
150 ว.มทรส. 9(2) : 150-163 (2564) 
 

การแยกและคัดเลือกแลคตกิแอซดิแบคทเีรียที�มีศักยภาพเป็นโปรไบโอตกิ 
จากผลิตภณัฑ์ผักดองพื %นบ้านของไทย 

Isolation and selection of lactic acid bacteria with potential probiotics 
from traditional Thai local pickle products 

 

สุรัตน์ วังพกุิล1* และ ปริยาภรณ์ อิศรานุวัฒน์2  
Surat Vangpikul1* and Pariyaporn Itsaranuwat2  

 

บทคดัย่อ 
โปรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที�มีชีวิตที�สามารถก่อประโยชน์ต่อร่างกายของสิ�งมีชีวิตที�อาศัยอยู่โดยการปรับสมดุลของ

จลุินทรีย์ในระบบลําไส้ งานวิจัยนี *จึงมีวัตถุประสงค์เพื�อแยกและคัดเลือกเชื *อแลคติกแอซิดแบคทีเรียที�มีศักยภาพเป็นโปรไบโอติก 
จากผักดองพื *นบ้านของไทย ผลการศึกษาสามารถคัดแยกเชื *อแบคทีเรียแกรมบวกได้ทั *งหมด 30 ไอโซเลท มี 20 ไอโซเลท 
ที�ไม่สร้างคาตาเลส เมื�อนําเชื *อที�คดัแยกได้มาศึกษาคณุสมบตัิการเป็นโปรไบโอติก พบว่ามี 9 ไอโซเลท (SF1, SF2, SF3, GF1, 
GF2, MF3, MF4, MF5 และ MF6) ที�สามารถทนต่อสภาวะกรดและเกลือนํ *าดีในระบบทางเดินอาหารได้ และมี 7 ไอโซเลทที�สามารถ
ยอ่ยเกลือนํ *าดีปฐมภมิู (sodium glycolate) และเกลือนํ *าดีทตุิยภมิู (sodium taurodeoxycholate) ได้ จึงนําเชื *อทั *ง 7 ไอโซเลทไป
ทดสอบความสามารถในการยับยั *งเชื *อก่อโรค พบว่าทั *ง 7 ไอโซเลท สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ Escherichia coli และ Bacillus 

cereus ได้ แต่ไม่มีไอโซเลทใดที�สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ Staphylococcus aureus ได้ ผลการทดสอบความสามารถในการ
ยึดเกาะกับเยื�อบุผนังลําไส้ (มิวซิน) พบว่า มีเพียง 4 ไอโซเลท (SF1, SF2, GF1 และ GF2) ที�สามารถยึดเกาะกับมิวซินได้ ผลการจัด
จําแนกสายพนัธุ์ของแบคทีเรียที�คดัแยกได้ พบว่า ไอโซเลท SF1 และ SF2 ที�แยกได้จากต้นหอมดอง คือ Lactobacillus plantarum 
HL-12 (100% identity) ไอโซเลท GF1 และ GF2 ที�แยกได้จากผักกาดเขียวปลีดอง คือ L. fermentum NBRC 15885 (100% identity) 
โดยเชื *อแลคติกแอซิดแบคทีเรียเหล่านี *มีศกัยภาพเป็นโปรไบโอติก สามารถนําไปพัฒนาเป็นหวัเชื *อสําหรับการผลิตอาหารหมัก
พื *นบ้านเพื�อเพิ�มมลูคา่ผลิตภณัฑ์ให้กบัชมุชนได้ 
คาํสาํคัญ:  โปรไบโอติก  ผกัดอง  แลคติกแอสิดแบคทีเรีย 
 

Abstract 
Probiotics are living microorganisms that benefit the host by adjusting the balance of microorganisms in the intestinal 

system. This research aims to isolate and screen the lactic acid bacteria (LAB) that have probiotic potential from Thai 
traditional pickles. The results showed that 30 Gram-positive bacterial isolates were obtained and 20 isolates among them 
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were identified as catalase-negative bacteria. The results of the probiotic properties characterization of isolated bacteria 
indicated that there were 9 isolates (SF1, SF2, SF3, GF1, GF2, MF3, MF4, MF5, and MF6) that can withstand the acid and 
bile in the gastrointestinal tract, and 7 of them were able to digest both primary (sodium glycolate) and secondary 
bile salts (sodium taurodeoxycholate). The results of the antibacterial activity against pathogenic bacteria of those 7 
isolates were evaluated. It was found that all 7 isolates were able to inhibit the growth of Escherichia coli and Bacillus 

cereus, whereas none of them was capable of inhibiting the growth of Staphylococcus aureus. The result of bacterial 
adhesion property on the intestinal mucosa (mucin) showed that only 4 isolates (SF1, SF2, GF1, and GF2) were able 
to adhere to mucin. The results of bacterial identification using DNA sequencing indicated that SF1 and SF2 isolated 
from pickled spring onion were Lactobacillus plantarum HL-12 (100% identity), and GF1 and GS2 isolated from pickled 
mustard green were L. fermentum NBRC 15885 (100% identity). The isolated LAB from this research could be developed 
to be a starter for local pickle food products to increase the value of the product for community.  
Keywords:  probiotics, pickles, lactic acid bacteria 
 

บทนํา 
 

อาหารหมกัดอง เป็นภมูิปัญญาพื *นบ้านของไทย
มาช้านาน เป็นกรรมวิธีถนอมอาหารเพื�อให้สามารถ
เก็บรักษาอาหารนั *นได้นานขึ *น ไม่เน่าเสียเร็ว ซึ�งอาหาร
ที�นํามาหมกัดองนั *นจะมีสีสนัและรสชาติที�เปลี�ยนไป 
การถนอมอาหารด้วยวิธีนี *จะใช้เกลอืเป็นวตัถดุิบสําคญั 
และมักใช้ในการถนอมอาหารที�มีเพียงบางฤดู เช่น 
ผกัและผลไม้บางชนิดซึ�งเมื�อถึงฤดกูาลจะมีผลผลติมาก 
ราคาถกู จะถกูนํามาหมกัดองเพื�อให้เก็บไว้บริโภคได้
ตลอดทั *งปี เนื�องจากอาหารหมกัดองพื *นบ้านหลาย
ชนิดนั *นอาจยงัไมไ่ด้มาตรฐาน เพราะยงัขาดการควบคมุ
ในเรื�องของความสะอาดของวตัถดุิบ ขั *นตอนการทําและ
ภาชนะบรรจุ รวมถึงการป้องกนัอาหารจากการปนเปื*อน
ของเชื *อก่อโรค ซึ�งหากรับประทานอาหารหมกัดองที�
ไมม่ีการควบคมุความสะอาด อาจทําให้เกิดอนัตรายแก่
ร่างกายได้ และหากวตัถดุิบ เช่น พืช และผกั ที�นํามาทํา
เป็นของหมกัดองมีความสะอาดไมเ่พียงพอ ก็อาจทําให้
ร่างกายได้รับเชื *อชนิดนี *เข้าไปโดยไม่รู้ตัว (Pumriw, 
Luang-In, & Samappito, 2021) จุลินทรีย์ที�พบใน

อาหารหมักพื *นบ้าน ได้แก่ ยีสต์ รา และแบคทีเรีย  
ซึ�งจุลินทรีย์บางชนิดมีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก 
(probiotics) คือเป็นจุลินทรีย์ที�ก่อประโยชน์ให้กับ
สขุภาพของผู้บริโภค หรือช่วยปรับสภาพความสมดลุ
ของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารและลําไส้ 
(FAO/WHO, 2002) กระตุ้นระบบภมูิคุ้มกนั ลดเอนไซม์
ที�เป็นสาเหตขุองการเกิดมะเร็ง ลดระดบัคอเลสเทอรอล
ในเลือด ป้องกันและรักษาโรคท้องร่วงทั *งที�เกิดจาก
แบคทีเรียและไวรัส เป็นต้น (Guo, Kim, Nam, Park, & 
Kim, 2010; Ratanaburee, Kantachote, Charernjiratrakul, 
& Sukhoom, 2013) จุลินทรีย์ที�มีคุณสมบัติเป็น 
โปรไบโอติกสว่นใหญ่อยูใ่นกลุม่แลคติกแอซิดแบคทีเรีย 
(lactic acid bacteria: LAB) ตวัอย่างเช่น Lactobacillus 
และ Bifidobacterium (Fuller, 1997; Itsaranuwat, 
Al-Haddad, & Robinson, 2003; Vinderola, & 
Reinheimer, 2003) ซึ�งเป็นกลุม่โปรไบโอติกที�ดีที�สดุ 
(Rial, 2000) ทั *งนี *เนื�องจากแบคทีเรียเหล่านี *ทนต่อ
กรดและเกลือนํ *าดี ทําให้สามารถรอดชีวิตในระบบ
ทางเดินอาหารซึ�งเป็นคุณสมบตัิที�สําคัญในการเป็น
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โปรไบโอติก (Kos, Suskovic, Goreta, & Matosic, 2000) 
รวมทั *งสามารถสร้างกรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์-
ออกไซด์ และแบคเทอริโอซินเพื�อยับยั *งเชื *อก่อโรค 
นกัวิจัยได้คดัแยกโปรไบโอติกจากแหล่งต่าง ๆ เช่น  
โปรไบโอติกจากมนุษย์ (Vinderola et al., 2008) 
ผลิตภณัฑ์นม และอาหารหมกั (Mathara et al., 2008) 
เพื�อพฒันาใช้ในอตุสาหกรรมอาหาร อาหารหมกัดอง
พื *นบ้านจึงเป็นแหลง่ที�นา่สนใจ เนื�องจากมีการบริโภค
อย่างแพร่หลาย เป็นอาหารทางเลือกสําหรับผู้บริโภค
มงัสวิรัติ และในผกัผลไม้อดุมไปด้วยสารอาหารที�สําคญั 
ได้แก่ ไฟเบอร์ วิตามิน เกลอืแร่ และสารต้านอนมุลูอิสระ 
(Lee et al., 2011) มีหลายงานวิจยัที�แยกเชื *อโปรไบโอติก 
ได้จากผกัดอง เช่น Pumriw, Luang-In, & Samappito 
(2021) สามารถคดัแยก LAB ที�มีคณุสมบตัิเป็นโปร-
ไบโอติกจากผกัเสี *ยนดอง ได้แก่ L. fermentum, L. 

brevis และ L. plantarum นอกจากนี * Karasu, Şimşek, 
& Çon (2010); Lee et al., (2011) สามารถแยกเชื *อ 
โปรไบโอติก L. plantarum จากผกัดอง คนไทยนิยม
บริโภคอาหารหมักโดยไม่ได้ผ่านการปรุงสุกด้วย 
ความร้อน ซึ�งอาจทําให้ป่วยเป็นโรคเกี�ยวกับทางเดิน
อาหาร โดยเกิดจากเชื *อแบคทีเรียก่อโรค เช่น Shigella, 
Vibrio parahaemolyticus, V. cholerae, Salmonella, 

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus และ 

Escherichia coli การใช้โปรไบโอติกในการยบัยั *งเชื *อ
ก่อโรคและบําบัดรักษาโรค จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ�งที�
ทดแทนการใช้ยา การนําเข้ายาจากต่างประเทศ และลด
การใช้ยาปฏิชีวนะด้วย (Guo, Kim, Nam, Park, & Kim, 
2010) งานวิจัยนี *มีวัตถุประสงค์เพื�อแยกและคัดเลือก
เชื *อ LAB ที�มีศกัยภาพเป็นโปรไบโอติกจากผกัดอง
พื *นบ้านของไทย และนําเชื *อที�คัดแยกได้มาศึกษา

คณุสมบตัิและศกัยภาพการเป็นโปรไบโอติก รวมทั *ง
การจดัจําแนกสายพนัธุ์ชนิดของจลุนิทรีย์ เพื�อประยกุต์ใช้
โปรไบโอติกดงักล่าวเป็นกล้าเชื *อในการผลิตผกัดอง 
ให้มีคุณภาพดีสมํ�าเสมอ มีกลิ�นคล้ายกับการหมัก
ตามธรรมชาติ อีกทั *งเพิ�มความปลอดภยัต่อผู้บริโภค 
เสริมประโยชน์ด้านสขุภาพสําหรับผู้บริโภค และเป็น
การสง่เสริมอตุสาหกรรมการแปรรูปผกัพื *นบ้านของไทย 

 
วิธีการศึกษา 

1. การคัดแยกเชื %อแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (LAB) 
จากตัวอย่างอาหารหมัก  

วิธีการแยกเชื *อ LAB ดดัแปลงจาก Di Cagno 
et al. (2008); Ruttanasutja, & Thongdee, (2020) 
โดยชั�งตวัอยา่งอาหารหมกั 10 กรัม ใสใ่นขวดรูปชมพู ่
จากนั *นเติมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.85 (w/v) ที�ผ่านการนึ�งฆ่าเชื *อลงไป 90 
มิลลิลิตร จากนั *นเขย่าให้เข้ากันโดยใช้เครื�องเขย่าที� 
150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทําการเจือจางที�
ระดบั 10-1- 10-7 เท่า ดูดตวัอย่างสารละลายเฉพาะที�
เจือจางระดบั 10-3 ถึง 10-7 ปริมาตร 1 มิลลลิติร ลงใน
จานเพาะเลี *ยงที�ปราศจากเชื *อ จากนั *นเทอาหารแข็ง 
MRS ที�เติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) เข้มข้น
ร้อยละ 0.3 (w/v) ที�ปราศจากเชื *อและหลอมเหลวแล้ว
อุณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส ประมาณ 
20 มิลลิลิตร เขย่าจานแล้วทิ *งไว้ให้เย็นก่อนนําไป 
บม่ที� 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั�วโมง เมื�อครบเวลา
เลอืกเก็บตวัอยา่งเชื *อจากจานเพาะเลี *ยงที�มีเชื *อเจริญ
เป็นโคโลนีเดี�ยว ๆ กระจายตวัอย่างเหมาะสม นําเชื *อ 
LAB ที�คัดเลือกได้มาศึกษาการติดสีแกรมและดู
รูปร่างการจัดเรียงตัวของเซลล์ และคุณสมบัติการ
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สร้างคาตาเลส (catalase) โดยจะคดัเลือกแบคทีเรีย
แกรมบวก ไมส่ร้างคาตาเลส จากนั *นนําเชื *อเก็บรักษา
ในลิตมสัมิลค์ (litmus milk) ที�อุณหภูมิ -20 องศา-
เซลเซียส ก่อนนํามาทดสอบตอ่ไป 
 

2. การทดสอบความสามารถในการทนกรดและ
นํ %าดีในระบบทางเดินอาหาร  

วิธีทดลองดดัแปลงจาก Kos, Suskovic, Goreta, 
& Matosic (2000); Mathara et al. (2008) โดยนําเชื *อ 
LAB ที�คดัแยกได้ทั *งหมดมาทดสอบความสามารถใน
การทนกรดนํ *าดีและเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหาร 
โดยนําตวัอยา่งเชื *อ LAB ที�คดัแยกได้มาเพาะเลี *ยงใน
อาหารเหลว MRS บ่มที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั�วโมง เมื�อครบเวลาทําการถ่ายเชื *อลง
ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร อีกครั *ง 
แล้วบ่มต่ออีก 24 ชั�วโมง จากนั *นนําไปปั�นเหวี�ยงที�
ระดบัความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที (rpm) ที�อณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั *นนําตะกอน
เซลล์ที�ได้มาปรับปริมาณเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียม
คลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (w/v) ที�ปลอดเชื *อ 
โดยการทําให้มีระดบัการเจือจางระหว่าง 10-1 ถึง 10-7 

เซลล์ตอ่มิลลลิติร คดัเลอืกช่วงระดบัการเจือจางที� 10-3 
ถึง 10-7 มานับจํานวนเชื *อด้วยวิธีเพลทเคาท์อาการ์ 
(plate count agar) รายงานปริมาณเชื *อเป็นโคโลนี
ต่อมิลลิลิตร (CFU/mL) นําตะกอนเซลล์แขวนลอยที�
เหลือมาเจือจางด้วยสารละลายละลายอิเลคโตรไลท์ 
ซึ�งประกอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ (NaCl2) 6.20 กรัม
ตอ่ลติร โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 2.20 กรัมต่อลิตร 
แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) 0.22 กรัมต่อลิตร และ
โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 1.20 กรัมตอ่ลติร ปรับค่า
พีเอชเป็น 6.40 จากนั *นเติมไลโซไซม์ (lysozyme) ให้ได้

ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร (อัตราส่วน 1:1)  
นําหลอดตวัอยา่งไปบ่มที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที เมื�อครบเวลานําสารละลายเซลล์ 
ดังกล่าวมาเจือจางด้วยสารละลายอิเลคโตรไลท์ 
ที�ปรับพีเอชเป็น 2.50 ซึ�งเติมเปบซิน (pepsin) ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.30 (w/v) (อตัราสว่น 3:5) จากนั *นนําไป
บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง  
เมื�อครบกําหนดเวลานํามานบัจํานวนเซลล์ที�รอดชีวิต
ด้วยวิธีเพลทเคาท์อาการ์บนอาหารแข็ง MRS   

 

การทดสอบความสามารถในการทน 
ต่อสภาวะในลาํไส้ส่วนดูโอดีนัม (duodenum) โดย
นําเชื *อ LAB มาเจือจางด้วยสารละลายที�มีคุณสมบตัิ
คล้ายกับนํ *าย่อยในส่วนดูโอดีนัมซึ�งประกอบด้วย
โซเดียมไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 6.40 กรัมต่อลิตร 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl2) 1.28 กรัมตอ่ลิตร โพแทสเซียม-
คลอไรด์ (KCl) 0.24 กรัมตอ่ลติร (พีเอช 7.2) และเติม
นํ *าดีที�ความเข้มข้นร้อยละ 0.50 (w/v) และแพนครีเอติน 
(pancreatin) ร้อยละ 1 (w/v) (อตัราสว่น 1:4) จากนั *นนํา
สารละลายเซลล์ที�ได้ไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
พร้อมกบัสุม่เก็บตวัอยา่งเพื�อนบัจํานวนเชื *อที�รอดชีวิต
ที�เวลา 1, 2 และ 3 ชั�วโมง ตามลาํดบั 

 

3. ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์
ไบล์ซอลท์ไฮโดรเลส (bile salt hydrolase)  

 

ทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม์ 
ไบล์ซอลท์ไฮโดรเลสโดยวิธี plate assay (ดดัแปลงจาก 
du Toit et al., 1998) โดยมีเกลือนํ *าดีปฐมภมูิ คือ 
โซเดียมไกลโคเลต (sodium glycolate) และเกลือนํ *าดี
ทุติยภูมิคือโซเดียมทอโรดีออกซีโคเลต (sodium 
taurodeoxycholate) ทําการทดลองโดยนําเชื *อ LAB ที�เลี *ยง
ในอาหารเหลว MRS ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 18 ชั�วโมง นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 
10,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เจือจางตะกอน
เซลล์ด้วยสารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.85 (w/v) ที�ปลอดเชื *อ 2 รอบ จากนั *นนําตะกอน
เซลล์ที�ได้มาปรับปริมาณเซลล์ด้วยสารละลายโซเดียม-
คลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (w/v) ใช้เข็มปลอดเชื *อ
จุ่มลงในสารละลายเชื *อแล้วนําไปแทงลงบนอาหารแข็ง 
MRS ที�ผสมเกลือนํ *าดีร้อยละ 0.50 (w/v) ที�เตรียมไว้
ในหลอดทดลอง นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ตรวจผลการเจริญของเชื *อและ
ตะกอนขุ่นจากการตกตะกอนของเกลือนํ *าดีซึ�งเป็น
บริเวณที�แบคทีเรียสร้างเอนไซม์ไบล์ซอลท์ไฮโดรเลส 
4. การทดสอบความสามารถในการยับยั %งเชื %อ 
ก่อโรค  

การทดสอบความสามารถในการยบัยั *งเชื *อก่อโรค
ด้วยวิธีอาการ์เวลดิฟฟิวชั�น (agar well diffusion) (ดดัแปลง
จาก Uhlman, Schillinger, Rupnow, & Holzapfel, 
1992) ทดสอบตอ่เชื *อก่อโรค Escherichia coli TISTR 887,  
Staphylococcus aureus TISTR 029 และ Bacillus cereus 

TISTR 687 วิธีการเตรียมสว่นอาหารเหลวเลี *ยงเซลล์
ของเชื *อ LAB ที�คดัแยกได้ โดยนําเชื *อมาเพาะเลี *ยงใน
อาหารเหลว MRS ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชั�วโมง จากนั *นถ่ายเชื *อลงในอาหารเหลว MRS อีกครั *ง 
แล้วนําไปบม่ที�สภาวะเดิมเป็นเวลา 72 ชั�วโมง นําเชื *อไป
ปั�นเหวี�ยงด้วยความเร็ว 10,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภมูิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื�อแยกเอาตะกอน
เซลล์ออก จากนั *นนําสว่นใสมาปรับคา่พีเอชให้เป็นกลาง
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น 5 โมลาร์
ก่อนนําไปทดสอบ สาํหรับการเตรียมเชื *อก่อโรคทําโดย
เพาะเลี *ยงเชื *อ E. coli และ B. cereus ในอาหารเหลว 

NB (nutrient broth) สว่นเชื *อ S. aureus เพาะเลี *ยงใน
อาหารเหลว TSB (tryptic soy broth) นําเชื *อทั *งหมดไป
บ่มที� 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั�วโมง จากนั *น
นําไปปั�นแยกตะกอนเซลล์และล้างด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 (w/v) ที� 
นึ�งฆา่เชื *อแล้ว (ทําซํ *า 2 รอบ) ละลายตะกอนเซลล์ใน
สารละลายเดิมโดยปรับความเข้มข้นของเซลล์โดยวดั
การดดูกลนืคลื�นแสงที� 600 นาโนเมตร (OD 600 nm) 
ให้ได้ค่าการดูดกลื�นคลื�นแสงเป็น 0.1 จากนั *นดูด
สารละลายเซลล์ที�เตรียมได้ลงในจานเพาะเลี *ยงเชื *อ
จานละ 1 มิลลิลิตร เติมอาหาร NA ที�ยงัไม่แข็งตัว 
สําหรับเชื *อ E. coli และ B. cereus และเติมอาหาร 
TSA ที�ยงัไม่แข็งตวั สําหรับเชื *อ S. aureus ลงในจาน
เพาะเลี *ยงเชื *อ เขย่าจานเพื�อผสมเชื *อกับอาหารให้
ผสมกันแล้วทิ *งให้อาหารแข็งตวั จากนั *นเจาะผิวหน้า
อาหารด้วยคอร์กบอเรอร์ (cork borer) ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.60 มิลลิเมตร จากนั *นหยดนํ *าเลี *ยงเชื *อ 
LAB ที�เตรียมไว้ลงในหลุมปริมาตรหลุมละ 50 
ไมโครลิตร ซึ�งมีไนซิน (nisin) เป็นตัวควบคุมบวก 
(positive control) จากนั *นนําไปเก็บที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ประมาณ 2 ชั�วโมง จากนั *นย้ายไปบ่มที� 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ตรวจผลการ
ยับยั *งเชื *อก่อโรคโดยดูจากบริเวณรอยใสการยับยั *ง
บริเวณรอบ ๆ หลมุและวัดขนาดการยับยั *ง (วดัจาก
เส้นผา่นศนูย์กลางของการยบัยั *ง) 
5. ทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกับ 
เยื�อบุผนังลาํไส้ (มิวซิน)  

การตรึงมิวซินกับ polystyrene microtiter 
plate well (ดดัแปลงจาก Tallon, Arias, Bressollier, 
& Urdaci, 2007) ทําได้โดยละลายมิวซินใน phosphate 
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buffer saline (PBS) pH 7 ที�ปลอดเชื *อให้มีความเข้มข้น 
10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั *นหยดสารละลายมิวซิน 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในหลุม polystyrene 
microtiter plate ที�ผ่านการฆ่าเชื *อด้วย UV เป็นเวลา 
15 นาที นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1.50 ชั�วโมง จากนั *นเก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 คืน เพื�อตรึงมิวซินกบั polystyrene microtiter 
plate ล้างด้วย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 2 
ครั *ง จากนั *นทําให้อิ�มตวัด้วยการเติมสารละลาย bovine 
serum albumin (BSA) ร้อยละ 2 (w/v) ที�ปลอดเชื *อ
ปริมาตร 200 ไมโครลติร บม่ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 ชั�วโมง ล้างด้วย PBS ที�ปลอดเชื *อปริมาตร 
200 ไมโครลติร จํานวน 2 ครั *ง 

การเตรียมเชื %อ LAB เพื�อทดสอบการยึด
เกาะกับมิวซิน โดยเลี *ยงเชื *อ LAB ในอาหารเหลว 
MRS นําไปบม่ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
16 ชั�วโมง จากนั *นถ่ายเชื *อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.50 มิลลิลิตร ปั�นเหวี�ยง
ที�ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที  ที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วย 
PBS ที�ปลอดเชื *อ จํานวน 2 ครั *ง ละลายตะกอนเซลล์
ด้วย PBS ปรับค่าความขุ่นที�ความยาวคลื�น 600  
นาโนเมตร (OD 600 nm) ให้เทา่กบั 0.10 

การทดสอบการยดึเกาะกับมิวซิน ถ่ายเชื *อ 
LAB ที�เตรียมไว้ลงในหลมุ polystyrene microtiter 
plate หลมุละ 100 ไมโครลิตร เชื *อละ 4 หลมุ บ่มที�
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง  
โดยไม่เขย่า จากนั *นล้างเซลล์ที� ไม่ได้ยึดเกาะกับ 

มิวซินด้วย PBS ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน  
12 ครั *ง จากนั *นเติมสารละลาย triton-X 100 ร้อยละ 
0.05 (v/v) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลมุ
เพื�อชะเซลล์ออกจากมิวซิน เขย่าบนเครื� อง orbital 
agitator ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 ชั�วโมง นบัจํานวน
เซลล์ที�ยึดเกาะกับมิวซินโดยนําเซลล์แขวนลอย 
ในแต่ละหลุมมาเจือจางใน PBS ที�ปลอดเชื *อ  
แล้วนับจํานวนเชื *อด้วยวิธีเพลทเคาท์อาการ์บน 
อาหารแข็ง MRS 
6. การจัดจําแนกชนิดสายพันธ์ุโดยวิธีหาลําดับ
เบสของยนี 16S rDNA  

นําเชื *อ LAB ที�คดัเลอืกได้และมีคณุสมบตัิเป็น
โปรไบโอติกมาทําการพิสจูน์บง่ชี *สายพนัธุ์ด้วยวิธี 16s 

rRNA gene sequencing analysis (Lee et al., 2011) 
โดยวิเคราะห์หาลําดบัเบสและเปรียบเทียบสายพนัธุ์
กบัฐานข้อมลู NCBI โดยใช้โปรแกรม BLASTN 

 
ผลการศึกษาและอภปิรายผล 

1. การแยกและคัดเลือก LAB จากอาหารหมัก 
ก า ร ศึก ษ า ค รั *ง นี *ไ ด้ ทํ า ก า ร คัด แ ย ก เ ชื *อ  

LAB จากตวัอย่างอาหารหมกัผกัดองพื *นบ้าน 3 ชนิด 
ได้แก่ ต้นหอมดอง ผักกาดดอง และผักรวมดอง  
ด้วยอาหาร MRS (De Man, Rogosa, & Sharpe, 
1960) ผลการศึกษาพบว่า สามารถคดัแยก LAB ได้ 
30 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรียแกรมบวก นําแบคทีเรียที�
คดัแยกได้ไปทดสอบคาตาเลส ผลการทดสอบพบว่า
มีเพียง 20 ไอโซเลทที�ไม่สร้างคาตาเลส ดงั (Table1) 
จึงจะได้นําไปใช้ในการการทดสอบขั *นตอ่ไป 
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Table 1 Lactic acid bacteria isolated from fermented foods. 
fermented foods isolates Gram stain (positive) catalase test (negative) 
pickled spring onions (SF) 10 10 7 
pickled mustard green (GF) 10 10 6 
mixed pickled vegetables (MF) 10 10 7 
total 30 30 20 

 
2. ผลการทดสอบความสามารถในการทนกรด
และนํ %าดีในระบบทางเดินอาหาร 
 

ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อ
สภาวะในระบบทางเดินอาหารจําลองของเชื *อ LAB ที�
คดัแยกจากตวัอย่างอาหารหมกั แสดงดงั (Table 2) 
ผลการทดลองพบวา่มี LAB จํานวน 9 ไอโซเลท (SF1, 
SF2, SF3, GF1, GF2, MF3, MF4, MF5 และ MF6) 
ที�สามารถรอดชีวิตได้มากกวา่ 106 โคโลนีตอ่มิลลลิติร 
เมื�ออยูไ่ด้ภายใต้สภาวะจําลองของระบบทางเดินอาหาร
เป็นเวลา 4 ชั�วโมง ซึ�งความคงทนดังกล่าวจัดได้ว่า
เป็นคุณสมบัติเบื *องต้นของโปรไบโอติก จึงนํา LAB 
ทั *ง 9 ไอโซเลทดงักลา่วไปทดสอบความสามารถในการ
ผลติเอนไซม์ไบล์ซอลท์ไฮโดรเลสตอ่ไป 

การทดสอบความสามารถในการทนกรด 
ของเชื *อ LAB ที�คัดแยกได้ในสภาวะจําลองคล้าย 
ในกระเพาะอาหารของมนุษย์ ซึ�งเป็นการคัดเลือก 
เชื *อเบื *องต้น ทั *งนี *เนื�องจากกระเพาะอาหารของคนเรา
จะมีค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) อยู่ในช่วง 2-4 
ในขณะที�รับประทานอาหารเข้าไป และจะลดลง 
เมื�อเวลาผา่นไป (Erkkila, & Petaja, 2000) การที�เชื *อ
มีความสามารถในการมีชีวิตอยู่รอดได้ค่อนข้างดี 
 

ในสภาวะทดสอบนั *น อาจเนื�องมาจากแหลง่ (ถิ�นที�อยู่
อาศ ัยดั *ง เดิม)  ที �นํามาแยกเชื *อซึ �งต ัวอย่างที�ใ ช้ 
ในการทดลองนี *คือ ตัวอย่างจากนํ *านมเหลืองคน  
ซึ�งตวัอยา่งดงักลา่วมีคณุสมบตัิเป็นกรด โดยมีค่า pH 
ประมาณ 4.6 (Otterby et al., 1980) โดยปกติแล้ว
เชื *อที�มีความสามารถในการเจริญได้ในสภาวะ 
ของถิ�น ที�อยู่อาศัยดั *ง เดิมที� เ ป็นกรดอยู่แ ล้วนั *น 
ก็มัก จะ มีค วา มสา มา รถ ใน การ ทน ต่อ สภาว ะ 
ทดสอบจําลองที�เป็นกรดได้ดีด้วยเสมอ ซึ�งจาก 
ผลการทดลองนี *สอดคล้องกับการรายงานของ 
Vinderola, & Reinheimer (2003) พบว่า โปรไบโอติก
และหวัเชื *อ LAB ในอตุสาหกรรมนมสามารถเจริญได้
ในสภาวะที�มีเกลือนํ *าดีความเข้มข้นร้อยละ 0.30  
ผลการทดลองสอดคล้องกบั Kos, Suskovic, Goreta, 
& Matosic (2000) ในระบบการย่อยสลายในสว่นของ
ลําไส้เล็กตอนต้น (duodenum) มีอิทธิพลอย่างมาก 
ต่อการมีชีวิตอยู่รอดของแบคทีเรีย เนื�องจากในส่วน
ของลําไส้เล็กตอนต้นนี *มีการหลั�งสารทั *งเกลือนํ *าดี 
และนํ *าย่อย (pancreatic juice) ดงันั *นจึงมีปริมาณ
ของเชื *อที�สามารถรอดชีวิตผ่านลําไส้ส่วนนี *ไปได้ 
มากที�สดุไมเ่กินร้อยละ 10-30 
 

 



RMUTSB Acad. J. 9(2) : 150-163 (2021) 157 
 

Table 2 Survival rate of selected LAB in acid and simulated duodenum condition.  

isolates 
viable cell (CFU/mL) 

starter 
after treat with lysozyme 

+0.3% pepsin (1 hr) 
incubate in simulated duodenum condition 
1 hr 2 hr 3 hr 

SF1  7.80×109 4.90×109  8.20×107  4.00×107 5.40×107 
SF2  7.90×109 2.40×109 1.40×108 4.70×106 2.40×107 
SF3  6.90×109 6.40×109 3.40×108 1.90×108 7.50×107 
SF4  4.30×1010 3.80×109 3.70×106 1.70×102  nd 
SF8  2.10×1010 2.90×109 3.50×106 2.50×102  nd 
SF9  6.80×109 4.20×108 3.40×108 3.90×102  nd 
SF10  3.80×109 7.20×108 6.40×105  nd  nd 
GF1  7.90×109 3.90×108 5.70×106 4.70×107 1.40×107 
GF2  6.90×109 4.20×108 3.60×106 1.90×106 1.30×106 
GF6  2.30×1010 2.90×108  nd  nd  nd 
GF7  2.50×1010 3.20×109  nd  nd  nd 
GF8  3.10×1010  nd  nd  nd  nd 
GF9  3.70×1010  nd  nd  nd  nd 
MF3  2.30×1010  4.60×1010 1.30×106 3.40×107 3.80×106 
MF4  2.50×109  2.80×1010 1.20×106 1.50×106 1.30×106 
MF5  7.90×109 3.90×108 2.70×108 3.70×106 1.20×106 
MF6  5.10×1010 6.50×107 3.70×106 3.40×106 8.30×106 
MF7  6.90×109  nd  nd  nd  nd 
MF8  5.10×1010 4.70×107 2.10×108  nd  nd 
MF9  6.30×1010 1.90×109 1.50×108  nd  nd 
Note: nd = not detected 
 

3. ความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไบล์ซอลท์-
ไฮโดรเลส  
 

จากการทดสอบการผลิตเอนไซม์ไบล์ซอลท์-
ไฮโดรเลสของเชื *อ LAB ทั *ง 9 ไอโซเลท บนอาหารแข็ง 
MRS ที�เติมเกลือนํ *าดีร้อยละ 0.5 โดยสงัเกตจากการ
เกิดตะกอนขุ่นจากการตกตะกอนของเกลือนํ *าดี พบว่า 
มีเชื *อ LAB จํานวน 7 ไอโซเลท (SF1, SF2, SF3, GF1, 
GF2, MF3 และ MF4) สามารถผลิตเอนไซม์ไบล์ซอลท์-

ไฮโดรเลสที�สามารถย่อยเกลือนํ *าดีที�ใช้ในการทดสอบ
ได้คือเกลือนํ *าดีปฐมภมูิ (sodium glycolate) เกลือ
นํ *าดีทุติยภูมิ  ( sodium taurodeoxycholate)  
ดงัแสดงใน (Table 3)  

ผลการทดลองสอดคล้องกับรายงานของ 
Pennacchia et al. (2004) ที�พบว่า Lactobacillus 
สามารถเจริญได้บนอาหาร MRS ที�เติมเกลือนํ *าดีร้อยละ 
0.30 ได้ และจากรายงานของ Jacobsen et al. (1999) 
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เมื�อนําเชื *อ LAB มาทดสอบคณุสมบตัิการเป็นโปรไบโอติก 
พบวา่ Lactobacillus จํานวน 47 สายพนัธุ์ สามารถทนต่อ
เกลือนํ *าดีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 นอกจากนี * 
Erkkila, & Petaja (2000) ยงัรายงานว่า L. sake และ
Pediococcus acidilactici  มีความสามารถทนต่อเกลือ
นํ *าดีที�ระดบัความเข้มข้นร้อยละ 0.30 พีเอช 6 เนื�องจาก
เชื *อ LAB ดงักลา่วสามารถสร้างเอนไซม์ไบล์ซอลท์- 
ไฮโดรเลส และจากงานวิจยัของ Brennan, Wanismail,  
& Ray (1983) พบว่า L. acidophilus เป็นเชื *อ LAB 
ที�อาศยัในลาํไส้ของมนษุย์และสตัว์มีคณุสมบตัิทนต่อ
เกลือนํ *าดี โดยมีความสําคญัต่อระบบสมดุลจุลินทรีย์
ในลําไส้ อาหารเสริมที�มีเซลล์ของ L. acidophilus จึงมี
ส่วนช่วยปรับปรุงและรักษาสมดุลจุลินทรีย์ภายใน
ลาํไส้และช่วยรักษาโรคที�เกิดจากลาํไส้ด้วย 
 

Table 3 Result of bile salt hydrolase activity.  

isolates 
bile salt hydrolase activity 

primary bile salt 
(sodium glycolate) 

secondary bile salt  
(sodium taurodeoxycholate) 

SF1 + + 
SF2 + + 
SF3 + + 
GF1 + + 
GF2 + + 
MF3 + + 
MF4 + + 
MF5 - - 
MF6 - - 
Note: + = positive, - = negative  
 

4. ความสามารถในยบัยั %งเชื %อก่อโรค 
ผลการทดสอบการยับยั *งเชื *อก่อโรค พบว่า  

ทั *ง 7 ไอโซเลท (SF1, SF2, SF3, GF1, GF2, MF3 
และ MF4) สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ E. coli 
และ B. cereus ได้ (ยกเว้นไอโซเลทที�ได้แยกได้จาก

ผกัดองรวม) และพบว่าไม่มีเชื *อ LAB ไอโซเลทใดเลย 
ที�สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อทดสอบ S. aureus ได้ 
ดงัแสดงใน (Table 4) จึงได้นําเชื *อ LAB ทั *ง 7 ไอโซเลท 
ไปทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกบัเยื�อบผุนงั
ลาํไส้ (มิวซิน) ต่อไป ผลการยบัยั *งเชื *อทดสอบอาจจะ
มาจากฤทธิ�ของแบคเทอริโอซินที�เชื *อ LAB ผลิตขึ *น 
จากรายงานการศึกษาการสร้างสารยบัยั *งการเจริญ
ของเชื *อจุลินทรีย์โดยเชื *อ LAB ผลิตสารยบัยั *งการ
เจริญของเชื *อจุลินทรีย์อื�น ๆ นั *นมีหลายชนิด ได้แก่ 
กรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ รูเทอริน อะซิตลั-
ดีไฮด์ ไดอะซิติล และแบคเทอริโอซิน (De vuyst,  
& Vandamme, 1994; Rattanachaikunsopon, & 
Phumkhachorn, 2000) และจากผลการทดลองข้างต้น
สอดคล้องกบัการรายงานของ Jacobsen et al. (1999) 
กล่าวคือเชื *อทดสอบกลุ่มที�แยกได้จากผลิตภัณฑ์
อาหารหมกัในกลุม่เชื *อ Lactobacillus sp. ที�มีคณุสมบตัิ
เป็นโปรไบโอติก พบว่า เชื *อทดสอบกลุม่ที�แยกได้จาก
ผลิตภัณฑ์อาหารหมักสามารถยับยั *งเชื *อก่อโรค B. 

cereus, E. coli และ Listeria monocytogenes ได้ดี 
แตย่บัยั *งการเจริญของเชื *อในกลุม่ S. aureus และ S. 

typhimurium ได้น้อย ในขณะที�เชื *อโปรไบโอติกสายพนัธุ์
ที�ใช้ในทางการค้าอยา่งแพร่หลาย เช่น LA1และ DSM 
12246 สามารถยบัยั *งเชื *อทดสอบได้ทกุชนิด โดยเกิด
บริเวณสว่นใสขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางของการยบัยั *ง
มากกว่า 2 มิลลิเมตรขึ *นไป อย่างไรก็ตามเชื *อที�แยก
จากอาหารข้าวโพดหมัก พบว่า มีเพียง 4 สายพันธุ์ 
(จาก 10 สายพันธุ์ ) สามารถยับยั *งการเจริญของ 
เชื *อ S. aureus  มีจํานวน 5 สายพนัธุ์สามารถยบัยั *ง 
การเจริญเติบโตของเชื *อ B. cereus มีจํานวน 2  
สายพนัธุ์สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ E. coli และมี 
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1 สายพันธุ์ สามารถยับยั *งการเจริญของเชื *อ S. 

typhimurium นอกจากนี * Mishra, & Prasad (2005) 
รายงานว่าเชื *อ L. casei NCDC 17 สามารถยบัยั *ง
การเจริญของเชื *อ S. typhimurium, B. cereus, E. coli 

และ S. aureus ได้ดี ซึ�งจากผลการทดลองนี *สอดคล้อง
กบังานวิจัยของ Topisirovic et al. (2006) ที�พบว่า 
เชื *อ LAB ทั *ง 5 สายพนัธุ์ที�แยกจากเนยแข็งสามารถ
ยบัยั *งการเจริญของเชื *อ S. aureus และบางสายพนัธุ์
สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ B. cereus ได้ 

 

5. ความสามารถในการยึด เกาะกับเยื� อ บุ 
ผนังลาํไส้ (mucin) 

ผลการทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ
กับมิวซิน พบว่า เมื�อนับจํานวนเซลล์ของแต่ละ 
ไอโซเลทที�ทดสอบการยึดเกาะกับมิวซิน โดยการชะ
เอาเชื *อที�เกาะมิวซินได้ออกมา มีเพียง 4 ไอโซเลท 
(SF1, SF2, GF1 และ GF2) ที�สามารถยึดเกาะกบั
มิวซินได้ ดงัแสดงใน (Table 5) การใช้มิวซินในการ
ทดสอบการเกาะติดของผนงัลําไส้ เป็นการใช้โปรตีน
เป็นตวัแทนของ intestinal mucus (Tollon et al., 2007) 
ซึ�งเชื *อ LAB ทั *ง 4 ไอโซเลท แยกได้จากผักดอง 
ต่างชนิดกัน จึงได้นําทั *ง 4 ไอโซเลท ไปทําการจัด
จําแนกชนิดสายพนัธุ์ตอ่ไป  

 
Table 4 Antagonistic activity of selected LAB strains against pathogenic bacteria. 

isolates 
antagonistic activity against pathogenic bacteria 

E. coli TISTR 887 S. aureus TISTR 029 B. cereus TISTR 687 
SF1 + - + 
SF2 + - + 
SF3 + - - 
GF1 + - + 
GF2 + - + 
MF3 + - - 
MF4 + - - 

Note; degree of inhibition; – = no clear zone (no inhibition) , + = clear zone ≥ 8 mm (inhibition) 

 
Table 5 Adhesion capacity to mucin of selected LAB. 
isolates before mucin adhesion (CFU/mL) after mucin adhesion (CFU/mL) adhesion activity 
SF1 6.2×109 2.7×106 + 
SF2 7.4×109 3.2×106 + 
SF3 5.8×109 nd - 
GF1 2.4×1010 4.5×107 + 
GF2 3.8×109 3.6×107 + 
MF3 2.9×109 nd - 
MF4 1.3×1010 nd - 

Note; – = no adhesion, += mucin adhesion, nd = not detected 
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6. การจัดจําแนกชนิดสายพันธ์ุเชื %อ LAB ที� มี
คุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก 

 

เมื�อนําเชื *อ LAB ที�มีคุณสมบัติการเป็น 
โปรไบโอติกทั *ง 4 ไอโซเลท ได้แก่ SF1, SF2, GF1 
และ GF2 มาทําการพิสจูน์เอกลกัษณ์ด้วยวิธีทาง 
อณูพันธุศาสตร์ ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของเชื *อ 
LAB ทั *ง 4 ไอโซเลท โดยใช้ FTA kit ของ Whatman 
และเพิ�มปริมาณด้วยการทําพีซีอาร์โดยใช้ universal 
primer คือ 20F และ 520R ซึ�งจะได้ดีเอ็นเอที�มีขนาด
ประมาณ 900 bp จากนั *นนําตวัอย่าง PCR product 
ที�ได้ทั *ง 4 ตวัอยา่งไปวิเคราะห์ลาํดบัเบสและเปรียบเทียบ
สายพนัธุ์ในฐานข้อมูล NCBI โดยใช้โปรแกรม BLASTN 
ผลการตรวจวิเคราะห์ลําดับนิวคลิโอไทด์โดยตรง
ชิ *นสว่นของยนี 16S rDNA พบวา่ ไอโซเลท SF1 และ SF2 
ที�แยกได้จากต้นหอมดอง คือ L. plantarum HL-12 
(ที�ระดับความเหมือน 100 เปอร์เซ็นต์) ส่วนไอโซเลท 
GF1 และ GF2 ที�แยกได้จากผกักาดเขียวปลีดอง คือ L. 

fermentum NBRC 15885 (ที�ระดบัความเหมือน 100 
เปอร์เซ็นต์) ผลการทดลองสอดคล้องกับ Yasanga 
(2008) ซึ�งได้แยกเชื *อ LAB จากผกัและผลไม้ดองของไทย 
10 ชนิด ได้ทั *งหมด 47 ไอโซเลท และทดสอบการสร้าง
แบคเทอริโอซินโดยใช้เชื *อก่อโรค 4 ชนิด เป็นเชื *อทดสอบ 
พบว่ามี 3 ไอโซเลท ที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน 
เมื�อจําแนกชนิดแล้วคือ L. plantarum นอกจากนี *  
Lee et al. (2011) ได้แยกเชื *อ LAB จากกิมจิได้เชื *อ L. 

plantarum NR74 ที�มีศกัยภาพเป็นโปรไบโอติก จาก
ผลการตรวจวิเคราะห์ลําดับนิวคลิโอไทด์โดยตรง
ข้าง ต้นแสดงใ ห้ เ ห็นว่าลํ าดับ นิวคลิ โอไทด์ยีน  
16S rDNA ของเชื *อ LAB ไอโซเลท DM068, UMO54, 
UM055, VM095, VM096, JM085, JM0812, YM122 

และ YM126 มีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกนัอยู่ระหว่าง 
97-100 เปอร์เซ็นต์ ซึ�งโดยทั�วไปเปอร์เซ็นต์ความ
เหมือนกันของลําดับนิวคลิโอไทด์ในส่วนของ 16S 

rDNA ต้องมากกว่า 97 เปอร์เซ็นต์ขึ *นไปจึงจะจัดว่า
เชื *อแบคทีเรียนั *นอยู่ในสปีชีส์เดียวกัน (Simpson, 
Dijkwel, Quesada, Henderson, & Dean, 2003)  

 
สรุป 

เ ก็บตัวอย่างอาหารหมักพื *นบ้าน ไ ด้แก่ 
ต้นหอมดอง ผักกาดเขียวปลีดอง และผักรวมดอง  
มาทําการแยกหาเชื *อ LAB ได้ทั *งหมด 30 ไอโซเลท  
มี 20 ไอโซเลท ที�ไม่สร้างคาตาเลส จึงได้นํามาศึกษา
คุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติก พบว่า มีเชื *อ LAB 
จํานวน 9 ไอโซเลท ที�สามารถทนต่อสภาวะกรดและ
เกลอืนํ *าดีในระบบทางเดินอาหารได้ ซึ�งใน 9 ไอโซเลท 
มี 7 ไอโซเลท ที�สามารถย่อยเกลือนํ *าดีปฐมภูมิ 
(sodium glycolate) และเกลอืนํ *าดีทตุิยภมูิ (sodium 
taurodeoxycholate) จึงนําเชื *อ LAB ทั *ง 7 ไอโซเลท 
ไปทดสอบการยับยั *งเชื *อก่อโรค พบว่าทั *ง 7 ไอโซเลท 
 สามารถยบัยั *งการเจริญของเชื *อ E. coli และ B. 

cereus ได้ ยกเว้นไอโซเลทที�แยกได้จากผกัดองรวม 
เมื�อนําเชื *อ LAB ที�แยกได้ไปทดสอบความสามารถใน
การยึดเกาะมิวซิน พบว่า มีเพียง 4 ไอโซเลท ที�สามารถ
ยึดเกาะมิวซินได้ จึงได้นําทั *ง 4 ไอโซเลท มาพิสูจน์
เอกลกัษณ์ด้วยวิธีทางอณพูนัธุศาสตร์ โดยทําการตรวจ
วิเคราะห์ลําดบันิวคลิโอไทด์โดยตรงชิ *นส่วนของยีน 
16S rDNA พบว่า จําแนกชนิดเชื *อได้ 2 สายพนัธุ์ ดงันี * 
ไอโซเลท SF1 และ SF2 ที�แยกได้จากต้นหอมดอง  
คือ L. plantarum HL-12 สว่นไอโซเลท GF1 และ GF2 
ที�แยกได้จากผกักาดเขียวปลีดอง คือ L. fermentum 
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NBRC 15885 สรุปได้ว่าเชื *อ LAB ทั *ง 4 ไอโซเลท  
ที�แยกได้จากผักดองพื *นบ้านไทยมีคุณสมบัติเป็น 
โปรไบโอติกที�ดี โดยสามารถทนต่อสภาวะความเป็น
กรดและทนต่อสภาวะเกลือนํ *าดี สามารถยึดเกาะ 
มิวซิน ยบัยั *งเชื *อแบคทีเรียก่อโรค และเป็นสายพนัธุ์ 
ที�มีความปลอดภัย จึงควรพัฒนาและประยุกต์ใช้ 
โปรไบโอติกดงักลา่วในอตุสาหกรรมอาหารหมกัตอ่ไป  
 

คาํขอบคุณ 
งานวิจัยนี *ได้ รับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก

สํานกังานการวิจัยแห่งชาติ (วช.) และมหาวิทยาลยั
เทคโนโลยีราชมงคลสวุรรณภมูิ  
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