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บทคัดยอ 

จากการประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิต 
แบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต ที่คัดแยกจากทางเดินอาหารของไก โดยทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ 
mucin พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทุกไอโซเลตไมสามารถยึดเกาะกับ mucin และเมื่อ
ทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตภายใตสภาวะแบบตอเนื่องในระบบจําลอง
ทางเดินอาหารที่สภาวะกรดพีเอช 2.5 และมีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อุณหภูมิ 41  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสภาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขน 3% ของน้ําหนักแหง 
ที่พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาแบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตมีการรอด
ชีวิตอยูในชวง 59.4-69.9% แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตสามารถสรางเอนไซม phytase ซ่ึงมีคากิจกรรม
ของเอนไซม phytase อยูระหวาง 5.3-40.6 U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส อยางไรก็ตาม
แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้งหมดไมสามารถยอยโปรตีน ไขมัน และแปงได  

จากการหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย (MIC) ของยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด 
(penicillin G, erythromycin, tetracycline และ chloramphenicol) โดยวิธี broth microdilution method 
พบวา แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตมีคา MIC ต่ํากวา 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงบงบอกวาทุกไอโซเลต
มีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบทุกชนิด  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการหอหุมเซลลแบคทีเรียแลกติก Lact. salivarius 
L5-4 เพื่อเพิ่มการรอดชีวิตในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พบวา การเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตมีผล
ตอการเพิ่มอัตราการรอดของเซลลอยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ตามการเพิ่มความเขมขนของแคลเซียม 
คลอไรดไมมีผลตออัตราการรอดของเซลลอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) เชนเดียวกับการขึ้นรูปเม็ดเจลใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลามากกวา 30 นาที ไมมีผลตออัตราการเหลือรอดของเซลลอยางมี
นัยสําคัญเชนกัน และพบวาแบคทีเรียแลกติก Lact. salivarius L5-4 มีอัตราการรอดเพิ่มสูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05)ที่สภาวะกรดพีเอช 2.5 เมื่อเทียบกับเซลลอิสระ หลังจากหอหุมในสภาวะที่เหมาะสม 
(อัลจิเนตความเขมขน 2% แคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M และใชระยะเวลาในการหอหุม 30 นาที) และ
เมื่อนําเซลลแบคทีเรียแลกติกที่ถูกหอหุมทดสอบการรอดชีวิตที่สภาวะกรด พบวา จํานวนเซลลที่ถูก
หอหุมลดลงเล็กนอยเมื่อผานสภาวะกรดพีเอช 3 และ พีเอช 4 อยางไรก็ตามการหอหุมเซลลที่สภาวะ
ดังกลาวไมสามารถปองกันเซลลไดในสภาวะที่พีเอช 2 และต่ํากวา 2 หลังจากนั้นนําเซลลที่หอหุมเก็บ
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รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิหอง (29±1 องศาเซลเซียส) พบวา หากเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จํานวนเซลลแบคทีเรียแลกติกจะลดลงอยางชาๆ และมีจํานวนเชื้อเหลืออยู 108 CFU/g 
ซ่ึงเปนปริมาณต่ําสุดที่ยอมรับวามีประโยชนตอรางกายหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 7 วัน ในขณะที่การ
เก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิหอง ระดับปริมาณเซลลแบคทีเรียแลกติกจะลดลงอยางรวดเร็วและเก็บรักษา
ไดเพียง 1 วัน หลังจากนั้นระดับจํานวนเชื้อโปรไบโอติกจะลดต่ํากวา 108 CFU/g  
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ABSTRACT 

The present study was conducted to evaluate the primary probiotic properties of 
bacteriocin producing lactic acid bacteria (LAB) isolated from chicken intestinal tracts. All of nine 
strains lacked adhesion ability to mucin. The gastrointestinal transit tolerance of the nine bacteria was 
determined by exposing washed cell suspensions to simulated gastric juice (pH 2.5) containing 3 mg/ml 
pepsin at 41°C for 2 h, followed by 3% dry basis of freeze drying chicken bile at pH 8.0 containing  
1 mg/ml pancreatin to mimic the gastrointestinal environment. These studies revealed that all strains 
are capable of surviving the passage through the gastrointestinal conditions. The survival rate was 
between 59.4-69.9%. All strains were able to degrade sodium phytate and exhibited phytase activity  
of 5.3 to 40.6  U/min×ml at 50ºC. However, no isolates showed the ability to digest protein, starch  
and lipid.  

The minimal inhibitory concentration (MIC) of 4 common antibiotic substances 
(penicillin G, erythromycin, chloramphenicol and tetracycline) was measured by the broth microdilution 
method. All of the selected LAB were sensitive to all of tested antibiotics (MIC < 8 μg/ml). 

Microencapsulation technique was developed to increase the efficacy of capsules in 
protecting the selected strain Lact. salivarius L5-4 under simulated gastric conditions. Lact. salivarius 
L5-4 was encapsulated in calcium alginate and tested for its survival in simulated gastric conditions. 
The viability of the cells in the microcapsules increased as alginate concentration increased. There was 
no significant difference (p > 0.05) in the viability of encapsulated cells when the concentration of 
calcium chloride was increased. Hardening the capsule in calcium chloride solution for a longer time 
(0.5 h) had no effect on increasing the viability of encapsulated Lact. salivarius L5-4 in a simulated 
gastric environment. There was a significant increase (p < 0.05) in viable cell counts compared to the 
free cells when Lact. salivarius L5-4 was encapsulated under the optimal encapsulation conditions; 
2.0% (w/v) alginate and 30 min hardening in 0.1 M CaCl2 and subjected to pH 2.5. The survival of 
encapsulated Lact. salivarius L5-4 in acid conditions showed the decrease in some extent at pH 3.0 and 
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pH 4.0. However, there were no viable cells detected at pH 2.0 and below. Viability of encapsulated 
Lact. salivarius L5-4 was assessed during storage at 4oC and room temperature (29±1ºC). The number 
of viable bacteria kept at 4oC decreased slowly and was in an acceptable of the recommended to 
potentially obtain a health benefit (>108CFU/g), by the end of 7 days. On the other hand, the viability 
of encapsulated Lact. salivarius L5-4 reduced to 108cfu/g after 1 days when storage at room 
temperature.  
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บทที่ 1 

บทนํา 

บทนําตนเรื่อง 

อุตสาหกรรมการผลิตไกเนื้อเปนอุตสาหกรรมที่สรางรายไดใหแกประเทศไทยได
อยางมหาศาล โดยเปนสินคาสงออกไปยังประเทศตางๆทั้งไกดิบ ไกสดแชแข็ง และเนื้อไกแปรรูป 
โดยในป พ.ศ. 2551 มูลคาการสงออกสินคาจากไกสูงถึง 50,000 ลานบาท เพิ่มขึ้นจากป พ.ศ. 2550 
กวา 20% อยางไรก็ตามพบวา ปจจุบันอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของไทยประสบกับภาวะตนทุนการ
เล้ียงไกสูงขึ้นจากราคาอาหารสัตว อาหารเสริม คาวัคซีนในการปองกันโรค และปจจัยทางดานการ
ขนสงที่เพิ่มขึ้น สงผลใหผูประกอบการขนาดกลางและขนาดเล็กจําเปนตองลดปริมาณการเลี้ยงให
นอยลงทําใหปริมาณไกในระบบลดลง 10-15% (สํานักพัฒนาการปศุสัตวและถายทอดเทคโนโลยี 
กรมปศุสัตว, 2552) ดังนั้นจึงไดมีการเรงพัฒนาและหาวิธีการเพื่อลดตนทุนการเลี้ยงไกและเพิ่ม
ผลผลิต รวมถึงเพิ่มมาตรฐานดานความปลอดภัยของเนื้อไกใหสูงขึ้นเพื่อเปนมาตรฐานสากลและ
ยอมรับจากนานาชาติ โดยวิธีที่เคยนิยมใชเพื่อเพิ่มผลผลิตคือการใชวัตถุเสริมอาหาร (food additive) 
เชน สารเคมีและยาปฏิชีวนะ (ชรินทร เขียวจรัส, 2539) เพื่อกระตุนการเจริญเติบโตและภูมิตานทาน
ของไกใหเพิ่มขึ้นเพื่อสนองใหทันตอความตองการบริโภคเนื้อไกทั้งในและตางประเทศ แตใน
ระยะเวลากวาสิบปที่ผานมาพบวามีการดื้อตอยาปฏิชีวนะของเชื้อกอโรคที่เพิ่มขึ้น (Kastner et al., 
2006) จึงไดมีการออกกฏหมายควบคุมการใชยาปฏิชีวนะในสัตว จากปญหาดังกลาวผูผลิตไกเนื้อจึง
หาวิธีการใหมที่จะชวยเพิ่มผลผลิตและลดปญหาเชื้อกอโรคในไก ดังนั้นการใชโปรไบโอติกจึง 
เปนทางเลือกใหมอีกทางเลือกหนึ่งที่จะชวยแกปญหาดังกลาว จากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อกอโรคที่มักพบในไก (Taheri et al., 2009 )และชวยเพิ่ม
อัตราการเจริญเติบโตได (Jin et al., 1998) 

มีการนําแบคทีเรียแลกติกที่มีสมบัติเปนโปรไบโอติกมาใชอยางกวางขวางเพื่อ
สงเสริมใหคนและสัตวมีสุขภาพดี โดยแบคทีเรียโปรไบโอติกที่มีชีวิตจะสามารถเพิ่มจํานวนในลําไส
ใหญ และใหประโยชนมากมายต อ สุขภาพของ เจ าบ าน  ( host)  โดยการรอดชี วิ ตของ 
โปรไบโอติกขึ้นกับปจจัยหลายปจจัยทั้งภายในและภายนอกไดแก อุณหภูมิที่ใชในการเพาะเลี้ยง  
พีเอช สายพันธุของจุลินทรีย ระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวเชื้อ ภาชนะบรรจุผลิตภัณฑในระหวางการเก็บ
รักษาและกระบวนการแปรรูป (Ross et al., 2005) เปนตน อยางไรก็ตามโปรไบโอติกที่มีการ 
นํามาใชในอาหารสัตวยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร เนื่องจากปญหาการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติกในกระบวนการผลิตอาหารสัตวเม็ดซึ่งตองใชความรอนสูงในขั้นตอนการคลุกไอน้ํา 
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(coditioning) และการอัดเม็ด (pelleting) นอกจากนี้ปญหาการลดลงของจํานวนโปรไบโอติกใน
ระหวางการเก็บรักษาก็มีผลตอการใชประโยชนจากโปรไบโอติกของสัตวเชนกัน สําหรับปริมาณ 
โปรไบโอติกที่เพียงพอที่จะกอใหเกิดประโยชนตอไกมีปริมาณแนะนําเปน 6 log CFU/g (Simon, 
2005) ดังนั้นการปกปองโปรไบโอติกจากความรอนในกระบวนการผลิตและการควบคุมปริมาณโปร
ไบโอติกในอาหารไกระหวางการเก็บรักษาจึงเปนสิ่งจําเปน ซ่ึงวิธีการหนึ่งที่นาสนใจคือ การหอหุม
เซลล (encapsulation)  

การหอหุมเซลล (microencapsulation) จัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลไว
ในเม็ดเจล hydrocolloid ชวยรักษาความคงตัวและรักษาระดับจํานวนจุลินทรียโปรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑและระบบทางเดินอาหาร (Rao et al., 1989) hydrocolloid ที่ใชในการตรึงโปรไบโอติก เชน 
chitosan, sodium alginate, carageenan, cellulose acetate phthalate และ gelatin เปนตน   

การวิจัยคร้ังนี้ตองการศึกษาสมบัติเบื้องตนของการเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรีย
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่แยกจากทางเดินอาหารของไกและศึกษาสภาวะที่เหมาะสมรวมถึง
ปจจัยที่มีผลในการหอหุมเซลล (microencapsulation) แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อเปน
การเพิ่ประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มการรอดชีวิตในระหวางการเก็บรักษาเพื่อนําไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารไก 
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การตรวจเอกสาร 

1. แบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไก 

แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่ตรวจพบไดในผลิตภัณฑอาหารหมัก น้ํานม 
เนื้อสัตว พืชผักและในธัญพืช นอกจากนี้ยังพบไดในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว จาก
การศึกษาพบวาใน แตละสวนของทางเดินอาหารไกประกอบไปดวยจุลินทรียที่แตกตางกัน ซ่ึง
บริเวณลําไสเล็กสวนปลายมีจํานวนของแบคทีเรียแลกติกในกลุม Lactobacillus สูงที่ สุดคือ  
1012-1015 CFU/g (ธวัชชัย โพธ์ิเฮือง, 2547) โดยกลุมของแบคทีเรียแลกติกประกอบดวยแบคทีเรียใน
สกุล (genus) Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, 
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus และWeissella 
(Parada et al., 2007) นักจุลชีววิทยาบางทานจัดแบคทีเรียในสกุล Aerococcus, Microbacterium, 
Propionibacterium และBifidobacterium ไวในกลุมแบคทีเรียแลกติกดวยแมวาจะมีลักษณะทาง
พันธุกรรมและทางชีวเคมีแตกตางจากกลุมแบคทีเรียแลกติกก็ตาม (Carr et al., 2002) แบคทีเรีย 
แลกติกมีความสําคัญตออุตสาหกรรมอาหารหมักทั้งในผลิตภัณฑที่ทํามาจากเนื้อสัตว พืชผัก และ
นม โดยนอกจากเชื้อจะมีบทบาทสําคัญในการแปรรูปอาหารหมักแลว แบคทีเรียกลุมนี้ยังมี
ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลในอาหารใหกลายเปนกรดแลกติก มีผลทําใหมีสภาพความเปน
กรด-ดาง (pH) ที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียกอโรคหรือจุลินทรียอ่ืนที่ปนเปอนมาใน
อาหารจึงชวยยืดอายุอาหารที่งายตอการเนาเสีย นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกยังสรางสารระเหยที่มี
กล่ินเฉพาะตัว เชน กรดอินทรีย, ไดอะเซติล (diacetyl) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) มีผลทํา
ใหเกิดคุณลักษณะเฉพาะของอาหารหมัก  (Lasen  et al., 1993; Brink  et al., 1994)  อีกทั้งกลุม
แบคทีเรียแลกติกไดแก Lactobacillus spp. และ Bifidobacterium spp. ยังมีคุณสมบัติในการทนตอ
กรดและเกลือน้ําดี  ทั้งนี้ก็เพื่อการมีชีวิตอยูรอดในระบบทางเดินอาหารอันเปนคุณสมบัติที่สําคัญ
ของการเปนโปรไบโอติก ซ่ึงมีความหมายถึงจุลินทรียที่มีชีวิตซึ่งสามารถกอประโยชนตอรางกาย
ของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู โดยการคงไวหรือปรับสภาพสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร 
(Saarela et al., 2000) 

แบคทีเรียแลกติกยังสามารถสรางแบคเทอริโอซินซึ่งเปนสารเปปไทดหรือ
สารประกอบโปรตีน มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นที่มีสายพันธุใกลเคียง
กับแบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซิน (Brink et al., 1994; Pilet et al., 1994; Yang and Ray, 1994) 
หรือสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนที่มีความไวตอแบคเทอริโอซินนั้นๆ (Nettles 
and Barefoot, 1993; Kawai et al., 1994) แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียตางชนิดกันนอกจากจะมี
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คุณสมบัติที่แตกตางกันแลว ยังมีความสามารถในการยับยั้งหรือการทําลายที่ตางกันอีกดวย โดย 
แบคเทอริโอซินจะออกฤทธิ์ในการยับยั้งการสรางผนังเซลล รบกวนหนาที่ของเยื่อหุมเซลล ยับยั้ง
การสรางกรดนิวคลีอิก และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน (Hoover and Harlander, 1993) ตัวอยางเชน 
nisin ซ่ึงเปนแบคเทอริโอซินที่นอกจากยับยั้งกลุมจุลินทรียสายพันธุใกลเคียงแลว ยังสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรค เชน Lis. monocytogenes รวมทั้งแบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดการเนาเสีย มีการ
นํา nisin ในรูปผงที่ผลิตจาก L. lactis ไปใชในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลายประมาณ 48 
ประเทศทั่วโลกในผลิตภัณฑตางๆ อาทิ ในผลิตภัณฑนม เนย และในอาหารกระปอง นอกจากนี้ยัง
สามารถใชในรูปของจุลินทรียที่ยังมีชีวิตใสลงไปในอาหารโดยตรง  เพื่อใหจุ ลินทรียผลิต 
แบคเทอริโอซินผสมอยูในอาหารนั้น (O’Sullivan et al., 2002) 

1.1  แบคทีเรียแลกติกท่ีมักพบในระบบทางเดินอาหารไก 
  1.1.1  แบคทีเรียแลกติกสกุล  Enterococcus 

ลักษณะโดยทั่วไปของ  Enterococcus  sp.  เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร 
ไมสรางเอนไซมคะตะเลส เซลลมีรูปรางเหมือนไข จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวหรือสายโซส้ัน ผลิต
กรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักกลูโคส ตองการสารอาหารสูงในการเจริญ 
สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 10 และ 40°C บางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม (pseudo-
catalase) ไดและบางสายพันธุทําใหเกิดโรค จีโนมของเชื้อในกลุมมี G+C เปนองคประกอบประมาณ 
37-40% (Devriese et al., 1993)   

Enterococcus  sp. ในอดีตเคยรูจักใน group D streptococci จนกระทั่งป ค.ศ.1984 
จากการ ศึกษากรดนิวคลีอิกของเชื้อ จึงถูกจัดใหมใหอยูใน genus Enterococcus คําวา Enterococcus 
มาจากคําภาษาฝรั่งเศส enterocoque ซ่ึงบงบอกวาเชื้อนี้อาศัยอยูในลําไส เชื้อนี้เปนแบคทีเรียที่มี
ถ่ินอาศัยอยูในลําไสของคนและสัตวและในสิ่งแวดลอม มีมากกวา 10 สายพันธุ Enterococcus สวน
ใหญแลวไมมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร บางสายพันธุ เชน Ent. faecalis เปนเชื้อฉวย
โอกาส จึงไมนํามาใชกับอาหารแตก็มีการนํามาใชเปนโปรไบโอติกและเปนกลาเชื้อในการหมักฟาง
เปนอาหารสัตว นอกจากนี้ยังเปนแมแบบของแบคทีเรียแลกติกในการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา 
เชน ลักษณะของผนังเซลลเปนตน (Axelsson, 1998) แตก็มีบางสายพันธุ เชน Ent. faecium ไดมีการ
นําไปผลิตเปนโปรไบโอติกเพื่อจําหนายทางการคาเนื่องจากมีความสามารถทนตอสภาวะรุนแรง 
(harsh condition) ในกระบวนการผลิตไดดี (Fuller, 1989) 

Strompfova และ Laukova (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus 
จากทางเดินอาหารไกกระทง  สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus ได 17 สายพันธุ 
และพบวา 5 สายพันธุ คือ Ent. faecium EF55,  Ent. faecium EF3S1, Ent. faecium EF2S3, Ent. faecium 
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EF2S1 และ Ent. faecium EFH31 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินและมีคุณสมบัติการเปน 
โปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร ไดแก  Ent. avium EA5, Ent. casseliflavus 
20332, Ent. durans 5A, Ent. faecalis EE P4, Ent. faecium EF 43, Lact. acidophilus LA 99, Lact. 
johnsonii LJ 4982, L. lactis 96RS, Micrococcus sp. 4898, Staph. aureus SA2, S. lentus SL 163,  
S. xylosus SX 310, S. aureus SA 105, Strep. bovis AO 24/85, Strep. bovis SB 357 และ En. georgiviae 
EG3 รวมถึงสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไส ทนกรดและน้ําดีไดดี  

Shin และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไก สามารถ 
คัดแยกแบคทีเรียแลกติกไดทั้งสิ้น 291 สายพันธุ พบวา 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. 
faecium SH 632 และ Ped. pentosaceus SH740 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินและมีคุณสมบัติการ
เปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือยับยั้งเชื้อกอโรค ไดแก Cl. perfringens และ Lis. monocytogenes 
และทนตอกรดและน้ําดีได  

1.1.2 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Lactobacillus 
Lactobacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก เซลลมีรูปรางเปนแทง สวนมากจะเปนแทง

ยาวตอกันเปนสายไมสรางสปอร มีทั้งที่เปน homofermentative และ heterofermentative เจริญไดดีในที่
มีออกซิเจนนอย (microaerophilic) ไมสรางเอนไซมคะตะเลส แตอาจพบการสรางเอนไซม 
คะตะเลสเทียม ตองการสารอาหารที่ซับซอน เชน กรดอะมิโน เปปไทด กรดนิวคลีอิก วิตามิน เกลือ 
กรดไขมัน สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 2-53 °C แตอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 30-40°C  พีเอช
ที่เหมาะสมอยูในชวง 5.5-6.2 มีเปอรเซนต G+C สูงคือประมาณ 32-53% (Hammes and Vogel, 1995) 

Mojgani และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก  75  ไอโซเลต หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดไปทดสอบ
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก  คือ ทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรค การทนกรดและน้ําดี พบมีเพียง  
3 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี เมื่อนําทั้ง 3 ไอโซเลต ไปเทียบเคียงสายพันธุ
พบวาทั้งหมดเปน Lactobacillus คือ Lact. acidophilus RNL 26, Lact. fermentum RNL 44 และ Lact. 
salivarius RNL 49 

1.1.3 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Streptococcus 
Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 

ไมครอน มักจัดเรียงตัวเปนสายโซหรือคู ผลิตกรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักเทานั้นจาก
การหมักกลูโคส (homofermentative) เจริญที่อุณหภูมิ 20-42°C ตองการสารอาหารที่ซับซอนในการ
เจริญ ประกอบดวย 39 สปชีส (species) มีหลายสปชีสที่เปนปรสิตในคนหรือสัตวและบางสปชีส
กอใหเกิดโรครุนแรงได มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-46% (Hardie and Whiley, 1995) 
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Conllins และคณะ (2002) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก 
พบวามีเพียง 3 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตน เมื่อนํามาเทียบเคียงสายพันธุ
พบวาเปนแบคทีเรียในสกุล Streptococcus คือ  Strep. acidominimus,  Strep. ovis  และ  Strep. suis 

1.1.4 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Pediococcus 
Pediococcus เซลลมีรูปรางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36-1.43 ไมครอน 

สามารถแบงตัวในลักษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวโดยแบงครั้งที่ 2 ในทิศทางดานขวามือของครั้ง
แรกทําใหเกิดลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลลติดกันคลายจัตุรัส (tetrad formation) ในสภาวะไมมี
อากาศผลิตกรดแลกติกชนิด DL และ L (+) จากการหมักกลูโคส เจริญที่อุณหภูมิ 25-40°C  
บางสปชีสผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม และบางสปชีสเปนสาเหตุของการเสื่อมสภาพในเบียรและ
ไวน ประกอบดวย 6 สปชีสไดแก Ped. acidilactici, Ped. damnosus, Ped. dextrinicus, Ped. 
inopinatus, Ped. parvulus, Ped. pentosaceus มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-44% (Simpson 
and Taguchi, 1995) 

Torshizi และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก  650 สายพันธุ นําแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดไปทดสอบการยับยั้ง
เชื้อกอโรค คือ E. coli  และ Salmonella sp. พบวามี 3 สายพันธุ คือ TMU121, 094 และ 457 มี
กิจกรรมการยับยั้งสูงสุด นอกจากนี้ยังพบวาทั้ง 3 สายพันธุ มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้อง
ตนที่ดีและสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน เมื่อนําทั้ง 3 สายพันธุ ไปเทียบเคียงสายพันธุ พบวา เปน 
Ped. pentosaceous TMU457,  Lact. rhamnosus TMU094 และ Lact. fermentum TMU121 

1.2  โปรไบโอติก (Probiotic) 
โปรไบโอติกเปนคําที่มีรากศัพทมาจากภาษากรีก-ลาติน หมายถึง เพื่อชีวิต (for life) 

ในป ค.ศ. 1955 ไดเร่ิมมีการนําเอาคําวาโปรไบโอติกมาใชเปนครั้งแรกแตยังไมมีใครใหคําจํากัด
ความของโปรไบโอติกไวอยางชัดเจน ตอมา Lilly และ Stillwell (1965) ไดใหคําจํากัดความของ 
โปรไบโอติกไวเปนคนแรกวา โปรไบโอติก คือสารที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียชนิดหนึ่งและสารนั้น
สามารถกระตุนการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นๆได  คําจํากัดความของโปรไบโอติกที่นํามาใชมากที่สุด
เปนของ Fuller (1989) ซ่ึงไดใหคําจํากัดความไววา โปรไบโอติก คือ อาหารเสริมที่เปนจุลินทรียมีชีวิต 
สงผลใหเกิดประโยชนตอสัตวที่จุลินทรียนั้นเขาไปอาศัยอยู โดยอาหารเสริมชวยเพิ่มความสมดุลของ 
จุลินทรียภายในทางเดินอาหารของสัตว 

จุลินทรียโปรไบโอติกไมจําเปนตองเปนจุลินทรียประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหาร
ของสัตว แตควรเปนจุลินทรียที่สงผลใหเกิดประโยชนตอมนุษยและสัตว (Fuller et al., 1989; 
Havenaar et al., 1992; Salminen et al., 1998) ดังนั้นจึงมีการศึกษาจุลินทรียสายพันธุตางๆที่สามารถ
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สงเสริมสุขภาพของมนุษยและสัตวใหดีขึ้น ไดแก แบคทีเรียแลกติก  Bifidobacteria  และยีสต   
(Fuller, 1992) โดยแบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่มีสมบัติเปนโปรไบโอติกมากที่สุด แบคทีเรีย 
แลกติกเปนแบคทีเรียสวนใหญที่อยูในระบบทางเดินอาหารและสงผลใหเกิดประโยชนในระบบ
นิเวศนวิทยาของสัตว ดังนั้นแบคทีเรียแลกติกจึงมีความเหมาะสมเปนอยางยิ่งที่จะนํามาใชเปน 
โปรไบโอติก (Holzapfel and Schillinger, 2002) 

โปรไบโอติกประกอบดวยจุลินทรียที่มีประโยชนหลายชนิดซึ่งชวยรักษาสมดุลของ
จุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหารและปองกันไมใหเชื้อกอโรคเจริญ โดยเมื่อสัตวไดรับ 
โปรไบโอติกเขาสูรางกายจะผานกระเพาะอาหารและไปเจริญและแขงขันกับเชื้อกอโรคในการ 
ยึดเกาะกับเยื่อบุทางเดินอาหารและมีการเพิ่มจํานวนบนเยื่อบุผนังลําไสโดยเฉพาะผนังลําไสเล็ก 
ทุกสวนโดยแทรกตัวอยูที่รองผนังลําไส (villi) จึงชวยลดการเกาะกลุมและทําใหเกิดการขับเชื้อกอ
โรคออกจากทางเดินอาหาร (Karpinska et al., 2001) และการที่โปรไบโอติกแปลกปลอมนี้เองจึง
สามารถดึงดูดใหแมคโครฟารจเดินทางมามาก จึงเปนการกระตุนใหมีระบบภูมิคุมกันเฉพาะแหงได
ดีขึ้น นอกจากนี้โปรไบโอติกยังสามารถสรางสารซึ่งสามารถทําลายหรือยับยั้งเชื้อกอโรคได  
(Mead, 2000) โดยสรางสารเมทาบอไลทที่มีผลยับยั้งปฏิกิริยาการสรางสารพิษหรือสารที่กอใหเกิด
มะเร็ง และกระตุนการทํางานของเอนไซมในปฏิกิริยาการกําจัดสารพิษ (ชรินทร เขียวจรัส, 2539) 

การคัดเลือกจุลินทรียโปรไบโอติกในการนํามาใชไมมีขอกําหนดตายตัว แตมักจะ
เอาวัตถุประสงคในการนําไปใชเปนขอกําหนดหรือคัดเลือก ถาหากนําไปใชในอาหารควรมีเร่ือง
ของความปลอดภัย การเหลือรอดในลําไส การยับยั้งเชื้อกอโรค การคงทนตอกระบวนการผลิต
อาหาร อยางไรก็ตามจุลินทรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกควรมีคุณสมบัติดังนี้ 

1.2.1  จุลินทรียที่ใชเปนโปรไบโอติกตองไดรับการยอมรับแลววาเปนสายพันธุที่ปลอดภัย 
(GRAS; Generally Recognized As Safe) ซ่ึงจุลินทรียโปรไบโอติกที่ปลอดภัยตองมีลักษณะ
ดังตอไปนี้(Salminen et al., 2000) 

- แหลงที่มาในการแยกเชื้อตองเปนแหลงที่มีความปลอดภัย เมื่อตรวจสอบสกุล 
(genus) และสายพันธุของจุลินทรียในเบื้องตนตองพบวาเปนสายพันธุที่ปลอดภัย 

- เปนจุลินทรียที่ไมสรางสารพิษ 
- จุลินทรียสายพันธุที่จะเปนโปรไบโอติกตองมีความสัมพันธเกื้อกูลหรือเปน 

สายพันธุชนิดเดียวกับแบคทีเรียประจําถ่ินในสัตวเจาบาน 
1.2.2  สามารถทนตอน้ําดีและความเปนกรดภายในระบบทางเดินอาหารของสัตวเจาบาน

รวมทั้งสามารถดํารงชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหารได โปรไบโอติกเปนจุลินทรียที่ตองเดินทางผาน
และอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของสัตวที่บริโภคโปรไบโอติก สภาวะแวดลอมแรกที่สงผล
กระทบตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกคือสภาวะแวดลอมในกระเพาะอาหารที่มีความเปนกรดสูง 
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(Lankaputhra and Shah, 1995) และการหล่ังน้ําดีในลําไสเล็กสามารถทําลายผนังเซลลของ 
จุลินทรียซ่ึงมีสวนประกอบสวนใหญเปนสารประเภทไลปดและกรดไขมัน ดังนั้นโปรไบโอติกจึง
ตองสามารถทนตอน้ําดีและความเปนกรดในทางเดินอาหารของสัตวได (Reuter, 2001)  

1.2.3  สามารถยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาบานและแขงขันการยึดติดกับจุลินทรียกอ
โรคการยึดติดของจุลินทรียกับผนังลําไสของสัตวเจาบานเปนปจจัยหนึ่งในการคัดเลือกจุลินทรีย 
โปรไบโอติกนอกเหนือจากคุณสมบัติการทนตอกรดและน้ําดีและการยับยั้งจุลินทรียกอโรค  
(Mattila-Sandholm et al., 1999) เนื่องจากการยึดติดกับลําไสทําใหเชื้อจุลินทรียโปรไบโอติก 
สามารถเพิ่มจํานวนไดภายในระบบทางเดินอาหารและกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวเจาบาน 
(Ouwehand et al., 1999) ชวยในการซอมแซมผนังทางเดินอาหารและตอตานจุลินทรียกอโรค  
(Reid and  Burton, 2002) 

1.2.4  มีความสามารถในการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดินอาหารของสัตวไดมาก 
1.2.5  ผลิตสารยับยั้งจุลินทรียกอโรคที่เปนจุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหาร 
1.2.6  ปองกันการรุกรานของจุลินทรียกอโรคและชวยเพิ่มระดับของภูมิคุมกัน 

- แบคทีเรียที่สามารถยึดติดกับผนังลําไส เชน Lact. johnsonii Lj1 และ Bi. lactis 
Bb12 ทําใหเพิ่มความสามารถในการกําจัด E. coli ดวยกระบวนการ phagocyte ของเซลลเม็ดเลือด
ขาว (Schiffrin et al., 1994) การยึดติดผนังลําไสสัตวเจาถ่ินของจุลินทรียโปรไบโอติกมีอิทธิพลตอ
การกระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยกระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวที่อยูในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไส โดย
เนื้อเยื่อน้ําเหลืองนี้แพรกระจายอยูระหวางชั้นของเซลลเยื่อบุผิว (epithelial cells) และถัดมาจนเกือบ
ถึงชั้นของกลามเนื้อ (Mardara, 1997) โปรไบโอติกสามารถกระตุนเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไสโดยตัว
โปรไบโอติกหรือช้ินสวนโปรไบโอติกหรือสารเมทาบอไลทที่โปรไบโอติกผลิตขึ้น เรียกสิ่งเหลานี้
วา เอนติเจน (antigen) เมื่อเอนติเจนเขาไปในลําไสจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผิวเปน  
M-cells เรียกวา follicle associated epithelium (FAE) ที่ตอมน้ําเหลืองภายในลําไสหรือ Payer’s 
patches (Laissue et al., 1993) ซ่ึง M-cells สามารถรับเอนติเจนได 

- แบคทีเรียที่ไมยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาถ่ินสามารถกระตุนภูมิคุมกันของสัตว
ไดโดยตรง เชน เพิ่มแบคทีเรียประจําถ่ินในลําไสของสัตว กระตุนการดูดซึมเอนติเจนของสัตวและ
ผลิตสารชวยเสริมภูมิคุมกัน เชน อินเตอเฟอรอน (interferon) เปนตน (Ouwehand et al., 1999) โดย
การทดลอง in vitro พบวา การบริโภคแบคทีเรียแลกติกสามารถเพิ่มการหมุนเวียนของแอนติบอดี 
(antibody)ในรางกาย เพิ่มกิจกรรมของมาโครฟาจ (macrophage) และเพิ่มจํานวน natural killer cells 
(NK-cells) (Perdigon et al., 2000) Payer’s patche แทรกระหวางเยื่อบุลําไส Villi FAE 

1.2.7  มีความคงตัวสูง โดยเมื่อเซลลอิสระของแบคทีเรียผานกระบวนการผลิตแลวตอง
สามารถที่จะมีชีวิตอยูและเก็บรักษาไดนาน (Holzapfel et al., 1998)  
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1.2.8  ผลิตเอนไซมสําหรับยอยสารอาหารบางชนิดได เชน β-galactosidase เพิ่มกิจกรรม
ของเอนไซม เชน สงเสริมการทํางานของเอนไซม β-galactosidase ในคน โดยแบคทีเรียแลกติกจะสงเสริม 
การทํางานของเอนไซม β-galactosidase ในการชวยยอยน้ําตาลกาแลกโตสในน้ํานม (Marteau et al., 1997)  
ลดการทํางานของเอนไซมบางชนิด เชน β-glucuronidase และ azoreductase ซ่ึงเอนไซมเหลานี้เปน
เอนไซมที่เรงหรือกระตุนใหเกิดมะเร็ง (Rowland et  al., 1992) 

Jin และคณะ (2000)ใช Lact. acidophilus เสริมในอาหารไกกระทง 2 แบบคือ เสริม  
Lact. acidophilus อยางเดียวในอาหาร และใชเชื้อ Lactobacillus ผสมกัน 12 สายพันธุเสริมลงในอาหาร
ไกกระทง พบวา หลังจากไกกระทงกินอาหารที่เสริม Lactobacillus แลวจะมีปริมาณของเอนไซม 
amylase ในลําไสเล็กสูงขึ้น แตเอนไซม proteolytic และ lypolytic คงที่ นอกจากนี้พบวาไกกระทงที่กิน
อาหารเสริมที่มี  Lactobacillus ผสมกัน  12 สายพันธุ  จะทําใหมี เอนไซม  β-galactosidase และ  
β-glucuronidase  ในมูลลดลง 

1.2.9 ทนตออุณหภูมิสูง การผลิตโปรไบโอติกในระดับอุตสาหกรรมโดยสวนใหญจะใช
วิธีการ spray-drying ผสมกับอาหารและสวนประกอบตางๆ เนื่องจากสะดวกในการเก็บรักษาและ
ขนสง (Ross et al., 2005) ซ่ึงในกระบวนการผลิตจะใชอุณหภูมิสูง สงผลใหเซลลเกิดการสูญเสียน้ํา 
และตายทําใหประสิทธิภาพของโปรไบโอติกลดลง (Teixeira et al., 1995) ดังนั้นคุณสมบัติการทน
อุณหภูมิสูงของแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกจึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญปจจัยหนึ่งของ
แบคทีเรียโปรไบโอติก (กิจการ ศุภมาตย, 2544) 

1.3    การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของโปรไบโอติก 
โปรไบโอติกคือจุลินทรียที่มีชีวิตและเขาไปอยูในเจาบาน เปนอาหารเสริมที่มี

ประโยชนตอสุขภาพของเจาบานโดยจะชวยในการปรับสมดุลของจุลินทรียในลําไส (Adhikari et 
al., 2000) ดังนั้นโปรไบโอติกจึงตองมีคุณสมบัติทนตอสภาวะที่เปนกรดในกระเพาะอาหารและทน
ตอเกลือน้ําดีในลําไสขั้นตอนของการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ทดสอบกัน
มีดังนี้11111 

1.3.1  ทดสอบการทนตอกรด 
ภายในกระเพาะอาหารจะมีสภาพเปนกรดเนื่องจากการหลั่งกรดไฮโดรคลอริก

ออกมาเพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพและงายตอการทํางานของเอนไซม โดยเอนไซมที่สัตวหล่ัง
ออกมาในกระเพาะอาหารเพื่อยอยโปรตีนคือเอนไซม pepsin ซ่ึงเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในสภาวะ
กรดพีเอชอยูในชวง 2-3 การทํางานรวมกันของกรดไฮโดรคลอริกและเอนไซมนี้สามารถกอใหเกิด
ความเสียหายตอผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกทําใหแบคทีเรียไมสามารถรอดชีวิตได (Johnson 
et al., 2006) การทดสอบการทนตอกรดของโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการจึงนิยมทดสอบ 
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โปรไบโอติกในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2-3 และมีเอนไซม pepsin รวมกัน ซ่ึงระยะเวลาในการ
ทดสอบจะขึ้นอยูกับการนําไปใชกับสิ่งมีชีวิตใด เมื่อเปรียบเทียบไกกับมนุษยและสัตวจําพวกสุกร
และโคแลวทางเดินอาหารของไกจะสั้นกวา ดังนั้นระยะเวลาที่อาหารผานเขาไปในทางเดินอาหารก็
ส้ันดวย คือประมาณ 2 ช่ัวโมง 30 นาที  (รุจา มาลัยพวง, 2544) 

Mojgani และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก 
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก 75 ไอโซเลต หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดไป
ทดสอบคุณสมบัติการการทนกรดที่พีเอช 1, 2, 3, 4 และ 5 พบวาแบคทีเรียแลกติกสวนใหญทนกรด
ไดในชวงของพีเอช 4-5 มีเพียง 3 สายพันธุ คือ Lact. acidophilus RNL 26, Lact. fermentum RNL 44 
และ Lact. salivarius RNL 49  ที่สามารถทนตอสภาวะกรดที่พีเอช 3 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยจํานวน
เซลลลดลง 1-2 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 9 log CFU/ml และสายพันธุ Lact. 
fermentum RNL 44 ทนตอกรดไดในชวงพีเอชที่ต่ํากวา 2 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง มีจํานวนเซลลลดลง  
3 log CFU/ml  

Shin และคณะ (2008) ศึกษาสมบัติการทนตอสภาวะกรดของแบคทีเรียแลกติกที่
ผลิตแบคเทอริโอซิน 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium SH 632 และ Ped. 
pentosaceus SH 740 ที่สภาวะกรดพีเอช 2.0, 2.3, 2.5 และ 3.0 ที่ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Ent. 
faecium SH 528 สามารถทนตอสภาวะกรดไดดีกวา 2 สายพันธุ โดยที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 มีจํานวน
เซลลลดลง 1-2 log CFU/ml และจํานวนเซลลจะลดลง 4-5 log CFU/ml เมื่อทดสอบที่สภาวะกรด 
พีเอช 2.0 โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 8 log CFU/ml  

Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนกรดและเอนไซม pepsin 
ของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไกกระทง 226 ไอโซเลต โดยทําการทดสอบในสภาวะกรดพีเอช 2.5 
และมีเอนไซม pepsin ที่ 41°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบมีเพียง 20 ไอโซเลต ทนตอกรดและเอนไซม 
pepsin ไดดี โดยจํานวนเซลลลดลง 1-2 log CFU/ml โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ  
9 log CFU/ml 

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในทนตอสภาวะกรดของแบคทีเรีย 
แลกติก 15 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสุกรโดยทําการทดสอบในสภาวะกรดพีเอช 3.0 
และ 2.0 ที่ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียแลกติกเกือบทุกไอโซเลตไมมีการลดลงของ
เซลลที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 แตเมื่อนําแบคทีเรียแลกติกทดสอบที่สภาวะกรดพีเอช 2.0 จํานวนเซลล
จะลดลง 4-5 log CFU/ml โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 8 log CFU/ml  

โดยทั่วไปผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจะหนากวาแบคทีเรียแกรมลบ  
ซ่ึงประกอบดวย peptidoglycan, teichoic acid และ churonic acid และมากกวา 50% โดยน้ําหนักของ
ผนังเซลลคือ เปปติโดไกลแคนซึ่งเปนสายพอลิเมอรสายตรงของ disaccharide pentapeptide
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ประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิดคือ N-acetylglucosamine (NAG) และ N-acetylmuramic acid (NAM) 
โดยมีกรดอะมิโน 4 กลุม (tetrapeptide) เชื่อม NAG และ NAM เขาดวยกันดวยพันธะเปปไทดทําให 
เปปติโดไกลแคนมีโครงสรางแบบรางแหและมีผลึกโปรตีน (protein crytal) หรือ S-layer แทรกอยู 
ซ่ึงแบคทีเรียแกรมบวกมีช้ันเปปติโดไกลแคนหนาถึงประมาณ 20-80 นาโนเมตร (Firtel et al., 2004; 
Johnon et al., 2006) สําหรับผนังเซลลของแบคทีเรียเมื่อผานเขาสูกระเพาะอาหารในสภาวะที่มีทั้ง
กรดและเอนไซม pepsin ซ่ึงจะเขาไปทําลายชั้นเปปติโดไกลแคนตรงตําแหนงพันธะเปปไทดทําให
โครงสรางแบบรางแห NAG และ NAM แยกออกจากกัน เมื่อผนังเซลลเสียหายแบคทีเรียจึงไม
สามารถรอดชีวิตอยูได ทั้งนี้ความสามารถในการทนตอกรดของแบคทีเรียแลกติกอาจเนื่องมาจาก
เชื้อแบคทีเรียแลกติกแตละไอโซเลตคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีการสัมผัสและทํา
ปฏิกิริยากับกรดตลอดเวลา จึงทําใหแบคทีเรียแลกติกมีความทนตอกรดได (Franz et al., 1999) 
นอกจากนี้การทนตอกรดของแบคทีเรียยังเกี่ยวของกับโปรตีนกลุมหนึ่งคือ heat shock protein เปน
โปรตีนที่จะแสดงออก (expresssion) เมื่อเซลลสัมผัสกับ heat shock factor เชน ความรอน กรดและ
สารเคมี เปนตน โปรตีนที่อยูในกลุมนี้ เชน methionine sulfoxine reductase, F1F0-ATPase  
เปนตน  heat shock protein แบงไดเปน 3 Family คือ Hsp60, Hsp70  และ Hsp90 ซ่ึงในแตละ family 
จะประกอบดวยโปรตีนอีกหลายชนิด เชน F1F0-ATPase จัดอยูในกลุม Hsp60 เปนเอนไซมที่
เกี่ยวของกับกระบวนการ adenosine triphosphate (ATP) กลายเปน adenosine diphosphate (ADP) 
โดยเอนไซม ATPase จะทําหนาที่ดึง phosphate ออกจาก ATP เปน ADP โดยสามารถพบ heat 
shock protein ไดในสิ่งมีชีวิต เอนไซม ATPase จะถูกสรางขึ้นโดยมีกรดเปน heat shock factor แบง
ออกตามโครงสรางได 5 ชนิด คือ F-ATPase, V-ATPase, A-ATPase, P-ATPase และ E-ATPase ซ่ึง
เอนไซม ATPase ที่มีสวนเกี่ยวของกับการทนกรดของแบคทีเรียคือ F-ATPase เอนไซมนี้เปน 
transmembrane protein ที่พบไดในผนังเซลลของแบคทีเรียซ่ึงเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห 
ATP โดยชักนําโปรตอน (proton) เชน โซเดียมไอออน (Na+) และ โปแตสเซียมไอออน (K+) มาอยูที่
ผิวเซลลของแบคทีเรีย ทําใหสภาวะที่ผิวเซลลเปนดาง ดังนั้น เมื่อแบคทีเรียอยูในสภาวะที่เปนกรด 
เชน กระเพาะอาหาร แบคทีเรียก็จะสามารถอยูรอดไดเนื่องจากเกิดสภาวะที่เปนกลางบริเวณผนัง
เซลล (Schlesinger, 1990) สําหรับแบคทีเรียแลกติกมีหลายสายพันธุที่สรางเอนไซมชนิดนี้ได เชน 
Lact. acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 1999) Lact. lactis (Koebmann et al., 2000) 

1.3.2  ทดสอบการทนตอเกลือน้ําดี 
น้ําดีสังเคราะหจากโคเลสเตอรอลโดยเซลล pericentral hepatocytes ของตับ  

มีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองอมเขียว โดยทั่วไปมีพเีอชอยูในชวง 7.5-8.0 องคประกอบหลักของน้ําดี
ประกอบดวย กรดน้ําดี (bile acids) โคเลสเตอรอล (cholesterol) ฟอสโฟลิปด (phospholipids) และ 
สารสี biliverdin นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง Immunoglobulin A และ mucus เขาสูน้ําดีเพื่อชวยในการ
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ปองกันการเจริญและเกาะติดของแบคทีเรียในลําไส น้ําดีที่สรางแลวจะถูกกักเก็บไวในถุงน้ําดี  
(gall bladder) และน้ําดี 80% ของถุงน้ําดีจะถูกปลอยเขาสูลําไสสวน duodenum และ jejunum เมื่อไดรับ
การกระตุนจากอาหารที่เดินทางมาถึง โดยอาหารเหลานั้นจะกระตุนการหล่ังฮอรโมน secretin และ 
cholecystokinin ซ่ึงฮอรโมนทั้งสองนี้มีความสําคัญตอการหลั่งและการไหลเวียนของน้ําดีในทอน้ําดี
และลําไส (Hofmann, 1999) หนาที่หลักของน้ําดีคือทําใหไขมันแตกตัวและเขากับน้ําไดดีขึ้น น้ําดียังมี
ผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียในทางเดินอาหาร เนื่องจากเกลือน้ําดี (bile salt) ซ่ึงเปนกรดน้ําดีชนิด
หนึ่งจะไปทําให เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเสียหายโดยไปละลายไขมันในสวนโครงสราง 
ฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลลใหลดนอยลงเปนสาเหตุสําคัญใหเยื่อหุมเซลลเกิดการแยกออกจากกัน 
เมื่อเยื่อหุมเซลลถูกทําลายจึงทําใหแบคทีเรียไมสามารถมีชีวิตอยูตอไปได โดยความเสียหายที่เกิดขึ้น
นี้มีผลมากหรือนอยขึ้นอยูกับความเขมขนของเกลือน้ําดีในระบบทางเดินอาหารเปนสําคัญ 
(Coleman et al., 1980) นอกจากเกลือน้ําดีภายในทางเดินอาหารสวนทายยังมีเอนไซม pancreatin 
จากตับออนซึ่งเปนเอนไซมที่ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุมดวยกันคือ amylase, lipase และ protease 
ซ่ึงทําหนาที่ในการยอยสารอาหารแตกตางกันออกไป และยังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย
ภายในทางเดินอาหารอีกดวย การทดสอบการทนเกลือน้ําดีของโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการจึง
นิยมทดสอบโปรไบโอติกในสภาวะที่เปนดางออนพีเอช 8 และมีเอนไซม pancreatin รวมกัน 
(Begley et al., 2005) 

Lin และคณะ (2007) ศึกษาความสามารถในการทนเกลือน้ําดีของ Lact. fermentum  
20 สายพันธุที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสัตวปกและสุกรโดยทดสอบในสภาวะที่มีน้ําดี 3% พบวามี 
Lact. fermentum 6 สายพันธุ คือ PG1, PGM1, PL1, PLM1, SG2 และ SS1 ที่สามารถรอดชีวิตได
มากกวา 80% ของเชื้อเร่ิมตน 10 log CFU/ml ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  

Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนเกลือน้ําดีของแบคทีเรีย 
แลกติกที่แยกไดจากไกกระทง โดยทําการทดสอบในสภาวะที่มีน้ําดีสดของไกกระทงและมีเอนไซม 
pancreatin ที่สภาวะดาง พีเอช 8.0 ที่ 41°C เปนเวลา 6 ช่ัวโมง พบวามีแบคทีเรียแลกติกจํานวน 20  
ไอโซเลต จาก 103 ไอโซเลต สามารถรอดชีวิตไดมากกวา 7 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน
ประมาณ 8 log CFU/ml  

Raghavendra และ Halami (2009) ศึกษาความสามารถในการทนตอเกลือน้ําดีของ
แบคทีเรียแลกติก 2 สายพันธุ ที่แยกจากไกกระทง คือ Ped. pentosaceus CFR R38 และ Ped. 
pentosaceus CFR R35 ซ่ึงมีความสามารถในการสรางเอนไซม phytase โดยทดสอบแบคทีเรีย 
แลกติกทั้ง 2 ที่สภาวะที่มีน้ําดี 0.3% พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 สายพันธุ ทนตอสภาวะที่มีน้ําดีได 
โดยจํานวนเซลลรอดชีวิตไดมากกวา 80% ของเชื้อเร่ิมตน ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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Taheri และคณะ (2009) ศึกษาคุณสมบัติการทนตอสภาวะน้ําดีของแบคทีเรียแลกติกที่
มีคุณสมบัติในการยึดเกาะผนังลําไส 62 ไอโซเลต โดยศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
แลกติกบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําดี 0.075, 0.15, 0.3 และ 1.0% ผสมอยู ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา  
48 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้งหมดไมเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําดีมากกวา 0.3% แต
เจริญเติบโตไดดีบนอาหารที่มีน้ําดีต่ํากวา 0.15%  

ความสามารถในการทนตอน้ําดีของแบคทีเรียนั้นอาจจะมีความเกี่ยวของกับเอนไซม  
bile salt hydrolases (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่แบคทีเรียผลิตขึ้น โดย BSH สามารถยอยกรดน้ําดีและ
ทําลายความเปนพิษของน้ําดี โดยการเขาไปรวมตัว (conjugated) กับน้ําดี (Moser and Savage, 2001) 

Hosseini และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนเกลือน้ําดีของ Ent. faecium 
4 สายพันธุ (Ent. faecium LHICA28-4, Ent. faecium LHICA 34-5, Ent. faecium LHICA 40-4,  
Ent. faecium LHICA 46) ซ่ึงคัดแยกจากอาหารสัตวทางการคา พบวา ทั้ง 4 สายพันธุ สามารถทนตอ
สภาวะน้ําดีไดและเมื่อนําทั้ง 4 สายพันธุ มาทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซม bile salt 
hydrolase (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สําคัญในการยอยเกลือน้ําดี พบวาทั้ง 4 สายพันธุสามารถสราง
เอนไซม bile salt hydrolase (BSH) ไดเชนกัน ซ่ึงคือเหตุผลที่ทําให Ent. faecium 4 สายพันธุ 
สามารถทนตอสภาวะน้ําดีได 

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม bile salt hydrolase 
(BSH) ของแบคทีเรียแลกติก 15 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสุกร พบวา ทุกไอโซเลต
สามารถผลิต เอนไซม bile salt hydrolase และเมื่อทดสอบความสามารถในการทนตอสภาวะเกลือ
น้ําดี พบวา ทุกสายพันธุสามารถทนตอสภาวะเกลือน้ําดีไดเชนกัน   

1.3.3  ทดสอบการเกาะติดกับผนังลําไส 
คุณสมบัติที่สําคัญอยางหนึ่งของการเปนโปรไบโอติก คือ การยึดเกาะกับผนังลําไส

โดยปกติเชื้อกอโรคจะเขาเกาะและตอตานการเคลื่อนที่ของลําไสที่มีการบีบตัวใหอาหารเคลื่อนที่ใน
ลักษณะลูกคลื่น (peristalsis) ซ่ึงการเกาะเคลือบของโปรไบโอติกที่ผนังลําไสนอกจากโปรไบโอติก
จะสามารถลดปริมาณการยึดเกาะของเชื้อกอโรคดวยการการแยงพื้นที่ในการจับกับผนังลําไสไดแลว
ในบริเวณผนังลําไสที่มีการยึดเกาะนี้กอจะเกิดการกอตัว (colonize) และเพิ่มจํานวนโปรไบโอติกขึ้น
ในบริเวณนี้ซ่ึงจะสงผลใหการยอยอาหารและการดูดซึมเปนไปอยางปกติ (Fuller, 1993) นอกจากนี้
ยังไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวเจาบาน (Ouwehand et al., 1999) ชวยในการซอมแซมผนัง
ทางเดินอาหารและตอตานจุลินทรียกอโรค (Reid and Burton, 2002) 

Schillinger และคณะ (2005) ทดสอบการยึดเกาะผนังลําไสของ Lactobacillus sp.  
18 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจากผลิตภัณฑนม โดยทดสอบการยึดเกาะกับ cell line ชนิด HT-29 MTX 
พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ใชทดสอบทุกสายพันธุสามารถยึดเกาะเซลล HT-29 ไดดี โดยกลุมของ  
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Lact. acidophilus และ Lact. casei มีการยึดเกาะที่ดี มีคาการยึดเกาะอยูในชวง 20-40% ของเชื้อ
เร่ิมตน 8 log CFU/ml 

Lin และคณะ (2007) ทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะเซลลผนังลําไสหมูและไก  
ของ Lact. fermentum 20 สายพันธุ ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสัตวปกและสุกร พบวา  
Lact. fermentum PG1, PG3, PS1, PSM1, PL1 และ PLM2 ซ่ึงคัดแยกจากไกสามารถยึดเกาะเซลล
ผนังลําไสของไกไดเทานั้น นอกจากนี้ Lact. fermentum SGM1 ซ่ึงแยกจากสุกรก็สามารถยึดเกาะ
เซลลผนังสุกรไดเทานั้นเชนกัน อยางไรก็ตาม Lact. fermentum สายพันธุ  PGM1, PGM2, PGM3 
และ PLM1 ซ่ึงคัดแยกจากไกสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของไกและสุกรไดดี เชนเดียวกับ Lact. 
fermentum SS1 ซ่ึงแยกจากสุกรสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของไกและสุกรไดเชนกัน  

Strompfova และ Laukova (2007) ทดสอบการยดึเกาะเซลลผนังลําไสมนุษย สุกร และ 
สุนัข ของเชื้อแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus ที่แยกไดจากทางเดินอาหารไก จํานวน  
5 สายพันธุ พบวาทุกสายพันธุที่ทดสอบสามารถยึดเกาะเซลลของผนังลําไสของมนุษย สุกร และสุนัข 
ได โดย Enterococcus ที่แยกไดสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของสุนัขไดดีที่สุดโดยมีคาการยึดเกาะ  
70-90% 

Izquierdo และคณะ (2008) ทดสอบการยึดเกาะ mucin ของ Bi. longum 8 สายพันธุ ที่
แยกไดจากอุจจาระมนุษยและที่ใชทางการคา พบวา Bi. longum ทุกสายพันธุมีคาการยึดเกาะ mucin 
คอนขางต่ํา โดยมีคาการยึดเกาะแตกตางกันออกไป โดย Bi. longum NCC 2705 ซ่ึงแยกจากอุจจาระ
มนุษยมีคาการยึดเกาะเพียง 5.75% ของเชื้อเร่ิมตน ซ่ึงสูงกวา Bi. longum ที่แยกไดจากแหลงอื่นรวมถึง
สายพันธุที่ใชทางการคา 

1.3.4  ทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
โปรไบโอติกที่ดีจําเปนตองสามารถสรางสารประกอบออกมายับยั้งแบคทีเรียกอ

โรคซึ่งสารประกอบตางๆที่โปรไบโอติกผลิตออกมานี้มีผลตอแบคทีเรียได 2 ลักษณะคือ มีฤทธิ์ใน
ยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) และฤทธิ์ในการฆา (bactericidal) (González et al., 2007)  กิจกรรม
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของโปรไบโอติกอาจเปนผลมาจากกรดอินทรียที่ผลิตออกมาทําใหพีเอช
ในสภาวะแวดลอมลดลงหรืออาจเกิดจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน แบคเทอริโอซิน 
หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตน   

Shin และคณะ(2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติก 291 สายพันธุ จากทางเดินอาหารไก 
พบวามี 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium SH 632 และ Ped. Pentosaceus  
SH740 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค ไดแก  Cl. Perfringens และ 
 Lis. monocytogenes    
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Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งแบคทีเรีย
กอโรคของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไกกระทง 20 ไอโซเลต พบแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด
สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคคือ E. coli, Salmonella sp. และ Staph. aureus ไดดี อยางไรก็ตามการยับยั้ง
ที่เกิดขึ้นเกิดจากกรดอินทรีย 

Hosseini และคณะ (2009) ศึกษาการยับยั้ง B. cereus ATCC 11040, Ca. 
maltaromaticum, Lis. monocytogenes และ S. aureus ซ่ึงเปนเชื้อกอโรค ของ Ent. faecium  
4 สายพันธุ โดย พบวา Ent. faecium 4 สายพันธุ สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคทั้งหมดได ซ่ึงการยับยั้งที่
เกิดขึ้นเกิดจากแบคเทอริโอซิน 

Taheri และคณะ (2009) คัดแยกแบคทเีรียแลกตกิ 291 สายพนัธุ จากทางเดนิอาหารไก 
พบวามี 62 สายพนัธุ สามารถยบัยัง้เชื้อกอโรค คือ Salm. Enteritidis, Salm. Typhimurium และ  
E. coli O78:K80 ไดด ี

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค E. coli O55,  
Salm. Typhimurium ST302 และ Staph. aureus ATCC 25923 ของแบคทีเรียแลกติก 15 สายพันธุ ซ่ึง
แยกจากทางเดินอาหารสุกร พบวา มี 5 ไอโซเลต คือ A11-1, A2-3, B4-5, E4, G1-1, G3-4 และ G7-2 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดทุกชนิดที่ทดสอบ ซ่ึงเมื่อทําการทดสอบพบวาการยับยั้งที่เกิดขึ้นเกิด
จากอิทธิพลของแบคเทอริโอซิน  

1.4  สารตอตานจุลินทรียท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลกติก 
แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารประกอบที่ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียหรือ จุลินทรียชนิดอื่นๆได กิจกรรมการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกอาจเปนผลมาจากกรด
อินทรียหรืออาจเกิดจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจน
เปอรออกไซด เปนตน (González et al., 2007) โดยรายละเอียดของสารที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้น
ที่สําคัญมีดังนี้ 

1.4.1  กรดอินทรีย 
กรดอินทรียที่สรางโดยแบคทีเรียแลกติก ไดแก กรดแลกติกและกรดอะซิติก 

สําหรับกรดอะซิติกเปนตัวยับยั้งที่แรงที่สุดและมีชวงของการยับยั้งกวาง สามารถยับยั้งไดทั้งยีสต รา 
และแบคทีเรีย (Ouwehand et al, 1999) คา pKa ของกรดอะซิติกสูงกวากรดแลกติก (4.75 และ 3.08 
ตามลําดับ) (Narendranath et al., 2001) การใชกรดทั้งสองชนิดนี้รวมกันสามารถลดอัตราการเจริญ
ของ Salm. Typhimurium ไดมากกวาการใชกรดชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงชนิดเดียว จึงกลาวไดวากรด
ทั้งสองมี synergistic activity (Rubin, 1978) เมื่อกรดอินทรียเขาไปภายในเซลลแลวกรดจะแตกตัว
ปลอยโปรตอนเขาไปในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ทําใหเกิดภาวะที่เปนกรด จึงทําใหเกิดการ



16 
 

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได (Salmond et al., 1984) กรดอินทรียมีผลยับยั้งกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของจุลินทรียโดยการเกิดปฏิกิริยากับเซลล มีผลทําลายเซลล
นั้นๆ (Fuller, 1989) 

1.4.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide, H2O2) 
 ในสภาวะที่มีออกซิเจนแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดซ่ึง
มีคุณสมบัติเปนตัวออกซิไดซที่รุนแรง (Lindgren and Dobrogosz, 1990) และมีผลตอเซลลแบคทีเรีย
ทําใหโครงสรางของกรดนิวคลิอิกและโปรตีนในเซลลเปลี่ยนไปจนไมสามารถทําหนาที่ไดตามปกติ 
นอกจากนี้ไฮโดรเจนเปอรออกไซดยังสามารถรวมตัวกับสารประกอบอื่นเกิดเปนสารที่มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งจุลินทรียได เชน ในน้ํานมดิบ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะรวมตัวกับ thiocyanate โดย
เอนไซม lactoperoxidase เกิดเปน hypothiocyanate ทําใหโครงสรางเมมเบรนของแบคทีเรียถูก
ทําลาย (Banks et al., 1986) 

1.4.3  คารบอนไดออกไซด (carbondioxide, CO2) 
               สวนใหญคารบอนไดออกไซดจะเกิดจากกระบวนการหมักน้ําตาลเฮกโซสใหเปน

กรดแลกติกแบบ heterofermentative fermentation นอกจากนี้วิถีเมตาบอลิซึมอื่นๆก็สามารถสราง
คารบอนไดออกไซดไดในระหวางกระบวนการหมัก คารบอนไดออกไซดจะไปยับยั้งระบบเอนไซม
ของกระบวนการ decarboxylation และมีการสะสมของคารบอนไดออกไซดในชั้นไขมัน เปนสาเหตุ
ใหเซลลเมมเบรนมีคุณสมบัติในการซึมผานของสารเสียไป (Lindgren and Dobrogosz, 1990 ) 

1.4.4 ไดอะซทิิล (diacetyl) 
           ไดอะซิทิลเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย

กลุมที่สราง  กรดแลกติก เปนสารใหกล่ินเฉพาะในการผลิตนมหมักและมีคุณสมบัติในการยับยั้ง 
จุลินทรียดวยไดอะซิทิลที่มีความเขมขน 200 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของยีสตและแบคทีเรีย 
สวนที่ความเขมขน 300 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกที่ไมใชแบคทีเรีย 
แลกติก สวนแบคทีเรียแลกติกจะถูกยับยั้งที่ความเขมขนสูงกวา 350 μg/ml  (Helander et  al., 1997) 

1.4.5  สารตอตานจุลชีพที่มนี้ําหนกัโมเลกลุต่ํา 
สารตอตานจุลชีพที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําที่ไมใชโปรตีนสามารถละลายไดดีที่ 

พีเอชเปนกลางทนตอความรอน มีฤทธิ์ในการทํางานไดกวางและละลายไดในอะซิโตน เชน reuterin  
ผลิตโดย Lact. reuteri ซ่ึงเปนแบคทีเรียประจําถ่ินในทางเดินอาหารของคนและสัตว (Ouwehand  
and Salminen, 1998) reuterin สามารถยับยั้งแบคทีเรีย รา โปรโตซัวและไวรัสได โดยจะทําปฏิกิริยากับ
เอนไซม ribonucleotide reductase ซ่ึงสําคัญสําหรับกระบวนการสังเคราะห DNA (Helander et  al., 
1997) 

 



17 
 

1.4.6  แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) 
แบคเทอริโอซินเปนโปรตีนที่สรางจากแบคทีเรีย มีความสามารถในการยับยั้ง 

จุลินทรียชนิดอื่นได คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินจะพิจารณาจากขนาด ความคงตัว ตําแหนงทาง
พันธุกรรม การดัดแปลงหลังผานกระบวนการแปลรหัสทางพันธุกรรม (post-translational modification) 
(Brink et al., 1994) 

1.5  แบคเทอริโอซิน 
      คํ านิ ย ามของแบค เทอริ โอ ซินที่ นิ ยมใช กั นอย า งแพร หลายในป จจุ บั น  

คือ สารประกอบโปรตีน ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีความไวตอสารดังกลาวและไม
เปนพิษตอเซลลที่ผลิต (De Vuyst and Vandamme, 1994) แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรีย 
แกรมลบจะมีโมเลกุลขนาดใหญและมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยชนิดกวาที่
สรางจากแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมีคุณสมบัติ
ที่นาสนใจกวาที่สรางจากแบคทีเรียแกรมลบ คือ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
แตกตางกันไดหลายชนิด รวมทั้งเซลลเปาหมายจะมีความตานทานนอยและไมตองการตําแหนง
เฉพาะเจาะจงบนเซลลเปาหมายเพื่อการเขาทําลายโดยแบคเทอริโอซิน มีการกําหนดคุณสมบัติของ
แบคเทอริโอซินไว 6 ขอดังนี้  

- แบคเทอริโอซินเปนสารพวกโปรตีน ซ่ึงถูกทําลายโดยเอนไซมที่ยอยสลายโปรตีน
(Torodov and Dicks, 2005 ) 

- แบคเทอริโอซินจะออกฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) และทําลายแบคทีเรีย
(bactericidal) ได (Sobrino et  al., 1991) 

- แบคเทอริโอซินจะมีบริ เวณจํ า เพาะในการจับกับแบคที เ รียกอโรคต างๆ 
(Bhunia et al., 1991) 

- ยีนที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินโดยสวนใหญจะพบวาอยูบริเวณพลาสมิด 
(Hyronimus et al., 1998) 

- แบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินเมื่อหล่ังแบคเทอริโอซินออกมานอกเซลลจะทําให
เซลลตาย (Jack et al., 1995) 

- แบคเทอริโอซินออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียที่มีความสัมพันธใกลชิดกันเทานั้น         
(Brink  et  al., 1994) 

ในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวกพบวาแบคทีเรียแลกติกมีบทบาทสําคัญในการสราง
สารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุมตางๆไดหลายชนิด โดยเฉพาะ 
แบคเทอริโอซินซึ่งพบวาสารดังกลาวเปนสายเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กและในบางครั้งอาจพบ
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กรดอะมิโนที่ปกติไมพบในโปรตีนทั่วไป เชน dehydroalanine, dehydrobutyrine ดังที่พบในไนซิน 
(nisin) โดยแบคเทอริโอซินแตละชนิดจะมีจํานวนและชนิดของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลที่แตกตาง
กัน นอกจากนี้ยังถูกทําลายไดดวยเอนไซมยอยสลายโปรตีน (proteolytic enzyme) ซ่ึงจากการศึกษา 
พบวา แบคเทอริโอซินนอกจากถูกสรางโดยแบคทีเรียแลกติกแลวยังถูกสรางขึ้นโดยแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆ อีก ไดแก Acetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, Erwinia, Haemophilus, Haloferax, 
Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Propionibacterium, Shigella, Staphylococcus และ 
Yersinia (Montville and Kaiser, 1993) 

Shin และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไกกระทง 
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกไดทั้งสิ้น 291 สายพันธุ นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกไดมาทดสอบ
หาคุณสมบัติการผลิตแบคเทอริโอซิน พบวามี 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium 
SH 632 และ Ped. pentosaceus  SH 740 สามารถยับยั้ง Cl. perfringens และ Lis. monocytogenes ได
ดี หลังจากนั้นนําสารยับยั้งที่ผลิตมายอยดวยเอนไซม protease พบวาไมมีกิจกรรมการยับยั้งของ
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 สายพันธุ และเมื่อนําสารที่ผลิตไปเทียบเคียงเพื่อหาชนิดของแบคเทอริโอซิน 
พบวา Ent. faecium SH 528  ผลิต enterocin A และ B สวน Ent. faecium SH 632 ผลิต enterocin 
L50 และ P ในขณะที่ Ped. pentosaceus  SH 740 ผลิต pediocin PA-1 นอกจากนี้พบวาแบคทีเรีย
แลกติกทั้ง 3 สายพันธุ มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือ ทนตอสภาวะกรดและเกลือ
น้ําดีไดดี  

Line และคณะ (2008) คัดแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินจากไก 
โดยนําเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกไดศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  พบวาแบคทีเรีย 
แลกติกสายพันธุ NRRLB-30745 เทานั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดแบบ broad spectrum คือ 
สามารถยับยั้ง Salm. Enteritidis, Salm. Choleraesuis, Salm. Typhimurium, Salm. Gallinarum, E. coli 
O157:H7, Y. enterocolitica, Ci. freundii, K. pneumoniae, Sh. dysenteriae, Ps. aeruginosa, Pro. mirabilis,  
M. morganii, Staph. aureus, Staph. epidermidis, Lis. monocytogenes และ Camp. jejuni หลังจากนั้นนํา
แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ NRRCB-30745ไปเทียบเคียงสายพันธุ พบวา เปนแบคทีเรียสายพันธุ 
Enterococcus และหาสารยับยั้งที่แบคทีเรียสายพันธุนี้ผลิตพบวาเปน bacteriocin E-760 

 1.6 การจัดแบงประเภทของแบคเทอริโอซิน  
       Klaenhammer (1993) ไดแบงประเภทของแบคเทอริโอซินโดยพิจารณาจากโครงสราง

พื้นฐานของโมเลกุล มวลโมเลกุล รวมถึงคุณสมบัติดานอื่น ๆ เชน คุณสมบัติในการทนตอความรอน 
สามารถจัดแบงแบคเทอริโอซินออกไดเปน 4 กลุม คือ 
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1.6.1 กลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic enterocins) เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่มีลักษณะ        
เปนสายเปปไทดขนาดเล็ก ประกอบดวยจํานวนกรดอะมิโนระหวาง 19-38 โมเลกุล โดยทั่วไปมี
น้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตัน มีชนิดของกรดอะมิโนที่แตกตางจากกรดอะมิโนทั่วไป เชน      
dehydrobutyrine, dehydroalanine มีวงแหวนที่เกิดจากพันธะระหวางโมเลกุลของสารประกอบ
ซัลเฟอรภายในโมเลกุลที่เรียกวา lanthionine และ β-methyl lanthionine เปนแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติในการทนตอความรอน ซ่ึงแบคเทอริโอซินกลุมนี้แบงออกเปน 2 กลุมยอย หรือ 2 
subclass โดยอาศัยความคลายคลึงกันทางโครงสรางเปนหลักคือ กลุมยอย A หรือ subclass Ia ซ่ึง
เปนสารที่มีโครงสรางเปนเปปไทดที่มีประจุเปนบวก มีสายยาว ไมคงรูป และออกฤทธิ์โดยทําใหเกิด
รูที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียบางสปชีส ตัวอยางของสารในกลุมนี้คือ ไนซินอีกกลุมหนึ่งคือ กลุม
ยอย B หรือ subclass Ib มีโครงสรางเปนเปปไทดที่เปนกอน (globular) ซ่ึงคงรูป และมีประจุลบ
หรือไมมีประจุมีฤทธิ์ในการรบกวนการทํางานของเอนไซมที่จําเปนตอเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย
บางชนิด ตัวอยางของสารในกลุมนี้คือ mersacidin ซ่ึงออกฤทธิ์รบกวนการสรางผนังเซลลโดยการ
เขาเชื่อมตอกับสารตั้งตนในการสรางเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) ทําใหแบคทีเรียไมสามารถ
สรางผนังเซลลได  

1.6.2  กลุม nonlantibiotic peptides มีขนาดเล็กและทนความรอน ทนความรอนไดดีตั้งแต   
100-121°C เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่มีขนาดของโมเลกุลเล็กกวา 10 กิโลดาลตัน แตไมมีอนุพันธ
ของกรดอะมิโน lanthionine สามารถแบงไดเปน 3 กลุมยอยหรือ 3 subclass แตปจจุบันพบมากมี 2 
subclass คือ subclass IIa และ subclass IIb โดยทั้ง 3 กลุมยอยมีรายละเอียดดังนี้ 

- กลุมยอย 1 หรือ subclass IIa (pediocin-like หรือ Listeria-active) เปนแบคเทอริโอซินที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้ง กลุมแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria sp. ไดดีจะถูกสรางขึ้นใน
ลักษณะที่เปนสายเปปไทดตั้งตน (precursor peptide) ที่ยังไมสามารถทําลายเซลลเปาหมายได แตจะถูก
ดัดแปลงโดยการตัดสายเปปไทดในตําแหนงที่มีกรดอะมิโนไกลซีน 2 โมเลกุลติดกัน ไดเปนสาย 
เปปไทดที่สมบูรณและมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลเปาหมาย เชน pediocin PA-1, sakacin A, 
leucocin A 

- กลุมยอย 2 หรือ subclass IIb (two-component bacteriocins) เปนแบคเทอริโอซิน
ที่มีโครงสรางประกอบดวยองคประกอบ 2 สวน ประกอบดวยเปปไทด 2 ชนิดที่ทํางานเสริมฤทธิ์กัน
ถาเหลือตัวใดตัวหนึ่งมักจะไมมีกิจกรรมหรือมีกิจกรรมเหลือเล็กนอยเทานั้น เชน lactococcins G 
และ F, lactacin F, plantaricin EF และ JK 

- กลุมยอย 3 หรือ subclass IIc (sec-dependent bacteriocins) เชน aidocin B, divergicin A 
และ enterocin P 
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1.6.3  กลุม cyclic enterocins เปนแบคเทอริโอซินที่มีขนาดใหญและไมทนความรอน มีขนาด
ของโมเลกุลใหญกวา 15 กิโลดาลตัน เชน helveticins J และ V-1829, acidophilucin A, lactacins A และ B 

1.6.4  กลุม  large proteins เปนแบคเทอริโอซินที่รวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาด
ใหญกับสารอื่นๆ เชน ไขมันหรือคารโบไฮเดรต เชน lactocin 27 

1.7 กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน 
การทําลายเซลลเปาหมายของแบคเทอริโอซินเกิดจากการที่แบคเทอริโอซินแตละ

โมเลกุลมารวมกันทําใหเกิดเปนรูหรือชองวางบริเวณเยื่อหุมเซลลเปาหมาย โดยจะมีลักษณะคลาย
ช้ินไมที่มาประกอบกันเปนผนังดานขางของถังไม (barrel-stave) รูดังกลาวจะทําใหเกิดการเสีย
สมดุลของไอออน กรดอะมิโนและสารประกอบอนินทรียในกลุมฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบ
สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ซ่ึงขั้นตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะแตกตาง
กันไปตามชนิดของแบคเทอริโอซิน (Jack et al., 1995) โดยแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ที่
สรางจาก Lact. lactis subsp. lactis เปนสายเปปไทดที่มีประจุสุทธิเปนบวกจะเขาจับกับเซลลของ
แบคทีเรียเปาหมายทําใหเยื่อหุมเซลลถูกรบกวน สงผลใหเกิดการรั่วขององคประกอบภายในเซลล
ออกสูภายนอก เชน กรดอะมิโน สารใหพลังงาน และไอออนของสารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของ
เซลล (Sahl et  al., 1995) 

ในกรณีที่เปนสปอรของแบคทีเรียพบวาเยื่อหุมเซลลจะถูกทําลายอยางรวดเร็วใน
ระหวางที่สปอรเกิดการงอกออกมาและพบวาไนซินที่ความเขมขนสูงๆสามารถยับยั้งการสราง  
เปบติโดไกลแคนซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลลของ B. stearothermophilus และ E. coli ได 
(Klaenhammer, 1993)  

สวนแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เชน pediocin PA-1 และ 
sakacin A พบวาในขั้นตอนแรกปลายดาน N-terminal ของโมเลกุลแบคเทอริโอซินซึ่งมีประจุบวก
จะเขาจับสวนหัวของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมายซึ่งมีประจุลบโดยแรงทาง
ไฟฟาสถิตย (electrostatic binding) หลังจากนั้นปลายดาน C-terminal ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินที่
มีคุณสมบัติเปน hydrophobic จะทําปฏิกิริยากับหมูเอซิลของไขมันในเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดเปนรูที่
เยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลของไอออนและสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล 
(Ennahar et al., 2000)  

การยับยั้งการเจริญของเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินนอกจากจะมีผลในการ
ยับยั้งเซลลเปาหมายแบบฆาทําลาย (bactericidal) แลวยังอาจมีผลทําใหเกิดการหยุดการเจริญของ
เซลล (bacteriostatic) ไดดวย ดังเชนที่พบใน leuconocin S โดยแบคเทอริโอซินจะมีผลตอเซลลใน
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ลักษณะใดนั้นขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์และความเขมขนของแบคเทอริโอซิน สภาพแวดลอมรวมถึง
ชนิดและปริมาณของเซลลเปาหมาย (Sobrino et  al., 1991) 

1.8  การใชประโยชนโปรไบโอติกในไก 
มีการนําโปรไบโอติกมาใชในอาหารสัตวเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพในการผลิต 

โดยปรับปรุงลักษณะที่ตองการทางเศรษฐกิจ เชน การเจริญเติบโต อัตราการใชอาหาร (conversion 
rate) เนื่องจากโปรไบโอติกสามารถปรับปรุงสุขภาพของสัตวโดยเฉพาะในสัตวที่ยังไมโตเต็มวัย
หรือยังเปนสัตวรุนๆ อยู ในป 1993 สหภาพยุโรปไดมีการใชโปรไบโอติกเสริมในอาหารสัตวเพิ่ม
มากขึ้นซึ่งอยูภายใตการควบคุมของ Council Directive 70/524/EEC on additive in animal nutrition 
(Becquet, 2003) 

การใชโปรไบโอติกในไกนิยมใชเพื่อเสริมการเจริญเติบโตและลดปริมาณของการ
ใชยาปฏิชีวนะในไก  Sabatková และคณะ (2008) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก BioPlus 2B ซ่ึง
ประกอบ ดวย B. licheniformis CH 200 และ B. subtilis CH 201 เปรียบเทียบกับการใชยาปฏิชีวนะ
ในไก พบวา กลุมไกที่กินอาหารเสริมโปรไบโอติกที่มีอายุ 45 วัน จะมีน้ําหนักตัวไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับตัวอยางของกลุมไกที่ใชยาปฏิชีวนะ ดังนั้นเพื่อลดปญหาเรื่องการสั่งหามนําเขาไกที่ใช
ยาปฏิชีวนะของประเทศผูนําเขาและการยอมรับของผูบริโภคการใชโปรไบโอติกในไกจึงเปน
ทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ การใชโปรไบโอติกในไกสามารถแบงตามวัตถุประสงคการนําไปใชได
ดังนี้ 

1.8.1  การใชโปรไบโอติกในไกเพื่อปองกันเชื้อกอโรค 
Hakkinen และ Schneitz (1999) ใชโปรไบโอติก (Broilact) ซ่ึงเปนโปรไบโอติกที่ใช

ทางการคากับลูกไกอายุ 1 วัน หลังจากนั้นนําลูกไกที่ไดรับโปรไบโอติกเมื่อมีอายุ 12 วันตรวจสอบ 
Camp. jejuni ซ่ึงเปนเชื้อกอใหเกิดโรคตอระบบทางเดินอาหารในไก พบวา ลูกไกอายุ 12 วัน ที่ไดรับ
โปรไบโอติกมีปริมาณ Camp. jejuni อยูในมูล 0-62% ในขณะที่ลูกไกที่ไมไดรับ 
โปรไบโอติกตรวจพบเชื้อ Camp. jejuni ในมูล 100% ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Pascual และ
คณะ (1999) ที่ใช Lact. salivarius CTC2197 เสริมในอาหารไก โดยวันแรกของการทดสอบตรวจ
พบ Salm. Enteritidis แตหลังจากเสริมโปรไบโอติกใหไกกินเปนเวลา 14 วัน ตรวจไมพบเชื้อ  
Salm. Enteritidis 

Kralik และ Milakovic (2004) ศึกษาอิทธิพลของการใชโปรไบโอติกในไก โดยใช  
Ent. faecium M-74  ซ่ึงเปนโปรไบโอติกที่มีจําหนายทางการคาเติมลงในน้ําดื่ม 3 กรัมตอน้ํา 100 
มิลลิลิตร พบวาไกที่ไดรับโปรไบโอติกจะมีปริมาณของ Staph. aureus, Ent. faecalis และตระกูล
Enterobacteriaceae ลดต่ําลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม 
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1.8.2  การใชโปรไบโอติกเพื่อเรงการเจริญเติบโต 
การใชโปรไบโอติกทางการคาละลายน้ําใหไกกินในอัตรา 1 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร  

ทุกวัน ทําใหไกกระทงมีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอวันและอัตราการแลกเนื้อดีขึ้นเมื่อเทียบกับไก
กระทงที่ไมไดใหโปรไบโอติก ซ่ึงจะเห็นไดชัดเจนเมื่อไกกระทงมีอายุ 45 วัน (ธวัชชัย โพธ์ิเฮือง 
และคณะ, 2547) 

Jin และคณะ (1998)  ศึกษาผลของโปรไบโอติกตอการเจริญเติบโตของไกกระทง      
โดยการเสริมแบคทีเรีย Lact. acidophilus I26  ชนิดเดียวและเสริมแบคทีเรียในกลุม Lactobacillus 
จํานวน 12 สายพันธุ คือ Lact. acidophilus 2 สายพันธุ Lact. fermentum 3 สายพันธุ Lact. crispatus  
1 สายพันธุ และ Lact. brevis  6 สายพันธุ ในอาหารไก พบวา ไกที่ไดรับอาหารที่เสริมโปรไบโอติก
ทั้ง 2 แบบ มีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้นมากกวาไกที่ไดรับอาหารธรรมดาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไกที่
ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรีย Lact. acidophilus I26 และกลุมของ Lactobacillus มีอัตราการเปลี่ยน
อาหารเปนเนื้อเทากับ 2.17 และ 2.02  ตามลําดับ ในขณะที่ไกในชุดควบคุมมีอัตราการเปลี่ยนอาหาร
เปนเนื้อ 2.27 นอกจากนี้ไกที่ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรียกลุมของ Lactobacillus มีอัตราการตาย
เพียง 3.3% ไกที่ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรีย  Lact. acidophilus I26 มีอัตราการตาย 6.7% สวนไกใน
ชุดควบคุมมีอัตราการตายสูง 8.3% 

1.8.3  การใชโปรไบโอติกเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตในไกไข 
Panda และคณะ (2003) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก (Probiolac) ซ่ึงเปนโปรไบโอติก 

ทางการคา ซ่ึงประกอบดวย Lact. acidophilus, Lact. casei, Bi. bifidum, A. oryzae, Strep. faceium และ 
Torulopsis spp. ในอาหารไกไขพันธุ White Leghorn ที่อัตราสวน 100 มิลลิกรัมตออาหารไก 1 กิโลกรัม 
พบวา ผลผลิตไข น้ําหนักไข ความหนาของเปลือกไข และความเขมขนของแคลเซียมในซีร่ัมเพิ่มขึ้นและ
สามารถลดปริมาณโคเลสเตอรอลในซีร่ัมไดอยางมีนัยสําคัญ 
            Kurtoglu และคณะ (2004) เสริมโปรไบโอติกที่ใชทางการคาในไกไขพันธุ Brown-
Nick โดยเสริมลงไปในอาหารปริมาณ 0, 250, 500 และ 750 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ของอาหารไก   
เปนเวลา 90 วัน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม พบวากลุมที่เสริมโปรไบโอติกที่ระดับ 250, 500 และ 750 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ผลผลิตไขเพิ่มขึ้นและลดความเสียหายของไขไดอยางมีนัยสําคัญ รวมทั้งยัง
สามารถลดปริมาณของโคเลสเตอรอลในไขแดงและในซีร่ัมอยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับการทดลอง
ของ Kalavathy และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองเสริม Lactobacillus ในไกไขพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการใชอาหารในระยะกอนใหไข สามารถเพิ่มน้ําหนักไขและยังมีผลตอการเพิ่มขนาดของ
ไขตลอดระยะการใหไข  
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1.9 เอนไซม phytase และการใชประโยชนเอนไซม phytase ในไก  
เอนไซม phytase เปนเอนไซมที่นิยมใชเติมลงไปในอาหารสัตวอยางแพรหลาย 

เนื่องจากเอนไซม phytase มีความสามารถในการยอยไฟเตต (myo-inositol hexakisphosphate) ซ่ึง
เปนแหลงเก็บสะสมฟอสฟอรัสที่สําคัญในเมล็ดพืชและธัญพืชซ่ึงเปนสวนผสมสําคัญในอาหารสัตว 
โดยปกติสัตวไมสามารถยอยไฟเตตได ทําใหฟอสฟอรัสที่ถูกเก็บสะสมไมถูกปลดปลอยออกมาให
อยูในรูปของฟอสฟอรัสอิสระซ่ึงเปนรูปแบบที่สัตวสามารถนําไปใชประโยชนได (Ravindran et al., 
2001) จากโครงสรางของไฟเตตที่ประกอบดวยกลุมฟอสเฟตจํานวนมาก ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสาร 
คีเลต (chelating agent) ทําใหไฟเตตสามารถจับกับสารที่มีประจุสองบวก (divalent cation) เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็กและสังกะสีไดดี จากคุณสมบัติของไฟเตตดังกลาวจึงมีผลกระทบตอการ
ดูดซึมและนําแรธาตุไปใช นอกจากนี้ยังเชื่อวาไฟเตตขัดขวางการใชประโยชนของแรธาตุอ่ืน เชน 
ทองแดง แมงกานีส โมลิบดินัม และโคบอลท นอกจากไฟเตตจะขัดขวางการใชประโยชนไดของแร
ธาตุประจุบวกหลายชนิดแลว ยังมีรายงานวาไฟเตตสามารถเขาจับกับโปรตีน โดยเมื่อมีคาพีเอชตํ่า
โปรตีนซึ่งมีประจุบวกจะจับกับประจุลบของไฟเตตทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่ไมละลาย
นํ้า แตเมื่อมีคาพีเอชสูงขึ้นโปรตีนจะกลายเปนประจุลบ และเมื่อมีแรธาตุที่มีประจุบวก เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม หรือสังกะสี มาเปนตัวเชื่อมประจุลบของโปรตีนและไฟเตตเขาดวยกัน ทําให
โปรตีนเกิดการเปลี่ยนรูปไปจึงทําใหการละลาย การยอยและการใชประโยชนของโปรตีนลดลง  
(Yi et al., 1996) ไฟเตตสามารถยับยั้งการทํางานของ proteolytic enzyme เชน เปปซิน โปรติเอส 
นอกจากนี้ไฟเตตยังมีผลในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะไมเลสและไลเปส เนื่องจาก
แคลเซียมจําเปนสําหรับกิจกรรมของเอนไซมเหลานี้ เมื่อแคลเซียมจับกับไฟเตตเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนที่ไมละลายนํ้าจึงสงผลตอกิจกรรมของเอนไซมเหลานี้ดวย ทําใหการใช
ประโยชนของอาหารประเภทแปงและไขมันลดลง (Shelton et al., 2004) เอนไซม phytase มีช่ือทาง
วิทยาศาสตรวา myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase ซ่ึงเปนกลุมของเอนไซมที่
สามารถยอยและปลดปลอยออรโธฟอสเฟต (ortho-phosphate) จากโมเลกุลไฟเตต ทําใหไดสาร
ตัวกลางคือ inositol-penta-phosphate (IP5) และถูกสลายตอไปไดสารตัวกลางที่มีฟอสเฟตลดลงคือ 
IP4 IP3 IP2 และ IP1 ตามลําดับ จนในที่สุดจะไดอิโนซิทอลอิสระและฟอสเฟตทั้งหมด 6 โมเลกุล 
เอนไซม phytase สามารถยอยสลายไฟเตตหรือกรดไฟติกและปลดปลอยอิโนซิทอลอิสระ (inositol) 
เมื่อไฟเตตถูกสลายดวยเอนไซม phytase สงผลใหเซลลใชฟอสฟอรัสและแรธาตุไดเพิ่มขึ้น ซ่ึง
ฟอสฟอรัสเปนธาตุที่พบอยูภายในเซลลทุกเซลล (Liu et al., 1998) 

Huff และคณะ (1998) ศึกษาการเสริมเอนไซม phytase (500 U/kg) ในอาหารไก
กระทงซึ่งมีขาวโพดที่มีฟอสฟอรัสสูงเปนองคประกอบหลัก โดยเทียบกับไกกระทงที่ใหอาหารปกติ
ที่ไมเสริมเอนไซมเปนตัวอยางควบคุม ซ่ึงจากการเลี้ยงไกกระทงดวยอาหารทั้ง 2 ชนิด เปนเวลา 49 
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วัน พบวา ไกกระทงที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีน้ําหนักตัวสูงกวาไกที่เล้ียงดวยอาหาร
ควบคุมในระยะเวลาการเลี้ยง 49 วัน อยางมีนัยสําคัญ  

Ravindran และคณะ (2001) เสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase (Natuphos 
5000) ที่ใชทางการคาในไก โดยเสริมลงในอาหารไกที่มีธัญพืชเปนองคประกอบหลัก นอกจากนี้ได
เสริมกรดอะมิโน (lysine, methionine, cysteine) เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของไก โดยใชไกที่เล้ียง
ดวยอาหารชนิดเดียวกันแตไมเสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase เปนตัวอยางควบคุม พบวา  
ไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase จะมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เทียบกับตัวอยางควบคุม นอกจากนี้เมื่อนําตัวอยางอาหารที่เสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase มา
ตรวจสอบคาทางเคมี พบวา ในอาหารจะมีปริมาณของฟอสฟอรัสอิสระสูงขึ้นและมีปริมาณของ
กรดอะมิโนอิสระสูงกวาตัวอยางควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงเกิดจากเอนไซม phytase สามารถเพิ่ม
การปลดปลอยฟอสฟอรัสอิสระและลดการจับกันระหวาง phytate และ กรดอะมิโน ทําใหสามารถ
นําไปใชและชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มน้ําหนักไก 

Levic และคณะ (2006) ศึกษาการเสริมเอนไซม phytase (500 fyt/kg) ในอาหารไก
โดยเทียบกับไกที่ใหอาหารปกติที่ไมเสริมเอนไซมเปนตัวอยางควบคุม ซ่ึงจากการเลี้ยงไกดวยอาหาร
ทั้ง 2 ชนิด เปนเวลา 42 วัน พบวา ไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีขนาดน้ําหนักตัว
เพิ่มขึ้น 2.0-18.7% เมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม นอกจากนี้เมื่อนํามูลของไกทั้ง 2 กลุม 
มาตรวจสอบทางเคมี พบวา มูลไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีปริมาณฟอสฟอรัสต่ํา
กวาไกในชุดควบคุม โดยปริมาณฟอสฟอรัสที่ลดลงในมูลไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม 
phytase เกิดจากเอนไซม phytase ชวยปลดปลอยฟอสฟอรัสอิสระในอาหารไกและไกสามารถนํา
ฟอสฟอรัสอิสระไปใชประโยชนตอการเจริญเติบโต  

2. การหอหุมโปรไบโอติกในเม็ดเจล 

 การทํา microencapsulation จัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลชวยรักษาความคง
ตัวและรักษาระดับจํานวนจุลินทรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑและระบบทางเดินอาหาร (Rao et al., 
1989) เทคนิคการทํา microencapsulation มีหลายวิธีขึ้นอยูกับวัตถุประสงคการนําไปใชประโยชน เชน 
spray drying, fluidized bed coating, pan coating และ freeze drying เปนตน ซ่ึงวิธีการเหลานี้เซลล
จะถูกปลดปลอยแบบสมบูรณและสัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงและเซลลจะไดรับผลกระทบจากสภาวะ
ที่รุนแรงเมื่อผานสภาวะระบบทางเดินอาหาร จึงทําใหวิธีการเหลานี้จึงไมคอยเปนที่นิยมนําไปใชในการ
หอหุมเซลลแบคทีเรีย สําหรับวิธีการที่นิยมปกปองตัวเซลลจากสภาวะรุนแรงนิยมใชการหอหุมหรือ
ตรึงเซลลไวใน hydrocolloid เนื่องจากสามารถปกปองเซลลในสภาวะที่รุนแรงของกระเพาะอาหารได
อยางสมบูรณ สําหรับ hydrocolloid ที่ใชในการหอหุมเซลล เชน sodium alginate, carageenan, cellulose 
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acetate phthalate และ gelatin เปนตน การหอหุมเซลลในเม็ดเจลโดยทั่วไปนิยมทํากัน 2 วิธี คือ extrusion 
technique (droplet method) และ emulsion technique (two phase system) (Krasaekoopt et al., 2003)  

 Extrusion technique (droplet method) เปนวิธีการดั้งเดิมและใชกันโดยทั่วไปในการทํา
เม็ดเจลดวย hydrocolloid  วิธีนี้เปนวิธีที่งาย ไมซับซอน ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ เตรียมสารละลาย hydrocolloid 
แลวจึงเติมเซลลแบคทีเรียลงไปผสมกัน ปลอย suspension ของเซลลผานหัวเข็มฉีดยาใหมีลักษณะเปน
หยดลงไปในสารละลายสําหรับทําใหเจลแข็งตัว (hardening solution) (Figure 1)  ซ่ึงขนาดและรูปรางของ
เม็ดเจลขึ้นกับเสนผานศูนยกลางของเข็มฉีดยาที่ใชและความสูงของการหยด suspension ของเซลลลงใน 
hardening solution วิธีการนี้เปนวิธีที่ไดรับความนิยมมากที่สุด เนื่องจากเปนวิธีที่งาย ไมซับซอน ตนทุน
ในการผลิตต่ํา วัสดุที่นิยมใชหอหุมเซลลโปรไบโอติกไดแก  อัลจิเนต ซ่ึงการฟอรมตัวเปนเจลเกิดขึ้น
จากเซลลที่แขวนลอยอยูในโซเดียมอัลจิเนต (suspension) ถูกหยดลงไปในสารละลาย hardening solution 
ซ่ึงเปนสารละลายที่มีคาความแรงประจุบวกสูงกวาแขน (binding sind) ของวัสดุแขวนลอย สวนใหญ
นิยมใชแคลเซียมไอออน (Ca2+) ในรูปของสารละลายแคลเซียมคลอไรด หยดของ suspension จะฟอรม
ตัวทันทีในรูปของโครงสรางที่สานเปนรางแหสามมิติที่เชื่อมกันดวยพันธะไอออนิกระหวางแคลเซียม
ไออนกับ binding sind ของพอลิเมอร การหอหุมเซลลจะใหผลดีหรือไมขึ้นกับสภาวะแวดลอมที่
เหมาะสมสําหรับตัวดักจับ (entrapped material) อยางไรก็ตามขั้นตอนการฟอรมตัวเปนเม็ดเจลโดยวิธีนี้
คอนขางใชเวลานาน ทําใหการขยายการผลิตใหอยูในรูปอุตสาหกรรมทําไดคอนขางยากเมื่อเทียบกับ
เทคนิคอิมัลชัน     

Emulsion technique (two phase system) เทคนิคนี้ใชการเติมเซลลที่แขวนลอยอยูใน
โซเดียมอัลจิเนต (suspension) ปริมาตรเล็กนอยลงในน้ํามันพืชที่มีปริมาตรมากกวา น้ํามันพืชที่ใช เชน  
น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันทานตะวัน น้ํามันคาโนลา (conola oil) หรือน้ํามันขาวโพด เปนตน และทําใหเปน
เนื้อเดียวกันจนอยูในรูปของอิมัลช่ันชนิดน้ําในน้ํามัน (water-in-oil emulsion) ซ่ึงเฟสน้ําจะประกอบดวย
วัตถุดิบที่ใชเคลือบเซลลและตัวเซลลโปรไบโอติกอยูในรูปของอนุภาคเม็ดเล็กๆภายในเฟสน้ํามัน 
จากนั้นจึงเติมสารละลายสําหรับทําใหเจลแข็งตัว (hardening solution) ลงไป สวนใหญจะใชสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดเปน hardening solution (Figure 1) ขนาดของเม็ดเจลจะถูกควบคุมโดยความเร็วในการ
กวน (agitation speed) และความหนืดของวัสดุพยุงที่ใช โดยแคปซูลที่ไดจะมีขนาดตั้งแต 25 ไมโครเมตร 
ถึง 2 มิลลิเมตร เทคนิคนี้เหมาะสมสําหรับการตรึงเซลลแบคทีเรียแลกติก (Krasaekoopt et al., 2003)   
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Figure 1.  Flow diagram of encapsulation of bacteria by the extrusion and emulsion techniques. 
ที่มา : Krasaekoopt และคณะ (2003) 

เนื่องจากมีความนิยมในการเสริมโปรไบโอติกในผลิตภัณฑอาหารตางๆ จึงไดมี
การศึกษาจํานวนมากเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติกโดยการหอหุมเซลลซ่ึงเปนการปองกันเซลล
จากสภาวะรุนแรงตางๆ Chistopher และคณะ (2008) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. reuteri และ  
Bi. longum ซ่ึงหอหุมดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเคลือบผิวดวย poly-L-lysine หลังจากผานสภาวะกรด  
4 ช่ัวโมง และน้ําดี 10 ช่ัวโมง พบวา Lact. reuteri และ Bi. longum ที่หอหุมไมมีจํานวนเซลลจุลินทรีย
ลดลงที่สภาวะน้ําดี ในขณะที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 และ 2.5 มีจํานวนเซลลจุลินทรียลดลงเพียง 0.3-0.5 log 
CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 10 log CFU/ml นอกจากนี้การศึกษาการทนตอกรด เกลือน้ําดีและความ
รอนของโปรไบโอติกสายพันธุ  Lact. acidophilus ATCC 43121 ซ่ึงหอหุมดวยอัลจิเนต พบวาการหอหุม
เซลลจะชวยเพิ่มการรอดชีวิตของเซลลในสภาวะที่เปนกรด เกลือน้ําดีและอุณหภูมิสูงไดเพิ่มขึ้น  
(Kim et al., 2008)  

Muthukumarasamy และคณะ (2006) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. reuteri ในเม็ดเจลที่
ผานการหอหุมโดยวิธีที่ตางกัน พบวา Lact. reuteri  ที่หอหุมดวยอัลจิเนตโดยวิธี extrusion technique มี
จํานวนรอดชีวิต 7.78 log CFU/ml ซ่ึงสูงกวาเซลลที่หอหุมดวยวิธี emulsion technique ที่มีจํานวนรอด
ชีวิต 7.12 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 8.09 log CFU/ml เมื่อผานการบมในสภาวะจําลองกรดใน
กระเพาะอาหารพีเอช 1.5 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

Annan และคณะ (2008) ทดลองหอหุม Bi. adolescentis 15703T ดวยโซเดียมอัลจิเนต
และเคลือบเม็ดเจลดวยเจลาตินโดยใช  emulsion technique หลังจากนั้นศึกษาการรอดชีวิตของ  
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Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุม ในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 
2 ช่ัวโมง พบวา  Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุมและเคลือบผิวเม็ดเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง
เพียง 1.2 log CFU/ml ในขณะที่เซลลที่ถูกหอหุมแตไมไดเคลือบผิวเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง  
2.6 log CFU/ml และเซลลอิสระจะมีจํานวนเซลลลดลง 3.5 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน  
9.5 log CFU/ml ซ่ึงการเคลือบผิวเม็ดเจลสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้น 

Musikasang และคณะ (2009) ทดสอบการรอดชีวิตของเปนแบคทีเรียแลกติก 
สายพันธุ Ent. durans KT3L20 ที่หอหุมเซลลดวยโซเดียมอัลจิเนตโดยใช extrusion technique และ 
emulsion technique พบวา Ent. durans KT3L20 ที่ผานการหอหุมเซลลมีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียอิสระที่ไมผานการหอหุมเซลลภายหลังจากการบมในสภาวะจําลองกรดใน
กระเพาะอาหาร 2 ช่ัวโมง และสภาวะลําไสเล็ก 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ พบวาการรอดชีวิตของเซลลที่ผาน
การหอหุมดวย extrusion technique และ emulsion technique สูงกวาเซลลของแบคทีเรียอิสระ 5.8% 
และ 3.56%  ตามลําดับ 

Chávarri และคณะ (2010) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. gasseri และ Bi. bifidum ที่ถูก
หอหุมเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเคลือบผิวเม็ดเจลดวยไคโตซานโดยใช extrusion technique ที่
สภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C เวลา 2 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียที่ถูกหอหุมทั้ง  
2 สายพันธุ มีจํานวนเซลลลดลงเพียง 1.3 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 7 log CFU/ml ในขณะที่
เซลลอิสระไมสามารถตรวจพบจํานวนการเหลือรอดของเซลลแบคทีเรีย โดย Bi. bifidum ที่ถูกหอหุม
สามารถทนตอสภาวะกรดไดดีกวา Lact. gasseri เล็กนอย  

2.1  วัสดุหอหุมท่ีนิยมใชในการทํา microencapsulation 
วัสดุหอหุมที่นิยมใชที่ใชในการหอหุมโปรไบโอติก เชน sodium alginate, carageenan, 

cellulose acetate phthalate และ gelatin เปนตน 
2.1.1   อัลจิเนต (alginate) 

อัลจิเนตไดจากการสกัดจากสาหรายสีน้ําตาลขนาดใหญ กรดอัลจินิก (alginic acid) 
เปนพอลิเมอรของ anhydro β-D-mannuronic acid  ตอกันดวยพันธะ β-1,4 และยังประกอบดวย  
α-L-guluronic acid (Figure 2) มีน้ําหนักโมเลกุลระหวาง 32,000-200,000 ดาลตัน อัลจิเนตมีสมบัติ
ละลายไดในน้ําแตไมละลายในสารละลายดางทําใหไดสารเหนียว อัลจิเนตสามารถเกิดเจลไดใน
สภาวะที่มี Ca2+ หรือ  Ca2+ ผสมกับกรด และเกิดเปนเจล ตั้งแตเจลเหลวถึงเจลแข็ง จึงสามารถใช
หอหุมเอนไซมหรือเซลลได อัลจิเนตนิยมใชในรูปของเกลือโซเดียม   
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Figure 2.  Chemical structure of alginate 
ที่มา : Murano  (1998) 

Muthukumarasamy และ Holley (2007) ศึกษาการรอดชีวิตของ  Lact.  reuteri ATCC 
55730 และ Bi. longum ATCC 15708  ที่หอหุมใน sodium alginate ความเขมขน 3% (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
ทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.5 M เปนเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับโปรไบโอติก
อิสระในระหวางกระบวนการหมักไสกรอก พบวา จํานวนของ Lact. reuteri อิสระลดลงจากจํานวนเซลล
เร่ิมตนที่ 7.24 log CFU/g เปน 4.66 log CFU/g และ Bi. longum อิสระลดลงจาก 7.31 log CFU/g เปน 5.53 
log CFU/g หลังจากการหมักไสกรอกเปนเวลา 27 วัน ในขณะที่ ชุดการทดลองที่ เติม  
Lact. reuteri รวมกับ Bi. longum อิสระ พบวาจํานวนแบคทีเรียลดลงเปน 4.42 log CFU/g หลังจากการทํา
ใหไสกรอกแหงแตโปรไบโอติกที่ทํ าการหอหุมทุกชุดการทดลองมีจํ านวนลดลงนอยกวา  
0.92 log CFU/g หลังจากการหมักไสกรอกเปนเวลา 27 วัน 

2.1.2   คาราจีแนน (carrageenan) 
คาราจีแนนสกัดจากสาหรายสีแดงที่เรียกวา Irish moses เปนพอลิเมอรของ 

กาแลคโตส (galactose) และ 3,6 anhydrogalactose (3,6-AG) (Figure 3) มีทั้งชนิดที่มีหมูซัลเฟต และ

ไมมีหมูซัลเฟตทําใหไดคาราจีแนน 5 แบบคือ แคปปา (κ), แลมปดา (λ), ไอโอตา (ι), มิว (μ) และ นู 
(nu) แตที่สําคัญมี 3 ชนิดคือ แคปปา, แลมปดา และไอโอตา คาราจีแนนมีขนาดโมเลกุลแตกตางกันไป
ตั้งแต 100,000 ถึง 800,000 ดาลตัน โดยทั่วไปนิยมใชแคปปาคาราจีแนนในอาหารเปน food additive และ
ใชอุณหภูมิ 60-80°C ในการละลายคาราจีแนนที่มีชวงความเขมขน 2-5% และสามารถชักนําการเกิดเจล
โดยการลดอุณหภูมิใหต่ําลง ชนิดที่จําหนายในเชิงการคามีชนิดแคปปา 60% และชนิดแลมปดา 40%  
พอลิเมอรมีความคงตัวที่พีเอชสูงกวา 7 แตที่พีเอชนอยกวา 5 จะเสื่อมคุณภาพอยางรวดเร็ว  

              
 
 
 
Figure 3. Chemical structure of carrageenan 
ที่มา : Murano  (1998) 
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Adhikari และคณะ (2000) เพิ่มการรอดชีวิตของ Bi. longum B6 และ Bi. longum ATCC 
15708 ในโยเกิรตโดยใชแคปปาคาราจีแนนหอหุมดวยการใชเทคนิค emulsion พบวา หลังจากการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑโยเกิรตที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 30 วัน ตัวอยางของโยเกิรตที่หุม Bifidobacteria ดวย 
แคปปาคาราจีแนน มีปริมาณเชื้อเหลือรอดสูงกวาโยเกิรตที่ใชเซลลอิสระ 

2.1.3   Gellan gum 
Gellan gum เปนคารโบไฮเดรตเชิงซอนที่ละลายไดในน้ํา (Figure 4) เปนผลิตภัณฑที่

เกิดจาก กระบวนการหมักของเชื้อ Ps. elodea หรือ Sp. elodea เปน hydrocolloid ที่ทําหนาที่หลาย
อยาง ใชในปริมาณเพียงเล็กนอยเพื่อใหเกิดเจล เนื้อสัมผัส ความคงตัว การเกิดสารแขวนลอย การเกิด
ฟลม และโครงสรางที่ตองการ สามารถทําใหเกิดลักษณะของเนื้อสัมผัสที่หลากหลายตั้งแตเปน 
เจลเหลว เจลนุมและยืดหยุน จนถึงเจลแบบเปราะบาง ผลิตภัณฑอาหารที่ใช เชน ขนมหวานจาก
น้ําตาล เจลลี่ ผลิตภัณฑจากนม ผลิตภัณฑจากผลไม เปนตน 

 
 
Figure 4. Chemical structure of gellan gum 
ที่มา : Murano  (1998) 

Ding และ Shah (2009) ศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกคือ Lact. 
rhamnosus, Bi longum, Lact. salivarius, Lact. plantarum, Lact. acidophilus, Lact. paracasei,  
Bi. lactis type Bl-04, Bi. lactis type B-07  ที่หอหุมดวยวัสดุตัวพยุงตางชนิดกันคือ alginate,  
guar gum, xanthan gum, locust bean gum, และ carrageenan gum โดยใช emulsion technique พบวา
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาเซลลอิสระในสภาวะที่ เปนกรด 
พีเอช 2 ที่ 37°C 2 ช่ัวโมง นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวยอัลจิเนต มีอัตราการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกสูงสุด ในขณะที่แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวย guar gum 
และ locust beangum มีอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่ําสุด ซ่ึงจะพบวาการใช  
guar gum และ locust beangum ไมเหมาะที่จะนํามาใชในการหอหุมเชื้อแบคทีเรีย 

2.1.4  ไคโตซาน (chitosan) 
ไคโตซาน คือโมเลกุลพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสที่มีหมูอะมิโน (NH2) มาประกอบ

เรียกวา Poly amino glucose หรือ Poly (D-glucosamine) สูตรโมเลกุล [C6H12O4N]n ไคโตซานเปน
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อนุพันธ (derivative) ชนิดหนึ่งของไคติน (Figure 5) ที่ไดจากปฏิกิริยาการกําจัดหมูอะเซทิล (CH3CO) 
ของไคติน ดวยสารละะลายดางเขมขน เรียกวา ปฏิกิริยาดีอะเซทิเลชัน (deacetylation) ทําใหโครงสราง
ของไคตินบางสวนเปลี่ยนแปลงไปโดยเฉพาะหมูฟงกชันที่มีธาตุไนโตรเจน ในรูปของหมูอะเซตามิโด 
(NH-CO-CH3) เปลี่ยนไปเปนหมูอะมิโน (NH2) ที่คารบอนตําแหนงที่ 2 (Krasaekoopt et., 2003) 

 

 
Figure 5.  Chemical structure of chitin 
ที่มา  : Murano  (1998) 

ไคโตซานเปนวัสดุที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับอัลจิเนตและมีราคาต่ํากวาการใช 
อัลจิเนต อยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาไคโตซานมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียแลกติกบาง 
สายพันธุดวยเชนกัน (Groboillot et al., 1993) จึงทําใหไคโตซานไมเปนที่นิยมนําไปหอหุมเซลล
แบคทีเรียโดยตรงโดยทั่วไปไคโตซานนิยมนําไปใชเพียงเคลือบผิวเม็ดเจลเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของ
เซลลเทานั้น จากการศึกษาถึงการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus, Lact. casei  และ Bi. bifidum โดย
นําเอาพอลิเมอรธรรมชาติหรือสารอยางอื่นที่ไดจากธรรมชาติมาทําการเคลือบผิวเม็ดเจลภายนอก 
เชน การเคลือบเม็ดเจลที่หอหุมจาก sodium alginate ดวย chitosan, sodium alginate และ poly-L-
lysine (PLL) พบวา การเคลือบเม็ดเจลดวยวัสดุตางๆไมมีผลตอขนาดเม็ดเจลโดยมีเสนผาน
ศูนยกลางเฉลี่ย 1.89 มิลลิเมตร สวนเม็ดเจลที่ไมมีการเคลือบมีเสนผานศูนยกลาง 1.62 มิลลิเมตร 
และเมื่อบมเม็ดเจลทั้งหมดในสภาวะที่มีเกลือน้ําดี พบวาแบคทีเรียที่เคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซานมี
การรอดชีวิตมากที่สุดเมื่อเทียบกับเม็ดเจลที่เคลือบดวยวัสดุอ่ืน ๆ และเมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาใน
การลดลง 1 log cycle ของเซลล (destructive value : D-value) การเคลือบเม็ดเจลสามารถเพิ่ม
ระยะเวลาที่ใชในการทําใหแบคทีเรียตายได และการเคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซานมีคา D-value 
สูงสุด แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเม็ดเจลที่ เคลือบดวยวัสดุอ่ืน ๆ 
(Krasaekoopt et al., 2004) อยางไรก็ตามการเคลือบเม็ดเจลตองคํานึงถึงการนําไปใชประโยชน 
เนื่องจากตนทุนในการหอหุมเซลลจะเพิ่มขึ้น และจากผลการศึกษาไคโตซานเปนวัสดุที่มีความ



31 
 

เหมาะสมมากที่สุดในการเคลือบเซลล เนื่องจากไคโตซานเปนวัสดุที่สามารถผลิตไดในประเทศไทย
และราคาคอนขางต่ํา  

2.2   ปจจัยในการหอหุมเซลลท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
ปจจัยในการหอหุมเซลลมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียสามารถแบงออกได

หลายปจจัยดวยกันคือ 
2.2.1  วิธีการหอหุม 

                      วิธีการในการหอหุมเซลลแบงเปน 2 วิธีคือ extrusion technique และ emulsion 
technique  นอกจากขั้นตอนในการทําของทั้งสองวิธีจะตางกันแลวยังพบขอดีและขอดอยในการตรึง
เซลลของทั้งสองวิธีซ่ึงแสดงดัง Table 1. 

Table 1. Positive and negative features of extrusion and emulsion techniques. 
 Extrusion Emulsion 
Technological feasibility Difficult to scale up Easy to scale up 
Cost Low High 
Simplicity High Low 
Size of bead 2–5 mm 25 mm–2 mm 
ที่มา: Krasaekoopt และคณะ (2003) 

2.2.2  วัสดุหอหุม 
วัสดุที่ใชในการหอหุมเซลลแบคทีเรียมีหลายชนิด เชน alginate, cellulose acetate 

phthalate, gum arabic เปนตน ซ่ึงวัสดุหอหุมที่แตกตางกันก็จะมีผลตอการรอดชีวิตของเซลลตางกัน 
Ding และ Shah (2009) ศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกคือ Lact. rhamnosus, Bi. 
longum, Lact. salivarius, Lact. plantarum, Lact. acidophilus, Lact. paracasei, Bi. lactis Bl-04 และ 
Bi. lactis B-07  ที่หอหุมดวยวัสดุหอหุมตางชนิดกันคือ alginate, guar gum, xanthan gum, locust 
bean gum และ carrageenan gum โดยใช emulsion technique พบวา แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุม
มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาเซลลอิสระที่ไมถูกหอหุมในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 ที่ 37°C เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวยอัลจิเนต มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 
ในขณะที่แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวย guar gum และ locust beangum มีอัตราการรอดชีวิต
ต่ําสุด  
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2.2.3  ความเขมขนของวัสดุหอหุมที่ใช  
ระดับความเขมขนของวัสดุหอหุมมีผลตอการรอดชีวิตแบคทีเรียโปรไบโอติกโดย 

Chandramouli และคณะ (2004) ศึกษาอัตราการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 ที่
หอหุมเซลลดวย calcium alginate โดยใหความเขมขนของอัลจิเนต ตางกันคือ 0.75%, 1%, 1.5%, 
1.8% และ 2% น้ําหนัก/ปริมาตร พบวา เมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะเปนกรดพีเอช 2 อุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง อัตราการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 จะสูงขึ้นตามความเขมขนที่
สูงขึ้นของอัลจิเนต 

2.2.4  ขนาดของเม็ดเจล 
                       จากการศึกษาความแตกตางของขนาดเม็ดเจลตอความสามารถในการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติก พบวาความเขมขนของอัลจิเนตมีผลตอขนาดของเม็ดเจล โดยถาอัลจิเนตมีความ
เขมขนสูงขึ้นเม็ดเจลจะมีขนาดเล็กลง จากการศึกษาของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่ศึกษา
การรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 ที่หอหุมเซลลดวย calcium alginate โดยใหมีขนาด
ของเม็ดเจลที่ตางกันคือ 200, 450, 1,000 μm พบวาเมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง การรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 จะสูงขึ้นตามขนาด
ของเม็ดเจลที่ใหญขึ้นโดยเม็ดเจลขนาด 1,000 μm มีการรอดสูงที่สุด รองลงมาคือเม็ดเจลขนาด 450 
และ 200 μm ตามลําดับ 

2.2.5  จํานวนเซลลเร่ิมตน 
จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนในการหอหุมเซลลนั้นอาจขึ้นกับปจจัยอ่ืนหลายขอ เชน 

ระยะเวลาในการเก็บรักษาเม็ดเจล เนื่องจากเมื่อระยะเวลาผานไปแบคทีเรียภายในเม็ดเจลจะมีการ
ตายเพิ่มขึ้น หากคํานึงถึงจํานวนของแบคทีเรียที่อยูในระดับที่ เหมาะสมกับการนําไปใชเมื่อ
ระยะเวลาผานไป ในการหอหุมเซลลเร่ิมแรกจึงควรใชจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนที่สูง ๆ ปจจัยอีกขอที่
ควรคํานึงถึงคือความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียเอง หากเปนแบคทีเรียที่สามารถรอดชีวิต
ในสภาวะตาง ๆ ไดนอยแตจําเปนตองใชแบคทีเรียชนิดนั้นจึงควรใชจํานวนเซลลแบคทีเรียเร่ิมตน
ในปริมาณที่สูงดวยเชนกัน  

Chandramouli และคณะ (2004) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 
2400 ที่หอหุมเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตโดยใหมีจํานวนเชื้อเร่ิมตนตางกันคือ 106, 107 และ 108 
CFU/ml พบวาเมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 อุณหภมิ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง การรอด
ชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400  ที่มีจํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 108 CFU/ml มีจํานวนเซลลลดลง
หลังจากบมที่กรดพีเอช 2.0 เวลา 3 ช่ัวโมง เปน 106 CFU/ml ซ่ึงเปนจํานวนเซลลที่อยูในเกณฑที่
ยอมรับได ในขณะที่จํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 107 และ 108 CFU/ml มีจํานวนเซลลเมื่อส้ินสุดการ
ทดลองต่ําเกินไปคือที่ 105 CFU/ml 
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2.2.6  เวลาในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 
 สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนสารละลายที่ชวยในการแข็งตัวหรือการขึ้นรูปเม็ด
เจล จากการศึกษาของ Chandramouli และคณะ (2004) ทดลองแชเม็ดเจลไวในสารละลายแคลเซียม
คลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2 และ 1 M เปนเวลา 5 นาที, 30 นาที, 1 ช่ัวโมง, 2 ช่ัวโมง และ 8 ช่ัวโมง 
เมื่อศึกษาความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรีย พบวา ที่เวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากการบมที่
อุณหภูมิ 37°C แบคทีเรียในเม็ดเจลที่ทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.1 
M เวลา 30 นาทีหรือมากกวา 30 นาที มีการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับแบคทีเรียที่ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 5 นาทีในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนเดียวกัน 
นอกจากนี้การเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดไมมีผลตอการเพิ่มการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียภายใตสภาวะที่เปนกรด 

 2.2.7  สายพันธุของแบคทีเรีย 
สายพันธุของแบคทีเรียมีผลตอจํานวนแบคทีเรียที่รอดชีวิตหลังจากผานการหอหุม

เซลล Krasaekoopt และคณะ (2004) เปรียบเทียบการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก  
3 สายพันธุคือ Lact. acidophilus 547, Bi. bifidum ATCC 1994  และ Lact. casei 01 ที่ผานการหอหุม
โดยใชวัสดุหอหุมตางชนิดกันคือ chitosan, sodium alginate และ poly-L-lysine หลังจากบมที่
สภาวะกรดพีเอช 1.55 และสภาวะที่มีน้ําดีรอยละ 0.6 ที่อุณหภูมิ 37°C เวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Lact. 
acidophilus 547 และ Lact. casei 01 ที่หุอหุมดวยมีการรอดไคโตซานชีวติไดสูงสุดในทั้งสองสภาวะ
ในขณะที่ไมพบการรอดชีวิตของ Bi. bifidum ATCC  1994 ซ่ึงจะเห็นไดวาแบคทีเรีย 
สายพันธุตาง ๆ มีการรอดชีวิตแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของสายพันธุนั้น ๆ  

  ดังนั้นกอนการหอหุมเซลลจึงควรศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่จะใชในการ
หอหุมทั้งนี้เพื่อเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มความสามารถในการรอดชีวิตใหกับ
แบคทีเรียเพิ่มประโยชนในการนําไปใชงานตอไป  
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วัตถุประสงค  

1. ศึกษาสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดีของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่แยก
จากทางเดินอาหารของไกเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
2. ศึกษาความตานทานตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อเปนขอมูลใน
การคัดเลือกโปรไบโอติกที่มีความเหมาะสมเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเซลลโปรไบโอติกเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติก
ภายใตสภาวะกรดโดยวิธี Extrusion 
4. ศึกษาประสิทธิภาพการทนตอกรดที่ระดับตางๆและระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลโปรไบโอติกที่
ผานการหอหุมภายใตสภาวะที่เหมาะสม เพื่อนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไก  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

บทที่  2 

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ 

วัสดุ อุปกรณ  

1. แบคทีเรีย 

1.1 แบคทีเรียที่ประเมินสมบัติการเปนโปรไบโอติก 
แบคทีเรียแลกติกที่นํามาศึกษาเปนแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต 

โดยแยกจากสวนตางๆของทางเดินอาหารไก ดังนี้ Lact. salivarius CR5-1, CR5-15, CR6-3 และ Lact. 
agilis  CR6-1 แยกไดจากกระเพาะพัก (crop) Lact. salivarius S6-10 แยกไดจากลําไสเล็ก (small intestine) 
Lact. salivarius L5-4  และ Lact. salivarius  L3-7 แยกไดจากลําไสใหญ (large intestine) และ Lact. 
salivarius CE5-10 และ Lact. salivarius CE5-3 แยกไดจากไสติ่ง (ceca) โดย Lact. salivarius CR5-1, CR5-
15, L5-4, CR6-3 และ S6-10 มีกิจกรรมการยับยั้ง Ent. faecalis, Lact. sakei subsp. sakei JCM1157 และ 
Lis. monocytogenes สวน Lact. salivarius L3-7 ยับยั้ง Ent. faecalis  และ Lact. sakei subsp. sakei 
JCM1157 ในขณะที่  Lact. salivarius CE5-10 ยับยั้ง Lis. monocytogenes สวน Lact. salivarius CE5-3 และ 
Lact. agilis CR6-1ยับยั้ง Lact. sakei subsp. sakei JCM1157 ซ่ึงทั้งหมดคัดแยกโดยนางสาว 
หทัยรัตน มุสิกสังข นักศึกษาปริญญาเอก สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

1.2   แบคทีเรียที่ใชเปน positive control การทดสอบการยึดเกาะ mucin 
 Lact. plantarum 299V ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารมนุษยและใชเปนโปรไบโอติก 

ทางการคาไดรับความอนุเคราะหจาก รศ.ดร.สุนีย นิธิสินประเสริฐ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ 

  MRS broth (de Man Rogosa and Sharpe) บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 

3. สารเคมี 

3.1 Bromocresol purple ยี่หอ Labchem บริษัท Ajax Finechem, Australia           
AAlllllllll 
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3.2 Bovine serum albumin (BSA) บริษัท Sigma, France 
3.3 Partially purified type III porcine gastric mucin บริษัท Sigma, France 
3.4 L-cysteine จากบริษัท Fluka Biochemika, Japan 
3.5 Skim milk จากบริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India  
3.6 Triton X-100 (Sigma) บริษัท Amesco, USA 
3.7 Soluble starch ยี่หอ Labchem บริษัท Ajax Finechem, Australia 
3.8 โซเดียมอัลจิเนต  บริษัท Fluka, USA. 
3.9 โซเดียมคลอไรด  บริษัท HiMedia Lab scan, Thailand 
3.10   เปปโทน บริษัท HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
3.11   แคลเซียมคลอไรด  บริษัท HiMedia Lab scan, Thailand 
3.12   กรดไฮโดรคลอริก  บริษัท Merck, Germany 
3.13   โซเดียมไฮดรอกไซด  บริษัท Merck, Germany 
3.14   โซเดียมไฟเตต บริษัท HiMedia Lab scan, Thailand 
3.15   Ammonium molybdate  บริษัท Fluka, USA. 
3.16   Ammonium meta vanadate  บริษัท Fluka, USA. 
3.17   3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid บริษัท Fluka, USA. 
3.18   Tris-HCl  บริษัท Merck, Germany 
3.19   Cobalt Choride บริษัท Merck, Germany 
3.20   NaH2PO42H2O  บริษัท Merck, Germany 
3.21   Na2HPO47H2O  บริษัท Merck, Germany 
3.22   กลีเซอรอล   ยี่หอ AnalaR® บริษัท VWR International Ltd., England 
3.23   น้ํามันปาลม ยี่หอ มรกต 
3.24   น้ําดีไกที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย 

4. เอนไซม 

4.1 เอนไซม pancreatin  บริษัท Sigma, Germany 
4.2 เอนไซม  pepsin  บริษัท Fluka, USA. 

5. ยาปฏิชีวนะ 

5.1 penicillin G (13752) บริษัท Fluka, USA  



37 
 

5.2 tetracycline (87128) บริษัท Fluka, USA 
5.3 chloramphenicol (C0378) บริษัท Sigma, Germany  
5.4 erythromycin (45673) บริษัท Fluka, USA            

6.  อุปกรณและเครื่องมือ 

6.1 เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  ยี่หอ Hitachi รุน SCR20B 
6.2 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Eppendorf Centrifuge รุน 5415R 
6.3 เครื่องชั่งละเอียด 2 ตําแหนง ยี่หอ A&D รุน HF-120 
6.4 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP210s 
6.5 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ยี่หอ Orion รุน 420A 
6.6 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยี่หอ Memmert รุน W350 
6.7 ตูอบลมรอน (hot air oven) ยี่หอ Sanyo รุน MOV 212 
6.8 หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (autoclave) ยี่หอ Tomy รุน SS-325 
6.9 ตูถายเชื้อ (laminar flow) ยี่หอ Hotpack รุน 527044 
6.10 เครื่องตีปน (stomacher) ยี่หอ Seward รุน stomacher® 400 Circulator 
6.11 เครื่องโฮโมจิไนซ ยี่หอ Kika Labortechnik รุน T25 basic 
6.12 Peristaltic pump ยี่หอ Perista semipump รุน SJ-1211 
6.13 ตูบมเชื้อ (incubator) ยี่หอ EYELA รุน SLI – 400 
6.14 เข็มฉีดยาขนาด 24G 
6.15 สายยางซิลิโคน 
6.16 เครื่องแกวสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 

วิธีการทดลอง  

1.  การทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ (in vitro) 

 นําเชื้อแบคทีเรียแลกติกเลี้ยงในอาหาร MRS broth โดยถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่
ผลิตแบคเทอริโอซินมา 0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณภูหมิ 41°C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 41ºC เวลา  
12 ช่ัวโมง จนเชื้อเจริญเติบโตอยูในชวง early stationary phase หลังจากนั้นจึงนํามาศึกษาสมบัติ
ตางๆ ดังนี้ 
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1.1    การศึกษาความสามารถในการยึดเกาะ  mucin 
            ละลาย mucin ดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ใหมีความเขมขน 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยกวนเบาๆ ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดูดสารละลาย mucin 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96 well polystyrene microtiter plate เพื่อตรึงสารละลาย mucin ลง
ใน well  หลังจากนั้นบมตอที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลาย mucin ที่อยูใน well 
ออก ลาง well ที่มี mucin ตรึงอยูดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง หลังจากนั้นเคลือบ well ที่ถูกตรึงดวยสารละลาย BSA ความเขมขน 2 % 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ลาง well ดวยสารละลาย 0.5M 
ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง นําไปทดสอบการยึดเกาะ โดย
นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต ที่เล้ียงใน MRS broth อุณหภูมิ 41ºC เปน
ระยะเวลา 12 ช่ัวโมง (early stationary phase) โดยการทดลองนี้ใช Lact. plantarum 299V ที่เล้ียงใน 
MRS broth อุณหภูมิ 37ºC เปนระยะเวลา 16 ช่ัวโมง (early stationary phase) เปน positive control  

นําแบคทีเรียแลกติกที่เล้ียงในอาหาร MRS broth มาเก็บเกี่ยวเซลลโดยการหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4°C  ลางเซลลดวยสารละลาย 0.5M 
ฟอตเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง แลวนําไปเจือจางดวย
สารละลาย 0.5M ฟอตเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ใหมีคา OD เทากับ 0.1 ดูดสารแขวนลอยของเชื้อที่
ปรับคา OD เทากับ 0.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน well ที่เตรียมไวขางตน บมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลาง well ดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร จํานวน 12 คร้ัง เพื่อชะเซลลที่ไมมีกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ออก ตรวจสอบ
จํานวนเซลลที่มีกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ดวยการดูดสารละลาย 0.05% Triton X 100 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ลงใน well  นําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการตรวจ
นับปริมาณเชื้อที่ยึดเกาะโดยวิธีการ drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  
บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่มีกิจกรรมการยึดเกาะโดยเทียบกับ
เชื้อที่เปน positive control คัดเลือกสายพันธุที่สามารถยึดเกาะกับ mucin ไดใกลเคียงกับเชื้อที่เปน 
positive control หรือสามารถยึดเกาะกับ mucin ไมต่ํากวา 2 log CFU/ml เมื่อเทียบกับ positive 
control นําไปทดลองในขั้นตอไป (ดัดแปลงจาก Tallon et al., 2007)โดยคํานวณไดจากวิธีการดังนี้ 

    Adhesion (%) =    (A/A0) × 100     

เมื่อ A0 = log number of free cells before adhesion to mucin per microtiter plate    
                                                well  (CFU/ml) 
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A  = log number of free cells in mucin well after adhesion to mucin per      
microtiter plate well (CFU/ml) 

 1.2       การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดในการทนตอกรดและน้ําดี
โดยการทดสอบตอเนื่องกัน 
 ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่เก็บในอาหาร MRS broth ที่มี 
กลีเซอรอล 30%  มา 0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมไวที่สภาวะเดียวกันจากนั้น
ปเปต culture broth 1 มิลลิลิตรลงใน eppendorf ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่ผานการฆาเชื้อแลว เหวี่ยงแยก
เซลลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียม 
คลอไรด 0.85% สองครั้ง หลังจากนั้นแขวนลอยเซลลที่ เตรียมไวโดยใชสารละลายโซเดียม 
คลอไรด 0.85% ที่ปรับพีเอชเปน 2.5 และมีเอนไซม pepsin อยูดวย 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร แลวบมไวที่อุณหภูมิ 41°C ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจหา
จํานวนเชื้อที่รอดชีวิตโดยวิธีการ Drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02% บมไว
ที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําสารแขวนลอยของเชื้อที่บมในสภาวะกรดครบ 2 ช่ัวโมงมา
เหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด 0.85% สองครั้ง แลวจึงเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 
3 ของน้ําหนักแหง อยูดวยปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C  ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิตออีก
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจหาการรอดชีวิตโดยวิธีการ Drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี 
bromocresol purple 0.02% บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต  
คัดเลือกสายพันธุที่มีจํานวนเซลลเหลือรอดไมต่ํากวา 7 log CFU/ml นําไปทดลองในขั้นตอไป (ดัดแปลง
จาก Madureira et al., 2005) โดยคํานวณการรอดชีวิตตามวิธีการดังนี้  

   Log survival (%)       =      (N/N0) × 100  

 เมื่อ   N = log number of viable cells survived  (CFU/ml)  
N0  = log number of initial viable cell inoculated (CFU/ml) 

1.3     การทดสอบความสามารถในการยอย phytate 
           นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่คัดเลือกไดจากขอ 2 เล้ียงในอาหาร de Man 

Rogosa and Sharpe-3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid (MRS-MOPS) (ภาคผนวก ก) ในอัตรา 5% 
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(ปริมาตร/ปริมาตร) บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 2 คร้ัง หลังจากนั้นเลี้ยงเชื้อตอในอาหาร
และสภาวะเดิมจนเชื้ออยูในระยะ early stationary phase แลวแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 rpm 10 นาที อุณหภูมิ 4 °C ลางเซลลดวย 50 mM Tris-HCl pH 6.5 นําเซลลไปแขวนลอยใน 
0.85% NaCl ใหมีจํานวนเชื้อเริ่มตน 107-108 CFU/ml เตรียม MRS-MOPS agar ซ่ึงใช sodium phytate เปน
ซับสเตรทโดยละลาย sodium phytate ในน้ํากลั่นและฆาเชื้อดวยการกรอง (0.45 μm) กอนนํามาใช  
นําเซลลที่แขวนลอยใน 0.85% NaCl ปริมาตร 3 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวของอาหาร MRS-MOPS agar 
บมที่อุณหภูมิ 41ºC เวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลางโคโลนีที่เจริญบน MRS-MOPS agar ออกดวยน้ํา
กล่ัน 2 คร้ัง เทน้ําออกแลวเททับโคโลนีดวยสารละลาย 2% (น้ําหนัก/ปริมาตร) cobalt choride ใหทวมผิว
อาหาร บม 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เท cobalt choride ออก แลวเทสารลายผสม (เตรียมแลวใชเลย) 6.25%  
(น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium molybdate และ 0.42% (น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium meta vanadate  ที่
ผสมกันในอัตราสวนเทากัน เทใหทวมผิวอาหาร บม 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเทสวนของสารละลาย
ทิ้ง หลังจากนั้นวัดวงใสที่เกิดขึ้น (ดัดแปลงจาก Raghavendra and Halami, 2009) นําแบคทีเรียที่สรางวง
ใสมาวัดคากิจกรรมของเอนไซม phytase 

คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่สรางวงใสมาวัดกิจกรรมของเอนไซม phytase โดยเลี้ยง
เซลลของแบคทีเรียแลกติกในอาหาร de Man Rogosa and Sharpe-3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid  
(MRS-MOPS) (ภาคผนวก ก) ในอัตรา 5% (ปริมาตร/ปริมาตร) บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง 2 คร้ัง หลังจากนั้นเลี้ยงเชื้อตอในอาหารและสภาวะเดิมจนเชื้ออยูในระยะ early stationary phase  
(12 ช่ัวโมง) แลวแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ลางเซลล
ดวย 50 mM  Tris-HCl pH 6.5 นําเซลลไปแขวนลอยในสารละลาย 100 mM sodium acetate-acetic acid 
buffer (pH 5.5) หลังจากนั้นนําเซลลแขวลอยมา 250 μl ทําปฏิกิริยากับ 250 μl [100 mM sodium acetate–
acetic acid buffer (pH 5.5) ที่มีโซเดียมไฟเตทเปนซับสเตรทอยู 2 mM] บมที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา  
30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) trichloroacetic acid solution (TCA) ปริมาตร  
500 μl วัดการปลดปลอย inorganic phosphate โดยเติม 750 μl ของสารละลายผสมระหวาง 1.5% 
(น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium molybdate ซ่ึงละลายใน 5.5% (ปริมาตร/ปริมาตร) sulphuric acid solution 
ผสมกับ 2.7% (ปริมาตร/ปริมาตร) ferrous sulphate นําไปวัดความเขมแสงที่ 700 นาโนเมตร ซ่ึงสามารถ
คํานวณคากิจกรรมเอนไซม phytase ไดตามวิธีการภาคผนวก ค (ดัดแปลงจาก De Angelis et al., 2003) 
โดยกราฟมาตรฐานการปลดปลอย inorganic phosphorous เตรียมไดจาก KH2PO4 ที่ความเขมขน 0.05, 
0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 1.0 ppm   

โดย 1 unit ของเอนไซม phytase คือ จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol 
inorganic phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 
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1.4  การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 
            ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่คัดเลือกซึ่งเก็บไวในกลีเซอรอลมา 

0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C จนมีอายุครบ 12 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการทดสอบ 

-  ทดสอบการยอยโปรตีน : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ    
MRS agar ที่ใช casein ความเขมขน 2% เปนแหลงคารบอนจากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ถามีการยอยโปรตีนจะเกิดวงใสรอบๆโคโลนีของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Michael and 
Pelezar, 1995)  

-  ทดสอบการยอยไขมัน : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS agar ที่เติม 1% น้ํามันปาลม นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถามีการใชไขมัน
จะเกิดวงใสรอบๆโคโลนีของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Michael and Pelezar, 1995) 
 -  ทดสอบการยอยแปง : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS agar ที่ใช soluble starch ความเขมขน 2% เปนแหลงคารบอนจากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิ  
41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบการยอยแปงโดยการวางเกล็ดไอโอดีนลงบนฝาของจานอาหาร
เล้ียงเชื้อเพื่อใหไอโอดีนระเหยไปสัมผัสกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบถามีการยอยแปงสีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อจะไมเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน (ดัดแปลงจาก Mitidieri et al., 2006) คัดเลือกไอโซเลตที่มี
การยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ไปใชในการทดลองขั้นตอไป 

2.   การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว 

ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ที่มี
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง ถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมไวที่สภาวะเดียวกัน เจือจางยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ชนิด คือ penicillin G, 
tetracycline, chloramphenicol และ erythromycin ใหมีความเขมขนตางๆ ดวย MRS broth โดยใชวิธี
เจือจางแบบ two–fold serial dilutions ใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 180 ไมโครลิตร ลงใน 96 well 
polystyrene microtiter plate โดยใหมีความเขมขนของยาปฏิชีวนะดังนี้ penicillin G (β-lactum 
group, inhibitor of cell wall), tetracycline (inhibitors of protein synthesis) และ chloramphenicol 
(broad spectrum) อยูในชวง 0.25 ถึง 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ erythromycin (inhibitor of 
protein syntesis-Gram positive spectrum) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง 2-2,560 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (เตรียมไดตามภาคผนวก ค) หลังจากนั้นปเปตเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่มี
ปริมาณเซลลเร่ิมตน 106 CFU/ml มา 20 ไมโครลิตร ลงใน 96 well polystyrene microtiter plate แต
ละหลุม โดยปริมาตรรวมของสารละลายในระบบคือ 200 ไมโครลิตรและความเขมขนสุดทายของ
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เชื้อเปน 105 CFU/ml  บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หาความเขมขนต่ําสุดของยา
ปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้ง (MIC) เชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินไดโดยนํามาวัดคาความ
ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader และหาความเขมขนต่ําสุดของยา
ปฏิชีวนะที่สามารถฆา (MBC) เชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินได โดยใชลูปแตะ
สารละลายใน 96 well polystyrene microtiter plate แตละหลุมที่ไมปรากฏการเจริญของเชื้อ จากนั้น
นํามา steak ลงบนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02 % แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 41°C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง คาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะที่ไมพบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่
ผลิตแบคเทอริโอซินเจริญบนอาหาร MRS agar ภายหลังจากการบมถือเปนคา MBC 

คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุที่มีสมบัติการเปนโปรไบโอติกดีที่สุดจากการ
ประเมินสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนไปศึกษาในขั้นตอนตอไป  

3.  การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการหอหุมเซลล และการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิต                    
แบคเทอริโอซิน 

ถายเชื้อ Lact. salivarius L5-4 ซ่ึงคัดเลือกจากคุณสมบัติการทนตอกรดและเกลือน้ําดี
ตอเนื่องไดสูงและมีกิจกรรมการผลิตเอนไซม phytase รวมถึงความสามารถในการตาน 
ยาปฏิชีวนะได เล้ียงในอาหาร MRS broth ที่มีปริมาตร 4 มิลลิลิตรบมที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง ถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมไวที่
สภาวะเดียวกัน จากนั้นเก็บเกี่ยวเซลลโดยนําไปหมุนหวี่ยง 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 
4°C ลางเซลล 2 คร้ัง ดวยสารละลาย 0.85% NaCl ตรวจนับจํานวนเซลลเร่ิมตนและนําเซลลที่ไปศึกษา
ปจจัยของการหอหุมเซลลที่มีผลตอการรอดชีวิตของเซลลตอไป 

3.1 ผลของความเขมขนของอัลจิเนตตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิต 
แบคเทอริโอซิน 

 แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียมไดปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใน
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตเขมขน 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (น้ําหนัก/ปริมาตร) พีเอช 6.9 ปริมาตร  
20 มิลลิลิตร ซ่ึงทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปน
เวลา 15 นาที โดยสารแขวนลอยอัลจิเนตมีปริมาณเซลล Lact. salivarius L5-4  เปน 9 log CFU/ml 
หยดสารแขวนลอยลงในสารละลายแคลซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G 
ความสูงของปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วใน
การหยดดวย peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลา
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ที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นจึงนับตอไปอีก 30 นาที จึงแยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

 จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลือ
อยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.5M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบคุณสมบัติ
การรอดชีวิต (Annan et al., 2008) โดย 

 - ทดสอบความสามารถในการทนตอกรด 
   ช่ังเม็ดเจลมา 1 กรัมเติมลงในสารสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ที่ปรับ 

พีเอชเปน 2.5 และมีเอนไซม pepsin อยูดวย 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลวบมไวที่
อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง การทดลองนี้ใชเซลลอิสระที่ไมหอหุมเปนตัวอยางควบคุม ตรวจหา
การรอดชีวิตของเซลลภายในเม็ดเจลหลังจากผานสภาวะกรดเทียบกับปริมาณเซลลเร่ิมตนในเม็ดเจล 
โดยนําเม็ดเจลที่ผานการบมที่สภาวะกรดมาโฮโมจิไนซในสารละลาย 0.5M ฟอตเฟตบัฟเฟอร ที่ปรับ
พีเอชเปน 7.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยใช vortex เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเจือจางสารแขวนลอยของ
เซลลที่ไดตอแบบ ten-fold serial dilution และตรวจหาการรอดชีวิตโดยวิธีการ drop plate  บนอาหาร 
MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับ
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต คํานวณเปอรเซนตการรอดชีวิตโดยใชสูตร  

   Log survival (%)          =      (N/N0) × 100    

เมื่อ   N     = log number of viable entrapped cells released after pass acid   
condition (CFU/g)  

N0    =   log number of free cells added to the biopolymer mix during the  
production of the microspheres (CFU/g) 

เลือกความเขมขนของอัลจิเนตที่ใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 สูงที่สุด
เพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

3.2      ผลของความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซิน  

แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียม ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนตความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3.1 พีเอช 6.9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ซ่ึงทําให
ปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที โดยมี
ปริมาณเซลล Lact. salivarius L5-4 สุดทายเปน 9 log CFU/ml หยดสารแขวนลอยลงในสารละลาย
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แคลซียมคลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.5M โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G ความสูงของ
ปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วในการหยดดวย 
peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลาที่ทําใหเม็ด
เจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงนับ
ตอไปอีก 30 นาที จึงแยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 
0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบการรอดชีวิต
ตามวิธีการขอ 3.1 เลือกความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่ใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius  
L5-4 สูงที่สุดเพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

3.3      ผลของเวลาที่ใชในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซิน  

 แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียมปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนตความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3.1 พีเอช 6.9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ความเขมขน
สุดทายเปน 9 log CFU/ml แลวหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายแคลซียมคลอไรดความเขมขนที่
เหมาะสมจากขอ 3.2 โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G ความสูงของปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียม
คลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วในการหยดดวย peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการ
ปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลาที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงนับตอไปอีก 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 
นาที แยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

 จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปบโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลือ
อยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05 M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบการรอด
ชีวิตตามวิธีการขอ 3.1 เลือกระยะเวลาที่ใชในการหอหุมเซลลที่ใหการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินสูงที่สุดเพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

4. ศึกษาผลการรอดชีวิตของเซลลท่ีถูกหอหุมในสภาวะการจําลองทางเดินอาหารไกในหลอดทดลอง 

นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่ถูกหอหุมตามวิธีการที่เหมาะสมจาก 
ขอ 3 ไปทดสอบการรอดชีวิตของเซลลที่ถูกหอหุมในสภาวะการจําลองของกระเพาะในหลอด
ทดลอง เปรียบเทียบกับการใชเซลลอิสระ  

นําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมเซลลมา 1 กรัม เติมลงในสารละลายปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ที่ประกอบไปดวยเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เกลือโซเดียมคลอไรด 0.85 % และปรับ 
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พีเอชตางๆไดแก 1, 2, 2.5, 3 และ 4 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 1N นําไปบมที่อุณหภูมิ 41°C ในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง (ดัดแปลงจาก Conway et al., 1987; Charteris et al., 1998) 
จากนั้นนําไปหาปริมาณการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่เหลือในเม็ดเจล  

โดยนําเม็ดเจลที่ผานการบมที่สภาวะกรดมา 1 กรัม โฮโมจิไนซในสารละลาย 0.5M 
ฟอตเฟตบัฟเฟอร ที่ปรับพีเอชเปน 7.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยใช vortex เปนเวลา 10 นาที จากนั้น
เจือจางสารแขวนลอยของเซลลที่ไดตอแบบ ten-fold serial dilution และตรวจหาการรอดชีวิตโดย
วิธีการ drop plate  บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต คํานวณเปอรเซนตการรอดชีวิตโดยใชสูตร 

                        Log survival (%)        =      (N/N0) × 100                

เมื่อ   N = log number of viable entrapped cells released after pass acid   
condition (log CFU/g)  

N0 = log number of free cells added to the biopolymer mix during the  
production of the microspheres (log CFU/g) 

5. ศึกษาผลของการเก็บรักษาเซลลท่ีผานการหอหุม 

นําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมไปเก็บรักษาในสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่
มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ซ่ึงบรรจุในขวดแกว (Duran) ที่ปดฝา
สนิท หลังจากนั้นจึงนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC และอุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางที่ระยะเวลา  
0, 3, 5, 7, 9, 12, 15 และ 18 วัน มาวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่รอด
ชีวิตในเม็ดเจลตามวีธีการขอ 3.1  (Ann et al., 2007)  

6. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

  ในแตละขั้นตอนของการศึกษาจะมีการวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Random Design, CRD) โดยกําหนดใหจํานวนซ้ํา (replication) ในการศึกษาแตละครั้ง
เทากับ 3 ซํ้า และวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว  
(One-way  ANOVA) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Statistic Package for the Social Scince) 
Version 10.0 
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บทที่  3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1. การทดสอบคณุสมบัติการเปนโปรไบโอตกิในหองปฏิบตัิการ (in vitro) 

1.1 ความสามารถในการยึดเกาะ  mucin 
            การยึดเกาะผนังลําไสถือเปนคุณสมบัติสําคัญของการเปนโปรไบโอติกที่ดีและใชเปน

ปจจัยสําคัญในการคัดเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยแสดงใหเห็นวาเมื่อแบคทีเรียแลกติกเขาสู
รางกายผานกระเพาะอาหารไปไดแลวจะสามารถเกาะติด (adhesion) ที่ลําไสและกอใหเกิดประโยชน
กับรางกายได แมวาแบคทีเรียบางสายพันธุจะมีคุณสมบัติของการเปนโปรไบโอติกบางประการ เชน 
สามารถทนตอระบบกรดในกระเพาะอาหารหรือเกลือน้ําดีในลําไสเล็กตอนตนแตถาไมมีความสามารถ
ในการยึดเกาะกับลําไสก็แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียนั้นมีเวลาอยูในลําไสส้ันและไมสงผลใดตอรางกาย
ของเจาบาน (host) สําหรับวิธีการทดสอบการยึดเกาะกับเยื่อเมือกผนังลําไสของแบคทีเรียที่จะนํามาใช
เปนโปรไบโอติกมีดวยกัน 2 วิธีใหญๆ คือ การทดสอบกับเยื่อเมือกผนังลําไสโดยตรง และการทดสอบ
กับ cell line ชนิด epithelial cell สําหรับโปรไบโอติกที่จะนํามาใชกับมนุษยนิยมใชการทดสอบกับ  
cell line ชนิด epithelial cell เชน Human Hep-2 cell line, HT-29 MTX cell line และ Caco2 cell line 
(Saarela et al., 2000) เนื่องจากไมสามารถขูดเอาเยื่อเมือกผนังลําไสของมนุษยโดยตรงได สําหรับการ
ทดสอบแบคทีเรียโปรไบโอติกที่จะนํามาใชกับสัตวนั้นมักจะทดสอบกับ intestinal mucus โดยตรง 
เนื่องจากสัตวไมมี cell line ที่จะใชเปนตัวแทนที่ดีได นอกจากนั้นการแยก intestinal mucus จากสัตวยัง
สามารถทําไดงาย (Ehrmann, 2002) นอกจากนี้อาจมีการใชโปรตีนอื่นเปนตัวแทนของ intestinal mucus 
เชน การใช mucin ในการทดสอบการเกาะติดของผนังลําไส (Tollon et al., 2007)   

จากการทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ mucin ของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิต 
แบคเทอริโอซินซึ่งแยกไดจากระบบทางเดินอาหารไกทั้ง 9 ไอโซเลต โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การยึดเกาะกับ Lact. plantarum 299V (positive control) พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน
ทุกไอโซเลตไมสามารถยึดเกาะกับ mucin ในขณะที่ประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ Lact. plantarum 
299V กับ mucin มีคาเทากับ 54.51% (Table 2) การทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ถือเปนวิธีการ
ทดสอบคุณสมบัติการยึดเกาะของผนังลําไสเพื่อศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่นิยมวิธีหนึ่ง
โดย mucin เปนโปรตีนชนิดหนึ่งซึ่งเปนสวนประกอบของ mucus โดย mucin ที่นํามาทดสอบในครั้ง                            
นี้ไดมาจากผนังลําไสของสุกร ซ่ึงอาจเปนไปไดวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจาก
ทางเดินอาหารไกไมมีความจําเพาะกับการยึดเกาะ mucin จากสุกร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ  
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Laukova และคณะ (2004) ที่ทดสอบการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียแลกติกในกลุม enterococci ซ่ึงแยก
จากแหลงตางๆ นํามาทดสอบการยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดมาจากมนุษย สุนัข และ สุกรพบวา 
enterococci ที่แยกไดจากแหลงตางๆ สามารถยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดมาจากมนุษยและสุนัข
ไดดีทุกสายพันธุ โดยมีคาการยึดเกาะอยูระหวาง 3.8-8.3 log CFU/well จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน  
9 log CFU/well โดยเชื้อที่ยึดเกาะไดดีที่สุดคือกลุมเชื้อที่แยกไดจากมูลสุนัข อยางไรก็ตามพบวา 
enterococci ที่แยกไดจากแหลงตางๆ เกือบทุกสายพันธุไมสามารถยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดจาก
สุกร   

สําหรับกลไกการยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกสามารถเกิดขึ้นไดทั้งแบบจําเพาะ  
(receptor-specific blinding) แบบใชแรงวาลเดอวาลล (Val-der-Waal force) แบบใชประจุ (charge) 
และการจับกันของเซลลกับตัวรับโดยการมีปฏิสัมพันธแบบไมชอบน้ํา (hydroprobic interaction) ซ่ึง
โดยทั่วไปผนังเซลลของแบคทีเรียจะมีลักษณะ cell surface hydrophobility มีผลทําใหผิวเซลลไม 
ชอบน้ํา (Van Loosdrecht et al., 1987) นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถสรางโปรตีนบางชนิดออกมา
บนผนังเซลล ซ่ึงเปนโปรตีนกลุม extracellular matrix molecules เชน collagen, fibronectin และ 
vitronectin โดยโปรตีนเหลานี้จะยึดเกาะกับเยื่อเมือกได (Lorca et al., 2002) อยางไรก็ตามการ
เกาะติดผนังลําไสของแบคทีเรียเปนกระบวนการซับซอนที่มีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของและยังไมมี
ความเขาใจกลไกที่แทจริงอยางสมบูรณ จากการทดลองของ Izquierdo และคณะ (2008) พบวา
คุณสมบัติการเกาะติดกับ mucin ของ Bi. longum จะหายไปเมื่อ treat เซลลดวย trypsin หรือ lysozyme 

Schillinger และคณะ (2005) ทดสอบประสิทธิภาพการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรีย 
แลกติกในกลุม lactobacilli ซ่ึงแยกจากแหลงตางๆ โดยใชวิธีการทดสอบที่แตกตางกันคือ ทดสอบการ
เกาะติดกับ cell line คือ HT-29 MTX cell ทดสอบหาคา hydrophobicity และการจับกับโปรตีน คือ 
fibronectin fibrinogen และ human collagen type IV พบวาแบคทีเรียแลกติกในกลุม lactobacilli 
สามารถยึดเกาะกับ HT-29 MTX cell, fibronectin fibrinogen และ human collagen type IV โดยคาการ
ยึดเกาะจะแตกตางกันออกไปในแตละสายพันธุ ในขณะที่คา hydrophobicity จะมีคาอยูในชวง 2%-
94% เชนเดียวกับการทดลองของ Tollon และคณะ (2007) ซ่ึงทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะของ Lact. 
plantarum ที่แยกไดจากแหลงตางๆ โดยทดสอบกับ cell line คือ CaCo2 cell และ ทดสอบการยึดเกาะ
กับ mucin พบวา Lact. plantarum เกือบทุกสายพันธุ ยึดเกาะกับ mucin และ CaCo2 cell มีเพียง Lact. 
plantarum 3 สายพันธุ คือ 529, CBFM19 และ R21 ที่ยึดเกาะกับ mucin ไดแตไมสามารถยึดเกาะกับ 
CaCo2 cell ซ่ึงมี 1 สายพันธุ คือ Lact. plantarum 529 ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารไก ดังนั้นทดสอบ
การยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกเพื่อศึกษาการเปนโปรไบโอติกควรที่จะทําการศึกษาใหหลากหลาย
รูปแบบ เพื่อเพิ่มความถูกตองและสงผลใหการนําไปใชมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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Table 2.  Adhesion capability to mucin and cell hydrophobicity of seleced lactic acid bacteria. 
Strains Adhesion (log CFU/well) Adhesion (%) 

Before After 
299V* 7.32±0.049 3.99±1.095 54.51 
S6-10 7.35±0.030 < 1 0.00 
CE5-3 7.23±0.045 < 1 0.00 
CE5-10 6.85±0.545 < 1 0.00 
CR5-15 7.00±0.090 < 1 0.00 
CR5-1 7.26±0.030 < 1 0.00 
CR6-1 7.14±0.040 < 1 0.00 
CR6-3 7.25±0.033 < 1 0.00 
L3-7 7.41±0.023 < 1 0.00 
L5-4 6.76±0.058 < 1 0.00 

* Positive control : Lact. plantarum 299V 

1.1 ความสามารถของแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกไดในการทนตอกรดและน้ําดีแบบตอ 
เนื่องกัน 

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกควรมีความสามารถในการทนตอสภาวะ
กรดและน้ําดีไดดี ซ่ึงเมื่อแบคทีเรียที่ผานเขาสูระบบทางเดินอาหารสวนตนของไกจะตองผาน
กระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรดโดยมีพีเอชอยูในชวง 2.5-4.8 เมื่อผานสภาวะกรดของกระเพาะ
อาหารก็จะเดินทางผานลงสูลําไสเล็กซึ่งมีสภาวะเปนกรดออนจนกระทั่งเปนดางออน มีพีเอช
ประมาณ 5.7-8.4 (รุจา มาลัยพวง, 2544) นอกนี้ยังมีเอนไซมตางๆ และน้ําดีอยูดวย ดังนั้นแบคทีเรียที่
ไดรับผลกระทบจากกรดในกระเพาะอาหารจะไดรับการเปลี่ยนแปลงสภาวะอยางกะทันหันและเปน
สภาวะที่มีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกดวย ดังนั้นการทดสอบที่เลียนแบบสภาวะ
จริงของระบบทางเดินอาหารที่เชื้อแบคทีเรียจะตองเดินทางผานนั้นจึงเปนการทดสอบที่จะบอกถึง
ความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียไดใกลเคียงกับความเปนจริงมากที่สุด  

การศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกหลังจากผานการทดสอบ
ตอเนื่องดวยสภาวะกรดพีเอช 2.5 และมีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรซึ่งจําลองระบบภายใน
กระเพาะอาหารเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสถาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 3  



49 
 

ของน้ําหนักแหง ที่พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงจําลองลําไสเล็ก
ตอนตน พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทั้ง 9 ไอโซเลต มีการรอดชีวิตอยูในชวง 
59.4-69.9% (Table 3) จากผลการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกทั้ง 
9 ไอโซเลต ที่มีจํานวนเริ่มตนประมาณ 9 log CFU/ml แตเมื่อผานระบบจําลองของกระเพาะอาหาร 
จะมีจํานวนเซลลลดลง 2-3 log CFU/ml หลังจากนั้นเมื่อผานสภาวะจําลองของลําไสเล็กพบวาปริมาณ
เซลลลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตจากสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Shin และคณะ (2008) ทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรีย 
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium SH 632 และ Ped. 
pentosaceus SH 740 ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารของไกกระทง โดยไดนําแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
3 สายพันธุมาทดสอบคุณสมบัติในการทนตอกรดที่พีเอช 2.0, 2.3, 2.5 และ 3.0 ที่อุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 2 ช่ัวโมงและความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีน้ําดีความเขมขน 0.05, 0.1, 0.3 และ 0.5% 
ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา ไมพบการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 สายพันธุ ที่
พีเอช 2.0 ในขณะที่พีเอช 2.3 เปนสภาวะที่มีการลดลงของแบคทีเรียแลกติกสูงสุดคืออยูในชวง  
3.0-1.2 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 8.5 log CFU/ml อยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 
3 สายพันธุสามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีน้ําดีทุกความเขมขน เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Musikasang และคณะ (2009) ที่คัดแยกแบคทีเรียแลกติก 226 ไอโซเลต จากทางเดินอาหารไกกระทง
หลังจากนั้นนํามาทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกโดยทดสอบการทนกรดที่พีเอช 2.5 และมี
เอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและทดสอบการทนตอน้ําดีสดความเขมขน 0.7% และมี
เอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรแบบตอเนื่อง พบวามีเพียง 6 ไอโซเลต (KT3L20, 
KT2CR5, KT10L22, KT5S19, KT4S13 และ PM1L12) สามารถทนตอสภาวะดังกลาวโดยมีอัตราการ
รอดชีวิตเทากับ 43.7, 37.6, 33.8, 32.9, 31.4 และ 27.2% ของเซลลเร่ิมตน 9 log CFU/ml ตามลําดับ   

ภายในกระเพาะอาหารจะมีสภาพเปนกรดเนื่องจากการหลั่งกรดไฮโดรคลอริกออกมา
เพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพและงายตอการทํางานของเอนไซม โดยเอนไซมที่สัตวหล่ังออกมาใน
กระเพาะอาหารเพื่อยอยโปรตีนคือเอนไซม pepsin ซ่ึงเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในสภาวะกรด 
พีเอชอยูในชวง 2-3 การทํางานรวมกันของกรดไฮโดรคลอริกและเอนไซมนี้สามารถกอใหเกิดความ
เสียหายตอผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกทําใหแบคทีเรียไมสามารถรอดชีวิตได (Johnson et al., 
2006) ทั้งนี้ความสามารถในการทนตอกรดของแบคทีเรียแลกติกอาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรีย 
แลกติกแตละไอโซเลตคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีการสัมผัสและทําปฏิกิริยากับกรด
ตลอดเวลา จึงทําใหแบคทีเรียแลกติกมีความทนตอกรดได (Franz et al., 1999) 

ในสวนของลําไสเล็กตอนตนจะมีน้ําดีหล่ังออกมาเพื่อทําใหไขมันแตกตัวและเขากับ
น้ําไดดีขึ้น น้ําดียังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียในทางเดินอาหารได เนื่องจากเกลือน้ําดีซ่ึงเปน
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กรดน้ําดีชนิดหนึ่ง จะไปทําใหเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเสียหายโดยการที่ไปละลายไขมันในสวน
โครงสรางฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลลใหลดนอยลงเปนสาเหตุสําคัญใหเยื่อหุมเซลลเกิดการแยก
ออกจากกัน เมื่อเยื่อหุมเซลลถูกทําลายจึงทําใหแบคทีเรียไมสามารถมีชีวิตอยูตอไปได นอกจากเกลือ
น้ําดีแลวภายในทางเดินอาหารสวนทายยังมีเอนไซม pancreatin จากตับออน ซ่ึงเปนเอนไซมที่
ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุมดวยกันคือ amylase, lipase และ protease ซ่ึงทําหนาที่ในการยอย
สารอาหารแตกตางกันออกไป และยังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายในทางเดินอาหาร 
สําหรับความสามารถในการทนตอน้ําดีของแบคทีเรียนั้นมีรายงานวามีความเกี่ยวของกับเอนไซม bile 
salt hydrolases (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่ไปยอยกรดน้ําดีและทําลายความเปนพิษ (detoxification) น้ําดี 
โดยการเขาไปรวมตัว (conjugated) กับน้ําดี (Moser and Savage, 2001) สําหรับแบคทีเรียแลกติกมี
หลายสายพันธุที่สรางเอนไซมชนิดนี้ได เชน แบคทีเรียแลกติกในกลุม Lactobacillus (De Smet et al., 
1995) และ Ent. faecium, Ent. faecalis, Ent. durans (Franz et al., 2001) 

Table 3.   Survival rate of selected lactic acid bacteria in the presence of 0.5% freeze dry chicken bile 
and pancreatin (1 mg/ml) at pH 8.0 (6 h) after sequential incubation in simulated gastric 
juice (2 h). 

 
Strain 

Viable count (log CFU/ml)  

Log survival 
(%) 

      Simulated stomach                   Simulated small intestine 
0  h 2 h 6  h 

S6-10   8.99±0.050*   6.08±0.060* 6.03±0.089*     67.1a** 
CE5-3 9.47±0.017 6.63±0.569 6.61±0.547 69.9b 

CE5-10 9.35±0.059 6.41±0.055 6.25±0.054 66.8c 
CR5-15 9.17±0.031 6.15±0.054 6.04±0.040 65.8d 
CR5-1 9.12±0.037 5.71±0.608 6.17±0.026 67.7a 
CR6-1 9.44±0.015 5.95±0.046 5.79±0.021 61.3e 
CR6-3 9.09±0.017 6.14±0.601 6.19±0.019 68.1f 
L3-7 9.47±0.004 5.67±0.570 6.32±0.580 59.4g 
L5-4 9.24±0.040 5.86±0.054 5.76±0.058 62.4h 

*   Mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 
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1.2 ความสามารถในการยอย phytate 
คุณสมบัติที่สําคัญของโปรไบโอติกที่จะนําไปใชในอาหารสัตวควรมีความสามารถ

ในการสรางเอนไซม phytase เพื่อเพิ่มปริมาณของฟอสฟอรัสและสารอาหารตางๆใหกับสัตวเพิ่มขึ้น 
การทดสอบกิจกรรมในการยอย phytate บนอาหาร MRS ดัดแปลงของแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
9 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 9 ไอโซเลต สามารถสรางวงใสขนาดที่แตกตาง
กันในอาหาร MRS ดัดแปลง ซ่ึงใชโซเดียมไฟเตตเปนซับสเตรท (Figure 6) อยางไรก็ตามขนาดของ
วงใสที่เกิดขึ้นเปนเพียงการสมมติฐานถึงการมีอยูของเอนไซม phytase เทานั้น เนื่องจากวงใสที่เกิดขึ้น
สามารถเกิดขึ้นไดจากการทํางานของเอนไซม 2 ชนิด คือจากการทํางานของเอนไซม phytase หรือ 
acid phosphatase โดยปกติเอนไซม acid phosphatase สามารถทํางานไดดีที่สภาวะเปนกรด สวน
เอนไซม phytase ทํางานไดดีที่สภาวะกรดออนๆหรือพีเอชเปนกลางซึ่งมีสภาวะใกลเคียงกับบริเวณ
ลําไสเล็ก ดังนั้นบริเวณลําไสเล็กที่แบคทีเรียเขาไปยึดเกาะและกอประโยชนใหกับรางกายจึงมีความ
เหมาะสมที่จะผลิตเอนไซม phytase มากกวาเอนไซม acid phosphatase  

จากการวัดกิจกรรมเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต พบวา 
Lact. salivarius L5-4 มีกิจกรรมของเอนไซม phytase สูงสุดคือ 40.35 U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C 
โดยมีคากิจกรรมเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต อยูระหวาง 40.35-5.26 
U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C (Table 4) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Raghavendra และ Halami 
(2009) ที่ทําการคัดแยกแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตเอนไซม phytase จากทางเดินอาหารไก โดยสังเกตจาก
การสรางวงใสในอาหาร MRS ดัดแปลง ซ่ึงใชโซเดียมไฟเตตและแคลเซียมไฟเตตเปนซับสเตรท 
พบวา แบคทีเรียแลกติก 40 ไอโซเลตสามารถสรางวงใสในอาหาร MRS ดัดแปลงที่มีแคลเซียม 
ไฟเตตเปนซับสเตทและมีเพียง 2ไอโซเลต (CFR R38 และ CFR R35) สามารถสรางวงใสในอาหาร
MRS ดัดแปลงที่มีโซเดียมไฟเตตเปนซับสเตท โดยแบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 ไอโซเลต มีกิจกรรมการ
สรางเอนไซม phytase เทากับ 213 และ 89 U ที่ 50°C นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
2 ไอโซเลต มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก คือ ทนตอกรด น้ําดีและยับยั้งเชื้อกอโรคในอาหาร 
เชนเดียวกับการทดลองของ Taheri และคณะ (2009) พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติก 62 ไอโซเลต ซ่ึง
แยกไดจากจากไกกระทง มีความสามารถสรางเอนไซม amylase และ phytaseได 

Pirgozliev และคณะ (2010) เสริมเอนไซม phytase ในอาหารของไกกระทงปริมาณ 
250, 500 และ 12,500 FTU เปรียบเทียบกับไกกระทงที่ไดรับอาหารไมมีการเสริมเอนไซม phytase 
เมื่อนําไกกระทงที่เล้ียงในสภาวะทั้ง 2 ที่มีอายุ 42 วัน มาเปรียบเทียบกัน พบวาไกกระทงที่ไดรับ
อาหารที่เสริมเอนไซม phytase 12,500 FTU จะมีน้ําหนักตัวมากที่สุดและเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วกวาไกที่
เล้ียงดวยอาหารไมเสริมเอนไซม phytase อยางมีนัยสําคัญ 
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Table 4. Phytate digestion capability and phytase activity of selected lactic acid bacteria. 
Isolates Phytase activity 

(unit) 

S6-10    22.37±0.056*a** 
CE5-3             35.53±0.103b 
CE5-10               5.26±0.091c 
CR5-15             10.96±0.043d 
CR5-1               8.77±0.072e 
CR6-1             14.91±0.121f 
CR6-3               5.26±0.075c 
L3-7             14.47±0.113f 
L5-4             40.35±0.072g 

*   Mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 

 
 

 
 
 

 
 
 

Figure 6.  Zone of sodium phytate hydrolysis by isolated lactic acid bacteria.  A) Positive control                              
  B) Negative control 

1.4     ความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 
 ความสามารถในการยอยสลายสารอาหารเปนคุณสมบัติสําคัญอีกประการหนึ่งของ

โปรไบโอติก การที่แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดสามารถยอยโปรตีนไดนั้นจะสงผลดีตอการทํางาน
ในกระบวนการยอยอาหารของสัตว ซ่ึงสนับสนุนคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในการเรงการ
เจริญเติบโตของสัตวที่โปรไบโอติกอาศัยอยูได เนื่องจากทําใหสัตวสามารถดูดซึมสารอาหารเหลานี้
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ไปใชประโยชนไดมากขึ้น ความสามารถในการใชประโยชนสารอาหารของแบคทีเรียแลกติกขึ้นอยู
กับการสราง exoenzyme ของแบคทีเรีย ซ่ึงแบคทีเรียแลกติกสามารถยอยแปงซึ่งเปนคารโบไฮเดรตได
โดยใชเอนไซม amylase ในการยอย สามารถยอยไขมันไดเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกใชเอนไซม 
lecitinase หรือ phosphatidase ในการตัดพันธะฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate ester bond) หรือ
แบคทีเรียแลกติกบางสายพันธุสามารถยอยไขมันไดโดยกิจกรรมของเอนไซม lipase และสามารถยอย
โปรตีนไดโดยกิจกรรมของเอนไซม protease แบคทีเรียแลกติกที่มีรายงานวาสามารถยอยสารอาหาร
ไดเชน Lact. delbruekii subsp. bulgaricus สามารถยอยโปรตีนได Lact. fermentum และ Lact. 
amylovorous สามารถยอยแปงได และ Lact. plantarum DSMZ 12028 สามารถยอยไขมันได เปนตน 
(มณฑกานต ทองสม, 2547; Kawai, 1999; De Fátima Silva Lopes et al., 2002; Duangchitchareon, 
2006)  การทดสอบประสิทธิภาพในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9  
ไอโซเลต พบวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้งหมดไมสามารถยอย โปรตีน ไขมัน และแปงได 
อยางไรก็ตามจากการทดลองของ Musikrasang และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพในการ
ยอยโปรตีน ไขมัน และแปงของแบคทีเรียแลกติก 20 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารของไก
กระทงโดยดูจากวงใสของการเจริญของแบคทีเรียแลกติกบนอาหารที่มี skim milk, tributirin และ 
soluble starch เปนซับสเตรท เพื่อศึกษาการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ตามลําดับ พบวาแบคทีเรีย
แลกติกทั้ง 20 ไอโซเลต สามารถสรางเอนไซมที่ยอยโปรตีนได คือเกิดวงใสขึ้นที่แตกตางกันใน
อาหารที่ใช skim milk เปนซับสเตรท อยางไรก็ตามเชื้อทั้ง 20 ไอโซเลต ไมสามารสรางวงใสไดใน
อาหารที่มี  tributirin และ soluble starch เปนซับสเตรท ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Taheri และ
คณะ (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียแลกติก 332 ไอโซเลต จากไกกระทง พบวา มีเพียง 62  
ไอโซเลต สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถยอยโปรตีนและเอนไซม amylase ไดในปริมาณที่แตกตาง
กัน แตไมสามารถสรางเอนไซมในกลุมที่ยอยไขมันได         

2.   การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะของโปรไบโอติกถือไดวามีความสําคัญ
เนื่องจากแบคทีเรียโปรไบโอติกที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวควรจะทนตอยาปฏิชีวนะ
ไดในระดับหนึ่งเพราะในการเลี้ยงสัตวแมผูผลิตจะหลีกเลี่ยงการใชยาปฏิชีวนะและหันมาใช 
โปรไบโอติกแทน อยางไรก็ตามหากเกิดโรคขึ้นในระบบการผลิตก็ยังมีความจําเปนที่จะตองใชยา
ปฏิชีวนะในการรักษาโรคใหแกสัตว และในอาหารสัตวอาจมียาปฏิชีวนะผสมอยูดวยโดยที่ผูผลิตไม
สามารถหลีกเลี่ยงได ดังนั้นหากแบคทีเรียที่จะนําไปใชมีความสามารถในการทนตอยาไดในระดับ
หนึ่งจึงเปนการสงเสริมคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่ดียิ่งขึ้น  
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การทดสอบความสามารถในการตานทานตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกได 9 ไอโซเลต โดยใชวิธีการ broth microdilution procedure ซ่ึงทดสอบกับยาปฏิชีวนะที่มี
ความเขมขนแตกตางกัน หลังจากการทดสอบ พบวา แบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลต ที่นํามาทดสอบกับยา
ปฏิชีวนะ penicillin G และ chloramphenicol มีคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง (MIC) เชื้อ
แบคทีเรียได อยูในชวง 0.25-16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (Table 5) ในขณะที่คาความเขมขนต่ําสุดของ 
erythromycin และ tetracycline ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได สวนใหญอยูในชวงต่ํากวา 
0.25-16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อหาคาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะที่สามารถฆา 
(MBC) เชื้อแบคทีเรียไดพบวาคา MBC ของ penicillin G, tetracycline, chloramphenicol และ 
erythromycin จะมีคาอยูในชวง 0.5 ถึง 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยสวนใหญแบคทีเรียที่ทดสอบ
มีความไวตอ erythromycin (Table 5) อยางไรก็ตามการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกเพื่อจะนําไปใช
ประโยชนเปนโปรไบโอติกในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ควรเปนแบคทีเรียที่มีความตานทานตอยา
ปฏิชีวนะไดบางเพื่อใหสามารถทนตอยาปฏิชีวนะที่มีการเติมลงในอาหารสัตว อยางไรก็ตามการทน
ตอยาปฏิชีวนะไมควรสูงเกินไปเพื่อปองกันการถายทอดยีนสดื้อยาไปยังเชื้อกอโรคในสัตวซ่ึงยากตอ
การรักษาโรคได 

 D’Aimmo และคณะ (2007) จัดระดับความสามารถของการตานทานตอยาปฏิชีวนะ
ของแบคทีเรียไวดังนี้ หากคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง (MIC) แบคทีเรียมีคาต่ํากวา  
8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียนั้นมีความไวตอยาปฏิชีวนะ (sensitive) แตหากคา MIC 
แบคทีเรียมีคามากกวาหรือเทากับ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียอาจมีความตานทานยา
ปฏิชีวนะในระดับปานกลาง (moderately resistant) เชนเดียวกันหากคา MIC มีคามากกวา 32
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียมีความสามารถทนตอยาปฏิชีวนะไดสูงหรือดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
(clinically resistant) ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้ พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต มีความไวตอยา
ปฏิชีวนะ เนื่องจากมีคา MIC นอยกวา 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Rakhavendra และคณะ (2009) นําแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Ped. pentosaceus CFR R35 และ Ped. 
pentosaceus CFR R38 ที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม phytase และมี
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนมาทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะ 9 ชนิดคือ ampicillin, 
cephalotin, chloramphenicol, gentamycin erythromycin, tetracyclin, streptomycin และ polymyxin B 
พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้งสองสายพันธุมีความไวตอยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด และมีความตานทานตอยา
ปฏิชีวนะอีก 3 ชนิด คือ cephalotin, streptomycin และ polymyxin B  

 จากการประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต 
พบวา Lact. salivarius L5-4 มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกดีที่สุด คือ สามารถทนตอสภาวะ
ทางเดินอาหารจําลองไดดีและสามารถผลิตเอนไซม phytase ที่มีคากิจกรรมสูงสุดและมีความทนตอ
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ยาปฏิชีวนะไดบ างแตไม สูงจนมีโอกาสถายทอดยีนสดื้ อยาใหกับเชื้ อกอโรค  โดยเลือก  
Lact. salivarius L5-4 ไปศึกษาในขั้นตอนตอไป  

Table 5. Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) 
of antibiotics toward selected lactic acid bacteria. 

 
Strains 

 

Antibiotic susceptibility 
Penicillin G  Tetracyclin  Chloramphenicol  Erythromycin 

MIC* MBC* MIC MBC MIC MBC MIC MBC 
S6-10 8 16  16 64  8 32  <2.5 <2.5 
CE5-3 8 16  16 32  8 16  <2.5 5 

CE5-10 4 8  8 128  2 64  <2.5 10 
CR5-15 0.25 0.5  <0.25 <0.25  2 4  <2.5 <2.5 
CR5-1 0.5 2  1 64  4 32  <2.5 <2.5 
CR6-1 8 16  16 32  8 32  <0.25 20 
CR6-3 0.25 1  <0.25 <0.25  4 8  <0.25 5 
L3-7 8 32  16 32  8 64  <0.25 10 
L5-4 1 2  1 32  4 8  <0.25 5 

* μg/ml 

3. ปจจัยท่ีมีผลตอการหอหุมเซลล และการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน 

การหอหุมเซลลแบคทีเรียนิยมทําดวยกัน 2 วิธีการ คือ extrusion technique และ 
emulsion technique โดยโปรไบโอติกที่ผานการหอหุมเซลลดวยวิธีการทั้งสองสามารถรอดชีวิต
เพิ่มขึ้นถึง 80-95% (Krasaekoopt et al., 2003) จากการศึกษาของ Musikrasang และคณะ (2009) 
พบวาการหอหุมเซลลโปรไบโอติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกกระทงดวยวิธี extrusion 
technique โดยใชโซเดียมอัลจิเนตเปนตัวพยุงจะเพิ่มการรอดของเซลลโปรไบโอติกไดดีกวาวิธี 
emulsion technique นอกจากวิธีการและวสัดุหอหุมแลวในการหอหุมเซลลควรคํานึงถึงปจจัยตางๆที่
มีผลตอการรอดชีวิตของเซลลโปรไบโอติกและความเหมาะสมในการนําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมไป
ใชประโยชน ดังนั้นกอนการหอหุมเซลลจึงควรศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมที่จะใชในการหอหุมทั้งนี้
เพื่อเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มความสามารถในการรอดชีวิตใหกับแบคทีเรีย
เพื่อเพิ่มประโยชนในการนําไปใชงานตอไป 
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 3.1 ความเขมขนของอัลจิเนต 
การหอหุมเซลลแบคทีเรียโดยทั่วไปนิยมใชอัลจิเนตเปนวัสดุหอหุมเนื่องจากเปน

วัสดุที่มีความปลอดภัยตอเซลลของแบคทีเรีย ราคาถูก สามารถนํามาใชไดงาย ไมซับซอน และเปน
มิตรกับสิ่งแวดลอม (Krasaekoopt et al., 2003) นอกจากชนิดของวัสดุหอหุมแลวความเขมขนของ
วัสดุหอหุมยังเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจล เนื่องจาก
ความเขมขนของวัสดุที่เพิ่มขึ้นจะเพิ่มความแข็งแรงใหกับเม็ดเจลซึ่งเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหเซลล
รอดชีวิตไดมากขึ้น (Chandramouli et al., 2004)  

จากการศึกษาถึงระดับความเขมขนของวัสดุหอหุมโดยใชอัลจิเนตในการหอหุม
แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ L5-4 ที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 1.5%, 2.0%, 2.5% และ 3.0% 
ตามลําดับ พบวา เซลลอิสระของ Lact. salivarius L5-4 ที่ไมหอหุมมีจํานวนเชื้อลดลงประมาณ  
3 log CFU/ml จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 9 log CFU/ml โดยเมื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตของ Lact. 
salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยอัลจิเนตที่ความเขมขนแตกตางกันเมื่อผานสภาวะกระเพาะอาหารที่มี 
พีเอช 2.5 และเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาการหอหุมดวยอัลจิเนตที่ความเขมขน 
1.5% จะมีการเหลือรอดของเซลลต่ําที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการใชอัลจิเนตความเขมขนอื่นๆ  
(p < 0.05) อยางไรก็ตามเมื่อเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตเปน 2.0%, 2.5% และ 3.0% พบวา การรอด
ชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 เมื่อผานสภาวะกระเพาะอาหารจําลองจะมีการเหลือรอดของเซลล
สูงขึ้นแตจะไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) (Table 6) โดยการเพิ่มขึ้นของเขมขนของ 
อัลจิเนตคือการเพิ่มจํานวนแขน (binding sites) ที่ใชจับกับ Ca2+ ทําใหเม็ดเจลมีความคงตัวขึ้น 
อยางไรก็ตามการเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตที่สูงขึ้นก็จะสงผลตอความหนืดของอัลจิเนตที่สูงขึ้น
เชนกัน ซ่ึงยากตอการผสมระหวางเซลลกับอัลจิเนตและยากตอการควบคุมลักษณะของเม็ดเจลเนื่อง
จากความหนืดที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นการหอหุมเม็ดเจลควรเลือกความเขมขนของอัลจิเนตที่เหมาะสม (Lee 
and Heo, 2000) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่ไดทําการ
ทดลองระดับความเขมขนของวัสดุหอหุม โดยการใชอัลจิเนตในการหอหุม Lact. acidophilus 
CSCC 2400 และ Lact. acidophilus CSCC 2409 พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตจาก 0.75% 
เปน 1%, 1.5%, 1.8% และ 2% ตามลําดับ จํานวนเชื้อแบคทีเรียที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นตามความเขมขน
ของอัลจิเนตที่เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน   

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Chávarri และคณะ (2010) ที่หอหุมเซลล Lact. gasseri 
และ Bi. bifidum โดยใชอัลจิเนตความเขมขน 2% และนําเม็ดเจลไปเคลือบดวยไคโตซาน พบวาเมื่อนํา
เม็ดเจลไปทดสอบกับสารละลายพีเอช 2 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เซลลแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุจะใหอัตราการรอดชีวิตสูงกวา 107 CFU/ml จากเซลลเร่ิมตน 109 CFU/ml 
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โดย Bi. bifidum จะมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวา Lact. gasseri ในขณะที่เซลลอิสระของแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุจะใหอัตราการรอดชีวิตต่ํากวา 10 CFU/ml เมื่อผานสภาวะดังกลาว  

ระดับความเขมขนของอัลจิเนตที่เหมาะสมที่จะนําไปศึกษาตอไปคือที่ระดับความ
เขมขน 2% เนื่องจากใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 ในขั้นตอนไมแตกตางกับการใช 
อัลจิเนต 2.5% และ 3% นอกจากนี้การใชอัลจิเนตที่ความเขมขนสูงขึ้นจะทําใหความหนืดของ 
อัลจิเนตเพิ่มมากขึ้น สงผลตอการกระจายตัวของเซลลซ่ึงจะมีผลตอการผสมใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน 
(homogeneous) ระหวางเซลลแบคทีเรียกับอัลจิเนต 

Table 6. Effect of alginate concentration on viability for encapsulated Lact. salivarius L5-4 in  
simulated gastric conditions (pH 2.5 for 2 h at 41oC). 

Alginate 
concentration (%) 

Viable count (log CFU/ml) Log survival 
(%) Before After 

Free cell  9.14±0.058*  5.86±0.054*     64.11a** 
1.5 8.88±0.017 6.77±0.067 76.24b 
2.0 8.91±0.016 7.09±0.021 79.57 c 
2.5 8.95±0.005 7.13±0.039 79.66 c 
3.0 8.97±0.041 7.18±0.028 80.04 c 

*   Mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 

3.2   ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด 
      สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนสารละลายที่ชวยในการฟอรมตัวและขึ้นรูปเม็ด

เจล โดยการขึ้นรูปของเม็ดเจลเกิดขึ้นจากโซเดียมอัลจิเนตที่หยดลงไปในสายละลายแคลเซียม 
คลอไรด เกิดการแลกเปลี่ยนประจุ โดยแคลเซียมไอออนเขาไปจับกับสายพอลิเมอรอัลจิเนตแทนที่
โซเดียมไอออนที่มีประจุต่ํากวาโดยแคลเซียมไอออนจะเขาไปจับทั้งสองแขนของพอลิเมอรหรือ
เรียกวา cross linking ทําใหพอลิเมอรจับกันเปนรางแหจนขึ้นรูปเปนเม็ดเจล โดยความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดจะมีผลตอการจับของแคลเซียมไอออนกับพอลิเมอร ซ่ึงความเขมขนของอัลจิเนต
และแคลเซียมคลอไรดที่ใชในการขึ้นรูปเจลมีการใชอยางหลากหลายโดยทั่วไปนิยมใชอัลจิเนตที่
ความเขมขน 1-2% และทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 0.05-1.5M (Krasaekoopt et al., 2003) 
จากการทดลองของ Jankowski และคณะ (1997) ใชโซเดียมอัลจิเนตความเขมขนต่ํามากคือ 0.6% 
และทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนสูง 0.3M  
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 จากการศึกษาความสัมพันธของปริมาณความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตอการ
รอดชีวิตของ Lact. salivarius 5-4 โดยใชแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนแตกตางกันคือ 0.1M, 
0.2M, 0.3M, 0.4M และ 0.5M ในการหอหุม พบวา Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยโซเดียม 
อัลจิเนต 2% และทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M เมื่อผานสภาวะ
จําลองของกระเพาะอาหารจะมีการเหลือรอดของเซลลต่ําสุดลดลงมากที่สุด (p < 0.05) อยางไรก็ตาม
เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดมากกวา 0.1M พบวา Lact. salivarius 5-4 มี
จํานวนเซลลเหลือรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเล็กนอยแตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) (Table 7) 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Chandramouli และคณะ (2004) ถึงระดับความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดในการหอหุม Lact. acidophilus CSCC 2400 และ Lact. acidophilus CSCC 2409 
ที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 0.1M, 0.2M และ 1.0M ตามลําดับ พบวาระดับความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นไมมีผลตออัตราการลดลงของจํานวนเซลลอยางมีนัยสําคัญ 

 การเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ใชในการขึ้นรูปเม็ดเจลคือ
การเพิ่มปริมาณของ Ca2+ ซ่ึงใชในการจับกับพอลิเมอร (biopolymer) เพื่อข้ึนรูปเม็ดเจล อยางไรก็
ตามความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นมีผลตอความคงตัวของเม็ดเจลนอยมาก เนื่องจาก
เมื่อแขน (binding sites) กับพอลิเมอรขึ้นรูปและจับกันครบทุกแขนจะทําให Ca2+ ที่เหลือไมมีโอกาส
จับกับบริเวณของเม็ดเจลไดอีก (Tanaka et al., 1984) ดังนั้นการขึ้นรูปเม็ดเจลควรหาความเขมขน
ของพอลิเมอรและแคลเซียมคลอไรดใหมีความเหมาะสมเพื่อเพิ่มความคงตัวและลดคาใชจายจาก
การเพิ่มการใชแคลเซียมคลอไรดโดยที่ไมจําเปน 

 จากการศึกษาพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมแบคทีเรียโปรไบโอติก Lact. 
salivarius L5-4 ควรใชโซเดียมอัลจิเนตที่ความเขมขน 2% และทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียม 
คลอไรด 0.1M เปนระดับความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่เหมาะสมที่สุด เพื่อนําไปศึกษาใน
ขั้นตอนตอไป 
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Table 7.  Effect of calcium chloride concentration on viability for encapsulated Lact. salivarius 
L5-4  in simulated gastric conditions (pH 2.5 for 2 h at 41oC). 

Calcium chloride 
concentration (M) 

Viable count (log CFU/g) Log survival 
(%) Before After 

Free cell  9.26±0.043*  5.95±0.064*    64.25a** 
0.1 9.02±0.063 6.90±0.010 77.13b 
0.2 8.97±0.028 6.97±0.011 77.70b 
0.3 8.89±0.066 6.97±0.036 78.40b 
0.4 8.89±0.011 6.91±0.091 77.72b 
0.5 8.92±0.020 6.94±0.025 77.80b 

*   Mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 

3.3    เวลาที่ใชในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัว 
 นอกจากความเขมขนของอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรดมีผลตอการหอหุมเซลล
แบคทีเรียแลว ความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจลยังขึ้นกับเวลาที่เม็ด 
เจลแข็งตัว (capsule in calcium chloride exposure) ในสารละลายแคลเซียมคลอไรดอีกดวย  

จากการศึกษาผลของเวลาที่แตกตางกันคือ 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที ในการ
ขึ้นรูปเม็ดเจลของอัลจิเนตความเขมขน 2% และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M โดยหอหุม  
Lact. salivarius L5-4 พบวา ระยะเวลาที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความ
เขมขน 0.1M นานขึ้นจะทําใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 เพิ่มสูงขึ้น (p < 0.05) อยางไร
ก็ตามการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนระยะเวลา 30 นาทีหรือมากกวา 
จะพบการรอดชีวิตสูงขึ้นเมื่อผานการทดสอบในสภาวะกระเพาะอาหารจําลองเชนกันแตไมมี
แตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) และมีการรอดชีวิตสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียในเม็ดเจลที่
ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 10 และ 20 นาที (p < 0.05) (Table 8) เชนเดียวกับการศึกษาถึงผลของเวลาใน
การขึ้นรูปเม็ดเจลของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่แชเม็ดเจลไวในสารละลายแคลเซียม 
คลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2 และ 1 เปนเวลา 5 นาที 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 8 ช่ัวโมง ซ่ึงเมื่อ
ศึกษาถึงความสามารถในการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 และ Lact. acidophilus 
CSCC 2409 พบวา ที่พีเอช 2 เวลา 3 ช่ัวโมงหลังจากการบมที่อุณหภูมิ 37°C แบคทีเรียในเม็ดเจลที่
ทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.1M เวลา 30 นาทีหรือมากกวา 30 
นาที มีการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเม็ดเจลที่ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 5 นาที ในสารละลาย
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แคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนเดียวกัน ระยะเวลาในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย เนื่องจากเมื่อใชระยะเวลาเพิ่มจะทําใหเม็ดเจล
มีความคงตัวและมีความแข็งแรงมากขึ้น เมื่อนําเม็ดเจลไปบมในสภาวะตาง ๆ เม็ดเจลจึงสามารถ
ปกปองเซลลที่อยูภายในไดดีขึ้น 

จากการทดลองพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเซลล Lact. salivarius L5-4  
ควรใชอัลจิเนตที่ความเขมขน 2% และทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 0.1M เปนเวลา  
30 นาที อยางไรก็ตามการหาสภาวะที่เหมาะสมของการหอหุมเปนเพียงการศึกษาเบื้องตนเทานั้น
โดยวิธีการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใหเพิ่มขึ้นยังมีอีกหลายวิธี เชน การเคลือบเม็ดเจล 
การหอหุมเซลลรวมกับพรีไบโอติก เปนตน ซ่ึงการเลือกแตละวีธีการนั้นควรคํานึงถึงความ
เหมาะสมและรูปแบบที่จะนําไปใชเพื่อเพิ่มประโยชนใหสูงยิ่งขึ้น 

Table 8.  Effect of calcium chloride exposure on viability of  encapsulated Lact. salivarius L5-4  
in simulated gastric conditions (pH 2.5 for 2 h at 41oC). 

Time (min) Viable count (log CFU/g) Log survival 
(%) Before After 

Free cell  9.14±0.053*   5.95±0.026*     65.09a** 
10 8.83±0.045 6.11±0.035 69.19b 
20 8.95±0.038 6.41±0.067 71.62c 
30 8.97±0.034 6.98±0.028 77.82d 
40 8.94±0.042 6.93±0.017 77.51d 
50 8.93±0.066 6.94±0.054 77.51d 
60 8.99±0.023 7.00±0.013 77.86d 

*   Mean ± SD from triplicate determinations. 
** Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 

4. การรอดชีวิตของเซลลท่ีถูกหอหุมในสภาวะการจําลองทางเดินอาหารไกในหลอดทดลอง 

 การหอหุมเซลลเปนเทคโนโลยีที่นํามาใชเพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเซลล
แบคทีเรียเมื่อตองผานกระเพาะอาหารซึ่งมีสภาวะกรด จากการศึกษาพบวาระบบทางเดินอาหารสวน
ตนของไกจะตองผานกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรดโดยมีพีเอชในชวง 2.5-4.8 ซ่ึงพบวาคา 
พีเอชในกระเพาะอาหารมีคาอยูในชวงกวาง (รุจา มาลัยพวง, 2544) ขึ้นกับปริมาณของอาหารที่มีอยู
ในกระเพาะอาหาร โดยหลังจากไกกินอาหารพบวาอาหารที่ลงไปสูกระเพาะจะสงผลตอการเพิ่ม
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สูงขึ้นของพีเอชภายในกระเพาะอาหาร (Haung and Adam, 2004) ดังนั้นการศึกษาการรอดชีวิตของ
แบคทีเรียที่ผานการหอหุมที่สภาวะพีเอชตางๆ จึงมีความสําคัญตอการนําแบคทีเรียโปรไบโอติกไป
ใชประโยชน 

จากการศึกษาผลของพีเอชตอการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 ซ่ึงผานการ
หอหุมในสภาวะที่เหมาะสม โดยบมเม็ดเจลในสารละลายที่จําลองสภาวะในกระเพาะอาหารใหมี 
พีเอช 1, 2, 2.5, 3, และ 4 มีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 41°C 2 ช่ัวโมง ซ่ึง
การศึกษานี้ใชเม็ดเจลที่บมในสารละลาย NaCl 0.85% (pH 6.9) เปนตัวอยางควบคุม (control) พบวา 
Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมในเม็ดเจลเมื่อบมที่พีเอช 4 และ 3 จะมีการรอดชีวิตของเซลลมากกวา 
95% และ 93% ของเซลลเร่ิมตน 9 log CFU/ml (p < 0.05) ตามลําดับ ในขณะที่การบมที่พีเอช 2.5 จะ
มีการรอดชีวิตของเซลลเหลือเพียง 77% ของเซลลเร่ิมตน อยางไรก็ตามหากบมที่พีเอช 1 และ 2 ไม
พบการรอดชีวิตของเซลล (Table 9) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Hansen และคณะ (2002) พบวา 
เซลลของ Bifidobacterium 4 สายพันธุ (Bi. adolescentis 15703, Bi. breve 15700, Bi. lactis Bb-12 
และ Bi. longum Bb-46) ที่ถูกหอหุมดวยอัลจิเนตไมสามารถปกปองเซลลที่สภาวะพีเอชต่ํามากๆได  

อัลจิเนตคือพอลิเมอรของ anhydro β-D-mannuronic acid  ตอกันดวยพันธะ β-1,4 กับ  
α-L-guluronic acid โดยปกติอัลจิเนตคอนขางมีความคงตัวตอสภาวะที่พีเอชเปนกรด อยางไรก็ตามพบวา
หากอัลจิเนตตองอยูในสภาวะแวดลอมที่มีความเปนกรดต่ํามากๆจนมีคา pKa ต่ํากวา  
β-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid (3.6 และ 3.7  ตามลําดับ) จะสงผลใหอัลจิเนตเปลี่ยน 
เปนกรดอัลจินิก ซ่ึงจะไมมีสมบัติจับกับ Ca2+ ทําใหเม็ดเจลคลายตัว (Doumeche et al., 2004) 
สารละลายกรดจากภายนอกจึงสามารถเขาไปในเม็ดเจลและทําลายเซลลแบคทีเรียได โดยทั่วไปการ
เพิ่มประสิทธิภาพการปกปองเซลลที่หอหุมใหมีการรอดชีวิตในสภาวะที่คาพีเอชต่ําๆสามารถทําได
หลายวิธีการดวยกัน เชน การเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตหรือการเคลือบผิวเม็ดเจลอีกชั้นหนึ่ง จาก
การศึกษาของ Annan และคณะ (2008) ทดลองหอหุม Bi. adolescentis 15703T ดวยโซเดียมอัลจิเนต 
และเคลือบเม็ดเจลดวยเจลาตินโดยใช  emulsion technique หลังจากนั้นศึกษาการรอดชีวิตของ  
Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุม ในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C  
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุมและเคลือบผิวเม็ดเจลจะมีจํานวนเซลล
ลดลงเพียง 1.2 log CFU/ml ในขณะที่เซลลที่ถูกหอหุมแตไมไดเคลือบผิวเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง 
2.6 log CFU/ml และเซลลอิสระจะมีจํานวนเซลลลดลง 3.5 log CFU/ml จากเซลลเร่ิมตน  
9.5 log CFU/ml  ซ่ึงการเคลือบผิวเม็ดเจลสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้น การที่เซลลมี
ปริมาณการอยูรอดในสภาวะที่เปนกรด นอกจากจะเปนผลมาจากการตอบสนองตอการทนกรดแลว 
ยังเปนผลมาจากการที่เซลลไดรับการปองกันจากวัสดุหอหุมที่ใช จึงทําใหเซลลอยูรอดไดดียิ่งขึ้น 
(Champagne and Baillargeon-Cote, 1987)  
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Table 9.  Effect of pH on viability of lactic acid bacteria strain L5-4 encapsulated with optimized  
condition  in simulated gastric conditions (2 h at 41oC). 
pH Viable count (log CFU/g) Log survival 

(%) Before After 
Control (pH 6.9) 8.95±0.049* 8.90±0.029*   99.44a** 

1 8.95±0.049 ND ND 
2 8.95±0.049 ND ND 

2.5 8.95±0.049 6.96±0.028 77.76 b 
3 8.95±0.049 8.41±0.055 93.96c 
4 8.95±0.049 8.51±0.063 95.08d 

*    Mean ± SD from triplicate determinations. 
**  Different superscript in the same row indicate significant differences (p < 0.05). 
     ND: Not detected 

5. การเก็บรักษาเซลลท่ีผานการหอหุม 

 การหอหุมจัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลไวในเม็ดเจล hydrocolloid เพื่อ
ชวยรักษาความคงตัวและรักษาระดับจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑและระบบทางเดิน
อาหาร (Rao et al., 1989) ซ่ึงจากประโยชนดังกลาวปจจุบันจะพบวาในอาหารที่มีการเสริม 
โปรไบโอติกนิยมนําโปรไบโอติกที่ผานการหอหุมไปใช ดังนั้นการนําเซลลที่หอหุมไปใชประโยชน
จําเปนตองศึกษาถึงอายุการเก็บรักษาเม็ดเจลที่ทําใหระดับความคงตัวของเม็ดเจลและระดับปริมาณ
เชื้อโปรไบติกในผลิตภัณฑไมต่ํากวาที่กฏหมายกําหนด  

สําหรับปริมาณโปรไบโอติกที่เพียงพอท่ีจะกอใหเกิดประโยชนตอไกมีปริมาณ
แนะนําเปน 6 log CFU/g (Simon, 2005) โดยปริมาณเม็ดเจลที่ถูกหอหุมควรนําไปผสมกับอาหารไก
ในปริมาณไมเกิน 1% ของปริมาณอาหารไก ดังนั้นปริมาณเซลลที่ถูกหอหุมเริ่มตนที่เหมาะสมกอน
นําไปผสมกับอาหารไกควรมีปริมาณเซลลเร่ิมตนในเม็ดเจลไมต่ํากวา 8 log CFU/g จึงจะมีปริมาณ 
ที่เหมาะสมที่สามารถสรางประโยชนใหกับเจาบานได จากการศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษา  
Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยอัลจิเนตความเขมขน 2% และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M ใช
ระยะเวลา 30 นาที โดยเก็บรักษาในสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และ
แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ซ่ึงบรรจุในขวดแกว (Duran) ที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 
4°C ซ่ึงเปนการเก็บรักษาเม็ดเจลในลักษณะที่สะดวกและงายตอการนําไปใชงานหากนําไป
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ประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไกโดยเกษตรกรสามารถนําไปผสมโดยตรงกับอาหารไกในแตละ
คร้ังไดเลย พบวา การเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิ 4°C เก็บรักษาไดไมเกิน 7 วัน หลังจากนั้นจํานวน
เซลล Lact. salivarius L5-4 จะลดลงในปริมาณลงและต่ํากวาปริมาณที่เหมาะสมที่กอประโยชน
ใหกับเจาบาน ในขณะที่การเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิหองระดับจํานวน Lact. salivarius L5-4 จะ
ลดลงอยางรวดเร็วภายในเวลา 1 วัน ระดับจํานวน Lact. salivarius L5-4 จะลดต่ํากวา 108 CFU/g
และเม็ดเจลจะไมมีความคงตัวและปลดปลอยเซลลแบคทีเรียแลกติกออกมานอกเม็ดเจล (Figure 7) 
จากการศึกษาของ Rodrigues และคณะ (2011) นํา Lact. paracasei L26 ที่ผานการหอหุมในลักษณะ
แตกตางกัน 3 แบบ คือ หอหุมดวยอัลจิเนตและเคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซาน, หอหุมดวยอัลจิเนต
และเคลือบเม็ดเจลดวย dextran sulphate และ หอหุมดวยอัลจิเนตอยางเดียว ไปศึกษาผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําสมและสารละลายเปปโตน (0.1% peptone, 0.85% NaCl) ที่อุณหภมิ 
5°C เปนเวลา 50 วัน พบวา การเก็บรักษาเซลลที่หอหุมในน้ําสมจะสามารถรักษาระดับจํานวนเซลล
ไดคงที่ตลอดการเก็บรักษา ในขณะที่การเก็บรักษาเซลลที่หอหุมในสารละลายเปปโตน พบวา เม็ด
เจลที่เคลือบดวยไคโตซานและ dextran sulphate จะมีปริมาณเซลลลดลง 0.2-0.3 log CFU/g สวน
เม็ดเจลที่ไมเคลือบ จะมีปริมาณเซลลลดลง 2 log CFU/g จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 6.5 log CFU/g 
จากการศึกษาพบวาสภาวะแวดลอมที่ใชเก็บรักษาเซลลที่หอหุมจะมีอิทธิพลสําคัญตอความคงตัว
ของเซลลในการเก็บรักษานอกจากนี้ยังพบวาการเคลือบผิวเม็ดเจลอีกหนึ่งชั้นก็สามารถรักษาระดับ
จํานวนเซลลในเม็ดเจลไดดวยเชนกัน  

ดังนั้นการนํา Lact. salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมเก็บรักษาไวในสารละลาย 
เปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ควรมีการ
เคลือบผิวเม็ดเจลอัลจิเนตเพื่อเพิ่มจํานวนการเหลือรอดของเซลลและความคงตัวในระหวางการเก็บ
รักษา ควรที่จะศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการนําไปใช
ประโยชนตอไป 
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Figure 7.  Survival of encapsulated lactic acid bacteria strain L5-4 in alginate beads stored in 0.1%  

peptone  containing 0.85%NaCl and 0.05% CaCl2, at room temperature and 4oC. 
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บทที่ 4 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

จากการนําแบคทีเรียที่แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต (Lact. salivarius  
CR5-1, CR5-15, CR6-3, L5-4, L3-7,  CE5-3, CE5-10, S6-10 และ Lact. agilis CR6-1) ซ่ึงแยกไดจาก
ทางเดินอาหารของไก มาประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตน โดยทดสอบความสามารถ
ในการยึดเกาะ mucin เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยึดเกาะกับ Lact. plantarum 299V (positive 
control) พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทุกสายพันธุไมสามารถยึดเกาะกับ mucin 
ในขณะที่ประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ Lact. plantarum 299V กับ mucin มีคาเทากับ 54.5% 
นอกจากนี้เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดมาทดสอบการรอดชีวิตแบบสภาวะตอเนื่องในระบบ
ทางเดินอาหารที่สภาวะกรด พีเอช 2.5 มีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงจําลองระบบภายใน
กระเพาะอาหารเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสภาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 3 ของ
น้ําหนักแหง พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจําลองลําไสเล็กตอนตน
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 41°C พบวา แบคทีเรียแลกติกทุกสายพันธุมีความทนทานตอสภาวะ
ดังกลาวและมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตอยูในชวง 59.4-69.8% และเมื่อนําแบคทีเรียที่มีความทนทานตอ
สภาวะทางเดินอาหารจําลองมาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม phytase พบวาทุก 
สายพันธุสามารถผลิตเอนไซม phytase และมีคากิจกรรมของเอนไซมphytase อยูระหวาง  40.35-5.26 
U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C อยางไรก็ตามแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทุกสายพันธุไมสามารถยอย 
โปรตีน ไขมัน และแปงได 

การทดสอบความสามารถในการตานทานตอยาปฏิชีวนะ (penicillin G, erythromycin, 
tetracycline และ chloramphenicol) พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต ที่นํามาทดสอบมีความไว
ตอยาปฏิชีวนะโดยคา MIC อยูในชวง 0.25 ถึง 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการหอหุมเซลล Lact. salivarius L5-4 พบวาการ
หอหุมเซลลโดยใชอัลจิเนตความเขมขน 2.0% แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M และใชเวลาใน
การหอหุม 30 นาที จะพบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียในสภาวะทางเดินอาหารจําลองสูงที่สุด  

การทดสอบการเหลือรอดของ Lact. salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมที่สภาวะที่
เหมาะสมในการทนตอสภาวะกรดพีเอชที่แตกตางกันในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พบวา  
Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมสามารถทนตอสภาวะที่สูงกวาพีเอช 2.5 ไดดี อยางไรก็ตามการ
หอหุมที่สภาวะดังกลาวไมสามารถปองกันเซลลไดในสภาวะที่พีเอชต่ํากวา 2 นอกจากนี้เมื่อนํา Lact.  
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salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมที่สภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บ
รักษา พบวาการเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิ 4°C จะสามารถรักษาระดับของจํานวนจุลินทรียไดไม
เกิน 7 วัน ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิหองเก็บรักษาไดเพียง 1 วัน หลังจากนั้นเม็ดเจลจะไมมี
ความคงตัวและจุลินทรียจะลดลงต่ํากวา 108 CFU/g ซ่ึงเปนปริมาณเซลลโปรไบโอติกในอาหารสัตว
เม็ดขั้นต่ําที่สามารถสรางประโยชนใหกับเจาบานได  

อยางไรก็ตามการทดลองครั้งนี้ ถือเปนการประเมินคุณสมบัติของแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกและหาสภาวะที่ เหมาะสมในการหอหุมเบื้องตนเทานั้น  ซ่ึงหากตองการนํา 
โปรไบโอติกที่ไดไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวจริง ควรจะทําการศึกษาและประเมินคุณสมบัติใน
ดานอื่นๆรวมถึงปจจัยที่มีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก นอกจากนี้การทดลองใชกับ
ไกจริงๆ ก็อาจจะทําใหไดผลการทดลองที่นาเชื่อถือเพิ่มขึ้นในการตัดสินใจเพื่อใชในอุตสาหกรรม
อาหารไก 

 
ขอเสนอแนะ 
 1.  จากการทดสอบประสิทธิภาพการยึดเกาะ mucin ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก
ได พบวาแบคทีเรียแลกติทั้งหมดไมสามารถยึดเกาะกับ mucin ซ่ึงสาเหตุอาจเนื่องจาก mucin ไดมา
จากลําไสสุกร ทําใหเชื้อที่แยกไดมาจากไกไมมีความจําเพาะจึงไมสามารถสรุปไดวาเชื้อมี
ความสามารถในการเกาะติดหรือไม สําหรับความสามารถในการยึดเกาะสามารถทดสอบได
หลากหลายวิธี เนื่องจากกลไกการยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกสามารถเกิดขึ้นไดหลายรูปแบบ ดังนั้น
การศึกษาการยึดเกาะของโปรไบโอติกควรศึกษาและเลือกวิธีการใหเหมาะสมกับแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ นอกจากนี้การศึกษาการยึดเกาะดวยหลากหลายวิธีการก็สามารถเพิ่มความถูกตองและสงผล
ใหการนําไปใชมีประสิทธิภาพสูงสุด 
   2.  จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติก  
9 ไอโซเลต พบวา ทุกสายพันธุสามารถสรางเอนไซม phytase ได อยางไรก็ตามการวัดกิจกรรม
เอนไซม phytase ในการทดลองนี้วัดที่อุณหภูมิ 50°C แตอุณหภูมิภายในตัวไกจะอยูที่ 40-41°C จึงควร
ทดลองวัดกิจกรรมที่อุณหภูมิดังกลาวดวยเพ่ือดูวาในสภาพอุณหภูมิในตัวไกจริงจะมีคากิจกรรม
เทาใด 
   3.  จากการศึกษาการทนตอสภาวะกรดของ Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมใน
สภาวะที่เหมาะสม พบวา Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมไมทนตอสภาวะกรดพีเอชต่ํากวา 2 ได 
ดังนั้นหากตองการนํา Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมไปใชในสภาวะกรดต่ําๆ ควรเพิ่มความเขมขน
ของอัลจิเนตที่ใชในการหุอหุมใหสูงขึ้นหรือเคลือบผิวของเม็ดเจลอีกชั้นหนึ่ง 
   4.  การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาเม็ดเจลในสารละลายเปปโตนความเขมขน 
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0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 4°C 
เปนการศึกษาการเก็บรักษาเม็ดเจลในลักษณะที่สะดวกและงายตอการนําไปใชงานเทานั้นซึ่งอาจจะมี
ผลตอระยะเวลาในการเก็บรักษา ดังนั้นควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเพิ่มเติมเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการนําไปใชประโยชนตอไป 
   5.  การทดลองครั้งนี้ถือเปนการประเมินคุณสมบัติของแบคทีเรียโปรไบโอติกและ
หาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเบื้องตนเทานั้น ซ่ึงหากตองการนําโปรไบโอติกที่ไดไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารสัตวจริง ควรจะทําการศึกษาและประเมินคุณสมบัติในดานอื่นๆรวมถึงปจจัยที่มี
ผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก นอกจากนี้การทดลองใชกับไกจริงๆ ก็อาจจะทําให
ไดผลการทดลองที่นาเชื่อเพิ่มขึ้นในการตัดสินใจนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

1. MRS (de Man Rogosa and Sharp) 

  ประกอบดวย 
Dextrose 20 กรัม 
Proteose peptone 10 กรัม 
Beef extract 10 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
Dipotassium phosphate 2 กรัม 
Tween 80 1 กรัม 
Ammonium  citrate 2 กรัม 
Magnesium sulphate 0.1 กรัม 
Manganese sulphate 0.05 กรัม 
pH  6.5  

 ช่ังอาหารสําเร็จรูป 55.15 กรัม ละลายกับน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ถาเปนอาหารแข็ง
เติมผงวุน15 กรัม ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2.  Protien hydrolysis agar 

  ประกอบดวย 
Skim milk 20% 100 มิลลิลิตร 
MRS agar 900 มิลลิลตร 

  เตรียม MRS agar ที่มีสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1000 มิลลิลิตร แต
เติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที และเตรียมสารละลาย skim milk 20% นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเทสารละลาย skim milk ผสมลงใน MRS agar 
ที่ปราศจากเชื้อผสมใหเขากันจึงเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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3.  Starch agar  

  ประกอบดวย 
Proteose peptone 10 กรัม 
Beef extract 10 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
Dipotassium phosphate 2 กรัม 
Tween 80 1 กรัม 
Ammonium  citrate 2 กรัม 
Magnesium sulphate 0.1 กรัม 
Manganese sulphate 0.05 กรัม 
Soluble starch 20 กรัม 
Agar 15 กรัม 

  ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 6.5  และ
นําไปตั้งไฟออน ๆ จนสวนผสมละลายเขากันดี ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121  
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

4.  Palm oil agar 

   ประกอบดวย 
Proteose peptone 10 กรัม 
Beef extract 10 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Yeast extract 5 กรัม 
Dipotassium phosphate 2 กรัม 
Ammonium  citrate 2 กรัม 
Magnesium sulphate 0.1 กรัม 
Manganese sulphate 0.05 กรัม 
Palm oil 20 กรัม 
Agar 15 กรัม 
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  ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวน palm oil ดวยน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร และนําไปตั้ง
ไฟออน ๆ จนสวนผสมละลายเขากันดี ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ปรับ 
พีเอช เปน 6.5  จากนั้นเติม palm oil แลวนําไปโฮโมจิไนซ เปนเวลา 10 นาที ทําใหปราศจากเชื้อดวย
การนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

1. de Man Rogosa and Sharpe-3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid (MRS-MOPS) agar 

  ประกอบดวย 
Dextrose 10 กรัม 
Proteose peptone 10 กรัม 
Beef extract 4 กรัม 
Sodium acetate 5 กรัม 
Yeast extract 2 กรัม 
Sodium phytate 0.65 กรัม 
Tween 80 1 กรัม 
Ammonium  citrate 2 กรัม 
Magnesium sulphate 0.1 กรัม 
Manganese sulphate 0.05 กรัม 
0.1M-3-(N-Mopholino) 
propanesulfonic acid 

 
11 

 
กรัม 

Agar 15 กรัม 
  เตรียม MRS agar ที่มีสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1000 มิลลิลิตร แต
เติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที และเตรียมสารละลายโซเดียมไฟเตท 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการกรองผานเมม
เบรนหลังจากนั้นเทสารละลายโซเดียมไฟเตทผสมลงใน MRS agar ที่ปราศจากเชื้อผสมใหเขากันจึง
เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชิ้อ 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีสําหรับวิเคราะห 

1. สารละลาย โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร 

  ประกอบดวย 
K2HPO4·3H2O 0.05 โมลาร 
KH2PO4  0.05 โมลาร 
NaCl 0.85 กรัม 
pH 7.0  

   ใชสารละลาย KH2PO4 ปรับ สารละลาย K2HPO4·3H2O จนไดพีเอชที่ตองการ 
จากนั้นตวงบัฟเฟอรตามปริมาตรที่ตองการเติม NaCl ลงไป ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2. สารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร 

 ประกอบดวย 
sodium acetate 0.1 โมลาร 
acetic acid 0.1 โมลาร 
pH 5.5  

   ใชสารละลาย  acetic acid ปรับ สารละลาย sodium acetate จนไดพีเอชที่ตองการ 
จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 

3. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร 

 ประกอบดวย 
This (hydroxyl methyl) 
aminomethane 

 
0.05 

 
โมลาร 

HCl 0.05 โมลาร 
pH 6.5  
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ใชสารละลาย HCl ปรับ สารละลาย This (hydroxyl methyl) aminomethane จนได 
พีเอชที่ตองการ จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase  
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase คือ การวัด soluble orthophosphate ซ่ึง

ไดจากการยอยไฟเตทของเอนไซม phytase โดยการทําให soluble orthophosphate เกิดสี (color 
delvelopment) ทําไดโดยวิธี Vanado molybdophosphoric acid method ซ่ึงมีหลักการ คือ สารละลาย 
orthophosphate เมื่อทําปฏิกิริยากับ ammonium molybdate ภายใตสภาวะที่เปนกรดเกิดเปนสาร
เชิงซอน ammoniumphosphomolybdate (สมการที่ 1) สารนี้จะถูกรีดิวสเปนสารประกอบสีน้ําเงิน 
(molybdenum blue) (สมการที่ 2) เมื่อตัวรีดิวสที่ใชทําปฏิกิริยาไดแก Fe2+ , Sn2+ หรือ ascorbic acid 
ความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นจะเปนปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณฟอสเฟตที่มีอยู ดังสมการ 

PO4 + 12(NH4)2MoO4  +  24H+            (NH4)3PO4.12MoO3  +  21NH4  +  12H2O …..(1) 
 
(NH4)3PO4.12MoO3       molybdenum blue …...……………..(2) 
 

สารละลาย 
1. 10% Trichloroacetic acid solution (TCA) 
2. Vanadate-Molybdate reagent   เตรียมไดดังนี้ 

Solution A ละลาย ammonium molybdate 1.5  กรัม  ใน 5.5% sulphuric acid solution 100 
มิลลิลิตร 

Solution B ละลาย ferrous sulphate 2.7 กรัม ในน้ํา 100 มิลลิลิตร  
ผสม Solution A กับ Solution B    

3. Standard phosphate solution ละลาย KH2PO4 ในน้ํากลั่นเจือจางใหมคีวามเขมขน 0, 0.05, 0.1, 
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm)   

วิธีวิเคราะห 
1.  นําเซลลไปแขวนลอยใน 100 mM sodium acetate–acetic acid buffer (pH 5.5) 250 μl 
2.  เติม [100 mM sodium acetate–acetic  acid buffer (pH 5.5) ที่มีโซเดียมไฟเตทเปนซบัสเตรทอยู  

2 mM] 250 μl 
3.  หลังจากนัน้นําไปทําปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 30 นาที 

reducing 
agent 
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4.  หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) trichloroacetic acid solution (TCA) ปริมาตร 500 μl 
5.  วัดการปลดปลอย inorganic phosphate โดยเติม 750 μl ของสารละลาย Vanadate-Molybdate reagent 
6.  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร อานคา soluble orthophosphate ของ

ตัวอยางจากกราฟมาตรฐานที่สรางขึ้น 
โดย 1 unit ของเอนไซม phytase คือ จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol inorganic 

phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 

การเตรียม Standard curve 
1. ปเปต standard phosphate solution (KH2PO4 ละลายในน้ํา) ตั้งแตความเขมขน 0, 0.05, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. ในแตละหลอดทดลองเติม Vanadate-Molybdate reagent 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํามา

วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร คา standard phosphate reagent ที่เปน 0 
เรียกวา “reagent blank” 

3. นําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ของ standard phosphate ไปพลอตกับคา
ความเขมขนของฟอสเฟตบนกระดาษกราฟชนิด semilog จะไดกราฟเปนเสนตรง 

 

 

การคํานวณ 
ตัวอยางเชน Lact. salivarius L5-4  

- วัดความเขมแสงของการปลดปลอยฟอสเฟตไดกอนทําปฏิกิริยา OD = 0.274 
- วัดความเขมแสงของการปลดปลอยฟอสเฟตไดหลังทําปฏิกิริยา OD = 0.329   
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นําคา OD (y) มาแทนคาในสมการ y = 0.006x + 0.239 ซ่ึงเปนสมการของกราฟมาตรฐานเพื่อหาคา 
X จะได   X(หลังปฏิกิริยา) = 12.781 และ  X(กอนปฏิกิริยา) = 4.187 แทนคาในสมการ 

   ปริมาณฟอสเฟตที่เกิดขึน้จรงิ  = X(หลังปฏิกิริยา) – X(กอนปฏิกิริยา)  
               = 12.781 – 4.187 
                       = 8.593 ppm (mg/L) 

โดย 1 unit ของเอนไซม phytase คือ จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol inorganic 
phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 
  ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซม phytase ที่ผลิตโดย Lact. salivarius L5-4 คํานวณไดจากการ
แปลงหนวยของปริมาณฟอตเฟส 8.593 mg/L ใหอยูในหนวย nmol/ml×min  

  = 8.593 × 1,000,000,000 × 1,000 
                                95 × 1000 × 0.25 × 30                  
                   =  40.35 nmol/ml×min 
     ดังนั้น Lact. salivarius L5-4 มีกิจกรรมของเอนไซม phytase 40.35 U/min 
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ภาคผนวก ง 

ยาปฏิชีวนะสําหรับวิเคราะห 

ยาปฏชิีวนะที่ใชทดสอบ 
- penicillin G (β-lactum group, inhibitor of cell wall) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยู

ในชวง 0.25 - 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
-  tetracycline (inhibitors of protein synthesis)ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง  

0.25 - 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
- chloramphenicol (broad spectrum) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง 0.25 - 256 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
- erythromycin (inhibitor of protein syntesis-gram positive spectrum) ความเขมขนสุดทายของ

ยาปฏิชีวนะอยูในชวง 2-2,560 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
วิธีการเตรียมยาปฏิชีวนะ 
- penicillin และ tetracycline สามารถละลายไดในน้ํากลั่น ดังนั้นยาปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิด
สามารถละลายดวย MRS broth ไดโดยตรงเพื่อลดอิทธิพลการทําให MRS broth เจือจางหากละลาย
ยาปฏิชีวนะดวยน้ํากลั่น ซ่ึงความเขมขนเริ่มตนของยาปฏิชีวนะเตรียมดวยวิธีการดังนี้  

เตรียม stock solution (1,000 μl/ml) โดยยาปฏิชีวนะ 0.01 กรัม ละลายใน MRS 
broth 10 มิลลิลิตร จะไดยาปฏิชีวนะความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หากตองการปรับ
ความเขมขนเปน 512 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อนําไป
ทดสอบ คํานวณดังนี้  

M1V1 =  M2V2 
                                (1,000 μl/ml) V1 =  (512 μl/ml)(10 ml) 
        V1 =   5.12 ml 

 ดังนั้นยาปฏิชีวนะที่จะทดสอบตองนํามาจาก stock solution 5.12 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวย MRS broth จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะมีความเขมขนเริ่มตน 512 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร จากนั้น เจือจางยาปฏิชีวนะแบบ แบบ two–fold serial dilutions ดวยอาหาร MRS broth ใหได
ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ใน 96 well polystyrene microtiter plate หลังจากนั้นศึกษาผลของ 
ยาปฏิชีวนะตอการดื้อยาของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก   

 



94 
 

- chloramphenicol และ erythromycin สามารถละลายไดใน 95% เอทานอล ดังนั้นยา
ปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดตองละลายดวยเอทานอลในปริมาณที่นอยที่สุดเพื่อลดอิทธิพลของเอทานอลตอ
เซลลแบคทีเรียโดยการเตรียมยาปฏิชีวนะควรเตรียมใหมีความเขมขนสูงๆ คือ ละลายยาปฏิชีวนะให
หมดดวย 95% เอทานอล ในปริมาณที่นอยที่สุด หลังจากนั้นจึงนํามาปรับความเขมขนตามตองการ
ดวย MRS broth ซ่ึงความเขมขนเริ่มตนของยาปฏิชีวนะเตรียมดวยวิธีการดังนี้ 

 เตรียม stock solution (chloramphenicol 10,000 μl/ml, erythromycin 100,000 μl/ml)  
เชน เตรียม erythromycin ช่ัง 0.1 กรัม ละลายใน 95% เอทานอล โดยใชปริมาตรใหนอยที่สุด
หลังจากนั้นปรับปริมาตรยาปฏิชีวนะที่ละลายในเอทานอลดวย MRS broth ใหมีปริมาตร  
1 มิลลิลิตร จะไดยาปฏิชีวนะความเขมขน 100,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หากตองการปรับความ
เขมขนเปน 5,120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื่อนําไปทดสอบ 
คํานวณดังนี้ 

M1V1 =  M2V2 
                                      (100,000 μl/ml) V1        =  (5,120 μl/ml)(10 ml) 
        V1 =   0.512 ml 
  ดังนั้นยาปฏิชีวนะที่จะทดสอบตองนํามาจาก stock solution 0.512 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวย MRS broth จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงพบวาใช MRS broth ในการปรับความ
เขมขนในปริมาตรที่สูงมาก ดังนั้นจึงสามารถลดอิทธิพลของเอทานอลตอเซลลแบคทีเรียและการ 
เจือจางของ MRS broth ได ซ่ึงเมื่อไดความเขมขนเริ่มตน 5,120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นจึง 
เจือจางยาปฏิชีวนะแบบ แบบ two–fold serial dilutions ดวยอาหาร MRS broth ใหไดปริมาตร 180 
ไมโครลิตร ใน 96 well polystyrene microtiter plate หลังจากนั้นศึกษาผลของยาปฏิชีวนะตอการดื้อยา
ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก 

อยางไรก็ตามยาปฏิชีวนะที่ละลายดวย 95% เอทานอล ตองศึกษาปริมาณต่ําสุดของ 
เอทานอล (negative control) ที่มีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก ซ่ึงจากการศึกษาปริมาณ
เอทานอลต่ําสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียแลกติกที่ใชทดสอบคือ 5% เอทานอล ดังนั้น แบคทีเรียแลก
ติกที่ทดสอบทุกสายพันธุไมไดรับอิทธิพลของปริมาณเอทานอลตอการยับยั้งเนื่องจากระดับความ
เขมขนของยาปฏิชีวนะที่ยับยั้งเซลลแบคทีเรียมีปริมาณเอทานอลต่ํากวา 5%  
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