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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พ่ือคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือรา Penicillium digitatum ท่ี
เป็นสาเหตุของโรคราสีเขียวในส้มหลงัการเก็บเก่ียว  คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผกัและผลไม ้(กะเพรา ผกัชี 
เม่าและมะละกอ) และผลิตภณัฑอ์าหารหมกั (ผกักาดดอง, ผกัเส้ียนดอง, หม ่าเน้ือ และส้มเทา้ววั) ไดจ้ านวน 38 และ 
32 ไอโซเลท ตามล าดบั  เม่ือศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาบางประการ พบว่ามีรูปแบบการหมกั
น ้าตาลทั้งแบบ Homofermentative และ Heterofermentative สามารถผลิตกรดอินทรียไ์ดโ้ดยปริมาณกรดทั้งหมดท่ี
ไทเทรตไดใ้นรูปของกรดแลคติกมีค่าระหว่าง 0.10 ถึง 1.49 เปอร์เซนต์ และท าให้ค่าความเป็นกรดด่างอยู่ในช่วง 
4.44 ถึง 6.28 แบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 6 ไอโซเลทมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง P. digitatum สูง เม่ือศึกษาดว้ยวิธี agar 
well diffusion โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งระหว่าง 11.16±1.30 ถึง 24.23±5.63 มิลลิเมตร โดยฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้ง P. digitatum พบทั้งจากเซลลแ์ละส่วนใสปราศจากเซลล ์เม่ือระบุชนิดของแบคทีเรียดว้ยวิธี 16S rRNA 
gene sequencing พบวา่ทุกไอโซเลทเทียบเคียงเป็น Lactobacillus pentosus (99% identity) แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมี
ฤทธ์ิเป็นปฏิปักษต่์อ P. digitatum น้ีจะเป็นประโยชนใ์นการน ามาใชค้วบคุมทางชีวภาพในสม้ต่อไป 
 

ค าส าคัญ: แบคทีเรียกรดแลคติก, Lactobacillus pentosus, ฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือรา, Penicillium digitatum 
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ABSTRACT 
 

The aim of this study was to isolate lactic acid bacteria with antifungal activity against Penicillium 
digitatum, a major source of post-harvest decay in citrus. Thirty-eight and 32 isolates were isolated from 
vegetables and fruits (basil, coriander, mao and papaya) and fermented foods (fermented lettuce, fermented spider 
weed, Thai traditional fermented beef sausage and fermented cattle feet), respectively. Some morphological and 
physiological characteristics were investigated. Glucose fermentation patterns are both homofermentative and 
heterofermentative. Titratable acidity as lactic acid was from 0.10 % to 1.49% (pH 4.44 to 6.28). Six lactic acid 
bacterial isolates had displayed high antifungal activity against Penicillium digitatum by an agar well diffusion 
assay. The diameter of inhibition zones was found to range between 11.16±1.30 to 24.23±5.63 mm. Both cell 
suspension and cell-free supernatant exhibited inhibitory effect against the target mold. Identification by 16S 
rRNA gene sequencing showed that all six isolates were Lactobacillus pentosus (99% identity). Lactic acid 
bacterial isolates with antagonistic activity could be good biocontrol candidate against P. digitatum in citrus. 
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บทน า 
โรคราเขียว (Green Mold) เป็นสาเหตุของ

ความเสียหายทางเศรษฐกิจท่ีส าคญัของส้ม ท าใหส้้ม
เกิดการเน่าเสียภายหลงัการเก็บเก่ียวโดยมีเช้ือราเขียว 
Penicillium digitatum เป็นเช้ือราสาเหตุ โดยท าให้
เกิดความสูญเสียแก่ผลส้มในระหว่างการเก็บรักษา 
การเจริญของเช้ือราบนผลส้มจะพบลกัษณะคลา้ยผง
แป้งสีเขียวมะกอก อาการเร่ิมแรกจะเกิดรอยช ้ าใสๆ 
เป็นวง ต่อมาจะเพ่ิมขยายขนาดข้ึน พบการสร้างเส้น
ใยสีขาวบริเวณกลางรอยช ้าและจะมีการสร้างสปอร์ท่ี
อุณหภูมิระหวา่ง 15 ถึง 28 องศาเซลเซียสในวนัท่ี 3-5 
และจะพบสปอร์สีเขียวจ านวนมากในวนัท่ี 7-8 โดย
จะท าให้เกิดการแพร่กระจายของโรคอย่างรวดเร็ว 
การควบคุมเช้ือราน้ีสามารถท าไดโ้ดยการใชส้ารเคมี
หลายชนิด เช่น imazalil, thiabendazole และ ortho-
phenylphenol เป็นตน้  แต่อย่างไรก็ตามพบการเกิด
สายพนัธ์ุด้ือยาของ P. digitatum ท่ีมีสาเหตุจากการใช้
สารเคมีท่ีไม่ถูกวิธี (Palou, 2014) อีกทั้งผูบ้ริโภคใน

ปัจจุบันให้ความส าคัญต่อการบริโภคอาหาร ท่ี
ปลอดภัย  ดังนั้นการยืดอายุการเก็บรักษาส้มด้วย
วิธีการท่ีไม่ก่อให้เกิดอนัตรายแก่ผูบ้ริโภคจึงมีความ
น่าสนใจ  แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรม
บวกท่ีไดรั้บการยอมรับแลว้วา่เป็นแบคทีเรียท่ีมีความ
ปลอดภยั (Generally recognized as safe bacteria; 
GRAS) พบไดท้ัว่ไปในแหล่งธรรมชาติและมีบทบาท
ส าคัญในกระบวนการหมักอาหารหลายชนิด จาก
รายงานพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกมีฤทธ์ิในการ
ยบัย ั้งเช้ือรา (Antifungal activity) ไดห้ลายชนิด เช่น 
Aspergillus, Penicillium, Fusarium เป็นตน้ ทั้งน้ี
ข้ึนกบัชนิดและสายพนัธ์ุของจุลินทรีย ์(Dalié et al., 
2010) Temitope and Oluchi (2015) พบว่า A. niger, 
Rhizopus stolonifer และ Mucor sp. ถูกยบัย ั้งไดด้ว้ย 
L. plantarum ท่ีคดัแยกจากผลิตภณัฑน์มหมกั เป็น
ตน้  อยา่งไรกต็ามขอ้มูลเก่ียวกบัฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือ
รา P. digitatum โดยแบคทีเรียกรดแลคติกยงัมีนอ้ย  
อีกทั้ งย ังขาดรายงานเ ก่ียวกับฤทธ์ิในการยับย ั้ ง  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T7K-3WV9GR8-2&_user=122832&_coverDate=06%2F01%2F1999&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5061&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1039436371&_rerunOrigin=scholar.google&_acct=C000009878&_version=1&_urlVersion=0&_userid=122832&md5=08c235ace40e98ebe6360b4448606e29#bbib27#bbib27
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P. digitatum ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกจาก
พืชและอาหารหมกัของไทยดว้ย 

งานวิจัยน้ีจึงคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
จากผกั ผลไม ้และผลิตภัณฑ์อาหารหมกั ศึกษา
สัณฐานวิทยา  สรีรวิทยาและคัดเลือกแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือรา P. digitatum รวมทั้งระบุ
ชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัเลือกได ้เพ่ือเพ่ิม
โอกาสในการพบแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัในการยบัย ั้ง
เช้ือรา P. digitatum ท่ีเป็นสาเหตุของการเส่ือมเสีย
ของส้มและจะน าไปสู่การใช้เพ่ือควบคุมการเจริญ
ของเช้ือราใหส้ามารถเก็บรักษาส้มไดย้าวนานข้ึน ทั้ง
ยงัมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภคอีกดว้ย 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1. การเกบ็ตวัอย่าง 

เก็บตวัอย่างผกั ไดแ้ก่ กระเพราและผกัชี 
ผลไม้ ได้แ ก่  เ ม่าและมะละกอสุก อาหารหมัก
ประเภทผกั ไดแ้ก่ ผกักาดดอง ผกัเส้ียนดอง อาหาร
หมกัประเภทเน้ือสัตว ์ไดแ้ก่ หม ่าเน้ือและส้มเทา้ววั 
จากตลาดใน อ.เมือง จ.สกลนคร เก็บรักษาตวัอย่างท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และน ามาวิเคราะห์ภายใน 
24 ชัว่โมง 
2. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผกั ผลไม ้
และผลิตภณัฑ์อาหารหมกั โดยชัง่ตวัอย่าง 25 กรัม 
เจือจางดว้ย 0.1% peptone water ปริมาตร 225 
มิลลิลิตร  ตีป่นดว้ยเคร่ือง Stomacher นาน 90 วินาที  
เจือจางตวัอย่างให้มีระดับความเจือจางท่ีเหมาะสม  
คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวิธี spread plate ท่ี
ระดบัความเจือจางละ 2 ซ ้ าโดยใชอ้าหาร MRS agar 
ท่ีเติม 1% CaCO3 บ่มในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน ท่ี
อุณหภูมิ  35-37 องศา เซลเซียส เ ป็นเวลา  24-48 
ชัว่โมง  นบัจ านวนโคโลนีท่ีมีบริเวณใสรอบโคโลนี
และรายงานจ านวนของแบคทีเรียกรดแลคติกในแต่

ละตวัอย่าง (CFU/g) เลือกโคโลนีเด่ียวแลว้ท าใหเ้ช้ือ
บริสุทธ์ิ โดยใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ MRS agar  แลว้เก็บ
รักษาเช้ือใน 10% Skimmed milk ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
3. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา
บางประการของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

3.1 ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ 

ยอ้มสีแบบแกรมและศึกษาลกัษณะ
ทางสันฐานวิทยาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 
1,000 เท่า 

3.2 ศึกษารูปแบบการหมกัน า้ตาลกลูโคส 
เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเล้ียง

เช้ือ MRS broth ท่ีบรรจุหลอดดกัแก๊ส บ่มในสภาวะ
ท่ีไม่มีออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง ตรวจผลจากการเกิดแก๊สในหลอดดกั
แก๊ส โดยกลุ่ม heterofermentative lactic acid bacteria  
จะพบสร้างแก๊สในหลอดดกัแก๊ส ส่วน homofermentative 
lactic acid bacteria  จะไม่พบการสร้างแก๊ส 

3.3 ศึกษาการสร้างเอนไชม์คาตาเลส 
เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงบนแผ่นสไลด ์

ทดสอบโดยหยดสารละลาย 3%ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2)  ตรวจผลโดยแบคทีเรียท่ีสร้าง
เอนไซมค์าตาเลสจะพบฟองแก๊ส 

3.4 ทดสอบความสามารถในการสร้างกรด
แลคตกิ 

เล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกใน
อาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ป่ันเหว่ียงดว้ยความเร็ว 10,000 
rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น า
สารละลายส่วนใสปราศจากเซลล์ มาไทเทรตด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์มาตรฐาน (0.1 N 
NaOH) ค านวนปริมาณกรดทั้งหมดท่ีไทเทรตไดใ้น
รูปของกรดแลคติก ตามวิธีของ AOAC (2000) 
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4. การทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือ P. digitatum 
(Temitope and Oluchi, 2015) 

4.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคตกิ 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกใน

อาหารเล้ียงเช้ือ MRS broth ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  เติมเช้ือท่ีมีจ านวน 
106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS 
broth ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  โดยใชป้ริมาณเท่ากบั 
2% inoculum  บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  แลว้ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 10,000 
rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
แยกส่วนใสและน าส่วนท่ีเป็นเซลลแ์บคทีเรียไปลา้ง
ดว้ย 0.5 % NaCl  ปลอดเช้ือ 3 คร้ัง  น าสารละลาย
ส่วนใสปราศจากเซลล์และเซลล์ซัสเพนชั่นท่ีไดม้า
ทดสอบค ว า มส า ม า ร ถ ในก า ร ยับ ยั้ ง เ ช้ื อ ร า  
P. digitatum 

4.2 การเตรียมเช้ือทดสอบ 
เข่ียเช้ือ P. digitatum ลงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือ PDA จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 ว ัน เติมน ้ ากลั่นปลอดเช้ือ
ปริมาตร 2-3 มิลลิลิตร ลงบนผิวหนา้อาหารเล้ียงเช้ือ
ท่ีรา เจริญแล้ว ใช้ลูปปลอดเ ช้ือเ ข่ียสปอร์เบาๆ  
ให้หลุดออก แล้วใช้ปิเปตปลอดเช้ือดูดสปอร์ น า
สปอ ร์ซัส เพนชั่นไปนับจ านวนภายใต้กล้อ ง
จุลทรรศน์โดยใช ้hemacytometer แลว้เจือจางสปอร์
ซสัเพนชัน่ใหมี้จ านวนสปอร์ประมาณ 105 สปอร์ต่อ
มิลลิลิตร 

4.3 การทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือราโดย
วธีิ agar well diffusion 

ปิเปตสปอร์ซัสเพนชัน่ท่ีเตรียมได้
จากขอ้ 4.2 เติมลงในจานอาหารเล้ียงเช้ือ PDA ดว้ย
เทคนิค pour plate จะไดอ้าหารเล้ียงเช้ือท่ีมีสปอร์ของ 
P. digitatum เท่ากบั 104 สปอร์ต่อมิลลิลิตร เจาะวุน้
ให้เป็นหลุมขนาด 6 มิลลิเมตร โดยใช้ cork borer 

ปลอดเช้ือ จากนั้นน าสารละลายส่วนใสปราศจาก
เซลล์และเซลล์ซัสเพนชั่นท่ีเตรียมไวป้ริมาตร 100 
ไมโครลิตร เติมลงในหลุมท่ีเจาะไวแ้ลว้ น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั วดัขนาด
บริเวณยบัย ั้งโดยใช้ Vernier caliper ในหน่วย
มิลลิเมตร เปรียบเทียบผลการทดลองกบัอาหารเล้ียง
เช้ือ MRS broth ท่ีเป็นชุดควบคุมเชิงลบ 
5. การระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

ระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกดว้ย 16S 
rRNA gene sequencing การแอมพลิไฟลย์ีน 16S rRNA 
ใช ้universal primers 27F 5' (AGA GTT TGA TCM 
TGG CTC AG) 3' และ 1492R 5' (TAC GGY TAC 
CTT GTT ACG ACT T) 3'  ปฏิกิริยา PCR ประกอบดว้ย 
การ activation เอนไซม ์Taq polymerase ท่ีอุณหภูมิ 
95°C, 2 นาที  ในแต่ละรอบของ PCR ก าหนดให ้
Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95°C, 1 นาที, Annealing ท่ี
อุณหภูมิ 55°C, 1 นาที และ Extension ท่ีอุณหภูมิ 72°C, 
1 นาที ท าซ ้ าจ านวน 35 รอบ  ส่วนในรอบสุดทา้ย
ตามดว้ยอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แลว้ท าให ้PCR product ท่ีไดบ้ริสุทธ์ิโดยใช ้multiscreen 
filter plate (Millipore Corp., Bedford, MA, USA) 
การ sequencing ใช ้PRISM BigDye Terminator v3.1 
Cycle sequencing Kit ร่วมกบั sequencing primer 785F 
5' (GGA TTA GAT ACC CTG GTA) 3' และ 907R 
5' (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT) 3' หลงัจาก
นั้นน ามาตรวจสอบล าดบัเบสโดยใช ้ABI Prism 3730XL 
DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster City, 
CA) 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

เ ม่ือคัดแยกแบคที เ รียกรดแลคติกจาก
ตวัอยา่งผกัและผลไม ้4 ชนิด ไดแ้ก่ กะเพรา ผกัชี เม่า 
และมะละกอ พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกในตวัอย่าง

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T7K-3WV9GR8-2&_user=122832&_coverDate=06%2F01%2F1999&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5061&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1039436371&_rerunOrigin=scholar.google&_acct=C000009878&_version=1&_urlVersion=0&_userid=122832&md5=08c235ace40e98ebe6360b4448606e29#bbib27#bbib27
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ผกัและผลไม ้มีจ านวนระหว่าง 4.40 × 103 ถึง 8.90 × 
104 CFU/g (ตารางท่ี 1) และคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติก 
ได ้38 ไอโซเลท และส่วนตวัอยา่งผลิตภณัฑอ์าหารหมกั 
4 ชนิด ไดแ้ก่ ผกักาดดอง, ผกัเส้ียนดอง, หม ่าเน้ือ และ
สม้เทา้ววั มีจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกระหว่าง 1.06 
× 108 ถึง 1.04 × 109 CFU/g และคดัแยกแบคทีเรีย
กรดแลคติกได ้32 ไอโซเลท  ทุกไอโซเลทมีลกัษณะ
โคโลนีกลม นูนเล็กนอ้ย ผิวหนา้เรียบ ส่วนใหญ่มีสี
ขาวใสและสีครีม ขนาดเสน้ผ่านศูนยก์ลางตั้งแต่ 0.05 
ถึง 0.4 เซนติเมตร  แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบ
ไดใ้นเน้ือ ผลิตภณัฑ์จากนม ระบบทางเดินอาหาร

ของมนุษย์และสัตว์และอาหารหมักดองต่างๆ 
(Axelsson, 2004; Liu et al., 2014) โดยแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีคดัแยกไดจ้ากอาหารหมกัมีจ านวนระหว่าง 
105 ถึง 107 CFU/g (Rezac et al., 2018) นอกจากน้ียงัมี
รายงานการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากผกัและ
ผลไมบ้างชนิด (Di Cagno et al., 2013; Yang et al., 
2016; Ruiz Rodríguez et al., 2019) โดยแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีคัดแยกได้มีจ านวนระหว่าง <102 ถึง 
104 CFU/g (Di Cagno et al., 2013; Ruiz Rodríguez 
et al., 2019) 

 
ตารางที่ 1  จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากผกั ผลไมแ้ละผลิตภณัฑอ์าหารหมกั  

ตวัอย่าง จ านวนโคโลนี (CFU/g) 
กระเพรา 4.60 × 103 
ผกัชี 4.40 × 103 
เม่า 6.50 × 103 

มะละกอ 8.90 × 104 
ผกักาดดอง 3.50 × 108 
ผกัเส้ียนดอง 1.33 × 108 
หม ่าเน้ือ 1.04 × 109 
สม้เทา้ววั 1.06 × 108 

 
2. การศึกษาสันฐานวิทยาและสรีรวิทยาบางประการ
ของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกไดเ้ป็นแบคทีเรีย 
แกรมบวก มีรูปร่างกลม (cocci) จ านวน 35 ไอโซเลท 
รูปไข่ (oval) จ านวน 29 ไอโซเลท และรูปท่อน (rod) 
จ านวน 6 ไอโซเลท  ทุกไอโซเลทไม่สร้างเอนไซมค์า
ตาเลส  แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 57 ไอโซเลท มี
รูปแบบการหมกัน ้ าตาลกลูโคสแบบโฮโมเฟอร์เมน
เททีฟ และจ านวน 13 ไอโซเลท เป็นแบบเฮทเทอโร
เฟอร์เมนเททีฟ (ภาพท่ี 1ก) แบคทีเรียกรดแลคติกจะ
ผลิตกรดแลค ติก ซ่ึ ง เ ป็นกรดอินทรีย์ ท่ี ได้จ าก

กระบวนการหมักน ้ าตาลแบบ homofermentation 
และเม่ือมีการหมกัแบบ heterofermentation จะพบ
การสร้างกรดแลคติกแลว้ยงัไดก้รดอะซิติก เอธานอล 
และคาร์บอนไดออกไซดด์ว้ย กรดอินทรียเ์ป็นสารเม
ตาบอไลท์ท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างข้ึนจะมี
ความสัมพนัธ์กบัการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด
ด่าง เม่ือวิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมดท่ีไทเทรตไดใ้น
รูปกรดแลคติก พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยก
ได้จากผักและผลไม้สร้างกรดโดยมีปริมาณกรด
ทั้ งหมดท่ีไทเทรตได้มีค่าระหว่าง 0.10 ถึง 1.40 
เปอร์เซนต ์และท าให้ค่าความเป็นกรดด่างในอาหาร
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เล้ียงเช้ือ MRS broth มีค่าลดลงมีค่าอยู่ในช่วง 4.44-
6.28 ส่วนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดแยกได้จาก
อาหารหมักมีปริมาณกรดทั้ งหมดท่ีไทเทรตได้

ระหว่าง 0.62 ถึง 1.49 เปอร์เซ็นต์ และค่าความเป็น
กรดด่างระหวา่ง 4.51-5.10 (ภาพท่ี 1ข และ 1ค) 

 

 
ภาพที่ 1  จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ ท่ีมีการหมกัน ้าตาลกลูโคสแบบ homofermentative  

และ heterofermentative (ก), ปริมาณกรดท่ีไทเทรตได ้(ข) และค่าความเป็นกรดด่าง ของอาหารเล้ียงเช้ือ  
MRS broth หลงัเล้ียงเช้ือเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ค)   

 

3. การทดสอบฤทธ์ิในการยับยั้งเช้ือรา P. digitatum 
ของแบคทีเรียกรดแลคตกิด้วยวธีิ Agar well diffusion 

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกไดจ้ านวน 31 
ไอโซเลทมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา P. digitatum โดย
เป็นแบคทีเรียท่ีคดัแยกไดจ้ากผกัชี, เม่า, มะละกอ, 
ผกักาดดอง, ผกัเส้ียนดอง, หม ่าเน้ือ และส้มเทา้ววั 
จ านวน 4, 3, 5, 4, 4, 7 และ 4 ไอโซเลท ตามล าดบั  
เม่ือทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง P. digitatum 
ดว้ยเซลล์ซัสเพนชั่น พบว่าเส้นผ่านศูนย์กลางของ

บริเวณยบัย ั้งมีขนาดระหว่าง 8.54±1.06 ถึง 24.23±5.63 
มิลลิเมตร และเม่ือทดสอบด้วยสารละลายส่วนใส
ปราศจากเซลล ์พบว่ามีขนาดระหว่าง 8.66±0.75 ถึง 
20.98±4.29 มิลลิเมตร (ภาพท่ี 2) แบคทีเรียกรดแลคติก 
ท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง P. digitatum ไดดี้ ได้แก่ ไอโซเลท 
CR2-B และ CR3-A ท่ีคดัแยกไดจ้ากผกัชี, FLT6-2 
จากผกักาดดอง, KJ6-1 จากผกัเส้ียนดองและ FSB5-3 
และ FSB7-1 จากหม ่าเน้ือ โดยบริเวณยบัย ั้งของเซลล์
ซสัเพนชัน่มีขนาดระหว่าง 18.06±4.04 ถึง 24.23±5.63 
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มิลลิเมตร ส่วนสารละลายส่วนใสปราศจากเซลล์มี
ขนาดระหว่าง 11.16±1.30 ถึง 20.98±4.29 มิลลิเมตร 
ทั้ งน้ีสารละลายส่วนใสปราศจากเซลล์ของทั้ ง 6  
ไอโซเลทมีปริมาณกรดท่ีไทเทรตไดร้ะหว่าง 0.94 ถึง 
1.38 เปอร์เซ็นต์ ก่อนหน้าน้ีเคยมีรายงานถึงฤทธ์ิ
ยบัย ั้ง P. digitatum ของแบคทีเรียกรดแลคติก ไดแ้ก่ 
Ma et al. (2019) คดัแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก
จากผิวและใบส้ม ดินท่ีเก็บจากสวนส้ม รวมทั้ งใบ
ของถัว่ลิสงไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดจ านวน 
68 ไอโซเลท พบวา่มีเพียง 10 ไอโซเลทท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้ง 
P. digitatum ไดดี้ เช่นเดียวกบั Gerez et al. (2010) 
รายงานการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 8  
ไอโซเลทท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา P. digitatum 
จากแบคทีเรียทั้ งหมด 33 ไอโซเลทท่ีคัดแยกจาก
ผลิตภณัฑน์ม, มะเขือเทศ, ถัว่, กระหล ่าปลี และ 
sourdough การยบัย ั้งจุลินทรียข์องแบคทีเรียกรดแลคติก 
เก่ียวขอ้งกบักรดอินทรีย ์ ไดแ้ก่ กรดอะซิติกและกรด
แลคติกซ่ึงเป็นสารเมตาบอไลท์ท่ีท าให้ค่าความเป็น
กรดด่างของซบัสเตรตต ่าลง กรดอินทรียท่ี์แบคทีเรีย
กรดแลคติกสร้างข้ึนสามารถยับยั้ งการเจริญของ
จุลินทรีย์ได้หลายชนิด ทั้ งยีสต์ ราและแบคทีเรีย  
นอกจากน้ีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียย์งัเก่ียวขอ้งกบั
กรดอ่อนท่ีอยู่ในรูปท่ีไม่แตกตัวท่ีแพร่เข้าสู่เยื่อหุ้ม
เซลล์เกิดการแตกตัวในไซโตพลาสซึม ท าให้เกิด
สภาวะท่ียบัย ั้งกระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีจ าเป็นต่อ
เซลล์ จึ ง มีผลยับยั้ งการ เจ ริญของ จุ ลินท รีย์ได ้
นอกจากน้ีฤทธ์ิในการยบัย ั้งจุลินทรียข์องแบคทีเรีย
กรดแลคติกอาจเป็นผลมาจากการผลิตสารอ่ืนอีก เช่น 

คาร์บอนไดออกไซด,์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์diacetyl 
สารขนาดเลก็อ่ืนๆ เช่น reuterin และแบคเทอริโอซิน 
(Lindgren and Dobrogosz, 1990; Axelsson, 2004; 
Ouwehand and Vesterlund, 2004) จากการศึกษาของ 
Gerez et al. (2010) รายงานว่าฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา 
P. digitatum เก่ียวขอ้งกบักรดแลคติก กรดอะซิติก
และกรดฟีนิลแลคติกท่ีแบคทีเรียสร้างข้ึน อย่างไรก็
ตามนอกจากกรดอินทรียท่ี์มีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง P. digitatum 
แลว้ Ma et al. (2019) ยงัพบว่าสารประกอบประเภท
โปรตีนท่ีแบคทีเรียกรดแลคติกสร้างข้ึนก็มีบทบาท
ต่อการยบัย ั้ง P. digitatum ดว้ย 

ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง P. digitatum พบทั้งจาก
กิจกรรมของเซลลซ์ัสเพนชัน่และสารละลายส่วนใส
ปราศจากเซลล ์ (ภาพท่ี 3) สอดคลอ้งกบัรายงานของ 
Denkova et al. (2013) ท่ีพบว่าทั้งเซลล ์Lactobacillus 

ในอาหารเหลว (Liquid culture) และสารละลายส่วน
ใสมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา เช่นเดียวกบั Abbaszadeh 
et al. (2015) พบว่าเซลลข์อง L. acidophilus, L. rhamnosus, 
L. casei, L. paracasei และ Bifidobacterium bifidum 
ในอาหารเหลวมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา A. flavus,  
P. chrysogenum, A. niger และ A. parasiticus ได้
ดีกว่าสารละลายส่วนใส  เน่ืองจากฤทธ์ิในการยบัย ั้ง
เช้ือรานอกจากจะเก่ียวขอ้งกบักรดอินทรียท่ี์แบคทีเรีย
สร้างข้ึนแล้ว ย ังอาจเกิดจากการแข่งขันและแย่ง
อาหารของแบคทีเรียกรดแลคติกและเช้ือรา รวมทั้งมี
การสร้างสารเมตาบอไลททุ์ติยภูมิโดยแบคทีเรียกรด
แลคติกดว้ย 
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ภาพที่ 2  ค่าต ่าสุดและสูงสุดของขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางบริเวณยบัย ั้งเช้ือรา P. digitatum โดยเซลลซ์สัเพนชัน่และ
สารละลายส่วนใสปราศจากเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ เม่ือทดสอบดว้ยวิธี 
Agar well diffusion 

 

 
ภาพที่ 3  ขนาดบริเวณยบัย ั้ง P. digitatum เม่ือทดสอบดว้ยเซลลซ์สัเพนชัน่และสารละลายส่วนใสปราศจากเซลล์

ของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท CR2-B (ก), CR3-A (ข), FLT6-2 (ค), KJ6-1 (ง), FSB5-3 (จ) และ 
FSB7-1 (ฉ) เม่ือทดสอบดว้ยวิธี Agar well diffusion เปรียบเทียบกบั MRS broth ท่ีเป็นชุดควบคุมเชิงลบ 

 
4. การระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคตกิ 

เม่ือระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 
ไอโซเลทท่ียบัย ั้ง P. digitatum ไดดี้ ไดแ้ก่ CR2-B, 
CR3-A, FLT6-2, KJ6-1, FSB5-2 และ FSB7-1 โดย

ใช้เทคนิค 16S rRNA gene sequencing พบว่า
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลท เทียบเคียงเป็น 
Lactobacillus  pentosus (99% identity) ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 2 Ma et al. (2019) ไดร้ะบุชนิดแบคทีเรีย
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กรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้ง P. digitatum จ านวน 
10 ไอโซเลท พบว่าเป็น L. sucicola, Weissella 
paramesenteroides และ Pediococcus acidilactci 
นอกจากน้ี Gerez et al. (2010) พบว่าแบคทีเรียกรด
แลคติกจ านวน 8 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ L. plantarum (CRL 

1081, CRL 778, และ CRL 1073), L. casei (CRL 76 
และ CRL 208), L. acidophillus CRL 1063, L. paracasei 
CRL 1501 และ P. pentosaceus CRL 908 มีฤทธ์ิใน
การยบัย ั้ง P. digitatum ได ้

 
ตารางที่ 2  ผลการระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิในการยบัย ั้งเช้ือรา P. digitatum ไดดี้ โดยใชเ้ทคนิค  

  16S rRNA gene sequencing 
ไอโซเลท แหล่งที่มา Accession Description Identities 

Match/Total percent 
CR2-B ผกัชี NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1497/1499 99 
CR3-A ผกัชี NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1499/1504 99 
FLT6-2 ผกักาดดอง NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1501/1503 99 
KJ6-1 ผกัเส้ียนดอง NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1503/1506 99 

FSB5-3 หม ่าเน้ือ NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1501/1503 99 
FSB7-1 หม ่าเน้ือ NR_029133.1 Lactobacillus pentosus 1505/1506 99 

 

สรุป 
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคดัแยกจากผกั ผลไม ้

และผลิตภณัฑอ์าหารหมกั จ านวน 6 ไอโซเลท มีฤทธ์ิ
ในการยบัย ั้ง P. digitatum ได้ดี เม่ือระบุชนิดของ
แบคทีเรียกรดแลคติกดว้ยเทคนิค 16S rRNA gene 
sequencing พบว่าเป็น Lactobacillus pentosus โดย
ฤทธ์ิในการยบัย ั้ง P. digitatum พบทั้งในส่วนเซลล์
ซัสเพนชั่นและส่วนใสปราศจากเซลล์ ดังนั้นจึงมี
ความเป็นไปไดใ้นการน าไปใชเ้ป็นสารควบคุมทาง
ชีวภาพในสม้ต่อไป 
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