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บทคัดย่อ 
 การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจาก
ตัวอย่างปลาส้มของวิสาหกิจชุมชนแปรรูปสัตว์น้ำบ้านบือ
แนยามู อำเภอสุไหงปาดี จังหวัดนราธิวาส พบว่าการแยก
แบคทีเรียได้ทั้ งหมด 7 ไอโซเลท ติดสีแกรมบวก มี
รูปร่างแท่งและกลม จำนวน 6 ไอโซเลท สามารถผลิต
เอนไซม์คะตะเลสได้ ในขณะที่ 1 ไอโซเลท ไม่แสดงการ
ทำงานของเอนไซม์คะตะเลส เมื่อวิเคราะห์ลำดับเบสและ
เปรียบเทียบสายพันธุ์ในฐานข้อมูล NCBI พบว่าไอโซเลท 
PL-B1, PL-C2 แ ล ะ  PL-T4 เป็ น  Staphylococcus 
piscifermentans PL-C1 คือ Staphylococcus carnosus 
และ PL-T3 คือ Lactobacillus acidipiscis จากนั้น
ทดสอบการต้านการเจริญของแบคทีเรียทดสอบด้วยวิธี 
disk diffusion method พบว่า มี 1 ไอโซเลท คือ PL-
T3 สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสามสายพันธุ์ 
ได้ แ ก่  Bacillus subtilis TISTR 2011, Escherichia 
coli ATCC 25922 แ ล ะ  Staphylococcus aureus 
ATCC 25923  แสดงผลการยับยั้งเท่ากับ 10.30±0.15, 
10.10±0.10 และ 8.30±0.57 มิลลิ เมตร ตามลำดับ 
ศึกษาประสิทธิภาพของกล้าเชื้อผสม 0.5% (w/v) L. 
acidipiscis (PL-T3) และ 0.5% (w/v) L. plantarum 
TISTR 854 ในการหมักปลาส้ม โดยเปรียบเทียบกับการ
หมักปลาส้มตามธรรมชาติ ในระยะเวลา 14 วัน พบว่า 
ปลาส้มที่หมักด้วยกล้าเชื้อผสมเกิดกระบวนการหมักได้
รวดเร็วกว่าปลาส้มที่หมักตามธรรมชาติ วัดปริมาณกรด
ทั้งหมดเท่ากับ 5.41±0.05% (v/v) และ 4.14±0.06% 
(v/v) ตามลำดับ 
 

คำสำคัญ: ผลติภณัฑ์ปลาหมัก ปลาสม้ แบคทีเรียกรดแลคติก 
ความสามารถการต้านจลุินทรีย ์
 

Abstract 
 Isolation and selection of lactic acid bacteria 
from Pla-som samples produced by the community 
enterprise for aquatic animal processing in Ban 
Buenaiyamu, Su-ngai padi District, Narathiwat province. A 
total of 7 bacteria isolates were obtained. All isolates 
were Gram-positive, consisting of rods and cocci. Six 
isolates were able to produce catalase enzymes, 
while one isolate did not show catalase activity. 
Sequence analysis and comparison with the NCBI 
database revealed that isolates PL-B1, PL-C2, and PL-
T4 were identified as Staphylococcus piscifermentans, 
PL-C1 as Staphylococcus carnosus, and PL-T3 was 
identified as Lactobacillus acidipiscis. Subsequently, 
the antibacterial activity against the test bacteria was 
evaluated using the disk diffusion method. Isolate PL-
T3 demonstrated inhibitory effects against test 3 
strains, including Bacillus subtilis TISTR 2011, 
Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus 
aureus ATCC 25923, with inhibition zone diameters of 
10.30±0.15, 10.10±0.10 and 8.30±0.57 mm, respectively. 
This study investigates the efficiency of a mixed starter 
culture containing 0.5% (w/v) Lactobacillus acidipiscis 
(PL-T3) and 0.5% (w/v) Lactobacillus plantarum TISTR 
854 in the fermentation of Pla-som, compared to 
natural fermentation over a 14-day period. Pla-som 
fermented with mixed starter cultures was found to 
be fermented more rapidly than that fermented with 
natural fermentation. The maximum lactic acid 
content was 5.41± 0.05% (v/v) and 4.14± 0.06% (v/v), 
respectively. 
 

Keywords: Fermented fish, Pla-som, Lactic acid bacteria, 
Antimicrobial activity 
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บทนำ 
  ปลาส้ม เป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักดองชนิด
หนึ่ งที่ มีรสชาติ เปรี้ยว ผ่านกระบวนการหมักจาก
จุลินทรีย์และใช้ปลาน้ำจืดเป็นวัตถุดิบหลัก  ในการ
เตรียมปลาหมักจะเติมส่วนผสมต่างๆ เช่น เกลือ ข้าวเจ้า
หรือข้าวเหนียวบด พริกและกระเทียม เพ่ือให้รสชาติ
ปลาส้มมีความกลมกล่อมมากขึ้น [1] ผลิตภัณฑ์ปลาส้ม
ถูกแปรรูปออกเป็นหลายประเภท เช่น ปลาส้มตัดเป็น
ชิ้น ปลาส้มทั้งตัว ปลาส้มฟัก และปลาส้มเส้น [2-3] 
ปัจจุบันมีการผลิตปลาส้มกันอย่างแพร่หลาย ทั้งใน
ระดับครัวเรือน ชุมชน และอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ ด้วย
ปลาส้มเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการแปรรูปปลาน้ำจืด
และเป็นวิธีการถนอมอาหารในรูปแบบหนึ่ง ช่วยให้
สามารถเก็บได้นานและปรุงอาหารได้หลายชนิด [4-5] 
ทำให้มีผู้สนใจทำปลาส้มกันอย่างแพร่หลายในหลาย
จังหวัดของประเทศไทยรวมถึงจังหวัดนราธิวาส ปัตตานี 
ยะลา และสงขลา เป็นต้น โดยปัจจุบันพบว่าประเทศ
ไทยมีปริมาณการผลิตปลาส้มอยู่ในช่วง 1,170-1,350 
ตันต่อปี สร้างรายได้จากผลิตภัณฑ์ปลาส้มคิดเป็นมูลค่า
กว่า 60 ล้านบาทต่อปี [6] 
  แบคทีเรียแลคติก (lactic acid bacteria, LAB) 
เป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทสำคัญในกระบวนการหมักปลา
ส้ม มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาคือ ติดสีม่วง แกรมบวก 
รูปร่างกลมและแท่ง มีการจัดเรียงตัวทั้งแบบสายโซ่และคู่ 
ไม่มีแฟลกเจลลา ไม่สามารถเคลื่อนที่ ได้  ไม่ มีสปอร์  
สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มี
ออกซิเจน โดยลักษณะเด่นที่สำคัญของแบคทีเรียกรด 
แลคติก คือ สามารถผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์
อย่างเดียวในกระบวนการหมัก (homofermentative 
fermentation) และกระบวนการหมักที่ให้กรดแลคติก
ร่วมกับผลิตภัณฑ์อ่ืน  ๆ(heterofermentative fermentation) 
[2, 7-8] มีรายงานสายพันธุ์จุลินทรีย์ที่พบในปลาส้มของ
ไทยและในผลิตภัณฑ์ปลาหมักของต่างประเทศ เช่น 
Lactobacillus pentosus, L. plantarum subsp. 
plantarum, L. paraplantarum, Pediococcus 
pentosaceus, Pediococcus spp., Lactococcus spp., 
Leuconostoc spp., Weissella spp., Enterococcus 

spp., Streptococcus spp., และ Vagococcus spp. 
[7, 9-10] เป็นต้น ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดมี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก (probiotic) มีประโยชน์ต่อ
สุขภาพของผู้บริโภค ช่วยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ใน
ระบบทางเดินอาหารและลำไส้ให้ทำงานได้ดี  ช่วย
ป้องกันการเกิดมะเร็งลำไส้และลดระดับคอเลสเตอรอล
ในเลือด นอกจากนี้ช่วยกระตุ้นการทำงานของระบบ
ภูมิคุ้มกัน ป้องกันและรักษาโรคท้องร่วงที่เกิดจากการ
ติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรคและไวรัส [11-12]  
  วิสาหกิจชุมชนแปรรูปสัตว์น้ำบ้านบือแนยามู 
อำเภอสุไหงปาดี จังหวัดนราธิวาส เป็นหนึ่งในวิสาหกิจ
ชุมชนที่มีความสนใจผลิตปลาส้ม เพ่ือการถนอมอาหาร ใช้
เวลาว่างให้เกิดประโยชน์และสร้างรายได้เข้าสู่ชุมชน โดย
ในกระบวนหมักปลาส้มนั้นจะเลือกใช้ปลาน้ำจืดที่พบใน
แหล่งธรรมชาติเป็นวัตถุดิบหลักและอาศัยกระบวนการ
หมักจากจุลินทรีย์ที่ เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ ในทาง
ภูมิศาสตร์ของอำเภอสุไหงปาดีจะตั้งอยู่ในพื้นที่ราบลุ่มมี
น้ำขังฝนตกชุกตลอดทั้งปี มีช่วงฤดูฝนนานกว่าฤดูร้อน 
สภาพอากาศมีความชื้นมากกว่าบริเวณอำเภออ่ืนๆ ส่งผล
ให้เกิดปัญหาในการควบคุมคุณภาพของการหมักปลาส้ม
เนื่องจากอุณหภูมิไม่คงที่ ใช้ระยะการหมักปลาส้มนาน
เกินไป เสี่ยงต่อการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนได้ง่าย 
อาจจะสร้างความเสียหายให้กับผลิตภัณฑ์และเสียโอกาส
ในการจัดจำหน่าย ดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงมีความสนใจที่จะ
คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในปลาส้มและศึกษา
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียทดสอบที่เป็น
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้น รวมทั้งศึกษา
ประสิทธิภาพของกล้ าเชื้ อบริสุทธิ์ผสมกับกล้ าเชื้ อ
มาตรฐานเพ่ือพัฒนากระบวนการหมักปลาส้มให้มี
คุณภาพและมีความปลอดภัยต่อผู้บริโภค อีกทั้งช่วย
ส่งเสริมอุตสาหกรรมการแปรรูปสัตว์น้ำพ้ืนบ้านของ
ประเทศไทย 
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วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
1. การคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) 
จากผลิตภัณฑ์ปลาส้ม 
 วิธีการแยกแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) ดัดแปลง
จากวิธีการของ Chemama et al. (2020) [13] เก็บตัวอย่าง
ปลาส้ม 3 ชนิด ปลาตะเพียน (Barbonymus gonionotus) 
ปลาทับทิม (Oreochromis niloticus Linn.) และปลาช่อน 
(Channa striatus) ทั้ งหมด 18 ตัวอย่ าง จากวิสาหกิจ
ชุมชนแปรรูปสัตว์น้ำบ้านบือแนยามู อำเภอสุไหงปาดี 
จังหวัดนราธิวาส ชั่งตัวอย่างละ 10 กรัม ใส่ลงในขวดรูป
ชมพู่และเติม 0.85% (w/v) NaCl ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชื้อ
แล้วปริมาตร 90 มิลลิลิตร นำไปเขย่าให้เข้ากันโดยใช้
เครื่องเขย่า (Shaking incubator, LSI-3016R/ LABTECH) 
ที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
ทำการเจือจางตัวอย่าง ten-fold serial dilution ที่ระดับ
การเจือจาง 10-1 ถึง 10-6 เท่า เลือกเฉพาะตัวอย่างที่
ระดับความเจือจาง 10-3 ถึง 10-6 เท่า ทำการแยกเชื้อด้วย
วิธี pour plate  ปิเปตตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่
ลงในจานเพาะเลี้ยงและเทอาหาร Lactobacillus MRS 
agar (pH 5.7) (Himedia™ , India) ที่ ผ ส ม  0.02% 
(w/v) bromocresol green (KemAs™ , Australia) 
เป็นอินดิเคเตอร์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะที่ไม่มีอากาศ (candle jar) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั ้นเล ือกโคโลนีของแบคทีเรีย  LAB ที ่เปลี ่ยนส ี  
อินดิเคเตอร์จากสีเขียวเป็นสีเหลือง ทำการคัดแยกให้ได้
เชื้อบริสุทธิ์ด้วยเทคนิค cross streak และ ใส่ skim 
milk ผสมลงในหลอดที่ มี เชื้อ  LAB ที่ คัด เลือกเพ่ือ
ป้องกันเซลล์แตกและนำไปเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส เพ่ือเตรียมทดสอบข้ันตอนต่อไป 
 

2. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสายพันธุ์
แบคทีเรียกรดแลคติก 
 2.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ LAB 
ที่คัดแยกได้ เพ่ือจัดจำแนกเชื้อโดยเปรียบเทียบกับการ
จัดจำแนกของ Bergey's Manual of Determinative 
Bacteriology เช่น  การติดสีแกรม (Gram staining) 

ลักษณะรูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง การ
สร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) ประเภทการหมัก
ของแบคทีเรียกรดแลคติก (fermentation type) และ
ความสามารถในการทนเกลือที่ความเข้มข้น 2.5-7.0% 
NaCl (w/v) [8, 14] 
 

 2.2 ศึกษาลักษณะทางจีโนไทป์ 
 การสกัด gDNA ของ LAB ในตัวอย่างปลา
ส้มชนิดต่างๆ จะทำตามวิธีการของ Chemama et al. 
(2020) [13] และวิเคราะห์ความหลากหลาย โดยการทำ
เทคนิค PCR เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 16s rRNA โดยใช้ 
PCR ไพรเมอร์ 27F (5'AGA GTT TGA TCM TGG CTC 
AG) 3' แ ล ะ  1492R (5' TAC GGY TAC CTT GTT 
ACG ACTT) 3' เตรียมส่วนผสมทั้งหมดให้ได้ปริมาตร 
25 µl (gDNA, 25 mM MgCl2 buffer, 2 mM dNTP, 
0.15U/µl Taq DNA polymerase, 25 mM PCR buffer, 
10 mM Reverse primer และ Forward primer) ใน
หลอดทดลอง microcentrifuge จากนั้นนำตัวอย่างไป
ดำเนินการต่อโดยการใช้ Thermal cycle ที่ annealing 
อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เวลา 1 นาที โดยทำทั้งหมด 
30 cycle วิ เคราะห์ผลผลิต PCR ด้วย 1.0% (w/v) 
agarose gel electrophoresis แ ล ะ ย้ อ ม สี ด้ ว ย 
ethidium bromide 10 นาที  จากนั้นตรวจผลผลิต 
PCR ที่ได้ด้วยเครื่อง UV transilluminator (Bio-Rad™ 
Co., USA) โดยเปรียบเทียบกับ 1 kb DNA Ladder 
(RBC Bioscience) ส่งวิเคราะห์ผลผลิต PCR เพ่ือหา
ลำดับเบสที่บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้
 

 2.3 วิเคราะห์หาลำดับเบส 
 นำผลลำดับเบส (sequence) ที่ได้จัดการ
ข้อมูลด้วยโปรแกรม Bio edit จากนั้นเปรียบเทียบรหัส
พันธุกรรมที่ได้กับฐานข้อมูลใน GenBank® (http:// 
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) และทำ  Multiple 
alignment ด้วยโปรแกรม CLUSTAL X และจัดทำข้อมูล
ความสัมพันธ์ของ LAB ด้วยการทำ Phylogenetic tree 
โดยใช้โปรแกรม MEGA-7 เลือกวิธีการของ Neighbor-
joining 
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3. ทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรีย  
 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อ
แบคที เรียทดสอบด้วยวิธี  disk diffusion method 
ดัดแปลงจากวิธีการของ Hongsachart (2016) [4] 
แบคทีเรียที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ Bacillus subtilis TISTR 
2011, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 
Escherichia coli ATCC 25922 และ Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 10145 ไอโซเลท LAB ที่แยกได้จะ
เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth (pH 5.7) บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 48 ชั่วโมง แยกตะกอน
เซลล์ออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยการนำไปปั่นเหวี่ยง
ด้วยเครื่อง Centrifuge (MIKRO, 220 R Cooled) ความเร็ว 
10,000 rpm ที่ อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส 10 นาที 
เพ่ือให้ได้ supernatant และก่อนนำไปทดสอบจะนำ 
supernatant ปรับ pH 7.0 ด้วยสารละลาย 5M NaOH 
ในการเตรียมเชื้อทดสอบ เช่น B. subtilis TISTR 2011, 
E. coli ATCC 25922 และ P. aeruginosa ATCC 10145 
เพาะเลี้ยงในอาหาร Nutrient broth (NB) บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซล เซียส  ระยะเวลา 24 ชั่ ว โมง เชื้ อ  S. 
aureus ATCC 25923 เพาะเลี้ ยงในอาหาร Tryptic 
soy broth (TSB) บ่มที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 18 ชั่วโมง ในสภาวะที่มีออกซิเจน จากนั้นทำ 
ten-fold serial dilution และปรับปริมาณเซลล์ให้มีค่า
เท่ากับ 0.1 ด้วยเครื่อง spectrophotometer (METASH, 
UV-5200) ที่ความยาวคลื่น OD 600 nm ใส่เชื้อทดสอบ
ลงในอาหาร Muller Hinton agar (MHA) แล้วทำการ 
swab เชื้ อด้ วยไม้ พั นสำลี ที่ ปลอดเชื้ อ  จากนั้ น ใส่  
supernatant ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน sterile 
paper disk และวางลงบนอาหาร MHA ที่เตรียมไว้ โดย
ใช้สารปฏิชีวนะ Gentamycin (HiMedia®, Mumbai, 
India) เป็นตัวควบคุมบวก (positive control) และ 
MRS blank เป็ นตั วควบคุมลบ (negative control) 
ตรวจผลการยับยั้งเชื้อ (clear zone) วัดจากเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของการยับยั้ งและบันทึกผลเป็นหน่ วย
มิลลิเมตร 
 
 

4. การเตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีทำแห้ง 
 เตรียมกล้าเชื้อด้วยวิธีทำแห้ง (freeze drying) 
ดัดแปลงวิธีของ Champagne et al. (1991) [15] นำ LAB 
Lactobacillus acidipiscis (PL-T3) และ Lactobacillus 
plantarum TISTR 854 ที่ ได้ รั บ จ าก ส ถ าบั น วิ จั ย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
นำมาเลี้ยงในอาหาร MRS broth (pH 5.7) ปริมาตร 
500 มิลลิลิตร บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 
ชั่ ว โม ง  แล ะวั ด ก าร เจ ริญ ขอ ง เชื้ อ โด ย ใช้ เค รื่ อ ง 
spectrophotometer (Scitex, SP-UV 759), OD 600 
nm เพ่ือกำหนดความเข้มข้นของกล้าเชื้อเริ่มต้นเท่ากับ 
107-108 CFU/ml จากนั้นทำการแยกเซลล์ออกด้วย
เครื่อง Centrifuge (MIKRO, 220 R Cooled) ความเร็ว 
10,000 rpm อุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส 10 นาที นำ
ตะกอนเซลล์ที่ ได้ใส่ลงในหลอดเก็บเชื้อ (ampoule) 
และเติม 10% (v/w) skim milk ลงไปผสมในหลอด
เก็บเชื้อเพ่ือป้องกันเซลล์แตก นำเซลล์ไปทำแห้งด้วยวิธี
แบบแช่เยือกแข็ง (freeze-drying) 
 

5. ศึกษาประสิทธิภาพของกล้าเชื้อผสม  
 ศึกษาประสิทธิภาพของการหมักปลาส้มที่ใช้
กล้าเชื้อผสม (mixed starter culture) ปลาตะเพียน
น้ำหนัก 1 กิโลกรัม ใส่เกลือและข้าวเหนียวบดลงไป
คลุกเคล้าผสมให้ทั่วเนื้อปลา จากนั้นใส่กล้าเชื้อลงไป
ปริมาตร 0.5% (w/v) Lactobacillus acidipiscis (PL-
T3)  แ ล ะ  0.5% (w/v) Lactobacillus plantarum 
TISTR 854 แล้ วน ำไป ใส่ โถหมั กที่ ผ่ านการฆ่ า เชื้ อ
เรียบร้อย ปิดฝาให้สนิท นำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็น
ระยะเวลา 14 วัน เก็บตัวอย่างเนื้อปลาและน้ำหมัก
ในช่วงระหว่างการหมักตั้งแต่วันที่ 0 2 4 6 8 10 12 
และ 14 วัน ครั้งละ 100 กรัม เพ่ือนำไปวิเคราะห์
ปริมาณกรดทั้งหมดที่ได้ โดยใช้วิธีของ AOAC [16] ทำ
การทดลองตัวอย่างละ 3 ซ้ำ 
 

6. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
  นำข้อมูลที่ได้จากการทดลองวิเคราะห์ทางสถิติ 
วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์  (Completely 
Randomized, CRD) ทำการทดลอง 3 ซ้ ำ ผลการ
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ทดลองทั้งหมดแสดงเป็นค่าเฉลี่ยและค่าความคาด
เคลื่อนมาตรฐาน จากนั้นนำข้อมูลทั้งหมดวิเคราะห์
ความแปรปรวนใช้วิธี (Analysis of Variance, ANOVA) 
ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 และวิเคราะห์ความ
แตกต่างทางค่าเฉลี่ยโดยใช้ Duncan’s New Multiple 
Rang Test ด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ข้อมูลทางทางสถิติ 
SPSS Version 16.0 (IBM, SPSS, Inc.) 
 
ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก (LAB) 
จากปลาส้ม 
 ทำการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอย่าง
ปลาส้ม 3 ชนิด ได้แก่  ปลาตะเพียน (Barbonymus 
gonionotus) ปลาทั บทิ ม  (Oreochromis niloticus 
Linn.) และปลาช่อน (Channa striatus) ทั้งหมด 18 
ตัวอย่าง โดยใช้อาหาร MRS (Himedia™ , India) ผล
การศึกษาพบว่า แบคทีเรียเจริญบนอาหาร MRS agar 
และสร้างกรด โดยเปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์จากสีเขียวเป็นสี

เหลือง นับจำนวนแบคทีเรียได้ทั้งหมด 7 ไอโซเลท คือ 
PL-C1, PL-C2, PL-T1, PL-T2, PL-T3, PL-T4 แ ล ะ 
PL-B1 โคโลนีมีลักษณะกลมเล็ก สีขาวขุ่น เมื่อศึกษา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์พบว่าทั้ง 7 ไอโซเลท ติดสีแกรม
บวก (positive) มีรูปร่างแท่ง (rod) และกลม (cocci) 
จากนั้นทำการทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส พบว่า 
มี  6 ไอโซเลท แสดงผลเป็นบวก และ 1 ไอโซเลท
แสดงผลคะตะเลสลบ ทำการทดสอบประเภทการหมัก
พบว่ า ไอโซเลทที่ แยกได้ นั้ นจั ดอยู่ ในกลุ่ ม Homo-
fermentative แ ล ะ  Hetero-fermentative แ ล ะ
สามารถเจริญ ในอาหารเลี้ ยงเชื้อที่ มี เกลือโซเดียม     
คลอไรด์ ความเข้มข้น 2.5-5.0% (w/v) ได้ทำการวัด
ปริมาณกรดทั้งหมดพบว่า ไอโซเลท PL-T3 สร้างกรดได้
สูงสุดเท่ากับ 2.16% (v/v) ในขณะที่ไอโซเลท PL-T1 
และ PL-T2 ผลิตกรดได้น้อยที่สุด (Table 1) ดังนั้น จึง
เลือกไอโซเลทที่ผลิตกรดได้ดีที่อยู่ในช่วง 0.84-2.16% 
(v/v) ทำการระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียต่อไป 

 
Table 1 Morphological characteristics of bacteria isolates 

Fermented 
fish 

Isolate Gram 
stain 

Cell 
shape 

Catalase 
test 

Fermenta
tion type 

Concentration of NaCl  
(%, w/v) 

Total 
acidity 

(%, (v/v) 0.0 2.5 5.0 7.0 
Silver barb  PL-T1 positive cocci positive Hetero  + - - - 0.39 

PL-T2 positive cocci positive Hetero  + - - - 0.37 
PL-T3 positive rod negative Homo + + + - 2.16 
PL-T4 positive cocci positive Hetero + + - - 0.84 

Nile tilapia PL-B1 positive cocci positive Hetero + + - - 0.93 
Snack  
head fish 

PL-C1 positive cocci positive Hetero + + + - 1.27 
PL-C2 positive cocci positive Hetero  + + - - 0.87 

Legend: (Homo) Homofermentative, (Hetero) Heterofermentative, (+) growth, (-) no growth 
 
2. การระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียที่คัดแยกจากปลาส้ม 
 นำแบคทีเรียไอโซเลทที่สามารถเจริญในอาหาร
ที่มีโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 2.5% (w/v) และผลิต
กรดได้ดี  แสดงผลการทดลองใน Table 1 ทำการ
วิเคราะห์หาลำดับเบสและเปรียบเทียบสายพันธุ์ใน
ฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม BLAST  ผลการตรวจ

วิเคราะห์พบว่า ไอโซเลท PL-B1, PL-C2 และ PL-T4 
คือ สายพันธุ์ Staphylococcus piscifermentans (ที่
ระดับความเหมือนร้อยละ 100) ไอโซเลท PL-C1 คือ 
Staphylococcus carnosus (ที่ ระดับความเหมือน
เท่ากับร้อยละ 100) และ ไอโซเลท PL-T3 คือ สายพันธุ์ 
Lactobacillus acidipiscis (ที่ระดับความเหมือนร้อยละ 
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100) (Figure 1) ซึ่ งสอดคล้องกับการรายงานของ 
Tanasupawat et al. (1992) [17] ที่ค้นพบแบคทีเรีย
สายพันธุ์  Staphylococcus piscifermentans และ 
Staphylococcus carnosus ครั้งแรกในตัวอย่างปลา
ส้มของไทย ซ่ึงเป็นสายพันธุ์ประจำถิ่นที่พบไดบ้นผิวหนัง
ของปลาน้ำจืด และการรายงานของ Tanasupawat et 
al. (2000) [18] ที่คัดแยก Lactobacillus acidipiscis 
sp. nov. แ ล ะ  Weissella thailandensis sp. nov. 
จากตัวอย่างปลาส้มของประเทศไทย และ Lactobacillus 
plantarum HL-12 และ L. fermentum ถูกคัดแยก
จากจากตัวอย่างอาหารหมักดองพ้ืนบ้านของไทย [11] 
นอกจากนี้ ปัจจัยอ่ืนๆ ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการหมัก
เป็นองค์ประกอบสำคัญที่ส่งเสริมการเจริญของจุลินทรีย์
ในสภาพแวดล้อมธรรมชาติได้ ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ 
Siriporkiti (2020) [3] ได้ศึกษาผลของคาร์โบไฮเดรต
และอุณหภูมิในการเก็บรักษาคุณภาพของปลาส้มเส้น 
พบว่าสามารถจำแนกแบคทีเรียกรดแลคติก ได้แก่  
Lactobacillus plantarum แ ล ะ  Pediococcus 
pentosaceus ซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม Homofermentative 
โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้มีความสามารถเจริญในสภาพแวดล้อม
ที่มีความเข้มข้นของเกลือสูงได้เป็นอย่างดี และรายงาน
ของ Pederson and Albury (1969) [19] ศึกษาผล
ของความเข้มข้นเกลือที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงของ LAB 
และปริมาณกรดแลคติกในอาหารหมักดอง พบว่า 
อาหารหมักดองที่มีเกลือโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 
1-2.5% (w/w) จะมีแบคทีเรียกลุ่ม Heterofermentative 
เจริญ ได้  เช่ น  Lactobacillus mesenteroides แ ล ะ 
Lactobacillus brevis ส่วนในอาหารหมักดองที่มีเกลือ
โซ เดี ยมคลอไรด์  ความเข้มข้น  3.5% (w/w) จะพบ
แบคทีเรียกลุ่ม Homofermentative เช่น Lactobacillus 
plantarum และ Pediococcus pentosaceus สามารถ
เจริญได ้
 
3. การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย
ทดสอบ 
 ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้ ง
แบคทีเรียทดสอบ (clear zone) พบว่า ไอโซเลท PL-T3 

มีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อ Escherichia coli ATCC 25922, 
Bacillus subtilis TISTR 2011 และ Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 ได้  แต่ ไม่ ส ามารถยั บ ยั้ ง เชื้ อ 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145 โดยแสดง  
ผลการยับยั้ ง B. subtilis TISTR 2011 สู งสุ ด เท่ ากั บ 
10.30±0.15 มิ ลลิ เมตร  รองลงมา คือ E. coli ATCC 
25922 และ S. aureus ATCC 25923 เท่ากับ 10.10 ± 
0.10 และ 8.30±0.57 มิลลิเมตร ตามลำดับ (Figure 2) 
ผลการยับยั้ งเชื้ อทดสอบ  อาจจะมาจากฤทธิ์ของ       
แบคเทอริโอซินหรือสารอินทรีย์ชนิดอ่ืนที่เชื้อผลิตขึ้น 
ได้แก่ กรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ รูเทอริน     
อะซิตัลดีไฮด์ และไดอะซิติล [11, 20, 21] และจากผล
การทดลองข้างต้น มีความสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Zhao et al. (2024) [12] ที่ทำการแยกและคัดเลือก LAB 
ที่มีคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกส์จากเนื้อหมักแบบ
ดั้งเดิม ซึ่งพบว่า LAB สายพันธุ์ Lactilactobacillus, 
Leuconostoc, Lactiplantibacillus, Fructilactobacillus, 
Lactococcus และ  Lactobacillus มี ความสามารถ
ยับยั้ งเชื้ อ E. coli, S. aureus, Salmonella enterica 
serovar Typhimurium และ  L. monocytogenes ได้  
และงานวิจัยของ Vangpikul and Itsaranuwat (2021) 
[11] ที่พบว่า LAB ที่คัดแยกจากผักดองพ้ืนบ้านของไทย
นั้น สามารถยับยั้งเชื้อ E. coli และ B. cereus ได้ โดย
เกิดบริเวณส่วนใสขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของการยับยั้ง
มากกว่า 2 มิลลิเมตร อย่างไรก็ตาม LAB ไม่สามารถ
ยับยั้ง S. aureus นอกจากนี้มีรายงานของ Ren et al. 
(2018) [22] ที่ แยก LAB จากอาหารหมักประเทศจีน 
พบว่าแบคที เรียชนิด  L. plantarum, L. pentosus, 
และ L. paracasei สามารถยับยั้ ง  Staphylococcus 
aureus ได้  จากการทดสอบข้ างต้ นที่ พบว่ าเชื้ อ L. 
acidipiscis (PL-T3) ผลิตกรดได้สู งสุดเท่ ากับ 2.16% 
(v/v) และมีฤทธิ์ในการยับยั้งแบคทีเรียทดสอบจึงมีความ
น่าสนใจในการนำมาผลิตเป็นกล้าเชื้อสำหรับใช้ในการ
หมักปลาส้มในครั้งต่อไป 
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Figure 1 Phylogenetic tree relationships of the isolate (bold) PL-B1, PL-C1, PL-C2, PL-T3 and PL-T4 in 
comparison with some species of genera Staphylococcus and Lactobacillus based on 16S rRNA gene 
sequence. The branching pattern was generated by the Neighbor-Joining method in MEGA11 software. 
Percentages of replicate trees in which the associated taxa clustered together in more than 50% of 
the bootstrap test (1000 interactions) are shown next to branches. The number on the branches 
indicated the bootstrap values and the accession numbers are displayed in parentheses after the 
name of the strain. Scale bar, 0.10, represents substitutions per nucleotide position. Bacillus subtilis 
LBYT (LT745969) is presented as out group sequence 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 Inhibition zone of LAB isolates were shown for bacterial pathogens (A) Bacillus subtilis 
TISTR 2011 (B) Escherichia coli ATCC 25922 (C) Staphylococcus aureus ATCC 25923 using the disk 
diffusion assay. The clear zone was compared with Gentamycin as a positive control (C+) and 
MRS blank as a negative control (C-) 

PL-T3 PL-T3 PL-T3 

C+ C+ C+ C- C- C- PL-B1 PL-B1 PL-B1 
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4. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของกล้าเชื้อผสมสำหรับ
หมักปลาส้ม 
 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของการหมักปลาส้ม
ที่ ใช้กล้ าเชื้อผสมระหว่างสายพันธุ์  0.5% (w/v) L. 
acidipiscis (PL-T3) และ 0.5% (w/v) L. plantarum 
TISTR 854 (เชื้อมาตรฐาน) เปรียบเทียบกับการหมัก
ปลาส้มที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ โดยทำการวิเคราะห์
ปริมาณกรดทั้งหมดที่เกิดขึ้นในระหว่างการหมัก 14 วัน 
ผลการทดลองพบว่า การหมักปลาส้มที่ใช้กล้าเชื้อผสม
นั้นเกิดกระบวนการหมักได้รวดเร็วกว่าการหมักจากเชื้อ
ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ ซึ่งกระบวนการหมักจะเริ่ม
ตั้งแต่วันที่ 0-2 โดยเชื้อจะมีการเจริญได้อย่างรวดเร็ว 
และเมื่อหมักต่อจนครบ 14 วัน แสดงการเพ่ิมขึ้นของ
ปริมาณกรดทั้งหมดเท่ากับ 5.41±0.05% (v/v) ในขณะ
ที่การหมักปลาส้มที่หมักโดยเชื้อที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติ
นั้น กระบวนการหมักจะเกิดขึ้นได้ดีหลังจากที่เริ่มหมัก
วันที่ 4 และมีปริมาณกรดทั้งหมดเท่ากับ 4.14±0.06% 
(v/v) ซึ่งน้อยกว่าปลาส้มที่เติมกล้าเชื้อผสม ดังนั้น จึง
เห็นได้ว่าการหมักปลาส้มที่เติมกล้าเชื้อผสมจะช่วยเร่ง
ทำให้เกิดกระบวนการหมักได้เร็วขึ้น เนื่องจากการเติม
กล้าเชื้อที่แข็งแรงและมีปริมาณที่เหมาะสมต่อน้ำหนัก

ปลาจะช่วยลดระยะ lag phase ให้สั้นลงในขั้นตอนการ
เริ่มหมักได้ อีกท้ังมีความสามารถเจริญในสภาพแวดล้อม
ที่มีเกลือและน้ำตาลสูงได้ [23] ตามรายงานของ Saitong 
et al. (2010) [24] ที่พบว่าการใช้ L. plantarum IFRPD 
P15 เป็นกล้าเชื้อเริ่มต้น จะช่วยเร่งกระบวนการหมัก
ปลาส้มได้ดีกว่าการหมักปลาส้มที่ไม่ได้เติมกล้าเชื้อ และ
ผลิตกรดแลคติกสูงหลังจากเริ่มหมักเป็นเวลา 2 วัน ส่วน
รายงานของ Reibroy et al. (2008) [25] ใช้ระยะเวลา 
2 วันในการหมักปลาส้มฟักจากกล้าเชื้อ L. plantarum 
PA104 นอกจากนี้ การหมักปลาส้มโดยใช้กล้าเชื้อผสม
จะช่วยลดปริมาณสารไบโอเจนิคเอมีนที่ เกิดขึ้นใน
ระหว่างการหมักปลาได้ดีกว่าการหมักปลาส้มจากเชื้อ
ตามธรรมชาติ [26] ดังนั้นการนำกล้าเชื้อผสมไปใช้ใน
การหมักปลาส้มจึงมีความน่าสนใจที่จะนำไปใช้ เพื่อช่วย
ลดระยะเวลาการหมักและลดการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์
ที่ไม่ต้องการ ทำให้ผลิตภัณฑ์ปลาส้มมีความปลอดภัย
และได้มาตรฐานผลิตภัณฑ์ชุมชน (มผช. 26/2557) 
กำหนด ได้แก่ ปริมาณจุลินทรีย์ทั้ งหมด Escherichia 
coli ยีสต์ รา และพยาธิ รวมถึงการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์
ก่ อ โร ค  ได้ แ ก่  Salmonella sp., Staphylococcus 
aureus, Bacillus cereus และ Clostridium perfringens 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3 Total acid content of Pla-Som using mixed starter culture (0.5% (w/v) L. acidipiscis (PL-T3) 
and 0.5% (w/v) L. plantarum TISTR 854), and natural fermentation. Values are presented as mean ± 
SD (n = 3) 
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สรุปผล 
  คัดแยกแบคที เรี ย กรดแลคติ ก สาย พั นธุ์  
Lactobacillus acidipiscis (PL-T3) และแบคที เรี ย
สาย พั น ธุ์  Staphylococcus piscifermentans (PL-
B1, PL-C2, PL-T4)  และ Staphylococcus carnosus 
(PL-C1) จากตัวอย่างปลาส้มในพ้ืนที่จังหวัดนราธิวาส 
เมื่อวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดและความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียทดสอบพบว่า L. acidipiscis (PL-
T3) ผลิตกรดได้สูงสุดในจำนวนไอโซเลทที่แยกได้ และ
สามารถยับยั้งแบคทีเรียทดสอบชนิด B. subtilis TISTR 
2011, E. coli ATCC 25922 แ ล ะ  S. aureus ATCC 
25923 ได้  ดั งนั้ นจึ งนำ  L. acidipiscis (PL-T3) ผลิต
เป็นกล้าเชื้อ โดยนำมาผสมกับกล้าเชื้อมาตรฐาน  L. 
plantarum TISTR 854 ในการหมั กปลาส้ ม  และ
เปรียบเทียบกับปลาส้มที่หมักโดยเชื้อธรรมชาติ เป็น
ระยะเวลา 14 วัน พบว่าปลาส้มที่หมักด้วยกล้าเชื้อผสม
นั้นเกิดกระบวนการหมักได้รวดเร็วกว่าปลาส้มที่หมัก
จากเชื้อธรรมชาติ 
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