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บทคัดย่อ
การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงค์เพ่ือคดัแยกและคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทีม่สีมบติัความเป็นโปรไบโอตกิเบือ้งต้น

จากผลติ -ภณัฑ์เนือ้หมกั โดยแยกแบคทีเรยีแลคตกิจากผลิตภณัฑ์เน้ือหมกัจ�ำนวน 42 ตัวอย่าง ได้แก่ แหนมหม ูแหนม
ไก่ แหนมเน้ือ และไส้กรอกอสีาน ทีว่างจ�ำหน่ายในตลาดสดกรงุเทพมหานคร จากการคดัแยกแบคทีเรยีแลคตกิจ�ำนวน
ทั้งหมด 325 ไอโซเลท พบว่า แบคทีเรียแลคติกที่เจริญได้ดีเยี่ยม และเจริญได้ดีจ�ำนวน 237 ไอโซเลท (72.92%) และ 
17 ไอโซเลท (5.23%) ตามล�ำดับ จากนั้นทดสอบการยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ 4 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium และ Escherichia coli ด้วยวิธี
การ agar spot พบว่าแบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 26 ไอโซเลท (10.24%) มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค
อาหารเป็นพิษทกุสายพันธ์ุ  โดยมแีบคทีเรยีแลคตกิจ�ำนวน 3 และ 26 ไอโซเลท สามารถรอดชวีติในสภาวะกรดทีค่่า pH 
2 และ 3 โดยมปีรมิาณ 101 - 102 cfu/ml และ 101 – 104 cfu/ml ตามล�ำดบั ในขณะทีแ่บคทเีรยีแลคตกิทกุไอโซเลท
สามารถทนและเจริญในสภาวะที่มีเกลือน�้ำดีความเข้มข้น 0.3%, 0.6% และ 1% โดยมีแบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 8  
ไอโซเลท ที่สามารถทนในสภาวะที่ค่า pH 2 - 3 และเจริญในสภาวะท่ีมีเกลือน�้ำดีความเข้มข้น 1% ได้มากกว่า 60% 
ซึง่มสีมบตัขิองโปรไบโอตกิเบือ้งต้นท่ีเหมาะสมในการประยุกต์ใช้เป็นกล้าเชือ้โปรไบโอ-ตกิในผลติภัณฑ์เน้ือหมกัต่อไป
ค�ำส�ำคัญ : การคัดเลือก  การคัดแยก  แบคทีเรียแลคติก  โปรไบโอติก  ผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก

Abstract
The aims of this study were preliminary screen and select for preliminary property of potential 

probiotic lactic acid bacteria (LAB) isolated from fermented meat products. The LABs were isolated from 
fermented meat products 42 samples such as pork Nham, chicken Nham, beef Nham and fermented 
sausages that in Bangkok ’s local markets. Among 325 LAB isolates obtained, 237 isolates (72.92%) and 
17 isolates (5.23 %) showed excellent and well growth rate, respectively. The antibacterial activity of LABs 
against 4 pathogenic bacteria namely, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella 
Typhimurium and Escherichia coli, was detected by agar spot test. The growth of all pathogens was 
inhibited by 26 LAB isolates (10.24%). In acid condition at pH 3 and 4, the 3 and 26 LAB isolates survived 
in range of 101 - 102 and 101 – 104 cfu/ml, respectively. However, all LAB isolates tolerated and grew in 0.3, 
0.6 and 1% bile salt conditions. The 8 LAB isolates tolerated at pH 2-3 condition and grew more than 60% 
in 1% bile salt condition that are preliminary probiotic property. These LABs are suitable probiotic culture 
for application in fermented meat products.    
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ค�ำน�ำ
โปรไบโอติก (probiotic) เป็นจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพร่างกายของมนุษย์และสัตว์ ซึ่งช่วยปรับสมดุล

ของสภาพแวดล้อมในระบบทางเดนิอาหาร โดยช่วยป้องกันไม่ให้จลุนิทรย์ีก่อโรคอาหารเป็นพิษเกาะตดิผนงัล�ำไส้ และ
หลั่งสารพิษที่มีผลท�ำให้เย่ือบุล�ำไส้อักเสบ จากสมบัติดังกล่าวจึงได้มีการน�ำเอาโปรไบโอติกมาใช้ในการรักษาหรือ
บรรเทาอาการท้องเดิน และลดระดบัคอเลสเตอรอลในเลอืด โดยแบคทีเรยีโปรไบโอตกิทีส่�ำคญั ได้แก่ Bifidobacterium 
spp. และ Lactobacillus spp.ซึง่จดัอยูใ่นกลุม่แบคทเีรยีแลคตกิ เป็นแบคทเีรยีแกรมบวกไม่สร้างสปอร์มลีกัษณะเป็น
ท่อนยาว หรอืสัน้ และกลม หรอืเกาะกันเป็นสายยาว รปูร่างของเซลล์เปลีย่นแปลงไปตามสิง่แวดล้อม สามารถทนกรด
ได้ดี (Erkkilä and Petäjä, 2000) ส่วนมากแบคทีเรียแลคติกต้องการอากาศเพียงเล็กน้อย (microaerophile) แต่มีเพี
ยงบางชนิดที่ไม่ต้องการอากาศส�ำหรับการเจริญ มักพบในอาหารหมักดอง เช่น เนื้อหมัก นมหมัก ผักดอง และปลา
หมกั โดยมบีทบาทส�ำคญัในกระบวนการหมกั เช่น การผลติกรดอนิทรย์ีท�ำให้ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในผลติภณัฑ์
ลดลง การผลิตไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และแบคเทอริโอซินช่วยยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ 
และผลติไดอะเซตลิเป็นสารให้กลิน่รส (Ammor et al., 2006) ในปัจจบุนัผูบ้รโิภคให้ความส�ำคญัต่อสขุภาพและความ
ปลอดภัยมากขึ้น ดังน้ันการใช้แบคทีเรียแลคติกที่มีสมบัติความเป็นโปรไบโอติกในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์เนื้อ
หมกัจงึช่วยส่งเสรมิกระบวนการหมกั ยับย้ังการเจรญิของแบคทีเรยีก่อโรคอาหารเป็นพิษทีอ่าจปนเป้ือนมากับวัตถุดบิ 
โดยแบคทีเรียท่ีมีสมบัติโปรไบโอติกต้องมีลักษณะทนต่อสภาวะในกระบวนการหมัก ทนต่อความเป็นกรด-ด่าง และ
เกลอืน�ำ้ด ีจงึได้มกีารคัดเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิจากผลติภณัฑ์เน้ือหมกั และน�ำมาประยุกต์ใช้เป็นกล้าเชือ้โปรไบโอตกิ
ในผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ (Leroy et al., 2006) ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อการคัดแยกและคัดเลือกแบคทีเรีย
แลคติกที่มีสมบัติความเป็นโปรไบโอติกเบื้องต้นจากผลิตภัณฑ์เน้ือหมักท่ีจ�ำหน่ายในตลาดสดในกรุงเทพมหานคร

อุปกรณ์และวิธีการ
1.  การคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก

การคดัแยกแบคทเีรยีแลคติกจากผลติภัณฑ์เนือ้หมกัท้องถ่ินทีจ่�ำหน่ายในกรงุเทพมหานคร จ�ำนวน 42 ตวัอย่าง 
ได้แก่ แหนมหม ูแหนมซีโ่ครงหม ูแหนมเนือ้ แหนมเอน็ไก่ และไส้กรอกอสีาน โดยการเก็บรวบรวมตวัอย่างจากตลาดสด
ในกรุงเทพมหานคร ท�ำการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกตามวิธีการของ Murray et al. (1994) และ Axelsson (1993) 
โดยชั่งตัวอย่างอาหารท่ีเป็นของแข็ง 25 กรัม ลงในสารละลายน�้ำเกลือเข้มข้นที่ความเข้มข้น 0.85% ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร streak plate บนอาหาร de man Rogosa and Sharp (MRS) agar แล้วน�ำสารละลายตัวอย่างมาท�ำการ
เจือจางจนได้ระดับความเจือจางที่เหมาะสม จากนั้น pour plate ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18 - 24 ชั่วโมง คัดเลือกโคโลนีที่มีขนาด รูปร่างและสีท่ีแตกต่างกัน ตรวจสอบสมบัติแบคทีเรีย 
แลคติกเบื้องต้นโดยการย้อมสีแกรม ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ และการสร้างเอนไซม์คะตะเลส 
จากนั้นเก็บรักษาแบคทีเรียแลคติกที่แยกได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มีการเติมสารละลาย glycerol ความเข้ม
ข้นสดุท้าย 20% ทีอ่ณุหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส เพ่ือน�ำไอโซเลททีม่สีมบตัเิป็นแบคทีเรยีแลคตกิเบือ้งต้นไปศกึษาความ
สามารถในการเจริญต่อไป
2.  การวิเคราะห์ค่า pH ของผลิตภัณฑ์

การวิเคราะห์ค่า pH ของผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก โดยดัดแปลงวิธีการ AOAC. (1984) ชั่งตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อ
หมักจ�ำนวน 10 กรัม ผสมน�้ำกลั่น 10 มิลลิลิตร น�ำเข้าเครื่องตีป่นไฟฟ้า (Stomacher Bag Mixer 400 model VW, 
France) ท�ำการวัดค่า pH ของผลิตภัณฑ์ด้วยเครื่องวัด pH  Mettler Toledo 320 (Mettler Toledo, Greifensee, 
Switzerland) และบันทึกค่า pH ของผลิตภัณฑ์เนื้อหมักต่างๆ
3.  การวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียแลคติก
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การวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียแลคติกดัดแปลงจากวิธีการของ ภณิดา และคณะ 
(2557) โดยถ่ายแบคทีเรียแลคติกท่ีได้จากการคัดแยกในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชั่วโมง จากน้ันท�ำการวัดการเจริญด้วยเครื่อง Spectrophotometer (Shimadzu model  
UV – 1601, Japan) ท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยวิเคราะห์ค่าความสามารถในการเจริญของแบคทีเรีย 
แลคติกจ�ำนวน 3 ซ�้ำต่อไอโซเลท เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่มีค่าการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร ตั้งแต่ 1 ถึง 
1.5 และท�ำการศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษต่อไป
4.  ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ

	การทดสอบความสามารถในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษด้วยวิธี agar spot 
(Schillinger and Lucke, 1989) โดยท�ำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ชั่วโมง น�ำเชื้อ 1 ลูป แตะบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และท�ำการผสมเชือ้ Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella 
Typhimurium และ Escherichia coli เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TSBYE soft agar โดยแบคทีเรีย 1 ชนิดต่อ 1 
หลอดอาหารเลีย้งเชือ้ โดยมจี�ำนวนแบคทเีรยีก่อโรคอาหารเป็นพิษเริม่ต้นท่ี 106 cfu/ml เท soft agar ลงบนจานอาหาร
เลี้ยงเชื้อแล้วเกลี่ยให้ทั่วจานอย่างรวดเร็ว จากนั้นน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท�ำการ
บันทึกข้อมูลขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ และคัดเลือกแบคทีเรีย
แลคติกที่สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษทั้ง 4 สายพันธุ์ โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
การยับย้ัง เพ่ือน�ำไปค�ำนวณหาค่าประสทิธิภาพของการยับย้ัง ดงัสมการด้านล่างโดยดดัแปลงวิธีการของ Makras and 
Vuyst (2006) 

ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ  
		 =   ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของวงใสรอบโคโลนี   –   ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโลนี
ท�ำการแปลงค่าประสทิธิภาพในการยับย้ังการเจรญิของแบคทเีรยีก่อโรคอาหารเป็นพิษเป็น 4 ระดบั ดงันี ้คอื 

(-) คือ ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษที่ 0 มิลลิเมตร (+) คือ ประสิทธิภาพการ
ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษที่ 1 - 8 มิลลิเมตร (++) คือ ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษที่ 8 - 12 มิลลิเมตร (+++) คือ ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค
อาหารเป็นพิษที่มากกว่า 12 มิลลิเมตร ท�ำการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่มีค่าประสิทธิภาพการยับยั้งของแบคทีเรีย
ก่อโรคอาหารเป็นพิษทั้ง 4 สายพันธ์ุ เพื่อท�ำการศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกที่ pH ต่าง ๆ  และระดับความ
เข้มข้นของเกลือน�้ำดีต่าง ๆ ต่อไป 
5.  การรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกในสภาวะค่า pH ต่าง ๆ 

การศกึษาการรอดชวีติของแบคทเีรยีแลคตกิในค่า pH ต่างๆ ดดัแปลงวิธีการของ Erkkilä and Petäjä (2000) 
โดยน�ำแบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถยับยัง้การเจรญิของแบคทีเรยีก่อโรคอาหารเป็นพิษทีไ่ด้มาท�ำการศึกษาการรอดชวิีต
ในค่า pH ต่าง ๆ  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่ท�ำการปรับค่า pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 ด้วยสารละลาย 5 N NaOH  
และ  8 N HCl  โดยมีแบคทีเรียแลคติกเริ่มต้นประมาณ 106 cfu/ml และท�ำการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนับปริมาณแบคทีเรียแลคติกที่รอดชีวิต ด้วยวิธี pour plate บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar 
และท�ำการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่สามารถรอดชีวิตได้
ในสภาวะที่มีค่า pH 2 - 8 ร่วมกับสภาวะที่มีเกลือน�้ำดีเข้มข้น เพื่อน�ำแบคทีเรียแลคติกที่มีสมบัติโปรไบโอติกเบื้องต้น
ไปเก็บรักษา และน�ำไปศึกษาการทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรียแลคติกต่อไป
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6.  การทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรียแลคติก 
การศึกษาการทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรียแลคติก ดัดแปลงวิธีการของ Erkkilä and Petäjä (2000) และ 

Garcia-Ruiz et al. (2014) โดยท�ำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth (กลุ่มควบคุม) และ
ที่มีการเติมเกลือน�้ำดี (bile salts) ความเข้มข้น 0, 0.3, 0.6 และ 1.0% ซึ่งท�ำการปรับค่า pH 8 ด้วยสารละลาย 5 N 
NaOH โดยมีจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกเริ่มต้นประมาณ 108 cfu/ml น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
18 ชั่วโมง จากนั้นหาจ�ำนวนของแบคทีเรียแลคติกที่รอดชีวิตทุกระดับความเข้มข้นเกลือน�้ำดีด้วยวิธี pour plate บน
อาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar และท�ำการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท�ำการเปรียบ
เทียบจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกแต่ละกลุ่ม และค�ำนวณหาร้อยละการเจริญดังสมการ

        ร้อยละการเจริญของแบคทีเรียแลคติก =         

                                                      

4 
 

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นท าการเปรียบเทียบจ านวนแบคทีเรียแลคติกแต่ละกลุ่ม และค านวณหา
ร้อยละการเจริญดังสมการ 

ร้อยละการเจริญของแบคทีเรียแลคติก     =       จ านวนแบคทีเรียแลคติกในเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นต่างๆ   x  100                
จ านวนแบคทีเรียแลคติกในกลุ่มควบคุม 

ท าการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่มีสมบัติโปรไบโอติกเบื้องต้น และทนต่อเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้น 1.0 % โดยมีร้อย
ละการเจริญของแบคทีเรียแลคติกที่มากกว่าร้อยละ 60 ขึ้นไป เพื่อท าการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
1. การคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก 

จากการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อหมักที่วางจ าหน่ายในตลาดสดกรุงเทพมหานครจ านวน 42 
ตัวอย่าง สามารถแยกแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ได้ทั้งหมด 375 ไอโซเลท เพื่อท าการทดสอบสมบัติ
เบื้องต้นของแบคทีเรียแลคติกด้วยการย้อมสีแกรม การสร้างเอนไซม์คะตะเลส โดยพบว่า แบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกได้ไม่สร้าง
เอนไซม์คะตะเลสจ านวน 354 ไอโซเลท และเป็นแบคทีเรียแกรมบวกจ านวน 325 ไอโซเลท โดยมีเซลล์ที่มีรูปท่อน 259 ไอโซเลท 
และทรงกลมจ านวน 66 ไอโซเลท (Table 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ สมใจ ศิริโภค และคณะ (2550) ได้ท าการคัดแยก
แบคทีเรียแลคติกจากอาหารหมักชนิดต่างๆ จ านวน 50 ตัวอย่าง โดยสามารถคัดแยกแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์คะ
ตะเลส จ านวน 131 ไอโซเลต มีรูปร่างท่อน 110 ไอโซเลท รูปไข่ 7 ไอโซเลท และทรงกลมจ านวน 14 ไอโซเลท เช่นเดียวกับ 
ภณิดา เกื้อสุวรรณ และคณะ (2557) ท าการคัดแยกและคัดเลอืกแบคทีเรียแลคติกจากตัวอย่างผัก และอาหารหมักรวมจ านวน  
32 ตัวอย่าง โดยคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์เนื้อหมักได้ 10 ไอโซเลท และจากผลิตภัณฑ์อื่นๆ 99 ไอโซเลท ซึ่ง
จัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง หรือกลม และไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส  โดยจากการศึกษาครั้งนี้สามารถคัดแยก
แบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์แหนมซี่โครงหมูได้มากที่สุด รองลงมาคือ แหนมหมู ไส้กรอกอีสานหมู แหนมเนื้อวัว และแหนม
เอ็นไก่ ซึ่งมีจ านวนแบคทีเรียแลคติกที่แยกได้มีค่าเฉลี่ย 10.00, 8.00, 7.63, 6.50 และ 6.00 ไอโซเลทต่อตัวอย่าง ตามล าดับ 
(Table 1)   
 
Table 1. Screening number of LAB isolated from fermented meat products collected from local market in Bangkok. 

Fermented meat product 
Expected LAB colony number  LAB isolate number 

MRS agar Catalase test (-) Gram stain (+)  Bacilli Cocci 
Nham (pork)   220      216       206  160       46   
Nham (pork ribs)    24      22        20  19         1 
Nham (beef)    20      15        13  11         2 
Nham (chicken tendon)    10       6         6  6          - 
Thai fermented sausage   101      95        80  63       17 
Total   375     354       325   259       66 

 
เนื่องจากผลิตภัณฑ์เนื้อสุกรหมัก ได้แก่ ไส้กรอกอีสาน แหนมหมู และแหนมซี่โครงหมูมีค่า pH อยู่ในช่วง 4.1 – 4.7 

อาจแสดงได้ว่า ผลิตภัณฑ์มีกิจกรรมกระบวนการหมัก และจ านวนแบคทีเรียแลคติกมาก ส่งผลให้ผลิตกรดมาก ท าให้ค่า pH 
ของผลิตภัณฑ์อยู่ในช่วงค่อนข้างต่ า ในขณะที่ผลิตภัณฑ์แหนมเนื้อวัว และแหนมเอ็นไก่ มีค่า pH อยู่ในช่วง 4.5 – 4.9 แสดงได้
ว่าผลิตภัณฑ์มีกิจกรรมกระบวนการหมักและจ านวนแบคทีเรียแลคติกที่น้อยกว่า จึงส่งผลให้พบแบคทีเรียแลคติกน้อยกว่า
แหนมหมูและไส้กรอกอีสาน   นอกจากนี้  Ruiz-Moyano  et al.  (2008)    ยังได้ท าการคดัแยกแบคทีเรียแลคติกในผลิตภัณฑ์
ไส้กรอกหมักแห้งไอบีเรีย ซึ่งสามารถคัดแยกแบคทีเรียแลคติกได้จ านวนทั้งหมด 363 ไอโซเลท เป็น Lactobacillus spp., 
Lactococci spp. และ Enterococci spp. จ านวน 263, 44 และ 56 ไอโซเลท ตามล าดับ 
 

ท�ำการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่มีสมบัติโปรไบโอติกเบื้องต้น และทนต่อเกลือน�้ำดีท่ีความเข้มข้น 1.0 % 
โดยมีร้อยละการเจริญของแบคทีเรียแลคติกที่มากกว่าร้อยละ 60 ขึ้นไป เพื่อท�ำการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. การคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์เนื้อหมัก

จากการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกในตัวอย่างผลิตภัณฑ์เนื้อหมักที่วางจ�ำหน่ายในตลาดสดกรุงเทพมหานคร
จ�ำนวน 42 ตัวอย่าง สามารถแยกแบคทีเรียที่เจริญในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS agar ได้ทั้งหมด 375 ไอโซเลท เพื่อท�ำการ
ทดสอบสมบัติเบื้องต้นของแบคทีเรียแลคติกด้วยการย้อมสีแกรม การสร้างเอนไซม์คะตะเลส โดยพบว่า แบคทีเรียแล
คติกที่คัดแยกได้ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลสจ�ำนวน 354 ไอโซเลท และเป็นแบคทีเรียแกรมบวกจ�ำนวน 325 ไอโซเลท 
โดยมีเซลล์ที่มีรูปท่อน 259 ไอโซเลท และทรงกลมจ�ำนวน 66 ไอโซเลท (Table 1) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ สมใจ 
และคณะ (2550) ได้ท�ำการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหารหมักชนิดต่างๆ จ�ำนวน 50 ตัวอย่าง โดยสามารถคัด
แยกแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส จ�ำนวน 131 ไอโซเลต มีรูปร่างท่อน 110 ไอโซเลท รูปไข่ 7  
ไอโซเลท และทรงกลมจ�ำนวน 14 ไอโซเลท เช่นเดยีวกับ ภณิดา และคณะ (2557) ท�ำการคดัแยกและคดัเลอืกแบคทีเรยี
แลคตกิจากตวัอย่างผกั และอาหารหมกัรวมจ�ำนวน 32 ตัวอย่าง โดยคดัแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากผลติภัณฑ์เน้ือหมกั
ได้ 10 ไอโซเลท และจากผลิตภัณฑ์อื่นๆ 99 ไอโซเลท ซึ่งจัดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง หรือกลม และไม่สร้าง
เอนไซม์คะตะเลส  โดยจากการศึกษาคร้ังนี้สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์แหนมซี่โครงหมูได้มาก
ที่สุด รองลงมาคือ แหนมหมู ไส้กรอกอีสานหมู แหนมเนื้อวัว และแหนมเอ็นไก่ ซึ่งมีจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกที่แยกได้
มีค่าเฉลี่ย 10.00, 8.00, 7.63, 6.50 และ 6.00 ไอโซเลทต่อตัวอย่าง ตามล�ำดับ (Table 2)  

เน่ืองจากผลิตภัณฑ์เนื้อสุกรหมัก ได้แก่ ไส้กรอกอีสาน แหนมหมู และแหนมซี่โครงหมูมีค่า pH อยู่ในช่วง  
4.1 – 4.7 อาจแสดงได้ว่า ผลิตภัณฑ์มีกิจกรรมกระบวนการหมัก และจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกมาก ส่งผลให้ผลิตกรด
มาก ท�ำให้ค่า pH ของผลิตภัณฑ์อยู่ในช่วงค่อนข้างต�่ำ ในขณะที่ผลิตภัณฑ์แหนมเนื้อวัว และแหนมเอ็นไก่ มีค่า pH 
อยู่ในช่วง 4.5 – 4.9 แสดงได้ว่าผลิตภัณฑ์มีกิจกรรมกระบวนการหมักและจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกที่น้อยกว่า จึงส่ง
ผลให้พบแบคทีเรียแลคติกน้อยกว่าแหนมหมูและไส้กรอกอีสาน   นอกจากนี้  Ruiz-Moyano  et al.  (2008)   ยังได้
ท�ำการคดัแยกแบคทีเรยีแลคติกในผลติภณัฑ์ไส้กรอกหมกัแห้งไอบเีรยี ซึง่สามารถคดัแยกแบคทเีรยีแลคตกิได้จ�ำนวน
ทั้งหมด 363 ไอโซเลท เป็น Lactobacillus spp., Lactococci spp. และ Enterococci spp. จ�ำนวน 263, 44 และ 56 
ไอโซเลท ตามล�ำดับ
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Table 1. Screening number of LAB isolated from fermented meat products collected from local market in  
               Bangkok.

Fermented meat product Expected LAB colony number LAB isolate number

MRS agar Catalase test (-) Gram stain (+) Bacilli Cocci

Nham (pork)   220      216       206 160   46  
Nham (pork ribs)    24      22        20 19    1

Nham (beef)    20      15        13 11     2

Nham (chicken tendon)    10       6         6 6     -

Thai fermented sausage   101      95        80 63   17

Total   375     354      325   259    66

Table 2  Number of LAB isolated from fermented meat products collected from local market in Bangkok.

Traditional fermented meat 
product

pH value of 
samples Sample number

LAB isolate 
number

LAB isolate number  
per sample

Thai fermented sausage (pork) 4.3 – 4.7 10 80 8.00

Nham (pork) 4.1 – 4.7 27 206 7.63

Nham (pork ribs) 4.2 – 4.6 2 20 10.00

Nham (beef) 4.7 – 4.9 2 13 6.50

Nham (chicken tendon) 4.5 – 4.6 1 6 6.00

Total 42 325

2.  การวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียแลคติก 
การวิเคราะห์ความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียแลคติกใน  Table 3  แสดงค่าการดูดกลืนแสงของ

แบคทีเรียแลคติกท่ีความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (Abs
600nm

) โดยพบว่า แบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 237 ไอโซเลท 
(72.92%), 17 ไอโซเลท (5.23%) และ 71 ไอโซเลท (21.85%) สามารถเจริญได้ดีเยี่ยม เจริญได้ดี และเจริญได้ไม่ดี 
ตามล�ำดับ จากนั้นคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 254 ไอโซเลท ที่มีค่า Abs

600nm
 ตั้งแต่ 1 ขึ้นไป เพื่อท�ำการศึกษา

ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษต่อไป

Table 3  LAB growth isolated from fermented meat products in Bangkok’s markets.

Absorbance (Abs
600nm

) Growth levels Isolate number Isolate Percentages

> 1.5 Excellent-growth 237 72.92

1.0	 – 1.5 Well- growth 17 5.23

< 1.0 Poor-growth 71 21.85

Total 325 100.00



72 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

3.  การทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ 
จากการศึกษาความสามารถในการยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษ ได้แก่ L. 

monocytogenes,   S. Typhimurium, S. aureus  และ E. coli  ด้วยเทคนิค agar spot assay (Schillinger and 
Lucke, 1989) พบว่า แบคทีเรยีแลคตกิท้ังหมดจ�ำนวน 254 ไอโซเลท มคีวามสามารถในการยับย้ัง L. monocytogenes, 
S. aureus, S. Typhimurium และ E. coli  จ�ำนวน 53, 57, 45 และ 57 ไอโซเลท ตามล�ำดับ (Table 4) ซึ่งสอดคล้อง
กับการศกึษาของ Tharmaraj and Shah (2009) พบว่า โปรไบโอตกิมคีวามสามารถในการยับย้ังการเจรญิของแบคทเีรยี
ก่อโรคอาหารเป็นพิษท้ังแบคทีเรียแกรมบวก และแบคทีเรียแกรมลบ โดยมีบริเวณการยับย้ังการเจริญ 19 และ 14 
มิลลิเมตร ตามล�ำดับ อีกทั้งสอดคล้องกับ Shanthya et al. (2011) ที่ท�ำการศึกษาการยับยั้งการเจริญแบคทีเรียแกรม
ลบของแบคทีเรียแลคติก พบว่า เชื้อ Lactobacilli สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ E. coli และ Salmonella ได้โดยมี
ค่าความยาวของเส้นผ่านศุนย์กลางบริเวณยับยั้งการเจริญอยู่ที่ 26 และ 28 มิลลิเมตร ตามล�ำดับ อีกทั้ง Hwanhlem 
et al. (2011) ยังได้ท�ำการคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากปลาส้มจ�ำนวน 14 สายพันธุ์ พบว่า สายพันธุ์ S. salivarius 
LD219, Enterococcus faecalis LPS04, LPS17 และ LPS18 มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญของเชื้อ 
Salmonella sp., S. aureus และ E. coli ได้ดีที่สุด

Table 4  Inhibition zone1 of LAB isolated from fermented meat products in Bangkok’s markets.

Pathogen growth 
inhibition

Inhibition zone (mm) (+++) (++) (+) (-)

L. monocytogenes   isolate no. 1 9 43 201

percentages 0.39 3.54 16.93 79.13

S. aureus   isolate no. 5 10 42 197

percentages 1.97 3.94 16.54 77.56

S. Typhimurium   isolate no. 2 9 34 209

percentages 0.79 3.54 13.39 82.28

E. coli   isolate no. 2 4 51 197
  percentages 0.79 1.57 20.08 77.56

1 (-) : ≤ 0 mm; (+) : 1 - 8 mm; (++) : 8 - 12 mm; (++) : > 12 mm.

Table 5 แสดงความสามารถของแบคทเีรยีแลคตกิในการยับย้ังการเจรญิของแบคทีเรยีก่อโรคอาหารเป็นพิษ
โดยพบว่า แบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 26 ไอโซเลท มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหาร
เป็นพิษทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ L. monocytogenes, S. Typhimurium, S. aureus และ E. coli นอกจากนี้ยังพบว่า
แบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกได้มีความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษทั้งแกรมบวกและแกรมลบ
ได้เป็นจ�ำนวน 42 และ 36 ไอโซเลท ตามล�ำดับ เช่นเดียวกับการศึกษาของ Lima et al. (2007) ที่ท�ำการคัดแยกเชื้อ 
Lactobacilli จากกระเพาะพักและไส้ติ่งของลูกไก่ พบว่าเชื้อ Lactobacilli จ�ำนวน 265 ไอโซเลท มีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญทั้งแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบโดยเชื้อ Lactobacillus spp. โดยเฉพาะเชื้อ L. reuteri และ 
L. salivarius สามารถยับย้ังการเจรญิของเชือ้ L. monocytogenes และ Salmonella spp. ดงัน้ันจงึคัดเลอืกแบคทีเรยี
แลคติกที่มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษทั้ง 4 สายพันธุ์ (26 ไอโซเลท) เพื่อ
น�ำไปศึกษาการรอดชีวิตในช่วง pH ต่างๆ และการทนต่อเกลือน�้ำดีต่อไป
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Table 5  Isolated number of LAB on pathogens growth inhibition. 

Pathogens growth inhibition1 Isolate number of LAB

0  strain (no inhibition zone)       29

1  strain (each single of positive and negative gram)       44

2  stains (each single of positive and negative gram)       54

2  stains of positive gram       42

2  stains of negative gram       36

3  stains       23

4  stains       26
1 indicator strains (S. aureus, L. monocytogenes, S. Typhimurium and E. coli).

4.  การศึกษาผลการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกในสภาวะค่า pH ต่าง ๆ 
จากการศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกท่ีช่วง pH ต่างๆ โดยการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก 26  

ไอโซเลท ใน MRS broth ที่มีการปรับค่า pH ที่ 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 พบว่า ที่สภาวะค่า pH 2 มีแบคทีเรียแลคติก
เพียงจ�ำนวน 3 ไอโซเลท ที่สามารถในการรอดชีวิตอยู่ในช่วง 101 ถึง 102 cfu/ml ในขณะที่สภาวะค่า pH 3 มีแบคทีเรีย
แลคติก จ�ำนวน 26 ไอโซเลท สามารถรอดชีวิตอยู่ในช่วง 101 ถึง 104 cfu/ml (Table 6) ที่สภาวะค่า pH 4 มีแบคทีเรีย
แลคติกจ�ำนวน 18 และ 8 ไอโซเลท สามารถรอดชีวิตอยู่ในช่วง 104 ถึง 105 และมากกว่า 106 cfu/ml ตามล�ำดับ และ
ที่สภาวะค่า pH 5 - 8 แบคทีเรียแลคติกทั้ง 26 ไอโซเลท สามารถรอดชีวิตและเจริญได้มากกว่า 106 cfu/ml ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากแบคทีเรียแลคติกมีค่า pH เหมาะสมต่อการเจริญโดยอยู่ในช่วง 5.58 - 6.20 แต่จะมีอัตราการเจริญลดลง
เมื่อมีค่า pH ลดลง หรือเพิ่มขึ้น (Salminen et al., 1993) นอกจากนี้ยังสอดคล้องกับ Ruiz - Moyano et al. (2008) 
ทีท่�ำการคดัแยกแบคทเีรยีแลคตกิจากไส้กรอกหมกัแห้งไอบเีรยีโดยพบว่า แบคทเีรยีแลคติกสามารถเจรญิได้ดท่ีีค่า pH 
5 และ 5.5 โดยมีความสามารถในการรอดชีวิตได้ถึง 34.6 % โดยมีจ�ำนวนแบคทีเรียแลคติกที่ 6 - 8 log cfu/g ภาย
หลังการบ่ม 24 ชั่วโมง ในขณะที่สภาวะค่า pH 4 แบคทีเรียแลคติกสามารถรอดชีวิตได้ลดลงเหลือเพียง 10 % 

Table 6  Survival of LABs at different pH level conditions. 

pH
Isolates No. at difference growth levels  (cfu/ml)

< 101 101-102 102-103 103-104 104-105 > 106

2 23 3 - - -     -

3 - 9 11 6 -     -

4 - - - 18     8

5 - - - - -   26

6 - - - - -   26

7 - - - - -   26

8 - - - - -   26
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5. การทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรียแลคติก 
จาก Table 7 แสดงความสามารถในการทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรียแลคติก โดยดัดแปลงวิธีการจาก 

Erkkilä and Petäjä (2000) และ Garcia-Ruiz et al. (2014) พบว่า ที่ทุกระดับความเข้มข้นของเกลือน�้ำดีแบคทีเรีย
แลคตกิส่วนใหญ่สามารถทนและเจรญิได้ จากแบคทีเรยีแลคตกิท้ังหมด 26 ไอโซเลท มแีบคทเีรยีแลคตกิทีส่ามารถทน
ต่อเกลือน�้ำดีที่ความเข้มข้น 0.3, 0.6 และ 1.0% และมกีารเจรญิร้อยละ 100 มจี�ำนวน 10, 7 และ 3 ไอโซเลท ตามล�ำดับ 
ซึง่สอดคล้องกับ Bao et al. (2010) โดยพบว่า การคัดเลือกโปรไบโอติกสายพันธุ์ Lactobacillus fermentum จาก
ผลติภณัฑ์นมจ�ำนวน 11 สายพันธ์ุ โดย L. fermentum F6 สามารถทนต่อเกลอืน�ำ้ดีได้มากท่ีสุด ในขณะท่ี L. fermentum 
IMAU60151, IMAU60083, IMAU20080 และ IMAU60120 มีความสามารถทนต่อเกลือน�้ำดีที่ต�่ำกว่า เช่นเดียวกับ 
Zoumpopoulou et al. (2007) พบว่า L. fermentum ACA-DC 179 สามารถทนต่อเกลอืน�ำ้ดไีด้ถึงความเข้มข้น 2% ใน
ขณะที ่Lin et al. (2007) ท�ำการคดัแยก  L. fermentum  SGM3 จากเนือ้ไก่  พบว่าสามารถทนต่อความเข้มข้นของเกลอื
น�ำ้ดีที ่0.3% ได้ 100% และเมือ่พจิารณาการรอดชวิีตของแบคทเีรยีแลคตกิทีส่ภาวะ pH 2 - 3 ร่วมกับเกลอืน�ำ้ดทีีค่วาม
เข้มข้น 1 % ซึง่สามารถเจรญิได้มากกว่า 60% มแีบคทเีรยีแลคติกจ�ำนวน 8 ไอโซเลท ท่ีมสีมบติัดงักล่าว ได้แก่ 1011C2, 
1011-1C2, 1012C2, 2021B1, 5031A2, 601-21B1, 73-21A2 และ 8031C1

Table 7  Growth percentages of LABs at different bile salt concentrations.

Strain
% Growth in bile salt concentration

Strain
% Growth in bile salt concentration

0.30% 0.60% 1.00% 0.30% 0.60% 1.00%
1011B1 99.55 100.00 100.00 2021B1 98.88 98.01 82.95
1011B2 98.42 86.54 54.66 4011A1 12.20 13.20 12.60
1011C2 100.00 100.00 91.42 43-11A2 97.86 92.44 21.42

1011-1C2 100.00 98.77 68.41 5031A2 97.13 100.00 79.67
1012C2 100.00 100.00 100.00 601-12A2 100.00 60.59 14.50
1031B1 90.19 83.02 72.39 601-22B1 12.00 13.20 12.80

1031C2 11.77 15.44 18.76 601-21B1 100.00 96.04 85.97

1032A1 94.19 67.99 29.94 612-32C1 100.00 66.33 56.98

12-11A3 100.00 100.00 8.22 73-21A2 100.00 75.04 61.76

13-12B1 100.00 93.46 64.14 73-11C2 100.00 100.00 100.00

13-12B2 45.43 25.61 12.80 73-11A1 88.72 100.00 38.80

14-21A2 98.83 84.84 30.38 8031C1 93.43 95.42 66.26

14-22B1 97.37 65.70 22.43 9011B1 98.31 93.75 30.41

อีกทั้งการศึกษานี้ยังพบว่า แบคทีเรียแลคติกบางไอโซเลทสามารถทนต่อเกลือน�้ำดีได้ค่อนข้างต�่ำ อาจเนื่อง
มาจาก เกลือน�้ำดีส่งผลต่อโครงสร้างของเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย ดังนั้นความสามารถในการทนต่อน�้ำดีจึง 
ถือเป็นลักษณะส�ำคัญของ Lactobacillus ซึ่งช่วยให้รอดชีวิตได้ในการย่อยและการดูดซึมของระบบทางเดินอาหาร 
(Sanders et al., 1996) นอกจากนี้เกลือน�้ำดีมีผลต่อการอยู่รอดของเชื้อ Lactobacillus แตกต่างกัน ขึ้นอยู่กับสาย
พันธุ์ และความเข้มข้นของเกลือน�้ำดี ซึ่งความเข้มข้นของเกลือน�้ำดีในล�ำไส้มีแปรปรวนตั้งแต่ 1.5 % ถึง 2.0 % (w/v) 
ในชั่วโมงแรกของการย่อยอาหาร และหลังจากนั้นลดลงประมาณ 0.3 % (w/v) โดยการทนต่อเกลือน�้ำดีของแบคทีเรีย
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แลคตกิขึน้อยู่กับความสามารถในการไฮโดรไลซ์เกลอืน�ำ้ดขีองแต่ละสายพันธ์ุ เพ่ือลดความเป็นพิษเกลอืน�ำ้ดต่ีอเซลล์
ของแบคทีเรียแลคติก (Noriega et al., 2004) และเมื่อพิจารณาการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกที่สภาวะ pH 2 - 3 
ร่วมกับเกลือน�้ำดีที่ความเข้มข้น 1 % ซึ่งสามารถเจริญได้มากกว่า 60% มีแบคทีเรียแลคติกจ�ำนวน 8 ไอโซเลท ที่มี
สมบัติดังกล่าว ได้แก่ 1011C2, 1011-1C2, 1012C2, 2021B1, 5031A2, 601-21B1, 73-21A2 และ 8031C1 

สรุปผลการทดลอง
จากผลการศึกษา สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑ์เนื้อหมักได้ 325 ไอโซเลท แต่มีแบคทีเรีย

แลคติกเพียง 26 ไอโซเลท ที่มีความสามารถการเจริญได้ดี และยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคอาหารเป็นพิษทั้ง 4 สายพันธุ์ 
ได้ และมีแบคทีเรียแลคตกิ 8 ไอโซเลท ทีส่ามารถรอดชวิีตได้ในสภาวะ pH 3 และเกลือน�ำ้ดีท่ีความเข้มข้น 1% ซึง่เป็น
สมบัติเบื้องต้นของโปรไบโอติกที่เหมาะสมในการประยุกต์ใช้เป็นกล้าเชื้อโปรไบโอติกในผลิตภัณฑ์เน้ือหมักต่อไป
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