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บทคัดย่อ  

 
การศกึษานีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลติภณัฑ์เนือ้หมกั ได้แก่ แหนมหม ูแหนม

ววั ไส้กรอกหมูและไส้กรอกววั ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยา สรีรวิทยาและคุณสมบตัิในการเป็นโพรไบโอติก 
ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัแยกได้ ได้แก่ ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรค การทนต่อ
สภาวะกรด การทนต่อเกลือน า้ดีและความไวต่อยาปฏิชีวนะ จากผลิตภณัฑ์เนือ้หมกั 4 ตวัอย่าง สามารถคดัแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกได้ทัง้หมด 30 ไอโซเลท พบว่ามีแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 9 และ 8 ไอโซเลทท่ีมีฤทธ์ิ 
ในการยบัยัง้ Staphylococcus aureus DSMZ799 และ Bacillus cereus ATCC 11778 ตามล าดบั  แต่ทกุไอโซ
เลทไมม่ีฤทธ์ิในการยบัยัง้ Escherichia coli DSMZ682  ฤทธ์ิในการยบัยัง้จลุนิทรีย์เก่ียวข้องกบักรดอินทรีย์และสาร
ท่ีมีสมบตัิคล้ายโปรตีน  เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิในการยบัยัง้แบคทีเรียมาทดสอบความสามารถในการ
ทนต่อสภาวะกรดที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 2 ระยะเวลา 240 นาที และทนต่อเกลือน า้ดี 0.45% ระยะเวลา 180 นาที 
พบว่ามีร้อยละการรอดชีวิต ระหว่าง 0 ถึง 52.97 และ 82.17 ถึง 98.41 ตามล าดบั  ความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
ชนิดต่าง ๆ ของแบคทีเรียที่ทดสอบมีความแตกต่างกนั  มีแบคทีเรียกรดแลคติกเพียง 1 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 

NHB05-01 ที่คดัแยกได้จากแหนมววัที่มีแนวโน้มวา่มีคณุสมบตัิเป็นโพรไบโอติก  
 
ค าส าคัญ: แบคทีเรียกรดแลคตกิ ผลติภณัฑ์เนือ้หมกั โพรไบโอติก 
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Abstract 

 
This study was to isolate lactic acid bacteria (LAB) from fermented meats: Thai fermented pork 

(pork nham), Thai fermented beef (beef nham), fermented pork sausage, fermented beef sausage. 
Their morphology, physiological characteristics and probiotic properties based on antibacterial activity 

against pathogenic bacteria, low pH tolerance, bile salt tolerance, and antibiotic susceptibility were 
evaluated. A total of 30 lactic acid bacterial isolates were isolated from 4 fermented meat samples. 
Nine and 8 isolates had antimicrobial activity against Staphylococcus aureus DSM799 and Bacillus 
cereus ATCC11778, respectively, while all isolated LAB had no inhibitory effect on Escherichia coli 
DSMZ682. Antimicrobial activity was likely due to organic acid and protein-like substances. Lactic acid 
bacterial isolates with antibacterial activity were evaluated their acid and bile tolerance. Tested isolates 
tolerated to pH 2 for 240 min, and 0.45% bile salt for 180 min which survival rates of 0 to 52.97% and 
82.17 to 98.41%, respectively. LAB isolates displayed varying sensitivity to different antibiotics. Only 
isolate NHB05-01 isolated from beef nham had desirable characteristics to be considered as a 
promising probiotic candidate.  
 
Keywords: Lactic acid bacteria, fermented meats, probiotics 

บทน า 
ผลิตภณัฑ์อาหารหมกัจากเนือ้สตัว์ เช่น แหนม

และไส้กรอกเป็นผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากในกระบวนการ
หมกัของแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) 
ที่มีการสร้างสารเมตาบอไลท์ เช่น กรดอินทรีย์ท าให้
ผลิตภัณฑ์มีรสเปรีย้วและมีรสชาติเฉพาะ แบคทีเรีย
กรดแลคติกจัด เ ป็นจุลินทรี ย์ที่มีความปลอดภัย 
(Generally Regarded As Safe หรือ GRAS) และช่วย
ควบคุมการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคและจุลินทรีย์ที่
เป็นสาเหตขุองอาหารเสือ่มเสยีด้วยการสร้างสารยบัยัง้
จุลินทรีย์ เช่น กรดอินทรีย์และแบคเทอริโอซิน (1) อีก
ทัง้บางชนิดยังมีคุณสมบัติ เ ป็นโพรไบโอติก เช่น 

Lactobacillus และ Bifidobacterium (2) โพรไบโอติก 
(probiotics) เป็นจุลินทรีย์ที่เมื่อบริโภคในปริมาณที่
เพียงพอจะมีประโยชน์ต่อร่างกายของผู้ บริโภค โดย
ช่ ว ยป รับสมดุลของ ระบบทาง เดิ นอาหา ร  ( 3)  
ลดคา่พีเอชของล าไส้และสร้างสารยบัยัง้แบคทีเรียชนิด
ที่ก่อโรคได้ (2) อีกทัง้มีรายงานถึงประโยชน์ของ 
โพรไบโอติกต่อผู้ บริโภค เช่น ช่วยเพิ่มภูมิคุ้ มกันของ
ร่างกาย รักษาโรคภมูิแพ้ ลดระดบัไขมนัในกระแสเลือด 
ลดการอกัเสบ ป้องกนัโรคมะเร็ง เป็นต้น (4) อย่างไรก็
ตามในการน าโพรไบโอติกไปใช้ประโยชน์จะต้องมี
กระบวนการคัดเลือกโพรไบโอติกเพื่อให้เกิดความ
ปลอดภยัและสามารถน าไปใช้ได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
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โดยจะพิจารณาจากคุณสมบตัิต่างๆ ได้แก่ แหล่งที่มา
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติก  จุลินทรีย์จะต้องไม่เป็น 
สายพนัธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค สามารถทนต่อสภาวะที่เป็น
กรดในกระเพาะอาหารและทนต่อเกลือน า้ดีในล าไส้
เล็ก สามารถมีชีวิตและคงจ านวนอยู่ในระบบทางเดิน
อาหารได้ สามารถเกาะติดบนผิวเยื่อบใุนระบบทางเดิน
อาหารได้ มีฤทธ์ิในการยบัยัง้จุลินทรีย์ก่อโรคในระบบ
ทางเดินอาหาร มีความคงตวัทางพนัธุกรรม ป้องกัน
หรือลดระดบัการเกิดสารก่อมะเร็ง ช่วยสร้างภมูิคุ้มกนั 
และต้องพิจารณาถึงความต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะด้วย 
(2, 5, 6)  

ก่ อนห น้านี แ้ ม้ จ ะมี ร า ยง านกา รคัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
จากอาหารหมกัและผลไม้ของไทยมาบ้างแล้ว (7, 8, 9) 
อย่างไรก็ตาม เพื่อเพิ่มโอกาสในการได้โพรไบโอติกที่มี
คณุสมบตัิที่ดีและมีความหลากหลายมากขึน้ การวิจัย
นีจ้ึงได้คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากผลิตภณัฑ์เนือ้
หมกัและศึกษาคณุสมบตัิของการเป็นโพรไบโอติกของ
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ เพื่อให้ได้แบคทีเรียที่จะเป็น
ประโยชน์และน าไปพฒันาต่อยอดเพื่อประยุกต์ใช้ใน
ผลติภณัฑ์อาหารตอ่ไป 

 
วิธีวิจัย 
1.  ก ารคั ดแยกแบคที เ รี ยกรดแลคติ กจาก
ผลิตภณัฑ์เนือ้หมัก 

เ ก็บตัวอย่า งผลิตภัณฑ์ เนื อ้หมัก  จ านวน 
4 ชนิด ได้แก่ แหนมหมู แหนมววั ไส้กรอกหมูและไส้
กรอกววั น าตวัอย่างมาเจือจางด้วย 0.1% peptone 
water นบัจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกโดยวิธี spread 
plate บนอาหาร MRS agar ที่เติม 1.0% CaCO3 บ่ม
ภา ย ใ ต้ สภ า ว ะ ที่ ไ ม่ มี อ อก ซิ เ จ น  อุณหภู มิ  37  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง แยกเชือ้
แบคทีเรียบริสทุธ์ิ 
2. การศึกษาสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของเซลล์ 

ทดสอบการติดสีแกรม (Gram’s stain) ศึกษา
ลกัษณะรูปร่างและการเรียงตวัภายใต้กล้องจุลทรรศน์
แบบใช้แสง (Light microscope, Carl Zeiss, 
Germany) ศกึษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์คะ
ตาเลส โดยหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
(3% H2O2) ลงบนแผ่นสไลด์ น าลูปเขี่ยเชือ้บริสุทธ์ิ 
สเมียร์ลงบนหยด H2O2 แล้วตรวจผลโดยสงัเกตการ
เกิดฟองแก๊ส แบคทีเรียที่ไม่มีการสร้างเอนไซม์คะ
ตาเลสจะไม่พบฟองแก๊ส และศึกษารูปแบบการหมัก
น า้ตาลของแบคทีเรียกรดแลคติกทีค่ดัแยกได้ โดยเลีย้ง
เชือ้แบคทีเรียในอาหารเลีย้งเชือ้ de Man-Rogosa-
Sharpe (MRS) broth ที่บรรจุหลอดดกัแก๊ส บ่มที่ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจผลจากการ
สร้างแก๊สในหลอดดกัแก๊ส โดยกลุ่ม heterofermentative 
lactic acid bacteria จะพบการสร้างแก๊สในหลอดดกั
แก๊ส สว่น homo- fermentative lactic acid bacteria 
จะไมพ่บการสร้างแก๊ส 
3. การทดสอบความสามารถในการยับยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียก่อโรคโดยวิธี agar well 
diffusion (ดัดแปลงจาก Schillinger และ Lücke 
(10) 

เลีย้งเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลีย้ง
เชือ้ MRS broth ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 10 นาที แล้วน าสารละลายสว่นใสที่ได้มาทดสอบ
การยับยัง้การเจ ริญของแบคที เ รียทดสอบ โดย
แบคที เ รียที่ ใ ช้ เป็นเ ชือ้ อ้างอิงในการทดสอบเป็น
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แบคที เ รียก่ อโรคในระบบทางเดินอาหาร ได้แก่ 
Staphylococcus aureus DSMZ799, Bacillus cereus 
ATCC11778 และ Escherichia coli DSMZ682 เตรียม
เชือ้ทดสอบโดยเลีย้งเชือ้ในอาหารเลีย้งเชือ้ Trypticase 
soy broth (TSB) บม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชัว่โมง เตรียมเชือ้ทดสอบโดยปรับความขุ่นให้
เท่ากับ 0.5 McFarland Standard แล้วปิเปตเชือ้
ทดสอบปริมาตร 100 ไมโครลติร (µl) ลงในอาหารเลีย้ง
เชือ้ TSA soft agar (0.75% agar) ปริมาตร 15 ml จะ
ได้อาหารเลีย้งเชือ้ที่มีแบคทีเรียทดสอบประมาณ 106 
Colony forming unit (CFU) ตอ่มิลลลิติร (ml) จากนัน้
เจาะวุ้นให้เป็นวงกลมขนาด 6 มิลลิเมตร (mm) โดยใช้ 
cork borer ปลอดเชือ้ น าสารละลายสว่นใสที่เตรียมไว้
ปริมาตร 45 µl เติมลงในหลมุที่เจาะไว้แล้ว น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง  
วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยัง้เชื อ้
ทดสอบเปรียบเทียบผลการทดลองกับส่วนใสที่มีการ
ปรับค่าพีเอช เท่ากบั 6.5 ด้วย โซเดียมไฮดรอกไซด์ที่มี
ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ ท าการทดลองตวัอย่างละ 
3 ซ า้ 
4. การศึกษาศึกษาสมบัติเบือ้งต้นของสารยับยัง้
จุลินทรีย์ (ดัดแปลงจาก Martirani และคณะ (11))    

น าสารละลายใสของแบคทีเรียกรดแลคติกที่
ให้ผลในการยับยัง้เชือ้แบคทีเรียมาท าปฏิกิริยากับ
เอนไซม์ยอ่ยโปรตีน Proteinase K ความเข้มข้น 0.2  
มิลลิก รัมต่อมิลลิลิตร (mg/ml) บ่มที่ อุณหภูมิ  37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แล้วท าลายฤทธ์ิของ
เอนไซม์โดยแช่ในน า้เดือด 100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที แล้วน าไปทดสอบความสามารถในการ
ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียทดสอบด้วยวิธี  swab-
paper disc โดยการ swab เชือ้ B. cereus 

ATCC11778 ลงบนผิวหน้าอาหาร TSA จากนัน้ 
น า paper disc ที่มีขนาด 6 mm วางไว้บนผิวหน้า
อาหาร TSA agar แล้วน าสารละลายสว่นใส ปริมาตร 
10 µl หยดลงบนกระดาษกรองขนาด 6 mm ที่วางไว้
แล้ว  บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เ ป็นเวลา  
48 ชั่วโมง วัดขนาดบริเวณยับยัง้เปรียบเทียบกับ
สารละลายตวัอย่างที่ไม่ได้ท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ ท า
การทดลองตวัอยา่งละ 3 ซ า้ 
5. การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะ
ที่ เป็นกรดและเกลือน า้ดี (ดัดแปลงจาก Michida 
และคณะ (12))    

เตรียมเซลล์ซัสเพนชั่น (Suspension cells) 
ขอ งแบคที เ รี ยกรดแลคติ ก โดยใ ช้ สา รละลาย 
โซเดียมคลอไรด์ที่มีความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ให้มี
จ านวนเซลล์ 106 CFU/ml น าไปศึกษาความสามารถ
ในการทนต่อสภาวะที่เป็นกรด โดยเตรียมสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ที่ปรับ 
ค่าพีเอชให้ได้ 2.0 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก การทดสอบ
ท าโดยเติมเซลล์ซัสเพนชั่นปริมาตร 0.5 ml ลงใน
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ที่มีพีเอช 2.0 ปริมาตร 1 ml 
น าไปบม่ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 
240 นาที สว่นการทดสอบความสามารถในการทนต่อ
เกลือน า้ดี เตรียมสารละลายเกลือน า้ดี  โดยเตรียม
สารละลาย โซ เดี ยมคลอไร ด์ความ เ ข้ม ข้น  0.5 
เปอร์เซ็นต์ให้มี bile salt (Sigma) 0.45 เปอร์เซ็นต์ แล้ว
น ามาปรับพีเอชให้ได้ 8.0 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
น าไปทดสอบโดยเติมเซลล์ซสัเพนชั่นปริมาตร 0.5 ml 
ลงในสารละลายเกลือน า้ดี ปริมาตร 1 ml น าไปบ่มที่
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 180 นาที 
นบัจ านวนแบคทีเรียที่รอดชีวิตหลงัจากการบ่มโดยวิธี 
drop plate (13)    
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  ค านวนเปอ ร์ เซ็น ต์ ของการรอดชีวิตของ
แบคทีเรียโดย 
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต = (จ านวนของแบคทีเรียหลงั
การทดสอบ/จ านวนของแบคทีเรียเร่ิมต้น) x 100 
6. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี disc 
diffusion (ดัดแปลงจาก Goderska และ Czarnecki 
(14))    

ปิเปตเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความเข้มข้น
เทา่กบั 106 CFU/ml ปริมาตร 100 µl ลงบนจานอาหาร
เลีย้งเชือ้ MRS agar เกลี่ยเชือ้ให้ทั่ว วางแผ่นยา
ปฏิชีวนะ oxytetracycline 30 ไมโครกรัม (µg), 
penicillin G 10 หนว่ย (unit; U), streptomycin 10 µg 
และkanamycin 30 µg (Oxoid) ลงบนจานอาหาร
เลีย้งเชือ้ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
48 ชั่วโมง วัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริ เวณ
ยบัยัง้ (Inhibition zone) 

 
ผลการศึกษา  
1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของเซลล์ 

แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในแหนมหม ูแหนม
วั ว  ไ ส้ ก ร อ ก ห มู แ ล ะ ไ ส้ ก ร อ ก วั ว มี จ า น ว น  
8.0x 109, 7.95x109, 9.70x109 และ9.35x109CFU/g 
ตามล าดบั แบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัแยกได้มี จ านวน 
30 ไอโซเลท ทุกไอโซเลทย้อมติดสีแกรมบวก โดยมี
รูปร่าง 3 แบบ คือ รูปร่างกลม (Cocci) รูปไข่ (Oval) 

และรูปท่อน (Rod) จ านวน 16, 2 และ 12 ไอโซเลท 
ตามล าดบั แบคทีเรียกรดแลคติกทุกไอโซเลทไม่สร้าง
เอนไซม์คะตะเลส มีการหมักน า้ตาลกลูโคสทัง้แบบ 
โฮโมเฟอร์เมนเททีฟ (Homofermentative) และ 
เฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟ (Heterofermentative) เมื่อ
เพาะเลีย้งแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลีย้งเชือ้ 
MRS broth เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าค่าพีเอชของ
อาหารเลีย้งเชือ้มีความเป็นกรดโดยมีค่าพีเอช ระหว่าง 
3.8 ถึง 4.6  
2. ความสามารถในการยับยั ้งการเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรค 

 เมื่อทดสอบความสามารถในการยับยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียทดสอบ ได้แก่  S. aureus 
DSMZ799, B. cereus ATCC11778 และ E. coli 
DSMZ682 ด้วยวิธี agar well diffusion พบว่า
แบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 9 ไอโซเลทให้ผลยบัยัง้
การเจริญ S. aureus DSMZ799 ได้ โดยมีขนาดของ
บริเวณยบัยัง้ระหว่าง 7.07±0.32 ถึง 9.0±0.26 mm 
และแบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 8 ไอโซเลทมีฤทธ์ิใน
การยบัยัง้เชือ้ทดสอบ B. cereus ATCC11778 ได้ โดย
มีขนาดของบริเวณยับยัง้ ระหว่าง  6.53±0.25 ถึ ง 
8.0±0.26 mm (Figure 1) อยา่งไรก็ตาม แบคทเีรียกรด
แลคติกทกุไอโซเลทไม่มีฤทธ์ิในการยบัยัง้เชือ้ E. coli 
DSMZ682  

 

 
 
 
 
 
 



PBRU SCIENCE JOURNAL 
ปีที่ 18 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม - ธันวาคม 2564 

67 

The Sci J of Phetchaburi Rajabhat University 
Volume 18 Number 2 July-December 2021 

Table 1.  Morphological and physiological characteristics of selected lactic acid bacterial isolates 

Isolate no. 
Fermented  

meat products 
 

Shape 
Fermentation of glucose 

Medium 
pH* 

Gas 
production 

Fermentation pattern 

NHB04-02 Beef nham Short rod 4.6 + Heterofermentative 
NHB05-01 Beef nham Short rod 4.2 - Homofermentative 
NHP07-01 Pork nham Short rod 4.1 - Homofermentative 
NHP08-01 Pork nham Coccus 4.2 - Homofermentative 
SSP01-01 Sour pork sausage Coccus 4.6 + Heterofermentative 
SSP05-01 Sour pork sausage Coccus 4.3 - Homofermentative 
SSP08-01 Sour pork sausage Short rod 4.2 - Homofermentative 
SSB09-01 Sour beef sausage Rod 4.2 - Homofermentative 
SSB09-02 Sour beef sausage Rod 4.2 - Homofermentative 

*The pH of culture medium after cultivation under anaerobic condition at 37oC for 48 h   

3. สมบัติเบือ้งต้นของสารยับยัง้การเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรคที่สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติก  

เมื่อน าสารละลายสว่นใสมาก าจดัฤทธ์ิของกรด
อินทรีย์ด้วยการปรับค่าพีเอชของสารละลายส่วนใส
ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ ให้เท่ากับ 6.5 ก่อนน ามา
ทดสอบความสามารถในการยบัยัง้แบคทีเรียทดสอบ 
พบว่าสารละลายสว่นใสของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้  
9 ไอโซเลทไมม่ีฤทธ์ิในการยบัยัง้ S. aureus DSMZ799 

แต่อย่างไรก็ตามมีแบคที เ รียกรดแลคติก  
4 ไอโซเลท ได้แก่ NHB05-01, NHP08-01, SSB09-01 
และ SSB09-02 ท่ียงัพบฤทธ์ิในการยบัยัง้ B. cereus 
ATCC11778 ได้ แต่เมื่อเติมเอนไซม์ Proteinase K ใน
สารละลายส่วนใส พบว่ามีผลให้ฤทธ์ิในการยบัยัง้ B. 
cereus ATCC11778 ของไอโซเลท NHB05-01 ลดลง
จนตรวจไมพ่บบริเวณยบัยัง้จลุนิทรีย์ (Figure 1) 

4. ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่เป็นกรด
และเกลือน า้ด ี

เ มื่ อ น า แบค ที เ รี ย ท่ี มี ฤ ท ธ์ิ ใ นก า รยับ ยั ง้  
S. aureus DSMZ799 และ B. cereus ATCC11778 
ได้จ านวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ NHB05-01, NHP08-01, 
SSB09-01 และ SSB09-02 มาทดสอบการรอดชีวิตใน
สภาวะที่เป็นกรด (พีเอช 2.0) เป็นเวลา 240 นาที และ
การรอดชีวิตหลงัจากการบม่ในเกลอืน า้ดีเป็นเวลา 180 
นาที พบว่ามีร้อยละของการรอดชีวิตระหว่าง 0 ถึง 
52.97 และระหวา่งร้อยละ 82.17 ถึง 98.41 ตามล าดบั 
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท NHB05-01 มีร้อยละ
การรอดชีวิตในสภาวะกรดสูงที่สุด คือ 52.97 และมี
ร้อยละการรอดชีวิตในเกลือน า้ดี  เท่ากับ  96.56  
(Table 2) 
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Figure 1. Antimicrobial activity of lactic acid bacterial supernatants against S. aureus DSMZ799 and   
            B. cereus ATCC11778 using agar well diffusion method 
 
Table 2. Survival rate (%) of selected lactic acid bacteria under acidic and bile salt condition  

 
 
 
 

 
 

Isolate no. 

Viable counts (log CFU/ml) 

Tolerance to low pH Survival rate 
(%) 

Bile salt tolerance Survival rate 
(%) 0 min 240 min 0 min 180 min 

NHB05-01 7.89±0.05 4.18±0.12 52.97 8.74±0.19 8.44±0.19 96.56 
NHB08-01 9.93±0.09 - 0 8.09±0.12 7.96±0.04 98.39 
SSB09-01 6.45±0.13 - 0 10.07±0.04 9.91±0.12 98.41 
SSB09-02 11.31±0.02 3.31±0.50 29.27 9.42±0.16 7.74±0.11 82.17 
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5. การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ  
เมื่ อทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของ

แบคทีเรียกรดแลคติก พบวา่แบคทีเรียทัง้ 4 ไอโซเลท มี
ความไวต่อยา penicillin G และ oxytetracycline แต่
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ streptomycin และ 
kanamycin ดงัแสดงใน Table 3 
 

Table 3. Antibiotic susceptibility of selected  
                lactic acid bacteria            

Isolate no. 
Diameter of  

inhibition zone (mm) 

OT PG S K 
NHB05-01 17.60±0.69 22.20±0.69 0 0 
NHB08-01 19.60±3.85 33.60±5.49 0 0 
SSB09-01 20.80±2.77 29.60±1.83 0 0 
SSB09-02 16.80±1.20 23.60±0.69 0 0 

OT, Oxytetracycline 30 µg; PG, Penicillin G 10 U; 
S, Streptomycin 10 µg; K, Kanamycin 30 µg 
 
อภปิรายผล 

แบคทีเรียกรดแลคติกพบได้ในผลิตภัณฑ์เนือ้ 
ผลติภณัฑ์จากนม ระบบทางเดินอาหารของมนษุย์และ
สตัว์ อาหารหมกัดองต่าง ๆ รวมทัง้ผกัและผลไม้ (7, 8, 
9, 15, 16) โดยในผลิตภณัฑ์เนือ้หมกัจะมีแบคทีเรีย
กรดแลคติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักที่เ ก่ียวข้องกับ
กระบวนการหมักในผลิตภัณฑ์ (17) การศึกษานี ้
แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในผลิตภัณฑ์เนือ้หมัก มี
จ านวนระหวา่ง 7.95x109 ถึง 9.70x109 CFU/g      

เมื่อทดสอบฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญของ
แบคทีเรียก่อโรค พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติก ยับยัง้
แบคทีเรียแกรมบวกได้ทัง้ S. aureus และ B. cereus 
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Mezaini และคณะ (18) ที่

รายงานฤทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติกในการยับยัง้
แบคทีเ รียแกรมบวก ได้แก่  Listeria innocua, 
Enterococcus faecalis, B. cereus และ B. subtilis 
ได้ แต่ไม่พบการยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบ E. coli และ 
Salmonella typhimurium นอกจากนีเ้มื่อทดสอบ
สมบตัิเบือ้งต้นของสารยบัยัง้จากแบคทีเรียกรดแลคติก 
พบว่าฤทธ์ิในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรียก่อโรค
เป็นผลจากฤทธ์ิของกรดอินทรีย์ที่แบคทีเรียกรดแลคติก
สร้างขึน้ โดยพบว่าค่าพีเอชของซับสเตรตลดลง มีค่า
ระหว่าง 4.1 ถึง 4.6 และฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญ
ของแบคทีเรียก่อโรคดงักลา่วถกูสลายได้ด้วยการท าให้
เป็นกลาง (Neutralization) โดยใช้โซเดียมไฮดรอกไซด์ 
นอกจากนีย้งัพบฤทธ์ิการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย
ก่อโรคโดยสารยับยัง้ที่ มีสมบัติ ค ล้ายโปรตีนใน
แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท NHB05-01 โดยเมื่อ
เติมเอนไซม์ Proteinase K ลงในสารละลายส่วนใส 
พบว่าสามารถท าลายฤทธ์ิในการยับยัง้จุลินทรีย์
ทดสอบได้  แสดงให้ เห็นว่าสารยับยัง้ที่ ผลิตโดย
แบคที เ รี ย ก รด แลคติ ก ไ อ โ ซ เ ลท  NHB05-01 มี
สารประกอบประเภทโปรตีนจึงถูกท าลายได้ด้วย
เอนไซม์ยอ่ยโปรตีน นอกจากนีฤ้ทธ์ิยบัยัง้จุลินทรีย์อาจ
เก่ียวข้องกับสารเมตาบอไลท์ชนิดอื่นที่แบคทีเรียกรด
แลคติคผลิตขึน้ด้วย เนื่องจากฤทธ์ิในการยบัยัง้การ
เจริญของแบคทีเรียก่อโรคโดยแบคทีเรียกรดแลคติก 
ไอโซเลท NHP08-01, SSB09-01 และ SSB09-02 ไม่
ถกูสลายด้วยการท าให้เป็นกลางและด้วยเอนไซม์ย่อย
โปรตีน การยับยัง้จุลินทรีย์ของแบคทีเรียกรดแลคติก
นัน้เก่ียวข้องกบัการสร้างกรดอินทรีย์ ได้แก่ กรดแลคติก
และ กรดอะซิติก กรดอินทรีย์ในรูปของกรดอ่อนที่ไม่
แตกตวัเมื่อแพร่เข้าสู่เยื่อหุ้มเซลล์แล้วจะเกิดการแตก
ตวัในไซโตพลาสซึมท าให้สามารถยบัยัง้กระบวนการ 



PBRU SCIENCE JOURNAL 
ปีที่ 18 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม - ธันวาคม 2564 

70 

PBRU Science Journal 
Volume 18 Number 2 July – December 2021 

เมแทบอลิซึมและการเจริญของจุลินทรีย์ได้ นอกจาก
กรดอินทรีย์แล้วการยบัยัง้จุลินทรีย์ของแบคทีเรียกรด
แลคติกยังเก่ียวข้องกับการสร้างคาร์บอนไดออกไซด์ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะซิติล รูเทอรินและ 
แบคเทอริโอซิน (15, 19, 20) การน าโพรไบโอติกมาใช้
ประโยชน์ในสิ่งมีชีวิต จุลินทรีย์โพรไบโอติกจะต้อง
สามารถมีชีวิตรอดและทนต่อกรดและน า้ดีในทางเดิน
อาหารได้ แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท NHB05-01 
สามารถรอดชีวิตได้ในสภาวะกรดและเกลือน า้ดีที่
ทดสอบจึงมีแนวโน้มที่จะเจริญและรอดชีวิตในระบบ
ทางเดินอาหาร นอกจากนีต้้องค านึงความสามารถ
ต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะของโพรไบโอติกด้วย เนื่องจาก
มีความเป็นไปได้ที่จุลินทรีย์จะถ่ายทอดลกัษณะการ
ต้านทานต่อยาปฏิชีวนะไปยังจุลินทรี ย์ชนิดอื่ น
โดยเฉพาะอย่างยิ่งจุลินทรีย์ก่อโรคและจุลินทรีย์ใน
ทางเดินอาหาร ดงันัน้การน าโพรไบโอติกที่มียีนส์ดือ้ยา
ปฏิชีวนะจึงยงัเป็นข้อกังวลส าหรับการน าโพรไบโอติก
ไปใช้ประโยชน์ แต่อย่างไรก็ตามการต้านทานยา
ปฏิชีวนะของแบคทีเรียโพรไบโอติกอาจช่วยในการ
ฟืน้ฟจูลุนิทรีย์ในล าไส้หลงัการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะได้ 
(21)  

 
สรุป 

แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท NHB05-01 ที่
คัดแยกจากแหนมวัวมีฤทธ์ิในการยับยัง้แบคทีเรีย  
ก่อโรค S. aureus และ B. cereus ได้และมี
คุณลักษณะที่มีแนวโน้มว่าเป็นโพรไบโอติก  ได้แก่ 
ความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน า้ดี
ในระบบทางเดินอาหาร รวมทัง้ความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
อยา่งไรก็ตามในการศึกษาขัน้ต่อไปควรมีการระบชุนิด
และศึกษาคุณสมบัติของการเป็นโพรไบโอติคให้

ครบถ้วนทัง้ในด้านประสิทธิภาพและความปลอดภัย 
เพื่อให้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไปได้ 
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