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บทคัดย่อ 

ข้าวหมากเป็นอาหารหมักของไทยที่ผลิตโดยนําข้าวเหนียวนึ่งมาผสมกับลูกแป้งซ่ึงมีจุลินทรีย์

ได้แก่ Rhizopus และ Amylomyces ทําหน้าที่เปล่ียนแป้งให้เป็นน้ําตาลทําให้เกิดรสหวานในผลิตภัณฑ์    

แม้ว่าราในลูกแป้งจะเป็นจุลินทรีย์หลักที่ทําให้เกิดผลิตภัณฑ์ข้าวหมากแต่ยังพบว่ามีแบคทีเรีย กรดแลคติค

สามารถเจริญได้ในผลิตภัณฑ์ อย่างไรก็ตามยังไม่มีการศึกษาถึงคุณสมบัติการเป็นโปรไบโอติกของ

แบคทีเรียในข้าวหมาก ในการวิจัยนี้ได้ศึกษาคุณสมบัติด้านโปรไบโอติกของแบคทีเรีย Pediococcus 

pentosaceus จํานวน 8 สายพันธุ์ที่แยกได้จากข้าวหมาก เมื่อทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตาเลสพบว่า

แบคทีเรียสายพันธุ์ P1 - P4 เป็นคอคไคและคะตาเลสเนกาทีฟ ส่วน R2 เป็นคอคคัส และคะตาเลสโพซิทีฟ 

สายพันธุ์ R3 - R5 เป็นคอคไคและคะตาเลสเนกาทีฟ แบคทีเรียทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได้ในอาหาร

เล้ียงเชื้อที่ pH 3.0 แต่ไม่เจริญที่ pH 2.5 ยกเว้น R2 แบคทีเรียทุกสายพันธุ์รอดชีวิตหลังจาก 60 นาทีในการ

บ่มเพาะในสภาวะกระเพาะลําไส้จําลองที่ pH 3.0 - 7.0 แต่ไม่รอดชีวิตที่ pH 2.0 แต่หลังจากบ่ม 120 นาที 

ทุกสายพันธุ์รอดชีวิตที่ pH 4.0 - 7.0 แต่ไม่รอดที่ pH 2.0 และ 3.0 นอกจากนั้นทุกสายพันธุ์ยังทนต่อ

เอธานอลที่ระดับความเข้มข้นถึง 4 % เป็นเวลา 2 วัน ผลการวิจัยบ่งช้ีว่าแบคทีเรียกรดแลคติคที่พบในข้าว

หมากสามารถเจริญในระบบทางเดินอาหารและมีผลต่อกิจกรรมโปรไบโอติคได้ 

คําหลัก: ข้าวหมาก  แบคทีเรีย  โปรไบโอติก 

 

Abstract 

Khaomak is a Thai fermented food made by mixing cooked sticky rice with lukpang, a starter 

containing mold in the genera Rhizopus and Amylomyces which hydrolyze starch into sugar, giving the 

product a sweet taste.  Although molds are responsible for the sweet character of the product, it has 
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been known that lactic acid bacteria can grow during production of  khaomak.  However, information 

regarding probiotic properties of bacteria in khaomak is still lacking. In this study, probiotic properties of 

8 strains of Pediococcus pentosaceus isolated from khaomak were investigated. It was found that strains 

P1 -  P4 were catalase negative cocci while R2 was catalase positive cocci.  Strains R3 -  R5 were 

catalase negative cocci.  All strains were able to grow in media at pH 3. 0 but not at pH 2. 5 except 

strain R2.  All strains survived after 60 min incubation in simulated gastrointestinal condition at pH 3. 0 

- 7.0 but not at pH 2.0. But after 120 min incubation, all strains survived at pH 4.0 - 7.0 but not at 

pH. 2.0 and 3.0. Moreover, all strains could tolerate up to 4 % ethanol  concentrations for  2 days. The 

results indicated that lactic acid bacteria found in khaomak could grow in gastrointestinal track and 

contribute to probiotic activities. 

Keywords: Khaomak Bacteria Probiotic 

 

1. ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

ข้าวหมากเป็นอาหารพ้ืนบ้านประเภทอาหารหวานของไทยที่มีมาแต่โบราณ โดยผลิตจากข้าว

เหนียวสีขาวธรรมดาและข้าวเหนียวดํา ผ่านกรรมวิธีการหมัก โดยการนําข้าวเหนียวที่ผ่านการนึ่งไปคลุก

กับลูกแป้งแล้วนําไปหมัก ระยะเวลา 2-3 วัน จึงสามารถนํามารับประทานได้ ในข้าวหมากพบจุลินทรีย์

ประเภท รา ทําหน้าที่ในการย่อยสลายแป้งให้เป็นน้ําตาล ยีสต์ เปล่ียนน้ําตาลในบางส่วนให้กลายเป็น

แอลกอฮอล์ และแบคทีเรีย ในระหว่างกระบวนการหมักข้าวหมากจะมีแบคทีเรียกรดแลคติคสร้างกรดที่ทํา

ให้ข้าวหมากมีรสเปรี้ยวและมีค่าความเป็นกรดด่างที่ต่ําลง จนสามารถเก็บรักษาได้เป็นระยะเวลานานกว่า

ข้าวหมากที่ไม่ได้ผ่านการหมัก [1]   

โปรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ขนาดเล็กที่ทําให้เกิดผลดีต่อสุขภาพ สร้างประโยชน์ต่อร่างกาย โดยช่วยปรับให้

เกิดสมดุลของเช้ือจุลินทรีย์ภายในลําไส้ บทบาทหลักของโปรไบโอติกต่อสุขภาพไม่ได้เป็นการรักษา แต่เน้น

แนวทางการป้องกันโดยเป็นการป้องกันปัญหาสุขภาพต่างๆที่อาจเกิดข้ึนได้โดยการช่วยรักษาสมดุลของ

ระบบทางเดินอาหาร มนุษย์เรามีการนําโปรไบโอติกมาใช้มากกว่า 100 ป ีจนถึงปัจจุบัน มีการคัดเลือกและ

พัฒนาสายพันธุ์ที่ดีเพ่ือนํามาใช้ในอาหารหรือเครื่องด่ืมเพ่ือสุขภาพ หากมีการศึกษาคุณสมบัติการเป็น

แหล่งของจุลินทรีย์โปรไบโอติกในข้าวหมาก อาจสามารถพัฒนาการตลาดของข้าวหมากให้เป็นผลิตภัณฑ์ที่

ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายมากยิ่งข้ึน [2],[3]  

 

2. วัตถุประสงค์การวิจัย 

  1. เพื่อแยกและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติคจากข้าวหมากที่มีจําหน่ายทั่วไป 

  2. เพื่อศึกษาคุณสมบตัิการเปน็โปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติคที่แยกได้จากข้าวหมาก 
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3. ขอบเขตการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติค ที่มีอยู่ในข้าวหมากที่จําหน่ายในร้านสะดวกซื้อ 

 

4. วิธีดําเนินการวิจัย 

 วัตถุดิบที่ใช้ในการทําวิจัยครั้งนี้คือ ข้าวหมากจากร้านสะดวกซ้ือจํานวน 2 ยี่ห้อ เพ่ือนําไปทดสอบ

โดยมีวิธีการดังนี้ 

4.1 การแยกและระบุสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติคจากขา้วหมากที่มีจําหน่ายทั่วไป 

นําตัวอย่างข้าวหมาก 10 กรัม ไปตีผสมกับสารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ที่ผ่านการฆ่าเช้ือ

แล้ว จํานวน 90 มิลลิลิตร ด้วยเครื่อง Stomacher แล้วนําไปเจือจางต่อตามลําดับ (Serial dilution) ใน

สารละลาย 0.85% โซเดียมคลอไรด์ จากนั้นแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคโดยการเล้ียงในจานเล้ียงเช้ือ 

(pour plate)ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ MRS Agar ที่ประกอบด้วย 0.004% bromocresol purple ไปบ่มที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส ใช้เวลาในการบ่ม 24 - 48 ช่ัวโมง เมื่อบ่มจนเกิดโคโลนีข้ึน ทําการคัดเลือกโคโลนีที่มี

การเปล่ียนสีของอินดิเคเตอร์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS จํานวนจานละ 10 โคโลนี จากจานเล้ียงเชื้อที่มีความ

เข้มข้นต่ําที่สุดมาเข่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนเกิดโคโลนีเด่ียวแล้ว

ทําซํ้าอีกครั้ง จากนั้นนําเช้ือที่แยกได้ไปย้อมสีแกรม ดูรูปร่าง และการสร้างเอนไซม์คะตาเลส และระบุผล

ด้วยวิธี 16s rDNA saguenay คัดเลือกเช้ือที่ติดสีแกรมบวกมาเก็บในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS 25% ของ

กลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสก่อนนําไปใช้ในการทดสอบคุณสมบัติต่อไป 

4.2 การศึกษาคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติคทีไ่ด้จากข้าวหมาก 

นําเช้ือทั้งหมดที่ผ่านการแยกมาแล้วข้างต้นมาทดสอบคุณสมบัติ การเจริญในสภาวะจําลองที่เป็น

กรด การทนต่อเกลือน้ําดี การทดสอบกิจกรรมการต้านจุลชีพ และการทดสอบความไวต่อยาต้านจุลชีพ 

ด้วยวิธีการ ทดสอบความสามารถของการเจริญภายใต้สภาวะจําลองที่เป็นกรด น้ําดีสังเคราะห์ และน้ําดี 

Ox – bile ทดสอบโดยการถ่ายเช้ือที่แยกมาได้ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงไปในอาหารเหลว ปริมาณ 5 

มิลลิลิตร นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 16 ช่ัวโมง จากนั้นถ่ายเช้ือร้อยละ 2 ลงใน

อาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปรับ pH ค่าต่างๆที่ลําดับ 2  2.5  3 และ 3.5 โดยการใช้กรดไฮโดร

คลอริค ความเข้มข้น 1 โมลาร์ รวมถึงอาหารเหลว MRS ที่มีน้ําดีสังเคราะห์ (Sigma,New Zealand) ความ

เข้มข้น 0  0.3  0.6 และ 1% (w/v) และ Ox-bile ความเข้มข้น 0  3  6  9 และ 12% ตามลําดับ    (ปรับ pH 

8 ) วิเคราะห์ปริมาณเช้ือที่มีชีวิตรอดจากการบ่มเป็นเวลา 16 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดย

วิธีการ standard plate count [4] 

4.3 การทดสอบความสามารถในการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ  

ทดสอบโดยถ่ายเช้ือที่แยกได้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

เจือจางด้วยน้ํากล่ันฆ่าเช้ือ ทําการป้ายเช้ือลงบนอาหารแข็ง จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะลงบนอาหารท่ีมี
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เชื้ออยู่  แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนเปน็เวลา 16 ช่ัวโมง แล้วนํามา

ตรวจผล โดยสังเกตบริเวณใสบันทึกผลเป็น(Clear Zone)[5] 

 

5. ผลการวิจัย 

5.1 ผลการแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติคจากข้าวหมากที่มีจําหน่ายทั่วไป  

ทําการทดสอบการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติคจากข้าวหมากที่นํามาทําการทดลองจาก

ห้องปฏิบัติการวิจัย ได้ผลของโคโลนีทั้ง 8 ไอโซเลท คือ P1 – P4 และ R2 – R5 ดังแสดงในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 รปูร่างเซลล์ การติดสีย้อมแกรม ลักษณะสี และการสร้างเอนไซม์คะตาเลส 

รหัส รูปร่าง การติดสีแกรม +/- สี การสร้างเอนไซม์คะตาเลส 

P1 กลม + ขาวขุ่น - 

P2 กลม + ขาวอมเหลือง - 

P3 กลม + ขาวขุ่น - 

P4 ร ี + ขาวอมเหลือง - 

R2 กลม + ขาวขุ่น + 

R3 ร ี + ขาวขุ่น - 

R4 กลม + ขาวขุ่น - 

R5 กลม + ขาวอมเหลือง - 

จากตารางที่ 1 ผลการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียกรดจากข้าวหมาก P1 – P3 R2 R4 และ R5 มีรูปร่าง

กลม ส่วน P4 และ R3 มีรูปร่างรี ผลการย้อมสีแกรมพบว่า P1 – P4 และ R2 – R5 เกิดการติดสีแกรมบวก

ทั้งหมด ลักษณะของสี P1 P3 และ R2 – R4 มีสีขาวขุ่น ส่วน P2 P4 และ R5 มีสีขาวอมเหลือง ผลการสร้าง

เอนไซม์คะตาเลสพบว่า R2 เป็นคอคคัสและคะตาเลสโพซิทีฟ สายพันธุ์ P1 – P4 และ R3 - R5 เป็นคอคไค

และคะตาเลสเนกาทีฟ เมื่อนําแบคทีเรียทั้งหมด 8 ไอโซเลท ไประบุชนิดด้วยวิธี 16s rDNA Saguenay พบว่า

เป็น Pediococcus pentosaceus ทั้งหมด 

5.2 ผลการศึกษาคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติคที่ได้จากข้าวหมาก 

ผลการทดสอบความสามารถของการเจริญภายใต้สภาวะจําลองที่เป็นกรดน้ําดีสังเคราะห์ และ

น้ําดี Ox – bile ดังแสดงในตารางที่ 2  3 และ 4 
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ตารางที่ 2 ผลการทดสอบความสามารถของการเจริญภายใต้สภาวะจําลองที่เปน็กรด 

รหัสชนิด 
จํานวนเชื้อจุลินทรีย์ (CFU/ml) 

pH 2 pH 2.5 pH 3 pH 3.5 

P1 0 0 7.62X103 1.86x103 

P2 0 0 2.96X103 1.89X103 

P3 0 0 8.91X103 2.07X103 

P4 0 0 8.41X103 4.69X103 

R2 0 0 8.66X103 1.36X103 

R3 0 0 1.02X104 3.08X103 

R4 0 0 8.76X103 1.21X103 

R5 0 0 1.02X104 2.96X103 

ตารางที่ 3 ผลการทดสอบความสามารถของการเจริญภายใต้สภาวะจําลองของน้ําดีสังเคราะห์ 

รหัสชนิด 

จํานวนเชื้อจุลินทรีย์ (CFU/ml) 

น้ําดีสังเคราะห์  

0% 

น้ําดีสังเคราะห์  

0.3% 

น้ําดีสังเคราะห์  

0.6% 

น้ําดีสังเคราะห์  

1% 

P1 7.69X105 7.81X105 6.72X105 6.20X105 

P2 9.91X105 9.21X105 7.71X105 6.41X105 

P3 1.01X106 9.79X105 8.29X105 6.11X105 

P4 1.22X106 8.11X105 8.16X105 5.42X105 

R2 1.04X106 1.02X106 9.21X105 8.21X105 

R3 7.12X105 6.00X105 7.11X105 5.61X105 

R4 6.17X105 6.28X105 5.76X105 5.57X105 

R5 8.37X105 7.29X105 6.67X105 6.08X105 

ตารางที่ 4  ผลการทดสอบความสามารถของการเจริญภายใต้สภาวะจําลองของน้ําดี Ox-bile 

รหัสชนิด 

จํานวนเชื้อจุลินทรีย์ (CFU/ml) 

Ox-bile 

0% 

Ox-bile 

3% 

Ox-bile 

6% 

Ox-bile 

9% 

Ox-bile 

12% 

P1 7.61X105 0 0 0 0 

P2 9.91X105 2.0x101 0 0 0 

P3 1.01X106 0 0 0 0 

P4 1.22X106 2.2x102 1.0x102 1.1x102 0 
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R2 1.04X106 0 0 0 0 

R3 7.12X105 0 0 0 0 

R4 6.17X105 1.0x101 0 0 0 

R5 8.37X105 0 0 0 0 

จากตารางที่ 2 – 4 ผลการศึกษาคุณสมบัติในการเป็นโปรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติคที่

ได้จากข้าวหมากพบว่า ความสามารถในการเจริญภายใต้สภาวะความเป็นกรด พบว่าทั้ง 8 ไอโซเลท 

สามารถเจริญได้ที่ pH 3.0 แต่ไม่เจริญเมื่อ pH ต่ํากว่า 2.5 และทุกตัวแปรเจริญในน้ําดี 0 - 1% และมี

เพียง P4 ที่เจริญได้ใน Ox – bile 6 – 12% การทดสอบความสามารถในการมีชีวิตรอดภายใต้สภาวะ

ระบบกระเพาะและลําไส้จําลอง เมื่อ pH 3.0 – 7.0 ทุกตัวแปรสามารถรอดชีวิต เมื่อเวลาผ่านไป 60 

นาที แต่ไม่รอดชีวิตที่ pH 2.0 และ pH 3.0 และแบคทีเรียทุกตัวแปรสามารถทนต่อเอทานอลได้ถึง 4% 

เป็นเวลา 2 วัน 

5.3 ผลการทดสอบความสามารถในการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ 

ตารางที่ 5 ผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติคโดยวิธีวางแผ่นสารปฏิชีวนะ

(หน่วย : มิลลิเมตร) 

ไอโซเลท ชนิดแผ่นยาทดสอบ 

PB C K DA E TE F NOR CIP P AMP KZ VA 

P1 - - - - - - 40 - - 40 30 40 - 

P2 - 50 - 50 50 40 30 - - 30 20 20 - 

P3 - 50 - 50 50 30 40 - - - 30 30 - 

P4 - 50 - 50 50 30 - - - - 40 40 - 

R2 - 40 - 50 40 30 40 - - 40 30 40 - 

R3 - 40 - 50 40 30 40 - - 40 30 40 - 

R4 - 40 - 50 30 30 40 - - 30 30 30 - 

R5 - 40 - 40 30 20 40 - - 40 60 40 - 

ชนิดและปริมาณของยาปฏิชีวนะทีใ่ช้ทดสอบ  Penicilin G(P;10μg)  Ampicillin (AMP;10μg) 

Cephazolin(KZ;30μg)  Vancomycin(VA;30μg)  Kanamycin (K;30μg)  Tetrecycline (TE;30μg) 

Chloramphenical(C;30μg)  Erythromycin(E;15μg)  Clindamycin (DA;2μg)  Norfloxacin (NOR;10μg) 

Ciprofloxacin (CIP;5μg)  Polymycin B(PB;300μg) และ Nitrofuration(F;300μg) 

หมายเหตุ : บริเวณการยับยั้ง; + หมายถึง ยับยั้ง /  –หมายถึง ไม่ยับยั้ง / 10-20 หมายถึง ยับยั้งต่ํา /  

30 หมายถึง ยับยั้งปานกลาง / 40 หมายถึง ยับยั้งสูง  และ >50 หมายถึง ยับยั้งสูงมาก 
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จากตารางที่ 5 ผลทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ โดยการวางแผ่นยาปฏิชีวนะทั้ง 13 ชนิด ลง

บนอาหารเล้ียงเช้ือ พบว่า ทั้ง 8 ไอโซเลท สามารถต้านทานต่อยาฏิชีวนะ 5 ชนิด คือ Vancomycin 

Kanamycin   Norfloxacin  Ciprofloxacin และ Polymycin B ซ่ึงผลที่ได้นั้นไม่จัดว่าเป็นความต้านทานที่

ผิดปกติแต่อย่างใด แต่มีบางไอโซเลทที่มีความสามารถต้านทานต่อยาฏิชีวนะได้มากกว่า 5 ชนิด คือ P3 

สามารถต้านทาน Penicilin G และ P4 สามารถต้านทาน Nitrofuration และ Penicilin G และ ไอโซเลท P1 

สามารถต้านทานยาปฏิชีวนะได้เกือบทุกชนิด  

 

6. สรุปผลการวิจัย 

ผลการวิจัย พบว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากข้าวหมากไอโซเลท R2 มีคุณสมบัติที่สอดคล้องกับ

คุณสมบัติของโปรไบโอติก คือ สามารถผลิตเอนไซม์คะตาเลสเจริญได้ที่ pH 2.5 และมีความทนต่อ

สภาวะของน้ําดี ผลการวิจัยบ่งช้ีได้ว่าแบคทีเรียที่พบในข้าวหมากสามารถเจริญในระบบทางเดินอาหาร

และมีผลต่อกิจกรรมโปรไบโอติกได้ 
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