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บทคัดย่อ

ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกส์แพลนต์เบสต์เป็นอาหารเพื่อสุขภาพประเภทหนึ่ง
วัตถุประสงค์์ของการศึกษานี้เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียกรดแล็กติกและประเมิน
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกส์เพื่อใช้เป็นหัวเชื้อในการผลิตเครื่องดื่มหมักแพ
ลนต์เบสต์ ไอโซเลต LFU05a และ LFU12b ถูกเลือกไปศึกษาต่อเนื่องจากมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทดสอบได้สูง สามารถรอดชีวิตเมื่อ
ทดสอบภายใต้สภาวะจำลองของทางเดินอาหาร (ร้อยละ 67.54-73.83) มี
คุณสมบัติในการเกาะที่ดี ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง มีความไวต่อยาปฏิชีวนะและ

Plant-based probiotic products are a type of functional food. 
The objectives of this study were to screen lactic acid bacteria (LAB) and 
evaluate their probiotic properties for use as starter cultures in producing 
plant-based fermented beverages. Isolates LFU05a and LFU12b were 
selected for further study based on their high antimicrobial activity against 
the tested bacterial pathogens, survival after exposure to simulated 
gastrointestinal tract conditions (67.54-73.83%), good adhesion ability, 
absence of hemolytic activity, antibiotic susceptibility, and antioxidant 
activity (64.23-83.26%). LFU05a and LFU12b were identified as 
Lacticaseibacillus casei and Lactiplantibacillus pentosus, respectively. 
For prebiotic selection, modified rice starch (MS) demonstrated a prebiotic 

effect by enhancing the growth of L. casei LFU05a and L. pentosus LFU12b. Furthermore, plant-based fermented beverages made from rice 
supplemented with 10% of pea protein isolate (PPI) and 1% of MS exhibited high probiotic viability (8.45 log CFU/ml). The results indicated 
that L. casei LFU05a and L. pentosus LFU12b are effective starter cultures for the production of plant-based probiotic beverages. 
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ผลิิตภััณฑ์์โพรไบโอติิกส์์แพลนต์์เบสต์์เป็็นอาหารเพื่่�อสุุขภาพประเภทหนึ่่�ง วั ัตถุุประสงค์์์�ของการศึึกษานี้้�เพื่่�อ
คััดเลืือกแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกและประเมิินคุุณสมบััติิการเป็็นโพรไบโอติิกส์์เพื่่�อใช้้เป็็นหััวเชื้้�อในการผลิิตเครื่่�องดื่่�มหมััก
แพลนต์์เบสต์์     ไอโซเลต LFU05a และ LFU12b ถู กเลืือกไปศึึกษาต่่อเนื่่�องจากมีีประสิิทธิิภาพในการยัับยั้้�งแบคทีีเรีีย
ก่่อโรคทดสอบได้้สููง สามารถรอดชีีวิิตเมื่่�อทดสอบภายใต้้สภาวะจำลองของทางเดิินอาหาร (ร้้อยละ 67.54-73.83)
มีีคุุณสมบััติิในการเกาะที่่�ดีี ไม่่ย่่อยสลายเม็็ดเลืือดแดง มี ีความไวต่่อยาปฏิิชีีวนะและมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระ (ร้้อยละ 
64.23-83.26) ไอโซเลต LFU05a และ LFU12b ถู กจำแนกว่่าตรงกัับเชื้้�อ Lacticaseibacillus casei และ 
Lactiplantibacillus pentosus ตามลำดัับ สำหรัับการคััดเลืือกพรีีไบโอติิกส์์พบว่่าแป้้งข้้าวดััดแปลงมีีสมบััติิในการเป็็น
พรีีไบโอติิกส์์สำหรัับการส่่งเสริิมการเจริิญของโพรไบโอติิกส์์สายพัันธุ์์�  LFU05a และ LFU12b ทั้้� งนี้้�เครื่่�องดื่่�มหมััก
แพลนต์์เบสต์์จากข้้าวเสริิมโปรตีีนสกััดจากถั่่�วลัันเตาร้้อยละ 10 และแป้้งข้้าวดััดแปลงร้้อยละ 1 มี ีเชื้้�อโพรไบโอติิกส์์
ปริิมาณสููง (8.45 log CFU/ml) ผลการทดลองนี้้�บ่่งชี้้�ว่่า L. casei LFU05a และ L. pentosus LFU12b เป็็นหััวเชื้้�อ
ที่่�มีีศัักยภาพในการผลิิตเครื่่�องดื่่�มหมัักแพลนต์์เบสต์์โพรไบโอติิกส์์ 
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1. บทนำ
แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกเป็็นหนึ่่�งในจุุลิินทรีีย์์หลััก

ในการผลิิตอาหารหมัักและใช้้เป็็นโพรไบโอติิกส์์ในการ

พััฒนาผลิิตภััณฑ์์เพื่่�อสุุขภาพ โดยเฉพาะอย่่างยิ่่� ง

แบคทีีเรีียจีีนััส Bifidobacterium sp., Lactobacillus 

sp., Lacticaseibacillus sp., Lactococcus sp., 

Leucono s to c  s p . ,  P ed i o coc cu s  sp . , 

Propionibacterium sp., Enterococcus sp., 

Streptococcus sp. และ Bacillus sp. [1] โดย

โพรไบโอติิกส์์คืือจุุลิินทรีีย์์ที่่�มีีชีีวิิตซึ่่�งก่่อให้้เกิิดประโยชน์์

ต่่อสุุขภาพเมื่่�อได้้รัับในปริิมาณที่่�เหมาะสม [2, 3] 

เกณฑ์์สำคััญที่่�ใช้้ในการคััดเลืือกโพรไบโอติิกส์์ประกอบ

ด้้วยความสามารถในการรอดชีีวิิตเมื่่�อทดสอบในสภาวะ

ของทางเดิินอาหาร การทนต่่อเกลืือน้้ำดีี ความสามารถ

ในการเกาะติิดกัับเยื่่�อบุุผิิวของลำไส้้ มี ีความปลอดภััย 

อีีกทั้้�งต้้องเป็็นเชื้้�อที่่�ไม่่ดื้้�อต่่อยาปฏิิชีีวนะ ไม่่ผลิิตสารพิิษ 

และไม่่มีีกิิจกรรมการย่่อยสลายเม็็ดเลืือดแดง [4, 5] 

รวมถึึงมีีคุุณสมบััติิทางฟัังก์์ชัันประกอบด้้วยกิิจกรรม

ต้้านอนุุมููลอิิสระ การผลิิตวิิตามิิน และการผลิิตกาบา 

เป็็นต้้น การที่่�โพรไบโอติิกส์์จะสามารถแสดงคุุณสมบััติิ

ต่่าง ๆ ได้้ดีีนั้้�นมีีรายงานว่่าต้้องได้้รัับอาหารที่่�เหมาะสม

นั่่�นคืือสารประกอบกลุ่่�มพรีีไบโอติิกส์์ (Prebiotics) [6] 

สารประกอบที่่�มีรายงานว่่าเป็็นพรีีไบโอติิกส์์ได้้แก่่

อิินนููลิิน (Inulin) ฟรุุคโตโอลิิโกแซคคาร์์ไรด์์ (Fructo-

oligosaccharide, FOS) และกาแล็็กโตโอลิิโก

แซคคาร์ไ์รด์ ์(Galacto-oligosaccharide, GOS) รวมถึงึ

กลุ่่�มแป้้งดััดแปลง โดยมีีรายงานการใช้้แป้้งดััดแปลงเป็็น

พรีีไบโอติิกส์์ในการส่่งเสริิมการเจริิญของโพรไบโอติิกส์์

และพัฒันาผลิติภัณัฑ์อ์าหารเพื่่�อสุุขภาพ [7, 8] ซึ่่�งการใช้้

โพรไบโอติิกส์์ร่่วมกัับพรีีไบโอติิกส์์เรีียกว่่าซิินไบโอติิกส์์ 

(Synbiotics) ซึ่่� งมีีรายงานว่่าผลิิตภััณฑ์์ในรููปแบบ

ซิินไบโอติิกส์์ดีีต่่อสุุขภาพหลายประการ

อาหารที่่�มีส่่วนประกอบของจุุลินิทรีีย์์โพรไบโอติิกส์์

ได้้ถููกจััดให้้เป็็นอาหารเพื่่�อสุุขภาพ (Functional foods) 

ผลิิตภััณฑ์์ที่่� ไ ด้้รัับความนิิยมคืือน้้ำนมที่่�หมัักด้้วย

โพรไบโอติิกส์์ เช่่นโยเกิิร์์ต และนมเปรี้้�ยว แต่่ทั้้�งนี้้�มี

รายงานว่่าการบริิโภคน้้ำนมอาจส่่งผลเสีียต่อ่คนบางกลุ่่�ม 

โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งการแพ้้น้้ำตาลแล็็กโตสในนม [9] 

รวมถึึงรููปแบบการเลืือกบริิโภคในปััจจุุบััน เช่่น กลุ่่�ม

มัังสวิิรััตและวีีแกน จึ ึงมีีแนวโน้้มที่่�เครื่่�องดื่่�มจากพืืชหรืือ

แพลนต์์เบสต์์เริ่่�มเข้้ามาทดแทนเครื่่�องดื่่�มจากน้้ำนมสััตว์์ 

เพื่่�อเป็น็ทางเลือืกของผู้้�บริโิภค ซึ่่�งตรงกับัรายงานผลการ

สำรวจความต้้องการด้้านผลิิตภััณฑ์์สำหรัับกลุ่่�มมัังสวิิรััติิ

และวีีแกนพบว่่าเพิ่่�มขึ้้�นทุุกปีี [10] แต่่ข้้อด้้อยของ

เครื่่�องดื่่�มแพลนต์์เบสต์์นั้้�นคืือมีีโปรตีีนต่่ำกว่่าน้้ำนมสััตว์์ 

[11] จึ งจำเป็็นต้้องเสริิมให้้ผลิิตภััณฑ์์ที่่�พััฒนาขึ้้�นนั้้�นมีี

ปริมิาณโปรตีีนเทีียบเท่่ากัับเครื่่�องดื่่�มจากน้้ำนมเพื่่�อความ

สมดุุลด้้านคุุณค่่าทางโภชนาการอาหาร 

ข้า้ว (Oryza sativa) เป็น็พืชืที่่�ปลููกมากในหลาย

ประเทศของเอเชีียรวมถึึงประเทศไทย เป็็นอาหารที่่�ให้้

พลัังงานสููงอัันเนื่่�องมาจากองค์์ประกอบหลัักคืือแป้้ง 

นอกจากนี้้�ยัังประกอบด้้วยโปรตีีนและแร่่ธาตุุรวมถึึง

วิิตามิิน [12] จึ ึงมีีความเหมาะสมที่่�จะนำมาศึึกษาเพื่่�อ

พััฒนาเครื่่�องดื่่�มหมัักแพลนต์์เบสต์์ ทั้้� งนี้้�พืืชอีีกชนิิดที่่�ได้้

รัับความนิิยมคืือถั่่�วลัันเตา (Pisum sativum Linn) 

ในด้า้นของโปรตีนีที่่�สกัดัมาจากถั่่�วลันัเตา จึงึนำมาศึกึษา

เพื่่�อเสริิมโปรตีีนให้้แก่่เครื่่�องดื่่�มที่่�พััฒนาขึ้้�น เนื่่�องจาก

ถั่่�วลัันเตามีีโปรตีีนย่่อยได้้ที่่�ร้อยละ 66-91 อี กทั้้�งใน

ปััจจุุบัันโปรตีีนสกััดจากถั่่�วลัันเตาได้้รัับความนิิยมสููง

จึึงเหมาะสมในการใช้้เป็็นโปรตีีนเสริิมให้้แก่่เครื่่�องดื่่�ม

ที่่�พััฒนาขึ้้�นในการศึึกษาครั้้�งนี้้�  [13] ดั งนั้้�นในงานวิิจััยนี้้�

จึึงมีีวััตถุุประสงค์์ในการคััดแยกและคััดเลืือกแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกที่่�มีีศัักยภาพเป็็นโพรไบโอติิกส์์ที่่�สามารถใช้้

เป็น็หัวัเชื้้�อในการพัฒันาเครื่่�องดื่่�มหมักัด้ว้ยโพรไบโอติกิส์์

จากข้้าวเสริิมโปรตีีนจากถั่่�วลัันเตาได้้ 

2. อุุปกรณ์์และวิิธีีการ
2.1 การคัดัแยกแบคทีเีรียีกรดแล็ก็ติกิจากอาหารหมักัดอง

ตััวอย่่างอาหารหมัักที่่�เก็็บจากตลาดสดในพื้้�นที่่�

กรุุงเทพมหานคร นำมาเจืือจางลงครั้้�งละ 10 เท่่า (10-
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Fold dilution) ด้้วย Normal saline solution (0.85% 

NaCl, NSS) ก่อ่นแยกเชื้้�อด้ว้ย Spread plate technique 

บนอาหาร De man rogosa and sharpe agar 

(BioMérieux, France) ที่่�ผสม CaCO
3
 ร้อ้ยละ 0.5 (MRS-

CaCO
3
) บ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 35 ํํ C เป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง และ

เลืือกโคโลนีีที่่�ปรากฏโซนใสรอบ ๆ  โคโลนีี ตรวจสอบเบื้้�อง

ต้้นด้้วยการศึึกษาลัักษณะเซลล์์และการติิดสีีแกรมของ

เซลล์์ภายใต้ก้ล้อ้งจุลุทรรศน์ ์(CX22, Olympus, Tokyo, 

Japan) และเก็็บในกลีีเซอรอลร้้อยละ 20 (w/v) ที่่�ตู้้�แช่่

แข็็งอุุณหภููมิิ -80 ํํC เพื่่�อนำไปใช้้ในการศึึกษาต่่อไป 

2.2 การศึึกษาคุุณสมบััติิการเป็็นโพรไบโอติิกส์์ 

2.2.1 การทดสอบกิิจกรรมต้้านแบคทีีเรีีย

ก่่อโรค 

ตรวจการยัับยั้้�งแบคทีีเรีียก่่อโรคตามวิิธีีของ 

Meidong et al. [14] แบคทีเีรียีก่อ่โรคที่่�ใช้ใ้นการทดสอบ

ได้้แก่่ Salmonella enterica serovar Typhimurium 

DMST 8023, Pseudomonas aeruginosa DMST 

4739, Escherichia coli DMST 4212, Staphylococcus 

aureus DMST 562 และ Bacillus cereus DMST 5040 

เลี้้�ยงในอาหาร Mueller hinton (MH) broth (BD Difco, 

USA) และปรัับความขุ่่�นเทีียบเท่่า McFarland no 0.5 

ก่อ่น Swab บน MH agar และเจาะหลุุมด้ว้ย Cork borer 

และหยด Neutralized cell-free supernatant (NCFS) 

ลงในหลุุมที่่�เจาะไว้้ ก่่อนนำไปบ่่มที่่� 35 ํํ C เป็็นเวลา 18 

ชั่่�วโมง ตรวจผลโดยวััดขนาดของโซนใสการยัับยั้้�ง 

(Inhibition zone) 

2.2.2 การทดสอบการรอดชีีวิิตในสภาวะ

จำลองของทางเดิินอาหาร

การทดสอบทำตามวิิธีีของ Huang and Adams  

[15] โดยนำเซลล์์แขวนลอยของแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิก 

(1x108 CFU/ml) ทดสอบใน Simulated gastric fluid 

(SGF) (1% Pepsin, pH 2.5) เป็็นเวลา 3 ชั่่�วโมง ที่่�

อุุณหภููมิิ 37 ํํ C ก่่อนตรวจการรอดชีีวิิตของเชื้้�อ จากนั้้�น

นำตััวอย่่างที่่�อยู่่�ใน SGF ไปปั่่�นเหวี่่�ยงเก็็บเซลล์์เพื่่�อไป

ทดสอบต่่อในด้้านการทนต่่อสภาวะจำลองในลำไส้้โดย

ทดสอบด้้วย Simulated intestinal fluid (SIF) (1% 

Pancreatin, 0.3% Bile salt, pH 8.0) ตรวจการรอด

ชีีวิิตหลัังทดสอบเป็็นเวลา 6 ชั่่�วโมง ด้้วยวิิธีี Drop plate 

technique ด้ ้วยอาหาร MRS-CaCO
3
 จากนั้้�นคำนวณ

การรอดชีีวิิตใน SGF และ SIF ดัังนี้้� %Survival = (log
10 

จำนวนเซลล์์หลังัทดสอบที่่�เวลาต่่างๆ / log
10
 จำนวนเซลล์์

เริ่่�มต้้น) x 100

2.2.3 การทดสอบความสามารถในการเกาะ

Auto-aggregation assay ทำตามวิิธีีของ 

Meidong et al. [14] ใช้้เซลล์์แขวนลอยที่่�มีีความขุ่่�นที่่� 

OD
600

 ที่่�ค่า 1.0 จัดเป็็นค่่าความขุ่่�นเริ่่�มต้้น (OD
0
) จากนั้้�น

บ่่มที่่�อุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 5 ชั่่� วโมง โดยไม่่มีีการเขย่่า 

และนำส่่วนด้้านบนของเซลล์์แขวนลอยไปวััดความขุ่่�น

ของเชื้้�อ (OD
5
) ด้ ้วย UV-Vis Spectrophotometer 

(C7
100

, Peak instruments Inc., USA) จากนั้้�นคำนวณ 

% Auto-aggregation (AAg%) ดั ังนี้้�: 1- (OD
5
/OD

0
) 

x100  

Hydrophobicity assay ทดสอบตามวิิธีีของ 

Meidong et al. [14] โดยปรัับความขุ่่�นของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกใน PBS (Phosphate buffer saline, pH 

7.2) โดยปรัับให้้มีคีวามขุ่่�นที่่� OD
600

 เท่า่กัับ 0.5 (OD
before

) 

นำเซลล์์แขวนลอยของเชื้้�อปริิมาตร 3 ml ผสมกัับไซลีีน 

(Xylene) ปริิมาตร 1 ml จากนั้้�นนำไปเขย่่า (Vortex) 

ให้ผ้สมกันัเป็น็เวลา 60 วินิาที ีตั้้�งไว้จ้นกระทั่่�งเกิิดการแยก

ชั้้�นเป็็นเวลา 30 นาทีี นำเซลล์์แขวนลอยในชั้้�นของน้้ำไป

ตรวจวัดัความขุ่่�น (ODafter) โดยใช้ ้PBS เป็น็สารละลาย

ตััวอย่่างแบลงค์์  (Blank) นำผลที่่� ได้้ ไปคำนวณ 

%Hydrophobicity = [(OD
before

-OD
after

)/ODbefore] 

x 100 

Mucin binding assay ทดสอบความสามารถ

ของแบคทีีเรีียต่่อการเกาะกัับมิิวซิิน (Mucin type III, 

Sigma-aldrich, USA) ตามวิิธีีของ Tallon et al. [16] 

โดยใช้้สารประกอบมิิวซิินเคลืือบที่่�  Microtiter 96 

MicroWell™ plates และอุุดบริิเวณที่่�มิวซิินไม่่เกาะ

ด้ว้ยสารละลาย Bovine serum albumin (BSA; Sigma-
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aldrich, USA) ก่ ่อนที่่�จะเติิมเซลล์์แขวนลอยของ

แบคทีีเรีียทดสอบ (1x 106 CFU/ml) ปริิมาตร 0.1 ml 

ลงไปในแต่่ละหลุุม จากนั้้�นนัับเซลล์์ที่่�เกาะกัับมิิวซิินด้้วย

เทคนิิค Spread plate ด้้วยอาหาร MRS-CaCO
3
 และ

หาร้้อยละการเกาะติิด [% Adhesion = (จำนวนเซลล์์ที่่�

เกาะต่่อหลุุม / จำนวนเซลล์์เริ่่�มต้้นต่่อหลุุม) x 100] 

ในการทดลองนี้้�แต่่ละไอโซเลตจะทำการทดลอง 4 ซ้ ้ำ 

โดยใช้้ Lactiplantibacillus plantarum 299v

 เป็็นสายพัันธุ์์�อ้้างอิิง 

2.2.4 การทดสอบความปลอดภััย

ทดสอบความไวต่่อยาปฏิิชีีวนะของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกทดสอบตามวิิธีี Kirby-bauer agar disk 

diffusion method ที่่�อธิิบายไว้้ในงานของ Selvin et 

al. [17] แบคทีเีรียีที่่�ใช้เ้ป็น็เชื้้�ออ้า้งอิงิในการทดสอบนี้้�คือ 

E. coli ATCC 25922 และ S. aureus ATCC 25923 ยา

ปฏิิชีีวนะที่่�ใช้้ในการศึึกษาได้้แก่่ Penicillin G (10U), 

Vancomycin (30 µg), Tetracycline (30 µg), 

Gentamycin (10 µg), Erythromycin (15 µg), 

Chloramphenicol (30 µg) และ Streptomycin (10 

µg) ตรวจโซนใสในการยัับยั้้�งเชื้้�อของยาปฏิิชีีวนะแต่่ละ

ชนิดินำไปเทียีบผลกับั Clinical laboratory standards 

institute (CLSI) Guidelines แล้้วรายงานในเทอมของ

การดื้้�อต่่อยาปฏิิชีีวนะ (Resistant; R) และไวต่่อยา

ปฏิิชีีวนะ (Susceptible; S) 

ทดสอบสอบการย่่อยสลายเม็็ดเลืือดแดง 

(Hemolytic activity) ตรวจสอบโดยเลี้้�ยงแบคทีีเรียีกรด

แล็ก็ติกิลงบนอาหาร Blood agar (BioMérieux, France) 

โดยตรวจผลหลัังการบ่่มที่่� 35 ํํC เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง 

2.2.5 การตรวจสอบกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระ

วิิธีี DPPH Free radical scavenging ability 

ทำตามวิิธีีของ Jang et al. [18] ใช้้ Cell-free 

supernatant (CFS) ปริิมาตร 0.05 ml ของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกมาทดสอบ (A
sample

)  กั ับสารละลาย 

2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH; Sigma-

Aldrich, USA) (0.2 mM ละลายใน 95% Ethanol) 

ปริิมาตร 0.15 ml ผสมให้้เข้้ากัันแล้้วตั้้�งไว้้ในที่่�มืืดเป็็น

เวลา 30 นาทีี (ให้้ค่่าเป็็น A blank) แล้้วนำไปวััดค่่าดููด

กลืืนแสงที่่� 517 nm ในการทดสอบนี้้�ใช้ ้MRS Broth เป็น็

หลอดควบคุุม (A control) แล้้วนำไปคำนวณค่่า 

Scavenging effect (%) =[1- (A 
sample

 / A 
control

) x 100] 

วิธิีทีี่่�สองคือื Reducing power ใช้ว้ิธิีขีอง Safronova et 

al. [19] โดยใช้้ CFS ผสมกัับสารละลาย 1 M PBS (pH 

6.6) และเติิม 1% Potassium ferricyanide นำไปบ่่ม

ที่่�อุุณหภููมิิ 37 ºC เป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาทิ้้�งไว้้

จนเย็น็ และเติมิสารละลาย 10% Trichloroacetic acid 

(TCA) ทิ้้�งไว้ใ้ห้ต้กตะกอน นำสารละลายไปผสมกับั 0.1% 

Ferric chloride และนำไปปั่่�นเหวี่่�ยงเก็็บส่่วนในก่่อนวััด

ค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�  700 nm นำผลมาคำนวณค่่า 

Reducing power (%) = [1- (A
sample

 / A
control

) x 100] 

2.3 การจำแนกเชื้้�อแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิก

จำแนกด้้วยลัักษณะทางสััณฐานวิิทยาร่่วมกัับ

ลักัษณะทางชีวีเคมี ีและทดสอบการใช้้คาร์์โบไฮเดรตชนิดิ

ต่่าง ๆ ด้ วยชุุดทดสอบ API 50 CHL (BioMérieux, 

France) จากนั้้�นยืนืยันัด้้วย 16S rRNA gene sequencing 

โดยเพิ่่�มจำนวนบริิเวณ 16S rRNA gene ด้ วยวิิธีี 

Polymerase chain reaction (PCR) ด้วยเอนไซม์์ Taq 

DNA Polymerase ร่วมกับัไพรเมอร์์ 20F (5’-GAG TTT 

GAT CCT GGC TCA G-3’) และ 1500R (5’-GTT ACC 

TTG TTA CGA CTT-3’) นำลำดับั 16S rRNA gene ของ

แต่่ละไอโซเลตที่่�ได้้นำไปเปรียีบเทียีบกับัเชื้้�อแบคทีเีรียีกรด

แล็็กติิกสายพัันธุ์์�ต่าง ๆ ที่่�มี ฐานข้้อมููลใน GenBank 

databases และ Ezbiocloud databases สร้้าง 

Phylogenetic tree ด้วยโปแกรม MEGA ver. 11 [20] 

2.4 การคััดเลืือกพรีีไบโอติิกส์์ 

ศึึกษาผลของสารประกอบพรีีไบโอติิกส์์ต่่อการ

เจริิญของโพรไบโอติิกส์์สายพัันธุ์์� Lacticaseibacillus 

casei LFU05a ที่่� แยกมาจากหม่่ำ และ Lactica-

seibacillus paracasei LFU12b ที่่� แยกมาจาก

แหนมเห็็ด โดยอาหารที่่�ใช้้ทดสอบคืือ Basal medium 

(ใน 1 L ประกอบด้้วย NH
4
Cl, 2.5 g; Yeast extract, 
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0.01 g; MgSO
4
.7H

2
O, 0.04 g; MnSO

4
.4H

2
O, 0.02 g; 

NaCl, 0.02 g; FeSO
4
.7H

2
O, 0.02 g ที่่�  pH 7.0) 

แหล่่ งคา ร์์บอนทดสอบประกอบด้้ วย  กลูู โคส , 

แป้้งดััดแปลง (Modified rice starch; MS [8]), 

ฟรุุคโตโอลิิโกแซคคาไรด์์ และอิินููลิิน (Sigma-aldrich, 

USA) ที่่�ร้อ้ยละ 1.0 ปรับัเชื้้�อทดสอบมีีค่า่เริ่่�มต้น้ที่่� 1x105 

CFU/ml จากนั้้�นนำไปบ่่มแบบเขย่่าที่่�ตู้้� 150 rpm, 35 C 

ตรวจการเจริิญของโพรไบโอติิกส์์ในอาหารสููตรต่่าง ๆ 

ด้้วยวิิธีี Drop plate technique ด้ วยอาหาร MRS-

CaCO
3
 ที่่�เวลา 0, 24 และ 48 ชั่่�วโมง 

2.5 การศึึกษาการทำเครื่่�องดื่่�มหมัักซิินไบโอติิกส์์จาก

ข้้าวเสริิมโปรตีีนสกััดจากถั่่�วลัันเตา 

เตรียีมน้ำ้ข้า้วสกัดัด้ว้ยการนำเมล็ด็ข้า้วสายพันัธุ์์�

ขาวดอกมะลิิ 105 นำมาสกััดด้้วยน้้ำร้้อน (80 ํํ C)

ในอััตราส่่วน 3:10 เป็็นเวลา 30 นาทีี แต่่ละสููตรของ

เครื่่�องดื่่�มที่่�ศึึกษาใช้้โปรตีีนถั่่�วลัันเตาสกััด [Pea protein 

isolate (PPI), Nuzest pea protein, Australia] ที่่�ความ

เข้้มข้้นแตกต่่างกัันในแต่่ละสููตร โดยส่่วนประกอบใน

เครื่่�องดื่่�มปริิมาตร 100 ml ประกอบด้้วย น้้ำตาล (1 %) 

เพคติิน (0.05 %) พรีีไบโอติิกส์์ MS (1 %) น้้ำข้้าวสกััด 

(100 ml) โดยสููตรที่่� 1 ไม่่มีี PPI (ชุุดควบคุุม, RPPI_0) 

สูตูรที่่� 2 PPI 5% (RPPI_5) สูตูรที่่� 3 PPI 10% (RPPI_10) 

สููตรที่่� 4 PPT 15% (RPPI_15) ในแต่่ละสููตรเมื่่�อผสมให้้

เข้้ากัันแล้้วนำไปฆ่่าเชื้้�อ (95 ํํ C, 30 นาทีี) ปล่่อยให้้เย็็น

ก่่อนเติิมหััวเชื้้�อโพรไบโอติิกส์์แบบเชื้้�อผสมสายพัันธุ์์� L. 

casei LFU05a และ L. pentosus LFU12b (106 CFU/

ml) บ่ม่ที่่�อุณุหภูมูิ ิ35 ํํC โดยที่่�เวลา 0, 12 และ 24 ชั่่�วโมง 

ทำการตรวจวิิเคราะห์์เครื่่�องดื่่�มหมััก ดั ังนี้้�  1) ตรวจหา

ปริิมาณโพรไบโอติิกส์์ด้้วยวิิธีี Plate count technique 

ด้้วย MRS-CaCO
3
 2) ตรวจ pH ด้ ้วย pH Meter 

(Mettler toledo, Switzerland) 3) วิิเคราะห์์ปริิมาณ

กรดแล็็กติิกในเครื่่�องดื่่�มด้้วยเครื่่�อง HPLC โดยใช้้ C18 

Reversed phase column (Alltech, Prevail™ 

Organic Acid, 5µm, 150 x 4.6 mm) สารละลายที่่�ใช้้

เป็็น Mobile phase คืือ 25 mM KH
2
PO

4
 (pH 2.5; 3M 

Phosphoric acid) ที่่�อัตัราการไหล 1 ml/min และตรวจ

วััดสารด้้วย UV-Vis detector (Waters 2489, Waters 

Corp., USA) ที่่� 220 nm ปริิมาตรที่่�ฉีีดคืือ 10 µl และ

คำนวณความเข้ม้ข้น้ของกรดอิินทรีีย์โ์ดยเปรีียบเทีียบกัับ

กรดมาตรฐานแต่่ละชนิิด และ 4) เครื่่�องดื่่�มแต่่ละสููตรนำ

ไปวิิเคราะห์์สารอาหารแบบ Proximate analysis 

ประกอบด้้วยคาร์์โบไฮเดรต โปรตีีน ไขมััน และเถ้้า

ในเครื่่�องดื่่�มแต่่ละสููตร [21] 

2.6 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

วางแผนการทดลองแบบสุ่่�มอย่่างสมบรููณ์์ 

(Completely randomized design: CRD) ทํํ าการ

ทดลอง 3 ซ้ำ้ และวิิเคราะห์์ความแปรปรวนแบบทางเดีียว 

(One way analysis of variance: ANOVA) เมื่่�อความ

แตกต่่างระหว่่างค่า่เฉลี่่�ยด้ว้ยวิธิี ีDuncan new multiple 

range test (DMRT) ที่่�ความเชื่่�อมั่่�นร้้อยละ 95 

3. ผลการวิิจััย 
3.1 ผลการคััดแยกแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกและผลการ

ยัับยั้้�งจุุลิินทรีีย์์ก่่อโรค

แยกแบคทีีเรียีกรดแล็็กติิกได้้จำนวน 70 ไอโซเลต 

จากตััวอย่่างอาหารหมัักดองจำนวน 24 ตั ัวอย่่าง 

ประกอบด้้วย กิ มจิิ แหนมปลา แหนมหมูู หน่่อไม้้ดอง 

หม่่ำ ปู ูดอง ต้ ้นหอมดอง ผั กดอง แหนมเห็็ด ปลาส้้ม 

ไส้้กรอกอีีสาน หอยดองและแหนมเนื้้�อ แบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกทั้้�งหมดนำมาตรวจสอบประสิิทธิิภาพในการ

ยับัยั้้�งเชื้้�อก่อ่โรคด้ว้ยวิธิี ีAgar well diffusion assay โดย

ไอโซเลตที่่�ยับยั้้�งเชื้้�อแบคทีีเรีียก่่อโรคที่่�ใช้้ทดสอบทั้้�ง 5 

สายพัันธุ์์�ได้้สููงแสดงผลการทดสอบไว้้ใน Table 1 และ

เป็็นไอโซเลตที่่�ถููกนำไปใช้้ในการศึึกษาต่่อไป จากผลการ

ศึึกษาพบว่่าไอโซเลต LFU05a ยั บยั้้�ง Salmonella 

Typhimurium (20.33 mm) และ P. aeruginosa 

(21.33 mm) ได้้สููงที่่�สุุด แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกไอโซเลต

อื่่�น ๆ  ที่่�ยับยั้้�งเชื้้�อก่่อโรคทดสอบได้้สูงูคืือ LFU23d ยับยั้้�ง 

E. coli (21.33 mm), LFU22b ยับัยั้้�ง S. aureus (19.50 

mm), และ LFU12b ยัับยั้้�ง B. cereus (17.66 mm) 
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Table 1	 Antimicrobial activity of LABs against bacterial pathogen tested strains. 

Bacterial pathogen 
tested

Inhibition zone (mm)

LFU05a LFU12b LFU16c LFU22b LFU23d

Salmonella typhimurium 20.33±0.47c 17.66±1.24a 19.66±0.37b 19.68±0.56b 17.33±0.65a

P. aeruginosa 21.33±0.57d 15.33±0.43b 18.66±0.55c 12.66±0.68a 15.66±0.63b

E. coli 18.33±0.36b 19.68±0.56c 20.67±0.49c 15.66±0.75a 21.33±1.54d

S. aureus 17.33±0.54b 16.50±0.86ab 15.83±0.28a 19.50±0.5c 17.33±0.52b

B. cereus 17.33±0.57d 17.66±0.56d 13.67±0.64a 16.83±0.28c 15.33±0.54b

Means in the same row with different letters are significantly different (p ≤ 0.05).

3.2 ผลการตรวจสอบคุุณสมบััติิการเป็็นโพรไบโอติิกส์์ 

ผลการทดสอบการทนต่่อสภาวะจำลอง

ในทางเดิินอาหารของแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกหลัังเวลา 

3 ชั่่� วโมง ของการทดสอบในสภาวะจำลองในกระเพาะ

อาหารเชื้้�อที่่�รอดชีีวิิตสููงสุุด 3 อั ันดัับแรกคืือ LFU22b, 

LFU16c และ LFU12b โดยมีีร้้อยละการรอดชีีวิิตที่่�

ร้้อยละ 95.97, 92.22 และ 88.74 ตามลำดัับ ซึ่่� ง

ไอโซเลต LFU22b, LFU16c และ LFU05a มี ีอััตรา

การรอดชีีวิิตเมื่่�อผ่่านสภาวะในลำไส้้เป็็นเวลา 6 ชั่่�วโมงที่่�

ร้้อยละ 88.19, 83.46 และ 76.54 ตามลำดัับ (Table 2)

ผลการทดสอบค่่าการเกาะของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกแสดงใน Table 2 โดยเริ่่�มจากค่่า Auto-

aggregation พบว่่าเชื้้�อแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกทั้้�ง 5 

ไอโซเลตมีีค่่า Auto-aggregation อยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 

36.98 ถึึง 82.65 ค่่า Hydrophobicity ของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิกทั้้�ง 5 ไอโซเลตมีีค่่าอยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 19.91 

ถึงึ 69.96 ในขณะที่่�การทดสอบ Mucin binding บ่งบอก

ถึึงค่่าการเกาะกัับสารประกอบมิิวซิินที่่�ผนัังลำไส้้ของ

แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกทั้้�ง 5 ไอโซเลต ซึ่่� งในการศึึกษานี้้�

เทียีบกับัเชื้้�ออ้า้งอิงิ L. plantarum 299v ที่่�มีคี่า่การเกาะ

กับัมิวิซินิที่่�ร้อยละ 80.38 ในขณะที่่�แบคทีเีรียีกรดแล็ก็ติกิ

ทั้้�ง 5 ไอโซเลต มีีค่่าการเกาะที่่�มิิวซิินอยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 

18.35 ถึึง 65.20

การทดสอบความปลอดภััยของแบคทีีเรีีย

กรดแล็็กติิก แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกทั้้�ง 5 ไอโซเลต ไม่่มีี

กิจิกรรมการย่่อยสลายเม็ด็เลือืดแดงหลังัทดสอบด้้วยการ

เลี้้�ยงในอาหาร Blood agar เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง จึงึถือืว่่า

มีีความปลอดภััยในเบื้้�องต้้น อี กทั้้�งผลการทดสอบ

ความไวต่่อยาปฏิชิีวีนะ 7 ชนิดิ ซึ่่� งเป็็นยาที่่�ใช้้ทางคลีีนิคิ 

ประกอบด้้วย Penicillin G (10U), Vancomycin (30 µg), 

Tetracycline (30 µg), Gentamycin (10 µg), 

Erythromycin (15 µg), Chloramphenicol (30 µg) และ 

Streptomycin (10 µg) พบว่่าไอโซเลตที่่�ดื้้�อต่่อยาปฏิชิีวีนะ 

Tetracycline ได้้แก่่ LFU05a และ LFU23d ไอโซเลตที่่�

ดื้้�อต่่อยา Penicillin G คือ LFU16c ไอโซเลตที่่�ดื้้�อต่่อยา 

Erythromycin, Chloramphenicol และ Streptomycin 

คือื LFU23d, LFU22b และ LFU12b ตามลำดับั

ผลการทดสอบกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระของ

แบคทีเีรียีกรดแล็ก็ติกิทั้้�ง 5 ไอโซเลต ผลการทดสอบแสดง

ใน Table 2 เมื่่�อตรวจสอบด้้วยวิิธีี DPPH Free radical 

scavenging พบว่า่ทั้้�ง 5 โอโซเลตมีีค่า่กิจิกรรมต้า้นอนุุมูลู

อิิสระอยู่่�ระหว่่างร้้อยละ 58.65 ถึึง 83.26 ไอโซเลตที่่�มีี

ค่่ากิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH สู งที่่�สุดคืือ

ไอโซเลต LFU12b ที่่�ร้้อยละ 83.26 และเมื่่�อตรวจสอบ

ด้้วยวิิธีี Reducing power พบว่่าทั้้�ง 5 ไอโซเลตมีีค่่าอยู่่�

ระหว่่างร้้อยละ 48.31 ถึ ง 65.26 โดยไอโซเลตที่่�มีค่่า 

Reducing power สููงที่่�สุุดคืือ LFU12b (ร้้อยละ 65.26)
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Table 2	 Gastrointestinal tract tolerance, antioxidant, auto-aggregation, hydrophobicity, and mucin 

	 binding activity of LAB strains.

Probiotic properties (%) LFU05a LFU12b LFU16c LFU22b LFU23d

3 h after exposure in SGF 82.67±0.75a 88.74±1.38bc 92.22±0.71c 95.97±0.76d 85.34±4.12ab

6 h after exposure in SIF 76.54±4.17b 73.38±0.88ab 83.46±3.86c 88.19±1.14c 69.67±3.86a

DPPH assay 64.28±3.15ab 83.26±4.57d 75.19±4.02c 58.65±5.85a 68.16±2.32bc

Reducing assay 57.96±2.66ab 65.26±3.26b 56.28±5.45ab 48.31±9.31a 59.33±8.68ab

Auto-aggregation 64.13±3.05b 44.54±4.08a 36.98±6.02a 74.21±4.17c 82.65±5.49c

Hydrophobicity 42.40±3.29c 34.82±4.61b 19.91±2.06a 56.54±4.16d 69.96±2.21e

Mucin binding 37.68±1.54c 25.68±4.26b 18.35±2.51a 50.63±3.03d 65.20±4.15e

Means in the same row with different letters are significantly different (p ≤ 0.05). 

3.3 ผลการจำแนกแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิก

แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกที่่�มีศัักยภาพสำหรัับนำไป

ศึึกษาต่่อ มีี 2 ไอโซเลต ได้้แก่่ LFU05a และ LFU12b 

ถููกนำมาจำแนกด้้วยลัักษณะทางสััณฐานวิิทยา ชี ีวเคมีี

และลำดัับนิิวคลีีโอไทด์์ของยีีน 16S rDNA พบว่่าไอโซเลต 

LFU05a ตรงกัับ Lacticaseibacillus casei (99.98%) 

และไอโซเลต LFU12b ตรงกัับ Lactiplantibacillus 

pentosus (99.76%) โดย Phylogenetic tree ของ

แบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกทั้้�งสองสายพัันธุ์์�แสดงใน Figure 1 

3.4 ผลการคััดเลืือกพรีีไบโอติิกส์์ต่่อการเจริิญของ

โพรไบโอติิกส์์

ผลของสารประกอบพรีีไบโอติิกส์์ต่่อการเจริิญ

ของโพรไบโอติกิส์แ์สดงใน Figure 2 เมื่่�อเปรียีบเทียีบการ

เจริิญของ L. casei LFU05a ในแหล่ง่คาร์บ์อนทั้้�ง 4 ชนิดิ 

หลัังเพาะเลี้้�ยงเป็็นเวลา 48 ชั่่�วโมง พบว่่าเจริิญได้้สููงสุุด

อย่่างมีีนััยสำคััญ เมื่่�อเลี้้�ยงใน MS (9.14 log CFU/ml) 

และอิินููลิิน (9.01 log CFU/ml) ขณะที่่� L. pentosus 

LFU12b มี การเจริิญสููงสุุดอย่่างมีีนััยสำคััญเมื่่�อเลี้้�ยงใน

พรีไีบโอติกิส์ ์FOS โดยมีปีริมิาณเชื้้�ออยู่่�ที่่� 8.77 log CFU/

ml ทั้้�งนี้้�ยัังพบว่่าสามารถเจริิญได้้ดีีเช่่นเดีียวกัันเมื่่�อเลี้้�ยง

ใน MS (8.32 log CFU/ml) และอินิูลูินิ (8.29 log CFU/

ml) จากผลการทดลองนี้้�พบว่่า MS มีคุณุสมบััติขิองพรีีไบ

โอติิกส์์ในการส่่งเสริิมการเจริิญแบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์

ทั้้�งสองสายพัันธุ์์�ได้้ดีีเทีียบเท่่าพรีีไบโอติิกส์์ทางการค้้าจึึง

เหมาะที่่�จะนำไปใช้้ในการศึึกษาต่่อไป

3.5 การหมัักเครื่่�องดื่่�มแพลนต์์เบสต์์จากข้้าวและ

โปรตีีนสกััดจากถั่่�วลัันเตา 

การวิิเคราะห์์เครื่่�องดื่่�มแสดงใน Table 3 พบ

ว่่าการเจริิญของเชื้้�อ LABs เพิ่่�มสููงหลัังบ่่ม 12 ชั่่� วโมง 

(6.78-6.97 log CFU/ml) และเจริิญสููงสุุดหลัังหมััก 24 

ชั่่�วโมง (7.45-8.58 log CFU/ml) โดยสูตูรที่่�มี ีPPI ที่่�ร้อ้ย

ละ 5-15 มี การเจริิญของโพรไบโอติิกส์์ได้้สููงกว่่าสููตร

ควบคุมุอย่า่งมีนีัยัสำคัญั แต่ไ่ม่ม่ีคีวามแตกต่า่งกันัอย่า่งมีี

นััยสำคััญในสููตรที่่�มีี PPI ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ โดยค่่า pH 

ในเครื่่�องดื่่�มมีีค่่าอยู่่�ระหว่่าง 4.432-4.912 โดยสููตร 

RPPI_5, RPPI_10 และ RPPI_15 มีีค่่า pH ต่่ำกว่่าสููตร

ควบคุุม (RPPI_0) อย่า่งมีีนัยัสำคััญ เมื่่�อตรวจสอบปริิมาณ

กรดแล็ก็ติกิในเครื่่�องดื่่�มพบว่า่ในเครื่่�องดื่่�มหมักัทั้้�ง 4 สูตูร 

มีีปริิมาณระหว่่าง 346.35-362.66 mg/L โดยเครื่่�องดื่่�ม 

RPPI_10 และ RPPI_15 มีปริมิาณกรดแล็็กติกิสูงูกว่า่สูตูร 

RPPI_0 และ RPPI_5 อย่า่งมีีนัยัสำคััญ ในด้า้นโภชนาการ

ของเครื่่�องดื่่�มของทุุกสููตรมีีค่่าไม่่แตกต่่างกััน โดยมีีค่่า

ความชื้้�นอยู่่�ระหว่า่งร้อ้ยละ 91.58-93.76 โปรตีนีร้อ้ยละ 

0.33-13.94 คาร์์โบไฮเดรตร้้อยละ 7.68-12.01 ไขมััน

ร้้อยละ 0.073-0.13 เถ้้าร้้อยละ 0.033-0.035 และ

พลัังงาน 0.83-3.35 Kcal/100 g

Science33-N5.indd   53Science33-N5.indd   53 8/11/2568   15:55:188/11/2568   15:55:18



54

Thai Science and Technology Journal	 Vol. 33 No. 5 September-October 2025

Figure 1	 Phylogenetic tree based on 16S rRNA 
	 gene sequences of LAB strains.

a a
c c

cb bb

Figure 2	 The growth of L. casei LFU05a and L. 
	 pentosus LFU12b in various sources of 
	 prebiotics. Means at the same strain with 
	 different letters are significantly different 
	 (p ≤ 0.05). 

Table 1	 Antimicrobial activity of LABs against bacterial pathogen tested strains. 

Beverage analysis LABs growth in beverage (log CFU/ml)

RPPI_0 RPPI_5 RPPI_10 RPPI_15

0 h 5.20±0.11a 5.19±.08a 5.21±0.01a 5.07±0.06a

12 h 6.78±0.17a 6.87±0.28ab 6.90±0.46ab 6.97±0.64b

24 h 7.45±0.15a 8.34±0.57b 8.45±0.52b 8.58±0.85b

DPPH assay in beverage (48 h) 57.96±2.66ab 65.26±3.26b 56.28±5.45ab 48.31±9.31a

pH 4.912±0.12b 4.461±0.42ab 4.443±0.36a 4.432±0.28a

Lactic acids (mg/L) 346.35±16.16a 347.67±18.33a 358.67±8.32b 362.66±17.47b

Means in the same row with different letters are significantly different (p ≤ 0.05). 

4. วิิจารณ์์ผลการทดลอง  

โพรไบโอติิกส์์ในกลุ่่�มแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกมีี

รายงานว่่าสามารถแยกได้้จากกลุ่่�มอาหารหมัักดอง โดย

เฉพาะอย่่างยิ่่�งจากน้ำ้นมหมััก และผลิติภัณัฑ์์อาหารหมักั 

(หม่่ำ แหนมเนื้้�อ แหนมหมูู และผัักดอง) ในงานนี้้�

โพรไบโอติิกส์์สายพัันธุ์์� L. casei LFU05a แยกได้้จากหม่่ำ 

และ L. pentosus LFU12b แยกมาจากแหนมเห็็ด ซึ่่�งมีี

สมบััติขิองโพรไบโอติิกส์์ประกอบด้้วยการมีีกิจิกรรมต้้าน

เชื้้�อก่่อโรค มีความสามารถทนต่่อสภาวะในกระเพาะและ

ลำไส้้ การเกาะในเยื่่�อบุลุำไส้้ [4] มีคีวามปลอดภััยได้้แก่่การ

ไม่่ดื้้�อต่่อยาปฏิิชีวีนะและไม่่ย่่อยสลายเม็็ดเลืือดแดง [22] 

และคุุณสมบััติิทางฟัังก์์ชัันคืือมีีกิิจกรรมต้้านอนุุมููลอิิสระ 

[5] โดยทั้้�งสองสายพัันธุ์์�ยังมีีรายงานว่่ามีีความปลอดภััย

ในการใช้้เป็็นโพรไบโอติิกส์์ดัังรายการใน European 

food safety authority (EFSA) [23] 

คุุณสมบััติิในการต้้านจุุลิินทรีีย์์ก่่อโรคจััดเป็็น

เกณฑ์์สำคััญในการคััดเลืือกแบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์ การ

ที่่�แบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์สามารถยัับยั้้�งแบคทีีเรีียก่่อโรค

ได้้อัันเนื่่�องมาจากการผลิิตไฮโดรเจนเปอร์์ออกไซด์์ 

(H
2
O

2
) กรดอิินทรีีย์์และโดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งการผลิิตแบค

เทอริิ โอ ซิิน โพรไบโอติิก ส์์ทั้้� งสองสายพัันธุ์์� ผ ลิิต

สารประกอบกลุ่่�มแบคเทอริิโอซิินที่่�สามารถยัับยั้้�ง
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แบคทีีเรีียก่่อโรคได้้ทั้้�งแกรมบวกและแกรมลบ (Broad 

spectrum) ซึ่่� งแบคทีีเรีียกรดแล็็กติิกหลายสายพัันธุ์์�

สามารถยัับยั้้�งเชื้้�อก่่อโรคได้้ ตััวอย่่างเช่่น Pediococcus 

acidilactici F32 [24] และ L. paracasei [25] ทั้้�งนี้้�ใน

การคััดเลืือกโพรไบโอติิกส์์ต้้องเป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�รอดชีีวิิต

เมื่่�อผ่่านระบบทางเดิินอาหารได้้ โดยสายพัันธุ์์�ที่่�คััดเลืือก

มานี้้�  เมื่่�อทดสอบอย่่างต่่อเนื่่�องในสภาวะจำลองของ

กระเพาะและลำไส้้พบว่่ามีีอััตรารอดชีีวิิตสููงกว่่าร้้อยละ 

60 ซึ่่�งถือืว่า่เป็น็การรอดชีวีิติที่่�สูงู ดังการทดสอบของเชื้้�อ

กลุ่่�ม Lactobacillus sp. และ Bifidobacterium sp. 

จำนวน 30 สายพัันธุ์์� ที่่� รอดชีีวิิตหลัังทดสอบในสภาวะ 

SGF และ SIF [4] ในส่่วนคุุณสมบััติิด้้านการเกาะจััดเป็็น

คุุณสมบััติิหนึ่่�งที่่�สำคััญในการคััดเลืือกโพรไบโอติิกส์์ ใน

งานนี้้�ตรวจสอบในระดัับ in vitro ของโพรไบโอติิกส์์ L. 

casei LFU05a และ L. pentosus LFU12b จากค่่า 

Auto-aggregation ที่่� เป็็นความสามารถของจุุลิินทรีีย์์ที่่�

จัับกัันโดยทำปฏิิกิิริิยากัับสารต่่างๆ บนผิิวเซลล์์ของ

จุุลิินทรีีย์์สายพัันธุ์์�เดีียวกััน [5] ถั ัดมาตรวจสอบค่่า 

Hydrophobicity ซึ่่� งเป็็นหนึ่่�งค่่าที่่�ใช้้ประเมิินความ

สามารถในการเกาะเช่่นเดีียวกััน ทำการทดสอบกัับ 

Xylene เป็น็การตรวจสอบลักัษณะบนผิวิเซลล์ท์ี่่�ไม่ช่อบ

น้้ำ (Hydrophobic cell) และตรวจสอบค่่า Mucin 

binding ability ที่่� ทดสอบกัับสารประกอบมิิวซิินที่่�พบ

ในเยื่่�อบุุของลำไส้้เล็็ก จากคุุณสมบััติิทั้้�ง 3 นี้้�สามารถบ่่ง

บอกความสามารถของจุลุินิทรียี์ใ์นการเกาะที่่�ดี ี[22, 26]

สมบััติิของโพรไบโอติิกส์์ที่่�สำคััญต่่อมาคืือด้้าน

ความปลอดภััย โดยตรวจสอบการย่่อยสลายเม็็ดเลืือด

แดงซึ่่�งเป็็นเกณฑ์์ด้้านความปลอดภััยอย่่างหนึ่่�งของแบค

ทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์ การที่่�จุุลิินทรีีย์์ย่่อยเม็็ดเลืือดแดงอััน

เนื่่�องมาจากมีีการผลิิตฮีีโมไลซิิน คื อสารพิิษที่่�ทำลาย

เมมเบรนของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง ทำให้้เซลล์์เม็็ดเลืือดแดง

แตก และอีีกคุณุสมบััติคิือืความไวต่่อยาปฏิิชีวีนะ โดยพบ

ว่่า L. casei LFU05a ดื้้� อต่่อยาเตตราไซคลิิน และ L. 

pentosus LFU12b ดื้้�อต่่อยาปฏิิชีีวนะสเตรปโตมััยซิิน 

แต่่ไวต่่อยาปฏิิชีีวนะ 6 ชนิิดที่่�ทดสอบ จากกการศึึกษานี้้�

แสดงให้้เห็็นว่่า L. casei LFU05a และ L. pentosus 

LFU12b มีคีวามปลอดภัยัในเบื้้�องต้น้สามารถนำไปใช้ใ้น

มนุษุย์แ์ละสััตว์ไ์ด้ ้[1, 2] อีกหนึ่่�งคุุณสมบััติขิองแบคทีีเรียี

โพรไบโอติิกส์์ที่่�มีความสำคััญ และได้้ตรวจสอบในครั้้�งนี้้�

คือื กิจิกรรมการต้้านอนุมุูลูอิสิระ ซึ่่�งมีีรายงานว่่าการผลิิต

สารอนุมุูลูอิสิระในร่า่งกายที่่�มากเกินิไปจะเป็น็สาเหตุหุนึ่่�ง

ที่่�ทำให้เ้ซลล์ถ์ูกูทำลาย [27] โดยในงานนี้้�พบว่า่แบคทีเีรียี

กรดแล็็กติิก L. casei LFU05a และ L. pentosus 

LFU12b มี กิิจกรรมการต้้านอนุุมููลอิิสระ ซึ่่� งสอดคล้้อง

กัับงานวิิจััยของ Jang et al. [18] ได้้ศึึกษากิิจกรรมต้้าน

อนุุมููลอิิสระของสายพัันธุ์์� L. plantarum Ln1 ด้้วยวิิธีี 

DPPH assay มีกีิจิกรรมต้า้นอนุมุูลูอิสิระมากกว่า่ร้อ้ยละ 

24.16 และในงานของ Safronova et al. [19] รายงาน

ว่่า CFS ของโพรไบโอติิกส์์มีีค่่า Reducing power อยู่่�ที่่�

ร้้อยละ 78.8  

ในการคััดเลืือกสารประกอบพรีีไบโอติิกส์์ได้้

ทำการทดสอบกัับแป้้งดััดแปลง (MS) อิินููลิิน และ FOS 

พบว่า่เชื้้�อทั้้�งสองสายพัันธุ์์�สามารถเจริญิได้ด้ีใีน MS เทียีบ

เท่่ากัับพรีีไบโอติิกส์์ทางการค้้า ซึ่่� งมีีรายงานการใช้้แป้้ง

ดััดแปลงหรืือแป้้งทนย่่อยมาศึึกษาคุุณสมบััติิในการเป็็น

พรีีไบโอติิกส์์ ตั ัวอย่่างเช่่น แป้้งดััดแปลงจากมัันม่่วงใน

การส่่งเสริิมการเจริิญของ Bifidobacterium sp. [28] 

แป้้งทนย่่อยจากปาล์์มสาคููต่่อการส่่งเสริิมการเจริิญของ 

L. acidophilus และ B. animalis [29] แป้้งทนย่่อย

จากกล้ว้ยต่อ่การเจริญิของ Lactobacillus sp. [30] และ

แป้้งดััดแปลงจากข้้าวต่่อการเจริิญของ L. plantarum 

[31] ในการพััฒนาเครื่่�องดื่่�มครั้้�งนี้้�ได้้ใช้้ข้้าวซึ่่�งเป็็นแหล่่ง

อาหารหลัักที่่�มีกีารเพาะปลููกมากในไทยมาศึึกษา โดยการ

หมัักเครื่่�องดื่่�มซิินไบโอติิกส์์แพลนต์์เบสต์์จากข้้าวเสริิม 

PPI พบว่่าเครื่่�องดื่่�มที่่�เสริิม PPI ที่่�ร้อยละ 5-15 มีปริมิาณ

โพรไบโอติิกส์์ และปริิมาณกรดแล็็กติิก สู งกว่่าสููตร

ควบคุุม โดยเครื่่�องดื่่�มหมัักจากโพรไบโอติิกส์์ควรมีี

ปริิมาณเชื้้�อ 6-7 log CFU/100 ml [32] ในงานนี้้�พบว่่า

มีีปริิมาณเชื้้�อโพรไบโอติิกส์์สููงกว่่า 8 log CFU/ml จึึงถืือ

ว่า่โพรไบโอติกิส์ส์ายพันัธุ์์�ที่่�คัดัเลือืกสามารถใช้เ้ป็น็หัวัเชื้้�อ
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ในการผลิิตเครื่่�องดื่่�ม เนื่่�องจากเจริิญในสููตรเครื่่�องดื่่�มที่่�

พััฒนาขึ้้�นได้้และมีีปริิมาณโพรไบโอติิกส์์เป็็นไปตาม

ประกาศกระทรวงสาธารณสุขุว่า่ด้ว้ยเรื่่�องปริมิาณเชื้้�อที่่�มีี

ชีีวิิตตลอดระยะเวลาต้้องไม่่น้้อยกว่่า 6 log CFU/g และ

สายพัันธุ์์�ที่่�นำมาศึึกษาอยู่่�ในรายชื่่�อดัังแนบท้้ายประกาศ 

อีีกทั้้�งยัังพบว่่าโพรไบโอติิกส์์สามารถผลิิตกรดแล็็กติิกสููง

ในสูตูรที่่�เสริมิ PPI เมื่่�อเทียีบกับัสูตูรควบคุมุ และปริมิาณ

โปรตีีนในเครื่่�องดื่่�มที่่�วิิเคราะห์์ได้้ขึ้้�นกัับปริิมาณที่่�เติิมลง

ไปในแต่่ละสููตร สู ตรที่่�เหมาะสมที่่�จะนำไปพััฒนาต่่อคืือ 

RPPI_10 ซึ่่�งพิิจารณาจากปริิมาณโพรไบโอติิกส์ ์การผลิิต

กรดอิินทรีีย์์ และคุุณค่่าทางโภชนาการ 

5. สรุุปผลการวิิจััย  
แบคทีเีรียีกรดแล็ก็ติกิที่่�แยกจากอาหารหมักัดอง 

ได้้แก่่สายพัันธุ์์� L. casei LFU05a และ L. pentosus 

LFU12b ถู ูกคััดเลืือกเป็็นโพรไบโอติิกส์์ที่่�เหมาะสมด้้วย

คุุณสมบััติิที่่�สำคััญประกอบด้้วย คุ ณสมบััติิในการยัับยั้้�ง

เชื้้�อก่่อโรค การทนต่่อสภาวะจำลองของกระเพาะและ

ลำไส้้ ความสามารถในการเกาะ เป็็นเชื้้�อที่่�ปลอดภััยและ

มีคีุณุสมบััติฟิังัก์์ชันัคืือกิิจกรรมต้้านอนุุมูลูอิิสระ นอกจาก

นี้้�ยัังสามารถใช้้แป้้งดััดแปลงที่่�ทางผู้้�วิจััยเตรีียมขึ้้�นเป็็น

แหล่่งพรีีไบโอติิกส์์สำหรัับการเจริิญของแบคทีีเรีีย

โพรไบโอติิกส์์ทั้้�งสองสายพัันธ์์ได้้ อี กทั้้�งเมื่่�อพััฒนา

เครื่่�องดื่่�มหมัักซิินไบโอติิกส์์แพลนต์์เบสต์์จากข้้าว

เสริิมโปรตีีนจากถั่่�วลัันเตาสกััดพบว่่าเครื่่�องดื่่�มหมัักนี้้�

ปริิมาณแบคทีีเรีียโพรไบโอติิกส์์ที่่�มีชีีวิิตสููง โดยสููตรที่่�

เหมาะสม มีโปรตีีนสููง ให้พ้ลัังงานต่่ำเหมาะเป็็นเครื่่�องดื่่�ม

หมัักซิินไบโอติิกส์์แพลนต์์เบสต์์เพื่่�อสุุขภาพ 

6. กิิตติิกรรมประกาศ 
การวิิจััยนี้้�ได้้รัับงบประมาณสนัับสนุุนการวิิจััย

จากสำนัักงานการ วิิจััยแห่่งชา ติิ  รหััส โครงการ 
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