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บทคัดย่อ 
           กรดแลคติก  สามารถนาํมาใชใ้นการเตรียมโพลีแลคติก  เพื,อนาํไปใชเ้ป็นวตัถุดิบ

ในการผลิตพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ    การผลิตกรดแลคติกจากแป้งแบบเดิมมีหลาย
ขั6นตอนทาํให้มีตน้ทุนการผลิตสูง     อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที,
สามารถผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้งเพียงขั6นตอนเดียว  จึงสามารถช่วยลดตน้ทุนในการ
ผลิตกรดแลคติกจากแป้ง   งานวิจยันี6    ไดแ้ยกแบคทีเรียจากแหล่งต่าง ๆ โดยการเพาะเลี6 ยงเชื6อ
ดว้ยวิธี     pour plate  บนอาหารแข็ง De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) มาตรฐาน  ที,เติม
soluble starch 1 เปอร์เซ็นต ์ โดยมี bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์   นาํแบคทีเรียทั6งหมด
จาํนวน 473 ไอโซเลท  มาคดัเลือกขั6นตน้โดยการทดสอบความสามารถในการผลิตกรดและยอ่ย
แป้งบนอาหารแข็ง MRS สูตรดดัแปลง 1 ที,เติม แป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ ดว้ยวิธี point 
inoculation พบวา่ มีแบคทีเรีย 10 ไอโซเลท ที,สามารถยอ่ยแป้งและผลิตกรดไดแ้ต่มี 1 ไอโซเลท 
ที,ผลิตกรดแต่ไม่ยอ่ยแป้ง  เมื,อทดสอบความสามารถในการผลิตกรดและยอ่ยแป้งของแบคทีเรีย
ทั6ง 11 ไอโซเลท  ในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที,เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์
พบว่า  แบคทีเรีย NMPY1M สามารถผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนัสําปะหลงัได้สูงสุดเท่ากบั 
3.85 กรัมต่อลิตร  และเมื,อศึกษาการเจริญและการผลิตกรดแลคติกของแบคทีเรีย NMPY1M  ที,
ระยะเวลาต่าง ๆ ในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1  ที,เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์
พบว่า  แบคทีเรียนี6 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุด เท่ากบั 4.3 กรัมต่อลิตร ที,ระยะเวลา 24 
ชั,วโมง   เมื,อจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย NMPY1M โดยศึกษาการเจริญบนอาหารเลี6 ยงเชื6อ 
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ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี และการหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอใน
ส่วน 16S rRNA  พบวา่  แบคทีเรีย NMPY1M มีความเหมือน  Enterococcus durans เท่ากบั 100 
เปอร์เซ็นต ์
คาํสาํคญั:  การแยกและการคดัเลือก   อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย   

 การผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรง    การจาํแนกชนิดของแบคทีเรีย  
 

Abstract 

Lactic acid can be used as precursor of polylactic acid (PLA)  and  used as material 
for produce biodegradable plastic. Conventional production of lactic acid from starchy 
materials requires many steps. Amylolytic lactic acid bacteria (ALAB) utilize starchy biomass 
and can convert starch directly into lactic acid in single step. The utilization of efficient ALAB 
can reduced the cost of lactic acid production from starch. In this study, isolation of bacteria 
from various sources was done on standard De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar  adding 
1% soluble starch and  bromocresol purple by pour plate technique. Total 473 bacteria were 
used for screening the ability of acid production and starch hydrolysis on de Man Rogosa 
Sharpe (MRS) agar modified 1 adding 1% cassava starch and   bromocresol purple by using 
point inoculation technique. It was found that 10 isolates produced acid and hydrolyzed starch 
whereas 1 isolate produced acid but not hydrolyzed starch. The lactic acid production from 
starch of eleven bacteria were examined in MRS broth modified 1 adding 1% cassava starch.  
The bacterium NMPY1M  produced highest amount of  lactic acid at 3.85 g/l.  Time course of 
growth and lactic acid production of bacterium NMPY1M were also studied in MRS broth 
modified 1 adding 1 % cassava starch. It was found that  bacterium NMPY1M produced 
highest  lactic acid concentration at  4.3   g/l for  24    hours. The cultural, morphological, 
biochemical and physiological characteristics of bacterium NMPY1M were  also examined. 
Finally, the identification of bacteria by sequence of 16sRNA was revealed. Bacterium 
NMPY1M was identified as Enterococcus durans NMPY1M at 100 % similarity. 
Key words:  Isolation and screening, Amylolytic lactic acid bacteria, Direct lactic acid production from 
starch, Bacterial identification 

 



คํานํา 

 
ปัจจุบนักระแสสิ�งแวดลอ้มไดก้ลายเป็นสิ�งที�หลายประเทศใหค้วามสาํคญั และทั�วโลก

ตระหนกัถึงปัญหาสิ�งแวดลอ้มที�กาํลงัส่งผลกระทบต่อมนุษยอ์ยา่งเห็นไดช้ดั ไม่วา่จะเป็นภาวะ
โลกร้อนภูมิอากาศแปรปรวนและภยัธรรมชาติต่าง ๆ ที�รุนแรงขึ1น จนคร่าชีวติมนุษยม์ากมาย  ทาํ
ใหเ้ราตอ้งหนักลบัมาใหค้วามสาํคญักบัการดูแลและอนุรักษธ์รรมชาติ รวมถึงการใชผ้ลิตภณัฑที์�
ไม่ส่งผลกระทบกบัสิ�งแวดลอ้ม   พลาสติกสงัเคราะห์ เป็นพลาสติกที�ไม่สามารถยอ่ยสลายได ้ 
หรือยอ่ยสลายไดย้ากโดยวธีิการธรรมชาติ การกาํจดัโดยการเผาขยะพลาสติกสังเคราะห์
ก่อใหเ้กิดก๊าซเรือนกระจก  รวมทั1งยงัมีเหลือตกคา้งทาํใหเ้กิดปัญหากบัสิ�งแวดลอ้ม มีผลใหเ้กิด
ภาวะโลกร้อนที�ส่งผลกระทบต่อสิ�งมีชีวติบนโลกมากขึ1น 

ปัจจุบนั  การผลิตกรดแลคติกไดรั้บความสนใจเป็นอยา่งมาก เนื�องจากกรดแลคติก
สามารถนาํมาใชเ้ตรียมโพลีแลคติกแอซิด (Polylactic acid, PLA) เพื�อใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิต
พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ แนวทางหนึ�งที�จะช่วยลดปัญหาภาวะโลกร้อน  หรือภาวะ
ภูมิอากาศเปลี�ยนแปลง คือการใชพ้ลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ (biodegradable) ทดแทน
พลาสติกสังเคราะห์  ซึ� งกาํลงัเป็นที�สนใจของนานาประเทศเป็นอยา่งมาก แต่ขอ้เสียสาํคญัที�ทาํ
ใหพ้ลาสติกชีวภาพยงัไม่เป็นที�แพร่หลาย เนื�องมาจากยงัมีตน้ทุนในการผลิตสูงกวา่พลาสติก
สังเคราะห์อยูม่าก ปัจจุบนั ประเทศไทยยงัตอ้งนาํเขา้เม็ดพลาสติกจากต่างประเทศเพื�อนาํมาผลิต
เป็นผลิตภณัฑพ์ลาสติก ทาํใหเ้ราสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศเป็นจาํนวนมาก   แต่ประเทศ
ไทยมีศกัยภาพในการผลิตพลาสติกไดเ้อง เนื�องจากประเทศไทยมีวตัถุดิบทางการเกษตรเป็น
จาํนวนมาก โดยเฉพาะมนัสาํปะหลงั  ซึ� งเป็นวตัถุดิบที�มีปริมาณมากและมีราคาถูกเมื�อเทียบกบั
แหล่งพืชชนิดอื�นที�มีแป้งเป็นส่วนประกอบ  ซึ� งประเทศไทยมีการผลิตและส่งออกมนัสาํปะหลงั
ปริมาณมาก แต่เดิมกระบวนการผลิตกรดแลคติกจากวตัถุดิบที�มีแป้งมีหลายขั1นตอน ไดแ้ก่ 
กระบวนการยอ่ยแป้ง (starch hydrolysis)  ซึ� งประกอบดว้ยขั1นตอนที�ทาํใหแ้ป้งพองตวัเป็นเจล 
(gelatinization) และการทาํใหแ้ป้งเหลว (liquefaction) และกรเปลี�ยนแป้งใหเ้ป็นนํ1าตาลโมเลกุล
เล็ก (saccharification)  จากนั1นจึงเขา้สู่กระบวนการหมกั (fermentation)  จากนํ1าตาลใหไ้ดก้รด
แลคติก แต่มีแบคทีเรียบางชนิดที�สามารถเปลี�ยนแป้งไปเป็นกรดแลคติกไดโ้ดยตรงในขั1นตอน
เดียวคือ อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย (Amylolytic lactic acid bacteria, ALAB) ที�
สามารถช่วยลดตน้ทุนในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งได ้  
   ปัจจุบนั         การผลิตกรดแลคติกจากวตัถุดิบที�มีแป้งเป็นส่วนประกอบแบบเดิมมีหลาย
ขั1นตอน  จึงเป็นสาเหตุทาํใหต้น้ทุนการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมีตน้ทุนสูง  ทาํให้ส่งผลต่อ
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ตน้ทุนการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพสูงขึ1นตามไปดว้ย    ในงานวจิยันี1     จึงสนใจที�
จะแยกและคดัเลือกอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย ที�มีศกัยภาพในการผลิตกรดแลคติก
จากแป้งโดยตรงเพียงขั1นตอนเดียวโดยไม่ตอ้งผา่นกระบวนการหลายขั1นตอน และศึกษาการ
เจริญและผลิตกรดแลคติกที�ระยะเวลาต่าง ๆ รวมทั1งจดัจาํแนกชนิดของแบคทีเรียที�คดัเลือกได ้
เพื�อการประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียที�คดัเลือกไดใ้นการผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้ง และเป็น
แนวทางในการช่วยลดตน้ทุนการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพใหส้ามารถแข่งขนักบั
การผลิตพลาสติกสังเคราะห์ไดใ้นอนาคต  
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วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

 

1. เพื�อแยกและคดัเลือกแบคทีเรียที�สามารถผลิตกรดและยอ่ยแป้งได ้ 
2. เพื�อศึกษาการเจริญและการผลิตกรดแลคติกจากแป้งที�ระยะเวลาต่าง ๆ  ของแบคทีเรีย 
    ที�คดัเลือกได ้
3. เพื�อจาํแนกชนิดของแบคทีเรียที�สามารถผลิตกรดแลคติกจากแป้งที�คดัเลือกได ้
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ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 

 

1. ไดแ้บคทีเรียที�มีความสามารถในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรง       และอาจจะ 
นาํไปประยกุตใ์ชใ้นการผลิตกรดแลคติกจากวตัถุดิบที�มีแป้งเป็นองคป์ระกอบ ซึ� งการผลิต
พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ      เพื�อทดแทนพลาสติกสังเคราะห์ที�ช่วยลดปัญหาสิ�งแวดลอ้ม 
และยงัช่วยลดภาวะโลกร้อนซึ�งเป็นการช่วยเพิ	มคุณภาพชีวติและรักษาคุณภาพสิ	งแวดลอ้มใหก้บั
สิ	งมีชีวติบนโลก  

2. ทราบการเจริญและการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรงที	ระยะเวลาต่าง ๆ  ของ 
แบคทีเรียที	คดัเลือกได ้

3. ทราบชนิดของแบคทีเรียที	ผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรงของแบคทีเรีย 

ที	คดัเลือกได ้
4. เป็นแนวทางช่วยลดขั1นตอนในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรง  และช่วยลด 

ตน้ทุนในการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพเพื	อแข่งขนักบัการผลิตพลาสติกสังเคราะห์ 
5. เพื�อนาํองคค์วามรู้ที�ไดไ้ปพฒันาต่อยอดงานวจิยัทางดา้นพลาสติกยอ่ยสลายไดท้าง 

ชีวภาพ เพื�อใหป้ระเทศไทยสามารถผลิตเมด็พลาสติกใชไ้ดเ้องภายในประเทศโดยไม่จาํเป็นตอ้ง
สั�งซื4อจากต่างประเทศ  ลดการสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศได ้
 6. ผลิตบณัฑิตสาขาเทคโนโลยชีีวภาพ 

7. การตีพิมพบ์ทความในวารสารในประเทศ  หรือวารสารนานาชาติ 
 
 



การตรวจเอกสาร 
     
กรดแลคติก (Lactic acid) 
 กรดแลคติก  เป็นกรดอินทรีย ์ มีชื�อทางเคมีวา่ 2-hydroxypropanoic acid มีสูตรโมเลกุล
คือ C3H6O3 หรือ CH3CH(OH)COOH   ประกอบดว้ยหมู่แอลกอฮอล ์(OH) และหมู่คาร์บอกซิลิก 
(COOH)  มีคุณสมบติั  ละลายนํ<าไดดี้  มีการระเหยตํ�า  โดยทั�วไป  กรดแลคติกจะพบอยูใ่นรูป 
L(+) –lactic acid และ D(-)-lactic acid ซึ� งต่างก็เป็นไอโซเมอร์กนัและกนั ดงัแสดงในภาพที� 1  
หรืออาจพบร่วมกนัในรูปของ Dแอล-แลคติก acid 
 

             
 
ภาพที� 1 โครงสร้างของ D (-) - Lactic acid และ L(+) - Lactic acid 
ที�มา: Reddy et al. (2008) 
 
 
การผลติกรดแลคติก 
 การผลิตกรดแลคติกสามารถผลิตไดโ้ดยกระบวนการทางเคมี และกระบวนการหมกั  
แต่การผลิตกรดแลคติกโดยวิธีการทางเคมีมีขอ้เสียคือ  ทาํใหเ้กิดของเหลือทิ<งจากการผลิต
ปริมาณมาก  สิ<นเปลืองพลงังาน  การควบคุมการผลิตทาํไดยุ้ง่ยาก  และยงัตอ้งควบคุมการตกคา้ง
ของสารเคมีระหวา่งการผลิตดว้ย นอกจากนี<   กรดแลคติกที�สังเคราะห์ขึ<นโดยกระบวนการทาง
เคมีไดก้รดแลคติกในรูปของ จะอยูใ่นรูปของ Dแอล-แลคติก acid  หากนาํ Dแอล-แลคติก acid 
ไปทาํเมด็พลาสติกจะทาํใหคุ้ณภาพของเม็ดพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพดอ้ยลง  ในขณะที�
การสังเคราะห์กรดแลคติกโดยกระบวนการหมกัของจุลินทรียน์ั<น สามารถผลิตกรดแลคติกไดใ้น
รูปของไอโซเมอร์จาํเพาะเป็นชนิด   L-(+)-lactic acid  หรือ D(-)-Lactic acid  อยา่งใดอยา่งหนึ�ง   
ทั<งนี< ขึ<นอยูก่บัสายพนัธ์ุจุลินทรียที์�เลือกใชใ้นการหมกัดว้ย  (Anuradha et al., 1999)  ซึ� งการใช้
กรดแลคติกที�เป็น  L-(+)-lactic acid  หรือ D(-)-Lactic acid   อยา่งใดอยา่งหนึ�งจะทาํใหไ้ด้
คุณภาพของพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพดีกวา่ชนิด Dแอล-แลคติก acid 
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ความสําคัญและประโยชน์ของกรดแลคติก 
 กรดแลคติกถูกนาํมาใชป้ระโยชน์อยา่งกวา้งขวางในอุตสาหกรรมหลายชนิด  ไดแ้ก่  
 ในอุตสาหกรรมอาหาร  มีการนาํกรดแลคติกมาใชใ้นการปรับความเป็นกรด-ด่างของ
อาหาร และเติมแต่งกลิ�นของอาหาร เป็นบฟัเฟอร์  หรือใชย้บัย ั<งการเจริญของแบคทีเรียซึ� งมีการ
ใชอ้ยา่งแพร่หลายในอุตสาหกรรมอาหาร  เนื�องจากกรดแลคติกใหร้สเปรี< ยวเล็กนอ้ย  ไม่มีกลิ�น
รุนแรง   เกลือของกรดแลคติก เช่น โซเดียมแลคเตท  และโพแทสเซียมแลคเตท  มีรสเคม็
เล็กนอ้ย  และมีค่าความเป็นกรด-ด่าง ที�เป็นกลางจึงนิยมเติมในอาหารแปรรูปประเภทเนื<อ  ไก่ 
และอาหารทะเล  เพื�อยดือายุการเก็บ แคลเซียมแลคเตท  เป็นสารที�นิยมเติมในเครื�องดื�มเกลือแร่ 
และเครื�องดื�มเสริมแคลเซียม และเร็วกวา่การใหพ้ลงังานของกลูโคสประมาณ 2-10 เท่า  
นอกจากนี<   กรดแลคติกยงัสามารถนาํไปเป็นสารตั<งตน้ในการผลิตทางเคมีและชีวภาพของการ
ผลิตกรดอินทรียต์วัอื�น ๆ เช่น  กรดโพรพิโอนิก  กรดอะซิติก  และกรดอะไซลิก อนุพนัธ์ุของ
กรดแลคติกก็สามารถใชป้ระโยชน์ในดา้นอื�น ๆ อีกมากมาย เช่น ทางการแพทย ์  อุตสาหกรรม
การยอ้มผา้ การชุบโลหะ  ใชเ้ป็นสารอิมลัซิไฟเออร์ในอุตสาหกรรมเครื�องสาํอาง  ใชเ้ป็น
ส่วนประกอบในการผลิตยากาํจดัวชัพืช สารฆ่าเชื<อรา และยาฆ่าแมลง   ใชเ้ป็นส่วนผสมของ
แลคเกอร์และสารโพลีเมอร์  ใชใ้นการผลิตผลิตภณัฑจ์ากยาง  ใชใ้นการพิมพสี์ผา้ และกระดาษ  
การยอ้มสีผา้  ช่วยทาํใหเ้กิดความเงางามของผา้ไหมและผา้ไหมสังเคราะห์  เป็นตน้ 
 ในอุตสาหกรรมโพลีเมอร์        กรดแลคติกสามารถใชเ้ป็นวตัถุดิบสาํหรับการผลิตโพลี- 
แลคติกแอซิด (Polylactic acid, PLA)  โพลีแลกติกแอซิด  มีโครงสร้างการจดัเรียงตวั 2 แบบ คือ 
D - และ L- มีชื�อวา่ PDLA และ PLLA ตามลาํดบั โพลีเมอร์ที�ประกอบดว้ยส่วนผสมทั<ง D - และ 
L- ในโครงสร้างเรียกวา่ Poly(DL-lactide) หรือ PDLLA เป็นโพลีเมอร์แบบสัณฐานที�มีหมู่เมทิล 
(Methyl group) ซึ� งเมื�อเปรียบเทียบสมบติัเชิงกลและสมบติัทางความร้อนพบวา่ PLLA และ 
PDLA  มีสมบติัเชิงกล เช่น การทนต่อแรงดึงและค่ามอดูลสัและสมบติัทางความร้อนสูงกวา่ 
PDLLA แต่ PDLLA มีเปอร์เซ็นตก์ารยดืตวั ณ จุดขาดสูง และสามารถยอ่ยสลายไดภ้ายในเวลาที�
รวดเร็วกวา่โฮโมโพลีเมอร์   อตัราส่วนของ Dแอล-แลคติก acid  นี< มีผลต่อคุณสมบติัของ PLA 
คือจุดหลอมเหลว และระดบัการตกผลึก (Martin and Averous, 2001)  ซึ� งโพลีเมอร์ของกรดแล
คติก หรือโพลีแลคติกแอซิด  สามารถนาํไปใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพซึ�งสามารถยอ่ยสลายไดง่้ายโดยจุลินทรียใ์นธรรมชาติ   โครงสร้างทางเคมีของ Polylactic 
acid (PLA)  แสดงในภาพที� 2 
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ภาพที� 2 โครงสร้างทางเคมีของโพลีแลคติก  (Polylactic acid, PLA) 
ที�มา : http://www.nia.or.th/download/document/chapter3.pdf  (14 กนัยายน 2554) 
 

กระบวนการผลิตโพลีแลคติกแอซิด  เริ�มต นจากขั<นตอนการเตรียมวตัถุดิบ โดยการปลูก
พืชผลิตแป้งซึ� งใช ก าซคาร บอนไดออกไซด  (CO2) และนํ<าเป นวตัถุดิบ ผ านกระบวนการ
สังเคราะห แสงของพืชได ผลผลิตเป นแป้ง จากนั<นจึงนาํเอาแป้งมาผ านกระบวนการหมกัโดยใช จุ
ลินทรีย เฉพาะ     เพื�อเปลี�ยนโมเลกุลขนาดใหญ ของแป้งและนํ<าตาลเป นกรดแลคติก     ซึ� งใช เป น 
โมโนเมอร ในขั<นตอนการสังเคราะห โพลีเมอร ที�สามารถสังเคราะห์ไดโ้ดยสามารถจาํแนกได เป 
น 2 กระบวนการที�แตกต างกนัคือ กระบวนการควบแน น (polycondensation) และกระบวนการ
เป ดวง (ring-opening polymerization) ถึงแม วา่โพลีเมอร ที�ผลิตได จากทั<งสองกระบวนการนี<จะมี
โครงสร างและสมบติัต่าง ๆ เหมือนกนัทุกประการ แต่ ก็มีรายละเอียดขั<นตอนของกระบวนการ
สังเคราะห ที�ต่างกนั จึงเป็นที�มาของการเรียกชื�อโพลีเมอร ที�แตกต างกนั กล าวคือ ผลิตภณัฑโ์พลี
เมอร ที�ได จากกระบวนการแรกมกัจะเรียกว า โพลีแลคติกแอซิด เนื�องจากกระบวนการนี< เริ�มต น 
จากการใช กรดแลคติกโดยตรงจนได โพลีเมอร ในขั<นตอนสุดท าย ในกระบวนการที�สองจะมีการ
เปลี�ยนกรดแลคติก โดยปฏิกิริยาการรวมตวัของกรดแลคติก 2 โมเลกุล แล วเกิดเป็นสารประกอบ
แบบวงที�มีชื�อวา่แลคไทด  (lactide) ก อน จากนั<นจึงนาํเอาวงแหวนแลคไทด นี<มาสังเคราะห เป็น
สายโซ่ยาวโพลีเมอร ในขั<นตอนต่อมา ดว้ยเหตุนี< จึงเรียกชื�อผลิตภณัฑ์โพลีเมอร จากกระบวนการ
นี<วา่ โพลีแลคไทด   อยา่งไรก็ตาม โพลีเมอร์ที�ได จากทั<งสองกระบวนการก็คือสารชนิดเดียวกนั
นั�นเอง ซึ� งเมื�อสังเคราะห ได แล วก็สามารถนาํมาขึ<นรูปเพื�อใชป้ระโยชน ต่อไป   
 
คุณสมบัติของโพลแีลคติกแอซิด 
 โพลีแลคติกแอซิด มีลกัษณะใสและมีความแวววาวสูงซึ� งขึ<นอย ูกบัชนิดของสารเติมแต่ง  
ที�ใช  PLA มีสมบติัทางกลและสามารถนาํไปใช งานได เช นเดียวกบัโพลีเมอร พื<นฐานทั�วไปที�มี
สมบติัเป นเทอร โมพลาสติก PLA สามารถกกัเก็บกลิ�นและรสชาติได ดี มีความต านทานต อนํ<ามนั
และไขมนัสูง ในขณะที�ก าซออกซิเจน ก าซคาร บอนไดออกไซดและนํ<าสามารถแพร ผ านได ดีมี
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ความคงทนต อ การกระแทกตํ�าซึ� งมีค าใกล เคียงกบั PVC ที�ไม มีการเติมสารเสริมสร างพลาสติกมี 
ความแขง็ ความคงทนต อการกระแทกและความยดืหย ุนใกล เคียงกบั PET นอกจากนี<  PLA ยงัมี
สมบติัใกล เคียงกบั PS และสามารถนาํไปดดัแปรให มีสมบติัใกล เคียงกบั polyethylene (PE) หรือ 
polypropylene (PP) ดงันั<น PLA จึงสามารถนาํไปปรับปรุงสมบติัพื<นฐานทั<งด านการขึ<นรูปและ
การใช งานได เช่นเดียวกบัพลาสติกโอเลฟ นส ที�ผลิตจากระบวนการทางป โตรเคมี(สาํนกังานนวตั 
กรรมแห่งชาติ, 2550) ภาพที� 3 แสดงการผลิตและการสลายโพลีแลคติก  

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที� 3 การผลิตและการสลายโพลีแลคติก (Poylactic acid , PLA)   
ที�มา : http://www.google.co.th/imglanding   3 สิงหาคม  2555 
 
 นอกจากนี<  PLA ยงัมีคุณสมบติั   จุดหลอมเหลวสูงถึง 180 องศาเซลเซียส และมีความ
โปร่งแสงสูง  จึงมีการพฒันานาํ PLA มาผลิตเป็นบรรจุภณัฑเ์พื�อบรรจุอาหาร  ซึ� งมีขอ้ไดเ้ปรียบ
ในทางการคา้เมื�อเทียบกบับรรจุภณัฑ์อาหารแบบเดิมที�ไดจ้ากการสังเคราะห์ทางเคมี  เนื�องจาก
ฟิลม์โพลีเมอร์ของกรดแลคติกสามารถยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพ  และมีความปลอดภยัสาํหรับ
การบรรจุอาหาร  พนัธะเอสเทอร์ของ PLA สามารถทาํลายไดง่้ายดว้ยเอนไซม ์  protease, 
proteinase K, bromelain, ficin, esterase และ trypsin  หรือการยอ่ยสลายโดยจุลินทรีย ์Fusarium 

moniliforme,  Peinnicillium requeforti  (Torres et al., 1996),   Amyvolatopsis sp.  (Pranamuda 
et al., 1997) และ Bacillus brevis (Tomita et al., 1999) เป็นตน้ จากคุณสมบติัดงักล่าว  ทาํให้ 
PLA เป็นที�ตอ้งการในตลาดขณะนี<   และมีแนวโนม้วา่จะมีความตอ้งการเพิ�มมากขึ<นในอนาคต  
แต่ขอ้จาํกดัทางการคา้ของ PLA คือราคาที�ยงัสูงอยูใ่นปัจจุบนั  ดงันั<น  ถา้สามารถใชว้ตัถุดิบ
เหลือใชท้างการเกษตรราคาถูกเป็นสับสเตรท  สาํหรับกระบวนการหมกัเพื�อผลิตกรดแลคติกได ้ 
ก็จะสามารถลดตน้ทุนการผลิต  PLA ได ้ ตารางที� 1 แสดงการเปรียบเทียบคุณสมบติัของ PLA 
กบัพลาสติกสังเคราะห์  
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ตารางที� 1  เปรียบเทียบคุณสมบติัของ PLA กบัพลาสติกสงัเคราะห์ 

 
 

โพลเีมอร์ 

คุณสมบัติเชิงกล 
(Mechanical properties) 

คุณสมบัติทางความร้อน 
(Thermal properties) 

Modulus 
(MPa) 

Strength 
(MPa) 

Elongationat 
break (%) 

 
Tg(oC) 

 
Tm(oC) 

Cost  
(Baht/Kg) 

PE 1,500 35 600 -36 137 ~50 
PS 3,500 38 27 -10 164 ~50 
PP 1,920 55 26 -3 - ~50 
PLA 2,050 - 9 58 176 ~120 
PCL 190 14 >500 -61 65 - 
PBAT 82 19 >500 -45 114 ~150 
PBSA 249 9 >500 -30 110 ~170 
PHBV 900 - 15 5 150 - 
 
การย อยสลายได ทางชีวภาพของโพลแีลคติกแอซิด (สาํนกังานนวตักรรมแห่งชาติ, 2551) 
 โพลีแลคติกแอซิดสามารถยอ่ยสลายไดดี้ในโรงหมกัขยะอินทรียที์�อุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส  ขึ<นไป แต่จะไม่ยอ่ยสลายทนัทีที�อุณหภูมิตํ�ากวา่ เนื�องจาก PLA มีอุณหภูมิ Tg 
ใกลเ้คียง 60 องศาเซลเซียส โดยขั<นตอนแรก PLA จะถูกยอ่ยสลายไปเป็นสารประกอบที�ละลาย
นํ<าได ้ และกรดแลคติกโดยการไฮโดรไลซิสซึ�งเกิดขึ<นภายใน 2 สัปดาห์  สารประกอบและกรด
แลคติกที�ไดจ้ะถูกยอ่ยสลายต่อไปโดยจุลินทรียช์นิดต่าง ๆ ที�อยูใ่นธรรมชาติไปเป็นก๊าซคาร์บอน
ไดออกออกไซด์ นํ<า และมวลชีวภาพ การยอ่ยสลายของบรรจุภณัฑที์�ผลิตจาก PLA 
แสดงในภาพที� 4  

                                 1 วนั                                    35 วนั                                 50 วนั       
ภาพที� 4 การยอ่ยสลายที�ระยะเวลาต่าง ๆ ของบรรจุภณัฑ์ที�ผลิตจาก PLA 
ที�มา: ธนาวดี (2551)  http://www.vcharkarn.com/varticle/38245 (7 ตุลาคม 2554) 
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การนําไปใช ประโยชน ของโพลแีลคติกแอซิด 
 PLA เป นโพลีเมอร ที�มีสมบติัหลากหลายทาํให สามารถนาํไปประยกุต เป นพลาสติก
มูลค่าเพิ�มต าง ๆ หลายด าน ได แก   ด านการแพทย   เนื�องจาก PLA  เป นโพลีเมอร ย อยสลายได ทาง
ชีวภาพจึงสามารถเข ากบัเนื<อเยื�อ (biocompatible) และสามารถถูกดูดซึม (bioresorbable)ได โดย
ระบบชีวภาพ (biological system) ในร างกาย จึงทาํให  PLA เป นวสัดุที�มีศกัยภาพสูงสาํหรับงาน
ทางการแพทย  และถูกนาํมาใช เป็นเครื�องมือทางการแพทย มานาน เช น ไหมเยบ็แผล ตวัเยบ็แผล 
วสัดุป ดแผล  อุปกรณ์ฝ งในร างกาย อุปกรณ สาํหรับยดึกระดูก วสัดุสาํหรับนาํพาหรือปลดปล อย
ตวัยา ซึ� งสามารถควบคุมอตัราและระยะเวลาในการปลดปล อยยาได อย างมีประสิทธิภาพ  ด าน
การเกษตร เช น ภาชนะปลูกพืช วสัดุห อหุ มและปลดปล อยยาฆ าแมลง ยาฆ าวชัพืช หรือปุ ยตาม 
ช วงเวลาที�กาํหนด  ด านบรรจุภณัฑ  เช น บรรจุภณัฑที์�ใช แล วทิ<ง ภาชนะบรรจุอาหาร ขวดนํ<า 
ถุงพลาสติก กล่องโฟม ฟิลม์สาํหรับหีบห อ เมด็โฟมกนักระแทก ตวัเคลือบภาชนะกระดาษ  ด าน
เส นใยและแผ นผ าแบบ non-woven    เช น    ผลิตภณัฑ์อนามยั ผ าอ อมสาํเร็จรูป เสื<อผา้และเครื�อง 
นุ งห ม เส นใยสาํหรับบรรจุในเครื�องนอน  ด านยานยนต  เช น อุปกรณ ลดแรงกระแทก แผ นรอง
พื<นและอุปกรณ ตกแต งภายใน  ด านอิเล็กทรอนิกส และการสื�อสาร เช น ชิ<นส วนประกอบใน
โทรศพัท เคลื�อนที� ชิ<นส วนประกอบในคอมพิวเตอร  แผ นซีดี  อื�น ๆ เช น อุปกรณ เครื�องเขียน 
บตัรพลาสติก ผลิตภณัฑใ์ช ในบ านเรือน สารเคลือบกระดาษ สารยดึติด ท อพลาสติกชั�วคราว 

 
แนวโน้มการใช้และการผลติพลาสติกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (http://www.vcharkarn.com/)  
9 สิงหาคม  2555 

จากกระแสอนุรักษธ์รรมชาติ และความตระหนกัต่อปัญหาสิ�งแวดลอ้มโดยเฉพาะปัญหา
ภาวะโลกร้อนที�ทั�วโลกกาํลงัเผชิญร่วมกนั  ส่งผลใหค้วามตอ้งการผลิตภณัฑพ์ลาสติกยอ่ยสลาย
ไดท้างชีวภาพในตลาดโลกมีอตัราการเติบโตเพิ�มขึ<นมาก   โดยมีปริมาณความตอ้งการใชท้ั�วโลก 
ในปี 2550-2551  สูงถึง  500,000  ตนัต่อปีและมีอตัราการเจริญเติบโตถึงร้อยละ  70 เทียบกบั
ปี  2548  โดยเฉพาะตลาดสาํคญัซึ� งมีปริมาณการใชพ้ลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพขยายตวั
อยา่งต่อเนื�อง  ทั<งนี<คาดการณ์วา่ ตลาดสหภาพยโุรปมีแนวโนม้ปริมาณการใชพ้ลาสติกชีวภาพ 
40,000-50,000 ตนัต่อปี  (ขยายตวัร้อยละ 20) ส่วนสหรัฐอเมริกา มีปริมาณความตอ้งการ
ใช ้ 70,000-80,000 ตนัต่อปี (ขยายตวัร้อยละ 16) และตลาดญี�ปุ่นมีปริมาณความตอ้งากรใช ้
15,000 ตนัต่อปี (ขยายตวัร้อยละ 100)  แนวโนม้การใชแ้ละการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพ  แสดงในภาพที� 5 
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ภาพที� 5  แสดงแนวโนม้การผลิตพลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพของโลก 
ที�มา : http://www.vcharkarn.com   9 สิงหาคม 2555 
           สาํหรับประเทศไทย มีความพร้อมในดา้นวตัถุดิบสาํหรับการผลิตพลาสติกยอ่ยสลายได้
ทางชีวภาพ  แต่การพฒันาวสัดุโพลีเมอร์ยอ่ยสลายไดย้งัอยูใ่นระดบับุกเบิกและการเริ�มสร้าง
เทคโนโลยใีหม่  ขณะนี< มีนกัวจิยัในหลายมหาวทิยาลยัทั�วประเทศไทยใหค้วามสนใจ  และกาํลงั
ศึกษาวจิยัดา้นนี<ทั<งเรื�องของเทคโนโลยกีารเตรียมวตัถุดิบทางการเกษตรรวมทั<งงานวจิยัทางดา้น
เทคโนโลยทีางชีวภาพ และเทคโนโลยใีนการผลิตและการขึ<นรูปผลิตภณัฑ์  ขณะเดียวกนัมี
ผูป้ระกอบการหลายรายของไทยหนัมาลงทุนในอุตสาหกรรมพลาสติกชีวภาพบา้งแลว้แต่ยงัคง
นาํเขา้เมด็พลาสติกชีวภาพจากต่างประเทศทาํใหต้น้ทุนสูงกวา่พลาสติกทั�วไป 3-4 เท่า ผูบ้ริโภค
จึงมีอยูใ่นวงจาํกดั  ตารางที� 2 แสดงสัดส่วนและการเติบโตของพลาสติกชีวภาพชนิดต่าง ๆ ปี 
ค.ศ. 2011 และคาดการณ์ในปี ค.ศ. 2020 ในมุมมองระดบัโลกและระดบัทวปีเอเชีย 
 
กระบวนการผลติกรดแลคติกโดยกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ 

แบคทเีรียกรดแลคติก 
 จุลินทรียที์�เกี�ยวขอ้งกบัการผลิตกรดแลคติกโดยกระบวนการหมกั    ส่วนใหญ่จะเป็น 
จุลินทรียใ์นกลุ่มแบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria : LAB) ซึ� งจดัอยูใ่น family 
Lactobacillaceae เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม และรูปท่อน มีการจดัเรียงตวัแบบคู่ คู่สี�  
และโซ่ยาว เป็นตน้ ไม่สร้างสปอร์ ไม่เคลื�อนที� ไม่สร้างเอนไซมค์ะตาเลส (Axelsson, 1998) 
สามารถสร้างกรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในการหมกัคาร์โบไฮเดรต จะไดพ้ลงัานจาก
นํ<าตาล และสารที�มีโครงสร้างคลา้ยนํ<าตาลโดยไดจ้ากกระบวนการ substrate level phospho- 
rylation  การเลี<ยงเชื<อในอาหารธรรมดาค่อนขา้งยาก เนื�องจากเชื<อมีความตอ้งการอาหารที�ซบั- 
ซอ้น (fastidious microorganism)  เช่น วติามิน (vitamin)  กรดอะมิโน (amino acid) ไพริมิดีน 
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ตารางที� 2 สัดส่วนและการเติบโตของพลาสติกชีวภาพชนิดต่าง ๆ ปี ค.ศ. 2011 และคาดการณ์ใน 
ปี ค.ศ. 2020 ในมุมมองระดบัโลกและระดบัทวปีเอเชีย โดยอาศยัขอ้มูลจาก Baltus 
(InnoBioPlast 2013)  

 
 
(pyrimidine) เปปโตน (peptone) แมงกานีส (manganese) อะซิเตต (acetate) และ ทวนี 80 
(Tween 80) เป็นตน้  แบคทีเรียแลคติกสามารถเจริญเติบโตไดท้ั<งในที�มีออกซิเจน (aerobe) ไม่มี
ออกซิเจน (anaerobe) และมีออกซิเจนนอ้ย (microaerophilic) อุณหภูมิที�เชื<อสามารถเจริญไดอ้ยู่
ในช่วง 2-53 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที�เหมาะสมที�สุดอยูใ่นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส  ค่าความ
เป็นกรดด่างที�เหมาะสม 5.58-6.20 แต่โดยทั�วไปเจริญไดที้�    ค่าความเป็นกรด-ด่างนอ้ยกวา่หรือ
เท่ากบั 5.0 อตัราการเจริญเติบโตลดลงเมื�ออยูใ่นสภาพที�เป็นกลาง หรือด่าง (Salminen and 
Wright, 1993) แบคทีเรียแลคติกแต่ละสปีชีส์สามารถปรับตวัเพื�อการเจริญเติบโต ภายใตส้ภาวะ
แวดลอ้มแตกต่างกนั  จึงทาํใหพ้บเชื<อกลุ่มนี<กระจายอยูท่ ั�วไปทั<งในคนและสัตว ์  โดยเฉพาะ
บริเวณช่องปาก ลาํไส้ พบในแมลง และในผลิตภณัฑอ์าหารต่าง ๆ  แหล่งที�พบแบคทีเรียแลคติก  
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แบคทีเรียแลคติกสามารถพบไดใ้นผลิตภณัฑน์ม  ผลิตภณัฑอ์าหารหมกั ผลิตภณัฑข์า้ว 
ผลิตภณัฑจ์ากเนื<อและปลา ไวน์ ผลไม ้ และนํ<าผลไม ้ อีกทั<งยงัเป็นจุลินทรียป์ระจาํถิ�นในอวยัวะ
สืบพนัธ์ุ  ช่องปาก และระบบทางเดินอาหาร แต่บริเวณลาํไส้เล็กส่วนปลาย  จะมีจุลินทรีย ์ 106-
108 CFU/ml  ใน Family Enterobacteriaceae, Enterococcus และ Streptococcus  
 
ถา้แบ่งแบคทีเรียแลคติก ตามกระบวนการและผลิตภณัฑที์�ไดจ้ากการหมกั แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ 
 1. Homofermentative เป็นแบคทีเรียพวกที�หมกันํ<าตาลกลูโคส  โดยการเปลี�ยนกลูโคส
เป็นไพรูเวทโดยใชเ้อนไซมอ์ลัโดเลส (aldolase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา แลว้ใหก้รดแลคติกมากกวา่
หรือเท่ากบั 80 เปอร์เซ็นต ์  โดยผา่น glycolysis pathway (Embden-Meyerhof pathway : EMP)  
ซึ� งเป็นแบคทีเรียสกุล Pediococcus,  Streptococcus  และ Lactobacillus บางชนิด เช่น 
Lactobacillus acidophilus และ Lactobacillus delbrueckii 
 2. Heterofermentative     เป็นแบคทีเรียพวกที�หมกันํ<าตาลกลูโคส    แลว้ใหค้าร์บอนได-  
ออกไซด ์  20-25 เปอร์เซ็นต ์  กรดแลคติก 50 เปอร์เซ็นต ์   กรดอะซิติก 20-25เปอร์เซ็นต ์  โดย
ผา่น phosphoglyconate pathway หรือ phosphoketolase pathway  ซึ� งเป็นแบคทีเรียสกุล 

Leuconostoc  และ Lactobacillus บางชนิด เช่น  Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,   

Lactobacillus fermentum  และ Lactobacillus brevis วถีิการสังเคราะห์กรดแลคติกแบบ 
homofermentative และ heterofermentative แสดงในภาพที� 6 
 

                 
ภาพที� 6 วถีิการผลิตกรดแลคติก  homofermentative และ heterofermentative 
ที�มา: Reddy et al. (2008) 
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การจําแนกแบคทเีรียแลคติก 
การจดัอนุกรมวธิานของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยา ชนิด

ของกระบวนการหมกันํ<าตาลกลูโคส ความสามารถในการใชน้ํ<าตาลแต่ละชนิด และความ 
สามารถในการเจริญที�อุณหภูมิต่าง ๆ ในปัจจุบนัไดมี้การนาํความรู้ทางพนัธุศาสตร์มาใชใ้นการ
จดัจาํแนกแบคทีเรียในระดบัจีนสัและสปีชีส์ โดยความพิจารณาความแตกต่างของชนิดกรด
นิวคลีอิกบนดีเอ็นเอ (DNA homology) และความใกลชิ้ดในสายววิฒันาการ (Phylogenatic) โดย
ดูจากลาํดบัเบสบน ribosomal RNA ทาํใหก้ารจดัจาํแนกมีความถูกตอ้งมากขึ<น   

 
แบคทีเรียกรดแลกติกสามารถจาํแนกไดเ้ป็น 12 สกุล ไดแ้ก่  
(1) Streptococcus เซลลมี์รูปร่างกลม หรือรูปไข่ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.8-1.2 

ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นสายโซ่ หรือคู่ ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) เป็นผลิตภณัฑห์ลกัเท่านั<นจาก
การหมกักลูโคส (Homofermentative) ตอ้งการสารอาหารสูงในการเจริญ มีหลายสปีชีส์เป็น
ปรสิตในคนหรือสัตวแ์ละบางสปีชีส์สามารถทาํใหเ้กิดโรคได ้ เจริญที�อุณหภูมิ 20 - 41 องศา-
เซลเซียส ปัจจุบนัประกอบดว้ย 39 สปีชีส์ มี mol % G + C ระหวา่ง 34 -46 % (Hardie and 
Whiley, 1995) 

(2) Vagococcus    เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกซึ�งเคลื�อนที�ได ้(ไม่ทุกสายพนัธ์ุ)    ประกอบ 
ดว้ย 2 สปีชีส์ คือ Vagococcus fluvialis ซึ� งเดิมอยูใ่น streptococci (Stiles and Holzapfel, 1997 ) 

(3) Lactococcus เซลลมี์รูปร่างกลมหรือรูปไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5-1 ไมครอน 
จดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ดี�ยว เป็นคู่หรือต่อกนัเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) จากการหมกั
กลูโคส มกัใชเ้ป็นกลา้เชื<อในผลิตภณัฑน์ม สามารถเจริญไดที้� 10 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที� 45 
องศาเซลเซียส  มี mol % G + C ระหวา่ง 34-43 %  (Teuber, 1995) 

(4) Enterococcus  เซลลมี์รูปไข่   จดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ดี�ยว   หรือสายโซ่สั<น ๆ  ผลิตกรด  
แลคติก ชนิด L(+) เป็นผลิตภณัฑห์ลกัเท่านั<นจากการหมกักลูโคส ตอ้งการสารอาหารสูงในการ
เจริญ สามารถเจริญที� 10 หรือ 45 องศาเซลเซียส บางสายพนัธ์ุผลิตเอนไซมค์ะตะเลสเทียมได ้
และบางสปีชีส์ทาํใหเ้กิดโรค  มี mol % G + C ระหวา่ง 37-40 % (Devriese and Pot, 1995) 

(5) Pediococcus เซลลมี์รูปร่างกลมขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.36–1.43 ไมครอน  แบ่ง  
เซลลล์กัษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั โดยแบ่งตวัครั< งที� 2 ในทิศดา้นขวามือของครั< งแรก ทาํ
ใหเ้กิดลกัษณะเฉพาะเป็นเซลล ์ 4 เซลลติ์ดกนัคลา้ยจตุรัส (tetrad formation) ในสภาวะไม่มี
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อากาศ ผลิตกรดแลคติกชนิด DL และ L(+) จากการ หมกักลูโคส บางสปีชีส์ทาํใหเ้บียร์และไวน์
เสีย (Stiles and  Hozapfel, 1997) มี mol % G + C ระหวา่ง 34 – 44 %  

(6) Tetragenococcus   มีลกัษณะการแบ่งเซลลเ์หมือน   Pediococcus     เนื�องจากเดิมคือ 
สปีชีส์ P. halophilus ซึ� งจดัจาํแนกใหม่จากการเจริญในอาหารซึ�งมีเกลือโซเดียมคลอไรคสู์งถึง 
18 % และมีลาํดบัเบสบน 16s rRNA ใกลเ้คียงกบัเชื<อสกุล Enterococcus และ Carnobacterium 

มากกวา่สกุลเดิม 

(7) Aerococcus มีลกัษณะการแบ่งเซลลเ์หมือน Pediococcus ประกอบดว้ย 2 สปีชีส์ คือ 
Aerococcus viridians และ A. urinae ซึ� งเปลี�ยนแปลงจาก P. homari และ P. urinaeequi 

ตามลาํดบั (Stiles and Holzapfel, 1997) 
(8) Leuconostoc   เซลลมี์สัณฐานขึ<นกบัอาหารเลี<ยงเชื<อ      ในอาหารซึ�งมีกลูโคสเซลลมี์ 

ลกัษณะยดืออกคลา้ยกลุ่ม lactobacilli แต่ในนํ<านมเซลลจ์ะมีรูปร่างกลม การจดัเรียงตวัเป็นเซลล์
เดี�ยว อยูเ่ป็นคู่หรือเป็นสายโซ่สั<นถึงปานกลาง ผลิตกรดแลคติกชนิด D(-) เอทานอล 
คาร์บอนไดออกไซดแ์ละสารหอมระเหยจากการหมกักลูโคส (heterofermentative) จึงช่วยสร้าง
กลิ�นรสในอาหารหมกัดอง การเจริญตอ้งการสารอาหารสูง (Stiles and Holzapfel, 1997) มี mol 
% G + C ระหวา่ง 37-40 % (Dellaglio et al., 1995) 

(9) Oenococcus ประกอบดว้ยสปีชีส์เดียวคือ Oenococcus oeni ซึ� งเปลี�ยนมาจาก Leuc. 

oenos ดว้ยสมบติัการทนต่อกรดและเอทานอลปริมาณสูง รวมทั<งขอ้มูลพนัธุกรรมจากดีเอ็นเอ : 
ดีเอ็นเอไฮบริไดเซซนั และลาํดบัเบสของ 16s rRNA ต่างจากสปีชีส์อื�นในสกุล Leuconostoc 

อยา่งชดัเจน (Dellaglio และคณะ, 1995) 
(10) Weissella ประกอบดว้ยแบคทีเรีย 7 สปีชีส์ ซึ� งลกัษณะคลา้ย Leuconostoc   

(leuconostoc -like bacteria) รูปร่างเซลลเ์ป็นแท่งและกลม (Stiles และ Holzapfel, 1997) 
(11) Lactobacillus  กลุ่ม obilgately heterofermentative lactobacilli หมกันํ<าตาลเฮกโซส 

และเพนโทส ผา่นวถีิฟอสโฟกลูโคเนทเป็น แลคเตท เอทานอล และ คาร์บอนไดออกไซด์ 
ประกอบดว้ย 19 สปีชีส์  เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่ที�สุด มีความหลากหลายของ
ลกัษณะทาง ฟีโนไทป์  สมบติัทางสรีรวทิยาและชีวเคมี เนื�องจากความแตกต่างของ mol % G + 
C ภายในสกุลสูงคือระหวา่ง 32-53 % (Axelsson, 1998) พบในแหล่งต่าง ๆ เช่น เยื�อเมือกของ
มนุษยแ์ละสัตว ์ พืช และนํ<าทิ<ง เป็นตน้ บางสปีชีส์ เป็นสาเหตุของโรคติดเชื<อในมนุษย ์ เซลลมี์
รูปร่างเป็นท่อนหรือ ทรงรี (coccobacilli) ตอ้งการสารอาหารสูงในการเจริญ ประกอบดว้ย 55 
สปีชีส์ ซึ� งแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (Stiles and Holzapfel, 1997) คือ กลุ่ม obligately 
homofermentative lactobacilli หมกันํ<าตาลแลกโทส (มากกวา่ 85 %) เป็นกรดแล คติกโดยวถีิ 
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Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม ์ 1,6 biphosphate-aldolase แต่ไม่ผลิตเอนไซม ์
phosphoketolase จึงหมกันํ<าตาลเพนโทส และกลูโคเนทไม่ได ้ ประกอบดว้ย 18 สปีชีส์ กลุ่ม 
Facultatively heterofermentative lactobacilli หมกันํ<าตาลเฮกโซสเป็นกรดแลคติกผา่นวถีิ EMP 
มีการผลิตเอนไซมท์ั<ง aldolase และ phosphoketolase จึงหมกันํ<าตาลเพนโทสได ้

(12) Carnobacterium เซลลมี์รูปร่างเป็นท่อนตรงขนาดสั<นถึงปานกลางหรือเป็นท่อน
เรียว  ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5-0.7 ไมครอน และยาว 1.1-3.0 ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นเซลล์
เดี�ยวหรือคู่ มกัไม่พบการเรียงเป็นสายโซ่ ผลิตกรดแลคติก ชนิด L (+) คาร์บอนไดออกไซด ์อะซี
เตท และเอทานอลจากการหมกันํ<าตาลเฮกโซส มี mol % G+C ระหวา่ง 31.6 - 37.2 %  

Manera et al. (1999)  แสดงแผนผงัการจาํแนกแบคทีเรียในกลุ่ม  Enterococcus spp. 
(ภาพที� 7) และลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมีในการจาํแนกชนิดของ Enterococcus spp. 
(ตารางที� 3 ) 
 
การผลติกรดแลคติกจากแป้ง 

วตัถุดิบที�มีส่วนประกอบของแป้งที�นาํมาใชใ้นการผลิตกรดแลคติกได ้ เช่น ขา้วโพด 
ขา้วสาลี มนัสาํปะหลงั มนัฝรั�ง เป็นตน้  แต่วตัถุดิบที�เป็นแป้งจากมนัสาํปะหลงั เป็นแหล่งที� 
น่าสนใจมากที�สุดเนื�องจากมีปริมาณมาก และราคาถูก  มนัสาํปะหลงั  เป็นพืชไร่ที�มีความสาํคญั
ทางเศรษฐกิจของประเทศไทยรองจากขา้วเจา้ การเพาะปลูกและการดูแลรักษาทาํไดง่้าย  ทนแลง้ 
ไดดี้     ลงทุนนอ้ย        การรบกวนของแมลง  และโรคพืชมีนอ้ยเมื�อเทียบกบัการเพาะปลูกพืชไร่ 
ชนิดอื�น ๆ อีกทั<งรายไดต่้อไร่สูงกวา่พืชไร่อื�น ๆ ทาํใหเ้กษตรกรหนัมาปลูกมนัสาํปะหลงัเพิ�มขึ<น
เรื�อย ๆ โดยแหล่งเพาะปลูกมนัสาํปะหลงัที�สาํคญัคือภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ  และภาค
ตะวนัออกของประเทศไทย  การส่งออกผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงัอยูใ่นรูปของแป้งมนัสาํปะหลงั 
มนัเส้น  และมนัอดัเมด็  ซึ� งสามารถทาํรายไดเ้ป็นลาํดบัที� 6 ใน 10 ลาํดบัแรกที�ทาํรายไดใ้หแ้ก่
ประเทศไทยเป็นจาํนวนมาก  โดยเฉพาะอยา่งยิ�งมนัสาํปะหลงัอดัเม็ด  เป็นสินคา้ส่งออกที�สาํคญั  
ที�มีมูลค่าการส่งออกสูงที�สุด  ใชเ้ป็นวตัถุดิบอาหารสัตว ์    มูลค่าการส่งออกของมนัสาํปะหลงั
อดัเม็ดจะส่งไปจาํหน่ายในประเทศแถบสหภาพยโุรป  แต่สหภาพยโุรปไดอ้อกประกาศวา่ดว้ย
สุขอนามยั  และความปลอดภยัดา้นอาหาร ซึ� งตอ้งควบคุมดูแลความปลอดภยัของอาหารที�ผลิต
และนาํไปจาํหน่ายในสหภาพยโุรป  โดยจะดูแลตั<งแต่การเพาะปลูก  การใชอ้าหารเลี<ยง  ยารักษา 
โรค  สารเคมีที�ใช ้ จนถึงขั<นตอนการบริโภค  ในการควบคุมดูแลดงักล่าวจะครอบคลุมไปถึง
วตัถุดิบในการผลิตอาหารสัตวที์�นาํมาเลี<ยงสัตว ์  ก่อนที�จะเขา้สู่กระบวนการแปรรูป  เพื�อ
จาํหน่ายใหผู้บ้ริโภคดว้ย จึงส่งผลใหมี้การสนบัสนุนการใชป้ระโยชน์จากมนัสาํปะหลงั 
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ภาพที�  7 แผนผงัการจาํแนกแบคทีเรียกลุ่ม Enterococcus spp. 
ที�มา : Manera et al. (1999) 
 
ภายในประเทศใหม้ากขึ<น เช่น สนบัสนุนใชม้นัเส้นเป็นอาหารสัตว ์  ทดแทนวตัถุดิบอาหาร
ปลายขา้ว หรือขา้วโพด  โดยเติมกากถั�วเหลือง  ปลาป่น  หรือหวัอาหารมากขึ<น  เพื�อเพิ�มระดบั
โปรตีนในสูตรอาหารสัตวใ์หเ้พียงพอแก่ความตอ้งการของสัตว ์  สนบัสนุนให้มีการใชม้นั
สาํปะหลงัเป็นวตัถุดิบในการผลิตแอลกอฮอล ์  เพื�อนาํมาผสมกบันํ<ามนัเชื<อเพลิง  และสนบัสนุน
การใชแ้ป้งมนัสาํปะหลงัทดแทนการใชแ้ป้งสาลีในการผลิตผลิตภณัฑอ์าหารบางชนิด  นาํมาใช้
เป็นภาชนะบรรจุ  ซึ� งสามารถใชบ้รรจุอาหารทนแทนโฟมได ้  หรือใชเ้ป็นวสัดุก่อสร้าง  เช่น 
ทดแทนไมแ้บบ  ไมต้กแต่งภายในได ้  แป้งมนัสาํปะหลงัที�ผลิตไดใ้นประเทศไทยจดัเป็นแป้ง
คุณภาพสูง  การใชแ้ป้งมนัสาํปะหลงัในประเทศ  ส่วนใหญ่ใชใ้นการบริโภคในครัวเรือน  และ
ใชใ้นอุตสาหกรรมอื�น ๆ เช่น อุตสาหกรรมกาว  ไมอ้ดั  ผลิตผงชูรส  เป็นตน้  รวมทั<งใชเ้ป็น 
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ตารางที�  3 ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมีในการจาํแนกชนิดของ Enterococcus spp. 

      

        
ที�มา: Manera et al. (1999) 
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ส่วนผสมในการผลิตอาหารสัตว ์ กลา้ณรงค ์ และคณะ 2543 รายงานวา่ แป้งมนัสาํปะหลงัเป็น
คาร์โบไฮเดรตที�ประกอบดว้ย  คาร์บอน  ไฮโดรเจน  และออกซิเจน  มีสูตรเคมีโดยทั�วไป คือ 
(C6H10O5)n แป้งเป็นโพลีเมอร์ของกลูโคส ซึ� งประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของกลูโคส  (anhydroglu- 
cose unit) เชื�อมต่อกนัดว้ยพนัธะ glucosidic linkage ที�คาร์บอนตาํแหน่งที� 1 ทางดา้นตอนปลาย
ของสายโพลีเมอร์มีหน่วยกลูโคสที�มีหมู่อลัดีไฮด ์(aldehyde group) เรียกวา่ reducing end group 
แป้งประกอบดว้ยโพลีเมอร์ของกลูโคส 2 ชนิด คือ โพลีเมอร์เชิงเส้น (amylase) และโพลีเมอร์
เชิงกิ�ง (amylopectin) วางตวัในแนวรัศมี  แป้งจากแหล่งที�ต่างกนัจะมีอตัราส่วนของอะมยัโลส
และอะมยัโลเพคตินที�แตกต่างกนั ทาํใหคุ้ณสมบติัของแป้งแต่ละชนิดแตกต่างกนั และเมื�อดู
โครงสร้างของแป้งมนัสาํปะหลงั  พบวา่ ประกอบดว้ยหน่วยยอ่ยของนํ<าตาลกลูโคสมาต่อกนั
เป็นโมเลกุลของแป้ง  ดงันั<น   แป้งมนัสาํปะหลงัจึงสามารถใชเ้ป็นแหล่งของกลูโคส และเป็น
วตัถุดิบในอุตสาหกรรมการหมกัหลายชนิดได ้ เช่น อุตสาหกรรมการหมกักรดแลคติก  ซึ� งกรด
แลคติก เป็นกรดที�มีความสาํคญัมาก  ทั<งในอุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมสิ�งทอ  
อุตสาหกรรมทางการแพทย ์  โดยเฉพาะอยา่งยิ�งในปัจจุบนั  กรดแลคติกเริ�มเขา้มามีบทบาทใน
อุตสาหกรรมโพลีเมอร์  โดยใชเ้ป็นวตัถุดิบในการผลิตพลาสติกที�สามารถยอ่ยสลายไดท้าง
ชีวภาพ ซึ� งกาํลงัเป็นที�ตอ้งการของตลาดเป็นอยา่งมากในขณะนี<    ในปัจจุบนั ประเทศไทยยงัตอ้ง
สั�งซื<อเมด็พลาสติกชีวภาพไดจ้ากต่างประเทศเพื�อนาํมาใชผ้ลิตผลิตภณัฑพ์ลาสติกต่าง ๆ แต่ดว้ย
ขอ้จาํกดัในดา้นราคาตน้ทุนการผลิตที�ยงัสูงอยูแ่ต่หากมีการเพิ�มปริมาณการผลิตและมีการพฒันา
กระบวน การสังเคราะห์เม็ดพลาสติกใหป้ระสิทธิภาพมากขึ<น  และสามารถผลิตเม็ดพลาสติก
ใชไ้ดเ้องภายในประเทศ จะมีผลทาํใหเ้ราไม่สูญเสียเงินตราออกนอกประเทศ   ดงันั<น ถา้สามารถ
ใชแ้ป้งมนัสาํปะหลงัซึ� งเป็นผลผลิตทางการเกษตรราคาถูกเป็นสับสเตรทในการผลิตกรดแลคติก
ได ้ ก็น่าจะสามารถลดราคาของโพลีแลคติกแอซิด  หรือเมด็พลาสติกยอ่ยสลายไดท้างชีวภาพลง
ได ้นอกจากนี<   ยงัเป็นการเพิ�มมูลค่าของแป้งมนัสาํปะหลงัไดอี้กทางหนึ�งดว้ย   ในกระบวนการ
ผลิตกรดแลคติกจากวตัถุที�มีแป้งสามารถผลิตไดโ้ดยไม่จาํกดั   และปัจจุบนัมีงานวจิยัที�
สนบัสนุนการผลิตมนัสาํปะหลงัใหมี้คุณภาพมากยิ�งขึ<น เช่น การพฒันาพนัธ์ุมนัสาํปะหลงัที�มี
ปริมาณแป้งสูงขึ<น ซึ� งประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรมที�มีทรัพยากรที�ใชเ้ป็นวตัถุดิบในการ
ผลิตเมด็พลาสติกยอ่ยสลายไดอ้ยูอ่ยา่งไม่จาํกดั 

โดยทั�วไปการผลิตกรดแลคติกจากแป้ง ตอ้งมีหลายขั<นตอนคือ  
1. การยอ่ยแป้ง (starch hydrolysis) เป็นขั<นตอนการเปลี�ยนแป้งใหเ้ป็นนํ<าตาล โดยอาจ

ใชก้รด (acid hydrolysis)  หรือใชเ้อนไซน์ (enzymatic hydrolysis)   ซึ� งวธีิการที�ใชเ้อนไซมเ์พื�อ
ยอ่ยแป้งนั<นจะไดรั้บความนิยมมากกวา่การยอ่ยแป้งซึ� งในขั<นตอนนี<ประกอบดว้ย 
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- การเจลาติไนเซชนั (gelatinization) ซึ� งเป็นขั<นตอนที�ทาํใหเ้มด็แป้งพองตวั  โดยเม็ด
แป้งจะดูดซึมนํ<า  ขณะที�ไดรั้บความร้อนทาํใหเ้ม็ดแป้งพองตวั      เรียกอุณหภูมิช่วงนี<วา่     
อุณหภูมิการเกิดเจล  (gelatinization temperature)  
- การเกิดลิเคอแฟคชนั (liquefaction)  เป็นขั<นตอนการลดความหนืดของแป้งที�เกิดเจล  

หรือยอ่ยแป้งเพื�อทาํใหแ้ป้งมีโมเลกุลเล็ก  หรือทาํใหแ้หลว โดยการยอ่ยโมเลกุลของแป้งแบบสุ่ม
ของลูกโซ่กลูโคส  ทาํใหแ้ยกเป็นสายสั<น ๆ มีขนาดโมเลกุลเล็กลง และมีความหนืดลดลง โดยใช้
เอนไซม ์ แอลฟา-อะมยัเลส แทนกรดยอ่ยที�อุณหภูมิ 90-130 องศาเซลเซียส  หรือสูงกวา่   
ระยะเวลาประมาณ 2 ชั�วโมง 

- การเกิดแซคคาริฟิเคชนั (saccharification) เป็นขั<นตอนการยอ่ยแป้งใหเ้ป็นโมเลกุล
ของนํ<าตาล เพื�อยอ่ยแป้งสุกใหเ้ป็นนํ<าตาลก่อนเขา้สู่กระบวนการการหมกัโดยใชเ้อนไซมก์ลูโค-
อะมยัเลส (glucoamylase หรือ เบตา้-อะมยัเลส  (beta-amylase) ผลผลิตที�ไดใ้นขั<นตอนนี< คือ 
นํ<าตาลโมเลกุลเดี�ยว  นํ<าตาลโมเลกุลคู่  หรือนํ<าตาลที�มีโมเลกุลสูงกวา่  เช่น กลูโคส  มอลโตส  
หรือมอลโตไตรโอส  

2. กระบวนการหมกั (fermentation) นํ<าตาลใหเ้ป็นกรดแลคติก  เป็นกระบวนการหมกั
โดยจุลินทรียเ์ปลี�ยนนํ<าตาลใหเ้ป็นกรดแลคติก 
จะเห็นไดว้า่  การผลิตกรดแลคติกจากแป้งตอ้งผา่นหลายขั<นตอนดงักล่าวขา้งตน้  ซึ� งเป็นสาเหตุ
ทาํใหต้น้ทุนในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมีตน้ทุนสูง ในภาพที� 8 แสดงกระบวนการผลิตกรด
แลคติกจากแป้งในแนวทางต่าง ๆ กนั คือในแนวทางแบบ A เป็นวธีิการผลิตกรดแลคติกจาก
วตัถุดิบที�เป็นแป้ง ตอ้งใชห้ลายขั<นตอนคือ  Gelatinization,  Liquefaction,  Saccharification   
และ  Fermentation  ซึ� งเป็นเหตุทาํใหต้น้ทุนในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมีตน้ทุนสูงขึ<นอยา่ง
มาก  แต่มีวธีิการในการลดตน้ทุนในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งอาจทาํไดโ้ดยโดยผา่นแนวทาง 
B คือมีขั<นตอน Gelatinization,  Liquefaction และรวมขั<นตอนของ Saccharification) ไปพร้อม
กบั Fermentation  หรือเรียกวา่ Simultaeous saccharification and fermentation (SSF)  หรือการ
ใชอี้กแนวทางหนึ�งคือ แนวทาง C คือ รวมขั<นตอน Gelatinization,  Liquefaction, 
Saccharification  และ Fermentation อยูใ่นขั<นตอนเดียว  เรียกวา่  Simultaeous liquefaction 
saccharification and fermentation (SLSF) ซึ� งแนวทางแบบ C เราสามารถลดขั<นตอนในการผลิต
กรดแลคติกจากวตัถุที�เป็นแป้งใหเ้หลือเพียงขั<นตอนเดียว  เป็นการช่วยลดตน้ทุนในการผลิตกรด
แลคติกจากแป้งลงไปอยา่งมาก ซึ� งในแนวทางแบบ C เป็นการหมกัแป้งให้เป็นกรดแลคติก
โดยตรง (direct lactic acid fermentation) โดยไม่ตอ้งผา่นกระบวนการเปลี�ยนแป้งเป็นนํ<าตาล   
ซึ� งจะทาํใหล้ดค่าใชจ่้ายในขั<นตอนการยอ่ยแป้งทั<งหมด  โดยการใชจุ้ลินทรียที์�สามารถผลิตกรด
แลคติกจากแป้งไดโ้ดยตรงโดยใชแ้บคทีเรียที�เป็นพวกอะไมโลไลติกแลคติกแบคทีเรีย 
(Amylolytic lactic acid bacteria, ALAB)   
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ภาพที� 8  กระบวนการผลิตกรดแลคติกจากแป้ง 
ที�มา: http://www.google.co.th/imglanding   3 สิงหาคม  2555 
 
อะมัยโลไลติกแลคติกแอสิดแบคทเีรีย (Amylolytic lactic acid bacteria, ALAB) 
 เป็นแบคทีเรียแลคติกที�สามารถใชแ้ป้งเป็นแหล่งคาร์บอน ผา่นกระบวนการหมกัเป็น
กรดแลคติกเพียงขั<นตอนเดียว  แบคทีเรียกลุ่มนี<  สามารถแยกไดจ้ากแหล่งตวัอยา่งที�มีแป้งเป็น
องคป์ระกอบ  รวมทั<งในอาหารหมกั  ไดมี้การวจิยัถึงประสิทธิภาพ ของ ALAB ซึ� งมีคุณสมบติั
ในการหมกัวตัถุดิบประเภทแป้งต่าง ๆ ไดห้ลากหลายชนิด เช่น แป้งขา้วโพด แป้งมนัฝรั�ง แป้ง
มนัสาํปะหลงั และวตัถุดิบอื�นที�มีแป้งเป็นองคป์ระกอบหลกั (Vishnu et al., 2000) กระบวนการ
ผลิตกรดแลคติกจากแป้งแสดงในภาพที� 9 
 
แบคทเีรียที�ผลติกรดแลคติกจากแป้ง 

มีรายงานการแยกอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียจากแหล่งต่าง ๆ เช่น อาหาร
หมกัที�มีแป้งเป็นส่วนประกอบ เช่น แป้งจากมนัสาํปะหลงั และแป้งจากธญัพืช ขา้วโพด  ขา้ว
ฟ่าง   แบคทีเรียแลคติก Lactobacillus plantarum ซึ� งแยกไดจ้ากผลิตภณัฑอ์าหารหมกัจากมนั
สาํปะหลงัแถบแอฟริกา (Nwankwo et al., 1989) และพบ ALAB สายพนัธ์ุใหม่คือ  
Lactobacillus manihotivorans (Morlon-Guyot et  al., 1998)  ที�แยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงัหมกัใน 
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ภาพที� 9 กระบวนการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  
ที�มา: Reddy et al. (2008) 
 
โคลมัเบีย   นอกจากนี<   Olympia et al. (1995)   ศึกษาลกัษณะของ ALAB  คือ  L. plantarum  ซึ� ง 
แยกไดจ้าก burong isda ซึ� งเป็นอาหารหมกัจากปลาและขา้วของฟิลิปปินส์    และ Agati et al. 
(1998) ไดแ้ยก Lactobacillus fermentum ที�เป็น ALAB  ที�แยกไดค้รั< งแรกจากแป้งหมกัที�ทาํจาก
แป้งขา้วโพด ต่อมา Sanni et al. (2002)  ไดแ้ยก L. plantarum และ  L. fermentum จากอาหาร
หมกัที�มีแป้งของไนจีเรีย  และมีงานวจิยัเกี�ยวกบั ALAB ที�ใชใ้นการผลิตกรดแลคติกจากวตัถุดิบ
ที�เป็นแป้ง เช่น มนัสาํปะหลงัและธญัพืช และมกัจะพบ ALAB ในวตัถุดิบที�มีแป้ง (Morlon-
Guyot et al., 2000) เนื�องจาก  ALAB สามารถผลิต อลัฟา-อะมยัเลส เพื�อยอ่ยสลายแป้งดิบ 
(Rodriguez-Sanoja et al., 2000)  และสามารถหมกัวตัถุดิบที�มีแป้งเป็นส่วนประกอบ เช่น 
ขา้วโพด (Nakamura, 1981), มนัฝรั�ง (Chatterjee et al., 1997) มนัสาํปะหลงั (Giraud et al., 
1994)  และสับสเตรทที�เป็นแป้งแตกต่างกนั (Naveena et al., 2003)  และ L. amylovorus   มี
กิจกรรมของเอนไซมอ์ะมยัเลสสูงกวา่ L. afn.vlophizus (Pompeyo et al., 1993)  และทั<ง 2 สาย
พนัธ์ุ สามารถผลิตกรดแลคติกจากแป้งไดโ้ดยตรง (Mercier et al., 1992; Yumoto and Ikeda, 
1995 ; Zhang and Cheyran, 1991)  แบคทีเรีย ALAB สามารถเปลี�ยนแป้งใหเ้ป็นกรดแลคติกได้
โดยตรงโดยเป็นการหมกัเพียงขั<นตอนเดียว  ส่วนใหญ่มกัใช ้ALAB ในอาหารหมกั  เช่น อาหาร
หมกัจากธญัพืช (ขนมปังจากขา้วไรน์ในยุโรป ขนมปังแถบเอเชีย ขา้วหมกั  แป้งตม้  และผลิต
เครื�องดื�มที�ไม่มีแอลกอฮอล ์ นอกจากนี<   Lactobacillus amylophiliis และ  Lactobacillus 

amylovorus แยกไดจ้ากการหมกัขา้วโพดเพื�อเป็นอาหารสุกรและโค  ตามลาํดบั (Nakamura, 
1981 ; Nakamura and Crowell, 1979), Lactobacillus strains LEM 220, 207 และ 202 แยกได้
จาก  chicken crop ในฝรั�งเศส (Champ et al., 1983),  Leuconostoc  แยกไดจ้ากหญา้หมกักบัปลา
ป่น  สวเีดน (Lindgren and Refai, 1984) และ L. plantarzim  แยกไดจ้ากปลาหมกัและขา้วหมกั  
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ในญี�ปุ่น  (Olympia et al., 1995)  ซึ� ง  Tanasupawat (1998) ไดแ้ยกแบคทีเรียแลคติกจากอาหาร
หมกัของไทย เช่น ปลาร้า  ปลาจ่อม  กุง้จ่อม และหอยดอง   พบวา่   เป็น Lactobacillus pentosus, 

L. plantarum, L. farciminis และ Leuconostoc sp.  นอกจากนี<   Wang et al. (2010) แยกอะมยัโล-
ไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียจากดินของโรงงานผลิตนํ<านมในประเทศจีน   และศึกษาประสิทธิ- 
ภาพการผลิต แอล-แลคติก acid จากแป้งมนัสาํปะหลงัโดยใช ้  Lactobacillus rhamnosus CASL 
โดยเปรียบเทียบการหมกัแบบต่างกนั ของการหมกัโดยใชแ้ป้งมนัสาํปะหลงักบักลูโคสและแป้ง
ขา้วโพดแบบรวมการเปลี�ยนแป้งเป็นนํ<าตาลและการหมกัในขั<นตอนเดียว (Simultaneous 
saccharification and fermentation, SSF)   การหมกัแบบสองขั<นตอน (Two step fermentation, 
TSF) และรวมการแป้งให้เหลว  การเปลี�ยนแป้งเป็นนํ<าตาลและการหมกัในขั<นตอนเดียว 
(Simultaneous liquefaction saccharification and fermentation, SLSF)   พบวา่  การใชแ้ป้งมนั
สาํปะหลงัไดผ้ลการผลิตชนิดแอล-แลคติกไดสู้งสุดสูงถึง 175.4 กรัมต่อลิตร  เมื�อใชแ้ป้งมนั
สาํปะหลงัความเขม้ขน้ 275 กรัมต่อลิตร โดยการหมกัแบบ SSF      ต่อมา Narita et al. (2004)  
พบวา่  แบคทีเรียแลคติก  Streptococcus bovis 148  มีความสามารถในการผลิต  แอล-แลคติก ที�
มีความบริสุทธิ� ถึง 95.6 เปอร์เซ็นต ์ไดโ้ดยตรงจากวตัถุดิบที�เป็นแป้งละลายนํ<า หรือแป้งดิบ  ใน
อาหารที�มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.0  และมีผลผลิตของกรดแลคติกสูงสุดเท่ากบั 14.7 กรัมต่อ
ลิตร  ที�อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส  จากการหมกัแป้งเริ�มตน้ 20 กรัมต่อลิตร  ซึ� ง  Thomsen et al. 

(2007) ศึกษาการหมกัอาหารที�มีส่วนผสมของนํ<าตาล และแป้งโดยอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิด
แบคทีเรีย จาํนวน 6 สายพนัธ์ุของ พบวา่ Lactobacillus plantarum A6 สามารถผลิตกรดแลคติก
ไดดี้ และสามารถใชแ้ป้งในอาหารโดยมีอตัราการเจริญเติบโต และผลผลิตกรดแลคติกเท่ากบั 
0.7 กรัมต่อชั�วโมง   ในปี 2010  Ju-Yu  et al. (2010) รายงานวา่  แบคทีเรียกรดแลคติกที�แยกได้
จากเกลือทะเลประเทศเกาหลี 2 สายพนัธ์ุ เป็นแบคทีเรียแกรมบวกรูปร่างท่อนสามารถเจริญได้
ในสภาวะที�ไม่มีออกซิเจน เจริญในอาหาร MRS ที�อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส และ ค่าความ
เป็นกรด-ด่าง  เท่ากบั 6.5-8.0  พบวา่ อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-ด่าง ที�เหมาะสมต่อการเจริญ
คือ 37 องศาเซลเซียส  และ 7.0 ตามลาํดบั ไดแ้ละจาํแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกทั<ง 2 
สายพนัธ์ุ  ที�แยกได ้ พบวา่  เป็น  Weissella koreensis  MS1-3 และ Weissella koreensis  MS1-14   

Reddy et al. (2008) รายงานการวจิยัเกี�ยวกบัอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย     
แสดงในตารางที� 4  และ Shibata et al. (2007)  รายงานเปรียบเทียบการผลิตกรดแลคติกโดยตรง
จากวตัถุดิบที�มีแป้งชนิดต่าง ๆ โดยอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  ดงัแสดงในตารางที� 5 
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ตารางที�  4  การศึกษาเกี�ยวกบัอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  (Reddy et al., 2008) 

แบคทเีรีย สายพนัธ์ุ แหล่งอ้างองิ 

L. manihotivorans OND32T Morlon-Guyot and Morlon-Guyot (2001) 

L. manihotivorans 
LMG18010T Morlon-Guyot et al. (2000) 

LMG 18011 Ohkouchi and Inoue (2006) 

L. fermentum Ogi E1 
Calderon Santoyo et al. (2003),  
Agati et al. (1998) 

L. fermentum MW2 Agati et al. (1998) 

L. fermentum K9 Sanni et al. (2002) 

L. amylovorus ATCC33622 Zhang and Cheryan (1991) 

L. amylovorus B-4542 Cheng et al. (1991) 

L. amylovorus  
Nakamura (1981), Zhang and Cheryan (1991), 
Mercier et al. (1992), Litchfield (1996) 

L. amylophilus JCIM 1125 Yumoto and Ikeda (1995) 

L. amylophilus B 4437 
Mercier et al. (1992), Nakamura and 
Crowell (1979) 

L. amylophilus GV6 

Vishnu et al., 1998, Vishnu et al., 2000, Vishnu 
et al., 2002, Vishnu et al., 2006 and Vishnu, 
2000, Naveena et al., 2004, Naveena et al., 
2005a, Naveena et al., 2005b and Naveena et al., 
2005c, Altaf et al., 2005, Altaf et al., 2006, Altaf 
et al., 2007a และ Altaf et al., 2007b,  Gopal 
et  al., 2006 

L. acidophilus  Lee et al. (2001) 

L. fermentum L9 Lee et al. (2001) 

L. plantarum A6  Thomsen et al. (2007), Giraud et al. (1991) 

L. plantarum LMG18053 Giraud et al. (1991) 

L. plantarum NCIM 2084 Krishnan et al. (1998) 



 27 

แบคทเีรีย สายพนัธ์ุ แหล่งอ้างองิ 

S. bovis 148 Junya Narita et al. (2004) 

Lactobacillus sp. TH165 Wang et al. (2005) 

Leuconostoc St3-28  Thomsen et al. (2007) 

L. cellobiosus  Chatterjee et al. (1997) 

Lactobacillus strains 
LEM 220, 207, 

202 
Champ et al. (1983) 

Leuconostoc strains  Lindgren et al. (1984) 

S. macedonicus  Diaz-Ruiz et al. (2003) 

L. amylolyticus  Bohak et al. (1998) 

 
ตารางที� 5 เปรียบเทียบการผลิตกรดแลคติกจากวตัถุดิบที�มีแป้งชนิดต่าง ๆ โดยอะมยัโลไลติก-  
                 แลคติกแอซิดแบคทีเรีย  (Shibata et al., 2007)   
 

แบคทเีรีย 
ชนิดของ

แป้ง 

ความเข้มข้น
กรดแลคติก 

(g/l) 

Yield 
(g/g) 

Productivity 
(g/l/h) 

ความ
บริสุทธิ\ 

(%) 
แหล่งอ้างองิ 

E. faecium No. 78 Sago 16.6 (±0.5) 0.93 (±0.02) 
1.105 

(±0.06) 
98.6 

Shibata et al. 
(2007) 

L.amylovorusJCM 
1126 

Sago 14.3 (±0.9) 0.81 (±0.05) 
0.595 

(±0.04) 
85.4 

Shibata et al. 
(2007) 

L. mamhotivorans  
JCM 12514 

Sago 11.0 (±0.8) 0.56 (±0.08) 
0.458 

(±0.03) 
83.7 

Shibata et al. 
(2007) 

L. amylovorus  
ATCC 33620 

Cassava 4.8 0.48 0.69 – 
Sanoja et al. 

(2000) 

L. plantarum  
Ogi El 

Soluble 8.0 0.31 0.48 – 
Sanni et al. 

(2002) 

L. plantarum C5 Soluble 13.5 0.71 0.56 – Asadi (2012) 
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เช̂ือราที�ผลติกรดแลคติกจากแป้ง 
 มีรายงานการผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรงโดยใชเ้ชื<อรา  ไดแ้ก่ 

Yen et al. (2009) ผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้งมนัฝรั�งดิบโดยใชเ้ชื<อรา Rhizopus 

oryzae  โดยการตรึงเซลลใ์นแคปซูลของโซเดียมอลัจิเนต (sodium alginate)  พบวา่  เมื�อใชเ้มด็
แกว้ที�มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางขนาดใหญ่ มีผลทาํใหมี้พื<นที�ในการเจริญไดม้า  ซึ� งเมด็แกว้ขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุด  มีผลทาํใหเ้พิ�มการสะสมกรด
แลคติกไดถึ้ง  55 เปอร์เซ็นตเ์มื�อเปรียบเทียบกบัการผลิตโดยใชเ้ซลลอิ์สระที�ระยะเวลา 16 
ชั�วโมง และพบวา่ ไม่มีการสูญเสียกิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยแป้ง (amylolytic enzyme)  ต่อมา 
Na et al. (2010)  พบวา่  Rhizopus microsporus var. Chinensis  CICIM-CUF0088 ที�แยกไดจ้าก
ดินโรงงานผลิตแป้งในประเทศจีน  เมื�อเพาะเลี<ยงเชื<อบนแป้งขา้วโพดดิบ และรําขา้วสาลี เมื�อ
วเิคราะห์โครมาโทรกราฟีแบบแผน่บาง (TLC)      พบวา่       เชื<อนี< มีกิจกรรมของเอนไซมอ์ลัฟา- 
อะมยัเลส และกลูโคอะมยัเลส  ซึ� งอุณหภูมิที�เหมาะสมของการยอ่ยแป้งขา้วโพดดิบไดสู้งถึง 70 
องศาเซลเซียส  ซึ� งแสดงวา่เชื<อนี< เป็นเชื<อที�ผลิตเอนไซมช์นิดทนร้อนและสามารถยอ่ยแป้ง
ขา้วโพดดิบได ้   ในปีเดียวกนั John et al. (2010) ผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากของเหลือทิ<งของ
อุตสาหกรรมการเกษตรโดยเชื<อ Rhizopus sp. เนื�องจากวิธีการผลิตกรดแลคติกจากแป้งแบบเดิม
มีหลายขั<นตอน ซึ� งในการทดลองไดศึ้กษาแนวทางในการลดตน้ทุนในการผลิตกรดแลคติกจาก
ของเหลือทิ<งทางการเกษตร ไดแ้ก่  1) การใชจุ้ลินทรียร่์วมกนั (co-culture) คือจุลินทรียที์�ผลิต
กรดและยอ่ยแป้งได ้     2) รวมขั<นตอนการเปลี�ยนแป้งเป็นนํ<าตาลและหมกัใหไ้ดก้รดแลคติกใน
ขั<นตอนเดียวโดยใชเ้ชื<อรา Rhizopus sp. 3) การหมกักรดแลคติกจากแป้งโดยตรงโดยใชอ้ะมยัโล
ไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย 4) รวมขั<นตอนการเปลี�ยนแป้งเป็นนํ<าตาลและหมกันํ<าตาลเป็นกรด
แลคติก (simultaneous saccharification and fermentation) โดยการเติมเอนไซมอ์ลัฟา-อะมยัเลส
และกลูโคอะมยัเลสพร้อมไปกบัแบคทีเรียแลคติก  ซึ� งพบวา่  วธีิการหมกักรดแลคติกจากแป้ง
โดยตรงโดยใชอ้ะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย ช่วยลดค่าใชจ่้ายในการผลิตโดยไม่ตอ้งทาํ
ขั<นตอนการทาํแป้งให้เหลว (liquefaction) และ การยอ่ยแป้งเป็นนํ<าตาลโมเลกุลเล็ก 
(saccharification) การใชเ้ชื<อที�ผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสไดส้ามารถช่วยใหไ้ม่ตอ้งใชเ้อนไซมอื์�น 
ร่วมดว้ย และทาํใหไ้ดผ้ลผลิตของกรดแลคติกเพิ�มขึ<น เมื�อใชส้ารตั<งตน้ความเขม้ขน้สูง  
 



อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

เครื�องมือ 

- ตูป้ลอดเชื�อ (Biosafety cabinet class II รุ่น ABS 1200)  
- ตูบ้่มเชื�อ (Incubator) รุ่น BD/ED/FD with R3-controller     
- ตูท้าํความเยน็เก็บสารเคมี   ของ  TOSHIBA, Japan 
- ตูท้าํความเยน็ 4 องศาเซลเซียส  ของ SANYO, Japan 
- ตูแ้ช่แขง็ – 20 องศาเซลเซียส  ของ SANYO, Japan 
- เครืLองชัLงหยาบ (Laboratory balance) 2 ตาํแหน่ง ของ METTLER TOLELO รุ่น PG  

              - เครืLองชัLง (Laboratory balance) 4 ตาํแหน่ง ของ METTLER TOLELO รุ่น PG       
- เครืLองปัLนผสม (Vortex)  ของ KIKA works, Malaysia 

              - อ่างนํ�าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุ่น WNB 7-45 ของ Memmert และรุ่น Ecotemp                                                          
           TW20 ของ Julabo 
          - หมอ้นึLงความดนัไอนํ�าไฟฟ้า รุ่น AMA 230S/240S  ของ ASTELL 
          - หมอ้นึLงความดนัไอนํ�า (Autoclave) รุ่น 1941X 
         - เครืLองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH Meter) รุ่น pH 500  ของ Clean  

- ไมโครเวฟ (Microwave)  ของ  Sharp, Japan 
      - กลอ้งจุลทรรศน์ (Microscopes)  ของ Olympus, Japan 

- เครืLองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Genesys 20 ของ Thermo scientific 
- เครืLองใหค้วามร้อน  (hot plate, Clifton, 100979) 
- เครืLอง PCR Thermal cycler 
- ชุดทาํ Agarose gel electrophoresis 
- เครืLองตรวจสอบแถบดีเอน็เอ (Transiluminator)    

อุปกรณ์  

เครื�องแก้ว  ไดแ้ก่  
จานเลี�ยงเชื�อ (petri dish),  หลอดทดลอง (test tube), ขวดดูแรน (duran bottle),  บีกเกอร์ 
(beaker), หลอดหยด (dropper), ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask), ปิเปตแกว้ (measuring 
pipette), หลอดดกัก๊าซ (durham tube), แผน่สไลด์ (slide), ขวดปรับปริมาตร (volumetric 
flask) 
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อุปกรณ์อื�น ๆ  ไดแ้ก่ 
ไมโครปิเปต (micro pipette), ไมโครปิเปตทิป (micropipette tip), ชอ้นตกัสาร (spatula) ,  
ตะเกียงแอลกอฮอล,์ ห่วงถ่ายเชื�อ (loop), แท่งแกว้รูปตวัแอล (spreader), แท่งแม่เหล็กกวน 
สาร (magnetic stirrer), หลอดปัLนเหวีLยง (centrifuge tube), หลอดปัLนเหวีLยงขนาดเล็ก
(microcentrifuge tube), ปากคีบ (forceps), นาฬิกาจบัเวลา (Casio, TMR100), หลอดทน
ความเยน็ (cryotube), กล่องทนความเยน็ (cryobox), สาํลี 
 

สารเคมี 

- Sodium chloride (NaCl), Starch soluble, Bromocresol purple, Sodium      
   hydroxide (NaOH), Phenolphthalein, 3,5-dimitrosalicylic acid, Potassium   
   sodium tartrate, Sulfuric acid, Peptone, Beef extract, Yeast extract, Sodium  
   acetate, Tri-sodium phosphate, Di-ammonium hydrogen citrate, Tween 80,   
   Magnesium sulphate.heptahydrate, Manganese sulphate 
   monohydrate monohydrate, Barium chloride (Merck, Germany), 
    Sulfuric acid (labscan, Ierland), Acetic acid, Sodium acetate, Tri-sodium phosphate  
    (Merck, Germany), Alcohol 95% (Unionscience, Thailand), Crystal violet (Poch, 
    Poland), Iodine, Safranin (Merck, Germany), Acetone alcohol, Glucose, Sucrose  
    (Merck, Germany), Galactose (Univer, Australia), Fructose (Fluka, Buch), Mannitol  
    (Univer, New Zealand), Maltose (Fluka, Buch), Xylitol (Fluka, Buch), Lactose (O.V. 
     Chemical and supply, Thailand), Meat peptone, Calcium carbonate (BHD Chemicals,  
     England), Bromocresol purple (Fisher chemicals, UK), Soluble starch (QREC, New  
     Zealand), Arabinose (Himedia, India), Agar (unionscience, Thailand), Glycerol 
    (Merck, Germany), อาหารเลี�ยงเชื�อ  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)  สูตร 
     มาตรฐาน ของ Criterion แป้งมนัสาํปะหลงั, ชุดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป DNA    
      extraction kit, Universal primer  

 



วธีิการวจัิย 
 

1. การแยก (Isolation) แบคทีเรียที�สามารถผลติกรดจากแป้งได้ 

 เก็บตวัอยา่งจากแหล่งต่าง ๆ  ไดแ้ก่ อาหารหมกั (แหนม ปลาส้ม ผกักาดดอง ใบเมีLยง-
หมกั โยเกิร์ต) เศษอาหาร แป้งหมกัขนมจีน   นํ�าเสียและดินจากโรงงานผลิตเส้นก๋วยเตี|ยวใน
จงัหวดัเชียงใหม่  นาํตวัอยา่งมาทาํการเจือจางตามลาํดบั  ในนํ�าเกลือ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ จากนั�นนาํ
ตวัอยา่งทีLระดบัความเจือจางเหมาะสมมาเพาะเลี�ยงลงบนอาหารแขง็ De Man, Rogosa and 
Sharpe (MRS) สูตรมาตรฐาน (ภาคผนวก ก)  ทีLเติม soluble starch 1 เปอร์เซ็นต ์และมี bromo- 
cresol purple เป็นอินดิเคเตอร์  โดยวธีิ  pour plate  จากนั�นบ่มไวใ้น candle jar ทีLอุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 – 48 ชัLวโมง   แลว้เลือกโคโลนีทีLเปลีLยนสีอินดิเคเตอร์จากสีม่วงเป็น
สีเหลือง มาทาํใหไ้ดเ้ชื�อบริสุทธิ� โดยการ streak เชื�อลงบนอาหารแขง็ MRS  สูตรมาตรฐาน 
เพืLอใหไ้ดเ้ชื�อทีLบริสุทธิ�  จากนั�นเก็บรักษาเชื�อบริสุทธิ� บนอาหารวุน้เอียง ทีLอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  และเก็บเชื�อบริสุทธิ� ในกลีเซอรอล 20 เปอร์เซ็นต ์  แลว้นาํไปเก็บไวที้Lอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส  เพืLอนาํไปใชใ้นการศึกษาต่อไป 
 
2.  การคัดเลอืกขั4นต้นของแบคทเีรียที�สามารถผลติกรดและย่อยแป้งบนอาหารแข็ง 

      นาํแบคทีเรียทีLแยกไดใ้นการทดลองนี�   และแบคทีเรียทีLมีผูแ้ยกไวจ้ากห้องปฏิบติัการ
จุลชีววิทยา มหาวิทยาลัยแม่โจ้  รวมทั�งแบคทีเรียจากศูนย์เก็บรักษาจุลินทรีย์ (สถาบนัวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (TISTR) และ ศูนย์พ ันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพ (BIOTECH, BCC)  จาํนวน 162, 289 และ 22  สายพนัธ์ุ   ตามลาํดบั   รวม
แบคทีเรียทีLนาํมาคดัเลือกทั�งหมดจาํนวน 473 สายพนัธ์ุ (ตารางทีL 6)    จากนั�นทาํการทดสอบ
ความสามารถในการผลิตกรดและย่อยแป้ง  โดยนําแบคทีเรียมาเพาะเลี� ยงด้วยวิธี point 
inoculation บนอาหารแข็ง De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) สูตรดดัแปลง 1 ทีLเติมแป้งมนั
สําปะหลงั  1 เปอร์เซ็นต ์ โดยมี  bromocresol purple  เป็นอินดิเคเตอร์  จากนั�นบ่มไวใ้น candle 
jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชัLวโมง แลว้ตรวจผลการทดลองโดยสังเกตดูการ
ผลิตกรดจากการเปลีL ยนสีของอาหารเ ลี� ยง เ ชื� อจากสีม่วง เ ป็นสี เหลืองแล้วว ัดขนาด
เส้นผ่าศูนยก์ลางของวงสีเหลือง  และทดสอบการย่อยแป้งของแบคทีเรีย โดยการเทราดด้วย
สารละลายไอโอดีนบนโคโลนีของเชื�อหากเกิดบริเวณใสไม่มีสีนํ� าเงิน (clear zone) รอบ ๆ 
โคโลนีของแบคทีเรียแสดงวา่แบคทีเรียสามารถยอ่ยแป้งได ้ แลว้วดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางของ
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วงใสและบนัทึกผลการทดลอง     ขั�นตอนนี� คดัเลือกแบคทีเรียทีLสามารถผลิตกรดและยอ่ยแป้ง
ไดไ้วศึ้กษาต่อไป 
 
ตารางที� 6 จาํนวนแบคทีเรียทั�งหมดทีLใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียทีLสามารถผลิต 

   กรดแลคติกจากแป้ง 

แบคทเีรียที�นํามาคัดเลอืก จํานวนเชื4อ  

แบคทีเรียทีLแยกไดใ้นการทดลองนี�  162 
แบคทีเรียทีLมีผูแ้ยกไวแ้ลว้ในหอ้งปฏิบติัการจุลชีววทิยา 289 
แบคทีเรียทีLไดจ้ากศูนยเ์ก็บรักษาจุลินทรีย ์ (TISTRR และ 
BCC) 

22 

รวม 473 

 
3.  การทดสอบการผลติกรดแลคติกจากแป้งในอาหารเหลวที�บรรจุในหลอดทดลอง  

3.1 การเตรียมเชื4อเริ�มต้น 

      นาํแบคทีเรียทีLคดัเลือกในขอ้ 2  มาเตรียมเชื�อเริLมตน้โดยเพาะเลี� ยงเชื�อ ในอาหาร
เหลว MRS สูตรดดัแปลง  1 ทีLเติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซนต์  ทีLบรรจุในหลอดทดลอง 
ปริมาตรอาหาร 5 มิลลิลิตร จากนั�นบ่มโดยตั�งไวใ้น candle jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชัLวโมง   จากนั�นทาํการเจือจางความขุ่นของซัสเพนชนัเชื�อให้มีความขุ่นเท่ากบั 
McFarland  No. 0.5 

3.2 การเพาะเลี4ยงเชื4อ 

       เตรียมอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ทีLเติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซนต ์
บรรจุในหลอดทดลองปริมาตรอาหาร 5 มิลลิลิตร จากนั�นใส่เชื�อเริLมตน้  ปริมาตร 2 เปอร์เซ็นต ์
ของปริมาณอาหาร   แล้วนาํไปบ่มแบบตั�งไวโ้ดยไม่เขย่าใน candle jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ระยะเวลา 24 ชัLวโมง 

3.3 การวเิคราะห์กรดแลคติก 

       นาํแบคทีเรียทีLเพาะเลี� ยงไดจ้ากขอ้ 3.2 ไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 10 นาที แลว้ดูดส่วนใสปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 50 มิลลิลิตร แลว้
หยดฟินอฟทาลีน (Phenolphthalein) 1 หยด เพืLอเป็นอินดิเคเตอร์ แลว้ไทเทรตดว้ย 0.1 N NaOH 



 32 

(โซเดียมไฮดรอกไซด์) จนกวา่จะเปลีLยนสีเป็นสีชมพูอ่อน บนัทึกผลการทดลองและคาํนวณหา
ความเขม้ขน้ของกรดแลคติก  

ขั�นตอนนี�คดัเลือกแบคทีเรียทีLสามารถผลิตกรดแลคติกไดม้ากทีLสุดไวศึ้กษาต่อไป 

4.  การศึกษาการเจริญและการผลติกรดแลคติกจากแป้งมันสําปะหลงัที�ระยะเวลาต่าง ๆ ของ 

     แบคทเีรีย NMPY1M 

 นาํแบคทีเรียทีLคดัเลือกได้คือ  แบคทีเรีย NMPY1M  มาเตรียมเชื�อเริLมตน้ ตามวิธีการ
เดียวกบัขอ้ 3.1 จากนั�นเพาะเลี�ยงเชื�อเริLมตน้ใส่ลงในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ทีLเติมแป้ง
มนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ ทีLบรรจุในหลอดทดลอง จากนั�นทาํการเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 6 ชัLวโมง 
ตั�งแต่ชัLวโมงทีL 0 ถึง 48  ชัLวโมง   ตวัอย่างทีLเก็บแต่ละเวลามีจาํนวน 3 ซํ� า และนาํตวัอยา่งมาวดั
การเจริญของเซลล์แบคทีเรียโดยการว ัดค่าความขุ่นด้วยเครืL องว ัดค่าการดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) ทีLความยาวคลืLน 600 นาโนเมตร จากนั�นนาํตวัอยา่งไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็ว
รอบ  8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที แลว้วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง ดว้ยเครืLองวดัค่าความ
เป็นกรด-ด่าง (pH meter) แลว้นาํตวัอย่างทีLไดจ้ากการปัLนเหวีLยงไปวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของ
นํ�าตาลรีดิวซ์โดยวธีิ DNS (Dinitro salicylic acid method)  
 
5.  การจําแนกชนิดของแบคทเีรีย 

5.1 การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารเลี�ยงเชื�อ (cultural characteristic) ลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา (morphological characteristic) และลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
(physiological and biochemical characteristics) 

5.1.1 การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็ 
                        นาํแบคทีเรีย NMPY1M มาเพาะเลี�ยงโดย streak เชื�อลงบนอาหารแข็ง MRS สูตร
มาตรฐาน  ในจานเลี�ยงเชื�อ นาํไปบ่มไวใ้น candle jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 
24- 48 ชัLวโมง บนัทึกลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียทีLเจริญบนอาหารเลี� ยงเชื�อ ไดแ้ก่ ขนาดของ
โคโลนี  รูปร่างของโคโลนี   ขอบของโคโลนี   การยกตวัของผวิโคโลนี  และผวิหนา้ของโคโลนี 
 5.1.2 การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
                        นาํแบคทีเรีย NMPY1M มาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา  โดยการยอ้มสีแบบ
แกรม (Gram’s staining) แลว้ตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์ประกอบทีLกาํลงัขยาย 1,000 
เท่า บนัทึกการติดสีแกรม รูปร่าง และการจดัเรียงตวัของเซลล ์
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 5.1.3 การศึกษาลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี 
                       5.1.3.1 ทดสอบการผลิตเอนไซมค์ะตะเลส 
           ทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตะเลส (catalase)  โดยเขีLยแบคทีเรีย 
NMPY1M แตะลงบนแผ่นสไลด์ทีLสะอาด แล้วหยดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความ
เขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ลงบนเชื�อ หากเกิดฟองอากาศ แสดงวา่ เชื�อผลิตเอนไซมค์ะตะเลส (ผลเป็น
บวก) หากเชื�อไม่สามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลสจะไม่เกิดฟองอากาศ (ผลเป็นลบ) 
          5.1.3.2  ทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 
           5.1.3.2.1 การเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

              การทดสอบความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ของแบคทีเรีย
โดยเตรียมอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1  ทีLใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ glucose, 
sucrose, galactose, fructose, mannitol, maltose, xylitol, lactose, arabinose, glycerol โดยใช้
ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิด  1 เปอร์เซ็นต์ และเติม bromocresol purple 0.002 
เปอร์เซ็นต์  และมีหลอดดักก๊าซ  โดยบรรจุอาหารเลี� ยงเชื� อในหลอดทดลอง หลอดละ 10 
มิลลิลิตร  
                                   5.1.3.2.2 การเพาะเลี�ยงเชื�อ 

   นาํแบคทีเรีย NMPY1M มาเตรียมเชื�อเริLมตน้ตามวิธีการเดียวกบัขอ้ 3.1 แล้ว
นํามาเพาะเลี� ยงลงในอาหารเลี� ยงเชื� อทีLมีแหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ โดยเติมเชื�อเริL มต้น 2 
เปอร์เซ็นต ์ของปริมาตรอาหาร บ่มไวใ้น candle jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 
ชัLวโมง  แลว้บนัทึกผล โดยดูการเปลีLยนสีของอาหารเลี�ยงเชื�อจากสีม่วงเป็นสีเหลือง และดูการ
สร้างก๊าซในหลอดดกัก๊าซ แสดงวา่ ใหผ้ลเป็นบวก หากไม่มีการเปลีLยนแปลง แสดงวา่ผลเป็นลบ 

5.2 การจาํแนกแบคทีเรียโดยใชก้ารหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยนี 16S rRNA 
5.2.1 การสกดัดีเอน็เอ 
          5.2.1.1 ทาํการเพาะเลี�ยงแบคทีเรีย NMPY 1M ในอาหารเหลวสูตร MRS 

มาตรฐาน  ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มใน candle jar ทีLอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 24 ชัLวโมง  

         5.2.1.2 นาํอาหารเหลว MRS ทีLมีเชื�ออยู่ 1,200 ไมโครลิตร ไปปัLนเหวีLยง
ด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  เทส่วนใส (supernatant) ทิ�งแล้วนํา
ตะกอนของแบคทีเรียทีLไดม้าทาํการสกดัดีเอน็เอโดยใชชุ้ดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จรูป DNA extraction 
kit  ตามขั�นตอน คือ 
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-  เติม lysozyme ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณ 200 ไมโครลิตร (ละลาย 
lysozyme 10 มิลลิกรัม ใน TEN buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้เติม RNase ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร)ตั�งทิ�งไว ้ณ อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 10 นาที (กลบัหลอดทุก ๆ 3 นาที) 

-  เติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เขา้กนัแลว้นาํไปบ่มทีLอุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส (จนกวา่ตะกอนจะละลายจนใส กลบัหลอดไปมาทุก 3 นาที) 

-  เติม Absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เขา้กนั นาํสารละลายใน
หลอดทั�งหมดไปเติมลงใน GD column ทีLอยูใ่นหลอด mocrocentrifuge 2  มิลลิลิตร แลว้นาํไป
ปัLนเหวีLยงทีLความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้เทส่วนใสทิ�ง 

-  เติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้เทส่วนใสทิ�ง 

-  เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ตั�งทิ�งไว ้5 นาที แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีL
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที  2 ครั� ง หลงัจากนั�นยา้ย GD column ลงหลอด
ปัLนเหวีLยงขนาดเล็ก ( microcentrifuge) หลอดใหม่ 
 -  เติม Elution buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ตั�งทิ�งไว ้5 นาที แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีL
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แลว้ทิ�ง GD column แลว้เก็บ ดีเอ็นเอ (ส่วน
ใส) ทีLอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส สาํหรับนาํไปเพิLมปริมาณดีเอน็เอในส่วนของยนี 16S rRNA 

 5.2.2 การเพิLมปริมาณยนี 16S rRNA โดยวธีิ Polymerase Chain Reaction (PCR) 

          5.2.2.1 นาํดีเอ็นเอของแบคทีเรียทีLสกดัไดม้าทาํการเพิLมปริมาณยีน ในส่วนของ              
16S rRNA โดยขั�นตอนนี�จะใช ้Universal primer คือ 27F (forward primer) ซึL งมีลาํดบัเบส ดงันี�    
5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ และ 15522R (reverse primer) ซึL งมีลาํดบัเบส ดงันี�          
5’-AAGGAGGTGATCCARCCGCA-3’ (Operon) เพืLอเพิLมปริมาณยีน 16S rRNA ซึL งมีลาํดบั
เบสประมาณ 1,500 คู่เบส ทาํการเตรียมปฏิกิริยา PCR โดยให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ 50 
ไมโครลิตร ซึL งในปฏิกิริยาประกอบดว้ย  

Master mix   ปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
Primer 27F    ปริมาตร  4  ไมโครลิตร 
Primer 1522R   ปริมาตร  4  ไมโครลิตร 
Genomic DNA   ปริมาตร  4  ไมโครลิตร 
นํ�ากลัLนปลอดเชื�อ  ปริมาตร 12 ไมโครลิตร 
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      5.2.2.2 ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ให้เขา้กนั จากนั�นนาํไปเพิLมปริมาณยีน 16S rRNA 
โดยใชเ้ครืLอง PCR Thermal Cycler โดยกาํหนดโปรแกรมการทาํงานดงันี�  

Initial denatureation 94 องศาเซลเซียส    เป็นเวลา  5 นาที 
Denaturation  94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1 นาที 
Annealing  55 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1 นาที       
Extension  72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  1 นาที 
Terminating  72 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  5 นาที 
Cooling     4 องศาเซลเซียส  จนกวา่จะใชง้าน 
5.2.2.3 นาํ PCR product ทีLได้มาตรวจสอบขนาดของ DNA ภายใตส้นามไฟฟ้า 

(Agarose gel electrophoresis) ตามขั�นตอน คือ เตรียม Agarose gel ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์
นํ� าหนักโดยปริมาตร (%w/v)นาํไปหลอมให้ละลายปริมาตร 25 มิลลิลิตร ผสมด้วย gel star 
ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร แลว้นาํเจลทีLไดม้าเทใน apparatus รอให้เจลแข็งตวั และนาํเจลไปวางใน
เครืLอง run gel    เท 1X TAE buffer ลงไปใหท้่วมเจล จากนั�นเตรียมตวัอยา่งดีเอน็เอดงันี�  
DNA marker ประกอบดว้ย 

O’GeneRulerTH 100 bp DNA Ladder Plus   ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
1X TAE buffer      ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 
Loading dye       ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

DNA ตวัอยา่ง ประกอบดว้ย 
DNA ตวัอยา่ง     ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
Loading dye      ปริมาตร 2 ไมโครลิตร  
5.2.2.4 ปิดฝาเครืLองและตั�งกระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ระยะเวลา 30-45 นาที จากนั�นนาํเจล

ไปส่องดูแถบดีเอน็เอทีLเกิดขึ�นโดยเครืLองตรวจสอบแถบดีเอน็เอ (Transiluminator) 
5.2.3 การทาํ PCR product ใหบ้ริสุทธิ�  
- ปิเปต PCR product ปริมาตรทีLเหลือทั�งหมด (47 ไมโครลิตร) ยา้ยลงในหลอดปัLน

เหวีLยงขนาดเล็ก (microcentrifuge) เติม DF buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั แลว้
นาํไปบ่มทีLอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส (กลบัหลอดไปมาทุก 2-3 นาที) 

- นาํตวัอยา่งเติมลงไปใน DF column แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ต่อนาที ระยะเวลา 30 วนิาที แลว้เทของเหลวในหลอดทิ�ง 
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- เติม Wash buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็วรอบ 13,000 
รอบต่อนาที ระยะเวลา 30 วินาที เทของเหลวในหลอดทิ�ง ปัLนเหวีLยงอีกครั� งทีLความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที ระยะเวลา 2 นาที 

 -  เติม Elution buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตั�งทิ�งไวที้Lอุณหภูมิห้อง 
ระยะเวลา 2 นาที แลว้นาํไปปัLนเหวีLยงทีLความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที ระยะเวลา 2 นาที ซึL ง
จะได ้PCR product ทีLบริสุทธิ�  ปริมาตร 30 ไมโครลิตร เพืLอทีLจะนาํไปหาลาํดบัเบสของยีนใน
ส่วน 16s rRNA โดยบริษทั First Laboratories Company ประเทศมาเลเซีย 
 5.2.4 การวเิคราะห์ผลลาํดบัเบส 
          หลงัจากการนาํดีเอน็เอส่งจาํแนกและไดล้าํดบัเบสแลว้ นาํลาํดบัเบสทีLไดม้าทาํดว้ย
โปรแกรม    Bioedit   แลว้นาํลาํดบัเบสมาเทียบกบั   GenBank   โดยใชโ้ปรแกรม  BLAST   ของ 
National Center for Biotechnology Information ในเวบ็ไซต ์http://blast.ncbi.nlm.nih.gov   
 
 



ผลการวจัิย 

 

1. ผลการแยกแบคทเีรียที�สามารถผลติกรดจากแป้งได้ 

 จากการนาํตวัอยา่งจากแหล่งต่าง ๆ  เช่น อาหารหมกั  เศษอาหาร แป้งหมกัขนมจีน   นํ� าเสีย
และดินจากโรงงานผลิตเส้นก๋วยเตี$ยว  มาเพาะเลี�ยงลงบนอาหารแขง็ De Man, Rogosa and Sharpe 
(MRS) สูตรมาตรฐาน  ที<เติม soluble starch 1 เปอร์เซ็นต ์ โดยมี bromocresol purple 0.002 
เปอร์เซ็นต ์   โดยวธีิ     pour plate  บ่มเชื�อที<อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24-48 ชั<วโมง  
พบวา่ ไดแ้บคทีเรียจาํนวน 162 ไอโซเลท  (ตารางที<  7)   
 
ตารางที� 7 จาํนวนแบคทีเรียที<แยกไดจ้ากแหล่งต่าง ๆ บนอาหารแขง็ MRS ที<เติม  soluble starch  

   1  เปอร์เซ็นต ์และมี  bromocresol purple 0.002 เปอร์เซ็นต ์ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แบคทีเรียที<แยกไดใ้นการทดลองนี�      ไดแ้ก่     แบคทีเรียที<มีผูแ้ยกไวแ้ลว้ในหอ้งปฏิบติัการ 

จุลชีววทิย   มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ แบคทีเรียจากสถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศ
ไทย (TISTR)  และศูนยพ์นัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ (BIOTECH)  รวมแบคทีเรียทั�งหมด
ที<นาํมาใชใ้นการทดลองนี�  ทั�งหมดจาํนวน 473 สายพนัธ์ุ  แสดงไวใ้นตารางที< 6 

 

ตัวอย่าง รหัสเชื$อ จํานวน 

ไอโซเลท 

แป้งหมกั (เช่น แป้งหมกัขนมจีน ) PKJ, PS, UNP 21 
อาหารหมกั (เช่น แหนม, ปลาส้ม 
ผกักาดดอง, โยเกิร์ต, เมี<ยง)  

NCR, NCM, NMPY, 
NNPY, PSCR, PSPY, PK, 
MCR, MPY, ON, YK ,PD 

94 

เศษอาหาร RM 9 
นํ� า เ สีย  ( เ ช่ น  จาก โรงง านผลิ ต
ก๋วยเตี$ยว, โรงอาหาร )  

NK, NP, 
NS, SF, SW 

16 

ดิน (จากโรงงานผลิตก๋วยเตี$ยว และ
อื<น ๆ) 

SC, SM5 SN, SO, SS,UN 22 

รวม  162 
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2.  ผลการคัดเลอืกขั$นต้นของแบคทเีรียที�สามารถผลติกรดและการย่อยแป้งบนอาหารแข็ง 

      จากการนาํแบคทีเรียทั�งหมดจาํนวน 473 สายพนัธ์ุ  มาทดสอบความสามารถในการ
ผลิตกรดและยอ่ยแป้งบนอาหารแข็ง De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) สูตรดดัแปลง 1 ที<เติม
แป้งมนัสาํปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์  โดยมี bromocresol purple  เป็นอินดิเคเตอร์โดยการเพาะเลี�ยงเชื�อ
ดว้ยวิธี point inoculation บ่ม ที<อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั<วโมง  แลว้สังเกตดูการ
ผลิตกรดจากการเปลี<ยนสีของอาหารเลี�ยงเชื�อจากสีม่วงเป็นสีเหลืองและวดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง
ของสีเหลืองและทดสอบการยอ่ยแป้งของแบคทีเรียโดยการเทราดดว้ยสารละลายไอโอดีน หากเกิด
บริเวณใสรอบ ๆ โคโลนีของแบคทีเรีย ให้วดัขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางของบริเวณใส  ผลการทดลอง
แสดงในตารางที< 8 
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ตารางที� 8  ผลการคดัเลือกขั�นตน้ของแบคทีเรียบนอาหารแขง็ MRS สูตรดดัแปลง 1  

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

1 NMCR 1M - - 26 NNPY 2M - - 

2 NMCR 2M - - 27 NNPY 3M - - 

3 NMCR 3M - - 28 NNPY 4M - - 

4 NMCR 4M - - 29 PK 1M - - 

5 NMCM 1M - - 30 PK 2M - - 

6 NMCM 2M - - 31 PK 3M - - 

7 NMCM 3M - - 32 PK4M - - 

8 NMCM 4M - - 33 PK 5M - - 

9 NMCM 5M - - 34 MCR 1M - - 

10 NMPY 1M 5 6 35 MCR 2M - - 

11 NMPY 2M - - 36 MCR 3M - - 

12 NMPY 3M - - 37 MCR 4M - - 

13 NMPY 4M - - 38 MCR 5M - - 

14 PSCR 1M - - 39 MCR 6M - - 

15 PSCR 2M - - 40 MCR 7M - - 

16 PSCR 3M - - 41 MPY 1M - - 

17 PSCR 4M - - 42 MPY 2M - - 

18 PSCR 5M - - 43 MPY 3M - - 

19 PSPY 1M - - 44 MPY 4M - - 

20 PSPY 2M - - 45 MPY 5M - - 

21 PSPY 3M - - 46 MPY 6M - - 

22 PSPY 4M - - 47 MPY 7M - - 

23 PSPY 5 M - - 48 PKJ 1M - - 

24 PSPY 6M - - 49 PKJ 2M - - 

25 NNPY 1M - - 50 PKJ 3M - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

51 PKJ 4M - - 76 PSCR 4N - - 

52 PKJ 5M - - 77 PSPY 1N - - 

53 PKJ 6M - - 78 PSPY 2N - - 

54 PKJ 7M - - 79 PSPY 3N - - 

55 RM 1M - - 80 PSPY 4N - - 

56 RM 2M - - 81 NNPY 1N - - 

57 RM 3M - - 82 NNPY 2N - - 

58 RM 4M - - 83 NNPY 3N - - 

59 YK 1M - - 84 NNPY 4N - - 

60 YK 2M - - 85 NNPY 5N - - 

61 NMCR 1N 6 6 86 PK 1N - - 

62 NMCR 2N - - 87 PK 2N - - 

63 NMCM 1N - - 88 PK 3N - - 

64 NMCM 2N - - 89 PK 4N - - 

65 NMCM 3N - - 90 MCR 1N - - 

66 NMCM 4N - - 91 MCR 2N - - 

67 NMPY 1N - - 92 MCR 3N - - 

68 NMPY 2N - - 93 MPY 1N - - 

69 NMPY 3N - - 94 MPY 2N - - 

70 NMPY 4N - - 95 MPY 3N - - 

71 NMPY 5N - - 96 MPY 4N - - 

72 NMPY 6N - - 97 PKJ 1N - - 

73 PSCR 1N - - 98 PKJ 2N - - 

74 PSCR 2N - - 99 PKJ 3N - - 

75 PSCR 3N - - 100 PKJ 4N - - 
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ตารางที� 8 (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

101 PKJ 5N - - 125 BCC 18052 - - 
102 PKJ 6N - - 126 BCC 38048 - - 
103 RM 1N - - 127 BCC 38063 - - 
104 RM 2N - - 128 BCC 38105 - - 
105 RM 3N - - 129 BCC 39798 - - 
106 RM 4N - - 130 ST1 - - 
107 RM 5N - - 131 ST2 - - 
108 TISTR 058 - - 132 ST3 - - 
109 TISTR 450 7 - 133 ST4 - - 
110 TISTR 457 - - 134 ST5 - - 
111 TISTR 847 - - 135 ST6 - - 
112 TISTR 892 - - 136 ST7 - - 
113 TISTR 894 - - 137 ST8  - - 
114 TISTR 895 - - 138 ST9 - - 
115 TISTR 920 - - 139 ST10 - - 
116 TISTR 926 - - 140 ST11 - - 
117 TISTR 929 - - 141 ST12 - - 
118 TISTR 937 - - 142 ST13 - - 
119 TISTR 945 - - 143 ST14 - - 
120 TISTR 947 - - 144 ST15 - - 
121 TISTR 949 - - 145 ST16 - - 
122 TISTR 951 - - 146 ST17 - - 
123 TISTR 952 - - 147 ST18 - - 
124 BCC 18049 - - 148 ST19 - - 
149 ST20 - - 176 ST47 - - 
150 ST21 - - 177 ST48 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

151 ST22 - - 178 ST49 - - 

152 ST23 - - 179 ST50 - - 

153 ST24 - - 180 ST51 - - 

154 ST25 - - 181 ST52 - - 

155 ST26 - - 182 ST53 - - 

156 ST27 - - 183 ST54 - - 

157 ST28 - - 184 ST55 - - 

158 ST29 - - 185 ST56 - - 

159 ST30 - - 186 ST57 - - 

160 ST31 - - 187 ST58 - - 

161 ST32 - - 188 ST59 - - 

162 ST33 - - 189 ST60 - - 

163 ST34 - - 190 ST61 - - 

164 ST35 - - 191 ST62 - - 

165 ST36 - - 192 ST63 - - 

166 ST37 - - 193 ST64 - - 

167 ST38 - - 194 ST65 - - 

168 ST39 - - 195 ST66 - - 

169 ST40 - - 196 ST67 - - 

170 ST41 - - 197 ST68 - - 

171 ST42 - - 198 ST69 - - 

172 ST43 - - 199 ST70 - - 

173 ST44 - - 200 ST71 - - 

174 ST45 - - 201 ST72 - - 

175 ST46 - - 202 ST73 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 

ขนาดวง 

สีเหลอืง 

(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 

ขนาดวง 

สีเหลอืง 

(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

203 ST74 - - 229 ST100 - - 
204 ST75 - - 230 ST101 - - 
205 ST76 - - 231 ST 102 - - 
206 ST77 - - 232 ST103 - - 
207 ST78 - - 233 ST104 - - 
208 ST79 - - 234 ST105 - - 
209 ST80 - - 235 ST106 - - 
210 ST81 - - 236 ST107 - - 
211 ST82 - - 237 ST108 - - 
212 ST83 - - 238 ST109 - - 
213 ST84 - - 239 ST110 - - 
214 ST85 - - 240 ST111 - - 
215 ST86 - - 241 ST112 - - 
216 ST87 - - 242 ST113 - - 
217 ST88 - - 243 ST114 - - 
218 ST89 - - 244 ST115 - - 
219 ST90 - - 245 ST116 - - 
220 ST91 - - 246 ST117 - - 
221 ST92 - - 247 ST118 - - 
222 ST93 - - 248 ST119 - - 
223 ST94 - - 249 ST120 - - 
224 ST95 - - 250 ST121 - - 
225 ST96 - - 251 ST122 - - 
226 ST97 - - 252 ST123 - - 
227 ST98 - - 253 ST124 - - 
228 ST99 - - 254 ST125 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

255 ST126 - - 282 ST153 - - 
256 ST127 - - 283 ST154 - - 
257 ST128 - - 284 ST155 - - 
258 ST129 - - 285 ST156 - - 
259 ST130 - - 286 ST157 - - 
260 ST131 - - 287 ST158 - - 
261 ST132 - - 288 ST159 - - 
262 ST133 - - 289 ST160 - - 
263 ST134 - - 290 ST161 - - 
264 ST135 - - 291 ST162 - - 
265 ST136 - - 292 ST163 - - 
266 ST137 - - 293 ST164 - - 
267 ST138 - - 294 ST165 - - 
268 ST139 - - 295 ST166 - - 
269 ST140 - - 296 ST167 - - 
270 ST141 - - 297 ST168 - - 
271 ST142 - - 298 ST169 - - 
272 ST143 - - 299 ST170 - - 
273 ST144 - - 300 ST171 - - 
274 ST145 - - 301 ST172 - - 
275 ST146 - - 302 ST173 - - 
276 ST147 - - 303 ST174 - - 
277 ST148 - - 304 ST175 - - 
278 ST149 - - 305 ST176 - - 
279 ST150 - - 306 ST177 - - 
280 ST151 - - 307 ST178 - - 
281 ST152 - - 308 ST179 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

        
309 ST180 - - 336 ST207 - - 
310 ST181 - - 337 ST208 - - 
311 ST182 - - 338 ST209 - - 
312 ST183 - - 339 ST210 - - 
313 ST184 - - 340 ST211 - - 
314 ST185 - - 341 ST212 - - 
315 ST186 - - 342 ST213 - - 
316 ST187 - - 343 ST214 - - 
317 ST188 - - 344 ST215 - - 
318 ST189 - - 345 ST216 - - 
319 ST190 - - 346 ST217 - - 
320 ST191 - - 347 ST218 - - 
321 ST192 - - 348 ST219 - - 
322 ST193 - - 349 ST220 - - 
323 ST194 - - 350 ST221 - - 
324 ST195 - - 351 ST222 - - 
325 ST196 - - 352 ST223 - - 
326 ST197 - - 353 ST224 - - 
327 ST198 - - 354 ST225 - - 
328 ST199 - - 355 ST226 - - 
229 ST200 - - 356 ST227 - - 
330 ST201 - - 357 ST228 - - 
331 ST202 - - 358 ST229 - - 
332 ST203 - - 359 ST230 - - 
333 ST204 - - 360 ST231 - - 
334 ST205 - - 361 ST232 - - 

335 ST206 - - 362 ST233 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

363 ST234 - - 390 ST261 - - 
364 ST235 - - 391 ST262 - - 
365 ST236 - - 392 ST263 - - 
366 ST237 - - 393 ST264 - - 
367 ST238 - - 394 ST265 - - 
368 ST239 - - 395 ST266 - - 
369 ST240 - - 396 ST267 - - 
370 ST241 - - 397 ST268 - - 
371 ST242 - - 398 ST269 - - 
372 ST243 - - 399 ST270 - - 
373 ST244 - - 400 ST271 - - 
374 ST245 - - 401 ST272 - - 
375 ST246 - - 402 ST273 - - 
376 ST247 - - 403 ST274 - - 
377 ST248 - - 404 ST275 - - 
378 ST249 - - 405 ST276 - - 
379 ST250 - - 406 ST277 - - 
380 ST251 - - 407 ST278 - - 
381 ST252 - - 408 ST279 - - 
382 ST253 - - 409 ST280 - - 
383 ST254 - - 410 ST281 - - 
384 ST255 - - 411 ST282 - - 
385 ST256 - - 412 ST283 - - 
386 ST257 - - 413 ST284 - - 
387 ST258 - - 414 ST285 - - 
388 ST259 - - 415 ST286 - - 

389 ST260 - - 416 ST287 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวง
ใสหลงั

ราด
ไอโอดีน 
(mm) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง 
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

417 ST288 - - 441 SF-6 4 2 

418 ST289 - - 442 SF-7 - - 

419 NK-5   443 SF-9 - - 

420 NP-1 7 5 444 SM-3 - - 

421 NP-4 - - 445 SM-4 - - 

422 NS-1 - - 446 SM-5 - - 

423 ON-1 - - 447 SM-7 - - 

424 ON-2   448 SM-8 - - 

425 ON-3   449 SN1-1 - - 

426 ON-4 8 4 450 SN1-2 - - 

427 ON-5 - - 451 SN2-2 - - 

428 ON-6 - - 452 SO-1 - - 

429 ON-7 - - 453 SO-2 - - 

430 PD-1 - - 454 SO-3 - - 

431 PD-2 - - 455 SO-5 - - 

432 PS-1 - - 456 SO-8 - - 

433 PS-2 - - 457 SS-1 - - 

434 PS-3 - - 458 SS-3 - - 

435 PS-4 - - 459 SW-1 6 4 

436 SC-5 - - 460 SW-3 - - 

437 SF-1 - - 461 SW-41 - - 

438 SF-2 5 2 462 SW-42 4 4 
439 SF-4 - - 463 SW-6 5 5 
440 SF-5 6 3 464 UN-1 - - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
ขนาดวง  
สีเหลอืง 
(mm) 

ขนาดวงใส
หลงัราด
ไอโอดีน 
(mm) 

 

465 UN-3 - - 
466 UN-4 - - 
467 UN-5 - - 
468 UN-7 - - 
469 UN-8 - - 
470 UNP4321 - - 
471 UNP4322 - - 
472 UNP4323 - - 
473 UNP4324 - - 

 

ตารางที�  9  ตารางสรุปจาํนวนแแบคทีเรียที<สามารถผลิตกรดและยอ่ยแป้งไดจ้ากการคดัเลือกขั�นตน้ 
     บนอาหารแขง็ MRS สูตรดดัแปลง 1 ที<เติมแป้งมนัสาํปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์

ลาํดับ รหัสเชื$อ 
การทดสอบบนอาหารแข็ง MRS สูตรดัดแปลง 1 

ขนาดวงสีเหลอืง (mm) ขนาดวงใสหลงัราดไอโอดีน (mm) 

1 NMPY1M 5 6 

2 NMCR1N 6 6 

3 NP-1 7 5 
4 ON-4 8 4 

5 SF-2 5 2 
6 SF-5 6 3 

7 SF-6 4 2 
8 SW-1 6 4 

9 SW-42 4 4 
10 SW-6 5 5 

11 TISTR450 7 - 
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3. ผลการผลติกรดแลคติกจากแป้งในอาหารเหลวที�บรรจุในหลอดทดลอง  

จากการนาํแบคทีเรีย ทั�งหมดจาํนวน 11 สายพนัธ์ุ   มาทดสอบความสามารถในการผลิต
กรดกรดแลคติกจากแป้ง ในอาหารเหลว  MRS  สูตรดดัแปลง 1 ที<เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 
เปอร์เซ็นต ์ ที<บรรจุในหลอดทดลอง   บ่มที<อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั<วโมง  ผล
การทดลองแสดงในภาพที< 10 
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ภาพที� 10  การผลิตกรดแลคติกจากแป้งของแบคทีเรียในอาหารเหลว  MRS  สูตรดดัแปลง 1 ที< 
           เติมแป้งมนัสาํปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ ที<บรรจุในหลอดทดลอง   

 

4.  ผลการศึกษาการเจริญและการผลติกรดแลคติกที�ระยะเวลาต่าง ๆ ของแบคทเีรียที�คัดเลอืกได้ 

จากการนาํแบคทีเรีย NMPY1M มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 2 ที<มีแป้ง
มนัสาํปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์บ่มที<อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชั<วโมง วดัการเจริญ
ของเซลลแ์บคทีเรียโดยเครื<องวดัค่าการดูดกลืนแสงที<ความยาวคลื<น 600 นาโนเมตร วิเคราะห์ความ
เขม้ขน้ของนํ�าตาลรีดิวซ์โดยวธีิ DNS วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกโดยการไทเทรตและวดั
ค่าความเป็นกรด-ด่าง  ผลการทดลองแสดงในภาพที< 11 
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ภาพที� 11 การเจริญและการผลิตกรดแลคติกที<ระยะเวลาต่าง ๆ ของแบคทีเรีย NMPY1M ในอาหาร 

เหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที<เติม  แป้งมนัสาํปะหลงั  1  เปอร์เซ็นต ์  ที<อุณหภูมิ  37  องศา-
เซลเซียส   ระยะเวลา 48 ชั<วโมง   
 ( )   OD600 ,  ( ) ความเขม้ขน้ของนํ�าตาลรีดิวซ์, ( ) ค่าความเป็นกรด-ด่าง,  
 ( )   ความเขม้ขน้ของกรดแลคติก 

 
5. ผลการจําแนกชนิดของแบคทเีรีย NMPY1M 

5.1 การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (cultural characteristic) ลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยา (morphological characteristic) และลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี (physiological and 
biochemical characteristics) 

5.1.1 ผลการศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็ 
                     จากการนาํแบคทีเรีย NMPY1M มาเพาะเลี�ยงบนอาหารแข็งโดย streak ลงบนอาหาร 
MRS สูตรดดัแปลง 1 จะเห็นไดว้า่ แบคทีเรีย NMPY1M มีโคโลนีสีขาวขุ่น กลม ขอบเรียบ ผิวหนา้
มนัวาว การยกตวัของโคโลนีนูนเล็กน้อย (convex) มีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางโคโลนี 3 มิลลิเมตร 
(ภาพที< 12 ก) 
 5.1.2  ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา 
           จากการนาํแบคทีเรีย NMPY1M มายอ้มแบบแกรมแลว้ส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
ชนิดเลนส์ประกอบ กาํลงัขยาย 1,000 เท่า จากผลการทดลองในภาพที< 12ข จะเห็นว่า แบคทีเรีย 
NMPY1M เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปร่างกลม การจดัเรียงตวัของเซลลเ์ป็นคู่ (diplococci) 
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  ก)                ข) 

ภาพที�  12  ก) ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย NMPY1M บนอาหาร MRS สูตรดดัแปลง 1  
         บ่มไวใ้น candle jar ที<อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั<วโมง 

                ข)   รูปร่างและการจดัเรียงตวัของเซลลแ์บคทีเรีย NMPY1M เมื<อยอ้มแบบแกรมและ 
         ส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ชนิดเลนส์ประกอบ กาํลงัขยาย 1,000 เท่า 
5.1.3 การศึกษาลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี 

5.1.3.1 ผลทดสอบการผลิตเอนไซมค์ะตะเลส 
 เมื<อนําแบคทีเรีย NMPY1M มาทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตะเลสโดยหยด

สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ไม่เกิดปฏิกิริยาที<ให้
ฟองอากาศ (ใหผ้ลเป็นลบ) แสดงวา่ แบคทีเรีย MNPY1M ไม่สามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลส 

5.1.3.2 ผลการทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 
            เมื<อทดสอบการใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 10 ชนิด คือ glucose, sucrose, 

galactose, fructose, mannitol, maltose, xylitol, lactose, arabinose, glycerol โดยมี bromocresol 
purple เป็นอินดิเคเตอร์และสังเกตการเปลี<ยนสีของอาหารเลี� ยงเชื�อ คือหากแบคทีเรียใช้แหล่ง
คาร์บอนแลว้ผลิตกรดแลคติกไดอ้าหารเลี�ยงเชื�อเปลี<ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง จากผลการทดลองใน
ตารางที< 10  

 
5.2. ผลการจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใชเ้ทคนิคการหาลาํดบัเบสของดีเอน็เอในส่วน 
      ของยนี 16S rRNA 

 จากการจาํแนกแบคทีเรีย NMPY1M โดยการหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของ 16S 
rRNA แล้วนาํลาํดบัเบสไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST ของ 
National Center for Biotechnology Information ในเวบ็ไซต ์ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov  ผลการ
เปรียบเทียบลาํดบัเบสของแบคทีเรีย NMPY1M ที<  Accession number  JF 502566 แสดงในภาพที< 
13  และขอ้มูลการจาํแนกแบคทีเรีย NMPY1M  เมื<อนาํไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank แสดงใน
ตารางที< 11 
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ตารางที� 10 ผลการศึกษาคุณลกัษณะของแบคทีเรีย NMPY1M เมื<อเปรียบเทียบกบั แบคทีเรียต่าง ๆ 

คุณลกัษณะ NMPY1M 
Enterococcus 

durans 
E. faecium E. feacalis 

Lactococcus 

lactis subsp. lactis 

Leuconostoc 

mesenteroid 

Streptococcus 

thermophilus 

ลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง  

ขนาดโคโลนี (size) 3 mm ND ND ND ND ND ND 

รูปร่างของโคโลนี (form) กลม กลม กลม กลม กลม กลม กลม 

ขอบของโคโลนี (margin) เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ เรียบ 

การยกตวัของผิวโคโลนี (elevation) 
แบบ 

convex 
ND ND ND ND ND ND 

ผวิหนา้ของโคโลนี (surface) สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น สีขาวขุ่น 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 

การติดสีแกรม + + + + + + + 

รูปร่างของเซลล ์ กลม กลม กลม กลม กลม กลม กลม 

การจดัเรียงตวัของเซลล ์ เป็นคู่ เป็นคู่ สายสั�น 
เป็นคู่ สาย

สั�น 

เป็นคู่ สาย

สั�น 
เป็นคู่ สายสั�น เป็นคู่ สายยาว เป็นคู่ สายยาว 

ลกัษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 

การผลิตเอนไซมค์ะตะเลส - - - - - - - 

52 
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ตารางที� 10 (ต่อ) 

การใช้แหล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 

คุณลกัษณะ NMPY1M 
Enterococcus 

durans 
E. faecium E. feacalis 

Lactococcus 

lactis subsp. 

lactis 

Leuconostoc 

mesenteroid 

Streptococcus 

thermophilus 

Arabinose - - + - - - - 

Fructose + + + + + - - 

Galactose + + + + + + - 

Glucose + + + + + + + 

Glycerol - - d + ND ND ND 

Lactose + + + + +  + 

Maltose + + + + ND d ND 

Mannitol + + + + - ND - 

Sucrose + d + + - - + 

Xylitol - - - - ND ND ND 

หมายเหตุ  d : แสดงผล 21-79 % , ND : ไม่มีขอ้มูล 

ที�มา : Manero และ Blanch (1999)
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ลาํดบัเบสที<ไดจ้ากการจาํแนกในส่วนของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรีย NMPY1M 
CTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTGGT
GAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGAT
GCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAAGATGGCTTCG
GCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGTGGGGTAACGGCTC
ACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTG
AGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGAC
GAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAAC
TCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTT
AACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTG
ATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAG
TGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGG
AAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGA
AAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATACCGTAAACGATG
AATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCA
TTCCGCCTGGGG 

 
ภาพที� 13 ผลการเทียบลาํดบัเบสของแบคทีเรีย NMPY1M ที<เหมือน Enterococcus durans  
                 เท่ากบั 100% ที< Accession number  JF502566 
ที�มา: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#344323417 (25 ธนัวาคม 2555) 

ตารางที� 11 ขอ้มูลการจาํแนกแบคทีเรีย NMPY1M เมื<อนาํไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank 

ไอโซเลท แบคทเีรีย Accession number Identities %Homology 
NMPY1M Enterococcus durans JF502566 841/841 100 
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วจิารณ์ผลการวจัิย 
 

1. ผลการแยกแบคทเีรียที�สามารถผลติกรดจากแป้งได้  
จากการแยกแบคทีเรียจากตวัอยา่งต่าง ๆ บนอาหารแขง็ De Man, Rogosa and Sharpe 

(MRS) สูตรมาตรฐาน ที-มี soluble starch 1 เปอร์เซ็นต ์ โดยมี bromocresol purple เป็นอินดิเค
เตอร์  ผลการทดลองในตารางที- 7 พบวา่  แยกไดแ้บคทีเรียจากแหล่งต่าง ๆ คือ  แป้งหมกั อาหาร
หมกั  เศษอาหาร  นํFาเสีย  ดิน  ไดจ้าํนวน  21, 94 , 9, 16, 22  ไอโซเลท ตามลาํดบั   รวม
แบคทีเรียที-แยกไดใ้นการทดลองนีFทัFงหมด  จาํนวน 162 ไอโซเลท   จะเห็นวา่  ในการทดลองนีF   
ไดแ้บคทีเรียจากตวัอยา่งอาหารหมกัมากกวา่จากแหล่งอื-น  อาจเป็นผลมาจากมีจาํนวนตวัอยา่ง
อาหารหมกัมากกวา่ตวัอยา่งจากแหล่งอื-น ๆ ซึ- งในการทดลองนีF ใชอ้าหารเลีFยงเชืFอ MRS ในการ
แยกแบคทีเรีย  ซึ- งอาหารนีF ใชส้าํหรับเพาะเลีFยงแบคทีเรียจาํพวก Lactobacilli โดยธรรมชาติของ
แบคทีเรียกลุ่มนีFชอบนํFาตาล และมีความสามารถในการผลิตกรดออกมาได ้(มณฑล, 2552)  และ
ในการเพาะเลีFยงแบคทีเรียกรดแลกติกในอาหารเลีFยงเชืFอทั-วไปทาํไดค้่อนขา้งยาก เนื-องจาก
แบคทีเรียกรดแลกติกเป็นแบคทีเรียที-มีความตอ้งการอาหารที-มีความซบัซอ้น (Fitzpatrick and 
Keeffe, 2001) ซึ- งในการทดลองนีF    ควรจะเลือกแหล่งตวัอยา่งที-นาํมาแยกแบคทีเรียที-ผลิตกรด
แลคติกจากแป้งจากแหล่งที-มีแป้งเป็นส่วนประกอบ  โดย Guyot  et al. (2000)  พบวา่  วตัถุดิบ 
รวมทัFงอาหารหมกัดองที-มีแป้งเป็นส่วนประกอบมกัพบเป็นแหล่งอาศยัของแบคทีเรียที-มี
ความสามารถในการผลิตกรดแลคติกจากแป้ง หรือพวกอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  
ซึ- งมีศกัยภาพในการประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมการผลิตกรดแลคติกจากแป้ง นอกจากนีF   Ashiru 
(2012)  กล่าววา่   แหล่งของแบคทีเรียที-ผลิตกรดแลคติกจากแป้งคือ  พวกอะมยัโลไลติกแลคติก
แลคติกแอซิดแบคทีเรีย  มกัจะพบแหล่งอาศยัอยูใ่นวตัถุดิบที-มีแป้งเป็นส่วนประกอบ  เช่น แป้ง   
ขา้วโพดหมกั  หรือมนัฝรั-ง (Chatterjee, 1997)   ซึ- ง  Songré-Ouattara  (2008)  ไดแ้ยก 
Lactobacillus plantarum   ซึ- งเป็นแบคทีเรียพวก ALAB จากผลิตภณัฑม์นัสาํปะหลงัหมกัของ
แอฟริกา   นอกจากนีF   แบคทีเรีย  Enterococcus faecium ที-เป็น ALAB  แยกไดจ้ากแป้งสาคู 
(Shibata et al., 2007; Hipolito et al., 2012)  และ Sanni et al. (2002)  สามารถแยก  ALAB  คือ 
L. plantarum และ L. fermentum  ไดจ้ากอาหารหมกัพืFนบา้นที-มีแป้งเป็นส่วนประกอบของ
ประเทศไนจีเรีย     และยงัมีรายงานของ     Olympia et al. (1995)   ที-แยก  L. plantarum   ซึ- งเป็น 
อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียจากอาหารหมกัที-ทาํจากปลาและขา้วในประเทศฟิลิปปินส์ 
และ  นคร (2548)   รายงานการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนัสาํปะหลงัโดยแยกแบคทีเรียแลคติก
จากลูกแป้ง พบวา่ ในตวัอยา่งลูกแป้งส่วนใหญ่จะพบแบคทีเรีย Lactobacillus, Leuconostoc และ 
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Pediococcus  และพบวา่ แบคทีเรีย PL10 ที-แยกไดจ้ากลูกแป้ง  เมื-อเพาะเลีFยงในอาหารเหลว 
GYE ที-อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที-ไม่มีการเขยา่เป็นเวลา  48 ชั-วโมง  ใหป้ริมาณกรด
แลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 3.85  และ 0.10 กรัมต่อลิตร  เมื-อใชก้ลูโคสและแป้งมนัสาํปะหลงัเป็น
แหล่งคาร์บอน ตามลาํดบั เมื-อหาสภาวะที-เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกจากแบคทีเรียสาย-
พนัธ์ุ PL10  พบวา่  อุณหภูมิที-เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติก เท่ากบั 37  องศาเซลเซียส ที-
ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเท่ากบั4 เปอร์เซ็นต ์และแบคทีเรียนีFสามารถใชฟ้รุคโตส เพื-อการ
ผลิตกรดแลคติกได ้  ในอาหรเลีFยงเชืFอที-มีค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.0  ซึ- ง Quintero et al. 
(2012) รายงานการผลิตกรดแลคติคจากเชืFอ Lactobacillus brevis ในอาหาร HY1 medium ได้
เท่ากบั 24.3  กรัมต่อลิตร ที-ระยะเวลา 120 ชั-วโมง  และ Yuwono and Hadi (2008)  พบวา่ 
แบคทีเรียแลคติก  Streptococcoccus bovis สามารถผลิตกรดแลคติกไดจ้ากของเหลือทิFงที-มีแป้ง
จากเศษเปลือกมนัสาํปะหลงั และนํFาทิFงจากการผลิตเตา้หู ้  ในอาหารที-มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากบั 5.5 ไดก้รดแลคติกสูงถึง 39.98 กรัมต่อลิตร เมื-อใชข้องเหลือทิFงเริ-มตน้ 20 กรัมต่อลิตร 
หมกัไดผ้ลผลิต (yield) เท่ากบั 85 เปอร์เซ็นต ์ และผลผลิตที-ไดต่้อเวลา (productivity)  เท่ากบั 
3.01  กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง ในปี 1995 Damelin et al. (1995) รายงานวา่ แบคทีเรียที-สามารถ
ผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรงสามารถแยกไดจ้ากอาหารชนิดต่าง ๆ ถึง 65 เปอร์เซ็นต ์
นอกจากนีF   Tamang et al. (2009) แยกแบคทีเรียแลคติกได ้ 94 สายพนัธ์ุ จากการหมกัผกัและ
หน่อไมด้อง แลว้คดัเลือกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกที-มีคุณสมบติัสร้างกรดแลคติกสูง และ 
Pringsnlaka et al. (2011) รายงานการแยกแบคทีเรียแลคติกจากผลิตภณัฑเ์นืFอสัตวห์มกั และปลา
หมกั รวมทัFงหมด 93 ตวัอยา่ง และคดัเลือกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 152 สายพนัธ์ุ เพื-อ
นาํไปใชท้ดสอบฤทธิv ตา้นจุลชีพได ้ ซึ- ง  โชติมาและสิรินดา (2551)   ไดแ้ยก ALAB จากปลาส้ม  
ไดแ้บคทีเรียทัFงหมด 106 ไอโซเลท   พบวา่ มี 40 ไอโซเลท ที-สามารถยอ่ยแป้งได ้  ต่อมา 
ปิยนนัท ์ และคณะ (2554)  แยกแบคทีเรีย Enterococcus sp.  จากอาหารหมกัดองพืFนบา้นของ
ไทย  5 ประเภทคือ ปลา หมู กุง้ ปู และหอย จาํนวนทัFงหมด 70 ตวัอยา่ง พบวา่ อาหารจาํนวน 28 
ตวัอยา่ง (ร้อยละ 40) มีการปนเปืF อน Enterococcus sp. แต่ไม่พบมีการปนเปืF อนในหอยดอง 
2. ผลการคัดเลอืกขั$นต้นของแบคทเีรียที�สามารถผลติกรดและย่อยแป้งบนอาหารแข็ง 

จากการนาํแบคทีเรียที-แยกไดใ้นการทดลองนีF    แบคทีเรียที-มีผูแ้ยกไวแ้ลว้ของ
หอ้งปฏิบติัการทางจุลชีววทิยา มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ และแบคทีเรียที-ไดจ้ากศูนยเ์ก็บรักษาจุลินทรีย ์
จาํนวน 162,  289 และ 22 สายพนัธ์ุ  ตามลาํดบั  รวมทัFงหมดจาํนวน 473 สายพนัธ์ุ   มาคดัเลือก
ขัFนตน้โดยทดสอบความสามารถในการผลิตกรดและยอ่ยแป้งมนัสาํปะหลงับนอาหารแขง็ MRS 
สูตรดดัแปลง  1  ที-เติมแป้งมนัสาํปะหลงั  1  เปอร์เซ็นต ์โดยมี  bromocresol purple  เป็นอินดิเค- 
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เตอร์  โดยเพาะเลีF ยงเชืFอดว้ยวิธี point inoculation ที-อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 
ชั-วโมง  สังเกตการสร้างกรดโดยดูจากการเปลี-ยนสีของอาหารจากสีม่วงเป็นสีเหลือง  และ
ทดสอบการยอ่ยแป้งโดยหยดสารละลายไอโอดีนลงบนโคโลนีของแบคทีเรีย  ซึ- ง  ปริชาติและ
คณะ (2554)  กล่าววา่  หากแบคทีเรียสามารถสร้างกรดไดบ้นอาหารเลีFยงเชืFอที-เติมอินดิเคเตอร์   
bromocresol purple จะเปลี-ยนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ซึ- งแสดงถึงความสามารถในการผลิตกรด
ออกมาได้   ซึ- งในการทดลองนีF   พบว่า มีแบคทีเรียจาํนวน 11 ไอโซเลท  คือ  NMPY1M, 
NMCR1N, NP- 1, ON -4, SF- 2, SF- 5, SF- 6, SW -1, SW -6 และ TISTR 450  สามารถผลิต
กรดและยอ่ยแป้งได ้ ยกเวน้ TISTR 450 ที-สามารถผลิตกรดแต่ไม่สามารถยอ่ยแป้งได ้  (ตารางที- 
9)  ซึ- งแบคทีเรียแต่ละไอโซเลทแยกไดจ้าก แหนมหมู  นํF าเสีย   อาหารหมกั และศูนยเ์ก็บรักษา
สายพนัธ์ุจุลินทรีย์  ซึ- งเกิดบริเวณวงสีเหลืองบนอาหารแข็งโดยมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางอยู่
ระหวา่ง 4-7 มิลลิเมตร  และมีขนาดเส้นผ่าศูนยก์ลางของวงใสหลงัราดดว้ยสารละลายไอโอดีน
อยูร่ะหวา่ง 2-6 มิลลิเมตร     ซึ- ง  Diaz-Ruiz et al.(2003) ทดสอบการยอ่ยแป้งในจานเลีFยงเชืFอ 
พบว่า แบคทีเรียสามารถย่อยแป้งได้ โดยมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางบริเวณใสเท่ากับ 7-18 
มิลลิเมตร   จากนัFนทาํการหมกั pozol ที-อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใชเ้ชืFอ  Streptococcus 

bovis  25124 พบวา่ ชั-วโมงที- 72 แป้งถูกยอ่ยจาก 40 เหลือ 3 เปอร์เซ็นต ์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 4.4 จาํนวนอะมยัโลไลติกแลคติกแอสิดแบคทีเรียเท่ากบั 8.7 logCFUg/นํF าหนกัแห้ง  และ
จาํนวนของแบคทีเรียกรดแลคติกเท่ากบั 10.2 logCFUg/นํF าหนกัแห้ง  ซึ- ง Pringsulaka et al.  
(2010)   ได้แยกแบคทีเ รียแลคติกจากแหนมและไส้กรอกเปรีF ยวในภาคเหนือ  ภาค
ตะวนัออกเฉียงเหนือและภาคกลางของประเทศไทย จาํนวน 36 ตวัอยา่ง โดยการเพาะเลีF ยงบน
อาหารแข็ง MRS ที-เติมแคลเซียมคาร์บอเนต 1  เปอร์เซ็นต ์    แยกไดแ้บคทีเรียกรดแลคติก
ทัFงหมด 41 ไอโซเลท  ในปีเดียวกนั Boontawan (2010)  แยกและคดัเลือกแบคทีเรียแลคติกที-
สามารถย่อยแป้งไดจ้ากมนัสําปะหลงัหมกัในประเทศไทยโดยเพาะเลีF ยงเชืFอลงบนอาหารเลีF ยง
เชืFอที-มีแป้งเป็นส่วนประกอบ 1 และ 2 เปอร์เซ็นต์   ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.0  พบว่า   
Pediococcus pentosaceus  สามารถผลิตกรดได้ดี   และมีรายงานการแยกอะมยัโลไลติก
แบคทีเรีย GV6 ไดจ้ากของเสียของอุตสาหกรรมแป้ง (Vishnu et al., 2006)   ต่อมา  Fossi และ 
Tavea (2013)    ไดแ้ยกแบคทีเรีย  ALAB จากดินในแคเมอรูน  และคดัเลือกเชืFอเบืFองตน้โดย
สังเกตบริเวณใสบนอาหาร MRS ที-มีแป้ง (MRS-starch agar)    พบว่า  มี 9 ไอโซเลท  
(04BBA15, 04BBA19, 05BBA22, 05BBA23, 14BYA42, 20BBA60, 17BNG51, 23BYA21, 
26BMB81)  ที-สามารถย่อยแป้งได้ดีและมีกิจกรรรมของเอนไซม์อะมัยเลสได้สูงอีกด้วย   
นอกจากนีF    ชลธิชา และคณะ (2555)  ไดแ้ยกแบคทีเรียจากแป้งหมกัขนมจีน ไดจ้าํนวน 468 ไอ-
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โซเลท     และมีแบคทีเรียที-สามารถย่อยแป้งไดดี้จาํนวน 63 ไอโซเลท และย่อยแป้งไดดี้มาก 1 
ไอโซเลท จึงนาํไปศึกษาคุณลกัษณะเพื-อนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการหมกัแป้งขนมจีนต่อไป    

ในการทดลองนีF  จึงนาํแบคทีเรียที-สามารถผลิตกรดและยอ่ยแป้งไดท้ัFง 11 ไอโซเลท คือ  
NMPY1M, NMCR1N, NP- 1, ON -4, SF- 2, SF- 5, SF- 6, SW -1, SW -6 และ TISTR 450ไป
ทดสอบความสามารถในการผลิตกรดแลคติกจากแป้งในอาหารเหลวต่อไป 
3. ผลการทดสอบการผลติกรดแลคติกจากแป้งในอาหารเหลวที�บรรจุในหลอดทดลอง  

      จากการนาํแบคทีเรียที-สามารถผลิตกรดและยอ่ยแป้งที-คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 2 จาํนวน 
11 ไอโซเลท มาทดสอบการผลิตกรดในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที-เติมแป้งมนั
สาํปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ ซึ- งบรรจุในหลอดทดลองปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มแบบตัFงไวใ้น candle 
jar ที-อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั-วโมง แลว้วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของกรดแลคติก
โดยการไทเทรต จากผลการทดลอง  พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M สามารถผลิตกรดแลคติกได้
สูงสุดเท่ากบั 3.85 กรัมต่อลิตร    เมื-อเปรียบเทียบกบัไอโซเลทอื-น ๆ    ซึ- งการศึกษาการผลิตกรด 
แลคติกและการยอ่ยแป้งขัFนตน้บนอาหารแขง็โดยมี bromocresol purple เป็นอินดิเคเตอร์เพื-อดู
ความสามารถในการสร้างกรดบนอาหารแขง็ ในการทดลองนีF   พบวา่ ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางของ
วงสีเหลือง ซึ- งไดจ้ากการเปลี-ยนสีของอินดิเคเตอร์จากสีม่วงเป็นสีเหลือง ไม่มีความสัมพนัธ์กบั
ความเขม้ขน้ของกรดที-ผลิตในอาหารเหลวคือ  ถา้ขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางวงสีเหลืองกวา้งไม่ได้
หมายความถึงแบคทีเรียมีความสามารถผลิตกรดไดป้ริมาณมาก แต่สามารถบอกไดเ้พียงวา่
แบคทีเรียนัFนมีความสามารถในการผลิตกรดเท่านัFน  

ในการทดลองนีF   แบคทีเรีย NMPY1M ที-แยกไดจ้ากแหนมหมู  เป็นเชืFอที-มี
ความสามารถในการผลิตกรดและยงัมีความสามารถในการยอ่ยแป้งไดด้ว้ย  จึงจดัวา่เป็นอะมยัโล
ไลติกแอซิดแลคติกแอซิดแบคที-เรีย   ซึ- งอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียส่วนใหญ่จะเป็น
แบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus sp. และ  Lactococcus sp. และ Lactobacillus sp. ที-มีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสแบบปล่อยออกมานอกเซลล ์  สามารถหมกัแป้งเป็นกรดแลคติกได้
โดยตรง  และ  พบวา่  มีกิจกรรมของเอนไซมอ์ะมยัเลส (amylase) และพลูลูลาเนส (pullulanase) 
สูงเมื-อหมกับนวสัดุแขง็คือ  รําขา้วสาลี (Naveena, 2004)   และประมวล (2551) รายงานวา่  
แบคทีเรีย   Lactobacillus amylophilus GV6 ผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสและพลูลูลาเนสขบัออกมา
นอกเซลล ์  เพื-อผลิตกรดแลคติกจากแป้งโดยตรงไดเ้ช่นเดียวกนั  ซึ- ง นฤมล (2551)   พบวา่  
แบคทีเรียแลคติกที-ผลิตกรด  แลคติกจากแป้ง (ALAB) ในปลาส้มจาํนวน 40 ไอโซเลท จาก
แบคทีเรียแลคติกทัFงหมด 785 ไอโซเลท  ซึ- งพบแบคทีเรียดงักล่าวใน ระยะเวลาหลงัการหมกั 6 
ชั-วโมง  และเมื-อทดสอบกิจกรรมของ Amylolytic  enzyme  ในอาหารเหลว MRS ที-เติมแป้ง  2  
เปอร์เซ็นต ์  แต่ไม่เติมนํFาตาลกลูโคส   พบวา่  อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  สายพนัธ์ุ 
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B62  ใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมอ์ะมยัโลไลติกสูงสุดเท่ากบั 1.15 และ 1.26 ยนิูตต่อมิลลิลิตร 
เมื-อใชแ้ป้งจากขา้วและแป้งละลายนํFาไดเ้ป็นสับสเตรท  ตามลาํดบั  เมื-อจาํแนกชนิดของ ALAB 
ทัFง 40 ไอโซเลท  พบวา่ เป็น Streptococcus sp. จาํนวน 87.5  เปอร์เซ็นต ์และเป็น Lactobacillus 
sp. จาํนวน 12.5  เปอร์เซ็นต ์และในปี 2007 Oguntoyinbo (2007)  ใช ้แบคทีเรียกรดแลคติกใน
การหมกัมนัสาํปะหลงัในแต่ละขัFนตอนของการผลิต gari แบบดัFงเดิม พบวา่  Lactobacillus 

plantarum  สามารถผลิตกรดแลคติกจากแป้งไดสู้ง สามารถผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสไดสู้ง คือ 
นอกจากนีF  Mazzucotelli et al. (2013)  ไดแ้ยกแบคทีเรียจากของเหลือทิFงจากอุตสาหกรรมเกษตร
จากแหล่งที-แตกต่างกนั 6 แหล่ง  และทดสอบความสามารถในผลิตเอนไซมบ์นอาหารเลีFยงเชืFอ
จาํเพาะ    พบวา่     จาํนวน 28, 18, 13, 15  และ 11 สายพนัธ์ุ  มีกิจกรรมของเอนไซม ์  โปรติเอส  
ไลเปส  เคซิเนส  อะมยัเลส และเซลลูเลส  ตามลาํดบั  แลว้ไดค้ดัเลือกสายพนัธ์ุที-มีกิจกรรมของ
เอนไซมสู์งสุดเพื-อนาํไปประยกุตใ์ชใ้นทางเทคโนโลยชีีวภาพ  และจาํแนกชนิดของเชืFอ  พบวา่  
เป็นแบคทีเรีย   Bacillus, Serratia, Enterococcus, Klebsiella, Stenotrophomonas, Lactococcus  

Yuwono and Hadi (2008)  รายงานวา่ Streptococcoccus bovis สามารถผลิตกรดแลคติก
ไดจ้ากของเหลือทิFงที-มีแป้งที-ไดจ้ากเศษเปลือกมนัสําปะหลงั  ในอาหารที-มีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
เท่ากบั  5.5 ไดก้รดแลคติกสูงถึง  98.39 กรัมต่อลิตร  ในปี 2012  Yuwono and Hadi  (2012) ผลิต
กรดแลคติกจากมนัสําปะหลงัโดย Steptococcus bovis ไดก้รดแลคติกเท่ากบั 15.7 กรัมต่อลิตร   
ซึ- งแบคทีเรียนีFสามารถผลิตกรดแลคติกสูงและยงัมีกิจกรรมของเอนไซมย์อ่ยแป้งอีกดว้ย   และยงั
มีรายงานการผลิตกรดแลคติกจากอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย ไดแ้ก่ Lactobacillus 

amylophilus   ผลิตได ้0.31 กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง (Yen and Kang, 2010); Lactobacillus casei 
EMCC 11093  ผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 16.9 กรัมต่อลิตร ระยะเวลา 96 ชั-วโมง  ที-
อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซียส (Afifi, 2011)   ซึ- ง  Son et al. (2013) พบวา่ โดย Lactobacillus 

manihotivorans  ผลิตกรดแลคติกจากแป้งไดสู้งสุดเท่ากบั  71.4 กรัมต่อลิตร     
4. ผลการศึกษาการเจริญและการผลติกรดแลคติกจากแป้งมันสําปะหลงัที�ระยะเวลาต่าง ๆ ของ 

    แบคทเีรีย NMPY1M 

จากการนาํแบคทีเรีย NMPY1M มาเพาะเลีF ยงในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที-
เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ที-อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างทุก 6 ชั-วโมง วดั
การเจริญของเซลล์แบคทีเรีย  วิเคราะห์ความเขม้ขน้ของนํF าตาลรีดิวซ์   วิเคราะห์ความเขม้ขน้
ของกรดแลคติก  และวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง  ในการทดลองนีF    พบวา่ แบคทีเรีย  NMPY1M มี
การเจริญสูงสุดที-ระยะเวลา   12  ชั-วโมง  และสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั  4.3  กรัม
ต่อลิตร ที-ระยะเวลา  24 ชั-วโมง   มีค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงเล็กนอ้ย  ซึ- งมีความสัมพนัธ์กบัการ
เจริญและการผลิตกรดแลคติกและ  พบวา่  ปริมาณนํF าตาลรีดิวซ์เพิ-มขึFนเล็กนอ้ย  ซึ- งจากรายงาน
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ของ Petrov et  al. (2007) พบวา่ Enterococcus faecium สามารถผลิตกรดแลคติกจากแป้งสาคูได้
สูงสุดเท่ากบั 16.6 กรัมต่อลิตร แบคทีเรียมีการยอ่ยแป้งสาคูไดน้ํF าตาลรีดิวซ์เพิ-มขึFน ในระยะเวลา 
6  ชั-วโมง   หลงัจากนัFนมีการใชน้ํF าตาลทาํให้ความเขม้ขน้ของนํF าตาลรีดวซ์ลดลง  ในปีเดียวกนั  
Shibata et al. (2007) รายงานว่า  อะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย  3 สายพนัธ์ุคือ   
Enterococcus  faecium No. 78, Lactobacillus amylovorus JCM 1126 และ L. manihotivorans 
JCM 12514. ในการผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้งสาคู  และพบวา่  L. amylovorus JCM 1126  
และ L. manihotivorans JCM 12514 สามารถใชแ้ป้งมีปริมาณลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วงแรกของ
การเจริญ  จึงมีผลทาํให้ความเขม้ขน้ของนํF าตาลรีดิวซ์เพิ-มขึFน  ในขณะที-  E. faecium No. 78 ใช้
แป้งลดลงเล็กนอ้ย   สามารถผลิตกรดแลคติกและกรดอะซิติกไดค้วามเขม้ขน้สูง    ซึ- งการที-พบ
นํF าตาลรีดิวซ์ความเขม้ขน้สูงอาจเป็นผลมาจากมีกิจกรรมของเอนไซมอ์ะไมเลสสูง  ซึ- งส่งผลทาํ
ใหไ้ดก้รดแลคติกสูงขึFนดว้ย    แบคทีเรีย  E. faecium No. 78  ผลิตกรดแลคติกชนิดแอล-แลคติก
ไดผ้ลผลิตสูงสุดถึง 98.6  เปอร์เซ็นต ์ซึ- งสูงกวา่สายพนัธ์ุอื-น ๆ และสายพนัธ์ุนีF มีศกัยภาพในการ
ผลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้ง  และยงัมีรายงานของ  Wee et al. (2008)  ผลิตแอล-แลคติก จา
โดยใชแ้บคทีเรีย  Enterococcus faecalis RKY1 โดยใชแ้ป้งขา้วโพด แป้งสาคู แป้งมนัสําปะหลงั  
มนัฝรั-ง แป้งสาลี  และนํF าแช่ขา้วโพด โดยใช้แป้งความเขม้ขน้ต่าง ๆ คือ 50, 75, 100 และ 125 
กรัมต่อลิตร พบวา่ ไดผ้ลผลิต (yield) ของกรดแลคติกจากแป้งแต่ละชนิดสูงกวา่  95 เปอร์เซ็นต ์
ไดค้วามเขม้ขน้ของกรดแลคติกสูงถึง 129.9 กรัมต่อลิตร และไดผ้ลผลิตเท่ากบั 1.04 กรัมต่อลิตร
และผลิตไดเ้ร็วกวา่ 84 ชั-วโมง เมื-อใชแ้ป้งขา้วโพดเป็นวตัถุดิบ และยงัพบวา่  มีความสามารถใน
การหมกัมนัสําปะหลงัได้สมบูรณ์โดยใช้ระยะเวลาสัF นกว่าแป้งชนิดอื-น  ซึ- งการเติมยีสต์เอ็ก
แทรกซ์ลงไปในอาหารเลีF ยงเชืFอปริมาณเล็กนอ้ย   พบวา่   มีผลเสริมการเจริญและการหมกักรด
แลคติกได ้

นอกจากนีF   Narvhus et al. (1998) รายงานการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนัฝรั-งของ
แบคทีเรีย  Lactococcus lactis  พบวา่ แบคทีเรียสามารถผลิตกรด แลคติกไดสู้งสุด 5.5 กรัมต่อ
ลิตร จากการใชแ้ป้งมนัฝรั-ง 18 กรัมต่อลิตร เมื-อใชร้ะยะเวลาในการหมกั 144 ชั-วโมง (6 วนั)   
ต่อมา Coelhol et al. (2010) ปรับปรุงการผลิตแอล-แลคติก จากนํF าเสียแป้งมนัสําปะหลงัโดย 
Lactobacillus rhamnosus B103 พบวา่ เมื-อใชน้ํF าทิFงจากแป้งมนัสําปะหลงัที-มีนํF าตาลรีดิวซ์ 50  
กรัมต่อลิตร ที-เติม Tween 80 และนํFาแช่ขา้วโพด 1.27 มิลลิลิตรต่อลิตร สามารถผลิตกรดแลคติก
ได ้41.65 กรัมต่อลิตร  หลงัจากระยะเวลา 48 ชั-วโมง  ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกสูงสุดเมื-อ
ผลิตในถงัหมกัระยะเวลา 36 ชั-วโมง  ได้เท่ากับ 39 กรัมต่อลิตร  เมื-อใช้อาหารเลีF ยงเชืFอชนิด
เดียวกนั  และ  Hipolito et al. (2012)  ผลิตกรดแลคติกโดยใช ้ Enterococcus faecium ที-แยกได้
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จาก puto ซึ- งเป็นขา้วหมกัของฟิลิปปินส์เพื-อใช้ในการย่อยแป้งสาคู พบว่า ผลิตกรดแลคติกได ้
36.3 กรัมต่อลิตร   และในปีเดียวกนั  Fitriani and Kokugan (2012)  ผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนั
สาํปะหลงั  โดยเชืFอ Streptococcus bovis  พบวา่ ผลิตได ้ 15.7 กรัมต่อลิตร  นอกจากนีF   Quintero 
et al. (2012) ผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนัสําปะหลงัโดยอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรีย
ไดสู้งสุดเท่ากบั 24.3 กรัมต่อลิตร  ที-ระยะเวลา 120 ชั-วโมง    

ในการทดลองนีF   แบคทีเรีย Enterococcus durans NMPY1M สามารถผลิตกรดแลคติก
ไดป้ริมาณไม่สูงมากนกั อาจเป็นผลมาจากสภาวะในการเพาะเลีFยงเชืFอเพื-อการผลิตกรดแลคติก
ในการทดลองนีFยงัไม่ใช่สภาวะที-เหมาะสม หรืออาจเนื-องมาจากการใชเ้ชืFอเริ-มตน้นอ้ยเกินไป 
ดงันัFน  จึงควรจะหาสภาวะที-เหมาะสม   เช่น   อุณหภูมิ   ค่าความเป็นกรด-ด่าง  ความเขม้ขน้ของ
สารอาหาร และปริมาณเชืFอเริ-มตน้ ที-อาจมีผลทาํใหเ้ชืFอนีFสามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งขึFนได ้  
นอกจากนีF    ซึ- ง อรวรรณ (2544)  รายงานการผลิตกรดแลคติกจากกากมนัสาํปะหลงัโดย 
Lactococcus sp. พบวา่  สภาวะที-เหมาะสมคือค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.0 ที-อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส  ปริมาณสารอาหารที-เหมาะสมคือใชย้สีตเ์อก็แทรกซ์และยเูรีย 0.5 และ 0.2 
เปอร์เซ็นต ์  ตามลาํดบั  และ Ohkouchi et al. (2006) ไดผ้ลิตกรดแลคติกโดยตรงจากแป้ง และ
อาหารเสียโดย  Lactobacillus  manihotivorans LMG18011  มีปัจจยัที-มีผลต่อการผลิตกรดแลค- 
ติกคือ     ค่าความเป็นกรด-ด่าง เริ-มตน้      ซึ- งมีอิทธิพลต่อการผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสเพื-อการยอ่ย
แป้งใหมี้โมเลกุลที-เล็กลง ค่าความเป็นกรด-ด่าง และความเขม้ขน้ของแมงกานีสในอาหารมีผล
ต่ออตัราการผลิต และผลผลิตของกรดแลคติก สาํหรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เริ-มตน้ที-เหมาะสม
คือ 5.0 – 5.5 และค่าความเป็นกรด-ด่าง สาํหรับการหมกัแป้งโดยตรงเท่ากบั 5.0  การหมกัอาหาร
เสียโดยใชเ้ชืFอ Lactobacillus  manihotivorans LMG18011 ใหผ้ลผลิตกรดแลคติก 19.5 กรัมต่อ
ลิตร และแมงกานีสมีผลส่งเสริมการหมกักรดแลคติกโดยตรง ซึ- ง  พรหมปพร และคณะ (2553) 
รายงานการศึกษาสภาวะที-เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกจากนํFายอ่ยแป้งดว้ยจุลินทรีย ์ 2 สาย
พนัธ์ุ คือ Enterococcus faecalis TISTR 379 ที-สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด แอล-แลคติก และ 
Leuconostoc mesenteroides TISTR 053 ที-สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด ดี-แลคติก   โดยแปรผนั
ปริมาณของแขง็ที-ละลายไดท้ัFงหมดและแหล่งไนโตรเจน ทาํการหมกัแบบกะในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร ปริมาตรทาํงาน 3 ลิตร ควบคุมอุณหภูมิที- 37 องศาเซลเซียส อตัราการกวน 150 รอบต่อนาที 
และความเป็นกรดด่าง เท่ากบั 6.0 พบวา่  สภาวะที-เหมาะสมในการผลิตกรดแลคติกจากนํFายอ่ย
แป้งโดย E. faecalis คือที-ปริมาณของแขง็ที-ละลายไดท้ัFงหมด 10 องศาบริกซ์ โดยใชเ้ปปโทน
เป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถผลิตกรดแลคติกได ้83.05 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลไดแ้ละอตัราการ
ผลิต เท่ากบั 1.24 และ 1.76 กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง ตามลาํดบั จากการศึกษายงัพบวา่สภาวะที-
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เหมาะสม ในการผลิตกรดแลคติกจากนํFายอ่ยแป้งโดย Leu. mesenteroides คือที-ปริมาณของแขง็
ที-ละลายไดท้ัFงหมด 10 องศาบริกซ์ โดยใชแ้อมโมเนียมคลอไรดเ์ป็นแหล่งไนโตรเจน สามารถ
ผลิตกรดแลคติกได ้ 22.07 กรัมต่อลิตร คิดเป็นผลไดแ้ละอตัราการผลิต เท่ากบั 0.72 และ 0.92 
กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง ตามลาํดบั  นอกจากนีF  Lu et al. (2010) รายงานการผลิตกรดแลคติกจาก
แป้งเมื-อใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ คือ ขา้วโอ๊ต   มนัสาํปะหลงั ขา้วโพด และ กลูโคส  เป็น
แหล่งคาร์บอนสาํหรับการผลิตกรดแลคติกโดย Lactobacillus rhamnosus HG 09 พบวา่ เมื-อ
อตัราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนสามารถเพิ-มประสิทธิภาพในการผลิตกรดแลคติก  และใชน้ํFา
ลูกพลบัแทน ยสีตส์กดั และใชรํ้าขา้วสาลีที-ไฮโดรไลซ์ใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนไดผ้ลผลิตกรดแล
คติก ถึง 45.78 กรัมต่อ 100 กรัม พบวา่ เมื-อใชแ้ป้งขา้วโอ๊ตที-ไฮโดรไลซ์ เป็นแหล่งคาร์บอน
สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุด  
5. ผลการจําแนกชนิดของแบคทเีรีย 

5.1 การศึกษาลกัษณะการเจริญบนอาหารแข็ง (cultural characteristic) ลกัษณะทาง
สัณฐานวิทยา (morphological characteristic) และลักษณะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี 
(physiological and biochemical characteristics) 

จากการศึกษาลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรีย NMPY1M บนอาหารแขง็ MRS มาตรฐาน  
พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M มีโคโลนีสีขาวขุ่น กลม ขอบเรียบ ผวิหนา้มนัวาว การยกตวัของ
โคโลนีนูนเล็กนอ้ย  มีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลางโคโลนี 3 มิลลิเมตร   การศึกษาลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยาของแบคทีเรีย NMPY1M ใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิดเลนส์ประกอบ  กาํลงัขยาย  1,000 เท่า 
พบวา่   บคทีเรีย NMPY1M  เป็นแบคทีเรียแกรมบวก  มีรูปร่างกลม  เซลลอ์ยูเ่ป็นคู่ (diplococci)  
และ Morlon-Guyot et al. (1998)  พบวา่  Lactobacillus ที-แยกไดร้ะหวา่งการหมกัแป้งมนั
สาํปะหลงัเปรีF ยว เป็นแบคแบคทีเรียรูปร่างท่อน  แกรมบวก ไม่สร้างเอนไซมค์ะตะเลส ไม่สร้าง
สปอร์  และไม่เคลื-อนที-  สามารถผลิตกรดแลคติกชนิด แอล-แลคติก และเป็นพวก 
homofermentative ค่าความเป็นกรด-ด่าง ที-เหมาะสมในการเจริญเท่ากบั 6.0 และสามารถเจริญ
ไดที้-อุณหภูมิ 15 และ 45 องศาเซลเซียส และเมื-อจาํแนกชนิดโดย 16s rRNA พบวา่  เป็นสาย
พนัธ์ุใหม่ คือ Lactobacillus manihotivorans   

ในการทดลองนีF    เมื-อนาํแบคทีเรีย NMPY1M มาทดสอบการผลิตเอนไซมค์ะตะเลส
โดยหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดค์วามเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์ พบวา่  ให้ผลเป็นลบ 
แสดงวา่ แบคทีเรีย NMPY1M ไม่สามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลส และเมื-อทดสอบการใชแ้หล่ง
คาร์บอนชนิดต่าง ๆ 10 ชนิด คือ glucose, sucrose, galactose, fructose, mannitol, maltose, 
xylitol, lactose, arabinose, glycerol พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M สามารถใชแ้หล่งคาร์บอนที-เป็น 
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glucose, sucrose, galactose, fructose, mannitol, maltose, lactose แต่ไม่สามารถใชแ้หล่ง
คาร์บอนจาก arabinose, glycerol และ xylitol ได ้ในการทดลองนีF  พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M มี
การใชน้ํFาตาลแลว้ผลิตกรดแต่ไม่สร้างก๊า ซึ- งแสดงวา่แบคทีเรียนีF เป็นพวกที-สร้างผลผลิตเป็นกรด
เป็นส่วนใหญ่ ซึ- ง อจัฉรา (2550)  กล่าววา่   แบคทีเรียที-สามารถผลิตกรดอยา่งเดียว    แต่ไม่ผลิต
ก๊าซและผลพลอยไดอื้-น ๆ จดัเป็นพวก homofermetative แต่หากแบคทีเรียใดใชน้ํFาตาลแลว้ ผลิต
ไดท้ัFงกรดและผลิตก๊าซและผลพลอยไดอื้-น ๆ ร่วมอีกหลายชนิด จดัเป็นพวก heterofermentative 
และ Yun et al. (2003)  ทดสอบความสามารถในการใชค้าร์โบไฮเดรทชนิดต่าง ๆ ของแบคทีเรีย 
Enterococcus faecium RKY1 พบวา่  เชืFอนีFสามารถใชน้ํF าตาลไซโลส  กลีเซอรอล  หางนํFานม 
และแป้ง แต่เมื-อใชอ้าหารเลีFยงเชืFอที-ประกอบ ดว้ยนํFาตาลกลูโคส  ฟรุคโตส  และมอลโตส  
พบวา่ สามารถผลิตกรดแลคติกไดผ้ลผลิตสูงเท่ากบั 5.2, 6.0 และ 0.96 กรัมต่อกรัมของแหล่ง
คาร์บอน และเชืFอนีF มีความสามารถในการผลิตกรดแลคติกชนิดแอล-แลคติกที-มีความบริสุทธิv สูง
ถึง 99 เปอร์เซ็นต ์  ซึ- งสายพนัธ์ุนีFผลิตกรดแลคติกโดยวถีิ homofermentative คือผลิตกรดแลคติ
กชนิดเดียวเป็นส่วนใหญ่ ซึ- ง Hwanhlem et al. (2011) แยกแบคทีเรียกรดแลคติก จากปลาส้ม ได้
จาํนวน 138 ไอโซเลท พบวา่ เป็นแบคทีเรียกรดแลคติก 133 ไอโซเลท ซึ- งเป็นแบคทีเรียแกรม
บวก มีรูปร่างกลม ท่อนสัFน และรูปร่างท่อนจาํนวน 23, 75 และ 33 ไอโซเลท ตามลาํดบั และ
พบวา่ Streptococcus salivarius และ Enterococcus faecalis สามารถผลิตสารยบัย ัFงเชืFอก่อโรคได ้  

ลกัษณะทั-วไปของแบคทีเรียกรดแลคติกคือ เป็นกลุ่มแบคทีเรียแกรมบวกซึ-งไม่สร้าง
สปอร์  ขาดเอนไซมค์ะตะเลส ขาดไซโตโครม  ทนต่อสภาวะมีอากาศ (aerotolerant) ทนต่อ
ความเป็นกรด  ตอ้งการสารอาหารสูงในการเจริญ  และผลิตกรดแลคติกเป็นผลิตภนัฑห์ลกัจาก
การหมกันํFาตาล   อยา่งไรก็ตาม  แบคทีเรียกลุ่มนีF   บางชนิดสามารถผลิตเอนไซมค์ะตะเลสเทียม 
(pseudocatalase) ซึ- งขาดกลุ่มพอร์ไฟริน (porphyrin group) และในสภาวะจาํกดัสารอาหารกลุ่ม 
Streptococci เช่น Streptococcus bovis  มีการผลิตกรดแลคติกเพียงเล็กนอ้ยเท่านัFน (Axelsson, 
1998)  ซึ- ง Shibata et al. (2007)  ศึกษาคุณลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมีของแบคทีเรีย เมื-อ
ทดสอบการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ โดยใชชุ้ดทดสอบ API 50 CHL ของแบคทีเรีย No. 78 
เปรียบเทียบกบั Enterococcus faecium และ  Enterococus durans แสดงในตารางที- 12 
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ตารางที� 12 การใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ ของแบคทีเรีย No. 78, Enterococcus faecium และ  
Enterococus durans เมื-อทดสอบโดยใชชุ้ดทดสอบ  API 50 CHL  (Shibata et al., 2007) 
 

แหล่งคาร์บอน No. 
78 

E. 

faecium 
E. 

durans แหล่งคาร์บอน No. 
78 

E. 

faecium 
E. 

durans 
Glycerol − d − Inulin − − − 
Erithritol − − − Melezitose − − − 
D-Arabinose − ND ND D-Raffinose + d − 
L-Arabinose + + − Amidon/starch + d d 
Ribose + + − Glycogen + − − 
D-Xylose − d − Xylitol − − − 
L-Xylose − − − α-Gentibiose + ND ND 
Adonitol − − − D-Turanse − − − 
α-Methyl-
xyloside − − − D-Lyxose − − − 

Galactose + + + D-Tagatose − − − 
D-Glucose + + + D-Fucose − − − 
D-Fructose + + − L-Fucose − − − 
D-Mannose + + + D-Arabitol − − − 
L-Sorbose − − − L-Arabitol − − − 
Rhamnose − − − Esculine + ND ND 
Dulcitol − − − Salicine + + + 
Inositol − ND ND Cellobiose + + + 
Mannitol + + − Maltose + + + 
Sorbitol − − − Lactose + + + 
-Methyl-D-
mannoside − ND ND Melobiose + (+) + 

N-Acetyl-
glucosamine + + + 

 
Amygdalin − + + 
Arbutine + + + 
Saccharose + + d 
Trehalose + + + 

 
(+) ผลบวก; (-) ผลลบ; ND: ไม่มีขอ้มูล; (d) 75 to 89% ใหผ้ลบวก 
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Gilmore and  Michael (2002)  พบวา่   Enterococci เป็น แกรมบวก รูปร่างกลม ที-อยู่
รอดไดใ้นธรรมชาติ สามารถพบไดใ้น ดินนํFา   และพืช บางสายพนัธ์ุ นาํไปใช ้ในการผลิตอาหาร 
หรือบางชนิดเป็นสาเหตุของการติดเชืFอของมนุษยแ์ละ สัตว ์ เช่น พวกที-อาศยัอยูใ่น  ระบบ
ทางเดินอาหาร และ อวยัวะเพศของมนุษย ์  Enterococci สามารถเจริญเติบโตได ้   ในช่วง 
อุณหภูมิ 10-42 องศาเซลเซียส  และในสภาวะที-มีค่าความเป็นกรด-ด่างกวา้ง  บางชนิดเคลื-อนที-
ได ้ มีมากกกวา่ 15 สปีชีส์  ในจีนสั Enterococcus  ที-เป็นเชืFอที-แยกไดจ้ากตวัอยา่งทางการแพทย ์
เช่น  E. faecalis  โดยทั-วไป Enterococci  จะเรียงตวัเป็นสายโซ่ สัFน หรือ อยูเ่ป็นคู่   หรือหรืออาจ
พบรูปร่างยาว หรือท่อนสัFน Enterococci ไม่ผลิตเอนไซมค์ะตะเลส  ไม่ใชอ้อกซิเจน สามารถ 
เจริญไดใ้น 6.5% NaCl สามารถยอ่ยสลาย esculin ในที-มีเกลือนํFาดี  40%   

Law-Brown and Meyers (2003)  ศึกษาคุณลกัษณะของแบคทีเรียที-แยกไดจ้าก 
Phoeniculus purpureus โดยจาํแนกสายพนัธ์ุ JLB-1 (T) พบวา่  เป็นแบคทีเรียพวก facultatively 
anaerobic, รูปร่างกลม  แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์  ไม่เคลื-อนที-  ไม่ผลิตเอนไซมค์ะตะเลส  และ
ทาํการทดสอบลกัษณะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี  ระบุวา่เป็นพวก homofermentative จดัอยูใ่น
กลุ่มแบคทีเรียแลคติก Enterococcus หรือ Streptococcus เมื-อเปรียบเทียบลาํดบัเบสใน 16S 
rRNA ในฐานขอ้มูลของ GenBank พบวา่  มีความใกลเ้คียงกบัแบคทีเรีย Enterococcus faecium, 

Enterococcus avium และ Enterococcus asini ซึ- งสายพนัธ์ุ JLB-1 (T) ไม่ผลิตกรดจากนํFาตาล
แลคโตส, D-mannitol, D (+)-melezitose หรือ D-sorbitol นอกจากนีF   ยงัไม่สามารถยอ่ยอาร์จินีน 
(arginine) หรือ ฮิพพเูรท (hippurate)  และไม่สามารถเจริญไดใ้นที-มีเกลือโซเดียมคลอไรด ์ 40 
เปอร์เซ็นต ์และที-มีนํFาดี (bile) 6.5 เปอร์เซ็นต ์ซึ- งมีลกัษณะแตกต่างจากพวก  streptococci คือไม่
สลายเมด็เลือดแดง สายพนัธ์ุ JLB-1 (T) เป็นสมาชิกใหม่ของ enterococci ชื-อวา่ Enterococcus 

phoeniculicola    
Abdel-Rahman et al. (2013) ปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตกรดแลคติกโดยการหมกัที-

แตกต่างกนัจากแบคทีเรีย Enterococcus mundtii QU 25 ซึ- งเป็นแบคทีเรียแลคติกทนร้อนและ  
เป็นพวก homofermentative  หมกันํFาตาลกลูโคสไดก้รดแลคติกชนิดแอล-แลคติก  ไดค้วาม
เขม้ขน้ของกรดแลคติกสูงในสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 7.0 ที-อุณหภูมิ 43 องศา
เซลเซียส  ในการหมกัที-มีนํFาตาลกลูโคสเริ-มตน้เท่ากบั 100 กรัมต่อลิตร  ไดเ้ซลลสู์งถึง  82.4 กรัม
ต่อลิตร ของผลผลิตกรดแลคติก 0.858 กรัมต่อกรัมกลูโคส และไดผ้ลผลิตต่อเวลา เท่ากบั   2.0 
กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง  เมื-อเปรียบเทียบการหมกัแบบ fed batch และมีการนาํเซลลก์ลบัมาใชใ้หม่  
พบวา่  ไดผ้ลผลิตกรดแลคติก เพิ-มขึFนเป็น 5.5 เท่าสูงกวา่การหมกัแบบ batch ระยะเวลา 6 ชั-วโมง 
และไดก้รดแลคติกสูงถึง 132 กรัมต่อลิตร และไดผ้ลผลิตกรดแลคติก  0.853 กรัมต่อกรัมกลูโคส  
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และไดผ้ลผลิตผลิตต่อเวลา  6.99 กรัมต่อลิตรต่อชั-วโมง  ซึ- งมีศกัยภาพในการผลิตกรดแลคติก
โดยใชส้ารตัFงตน้ที-ระดบัความเขม้ขน้สูงซึ- งไม่ตอ้งผา่นการฆ่าเชืFอสารตัFงตน้   

ALAB ผลิตเอนไซมอ์ะมยัเลสที-ใชใ้นกระบวนการยอ่ยและหมกักรดแลคติกจากแป้งใน
ขัFนตอนเดียว (Reddy et al., 2008) ALAB สามารถนาํไปใชใ้นการผลิตเชิงพาณิชยข์องกรดแลค-
ติกจากวสัดุที-เป็นแป้ง และในการลดความหนืดของอาหารเสริมสาํหรับทารกที-มีแป้งเป็นส่วน-
ประกอบ  (John et al., 2009; Nguyen, 2007; Songré-Ouattara, 2010) ซึ- งความหลากหลายของ 
ALAB ที-แยกและมีการประยกุตใ์ชป้ระโยชน์กนัมาก ไดแ้ก่ แบคทีเรียในกลุ่ม Lactobacillus  

Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus และ Streptococcus (John et al., 2009, 
Reddy et al., 2008)  ซึ- ง  Lactobacillus plantarum A6 (LMG 18053) ที-แยกไดจ้ากมนัสาํปะหลงั
ไดมี้การศึกษากนัอยา่งกวา้งขวางและประยกุตใ์ชใ้นการผลิตอาหารได ้ (Giraud  et al., 1991, 
Nguyen  et al., 2007, Songré-Ouattara, 2010) 

ซึ- งจากผลการทดลองนีF   พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M มีการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่าง ๆ 
เหมือนกบั Enterococcus durans  ผูท้ดลองจึงนาํแบคทีเรียดงักล่าวไปจาํแนกชนิดโดยการหา
ลาํดบัเบสของ 16s rRNA ต่อไป 

 
5.2. ผลการจาํแนกแบคทีเรียโดยการหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของยนี 16S rRNA 

 จากการจาํแนกแบคทีเรีย NMPY1M โดยหาลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของ 16S 
rRNA แลว้นาํลาํดบัเบสไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank โดยใช้โปรแกรม BLAST ของ 
National Center for Biotechnology Information ในเวบ็ไซต ์ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov จาก
การทดลองนีF   พบวา่ เมื-อเปรียบเทียบลาํดบัเบสของ  แบคทีเรีย NMPY1M  ใน GenBank ไดผ้ล
การเปรียบเทียบ ซึ- งมี Accession number ที-ระบุวา่เป็นแบคทีเรีย Enterococcus durans มีความ
เหมือนเท่ากบั 100%  และ Shibata et al. (2007) ไดจ้าํแนกชนิดของเชืFอโดยวิธีการทดสอบทาง
สรีรวิทยาและชีวเคมีและ หาลาํดบัเบส 16S rDNA พบวา่ เป็น Enterococcus faecium  No.78  
และเชืFอนีFผลิตกรดแลคติกจากแป้งสาคูไดผ้ลผลิตของกรดแลคติกสูงสุดเท่ากบั 3.04 กรัมต่อลิตร
ต่อชั-วโมง  ซึ- ง Wang et al. 2006 แยกอะมยัโลไลติกแลคติกแอซิดแบคทีเรียไดจ้ากของเหลือทิFง
ในครัวเรือน พบวา่ ไดจ้าํนวน 6 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุ  FH164 สามารถผลิตกรดแลคติกไดจ้าก
แป้งไดอ้ตัราเร็วที-สุด คือไดก้รดแลคติกเท่ากบั  32.67 กรัมต่อลิตร  โดยผลิตไดจ้ากแป้งที-ละลาย
นํF าได ้40.50 กรัมต่อลิตร ในอาหารที-มีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 5.5-6.0 ที-เวลา 48 ชั-วโมง  
เมื-อจาํแนกชนิดของเชืFอโดยใช ้16S rDNA พบวา่ เป็น  Streptococcus sp. และพบวา่สายพนัธ์ุนีF
สามารถผลิตกรดแลคติกได ้28.23 กรัมต่อลิตร เมื-อเพาะเลีFยงเชืFอในของเหลือทิFงจากครัวเรือนที-
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ไม่ไดผ้่านการฆ่าเชืFอ  ซึ- งไดผ้ลผลิตสูงกว่าชุดควบคุมถึง 19.2 เปอร์เซ็นต์  ต่อมา  Phonyiam 
(2008) แยก ALAB จากปลาส้มซึ- งเป็นผลิตภณัฑ์ปลาหมกัของไทย และจาํแนกชนิดของ
แบคทีเรียเป็นสกุล Streptococcus sp. จาํนวน 87 เปอร์เซ็นต ์และสกุล Lactobacillus sp. จาํนวน 
12.5 เปอร์เซ็นต ์  ต่อมา Oupathumpanont et al. (2009) คดัเลือกแบคทีเรียแลคติกจากแป้ง
ขนมจีน   พบว่า   เป็นแบคทีเรียแกรมบวก 287 ไอโซเลท  และไม่ผลิตเอนไซม์คะตะเลส และ
แยกออกเป็น 4 กลุ่ม โดยดูจากความสามารถในการผลิตก๊าซ  และสัณฐานวิทยาของเซลล์  พบวา่ 
ไอโซเลท P1 และ P39 สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งเท่ากบั 9.1 และ 8.6 กรัมต่อลิตร ตามลาํดบั  
และจาํแนกชนิดของแบคทีเรียโดยใช้ชุดทดสอบ พบว่า ทัFง 2 ไอโซเลท  เป็น Lactobacillus 

plantarum  และมีรายงานการผลิตกรดแลคติกจาก Lactobacilus plantarum  โดยใชว้ตัถุดิบเป็น
แป้งจากขา้วฟ่างหวานที-ยอ่ยแลว้และรําขา้วสาลี  พบวา่ ไดผ้ลผลิตกรดแลคติกเท่ากบั 92.5 และ 
50  เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (Asady, 2012)   

Hagedorn et al. (2013) ศึกษาการปนเปืF อนของแบคทีเรีย Enterococcus  sp. ในตวัอยา่ง
อุจจาระบริเวณชายหาดตามที-สาธารณะ แยกไดจ้าํนวน 1279 ไอโซเลท จากจาํนวนตวัอยา่ง  17 
ตวัอย่าง  โดยตวัอยา่งที-แยกจากแหล่งต่าง ๆ เช่น ระบบบาํบดันํF าเสีย นํF าทะเลบริเวณชายหาดที-
แตกต่างกนั  7  บริเวณ และนํF าจืดไหลบ่ามาจากระบบ      ซึ- งจากการจาํแนกชนิด    พบวา่  เป็น 
Enterococcus  faecalis และ E. faecium  ที-มาจากอุจจาระของมนุษย ์และเป็นชนิดที-โดดเด่นใน
นํFาเสีย  และยงัพบวา่ มี E. casseliflavus  และ E. mundtii อีกดว้ย  ซึ- งการตรวจดงักล่าว ใชใ้นการ
ประเมินคุณภาพดา้นสุขอนามยัของชายหาดโดยดูจากการตวับ่งชีFวา่มีการปนเปืF อนของอุจจาระ 
 



สรุปผลการวจัิย 

 

การแยกแบคทีเรียจากตวัอยา่งต่าง ๆ โดยการเพาะเลี�ยงเชื�อบนอาหารแขง็ De Man, 
Rogosa and Sharpe (MRS) สูตรมาตรฐาน ที5เติม soluble starch 1 เปอร์เซ็นต ์โดยมี bromocresol 
purple เป็นอินดิเคเตอร์ โดยวธีิ pour plate technique บ่มที5อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ระยะเวลา 
24-48 ชั5วโมง  พบวา่ ไดแ้บคทีเรียจากแหล่งต่าง ๆ คือ  แป้งหมกั อาหารหมกั  เศษอาหาร  นํ�าเสีย  
ดิน  ไดจ้าํนวน  21, 94 , 9, 16, 22  ไอโซเลท ตามลาํดบั   รวมแบคทีเรียที5แยกไดใ้นการทดลองนี�   
จาํนวน 162 ไอโซเลท   

การคดัเลือกขั�นต้นโดยการทดสอบความสามารถในการผลิตกรดและย่อยแป้งของ
แบคทีเรียทั�งหมดจาํนวน 473 สายพนัธ์ุ   บนอาหารแข็ง MRS สูตรดดัแปลง  1  ที5เติม  soluble 
starch 1 เปอร์เซ็นต ์  โดยมี bromocresol purple  เป็นอินดิเคเตอร์  ดว้ยวิธี point inoculation ที5
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชั5วโมง  พบว่า มีแบคทีเรียจาํนวน 11 ไอโซเลท  คือ  
NMPY1M, NMCR1N, NP-1, ON-4, SF-2, SF-5, SF-6, SW-1, SW-6 และ TISTR 450  สามารถ
ผลิตกรดและยอ่ยแป้ง  ยกเวน้ TISTR 450 ที5สามารถผลิตกรดไดแ้ต่ไม่สามารถยอ่ยแป้งได ้    

      การทดสอบการผลิตกรดแลคติกจากแป้งในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที5 
เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 เปอร์เซ็นต ์ ของแบคทีเรียที5คดัเลือกไดใ้นขั�นตน้จาํนวน  11 ไอโซเลท 
พบวา่ แบคทีเรีย NMPY1M สามารถผลิตกรดแลคติกไดสู้งสุดเท่ากบั 3.85 กรัมต่อลิตร  

การศึกษาการเจริญและการผลิตกรดแลคติกจากแป้งมนัสําปะหลงัที5ระยะเวลาต่าง ๆ 
ของแบคทีเรีย NMPY1M ในอาหารเหลว MRS สูตรดดัแปลง 1 ที5เติมแป้งมนัสําปะหลงั 1 
เปอร์เซ็นต ์ ที5อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  พบว่า  แบคทีเรีย NMPY1M มีการผลิตกรดแลคติก
สัมพนัธ์กับการเจริญ   โดยสามารถผลิตกรดแลคติกได้สูงสุดเท่ากับ  4.3 กรัมต่อลิตร ที5
ระยะเวลา 24 ชั5วโมง  

การจาํแนกแบคทีเรียโดยศึกษาการเจริญบนอาหารเลี�ยงเชื�อ ลกัษณะทางสรีรวิทยาและ
ชีวเคมี และการหาลาํดบัเบสในส่วนของ 16S rRNA พบว่า แบคทีเรีย NMPY1M มีความ
เหมือนกบั Enterococcus durans  เท่ากบั 100 เปอร์เซ็นต ์
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ภาคผนวก ก  

การเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 

อาหารแข็ง De Man, Rogaso and Sharpe  ( MRS )  agar สูตรมาตรฐาน     

 

                       Dextrose                                                20.00   กรัมต่อลิตร                                                                                           
  Meat peptone                                        10.00    กรัมต่อลิตร                                                                                         
  Beef extract                                          10.00    กรัมต่อลิตร                                                                                     
  Yeast extract                                         5.00     กรัมต่อลิตร                                                                                   
  Sodium acetate                                     5.00      กรัมต่อลิตร                                                                         
  Disodium phosphate                             2.00      กรัมต่อลิตร                                                                                
  Ammonium citrate                                2.00   กรัมต่อลิตร                                                                                                 
  Tween® 80                                            1.00      กรัมต่อลิตร                                                                        
  Magnesium sulfate                                0.10    กรัมต่อลิตร                                                                       
  Manganese sulfate                                 0.05     กรัมต่อลิตร            
  Agar                15     กรัมต่อลิตร 
  นํ.ากลั0น                         1,000    มิลลิลิตร                                                                 

ชั0งอาหาร MRS สําเร็จรูป 55 กรัมต่อลิตร ละลายในนํ. ากลั0นและผสมให้เขา้กนั แลว้เติมวุน้
สาํหรับเตรียมอาหารแขง็  ส่วนอาหารเหลวส่วนประกอบเหมือนกนัแต่ไม่ตอ้งเติมวุน้   นาํไปนึ0งฆ่า
เชื.อที0อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ.ว เป็นระยะเวลา        15 นาที 
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อาหาร  De Man, Rogaso and Sharpe (MRS)  สูตรดัดแปลง 1  
Peptone                                                             10.00  กรัมต่อลิตร                                                                        
Beef extract                                                      10.00  กรัมต่อลิตร                                                                                  
Yeast extract                                                     5.00  กรัมต่อลิตร                                                                                 
Sodium acetate                                                 5.00   กรัมต่อลิตร                                                                      
Tri-sodium phosphate                                       2.00  กรัมต่อลิตร                                                                             
Di-ammonium hydrogen citrate                        2.00  กรัมต่อลิตร                                                     
Tween® 80                                                         1.00  กรัมต่อลิตร                                                                      
Magnesium sulphate 7 hydrate                         0.10  กรัมต่อลิตร                                                                     
Manganese sulphate monohydrate                    0.05  กรัมต่อลิตร      
แป้งมนัสาํปะหลงั   10     กรัมต่อลิตร 

                           Distilled water                                                   1,000   มิลลิลิตร                   
ชั0งสารต่าง ๆ ตามที0ปริมาณกาํหนดไว ้ละลายในนํ. ากลั0น ผสมให้เป็นเนื.อเดียวกนั นาํไปนึ0ง

ฆ่าเชื.อที0อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิ.ว เป็นระยะเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก  ข 

 การเตรียมสารเคมี  

 สารละลาย 0.85% NaCl (Sodium chloride) 

 NaCl                                                      0.85    กรัม         
 Distilled water                                       100     มิลลิลิตร 
 นาํส่วนผสมทั.งสองละลายใหเ้ขา้กนั 
สารละลาย 0.1 M  NaOH (Sodium hydroxide)  

  Sodium hydroxide                                  4         กรัม                                                                                         
Distilled water                                        1,000   มิลลิลิตร          

  นาํส่วนผสมทั.งสองละลายใหเ้ขา้กนั                                                                                                     

 สารละลาย 1%Phenolphthalein 

  Phenolphthalein                                      1          กรัม     
  Alcohol                                                   100      มิลลิลิตร   
  นาํส่วนผสมทั.งสองละลายใหเ้ขา้กนั         
 สารละลาย DNS 

  DNS (3,5-dinitrosalicylic acid)           10        กรัม 
  NaOH (Sodium hydroxide)                     16        กรัม 
  Sodium potassium tartate                        300      กรัม   

Distilled water                                         1,000   มิลลิลิตร          
ชั0ง DNS (3,5-dinitrosalicy acid) 10 กรัม ละลายในนาํกลั0น 250 มิลลิลิตร เติม    
NaOH 16 กรัมที0ละลายในนํ. ากลั0น 200 มิลลิลิตร คนให้เขา้กนั นาํไปอุ่นในอ่างนํ. า
ร้อนจนกระทั0งสารละลายใส จากนั.นเติม Sodium potassium tartate ลงไปทีละ
นอ้ยจนครบ 300 กรัม ปรับปริมาตรสุดทา้ยให้ได ้1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไวใ้น
ขวดสีชาที0อุณหภูมิหอ้ง 
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 สารละลายมาตรฐานกลูโคส 1500 ไมโครกรัม/มิลลลิติร 
  Glucose                                                    0.15     กรัม  

Distilled water                                          100      มิลลิลิตร        
ละลาย Glucose ดว้ยนํ.ากลั0น จากนั.นทาํการปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร โดย
ใชข้วดปรับปริมาตรขนาด 100 มิลลิลิตร   

 สารละลาย 1% Barium chloride 

  Barium chloride                                         1          กรัม 
Distilled water                                           100      มิลลิลิตร        

  นาํส่วนผสมทั.งสองละลายใหเ้ขา้กนั 
 สารละลาย 1% Sulfuric acid 

  C1 แทนความเขม้ขน้ของ Sulfuric acid   คือ 98% 
  C2 แทนความเขม้ขน้ของ Sulfuric acid ที0ตอ้งการ  คือ 1% 
  V1 คือ ปริมาตรที0ตอ้งการหา 
  V2 คือ ปริมาตรของสารละลายที0ตอ้งการเตรียม คือ 100 มิลลิลิตร 
 วธีิคํานวณ 

 ตอ้งการเตรียมสารละลาย 1% sulfuric acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
  C1 × V1 = C2 × V2   
  98 × V1 = 1 × 100 
          V1 = 1.02 มิลลิลิตร 
  ดงันั.น ใช ้sulfuric acid 1.02 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยนํ.ากลั0นใหค้รบ 100 
มิลลิลิตร 

Crystal violet stain      
 Crystal violet                  0.5  กรัม  

Distilled water                                      100  มิลลิลิตร       
Decolorizer                                                                    
 95% Ethanol                                   250  มิลลิลิตร                                     
 Acetone                                           250  มิลลิลิตร           
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 Gram iodine solution                                                
  Iodine                                                    1.0 กรัม                                                                
  Potassium iodine                                   2.0 กรัม                                                                               
  Distilled water                                       300 มิลลิลิตร 

Safranin O solution                                                                                                                             

  Safranin O                                              2.5 กรัม                                                                    
  95 % Ethanol                                         100 มิลลิลิตร                                                                                      
  Distilled water                                       400 มิลลิลิตร 

 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน McFarland  
 
 ตารางทีQ 13 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน McFarland 

McFarland number 
1% Barium chloride 

(มิลลลิติร) 

1% sulfuric acid 

(มิลลลิติร) 

ปริมาณเซลล์โดยเฉลีQย 

(×106 /มิลลลิติร) 

0.5 0.05 9.95 150 
1 0.1 9.9 300 
2 0.2 9.8 600 
3 0.3 9.7 900 
4 0.4 9.6 1200 
5 0.5 9.5 1500 
6 0.6 9.4 1800 
7 0.7 9.3 2100 
8 0.8 9.2 2400 
9 0.9 9.1 2700 

10 1.0 9.0 3000 
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การเตรียม Acetate Buffer 

 

สารละลาย A : 0.2 M Acetic acid (11.55 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรใหค้รบ 1,000 มิลลิลิตร) 
สารละลาย B : 0.2 M Sodium acetate (27.20 กรัม เติมนํ.ากลั0น 1,000 มิลลิลิตร) 
 
ตารางทีQ 14 การเตรียม Acetate buffer  

pH สารละลาย A สารละลาย B 

3.6 46.3 3.7 
3.8 44.0 6.0 
4.0 41. 9.0 
4.2 36.8 13.2 
4.4 30.5 19.5 
4.6 25.5 24.5 
4.8 20.0 30.0 
5.0 14.8 35.2 
5.2 14.5 39.5 
5.4 8.8 41.2 
5.6 4.8 45.2 

 
หมายเหตุ เตรียมบฟัเฟอร์โดยการผสมสารละลาย A และ B ตามค่าความเป็น กรด-ด่าง ที0ตอ้งการ 
 

 

 

 

 

 

 

 



 88 

การเตรียม Phosphate buffer 

 

สารละลาย A : 0.05 M Sodium phosphate (7.80 กรัม เติมนํ.ากลั0น 1,000 มิลลิลิตร) 
สารละลาย B : 0.05 M Monobasic sodium phosphate (8.90 กรัม เติมนํ.ากลั0น 1,000 มิลลิลิตร) 
 
ตารางทีQ 15 การเตรียม Phosphate buffer 

pH สารละลาย A สารละลาย B 

5.8 4.00 46.00 
6.0 6.15 43.85 
6.2 9.25 40.75 
6.4 13.25 36.75 
6.6 18.75 31.25 
6.8 24.50 25.50 
7.0 30.50 19.50 
7.2 36.50 14.00 
7.4 40.50 9.50 
7.6 43.50 6.50 
7.8 45.75 4.25 
8.0 47.35 2.65 

 

หมายเหตุ เตรียมบฟัเฟอร์โดยการผสมสารละลาย A และ B ตามค่าความเป็น กรด-ด่าง ที0ตอ้งการ 
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ภาคผนวก ค 

การวเิคราะห์ 

 

วธีิการวเิคราะห์ Reducing sugar ด้วยวธีิ DNS (Miller,1959) 

1. ดูดสารละลายตวัอยา่ง ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดทดลอง                                   
2. เติมสารละลาย DNS 500 ไมโครลิตร นาํไปตม้ในนํ.าเดือด 15 นาที                                               
(ใชลู้กแกว้ปิดปากหลอด)                                                                           
3. ทิ.งไวใ้หเ้ยน็ จากนั.นเติมนํ. ากลั0น 4 มิลลิลิตร                                                                
4. วดัค่าดูดกลืนแสงที0 540 นาโนเมตร ใชห้ลอดที0 1 เป็น blank (ใชน้ํ.ากลั0นแทนตวัอยา่ง  
    ทาํปฏิกิริยาเดียวกบัตวัอยา่ง) 
 5. นาํค่าดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานสารละลายนํ�าตาลกลูโคส ด้วยวธีิ DNS method 

1. ดูดสารละลายนํ.าตาลกลูโคส   นํ.ากลั0น และ DNS โดยใชป้ริมาณตามตางรางที0   15               
2. นาํไปตม้ในนํ.าเดือด 15 นาที (ใชลู้กแกว้ปิดปากหลอด)                                              
3. ทิ.งไวใ้หเ้ยน็ จากนั.นเติมนํ. ากลั0น 4 มิลลิลิตร                                                               
4. นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงที0 540 นาโนเมตร โดยใชห้ลอดที0 1 เป็น blank                                   
5. นาํค่าดูดกลืนแสงที0ไดส้ร้างกราฟมาตรฐานซึ0งไดผ้ลดงัภาพที0 
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ตารางทีQ 16  ความเขม้ขน้ของสารละลายกลูโคสในการทาํกราฟมาตรฐาน   
 

หลอดทีQ นํ�าตาลกลูโคส (µl) นํ�ากลัQน (µl)  DNS (µl) ค่า Abs (540 nm) 

1 0 500 500 0 
2 50 450 500 0.076 
3 100 400 500 0.174 
4 150 350 500 0.296 
5 200 300 500 0.400 
6 250 250 500 0.510 
7 300 200 500 0.604 
8 350 150 500 0.705 
9 400 100 500 0.748 

10 450 50 500 0.877 
11 500 0 500 0.975 
 

 

ภาพทีQ 14  กราฟมาตรฐานสารละลายนํ.าตาลกลูโคสโดยวิธีการ Dinitrosalicylic acid (DNS) 
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ภาคผนวก ง 

การคํานวณ 

 

การหาปริมาณกรดแลคติกโดยการไทรเทรต 

1. ปิเปตอาหารเลี.ยงเชื.อ 1 มิลิลิตร หยดฟีนอฟทาลีน 1-3 หยด ไทเทรตดว้ยโซเดียมไฮดรอก
ไซด์ (NaOH) ความเขม้ขน้ 0.1 N  จนกวา่จะเปลี0ยนเป็นสีชมพู(ทาํ 3 ซํ. า)  บนัทึกปริมาตรโซเดียม-
ไฮดรอกไซดที์0ใชใ้นการไทเทรต 

2. คาํนวณค่าปริมาณกรดแลคติกตามสมการดงันี.   

[CH3CHOHCOOH] =  

สมาการคาํนวณหาความเขม้ขน้ของกรดแลกติก (g/l) 

[CH3CHOHCOOH] (g/l) = × 90 g/mole [CH3CHOHCOOH]  



 

 

 




