แหง้ ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM059 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM060 ครีม 0.2-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM061 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM062 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM063 ครีม 0.3-0.4 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย ไม่เกล้ียง ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM064 ครีม 0.3-0.4 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย ไม่เกล้ียง ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM065 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM066 ครีม 0.3-0.5 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM067 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM068 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM069 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้ 
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM070 ครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM071 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM072 ครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM073 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM074 ขาวเหลือง 0.3-0.4 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM075 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM076 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM077 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM078 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM079 ครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ขอบไม่เรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM080 ครีม 0.2-0.3 กลม ไม่นูน แหง้ ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM081 ครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM082 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM083 ขาว 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของโคโลนี ผวิหนา้โคโลนี ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM084 เหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM085 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM086 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM087 ขาวครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM088 ขาวครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย ไม่เกล้ียง ไม่เรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM089 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM090 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM091 ขาวครีม 0.3-0.4 กลม นูน ไม่เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM099 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM100 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 

SM101 ขาว 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 

SM102 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 

SM103 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM104 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM105 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM106 ครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM107 ขาว 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM108 ครีม 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM109 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM110 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM111 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM112 ขาวชมพ ู 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM113 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM114 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อน 
SM115 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM116 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM117 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM118 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM119 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM120 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM121 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM123 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาวอว้น 
SM124 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ไม่เรียบ บวก ท่อนยาวผอม 
SM125 ขาวขุ่น 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM126 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM127 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM128 ขาวขุ่น 0.4-0.5 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM129 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM130 ขาวครีม 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM131 ขาว 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM132 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM133 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM134 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM135 ขาวใส 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ไม่เรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM136 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM137 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM138 ขาว 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นสาย 
SM139 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM140 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM141 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM142 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM143 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM144 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM145 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM146 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูนเล็กนอ้ย เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
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ตารางที ่4 (ต่อ) 
 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี ขนาดโคโลนี
(มม.) 

รูปร่าง
โคโลนี 

ความนูนของ
โคโลนี 

ผวิหนา้
โคโลนี 

ขอบโคโลนี การติดสี 
แกรม 

รูปร่างเซลล ์

SM147 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM148 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM149 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM150 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
SM151 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM153 ขาวใส 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM154 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนยาว 
SM155 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลม 
SM156 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM157 ขาวเหลือง 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนสั้น 
SM158 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นสาย 
SM159 ขาวใส 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM160 ขาวเหลือง 0.2-0.3 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก กลมต่อกนัเป็นคู่ 
SM161 ขาวครีม 0.2-0.3 ไม่แน่นอน นูนเล็กนอ้ย เยิม้ ไม่เรียบ บวก ท่อนยาว 
SM162 ขาวขุ่น 0.1-0.2 กลม นูน เกล้ียง ขอบเรียบ บวก ท่อนต่อกนัเป็นคู่ 
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จากผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเซลลพ์บวา่แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 
162 ไอโซเลต ติดสีแกรมบวก และใหผ้ลทดสอบคะตะเลสเป็นลบ สาํหรับรูปร่าง และการจดัเรียง
ตวัของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ พบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดมี้รูปร่างเซลลแ์บ่งไดเ้ป็น 6 กลุ่ม คือ 
รูปท่อนยาว (bacillus) จาํนวน 33 ไอโซเลต คิดเป็น 21 เปอร์เซ็นต ์ท่อนสั้น (short rod) 74 ไอโซเลต  
คิดเป็น 46 เปอร์เซ็นต ์ท่อนสั้นต่อกนัเป็นคู่ (diplobacilli) 5 ไอโซเลต คิดเป็น 3 เปอร์เซ็นต ์ท่อนยาว
เรียงต่อกนัเป็นสาย (lactobacilli) 10 ไอโซเลต คิดเป็น 6 เปอร์เซ็นต ์กลม (coccus) 20 ไอโซเลต 
คิดเป็น 12 เปอร์เซ็นต ์และกลมต่อกนัเป็นคู่ (diplococci) 19 ไอโซเลต คิดเป็น 12 เปอร์เซ็นต ์ 
ดงัภาพท่ี 5 ซ่ึงรูปร่าง และการจดัเรียงตวัของเซลลท่ี์ตรวจพบ จดัวา่เป็นลกัษณะเฉพาะของแบคทีเรีย
กรดแลคติก ตาม Bergey’ s Manualof Systematic Bacteriology volume 3 (Paul et al., 2009)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  ความถ่ีของรูปร่างเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกได ้(ตวัเลขแสดงถึงความถ่ีของรูปร่าง

เซลล)์  
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ลกัษณะสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียกรดแลคติกโดยทัว่ไป พบวา่เซลลเ์ด่ียว ๆ มีทั้งรูปร่าง
กลม และท่อน การจดัเรียงตวัพบไดท้ั้งเป็นเซลลเ์ด่ียว ๆ เป็นคู่ ต่อกนัเป็นสาย หรือเกาะกนัเป็นกลุ่ม 
(Axelsson, 2004) อญัชลินทร์ และ จีรชยั (2551) คดัเลือก และจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
นํ้านมดิบของแพะเขตภาคกลางของประเทศไทยได ้304 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียรูปท่อนจาํนวน 
185 ไอโซเลตและรูปร่างกลม 119 ไอโซเลต เม่ือจดัจาํแนกในระดบัสกุลของแบคทีเรียกรดแลคติก
พบวา่จาํแนกออกไดเ้ป็น 5 สกุล คือ Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus และ 
Leuconostoc ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเซลลเ์ป็นเพียงลกัษณะเบ้ืองตน้ ในการจดัจาํแนกและ
ระบุช่ือแบคทีเรียนั้นตอ้งอาศยัขอ้มูลผลการทดสอบทางชีวเคมี การใชแ้หล่งคาร์บอน และขอ้มูล
ทางชีวโมเลกุล เช่น การศึกษาลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ร่วมกนัจึงจะช่วยใหร้ะบุช่ือสปีชีส์ของ
แบคทีเรียไดแ้ม่นยาํ 
 
2. การคัดเลอืกแบคทเีรียกรดแลคติก 

 
    2.1 การทดสอบความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 

 
2.1.1 ความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดท่ีใชอ้อกซิเจนในการเจริญ 

 
          ผลการทดสอบการเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ี

รวบรวมไวโ้ดยการใชไ้มพ้นัปลายสาํลีเพาะเช้ือ โดยลากแบคทีเรียกรดแลคติกในแนวตั้งฉากกบั
แบคทีเรียก่อโรคบนอาหารแขง็ TSA ท่ีมี yeast extract ความเขม้ขน้ 0.6 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก)  
ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคได ้จะพบบริเวณการยบัย ั้งตรงบริเวณท่ี
แนวการเจริญของเช้ือท่ีอยูต่าํแหน่งตั้งฉาก ดงัภาพท่ี 6 พบวา่จากจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยก
ได ้162 ไอโซเลต มีแบคทีเรียกรดแลคติกเพียง 47 ไอโซเลต สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ คือ Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis DMST 
15676 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ดงัตารางท่ี 5 
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2.1.2 ความเป็นปฏิปักษต่์อ Clostridium perfringens 
 

         นาํแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 47 ไอโซเลตท่ีพบวา่มีความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อ
โรคบางชนิดท่ีใชอ้อกซิเจนเพื่อการเจริญมาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง Clostridium 
perfringens ATCC 13124 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ โดยใชว้ธีิเดียวกบั
การทดสอบความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรคกลุ่มท่ีใชอ้อกซิเจน แต่เปล่ียนอาหารท่ีใชท้ดสอบ
เป็น TSC agar (ภาคผนวก ก) และบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกเพียง 2 ไอโซเลต จากแบคทีเรีย 47 ไอโซเลต ท่ีนาํมาทดสอบ 
ดงัแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที ่5  การทดสอบความเป็นปฏิปักษข์องแบคทีเรียกรดแลคติกต่อแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในระบบทางเดินอาหารของสัตวปี์ก 
 

ลาํดบั รหสั 
แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. perfringens  
ATCC 13124 

1 SM016 - - +1 - 

2 SM017 +1 +1 +1 - 

3 SM021 +1 +1 +2 - 

4 SM027 +1 +1 +1 - 

5 SM053 +2 +2 +2 - 

6 SM054 +3 +3 +1 - 

7 SM055 +3 +3 +3 - 

8 SM056 +1 +1 +1 - 

9 SM061 +2 +1 +2 - 

10 SM064 +1 - +1 - 

11 SM068 +1 +1 +2 - 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั 
แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. perfringens  
ATCC 13124 

12 SM069 +1 +1 +1 - 

13 SM071 +1 +1 +1 - 

14 SM072 +1 +1 +1 - 

15 SM073 +2 +1 +2 - 

16 SM074 +1 +1 +2 - 

17 SM075 +1 +1 +1 - 

18 SM076 +1 +1 +1 - 

19 SM077 +2 +2 +2 - 

20 SM081 +2 +2 +2 +3 

21 SM090 +1 +1 +1 - 

22 SM094 +1 +1 +1 - 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

23 SM095 +3 +3 +3 - 

24 SM112 +2 +2 +2 - 

  

ลาํดบั รหสั 
แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. perfringens  
ATCC 13124 

25 SM114 +1 +1 +2 - 

26 SM133 +1 +1 +1 - 

27 SM135 +1 +1 +1 - 

28 SM136 +1 +1 +1 - 
29 SM137 +1 +2 +2 - 
30 SM138 +1 +1 +1 - 
31 SM139 +1 +1 +1 - 
32 SM141 +1 +1 +1 - 
33 SM142 +1 +1 +2 - 
34 SM143 +2 +2 +2 - 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั 
แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. perfringens  
ATCC 13124 

35 SM144 +2 +1 +2 - 
36 SM145 +2 +2 +1 - 
37 SM146 +2 +1 +1 - 
38 SM147 +2 +1 +1 - 
39 SM148 +1 +1 +2 - 
40 SM150 +1 +1 +1 - 
41 SM151 +1 +1 +1 - 
42 SM154 +1 +1 +1 +3 

43 SM157 +1 +1 +2 - 

44 SM158 +1 +1 +2 - 

45 SM159 +1 +1 +2 - 
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ตารางที ่5 (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั 

แบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ 

E. coli 
ATCC 25922 

S. Enteritidis 
DMST 15676 

S. Typhimurium 
ATCC 13311 

C. perfringens  
ATCC 13124 

46 SM161 +1 +1 +2 - 

47 SM162 +1 +1 +2 - 

 
หมายเหตุ -     หมายถึง ไม่เกิดบริเวณยบัย ั้ง 

+ 1  หมายถึง มีเส้นผา่นศูนยก์ลางการยบัย ั้ง 6 – 9 มิลลิเมตร 
+2   หมายถึง มีเส้นผา่นศูนยก์ลางการยบัย ั้ง 10 – 13 มิลลิเมตร 
+3  หมายถึง มีเส้นผา่นศูนยก์ลางการยบัย ั้ง 14 – 17 มิลลิเมตร 
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จากการทดสอบความเป็นปฏิปักษข์องแบคทีเรียกรดแลคติกต่อแบคทีเรียก่อโรค 3สายพนัธ์ุ
ท่ีใชอ้อกซิเจนเพื่อการเจริญ คือ Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Enteritidis DMST 
15676 และ S. Typhimurium ATCC 13311 ส่วน Clostridium perfringens ATCC 13124 เป็น
แบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนเพื่อการเจริญ พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 47 ไอโซเลต ท่ี
สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคชนิดท่ีใชอ้อกซิเจนเพื่อการเจริญไดท้ั้ง 3 สายพนัธ์ุ ดงัแสดงในตาราง
ท่ี 5 และลกัษณะการยบัย ั้งแสดงดงัภาพท่ี 6 ซ่ึงแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 47 ไอโซเลตน้ีสามารถ
ยบัย ั้ง S. Typhimurium ATCC 13311 ได ้คิดเป็น 29.01 เปอร์เซ็นตข์องไอโซเลตทั้งหมด ส่วน
แบคทีเรียท่ีสามารถยบัย ั้ง E. coli ATCC 25922 มีจาํนวน 46 ไอโซเลต คิดเป็น 28.40 เปอร์เซ็นต์
ของแบคทีเรียทั้งหมด และแบคทีเรียท่ีสามารถยบัย ั้ง S. Enteritidis DMST 15676 มีจาํนวน 45 ไอ
โซเลต คิดเป็น 27.77 เปอร์เซ็นตข์องแบคทีเรียทั้งหมด ดงัแสดงในภาพท่ี 8 โดยไอโซเลต SM055 
และ SM095 ยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 3 สายพนัธ์ุไดดี้ท่ีสุด คือ มีเส้นผา่นศูนยก์ลางการยบัย ั้ง 14-
17 มิลลิเมตร กบัแบคทีเรียก่อโรคท่ีนาํมาทดสอบทั้ง 3 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 5)  
 

 
 
 

 

 

 

 

ภาพที ่6  การทดสอบความเป็นปฏิปักษข์องแบคทีเรียกรดแลคติกต่อแบคทีเรียก่อโรค  Escherichia 
coli ATCC 25922 (EC), Salmonella Enteritidis DMST 15676 (SE) และ Salmonella 
Typhimurium ATCC 13311 (ST) บนอาหารแขง็ TSAYE ท่ี 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะ
ท่ีมีออกซิเจน ลูกศรแสดงบริเวณท่ีเกิดการยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ และ 
control คือ แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไม่พบกิจกรรมการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคท่ีใชใ้น
การศึกษาน้ี 

 

LAB 

SE 

ST 

EC 

Control 

SE 

EC 

ST 
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เม่ือนาํแบคทีเรียกรดแลคติก 47 ไอโซเลตท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคชนิดท่ีใช้
ออกซิเจนเพื่อการเจริญได้ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ดงักล่าวขา้งตน้มาทดสอบการเป็นปฏิปักษก์บั 
Clostridium perfringens ATCC 13124 พบวา่มีเพียง 2 ไอโซเลต (คิดเป็น 4.26 เปอร์เซ็นตข์อง
แบคทีเรียกรดแลคติก 47 ไอโซเลตท่ีนาํมาทดสอบ) คือ SM081 และ SM154 ท่ีสามารถยบัย ั้ง C. 
perfringens ATCC 13124 ได ้ดงัแสดงในภาพท่ี 7 และยงัพบวา่ไอโซเลต SM154 มีบริเวณยบัย ั้ง C. 
perfringens ATCC 13124 กวา้งกวา่ SM081 (ตารางท่ี 5)  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่7  ผลการทดสอบความเป็นปฏิปักษข์องแบคทีเรียกรดแลคติก SM081 และ SM154 ต่อ 
Clostridium perfringens ATCC 13124 (CP) บนอาหารแขง็ TSC ท่ี 37 องศาเซลเซียส ใน 
anaerobic jar เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ลูกศรแสดงบริเวณท่ีเกิดการยบัย ั้งการเจริญของ
แบคทีเรียทดสอบ และ control คือ แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไม่พบกิจกรรมการยบัย ั้ง
แบคทีเรียก่อโรคท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี 

SM081 

CP 

SM154 

CP 

control 
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ภาพที ่8  ความถ่ีของการพบแบคทีเรียกรดแลคติกท่ียบัย ั้ง Salmonella Enteritidis DMST 15676 
(SE), Salmonella Typhimurium ATCC 13311 (ST) และ Escherichia coli ATCC 25922 
(EC)  

 
แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารมีทั้งกลุ่มท่ีตอ้งการและไม่ตอ้งการออกซิเจนใน

การเจริญ เช่น Escherichia coli, Clostridium spp. เป็นตน้ Gunal et al. (2006) พบวา่การเจริญและ
เพิ่มจาํนวนของแบคทีเรียก่อโรคท่ีพบมากในไก่ ไดแ้ก่ E. coli, Salmonella spp., Clostridium 
perfringens, Campylobacter sputorum และ Listeria monocytogenes การเพิ่มจาํนวนของแบคทีเรีย
ก่อโรคเหล่าน้ี จะขดัขวางกลไกการทาํงานของเน้ือเยือ่ภายในร่างกายสัตว ์แยง่ดูดซึมสารอาหารจาก
สัตว ์และสร้างสารพิษหรือนํ้ายอ่ยท่ีสามารถทาํลายเน้ือเยือ่ของสัตว ์ส่งผลเสียต่อการเจริญเติบโต
ของสัตว ์และเพิ่มความเส่ียงในการเกิดโรคแทรกซอ้นอ่ืน ๆ จากการทดสอบความสามารถยบัย ั้งเช้ือ
ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร จะพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดส่้วนใหญ่สามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารกลุ่มท่ีตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ โดยในจาํนวนน้ีมี
เพียง 2 ไอโซเลตท่ีสามารถยบัย ั้ง Clostridium perfringens ไดด้ว้ย ซ่ึงคิดเป็น 4.26 เปอร์เซ็นตข์อง
ไอโซเลตท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคระบบทางเดินอาหารกลุ่มท่ีตอ้งการออกซิเจนในการ
เจริญท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี ไดท้ั้ง 3 สายพนัธ์ุ ดงันั้นหากแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้ง
แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารทั้งกลุ่มท่ีตอ้งการและไม่ตอ้งการออกซิเจนเพื่อการเจริญ 
โดยเฉพาะ C. perfringens ซ่ึงจะสร้างเอนโดสปอร์เม่ืออยูใ่นสภาวะแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม จะช่วย
ลดอตัราการเกิดโรคในระบบทางเดินอาหารไดม้ากยิง่ข้ึน นอกจากน้ียงัมีรายงานการวจิยัเก่ียวกบั
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร เช่น Svetoch et al. 
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(2011) รายงานวา่ Lactobacillus alivarius 1077 (NRRL B-50053) ซ่ึงแยกไดจ้ากลาํไส้สัตวปี์ก 
สามารถยบัย ั้งการเจริญของ S. Enteritidis ซ่ึงเป็นแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารของสัตว์
ไดแ้ละนอกจากน้ียงัมีรายงานการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli 
0157:H7, S. Entritidis DMST 17368 และ S. Typhimurium จากลาํไส้ไก่ (ปริยดา, 2550) ซ่ึง
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 และ SM154 ท่ีแยกไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ี นอกจากยบัย ั้ง C. 
perfringens ไดแ้ลว้ ยงัสามารถยบัย ั้ง E. coli ATCC 25922, S. Enteritidis DMST 15676 และ S. 
Typhimurium ATCC 13311 ไดอี้กดว้ย 

 
สาํหรับกลไกการยบัย ั้งจุลินทรียข์องแบคทีเรียกรดแลคติก นอกจากจะเกิดจากกรดอินทรีย์

ท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างข้ึนแลว้ ยงัอาจเน่ืองมาจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์เอทานอล ไดแอซิ
ติล แก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์และ แบคเทอริโอซิน ท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างข้ึน (De Vuyst and 
Vandamme, 1994 ) ซ่ึงสารเหล่าน้ีมีกลไกการยบัย ั้งจุลินทรียท่ี์แตกต่างกนัไป กิจกรรมการยบัย ั้งท่ี
เกิดจากกรดอินทรีย ์เช่น กรดแลคติกท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกผลิตข้ึนระหวา่งกระบวนการหมกั ซ่ึง
สามารถยบัย ั้งจุลินทรียน์ั้น ข้ึนกบัปริมาณของกรดท่ีไม่แตกตวั เน่ืองจากกรดอินทรียเ์ม่ืออยูใ่นรูปไม่
แตกตวัจะแพร่ผา่นเยือ่หุม้เซลลข์องจุลินทรีย ์และเกิดการแตกตวัของกรดภายในเซลลใ์หป้ระจุลบ
และโปรตอน ส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งกระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีจาํเป็นต่อเซลลจุ์ลินทรีย ์(Ammor 
et al., 2006) หรืออาจเกิดจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์เน่ืองจากการทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรียค์ร้ัง
น้ีทาํการเพาะเล้ียงเซลลใ์นสภาวะท่ีมีออกซิเจน แบคทีเรียกรดแลคติกจึงอาจมีการสร้าง และ หลัง่
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดอ์อกมานอกเซลล ์(Seki et al., 2004) เพื่อลดออกซิเจนในรูปท่ีเป็นพิษต่อ
เซลล ์ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์ป็นสารท่ีมีสมบติัเป็นตวัออกซิไดส์ท่ีรุนแรง มีผลต่อเซลลแ์บคทีเรีย
โดยสามารถทาํลายกรดนิวคลิอิค และโปรตีนได ้(Byczkowski and Gessner, 1988) นอกจากน้ีการ
ยบัย ั้งท่ีเกิดข้ึนอาจเกิดจากผลร่วมระหวา่งกรดแลคติก และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(Collins and 
Aramaki, 1980) หรือเกิดจากการท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างสารต่อตา้นจุลชีพท่ีมีมวลโมเลกุลตํ่า
ได ้Gong et al. (2010) รายงานวา่ Lactobacillus plantarum KLDS1.0391 ซ่ึงแยกไดจ้ากอาหารหมกั 
สร้าง plantaricin MG ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมลบ Salmonella Typhimurium และ Escherichia 
coli นอกจากน้ียงัยบัย ั้งแบคทีเรียแกรมบวก Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, 
Clostridium perfringens, Bacillus cereus และ B. subtilis ไดอี้กดว้ย 
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2.2 การทดสอบความสามารถยอ่ยไฟเตต 
 

ศึกษาความสามารถยอ่ยไฟเตตของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยการคดัเลือกบนอาหารแขง็
ดดัแปลง MRS-MOPs ท่ีเติมโซเดียมไฟเตต (ภาคผนวก ก) หากแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างเอนไซม์
ไฟเตสได ้จะเกิดเป็นบริเวณใสรอบโคโลนีของเช้ือ ซ่ึงเป็นผลจากการยอ่ยโซเดียมไฟเตตท่ีใชเ้ป็น
ซบัสเตรตบนอาหารเล้ียงเช้ือ ผลการทดลองพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกทุกไอโซเลตท่ีแยกไดส้ร้าง
บริเวณใสรอบโคโลนี แต่เน่ืองจากเม่ือแบคทีเรียกรดแลคติกเจริญจะสร้างกรดอินทรียค์วบคู่ไปดว้ย 
ซ่ึงกรดดงักล่าวอาจยอ่ยโซเดียมไฟเตตไดเ้ช่นกนั ดงันั้นผลการทดสอบบนอาหารแขง็อาจแสดง
ผลบวกปลอม (false positive) ได ้เพราะบริเวณใสท่ีเกิดข้ึน อาจเกิดจากการทาํปฏิกิริยาของกรด
ไม่ใช่การยอ่ยสลายโดยเอนไซม ์ดงันั้นจึงเล้ียงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS-MOPs 
(ภาคผนวก ก) แลว้เก็บนํ้าเล้ียงเซลลไ์ปวเิคราะห์กิจกรรมเอนไซม ์ซ่ึงก็ตรวจไม่พบกิจกรรมของ
เอนไซมไ์ฟเตสในนํ้าเล้ียงแบคทีเรียทุกไอโซเลตท่ีนาํมาทดสอบ 

 
แมพ้บวา่แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีทดสอบในงานวจิยัน้ี ไม่สามารถยอ่ยไฟเตตได ้แต่จาก

ความสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคท่ีสาํคญับางชนิดได ้ก็ยงันบัวา่มีลกัษณะเฉพาะท่ีน่าสนใจและ
เป็นประโยชน์ จึงควรนาํไปศึกษาคุณสมบติัอ่ืน ๆ ท่ีจะนาํไปใชเ้ป็นแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยอาจ
นาํไปใชใ้นรูปเช้ือเด่ียวหรือเช้ือผสม โดยผสมร่วมกบัจุลินทรียท่ี์มีกิจกรรมการยอ่ยไฟเตตไดดี้ก็ได ้
 
3. การทดสอบคุณสมบัติการเป็นแบคทเีรียโปรไบไอติกของแบคทเีรียกรดแลคติกทีค่ัดเลอืกได้ 
 
    3.1 การทนอุณหภูมิ 
 

การศึกษาการทนอุณหภูมิของแบคทีเรียไอโซเลต SM081 และ SM154 โดยเปรียบเทียบการ
เจริญของแบคทีเรีย เม่ือปรับความขุ่น (OD600) ของเช้ือตั้งตน้เท่ากบั 0.1 และบ่มท่ี 37 และ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบการเจริญจากค่า OD600 ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 6 
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ตารางที ่6  การเจริญท่ีอุณหภูมิ 37 และ 45 องศาเซลเซียสของแบคทีเรียไอโซเลต SM081 และ
SM154 ในอาหารเหลว MRS ท่ีเล้ียงในหลอดทดลอง แบบตั้งทิ้งไวเ้ฉย ๆ นาน 24 
ชัว่โมง 

 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

OD600 

SM081 SM154 

37 0.740.004 0.740.004 

45 0.380.03 0.310.005 

 
จากผลการทดลองพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 และ SM154 สามารถเจริญ

ไดท่ี้ 45 องศาเซลเซียส แต่มีค่าการเจริญนอ้ยกวา่ท่ี 37 องศาเซลเซียส โดยค่าการเจริญของแบคทีเรีย
ท่ี 45 องศาเซลเซียส ลดลงประมาณ 50 เปอร์เซ็นต ์จึงกล่าวไดว้า่แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซ
เลตเป็นแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง และท่ี 45 องศาเซลเซียสนั้น พบวา่ SM081 เจริญไดดี้กวา่ SM154 
เล็กนอ้ย สาํหรับแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูงจะมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่แบคทีเรียกลุ่มมีโซไฟล ์ท่ีเจริญไดดี้ท่ี
อุณหภูมิปานกลางเท่านั้น เน่ืองจากสัตวปี์กโดยทัว่ไปมีอุณหภูมิภายในร่างกายค่อนขา้งสูง โดยเฉล่ีย
ประมาณ 41 องศาเซลเซียส (เกียรติศกัด์ิ, 2544) และอุณหภูมิในร่างกายของแม่ไก่ คือ 42 องศา
เซลเซียส (ปฐม, 2540) ดงันั้นการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบติัทนร้อน จึงเป็นขอ้
ไดเ้ปรียบท่ีจะนาํไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์ ซ่ึงแบคทีเรียทั้งสองไอโซเลตน้ีเจริญได้
ท่ี 45 องศาเซลเซียส จึงน่าจะทนอุณหภูมิในระบบทางเดินอาหารสัตวไ์ด ้ 
 
    3.2 การทนกรดและเกลือนํ้าดี 

 
การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อใชเ้ป็นโปรไบโอติกนั้น นอกจากคุณสมบติัการทน

อุณหภูมิสูงแลว้ ควรคน้หาแบคทีเรียท่ีเม่ือเขา้สู่ช่องปาก และระบบทางเดินอาหารแลว้ จะสามารถ
รอดชีวติและเพิ่มจาํนวนเซลลไ์ด ้เน่ืองจากสภาพแวดลอ้มของช่องปากมีค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 6.2-7.4 
ซ่ึงเป็นช่วงพีเอชท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเจริญได ้แต่สภาพแวดลอ้มของกระเพาะอาหารจะ
มีค่าพีเอชช่วงท่ีเป็นกรด เน่ืองจากเป็นบริเวณท่ีมีการผลิตกรดไฮโดรคลอริก เพื่อกระตุน้ใ หเ้อนไซม์
ท่ีอยูใ่นกระเพาะอาหารทาํหนา้ท่ียอ่ย ดงันั้นในกระเพาะอาหารจึงมีค่าพีเอชประมาณ 2.0-3.0 ซ่ึงเป็น
ค่าพีเอชท่ีไม่เหมาะสมสาํหรับการเจริญของแบคทีเรีย และในส่วนของลาํไส้จะมีนํ้าดี ท่ีสังเคราะห์
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จากตบั แต่ส่งไปยอ่ยไขมนัในลาํไส้ ซ่ึงผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย มีไขมนัเป็นองคป์ระกอบ จึงอาจ
เกิดความเสียหาย เน่ืองจากการยอ่ยของนํ้าดี ดงันั้นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีจะนาํไปใชเ้ป็นโปรไบโอ
ติกควรทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดในกระเพาะอาหาร (Jacobsen et al., 1999) และเกลือนํ้าดีบริเวณ
ลาํไส้เล็กส่วนตน้ (Gilliland et al., 1984) จากการศึกษาการทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดและเกลือนํ้าดี
ของแบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลต SM081 และ SM154 ไดผ้ลดงัแสดงในตารางท่ี 7  
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ตารางที ่7  การรอดชีวติของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสภาวะกรดต่าง ๆ และ เกลือนํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

LAB Strain Time (h) 
การรอดชีวติ (log cfu/ml) 

control(6.5) 0.3% bile salt pH2 pH2.5 pH3 pH3.5 
    SM081 0 7.68(0.02) 7.6(0.01) 7.52(0.02) 7.47(0.02) 7.47(0.01) 7.52(0.04) 
 1 8.01(0.02) 7.51(0.02) 2.86(0.1) 6.47(0) 7.45(0.03) 8.21(0.02) 
 2 8.42(0.04) 7.76(0.05) NV 6.27(0.01) 7.46(0) 7.47(0.05) 
 3 8.47(0.0) 7.8(0.02) NV 4.04(0.02) 7.28(0.03) 7.48(0.01) 
 4 8.83(0.02) 8.19(0.08) NV 3.8(0.01) 7.42(0.02) 7.40(0.02) 
 5 9.04(0.02) 8.01(0.01) NV 2.72(0.07) 7.47(0.01) 7.48(0.01) 
        
    SM154 0 7.92(0.07) 7.93(0.02) 7.90(0.1) 7.82(0.1) 7.81(0.07) 7.80(0.04) 
 1 8.17(0.05) 8.24(0.05) NV 7.83(0.02) 7.78(0.06) 7.88(0.02) 
 2 8.65(0.02) 8.41(0.04) NV 7.81(0.08) 7.97(0.06) 7.67(0.06) 
 3 8.78(0.05) 8.53(0.02) NV 7.68(0.07) 8.00(0.06) 8.08(0.07) 
 4 9.1(0.06) 8.80(0.05) NV 7.02(0.03) 7.92(0.02) 8.17(0.04) 
 5 9.39(0.01) 8.88(0.1) NV 6.67(0.6) 7.92(0.03) 8.17(0.08) 

หมายเหตุ NV (No viability) หมายถึง ไม่มีการรอดชีวติ ตวัเลขในวงเล็บ หมายถึง ค่า standard deviation (SD)  
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การทดสอบความทนกรด ซ่ึงเป็นปัจจยัสาํคญัท่ีทาํใหแ้บคทีเรียกรดแลคติกดาํรงชีวติอยู่
ไดภ้ายใตส้ภาวะท่ีเป็นกรดในกระเพาะอาหาร พบวา่แบคทีเรียทั้งสองไอโซเลตรอดชีวติไดน้อ้ยลง
ท่ีพีเอช 2 และ 2.5 หลงัจากบ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยพบวา่ แบคทีเรียไอโซเลต SM154 ไม่สามารถ
รอดชีวติได ้หลงัจากบ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีค่าพีเอชเท่ากบั 2 ขณะท่ีไอโซเลต 
SM081 พบจาํนวนเซลลล์ดลงจาก 7.52 log CFU ต่อมิลลิลิตร เหลือ 2.86 log CFU ต่อมิลลิลิตร 
หลงับ่มเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ดงัตารางท่ี 7 ในขณะท่ีเม่ือบ่มในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับพีเอช 2.5 พบวา่
แบคทีเรียไอโซเลต SM081 และ SM154 มีจาํนวนเซลลล์ดลงจาก 7.52 log CFU ต่อมิลลิลิตร เป็น 
2.72 และ 6.67 log CFU ต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั หลงับ่มเป็นเวลา 5 ชัว่โมง โดย SM154 มีการรอด
ชีวติลดลงเพียง 1 log CFUต่อมิลลิลิตร ขณะท่ี SM081 มีการรอดชีวติลดลงถึง 5 log CFU ต่อ
มิลลิลิตร นอกจากน้ีผลการทดลองยงัแสดงวา่ ท่ีพีเอช 3 และ 3.5 แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 
SM154 รอดชีวติไดดี้กวา่ SM081 ถึง 2.5 เท่า เม่ือพิจารณาจากภาพท่ี 9 และ 10 พบวา่จาํนวน
แบคทีเรีย SM081 และ SM154 เปล่ียนแปลงเพียงเล็กนอ้ย โดยไอโซเลต SM154 มีจาํนวนเซลล์
เพิ่มข้ึน ประมาณ 0.4 log CFU ต่อมิลลิลิตร เม่ือบ่มเช้ือเป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

 
จากผลการทดลองแสดงวา่แบคทีเรียกรดแลคติก SM081 และ SM154 มีแนวโนม้รอด

ชีวติไดภ้ายใตส้ภาวะเป็นกรด หรือสภาวะในกระเพาะอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์รวมถึงสัตวปี์ก 
เช่น ไก่ อนัเน่ืองจากกรดไฮโดรคลอริกท่ีมีความเขม้ขน้สูงในนํ้ายอ่ยท่ีหลัง่ออกมา 
(Charalampopoulos et al., 2003) Musikasang et al. (2009) รายงานวา่พีเอชในระบบทางเดินอาหาร
ของไก่อยูใ่นช่วง 2.5-4.7 และ ใชเ้วลาในการลาํเลียงอาหาร 1-3 ชัว่โมง ข้ึนอยูก่บัขนาดโมเลกุลของ
อาหารสัตว ์นอกจากน้ี Sturkie (1976) รายงานวา่ระบบทางเดินอาหารของไก่ ตั้งแต่หลอดลมจนถึง
ลาํไส้เล็กส่วนตน้มีสภาวะเป็นกรด (3.17-6.40) ลาํไส้เล็กส่วนปลายจนเกือบจะถึงกลาง ส่วนสาํไส้
ใหญ่ประมาณไส้ต่ิง และกระพุง้กน้ มีสภาวะเป็นกรดจนถึงด่าง กระเพาะอาหารของสัตวจ์ะมี
สภาวะเป็นกรด เน่ืองจากเอนไซมท่ี์ทาํหนา้ท่ียอ่ยในกระเพาะอาหาร เช่น pepsinogen เป็นรูป 
proenzyme เม่ือมี HCl จึงเปล่ียนเป็นเพปซิน นอกจากน้ียงัพบวา่ลูกสัตวก่์อนหยา่นม มีสภาพพีเอช
ในกระเพาะอาหารเป็นกรดเน่ืองจากบริโภคนํ้าตาลแลคโตสในนม แลว้เกิดกรดแลคติก ส่งผลใหใ้น
กระเพาะอาหารของลูกสัตวก่์อนหยา่นมมีค่าพีเอชอยูใ่นช่วง 3-4 (ชรินทร์, 2539) ดงันั้นการท่ีพบวา่
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 และ SM154 ในงานวจิยัน้ี สามารถทนความเป็นกรดได้
นานกวา่ 5 ชัว่โมง ท่ีพีเอช 2.5 แสดงวา่ทั้ง SM081 และ SM154 เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมี
แนวโนม้สูงท่ีจะทนสภาวะกรดในกระเพาะอาหารได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Missotten et al. 
(2009) ซ่ึงแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากระบบทางเดินอาหารสัตวเ์ช่นกนั และคดัเลือกแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีมีศกัยภาพในการผลิตอาหารสุกร พบวา่ Lactobacillus mucosa, L. brevis, L. reuteri, 
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L. johnsonii และ L. plantarum สามารถเจริญและรอดชีวติได้นาน 4 ชัว่โมง ในอาหารเหลว MRS ท่ี
พีเอช 2.5 ในขณะท่ี L. lactis ATCC 11454, L. paracasei ATCC 27092, L. casei vcATCC 393 และ 
L. rhamnosus ATCC 53103 รอดชีวติไดเ้พียง 45 นาที ท่ีพีเอช 2.5 แต่รอดชีวติไดน้าน 3 ชัว่โมง ท่ีพี
เอช 3 (Andrea et al., 2012) L. salivarius SMXD51 รอดชีวตินาน 3 ชัว่โมง ท่ีพีเอช 3 (Messaoudi et 
al., 2012) และสามารถนาํไปใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารสัตวไ์ด้ 

 
นํ้าดีสังเคราะห์มาจากตบั แลว้เก็บไวใ้นถุงนํ้าดี ไม่ถือวา่นํ้าดีเป็นเอนไซม ์เพราะจะเปล่ียน

สภาพไปจากเดิม เม่ือปฏิกิริยาส้ินสุด หลงัจากการกินอาหารจะมีนํ้าดีหลัง่ออกมายงัลาํไส้เล็กส่วน
ตน้ และเน่ืองจากเยือ่หุม้เซลลข์องแบคทีเรียมีส่วนประกอบของไขมนัและกรดไขมนัท่ีถูกทาํลายได้
โดยนํ้าดี (Mattila-Sandholm et al., 2002) การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการอยูร่อดใน
สภาวะท่ีมีนํ้าดี จึงเป็นคุณสมบติัอีกประการหน่ึงท่ีใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติกผล
การศึกษาความทนต่อเกลือนํ้าดีของแบคทีเรียกรดแลคติก SM081 และ SM154 โดยเล้ียงเช้ือใน
อาหารเหลว MRS ท่ีเติมเกลือนํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส และเขยา่ท่ี 
170 รอบต่อนาที จากนั้นสุ่มเก็บตวัอยา่งทุก ๆ ชัว่โมง เป็นเวลา 5 ชัว่โมง พบวา่แบคทีเรียกรดแล
คติกไอโซเลต SM081 และ SM154 สามารถรอดชีวติและเพิ่มจาํนวนไดใ้นอาหารเหลว MRS ท่ีเติม
เกลือนํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์เม่ือบ่มเป็นเวลา 5 ชัว่โมง โดยไอโซเลต SM081 และ SM154 
เพิ่มจาํนวนจากเดิม คือ 7.60 และ 7.93 log CFU ต่อมิลลิลิตร เป็น 8.01 และ 8.88 log CFU ต่อ
มิลลิลิตร ตามลาํดบั จากผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 และ 
SM154 มีแนวโนม้ท่ีจะรอดชีวติและเจริญอยูภ่ายในลาํไส้ของสัตวไ์ด ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อน
หนา้น้ี ท่ีรายงานวา่แบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus ssp, L. plantarum และ Weissella confusa 
31 สามารถเจริญในอาหารเหลว MRS ท่ีเติมเกลือนํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์(Tanja et al., 
2010; Salah et al., 2012 and Lee et al., 2012) สามารถรอดชีวติและเจริญอยูภ่ายในลาํไส้ และใช้
เป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกได ้
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ภาพที ่9  การรอดชีวติของแบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลต SM081 ท่ีสภาวะกรดต่าง ๆ และ เกลือ  
               นํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 37 องศาเซลเซียส 

 

 
 

 
 

 
 

 
ภาพที ่10  การรอดชีวติของแบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลต SM154 ท่ีสภาวะกรดต่าง ๆ และ เกลือ 
                 นํ้าดี ความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
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เม่ือเปรียบเทียบภาพท่ี 9 และ 10 จะเห็นไดช้ดัวา่แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM154 
สามารถทนต่อสภาวะแวดลอ้มท่ีเป็นกรด และมีเกลือนํ้าดี ความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ท่ี 37 องศา
เซลเซียส ไดดี้กวา่ไอโซเลต SM081 ถึงแมว้า่ไอโซเลต SM081 จะทนความเป็นกรดท่ีค่าพีเอช 2 ได้
นานกวา่ ซ่ึงอาจเน่ืองจาก SM154 เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกจากแหนม เป็นผลิตภณัฑอ์าหาร
หมกัท่ีมีพีเอชตํ่า ซ่ึงการหมกัแหนมตอ้งใชร้ะยะเวลาถึง 3 วนั เช้ืออาจมีการปรับตวัใหค้่อย ๆ ทน
กรดได ้เพราะค่าพีเอชของแหนมโดยทัว่ไปอยูท่ี่พีเอช 4.6 หรือตํ่ากวา่น้ี (Jaichumjai et al., 2010) จึง
ส่งผลใหแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกจากแหนมสามารถทนกรดได้ 
 
4. การจัดจ าแนกและระบุช่ือแบคทเีรียกรดแลคติกทีค่ัดเลอืกได้ 
 

การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียกรดแลคติก SM081 
และ SM154 กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียในฐานขอ้มูล EzTaxon-e (http://eztaxon-
e.ezbiocloud.net/) พบวา่ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไอโซเลต SM081 เหมือนกบั Weissella 
paramesenteroides ATCC 33313โดยแสดงค่าความเหมือนเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
ผลการศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลข์องแบคทีเรียไอโซเลต SM081 ท่ีพบวา่เซลลมี์รูปร่างกลม ติดสี
แกรมบวก จดัเรียงตวัเป็นคู่ และต่อกนัเป็นสาย (ภาพท่ี 11a) รวมทั้งผลการทดสอบการสร้าง
เอนไซมค์ะตะเลสท่ีเป็นบวก เช่นเดียวกบั Weissella paramesenteroides (Paul et al., 2009) สาํหรับ
ไอโซเลต SM154 นั้นพบวา่มีลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA เหมือนกบั Lactobacillus 
plantarum subsp. plantarum ATCC 14917 โดยแสดงค่าความเหมือนเท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงก็
สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลข์องแบคทีเรียไอโซเลต SM154 ท่ีพบวา่เซลลมี์
รูปร่างท่อน ติดสีแกรมบวก จดัเรียงตวัทั้งแบบท่ีเป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นคู่ หรือต่อกนัเป็นสาย (ภาพท่ี 
11b) และมีผลการทดสอบการสร้างเอนไซมค์ะตะเลสท่ีเป็นบวกเช่นกนั (Paul et al., 2009) ดงันั้น
จึงสรุปวา่แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 และ SM154 คือ W. paramesenteroides และ L. 
plantarum subsp. plantarum ตามลาํดบั (ตารางท่ี 8) 

 
 
 
 

 
  

89 

http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/
http://eztaxon-e.ezbiocloud.net/


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่11  ลกัษณะรูปร่างเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต SM081 (a) และ SM154 (b)    
                 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
  

a 

b 
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ตารางที ่8  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon – e  
 

Isolates Closest species 
Similarity 

(%) 
Diff/Total nt Results 

SM081 Weissella paramesenteroides ATCC 33313T (AB023238) 100 0/1284 Weissella paramesenteroides  

SM154 Lactobacillus plantarum subsp.plantarum ATCC 14917T (AJ965482) 100 0/1297 Lactobacillus plantarum subsp. 

plantarum 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การแยกและคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ MRS agar ท่ีเติม
แคลเซียมคาร์บอเนต ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์จากตวัอยา่งท่ีเก็บจากแหล่งต่าง ๆ จาํนวน 
110 ตวัอยา่ง แยกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 162 ไอโซเลต เม่ือศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลล ์
พบวา่แบคทีเรียทั้งหมดติดสีแกรมบวกและใหผ้ลทดสอบคะตะเลสเป็นลบ การศึกษารูปร่าง และ
การจดัเรียงตวัของเซลล ์พบวา่แบ่งไดเ้ป็น 6 กลุ่ม คือ รูปท่อนยาวจาํนวน 74 ไอโซเลต ท่อนสั้น 33 
ไอโซเลต ท่อนสั้นต่อกนัเป็นคู่ 5 ไอโซเลต ท่อนยาวต่อกนัเป็นสาย 10 ไอโซเลต กลม 20 ไอโซเลต 
และ กลมต่อกนัเป็นคู่ 19 ไอโซเลต 

 
การทดสอบความเป็นปฏิปักษต่์อแบคทีเรียก่อโรค 3 สายพนัธ์ุ คือ Escherichia coli ATCC 

25922, Salmonella Enteritidis DMST 15676 และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 พบวา่มี
แบคทีเรียกรดแลคติก 47 ไอโซเลต ท่ีสามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ง 3 สายพนัธ์ุดงักล่าว เม่ือนาํ
แบคทีเรียทั้ง 47 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง Clostridium perfringens ATCC 
13124 ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนเพื่อการเจริญ พบวา่มีแบคทีเรียเพียง 2 ไอโซเลตท่ี
ยบัย ั้ง C. perfringens ATCC 13124 ได ้คือ ไอโซเลต SM081 และ SM154 นอกจากน้ีไอโซเลต 
SM154 มีบริเวณยบัย ั้ง C. perfringens ATCC 13124 กวา้งกวา่ไอโซเลต SM081 อยา่งไรก็ตามไม่
พบการสร้างเอนไซมไ์ฟเตสในแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งสองไอโซเลตน้ี แต่แบคทีเรียทั้ง 2 ไอโซ
เลต เป็นแบคทีเรียทนอุณหภูมิสูง โดยเจริญไดท่ี้ 45 องศาเซลเซียส และสามารถอยูร่อดไดใ้นอาหาร
ท่ีมีพีเอช 2.5 และ มีเกลือนํ้าดีความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์

 
การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต 

SM081 และ SM154 คือ Weissella paramesenteroides และ Lactobacillus plantarum subsp. 
plantarum ตามลาํดบั 
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ผลการศึกษาคุณสมบติัเบ้ืองตน้สาํหรับโปรไบโอติกของ Weissella paramesenteroides 
SM081 และ Lactobacillus plantarum SM154 แสดงใหเ้ห็นวา่ W. paramesenteroides SM081 และ 
L. plantarum SM154 สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคบางชนิดในระบบทางเดินอาหารสัตวท์ั้งท่ี
ตอ้งการและไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญบางชนิด เจริญไดท่ี้ 45 องศาเซลเซียส นอกจากน้ียงั
สามารถรอดชีวติในสภาวะเป็นกรดมีค่าพีเอช 2.5 และเพิ่มจาํนวนในสภาวะท่ีมีเกลือนํ้าดีความ
เขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์จึงคาดวา่จะสามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารสัตวไ์ด้ 
 

ข้อเสนอแนะ 
 

เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติก เป็นแบคทีเรียท่ีตายง่าย ดงันั้นหากจะนาํไปประยกุตใ์ชใ้น
ระดบัอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์จาํเป็นตอ้งมีการศึกษาความสามารถการรอดชีวติในกระบวนการ
ผลิต และระหวา่งการเก็บรักษาอาหารสัตว ์นอกจากน้ีควรศึกษาความสามารถการยดึเกาะเซลลข์อง
แบคทีเรียกรดต่อเซลลเ์ยือ่บุของอวยัวะภายในทางเดินอาหารในหอ้งปฏิบติัการ เน่ืองจาก
ความสามารถการยดึเกาะเซลลเ์ยือ่บุของอวยัวะภายในทางเดินอาหาร เป็นอีกคุณสมบติัหน่ึงของ
โปรไบโอติก เพื่อใหแ้น่ใจวา่ Weissella paramesenteroides SM081 และ Lactobacillus plantarum 
SM154 สามารถนาํมาใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพจริง 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 
 
อาหารเหลว deMan-Rogosa-Sharpe (MRS: LabM, England) 

MRS (DeMan-Rogosa-Sharpe)    55 กรัม 
นํ้ากลัน่      1 ,000 มิลลิลิตร  
pH 6.4±0.2 
 
วธีิเตรียม ชัง่ผงอาหารสาํเร็จรูป 55 กรัม ในนํ้า 1 ลิตร ใชค้วามร้อนช่วยจนละลาย แบ่งเป็น

ส่วน ๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที กรณีท่ีตอ้งการ
เตรียม MRS ท่ีมี CaCO3 ใหเ้ติม CaCO3 ใหมี้ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์

 
อาหารเหลว สูตรดัดแปลง MRS-MOPS (Ponnala and Halami, 2009) 

Peptone      10 กรัม 
Yeast extract       2 กรัม  
Meat extract     4 กรัม  
Sodium phytate     0.65 กรัม  
Glucose      10 กรัม  
Sodium acetate     5 กรัม 
Magnesium sulphate    0.2 กรัม  
Manganese sulphate    0.05 กรัม 
Tween 80     1.08 กรัม 
Ammonium citrate    2 กรัม   
MOPS (3-[N-Morpholino] propanesulfonic acid) 30 กรัม 
นํ้ากลัน่      1 ,000 มิลลิลิตร  
pH 6.4±0.2 
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อาหารแข็ง Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC: Oxoid, UK) 
 Tryptose     15 กรัม 
 Soya peptone     5 กรัม 
 Yeast extract     5 กรัม  
 Sodium metabisulphite    1 กรัม  
 Ferric ammonium citrate    1 กรัม  
 Agar      19 กรัม  
 D-cycloserine*     400 มิลลิกรัม 
 นํ้ากลัน่      1,000 มิลลิลิตร 

pH 7.6±0.2 
 
* วธีิเตรียม ผสมผงอาหารสาํเร็จรูป 47 กรัม ในนํ้า 1 ลิตร ใชค้วามร้อนช่วยจนละลาย 

แบ่งเป็นส่วน ๆ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
สารละลาย cycloserine ละลาย D-cycloserine 1กรัม ในนํ้ากลัน่ 10 มิลลิลิตร ทาํให้

ปราศจากเช้ือโดยการกรอง และเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใชผ้สมในอาหารก่อน
ใชง้านทุกคร้ังเม่ือตอ้งการใชง้าน ให้เติมสารละลาย cycloserine ท่ีเตรียมไว ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลง
ในอาหาร 250 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เทลงจานเพาะเช้ือ เพื่อใชส้าํหรับการแยก 
Clostrotridium perfringens 

 
อาหารแข็ง Tryptic Soy Agar (TSA: LabM, England) 

Tryptone     17 กรัม 
Soy peptone     3 กรัม 
Sodium chloride     5 กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate   2.5 กรัม 
Dextrose     2.5 กรัม 
Agar      15 กรัม  
นํ้ากลัน่      1 ,000 มิลลิลิตร  
 
วธีิเตรียม ชัง่ผงอาหารสาํเร็จรูป 30 กรัม ในนํ้า 1 ลิตร ใชค้วามร้อนช่วยจนละลาย แบ่งเป็น

ส่วน ๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
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อาหารแข็ง TSAYE (Teo and Tan, 2005) 
Tryptone     17 กรัม 
Soy peptone     3 กรัม 
Sodium chloride     5 กรัม 
Dipotassium hydrogen phosphate   2.5 กรัม 
Dextrose     2.5 กรัม 
Yeast extract     6 กรัม 
Agar      15 กรัม  
นํ้ากลัน่      1 ,000 มิลลิลิตร  
pH 7.1±0.2   
 
วธีิเตรียม ชัง่ผงอาหาร TSA สาํเร็จรูป 55 กรัม ผสมกบั yeast extract 6 กรัม ในนํ้า 1 ลิตร 

ใชค้วามร้อนช่วยจนละลาย แบ่งเป็นส่วน ๆ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นาํไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที 
 
อาหารเหลว Fluid Thioglycolate broth (LabM, England) 
 Trytone      15 กรัม 
 L-Crytine     0.5 กรัม 
 Glucose      5.5 กรัม 
 Yeast extract     5.0 กรัม 
 Sodium Chloride     2.5 กรัม 
 Resazurin     0.001 กรัม 
 Agar      0.75 กรัม 
 นํ้ากลัน่      1,000 มิลลิลิตร 
 

อาหารเล้ียงเช้ือทุกชนิด ปรับพีเอชใหมี้ค่าตามตอ้งการดว้ยกรดไฮโดรคลอริก 1 นอร์มอล 
และโซเดียมไฮดรอกไซด ์1 นอร์มอล น่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอ ท่ี 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
สารเคมี 
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สารเคมี 
 
0.05M Sodium acetate buffer 

0.2M Acetate acid  15 มิลลิลิตร 
0.2M Sodium acetate  35 มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่    150 มิลลิลิตร 
pH 5.0 
 

Trichliroacetate acid (TCA) ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ 
Trichliroacetate acid  50 มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 
 

Sodium phytase ความเข้มข้น 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
Sodium phytase   3 มิลลิลิตร 
นํ้ากลัน่    1,000 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ค 
การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนี และเซลลข์องแบคทีเรีย 
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การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของโคโลนี และเซลล์ของแบคทเีรีย  
 
1. สัณฐานวทิยาของโคโลนี (จุลชีววทิยาปฏิบติัการ, 2554) 
 
 เม่ือแยกเช้ือโดยใหเ้จริญบนอาหารแขง็ ลกัษณะการเจริญจะเกิดเป็นโคโลนีของเช้ือ 
สามารถมองเห็นดว้ยตาเปล่า รูปร่างและลกัษณะโคโลนีจะมีความแตกต่างกนัไปตามชนิดของ
แบคทีเรีย ลกัษณะน้ีจึงถูกนาํมาใชเ้ป็นส่วนหน่ึงในการจดัจาํแนกเบ้ืองตน้ ซ่ึงลกัษณะของโคโลนีท่ี
ตอ้งจดบนัทึกเพื่อใชใ้นการจดัจาํแนก คือ 
 
 รูปร่าง ( Form) 

Punctiform  จุดกลม เส้นผา่นศูนยก์ลางไม่เกิน 1 มิลลิเมตร 
Circular  กลมขอบเรียบ เส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร 
Filamentous ลกัษณะเป็นเส้นแผก่ระจายออก หรือสานกนั 
Irregular รูปร่างไม่แน่นอน เส้นขอบคดโคง้ 
Rhizoid  เส้นขอบไม่เรียบ แตกออกคลา้ยรากไม ้
Spindle  รูปร่างคลา้ยกระสวย มกัเกิดอยูภ่ายในเน้ืออาหาร  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

Punctiform      Circular    Filamentous     Irregular        Rhizoid         Spindle 
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ความสูง (Elevation) 
  Flat  โคโลนีแบนราบ ไม่มีความสูง 
  Raised   โคโลนีหนาราบ หรือเป็นชั้น ๆ 

Convex   โคโลนีสูงโคง้คลา้ยกระจกนูน 
Pulvinate  โคโลนีโคง้คลา้ยเบาะรองนัง่ 
Umbonate โคโลนีโคง้ตรงกลางนูนเป็นชั้นท่ีสอง 
 
 

          Flat                  Raised             Convex            Pulvinate         Umbonate 

 
ขอบของโคโลนี (Margin) 

  Entire  ขอบโคโลนีเรียบ 
Undulate ขอบโคโลนีเป็นร้ิว 
Lobate  ขอบโคโลนีเป็นร่องลึก 
Erose  ขอบโคโลนีคลา้ยหนามแหลมยืน่ออกไป 
Filamentous ขอบโคโลนีเป็นเส้นยืน่ออกไปโดยรอบ 
Curled  ขอบโคโลนีเป็นวงร้ิวขนานรอบโคโลนี 
 
 
 

                   Entire       Undulate         Lobate          Erose       Filamentous        Curled 
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2. การย้อมสีแบบแกรม (Garbutt, 1997) 
 

วธีิปฏิบัติ 
 

1. ทาํความสะอาดสไลดแ์ละเช็ดใหแ้หง้ 
2. หยดนํ้ากลัน่ลงบนแผน่สไลด ์ 1 หยด และเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิ 1 ลูป สเมียร์( smear)ให้

เช้ือกระจาย 
3. ตรึงเซลลใ์หติ้คกบัสไลดโ์ดย นาํแผน่สไลดผ์า่นเปลวไฟ 2-3 คร้ัง 
4. ยอ้มสีดว้ยสารละลาย crystal violet เป็นเวลา 1 นาที เทสีทิ้ง ลา้งแผน่สไลดด์ว้ยนํ้า

กลัน่ 
5. หยดสารละลายไอโอดีนเป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง ลา้งแผน่สไลด์

ดว้ยนํ้ากลัน่ พร้อมทั้งหยดแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ลงไปบนสไลด ์เพื่อชะสีส่วนเกินออกไป ลา้ง
แผน่สไลดด์ว้ยนํ้ากลัน่ 

6. ยอ้มสีดว้ยสารละลาย saflanin O เป็นเวลา 1 นาที ลา้งสีดว้ยนํ้ากลัน่อีกคร้ัง 
7. ซบัแผน่สไลดใ์หแ้หง้ นาํไปตรวจสอบลกัษณะรูปร่างเซลลแ์ละการจดัเรียงตวัดว้ย

กลอ้งจุลทรรศน์ 
 
3. การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Garbutt, 1997) 
 
 หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์( H2O2) เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ลงบนสไลด ์ 1 หยด 
แลว้ใชลู้ปเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิท่ีตอ้งการทดสอบ สเมียร์ลงบนสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ถา้พบ
โคโลนีเกิดฟองอากาศ แสดงวา่ แบคทีเรียนั้นใหผ้ลบวก ส่วนโคโลนีท่ีไม่เปล่ียนแปลงจะใหผ้ลลบ 
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ภาคผนวก ง 
การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 
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การวเิคราะห์กจิกรรมของเอนไซม์ 
 

1. การวเิคราะห์กิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตส (ดดัแปลงมาจากวธีิของ Ullah et al., 1987) 
 
 เป็นการวดัปริมาณของสารอนินทรียฟ์อสเฟตท่ีปลดปล่อยออกมาจากซบัสเตรตท่ีใชคื้อ 
โซเดียมไฟเตต ความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
 
วธีิการวเิคราะห์ 
 

1. ผสมโซเดียมไฟเตต ความเขม้ขน้ 0.3 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร กบั acetate 
buffer pH 5.0 ปริมาตร 800 ไมโครลิตร 

2. บ่มเป็นเวลา 5 นาที ท่ี 37 องศาเซลเซียส 
3. เติมสารละลายเอนไซม ์100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
4. หยดุปฏิกิริยาดว้ย Trichloroacetic acid 5 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
5. เติม Developing reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (สารละลายผสมของ ammomium 

molybdate 3 เปอร์เซ็นต์, H2SO4 11 เปอร์เซ็นต ์และ FeSO4.7H2O ในอตัราส่วน 2:2:1 โดยปริมาตร) 
ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที และนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 นา
โนเมตร  

6. นาํค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าวเิคราะห์หาปริมาณฟอสเฟต โดยเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานฟอสเฟต 
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y = 1.303x + 0.053
R² = 0.987
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2. การวเิคราะห์หาปริมาณฟอสเฟต (Cooper and Helen, 1983) 
 
 2.1 สร้างกราฟมาตรฐานโดยใชส้ารละลายไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
ความเขม้ขน้ 0-1 ไมโครโมลต่อลิตร 
 2.2 เติมสารละลายมาตรฐานปริมาตร 2 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองท่ีแหง้และสะอาด 
 2.3 เติม Developing reagent ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 
นาที 
 2.4 นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 นาโนเมตร และเขียนกราฟมาตรฐาน
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงกบัปริมาณฟอสเฟต 
 2.5 หาปริมาณฟอสเฟตโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน  
 

 
ภาพผนวกที ่ง1  กราฟมาตรฐานฟอสเฟต 
 
 
 
 
 

  

124 



ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ    นางสาวสุกานดา หมุ่ยยงุ 
เกดิวนัที่    15 มิถุนายน 2530 
สถานทีเ่กดิ   อาํเภอทุ่งใหญ่ จงัหวดันครศรีธรรมราช 
ประวตัิการศึกษา   วท.บ. (จุลชีววทิยาอุตสาหกรรม)  

มหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จงัหวดัสมุทรปราการ 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน  - 
เอกสารตีพมิพ์ นาํเสนอผลงานวจิยัหวัขอ้ “Screening for Anti-Pathogenic and 

Phytate Degrading Activities of Lactic Acid Bacteria Isolated in 
Thailand. ในงาน TSB International Forum 2013 

ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาทีไ่ด้รับ - 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

125 




