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การคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่คัดแยกจากกล้วยน ้าว้าดิบในเขตจังหวัดพิษณุโลก 
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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria; LAB) จากกล้วยน้้าว้าดิบระยะท่ี 1 ใน

จังหวัดพิษณุโลก และศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้นของ LAB ท่ีคัดแยกได้ รวมถึงระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยเทคนิคทางอณู
ชีววิทยา โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้น ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ความสามารถในการทน เกลือน้้าดี 0.5% 
ความสามารถในการทนกรด-ด่างท่ี 2-9 ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหาร และความไวต่อยาปฏิชีวนะ จากการศึกษา
พบว่า สามารถคัดแยก LAB จากกล้วยน้้าว้าดิบระยะท่ี 1 ได้ท้ังหมด 35 ไอโซเลต (แกรมบวก รูปร่างกลม ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส (catalase) 
แต่มีเพียง 7 ไอโซเลต ท่ีไม่ย่อยเม็ดเลือดแดง คือ NR19, NR22, NR23, NR24, NR27, NR28 และ NR38 ซ่ึงท้ัง 7 ไอโซเลต สามารถทนเกลือ
น้้าดี 0.5% ได้โดยมีอัตราการรอดชีวิตมากกว่า 90% และทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ี 2-9 ได้ ซ่ึงมีอัตราการรอดชีวิต ≥ 40% และมีเพียง 
4 ไอโซเลต NR19, NR23, NR24 และ NR27 ท่ีสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคสายพันธุ์ Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus และ  Salmonella Typhimurium ได้ ท้ั งหมด นอกจากน้ี  LAB ท้ั ง 7 ไอโซเลต มีความไวต่อยาปฏิ ชี วนะ Tetracyclines 
Chloramphenicol และ Ampicillin และหลังจากระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ด้วยการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA พบว่ามีความ
คล้ า ย คลึ ง กั บ  Enterococcus gallinarum (NR19) Lactococcus lactis ssp. (NR22, NR23, NR24 แล ะ  NR38) แ ละ  Weisssella 
paramesenteroides (NR27 และ NR28) ผลการวิจัยแสดงให้เห็นว่า LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต มีแนวโน้มท่ีจะเป็นโพรไบโอติก และคาดว่าจะ
สามารถน้าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพต่อไปได้ 

ค้าส้าคัญ: โพรไบโอติก  แบคทีเรียกรดแลคติก  กล้วยน้้าว้าดิบ 
 

Abstract 
The objectives of this study were to isolate lactic acid bacteria (LAB) from raw bananas (Musa sapientum L.) in 

Phitsanulok Province and to study the probiotic properties of isolated LABs. The species of LABs were identified using 
molecular biology techniques. Probiotic properties of isolated LABs such as morphological characteristics, hemolytic activity, 
0.5% bile salt tolerance, pH tolerance at 2-9, antimicrobial activity, and antibiotics activity were examined. Results revealed 
35 strains of LAB isolated from raw bananas (gram-positive bacteria with catalase-negative properties). However, there were 
only seven isolated LABs i.e. NR19, NR22, NR23, NR24, NR27, NR28, and NR38 showed a low hemolytic activity. The 7 isolated 
LABs could resist 0.5% bile salt with over 90% survival rate as well as resist pH 2-9 with ≥ a 40% survival rate. There were 
four isolated LABs (NR19, NR23, NR24, and NR27) revealing the antibacterial activity against Escherichia coli, Bacillus cereus, 
Staphylococcus aureus, and Salmonella Typhimurium. Moreover, the seven isolated LABs were sensitive to chloramphenicol 
and ampicillin. After sequence analysis of 16S rDNA genes of the isolated LABs, it was found that the seven isolated LABs 
were similar to Enterococcus gallinarum (NR19) Lactococcus lactis ssp. (NR22, NR23, NR24, and NR38) and Weisssella 
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paramesenteroides (NR27 and NR28). Therefore, isolated LABs from raw bananas exhibited promising probiotic properties 
and could be further developed to food supplements.  

Keywords: probiotic, lactic acid bacteria, raw banana 
 

1. บทน้า 
ปัญหามลพิษทางสิ่งแวดล้อมในปัจจุบัน การปนเปื้อน

สารเคมีในอาหาร รวมถึงความเครียดจากการท้างานภายใต้
สภาวะความกดดันและการแข่งขันสูง เป็นสาเหตุหลักท่ีท้าให้
ผู้คนล้มป่วย มีสุขภาพร่างกายท่ีอ่อนแอ ด้วยเหตุน้ีผู้คนเริ่มให้
ความส้าคัญต่อการดูแลสุขภาพ และมีแนวโน้มท่ีจะบริโภค
อาหารเสริมหรืออาหารเพื่อสุขภาพมากยิ่ งขึ้น  ปัจจุบัน
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีผลิตจากธรรมชาติมีอยู่มาก ซ่ึ ง      
โพรไบโอติก (probiotic) เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมชนิดหน่ึง
ท่ีก้าลังเป็นท่ีนิยมในปัจจุบัน เน่ืองจากเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมี
คุณสมบัติเด่นหลายประการ ไม่ว่าจะเป็นการรักษาความสมดุล
ของจุลินทรีย์ภายในร่างกาย [1] ช่วยยับยั้งการเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรค ช่วยในการดูดซึมสารอาหาร และช่วยย่อย
อาหารท่ีมนุษย์ย่อยไม่ได้หรือย่อยได้ไม่หมด โดยเฉพาะอาหาร
ท่ีโพรไบโอติกน้าไปใช้ในการเจริญเติบโต หรือเรียกว่า         พรี
ไบโอติก (prebiotic) ซ่ึงเป็นสารอาหารที่ได้จากพืช โดยมนุษย์
สามารถรับประทานได้ แม้ว่าเอนไซม์ในล้าไส้เล็กของร่างกาย
มนุษย์ไม่สามารถย่อยและดูดซึมได้แต่พรีไบโอติกเป็นแหล่ง
อาหารท่ีส้าคัญต่อโพรไบโอติก จึงมีความส้าคัญต่อการน้ามาใช้
เพื่อเป็นแหล่งพลังงานและส่งเสริมการเจริญเติบโตของโพร
ไบโอติกท่ีอาศัยอยู่ในล้าไส้ของมนุษย์ พรีไบโอติก สามารถพบ
ได้ในพืชผัก ผลไม้ และธัญพืชบางชนิด เช่น หัวหอม ต้นหอม 
กระเทียม หน่อไม้ฝรั่ง ข้าวบาเลย์ ข้าวสาลี แก่นตะวัน และ 
กล้วย เป็นต้น ดังน้ันโดยธรรมชาติแล้วเราจึงสามารถพบ
จุลินทรีย์กลุ่มโพรไบโอติกในพืชผัก ผลไม้ และธัญพืช ท่ีมี
องค์ประกอบเป็นสารอาหารในกลุ่มพรีไบโอติกดังท่ีกล่าวมา 

กล้วย เป็นผลไม้ชนิดหน่ึงท่ีมีองค์ประกอบของแป้ง
ต้ า นทานการย่ อย  ( resistant starch; RS2 )  [2] ซ่ึ ง เ ป็ น
สารอาหารกลุ่มพรีไบโอติกชนิดหน่ึง และสามารถส่งเสริมการ
เจริญของโพรไบโอติกได้ดี [3] กล้วยจึงมีความเหมาะสมท่ีจะ
น้ามาใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบในการคัดแยกจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
เน่ืองจากเป็นวัตถุดิบท่ีมีปริมาณมาก หาได้ง่ายในท้องถิ่น 
ต้นทุนต่้า และยังสามารถเลือกใช้เฉพาะกล้วยท่ีถูกคัดท้ิงมา
เป็นวัตถุดิบได้ ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria: LAB) จากกล้วย
น้้าว้าดิบระยะท่ี 1 คือมีลักษณะเป็นผลแข็ง เหลี่ยมชัดเจน 
เปลือกสีเขียว เนื่องจากมีปริมาณสตาร์ช (starch) ในเนื้อกล้วย
มากท่ีสุด [4] ซ่ึงปริมาณสตาร์ชมีผลต่อการเจริญของ โพรไบโอติก 
[5] และศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ LAB ท่ีพบ 
โดยศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้นของ LAB จากน้ัน
น้าไปทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก ซ่ึงโพรไบโอติกท่ี
คัดแยกได้ต้องไม่เป็นสายพันธุ์ท่ีก่อให้เกิดโรค มีปริมาณสูง

เพียงพอท่ีจะก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพ และมีความปลอดภัย
เมื่อใช้ในอาหารและในทางคลินิก โดยจุลินทรีย์กลุ่มท่ีคัดแยก
ได้ดังกล่าวน้ัน สามารถน้าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริม 
ซินไบโอติกต่อไป 

 
2. วัสดุอุปกรณ์และวิธีด้าเนินการวิจัย 

2.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติก (LAB) จาก
กล้วยน ้าว้าดิบ 

คัดแยก LAB จากกล้วยน้้าว้าดิบ ท่ีได้มาจากอ้าเภอ
บางกระทุ่ม จังหวัดพิษณุโลก โดยน้ากล้วยน้้าว้าดิบท้ังผล (ใช้
ท้ังเปลือกและเน้ือกล้วย) มาหั่นให้เป็นชิ้นเล็ก ๆ ขนาด
ประมาณ 1 ซม. ปริมาณ 300 กรัม ผสมในน้้ากลั่นปลอดเชื้อ 
ปริมาตร 900 มล. (อัตราส่วน 1:3 กรัมต่อลิตร) จากน้ันน้าไป
หมักท่ีอุณหภูมิ 35-37 °C เป็นระยะเวลา 30 วัน เก็บตัวอย่าง
ทุก ๆ วันท่ี 7 เพื่อคัดแยก LAB ด้วยเทคนิค spread plate 
บนอาหาร MRS agar + CaCO3 น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ี
สภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 24-48 ชม. จากน้ันคัดเลือก
โคโลนีท่ีเจริญบนอาหาร MRS agar + CaCO3 และเกิดวงใส 
(clear zone) ท่ีมีลักษณะสัณฐานแตกต่างกัน มาท้าการคัด
แยกให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิค streak plate และน้าไปทดสอบ
คุณสมบัติเบื้องต้นโดยทดสอบการติดสีย้อมแกรม (gram 
stain) ศึกษาลักษณะรูปร่างภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
และทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตะเลส (catalase) 

2.2 การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 

2.2.1 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
(hemolytic activity) 

น้า LAB ท่ีคัดแยกได้จากข้อ 1 ท่ีเจริญในอาหาร 
MRS broth ขีด (streak) บนอาหาร Columbia agar ท่ี ผสม 
human blood น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ 
เป็นระยะเวลา 24 ชม. สังเกตปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นบนอาหารว่า
เป็นกลุ่ม beta-hemolysis คือมีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง
แบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลืองรอบโคโลนีของเชื้อ หรือกลุ่ม 
alpha-hemolysis เกิดวงใสสีเขียวรอบโคโลนีของเชื้อ หรือ
กลุ่ม gamma-hemolysis ท่ีโคโลนีของเชื้อและอาหารไม่มี
การเปลี่ยนแปลง [6] 

2.2.2 การทดสอบความสามารถในการทนกรด
และด่าง 

ทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะความ
เป็นกรดและด่าง [7] ของ LAB ท่ีไม่สามารถย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงได้จากข้อ 2.2.1 โดยน้า LAB ท่ีคัดแยกได้ปริมาณ 1 
มล. (108 CFU/มล.) ใส่ลงในอาหาร MRS broth ท่ีมีค่าความ
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เป็นกรด-ด่าง 2 3 4 5 6 8 และ 9 ปริมาตร 9 มล. ท่ีผ่านการ
ฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว จากน้ันน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ี
สภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 6 ชม. ตรวจนับจุลินทรีย์บน
อาหาร MRS agar + CaCO3 ด้วยวิธี  viable plate count 
(spread plate) น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ 
เป็นระยะเวลา 24 ชม. และค้านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต
ของ LAB ตามสมการท่ี 1 

 
การรอดชีวิตของ LAB (%) = (N1/N0) × 100       (1) 
N1 คือ จ้านวน LAB หลังทดสอบ (log CFU/มล.) 
N0 คือ จ้านวน LAB เริ่มต้น (log CFU/มล.) 

 
2.2.3 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือ

น้้าดี (bile salt) 
ทดสอบความสามารถในการทนเกลือน้้าดี [8] 

เพาะเลี้ยง LAB ท่ีไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้จากข้อ 
2.2.1 ปริมาณ 1 มล. (108 CFU/มล.) ลงในอาหาร MRS 
broth ท่ีมีผงเกลือน้้าดีความเข้มข้น 0.5% ปริมาตร 9 มล. 
จากน้ันน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ เป็น
ระยะเวลา 12 ชม. ตรวจนับจุลินทรีย์ท่ีสามารถทนต่อสภาวะ
เกลือน้้าดี 0.5% ได้ บนอาหาร MRS agar + CaCO3 ด้วยวิธี 
viable plate count (spread plate) น้า ไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ   
37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 24 ชม. และ
ค้านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของ LAB ตามสมการท่ี 1 

2.2.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหาร 

เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหาร ได้แก่ 
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus แ ล ะ  Salmonella Typhimurium ใ น อ า ห า ร 
nutrient broth (NB) น้าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 35 °C ท่ีสภาวะมี
อากาศ เป็นระยะเวลา 24 ชม. จากน้ัน swab จุลินทรีย์ก่อโรค
ทางเดินอาหาร (0.5 McFarland) บนอาหาร nutrient agar 
(NA) และหยด LAB ท่ีไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้
จากข้อ 2.2.2 ปริมาณ 0.5 มล. (108 CFU/มล.) ลงบนอาหาร 
NA ท่ีมีจุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหารอยู่ น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 °C ท่ีสภาวะมีอากาศ เป็นระยะเวลา 24 ชม. ตรวจผลการ
ยับยั้งด้วยการวัดขนาดของ clear zone และรายงานผลการ
ยับยั้ง 

2.2.5 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
 ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยใช้ยาปฏิชีวนะท่ี

ส้านักงานความปลอดภัยอาหารแห่งสหภาพยุโรป (EFSA) 
แ น ะ น้ า  ไ ด้ แ ก่  chloramphenicol streptomycin 
tetracycline และ ampicillin น้า LAB (108 CFU/มล.) ท่ีไม่
สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดงได้ จากข้อ 2.2.1 มา swab ลง
บนอาหาร MRS agar จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะ (antibiotic 
discs) บนจานอาหารเพาะเชื้อท่ีมี LAB อยู่ น้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 24 ชม. ตรวจผลการ

ยับยั้งด้วยการวัดขนาดของ clear zone และรายงานผลเป็น
ประสิทธิภาพการยับยั้ง 

 
3. การระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ 

น้า LAB ท่ีผ่านการทดสอบการเป็นโพรไบโอติกเบื้อง
ต้น มาระบุชนิดของ LAB โดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอของยีน 
16S rDNA โดยน้าเซลล์ของ LAB มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 
BioFactTM Genomic DNA prep Kit (Biofactory, Korea) 
ตามวิธีของบริษัท Biofactory (Korea) ตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพจีโนมมิคดีเอ็นเอ (genomic DNA) โดยการแยกแถบ 
ดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าใน 0.8% อะกาโรสเจล (agarose 
gel) ในสารละลาย 1XTBE น้าจีโนมมิกดีเอ็นเอปริมาณ 30 นา
โนกรัม มาใช้เพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 16S rDNA 
ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ เมอเรส  (polymerase chain) [9]  
โ ดย ใช้ ไ พ ร เ ม อ ร์ จ้ า เ พ าะ  universal bacterial primers  
27F (5'-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') และ1492R  (5'-
GTTACCTTGTTACGACTT-3') [10] ด้วยสภาวะท่ีเหมาะสม
ร่ ว ม กั บ เ อ น ไ ซม์ ข อ ง  BioFact™ Taq DNA Polymerase 
(Biofactory, Korea) โดยน้าไปให้ความร้อนท่ี 94 °C เป็นเวลา 
3 นาที ตามด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 94 °C เป็นเวลา 1 
นาที 50 °C เป็นเวลา 1 นาที และ 72 °C เป็นเวลา 2 นาที 
และหยุดปฏิกิริยาท่ี 72 °C เป็นเวลา 3 นาที แล้วน้าผลผลิตท่ี
ได้ไปแยกแถบดีเอ็นเอด้วย 1.5% อะกาโรสเจลในสารละลาย 
1XTBE ท่ีผสมสารเรืองแสง SYBR safe (Invitrogen, USA) 
และส่องดูภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง Gel documentary (Bio-
rad, USA) เพื่อตรวจสอบชิ้นยีนของ 16S rDNA และท้าให้ผล
ผลิตดีเอ็นเอท่ีได้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัด BioFact™ Gel & PCR 
Purification System (Biofactory, Korea) ท้าการตรวจสอบ
ล้าดับนิวคลี โอไทด์ของยีน 16S rDNA ด้วยวิธี  standard 
sequencing โดยบริษัท Bionics (Korea) จาก น้ันท้าการ
วิ เคราะห์ล้ าดับนิวคลี โอไทด์ของ LAB ด้วยโ ป ร แ ก ร ม
ส้าเร็จรูป Mega7 [11] แล้วเปรียบเทียบล้าดับ นิวคลีโอ
ไ ท ด์ กั บ ฐ า น ข้ อ มู ล  National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) [12] 

 
4. ผลการทดลอง 

4.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากกล้วย
น ้าว้าดิบ 

พบการเจริญของแบคทีเรียท่ีมีลักษณะโคโลนีของ 
LAB และสร้าง clear zone บนอาหาร MRS agar + CaCO3  
ในระยะ 7-18 วันแรกของการหมัก และมีจ้านวนลดลงเมื่อ
ระยะเวลาหมักเพิ่มขึ้น พร้อมท้ังมีจุลินทรีย์กลุ่มอื่นเจริญขึ้น
หลายสายพันธุ์ ท้าการคัดเลือก LAB ท่ีมีลักษณะดังท่ีกล่าวมา
เบื้องต้น และแตกต่างกันได้ท้ังหมด 38 ไอโซเลต และเมื่อ
ทดสอบคุณสมบัติการเป็น LAB เบื้องต้น พบว่า มีเพียง 35   
ไอโซเลต ท่ีผ่านคุณสมบัติเบื้องต้นของการเป็น LAB คือเจริญ
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บนอาหาร MRS agar+CaCO3 ในสภาวะไร้อากาศ สร้าง clear 
zone (Figure 1) ติดสีแกรมบวก รูปร่างกลม ไม่สร้างเอนไซม์
คะตะเลส 

4.2. การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 

 4.2.1 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
(hemolytic activity) 

 จากการทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดงของ LAB ท้ัง 
35 ไอโซเลต โดยน้า LAB ท้ังหมด 35 ไอโซเลต มา streak บน
อาหาร Columbia agar ท่ี ผสม human blood บ่มท่ีอณุหภูมิ 
37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 24 ชม. พบว่า มีเพียง 7 
ไอโซเลต ได้แก่ NR19, NR22, NR23, NR24, NR27, NR28 
และ NR38 ท่ีไม่มีความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดง (γ-
hemolysis) (Figure 2)  

 

 
Figure 1 Growth of LABs on MRS agar with CaCo3 

 
Figure 2 Growth of LAB on Columbia agar 

with human blood; not hemolysis (γ-hemolysis) 
 
 
 
 
 
 

4.2.2 การทดสอบความสามารถในการทนกรดและด่าง 
หลังจากทดสอบความสามารถในการทนกรด-ด่างของ 

LAB ท่ีผ่านการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงท้ังหมด 7 ไอโซ
เลต ในอาหาร MRS broth ท่ีมีสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ี 2-9 และ
เมื่อน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท่ีสภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 6 
ชม. พบว่าท้ัง 7 ไอโซเลต สามารถทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่างท่ี 
2-9 ได้ แต่มีเพียง NR27 และ NR38 ท่ีมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตท่ี
สภาวะกรด pH 2 เกิน 50% โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากับ 
75.61±0.27 และ 50.54±0.69 ตามล้าดับ และท่ีค่าความเป็นกรด-
ด่างท่ี 3-9 LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตมากกว่า 
50% ท้ังน้ีจากผลการทดลองพบว่าไอโซเลต NR 27 สามารถทนต่อ
สภาวะความเป็นกรดท่ี pH 2 ได้ดีท่ีสุด (Table 1) 

4.2.3 การทดสอบความสามารถในการทนเกลือน้้าดี 
(bile salt) 0.5% 

หลังจากทดสอบความสามารถในการทนเกลือน้้าดี 
ความเข้มข้น 0.5% ของ LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต ปริมาณ 1 มล. (108 
CFU/มล.) ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะไร้อากาศ เป็นระยะเวลา 
12 ชม. พบว่าท้ัง 7 ไอโซเลต สามารถทนต่อสภาวะเกลือน้้าดีความ
เข้มข้น 0.5% ได้ดี เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเกิน 90% 
ทุกไอโซเลต และไอโซเลตท่ีทนได้ดีท่ีสุดคือ NR 24 รองลงมาคือ 
NR 27 (Table 2) 

4.2.4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหาร 

หลังจากทดสอบการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคทางเดิน
อาหาร ได้แก่  E. coli, B. cereus, S. aureus และ S. Typhimurium 
พบว่า มีเพียงไอโซเลต NR19 NR23 NR24 และ NR27 มีฤทธิ์ต้าน
หรือสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้ท้ัง 4 ชนิด ส่วนไอโซเลต 
NR22 NR28 และ NR38 ไม่สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคได้
ท้ังหมด โดย NR22 ไม่สามารถยับยั้ง S. aureus ได้ NR28 และ 
NR31 ไม่สามารถยับยั้ ง S. aureus และ S. Typhimurium ได้  
และ NR38 ไม่สามารถยับยั้ง S. Typhimurium ได้ (Table 2) 

4.2.5 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
จากการน้า LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต มาทดสอบความไว

ต่อยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด  ได้แก่  chloramphenicol ampicillin 
tetracycline และ  streptomycin พบว่าเมื่ อเทียบขนาดของ 
clear zone ท่ีได้ กับตารางมาตรฐานของ CLSI [13] LAB ท้ัง 7 ไอ
โซเลต ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนชนิด 
streptomycin แต่ท้ัง 7 ไอโซเลต มีความไวต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม
ยับยั้ งการสั งเคราะห์ โปรตีนชนิด chloramphenicol และ 
tetracycline ยกเว้น ไอโซเลต NR19 ท่ีดื้ อต่อยาปฏิชี วนะ 
tetracycline นอกจากน้ีท้ัง 7 ไอโซเลตยังมีความไวต่อยาปฏิชีวนะ
กลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย คือ ampicillin 
ซ่ึงจากผลการทดสอบความไวของยาปฏิชีวนะ พบว่า ยาปฏิชีวนะ
ท่ีสามารถยับยั้ง LAB ได้ดีท่ีสุด และเหมาะต่อการเลือกใช้ในการ
ยั บยั้ ง  LAB ท้ั ง  7 ไอโซเลต น้ี คื อ chloramphenicol และ 
ampicillin (Table 2) 
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Table 1 In vitro tests of tolerance to pH 2-9 of LABs isolated from banana. 

Isolated no. Survival rate (%) 
pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 8 pH 9 

NR19 48.58±0.66e 88.93±0.16d 90.73±0.70c 89.12±1.10d 98.54±0.62a 96.82±0.11b 96.62±0.69b 

NR22 45.51±0.75e 79.55±01.23d 90.93± 0.20b 88.83±1.09c 98.85±0.83 a 98.05±0.55 a 98.47±1.41 a 

NR23 44.92±0.41e 73.35±2.18d 91.85±0.02b 87.38±0.51c 99.25±0.71a 91.93±0.43b 92.17±0.43b 

NR24 49.29±0.07e 82.76±0.11d 94.50±1.57c 95.23±1.22c 99.39±0.31b 101.60±1.01a 101.98±1.55a 

NR27 75.61±0.27g 85.93±0.62f 98.08±0.42e 99.93±0.08c 99.02±0.43d 103.22±0.04b 103.92±0.44a 

NR28 42.38±0.90e 60.00±0.26d 71.10±0.07c 89.98±0.20b 99.86±0.14a 89.86±0.37b 90.73±1.09b 

NR38 50.54±0.69e 76.05±1.09d 92.87±0.22c 95.09±1.53b 99.06±0.02a 99.81±1.09a 99.57±0.31a 

Remark: Mean of three replicates ± standard, a-g Means in the rows with different lowercase superscripts indicate significant difference (p ≤ 0.05) 

 
 

Table 2 In vitro tests of tolerance to 0.5% bile salt, antimicrobial activity and antibiotics activity of LABs isolated 
from banana. 

Isolated no. Tolerance to 
0.5% Bile salt 

Antimicrobial  
 activity * 

Antibiotics activity** 

Survival rate (%) Sa. Bc. St. Ec. S T C A 
NR19 91.03±0.26 ++ ++ ++ ++ n.r. R S S 

NR22 94.61±0.16 - ++ ++ ++ R S S S 

NR23 90.07±0.09 ++ ++ ++ ++ R S S S 

NR24 97.87±0.00 ++ ++ ++ ++ R S S S 

NR27 97.43±0.16 ++ +++ ++ ++ R MS S S 

NR28 92.44±0.82 - ++ - ++ R S MS S 

NR38 
94.69± 0.11 

+ + - ++ R S S S 

* Indicator  St ra ins ;  Sa -  Staphylococcus aureus ;  Bc -  Baci l lus ce reus ;  St -  Salmonel la  Typhimur ium ;  Ec -  Escher i chia col i  

*Indicator antibiotic; S- Streptomycin (10 µg/disc); T- Tetracyclines (30 µg/disc); C- Chloramphenicol (30 µg/disc); A- Ampicillin (10 µg/disc) 

**-: no antimicrobial activity; + the inhibition zone is less than 10 mm; ++ the inhibition zone is 10 mm to 20 mm; +++ the inhibition zone is above 
20 mm. **R, Resistant; S, sensitive; MS, moderately sensitive; n.r. not recommended according to EFSA guidelines. The breakpoints for the antibiotic 
sensitive/resistant in mm zone of inhibition i.e. Streptomycin (≥15/≤12); Tetracyclines (≥19/≤14); Chloramphenicol (≥18/≤12); Ampicillin (≥17/≤14)

4.3  การระบุสายพันธุ์จุลินทรีย์ 
จากการทดสอบการเป็นโพรไบโอติกเบื้องต้นของ LAB 

ท้ังหมด 35 ไอโซเลต มีเพียง 7 ไอโซเลต ท่ีผ่านการทดสอบ
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก เมื่อน้าไประบุสายพันธุ์จุลินทรีย์
โดยการหาล้าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA และน้าข้อมูลท่ี
ได้ของท้ัง 7 ไอโซเลต ไปหาความคล้ายคลึงของล้าดับเบสของ
ยีน 16S rDNA ท่ีมีอยู่ในฐานข้อมูล ด้วยโปรแกรม BLAST ผล
การวิเคราะห์พบว่ามีความคล้ายคลึงกับ Enterococcus 
gallinarum (NR1 9 ) , Lactococcus lactis ssp. (NR2 2 , 
NR23, NR24 และ NR38) และ Weisssella paramesenteroides 
(NR27 และ NR28) ท้ังน้ีพบว่า NR27 มีศักยภาพสูงสุดในการเป็น
โพรไบโอติกและถูกระบุสายพันธุ์ เป็น W. paramesenteroides 
99.57% 
 
 

5. วิจารณ์ผลการทดลอง 
จุลินทรีย์โพรไบโอติก คือแบคทีเรียท่ีอาศัยอยู่ในล้าไส้

ใหญ่ของมนุษย์ ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีสร้างกรดแลคติก และเป็น
แบคทีเรียท่ีมีบทบาทส้าคัญกับมนุษย์ไม่ว่าจะทางตรงหรือ
ทางอ้อม เนื่องจากโพรไบโอติกมีประโยชน์ต่อร่างกาย ไม่ว่าจะ
เป็นการกระตุ้นการท้างานของเซลล์เยื่อบุในการสร้างเยื่อเมือก 
กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน ผลิตสารยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค ปรับ
สมดุลของจุลินทรีย์ภายในล้าไส้ ช่วยกระตุ้นเยื่อบุล้าไส้ให้
เจริญเติบโตและช่วยรักษาการอักเสบต่าง ๆ นอกจากนี้ 
โพรไบโอติกยังช่วยรักษาอาการของโรคภูมิแพ้ท้ังในเด็ก ผู้ใหญ่ 
รวมท้ังในผู้สูงอายุด้วย [14] ท้ังน้ีการท่ีจะได้มาซ่ึงโพรไบโอติก
ท่ีดีน้ันจะต้องมีการคัดแยกหรือคัดเลือกจากแหล่งท่ีมาท่ี
ปลอดภัย มีความเหมาะสม และต้องมีการศึกษาคุณสมบัติการ
เป็นโพรไบโอติกท่ีดี มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมสุขภาพได้
เป็นอย่างดี และปลอดภัยต่อผู้บริโภค ซ่ึงในงานวิจัยน้ีได้ท้าการ
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คัดแยก LAB จากกล้วยน้้าว้าดิบเพื่อคัดเลือกโพรไบโอติก โดย
ศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก จาก LAB ท่ีคัดแยกได้
จากกล้วยน้้าว้าดิบ ซ่ึงมี 35 ไอโซเลต เป็นแบคทีเรียชนิดแกรม
บวก รูปร่างกลม ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส กล้วยน้้าว้าดิบมี
ส่วนประกอบของแป้งต้านทานการย่อยประเภทท่ี 2 (native 
starch ungelatinized granule) แป้งต้านทานการย่อย คือ 
พรีไบโอติกชนิดหน่ึงท่ีสามารถใช้เป็นอาหารของจุลินทรีย์    
โพรไบโอติกได้ [15, 16] เน่ืองจากแป้งต้านทานการย่อย
จัดเป็นอาหารท่ีมีเส้นใยอาหารสูง เหมาะส้าหรับจุลินทรีย์
สุขภาพบริเวณล้าไส้ใหญ่ ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียท่ีอยู่ใน
กลุ่ มของ  LAB จึ ง ท้า ให้ เกิ ดกระบวนการหมัก แ ล ะ ไ ด้
ผลิตภัณฑ์เป็นกรดไขมันชนิดสายสั้นที่ส้า คัญคือ แอซิเตต 
( acetate)  โ พรพิ โ อ เ นต  ( propionates)  แ ล ะบิ ว ทิ เ ร ต 

(butyrate) ท่ีมีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ก่อโรค 
แต่สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์สุขภาพได้ 
ดังน้ันเราจึงสามารถคัดแยก LAB ได้จากกล้วยน้้าว้าดิบ [17] 

จากการศึกษาการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของคน 
พบว่ามี LAB เพียง 7 ไอโซเลต  ที่ ไม่ย่อยสลายเม็ด เลือด
แ ด ง  ( γ -hemolysis) ซ่ึง คุณสมบัติ ท่ั วไปของ LAB ท่ีจะ
น้ามาใช้เป็นโพรไบโอติกน้ันจะต้องไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
แต่ท้ังน้ีมีรายงานว่า Lactobacillus pentosus บางสายพันธุ์
สามารถย่อยสลายเม็ดเลือกแดงได้แบบ α-hemolysis แต่ไม่
พบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ ß-hemolysis [6] 

โดยท่ัวไปโพรไบโอติกจะสามารถทนต่อสภาวะท่ีไม่
เหมาะสมเช่นสภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร และ
เกลือน้้าดีในล้าไส้เล็ก รวมถึงสภาวะท่ีมีอากาศเบาบางใน
ระบบทางเดินอาหาร ท้ังน้ีร่างกายของคนจะสร้างกรด
ประมาณ 2.5 ลิตร และน้้าดี 1 ลิตรต่อวัน [18] จากผลการ
ทดสอบ LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต ในการทนกรด-ด่างท่ี 2-9 พบว่า 
ท้ัง 7 ไอโซเลต สามารถทนต่อกรด-ด่าง ท่ี 2-9 ได้ โดยมี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต ≥40% และท้ัง 7 ไอโซเลต สามารถ
ทนต่อเกลือน้้าดีท่ี 0.5% ได้ โดยท้ังหมดมีเซลล์ท่ีรอดชีวิต  
≥ 90% ดัง น้ัน LAB ท้ัง 7 ไ อ โ ซ เ ล ต นี ้ จ ึง ม ีค ุณ ส มบ ัติ
เบื ้องต้นเพียงพอที่จะเป็นโพรไบโอติกได้ นอกจากนี้ LAB 
บางสายพันธุ์ ยังมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ชนิดอื่น ๆ รวมถึงจุลินทรีย์ก่อโรค อาจเนื่องจากสาร
หลายชนิดท่ีผลิตขึ้น ซ่ึงได้แก่  กรดอินทรี ย์  (organic acid) 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) และแบคเทอริโอ
ซิน (bacteriocin)  เป็ นต้ น  [19]  ซ่ึ งจากผลการทดสอบ
ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค โดยใช้จุลินทรีย์ก่อโรค
จ้านวน 4 สายพันธุ์  คือ S. aureus, S. Typhimurium, E. coli 
และ B. cereus พบว่า มี LAB เพียง 4 ไอโซเลต ท่ีสามารถยับยั้ง
จุลินทรีย์ก่อโรคทางเดินอาหารท้ังหมดได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึง
คาดว่าจะสามารถป้องกันโรคท่ีอาจเกิดจากจุลินทรีย์ก่อโรค และ
ป้องกันปัญหาสุขภาพอื่น ๆ ได ้ 

LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต ท่ีคัดแยกได้ในครั้งน้ีดื้อต่อยา
ปฏิชี วนะในกลุ่ ม ท่ี ท้าลายการสั ง เคราะห์ โปรตีนชนิด 

streptomycin และมีบางสายพันธ์ ท่ีดื้ อต่อยาปฏิชี วนะ 
tetracyclines (NR19) ท้ังน้ี LAB ท้ัง 7 ไอโซเลตท่ีคัดแยกได้ 
มีความไวและตอบสนองต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มยับยั้งการ
สังเคราะห์โปรตีนชนิด chloramphenicol และยาปฏิชีวนะ
ในกลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรีย ชนิด 
ampicillin ซ่ึงงานวิจัยของ Sanders et. al. [20] ได้กล่าวไว้
ว่ า  ถึ งแม้  LAB บางสายพันธุ์  เช่น Enterococci รวมถึ ง         
E. faecium ท่ีมีความดื้อต่อยาปฏิชีวนะ แต่ก็ไม่มีความเสี่ยง
ต่อการติดเชื้อ เน่ืองจากยังคงมียาปฏิชีวนะบางชนิดท่ีสามารถ
ยับยั้งและท้าลายองค์ประกอบของ LAB ได ้ 

 จากการทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ 
LAB ท้ังหมด 35 ไอโซเลต พบว่ามีเพียง 7 ไอโซเลต ท่ีมี
คุณสมบัติเบื้องต้นตรงตามท่ีประกาศส้านักงานคณะกรรมการ
อาหารและยา เรื่อง หลักเกณฑ์และแนวทางปฏิบัติการใช้
จุลินทรีย์โพรไบโอติกในอาหาร และตามท่ีประกาศกระทรวง
สาธารณสุขก้าหนด ดังน้ัน LAB ท้ัง 7 ไอโซเลต จึงเหมาะสมท่ี
จะเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก ซ่ึงจากการทดสอบประสิทธิภาพ
การเป็นโพรไบโอติกของท้ัง 7 ไอโซเลต พบว่า NR27 มี
ศักยภาพสูงสุดในการเป็นโพรไบโอติก และถูกระบุสายพันธุ์
เป็น W. paramesenteroides 99.57% ท้ังน้ีมีงานวิจัยของ 
Mahantesh et al. [21] ท่ี ก ล่ า ว ถึ ง ศั ก ย ภ า พ ข อ ง W. 
paramesenteroides DFR‐8 ท่ีคัดแยกได้จากแตงกวา และ
สามารถผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในอาหาร
และจุลินทร์ท่ีก่อให้เกิดการเน่าเสียของอาหารได้ นอกจากน้ี ยังมี
งานวิจัยของ Ndagano et al. [22] ได้ศึกษาความสามารถในการ
ยับยั้งเชื้อราของW. paramesenteroides LC11 ท่ีคัดแยกได้
จากมันส้าปะหลังหมัก ดังน้ันจากคุณคุณสมบัติของ  W. 
paramesenteroides ท่ีคัดแยกได้ จึงเหมาะสมท่ีจะน้าไป
ทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติกขั้นสูงต่อไป เช่น การ
ทดสอบการสร้างสารไบโอเจนิกเอมีน (Biogenic amine 
production) การตรวจหายีนก่อโรคด้วยเทคนิค PCR การ
ทดสอบความคงทนต่อสภาวะเลียนแบบระบบทางเดินอาหาร 
การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะติดล้าไส้ รวมถึงการ
ทดสอบความสามารถในการลดคลอเลสเตอรอลได้ เป็นต้น ซ่ึง
คุณสมบัติเหล่านี้เป็นพื้นฐานที่จะน้าแบคทีเรีย ไปใช้เป็น
โพรไบโอติกต่อไป 

 
7. สรุปผลการวิจัย 

จากการทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ 
LAB ท่ีคัดแยกจากกล้วยน้้าว้าดิบ ท้ังหมด 35 ไอโซเลต พบว่า 
มี LAB จ้านวน 7 ไอโซเลต ท่ีมีคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบื้อง
ต้น คือไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ทนต่อสภาวะความเป็นกรด
ด่าง และเกลือน้้าดี ท่ีจ้าลองจากสภาวะในระบบทางเดิน
อาหาร รวมถึงสามารถยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคบางสายพันธุ์ และ
มีความไวต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน
และการสังเคราะห์ผนังเซลล์ของแบคทีเรียได้ ซ่ึงคุณสมบัติของ 
LAB ท้ัง 7 ไอโซเลตท่ีกล่าวมาน้ี เป็นไปตามข้อก้าหนดเบื้องต้น
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ตรงตามประกาศส้านักงานคณะกรรมการอาหารและยา เรื่อง
หลักเกณฑ์และแนวทางปฏิบัติการใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกใน
อาหารและประกาศกระทรวงสาธารณสุข ดังน้ัน LAB ทั้ง 7 
ไอโซเลต จึงมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกและเหมาะสมท่ีจะ
น้าไปทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติกขั้นสูง และผลิต
เป็นอาหารเสริมสุขภาพต่อไป 
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