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บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากกิมจิสไตลโฮมเมด ที่จำหนายบริเวณตลาดนัดรอบ

มหาวิทยาลัยบูรพา และทดสอบคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติกเบื้องตน พบวาสามารถแยกแบคทีเรียแลคติกไดทั้งหมด 10 

ไอโซเลท มีแบคทีเรียแลคติก 1 ไอโซเลท ไดแก  CN331 แสดงคุณสมบัติในการเปนโพรไบโอติกที่ดี คือ สามารถรอดชีวิตไดใน

สภาวะความเปนกรด-ดาง (pH) ที่ 3, 4 และ 5 โดยมีจำนวนเซลลท่ีรอดชีวิตอยูระหวาง  7-8 log cfu/มิลลิลิตร สวนในเกลือ

น้ำดีรอยละ 0.3, 0.6 และ 1 น้ำหนักตอปริมาตร โดยมีปริมาณเซลล 8 log cfu ตอมิลลิลิตร และมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง

แบคทีเร ียก อโรค  3 สายพันธ ุ   ได แก   Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 และ 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 ซึ่งผลจากการศึกษาแสดงใหเห็นวาไอโซเลท CN331 มีศักยภาพที่จะพัฒนาเพื่อใชเปน

หัวเชื้อบริสุทธ์ิเพ่ือการคาตอไป  

 

คำสำคัญ : การคัดเลือก, แบคทีเรียแลคติก, โพรไบโอติก, กิมจิ 

 

Abstract 

The objective of this study was to screen and preliminarily select for the properties of probiotic lactic 

acid bacteria from homemade-style kimchi in Burapha university’s local market. After screening 10 isolates, one 

in particular, CN331 demonstrated potential probiotic properties including survival in acid conditions at pH 

levels of 3, 4 and 5 with a viability of cell count ranging from 7-8 log cfu/ml and bile salt conditions of 0.3%, 

0.6% and 1% (w/v) of 8 log cfu/ml. Additionally, CN331 demonstrated antibacterial activity against 3 pathogenic 

bacteria, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 and Staphylococcus aureus ATCC 

25923. The results showed that CN331 could be developed in the future to be a pure culture as a probiotic strain. 
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บทนำ 

กิมจิ (kimchi) เปนอาหารประเภทผักดอง ที่นิยมรับประทานเปนเครื่องเคียงในอาหารเกาหลี และสามารถนำไปปรุง

เปนอาหารอื่น ๆ ไดอีก อาทิเชน ซุป ขาวผัด กิมจิเกิดจากการหมักดองผัก โดยวัตถุดิบหลัก คือ ผักกาดขาว ตนหอม กระเทียม 

หมักรวมกับพริกปน น้ำปลา และน้ำตาล ทำใหกิมจิมีรสชาติเผ็ด เปรี้ยวและมีกลิ่นเปนเอกลักษณ วัฒนธรรมการกินกิมจิของเกาหลี

มีอิทธิพลอยางมากในประเทศไทยผานละครและซีรีสเกาหลี ทำใหกิมจิเปนที่รูจักและคนไทยหันมาบริโภคมากขึ้นจนสามารถหาซื้อ

ไดตามรานสะดวกซื้อ ซุปเปอรมารเกต ตลาด และรานคาออนไลน ไปจนถึงสามารถหมักรับประทานเปนกิมจิสไลตโฮมเมด กิมจิ

เปนอาหารที่มีไฟเบอรสูงเนื่องจากมีสวนประกอบจากผัก สงผลดีตอระบบการยอยอาหาร ชวยปองกันมะเร็ง และยังประกอบ

ไปดวยวิตามินและแรธาตุหลากหลายชนิด เชน วิตามินเอ บีหน่ึง บีสอง ไนอะซิน แคลเซียม โปแตสเซียม เหล็ก กิมจิถูกจัดเปน

หนึ่งในหาอาหารเพื่อสุขภาพ (functional foods) ของโลกจากการจัดอันดับในนิตยสาร Health ของประเทศสหรัฐอเมริกา 

(ลักษณารีย ภัทรทวีสิน, 2562) กระบวนการหมักกิมจิมีจุลนิทรียที่มีบทบาทสำคัญ ไดแก แบคทีเรียแลคติก (lactic acid bacteria) 

พวก Leuconostoc sp. และ Lactobacillus sp. สายพันธุที ่มีบทบาทสำคัญ ไดแก Leu. mesenteroides, Leu. cremoris, 

Leu. paremesenteroides, Leu. dextranicum, Streptococcus raffinolactis, L. sake, L. fructosus, L. leichmanni 

และ L. plantarum โดยแบคทีเรียแลคติกจัดเปนโพรไบโอติกที่มีประโยชนตอรางกาย (ประสงคสม ปุณยอุปพัทธ และสุกฤตา 

ปุณยอุปพัทธ, 2560) 

โพรไบโอติกเปนแบคทีเรียที่ไมกอโรคพบอยูในอาหาร เชน ผักดอง เนยแข็ง โยเกิรต แหนม เทมเป ซีอิ ๊ว เปนตน 

(วิภาดา มุนินทรนพมาศ, 2561) เมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะชวยสงเสริมสุขภาพของผูบริโภค ชวยปรับสมดุลของระบบ

ทางเดินอาหารและระบบขับถาย กระตุนการเคลื่อนตัวของลำไส ชวยใหอุจจาระออนตัวและขับถายไดงายขึ้น ลดภาวะทองเสีย 

ชวยยอยและดูดซึมสารอาหารและยา เสริมสรางกระบวนการวิตามินในรางกาย กระตุนภูมิคุมกันของรางกาย (ประกานต 

ฤดีกุลธำรง และจารุณี ควรพิบูลย, 2555)  มีรายงานการศึกษาการคัดเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียแลคติกที่มีศักยภาพในการ

กระตุนภูมิคุมกันจากกิมจิ ในประเทศเกาหลีใต พบวา แบคทีเรียแลคติก 5 สายพันธุ ไดแก Limosilactobacillus fermentum 

MG5489, Lactococcus lactis MG5542, Lacticaseibacillus paracasei MG559, Lactilactobacillus sakei MG5468 และ 

Lactilactobacillus curvatus ม ีค ุณสมบ ัต ิ ในการกระต ุ นภ ูม ิค ุ มก ันด วยการช ักนำให เก ิดกระบวนการฟาโกไซโทซิส 

(phagocytosis) และกระตุนการหลั่งสารไซโตคายน (cytokines) เพ่ือยับยั้งการอักเสบ (Lee, Kim & Kang, 2023)  นอกจากนี้ยัง

พบวา โพรไบโอติกบางสายพันธุมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ทำใหลดความเสี่ยงในการเกิดโรคเรื้อรังหลายชนิด ไดแก โรคหลอดเลือดตีบ

และแข็งตัว โรคมะเร็งบางชนิด โรคอัลไซเมอร โรคไขขออักเสบ ลดคอเลสเทอรอลในเลือด เปนตน (สุภัสสร วันสุทะ และลัดดาวัลย 

ยืนยาว, 2561) มีรายงานการคัดแยกและศึกษาสมบัติการเปนโพรไบโอติกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภัณฑผัก พบวาแบคทีเรีย 

Lactobacillus sp. ที ่ค ัดแยกไดจากหนอไมดองมีคุณลักษณะเปนโพรไบโอติก โดยพบวาม ีความสามารถในการยับย้ัง 

Staphylococcus aureus DSM799 เจริญไดทั้งสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน สามารถรอดชีวิตทั้งในสภาวะที่เปนกรดต่ำ (pH 

2.0) และเกลือน้ำดีที่ระดับความเขมขนรอยละ 0.45 รวมท้ังมีฤทธิ์ตานทานยาปฏิชีวนะ streptomycin และ kanamycin (จินตนา 

ตะยวน และชื่นจิต จันทจรูญพงษ, 2559)  

ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมีความสนใจคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกจากกิมจิ ซึ่งเปนอาหาร

หมักประเภทผักดอง ผลที่ไดจากการศึกษาจะเปนประโยชนตอการพัฒนาผลิตภัณฑอาหารโพรไบโอติกและตอยอดในการพัฒนา

เปนหัวเช้ือบริสุทธ์ิสำหรับผลิตภัณฑผักดองเพ่ือการคา รวมถึงเปนประโยชนตอสุขภาพของผูบริโภคอีกทางหนึ่ง  
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อุปกรณและวิธีการ 

1. การเตรียมตัวอยางและการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากกิมจิ 

เก็บตัวอยางผลิตภัณฑกิมจิชนิดผักกาดขาวจากตลาดนัดรอบมหาวิทยาลัยบูรพา จังหวัดชลบุรี จำนวน 4 ตัวอยาง 

เตรียมตัวอยางดวยการชั่งน้ำหนักตัวอยางกิมจิ 10 กรัม เจือจางดวยสารละลายน้ำเกลือ (NaCl) ปราศจากเชื้อท่ีมีความเขมขน

รอยละ 0.85 ปริมาณ 90 มิลลิลิตร ในถุงพลาสติกปราศจากเชื้อ (stomacher bag) ผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่องตีบดผสม

ตัวอยาง (stomacher) ไดตัวอยางความเจือจางที่ 10-1 จากนั้นเจือจางเปนลำดับขั้นจนไดระดับความเจือจางที่10-2 และ 10-3  

นำมาเกลี่ย (spread plate) บนอาหารเลี้ยงเชื้อ de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar ที่เติมแคลเซียมคารบอเนต

รอยละ 1 (MRS-CaCO3) บมในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ใน anaerobic jar ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 48 ช่ัวโมง ทำระดับ

ความเจือจางละ 3 ซ้ำ คัดเลือกโคโลนีที่เกิดโซนใส (clear zone) ลอมรอบและมีลักษณะแตกตางกัน ขีดเชื้อ (streak) บนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ MRS agar จนกวาจะไดเชื้อบริสุทธิ์ ตรวจสอบสัณฐานวิทยา รูปรางและการจัดเรียงตัว ดวยการยอมสีแกรม คัดเลือก

แบคทีเรียที่ยอมติดสีแกรมบวก รูปกลม รูปทอน และรูปไข มาทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมี การสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase 

test)  และการสรางเอนไซมออกซิเดส (oxidase test) แบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกไดจะเก็บรักษาในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 

broth ที่เติมสารละลายกลเีซอรอลความเขมขน  20 เปอรเซ็นต เก็บที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชในการทดสอบคุณสมบตัิ

ในการเปนโพรไบโอติกแบคทเีรียแลคติกตอไป 

 

2. การคัดเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียแลคติก  

แบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกไดจากขอ 1. นำมาทดสอบความสามารถในการเปนโพรไบโอติก ไดแก ทดสอบ

ความสามารถในการทนสภาวะเปนกรด และเกลือน้ำดี ทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค โดยมีลำดับขั้นตอน 

ดังนี ้

2.1 ทดสอบความสามารถในการรอดชีวิตในสภาวะทีเ่ปนกรด  

นําแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกไดเลี้ยงในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บมสภาวะ

ที่ไมมีออกซิ เจนใน anaerobic jar เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นปรับความขุนของเชื้อดวยสารมาตรฐาน McFarland 

(McFarland standard) ใหมีคา 0.5 (ความเขมขนของหัวเชื้อเริ่มตนที่ 108 cfu ตอมิลลิลิตร) จากนั้นถายเชื้อลงในหลอดอาหาร

เลี้ยงเชื้อ MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ปรับคาความเปนกรด-ดาง (pH) ดวยสารละลาย 1N NaOH และ สารละลาย 4N 

HCl ใหมีคา pH  2, 3, 4 และ 5 บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน จากนั้นนับ

จํานวนเซลลที่รอดชีวิตโดยวิธีดรอบเพลต (drop plate) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ (หยาดรุง สุวรรณรัตน และคณะ, 2565)      

2.2 ทดสอบความสามารถในการทนตอเกลือน้ำดี (bile salt) 

นําแบคทีเรียที่คดัเลือกไดเลี้ยงในหลอดอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลติร ในสภาวะที่ไมมี

ออกซิเจน เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นถายเชื้อโดยปรับความขุนเริ่มตนดวยสารมาตรฐาน McFarland ใหมีคา 0.5 ลงในหลอด

อาหารเลี้ยงเช้ือ MRS broth ปริมาตร 5 มลิลลิติร ที่มีการปรับคา pH ดวยสารละลาย 1N NaOH และสารละลาย 4N HCl ใหมีคา  

pH เทากับ 8 และผสมดวยเกลือน้ำดี (bile salt) ที่มีความเขมขนรอยละ 0.3, 0.6 และ 1.0  ดวยเทคนิคปลอดเช้ือ โดยมีอาหารที่

ไมเติมเกลือน้ำดีและคา pH เทากบั 6.5 เปนชุดควบคุม นําไปบมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ท่ีสภาวะไมมีออกซิเจน  

ทําการทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นนับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตของทุกความเขมขนโดยวิธีดรอบเพลต    
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2.3 ทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

 ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคดวยวิธี agar well diffusion assay โดย

ทำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS broth  ปริมาตร  5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาพที่ไมมีออกซิเจน และเตรียมเชื้อทดสอบโดย เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกอโรค ไดแก Escherichia coli 

ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ในอาหารเลี ้ยงเชื้อ

เหลว BHI broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทำการปรับความขุนของแบคทีเรีย 

กอโรค โดยนำไปวัดความขุนดวยเครื่องวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร (OD625) ใหคาดูดกลืนแสงเทากับ 0.10  

จากนั้นใชไมพันสำลีปราศจากเชื้อ จุมเชื้อทดสอบแลวนำมาปาย (swab) ใหทั่วผิวหนาอาหาร MHA agar ใหทั่ว ใช cork borer 

เบอร 3 เจาะลงบนผิวหนาอาหาร MHA agar นำแบคทีเรียแลคติกไปปนเหวี่ยง ที่ 6,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 10 นาที จากนั้นนำสวนใส (supernatant) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เติมลงในหลุมท่ีเจาะ บมที่ 37 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ทำการทดลอง 3 ซ้ำ บันทึกผลโดยวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของบริเวณยับยั้ง (zone of inhibition) ใน

หนวยมิลลิเมตร (สุภัสสร วันสุทะ, 2561 ; Reuben et al., 2020) จากนั้นนำมาคำนวณหาประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียกอโรค ดังนี้  

ประสิทธิภาพการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค (มิลลิเมตร)  

= ขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใสรอบโคโลนี – ขนาดเสนผาศูนยกลางของ cork borer 

ทำการแปลงคาประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคเปน 4 ระดับ  (Makras & Vuys, 

2006) ดังน้ีคือ   

(-)       คือ  ไมมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค (0 มิลลิเมตร),   

(+)      คือ   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคต่ำ (1-8 มิลลิเมตร),   

(++)    คือ   ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทเีรียกอโรคปานกลาง (9-12 มิลลิเมตร)  

(+++) คือ  ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคสูง (มากกวา 12 มิลลิเมตร) 

 

ผลและวิจารณผล 

1. การคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากกิมจิ 

จากการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากกิมจิสไตลโฮมเมดชนิดผักกาดขาวที่ไดจากตลาดนัดรอบมหาวิทยาลัยบูรพา

จำนวนตัวอยางท้ังหมด 4 ตัวอยาง พบแบคทีเรียแลคติกจำนวน 10 ไอโซเลท โดยทั้ง 10 ไอโซเลท มีการสรางวงใส  (clear zone) 

บนอาหาร MRS agar ที่เติมแคลเซียมคารบอเนต 1 เปอรเซ็นต (น้ำหนักตอปริมาตร) เมื่อแบคทเีรียสรางกรดแลคติกจะทำปฏกิิรยิา

กับแคลเซียมคารบอเนต ทำใหไดผลิตภัณฑเปนอนุพันธเชิงซอนของ Ca(C3H6O3)2 น้ำและคารบอนไดออกไซด ทำใหเกิดเปนวงใส

บนอาหารแข็ง เมื่อนำมาทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ดวยการยอมสีแกรม พบวาท้ัง 10 ไอโซเลท เปนแบคทีเรียแกรมบวก 

มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนเซลลรูปกลม (cocci) 4 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท AN611, AN621, BN631 และ DN332  รูปทอน 

(rod) 5 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท AN311, BN632, CN331, CN631 และ DN631 และเซลลรูปไข (oval)  จำนวน 1 ไอโซเลท  

ไดแก BN331 โดยมีการจัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยว คู หรือสายโซสั้นและสายโซยาว ไมพบการสรางสปอร ไมพบการสรางเอนไซม

คะตะเลสและเอนไซมออกซิเดส ซึ่งลักษณะดังกลาวเปนลักษณะของแบคทีเรียแลคติก แสดงตัวอยางของแบคทีเรีย ดังภาพที่ 1  

สอดคลองกับงานวิจัยของ Sirisha และคณะ (2021) ที่คัดเลือกและทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีของแบคทีเรียแลคติก จากอาหารหมัก

ในตลาดและซุปเปอรมารเกต ประเทศอินเดีย พบวาแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกได เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปรางกลม ทอน 
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และใหผลลบกับการทดสอบเอนไซมคะตะเลส และออกซิเดส เชนเดียวกับการศึกษาของ Pheng และคณะ (2020)  พบแบคทีเรีย

แลคติกท่ีแยกไดจากกิมจิเปนแบคทีเรียแกรมบวก เซลลมีรูปรางกลม ไมสรางเอนไซมคะตาเลส โดยแบคทีเรียแลคติกที่พบในกมิจิ

มาจากวัตถุดิบที่ใชในการหมักกิมจิ ไดแก กะหล่ำปลี กระเทียม ขิง พริกแดง และตนหอม วัตถุดิบเหลานี้เปนแหลงของแบคทีเรีย

แลคติกที่สำคัญสำหรับการเริ่มตนการหมัก (Lee et al., 2015) นอกจากนี้ความเขมขนของเกลือยังเปนปจจัยสำคัญในการหมัก 

เมื่อกระบวนการหมักเกิดขึ้น แบคทีเรียแลคติกจะสรางกรดแลคติก กรดอะซิติก คารบอนไดออกไซด และเอทานอลเปนผลิตภัณฑ

สุดทาย เกิดการสะสมของกรดอินทรีย สงผลใหคาความเปนกรด-ดาง ลดลง (Cheigh & Park, 1994) สวนคารบอนไดออกไซดที่ได

จากกระบวนการหมักทำใหเกิดสภาวะไรออกซิเจนมากขึ้น สงผลใหแบคทีเรียแลคติกเจริญไดดียิ่งข้ึน  

 

         
(ก)                                                         (ข) 

 

 
                                                                           (ค) 

 

ภาพท่ี 1  ลักษณะเซลลและรูปรางของแบคทเีรียแลคติกที่แยกไดจากกิมจิ (กำลังขยายภาพ 1000X) (ก) รูปกลม (ข) รูปทอนสั้น 

และ (ค) รูปไข 

 

 



วารสารเกษตรรำไพ ปที่ 1 ฉบับที่ 2 เดือนพฤษภาคม - สิงหาคม 2566 

 

Rambhai Barni Rajabhat Agricultural Journal Vol.1 Issue 2 May - August 2023 24 

 

2. การคัดเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียแลคติก 

แบคทีเรียแลคติกท่ีมีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติก จะตองมีคุณสมบัติเบื้องตนในการทนตอสภาวะน้ำยอยในกระเพาะอาหาร

ซึ่งมีสภาวะเปนกรด ทนทานตอสภาวะเกลือน้ำดี และมีความสามารถในการตานทานจุลินทรียกอโรค (สำนักงานคณะกรรมการ

อาหารและยา, 2563) ดังนั้น จึงไดทำการทดสอบแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกโดยทดสอบความสามารถในการทนกรดและเกลือ

น้ำดี โดยดูจากการรอดชีวิตในสภาวะดังกลาว และทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  

2.1 ทดสอบความสามารถในการรอดชีวิตในสภาวะที่เปนกรด 

จ า กก า ร ท ด ส อบ ก า ร ทน ต อ ส ภ า ว ะ ค ว า ม เ ป น ก รด ข อ งแ บ คที เ ร ี ย แ ล ค ติ ก โ ด ย เพ า ะ เ ลี ้ ย ง

แบคที เ รี ยแลคติกทั้ง 10 ไอโซเลท ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS  ที่มีการปรับคา pH เทากับ 2, 3, 4 และ 5 บมที่อุณหภูมิ               

37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ในสภาวะไมมีออกซิเจนและนับจำนวนแบคทีเรียแลคติก ดวยวิธีดรอบเพลต (drop plate) พบวา

เพียง 1 ไอโซเลท คือ CN331 สามารถรอดชีวิตไดที่คา pH 3-5 จำนวนการรอดชีวิตอยูในชวง 7-8 log cfu ตอมิลลิลิตร  ดังตารางที่ 1 

ทำการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกที่สามารถรอดชีวิตไดในสภาวะที่เปนกรด-ดาง อยางนอยที่คา pH 3  และมีปริมาณการรอดชีวิต

มากกวา 6 log cfu ตอมิลลิลิตร เนื่องจากเปนมาตรฐานทั่วไปที่ใชในการทดสอบการทนตอสภาวะความเปนกรดของโพรไบโอติก 

และมีปริมาณที่เพียงพอตอการเกิดผลดีตอสุขภาพ จากประกาศกระทรวงสาธารณสุข มาตรา 5 และมาตรา 6 แหงพระราชบัญญติั

อาหาร พ.ศ. 2522 (พระราชบัญญัติอาหาร, 2522) 

 

ตารางท่ี 1 แสดงจำนวนการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกที่สภาวะคาความเปนกรด-ดาง ตางกัน 

 

 

ไอโซเลท 

จำนวนการรอดชวีิตของแบคทีเรียแลคติกที่สภาวะคาความเปนกรด-ดางตางกัน  

ที่เวลา 24 ชั่วโมง  (log cfu/มิลลลิติร) 

คาความเปนกรด-ดาง (pH) 

pH 2 pH 3 pH 4 pH 5 

AN311 - - 8.31±0.20 8.48±0.01 

AN611 - - 8.16±0.12 8.88±0.01 

AN621 - - 8.53±0.08 8.87±0.00 

BN331 - - 8.89±0.00 8.59±0.01 

BN631 - - 8.81±0.00 8.96±0.00 

BN632 - - 8.29±0.01 8.86±0.05 

CN311 - 7.20±0.03 7.97±0.03 8.77±0.01 

CN631 - - - - 

DN332 - - - 8.95±0.00 

DN631 - - 8.25±0.03 8.99±0.01 

หมายเหตุ : คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย (mean) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) จากการทดลอง 3 ซ้ำ 

 

โพรไบโอติกแบคทีเรียแลคติกมีความสำคัญตอสิ่งมีชีวิตทั้งในทางตรงและทางออม แตการที่จะไดมาซึ่ง

โพรไบโอติกที่ดีและมีประสิทธิภาพนั้น จะตองมีการคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติการเปนโพรไบโอติก โดยเกณฑหลักในการ

คัดเลือกจุลินทรียโพรไบโอติกตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่องการใชจุลินทรียโพรไบโอติกในอาหารนั้น ไดแก ความสามารถ
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ในการทนตอสภาวะความเปนกรด ความสามารถในการทนตอสภาวะเกลือน้ำดี และการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค ความสามารถ 

ในการทนตอสภาวะความเปนกรดของแบคทีเรียแลคติกเปนคุณสมบัติสำคัญของโพรไบโอติก การที่โพรไบโอติกจะทำงานไดดี

และกอประโยชนใหกับโฮสตไดนั้น จะตองรอดชีวิตเมื่อผานทางเดินอาหารที่มีความเปน pH 2-5 (Nardone & Compare, 2015) 

โพรไบโอติกที่ดีจะตองมีความสามารถในการทนตอสภาวะความเปนกรด-ดาง อยางนอยที่คา pH 3 เนื่องจากเปนมาตรฐานทั่วไปที่

ใชในการทดสอบการทนตอสภาวะความเปนกรดของโพรไบโอติก (Jung et al., 2019)  

เมื่ออาหารเดินทางมาถึงกระเพาะอาหาร ในกระเพาะอาหารจะมีน้ำยอยหลั่งออกมาทำใหมีคาความเปนกรด

ลดลง จากนั้นจะเกิดการยอยเปนระยะเวลา 4 ชั่วโมง อาหารบางสวนจะเดินทางไปยังลำไสเล็กที่มีเกลือน้ำดีเปนองคประกอบ      

(ณัฐวุฒ ิปฐวีกานต และคณะ, 2563) จากการทดลองการทนตอสภาวะความเปนกรดของแบคทีเรียแลคติก พบวามี 8 ไอโซเลท 

ที่สามารถรอดชีวิตที่คา pH 4-5 และมีเพียง 1 ไอโซเลท คือ CN331 สามารถรอดชีวิตที่คา pH ตั่งแต 3-5 โดยมีจำนวนเชื้ออยู

ในชวงอยูในชวง 7-8 log cfu/มิลลิลิตร สอดคลองกับการศึกษาของ Jeong et al. (2021) ที่ทดสอบความสามารถในการทนกรด 

โดยทดลองในสภาวะท ี ่คล ายก ับกระเพาะอาหารโดยใช   1N HCl ท ี ่ม ีค า pH 2, 3 และ 6.5 ท ี ่ เป นช ุดควบค ุม พบวา 

Lactiplantibacillus plantarum Wikim0112, Lpb. plantarum WCFS1 และ Lpb. plantarum KACC11451 สามารถ

รอดชีวิตไดที่คา pH 2 โดยมีจำนวนเชื้อ 8.14 log cfu/มิลลิลิตร, 8.01 log CFU/มิลลิลิตร และ 7.91 log cfu/มิลลิตร ตามลำดับ 

และสอดคลองกับการศึกษาของ Sohn et al. (2020) ที่ทดสอบความสามารถในการทนกรด โดยทดลองในสภาวะที่คลายกับ

กระเพาะอาหาร ที ่มีคา pH เทากับ 2.5 พบวา Lactiplantibacillus plantarum LB5 สามารถรอดชีวิตที่คา pH 2.5 โดยมี

จำนวนเช้ือรอดชีวิตถึง 7.04 log cfu/มิลลิตร 

2.2 ความสามารถในการทนตอเกลือนำ้ดี (bile salt) 

การทดสอบความสามารถในการทนความเขมขนของเกลือน้ำดี โดยทำการเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก 1 ไอ

โซเลท คือ CN331 ในอาหาร MRS broth ที ่ผสมดวย bile salt powder ความเขมขน 0.3, 0.6 และ 1 เปอรเซ็นต ปริมาตร            

5 มิลลิลิตร โดยมีอาหารที่ไมเติม bile salt powder  เปนชุดควบคุม บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง ที่สภาวะไมมี

ออกซิเจนและนับจำนวนแบคทีเรียแลคติกดวยวิธีดรอบเพลต พบวาไอโซเลท CN331 มีความสามารถในการทนเกลือน้ำดีที่ความ

เขมขน 0.3-1 เปอรเซ็นต สามารถรอดชีวิตไดถึง 8 log cfu/มิลลิลิตร แสดงดังตารางที่ 2 

 

ตารางท่ี 2 แสดงจำนวนการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติกที่ความเขมขนของเกลือน้ำดีตางกัน 

 

 

ไอโซเลท 

จำนวนการรอดชวีิตของแบคทีเรียแลคติกที่ความเขมขนของเกลือน้ำดีตางกัน 

ที่เวลา 24 ชั่วโมง (log cfu/ml) 

รอยละความเขมขนของเกลือน้ำด ี

ชุดควบคุม 0.3  0.6  1  

CN331 8.34±0.01 8.14±0.05 8.13±0.03 8.58±0.03 

หมายเหตุ: คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย (mean) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) จากการทดลอง 3 ซ้ำ 

 

ความสามารถในการทนตอสภาวะเกลือน้ำดีเปนอีกหนึ่งคุณสมบัติของโพรไบโอติก เกลือน้ำดีสรางจาก

คอเลสเตอรอลในตับซึ่งถูกปลอยออกสูลำไสเล็กสวนตนทำหนาที่ในการยอยสลายไขมัน (Schubert et al., 2017)  เกลือน้ำดี

จึงเปนสารอันตรายตอแบคทีเรีย เนื่องจากเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียมีสวนประกอบของไขมันและกรดไขมันจึงงายตอการ

ถูกทำลาย (Urdaneta & Casadesús, 2017) แบคทีเรียแลคติกสามารถรอดชีวิตจากเกลือน้ำดีไดนั้น เนื ่องจากโพรไบโอติก
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แบคทีเรียแลคติกนำเอาคอเลสเตอรอลไปใชโดยตรงเพ่ือสังเคราะหเซลลเมมเบรนและรวมสรางผนังเซลลสงผลใหเพิ่มความแข็งแรง

ตอเซลลแบคทีเรียในขณะเจริญ และชวยลดคอเลสเตอรอลในเลือดอันเปนอีกหนึ่งบทบาทสำคัญของโพรไบโอติกตอสุขภาพ

ผูบริโภค จากการทดลองการทนตอความเขมขนของเกลือน้ำดี พบวา ไอโซเลท CN331 สามารถรอดชีวิตไดถึง 8 log cfu/มิลลลิติร 

ในความเขมขนของเกลือน้ำดี 0.3-1 เปอรเซ็นต สอดคลองกับการศึกษาของ Jeong และคณะในป 2021 (Jeong et al., 2021) 

ไดรายงานวา Lactiplantibacillus plantarum Wikim0112, Lpb. plantarum WCFS1 และ Lpb. plantarum KACC11451 

สามารถรอดชีวิตไดในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือน้ำดี 0.3 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณเชื้อรอดชีวิต 8.28 log cfu/มิลลิลิตร, 

8.25 log cfu/มิลลิลิตร และ 7.93 log cfu/มิลลิตร ตามลำดับ และสอดคลองกับการศึกษาของ Sohn et al. (2020) ไดรายงานวา 

Lactiplantibacillus plantarum LB5 สามารถรอดชีวิตไดในสภาวะที่มีความเขมขนของเกลือน้ำดี 0.3 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณ

เช้ือรอดชีวิต 8.24 log cfu/มิลลิลิตร  

 2.3 ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 

 ทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคดวยแบคทีเรียแลคติก ดวยวิธี agar well 

diffusion พบวา CN331 สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดทั้ง 3 สายพันธุ คือ Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella 

Typhimurium ATCC 13311 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 โดยมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Escherichia coli 

ATCC 25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ปานกลาง บริเวณการยับย้ัง (inhibition zone)  9.67 มิลลิเมตร 

มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Salmonella Typhimurium ATCC 13311 สูงสุด บริเวณการยับยั้ง 13.33 มิลลิเมตร ดังตารางท่ี 3 

 

ตารางท่ี 3 แสดงประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทีเรียแลคติก 

แสดงประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของแบคทเีรียแลคติก 

 

 

ไอโซเลท 

Escherichia coli 

ATCC 25922 

Salmonella Typhimurium 

ATCC 13311 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

บริเวณการ

ยับยั้ง 

(มิลลเิมตร) 

ประสิทธิภาพ

การยับยั้ง 

 

บริเวณการ

ยับยั้ง 

(มิลลเิมตร) 

ประสิทธิภาพ

การยับยั้ง 

บริเวณการ

ยับยั้ง 

(มิลลเิมตร) 

ประสิทธิภาพ

การยับยั้ง 

CN331 9.67±0.58 ++ 13.33±1.52 +++ 9.67±2.08 ++ 

หมายเหตุ : คาในตารางแสดงคาเฉลี่ย (mean) และสวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (sd) จากการทดลอง 3 ซ้ำ 

+ (1-8 มิลลิเมตร) ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคต่ำ,  

++ (9-12 มิลลิเมตร) ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรยีกอโรคปานกลาง,  

+++ (>12 มิลลิเมตร) ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรคสูง 

 

 ในระบบทางเดินอาหารของคนที่มีสุขภาพดีตองมีสัดสวนของจุลินทรียที่มีประโยชนสูง เนื่องจากโพรไบโอติกแบคทีเรีย

แลคติก สามารถควบคุมการเจริญของจุลินทรียกอโรคไมใหเจริญจนเปนอันตรายตอสุขภาพ จากการทดลองความสามารถในการ

ยับยั้งการเจริญแบคทีเรียกอโรค โดยมี Escherichia coli ATCC 25922 และ Salmonella Typhimurium ATCC 13311 

เปนตัวแทนของแบคทีเรียแกรมลบ และมี Staphylococcus aureus ATCC 25923 เปนตัวแทนของแบคทีเรียแกรมบวก พบวา 

แบคทีเรียแลคติกที่แยกไดจากกิมจิ ไอโซเลท CN331 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกอโรค โดยสามารถยับยั้ง 

Salmonella Typhimurium ATCC 13311 ไดสูงสุด (strong inhibition) และมีประสิทธิภาพในการยับยั้ง Escherichia coli 
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ATCC 25922 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ไดปานกลาง (intermediate inhibition) ซึ่งผลการยับยั้งแบคทีเรยี

กอโรคอาจเกิดจากฤทธ์ิของสารประกอบที่แบคทีเรียแลคติกสรางขึ้น ไดแก กรดอินทรีย (organic acid) กรดแลคติก (lactic acid) 

กรดแอซีติก (acetic acid) กาซคารบอนไดออกไซด (CO2) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) ไดแอซีทิล (diacetyl) และรอยเทอริน  

(reuterin) เปนตน นอกจากนี้แบคทีเรียแลคติกอาจมีกลไกอื่น ๆ ในการควบคุมเชื้อกอโรค เชน การแขงขันเพ่ือแยงอาหาร การกีดขวาง

การยึดเกาะ และการปรับระบบภูมิคุมกันของโฮสต เปนตน (ญาณิกา วัชรเทวินทรกุล และ จีรนันท สวนชูโต, 2564) มีรายงาน

การศ ึกษาการย ับย ั ้ งแบคทีเร ียก อโรคของแบคทีเร ียแลคต ิก Leuconostoc mesenteroides QZ1178 ต อแบคทีเรีย 

Gallibacterium anatis ซึ่งเปนแบคทีเรียแกรมลบ กอโรคในในสัตวปก (Zhang et al., 2021) มาจากการสรางกรดแลคติก 

ซึ่งเปนกรดที่อยูในรูปที่ไมแตกตัว (undissociated) และมีคุณสมบัติเปน lipophilic แพรผานเขาสูเย่ือหุมเซลล ทำลายสมดุลยของ

เซลลเมมเบรนเกิดการรั่วของไอออน ทำใหแบคทีเรียไมสามารถเจริญตอไปได นอกจากนี้กรดแลคติกที่สรางขี้น ไปทำลาย

ชั้นไลโปโพลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide) ที่ปกคลุมชั้นของเพปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) ผนังเซลลของแบคทีเรีย

แกรมลบมีองคประกอบของเปปดิโดไกลแคนนอยกวาผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวก ทำใหกรดเขาไปทำลายไดงาย สำหรับ

การทดลองนี ้ พบวาแบคทีเรียแลคติกที ่คัดเลือกได มีประสิทธิภาพในการทำลาย S. Typhimurium ATCC13311 มากที ่สุด 

สอดคลองกับการศึกษาของ Ren และคณะ (2022) ที่ศึกษาการยับยั้ง S. Typhimurium ATCC13311 ของ Lactiplantibacillus 

plantarum 1201 โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพการยับยั้งบนอาหารแข็ง MRS agar ที่มีการปรับคา pH 3 และ 7  (ชุดควบคุม) 

กับสวนใส (probiotic filtrates) ที่มีการปรับคา pH เทากับ 3 พบวา ประสิทธิภาพการยับยั้งสูงสุดเกิดที่ probiotic filtrates 

อยางมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งอาจเกิดจากกรดที่แบคทีเรียผลิตขึ้นรวมกับสารเมตาบอไลทอื่น นอกจากนี้ยังมี

รายงานการศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคและแบคทีเรียกอโรคอาหารเปนพิษจากแบคทีเรียแลคติกที่แยกไดจากกิมจิ  ใน

ประเทศเกาหลีใต พบวาแบคทีเรียแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคทั ้งชนิดที ่เปนแกรมบวกและแกรมลบได อาทิเชน 

Escherichia coli ATCC 3 5 1 5 0 , Listeria monocytogenes ATCC 1 5 3 13 , Listeria monocytogenes KCCM 40307, 

Salmonella choleraesuis KCCM40763, Shigella boydii KCCM41649, Staphylococcus aureus ATCC25923, Yersinia 

enterocolitica KCCM41657 และ Pseudomonas aeruginosa KCCM 12539 (Sohn et al., 2020 ; Jeong et al., 2021)  

  

สรุปและขอเสนอแนะ 

โพรไบโอติกที่พบในผลิตภัณฑอาหารหมักสวนใหญมักเปนกลุมของแบคทีเรียแลคติก แบคทีเรียกลุมนี้สรางกรดแลคติก 

และสารเมตาบอไลท (metabolites) อื่น ๆ เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด แบคเทอริโอซิน ที่มีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรีย ในงานวิจัยนี้

ไดคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจากกิมจิ ซึ่งเปนอาหารหมักประเภทผักดอง ที่ไดจากตลาดนัดรอบมหาวิทยาลัยบูรพา จำนวน 4 

ตัวอยาง สามารถคัดแยกแบคทเีรียแลคตกิทั้งหมด 10 ไอโซเลท มี 1 ไอโซเลท คือ CN331 ที่มีแนวโนมท่ีเปนโพรไบโอติกที่ดี นั้นคือ 

มีความสามารถในการทนกรดและเกลือน้ำดี โดยสามารถรอดชีวิตไดมากกวา 7-8  log cfu/มิลลิลิตร มีความสามารถในการยับย้ัง

การเจริญของแบคทีเรียกอโรคทั ้ง 3 สายพันธุ  โดยมีประสิทธิภาพดีที ่ส ุดในการยับยั ้งการ Salmonella Typhimurium 

ATCC13311  อยางไรก็ดี แมวาตัวอยางกิมจิเปนชนิดสไตลโฮมเมดท่ีมีการทำและจำหนายไมมาก แตสามารถคัดเลือกแบคทีเรีย

แลคติกที่มีคุณสมบัติเปนโพรไบโอติกได  ยิ่งในปจจุบันตลาดอาหารสุขภาพมีการเติบโตขึ้นอยางมาก มีการนำแบคทีเรียแลคติก

ไปใชในผลิตภัณฑอาหารโพรไบโอติก เมื่อตองการพัฒนาตอเพื่อใชประโยชนทางอุตสาหกรรม จำเปนตองคัดเลือกสายพันธุที ่มี

ความคงตัวทางพันธุกรรม มีการรอดชีวิตไดเมื่อผานกระบวนการผลิตและการเก็บรักษา รวมทั้งตองระบุหาสายพันธุโพรไบโอติก

เพ่ือประโยชนในการใชสายพันธุ รวมถึงทดสอบความปลอดภัย เชน ทดสอบความสามารถในการยอยสลายเม็ดเลือดแดง การกอโรค 

และการทดสอบความไวตอยาปฏิชีวนะ 
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