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บทคัดยอ 

ลูกแปง เปนกลาเช้ือท่ีใชในการหมักอาหารและเครื่องดื่มแบบดั้งเดิมของไทยมาเปนเวลานาน งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือคัดแยก

และระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีศักยภาพเปนโพรไบโอติกจากลูกแปงเพื่อใชในการเตรียมกลาเชื้อโพรไบโอติก เมื่อเก็บตัวอยางลูก

แปงจาก 7 จังหวัดในประเทศไทย ไดแก เชียงราย ยโสธร มหาสารคาม ศรีสะเกษ อุทัยธานี ตราด และจันทบุรี มาทำการแยกเช้ือแบคทีเรีย 

พบแบคทีเรียจำนวน 21 ไอโซเลต ท้ังหมดเปนแกรมบวก ไมเคลื่อนท่ี ไมยอยสลายเม็ดเลือดแดง ใหผลลบกับการทดสอบการสรางเอนไซม

คะตะเลส การยอยไขมัน และการยอยแปง นอกจากนี้ ทุกไอโซเลตสามารถผลิตกรดจากน้ำตาลกลูโคส ไมสรางกาซ สามารถยอยโปรตีน 

และทนเกลือท่ีความเขมขน 0-8% (w/v) เมื่อเพาะเลี้ยงทุกไอโซเลตในอาหาร MRS broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง พบวา มี

คา pH ระหวาง 3.77-4.47 เมื่อทำการระบุชนิดโดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล พบวาประกอบดวย 4 ชนิด ไดแก Lactiplantibacillus plantarum, 

Limosilactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus และ Pediococcus acidilactici โดยมีความเหมือนของลำดับยีน 16S 

rRNA ระหวาง 96.66-99.56% เมื่อเปรียบเทียบกับสายพันธุท่ีใกลชิดท่ีสุดจากฐานขอมูล NCBI ลำดับเบสของแบคทีเรียทุกไอโซเลตถูกเก็บ

ไวในฐานขอมูล GenBank โดยมี accession number คือ PV052822-PV052842 จากนั้นคัดเลือก L. plantarum เพื่อพัฒนาเปนกลา

เชื้อโพรไบโอติกแบบสดและแบบแหงโดยเทคนิคการทำแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze drying) พบวาสามารถอยูรอดไดที่อุณหภูมิ 4 °C 

หลังผานไป 30 วัน การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวา ลูกแปงอุดมไปดวยโพรไบโอติกซึ ่งมีประโยชนตอสุขภาพและสงเสริมระบบภูมิคุ มกัน 

นอกจากน้ี แบคทีเรียท่ีแยกไดยังมีศักยภาพในการพัฒนาเปนกลาเช้ือโพรไบโอติก เพ่ือใชในอุตสาหกรรมอาหารเครื่องดื่ม และยา ในอนาคต 

 

คำสำคัญ: การหมัก, แบคทีเรียกรดแลกติก, โพรไบโอติก, กลาเช้ือ, ลูกแปง 
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Abstract  

Loog-Pang, a Thai traditional fermentation starter culture, has been used as an ingredient in various fermented 

foods and beverages for a long time.  This research aimed to isolate and identify lactic acid bacteria with probiotic 

potential from Loog-Pang for probiotic inoculum preparation. In this study, twenty-one bacterial isolates were isolated 

from Loog-Pang collected from 7 provinces of Thailand including Chiang Rai, Yasothon, Maha Sarakham, Sisaket, Uthai 

Thani, Trat and Chanthaburi. Morphological, biochemical and physiological characterization revealed that all bacterial 

isolates were Gram positive, non-motile, gamma haemolysis, and negative for catalase and KOH string tests as well as 

starch and lipid hydrolysis.  Additionally, all isolates produced acid from glucose (without gas), hydrolyzed protein and 

demonstrated resistance to NaCl concentrations ranging from 0 to 8% (w/v) .  Bacterial isolates cultured in MRS broth 

at 37 °C for 24 hours presented pH values ranging from 3.77 to 4.47. Based on 16S rRNA gene sequence identification, 

bacterial isolates were identified within 4 species consisting of Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus 

fermentum, Pediococcus pentosaceus and Pediococcus acidilactici.  The 16S rRNA gene sequences of the bacterial 

isolates exhibited a similarity of 96.66-99.56% with their closest related species. All sequences were deposited in the 

GenBank under accession number PV052822-PV052842.  The Lactiplantibacillus plantarum strains were selected to 

develop probiotic inocula using freeze drying technique. The results showed that probiotic inocula could survive at 4 

°C after 30 days.  The study indicates that Loog- Pang is rich in probiotics which are beneficial to health and promote 

immune system.  Besides, isolated bacteria have the potential to be developed into probiotic inocula for applications 

in the food, beverage and pharmaceutical industries in the future. 
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บทนำ  

ลูกแปง (Loog-Pang) เปนกลาเชื้อจุลินทรียดั้งเดิมของไทยที่มีการใชมาอยางยาวนานในการหมักอาหารและเครื่องดื่ม เชน ขาว

หมาก น้ำสมสายชู และสาโท เปนตน ในอดีตการใชลูกแปงเพื่อการหมักสุราพื้นบานถูกควบคุมภายใตพระราชบัญญัติสุรา พ.ศ. 2493 

ภายหลังไดมีการปรับปรุงเพ่ือใหประชาชนมีเสรีภาพในการประกอบอาชีพอยางเปนธรรม ทำใหประชาชนสามารถผลิตและจำหนายลูกแปง

ไดอยางเสรี สงผลใหเกิดการเพิ่มมูลคาทางเศรษฐกิจของขาว ซึ่งเปนวัตถุดิบของการผลิตลูกแปง การใชลูกแปงเปนกลาเชื้อสำหรับหมัก

น้ำสมสายชูยิ่งทำใหเกิดการเพ่ิมมูลคาทางการคายิ่งข้ึน เน่ืองจากน้ำสมสายชูหมักจัดเปนเครื่องดื่มเพ่ือเสริมสุขภาพท่ีดี เปนท่ีนิยมในหมูผูรัก

สุขภาพ  กระบวนการผลิตลูกแปงเปนวัฒนธรรมทองถิ่นของหลายประเทศ เชน เกาหลี อินโดนีเซีย อินเดีย ฟลิปปนส จีน มาเลเซีย ญี่ปุน 

และเวียดนาม เปนตน การเตรียมลูกแปงเริ่มจากการนำขาวหรือขาวสาลีบดผสมกับพริกไทย กระเทียม และน้ำ ผสมใหเขากัน จากนั้นปน

เปนกอนกลมขนาดเล็ก นำไปคลุกกับผงกลาเช้ือ บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 2-5 วัน จะไดลูกแปงท่ีพรอมใชงาน ท้ังน้ีสามารถเก็บลูกแปงไว

ไดนานหลายเดือน (Luangkhlaypho et al., 2014) กระบวนการหมักท่ีใชลูกแปงเปนกลาเช้ือ สามารถแบงออกเปน 2 ข้ันตอน ไดแก การ

ยอยคารโบไฮเดรตเชิงซอน (saccharification) และการหมักแอลกอฮอล (alcoholic fermentation) โดยอาศัยการทำงานของจุลินทรีย

หลายชนิด (mixed culture) ไดแก รา ยีสต และแบคทีเรีย (Roongrojmongkhon et al., 2020) 

โพรไบโอติก (probiotics) คือ จุลินทรียท่ีมีชีวิต ซึ่งเมื ่อบริโภคในปริมาณที่เหมาะสม จะชวยสงเสริมสุขภาพของผูบริโภค 

(FAO/WHO, 2002) จุลินทรียไพรไบโอติกสวนใหญจัดอยูในกลุมแบคทีเรียกรดแลกติก (lactic acid bacteria) เน่ืองจากสามารถอยูรอดใน

ลำไสของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม สรางสารท่ีเปนประโยชนตอเจาบาน ชวยปรับสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร ปองกันโรคบางชนิด 

และสงเสริมการทำงานของระบบภายในรางกาย (Irkin and Kinik, 2017) นอกจากนี ้แบคทีเรียกรดแลกติกยังมีบทบาทสำคัญใน

กระบวนการหมักอาหารและเครื่องดื่ม เชน ผักดอง โยเกิรต เนยแข็ง และเครื่องดื่มหลายชนิด นอกจากจะชวยใหอาหารมีกลิ่นและรสชาติท่ีดี

ข้ึน ยังชวยในการถนอมอาหารอีกทางหน่ึง ตัวอยางของแบคทีเรียโพรไบโอติก เชน Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus 

fermentum, Lactobacillus helveticus, Pediococcus pentosaceus, Weissella cibaria และ Lactococcus lactis เปนตน (Phan 

et al., 2017) 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อแยกแบคทีเรียที่มีศักยภาพเปนโพรไบโอติกจากลูกแปงที่เก็บจากพื้นที่ 7 จังหวัดในประเทศไทย 

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา ชีวเคมี สรีรวิทยา และระบุชนิดโดยวิธีทางชีวโมเลกุลของแบคทีเรียท่ีแยกได และผลิตกลาเช้ือโพรไบโอ

ติกแบบสดและแบบแหง สำหรับใชเปนกลาเชื้อตั้งตนในกระบวนการหมัก ซึ่งจะเปนแนวทางในการเก็บรักษาจุลินทรียที่มีประโยชนทาง

อุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม และยา ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป 

 

วัตถุประสงคการวิจัย  

1. เพ่ือคัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีมีศักยภาพเปนโพรไบโอติกจากลูกแปงท่ีเก็บในประเทศไทย 

2. เพ่ือเตรียมกลาเช้ือโพรไบโอติกจากลูกแปง สำหรับใชเปนกลาเช้ือในอุตสาหกรรมอาหารและเครื่องดื่ม 

 

ระเบียบวิธีวิจัย 

1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากลูกแปง 

เก็บตัวอยางลูกแปงจำนวน 12 ตัวอยาง จากพื ้นที ่ 7 จังหวัดของประเทศไทย ไดแก เชียงราย (3 ตัวอยาง), ยโสธร  

(1 ตัวอยาง), มหาสารคาม (3 ตัวอยาง), ศรีสะเกษ (1 ตัวอยาง), อุทัยธานี (1 ตัวอยาง), ตราด (2 ตัวอยาง) และจันทบุร ี(1 ตัวอยาง) บดลูก

แปงใหละเอียด จากน้ันนำลูกแปงบด 10 กรัม ใสลงไปในน้ำเกลือปลอดเช้ือ (สารละลาย NaCl 0.85%, w/v) ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ผสมให

เขากัน จากนั้นนำมาทำการเจือจางลำดับสวนแบบ 10 เทา ดวยน้ำเกลือปลอดเชื้อใหไดความเจือจาง 1×10-4 – 1×10-6 กอนนำไป spread 
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plate บนอาหารวุนแข็ง de Man, Rogosa and Sharpe (MRS agar) ท่ีมี 1% (w/v) แคลเซียมคารบอเนต (CaCO3) และ 0.004% (w/v) 

bromocresol purple นำจานเพาะเช้ือไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีท่ีเกิดบริเวณใส (clear zone) และเปลี่ยน

สีอินดิเคเตอรจากสีมวงเปนสีเหลือง นำมา restreak บนอาหาร MRS agar จนไดเชื้อบริสุทธิ์ ทำการเก็บเชื้อที่แยกไดใน skim milk เก็บท่ี

อุณหภูมิ -20 °C (Rittiplang et al., 2007) 

 

2. การวัดการเจริญของแบคทีเรียและการวัดคาความเปนกรด-ดาง 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะที่มีออกซิเจนและไมมี

ออกซเิจน เปนเวลา 48 ช่ัวโมง เก็บตัวอยางทุก 24 ช่ัวโมง นำมาวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 660 นาโนเมตร ดวยเครื่อง spectrophotometer 

(GENESYS 20, Waltham, MA, USA) โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเปนตัวปรับคาศูนย และวัดคาความเปนกรด–ดางที่เกิดขึ้นดวยเครื่องวัด pH 

(Metrohm, Switzerland) (Rungsirivanich et al., 2019) 

 

3. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และคุณสมบัติทางชีวเคมี 

3.1 การตรวจสอบสัณฐานวิทยา  

นำแบคทีเรียท่ีแยกไดมาทำการ restreak บนอาหาร MRS agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ศึกษาลักษณะ สี การยกตัว 

ขอบ ผิวหนา และขนาดของโคโลนี จากนั้นทำการยอมสีแกรม (Gram stain) และศึกษาลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนเลนส

ประกอบ (compound light microscope) สังเกตและจดบันทึกลักษณะท่ีเกิดข้ึน (Rungsirivanich et al., 2019) 

3.2 การศึกษาทางสรีรวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคม ี

3.2.1 การสรางเอนไซมคะตะเลส (catalase test) 

นำหวงถายเช้ือเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียคัดแยก นำไปปายลงบนแผนสไลดแกว หยดสารละลาย 3% (v/v) ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

(H2O2) สังเกตการเกิดฟอง โดยผลบวกจะแสดงการเกิดฟองกาซ และผลลบไมมีฟองเกิดข้ึน (Thongwai et al., 2022) 

3.2.2 การทดสอบการเกิดเสนสายหนืด (string test) 

หยดสารละลาย 3% (w/v) โพแทสเซียมไฮดรอกไซดลงบนสไลดแกว ใชหวงถายเช้ือเข่ียโคโลนีของแบคทีเรียคัดแยกผสมกับ KOH 

ยกหวงถายเช้ือข้ึนลง สังเกตการเกิดเสนสายหนืด (Thongwai et al., 2022) 

3.2.3 การทดสอบการเคลื่อนท่ี 

นำเข็มเขี่ยเชื้อแตะโคโลนีแบคทีเรียคัดแยก แทง (stab) ลงในอาหาร motility medium ท่ีบรรจุในหลอดทดลอง นำไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตความขุนรอบรอยแทง (Rungsirivanich et al., 2019) 

3.2.4 การทดสอบการหมักน้ำตาลกลูโคส 

เพาะเช้ือแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร phenol red glucose broth บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการเกิดฟอง

กาซในหลอดดักกาซ และการเปลี่ยนสีของอาหารจากสีแดงเปนสีเหลืองซึ่งแสดงวาจุลินทรียสามารถสรางกรดได (Thongwai et al., 2022) 

3.2.5 การยอยสลายเม็ดเลือดแดง 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกบนอาหาร blood agar บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตการยอยสลายเม็ดเลือดแดง 

(Rungsirivanich et al., 2019) 

3.2.6 การยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร MRS broth บมท่ีอุณหภูมิ 37  °C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนำน้ำเลี้ยงเช้ือปริมาตร 10 

ไมโครลิตร หยดลงบนอาหาร MRS agar ท่ีมี 2% (w/v) skim milk เพื่อทดสอบการยอยโปรตีน บนอาหาร MRS agar ที่มี 1% (w/v) 
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tributyrin และบนอาหาร MRS agar ที่เติม 1% (w/v) starch นำจานเพาะเชื้อบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง สังเกตวงใสรอบ

โคโลนีท่ีแสดงถึงการยอยโปรตีนหรือไขมัน สำหรับการทดสอบการยอยแปง ใหหยดสารละลายไอโอดีนลงบนอาหารเลี้ยงเช้ือ สังเกตการเกิด

วงใสบริเวณรอบโคโลนี ถาแบคทีเรียไมสามารถยอยแปงไดอาหารเลี้ยงเช้ือจะมีสีมวงน้ำเงิน 

3.2.7 การทดสอบการทนเกลือ 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร MRS broth ท่ีมี NaCl ความเขมขน 0, 2, 4, 6, 8 และ 10% (w/v) บมที่อุณหภูมิ 37 °C 

เปนเวลา 24 ช่ัวโมง สังเกตความขุนท่ีเกิดข้ึน โดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (Rungsirivanich et al., 2019) 

3.2.8 การทดสอบความสามารถในการหมัก 

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีหลอดดักกาซ นำไปบมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 

48 ช่ัวโมง สังเกตความขุนท่ีเกิดข้ึนและฟองกาซในหลอดดักกาซ (Rungsirivanich et al., 2019) 

 

4. การศึกษาทางชีวโมเลกุล 

4.1 การสกัด chromosomal DNA จากแบคทีเรียคัดแยก 

4.1.1 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บเซลล

จากอาหารเลี้ยงเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ดวยการปนเหว่ียงท่ี 6,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที 

4.1.2 ละลายตะกอนเซลลใน TNE buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บเซลลดวยการปนเหวี่ยงที่ 6,000 rpm อุณหภูมิ 4 °C เปน

เวลา 5 นาที เทสวนของเหลวทิ้ง จากนั้นเติม 2% (v/v) Triton X-100 TNE buffer ปริมาตร 270 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex 

mixture บมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 30 นาที 

4.1.3 สกัดดวย phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 270 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex 

mixture ปนแยกช้ันท่ี 12,000 rpm 4 °C เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายช้ันบน (aqueous phase) ใสหลอดใหม 

4.1.4 ตกตะกอน DNA โดยการเติม 95% (v/v) ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ตั้งไวที่ -20 °C เปนเวลา

ขามคืน ปนเก็บตะกอน DNA ที่ 12,000 rpm 4 °C เปนเวลา 15 นาที เทสวนของเหลวออกใหหมดและปลอยใหตะกอน DNA แหงใน

อากาศ (air-dry) 

4.1.5 ละลายตะกอน DNA ในน้ำกลั่นปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรวจสอบ DNA ที่สกัดไดโดยวิธี agarose gel electrophoresis 

บน 0.8% (w/v) agarose (Rungsirivanich et al., 2019) 

 

4.2 การตรวจสอบ DNA โดยวิธี agarose gel electrophoresis 

4.2.1 ชั่ง agarose gel 0.32 กรัม ละลายดวย 1X TAE buffer ปริมาตร 40 มิลลิลิตร ตมใหละลายโดยใช microwave เท 

agarose gel ลงใน gel chamber ที่วาง comb เพื่อใหเกิดหลุม แลวปลอยใหแข็งตัวประมาณ 20 นาที จากน้ันดึง comb ออกแลวนำมา

วางลงใน gel chamber เติม 1X TAE buffer ลงท้ังสองขางของ gel chamber จนกระท่ังทวม agarose gel 

4.2.2 ผสม genomic DNA ปริมาตร 5 ไมโครลิตร กับ 6X loading dry buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร จากนั้นเติมลงในแตละ

หลุมของ gel เปรียบเทียบกับ lamda DNA marker ทำการเดินเครื ่อง agarose gel electrophoresis ที ่ 95 V 300 mA เปนเวลา 50 นาที 

จากน้ันนำ gel มายอมดวย ethidium bromide เปนเวลา 15 นาที จากน้ันลาง ethidium bromide สวนเกินออกโดยแชในน้ำกลั่น สองดูภายใต

แสง UV โดยเครื่อง UV transilluminator และบันทึกภาพ เพ่ือนำไปวิเคราะหตอไป (Thongwai et al., 2022) 
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4.3 การเพ่ิมปริมาณ 16S rRNA โดยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 

4.3.1 เตรียมสารละลาย master mix ประกอบดวย genomic DNA ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 ปริมาตร 0.5 

ไมโครลิตร, 10X PCR buffer ปริมาตร 5.0 ไมโครลิตร, 100 mM Primer 27F (5′-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′) ปริมาตร 0.5 

ไมโครลิตร, 100 mM Primer 1492R (5′-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3′) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP ปริมาตร 2.5 

ไมโครลิตร และ Taq DNA polymerase ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร จากน้ันปรับปริมาตรใหเทากับ 50 ไมโครลิตร ดวยน้ำกลั่นปลอดเช้ือ  

4.3.2 นำหลอด PCR ที่มีสารผสมใสลงในเครื่อง Thermal Cycler (GeneAmp, Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) กำหนด

อุณหภูมิและเวลาแตละข้ันตอนดังน้ี: (1) initial denaturation 94 °C เปนเวลา 5 นาที; (2) denaturation 94 °C เปนเวลา 1 นาที; (3) annealing 

56 °C เปนเวลา 1 นาที; (4) extension 72°C เปนเวลา 1 นาที โดยทำขั้นตอนที่ 2-4 จำนวน 30 รอบ; (5) final extension 72 °C เปนเวลา 5 

นาที; ตรวจสอบ PCR product ดวย 0.8% (w/v) agarose gel electrophoresis (Thongwai et al., 2022) 

 

4.4 การระบุชนิดของแบคทีเรียคัดแยกเปรียบเทียบกับฐานขอมูล NCBI 

ทำ PCR product ใหบริสุทธ์ิ สงวิเคราะหลำดับเบสดวย DNA sequencing services จากหนวยงานวิเคราะหภายนอก นำลำดับ

เบสท่ีไดรับมาเปรียบเทียบชนิดของแบคทีเรยีและฝากลำดับเบสกับฐานขอมูล National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

GenBank โดย accession number ท่ีไดรับคือ PV052822-PV052842 จากน้ันสราง phylogenetic tree ดวย neighbor-joining method 

ซึ่งมี bootstrap values เทากับ 1,000 ซ้ำ ดวยโปรแกรม MEGA X (Rungsirivanich et al., 2020)  

 

5. การเตรียมกลาเชื้อโพรไบโอติก 

5.1 คัดเลือกแบคทีเรียที่ผานการระบุชนิดวาเปนสายพันธุโพรไบโอติก ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง การใชจุลินทรีย

โพรไบโอติกในอาหาร (ฉบับท่ี 2) ลงวันท่ี 27 มิถุนายน พ.ศ. 2554 และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับท่ี 346) พ.ศ. 2555  

5.2 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดเลือกในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง จากน้ัน

ถายเช้ือลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 200 มิลลิลิตร นำไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง นำไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 6,000 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 15 นาที เก็บตะกอนเซลล ปนลางตะกอนเซลลดวยน้ำเกลือปลอดเช้ือ 2 ครั้ง  

5.3 นำตะกอนเซลลท่ีไดมาละลายในน้ำนม UHT ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จากน้ันนำไปทำแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze drying) 

โดยเครื่อง lyophilizer (FTS system, Cleveland, OH, USA) เก็บผงกลาเช้ือในท่ีแหงหรือตูเย็นสำหรับใชประโยชนตอไป 

 

ผลการวิจัย 

1. การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากลูกแปง 

ในการเก็บตัวอยางลูกแปง 12 ตัวอยางจากพื้นที่ 7 จังหวัด ไดแก เชียงราย ยโสธร มหาสารคาม ศรีสะเกษ อุทัยธานี ตราด และ

จันทบุรี พบวาสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกไดจำนวน 21 ไอโซเลต (ตารางท่ี 1) 

 

2. การวัดการเจริญของแบคทีเรียและการวัดความเปนกรด-ดาง 

เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียคัดแยกจำนวน 21 ไอโซเลต ในอาหาร MRS broth บมที่อุณหภูมิ 37 °C ในสภาวะที่มีและไมมี

ออกซิเจน เปนเวลา 48 ชั่วโมง เก็บตัวอยางที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบวาแบคทีเรียคัดแยกทุกไอโซเลต สามารถเจริญไดทั้ง2 สภาวะ 

โดยมีคาความขุนมากกวา 1.5 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร และเมื่อตรวจสอบคาความเปนกรด-ดาง (pH) ที่เกิดขึ้น พบวา มีคา pH 

ระหวาง 3.77 – 4.47 เมื่อบมเปนเวลา 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 2) 
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ตารางท่ี 1 แบคทีเรียท่ีแยกไดจากลูกแปง 

 

ท่ี แหลงท่ีเก็บตัวอยาง ชนิดของลูกแปง จำนวนไอโซเลต ไอโซเลต 

ภาคเหนือ 

1 อ.แมจัน จ.เชียงราย                       สาโท - - 

2 อ.เชียงของ จ.เชียงราย สาโท 4 L010, L011, L012, L013 

3 อ.เทิง จ.เชียงราย สาโท 2 L015, L016 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 

4 อ.เมอืง จ.ยโสธร ขาวหมาก 6 L001, L002, L003, L004, L005, L006  

5 อ.เมอืง จ.มหาสารคาม สาโท - - 

6 อ.วาปปทุม จ.มหาสารคาม ขาวหมาก - - 

7 อ.อุทุมพรพิสัย จ.ศรีสะเกษ ขาวหมาก - - 

8 อ.วาปปทุม จ.มหาสารคาม สาโท - - 

ภาคกลาง 

9 อ.เมอืง จ.อุทัยธานี ขาวหมาก 1 L007 

ภาคตะวันออก 

10 อ.เมอืง จ.ตราด ขาวหมาก   2 L008, L009 

11 อ.เมอืง จ.จันทบุรี ขาวหมาก   1 L014  

12 อ.เมอืง จ.ตราด สาโท 5 L017, L018, L019, L020, L021 

 

 

ตารางท่ี 2 การเจริญในสภาวะท่ีมีและไมมีออกซิเจนเปนเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ความเปนกรด-ดาง ลักษณะสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติ

ทางชีวเคมีบางประการของแบคทีเรียคัดแยก 

 

ไอโซ

เลต 

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660  

นาโนเมตร 
pH 

ลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศน 

การยอยสลาย 

เม็ดเลือดแดง 

การหมักน้ำตาล

กลูโคส สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs 

L001 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 4.44 Rod Gamma Acid/gas - 

L002 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.80 Rod Gamma Acid/gas - 

L003 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.81 Rod Gamma Acid/gas - 

L004 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.81 Rod Gamma Acid/gas - 

L005 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 4.41 Rod Gamma Acid/gas - 

L006 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.80 Rod Gamma Acid/gas - 
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ไอโซ

เลต 

คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 660  

นาโนเมตร 
pH 

ลักษณะภายใตกลอง

จุลทรรศน 

การยอยสลาย 

เม็ดเลือดแดง 

การหมักน้ำตาล

กลูโคส สภาวะมีออกซิเจน สภาวะไมมีออกซิเจน 

24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs 

L007 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.77 Rod Gamma Acid/gas - 

L008 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 4.45 Rod Gamma Acid/gas - 

L009 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.77 Rod Gamma Acid/gas - 

L010 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 4.11 Coccus Gamma Acid/gas - 

L011 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.91 Coccus Gamma Acid/gas - 

L012 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.91 Coccus Gamma Acid/gas - 

L013 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 4.43 Coccus Gamma Acid/gas - 

L014 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.77 Rod Gamma Acid/gas - 

L015 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.78 Rod Gamma Acid/gas - 

L016 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.85 Rod Gamma Acid/gas - 

L017 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.94 Coccus Gamma Acid/gas - 

L018 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.79 Coccus Gamma Acid/gas - 

L019 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.88 Rod Gamma Acid/gas - 

L020 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.91 Coccus Gamma Acid/gas - 

L021 >1.5 >1.5 >1.5 >1.5 3.91 Coccus Gamma Acid/gas - 

 

3. การศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและคุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการ 

แบคทีเรียคัดแยกทุกไอโซเลตมีลักษณะโคโลนีสีขาวครีม กลม (circular) นูน (convex) ขอบเรียบ (entire) มีขนาดของโคโลนีเฉลี่ย 

1.0 × 1.0 มิลลิเมตร ติดสีแกรมบวก (Gram positive) ลักษณะของเซลลภายใตกลองจุลทรรศนมีลักษณะกลม (coccus) จำนวน 8 ไอโซ

เลต และลักษณะแทง (rod) จำนวน 13 ไอโซเลต ทุกไอโซเลตไมสามารถสรางเอนไซมคะตะเลสไมเคลื่อนที่ ไมสามารถยอยแปงและไขมัน 

และไมสามารถยอยสลายเม็ดเลือดแดง (gamma haemolysis) ทั้งน้ีทุกไอโซเลตสามารถสรางกรดจากการหมักน้ำตาลกลูโคสแตไมสราง

กาซ สามารถยอยโปรตีนและเจริญไดในอาหาร MRS broth ท่ีเติม NaCl ระหวาง 0–8% (w/v) (ตารางท่ี 2) 

 

4. การศึกษาทางชีวโมเลกุลเพ่ือบงชี้ชนิดของแบคทีเรีย 

เมื่อนำแบคทีเรียคัดแยกแตละชนิดมาสกัดและเพิ่มจำนวน DNA โดยใช universal primer 27F และ 1492R ดวยเทคนิค PCR 

นำลำดับเบสมาเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด (BLAST) กับฐานขอมูล NCBI พบวา แบคทีเรียคัดแยกจัดเปน Lactiplantibacillus 

plantarum (8 ไอโซเลต) , Limosilactobacillus fermentum (5 ไอโซเลต) , Pediococcus pentosaceus (6 ไอโซเลต)  และ 

Pediococcus acidilactici (2 ไอโซเลต) โดยมีความใกลเคียงกันของลำดับนิวคลีโอไทดระหวาง 96.-99.56% (ตารางที่ 3) และจัดกลุม

แบคทีเรีย โดย phylogenetic tree ดวย neighbor-joining method (ภาพท่ี 1) 
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5. การเตรียมกลาเชื้อโพรไบโอติก 

เมื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่คัดแยกไดและผานการระบุวาเปนสายพันธุโพรไบโอตกิ ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่อง การใช

จุลินทรียโพรไบโอติกในอาหาร (ฉบับที่ 2)  ลงวันที่ 27 มิถุนายน พ.ศ. 2554 และประกาศกระทรวงสาธารณสุข (ฉบับที่ 346) พ.ศ. 2555 

และแนบทายประกาศตามบัญชีหมายเลข2 รายชื่อเชื้อจุลินทรียที่เปนจุลินทรียโพรไบโอติกสำหรับใชในอาหารที่นอกเหนือจากประกาศ

กระทรวงสาธารณสุข เรื่อง การใชจุลินทรียโพรไบโอติกในอาหารที่ไดรับความเห็นชอบจากสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยาแลว 

พบวา Lactiplantibacillus plantarum (ชื่อเดิม Lactobacillus plantarum) มีความเหมาะสมตอการนำมาผลิตกลาเชื้อแบบสดและ

แบบแหงดวยเทคนิค lyophilization ทดสอบการรอดชีวิตพบวา L. plantarum มีชีวิตรอด หลังจากเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา

มากกวา 30 วัน โดยมีปริมาณแบคทีเรียเทากับ 9.89 และ 5.23 log CFU/g ในวันท่ี 0 และ 30 ของการเก็บรักษา และมีอัตราการรอดชีวิต

เทากับ 52.88% (ภาพท่ี 2) 

 

ตารางท่ี 3 การวิเคราะหความเหมือนของลำดับเบสกับฐานขอมูล NCBI 

 

ไอโซเลต Closest species Similarity NCBI reference sequence number 

L001 Limosilactobacillus fermentum strain RAMULAB37 96.66% OL519513 

L002 Lactiplantibacillus plantarum strain MYSAGKK2 99.15% MZ414172 

L003 Lactiplantibacillus plantarum strain MYSAGKK2 98.27% MZ414172 

L004 Limosilactobacillus fermentum strain RAMULAB45 97.70% OM956396 

L005 Lactiplantibacillus plantarum strain MYSAGKK2 98.17% MZ414172 

L006 Lactiplantibacillus plantarum strain PP4 98.76% MF541073 

L007 Limosilactobacillus fermentum strain RAMULAB44 98.30% OM967174 

L008 Limosilactobacillus fermentum strain MYSY8 96.71% MZ414191 

L009 Lactiplantibacillus plantarum strain MYSAGKK2 97.42% MZ414172 

L010 Pediococcus acidilactici strain MB38 98.24% LC434019 

L011 Pediococcus pentosaceus strain 7921 98.34% MT464195 

L012 Pediococcus pentosaceus strain MKMIA4 98.59% MN104790 

L013 Pediococcus pentosaceus strain E24-168 98.16% KP189228 

L014 Limosilactobacillus fermentum strain RAMULAB45 98.41% OM956396 

L015 Lactiplantibacillus plantarum strain LF3.1 99.08% MZ208276 

L016 Lactiplantibacillus plantarum strain LF3.1 98.99% MZ208276 

L017 Pediococcus pentosaceus strain KUH6 99.56% MN463054 

L018 Pediococcus pentosaceus strain KUH6 98.17% MN463054 

L019 Lactiplantibacillus plantarum strain MYSAGT4 97.48% MZ424787 

L020 Pediococcus pentosaceus strain YKMUE4 98.97% MN104799 

L021 Pediococcus acidilactici strain S2-24-L3a 97.61% MG245818 
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ภาพท่ี 1 Phylogenetic tree ของแบคทีเรียคัดแยกจากลูกแปง 

 

 
ภาพท่ี 2 กลาเช้ือจุลินทรียโพรไบโอติกแบบสด (A) และแบบแหง (B) 

 

สรุปผลการวิจัย  

แบคทีเรียกรดแลกติกจำนวน 21 ไอโซเลต ถูกคัดแยกจากลูกแปงจำนวน 12 ตัวอยาง ซึ่งเก็บจาก 7 จังหวัดของประเทศไทย 

ไดแก เชียงราย ยโสธร มหาสารคาม ศรีสะเกษ อุทัยธานี ตราด และจันทบุรี แบคทีเรียที่แยกไดคือ Lactiplantibacillus plantarum, 

Limosilactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus และ Pediococcus acidilactici โดยแบคทีเรียที่คัดแยกไดสามารถ

ผลิตกรดไดดี มีคา pH อยูในชวง 3.77-4.47 มีการหมักเปนแบบ homofermentation และทนเกลือที่ความเขมขน 0–8% กลาเชื้อโพร

ไบโอติกท่ีเตรียมจากแบคทีเรียคัดเลือกมีอัตราการรอดชีวิต 52.88% เมื่อเวลาผานไป 30 วันผลการวิจัยน้ีบงช้ีวาลูกแปงท่ีใชในการผลิตสาโท

และขาวหมากอุดมไปดวยแบคทีเรียโพรไบโอติก ซึ่งจะถูกนำไปพัฒนาเปนกลาเชื้อ จุลินทรียโพรไบโอติก เพื่อประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร 

เครื่องดื่ม และยา ตอไปในอนาคต 

A B 
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อภิปรายผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

ในการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากลูกแปงพบแบคทีเรียกรดแลกติก 4 ชนิด ไดแก L. plantarum, Li. fermentum, P. 

pentosaceus และ P. acidilactici ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Rakmai et al. (2019) และ Luangkhlaypho et al. (2014) ท่ีทำ

การแยกเชื ้อจากลูกแปงเช นและพบวามีจ ุล ินทรียหลายชนิด ไดแก รา (Rhizopus spp.), ยีสต (Candida spp., Pichia spp., 

Saccharomycopsis spp. และ Torulaspora spp.) และแบคทีเรีย โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียกรดแลกติก ไดแก Pediococcus spp., 

Lactobacillus spp. และ Lactococcus spp. เมื่อศึกษาการเจริญของแบคทีเรียคัดแยกทุกไอโซเลต พบวาเจริญไดดีท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท้ัง

ในสภาวะที่มีและไมมีออกซิเจน และผลิตกรดไดดี ซึ่งเปนไปในทิศทางเดียวกันกับการทดลองของ Smetanková et al. (2012) ท่ีศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของ L. plantarum ในสภาวะมีและไมมีอากาศ พบวา L. plantarum มีการเจริญและผลิตกรดสูงสุดเมื่อ

เพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 37 °C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง ในสภาวะท่ีมีอากาศ นอกจากน้ี Qi et al. (2021) และ Prückler et al. (2015) พบวา L. 

plantarum และ Pediococcus สามารถผลิตกรดอินทรียและอนินทรียได เมื ่อเตรียมกลาเชื ้อทั ้งแบบสดและแบบแหงดวยเทคนิค 

lyophilization พบวา L. plantarum มีชีวิตรอดหลังจากเก็บรักษาท่ีอุณหภมูิ 4 °C เปนเวลามากกวา 30 วัน สอดคลองกับการทดลองของ 

Cui et al. (2022) ท่ีพบวา L. plantarum ที่ผานการเก็บรักษาดวยเทคนิค lyophilization มีอัตราการรอดชีวิตมากกวา 40% หลังจาก

เวลาผานไป 60 วัน การศึกษานี้สามารถเปนตนแบบในการคัดแยกแบคทีเรียที่มีศักยภาพ เพื่อใชเปนกลาเชื้อในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องดื่ม 

และยาตอไปในอนาคต โดยขั้นตอนตอจากน้ีจะตองทำการทดสอบคุณสมบัติการเปนจุลินทรียโพรไบโอติกเพิ่มเติมตามประกาศกระทรวง

สาธารณสุข เชน การทนตอสภาวะความเปนกรดในกระเพาะอาหาร การทนตอสภาวะของเกลือน้ำดี ความสามารถในการเกาะติดกับเซลล

เพาะเลี้ยง และฤทธิ์ของเอนไซม เปนตน ทั้งนี้ตองมีการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียที่แยกไดกับแบคทีเรียมาตรฐาน เพ่ือ

ประเมินศักยภาพท่ีแทจริงและคุณสมบัติเดนของแบคทีเรียคัดแยก อน่ึง ผลการวิจัยน้ีสามารถนำไปวิจัยและพัฒนาตอยอดในดานความสามารถ

ในการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกภายในบรรจุภัณฑ เชน การพัฒนาผลิตภัณฑไมโครแคปซูลซินไบโอติกในการผลิตโยเกิรต (Hongbo et 

al., 2020) เทคนิคการเก็บรักษาเพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตในสภาวะที่แตกตางกัน และการศึกษาโอกาสในการกลายพันธุของแบคทีเรียคัดแยก 

เพ่ือการใชประโยชนในภาคอุตสาหกรรมไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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