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บทคัดย่อ 

 

 โครงงานพิเศษนี้มีวัตถุประสงค์ในการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียจากถ่ัวเน่าที่มีความสามารถในการสร้าง

กรดแลคติกและสามารออกฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในช่องปาก อันได้แก่ Streptococcus mutans และ 

Streptococcus sobrinus  ซ่ึงจากการทดลองสามารถคัดแยกได้แบคทีเรียกรดแลคติก ทั้งหมด 33 ไอโซเลท 

จากตัวอย่างถั่วเน่าที่ผลิตจากถั่วเหลืองจ านวน 20 ไอโซเลท และจากตัวอย่างถ่ัวมาแฮะจ านวน 13 ไอโซเลท 

จากนั้นน ามาจัดกลุ่ม และคัดเลือมาได้ 10 ไอโซเลท ได้แก่ RB1-5 RB1-8 RB1-9 RB1-10 RB1-13 RB1-19 

RB2-4 RB2-5 RB2-6 และ RB2-13  มีจ านวน 5 ไอโซเลทที่สามารถสร้างก๊าซในหลอดดักแก๊สได้ คือ RB1-10, 

RB1-11, RB1-12, RB1-13 และ RB2-6 และเมื่อน ามาทดสอบฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในช่องปากจาก

ทั้งหมด 10 ไอโซเลท พบว่า RB2-4 และ RB2-6 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคในช่องปากได้ดีที่สุด 

 

ค าส าคัญ : แบคทีเรียแกรมบวก, แบคทีเรียกรดแลคติก, ถั่วเน่า, เชื้อก่อโรคในช่องปาก 
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Abstract 

 

This special project aims to isolate bacteria from rotten beans that can product lactic 

acid and inhibit the growth of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus. In the 

experiment, 33 isolates of lactic acid bacteria were obtained from fermented bean for 20 

isolates and fermented pigeon pea for 13 isolates. The selected isolates namely RB1-5, RB1-

8, RB1-9, RB1-10, RB1-13, RB1-19, RB2-4, RB2-5, RB2-6, and RB2-13, which have 5 isolates that 

can generate gas in gas trap tubes, namely RB1-10, RB1-11, RB1-12, RB1-13, and RB2-6. And 

when testing the antibacterial activity of all 10 strains, it was found that RB2-4 and RB2-6 

had the best inhibitory effects on the growth of oral pathogens. 

 

Keywords : Gram positive bacteria, Lactic acid bacteria, Oral pathogens 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 

ถั่วเน่าเป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักพ้ืนบ้านที่พัฒนามาจากภูมิปัญญาชาวบ้านทางภาคเหนือที่ถ่ายทอด

สืบต่อกันมา เป็นอาหารพ้ืนบ้านที่อยู่คู่มากับชาวล้านนามาเป็นเวลานาน มีถ่ินก าเนิดมาจากชาวไทยภูเขา ชาว

ไทลื้อ และไทยใหญ่ มีคุณค่าทางวัฒนธรรมและวิถีชีวิตความเป็นอยู่ของคนล้านนา สามารถเสริมสร้างรายได้

ให้กับคนในชุมชน นิยมบริโภคกันในเขตภาคเหนือของประเทศไทย เช่น เชียงใหม่ เชียงราย แพร่ แม่ฮ่องสอน 

ล าปาง เป็นต้น  โดยให้คุณค่าทางโภชนาการสูง ถือเป็นแหล่งโปรตีน และกรดอะมิโน ที่ช่วยในการดูดซึมและ

ร่างกายสามารถย่อยสลายได้ง่ายมีประโยชน์ต่อร่างกาย เหมาะส าหรับผู้ที่รับประทานอาหารมังสวิรัติ และ

บุคคลทั่วไป การหมักถ่ัวเน่าจัดเป็นการถนอมอาหารรูปแบบหนึ่งเพ่ือให้อาหารมีอายุการเก็บที่รักษายาวนาน

ขึ้น นอกจากนี้ยังสามารถน ามาใช้เป็นเครื่องปรุงรสแทนกะปิและเป็นส่วนประกอบที่ช่วยเพิ่มรสชาติกลมกล่อม

ให้กับอาหารพื้นเมือง เช่น น้ าพริกอ่อง ขนมจีนน้ าเงี้ยว หรือห่อใส่ใบตองแล้วน ามานึ่งหรือปิ้งให้สุกรับประทาน

คู่กับข้าวเหนียว ถั่วเน่ามีลักษณะคล้ายคลึงกับถ่ัวเหลืองหมักพ้ืนเมืองที่พบได้ตามประเทศต่างๆ เช่น คิเนมา 

(kinema) ประเทศเนปาล, เทมเป้ (temphe) ประเทศอินโดนีเซีย, ดาวาดาวา (dawadawa) หรือ อิรู (iru) 

ประเทศแอฟริกา และ นัตโตะ (natto) จากประเทศญี่ปุ่น แต่มีความแตกต่างที่กระบวนการและจุลินทรีย์ที่ใช้

ในการผลิต  เช่น นัตโตะจากประเทศญี่ปุ่นจะใช้ Bacillus subtilis สายพันธุ์ที่ถูกคัดสรรมาเป็นอย่างดี มาใช้

ในกระบวนการหมักท าให้ได้รสชาติที่เป็นมาตรฐานของการหมักในแต่ละครั้ง แต่ส าหรับถั่วเน่าที่หมักโดย

ชาวบ้านของไทยจะอาศัยเชื้อจุลินทรีย์จากสิ่งแวดล้อมที่เป็นเชื้อแบบผสม (mixed  cultures) มาใช้ในการ

หมักท าให้รสชาติที่ได้จากการหมักในแต่ละครั้งนั้นอาจมีความแตกต่างกัน และท าให้มีจุลินทรีย์ที่มีส่วนช่วยใน

กระบวนการหมักที่หลากหลายซึ่งอาจเสี่ยงต่อการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคได้เช่นกัน    

ถั่วเน่าจัดเป็นแหล่งโภชนาการของโปรตีน และกรดอะมิโนที่มีราคาถูกกว่าเนื้อสัตว์ อุดมไปด้วย

จุลินทรีย์โปรไบโอติกซึ่งเป็นแบคทีเรียที่มีประโยชน์ต่อสุขภาพช่วยในการย่อยอาหารและท าให้ล าไส้สามารถดูด

ซึมสารอาหารเข้าสู่ร่างกายได้ง่ายยิ่งขึ้น ป้องกันล าไส้จากสารพิษและแบคทีเรียก่อโรคที่เป็นอันตรายต่อ

ร่างกาย สามารถเสริมสร้างภูมิคุ้มกัน โดยจุลินทรีย์โปรไบโอติกที่พบในถั่วเน่านั้นมีส่วนช่วยในการลดความเสี่ยง

ในการติดเชื้อและท าให้ฟ้ืนตัวได้เร็วขึ้นเมื่อมีอาการเจ็บป่วย นอกจากนี้ในถ่ัวเน่ายังอุดมไปด้วย วิตามินซี ธาตุ

เหล็ก สังกะสี และแร่ธาตุอ่ืนๆ ซึ่งมีส่วนช่วยในการท างานของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยชะลอความแก่และรักษา

สมดุลของไขมันและน้ าบริเวณผิวหนังเนื่องจากมีวิตามินอี และสาร lecithin ที่พบในถั่วเน่าสูง  โดยคุณค่าทาง

โภชนาการของถั่วเน่านั้นเกิดจากการผลิตเอนไซม์ของเชื้อแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องในระหว่างกระบวนการหมัก

ของถั่วเน่าซึ่งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพทางด้านกายภาพและชีวเคมีของผลิตภัณฑ์อาหารหมักนี้ โดยมี

รายงานวิจัยที่ศึกษากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสที่สร้างจากแบคทีเรียที่อยู่ในจีนัส Bacillus ซึ่งเป็นจุลินทรีย์
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ที่มีส่วนช่วยในการหมักถั่วเน่าเป็นส่วนใหญ่ ที่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของโภชนาการในผลิตภัณฑ์ของถั่ว

หมัก โดยเอนไซม์โปรติเอสนี้มีบทบาทส าคัญในการย่อยโปรตีนในขั้นตอนของกระบวนการหมักถั่วเน่าได้เป็น

สายเปปไทด์สายสั้นลง และกรดอะมิโนท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ที่มีรสชาติเฉพาะเป็นเอกลักษณ์ของอาหารหมักและ

เนื่องจากแบคทีเรียในกระบวนการหมักต้องการใช้กรดอะมิโนเป็นแหล่งพลังงานและคาร์บอน ท าให้มีค่า pH 

สูงขึ้นจากการสะสมของแอมโมเนีย ซึ่งอาจท าให้เกิดการระเหยของแอมโมเนียจนเกิดกลิ่นฉุนขึ้น นอกจากนี้ 

สายพันธุ์ของถั่วเหลืองที่ใช้ในการหมักและวิธีการผลิตของกระบวนการอาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของ

คุณค่าทางโภชนาการได้เช่นเดียวกัน  

จุลินทรีย์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการหมักถั่วเน่านั้นมีส่วนส าคัญต่อผลิตภัณฑ์ถ่ัวเน่าเป็นอย่างมาก โดย

นอกจากจะมีส่วนช่วยท าให้อาหารหมักหรือถั่วเน่ามีรสชาติที่ดีและคุณค่าทางโภชนาการที่สูงแล้วนั้นจุลินทรีย์

เหล่านี้ยังมีบทบาทส าคัญท่ีท าให้ผลิตภัณฑ์อาหารหมักมีคุณสมบัติเชิงหน้าที่ที่ส่งผลท าให้ถั่วเน่ามีประโยชน์ต่อ

ร่างกายเมื่อได้รับประทานเข้าไป  อาทิเช่น การต้านสารอนุมูลอิสระ หรือความสามารถในการยับยั้งจุลินทรีย์

ชนิดอื่น เป็นต้น   และเนื่องจากการหมักถ่ัวเน่าเป็นการหมักที่ใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่มีอยู้แล้วในสิ่งแวดล้อม ซ่ึง

เป็นกรรมวิธีการหมักแบบพ้ืนบ้านที่ได้กล่าวไปข้างต้น ซึ่งจุลินทรีย์ที่เก่ียวข้องในกระบวนการหมักนี้ส่วนใหญ่จะ

เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในจีนัส Bacillus ที่มีความสามารถในการทนความร้อนสูง มีส่วนช่วยในการสร้างเอนไซม์

ไซม์โปรติเอส (protease) มาย่อยสลายโปรตีนในถั่วเหลืองให้มีหน่วยที่เล็กลง ได้แก่ เปปไทด์ที่สายสั้นลง และ

กรดอะมิโนในกระบวนการหมัก และยังท าให้ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของถั่วเน่าเพ่ิมสูงขึ้นซึ่งสาเหตุมาจาก

การท าให้เกิดสารประกอบเอมีนอิสระหรือที่อยู่ในรูปของเกลือแอมโมเนียมส าหรับชนิดของแบคทีเรียที่อยู่ใน

จีนัสนี้ที่มีรายงานพบในกระบวนการหมักถ่ัวเน่า ได้แก่ B.subtillus, B.pumilus, B.magaterium, 

B.licheniformis และ B.thermocatenulatus (เกตุการ และคณะ, 2554) นอกจากจุลินทรีย์ในจีนัสของ 

Bacillus ที่พบในกระบวนการหมักถ่ัวเน่าเป็นส่วนใหญ่แล้วยังมีรายงานว่าพบจุลินทรีย์ในกลุ่ม lactic acid 

bacteria ที่มีส่วนช่วยในกระบวนการหมักของถ่ัวเน่าเช่นกัน ซึ่งท าให้มีคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระ 

เป็นผลมาจากการที่จุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์ที่เกี่ยวข้องในกระบวนการหมักสามารถ

ย่อยสลายโปรตีนหรือสับสเตรตบางชนิด เช่น เคซีน ซึ่งท าให้มีการผลิตเปปไทด์และกรดอะมิโนออกมาเป็น

จ านวนมาก ซึ่งสายเปปไทด์และกรดอะมิโนที่ผลิตออกมานี้มีส่วนช่วยในการต้านสารอนุมูลอิสระ ซึ่งแบคทีเรีย

กรดแลคติกนี้พบว่ามีส่วนช่วยในกระบวนการหมักของอาหารหลากหลายประเภท เช่น อาหารประเภท

เครื่องดื่ม เนื้อหมัก หรือ ผักดอง เป็นต้น  ซึ่งมีความสามารถในการสร้างสารที่ให้กลิ่น รสชาติเนื้อสัมผัสที่

เปลี่ยนแปลงไปเป็นแบบเอกลักษณ์เฉพาะตัวให้กับอาหารหมัก โดยการเปลี่ยนแปลงนี้ไม่ส่งผลต่อคุณค่าทาง

อาหารแต่อย่างใด   และยังสามารสร้างสารที่มีผลในการยับยั้งจุลินทรีย์ชนิดอื่นอีกด้วย ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากการ

หมักของแบคทีเรียกรดแลคติกนี้เมื่อรับประทานเข้าไปแล้วท าให้มีประโยชน์ต่อร่างกาย อาทิเช่น ช่วยในการดูด

ซึมเกลือแร่และธาตุเหล็ก ช่วยในการย่อยอาหาร  ลดคอเรสเตอรอลในเลือด ลดเอนไซม์ที่เป็นสาเหตุของการ

เกิดมะเร็ง และยังช่วยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น 

แบคทีเรียแลคติก เป็นแบคทีเรียแกรมบวก (gram-positive)  ที่ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) ไม่สร้างเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เอนไซม์แคตาเลส (catalase negative)  มีรูปร่างทางสัณฐานวิทยาเป็นรูปร่างแท่งและรูปร่างกลม สามารถ

สร้างกรดแลคติก ส่วนมากแบคทีเรียในกลุ่มนี้จะเจริญในสภาวะที่ไม่มีอากาศ   แต่ในสภาวะที่มีอากาศนั้นก็

สามารถอยู่รอดได้  นอกจากนี้แบคทีเรียกรดแลคติกยังมีคุณสมบัติเป็นจุลินทรีย์โปรไบโอติก (Probiotic) ที่จัด

ได้ว่าเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ต่อร่างกายเป็นอย่างมาก ซึ่งมีความสามารถในการทนกรดและเกลือน้ าดีที่

ท าให้มีชีวิตอยู่รอดได้ในระบบทางเดินอาหารซึ่งเป็นคุณบัติที่ส าคัญของจุลินทรีย์ในกลุ่มโปรไบโอติก รวมทั้งยัง

สามารถสร้างกรดไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์และแบคเทอริโอซินในการต่อต้านและยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อ

ก่อโรคได้อีกด้วย และเนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่ได้รับการพิจารณาว่าเป็น GRAS (Generally 

Recognized As Safe Organisms) ที่ได้รับการยอมรับว่ามีความปลอดภัยสูงต่อมนุษย์ และสัตว์ การที่จะน า

กลุ่มแบคทีเรียในกลุ่มนี้มาใช้เป็นโปรไบโอติก ไม่ว่าจะเป็นทั้งในด้านการแพทย์ โดยอาจน ามาแทนการใช้ยา

ปฏิชีวนะ หรือในด้านอุตสาหกรรมต่างๆ แทนการใช้สารเคมีที่อาจส่งผลกระทบต่อสุขภาพร่างกายแล้ว จึงมี

ความปลอดภัยสูง อีกท้ังยังเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม  

ดังนั้น การวิจัยครั้งนี้จึงมีจุดมุ่งหมายในการศึกษา การคัดแยก ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี จัดกลุ่ม

แบคทีเรียกรดแลคติกและ การออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในช่อปากจากผลิตภัณฑ์หมักถั่วเน่า เพ่ือเป็น

แนวทางในการศึกษาและอาจน าไปใช้ต่อยอดได้ในหัวข้องานวิจัยอื่นๆที่เก่ียวข้องกับแบคทีเรียกรดแลคติก

ต่อไป  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงงานพิเศษ 

1) เพ่ือคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์หมักถั่วเน่า 

2) เพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่สามารถออกฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในช่องปาก 

Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrius 

 

1.3 ขอบเขตของโครงงานพิเศษ   

1) การศึกษานี้จะท าการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่พบในตัวอย่างถ่ัวเน่าที่ท าจากถ่ัวเหลืองและ

ตัวอย่างถัวเน่าที่ท าจากถั่วมาแฮะ  

2) การศึกษานี้จะน าเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากถ่ัวเน่าที่คัดแยกได้ ไปทดสอบฤทธิ์การต้านเชื้อจุลลินทรีย์ก่อ

โรคในช่องปาก  Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrinus 

 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ   

1) สามารถคัดแยกแบคทีเรียที่สามารถกรดแลคติกจากผลิตภัณฑ์หมักถั่วเน่า 

2) สามารถคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีออกฤทธิ์ต้านการเจริญของเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในช่องปาก 

Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrinus 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ถั่วเน่า (Fermented soybean) 

 

ถั่วเน่าเป็นอาหารพ้ืนบ้านที่นิยมรับประทานกันทางภาคเหนือของประเทศไทยมาอย่างยาวนาน โดยมี

ทั้งจ าหน่ายตามท้องตลาดหรือท าเก็บไว้บริโภคเองตามครัวเรือน ซึ่งนับว่าเป็นวิถีและภูมิปัญาดั้งเดิมที่ได้ท าสืบ

ต่อกันมาอย่างยาวนาน ซึ่งการท าถั่วเน่าจะใช้วิธีการหมักกับจุลินทรีย์ในธรรมชาติ   ซึ่งถือว่าการเป็นการแปร

รูปอาหารอย่างหนึ่งเพ่ือเก็บรักษาและยืดอายุของอาหารให้ยืนยาวมากยิ่งขึ้น  นอกจากนี่ในถ่ัวเน่ายังอุดมไป

ด้วยคุณประโยชน์ สารอาหารมากมายไม่ว่าจะเป็น โปรตีน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต วิตามิน และแร่ธาตุต่างๆ โดย

เมื่อเทียบราคากับอาหารทั่วไปที่ให้สารอาหารเหล่านี้เหมือนกัน นับว่าถั่วเน่าป็นแหล่งสารอาหารที่มีราคาถูก

กว่ามาก และถั่วเน่ายังมีประโยชน์ในการช่วยเพิ่มรสชาติให้กับอาหารประเภทมังสวิรัติให้มีความกลมกล่อมมาก

ยิ่งขึ้นอีกด้วย โดยส่วนใหญ่ในการหมักถั่วเน่านั้นจะพบเชื้อจุลินทรีย์ Bacillus subtilis  ในกระบวนการหมัก

มากที่สุด แต่ด้วยการหมักถั่วเน่าโดยวิธีธรรมชาตินั้นเราอาจจะพบแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่มีส่วนช่วยในการหมัก

หรือสามารถอยู่รอดจนได้เป็นผลิตภัณฑ์ โดยมีคุณสมบัติเป็นแบคทีเรียแลคติกเช่นเดียวกัน ซึ่งพบรายงานวิจัย

ที่ได้ศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติกจากอาหารถั่วเหลืองหมักตามธรรมชาติของเทือกเขาหิมาลัยตะวันออก ซึ่ง

สามารถคัดแยกจุลินทรีย์โปรไบโอติกได้ทั้งหมด 352 ชนิด จากอาหารหมักถั่วเหลือง จากนั้นจึงได้น ามาท าการ

คัดแยกเชื้อ Lactic acid bacteria ได้แปดสายพันธุ์ ที่มาจากเชื้อจุลินทรีย์ Enterococcus spp. และ 

Pediococcus spp. แบคทีเรียแลคติกจัดอยู่ในกลุ่มจุลินทรีย์โปรไบโอติกที่มีประโยชน์ต่อร่างกาย ที่มีส่วนช่วย

ในการปรับสมดุลในระบบย่อยอาหาร สามารถสร้างสารป้องกันเชื้อโรค และยังสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ

ก่อโรคในร่างกายได้หลายชนิดอีกด้วย 

 

2.2 แบคทีเรียแลคติก 

  แบคทีเรียแลคติก (Lactic acid bacteria : LAB) เป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได้ตามธรรมชาติและใน

อาหารหมักทีห่ลายชนิด ซึ่งส่วนใหญ่ได้รับการปนเปื้อนมาจากผลผลิตหรือผลิตภัณฑ์ที่มาจากทางการเกษตร 

หรือเครื่องมือที่ใช้แปรูปผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร แบคทีเรียแลคติกเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ทีไ่ม่สามารถ

เคลื่อนที่ได้ (non-motile) ไม่สร้างสปอร์ (non-spore forming) และไม่สร้างเอนไซม์แคตาเลส (catalase 

negative)ในการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบว่าแบคทีเรียแลคติกมีลักษณะรูปร่างเป็นแท่งและทรงกลม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ซ่ึงในปัจจุบันได้มีการพัฒนาในการน าแบคทีเรียแลคติกมาใช้เป็นกล้าเชื้อในกระบวนการผลิตอาหารหมักชนิด

ต่างๆ  (สุรัตน์, 2557) 

 โดยในการผลิตอาหารหมักชนิดต่างๆได้มีการน าแบคทีเรียแลคติกมาใช้ในการหมัก ซ่ึงแบคทีเรียแล

คติกจะเปลี่ยนคาร์โบไฮเดรตที่เป็นส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์อาหารหมักเป็นผลิตภัณฑ์ต่างๆ เช่น กรดแลคติก 

เอธทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งผลิตภัณฑ์ท่ีได้โดยใช้แบคทีเรียแลคติกในการหมัก ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมี

กลิ่นรสเฉพาะตัว และอาจจะได้ผลิตภัณฑ์ที่มีความสารมารถในการสร้างสารต่อต้านและยับยั้งการเจริญของ

จุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ เช่น แบคเทอริโอซิน ดังนั้นในกระบวนการของการผลิตอาหารหมักระดับอุตสาหกรรมจึง

ต้องมีการควบคุมมาตรฐานกล้าเชื้อ  ที่จะต้องเป็นสายพันธุ์ที่ไม่มีความเป็นพิษไม่ก่อให้เกิดโรค เป็น

เชื้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ไม่มีการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ชนิดอื่นหรือปนเปื้อนสารเคมีที่ก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพ

ได้   (สุรัตน์, 2557)  กระบวนการหมักที่เกิดกรดจากแบคทีเรียแลคติก มี 2 กระบวนการ ได้แก่ 

 

1. Homolactic fermentation เป็นกระบวนการหมักที่ได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรดแลคติกโดย

โมเลกลุกลูโคสหนึ่งโมเลกุลจะเปลี่ยนเป็นกรดแลคติกสองโมเลกุล  เช่น Lb. plantarum   (สุ

รัตน์, 2557) 

 

2. Heterolactic fermentation เป็นกระบวนการหมักที่จะเกิดกรดแลคติกได้เพียงร้อยละ 50 

เท่านั้น โดยโมเลกุลกลูโคสหนึ่งโมเลกุลจะสร้างเอธทานอล คาร์บอนไดออกไซด์ หรือกรดอะซิติก 

เช่น Leuconostoc  mesenteroides   (สุรัตน์, 2557) 

  

2.3 แบคทีเรียแลคติกที่พบในอาหารหมักชนิดต่างๆ 

2.3.1 ผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์  

 ผลิตภัณฑ์จากเนื้อสัตว์ เช่น แหนม ไส้กรอกเปรี้ยว ซึ่งมักจะพบแบคทีเรียแลคติก ชนิด 

Lactobacillus sp. และ Pediococcus sp. โดยได้มีการน าเชื้อชนิดนี้มาใช้ในทางการค้าของเนื้อผลิตภัณฑ์ใน

ต่างประเทศ นอกจากนี้ยังพบ L. plantarum และ L. brevis ซึ่งเชื้อดังกล่าวมีการผลิตกรดอินทรีย์ออกมาท า

ให้เกิด pH ในสภาวะที่ไม่เหมาะต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ชนิดอื่นๆ บางผลิตภัณฑ์ใช้แบคทีเรียที่

สามารถรีดิวซ์ไนเทรตเป็นไนไทร์ต  ท าให้ผลิตภัณฑ์มีสีที่คงทนมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้แบคทีเรียแลคติกยังช่วย

ยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ชนิดก่อโรคและช่วยยืดอายุการเก็บรักษาให้นานยิ่งขึ้น ท าให้ผลิตภัณฑ์มีความ

ปลอดภัยในการบริโภค (กนกวรรณ, 2560) และ ผลิตภัณฑ์จากปลา เช่น ปลาร้า ปลาเค็ม ปลาส้มฟัก แบคที
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เรีนแลคติกที่พบ ได้แก่ L. plantarum, L. pentosus, Streptococcus sp., Leuconostoc sp. และ 

Pediococcus acidococcus เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการทนเกลือได้ดี และเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่

มีความเก่ียวข้องในการหมักน้ าปลา มีส่วนช่วยในการส่งเสริมรสชาติของอาหารหมัก  (กนกวรรณ, 2560) 

 

2.3.2 ผลิตภัณฑ์นม  

 ผลิตภัณฑ์นม ทีม่ีการใช้แบคทีเรียแลคติกในการหมัก คือ นมเปรี้ยว ซึ่งพบแบคทีเรีย ได้แก่ 

 L.acidophilus และ L.bifidus โยเกริ์ต พบแบคทีเรีย L.bulgaricus, Bifidobacterium sp.  หลักในการ

หมักนมของแบคทีเรียแลคติก คือ การสร้างกรดแลคติกในกระบวนการหมักของผลิตภัณฑ์นม โดยค่าพีเอชของ

ผลิตภัณฑ์นมจะลดลงจนท าให้เกิดการจับตัวกันของโปรตีนในนมหมัก เรียกว่า เคิร์ด (curd) ซึ่งเมื่อผ่าน

กระบวนการหมักออกมาแล้ว จะได้เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีรสเปรี้ยว  (กนกวรรณ, 2560) 

 

2.3.3 อาหารหมักจากพืช 

  2.3.3.1 ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากธัญพืช  

 ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากธัญพืช เชื้อจุลินทรีย์ที่มีความเกี่ยวในกระบวนการหมักสามารถพบได้หลาย

กลุ่ม ได้แก่ ยีสต์ รา และแบคทีเรีย โดยผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากถั่วเหลืองในระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ 

เช่น ซีอ๊ิว หรือเต้าเจี้ยว มักใช้เชื้อราบริสุทธิ์ในการหมัก ซึ่งในระหว่างกระบวนการหมักอาจมีการเติมเชื้อยีสต์ 

หรือแบคทีเรียแลคติกลงไป เพ่ือช่วยให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ่นรสที่ดียิ่งข้ึน ซ่ึงแบคทีเรียแลคติกที่มักจะพบ คือ 

P.halophilus และ Lactobacillus sp. ในอาหารผลิตภัณฑ์ประเภทถั่วหมัก เช่น natto, you-shin และ 

Tao-si จากญี่ปุ่นที่เป็นอาหารหมักประเภทที่ใช้ถั่วเหลืองและแป้งข้าวสาลีในการหมัก มักจะพบแบคทีเรียแล

คติก Streptococcus sp., และ Pediococcus sp. (กนกวรรณ, 2560) 

 

  2.3.3.2 ผลิตภัณฑ์อาหารหมักชนิดผักและผลไม้  

 ผลิตภัณฑ์อาหารหมักชนิดผักและผลไม้ดอง เป็นการถนอมอาหารรูปแบบหนึ่งที่มีมาอย่างยาวนาน 

เพ่ือเก็บรักษายืดอายุการบริโภคอาหารให้นานยิ่งขึ้น   ในการดองนอกจากจะเป็นการถนอมอาหารแล้วยังท า

ให้เกิดกลิ่นรสเฉพาะตัวที่น่ารับประทานส าหรับผู้ที่ชื่นชอบผลิตภัณฑ์อาหารดองอีกด้วย ในการดองจะใช้

แบคทีเรียแลคติกเป็นส่วนใหญ่ ได้แก่ Leuconostoc mesenteroides, L.plantarum, L.brevis, 

L.buchineri, L.fermentum และ Pediococcus cerevisiae โดยจะนิยมน าผัก เช่น แตงกวา กะหล่ าปลี 

หน่อไม้ หรือ ผักกาด มาดองเป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักดองในการบริโภค  (กนกวรรณ, 2560) 
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2.4 ประโยชน์ของแบคทีเรียแลคติกที่มีต่ออาหารหมัก 

 กระตุ้นการเกิดภูมิคุ้มกัน มีคุณสมบัติเป็น antitumor สามารถต้านทานและยับยั้งต่อเชื้อก่อโรค มี

ความไวต่อ macrophage และ lymphocyte ที่ท าให้ระดับของ immunoglobulin (lgA) เพ่ิมข้ึนและ 

สามารถผลิต gamma interferon ที่ท าให้มีความสามารถในการต้านทานเชื้อก่อโรคได้ (กนกวรรณ, 2560) 

 ยับยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ แบคทีเรียแลคติกมีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของ 

จุลินทรีย์ที่เป็นตัวก่อโรค โดยการสร้างกรดอินทรีย์ ลดค่า pH และสารประกอบอินทรีย์ชนิดอื่นๆ ที่สามารถ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคได้ เช่น แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นสารประเภทโพลีเปปไทด์ 

ที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ในกลุ่มท่ีมีความใกล้เคียงกันได้ และแบคทีเรียแลคติกแต่ละสายพันธุ์จะ

มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่เป็นเชื้อก่อโรคที่แตกต่างกัน (กนกวรรณ, 2560) 

การเพ่ิมคุณค่าทางโภชนาการ คุณค่าทางอาหารของผลิตภัณฑ์อาหารสามารถเพ่ิมขึ้น กิจกรรม 

ในการหมักในระหว่างขั้นตอนของกระบวนการผลิต โดยการเพ่ิมจ านวนองค์ประกอบของกรดอะมิโนที่จ าเป็น

และยังเพ่ิมคุณค่าอาหารทางด้านโปรตีนที่มีส่วนของธัญพืชและถ่ัว นอกจากนี้ยังมีจุลินทรีย์บางชนิดที่สามารถ

สังเคราะห์วิตามินที่จ าเป็นต่อการเจริญในระหว่างกระบวนการหมัก จึงท าให้องค์ประกอบของวิตามินใน

ผลิตภัณฑ์อาหารที่ผ่านการหมักมีค่าสูงกว่าในผลิตภัณฑ์อาหารที่ไม่ได้ผ่านกระบวนการหมัก (กนกวรรณ, 

2560) 

ป้องกันการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะ L.acidophilus ที่มีความเก่ียวข้องกับโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ มี 

การศึกษาการบริโภคอาหารประเภทเนื้อแดง ว่าจะท าให้ระดับของเอนไซม์ β- glucuronidase, 

azoreductase และ introreductase เพ่ิมสูงขึ้นกว่าการบริโภคอาหารประเภทผัก นอกจากนี้เอนไซม์เหล่านี้

เกี่ยวข้องกับการเพิ่มข้ึนของ procarcinogen ไปเป็น carcinogen ของส่วนปลายล าไส้ ที่ L.acidophilus 

สามารถยับยั้งกิจกรรมเอนไซน์เหล่านี้ จึงท าให้ลดความเสี่ยงในการเกิดโรคมะเร็งลงได้ (กนกวรรณ, 2560) 

 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



8 
 

2.5 เช้ือที่ใช้ทดสอบ 

2.5.1  Streptococcus mutans 

 

 
 

รูปที่ 2.1 Streptococcus mutans 

ที่มา : https://www.ijmronline.org/journal-article-file/632 

 

 Streptococcus mutans เป็นแบคทีเรียติดสีแกรมบวก รูปร่างกลม ไม่สร้างสปอร์ เคลื่อนที่ไม่ได้ 

เป็นแบคทีเรียในสภาวะกึ่งออกซิเจน พบโดยทั่วไปในช่องปากและเป็นสาเหตุของฟันผุ สปีชีส์ที่ใกล้เคียงกับ 

Streptococcus mutans คือ Streptococcus sobrinus ซึ่งเป็นแบคท่ีเรียที่ท าให้เกิดโรคฟันผุทั้งคู่ บางครั้ง

จงึเรียกรวมกันว่า mutans streptococci 
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2.5.2 Streptococcus sobrinus 

 

  
 

รูปที่ 2.2 Streptococcus sobrinus  

ที่มา : https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Streptococcus_sobrinus 

 

 Streptococcus sobrinus เป็นแบคทีเรียติดสีแกรมบวก มีรูปร่างกลม ไม่สร้างสปอร์ เคลื่อนที่ไม่ได้

มีผล   คาตาเลสลบ และไม่ใช้ออกซิเจน การเจริญเติบโตที่เหมาะสมคือ 37°C เจริญเติบโตได้ในสภาพแวดล้อม

ที่เป็นกรดเล็กน้อยที่ค่าpH 6.3  เป็นแบคทีเรียก่อโรคในมนุษย์ส่งเสริมการก่อตัวของโรคฟันผุในฟัน โดยการ

สร้างไบโอฟิล์มจากส่วนผสมของน้ าตาลท าให้เกิดคราบจุลินทรีย์ อีกท้ังยังเกี่ยวข้องกับโรคฟันผุในเด็กปฐมวัย 

ซึ่งเป็นสาเหตุส่วนใหญ่ของฝีในฟัน และปวดฟันในเด็ก  
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2.6 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 รัชนีย์วัล ภริมวงศ์ (2554) ถั่วเน่าเป็นอาหารหมักพ้ืนเมืองของทางภาคเหนือของประเทศไทย ท าจาก

ถั่วเหลืองที่ผ่านการต้มสุกแล้วน ามาหมักด้วยจุลินทรีย์ในธรรมชาติจนมีกลิ่น สี รส และลักษณะเฉพาะตัว  

 

 Pynhunlang Kharnaior และ Jyoti Prakash Tamang (2566) การศึกษาคุณสมบัติโปรไบโอติ

กจากอาหารถั่วเหลืองหมักตามธรรมชาติของเทือกเขาหิมาลัยตะวันออก ซึ่งสามารถคัดแยกจุลินทรีย์โปรไบโอ

ติก ได้ทั้งหมด 352 ชนิดจากอาหารถั่วเหลืองหมัก แล้วน ามาท าการคัดแยกเชื้อ Lactic acid bacteria 

 

 สุรรัตน์ วังพิกุล (2557) แบคทีเรียแลคติก เป็นแบคทีเรียที่สามารถพบได้ตามธรรมชาติและในอาหาร

หมักหลายชนิด ท าให้อาหารหมักมีกลิ่นรสเฉพาะตัว และกระบวนการหมักท่ีเกิดกรดจากแบคทีเรียแลคติก 

 

YS Ismail และคณะ (2561) แบคทีเรียกรดแลคติกไม่ผลิตเอนไซม์คะทาเลสที่เปลี่ยนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์

เป็นน้ าและออกซิเจน แบคทีเรียบางชนิดต้องการออกซิเจนเพ่ือสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นผลพลอย

ได้จากการเผาผลาญแอโรบิกที่เป็นพิษ ในขณะที่แบคทีเรียกรดแลคติกไม่ต้องการออกซิเจน เพราะมันรวมอยู่

ในกลุ่มของแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน 

 

 Indriana และคณะ (2563)  การเติม CaCO3 ในอาหาร MRS  คือการคัดแยกแบคทีเรียที่ไม่สร้างกรด

แลคติกออกไป ซึ่งระบุได้จากการเกิดโซนใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย CaCO3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อจะท าปฏิกิริยา

กับกรดแลกติกที่สร้างโดยแบคทีเรีย เกิดเป็นแคลเซียมแลคเตตซึ่งละลายได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เกิดเป็นโซนใส

รอบๆ โคโลนี 

 

 Maoyang  และคณะ (2559) แบคทีเรียที่ได้รับจากช่องปากสามารถตั้งรกรากในล าไส้และยังคงอยู่ใน

นั้น ซึ่งน าไปสู่การกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันในล าไส้และเกิดการอักเสบเรื้อรัง ซึ้งเป็นการกระตุ้นให้เกิดโรคใน

ทางเดินอาหารให้มีความรุนแรงมากยิ่งขึ้น และจุลินทรีย์ในช่องปากสามารถส่งผลต่อสุขภาพร่างกายผ่านการ

ย่อยอาหาร บางประเภท ปัจจัยอื่นๆ ได้แก่ รูปแบบอาหาร (มังสวิรัติหรือไม่ก็ได้) และสารสกัดจากอาหาร 
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บทที่ 3 

วิธีการด าเนินงานวิจัย 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 

 3.1.1 เชื้อจุลินทรีย์ 

  - Streptococcus mutans 

  - Streptococcus sobrinus 

 

 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

  - De Man, Rogosa and Sharpe agar 

  - Brain heart infusion  

  - Skim milk agar 

 

 3.1.3 สารเคมี 

  - Paraffin oil 

  - Calcium carbonate 

  - 3% Hydrogen peroxide 

  - Ethanol Alcohol 95% 

  -Crystal violet 

  - Safranin  

  - Gram iodine 

 

 3.1.4 อุปกรณ์ 

  - Plate 

  - Dropper 

  - 250 ml Erlenmeyer flask 

  - Spreader 

  - Autoclave 

  - Loop 

  - Pipette 

  - Durham Tube 

  - Cork borer 
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  - Eppendorf tube 

  - 10 ml Test Tube 

  - 100  ml Cylinder 

  - Laminar air flow 

  - Vernier caliper 

 

3.2 การแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกและท าให้เชื้อบริสุทธิ์  

 ก าหนดรหัสตัวอย่างถั่วเน่าที่ท าจากถ่ัวเหลืองเป็น RB1 และตัวอย่างถั่วเน่าที่ท าจากถ่ัวมาแฮะเป็น 

RB2 น าตัวอย่างทั้งสองมาเลี้ยงในอาหารเหลว De Man, Rogosa and Sharpe broth (MRS broth) 50 

mL. ในฟลาสก์ปริมาตร 250 mL.อย่างละฟลาสก์ บ่มที ่37 องศาเซลเซียสดูระยะเวลาที่พบการเจริญของเชื้อ

มากที่สุดโดยเก็บตัวอย่างทุกๆ 24 ชั่วโมง จนครบ 72 ชั่วโมง แล้วน ามาท าการเจือจางแบบ Serial dilution 

10 เท่า จากนั้นน าตัวอย่างที่ท าการเจือจางแล้วมา Spread ลงบนอาหาร MRS agar ที่เติม 0.35% CaCl3 

(Calcium carbonate) เพ่ือดูการสร้างกรดแลคติก น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง สังเกตโซนใสโดยรอบของโคโลนี ท าการคัดเลือกโคโลนีที่มีโซนใสแล้วน าไป Streak  ลงบนอาหาร 

1/2MRS agar + 0.35% CaCl3 บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ให้เชื้อบริสุทธิโดยการ 

Streak ซ้ าและน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จนได้ Single colony 

 

3.2 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี  

 3.2.1 การทดสอบการสร้างเอนไซม์แคตาเลส 
 ใช้ลูปเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบลงบนแผ่นสไลด์แล้วหยด 3% ไฮโดรเจนเปอร์

ออกไซด์ สังเกตว่ามีฟองแก๊สเกิดข้ึนหรือไม่ ถ้าหากมีฟองแก๊สเกิดข้ึนจะให้ผลเป็นบวกและถ้าไม่มีฟองแก๊ส

เกิดข้ึนให้ผลเป็นลบ  

 

 3.2.2 การทดสอบการสร้างแก๊สและการเจริญโดยไม่ใช้ออกซิเจน 

 ใช้ลูปเขี่ยเชื้อแบคทีเรียแลคติกจาก MRS agar ปริมาตร 1 ลูปลงใน MRS broth 10 mL. ที่มีหลอด

ดักแก๊สอยู่และอีกหลอดหลังจากทีเ่ขี่ยเชื้อแลคติก 1 ลูปลงใน MRS broth แล้ว ให้ปิเปต Paraffin oil 1 mL. 

ลงบนผิวหน้าอาหารจากนั้นจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 เป็นเวลา24 ชั่วโมง สังเกตอาหารที่มีหลอดดักแก๊สถ้ามี

อากาศอยู่ในหลอดดักแก๊สให้ผลเป็นบวก และในอาหารที่มี Paraffin oil อยู่บนผิวหน้าอาหาร สังเกตว่าเชื้อ

สามารถเจริญเติบโตได้หรือไม่ 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 3.2.3 การย้อมสีแกรม  

            ใช้ลูปเขี่ยโคโลนีของแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบแตะลงบนสไลด์ แล้วย้อมด้วยชุดสีย้อมแกรม ล้าง

ออกด้วยน้ ากลั่น ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100x โดยใช้ immersion 

oil หยดลงบนแผ่นสไลด์แล้วตรวจดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

  

3.3 ทดสอบการยับยั้งเชือ้แบคทีเรียก่อโรคในช่องปาก Streptococcus mutans และ 

Streptococcus sobrinus 

 เจือจางเชื้อ Pathogen  ให้ได้ความเข้มข้นเท่ากับ 106  น าไม้พันส าลีปลอดเชื้อเขี่ยเชื้อ Pathogen 

เกลี่ยลงบนอาหาร BHI agar rain (Heart Infusion) อย่างละเพลต วางวุ้นที่เพาะเชื้อแบคทีเรียแลคติกท่ีบ่ม

ด้วยอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง บนลอยเกลี่ยเชื้อเพลตละ 4 ชิ้น โดยเป็นเชื้อคนละตัว 

บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นตรวจดูการสร้างโซนใสและบันทึกผล  

 

3.4 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 น าผลการทดลองที่ได้มาค านวณค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และน าไปวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน 

จากการทดลองซ้ า  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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บทที่ 4 

ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
 

4.1 การแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกและท าให้เชื้อบริสุทธิ์  

 จากการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารหมักถั่วเน่าที่ท าจากถั่วเหลืองและอาหารหมักถ่ัวเน่า

ที่ท าจากถั่วมาแฮะ บ่มที่ 30 องศาเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าจากอาหารหมักถ่ัวเน่าที่ท าจากถ่ัวเหลืองมี

ทั้งหมด 20 ไอโซเลต และจากตัวอย่างถั่วเน่าที่ท าจากถ่ัวมาแฮะมีทั้งหมด 13 ไอโซเลต รวมทั้งหมด 33 ไอโซ

เลต ที่นา่จะเป็นแบคทีเรียกรดแลคติก โดยสังเกตโซนใสรอบๆโคโลนีบนอาหาร MRS agar ที่ผสม CaCO3 

(Indriana และคณะ (2563)  การเติม CaCO3 ในอาหาร MRS  คือการคัดแยกแบคทีเรียที่ไม่สร้างกรดแลคติ

กออกไป ซึ่งระบุได้จากการเกิดโซนใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดย CaCO3 ในอาหารเลี้ยงเชื้อจะท าปฏิกิริยากับกรด

แลกติกที่สร้างโดยแบคทีเรีย เกิดเป็นแคลเซียมแลคเตตซึ่งละลายได้ในอาหารเลี้ยงเชื้อ เกิดเป็นโซนใสรอบๆ 

โคโลนี ดังภาพที่ 4.1  

 

  
  

   

  ก.                                                     ข. 

  

   

 

 

 

 

 

 

                             ค.                                                             ง. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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  จ.                                                            ฉ.  

 

  รูปที่ 4.1 ลักษณะเชื้อที่แยกได้จากถั่วเน่า  RB1-9 (ก.)  RB1-10 (ข.)RB1-13 (ค.) RB2-4 (ง.) RB2-5 (จ.)  

  และ RB2-6  (ฉ.) ที่เจริญบนอาหาร MRS บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 

ชั่วโมง 

 

 จากรูปที่ 4.1 เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากถั่วเน่าจากการสังเกตโซนใสรอบๆโคโลนีทั้ง พบลักษณะ

โคโลนีที่แตกต่างกันของเชื้อทั้งหมด 6 แบบ เจริญบนอาหาร MRS  ดังนี้ RB1-9 โคโลนีมีลัษณะสีขาวครีม ขอบ

เรียบ รูปร่างกลม ผิวหน้านูน RB1-10 โคโลนีมีลัษณะใหญ่มีสีขาว ขอบเรียบ รูปร่างค่อนข้างกลม ผิวหน้านูน 

RB1-13 โคโลนีมีลัษณะสีขาวครีม ขอบเรียบ ผิวหน้านูน RB2-4 โคโลนีมีลัษณะสีเหลืองครีม ขอบเรียบ รูปร่าง

กลม ผิวหน้านูน RB2-5 โคโลนีมีลัษณะสีขาว ขอบหยัก ผิวหน้าเรียบแบน RB2-6 โคโลนีมีลัษณะสีขาวครีมๆ 

ขอบเรียบ รูปร่างกลม ผิวหน้านูน  

 

4.2 การตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการทดสอบทางชีวเคมี  

 4.2.1 การทดสอบการสร้างเอนไซม์แคตาเลส 

 จากการทดสอบการสร้างเอนไซม์แคตาเลสพบว่า เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมดจากทั้งสอง

ตัวอย่างให้ผลการทดสอบเป็นลบ แสดงว่าเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้ทั้ง 33 ไอโซเลสไม่สร้างเอนไซม์แคตาเลส 

 

 4.2.2 การทดสอบการสร้างแก๊สและการเจริญโดยไม่ใช้ออกซิเจน 

 เมื่อทดสอบการสร้างแก๊สในอาหารพบว่าไอโซเลททีม่ีการสร้างแก๊สมี 5 ไอโซเลท ได้แก่ RB1-10, 

RB1-11, RB1-12, RB1-13 และ RB2-6 และการทดสอบการเจริญโดยไม่ใช้ออกซิเจนโดยการเติม Paraffin 

oil บนผิวหน้าอาหารเหลว พบว่าไอโซเลตทั้งหมดที่คัดแยกได้จากตัวอย่างทั้งสองสามารถเจริญได้ดีในสภาวะที่

ไมมี่ออกซิเจน  

ดังรูปที่ 4.2  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ก.                              ข. 

 

ค.                         ง. 

 

 

จ. 

 

รูปที่ 4.2  การสร้างแก๊สในหลอดอาหาร และการทดสอบการเจริญในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน RB1-10 (ก.)  

 RB1-11 (ข.)  RB1-12 (ค.) RB1-13 (ง.)  RB2-6 (จ.) ในหลอดอาหาร MRS broth 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2.3 การย้อมสีแกรม  

 เมื่อน าเชื้อมาย้อมแกรม แล้วส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า พบว่าเชื้อทีค่ัด

แยกมาทั้งหมด 33 ไอโซเลทย้อมติดสีม่วงของ Crystal violet และเม่ือน ามาย้อม Negative stain  เพ่ือดู

รูปร่างการจัดเรียงตัวของเซลล์โดยละเอียด ดังตารางที่ 1 พบการจัดเรียงตัวของเซลล์ได้ 3 แบบ คือ  เซลล์

รูปร่างกลม จัดเรียงตัวแบบเซลล์เดี่ยว, เซลล์รูปท่อน จัดเรียงตัวแบบเซลล์เดี่ยว และ เซลล์รูปร่างกลม จัดเรียง

ตัวแบบคู่สี่  

 

รูปท่ี 4.3 การติดสีแกรมและการจัดเรียงตัวของเซลล์แบคทีเรีย 3 ไอโซเลท เมื่อส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่

ก าลังขยาย    1,000 เท่า โดยแต่ละไอโซเลท คือ RB1-9, RB1-8 และ RB2-5 

 

ตารางท่ี 4.2  คุณสมบัติของแบคทีเรียแลคติกที่คัดแยกได้ 

กลุ่ม รหัส Gas สี ลักษณะโคโลนี ความโค้งนูน ขอบ ความโปร่งใส Gram รูปร่างเซลล์

RB1-10 + Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-11 + Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-12 + Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

2 RB1-13 + Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-1 - Creamy-white Circular Convex Entier Opaque + cocci

RB1-2 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-4 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-5 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-7 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-16 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

1

3

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4 RB1-8 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + bacilli

5 RB1-19 - Creamy-white Circular convex Entire Opaque + Tetrad

RB1-3 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB1-14 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB1-15 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB1-17 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB1-20 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB2-5 - White Irregular Flat Lobate Opaque + Tetrad

RB1-6 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

RB1-9 - Creamy-white Circular Convex Entire Opaque + cocci

8 RB2-6 + Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + cocci

RB2-1 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-2 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-3 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-4 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-8 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-10 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-11 - Creamy-yellow Circular Convex Undulate Opaque + bacilli

RB2-7 - Creamy-yellow Circular Convex Entire Opaque + bacilli

6

7

9

10
 

 

 จากตารางที่ 4.2 จากการทดสอบคุณสมบัติและลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียแลคติก 

สามารถจัดกลุ่มได้ทั้งหมด 10 กลุ่ม ที่แตกต่างกัน และคาดว่าแบคทีเรียกลุ่มที่ 5และ6 จากรูปร่างเซลล์รูปร่าง

กลม จัดเรียงตัวแบบ คู่สี่ เป็นแบคทีเรียกรดแลคติก Pediococcus  และท าการคัดเลือกไอโซเลทของแต่ละ

กลุ่ม กลุ่มละ 1 ไอโซเลท  เพ่ือน าไปทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรค  

 

4.3 ผลการทดสอบการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียก่อโรคในช่องปาก Streptococcus mutans และ 

Streptococcus sobrinus 

 ผลการทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งเชื้อก่อโรคในช่องปาก  Streptococcus mutans และ 

Streptococcus sobrinus  เปรียบเทียบการเจริญของเชื้อก่อโรค โดยวัดขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ clear 

zone และคัดเลือกไอโซเลทที่มีประสิทธิภาพที่ดีที่สุดในการยับยั้งเชื้อก่อโรคในช่องปาก 2 ไอโซเลท จากเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



19 
 

ทั้งหมด 10 ไอโซเลท ได้แก่ RB2-6 และ RB2-13 ที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด ในขณะที่ไอโซเลท RB1-5 และ 

RB1-8 สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ  

S. sobrinus ได้ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. mutans ได้ RB1-13 สามารถยับยั้งการเจริญของ

เชื้อ S. mutans ได้ แต่ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. sobrinus ได้ RB1-19 มีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. mutans ได้ดีกว่าการยับยั้งการเจริญของเชื้อ S. sobrinus  RB2-4 มีประสิทธิภาพ

การยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อที่ใกล้เคียงกัน RB1-9 และ RB2-5 ไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อใดได้

เลย ดังตารางที่ 2 

 

ตารางที่ 4.3  ผลการทดสอบ การออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคในช่องปาก โดยเชื้อแบคทีเรียที่ 

               สามารถสร้างกรดแลคติกได้ 

 

 

ไอโซ

เลท 

 

S. mutans S. sobrinus 

Ø Clear zone 

(ม.ม.) 

S.D. S2 Ø Clear zone 

(ม.ม.) 

S.D. S2 

RB1-5 0 0 0 3.5 0.71 0.5 

RB1-8 0 0 0 5 0 0 

RB1-9 0 0 0 0 0 0 

RB1-10 0 0 0 0 0 0 

RB1-13 6.5 0.71 0.5 0 0 0 

RB1-19 5.5 0.71 0.5 3.5 0.71 0.5 

RB2-4 5.5 0.71 0.5 6.75 1.06 1.13 

RB2-5 0 0 0 0 0 0 

RB2-6 8.5 2.12 4.5 4 0 0 

RB2-13 6.5 0.71 0.5 4.75 0.35 0.13 
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จากตารางที่ 4.3 จากการทดสอบการออกฤทธิ์ยับยั้งแบคท่ีเรียก่อโรคในช่องปากของแบคทีเรียแล

คติก ทั้ง 10 ไอโซเลท  พบว่าไอโซเลทของแบคทีเรียแลคติกท่ีสามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง S. mutans ได้ มี 5 ไอ

โซเลท ได้แก่ RB1-13, RB1-19 และ RB2-4 สามารถออกฤทธิ์ยับยั้ง S. sobrinus มี 6 ไอโซเลท ได้แก่ RB1-5, 

RB1-8, RB1-19, RB2-4, RB2-6 และ RB2-13 และไอโซเลทที่สามารถยับยั้งเชื้อทั้ง 2 ชนิด นี้ได้ คือ RB1-19, 

RB2-4 และ RB2-13 แล้วน ามาวิเคราะห์ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ได้ผลดังนี้ S. mutans ได้แก่  RB1-13 

(6.5±0.7), RB1-19 (5.5±0.71), RB2-6 (8.5±2.12) และ RB2-13 (6.5±0.7) S. sobrinus ได้แก่ RB1-5 

(3.5±0.7), RB1-19 (3.5±0.71), RB2-4 (6.75±1.06) และ RB2-13 (4.5±0.35) 
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 บทที่ 5 

สรุปผลวิจัยและขอ้เสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

 จากการศึกษาวิจัยในการคัดเลือกแบคทีเรียที่สร้างกรดแลคติกจากตัวอย่างถั่วเน่า ที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในช่องปาก Streptococcus mutans และ Streptococcus sobrinus  

ผลการทดลองที่ได้ สามารถคัดแยกแบคทีเรียแกรมบวกและสามารถเจริญเติบโตได้ดีในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน

จากถ่ัวเน่า 2 ชนิด ได้ 33 ไอโซเลท จากนั้นจึงท าการจัดกลุ่ม และคัดเลือกจนได้มา  10 ไอโซเลท ได้แก่ จาก

ตัวอย่างถั่วเน่าที่ท าจากถั่วเหลืองทั้งหมด 6 ตัว คือรหัส RB1-5, RB1-8, RB1-9, RB1-13 และ RB1-19 จาก

ตัวอย่างถั่วเน่าที่ท าจากถั่วมาแฮะทั้งหมด 4 ตัว คือรหัส RB2-4, RB2-5, RB2-6 และ RB2-13 พบว่าใน 10 ไอ

โซเลทนี้มี 5 ไอโซเลทที่สามารถสร้างก๊าซในหลอดดักแก๊สได้ คือ RB1-10, RB1-11, RB1-12, RB1-13 และ 

RB2-6 และเมื่อน าไปทดสอบฤทธิ์การยับยั้งเชื้อก่อโรคในช่องปาก พบว่า RB2-6 และ RB2-13 มีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในช่องปากได้ดีที่สุด 

ดังนั้นจึงสรุปว่าเชื้อ RB2-6 และ RB2-13 เหมาะสมที่สุด ในการน าไปประยุกต์ใช้เพื่อเป็นประโยชน์ในอนาคต

ต่อไป 

 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1.จากการศึกษาในงานวิจัยนี้ค้นพบว่าแบคทีเรียที่สร้างกรดแลคติกที่คัดแยกได้จากถั่วเน่ามีความ 

สามารถ ในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรค Streptococcus mutans และ Streptococcus 

sobrinus ที่เป็นสาเหตุของโรคในช่องปาก สามารถน ามาพัฒนาต่อยอดงานวิจัย โดยการศึกษาถึงคุณสมบัติ

การสร้างสารในการยับยั้งและประสิทธิภาพในการออกฤทธิ์ และวิธีการสกัดสารเพื่อให้ได้สารที่มีฤทธิ์ในการ

ยับยั้งเชื้อก่อโรคที่บริสุทธิ์ เพ่ือน าไปใช้เป็นประโยชน์ในการรักษาโรค หรือใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมอ่ืนๆได้ 

 

 2. ในการพัฒนาและต่อยอดงานวิจัยนี้ควรมีการศึกษาสายพันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียที่สร้างกรดแลคติก

และมีฤทธิ์ในการยับยั้งเชื้อก่อโรคได้ดี โดยละเอียด เพ่ือที่จะสามารถท าความเข้าใจถึงลักษณะและคุณสมบัติ

ของเชื้อ สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม ระยะการเจริญและการสร้างสารได้ดีที่สุด เพ่ือให้ได้เชื้อแบคทีเรียที่

สามารถสร้างสารในการยับยั้งได้มีประสิทธิภาพสูงสุด 
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ภาคผนวก ก 

1. อาหารเลี้ยงเช้ือ 

อาหาร De Man Rogosa and Sharpe (MRS)    28.57  g 

         CaCO3        3.5     g  

 Agar        15      g 

 Distilled water       1,000  ml 

 

 ชั่งสารผสมให้เข้ากัน แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรตามท่ีก าหนด แล้วน าไปใส่

ในขวดฝาเกลียวปริมาตร 250 ml น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง Autoclave ภายใต้ความดันไอ 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

อาหาร Brain Heart Infusion (BHI)     14.8    g 

 Agar            6        g 

Distilled water       400     ml 

  

 ชั่งสารผสมให้เข้ากัน แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ปริมาตรตามที่ก าหนด แล้วน าไปใส่

ในขวดฝาเกลียวปริมาตร 250 ml น าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยเครื่อง Autoclave ภายใต้ความดันไอ 15 

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

2. การเพาะเลี้ยงเชื้อ 

เพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากถ่ัวเน่าทั้งหมด 33 ไอโซเลท ลงบนอาหาร MRS agar เต็มสูตร 

ด้วยการ streak ลงบนเพลต แล้วน าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้น

น าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

 

3. การเก็บรักษาเช้ือ 

ใช้ไมโครปิเปตขนาด 1,000 ไมโครลิตร ปิเปิต MRS+ 20% glycerol ใส่ลงไปในหลอด 

ependroft sterile ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ลูปเขี่ยเชื้อโคโลนีเดี่ยวมาลงในเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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หลอดท่ีมีอาหาร MRS+ 20% glycerol โดยท าซ้ า 2 ครั้ง แล้วน าไป vortex พันหลอด

ด้วยเทปใส น าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



งานทะเบียนคณะวิทยาศาสตร์ 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 

ค ารับรองเล่มโครงงานพิเศษ 

วันที่ 30 เดือน มิถุนายน พ.ศ. 2566 

 ข้าพเจ้า นางสาวธัญญรัตน์ สีทองธนะวัฒน์  รหัสประจ าตัว 62050604 

          นางสาวนภสัวรรณ  ช่อช้าง  รหัสประจ าตัว 62050606 

นักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชา จุลชีววิทยาอุตสาหกรรม ภาควิชา ชีววิทยา  

ขอรับรองว่าโครงงานพิเศษ เรื่อง 

ชื่อภาษาไทย  การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากถ่ัวเน่า 

ชื่อภาษาอังกฤษ Isolation of Lactic Acid Bacteria from fermented Soybean  

ปีการศึกษา 2565 

เป็นผลงานวิจัยที่มิได้คัดลอกหรือละเมิดลิขสิทธิ์ของผู้อื่นและได้ผ่านการตรวจสอบความซ  าซ้อนเรียบร้อยแล้ว และได้

แนบเอกสารการตรวจสอบการลอกเลียนงานวรรณกรรมที่ตรวจสอบจากเล่มโครงงานพิเศษฉบับสมบูรณ์แล้ว 

โปรแกรมอักขราวิสุทธิ์ 4.63 %     

 

ลงชื่อ............................................         ลงชื่อ............................................ 

(นางสาวธัญญรัตน์   สีทองธนะวัฒน์)        (นางสาวนภัสวรรณ  ช่อช้าง) 

   นักศึกษา         นักศึกษา 

 

ข้าพเจ้า ผศ.ดร.กานต์ วงศาริยะ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงงานพิเศษ ได้ตรวจสอบโครงงานพิเศษของนักศึกษาข้างต้น 

แล้ว ขอรับรองว่าเป็นผลงานวิจัยของนักศึกษาจริงและมีเนื อหาสมบูรณ์  จึงลงชื่อไว้เป็นหลักฐาน 

 

         ลงชื่อ.................................................. 

               (ผศ.ดร.กานต์ วงศาริยะ) 

                       อาจารย์ที่ปรึกษา 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




