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Lactic acid bacteria (LAB) are probiotics that have beneficial effects on the 
human gastrointestinal tract to maintain its microbial balance. It also reveals that 
some probiotic bacteria may contain antioxidant properties.  Fermented soy milk and 
almond milk have been developed using probiotic bacteria with different potencies. 
Therefore, there can be new non-dairy fermented products that have functional 
antioxidant features. This study aimed to isolate LAB from traditional fermented foods 
and to investigate their antioxidant properties. Fermentation condition was optimized, 
and antioxidation activity with the stability of soy milk and almond milk fermented 
with probiotic bacteria, was also evaluated. Seventy LAB isolates were isolated from 
17 fermented food samples. Antioxidant activities were determined by DPPH, ABTS 
and FRAP methods. The LABs exhibiting high antioxidant activity were further selected 
for evaluating its basic probiotic properties and safety. The isolate A62 showed 
probiotic potential with antioxidant and antibacterial activities and tolerance to acid 
and bile salt. It also showed the negative results of hemolytic and DNase activities. 
The bacterial identification of A62 through 16S rDNA gene sequencing showed 
similarity to Pediococcus acidilactici with 100 % identity. Soy milk and almond milk 
fermented with the isolate A62 showed higher antioxidant activity and total phenolic 
content than those of unfermented soy milk and almond milk. The stability study 
showed that antioxidant activity of fermented soy milk and almond milk remained 
constant during storage at 4˚C for 4 weeks. The findings of the present study 
suggested that P. acidilactici A62 may be a promising candidate for use as a probiotic 
starter for fermented milk with antioxidant properties. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1  ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญ 

โพรไบโอติก (probiotics) คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิต เมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะช่วยส่งเสริม
สุขภาพของผู้บริโภค (FAO/WHO, 2002) และมีการน าโพรไบโอติกมาใช้ประโยชน์ในการส่งเสริม
สุขภาพของมนุษย์ในรูปแบบผลิตภัณฑ์เสริมสุขภาพ (ไชยวัฒน์ ไชยสุต, 2556) ซึ่งกลุ่มแบคทีเรียกรด
แลคติก (lactic acid bacteria) เป็นโพรไบโอติกที่มีการน ามาศึกษาและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพร
ไบโอติกมากที่สุด โดยแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียที่ สามารถผลิตกรดแลคติกได้ ซึ่งเป็น
แบคทีเรียกลุ่มที่พบในทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ และในอาหารหมักดองต่าง ๆ เช่น ผักดอง 
ผลไม้ดอง ปลาร้า แหนม ไส้กรอก ปลาส้ม เป็นต้น (Šušković et al., 2000) โพรไบโอติกบางสาย
พันธุ์พบว่ามีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชันอาจช่วยลดความเสียหายที่เกิดจากสารอนุมูลอิสระที่
เกิดข้ึนได้ (Mishra et al., 2015) 

อนุมูลอิสระ (free radicals) คือ อะตอม โมเลกุลหรือไอออนที่มีอิเล็กตรอนคู่โดดเดี่ยว ซึ่งเกิดขึ้น
เป็นปกติจากปฏิกิริยาในร่างกายอยู่แล้ว (Cheeseman and Slater, 1993) โดยร่างกายจะมีระบบ
ก าจัดอนุมูลอิสระ แต่หากร่างกายได้รับสารอนุมูลอิสระจากภายนอก เช่น จากอาหารบางชนิด หรือ
จากสิ่งแวดล้อม เช่น แสงอาทิตย์ซึ่งมีรังสีอัลตราไวโอเลต การแผ่รังสี รังสีเอกซ์ หรือจากมลพิษ เช่น
ควันบุหรี่ ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์จากไอเสียรถยนต์ หรือในภาวะที่ร่างกายสามารถก าจัดอนุมูลอิสระ
ได้ลดลง ก็จะท าให้มีอนุมูลอิสระมากเกินไปซึ่งจะเป็นอันตรายต่อไขมัน โปรตีน หน่วยพันธุกรรม และ
คาร์โบไฮเดรต ท าให้เพ่ิมอัตราเสี่ยงต่อการเป็นโรคหลายชนิด ได้แก่ โรคหลอดเลือดตีบและแข็งตัว
โรคมะเร็งบางชนิด โรคอัลไซเมอร์ โรคไขข้ออักเสบ โรคชรา เป็นต้น (Lobo et al., 2010) เมื่อมีการ
สะสมสารอนุมูลอิสระมากขึ้น กลไกการควบคุมสารต้านออกซิเดชันจากภายในร่างกายอย่างเดียวอาจ
ไม่เพียงพอ จึงมีความจ าเป็นต้องอาศัยกลไกอ่ืนจากภายนอก คือ กลุ่มของสารต้านออกซิเดชันที่ได้มา
จากอาหาร เช่น วิตามินซี วิตามินอี บีตา -แคโรทีน ที่มี ในอาหารรวมทั้งสารกลุ่มพอลิฟีนอล         
ฟลาโวนอยด์ที่พบมากอยู่ในพืช ผักและผลไม้ เพ่ือเข้าไปช่วยเสริมสร้างการท างานของระบบต้าน
ออกซิเดชัน (antioxidant) ในร่างกายให้มีประสิทธิภาพในการท าลายอนุมูลอิสระได้ดียิ่งขึ้น (Carlsen 
et al., 2010) 

การหมักน้ านมด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกท าให้ผลิตภัณฑ์ที่ได้มีรสเปรี้ยว ซึ่งพีเอช (pH) ที่ลดลง
จะท าให้โปรตีนเสียสภาพ และจับตัวตกตะกอน (curd) ท าให้ได้โยเกิร์ตที่มีลักษณะข้น (Kilara and 
Shahani, 1974) โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองหรือนมถั่วเหลือง เป็นแหล่งโปรตีนที่มีคุณค่าทางโภชนาการ 
และมีสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ เช่น ไอโซฟลาโวน (isoflavones) เคซีน (casein) เดดซีน (daidzein) 
และเจนิสเตอีน (genistein) ซึ่งพบว่ามีฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชันสูง (Fukushima, 2001) และ     
โยเกิร์ตนมอัลมอนด์อุดมไปด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ซึ่งส่วนใหญ่เป็นกรดโอเลอิก (oleic acid) และ
กรดไลโนเลอิก (linoleic acid) และอัลมอนด์ยังเป็นแหล่งโปรตีนจากพืชที่ประกอบด้วยเส้นใยอาหาร   
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ไฟโตสเตอรอล (phytosterols) โพลี ฟีนอล วิตามินและเกลือแร่  (Yada et al., 2011) ซึ่ ง
สารประกอบส่วนใหญ่มีคุณสมบัติต้านออกซิเดชัน นอกจากนี้โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ยัง
เหมาะส าหรับผู้ที่ ไม่บริโภคเนื้อสัตว์ และผู้ที่มีภาวะที่ ไม่ทนต่อน้ าตาลแลกโตส ( lactose in 
tolerance) (de Vrese et al., 2001) ดังนั้นการพัฒนานมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักโดยใช้
แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจึงเป็นแนวทางที่น่าสนใจในการพัฒนาผลิตภัณฑ์
สุขภาพที่มีประโยชน์ต่อผู้บริโภค 

ปัจจุบันมีรายงานว่าแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์มีคุณสมบัติการต้านออกซิเดชัน (Sun    
et al., 2013) ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีความสนใจในการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง 
เพ่ือศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกที่มีความปลอดภัยต่อสุขภาพ และมีฤทธิ์ ต้านออกซิเดชัน
ส าหรับน ามาพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกในการส่งเสริมสุขภาพต่อไปในอนาคต 
 
1.2 วัตถุประสงค์กำรวิจัย 
 เพ่ือศึกษาคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดอง
ส าหรับพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีความปลอดภัย และมีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยมี
วัตถุประสงค์ดังต่อไปนี้  
 1.2.1 แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง  
 1.2.2 คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
 1.2.3 ศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 1.2.4 ประเมินความปลอดภัยและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก  
    1.2.5 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ 
 1.2.6 ประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของผลิตภัณฑ์นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมัก
ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 1.2.7 ศึกษาความคงตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกเมื่อ
เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
   
1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 สามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดองที่มีคุณสมบัติต้านออกซิเดชันและเป็น
โพรไบโอติกที่มีความปลอดภัย ส าหรับการพัฒนาผลิตภัณฑ์นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักที่
เตรียมด้วยจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน เพ่ือเป็นผลิตภัณฑ์สุขภาพทางเลือกใหม่ในผู้
ที่แพ้นมวัว หรือผู้ที่รับประทานมังสวิรัติ  
 
1.4 ขอบเขตกำรศึกษำ 
 ขอบเขตของการศึกษาวิจัยนี้คือ การแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดองที่เก็บจาก
ตลาด ร้านค้าในเขตอ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี  และทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันกับ
ทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกที่ดีและทดสอบคุณสมบัติด้านความปลอดภัยของแบคทีเรียกรด
แลคติกที่คัดเลือกได้ คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่ดีที่สุด และวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
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ของยีน 16S rDNA เพ่ือระบุชนิดแบคทีเรียโพรไบโอติก และประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชัน
ของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ และประเมินความคง
ตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา          
4 สัปดาห์ (รายละเอียดของกรอบแนวคิดการศึกษาวิจัย แสดงดังภาพที่ 1.1) 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภำพที่ 1.1 กรอบแนวคิดของกำรศึกษำวิจัย 

แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง 

ทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
อนุมูลอสิระ 

DPPH assay 

- ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรค 
- ทดสอบความสามารถการทนต่อสภาวะกรด 

- ทดสอบความสามารถการทนต่อเกลือน้ าดี 
 

พิสูจน์เอกลักษณ์แบคทีเรีย 
- วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 
rDNA 

ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองและ
นมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 

FRAP assay 

ทดสอบคุณสมบตัิการเป็นโพรไบโอติก 

ประเมินคุณสมบตัิการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลือง
และนมอลัมอนด์ที่หมักด้วยแบคทเีรียกรดแลคติก 

- จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีชีวิต 
- ความเป็นกรด-ด่างของนมหมัก 
- ฤทธิ์ตา้นออกซิเดชัน  

(DPPH assay, ABTS assay, FRAP 
assay, Total phenolic content) 

- Single colony 
- Gram stain 
- Catalase test 

เก็บตัวอย่างอาหารหมักดอง 

ABTS assay 
 

ทดสอบคุณสมบตัิเบื้องต้นดา้นความปลอดภัย 

ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลอืกได ้

- ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ  
- ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
- ทดสอบการผลิตเอนไซม์ดีเอ็นเอส  

ประเมินความคงตัวของนมถั่วเหลอืงและนมอัลมอนด์หมัก เมื่อ
เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4 สัปดาห ์

- ศึกษาปริมาณเชื้อเร่ิมต้น (inoculum) ที่
เหมาะสมในการหมกั คือ 1% (1.5 x 106 
CFU/mL) และ 3% (4.5 x 106 CFU/mL) 



 
บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 
2.1  โพรไบโอติก (Probiotics) 
 ค ำว่ำ “โพรไบโอติก” นั้น ถูกน ำมำใช้ครั้งแรกโดย Lilley และ Stillwell ในปี ค.ศ. 1965 ซึ่งได้
กล่ำวว่ำ โพรไบโอติก หมำยถึง สำรคัดหลั่งจำกจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งซึ่งสำมำรถกระตุ้นกำรเจริญของ
จุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่งได้ (Lilly and Stillwell, 1965)  
 ใน ค.ศ. 1999 Salminen และคณะ กล่ำวว่ำโพรไบโอติก คือเซลล์จุลินทรีย์หรือองค์ประกอบ
ของจุลินทรีย์ที่ช่วยส่งเสริมสุขภำพของผู้บริโภค (Salminen et al., 1999) 
 องค์กำรอำหำรและเกษตรแห่งสหประชำชำติ (Food and Agriculture Organization of the 
United Nations: FAO) และองค์กำรอนำมัยโลก (World Health Organization: WHO) ได้นิยำม
โพรไบโอติกว่ำคือจุลินทรีย์มีชีวิตเมื่อบริโภคในปริมำณที่เพียงพอจะช่วยส่งเสริมสุขภำพของผู้บริโภค 
(FAO/WHO, 2002) 
 ดังนั้น โพรไบโอติก คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่พบในร่ำงกำยมนุษย์อยู่แล้ว หรือเม่ือรับประทำนเข้ำไป
แล้วช่วยให้ร่ำงกำยผู้นั้นมีสุขภำพที่ดีขึ้น และต้องยังคงสภำพที่มีชีวิต ซึ่งทนต่อสภำวะกรดและเกลือ
น้ ำดีได้ โดยสำมำรถยึดเกำะกับเนื้อเยื่อบุผนังล ำไส้และให้ประโยชน์ต่อร่ำงกำยมนุษย์ โดยไม่ก่อให้เกิด
โทษต่อร่ำงกำย (Amara and Shibl, 2015) 

 
2.2  การคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติก 
 ในกำรน ำจุลินทรีย์มำเป็นโพรไบโอติกนั้นจะต้องมีกำรศึกษำและทดสอบทำงวิทยำศำสตร์เพ่ือให้
ทรำบข้อมูลด้ำนคุณสมบัติ ประสิทธิผลต่อสุขภำพ และควำมปลอดภัย โดยทั่วไปกำรคัดเลือกจุลินทรีย์
โพรไบโอติกที่จะน ำมำใช้กับคนและสัตว์นั้นมีแนวทำงหลัก ๆ คือ สำมำรถอำศัยอยู่ในระบบทำงเดิน
อำหำรของมนุษย์หรือสัตว์ชนิดนั้น ๆ ได้ ไม่เป็นสำยพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค สำมำรถเจริญเพ่ิมจ ำนวนใน
ทำงเดินอำหำร และมีปริมำณสูงเพียงพอที่จะก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภำพ (ประมำณ 107-109 CFU/mL 
ของผลิตภัณฑ์) (Dunne et al., 2001) 
 ประกำศกระทรวงสำธำรณสุขในกำรใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกในอำหำร ต้องมีหลักเกณฑ์ วิธีกำร 
และเงื่อนไขกำรใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกให้เป็นไปอย่ำงถูกต้องเหมำะสม และปลอดภัยต่อกำรบริโภค 
ดังนี้ 
 “จุลินทรีย์โพรไบโอติก (Probiotic)” หมำยควำมว่ำ จุลินทรีย์ที่มีชีวิต ซึ่งเมื่อร่ำงกำยได้รับใน
ปริมำณที่เพียงพอจะท ำให้เกิดผลที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภำพ ทั้งนี้ไม่รวมถึง 
    (1) จุลินทรีย์ ที่ใช้เป็นสำรชีวบ ำบัด (biotherapeutic agents) 
    (2) จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ (beneficial microorganisms) ที่ไม่ใช้ในอำหำร 
   (3) จุลินทรีย์ที่ได้จำกกำรดัดแปลงพันธุกรรม (Genetically Modified Microorganism, GMM) 
    (4) จุลินทรีย์ บักเตรี แบคทีเรีย หรือยีสต์ ตำมท่ีก ำหนดไว้ในประกำศกระทรวงสำธำรณสุข  
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 อำหำรที่มีกำรใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกต้องได้รับอนุญำตจำกส ำนักงำนคณะกรรมกำรอำหำรและ
ยำ และต้องใช้จุลินทรีย์ตำมที่ก ำหนดและมีปริมำณจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ยังมีชีวิตอยู่ คงเหลืออยู่ไม่
น้อยกว่ำ 106 CFU ต่ออำหำร 1 กรัม ตลอดอำยุกำรเก็บรักษำของอำหำรนั้น 
 คุณสมบัติกำรเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกตำมหลักกำรใน Guidelines for the Evaluation of 
Probiotics in Food, Joint FAO/WHO Working Group Report on Drafting Guidelines for 
the Evaluation of Probiotics in Food ในปี ค.ศ. 2002 มีดังนี้ 
 (1) กำรตรวจเอกลักษณ์ของสกุล (genus) ชนิด (species) สำยพันธุ์ (strain) ด้วยวิธีกำรที่
ถูกต้องและเป็นปัจจุบัน ทั้งทำงลักษณะ (phenotype) และทำงพันธุกรรม (genotype) และกำร
เรียกชื่อ (nomenclature) ของจุลินทรีย์นั้นต้องเป็นชื่อที่ใช้อยู่ในปัจจุบันและเป็นที่รู้ทั่วกันในทำง
วิทยำศำสตร์ 
 (2) กำรทดสอบคุณสมบัติกำรเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก ดังนี้ 
  (2.1) กำรทนต่อสภำวะควำมเป็นกรดในกระเพำะอำหำร (resistance to gastric acidity) 
  (2.2) กำรทนต่อสภำวะของเกลือน้ ำดี (bile salt resistance) 
  (2.3) ควำมสำมำรถในกำรเกำะติดกับเยื่อมูก หรือ เซลล์ผิวเยื่อบุของมนุษย์หรือเซลล์ไลน์ 
(adherence to mucus and/or human epithelial cells and cell line) 
  (2.4) ฤทธิ์ของเอนไซม์ไฮโดรเลสในกำรย่อยเกลือน้ ำดี (bile salt hydrolase activity)  
 (3) กำรประเมินควำมปลอดภัยของจุลินทรีย์ โพรไบโอติกต่อมนุษย์ โดยกำรทดสอบในหลอด
ทดลอง (in vitro) หรือในสัตว์ทดลอง (in vivo) และกำรศึกษำในมนุษย์ เพ่ือประเมินควำมปลอดภัย 
และปฏิกิริยำของร่ำงกำยต่อจุลินทรีย์โพรไบโอติก ดังนี้ 
  (3.1) กำรดือ้ต่อสำรปฏิชีวนะ 
  (3.2) กำรประเมินฤทธิ์ทำงเมแทบอลิก เช่น กำรผลิตดี - แลกเทต (D-lactate) หรือกำรสลำย
เกลือน้ ำดี เป็นต้น 
  (3.3) กำรประเมินผลข้ำงเคียงระหว่ำงกำรศึกษำในมนุษย์ 
  (3.4) กำรเฝ้ำระวังทำงระบำดวิทยำของอุบัติกำรณ์ที่ ไม่ พึงประสงค์ ในผู้บริโภคหลัง
ออกจ ำหน่ำยในท้องตลำด 
  (3.5) กำรสร้ำงสำรพิษ กรณีท่ีสำยพันธุ์ที่ประเมินนั้นเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่มีกำรผลิตสำรพิษ  
  (3.6) ฤทธิ์ทำงฮีโมไลติก กรณีที่สำยพันธุ์ที่ประเมินนั้นอยู่ในกลุ่มของจุลินทรีย์ ชนิดที่มีโอกำส
ท ำให้เกิดกำรแตกของเม็ดเลือดแดง (FAO/WHO, 2002) 
 โดยเกณฑ์ในกำรคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติก มีดังนี้ 
 (1) ควำมสำมำรถในกำรเจริญได้ในสภำวะที่มีเกลือน้ ำดีที่ควำมเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 ซึ่ง
สัมพันธ์กับสภำวะกำรหลั่งเกลือน้ ำดีภำยในล ำไส้เล็กในระบบทำงเดินอำหำรของมนุษย์ที่มีควำมเข้มข้น
ของเกลือน้ ำดีประมำณร้อยละ 0.15 - 0.30 และเป็นแหล่งที่แบคทีเรียโพรไบโอติกอำศัยอยู่ โดยกำร
หลั่งของเอ็กโซพอลิแซคคำไรด์ (exopolysaccharides) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จำก      
โยเกิร์ต มีผลต่อควำมทนต่อเกลือน้ ำดีทีค่วำมเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 (Ruiz et al., 2013) ซึ่งมี
กำรศึกษำพบว่ำ Lactobacillus plantarum ที่แยกได้จำกผักดองสำมำรถทนสภำวะเกลือน้ ำดีที่
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ควำมเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ 0.30 ได้ (Yang et al., 2017) แสดงให้เห็นว่ำแบคทีเรียโพรไบโอติก
จะต้องมีควำมทนทำนต่อระบบทำงเดินอำหำรและกำรหลั่งเกลือน้ ำดีภำยในล ำไส้เล็กของมนุษย์  
 (2) ควำมสำมำรถในกำรเจริญได้ในภำวะควำมเป็นกรด - ด่ำง ที่ค่ำพีเอช (pH) ประมำณ 2, 3, 4, 
8 และ 9 ซึ่งเป็นระดับควำมเป็นกรด - ด่ำง เช่นเดียวกับที่พบในกระเพำะอำหำรของมนุษย์ซึ่งมีควำม
เป็นกรดที่ค่ำพีเอชเท่ำกับหรือต่ ำกว่ำ 3 และในล ำไส้เล็กที่มีควำมเป็นด่ำงในระดับค่ำพีเอชประมำณ   
8 ถึง 9 ซึ่งมีกำรศึกษำพบว่ำ Lactobacillus casei ที่แยกได้จำกชีส (cheese) สำมำรถทนควำมเป็น
กรดที ่pH 2.0 และ 3.0 เป็นเวลำ 3 ชั่วโมงได ้(Hassanzadazar et al., 2012)  
 (3) ควำมสำมำรถในกำรยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทำงเดินอำหำรและ
แบคทีเรียที่เป็นสำเหตุของอำหำรเน่ำเสีย ซึ่งคุณสมบัตินี้ของแบคทีเรียอำจช่วยในกำรลดกำรก่อโรค
โดยแบคทีเรียชนิดดังกล่ำว และป้องกันปัญหำสุขภำพอ่ืน ๆ ที่มีแบคทีเรียก่อโรคดังกล่ำวเป็นสำเหตุ 
เมื่อแยกแบคทีเรียกรดแลคติกมำจำกมูลวัว พบว่ำส่วนเซลล์แบคทีเรียและส่วนใส (supernatant) 
สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรีย Escherichia coli CB6 ได้ (Adeniyi et al., 2015) แบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกจำกอำหำร เช่น จำกไส้กรอกพบว่ำสำมำรถยับยั้งแบคทีเรียที่ท ำให้เกิดอำหำรเน่ำ
เสีย เช่น Listeria innocua และ E. coli (Ammor et al., 2006) และแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยก
จำกเนยแข็งและโยเกิร์ตต่ำง ๆ มีฤทธิ์ต้ำนจุลินทรีย์ก่อโรคที่ท ำให้เกิดกำรเสื่อมสภำพในผลิตภัณฑ์
อ ำ ห ำ ร  คื อ  L. innocua, E. coli, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens, Erwinia 
carotovora และ Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides ซึ่ งจำกคุณ สมบั ติ
ดังกล่ำวแสดงให้เห็นว่ำแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติกำรต้ำนจุลินทรีย์ก่อโรคที่สำมำรถน ำไป
พัฒนำเป็นสำรออกฤทธิ์ทำงชีวภำพหรือสำรกันบูดได้ (Yang et al., 2012) 
 นอกจำกนี้ยังมีกำรทดสอบคุณสมบัติกำรไวต่อยำปฏิชีวนะ (Charteris et al., 1998) และกำร
ทดสอบควำมสำมำรถเกำะติดและอำศัยอยู่ในล ำไส้ ซึ่งควำมสำมำรถในกำรเกำะติดผนังล ำไส้ของเจ้ำ
บ้ำนเป็นคุณสมบัติที่มีควำมส ำคัญในกำรส่งเสริมสุขภำพของผู้บริโภค เพรำะเป็นกำรเริ่มต้นของกำร
อำศัยในระบบทำงเดินอำหำรของสิ่งมีชีวิตและช่วยปรับปรุงระบบภูมิคุ้มกันของเจ้ำบ้ ำนหรือผู้บริโภค
ได้ แบคทีเรียที่สำมำรถเกำะติดล ำไส้ จึงเป็นคุณสมบัติที่ส ำคัญท ำให้เกิดกลไกกำรตอบสนองของระบบ
ภูมิคุ้มกันในร่ำงกำยได้ (Piatek et al., 2012) 
 บัญชีรำยชื่อจุลินทรีย์ที่เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกส ำหรับใช้ในอำหำรซ่ึงแนบท้ำยประกำศ
กระทรวงสำธำรณสุข เรื่อง กำรใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกในอำหำร มีดังนี ้
 (1) บำซิลลัส โคแอกกูแลน    Bacillus coagulans 
 (2) บิฟิโดแบคทีเรียม อะโดเลสเซนทิส  Bifidibacterium adolescentis 
 (3) บิฟิโดแบคทีเรียม อะนิมอลิส   Bifidobacterium animalis 
 (4) บิฟิโดแบคทีเรียม บิฟิดัม    Bifidobacterium bifidum 
 (5) บิฟิโดแบคทีเรียม เบรเว    Bifidobacterium breve 
 (6) บิฟิโดแบคทีเรียม อินฟำนทิส   Bifidobacterium infantis 
 (7) บิฟิโดแบคทีเรียม แล็กทิส   Bifidobacterium lactis 
 (8) บิฟิโดแบคทีเรียม ลองกัม    Bifidobacterium longum 
 (9) บิฟิโดแบคทีเรียม ซูโดลองกัม   Bifidobacterium pseudolongum 
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 (10) เอ็นเทอโรค็อกคัส ดูแรน   Enterococcus durans 
 (11) เอ็นเทอโรค็อกคัส เฟเซียม   Enterococcus faecium 
 (12) แล็กโทบำซิลลัส แอซิโดฟิลัส   Lactobacillus acidophilus 
 (13) แล็กโทบำซิลลัส คริสปำทัส   Lactobacillus crispatus 
 (14) แล็กโทบำซิลลัส แก็สเซอรี   Lactobacillus gasseri 
 (15) แล็กโทบำซิลลัส จอห์นโซนอิ   Lactobacillus johnsonii 
 (16) แล็กโทบำซิลลัส พำรำคำเซอิ   Lactobacillus paracasei 
 (17) แล็กโทบำซิลลัส รียูเทอรี   Lactobacillus reuteri 
 (18) แล็กโทบำซิลลัส รำมโนซัส   Lactobacillus rhamnosus 
 (19) แล็กโทบำซิลลัส ซำลิวำเรียส   Lactobacillus salivarius 
 (20) แล็กโทบำซิลลัส ซีอี    Lactobacillus zeae 
 (21) โพรพิโอนิแบคทีเรียม อะรำไบโนซัม  Propionibacterium arabinosum 
 (22) สแตปฟิโลคอคคัส ไซน์ยูรี   Staphylococcus sciuri 
 (23) แซ็กคำโรไมซีส เซรีวิซิอี สับสปีชีย ์บัวลำดิอิ Saccharomyces cerevisiae subsp. 
Boulardii (ประกำศกระทรวงสำธำรณสุข, 2554) 
 ดังนั้น องค์กำรอนำมัยโลกจึงให้กำรรับรองว่ำจุลินทรีย์ใดเป็นชนิดที่มีควำมปลอดภัย (Generally 
Regarded as Safe หรือ GRAS) จะต้องมีกำรศึกษำข้อมูลทำงวิทยำศำสตร์รองรับถึงควำมปลอดภัย 
นอกจำกนี้กำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรติดเชื้อในสัตว์ที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องจะเพ่ิมควำมเชื่อมั่นใน
ควำมปลอดภัยของโพรไบโอติกได้ (FAO/WHO, 2002) 

 
2.3  บทบาทของโพรไบโอติกต่อสุขภาพ 
 2.3.1  การปรับสมดุลของระบบทางเดินอาหารและระบบขับถ่าย 
       มีกำรน ำ Lactobacillus rhamnosus GG มำใช้ป้องกันภำวะท้องเสียในเด็กขำด
สำรอำหำรโดยเฉพำะที่ไม่ได้รับกำรเลี้ยงด้วยนมแม่ ซึ่งพบว่ำมีประสิทธิภำพในกำรป้องกันได้ดี 
(Oberhelman et al., 1999) และพบว่ำ Lactobacillus สำมำรถลดระยะเวลำและควำมรุนแรงของ
อำกำรท้องเสียที่เกิดจำกภำวะอำหำรเป็นพิษ (Isolauri et al., 2002) และได้ผลดีมำกในกลุ่มที่เกิด
อำกำรท้องเสียจำกโรตำไวรัส (rota virus) (Guandalini et al., 2000) นอกจำกนี้ Lactobacillus 
GG และ Saccharomyces boulardii สำมำรถลดอุบัติกำรณ์ของโรคอุจจำระร่วงจำกกำรติดเชื้อ 
Clostridium difficile ที่มักเกิดจำกกำรติดเชื้อหลังคลอดได้  (Guandalini, 2015) และพบว่ำ         
S. boulardii, L. acidophilus และ Bifidobacterium bifidum มีป ระสิ ทธิภ ำพ  และมี ควำม
ปลอดภัยในกำรป้องกันอำกำรท้องเสียในนักท่องเที่ยว (traveler’s diarrhea) (McFarland, 2007) 
และ Bifidobacterium BB536 สำมำรถช่วยป้องกันและลดภำวะท้องผูก โดยช่วยเพ่ิมกำรเคลื่อนไหว
ของล ำไส้ท ำให้ขับถ่ำยได้คล่องข้ึน (Ouwehand et al., 1999) 
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 2.3.2  การลดภาวะท่ีร่างกายไม่สามารถย่อยหรือไม่ทนต่อน ้าตาลแลกโตส (lactose in 
intolerance) 
        ผู้ที่มีภำวะที่ไม่ทนต่อน้ ำตำลแลกโตส จะมีอำกำรท้องอืด ท้องเฟ้อ ท้องเดิน ปวดท้องเมื่อ
ร่ำงกำยได้รับน้ ำตำลแลกโตสซึ่งเป็นน้ ำตำลที่พบมำกในน้ ำนมวัว ซึ่งภำวะดังกล่ำวเกิดจำกร่ ำงกำยไม่
สำมำรถย่อยน้ ำตำลแลกโตสได้ เพรำะขำดเอนไซม์บีต้ำ-กำแล็กโทสิเดส (β-galactosidase) ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่ช่วยย่อยน้ ำตำลแลกโตส หรือมีปริมำณของเอนไซม์บีต้ำ-กำแล็กโทสิเดสต่ ำ โดยท ำให้     
แลกโตสไม่สำมำรถถูกย่อยในทำงเดินอำหำร จึงมักพบว่ำมีหลำยคนที่เมื่อดื่มนมแล้วมีอำกำรดังกล่ำว 
ซึ่งจุลินทรีย์โพรไบโอติกสำมำรถผลิตน้ ำย่อยเพ่ือช่วยย่อยน้ ำตำลแลกโตสในนมได้ จึงท ำให้มีน้ ำตำล
แลกโตสเหลือน้อยกว่ำหรือไม่มีเลย จึงท ำให้ผู้ที่ไม่มีกำรสร้ำงน้ ำย่อยดังกล่ำวสำมำรถดื่มนมวัว และ
ผลิตภัณฑ์นมได้โดยไม่เกิดอำกำรดังกล่ำว (de Vrese et al., 2001) 
 2.3.3  การลดภาวะภูมิแพ้และการอักเสบรุนแรง 

     โพรไบโอติกในรูปแบบผลิตภัณฑ์เสริมอำหำรจะช่วยปรับสภำวะภูมิต้ำนทำนในร่ำงกำย 
โดยช่วยลดกำรอักเสบและท ำให้ปัญหำเกี่ยวกับภูมิแพ้ลดน้อยลง พบว่ำเด็กอำยุ 2 ขวบ ที่ได้รับ
แบคทีเรีย Lactobacillus GG สำมำรถลดกำรเกิดภำวะภูมิแพ้ได้ร้อยละ 50 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้
รับโพรไบโอติก (Kalliomaki et al., 2001) ซ่ึงโรคภูมิแพ้ (allergic diseases) เกิดจำกกำรตอบสนอง
ของระบบภูมิคุ้มกัน โพรไบโอติกอำจช่วยในกำรกระตุ้นภูมิคุ้มกันให้ผลิตสำรตอบสนองที่สำมำรถ
ท ำลำยสิ่งแปลกปลอมที่เข้ำสู่ร่ำงกำยได้ดีขึ้น (Kirjavainen et al., 1999) โพรไบโอติกสำมำรถกระตุ้น
กำรสร้ำงสำรที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่ำงกำย โดยช่วยลดหรือป้องกันกำรสร้ำงโปรตีนหรือ
แอนติบอดี (antibody) ที่เกี่ยวข้องกับกำรตอบสนองต่อสำรก่อภูมิแพ้และกำรอักเสบรุนแรงของ
ร่ำงกำยได้ (Ezendam and van Loveren, 2006) 
 2.3.4  การป้องกันหรือลดระดับการเกิดสารก่อมะเร็ง 

     มีกำรศึกษำพบว่ำแบคทีเรีย Bacillus polyfermenticus มีฤทธิ์ต้ำนมะเร็งซึ่งสำมำรถ
ยับยั้งกำรเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งล ำไส้ใหญ่ของมนุษย์คือเซลล์ HT-29, DLD-1 และ Caco-2 ได้ 
ดังนั้น B. polyfermenticus อำจสำมำรถน ำมำใช้เพ่ือป้องกันและรักษำมะเร็งล ำไส้ใหญ่ได้ (Ma      
et al., 2010) แบคทีเรียในล ำไส้ใหญ่มีส่วนในกำรก่อให้เกิดมะเร็งล ำไส้ใหญ่ โดยกำรสร้ำงสำรก่อมะเร็ง 
หรือเป็นตัวร่วมในกำรก่อมะเร็ง โดยเฉพำะเมื่อผู้ป่วยรับประทำนอำหำรประเภทไขมันและเนื้อสัตว์
จ ำนวนมำก โดยไม่รับประทำนผักและผลไม้ (Mazmanian et al., 2005) โพรไบโอติกสำมำรถช่วย
ป้องกันไม่ให้เกิดกำรสร้ำงสำรพิษ โดยแบคทีเรียในล ำไส้ ทั้งแลคโตบำซิลไลและไบฟิโดแบคทีเรียจะ
ป้องกันกำรเกิดมะเร็งล ำไส้ใหญ่ (Yadav et al., 2016) และมีกำรวิจัยพบว่ำ Lactococcus lactis 
NK34 เป็นโพรไบโอติกที่สำมำรถยับยั้งกำรแพร่กระจำยของเซลล์มะเร็งได้  โดยสำมำรถยับยั้ง
เซลล์มะเร็ง SK-MES-1, DLD-1, HT-29, LoVo, AGS และ MCF-7 ในหลอดทดลองได้ (Han et al., 
2015) โพรไบโอติกยังอำจควบคุมหรือยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรียที่สร้ำงสำรหรือเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง
กับกำรก่อมะเร็งได้ และมีผลต่อกำรเคลื่อนไหวหรือกำรบีบตัวของล ำไส้ ท ำให้ก ำจัดสำรก่อกลำยพันธุ์
หรือสำรก่อมะเร็งให้ออกจำกร่ำงกำยได้เร็วขึ้น (Benno et al., 1996) 
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  2.3.5  ประโยชน์ด้านอ่ืน ๆ 
     มีกำรน ำจุลินทรีย์โพรไบโอติกมำใช้ในกำรก ำจัดแบคทีเรีย Helicobacter pylori ร่วมกับ

ยำปฏิชีวนะอ่ืน พบว่ำได้ผลดีเช่นเดียวกับกำรรักษำด้วยวิธีอ่ืน (Cremonini et al., 2002) โพรไบโอติก
อำจช่วยชะลอวัย (anti-aging) ซึ่งพบว่ำโพรไบโอติกสำมำรถฟ้ืนฟูพีเอชของผิวที่เป็นกรด ช่วยลด
ควำมเครียดจำกสภำวะออกซิเดชัน และช่วยเพ่ิมประสิทธิภำพในกำรป้องกันผิว (Sharma et al., 
2016) และโพรไบโอติกสำมำรถรักษำอำกำรอักเสบของช่องคลอดเนื่องจำกเชื้อรำได้ โดยพบว่ำ
แบคทีเรีย L. acidophilus สำมำรถยับยั้งเชื้อรำ Candida albicans ในช่องคลอดได้ (Amara and 
Shibl, 2015) นอกจำกนี้โพรไบโอติกอำจช่วยป้องกันกำรแพร่กระจำยของโรคติดเชื้อทำงเพศสัมพันธ์ 
และกำรลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด ซึ่งโพรไบโอติกสำมำรถน ำคอเลสเตอรอลไปใช้ได้โดยตรงเพ่ือ
กำรสร้ำงเป็นส่วนประกอบของเซลล์ เช่น ผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น ท ำให้ปริมำณคอเลสเตอรอล
ในเลือดลดลง (Gilliland et al., 1985) 

 
2.4  แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก  
 แบคที เรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria) เป็นแบคที เรียแกรมบวก (gram positive 
bacteria) มีทั้ งรูปร่ำงแท่งและรูปร่ำงกลม ไม่ เคลื่อนที่  ไม่สร้ำงเอนไซม์คะตำเลส (catalase 
negative) ไม่สร้ำงสปอร์ (non-spore forming) กำรจัดเรียงกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกในสกุลต่ำง ๆ 
ขึ้นอยู่กับลักษณะ รูปร่ำง รูปแบบของกำรหมักน้ ำตำลกลูโคส กำรใช้น้ ำตำลชนิดต่ำง ๆ และกำรเจริญ
ที่อุณหภูมิต่ำง ๆ กำรผลิตสำรต่ำง ๆ และกำรทนต่อสภำวะกรดหรือด่ำง (Soomro et al., 2002)   
 2.4.1  การจ้าแนกแบคทีเรียกรดแลคติก (Salvetti et al., 2012) 
      2.4.1.1 แบคทีเรียกรดแลคติกในกลุ่มแลคโตบำซิลไล 
       1) กลุ่มที่ท ำให้เกิดกำรหมักแบบโฮโมเฟอร์เมนเททีฟเพียงอย่ำงเดียว (obligate 
homofermenter) หมำยถึง แบคทีเรียพวกที่หมักแล้วได้ผลผลิตเป็นกรดแลคติกเพียงอย่ำงเดียวใน
สภำวะที่ไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียสำมำรถผลิตกรดแลคติกได้มำกกว่ำร้อยละ 85 จำกน้ ำตำลเฮกโซส 
(hexose) เช่น กลูโคส ได้แก่ L. acidophilus, L. delbruckii และ L. helveticus 
       2) กลุ่มที่ท ำให้เกิดกำรหมักได้ทั้งสองแบบ (facultative heterofermenter) 
หมำยถึง แบคทีเรียพวกที่หมักแล้วให้ผลผลิตเป็นกรดแลคติก ก๊ำซคำร์บอนไดออกไซด์ และกรดอะซิ
ติก หรือเอธำนอล ได้ทั้งในสภำวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียสำมำรถผลิตกรดแลค     
ติกจำกน้ ำตำลเฮกโซสได้ และสำมำรถใช้น้ ำตำลเพนโทส (pentose) ได้เล็กน้อย ได้แก่ L. casei,     
L. plantarum และ L. sake 
       3) กลุ่มที่ท ำให้เกิดกำรหมักแบบเฮทเทอโรเฟอร์เมนเททีฟเพียงอย่ำงเดียว 
(obligate heterofermenters) หมำยถึง แบคทีเรียพวกที่หมักแล้วให้ผลผลิตเป็นกรดแลคติก ก๊ำซ
คำร์บอนไดออกไซด์ และกรดอะซิติก หรือเอธำนอล ได้ในสภำวะที่ไม่มีออกซิเจน แบคทีเรียสำมำรถ
สำมำรถใช้น้ ำตำลเฮกโซส และเพนโทสได้ด ีได้แก่ L. bervis, L. fermentum และ L. kefir  
      2.4.1.2 แบคทีเรียกรดแลคติกชนิดอื่น ๆ ที่ไม่ใช่แลคโตบำซิลไล  
       1) Leuconostoc เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีรูปร่ำงกลม  (coccus) ซึ่งเป็น
ลักษณะส ำคัญ ที่ท ำให้สำมำรถจ ำแนกออกจำกพวกแลคโตบำซิลไลได้ง่ำย แบคทีเรียชนิดนี้ไม่นิยม
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น ำมำใช้ในกำรหมักกรดแลคติก เพรำะเกิดกำรสร้ำงเมือก (slime) จำกกำรย่อยสลำยคำร์โบไฮเดรตได้ 
เดกซ์แทรน (dextran) ซึ่งท ำให้เกิดเมือก สำมำรถเจริญได้ดีในสภำพแวดล้อมที่มีแรงดันออสโมซีสสูง 
(osmophilic bacteria) และมีหลำยสำยพันธุ์สำมำรถเจริญ ได้ที่ อุณหภูมิต่ ำ (psychrophilic 
bacteria) โดยเจริญได้ในอุณหภูมิ 1-2 องศำเซลเซียส จึงเป็นสำเหตุให้อำหำรแช่เย็นเน่ำเสีย ตัวอย่ำง 
เช่น  
           Leuconostoc mesenteroides ก่อให้เกิดเมือกในระหว่ำงกระบวนกำรผลิต
น ้ำตำล ใช้ในกำรหมักผักต่ำง ๆ เช่น ผักกะหล ่ำ แตงกวำ เป็นต้น แบคทีเรียสำยพันธุ์นี้ยังตรวจพบใน
ผลไม้และผลิตภัณฑ์นมอีกด้วย 
           Leuconostoc cremoris ใช้เป็นหัวเชื้อ (starter) ในกำรผลิตภัณฑ์นมเปรี้ยว 
       2) Pediococcus เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีรูปร่ำงกลม (coccus) ที่นิยม
น ำมำใช้หมักกรดแลคติก เป็นกลุ่มที่ท ำให้เกิดกำรหมักแบบโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ ไม่สร้ำงสปอร์ 
ตัวอย่ำง เช่น  
           P. halophilus เป็นแบคทีเรียที่ชอบเกลือ (halophilic bacteria) เจริญได้ดี
ในที่มีเกลือร้อยละ 6-8 และทนเกลือมำกกว่ำร้อยละ 15 ในปัจจุบันถูกจัดไว้ในสปีชีส์ใหม่ในชื่อว่ำ 
Tetragenococcus halophilus เจริญในระหว่ำงกำรผลิตซีอ๊ิว (fermented soy sauce) เนยแข็ง 
(cheese) 
           P. cerevisiae ก่อให้เกิดกำรเสื่อมสภำพของเบียร์ เนื่องจำกสำรไดแอซีทิล 
(diacetyl) ที่สร้ำงขึ้นมำ และทนต่อสำรเคมีของดอกฮอพ (hop) ที่ใช้ยับยั้งกำรเจริญของจุลินทรีย์ 
(antiseptics) ในกระบวนกำรผลิตเบียร์ 
           P. acidilactici ใช้ในกำรผลิต แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) เช่น นิซิน 
(nisin) ซึ่งใช้เป็นสำรกันเสีย (preservative) 
           P. pentosaceus พบในอำหำรหมักจำกธัญพืช ผักกะหล ่ำ และแตงกวำ 
       3) Streptococcus แบคทีเรียในกลุ่มสเตรปโตคอกไคมีลักษณะเด่นที่สำมำรถ 
จ ำแนกย่อยออกได้ เป็น 3 กลุ่ม (จีนัส) คือ Enterococci, Lactococcus และ Streptococcus 
แบคทีเรียมีรูปร่ำงกลม สำมำรถเจริญได้ทั้งสภำวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน (facultative 
anaerobe) มีควำมต้องกำรสำรอำหำรที่มีโครงสร้ำงซับซ้อน ไม่สร้ำงสปอร์ ไม่เคลื่อนที่ และสำมำรถ
ทนต่อกำรฉำยรังสี (food irradiation) สำยพันธุ์ที่ทนต่อรังสีได้ดี ได้แก่ Streptococcus faecalis 
ตัวอย่ำงเช่น 
           Streptococcus thermophiles ใช้เป็นหัวเชื้อในกำรผลิตภัณฑ์นมเปรี้ยว 
 2.4.2  ตัวอย่างผลิตภัณฑ์ที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติก  
       2.4.2.1 ผลิตภัณฑ์นม  

                มีกำรน ำแบคทีเรียกรดแลคติกมำใช้ในกำรเตรียมผลิตภัณฑ์นมหมัก กำรสร้ำง
กรดแลคติกในระหว่ำงกำรหมักท ำให้ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง ของผลิตภัณฑ์ลดลง และเกิดกำรจับตัวของ
โปรตีนในนม เกิดเป็นเคิร์ด (curd) รสชำติของผลิตภัณฑ์มีรสเปรี้ยว ตัวอย่ำง เช่น นมเปรี้ยว โยเกิร์ต 
และชีส แบคทีเรียกรดแลคติกที่เกี่ยวข้องกับกำรผลิตโยเกิร์ต ได้แก่ Streptococcus salivarius 
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subsp. thermophilus แ ล ะ  Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Tillisch et al., 
2013) 
       2.4.2.2 ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์  

                ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ที่ใช้แบคทีเรียแลคติกในกำรผลิตส่วนใหญ่เป็นผลิตภัณฑ์เนื้อ
หมัก เช่น แหนม ไส้กรอก ในระหว่ำงกำรหมักมีกำรสร้ำงกรดแลคติกเกิดขึ้น ท ำให้ค่ำควำมเป็นกรด
ด่ำงลดลงจำก pH 6.5-6.6 เป็น pH 5.0-4.5 ซึ่งกำรลดลงของค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงจะมีผลต่อรสชำติ
ของอำหำร และท ำให้กำรเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนและจุลินทรีย์ก่อโรคลดจ ำนวนลง ซึ่ง
เกิดข้ึนจำกสำรที่แบคทีเรียผลิตขึ้น เช่น แบคเทอริโอซิน ท ำให้ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ที่ใช้แบคทีเรียแลคติก
ในกำรหมักมีควำมปลอดภัยต่อกำรบริโภค สำมำรถเก็บได้นำนขึ้น แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบใน
ผลิตภัณฑ์เนื้อสัตว์ ได้แก่ Pediococcus sp. และ Lactobacillus sp. (Vuyst et al., 2008) 
       2.4.2.3 ผลิตภัณฑ์ปลำหมัก  

                ผลิตภัณฑ์ปลำหมัก ได้แก่ ปลำร้ำ ปลำจ่อม ปลำส้ม และน้ ำปลำ ซึ่งส่วนผสม
หลักในกำรผลิตประกอบด้วยปลำและเกลือ แบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในผลิตภัณฑ์ปลำหมัก ได้แก่ 
Lactobacillus farciminis, L. pentosu, L. plantarum, Lactobacillus sp. และ Leuconostoc 
sp. (Tamang et al., 2016) 
       2.4.2.4 ผลิตภัณฑ์ผักดองเปรี้ยว  

                กำรท ำผักดองเป็นกำรแปรรูปผักอีกวิธีหนึ่งท ำให้เก็บไว้บริโภคได้นำนมำกขึ้น 
และยังรวมไปถึงกำรผลิตผลไม้ดองด้วย กำรดองส่วนใหญ่เกิดจำกกิจกรรมของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ตัวอย่ำงแบคทีเรียแลคติกที่พบในกำรดองผัก ได้แก่ Leuconostoc mesenteroides, L. buchineri, 
L. plantarum, L. brevi, L. fermentum และ Pediococcus cerevisiae (Tamang et al., 2016) 
       2.4.2.5 ผลิตภัณฑ์จำกถ่ัวและธัญพืช  

                กำรหมักถั่วและธัญพืช เป็นกำรหมักโดยใช้ถั่วหรือธัญพืชกับเชื้อจุลินทรีย์ เช่น 
ยีสต์ รำ และแบคทีเรีย เป็นต้น ตัวอย่ำงได้แก่ ซีอ๊ิว ประกอบด้วยถั่วเหลืองและข้ำวสำลีหมักร่วมกับ 
Aspergillus oryzae, L. delbrueckii และ P. halophillus เครื่องปรุงรสในอำหำรประเภทถั่วหมัก 
เช่น ทู-ชิน (toushin) และ เตำ-ชิ (tao-si) เป็นอำหำรหมักของญี่ปุ่น โดยใช้ถั่วเหลืองทั้งเมล็ดและแป้ง
ข้ ำวสำลี  เชื้ อจุ ลิ นทรีย์ ที่ เกี่ ย วข้อ ง ได้ แก่  Aspergillus, Pediococcus และ Streptococcus 
(Tamang et al., 2016) 
 
2.5  การระบสุายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียกรดแลคติกมีหลำกหลำยสำยพันธุ์ กำรระบุสำยพันธุ์ของแบคทีเรียจึงมีประโยชน์ท ำให้
ทรำบสกุล (genus) ชนิด (species) และสำยพันธุ์ (strain) ต่ำง ๆ ของแบคทีเรีย ซึ่งกำรระบุสำยพันธุ์
ของแบคทีเรียสำมำรถท ำได้หลำยวิธี ดังนี้ 
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 2.5.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
     2.5.1.1 กำรมองด้วยตำเปล่ำ 
       กำรศึกษำรูปร่ำงของเซลล์และโคโลนีด้วยตำเปล่ำบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ de Man, 
Rogosa and Sharpe (MRS) agar โดยแบคทีเรียกรดแลคติกจะมีลักษณะโคโลนีสีขำว ขุ่น ขอบเรียบ
นูน (Batdorj et al., 2006) 
     2.5.1.2 กำรย้อมสีแกรม (Gram’s stain) 
      กำรย้อมสีแกรมเป็นเทคนิคกำรย้อมสีเซลล์ของแบคทีเรีย ใช้ในกำรศึกษำเซลล์ของ
แบคทีเรียโดยกำรส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์ใช้แสง คิดค้น โดย Han Christian Gram ใน ค.ศ. 1984 
สำมำรถจ ำแนกแบคทีเรียออกได้เป็น 2 ชนิด คือ แบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) 
และแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative bacteria) จำกคุณสมบัติของผนังเซลล์ (cell wall) โดย
แบคทีเรียแกรมลบจะติดสีแดงของซำฟลำนินโอ (safranin O) ขณะที่แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีม่วง
ของคริสตัลไวโอเลต (crystal violet) โดยเมื่อมีกำรเติมสำรละลำยไอโอดีนเพ่ือยึดสีย้อมกับผนังเซลล์
ของแบคทีเรียได้ดียิ่งขึ้นเกิดเป็นสำรประกอบเชิงซ้อนของสีย้อมกับสำรละลำยไอโอดีนจับกัน (crystal 
violet – iodine complex) ซึ่งจะเกิดขึ้นเฉพำะในแบคทีเรียแกรมบวก ส่วนแบคทีเรียแกรมลบจะไม่
ติดกับสำรประกอบดังกล่ำว แต่จะติดกับสีย้อมของซำฟลำนินโอแทน  
      กำรย้อมสีแบคทีเรียแกรมบวกและลบที่ ติดสีย้อมแตกต่ำงกัน เกี่ยวข้องกับ
โครงสร้ำงและองค์ประกอบของผนังเซลล์ โดยเฉพำะในแบคทีเรียแกรมลบ ซึ่งมีสำรพวกไขมันเกำะอยู่
ที่ผนังเซลล์มำกกว่ำแบคทีเรียแกรมบวกและมีผนังเซลล์ที่บำงกว่ำ ในกระบวนกำรย้อมสี เมื่อล้ำงด้วย
แอลกอฮอล์หรืออะซิโตนจะไปละลำยไขมันท ำให้รูที่ผนังเซลล์เปิดกว้ำงขึ้น ยอมให้สำรประกอบ
เชิงซ้อนของสีคริสตัลไวโอเลตกับไอโอดีนหลุดออกมำ จึงติดสีแดงของซำฟลำนินโอ แต่ในแบคทีเรีย   
แกรมบวก ซึ่งมีไขมันที่ผนังเซลล์น้อยกว่ำและมีควำมซับซ้อนขององค์ประกอบที่ผนังเซลล์น้อยกว่ำ 
เมื่อล้ำงสีด้วยแอลกอฮอล์จะท ำให้เซลล์เหี่ยวเพรำะเกิดจำกกำรสูญเสียน้ ำ ท ำให้เยื่อหุ้มเซลล์มีขนำด
เล็กลง สำรประกอบเชิงซ้อนของสีคริสตัลไวโอเลตกับไอโอดีนจึงละลำยออกมำไม่ได้ ท ำให้เซลล์ยังคง
ติดสีม่วงของคริสตัลไวโอเลตและเมื่อย้อมทับด้วยสีซำฟลำนินโอเซลล์จึงไม่ติดสีแดง (Coico, 2005) 
 2.5.2  การทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) 
       กำรทดสอบกำรเกิดปฏิกิริยำชีวเคมีของแบคทีเรียซึ่งเกิดจำกกระบวนกำรเมตำบอลิซึม
ของแบคทีเรียที่มีผลต่อกำรเจริญและผลิตสำรต่ำง ๆ ซึ่งกำรทดสอบทำงชีวเคมีท ำเพ่ือดูสมบัติของ
แบคทีเรียแต่ละสำยพันธุ์ ซึ่งสำมำรถเปรียบเทียบกับข้อมูลในคู่มือ Bergey’s manual ซึ่งเป็นหนังสือ
ที่ใช้ส ำหรับกำรจัดจ ำแนกหมวดหมู่ของแบคทีเรีย โดยตัวอย่ำงกำรทดสอบทำงชีวเคมี คือ 
      2.5.2.1 กำรทดสอบกำรสร้ำงเอนไซม์คะตะเลส (catalase test) 
       เป็นกำรทดสอบที่จ ำแนกแบคทีเรียที่สำมำรถผลิตเอนไซม์คะตะเลส ซึ่งปกติใน
ขบวนกำรหำยใจแบบใช้ออกซิเจน อะตอมของไฮโดรเจนจะรวมตัวกับออกซิเจนจะท ำให้เกิดไฮโดรเจน
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เปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งเป็นอันตรำยต่อเซลล์ แต่แบคทีเรียส่วนใหญ่สำมำรถผลิตเอนไซม์คะตะเลส
เพ่ือย่อยสลำยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซึ่งเป็นสำรพิษท่ีเป็นอันตรำยต่อเซลล์ผลผลิตคือได้ก๊ำซออกซิเจน
กับน้ ำ ดังสมกำรเคมี 2.1 

          catalase 
2H2O2        2H2O+O2      (2.1) 

 
 ซึ่งแบคทีเรียที่สำมำรถสร้ำงเอนไซม์คะตะเลสได้จะสำมำรถป้องกันกำรถูกท ำลำยจำกสำร
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ได้ นอกจำกนี้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ยังมีส่วนในกำรสร้ำงซุปเปอร์ออกไซด์ 
(superoxide) และไฮดรอกไซด์ (hydroxide) ที่สำมำรถท ำให้เกิดกำรท ำลำยชีวโมเลกุล ได้แก่ กรด
นิวคลีอิก ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียไม่ใช้อำกำศ ไม่ใช้ออกซิเจน หรือ ไม่จ ำเป็นต้องใช้
ออกซิ เจน (anaerobic bacteria) ในกำรด ำรงชีวิต ออกซิ เจนเป็นพิษต่อเซลล์ของแบคที เรีย 
แบคทีเรียกรดแลคติกจึงไม่สร้ำงเอนไซม์คะตะเลส จะให้ผลกำรทดสอบคะตะเลสเป็นลบ (catalase 
negative) ทดสอบโดยกำรหยดสำรละลำยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ควำมเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ ลงบน
แบคทีเรียที่เขี่ยลงบนแผ่นสไลด์จะไมเ่กิดปฏิกิริยำโดยไม่มีฟองเกิดขึ้น (Whittenbury, 1964)  
      2.5.2.2 ทดสอบกำรหมักคำร์โบไฮเดรต (carbohydrate fermentation) 
        แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียที่สำมำรถหมักคำร์โบไฮเดรต คือสำมำรถย่อย
น้ ำตำลกลูโคส หรือน้ ำตำลที่มีคำร์บอน 6 อะตอมอ่ืน ๆ ได้ โดยผลิตสำรต่ำง ๆ ออกมำ เช่น กรด     
แ ล ค ติ ก  (lactic acid) ก ร ด แ อ ซี ติ ก  (acetic acid) ก ร ด ฟ อ ร์ มิ ก  ( formic acid) ก๊ ำ ซ
คำร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และเอธำนอล (ethanol) เป็นต้น   แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียที่
สำมำรถหมักคำร์โบไฮเดรต คือสำมำรถย่อยน้ ำตำลกลูโคส หรือน้ ำตำลที่มีคำร์บอน 6 อะตอมอ่ืน ๆ ได้ 
โดยผลิตสำรต่ำง ๆ ออกมำ ซึ่งจำกชนิดและปริมำณสำรที่แบคทีเรียผลิตได้นี้สำมำรถจัดแบ่งแบคทีเรีย
กรดแลคติกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มฮอมอเฟอร์เมนเททีฟ (Homofermentative) สำมำรถผลิต
กรดแลคติกจำกกำรหมักย่อยน้ ำตำลได้สูงประมำณร้อยละ 95 ที่เหลืออีกร้อยละ 5 จะผลิตกรดแอซีติก 
(acetic acid) และแก๊สคำร์บอนไดออกไซด์ อีกเล็กน้อย และกลุ่มเฮทเทอโรเฟอร์ เมนเททีฟ 
(Heterofermentative) หลังจำกกำรหมักย่อยน้ ำตำล และผลิตกรดแลคติกประมำณร้อยละ 50 และ
อีกร้อยละ 50 ผลิตกรดแอซีติก กรดฟอร์มิก (formic acid) รวมทั้งเอธำนอล (ethanol) และแก๊ส
คำร์บอนไดออกไซด์ (Stiles, 1996) คุณสมบัติทำงชีวเคมีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จำกนม
แพะหมักแบบธรรมชำติ เมื่อน ำมำทดสอบกำรหมักคำร์โบไฮเดรตด้วยชุดทดสอบส ำเร็จรูป API 50 
CHL พบว่ำเกือบทุกสำยพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีคัดเลือก ได้แก่ Lactobacillus plantarum 
และมีเพียง 1 ไอโซเลต ที่สันนิษฐำนว่ำเป็น Lactobacillus pentosus (Yelnetty et al., 2014) 
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 2.5.3 การศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุลโดยการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์ต้าแหน่ง
ยีน 16S rDNA  
      กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ต ำแหน่งยีน 16S rRNA เป็นกำรพิจำรณำควำม
เหมือนกันของ DNA (DNA-DNA homology) ที่ใช้จ ำแนกได้ในระดับสปีชีส์และสกุล โดยอำศัยควำม
แตกต่ำงของล ำดับเบสของ RNA ในไรโบโซม (rRNA) โดยเฉพำะในส่วนของ Well conserved region 
และ Less conserved region ซึ่งมีขนำดประมำณ 1,900 คู่เบส ใน 16s rRNA ซึ่งกำรเปรียบเทียบมี
ควำมแม่นย ำมำกในกำรจัดจ ำแนกและใช้ในกำรศึกษำถึงควำมสัมพันธ์กันของจุลินทรีย์ชนิดต่ำง ๆ ท ำ
ให้สำมำรถจัดแบ่งกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกออกเป็นสกุลต่ำง ๆ ดังนี้ Aerococcus, Alloiococcus, 
Carnobacterium, Weissella, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus และ (Stiles, 1996) 
      Ribosomal RNA (rRNA) ของโพรคำริโอตมีขนำด 70S ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย        
2 หน่วย คือ หน่วยขนำดใหญ่  50S (large subunit) และหน่วยขนำดเล็กขนำด 30S (small 
subunit) ซึ่งหน่วยเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนำดประมำณ 1,541 นิวคลีโอไทด์และโปรตีน     
21 ชนิด (ลัดดำเอกสมทรำเมษฐ์, 2547) ดังนั้น rRNA จึงเหมำะส ำหรับน ำมำศึกษำวิวัฒนำกำรระหว่ำง
จุลินทรีย์ เนื่องจำกไรโบโซมเป็นออร์แกเนลล์ที่มีอยู่ในจุลินทรีย์ทุกชนิดและมีหน้ำที่ในกำรผลิตโปรตีน
เพ่ือควำมอยู่รอดของสิ่งมีชีวิต และพบว่ำมีกำรเปลี่ยนแปลงน้อยมำกในแต่ละช่วงวิวัฒนำกำรที่อยู่ใน
ระดับเหมำะสม และโครงสร้ำงของ 16S rRNA มีควำมส ำคัญต่อเซลล์เป็นอย่ำงมำก ซึ่ง rRNA ของ
สิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดมีล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่จ ำเพำะแน่นอนจึงสำมำรถน ำมำใช้ส ำหรับเปรียบเทียบควำม
เหมือนหรือควำมสัมพันธ์ระหว่ำงสิ่งมีชีวิตได้ (Janda and Abbott, 2007) 
 
2.6  อนุมูลอิสระ 
 อนุมูลอิสระ (free radicals) หมำยถึง สำรที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยว (unpaired electrons) ใน
อะตอมหรือโมเลกุล อนุมูลอิสระนั้นไม่เสถียรและไวต่อกำรเกิดปฏิกิริยำกับโมเลกุลข้ำงเคียงเพ่ือท ำให้
ตัวเองเสถียรขึ้น อนุมูลอิสระเกิดขึ้นเป็นปกติจำกปฏิกิริยำในร่ำงกำยอยู่แล้ว โดยเฉพำะอย่ำงยิ่ง เมื่อมี
ธำตุเหล็ก ทองแดง แมงกำนีส โคบอลต์ โครเมียม นิเกิลน้อย มักเกิดเป็นปฏิกิริยำลูกโซ่ โดยร่ำงกำยจะ
มีระบบก ำจัดอนุมูลอิสระ แต่หำกร่ำงกำยได้รับสำรอนุมูลอิสระจำกภำยนอกมำกเกินไป หรือในภำวะที่
ร่ำงกำยสำมำรถก ำจัดอนุมูลอิสระได้ลดลง ก็จะท ำให้มีอนุมูลอิสระมำกเกินไป เป็นสำเหตุของโรคภัยได้ 
อนุมูลอิสระสำมำรถเกิดขึ้นจำกกระบวนกำรเมแทบอลิซึม (metabolism) โดยมีกำรย้ำยอิเล็กตรอน
ออกจำกโมเลกุลของออกซิเจน ท ำให้อิเล็กตรอนของออกซิเจนไม่สมดุลกลำยเป็นอนุมูลอิสระ และ
ว่องไวในกำรเข้ำท ำปฏิกิริยำและดึงอิเล็กตรอนจำกโมเลกุลอ่ืนมำแทนที่เพ่ือให้เกิดควำมสมดุลหรือ
เสถียร ซึ่งปฏิกิริยำนี้จะเกิดขึ้นอย่ำงต่อเนื่องเป็นปฏิกิริยำลูกโซ่ และเกิดขึ้นในเซลล์ตลอดเวลำ  
 อนุมูลอิสระที่ส ำคัญที่สุดที่เกิดในเซลล์ที่ใช้ออกซิเจน ได้แก่ oxygen radical, อนุพันธ์ของ 
oxygen radical (เช่น superoxide radical และ hydroxyl radical), carbonate radical (CO3

•-), 
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hydrogen peroxide, superoxide radical (O2
•), nitrate radical (NO3

•), methyl radical (CH3
•), 

peroxyl radical (ROO•), reactive oxygen species (ROS), transition metals (โลหะทรำนซิชัน) 
เป็นต้น (Halliwell, 1999)  
 นอกจำกนี้อนุมูลอิสระที่มำกเกินไปจะเป็นอันตรำยต่อเซลล์ อนุมูลอิสระสำมำรถท ำลำยสำร    
ชีวโมเลกุลทุกประเภทและส่วนประกอบของเซลล์ของสิ่งมีชีวิต เช่น ไขมัน (lipid) โปรตีน (protein) 
เอนไซม์  (enzyme) หน่ วยพันธุกรรมดี เอ็น เอ (DNA) และอำร์ เอ็น เอ (RNA) คำร์ โบไฮเดรต 
(carbohydrate) เยื่ อ หุ้ ม เซ ลล์  (cell membrane) คอลล ำเจน  (collagen) ไม โตคอน เด รี ย 
(mitochondria) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (connective tissues) ซึ่งเป็นสำเหตุให้เซลล์ตำย กำรเกิดกำร
กลำยพันธุ์ของดีเอ็นเอในเซลล์ และก่อให้เกิดโรคต่ำง ๆ ได้แก่ โรคชรำ โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร์ 
โรคหัวใจขำดเลือด โรคควำมจ ำเสื่อม โรคหลอดเลือดตีบและแข็งตัว โรคข้ออักเสบ โรคภูมิแพ้ โรค
ควำมดันโลหิต โรคเหงือก โรคเกี่ยวกับสำยตำ ควำมผิดปกติของปอดและระบบประสำท โรคเกี่ยวกับ
ทำงเดินหำยใจ โรคเกี่ยวกับควำมผิดปกติของผิวหนัง และโรคล ำไส้อักเสบ เป็นต้น (Ames et al., 
1993) 
 อนุมูลอิสระนอกจำกจะเกิดภำยในสิ่งมีชีวิตแล้วอนุมูลอิสระสำมำรถเกิดจำกภำยนอกสิ่งมีชีวิต
หรือในสิ่งแวดล้อม ซึ่งเป็นสิ่งที่เกิดขึ้นในชีวิตประจ ำวัน เช่น กำรได้รับเชื้อโรค กำรติดเชื้อไวรัสหรือ
แบคทีเรีย ในกลไกป้องกันตัวเองของร่ำงกำยเมื่อถูกเชื้อโรคเข้ำรุกรำนจะมีกำรสร้ำงอนุมูลอิสระ ROS 
โดยเรียกว่ำ oxidative burst จำกรังสี เช่น รังสี อัลตรำไวโอเลต  (ultraviolet: UV)  รังสี เอ็กซ์         
(X-Ray) รังสีแกมมำ (Gamma ray) โดยรังสีเหล่ำนี้จะกระตุ้นให้น้ ำเปลี่ยนไปเป็นอนุมูลอิสระไฮดรอก
ซิล (hydroxyl radical) อย่ำงง่ำยดำย และจำกมลภำวะ ควันบุหรี่ มลพิษ เขม่ำจำกเครื่องยนต์ แก๊ส
จำกท่อไอเสีย (ไนตรัสออกไซด์ ไนโตรเจนไดออกไซด์) จำกกำรประกอบอำหำร เช่น กำรย่ำงเนื้อสัตว์
ไหม้ หรือเกิดจำกกำรปิ้งย่ำงที่มีส่วนประกอบของไขมันสูง กำรน ำน้ ำมันที่ใช้ทอดอำหำรอุณหภูมิสูง ๆ 
กลับมำใช้อีก เป็นต้น (ไมตรี สุทธจิตต์, 2555) 
 
2.7  สารต้านออกซิเดชัน (Antioxidant) 
 สำรต้ำนออกซิเดชัน (antioxidant) หรืออำจเรียกว่ำ สำรก ำจัดอนุมูลอิสระ คือสำรที่สำมำรถ
ยับยั้ง หรือชะลอกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชัน (oxidation) ซึ่งเป็นสำเหตุของกำรเกิดอนุมูลอิสระ 
(free radical) ในสิ่งมีชีวิตจะมีกำรป้องกันกำรท ำลำยเซลล์และเนื้อเยื่อจำกอนุมูลอิสระ ประกอบด้วย
สำรต้ำนออกซิเดชันหลำยชนิด เช่น เอนไซม์ สำรประกอบที่ละลำยในน้ ำ สำรประกอบที่ละลำยใน
ไขมัน เป็นต้น ซึ่งสำรต้ำนออกซิเดชันเหล่ำนี้มีกลไกกำรท ำงำนต้ำนออกซิเดชันที่แตกต่ำงกัน สำรต้ำน
ออกซิเดชัน สำมำรถแบ่งตำมกลไกกำรยับยั้งได้เป็น 3 ชนิด คือ 
 1) ป้องกันกำรเกิดอนุมูลอิสระ (preventive antioxidant) 
 2) ท ำลำยหรือยับยั้งอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น (scavenging antioxidant) 
 3) ท ำให้ลูกโซ่ของกำรเกิดอนุมูลอิสระสิ้นสุดลง (chain breaking antioxidant) 
 สำรต้ำนออกซิเดชัน ประกอบด้วยสำรต้ำนออกซิเดชันสังเครำะห์ และสำรต้ำนออกซิเดชันจำก
ธรรมชำติ ซึ่งสำรต้ำนออกซิเดชันสังเครำะห์ (synthetic antioxidants) เกิดจำกกำรกระบวนกำร
สังเครำะห์ทำงเคมี โดยส่วนใหญ่เป็นสำรประกอบฟีนอลิก ได้แก่ EDTA, butylated hydroxyanisole 
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(BHA), butylated hydroxytoluene (BHT) และ tertiary butyl hydro quinone (TBHQ) สำร
สังเครำะห์นี้นิยมน ำมำใช้ในอุตสำหกรรมอำหำรเพ่ือยับยั้งกำรเกิดปฏิกิริยำออกซิเดชันของไขมันที่ท ำ
ให้อำหำรมีกลิ่น สี และรสชำติเปลี่ยนแปลงไป ซึ่งสำรสังเครำะห์นี้มีสภำพคงตัวกว่ำสำรต้ำน
ออกซิเดชันจำกธรรมชำติ แต่มีข้อจ ำกัดในด้ำนควำมปลอดภัยในกำรบริโภค  
 สำรต้ำนออกซิเดชันจำกธรรมชำติ (natural antioxidants) สำมำรถพบได้ในสิ่งมีชีวิตทั้งพืชและ
สัตว์ เช่น สำรประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) ได้แก่ โพลีฟีนอล (polyphenol) ใน
เครื่องเทศ (spices) สำรสกัดจำกเมล็ดองุ่น ชำ ขมิ้น  แอสตำแซนทิน (astaxanthin) ยูจีนอล 
(eugenol) ในกำนพลู วิตำมินซี (vitamin C) วิตำมินอี (vitamin E) กรดซิตริก แอนโทไซยำนิน 
(anthocyanin) ซีลีเนียม (selenium) และกลูตำไธโอน (glutathione) ส่วนสำรต้ำนออกซิเดชันที่
เป็นเอนไซม์ได้แก่ กลูตำไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase: GPX), กลูตำไธโอนรีดัก
เตส (glutathione reductase) และกลูตำไธโอนทรำนเฟอร์เรส (glutathione transferase) ซึ่งท ำ
หน้ำที่ท ำให้โมเลกุลของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นออกซิเจนและน้ ำ ส่วนเอนไซม์ซูเปอร์
ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase: SOD) สำมำรถเปลี่ยนอนุมูลอิสระซูเปอร์ออกไซด์   
(O2

•-) เป็นไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ และคะตะเลส (catalase) เป็นเอนไซม์ทั่วไปที่พบในเกือบทุก
สิ่งมีชีวิตเมื่อสัมผัสกับออกซิเจนจะท ำหน้ำที่เร่งกำรสลำยตัวของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ลงสู่น้ ำและ
ออกซิเจน (Gaetani et al., 1996) 
 ในภำวะปกติร่ำงกำยของคนเรำจะมีกำรป้องกันกำรสะสมสำรอนุมูลอิสระโดยกำรสร้ำงเอนไซม์
ต้ำนออกซิเดชันขึ้นมำควบคุมปริมำณสำรอนุมูลอิสระให้อยู่ในภำวะที่สมดุล และอีกส่วนได้จำกสำร
ต้ำนออกซิเดชันที่ร่ำงกำยรับประทำนเข้ำไปจ ำพวกวิตำมิน เบต้ำแคโรทีน และแคโรทีนอยด์รวมทั้ง
สำรประกอบโพลีฟีนอล ซึ่งสำรดังกล่ำวได้จำกพืชผักและผลไม้เป็นส่วนใหญ่ (Carlsen et al., 2010) 
 
2.8  วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
 กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันเชิงปริมำณเป็นกำรวิเครำะห์เพ่ือหำปริมำณของสำรต้ำน
ออกซิเดชันในตัวอย่ำงประเภทต่ำง ๆ วิธีที่นิยมได้แก่ กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันด้วยวิธีดีพีพี
เอช (diphenyl-picryhydrazyl radical scavenging assay: DPPH) วิธี เอบีที เอส (ABTS radical 
cation decolorization assay: ABTS) และกำรวิเครำะห์ควำมสำมำรถในกำรรีดิวซ์เฟอร์ริกของสำร
ต้ำนออกซิเดชัน (ferric ion reducing antioxidant power: FRAP) ซึ่งวิธีกำรดังกล่ำวข้ำงต้นจะมี
กำรสร้ำงอนุมูลอิสระที่ทรำบควำมเข้มข้นที่แน่นอนและวิเครำะห์ควำมสำมำรถในกำรยับยั้งหรือก ำจัด
อนุมูลอิสระของสำรตัวอย่ำง โดยวัดปริมำณอนุมูลอิสระที่ลดลงหรือที่เหลือจำกค่ำกำรดูดกลืนแสง สำร
อนุมูลอิสระที่นิยมใช้ เช่น ABTS•+ และ DPPH• กำรค ำนวณหำปริมำณสำรต้ำนออกซิเดชันหำได้จำก
อัตรำส่วนของกำรลดลงของค่ำกำรดูดกลืนแสงของสำรตัวอย่ำงกับสำรมำตรฐำน เช่น โทรลอกซ์
(trolox) วิตำมินซี  (vitamin C) และเฟอรัสซัลเฟต (ferrous sulfate) กำรวิ เครำะห์ฤทธิ์ ต้ ำน
ออกซิเดชันเชิงปริมำณแสดงได้ 2 แบบ คือ  
 (1) แบบปริมำณควำมเข้มข้นของสำรต้ำนออกซิเดชันที่มีในตัวอย่ำง ซึ่งค่ำตัวเลขสูงก็แสดงว่ำมี
ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันสูง  
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 (2) แบบปริมำณควำมเข้มข้นของสำรตัวอย่ำงที่ท ำให้สำรอนุมูลอิสระลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (IC50, 
50% of inhibitory concentration) โดยค่ำตัวเลขต่ ำแสดงว่ำมีฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันสูง  
 ซึ่งทั้งสองแบบสำมำรถแสดงหน่วยได้หลำกหลำย ได้แก่ ไมโครโมลำร์ต่อมิลลิกรัม (µM/mg), 
มิลลิโมลำร์ต่อมิลลิกรัม (mM/mg), ไมโครโมลำร์ต่อมิลลิลิตร (µM/mL), มิลลิโมลำร์ต่อมิลลิลิตร 
(mM/mL) เป็นต้น (บุหรัน พันธุ์สวรรค์, 2556) 
 วิธีการวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน มีดังนี ้
 2.8.1 DPPH assay 
      กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH เป็นกำรทดสอบด้วยวิธีทำงเคมีโดยใช้สำร
ที่มีคุณสมบัติเป็นอนุมูลอิสระ คืออนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) 
ซึ่งเป็นสำรสังเครำะห์ที่อยู่ในรูปอนุมูลอิสระที่คงตัว และมีสีม่วงสำมำรถดูดกลืนแสงได้สูงสุดโดยใช้
เครื่องวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง ที่ควำมยำวคลื่น 517 นำโนเมตร เมื่อ DPPH• ท ำปฏิกิริยำกับสำรต้ำน
ออกซิเดชันที่ละลำยด้วยเมทำนอล คือ สำรที่ให้อิเล็กตรอน ตั้งทิ้งไว้ที่มืดเป็นเวลำ 30 นำที เพ่ือให้
เกิดปฏิกิริยำ แล้วน ำมำวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง เมื่อมีสำรต้ำนออกซิเดชันจะท ำให้สีม่วงกลำยเป็นสี
เหลือง ดังสมกำร 2.2  

 
DPPH• (สีม่วง) + AH (สำรต้ำนออกซิเดชัน)  DPPH-H (สีเหลือง) + A•   (2.2) 

 
 โดย DPPH• คือ อนุมูลอิสระดีพีพีเอช A• คือ อนุมูลอิสระ และ AH คือ สำรต้ำนออกซิเดชัน 
 กำรหำสำรต้ำนออกซิเดชันของสำรตัวอย่ำงหำได้จำกกำรค ำนวณสีที่จำงลงของกำรยับยั้งอนุมูล
อิสระ DPPH โดยสำมำรถค ำนวณได้จำกกำรน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ลดลงจำกกำรใส่ตัวอย่ำงเทียบกับ
ค่ำกำรดูดกลืนแสงตั้งต้นก่อนใส่สำรตัวอย่ำง ดังสมกำร 2.3 

 
 % DPPH radical scavenging activity = [(A0-As)/A0] x 100    (2.3) 

 
 โดย A0 = ค่ำกำรดูดกลืนแสงตั้งต้น และ As = ค่ำกำรดูดกลืนแสงหลังจำกเติมสำรตัวอย่ำง 
 ข้อดีของวิธีนี้ คือ ง่ำย สะดวก และรวดเร็ว  ส่วนข้อเสีย คืออนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•) 
ค่อนข้ำงเสถียรไม่ไวต่อปฏิกิริยำเหมือนอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้นในร่ำงกำยจริง จึงท ำให้เกิดปฏิกิริยำได้ช้ำ 
ท ำให้ค่ำกำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันที่วัดได้น้อยกว่ำควำมเป็นจริง และต้องวัดในปฏิกิริยำที่เป็น
แอลกอฮอล์ ซึ่งจะท ำให้โปรตีนตกตะกอนจึงไม่สำมำรถวิเครำะห์ในตัวอย่ำงที่เป็นเลือดได้ อีกทั้งสำร
ปนเปื้อนและโลหะจะรบกวน ซึ่งสำมำรถเป็นตัวรีดิวซ์แล้วท ำให้สีของอนุมูลอิสระดีพีพีเอช จำงลงได้
เช่นกัน (Lee et al., 2008) 
 2.8.2 ABTS assay 
      กำรวิเครำะห์ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS ซึ่งสำรเอบีทีเอส (ABTS•+,2,2′-azino-bis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) radical) เป็นสำรสังเครำะห์ที่ มีสี เขียวปนน้ ำเงิน
สำมำรถดูดกลืนแสงได้สูงสุดที่ควำมยำวคลื่น 734 นำโนเมตร เนื่องจำกสีของ ABTS•+ ปกติจะมีค่ำกำร
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ดูดกลืนแสงสูง จึงต้องท ำกำรเจือจำง ABTS•+ ด้วยน้ ำกลั่น จำกนั้นน ำ ABTS•+ ท ำปฏิกิริยำกับสำร
ตัวอย่ำง ตั้งทิ้งไว้เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยำ ดังสมกำร 2.4 

 
ABTS•+ (สีเขียวปนน้ ำเงิน) + AH (สำรต้ำนออกซิเดชัน)    ABTS (สีจำงลง) + A•  (2.4) 

 
 โดย ABTS•+ คือ อนุมูลอิสระเอบีทีเอส A• คือ อนุมูลอิสระ และ AH คือ สำรต้ำนออกซิเดชัน 
 กำรหำสำรต้ำนออกซิเดชันของสำรตัวอย่ำงได้จำกกำรค ำนวณสีที่จำงลงของควำมสำมำรถในกำร
ยับยั้งอนุมูลอิสระ ABTS•+ ซึ่งวิธีกำรค ำนวณจะเทียบกับสำรมำตรฐำน โทรลอกซ์หรือวิตำมินซี และ
สำมำรถค ำนวณเหมือนกับวิธี DPPH assay ดังสมกำร 2.3 ข้อดีของวิธีกำรนี้ คือ ABTS•+ สำมำรถ
ละลำยได้ดีในน้ ำ และตัวท ำละลำยอินทรีย์ท ำให้เกิดปฏิกิริยำได้อย่ำงรวดเร็ว และท ำปฏิกิริยำได้ดี
ในช่วงพีเอชกว้ำง (Re and Pellegrini et al., 1999) ส่วนข้อเสีย คือ ABTS•+ ไม่เป็นสำรธรรมชำติที่
สำมำรถพบในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต และต้องมีกำรท ำปฏิกิริยำกับโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟตก่อนประมำณ 
4-16 ชั่วโมง ถึงจะเกิดเป็นอนุมูลอิสระขึ้น (Javanmardi et al., 2003) 
 2.8.3 FRAP assay 
      กำรวิเครำะห์ควำมสำมำรถในกำรรีดิวซ์เฟอร์ริกของสำรต้ำนออกซิเดชัน (ferric ion 
reducing antioxidant power (FRAP) assay) วิธีกำรนี้อำศัยหลักกำรของสำรต้ำนออกซิเดชัน
สำมำรถถ่ำยเทอิเล็กตรอนให้กับสำรประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ท ำให้เกิดกำรเปลี่ยนรูปเป็น 
[Fe(II)(TPTZ)2]2+ ดังสมกำร 2.5 

 
 [Fe(III)(TPTZ)2]3+ antioxidant    [Fe(II)(TPTZ)2]2+    (2.5) 
 
 ซึ่ง [Fe(II)(TPTZ)2]2+ มีควำมสำมำรถในกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 593 นำโนเมตร 
ปริมำณของ [Fe(II)(TPTZ)2]2+ ที่เกิดขึ้นสำมำรถประมำณควำมสำมำรถในกำรเป็นสำรต้ำนออกซิเดชัน
ได้ในรูป FRAP value เทียบกับกรำฟมำตรฐำนของเฟอร์รัสซัลเฟต (FeSO4) ซึ่งขั้นตอนโดยละเอียด
ของวิธีกำรนี้ ได้แก่ กำรท ำให้เกิดสำรประกอบเชิงซ้อน [Fe(III)(TPTZ)2]3+ ประกอบด้วย น ำสำรละลำย 
TPTZ (2,4,6-tri (2-pyridyl)-striazine) ที่ละลำยด้วยกรดไฮโดรคลอริกเจือจำงมำท ำปฏิกิริยำกับ
สำรละลำยอะซิเทตบัฟเฟอร์ และสำรละลำยเฟอริกไตรคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต จำกนั้นท ำกำรรีดิวซ์
เฟอร์ริกโดยกำรเติมสำรละลำยมำตรฐำนเฟอร์รัสซัลเฟตหรือสำรต้ำนออกซิเดชัน และตั้งทิ้งไว้ในที่มืด 
วิธีกำรนี้เป็นวิธีที่ง่ำย ใช้เวลำน้อย ไม่แพง และสำมำรถท ำซ้ ำแล้วให้ผลเหมือนเดิม  แต่ข้อเสีย คือ 
ปฏิกิริยำที่เกิดขึ้นเป็นปฏิกิริยำเคมีที่ไม่เก่ียวข้องกับสภำวะร่ำงกำย (Payne et al., 2013) 
 
2.9  คุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของโพรไบโอติก 
 2.9.1  Lactobacillus rhamnosus  
       ได้มีกำรศึกษำควำมสำมำรถกำรต้ำนออกซิเดชันต่ำง ๆ เพ่ือป้องกันภำวะเครียดที่เกิดจำก
ออกซิเดชัน (oxidative stress) ในล ำไส้ใหญ่ของหนูทดลอง โดยได้ศึกษำกำรสร้ำงไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์และไฮดรอกซิล ซึ่งพบว่ำ L. rhamnosus GG มีอัตรำกำรมีชีวิตรอดในล ำไส้ใหญ่มำกกว่ำสำย
พันธุ์ที่ไม่มีฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน ซึ่ง L. paracasei Fn 032 และ L. plantarum Fn 001 สำมำรถ
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ก ำจัดอนุมูลอิสระโดยกำรสร้ำงสำรภำยในเซลล์ (intracellular free extracts) และมีกำรขับสำรมำก
ขึ้นเมื่อแบคทีเรียสัมผัสกับน้ ำย่อยในกระเพำะอำหำรและตับอ่อน (Sun et al., 2013) กำรศึกษำฤทธิ์
ต้ำนออกซิเดชันใน Caenorhabditis elegans พบว่ำ L. rhamnosus สำมำรถเพ่ิมอัตรำกำรรอดชีวิต
ของ C. elegans ได้ดีกว่ำแบคทีเรีย E. coli OP50 แสดงว่ำ L. rhamnosus มีคุณสมบัติกำรต้ำน
ออกซิเดชันที่มีผลต่อกำรรอดชีวิตของ C. elegans (Grompone et al., 2012) 
 2.9.2 Lactobacillus fermentum  
       มีกำรศึกษำพบว่ำ L. fermentum ME-3 นอกจำกมีฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันแล้วยังมีฤทธิ์ใน
กำรยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคในล ำไส้ ซึ่งมีฤทธิ์ในกำรต้ำนออกซิเดชันสูงโดยออกฤทธิ์ในรูปแบบของกลูต้ำ
ไทโอน (glutathione) ในกำรยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคและฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน (Mikelsaar and 
Zilmer, 2009) 
 2.9.3 Lactobacillus casei 
       ส่วนของเซลล์และสำรที่หลั่งออกมำภำยในเซลล์ ของ L. casei KCTC 3260 มีฤทธิ์ต้ำน
ออกซิเดชันสูงและยับยั้งกำรเกิดปฏิกิริยำลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน (lipid peroxidation) ได้ถึง 46.2% 
และ 72.9% ตำมล ำดับ และมีฤทธิ์ยับยั้งสำรคีเลต (chelating activity) ที่ 10.6 และ 21.8 ppm 
ตำมล ำดับ (Lee et al., 2006)  
 2.9.4 Lactobacillus gasseri  
       มีกำรศึกษำพบว่ำ L. gasseri NLRI 312 สำมำรถยับยั้งควำมเสียหำยจำกกำรเกิด
ออกซิเดชันต่อไขมันในเยื่อหุ้มเซลล์และดีเอ็นเอในเซลล์ Jurkat ซึ่ง L. gasseri NLRI 312 มีผลต่อกำร
ป้องกันเซลล์ Jurkat ในแง่ของควำมเสียหำยจำกกำรเกิดออกซิเดชันและสำมำรถลดควำมเสียหำยของ
ดีเอ็นเอได้ (Kim et al., 2006) 
 2.9.5 Bifidobacterium sp. 
       มีกำรศึกษำพบว่ำ Bifidobacerium longum ATCC 15708 ทั้งส่วนของเซลล์ (intact 
cells) และสำรที่หลั่งออกมำภำยในเซลล์ (intracellular free extracts)  มีฤทธิ์ในกำรยับยั้งปฏิกิริยำ
linoleic acid peroxidation ได้  32% และ 48% และมีฤทธิ์ ในกำรต้ำนออกซิเดชัน โดยมีค่ำ          
%DPPH scavenging activity เท่ำกับ 52% และ 42% (Lin and Chang, 2000) 
 
2.10  โยเกิร์ตนมถั่วเหลือง (soy yogurt) 
   2.10.1 ถั่วเหลือง (Soybean, Soya bean)  
          ชื่อวิทยำศำสตร์ คือ Glycine max (L.) Merr.   
          จัดอยู่ในวงศ์ คือ LEGUMINOSAE 
           ลักษณะทำงพฤกษศำสตร์ ต้นถั่วเหลืองมีล ำต้นตั้งตรง ลักษณะเป็นพุ่ม มีควำมสูง
ประมำณ 30-150 เซนติเมตร ล ำต้นมีขนปกคลุมอยู่ทั่วไป ยกเว้นในส่วนของใบเลี้ยงและกลีบดอก รำก
ถั่วเหลืองเป็นรำกแก้ว ซึ่งประกอบไปด้วยรำกแก้วที่เจริญมำจำกรำกแรกของต้น และมีรำกแขนงที่
เจริญมำจำกรำกแก้ว ส่วนบริเวณปมรำกนั้นเกิดจำกแบคทีเรียไรโซเบียมที่เข้ำไปอำศัยอยู่ ใบถั่วเหลือง
ระยะต้นอ่อนจะมีใบเลี้ยงใบจริงคู่แรกเป็นใบเดี่ยว โดยใบจริงที่เกิดขึ้นต่อมำจะเป็นใบประกอบแบบ   
3 ใบย่อย คือ มีใบย่อยด้ำนปลำย 1 ใบและมีใบย่อยด้ำนข้ำงอีก 2 ใบ ดอกถั่วเหลือง ออกดอกเป็นช่อ 
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มีช่อดอกเป็นแบบกระจะ ดอกมีสีขำวหรือสีม่วง โดยสีขำวเป็นลักษณะด้อย เมื่อดอกบำนเต็มที่จะมี
ขนำดประมำณ 3-8 มิลลิเมตร โดยดอกจะเกิดตำมมุมของก้ำนใบหรือตำมยอดของล ำต้น ฝักถ่ัวเหลือง 
ออกฝักเป็นกลุ่ม กลุ่มละประมำณ 2-10 ฝัก ที่ฝักมีขนสีเทำหรือสีน้ ำตำลปกคลุมอยู่ทั่วฝัก ฝักมีควำม
ยำวประมำณ 2 -7 เซนติ เมตร ในแต่ละฝักจะมี เมล็ดอยู่ประมำณ 1 -5 เมล็ด (Newell and 
Hymowitz, 1983) 
   2.10.2 ประโยชน์ของโยเกิร์ตนมถั่วเหลือง  
          โยเกิร์ตนมถั่วเหลือง คือ กำรใช้แบคทีเรียโพรไบโอติกในกำรหมักนมถั่วเหลือง 
เนื่องจำกถั่วเหลืองมีโปรตีนสูงจึงเป็นแหล่งโปรตีนที่ดีส ำหรับผู้ที่ไม่บริโภคเนื้อสัตว์ เพรำะถั่วเหลืองมี
คุณค่ำทำงโภชนำกำรใกล้เคียงกับโปรตีนจำกสัตว์ ถ้ำบริโภคถั่วเหลืองในปริมำณที่สูงพอ ร่ำงกำยจะ
ได้รับโปรตีนเพียงพอกับควำมต้องกำรได้ และเหมำะส ำหรับผู้ที่มีภำวะที่ไม่ทนต่อน้ ำตำลแลกโตส ซึ่ง
มักมีอำกำรปวดท้องเมื่อร่ำงกำยได้รับน้ ำตำลแลกโตสซึ่งพบมำกในน้ ำนมวัว ดังนั้นโยเกิร์ตจำกนมถั่ว
เหลืองจึงเป็นอีกทำงเลือกหนึ่งในกำรบริโภค ซึ่งมีประโยชน์ในด้ำนต่ำง ๆ ดังนี้ 
          2.10.2.1 ฤทธิ์ต้ำนมะเร็ง 

                     โปรตีนจำกถั่วเหลืองพบว่ำสำมำรถยับยั้งกำรบุกรุก ( invasion) ของ
เซลล์มะเร็งรังไข่โดยกำรควบคุมกำรแสดงของยีนยูโรไคเนส (urokinase) กำรบริโภคโยเกิร์ตถั่วเหลือง
สำมำรถช่วยยับยั้งเซลล์มะเร็งล ำไส้ของหนูทดลองที่เกิดจำกสำร Azoxymethane ซึ่งเหนี่ยวน ำให้เกิด
มะเร็งได้ (Kobayashi et al., 2004) สำรลูนำซิน (Lunasin) เป็นกรดอะมิโน (43-amino acid) ที่
ออกฤทธิ์ทำงชีวภำพซึ่งได้จำกถั่วเหลืองและพืชอ่ืน ๆ ซึ่งมีรำยงำนว่ำมีคุณสมบัติต้ำนกำรอักเสบและ
ต้ำนมะเร็ง (Xiao et al., 2005) ถั่วเหลืองประกอบไปด้วยไอโซฟลำโวน ( isoflavones) ซึ่งเป็นกลุ่ม
ของไฟโตเอสโตรเจน (phytoestrogens) ซึ่งสำมำรถลดควำมเสี่ยงของกำรเกิดมะเร็งเต้ำนมได้ ใน
ผู้หญิงที่ป่วยเป็นมะเร็งเต้ำนมเมื่อบริโภคผลิตภัณฑ์อำหำรจำกถั่วเหลืองสำมำรถลดควำมเสี่ยงต่อกำร
เสียชีวิตและกำรกลับมำเป็นมะเร็งซ้ ำอีกครั้ง (Hakkak et al., 2001) 
          2.10.2.2 ฤทธิ์ปรับภูมิคุ้มกัน 

                     โปรตีนจำกถ่ัวเหลืองมีฤทธิ์ในกำรปรับภูมิคุ้มกัน เนื่องจำกถ่ัวเหลืองมีโปรตีน
ไฮโดรไลเซต (protein hydrolysates) ซึ่ งเป็น โปรตีนที่ มีคุณสมบัติ ในกำรกระตุ้นภูมิคุ้ มกัน 
(immunostimulating peptide) ช่วยป้องกันอำกำรผมร่วงที่เกิดจำกกำรรักษำมะเร็งด้วยเคมีบ ำบัด
ซึ่งได้แยกมำจำกเอนไซม์ที่ย่อยโปรตีนถั่วเหลือง (Dia and Torres et al., 2009) ฤทธิ์ในกำรกระตุ้น
กำรจับกินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขำว (phagocytosis-stimulating activity) (Egusa and 
Otani, 2009) 
          2.10.2.3 ฤทธิ์ลดควำมดันโลหิต 

                     พบสำรยับยั้ งแองจิ โอ เทนซิน -คอนเวอร์ติ งเอนไซม์  (Angiotensin-
Converting Enzyme: ACE) หลำยชนิดในเอนไซม์ ไฮโดรไลเซต (protein hydrolysates) ของ
โปรตีนถั่วเหลือง (Hernandez-Ledesma et al., 2003) กำรหมักเปปไทด์ถั่วเหลืองจำกมิโซ (miso) 
และทเวนจัง (doenjang) ซึ่งแสดงให้เห็นว่ำมีฤทธิ์ยับยั้งเอนไซม์ ACE และไตรเปปไทด์ (tripeptides) 
(Val-Pro-Pro และ Ile-Pro-Pro) ในโยเกิร์ตถั่วเหลืองกำรย่อยโปรตีนของโพรไบโอติกจะช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภำพในกำรยับยั้งเอนไซม์ ACE (Crook and Penumalee 2002; Johnston, 1992) 
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          2.10.2.4. ฤทธิ์ลดคอเลสเตอรอล 
              กำรบริโภคโปรตีนถั่วเหลืองมำกกว่ำโปรตีนจำกสัตว์สำมำรถลดระดับ
คอเลสเตอรอล และไตรกลีเซอไรด์ในเลือด โดยไม่มีผลต่อระดับ high density lipoprotein (HDL) 
ในเลือด (Inoue et al. 2009 ; Anderson and Moore, 2004) กำรหมักโยเกิร์ตถั่วเหลืองด้วย
แบคทีเรีย Bifidobacterium จะช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลในพลำสมำ และลดไขมัน low-density 
lipoprotein (LDL) ในหนูทดลอง (Wang et al., 2004) โปรตีนจำกถั่วเหลืองจะช่วยลดระดับ
คอเลสเตอรอลในเลือดและป้องกันโรคหัวใจและหลอดเลือด ซึ่งไอโซฟลำโวน ( isoflavones) ใน
โยเกิร์ตถั่วเหลืองส่งผลในกำรป้องกันไขมัน LDL ในกำรเกิดออกซิเดชันได ้

    2.10.2.5 ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน 
                       ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน ซึ่งสำรจีนิสทีน (genistein) และเดดซีน (daidzein) 

จำกถ่ัวเหลืองสำมำรถช่วยปกป้องเซลล์จำกผลเสียหำยที่เกิดขึ้นจำกอนุมูลอิสระที่ท ำให้เกิดริ้วรอยและ
โรคต่ำง ๆ เช่น โรคหลอดเลือด ข้ออักเสบ และโรคแทรกซ้อนจำกโรคเบำหวำน โยเกิร์ตถั่วเหลืองมีสำร
ไอโซฟลำโวน (daidzein และ genistein) ซึ่งมีคุณสมบัติต้ำนออกซิเดชัน มีกำรศึกษำพบว่ำสำร      
ไอโซฟลำโวนมีฤทธิ์ในกำรลดกำรเกิดออกซิเดชันในกำรเกิดไขมัน LDL โดยมีควำมส ำคัญในกำรป้องกัน
ควำมเสียหำยของโรคหลอดเลือด ซึ่งมีกำรศึกษำในชำยและหญิงชำวญี่ปุ่นพบว่ำสำรไอโซฟลำโวนอะ
ไกลโคน (isoflavone aglycones) มีกำรดูดซึมได้ดีกว่ำกลูโคไซด์ (glucosides) ซึ่งในโยเกิร์ตถั่ว
เหลืองมีไอโซฟลำโวนอะไกลโคนที่สำมำรถดูดซึมได้ง่ำยในล ำไส้เล็กได้อย่ำงรวดเร็ว (Kikuchi-
Hayakawa et al., 2000) 
 
2.11  โยเกิร์ตนมอัลมอนด์ 
 2.11.1 อัลมอนด์ (Almond) 
        ชื่อวิทยำศำสตร์ คือ Prunus dulcis 
               อยู่ในวงศ์ คือ ROSACEAE 
           ลักษณะทำงพฤกษศำสตร์ เป็นพืชตระกูลถั่ว ล ำต้นเป็นพืชยืนต้น มีล ำต้นเดี่ยว แตกกิ่ง
ก้ำนมีทรงพุ่ม ล ำต้นมีลักษณะกลม ๆ เป็นไม้เนื้อแข็ง มีเปลือกหนำแข็งมีสีน้ ำตำล รำกมีระบบรำกแก้ว 
แทงลึกลงในดิน มีลักษณะทรงกลม มีรำกแขนงแตกฝอยเล็ก ๆ ออกมำจำกรำกแก้ว มีสีน้ ำตำล ใบเป็น
ใบเดี่ยว  มีใบออกตรงข้ำมกัน ใบมีลักษณะทรงรี ขอบหยัก มีก้ำนใบรองรับ มีขนอ่อน ๆ ปกคลุม มีสี
เขียว ดอกออกเดี่ยว ออกที่ซอกใบ ดอกมีลักษณะทรงกลม กลีบดอกจะมีสีชมพู หรือสีขำว มีก้ำนช่อ
ดอกสั้น ผลเป็นผลเดี่ยว มีลักษณะทรงกลมรี มีขนอ่อน ๆ ปกคลุม ผลอ่อนมีสีเขียว ผลแก่เปลือกแตก
ออกมีสีน้ ำตำล ข้ำงในมีเมล็ดมีเปลือกหนำแข็ง มีสีน้ ำตำล เมล็ดมีเปลือกหนำแข็งหุ้มเมล็ดอยู่ มีสี
น้ ำตำล ภำยในมีเมล็ดอยู่ มีลักษณะทรงกลมรี มีรอยลึกตำมยำว มีเยื่อบำงมีสีน้ ำตำลหุ้มเมล็ดอยู่ ข้ำง
ในมีเนื้อ สีขำวนวล มีรสชำติมัน (Ladizinsky, 1999) 
 2.11.2 ประโยชน์ของโยเกิร์ตนมอัลมอนด์ 
       โยเกิร์ตนมอัลมอนด์เป็นกำรน ำแบคทีเรียโพรไบโอติกไปใช้ในกำรหมักนมอัลมอนด์ ซ่ึงอัล
มอนด์เป็นแหล่งโปรตีนที่ดีส ำหรับผู้ที่ไม่บริโภคเนื้อสัตว์ และนมอัลมอนด์มีปริมำณแคลอรี่น้อยกว่ำ
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นมวัว เหมำะส ำหรับผู้ที่ต้องกำรควบคุมน้ ำหนัก และผู้ที่มีภำวะที่ไม่ทนต่อน้ ำตำลแลกโตส ดังนั้น
โยเกิร์ตจำกนมอัลมอนด์จึงเป็นอีกทำงเลือกหนึ่งในกำรบริโภค ซึ่งมีประโยชน์ในด้ำนต่ำง ๆ ดังนี้ 
       2.11.2.1 ฤทธิ์ปรับภูมิคุ้มกัน 
                    มีกำรศึกษำพบว่ำนมอัลมอนด์หมักกับแบคทีเรียโพรไบโอติก คือ B. longum 
CECT 4551 และ L. rhamnosus CECT 278 มี กำรตอบสนองทำงระบบภู มิ คุ้ มกั นที่ ดี ผ่ ำน         
แมกโครเฟจ (macrophages) และไม่ก่อให้เกิดผลเสียเกี่ยวกับกำรดูดซึมอำหำรของเยื่อบุล ำไส้เล็ก 
และกำรบ่มแบคทีเรียโพรไบโอติกร่วมกัน บำงสำยพันธุ์ให้ผลดีเกี่ยวกับกำรดูดซึมธำตุเหล็กในเซลล์เยื่อ
บุล ำไส้เล็ก กำรหมักนมอัลมอนด์กับแบคทีเรียโพรไบโอติกอำจเป็นประโยชน์ส ำหรับกำรดูดซึม
สำรอำหำรในล ำไล้เล็กได้ (Bernata et al., 2015) 
       2.11.2.2 ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชัน 
                    อัลมอนด์มีวิตำมินอี (vitamin E) สูงมำก ซึ่งนมอัลมอนด์เป็นแหล่งวิตำมินอีที่
ได้จำกธรรมชำติ โดยวิตำมินอีเป็นสำรต้ำนออกซิเดชันที่มีฤทธิ์ต้ำนกำรอักเสบและภำวะเครียด
ออกซิเดชันที่เกิดขึ้นในร่ำงกำย ซึ่งจะช่วยป้องกันโรคหัวใจ โรคมะเร็ง และอำจส่งผลดีต่อกระดูกและ
ดวงตำ นอกจำกนี้วิตำมินอียังส่งผลดีต่อสมองอย่ำงมีนัยส ำคัญ จำกกำรศึกษำที่ผ่ำนมำพบว่ำช่วยเพ่ิม
ควำมจ ำและยังลดควำมเสี่ยงต่อกำรเกิดโรคโรคอัลไซเมอร์ (La Fata et al., 2014) 
       2.11.2.3 กำรแพ้น้ ำตำลแลกโตส (lactose intolerance)  
                    กำรแพ้น้ ำตำลแลกโตสเป็นภำวะที่ร่ำงกำยไม่สำมำรถย่อยแลกโตส ซึ่งเป็น
น้ ำตำลในนมได้ สำเหตุเกิดจำกกำรขำดเอนไซม์แลกเตส (lactase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ย่อยแลกโตสให้แตก
ตัว ควำมบกพร่องนี้อำจเกิดจำกพันธุกรรม อำยุหรือปัจจัยอ่ืน ๆ กำรแพ้อำจก่อให้เกิดอำกำรปวดท้อง 
และอำกำรท้องอืด ท้องเฟ้อ ซึ่งพบว่ำประชำกรทั่วโลกมีกำรแพ้น้ ำตำลแลกโตสถึงร้อยละ 75 โดย
พบว่ำทวีปยุโรปมีอัตรำกำรแพ้ร้อยละ 5-17 และทวีปอเมริกำใต้ แอฟริกำ และเอเชียมีอัตรำกำรแพ้
ร้อยละ 50-100 (Rienzo et al., 2013) ซึ่งนมอัลมอนด์ไม่มีน้ ำตำลแลกโตสจึงเป็นทำงเลือกที่
เหมำะสมส ำหรับผู้ที่แพ้น้ ำตำลแลกโตส 
 
2.12  งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
   ใน ค.ศ. 2012 กำรศึกษำของ Abubakr และคณะ ได้ศึกษำฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันของนมที่หมัก
ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก ด้วยวิธี DPPH assay และ ferrous chelating activity (FCA) พบว่ำมี 7 
ไอโซเลต ที่มีฤทธิ์ในกำรย่อยสลำยโปรตีน (proteolytic activity)  ในอำหำร skim milk agar และมี
ฤทธิ์ในกำรก ำจัดอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH assay ตั้งแต่ 14.7 ถึง 50.8% (v/v) หลังกำรหมัก 24 ถึง 
72 ชั่วโมง และทดสอบ FCA ซึ่งมีค่ำใกล้เคียงกันหลังจำก 72 ชั่วโมงของกำรหมักแบคทีเรียกรด      
แลคติก มีค่ ำระหว่ำง 41.8 ถึ ง 97.6%  (v/v) ส ำหรับกรดเอทิ ลีน ไดอำมีน เตตรำอำเซติก 
(Ethylenediaminetetraacetic acid: EDTA) ซ่ึงกำรศึกษำนี้แสดงให้เห็นว่ำแบคทีเรียกรดแลคติกมี
ศักยภำพที่จะน ำมำใช้ในกำรสร้ำงเปปไทด์ในนมที่มีฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันได้ (Abubakr et al., 2012)   
    ใน ค.ศ. 2015 กำรศึกษำของ Ji และคณะ ได้แยกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้ำน
ออกซิเดชัน ซึ่งเป็นโพรไบโอติกที่แยกได้จำกกิมจิและอุจจำระของทำรก ซึ่งสำมำรถแยกแบคทีเรียได้ 
คือ A1, A2, S1, S2 และ S3 เมื่อระบุสำยพันธุ์เป็น Lactobacillus sp. และแยก A3, A4, E1, E2, 
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E3 และ E4 ระบุสำยพันธุ์เป็นเชื้อ Leuconostoc sp. บนพ้ืนฐำนของคุณสมบัติทำงสรีรวิทยำและกำร
วิเครำะห์ลักษณะทำงพันธุกรรมโดยหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA และสำยพันธุ์ส่วนใหญ่
ได้รับกำรยืนยันว่ำปลอดภัยไม่มีเอนไซม์ในกำรย่อยสลำยเม็ดเลือดแดง และไม่ก่อให้เกิดเอนไซม์ที่เป็น
อันตรำย พบว่ำมี 11 ไอโซเลต ที่สำมำรถทนต่อกรดและเกลือน้ ำดีได้ และยังมีฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรียก่อ
โรคในทำงเดินอำหำรคือ Bacillus cereus, Listeria monocytogenes และ Escherichia coli และ
มีฤทธิ์ในกำรต้ำนออกซิเดชัน ซึ่งพบว่ำ A1, A3, S1 และ S3 สำมำรถน ำไปกำรพัฒนำเป็นอำหำรที่มี
ประโยชน์และผลิตภัณฑ์ที่เกี่ยวข้องกับสุขภำพ ซึ่งสำยพันธุ์เหล่ำนี้อำจมีส่วนช่วยในกำรป้องกันและ
ควบคุมโรคท่ีเกี่ยวข้องกับภำวะควำมเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress) ได้ (Ji et al., 2015) 
    ใน ค.ศ. 2016 กำรศึกษำของ Muniandya และคณะ ได้ศึกษำผลของโยเกิร์ตชำเขียว ชำขำว 
และชำด ำ (Camellia sinensis) ที่มีฤทธิ์ในกำรต้ำนออกซิเดชันโดยในกำรเก็บเป็นระยะเวลำ 21 วัน 
ที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส ซึ่งได้น ำโยเกิร์ตมำวิเครำะห์หำปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกทั้งหมด และ
ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันด้วยวิธี  DPPH, FRAP assay และ ferrous ion chelating (FIC) ซึ่งผลกำร
ทดลองพบว่ำโยเกิร์ตชำเขียวมีปริมำณสำรประกอบฟีนอลิกสูงที่สุดอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) 
ตำมด้วยโยเกิร์ตชำขำวและโยเกิร์ตชำด ำ และโยเกิร์ตชำเขียว ชำขำว และชำด ำ มีค่ำ FRAP และ FIC 
สูงกว่ำโยเกิร์ตธรรมดำอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) ในกำรเก็บรักษำไว้เป็นระยะเวลำ 21 วัน 
นอกจำกนี้ฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันของโยเกิร์ตชำทุกชนิดคงที่ตลอดช่วงกำรเก็บรักษำ สรุปได้ว่ำชำเขียว 
ชำขำวและชำด ำสำมำรถช่วยเสริมคุณสมบัติต้ำนออกซิเดชันของโยเกิร์ตและให้สำรต้ำนออกซิเดชัน
อย่ำงคงท่ีในช่วงกำรเก็บรักษำ (Muniandy et al., 2016) 
 



 
บทที่ 3 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

3.1  วัสดุอุปกรณ์และสำรเคมี 
 3.1.1 วัสดุอุปกรณ์และเครื่องมือ 

   3.1.1.1 ตู้บ่มเพาะเชื้อ (Incubator) บริษัท Bacthax Bangkok Equipment and 
chemical, ประเทศไทย    

   3.1.1.2 หม้อนึ่งความดัน (Autoclave) บริษัท Scientific promotion, ประเทศไทย 
   3.1.1.3 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar air flow)  บริษัท Scientific promotion, ประเทศไทย 
   3.1.1.4 ตู้อบแห้ง (Hot air oven) บริษัท Heraeus instruments, ประเทศเยอรมนี 

        3.1.1.5 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope) บริษัท Anti-mold Nikon 
   3.1.1.6 เครื่องวัด pH (pH meter) บริษัท Mettler Toledo, ประเทศไทย   
   3.1.1.7 เครื่องชั่ง (Balance) บริษัท Mettler Toledo, ประเทศไทย 
   3.1.1.8 เครื่องปั่น (Blender) บริษัท Mettlertech, ไต้หวัน   
   3.1.1.9 เตาความร้อน (Hot plate) บริษัท Gibthai, ประเทศไทย 
   3.1.1.10 เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิต่่า (Refrigerated centrifuge) บริษัท

EppendorfTM, ประเทศมาเลเซีย 
   3.1.1.11 เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) บริษัท Jenway, ประเทศจีน 
   3.1.1.12 เวอร์เนียคาลิปเปอร์ (Vernier Caliper) บริษัท Mitutoyo, ประเทศญี่ปุ่น 
   3.1.1.13 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) บริษัท Heraeus instruments, ประเทศ 

เยอรมนี  
 3.1.2 อำหำรเลี้ยงเชื้อและสำรเคมี 

   3.1.2.1 de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.2 de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.3 Mueller Hinton Agar (MHA agar) บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.4 Tryptic soy (TSA) agar บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.5 Tryptic soy broth (TSB) บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.6 Tetracycline บริษัท Applichem Panreac, ประเทศเยอรมนี 
   3.1.2.7 Ampicillin บริษัท Applichem Panreac, ประเทศเยอรมนี 
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   3.1.2.8 Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) บริษัท British Drug Houses  
Chemicals, ประเทศอังกฤษ 

   3.1.2.9 2,2-DiPhenyl-2-Picryl hydrazyl hydrate (DPPH) บริษัท Sigma-Aldrich  
Chemistry, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

   3.1.2.10 2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS•+) บริษัท  
Sigma-Aldrich Chemistry, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

   3.1.2.11 Alcohol บริษัท British Drug Houses Chemicals, ประเทศอังกฤษ 
   3.1.2.12 Methanol บริษัท British Drug Houses Chemicals, ประเทศอังกฤษ 
   3.1.2.13 hydrogen peroxide (H2O2) บริษัท British Drug Houses Chemicals,  

ประเทศอังกฤษ 
   3.1.2.14 Sodium chloride (NaCl) บริษัท Unilab Scientific, ประเทศนิวซีแลนด์ 
   3.1.2.15 Disodium Hydrogenphosphate (Na2HPO4.2H2O) บริษัท Unilab 

Scientific, ประเทศนิวซีแลนด์ 
   3.1.2.16 Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) บริษัท Unilab Scientific, 

ประเทศนิวซีแลนด์ 
   3.1.2.17 Hydrochloric acid (HCl) บริษัท British Drug Houses Chemicals, ประเทศ

อังกฤษ 
   3.1.2.18 Sodium hydroxide (NaOH) บริษัท British Drug Houses Chemicals,  

ประเทศอังกฤษ 
   3.1.2.19 Crystal violet บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.2.20 Safranin O บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.3.21 Glacial acetic acid บริษัท British Drug Houses Chemicals, ประเทศ 

อังกฤษ 
   3.1.3.22 นมถั่วเหลืองส่าเร็จรูป รสจืด ชนิดพาสเจอร์ไรส์  
   3.1.3.23 L-ascorbic acid (Vitamin C) บริษัท Sigma-Aldrich Chemistry, ประเทศ 

สหรัฐอเมริกา 
   3.1.3.24 Potassium persulphate (K2O8S2) บริษัท Unilab Scientific, ประเทศ

นิวซีแลนด์ 
   3.1.3.25 Sodium acetate (CH3COONa .3H2O) บริษัท Unilab Scientific, ประเทศ

นิวซีแลนด์ 
   3.1.3.26 2,4,6-tri[2-pyridyl]-s-triazine (TPTZ) บริษัท Acros Organics, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
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   3.1.3.27 Ferric chloride hexahydrate (FeCl3-6H2O) บริษัท Unilab Scientific, 
ประเทศนิวซีแลนด์ 

   3.1.3.28 นมอัลมอนด์ รสธรรมชาติ แบบยูเอชที 
   3.1.3.29 Blood agar กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข, ประเทศไทย 
   3.1.3.30 DNase agar บริษัท HiMedia, ประเทศอินเดีย 
   3.1.3.31 Folin-Ciocalteu reagent บริษัท Sigma-Aldrich Chemistry, ประเทศ 

สหรัฐอเมริกา 
   3.1.3.32 Sodium carbonate (Na2CO3) บริษัท Unilab Scientific, ประเทศนิวซีแลนด์ 
 

3.2  วิธีกำรทดลอง 
 3.2.1 กำรคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจำกอำหำรหมักดอง 

   3.2.1.1 การเก็บตัวอย่างอาหารหมักดอง 
              เก็บตัวอย่างอาหารหมักดอง ได้แก่ ปลาส้ม ปลาร้า ปลาจ่อม ไส้กรอกหมู หม่่า 

ส้มหมู ไส้กรอกวัว ส้มกุ้ง ผักดอง หน่อไม้ดอง และหน่อไม้ส้ม เป็นต้น โดยเก็บตัวอย่างอาหารจาก
ตลาด ร้านค้า ในเขตอ่าเภอวารินช่าราบ จังหวัดอุบลราชธานี  

   3.2.1.2 การแยกแบคทีเรียกรดแลคติก  
             น่าตัวอย่างอาหารหมักดองอย่างละ 10 กรัม เติมลงในน้่าเกลือ (normal saline 

0.9% w/v) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมสารโดยใช้เครื่องปั่น (blender) เป็นเวลา 5 นาที แล้วน่าไป
เพาะเลี้ยงบนอาหาร MRS agar ท่าการเจือจางแบบอนุกรม 10 เท่า (ten-fold dilution) จากนั้น
น่าไปเกลี่ยให้ทั่ว (spread) บนหน้าอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    
24 ชั่วโมง สังเกตโคโลนีที่ขึ้นบนอาหาร MRS agar โดยคัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะสีขาว ขุ่น ขอบเรียบ
นูน และแยกเชื้ออีกครั้งเพ่ือท่าให้บริสุทธิ์โดยน่าไปขีด (streak) บนอาหาร MRS agar จนได้โคโลนี
เดี่ยว (single colony) และน่าโคโลนีเดี่ยวที่ได้ไปเลี้ยงในอาหาร MRS broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เพ่ือน่าไปทดลองข้ันต่อไป (Batdorj et al., 2006)  

   3.2.1.3 การย้อมสีแกรม (Gram stain) 
             น่าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แล้วเขี่ยเชื้อลงบนแผ่นสไลด์ยอมดวยสารละลายคริสตัลไว
โอเลต (crystal violet) เปนเวลา 1 นาที เทสีทิ้งพรอมทั้งหยดสารละลายไอโอดีนเปนเวลา 1 นาที  
เทสารละลายไอโอดีนทิ้งพรอมทั้งหยดเอธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) ลางแผนสไลดดวยน้่ากลั่น 
แลวจึงยอมสีด้วยสารละลายซาฟลานินโอ (safranin O) เปนเวลา 1 นาที ลางดวยน้่ากลั่นอีกครั้ง 
ซับแผนสไลดใหแหง น่าไปตรวจสอบรูปร่างเซลล สังเกตการจัดเรียงตัวโดยใชกลองจุลทรรศน ซึ่ง
แบคทีเรียกรดแลคติกจะย้อมสีติดสีม่วงของคริสตัลไวโอเลต และมีลักษณะรูปร่างแท่งและรูปร่างกลม 
(Kaban and Kaya, 2008)  
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   3.2.1.4 การทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Catalase test) 
             น่าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชั่วโมง แลวเขี่ยเชื้อบนกระดาษกรองที่หยดสารละลายไฮโดรเจน
เพอรออกไซด (H2O2) ความเข้มข้น 3% (v/v) ถาพบโคโลนีเกิดฟองอากาศ แสดงวาแบคทีเรียนั้นให
ผลเปนบวกแสดงว่าแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซม์คะตะเลสได้ สวนโคโลนีที่ไมเปลี่ยนแปลงจะใหผล
ลบแสดงวาแบคทีเรียไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกจะไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส 
(catalase negative) โดยใช้แบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923 เป็นตัวควบคุม
ผลบวก (positive control) (Kaban and Kaya, 2008)  
 3.2.2 กำรทดสอบฤทธิ์ต้ำนออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติก 

   3.2.2.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 
             น่าแบคทีเรียกรดแลคติกเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง น่ามาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง ที่
ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ค่าดูดกลืนแสงอยู่ช่วงระหว่าง 0.08-0.10 มีเชื้อแบคทีเรียประมาณ 
1.5 x 108 CFU/mL) และน่า 1 มิลลิลิตรของเชื้อแบคที เรีย  เติมลงใน MRS broth ปริมาตร           
9 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน่าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่น
เหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิต่่า จ่านวน 4,000 รอบต่อนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที น่าส่วนใส (supernatant) ของแบคทีเรียกรดแลคติกมาทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วย
วิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay 

  3.2.2.2 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay  
             การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay โดยด่าเนินการตามวิธีของ

Shimada และคณะ (Shimada et al., 1992) เตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์ 
(w/v) โดยการละลายสาร DPPH (2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl) กับเมทานอล จากนั้นเติมส่วน
ใสของแบคทีเรียกรดแลคติก ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่หลอดทดลองและเติมสารละลาย DPPH 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลายเข้าด้วยกัน แล้วบ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยใช้ MRS broth เป็นตัวควบคุมเปล่า 
(blank) และใช้โทรลอกซ์ (trolox) กับวิตามินซี (vitamin C) ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 (w/v) เป็นสาร
มาตรฐาน และค่านวณหาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจากสมการ 3.1 

 
 DPPH scavenging activity (%) = [1- (Abssample/ Abscontrol)] x 100%   (3.1) 

 
 โดย Abssample = ค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียกรดแลคติกกับสารละลาย DPPH และ  
       Abscontrol = ค่าดูดกลืนแสงของ MRS broth กับสารละลาย DPPH 

3.2.2.3 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS assay  
                การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี  ABTS assay โดยด่าเนินการตามวิธีของ 

Re และคณะ (Re et al., 1999) โดยการเตรียมอนุมูลอิสระ ABTS•+ จากการท่าปฏิกิริยาของ
สารละลาย  ABTS (2,2′-azino-bis (3 -ethylbenzothiazoline-6 -sulfonic acid)) ความเข้มข้น      
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7 มิลลิโมลาร์ (w/v) กับโพแทสเซียมเปอร์ซัลเฟต ความเข้มข้น 2.45 มิลลิโมลาร์ ในอัตราส่วน 
(1:1,v/v) ทิ้งไว้ประมาณ 4-16 ชั่วโมงจนกว่าปฏิกิริยาจะเสร็จสมบูรณ์ จากนั้นน่าสารละลาย ABTS•+ 
มาเจือจางด้วยน้่ากลั่นเพ่ือปรับให้ค่าการดูดกลืนแสงอยู่ในช่วงประมาณ 0.700 ± 0.05 ที่ความยาว
คลื่น 734 นาโนเมตร และผสมสารละลาย ABTS•+ ปริมาตร 3.9 มิลลิลิตร กับส่วนใสของแบคทีเรีย
กรดแลคติก จ่านวน 0.1 มิลลิลิตร บ่มในที่มืด เป็นเวลา 4 นาท ีที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน่ามาวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร และใช้โทรลอกซ์ (trolox) กับวิตามินซี (vitamin C) 
ความเข้มข้น 0.5% น้่าหนักต่อปริมาตร เป็นสารมาตรฐาน ซึ่งฤทธิ์ต้านออกซิเดชันค่านวณโดยใช้
สมการ 3.2 
 
 % ABTS scavenging ability = [Abscontrol - (Abscontrol / Abscontrol)] x 100%   (3.2) 

 
 โดย Abssample = ค่าดูดกลืนแสงของแบคทีเรียกรดแลคติกกับสารละลาย ABTS และ  
       Abscontrol = ค่าดูดกลืนแสงของ MRS broth กับสารละลาย ABTS 

3.2.2.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี FRAP assay 
                การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี  FRAP (Ferric reducing antioxidant 
power)  assay โดยด่าเนินการตามวิธีของ Benzie และ Strain (Benzie and Strain, 1996) เตรียม
สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์ (300 mM (w/v), pH 3.6) โดยน่า 3.1 กรัม ของโซเดียมอะซิเตตผสมกับ
กรดแกลเชียลแอซีติก (glacial acetic acid) ปริมาตร 16 มิลลิลิตร  และปรับปริมาตรขั้นสุดท้าย
เพ่ิมขึ้นเป็น 1000 มิลลิลิตรด้วยน้่ากลั่น และเตรียมสารละลาย FRAP โดยการผสม 10 มิลลิลิตร ของ
สารละลายโซเดียมอะซิเตตความเข้มข้น 300 mM (pH 3.6) กับ 1 มิลลิลิตรของสารละลาย TPTZ 
(2,4,6-tri[2-pyridyl]-s-triazine) ความเข้มข้น 10 mM (v/v) (10 mM TPTZ ใน 40 mM HCl) และ
สารละลายเฟอร์ริคคลอไรด์  (FeCl3-6H2O) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร กับน้่ากลั่น 1.2 มิลลิลิตร น่าส่วน
ใส (supernatant) ของแบคทีเรียกรดแลคติก จ่านวน 30 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย FRAP 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารและบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 4 นาที จากนั้นน่ามาวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 593 นาโนเมตร เพ่ือค่านวณการดูดกลืนแสงส่าหรับแต่ละตัวอย่าง โดยใช้ 
FeSO47H2O เป็นสารมาตรฐาน (1 ถึง 8 mM)  
 3.2.3  กำรทดสอบคุณสมบัติกำรเป็นโพรไบโอติก 

   3.2.3.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร 
                        ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี  cylinder 
plate method ซึ่งด่าเนินการตามวิธีของ Plein และ Plein (Plein and Plein, 1957) โดยการ
เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารทั้ง 4 สายพันธุ์ คือ Escherichia coli ATCC 25922, 
Salmonella typhimurium DMST 562, Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Bacillus 
cereus DMST 5040 ในอาหาร TSB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่าการปรับความขุ่นของแบคทีเรียก่อโรคแต่ละชนิดโดยน่าไปวัดความขุ่นด้วย
เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ค่าดูดกลืนแสงอยู่ช่วงระหว่าง OD    
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0.08-0.10 จากนั้นน่ามาป้าย (swab) ลงบนผิวหน้าอาหาร MHA agar  วาง cylinder cup บนหน้า
อาหาร น่าแบคทีเรียกรดแลคติกไปปั่นเหวี่ยงที่ 4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลา 
10 นาที จากนั้นน่าส่วนใส (supernatant) มากรองด้วยกระดาษกรอง แล้วน่าไปเติมลงใน cylinder 
cup ที่วางบน MHA ซึ่งยาปฏิชีวนะเตตราไซคลิน (tetracycline) และแอมพิซิลลิน (ampicillin) เป็น
ตัวควบคุมผลบวก (positive control) และ MRS broth เป็นตัวควบคุมผลลบ (negative control) 
บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ท่าการทดลอง 3 ซ้่า 2 การทดลอง บันทึกผลโดยวัด
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง (zone of inhibition) ด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์ได้ค่าเป็น
มิลลิเมตรแสดงค่าเป็นค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) 

   3.2.3.2 การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะในทางเดินอาหาร 
              3.2.3.2.1 ทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะกรด โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย

กรดแลคติกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา     
24 ชั่วโมง จากนั้นน่าเชื้อแบคทีเรียมาปรับความขุ่นด้วยเครื่อง วัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น    
625 นาโนเมตร ให้ค่าดูดกลืนแสงอยู่ในช่วงระหว่าง OD 0.08-0.10 มีเชื้อโดยประมาณ 1.5 x 108 
CFU/mL) โดยน่า 1 มิลลิลิตร ของเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้วเติมลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่ มี 
pH 2, pH 3 และ pH 6.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ซึ่งปรับค่า pH ด้วยสารละลายไฮโดรคลอริค (HCI) 
ความเขมขน 2 นอร์มอล และโซเดียมไฮดรอกไซด NaOH) ความเขมขน 2 นอรมอล น่าไปบ่มที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 3 ชั่วโมง และท่าการเจือจางและเกลี่ยให้ทั่ว (spread) 
บนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมง ท่าการทดลอง 3 ซ้่า 
2 การทดลอง ท่าการนับจ่านวนโคโลนีและค่านวณค่า CFU/mL ดังสมการ 3.3 และแสดงค่าเป็น
ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) (Hassanzadazar et al., 2012) และค่านวณค่าร้อย
ละของการรอดชีวิต (% survival) ดังสมการ 3.4 

 
 จ่านวนแบคทีเรีย (CFU/mL) = จ่านวนโคโลนีบนจานอาหาร X ระดับความเจือจาง  (3.3) 

ปริมาณตัวอย่างท่ีเติมลงในจานอาหาร 
 
วิธีการค่านวณค่าร้อยละของการรอดชีวิต (% survival) 
 
 ร้อยละของการรอดชีวิต (% survival) = จ่านวนแบคทีเรียหลังการบ่ม X 100  (3.4) 

           จ่านวนแบคทีเรียเริ่มต้น 
 

            3.2.3.2.2 การทดสอบความสามารถในการทนตอเกลือน้่าดี โดยเพาะเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน่าเชื้อแบคทีเรียมาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
625 นาโนเมตร ให้ค่า OD อยู่ในช่วงระหว่าง 0.08-0.10 มีเชื้อโดยประมาณ 1.5 x 108 CFU/mL โดย
น่า 1 มิลลิลิตร ของเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้วเติมลงในอาหาร MRS broth ที่มีการเติมเกลือน้่าดีความ
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เข้มข้นร้อยละ 0.15 (w/v) และร้อยละ 0.30 (w/v) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่ อุณหภูมิ          
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 4 ชั่วโมง ท่าการเจือจางและเกลี่ยให้ทั่ว (spread) บนอาหาร 
MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชั่วโมงท่าการทดลอง 3 ซ้่า 2 การ
ทดลอง ท่าการนับจ่านวนโคโลนีและค่านวณค่า  CFU/mL ดังสมการ 3.5 และแสดงค่าเป็น     
ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean ± SD) (Gilliland et al., 1984) และค่านวณค่าร้อยละของ
การรอดชีวิต (% survival) ดังสมการ 3.6 

 
 จ่านวนแบคทีเรีย (CFU/mL) = จ่านวนโคโลนีบนจานอาหาร X ระดับความเจือจาง  (3.5) 

ปริมาณตัวอย่างท่ีเติมลงในจานอาหาร 
 
วิธีการค่านวณค่าร้อยละของการรอดชีวิต (% survival) 
 
 ร้อยละของการรอดชีวิต (% survival) = จ่านวนแบคทีเรียหลังการบ่ม X 100   (3.6) 

           จ่านวนแบคทีเรียเริ่มต้น 
 
 3.2.4  กำรทดสอบด้ำนควำมปลอดภัยของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ 

     3.2.4.1 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotic susceptibility)  
                ในการศึกษาความไวต่อยาปฎิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้โดย

วิธี disk diffusion ตามวิธีการของ Ortu และคณะ (Ortu et al., 2007) โดยท่าการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นน่าเชื้อแบคทีเรียมาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร 
ให้ค่า OD อยู่ในช่วงระหว่าง 0.08-0.10 มีเชื้อประมาณ 1.5 x 108 CFU/mL ใช้ไม้พันส่าลีที่ปราศจาก
เชื้อจุ่มลงในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย แล้วป้ายลงผิวหน้าของอาหาร MRS agar ให้ทั่วจานเพาะเชื้อ 
จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะ (antibiotic disk) ที่เติมยาปฏิชีวนะ ประกอบด้วย streptomycin (S) 
10 µg, gentamicin (CN) 10 µg, tetracycline (TE) 30 µg, penilcillin (P) 10 µg, vancomycin 
(VA) 30 µg, erythromycin (E) 15 µg, chloramphenicol (C) 30 µg, kanamycin (K) 30 µg, 
ampicillin (AMP) 10 µg, norfloxacin (NOR) 10 µg, ofloxacin (ORX) 5 µg, ciprofloxacin 
(CIP) 5 µg, imipenem (IMP) 10 µg, meropenem (MEM) 10 µg แ ล ะ  ceftazidime (CAZ)    
30 µg  ลงบนผิวหน้าของอาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผล
ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกได้โดยสังเกตบริเวณใส (clear zone) รอบ 
antibiotic disk และท่าการวัดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณใสที่ เกิดขึ้น บันทึกผลและแปล
ความหมายตาม National Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) โดยถ้าเชื้อมี
ความไวต่อยาปฏิชีวนะจะบันทึกในรูปของ sensitive (S) มีความไวต่อยาปฏิชีวนะปานกลางบันทึก
เป็น intermediate (I) และด้ือต่อยาปฏิชีวนะบันทึกเป็น resistant (R) (Jorgensen et al., 2010) 
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     3.2.4.2 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Haemolytic activity) 
                น่าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่เพาะเลี้ยงบน

อาหาร MRS agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลวน่ามาขีด (streak) บน
อาหาร Blood agar ที่ผสมเลือดแกะ (sheep blood) บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา   
48 ชั่วโมง สังเกตบริเวณใสรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยแบคทีเรียกรดแลคติกจะไม่มี
บริเวณใส (clear halos) เกิดข้ึน โดยโคโลนีของเชื้อไม่เปลี่ยนแปลง ซึ่งเป็นกลุ่ม  gamma-hemolysis 
ซึ่งจะได้รับเลือกเป็นโพรไบโอติกที่มีศักยภาพ ในขณะที่กลุ่ม beta-hemolysis จะมีการย่อยสลายเม็ด
เลือดแดงแบบสมบูรณ์เกิดวงใสสีเหลือง (clear hemolysis zone) และกลุ่ม alpha-hemolysis เกิด
วงใสสีเขียวรอบโคโลนีของเชื้อ (greenish halo) จะไม่ได้การรับการคัดเลือกเป็นแบคทีเรียโพรไบโอ
ติก โดยใช้แบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923 เป็นตัวควบคุมผลบวก (positive 
control) (Angmo et al., 2016) 

     3.2.4.3 การทดสอบการผลิตเอนไซมดี์เอ็นเอส (DNase activity)  
                การทดสอบการผลิตเอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส (deoxyribonuclease: 

DNase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการสลายพันธะระหว่างหมู่ฟอสเฟตและน้่าตาลที่เป็นโครงสร้าง
หลักในโมเลกุลของดีเอ็นเอ ท่าการทดสอบโดยน่าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของแบคทีเรียกรด  
แลคติกที่เพาะเลี้ยงบนอาหาร MRS agar บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง     
แลวน่ามาหยด (spot) บนอาหาร DNase agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
เติมสารละลายไฮโดรคลอริค (HCI) ความเขมขน 1 นอร์มอล ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มเป็นเวลา 5 นาที 
ถ้าแบคทีเรียมีการผลิตเอนไซม์ดีเอ็นเอส (DNase) จะเกิดวงใสรอบ ๆ โคโลนี  โดยน่าแบคทีเรีย 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 เป็ น ตั ว ค ว บ คุ ม ผ ล บ ว ก  (positive control) แ ล ะ 
Staphylococcus epidermidis DMST15505 เป็นตัวควบคุมผลลบ (negative control) (Han et 
al., 2015) 
 3.2.5 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S ribosomal DNA 

    การวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรม  โดยการหาล่าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  16S 
ribosomal DNA (rDNA) ซึ่งท่าการวิเคราะห์โดยหน่วยความร่วมมือการวิจัยด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพ 
และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งมหาวิทยาลัยมหิดล และมหาวิทยาลัยโอซาก้าหรือ (MU-OU: CRC) 
เปรียบเทียบล่าดับเบสของยีน 16S rDNA ของตัวอย่างแบคทีเรียกรดแลคติกกับข้อมูลในฐานข้อมูล 
GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST 
 3.2.6 กำรทดสอบสภำวะท่ีเหมำะสมในกำรเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ 

    โดยน่าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่คัดเลือกจากอาหารหมักดอง มา
เพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นน่า
แบคทีเรียมาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ค่าการ
ดูดกลืนแสงอยู่ ในช่วงระหว่าง OD 0.08-0.10 มีเชื้อโดยประมาณ 1.5 x 108 CFU/mL โดยน่า         
1 มิลลิลิตร ของเชื้อที่ปรับความขุ่นแล้วเติมลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น่าเชื้อไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุม
อุณหภูมิต่่าที่ 4,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ฟอสเฟต จ่านวน 2 รอบ ท่าการถ่ายแบคทีเรียโพรไบโอติก       
1% (v/v) มีแบคทีเรียโดยประมาณ 1.5 x 106 CFU/mL และ 3% (v/v) มีแบคทีเรียโดยประมาณ   
4.5 x 106 CFU/mL เติมในน้่านมถั่วเหลือง และนมอัลมอนด์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ท่าการนับจ่านวนโคโลนีและวัดค่าความเป็น
กรด-ด่าง ระหว่างการหมักท่ีเวลา 0, 4, 8, 12, 16, 18, 20 และ 24 ชั่วโมง (Opara et al., 2013) 
 3.2.7 กำรประเมินผลิตภัณฑ์และคุณสมบัติกำรต้ำนออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัล
มอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 
       3.2.7.1 การนับจ่านวนแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีชีวิต 
        หมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
0, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง และน่านมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลง
ในน้่าเกลือที่ปราศจากเชื้อ (normal saline 0.9% w/v) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วท่า
การเจือจางแบบอนุกรม 10 เท่า (ten-fold serial dilution) จากนั้นเกลี่ยให้ทั่ว (spread) บนหน้า
อาหาร MRS agar บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ่านวนโคโลนีและ
ค่านวณค่า CFU/mL ดังสมการ 3.7 ท่าการทดลอง 3 ซ่้า 

 
 จ่านวนแบคทีเรีย (CFU/mL) = จ่านวนโคโลนีบนจานอาหาร X ระดับความเจือจาง  (3.7) 

ปริมาณตัวอย่างท่ีเติมลงในจานอาหาร 
 

       3.2.7.2 การวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง ของนมหมัก 
        วัดการเปลี่ยนแปลงค่า pH ของน้่านมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ระหว่าง
การหมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 0, 6, 12, 18 และ 24 ชั่วโมง โดยใช้เครื่อง pH 
meter โดยท่าการทดลอง 3 ซ้่า 
       3.2.7.3 การเตรียมสารสกัดน้่าจากนมถั่วเหลืองหมักและนมอัลมอนด์หมัก  
        การเตรียมสารสกัดด่าเนินการโดยดัดแปลงจากวิธีของ Muniandy และคณะ 
(Muniandy et al., 2016) น่านมหมักปริมาณ 10 กรัม มาปรับค่า pH ให้เป็นกรดที่ค่า pH 4.0 ด้วย
การเติม HCl (0.1 M) จากนั้นบ่มเป็นเวลา   10 นาที ในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส และน่าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิต่่าที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปรับค่า pH ของส่วนใส (supernatant) 
เท่ากับค่า pH 7.0 ด้วยการเติม NaOH (0.1 โมลาร์) และน่าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อ
นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น่าส่วนใส (supernatant) ไปวิเคราะห์ฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชัน  



33 
 

       3.2.7.4 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay  
        น่าสารสกัดน้่าจากนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก จ่านวน 800 ไมโครลิตร 
ผสมกับ 1 มิลลิลิตร ของสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 mM แล้วบ่มในที่มืดเป็นเวลา 30 นาที 
ที่อุณหภูมิห้อง และวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร โดยใช้เมทานอลเป็นแบลงก์ 
(blank) และน่าเมทานอล ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลาย DPPH ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เป็นตัวควบคุม (control) ท่าการทดลอง 3 ซ้่า โดยเปรียบเทียบกับนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่
ไม่ได้หมัก และค่านวณฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจากสมการ 3.8 (Muniandy et al., 2016) 

 
 % DPPH scavenging activity= [1- (Abssample/Abscontrol)] x 100%    (3.8) 

 
 ซ่ึง   Abssample = ค่าการดูดกลืนแสงสารสกัดจากนมหมักกับสารละลาย DPPH และ 
     Abscontrol = ค่าการดูดกลืนแสงของเมทานอลกับสารละลาย DPPH 
 

       3.2.7.5 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS assay  
        เตรียมสารละลาย ABTS ความเข้มข้น 7 mM ในน้่ากลั่น เตรียมสารอนุมูลอิสระ 
ABTS (ABTS radical cations) จากปฏิกิริยาของสารละลาย ABTS ที่เตรียมไว้ผสมกับโพแทสเซียม
เปอร์ซัลเฟต (K2S2O8) ความเข้มข้น  2.45 mM (ในอัตราส่วน 1:1 v/v) บ่มในที่มืดโดยหุ้มด้วย
อลูมิเนียมฟอยล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางสารละลาย ABTS ด้วยน้่ากลั่น ซึ่งวัดค่าดูดกลืน
แสงอยู่ในช่วง OD 0.700 ± 0.05  ที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร จากนั้นน่าสารละลาย ABTS 
ปริมาตร 3.9 มิลลิลิตร ผสมกับสารสกัดน้่าจากนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร หุ้มด้วยอลูมิเนียมฟอยล์และบ่มในที่มืด เป็นเวลา 45 วินาที ที่อุณหภูมิห้อง และน่ามาวัดค่า
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 734 นาโนเมตร ท่าการทดลอง 3 ซ้่า และเปรียบเทียบกับนมถั่วเหลือง
และนมอัลมอนดท์ี่ไม่ได้หมัก ค่านวณฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจากสมการ 3.9 (Re and et al., 1999) 

 
 % ABTS scavenging ability = [Abscontrol -(Abssample / Abscontrol)] × 100%   (3.9) 

 
 ซ่ึง Abssample = ค่าดูดกลืนแสงของสารสกัดน้่าจากนมหมักกับสารละลาย ABTS และ 
   Abscontrol = ค่าดูดกลืนแสงของเอทานอลกับสารละลาย ABTS 
 
       3.2.7.6 การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี FRAP assay  
        เตรียมสารละลาย FRAP reagent โดยการผสมสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร์ 
(300 mM) กับ  2,4,6-tri (2-pyridyl) -s-triazine (TPTZ) reagent (10 mM) และสารละลาย  20 
mM FeCl3 ในอัตราส่วน 10: 1: 1 จากนั้นน่า FRAP reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมลงในสารสกัด
น้่าของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมสารละลายบ่ม ในอ่างควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที และน่ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น            
593 นาโนเมตร โดยใช้น้่ากลั่นเป็น blank ท่าการทดลอง 3 ซ้่าและเปรียบเทียบกับนมถั่วเหลืองและ
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นมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมัก โดยใช้ FeSO47H2O เป็นสารมาตรฐาน (0.4 ถึง 2 mM) (Benzie and 
Strain, 1996) 
       3.2.7.7 การทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด  
          เติมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 7% (w/v) ปริมาตร 
3 มิลลิลิตร และเติมสารสกัดน้่าจากนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสาร
ให้เข้ากัน แล้วเติมสาร Folin-Ciocalteu reagent ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
30 นาที และน่าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 725 นาโนเมตร โดยใช้กรดแกลลิก (gallic acid) 
เป็นสารมาตรฐาน (50 ถึง 300 มิลลิกรัมต่อลิตร) (Xiao et al., 2015) 
 3.2.8 กำรศึกษำควำมคงตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก เมื่อเก็บรักษำที่อุณหภูมิ   
4 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำ 4 สัปดำห์  
          โดยน่าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน มาเพาะเลี้ยงในอาหาร MRS broth 
บ่มที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะแบบที่มีออกซิเจน เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นน่า
แบคทีเรียมาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ค่าดูดกลืน
แสงอยู่ในช่วงระหว่าง OD 0.08-0.10 มีแบคทีเรียประมาณ 1.5 x 108 CFU/mL โดยน่า 1 มิลลิลิตร 
ของแบคทีเรียที่ปรับความขุ่นแล้วเติมลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น่าไปบ่มที่
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น่าไปหมุนเหวี่ยงที่  4,000 rpm ที่ อุณหภูมิ            
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัพเฟอร์ 
จ่านวน 2 รอบ ท่าการถ่ายเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 3% (v/v) มี
แบคทีเรียประมาณ 4.5 x 106 CFU/mL เติมในน้่านมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ ปริมาตรละ 100 
มิลลิลิตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เก็บ
รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4 สัปดาห์ ท่าการนับจ่านวนโคโลนีและวัด pH และ
ทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันตามข้อ 3.2.7 โดยบันทึกผลการศึกษาทุก ๆ สัปดาห์เป็นระยะเวลา        
4 สัปดาห์ 
 3.2.9 กำรศึกษำเปรียบเทียบคุณสมบัตกิำรต้ำนออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์
ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสำยพันธุ์ต่ำง ๆ  
          น่าแบคทีเรียกรดแลคติกจ่านวน 3 ไอโซเลต คือ แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต A62 
เป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้ในการศึกษาวิจัยนี้  แบคทีเรีย F3 แยกได้จากปลาส้มจาก
งานวิจัยวิทยานิพนธ์ของนางสาวลัดดาวัลย์ ยืนยาว และแบคทีเรีย M47 แยกได้จากผักกาดดองจาก
งานวิจัยสารนิพนธ์ของนางสาวชฎาภรณ์ นวจองพันธ์ และนางสาวอนัญญา วงษ์ดรมา โดยแบคทีเรีย
ทั้งสามไอโซเลตเป็นแบคทีเรียที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ท่าการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกใน
อาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16  ชั่วโมง จากนั้นน่าเชื้อแบคทีเรีย
มาปรับความขุ่นด้วยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร ให้ค่าดูดกลืนแสงอยู่
ในช่วงระหว่าง  OD 0.08-0.10 มีเชื้อประมาณ 1.5 x 108 CFU/mL โดยน่า 1 มิลลิลิตร ของเชื้อที่
ปรับความขุ่นแล้ ว เติมลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น่ าไปบ่มที่ อุณหภูมิ              
37 องศาเซล เซี ยส  เป็ น เวลา 16 ชั่ ว โมง น่ า เชื้ อ ไปหมุน เหวี่ ย งที่  4 ,000  rpm ที่ อุณ หภู มิ                  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
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จ่านวน 2 รอบ ท่าการถ่ายเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติก ที่ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 3% (v/v) มี
เชื้อประมาณ 4.5 x 106 CFU/mL เติมในน้่านมถั่วเหลือง และนมอัลมอนด์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันตามข้อ 3.2.7 โดยบันทึกผล
การศึกษาทุก ๆ 6 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
 
 3.2.10  สถิติที่ใช้ในงำนวิจัย 
         ผลการทดลองแสดงเป็น ค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±SD) ผลการทดสอบ
ได้รับการประเมินโดยการทดสอบสถิติ one-way ANOVA โดยใช้แบบทดสอบ Tukey post-hoc 
test ใช้โปรแกรมซอฟต์แวร์ SPSS รุ่น 16 ก่าหนดระดับนัยส่าคัญไว้ที่ค่า p<0.05 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
 

 ผลการศึกษาวิจัย หัวข้อเรื่อง การคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรด
แลคติกในอาหารหมักดอง เพ่ือการพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยมีการ
คัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกและศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกที่มีศักยภาพ และมีฤทธิ์ ต้าน
ออกซิเดชัน ซึ่งผลการทดลองแสดงดังนี้ 

 
4.1  ผลการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง 
 จากการเก็บตัวอย่างอาหารหมักดอง จ านวน 17 ตัวอย่าง ได้แก่ ปลาส้ม ปลาร้า ส้มไข่ปลา (ไข่
ปลาหมัก) หน่อไม้ส้ม (หน่อไม้ดอง) ส้มปลาน้อย (ปลาหมัก) กุ้งจ่อม (กุ้งหมัก) หม่ าขี้ปลา (ข้ีปลาหมัก)  
กระเทียมดอง ไส้กรอกหมู ไส้กรอกวัว กะปิ และหม่ าวัว โดยเก็บตัวอย่างอาหารจากตลาดวาริน 
อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี เมื่ อน าตัวอย่างอาหารหมักดองมาท าการเจือจาง และ
เพาะเลี้ยงลงบนอาหาร MRS agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่มีออกซิเจน เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นท าการเลือกโคโลนีแบบสุ่มจ านวน 10 โคโลนีต่อ 1 ตัวอย่าง โดยเลือกโคโลนีที่มี
ลักษณะกลม นูน ผิวหน้ามันวาว ผิวเรียบ สีขาวใส หรือสีขาวขุ่น น าไปขีด (streak) บนอาหาร MRS 
agar จนไดโคโลนีเดี่ยว (single colony) จ านวนทั้งหมด 150 ไอโซเลต จากนั้นน ามาตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรมและตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ และทดสอบการ
สร้างเอนไซม์คะตะเลส พบว่าแบคทีเรียที่ติดสีม่วงหรือแกรมบวก และแบคทีเรียที่ไม่สร้างเอนไซม์คะ
ตะเลส ซึ่งเป็นคุณสมบัติเบื้องต้นของแบคทีเรียกรดแลคติก มีจ านวนทั้งหมด 70 ไอโซเลต โดยมี
ลักษณะรูปร่างกลม (coccus) จ านวน 28 ไอโซเลต รูปร่างแท่ง (bacilli) จ านวน 24 ไอโซเลต และ
รูปร่างท่อนสั้นเกือบกลม (coccobacilli) จ านวน 18 ไอโซเลต ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 ข้อมูลแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดอง 
 

ไอโซเลต ชนิดอาหาร ผลทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส รูปร่าง 

A1 ส้มไข่ปลา ผลลบ กลม 
A2 ส้มไข่ปลา ผลลบ แท่ง 
A3 ส้มไข่ปลา ผลลบ กลม 
A4 ส้มไข่ปลา ผลลบ แท่ง 
A5 ส้มไข่ปลา ผลลบ ท่อนสั้น 
A6 ส้มไข่ปลา ผลลบ กลม 
A7 ส้มไข่ปลา ผลลบ แท่ง 
A8 ส้มไข่ปลา ผลลบ แท่ง 
A9 ไส้กรอกหมู 1 ผลลบ กลม 
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ตารางท่ี 4.1 ข้อมูลแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดอง (ต่อ) 
 

ไอโซเลต ชนิดอาหาร ผลทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส รูปร่าง 
A10 ไส้กรอกหมู 1 ผลลบ แท่ง 
A11 ไส้กรอกหมู 1 ผลลบ กลม 
A12 ไส้กรอกหมู 1 ผลลบ กลม 
A13 ไส้กรอกหมู 1 ผลลบ กลม 
A14 ปลาร้า 2 ผลลบ กลม 
A15 ปลาร้า 2 ผลลบ กลม 
A16 ปลาร้า 2 ผลลบ กลม 
A17 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A18 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ กลม 
A19 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ แท่ง 
A20 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A21 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A22 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A23 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A24 ไส้กรอกหมู 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A25 หน่อไม้ดอง ผลลบ ท่อนสั้น 
A26 หน่อไม้ดอง ผลลบ ท่อนสั้น 
A27 หน่อไม้ดอง ผลลบ แท่ง 
A28 หน่อไม้ดอง ผลลบ แท่ง 
A29 หน่อไม้ดอง ผลลบ แท่ง 
A30 หน่อไม้ดอง ผลลบ แท่ง 
A31 ปูดอง ผลลบ ท่อนสั้น 
A32 ปูดอง ผลลบ กลม 
A33 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ แท่ง 
A34 ปูดอง ผลลบ กลม 
A35 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A36 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ กลม 
A37 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ กลม 
A38 ไส้กรอกวัว 1 ผลลบ ท่อนสั้น 
A39 ไส้กรอกวัว 1 ผลลบ กลม 
A40 ไส้กรอกวัว 1 ผลลบ ท่อนสั้น 
A41 ไส้กรอกวัว 1 ผลลบ แท่ง 
A42 ไส้กรอกวัว 1 ผลลบ ท่อนสั้น 
A43 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A44 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A45 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A46 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
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ตารางท่ี 4.1 ข้อมูลแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดอง (ต่อ) 
 

ไอโซเลต ชนิดอาหาร ผลทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส รูปร่าง 
A45 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A46 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A47 ปลาสม้ 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A48 ปลาสม้ 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A49 ปลาสม้ 2 ผลลบ แท่ง 
A50 ปลาสม้ 2 ผลลบ กลม 
A51 ปลาสม้ 2 ผลลบ กลม 
A52 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A53 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A54 กุ้งจ่อม ผลลบ แท่ง 
A55 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A56 หม่ าวัว ผลลบ ท่อนสั้น 
A57 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A58 หม่ าวัว ผลลบ แท่ง 
A59 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A60 หม่ าวัว ผลลบ กลม 
A61 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A62 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A63 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A64 ปลาสม้ 1 ผลลบ แท่ง 
A65 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A66 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A67 ปลาสม้ 1 ผลลบ กลม 
A68 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ ท่อนสั้น 
A69 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ แท่ง 
A70 ไส้กรอกวัว 2 ผลลบ แท่ง 

 
แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวนทั้งหมด 70 ไอโซเลต แยกมาได้จากอาหารหมักดองชนิดต่าง ๆ 

ได้แก่ ส้มไข่ปลา (8 ไอโซเลต) ไส้กรอกหมู (13 ไอโซเลต) ปลาร้า (3 ไอโซเลต) หน่อไม้ดอง (6 ไอโซ
เลต) ปูดอง (3 ไอโซเลต) ไส้กรอกวัว (12 ไอโซเลต) ปลาส้ม (16 ไอโซเลต) หม่ าวัว (9 ไอโซเลต) และ
กุ้งจ่อม (1 ไอโซเลต) จากผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถพบในอาหารหมักดอง 
ประเภทปลาส้มมากที่สุดคือ 16 ไอโซเลต รองลงมาคือ ไส้กรอกหมู ไส้กรอกวัว หม่ าวัว ส้มไข่ปลา 
หน่อไม้ดอง ปลาร้า ปูดอง และกุ้งจ่อม ตามล าดับ ซ่ึงรายละเอียดแสดงในตารางที่ 4.1 และภาพที่ 4.1 
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ภาพที่ 4.1 จ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดองแต่ละประเภท 
 
4.2  ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติก   
 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้
ทั้งหมด 70 ไอโซเลต และน ามาทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay ซึ่งการทดสอบฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว แต่วิธีการทดสอบนี้มีความไวต่อ
ปฏิกิริยาจากปัจจัยต่าง ๆ เช่น เวลาและอุณหภูมิในการทดลอง เป็นต้น วิธีการนี้จึงเหมาะส าหรับการ
ทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเบื้องต้นเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันดีที่สุด 
และเพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจึงจ าเป็นต้องทดสอบด้วยวิธีอ่ืน ซึ่งผลการทดสอบฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay โดยน าส่วนใส (supernatant) ของแบคทเีรียกรดแลคติกจ านวน
ทั้ง 70 ไอโซเลต ซึ่งส่วนใส (supernatant) ประกอบด้วยสารที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้น โดยมี
การศึกษาพบว่าส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติในการต้านออกซิเดชัน (Xing et al., 
2015) ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.2  
 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด  
28 ไอโซเลต ที่แสดงค่า %DPPH scavenging activity มากกว่า 50%  คือ  A1, A2, A3, A6, A11, 
A13, A14, A18, A19, A22, A23, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A40, A45, A46, A47, A48, 
A53, A54, A55, A62, A63 และ A67 ซึ่งการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay เป็น
การทดสอบเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเบื้องต้นในคัดเลือกแบคทีเรีย
กรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติต้านออกซิเดชันดังนั้นจึงน าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 28 ไอโซเลตข้างต้น 
มาทดสอบฤทธิ์ต้ านออกซิ เดชันด้วยวิธี  ABTS assay และ FRAP assay เพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้ าน
ออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยกลไกการต้านออกซิเดชันต่าง ๆ ซึ่งผลการทดลองแสดงใน
ตารางที่ 4.3 
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ตารางท่ี 4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay (mean±SD; n=3x2) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติก ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันทดสอบด้วยวิธี DPPH assay 
(% DPPH Scavenging activity) 

A1 50.04±4.29 
A2 54.08±15.46 
A3 58.26±12.58 
A4 47.27±4.58 
A5 46.91±2.21 
A6 55.04±1.02 
A7 30.56±1.13 
A8 41.46±4.04 
A9 45.82±1.97 
A10 15.39±2.96 
A11 50.63±2.12 
A12 45.54±2.04 
A13 58.03±3.20 
A14 50.31±0.69 
A15 45.95±4.86 
A16 47.82±1.96 
A17 45.45±4.69 
A18 54.67±0.90 
A19 57.53±1.04 
A20 45.00±1.44 
A21 43.86±1.29 
A22 51.13±2.40 
A23 76.56±1.65 
A24 51.90±5.38 
A25 76.56±1.65 
A26 51.90±5.38 
A27 87.23±2.53 
A28 92.87±2.45 
A29 77.92±1.73 
A30 32.56±1.08 
A31 9.94±1.65 
A32 37.87±1.90 
A33 35.46±3.89 
A34 35.92±3.15 
A35 33.96±4.37 
A36 29.42±2.35 
A37 43.36±5.23 
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ตารางท่ี 4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay (mean±SD; n=3x2)  
                (ต่อ) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติก ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันทดสอบด้วยวิธี DPPH assay 
(% DPPH Scavenging activity) 

A38 37.60±5.90 
A39 14.21±1.45 
A40 70.66±3.98 
A41 37.10±2.51 
A42 23.66±1.46 
A43 23.43±1.08 
A44 9.30±1.10 
A45 52.08±2.21 
A46 60.58±1.37 
A47 52.72±2.00 
A48 58.99±3.14 
A49 46.36±6.83 
A50 42.09±2.48 
A51 37.32±1.65 
A52 40.96±2.79 
A53 53.95±4.98 
A54 55.04±2.03 
A55 66.93±0.07 
A56 46.09±1.93 
A57 34.33±2.71 
A58 49.90±2.53 
A59 27.24±1.06 
A60 44.18±3.81 
A61 41.55±5.07 
A62 73.97±6.69 
A63 55.63±6.54 
A64 27.83±9.44 
A65 36.96±3.74 
A66 37.01±5.07 
A67 52.17±2.25 
A68 42.37±1.11 
A69 32.65±3.51 
A70 39.60±3.10 

trolox 92.56±0.26 
Vitamin C 84.27±1.35 



42 

ตารางท่ี 4.3 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS assay และวิธี FRAP assay  
                (mean±SD; n=3x2) 
 

 
แบคทีเรียกรด

แลคติก 

ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
ABTS assay 

(%ABTS scavenging ability) 
FRAP assay 

(FeSO4 mM of LAB) 

A1 43.78±0.96 0.73±0.01 
A2 37.78±0.65 0.75±0.01 
A3 54.23±0.74 0.97±0.01 
A6 48.47±1.26 0.79±0.01 
A11 49.25±0.96 0.78±0.00 
A13 54.42±1.29 0.87±0.00 
A14 57.28±1.20 1.05±0.00 
A18 65.89±0.52 0.93±0.01 
A19 72.95±0.79 0.88±0.00 
A22 63.18±1.59 0.75±0.01 
A23 60.03±1.45 0.86±0.01 
A24 79.72±1.09 1.24±0.03 
A25 66.61±1.39 1.07±0.00 
A26 65.45±1.01 1.03±0.03 
A27 57.23±0.98 1.00±0.01 
A28 52.34±1.20 1.00±0.01 
A29 52.10±0.76 0.99±0.01 
A40 57.52±0.82 0.92±0.01 
A45 67.48±1.16 0.68±0.01 
A46 60.86±2.18 0.91±0.00 
A47 64.39±1.23 0.91±0.01 
A48 63.03±1.09 0.92±0.00 
A53 64.63±1.12 0.93±0.01 
A54 55.05±1.31 0.81±0.01 
A55 55.58±0.76 0.84±0.01 
A62 89.30±1.37 1.74±0.10 
A63 85.67±0.96 0.95±0.01 
A67 54.81±0.58 0.85±0.00 

trolox 96.32±1.55 3.75±0.02 
Vitamin C  96.17±1.55 3.78±0.10 
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ภาพที่ 4.2 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี DPPH assay, ABTS assay และวิธี FRAP assay ทั้งหมด 28 ไอโซเลต 
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 ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 28 ไอโซเลตที่คัดเลือกได้ มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
แตกต่างกันไปตามคุณสมบัติของแต่ละไอโซเลต โดยแสดงค่าร้อยละ DPPH scavenging activity อยู่
ระหว่าง 50.04 - 92.87 และมีค่าร้อยละ ABTS scavenging ability เท่ากับ 37.78 – 89.30 และมี
ค่า FRAP values อยู่ระหว่าง 0.68 – 1.74 FeSO4 mM ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A24, 
A28, A29, A62 และ A63 แสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่น่าสนใจ แต่ต้องมีการศึกษาคุณสมบัติอ่ืน ๆ 
เพ่ือการน าไปพัฒนาเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติที่ดีและมีความปลอดภัยต่อไป 
 
4.3  ผลการทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก 
 การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ือน าไปใช้เป็นโพรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดย
ศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นในการเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกดังต่อไปนี้ 
 4.3.1 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร   
      จากผลการทดลองสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ ดี
จ านวน 28 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางที่ 4.1 และตารางที่ 4.2 ดังนั้นจึงน าแบคทีเรียกรดแลคติก 
ทั้งหมด 28 ไอโซเลต มาทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียโพรไบโอติกเบื้องต้น โดยการทดสอบฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 4 ชนิด ประกอบด้วยแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดิน
อาหารที่เป็นตัวแทนของแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli ATCC 25922 และ Salmonella 
typhimurium DMST 562 ส่วนแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารที่เป็นตัวแทนของแบคทีเรีย
แกรมบวก คือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Bacillus cereus DMST 5040 ซึ่งท า
การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียด้วยวิธี cylinder plate method 
      จากการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารพบว่าแบคทีเรียกรด   
แลคติก จ านวน 6 ไอโซเลต มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ดีและสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในทางเดิน
อาหารได้ทั้ง 4 ชนิด คือ แบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A25, A27, A28, A29, A40 และ A62 ซึ่งมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้ง (Inhibition zones) มากกว่า 10 มิลลิเมตร ในการ
คัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่มี เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้ง
มากกว่า 20 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ดีมาก (strong 

inhibition) ส่วนแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้งที่เกิดขึ้นระหว่าง 
10-20 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ปานกลาง (intermediate 
inhibition) และแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้งที่เกิดขึ้นน้อยกว่า  
10 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งจุลชีพได้น้อย (low inhibition) ซึ่งผลการ
ทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารของแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 28 ไอโซเลต 
แสดงในตารางที่ 4.4 
      การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ือน ามาศึกษาคุณสมบัติการเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติก
ที่ดี โดยผลการศึกษาคุณสมบัติการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่
มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันและฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคที่ดีที่สุด คือ แบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A25, 
A27, A28, A29, A40 และ A62 ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 6 ไอโซเลต ไป
ทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกที่ดีคือการทดสอบคุณสมบัติการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดี 
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ตารางท่ี 4.4 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารของแบคทีเรียกรดแลคติก  
                (mean±SD; n=3x2) 
 

แบคทีเรีย
กรดแลคติก 

ฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 

E. coli  
ATCC 25922 

S. typhimurium  
DMST 562 

S. aureus  
ATCC 25923 

B. cereus  
DMST 5040 

A1 8.63±0.23 12.50±2.06 11.66±2.06 11.63±0.61 
A3 8.16±0.12 10.10±0.91 9.13±0.91 13.23±1.60 
A6 8.50±0.52 12.06±1.04 10.60±1.04 11.03±0.58 
A14 8.36±0.46 8.66±0.42 8.73±0.42 9.80±0.50 
A18 8.36±0.81 12.13±1.08 9.63±1.08 10.40±1.66 
A19 11.00±1.57 14.16±0.52 11.8±0.52 10.03±1.21 
A23 9.20 ±0.36 11.80±2.02 10.30±2.02 10.20±2.88 
A24 9.50 ±1.54 13.46±0.50 10.23±0.50 10.30±0.90 
A25 11.30± 0.75 14.23±0.60 10.33±0.60 10.66±1.85 
A26 10.86 ±1.80 13.80±0.95 11.16±0.95 13.80±1.83 
A27 10.80 ±2.17 11.76±1.00 10.80±1.00 13.46±2.84 
A28 10.13 ±1.17 12.90±0.26 11.70±0.26 12.10±2.00 
A29 10.06± 1.12 14.20±3.70 12.20±3.70 12.76±3.20 
A45 10.73± 0.91 13.70±0.93 12.03±0.93 9.86±1.39 
A46 8.53 ±0.15 13.73±1.76 9.50±1.76 9.76±0.29 
A48 10.46 ±1.71 14.16±0.25 14.13±0.25 11.40±2.39 
A49 8.90 ±1.51 12.56±1.95 12.80±1.95 13.13±2.06 
A54 11.33± 1.42 13.60±1.96 10.23±1.96 11.76±0.30 
A55 9.83 ±1.38 14.36±1.26 11.43±1.26 11.10±1.86 
A62 11.30 ±1.24 15.36±0.50 12.56±1.79 13.03±2.07 
A2 9.00 ±1.04 14.30±2.19 13.03±1.47 10.23±1.12 
A13 8.86 ±0.47 13.13±1.58 11.90±0.85 11.33±2.68 
A40 11.26 ±1.88 16.13±1.20 11.10±2.76 12.16±0.81 
A53 10.16±1.25 14.63±0.99 9.53±0.83 11.03±1.91 
A61 9.13±0.64 13.76±2.75 11.43±0.06 10.73±0.98 
A11 9.66±1.12 13.16±2.91 11.80±2.77 10.83±1.69 
A22 11.00 ±1.58 14.23±0.40 13.06±0.25 13.70±1.20 
A47 8.93± 1.02 12.76±1.14 10.00±2.44 12.50±0.87 

tetracycline 8.46 ±0.40 23.20±0.60 31.00±0.78 32.23±3.95 
ampicillin 7.83± 0.51 26.53±1.07 35.63±2.33 15.00±2.35 
MRS broth 0.00 0.00 0.00 0.00 
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 4.3.2 ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหาร 
     4.3.2.1 ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะกรด ท าการทดสอบโดยการเติม
แบคทีเรียกรดแลคติกลงในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่  pH 2, pH 3 และ pH 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เวลา 3 ชั่วโมง ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.3 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.3 ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดของแบคทีเรียกรดแลคติก แสดง 
              ค่าเป็น mean±SD เครื่องหมาย (*) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
              (p<0.05, n=3x2) 
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 การศึกษาคุณสมบัติการทนต่อสภาวะในทางเดินอาหารของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลต 
คือ A25, A27, A28, A29, A40 และ A62 โดยทดสอบการทนต่อสภาวะกรดที่ pH 2, pH 3 และ   
pH 6.5 ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะในระบบทางเดินอาหารในส่วนของกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเป็น
กรด ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกจะต้องทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารเพ่ือก่อให้เกิดประโยชน์
สูงสุดแก่ร่างกาย ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย A25, A27, A28 และ A62 สามารถทนต่อสภาวะกรด
ที่ pH 2 ได้ นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรีย A25, A29 และ A62 สามารถทนต่อสภาวะกรดที่ pH 3 ได้ 
โดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลต มีค่าร้อยละการรอดชีวิตมากกว่า 100 เมื่อบ่มที่ pH 6.5 
ระยะเวลา 3 ชั่วโมง ซ่ึงสามารถแสดงค่าร้อยละการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติก ดังภาพที่ 4.4 
 

 
 

ภาพที่ 4.4 ร้อยละการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติกเมื่อบ่มในสภาวะกรดระยะเวลา 3 ชั่วโมง 
 
 ความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลต เมื่อพิจารณาค่า
ร้อยละการรอดชีวิตพบว่าแบคทีเรียกรดเเลคติกแต่ละไอโซเลตมีอัตราการรอดชีวิตได้ในสภาวะที่
แตกต่างกัน โดยพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถทนต่อสภาวะกรดทั้ง pH 2 และ pH 3 ได้ดีคือ
แบคทีเรีย A25 และ A62  
     4.3.2.2 ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะเกลือน้ าดี ท าการทดสอบโดยการ
บ่มแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS broth ที่เติมเกลือน้ าดีความเข้มข้นร้อยละ 0.15 (w/v) และ
เติมเกลือน้ าดีความเข้มข้นร้อยละ 0.30 (w/v) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 4 
ชั่วโมง ท าการนับจ านวนโคโลนีและค านวณค่า CFU/mL ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.5 
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ภาพที่ 4.5 ผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อเกลือน้ าดีของแบคทีเรียกรดแลคติกแสดงค่า 
              เป็น mean±SD เครื่องหมาย (*) มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   
              (p<0.05, n=3x2) 
 
 ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลต สามารถทนต่อเกลือน้ าดีทีค่วามเข้มข้น
ร้อยละ 0.15 และเกลือน้ าดีความเข้มข้นร้อยละ 0.30 ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะในระบบทางเดิน
อาหารในส่วนของล าไส้เล็กที่มีการหลั่งของเกลือน้ าดี  โดยหลังจากการบ่ม 4 ชั่วโมง พบว่าปริมาณ
แบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเริ่มต้น แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติก
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สามารถรอดชีวิตและเจริญได้ในสภาวะที่มีการหลั่งเกลือน้ าดีในระบบทางเดินอาหาร และพบว่า
แบคทีเรีย A40 และ A62 มีการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกเพ่ิมสูงขึ้น เมื่อบ่มในอาหาร MRS 
broth ทีเ่ติมเกลือน้ าดีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงในภาพที่ 4.5 เมื่อพิจารณา ค่าร้อย
ละการรอดชีวิตพบว่าแบคทีเรียกรดเเลคติกแต่ละไอโซเลตมีร้อยละการรอดชีวิตได้ในสภาวะที่แตกต่าง
กัน ซึ่งพบว่าแบคทีเรียทั้ง 6 ไอโซเลต สามารถทนต่อสภาวะเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.15 และ
ความเข้มข้นร้อยละ 0.30 โดยมีร้อยละค่าของการรอดชีวิตมากกว่า 100 หลังการบ่มเมื่อเวลาผ่านไป 
4 ชั่วโมง ดังผลที่แสดงในภาพ 4.6 
 

 
 

ภาพที่ 4.6 ร้อยละการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติกเมื่อบ่มในเกลือน้ าดี ระยะเวลา 4 ชั่วโมง 
 
 จากผลการทดลองที่ผ่านมาจึงได้ท าการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
และมีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีดี โดยผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข 
A62 มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันดีที่สุด จากผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันทั้ง 3 วิธี คือ DPPH assay, 
ABTS assay และ FRAP assay และเมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร คือ 
Escherichia coli ATCC 2 5 92 2 , Salmonella typhimurium DMST 5 62, Staphylococcus 
aureus ATCC 25923 และ Bacillus cereus DMST 5040  พบว่าแบคทีเรีย A62 สามารถยับยั้ง
แบคทีเรียก่อโรคทั้ง 4 สายพันธุ์ได้ดีที่สุด และนอกจากนี้แบคทีเรีย A62 ยังมีความสามารถในการทน
ต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดีได้ดี ดังนั้นจึงคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 ซึ่งเป็น
แบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีศักยภาพดีที่สุด ซึ่งแสดงคุณสมบัติดังตารางที่ 4.5 
 ดังนั้นการศึกษาขั้นตอนต่อไปจึงน าแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 ไปทดสอบคุณสมบัติ
ด้านความปลอดภัยเบื้องต้น เพ่ือเป็นข้อมูลส าหรับการน าไปใช้ประโยชน์ต่อไป  

85

95

105

115

125

135

145

A25 A27 A28 A29 A40 A62

%
 su

rv
iva

l o
f L

AB

LAB
MRS broth 0.15% 0.30%



44 
 

ตารางท่ี 4.5 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย และคุณสมบัติการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดีของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 
 
 
LAB 

ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
(Antioxidant activity) 

(mean±SD) 

ฤทธิ์ต้านแบคทีเรีย  
(Antibacterial activity) (zone of inhibition) 

(mm) (mean±SD) 

คุณสมบัติการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดี 
(จ านวนแบคทีเรียท่ีมีชีวิต; log CFU/mL)  

DPPH 
assay 

% DPPH  
scavenging 

ABTS 
assay 

%ABTS 
scavenging 

FRAP 
assay 
(FeSO4 
mM) E. 

co
li 
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m
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B.
 c

er
eu
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การทนสภาวะกรดเม่ือเวลาผา่นไป 3 ชม.  
(Acid Tolerance) 

(mean±SD) 

การทนเกลือน้ าดีเม่ือเวลาผ่านไป 4 ชม. 
(Bile Salt Tolerance) 

(mean±SD) 
pH 2 pH 3 pH 6.5 0.00% 

(MRS broth) 
0.15% 0.30% 

 
A25 

 

 
76.56±1.65 

 
66.66±1.39 

 
1.07±0.00 

 
11.30±0.75 

 
14.23±0.60 

 
10.33±0.60 

 
10.66±1.85 

 
6.96±0.04 

 
7.11±0.19 

 
7.37±0.48 

 
6.62±0.06 

 
7.45±0.14 

 
7.63±0.04 

 
A27 

 

 
87.23±2.53 

 
57.23±0.98 

 
1.00±0.01 

 
10.80±2.17 

 
11.76±1.00 

 
10.80±1.00 

 
13.46±2.84 

 
6.76±0.10 

 
6.79±0.05 

 
7.49±0.18 

 
6.48±0.05 

 
6.78±0.03 

 
6.65±0.12 

 
A28 

 

 
92.87±2.45 

 
52.34±1.20 

 
1.00±0.01 

 
10.13±1.17 

 
12.90±0.26 

 
11.70±0.26 

 
12.10±2.00 

 
6.11±0.04 

 
6.28±0.41 

 
6.61±0.12 

 
6.09±0.74 

 
7.61±0.03 

 
7.52±0.15 

 
A29 

 

 
77.92±1.73 

 
52.10±0.76 

 
0.99±0.01 

 
10.06±1.12 

 
14.20±3.70 

 
12.20±3.70 

 
12.76±3.20 

 
6.02±0.07 

 
6.03±0.33 

 
6.26±0.05 

 
5.99±0.72 

 
7.03±0.01 

 
7.00±0.04 

 
A40 

 

 
70.66±3.98 

 
57.52±0.82 

 
0.92±0.01 

 
11.26±1.88 

 
16.13±1.20 

 
11.10±2.76 

 
12.16±0.81 

 
6.06±0.08 

 
6.13±0.00 

 
6.53±0.08 

 
6.59±0.15 

 
8.02±0.01 

 
8.00±0.03 

 
A62 

 

 
73.97±6.69 

 
89.30±1.37 

 
1.74±0.10 

 
11.30±1.24 

 
15.36±0.50 

 
12.56±1.79 

 
13.03±2.07 

 
7.13±0.05 

 
7.09±0.10 

 
7.15±0.25 

 
6.65±0.10 

 
7.99±0.02 

 
7.99±0.13 
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4.4  ผลการทดสอบคุณสมบัติเบื้องต้นด้านความปลอดภัยของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ 
 4.4.1 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotic susceptibility)  
         ทดสอบความไวของแบคทีเรียหมายเลข A62 ต่อยาปฏิชีวนะจ านวน 15 ชนิด ตรวจสอบ
ผลโดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้ง (inhibition zone) ด้วยเวอร์เนียคาลิปเปอร์ได้ค่า
เป็นมิลลิเมตรแสดงค่าเป็น mean ± SD บันทึกผลและแปลความหมายตาม National Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) โดยถ้าแบคทีเรียมีความไวต่อยาปฏิชีวนะจะบันทึกเป็น 
Sensitive (S) มีความไวต่อยาปฏิชีวนะปานกลางแปลผลเป็น Intermediate (I) และไม่ไวต่อยา
ปฏิชีวนะแปลผลเป็น Resistant (R) ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตารางท่ี 4.6 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62  
                (mean±SD; n=3x2) 
 

ชนิดของยาปฏิชีวนะ เส้นผ่านศูนย์กลางของโซนยับยั้ง 
(มิลลิเมตร) 

รูปแบบความไวต่อ 
ยาปฏิชีวนะ (CLSI)  

Streptomycin (S) 10 µg 0.00 R 
Gentamicin (CN) 10 µg 9.06 ± 0.15 R 
Tetracycline (TE) 30 µg 15.43 ± 3.90 S 
Penilcillin (P) 10 µg 25.86 ± 1.98 S 
Vancomycin (VA) 30 µg 0.00 R 
Erythromycin (E) 15 µg 27.13 ± 2.41 S 
Chloramphenicol (C) 30 µg 19.73 ± 3.94 S 
Kanamycin (K) 30 µg 0.00 R 
Ampicillin (AMP) 10 µg 23.50 ± 2.44 S 
Norfloxacin (NOR) 10 µg 0.00 R 
Ofloxacin (ORX) 5 µg 8.40 ± 0.60 R 
Ciprofloxacin (CIP) 5 µg 0.00 R 
Imipenem (IMP) 10 µg 20.00 ± 2.70 S 
Meropenem (MEM) 10 µg 13.93 ± 0.96 S 
Ceftazidime (CAZ) 30 µg 11.70 ± 1.56 I 

 

หมายเหตุ: รูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะ; Sensitive (S) หมายถึงแบคทีเรียมีความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
       Intermediate (I) หมายถึงแบคทีเรียมีความไวต่อยาปฏิชีวนะปานกลาง, Resistant (R)  
       หมายถึงแบคทีเรียดื้อต่อยาปฏิชีวนะ 
 
 ผลการทดลองพบว่า A62 มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ จ านวน 7 ชนิด คือ tetracycline, 
penilcillin, erythromycin, chloramphenicol, ampicillin, imipenem และ meropenem และ
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ จ านวน 7 ชนิด ได้แก่ streptomycin, gentamicin, vancomycin, kanamycin, 
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norfloxacin, ofloxacin และ ciprofloxacin นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรีย A62 มีความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ ceftazidime ในระดับปานกลาง ซ่ึงผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.6 และภาพท่ี 4.7 

 

 

 
 

ภาพที่ 4.7 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรีย A62; หมายเลข 1-15 ได้แก ่ 
       streptomycin, tetracycline, gentamicin, vancomycin, chloramphenicol,  
       kanamycin, erythromycin, ampicillin, ofloxacin, norfloxacin,  
       ciprofloxacin, meropenem, ceftazidime และ imipenem ตามล าดับ 
 
 4.4.2 ผลการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Haemolytic activity) 
      ท าการทดสอบโดยน าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข 
A62 มาขีด (streak) บนอาหาร blood agar ที่ผสมเลือดแกะ (sheep blood) จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง สังเกตบริเวณใสรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติก โดย
แบคทีเรียกรดแลคติกจะไม่มีบริเวณใสเกิดขึ้น และลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียไม่เปลี่ยนแปลง ซึ่งผล
การทดลองพบว่า A62 ไม่มีบริเวณใสเกิดขึ้นรอบ ๆ โคโลนี (Gamma-hemolysis) ส่วนตัวควบคุม
ผลบวก (positive control) คือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 มีบริเวณใสรอบ ๆ โคโลนี 
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(Beta-hemolysis) แสดงถึงการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์ เกิดวงใสสีเหลือง (clear 
hemolysis zone) ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.8 
 4.4.3 ผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์ดีเอ็นเอส (DNase activity)  
      ท าการทดสอบโดยน าโคโลนีเดี่ยว (single colony) ของ A62 น ามาขีด (streak) บน
อาหาร DNase agar บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอ
ริกความเข้มข้น 1 M ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บนอาหาร DNase agar ที่มีโคโลนีของแบคทีเรีย A62 บ่ม
ไว้เป็นเวลา 5 นาที โดยน าแบคทีเรีย Staphylococcus aureus ATCC 25923 เป็นตัวควบคุม
ผลบวก (positive control) และ Staphylococcus epidermidis DMST 15505 เป็นตัวควบคุมผล
ลบ (negative control) ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรีย A62 และ S. epidermidis DMST15505 ไม่
เกิดบริเวณใส (clear zone) รอบ ๆ โคโลนี แสดงผลเป็นลบ (negative) ส่วน S. aureus ATCC 
25923 เกิดบริเวณใสรอบ ๆ โคโลนี แสดงผลบวก (positive) ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.9 

 
4.5  ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S ribosomal DNA (rDNA)  
 การวิเคราะห์ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S ribosomal DNA (rDNA) กับ
ฐานข้อมูล โดยน าผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ มาเปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ โดยใช้โปรแกรม BLASTN 2.8.0 (basic local alignment search tools) จากฐานข้อมูล NCBI 
เพ่ือใช้ในการหาค่าร้อยละความเหมือน (% identity) หรือความคล้าย (similarity) ของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์โดยผลการวิเคราะห์พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 มีความเหมือนกับ Pediococcus 
acidilactici โดยมีค่าร้อยละความเหมือนเท่ากับ 100 (100 % identity) ซึ่งผลการวิเคราะห์แสดงใน
ตารางที่ 4.7 
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ตารางท่ี 4.7 ล าดับนิวคลีโอไทด์และร้อยละความเหมือนของล าดับเบสของยีน 16S rDNA ของ 
                แบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 
 

แบคทีเรีย
กรดแลคติก 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(5'        3') 

ร้อยละความ
เหมือนกับสาย
พันธุ์ใกล้เคียง 

A62 
(500 เบส) 

A62_F 
TAGGACGTGCTTGCACTGACTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGGCGGACN
GGTGANTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACCTGGAA
ACAGATGCTAATACCGTATAACAGAGAAAACCGCCTGGTTTTCTTTTAAAAG
ATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTG
AGGTAACGGCTCACCAAGGCGATGATGCGTACCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACNTTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTA
GGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTG
AAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTGA
GAGTAACTGTTCACCCAGTGACGGTATTTAACCANAAAGCCACGGCTAACTA
CGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATT
GGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCG
GCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAAACTGGNAGACTTGAGTGCANAAGAGG
ACAGTGNANCTCCNTGTGTAGCGGTGAAATGCGTATATATATGGAAGAACA
CCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGANGCTCGAAAG
CATGGGTAGCGAACAGGATNAAATNCCCTGGT 
A62_R 
TTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGA
GTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGCACTTCTT
CGGTTGAGCCGAAGGCTTTCACATTAGACTTAAAAGACCGCCTGCGCTCGCT
TTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTG
CTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAAATACCGTCACTGGGTGAAC
AGTTACTCTCACCCACGTTCTTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAAC
CCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAG
ATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATG
TGGCCGATTACCCTCTCAGGTCGGCTACGCATCATCGCCTTGGTGAGCCGTT
ACCTCACCAACTAGCTAATGCGCCGCGGGTCCATCCAGAAGTGATAGCAGA
GCCATCTTTTAAAAGAAAACCAGGCGGTTTTCTCTGTTATACGGTATTAGCA
TCTGTTTCCAGGTGTTATCCCCTGCTTCTGGGCAGGTTACCCACGTGTTACT
CACCCGTCCGCCACTCACTTCATGTTAAAATCTCATTCAGTGCANGCACGTC
CTGATCAATTAACGGAAGTTCGTTC 

100% 
Pediococcus 
acidilactici 
strain A5, 
complete 
genome: 
(MF093223.1) 
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ภาพที่ 4.8 ผลการทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียหมายเลข A62 
 

 
 

ภาพที่ 4.9 ผลการทดสอบการผลิตเอนไซม์ดีเอ็นเอสของแบคทีเรียหมายเลข A62 
 
4.6  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici A62 
 จากการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคุณสมบัติต้านออกซิเดชันข้างต้น ผลการทดลองพบว่า
สามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติที่ดีที่สุด คือ P. acidilactici A62 และเมื่อ
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื้องต้น โดยการย้อมสีแกรม และบันทึกลักษณะโคโลนีภายนอก 
พบว่าติดสีม่วง (Gram-positive bacteria) มีรูปร่างกลม (coccus) ลักษณะโคโลนีสีขาวค่อนข้างกลม 
ผิวเรียบ และขอบเรียบ ซึ่งแสดงในภาพที่ 4.10 และ 4.11 

A62 

S.epidermidis 
DMST15505 

S. aureus  
ATCC 25923 

S. aureus  
ATCC 25923 A62 
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ภาพที่ 4.10 ลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมของแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici  
                A62 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 1000 เท่า 
 

 
 

ภาพที่ 4.11 ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici A62 บนอาหาร MRS  
                agar 
 
4.7  ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วย
แบคทีเรีย P. acidilactici A62 
 การทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่คัดเลือกได้ ท าการทดสอบโดยเติมแบคทีเรียปริมาณเริ่มต้นคือ 1% (v/v) ซึ่งมีปริมาณ
แบคทีเรียโดยประมาณ 1.5 x 106 CFU/mL และ 3% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ   
4.5 x 106 CFU/mL และหมักนมโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการนับจ านวนแบคทีเรียที่
รอดชีวิตทุก ๆ 4 ชั่วโมง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.12 และ 4.13 
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ภาพที่ 4.12 ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองหมัก (mean±SD;  
                n=3x3) 
 
 ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองที่หมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici 
A62 ผลการทดลองพบว่า เมื่อเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 1% (v/v) หลังการหมัก 12 ชั่วโมง 
พบว่ามีปริมาณแบคทีเรีย A62 เท่ากับ 11.29±0.26 log CFU/mL และค่า pH ของนมหมักคือ 
5.71±0.41 และหลังการหมัก 24 ชั่วโมง พบว่าค่า pH ของนมหมักลดลง เท่ากับ 5.05±0.19 และเมื่อ
เติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) หลังการหมัก 12 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณแบคทีเรียเท่ากับ   
11.69±0.17 log CFU/mL และมีค่า pH เท่ากับ 5.55±0.47 และหลังการหมักนม 24 ชั่วโมง พบว่า
ค่า pH ของนมหมักลดลง เท่ากับ 4.99±0.16 จากการทดลองแสดงให้ เห็นว่าการเติมปริมาณ
แบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) มีจ านวนแบคทีเรียที่เจริญมากกว่าและมีค่า pH ของนมหมักที่ลดลง
มากกว่าการหมักโดยใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 1% (v/v)  
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ภาพที่ 4.13 ผลการทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการเตรียมนมอัลมอนด์หมัก (mean±SD;  
              n=3x3) 
 
 ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici 
A62 ท าการทดสอบโดยเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 1% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ 
1.5 x 106 CFU/mL และเติมแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ       
4.5 x 106 CFU/mL ผลการทดลองพบว่า เมื่อเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 1% (v/v)  หลังการ
หมัก 12 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นในนมหมัก เท่ากับ 9.42±0.07 log CFU/mL และมี
ค่า pH เท่ากับ 5.71±0.86 และหลังการหมัก 24 ชั่วโมง พบว่าค่า pH ของนมอัลมอนด์หมักลดลง 
เท่ากับ 5.25±0.18 ส่วนเมื่อเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) หลังการหมัก 12 ชั่วโมง พบว่ามี
ปริมาณแบคทีเรียคือ 10.80±0.15 log CFU/mL และมีค่า pH เท่ากับ 5.55±0.17 และหลังการหมัก 
24 ชั่วโมง พบว่าค่า pH ของนมอัลมอนด์หมักลดลง เท่ากับ 4.78±0.33 จากการทดลองแสดงให้เห็น
การเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) มีจ านวนแบคทีเรียเจริญมากกว่าและมีค่า pH ที่ลดลงกว่า
การเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 1% (v/v) โดยผลการทดลองพบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียม
นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วย P. acidilactici A62 คือการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
และใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 3% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ 4.5 x 106 
CFU/mL ซึ่งการลดลงของค่า pH ของแบคทีเรียกรดแลคติกมีความเกี่ยวข้องกับการเจริญและ
กระบวนการหมักท่ีเกิดข้ึนของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธุ์ (Zhang et al., 2014) 
 

3
3.5
4
4.5
5
5.5
6
6.5
7
7.5
8

2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

0 4 8 12 16 20 24

จ า
นว

นเ
ซล

ล์ 
(lo

g C
FU

/m
l)

Time (hours)

CFU/ml CFU/ml pH pH

pH
 v

al
ue

s 

1% (v/v)                 3% (v/v) 



59 

4.8  ผลการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก  
 ในการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วย 
Pediococcus acidilactici A62 โดยศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay ABTS assay 
และ FRAP assay นอกจากนั้นยังศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic 
content) ของสารสกัดนมหมัก ในระหว่างการหมัก 24 ชั่วโมง โดยเปรียบเทียบกับนมถั่วเหลืองและ
นมอัลมอนด์ที่ไม่ได้รับการหมัก ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.14 และภาพที่ 4.15 
 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.14 คือการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่ว
เหลืองหมัก พบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักที่ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay ในนมถั่ว
เหลืองเริ่มต้นมีค่า %DPPH scavenging activity คือ 61.55 - 61.37% และเมื่อหมักด้วยแบคทีเรีย 
P. acidilactici A62 พบว่ามีค่า %DPPH scavenging activity ในการหมักระยะเวลา 24 ชั่วโมง คือ 
84.81% ซึ่งมีค่ามากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 70.10% ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.14 (A) และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนม
ถั่วเหลืองหมักที่ทดสอบด้วยวิธี  ABTS assay พบว่านมถั่วเหลืองที่ เวลาเริ่มต้นมีค่า %ABTS 
scavenging ability คือ 33.66 - 46.05% และเมื่อมีการหมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 
พบว่ามีค่า %ABTS scavenging ability ในการหมักระยะเวลา 24 ชั่วโมง เท่ากับ 81.13% ซึ่งมีค่า
มากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 55.50% ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.14 (B) 
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ภาพที่ 4.14 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมัก; (A) DPPH assay, (B) ABTS assay,  
                (C) FRAP assay, (D) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เครื่องหมาย (*) แสดง 
                ค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (mean±SD; n=3x2)   
 
 การประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักที่ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay 
พบว่าค่า FRAP values ของนมถั่วเหลืองที่เวลาเริ่มต้นคือ 0.27- 0.32 FeSO4 mM ของสารสกัด และ
เมื่อมีการหมักด้วย P. acidilactici A62 พบว่ามีปริมาณ  FRAP values ในการหมักเป็นเวลา         
24 ชั่วโมง คือ 0.55 FeSO4 mM ของสารสกัด ซึ่งมีค่ามากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 
0.38 FeSO4 mM ของสารสกัด ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งผลการ
ทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.14 (C) และในการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยการหา
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของนมถั่วเหลือง ผลการทดลองพบว่านมถั่วเหลืองที่เวลาเริ่มต้นมี
ค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดคือ 88.43 – 101.71 µg GAE ของสารสกัด และเมื่อมีการหมัก
ด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 พบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด ในการหมักเป็น
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง คือ 207.78 µg GAE ของสารสกัด ซึ่งมีค่ามากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการ
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หมัก คือ 133.05 µg GAE ของสารสกัด ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผล
การทดลองแสดงในภาพที่ 4.14 (D)  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.15  ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมัก; (A) DPPH assay, (B) ABTS assay,  
                 (C) FRAP assay, (D) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด เครื่องหมาย (*)  
                 แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) (mean±SD;  
                 n=3x2)   
 
 ภาพที่ 4.15 แสดงผลการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักผลการ
ทดลองพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักที่ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay พบว่า นมอัล
มอนด์ในการหมักชั่วโมงเริ่มต้นมีค่า %DPPH scavenging activity คือ 34.98% และเมื่อมีการหมัก
ด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 พบว่ามีค่า %DPPH scavenging activity ในการหมักหลัง      
24 ชั่วโมง คือ 37.90% ซึ่งมีค่ามากกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 3.16% ซึ่งมีความแตกต่าง
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กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการทดลองแสดงในภาพที่  4.15 (A) และฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักที่ทดสอบด้วยวิธี ABTS assay พบว่าที่เวลาเริ่มต้นมีค่า %ABTS 
scavenging ability เท่ากับ 44.60 – 55.85% และเมื่อหมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 
เวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีค่า %ABTS scavenging ability เท่ากับ 69.86% ซึ่งมีค่ามากกว่านมอัล
มอนด์ที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 55.13% ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผล
การทดลองแสดงในภาพที่ 4.15 (B) 
 การประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักที่ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay 
พบว่าที่เวลาเริ่มต้นมีค่า FRAP values คือ 0.68 - 0.77 FeSO4 mM ของสารสกัด และเมื่อมีการหมัก
ด้วยแบคที เรีย  P. acidilactici A62 เวลา 24 ชั่ ว โมง พบว่ามีปริมาณ  FRAP values เท่ ากับ       
0.81 FeSO4 mM ของสารสกัด ซึ่งมีค่ามากกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้รับการหมัก คือ 0.68 FeSO4 mM 
ของสารสกัด ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 
4.14 (C) และในการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันด้วยการหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิก
ทั้งหมดของนมอัลมอนด์หมัก พบว่าที่เวลาเริ่มต้นมีค่าปริมาณสารประกอบฟีนอลิกท้ังหมดคือ 234.31 
– 236.73 µg GAE ของสารสกัดนมหมัก และเมื่อมีการหมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 เวลา 
24 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณปริมาณสารประกอบฟีนอลิก เท่ากับ 245.67 µg GAE ของสารสกัดนมหมัก 
ซึ่งมีค่ามากกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้รับการหมัก ซึ่งมีค่าเท่ากับ 222.85 µg GAE ของสารสกัดนมหมัก 
ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.15 (D) 
 
4.9  การศึกษาความคงตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักเม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ          
4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
 ในการศึกษาความคงตัวของคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ ที่
หมักด้วยแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici A62 เมื่อเก็บรักษา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ โดยศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP 
assay และศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total phenolic content) ในสัปดาห์ที่  
0, 1, 2, 3 และ 4 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.16, 4.17 และ 4.18 
 ผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.16 พบว่าจ านวนแบคทีเรีย P. acidilactici A62 ในนมถ่ัวเหลือง
และนมอัลมอนด์หมักเมื่อเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีจ านวน
แบคทีเรียที่มีชีวิตอยู่ระหว่าง 11.06±0.33 – 13.92±0.33 log CFU/mL และมีค่า pH ลดลงระหว่าง 
5.42±0.04 - 4.76±0.17 และนมอัลมอนด์หมักในการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส มีจ านวนแบคทีเรียที่มีชีวิตอยู่ระหว่าง 11.19±0.03 – 13.22±0.43 log CFU/mL 
และมีค่า pH ลดลงระหว่าง 5.42±0.04 - 4.72±0.34 
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ภาพที่ 4.16 การรอดชีวิตของ P. acidilactici A62 ในนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักเมื่อ 
                เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  
 
 ภาพที่ 4.17 แสดงผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักเมื่อเก็บรักษาที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี 
DPPH assay มีค่า %DPPH scavenging activity ของนมถั่วเหลืองในสัปดาห์ที่ 0 คือ 88.28% และ
หลังการเก็บที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 92.80%, 93.00%, 92.86% และ 
93.87% ตามล าดับ  และฤทธิ์ต้ านออกซิ เดชันที่ ทดสอบด้ วยวิธี  ABTS assay มีค่ า % ABTS 
scavenging ability ในนมถั่วเหลืองหมักในสัปดาห์ที่ 0 คือ 71.56% และหลังการเก็บที่อุณหภูมิ      
4 องศาเซลเซียส ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 78.30%, 81.52%, 80.54% และ 76.11% ตามล าดับ และผล
การศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay มีค่า FRAP values ในนมถ่ัวเหลืองหมัก
ในสัปดาห์ที่ 0 คือ 0.36 FeSO4 mM ของสารสกัด และหลังการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ใน
สัปดาห์ที่ 1-4 คือ 0.40, 0.42, 0.39 และ 0.40 FeSO4 mM ของสารสกัด ตามล าดับ จากภาพที่ 4.17 
ทุกวิธีการทดสอบแสดงให้เห็นว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักมีความแตกต่างจากค่า
เริ่มต้นในสัปดาห์ที่ 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ยกเว้นในสัปดาห์ที่ 4 ของการทดสอบฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี FRAP assay 
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ภาพที่ 4.17 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
        4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์; (A) DPPH assay, (B) ABTS assay,  
               (C) FRAP assay แสดงค่าเป็น mean±SD ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันของ 
               แผนภูมิแท่งแสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, n=3) 
 
 ภาพที่ 4.18 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay ค่า %DPPH 
scavenging activity ของนมอัลมอนด์หมักในสัปดาห์ที่ 0 มีค่าเท่ากับ 86.74% และหลังการเก็บที่
อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  ในสัปดาห์ที่  1-4 คือ  88.11%, 87.57%, 88.69% และ  87.77% 
ตามล าดับ และฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS assay ค่า %ABTS scavenging ability ของนมอัล
มอนด์หมักในสัปดาห์ที่ 0 เท่ากับ 81.25% และหลังการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสัปดาห์ที่ 
1-4 คือ 83.50%, 86.57%, 83.93% และ 85.74% ตามล าดับ และผลการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
ด้วยวิธี FRAP assay ค่า FRAP values ของนมอัลมอนด์หมักในสัปดาห์ที่ 0 มีค่าเท่ากับ 0.93 FeSO4 
mM ของสารสกัด และหลังการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 0.97, 0.95, 
0.94 และ 0.95 FeSO4 mM ของสารสกัด ตามล าดับ  
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ภาพที่ 4.18 ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ         
        4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์; (A) DPPH assay, (B) ABTS  
                assay, (C) FRAP assay (mean±SD; n=3) 
 
 ตารางที่ 4.8 แสดงผลการศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดของนมถั่วเหลืองและนมอัล
มอนด์หมักโดยพบว่าการหมักนมถ่ัวเหลืองและนมอัลมอนด์ด้วยแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici 
A62 ท าให้สามารถเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมมากขึ้น และนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์
หมัก เมื่อ เก็บรักษาที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์  พบว่าปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิกยังคงอยู่และเพ่ิมมากข้ึน  
 
ตารางท่ี 4.8 ผลการทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก  
                เม่ือเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
 

สัปดาห ์ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (µg GAE of extract) 
นมถั่วเหลืองหมกั นมอัลมอนด์หมกั 

นมที่ไมไ่ด้หมัก 141.50 ± 0.04a 204.15 ± 0.05a 
0 164.71 ± 0.07b 231.00 ± 0.03b 
1 216.53 ± 0.01c 234.46 ± 0.06c 
2 224.11 ± 0.07c 240.03 ± 0.07c 
3 213.22 ± 0.06c 243.25 ± 0.02c 
4 223.35 ± 0.05c 246.35 ± 0.10c 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันของคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันอย่างมี 
              นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05, n=3) 
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4.10  ผลการเปรียบเทียบคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมัก
ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ A62, F3 และ M47 
 ผลการทดลองพบว่าจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก (A62, F3 และ M47) ที่พบในนมถั่วเหลือง
หมักมีค่าอยู่ระหว่าง 10.19-10.31 log CFU/mL หลังจากการบ่ม 24 ชั่วโมง และค่า pH มีค่าลดลง
ระหว่างการหมักคือ 5.34-5.40 ซึ่งมีค่า pH ใกล้เคียงกันของแต่ละสายพันธุ์ หลังจากหมัก 24 ชั่วโมงที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ดังแสดงในภาพที่ 4.19 

 

 
 

ภาพที่ 4.19 จ านวนแบคทีเรยีและค่า pH ของนมถั่วเหลืองท่ีหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักที่ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay, ABTS 
assay และ FRAP assay จากการทดลองพบว่านมถั่วเหลืองที่หมักมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูงกว่านมถั่ว
เหลืองที่ ไม่ ได้หมัก  โดยเมื่อทดสอบด้วยวิธี  DPPH assay ในนมถั่วเหลืองหมัก มีค่า %DPPH 
scavenging activity ระหว่าง 76.34 ถึง 86.80% ขณะที่นมถั่วเหลืองที่ไม่ได้หมักด้วยแบคทีเรียกรด
แลคติกมีค่าเท่ากับ 69.79% หลังจากการหมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งผล
การทดลองพบว่านมถั่วเหลืองที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ A62 และ F3 แสดงฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันมากที่สุด รองลงมาคือ M47 ดังแสดงผลในภาพที่ 4.20 (A) 

 
 

5
5.5
6
6.5
7
7.5
8
8.5
9
9.5
10
10.5
11
11.5
12

4

4.5

5

5.5

6

6.5

7

7.5

8

0 6 12 18 24

pH
 v

al
ue

Time (hours)

F3-CFU/mL
M47-CFU/mL
A62-CFU/mL
F3-pH
M47-pH
A62-pH

Lo
g 

CF
U/

m
L



67 

 
 

ภาพที่ 4.20 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก; (A) DPPH  
         assay, (B) ABTS assay, (C) FRAP assay, (D) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 
         ทั้งหมด (mean±SD; n=3x2)   
 
 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี ABTS assay ของนมถ่ัวเหลืองที่ไม่ได้หมักด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า %ABTS scavenging ability เท่ากับ 42.51% ในขณะที่นมถั่วเหลืองที่มี
การหมักมีค่าระหว่าง  82.45 ถึง 96.26% โดยพบว่านมที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ 
M47 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ F3 และ A62 ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.20 (B) และการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay พบว่านมถั่วเหลือง
ที่ไม่ได้หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า FRAP values เท่ากับ 0.25 mM FeSO4 ส่วนนมถั่วเหลือง
ที่ได้รับการหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า FRAP values ระหว่าง 0.55 ถึง 0.62 mM FeSO4 
หลังการหมักที่ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพ 4.20 (C) ผล
การศึกษาพบว่าการหมักนมถั่วเหลืองกับแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการต้าน
ออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักโดยแบคทีเรียกรด  
แลคติกทั้ง 3 ไอโซเลต เพ่ิมขึ้นหลังการบ่ม 6 ชั่วโมงและถึงสูงสุดเมื่อบ่มที่ 24 ชั่วโมง โดยพบว่านมที่
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หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ F3 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อหมักนมแสดงฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ A62 และ M47  
 ผลการทดลองแสดงในภาพ 4.20 (D) พบว่านมถั่วเหลืองที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมี
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดสูงกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้หมัก ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
หลังการบ่มเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ในช่วง 176.03±0.04 ถึง 211.00±0.03 
µg GAE ในขณะที่นมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมักมีปริมาณฟีนอลิก คือ 119.80±0.01 µg GAE ผล
การศึกษาพบว่าการหมักนมถั่วเหลืองด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยเพ่ิมปริมาณฟีนอลิกในนมถั่ว
เหลือง โดยพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ F3 และ A62 เมื่อหมักนม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แสดง
ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกมากที่สุด รองลงมาคือ M47  
 การศึกษาคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ 
A62, F3 และ M47 ผลการทดลองพบว่าจ านวนโดยมีแบคทีเรียกรดแลคติกที่หมักในนมอัลมอนด์มี
การเจริญในช่วง 24 ชั่วโมงของการหมัก จ านวนแบคทีเรียในนมอัลมอนด์หมักอยู่ในช่วง ระหว่าง 8.97 
ถึง 9.12 log CFU /mL หลังจากการบ่ม 24 ชั่วโมง และค่า pH มีค่าลดลงระหว่างการหมักคือ     
4.7-5.6 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสาย
พันธุ์ A62 และ M47 เมื่อหมักนมมีค่า pH ลดลงมากที่สุด รองลงมาคือ F3 หลังการหมัก 24 ชั่วโมง 
ดังแสดงในภาพที่ 4.21 
 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์หมักที่ทดสอบด้วยวิธี DPPH assay, ABTS 
assay และ FRAP assay จากการทดลองพบว่านมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีฤทธิ์
ต้านออกซิเดชันสูงกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก โดยเมื่อศึกษาด้วยวิธี DPPH 
assay ในนมอัลมอนด์หมัก พบว่ามีค่า %DPPH scavenging activity ระหว่าง 37.90 ถึง 50.41% 
ขณะที่นมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่าเท่ากับ 3.16% หลังจากการบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผ่านไป 24 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ M47 เมื่อหมัก
นมแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ F3 และ A62 หลังการหมัก 24 ชั่วโมง ดังแสดงใน
ภาพที่ 4.22 (A) 
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ภาพที่ 4.21 จ านวนแบคทีเรยีและค่า pH ของนมอัลมอนด์หมักที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4.22 ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัลมอนด์ทีห่มักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก; (A)DPPH  
        assay, (B)ABTS assay, (C)FRAP assay, (D) ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด 
        (mean±SD; n=3x2)   
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 ในการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี ABTS assay ของนมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมักด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า % ABTS scavenging ability เท่ากับ 44.60% ในขณะที่นมอัลมอนด์หมัก
มีค่าระหว่าง  49.67 ถึง 81.09% โดยพบว่านมที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ F3 แสดง
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากท่ีสุดรองลงมาคือแบคทีเรีย A62 และ M47 หลังการหมัก 24 ชั่วโมง ดังแสดง
ในภาพที่ 4.21 (B)  และการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ทดสอบด้วยวิธี FRAP assay พบว่านมอัล
มอนด์ที่ไม่ได้รับหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า FRAP values เท่ากับ 0.68 mM FeSO4 ส่วน
นมอัลมอนด์ที่ได้หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีค่า FRAP values ช่วงระหว่าง 0.82 ถึง 1.49 mM 
FeSO4 หลังจากการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยพบว่านมอัลมอนด์ที่
หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ F3 แสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ M47 
และ A62 หลังการหมัก 24 ชั่วโมง ดังแสดงในภาพ 4.22 (C)   
 ผลการทดลองพบว่านมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกสูงกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมักด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติก โดยนมอัลมอนด์ที่ไม่ได้หมักพบว่ามีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมดอยู่ใน
ระหว่าง 235.33±0.01 ถึง 270.59±0.02 µg GAE ในขณะที่นมอัลมอนด์ที่ได้รับการหมักมีปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิก มีค่าเท่ากับ 222.86±0.01 µg GAE ผลการศึกษาพบว่าการหมักนมอัลมอนด์
ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยเพ่ิมปริมาณสารประกอบฟีนอลิกในนมอัลมอนด์ โดยพบว่าการหมัก
นมอัลมอนด์ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ F3 แสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ 
A62 และ M47 ดังแสดงในภาพ 4.22 (D) 
 ผลการศึกษาพบว่าการหมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์กับแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก และพบว่าฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันของนมหมักโดยแบคทีเรียกรดแลคติกท้ัง 3 สายพันธุ์ พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ 
F3 เมื่อหมักนมแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากที่สุดรองลงมาคือ A62 และ M47 แต่อย่างไรก็ตาม
แบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 นอกจากแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ดีแล้ว ยังแสดงฤทธิ์ต้าน
แบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และสามารถทนต่อสภาวะกรดและเกลื อน้ าดีได้ดี จึง
เหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาเป็นกล้าแบคทีเรียส าหรับผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติต้าน
ออกซิเดชันและต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ต่อไปในอนาคต 
 
 
 



 
บทที่ 5 

อภิปรายผล  
 

 การวิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือคัดเลือกและศึกษาคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกได้จากอาหารหมักดองเพ่ือน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อ
สุขภาพ โดยการคัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกจากอาหารหมักดอง และศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพร
ไบโอติกท่ีดี และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน ที่มีศักยภาพในการน าไปใช้ประโยชน์ เพ่ือการน าไปพัฒนาเป็น
กล้าเชื้อในผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกเพ่ือสุขภาพต่อไป 

 
5.1  การแยกและคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง 
 การศึกษาครั้งนี้สามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง โดยเก็บตัวอย่างอาหาร
หมักดอง จ านวน 17 ตัวอย่าง ได้แก่ ปลาส้ม ปลาร้า ส้มไข่ปลา หน่อไม้ส้ม ส้มปลาน้อย กุ้งจ่อม หม่ า
ขี้ปลา กระเทียมดอง ไส้กรอกหมู ไส้กรอกวัว กะปิ และหม่ าวัว ซ่ึงมีการศึกษาก่อนหน้าพบว่าสามารถ
แยกแบคทีเรียแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ L. pentosus, L. plantarum, L. fermentum, 
Pediococcus pentosaceus และ Enterococcus hirae ได้จากไส้กรอกอาหารพ้ืนเมืองของ
ประเทศไทย (Phalakornkule and Tanasupawat, 2007) นอกจากนี้การศึกษาของ Angmo และ
คณะ ใน   ค.ศ. 2016 สามารถแยกแบคทีเรียแบคทีเรียกรดแลคติกได้ทั้งหมด 25 ไอโซเลต มาจาก
อาหารหมักดองซึ่งได้ท าการย้อมแกรมและคัดเลือกแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง และทดสอบการ
ผลิตเอนไซม์คะตะเลสให้ผลลบคือไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส และได้น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่
คัดเลือกได้มาทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติก (Angmo et al, 2016) ซึ่งมีความสอดคล้องกับงานวิจัยนี้
ซึ่งได้เก็บตัวอย่างอาหารหมักดองมาแยกแบคทีเรียกรดแลคติก โดยสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ได้ทั้งหมด 70 ไอโซเลต ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส เมื่อย้อมสีแกรมพบว่าแบคทีเรีย
ติดสีม่วงหรือเป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะรูปร่างกลม (coccus) รูปร่างแท่ง (bacilli) และรูป
ท่อนสั้น (coccobacilli) และสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารหมักดองประเภทปลาส้ม
มากที่สุด รองลงมาคือ ไส้กรอกหมู ไส้กรอกวัว หม่ าวัว ส้มไข่ปลา หน่อไม้ดอง ปลาร้า ปูดอง และกุ้ง
จ่อม ผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.1 และภาพที่ 4.1 ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรม
บวกไม่สร้างสปอร์ ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลส และสามารถทนต่อสภาวะกรดได้ มีทั้งชนิดที่มีรูปร่าง
แท่งและรูปร่างกลม แหล่งที่พบแบคทีเรียกรดแลคติกได้แก่ ผลิตภัณฑ์เนื้อ ผลิตภัณฑ์นม และอาหาร
หมักดองต่าง ๆ เป็นต้น (Sonomoto and Yokota, 2011) นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติก
สามารถพบในปลาส้มอีกด้วยโดยการศึกษาของ Kopermsub และ Yunchalard ใน ค.ศ. 2010 
พบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากปลาส้มในประเทศไทยได้ทั้งหมด 762 ไอโซเลต ซึ่ง



72 

พบว่ า เป็ น แบคที เรี ยส าย พั น ธุ์  Lactococcus garvieae, Streptococcus bovis, Weissella 
cibaria, P. pentosaceus, L. plantarum และ L. fermentum (Kopermsub and Yunchalard 
, 2010)  

 
5.2  การทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้มีความสามารถในการต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay 
โดยพบว่ามี 28 ไอโซเลต ที่มีร้อยละ scavenging activity มากกว่า ร้อยละ 50 การศึกษาก่อนหน้านี้
พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากไส้กรอกหมู ผักดอง และปลาส้ม ซึ่งการหมักของ        
L. plantarum จะพบว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH assay เท่ากับ 50.8% และ 
50.7% และยังพบว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากกว่าแบคทีเรียสายพันธุ์มาตรฐานคือ L. plantarum 
ATCC8014 (Abubakr et al., 2012) นอกจากนี้ยังพบว่าส่วนใส (supernatant) ประกอบด้วยสารที่
แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้น ของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ L. acidophilus, L. rhamnosus 
และ L. casei มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH assay เท่ากับ 77.9-86.1%, 45.7-
86.4% และ 36.9-45.8% (Xing et al., 2015) และยังมีการศึกษาโดยสามารถแยกแบคทีเรีย        
L. plantarum LAB1 จากอาหารหมักดองในท้องถิ่นพบว่ามีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity 
เท่ากับ 57.07±0.57 (Kachouri et al., 2015) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่ได้คัดเลือกแบคทีเรียกรด
แลคติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันซึ่งแสดงค่าร้อยละ DPPH scavenging activity มากกว่า ร้อยละ 50 
มีทั้งหมด 28 ไอโซเลต เพ่ือน าไปทดสอบคุณสมบัติด้านอ่ืน ๆ ต่อไป ซึ่งสารต้านออกซิเดชันมี
หลากหลายชนิดที่อาจท าหน้าที่หรือกลไกในการต้านออกซิเดชันที่แตกต่างกันได้ ดังนั้นการทดสอบ
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธีเดียวอาจไม่เพียงพอที่จะสามารถประเมินความสามารถในการต้าน
ออกซิเดชันได้อย่างแม่นย า (Xiao et al., 2015) ซึ่ง DPPH radical คือสารอนุมูลอิสระที่เสถียร แต่
สามารถถ่ายโอนอิเล็กตรอนหรืออะตอมไฮโดรเจนไปเป็น radical character (Naik et al., 2003) 
และการทดสอบด้วยวิธี DPPH assay จะให้ข้อมูลเกี่ยวกับความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาของสาร
ต้านออกซิเดชันที่มีอนุมูลอิสระที่มีความเสถียร (stable free radical) (Banerjee et al., 2005) 
และเพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่เกิดขึ้นจึงมีการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS assay 
และ FRAP assay โดยพบว่าทั้ง 28 ไอโซเลต มีค่าร้อยละ ABTS scavenging activity อยู่ระหว่าง 
37.78-89.30 การศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกไอ
โซเลตที่ 3, 8, 12, 32, และ C5 ด้วยวิธี ABTS assay พบว่ามีค่าร้อยละ ABTS scavenging activity 
มีค่าอยู่ระหว่าง 59-92.5 (Pieniza  et al., 2015) ซึ่งการทดสอบด้วยวิธี ABTS assay เป็นการศึกษา
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยการความสามารถในการยึดจับอนุมูลอิสระของสารต้านออกซิเดชันที่น ามา
ทดสอบ และเป็นวิธีการที่ดีในการตรวจสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของสารต้านออกซิเดชัน และสาร
ต้านออกซิเดชันจะเป็นผู้ให้ไฮโดรเจนอะตอมของกลไกต้านออกซิเดชัน (Re et al., 1999) การศึกษา
ของ Ibrahim และคณะ ในปี 2014 ได้ศึกษาเกี่ยวกับฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกที่
หมักในสมุนไพรพบว่ามีค่า FRAP values อยู่ระหว่าง 0.6 ถึง 1.0 mM FeSO4 (Ibrahim et al., 
2014) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 28 ไอโซเลต มีค่า FRAP values อยู่
ระหว่ าง 0.68-1.74 mM FeSO4 ซึ่ ง  Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay เป็ น
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การศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันโดยการวัดความสามารถในการลดสารต้านออกซิเดชันในการสร้าง 
ferrous tripyridyltriazine ( Fe2 + -TPTZ) จ า ก  ferric tripyridyltriazine (Fe3 +-TPTZ) 
complex (Othman, 2007) ซึ่งคุณสมบัติการลดลงนี้เกี่ยวข้องกับสารประกอบที่ไปท าลายอนุมูล
อิสระผ่านอะตอมของไฮโดรเจน (Duh, 1999) สารต้านออกซิเดชันที่แตกต่างกันอาจท าหน้าที่
แตกต่างกันในแต่ละกลไกการต่อต้านออกซิเดชัน ดังนั้นหนึ่งวิธีการทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันไม่
สามารถประเมินความสามารถในการต่อต้านออกซิเดชันได้อย่างสมบูรณ์ (Xiao et al., 2015) 
  
5.3  การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก 
   5.3.1 การทดสอบฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร  
      แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 28 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติต้านออกซิเดชันถูกน ามาศึกษาฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยแบคทีเรียก่อโรคในระบบ
ทางเดินอาหารที่เป็นตัวแทนของแบคทีเรียแกรมลบ คือ Escherichia coli ATCC 25922 และ 
Salmonella typhimurium DMST 562 ส่วนแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารที่เป็นตัวแทน
ของแบคทีเรียแกรมบวก คือ Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ Bacillus cereus 
DMST 5040 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากปลาส้มมีฤทธิ์ต้านจุล
ชีพที่ดีต่อแบคทีเรียที่ก่อให้เกิดอาหารเป็นพิษ คือ Salmonella sp., S. aureus และ E. coli ซึ่งผล
ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคส่วนใหญ่มาจากกรดอินทรีย์  (organics acid) หรือสารแบคเทอริโอชิน 
(bacteriocins) ที่แบคทีเรียกรดแลคติกสร้างขึ้น  (Noraphat et al., 2011) และยังพบว่าแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกได้จากนมวัวสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคโดยพบว่ามีบริเวณยับยั้งแบคทีเรีย 
(inhibition zone) ของการยับยั้งแบคทีเรียสูงสุด คือ 10-14 มิลลิเมตร ต่อแบคทีเรียก่อโรคที่ทดสอบ 
ได้ แ ก่  E. coli, Pseudomonas sp., S. typhimurium, S. paratyphimurium B, Clostridium 
sp., S. aureus, Streptococcus sp., B. megaterium ID07817 และ B. megaterium ID07818 
(Djadounil et al., 2012) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ทีพ่บว่ามีแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมด 12 ไอโซ
เลต ได้แก่ A19, A22, A25, A26, A27, A28, A29, A40, A48, A53, A54 และ A62 พบว่าสามารถ
ยับยั้งแบคทีเรียแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหารทั้ง 4 สายพันธุ์ คือ E. coli ATCC 25922 ,         
S. typhimurium DMST 562, S. aureus ATCC 25923 และ B. cereus DMST 5040 ซึ่งมีขนาด
เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้ง (Inhibition zones) มากกว่า 10 มิลลิเมตร โดยในการ
คัดเลือกแบคทีเรียโพรไบโอติกพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้ง
มากกว่า 20 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ดีมาก (strong 
inhibition) ส่วนแบคที เรียกรดแลคติกที่ มี เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณการยับยั้ งระหว่าง           
10-20 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้ปานกลาง (intermediate 
inhibition) และแบคทีเรียกรดแลคติกที่มี เส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณ การยับยั้ งน้อยกว่า           
10 มิลลิเมตร แสดงว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถยับยั้งแบคทีเรียได้น้อย (low inhibition) ดังนั้น
จึงคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีเส้นผ่านศูนย์กลางของบริเวณยับยั้งแบคทีเรียที่เกิดขึ้นในการ
ยับยั้งแบคทีเรียมาทดสอบคุณสมบัติโพรไบโอติกต่อไป (Prabhurajeshwar and Chandrakanth, 
2017) ซึ่งผลการทดลองแสดงในตารางที่ 4.4 นอกจากนี้ยังพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้    
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6 ไอโซเลต คือ A25, A27, A28, A29, A40 และ A62 ยังเสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันดีที่สุดของ
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่คัดเลือกได้ และการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า Enterococcus durans 
LAB18s มีคุณสมบัติของโพรไบโอติกในการยับยั้งแบคทีเรียจุลินทรีย์ก่อโรคและมีคุณสมบัติต้าน
ออกซิเดชันและสามารถทนต่อสภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองได้ (Pieniza et al., 2014) และ
การศึกษาของ Prabhurajeshwar และคณะ ในปี 2017 ได้คัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 30 
ไอโซเลต พบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรด แลคติกสายพันธุ์ Lactobacillus มีคุณสมบัติดีที่สุด 
จ านวน 16 สายพันธุ์ โดยได้ท าการศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติกในการยับยั้งแบคทีเรียจุลินทรีย์ก่อโรค 
ซึ่งพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข T16,T2 และ T4 เหมาะส าหรับการน ามาพัฒนาเป็น
จุ ลิ นท รี ย์ โพ รไบ โอติ กที่ มี ป ระ โยชน์ ในก ารยั บ ยั้ งแบคที เรี ย จุ ลิ น ท รี ย์ ก่ อ โรค ในมนุ ษ ย์ 
(Prabhurajeshwar et al., 2017) และโพรไบโอติกอาจสร้างสารบางอย่างในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อ
โรค (Revanasiddappa and Chandrakanth, 2017) 
    5.3.2 การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะในทางเดินอาหาร 
      การทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดและการทนต่อสภาวะเกลือน้ าดี เพ่ือ
ศึกษาคุณสมบัติเบื้องต้นในการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ซึ่งก่อนที่จะถึงล าไส้
ใหญ่แบคทีเรียโพรไบโอติกจะต้องอยู่รอดในสภาวะความเป็นกรดของกระเพาะอาหาร ซึ่งมีค่า pH อยู่
ระหว่าง 2.0 ถึง 4.0 โดยความเป็นกรดในกระเพาะอาหารมีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับลักษณะของแต่
ละบุคคลและจากปัจจัยต่าง ๆ (Dunne et al., 2001) ความสามารถในการทนต่อสภาวะกรด-ด่าง
ของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ที่ทดสอบอาจมาจากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างอาหารชนิดต่าง ๆ 
เช่น พืชหมักจะมีค่า pH ลดลงหลังจากการหมักเพียงวันเดียวประมาณ 4.0-3.4 และเกลือน้ าดีก็เป็น
อีกปัจจัยที่มีผลต่อความสามารถในการอยู่รอดของแบคทีเรียกรดแลคติกเมื่อเข้าสู่ระบบทางเดิน
อาหารในร่างกาย (Havenaar et al., 1992) จากการศึกษาวิจัยพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอ
โซเลต ที่มีคุณสมบัติต้านออกซิเดชันและต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารที่ดีที่สุด พบว่า
สามารถทนต่อสภาวะกรดที่ pH 2, pH 3 และ pH 6.5 โดยแต่ละไอโซเลตสามารถรอดชีวิตหลังจาก
การบ่มที่สภาวะกรด pH 2, pH 3 และ pH 6.5 ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะในระบบทางเดินอาหารใน
ส่วนของกระเพาะอาหารที่มีสภาวะความเป็นกรด และพบว่าสามารถทนต่อเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้น
ร้อยละ 0.15 และเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.30 ซึ่งเป็นการจ าลองสภาวะในระบบทางเดิน
อาหารในส่วนของล าไส้เล็กท่ีมีการหลั่งของเกลือน้ าดี ซ่ึงความเข้มข้นของเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นร้อย
ละ 0.15-0.30 เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับการเลือกเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่น ามาใช้
ประโยชน์กับมนุษย์ (Goldin et al., 1992) 
      จากผลการศึกษาทั้งหมดพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต A62 มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
ที่ดีที่สุดจากวิธีการทดสอบทั้ง 3 วิธี คือ DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay และมีฤทธิ์
ต้านแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร และมีความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดีได้
ดี ดังนั้นแบคทีเรียไอโซเลต A62 จึงเป็นแบคทีเรียที่มีศักยภาพเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่น ามาศึกษา
เพ่ือการพัฒนาและใช้ประโยชน์ต่อไป 
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5.4  การทดสอบคุณสมบัติด้านความปลอดภัยของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ 
 5.4.1 การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotic susceptibility)  
   โดยทั่วไปการใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือการรักษาโรคนั้น ยาส่วนใหญ่จะออกฤทธิ์ไม่จ าเพาะ ท า
ให้ส่งผลกระทบต่อจุลินทรีย์ประจ าถิ่น หรือจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในร่างกายให้มีจ านวนที่น้อยลง การ
ที่แบคทีเรียโพรไบโอติกมีคุณสมบัติในการทนต่อยาปฏิชีวนะบางชนิดนั้นจะช่วยปรับสมดุลจุลินทรีย์ใน
ร่างกาย โดยจะช่วยฟื้นฟูสภาพแวดล้อมในระบบทางเดินอาหารให้เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์
ที่มีประโยชน์ ท าให้เป็นผลดีต่อสุขภาพของผู้ที่ได้รับยาปฏิชีวนะ ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ
พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต A62 มีคุณสมบัติที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด ได้แก่ streptomycin, 
gentamicin, vancomycin, kanamycin, norfloxacin, ofloxacin และ ciprofloxacin ซึ่งเป็นยา
ปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycosides (streptomycin, kanamycin และ gentamicin) และยากลุ่ม 
glycopeptide antibiotic (vancomycin) และกลุ่ม fluoroquinolone (norfloxacin, ofloxacin 
และ ciprofloxacin) โดยมีการศึกษาก่อนหน้าเกี่ยวกับความไวตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแล
คติกพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 46 ไอโซเลต สวนใหญ่มีรูปแบบการดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
vancomycin, kanamycin, norfloxacin และ ciprofloxacin (Charteris et al., 1998) นอกจากนี้
ยังมีข้อมูลรายงานวาแบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 187 ไอโซเลต ดื้อยา kanamycin ที่ร้อยละ 79 
และดื้อต่อยา vancomycin ร้อยละ 65 (Temmerman et al., 2003) จากการดื้อต่อยาปฏิชีวนะ
ชนิด norfloxacin, ciprofloxacin และ ofloxacin ซึ่งเป็นยาปฏิชีวนะในกลุ่ม fluoroquinolone 
อาจจะมีประโยชน์ต่อผู้บริโภคผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่พัฒนาจากแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต A62 
ถ้าผู้บริโภคป่วยด้วยอาการติดแบคทีเรียในทางเดินปัสสาวะ การติดแบคทีเรียในระบบทางเดินหายใจ
ส่วนล่าง การติดแบคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร หรือโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ และได้รับยา
ปฏิชีวนะกลุ่มนี้ อาจไม่ส่งผลต่อจ านวนแบคทีเรียโพรไบโอติก A62 ที่บริเวณล าไส้ใหญ่ท าให้ผู้บริโภค
ได้รับประโยชน์จากแบคทีเรียโพรไบโอติกในระหว่างการรักษาอาการติดแบคทีเรียด้วยยาปฏิชีวนะ 
(Wilton et al., 1996) อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงความปลอดภัยแล้วยีน (gene) ที่ท าให้แบคทีเรีย
ดื้อต่อยาปฏิชีวนะได้นั้นควรจะเป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซม (chromosomally coded resistance) 
เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดการถ่ายทอดยีนดื้อยาไปยังจุลินทรีย์สายพันธุ์อ่ืน ๆ (Bujnakova et al., 2014) 
มีการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pEOC01 ในแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici 
NCIMB 6990 พบว่ามีส่วนของยีนที่ ดื้อต่อยาปฏิชี วนะ erythromycin, streptomycin และ 
clindamycin ซึ่ ง P. acidilactici NCIMB 6990 มียีนที่ดื้อยา streptomycin คือ aadE พบใน 
พลาสมิดของแบคทีเรีย Campylobacter jejuni ซึ่งเป็นแบคทีเรียแกรมลบที่พบการปนเปื้อนใน
อาหารท าให้ เกิดโรคล าไส้ อักเสบ ยีนในพลาสมิดดังกล่าวอาจเกิดการถ่ายทอดยีนดื้อต่อยา 
streptomycin จากแบคทีเรียกรดแลคติกไปยังแบคทีเรียที่ก่อโรคในล าไส้ได้ (O’Connor et al., 
2007)  ดังนั้นควรมีการประเมินความปลอดภัยของแบคทีเรียกรดแลคติกผ่านการศึกษาทั้งในหลอด
ทดลอง ในสัตว์ทดลอง และการศึกษาในมนุษย์ โพรไบโอติกบางสายพันธุ์จะต้องปฏิบัติตามมาตรฐาน
ความปลอดภัยก่อนน ามาใช้ได้จริง (Vankerckhoven et al, 2008) อย่างไรก็ตามพบว่าแบคทีเรีย
กรด   แลคติกไอโซเลต A62 มีความไวต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิด ได้แก่ tetracycline, penilcillin, 
erythromycin, chloramphenicol, ampicillin, imipenem, meropenem แ ล ะ  ceftazidime 
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ซึ่งความไวต่อยาปฏิชีวนะดังกล่าวอาจใช้เป็นข้อบ่งชี้ในการรับประทานผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกร่วมกับ
ยาปฏิชีวนะดังกล่าวได้โดยเมื่อได้ยาปฏิชีวนะควรหลีกเลี่ยงการบริโภคกรดแลคติกไอโซเลต A62 
ดังนั้นในการที่จะน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกมาใช้ในรูปแบบใด ควรมีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับจุลินทรีย์
โดยเฉพาะรูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะเป็นอย่างดี เพ่ือความปลอดภัยและได้รับประโยชน์สูงสุดใน
การส่งเสริมสุขภาพ 
 5.4.2 การทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และการทดสอบการผลิตเอนไซม์ดีออกซีไรโบ    
นิวคลีเอส (Deoxyribonuclease : DNase)  
  ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลต A62 ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงและ
ไม่ผลิตเอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส แบคทีเรียบางสายพันธุ์อาจผลิตสารฮีโมไลซิน (Hemolysins) 
ซึ่งเป็นไขมันหรือโปรตีนที่ท าให้เกิดการย่อยเม็ดเลือดแดงโดยการท าลายเยื่อหุ้มเซลล์ของเม็ดเลือด
แดง (Vesper et al., 2004) และเอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลีเอสเป็นเอนไซม์ที่เร่งปฏิกิริยาการสลาย
พันธะระหว่างหมู่ฟอสเฟตและน้ าตาลที่เป็นโครงสร้างหลักในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (Han et al., 2015) 
ซึ่งในโครงสร้างเซลล์ของร่างกายมนุษย์ประกอบด้วยดีเอ็นเอซึ่งมีความส าคัญต่อการด ารงชีวิตของ
เซลล์เป็นอย่างมาก ดังนั้นการพัฒนาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกเพ่ือบริโภคควรค านึงถึงความปลอดภัยเมื่อ
บริโภคเข้าสู่ร่างกาย มีผลการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าสามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนมหมัก
พ้ืนบ้านจ านวนทั้งหมด 308 ไอโซเลต พบว่ามี 305 ไอโซเลต ที่ไม่มีบริเวณใส (clear halos) เกิดขึ้น 
โดยโคโลนีของแบคทีเรียไม่เปลี่ยนแปลง ซึ่งเป็นกลุ่ม Gamma-hemolysis และมี 1 ไอโซเลต ที่มีการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงแบบสมบูรณ์เกิดวงใสสีเหลือง (clear hemolysis zone) อยู่ในกลุ่ม Beta-
hemolysis และกลุ่ม Alpha-hemolysis จะเกิดวงใสสีเขียวรอบโคโลนีของแบคทีเรีย (greenish 
halo) มี 2 ไอโซเลต (Ibrahim et al., 2015) 
 
5.5  การทดสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรีย 
P. acidilactici A62 
 ปัจจุบันผู้บริโภคมีความต้องการบริโภคอาหารประเภทผลิตภัณฑ์จากนม ซึ่งสามารถบริโภคได้
ทุกกลุ่มอายุตั้งแต่วัยเด็กจนถึงวัยหมดประจ าเดือน จากการวิจัยครั้งนี้ซึ่งได้ทดสอบสภาวะที่เหมาะสม
ในการเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 ที่คัดเลือกได้ 
ท าการทดสอบโดยเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 1% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ 1.5 x 
106 CFU/mL และปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียโดยประมาณ 4.5 x 106 
CFU/mL ผลการทดลองพบว่าน้ านมหมักที่เตรียมโดยการเติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) มี
จ านวนแบคทีเรียโพรไบโอติกที่รอดชีวิตมากกว่าและมีค่า pH ที่ลดลงมากกว่าการเติมปริมาณ
แบคทีเรียเริ่มต้น 1% (v/v) ดังนั้นการเตรียมน้ านมหมักโดยใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้น 3% (v/v) จึง
เหมาะสมส าหรับการเตรียมผลิตภัณฑ์นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก  จากการวิจัยของ 
Ramakrishnan และคณะ ในปี ค.ศ. 2016 ได้ท าการศึกษา E. faecium MTCC 5695 ที่มีศักยภาพ
ในการเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก และมีความสามารถในการผลิตสารเอนเทอโรทอกซิน (enterotoxin) 
โดยศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการหมักด้วยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (response surface 
methodology; RSM) ต่อการเจริญของแบคทีเรีย การผลิตแบคเทอริโอชิน ฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
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และความเป็นกรดด่าง (pH) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการหมักคือเวลา 26.48 ชั่วโมง และปริมาณ
แบคทีเรียเริ่มต้นคือ 2.17% (v/v) (Ramakrishnan et al., 2014) มีการศึกษาการหมักนมอัลมอนด์
เพ่ือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการใช้แทนโยเกิร์ตจากนมวัว โดยปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 1% (v/v) 
ของกล้าแบคทีเรีย (starter suspension) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่งค่า pH ลดลง
เหลือ 4.4-4.6 จึงน าไปทดสอบคุณสมบัติต่าง ๆ ต่อไป (Bernata et al., 2015) ปัจจุบันการพัฒนา
ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่ได้จากนมส่วนใหญ่มาจากนมวัวจึงมีความจ าเป็นต้องพัฒนาทางเลือกของ
ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกจากนมอ่ืน ๆ เนื่องจากนมวัวอาจก่อให้เกิดการแพ้น้ าตาลแลกโตส และมี
ปริมาณคอเลสเตอรอลสูง จึงมีการศึกษาพัฒนาโยเกิร์ตจากนมถั่วลิสง ซึ่งการศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
โดยวิธีการพ้ืนผิวตอบสนอง (response surface methodology; RSM) พบว่าปริมาณแบคทีเรีย
เริ่มต้นที่ เหมาะสมในการเตรียมผลิตภัณฑ์  คือ 1.9% (v/v) บ่มที่ อุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง (Bansal et al., 2016) และในการพัฒนาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกมีปัจจัยหลาย
อย่างที่ต้องพิจารณาเมื่อน าแบคทีเรียโพรไบโอติกมาใช้ในการหมัก เช่น โยเกิร์ต ซึ่งโพรไบโอติกต้องมี
ปริมาณมากพอในการบริโภคเพ่ือให้ได้รับประโยชน์ต่อร่างกาย ดังนั้นผลิตภัณฑ์นมหมักของโพรไบโอ
ติกควรมีปริมาณแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีชีวิตอย่างน้อย 6-7 log CFU/g ในขณะที่บริโภคและควร
บริโภคอย่างสม่ าเสมอในปริมาณท่ีสูงกว่า 100 กรัมต่อวัน หรืออย่างน้อย 9 log CFU ต่อวัน (Codex, 
2003) 
 
5.6  การประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วย
แบคทีเรียกรดแลคติก 
 ผลการประเมินคุณสมบัติการต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองหมักพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
ของนมถั่วเหลืองหมักด้วยวิธี DPPH assay มีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ในการหมักหลัง 
24 ชั่วโมง เท่ากับ 84.81 ซึ่งมีค่ามากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก เท่ากับร้อยละ 70.10 โดยมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) มีรายงานการศึกษาฤทธิ์ในการต้านออกซิเดชัน
ของหางนมถั่วเหลืองหมักด้วยแบคทีเรีย L. plantarum B1-6 ผลการศึกษาพบว่าหางนมถั่วเหลืองที่
ได้รับการหมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกมีปริมาณฟีนอลิก และมีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี ABTS 
assay และ FRAP assay สูงกว่าหางนมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก (Xiao et al., 2015) นอกจากนี้
ยังมีการศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของโยเกิร์ตนมถั่วเหลืองและนมวัวที่หมักด้วยแบคทีเรีย            
S. thermophilus ATCC 4356 และ L. delbrueckii subsp. bulgaricus IM 025 (Farnworth et 
al., 2007) โดยสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่พบว่าจากนมถั่วเหลืองหมักมีค่าร้อยละ ABTS scavenging 
ability เท่ากับ 81.13 และมีปริมาณ FRAP values เท่ากับ 0.55 FeSO4 mM และมีปริมาณฟีนอลิก
คือ 207.78 µg GAE ซึ่งมีค่ามากกว่านมถั่วเหลืองที่ไม่ได้รับการหมัก ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังผลการทดลองแสดงในภาพที่ 4.13 นมถั่วเหลืองที่หมักด้วยแบคทีเรีย
โพรไบโอติก L. rhamnosus และ L. casei เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบว่า
ในนมถั่วเหลืองหมักสามารถยับยั้งการเกิดออกซิเดชัน เมื่อทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชันทั้ง 3 วิธี คือ 
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ABTS assay, DPPH assay และ FRAP assay และหาสารประกอบฟีนอลิกทั้ งหมด (Subrota      
et al., 2013) เมื่อเปรียบเทียบกับผลการศึกษาในงานวิจัยนี้พบว่าการหมักนมถ่ัวเหลืองด้วยแบคทีเรีย
กรดแลคติกไอโซเลต A62 สามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน  
 การหมักนมอัลมอนด์ด้วยโพรไบโอติก Lactobacillus reuter และ S. thermophilus จะเป็น
ทางเลือกหนึ่งของสุขภาพและส าหรับผู้ที่แพ้นมวัวและเป็นการพัฒนาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกจากนมอัล
มอนด์ (Bernata et al., 2015) ซึ่งจากการวิจัยพบว่าการหมักนมอัลมอนด์ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก
จะท าให้สามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชันสูงขึ้น โดยมีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity คือ 
70.10 และมี ค่ าร้ อยละ  ABTS scavenging ability คื อ  69 .86  และมี ค่ า  FRAP values คื อ        
0.55 FeSO4 mM นอกจากนี้ยังมีปริมาณฟีนอลิก คือ 207.78 µg GAE ในการหมักหลัง 24 ชั่วโมง 
ซึ่งมีค่ามากกว่านมอัลมอนด์ที่ไม่ได้รับการหมักอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังผลการทดลอง
แสดงในภาพที่ 4.14 โดยมีการรายงานก่อนหน้านี้ที่ศึกษาแบคทีเรีย Pediococcus pentosaceus 
มาหมักนมแพะ นมอูฐ และนมวัว และประเมินฤทธิ์ต้านออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay พบว่านม
แพะอุดมไปด้วยสารต้านออกซิเดชันที่มี ค่าร้อยละ scavenging activity มากที่สุดคือ 93 รองลงมา
คือนมอูฐมี ร้อยละ 86 และนมวัวมีร้อยละ 79 (Balakrishnan et al., 2014) แต่ยังไม่มีรายงานการ
หมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์กับแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici โดยผู้วิจัยได้ทดสอบ
สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกที่
คัดเลือกได้ เติมปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นคือ 3% (v/v) และหมักนมโดยบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จะสามารถเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียโพรไบโอติกและมีค่า pH ที่เหมาะสม
ส าหรับการเจริญของแบคทีเรียโพรไบโอติก และยังสามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเมื่อทดสอบด้วย
วิธี DPPH assay, ABTS assay และ FRAP assay นอกจากนี้ยังสามารถเพ่ิมปริมาณสารฟีนอลิกใน
นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักอีกด้วย 
 
5.7  การศึกษาความคงตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ         
4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
 อายุการเก็บรักษามีบทบาทส าคัญในด้านการตลาดและการขายผลิตภัณฑ์อาหารที่เน่าเสียง่าย 
ปัจจัยต่าง ๆ เช่น อุณหภูมิ และเวลา มีบทบาทส าคัญต่อความคงตัวของผลิตภัณฑ์อาหาร การศึกษานี้
จึงมีการพัฒนานมถ่ัวเหลืองและนมอัลมอนด์หมักที่อุดมไปด้วยสารต้านออกซิเดชัน และมีความคงตัว
ของฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน เมื่อเก็บรักษา ที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
การศึกษาที่ผ่านมาพบว่าได้มีการประเมินความคงตัวของโยเกิร์ตผลไม้ โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง  
23±4 องศาเซลเซียส 15 องศาเซลเซียส และ 4 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑ์ที่ เก็บรักษาไว้ที่
อุณหภูมิห้องมีรสชาติรสเปรี้ยวภายในวันที่จัดเก็บ และในการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผัสของ
ผลิตภัณฑ์ลดลงอย่างมากหลังจากเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เวลาผ่านไป 18 วัน และอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส เวลาผ่านไป 9 วัน และสารต้านออกซิเดชันยังคงตัวในระหว่างการเก็บรักษา      
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21 วัน (Selvamuthukumaran et al., 2014) จากการวิจัยพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่ว
เหลืองและนมอัลมอนด์หมักมีความคงตัวของฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเมื่อทดสอบด้วยวิธี DPPH, ABTS 
และ FRAP assay ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 4 สัปดาห์ โดยพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถ่ัว
เหลืองหมักมีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 92.80, 93.00, 92.86 
และ 93.87 ตามล าดับ และมีค่าร้อยละ ABTS scavenging ability ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 78.30, 
81.52, 80.54 และ 76.11 ตามล าดับ และมีค่า FRAP values ในสัปดาห์ที่  1-4 คือ 0.40, 0.42, 
0.39 และ 0.40 FeSO4 mM ของสารสกัด ตามล าดับ และยังพบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมอัล
มอนด์หมัก มีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ  88.11, 87.57, 88.69 
และ 87.77 ตามล าดับ และมีค่าร้อยละ ABTS scavenging ability ในสัปดาห์ที่ 1-4 คือ 83.50, 
86.57, 83.93 และ 85.74 ตามล าดับ และมีค่า FRAP values ในสัปดาห์ที่  1-4 คือ 0.97, 0.95, 
0.94 และ 0.95 FeSO4 mM ของสารสกัด ตามล าดับ ในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการประเมินสมบัติ
ทางชีวเคมีและการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ถั่วเหลืองแอฟริกัน (Sphenostylis stenocarpa) ซ่ึงหมัก
นมถั่วเหลืองด้วย S. thermophilus และ L. delbrueckii spp. bulgaricus บ่มที่อุณหภูมิ 43 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ชั่วโมง และประเมินความคงตัวของผลิตภัณฑ์ระหว่างการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส พบว่ามีค่า pH ของผลิตภัณฑ์อยู่ระหว่าง 4.45 ถึง 4.54 และมีปริมาณจุลินทรีย์
ตั้งแต่ 1.6 × 106 ถึง 2.6 × 108 CFU/ml ในระหว่างการเก็บรักษาไม่เกิน 3 สัปดาห์ และยังพบว่า
ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมีความคงตัว (Aminigo et al., 2009)  นอกจากนี้การศึกษายังพบว่าปริมาณ   
ฟีนอลิกของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก เมื่อเก็บรักษา ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าปริมาณฟีนอลิกยังคงอยู่และเพ่ิมมากขึ้นเล็กน้อยในระหว่างการเก็บรักษา 
ซึ่งเป็นไปได้ว่าในระหว่างการเก็บรักษาอาจเกิดกระบวนการหมักอยู่ซึ่งขึ้นอยู่กับลักษณะทางกายภาพ
และคุณสมบัติของนม การศึกษาของ Subrota และคณะ ในปี ค.ศ. 2013 ได้ท าการหมักนมถั่วเหลือง
กับ L. rhamnosus NCDC 19 , 24, L. rhamnosus C2 , C6 และ L. casei NCDC 17, 297 ซึ่ง
สามารถคัดแยกได้จากชีส พบว่าหลังกระบวนการหมักมีการเปลี่ยนแปลงของสารประกอบฟีนอลิก
เพ่ิมขึ้น ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกในนมถั่วเหลืองอาจมีความสามารถในการย่อยสลายของโปรตีน แร่
ธาตุ และคาร์โบไฮเดรตในนมหมัก (Subrota et al., 2003) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงสารประกอบฟีนอลิก
ผ่านกระบวนการหมักท าให้สามารถย่อยโปรตีนและคาร์โบไฮเดรตที่ดีขึ้น  และยังช่วยเพ่ิม
ความสามารถในการดูดซึมแร่ธาตุในผลิตภัณฑ์นมหมัก ซึ่งจะช่วยเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการ 
นอกเหนือจากประโยชน์ทางโภชนาการโพรไบโอติก ยังมีบทบาทในการเผาผลาญอาหาร ลดอาการ
ท้องผูก ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด (Sindhu and Khetarpaul, 2003)  
 
5.8  ฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียโพรไบโอติก 
 สารโพลีฟีนอล (polyphenols) มักพบอยู่ในพืช เช่น ถั่วเหลือง ธัญพืช ผัก ผลไม้ และชา และ
สารประกอบธรรมชาติที่พบได้ในพืชที่ส าคัญคือสารไฟโตเอสโตรเจน (Phytoestrogen) มีโครงสร้าง
และการออกฤทธิ์ที่คล้ายฮอร์โมนเพศหญิง คือ เอสโตรเจน (estrogen) โดยออกฤทธิ์ต่อระบบ
ประสาทส่วนกลาง และกระตุ้นการเจริญของอวัยวะสืบพันธุ์ เพศหญิง แต่ออกฤทธิ์ได้ต่ ากว่าเอสโตร
เจนของมนุษย์ แต่สามารถแย่งที่กับเอสโตรเจนในการจับกับตัวรับเอสโตรเจนที่มีอยู่ในทุกเซลล์ของ
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ร่างกาย และชักน าให้เกิดการตอบสนองเฉพาะต่อเอสโตรเจน ในธรรมชาติสามารถพบสารไฟโต
เอสโตรเจนที่มีฤทธิ์ทางชีวภาพได้ 3 ชนิดหลัก คือ ไอโซฟลาโวน ( isoflavones) ลิกแนน (lignans) 
และ คิวเมสแทน (coumestans) (Harris et al., 2005) สารเหล่านี้อาจจะช่วยป้องกันโรคเรื้อรังที่
เกี่ยวข้องกับการเสื่อมสภาพ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคกระดูก โรคมะเร็ง และผู้หญิงวัยหมด
ประจ าเดือน (Landete et al., 2016) มีการศึกษาพบว่าประโยชน์จากการบริโภคสารไฟโตเอสโตร
เจนเป็นผลมาจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพที่ผลิตจากแบคทีเรียในกระเพาะอาหารและล าไส้ในการ
ปรับสมดุลของประชากรแบคทีเรีย (Bolca et al., 2012) ดังนั้นการรับประทานอาหารที่ประกอบไป
ด้วยสารไอโซฟลาโวนจากถั่วเหลือง ลิกแนนจากธัญพืช เช่น อัลมอนด์ เป็นต้น ผสมกับโพรไบโอติก
อาจท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสารไอโซฟลาโวนและลิกแนนท าให้เกิดสารอีควอล (equol) และ
เอนเทอโรลิกแนน (enterolignans) ในการออกฤทธิ์ทางชีวภาพขึ้น (Gaya et al., 2017) จากการ
วิจัยพบว่าการหมักนมถั่วเหลืองกับ P. acidilactici A62 มีฤทธิ์การต้านออกซิเดชันที่สูงขึ้นหลังจาก
การหมัก 24 ชั่วโมง ซึ่งกระบวนการหมักจากจุลินทรีย์โพรไบโอติกท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสาร
ไอโซฟลาโวน โดยสวนใหญพบอยูในรูปกลัยโคไซด์ (glycoside) คือ เดดซีน (daidzin) จีนีสติน 
(genistin) เดดซีอีน (daidzein) และ จีนีสทีอีน (genistein) เป็นสารไกลโคน (aglycones) การ
เปลี่ยนแปลงนี้อาจเกิดจากการเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดส (β-glucosidase) และแบคทีเรียกรดแลคติกมี
ความส าคัญในการเปลี่ยนแปลงของไอโซฟลาโวนที่เกิดขึ้นตามธรรมชาติในรูปแบบ O-glucosides,  
C-glucosides หรือรูปแบบการเติมหมู่เมทธิว (methylated forms) ท าให้สารที่เกิดขึ้นสามารถดูด
ซึมและออกฤทธิ์ทางชีวภาพได้มากข้ึน (Marazza et al., 2012) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้เมื่อท าการ
หมักนมถั่วเหลืองด้วยแบคทีเรีย P. acidilactici A62 พบว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่มากขึ้น และใน
ระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันยังมี
ความคงตัวและมีปริมาณสารปะกอบฟีนอลิกเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการหมักในนมถั่ว
เหลืองที่ประกอบด้วยสารประกอบในนมที่มีปริมาณสารอาหารสูง  และเส้นใยอาหารจาก
สารประกอบฟีนอลิกไม่สามารถละลายน้ าได้แต่ในระหว่างการหมักของจุลินทรีย์จะผลิตเอนไซม์
เบต้ากลูโคซิเดสท าให้ปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมมากขึ้น (Xiao et al., 2015) จากผลการศึกษา
ที่ผ่านมาพบว่าแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์ Weissella confusa, Enterococcus durans KH, 
L. paraplantarum KM และ L. rhamnosus CRL981 มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงสาร
เดดซีน  (daidzin) เป็ น ส ารเดดซี อีน  (daidzein) (Chun et al., 2007) นอกจากนี้ ยั งพบว่ า 
Lactobacillus sp. Niu-O16 ซึ่งแยกได้จากกระเพาะอาหารของสามารถเปลี่ยนสารเดดซีนเป็น    
ไดไฮโดรเดดซีอิน (dihydrodaidzein) (Wang et al., 2005)  
 นมอัลมอนด์อุดมไปด้วยสารอาหารที่ประกอบไปด้วย ไขมันที่ดี วิตามินอีและสารโพลีฟีนอล 
และยังพบสารอ่ืน ๆ เช่น ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ไอโซฟลาโวน (isoflavones) และลิกแนน 
(lignans) (Bolling, 2017) สารลิกแนนเป็นไฟโตเอสโตรเจนที่ส าคัญต่อสุขภาพ พืชที่ประกอบด้วย   
ลิกแนนจะไม่ถูกดูดซึม จึงต้องถูกเปลี่ยนเป็นเอนเทอโรไดออล (enterodiol) และเอนเทอโรแลคโทน 
(enterolactone) ก่ อน ถึ งจะสามารถดู ดซึ ม เข้ าสู่ ร่ างกาย ได้  (Quartieri et al., 2016) การ
เปลี่ยนแปลงลิกแนนของพืชโดยจุลินทรีย์ในล าไส้จึงมีความส าคัญอย่างมาก (Clavel et al., 2005) 
กระบวนการ Deglycosylation ของสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอลไดไกลโคไซด์ (secoisolariciresinol 
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diglycoside; SDG) ท าให้เกิดสารซีโคไอโซลาริซิเรซินอล (secoisolariciresinol; SECO) เป็นขั้นตอน
แรกท าให้เกิดสารเอนเทอโรลิกแนน (enterolignans) ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการช่วยลดอาการของวัย
หมดประจ าเดือน (Clavel et al., 2007) แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร้าง SECO จากสารลิกแนน
ท าให้สามารถดูดซึมในล าไส้ใหญ่ได้มากขึ้น และพบว่าแบคทีเรียบางสายพันธุ์ เช่น Butyribacterium 
methylotrophicum, Eubacterium callanderi, Peptostreptococcus และ B. adolescentis 
INIA P784 มีความสามารถในการผลิตเอนเทอโรลิกแนน (Clavel et al., 2005) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยนี้เมื่อหมักอัลมอนด์ด้วย P. acidilactici A62 พบว่ามีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันมากขึ้น และใน
ระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าฤทธิ์ต้านออกซิเดชันยังมี
ความคงตัวและมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกเพ่ิมขึ้นเล็กน้อย ซึ่งอาจเกิดจากกระบวนการหมักใน
นมอัลมอนด์ที่ประกอบด้วยปริมาณเส้นใยอาหารน้อยจากสารประกอบฟีนอลิกไม่สามารถละลายน้ า
ได้แต่ในระหว่างการหมักของจุลินทรีย์จะผลิตเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสท าให้ปริมาณสารประกอบ     
ฟีนอลิกเพ่ิมขึ้นเล็กนี้ซึ่งยังไม่มีงานวิจัยใดศึกษาฤทธิ์ต้านออกซิเดชันจากนมอัลมอนด์หมักด้วย
แบคที เรียกรดแลคติก และการศึกษานี้ยังน าแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์  Pediococcus 
acidilactici มาหมักในนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ซึ่งเป็นองค์ความรู้ใหม่ในการน าไปพัฒนา
ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเพ่ือส่งเสริมสุขภาพต่อไป 
 
5.9  การน าแบคทีเรียโพรไบโอติก Pediococcus acidilactici A62 ไปใช้ประโยชน์ 
 Pediococcus acidilactici เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) รูปร่างกลม (cocci) อยู่
ในกลุ่มโฮโมเฟอร์เมนเททีฟ (homofermentative) ซึ่งสามารถเจริญได้ในช่วง pH อุณหภูมิ และช่วง
ความดันออสโมซิสกว้าง จึงสามารถพบได้ในระบบทางเดินอาหาร และมักพบอาหารในหมักดอง 
แบคทีเรีย P. acidilactici สามารถผลิตสารเพดิโอซิน (pediocins) ในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนได้ 
(Barros et al., 2001) มีการน า P. acidilactici ไปใช้รักษาสุนัขที่ติดแบคทีเรีย parvovirus ซึ่งมี
อาการอาเจียนและท้องเสียเป็นเลือด โดยการผสม P. acidilactici กับ Saccharomyces boulardii 
พบว่า หลังจากได้รับการรักษาเป็นเวลา 3 วัน  สุนัขมีอาการดีขึ้น (Lin and Ishida, 2008) มี
การศึกษาพบว่าเมื่อสุนัขที่มีความผิดปกติทางเดินอาหารได้รับการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะร่วมกับ      
P. acidilactici จะช่วยรักษาสมดุลในล าไส้ของสุนัขได้ (Mizutani et al., 2007) และมีการศึกษา
พบว่า P. acidilactici Ch-2 มีความสามารถทนต่อสภาวะกรดด่างและเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้น 0.3 
และในสภาวะทางเดินอาหารและล าไส้จ าลอง และสามารถผลิตสารยับยั้งแบคทีเรียหรือกรดแลคติก
ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคหลายชนิด (Gupta and Sharma, 2017) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่
พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกจากอาหารหมักดอง P. acidilactici A62 สามารถทนต่อ
สภาวะกรดและเกลือน้ าดี และสามารถยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และมีปลอดภัย
เบื้องต้นแบคทีเรียไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และไม่ผลิตเอนไซม์ดีเอ็นเอสได้ ซึ่งมีข้อมูลจาก
การศึกษาของ Mastro และคณะ ในปี ค.ศ. 1990 พบว่าผู้ป่วย 9 ราย มีอาการติดเชื้อแบคทีเรียใน
กระแสเลือด (P. acidilactici bacteremia) สามารถแยกแบคทีเรีย P. acidilactici ได้จากเลือด โดย
เป็นผู้สูงอายุจ านวน 8 ราย มีอาการแทรกซ้อนของโรคต่าง ๆ และมีทารกแรกเกิด 1 รายที่มีอาการ
เกี่ยวกับล าไส้เล็กส่วนต้น ซึ่ง P. acidilactici ส่วนใหญ่จะดื้อยา vancomycin ท าให้ยากต่อการรักษา 
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(Mastro et al., 1990) และยั งมีการรายงานว่า P. acidilactici ท าให้ เกิดหลอดลมอักเสบ 
(pneumonitis) และเกิดภาวะการติดเชื้อแบคทีเรียในกระแสเลือด (bacteremia) ในหญิงตั้งครรภ์         
14 สัปดาห์ อายุ 26 ปี (Sarma, 1998) ดังนั้น P. acidilactici A62 จึงเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มี
ศักยภาพในการน าไปพัฒนาผลิตภัณฑ์ต่อไป แต่ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเกี่ยวกับคุณสมบัติด้าน
ความปลอดภัยในสัตว์ทดลอง และการศึกษาเพ่ือยืนยันประสิทธิภาพและความปลอดภัยในมนุษย์ก่อน
การน าไปใช้พัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์ต่อไป 



 
บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

 จากการวิจัยสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักดอง จ านวน 17 ตัวอย่าง ได้
ทั้งหมด 70 ไอโซเลต โดยการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยวที่เจริญบนอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย MRS agar เมื่อ
ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรมจะติดสีม่วง และไมส่ร้างเอนไซม์คะตะเลส ซึ่ง
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้มีลักษณะรูปร่างกลมและรูปร่างแท่ง และเมื่อทดสอบฤทธิ์ต้าน
ออกซิเดชันด้วยวิธี DPPH assay พบว่ามี 28 ไอโซเลต ที่มีค่าร้อยละ DPPH scavenging activity 
มากกว่า 50 ดังนั้นจึงน าแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 28 ไอโซเลต มาทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน
ด้วยวิธี ABTS assay และ FRAP assay เพ่ือยืนยันฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของแบคทีเรียกรดแลคติกที่
คัดเลือกได้ด้วยกลไกการต้านออกซิเดชันต่าง ๆ และน าไปศึกษาคุณสมบัติการเป็นแบคทีเรียโพรไบโอ
ติกผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติก จ านวน 6 ไอโซเลต ได้แก่ A25 A27 A28 A29 A40 
และ A62 สามารถต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 4 ชนิด คือ Escherichia coli ATCC 
25922, Salmonella typhimurium DMST 562, Staphylococcus aureus ATCC 25923 และ 
Bacillus cereus DMST 5040 ได้ดี และพบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 6 ไอโซเลตข้างต้น สามารถ
ทนต่อสภาวะกรดที่ pH 2, pH 3 และ pH 6.5 รวมทั้งสามารถทนต่อเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นร้อยละ 
0.15 (w/v) และ 0.30 (w/v) ได ้
 เมื่อวิเคราะห์คุณสมบัติโดยรวมจากการทดสอบเบื้องต้นพบว่าแบคทีเรียไอโซเลต A62 แสดง
คุณสมบัติทั้ งด้านฤทธิ์ต้ านออกซิเดชัน ฤทธิ์ต้านแบคที เรียก่อโรคในทางเดินอาหาร และมี
ความสามารถในการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน้ าดีได้ดี ดังนั้นจึงได้คัดเลือกแบคทีเรีย A62 เพ่ือ
น าไปทดสอบคุณสมบัติด้านความปลอดภัยเพ่ิมเติม โดยผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ พบว่า 
A62 ดื้ อต่ อยาปฏิชี วนะ 6 ชนิด  คือ  streptomycin, gentamicin, vancomycin, kanamycin 
norfloxacin, ofloxacin และ ciprofloxacin ซึ่งอาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการบริโภคร่วมกับยา
ปฏิชีวนะและ A62 ยังมีความไวต่อยาปฏิชีวนะบางชนิดซึ่งอาจน ามาใช้ในการรักษาผู้ป่วยได้ และ A62 
ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดงและไม่ผลิตเอนไซม์ดีออกซีไรโบนิวคลีเอส เมื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยีน 16S rDNA สามารถระบุชนิดแบคทีเรีย A62 ได้ว่าคือแบคทีเรีย Pediococcus acidilactici 
โดยมีค่าร้อยละความเหมือน เท่ากับ 100 (100 % identity) เมื่อน าไปเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์
ของแบคทีเรียต่างๆ ในฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST 
 เมื่อน า Pediococcus acidilactici A62 มาเป็นกล้าเชื้อ (starter) ในการเตรียมนมถั่วเหลือง
และนมอัลมอนด์หมัก พบว่า A62 สภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก 
คือใช้ปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นเท่ากับ 3% (v/v) ซึ่งมีปริมาณแบคทีเรียประมาณ 4.5x106 CFU/mL 
การหมักนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนล์ด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกคือ A62 พบว่าสามารถเพ่ิม
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คุณสมบัติการต้านออกซิเดชันแก่นมหมักได้ โดยพบว่าเมื่อหมักนมกับแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จะสามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน และเพ่ิมปริมาณฟีนอลิกในนมหมักเพ่ิมมากขึ้น 
 จากการประเมินความคงตัวของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ      
4 องศาเซลเซียส พบว่ามีความคงตัวของฤทธิ์ต้านออกซิเดชันเมื่อประเมินผลโดยการทดสอบด้วยวิธี 
DPPH, ABTS และ FRAP assay ตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา 4 สัปดาห์  พบว่าฤทธิ์ต้ าน
ออกซิเดชันยังคงอยู่และอาจเพ่ิมขึ้นในสัปดาห์ที่ 2 และ 3 และลดลงในสัปดาห์ที่ 4 นอกจากนี้ผล
การศึกษายังพบว่าปริมาณฟีนอลิกของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักเพ่ิมมากขึ้น เมื่อเก็บรักษา
เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ ที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และผลการศึกษาคุณสมบัติการต้าน
ออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ต่าง ๆ ได้แก่               
P. acidilactici A62, P. acidilactici F3 และ L. fermentum M47 พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 
3 ไอโซเลต สามารถเพ่ิมฤทธิ์ต้านออกซิเดชันของนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมักได้  
 อย่างไรก็ตามแบคทีเรียกรดแลคติกหมายเลข A62 นอกจากแสดงฤทธิ์ต้านออกซิเดชันที่ดีแล้ว 
ยังแสดงฤทธิ์ต้านแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร และสามารถทนต่อสภาวะกรดและเกลือ
น้ าดีได้ดี จึงเหมาะสมที่จะน าไปพัฒนาเป็นกล้าแบคทีเรียเพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกต่อไปใน
อนาคต 
 ข้อเสนอแนะ 
 (1.) ควรศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับคุณสมบัติด้านความปลอดภัยของแบคทีเรียโพรไบโอติก 
Pediococcus acidilactici A62 เพ่ือเป็นข้อมูลยืนยันความปลอดภัยก่อนน าไปพัฒนาเพ่ือเป็นกล้า
เชื้อส าหรับผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกต่อไป ดังนี้  
  (1.1) การศึกษาเกี่ยวกับยีนดื้อยา และการถ่ายทอดยีนดื้อยาไปสู่แบคทีเรียชนิดอื่น ซึ่งอาจ
ก่อให้เกิดปัญหาแบคทีเรียดื้อยาตามมา 
  (1.2) การศึกษาความเป็นพิษของแบคทีเรียต่อเซลล์ 
  (1.3) การศึกษาสารที่สามารถก่อโรคในมนุษย์ เช่น การผลิตเอนไซม์เจลาติเนส 
  (1.4) การศึกษาคุณสมบัติด้านความปลอดภัยในสัตว์ทดลอง ก่อนการน าไปใช้ในมนุษย์ 
  (1.5) ประเมินผลข้างเคียงระหว่างการศึกษาในมนุษย์ และการเฝ้าระวังทางระบาดวิทยาของ 
อุบัติการณ์ท่ีไม่พึงประสงค์ในผู้บริโภคหลังออกจ าหน่ายในท้องตลาด 
 (2.) ควรศึกษาสารประกอบที่มีในนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์ที่หมักด้วยแบคทีเรียกรดแลคติก
เพ่ือให้ทราบถึงกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในกระบวนการหมักและผลิตภัณฑ์นมหมัก ซึ่งเป็น
ข้อมูลที่ส าคัญส าหรับขั้นตอนการพัฒนากระบวนการผลิตรวมทั้งการพัฒนาผลิตภัณฑ์ให้มี
ประสิทธิภาพและมีความคงตัวที่ดี เช่น 
  (2.1) การวิเคราะห์หาสารไอโซฟลาโวนที่ประกอบด้วย เดดซีน (daidzin) จีนีสติน (genistin) 
เดดซีอีน (daidzein) และจีนีสทีอีน (genistein) และกระบวนการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในนมถั่ว
เหลืองและนมอัลมอนด์หมัก 



85 

  (2.2) การวิเคราะห์หาสารต้านออกซิเดชัน เช่น ฟลาโวนอยด์ สารประกอบฟีนอลิก วิตามินซี 
และวิตามินอี 
  (2.3) การวิเคราะห์สารประกอบทั้งหมดในนมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก 
 (3.) ควรวิจัยเพ่ือพัฒนาผลิตภัณฑ์นมถั่วเหลืองและนมอัลมอนด์หมัก ให้มีรสชาติ เนื้อสัมผัส ที่
เหมาะสมและเป็นที่ยอมรับของผู้บริโภค ส าหรับการน าไปพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มี
ประสิทธิภาพและควรศึกษาการยอมรับในผลิตภัณฑ์ของผู้บริโภคต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
กราฟการเจริญ (Growth curve) 

ของแบคทีเรีย P. acidilactici A62 
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ภาพที่ ก.1 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 625 นาโนเมตร  
       และจ านวนของแบคทีเรีย P.acidilactici A62 (CFU/ml) เมื่อบ่มที่อุณหภูมิ  
      37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

 
 

 
 

ภาพที่ ก.2 กราฟแสดงการเปลี่ยนแปลงของ pH ของแบคทีเรีย P. acidilactici A62  
      ในอาหาร MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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สูตรอาหารและวิธีการเตรียม 
1.  การเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS) broth ประกอบด้วย (กรัม/ลิตร) 
 Dextrose     20 กรัม 
 Meat peptone    10 กรัม 
 Beef extract    10 กรัม 
 Yeast extract    5 กรัม 
 Sodium acetate    5 กรัม 
 Disodium Phosphate   2 กรัม 
 Ammonium Citrate   2 กรัม 
 Tween 80     1 กรัม 
 Magnesium Sulfate   0.1 กรัม 
 Manganese Sulfate   0.05 กรัม 
 วิธีเตรียม 
 ชั่ง MRS broth หนัก 55.15 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นผสมให้เข้ากัน เติมน ้ากลั่นเพ่ือปรับ
ปริมาตรเป็น 1 ลิตร ก่อนน้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2.  การเตรียมอาหาร De Man Rogosa Sharpe (MRS) agar  
 Dextrose     20 กรัม 
 Agar     12 กรัม 
 Proteose peptone   10 กรัม 
 Beef extract    10 กรัม 
 Yeast extract    5 กรัม 
 Sodium acetate    5 กรัม 
 Disodium Phosphate   2 กรัม 
 Ammonium Citrate   2 กรัม 
 Tween 80     1 กรัม 
 Magnesium Sulfate   0.1 กรัม 
 Manganese Sulfate   0.05 กรัม 
 วิธีเตรียม 
 ชั่ง MRS agar หนัก 67.15 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นผสมให้เข้ากัน เติมน ้ากลั่นเพ่ือปรับปริมาตร
เป็น 1 ลิตร ก่อนน้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากนั นเทอาหารเลี ยงเชื อลงจานเพาะเชื อ โดยแต่ละจานเพาะเชื อให้
มีปริมาตรประมาณ 20 มิลลิลิตร และรอให้แห้ง 
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ภาคผนวก ค 
การเตรียมสารเคมี 
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1.  การเตรียมสารละลาย Phosphate buffer pH 7.4  
  Na2HPO4 2.884 กรัม 
  NaH2PO4 0.524 กรัม 
  น ้ากลั่น  200 มิลลิลิตร 
  1 M NaOH 

วิธีเตรียม  
ชั่ง Na2HPO4 หนัก 2.884 กรัม และ NaH2PO4 หนัก 0.524 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และปรับ pH ด้วย 1 M NaOH จนได้ pH เท่ากับ 7.4 จากนั นน้าไปฆ่าเชื อ
ด้วยหม้อนึ่งความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
2.  การเตรียมสารละลายโซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.9% (w/v) 
  NaCl  0.9 กรัม 
  น ้ากลั่น  100 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 
ชั่ง NaCl หนัก 0.9 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั นน้าไปฆ่าเชื อด้วยหม้อนึ่ง

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
3.  การเตรียมสารละลาย DPPH ความเข้มข้น 0.2 mM 
  2,2-Diphenyl-1-Picryl-Hydrazyl  (DPPH) 3.9433 มิลลิกรัม 
  Methanol     50 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 
ชั่ง DPPH หนัก 3.9433 กรัม ละลายด้วยเมทานอลปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั นน้าไป

ทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ 
 
4.  การเตรียมสารละลาย ABTS+  
  2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)   3.84  กรัม
  K2S2O8            0.00662 กรัม 
  น ้ากลั่น            50 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม 
ชั่ง ABTS หนัก 3.84 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จะได้สารละลาย ABTS 

ความเข้มข้น 7 mmol/L และชั่ง K2S2O8 หนัก 0.00662 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 50 
มิลลิลิตร จะได้สารละลาย K2S2O8 ความเข้มข้น 2.45 mmol/L จากนั นน้าสารละลาย ABTS และ
สารละลาย K2S2O8 มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1 (v/v) บ่มในที่มืด อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 16 ชั่วโมง
จะได้สารละลาย ABTS+  น้าไปทดสอบฤทธิ์ต้านออกซิเดชัน 
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5.  การเตรียมสารละลาย FRAP reagent 
 5.1 การเตรียมสารละลาย Acetate buffer pH 3.6 ความเข้มข้น 300 mM 
  Glacial Acetic acid  17 มิลลิลิตร 
  Sodium acetate  3.1 กรัม 
  น ้ากลั่น    1 ลิตร 

วิธีเตรียม ชั่ง sodium acetate หนัก 3.1 กรัม ละลายด้วยน ้ากลั่นปริมาตร 1 ลิตร และเติม 
glacial acetic acid ปริมาตร 17 มิลลิลิตร และวัด pH ด้วยเครื่อง pH meter 
 5.2 การเตรียมสารละลาย 2,4,6-tri[2-pyridyl]-s-triazine (TPTZ) ความเข้มข้น 10 mM 
  TPTZ    0.0156 กรัม 
  HCl    5 มิลลิลิตร 

วิธีเตรียม ชั่ง TPTZ หนัก 0.0156 กรัม ผสมกับ HCl ความเข้มข้น 40 mM ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร จากนั นน้าไปละลายในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
 5.3 การเตรียมสารละลาย FeCl3 ความเข้มข้น 20 mM 
  FeCl3    5.4 กรัม 
  น ้ากลั่น    1 ลิตร 

วิธีเตรียม ชั่ง Ferric chloride หนัก 5.4 กรัม ผสมกับน ้ากลั่นปริมาตร 1 ลิตร  
 5.4 การเตรียมสารละลาย FRAP reagent  
  สารละลาย Acetate buffer pH 3.6 ความเข้มข้น 300 mM  50 มิลลิลิตร 
  สารละลาย TPTZ ความเข้มข้น 10 mM    5 มิลลิลิตร 
  สารละลาย FeCl3 ความเข้มข้น 20 mM    5 มิลลิลิตร 
  น ้ากลั่น        5 มิลลิลิตร 
  วิธีเตรียม ผสมสารละลาย Acetate buffer pH 3.6 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร สารละลาย TPTZ 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร สารละลาย FeCl3 ความเข้มข้น 20 mM  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเติมน ้ากลั่น
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ง 
กราฟมาตรฐาน 
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ภาพที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของเฟอรัสซัลเฟต 
 
 
 

 
 

ภาพที่ ง.2 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
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ภาคผนวก จ 
การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
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 วิธีวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ซึ่งท้าการวิเคราะห์โดยหน่วยความร่วมมือการ 
วิจัยด้านวิทยาศาสตร์ชีวภาพ และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งมหาวิทยาลัยมหิดล และมหาวิทยาลัยโอซาก้า 
หรือ (MU-OU: CRC) 
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ผลการวิเคราะห์ความเหมือนของล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียหมาย
เลย A62 กับฐานข้อมูล GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST 
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ภาคผนวก ฉ 
การขออนุญาตด าเนินการวิจัยด้านความปลอดภัยทางชีวภาพ 
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งานวิจัยได้รับการอนุญาตให้ด้าเนินการวิจัยทางด้านความปลอดภัยทางชีวภาพ 
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ภาคผนวก ช 
การเผยแพร่ผลงานวิจัยในวารสารวิชาการ 
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การเผยแพรผ่ลงานวิจัยในวารสารวิชาการ 
 

 
 



122 
 

 



123 
 

 
 
 
 



124 
 

 
 
 
 



125 
 

 



126 
 

ประวัติผู้วิจัย 
 

ชื่อ-สกุล  นางสาวสุภัสสร วันสุทะ 
วัน เดือน ปีเกิด เกิดวันที่ 8 ธันวาคม พ.ศ. 2536 
สถานที่เกิด อ าเภอเบญจลักษ์ จังหวัดศรีสะเกษ 
ประวัติการศึกษา 2554 – 2558 จบการศึกษาระดับปริญญาตรี สาขาการแพทย์แผนไทย 

คณะแพทย์แผนไทยและแพทย์ทางเลือก มหาวิทยาลัยราชภัฏอุบลราชธานี 
ด้วยเกรดเฉลี่ย 3.85 เกียรตินิยมอันดับ 1 เหรียญทอง 

ที่อยู่ 12 หมู่ 8 ต าบลท่าคล้อ อ าเภอเบญจลักษ์ จังหวัดศรีสะเกษ 33110 
สถานที่ท างานปัจจุบัน มหาวิทยาลัยเฉลิมกาญจนา 99 หมู่ 6 ต.โพธิ์ เทศบาลเมืองศรีสะเกษ  

จังหวัดศรีสะเกษ 33000  
 

 
 

 


