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บทคัดย่อ 
 
การอยู่รอด และการคงสมบัติของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีสาเหตุมาจากกระบวนการผลิตทาง

อุตสาหกรรมอาจก่อให้เกิดการลดลงของพฤติกรรมที่เป็นคุณสมบัติที่ดีต่อสุขภาพของผู้บริโภคของ
แบคทีเรียโพรไบโอติก ในการศึกษาครั้งนี้มีจุดมุ่งหมายในการแสวงหาคุณลักษณะที่ดีของแบคทีเรียโพร
ไบโอติกสายพันธุ์ไบฟิโดแบคทีเรียที่สามารถคัดแยกมาได้จากตัวอย่างอุจจาระของเด็กทารกไทยที่มีสุขภาพ
แข็งแรง จากการทดลองพบว่าสายพันธุ์ท้องถิ่นที่คัดแยกมาคือ BF014, BF052, และ BH053 จัดอยู่ในสปี
ชีส์ Bifidobacterium animalis ซึ่งสามารถแสดงการทนทานที่ดีต่อสภาวะทางเดินอาหาร จากทั้งสาม
สายพันธุ์พบว่า สายพันธุ์ B. animalis BF052 แสดงคุณสมบัติของการเป็นโพรไบโอติกซึงรวมถึงการ
ทนทานต่อกรดและเกลือน้ าดี ความสามารถในการเกาะยึดต่อเซลล์ Caco-2 และความสามารถในการต้าน
แบคทีเรียก่อโรคคือ Salmonella typhimurium และ Vibrio cholerae สายพันธุ์นี้ยังแสดงออกถึง
อัตราการรอดชีวิตที่สูงกว่าสายพันธุ์ทางการค้าระหว่างการเก็บรักษาในผลิตภัณฑ์อาหารต่างๆ เช่น นมสด
พาสเชอร์ไรซ์ น้ านมถั่วเหลือง โยเกิร์ตพร้อมดื่ม และน้ าส้ม ผลกระทบที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิต
อาหารของกระบวนการท าแห้งเยือกแข็ง การเก็บรักษาผงแห้งเยือกแข็ง และการน าผงแห้งเยือกแข็งผสม
ในอาหารได้ถูกประเมิน ผลการทดลองพบว่ากระบวนการผลิตอาหารข้างต้นไม่ส่งผลกระทบอย่า งมี
นัยส าคัญต่อความคงตัวของสมบัติโพรไบโอติกในสายพันธุ์ BF052 โดยเฉพาะความต้านทานต่อการเปลี่ยน
ถ่ายสภาวะของทางเดินอาหาร และการเกาะยึดเซลล์ Caco-2 ซึ่งผลนี้เป็นที่น่าพึงพอใจของการประเมิน
ขอบเขตการใช้แบคทีเรียโพรไบโอติกเพ่ือน าไปประยุกต์ใช้เป็นสตาร์ตเตอร์โพรไบโอติกอย่างมี
ประสิทธิภาพในผลิตภัณฑ์อาหาร 
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Abstract 

 

The viability and functionality of probiotics may be influenced by industrial 
production processes resulting in the reduction of their behaviors that benefit the health 
of humans. This study aimed to investigate the probiotic characteristics of 
Bifidobacterium strains isolated from fecal samples of healthy Thai infants. It found 
three local strains (BF014, BF052, and BH053) belonging to Bifidobacterium animalis that 
showed a great resistance against conditions simulating the gastrointestinal tract. Among 
these, B. animalis BF052 possessed considerable probiotic properties, including high acid 
and bile tolerance, strong adhesion capability to Caco-2 cells, and inhibitory activity 
against pathogens including Salmonella typhimurium and Vibrio cholerae. This strain 
also exhibited a high survival rate compared to commercial strains during storage in a 
wide variety of products, including pasteurized milk, soy milk, drinking yogurt, and orange 
juice. The impact of food processing processes as well as the freeze-drying process, 
storage of freeze-dried powders, and incorporation of freeze-dried cells in food matrix 
on probiotic properties was also determined. The food processing chain did not affect 
the stability of the probiotic properties of the BF052 strain, especially its resistance in 
the gastrointestinal transit and its adherence ability to Caco-2 cells, indicating that it 
satisfies the criteria as a potential probiotic and may be used as an effective probiotic 
starter in food applications. 
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           พร้อมดื่ม (C) น้ านมถั่วเหลือง (D) และน้ าส้มคั้น ระหว่างการเก็บรักษา 15 วัน ที่ 
           อุณหภูมิ 4°C 

33 

รูปที่ 3.8 การจัดเรียงล าดับและทิศทางของแต่ละ contigs 39 
รูปที่ 3.9 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ S. thermophilus บนอาหาร ST agar (รูปซ้ายมือ) และ 
           ลักษณะโคโลนีของเชื้อ L. bulgaricus (โคโลนีใหญ่สีขาวน้ านม) และ B. animalis  
           BF052 (โคโลนีเล็กสีขาวขุ่น) บนอาหาร MRSc agar (รูปขวามือ) 
รูปที่ 3.10 การเปลี่ยนแปลงของค่า pH ระหว่างการหมักน้ านมถั่วเหลือง 
รูปที่ 3.11 การวัดเนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตน้ านมถั่วเหลืองด้วยเครื่อง texture analyzer (รูป 
            ซ้ายมือ) และลักษณะกราฟที่เกิดขึ้นภายหลังจากการวัด (รูปขวามือ) 
รูปที่ 3.12 การเปลี่ยนแปลงของค่าความแน่นเนื้อ (Firmness) ระหว่างการหมักน้ านมถั่วเหลือง 
รูปที่ 3.13 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนระหว่างการหมักน้ านมถั่วเหลืองที่ใช้ในการทดสอบความชอบ 
             ด้วยการทดสอบทางประสาทสัมผัส 
รูปที่ 3.14 โครมาโทแกรมจากเครื่อง HPLC จากการวิเคราะห์น้ านมถ่ัวเหลืองภายหลังการหมักได้  
              24 ชั่วโมง 
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บทท่ี  1  
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญ และที่มำของปัญหำกำรวิจัย 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์อาหารนมหมัก (fermented milk products) ได้รับความนิยมกันอย่าง
แพร่หลายในประเทศไทยเนื่องจากมีคุณค่าทางโภชนาการสูง รวมถึงความมีคุณสมบัติเป็น โพรไบโอติก 
ของอาหารนมหมักที่มีคุณสมบัติในการรักษาสมดุลของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหารให้เหมาะสมเป็น
ประโยชน์ต่อผู้บริโภค และมีผลในการลดจุลินทรีย์ที่เป็นโทษ พร้อมกับการเพ่ิมจุลินทรีย์ที่เป็นประโยชน์
ในทางเดินอาหารท าให้เกิดการย่อย และการดูดซึมสารอาหารในระบบทางเดินอาหารของผู้บริโภคได้ดี 
ส่งผลต่อภาวะการเจริญเติบโตและโภชนาการที่ดีขึ้น การได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายของผลิตภัณฑ์
นมหมักในรูปของโยเกิร์ตพร้อมดื่ม และโยเกิร์ตท าให้อุตสาหกรรมการผลิตนมหมักต้องมีการผลิตนม
หมักดังกล่าวอย่างต่อเนื่อง และมีแนวโน้มในการขยายก าลังการผลิตเพ่ือให้มีผลิตภัณฑ์นมหมักเพียงพอ
ต่อความต้องการของตลาดผู้บริโภคท่ีเพ่ิมสูงขึ้น 

การผลิตนมหมักในระดับอุตสาหกรรมมีความต้องการใช้กล้าเชื้อโพรไบโอติก (probiotic starter) 
ที่สร้างกรดแล็กติก เพ่ือท าการหมักน้ านมวัตถุดิบให้ได้ผลิตภัณฑ์นมหมักชนิดต่างๆ ในปัจจุบันโรงงาน
อุตสาหกรรมการผลิตภัณฑ์นมหมักในประเทศไทยมีการน าเข้ากล้าเชื้อโพรไบโอติก จากต่างประเทศมา
ใช้ในการผลิตเนื่องจากกล้าเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวได้ถูกพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ์ให้เหมาะสมกับการผลิต
นมหมักท่ีมีรสชาติ กลิ่น เนื้อสัมผัส และคุณภาพที่ดีตรงตามความต้องการและพึงพอใจของผู้บริโภค การ
น าเข้ากล้าเชื้อโพรไบโอติกจากต่างประเทศท าให้โรงงานอุตสาหกรรมการผลิตนมหมักต้องสูญเสีย
ค่าใช้จ่ายในการสั่งซื้อกล้าเชื้อโพรไบโอติกปีละหลายล้านบาท ดังนั้นจะเป็นการดีอย่างยิ่งที่อุตสาหกรรม
การผลิตนมหมักในประเทศไทยจะเริ่มการค้นคว้าวิจัยเพ่ือเสาะหา และพัฒนากล้าเชื้อสายพันธุ์
แบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีคุณภาพ และคุณสมบัติที่ดีเพ่ือใช้ในการผลิตนมหมักในระดับอุตสาหกรรมเอง
เพ่ือท าให้ภาคอุตสาหกรรมการผลิตนมหมักสามารถหลีกเลี่ยงหรือลดต้นทุนการผลิตที่เกิดจากการสั่งซื้อ
เพ่ือน าเข้ากล้าเชื้อโพรไบโอติกมาใช้ในกระบวนการผลิตจากต่างประเทศได้  
 

1.2 ทฤษฎี สมมติฐำน และกรอบแนวควำมคิดของกำรวิจัย  

การใช้ประโยชน์กล้าเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกในทางอุตสาหกรรมนั้นต้องการกล้าเชื้อที่มี
คุณภาพดี มีอัตราการรอดชีวิตสูง ให้คุณสมบัติและลักษณะผลิตภัณฑ์นมหมักที่ดี และสามารถยังมี
คุณสมบัติโพรไบโอติกที่ดีเมื่อผู้บริโภครับประทานผลิตภัณฑ์ไปแล้ว นอกจากนั้นควรมีราคาถูกซึ่งกล้า
เชื้อต้องมีอัตราการรอดของเซลล์แบคทีเรีย ผลผลิต อัตราการเจริญดี และความคงตัวสูงระหว่าง
กระบวนการผลิตอาหารนมหมัก และระหว่างการเก็บรักษากล้าเชื้อ โดยทั่ ว ไปกล้า เชื้อที่
ภาคอุตสาหกรรมซื้อมาจากต่างประเทศมีลักษณะในรูปของแข็งซึ่งจะท าให้อายุการเก็บรักษายาวนานขึ้น
แต่ข้อเสียคือจ านวนของเชื้อแบคทีเรียที่รอดชีวิตลดลงมากหลังจากการระเหยน้ าออกในขั้นตอนการท า
กล้าเชื้อแห้ง การสัมผัสอากาศ และอุณหภูมิที่สูงระหว่างการท าแห้ง นอกจากนั้นความคงตัวของหัวเชื้อ
ในแง่ของอัตราการเจริญ ผลผลิต และผลิตผลที่เปลี่ยนแปลงไประหว่างการเก็บรักษาเป็นปัจจัยที่ต้อง
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ท าการศึกษาเพ่ือที่จะสามารถพัฒนากล้าเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกขึ้นใช้เองส าหรับอุตสาหกรรมนมหมัก
ในประเทศไทย 

ดังนั้นงานวิจัยนี้จะท าการคัดเลือกเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ที่มีศักยภาพในการเป็นโพรไบโอติกที่มี
คุณภาพสูงเพ่ือที่จะน ามาพัฒนาเป็นกล้าเชื้อโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคในทางเดินอาหาร การไม่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะ การทนต่อสภาวะต่างๆ ของทางเดิน
อาหาร เช่นกรด น้ าดี และน้ าย่อยจากตับอ่อน รวมถึงการยึดเกาะล าไส้เป็นอย่างดี นอกจากนั้นงานวิจัย
นี้จะท าการศึกษาองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ และตัวแปรของการผลิตกล้าเชื้อ รวมถึงสภาวะการ
เก็บรักษากล้าเชื้อที่เหมาะสมเพ่ือให้มีความคงตัวสูงสุด ผลส าเร็จจากงานวิจัยนี้คาดหวังว่าอุตสาหกรรม
ไทยสามารถน าเอากล้าเชื้อโพรไบโอติก บิฟิโดแบคทีเรีย ที่มีคุณภาพสูงมาผลิตผลิตภัณฑ์นมหมักทดแทน
กล้าเชื้อที่สั่งซื้อจากต่างประเทศ ซึ่งท าให้ประเทศไทยสามารถพ่ึงพาตนเอง และสร้างความมั่นคง
ทางด้านอาหาร รวมถึงยังสามารถน าเอากล้าเชื้อโพรไบโอติกนี้ไปผลิตอาหารเสริมอ่ืนๆ ได้อีกเช่น
ผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกอัดเม็ดหรือในแคปซูล เพ่ือการรักษาโรคที่เกี่ยวเนื่องกับทางเดินอาหาร และ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันของผู้บริโภค 
 

1.3 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

งานวิจัยนี้ได้มีแนวคิดริเริ่มจากการที่ปัจจุบันอุตสาหกรรมนมหมักในประเทศไทยมีความ
ต้องการการใช้กล้าเชื้อสายพันธุ์แบคทีเรียโพรไบโอติกเป็นอย่างมากในการผลิตผลิตภัณฑ์นมหมัก แต่
ต้องน าเข้ากล้าเชื้อจากต่างประเทศ ยิ่งไปกว่านั้นผลิตภัณฑ์นมหมักที่ได้จากการหมักของเชื้อแบคทีเรีย
โพรไบโอติกกลุ่มบิฟิโดแบคทีเรีย ได้รับความนิยมเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจากมีรายงานว่าผลิตภัณฑ์นมหมัก
จากเชื้อกลุ่มนี้สามารถลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด และกระตุ้นภูมิคุ้มกันของผู้บริโภคได้เป็นอย่างดี 
ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงจะท าการเสาะหากล้าเชื้อสายพันธุ์ไบฟิโดแบคทีเรียที่มีศักยภาพที่จะสามารถน าไป
ต่อยอด และพัฒนาส าหรับใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตนมหมักเหมือนกับแบคทีเรียโพรไบโอติกในกลุ่ม
ของ lactobacilli ที่มีการวิจัยเพื่อพัฒนากล้าเชื้อกันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์
หลักดังต่อไปนี้ 

1. คัดเลือกสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกโดยมุ่งเน้นเชื้อในกลุ่มบิฟิโดแบคทีเรีย ที่มีต้น
ก าเนิดในประเทศไทยที่มีศักยภาพที่จะน ามาใช้ในการผลิตนมหมัก และมีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก
คุณภาพดี เช่น สามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคในทางเดินอาหาร ความสามารถยึดเกาะล าไส้และ
ระบบทางเดินอาหารของผู้บริโภคได้ดี เป็นต้น 

2. พัฒนาสายพันธุ์ แบคที เรียที่ผ่ านการคัด เลือกส าหรับการผลิตนมหมักในระดับ
ห้องปฏิบัติการเพ่ือให้ได้ผลิตภัณฑ์นมหมักที่ได้มาตรฐาน มีคุณภาพสูงทั้งทางด้านรสชาติ  กลิ่นและเนื้อ
สัมผัสที่เป็นที่พอใจของผู้บริโภค 

3. พัฒนากล้าเชื้อโพรไบโอติกที่มีความคงตัวสูงจากสายพันธุ์แบคทีเรียที่ผ่านการคัดเลือก
เบื้องต้นเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมนมหมักในระยะยาวต่อไป 
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1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย 

งานวิจัยนี้มุ่งเน้นในการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกกลุ่ม บิฟิโดแบคทีเรีย ที่มีศักยภาพใน
การใช้เป็นกล้าเชื้อในอุตสาหกรรมนมหมัก สายพันธุ์ที่คัดแยกมาได้ถูกน ามาประเมินความสามารถในการ
ยับยั้งการเจริญของจุลชีพก่อโรค การทนทานต่อกรด เกลือน้ าดี และน้ าย่อยจากตับอ่อน นอกจากนั้น
ความปลอดภัยในการใช้ในแง่ของการต้านยาปฏิชีวนะยังจะได้รับการตรวจสอบ และศึกษาความสามารถ
ในการเกาะติดล าไส้ในระบบ in vitro สายพันธุ์ที่มีคุณสมบัติต่อการเป็นโพรไบโอติกที่ดีที่สุดจากการ
ทดสอบข้างต้นจะถูกคัดเลือกและน ามาศึกษาการพัฒนารูปแบบการเตรียมกล้าเชื้อจากแบคทีเรียที่
คัดเลือกไดต้่อไป 

ในการศึกษาการพัฒนาพัฒนารูปแบบการเตรียมกล้าเชื้อจากแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ เราจะท า
การประเมินองค์ประกอบของอาหารที่ใช้ในการเตรียมกล้าเชื้อ และสารที่เป็นตัวป้องกันจากการท าแห้ง
แบบระเหิดเย็น (freeze drying) และอุณหภูมิในการเก็บรักษากล้าเชื้อจะถูกศึกษาเพ่ือหาสภาวะที่
เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษากล้าเชื้อให้คงตัวมากที่สุดในแง่ของการอยู่รอดของเซลล์ อัตราการเจริญ 
และผลิตผลหลังจากการละลายกล้าเชื้อกลับมาเป็นในรูปของเหลว หลังจากนั้นจะท าการศึกษาการผลิต
อาหารนมหมัก เช่นโยเกิร์ตจากกล้าเชื้อที่พัฒนาขึ้นในห้องปฏิบัติการเพ่ือประเมินคุณภาพ และความ
พอใจในรสชาติของอาหารนมหมัก ซึ่งข้อมูลที่ได้จากงานวิจัยนี้ เช่น ชนิดของกล้าเชื้อ ตัวแปรอ่ืนๆ ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตที่ได้จากระดับห้องปฏิบัติการสามารถคาดหวังว่าจะน ามาประยุกต์ใช้ กับ
การผลิตอาหารนมหมักในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 
1.5 กำรทบทวนวรรณกรรม  

1.5.1 ควำมหมำยของจุลินทรีย์โพรไบโอติก  

 โพรไบโอติก (Probiotic) ถูกกล่าวถึงเป็นครั้งแรกในปี ค.ศ. 1965 โดย Lilly และ Stillwell ว่า
เป็นสารที่หลั่งออกมาจากสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กชนิดหนึ่งแล้วสามารถไปกระตุ้นการเจริญเติบโตของ
สิ่งมีชีวิตอ่ืนได้  ซึ่งมีความหมายตรงข้ามกับค าว่ายาปฏิชีวนะ (antibiotics) ต่อมาในปี ค.ศ. 1974 
Parker ได้ให้ค านิยามของโพรไบโอติกว่าเป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กและเป็นสารที่มีส่วนท าให้เกิดความ
สมดุลของเชื้อประจ าถิ่นในล าไส้  ซึ่งค าว่า “สาร” Parker ได้ให้ความหมายรวมไปถึงยาปฏิชีวนะด้วย 
(Schrezenmeir et al., 2001; Joint FAO/WHO Working Group, 2002) 
 ในปี ค.ศ. 1989 Fuller ได้พยายามอธิบายค านิยามของ Parker ให้ดีขึ้นโดยกล่าวว่า โพรไบโอ
ติกเป็นอาหารเสริมที่เป็นจุลินทรีย์มีชีวิต สามารถก่อประโยชน์สิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู่ โดยการปรับสมดุล
ของจุลินทรีย์ในทางเดินอาหาร จากนั้นในปี ค.ศ. 1992 Havenaar  และคณะ ได้ขยายค าจ ากัดความ
ของโพรไบโอติกว่าเป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กชนิดเดียวหรือเป็นส่วนผสมของจุลินทรีย์หลายชนิดที่เจริญได้
ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อสัตว์และมนุษย์  โดยการปรับปรุงสมบัติของจุลินทรีย์ประจ าถิ่นที่อาศัยอยู่ใน
สิ่งมีชีวิตนั้น (Schrezenmeir et al., 2001; Joint FAO/WHO Working Group, 2002) ต่อมาในปี 
ค.ศ. 1998 Salminen ได้ให้ค าจ ากัดความของโพรไบโอติกว่าเป็นส่วนผสมอาหารจากเชื้อจุลินทรีย์ที่มี
ชีวิต ซึ่งมีประโยชน์ต่อสุขภาพของมนุษย์ (Schrezenmeir et al., 2001) 
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 ปัจจุบัน The Food Agricultural Organization/World Health Organization 
(FAO/WHO) ได้ให้ค าจ ากัดนิยามของโพรไบโอติกว่าคือสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กซึ่งเมื่อได้รับอย่างเหมาะสมจะ
ก่อให้ เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยู่ (Brown และคณะ, 2004) 

1.5.2 ควำมส ำคัญของจุลินทรีย์โพรไบโอติก  

รา่งกายของมนุษย์มีแบคทีเรียที่อาศัยอยู่ในล าไส้ด้วยกัน  2  ประเภท  ได้แก่  แบคทีเรียที่ย่อย
อาหารแล้วสร้างสารเป็นพิษต่อร่างกาย ส่วนอีกประเภทหนึ่งคือแบคทีเรียที่ย่อยอาหารแล้วสร้างสารที่
เกิดประโยชน์ต่อร่างกายซึ่งส่วนใหญ่เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในกลุ่มแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid 
bacteria; LAB) โดยในภาวะที่ร่างกายเป็นปกติ แบคทีเรียดังกล่าวจะรักษาสมดุลโดยควบคุมปริมาณ
จุลินทรีย์ซึ่งกันและกันให้อยู่ในระดับที่เหมาะสม โดยมีอัตราส่วนของ LAB ร้อยละ 85 และจุลินทรีย์ก่อ
โรคอ่ืนๆ ร้อยละ 15 แต่เมื่อใดถ้าร่างกายมนุษย์อยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม หรือท าให้เกิดการสูญเสีย
สมดุลปริมาณจุลินทรีย์ในล าไส้ไป จะก่อให้เกิดปริมาณของ LAB ลดลงหรือมีจุลินทรีย์ก่อโรคมากขึ้น
ส่งผลให้เกิดอาการผิดปกติต่างๆ เช่น ท้องผูก ภูมิแพ้ เบื่ออาหาร ท้องอืด ท้องเฟ้อ และระบบการท างาน
ในร่างกายผิดปกติ  เชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย (bifidobacteria) เป็นเชื้อโพรไบโอติกชนิดหนึ่งซึ่งสามารถปรับ
สมดุลของจุลินทรีย์ในร่างกาย    

1.5.3 สมบัติของโพรไบโอติกที่ดี 

โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ที่อาศัยอยู่ในทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์ ช่วยปรับสมดุลของ
จุลินทรีย์ในล าไส้ เจริญแข่งขันกับจุลินทรีย์ที่ท าให้เกิดโรคที่บริเวณทางเดินอาหาร (Havenaar et al., 
1992) ดังนั้นการที่จุลินทรีย์โพรไบโอติกสามารถเจริญ และผ่านลงไปในทางเดินอาหารโดยยังสามารถ
ด ารงชีพในล าไส้ได้ จึงต้องมีสมบัติหลายประการเพ่ือสามารถทนต่อสภาวะทางเดินอาหารซึ่งรวมถึง
หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ล าไส้เล็กส่วนต้น ส่วนกลาง และส่วนปลาย และผ่านลงไปเจริญในล าไส้
ใหญ่ไดซ้ึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดีต้องมีคุณสมบัติดังต่อไปนี้ 

1. เจริญโดยง่ายและสามารถมีชีวิตอยู่ภายในล าไส้ มีอัตราการรอดชีวิตสูงเมื่อผ่านระบบ
ต่างๆ ของร่างกาย เช่น ในกระเพาะอาหาร ล าไส้เล็ก ซึ่งต้องทนได้ในทุกสภาวะในระบบทางเดินอาหาร
เช่น ทนกรดท่ี pH 2-3 (กระเพาะอาหาร) หรือสารมารถทนความเป็นด่างที่ pH 8-9 (ล าไส้เล็ก) เป็นต้น 
และมีความคงทนต่อสภาพแห้งได้นาน และสามารถรอดชีวิตได้แม้กระทั่งในขณะท าการทดลอง (Fuller, 
1989) 

2.  เป็นเซลล์ที่มีชีวิตโดยเพ่ิมจ านวนและแข่งขันกับจุลินทรีย์ก่อโรคในทางเดินอาหารและ
สามารถยึดเกาะกับเซลล์ในผนังล าไส้ได้ดี และสามารถเจริญได้แม้ในสภาวะทีม่ีแหล่งอาหารน้อย 

3.  ท าหน้าที่เป็นสารเสริมปฏิชีวนะที่มีคุณสมบัติเพ่ิมการเจริญเติบโตของมนุษย์และสัตว์ 
รวมถึงต้านทานการเกิดโรค และก่อให้เกิดประโยชน์ต่อร่างกาย (Klein et al., 1998) 

   4.  ไม่ก่อให้เกิดโรคและยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค โดยความสามารถในการผลิตกรดแล็กติก 
หรือสารแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) มายับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค (Havenaar, 1992; 
Gilliland, 1989) ช่วยย่อยสลายกากอาหารเพ่ือให้กรดแอมิโน กรดไขมัน และวิตามิน เป็นต้น 
นอกจากนั้นยังสามารถลดการเสี่ยงต่อการเกิดมะเร็งล าไส้ใหญ่ ลดการสังเคราะห์สารประกอบแอมีน 
(amine compounds) ที่เป็นพิษในระบบทางเดินอาหาร 
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5.  สามารถเจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิที่กว้าง 
6.  มีความปลอดภัย ไม่ก่อให้เกิดหรือสร้างสารพิษ โดยสามารถถูกยอมรับว่าปลอภัย 

(GRAS; Generally Recognized As Safe)  
7.  ไม่มีสมบัติการก่อกลายพันธุ์ หรือสมบัติในการถ่ายทอดพันธุกรรมการต้านยา 

 
1.5.4 แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (Lactic acid bacteria; LAB) 

LAB เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram’s positive bacteria) ประกอบไปด้วย
แบคทีเรียรูปแท่งและรูปกลม โดยกลุ่มของแบคทีเรียรูปกลมได้แก่ Streptococcus spp., 
Pediococcus spp., Leuconostoc spp.  และกลุ่มของแบคทีเรียรูปแท่ง ได้แก่ Lactobacillus spp.  
และ  Bifidobacterium  spp. แบคทีเรียกลุ่มนี้ส่วนใหญ่ไม่สร้างสปอร์ ทนทานต่อสภาวะที่มี  pH  ต่ า
ไดดี้  เจริญไดใ้นสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนหรือมีออกซิเจนน้อย สร้างกรดแล็กติกเป็นสารเมแทบอไลต์หลัก  
โดยผ่านทางกระบวนการหมักคาร์โบไฮเดรตที่ประกอบไปด้วยปฏิกิริยา  2 วิถีทาง คือ 
homofermentative เป็นการหมักที่ได้กรดแล็กติกเป็นผลผลิตส าคัญเพียงอย่างเดียวและ  
heterofermentative  เป็นการหมักที่ได้แล็กติก เอทานอล หรือแอซีเทต และคาร์บอนไดออกไซด์จาก
กลูโคส  (Hove et al., 1999; Saeed et al., 2009) 
   ในปี ค.ศ. 1995 Hammes และ  Vogel กล่าวว่า LAB ประกอบด้วยกลุ่มของสิ่งมีชีวิตที่มีความ
หลากหลาย  ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์กับมนุษย์ค่อนข้างมาก  บางชนิดอาศัยอยู่ในทางเดินอาหาร บาง
ชนิดพบในอาหารหมัก  นอกจากนี้บางชนิดถูกน ามาใช้ประโยชน์เป็นอาหารเสริมที่เป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิต
ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสิ่งมีชีวิตที่ได้รับโดยท าให้เกิดความสมดุลของจุลินทรีย์ประจ าถิ่นในทางเดิน
อาหาร นอกจากนั้น LAB มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกหรือแกรมลบได้
เป็นอย่างดี  โดยสมบัตินี้ เกิดในขณะที่มีการผลิตกรดอินทรีย์  เช่น  กรดแล็กติกและกรดแอซิติก 
(Gilliland and Speck, 1977) รวมถึงสารต้านจุลชีพอ่ืนๆ เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์  แบคเทอริโอ
ซิน (bacteriocin) หรือสารคล้ายแบคเทอริโอซิน (bacteriocin-like compounds) ซึ่ง LAB ส่วนใหญ่
ถูกน ามาใช้ประโยชน์เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกในหลายๆ ด้าน 

1.5.5 ไบฟิโดแบคทีเรีย (บิฟิโดแบคทีเรีย) กับกำรน ำมำใช้เป็นโพรไบโอติก 

ไบฟิโดแบคทีเรีย (บิฟิโดแบคทีเรีย) เป็นโพรไบโอติกชนิดหนึ่งที่อาศัยอยู่ในล าไส้เล็กและล าไส้
ใหญ่ และเป็นแบคทีเรียที่มีประโยชน์ต่อร่างกายของสิ่งมีชีวิตที่อาศัยอยู่ โดยการปรับสมดุลของจุลินทรีย์
ในร่างกาย มีลักษณะเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก มีหลายรูปร่าง เช่น รูปตัววาย (Y-shape) รูปตัววี (V-
shape) รปูโค้ง (bent) หรือ กระบอง (club) โดยไม่พบเชื้อในลักษณะที่เกาะกลุ่มเป็นสายยาว เจริญได้
ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน (obligate anaerobe) จัดเป็นพวก heterofermentative lactic acid 
bacteria สามารถหมักน้ าตาลกลูโคสให้เป็นกรดแอซิติกและกรดแล็กติก 

เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ย้อมไม่ติดสีแบบ acid fast ไม่สร้างสปอร์ ไม่
เคลื่อนที่ มีลักษณะรูปร่างเป็นท่อน หรือเป็นแท่งยาวตรงปลายเป็นกระเปาะคล้ายกระบองเพชรหรือ
ช้อน ตรงปลายอาจจะแตกออกเป็นง่ามคล้ายตัวรูปตัววายหรือรูปตัววี อย่างไรก็ตามลักษณะรูปร่างของ
แบคทีเรียกลุ่มนี้จะเปลี่ยนแปลงไปขึ้นกับชนิดและส่วนประกอบของอาหารที่ใช้ในการเจริญ แบคทีเรีย

 

 

 

 

 

 

 

 



6 
 

กลุ่มนี้ไม่มีความสามารถในการรีดิวซ์ไนเทรต ไม่สร้างเอนไซม์คะตะเลสและออกซิเดส มีปริมาณ
เบสกัวนีน (Guanine: G) และไซโตซีน (Cytosine: C) สูงถึง 55-67% โมลของปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมด 
นอกจากนี้ยังสามารถสร้างเอนไซม์ Fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK) ซึ่งเป็น
เอนไซม์ส าคัญในการบวนการหมักน้ าตาลเฮกโซส จากกระบวนการหมักน้ าตาลกลูโคส 2 โมเลกุล จะได้
ผลผลิตเป็นกรดแล็กติกและกรดแอซิติกในอัตราส่วน 2:3 เอนไซม์ F6PPK นี้จึงเป็นเอนไซม์ที่มีบทบาท
ส าคัญในการใช้จ าแนกเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ในระดับจีนัส และใช้แยกแบคทีเรียกลุ่มนี้ออกจากแบคทีเรีย
กรดแล็กติกกลุ่มอ่ืนๆ (lactic acid bacteria) (Lee and O’Sullivan, 2010) เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย 
เจริญได้ดีในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน (strictly anaerobe) อย่างไรก็ตามบางสายพันธุ์สามารถทนต่อ
ออกซิเจนได้ เช่น B. animalis subsp. lactis เป็นสายพันธุ์ใช้ในอุตสาหกรรมน้ านมหมักสามารถเจริญ
ได้ในสภาวะที่มีออกซิเจนสูงถึง 5% (Meile et al., 1997) 

เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย แยกได้ครั้งแรกจากอุจจาระของเด็กทารกที่เลี้ยงด้วยนมมารดา โดยในปี 
ค.ศ. 1899 Tissier ไดจ้ัดแบคทีเรียชนิดนี้เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่น (normal microflora) พบได้เป็นส่วน
ใหญ่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ โดยที่ในส่วนของล าไส้ใหญ่ของมนุษย์พบว่ามีจ านวนประชากร
ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย เป็นล าดับสามรองจากเชื้อแบคทีเรียกลุ่ม Bacteroides และ Eubacteria 
ตามล าดับ แบคทีเรีย บิฟิโดแบคทีเรีย พบได้มากท่ีสุดในเด็กทารกในช่วงอายุตั้งแต่แรกเกิด และพบได้ถึง 
60-91% จากอุจจาระของทารกที่ดื่มน้ านมมารดา (Harmsen  et al., 2000) ร้อยละการพบเชื้อชนิดนี้
จะลดลงตามอายุที่เพ่ิมขึ้น และปัจจัยภายนอกอ่ืนๆ เช่น การให้อาหารชนิดอ่ืนแทนน้ านมจากมารดา 
รวมถึงสุขภาพและโภชนาการทางอาหารของบุคคลนั้นๆ  

บิฟิโดแบคทีเรียพบได้เป็นส่วนน้อยในช่องคลอด และช่องปากของมนุษย์ งานวิจัยล่าสุดพบว่า
เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย สามารถคัดแยกได้จากน้ านมของมารดาและปริมาณเชื้อจะลดลงตามอายุของทารก
ที่เพ่ิมขึ้นด้วยเช่นเดียวกัน (Solís et al., 2010 และ Arboleya et al., 2011) นอกจากนี้เชื้อชนิดนี้ยัง
สามารถพบได้ในระบบทางเดินอาหารของสัตว์เลือดอุ่น เช่น B. magnum, B. boum, B. gallinarum, 
B. animalis subsp. animalis และล าไส้ของแมลง เช่น B. asteroides, B. indicum, B. 
coryneforme (Ventura et al., 2007) 

ทางเดินอาหารของมนุษย์เป็นระบบนิเวศขนาดใหญ่ ประกอบไปด้วยจุลินทรีย์หลากหลายชนิด 
ซึ่งอยู่สัมพันธ์กับเซลล์เยื่อบุทางเดินอาหาร และเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย องค์ประกอบทั้ง
สามต้องอยู่ร่วมกันอย่างสมดุลทั้งในแง่ของโครงสร้างและการท างาน ร่างกายของมนุษย์จึงจะสามารถ
ท างานได้เป็นปกติ หากสมดุลนี้เสียไปจะท าให้การท างานของระบบทางเดินอาหารผิดปกติ  และท าให้
เกิดพยาธิสภาพของโรคตามมาได้ เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จัดเป็นจุลินทรีย์ที่ส าคัญอีกชนิดหนึ่งที่ท าหน้าที่
ในการช่วยปรับสมดุลสภาวะแวดล้อมในระบบล าไส้ ช่วยยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค และช่วยป้องกันและ
บรรเทาอาการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร (GI’s tract infection) โดยพบว่าทารกที่ได้รับ B. 
bifidum และ Streptococcus thermophilus สามารถบรรเทาอาการท้องร่วงอย่างเฉียบพลัน 
(acute diarrhea) และลดจ านวนไวรัสโรต้า (Rotavirus) อย่างมีประสิทธิภาพ (Saavedra และคณะ, 
1994) งานวิจัยล่าสุดยังพบว่าหนูทดลองที่ถูกเลี้ยงด้วยน้ านมที่มีเชื้อ B. longum subsp. longum 
สามารถมีชีวิตรอดหลังจากได้รับ Entero-hemorrhagic Escherichia coli O157:H7 ซึ่งเชื้อในกลุ่มนี้
สามารถสร้างพิษชิกา (Shiga toxin) ที่ท าให้เกิดอาการล าไส้ใหญ่อักเสบแบบมีเลือดออก (hemorrhagic 
colitis)  การบริโภคผลิตภัณฑ์น้ านมหมักที่มี B. animalis subsp. lactis ยังช่วยลดและรักษาอาการ
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โรคล าไส้อักเสบเรื้อรัง (inflammatory bowel disease; IBD) ในหนูทดลอง โดยช่วยเกื้อกูลให้เกิด
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญต่อจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ และยังช่วยลดปริมาณเชื้อก่อโรค Klebsiella 
pneumoniae และ Proteus mirabilis ซึ่งเป็นเชื้อส าคัญที่เหนี่ยวน าให้เกิดการอักเสบของล าไส้ใหญ่ 
นอกจากนี้จุลินทรีย์สายพันธุ์นี้ยังช่วยลดอาการท้องผูกในผู้สูงอายุได้อีกด้วย (Meance et al., 2001) 
การบริโภคผลิตภัณฑ์นมที่มี B. longum ร่วมกับจุลินทรีย์โพรไบโอติกชนิดอ่ืน เช่น L. acidophilus 
ช่วยเพ่ิมปริมาณโคเลสเตอรอลชนิดดี (high-density lipoprotein; HDL) (Kiessling และคณะ, 2002)  
และการบริโภคโยเกิร์ตที่มี B. lactis ร่วมกับ L. acidophilus ยังช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลรวมใน
ซีรัมได้อีกด้วย (Ataie-Jafari et al., 2009) อีกทั้งภาวะไม่ทนต่อแล็กโทส (lactose intolerance) ใน
มนุษย์ก็มีแนวโน้มลดลงในผู้ที่บริโภคผลิตภัณฑ์ที่มีเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย เป็นส่วนผสม (He et al., 2008) 
ส่วนกลไกในการต้านมะเร็งของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ยังเป็นที่ศึกษากันอยู่ซึ่งอาจจะไปช่วยกดการท างาน
ของสารก่อมะเร็ง ควบคุมหรือเหนี่ยวรั้งการเจริญของแบคทีเรียที่มีเอนไซม์ในการท าให้เกิดสารก่อมะเร็ง 
มีผลต่อการเคลื่อนไหวหรือการบีบตัวของล าไส้ท าให้ก าจัดสารก่อกลายพันธุ์ออกจากร่างกายได้ เร็วขึ้น
เป็นต้น 

 ทราบกันอยู่แล้วว่า บิฟิโดแบคทีเรีย สามารถทนต่อสภาวะที่เป็นกรด ซึ่งเกิดจากน้ าย่อยใน
กระเพาะอาหาร และสามารถทนต่อสภาพที่เป็นด่างที่เกิดจากน้ าดีที่ผลิตขึ้นโดยตับ จึงสามารถมีชีวิตอยู่
ได้ในกระเพาะอาหารและล าไส้ จึงเป็นไปได้ว่าจ านวนของ บิฟิโดแบคทีเรีย ที่เป็นจุลินทรีย์ประจ าถิ่นจะ
บ่งชี้ถึงความสมดุลในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ปัจจุบันจึงมีความพยายามที่จะเพ่ิมจ านวน บิฟิโด
แบคทีเรีย ในระบบทางเดินอาหารในรูปของจุลินทรีย์โพรไบโอติกเพ่ือส่งเสริมสุขภาพที่ดีให้กับผู้บริโภค  

1.5.6 ประโยชน์ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกต่อสุขภำพ 

1.5.6.1 โพรไบโอติกสามารถย่อยสลายกากอาหารภายในล าไส้ใหญ่แล้วให้พลังงานในรูปของ 
short-chain fatty acid หรือกรดอินทรีย์สายสั้นๆ และยังสามารถสังเคราะห์วิตามินเค และวิตามินซีได้
อย่างมีประสิทธิภาพ (Cummings et al., 1987)  ช่วยดูดซึมแคลเซียม ฟอสฟอรัส แมกนีเซียม 
นอกจากนั้นจุลินทรีย์โพรไบโอติกยังสามารถช่วยย่อยสลายสารอาหารจ าพวกไขมันและเนื้อสัตว์ในล าไส้
ท าให้ลดโอกาสเสี่ยงในการเป็นโรคมะเร็งล าไส้ใหญ่ หรือเกิดสภาวะล าไส้อักเสบได้ (Shanahan, 2001; 
Swidsinski et al., 2002) 

1.5.6.2 โพรไบโอติกสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคได้โดยการสร้างกรดอินทรีย์
โดยเฉพาะกรดแล็กติก หรือสร้างสารแบคเทอริโอซิน นอกจากนี้โพรไบโอติกยังสามารถเจริญในล าไส้
และแผ่กระจายโดยยึดเกาะกับผนังล าไส้ใหญ่ป้องกันไม่ให้จุลินทรีย์ก่อโรคเกาะติดผนังล าไส้และเจริญได้ 
อีกทั้งควบคุมล าไส้ให้เคลื่อนไหวเป็นปกติท าให้เนื้อเยื่อของล าไส้ต่างๆ สมบูรณ์ขับถ่ายได้อย่างเป็น
ธรรมชาติ (Alvarez et  al., 2001; Laiho et al., 2002)    

1.5.6.3 โพรไบโอติกกระตุ้นการสร้างเอนไซม์แล็กเทส (lactase) และเอนไซม์เบตา-กาแล็กโทซิเดส 
(β-galactosidase) ซึ่งเอนไซม์นี้ช่วยย่อยน้ าตาลที่อยู่ในน้ านมส าหรับผู้ที่เกิดอาการท้องอืดและอยู่ใน
สภาวะแพ้น้ าตาลแล็กโทส (Lactose intolerance) (Gilliland, 1989)   

1.5.6.4 โพรไบโอติกสามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของเม็ดเลือดขาว (white blood cells) ชนิด 
monocyte หรือ macrophage  ที่มีความสามารถในการจับสิ่งแปลกปลอมภายนอกร่างกายให้มา
รวมตัวกัน ส่งผลให้เกิดการท างานของ secretory immune system โดยการหลั่งแอนทิบอดี เช่น IgA 
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มาจับกับเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคไม่ให้เกาะกับเยื่อบุทางเดินอาหาร  นอกจากนี้ยังพบว่าจุลินทรีย์ โพรไบโอ
ติก ส่งเสริมภูมิคุ้มกันโดยป้องกันการบุกรุกของเชื้อก่อโรคบริเวณเยื่อบุผนังล าไส้ของผู้ป่วยโรค  Crohn’s 
disease (Cabre and Gassull, 2007)   

1.5.6.5 มีรายงานการวิจัยการใช้โพรไบโอติกจากเชื้อจุลินทรีย์ lactobacillus และ บิฟิโด
แบคทีเรีย ที่มีความสามารถในการเพ่ิมจ านวนแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพสูงรักษาผู้ป่วยติดเชื้อในล าไส้  
และล าไส้อักเสบ  (Inflammatory bowel disease, IBD)  พบว่าสามารถช่วยปรับความสมดุลของ
จุลินทรีย์ในล าไส้และทางเดินอาหาร และลดการติดเชื้อในล าไส้ได้อย่างเด่นชัด ซึ่งเป็นทางเลือกแบบใหม่
ส าหรับการบ าบัดรักษาโรค (Geier et al., 2007) 

1.5.6.6 โพรไบโอติกสามารถลดการเกิดมะเร็งล าไส้ โดยมีการศึกษาเกี่ยวกับการลดลงของปริมาณ
เอนไซม์ที่สร้างสารก่อมะเร็งในล าไส้ โดยการทดสอบให้อาสาสมัครรับประทานโยเกิร์ตที่เติมจุลินทรีย์
โพรไบโอติก พบว่าเอนไซม์ที่บ่งชี้อาการโรคมะเร็งล าไส้มีระดับลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (Ling et al., 
1994) นอกจากนั้นท าให้ระบบขับถ่ายเป็นปกติไม่เกิดการหมักหมมของของเสียในร่างกาย เป็นการลด
อัตราเสี่ยงของการเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะอย่างยิ่งมะเร็งล าไส้ใหญ่ (Ling et al., 1994) ลดการผลิต
เอนไซม์ที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็ง เช่น β-glucuronidase, azoreductase, nitrate 
reductase และ β-glucosidase (Kontula et al,1998) 

1.5.7 กำรน ำจุลินทรียโ์พรไบโอติกมำประยุกต์ใช้ในด้ำนต่ำงๆ  

มีการพัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพจากจุลินทรีย์โพรไบโอติกเพ่ือต้องการให้สุขภาพดี 
และชะลอความแก่ชราอันเนื่องมาจากภาวะเครียด การได้รับสารเคมี และการรับประทานยาประเภท 
สเตียรอยด์ ยาคุมก าเนิด ทีเ่ป็นสาเหตุที่ท าให้โพรไบโอติกในร่างกายมีปริมาณลดน้อยลง 

Marvin (1981) พัฒนาผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพโดยใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกซึ่งช่วยให้เกิด
ความสมดุลของจุลินทรีย์ที่อยู่ในล าไส้ ซึ่งพบว่าการบริโภคผลิตภัณฑ์น้ านมหมักที่มีเชื้อ L. acidophilus 
จะช่วยให้ลดระดับคอเลสเทอรอลในเลือดลงมากกว่าการบริโภคนมท่ีไม่มีเชื้อดังกล่าว และมีการกล่าวถึง
การบริโภค Kefir ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์นมหมักมีประโยชน์ต่อร่างกาย เสริมสร้างระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยการ
ย่อยน้ าตาลแลคโตสในคนที่มีภาวะ lactose intolerance และยังช่วยลดการเกิดมะเร็งอีกด้วย 
(Hertzler and Clancy, 2003) 

ปัจจุบันผลิตภัณฑ์ที่มีส่วนประกอบของจุลินทรีย์โพรไบโอติกส่วนใหญ่อยู่ในรูปของนม และ
ผลิตภัณฑ์นม เช่น โยเกิร์ต ส าหรับผู้ที่ไม่สามารถบริโภคผลิตภัณฑ์นมได้ ส าหรับผู้ที่มีปัญหาระบบการ
ย่อยน้ าตาลแล็กโทส สามารถบริโภคผลิตภัณฑ์ผลไม้ที่มีจุลินทรีย์โพรไบโอติกผสมอยู่ เช่น น้ าผักและ
ผลไม้ เป็นต้น  

มีงานวิจัยเกี่ยวกับการทดลองใช้แบคทีเรียและโพรไบโอติก (probiotics) ชนิดต่างๆ เพ่ือช่วย
ย่อยสลายอาหาร เร่งการเจริญเติบโตและเพ่ิมอัตรารอดของสัตว์น้ า  รวมทั้งเพ่ือควบคุมปริมาณ
แบคทีเรียที่เป็นอันตรายต่อสัตว์น้ าในแหล่งน้ า (สยามมารีน, 2550) 

โพรไบโอติกยังใช้เป็นสารเสริมชีวนะซึ่งสามารถน ามาผสมอาหารได้โดยตรงหรืออาจใช้เป็น 
Food หรือ Feed additives ส าหรับมนุษย์และสัตว์ได้ โดยทั่วไปจุลินทรีย์ที่ใช้ผลิตสารเสริมชีวนะเป็น
จุลินทรีย์ในกลุ่ม lactobacilli, streptococci และ yeast สารเสริมชีวนะที่ผสมในอาหารสัตว์มีทั้งชนิด
ที่มีจุลินทรีย์ชนิดเดียวและชนิดที่มีจุลินทรีย์ตั้งแต่ 2 ชนิดขึ้นไป เช่น Lactobacillus sp. กับ 
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Streptococcus sp. ทั้งนี้เพ่ือให้สามารถได้ประโยชน์จากผลิตภัณฑ์สารเสริมชีวนะสูงสุด (Klein et al., 
1998)  

วิเชียร  ลีลาวัชรมาศ (2534) ใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกผลิตสารที่ช่วยเพ่ิมรส กลิ่น คุณภาพของ
อาหารหมกั เช่น ผลิตภัณฑ์เครื่องดื่มต่างๆ เนื้อ ผัก หรือแม้แต่การท าไวน์ผลไม้ เนื่องจากแบคทีเรียกรด
แล็กติกสามารถเปลี่ยนแล็กเทตให้เป็นกรดแล็กติก ท าให้เกิดการหมักหรือการใช้กรดแล็กติกท างาน
ร่วมกับยีสต์ซึ่งจะเปลี่ยนน้ าตาลจากผลไม้ให้เป็นเอทานอล จึงเกิดแบคทีเรียกรดแล็กติกในผลไม้ ใน
กระบวนการหมักท าให้รสชาติดีขึ้น  

การน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกมาใช้เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพซึ่งจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์
เหล่านี้ท าหน้าที่ในการปรับสมดุลของระบบทางเดินอาหารในรูปของผลิตภัณฑ์นมเปรี้ ยวและโยเกิร์ต 
โดยการใช้กล้าเชื้อที่ได้จากจุลินทรีย์โพรไบโอติก เช่น L. casei L. acidophilus และ 
Bifidobacterium spp. เป็นต้น (Nakazawa and Hosono, 1992) 

การใช้โพรไบโอติกในการบ าบัดโรค Crohn’s disease (CD) เช่น การทดลองในหนูโดยผสมใน
อาหารที่มีเชื้อ L. lactis จะท าให้เกิดการหลั่ง trefoil factor ที่จ าเป็นในหนู และพบว่าโพรไบโอติกมีผล
ในการน าพา trefoil factor ไปยัง mucosa ซึ่งส่งผลต่อการป้องกันโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
นอกจากนั้นโพรไบโอติกยังท าให้หายจากโรค dextran sodium sulfate induced colitis ในหนู และ
ลดความรุนแรงของ chronic colitis ในหนูที่ขาด IL-10 อีกด้วย (Steidler et al., 2000) 

การใช้โพรไบโอติกปรับปรุงระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายของสัตว์ จากการศึกษาการหลั่งของ 
cytokines ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ epithelial ในล าไส้ของหนูในการตอบสนองต่อโพรไบโอติกชนิด 
Lactobacillus casei, Bifidobacterium spp. หรือ L. helveticus อ่ืนๆ ที่ไม่ก่อโรค พบว่าแบคทีเรีย  
โพรไบโอติกทั้งสามชนิดสามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการหลั่งของ  interleukin-6 (IL-6)  ในระดับปานกลาง
จาก epithelial cells ในขณะที่  Escherichia coli  จะท าให้เกิดการเหนี่ยวน าการหลั่ง IL-6 อย่าง
รุนแรง ซึ่งโพรไบโอติกสามารถกระตุ้น epithelium ให้อยู่ในระดับที่เหมาะสม ส าหรับการท าหน้าที่
สร้างระบบภูมิคุ้มกัน (Smits et al, 2005) 
 

1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  

งานวิจัยนี้สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียโพรไบโอติกกลุ่มบิฟิโดแบคทีเรีย ที่มีคุณภาพสูงที่
สามารถใช้เป็นกล้าเชื้อในการผลิตอาหารน้ านมหมักได้ภายในประเทศ ซึ่งส่งผลให้สามารถลดหรือ
ทดแทนการน าเข้ากล้าเชื้อจากต่างประเทศยังผลให้สามารถลดต้นทุนการผลิต และส่งเสริมความเข้มแข็ง 
และมั่นคงทางด้านอาหารภายในประเทศของเราเอง โดยสามารถน ากล้าเชื้อที่ได้ไปผลิตอาหารน้ านม
หมักหรืออาหารเสริมอ่ืนๆ ในขนาดการผลิตขนาดใหญ่ระดับอุตสาหกรรมต่อไป นอกจากนั้นผลจาก
งานวิจัยท าให้สามารถเข้าใจถึงผลกระทบของสายพันธุ์ โพรไบโอติกต่อการรักษาสมดุลของประชากร
จุลินทรีย์ในทางเดินอาหารเพ่ิมมากขึ้นท าให้เราสามารถน าเอาความรู้ที่ได้ไปประยุกต์ใช้ทางด้านเภสัช
ศาสตร์ในการรักษาโรคทางเดินอาหาร การป้องกันการท้องเสียจากผลของยาปฏิชีวนะ การป้องกัน
อาการติดเชื้อภายในทางเดินอาหาร และการป้องกันอาการระคายเคืองท้องเรื้อรังเนื่องจากการ
รับประทานอาหารที่มีรสเผ็ด รวมถึงการพัฒนาอาหารเสริมสุขภาพอ่ืนๆ อีกด้วย 
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งานวิจัยนี้ยังจะเป็นส่วนหนึ่งของโครงการการเรียนการสอนระดับบัณฑิตศึกษาดังนั้นความรู้
และเทคนิคต่างๆ ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้จะถูกถ่ายทอดโดยตรงกับนักศึกษาบัณฑิตศึกษาที่ก าลังอยู่ใน
ระหว่างการท าวิทยานิพนธ์ นอกเหนือจากนั้นงานวิจัยนี้เป็นการใช้องค์ความรู้เฉพาะทางที่มีจุดมุ่งหมาย
ระยะยาวในการถ่ายทอดเทคนิควิธีการจากมหาวิทยาลัยไปสู่ทั้งภาคเกษตรและภาคอุตสาหกรรมเพ่ือ
พัฒนากระบวนเตรียมกล้าเชื้อโพรไบโอติกบิฟิโดแบคทีเรีย เพ่ือใช้ในการผลิตอาหารน้ านมหมักและ
อาหารเสริมอ่ืนๆ ให้มีฐานการผลิตขนาดใหญ่ ที่จะเป็นเป้าหมายในการผลิตเพื่อการค้าในอนาคต 
 นอกจากนั้นในแผนงานวิจัยนี้ทั้งหัวหน้าโครงการวิจัยและผู้ร่วมงานวิจัยยังมีโอกาสในการ
ถ่ายทอดความรู้ทางด้านวิทยาศาสตร์ที่ตนเองถนัดไปยังนักศึกษาระดับปริญญาตรี และปริญญาโทที่
สนใจเข้ามามีส่วนร่วมในการท างานวิจัยที่เสนอในแผนงานวิจัยนี้ ทั้งนี้นักศึกษาระดับปริญญาตรี และ
ปริญญาโทจะมีโอกาสได้เรียนรู้การปฏิบัติงานทางด้านวิทยาศาสตร์อย่างมีระบบ และเป็นแบบแผนซึ่งจะ
เป็นพื้นฐานการสร้างบุคคลากรทางวิทยาศาสตร์ที่มีความสามารถต่อไปในอนาคต 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้จากการวิจัยนี้คือการตีพิมพ์ลงในวารสารทางวิทยาศาสตร์ในระดับ
นานาชาติ  นอกจากนั้นงานวิจัยนี้น่าจะสามารถน าไปจดสิทธิบัตรเรื่อง เพ่ือน าไปสู่การถ่ายทอด
เทคโนโลยีจากภาคการศึกษาสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมน้ านมหมักขนาดใหญ่เพ่ือลดต้นทุนการ
ผลิตเนื่องจากการน าเข้ากล้าเชื้อโพรไบโอติกของบิฟิโดแบคทีเรีย จากต่างประเทศปีละหลายล้านบาท 
โดยหันมาใช้กล้าเชื้อโพรไบโอติกของบิฟิโดแบคทีเรีย ที่พัฒนาจากแบคทีเรียที่คัดแยกได้ภายในประเทศ 
 
1.7 แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยีหรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 

งานวิจัยในปะเทศไทยยังไม่มีการพัฒนากล้าเชื้อโพรไบโอติกของแบคทีเรียชนิดบิฟิโด-
แบคทีเรีย ยังอย่างจริงจัง ดังนั้นผลงานวิจัยจากโครงการวิจัยนี้น่าจะมีประโยชน์ต่อภาคอุตสาหกรรมการ
ผลิตนมหมักของไทยเป็นอย่างมากเพ่ือที่จะสามารถลดการน าเข้ากล้าเชื้อโพรไบโอติกที่ใช้ในการผลิตนม
หมักจากต่างประเทศชนิด บิฟิโดแบคทีเรีย นอกจากนั้นอุตสาหกรรมนมหมักยังสามารถน าเชื้อโปรไป
โอติกดังกล่าวมาพัฒนาเป็นอาหารเสริมทีมุ่่งหวังในการบรรเทาโรคที่เกิดจากการติดเชื้อแบคทีเรียก่อโรค
ที่เกิดจากอาหาร รวมถึงอาหารเสริมที่สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของผู้บริโภคเช่นผู้ป่วยสูงอายุที่มี
อาการป่วยบ่อยหรือผู้ป่วยที่อยู่ในสภาวะอ่อนแอเนื่องจากการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหารเป็นต้น 
ทั้งนีก้ารถ่ายทอดเทคโนโลยีดังกล่าวสามารถท าได้ภายหลังจากการสิ้นสุดการด าเนินงานวิจัย 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทท่ี  2  
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
2.1 วิธดี ำเนินกำรวิจัย 
  
2.1.1 กำรเก็บตัวอย่ำง  

เก็บตัวอย่างอุจจาระจากเด็กทารกอายุช่วง 5 วัน ถึง 3 เดือน โดยเก็บตัวอย่างหลังจากเด็ก
ทารกถ่ายในทันที โดยใช้ไม้พันส าลี (cotton swab) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อ เขี่ยตัวอย่างอุจจาระใส่ใน
สารละลาย phosphate buffer saline ที่มีร้อยละ 0.05 ของ L-cysteine hydrochloride (PBSc) 
จ านวน 0.5-2 กรัม ที่บรรจุในหลอดฝาเกลียว จากนั้นน าหลอดตัวอย่างในภาชนะ เก็บตัวอย่างในที่เย็น 
และน าตัวอย่างท่ีได้มายังห้องปฏิบัติการเพ่ือท าการแยกเชื้อภายในเวลาไม่เกิน 2 ชั่วโมง 
 
2.1.2 กำรคัดแยกเชื้อแบคทีเรีย Bifidobacterium spp.  

 ท าการแยกเชื้อ Bifidobacterium จากตัวอย่างอุจจาระจากเด็กทารกที่เลี้ยงด้วยนมมารดา 
ตัวอย่างที่ได้จะน ามาผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันในสารละลาย PBSc จากนั้นท าการเจือจางในสารละละลาย
เดียวกัน และเกลี่ย (spread) เชื้อลงบนอาหารแข็ง DeMan, Rogasa and Sharpe ที่มีร้อยละ 0.05 
ของ L-cysteine hydrochloride (MRSc) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (°C) เป็นเวลา 48 
ชั่วโมงในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน ตรวจสอบความบริสุทธิ์เบื้องต้นของเชื้อจากสมบัติการติดสีแกรม และ
ลักษณะทางสันฐานวิทยาของเชื้อภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เชื้อแบคทีเรียที่ย้อมติดสีแกรมบวก และมี
รูปร่างท่อนที่มีลักษณะไม่แน่นอน เช่น มีรูปร่างเป็นกิ่งก้านสาขา หรือแท่งยาวเรียวตรงปลายเป็น
กระเปาะคล้ายกระบองหรือมีง่ามเป็นรูปตัววาย รวมถึงให้ผลกับเอนไซม์คาทาเลสเป็นลบ จะน าไปเลี้ยง
ในอาหารเหลว เพ่ือท าการเก็บรักษาเชื้อในสารละลายกลีเซอรอล 20 % (v/v) ที่อุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียสต่อไป 
 
2.1.3 กำรพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ด้วยปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส 

  แบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยกจะน ามาเพ่ิมจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ-
เรส โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อส่วนของ 16S rDNA ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย เพ่ือเป็นการยืนยันผลใน
ระดับโมเลกุลร่วมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเชื้อที่คัดแยกได้ โดยใช้โคโลนีเดี่ยวของเชื้อนั้นๆ เป็น
ดีเอ็นเอต้นแบบในการสังเคราะห์เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับเชื้ออ้างอิง Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis, strain BB-12 (Chr. Hansen, Denmark) โดยใช้ไพรเมอร์ Bif164-F (5′-
GGGTGGT AATGCCGGATG-3′) และ Bif662-R (5′-CCACCGTTACACCGGGAA-3′) (Kok และคณะ, 
1996) และตรวจสอบผลิตผลของปฏิกิริยาด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  (gel electrophoresis) โดยใช้แผ่น
แอกาโรสเจลความเข้มข้น 1.2% (w/v) ซึ่งแถบดีเอน็เอท่ีได้จากการวิเคราะห์จะมีขนาดประมาณ 520 คู่
เบส  
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2.1.4 กำรศึกษำหำเชื้อแบคทีเรียที่ทนต่อสภำวะที่เป็นกรด น้ ำย่อยในกระเพำะอำหำร (Simulated 
gastric juice) สภำวะท่ีมีเกลือน้ ำดี (Bile salt) และน้ ำย่อยในล ำไส้เล็ก (Pancreatic juice) 

 เชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จะน ามาศึกษาการทนต่อสภาวะต่างๆในระบบทางเดินอาหาร ตาม
วิธีการของ Maragkoudakis และคณะ (2006) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว MRSc ที่อุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 
4°C เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลายตะกอนเซลล์ในสารละลาย PBSc pH 7.2 จ านวน 2 รอบ จากนั้น
จึงละลายตะกอนเซลล์ที่ได้ในสารละลาย PBSc ที่ pH 2 และ 3 และละลายในสารละลายคล้ายน้ าย่อย
ในกระเพาะอาหารที่มี 0.3% (w/v) ของเอนไซม์เพปซิน (pepsin) ในสารละลาย PBSc ที่ pH 2 และ 3 
เช่นเดียวกัน โดยให้มีปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 107 CFU/mL จากนั้นจึงบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนที่
อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  วัดการเจริญของเชื้อที่ชั่วโมง 0 และ 3 ด้วยวิธี spread plate บน
อาหารแข็ง MRSc ท าการนับโคโลนีของเชื้อหลังจากบ่มที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ค านวณ
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (% survival rate) ในรูปของเปอร์เซ็นต์ CFU/mL เทียบกับเชื้ออ้างอิง B. 
animalis subsp. lactis, strain BB-12 

 ส าหรับการทดสอบภายใต้สภาวะคล้ายล าไส้เล็กนั้น จะทดสอบสมบัติของเชื้อแบคทีเรียต่อ
สารละลายเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นต่างๆ และในสภาวะที่มีเอนไซม์แพนครีเอติน (pancreatin) โดย
ละลายตะกอนเซลล์แบคทีเรียที่เตรียมได้จากข้างต้นในอาหาร MRSc ที่มีเกลือน้ าดีความเข้มข้น 0.3%, 
0.5% และ 1% (pH 8) ส่วนการวัดความทนทานของเชื้อแบคทีเรียในสภาวะที่มีน้ าย่อยจากล าไส้เล็ก 
จะน าแบคทีเรียมาละลายในสารละลาย PBSc pH 8 ที่มี 0.1% (w/v) ของ เอนไซม์แพนครีเอติน บ่มใน
สภาวะไร้ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 4 ชั่วโมง วัดการเจริญเติบโตของเชื้อโดยการนับโคโลนีบน
อาหารแข็งและค านวณร้อยละการรอดชีวิตเช่นเดียวกับวิธีข้างต้น 
 
2.1.5 กำรจ ำแนกสำยพันธุ์แบคทีเรียโดยใช้ชุดจ ำแนกส ำเร็จรูป API 50 CHL และโดยกำรวิเครำะห์
ล ำดับนิวคลีโอไทด์บำงส่วนจำก 16S rDNA  

เชื้อแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติเบื้องต้นเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะน ามาจัดจ าแนกสายพันธุ์โดยใช้
ชุดจ าแนกแบคทีเรียส าเร็จรูป API 50 CHL (Bio-Mérieux, France) ซึ่งจะจัดจ าแนกแบคทีเรียจาก
รูปแบบการใช้คาร์โบไฮเดรต โดย API 50 CHL จะเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใช้ร่วมกับชุดทดสอบ API 50 
CHL strip ที่มีคาร์โบไฮเดรตทั้งหมด 49 ชนิดอยู่ภายในแต่ละแถบ ท าได้โดยเขี่ยเชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย บน
อาหารแข็ง MRSc ลงในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ ปรับความขุ่นให้ได้เท่ากับ 2 McFarland แล้วจึงถ่ายเชื้อที่
ปรับความขุ่นแล้วลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ API 50 CHL ผสมให้เข้ากันและหยอดลงไปในแถบของ API 
50 CHL strip และปิดหลุมด้วย mineral oil จากนั้นจึงน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C อ่านผลหลังจากบ่ม
แล้ว 24 และ 48 ชั่วโมง บันทึกผลเป็นบวกเมื่อเชื้อสามารถใช้คาร์โบไฮเดรตได้ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรด ท า
ให้เปลี่ยนสีอินดิเคเตอร์ในอาหารจากสีน้ าเงินเป็นสีเหลือง 

การจัดจ าแนกแบคทีเรียในระดับโมเลกุลท าได้โดยการตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วน
ของ 16S rDNA ด้วยไพรเมอร์ Bif164-F และ Bif662-R โดยใช้ปฎิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส หลังจากท า
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ผลิตภัณฑ์ดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์แล้ว จึงน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยไพรเมอร์ชุดเดียวกัน  
(MACROGEN Inc., Korea) จากนั้นจึงน าล าดับเบสที่ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวภาพ 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือการจัดจ าแนกต่อไป 

 
2.1.6 กำรศึกษำอัตรำกำรยึดเกำะของเชื้อแบคทีเรียบิฟิโดแบคทีเรียกับเซลล์ผนังล ำไส้  (Caco-2)    

วิธีการทดสอบสมบัติในการยึดเกาะของแบคทีเรียที่คัดแยกได้กับเซลล์เบื่อบุผนังล าไส้ชนิด 
Caco-2 ดัดแปลงตามวิธีการของ Pennacchia และคณะ (2006)  และ Maragkoudakis และคณะ 
(2006) ท าได้โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ Caco-2 ในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s minimal 
essential medium (DMEM) ที่มี 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum, 1% 10mM 
non-essential amino acid solution และ 1% ของ penicillin and streptomycin (5000 IU/ml 
and 5000 µg/ml)  ใน 6-well plate โดยใช้เซลล์เริ่มต้นประมาณ 1.2 x 105 เซลล์/mL บ่มที่อุณหภูมิ 
37°C ในสภาวะที่มีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละ 5 และท าการเปลี่ยนอาหารทุก 48 ชั่วโมง 
จนเซลล์โตและยึดเกาะทั่วพ้ืนผิวของจานอาหาร  เมื่อเซลล์โตจนเต็มพ้ืนที่ของจานอาหารแล้ว ท าการ
ล้างด้วยสารละลาย PBS pH 7.4 จ านวน 2 ครั้ง  จากนั้นจึงเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด Non-
supplemented DMEM ลงไปหลุมละ 2 mL บ่มที่อุณหภูมิ 37°C ในสภาวะที่มีก๊าซ CO2 ร้อยละ 5 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ส่วนการเตรียมสารละลายแบคทีเรียท าได้โดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร MRSc broth 
ที่ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 5 นาที 
ล้างและละลายตะกอนเซลล์ใน PBS pH 7.2 จ านวน 2 รอบ และละลายเซลล์ที่ได้ด้วยอาหาร Non-
supplemented DMEM ให้มีปริมาณของเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้นประมาณ 108 CFU/mL 

เมื่อบ่มเซลล์ Caco-2 ครบ 1 ชั่วโมง จึงดูดอาหารเก่าออก และเติมสารละลายแบคทีเรียที่
เตรียมไว้ข้างต้นลงใน 12 well plate หลุมละ 1 mL บ่มที่อุณหภูมิ 37°C ในสภาวะที่มีก๊าซ CO2 5% 
เป็นเวลา 90 นาที เมื่อครบเวลาที่ก าหนด ดูดอาหารในหลุมออก และล้างเซลล์แบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะกับ 
Caco-2 ด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นจึงเติม 0.05% Trion X-100 ลงในแต่ละหลุม บ่ม
เป็นเวลา 10 นาที  ซึ่งจะท าให้สารละลายเซลล์และแบคทีเรียหลุดออกจากการยึดเกาะกับจานอาหาร 
น าสารละลายที่ได้นี้เจือจางและเกลี่ยบนอาหารแข็ง MRSc บ่มที่ 37°C เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะ
ไม่ใช้ออกซิเจน อ่านผลโดยการนับจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดขึ้น และค านวณอัตราการยึดเกาะ
เซลล์ Caco-2 ของแบคทีเรียในรูปของเปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะ 

 
ร้อยละการยึดเกาะ (% adhesion capacity) = จ านวนเชื้อแบคทีเรียที่เกาะกับเซลล์  x  100 

 
 
2.1.7 กำรศึกษำควำมไวต่อยำปฏิชีวนะ (Antibiotic susceptibility) 

 ศึกษาความไวต่อยาปฎิชีวนะของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดยวิธี Disk diffusion (ดัดแปลง
ตามวิธีการของ Ortu และคณะ, 2007) แผ่นยาปฏิชีวนะ (antibiotic disk)  ที่ใช้ในการทดลองนี้
ประกอบไปด้วย streptomycin (10 µg), gentamicin (10 µg), tetracycline (30 µg), penicillin G 

จ านวนเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้น 
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(10 µg), aztreonam (30 µg), vancomycin (30 µg), erythromycin (15 µg), chloramphenicol 
(30 µg), kanamycin (30 µg), ampicillin (10 µg), lincomycin (15 µg), norfloxacin (10 µg) 
และ ofloxacin (5 µg) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียในอาหารเหลว MRSc ที่อุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 37°C เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน ท าการเจือจางจนได้ความเข้มข้นของสารละลายเซลล์เป็น 107 
CFU/mL จากนั้นใช้ไม้ส าลีที่ปราศจากเชื้อจุ่มลงในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย แล้วป้ายลงผิวหน้าของ
อาหารแข็งให้ทั่วจานเพาะเชื้อ จากนั้นวางแผ่นยาปฏิชีวนะ (antibiotic disk)  ลงบนผิวหน้าของอาหาร 
บ่มในสภาวะไร้ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลความไวต่อยาปฏิชีวนะของ
เชื้อแบคทีเรียได้โดยสังเกตบริเวณใส (clear zone) รอบ antibiotic disk  และท าการวัดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของบริเวณใสที่เกิดขึ้น บันทึกผลและแปลความหมายตาม National Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) โดยถ้าเชื้อมีความไวต่อยาปฏิชีวนะจะบันทึกในรูปของ 
Sensitive (S) มีความไวต่อยาปฏิชีวนะปานกลางบันทึกเป็น Intermediate (I) and และไม่ไวต่อยา
ปฏิชีวนะบันทึกเป็น Resistant (R) 
 
2.1.8 กำรศึกษำควำมสำมำรถในกำรยับยั้งเชื้อก่อโรค 

การศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคสามารถท าได้โดยวิธี agar-well diffusion 
(ดัดแปลงตามวิธีการของ Maragkoudakis และคณะ, 2006 โดยเลี้ยงเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ในอาหาร
เหลว MRSc ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน ในการทดสอบจะแบ่ง
ตัวอย่างออกเป็น 3 ชุด คือ น้ าเลี้ยงเชื้อ (culture broth),  ส่วนใส (supernatant) ที่ได้จากการหมุน
เหวี่ยง (3000 rpm, 4°C, 5 นาที) และปรับ pH เป็น 6.0 จากนั้นท าให้ปลอดเชื้อโดยการกรอง (filter 
sterilization) และสุดท้ายคือส่วนใสจากการหมุนเหวี่ยงที่ไม่ได้ปรับ pH เชื้อก่อโรคที่ใช้ในการทดลองนี้
ประกอบไปด้วย Escherichia coli TISTR 780, Staphylococcus aureus TISTR 1466, 
Pseudomonas aeruginosa TISTR 781, Bacillus cereus TISTR 687, Samonella 
typhimurium TISTR 292, Vibrio cholerae, and Candida albicans TISTR 718 โดยเลี้ยงเชื้อทั้ง 
เจ็ดสายพันธุ์นี้ในอาหาร Brain-Heart Infusion broth (BHI broth)  ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16 
ชั่วโมง และปรับความเข้มข้นของเซลล์ให้ได้ประมาณ 105 CFU/mL จากนั้นใช้ไม้พันส าลีปราศจากเชื้อ
จุ่มลงในเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคที่เตรียมไว้ เกลี่ยให้ทั่วผิวหน้าของอาหารแข็ง BHI และใช้ cork borer 
(ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 7 mm) เจาะลงไปบนผิวหน้าของอาหารแข็งให้เกิดเป็นหลุม แล้วจึงดูด
ตัวอย่างของน้ าเลี้ยงเชื้อ และส่วนใสที่ปรับและไม่ปรับ pH ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ลงไปหลุมละ 100 
µl จากนั้นน าไปบ่มท่ี 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยวัด
ขนาดของบริเวณใสที่เกิดข้ึน 

 
2.1.9 กำรทดสอบควำมมีชีวิตรอดของเชื้อบิฟิโดแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์อำหำร 

เชื้อแบคทีเรียที่มีสมบัติเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะน ามาทดสอบการมีชีวิตรอดในผลิตภัณฑ์
อาหาร ได้แก่ นมพาสเจอร์ไรส์รสจืด นมเปรี้ยวพร้อมดื่ม น้ านมถั่วเหลือง และน้ าส้มคั้น โดยเลี้ยงเชื้อ 
บิฟิโดแบคทีเรีย ในอาหารเหลว MRSc ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน 
จากนั้นจึงถ่ายเชื้อไปยังอาหารเหลว MRSc ใหม่ บ่มเป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง จึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 
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4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลายตะกอนเซลล์ในน้ ากลั่นจ านวน 2 รอบ 
และละลายตะกอนเซลล์ที่ได้ด้วยผลิตภัณฑ์อาหารชนิดนั้นๆ จึงถ่ายเชื้อปริมาณร้อยล 2 ลงไป 100 mL 
ของผลิตภัณฑ์อาหารแต่ละชนิด เก็บอาหารเป็นระยะเวลา 15 วัน ที่อุณหภูมิประมาณ 4°C ท าการเก็บ
ตัวอย่างทุกๆ 3 วันเพ่ือวัด pH ของตัวอย่างอาหาร และวัดความมีชีวิตรอดของเชื้อโดยวิธี  spread 
plate บนอาหารแข็ง MRSc  
 
2.1.9  กำรรอดชีวิตของเชื้อระหว่ำงกำรท ำแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze-drying)  

การศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อระหว่างการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งท าได้โดยเลี้ยงเชื้อ B. 
animalis BF052 ในอาหารเหลว MRSc ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้
ออกซิเจน จากนั้นจึงถ่ายเชื้อไปยังอาหารเหลว MRSc ใหม่ บ่มเป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง (ระยะ early 
stationary phase) จึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 5 นาที ล้างและ
ละลายตะกอนเซลล์ในน้ ากลั่นจ านวน 2 รอบ และละลายตะกอนเซลล์ที่ได้โดยการเติม 1 mL ของสาร
ป้องกันความเย็น (cryoprotectant) แต่ละชนิด ได้แก่ 10% (w/v) น้ าตาลแล็กโทส, 10% (w/v) 
น้ าตาลซูโครส, 10% (w/v) skim milk, 10% (w/v) ข้าวกล้องงอก, (w/v) งาด า และน้ านมถั่วเหลือง 
ลงในขวด vial ที่ปราศจากเชื้อ ท าการนับจ านวนเซลล์เริ่มต้นก่อนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งโดยวิธี  
spread plate บนอาหารแข็ง MRSc จากนั้นจึงน าขวด vial ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -80°C เป็นระยะเวลา 
4 ชั่วโมง จึงน าไปผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเป็นระยะเวลา 18 ชั่วโมง จากนั้นนับจ านวนเซลล์ที่มี
ชีวิตรอดโดยละลายเซลล์ที่ผ่านการท าแห้งด้วยอาหารเหลว MRSc แล้วจึง spread plate บนอาหาร
แข็ง MRSc   

เพ่ือท าการคัดเลือกสารป้องกันความเย็นที่มีประสิทธิภาพในการปกป้องเซลล์ได้ดีที่สุดหลังจาก
การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง เซลล์ที่ผ่านการท าแห้งจะถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิห้อง และที่อุณหภูมิ  4°C 
และท าการตรวจสอบการรอดชีวิตของเซลล์หลังจากเก็บเป็นระยะเวลา 1, 3 และ 6 เดือน 

 
2.1.10 กำรศึกษำสมบัติของเชื้อ B. animalis BF052 หลังจำกกระบวนกำรผลิต 

 การศึกษาสมบัติของเชื้อโพรไบโอติก B. animalis BF052 ที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง
โดยใช้ 10% skim milk เป็นสารป้องกันความเย็น จะถูกเก็บที่อุณหภูมิตู้เย็น (4°C) เป็นระยะเวลา 1 
เดือน เมื่อครบก าหนดละลายตะกอนเซลล์ด้วยนมเปรี้ยวพร้อมดื่ม แล้วจึงถ่ายเชื้อปริมาณ 1% ลงไป 
100 mL ของนมนมเปรี้ยวพร้อมดื่ม เก็บนมไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ หลังจากการ
เก็บจึงน าเชื้อมาศึกษาต่อการทนสภาวะต่างๆในระบบทางเดินอาหาร โดยดัดแปลงตามวิธีการของ 
Peres และคณะ (2014) และ Sousa และคณะ (2015) โดยถ่ายเชื้อปริมาตร 1 ml จากน้ านมที่เก็บ
รักษา ลงในสารละลาย sterile electrolyte solution (SES; 0.22 g/l CaCl2, 6.2 g/l NaCl, 2.2 g/l  
KCl, 1.2 g/l NaHCO3, w/v) pH 6.2 ปริมาตร 35 ml จากนั้นจึงเติม 5 ml ของ SES ที่มีเอนไซม์ไลโซ
ไซม์ (0.01% w/v) บ่มที่อุณหภูมิ 37°C 200 rpm เป็นเวลา 2 นาที เพ่ือจ าลองสภาวะในปาก แล้วจึง
เติม 3 ml ของ SES (pH 5.0) ที่มีส่วนผสมของ 0.3% (w/v) เอนไซม์เพปซิน (pepsin) เพ่ือจ าลอง
สภาวะในกระเพาะอาหาร และค่อยๆลด pH ของสารละลายด้วย 1 N HCl เป็น 6 บ่มเป็นเวลา 10 นาที 
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ก่อนที่ปรับเป็น pH เป็น 5.0 (บ่มเป็นเวลา 10 นาที), pH 4.0 (10 นาที), pH 3.0 (30 นาที), และ pH 
2.0 (30 นาที) ตามล าดับ โดยบ่มที่อุณหภูมิ 37°C 130 rpm รวมระยะเวลา 90 นาที จากนั้นจึงเติม 4 
ml ของ SES (5 g/l NaCl, 0.6 g/l KCl and 0.3 g/l CaCl2, w/v) pH 8 ที่มี 0.3% (w/v) bile salts 
และ 0.1% (w/v) เอนไซม์แพนครีเอติน (pancreatin) แล้วจึงปรับ pH ของสารละลายเป็น 5.0 ด้วย 1 
M NaHCO3 บ่มที่อุณหภูมิ 37°C 45 rpm เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือจ าลองสภาวะในส่วนของล าไส้เล็ก
ส่วนดูโอดีนัม และจึงปรับ pH เป็น 6.5 บ่มที่อุณหภูมิ 37°C 45 rpm เป็นเวลา 90 นาที เพ่ือจ าลอง
สภาวะในส่วนของล าไส้เล็กส่วนไอเลียม จากนั้นจึงน าสารละลายเซลล์แบคทีเรียไปหมุนเหวี่ยงที่ 3,000 
rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที และละลายตะกอนที่ได้ด้วยอาหาร DMEM และเติมลงไปใน 6 
well plate ที่มี monolayer Caco-2 cells หลุมละ 1 mL เพ่ือศึกษาประสิทธิภาพในการยึดเกาะของ
แบคทีเรียกับเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้ บ่มที่อุณหภูมิ 37°C ในสภาวะที่มีก๊าซ CO2 5% เป็นเวลา 90 นาที 
เมื่อครบเวลาที่ก าหนด ดูดอาหารในหลุมออก และล้างเซลล์แบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 
ด้วยสารละลาย PBS จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นจึงเติม 0.05% Trion X-100 ลงในแต่ละหลุม บ่มเป็นเวลา 
10 นาที  ซึ่งจะท าให้สารละลายเซลล์และแบคทีเรียที่หลุดออกจากการยึดเกาะกับจานอาหาร น า
สารละลายที่ได้นี้เจือจางและเกลี่ยบนอาหารแข็ง MRSc บ่มที่ 37°C เป็นเวลา 48-72 ชั่วโมง ในสภาวะ
ไม่ใช้ออกซิเจน อ่านผลโดยการนับจ านวนโคโลนีของแบคทีเรียที่เกิดขึ้น และค านวณอัตราการยึดเกาะ
เซลล์ Caco-2 ของแบคทีเรียในรูปของเปอร์เซ็นต์ของการยึดเกาะ และเปรียบเทียบผลกับเชื้อ B. 
animalis BF052 ที่ไม่ได้ผ่านกระบวนการข้างต้น 
 

2.1.11 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนม (Whole genome sequencing) ของเชื้อ B. 
animalis BF052 

2.1.11.1 กำรสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (Genomic DNA extraction)  

น าเชื้อ B. animalis BF052 มาเลี้ยงในอาหารเหลว MRSc ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน น าเซลล์ที่ได้ไปหมุนเหวี่ยงที่ 5,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 
5 นาที ล้างตะกอนเซลล์ใน Tris-Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) buffer (TE buffer) 
และละลายตะกอนเซลล์ด้วย 200 µl ของ 20% สารละลายซูโครสใน TE buffer จากนั้นจึงเติม 2 
mg/ml ของเอนไซม์ไลโซไซม์ปริมาตร 20 µl 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) ปริมาตร 100 
µl และ 10 mg/ml RNase น าไปบ่มที่ 37°C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จึงเติม 5M sodium chloride 
(NaCl) ปริมาตร 75 µl กลับหลอดไปมา จากนั้นจึงก าจัดโปรตีนโดยใช้สารละลาย Phenol : 
Chloroform : Isoammyl alcohol (อัตราส่วน 25 : 24 : 1) ปริมาตร 500 µl ผสมให้เข้ากันด้วยการ
กลับหลอดไปมา จากนั้นจึงน าไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วดูดสารละลายส่วน
ใสด้านบนใส่ในหลอดใหม่ ก าจัดโปรตีนที่ยังตกค้างด้วยวิธีเดิมอีกครั้งหนึ่ง จากนั้นจึงท าการตกตะกอนดี
เอ็นเอด้วยการเติม Isopropanol ปริมาตร 500 µl และ 3 M Potassium acetate ปริมาตร 50 µl 
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใสทิ้ง และล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% 
Ethanol ปริมาตร 500 µl หมุนเหวี่ยงที่ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง ตาก
ตะกอนดีเอ็นเอให้แห้ง และละลายด้วยน้ ากลั่นปริมาตร 25 µl ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกัดได้

 

 

 

 

 

 

 

 



 17 

ด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิสโดยใช้แผ่นแอกาโรสเจลความเข้มข้น 0.7% และวัดค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ที่ค่าการดูดกลืนแสง 260 nm ด้วยเครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 

2.1.11.2 กำรวิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์ 

จีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จะส่งไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์แบบ Next generation 
sequencing (NGS) ที่บริษัท Baseclear ประเทศเนเธอร์แลนด์ ในกระบวนการหาล าดับ นิวคลีโอไทด์
นั้น ชิ้นส่วนดีเอ็นเอจะถูกตัดให้เป็นสายสั้นๆ และเชื่อมต่อเข้ากับ adaptor ที่ใช้เป็นไพรเมอร์เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบด้วยวิธี PCR ซึ่งจะท าให้ได้นิวคลีโอไทด์สายสั้นๆ (reads) เกิดข้ึนเป็นจ านวนมาก 
จากนั้นจึงวิเคราะห์ล าดับเบสที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง Illumina (Illumina Casava pipeline version 
1.8.3) นิวคลีโอไทด์สายต่างๆที่เครื่องวิเคราะห์ได้จะถูกน ามาประกอบเรียงชิ้นส่วน  (De novo 
assembly) ด้วย CLC Genomics Workbench version 6.5.1 และน ามาเชื่อมเข้าด้วยกันด้วย 
SSPACE Premium scaffolder version 2.3 และปิดช่องว่างด้วย GapFiller version 1.10 เพ่ือให้ได้ 
DNA Contigs ปริมาณน้อยที่สุด และ DNA Contigs ที่ได้จากการส่งวิเคราะห์นั้นจะน ามาเรียงล าดับ
เป็นเส้นเดียวโดยเปรียบเทียบกับล าดับเบสของจีโนมอ้างอิงในฐานข้อมูล NCBI จากนั้นจึงท าการเชื่อม
ช่องว่าง (gaps) ระหว่าง contigs เข้าด้วยกันโดยการท า primer walking และผลิตผล PCR ที่เกิดขึ้น
จะถูกส่งไปวิเคราะห์ล าดับเบส (Macrogen, ประเทศเกาหลี) เพ่ือท าการต่อให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง
จีโนมที่สมบูรณ์ 

2.1.12 กำรใช้เชื้อ B. animalis BF052 เป็นหัวเชื้อโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตนมถั่วเหลือง 

2.1.12.1 กำรเตรียมน้ ำนมถั่วเหลือง 

 น าถั่วเหลืองมาล้างให้สะอาดและแช่ในน้ ากลั่นเป็นเวลา 4-6 ชั่วโมง จากนั้นจึงเทน้ าที่แช่ทิ้ง 
และน ามาปั่นให้เป็นเนื้อเดียวกัน แล้วจึงท าด้วยกรองด้วยผ้าขาวบางเพ่ือสกัดเอาแต่ส่วนน้ าของน้ านมถั่ว
เหลือง หลังจากการกรองกรองจะท าให้ได้น้ านมถั่วเหลืองปริมาตร 1,200 mL จากถั่วเหลืองน้ าหนัก
เริ่มต้น 250 g และน้ ากลั่นปริมาตรสุทธิ 1,500 mL เมื่อเทน้ านมถั่วเหลืองใส่ภาชนะที่บรรจุเรียบร้อย
แล้ว จึงน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 110°C เป็นเวลา 15 นาท ี

 2.1.12.2 แบคทีเรียและสภำวะท่ีใช้ในกำรเลี้ยงเชื้อ 

 การทดลองนี้จะใช้เชื้อ Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus และ B. 
animalis BF052 เป็นหัวเชื้อในการผลิตโยเกิร์ตนมถั่วเหลือง เชื้อทั้งสามจะน าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เชื้อที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นจึงถ่าย 1% ของเชื้อไปยังอาหารใหม่ บ่มเป็น
ระยะเวลา 16 ชั่วโมง และอาหารที่ใช้ส าหรับเลี้ยงเชื้อ S. thermophilus คือ Streptococcus 
thermophilus (ST) broth (10 g/L casein enzymic hydrolysate, 5 g/L yeast extract, 10 g/L 
sucrose and 2 g/L K2HPO4; pH 6.8 ± 0.2) ส่วน L. bulgaricus เลี้ยงในอาหาร MRS  broth และ 
B. animalis BF052 เลี้ยงในอาหาร MRSc broth ภายใต้สภาวะที่ไม่มีอากาศ 
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2.1.12.3 กำรหมักน้ ำนมถั่วเหลือง 

 หลังจากการเลี้ยงเชื้อทั้งสามชนิดที่อุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จ านวน 2 รอบ จึง
น าไปหมุนเหวี่ยงที่ 4,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 5 นาที ล้างและละลายตะกอนเซลล์ด้วยน้ า
กลั่นจ านวน 2 รอบ ปรับปริมาตรเพ่ือให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นประมาณ 5 log CFU/mL จากนั้นจึงถ่าย
เชื้อลงขวดฝาเกลียวขนาด 150 mL ที่มีน้ านมถั่วเหลืองปริมาตร 120 mL โดยจะถ่ายเชื้อแต่ละชนิดลง
ในน้ านมถั่วเหลืองเพ่ือศึกษาความสามารถในการเจริญของเชื้อแต่ละชนิด หรือ ถ่ายเชื้อ B. animalis 
BF052 ร่วมกับ S. thermophilus หรือ L. bulgaricus หรือ ถ่ายเชื้อทั้งสามชนิดร่วมกัน ท าการบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C โดยไม่มีการเขย่า และเก็บตัวอย่างทุก 12 ชั่วโมง จนครบเวลา 48 ชั่วโมง เพ่ือวัดการเติบ
โของเชื้อโดยวิธี plate counts บนอาหาร ST agar ส าหรับเชื้อ S. thermophilus และ MRSc agar 
ส าหรับเชื้อ L. bulgaricus  และ B. animalis BF052 รวมถึงวัดการเปลี่ยนแปลงของ pH และวัดเนื้อ
สัมผัสของโยเกิร์ตนมถั่วเหลืองที่เกิดขึ้น 

 2.1.12.4 กำรวัดค่ำ pH และเนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตน้ ำนมถั่วเหลือง 

 วัดการเปลี่ยนแปลงค่า pH ของน้ านมถั่วเหลืองระหว่างการหมักที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 
ชั่วโมง โดยเครื่อง pH meter (pH 700 Benchtop Meter, Oakton, USA) ส่วนการวัดเนื้อสัมผัสของ
โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองท าได้ตามวิธีของ Mani-López et al. (2014) โยเกิร์ตที่หมักโดยเชื้อแต่ละชนิด ณ 
ช่วงเวลาต่างๆ จะน ามาเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน ามาตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง
ก่อนการวัดประมาณ 5 นาที การวัดเนื้อสัมผัสนี้วัดได้โดยใช้เครื่อง texture analyzer TA.XT.plus 
(Stable Micro Systems, UK) และใช้หัววัดชนิด 60° cone probe (มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 27 mm 
ความสูง 25 mm และน้ าหนัก 18.144 g) เมื่อโพรบสัมผัสกับผิวหน้าของโยเกิร์ตนมถั่วเหลือง โพรบจะ
เคลื่อนที่ด้วยอัตราเร็ว 10 mm/s เป็นระยะทาง 20 mm แล้วจึงเคลื่อนกลับสู่ต าแหน่งเดิม ค่าที่ได้จาก
การวัดจะอยู่ในรูปของความแข็งแรงของเนื้อเจล (gel strength) หรือ ค่าความแน่นเนื้อ (firmness) ซึ่ง
ค านวณได้จากค่าพ้ืนที่ใต้กราฟท่ีมีค่าบวกอันเกิดจากแรงที่กระท าต่อเนื้อสัมผัส (นิวตัน: N) ต่อเวลา (s) 

 2.1.12.5 กำรทดสอบทำงประสำทสัมผัสของผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตน้ ำนมถั่วเหลือง  

 โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองที่ผ่านการหมักร่วมกันของเชื้อ S. thermophilus, L. bulgaricus และ B. 
animalis เป็นระยะเวลา 12, 16, 20 และ 24 ชั่วโมง จะน ามาประเมินคุณภาพผลิตภัณฑ์โดยการ
ทดสอบความชอบด้วยการทดสอบทางประสาทสัมผัส (sensory preferences) จากผู้บริโภคที่ไม่ได้ผ่าน
การฝึกฝน (untrained panelists) จ านวน 30 คน โดยใช้ผู้ทดสอบเป็นนักศึกษาส านักวิชา
เทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ด้วยวิธี 9-point hedonic scale (มีการให้
คะแนน คือ; 9 = ชอบมากที่สุด, 5 = เฉยๆ และ 1 = ไม่ชอบมากที่สุด) การประเมินความชอบนี้จะแบ่ง
การทดสอบออกเป็น 5 ลักษณะ คือ ลักษณะที่ปรากฏ (appearance; สังเกตจากลักษณะภายนอกที่
เห็นด้วยตา) กลิ่น (odor; กลิ่นที่สัมผัสได้จากการใช้จมูกสูดดม) เนื้อสัมผัส (texture; เนื้อสัมผัสจากการ
ใช้ช้อนสัมผัสกับเนื้อโยเกิร์ตและเนื้อสัมผัสจากการใช้ลิ้นสัมผัส) รสชาติ (taste; รสที่สัมผัสด้วยลิ้น) และ
การยอมรับโดยภาพรวม (overall acceptability) และระหว่างการทดสอบจะมีน้ าดื่มและขนมปังแครก
เกอร์ให้รับประทานระหว่างทดสอบแต่ละตัวอย่างเพ่ือปรับสภาพการรับรสของลิ้นให้เป็นปกติ  
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2.2 สถำนทีท่ ำกำรทดลอง  

2.2.1 สาขาวิชาเทคโนโลยีชีวภาพ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
  111 ถนนมหาวิทยาลัย ต าบลสุรนารี อ าเภอเมือง จังหวัดนครราชสีมา 30000 
   
2.2.2 กลุ่มวิชาชีวเภสัชศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 

85 ถนนวาริน-เดชอุดม ต าบลเมืองศรีไค อ าเภอวารินช าราบ จังหวัดอุบลราชธานี  
34190 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทท่ี  3  
ผลการวิจัยและการอภปิรายผล 

 
3.1 ผลการคัดแยกเชื่อแบคทีเรีย Bifidobacterium spp. 

จากการคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างอุจจาระเด็กทารกที่มีช่วงอายุที่แตกต่างกันตั้งแต่ 10 วัน
จนถึง 5 เดือน จ านวน 15 ตัวอย่าง เมื่อท าการเจือจางตัวอย่าง และเพาะเลี้ยงลงอาหารแข็ง MRSc ที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมงในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน พบว่าลักษณะโคโลนีของเชื้อ
แบคทีเรียที่เจริญบนอาหาร MRSc ส่วนใหญ่มีลักษณะกลม นูน ผิวหน้ามันวาว สีขาวใสจนถึงสีขาวขุ่น 
และมีขนาดที่แตกต่างกันไปดังแสดงในรูปที่ 3.1  

 

รูปที่ 3.1 ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียบนอาหารแข็ง MRSc ทีแ่ยกได้จากตัวอย่างอุจจาระของเด็ก 

จากนั้นจึงท าการเลือกโคโลนีแบบสุ่มจ านวน 50 โคโลนีต่อ 1 ตัวอย่าง เพ่ือน ามาตรวจสอบ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการย้อมสีแกรม และตรวจสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์  แบคทีเรียที่ติดสี
ม่วงหรือแกรมบวก มีลักษณะรูปร่างเป็นท่อน เป็นแท่งยาวตรงปลายเป็นกระเปาะคล้ายกระบอง หรือ
อาจจะแตกออกเป็นง่ามคล้ายรูปตัววายหรือตัววี ดังตัวอย่างในรูปที่ 3.2 เชื้อที่มีลักษณะดังกล่าวจะคัด
แยกออกมาและน ามาท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งสามารถแยกได้ทั้งหมด 325 ไอโซเลต จากตัวอย่างที่ท าการคัด
แยกพบว่าจ านวนเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จะมีปริมาณที่แตกต่างกันขึ้นกับช่วงอายุของเด็กทารก การให้นม
บุตร และสภาพการเลี้ยงดู โดยเชื้อชนิดนี้พบได้ตั้งแต่ 50-80% ต่อหนึ่งตัวอย่างที่ท าการแยก เชื้อที่ย้อม
ติดสีแดงหรือแกรมลบ หรือมีลักษณะกลม (cooci) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์จะถูกคัดทิ้งไป การศึกษานี้ยัง
พบว่าเด็กทารกที่ไม่ได้รับน้ านมจากมารดาจะไม่พบเชื้อบิฟิโดแบคทีเรียในการคัดแยก ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Solís และคณะ (2010) และ Arboleya และคณะ (2011) ที่รายงานว่า สามารถพบ
แบคทีเรีย บิฟิโดแบคทีเรีย ได้มากในอุจจจาระเด็กทารกที่ดื่มน้ านมมารดาที่มีอายุตั้งแต่ 10 วันเป็นต้น
ไป และยังสามารถพบเชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย ประมาณร้อยละ 3-11 ในน้ านมมารดาในช่วงหลังจากคลอด
บุตรได้ประมาณ 3 เดือน นอกจากนี้น้ านมมารดายังเป็นแหล่งอาหารชั้นดีของเชื้อโพรไบโอติกหรือที่
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เรียกว่า พรีไบโอติก (prebiotics) ซึ่งเป็นสารจ าพวกกาแล็กโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ที่ช่วยส่งเสริมการเจริญ
ให้เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย มีปริมาณที่มากขึ้น ซึ่งแบคทีเรียชนิดดีเหล่านี้จะท าให้แบคทีเรียก่อโรค เช่น    
โคลิฟอร์ม (coliform) และเอนเทอโรคอคคัส (Enterococcus) มีจ านวนที่น้อยลง ด้วยเหตุนี้จึงท าให้
ทารกท่ีดื่มน้ านมมารดาตั้งแต่แรกคลอดมีสุขภาพแข็งแรง และมีระบบภูมิคุ้มกันที่ดีกว่าทารกที่ดื่มน้ านม
จากขวดหรือนมกระป๋อง เนื่องจากภายในล าไส้ของเด็กที่ดื่มน้ านมมารดามีแบคทีเรีย บิฟิโดแบคทีเรีย 
ซึ่งเป็นประโยชน์ต่อล าไส้มากกว่าเด็กที่ไม่ได้รับน้ านมมารดา อย่างไรก็ตามเมื่อเด็กทารกมีอายุมากขึ้น
ประกอบกับพฤติกรรมในการบริโภคท่ีเปลี่ยนไป รวมไปถึงการใช้ยาปฏิชีวนะนั้น ก็จะส่งผลให้เชื้อ บิฟิโด
แบคทีเรีย มีปริมาณท่ีน้อยลงได้ 

 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
 
 
 

รูปที่ 3.2 ลักษณะรูปร่างและการติดสีแกรมของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 100X 
 
3.2 ผลการพิสูจน์เอกลักษณ์ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส  

  แบคทีเรียที่ได้จากการคัดแยก และผ่านการตรวจสอบทางสัณฐานวิทยา จะน ามายืนยันด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสโดยการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนของ 16S rDNA ร่วมกับไพรเมอร์ Bif164-F และ 
Bif662-R ที่มีความจ าเพาะต่อบริเวณอนุรักษ์ของจีนัส บิฟิโดแบคทีเรีย เมื่อตรวจสอบผลิตผลของ
ปฏิกิริยาด้วยเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส ด้วยแผ่นอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.2% พบว่าจากเชื้อทั้งหมด 325 
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ไอโซเลต มี 290 ไอโซเลต ที่เกิดผลิตผลของปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสขนาดประมาณ 520 คู่เบส (รูปที่ 
3.3) 

 

 

รูปที่ 3.3 เจลอิเล็กโตรโฟรีซิสของผลิตผลปฎิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสจากเชื้อที่คัดแยกได้ 
ช่องที่ M : ดีเอ็นเอมาร์คเกอร์ 100 คู่เบส 

  ช่องที่ 1 : Bifidobacterium animalis subsp. lactis, strain BB-12 (ตัวควบคุมบวก) 
  ช่องที่ 2-10 : เชื้อที่ท าการคัดแยกได้ 
  ช่องที่ 11 : Lactobacillus plantarum WCFS1 (ตัวควบคุมลบ) 
  ช่องที่ 12 : Escherichia coli (ตัวควบคุมลบ) 

3.3 ผลการศึกษาเชื้อแบคทีเรียที่ทนต่อสภาวะที่เป็นกรด และน้้าย่อยในกระเพาะอาหาร 
(simulated gastric juice) รวมถึงสภาวะที่มีเกลือน้้าดี (bile salt) และน้้าย่อยในล้าไส้เล็ก 
(pancreatic juice) 

 แบคทีเรียที่ผ่านการตรวจสอบผลิตผลปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสด้วยไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ
ต่อบริเวณอนุรักษ์ (conserved region or sequence) ของจีนัส บิฟิโดแบคทีเรีย จะน ามาทดสอบ
คุณสมบัติความเป็นเชื้อโพรไบโอติกด้วยการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะจ าลองในระบบ
ทางเดินอาหาร จากการทดลองพบว่ามี 4 ไอโซเลต (BF014, BF049, BF052 และ BH053) ที่มีจ านวน
เซลล์มีชีวิตรอดลดลงน้อยกว่า 1 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เริ่มต้นในสภาวะที่เป็นกรด 

500 คู่เบส 
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(pH 3) เป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง และในสภาวะที่เป็นกรดที ่pH 2 นั้นไม่พบเชื้อแบคทีเรียที่มีชีวิตรอดอยู่
เลยรวมทั้งเชื้ออ้างอิงที่ใช้ทางการค้า B. animalis subsp. lactis, strain BB-12 อย่างไรก็ตามเมื่อบ่ม
เชื้อแบคทีเรียในสารละลายคล้ายน้ าย่อยในกระเพาะอาหารในสารละลาย PBS ที่มี 0.3% (w/v) ของ
เอนไซม์เพปซิน พบว่าไอโซเลต BF014, BF052 และ BH053 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตลดลงเพียงเล็กน้อย
เท่านั้นทั้งในสารละลาย pH 2 และ pH 3 โดยมีชีวิตรอดมากกว่า 6 log CFU/mL จากจ านวนเซลล์
เริ่มต้นประมาณ 7 log CFU/mL เฉพาะไอโซเลต BF014 เท่านั้นที่ไม่พบเซลล์ที่มีชีวิตรอดเลยในสาระ
ละลายคล้ายน้ าย่อยในกระเพาะอาหารที่ pH 2 ตามแสดงในตารางที่ 3.1  

ตารางท่ี 3.1 การรอดชีวิตของเชื้อที่คัดแยกได้ (log CFU/mL   SD) เมื่อบ่มในสภาวะที่เป็นกรด และ    
      สภาวะคล้ายน้ าย่อยในกระเพาะอาหารเป็นระยะเวลา 3 ชั่วโมง 

 

ไอโซเลต จ้านวนเชื้อเริ่มต้น 
สภาวะท่ีเป็นกรด  

สภาวะคล้ายน้้าย่อย 
ในกระเพาะอาหาร  

pH 2 pH 3  pH 2 pH 3 
BB-12 6.71  0.02a -A 6.61  0.05a  6.21  0.039b 6.65  0.01a 
BF014 7.14  0.11a - 6.86  0.25ab  6.46  0.05b 7.08  0.12a 
BF049 7.13  0.03a - 6.93  0.02b  - 1.61  0.02c 
BF052 7.31  0.06a - 7.25  0.07a  6.99  0.02b 7.26  0.05a 
BH053 7.79  0.06a - 7.34  0.18b  7.19  0.03b 7.65  0.03a 

a,b,c อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกันในแถวเดียวกัน แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p0.05) 
A ไม่พบเช้ือท่ีมีชีวิตรอด 

จากการทดลองชี้ให้เห็นว่าไอโซเลต BF014, BF052 และ BH053 มีแนวโน้มการรอดชีวิตสูงขึ้น
เมื่ออยู่ในสภาวะน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร หรือในสภาวะที่มีเอนไซม์เพปซิน ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่า
เอนไซม์เพ็บซินน่าจะมีส่วนช่วยส่งเสริมให้เชื้อแบคทีเรียชนิดนี้มีความสามารถในการทนต่อกรดได้ดี
ยิ่งขึ้น Mättö และคณะ (2006) ได้ศึกษาพบว่าเมื่อมีตัวยับยั้งการท างานของเอนไซม์เพปซิน 
(pepstatin A; pepsin inhibitor) จะท าให้ B. animalis subsp. lactis E2010 มีความสามารถในการ
ทนต่อสารละลายคล้ายน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร (0.15 % (w/v) เอนไซม์เพ็บซิน) ที่ pH 2 ได้ลดลง 
และยังพบว่าในกรณีที่มี N,N-dicyclohexylcarbodiimide (DCCD; an inhibitor of proton 
translocating enzymes) ในสารละลายคล้ายน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร จะลดความสามารถของ
เอนไซม์เพปซินในการปกป้องบิฟิโดแบคทีเรียจึงท าให้สามารถบ่งชี้ได้ว่าเอนไซม์เพปซินน่าจะมีส่วน
เกี่ยวข้องในการช่วยให้เชื้อบิฟิโดแบคทีเรียสามารถทนต่อในสภาวะเป็นกรดได้ดีขึ้น และอาจจะท างาน
สัมพันธ์กับเอนไซม์ที่ท าหน้าที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งโปรตอนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (H+-ATPase) อย่างไรก็
ตามกลไกในการทนต่อสภาวะในกระเพาะอาหารในกรณีที่มีเอนไซม์เพปซินนี้ขึ้นอยู่กับเชื้ อแต่ละสาย
พันธุ์ เนื่องจากไอโซเลต BF049 แม้จะมีความสามารถในการทนต่อสภาวะที่เป็นกรดได้ดี แต่กลับพบว่ามี
ปริมาณเชื้อที่มีชีวิตรอดลดลงอย่างชัดเจนเมื่ออยู่ในสภาวะที่มีเอนไซม์เพปซิน ซึ่งชี้ให้เห็นว่าเชื้อที่คัดแยก
ได้นั้นมสีมบัติในการทนต่อสภาวะต่างๆได้แตกต่างกัน  

 

 

 

 

 

 

 

 



 24 

ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะในล าไส้เล็กนั้น พบว่าเชื้อที่คัดแยกได้มี
ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นต่างๆ รวมถึงทนต่อสภาวะที่มีเอนไซม์แพน 
ครีเอตินได้ดี โดยมีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตลดลงประมาณ 1 log CFU/mL โดยปกติแล้วเกลือน้ าดีจะถูก
ปล่อยออกมาเข้าสู่ล าไส้เล็กส่วนต้น มีส่วนช่วยให้ไขมันแตกตัวเพ่ือสะดวกต่อการย่อยโดยเอนไซม์ลิเพส
ต่อไป Wang และคณะ (2010) รายงานว่าความเข้มข้นของเกลือน้ าดีโดยทั่วไปในมนุษย์นั้นอยู่ในช่วง 
0.3-0.5% และเนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียมีไขมันองค์ประกอบ ความเข้มข้นของเกลือน้ าดีใน
ปริมาณสูงจึงอาจส่งผลให้เกิดการละลายของไขมันในส่วนของฟอสฟอลิพิดที่เยื่อหุ้มเซลล์เป็นเหตุให้เยื่อ
หุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเสียหายได้ และท าให้เซลล์ตายได้ในที่สุด ดังนั้นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดีควรจะมี
ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ าดีแม้ในความเข้มข้นที่สูง จากการทดลองพบว่าไอโซเลต 
BF014, BF052 และ BH053 สามารถทนต่อสภาวะนี้ได้แม้จะอยู่ในสภาวะมีความเป็นด่างสูง (pH 8) 
และมีเกลือน้ าดีสูงถึง 1% (w/v) ตามแสดงในตารางที่ 3.2 

ตารางท่ี 3.2 การรอดชีวิตของเชื้อที่คัดแยกได้ (log CFU/mL) ในสภาวะที่มเีกลือน้ าดี และสภาวะคล้าย 
               น้ าย่อยในล าไส้เล็กหลังจากบ่มเป็นระยะเวลา 4 ชั่วโมง 
 

ไอโซ
เลต 

จ้านวนเชื้อ
เริ่มต้น 

ความเข้มข้นของเกลือน้้าดี (pH 8) สภาวะคล้าย
น้้าย่อยในล้าไส้
เล็ก (pH 8) 

0.3% 0.5% 1% 

BB-12 7.42  0.14a 6.45 0.08b 6.43  0.04b 6.41  0.09b 6.42  0.27b 
BF014 7.28  0.12a 6.51  0.26 b 6.38  0.03 b 6.43  0.02 b 6.15  0.14 b 
BF049 7.27  0.08a 6.58  0.03 b 6.58  0.07 b 6.32  0.09c 5.10  0.11d 
BF052 7.44 0.06 a 6.80  0.02 b 6.77  0.01b 6.73  0.03 b 6.32  0.15 c 
BH053 7.43  0.10a 6.25  0.18 b 6.23  0.12b 6.23  0.15 b 6.31  0.15 b 
a,b,c อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกันในแถวเดียวกัน แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) 

ส่วนผลการทดสอบความสามารถในการทนต่อสภาวะในล าไส้เล็กนั้น พบว่าเชื้อที่คัดแยกได้มี
ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ าดีที่ความเข้มข้นต่างๆ รวมถึงทนต่อสภาวะที่มีเอนไซม์แพน 
ครีเอตินได้ดี โดยมีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตลดลงประมาณ 1 log CFU/mL โดยปกติแล้วเกลือน้ าดีจะถูก
ปล่อยออกมาเข้าสู่ล าไส้เล็กส่วนต้น มีส่วนช่วยให้ไขมันแตกตัวเพ่ือสะดวกต่อการย่อยโดยเอนไซม์ลิเพส
ต่อไป Wang และคณะ (2010) รายงานว่าความเข้มข้นของเกลือน้ าดีโดยทั่วไปในมนุษย์นั้นอยู่ในช่วง 
0.3-0.5% และเนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรียมีไขมันองค์ประกอบ ความเข้มข้นของเกลือน้ าดีใน
ปริมาณสูงจึงอาจส่งผลให้เกิดการละลายของไขมันในส่วนของฟอสฟอลิพิดที่เยื่อหุ้มเซลล์เป็นเหตุให้เยื่อ
หุ้มเซลล์ของแบคทีเรียเสียหายได้ และท าให้เซลล์ตายได้ในที่สุด ดังนั้นแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ดีควรจะมี
ความสามารถในการทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ าดีแม้ในความเข้มข้นที่สูง จากการทดลองพบว่า ไอโซเลต 
BF014, BF052 และ BH053 สามารถทนต่อสภาวะนี้ได้แม้จะอยู่ในสภาวะมีความเป็นด่างสูง (pH 8) 
และมีเกลือน้ าดีสูงถึง 1% (w/v) ตามแสดงในตารางที่ 3.2จากผลการทดลองนี้ท าให้สามารภบ่งชี้ได้ว่า
สภาวะในระบบทางเดินอาหารที่มีผลต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียมากที่สุด คือสภาวะในกระเพาะ

 

 

 

 

 

 

 

 



 25 

อาหารที่มีความเป็นกรดสูง เพราะมีแบคทีเรียเพียงไม่กี่ไอโซเลตเท่านั้นที่สามารถทนต่อสภาวะนี้ได้ ซึ่ง
ไอโซเลต BF014, BF052 และ BH053 สามารถทนได้ทั้งสภาวะในกระเพาะอาหารและสภาวะในล าไส้
เล็ก จึงมีความเป็นไปได้ว่าเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลตน่าจะสามารถทนต่อสภาวะจริงในระบบทางเดินทางเดิน
อาหารได้ ทั้งสามไอโซเลตจึงถูกคัดเลือกเพ่ือน าไปศึกษาสมบัติในการเป็นเชื้อโพรไบโอติกอ่ืนๆอีกต่อไป 

 
3.4 การจ้าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียโดยใช้ API 50 CHL และผลการตรวจวิเคราะห์ล้าดับล้าดับนิวคลิ
โอไทด์บางส่วนของ 16S rDNA ของเชื้อแบคทีเรียท่ีคัดแยกได้ 

บิฟิโดแบคทีเรียสายพันธุ์ BF014, BF052 และ BH053 ได้ถูกจ าแนกโดยชุดจ าแนกแบคทีเรีย
ส าเร็จรูป API 50 CHL พบว่าทั้ง 3 สายพันธุ์มีรูปแบบการใช้คาร์โบไฮเดรตที่เหมือนกัน โดยสามารถใช้
น้ าตาล D-Ribose, D-glucose, Amygdalin, Esculin, Salicin, D-Maltose, D-melibiose, D-
Sucrose, D-Raffinose และ Gentiobiose และเมื่อป้อนข้อมูลดังกล่าวลงในโปรแกรมวิเคราะห์สาย
พันธุ์ของเชื้อแบคทีเรียตามรูปแบบการใช้น้ าตาลพบว่าซอฟแวร์มีการท านายว่าสายพันธุ์ที่น ามาทดสอบ
นั้นอยู่ในวงศ์ Bifidobacterium sp.  

เพ่ือเป็นการยืนยันการจัดจ าแนกเชื้อ Bifidobacterium spp. ในระดับอณูชีววิทยาโมเลกุลว่า
จะอยู่ในสปีชีส์ใดนั้น เราได้ท าการวิเคาะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16sDNA ของไอโซเลต BF014, 
BF052 และ BH053 พบว่าเมื่อน าผลิตผลที่ได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรสจากไอโซเลต BF014, 
BF052 และ BH053 ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยไพรเมอร์ Bif164-F หรือ Bif662-R จากนั้นน า
ล าดับเบสที่ได้ไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลทางชีวภาพของ National center for Biotechnology 
Information (NCBI) ผลการเปรียบเทียบพบว่าทั้งสามไอโซเลตมีความคล้ายคลึงกับ Bifidobacterium 
animalis subsp. lactis BLC1 มากที่สุด โดยมีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนกัน (Identity) ถึง 99-100% 
ดังแสดงในตารางที่ 3.3 จากรูปแบบการใช้คาร์โบไฮเดรตที่เหมือนกัน และผลการเปรียบเทียบล าดับนิ
วคลีโอไทด์ในส่วนของ 16S rDNA ท าให้สามารถยืนยันได้ว่าเชื้อที่ท าการแยกได้นั้นเป็นเชื้อในกลุ่ม 
Bifidobacterium animalis 
 
ตารางท่ี 3.3 ล าดับนิวคลีโอไทด์และเปอร์เซ็นต์ความเหมือนของล าดับเบส 16S rDNA ของเชื้อ 
                แบคทีเรียที่คัดแยกได้ 
 

ไอโซเลต ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 
% ความเหมือน 

กับสายพันธุ์ใกล้เคียง 
BF014 
(461 เบส) 

GTACCCGGCGCAGATCCACCGTTAGGCGATGGACTTTCACACCGGACGCGACGAACCGCC
TACGAGCCCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCGAACAATCCACTCAACACGGCCGAAACCGT
GCCTTGCCCTTGAACAAAAGCGGTTTACAACCCGAAGGCCTCCATCCCGCACGCGGCGTC
GCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCAACGC
CTTGGTGGGCCATCACCCCGCCAACAAGCTGATAGGACGCGACCCCATCCCATGCCGCAA
AAGCATTTCCCACCCCACCATGCGATGGAGCGGAGCATCCG 

100%  
Bifidobacterium 
animalis subsp. 
lactis BLC1, 
complete genome: 
(CP003039.2)  

BF052 GTACCCGGCGCAGATCCACCGTTAGGCGATGGACTTTCACACCGGACGCGACGAACCGCC 99%  
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(461เบส) TACGAGCCCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCGAACAATCCACTCAACACGGCCGAAACCGT
GCCTTGCCCTTGAACAAAAGCGGTTTACAACCCGAAGGCCTCCATCCCGCACGCGGCGTC
GCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCAACGC
CTTGGTGGGCCATCACCCCGCCAACAAGCTGATAGGACGCGACCCCATCCCATGCCGCAA
AAGCATTTCCCACCCCACCATGCGATGGAGCGGAGCAACCG 

Bifidobacterium 
animalis subsp. 
lactis BLC1, 
complete genome: 
(CP003039.2)  

BH053 
(461 เบส) 

GTACCCGGCGCAGATCCACCGTTAGGCGATGGACTTTCACACCGGACGCGACGAACCGCC
TACGAGCCCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTATTCGAACAATCCACTCAACACGGCCGAAACCGT
GCCTTGCCCTTGAACAAAAGCGGTTTACAACCCGAAGGCCTCCATCCCGCACGCGGCGTC
GCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT
GGGCCGTATCTCAGTCCCAATGTGGCCGGTCACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCAACGC
CTTGGTGGGCCATCACCCCGCCAACAAGCTGATAGGACGCGACCCCATCCCATGCCGCAA
AAGCATTTCCCACCCCACCATGCGATGGAGCGGAGCATCCG 

100%  
Bifidobacterium 
animalis subsp. 
lactis BLC1, 
complete genome: 
(CP003039.2)  

 
3.5 ผลการศึกษาอัตราการยึดเกาะของเชื้อแบคทีเรียบิฟิโดแบคทีเรียกับเซลล์ผนังล้าไส้   

ผลการทดสอบสมบัติการยึดเกาะของแบคทีเรียกับเซลล์เบื่อบุผนังล าไส้ Caco-2 แสดงในตาราง
ที่ 3.4 และลักษณะของเซลล์ผนังล าไส้ Caco2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กลับหัว (inverted microscope) 
แสดงในรูปที่ 3.4 จากการทดลองพบว่า BF052 สามารถยึดเกาะกับเซลล์เบื่อบุผนังล าไส้ได้สูงที่สุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ่ืนๆ และสายพันธุ์อ้างอิง BB-12 โดยมีค่าร้อยละการยึดเกาะเท่ากับ 3.38 ซึ่ง
หมายความว่า BF052 สามารถยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ได้ประมาณ 3.38 x 106 CFU/mL จากเซลล์
เริ่มต้นประมาณ 108 CFU/mL  

ตารางท่ี 3.4 ความสามารถของบิฟิโดแบคทีเรีย ในการยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 

 

ไอโซเลต ร้อยละการยึดเกาะ (meanSD) 
BB-12 2.96  0.12ab 

BF014 2.57  0.38c 
BF052 3.38  0.15a 
BH053 2.72  0.37ab 

a,ab,c อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กที่แตกต่างกันในคอลัมน์ แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p0.05) 

Laparra and Sanz (2009) ศึกษาพบว่าเชื้อ B. animalis BB-12 มีความสามารถในการยึด
เกาะกับเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้ชนิด Caco-2 และ mucin (type II) ได้ดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อโพร
ไบโอติกสายพันธุ์อ่ืน เช่น Lactobacillus rhamnosus GG, B. animalis IATA-A2 และ B. bifidum 
IATA-ES2 Sánchez และคณะ (2010) รายงานพบว่าเชื้อ B. animalis subsp. lactis IPLA4549 มี
ความสามารถยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ชนิด HT29-MT ได้ร้อยละ 2.961.74 เปรียบเทียบกับเชื้อ
อ้างอิง BB-12 ซึ่งยึดเกาะได้ถึงร้อยละ 3.081.37 ท าให้สามารถบ่งชี้ได้ว่าเชื้อ BB-12 ซึ่งเป็นเชื้อที่ใช้
กันทางการค้าน่ามีคุณสมบัติในการยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ได้ดี จากผลการทดลองนี้พบว่า BF052 มี
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ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 ได้สูงกว่าสายพันธุ์อ้างอิง BB-12 ซึ่งความสามารถในการ
ยึดเกาะของแบคทีเรียโพรไบโอติกกับเซลล์ผนังล าไส้ของเจ้าบ้านนั้นจะเป็นตัวบ่งชี้ว่าแบคทีเรียสามารถ
ครอบครองพ้ืนที่เซลล์เยื่อบุทางเดินของผนังล าไส้ได้มากน้อยเพียงใด ความสามารถในการยึดครองนี้จะ
ช่วยป้องกันจุลินทรีย์ก่อโรคอ่ืนๆ มายึดเกาะเพ่ือเพ่ิมจ านวนและก่อโรค จุลินทรีย์ก่อโรคที่ไม่สามารถยึด
เกาะกับผนังล าไส้ได้ก็จะถูกก าจัดไปกับกลไกการขับถ่ายของเสีย หรือถูกก าจัดโดยสารที่หลั่งออกมาจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีฤทธิ์ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น กรดอินทรีย์ แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) หรือสารชนิดอ่ืน ๆ แบคทีเรียโพรไบโอติกยังสามารถท าให้สภาพแวดล้อมที่อาศัยอยู่มี
สภาพเป็นกรดท าให้เชื้อก่อโรคซึ่งมักไม่ทนกรดนั้นไม่สามารถเจริญเติบโตได้ นอกจากนี้แบคทีเรีย โพร
ไบโอติกที่ยึดเกาะผนังล าไส้ได้ยังสามารถผลิตสารหรือวิตามินที่จ าเป็นต่อจุลินทรีย์ที่ เป็นประโยชน์ที่
อาศัยอยู่ในล าไส้ของเจ้าบ้าน และยังช่วยส่งเสริมการท างานของระบบภูมิคุ้มกันในร่างกายได้อีกด้วย
เพราะในล าไส้นั้นมีเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันกว่าร้อยละ 80 การที่แบคทีเรียสามารถเกาะติด
ล าไส้ผู้บริโภคได้นั้นจะช่วยให้ร่างกายผู้บริโภคเกิดกลไกการตอบสนองต่อระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายที่ดี
ขึ้นได้อีกด้วย (Lebeer และคณะ, 2010; O’Toole และ Cooney, 2008) ดังนั้น สมบัติในการเกาะยึด
ติดเซลล์เยื่อบุล าไส้ของแบคทีเรียโพรไบโอติกจึงเป็นสมบัติที่มีความส าคัญที่จะเป็นตัวขับเคลื่อนเพ่ือ
ส่งผลให้เกิดสุขภาพที่ดีต่อผู้บริโภค 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

 

 

รูปที่ 3.4 ลักษณะของเซลล์ผนังล าไส้ Caco2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์กลับหัว (40X magnification) 
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3.6 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะ (Antibiotic susceptibility)   

เชื้อแบคทีเรียที่สามารถทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหาร จะถูกน ามาศึกษารูปแบบความไว
ต่อยาปฏิชีวนะ โดยยาปฏิชีวนะท่ีใช้ในการทดลองนี้จะแบ่งออกได้เป็น 7 กลุ่มใหญ่ ตามโครงสร้างของยา
ปฏิชีวนะ กลุ่มแรก คือ aminoglycosides ได้แก่ streptomycin, gentamicin และ kanamycin ยาก
ลุ่มนี้ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน กลุ่มที่สองคือ β-lactam ได้แก่ penicillin และ ampicilin ยับยั้งการ
สร้างผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรีย ส่วน aztreonam (synthetic monocyclic β-lactam antibiotic) 
จัดอยู่ในยาปฏิชีวนะกลุ่มนี้ เช่นกันแต่ออกฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ กลุ่มที่สาม คือ broad-
spectrum antibiotic ได้แก่ tetracycline และ chloramphenicol ยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์
โปรตีนของเชื้อแบคทีเรียทั้งแกรมบวกและแกรมลบ  กลุ่มที่สี่ glycopeptide antibiotic ได้แก่ 
vancomycin ออกฤทธิ์ยับยั้งการสร้างผนังเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก กลุ่มที่ห้า คือ macrolide 
antibiotic ได้แก่ erythromycin ออกฤทธิ์ยับยั้งการกระบวนการการสังเคราะห์โปรตีน กลุ่มที่หก คือ 
lincosamide antibiotic ได้แก่ lincomycin  ออกฤทธิ์ยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีนเช่นเดียวกัน และ
กลุ่มที่เจ็ด คือ fluoroquinolone ได้แก่ norfloxacin และ ofloxacin เป็นยาปฏิชีวนะสังเคราะห์ออก
ฤทธิ์ยับยั้งในกระบวนการสร้างกรดนิวคลิอิกในขั้นตอนของการแบ่งเซลล์ ผลการศึกษาความไวต่อยา
ปฏิชีวนะแสดงดังตารางที่ 3.5 พบว่าเชื้อทั้ง 3 ไอโซเลต รวมทั้งเชื้ออ้างอิงไว (sensitive) ต่อยาปฏิชีวนะ
ในกลุ่ม ß-lactam (penicillin และ ampicilin), กลุ่ม broad-spectrum antibiotic (tetracycline 
และ chloramphenicol) รวมไปถึงยาปฏิชีวนะ vancomycin, erythromycin และ lincomycin 
และพบว่าเชื้อแบคทีเรียดังกล่าวมีความต้านทาน (resistant) ต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม aminoglycosides 
(streptomycin, gentamicin และ kanamycin) รวมถึง aztreonam และกลุ่ม fluoroquinolone 
(norfloxacin และ ofloxacin) ซึ่งรูปแบบของความไวต่อยาปฏิชีวนะส่วนใหญ่ก็มีความคล้ายคลึงกับ
งานวิจัยอ่ืนๆที่รายงานว่าเชื้อ Bifidobacterium spp. มักจะไวต่อยาปฏิชีวนะ penicillin, ampicilin, 
และ erythromycin และมีความต้านทานต่อยาปฏิชีวนะในกลุ่ม aminoglycosides รวมทั้ง 
aztreonam (D'Aimmo และคณะ, 2007; Sharma และคณะ, 2014) รูปที่ 3.5 แสดงตัวอย่างรูปแบบ
ความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ BF052 

ตารางท่ี 3.5  ความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ที่ท าการคัดแยก 
 

ชนิดของยาปฏิชีวนะ 
รูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะ* 

BB-12 BF014 BF052 BH053 
Streptomycin (10 µg) R R R R 
Gentamicin (10 µg) R R R R 
Kanamycin (30 µg) R R R R 
Penicillin G (10 µg) S S S S 
Ampicilin (10 µg) S S S S 
Aztreonam (30 µg) R R R R 
Tetracycline (30 µg) S S S S 
Chloramphinicol (30 µg) S S S S 
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ชนิดของยาปฏิชีวนะ 
รูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะ* 

BB-12 BF014 BF052 BH053 
Vancomycin (30 µg) S S S S 
Erythromycin (15 µg) S S S S 
Lincomycin (15 µg) S S S S 
Norfloxacin (10 µg) I R R R 
Ofloxacin (5 µg) R R R R 

   *Sensitive (S), Intermediate (I) และ Resistant (R) 

โดยทั่วไปการใช้ยาปฏิชีวนะเพ่ือการรักษาโรคนั้น ยาจะออกฤทธิ์ไม่จ าเพาะ ท าให้ส่งผลกระทบ
ต่อจุลินทรีย์ประจ าถิ่น หรือจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ในร่างกายให้มีจ านวนที่น้อยลง การที่เชื้อแบคทีเรีย
โพรไบโอติกมีสมบัติในการทนต่อยาปฏิชีวนะบางชนิดนั้นจะช่วยปรับสมดุลจุลินทรีย์ในร่างกาย โดยจะ
ช่วยฟื้นฟูสภาพแวดล้อมในระบบทางเดินอาหารให้เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ ท า
ให้เป็นผลดีต่อสุขภาพของผู้ที่ได้รับยาปฏิชีวนะ อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาถึงความปลอดภัยแล้วยีน 
(gene) ที่ท าให้แบคทีเรียทนต่อยาปฏิชีวนะได้นั้นควรจะเป็นยีนที่อยู่บนโครโมโซม (chromosomally 
coded resistance) เพ่ือป้องกันไม่ให้เกิดการถ่ายทอดยีนดื้อยาไปยังจุลินทรีย์สายพันธุ์อ่ืนๆ รวมถึง
จุลินทรีย์ก่อโรค (Bujnakova และคณะ, 2014; Sharma และคณะ, 2014) จากการศึกษาพบว่ากลไก
การดื้อยาของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ต่อยาปฏิชีวนะ streptomycin, gentamicin และ mupirocin เป็น
การดื้อยาโดยธรรมชาติ (intrinsic resistance) ส่งผลให้ยีนดื้อยาไม่สามารถถ่ายทอดไปยังจุลินทรีย์ต่าง
ชนิดได้ (Sharma และคณะ, 2014) ดังนั้นในการที่จะน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกมาใช้ในรูปแบบใด ควรมี
ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับจุลินทรีย์โดยเฉพาะรูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะเป็นอย่างดี เพ่ือความ
ปลอดภัยและได้รับประโยชน์สูงสุดในการส่งเสริมสุขภาพ 

 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 3.5 รูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชื้อ BF052, หมายเลข 1-13 ได้แก่ streptomycin,  
           tetracycline, gentamicin, penicillin G, erythromycin, aztreonam,    
           chloramphenicol, ampicillin, vancomycin, kanamycin, ofloxacin, norfloxacin,  
           และ lincomycin ตามล าดับ 
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 นอกจากนั้นจากผลการทดลองพบว่าการดื้อยาปฏิชีวนะชนิด ofloxacin และ norfloxacin ซึ่งอยู่
ในกลุ่ม fluoroquinolone นั้นน่าจะมีประโยชน์ต่อผู้บริโภคผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีเชื้อ BF052 ผสม
อยู่เป็นประจ า ถ้าผู้บริโภคป่วยด้วยอาการติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะ (urinary tract infection) หรือ
ทางเดินหายใจส่วนล่าง (lower respiratory tract infection) จนต้องได้รับการรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ
ในกลุ่มนี้ การได้รับยาไม่น่าจะส่งผลต่อการรักษาสมดุลจ านวนแบคทีเรียโพรไบโอติก BF052 ที่บริเวณ
ล าไส้ใหญ่ ซึ่งจะท าให้ผู้บริโภคยังได้รับประโยชน์ต่อการเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกอย่างต่อเนื่องขณะ
หรือหลังการรักษาอาการติดเชื้อด้วยยาปฏิชีวนะ 
 
3.7 ผลการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรค 

การทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคโดยวิธี agar-well diffusion โดยแบ่งการ
ทดลองออกเป็น 3 ชุด ชุดที่หนึ่งคือใช้น้ าเลี้ยงเชื้อ (culture broth) ชุดที่สองคือส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อ
ที่ไม่ท าการปรับ pH (non-neutralized supernatant) และชุดที่สามคือส่วนใสที่ปรับ pH เป็น 6.0 
จากการศึกษาพบว่าส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อของ BF014, BF052, BH053 และเชื้ออ้างอิง BB-12 ที่ปรับ 
pH เป็น 6.0 นั้นไม่สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคได้เลย ส่วนส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย 
ไอโซเลต BF052 และ BH053 ที่ไม่ปรับ pH (ซึ่งมีค่า pH อยู่ระหว่าง 4.2-4.7) สามารถยับยั้งการเจริญ
ของเชื้อ V. cholera (รูปที่ 3.6) และ S. typhimurium ดังแสดงในตารางที่ 3.6 นอกจากนี้ยังพบว่าน้ า
เลี้ยงเชื้อของทุกสายพันธุ์มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเชื้อ P. aeruginosa ได้อีกด้วย โดยทั่วไปนั้น
ความสามารถในการยับยั้งเชื้อก่อโรคของแบคทีเรียโพรไบโอติกจะเกิดจากการผลิตสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
แบคทีเรียชนิดอื่น เช่น แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ กรดอินทรีย์ เป็นต้น จากผลการศึกษานี้
ท าให้สามารถวิเคราะห์ผลได้ว่าความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชื้อก่อโรคที่เกิดจากการใช้ส่วน
ใสที่ไม่ปรับ pH นั้นน่าจะเป็นผลมาจากการผลิตกรดอินทรีย์ (organic acids) ของเชื้อ เช่น กรดแล็กติก 
หรือ กรดแอซีติก เป็นต้น ผลการทดลองนี้เป็นไปทางเดียวกันกับงานวิจัยของ Arboleya และคณะ 
(2011) ที่รายงานว่าส่วนใสของน้ าเลี้ยงเชื้อที่ไม่ปรับ pH ของเชื้อ B. longum และB. breve ที่คัดแยก
ได้จากน้ านมมารดาสามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อ Salmonella enteric และ Shigella sonnei แต่
ส่วนใสที่ปรับ pH เป็น 6.2 กลับไม่สามารถยับยั้งเชื้อก่อโรคที่ท าการทดลองได้เลย นอกจากนี้ Fukuda 
และคณะ (2011) ยังศึกษาพบว่ากรดแอซีติกที่ผลิตจากเชื้อ B. longum subsp. longum JCM 1217, 
B. longum subsp. infantis 157F และ B. longum subsp. longum NCC 2705 สามารถยับยั้งการ
เจริญของเอนเทอโรฮีโมเรจิกอีโคไล  (entero-hemorrhagic Escherichia coli O157:H7) ในหนู
ทดลอง ท าให้เชื้อไม่สามารถหลั่งสารพิษชิกาชนิดที่ 2 (Shiga toxin 2) เพ่ือท าลายเซลล์ได้ ดังนั้นการ
ผลิตกรดอินทรีย์ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จึงน่าจะเป็นกลไกส าคัญในการท าให้เชื้อสามารถยับยั้งการ
เจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ 
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รูปที่ 3.6 การทดสอบความสามารถของเชื้อ BF052 และ BH053 ในการยับยั้งเชื้อ V. cholera 
 
 
 

ตารางท่ี 3.6 การยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรคของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย 
 

ชนิดของเชื้อก่อ
โรค 

ขนาดของบริเวณใสที่เกิดขึ้น (มิลลิเมตร) 
BB-12 BF014 BF052 BH053 

Cba Sunadj
b Cb Sunadj Cb Sunadj Cb Sunadj 

E. coli - - - - - - - - 
S.aureus - - - - - - - - 
P. aeruginosa 9 - 10 - 10 - 11 - 
V. cholerae - - - - 10 8 10 9 
B. cereus - - - - - - - - 
S. typhimurium 11 - 11 10 11 10 11 11 
C. albicans - - - - - - - - 

a: Culture broth       
b: Unadjusted supernatant 
 
 

BF052 

BH053 

Culture broth 
Supernatant 

Unadj pH 

Supernatant 
Unadj pH 

Culture broth 

Supernatant 
pH 6 

Supernatant 
pH 6 
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3.8 ผลการรอดชีวิตของเชื้อบิฟิโดแบคทีเรียในผลิตภัณฑ์อาหาร 

เป็นที่ทราบกันว่าโพรไบโอติกคือจุลินทรีย์ที่มีชีวิตซึ่งอาจอยู่ในรูปของอาหารหรือผลิตภัณฑ์
อาหารเสริมซึ่งเมื่อรับประทานด้วยปริมาณที่พอเหมาะแล้วจะช่วยส่งเสริมสุขภาพที่ดีต่อผู้บริโภค 
(FAO/WHO, 2006) ซึ่งปริมาณของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารควรมีอยู่อย่างน้อย 106-
107 CFU/mL ดังนั้นในกระบวนการผลิต นอกจากเชื้อต้องมีความสามารถในการทนต่อสภาวะใน
กระบวนการผลิตแล้ว การมีชีวิตรอดของเชื้อในผลิตภัณฑ์อาหารระหว่างการเก็บรักษาจนกระทั่งวัน
หมดอายุก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ควรค านึงถึงในการคัดเลือกเชื้อโพรไบโอติก เพ่ือให้เชื้อมีปริมาณที่จ านวน
มากเพียงพอก่อนถึงมือผู้บริโภค 

ในการทดลองนี้เชื้อแบคทีเรียที่มีสมบัติเป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะน ามาทดสอบการมีชีวิตรอด
ในผลิตภัณฑ์อาหาร 4 ชนิด ได้แก่ น้ านมพาสเชอร์ไรซ์รสจืด นมเปรี้ยวพร้อมดื่ม น้ านมถั่วเหลือง และ
น้ าส้มคั้น ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 15 วัน จากการทดลองพบว่าทั้ง 4 สายพันธุ์ ได้แก่ BF014, 
BF052, BH053 และสายพันธุ์อ้างอิง BB-12 มีการรอดชีวิตในผลิตภัณฑ์นมพาสเชอร์ไรซ์รสจืดและ
น้ านมถั่วเหลืองไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) ตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา 15 
วัน ดังแสดงในรูปที่ 3.7 ในขณะที่เชื้อ BH053 มีการรอดชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p0.05) 
ในนมเปรี้ยวพร้อมดื่มหลังจากเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 9 วัน ส่วนในน้ าส้มคั้นทั้ง 4 สายพันธุ์มีการรอด
ชีวิตที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p0.05) หลังจากการเก็บรักษาได้ 3 วัน โดยมีการรอดชีวิตลดลง
ประมาณ 1 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณเชื้อเริ่มต้นระหว่างวันแรกจนถึงวันสุดท้ายของ
การเก็บรักษา ซึ่งสายพันธุ์ BF052 มีแนวโน้มการรอดชีวิตในน้ าส้มคั้นได้ดีที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสาย
พันธุ์อ่ืน ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Saarela และคณะ (2006) และ Vinderola 
และคณะ (2012) ที่รายงานว่าเชื้อ B. animalis subsp. lactis มีการรอดชีวิตในผลิตภัณฑ์นมได้สูงกว่า
ในน้ าผลไม้เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C และ Nualkaekul และคณะ (2011) ได้รายงานว่าปริมาณของ
โปรตีนในผลิตภัณฑ์อาหารมีส่วนช่วยให้จุลินทรีย์โพรไบโอติกมีอัตราการรอดชีวิตได้สูงขึ้น ซึ่งตรงกับการ
ทดลองนี้ที่พบว่าถึงแม้ค่า pH ของนมเปรี้ยวพร้อมดื่มและน้ าส้มคั้นจะแตกต่างกันไม่มาก แต่เชื้อกลับมี
ชีวิตรอดในนมเปรี้ยวพร้อมดื่มได้ดีกว่าในน้ าส้มค้ันที่มีปริมาณโปรตีนน้อยกว่า  
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รูปที่ 3.7 การรอดชีวิตของเชื้อในผลิตภัณฑ์อาหาร (A) นมพาสเชอร์ไรซ์รสจืด (B) นมเปรี้ยวพร้อมดื่ม  
           (C) น้ านมถั่วเหลือง (D) และน้ าส้มคั้น ระหว่างการเก็บรักษา 15 วัน ที่อุณหภูมิ 4°C 

นอกจากนี้ค่าความเป็นกรดด่างหรือ ค่า pH ของอาหารก็เป็นปัจจัยหลักที่ส่งผลกระทบต่อการมี
ชีวิตรอดของเชื้อ เพราะเชื้อโพรไบโอติกส่วนใหญ่จะผสมอยู่ในผลิตภัณฑ์อาหารหมักซึ่งมีค่า pH 
ค่อนข้างต่ า เมื่อ pH ของอาหารมีค่าต่ า เชื้อจึงมีความจ าเป็นที่จะต้องใช้ ATP ในปริมาณที่มากขึ้นเพ่ือ
รักษาสมดุลของระดับ pH ภายในเซลล์เพ่ือให้เซลล์ด ารงชีวิตอยู่ได้ ท าให้ปริมาณ ATP ไม่เพียงพอต่อ
ความต้องการของเซลล์ส าหรับใช้ในกิจกรรมอื่นๆ ที่ส าคัญ จึงเป็นสาเหตุให้เชื้อแบคทีเรียตายเมื่อต้องอยู่
ในสภาวะที่มีความเป็นกรดสูง (Pimentel และคณะ, 2015) และเมื่อท าการวัดค่าของ pH ที่
เปลี่ยนแปลงไปหลังจากการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 15 วัน พบว่าสายพันธุ์ BF052 ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของ pH ในผลิตภัณฑ์อาหารน้อยที่สุดระหว่างวันแรกและวันสุดท้ายของการเก็บรักษา ซึ่งมี
ค่าอยู่ในช่วง 6.66-6.64 ในนมพาสเชอร์ไรซ์รสจืด, 6.50-6.33 ในนมถั่วเหลือง, 3.79-3.78 ในนมเปรี้ยว
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พร้อมดื่ม และ 3.67-3.66 ในน้ าส้มคั้น และจะเห็นได้ว่าน้ านมถั่วเหลืองมีการเปลี่ยนแปลงของค่า pH 
สูงที่สุด โดยอาจเป็นผลมาจากที่นมถั่วเหลืองมีน้ าตาลโอลิโกแซ็กคาไรด์เป็นองค์ประกอบ เช่น แรฟฟิ-
โนส (raffinose) และสแตคีโอส (stachyose) ซึ่งน้ าตาลเหล่านี้สามารถใช้ได้โดยแบคทีเรีย บิฟิโด
แบคทีเรีย เป็นผลให้เชื้อเปลี่ยนน้ าตาลเป็นกรดอินทรีย์ ท าให้ pH ของอาหารมีค่าลดลง (Wang และ
คณะ, 2004) แต่อย่างไรก็ตามการสร้างกรดโดยเชื้อระหว่างการเก็บรักษานั้นเป็นสมบัติที่ไม่พึงประสงค์
ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ใช้เป็นองค์ประกอบในผลิตภัณฑ์อาหาร เพราะอาจจะท าให้อาหารมีกลิ่นและ
รสชาติที่เปลี่ยนแปลงไป และค่า pH ที่สูงขึ้นอาจเป็นสาเหตุให้เชื้อมีการรอดชีวิตที่ลดลงได้ (Heller, 
2001) 

จากการทดลองพบว่าเชื้อที่ท าการคัดแยกได้แม้จะเป็นสายพันธุ์เดียวกัน คือ B. animalis แต่ก็
ยังให้ผลความสามารถในการเป็นเชื้อโพรไบโอติกที่แตกต่างกันแม้กระทั่งความสามารถในการอยู่รอดใน
ผลิตภัณฑ์อาหาร จากการศึกษานี้พบว่าเชื้อ BF052 มีแนวโน้มการรอดชีวิตในผลิตภัณฑ์อาหารได้ดีกว่า
สายพันธุ์อ่ืนๆ และยังมีความสามารถในทนต่อสภาวะจ าลองในระบบทางเดินอาหารได้ดี มีความสามารถ
ในการยึดเกาะกับเซลล์ Caco-2 ได้สูงกว่าสายพันธุ์อ่ืนๆ และยังมีสมบัติในการยับยั้งการเจริญของ
จุลินทรีย์ก่อโรค สายพันธุ์ BF052 จึงได้รับคัดเลือกเพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อโพรไบโอติกในการทดลองต่อไป 
 
3.9 ผลการรอดชีวิตของเชื้อสายพันธุ์ BF052 ระหว่างการท้าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze-
drying process)  

การเก็บรักษาเชื้อก่อนการน ามาใช้เป็นหัวเชื้อโพรไบโอติกเป็นอีกขั้นตอนส าคัญ ที่ต้องค านึงถึง
ในกระบวนการผลิตผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกในทางอุตสาหกรรม ซึ่งการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งถือว่าเป็น
อีกหนึ่งวิธีที่ได้รับความนิยมสูงในการเก็บรักษาหัวเชื้อ เนื่องจากเป็นการท าแห้งภายใต้สภาวะอุณหภูมิ
และความดันต่ า จึงลดการท าลายเนื้อเยื่อและโครงสร้างภายในของจุลินทรีย์ ท าให้ลดอัตราการสูญเสีย
ชีวิตของจุลินทรีย์ลง และยังช่วยให้ผลิตภัณฑ์หลังจากการท าแห้งมีการคืนตัว (rehydration) ที่ดีอีกด้วย 
นอกจากนี้การใช้สารป้องกันความเย็นที่เหมาะสมถือว่าเป็นอีกวิธีการหนึ่งที่ช่วยรักษาความคงตัวช่วย
เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ระหว่างการท าแห้ง และยังช่วยให้สามารถเก็บรักษาจุลินทรีย์ได้ใน
ระยะเวลาที่ยาวนานขึ้น จึงช่วยลดต้นทุนในกระบวนการผลิตจึงลงได ้(Schoug และคณะ, 2006) 

การศึกษาการรอดชีวิตของเชื้อ BF052 ระหว่างการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง โดยใช้สารป้องกัน
ความเย็นที่แตกต่างกัน พบว่าเฉพาะ 10% skim milk เท่านั้นที่ให้ผลการรอดชีวิตของเชื้อก่อนและหลัง
การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งไม่แตกต่างกันทางนัยสถิติ (p>0.05) ตามด้วยข้าวกล้องงอก และนมถั่ว
เหลืองที่ให้ผลการรอดชีวิตถัดลงมา ดังแสดงในตางรางที่ 3.7 หลังจากการเก็บเชื้อที่ผ่านการท าแห้งที่
อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 1 และ 3 เดือน  พบว่า 10% skim milk, 10% งาด า และน้ านมถั่วเหลือง
ให้ผลการรอดชีวิตของเชื้อไม่แตกต่างกันทางนัยสถิติ (p>0.05) และ 10% skim milk ก็ยังให้ผลการ
รอดชีวิตของเชื้อไม่แตกต่างกันทางนัยสถิติ (p>0.05) ตลอดการเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 6 เดือนที่
อุณหภูมิ 4°C แต่อย่างไรเมื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตของเชื้อเมื่อเก็บที่อุณหภูมิ 4°C และอุณหภูมิห้อง
เป็นระยะเวลา 1 เดือน พบว่าเฉพาะ 10% งาด า และน้ านมถั่วเหลืองเท่านั้นที่ให้ผลการรอดชีวิตของ
เชื้อที่ไม่แตกต่างกัน (p>0.05) และเมื่อเก็บเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นระยะเวลา 3 เดือนและ 6 เดือน 
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พบว่าสารปกป้องความเย็นทุกชนิดให้ผลการปกป้องเชื้อลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p0.05) และมีปริมาณ
เชื้อที่รอดชีวิตลดลงเรื่อยๆจนถึงระยะเวลา 6 เดือน ดังนั้นการเก็บรักษาเชื้อที่อุณหภูมิ 4°C  จึงช่วย
รักษาการมีชีวิตรอดของเชื้อได้ดีกว่าการเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง  

จากการทดลองสารป้องกันความเย็นที่ท าให้เชื้อมีชีวิตรอดได้ดีที่สุดระหว่างการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็งได้ดีที่สุด คือ 10% skim milk โดย skim milk จะช่วยเคลือบและรักษาเสถียรภาพของเยื่อหุ้ม
เซลล์ระหว่างการท าแห้งท าให้เชื้อมีอัตราการรอดชีวิตได้สูงขึ้น (Huang และคณะ, 2006) 10% skim 
milk จึงได้รับคัดเลือกให้เป็นสารป้องกันความเย็นส าหรับการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งเพ่ือการใช้เป็นหัว
เชื้อโพรไบโอติกต่อไป อย่างไรก็ตาม skim milk จะนิยมใช้เป็นสารปกป้องความเย็นในกรณีที่ผลิตภัณฑ์
ที่ใช้เป็นอาหารจ าพวกนมวัว หรือใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารนมหมัก แต่ในกรณีท่ีเป็นอาหารประเภทอ่ืน เช่น 
อาหารจ าพวก non-dairy probiotic products หรือส าหรับคนที่แพ้น้ านมวัว หรือน้ าตาลแล็คโตส การ
ใช้สารป้องกันความเย็นชนิดอ่ืนที่ให้การปกป้องเซลล์ได้ดีทั้งระหว่างการท าแห้งและการเก็บรักษา เช่น 
นมถั่วเหลือง หรือ งาด า ก็เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ช่วยเก็บรักษาหัวเชื้อโพรไบโอติกให้มีชีวิตระหว่างการ
เก็บท่ียาวนานขึ้นได ้

 
ตารางท่ี 3.7 การรอดชีวิตของเชื้อ BF052 (log CFU/mL  SD) ก่อนและหลังการท าแห้งแบบแช่- 
                เยือกแข็ง และระหว่างการเก็บรักษาเมื่อใช้สารป้องกันความเย็นที่แตกต่างกัน 
 

อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกันในแถวเดียวกัน แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p0.05) 
A : ไม่พบเช้ือท่ีมีชีวิตรอด 
B : ไม่ได้ท าการทดลอง (not dertermined) 

 
3.10 ผลการศึกษาสมบัติของเชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย BF052 หลังจากกระบวนการผลิต 

เนื่องจากโปรโบไอติก คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตเมื่อรับประทานเข้าไปในปริมาณที่พอเหมาะจะช่วย
ส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภค แต่อย่างไรก็ตามกว่าที่แบคทีเรียโพรไบโอติกจะให้ประโยชน์ต่อผู้บริโภคได้

ชนิดของสาร

ป้องกันความเย็น 

จ้านวนเซลล์ที่รอดชีวติ จ้านวนเซลล์ที่รอดชีวติที่อุณหภูม ิ4C จ้านวนเซลล์ที่รอดชีวติที่อุณหภูมิห้อง 

ก่อนท้าแห้ง หลังท้าแห้ง 1 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 1 เดือน 3 เดือน 6 เดือน 

น้ ากลั่น 9.32  0.07a 8.60  0.2-b 8.42  0.02b 8.10  0.10c 7.79  0.04d 6.09  0.08e - - 

10% ซูโครส 9.32  0.27a 9.02  0.01b 8.73  0.01c 8.68  0.01cd 8.44  0.02d 6.26  0.19e -A - 

10% แล็คโตส 9.34  0.22a 8.99  0.10b 8.75  0.02bc 8.76  0.08bc 8.65  0.04d 7.80  0.03e 6.02  0.16f 3.10  0.04g 

10% Skim milk 9.21  0.07a 9.16  0.02a 9.16  0.01a 9.15  0.01a 9.12  0.01a 8.78  0.10b 7.42  0.08c 6.06  0.03d 

10% ข้าวกล้องงอก 9.81  0.32a 9.41   0.23ab 9.19  0.12bc 8.90  0.10c ndB 7.61  0.19d 5.14  0.13e nd 

10% งาด า 9.36  0.03a 8.48  0.65b 8.39  0.06b 8.31  0.08b nd 7.76  0.16b 6.58  0.15c nd 

นมถั่วเหลือง 9.20  0.27a  8.93  0.10ab  8.87  0.09ab 8.83  0.09ab nd 8.77  0.07ab 7.33  0.14c nd 
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นั้น เชื้อโพรไบโอติกต้องมีปริมาณที่มากเพียงพอตั้งแต่เริ่มต้นกระบวนการผลิต ต้องมีชีวิตรอดใน
ผลิตภัณฑ์อาหารจนกว่าจะถึงมือผู้บริโภคหรือจนกว่าจะถึงวันหมดอายุ และเมื่อบริโภคเข้าไปแล้วก็ต้อง
มีความสามารถในการทนต่อสภาวะกรด-ด่าง และเอนไซม์ต่างๆ ในระบบทางเดินอาหารเริ่มตั้งแต่ที่ ปาก 
กระเพาะอาหาร จนกระทั่งถึงที่ล าไส้ซึ่งเป็นอวัยวะที่เชื้อโพรไบโอติกจะท าการยึดเกาะเพ่ือท าหน้าที่
ส่งเสริมสุขภาพต่อผู้บริโภค (Ventura และคณะ, 2007) ดังนั้นเชื้อโพรไบโอติกที่น ามาใช้เพ่ิมคุณค่าใน
ผลิตภัณฑ์อาหารจึงควรที่จะมีสมบัติในการทนต่อสภาวะข้างต้นทั้งหมด เพ่ือให้ยังคงเหลือไว้ในปริมาณที่
มากเพียงพอที่จะให้ประโยชน์ต่อผู้บริโภคได้ ในการทดลองนี้ เชื้อโพรไบโอติก BF052 จะน าไปผ่าน
กระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง โดยเชื้อจะผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งโดยใช้ 10% skim milk เป็น
สารป้องกันความเย็น และเก็บผลิตภัณฑ์เซลล์ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 1 เดือน จากนั้นจึง
ถ่ายเชื้อ 1 % ลงไป 100 mL ของนมเปรี้ยวพร้อมดื่ม เก็บน้ านมไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 2 
สัปดาห์ หลังจากนั้นจึงน าเชื้อมาผ่านสภาวะจ าลองในระบบทางเดินอาหารแบบต่อเนื่อง  เพ่ือตรวจสอบ
คุณสมบัติและความสามารถของเชื้อในการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารและการยึดเกาะกับผนัง
ล าไส้เปรียบเทียบกับเชื้อ BF052 ทีไ่ม่ได้ผ่านกระบวนการดังกล่าว 

จากผลการทดลองพบว่าไม่ว่าจะผ่านกระบวนการผลิตหรือไม่ได้ผ่านกระบวนการผลิต เชื้อ 
BF052 ก็ยังคงมีรูปแบบในการทนต่อสภาวะจ าลองในระบบทางเดินอาหารที่ไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 
3.8) โดยมีความสามารถในการทนต่อสภาวะดังกล่าวได้ดี เริ่มต้นจากที่ปากที่มีส่วนผสมของเอนไซม์   
ไลโซไซม์ และมี pH ค่อนข้างเป็นกลาง ตามด้วยสภาวะในกระเพาะอาหารที่มีส่วนผสมของเอนไซม์เพป-
ซินที่มีค่าความเป็นกรดค่อยๆเพ่ิมขึ้นจนถึง pH 2 ตามด้วยสภาวะจ าลองในล าไส้เล็กที่มีเอนไซม์แพนครี
เอตินและ bile salt และยังมีการหมุนเหวี่ยงเชื้อที่ความเร็วรอบที่แตกต่างกัน เพ่ือแสดงถึงว่าเชื้อต้องมี
การเคลื่อนไหวจากอวัยวะหนึ่งสู่อีกอวัยวะหนึ่ง จากการทดลองพบว่าเฉพาะสภาวะในกระเพาะอาหารที่ 
pH 2 เท่านั้นที่ท าให้เชื้อมีปริมาณการรอดชีวิตที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p0.05) ซึ่งสภาวะนี้เป็น
สภาวะจ าลองเมื่อเซลล์ต้องอยู่ในช่วงที่กระเพาะอาหารใกล้จะว่าง โดยมีจ านวนเชื้อที่มีชีวิตรอดลดลง
ประมาณ 1 log CFU/mL ซึ่งความสามารถของเชื้อ B. animalis ในการทนต่อสภาวะจ าลองในระบบ
ทางเดินอาหารนี้สอดคล้องกับงานวิจัยอ่ืนๆ ที่แสดงว่าเชื้อ B. animalis สายพันธุ์อ่ืนๆ เช่น B. 
animalis BB-12 (Sousa และคณะ, 2015) และ B. animalis Bo (Madureira และคณะ, 2011) ต่าง
ก็มีความสามารถในการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารแบบต่อเนื่องได้ดีเช่นเดียวกัน 

นอกจากนี้จากผลการทดลองยังแสดงให้เห็นอีกว่า กระบวนการผลิต เช่น การท าแห้งแบบ    
แช่เยือกแข็ง และกระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง ไม่ได้ส่งผลกระทบต่อสมบัติความเป็นเชื้อโพรไบโอติก
ทั้งในแง่ของความสามารถในการทนต่อระบบทางเดินอาหาร และความสามารถในการยึดเกาะกับผนัง
ล าไส้ ซึ่งเชื้อ BF052 ยังคงแสดงเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะที่ไม่แตกต่างกันทางนัยสถิติ (p>0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับเชื้อท่ีไม่ได้ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง และไม่ได้ผ่านกระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง 
ซึ่งขัดแย้งกับการศึกษาของ Du Toit และคณะ (2013) ที่รายงานว่าการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งมีผลให้
เชื้อโพรไบโอติก Lactobacillus casei Shirota, B. animalis BB-12 และ B. animalis IF20/1 มี
อัตราการยึดเกาะกับ human colonic mucus ได้ต่ าลงเมื่อเปรียบเทียบกับเชื้อท่ีไม่ได้ผ่านกระบวนการ
ท าแห้ง ซึ่งการก่อตัวของผลึกน้ าแข็งในระหว่างช่วงของการท า freezing หรือ การลดความดันเพ่ือให้
ผลึกน้ าแข็งระเหิดกลายเป็นไอ อาจจะส่งผลกระทบต่อโครงสร้างหรือเยื่อหุ้มเซลล์ของจุลินทรีย์ และเมื่อ
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เซลล์ได้รับความเสียหายก็เป็นเหตุให้จุลินทรีย์มีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ได้ต่ าลง 
อย่างไรก็ตามการเลือกใช้สารปกป้องเซลล์ระหว่างการท า freeze-drying และการใช้อุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการท าแห้งผลิตภัณฑ์อย่างเหมาะสมก็จะช่วยลดความเสียหายระหว่างการท าแห้งแบบแช่
เยือกแข็งลงได้ (Du Toit และคณะ, 2013; Jankovic และคณะ, 2010) 

อีกปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญ คือ ผลิตภัณฑ์อาหารที่ใช้เป็นตัวกลางส าหรับขนส่งจุลินทรีย์ โพร
ไบโอติกไปยังผู้บริโภค ซึ่งอาหารทีใ่ช้นี้ก็ควรจะช่วยรักษาและส่งเสริมสมบัติความเป็นเชื้อโพรไบโอติกให้
มีความคงตัวทั้งในผลิตภัณฑ์และจนกว่าจะถึงอวัยวะเป้าหมายที่จุลินทรีย์โพรไบโอติกจะออกฤทธิ์เพ่ือ
เป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภค ซึ่งโดยทั่วไปแล้ว ผลิตภัณฑ์นมหมัก เช่น นมเปรี้ยมพร้อมดื่ม และ โยเกิร์ต ถือ
ว่าเป็นอาหารที่ได้รับความนิยมที่ใช้ในการขนส่งเชื้อโพรไบโอติกไปยังผู้บริโภค ในการทดลองนี้หลังจาก
เชื้อผ่านกระบวนการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง ตามด้วยการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์เซลล์ที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ 
4°C เป็นระยะเวลา 1 เดือน เชื้อจะถูกถ่ายไปยังนมเปรี้ยวพร้อมดื่ม และเก็บน้ านมไว้ที่อุณหภูมิ 4°C เป็น
ระยะเวลา 2 สัปดาห์ จึงน าไปทดสอบความสามารถของเชื้อในการทนต่อสภาวะจ าลองในระบบทางเดิน
อาหารและทดสอบการยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ ผลการทดลองพบว่าเชื้อ BF052 ก็ยังคงแสดง
คุณลักษณะดั้งเดิมของเชื้ออยู่ คือยังให้รูปแบบการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารเช่นเดิม และ
ให้ผลการยึดเกาะกับเซลล์ผนังล าไส้ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p>0.05) ซึ่งมีหลายงานวิจัยที่
ศึกษาพบว่าผลิตภัณฑ์อาหารที่ใช้เป็นตัวกลางส าหรับขนส่งนั้นมีผลต่อการอยู่รอดและการแสดงลักษณะ
คุณสมบัติของเชื้อโพรไบโอติก โดย Kos และคณะ (2000) พบว่าเชื้อ L. acidophilus M92 สามารถ
ทนต่อสภาวะน้ าย่อยในกระเพาะอาหาร และทนต่อสภาวะที่มี bile salt ความเข้มข้นสูงได้ดีขึ้นเมื่อใช้
โปรตีนเวย์เข้มข้น (whey protein concentrate) เป็นตัวกลางในการขนถ่ายเชื้อ Madureira และ
คณะ (2011) พบว่าเวย์ชีส (whey cheese matrices) ช่วยท าให้เชื้อ L. casei, L. acidophilus and 
B. animalis มีความสามารถในการทนต่อสภาวะจ าลองในระบบทางเดินอาหารได้ดีขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับการใช้อาหาร MRS เป็นตัวกลาง นอกจากนี้ Saarela และคณะ (2006) ก็ยังได้ศึกษาพบว่าเชื้อ B. 
animalis subsp. lactis E2010 ที่ผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งและใช้นมพาสเชอร์ไรซ์เป็นสื่อใน
การขนส่งนั้น ช่วยให้เชื้อมีความสามารถในการทนต่อสภาวะที่เป็นกรด และสภาวะที่มี bile salt ได้
สูงขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้น้ าผลไม้ และการใช้สารละลาย PBS ดังนั้นในการเลือกผลิตภัณฑ์อาหาร
เพ่ือเป็นสื่อในการขนส่งเชื้อโพรไบโอติกนั้น นอกจากคุณค่าทางสารอาหารที่มีในส่วนของผลิตภัณฑ์
อาหารเองแล้วนั้น อาหารที่ใช้ก็ควรจะส่งผลกระทบต่อการอยู่รอดของเชื้อและกระทบต่อคุณสมบัติของ
เชื้อโพรไบโอติกน้อยที่สุด (Heller, 2001) 

จากหลักการในการคัดเลือกเชื้อที่มีสมบัติเป็นเชื้อโพรไบโอติกนั้น เชื้อที่ดีควรจะต้องคง
เอกลักษณ์และคุณลักษณะดั้งเดิมของสายพันธุ์จุลินทรีย์สายพันธุ์นั้นๆไว้ สามารถอยู่รอดและยังคงไว้ซึ่ง
สมบัติความเป็นเชื้อโพรไบโอติกจนกว่าจะถึงอวัยวะเป้าหมายที่จุลินทรีย์จะออกฤทธิ์เพ่ือเป็นประโยชน์
ต่อผู้บริโภค (Sharma และคณะ, 2014) ซึ่งการน าเชื้อไปประยุกต์ใช้ในทางอุตสาหกรรมอาหารนั้นเชื้อที่
ดีก็ควรจะมีคุณลักษณะที่มีความคงตัวสูง และมีความคงตัวทางด้านพันธุกรรม จากทดลองนี้ได้แสดงให้
เห็นว่าถึงแม้เชื้อ BF052 จะผ่านกระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง ไม่ว่าการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง การ
เก็บรักษาผลิตภัณฑ์ที่ท าแห้ง การอยู่ในผลิตภัณฑ์อาหาร เชื้อ BF052 ก็ยังให้รูปแบบการทนต่อสภาวะ
ในระบบทางเดินอาหารและมีความสามารถในการยึดเกาะเซลล์ผนังล าไส้ที่ไม่แตกต่างกัน ดังนั้น  เชื้อ 
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BF052 ที่มีความคงตัวที่ดีจึงน่าจะสามารถใช้เป็นหัวเชื้อโพรไบโอติกที่สามารถน าไปใช้ในอุตสาหกรรม
อาหารและน่าจะเป็นประโยชน์ช่วยส่งเสริมสุขภาพต่อผู้บริโภคได้เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตามก็ยังคงต้องมี
การศึกษาและตรวจติดตามปฏิสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์จุลินทรีย์และเจ้าบ้านหรือผู้บริโภค (in vivo 
study) เพ่ิมเติม เพ่ือยืนยันประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ว่าเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพจริง 

 
ตารางท่ี 3.8 การรอดชีวิตของเชื้อ BF052 (log CFU/mL  SD) เมื่อผ่านระบบทางเดินอาหารจ าลอง  
                และร้อยละการยึดเกาะกับเยื่อบุผนังล าไส้ Caco2 เมื่อผ่านการเตรียมเซลล์ที่แตกต่างกัน 
. 

Process 
เชื้อ

เร่ิมต้น 

ระบบทางเดินอาหารจ้าลอง 
ร้อยละการ
ยึดเกาะ 

ปาก หลอดอาหาร-กระเพาะอาหาร ดูโอดีนัม ไอเลียม 

2 นาท ี
pH 6 

10 นาท ี
pH 5 

10 นาท ี
pH 4 

10 นาท ี
pH 3 

30 นาท ี
pH 2 

30 นาท ี
pH 5 

30 นาท ี
pH 6.5 
90 นาท ี

BF052-
Caco2 

8.13  
0.26 

- - - - - - - - 3.19%  
0.11A 

BF052-GI 
test- 
Caco2 

8.47  
0.39 a 

8.47  
0.40 a 

8.48  
0.42 a 

8.46  
0.32 a 

8.43  
0.36 a 

8.38  
0.41 a 

7.21  
0.49 b 

7.09  
0.44 b 

6.99  
0.49 b 

3.81%  
0.32A 

BF052-FD- 
Caco2 

8.13  
0.18 

- - - - - - - - 3.08%  
0.15A 

BF052 -
FD-GI 
test-
Caco2 

8.34 
0.21 a 

8.23  
0.21 a 

8.32  
0.17 a 

8.29  
0.24 a 

8.27  
0.21 a 

8.19  
0.11 a 

7.01  
0.20 b 

6.85  
0.11 b 

6.77  
0.18 b 

3.45%  
0.21A 

BF052-FD 
-milk-GI 
test-
Caco2* 

8.53  
0.21 a 

8.49  
0.20 a 

8.50  
0.24 a 

8.48  
0.23 a 

8.43  
0.21 a 

8.39  
0.27 a 

7.45  
0.14 b 

7.35  
0.20 b 

7.30  
0.19 b 

3.67%  
0.50A 

a,b อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกันในแถวเดียวกัน แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p0.05) 
A อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์ใหญ่ที่แตกต่างกันในคอลัมนร์้อยละการยดึเกาะ แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p0.05) 
* เชื้อ BF052 จะน าไปผ่านกระบวนการผลิตแบบต่อเนื่อง โดยเชื้อจะผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งโดยใช้ 10% skim milk เป็นสาร
ป้องกันความเย็น (FD) และเก็บผลิตภณัฑเ์ซลล์ที่ได้ไว้ท่ีอุณหภูมิ 4°C เป็นระยะเวลา 1 เดือน จากน้ันจึงถ่ายเช้ือ 1 % ลงไป 100 mL 
ของนมเปรี้ยวพร้อมดื่ม (milk) เก็บนมไว้ท่ีอุณหภูม ิ4°C เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์ หลังจากนั้นจึงน าเช้ือมาผ่านสภาวะจ าลองในระบบ
ทางเดินอาหารแบบต่อเนื่อง (GI test) และดูร้อยละการยึดเกาะ (Caco-2) ตามล าดับ  
 
3.11 ล้าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ B. animalis subsp. lactis BF052 

จากการส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ B. animalis subsp. lactis BF052 
ท าให้ได้สาย DNA จ านวน 15 Contigs และแต่ละ Contigs จะน าเข้าไปเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในฐานข้อมูลจีโนมของ B. animalis ในฐานข้อมูล NCBI เพ่ือจัดเรียงล าดับและทิศทางของแต่ละ
สายเข้าด้วยกันดังแสดงในรูปที่ 3.8 และเมื่อท าการเติมช่องว่าง (gaps) ระหว่าง contigs จากการท า 
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primer walking เรียบร้อยสมบูรณ์แล้ว จะท าให้ได้โครโมโซมที่มีลักษณะเป็นวงกลมซึ่งมีนิวคลีโอไทด์
รวมทั้งหมด 1,938,624 bp และมีปริมาณเบส G และ C 60.48% จากนั้นจึงน าจีโนมของเชื้อไปท า 
annotation เพ่ือระบุต าแหน่งของยีนโดย NCBI Prokaryotic Genomes Automatic Annotation 
Pipeline (PGAAP, http://www.ncbi.nlm.nih.gov /genomes/static/Pipeline.html) พบว่า B. 
animalis BF052 ประกอบไปด้วย 1,603 ยีน ที่มี 1,536 coding genes, 12  rRNA operons และ 
52 tRNAs และนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ B. animalis BF052 ได้ถูกจัดเก็บไว้ในฐานข้อมูลของ 
GenBank โดยมี accession number คือ CP009045 

Bifidobacterium animalis BF052

1938624 bp

contig 8

contig 11

contig 4

contig 3

contig 2

contig 1

contig 6

contig 15

contig 10

contig 5

contig 14

contig 7

contig 9

contig 12

contig 13

contig 8-2

 

รูปที่ 3.8 การจัดเรียงล าดับและทิศทางของแต่ละ contigs  

 
3.12 ผลการวิเคราะห์ยีนที่ส้าคัญของเชื้อ B. animalis subsp. lactis BF052 

การทราบล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อโพรไบโอติก B. animalis subsp. lactis BF052 
ถือว่าเป็นจุดเริ่มต้นส าคัญที่จะน าไปสู่การไขความลับเกี่ยวกับกลไกการท างานของเชื้อโพรไบโอติกใน 
ระดับโมเลกุล ช่วยให้สามารถท านายปรากฏการณ์ทางพันธุกรรมหรือกลไกการปรับตัว หรือการ
ตอบสนองของเชื้อเมื่อต้องอยู่ในสภาวะต่างๆ เป็นที่ทราบกันดีว่ากว่าเชื้อโพรไบโอติกจะเข้าสู่ร่างกาย
เพ่ือส่งเสริมประโยชน์ต่อสุขภาพของผู้บริโภคได้นั้น เชื้อโพรไบโอติกจะต้องมีความสามารถในการ
ตอบสนองต่อสภาวะเครียดต่างๆ (stress responses) เริ่มต้นตั้งแต่กระบวนการผลิต จนกว่าเชื้อจะเข้า
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สู่ร่างกายผ่านสภาวะต่างๆ ในระบบทางเดินอาหาร เพ่ือจะก่อประโยชน์ต่อผู้บริโภคในที่สุด ดังนั้นการ
ทราบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อก็จะช่วยบ่งชี้ให้รู้รายละเอียดของยีนทั้งหมดที่ปรากฏในจีโนมท า
ให้สามารถท านายการแสดงออกของยีนทั้งหมดได้ ซึ่งจะเป็นหลักฐานสนับสนุนว่าเชื้อมีกลไกในการ
ปรับตัวต่อสภาวะต่างๆ และสามารถส่งเสริมสุขภาพต่อผู้บริโภคได้จริง 

ในกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมอาหาร ในบางกรณีนั้นเชื้อต้องผ่านสภาวะอุณหภูมิที่
แตกต่างกันขึ้นอยู่กับสภาวะที่ใช้ในการผลิต ในบางกรณีเชื้อต้องผ่านความร้อน เช่น การใช้ spray 
drying ในการผลิต บางกรณีเชื้อต้องผ่านการท าแห้งแบบแช่เยือกแข็งหรือ freeze drying เชื้อจึงต้อง
ปรับตัวมีชีวิตรอดในสภาวะอุณหภูมิและความดันต่ า ซึ่งอุณหภูมิที่สูงหรือต่ าเกินไปที่เกิดขึ้นในขั้นตอน
ของการผลิตนี้ก็อาจจะส่งผลกระทบต่อโครงสร้างที่เป็นองค์ประกอบส าคัญภายในของจุลินทรีย์ โดยอาจ
ส่งผลให้สายโพลีเปปไทดห์รือโปรตีนมีการม้วนพับที่ผิดรูปแบบไป (protein misfolding) และถ้าโปรตีน
ที่ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการเมตาบอลิซึมมีรูปแบบหรือมีการฟอร์มตัวที่
ผิดเพี้ยนไปจากปกติ เอนไซม์นั้นก็จะไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาภายในเซลล์ เป็นเหตุให้จุลินทรีย์ถึงแก่ความ
ตายได้ ซึ่งโดยทั่วไปเชื้อก็จะมีกลไกในการควบคุมและแก้ไขโปรตีนที่มีการฟอร์มตัวที่ผิดรูปแบบ (ในช่วง
หลังการเกิด translation) ด้วยการท างานของ chaperone protein หรือ heat shock protein 
(Hsp)  ซึ่งเป็นกลุ่มของโปรตีนที่ท าหน้าที่ช่วยโปรตีนตัวอ่ืนในการม้วนพับตัวเพ่ือให้ได้ฟอร์มที่ถูกต้อง De 
Dea Lindner และคณะ (2007) รายงานว่า Hsp100, ClpP, Hsp70, Hsp60, DnaJ, GrpE และ 
small Hsps เป็น chaperone protein ที่พบได้ในเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จากการวิเคราะห์ยีนที่สามารถ
ถอดรหัสพันธุกรรม (coding DNA sequence) ของเชื้อ B. animalis subsp. lactis BF052 พบว่ามี 
chaperone protein กลุ่ม  GroEL (GU89_03340) และ GroES (GU89_00640, GU89_01820) ที่
ท าหน้าที่หลักในการช่วยเหลือในการม้วนตัวของสายโปรตีนที่เกิดการม้วนตัวผิดรูปแบบ และยังพบ 
chaperone protein DnaK (Hsps70) (GU89_07865), DnaJ (GU89_04255, GU89_07855) และ 
GrpE (GU89_07860) ที่ช่วยป้องกันการเกาะกลุ่มของสายโพลิเปปไทด์และช่วยในการม้วนพับโปรตีน
ร่วมกับ chaperone protein ตัวอ่ืนๆ นอกจากนี้ยังพบ caseinolytic proteases (Clp) 
(GU89_03385, GU89_05455, GU89_05460) ที่มีความเก่ียวข้องในการปรับตัวของเชื้อเมื่อต้องอยู่ใน
สภาวะทั้งที่อุณหภูมิสูงและต่ า และ cold-shock proteins (Csp) (GU89_03335, GU89_03365) ที่
ถือว่าเป็น freeze-protective protein ที่ช่วยให้เชื้อมีการปรับตัวเมื่อต้องอยู่ในสภาวะที่มีอุณหภูมิต่ าได้
ดีก็ยังพบได้ใน B. animalis subsp. lactis BF052 อีกด้วย (Wouters et al., 2001) ซึ่งโปรตีน
ทั้งหลายเหล่านี้จะช่วยให้เชื้อมีกลไกการแก้ไขโปรตีนที่ผิดแบบเพ่ือฟอร์มตัวให้ได้เป็นโปรตีนที่สมบูรณ์
แม้จะต้องอยู่ในสภาวะที่มีอุณหภูมิที่ไม่เหมาะสม และเชื้อที่มีการปรับตัวได้ดีในสภาวะดังกล่าว ก็จะมี
ชีวิตรอดในกระบวนการผลิตในระบบอุตสาหกรรมที่มีอุณหภูมิเป็นตัวแปรในการผลิต นอกจากนี้ยังมี
รายงานพบว่าเมื่อเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ต้องอยู่ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของตัวท าละลายมากหรืออยู่ใน
สภาวะที่มีความเข้มข้นของเกลือค่อนข้างสูง (osmotic stress) เชื้อจะปรับตัวโดยจะมีการแสดงออก
ของยีน chaperone protein เช่น dnaK, dnaJ ,grpE และ clpB ในปริมาณที่สูงขึ้น (De Dea 
Lindner และคณะ, 2007) จึงมีความเป็นไปได้ว่า chaperone protein ก็น่าจะมีส่วนช่วยให้เชื้อมีการ
ตอบสนองต่อสภาวะที่ความเข้มข้นของเกลือที่สูงได้อีกด้วย  
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 เมื่อผ่านกระบวนการในการผลิตแล้ว แบคทีเรียโพรไบโอติกยังต้องสามารถมีชีวิตรอดในอาหาร
ที่ท าหน้าที่เป็นตัวกลางในการขนส่งเชื้อแบคทีเรียไปยังผู้บริโภค แบคทีเรียต้องมีปริมาณที่เพียงพอ
จนกว่าจะหมดอายุหรือจนกว่าจะถึงมือผู้บริโภค ซึ่งโดยทั่วไปแล้วอาหารที่ใช้จะเป็นผลิตภัณฑ์อาหาร
จ าพวกนมหมัก เช่น โยเกิร์ต หรือ นมเปรี้ยวพร้อมดื่ม ซึ่งมีค่า pH ค่อนข้างต่ า และเมื่อแบคทีเรียเข้าสู่
ร่างกายแล้วก็ต้องมีความสามารถในการทนต่อสภาวะต่างๆ ในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะสภาวะที่
มีความเป็นกรดสูงในกระเพาะอาหาร ดังนั้นความสามารถของจุลินทรีย์ในการอยู่รอดทั้งในผลิตภัณฑ์
อาหารที่มีค่า pH ต่ า และต่อสภาวะน้ าย่อยในกระเพาะอาหารที่มีความเป็นกรดสูงจึงมีความส าคัญ เมื่อ
มีความจ าเป็นต้องอยู่ในสภาวะที่มีค่าความเป็นกรดสูง แบคทีเรียจะอาศัยการท างานของ  proton-
translocating ATPase (F1F0-ATPase) เพ่ือรักษาสมดุลที่เกิดจากความแตกต่างระหว่างโปรตอน
ภายในและภายนอกเซลล์ (Ventura และคณะ, 2007)  จากการวิเคราะห์ยีนของเชื้อ B. animalis 
subsp. lactis BF052 พบยีนที่ถอดรหัสได้เป็น F1F0-ATP synthase subunit ต่างๆ ที่ต าแหน่ง 
GU89_07235, GU89_07240, GU89_0724, GU89_07250, GU89_07255, GU89_07260 และ 
GU89_07270 นอกจากนี้ยังพบ cystathionine beta-lyase (GU89_02195) cystathionine 
gamma-synthase (GU89_02865) และ cystathionine beta-synthase (GU89_02870) ที่มี
บทบาทท าให้เชื้อสามารถทนต่อสภาวะที่มีความเป็นกรดสูงได้อีกด้วย (Sun และคณะ, 2015) จาก
การศึกษาจีโนมของ B. dentium Bd1 โดย Ventura และคณะ 2009 พบยีนสองยีนต าแหน่งใกล้เคียง
กัน (BDP_1749 and BDP_1750) ที่ถอดรหัสได้เป็น glutamate decarboxylase (GadB) และ 
glutamate/gamma-aminobutyrate antiporter (GadC) ซึ่งไม่พบใน บิฟิโดแบคทีเรีย สายพันธุ์อ่ืน
เลย เมื่อ B. dentium Bd1 ต้องอยู่ในสภาวะที่มีความเป็นกรด พบว่ามีการแสดงออกของยีนทั้งสองเป็น 
90 และ 51 เท่าตามล าดับ อย่างไรก็ตามกลับไปพบการแสดงออกของ F1F0-ATPase เลย จึงมีความ
เป็นไปได้ว่าเชื้อสายพันธุ์นี้อาจจะมีกลไกตอบสนองต่อสภาวะที่เป็นกรดด้วยการย่อยสลายกรดแอมิโน 
(amino acid degradation) จึงเป็นข้อบ่งชี้ได้ว่าเชื้อแต่ละสายพันธุ์มีกลไกการตอบสนองต่อสภาวะ
เครียด เช่น สภาวะที่เป็นกรดที่แตกต่างกัน (Cronin และคณะ, 2011) 

 เป็นที่ทราบกันดีว่าเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย เจริญได้ดีในภาวะที่ไม่มีอากาศ หรือไม่มีออกซิเจน ซึ่ง
ในขั้นตอนของกระบวนการผลิตนั้นเชื้อต้องมีโอกาสที่จะสัมผัสกับออกซิเจนไม่มากก็น้อย เชื้อในกลุ่มนี้
จึงจ าเป็นต้องมีกลไกในการก าจัดออกซิเจน ซึ่งโดยทั่วไปแล้วเอนไซม์จ าพวก NADH oxidase, NADH 
peroxidase และ superoxide dismutase (SOD) จะมีหน้าที่เร่งปฏิกิริยาเพ่ือก าจัด reactive 
oxygen species (ROS)  ออกจากเซลล์ แต่อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ 
บิฟิโดแบคทีเรีย กลับไม่พบยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับ SOD เลย (SOD-related genes) (Lee และคณะ, 
2010) แต่กลับพบยีนที่เป็นอนุพันธ์ของ NADH oxidase แทน เช่น copper oxidase (GU89_01685) 
และเมื่อออกซิเจนท าปฏิกิริยากับ NADH ด้วยเอนไซม์ NADH oxidase จะท าให้เกิดการสะสมของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ซึ่งสามารถสร้างความเสียหายต่อระบบต่างๆ ภายในเซลล์ได้ และ
เนื่องจาก บิฟิโดแบคทีเรีย ไม่มีเอนไซม์คะตะเลสท าให้เชื้อไม่สามารถเปลี่ยน H2O2 ไปเป็นออกซิเจนและ
น้ าเพ่ือลดความเป็นพิษภายในเซลล์ได้ เชื้อสายพันธุ์นี้จึงน่าจะมีกลไกอ่ืนที่ลดการสะสม H2O2 แทน จาก
ผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย พบยีนที่ท างานในการลดการสะสม H2O2 
ได้แก่ peroxiredoxin ซึ่งสามารถพบได้ใน B. animalis subsp. lactis BF052 (GU89_02325) และ 
B. animalis สายพันธุ์อ่ืนๆ เช่น B. animalis subsp. lactis BB-12, B. animalis subsp. lactis 
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DSM 10140 และ B. animalis subsp. lactis BLC1 ซึ่งถือว่าเป็นสายพันธุ์ที่สามารถทนต่อสภาวะที่มี
ออกซิเจนได้ดีที่สุด แต่ บิฟิโดแบคทีเรีย จีนัสอ่ืนๆ เช่น B. adolescentis ATCC 15703, B. longum 
subsp. longum JDM301, B. breve DSM 20213 และ B. bifidum ATCC 29521 กลับไม่พบ 
peroxiredoxin ยีนเลย และการท างานของ thioredoxin reductase ก็สามารถเปลี่ยน H2O2 ให้เป็น
น้ าได้เช่นกัน ซึ่งระบบการก าจัด H2O2 ด้วย thioredoxin และ NADH นี้พบได้ทั่วไปในเชื้อ บิฟิโด
แบคทีเรีย และใน B. animalis subsp. lactis BF052 พบได้ที่ต าแหน่ง GU89_04390 และ 
GU89_08190 นอกจากนี้ B. animalis subsp. lactis BF052 ยังมียีน nucleoside triphosphate 
pyrophosphohydrolase (MutT) (GU89_01035, GU89_02925, GU89_04420) ที่มีความ
เกี่ยวข้องกับการก าจัดออกซิเจนอีกด้วย (Lee และคณะ, 2010) อย่างไรก็ตามกลับไม่พบยีน MutT ใน
เชื้อ B. breve DSM 20213 และ B. bifidum ATCC 29521 

 โดยทั่วไปแล้วแบคทีเรียโพรไบโอติกจะอาศัยร่วมกับเจ้าบ้าน (host) หรือกับผู้บริโภค แบบ
พ่ึงพาอาศัย (symbiosis) เชื้อโพรไบโอติกจะได้รับสารอาหารจากเจ้าบ้านที่อาศัยอยู่ โดยจะย่อยสลาย
สารอาหารในส่วนที่ร่างกายไม่สามารถดูดซึมได้ และเจ้าบ้านก็จะได้ประโยชน์จากการอาศัยของ       
โพรไบโอติกภายในล าไส้ โดยเชื้อจะช่วยปรับสมดุลของจุลินทรีย์ที่มีประโยชน์ และควบคุมจุลินทรีย์ก่อ
โรคในระบบทางเดินอาหารโดยผลิตสารต้านเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค เช่น กรดอินทรีย์ แบคเทอริโอซิน หรือ
สารชนิดอ่ืนๆ และนอกจากนี้ยังช่วยส่งผลดีต่อสุขภาพในด้านอ่ืนๆ เช่น ช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลใน
เลือด ช่วยกระตุ้นหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยป้องกันการติดเชื้อ ลดปัจจัยที่ท าให้เกิดโรคมะเร็ง จึง
ถือว่าเป็นการอาศัยผลประโยชน์ซึ่งกันและกัน อาหารที่สามารถใช้ได้โดยแบคทีเรีย โพรไบโอติกจึงต้อง
เป็นสารอาหารที่ไม่ถูกย่อยโดยเอนไซม์ในระบบทางเดินอาหารของเจ้าบ้าน และถูกใช้โดยแบคทีเรีย   
โพรไบโอติกได้ (Russell และคณะ, 2011; Van den Broek และคณะ, 2008; Ventura และคณะ 
2007) ซึ่งเราเรียกสารอาหารเหล่านี้ว่า พรีไบโอติก ซึ่งพรีไบโอติกที่พบได้ในธรรมชาติ ได้แก่ Fructo-
oligosaccharides หรือ FOS พบได้ในผักทั่วไป เช่น หัวหอม หน่อไม้ฝรั่ง กล้วย กระเทียมต้นหอม     
ชีคอรี่ (chicory) กล้วย เป็นต้น มีโครงสร้างโมเลกุลเป็น (β-D-Fruƒ-(2→1))n-D-Fruƒ ซึ่งไม่สามารถ
ย่อยได้ด้วยเอนไซม์ในร่างกายของมนุษย์ ส่วนอินูลิน (inulin) ก็จัดว่าเป็น oligofructose เช่นกันแต่เป็น
พอลิเมอร์ที่มีสายยาวกว่า เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จะใช้เอนไซม์ β-fructofuranosidase ในการย่อย FOS 
ที่พันธะไกลโคไซด์ที่ต าแหน่ง β-2,1 ระหว่างโมเลกุลของน้ าตาล กลูโคส-ฟรักโทส และ/หรือ ฟรักโทส-
ฟรักโทส ซึ่งเอนไซม์นี้พบได้ใน B. animalis subsp. lactis, B. adolescentis, B. breve, และ B. 
longum subsp. infantis (Van den Broek และคณะ, 2008) และใน B. animalis subsp. lactis 
BF052 (GU89_06305) เช่นเดียวกัน  ผลจากการย่อยสารอาหารเหล่านี้จะท าให้ได้สารบางชนิดที่เป็น
ประโยชน์ ที่ร่างกายสามารถน ากลับไปใช้ได้ เช่น กรดไขมันสายสั้น (short chain fatty acid) และยัง
ท าให้ค่า pH ในล าไส้ลดลงจึงสามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคบางชนิดได้ (Russell และ
คณะ, 2011) ดังนั้นความสามารถในการใช้แหล่งคาร์โบไฮเดรตโดยแบคทีเรียโพรไบโอติกจึงมี
ความส าคัญเพราะจะท าให้เชื้อสามารถด ารงชีวิตอยู่ในร่างกายต่อไปเพ่ือส่งเสริมประโยชน์ต่อผู้บริโภคได้ 
ตารางที่ 3.9 แสดงถึงเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับใช้คาร์โบไฮเดรตและต าแหน่งของยีนที่ปรากฏอยู่บนจีโนม
ในฐานข้อมูล NCBI ของเชื้อ B. animalis BF052 และเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย สายพันธุ์อ่ืนๆ  
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ตารางท่ี 3.9 เอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับใช้คาร์โบไฮเดรตและต าแหน่งของยีนที่ปรากฏอยู่บนจีโนมใน 
               ฐานข้อมูล NCBI ของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย สายพันธุ์ต่าง 
 

เอนไซม์ 
สารต้ังต้น หรือ 
กิจกรรมของ

เอนไซม์ 

Locus tag 
B. animalis 
subsp. lactis 
strain BF052 

B. 
animalis 
subsp. 
lactis BB-
12 
 

B. 
animalis 
subsp. 
lactis DSM 
10140 

B. 
animalis 
subsp. 
lactis BLC1 
 

B. 
adolescen
- 
tis ATCC 
15703 

B. longum 
subsp. 
longum 
JDM301 

B. breve 
DSM 20213 
 

B. bifidum 
ATCC 
29521 
 

β-fructo 
furanosidase 

Fructo-
oligosaccharide 

GU89_06305 
 

BIF_01865 
 

Balat_1241 
 

BLC1_1203 
 

BAD_1325 
BAD_1150 

- BBBR_1379 
 

- 

β-galactosidase 
 

Lactose GU89_00270 
GU89_01365 
GU89_02430 
GU89_02460 
GU89_02470 
 

BIF_01474 
BIF_01526 
BIF_00647 
BIF_00909 
BIF_00799 
 

Balat_0053 
Balat_0268 
Balat_0484 
 

BLC1_0047 
BLC1_0258 
BLC1_0464 
 

BAD_0435 
BAD_1211 
BAD_1401 
BAD_1402 
BAD_1582 
BAD_1603 
BAD_1605 

BLJ_0417 
BLJ_0519 
BLJ_1919 
BLJ_1934 
 

BBBR_0011 
BBBR_0363 
BBBR_0453 
BBBR_1549 
 

BBBF_0159 
BBBF_0172 
BBBF_0474 
BBBF_1344 
BBBF_1456 
 
 

α-galactosidase 
 

melibiose 
raffinose  
stachyose 

GU89_07770 
GU89_08055 
GU89_08080 

BIF_01624 
BIF_00525 
 

Balat_1537 
Balat_1596 
Balat_1601 
 

BLC1_1483 
BLC1_1543 
 

BAD_1525 
BAD_1528 
BAD_1576 
 

BLJ_1911 
BLJ_1990 
 

BBBR_1868 
 

BBBF_1801 
 

α-L-arabino 
furanosidase 

arabinan, 
arabinogalactan 
arabinoxylan 

GU89_00330 
GU89_02610 
 

BIF_00092 
BIF_01649 
BIF_00405 

Balat_0065 
Balat_0512 
 

BLC1_0058 
BLC1_0488 
 

BAD_0152 
BAD_0423 
BAD_1524 
 

BLJ_0521 
BLJ_0550 
BLJ_1719 
BLJ_1910 

- BBBF_0019 
 

pullulanase starch, 
amylopectin, 
pullulan 

GU89_04680 
GU89_04685 
GU89_07890 

BIF_01617 
BIF_00181 
BIF_02253 

Balat_0924 
 

BLC1_0884 
BLC1_1506 
 

BAD_0708 
 

- - - 

amylopullulanas
e 

starch, 
amylopectin, 
pullulan 

GU89_04675 - - - - - BBBR_0107 - 

xylose isomerase D-xylose  
D-xylulose 

GU89_02605 BIF_00501 
 

Balat_0511 
 

BLC1_0487 
 

BAD_0422 
 

BLJ_1607 
 

- - 

arabinose 
isomerase 

D-arabinose 
 D-ribulose 

GU89_00345 BIF_01646 
 

Balat_0068 
 

BLC1_0061 
 

BAD_1410 
 

BLJ_0403 
 

- - 

 

β-Galacto-oligosaccharides ก็จัดเป็นพรีไบโอติกอีกชนิดหนึ่ง เป็น oligosaccharides ที่มี
น้ าตาลกาแล็กโทสเป็นองค์ประกอบพบได้ในน้ านมของมนุษย์ น้ านมวัว โยเกิร์ต สามารถย่อยได้โดย
เอนไซม์ ß-galactosidases เอนไซม์นี้พบได้ทั่วไปในเชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย ใน B. animalis subsp. 
lactis BF052 พบยีนที่ถอดรหัสได้เอนไซม์ ß-galactosidases จ านวน 5 ต าแหน่ง (GU89_00270, 
GU89_01365, GU89_02430, GU89_02460 และ GU89_02470) Goulas และคณะ (2009) 
รายงานว่าเชื้อ B. bifidum NCIMB41171 มีการท างานของเอนไซม์ ß-galactosidases ที่มีกิจกรรม
แตกต่างกัน 4 แบบ (ทั้ง hydrolytic และ transglycosylic activities) ได้แก่ β-D-(1→6) 
galactobiose, β-D-(1→4) galactobiose, β-D-(1→4) galactosyllactose และ N-
acetyllactosamine  และยังมีพรีไบโอติกจ าพวก α-Galacto-oligosaccharides ที่สามารถพบได้
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ทั่วไปในน้ านมถั่วเหลือง โดยจะมีน้ าตาลแรฟฟิโนส (ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 3 โมเลกุล คือ 
ฟรักโทส กลูโคส และกาแล็กโทส) และน้ าตาลสแตคีโอส  (ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 4 โมเลกุล 
คือ กาแล็กโทส 2 โมเลกุล กลูโคส 1 โมเลกุล และฟรักโทส 1 โมเลกุล) น้ าตาลเหล่านี้สามารถย่อยได้
โดยเอนไซม์ α-galactosidase เอนไซม์นี้สามารถพบได้ทั่วไปในเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย B. animalis 
subsp. lactis BF052 พบยีนที่ถอดรหัสได้เอนไซม์ ß-galactosidases จ านวน 3 ต าแหน่ง 
(GU89_07770, GU89_08055, GU89_08080) 

นอกจากนี้ยังมีคาร์โบไฮเดรตในกลุ่ม arabinan, arabinogalactan และ arabinoxylan ซึ่ง
เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์พืช สามารถย่อยได้ด้วย α-L-arabinofuranosidase ซึ่งเอนไซม์นี้พบได้
ทั่วไปในเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย แต่ไม่พบใน B. breve (Van den Broek และคณะ, 2008) และยังมีสาร
จ าพวก pullulan ซึ่งเป็นสตาร์ชที่ผลิตขึ้นจากรา Aureobasidium pullulans ในโมเลกุลของ 
pullulan จะประกอบไปด้วยน้ าตาลกลูโคส 3 โมเลกุล เชื่อมด้วยพันธะไกลโคไซด์ α-(1,4) (เรียกว่า 
maltotriose) และในแต่ละหน่วยของ maltotriose เชื่อมกันด้วยพันธะ α-(1,6) เอนไซม์ที่สามารถ
ย่อย pullulan แบ่งออกได้เป็น 2 จ าพวก คือ 1) Pullulanases type I จะย่อยสลายพันธะไกลโคไซด์ 
α-(1,6) ใน pullulan และ amylopectin พบได้ใน B. animalis subsp. lactis และใน B. animalis 
subsp. lactis BF052 (GU89_04680, GU89_04685 และ GU89_07890) แต่ไม่พบใน B. longum, 
B. breve และ B. bifidum 2) Pullulanases type II หรือที่เรียกว่า amylopullulanases เอนไซม์
ชนิดนี้มีบทบาทมากในอุตสาหกรรมการย่อยสตาร์ชเพราะสามารถย่อยได้ทั้งพันธะได้ทั้ง α-(1,6) และ 
α-(1,4) ซึ่ง Ryan และคณะ 2006 รายงานว่าเฉพาะ B. breve เท่านั้นที่พบกิจกรรมของเอนไซม์ 
amylopullulanase จากการวิเคราะห์จีโนมของเชื้อ B. animalis subsp. lactis ทั้งหมด 16 สายพันธุ์
ที่ปรากฏอยู่บนฐานข้อมูล NCBI เฉพาะ B. animalis subsp. lactis AD011, B. animalis RH และ B. 
animalis subsp. lactis BF052 (GU89_04675) เท่านั้นที่พบยีน amylopullulanase  

จากข้อมูลดังกล่าวช่วยบ่งชี้ได้ว่าการทราบล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมนั้นเป็นประโยชน์อย่างยิ่ง 
เพราะช่วยให้มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับการท างานของยีนทั้งระบบ ช่วยให้เข้าใจกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของยีนต่างๆ ได้มากขึ้น และสามารถน าข้อมูลเหล่านี้มาประยุกต์ใช้และสนับสนุนกับผล
การศึกษาในห้องทดลองว่าจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้นั้นมีประสิทธิภาพและเป็นประโยชน์ต่อผู้บริโภคได้มาก
น้อยเพียงใดด้วยเหตุผลใด เพราะในการจะน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกมาใช้จริงกับผู้บริโภคได้นั้นก็ควรมี
ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับจุลินทรีย์เป็นอย่างดี เพ่ือความปลอดภัยและได้ประสิทธิภาพในการส่งเสริม
สุขภาพอย่างสูงสุด 
 
3.13 ผลการใช้ B. animalis BF052 เป็นหวัเชื้อโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตน้้านมถั่วเหลือง 

3.13.1 ลักษณะการเจริญของเชื้อระหว่างการหมักน้้านมถั่วเหลือง 

 การวัดการเจริญของเชื้อในการทดลองนี้ท าได้โดยการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอดบนอาหาร
แข็ง โดยลักษณะโคโลนีของเชื้อที่ปรากฏบนอาหารแข็งแสดงในรูปที่ 3.9 และรูปแบบการเจริญของเชื้อ
ในนมถั่วเหลืองระหว่างการหมักที่ 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง แสดงในตารางที่ 3.10 โดยพบว่า S. 
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thermophilus, L. bulgaricus และ B. animalis BF052 สามารถใช้สารอาหารในน้ านมถั่วเหลืองเพ่ือ
การเจริญของเชื้อได้ โดย S. thermophilus มีความสามารถในเจริญในน้ านมถั่วเหลืองได้ดีที่สุดในช่วง 
12 ชั่วโมงแรกของการหมัก และมีปริมาณเชื้อสูงที่สุดตลอดระยะเวลาการหมัก ในขณะที่ L. 
bulgaricus และ B. animalis BF052 มีจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่ลดลงหลังสิ้นสุดการหมักที่ 48 ชั่วโมง  
 

 

รูปที่ 3.9 ลักษณะโคโลนีของเชื้อ S. thermophilus บนอาหาร ST agar (รูปซ้ายมือ) และลักษณะ 
           โคโลนีของเชื้อ L. bulgaricus (โคโลนีใหญ่สีขาวนม) และ B. animalis BF052 (โคโลนีเล็กสี 
           ขาวขุ่น) บนอาหาร MRSc agar (รูปขวามือ) 

Champagne และคณะ (2009) รายงานว่าเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย จะมีอัตราการเจริญที่ลดลง
เมื่อเลี้ยงร่วมกับเชื้อ S. thermophilus  แต่จากกการทดลองนี้กลับไม่พบความแตกต่าง (p>0.05) ของ
ปริมาณเชื้อ B. animalis BF052 ระหว่างการหมักด้วยหนึ่งสายพันธุ์หรือเมื่อเลี้ยงร่วมกับ S. 
thermophilus นอกจากนี้ Wang และคณะ (2002) ยังท าการศึกษาพบว่าหลังจากการหมักนมถั่ว
เหลืองเป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง ปริมาณเชื้อ B. infantis ที่เลี้ยงร่วมกับ L. bulgaricus จะมีชีวิตรอดสูง
กว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักด้วย บิฟิโดแบคทีเรีย เพียงสายพันธุ์เดียว ซึ่ง Farnworth และคณะ 
(2007) ได้อธิบายเพ่ิมเติมว่าสารอาหารที่หลั่งออกมาจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ บิฟิโด
แบคทีเรีย เช่น กรดแอมิโน สามารถช่วยส่งเสริมการเจริญของเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย ได้ ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยนี้ที่พบว่าเชื้อ เมื่อเลี้ยงเชื้อ B. animalis BF052 ร่วมกับ L. bulgaricus เชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย 
จะมีการเจริญหรือมีปริมาณเซลล์ที่สูงกว่า (p0.05) การหมักด้วยสายพันธุ์เดียวตั้งแต่ 24 ชั่วโมงจน
สิ้นสุดระยะเวลาการหมัก อย่างไรก็ตาม เชื้อ L. bulgaricus กลับมีอัตราการเจริญที่ให้ผลตรงกันข้าม 
เพราะหลังจากการหมักได้ 24 ชั่วโมงเชื้อกลับมีปริมาณเซลล์ที่มีชีวิตรอดลดลง (p0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการหมักด้วย L. bulgaricus เพียงสายพันธุ์เดียว ซึ่งผลการทดลองนี้ก็สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Wang และคณะ (2002) ที่พบว่าปริมาณเชื้อ L. bulgaricus จะลดลงอย่างชัดเจน
ภายหลังการหมักเป็นระยะเวลา 8 ชั่วโมง ในกรณีที่เลี้ยงร่วมกับเชื้อ B. longum หรือ B. infantis ซึ่ง
อัตราการเจริญที่ลดลงนี้อาจเป็นผลมาจากกรดแอซตีิกที่ผลิตขึ้นโดยเชื้อบิฟิโดแบคทีเรีย 
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ตารางท่ี 3.10 จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตรอด (log CFU/mL) ในน้ านมถั่วเหลืองระหว่างการหมัก 48 ชั่วโมง 

สายพนัธุ ์
ระยะเวลาในการหมัก (ชั่วโมง) 

0 12 24 36 48 
1.ST 5.54±0.06a 9.72±0.06c 10.03±0.13abc 11.93±0.31c 12.19±0.09e 
2.LB 5.56±0.01a 8.60±0.26a 9.78±0.06abc 10.45±0.33b 9.94±0.34ab 
3. BF052 5.67±0.45a 8.55±0.16a 9.56±0.22ab 10.14±0.60ab 9.99±0.89ab 
4.ST+ 52      

ST 5.46±0.21a 10.36±0.53d 10.73±0.17cd 10.58±0.25b 10.34±0.24abc 
BF052 5.67±0.07a 8.69±0.27a 9.47±0.38ab 9.79±0.28ab 10.41±0.03abc 

5.LB+52      
LB 6.10±0.66a 8.74±0.14a 9.19±0.03a 9.39±0.08a 9.59±0.03ab 

BF052 6.08±0.33a 8.87±0.09ab 10.04±1.11abc 10.57±0.48b 10.69±0.20bcd 
6.ST+LB      

ST 5.43±0.09a 11.54±0.02f 11.83±0.51e 11.53±0.15c 11.35±0.56cde 
LB 5.42±0.10a 9.30±0.21bc 9.57±0.36ab 9.36±0.12a 9.50±0.04a 

7.ST+LB+52      
ST 5.56±0.05a 10.91±0.09e 11.26±0.06de 11.53±0.19c 11.55±0.28de 
LB 6.12±0.62a 9.44±0.02c 9.93±0.55abc 10.10±0.52ab 10.16±0.58ab 

BF052 6.12±0.78a 9.56±0.02c 10.42±0.38bcd 10.34±0.31b 11.31±0.82cde 
- ST: S. thermophillus, LB: L. bulgaricus, BF052: B. animalis BF052 
- อักษรภาษาอังกฤษพิมพ์เล็กท่ีแตกต่างกันในคอลัมน์เดียวกัน แสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนยัส าคัญทางสถิต ิ
(p0.05) ณ ช่วงเวลาต่างๆของการหมัก 
 

ในการผลิตนมหมัก (fermented milk) เชื้อ S. thermophilus และ L. bulgaricus จะมีการ
เจริญที่ช่วยส่งเสริมซึ่งกันและกัน โดย S. thermophilus จะเปลี่ยนน้ าตาลแล็กโทสในน้ านมให้เป็นกรด
อินทรีย์ ได้แก่ กรดแล็กติก และกรดฟอร์มิก ท าให้ค่า pH ลดลง จึงช่วยส่งเสริมการเจริญของ L. 
bulgaricus และเชื้อ L. bulgaricus จะช่วยย่อยโปรตีนในน้ านมให้ได้กรดแอมิโน เช่น ฮีสทิดีน ซึ่งจะ
ช่วยกระตุ้นการเจริญของ S. thermophilus นอกจากนี้ L. bulgaricus ยังสามารถเปลี่ยนกรดแล็กติก
เป็นแอซีทาลดีไฮด์ (acetaldehyde) ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นรสในโยเกิร์ต และนอกจากเชื้อทั้งสองชนิดจะมี
การเจริญที่ส่งเสริมกันและกันในน้ านมแล้ว Farnworth และคณะ (2007) ยังพบปฏิสัมพันธ์เช่นนี้ในนม
ถั่วเหลืองด้วย ซึ่งก็สอดคล้องกับงานวิจัยนี้ที่พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อ S. thermophilus และ L. bulgaricus 
ร่วมกันในนมถั่วเหลือง เชื้อทั้งสองชนิดมีการเจริญที่สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ (p0.05) เมื่อเปรียบเทียบ
กับการหมักเพียงสายพันธุ์เดียว โดยวัดจากจ านวนเซลล์ที่มีปริมาณมากขึ้นในช่วงเวลา 12  ชั่วโมงแรก
ของการหมัก ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อท าการเลี้ยงเชื้อทั้งสองชนิดร่วมกับเชื้อ บิฟิโดแบคทีเรีย พบว่าปริมาณเชื้อ 
B. animalis BF052 ก็มีปริมาณที่มากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญเช่นเดียวกัน (p0.05) โดยทั้งเชื้อ L. 
bulgaricus และ B. animalis BF052 มีช่วงการเจริญที่ยาวขึ้นตลอดระยะเวลาการหมัก โดยมีจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตรอดมากข้ึนประมาณ 1 log CFU/mL เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักเพียงสายพันธุ์เดียว แต่
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ในทางตรงกันข้ามจ านวนเซลล์ที่มีรอดของเชื้อ S. thermophilus กลับมีแนวโน้มลดลงหลังผ่านการ
หมักเป็นเวลา 36 ชั่วโมง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากกรดอินทรีย์ในน้ านมถั่วเหลืองมีปริมาณที่สูงขึ้น 

3.13.2 การเปลี่ยนแปลงค่า pH และเนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตน้้านมถั่วเหลืองระหว่างการหมัก 

 

รูปที่ 3.10 การเปลี่ยนแปลงของค่า pH ระหว่างการหมักน้ านมถั่วเหลือง 

 การเปลี่ยนแปลงของค่า pH ในนมถั่วเหลืองระหว่างการหมักที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 
ชั่วโมงแสดงดังรูปที่ 3.10 pH เริ่มต้นของนมถั่วเหลืองมีค่า 6.55±0.10 และหลังจากการหมักเป็น
ระยะเวลา 12 ชั่วโมง พบว่านมถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อทั้งสามชนิดร่วมกันมีค่า pH ต่ าที่สุด คือ 
4.71±0.06 ตามด้วยนมถั่วเหลืองที่หมักด้วยเชื้อ S. thermophilus และ L. bulgaricus (4.74±0.04) 
และ S. thermophilus (4.77 ± 0.08) ตามล าดับ และที่ 12 ชั่วโมง L. bulgaricus ให้ค่าความเป็น
กรด-เบสสูงที่สุด คือ 6.15 ± 0.20 ซึ่งค่า pH ที่เปลี่ยนแปลงไปนี้มีสาเหตุหลักมาจากการเปลี่ยนน้ าตาล
ในน้ านมถั่วเหลืองได้เป็นกรดอินทรีย์ท าให้ค่า pH มีค่าต่ าลง  ซึ่งน้ าตาลที่พบในได้ทั่วไปในน้ านมถั่ว
เหลือง คือ น้ าตาลไดแซคคาไรด์ เข่น ซูโครส และน้ าตาลโอลิโกแซคคาไรด์ เช่น น้ าตาลแรฟฟิโนส 
(ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 3 โมเลกุล คือ ฟรักโทส กลูโคส และกาแล็กโทส) และน้ าตาลสแตคี
โอส (ประกอบด้วยน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว 4 โมเลกุล คือ กาแล็กโทส 2 โมเลกุล กลูโคส 1 โมเลกุล และ
ฟรักโทส 1 โมเลกุล) ผลจากการใช้น้ าตาลเหล่านี้ท าให้ปริมาณกรดอินทรีย์ในนมถั่วเหลือง เช่น กรดแล็ก
ติก และ/หรือ กรดแอซีติก มีปริมาณที่มากขึ้น ส่งผลให้ pH มีค่าต่ าลง (Wang และคณะ, 2003) ณ 
เวลา 24 ชั่วโมงของการหมัก Wang และคณะ (2002) พบว่า pH ของนมถั่วเหลืองจากการหมักของเชื้อ 
S. thermophilus มีค่า 4.56 ± 0.12  เมื่อเปรียบเทียบกับการหมักด้วย L. acidophilus คือ 
6.45±0.03 หรือการหมักร่วมกันของ S. thermophilus และ B. infantis (4.45±0.12) และ L. 
acidophilus และ B. infantis (5.98 ± 0.02) เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยนี้พบว่าที่ 24 ชั่วโมง น้ านม
ถั่วเหลืองมีการเปลี่ยนแปลง pH เป็น S. thermophilus (4.44 ± 0.01), L. bulgaricus (5.20±0.13) 
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และการหมักร่วมของ S. thermophilus และ B. animalis BF052 (4.44±0.03) และ L. bulgaricus 
กับ B. animalis BF052 (4.45±0.01) ตามล าดับ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่า S. thermophilus 
เป็นจุลินทรีย์ที่มีบทบาทท าให้ pH ของนมถั่วเหลืองลดลงมากที่สุด ซึ่งโดยปกติทั่วไปของการผลิต
ผลิตภัณฑ์นมหมักนั้น จะท าการหยุดการหมักเมื่อนมมีค่า pH ประมาณ 4.5 ดังนั้นการหมักผลิตภัณฑ์
นมด้วยเชื้อ S. thermophilus จึงช่วยลดระยะเวลาในการหมักลงได้ (Mani-López และคณะ 2014) 
จากผลการทดลองนี้ในกรณีท่ีมีเชื้อ S. thermophilus ต้องใช้เวลา 12-24 ชั่วโมง เพ่ือให้ pH ของนมถั่ว
เหลืองลดเหลือประมาณ 4.5 และการหมักร่วมกันของเชื้อทั้งสามชนิด คือ S. thermophilus, L. 
bulgaricus และ B. animalis BF052 ให้ค่า pH ต่ าทีสุ่ดเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักด้วยเชื้อแบบอ่ืนๆ 

 

รูปที่ 3.11 การวัดเนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตน้ านมถั่วเหลืองด้วยเครื่อง texture analyzer (รูปซ้ายมือ)  
                 และลักษณะกราฟที่เกิดข้ึนภายหลังจากการวัด (รูปขวามือ) 

การวัดเนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตนมถั่วเหลืองที่หมักโดยเชื้อแต่ละชนิด ณ ช่วงเวลาต่างๆ ด้วย
เครื่อง texture analyzer นั้น จะท าให้ได้ค่าความแน่นเนื้อ (firmness) จากพ้ืนที่ใต้กราฟที่มีค่าบวกอัน
เกิดจากแรงที่กระท าต่อเนื้อสัมผัส (Newton, N) ต่อเวลา (s) ดังแสดงในรูปที่ 3.11 และจากผลการ
ทดลอง (รูปที่ 3.12) พบว่าที่ชั่วโมงที่ 12 และ 48 นมถั่วเหลืองที่หมักร่วมกันของเชื้อ S. 
thermophilus, L. bulgaricus และ B. animalis BF052 ให้ค่า Firmness (1.00 ± 0.09 N ที่ 12 
ชั่วโมง และ 1.04 ± 0.11 N ที่ 48 ชั่วโมง) สูงกว่าการหมักด้วยเชื้อชนิดอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ 
(p0.05) และช่วง 24 และ 36 ชั่วโมง การหมักร่วมกันของ S. thermophilus และ L. bulgaricus 
และการหมักร่วมกันด้วยเชื้อทั้ง 3 ชนิดให้ค่าความแน่นเนื้อไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติ (p>0.05) 
ในขณะที่การหมักด้วยเชื้อเพียงสายพันธุ์เดียวหรือด้วยเชื้อแบบอ่ืนๆจะให้ค่าความแน่นเนื้ออยู่ในช่วง 
0.31 – 0.62 N จากผลการทดลองช่วยบ่งชี้ได้ว่าเชื้อ S. thermophilus และ L. bulgaricus มีบทบาท
ในการท าให้โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองมีเนื้อสัมผัสที่หนาแน่นคงตัวมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบ
ค่าความแน่นเนื้อตลอดช่วงระยะเวลาการหมักตั้งแต่ 12-48 ชั่วโมง พบว่าเฉพาะการหมักด้วยเชื้อทั้ง 3 
ชนิดร่วมกันเท่านั้นที่ให้ค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยทางสถิติตลอดระยะเวลาการหมัก (p>0.05) แสดงว่า
การหมักร่วมกันของเชื้อทั้ง 3 ให้ความคงตัวของเนื้อสัมผัสโยเกิร์ตนมถั่วเหลืองได้ดีที่สุด  

 

 

 

 

 

 

 

 



 49 

 

รูปที่ 3.12 การเปลี่ยนแปลงของค่าความแน่นเนื้อ (Firmness) ระหว่างการหมักน้ านมถ่ัวเหลือง 
 

Jianming และคณะ  (2013) รายงานว่าค่าความเป็นกรด-เบสจะมีผลต่อการละลายของโปรตีน
ในน้ านมถั่วเหลือง โดยถ้าค่า pH สูงหรือต่ ากว่าจุดไอโซอิเล็กทริก (isoelectric point) จะท าให้โมเลกุล
ของโปรตีนละลายในน้ าได้ดี แต่เมื่อนมถั่วเหลืองมีค่า pH เท่ากับจุดไอโซอิเล็กทริก  ซึ่งเป็นค่า pH ที่
โปรตีนมีประจุบวกและประจุลบเท่ากัน โมเลกุลของโปรตีนจะดึงดูดกัน และแขวนลอยในน้ าได้น้อย ท า
ให้โปรตีนตกตะกอนออกมาในที่สุด ซึ่งโปรตีนส่วนใหญ่ในถั่วเหลืองเป็นโปรตีนโกลบูลิน (globulin) โดย
มีปริมาณร้อยละ 50-90 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมด โปรตีนโกลบูลินไม่ละลายที่จุดไอโซอิเล็กตริกมีค่า 
pH 4.2-4.6 ดังนั้นเมื่อค่า pH ลงลงถึงค่านี้จะท าให้น้ านมถั่วเหลืองเปลี่ยนสภาพเป็นร่างแหเจลที่อุ้มน้ า
เอาไว้ในโครงสร้างหรือที่เรียกว่าเคิร์ด (curd) ดังนั้นการเปลี่ยนแปลงค่า pH ในน้ านมถั่วเหลืองโดย
จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักจึงเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให้น้ านมถั่วเหลืองเปลี่ยนโครงสร้างจนมีลักษณะเป็น
เนื้อโยเกิร์ต นอกจากนี้จุลินทรีย์ที่ใช้เป็นหัวเชื้อในการหมักถั่วเหลืองก็มีบทบาทส าคัญในการท าให้เนื้อ
สัมผัสของโยเกิร์ตมีลักษณะที่ความแน่นเนื้อแตกต่างกันไป (Ghosh และคณะ, 2013 และ Shobharani 
และคณะ, 2015) จากการทดลองนี้จะเห็นได้ว่าการหมักร่วมกันของเชื้อ S. thermophilus, L. 
bulgaricus และ B. animalis BF052 ในช่วงการหมักระหว่าง 12 ถึง 24 ชั่วโมงให้ค่า pH อยู่ในช่วง 
4.71 ± 0.06 ถึง 4.25 ± 0.07   ซึ่งเป็นช่วงเวลาที่ค่า pH ใกล้เคียงกบัจุดไอโซอิเล็กตริก และให้ค่าความ
แน่นเนื้อที่ท าให้เนื้อสัมผัสของโยเกิร์ตมีความคงตัวที่อยู่ในช่วง 1.00±0.09 N ถึง 1.08±0.02 N 
นอกจากนี้ในช่วง 12 ถึง 24 ชั่วโมง เชื้อ S. thermophilus และ L. bulgaricus ในกรณีที่หมักร่วมกับ 
B. animalis BF052 ยังมีปริมาณเชื้อมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการหมักเพียงสายพันธุ์เดียว ดังนั้นนม
ถั่วเหลืองที่เกิดจากการหมักร่วมกันของเชื้อทั้ง 3 ชนิดนี้ในช่วงเวลาการหมัก 12 ถึง 24 ชั่วโมง จะถูก
น าไปประเมินคุณภาพผลิตภัณฑ์ด้วยการทดสอบทางประสาทสัมผัสในการทดลองต่อไป 
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3.13.3 ผลการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตน้้านมถั่วเหลือง  

 โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองที่ผ่านการหมักร่วมกันของเชื้อ S. thermophilus, L. bulgaricus และ B. 
animalis เป็นระยะเวลา 12, 16, 20 และ 24 ชั่วโมง จะน ามาประเมินคุณภาพผลิตภัณฑ์โดยการ
ทดสอบความชอบด้วยการทดสอบทางประสาทสัมผัสด้วยวิธี 9-point hedonic scale จากผู้บริโภคที่
ไม่ได้ผ่านการฝึกฝนจ านวน 30 คน ผลแสดงในตารางที่ 3.11 โดยพบว่าการหมักที่เวลา 12 และ 16 
ชั่วโมงมีค่าประเมินความชอบในทุกลักษณะไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยที่
ชั่วโมงท่ี 16 ให้ค่าการประเมินในด้านลักษณะที่ปรากฏ รสชาติ และการยอมรับโดยรวมสูงที่สุด ในขณะ
ที่ 12 ชั่วโมงให้ค่าการประเมินในเรื่องของกลิ่น และเนื้อสัมผัสสูงสุด เมื่อพิจารณาแต่ละลักษณะ ได้แก่ 
ลักษณะที่ปรากฏ (appearance; สังเกตจากลักษณะภายนอกที่เห็นด้วยตา) พบว่าที่ชั่วโมงที่ 12, 16 
และ 20 ให้ค่าการประเมินความชอบที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยชั่วโมงที่ 
16 และ 24 ได้ค่าการประเมินสูงสุดและต่ าสุดตามล าดับ ในขณะที่การทดสอบกลิ่น (Odor; กลิ่นที่
สัมผัสได้จากการใช้จมูกสูดดม) คะแนนจะค่อยๆ ลดลงเมื่อท าการหมักในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้น ซึ่ง
อาจเป็นผลเนื่องมาจากกรดอินทรีย์ที่มีปริมาณสูงขึ้นระหว่างการหมัก ส่งผลให้ โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองมี
กลิ่นรสที่เปรี้ยวมากขึ้นตามล าดับ ส่วนเนื้อสัมผัส (texture; เนื้อสัมผัสจากการใช้ช้อนสัมผัสกับเนื้อ
โยเกิร์ตและเนื้อสัมผัสจากการใช้ลิ้นสัมผัส) รสชาติและการยอมรับ พบว่าชั่วโมงที่ 12 และ 16 มีค่าการ
ประเมินความชอบที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p>0.05) 

 จากผลการทดสอบความชอบทางประสาทสัมผัสมาจะเห็นได้ว่า ระยะเวลาการหมักที่สูงขึ้น 
โดยเฉพาะตั้งแต่ 20 ชั่วโมงเป็นต้นไป ค่าการประเมินความชอบจะค่อยๆ ลดต่ าลงตามล าดับ เมื่อท าการ
วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นระหว่างการหมักที่ชั่วโมงต่างๆนั้น (รูปที่ 3.13) พบว่าเชื้อ S. 
thermophilus และ B. animalis BF052 มีการเจริญในน้ านมถั่วเหลืองได้ดีไม่แตกต่างกัน ขณะที่ L. 
bulgaricus มีความสามารถในการเจริญในน้ านมถั่วเหลืองได้ต่ ากว่า และระยะเวลาในการหมักที่เพ่ิมขึ้น
ก็ท าให้ pH มีค่าต่ าลง โดยชั่วโมงที่ 0, 12, 16, 20 และ 24 มีการเปลี่ยนแปลง pH เป็น 6.49 ± 0.05, 
4.59±0.13, 4.38±0.01, 4.25±0.01 และ 4.18±0.03 ตามล าดับ ซึ่งค่า pH ที่เปลี่ยนไปก็มีสาเหตุหลัก
มาจากกรดอินทรีย์ที่เชื้อผลิตขึ้นระหว่างการหมักน้ านมถั่วเหลือง โดยพบปริมาณของกรดแล็กติก ณ 
ชั่วโมงที่ 12, 16, 20 และ 24 เป็น 3.39±0.62, 5.37±0.01, 6.84±1.03 และ 7.31±0.24 g/L และพบ
กรดแอซีติกเป็น 1.20±0.06, 2.10±0.08, 3.15±0.77 และ 3.44±0.45 g/L ตามล าดับ ตัวอย่างโครมา
โทแกรมที่วัดจากเครื่อง HPLC จากการวิเคราะห์น้ านมถ่ัวเหลืองภายหลังการหมักได้ 24 ชั่วโมงแสดงใน
รูปที่ 3.14 โดยเมื่อนมถั่วเหลืองมีระยะเวลาการหมักที่สูงขึ้น ค่า pH รวมถึงปริมาณกรดแล็กติกและกรด
แอซีติกก็จะสูงขึ้น ซึ่งการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นนี้ก็เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลกระทบต่อเนื้อสัมผัสของโย
เกริ์ตน้ านมถั่วเหลืองด้วย (Jianming และคณะ, 2013) จากการทดลองพบว่าเมื่อระยะเวลาสูงขึ้นน้ าที่
แยกตัวออกมาจากโยเกริ์ตน้ านมถั่วเหลืองก็มากขึ้นเช่นกัน ซึ่งอาจเป็นผลเนื่องมาจากสมบัติความมีขั้ว
ของโปรตีนที่สามารถรวมตัวกับโมเลกุลของน้ า จึงสามารถเกิดการฟอร์มตัวกันเป็นเจลที่มีลักษณะเป็น
ร่างแหตาข่ายที่สามารถกักเก็บน้ าโมเลกุลของน้ าไว้ภายใน แต่เมื่อใช้ระยะเวลาในการหมักยาวนานขึ้น 
ท าให้ค่า pH และปริมาณกรดอินทรีย์ในน้ านมถั่วเหลืองมีค่าเปลี่ยนแปลงไป โปรตีนในสภาพเป็นเจลจึง
เกิดการเสียสภาพ ท าให้โปรตีนมีสายที่สั้นลง โมเลกุลของโปรตีนจึงกลับมารวมตัวกันเองมากขึ้น โมเลกุล
ของน้ าบางส่วนจึงหลุดออกมาจากโครงสร้างร่างแหตาข่าย เกิดสภาวะเยิ้มน้ า ที่เรียกว่า syneresis 
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(Mani-López และคณะ 2014) อย่างไรก็ตามเมื่อทดสอบค่าความแน่นเนื้อของโยเกิร์ตน้ านมถั่วเหลือง
กลับไม่พบความแตกต่างในระหว่างการหมัก (p>0.05) โดยค่าความแน่นเนื้อ ณ ชั่วโมงที่ 12, 16, 20 
และ 24 มีค่า 1.16±0.01, 1.23±0.04, 1.149±0.01 และ 1.08±0.02 ตามล าดับ โดยการเปลี่ยนแปลง
ที่เกิดขึ้นในระหว่างการหมักน้ านมถ่ัวเหลืองทั้งทางชีวภาพและกายภาพนี้จึงส่งผลกระทบต่อการประเมิน
ความชอบทางประสาทสัมผัส จากผลการทดลองนี้จึงสามารถสรุปได้ว่าที่น้ านมถั่วเหลืองที่หมักในช่วง
ระยะเวลา 12–16 ชั่วโมง เหมาะสมส าหรับการผลิตและพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตนมถั่วเหลืองมาก
ที่สุด 
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รูปที่ 3.13 การเปลี่ยนแปลงที่เกิดข้ึนระหว่างการหมักนมถั่วเหลืองที่ใช้ในการทดสอบความชอบด้วยการ 
              ทดสอบทางประสาทสัมผัส 
 
ตารางท่ี 3.11 การทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตนมถั่วเหลือง  
 

- อักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันในแถวเดียวกันแสดงค่าความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิต ิ(p0.05)  

คุณลักษณะ 
Harvest time (ชั่วโมง) 

12 16 20 24 
ลักษณะที่ปรากฏ 6.57±1.59a 6.87±1.72a 6.37±1.88a 4.93±1.85b 
กลิ่น 6.27±1.87a 5.67±2.26a 4.50±2.08b 3.60±1.61b 
เนื้อสัมผัส 5.93±1.78a 5.83±1.68a 5.30±2.04ab 4.67±1.84b 
รสชาติ 5.27±1.85a 5.40±2.21a 4.07±2.13b 3.43±1.63b 
การยอมรับโดยรวม 6.03±1.65a 6.23±1.78a 4.97±1.79b 4.23±1.67b 
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รูปที่ 3.14 โครมาโทแกรมของ HPLC จากการวิเคราะห์น้ านมถั่วเหลืองภายหลังการหมักได้ 24 ชั่วโมง 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทท่ี  4  
บทสรุป 

 
สรุปผลการวิจัย 

ในปัจจุบันความต้องการอาหารทางเลือกที่มีจุลินทรีย์โพรไบโอติกนั้นก าลังเป็นที่นิยมอย่างมาก 
ดังนั้นจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งในการค้นหาสายพันธุ์จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีความปลอดภัยและมีสมบัติ
ของโพรไบโอติกที่ดีเพ่ือน ามาใช้ส าหรับอาหารทางเลือก โดยที่สายพันธุ์ดังกล่าวต้องมีความทนทาน
สภาวะในการผลิตอาหาร การเก็บรักษา และความเครียดในทางเดินอาหารของผู้บริโภคเป็นส าคัญ ใน
การวิจัยนี้ได้แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ Bifidobacterium animalis BF052 สามารถแสดงคุณสมบัติโพร-
ไบโอติกที่ดี และยังแสดงให้เห็นถึงความสามารถให้การด ารงชีพและเกาะยึดติดกับเซลล์ผิวผนังล าไส้ใหญ่
ได้เป็นอย่างดีท้ังๆ ที่ผ่านสภาวะทางเดินอาหารหรือแม้กระทั่งกระบวนการผลิตอาหารในอุตสาหกรรมก็
ตาม ดังนั้นสายพันธุ์ B. animalis BF052 น่าจะน ามาใช้พัฒนาเพ่ือใช้เป็นสตาร์ตเตอร์ (starter)      
โพรไบโอติกในการผลิตอาหารทางเลือกต่อไป 
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เลขหมายประจ าตัวประชาชน 3501900644622 
2. ต าแหน่งปัจจุบัน 

รองศาสตราจารย์ประจ าสาขาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
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5. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 

Metabolic Engineering and Evolution, Fermentation Technology, Molecular 
Genetics and Genetic Engineering, and Protein Expression 

6. ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ : ระบุ
สถานภาพในการท าการวิจัยว่าเป็นผู้อ านวยการแผนงานวิจัย  หัวหน้าโครงการวิจัย หรือผู้
ร่วมวิจัยในแต่ละข้อเสนอโครงการวิจัย เป็นต้น 
o ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย  : ช่ือแผนงานวิจัย … การขยายขนาดการผลิตของ 2,3-บิวเทนไดออล 

และการแยกบรสิุทธ์ิ………………. 
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o หัวหน้าโครงการวิจัย  :  
ช่ือโครงการวิจัย  วิศวกรรมกระบวนการสรา้งและสลายของเชื้อจุลนิทรีย์ Klebsiella oxytoca เพื่อ
ผลิตกรดซักซินิกบรสิุทธ์ิ 
ช่ือโครงการวิจัย  Production of Lactic Acid by Metabolic Engineered Klebsiella oxytoca 
in Mineral Salts Media 
ช่ือโครงการวิจัย  การดัดแปลงเมตาบอลิกของ Klebsiella oxytoca เพื่อน าไปสู่การผลติกรด      
ซักซินิกท่ีมีอัตราการผลิต และผลผลิตสูงในอาหารเลี้ยงเช้ือราคาถูก 
ช่ือโครงการวิจัย การผลติกรดซักซนิิกจากน้ าตาลซูโครส และกากน้ าตาลอออย 
ช่ือโครงการวิจัย การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติกรดซักซินิกจากกระบวนการหมักแบบกะจาก
เชื้อ Actinobacillus succinogenes 
ช่ือโครงการวิจัย การผลติ 2,3-บิวเทนไดออล จากมอลโตเด็กซ์ทรินโดยเชื้อแบคทีเรยี Klebsiella 
oxytoca KMS005 ที่ผ่านการดดัแปลงวิถีกระบวนการสรอางและสลาย ดอวยระบบการหมักแบบกะ
และกึ่งกะ        
ช่ือโครงการวิจัย การคัดเลือกเชื้อสายพันธ์ุ Bifidobacterium spp. เพื่อใชอในเป็นกลอาเช้ือใน
อุตสาหกรรมนมหมัก 
ช่ือโครงการวิจัย การคัดเลือกเชื้อสายพันธ์ุ Lactobacullus spp. เพื่อใชอในเป็นกลอาเชื้อใน
อุตสาหกรรมนมหมัก 
ช่ือโครงการวิจัย  การหาสภาวะที่เหมาะสมของการระเบิดดอวยไอน้ าร่วมกับการใชอเอนไซม์ย่อยของ
กากชานอออยเพื่อการผลติกรดซักซินิก 

 
o งานวิจัยท่ีก าลังท า :  
ชื่อโครงการวิจัย  การคัดเลือกเชือ้สายพันธุ์ Lactobacillus spp. เพื่อใชอในเป็นกลอาเช้ือในอุตสาหกรรม
นมหมัก 
แหล่งทุน: โครงการปริญญาเอกกาญจนาภเิษก (คปก) 
สถานะภาพในการท าวิจัย : อยู่ในระหว่างขั้นตอนการด าเนินงานแล้วเสร็จ 90% 
 
o งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว :  
ชื่อโครงการวิจัย  วิศวกรรมกระบวนการสรา้งและสลายของเชื้อจุลนิทรีย์ Klebsiella oxytoca เพื่อผลิต
กรดซักซินิกบริสุทธ์ิ      
แหล่งทุน: มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  

 
ชื่อโครงการวิจัย  การดัดแปลงเมทาบอลิกของ Klebsiella oxytoca เพื่อน าไปสู่การผลิตกรดซักซินกิท่ีมี
อัตราการผลติ และผลผลิตสูงในอาหารเลี้ยงเช้ือราคาถูก      
แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการการวิจัยแห่งชาติ  

 
ชื่อโครงการวิจัย  การหาสภาวะที่เหมาะสมของการระเบดิดอวยไอน้ าร่วมกับการใชอเอนไซม์ย่อยของกาก
ชานอออยเพื่อการผลติกรดซักซินิก 
แหล่งทุน: โครงการปริญญาเอกกาญจนาภเิษก (คปก) 

 
ชื่อโครงการวิจัย  Production of Lactic Acid by Metabolic Engineered Klebsiella oxytoca in 
Mineral Salts Media      
แหล่งทุน: มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี  

 
ชื่อโครงการวิจัย  การผลิตกรดซกัซินิกจากน้ าตาลซูโครส และกากน้ าตาลอออย     
แหล่งทุน: ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย  
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ชื่อโครงการวิจัย  การหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดซักซินิกจากกระบวนการหมักแบบกะจากเช้ือ 
Actinobacillus succinogenes     
แหล่งทุน: ส านักงานนวัตกรรมแหง่ชาติ  
 
ชื่อโครงการวิจัย  การคัดเลือกเชือ้แบคทีเรียที่สรอางกรดซักซินิกจากกระเพาะอาหารสัตว์เคีย้วเอื้อง     
แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการการวิจัยแห่งชาต ิ

 
ชื่อโครงการวิจัย  การผลิต 2,3-บิวเทนไดออล จากมอลโตเดรกซ์ตรนิโดยเช้ือแบคทีเรีย Klebsiella 
oxytoca KMS005 ที่ผ่านการดดัแปลงวิถีกระบวนการสรอางและสลายดอวยระบบการหมักแบบกะและกึ่งกะ        
แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการการวิจัยแห่งชาต ิ

 
 
ประวัติผู้ร่วมโครงการวิจัย 
1. ชื่อ นางศิริมา สุวรรณกูฏ  นามสกุล จันต๊ะมา 
 Name : Mrs. Sirima Suvarnakuta Last name : Jantama 
2. เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน 3341500897428 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน ผูอช่วยศาสตราจารย์  
4. หน่วยงานและสถานที่อยู่ที่ติดต่อได้สะดวก พร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร และไปรษณีย์

อิเล็กทรอนิกส์ (e-mail)  
 กลุ่มวิชาชีวเภสัชศาสตร์ คณะเภสัชศาสตร์ มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี 
       ต าบลเมืองศรีไค  อ าเภอวารินช าราบ  จังหวัด อุบลราชธานี 34190 
       โทรศัพท์ 045-353617  โทรสาร 045-353626 
       E-mail: sirima.s@ubu.ac.th 
5. ประวัติการศึกษา 

คุณวุฒิ ชื่อปริญญา สาขา ปีที่ส าเร็จ
การศึกษา 

สถาบันการศึกษา ประเทศ 

ปริญญาตรี ภบ. เภสัชศาสตร์ 2541 มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ไทย 
ปริญญาเอก ปร.ด. เภสัชศาสตร์ชีวภาพ 2549 มหาวิทยาลัยมหิดล ไทย 

6. สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา) ระบุสาขาวิชาการ 
เภสัชจุลชวีวิทยา (Pharmaceutical Microbiology), อณูชีววิทยา (Molecular biology) และพันธุกรรม

ของจุลินทรีย์ (Microbial genetic) 
 

7. ประสบการณ์ที่เกี่ยวข้องกับการบริหารงานวิจัยท้ังภายในและภายนอกประเทศ โดยระบุสถานภาพใน
การท าการวิจัยว่าเป็นผู้อ านวยการแผนงานวิจัย หัวหน้าโครงการวิจัย หรือผู้ร่วมวิจัยในแต่ละผลงานวิจัย  

7.1 ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย :  
   ไม่มี 

7.2 หัวหน้าโครงการวิจัย : ชื่อโครงการวิจัย  
ชื่อโครงการวิจัย การแสดงออกและการทดสอบคุณสมบัติของไฮโดรโฟบิน NRH1 จากราก่อโรค 
 ในแมลง Nomuraea rileyi  
แหล่งทุน: ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 
ชื่อโครงการวิจัย การวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียดื้อยา Acinetobacter  
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 baumannii ที่แยกจากผูอป่วยโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ ดอวยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
แหล่งทุน: มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 
ชื่อโครงการวิจัย การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สรอางกรดซักซินิกจากกระเพาะอาหารของสัตว์เคี้ยว 
 เอ้ือง 

 แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2553 
7.3  งานวิจัยท่ีท าเสร็จแล้ว :  

ชื่อโครงการวิจัย การวิเคราะห์ลักษณะทางพันธุกรรมของแบคทีเรียดื้อยา Acinetobacter  
 baumannii ที่แยกจากผูอป่วยโรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ ดอวยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
แหล่งทุน: มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 
ชื่อโครงการวิจัย การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สรอางกรดซักซินิกจากกระเพาะอาหารของสัตว์เคี้ยว 
 เอ้ือง 

 แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2553 
7.4  งานวิจัยท่ีก าลังท า : ชื่อขออเสนอการวิจัย แหล่งทุน และสถานภาพในการท าวิจัยว่าไดอท าการวิจัย

ลุล่วงแลอวประมาณรออยละเท่าใด 
ชื่อโครงการวิจัย การแสดงออกและการทดสอบคุณสมบัติของไฮโดรโฟบิน NRH1 จากราก่อโรค ใน
แมลง Nomuraea rileyi  

  แหล่งทุน: ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว.) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2551 
  สถานภาพในการวิจัย :  หัวหนอาโครงการวิจัย งานวิจัยด าเนินงานไปแลอว  80% 

ชื่อโครงการวิจัย การตรวจสอบการสรอางเอนไซม์คาร์บาพีนีเมสและยีนดื้อยาในเชื้อแบคทีเรีย 
Acinetobacter baumannii ที่ดื้อต่อยาปฏิชีวนะกลุ่มคาร์บาพีเนมที่แยกจากผูอป่วยโรงพยาบาล
สรรพสิทธิประสงค์ 

  แหล่งทุน: ส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 2557-2558 
  สถานภาพในการวิจัย :  หัวหนอาโครงการวิจัย งานวิจัยด าเนินงานไปแลอวเสร็จ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


