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บทคัดย่อ 

วัตถุประสงค์ของการศึกษานี้เพื่อคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจากแหนมหมู 
ผลการศึกษาพบว่าสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท ดังนี้ คือ GP1, GP2, GP3, GP4, GP5, 
GP6, GP7, GP8, GP9 และ GP10 จากการศึกษาลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีพบว่าเชื้อทั้ง 10 ไอโซเลทมีรูปร่างแท่ง 
ย้อมติดสีแกรมบวก การทดสอบคะตะเลสและออกซิเดสให้ผลลบ เช้ือทั้ง 10 ไอโซเลทยกเว้น GP2 มีคุณสมบัติ
เบื้องต้นเป็นโพรไบโอติกที่ดี คือ มีความสามารถในการรอดชีวิตในสภาวะที่เป็นกรดและมีเกลือน้ าดี นอกจากนี้ GP1, 
GP3, GP4, GP6, GP8 และ GP9 สามารถยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารที่ทดสอบได้ 

 
ค ำส ำคัญ: โพรไบโอติก แบคทีเรียกรดแลกตกิ แหนมหม ู
 

Abstract 
The aim of this study is to isolate lactic acid bacteria with probiotic properties from fermented ground 

pork. The result was found that 10 isolates of the bacteria, i.e. GP1, GP2, GP3, GP4, GP5, GP6, GP7, GP8, GP9 and 
GP10 were isolated. The study of physical and biochemical characteristics had demonstrated that all isolates were 
rod-shaped bacteria with Gram-positive, catalase negative and oxidase negative. The isolates except GP2 showed 
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good probiotic properties including survival in acid and bile conditions. Moreover, GP1, GP3, GP4, GP6, GP8 and 
GP9 exhibited antibacterial activity against tested gastrointestinal pathogenic bacteria. 

 

Keywords: probiotic, lactic acid bacteria, fermented ground pork

1. บทน า 
ปัจจุบันมีการศึกษาแบคทีเรียกรดแลกติกที่มี

คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจ านวนมาก ซ่ึงแบคทีเรียกรด
แลกติก (lactic acid bacteria) เป็นแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับ
อาหารหมักที่พบทั่วไปในธรรมชาติและพบมากใน
น้ านม เนื้อสด ส่วนในพืชผักพบบ้างเล็กน้อย สารจาก
เช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก สามารถยับยั้งจุลินทรีย์ที่ท า
ให้อาหารเน่าเสียรวมทั้งจุลินทรีย์ที่ก่อโรค (เบญจรัตน์ ยิ้ม
มิ่ง และปณิชา ปั่นสุ่น, 2553) แบคทีเรียกรดแลกติกมี
คุณสมบัติที่ส าคัญคือ สร้างกรดแลกติกเป็นผลิตภัณฑ์
หลัก  ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส และไม่เคลื่อนที่ และมี
รายงานว่าแบคทีเรียกรดแลกติกบางชนิดมีคุณสมบัติ
เป็นโพรไบโอติก ซ่ึงโพรไบโอติกมีคุณสมบัติคือเป็น
จุลินทรีย์กลุ่มที่ปลอดภัยและมีประโยชน์ เมื่อได้รับเข้าไป
ในร่างกาย สามารถสร้างสารที่ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค และ
จุลินทรีย์ที่ท าให้อาหารเน่าเสียกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน
ของร่างกาย ผลิตเอนไซม์ส าหรับย่อยอาหารบางชนิด อีก
ทั้งยังช่วยลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด  (พิมพ์เพ็ญ 
พรเฉลิมพงศ์ และ นิธิยา รัตนาปนนท์, 2557)  

นอกจากนี้มีงานวิจัยจากคณะผู้วิจัยหลายคณะ
ที่ได้ท าการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติ
เป็นโพรไบโอติก  เช่น การแยกเช้ือที่เป็นโพรไบโอติก 
จากผักดองและอาหารหมัก ได้เช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก 
จ านวน 6 ไอโซเลทที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกคือมี
ความสามารถในการทนต่อน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร 
ทนเกลือน้ าดี  และมีความสามารถในการยับยั้ ง
แบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร 4 สายพันธ์ุ ได้แก่ 
Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus และ Salmonella enteric (ภณิดา เกื้อสุวรรณ 
และคณะ, 2557) หรืองานวิจัยของ Lee et al. (2014) ซ่ึง

ได้แยกเช้ือโพรไบโอติกจากอาหารทะเลหมักเกลือ 
jeotgal พบว่า แยกได้ 3 ไอโซเลท จ าแนกได้เป็น 
Pediococcus pentosaceus F66, P. pentosaceus D56 
และ  P. pentosaceus A24 มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอ
ติกที่ดีคือสามารถอยู่รอดได้ในสภาวะที่เป็นกรด และมี
ความสามารถในการทนเกลือน้ าดี  จะเห็นได้ว่าเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกได้จากอาหารหมักดองชนิด
ต่าง ๆ มีความแตกต่างกันทั้งสกุล สายพันธ์ุ และ
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก จึงมีความเป็นไปได้ที่
จะแยกได้แบคที เรียกรดแลกติกสายพันธ์ุใหม่ที่มี
คุณสมบัติการ เป็นโพรไบโอติกแตกต่างไปจาก
การศึกษาที่ผ่านมา   

ด้วยเหตุนี้ทางคณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะ
คัดแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติ เป็น                    
โพรไบโอติกจากแหนมหมูซ่ึงเป็นอาหารหมักดองชนิด
หนึ่งที่นิยมบริโภค 
 
2. วัตถุประสงค์ 
2.1 เพื่อคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติ
เป็นโพรไบโอติกจากแหนมหมู 
 
2.2 เพื่อศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก ของเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกได้จากแหนมหมู 
 
3. อุปกรณ์และวิธีการ 
3.1 การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลกติกจากแหนมหม ู
3.1.1 การเตรียมตัวอย่างแหนมหมูและคัดแยกแบคทเีรีย
กรดแลกติก (ดัดแปลงจาก Casla et al. (1996)) 
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ตัวอย่างแหนมหมูที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้ มี
เพียง 1 ตัวอย่าง ซ้ือมาจากตลาดเมืองเอกพลาซ่า อ าเภอ
เมือง จังหวัดปทุมธานี อายุหลังการผลิต 4 วัน ท าการ
ช่ังตัวอย่างแหนมหมู 25 กรัม ใส่ลงใน peptone 0.1 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 225 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันจะได้
ความเจือจาง 10-1 และท าการเจือจางจนได้ระดับความ
เจือจาง 10-7 น าตัวอย่างแต่ละความเจือจาง ความเจือจาง
ละ 0.1 มิลลิลิตร ใส่ลงบนอาหาร Man Rogosa and 
Sharpe (MRS) agar ที่ผสม bromocresol purple 0.04 
เปอร์เซ็นต์ ท าการ spread ให้ทั่วผิวหน้าอาหาร บ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่มีอากาศ เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง สังเกตและคัดเลือกโคโลนีที่โซน
โดยรอบมีลักษณะใสและเปลี่ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง  
 
3.1.2 การศึกษาลักษณะทางกายภาพและชีวเคมีน าเช้ือ
บริสุทธ์ิที่แยกได้จากแหนมหมูมาย้อมแกรมเพื่อดูการ
ติดสแีละรูปร่างของเซลล์ (Garbutt, 1997)  

ทดสอบ เ อน ไซม์ ค ะต า เ ล ส  โ ด ยห ยด
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ลงบน
สไลด์ จากนั้นเขี่ยโคโลนีลงไปผสมเข้าด้วยกัน แล้ว
สังเกตการเปลี่ยนแปลง ถ้าเกิดฟองจะเป็นผลบวก 
(Garbutt, 1997) 

ทดสอบเอนไซม์ออกซิเดส โดยหยด oxidase 
reagent ลงบนกระดาษกรองปราศจากเช้ือ จากนั้นเขี่ย
เช้ือลงไปผสมกับ oxidase reagent แล้วสังเกตการ
เปลี่ยนแปลง ถ้ามีการเปลี่ยนสีเป็นสีม่วงจะเป็นผลบวก 
(Gelman et al., 2001) 
 
3.2 การทดสอบคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
3.2.1 การทดสอบการทนต่อกรด-ด่าง และเกลือน้ าดี 
(ดัดแปลงจาก เบญจรัตน์ ยิ้มมิ่ง และปณิชา ปั่นสุ่น, 2553) 

น าเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดแยกได้มา
เลี้ยงในอาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37            

องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่มีอากาศ เป็นเวลา 18 
ช่ัวโมง ดูดเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่เลี้ยงไว้มา 50 
ไมโครลิตร ลงในอาหารทดสอบดังต่อไปนี้ 

- อาหาร MRS broth (control) 
- อาหาร MRS broth ปรับความเป็นกรด-ด่าง 

(pH) ให้เท่ากับ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 และ 10 
- อาหาร MRS broth ที่มีเกลือน้ าดี 0.1, 0.2 

และ 0.3 เปอร์เซ็นต์ 
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่

มีอากาศ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบผลโดยสังเกต
การเจริญของเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก จากการดูความ
ขุ่นของเช้ือที่เจริญ  
3.2.2 การทดสอบการยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคใน
ทางเดินอาหาร (ดัดแปลงจาก Lee et al., 2011) 

หยดเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติ
การทนต่อกรด -ด่ า ง  และ เกลือน้ าดี  ปริมาตร  5 
ไมโครลิตรลงบนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่มีอากาศ เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง  

เลี้ยงเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร 
ได้แก่ Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) 
DMST 30546 ในอาหาร brain heart infusion broth บ่ม
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะมีอากาศ เป็น
เวลา 18 ช่ัวโมง จากนั้นปรับความขุ่นเช้ือให้เท่ากับ 0.5 
McFarland โดยใช้ normal saline solution 0.9 
เปอร์เซ็นต์ น าเชื้อ EPEC DMST 30546 ที่ปรับความขุ่น
แล้ว 1 เปอร์เซ็นต์ ผสมกับอาหาร Mueller Hinton agar 

ที่มีวุ้น 1 เปอร์เซ็นต์ เททับบนโคโลนีของเช้ือแบคทีเรีย
กรดแลกติก จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ในสภาวะมีอากาศ เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง สังเกตวงใสที่
เกิดขึ้น ใช้ gentamicin เป็น positive control โดยท าการ
ทดลองเช่นเดียวกับการใช้เช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก
เป็นตัวอย่างทดสอบ 
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4. ผลการวิจัยและข้อวิจารณ์ 
4.1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากแหนมหมู 
4.1.1 แบคทีเรียกรดแลกติกจากแหนมหมู 

 สามารถคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกจาก
แหนมหมูได้ทั้งหมด 10ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท 
GP1, GP2, GP3, GP4, GP5, GP6, GP7, GP8, GP9 
และ GP10 ซ่ึงโคโลนีที่ได้ทั้งหมดมีลักษณะรูปร่าง
แตกต่างกัน สีโคโลนีเป็นสีเหลือง โซนโดยรอบมี
ลักษณะใส ซ่ึงตรงกับลักษณะของโคโลนีแบคทีเรีย
กรดแลกติกที่ต้องการ 
4.1.2 ลักษณะทางกายภาพ และชีวเคมี 

เชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกได้ทั้งหมด 10 
ไอโซเลท ติดสีแกรมบวก มีลักษณะรูปร่างเป็นแท่ง 
(รูปที่ 1) ผลการทดสอบคะตะเลสและออกซิเดส เป็น
ลบ ตรงกับลักษณะของเช้ือ Lactobacillus ซ่ึงจัดเป็น
แบคทีเรียกรดแลกติก 
 

 
 

รูปที่ 1 ลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียกรด
แลกติกไอโซเลท GP6 

 
4.2 การทดสอบคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
4.2.1 การทนต่อกรด-ด่าง และเกลือน้ าดี 

ไอโซเลท GP1, GP3, GP4, GP5, GP6, GP7, 
GP8, GP9 และ GP10 เช้ือมีการเจริญเติบโตทั้งใน
สภาวะกรด-ด่าง และเกลือน้ าดีที่ทดสอบ ซ่ึงเป็นไป

ตามคุณสมบัติของการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียกรด    
แลกติกที่มีคุณสมบัติเบื้องต้นเป็นโพรไบโอติก คือ เช้ือ
โพรไบโอติกต้องทนกรดในกระเพาะอาหารและ
สามารถอยู่รอดและเจริญได้ดีในสภาวะที่มีเกลือน้ าดีใน
ล าไส้เล็ก ส่วนไอโซเลท GP2 เช้ือไม่มีการเจริญเติบโต
ที่ pH 2 และ 3 จึงไม่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก 
ถึงแม้ว่า ไอโซเลท GP2 จะเจริญเติบโตได้ในเกลือน้ าดี
ที่ทดสอบ 
4.2.2 การยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร 

ไอโซเลท GP1, GP3, GP4, GP6, GP8 และ 
GP9 มีการยับยั้งเช้ือ EPEC DMST 30546 ซ่ึงไอโซเลท 
GP6 มีการยับยั้งเช้ือมากที่สุด ส่วนไอโซเลท GP5, GP7 
และ GP10 ไม่มีการยับยั้งเช้ือ เมื่อเปรียบเทียบการยับยั้ง
เช้ือ EPEC DMST 30546 กับยา gentamicin พบว่า 
GP1, GP6, GP8 และ GP9 ยับยั้งเช้ือได้ดีกว่ายา 
gentamicin อย่างมีนัยส าคัญ (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลกติกจากแหนมหมู 

ไอโซเลท วงใส (มิลลิเมตร) ± S.D. 
GP1 28.00±0.17* 
GP3 17.00±1.47 
GP4 14.67±0.15 
GP5 - 
GP6 70.00±0.10* 
GP7 - 
GP8 68.00±0.35* 
GP9 29.33±0.81* 

GP10 - 
gentamicin (10 ไมโครกรัม) 23.00±0.10 

-  ไม่ยับยั้ง 
* ค่าวงใสแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่ p-value<0.05 เมื่อ
เปรียบเทียบกับยา gentamicin (n = 3) 
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5. การอภิปรายผล 

เช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกได้ทั้ง 10     
ไอโซเลทโคโลนีเป็นสีเหลือง โซนโดยรอบมีลักษณะ
ใส ซ่ึงเป็นลักษณะของโคโลนีแบคทีเรียกรดแลกติก จึง
น าทั้ง 10 ไอโซเลทมาศึกษาลักษณะทางกายภาพและ
ชีวเคมี พบว่า เช้ือทั้ง 10 ไอโซเลท ติดสีแกรมบวก 
รูปร่างเป็นแท่ง และให้ผลการทดสอบคะตะเลสและ 
อ อ ก ซิ เ ด ส เ ป็ น ล บ  ต ร ง กั บ ลั ก ษณ ะ ข อ ง เ ช้ื อ 
Lactobacillus ซ่ึงเช้ือ Lactobacillus จัดเป็นแบคทีเรีย
กรดแลกติกและเป็นสมาชิกส่วนใหญ่ของโพรไบโอติก 
ไอโซเลท GP1, GP3, GP4, GP6, GP8 และ GP9 ที่แยก
ได้จากแหนมหมูมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกที่ดีคือ 
ทนต่อกรด-ด่างที่ pH 2-10 และทนต่อเกลือน้ าดี 0.1-0.3 
เปอร์เซ็นต์ และยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคในทางเดิน
อาหารได้แก่ EPEC DMST 30546 จากผลการทดลอง
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Klayraung et al. (2008) ซ่ึง
ได้แยกเช้ือ Lactobacillus fermentum จากแหนมหมู มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกคือ ทนต่อกรดที่ pH 2-3 
และทนต่อ เกลือน้ าดีที่ ความเข้มข้น  0 .3  และ 1 
เปอร์เซ็นต์ รวมทั้งยับยั้งเช้ือแบคทีเรียก่อโรคใน
ทางเดินอาหารได้แก่ E. coli TISTR 780, S. aureus 
TISTR 029 และ Salmonella Typhi DMST 5784    
 
6. บทสรุป 

จากการทดลองแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก 
จากแหนมหมู แยกได้ทั้งหมด 10 ไอโซเลท ได้แก่     
ไอโซเลท GP1, GP2, GP3, GP4, GP5, GP6, GP7, 
GP8, GP9 และ GP10 ซ่ึงมีเพียง 6 ไอโซเลทเท่านั้นที่มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกที่ดีตามที่ต้องการ คือ ทน
ต่อสภาวะความเป็นกรด ทนต่อเกลือน้ าดี และยับยั้งเช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร ทั้ง 6 ไอโซเลทนี้มี
ความเป็นไปได้ที่ จะน าไปพัฒนาเป็นผลิต ภัณฑ์       
โพรไบโอติกต่อไป ซ่ึงควรจะมีการจ าแนกเชื้อในระดับ

สกุลและสายพัน ธ์ุและศึกษาคุณสมบัติการ เป็ น        
โพรไบโอติกที่ดีอื่น ๆ เพิ่มเติม ได้แก่ คุณสมบัติการ
สร้างสารยับยั้งเช้ือก่อโรค การศึกษาความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ การอยู่รอดในสภาวะเลียนแบบทางเดิน
อาหาร การทดสอบความสามารถในการย่อยเกลือน้ าดี 
การรวมกลุ่มของตัวเชื้อ การยึดเกาะกับเซลล์ในทางเดิน
อาหาร และการยับยั้งการยึดเกาะของเช้ือก่อโรคกับ
เซลล์ในทางเดินอาหาร 
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