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บทคัดยอ 

จากการประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิต 
แบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต ที่คัดแยกจากทางเดินอาหารของไก โดยทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ 
mucin พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทุกไอโซเลตไมสามารถยึดเกาะกับ mucin และเมื่อ
ทดสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตภายใตสภาวะแบบตอเนื่องในระบบจําลอง
ทางเดินอาหารที่สภาวะกรดพีเอช 2.5 และมีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร อุณหภูมิ 41  
องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสภาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขน 3% ของน้ําหนักแหง 
ที่พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาแบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตมีการรอด
ชีวิตอยูในชวง 59.4-69.9% แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตสามารถสรางเอนไซม phytase ซ่ึงมีคากิจกรรม
ของเอนไซม phytase อยูระหวาง 5.3-40.6 U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50  องศาเซลเซียส อยางไรก็ตาม
แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้งหมดไมสามารถยอยโปรตีน ไขมัน และแปงได  

จากการหาคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรีย (MIC) ของยาปฏิชีวนะ 4 ชนิด 
(penicillin G, erythromycin, tetracycline และ chloramphenicol) โดยวิธี broth microdilution method 
พบวา แบคทีเรียแลกติกทุกไอโซเลตมีคา MIC ต่ํากวา 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงบงบอกวาทุกไอโซเลต
มีความไวตอยาปฏิชีวนะที่ทดสอบทุกชนิด  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการหอหุมเซลลแบคทีเรียแลกติก Lact. salivarius 
L5-4 เพื่อเพิ่มการรอดชีวิตในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พบวา การเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตมีผล
ตอการเพิ่มอัตราการรอดของเซลลอยางมีนัยสําคัญ อยางไรก็ตามการเพิ่มความเขมขนของแคลเซียม 
คลอไรดไมมีผลตออัตราการรอดของเซลลอยางมีนัยสําคัญ (p>0.05) เชนเดียวกับการขึ้นรูปเม็ดเจลใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลามากกวา 30 นาที ไมมีผลตออัตราการเหลือรอดของเซลลอยางมี
นัยสําคัญเชนกัน และพบวาแบคทีเรียแลกติก Lact. salivarius L5-4 มีอัตราการรอดเพิ่มสูงขึ้นอยางมี
นัยสําคัญ (p<0.05)ที่สภาวะกรดพีเอช 2.5 เมื่อเทียบกับเซลลอิสระ หลังจากหอหุมในสภาวะที่เหมาะสม 
(อัลจิเนตความเขมขน 2% แคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M และใชระยะเวลาในการหอหุม 30 นาที) และ
เมื่อนําเซลลแบคทีเรียแลกติกที่ถูกหอหุมทดสอบการรอดชีวิตที่สภาวะกรด พบวา จํานวนเซลลที่ถูก
หอหุมลดลงเล็กนอยเมื่อผานสภาวะกรดพีเอช 3 และ พีเอช 4 อยางไรก็ตามการหอหุมเซลลที่สภาวะ
ดังกลาวไมสามารถปองกันเซลลไดในสภาวะที่พีเอช 2 และต่ํากวา 2 หลังจากนั้นนําเซลลที่หอหุมเก็บ
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รักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ อุณหภูมิหอง (29±1 องศาเซลเซียส) พบวา หากเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส จํานวนเซลลแบคทีเรียแลกติกจะลดลงอยางชาๆ และมีจํานวนเชื้อเหลืออยู 108 CFU/g 
ซ่ึงเปนปริมาณต่ําสุดที่ยอมรับวามีประโยชนตอรางกายหลังจากเก็บรักษาเปนเวลา 7 วัน ในขณะที่การ
เก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิหอง ระดับปริมาณเซลลแบคทีเรียแลกติกจะลดลงอยางรวดเร็วและเก็บรักษา
ไดเพียง 1 วัน หลังจากนั้นระดับจํานวนเชื้อโปรไบโอติกจะลดต่ํากวา 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 

บทนําตนเรื่อง 

อุตสาหกรรมการผลิตไกเนื้อเปนอุตสาหกรรมที่สรางรายไดใหแกประเทศไทยได
อยางมหาศาล โดยเปนสินคาสงออกไปยังประเทศตางๆทั้งไกดิบ ไกสดแชแข็ง และเนื้อไกแปรรูป 
โดยในป พ.ศ. 2551 มูลคาการสงออกสินคาจากไกสูงถึง 50,000 ลานบาท เพิ่มขึ้นจากป พ.ศ. 2550 
กวา 20% อยางไรก็ตามพบวา ปจจุบันอุตสาหกรรมการเลี้ยงไกของไทยประสบกับภาวะตนทุนการ
เล้ียงไกสูงขึ้นจากราคาอาหารสัตว อาหารเสริม คาวัคซีนในการปองกันโรค และปจจัยทางดานการ
ขนสงที่เพิ่มขึ้น สงผลใหผูประกอบการขนาดกลางและขนาดเล็กจําเปนตองลดปริมาณการเลี้ยงให
นอยลงทําใหปริมาณไกในระบบลดลง 10-15% (สํานักพัฒนาการปศุสัตวและถายทอดเทคโนโลยี 
กรมปศุสัตว, 2552) ดังนั้นจึงไดมีการเรงพัฒนาและหาวิธีการเพื่อลดตนทุนการเลี้ยงไกและเพิ่ม
ผลผลิต รวมถึงเพิ่มมาตรฐานดานความปลอดภัยของเนื้อไกใหสูงขึ้นเพื่อเปนมาตรฐานสากลและ
ยอมรับจากนานาชาติ โดยวิธีที่เคยนิยมใชเพื่อเพิ่มผลผลิตคือการใชวัตถุเสริมอาหาร (food additive) 
เชน สารเคมีและยาปฏิชีวนะ (ชรินทร เขียวจรัส, 2539) เพื่อกระตุนการเจริญเติบโตและภูมิตานทาน
ของไกใหเพิ่มขึ้นเพื่อสนองใหทันตอความตองการบริโภคเนื้อไกทั้งในและตางประเทศ แตใน
ระยะเวลากวาสิบปที่ผานมาพบวามีการดื้อตอยาปฏิชีวนะของเชื้อกอโรคที่เพิ่มขึ้น (Kastner et al., 
2006) จึงไดมีการออกกฏหมายควบคุมการใชยาปฏิชีวนะในสัตว จากปญหาดังกลาวผูผลิตไกเนื้อจึง
หาวิธีการใหมที่จะชวยเพิ่มผลผลิตและลดปญหาเชื้อกอโรคในไก ดังนั้นการใชโปรไบโอติกจึง 
เปนทางเลือกใหมอีกทางเลือกหนึ่งที่จะชวยแกปญหาดังกลาว จากการศึกษาพบวาแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกมีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อกอโรคที่มักพบในไก (Taheri et al., 2009 )และชวยเพิ่ม
อัตราการเจริญเติบโตได (Jin et al., 1998) 

มีการนําแบคทีเรียแลกติกที่มีสมบัติเปนโปรไบโอติกมาใชอยางกวางขวางเพื่อ
สงเสริมใหคนและสัตวมีสุขภาพดี โดยแบคทีเรียโปรไบโอติกที่มีชีวิตจะสามารถเพิ่มจํานวนในลําไส
ใหญ และใหประโยชนมากมายต อ สุขภาพของ เจ าบ าน  ( host)  โดยการรอดชี วิ ตของ 
โปรไบโอติกขึ้นกับปจจัยหลายปจจัยทั้งภายในและภายนอกไดแก อุณหภูมิที่ใชในการเพาะเลี้ยง  
พีเอช สายพันธุของจุลินทรีย ระยะเวลาในการเก็บเกี่ยวเชื้อ ภาชนะบรรจุผลิตภัณฑในระหวางการเก็บ
รักษาและกระบวนการแปรรูป (Ross et al., 2005) เปนตน อยางไรก็ตามโปรไบโอติกที่มีการ 
นํามาใชในอาหารสัตวยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร เนื่องจากปญหาการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติกในกระบวนการผลิตอาหารสัตวเม็ดซึ่งตองใชความรอนสูงในขั้นตอนการคลุกไอน้ํา 
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(coditioning) และการอัดเม็ด (pelleting) นอกจากนี้ปญหาการลดลงของจํานวนโปรไบโอติกใน
ระหวางการเก็บรักษาก็มีผลตอการใชประโยชนจากโปรไบโอติกของสัตวเชนกัน สําหรับปริมาณ 
โปรไบโอติกที่เพียงพอที่จะกอใหเกิดประโยชนตอไกมีปริมาณแนะนําเปน 6 log CFU/g (Simon, 
2005) ดังนั้นการปกปองโปรไบโอติกจากความรอนในกระบวนการผลิตและการควบคุมปริมาณโปร
ไบโอติกในอาหารไกระหวางการเก็บรักษาจึงเปนสิ่งจําเปน ซ่ึงวิธีการหนึ่งที่นาสนใจคือ การหอหุม
เซลล (encapsulation)  

การหอหุมเซลล (microencapsulation) จัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลไว
ในเม็ดเจล hydrocolloid ชวยรักษาความคงตัวและรักษาระดับจํานวนจุลินทรียโปรไบโอติกใน
ผลิตภัณฑและระบบทางเดินอาหาร (Rao et al., 1989) hydrocolloid ที่ใชในการตรึงโปรไบโอติก เชน 
chitosan, sodium alginate, carageenan, cellulose acetate phthalate และ gelatin เปนตน   

การวิจัยคร้ังนี้ตองการศึกษาสมบัติเบื้องตนของการเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรีย
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่แยกจากทางเดินอาหารของไกและศึกษาสภาวะที่เหมาะสมรวมถึง
ปจจัยที่มีผลในการหอหุมเซลล (microencapsulation) แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อเปน
การเพิ่ประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มการรอดชีวิตในระหวางการเก็บรักษาเพื่อนําไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารไก 
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การตรวจเอกสาร 

1. แบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไก 

แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่ตรวจพบไดในผลิตภัณฑอาหารหมัก น้ํานม 
เนื้อสัตว พืชผักและในธัญพืช นอกจากนี้ยังพบไดในระบบทางเดินอาหารของคนและสัตว จาก
การศึกษาพบวาใน แตละสวนของทางเดินอาหารไกประกอบไปดวยจุลินทรียที่แตกตางกัน ซ่ึง
บริเวณลําไสเล็กสวนปลายมีจํานวนของแบคทีเรียแลกติกในกลุม Lactobacillus สูงที่ สุดคือ  
1012-1015 CFU/g (ธวัชชัย โพธ์ิเฮือง, 2547) โดยกลุมของแบคทีเรียแลกติกประกอบดวยแบคทีเรียใน
สกุล (genus) Lactobacillus, Lactococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, 
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus และWeissella 
(Parada et al., 2007) นักจุลชีววิทยาบางทานจัดแบคทีเรียในสกุล Aerococcus, Microbacterium, 
Propionibacterium และBifidobacterium ไวในกลุมแบคทีเรียแลกติกดวยแมวาจะมีลักษณะทาง
พันธุกรรมและทางชีวเคมีแตกตางจากกลุมแบคทีเรียแลกติกก็ตาม (Carr et al., 2002) แบคทีเรีย 
แลกติกมีความสําคัญตออุตสาหกรรมอาหารหมักทั้งในผลิตภัณฑที่ทํามาจากเนื้อสัตว พืชผัก และ
นม โดยนอกจากเชื้อจะมีบทบาทสําคัญในการแปรรูปอาหารหมักแลว แบคทีเรียกลุมนี้ยังมี
ความสามารถในการเปลี่ยนน้ําตาลในอาหารใหกลายเปนกรดแลกติก มีผลทําใหมีสภาพความเปน
กรด-ดาง (pH) ที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียกอโรคหรือจุลินทรียอ่ืนที่ปนเปอนมาใน
อาหารจึงชวยยืดอายุอาหารที่งายตอการเนาเสีย นอกจากนี้แบคทีเรียแลกติกยังสรางสารระเหยที่มี
กล่ินเฉพาะตัว เชน กรดอินทรีย, ไดอะเซติล (diacetyl) และไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) มีผลทํา
ใหเกิดคุณลักษณะเฉพาะของอาหารหมัก  (Lasen  et al., 1993; Brink  et al., 1994)  อีกทั้งกลุม
แบคทีเรียแลกติกไดแก Lactobacillus spp. และ Bifidobacterium spp. ยังมีคุณสมบัติในการทนตอ
กรดและเกลือน้ําดี  ทั้งนี้ก็เพื่อการมีชีวิตอยูรอดในระบบทางเดินอาหารอันเปนคุณสมบัติที่สําคัญ
ของการเปนโปรไบโอติก ซ่ึงมีความหมายถึงจุลินทรียที่มีชีวิตซึ่งสามารถกอประโยชนตอรางกาย
ของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู โดยการคงไวหรือปรับสภาพสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดินอาหาร 
(Saarela et al., 2000) 

แบคทีเรียแลกติกยังสามารถสรางแบคเทอริโอซินซึ่งเปนสารเปปไทดหรือ
สารประกอบโปรตีน มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื่นที่มีสายพันธุใกลเคียง
กับแบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซิน (Brink et al., 1994; Pilet et al., 1994; Yang and Ray, 1994) 
หรือสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนที่มีความไวตอแบคเทอริโอซินนั้นๆ (Nettles 
and Barefoot, 1993; Kawai et al., 1994) แบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียตางชนิดกันนอกจากจะมี
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คุณสมบัติที่แตกตางกันแลว ยังมีความสามารถในการยับยั้งหรือการทําลายที่ตางกันอีกดวย โดย 
แบคเทอริโอซินจะออกฤทธิ์ในการยับยั้งการสรางผนังเซลล รบกวนหนาที่ของเยื่อหุมเซลล ยับยั้ง
การสรางกรดนิวคลีอิก และยับยั้งการสังเคราะหโปรตีน (Hoover and Harlander, 1993) ตัวอยางเชน 
nisin ซ่ึงเปนแบคเทอริโอซินที่นอกจากยับยั้งกลุมจุลินทรียสายพันธุใกลเคียงแลว ยังสามารถยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรค เชน Lis. monocytogenes รวมทั้งแบคทีเรียแกรมบวกที่กอใหเกิดการเนาเสีย มีการ
นํา nisin ในรูปผงที่ผลิตจาก L. lactis ไปใชในอุตสาหกรรมอาหารอยางแพรหลายประมาณ 48 
ประเทศทั่วโลกในผลิตภัณฑตางๆ อาทิ ในผลิตภัณฑนม เนย และในอาหารกระปอง นอกจากนี้ยัง
สามารถใชในรูปของจุลินทรียที่ยังมีชีวิตใสลงไปในอาหารโดยตรง  เพื่อใหจุ ลินทรียผลิต 
แบคเทอริโอซินผสมอยูในอาหารนั้น (O’Sullivan et al., 2002) 

1.1  แบคทีเรียแลกติกท่ีมักพบในระบบทางเดินอาหารไก 
  1.1.1  แบคทีเรียแลกติกสกุล  Enterococcus 

ลักษณะโดยทั่วไปของ  Enterococcus  sp.  เปนแบคทีเรียแกรมบวก ไมสรางสปอร 
ไมสรางเอนไซมคะตะเลส เซลลมีรูปรางเหมือนไข จัดเรียงตัวเปนเซลลเดี่ยวหรือสายโซส้ัน ผลิต
กรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักจากการหมักกลูโคส ตองการสารอาหารสูงในการเจริญ 
สามารถเจริญที่อุณหภูมิ 10 และ 40°C บางสายพันธุสามารถผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม (pseudo-
catalase) ไดและบางสายพันธุทําใหเกิดโรค จีโนมของเชื้อในกลุมมี G+C เปนองคประกอบประมาณ 
37-40% (Devriese et al., 1993)   

Enterococcus  sp. ในอดีตเคยรูจักใน group D streptococci จนกระทั่งป ค.ศ.1984 
จากการ ศึกษากรดนิวคลีอิกของเชื้อ จึงถูกจัดใหมใหอยูใน genus Enterococcus คําวา Enterococcus 
มาจากคําภาษาฝรั่งเศส enterocoque ซ่ึงบงบอกวาเชื้อนี้อาศัยอยูในลําไส เชื้อนี้เปนแบคทีเรียที่มี
ถ่ินอาศัยอยูในลําไสของคนและสัตวและในสิ่งแวดลอม มีมากกวา 10 สายพันธุ Enterococcus สวน
ใหญแลวไมมีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมอาหาร บางสายพันธุ เชน Ent. faecalis เปนเชื้อฉวย
โอกาส จึงไมนํามาใชกับอาหารแตก็มีการนํามาใชเปนโปรไบโอติกและเปนกลาเชื้อในการหมักฟาง
เปนอาหารสัตว นอกจากนี้ยังเปนแมแบบของแบคทีเรียแลกติกในการศึกษาลักษณะทางสรีระวิทยา 
เชน ลักษณะของผนังเซลลเปนตน (Axelsson, 1998) แตก็มีบางสายพันธุ เชน Ent. faecium ไดมีการ
นําไปผลิตเปนโปรไบโอติกเพื่อจําหนายทางการคาเนื่องจากมีความสามารถทนตอสภาวะรุนแรง 
(harsh condition) ในกระบวนการผลิตไดดี (Fuller, 1989) 

Strompfova และ Laukova (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus 
จากทางเดินอาหารไกกระทง  สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus ได 17 สายพันธุ 
และพบวา 5 สายพันธุ คือ Ent. faecium EF55,  Ent. faecium EF3S1, Ent. faecium EF2S3, Ent. faecium 
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EF2S1 และ Ent. faecium EFH31 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินและมีคุณสมบัติการเปน 
โปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือยับยั้งเชื้อแบคทีเรียอินดิเคเตอร ไดแก  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 รวมถึงสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไส ทนกรดและน้ําดีไดดี  

Shin และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไก สามารถ 
คัดแยกแบคทีเรียแลกติกไดทั้งสิ้น 291 สายพันธุ พบวา 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. 
faecium SH 632 และ Ped. pentosaceus SH740 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินและมีคุณสมบัติการ
เปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือยับยั้งเชื้อกอโรค ไดแก Cl. perfringens และ Lis. monocytogenes 
และทนตอกรดและน้ําดีได  

1.1.2 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Lactobacillus 
Lactobacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก เซลลมีรูปรางเปนแทง สวนมากจะเปนแทง

ยาวตอกันเปนสายไมสรางสปอร มีทั้งที่เปน homofermentative และ heterofermentative เจริญไดดีในที่
มีออกซิเจนนอย (microaerophilic) ไมสรางเอนไซมคะตะเลส แตอาจพบการสรางเอนไซม 
คะตะเลสเทียม ตองการสารอาหารที่ซับซอน เชน กรดอะมิโน เปปไทด กรดนิวคลีอิก วิตามิน เกลือ 
กรดไขมัน สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 2-53 °C แตอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญคือ 30-40°C  พีเอช
ที่เหมาะสมอยูในชวง 5.5-6.2 มีเปอรเซนต G+C สูงคือประมาณ 32-53% (Hammes and Vogel, 1995) 

Mojgani และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก  75  ไอโซเลต หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียที่แยกไดไปทดสอบ
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก  คือ ทดสอบการยับยั้งเชื้อกอโรค การทนกรดและน้ําดี พบมีเพียง  
3 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี เมื่อนําทั้ง 3 ไอโซเลต ไปเทียบเคียงสายพันธุ
พบวาทั้งหมดเปน Lactobacillus คือ Lact. acidophilus RNL 26, Lact. fermentum RNL 44 และ Lact. 
salivarius RNL 49 

1.1.3 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Streptococcus 
Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไขขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 

ไมครอน มักจัดเรียงตัวเปนสายโซหรือคู ผลิตกรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักเทานั้นจาก
การหมักกลูโคส (homofermentative) เจริญที่อุณหภูมิ 20-42°C ตองการสารอาหารที่ซับซอนในการ
เจริญ ประกอบดวย 39 สปชีส (species) มีหลายสปชีสที่เปนปรสิตในคนหรือสัตวและบางสปชีส
กอใหเกิดโรครุนแรงได มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-46% (Hardie and Whiley, 1995) 
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Conllins และคณะ (2002) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก 
พบวามีเพียง 3 ไอโซเลต ที่มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตน เมื่อนํามาเทียบเคียงสายพันธุ
พบวาเปนแบคทีเรียในสกุล Streptococcus คือ  Strep. acidominimus,  Strep. ovis  และ  Strep. suis 

1.1.4 แบคทีเรียแลกติกสกุล  Pediococcus 
Pediococcus เซลลมีรูปรางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36-1.43 ไมครอน 

สามารถแบงตัวในลักษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวโดยแบงครั้งที่ 2 ในทิศทางดานขวามือของครั้ง
แรกทําใหเกิดลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลลติดกันคลายจัตุรัส (tetrad formation) ในสภาวะไมมี
อากาศผลิตกรดแลกติกชนิด DL และ L (+) จากการหมักกลูโคส เจริญที่อุณหภูมิ 25-40°C  
บางสปชีสผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม และบางสปชีสเปนสาเหตุของการเสื่อมสภาพในเบียรและ
ไวน ประกอบดวย 6 สปชีสไดแก Ped. acidilactici, Ped. damnosus, Ped. dextrinicus, Ped. 
inopinatus, Ped. parvulus, Ped. pentosaceus มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-44% (Simpson 
and Taguchi, 1995) 

Torshizi และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก  650 สายพันธุ นําแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดไปทดสอบการยับยั้ง
เชื้อกอโรค คือ E. coli  และ Salmonella sp. พบวามี 3 สายพันธุ คือ TMU121, 094 และ 457 มี
กิจกรรมการยับยั้งสูงสุด นอกจากนี้ยังพบวาทั้ง 3 สายพันธุ มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้อง
ตนที่ดีและสามารถผลิตแบคเทอริโอซิน เมื่อนําทั้ง 3 สายพันธุ ไปเทียบเคียงสายพันธุ พบวา เปน 
Ped. pentosaceous TMU457,  Lact. rhamnosus TMU094 และ Lact. fermentum TMU121 

1.2  โปรไบโอติก (Probiotic) 
โปรไบโอติกเปนคําที่มีรากศัพทมาจากภาษากรีก-ลาติน หมายถึง เพื่อชีวิต (for life) 

ในป ค.ศ. 1955 ไดเร่ิมมีการนําเอาคําวาโปรไบโอติกมาใชเปนครั้งแรกแตยังไมมีใครใหคําจํากัด
ความของโปรไบโอติกไวอยางชัดเจน ตอมา Lilly และ Stillwell (1965) ไดใหคําจํากัดความของ 
โปรไบโอติกไวเปนคนแรกวา โปรไบโอติก คือสารที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียชนิดหนึ่งและสารนั้น
สามารถกระตุนการเจริญของจุลินทรียชนิดอื่นๆได  คําจํากัดความของโปรไบโอติกที่นํามาใชมากที่สุด
เปนของ Fuller (1989) ซ่ึงไดใหคําจํากัดความไววา โปรไบโอติก คือ อาหารเสริมที่เปนจุลินทรียมีชีวิต 
สงผลใหเกิดประโยชนตอสัตวที่จุลินทรียนั้นเขาไปอาศัยอยู โดยอาหารเสริมชวยเพิ่มความสมดุลของ 
จุลินทรียภายในทางเดินอาหารของสัตว 

จุลินทรียโปรไบโอติกไมจําเปนตองเปนจุลินทรียประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหาร
ของสัตว แตควรเปนจุลินทรียที่สงผลใหเกิดประโยชนตอมนุษยและสัตว (Fuller et al., 1989; 
Havenaar et al., 1992; Salminen et al., 1998) ดังนั้นจึงมีการศึกษาจุลินทรียสายพันธุตางๆที่สามารถ
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สงเสริมสุขภาพของมนุษยและสัตวใหดีขึ้น ไดแก แบคทีเรียแลกติก  Bifidobacteria  และยีสต   
(Fuller, 1992) โดยแบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่มีสมบัติเปนโปรไบโอติกมากที่สุด แบคทีเรีย 
แลกติกเปนแบคทีเรียสวนใหญที่อยูในระบบทางเดินอาหารและสงผลใหเกิดประโยชนในระบบ
นิเวศนวิทยาของสัตว ดังนั้นแบคทีเรียแลกติกจึงมีความเหมาะสมเปนอยางยิ่งที่จะนํามาใชเปน 
โปรไบโอติก (Holzapfel and Schillinger, 2002) 

โปรไบโอติกประกอบดวยจุลินทรียที่มีประโยชนหลายชนิดซึ่งชวยรักษาสมดุลของ
จุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหารและปองกันไมใหเชื้อกอโรคเจริญ โดยเมื่อสัตวไดรับ 
โปรไบโอติกเขาสูรางกายจะผานกระเพาะอาหารและไปเจริญและแขงขันกับเชื้อกอโรคในการ 
ยึดเกาะกับเยื่อบุทางเดินอาหารและมีการเพิ่มจํานวนบนเยื่อบุผนังลําไสโดยเฉพาะผนังลําไสเล็ก 
ทุกสวนโดยแทรกตัวอยูที่รองผนังลําไส (villi) จึงชวยลดการเกาะกลุมและทําใหเกิดการขับเชื้อกอ
โรคออกจากทางเดินอาหาร (Karpinska et al., 2001) และการที่โปรไบโอติกแปลกปลอมนี้เองจึง
สามารถดึงดูดใหแมคโครฟารจเดินทางมามาก จึงเปนการกระตุนใหมีระบบภูมิคุมกันเฉพาะแหงได
ดีขึ้น นอกจากนี้โปรไบโอติกยังสามารถสรางสารซึ่งสามารถทําลายหรือยับยั้งเชื้อกอโรคได  
(Mead, 2000) โดยสรางสารเมทาบอไลทที่มีผลยับยั้งปฏิกิริยาการสรางสารพิษหรือสารที่กอใหเกิด
มะเร็ง และกระตุนการทํางานของเอนไซมในปฏิกิริยาการกําจัดสารพิษ (ชรินทร เขียวจรัส, 2539) 

การคัดเลือกจุลินทรียโปรไบโอติกในการนํามาใชไมมีขอกําหนดตายตัว แตมักจะ
เอาวัตถุประสงคในการนําไปใชเปนขอกําหนดหรือคัดเลือก ถาหากนําไปใชในอาหารควรมีเร่ือง
ของความปลอดภัย การเหลือรอดในลําไส การยับยั้งเชื้อกอโรค การคงทนตอกระบวนการผลิต
อาหาร อยางไรก็ตามจุลินทรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกควรมีคุณสมบัติดังนี้ 

1.2.1  จุลินทรียที่ใชเปนโปรไบโอติกตองไดรับการยอมรับแลววาเปนสายพันธุที่ปลอดภัย 
(GRAS; Generally Recognized As Safe) ซ่ึงจุลินทรียโปรไบโอติกที่ปลอดภัยตองมีลักษณะ
ดังตอไปนี้(Salminen et al., 2000) 

- แหลงที่มาในการแยกเชื้อตองเปนแหลงที่มีความปลอดภัย เมื่อตรวจสอบสกุล 
(genus) และสายพันธุของจุลินทรียในเบื้องตนตองพบวาเปนสายพันธุที่ปลอดภัย 

- เปนจุลินทรียที่ไมสรางสารพิษ 
- จุลินทรียสายพันธุที่จะเปนโปรไบโอติกตองมีความสัมพันธเกื้อกูลหรือเปน 

สายพันธุชนิดเดียวกับแบคทีเรียประจําถ่ินในสัตวเจาบาน 
1.2.2  สามารถทนตอน้ําดีและความเปนกรดภายในระบบทางเดินอาหารของสัตวเจาบาน

รวมทั้งสามารถดํารงชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหารได โปรไบโอติกเปนจุลินทรียที่ตองเดินทางผาน
และอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของสัตวที่บริโภคโปรไบโอติก สภาวะแวดลอมแรกที่สงผล
กระทบตอการรอดชีวิตของโปรไบโอติกคือสภาวะแวดลอมในกระเพาะอาหารที่มีความเปนกรดสูง 
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(Lankaputhra and Shah, 1995) และการหล่ังน้ําดีในลําไสเล็กสามารถทําลายผนังเซลลของ 
จุลินทรียซ่ึงมีสวนประกอบสวนใหญเปนสารประเภทไลปดและกรดไขมัน ดังนั้นโปรไบโอติกจึง
ตองสามารถทนตอน้ําดีและความเปนกรดในทางเดินอาหารของสัตวได (Reuter, 2001)  

1.2.3  สามารถยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาบานและแขงขันการยึดติดกับจุลินทรียกอ
โรคการยึดติดของจุลินทรียกับผนังลําไสของสัตวเจาบานเปนปจจัยหนึ่งในการคัดเลือกจุลินทรีย 
โปรไบโอติกนอกเหนือจากคุณสมบัติการทนตอกรดและน้ําดีและการยับยั้งจุลินทรียกอโรค  
(Mattila-Sandholm et al., 1999) เนื่องจากการยึดติดกับลําไสทําใหเชื้อจุลินทรียโปรไบโอติก 
สามารถเพิ่มจํานวนไดภายในระบบทางเดินอาหารและกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวเจาบาน 
(Ouwehand et al., 1999) ชวยในการซอมแซมผนังทางเดินอาหารและตอตานจุลินทรียกอโรค  
(Reid and  Burton, 2002) 

1.2.4  มีความสามารถในการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดินอาหารของสัตวไดมาก 
1.2.5  ผลิตสารยับยั้งจุลินทรียกอโรคที่เปนจุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหาร 
1.2.6  ปองกันการรุกรานของจุลินทรียกอโรคและชวยเพิ่มระดับของภูมิคุมกัน 

- แบคทีเรียที่สามารถยึดติดกับผนังลําไส เชน Lact. johnsonii Lj1 และ Bi. lactis 
Bb12 ทําใหเพิ่มความสามารถในการกําจัด E. coli ดวยกระบวนการ phagocyte ของเซลลเม็ดเลือด
ขาว (Schiffrin et al., 1994) การยึดติดผนังลําไสสัตวเจาถ่ินของจุลินทรียโปรไบโอติกมีอิทธิพลตอ
การกระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยกระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวที่อยูในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไส โดย
เนื้อเยื่อน้ําเหลืองนี้แพรกระจายอยูระหวางชั้นของเซลลเยื่อบุผิว (epithelial cells) และถัดมาจนเกือบ
ถึงชั้นของกลามเนื้อ (Mardara, 1997) โปรไบโอติกสามารถกระตุนเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไสโดยตัว
โปรไบโอติกหรือช้ินสวนโปรไบโอติกหรือสารเมทาบอไลทที่โปรไบโอติกผลิตขึ้น เรียกสิ่งเหลานี้
วา เอนติเจน (antigen) เมื่อเอนติเจนเขาไปในลําไสจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผิวเปน  
M-cells เรียกวา follicle associated epithelium (FAE) ที่ตอมน้ําเหลืองภายในลําไสหรือ Payer’s 
patches (Laissue et al., 1993) ซ่ึง M-cells สามารถรับเอนติเจนได 

- แบคทีเรียที่ไมยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาถ่ินสามารถกระตุนภูมิคุมกันของสัตว
ไดโดยตรง เชน เพิ่มแบคทีเรียประจําถ่ินในลําไสของสัตว กระตุนการดูดซึมเอนติเจนของสัตวและ
ผลิตสารชวยเสริมภูมิคุมกัน เชน อินเตอเฟอรอน (interferon) เปนตน (Ouwehand et al., 1999) โดย
การทดลอง in vitro พบวา การบริโภคแบคทีเรียแลกติกสามารถเพิ่มการหมุนเวียนของแอนติบอดี 
(antibody)ในรางกาย เพิ่มกิจกรรมของมาโครฟาจ (macrophage) และเพิ่มจํานวน natural killer cells 
(NK-cells) (Perdigon et al., 2000) Payer’s patche แทรกระหวางเยื่อบุลําไส Villi FAE 

1.2.7  มีความคงตัวสูง โดยเมื่อเซลลอิสระของแบคทีเรียผานกระบวนการผลิตแลวตอง
สามารถที่จะมีชีวิตอยูและเก็บรักษาไดนาน (Holzapfel et al., 1998)  
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1.2.8  ผลิตเอนไซมสําหรับยอยสารอาหารบางชนิดได เชน β-galactosidase เพิ่มกิจกรรม
ของเอนไซม เชน สงเสริมการทํางานของเอนไซม β-galactosidase ในคน โดยแบคทีเรียแลกติกจะสงเสริม 
การทํางานของเอนไซม β-galactosidase ในการชวยยอยน้ําตาลกาแลกโตสในน้ํานม (Marteau et al., 1997)  
ลดการทํางานของเอนไซมบางชนิด เชน β-glucuronidase และ azoreductase ซ่ึงเอนไซมเหลานี้เปน
เอนไซมที่เรงหรือกระตุนใหเกิดมะเร็ง (Rowland et  al., 1992) 

Jin และคณะ (2000)ใช Lact. acidophilus เสริมในอาหารไกกระทง 2 แบบคือ เสริม  
Lact. acidophilus อยางเดียวในอาหาร และใชเชื้อ Lactobacillus ผสมกัน 12 สายพันธุเสริมลงในอาหาร
ไกกระทง พบวา หลังจากไกกระทงกินอาหารที่เสริม Lactobacillus แลวจะมีปริมาณของเอนไซม 
amylase ในลําไสเล็กสูงขึ้น แตเอนไซม proteolytic และ lypolytic คงที่ นอกจากนี้พบวาไกกระทงที่กิน
อาหารเสริมที่มี  Lactobacillus ผสมกัน  12 สายพันธุ  จะทําใหมี เอนไซม  β-galactosidase และ  
β-glucuronidase  ในมูลลดลง 

1.2.9 ทนตออุณหภูมิสูง การผลิตโปรไบโอติกในระดับอุตสาหกรรมโดยสวนใหญจะใช
วิธีการ spray-drying ผสมกับอาหารและสวนประกอบตางๆ เนื่องจากสะดวกในการเก็บรักษาและ
ขนสง (Ross et al., 2005) ซ่ึงในกระบวนการผลิตจะใชอุณหภูมิสูง สงผลใหเซลลเกิดการสูญเสียน้ํา 
และตายทําใหประสิทธิภาพของโปรไบโอติกลดลง (Teixeira et al., 1995) ดังนั้นคุณสมบัติการทน
อุณหภูมิสูงของแบคทีเรียที่จะนํามาใชเปนโปรไบโอติกจึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญปจจัยหนึ่งของ
แบคทีเรียโปรไบโอติก (กิจการ ศุภมาตย, 2544) 

1.3    การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของโปรไบโอติก 
โปรไบโอติกคือจุลินทรียที่มีชีวิตและเขาไปอยูในเจาบาน เปนอาหารเสริมที่มี

ประโยชนตอสุขภาพของเจาบานโดยจะชวยในการปรับสมดุลของจุลินทรียในลําไส (Adhikari et 
al., 2000) ดังนั้นโปรไบโอติกจึงตองมีคุณสมบัติทนตอสภาวะที่เปนกรดในกระเพาะอาหารและทน
ตอเกลือน้ําดีในลําไสขั้นตอนของการทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ทดสอบกัน
มีดังนี้11111 

1.3.1  ทดสอบการทนตอกรด 
ภายในกระเพาะอาหารจะมีสภาพเปนกรดเนื่องจากการหลั่งกรดไฮโดรคลอริก

ออกมาเพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพและงายตอการทํางานของเอนไซม โดยเอนไซมที่สัตวหล่ัง
ออกมาในกระเพาะอาหารเพื่อยอยโปรตีนคือเอนไซม pepsin ซ่ึงเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในสภาวะ
กรดพีเอชอยูในชวง 2-3 การทํางานรวมกันของกรดไฮโดรคลอริกและเอนไซมนี้สามารถกอใหเกิด
ความเสียหายตอผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกทําใหแบคทีเรียไมสามารถรอดชีวิตได (Johnson 
et al., 2006) การทดสอบการทนตอกรดของโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการจึงนิยมทดสอบ 
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โปรไบโอติกในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2-3 และมีเอนไซม pepsin รวมกัน ซ่ึงระยะเวลาในการ
ทดสอบจะขึ้นอยูกับการนําไปใชกับสิ่งมีชีวิตใด เมื่อเปรียบเทียบไกกับมนุษยและสัตวจําพวกสุกร
และโคแลวทางเดินอาหารของไกจะสั้นกวา ดังนั้นระยะเวลาที่อาหารผานเขาไปในทางเดินอาหารก็
ส้ันดวย คือประมาณ 2 ช่ัวโมง 30 นาที  (รุจา มาลัยพวง, 2544) 

Mojgani และคณะ (2007) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารของไก 
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติก 75 ไอโซเลต หลังจากนั้นนําเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดไป
ทดสอบคุณสมบัติการการทนกรดที่พีเอช 1, 2, 3, 4 และ 5 พบวาแบคทีเรียแลกติกสวนใหญทนกรด
ไดในชวงของพีเอช 4-5 มีเพียง 3 สายพันธุ คือ Lact. acidophilus RNL 26, Lact. fermentum RNL 44 
และ Lact. salivarius RNL 49  ที่สามารถทนตอสภาวะกรดที่พีเอช 3 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง โดยจํานวน
เซลลลดลง 1-2 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 9 log CFU/ml และสายพันธุ Lact. 
fermentum RNL 44 ทนตอกรดไดในชวงพีเอชที่ต่ํากวา 2 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง มีจํานวนเซลลลดลง  
3 log CFU/ml  

Shin และคณะ (2008) ศึกษาสมบัติการทนตอสภาวะกรดของแบคทีเรียแลกติกที่
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 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Ent. 
faecium SH 528 สามารถทนตอสภาวะกรดไดดีกวา 2 สายพันธุ โดยที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 มีจํานวน
เซลลลดลง 1-2 log CFU/ml และจํานวนเซลลจะลดลง 4-5 log CFU/ml เมื่อทดสอบที่สภาวะกรด 
พีเอช 2.0 โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 8 log CFU/ml  

Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนกรดและเอนไซม pepsin 
ของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไกกระทง 226 ไอโซเลต โดยทําการทดสอบในสภาวะกรดพีเอช 2.5 
และมีเอนไซม pepsin ที่ 41°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบมีเพียง 20 ไอโซเลต ทนตอกรดและเอนไซม 
pepsin ไดดี โดยจํานวนเซลลลดลง 1-2 log CFU/ml โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ  
9 log CFU/ml 

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในทนตอสภาวะกรดของแบคทีเรีย 
แลกติก 15 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสุกรโดยทําการทดสอบในสภาวะกรดพีเอช 3.0 
และ 2.0 ที่ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียแลกติกเกือบทุกไอโซเลตไมมีการลดลงของ
เซลลที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 แตเมื่อนําแบคทีเรียแลกติกทดสอบที่สภาวะกรดพีเอช 2.0 จํานวนเซลล
จะลดลง 4-5 log CFU/ml โดยทุกสายพันธุมีจํานวนเซลลเร่ิมตนประมาณ 8 log CFU/ml  

โดยทั่วไปผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกจะหนากวาแบคทีเรียแกรมลบ  
ซ่ึงประกอบดวย peptidoglycan, teichoic acid และ churonic acid และมากกวา 50% โดยน้ําหนักของ
ผนังเซลลคือ เปปติโดไกลแคนซึ่งเปนสายพอลิเมอรสายตรงของ disaccharide pentapeptide
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ประกอบดวยน้ําตาล 2 ชนิดคือ N-acetylglucosamine (NAG) และ N-acetylmuramic acid (NAM) 
โดยมีกรดอะมิโน 4 กลุม (tetrapeptide) เชื่อม NAG และ NAM เขาดวยกันดวยพันธะเปปไทดทําให 
เปปติโดไกลแคนมีโครงสรางแบบรางแหและมีผลึกโปรตีน (protein crytal) หรือ S-layer แทรกอยู 
ซ่ึงแบคทีเรียแกรมบวกมีช้ันเปปติโดไกลแคนหนาถึงประมาณ 20-80 นาโนเมตร (Firtel et al., 2004; 
Johnon et al., 2006) สําหรับผนังเซลลของแบคทีเรียเมื่อผานเขาสูกระเพาะอาหารในสภาวะที่มีทั้ง
กรดและเอนไซม pepsin ซ่ึงจะเขาไปทําลายชั้นเปปติโดไกลแคนตรงตําแหนงพันธะเปปไทดทําให
โครงสรางแบบรางแห NAG และ NAM แยกออกจากกัน เมื่อผนังเซลลเสียหายแบคทีเรียจึงไม
สามารถรอดชีวิตอยูได ทั้งนี้ความสามารถในการทนตอกรดของแบคทีเรียแลกติกอาจเนื่องมาจาก
เชื้อแบคทีเรียแลกติกแตละไอโซเลตคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีการสัมผัสและทํา
ปฏิกิริยากับกรดตลอดเวลา จึงทําใหแบคทีเรียแลกติกมีความทนตอกรดได (Franz et al., 1999) 
นอกจากนี้การทนตอกรดของแบคทีเรียยังเกี่ยวของกับโปรตีนกลุมหนึ่งคือ heat shock protein เปน
โปรตีนที่จะแสดงออก (expresssion) เมื่อเซลลสัมผัสกับ heat shock factor เชน ความรอน กรดและ
สารเคมี เปนตน โปรตีนที่อยูในกลุมนี้ เชน methionine sulfoxine reductase, F1F0-ATPase  
เปนตน  heat shock protein แบงไดเปน 3 Family คือ Hsp60, Hsp70  และ Hsp90 ซ่ึงในแตละ family 
จะประกอบดวยโปรตีนอีกหลายชนิด เชน F1F0-ATPase จัดอยูในกลุม Hsp60 เปนเอนไซมที่
เกี่ยวของกับกระบวนการ adenosine triphosphate (ATP) กลายเปน adenosine diphosphate (ADP) 
โดยเอนไซม ATPase จะทําหนาที่ดึง phosphate ออกจาก ATP เปน ADP โดยสามารถพบ heat 
shock protein ไดในสิ่งมีชีวิต เอนไซม ATPase จะถูกสรางขึ้นโดยมีกรดเปน heat shock factor แบง
ออกตามโครงสรางได 5 ชนิด คือ F-ATPase, V-ATPase, A-ATPase, P-ATPase และ E-ATPase ซ่ึง
เอนไซม ATPase ที่มีสวนเกี่ยวของกับการทนกรดของแบคทีเรียคือ F-ATPase เอนไซมนี้เปน 
transmembrane protein ที่พบไดในผนังเซลลของแบคทีเรียซ่ึงเกี่ยวของกับกระบวนการสังเคราะห 
ATP โดยชักนําโปรตอน (proton) เชน โซเดียมไอออน (Na+) และ โปแตสเซียมไอออน (K+) มาอยูที่
ผิวเซลลของแบคทีเรีย ทําใหสภาวะที่ผิวเซลลเปนดาง ดังนั้น เมื่อแบคทีเรียอยูในสภาวะที่เปนกรด 
เชน กระเพาะอาหาร แบคทีเรียก็จะสามารถอยูรอดไดเนื่องจากเกิดสภาวะที่เปนกลางบริเวณผนัง
เซลล (Schlesinger, 1990) สําหรับแบคทีเรียแลกติกมีหลายสายพันธุที่สรางเอนไซมชนิดนี้ได เชน 
Lact. acidophilus (Kullen and Klaenhammer, 1999) Lact. lactis (Koebmann et al., 2000) 

1.3.2  ทดสอบการทนตอเกลือน้ําดี 
น้ําดีสังเคราะหจากโคเลสเตอรอลโดยเซลล pericentral hepatocytes ของตับ  

มีลักษณะเปนของเหลวสีเหลืองอมเขียว โดยทั่วไปมีพเีอชอยูในชวง 7.5-8.0 องคประกอบหลักของน้ําดี
ประกอบดวย กรดน้ําดี (bile acids) โคเลสเตอรอล (cholesterol) ฟอสโฟลิปด (phospholipids) และ 
สารสี biliverdin นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง Immunoglobulin A และ mucus เขาสูน้ําดีเพื่อชวยในการ
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ปองกันการเจริญและเกาะติดของแบคทีเรียในลําไส น้ําดีที่สรางแลวจะถูกกักเก็บไวในถุงน้ําดี  
(gall bladder) และน้ําดี 80% ของถุงน้ําดีจะถูกปลอยเขาสูลําไสสวน duodenum และ jejunum เมื่อไดรับ
การกระตุนจากอาหารที่เดินทางมาถึง โดยอาหารเหลานั้นจะกระตุนการหล่ังฮอรโมน secretin และ 
cholecystokinin ซ่ึงฮอรโมนทั้งสองนี้มีความสําคัญตอการหลั่งและการไหลเวียนของน้ําดีในทอน้ําดี
และลําไส (Hofmann, 1999) หนาที่หลักของน้ําดีคือทําใหไขมันแตกตัวและเขากับน้ําไดดีขึ้น น้ําดียังมี
ผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียในทางเดินอาหาร เนื่องจากเกลือน้ําดี (bile salt) ซ่ึงเปนกรดน้ําดีชนิด
หนึ่งจะไปทําให เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเสียหายโดยไปละลายไขมันในสวนโครงสราง 
ฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลลใหลดนอยลงเปนสาเหตุสําคัญใหเยื่อหุมเซลลเกิดการแยกออกจากกัน 
เมื่อเยื่อหุมเซลลถูกทําลายจึงทําใหแบคทีเรียไมสามารถมีชีวิตอยูตอไปได โดยความเสียหายที่เกิดขึ้น
นี้มีผลมากหรือนอยขึ้นอยูกับความเขมขนของเกลือน้ําดีในระบบทางเดินอาหารเปนสําคัญ 
(Coleman et al., 1980) นอกจากเกลือน้ําดีภายในทางเดินอาหารสวนทายยังมีเอนไซม pancreatin 
จากตับออนซึ่งเปนเอนไซมที่ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุมดวยกันคือ amylase, lipase และ protease 
ซ่ึงทําหนาที่ในการยอยสารอาหารแตกตางกันออกไป และยังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย
ภายในทางเดินอาหารอีกดวย การทดสอบการทนเกลือน้ําดีของโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการจึง
นิยมทดสอบโปรไบโอติกในสภาวะที่เปนดางออนพีเอช 8 และมีเอนไซม pancreatin รวมกัน 
(Begley et al., 2005) 

Lin และคณะ (2007) ศึกษาความสามารถในการทนเกลือน้ําดีของ Lact. fermentum  
20 สายพันธุที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสัตวปกและสุกรโดยทดสอบในสภาวะที่มีน้ําดี 3% พบวามี 
Lact. fermentum 6 สายพันธุ คือ PG1, PGM1, PL1, PLM1, SG2 และ SS1 ที่สามารถรอดชีวิตได
มากกวา 80% ของเชื้อเร่ิมตน 10 log CFU/ml ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง  

Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการทนเกลือน้ําดีของแบคทีเรีย 
แลกติกที่แยกไดจากไกกระทง โดยทําการทดสอบในสภาวะที่มีน้ําดีสดของไกกระทงและมีเอนไซม 
pancreatin ที่สภาวะดาง พีเอช 8.0 ที่ 41°C เปนเวลา 6 ช่ัวโมง พบวามีแบคทีเรียแลกติกจํานวน 20  
ไอโซเลต จาก 103 ไอโซเลต สามารถรอดชีวิตไดมากกวา 7 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน
ประมาณ 8 log CFU/ml  

Raghavendra และ Halami (2009) ศึกษาความสามารถในการทนตอเกลือน้ําดีของ
แบคทีเรียแลกติก 2 สายพันธุ ที่แยกจากไกกระทง คือ Ped. pentosaceus CFR R38 และ Ped. 
pentosaceus CFR R35 ซ่ึงมีความสามารถในการสรางเอนไซม phytase โดยทดสอบแบคทีเรีย 
แลกติกทั้ง 2 ที่สภาวะที่มีน้ําดี 0.3% พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 สายพันธุ ทนตอสภาวะที่มีน้ําดีได 
โดยจํานวนเซลลรอดชีวิตไดมากกวา 80% ของเชื้อเร่ิมตน ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 6 ช่ัวโมง 
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Taheri และคณะ (2009) ศึกษาคุณสมบัติการทนตอสภาวะน้ําดีของแบคทีเรียแลกติกที่
มีคุณสมบัติในการยึดเกาะผนังลําไส 62 ไอโซเลต โดยศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 
แลกติกบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําดี 0.075, 0.15, 0.3 และ 1.0% ผสมอยู ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา  
48 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้งหมดไมเจริญเติบโตบนอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําดีมากกวา 0.3% แต
เจริญเติบโตไดดีบนอาหารที่มีน้ําดีต่ํากวา 0.15%  

ความสามารถในการทนตอน้ําดีของแบคทีเรียนั้นอาจจะมีความเกี่ยวของกับเอนไซม  
bile salt hydrolases (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่แบคทีเรียผลิตขึ้น โดย BSH สามารถยอยกรดน้ําดีและ
ทําลายความเปนพิษของน้ําดี โดยการเขาไปรวมตัว (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) ซ่ึงคัดแยกจากอาหารสัตวทางการคา พบวา ทั้ง 4 สายพันธุ สามารถทนตอ
สภาวะน้ําดีไดและเมื่อนําทั้ง 4 สายพันธุ มาทดสอบความสามารถในการสรางเอนไซม bile salt 
hydrolase (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่สําคัญในการยอยเกลือน้ําดี พบวาทั้ง 4 สายพันธุสามารถสราง
เอนไซม bile salt hydrolase (BSH) ไดเชนกัน ซ่ึงคือเหตุผลที่ทําให Ent. faecium 4 สายพันธุ 
สามารถทนตอสภาวะน้ําดีได 

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในการสรางเอนไซม bile salt hydrolase 
(BSH) ของแบคทีเรียแลกติก 15 ไอโซเลต ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสุกร พบวา ทุกไอโซเลต
สามารถผลิต เอนไซม bile salt hydrolase และเมื่อทดสอบความสามารถในการทนตอสภาวะเกลือ
น้ําดี พบวา ทุกสายพันธุสามารถทนตอสภาวะเกลือน้ําดีไดเชนกัน   

1.3.3  ทดสอบการเกาะติดกับผนังลําไส 
คุณสมบัติที่สําคัญอยางหนึ่งของการเปนโปรไบโอติก คือ การยึดเกาะกับผนังลําไส

โดยปกติเชื้อกอโรคจะเขาเกาะและตอตานการเคลื่อนที่ของลําไสที่มีการบีบตัวใหอาหารเคลื่อนที่ใน
ลักษณะลูกคลื่น (peristalsis) ซ่ึงการเกาะเคลือบของโปรไบโอติกที่ผนังลําไสนอกจากโปรไบโอติก
จะสามารถลดปริมาณการยึดเกาะของเชื้อกอโรคดวยการการแยงพื้นที่ในการจับกับผนังลําไสไดแลว
ในบริเวณผนังลําไสที่มีการยึดเกาะนี้กอจะเกิดการกอตัว (colonize) และเพิ่มจํานวนโปรไบโอติกขึ้น
ในบริเวณนี้ซ่ึงจะสงผลใหการยอยอาหารและการดูดซึมเปนไปอยางปกติ (Fuller, 1993) นอกจากนี้
ยังไปกระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวเจาบาน (Ouwehand et al., 1999) ชวยในการซอมแซมผนัง
ทางเดินอาหารและตอตานจุลินทรียกอโรค (Reid and Burton, 2002) 

Schillinger และคณะ (2005) ทดสอบการยึดเกาะผนังลําไสของ Lactobacillus sp.  
18 สายพันธุ ซ่ึงแยกไดจากผลิตภัณฑนม โดยทดสอบการยึดเกาะกับ cell line ชนิด HT-29 MTX 
พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ใชทดสอบทุกสายพันธุสามารถยึดเกาะเซลล HT-29 ไดดี โดยกลุมของ  
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Lact. acidophilus และ Lact. casei มีการยึดเกาะที่ดี มีคาการยึดเกาะอยูในชวง 20-40% ของเชื้อ
เร่ิมตน 8 log CFU/ml 

Lin และคณะ (2007) ทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะเซลลผนังลําไสหมูและไก  
ของ Lact. fermentum 20 สายพันธุ ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารสัตวปกและสุกร พบวา  
Lact. fermentum PG1, PG3, PS1, PSM1, PL1 และ PLM2 ซ่ึงคัดแยกจากไกสามารถยึดเกาะเซลล
ผนังลําไสของไกไดเทานั้น นอกจากนี้ Lact. fermentum SGM1 ซ่ึงแยกจากสุกรก็สามารถยึดเกาะ
เซลลผนังสุกรไดเทานั้นเชนกัน อยางไรก็ตาม Lact. fermentum สายพันธุ  PGM1, PGM2, PGM3 
และ PLM1 ซ่ึงคัดแยกจากไกสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของไกและสุกรไดดี เชนเดียวกับ Lact. 
fermentum SS1 ซ่ึงแยกจากสุกรสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของไกและสุกรไดเชนกัน  

Strompfova และ Laukova (2007) ทดสอบการยดึเกาะเซลลผนังลําไสมนุษย สุกร และ 
สุนัข ของเชื้อแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Enterococcus ที่แยกไดจากทางเดินอาหารไก จํานวน  
5 สายพันธุ พบวาทุกสายพันธุที่ทดสอบสามารถยึดเกาะเซลลของผนังลําไสของมนุษย สุกร และสุนัข 
ได โดย Enterococcus ที่แยกไดสามารถยึดเกาะเซลลผนังลําไสของสุนัขไดดีที่สุดโดยมีคาการยึดเกาะ  
70-90% 

Izquierdo และคณะ (2008) ทดสอบการยึดเกาะ mucin ของ Bi. longum 8 สายพันธุ ที่
แยกไดจากอุจจาระมนุษยและที่ใชทางการคา พบวา Bi. longum ทุกสายพันธุมีคาการยึดเกาะ mucin 
คอนขางต่ํา โดยมีคาการยึดเกาะแตกตางกันออกไป โดย Bi. longum NCC 2705 ซ่ึงแยกจากอุจจาระ
มนุษยมีคาการยึดเกาะเพียง 5.75% ของเชื้อเร่ิมตน ซ่ึงสูงกวา Bi. longum ที่แยกไดจากแหลงอื่นรวมถึง
สายพันธุที่ใชทางการคา 

1.3.4  ทดสอบการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค 
โปรไบโอติกที่ดีจําเปนตองสามารถสรางสารประกอบออกมายับยั้งแบคทีเรียกอ

โรคซึ่งสารประกอบตางๆที่โปรไบโอติกผลิตออกมานี้มีผลตอแบคทีเรียได 2 ลักษณะคือ มีฤทธิ์ใน
ยับยั้งการเจริญ (bacteriostatic) และฤทธิ์ในการฆา (bactericidal) (González et al., 2007)  กิจกรรม
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคของโปรไบโอติกอาจเปนผลมาจากกรดอินทรียที่ผลิตออกมาทําใหพีเอช
ในสภาวะแวดลอมลดลงหรืออาจเกิดจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน แบคเทอริโอซิน 
หรือไฮโดรเจนเปอรออกไซด เปนตน   

Shin และคณะ(2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติก 291 สายพันธุ จากทางเดินอาหารไก 
พบวามี 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium SH 632 และ Ped. Pentosaceus  
SH740 สามารถผลิตแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งเชื้อกอโรค ไดแก  Cl. Perfringens และ 
 Lis. monocytogenes    
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Musikasang และคณะ (2009) ศึกษาความสามารถในการสรางสารยับยั้งแบคทีเรีย
กอโรคของแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากไกกระทง 20 ไอโซเลต พบแบคทีเรียแลกติกทั้งหมด
สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคคือ E. coli, Salmonella sp. และ Staph. aureus ไดดี อยางไรก็ตามการยับยั้ง
ที่เกิดขึ้นเกิดจากกรดอินทรีย 

Hosseini และคณะ (2009) ศึกษาการยับยั้ง B. cereus ATCC 11040, Ca. 
maltaromaticum, Lis. monocytogenes และ S. aureus ซ่ึงเปนเชื้อกอโรค ของ Ent. faecium  
4 สายพันธุ โดย พบวา Ent. faecium 4 สายพันธุ สามารถยับยั้งเชื้อกอโรคทั้งหมดได ซ่ึงการยับยั้งที่
เกิดขึ้นเกิดจากแบคเทอริโอซิน 

Taheri และคณะ (2009) คัดแยกแบคทเีรียแลกตกิ 291 สายพนัธุ จากทางเดนิอาหารไก 
พบวามี 62 สายพนัธุ สามารถยบัยัง้เชื้อกอโรค คือ Salm. Enteritidis, Salm. Typhimurium และ  
E. coli O78:K80 ไดด ี

Guo และคณะ (2010) ศึกษาความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค E. coli O55,  
Salm. Typhimurium ST302 และ Staph. aureus ATCC 25923 ของแบคทีเรียแลกติก 15 สายพันธุ ซ่ึง
แยกจากทางเดินอาหารสุกร พบวา มี 5 ไอโซเลต คือ A11-1, A2-3, B4-5, E4, G1-1, G3-4 และ G7-2 
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดทุกชนิดที่ทดสอบ ซ่ึงเมื่อทําการทดสอบพบวาการยับยั้งที่เกิดขึ้นเกิด
จากอิทธิพลของแบคเทอริโอซิน  

1.4  สารตอตานจุลินทรียท่ีผลิตโดยแบคทีเรียแลกติก 
แบคทีเรียแลกติกเปนแบคทีเรียที่สามารถผลิตสารประกอบที่ยับยั้งการเจริญของ

แบคทีเรียหรือ จุลินทรียชนิดอื่นๆได กิจกรรมการยับยั้งของแบคทีเรียแลกติกอาจเปนผลมาจากกรด
อินทรียหรืออาจเกิดจากสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งที่แบคทีเรียสรางขึ้น เชน แบคเทอริโอซิน หรือไฮโดรเจน
เปอรออกไซด เปนตน (González et al., 2007) โดยรายละเอียดของสารที่แบคทีเรียแลกติกสรางขึ้น
ที่สําคัญมีดังนี้ 

1.4.1  กรดอินทรีย 
กรดอินทรียที่สรางโดยแบคทีเรียแลกติก ไดแก กรดแลกติกและกรดอะซิติก 

สําหรับกรดอะซิติกเปนตัวยับยั้งที่แรงที่สุดและมีชวงของการยับยั้งกวาง สามารถยับยั้งไดทั้งยีสต รา 
และแบคทีเรีย (Ouwehand et al, 1999) คา pKa ของกรดอะซิติกสูงกวากรดแลกติก (4.75 และ 3.08 
ตามลําดับ) (Narendranath et al., 2001) การใชกรดทั้งสองชนิดนี้รวมกันสามารถลดอัตราการเจริญ
ของ Salm. Typhimurium ไดมากกวาการใชกรดชนิดใดชนิดหนึ่งเพียงชนิดเดียว จึงกลาวไดวากรด
ทั้งสองมี synergistic activity (Rubin, 1978) เมื่อกรดอินทรียเขาไปภายในเซลลแลวกรดจะแตกตัว
ปลอยโปรตอนเขาไปในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) ทําใหเกิดภาวะที่เปนกรด จึงทําใหเกิดการ
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ยับยั้งการเจริญของจุลินทรียได (Salmond et al., 1984) กรดอินทรียมีผลยับยั้งกระบวนการ 
เมตาบอลิซึมที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของจุลินทรียโดยการเกิดปฏิกิริยากับเซลล มีผลทําลายเซลล
นั้นๆ (Fuller, 1989) 

1.4.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide, H2O2) 
 ในสภาวะที่มีออกซิเจนแบคทีเรียแลกติกสามารถสรางไฮโดรเจนเปอรออกไซดซ่ึง
มีคุณสมบัติเปนตัวออกซิไดซที่รุนแรง (Lindgren and Dobrogosz, 1990) และมีผลตอเซลลแบคทีเรีย
ทําใหโครงสรางของกรดนิวคลิอิกและโปรตีนในเซลลเปลี่ยนไปจนไมสามารถทําหนาที่ไดตามปกติ 
นอกจากนี้ไฮโดรเจนเปอรออกไซดยังสามารถรวมตัวกับสารประกอบอื่นเกิดเปนสารที่มีคุณสมบัติ
ในการยับยั้งจุลินทรียได เชน ในน้ํานมดิบ ไฮโดรเจนเปอรออกไซดจะรวมตัวกับ thiocyanate โดย
เอนไซม lactoperoxidase เกิดเปน hypothiocyanate ทําใหโครงสรางเมมเบรนของแบคทีเรียถูก
ทําลาย (Banks et al., 1986) 

1.4.3  คารบอนไดออกไซด (carbondioxide, CO2) 
               สวนใหญคารบอนไดออกไซดจะเกิดจากกระบวนการหมักน้ําตาลเฮกโซสใหเปน

กรดแลกติกแบบ heterofermentative fermentation นอกจากนี้วิถีเมตาบอลิซึมอื่นๆก็สามารถสราง
คารบอนไดออกไซดไดในระหวางกระบวนการหมัก คารบอนไดออกไซดจะไปยับยั้งระบบเอนไซม
ของกระบวนการ decarboxylation และมีการสะสมของคารบอนไดออกไซดในชั้นไขมัน เปนสาเหตุ
ใหเซลลเมมเบรนมีคุณสมบัติในการซึมผานของสารเสียไป (Lindgren and Dobrogosz, 1990 ) 

1.4.4 ไดอะซทิิล (diacetyl) 
           ไดอะซิทิลเปนผลิตภัณฑสุดทายที่ไดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย

กลุมที่สราง  กรดแลกติก เปนสารใหกล่ินเฉพาะในการผลิตนมหมักและมีคุณสมบัติในการยับยั้ง 
จุลินทรียดวยไดอะซิทิลที่มีความเขมขน 200 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของยีสตและแบคทีเรีย 
สวนที่ความเขมขน 300 μg/ml สามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกที่ไมใชแบคทีเรีย 
แลกติก สวนแบคทีเรียแลกติกจะถูกยับยั้งที่ความเขมขนสูงกวา 350 μg/ml  (Helander et  al., 1997) 

1.4.5  สารตอตานจุลชีพที่มนี้ําหนกัโมเลกลุต่ํา 
สารตอตานจุลชีพที่มีน้ําหนักโมเลกุลต่ําที่ไมใชโปรตีนสามารถละลายไดดีที่ 

พีเอชเปนกลางทนตอความรอน มีฤทธิ์ในการทํางานไดกวางและละลายไดในอะซิโตน เชน reuterin  
ผลิตโดย Lact. reuteri ซ่ึงเปนแบคทีเรียประจําถ่ินในทางเดินอาหารของคนและสัตว (Ouwehand  
and Salminen, 1998) reuterin สามารถยับยั้งแบคทีเรีย รา โปรโตซัวและไวรัสได โดยจะทําปฏิกิริยากับ
เอนไซม ribonucleotide reductase ซ่ึงสําคัญสําหรับกระบวนการสังเคราะห DNA (Helander et  al., 
1997) 
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1.4.6  แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) 
แบคเทอริโอซินเปนโปรตีนที่สรางจากแบคทีเรีย มีความสามารถในการยับยั้ง 

จุลินทรียชนิดอื่นได คุณสมบัติของแบคเทอริโอซินจะพิจารณาจากขนาด ความคงตัว ตําแหนงทาง
พันธุกรรม การดัดแปลงหลังผานกระบวนการแปลรหัสทางพันธุกรรม (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 ซ่ึงมีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีความไวตอสารดังกลาวและไม
เปนพิษตอเซลลที่ผลิต (De Vuyst and Vandamme, 1994) แบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรีย 
แกรมลบจะมีโมเลกุลขนาดใหญและมีฤทธิ์ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไดนอยชนิดกวาที่
สรางจากแบคทีเรียแกรมบวก โดยพบวาแบคเทอริโอซินที่สรางจากแบคทีเรียแกรมบวกมีคุณสมบัติ
ที่นาสนใจกวาที่สรางจากแบคทีเรียแกรมลบ คือ มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่
แตกตางกันไดหลายชนิด รวมทั้งเซลลเปาหมายจะมีความตานทานนอยและไมตองการตําแหนง
เฉพาะเจาะจงบนเซลลเปาหมายเพื่อการเขาทําลายโดยแบคเทอริโอซิน มีการกําหนดคุณสมบัติของ
แบคเทอริโอซินไว 6 ขอดังนี้  

- แบคเทอริโอซินเปนสารพวกโปรตีน ซ่ึงถูกทําลายโดยเอนไซมที่ยอยสลายโปรตีน
(Torodov and Dicks, 2005 ) 

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

- แบคเทอริโอซินจะมีบริ เวณจํ า เพาะในการจับกับแบคที เ รียกอโรคต างๆ 
(Bhunia et al., 1991) 

- ยีนที่ควบคุมการสรางแบคเทอริโอซินโดยสวนใหญจะพบวาอยูบริเวณพลาสมิด 
(Hyronimus et al., 1998) 

- แบคทีเรียที่ผลิตแบคเทอริโอซินเมื่อหล่ังแบคเทอริโอซินออกมานอกเซลลจะทําให
เซลลตาย (Jack et al., 1995) 

- แบคเทอริโอซินออกฤทธิ์ตานแบคทีเรียที่มีความสัมพันธใกลชิดกันเทานั้น         
(Brink  et  al., 1994) 

ในกลุมของแบคทีเรียแกรมบวกพบวาแบคทีเรียแลกติกมีบทบาทสําคัญในการสราง
สารที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุมตางๆไดหลายชนิด โดยเฉพาะ 
แบคเทอริโอซินซึ่งพบวาสารดังกลาวเปนสายเปปไทดหรือโปรตีนขนาดเล็กและในบางครั้งอาจพบ
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กรดอะมิโนที่ปกติไมพบในโปรตีนทั่วไป เชน dehydroalanine, dehydrobutyrine ดังที่พบในไนซิน 
(nisin) โดยแบคเทอริโอซินแตละชนิดจะมีจํานวนและชนิดของกรดอะมิโนภายในโมเลกุลที่แตกตาง
กัน นอกจากนี้ยังถูกทําลายไดดวยเอนไซมยอยสลายโปรตีน (proteolytic enzyme) ซ่ึงจากการศึกษา 
พบวา แบคเทอริโอซินนอกจากถูกสรางโดยแบคทีเรียแลกติกแลวยังถูกสรางขึ้นโดยแบคทีเรียชนิด
อ่ืนๆ อีก ไดแก Acetobacter, Bacillus, Brevibacterium, Clostridium, Erwinia, Haemophilus, Haloferax, 
Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Propionibacterium, Shigella, Staphylococcus และ 
Yersinia (Montville and Kaiser, 1993) 

Shin และคณะ (2008) คัดแยกแบคทีเรียแลกติกจากทางเดินอาหารไกกระทง 
สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลกติกไดทั้งสิ้น 291 สายพันธุ นําแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกไดมาทดสอบ
หาคุณสมบัติการผลิตแบคเทอริโอซิน พบวามี 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium 
SH 632 และ Ped. pentosaceus  SH 740 สามารถยับยั้ง Cl. perfringens และ Lis. monocytogenes ได
ดี หลังจากนั้นนําสารยับยั้งที่ผลิตมายอยดวยเอนไซม protease พบวาไมมีกิจกรรมการยับยั้งของ
แบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 สายพันธุ และเมื่อนําสารที่ผลิตไปเทียบเคียงเพื่อหาชนิดของแบคเทอริโอซิน 
พบวา Ent. faecium SH 528  ผลิต enterocin A และ B สวน Ent. faecium SH 632 ผลิต enterocin 
L50 และ P ในขณะที่ Ped. pentosaceus  SH 740 ผลิต pediocin PA-1 นอกจากนี้พบวาแบคทีเรีย
แลกติกทั้ง 3 สายพันธุ มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดี คือ ทนตอสภาวะกรดและเกลือ
น้ําดีไดดี  

Line และคณะ (2008) คัดแยกเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินจากไก 
โดยนําเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดแยกไดศึกษาการยับยั้งแบคทีเรียกอโรค  พบวาแบคทีเรีย 
แลกติกสายพันธุ NRRLB-30745 เทานั้นที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรคไดแบบ 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 พบวา เปนแบคทีเรียสายพันธุ 
Enterococcus และหาสารยับยั้งที่แบคทีเรียสายพันธุนี้ผลิตพบวาเปน bacteriocin E-760 

 1.6 การจัดแบงประเภทของแบคเทอริโอซิน  
       Klaenhammer (1993) ไดแบงประเภทของแบคเทอริโอซินโดยพิจารณาจากโครงสราง

พื้นฐานของโมเลกุล มวลโมเลกุล รวมถึงคุณสมบัติดานอื่น ๆ เชน คุณสมบัติในการทนตอความรอน 
สามารถจัดแบงแบคเทอริโอซินออกไดเปน 4 กลุม คือ 
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1.6.1 กลุมแลนติไบโอติก (lantibiotic enterocins) เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่มีลักษณะ        
เปนสายเปปไทดขนาดเล็ก ประกอบดวยจํานวนกรดอะมิโนระหวาง 19-38 โมเลกุล โดยทั่วไปมี
น้ําหนักโมเลกุลนอยกวา 5 กิโลดาลตัน มีชนิดของกรดอะมิโนที่แตกตางจากกรดอะมิโนทั่วไป เชน      
dehydrobutyrine, dehydroalanine มีวงแหวนที่เกิดจากพันธะระหวางโมเลกุลของสารประกอบ
ซัลเฟอรภายในโมเลกุลที่เรียกวา lanthionine และ β-methyl lanthionine เปนแบคเทอริโอซินที่มี
คุณสมบัติในการทนตอความรอน ซ่ึงแบคเทอริโอซินกลุมนี้แบงออกเปน 2 กลุมยอย หรือ 2 
subclass โดยอาศัยความคลายคลึงกันทางโครงสรางเปนหลักคือ กลุมยอย A หรือ subclass Ia ซ่ึง
เปนสารที่มีโครงสรางเปนเปปไทดที่มีประจุเปนบวก มีสายยาว ไมคงรูป และออกฤทธิ์โดยทําใหเกิด
รูที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียบางสปชีส ตัวอยางของสารในกลุมนี้คือ ไนซินอีกกลุมหนึ่งคือ กลุม
ยอย B หรือ subclass Ib มีโครงสรางเปนเปปไทดที่เปนกอน (globular) ซ่ึงคงรูป และมีประจุลบ
หรือไมมีประจุมีฤทธิ์ในการรบกวนการทํางานของเอนไซมที่จําเปนตอเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย
บางชนิด ตัวอยางของสารในกลุมนี้คือ mersacidin ซ่ึงออกฤทธิ์รบกวนการสรางผนังเซลลโดยการ
เขาเชื่อมตอกับสารตั้งตนในการสรางเปปติโดไกลแคน (peptidoglycan) ทําใหแบคทีเรียไมสามารถ
สรางผนังเซลลได  

1.6.2  กลุม nonlantibiotic peptides มีขนาดเล็กและทนความรอน ทนความรอนไดดีตั้งแต   
100-121°C เปนแบคเทอริโอซินกลุมที่มีขนาดของโมเลกุลเล็กกวา 10 กิโลดาลตัน แตไมมีอนุพันธ
ของกรดอะมิโน lanthionine สามารถแบงไดเปน 3 กลุมยอยหรือ 3 subclass แตปจจุบันพบมากมี 2 
subclass คือ subclass IIa และ subclass IIb โดยทั้ง 3 กลุมยอยมีรายละเอียดดังนี้ 

- กลุมยอย 1 หรือ subclass IIa (pediocin-like หรือ Listeria-active) เปนแบคเทอริโอซินที่
มีฤทธิ์ในการยับยั้ง กลุมแบคเทอริโอซินที่สามารถยับยั้งการเจริญของ Listeria sp. ไดดีจะถูกสรางขึ้นใน
ลักษณะที่เปนสายเปปไทดตั้งตน (precursor peptide) ที่ยังไมสามารถทําลายเซลลเปาหมายได แตจะถูก
ดัดแปลงโดยการตัดสายเปปไทดในตําแหนงที่มีกรดอะมิโนไกลซีน 2 โมเลกุลติดกัน ไดเปนสาย 
เปปไทดที่สมบูรณและมีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลเปาหมาย เชน pediocin PA-1, sakacin A, 
leucocin A 

- กลุมยอย 2 หรือ subclass IIb (two-component bacteriocins) เปนแบคเทอริโอซิน
ที่มีโครงสรางประกอบดวยองคประกอบ 2 สวน ประกอบดวยเปปไทด 2 ชนิดที่ทํางานเสริมฤทธิ์กัน
ถาเหลือตัวใดตัวหนึ่งมักจะไมมีกิจกรรมหรือมีกิจกรรมเหลือเล็กนอยเทานั้น เชน lactococcins G 
และ F, lactacin F, plantaricin EF และ JK 

- กลุมยอย 3 หรือ subclass IIc (sec-dependent bacteriocins) เชน aidocin B, divergicin A 
และ enterocin P 
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1.6.3  กลุม cyclic enterocins เปนแบคเทอริโอซินที่มีขนาดใหญและไมทนความรอน มีขนาด
ของโมเลกุลใหญกวา 15 กิโลดาลตัน เชน helveticins J และ V-1829, acidophilucin A, lactacins A และ B 

1.6.4  กลุม  large proteins เปนแบคเทอริโอซินที่รวมตัวเปนสารประกอบเชิงซอนขนาด
ใหญกับสารอื่นๆ เชน ไขมันหรือคารโบไฮเดรต เชน lactocin 27 

1.7 กลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริโอซิน 
การทําลายเซลลเปาหมายของแบคเทอริโอซินเกิดจากการที่แบคเทอริโอซินแตละ

โมเลกุลมารวมกันทําใหเกิดเปนรูหรือชองวางบริเวณเยื่อหุมเซลลเปาหมาย โดยจะมีลักษณะคลาย
ช้ินไมที่มาประกอบกันเปนผนังดานขางของถังไม (barrel-stave) รูดังกลาวจะทําใหเกิดการเสีย
สมดุลของไอออน กรดอะมิโนและสารประกอบอนินทรียในกลุมฟอสเฟตซึ่งเปนสวนประกอบ
สําคัญในการสรางพลังงานของเซลล ซ่ึงขั้นตอนและกลไกในการทําลายเซลลเปาหมายจะแตกตาง
กันไปตามชนิดของแบคเทอริโอซิน (Jack et al., 1995) โดยแบคเทอริโอซินในกลุม lantibiotic ที่
สรางจาก Lact. lactis subsp. lactis เปนสายเปปไทดที่มีประจุสุทธิเปนบวกจะเขาจับกับเซลลของ
แบคทีเรียเปาหมายทําใหเยื่อหุมเซลลถูกรบกวน สงผลใหเกิดการรั่วขององคประกอบภายในเซลล
ออกสูภายนอก เชน กรดอะมิโน สารใหพลังงาน และไอออนของสารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของ
เซลล (Sahl et  al., 1995) 

ในกรณีที่เปนสปอรของแบคทีเรียพบวาเยื่อหุมเซลลจะถูกทําลายอยางรวดเร็วใน
ระหวางที่สปอรเกิดการงอกออกมาและพบวาไนซินที่ความเขมขนสูงๆสามารถยับยั้งการสราง  
เปบติโดไกลแคนซึ่งเปนสวนประกอบสําคัญในผนังเซลลของ B. stearothermophilus และ E. coli ได 
(Klaenhammer, 1993)  

สวนแบคเทอริโอซินที่มีขนาดเล็กและทนความรอน เชน pediocin PA-1 และ 
sakacin A พบวาในขั้นตอนแรกปลายดาน N-terminal ของโมเลกุลแบคเทอริโอซินซึ่งมีประจุบวก
จะเขาจับสวนหัวของฟอสโฟลิปดที่เยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเปาหมายซึ่งมีประจุลบโดยแรงทาง
ไฟฟาสถิตย (electrostatic binding) หลังจากนั้นปลายดาน C-terminal ในโมเลกุลแบคเทอริโอซินที่
มีคุณสมบัติเปน hydrophobic จะทําปฏิกิริยากับหมูเอซิลของไขมันในเยื่อหุมเซลลทําใหเกิดเปนรูที่
เยื่อหุมเซลลสงผลใหเกิดการสูญเสียสมดุลของไอออนและสารประกอบฟอสเฟตภายในเซลล 
(Ennahar et al., 2000)  

การยับยั้งการเจริญของเซลลเปาหมายโดยแบคเทอริโอซินนอกจากจะมีผลในการ
ยับยั้งเซลลเปาหมายแบบฆาทําลาย (bactericidal) แลวยังอาจมีผลทําใหเกิดการหยุดการเจริญของ
เซลล (bacteriostatic) ไดดวย ดังเชนที่พบใน leuconocin S โดยแบคเทอริโอซินจะมีผลตอเซลลใน
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ลักษณะใดนั้นขึ้นอยูกับความบริสุทธิ์และความเขมขนของแบคเทอริโอซิน สภาพแวดลอมรวมถึง
ชนิดและปริมาณของเซลลเปาหมาย (Sobrino et  al., 1991) 

1.8  การใชประโยชนโปรไบโอติกในไก 
มีการนําโปรไบโอติกมาใชในอาหารสัตวเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพในการผลิต 

โดยปรับปรุงลักษณะที่ตองการทางเศรษฐกิจ เชน การเจริญเติบโต อัตราการใชอาหาร (conversion 
rate) เนื่องจากโปรไบโอติกสามารถปรับปรุงสุขภาพของสัตวโดยเฉพาะในสัตวที่ยังไมโตเต็มวัย
หรือยังเปนสัตวรุนๆ อยู ในป 1993 สหภาพยุโรปไดมีการใชโปรไบโอติกเสริมในอาหารสัตวเพิ่ม
มากขึ้นซึ่งอยูภายใตการควบคุมของ Council Directive 70/524/EEC on additive in animal nutrition 
(Becquet, 2003) 

การใชโปรไบโอติกในไกนิยมใชเพื่อเสริมการเจริญเติบโตและลดปริมาณของการ
ใชยาปฏิชีวนะในไก  Sabatková และคณะ (2008) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก BioPlus 2B ซ่ึง
ประกอบ ดวย B. licheniformis CH 200 และ B. subtilis CH 201 เปรียบเทียบกับการใชยาปฏิชีวนะ
ในไก พบวา กลุมไกที่กินอาหารเสริมโปรไบโอติกที่มีอายุ 45 วัน จะมีน้ําหนักตัวไมแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับตัวอยางของกลุมไกที่ใชยาปฏิชีวนะ ดังนั้นเพื่อลดปญหาเรื่องการสั่งหามนําเขาไกที่ใช
ยาปฏิชีวนะของประเทศผูนําเขาและการยอมรับของผูบริโภคการใชโปรไบโอติกในไกจึงเปน
ทางเลือกหนึ่งที่นาสนใจ การใชโปรไบโอติกในไกสามารถแบงตามวัตถุประสงคการนําไปใชได
ดังนี้ 

1.8.1  การใชโปรไบโอติกในไกเพื่อปองกันเชื้อกอโรค 
Hakkinen และ Schneitz (1999) ใชโปรไบโอติก (Broilact) ซ่ึงเปนโปรไบโอติกที่ใช

ทางการคากับลูกไกอายุ 1 วัน หลังจากนั้นนําลูกไกที่ไดรับโปรไบโอติกเมื่อมีอายุ 12 วันตรวจสอบ 
Camp. jejuni ซ่ึงเปนเชื้อกอใหเกิดโรคตอระบบทางเดินอาหารในไก พบวา ลูกไกอายุ 12 วัน ที่ไดรับ
โปรไบโอติกมีปริมาณ Camp. jejuni อยูในมูล 0-62% ในขณะที่ลูกไกที่ไมไดรับ 
โปรไบโอติกตรวจพบเชื้อ Camp. jejuni ในมูล 100% ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Pascual และ
คณะ (1999) ที่ใช Lact. salivarius CTC2197 เสริมในอาหารไก โดยวันแรกของการทดสอบตรวจ
พบ Salm. Enteritidis แตหลังจากเสริมโปรไบโอติกใหไกกินเปนเวลา 14 วัน ตรวจไมพบเชื้อ  
Salm. Enteritidis 

Kralik และ Milakovic (2004) ศึกษาอิทธิพลของการใชโปรไบโอติกในไก โดยใช  
Ent. faecium M-74  ซ่ึงเปนโปรไบโอติกที่มีจําหนายทางการคาเติมลงในน้ําดื่ม 3 กรัมตอน้ํา 100 
มิลลิลิตร พบวาไกที่ไดรับโปรไบโอติกจะมีปริมาณของ Staph. aureus, Ent. faecalis และตระกูล
Enterobacteriaceae ลดต่ําลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม 
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1.8.2  การใชโปรไบโอติกเพื่อเรงการเจริญเติบโต 
การใชโปรไบโอติกทางการคาละลายน้ําใหไกกินในอัตรา 1 มิลลิลิตรตอน้ํา 1 ลิตร  

ทุกวัน ทําใหไกกระทงมีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้นเฉลี่ยตอวันและอัตราการแลกเนื้อดีขึ้นเมื่อเทียบกับไก
กระทงที่ไมไดใหโปรไบโอติก ซ่ึงจะเห็นไดชัดเจนเมื่อไกกระทงมีอายุ 45 วัน (ธวัชชัย โพธ์ิเฮือง 
และคณะ, 2547) 

Jin และคณะ (1998)  ศึกษาผลของโปรไบโอติกตอการเจริญเติบโตของไกกระทง      
โดยการเสริมแบคทีเรีย Lact. acidophilus I26  ชนิดเดียวและเสริมแบคทีเรียในกลุม Lactobacillus 
จํานวน 12 สายพันธุ คือ Lact. acidophilus 2 สายพันธุ Lact. fermentum 3 สายพันธุ Lact. crispatus  
1 สายพันธุ และ Lact. brevis  6 สายพันธุ ในอาหารไก พบวา ไกที่ไดรับอาหารที่เสริมโปรไบโอติก
ทั้ง 2 แบบ มีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้นมากกวาไกที่ไดรับอาหารธรรมดาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยไกที่
ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรีย Lact. acidophilus I26 และกลุมของ Lactobacillus มีอัตราการเปลี่ยน
อาหารเปนเนื้อเทากับ 2.17 และ 2.02  ตามลําดับ ในขณะที่ไกในชุดควบคุมมีอัตราการเปลี่ยนอาหาร
เปนเนื้อ 2.27 นอกจากนี้ไกที่ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรียกลุมของ Lactobacillus มีอัตราการตาย
เพียง 3.3% ไกที่ไดรับอาหารเสริมแบคทีเรีย  Lact. acidophilus I26 มีอัตราการตาย 6.7% สวนไกใน
ชุดควบคุมมีอัตราการตายสูง 8.3% 

1.8.3  การใชโปรไบโอติกเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตในไกไข 
Panda และคณะ (2003) ศึกษาการเสริมโปรไบโอติก (Probiolac) ซ่ึงเปนโปรไบโอติก 

ทางการคา ซ่ึงประกอบดวย Lact. acidophilus, Lact. casei, Bi. bifidum, A. oryzae, Strep. faceium และ 
Torulopsis spp. ในอาหารไกไขพันธุ White Leghorn ที่อัตราสวน 100 มิลลิกรัมตออาหารไก 1 กิโลกรัม 
พบวา ผลผลิตไข น้ําหนักไข ความหนาของเปลือกไข และความเขมขนของแคลเซียมในซีร่ัมเพิ่มขึ้นและ
สามารถลดปริมาณโคเลสเตอรอลในซีร่ัมไดอยางมีนัยสําคัญ 
            Kurtoglu และคณะ (2004) เสริมโปรไบโอติกที่ใชทางการคาในไกไขพันธุ Brown-
Nick โดยเสริมลงไปในอาหารปริมาณ 0, 250, 500 และ 750 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ของอาหารไก   
เปนเวลา 90 วัน เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม พบวากลุมที่เสริมโปรไบโอติกที่ระดับ 250, 500 และ 750 
มิลลิกรัมตอกิโลกรัม ผลผลิตไขเพิ่มขึ้นและลดความเสียหายของไขไดอยางมีนัยสําคัญ รวมทั้งยัง
สามารถลดปริมาณของโคเลสเตอรอลในไขแดงและในซีร่ัมอยางมีนัยสําคัญ สอดคลองกับการทดลอง
ของ Kalavathy และคณะ (2003) ที่ทําการทดลองเสริม Lactobacillus ในไกไขพบวาสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการใชอาหารในระยะกอนใหไข สามารถเพิ่มน้ําหนักไขและยังมีผลตอการเพิ่มขนาดของ
ไขตลอดระยะการใหไข  
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1.9 เอนไซม phytase และการใชประโยชนเอนไซม phytase ในไก  
เอนไซม phytase เปนเอนไซมที่นิยมใชเติมลงไปในอาหารสัตวอยางแพรหลาย 

เนื่องจากเอนไซม phytase มีความสามารถในการยอยไฟเตต (myo-inositol hexakisphosphate) ซ่ึง
เปนแหลงเก็บสะสมฟอสฟอรัสที่สําคัญในเมล็ดพืชและธัญพืชซ่ึงเปนสวนผสมสําคัญในอาหารสัตว 
โดยปกติสัตวไมสามารถยอยไฟเตตได ทําใหฟอสฟอรัสที่ถูกเก็บสะสมไมถูกปลดปลอยออกมาให
อยูในรูปของฟอสฟอรัสอิสระซ่ึงเปนรูปแบบที่สัตวสามารถนําไปใชประโยชนได (Ravindran et al., 
2001) จากโครงสรางของไฟเตตที่ประกอบดวยกลุมฟอสเฟตจํานวนมาก ซ่ึงมีคุณสมบัติเปนสาร 
คีเลต (chelating agent) ทําใหไฟเตตสามารถจับกับสารที่มีประจุสองบวก (divalent cation) เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม เหล็กและสังกะสีไดดี จากคุณสมบัติของไฟเตตดังกลาวจึงมีผลกระทบตอการ
ดูดซึมและนําแรธาตุไปใช นอกจากนี้ยังเชื่อวาไฟเตตขัดขวางการใชประโยชนของแรธาตุอ่ืน เชน 
ทองแดง แมงกานีส โมลิบดินัม และโคบอลท นอกจากไฟเตตจะขัดขวางการใชประโยชนไดของแร
ธาตุประจุบวกหลายชนิดแลว ยังมีรายงานวาไฟเตตสามารถเขาจับกับโปรตีน โดยเมื่อมีคาพีเอชตํ่า
โปรตีนซึ่งมีประจุบวกจะจับกับประจุลบของไฟเตตทําใหเกิดเปนสารประกอบเชิงซอนที่ไมละลาย
นํ้า แตเมื่อมีคาพีเอชสูงขึ้นโปรตีนจะกลายเปนประจุลบ และเมื่อมีแรธาตุที่มีประจุบวก เชน 
แคลเซียม แมกนีเซียม หรือสังกะสี มาเปนตัวเชื่อมประจุลบของโปรตีนและไฟเตตเขาดวยกัน ทําให
โปรตีนเกิดการเปลี่ยนรูปไปจึงทําใหการละลาย การยอยและการใชประโยชนของโปรตีนลดลง  
(Yi et al., 1996) ไฟเตตสามารถยับยั้งการทํางานของ proteolytic enzyme เชน เปปซิน โปรติเอส 
นอกจากนี้ไฟเตตยังมีผลในการยับยั้งการทํางานของเอนไซมอะไมเลสและไลเปส เนื่องจาก
แคลเซียมจําเปนสําหรับกิจกรรมของเอนไซมเหลานี้ เมื่อแคลเซียมจับกับไฟเตตเกิดเปน
สารประกอบเชิงซอนที่ไมละลายนํ้าจึงสงผลตอกิจกรรมของเอนไซมเหลานี้ดวย ทําใหการใช
ประโยชนของอาหารประเภทแปงและไขมันลดลง (Shelton et al., 2004) เอนไซม phytase มีช่ือทาง
วิทยาศาสตรวา myo-inositol hexakisphosphate phosphohydrolase ซ่ึงเปนกลุมของเอนไซมที่
สามารถยอยและปลดปลอยออรโธฟอสเฟต (ortho-phosphate) จากโมเลกุลไฟเตต ทําใหไดสาร
ตัวกลางคือ inositol-penta-phosphate (IP5) และถูกสลายตอไปไดสารตัวกลางที่มีฟอสเฟตลดลงคือ 
IP4 IP3 IP2 และ IP1 ตามลําดับ จนในที่สุดจะไดอิโนซิทอลอิสระและฟอสเฟตทั้งหมด 6 โมเลกุล 
เอนไซม phytase สามารถยอยสลายไฟเตตหรือกรดไฟติกและปลดปลอยอิโนซิทอลอิสระ (inositol) 
เมื่อไฟเตตถูกสลายดวยเอนไซม phytase สงผลใหเซลลใชฟอสฟอรัสและแรธาตุไดเพิ่มขึ้น ซ่ึง
ฟอสฟอรัสเปนธาตุที่พบอยูภายในเซลลทุกเซลล (Liu et al., 1998) 

Huff และคณะ (1998) ศึกษาการเสริมเอนไซม phytase (500 U/kg) ในอาหารไก
กระทงซึ่งมีขาวโพดที่มีฟอสฟอรัสสูงเปนองคประกอบหลัก โดยเทียบกับไกกระทงที่ใหอาหารปกติ
ที่ไมเสริมเอนไซมเปนตัวอยางควบคุม ซ่ึงจากการเลี้ยงไกกระทงดวยอาหารทั้ง 2 ชนิด เปนเวลา 49 
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วัน พบวา ไกกระทงที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีน้ําหนักตัวสูงกวาไกที่เล้ียงดวยอาหาร
ควบคุมในระยะเวลาการเลี้ยง 49 วัน อยางมีนัยสําคัญ  

Ravindran และคณะ (2001) เสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase (Natuphos 
5000) ที่ใชทางการคาในไก โดยเสริมลงในอาหารไกที่มีธัญพืชเปนองคประกอบหลัก นอกจากนี้ได
เสริมกรดอะมิโน (lysine, methionine, cysteine) เพื่อศึกษาการเจริญเติบโตของไก โดยใชไกที่เล้ียง
ดวยอาหารชนิดเดียวกันแตไมเสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase เปนตัวอยางควบคุม พบวา  
ไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase จะมีน้ําหนักเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญเมื่อ
เทียบกับตัวอยางควบคุม นอกจากนี้เมื่อนําตัวอยางอาหารที่เสริมแบคทีเรียที่ผลิตเอนไซม phytase มา
ตรวจสอบคาทางเคมี พบวา ในอาหารจะมีปริมาณของฟอสฟอรัสอิสระสูงขึ้นและมีปริมาณของ
กรดอะมิโนอิสระสูงกวาตัวอยางควบคุมอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงเกิดจากเอนไซม phytase สามารถเพิ่ม
การปลดปลอยฟอสฟอรัสอิสระและลดการจับกันระหวาง phytate และ กรดอะมิโน ทําใหสามารถ
นําไปใชและชวยสงเสริมการเจริญเติบโตและเพิ่มน้ําหนักไก 

Levic และคณะ (2006) ศึกษาการเสริมเอนไซม phytase (500 fyt/kg) ในอาหารไก
โดยเทียบกับไกที่ใหอาหารปกติที่ไมเสริมเอนไซมเปนตัวอยางควบคุม ซ่ึงจากการเลี้ยงไกดวยอาหาร
ทั้ง 2 ชนิด เปนเวลา 42 วัน พบวา ไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีขนาดน้ําหนักตัว
เพิ่มขึ้น 2.0-18.7% เมื่อเทียบกับตัวอยางควบคุม นอกจากนี้เมื่อนํามูลของไกทั้ง 2 กลุม 
มาตรวจสอบทางเคมี พบวา มูลไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม phytase มีปริมาณฟอสฟอรัสต่ํา
กวาไกในชุดควบคุม โดยปริมาณฟอสฟอรัสที่ลดลงในมูลไกที่เล้ียงดวยอาหารเสริมเอนไซม 
phytase เกิดจากเอนไซม phytase ชวยปลดปลอยฟอสฟอรัสอิสระในอาหารไกและไกสามารถนํา
ฟอสฟอรัสอิสระไปใชประโยชนตอการเจริญเติบโต  

2. การหอหุมโปรไบโอติกในเม็ดเจล 

 การทํา microencapsulation จัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลชวยรักษาความคง
ตัวและรักษาระดับจํานวนจุลินทรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑและระบบทางเดินอาหาร (Rao et al., 
1989) เทคนิคการทํา microencapsulation มีหลายวิธีขึ้นอยูกับวัตถุประสงคการนําไปใชประโยชน เชน 
spray drying, fluidized bed coating, pan coating และ freeze drying เปนตน ซ่ึงวิธีการเหลานี้เซลล
จะถูกปลดปลอยแบบสมบูรณและสัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงและเซลลจะไดรับผลกระทบจากสภาวะ
ที่รุนแรงเมื่อผานสภาวะระบบทางเดินอาหาร จึงทําใหวิธีการเหลานี้จึงไมคอยเปนที่นิยมนําไปใชในการ
หอหุมเซลลแบคทีเรีย สําหรับวิธีการที่นิยมปกปองตัวเซลลจากสภาวะรุนแรงนิยมใชการหอหุมหรือ
ตรึงเซลลไวใน hydrocolloid เนื่องจากสามารถปกปองเซลลในสภาวะที่รุนแรงของกระเพาะอาหารได
อยางสมบูรณ สําหรับ hydrocolloid ที่ใชในการหอหุมเซลล เชน sodium alginate, carageenan, cellulose 
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acetate phthalate และ gelatin เปนตน การหอหุมเซลลในเม็ดเจลโดยทั่วไปนิยมทํากัน 2 วิธี คือ extrusion 
technique (droplet method) และ emulsion technique (two phase system) (Krasaekoopt et al., 2003)  

 Extrusion technique (droplet method) เปนวิธีการดั้งเดิมและใชกันโดยทั่วไปในการทํา
เม็ดเจลดวย hydrocolloid  วิธีนี้เปนวิธีที่งาย ไมซับซอน ซ่ึงมีวิธีการดังนี้ เตรียมสารละลาย hydrocolloid 
แลวจึงเติมเซลลแบคทีเรียลงไปผสมกัน ปลอย suspension ของเซลลผานหัวเข็มฉีดยาใหมีลักษณะเปน
หยดลงไปในสารละลายสําหรับทําใหเจลแข็งตัว (hardening solution) (Figure 1)  ซ่ึงขนาดและรูปรางของ
เม็ดเจลขึ้นกับเสนผานศูนยกลางของเข็มฉีดยาที่ใชและความสูงของการหยด suspension ของเซลลลงใน 
hardening solution วิธีการนี้เปนวิธีที่ไดรับความนิยมมากที่สุด เนื่องจากเปนวิธีที่งาย ไมซับซอน ตนทุน
ในการผลิตต่ํา วัสดุที่นิยมใชหอหุมเซลลโปรไบโอติกไดแก  อัลจิเนต ซ่ึงการฟอรมตัวเปนเจลเกิดขึ้น
จากเซลลที่แขวนลอยอยูในโซเดียมอัลจิเนต (suspension) ถูกหยดลงไปในสารละลาย hardening solution 
ซ่ึงเปนสารละลายที่มีคาความแรงประจุบวกสูงกวาแขน (binding sind) ของวัสดุแขวนลอย สวนใหญ
นิยมใชแคลเซียมไอออน (Ca2+) ในรูปของสารละลายแคลเซียมคลอไรด หยดของ suspension จะฟอรม
ตัวทันทีในรูปของโครงสรางที่สานเปนรางแหสามมิติที่เชื่อมกันดวยพันธะไอออนิกระหวางแคลเซียม
ไออนกับ binding sind ของพอลิเมอร การหอหุมเซลลจะใหผลดีหรือไมขึ้นกับสภาวะแวดลอมที่
เหมาะสมสําหรับตัวดักจับ (entrapped material) อยางไรก็ตามขั้นตอนการฟอรมตัวเปนเม็ดเจลโดยวิธีนี้
คอนขางใชเวลานาน ทําใหการขยายการผลิตใหอยูในรูปอุตสาหกรรมทําไดคอนขางยากเมื่อเทียบกับ
เทคนิคอิมัลชัน     

Emulsion technique (two phase system) เทคนิคนี้ใชการเติมเซลลที่แขวนลอยอยูใน
โซเดียมอัลจิเนต (suspension) ปริมาตรเล็กนอยลงในน้ํามันพืชที่มีปริมาตรมากกวา น้ํามันพืชที่ใช เชน  
น้ํามันถ่ัวเหลือง น้ํามันทานตะวัน น้ํามันคาโนลา (conola oil) หรือน้ํามันขาวโพด เปนตน และทําใหเปน
เนื้อเดียวกันจนอยูในรูปของอิมัลช่ันชนิดน้ําในน้ํามัน (water-in-oil emulsion) ซ่ึงเฟสน้ําจะประกอบดวย
วัตถุดิบที่ใชเคลือบเซลลและตัวเซลลโปรไบโอติกอยูในรูปของอนุภาคเม็ดเล็กๆภายในเฟสน้ํามัน 
จากนั้นจึงเติมสารละลายสําหรับทําใหเจลแข็งตัว (hardening solution) ลงไป สวนใหญจะใชสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดเปน hardening solution (Figure 1) ขนาดของเม็ดเจลจะถูกควบคุมโดยความเร็วในการ
กวน (agitation speed) และความหนืดของวัสดุพยุงที่ใช โดยแคปซูลที่ไดจะมีขนาดตั้งแต 25 ไมโครเมตร 
ถึง 2 มิลลิเมตร เทคนิคนี้เหมาะสมสําหรับการตรึงเซลลแบคทีเรียแลกติก (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) 

เนื่องจากมีความนิยมในการเสริมโปรไบโอติกในผลิตภัณฑอาหารตางๆ จึงไดมี
การศึกษาจํานวนมากเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติกโดยการหอหุมเซลลซ่ึงเปนการปองกันเซลล
จากสภาวะรุนแรงตางๆ Chistopher และคณะ (2008) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. reuteri และ  
Bi. longum ซ่ึงหอหุมดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเคลือบผิวดวย poly-L-lysine หลังจากผานสภาวะกรด  
4 ช่ัวโมง และน้ําดี 10 ช่ัวโมง พบวา Lact. reuteri และ Bi. longum ที่หอหุมไมมีจํานวนเซลลจุลินทรีย
ลดลงที่สภาวะน้ําดี ในขณะที่สภาวะกรดพีเอช 3.0 และ 2.5 มีจํานวนเซลลจุลินทรียลดลงเพียง 0.3-0.5 log 
CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 10 log CFU/ml นอกจากนี้การศึกษาการทนตอกรด เกลือน้ําดีและความ
รอนของโปรไบโอติกสายพันธุ  Lact. acidophilus ATCC 43121 ซ่ึงหอหุมดวยอัลจิเนต พบวาการหอหุม
เซลลจะชวยเพิ่มการรอดชีวิตของเซลลในสภาวะที่เปนกรด เกลือน้ําดีและอุณหภูมิสูงไดเพิ่มขึ้น  
(Kim et al., 2008)  

Muthukumarasamy และคณะ (2006) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. reuteri ในเม็ดเจลที่
ผานการหอหุมโดยวิธีที่ตางกัน พบวา Lact. reuteri  ที่หอหุมดวยอัลจิเนตโดยวิธี extrusion technique มี
จํานวนรอดชีวิต 7.78 log CFU/ml ซ่ึงสูงกวาเซลลที่หอหุมดวยวิธี emulsion technique ที่มีจํานวนรอด
ชีวิต 7.12 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 8.09 log CFU/ml เมื่อผานการบมในสภาวะจําลองกรดใน
กระเพาะอาหารพีเอช 1.5 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

Annan และคณะ (2008) ทดลองหอหุม Bi. adolescentis 15703T ดวยโซเดียมอัลจิเนต
และเคลือบเม็ดเจลดวยเจลาตินโดยใช  emulsion technique หลังจากนั้นศึกษาการรอดชีวิตของ  
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Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุม ในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 
2 ช่ัวโมง พบวา  Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุมและเคลือบผิวเม็ดเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง
เพียง 1.2 log CFU/ml ในขณะที่เซลลที่ถูกหอหุมแตไมไดเคลือบผิวเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง  
2.6 log CFU/ml และเซลลอิสระจะมีจํานวนเซลลลดลง 3.5 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน  
9.5 log CFU/ml ซ่ึงการเคลือบผิวเม็ดเจลสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้น 

Musikasang และคณะ (2009) ทดสอบการรอดชีวิตของเปนแบคทีเรียแลกติก 
สายพันธุ Ent. durans KT3L20 ที่หอหุมเซลลดวยโซเดียมอัลจิเนตโดยใช extrusion technique และ 
emulsion technique พบวา Ent. durans KT3L20 ที่ผานการหอหุมเซลลมีอัตราการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับแบคทีเรียอิสระที่ไมผานการหอหุมเซลลภายหลังจากการบมในสภาวะจําลองกรดใน
กระเพาะอาหาร 2 ช่ัวโมง และสภาวะลําไสเล็ก 6 ช่ัวโมง ตามลําดับ พบวาการรอดชีวิตของเซลลที่ผาน
การหอหุมดวย extrusion technique และ emulsion technique สูงกวาเซลลของแบคทีเรียอิสระ 5.8% 
และ 3.56%  ตามลําดับ 

Chávarri และคณะ (2010) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. gasseri และ Bi. bifidum ที่ถูก
หอหุมเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตและเคลือบผิวเม็ดเจลดวยไคโตซานโดยใช extrusion technique ที่
สภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C เวลา 2 ช่ัวโมง พบวา แบคทีเรียที่ถูกหอหุมทั้ง  
2 สายพันธุ มีจํานวนเซลลลดลงเพียง 1.3 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 7 log CFU/ml ในขณะที่
เซลลอิสระไมสามารถตรวจพบจํานวนการเหลือรอดของเซลลแบคทีเรีย โดย Bi. bifidum ที่ถูกหอหุม
สามารถทนตอสภาวะกรดไดดีกวา Lact. gasseri เล็กนอย  

2.1  วัสดุหอหุมท่ีนิยมใชในการทํา microencapsulation 
วัสดุหอหุมที่นิยมใชที่ใชในการหอหุมโปรไบโอติก เชน sodium alginate, carageenan, 

cellulose acetate phthalate และ gelatin เปนตน 
2.1.1   อัลจิเนต (alginate) 

อัลจิเนตไดจากการสกัดจากสาหรายสีน้ําตาลขนาดใหญ กรดอัลจินิก (alginic acid) 
เปนพอลิเมอรของ anhydro β-D-mannuronic acid  ตอกันดวยพันธะ β-1,4 และยังประกอบดวย  
α-L-guluronic acid (Figure 2) มีน้ําหนักโมเลกุลระหวาง 32,000-200,000 ดาลตัน อัลจิเนตมีสมบัติ
ละลายไดในน้ําแตไมละลายในสารละลายดางทําใหไดสารเหนียว อัลจิเนตสามารถเกิดเจลไดใน
สภาวะที่มี Ca2+ หรือ  Ca2+ ผสมกับกรด และเกิดเปนเจล ตั้งแตเจลเหลวถึงเจลแข็ง จึงสามารถใช
หอหุมเอนไซมหรือเซลลได อัลจิเนตนิยมใชในรูปของเกลือโซเดียม   
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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  ที่หอหุมใน sodium alginate ความเขมขน 3% (น้ําหนัก/ปริมาตร) 
ทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.5 M เปนเวลา 30 นาที เปรียบเทียบกับโปรไบโอติก
อิสระในระหวางกระบวนการหมักไสกรอก พบวา จํานวนของ Lact. reuteri อิสระลดลงจากจํานวนเซลล
เร่ิมตนที่ 7.24 log CFU/g เปน 4.66 log CFU/g และ Bi. longum อิสระลดลงจาก 7.31 log CFU/g เปน 5.53 
log CFU/g หลังจากการหมักไสกรอกเปนเวลา 27 วัน ในขณะที่ ชุดการทดลองที่ เติม  
Lact. reuteri รวมกับ Bi. longum อิสระ พบวาจํานวนแบคทีเรียลดลงเปน 4.42 log CFU/g หลังจากการทํา
ใหไสกรอกแหงแตโปรไบโอติกที่ทํ าการหอหุมทุกชุดการทดลองมีจํ านวนลดลงนอยกวา  
0.92 log CFU/g หลังจากการหมักไสกรอกเปนเวลา 27 วัน 

2.1.2   คาราจีแนน (carrageenan) 
คาราจีแนนสกัดจากสาหรายสีแดงที่เรียกวา Irish moses เปนพอลิเมอรของ 

กาแลคโตส (galactose) และ 3,6 anhydrogalactose (3,6-AG) (Figure 3) มีทั้งชนิดที่มีหมูซัลเฟต และ

ไมมีหมูซัลเฟตทําใหไดคาราจีแนน 5 แบบคือ แคปปา (κ), แลมปดา (λ), ไอโอตา (ι), มิว (μ) และ นู 
(nu) แตที่สําคัญมี 3 ชนิดคือ แคปปา, แลมปดา และไอโอตา คาราจีแนนมีขนาดโมเลกุลแตกตางกันไป
ตั้งแต 100,000 ถึง 800,000 ดาลตัน โดยทั่วไปนิยมใชแคปปาคาราจีแนนในอาหารเปน food additive และ
ใชอุณหภูมิ 60-80°C ในการละลายคาราจีแนนที่มีชวงความเขมขน 2-5% และสามารถชักนําการเกิดเจล
โดยการลดอุณหภูมิใหต่ําลง ชนิดที่จําหนายในเชิงการคามีชนิดแคปปา 60% และชนิดแลมปดา 40%  
พอลิเมอรมีความคงตัวที่พีเอชสูงกวา 7 แตที่พีเอชนอยกวา 5 จะเสื่อมคุณภาพอยางรวดเร็ว  

              
 
 
 
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 ในโยเกิรตโดยใชแคปปาคาราจีแนนหอหุมดวยการใชเทคนิค emulsion พบวา หลังจากการเก็บ
รักษาผลิตภัณฑโยเกิรตที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 30 วัน ตัวอยางของโยเกิรตที่หุม Bifidobacteria ดวย 
แคปปาคาราจีแนน มีปริมาณเชื้อเหลือรอดสูงกวาโยเกิรตที่ใชเซลลอิสระ 

2.1.3   Gellan gum 
Gellan gum เปนคารโบไฮเดรตเชิงซอนที่ละลายไดในน้ํา (Figure 4) เปนผลิตภัณฑที่

เกิดจาก กระบวนการหมักของเชื้อ Ps. elodea หรือ Sp. elodea เปน hydrocolloid ที่ทําหนาที่หลาย
อยาง ใชในปริมาณเพียงเล็กนอยเพื่อใหเกิดเจล เนื้อสัมผัส ความคงตัว การเกิดสารแขวนลอย การเกิด
ฟลม และโครงสรางที่ตองการ สามารถทําใหเกิดลักษณะของเนื้อสัมผัสที่หลากหลายตั้งแตเปน 
เจลเหลว เจลนุมและยืดหยุน จนถึงเจลแบบเปราะบาง ผลิตภัณฑอาหารที่ใช เชน ขนมหวานจาก
น้ําตาล เจลลี่ ผลิตภัณฑจากนม ผลิตภัณฑจากผลไม เปนตน 

 
 
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  ที่หอหุมดวยวัสดุตัวพยุงตางชนิดกันคือ alginate,  
guar gum, xanthan gum, locust bean gum, และ carrageenan gum โดยใช emulsion technique พบวา
แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาเซลลอิสระในสภาวะที่ เปนกรด 
พีเอช 2 ที่ 37°C 2 ช่ัวโมง นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวยอัลจิเนต มีอัตราการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกสูงสุด ในขณะที่แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวย guar gum 
และ locust beangum มีอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่ําสุด ซ่ึงจะพบวาการใช  
guar gum และ locust beangum ไมเหมาะที่จะนํามาใชในการหอหุมเชื้อแบคทีเรีย 

2.1.4  ไคโตซาน (chitosan) 
ไคโตซาน คือโมเลกุลพอลิเมอรของน้ําตาลกลูโคสที่มีหมูอะมิโน (NH2) มาประกอบ

เรียกวา Poly amino glucose หรือ Poly (D-glucosamine) สูตรโมเลกุล [C6H12O4N]n ไคโตซานเปน
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อนุพันธ (derivative) ชนิดหนึ่งของไคติน (Figure 5) ที่ไดจากปฏิกิริยาการกําจัดหมูอะเซทิล (CH3CO) 
ของไคติน ดวยสารละะลายดางเขมขน เรียกวา ปฏิกิริยาดีอะเซทิเลชัน (deacetylation) ทําใหโครงสราง
ของไคตินบางสวนเปลี่ยนแปลงไปโดยเฉพาะหมูฟงกชันที่มีธาตุไนโตรเจน ในรูปของหมูอะเซตามิโด 
(NH-CO-CH3) เปลี่ยนไปเปนหมูอะมิโน (NH2) ที่คารบอนตําแหนงที่ 2 (Krasaekoopt et., 2003) 

 

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

ไคโตซานเปนวัสดุที่มีคุณสมบัติใกลเคียงกับอัลจิเนตและมีราคาต่ํากวาการใช 
อัลจิเนต อยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาไคโตซานมีคุณสมบัติในการยับยั้งแบคทีเรียแลกติกบาง 
สายพันธุดวยเชนกัน (Groboillot et al., 1993) จึงทําใหไคโตซานไมเปนที่นิยมนําไปหอหุมเซลล
แบคทีเรียโดยตรงโดยทั่วไปไคโตซานนิยมนําไปใชเพียงเคลือบผิวเม็ดเจลเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของ
เซลลเทานั้น จากการศึกษาถึงการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus, Lact. casei  และ Bi. bifidum โดย
นําเอาพอลิเมอรธรรมชาติหรือสารอยางอื่นที่ไดจากธรรมชาติมาทําการเคลือบผิวเม็ดเจลภายนอก 
เชน การเคลือบเม็ดเจลที่หอหุมจาก sodium alginate ดวย chitosan, sodium alginate และ poly-L-
lysine (PLL) พบวา การเคลือบเม็ดเจลดวยวัสดุตางๆไมมีผลตอขนาดเม็ดเจลโดยมีเสนผาน
ศูนยกลางเฉลี่ย 1.89 มิลลิเมตร สวนเม็ดเจลที่ไมมีการเคลือบมีเสนผานศูนยกลาง 1.62 มิลลิเมตร 
และเมื่อบมเม็ดเจลทั้งหมดในสภาวะที่มีเกลือน้ําดี พบวาแบคทีเรียที่เคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซานมี
การรอดชีวิตมากที่สุดเมื่อเทียบกับเม็ดเจลที่เคลือบดวยวัสดุอ่ืน ๆ และเมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาใน
การลดลง 1 log cycle ของเซลล (destructive value : D-value) การเคลือบเม็ดเจลสามารถเพิ่ม
ระยะเวลาที่ใชในการทําใหแบคทีเรียตายได และการเคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซานมีคา D-value 
สูงสุด แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเม็ดเจลที่ เคลือบดวยวัสดุอ่ืน ๆ 
(Krasaekoopt et al., 2004) อยางไรก็ตามการเคลือบเม็ดเจลตองคํานึงถึงการนําไปใชประโยชน 
เนื่องจากตนทุนในการหอหุมเซลลจะเพิ่มขึ้น และจากผลการศึกษาไคโตซานเปนวัสดุที่มีความ
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เหมาะสมมากที่สุดในการเคลือบเซลล เนื่องจากไคโตซานเปนวัสดุที่สามารถผลิตไดในประเทศไทย
และราคาคอนขางต่ํา  

2.2   ปจจัยในการหอหุมเซลลท่ีมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
ปจจัยในการหอหุมเซลลมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียสามารถแบงออกได

หลายปจจัยดวยกันคือ 
2.2.1  วิธีการหอหุม 

                      วิธีการในการหอหุมเซลลแบงเปน 2 วิธีคือ extrusion technique และ emulsion 
technique  นอกจากขั้นตอนในการทําของทั้งสองวิธีจะตางกันแลวยังพบขอดีและขอดอยในการตรึง
เซลลของทั้งสองวิธีซ่ึงแสดงดัง 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  วัสดุหอหุม 
วัสดุที่ใชในการหอหุมเซลลแบคทีเรียมีหลายชนิด เชน alginate, cellulose acetate 

phthalate, gum arabic เปนตน ซ่ึงวัสดุหอหุมที่แตกตางกันก็จะมีผลตอการรอดชีวิตของเซลลตางกัน 
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  ที่หอหุมดวยวัสดุหอหุมตางชนิดกันคือ alginate, guar gum, xanthan gum, locust 
bean gum และ carrageenan gum โดยใช emulsion technique พบวา แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุม
มีอัตราการรอดชีวิตสูงกวาเซลลอิสระที่ไมถูกหอหุมในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 ที่ 37°C เปนเวลา 2 
ช่ัวโมง นอกจากนี้พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวยอัลจิเนต มีอัตราการรอดชีวิตสูงสุด 
ในขณะที่แบคทีเรียโปรไบโอติกที่หอหุมดวย guar gum และ locust beangum มีอัตราการรอดชีวิต
ต่ําสุด  

 
 
 



32 
 

2.2.3  ความเขมขนของวัสดุหอหุมที่ใช  
ระดับความเขมขนของวัสดุหอหุมมีผลตอการรอดชีวิตแบคทีเรียโปรไบโอติกโดย 

Chandramouli และคณะ (2004) ศึกษาอัตราการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 ที่
หอหุมเซลลดวย calcium alginate โดยใหความเขมขนของอัลจิเนต ตางกันคือ 0.75%, 1%, 1.5%, 
1.8% และ 2% น้ําหนัก/ปริมาตร พบวา เมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะเปนกรดพีเอช 2 อุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 3 ช่ัวโมง อัตราการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 จะสูงขึ้นตามความเขมขนที่
สูงขึ้นของอัลจิเนต 

2.2.4  ขนาดของเม็ดเจล 
                       จากการศึกษาความแตกตางของขนาดเม็ดเจลตอความสามารถในการรอดชีวิตของ 
โปรไบโอติก พบวาความเขมขนของอัลจิเนตมีผลตอขนาดของเม็ดเจล โดยถาอัลจิเนตมีความ
เขมขนสูงขึ้นเม็ดเจลจะมีขนาดเล็กลง จากการศึกษาของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่ศึกษา
การรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 ที่หอหุมเซลลดวย calcium alginate โดยใหมีขนาด
ของเม็ดเจลที่ตางกันคือ 200, 450, 1,000 μm พบวาเมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 
อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง การรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 จะสูงขึ้นตามขนาด
ของเม็ดเจลที่ใหญขึ้นโดยเม็ดเจลขนาด 1,000 μm มีการรอดสูงที่สุด รองลงมาคือเม็ดเจลขนาด 450 
และ 200 μm ตามลําดับ 

2.2.5  จํานวนเซลลเร่ิมตน 
จํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนในการหอหุมเซลลนั้นอาจขึ้นกับปจจัยอ่ืนหลายขอ เชน 

ระยะเวลาในการเก็บรักษาเม็ดเจล เนื่องจากเมื่อระยะเวลาผานไปแบคทีเรียภายในเม็ดเจลจะมีการ
ตายเพิ่มขึ้น หากคํานึงถึงจํานวนของแบคทีเรียที่อยูในระดับที่ เหมาะสมกับการนําไปใชเมื่อ
ระยะเวลาผานไป ในการหอหุมเซลลเร่ิมแรกจึงควรใชจํานวนแบคทีเรียเร่ิมตนที่สูง ๆ ปจจัยอีกขอที่
ควรคํานึงถึงคือความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียเอง หากเปนแบคทีเรียที่สามารถรอดชีวิต
ในสภาวะตาง ๆ ไดนอยแตจําเปนตองใชแบคทีเรียชนิดนั้นจึงควรใชจํานวนเซลลแบคทีเรียเร่ิมตน
ในปริมาณที่สูงดวยเชนกัน  

Chandramouli และคณะ (2004) ศึกษาการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 
2400 ที่หอหุมเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตโดยใหมีจํานวนเชื้อเร่ิมตนตางกันคือ 106, 107 และ 108 
CFU/ml พบวาเมื่อบมเม็ดเจลในสภาวะที่เปนกรดพีเอช 2 อุณหภมิ 37°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง การรอด
ชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400  ที่มีจํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 108 CFU/ml มีจํานวนเซลลลดลง
หลังจากบมที่กรดพีเอช 2.0 เวลา 3 ช่ัวโมง เปน 106 CFU/ml ซ่ึงเปนจํานวนเซลลที่อยูในเกณฑที่
ยอมรับได ในขณะที่จํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 107 และ 108 CFU/ml มีจํานวนเซลลเมื่อส้ินสุดการ
ทดลองต่ําเกินไปคือที่ 105 CFU/ml 
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2.2.6  เวลาในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 
 สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนสารละลายที่ชวยในการแข็งตัวหรือการขึ้นรูปเม็ด
เจล จากการศึกษาของ Chandramouli และคณะ (2004) ทดลองแชเม็ดเจลไวในสารละลายแคลเซียม
คลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2 และ 1 M เปนเวลา 5 นาที, 30 นาที, 1 ช่ัวโมง, 2 ช่ัวโมง และ 8 ช่ัวโมง 
เมื่อศึกษาความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรีย พบวา ที่เวลา 3 ช่ัวโมง หลังจากการบมที่
อุณหภูมิ 37°C แบคทีเรียในเม็ดเจลที่ทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.1 
M เวลา 30 นาทีหรือมากกวา 30 นาที มีการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับแบคทีเรียที่ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 5 นาทีในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนเดียวกัน 
นอกจากนี้การเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดไมมีผลตอการเพิ่มการรอดชีวิต
ของแบคทีเรียภายใตสภาวะที่เปนกรด 

 2.2.7  สายพันธุของแบคทีเรีย 
สายพันธุของแบคทีเรียมีผลตอจํานวนแบคทีเรียที่รอดชีวิตหลังจากผานการหอหุม

เซลล Krasaekoopt และคณะ (2004) เปรียบเทียบการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก  
3 สายพันธุคือ Lact. acidophilus 547, Bi. bifidum ATCC 1994  และ Lact. casei 01 ที่ผานการหอหุม
โดยใชวัสดุหอหุมตางชนิดกันคือ chitosan, sodium alginate และ poly-L-lysine หลังจากบมที่
สภาวะกรดพีเอช 1.55 และสภาวะที่มีน้ําดีรอยละ 0.6 ที่อุณหภูมิ 37°C เวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Lact. 
acidophilus 547 และ Lact. casei 01 ที่หุอหุมดวยมีการรอดไคโตซานชีวติไดสูงสุดในทั้งสองสภาวะ
ในขณะที่ไมพบการรอดชีวิตของ Bi. bifidum ATCC  1994 ซ่ึงจะเห็นไดวาแบคทีเรีย 
สายพันธุตาง ๆ มีการรอดชีวิตแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับลักษณะเฉพาะของสายพันธุนั้น ๆ  

  ดังนั้นกอนการหอหุมเซลลจึงควรศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมที่สุดที่จะใชในการ
หอหุมทั้งนี้เพื่อเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มความสามารถในการรอดชีวิตใหกับ
แบคทีเรียเพิ่มประโยชนในการนําไปใชงานตอไป  
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วัตถุประสงค  

1. ศึกษาสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนที่ดีของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่แยก
จากทางเดินอาหารของไกเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
2. ศึกษาความตานทานตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินเพื่อเปนขอมูลใน
การคัดเลือกโปรไบโอติกที่มีความเหมาะสมเพื่อนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเซลลโปรไบโอติกเพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของโปรไบโอติก
ภายใตสภาวะกรดโดยวิธี Extrusion 
4. ศึกษาประสิทธิภาพการทนตอกรดที่ระดับตางๆและระยะเวลาการเก็บรักษาเซลลโปรไบโอติกที่
ผานการหอหุมภายใตสภาวะที่เหมาะสม เพื่อนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไก  
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บทที่  2 

วัสดุ อุปกรณและวิธีการ 

วัสดุ อุปกรณ  

1. แบคทีเรีย 

1.1 แบคทีเรียที่ประเมินสมบัติการเปนโปรไบโอติก 
แบคทีเรียแลกติกที่นํามาศึกษาเปนแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต 

โดยแยกจากสวนตางๆของทางเดินอาหารไก ดังนี้ Lact. salivarius CR5-1, CR5-15, CR6-3 และ Lact. 
agilis  CR6-1 แยกไดจากกระเพาะพัก (crop) Lact. salivarius S6-10 แยกไดจากลําไสเล็ก (small intestine) 
Lact. salivarius L5-4  และ Lact. salivarius  L3-7 แยกไดจากลําไสใหญ (large intestine) และ Lact. 
salivarius CE5-10 และ Lact. salivarius CE5-3 แยกไดจากไสติ่ง (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 สวน Lact. salivarius L3-7 ยับยั้ง Ent. faecalis  และ Lact. sakei subsp. sakei 
JCM1157 ในขณะที่  Lact. salivarius CE5-10 ยับยั้ง Lis. monocytogenes สวน Lact. salivarius CE5-3 และ 
Lact. agilis CR6-1ยับยั้ง Lact. sakei subsp. sakei JCM1157 ซ่ึงทั้งหมดคัดแยกโดยนางสาว 
หทัยรัตน มุสิกสังข นักศึกษาปริญญาเอก สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

1.2   แบคทีเรียที่ใชเปน positive control การทดสอบการยึดเกาะ mucin 
 Lact. plantarum 299V ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารมนุษยและใชเปนโปรไบโอติก 

ทางการคาไดรับความอนุเคราะหจาก 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 ยี่หอ 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 ยี่หอ 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   ยี่หอ AnalaR® บริษัท VWR International Ltd., England 
3.23   น้ํามันปาลม ยี่หอ มรกต 
3.24   น้ําดีไกที่ผานการทําแหงแบบพนฝอย 

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

6.  อุปกรณและเครื่องมือ 

6.1 เครื่องปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ  ยี่หอ Hitachi รุน SCR20B 
6.2 เครื่องหมุนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิ ยี่หอ Eppendorf Centrifuge รุน 5415R 
6.3 เครื่องชั่งละเอียด 2 ตําแหนง ยี่หอ A&D รุน HF-120 
6.4 เครื่องชั่งละเอียด 4 ตําแหนง ยี่หอ Sartorius รุน BP210s 
6.5 เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) ยี่หอ Orion รุน 420A 
6.6 อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ยี่หอ Memmert รุน W350 
6.7 ตูอบลมรอน (hot air oven) ยี่หอ Sanyo รุน MOV 212 
6.8 หมอนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอน้ํา (autoclave) ยี่หอ Tomy รุน SS-325 
6.9 ตูถายเชื้อ (laminar flow) ยี่หอ Hotpack รุน 527044 
6.10 เครื่องตีปน (stomacher) ยี่หอ Seward รุน stomacher® 400 Circulator 
6.11 เครื่องโฮโมจิไนซ ยี่หอ Kika Labortechnik รุน T25 basic 
6.12 Peristaltic pump ยี่หอ Perista semipump รุน SJ-1211 
6.13 ตูบมเชื้อ (incubator) ยี่หอ EYELA รุน SLI – 400 
6.14 เข็มฉีดยาขนาด 24G 
6.15 สายยางซิลิโคน 
6.16 เครื่องแกวสําหรับวิเคราะหทางจุลชีววิทยา 

วิธีการทดลอง  

1.  การทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในหองปฏิบัติการ (in vitro) 

 นําเชื้อแบคทีเรียแลกติกเลี้ยงในอาหาร MRS broth โดยถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่
ผลิตแบคเทอริโอซินมา 0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณภูหมิ 41°C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 41ºC เวลา  
12 ช่ัวโมง จนเชื้อเจริญเติบโตอยูในชวง early stationary phase หลังจากนั้นจึงนํามาศึกษาสมบัติ
ตางๆ ดังนี้ 
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1.1    การศึกษาความสามารถในการยึดเกาะ  mucin 
            ละลาย mucin ดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ใหมีความเขมขน 

10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยกวนเบาๆ ที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ดูดสารละลาย mucin 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงใน 96 well polystyrene microtiter plate เพื่อตรึงสารละลาย mucin ลง
ใน well  หลังจากนั้นบมตอที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ดูดสารละลาย mucin ที่อยูใน well 
ออก ลาง well ที่มี mucin ตรึงอยูดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง หลังจากนั้นเคลือบ well ที่ถูกตรึงดวยสารละลาย BSA ความเขมขน 2 % 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ลาง well ดวยสารละลาย 0.5M 
ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง นําไปทดสอบการยึดเกาะ โดย
นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 9 ไอโซเลต ที่เล้ียงใน MRS broth อุณหภูมิ 41ºC เปน
ระยะเวลา 12 ช่ัวโมง (early stationary phase) โดยการทดลองนี้ใช Lact. plantarum 299V ที่เล้ียงใน 
MRS broth อุณหภูมิ 37ºC เปนระยะเวลา 16 ช่ัวโมง (early stationary phase) เปน positive control  

นําแบคทีเรียแลกติกที่เล้ียงในอาหาร MRS broth มาเก็บเกี่ยวเซลลโดยการหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่ 4°C  ลางเซลลดวยสารละลาย 0.5M 
ฟอตเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร จํานวน 2 คร้ัง แลวนําไปเจือจางดวย
สารละลาย 0.5M ฟอตเฟตบัฟเฟอร พีเอช 7.0 ใหมีคา OD เทากับ 0.1 ดูดสารแขวนลอยของเชื้อที่
ปรับคา OD เทากับ 0.1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรลงใน well ที่เตรียมไวขางตน บมที่อุณหภูมิ 37°C 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลาง well ดวยสารละลาย 0.5M ฟอสเฟตบัฟเฟอรพีเอช 7.0 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร จํานวน 12 คร้ัง เพื่อชะเซลลที่ไมมีกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ออก ตรวจสอบ
จํานวนเซลลที่มีกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ดวยการดูดสารละลาย 0.05% Triton X 100 ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร ลงใน well  นําไปเขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทําการตรวจ
นับปริมาณเชื้อที่ยึดเกาะโดยวิธีการ drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  
บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่มีกิจกรรมการยึดเกาะโดยเทียบกับ
เชื้อที่เปน positive control คัดเลือกสายพันธุที่สามารถยึดเกาะกับ mucin ไดใกลเคียงกับเชื้อที่เปน 
positive control หรือสามารถยึดเกาะกับ mucin ไมต่ํากวา 2 log CFU/ml เมื่อเทียบกับ positive 
control นําไปทดลองในขั้นตอไป (ดัดแปลงจาก Tallon et al., 2007)โดยคํานวณไดจากวิธีการดังนี้ 

    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       การทดสอบความสามารถของแบคทีเรียท่ีคัดเลือกไดในการทนตอกรดและน้ําดี
โดยการทดสอบตอเนื่องกัน 
 ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่เก็บในอาหาร MRS broth ที่มี 
กลีเซอรอล 30%  มา 0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมไวที่สภาวะเดียวกันจากนั้น
ปเปต culture broth 1 มิลลิลิตรลงใน eppendorf ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ที่ผานการฆาเชื้อแลว เหวี่ยงแยก
เซลลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียม 
คลอไรด 0.85% สองครั้ง หลังจากนั้นแขวนลอยเซลลที่ เตรียมไวโดยใชสารละลายโซเดียม 
คลอไรด 0.85% ที่ปรับพีเอชเปน 2.5 และมีเอนไซม pepsin อยูดวย 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร แลวบมไวที่อุณหภูมิ 41°C ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจหา
จํานวนเชื้อที่รอดชีวิตโดยวิธีการ Drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02% บมไว
ที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนําสารแขวนลอยของเชื้อที่บมในสภาวะกรดครบ 2 ช่ัวโมงมา
เหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด 0.85% สองครั้ง แลวจึงเตรียมสารแขวนลอยของเชื้อดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 
พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และมีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 
3 ของน้ําหนักแหง อยูดวยปริมาตร 1 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C  ในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิตออีก
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจหาการรอดชีวิตโดยวิธีการ Drop plate บนอาหาร MRS agar ที่มี 
bromocresol purple 0.02% บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต  
คัดเลือกสายพันธุที่มีจํานวนเซลลเหลือรอดไมต่ํากวา 7 log CFU/ml นําไปทดลองในขั้นตอไป (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     การทดสอบความสามารถในการยอย phytate 
           นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่คัดเลือกไดจากขอ 2 เล้ียงในอาหาร de Man 

Rogosa and Sharpe-3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid (MRS-MOPS) (ภาคผนวก ก) ในอัตรา 5% 
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(ปริมาตร/ปริมาตร) บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 2 คร้ัง หลังจากนั้นเลี้ยงเชื้อตอในอาหาร
และสภาวะเดิมจนเชื้ออยูในระยะ early stationary phase แลวแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
10,000 rpm 10 นาที อุณหภูมิ 4 °C ลางเซลลดวย 50 mM Tris-HCl pH 6.5 นําเซลลไปแขวนลอยใน 
0.85% NaCl ใหมีจํานวนเชื้อเริ่มตน 107-108 CFU/ml เตรียม MRS-MOPS agar ซ่ึงใช sodium phytate เปน
ซับสเตรทโดยละลาย sodium phytate ในน้ํากลั่นและฆาเชื้อดวยการกรอง (0.45 μm) กอนนํามาใช  
นําเซลลที่แขวนลอยใน 0.85% NaCl ปริมาตร 3 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวของอาหาร MRS-MOPS agar 
บมที่อุณหภูมิ 41ºC เวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นลางโคโลนีที่เจริญบน MRS-MOPS agar ออกดวยน้ํา
กล่ัน 2 คร้ัง เทน้ําออกแลวเททับโคโลนีดวยสารละลาย 2% (น้ําหนัก/ปริมาตร) cobalt choride ใหทวมผิว
อาหาร บม 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง เท cobalt choride ออก แลวเทสารลายผสม (เตรียมแลวใชเลย) 6.25%  
(น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium molybdate และ 0.42% (น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium meta vanadate  ที่
ผสมกันในอัตราสวนเทากัน เทใหทวมผิวอาหาร บม 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง แลวเทสวนของสารละลาย
ทิ้ง หลังจากนั้นวัดวงใสที่เกิดขึ้น (ดัดแปลงจาก Raghavendra and Halami, 2009) นําแบคทีเรียที่สรางวง
ใสมาวัดคากิจกรรมของเอนไซม phytase 

คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกที่สรางวงใสมาวัดกิจกรรมของเอนไซม phytase โดยเลี้ยง
เซลลของแบคทีเรียแลกติกในอาหาร de Man Rogosa and Sharpe-3-(N-Mopholino) propanesulfonic acid  
(MRS-MOPS) (ภาคผนวก ก) ในอัตรา 5% (ปริมาตร/ปริมาตร) บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 
ช่ัวโมง 2 คร้ัง หลังจากนั้นเลี้ยงเชื้อตอในอาหารและสภาวะเดิมจนเชื้ออยูในระยะ early stationary phase  
(12 ช่ัวโมง) แลวแยกเซลลโดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm 10 นาที อุณหภูมิ 4°C ลางเซลล
ดวย 50 mM  Tris-HCl pH 6.5 นําเซลลไปแขวนลอยในสารละลาย 100 mM sodium acetate-acetic acid 
buffer (pH 5.5) หลังจากนั้นนําเซลลแขวลอยมา 250 μl ทําปฏิกิริยากับ 250 μl [100 mM sodium acetate–
acetic acid buffer (pH 5.5) ที่มีโซเดียมไฟเตทเปนซับสเตรทอยู 2 mM] บมที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา  
30 นาที หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) trichloroacetic acid solution (TCA) ปริมาตร  
500 μl วัดการปลดปลอย inorganic phosphate โดยเติม 750 μl ของสารละลายผสมระหวาง 1.5% 
(น้ําหนัก/ปริมาตร) ammonium molybdate ซ่ึงละลายใน 5.5% (ปริมาตร/ปริมาตร) sulphuric acid solution 
ผสมกับ 2.7% (ปริมาตร/ปริมาตร) ferrous sulphate นําไปวัดความเขมแสงที่ 700 นาโนเมตร ซ่ึงสามารถ
คํานวณคากิจกรรมเอนไซม phytase ไดตามวิธีการภาคผนวก ค (ดัดแปลงจาก De Angelis et al., 2003) 
โดยกราฟมาตรฐานการปลดปลอย inorganic phosphorous เตรียมไดจาก KH2PO4 ที่ความเขมขน 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 จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol 
inorganic phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 
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1.4  การทดสอบความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 
            ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่คัดเลือกซึ่งเก็บไวในกลีเซอรอลมา 

0.1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C จนมีอายุครบ 12 
ช่ัวโมง จากนั้นทําการทดสอบ 

-  ทดสอบการยอยโปรตีน : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ    
MRS agar ที่ใช casein ความเขมขน 2% เปนแหลงคารบอนจากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง ถามีการยอยโปรตีนจะเกิดวงใสรอบๆโคโลนีของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Michael and 
Pelezar, 1995)  

-  ทดสอบการยอยไขมัน : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตรลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS agar ที่เติม 1% น้ํามันปาลม นําไปบมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ถามีการใชไขมัน
จะเกิดวงใสรอบๆโคโลนีของเชื้อ (ดัดแปลงจาก Michael and Pelezar, 1995) 
 -  ทดสอบการยอยแปง : หยดเชื้อปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
MRS agar ที่ใช soluble starch ความเขมขน 2% เปนแหลงคารบอนจากนั้นนําไปบมไวที่อุณหภูมิ  
41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทดสอบการยอยแปงโดยการวางเกล็ดไอโอดีนลงบนฝาของจานอาหาร
เล้ียงเชื้อเพื่อใหไอโอดีนระเหยไปสัมผัสกับอาหารเลี้ยงเชื้อที่ตองการทดสอบถามีการยอยแปงสีของ
อาหารเลี้ยงเชื้อจะไมเปลี่ยนเปนสีน้ําเงิน (ดัดแปลงจาก Mitidieri et al., 2006) คัดเลือกไอโซเลตที่มี
การยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ไปใชในการทดลองขั้นตอไป 

2.   การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะในอาหารสัตว 

ถายเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน MRS broth ที่มี
ปริมาตร 4 มิลลิลิตร บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 12 ช่ัวโมง ถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บมไวที่สภาวะเดียวกัน เจือจางยาปฏิชีวนะทั้ง 4 ชนิด คือ penicillin G, 
tetracycline, chloramphenicol และ erythromycin ใหมีความเขมขนตางๆ ดวย MRS broth โดยใชวิธี
เจือจางแบบ two–fold serial dilutions ใหมีปริมาตรสุดทายเทากับ 180 ไมโครลิตร ลงใน 96 well 
polystyrene microtiter plate โดยใหมีความเขมขนของยาปฏิชีวนะดังนี้ penicillin G (β-lactum 
group, inhibitor of cell wall), tetracycline (inhibitors of protein synthesis) และ chloramphenicol 
(broad spectrum) อยูในชวง 0.25 ถึง 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และ erythromycin (inhibitor of 
protein syntesis-Gram positive spectrum) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง 2-2,560 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (เตรียมไดตามภาคผนวก ค) หลังจากนั้นปเปตเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่มี
ปริมาณเซลลเร่ิมตน 106 CFU/ml มา 20 ไมโครลิตร ลงใน 96 well polystyrene microtiter plate แต
ละหลุม โดยปริมาตรรวมของสารละลายในระบบคือ 200 ไมโครลิตรและความเขมขนสุดทายของ
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เชื้อเปน 105 CFU/ml  บมไวที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง หาความเขมขนต่ําสุดของยา
ปฏิชีวนะที่สามารถยับยั้ง (MIC) เชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินไดโดยนํามาวัดคาความ
ขุนที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader และหาความเขมขนต่ําสุดของยา
ปฏิชีวนะที่สามารถฆา (MBC) เชื้อแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินได โดยใชลูปแตะ
สารละลายใน 96 well polystyrene microtiter plate แตละหลุมที่ไมปรากฏการเจริญของเชื้อ จากนั้น
นํามา steak ลงบนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02 % แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 41°C 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง คาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะที่ไมพบโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียแลกติกที่
ผลิตแบคเทอริโอซินเจริญบนอาหาร MRS agar ภายหลังจากการบมถือเปนคา MBC 

คัดเลือกแบคทีเรียแลกติกสายพันธุที่มีสมบัติการเปนโปรไบโอติกดีที่สุดจากการ
ประเมินสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนไปศึกษาในขั้นตอนตอไป  

3.  การศึกษาปจจัยท่ีมีผลตอการหอหุมเซลล และการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิต                    
แบคเทอริโอซิน 

ถายเชื้อ Lact. salivarius L5-4 ซ่ึงคัดเลือกจากคุณสมบัติการทนตอกรดและเกลือน้ําดี
ตอเนื่องไดสูงและมีกิจกรรมการผลิตเอนไซม phytase รวมถึงความสามารถในการตาน 
ยาปฏิชีวนะได เล้ียงในอาหาร MRS broth ที่มีปริมาตร 4 มิลลิลิตรบมที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 12 
ช่ัวโมง ถายเชื้อ 10% ลงใน MRS broth  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร บมไวที่
สภาวะเดียวกัน จากนั้นเก็บเกี่ยวเซลลโดยนําไปหมุนหวี่ยง 10,000 rpm เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 
4°C ลางเซลล 2 คร้ัง ดวยสารละลาย 0.85% NaCl ตรวจนับจํานวนเซลลเร่ิมตนและนําเซลลที่ไปศึกษา
ปจจัยของการหอหุมเซลลที่มีผลตอการรอดชีวิตของเซลลตอไป 

3.1 ผลของความเขมขนของอัลจิเนตตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิต 
แบคเทอริโอซิน 

 แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียมไดปริมาตร 20 มิลลิลิตร ใน
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตเขมขน 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0% (น้ําหนัก/ปริมาตร) พีเอช 6.9 ปริมาตร  
20 มิลลิลิตร ซ่ึงทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปน
เวลา 15 นาที โดยสารแขวนลอยอัลจิเนตมีปริมาณเซลล Lact. salivarius L5-4  เปน 9 log CFU/ml 
หยดสารแขวนลอยลงในสารละลายแคลซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G 
ความสูงของปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วใน
การหยดดวย peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลา



43 
 

ที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจาก
นั้นจึงนับตอไปอีก 30 นาที จึงแยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

 จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลือ
อยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.5M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบคุณสมบัติ
การรอดชีวิต (Annan et al., 2008) โดย 

 - ทดสอบความสามารถในการทนตอกรด 
   ช่ังเม็ดเจลมา 1 กรัมเติมลงในสารสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % ที่ปรับ 

พีเอชเปน 2.5 และมีเอนไซม pepsin อยูดวย 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 9 มิลลิลิตร แลวบมไวที่
อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง การทดลองนี้ใชเซลลอิสระที่ไมหอหุมเปนตัวอยางควบคุม ตรวจหา
การรอดชีวิตของเซลลภายในเม็ดเจลหลังจากผานสภาวะกรดเทียบกับปริมาณเซลลเร่ิมตนในเม็ดเจล 
โดยนําเม็ดเจลที่ผานการบมที่สภาวะกรดมาโฮโมจิไนซในสารละลาย 0.5M ฟอตเฟตบัฟเฟอร ที่ปรับ
พีเอชเปน 7.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยใช vortex เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเจือจางสารแขวนลอยของ
เซลลที่ไดตอแบบ ten-fold serial dilution และตรวจหาการรอดชีวิตโดยวิธีการ drop plate  บนอาหาร 
MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับ
จํานวนเซลลที่รอดชีวิต คํานวณเปอรเซนตการรอดชีวิตโดยใชสูตร  

   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) 

เลือกความเขมขนของอัลจิเนตที่ใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 สูงที่สุด
เพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

3.2      ผลของความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซิน  

แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียม ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนตความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3.1 พีเอช 6.9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ซ่ึงทําให
ปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121ºC ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้วเปนเวลา 15 นาที โดยมี
ปริมาณเซลล Lact. salivarius L5-4 สุดทายเปน 9 log CFU/ml หยดสารแขวนลอยลงในสารละลาย
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แคลซียมคลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2, 0.3 และ 0.5M โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G ความสูงของ
ปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วในการหยดดวย 
peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลาที่ทําใหเม็ด
เจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงนับ
ตอไปอีก 30 นาที จึงแยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 
0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบการรอดชีวิต
ตามวิธีการขอ 3.1 เลือกความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่ใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius  
L5-4 สูงที่สุดเพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

3.3      ผลของเวลาที่ใชในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ี
ผลิตแบคเทอริโอซิน  

 แขวนลอยเซลล Lact. salivarius L5-4 ที่เตรียมปริมาตร 20 มิลลิลิตร ในสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนตความเขมขนที่เหมาะสมจากขอ 3.1 พีเอช 6.9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ความเขมขน
สุดทายเปน 9 log CFU/ml แลวหยดสารแขวนลอยลงในสารละลายแคลซียมคลอไรดความเขมขนที่
เหมาะสมจากขอ 3.2 โดยใชเข็มฉีดยาขนาด 24G ความสูงของปลายเข็มฉีดยาและสารละลายแคลเซียม
คลอไรดเปน 5 เซนติเมตร ควบคุมความเร็วในการหยดดวย peristaltic pump ดวยอัตราเร็วในการ
ปลอยเม็ดเจล 11 มิลลิลิตรตอนาที โดยเริ่มนับเวลาที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวเมื่อเม็ดเจลหยดลงใน
สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นจึงนับตอไปอีก 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 
นาที แยกเม็ดเจลโดยการกรองผานกระดาษกรองเบอร 4 

 จากนั้นนําเม็ดเจลที่ไดมาลางดวยสารละลายเปบโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลือ
อยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05 M 2 คร้ัง จากนั้นนําเม็ดเจลมาทดสอบการรอด
ชีวิตตามวิธีการขอ 3.1 เลือกระยะเวลาที่ใชในการหอหุมเซลลที่ใหการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินสูงที่สุดเพื่อใชทดลองในขั้นตอนตอไป 

4. ศึกษาผลการรอดชีวิตของเซลลท่ีถูกหอหุมในสภาวะการจําลองทางเดินอาหารไกในหลอดทดลอง 

นําแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่ถูกหอหุมตามวิธีการที่เหมาะสมจาก 
ขอ 3 ไปทดสอบการรอดชีวิตของเซลลที่ถูกหอหุมในสภาวะการจําลองของกระเพาะในหลอด
ทดลอง เปรียบเทียบกับการใชเซลลอิสระ  

นําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมเซลลมา 1 กรัม เติมลงในสารละลายปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ที่ประกอบไปดวยเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เกลือโซเดียมคลอไรด 0.85 % และปรับ 
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พีเอชตางๆไดแก 1, 2, 2.5, 3 และ 4 ดวยกรดไฮโดรคลอริก 1N นําไปบมที่อุณหภูมิ 41°C ในอางน้ํา
ควบคุมอุณหภูมิ เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง (ดัดแปลงจาก Conway et al., 1987; Charteris et al., 1998) 
จากนั้นนําไปหาปริมาณการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่เหลือในเม็ดเจล  

โดยนําเม็ดเจลที่ผานการบมที่สภาวะกรดมา 1 กรัม โฮโมจิไนซในสารละลาย 0.5M 
ฟอตเฟตบัฟเฟอร ที่ปรับพีเอชเปน 7.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร โดยใช vortex เปนเวลา 10 นาที จากนั้น
เจือจางสารแขวนลอยของเซลลที่ไดตอแบบ ten-fold serial dilution และตรวจหาการรอดชีวิตโดย
วิธีการ drop plate  บนอาหาร MRS agar ที่มี bromocresol purple 0.02%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 41°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง แลวนับจํานวนเซลลที่รอดชีวิต คํานวณเปอรเซนตการรอดชีวิตโดยใชสูตร 

                        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. ศึกษาผลของการเก็บรักษาเซลลท่ีผานการหอหุม 

นําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมไปเก็บรักษาในสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่
มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ซ่ึงบรรจุในขวดแกว (Duran) ที่ปดฝา
สนิท หลังจากนั้นจึงนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4ºC และอุณหภูมิหอง เก็บตัวอยางที่ระยะเวลา  
0, 3, 5, 7, 9, 12, 15 และ 18 วัน มาวิเคราะหหาจํานวนแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินที่รอด
ชีวิตในเม็ดเจลตามวีธีการขอ 3.1  (Ann et al., 2007)  

6. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 

  ในแตละขั้นตอนของการศึกษาจะมีการวางแผนการทดลองแบบสุมตลอด 
(Completely Random Design, CRD) โดยกําหนดใหจํานวนซ้ํา (replication) ในการศึกษาแตละครั้ง
เทากับ 3 ซํ้า และวิเคราะหคาความแตกตางของคาเฉลี่ยโดยวิเคราะหความแปรปรวนทางเดียว  
(One-way  ANOVA) โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป SPSS (Statistic Package for the Social Scince) 
Version 10.0 
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บทที่  3 

ผลและวิจารณผลการทดลอง 

1. การทดสอบคณุสมบัติการเปนโปรไบโอตกิในหองปฏิบตัิการ (in vitro) 

1.1 ความสามารถในการยึดเกาะ  mucin 
            การยึดเกาะผนังลําไสถือเปนคุณสมบัติสําคัญของการเปนโปรไบโอติกที่ดีและใชเปน

ปจจัยสําคัญในการคัดเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยแสดงใหเห็นวาเมื่อแบคทีเรียแลกติกเขาสู
รางกายผานกระเพาะอาหารไปไดแลวจะสามารถเกาะติด (adhesion) ที่ลําไสและกอใหเกิดประโยชน
กับรางกายได แมวาแบคทีเรียบางสายพันธุจะมีคุณสมบัติของการเปนโปรไบโอติกบางประการ เชน 
สามารถทนตอระบบกรดในกระเพาะอาหารหรือเกลือน้ําดีในลําไสเล็กตอนตนแตถาไมมีความสามารถ
ในการยึดเกาะกับลําไสก็แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียนั้นมีเวลาอยูในลําไสส้ันและไมสงผลใดตอรางกาย
ของเจาบาน (host) สําหรับวิธีการทดสอบการยึดเกาะกับเยื่อเมือกผนังลําไสของแบคทีเรียที่จะนํามาใช
เปนโปรไบโอติกมีดวยกัน 2 วิธีใหญๆ คือ การทดสอบกับเยื่อเมือกผนังลําไสโดยตรง และการทดสอบ
กับ cell line ชนิด epithelial cell สําหรับโปรไบโอติกที่จะนํามาใชกับมนุษยนิยมใชการทดสอบกับ  
cell line ชนิด epithelial cell เชน Human Hep-2 cell line, HT-29 MTX cell line และ Caco2 cell line 
(Saarela et al., 2000) เนื่องจากไมสามารถขูดเอาเยื่อเมือกผนังลําไสของมนุษยโดยตรงได สําหรับการ
ทดสอบแบคทีเรียโปรไบโอติกที่จะนํามาใชกับสัตวนั้นมักจะทดสอบกับ intestinal mucus โดยตรง 
เนื่องจากสัตวไมมี cell line ที่จะใชเปนตัวแทนที่ดีได นอกจากนั้นการแยก intestinal mucus จากสัตวยัง
สามารถทําไดงาย (Ehrmann, 2002) นอกจากนี้อาจมีการใชโปรตีนอื่นเปนตัวแทนของ intestinal mucus 
เชน การใช mucin ในการทดสอบการเกาะติดของผนังลําไส (Tollon et al., 2007)   

จากการทดสอบความสามารถในการยึดเกาะ mucin ของแบคทีเรียแลกติกที่ผลิต 
แบคเทอริโอซินซึ่งแยกไดจากระบบทางเดินอาหารไกทั้ง 9 ไอโซเลต โดยเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การยึดเกาะกับ Lact. plantarum 299V (positive control) พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน
ทุกไอโซเลตไมสามารถยึดเกาะกับ mucin ในขณะที่ประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ Lact. plantarum 
299V กับ mucin มีคาเทากับ 54.51% (Table 2) การทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะ mucin ถือเปนวิธีการ
ทดสอบคุณสมบัติการยึดเกาะของผนังลําไสเพื่อศึกษาคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่นิยมวิธีหนึ่ง
โดย mucin เปนโปรตีนชนิดหนึ่งซึ่งเปนสวนประกอบของ mucus โดย mucin ที่นํามาทดสอบในครั้ง                            
นี้ไดมาจากผนังลําไสของสุกร ซ่ึงอาจเปนไปไดวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจาก
ทางเดินอาหารไกไมมีความจําเพาะกับการยึดเกาะ mucin จากสุกร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ  
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Laukova และคณะ (2004) ที่ทดสอบการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียแลกติกในกลุม enterococci ซ่ึงแยก
จากแหลงตางๆ นํามาทดสอบการยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดมาจากมนุษย สุนัข และ สุกรพบวา 
enterococci ที่แยกไดจากแหลงตางๆ สามารถยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดมาจากมนุษยและสุนัข
ไดดีทุกสายพันธุ โดยมีคาการยึดเกาะอยูระหวาง 3.8-8.3 log CFU/well จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน  
9 log CFU/well โดยเชื้อที่ยึดเกาะไดดีที่สุดคือกลุมเชื้อที่แยกไดจากมูลสุนัข อยางไรก็ตามพบวา 
enterococci ที่แยกไดจากแหลงตางๆ เกือบทุกสายพันธุไมสามารถยึดเกาะกับ intestinal mucus ที่ไดจาก
สุกร   

สําหรับกลไกการยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกสามารถเกิดขึ้นไดทั้งแบบจําเพาะ  
(receptor-specific blinding) แบบใชแรงวาลเดอวาลล (Val-der-Waal force) แบบใชประจุ (charge) 
และการจับกันของเซลลกับตัวรับโดยการมีปฏิสัมพันธแบบไมชอบน้ํา (hydroprobic interaction) ซ่ึง
โดยทั่วไปผนังเซลลของแบคทีเรียจะมีลักษณะ cell surface hydrophobility มีผลทําใหผิวเซลลไม 
ชอบน้ํา (Van Loosdrecht et al., 1987) นอกจากนี้แบคทีเรียยังสามารถสรางโปรตีนบางชนิดออกมา
บนผนังเซลล ซ่ึงเปนโปรตีนกลุม extracellular matrix molecules เชน collagen, fibronectin และ 
vitronectin โดยโปรตีนเหลานี้จะยึดเกาะกับเยื่อเมือกได (Lorca et al., 2002) อยางไรก็ตามการ
เกาะติดผนังลําไสของแบคทีเรียเปนกระบวนการซับซอนที่มีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของและยังไมมี
ความเขาใจกลไกที่แทจริงอยางสมบูรณ จากการทดลองของ Izquierdo และคณะ (2008) พบวา
คุณสมบัติการเกาะติดกับ mucin ของ Bi. longum จะหายไปเมื่อ treat เซลลดวย trypsin หรือ lysozyme 

Schillinger และคณะ (2005) ทดสอบประสิทธิภาพการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรีย 
แลกติกในกลุม lactobacilli ซ่ึงแยกจากแหลงตางๆ โดยใชวิธีการทดสอบที่แตกตางกันคือ ทดสอบการ
เกาะติดกับ cell line คือ HT-29 MTX cell ทดสอบหาคา hydrophobicity และการจับกับโปรตีน คือ 
fibronectin fibrinogen และ human collagen type IV พบวาแบคทีเรียแลกติกในกลุม lactobacilli 
สามารถยึดเกาะกับ HT-29 MTX cell, fibronectin fibrinogen และ human collagen type IV โดยคาการ
ยึดเกาะจะแตกตางกันออกไปในแตละสายพันธุ ในขณะที่คา hydrophobicity จะมีคาอยูในชวง 2%-
94% เชนเดียวกับการทดลองของ Tollon และคณะ (2007) ซ่ึงทดสอบกิจกรรมการยึดเกาะของ Lact. 
plantarum ที่แยกไดจากแหลงตางๆ โดยทดสอบกับ cell line คือ CaCo2 cell และ ทดสอบการยึดเกาะ
กับ mucin พบวา Lact. plantarum เกือบทุกสายพันธุ ยึดเกาะกับ mucin และ CaCo2 cell มีเพียง Lact. 
plantarum 3 สายพันธุ คือ 529, CBFM19 และ R21 ที่ยึดเกาะกับ mucin ไดแตไมสามารถยึดเกาะกับ 
CaCo2 cell ซ่ึงมี 1 สายพันธุ คือ Lact. plantarum 529 ที่คัดแยกไดจากทางเดินอาหารไก ดังนั้นทดสอบ
การยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกเพื่อศึกษาการเปนโปรไบโอติกควรที่จะทําการศึกษาใหหลากหลาย
รูปแบบ เพื่อเพิ่มความถูกตองและสงผลใหการนําไปใชมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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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 ความสามารถของแบคทีเรียแลกติกท่ีคัดเลือกไดในการทนตอกรดและน้ําดีแบบตอ 
เนื่องกัน 

แบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเปนโปรไบโอติกควรมีความสามารถในการทนตอสภาวะ
กรดและน้ําดีไดดี ซ่ึงเมื่อแบคทีเรียที่ผานเขาสูระบบทางเดินอาหารสวนตนของไกจะตองผาน
กระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรดโดยมีพีเอชอยูในชวง 2.5-4.8 เมื่อผานสภาวะกรดของกระเพาะ
อาหารก็จะเดินทางผานลงสูลําไสเล็กซึ่งมีสภาวะเปนกรดออนจนกระทั่งเปนดางออน มีพีเอช
ประมาณ 5.7-8.4 (รุจา มาลัยพวง, 2544) นอกนี้ยังมีเอนไซมตางๆ และน้ําดีอยูดวย ดังนั้นแบคทีเรียที่
ไดรับผลกระทบจากกรดในกระเพาะอาหารจะไดรับการเปลี่ยนแปลงสภาวะอยางกะทันหันและเปน
สภาวะที่มีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติกดวย ดังนั้นการทดสอบที่เลียนแบบสภาวะ
จริงของระบบทางเดินอาหารที่เชื้อแบคทีเรียจะตองเดินทางผานนั้นจึงเปนการทดสอบที่จะบอกถึง
ความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียไดใกลเคียงกับความเปนจริงมากที่สุด  

การศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกหลังจากผานการทดสอบ
ตอเนื่องดวยสภาวะกรดพีเอช 2.5 และมีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรซึ่งจําลองระบบภายใน
กระเพาะอาหารเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสถาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 3  
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ของน้ําหนักแหง ที่พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงจําลองลําไสเล็ก
ตอนตน พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทั้ง 9 ไอโซเลต มีการรอดชีวิตอยูในชวง 
59.4-69.9% (Table 3) จากผลการทดลองจะเห็นวาแบคทีเรียแลกติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกทั้ง 
9 ไอโซเลต ที่มีจํานวนเริ่มตนประมาณ 9 log CFU/ml แตเมื่อผานระบบจําลองของกระเพาะอาหาร 
จะมีจํานวนเซลลลดลง 2-3 log CFU/ml หลังจากนั้นเมื่อผานสภาวะจําลองของลําไสเล็กพบวาปริมาณ
เซลลลดลงเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเชื้อที่รอดชีวิตจากสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Shin และคณะ (2008) ทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรีย 
แลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซิน 3 สายพันธุ คือ Ent. faecium SH 528, Ent. faecium SH 632 และ Ped. 
pentosaceus SH 740 ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารของไกกระทง โดยไดนําแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
3 สายพันธุมาทดสอบคุณสมบัติในการทนตอกรดที่พีเอช 2.0, 2.3, 2.5 และ 3.0 ที่อุณหภูมิ 37°C เปน
เวลา 2 ช่ัวโมงและความสามารถในการเจริญบนอาหารที่มีน้ําดีความเขมขน 0.05, 0.1, 0.3 และ 0.5% 
ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 48 ช่ัวโมง พบวา ไมพบการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 3 สายพันธุ ที่
พีเอช 2.0 ในขณะที่พีเอช 2.3 เปนสภาวะที่มีการลดลงของแบคทีเรียแลกติกสูงสุดคืออยูในชวง  
3.0-1.2 log CFU/ml จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 8.5 log CFU/ml อยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง 
3 สายพันธุสามารถเจริญไดดีในอาหารที่มีน้ําดีทุกความเขมขน เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Musikasang และคณะ (2009) ที่คัดแยกแบคทีเรียแลกติก 226 ไอโซเลต จากทางเดินอาหารไกกระทง
หลังจากนั้นนํามาทดสอบคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกโดยทดสอบการทนกรดที่พีเอช 2.5 และมี
เอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรและทดสอบการทนตอน้ําดีสดความเขมขน 0.7% และมี
เอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตรแบบตอเนื่อง พบวามีเพียง 6 ไอโซเลต (KT3L20, 
KT2CR5, KT10L22, KT5S19, KT4S13 และ PM1L12) สามารถทนตอสภาวะดังกลาวโดยมีอัตราการ
รอดชีวิตเทากับ 43.7, 37.6, 33.8, 32.9, 31.4 และ 27.2% ของเซลลเร่ิมตน 9 log CFU/ml ตามลําดับ   

ภายในกระเพาะอาหารจะมีสภาพเปนกรดเนื่องจากการหลั่งกรดไฮโดรคลอริกออกมา
เพื่อทําใหโปรตีนเสียสภาพและงายตอการทํางานของเอนไซม โดยเอนไซมที่สัตวหล่ังออกมาใน
กระเพาะอาหารเพื่อยอยโปรตีนคือเอนไซม pepsin ซ่ึงเปนเอนไซมที่ทํางานไดดีในสภาวะกรด 
พีเอชอยูในชวง 2-3 การทํางานรวมกันของกรดไฮโดรคลอริกและเอนไซมนี้สามารถกอใหเกิดความ
เสียหายตอผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกทําใหแบคทีเรียไมสามารถรอดชีวิตได (Johnson et al., 
2006) ทั้งนี้ความสามารถในการทนตอกรดของแบคทีเรียแลกติกอาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรีย 
แลกติกแตละไอโซเลตคัดแยกไดจากระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงมีการสัมผัสและทําปฏิกิริยากับกรด
ตลอดเวลา จึงทําใหแบคทีเรียแลกติกมีความทนตอกรดได (Franz et al., 1999) 

ในสวนของลําไสเล็กตอนตนจะมีน้ําดีหล่ังออกมาเพื่อทําใหไขมันแตกตัวและเขากับ
น้ําไดดีขึ้น น้ําดียังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียในทางเดินอาหารได เนื่องจากเกลือน้ําดีซ่ึงเปน
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กรดน้ําดีชนิดหนึ่ง จะไปทําใหเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรียเสียหายโดยการที่ไปละลายไขมันในสวน
โครงสรางฟอสโฟลิปดของเยื่อหุมเซลลใหลดนอยลงเปนสาเหตุสําคัญใหเยื่อหุมเซลลเกิดการแยก
ออกจากกัน เมื่อเยื่อหุมเซลลถูกทําลายจึงทําใหแบคทีเรียไมสามารถมีชีวิตอยูตอไปได นอกจากเกลือ
น้ําดีแลวภายในทางเดินอาหารสวนทายยังมีเอนไซม pancreatin จากตับออน ซ่ึงเปนเอนไซมที่
ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุมดวยกันคือ amylase, lipase และ protease ซ่ึงทําหนาที่ในการยอย
สารอาหารแตกตางกันออกไป และยังมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียภายในทางเดินอาหาร 
สําหรับความสามารถในการทนตอน้ําดีของแบคทีเรียนั้นมีรายงานวามีความเกี่ยวของกับเอนไซม bile 
salt hydrolases (BSH) ซ่ึงเปนเอนไซมที่ไปยอยกรดน้ําดีและทําลายความเปนพิษ (detoxification) น้ําดี 
โดยการเขาไปรวมตัว (conjugated) กับน้ําดี (Moser and Savage, 2001) สําหรับแบคทีเรียแลกติกมี
หลายสายพันธุที่สรางเอนไซมชนิดนี้ได เชน แบคทีเรียแลกติกในกลุม 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 ความสามารถในการยอย phytate 
คุณสมบัติที่สําคัญของโปรไบโอติกที่จะนําไปใชในอาหารสัตวควรมีความสามารถ

ในการสรางเอนไซม phytase เพื่อเพิ่มปริมาณของฟอสฟอรัสและสารอาหารตางๆใหกับสัตวเพิ่มขึ้น 
การทดสอบกิจกรรมในการยอย phytate บนอาหาร MRS ดัดแปลงของแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
9 ไอโซเลต พบวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 9 ไอโซเลต สามารถสรางวงใสขนาดที่แตกตาง
กันในอาหาร MRS ดัดแปลง ซ่ึงใชโซเดียมไฟเตตเปนซับสเตรท (Figure 6) อยางไรก็ตามขนาดของ
วงใสที่เกิดขึ้นเปนเพียงการสมมติฐานถึงการมีอยูของเอนไซม phytase เทานั้น เนื่องจากวงใสที่เกิดขึ้น
สามารถเกิดขึ้นไดจากการทํางานของเอนไซม 2 ชนิด คือจากการทํางานของเอนไซม phytase หรือ 
acid phosphatase โดยปกติเอนไซม acid phosphatase สามารถทํางานไดดีที่สภาวะเปนกรด สวน
เอนไซม phytase ทํางานไดดีที่สภาวะกรดออนๆหรือพีเอชเปนกลางซึ่งมีสภาวะใกลเคียงกับบริเวณ
ลําไสเล็ก ดังนั้นบริเวณลําไสเล็กที่แบคทีเรียเขาไปยึดเกาะและกอประโยชนใหกับรางกายจึงมีความ
เหมาะสมที่จะผลิตเอนไซม phytase มากกวาเอนไซม acid phosphatase  

จากการวัดกิจกรรมเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต พบวา 
Lact. salivarius L5-4 มีกิจกรรมของเอนไซม phytase สูงสุดคือ 40.35 U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C 
โดยมีคากิจกรรมเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต อยูระหวาง 40.35-5.26 
U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C (Table 4) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Raghavendra และ Halami 
(2009) ที่ทําการคัดแยกแบคทีเรียแลกติกที่ผลิตเอนไซม phytase จากทางเดินอาหารไก โดยสังเกตจาก
การสรางวงใสในอาหาร MRS ดัดแปลง ซ่ึงใชโซเดียมไฟเตตและแคลเซียมไฟเตตเปนซับสเตรท 
พบวา แบคทีเรียแลกติก 40 ไอโซเลตสามารถสรางวงใสในอาหาร MRS ดัดแปลงที่มีแคลเซียม 
ไฟเตตเปนซับสเตทและมีเพียง 2ไอโซเลต (CFR R38 และ CFR R35) สามารถสรางวงใสในอาหาร
MRS ดัดแปลงที่มีโซเดียมไฟเตตเปนซับสเตท โดยแบคทีเรียแลกติกทั้ง 2 ไอโซเลต มีกิจกรรมการ
สรางเอนไซม phytase เทากับ 213 และ 89 U ที่ 50°C นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียแลกติกทั้ง  
2 ไอโซเลต มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติก คือ ทนตอกรด น้ําดีและยับยั้งเชื้อกอโรคในอาหาร 
เชนเดียวกับการทดลองของ Taheri และคณะ (2009) พบวาแบคทีเรียโปรไบโอติก 62 ไอโซเลต ซ่ึง
แยกไดจากจากไกกระทง มีความสามารถสรางเอนไซม amylase และ phytaseได 

Pirgozliev และคณะ (2010) เสริมเอนไซม phytase ในอาหารของไกกระทงปริมาณ 
250, 500 และ 12,500 FTU เปรียบเทียบกับไกกระทงที่ไดรับอาหารไมมีการเสริมเอนไซม phytase 
เมื่อนําไกกระทงที่เล้ียงในสภาวะทั้ง 2 ที่มีอายุ 42 วัน มาเปรียบเทียบกัน พบวาไกกระทงที่ไดรับ
อาหารที่เสริมเอนไซม phytase 12,500 FTU จะมีน้ําหนักตัวมากที่สุดและเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วกวาไกที่
เล้ียงดวยอาหารไมเสริมเอนไซม phytase อยางมีนัยสําคัญ 
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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     ความสามารถในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง 
 ความสามารถในการยอยสลายสารอาหารเปนคุณสมบัติสําคัญอีกประการหนึ่งของ

โปรไบโอติก การที่แบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดสามารถยอยโปรตีนไดนั้นจะสงผลดีตอการทํางาน
ในกระบวนการยอยอาหารของสัตว ซ่ึงสนับสนุนคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกในการเรงการ
เจริญเติบโตของสัตวที่โปรไบโอติกอาศัยอยูได เนื่องจากทําใหสัตวสามารถดูดซึมสารอาหารเหลานี้



53 
 

ไปใชประโยชนไดมากขึ้น ความสามารถในการใชประโยชนสารอาหารของแบคทีเรียแลกติกขึ้นอยู
กับการสราง exoenzyme ของแบคทีเรีย ซ่ึงแบคทีเรียแลกติกสามารถยอยแปงซึ่งเปนคารโบไฮเดรตได
โดยใชเอนไซม amylase ในการยอย สามารถยอยไขมันไดเนื่องจากแบคทีเรียแลกติกใชเอนไซม 
lecitinase หรือ phosphatidase ในการตัดพันธะฟอสเฟตเอสเทอร (phosphate ester bond) หรือ
แบคทีเรียแลกติกบางสายพันธุสามารถยอยไขมันไดโดยกิจกรรมของเอนไซม lipase และสามารถยอย
โปรตีนไดโดยกิจกรรมของเอนไซม protease แบคทีเรียแลกติกที่มีรายงานวาสามารถยอยสารอาหาร
ไดเชน Lact. delbruekii subsp. bulgaricus สามารถยอยโปรตีนได Lact. fermentum และ Lact. 
amylovorous สามารถยอยแปงได และ Lact. plantarum DSMZ 12028 สามารถยอยไขมันได เปนตน 
(มณฑกานต ทองสม, 2547; Kawai, 1999; De Fátima Silva Lopes et al., 2002; Duangchitchareon, 
2006)  การทดสอบประสิทธิภาพในการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9  
ไอโซเลต พบวาแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทั้งหมดไมสามารถยอย โปรตีน ไขมัน และแปงได 
อยางไรก็ตามจากการทดลองของ Musikrasang และคณะ (2009) ไดทําการศึกษาประสิทธิภาพในการ
ยอยโปรตีน ไขมัน และแปงของแบคทีเรียแลกติก 20 ไอโซเลต ซ่ึงแยกไดจากทางเดินอาหารของไก
กระทงโดยดูจากวงใสของการเจริญของแบคทีเรียแลกติกบนอาหารที่มี skim milk, tributirin และ 
soluble starch เปนซับสเตรท เพื่อศึกษาการยอยโปรตีน ไขมัน และแปง ตามลําดับ พบวาแบคทีเรีย
แลกติกทั้ง 20 ไอโซเลต สามารถสรางเอนไซมที่ยอยโปรตีนได คือเกิดวงใสขึ้นที่แตกตางกันใน
อาหารที่ใช skim milk เปนซับสเตรท อยางไรก็ตามเชื้อทั้ง 20 ไอโซเลต ไมสามารสรางวงใสไดใน
อาหารที่มี  tributirin และ soluble starch เปนซับสเตรท ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Taheri และ
คณะ (2009) ไดทําการคัดแยกแบคทีเรียแลกติก 332 ไอโซเลต จากไกกระทง พบวา มีเพียง 62  
ไอโซเลต สามารถผลิตเอนไซมที่สามารถยอยโปรตีนและเอนไซม amylase ไดในปริมาณที่แตกตาง
กัน แตไมสามารถสรางเอนไซมในกลุมที่ยอยไขมันได         

2.   การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะ 

การทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะของโปรไบโอติกถือไดวามีความสําคัญ
เนื่องจากแบคทีเรียโปรไบโอติกที่จะนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวควรจะทนตอยาปฏิชีวนะ
ไดในระดับหนึ่งเพราะในการเลี้ยงสัตวแมผูผลิตจะหลีกเลี่ยงการใชยาปฏิชีวนะและหันมาใช 
โปรไบโอติกแทน อยางไรก็ตามหากเกิดโรคขึ้นในระบบการผลิตก็ยังมีความจําเปนที่จะตองใชยา
ปฏิชีวนะในการรักษาโรคใหแกสัตว และในอาหารสัตวอาจมียาปฏิชีวนะผสมอยูดวยโดยที่ผูผลิตไม
สามารถหลีกเลี่ยงได ดังนั้นหากแบคทีเรียที่จะนําไปใชมีความสามารถในการทนตอยาไดในระดับ
หนึ่งจึงเปนการสงเสริมคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกที่ดียิ่งขึ้น  
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การทดสอบความสามารถในการตานทานตอยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียแลกติกที่
คัดเลือกได 9 ไอโซเลต โดยใชวิธีการ broth microdilution procedure ซ่ึงทดสอบกับยาปฏิชีวนะที่มี
ความเขมขนแตกตางกัน หลังจากการทดสอบ พบวา แบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลต ที่นํามาทดสอบกับยา
ปฏิชีวนะ penicillin G และ chloramphenicol มีคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง (MIC) เชื้อ
แบคทีเรียได อยูในชวง 0.25-16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (Table 5) ในขณะที่คาความเขมขนต่ําสุดของ 
erythromycin และ tetracycline ที่สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียที่คัดเลือกได สวนใหญอยูในชวงต่ํากวา 
0.25-16 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และเมื่อหาคาความเขมขนต่ําสุดของยาปฏิชีวนะที่สามารถฆา 
(MBC) เชื้อแบคทีเรียไดพบวาคา MBC ของ penicillin G, tetracycline, chloramphenicol และ 
erythromycin จะมีคาอยูในชวง 0.5 ถึง 128 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร โดยสวนใหญแบคทีเรียที่ทดสอบ
มีความไวตอ erythromycin (Table 5) อยางไรก็ตามการคัดเลือกแบคทีเรียแลกติกเพื่อจะนําไปใช
ประโยชนเปนโปรไบโอติกในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ควรเปนแบคทีเรียที่มีความตานทานตอยา
ปฏิชีวนะไดบางเพื่อใหสามารถทนตอยาปฏิชีวนะที่มีการเติมลงในอาหารสัตว อยางไรก็ตามการทน
ตอยาปฏิชีวนะไมควรสูงเกินไปเพื่อปองกันการถายทอดยีนสดื้อยาไปยังเชื้อกอโรคในสัตวซ่ึงยากตอ
การรักษาโรคได 

 D’Aimmo และคณะ (2007) จัดระดับความสามารถของการตานทานตอยาปฏิชีวนะ
ของแบคทีเรียไวดังนี้ หากคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถยับยั้ง (MIC) แบคทีเรียมีคาต่ํากวา  
8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียนั้นมีความไวตอยาปฏิชีวนะ (sensitive) แตหากคา MIC 
แบคทีเรียมีคามากกวาหรือเทากับ 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียอาจมีความตานทานยา
ปฏิชีวนะในระดับปานกลาง (moderately resistant) เชนเดียวกันหากคา MIC มีคามากกวา 32
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จัดวาแบคทีเรียมีความสามารถทนตอยาปฏิชีวนะไดสูงหรือดื้อตอยาปฏิชีวนะ 
(clinically resistant) ซ่ึงการศึกษาในครั้งนี้ พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต มีความไวตอยา
ปฏิชีวนะ เนื่องจากมีคา MIC นอยกวา 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Rakhavendra และคณะ (2009) นําแบคทีเรียแลกติกสายพันธุ Ped. pentosaceus CFR R35 และ Ped. 
pentosaceus CFR R38 ที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกซ่ึงสามารถผลิตเอนไซม phytase และมี
คุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตนมาทดสอบการตานทานตอยาปฏิชีวนะ 9 ชนิดคือ ampicillin, 
cephalotin, chloramphenicol, gentamycin erythromycin, tetracyclin, streptomycin และ polymyxin B 
พบวาแบคทีเรียแลกติกทั้งสองสายพันธุมีความไวตอยาปฏิชีวนะ 6 ชนิด และมีความตานทานตอยา
ปฏิชีวนะอีก 3 ชนิด คือ cephalotin, streptomycin และ polymyxin B  

 จากการประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกของแบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต 
พบวา Lact. salivarius L5-4 มีคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกดีที่สุด คือ สามารถทนตอสภาวะ
ทางเดินอาหารจําลองไดดีและสามารถผลิตเอนไซม phytase ที่มีคากิจกรรมสูงสุดและมีความทนตอ
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ยาปฏิชีวนะไดบ างแตไม สูงจนมีโอกาสถายทอดยีนสดื้ อยาใหกับเชื้ อกอโรค  โดยเลือก  
Lact. salivarius L5-4 ไปศึกษาในขั้นตอนตอไป  

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. ปจจัยท่ีมีผลตอการหอหุมเซลล และการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลกติกท่ีผลิตแบคเทอริโอซิน 

การหอหุมเซลลแบคทีเรียนิยมทําดวยกัน 2 วิธีการ คือ extrusion technique และ 
emulsion technique โดยโปรไบโอติกที่ผานการหอหุมเซลลดวยวิธีการทั้งสองสามารถรอดชีวิต
เพิ่มขึ้นถึง 80-95% (Krasaekoopt et al., 2003) จากการศึกษาของ Musikrasang และคณะ (2009) 
พบวาการหอหุมเซลลโปรไบโอติกที่แยกไดจากทางเดินอาหารไกกระทงดวยวิธี extrusion 
technique โดยใชโซเดียมอัลจิเนตเปนตัวพยุงจะเพิ่มการรอดของเซลลโปรไบโอติกไดดีกวาวิธี 
emulsion technique นอกจากวิธีการและวสัดุหอหุมแลวในการหอหุมเซลลควรคํานึงถึงปจจัยตางๆที่
มีผลตอการรอดชีวิตของเซลลโปรไบโอติกและความเหมาะสมในการนําเม็ดเจลที่ผานการหอหุมไป
ใชประโยชน ดังนั้นกอนการหอหุมเซลลจึงควรศึกษาถึงสภาวะที่เหมาะสมที่จะใชในการหอหุมทั้งนี้
เพื่อเปนการเพิ่มประสิทธิภาพในการหอหุมและเพิ่มความสามารถในการรอดชีวิตใหกับแบคทีเรีย
เพื่อเพิ่มประโยชนในการนําไปใชงานตอไป 
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 3.1 ความเขมขนของอัลจิเนต 
การหอหุมเซลลแบคทีเรียโดยทั่วไปนิยมใชอัลจิเนตเปนวัสดุหอหุมเนื่องจากเปน

วัสดุที่มีความปลอดภัยตอเซลลของแบคทีเรีย ราคาถูก สามารถนํามาใชไดงาย ไมซับซอน และเปน
มิตรกับสิ่งแวดลอม (Krasaekoopt et al., 2003) นอกจากชนิดของวัสดุหอหุมแลวความเขมขนของ
วัสดุหอหุมยังเปนอีกปจจัยหนึ่งที่สําคัญตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจล เนื่องจาก
ความเขมขนของวัสดุที่เพิ่มขึ้นจะเพิ่มความแข็งแรงใหกับเม็ดเจลซึ่งเปนปจจัยสําคัญที่ชวยใหเซลล
รอดชีวิตไดมากขึ้น (Chandramouli et al., 2004)  

จากการศึกษาถึงระดับความเขมขนของวัสดุหอหุมโดยใชอัลจิเนตในการหอหุม
แบคทีเรียแลกติกสายพันธุ L5-4 ที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 1.5%, 2.0%, 2.5% และ 3.0% 
ตามลําดับ พบวา เซลลอิสระของ Lact. salivarius L5-4 ที่ไมหอหุมมีจํานวนเชื้อลดลงประมาณ  
3 log CFU/ml จากปริมาณเชื้อเร่ิมตน 9 log CFU/ml โดยเมื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตของ Lact. 
salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยอัลจิเนตที่ความเขมขนแตกตางกันเมื่อผานสภาวะกระเพาะอาหารที่มี 
พีเอช 2.5 และเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร พบวาการหอหุมดวยอัลจิเนตที่ความเขมขน 
1.5% จะมีการเหลือรอดของเซลลต่ําที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการใชอัลจิเนตความเขมขนอื่นๆ  
(p < 0.05) อยางไรก็ตามเมื่อเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตเปน 2.0%, 2.5% และ 3.0% พบวา การรอด
ชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 เมื่อผานสภาวะกระเพาะอาหารจําลองจะมีการเหลือรอดของเซลล
สูงขึ้นแตจะไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p > 0.05) (Table 6) โดยการเพิ่มขึ้นของเขมขนของ 
อัลจิเนตคือการเพิ่มจํานวนแขน (binding sites) ที่ใชจับกับ Ca2+ ทําใหเม็ดเจลมีความคงตัวขึ้น 
อยางไรก็ตามการเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตที่สูงขึ้นก็จะสงผลตอความหนืดของอัลจิเนตที่สูงขึ้น
เชนกัน ซ่ึงยากตอการผสมระหวางเซลลกับอัลจิเนตและยากตอการควบคุมลักษณะของเม็ดเจลเนื่อง
จากความหนืดที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นการหอหุมเม็ดเจลควรเลือกความเขมขนของอัลจิเนตที่เหมาะสม (Lee 
and Heo, 2000) ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่ไดทําการ
ทดลองระดับความเขมขนของวัสดุหอหุม โดยการใชอัลจิเนตในการหอหุม Lact. acidophilus 
CSCC 2400 และ Lact. acidophilus CSCC 2409 พบวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตจาก 0.75% 
เปน 1%, 1.5%, 1.8% และ 2% ตามลําดับ จํานวนเชื้อแบคทีเรียที่รอดชีวิตเพิ่มขึ้นตามความเขมขน
ของอัลจิเนตที่เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน   

นอกจากนี้จากการศึกษาของ Chávarri และคณะ (2010) ที่หอหุมเซลล Lact. gasseri 
และ Bi. bifidum โดยใชอัลจิเนตความเขมขน 2% และนําเม็ดเจลไปเคลือบดวยไคโตซาน พบวาเมื่อนํา
เม็ดเจลไปทดสอบกับสารละลายพีเอช 2 ที่อุณหภูมิ 37°C เปนเวลา 2 ช่ัวโมง เซลลแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุจะใหอัตราการรอดชีวิตสูงกวา 107 CFU/ml จากเซลลเร่ิมตน 109 CFU/ml 
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โดย Bi. bifidum จะมีอัตราการรอดชีวิตสูงกวา Lact. gasseri ในขณะที่เซลลอิสระของแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุจะใหอัตราการรอดชีวิตต่ํากวา 10 CFU/ml เมื่อผานสภาวะดังกลาว  

ระดับความเขมขนของอัลจิเนตที่เหมาะสมที่จะนําไปศึกษาตอไปคือที่ระดับความ
เขมขน 2% เนื่องจากใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 ในขั้นตอนไมแตกตางกับการใช 
อัลจิเนต 2.5% และ 3% นอกจากนี้การใชอัลจิเนตที่ความเขมขนสูงขึ้นจะทําใหความหนืดของ 
อัลจิเนตเพิ่มมากขึ้น สงผลตอการกระจายตัวของเซลลซ่ึงจะมีผลตอการผสมใหเขาเปนเนื้อเดียวกัน 
(homogeneous) ระหวางเซลลแบคทีเรียกับอัลจิเนต 

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   ความเขมขนของแคลเซียมคลอไรด 
      สารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนสารละลายที่ชวยในการฟอรมตัวและขึ้นรูปเม็ด

เจล โดยการขึ้นรูปของเม็ดเจลเกิดขึ้นจากโซเดียมอัลจิเนตที่หยดลงไปในสายละลายแคลเซียม 
คลอไรด เกิดการแลกเปลี่ยนประจุ โดยแคลเซียมไอออนเขาไปจับกับสายพอลิเมอรอัลจิเนตแทนที่
โซเดียมไอออนที่มีประจุต่ํากวาโดยแคลเซียมไอออนจะเขาไปจับทั้งสองแขนของพอลิเมอรหรือ
เรียกวา cross linking ทําใหพอลิเมอรจับกันเปนรางแหจนขึ้นรูปเปนเม็ดเจล โดยความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดจะมีผลตอการจับของแคลเซียมไอออนกับพอลิเมอร ซ่ึงความเขมขนของอัลจิเนต
และแคลเซียมคลอไรดที่ใชในการขึ้นรูปเจลมีการใชอยางหลากหลายโดยทั่วไปนิยมใชอัลจิเนตที่
ความเขมขน 1-2% และทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 0.05-1.5M (Krasaekoopt et al., 2003) 
จากการทดลองของ Jankowski และคณะ (1997) ใชโซเดียมอัลจิเนตความเขมขนต่ํามากคือ 0.6% 
และทําใหแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนสูง 0.3M  
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 จากการศึกษาความสัมพันธของปริมาณความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดตอการ
รอดชีวิตของ Lact. salivarius 5-4 โดยใชแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนแตกตางกันคือ 0.1M, 
0.2M, 0.3M, 0.4M และ 0.5M ในการหอหุม พบวา Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยโซเดียม 
อัลจิเนต 2% และทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M เมื่อผานสภาวะ
จําลองของกระเพาะอาหารจะมีการเหลือรอดของเซลลต่ําสุดลดลงมากที่สุด (p < 0.05) อยางไรก็ตาม
เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดมากกวา 0.1M พบวา Lact. salivarius 5-4 มี
จํานวนเซลลเหลือรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเล็กนอยแตไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) (Table 7) 
ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Chandramouli และคณะ (2004) ถึงระดับความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดในการหอหุม Lact. acidophilus CSCC 2400 และ Lact. acidophilus CSCC 2409 
ที่ระดับความเขมขนแตกตางกันคือ 0.1M, 0.2M และ 1.0M ตามลําดับ พบวาระดับความเขมขนของ
แคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นไมมีผลตออัตราการลดลงของจํานวนเซลลอยางมีนัยสําคัญ 

 การเพิ่มความเขมขนของสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ใชในการขึ้นรูปเม็ดเจลคือ
การเพิ่มปริมาณของ Ca2+ ซ่ึงใชในการจับกับพอลิเมอร (biopolymer) เพื่อข้ึนรูปเม็ดเจล อยางไรก็
ตามความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่เพิ่มขึ้นมีผลตอความคงตัวของเม็ดเจลนอยมาก เนื่องจาก
เมื่อแขน (binding sites) กับพอลิเมอรขึ้นรูปและจับกันครบทุกแขนจะทําให Ca2+ ที่เหลือไมมีโอกาส
จับกับบริเวณของเม็ดเจลไดอีก (Tanaka et al., 1984) ดังนั้นการขึ้นรูปเม็ดเจลควรหาความเขมขน
ของพอลิเมอรและแคลเซียมคลอไรดใหมีความเหมาะสมเพื่อเพิ่มความคงตัวและลดคาใชจายจาก
การเพิ่มการใชแคลเซียมคลอไรดโดยที่ไมจําเปน 

 จากการศึกษาพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมแบคทีเรียโปรไบโอติก Lact. 
salivarius L5-4 ควรใชโซเดียมอัลจิเนตที่ความเขมขน 2% และทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียม 
คลอไรด 0.1M เปนระดับความเขมขนของแคลเซียมคลอไรดที่เหมาะสมที่สุด เพื่อนําไปศึกษาใน
ขั้นตอนตอไป 
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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    เวลาที่ใชในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัว 
 นอกจากความเขมขนของอัลจิเนตและแคลเซียมคลอไรดมีผลตอการหอหุมเซลล
แบคทีเรียแลว ความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่อยูภายในเม็ดเจลยังขึ้นกับเวลาที่เม็ด 
เจลแข็งตัว (capsule in calcium chloride exposure) ในสารละลายแคลเซียมคลอไรดอีกดวย  

จากการศึกษาผลของเวลาที่แตกตางกันคือ 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 นาที ในการ
ขึ้นรูปเม็ดเจลของอัลจิเนตความเขมขน 2% และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M โดยหอหุม  
Lact. salivarius L5-4 พบวา ระยะเวลาที่ทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความ
เขมขน 0.1M นานขึ้นจะทําใหการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 เพิ่มสูงขึ้น (p < 0.05) อยางไร
ก็ตามการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนระยะเวลา 30 นาทีหรือมากกวา 
จะพบการรอดชีวิตสูงขึ้นเมื่อผานการทดสอบในสภาวะกระเพาะอาหารจําลองเชนกันแตไมมี
แตกตางกันทางสถิติ (p > 0.05) และมีการรอดชีวิตสูงกวาเมื่อเปรียบเทียบกับแบคทีเรียในเม็ดเจลที่
ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 10 และ 20 นาที (p < 0.05) (Table 8) เชนเดียวกับการศึกษาถึงผลของเวลาใน
การขึ้นรูปเม็ดเจลของ Chandramouli และคณะ (2004) ที่แชเม็ดเจลไวในสารละลายแคลเซียม 
คลอไรดความเขมขน 0.1, 0.2 และ 1 เปนเวลา 5 นาที 30 นาที 1 ช่ัวโมง 2 ช่ัวโมง และ 8 ช่ัวโมง ซ่ึงเมื่อ
ศึกษาถึงความสามารถในการรอดชีวิตของ Lact. acidophilus CSCC 2400 และ Lact. acidophilus 
CSCC 2409 พบวา ที่พีเอช 2 เวลา 3 ช่ัวโมงหลังจากการบมที่อุณหภูมิ 37°C แบคทีเรียในเม็ดเจลที่
ทําใหแข็งตัวในสารละลายแคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขน 0.1M เวลา 30 นาทีหรือมากกวา 30 
นาที มีการรอดชีวิตเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับเม็ดเจลที่ทําใหแข็งตัวเปนเวลา 5 นาที ในสารละลาย
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แคลเซียมคลอไรดที่ความเขมขนเดียวกัน ระยะเวลาในการทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรดมีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรีย เนื่องจากเมื่อใชระยะเวลาเพิ่มจะทําใหเม็ดเจล
มีความคงตัวและมีความแข็งแรงมากขึ้น เมื่อนําเม็ดเจลไปบมในสภาวะตาง ๆ เม็ดเจลจึงสามารถ
ปกปองเซลลที่อยูภายในไดดีขึ้น 

จากการทดลองพบวาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเซลล Lact. salivarius L5-4  
ควรใชอัลจิเนตที่ความเขมขน 2% และทําใหเม็ดเจลแข็งตัวในแคลเซียมคลอไรด 0.1M เปนเวลา  
30 นาที อยางไรก็ตามการหาสภาวะที่เหมาะสมของการหอหุมเปนเพียงการศึกษาเบื้องตนเทานั้น
โดยวิธีการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโปรไบโอติกใหเพิ่มขึ้นยังมีอีกหลายวิธี เชน การเคลือบเม็ดเจล 
การหอหุมเซลลรวมกับพรีไบโอติก เปนตน ซ่ึงการเลือกแตละวีธีการนั้นควรคํานึงถึงความ
เหมาะสมและรูปแบบที่จะนําไปใชเพื่อเพิ่มประโยชนใหสูงยิ่งขึ้น 

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. การรอดชีวิตของเซลลท่ีถูกหอหุมในสภาวะการจําลองทางเดินอาหารไกในหลอดทดลอง 

 การหอหุมเซลลเปนเทคโนโลยีที่นํามาใชเพื่อเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของเซลล
แบคทีเรียเมื่อตองผานกระเพาะอาหารซึ่งมีสภาวะกรด จากการศึกษาพบวาระบบทางเดินอาหารสวน
ตนของไกจะตองผานกระเพาะอาหารที่มีสภาวะเปนกรดโดยมีพีเอชในชวง 2.5-4.8 ซ่ึงพบวาคา 
พีเอชในกระเพาะอาหารมีคาอยูในชวงกวาง (รุจา มาลัยพวง, 2544) ขึ้นกับปริมาณของอาหารที่มีอยู
ในกระเพาะอาหาร โดยหลังจากไกกินอาหารพบวาอาหารที่ลงไปสูกระเพาะจะสงผลตอการเพิ่ม
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สูงขึ้นของพีเอชภายในกระเพาะอาหาร (Haung and Adam, 2004) ดังนั้นการศึกษาการรอดชีวิตของ
แบคทีเรียที่ผานการหอหุมที่สภาวะพีเอชตางๆ จึงมีความสําคัญตอการนําแบคทีเรียโปรไบโอติกไป
ใชประโยชน 

จากการศึกษาผลของพีเอชตอการรอดชีวิตของ Lact. salivarius L5-4 ซ่ึงผานการ
หอหุมในสภาวะที่เหมาะสม โดยบมเม็ดเจลในสารละลายที่จําลองสภาวะในกระเพาะอาหารใหมี 
พีเอช 1, 2, 2.5, 3, และ 4 มีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 41°C 2 ช่ัวโมง ซ่ึง
การศึกษานี้ใชเม็ดเจลที่บมในสารละลาย NaCl 0.85% (pH 6.9) เปนตัวอยางควบคุม (control) พบวา 
Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมในเม็ดเจลเมื่อบมที่พีเอช 4 และ 3 จะมีการรอดชีวิตของเซลลมากกวา 
95% และ 93% ของเซลลเร่ิมตน 9 log CFU/ml (p < 0.05) ตามลําดับ ในขณะที่การบมที่พีเอช 2.5 จะ
มีการรอดชีวิตของเซลลเหลือเพียง 77% ของเซลลเร่ิมตน อยางไรก็ตามหากบมที่พีเอช 1 และ 2 ไม
พบการรอดชีวิตของเซลล (Table 9) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Hansen และคณะ (2002) พบวา 
เซลลของ Bifidobacterium 4 สายพันธุ (Bi. adolescentis 15703, Bi. breve 15700, Bi. lactis Bb-12 
และ Bi. longum Bb-46) ที่ถูกหอหุมดวยอัลจิเนตไมสามารถปกปองเซลลที่สภาวะพีเอชต่ํามากๆได  

อัลจิเนตคือพอลิเมอรของ anhydro β-D-mannuronic acid  ตอกันดวยพันธะ β-1,4 กับ  
α-L-guluronic acid โดยปกติอัลจิเนตคอนขางมีความคงตัวตอสภาวะที่พีเอชเปนกรด อยางไรก็ตามพบวา
หากอัลจิเนตตองอยูในสภาวะแวดลอมที่มีความเปนกรดต่ํามากๆจนมีคา pKa ต่ํากวา  
β-D-mannuronic acid และ α-L-guluronic acid (3.6 และ 3.7  ตามลําดับ) จะสงผลใหอัลจิเนตเปลี่ยน 
เปนกรดอัลจินิก ซ่ึงจะไมมีสมบัติจับกับ Ca2+ ทําใหเม็ดเจลคลายตัว (Doumeche et al., 2004) 
สารละลายกรดจากภายนอกจึงสามารถเขาไปในเม็ดเจลและทําลายเซลลแบคทีเรียได โดยทั่วไปการ
เพิ่มประสิทธิภาพการปกปองเซลลที่หอหุมใหมีการรอดชีวิตในสภาวะที่คาพีเอชต่ําๆสามารถทําได
หลายวิธีการดวยกัน เชน การเพิ่มความเขมขนของอัลจิเนตหรือการเคลือบผิวเม็ดเจลอีกชั้นหนึ่ง จาก
การศึกษาของ Annan และคณะ (2008) ทดลองหอหุม Bi. adolescentis 15703T ดวยโซเดียมอัลจิเนต 
และเคลือบเม็ดเจลดวยเจลาตินโดยใช  emulsion technique หลังจากนั้นศึกษาการรอดชีวิตของ  
Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุม ในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พีเอช 2.0 อุณหภูมิ 37°C  
เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวา Bi. adolescentis 15703T ที่ถูกหอหุมและเคลือบผิวเม็ดเจลจะมีจํานวนเซลล
ลดลงเพียง 1.2 log CFU/ml ในขณะที่เซลลที่ถูกหอหุมแตไมไดเคลือบผิวเจลจะมีจํานวนเซลลลดลง 
2.6 log CFU/ml และเซลลอิสระจะมีจํานวนเซลลลดลง 3.5 log CFU/ml จากเซลลเร่ิมตน  
9.5 log CFU/ml  ซ่ึงการเคลือบผิวเม็ดเจลสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตเพิ่มสูงขึ้น การที่เซลลมี
ปริมาณการอยูรอดในสภาวะที่เปนกรด นอกจากจะเปนผลมาจากการตอบสนองตอการทนกรดแลว 
ยังเปนผลมาจากการที่เซลลไดรับการปองกันจากวัสดุหอหุมที่ใช จึงทําใหเซลลอยูรอดไดดียิ่งขึ้น 
(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. การเก็บรักษาเซลลท่ีผานการหอหุม 

 การหอหุมจัดเปนเทคโนโลยีในการปกปองตัวเซลลไวในเม็ดเจล hydrocolloid เพื่อ
ชวยรักษาความคงตัวและรักษาระดับจํานวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภัณฑและระบบทางเดิน
อาหาร (Rao et al., 1989) ซ่ึงจากประโยชนดังกลาวปจจุบันจะพบวาในอาหารที่มีการเสริม 
โปรไบโอติกนิยมนําโปรไบโอติกที่ผานการหอหุมไปใช ดังนั้นการนําเซลลที่หอหุมไปใชประโยชน
จําเปนตองศึกษาถึงอายุการเก็บรักษาเม็ดเจลที่ทําใหระดับความคงตัวของเม็ดเจลและระดับปริมาณ
เชื้อโปรไบติกในผลิตภัณฑไมต่ํากวาที่กฏหมายกําหนด  

สําหรับปริมาณโปรไบโอติกที่เพียงพอท่ีจะกอใหเกิดประโยชนตอไกมีปริมาณ
แนะนําเปน 6 log CFU/g (Simon, 2005) โดยปริมาณเม็ดเจลที่ถูกหอหุมควรนําไปผสมกับอาหารไก
ในปริมาณไมเกิน 1% ของปริมาณอาหารไก ดังนั้นปริมาณเซลลที่ถูกหอหุมเริ่มตนที่เหมาะสมกอน
นําไปผสมกับอาหารไกควรมีปริมาณเซลลเร่ิมตนในเม็ดเจลไมต่ํากวา 8 log CFU/g จึงจะมีปริมาณ 
ที่เหมาะสมที่สามารถสรางประโยชนใหกับเจาบานได จากการศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษา  
Lact. salivarius L5-4 ที่หอหุมดวยอัลจิเนตความเขมขน 2% และแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.1M ใช
ระยะเวลา 30 นาที โดยเก็บรักษาในสารละลายเปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และ
แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ซ่ึงบรรจุในขวดแกว (Duran) ที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 
4°C ซ่ึงเปนการเก็บรักษาเม็ดเจลในลักษณะที่สะดวกและงายตอการนําไปใชงานหากนําไป
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ประยุกตใชในอุตสาหกรรมอาหารไกโดยเกษตรกรสามารถนําไปผสมโดยตรงกับอาหารไกในแตละ
คร้ังไดเลย พบวา การเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิ 4°C เก็บรักษาไดไมเกิน 7 วัน หลังจากนั้นจํานวน
เซลล Lact. salivarius L5-4 จะลดลงในปริมาณลงและต่ํากวาปริมาณที่เหมาะสมที่กอประโยชน
ใหกับเจาบาน ในขณะที่การเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิหองระดับจํานวน Lact. salivarius L5-4 จะ
ลดลงอยางรวดเร็วภายในเวลา 1 วัน ระดับจํานวน Lact. salivarius L5-4 จะลดต่ํากวา 108 CFU/g
และเม็ดเจลจะไมมีความคงตัวและปลดปลอยเซลลแบคทีเรียแลกติกออกมานอกเม็ดเจล (Figure 7) 
จากการศึกษาของ Rodrigues และคณะ (2011) นํา Lact. paracasei L26 ที่ผานการหอหุมในลักษณะ
แตกตางกัน 3 แบบ คือ หอหุมดวยอัลจิเนตและเคลือบเม็ดเจลดวยไคโตซาน, หอหุมดวยอัลจิเนต
และเคลือบเม็ดเจลดวย dextran sulphate และ หอหุมดวยอัลจิเนตอยางเดียว ไปศึกษาผลของ
ระยะเวลาการเก็บรักษาในน้ําสมและสารละลายเปปโตน (0.1% peptone, 0.85% NaCl) ที่อุณหภมิ 
5°C เปนเวลา 50 วัน พบวา การเก็บรักษาเซลลที่หอหุมในน้ําสมจะสามารถรักษาระดับจํานวนเซลล
ไดคงที่ตลอดการเก็บรักษา ในขณะที่การเก็บรักษาเซลลที่หอหุมในสารละลายเปปโตน พบวา เม็ด
เจลที่เคลือบดวยไคโตซานและ dextran sulphate จะมีปริมาณเซลลลดลง 0.2-0.3 log CFU/g สวน
เม็ดเจลที่ไมเคลือบ จะมีปริมาณเซลลลดลง 2 log CFU/g จากปริมาณเซลลเร่ิมตน 6.5 log CFU/g 
จากการศึกษาพบวาสภาวะแวดลอมที่ใชเก็บรักษาเซลลที่หอหุมจะมีอิทธิพลสําคัญตอความคงตัว
ของเซลลในการเก็บรักษานอกจากนี้ยังพบวาการเคลือบผิวเม็ดเจลอีกหนึ่งชั้นก็สามารถรักษาระดับ
จํานวนเซลลในเม็ดเจลไดดวยเชนกัน  

ดังนั้นการนํา Lact. salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมเก็บรักษาไวในสารละลาย 
เปปโตนความเขมขน 0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ควรมีการ
เคลือบผิวเม็ดเจลอัลจิเนตเพื่อเพิ่มจํานวนการเหลือรอดของเซลลและความคงตัวในระหวางการเก็บ
รักษา ควรที่จะศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการนําไปใช
ประโยชนตอไป 
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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 

บทสรุปและขอเสนอแนะ 

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) ซ่ึงแยกไดจาก
ทางเดินอาหารของไก มาประเมินคุณสมบัติการเปนโปรไบโอติกเบื้องตน โดยทดสอบความสามารถ
ในการยึดเกาะ mucin เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการยึดเกาะกับ Lact. plantarum 299V (positive 
control) พบวา แบคทีเรียแลกติกที่ผลิตแบคเทอริโอซินทุกสายพันธุไมสามารถยึดเกาะกับ mucin 
ในขณะที่ประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ Lact. plantarum 299V กับ mucin มีคาเทากับ 54.5% 
นอกจากนี้เมื่อนําแบคทีเรียแลกติกทั้งหมดมาทดสอบการรอดชีวิตแบบสภาวะตอเนื่องในระบบ
ทางเดินอาหารที่สภาวะกรด พีเอช 2.5 มีเอนไซม pepsin 3 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ซ่ึงจําลองระบบภายใน
กระเพาะอาหารเปนเวลา 2 ช่ัวโมง ตอดวยสภาวะที่มีน้ําดีไก freeze dry ความเขมขนรอยละ 3 ของ
น้ําหนักแหง พีเอช 8.0 และมีเอนไซม pancreatin 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ซ่ึงจําลองลําไสเล็กตอนตน
เปนเวลา 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 41°C พบวา แบคทีเรียแลกติกทุกสายพันธุมีความทนทานตอสภาวะ
ดังกลาวและมีเปอรเซ็นตการรอดชีวิตอยูในชวง 59.4-69.8% และเมื่อนําแบคทีเรียที่มีความทนทานตอ
สภาวะทางเดินอาหารจําลองมาทดสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม phytase พบวาทุก 
สายพันธุสามารถผลิตเอนไซม phytase และมีคากิจกรรมของเอนไซมphytase อยูระหวาง  40.35-5.26 
U/min×ml ที่อุณหภูมิ 50°C อยางไรก็ตามแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือกไดทุกสายพันธุไมสามารถยอย 
โปรตีน ไขมัน และแปงได 

การทดสอบความสามารถในการตานทานตอยาปฏิชีวนะ (penicillin G, erythromycin, 
tetracycline และ chloramphenicol) พบวา แบคทีเรียแลกติกทั้ง 9 ไอโซเลต ที่นํามาทดสอบมีความไว
ตอยาปฏิชีวนะโดยคา MIC อยูในชวง 0.25 ถึง 8 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่ใชในการหอหุมเซลล Lact. salivarius L5-4 พบวาการ
หอหุมเซลลโดยใชอัลจิเนตความเขมขน 2.0% แคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.1M และใชเวลาใน
การหอหุม 30 นาที จะพบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียในสภาวะทางเดินอาหารจําลองสูงที่สุด  

การทดสอบการเหลือรอดของ Lact. salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมที่สภาวะที่
เหมาะสมในการทนตอสภาวะกรดพีเอชที่แตกตางกันในสภาวะกระเพาะอาหารจําลอง พบวา  
Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมสามารถทนตอสภาวะที่สูงกวาพีเอช 2.5 ไดดี อยางไรก็ตามการ
หอหุมที่สภาวะดังกลาวไมสามารถปองกันเซลลไดในสภาวะที่พีเอชต่ํากวา 2 นอกจากนี้เมื่อนํา Lact.  
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salivarius L5-4 ที่ผานการหอหุมที่สภาวะที่เหมาะสมมาทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บ
รักษา พบวาการเก็บรักษาเม็ดเจลที่อุณหภูมิ 4°C จะสามารถรักษาระดับของจํานวนจุลินทรียไดไม
เกิน 7 วัน ในขณะที่การเก็บรักษาที่อุณหภูมิหองเก็บรักษาไดเพียง 1 วัน หลังจากนั้นเม็ดเจลจะไมมี
ความคงตัวและจุลินทรียจะลดลงต่ํากวา 108 CFU/g ซ่ึงเปนปริมาณเซลลโปรไบโอติกในอาหารสัตว
เม็ดขั้นต่ําที่สามารถสรางประโยชนใหกับเจาบานได  

อยางไรก็ตามการทดลองครั้งนี้ ถือเปนการประเมินคุณสมบัติของแบคทีเรีย 
โปรไบโอติกและหาสภาวะที่ เหมาะสมในการหอหุมเบื้องตนเทานั้น  ซ่ึงหากตองการนํา 
โปรไบโอติกที่ไดไปใชในอุตสาหกรรมอาหารสัตวจริง ควรจะทําการศึกษาและประเมินคุณสมบัติใน
ดานอื่นๆรวมถึงปจจัยที่มีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก นอกจากนี้การทดลองใชกับ
ไกจริงๆ ก็อาจจะทําใหไดผลการทดลองที่นาเชื่อถือเพิ่มขึ้นในการตัดสินใจเพื่อใชในอุตสาหกรรม
อาหารไก 

 
ขอเสนอแนะ 
 1.  จากการทดสอบประสิทธิภาพการยึดเกาะ mucin ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก
ได พบวาแบคทีเรียแลกติทั้งหมดไมสามารถยึดเกาะกับ mucin ซ่ึงสาเหตุอาจเนื่องจาก mucin ไดมา
จากลําไสสุกร ทําใหเชื้อที่แยกไดมาจากไกไมมีความจําเพาะจึงไมสามารถสรุปไดวาเชื้อมี
ความสามารถในการเกาะติดหรือไม สําหรับความสามารถในการยึดเกาะสามารถทดสอบได
หลากหลายวิธี เนื่องจากกลไกการยึดเกาะของแบคทีเรียแลกติกสามารถเกิดขึ้นไดหลายรูปแบบ ดังนั้น
การศึกษาการยึดเกาะของโปรไบโอติกควรศึกษาและเลือกวิธีการใหเหมาะสมกับแบคทีเรียที่ใช
ทดสอบ นอกจากนี้การศึกษาการยึดเกาะดวยหลากหลายวิธีการก็สามารถเพิ่มความถูกตองและสงผล
ใหการนําไปใชมีประสิทธิภาพสูงสุด 
   2.  จากการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม phytase ของแบคทีเรียแลกติก  
9 ไอโซเลต พบวา ทุกสายพันธุสามารถสรางเอนไซม phytase ได อยางไรก็ตามการวัดกิจกรรม
เอนไซม phytase ในการทดลองนี้วัดที่อุณหภูมิ 50°C แตอุณหภูมิภายในตัวไกจะอยูที่ 40-41°C จึงควร
ทดลองวัดกิจกรรมที่อุณหภูมิดังกลาวดวยเพ่ือดูวาในสภาพอุณหภูมิในตัวไกจริงจะมีคากิจกรรม
เทาใด 
   3.  จากการศึกษาการทนตอสภาวะกรดของ Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมใน
สภาวะที่เหมาะสม พบวา Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมไมทนตอสภาวะกรดพีเอชต่ํากวา 2 ได 
ดังนั้นหากตองการนํา Lact. salivarius L5-4 ที่ถูกหอหุมไปใชในสภาวะกรดต่ําๆ ควรเพิ่มความเขมขน
ของอัลจิเนตที่ใชในการหุอหุมใหสูงขึ้นหรือเคลือบผิวของเม็ดเจลอีกชั้นหนึ่ง 
   4.  การศึกษาระยะเวลาการเก็บรักษาเม็ดเจลในสารละลายเปปโตนความเขมขน 
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0.1% ที่มีเกลืออยู 0.85% และแคลเซียมคลอไรดความเขมขน 0.05M ที่อุณหภูมิหองและอุณหภูมิ 4°C 
เปนการศึกษาการเก็บรักษาเม็ดเจลในลักษณะที่สะดวกและงายตอการนําไปใชงานเทานั้นซึ่งอาจจะมี
ผลตอระยะเวลาในการเก็บรักษา ดังนั้นควรศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาเพิ่มเติมเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการนําไปใชประโยชนตอไป 
   5.  การทดลองครั้งนี้ถือเปนการประเมินคุณสมบัติของแบคทีเรียโปรไบโอติกและ
หาสภาวะที่เหมาะสมในการหอหุมเบื้องตนเทานั้น ซ่ึงหากตองการนําโปรไบโอติกที่ไดไปใชใน
อุตสาหกรรมอาหารสัตวจริง ควรจะทําการศึกษาและประเมินคุณสมบัติในดานอื่นๆรวมถึงปจจัยที่มี
ผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียโปรไบโอติก นอกจากนี้การทดลองใชกับไกจริงๆ ก็อาจจะทําให
ไดผลการทดลองที่นาเชื่อเพิ่มขึ้นในการตัดสินใจนําไปใชในอุตสาหกรรมอาหารไก 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย 

1. MRS (de Man Rogosa and Sharp) 

  ประกอบดวย 
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 ถาเปนอาหารแข็ง
เติมผงวุน15 กรัม ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2.  Protien hydrolysis agar 

  ประกอบดวย 
Skim milk 20% 100 มิลลิลิตร 
MRS agar 900 มิลลิลตร 

  เตรียม MRS agar ที่มีสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1000 มิลลิลิตร แต
เติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที และเตรียมสารละลาย skim milk 20% นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 110 องศาเซลเซียส ความดัน 
10 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 10 นาที หลังจากนั้นเทสารละลาย skim milk ผสมลงใน MRS agar 
ที่ปราศจากเชื้อผสมใหเขากันจึงเทลงในจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
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3.  Starch agar  

  ประกอบดวย 
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 

  ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร ปรับพีเอชใหได 6.5  และ
นําไปตั้งไฟออน ๆ จนสวนผสมละลายเขากันดี ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121  
องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

4.  Palm oil agar 

   ประกอบดวย 
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 



87 
 

  ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวน palm oil ดวยน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร และนําไปตั้ง
ไฟออน ๆ จนสวนผสมละลายเขากันดี ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ปรับ 
พีเอช เปน 6.5  จากนั้นเติม palm oil แลวนําไปโฮโมจิไนซ เปนเวลา 10 นาที ทําใหปราศจากเชื้อดวย
การนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

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

  ประกอบดวย 
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 ที่มีสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ 1000 มิลลิลิตร แต
เติมน้ํากลั่น 900 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน
เวลา 15 นาที และเตรียมสารละลายโซเดียมไฟเตท 100 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยการกรองผานเมม
เบรนหลังจากนั้นเทสารละลายโซเดียมไฟเตทผสมลงใน MRS agar ที่ปราศจากเชื้อผสมใหเขากันจึง
เทลงในจานอาหารเลี้ยงเชิ้อ 
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ภาคผนวก ข 

สารเคมีสําหรับวิเคราะห 

1. สารละลาย โปตัสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร 

  ประกอบดวย 
K2HPO4·3H2O 0.05 โมลาร 
KH2PO4  0.05 โมลาร 
NaCl 0.85 กรัม 
pH 7.0  

   ใชสารละลาย KH2PO4 ปรับ สารละลาย K2HPO4·3H2O จนไดพีเอชที่ตองการ 
จากนั้นตวงบัฟเฟอรตามปริมาตรที่ตองการเติม NaCl ลงไป ทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 
121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 

2. สารละลายโซเดียมอะซิเตทบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร 

 ประกอบดวย 
sodium acetate 0.1 โมลาร 
acetic acid 0.1 โมลาร 
pH 5.5  

   ใชสารละลาย  acetic acid ปรับ สารละลาย sodium acetate จนไดพีเอชที่ตองการ 
จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที 

3. สารละลายทริสไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 0.05 โมลาร 

 ประกอบดวย 
This (hydroxyl methyl) 
aminomethane 

 
0.05 

 
โมลาร 

HCl 0.05 โมลาร 
pH 6.5  
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ใชสารละลาย HCl ปรับ สารละลาย This (hydroxyl methyl) aminomethane จนได 
พีเอชที่ตองการ จากนั้นทําใหปราศจากเชื้อดวยการนึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase  
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม phytase คือ การวัด soluble orthophosphate ซ่ึง

ไดจากการยอยไฟเตทของเอนไซม phytase โดยการทําให soluble orthophosphate เกิดสี (color 
delvelopment) ทําไดโดยวิธี Vanado molybdophosphoric acid method ซ่ึงมีหลักการ คือ สารละลาย 
orthophosphate เมื่อทําปฏิกิริยากับ ammonium molybdate ภายใตสภาวะที่เปนกรดเกิดเปนสาร
เชิงซอน ammoniumphosphomolybdate (สมการที่ 1) สารนี้จะถูกรีดิวสเปนสารประกอบสีน้ําเงิน 
(molybdenum blue) (สมการที่ 2) เมื่อตัวรีดิวสที่ใชทําปฏิกิริยาไดแก Fe2+ , Sn2+ หรือ ascorbic acid 
ความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นจะเปนปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณฟอสเฟตที่มีอยู 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   เตรียมไดดังนี้ 

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 ในน้ํากลั่นเจือจางใหมคีวามเขมขน 0, 0.05, 0.1, 
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm)   

วิธีวิเคราะห 
1.  นําเซลลไปแขวนลอยใน 100 mM sodium acetate–acetic acid buffer (pH 5.5) 250 μl 
2.  เติม [100 mM sodium acetate–acetic  acid buffer (pH 5.5) ที่มีโซเดียมไฟเตทเปนซบัสเตรทอยู  

2 mM] 250 μl 
3.  หลังจากนัน้นําไปทําปฏิกิริยาโดยการบมที่อุณหภูมิ 50°C เปนเวลา 30 นาที 

reducing 
agent 
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4.  หยุดปฏิกิริยาโดยเติม 10% (น้ําหนัก/ปริมาตร) trichloroacetic acid solution (TCA) ปริมาตร 500 μl 
5.  วัดการปลดปลอย inorganic phosphate โดยเติม 750 μl ของสารละลาย Vanadate-Molybdate reagent 
6.  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร อานคา soluble orthophosphate ของ

ตัวอยางจากกราฟมาตรฐานที่สรางขึ้น 
โดย 1 unit ของเอนไซม phytase คือ จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol inorganic 

phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 

การเตรียม Standard curve 
1. ปเปต standard phosphate solution (KH2PO4 ละลายในน้ํา) ตั้งแตความเขมขน 0, 0.05, 0.1, 0.2, 

0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 มิลลิกรัมตอลิตร (ppm) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
2. ในแตละหลอดทดลองเติม Vanadate-Molybdate reagent 250 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน นํามา

วัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร คา standard phosphate reagent ที่เปน 0 
เรียกวา “reagent blank” 

3. นําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ของ standard phosphate ไปพลอตกับคา
ความเขมขนของฟอสเฟตบนกระดาษกราฟชนิด semilog จะไดกราฟเปนเสนตรง 

 

 

การคํานวณ 
ตัวอยางเชน Lact. salivarius L5-4  

- วัดความเขมแสงของการปลดปลอยฟอสเฟตไดกอนทําปฏิกิริยา OD = 0.274 
- วัดความเขมแสงของการปลดปลอยฟอสเฟตไดหลังทําปฏิกิริยา OD = 0.329   
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นําคา OD (y) มาแทนคาในสมการ y = 0.006x + 0.239 ซ่ึงเปนสมการของกราฟมาตรฐานเพื่อหาคา 
X จะได   X(หลังปฏิกิริยา) = 12.781 และ  X(กอนปฏิกิริยา) = 4.187 แทนคาในสมการ 

   ปริมาณฟอสเฟตที่เกิดขึน้จรงิ  = X(หลังปฏิกิริยา) – X(กอนปฏิกิริยา)  
               = 12.781 – 4.187 
                       = 8.593 ppm (mg/L) 

โดย 1 unit ของเอนไซม phytase คือ จํานวนของเอนไซมที่ปลดปลอย 1 nmol inorganic 
phosphorous ตอนาที ที่ 50°C 
  ดังนั้นกิจกรรมของเอนไซม phytase ที่ผลิตโดย Lact. salivarius L5-4 คํานวณไดจากการ
แปลงหนวยของปริมาณฟอตเฟส 8.593 mg/L ใหอยูในหนวย 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 

ยาปฏชิีวนะที่ใชทดสอบ 
- penicillin G (β-lactum group, inhibitor of cell wall) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยู

ในชวง 0.25 - 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
-  tetracycline (inhibitors of protein synthesis)ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง  

0.25 - 256 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
- chloramphenicol (broad spectrum) ความเขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะอยูในชวง 0.25 - 256 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
- erythromycin (inhibitor of protein syntesis-gram positive spectrum) ความเขมขนสุดทายของ

ยาปฏิชีวนะอยูในชวง 2-2,560 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
วิธีการเตรียมยาปฏิชีวนะ 
- penicillin และ tetracycline สามารถละลายไดในน้ํากลั่น ดังนั้นยาปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิด
สามารถละลายดวย MRS broth ไดโดยตรงเพื่อลดอิทธิพลการทําให MRS broth เจือจางหากละลาย
ยาปฏิชีวนะดวยน้ํากลั่น ซ่ึงความเขมขนเริ่มตนของยาปฏิชีวนะเตรียมดวยวิธีการดังนี้  

เตรียม stock solution (1,000 μl/ml) โดยยาปฏิชีวนะ 0.01 กรัม ละลายใน MRS 
broth 10 มิลลิลิตร จะไดยาปฏิชีวนะความเขมขน 1,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หากตองการปรับ
ความเขมขนเปน 512 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 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 

 ดังนั้นยาปฏิชีวนะที่จะทดสอบตองนํามาจาก stock solution 5.12 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวย MRS broth จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร จะมีความเขมขนเริ่มตน 512 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร จากนั้น เจือจางยาปฏิชีวนะแบบ แบบ two–fold serial dilutions ดวยอาหาร MRS broth ใหได
ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ใน 96 well polystyrene microtiter plate หลังจากนั้นศึกษาผลของ 
ยาปฏิชีวนะตอการดื้อยาของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก   
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- chloramphenicol และ erythromycin สามารถละลายไดใน 95% เอทานอล ดังนั้นยา
ปฏิชีวนะทั้ง 2 ชนิดตองละลายดวยเอทานอลในปริมาณที่นอยที่สุดเพื่อลดอิทธิพลของเอทานอลตอ
เซลลแบคทีเรียโดยการเตรียมยาปฏิชีวนะควรเตรียมใหมีความเขมขนสูงๆ คือ ละลายยาปฏิชีวนะให
หมดดวย 95% เอทานอล ในปริมาณที่นอยที่สุด หลังจากนั้นจึงนํามาปรับความเขมขนตามตองการ
ดวย MRS broth ซ่ึงความเขมขนเริ่มตนของยาปฏิชีวนะเตรียมดวยวิธีการดังนี้ 

 เตรียม stock solution (chloramphenicol 10,000 μl/ml, erythromycin 100,000 μl/ml)  
เชน เตรียม erythromycin ช่ัง 0.1 กรัม ละลายใน 95% เอทานอล โดยใชปริมาตรใหนอยที่สุด
หลังจากนั้นปรับปริมาตรยาปฏิชีวนะที่ละลายในเอทานอลดวย MRS broth ใหมีปริมาตร  
1 มิลลิลิตร จะไดยาปฏิชีวนะความเขมขน 100,000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร หากตองการปรับความ
เขมขนเปน 5,120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 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 
  ดังนั้นยาปฏิชีวนะที่จะทดสอบตองนํามาจาก stock solution 0.512 มิลลิลิตร ปรับ
ปริมาตรดวย MRS broth จนไดปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซ่ึงพบวาใช MRS broth ในการปรับความ
เขมขนในปริมาตรที่สูงมาก ดังนั้นจึงสามารถลดอิทธิพลของเอทานอลตอเซลลแบคทีเรียและการ 
เจือจางของ MRS broth ได ซ่ึงเมื่อไดความเขมขนเริ่มตน 5,120 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นจึง 
เจือจางยาปฏิชีวนะแบบ แบบ two–fold serial dilutions ดวยอาหาร MRS broth ใหไดปริมาตร 180 
ไมโครลิตร ใน 96 well polystyrene microtiter plate หลังจากนั้นศึกษาผลของยาปฏิชีวนะตอการดื้อยา
ของแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก 

อยางไรก็ตามยาปฏิชีวนะที่ละลายดวย 95% เอทานอล ตองศึกษาปริมาณต่ําสุดของ 
เอทานอล (negative control) ที่มีผลตอการยับยั้งแบคทีเรียแลกติกที่คัดเลือก ซ่ึงจากการศึกษาปริมาณ
เอทานอลต่ําสุดที่สามารถยับยั้งแบคทีเรียแลกติกที่ใชทดสอบคือ 5% เอทานอล ดังนั้น แบคทีเรียแลก
ติกที่ทดสอบทุกสายพันธุไมไดรับอิทธิพลของปริมาณเอทานอลตอการยับยั้งเนื่องจากระดับความ
เขมขนของยาปฏิชีวนะที่ยับยั้งเซลลแบคทีเรียมีปริมาณเอทานอลต่ํากวา 5%  
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