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บทคัดยอ่ 
 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาน้ี เพื่อคัดแยกและระบุชนิดของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีความทน
ต่อกรด เกลือน้ าดี และมีคุณสมบัติในการลดปริมาณคอเลสเตอรอล จากกากมันส าปะหลังซึ่งเหลือทิ้ง
จากกระบวนการแปรรูปแป้งมันส าปะหลัง นอกจากนี้ได้ศึกษาผลของเช้ือแบคทีเรียโพรไบโอติกต่อการ
รอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารจ าลอง โดยคัดแยกแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติในการลดปริมาณ
คอเลสเตอรอลจากตัวอย่างกากมันส าปะหลังที่สุ่มเก็บในช่วงวันแรกจนถึงวันที่ 28  จากโรงงานอุตสา
หกรมแป้งมันส าปะหลังในจังหวัดนครราชสีมา ประเทศไทย  น าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดแยกได้
ทั้งสิ้น 390 ไอโซเลท มาท าการทดสอบความสามารถในการเจริญในภาวะที่มีเกลือน้ าดีร้อยละ 0.15 
และ 0.50 ทดสอบความสามารถเจริญในภาวะความเป็นกรด-ด่าง 2-9 และทดสอบความสามารถผลิต
เอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดีบนอาหารแข็งที่เติมเกลือน้ าดี (oxgall) ร้อยละ 0.3 พบว่าประมาณ 38 ไอโซเลท 
แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี จากผลการทดสอบการลดปริมาณคอเลสเตอรอลของ
แบคที เรียที่ คัดเลือก 3 ไอโซเลท (3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12) พบว่าสามารถลดปริมาณ
คอเลสเตอรอลในอาหารเหลวได้ 18-24 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเซลล์ที่มีชีวิตเท่าน้ัน และจากการ
ทดสอบผลการใช้พรีไบโอติก พบว่า แบคทีเรียที่คัดเลือกสามารถใช้ ฟรุคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ( FOS), 
แลคตูโลส  และ อินนูลิน ได้และมีความสามารถในการเกาะติดกับผนังล าไส้ได้ดี จากการวิเคราะห์ล าดับ
นิวคลีโอไทด์ 16S rRNA gene ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท (3C2-10, 21C2-10 และ 
21C2-12) พบ Lactobacillus plantarum, L. acidophilus และ L. fermentum ตามล าดับ จาก
ผลการศึกษาการเพิ่มความสามารถในการการรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์จ าลอง พบว่า 
สารสกัดจากกากมันส าปะหลัง แป้งข้าว และ ร าข้าว สามารถเพิ่มอัตราการรอดชีวิตในทางเดินอาหาร
จ าลอง ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท ประมาณ 7 log (CFU/มิลลิลิตร) ที่ภาวะความเป็น
กรด-ด่าง 2 นาน 1 ช่ัวโมง การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึงแนวโน้มของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้
ทั้ง 3 ไอโซเลท มีคุณสมบัติในการลดระดับคอเลสเตอรอล 
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Abstract 
 

The objectives of this study were to isolate and identify potential probiotic 
bacterial strains from cassava pulp based on their acid and bile salt tolerances and 
cholesterol lowering activities. In addition, the survival of potential probiotic lactic acid 
bacterial strains in simulated gastrointestinal conditions were studied. Cholesterol 
lowering probiotic bacteria were isolated from cassava pulp samples which were 
ramdomly collected from tapioca starch industries in Nakhon Ratchasima, Thailand 
from the first day to the 28thday. Three hundred and ninety isolates were tested for 
their tolerance on bile salt at concentrations of 0.15% and 0.50%, also from at pH 2 to 
9 including bile salt hydrolase (BSH) activities were tested on plates containing 0.3% 
oxgall. Approximately 38 isolates showed BSH activity. Three selected strains (3C2-10, 
21C2-10 and 21C2-12) could decrease cholesterol concentration in culture broth 18-24 
µg/mL by only active cells. All selected strains (3C2-10, 21C2-10 and 21C2-12) showed 
the ability to metabolize prebiotics as Fructooligosaccharide (FOS), lactulose and 
inulin, and also showed the ability to strengthen cell adhesion. From 16S rDNA 
nucleotide sequence analysis, three strains (3C2-10, 21C2-10 and 21C2-12) were 
identified as Lactobacillus plantarum, L. acidophilus and L. fermentum, respectively. 
From the study related to the ability to survive in the simulated gastro-intestinal tract 
of selected strains, the results showed that the viability of three Lactobacillus strains 
(3C2-10, 21C2-10 and 21C2-12) were improved by approximately 7 log (CFU/mL) in the 
presence of cassava pulp, rice starch and rice bran at pH 2 with 1h incubation  time. 
These studies demonstrated the potential of three selected isolates to be the 
probiotic lactic acid bacteria for cholesterol lowering property.   
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   บทท่ี  1  
บทน า 

 

1. ความส าคัญ และท่ีมาของปัญหาท่ีท าการวิจัย 

มันส าปะหลังจดัเป็นพืชเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่ามี
การปลูกมันส าปะหลังคิดเป็นร้อยละ 54 ของพื้นที่ปลูกทั่วประเทศ (สถิติการเกษตรของประเทศไทย ปี 
2550) โดยส่วนของมันส าปะหลังที่น ามาใช้ประโยชน์คือ ส่วนราก (Fibrous root system) สามารถ
น ามาสกัดแป้งเพื่อใช้เป็นอาหารของมนุษย์และสัตว์ นอกจากนี้วัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตแป้ง
มัน ยังสามารถน ามาใช้ประโยชน์อื่นได้ เช่น การผลิตเอทานอลซึ่งเป็นพลังงานทางเลือกในปัจจุบัน กาก
มันส าปะหลังเป็นวัสดุเหลือใช้จากกระบวนการผลิตแป้ง ซึ่งพบว่ามีปริมาณคาร์โบไฮเดรตเหลื ออยู่
ประมาณร้อยละ 50-60 โดยน้ าหนักแห้ง (วราพันธ์ุ จินตณวิชญ์ และคณะ, 2549) ซึ่งเพียงพอต่อการ
น ามาเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงเช้ือจุลินทรีย์ 

ปัจจุบันมีการศึกษาจุลินทรีย์โพรไบโอติกหลายชนิด ทั้งแบคทีเรีย รา และยีสต์ โดยจุลินทรีย์ที่
น ามาใช้นั้นต้องเป็นชนิดที่ได้รับการรับรองจากองค์การอนามัยโลกหรือจากสถาบันที่น่าเช่ือถือ ว่าเป็น
จุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัย (Dunne et al., 2001; Vasilijevic and Shah, 2008) Saarela M, et al. 
(2000) ได้ระบุคุณลักษณะเบื้องต้นในการคัดเลือกโพรไบโอติก ต้องไม่เป็นสายพันธ์ุที่ก่อให้เกิดโรค มี 
phenotype และ genotype ที่มีความเสถียรไม่ผันแปรได้ง่าย สามารถอาศัยและเพิ่มจ านวนใน
ทางเดินอาหารได้ มีปริมาณสูงเพียงพอที่จะก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพ และมีความปลอดภัยเมื่อใช้ใน
อาหารและในทางคลินิก  

การคัดเลือกโพรไบโอติกข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ของการน าไปใช้งานและความเหมาะสมกับชนิด
ของผู้บริโภคโพรไบโอติกนั้นๆ เช้ือจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นโพรไบโอติก มีหลากหลายสกุลที่แตกต่างกัน  สาย
พันธ์ุที่นิยมใช้เป็นกลุ่มของแลคติกแอซิดแบคที เรีย ได้แก่ Lactobacillus enterococcus และ 
Bifidobacterium เป็นต้น 

ดังนั้นโครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกโพรไบโอติกที่ไม่เป็นสายพันธ์ุที่ก่อให้เกิดโรค มี 
phenotype และ genotype ที่มีความเสถียรไม่ผันแปรได้ง่าย สามารถอาศัยและเพิ่มจ านวนใน
ทางเดินอาหารได้ มีปริมาณสูงเพียงพอที่จะก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพ และมีความปลอดภัยเมื่อใช้ใน
อาหารและในทางคลินิก  

 
2. วัตถุประสงค์การวิจัย  

2.1 เพื่อให้ได้เช้ือโพรไบโอติกจากการคัดแยกกากมันที่เหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูป 
แป้งมันส าปะหลัง  

2.2 เพื่อให้ได้เช้ือโพรไบโอติกทีมีผลต่อการลดปริมาณคอเลสเตอรอล 
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2.3 เพื่อระบุชนิด/สายพันธ์ุจุลินทรีย์ และคุณสมบัติเฉพาะของจุลินทรีย์ 
2.4 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่คัดแยกได้  
2.5 การศึกษาการเพิ่มการรอดชีวิตของเช้ือที่คัดเลือกในระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

 
3. สมมติฐานของการวิจัย 

กากมันส าปะหลังเปน็เศษวัสดุเหลือทิ้งทีม่ีปริมาณมากจากกระบวนการผลิตแปง้มันส าปะหลงั จาก
องค์ประกอบทางเคมีที่พบในกากมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นสารอาหารที่สามารถส่งเสริมให้มีการเจริญเติบโต
ของจุลินทรีย์หลายกลุ่มได้ นอกจากนี้จากสภาพความเป็นกรดที่ค่อนข้างสูงจัดเป็นปัจจัยส าคัญที่จะช่วยใน
การคัดแยกจุลินทรีย์โพรไบโอติกกลุ่มที่ต้องการได้ 
 
4. ขอบเขตของการวิจัย  

คัดเลือกโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังที่เหลอืทิ้งจากกระบวนการแปรรูปแปง้มันส าปะหลงั  
ท าการระบุชนิดหรือสายพันธ์ุจลุินทรีย์  และศึกษาปัจจัยทีม่ผีลต่อการเจริญและลดปรมิาณคอเลสเตอรอล
ของจลุินทรียท์ี่คัดแยกได้ 
 

5. วิธีด าเนินการวิจัยและสถานท่ีท าการทดลอง / เก็บข้อมูล 
5.1 วัตถุประสงค์ข้อที่ 1.  
การแยกเช้ือโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังที่เหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูปแปง้มันส าปะหลัง  

(Holzapfel and Schilinger, 2002; Nguyen, Kang and Lee, 2007) โดยคัดเลือกเช้ือโพรไบโอติกบน
อาหารเลี้ยงเช้ือ  

5.1.1 การแยกเช้ือโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังที่เหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูป 
แป้งมันส าปะหลัง โดยเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียบนอาหาร Lactobacillus selection agar + 0.15% oxgall  

5.1.2 คัดเลือกเช้ือโพรไบโอติกที่สามารถทนกรด (acid tolerance) 
น าเช้ือโพรไบโอติกจากข้อ 5.1.1 มาเลี้ยงบนอาหารMRS broth pH 3   

5.1.3 คัดเลือกเช้ือโพรไบโอติกที่สามารถผลิตเอนไซม์ bile salt hydrolase  
(BSH) น าเช้ือโพรไบโอติกจากข้อ 5.1.1 มาเลี้ยงบนอาหาร MRS agar+ 0.5%TDCA+0.37 g/L CaCl2   

 
5.2 วัตถุประสงค์ข้อที่ 2.   

การคัดเลือกเช้ือโพรไบโอติกที่มีผลต่อการลดปริมาณคอเลสเตอรอลในระดับ in vitro  
(Sirilun, S et al., 2010; Nguyen, Kang and Lee, 2007) 

 น าเช้ือโพรไบโอติกที่คัดเลือกได้จากข้อ 5.1.1  มาทดสอบความสามารถในการลดปริมาณ 
คอเลสเตอรอลบนอาหารเลี้ยงเช้ือ (plate assay) ตามวิธีของ Du Toit et al. 1998 และ Lim et al. 
2004 
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5.3 วัตถุประสงค์ข้อที่ 3.  

การระบุชนิด/สายพันธ์ุจุลินทรีย์ ที่มีผลตามข้อ 5.1.1  และ 5.1.2  ตามวิธีของ 
Massi et al., 2004 และ Sharma and Trivedi, 2015 

5.3.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเซลล์  
 5.3.2 การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี 
 5.3.3 การวิเคราะห์สารพันธุกรรมของแบคทีเรียโดยเทคนิค PCR 

 
5.4 วัตถุประสงค์ข้อที่ 4.   

ศึกษาปัจจัยที่มีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้จากกากมันส าปะหลังที่ 
เหลือทิ้งจากกระบวนการแปรรูปแป้งมันส าปะหลัง ตามวิธีของ Holzapfel and Schilinger, 2002; 
Sirilun, S et al., 2010; Nguyen, Kang and Lee, 2007 และ Holt et al. 1994. 

 5.4.1 ปัจจัยด้านสารอาหาร 
  - ศึกษาชนิดที่เหมาะสมของแหล่งคาร์บอน 
  - ศึกษาผลของ oligosaccharide (Prebiotic index) 
 5.4.2 ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 
  - ผลของอุณหภมิ 
  - ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH)   

5.5 วัตถุประสงค์ข้อที่ 5. 
ศึกษาการเพิ่มการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่คัดเลือกในระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

ต าม วิ ธี ข อ ง  Liong and Shah, 2 0 0 5 ; Begley, et al. 2 0 0 6 , Tambekar, D.H. and Bhutada, 
S.A.2010; Sirilun, et al, 2010.  

 5.5.1 ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะจ าลองของไอโซเลทที่คัดเลือก 
 5.5.2 ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะและล าไส้จ าลองของไอโซเลทที่คัดเลือก 

 
6. ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ เช่น การเผยแพร่ในวารสาร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงานท่ีน าผลการวิจัย
ไปใช้ประโยชน์ 

6.1 การเผยแพรในการประชุมวิชาการระดับชาติ นานาชาติ 2 ครั้ง 
  6.1.1 Nawong, S., Oonsivilai, R., and Boonkerd, N. (2013). Isolation and 
Selection of Probiotic Lactic Acid Bacteria from Cassava Pulp for Cholesterol Lowering 
Property. 13th ASEAN Food Conference, September 9-11, 2013, Singapore. Proceedng-
online 
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 6.1.2. Nawong, S., Oonsivilai, R., Boonkerd, N. and Hansen, L.T. (2015). 
Protective effects of cereal extracts on the survival of potentially probiotic lactic acid 
bacteria under gastrointestinal tract conditions. Food Science and Technology Network 
between Vietnam and Belgium (VBFoodNet), November 24-29, 2015, Vietnam. Proceedng-
online 

 
7. แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยี หรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 

7.1 น าเสนอผลงานในที่ประชุมวิชาการระดับชาติ 
7.2 จัดฝึกอบรมแก่กลุ่มประชากรเป้าหมายหรือหน่วยงานในท้องถ่ินที่ผลิตและเผยแพร่ 

หรือถ่ายทอดเทคโนโลยีสู่กลุ่มอุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง  หรืออุตสาหกรรมที่มีของเหลือทิ้งจาก
กระบวนการผลิตคือกากมัน   
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บทที ่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

  มันส าปะหลัง (Cassava, Tapioca , Manioc) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Maniho esculenta Crantz 
มีถิ่นก าเนิดในแถบอเมริกาใต้ จากข้อมูลปี 2549 พื้นที่ปลูกมันส าปะหลังทั่วโลกประมาณ 113.8 ล้านไร่ ให้
ผลผลิตเฉลี่ยประมาณ 1.92 ตันต่อไร่ โดยประเทศไนจีเรียเป็นประเทศที่ผลิตมันส าปะหลังมากอันดับ 1 
ของโลก ตามด้วย บราซิลและประเทศไทย (Kaplinsky et al., 2011) มันส าปะหลังจัดเป็นพืชเศรษฐกิจ
ของประเทศไทย โดยเฉพาะในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ พบว่ามีการปลูกมันส าปะหลังคิดเป็นร้อยละ 54 
ของพื้นที่ปลูกทั่วประเทศ  ยกเว้นภาคใต้ ภาคที่มีการปลูกมาก รองลงมา คือ ภาคกลาง (ประมาณร้อยละ 
33) และภาคเหนือ (ประมาณร้อยละ 15) พื้นที่รวม 48 จังหวัด คิดเป็นพื้นที่ปลูกประมาณ 7 ล้านไร่ (FAO, 
2015) มนัส าปะหลังมีทั้งหมดประมาณ 150 พันธ์ุ แต่ละพันธ์ุมีลักษณะแตกต่างกันไปทั้งลักษณะภายนอก
และปริมาณของกรดไฮโดรไซยานิก ซึ่งเป็นส่วนประกอบทางสรีรวิทยา จากปริมาณกรดไฮโดรไซยานิกที่ไม่
เท่ากัน จึงแบ่งมันส าปะหลังออกเป็น 2 ชนิด คือ ชนิดขม (Bitter Type) และ ชนิดหวาน (Sweet Type) 
โดยชนิดที่ใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตแป้งมันส าปะหลังคือชนิดขม ส าหรับประเทศไทยมีสายพันธ์ุของมัน
ส าปะหลังที่ใช้ในการผลิตแป้งมันส าปะหลังด้วยกันอยู่ 9 พันธ์ุ คือ ระยอง1 ระยอง 2 ระยอง 3 ระยอง 5 
ระยอง 60 ระยอง 90 เกษตรศาสตร์ 50 ศรีราชา1 และ พันธ์ุห้านาที (กล้าณรงค์ ศรีรอด และ เกิ้อกูล ปิยะ
จอมขวัญ, 2546)   โดยเฉลี่ยแล้วส่วนประกอบในหัวมันส าปะหลังประกอบด้วยน้ า (60-70%), แป้ง (20-
30%), โปรตีน (1%), เยื่อใย (2%), ไขมันและน้ ามัน (1%), เถ้า (0.9-2.4%) และ กรดไฮโดรไซยานิก 
(0.02%) (Román, 2016).   

อุตสาหกรรมผลิตแป้งมันส าปะหลังเป็นอุตสาหกรรมที่มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของไทย โดย
ประเทศไทยสามารถผลิตแป้งมันส าปะหลังมากเป็นอันดับ 3 ของโลก โดยมีผลผลิตต่อปีประมาณ 30.91 
ล้านตันต่อปี (รูปที่ 2.1) (OAE, 2015) การผลิตแป้งมันส าปะหลังสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท ได้แก่ 
แป้งมันส าปะหลังดิบ (Native Starch) และแป้งมันส าปะหลังดัดแปร (Modified Starch) ในปัจจุบัน
ประเทศไทยมีโรงงานที่ผลิตแปง้มันส าปะหลงัทั้งหมด 69 โรงงาน แบ่งเป็นโรงงานผลติแป้งมนัส าปะหลังดิบ 
47 โรงงาน โรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลังดัดแปร 13 โรงงาน และโรงงานผลิตทั้ง 2 ประเภท 9 โรงงาน  
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รูปท่ี 2.1  การใช้ประโยชน์จากมันส าหลงัในประเทศไทย ปี 2015 
อ้างอิง: Office of Agricultural Economics (OAE, 2015). 

 

การใช้ประโยชน์จากกากมันส าปะหลัง 
ในการผลิตแป้งมันส าปะหลัง (รูปที่ 2.2) จะใช้ส่วนของราก (Fibrous root system) โดยน ามา

สกัดแป้งเพื่อใช้เป็นอาหารของมนุษย์และสัตว์ ซึ่งจากกระบวนการนี้ท าให้มีวัสดุเหลือทิ้งจากกระบวนการ
ผลิตแป้งมัน ของเสียประเภทของแข็งที่เกิดจากกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลัง  ได้แก่ ราก เหง้า ดิน 
ทราย และกากมันส าปะหลัง การน าราก เหง้า ดิน และทรายไปใช้ประโยชน์ หรือเพิ่มมูลค่ายังมีไม่
แพร่หลายนัก ปัจจุบันของเสียประเภทนี้ถูกน าไปใช้ในการเพาะปลูก เช่น เป็นวัสดุเสริมในดิน นอกจากนี้ยัง
พบว่า กากมันส าปะหลังที่เป็นวัสดุเหลือใช้จากกระบวนการผลิตแป้งนั้น มีปริมาณคาร์โบไฮเดรตเหลืออยู่
ประมาณร้อยละ 50-60 โดยน้ าหนักแห้ง (วราพันธ์ุ จินตณวิชญ์ และคณะ, 2549) ซึ่งแป้งในส่วนน้ีจะอยู่ใน
ลิกโนเซลลูโลส  และเพคตินของเซลล์พืช  เซลลูโลสและเส้นใยอยู่ร้อยละ 10 -15  โปรตีนร้อยละ 1.5-5   

Cassava

30.91 million tons

Cassava starch industry

(Native/Modified starch )

17 million tons

Domestic ~ 13%

2.21 million tons 

Export ~ 42%

7.14 million tons

Cassava chips/ pellet 
industry 

12.36 million tons

Domestic ~ 3%

0.37 million tons

Export ~ 37%

4.57 million tons

Ethanaol industry

1.55  million tons
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และไขมันร้อยละ 0.1-4 โดยน้ าหนัก นอกจากนี้ยังมีแร่ธาตุในปริมาณที่ต่ า กากมันส าปะหลังมีแร่ธาตุ Fe2+, 
Mn2+, Mg2+, Cu2+ และ Zn2+ อยู่ในปริมาณ 155, 40, 1100, 4  และ 21  มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมกากมัน
ส าปะหลังแห้ง  ตามล าดับ (Coulin et al., 2006; Kurdi and Hansawasdi, 2015; Shigaki, 2016). 
ส าหรับกากมันส าปะหลังสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้หลายวิธี ได้แก่ การผลิตอาหารสัตว์ การผลิตก๊าซ
ชีวภาพ และการผลิตเอทานอล และยังเพียงพอต่อการน ามาเป็นแหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยง
เช้ือจุลินทรีย์ได้อีกด้วย 

 
 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.2 แผนภาพกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลังในประเทศไทย 
                          อ้างอิง: Tran et al., (2015).   
 

 

ความหมายของโพรไบโอติก (Definition of Probiotics) 
โพรไบโอติก หรือ จุลชีพเสริมชีวนะ คือ เช้ือจุลินทรีย์ที่ได้จากการเตรยีมจุลนิทรยี์ที่มชีีวิต และหรือ

เซลล์ตายแล้วซึ่งเมื่อได้รับในปริมาณที่พอเพียง จะก่อให้เกิดประโยชน์ต่อร่างกายมนุษย์และกระตุ้นกลไก
ของระบ บ ภูมิ ต้ านท าน  (Fuller, 1989 แล ะHolzapfel&Schillinger, 2002) International Life 
Science Institute (ILSI) ได้ให้ค าจ ากัดความของโพรไบโอติก ว่าไม่ได้หมายรวมเฉพาะจุลินทรีย์ที่มี

Cassava roots
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ประโยชน์ต่อสุขภาพ ยังหมายรวมถึงอาหารที่มีส่วนผสมของจุลินทรีย์ที่มีชีวิตในปริมาณที่สามารถส่งผลดี
ต่อสุขภาพของผู้บริโภค ซึ่งจัดเป็น อาหารโพรไบโอติกในปี 2002 องค์การอาหารและเกษตรแห่งชาติ 
(FAO) และ องค์การอนามัยโลก (WHO) (2002) ได้ให้ค าจ ากัดความของ โพรไบโอติก ว่า คือ จุลินทรีย์มี
ชีวิตเมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะช่วยส่งเสริมสุขภาพของผู้บริโภค แต่อย่างไรก็ตาม โพรไบโอติกใน
รูปของเซลล์ตาย (dead cell) ยังคงมีส่วนประกอบเช่น โปรตีนของเซลล์ สารพันธุกรรม (DNA และ 
RNA) ผนงัเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล ์เอกโซโพลีแซคคาไรด์  ลิโปโพลีแซลคาไรด์ และส่วนประกอบอื่นๆของเซลล ์
ที่มีบทบาทกับการพัฒนาผลิตภัณฑ์สุขภาพ (Chuang et al., 2007; Maeda et al., 2009: Nan Li et 
al., 2009) 

 
การคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติก (Seledtion of Probiotics) 

ปัจจุบันมีการน าโพรไบโอติกหลายชนิดทั้ง แบคทีเรีย รา และยีสต์ไปใช้ในอย่างแพร่หลาย ทั้งใน
สัตว์และมนุษย์ โดยมุ่งเน้นเพื่อการเพิ่มผลผลิตและการส่งเสริมสุขภาพเป็นหลัก โดยเฉพาะกับมนุษย์
จ าเป็นต้องมีการศึกษาและทดสอบทางวิทยาศาสตรเ์พื่อใหท้ราบข้อมูล คุณสมบัติและประสิทธิผลต่อมนุษย์ 
รวมทั้งความปลอดภัย อย่างไรก็ตาม องค์การอนามัยโลกก็ได้ให้การรับรอง จุลินทรีย์โพรไบโอติก ว่าเป็น 
จุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัย (Generally Regarded as Safe หรือ GRAS). 

เกณฑ์ในการคัดเลือกโพรไบโอติก 
จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่จะน ามาใช้กับในสิง่มชีีวิตทั้งคนและสตัว์ โดยเฉพาะการน าโพรไบโอติกไปใช้

ในมนุษย์ต้องค านึงถึงเรื่องความปลอดภัย และประโยชน์ที่จะได้รับเป็นหลัก  (รูปที่ 2.3) (Dunne et al., 
2001; Vasiljevic and Shah, 2008) ดังนั้นหลักเกณฑ์ส าคัญในการคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกควรมี
คุณสมบัติหลัก ดังนี้ 

(1) สามารถอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์หรือสัตว์ชนิดนั้น ๆ ได ้
(2) ไม่เป็นสายพันธ์ุที่ก่อให้เกิดโรค 
(3) สามารถเจริญเพิ่มจ านวนในทางเดินอาหารได้ 
(4) มีปริมาณสูงเพียงพอที่จะก่อให้เกิดผลดีต่อสขุภาพ (ประมาณ 107-109 cfu/ml ของผลิตภัณฑ์)  
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รูปท่ี 2.3 คุณลักษณะเบื้องต้นของจุลินทรีย์โพรไบโอติกเพื่อใช้เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือก 
อ้างอิง: Saarela M, et al. 2000 และ ชัยวัฒน์ ไชยสุต 

 
การคดัเลอืกแบคทเีรยีแลคตกิทีค่ณุสมบตัเิปน็โพรไบโอตกิจากผลติภณัฑห์มกัชนดิตา่งๆ 
ปัจจุบันความสนใจอาหารเพือ่สุขภาพโดยเฉพาะการน าแบคทีเรยีโพรไบโอติกมาใช้ประโยชน์มีมาก

ข้ึน ดังนั้น จึงมีการก าหนดคุณสมบัติเพื่อใช้ในการคัดเลือกโพรไบโอติกเพื่อให้มีความเหมาะสมในการ
น าไปใช้ในทางอุตสาหกรรมหรือเพื่อการค้าและสร้างความเช่ือมั่นด้านความปลอดภัยต่อผู้บริโภคในการ
น าไปใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารประเภทต่างๆ   

มีรายงานการคัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติกต้ังแต่ปี 1900 จนปัจจุบัน มักพบว่าคัดแยกมาจาก นม
และผลิตภัณฑ์นมเป็นส่วนใหญ่ เช่น B. bifidum, B. breve, L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. 
bulgaricus, L. plantarum, L. casei, L. lactis. E. faecium, E. durans เป็นต้น (ไชยวัฒน์ ไชยสุต
,1994)  นอกจากนี้ พบการรายงานการคัดแยกโพรไบโอติกที่ไม่ได้อยู่ในกลุ่มแบคทีเรียแลคติก เช่น 
Staphyloccus sciuri จากเนยแข็ง (Mogensen G, et al. 2002) และ Saccharomyces cerevisiae 
subsp. Boulardii จาก Feta cheese (Psomas, E, et al. 2001; Mogensen G, et al. 2002)  

อย่างไรก็ตามมีรายงาน การพบแบคทีเรียโพรไบโอติกจากผลติภัณฑ์ที่มีส่วนผสมของพืช อยู่ในกลุ่ม
ของ Amylolytic lactic acid bacteria (ALAB) เช่น Lactobacillus plantarum จากผลิตภัณฑ์อาหาร
หมักพื้นเมืองที่มี African cassava เป็นส่วนผสมหลัก (Nwankwo et al., 1989; Olympia et al., 1995) 
L. manihotivorans จากแป้งมันส าปะหลังหมัก L. fermentum และ L. plantarum จากอาหารหมัก
พื้นเมืองของ Nigeria (Agati et al., 1998; Sanni et al., 2002) เป็นต้น Gopa R. et al., 2008 พบว่า 
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ALAB มีความสามารถในการย่อยสลายสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่ คือ โปรตีน และ แป้ง ได้ดี ซึ่งช่วยในการ
ส่งเสริมระบบการย่อยสลายสารอาหารเพื่อการดูดซึมไปใช้ประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์ได ้  

ในการคัดเลือกโพรไบโอติกแบคทีเรียกรดแลกติกที่จะน ามาใช้กับมนุษย์จ าเป็นมีคุณสมบัติ   (Lee 

et al. 1999; Morelli, 2000; Duangjitcharoen et al. 2008) ดังนี้  
 (1) ความสามารถในการเจริญได้ในภาวะที่มีเกลือน้ าดีรอ้ยละ 0.15 และ 0.30 ทั้งนี้เพื่อให้สัมพันธ์

กับสภาวะการหลั่งเกลือน้ าดีภายในล าไส้เล็กในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ ที่มีความเข้มข้นของเกลือ
น้ าดีประมาณร้อยละ 0.15 - 0.30 และเป็นแหล่งที่โพรไบติกแบคทีเรียอาศัยอยู่  

(2) ความสามารถในการเจริญได้ในภาวะความเป็น กรด - ด่าง (ค่าพีเอช, pH unit) 2, 3, 4, 8 
และ 9 ซึ่งเป็นระดับความเป็น กรด - ด่าง เช่นเดียวกับที่พบ ในกระเพาะอาหารของมนุษย์ ซึ่งมีความเป็น
กรดที่ระดับค่าพีเอชเท่ากับ 3 หรือต่ ากว่า และในล าไส้เล็กที่มีความเป็นด่าง ในระดับค่าพีเอชประมาณ 8 
ถึง 9 ทั้งนี้ ความสามารถของแบคทีเรียที่เจริญได้ในสภาวะดังกล่าว บ่งบอกถึงความสามารถในการเจริญ
รอดชีวิตจากภาวะความเป็น กรด - ด่าง ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์ได้  

(3) ความสามารถในการย่อยสารชีวโมเลกุลขนาดใหญ่  คือ โปรตีน แป้ งและไขมัน  ซึ่ ง
ความสามารถในการย่อยสารชีวโมเลกุล คือ ความสามารถในการส่งเสริมระบบการย่อยสารอาหารเพื่อการ
ดูดซึมไปใช้ประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์ได้ 

(4) สามารถเจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีอากาศ ทั้งนี้เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของ
มนุษย์ยิ่งลึกลงไปยิ่งมีปริมาณอากาศที่เบาบางหรือไม่มีอากาศเลย ดังนั้นสายพันธ์ุแบคทีเรียแลกติกที่
สามารถเป็นแบคทีเรียโพรไบโอติกได้ต้องมีคุณลักษณะที่สามารถเจริญได้ทั้งสภาวะที่มีและไม่มีอากาศได้ 
ยิ่งสามารถเจริญได้ใกล้เคียงกันในทั้งสองสภาวะ ยิ่งเป็นผลดีต่อการรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารของ
มนุษย ์ 

(5) การไม่แก่งแย่งสารอาหารที่จ าเปน็ต่อร่างกายมนุษย์ โดยการทดสอบความสามารถในการเจริญ
ได้ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ไม่มีวิตามินบี 12 (cobalamin free medium)    ทั้งนี้เนื่องจากการดูดซึมวิตามิน
เข้าสู่ร่างกายมักเกิดที่ล าไส้เล็กและวิตามินบี 12 เป็นวิตามินที่ละลายน้ าชนิดหนึ่งที่ถูกดูดซึมในบริเวณล าไส้
เล็ก ซึ่งแหล่งที่มาของวิตามินบี 12 ในแหล่งอาหารจากธรรมชาตินั้น พบว่ามีเฉพาะในเนื้อสัตว์เท่านั้น 
ดังนั้นเมื่อแบคทีเรีย สามารถเจริญได้ในอาหารทีไ่ม่มีวิตามินบี 12 คือไม่ต้องอาศัยวิตามินบี 12 ในการเจริญ
จึงน่าจะเป็น ประโยชน์ต่อผู้บริโภคกลุ่มมังสวิรัติหรือผู้ที่รับประทานอาหารมังสวิรัติที่ไม่ดื่มนมซึ่งมักจะมี
ระดับวิตามินบี 12 ในร่างกายต่ า  

(6) ความสามารถในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรคในระบบทางเดินอาหารและ
แบคทีเรียที่เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียรวมทั้งหมด 13 ชนิด ซึ่งคุณสมบัติน้ีของแบคทีเรียจะสามารถต้าน
จุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารอาจช่วยในการลดการก่อโรค และป้องกันปัญหาสุขภาพอื่น ๆ ที่มี
แบคทีเรียก่อโรคดังกล่าวเป็นสาเหตุ  
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(7) ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกรดแลกติกจากยาปฏิชีวนะ  โดยทั่วไปจะ
พบว่า มีแนวโน้มการตอบสนองต่อประสิทธิภาพของยาปฏิชีวนะใกล้เคียงกัน คือ ดื้อต่อยาในกลุ่มยับยั้งการ
สังเคราะห์ผนังเซลล ์ได้แก่ ยาปฏิชีวนะ vancomycin และ bacitracin ดื้อต่อยาในกลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์
โปรตีน ได้แก่ ยาปฏิชีวนะกลุ่ม aminoglycosidesเช่น gentamicin kanamycin และ  Streptomycin ดื้อ
ต่อยาในกลุ่มยับยั้งการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก ได้แก่ ยาปฏิชีวนะกลุ่ม Quinolones เช่น norfloxacin และ
ดื้อต่อยาในกลุ่มยับยั้งการท าหน้าที่ของเยื่อหุ้มเซลล์ ได้แก่ยาปฏิชีวนะ polymyxin B เป็นต้น 

(8) อัตราการเจริญเติบโต แบคทีเรียโพรไบโอติก ที่มีอัตราการเจริญที่รวดเร็วกว่าสามารถเช่ือมโยง
กับการตอบสนองต่อภาวะต่าง ๆ ในระยะเวลาที่รวดเร็วกว่าด้วยเช่นกัน การที่จุลินทรีย์ที่จะน ามาใช้เป็น
โพรไบโอติกสามารถเจริญได้อย่างรวดเร็ว ส่งผลให้สามารถขยายก าลังการผลิตขนาดใหญ่ได้โดยง่ายและยัง
เป็นการลดต้นทุนการผลิตในระดับอุตสาหกรรมอีกด้วย  

(9) ความสามารถในการเกาะติดและอาศัยอยู่บริเวณล าไส้ของสิ่งมีชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติก  
ซึ่งความสามารถในการเกาะติดผนังล าไส้ของเจ้าบ้าน เป็นคุณสมบัติที่มีความส าคัญในการส่งเสริมสุขภาพ
ของผู้บริโภค เพราะเป็นการเริ่มต้นของการอาศัยในระบบทางเดินอาหารของสิ่งมีชีวิตและช่วยปรับปรุง
ระบบภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้านหรือผู้บริโภคได้  แบคทีเรียที่สามารถเกาะติดล าไส้ผู้บริโภคได้  จะเป็นตัว
ขับเคลื่อนส าคัญให้ร่างกายผู้บริโภคเกิดกลไกการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยเฉพาะใน
ล าไส้นั้นมีเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันกว่าร้อยละ 80 อยู่บริเวณนี้  จึงถือว่าระบบทางเดินอาหาร
เป็นแหล่งที่มีบทบาทสูงต่อสุขภาพของสิ่งมีชีวิต เมื่อแบคทีเรียเข้าไปในร่างกายจะท าให้ระบบภูมิคุ้มกัน
จดจ าว่าเป็นจุลินทรีย์ชนิดดี หรือชนิดที่ไม่ดีและมีการตอบสนองที่แตกต่างกันอย่าง เช่น ถ้าเป็นจุลินทรีย์
โพรไบโอติกชนิดดีมีประโยชน์ เมื่อผ่านเข้ามาในระบบทางเดินอาหาร และเกาะติดผิวเยื่อบุบริเวณล าไส้ 
ระบบภูมิคุ้มกันจะจดจ ามีความทนทาน (oral tolerance) ยอมรับให้อยู่ร่วมกันโดยจุลินทรีย์จะอาศัยอาหาร
ในการเจริญเติบโต และผลพลอยได้ก็คือท าให้เจ้าบ้านได้รับสิ่งที่เป็นประโยชน์ร่วมด้วย เป็นการอยู่ร่วมกัน
แบบพึ่งพาอาศัย โดยโพรไบโอติกสามารถท าให้สภาพแวดล้อมที่อาศัยอยู่มีสภาพเป็นกรดท าให้เช้ือก่อโรค  
ซึ่งมักไม่ทนกรดนั้นไม่สามารถเจริญเติบโตได้  นอกจากนี้โพรไบโอติกยังสามารถผลิตเอนไซม์ที่ช่วยย่อย
สารอาหารบางชนิดและสามารถผลิตวิตามิน สามารถผลิตสารต้านเช้ือแบคทีเรียก่อโรค เช่น กรดอินทรีย์ 
แบคเทอริโอซิน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และสารชนิดอื่น ๆ นอกจากนี้ยังช่วยปรับสมดุลจุลินทรีย์ที่มี
ประโยชน์ให้สามารถควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารได้ซึ่งอาจส่งผลดีต่อสุขภาพในด้านอื่น 
ๆ เช่น ช่วยลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด ช่วยกระตุ้นหน้าที่ของระบบภูมิคุ้มกัน ช่วยป้องกันการติดเช้ือ 
ลดการเกิดโรคมะเร็ง  (Ouwehandet al., 1999; Zubillaga et al., 2001; Holzapfel and Schillinger, 

2002). เพิ่มคุณค่าทางอาหารโดยช่วยให้ระบบย่อยอาหารท างานได้ดี และช่วยบังคับการเคลื่อนที่ภายใน
ระบบทางเดินอาหาร (Vaughan et al., 1999) แต่ในทางกลับกัน ถ้าเป็นจุลินทรีย์ชนิดที่ไม่ดีหรือเป็นเช้ือก่อ
โรคระบบภูมิคุ้มกันจะตอบสนองแบบต่อต้านโดยกลไกต่าง ๆ เป็นต้นว่า เหนี่ยวน าให้เซลล์ที่เกี่ยวข้องกับ
ภูมิคุ้มกันมาท าลายหรือดักจับแล้วขับออกจากร่างกาย หรืออาจเหนี่ยวน าให้ระบบภูมิคุ้มกันสร้างสารมา
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ท าลายเช้ือโรคซึ่งถ้ารุนแรงอาจมีการท าลายเซลล์ของเราจนเกิดภาวะการอักเสบรุนแรงได้  ฉะนั้น 
คุณสมบัติการเกาะติดเซลล์เยื่อบุของโพรไบโอติกจึงเป็นคุณสมบัติที่มีความส าคัญที่จะเป็นตัวขับเคลื่อน
ส่งผลต่อสุขภาพของผู้บริโภค 
 

 
รูปท่ี 2.4 เกณฑ์ที่ใช้ในการคัดเลือกคุณสมบัติโพรไบโอติกเพือ่น าไปใช้ทางการค้าและอุตสาหกรรมการผลิต  
อ้างอิง: Lee, YK, et al. 1999 และ ชัยวัฒน์ ไชยสุต 
 
 
 
 

• แหล่งที่มา
• การก่อโรค การท าให้ติดเชื้อ
• ปัจจัยท่ีท าให้เกิดความเจ็บปวดหรือความรุนแรง เช่น 

ความเป็นพิษ การดื้อยาปฏิชีวนะ เป็นต้น

ความปลอดภัยต่อมนุษย์

• มีความคงตัวทางพันธุกรรม
• สามารถอยู่รอดได้เมื่อผ่านกระบวนการผลิตและการ

เก็บรักษา
• สามารถขยายก าลังการผลิตขนาดใหญ่ได้

คุณสมบัติที่เป็นประโยชน์ต่อการใช้
เทคโนโลยีการผลิต

• ทนต่อกรดในกระเพาะอาหาร และสารท่ีสร้างจากตับ
อ่อน

• ทนต่อเกลือน้ าดี
• สามารถเกาะติดบนผิวเย่ือบุในระบบทางเดินอาหาร
• ส่งผลดีต่อสุขภาพ

คุณสมบัติเบื้องต้น

• ปรับปรุงระบบภูมิคุ้มกัน
• ต้านจุลินทรีย์ชนิดก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร
• ลดคอเลสเตอรอล
• ใช้น้ าตาลแลกโตส
• ต่อการก่อกลายพันธุ์และการก่อมะเร็ง
• กิจกรรมของเอนไซม์ท่ีส่งเสริมฤทธิ์ทางชีวภาพ
• ส่งเสริมแบคทีเรียชนิดท่ีดีและควบคุมแบคทีเรียชนิดไม่ดี

คุณสมบัติส่งเสริมสุขภาพ

ที่ต้องการ
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บทบาทของโพรไบโอติกต่อสุขภาพ (Effects of Probiotics on Health) 
ปัจจุบันมีการศึกษาพัฒนาอาหารและผลิตภัณฑ์เพื่อสุขภาพ ที่มีส่วนผสมของโพรไบโอติกอย่าง

กว้างขวาง ซึ่งได้มีรายงานถึงผลของโพรไบโอติกต่อโรคต่างๆ (รูปที่ 2.5) และสุขภาพไว้มากมายเพื่อกล่าว
อ้างถึงประสิทธิภาพของโพรไบโอติกนั้นต่อสุขภาพของผู้บริโภค จากรายงานการวิจัยและเอกสารต่าง ๆ ได้
กล่าวถึงโพรไบโอติกและผลต่อสุขภาพโดยรวมดังนี้ 

 
1. การปรับสมดุลของระบบทางเดินอาหารและระบบขับถ่าย 

ส่วนใหญ่ภาวะท้องเสียมีสาเหตุจากการติดเช้ือไวรัสหรือแบคทีเรียซึ่งพบมากในเด็กและผู้สูงอายุ
หรือในผู้ที่อาศัยอยู่บริเวณที่มีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือ เช่น สถานเลี้ยงเด็ก สถานพักฟื้น เป็นต้น ทั้งนี ้โพร
ไบโอติกสามารถลดความถี่ ระยะเวลาของอาการท้องร่วงและลดอาการติดเช้ือภายในล าไส้ เนื่องจากโพร
ไบโอติกที่อาศัยอยู่ในล าไส้จะใช้อาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตเพื่อสร้างพลังงานแล้วได้กรดแลกติก และ
กรดอะซิติก ซึ่งกรดดังกล่าว สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคได้  นอกจากนี้ โพรไบโอติกที่
เจริญเติบโตดีอาจผลิตสารอื่น ๆ ที่มีฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเช้ือก่อโรคได้ (Heyman, 2000) จากตัวอย่าง
ร าย งาน ก าร ใช้ แบ คที เรี ย ก ร ดแล กติ ก  เ ช่ น  Lactobacillus rhamnosus strain GG (LGG) แล ะ 
Bifidobacterium bifidum ร่วมกับ Streptococcus thermophilus เพื่อบรรเทาอาการท้องเสียในทารก 
โดยเฉพาะทารกที่ไม่ได้ด่ืมนมมารดา พบว่าสามารถลดระยะเวลาและความรุนแรงของภาวะท้องเสียที่ เกิด
จาอาหารเป็นพิษได้ นอกจากนี้ โพรไบโอติก Lactobacillus casei strain shirota  และ Bifidobacterium 

BB536 สามารถช่วยป้องกันและลดภาวะท้องผูก (constipation) โดยช่วยปรับปรุงความสามารถในการ
เคลื่อนไหวของล าไส้ ช่วยเพิ่มความถ่ีของการเคลื่อนไหวของล าไส้และเพิ่มความนุ่ มของอุจจาระช่วยให้
ขับถ่ายได้คล่องข้ึน (Koebnink et al, 2003; Ogata et al., 1997) 

 
2. การลดภาวะที่ร่างกายไม่สามารถย่อยหรือไม่ทนต่อน้ าตาลแลกโตส (lactose intolerance) 

ผู้ที่มีภาวะที่ไม่ทนต่อน้ าตาลแลกโตส จะมีอาการท้องอืด ท้องเฟ้อ ท้องเดินปวดท้องเมื่อร่างกาย
ได้รับน้ าตาลแลกโตสซึ่งเป็นน้ าตาลที่พบมากในน้ านมวัวซึ่งภาวะดังกล่าวเกิดจากร่างกายไม่สามารถย่อย

น้ าตาลแลกโตสได้ เพราะขาดเอนไซม์ -galactosidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ช่วยย่อยน้ าตาลแลกโตสหรือมี

ปริมาณของเอนไซม์ -galactosidase น้อยจึงท าให้แลกโตสไม่สามารถถูกย่อยในทางเดินอาหาร จึงมัก
พบว่าเมื่อดื่มนมแล้วมีอาการดังกล่าว ซึ่งโพรไบโอติกสามารถผลิตน้ าย่อยเพื่อช่วยย่อยแลกโตสในนมได้ จึง
ท าให้แลกโตสเหลือน้อยหรือไม่มีเลย ดังนั้น ผู้ที่ไม่มีการสร้างน้ าย่อยดังกล่าวสามารถดื่มนม และผลิตภัณฑ์
นมได้โดยไม่เกิดอาการดังกล่าว (De Vrese et al, 2001) 
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3. การป้องกันหรือลดระดับการเกิดสารก่อมะเร็ง 
โพรไบโอติกอาจเกี่ยวข้องกับการป้องกันมะเร็งในล าไส้ โดยอาศัยกลไกต่าง ๆ เช่น อาจช่วยกดการ

ท างานของสารก่อมะเร็ง ลดสารเมแทบอไลต์ที่ไม่พึงประสงค์ เช่น แอมโมเนียม อินโดล สแกโทล และลด
ปริมาณเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง กับการก่อมะเร็ง (procarcinogenic enzyme) ในล าไส้ใหญ่ (Guerin-Danan et 
al., 1998) โพรไบโอติกยังอาจควบคุมหรือยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียที่สร้างสาร หรือเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง
กับการก่อมะเร็งได้ และมีผลต่อการเคลื่อนไหวหรือการบีบตัวของล าไส้ ท าให้ก าจัดสารก่อกลายพันธ์ุ สาร
ก่อมะเร็งให้ออกจากร่างกายได้เร็วข้ึน (Khedkar et al., 2003) 

 
4. การปรบัเปลีย่นการท างานของระบบภมูคิุม้กนั 

โพรไบโอติกสามารถกระตุ้นการท างานของระบบภูมิ คุ้มกันของร่างกายให้ท างานอย่างมี
ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น โพรไบโอติกช่วยเพิ่มภูมิคุ้มกันโดยการกระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ที่มีอยู่ทุกหน
ทุกแห่งไหลเวียนไปตามหลอดเลือดให้เคลื่อนมายังต าแหน่งที่เช้ือโรครุกเข้ามาสู่ร่างกาย แล้วโมโนไซต์ก็
เติบโตเป็นแมคโครฟาจเพื่อจับกินเช้ือโรคนั้นนอกจากนี้  ยังหลั่งสารเคมีที่เกี่ยวข้องกับการท าลายเช้ือโรค 
เช่น ไซโตคายน์ ชนิดแกมมาโกลบูลิน เอ (Immunoglobulin A; IgA) อินเตอร์ลิวคิน (Interleukin) และทู
เมอนิวโครซีสแฟคเตอร์ แอลฟา (Tumor Necrosis Factor; TNF-) (Kirjavainen et al., 1999; Herich 

and Levkut, 2002 Prisciandaro et al., 2009) ท าให้ร่างกายป้องกัน ต่อต้านและก าจัดเช้ือโรคและสิ่ง
แปลกปลอมต่างๆที่เข้าสู่ร่างกายได้ดียิ่งขึ้น ซึ่งสารนี้คล้ายฮอร์โมนท าหน้าที่สื่อสารระหว่างเซลล์ที่เกี่ยวข้อง
กับระบบภูมิคุ้มกัน เพื่อมาช่วยกันต่อสู้กับสิ่งแปลกปลอม เช้ือโรค หรือผู้รุกราน นอกจากโพรไบโอติกจะ
ช่วยเพิ่มปริมาณสารต่อต้านเช้ือโรคในร่างกายแล้วยังท าให้มีการสื่อสารกับเนื้อเยื่อน้ าเหลืองในช้ันใต้เยื่อบุ
ล าไส้ (gut-associated lymphocyte tissue,GALT) ดียิ่งข้ึน ท าให้การสร้างสารป้องกันและการกระตุ้น
ภูมิคุ้มกันให้เข้าสู่ภาวะสมดุล น าไปสู่การตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันแบบป้องกันมากกว่าการตอบสนอง
แบบก่อการอักเสบหรือภูมิแพ้ ท าให้เนื้อเยื่อที่อักเสบบรรเทาลงและซ่อมแซมเซลล์ร่างกายที่บาดเจ็บให้ฟื้น
ตัวเร็วข้ึน (Ouwehand et al., 1999) 

 
5. การลดภาวะภูมิแพ้และการอักเสบรุนแรง 

ภาวะโรคภูมิแพ้ (allergic diseases) เกิดจากการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อสิ่งที่ก่อให้เกิด
อาการแพ้ โดยปกติร่างกายจะสร้างแอนติบอดีตอบสนองต่อภูมิแพ้ของร่างกายเมื่อได้รับสารก่อภูมิแพ้  
(allergen) เช่น ฝุ่นบ้าน ไรฝุ่น ละอองเกสรดอกไม้ รังแค ขนสัตว์ อาหาร เป็นต้น ซึ่งมักพบอาการในเด็ก 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเด็กที่มีอายุน้อยกว่า 1 ปี และเมื่อร่างกายได้รับสารก่อภูมิแพ้ก็จะกระตุ้นระบบ
ภูมิคุ้มกันให้สร้างอิมมูโนโกลบูลิน ชนิดอี หรือ แอนติบอดี ไอจีอี (IgE antibody) ออกมาแทนการสร้าง 
แอนติบอดี ไอจีจี (IgG antibody) ซึ่งโดยปกติร่างกายจะสร้างแอนติบอดี อิมมูโนโกลบูลิน ชนิด จี (IgG) 
เพื่อตอบสนองภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยจะสร้างออกมามากเพื่อท าหน้าที่ท าลายแบคทีเรีย ไวรัส เช้ือรา 
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และสารพิษต่าง ๆ ของมนุษย์ที่มีระบบภูมิคุ้มกันปกติ แต่ในสภาวะที่มีการตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมที่
ก่อภูมิแพ้ได้ก็จะกระตุ้นให้สรา้ง IgE เป็นสาเหตุให้เกิดอาการของโรคภูมิแพ้ (allergic diseases) และปัญหา
สุขภาพที่เกี่ยวเนื่องจากโรคภูมิแพ้ชนิดต่าง ๆ ได ้ซึ่งโพรไบโอติกอาจช่วยในเรื่องของการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน
ให้ผลิตสารตอบสนองที่สามารถท าลายสิ่งแปลกปลอมที่เข้าสู่ร่างกายได้ดีข้ึน  (Kirjavainen et al., 1999) 

โพรไบโอติกสามารถกระตุ้น การสร้างสารที่เกีย่วข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยช่วยลดหรือป้องกัน
การสร้างโปรตีนหรือแอนติบอดี (antibody) ที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อสารก่อภูมิแพ้และการอักเสบ
รุนแรงของร่างกายได้ ซึ่งแอนติบอดีดังกล่าวที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อภูมิแพ้  ของร่างกาย คือ IgE 
และโพรไบโอติกยังช่วยกระตุ้น ให้ร่างกายสร้างสารตอบสนองต่อภูมิคุ้ม กันของร่างกายเพื่อไม่ให้เกิดการ
อักเสบรุนแรง เช่น อินเตอร์ลิวคิน-10 (IL-10) (Isolauri et al., 2001; Ezendam and Van Loveren, 2006)  
 
6. การลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด 

คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์เกลือน้ าดี โพรไบโอติกที่สามารถสร้างน้ าย่อยหรือ
เอนไซม์ที่สามารถย่อยเกลือน้ าดีได้จะท าให้เกลือน้ าดีที่ถูกย่อยแล้วเป็นเกลือน้ าดีอิสระ  (deconjugated 

bile salt) สามารถถูกขับออกทางอุจจาระได้ดี ท าให้ร่างกายใช้คอเลสเตอรอลมาสังเคราะห์เป็นเกลือน้ าดี
ทดแทนจึงส่งผลให้ลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือดได้ นอกจากนี้อาจเนื่องจากการที่โพรไบโอติกน าเอา
คอเลสเตอรอลไปใช้ได้โดยตรง เพื่อการสร้างเป็นส่วนประกอบของเซลล์ เช่น ผนังเซลล์ เยื่อหุ้มเซลล์ เป็น
ต้น ท าให้ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดลดลง ซึ่งสมมติฐานของกลไกการลดคอเลสเตอรอลโดยโพรไบโอ
ติกอาจเกิดจากกลไกการท างานร่วมกัน ดังนี ้
 
(1) ความสามารถของโพรไบโอติกในการผลติเอนไซม์ Bile Salt Hydrolase (BSH) ซึ่งเอนไซม์นี้สามารถช่วย
เร่งการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสของเกลือน้ าดีกับกรดอะมิโน (conjugated bile salt) ได้เป็นเกลืออิสระน้ าดี

ในรูปที่อิสระละลายได้น้อยกว่าเกลือที่จับกับกรดอะมิโนท าให้เกิดการดูดซึมกลับเข้าไปยังตับลดลง และยัง
สามารถลอดผ่านผนังล าไส้และเข้าสู่กระแสเลือดได้ นอกจากนี้ยังตกตะกอนได้ดี จึงสามารถถูกขับออกทาง
อุจจาระได้ดี ดังนั้นจึงท าให้ปริมาณของเกลือน้ าดีที่จะถูกส่งกลับเข้าไปยังตับ และหมุนเวียนระหว่างตับกับ
ล าไส้เพื่อท าหน้าที่ย่อยและดูดซึมไขมันนั้นลดลง ดังนั้น น้ าดีจะต้องถูกสร้างข้ึนใหม่จากคอเลสเตอรอล
ภายในตับ จึงสามารถลดระดับคอเลสเตอรอลภายในตับ และสามารถลดระดับปริมาณคอเลสเตอรอลที่จะ
ส่งออกมาสู่กระแสเลือดได้ (Corzo and Gilliland, 1999; Tanaka et al., 1999; Knarreborg et al., 2002; 
Lim et al., 2004; Begley et al., 2006; Parvez et al., 2006)  
 
(2) โพรไบโอติกสามารถน าคอเลสเตอรอลไปใช้ในการสร้างเซลล์ (cholesterol assimilation) ซึ่งอาจดึง
คอเลสเตอรอลไปใช้ในการร่วมสร้างเป็นเยื่อหุ้มเซลล์ (cytoplasmic membrane) ใช้ในการเจริญของเซลล์
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ในขณะที่แบคทีเรียก าลังอยู่ ในช่วงเจริญ (Gilliland et al., 1985; Pereira and Gibson, 2002; Liong and 
Shah, 2005; Park et al., 2007) 
 
(3) เซลล์เมมเบรนของโพรไบโอติกอาจสามารถจับกับคอเลสเตอรอลได้ (cholesterol removal) ท าให้
ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดลดลง (Gilliland et al., 1985; Pereira and Gibson, 2002; Liong and 
Shah, 2005; Park et al., 2007) 
 

 
 

 
 

 

 

รูปท่ี 2.5  บทบาทของโพรไบโอติกต่อโรคต่างๆ และสุขภาพ  
อ้างอิง: Parvez  et al. 2006 และ ชัยวัฒน์ ไชยสุต 

 

โพรไบโอติก

ปรับสมดุล
จุลินทรีย์ในล าไส้

ผลจากกระบวนการแมตาบอไลต์

ปรับเปลี่ยน
ภูมิคุ้มกัน

Colonization resistance 

ยับยั้งเชื้อก่อโรคภายในล าไส้ 

ลดความเป็นพิษและการก่อกลาย
พันธ์ุในระบบทางเดินอาหาร 

ลดปัจจัยเสี่ยงต่อมะเร็งล าไส้ 

ผลิตกรดไขมันสายสั้นและวิตามิน 
จากกระบวนการหมักสู่ผนังล าไส้ 

เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีส
น้ าตาลแลกโตส 

สามารถย่อยน้ าตาลแลกโตส 

ลดระดบัคอเลสเตอรอลในซีรัม 

ควบคุมภาวะโรคล าไส้ที่เกิด
การระคายเคือง ควบคุมภาวะโรคล าไส้อักเสบ 

บรรเทาอาการแพ้อาหารในทารก 

ปรับสมดุลการตอบสนองต่อภูมิคุ้มกัน 

เกิดปฏิกิริยาแตกตัวของ
เกลือน้ าดีอยู่ในรูปอิสระ

และถูกขับออก 
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บทท่ี 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

3.1 วิธีการด าเนินการวิจัย 
3.1.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังท่ีเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูป
แป้งมันส าปะหลัง 
ก. การแยกเชื้อโพรไบโอติกจากกากมันท่ีเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูปแป้งมันส าปะหลัง 

แยกจุลินทรีย์ในกลุ่มแบคทีเรียโพรไบโอติกเพื่อคัดเลือกสายพันธ์ุที่สามารถลดคอเลสเตอรอลได้สูง
จากตัวอย่างกากมันส าปะหลังจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลังในจังหวัดนครราชสีมา ตามวิธีการของ 
Marcy and Fruett (2001) โดยตัวอย่างกากมันที่เก็บจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 300 กรัม ผสมให้
เข้ากันกับน้ ากลั่นปลอดเช้ือ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร (อัตราส่วน 1:3) จากนั้นน าไปหมักที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลา 0-28 วัน เก็บตัวอย่างกากมันที่ระยะเวลาต่างๆมาเพื่อคัดแยกแบคทีเรียโพรไบโอติก
และตรวจนับจุลินทรีย์ในตัวอย่างที่เจือจางด้วยวิธี Standard plate count และใช้เทคนิค Spread plate 
บนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar (ภาคผนวก ข3) บ่มให้เช้ือเจริญ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไม่
มีออกซิเจน เป็นเวลา 2-3 วัน เพื่อตรวจหาแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) เลือกเก็บโคโลนี
ตามความแตกต่างของลักษณะทางสัณฐานของโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้แยกเช้ือ 
 
ข. การทดสอบความสามารถในการสร้าง Bile salt hydrolase enzyme โดยใช้อาหารแข็ง 

น าไอโซเลทที่เลือกเก็บจากข้อ 3.1.1.ก มาทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ Bile salt 
hydrolase บนอาหาร MRS ที่เติม Oxgall 0.5% และ 0.37 g/l CaCl2 ตามวิธีของ (Lim et al., 2004) 
บ่มให้เช้ือเจริญในสภาพที่ไม่มอีอกซเิจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน สังเกตุโคโลนีที่เกิน
บริเวณขุ่นรอบโคโลนี (Precipitation zones) เลือกไอโซเลทที่เจริญได้ดีและสามารถสร้างเอนไซม์ Bile 
salt hydrolase ได้ในปริมาณสูงโดยเทียบจากความกว้างของโคโลนีและบริเวณขุ่นรอบโคโลนี เพื่อการ
ทดสอบในข้ันตอนต่อไป 
 
ค. การทดสอบความสามารถในการทนกรด และ ด่าง  

ทดสอบความสามารถในการทนสภาวะกรดและด่างของไอโซเลททีคั่ดเลือกจากข้อ 3.1.1.ข ตามวิธี
ของ (Brink et al., 2006) น ามาทดสอบการเจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS ที่สภาวะ pH 2-9 โดยการ
เข่ียเช้ือที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS บ่มเช้ือในสภาวะการเจริญที่ไม่มี
อากาศ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นปิเปตเช้ือที่ได้ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว MRS 
ที่ pH แตกต่างกัน บ่มเช้ือในสภาวะการเจริญที่ไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
ตรวจนับจุลินทรีย์ในตัวอย่างที่เจือจางด้วยวิธี Standard plate count และใช้เทคนิค Spread plate บน
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อาหารเลี้ยงเช้ือMRS agar บ่มให้เช้ือเจริญในสภาวะไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
2-3 วัน เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของเช้ือที่คัดเลือกได้และท าการทดลองเช้ือในข้ันต่อไป 
 

ง. การทดสอบความสามารถในการทน Bile salt 
ทดสอบเช้ือที่เจริญและสามารถทนต่อ Bile salt โดยวิธีการเลี้ยงให้เจริญบนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 

MRS ที่ เติม 0.15 และ 0.5% Bile salt ตรวจสอบการเจริญ สังเกตไอโซเลทที่เจริญและสามารถสร้าง
เอนไซม์ Bile Salt Hydrolase ได้ปริมาณสูง โดยสังเกตความขุ่นรอบๆโคโลนี 
 

3.1.2 การคัดเลือกเชื้อโพรไบโอติกท่ีมีผลต่อการลดปริมาณคอเลสเตอรอลในระดับ in vitro 
น าแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ จาก 3.1.1ค ทดสอบความสามารถในการลดปริมาณคอเลสเตอรอลบน

อาหารเลี้ยงเช้ือ (plate assay) ตามวิธีของ (Lim et al., 2004) และวิเคราะห์หาปริมาณคอเลสเตอรอล โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ (Tamminen et al., 2004) และ (Sirilun et al., 2010) ด้วยเครื่อง Automated 
System ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
 

3.1.3 การระบุชนิด/สายพันธุ์จุลินทรีย์โพรไบโอติก 
ระบุชนิดและสายพันธ์ุของจุลินทรีย์ชอบเจริญในที่เค็มที่สร้างโปรติเนสกลุ่มเด่นที่คาดหวังที่จะ

น ามาใช้เป็นกล้าเช้ือ โดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา และศึกษาส่วนประกอบทางเคมีของ
เซลล์ ตาม (Massi et al., 2004; Tamminen et al., 2004) พร้อมทั้งทดสอบสมบัติทางชีวเคมีด้วยระบบ 
API 50 CH (API System; bioMérieux, bioMérieux Inc., Lyon, France) เทียบผลการทดสอบกับสาย
พันธ์ุของแบคทีเรียที่มีในฐานข้อมูลของระบบ API (bioMérieux) และศึกษาเพื่อระบุสายพันธ์ุที่แน่ชัดโดย
วิเคราะห์สารพันธุกรรมในส่วนของ 16S rRNA gene (Stackebrandt and Goodfellow, 1991)   วิธีการ
เพื่อระบุชนิด/สายพันธ์ุของจุลินทรีย์ มีดังนี ้
 

ก. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานของเซลล ์
ศึกษาลักษณะ รูปร่าง การเรียงตัว และการติดสีย้อมแบบแกรมของเซลล์แบคทเีรีย โดยเตรียมรอย 

Smear ของแบคทีเรียอายุ 2 วัน ที่เจรญิบน MRS agar บนแผ่นแก้วสไลด์ทีส่ะอาด  ตรงึเซลล์ให้ติดแผ่น
แก้วสไลด์ด้วยความร้อน  หยดสี Crystal violet (ภาคผนวก ก1) ให้ท่วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที  
ล้างสีออกด้วยน้ าเบาๆ และหยด Gram’s iodine (ภาคผนวก ก3) ให้ท่วมรอย Smear เป็นเวลา 1 นาที  
ล้างรอย Smear ด้วยแอลกอฮอล์ (95%) (ภาคผนวก ก8) จนไม่มสีีม่วงของ Crystal violet ออกมา แต่ไม่
ควรเกิน 20 วินาที ล้างด้วยน้ าทันที ย้อมทบัรอย Smear ด้วยสี Safranin (ภาคผนวก ก4) เป็นเวลา 1 
นาที  ล้างด้วยน้ า ทิ้งให้แห้ง  แล้วตรวจดรููปร่าง โครงสร้าง และการเรียงตัวของเซลล์ ด้วยกล้องจลุทรรศน์
แบบใช้แสง (Light microscope, Olympus, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 
ข. การทดสอบความสามารถในการเคลื่อนท่ี 
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เตรียมแบคทีเรียโพรไบโอติก ทดสอบความสามารถในการเคลื่อนที่ของแบคทีเรียโดยใช้ Motility 
test medium  (ภาคผนวก ข7) โดยใช้เข้มเข่ียปลายตรง (Needle) เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิใส่ใน Motility test 
medium  ท าการทดลองสองซ้ า  บ่มให้เช้ือเจริญที่อุณหภูมิ 37 อาศาเซลเซียส บ่มในสภาวะไม่มีออกซิเจน 
เป็นเวลา 2-3 วัน  ตรวจสอบการกระจายของเช้ือจากรอยที่ใส่เช้ือลงไปในอาหาร 
 

ค. การทดสอบสมบัติทางชีวเคมี 
(1) การสร้างเอนไซม์ Catalase 

เช้ือที่ป้ายไว้บนแผ่นแก้วสไลด์  ตรวจดูการเกิดฟองแก๊ส ซึ่งเป็นผลบวกของการสร้างเอนไซม์  
Catalaseใช้ Loop เข่ียแบคทีเรียบริสุทธ์ิป้ายบนแผ่นแก้วสไลด์ที่สะอาด  หยดสารละลาย Hydrogen 
peroxide (3%) (ภาคผนวก ก2) ลงบนสไลด์ ที่มีเช้ือทดสอบอยู่ สังเกตฟองเเกส๊ทีเ่กิดข้ึน แสดงผลเป็นบวก 
 (2) ทดสอบสมบัติทางชีวเคมี 

ทดสอบสมบัติทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบระบบ API 50CH50 (bioMérieux) ตามกลุ่มของ
แบคทีเรียโดยเตรียม Suspension ของเซลล์ของแบคทีเรียบริสุทธ์ิให้มีความขุ่นตาม Turbidity standard 
(ภาคผนวก ก9) ที่สอดคล้องกับข้อแนะน าของผู้ผลิตชุดทดสอบ และด าเนินการตามข้อแนะน าของผู้ผลิต
ชุดทดสอบ 
 

จ. การวิเคราะห์สารพันธุกรรมของแบคทีเรีย 
วิเคราะห์สารพันธุกรรมในส่วนของ 16S rRNA gene ตามขั้นตอนดังน้ี 

(1) การสกัด Genomic DNA จากเซลล์แบคทีเรีย 
ท าการสกัด Genomic DNA โดยใช้ชุดสกัด DNA  (UltraClean® Microbial DNA Isolation 

Kit, MO BIO Laboratories, Inc. Canada)  
(2) การเพ่ิมปริมาณ 16S rRNA gene 
เพิ่ ม ปริม าณ  16S rRNA gene ด้ วยเทคนิค  Polymerase chain reaction (PCR) ส าห รับ

การศึกษาสายพันธ์ุของแบคทีเรียที่ คัดแยกได้ โดยใช้ Primers 16UNI-L และ 16UNI-R (ตารางที่ 3.1)  
และใช้กระบวนการเพิ่มปริมาณ DNA ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Thermocycler (Biometra®, Biometra 
GmbH, Rodolf-wissell-Str.30 D-37079 Goettingen, Germany)  
 

ตารางท่ี 3.1 Universal primers ส าหรับเพ่ิมจ านวน 16S rRNA gene ด้วยเทคนิค Polymerase 
chain reaction 

Primer Primer sequence (5’ to 3’) Target regiona 
16UNI-L 5' AGAGTTTGATCATGGCTCAG 3' 1300 bp 
16UNI-R 5' GTGTGACGGGCGGTGTGTAC 3' 1300 bp 

aE. coli numbering 
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(3) การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S RNA gene 
หาล าดับนิวคลิโอไทด์ของ 16S rRNA gene โดยส่งวิเคราะห์ที่ McGill University and Gemone  

Quebec Innovation Centre Canada ตรวจสอบเพื่อให้ได้ Alignment ของ DNA sequence โดยใช้ 
MEGA 6 software program และเปรียบเทียบล าดับนิวคลิโอไทด์ที่ได้กับล าดับนิวคลิโอไทด์ที่มีอยู่ใน 
Nueleotide sequence database ขอ ง  GenBank ห รื อ  National Center for Biotechnological 
Information (NCBI) ประเทศสหรัฐอเมริกา (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)   
 
ฉ. ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียก่อโรค (antagosistic) 
        ทดสอบความสามารถในการเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียก่อโรค ด้วยวิธี Agar well diffusion ตามวิธี
ของ Abdelbasset and Djamila (2008)  โดยน าไอโซเลทที่คัดเลือกมาเลี้ยงให้เจริญในอาหารเลี้ยงเช้ือ
เหลว MRS ที่มี 2.5% yeast บ่มในสภาวะไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน 
จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็วรอบ 8000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ท าการเจาะอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง 
ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 mm  บนอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง Nutrien (NA) ที่มี เช้ือ
แบคทีเรียก่อโรคเจริญอยู่ จากนั้นปิเปตส่วนใสที่ได้ 100 ไมโครลิตร ลงในอาหารแข็งที่ เจาะรูไว้ ใช้ 
Antibiotic และ 0.85% NaCl เพื่อเป็นตัวอย่างควบคุมเพื่อเปรียบเทียบ บ่มที่สภาวะที่มีอากาศ อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วัน  สังเกตการผลต่อการยับยั้งแบคทเีรยีก่อโรคโดยจะพบลักษณะบริเวณใส 
(clear  zone) เกิดข้ึนรอบบริเวณที่เจาะรูไว้ 
 
ช. ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 

น าแบคทีเรียแลคติก ที่คัดเลือกได้ ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง บนอาหาร Blood agar 
ด้วยวิธี Cross streak บนผิวหน้าอาหารแข็ง บ่มให้เช้ือเจริญในสภาพที่ไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส บ่มให้เจริญเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการย่อยสลายเซลล์เม็ดเลือดเเดง โดยผลบวก
สามารถสังเกตได้จากบริเวณใส (Clear zone) รอบโคโลนี ซึ่งเป็นปฏิกิริยาการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
สามารถจัดจ าแนกได้เป็น Beta hemolysis, Alpha hemolysis และ Gramma hemolysis 

 
ซ. ทดสอบคุณสมบัติการเกาะติดล าไส้  (Cell surface hydrophobicity และ Caco-2 cell lines) 
 (1) ศึกษาคุณสมบัติการเกาะติดล าไส้โดยทดสอบความมีข้ัว-ไม่มีข้ัวโดยวิธี MATH (Microbial 
adhesion to hydrocarbons) ตามวิธีของ (Guellil et al., 1998) น าแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกได้ เลี้ยง
ให้เจริญในอาหารเหลว MRS ในสภาพที่ไมม่ีออกซิเจนที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บ่มให้เจรญิเป็นเวลา 
20 ช่ัวโมง น ามาปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 8000 rpm นาน 10 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส น าเซลล์ ที่ได้ 
ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย PUM (ภาคผนวกที่ ง ) และเติม 1.4 มิลลิตรของสารละลาย PUM ลงในเซลล์
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แบคทีเรีย แล้วเตมิ 0.14 มิลลิลิตรของ Hexadecane หรอื iso-octane ผสมใหเ้ข้ากัน จากนั้นวัดความ
ยาวคลื่นที่ 600 nm ค านวณหาเปอรเ์ซ็นต์การเกาะติดดังนี ้
 

%𝐻 = (
1 − A1

A0
) 𝑥 100 

 
A1: ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์ทีส่่วนที่แยกช้ัน (aqueous cell suspension)  
A0: ค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์เริ่มต้น (cell original suspension) 
 
 H% มากกว่าร้อยละ 70 จัดเป็นประเภทไม่ชอบน้ ามาก (High hydrophobicity) 

H% ระหว่างร้อยละ 50-70 จัดเป็นประเภทไม่ชอบน้ าปานกลาง (Moderate hydrophobicity) 
H% ต่ ากว่าร้อยละ 50 จัดเป็นประเภทไม่ชอบน้ าต่ า (Low hydrophobicity) 

 
(2) ศึกษาคุณสมบัตกิารเกาะติดล าไส้โดยทดสอบใช้ Caco-2 cell lines ตามวิธีของ Duary et 

al., (2011); Monteagudo-Mera et al., (2012)  
น าเซลล์ของแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกได้เลี้ยงบน Caco-2 cell lines (The human colonic 

carcinoma cell line Caco-2 ; ATCC® ที่ถูกเตรียมตามวิธีของ Monteagudo-Mera et al., (2012) 
และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2 ช่ัวโมง ในสภาวะที่มี 5% ของ CO2 เมื่อครบก าหนดเวลา น า
เซลล์แบคทีเรียแลคติกทีส่ามารถยึกเกาะบน Caco-2 cell มาตรวจนับหาปริมาณแบคทเีรีย โดยใช้อาหาร
แข็ง MRS ค านวณหา Adhesion values (%) ดังนี้ 

%𝐴𝑑ℎ𝑒𝑠𝑖𝑜𝑛 =
𝑉1 × 100

𝑉0
 

V0: ค่าปริมาณแบคทีเรียเริ่มต้นที่ใช้ทดสอบ 
V1: ค่าปริมาณแบคทีเรียทีส่ามารถยึดเกาะ Caco-2 cells. 
 
 
3.1.4 ศึกษาปัจจัยท่ีมีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีคัดแยกได้ 
ก สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ (Growth curve)  

หาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดแยกได้ โดยเตรียมเช้ือที่คัดเลือกได้ ใน MRS 
broth ที่ pH 5 ท าการทดลองสองซ้ า  บ่มให้แบคทีเรียเจริญในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญโดยการวัดค่าความขุ่นด้วยเครื่อง สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 620 nm ตรวจนับจุลินทรีย์ ในตัวอย่ างที่ เจือจางด้วยวิธี
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Standard plate count และใช้เทคนิค Spread plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือ MRS agar บ่มให้เช้ือเจริญใน
สภาวะไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน น าผลที่ได้ไปสร้างกราฟการเจริญของ
แบคทีเรียเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญของเช้ือที่คัดเลือกได้และท าการทดลองเช้ือในข้ันต่อไป 
 

ข ปัจจัยด้านสารอาหาร 
(1) ศึกษาชนิดที่เหมาะสมของแหล่งคารบ์อน 
ศึกษาถึงชนิดของแหล่งคาร์บอนโดยใช้แหล่งคาร์บอนจากธัญพืชชนิดต่างๆที่หาได้ง่ายทดแทน คือ 

กากมันส าปะหลัง ร าข้าว และ ข้าวกล้องมะลิ โดยดัดแปลงจากวิธีของ (Michida et al., 2006) 
น าธัญพืช ทั้ง 3 ชนิด (กากมันส าปะหลัง ร าข้าว และ ข้าวกล้องมะลิ) บดด้วยเครื่อง Hammer 

mill ให้ละเอียด จากนั้นน ามาร่อนผ่านตะแกรงขนาด 0.5 มิลลิเมตร จากนั้นน าตัวอย่างแป้งที่ได้ ผสมกับ
น้ า ในอัตราส่วน 1:9 ส่วน ต้มที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที  และน าไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งไอ
น้ าความดันสูงที่ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   

เตรียมเช้ือเริ่มต้น (Inoculum) ให้ได้ปริมาณเซลล์ประมาณ 1011 cells/mL ใช้เช้ือเริ่มต้น 1 mL. 
ใส่ลงในอาหารเหลว (Cereal broth) แต่ละชนิดที่ทดสอบ 9 mL.  ท าการทดลองสองซ้ า  บ่มให้จุลินทรีย์
เจริญในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจวิเคราะห์ผล
เช่นเดียวกับข้อ 3.1.4ก 

 (2) ทดสอบผลของ Oligosaccharide ต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลอืก (Prebiotic activity)  
ศึกษาความสามารถในการใช้พรีไบโอติกชนิดต่างๆต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ ตามวิธี

ของ (Huebner et al., 2008) น าแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลอืกได้ เลี้ยงให้เจริญในอาหารเหลว MRS ที่เติม 
2% พรีไบโอติก (inulin, Lactulose, fructooligosaccharide (FOS), Cellulose, DF (dietary fiber), 
กากมันส าปะหลงั และ แป้งแก่นตะวัน) บ่มให้เจรญิเป็นเวลา 20 ช่ัวโมง ในสภาพที่ไม่มีออกซิเจนทีอุ่ณหภูม ิ
37 องศาเซลเซียส 

 
 
 
Prebiotic activity score

= [
(probiotic log CFU on the prebiotic at 24 h − probiotic log CFU on the prebiotic at 0 h)

𝑝𝑟𝑜𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑐 log CFU on glucose at 24 h − probiotic log CFU on glucose at 0 h)
]

− [
(enteric log CFU on the prebiotic at 24 h − enteric log CFU on the prebiotic at 0 h)

enteric log CFU on glucose at 24 h − enteric log CFU on glucose at 0 h)
]  
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ค ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 

(1) ความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
ศึกษาผลของ pH ต่อการเจริญ โดยเตรียมเช้ือที่คัดเลือกได้  ใน MRS broth ปรับ pH เริ่มต้น

เท่ากับ 2.0, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 และ 9.0 ท าการทดลองสองซ้ า  บ่มให้แบคทีเรียเจริญในสภาวะที่
ไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจนับจุลินทรีย์ในตัวอย่างที่เจือจาง
ด้วยวิธี Standard plate count และใช้เทคนิค Spread plate บนอาหารเลี้ยงเช้ือMRS agar บ่มให้เช้ือ
เจริญในสภาวะไม่มีออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วัน เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมใน
การเจริญของเช้ือที่คัดเลือกได้และท าการทดลองเช้ือในข้ันต่อไป 

  (2) อุณหภูมิ 
ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเช่นเดียวกับการทดสอบ pH โดยใช้อาหาร MRS broth ที่มี pH 

5 บ่มให้แบคทีเรียเจริญในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
ช่ัวโมง ตรวจดูการเจริญของแบคทีเรียเช่นเดียวกับการศึกษาผลของ pH 
 
3.1.5 การศึกษาการเพ่ิมการรอดชีวิตของเชื้อท่ีคัดเลือกในระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

ก. ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะเจ าลองของไอโซเลทที่คัดเลือก  
น าเช้ือมาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS  บ่มในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 วัน ให้มีความเข้มข้นของเช้ือสุดท้าย เท่ากับ 1X107 CFU /mL  โดยดัดแปลงจากวิธีของ  
Maragkoudakis et.al.(2006), Grimoud et al. (2010) และ Lapsiri et al.(2012).  ทดสอบการรอด
ชีวิตในระบบกระเพาะอาหารด้วย pepsin (1:10,000,ICN) pH 2.0 บ่มสภาวะไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง   
 

ข. ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะและล าไส้จ าลองของไอโซเลทที่คัดเลือก  
น าเช้ือมาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS  บ่มในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 วัน ให้มีความเข้มข้นของเช้ือสุดท้าย เท่ากับ  1X107 CFU /mL โดยดัดแปลงจากวิธีของ  
Maragkoudakis et.al.(2006), Grimoud et al. (2010) และ Lapsiri et al. (2012).  ทดสอบการรอด
ชีวิตในระบบกระเพาะอาหารด้วย pepsin (1:10,000,ICN) pH 2.0 บ่มสภาวะไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 1ช่ัวโมง   จากนั้นน าไปทดสอบการรอดชีวิตในระบบล าไส้ด้วย pancreatin pH 8 บ่มใน
สภาวะไม่มีออกซิเจน อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ช่ัวโมง  
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บทท่ี 4 
ผลการวิเคราะห์ขอ้มูล 

 
4.1.1 การแยกและคัดเลือกเชื้อโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังท่ีเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูป
แป้งมันส าปะหลัง 
ก. การแยกเชื้อโพรไบโอติกจากกากมันส าปะหลังท่ีเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูปแป้งมันส าปะหลัง 

แยกและคัดเลือกจุลินทรีย์กลุ่มแบคทีเรียแลคติก (Lactic Acid Bacteria; LAB) จากตัวอย่างกากมัน
ส าปะหลังจากโรงงานแป้งมันในเขตจังหวัดนครราชสีมา ตามวิธีการของ (Jintanawit, 2006) โดยหมักตัวอย่าง
กากมันส าปะหลังที่ระยะเวลาต่างๆ (0, 1, 3, 5, 7, 14, 21 และ 28 วัน) ตรวจวัดค่า pH ของตัวอย่างหลังการ
หมักและตรวจนับการเจริญบนอาหารแข็ง MRS ที่ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะไร้อากาศ พบการเจริญของ
จุลินทรีย์ซึ่งเปน็โคโลนีของแบคทีเรยีกลุ่มแลคติกในระยะ 7 แรกของการหมัก (P<0.05) และมีจ านวนลดลง
เมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มข้ึน เนื่องจากค่าความเป็นกรดที่เพิ่มสูงข้ึน โดยทั่วไปแบคทีเรียแลคติกจะเจริญ
ได้ดีที่ช่วง pH ประมาณ 5 ดังนั้นเมื่อความเป็นกรดเพิ่มสูงข้ึนแบคทีเรียแลคติกกลุ่มที่ไม่สามารถทนกรดได้
จึงลดลง  ท าการคัดเลือกแบคทีเรียแลคติกจากโคโลนีที่พบเด่นและที่มีลักษณะแตกต่างกันที่ระยะเวลาการ
หมักต่างๆ ได้รวมทั้งสิ้น 390 ไอโซเลท และช่วง pH ประมาณ 4 รายละเอียดปรากฏตามตารางที่ 4.1 
ตารางท่ี 4.1 ปริมาณแบคทีเรียแลคติกที่พบในกากมันส าปะหลังหมักทีร่ะยะเวลาต่างๆ 

ชนิด ระยะเวลา 
(วัน) 

จ านวนแบคทีเรีย 
(CFU/g, mL) 

pH 

กากมันส าปะหลงั 0  7.31 + 0.11b 4.59 + 0.04d 

  1 7.44 + 0.08b 4.47 + 0.06d 

  3 7.50 + 0.05b 4.23 + 0.13c 

  5 7.45 + 0.24b 4.16 + 0.08c 

  7 7.39 + 0.23b 3.97 + 0.06b 

  14 6.42 + 0.06a 3.89 + 0.08b 

  21 6.72 + 0.13a 3.80 + 0.02b 

  28 6.33 + 0.07a 3.49 + 0.04a 

Different superscript letters are significantly different (p<0.0.5), n=6 

ข. การทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม ์Bile salt hydrolase โดยใช้อาหารแข็ง 
จากการทดสอบความสามารถในการสร้างเอนไซม์ Bile salt hydrolase (BSH) เพื่อทดสอบ

ความสามารถในการย่อยน้ าดี (Bile salt)  น าไอโซเลทที่คัดแยกได้ จ านวน 390 ไอโซเลท เลี้ยงบนอาหารแข็ง 
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MRS ที่เติม 0.5% Oxgall และ 0.37% CaCl2 ตามวิธีของ  Lim, Kim & Lee, (2004) คัดเลือกไอโซเลท ที่
สามารถเจรญิและเกิดตะกอนขุ่นรอบโคโลนีได้ดี เอนไซม์ BSH ที่ถูกสร้างโดยแบคทีเรียแลคติก จะตัดที่
ต าแหน่งพันธะเปปไทด์ที่เช่ือมอยู่กับ bile acid ท าให้ amino group หลุดออกจาก steroid core และเกิด
การตกตะกอนของ unconjugated bile acid ในสภาวะที่เป็นกรด (Begley et al., 2006) ท าให้เห็นการเกิด
ตะกอนขุ่นรอบโคโลนี จากผลการทดลองพบ 38 ไอโซเลท ทีแ่สดงผลบวก บนอาหาร MRS ที่ทดสอบ แสดงดัง
รูปที่ 4.1 

 
รูปท่ี 4.1  แสดงการเจรญิของแบคทีเรียแลคติกทีส่ามารถสร้างเอนไซม์ Bile salt hydrolase เมื่อ
เจริญบนอาหารแข็ง MRS (A) และ MRS agar ที่เติม 0.3% Oxgall (B)  
 

ค. การทดสอบความสามารถในการทนกรด และ ด่าง  
น าแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือก (จาก ข)  ทั้ง 38 ไอโซเลท เลี้ยง บนอาหาร MRS ที่ปรับ pH ในช่วง  

2-9 บ่มในสภาวะไร้อากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ติดตามผลการเจริญ พบว่า  แบคทีเรียแลคติก 3 ไอ
โซเลท  คือ 3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12  สามารถเจริญได้ในช่วง pH 2-9 บนอาหาร MRS ในสภาวะไร้
อากาศ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (ตารางที ่4.2) 
 
ตารางท่ี 4.2 ความสามารถในการทนตอ่กรดและเกลอืน้ าดีของแบคทีเรียที่คัดเลือก 

Strains 
Inoculum 

(Log 
CFU/g) 

pH (Log CFU/g) Bile salt 

2 3 4 5 6 7 8 9 0.15% 0.50% 

3C2-10 8.08+0.16 ND 
7.58 
+0.03 

7.43 
+0.02 

7.24 
+0.09 

7.11 
+0.05 

7.79 
+0.01 

7.79 
+0.02 

7.15 
+0.01 

+ + 

21C2-10 8.53+0.05 ND 
7.36 
+0.15 

7.72 
+0.03 

7.49 
+0.13 

7.53 
+0.07 

7.66 
+0.02 

7.47 
+0.06 

7.58 
+0.09 

+ + 

21C2-12 8.47+0.03 
1.88 
+0.11 

7.30 
+0.03 

7.32 
+0.09 

7.34 
+0.32 

7.64 
+0.05 

7.72 
+0.06 

7.71 
+0.1 

7.58 
+0.17 

+ + 

+, การเจริญของแบคทเีรียบนอาหาร MRS, ND: ไม่พบการเจริญ (not detect) 
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ง. การทดสอบความสามารถในการทน Bile salt 
ทดสอบการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือก บนอาหารแข็ง MRS ที่เติม Bile salt 

ปริมาณ 0.15 และ 0.50%  พบว่า ไอโซเลทที่คัดเลือกได้ ทัง้ 3 ไอโซเลท สามารถเจริญในอาหารที่เติม Bile 
salt ในทุกช่วงความเข้มข้นที่ทดสอบ คือ 0.15% และ 0.50 % ตามล าดับ (ตารางที่ 4.2) โดยปกติในระบบ
ทางเดินอาหารของมนุษย์ จะมีความเข้มข้นของเกลือน้ าดีประมาณ 0.15-0.30 % จากผลการทดสอบ
แบคทีเรียที่คัดเลอืกสามารถเจริญได้ที่ความเข้มข้นของเกลือน้ าดีได้ถึง 0.50% ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย
สายพันธ์ุที่คัดเลือกได้มีโอกาสอยู่รอดในระบบย่อยอาหารของมนุษย์ 
 
4.1.2 การคัดเลือกเชื้อโพรไบโอติกท่ีมีผลต่อการลดปริมาณคอเลสเตอรอลในระดับ in vitro 

จากการทดสอบความสามารถในการลดคอเลสเตอรอล ในระดับห้องปฏิบัติการในหลอดทดลอง โดย
การวิเคราะห์เพื่อหาปริมาณคอเลสเตอรอล ด้วยเครื่อง Automated System ห้องปฏิบัติการทางการแพทย ์
โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยเทคโนโลยสีุรนารี พบว่า 3 ไอโซเลทที่คัดแยกได้ คือ 3C2-10 และ 21C2-10 
สามารถลดคอเลสเตอรอลลงได้ 24 µg/mL ขณะที่ 21C2-12 สามารถลดคอเลสเตอรอลลงได้ 18 µg/mL 
ตามล าดับ (P>0.05)  จะเห็นได้ว่าปริมาณคอเลสเตอรอลจะสัมพันธ์กบัการสร้างเอนไซม์ BSH และค่า pH 

โดยเซลลท์ี่สร้างเอนไซม์ BSH ได้ดีก็จะสามารถลดคอเลสเตอรอลได้ดีเช่นกัน อย่างไรก็ตาม จากผลการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 4.3 ตัวอย่าง OC4-4, 1C4-3 และ 1C4-11 ไม่สามารถที่จะสร้างเอนไซม์ BSH ได้ แต่
ยังพบว่าสามารถลดคอเลสเตอรอลได้ คือ 2-6 µg/mL ซึ่งผลของการลดลงของคอเลสเตอรอลนี้น่าจะเป็น
ผลจากค่า pH ที่ลดลง  

 
ตารางท่ี  4.3  แสดงปริมาณการเปลี่ยนแปลงคอเลสเตอรอล (cholesterol content) ของแบคทเีรียที ่
                 คัดเลือกได้ในอาหารเหลว ที่ระยะเวลาการเจริญ 20 ช่ัวโมง  

Strain 
Cholesterol lowering 

activity (µg/mL) 
pH BSH 

activity 
Control 0.00 + 0.00a 5.85+0.05d - 
3C2-10 24.00 + 5.47b 4.63+0.08a + 
21C2-10 24.00 + 5.48b 4.58+0.07a + 
21C2-12 18.00 + 4.47b 4.79+0.02b + 
0C4-4 6.00 + 5.48a 4.96+0.11c - 
1C4-3 8.00 + 4.42a 5.05+0.06c - 
1C4-11 2.00 + 4.40a 4.94+0.04c - 

                   Different superscript letters are significantly different (p<0.0.5), n=5 
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รูปท่ี  4.2 แสดงระดับร้อยละของปริมาณคอเลสเตอรอลที่ เหลือ (Residual cholesterol 
reduction level) ของ เซลล์มีชีวิต (active cells) ตะกอนเซลล์ (cells pellet)  และ เซลล์ตาย    
(dead cells) เมื่อบ่มเป็นเวลานาน 20 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องซาเซลเซียส 
 

จากรูปที่ 4.2 พบว่าเซลล์มีชีวิต (active cells) สามารถลดปริมาณคอเลสเตอรอลในหลอดทดลอง
ได้ดีกว่า ตะกอนเซลล์ (cells pellet)  และ เซลล์ตาย โดยการลดลงของปริมาณคอเลสเตอรอลจะสัมพันธ์
กับการเจริญของเซลลแ์บคทีเรีย (Liong and Shah, 2005) โดยจะเห็นได้ว่าเซลล์มีชีวิตของแบคทีเรียที่คัด
แยกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท (3C2-10 21C2-10 และ 21C2-12) สามารถลดปริมาณคอเลสเตอรอลในอาหาร
เหลวได้สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่า แบคทีเรียที่สามารถสร้างเอนไซม์ 
Bile salt hydrolase ได้ดี ก็จะแสดงค่าการลดลงของปริมาณคอเลสเตอรอลได้ดีเช่นกัน ซึ่งสอดคล้องกับ 
การศึกษาผลของสร้างเอนไซม ์Bile salt hydrolase ต่อการลดปริมาณคอเลสเตอรอลของ Kumar et al., 
(2012) คือ จาก Lactobacillus ทั้ง 40 strain ที่ทดสอบพบว่า L. plantarum strains Lp91 และ Lp2 
สามารถสร้างเอนไซม ์BSH ได้สูงที่สุดและยังแสดงค่าการลดลงของปรมิาณคอเลสเอตรอลได้สูงสุดที่สุดด้วย
เช่นกันคือ 69.30 และ 68.88 µg/mL นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่าไอโซเลทที่ไม่แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ Bile 
salt hydrolase   คือ 0C4 -4, 1C4-3 และ 1C4-11 ก็จะไม่แสดงการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
คอเลสเตอรอลหรือเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยในอาหารเหลว ประมาณ 2-8 µg/mL ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญกับตัวอย่างควบคุม การลดลงของปริมาณคอเลสเตอรอลนี้อาจเนื่องมาจากกรดที่ผลิตจาก
กระบวนการหมักของกลุ่มแบคทีเรียแลคติก (ตารางที่ 4.3) จากการศึกษาของ Sirilun et al., (2010) 
พบว่าช่วงความเป็นกรดด่าง 4.63-5.05 มีผลต่อการตกตะกอนของคอเลสเตอรอล นอกจากนี้คุณสมบัติใน
การยึดเกาะคอเลสเตอรอลที่ผนังเซลล์ของแบคทีเรียมีผลต่อการลดลงของปริมาณคอเลสเตอรอลด้วย
เช่นกัน (Kimoto et al., 2002 และ Kumar et al., 2012). Li (2012) และ  Lye et al., (2010)  ได้
อธิบายกลไลในการลดคอเลสเตอรอลของแบคทีเรียแลคติกว่า ในขณะที่เซลล์ของแบคทีเรียมีการเจริญ 
คอเลสเตอรอลสามารถรวมตัวกับ cellular membranes ในส่วนของ phospholipid bilayer ของ
แบคทีเรียได้ นอกจากนี้ Huey-Shi et al., (2010)  ตรวจพบปริมาณคอเลสเตอรอลในทุกส่วนประกอบ
ของ phospholipid bilayer คื อ  phospholipid tails, upper phospholipids, แล ะ  polar heads  
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นอกจากนี้การหลวมรวมกันของคอเลสเตอรอลและผนังเซลล์แบคทีเรียนั้นส่งผลต่อการเพิ่มความแข็งแรง
ของเซลล์แบคทีเรียต่อการแตกสลาย 
4.1.3 การระบุชนิด/สายพันธุ์จุลินทรีย์โพรไบโอติก 

ผลการทดสอบเพื่อระบุชนิดและสายพันธ์ุแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดยระบุจากลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและสรีรวิทยาและทดสอบทางชีวเคมี จากตารางที่ 4.4 พบว่าคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่
คัดเลือกได้มีความแตกต่างกันเล็กน้อยโดยเฉพาะความสามารถในการใช้น้ าตาล (sugar fermentation) ที่
ไม่เหมือนกัน จึงมีแนวโน้มที่แบคทีเรียจะมสีายพันธ์ุที่แตกต่างกัน และเมื่อระบสุายพันธ์ุแบคทีเรียด้วยชุด
ทดสอบ API 50 CHL และยนืยันผลการระบุสายพันธ์ุโดย 16S rRNA gene (ตารางที่ 4.5) พบว่า ทั้ง 3 ไอโซ
เลท สามารถระบสุายพันธ์ุ ได้ดังนี้ 3C2-10 คือ Lactobacillus plantarum strain WG27 (99% 
similarity), 21C2-10 คือ L. acidophilus (99% similarity) และ 21C2-12 คือ L. fermentum strain 
LG1 (99% similarity)  
ตารางที่ 4.4 แสดงลักษณะทางสัณฐานของเซลล์และคุณสมบัติทางชีวเคมีของแบคทีเรียที่คัดเลือก  

                                    Strains 
3C2-10 21C2-10 21C2-12 

Gram stain  G+ G+ G+ 
Spores formation - - - 
Catalase activity - - - 
Motility + + + 
Facultative anaerobic + + + 
Sugar Fermentation    
L-Arabinose + + + 
Ribose + + + 
D-Xylose - + + 
Galactose + + + 
Fructose + + + 
Mannitol + + + 
Sorbitol + + - 
Cellobiose + + - 
Maltose + + + 
Lactose + + + 
Melibiose + + + 
Saacharose + + + 
Trehalose + + - 
Raffinose + + - 
          -, negative ; +, positive 
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ตารางท่ี 4.5  แสดงการระบสุายพันธ์ุของแบคทเีรียทีคัดเลอืกโดยใช้ชุดทดสอบ API 50 CHL และ 
                การวิเคราะห์สารพันธุกรรมในส่วนของ 16S rRNA gene  

Strains Identification  
with API 50 CHL  

Identification based on 16S rRNA gene 

Identification % 
identity 

Identification % 
similarity 

NCBI  
Accession 

no. 

3C2-10 L. plantarum 99.9 
L. plantarum 
strain WG27 

99 K5779104 

21C2-10 L. pentosus 93.9 L. acidophilus 99 JQ350808 

21C2-12 L. brevis 99.4 
L. fermentum 
strain LG1 

99 KC348395 

 
ฉ. ทดสอบการเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียก่อโรค (antagonistic) 

ทดสอบการเป็นแบคทีเรียปฏิปกัษ์ ของแบคทีเรียที่คัดเลือก 3 สายพันธ์ุ (3C2-10, 21C2-10 และ 
21C2-12) ทดสอบกบัแบคทเีรียกอ่โรค ดังนี้ Enterobacter aerogenes bcc6719, Bacillus subtilis 
TISTR008, Escherichia coli TISTR3436, Bacillus cereus TISTR687, Pseudomonus aeruginosa 
TISTR781 และ Staphylcoccus aureus TISTR1466 จากผลการทดลองตารางที ่4.6 พบว่า 3C21-10 
แสดงการเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียก่อโรคได้ทุกชนิดที่ท าการทดสอบ ในขณะที่ 21C2-10 และ 21C2-12 
แสดงการเป็นปฏิปักษ์ต่อ Bacillus subtilis TISTR008 เท่านั้น 

 
ตารางท่ี 4.6 แสดงกิจกรรมการเป็นปฏิปักษ์ต่อแบคทีเรียกอ่โรคโดยวิธี Agar well diffusion  

Strains Antagonistic activity  
3C2-10 21C2-10 21C2-12 

Gram negative   
Enterobacter aerogenes bcc6719 + - - 
Escherichia coli TISTR3436 + - - 
Pseudomonus aeruginosa TISTR781 + - - 
 
Gram positive 

  

Bacillus subtilis TISTR008 + + + 
Bacillus cereus TISTR687 + - - 
Staphyloccus aureus TISTR1466 + - - 

        -, no inhibition ; +, inhibition ; TISTR, Thailand Institute of Scientific and Technological Research. 
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ช. ทดสอบการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 
น าแบคทีเรียแลคติก ที่คัดเลือกได้ ทดสอบการย่อยสลายเมด็เลือดแดง บนอาหาร Blood agar 

สังเกตบริเวณใสรอบโคโลนี (clear zone) พบว่าทุกไอโซเลทให้ผลลบ คือไม่พบบริเวณใส (Clear zone) รอบ
โคโลนี แสดงว่าไม่เกิดปฏิกิริยาการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ทั้งที่เป็น Beta hemolysis, Alpha hemolysis 
และ Gramma hemolysis ดังนั้นแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียแลคติกที่คัดเลือกได้มีความปลอดภัยสามารถ
น ามาใช้ร่วมกับอาหารของมนุษย์ได้ 
 
ซ. ทดสอบคุณสมบัติการเกาะติดล าไส้  (Cell surface hydrophobicity : MATH) 
 การศึกษาคุณสมบัติการเกาะติดล าไส้โดยทดสอบความมีข้ัว-ไม่มีข้ัว เพื่อตรวจสอบความสามารถ
ในการเกาะติดล าไส้ของแบคทเีรีย การเกาะติดของแบคทีเรียอาจเกิดจาก อันตรกริิยาจ าเพาะและไม่
จ าเพาะ (specific and nonspecific interactions) เช่น ความไม่ชอบน้ า (hydrophobicity) ซึ่งการ
เกาะติดโดยอาศัยคุณสมบัติความไม่ชอบน้ า สามารถทดสอบได้โดยการใช้สารที่มีคุณสมบัตเิป็นสาร
ไฮโดรคาร์บอน จากผลการทดสอบพบแบคทีเรียที่คัดเลอืกได้เมื่อทดสอบด้วยวิธี MATH โดยใช้ 
Hexadecane และ Iso-octane ให้ผลการทดสอบสอดคล้องกัน คือ  21C2-10 แสดงค่าร้อยละ Cell 
surface hydrophobicity สูงที่สุด เมื่อทดสอบด้วย Hexadecane และ Iso-octane คือ 92.62 และ 
76.14% ตามล าดับ ในขณะที่ 3C2-10 แสดงค่าร้อยละ Cell surface hydrophobicity เมื่อทดสอบด้วย 
Hexadecane และ Iso-octane น้อยที่สุด คือ 58.34 และ 46.16% ตามล าดับ โดยผลการทดสอบอยู่
ในช่วง 48.27-92.62 % ดังนั้น ค่า hydrophobicity จัดอยู่ในระดับปานกลางถึงมาก ในการทดลองนี้ L. 
plantalum strain 1465  เป็นเช้ือโพรไบโอติกทางการค้าจากศูนย์จลุินทรีย์ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งประเทศไทย L. plantalum strain 1465  ถูกน ามาใช้เป็น positive control เพื่ออ้างองิ
ในการเปรียบเทียบคุณสมบัติการเกาะติด จากผลการทดลองจะพบว่า ถึงแม้ 3C2-10 จะแสดงค่าร้อยละ 
Cell surface hydrophobicity น้อยที่สุดแต่ก็ไม่แตกต่างทางสถิติกับ L. plantalum strain 1465   
ดังนั้น แบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทัง้ 3 ไอโซเลท ที่ทดสอบด้วยวิธี MATH มีแนวโน้มที่จะมีคุณสมบัติเกาะติดได้
ดี จากการศึกษาของ Duary et al. (2011) พบว่าการทดสอบความสามารถในการเกาะติดของแบคทเีรีย
โพรไบโอติกโดยวิธี MATH ให้ผลการทดสอบสอดคล้องกบัการทดสอบด้วย Caco-2 และ HT-29 Cell 
lines โดย %Hydrophobicity อยู่ในช่วง 27.16-35.73 เมื่อวิเคราะห์ด้วย n-Hexadecane ให้ผล % 
Adhesion อยู่ในช่วง 8-12% เมื่อทดสอบด้วย Caco-2 และ HT-29 cell lines   

ยืนยันผลการเกาะติดด้วย การทดสอบการยึดเกาะเซลล์ด้วย Caco-2 cell lines (ตารางที่ 4.7) 
พบว่า ไอโซเลท 21C2-10 และ 21C2-12 แสดงค่าการยึดเกาะคือ  13.23+1.08 % และ 8.78+0.90 % 
ตามล าดับ ขณะที่ 3C2-10 (5.14+0.35%) แสดงค่าการยึดเกาะไม่แตกต่างทางสถิติ กับ แบคทีเรียโพร
ไบโอติกทางการค้า L. plantalum strain 1465 (3.94+0.88%) ดังนั้นจากผลการทดสอบ Cell sucface 
hydrophobicity ของแบคทเีรียที่คัดเลือกได้โดยวิธี MATH และ Caco 2 cell lines ให้ผลสอดคล้องกัน
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และแสดงให้เห็นว่า 3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12 มีแนวโน้มที่จะมีคุณสมบัติในการเกาะติดกบัผนัง
ล าไส้มนุษย์ได้ดี ซึ่งเป็นคุณสมบัตสิ าคัญของแบคทีเรียโพรไบโอติก 

 

ตารางท่ี 4.7 แสดง Cell sucface hydrophobicity (%) ของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้โดยวิธี MATH และ  
               Caco 2 cell lines 
Strains Cells surface hydrophobicity (%)  Cells Adhesion score  

Hexadecane Iso-octane (%) 
3C2-10  58.34+2.60a 46.16+1.37a 5.14+0.35a 
21C2-10  92.62+2.83c 76.14+1.93c 13.23+1.08c 
21C2-12  87.40+1.04b 65.65+1.73b 8.78+0.90b 
L.plantalum  
strain 1465  
(commercial strain) 

 56.22+2.39a 48.27+2.70a 
 

3.94+0.88a 

Row with superscript different letters are significantly different (p<0.05), n=3   

 
4.1.4 ศึกษาปัจจัยท่ีมีเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีคัดแยกได้ 
ก. สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ (Growth curve)  
 จากผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญของแบคทเีรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท คือ 
3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12 พบว่า ทั้ง 3 ไอโซเลทมีอัตราการเจริญในลกัษณะเดียวกัน เมื่อบม่ใน
สภาวะไร้อากาศ ที่ 37 oC  ดังรูปที่ 4.3  โดยจะเห็นว่าที่ช่วงเวลา 0-3 ช่ัวโมงแบคทีเรียมีการเจรญิคงที่และ
เพิ่มข้ึนอย่างตอ่เนื่องหลังจาก 3 ช่ัวโมง (3-24 ช่ัวโมง) มีอัตราการเจริญสูงทีสุ่ดที่ช่วงเวลาประมาณ 20-24 
ช่ัวโมง และเริ่มคงทีอ่ีกครัง้ที่ช่วงเวลา 24-48 ช่ัวโมง และหลังจาก 48-72 ช่ัวโมง อัตราการเจริญมีแนวโน้ม
ลดลง ทั้งนี้เนือ่งจากอาหารไม่เพียงพอตอ่จ านวนเซลล์แบคทีเรียทีเ่พิม่ขึ้น นอกจากนี้ขณะที่แบคทีเรียแล
คติกเจริญจะผลิตกรดออกมาท าใหเ้กิดสภาวะกรดเพิม่สงูข้ึนส่งผลให้เกิดสภาวะที่ไม่เหมาะสมในการเจรญิ
ของเซลล์แบคทีเรียจึงมผีลท าใหเ้ซลล์ตายและลดจ านวนลง 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

 
รูปท่ี 4.3 แสดงอัตราการเจริญของแบคทเีรียแลคติก (3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12) ที่ระยะ 
           ต่างๆ เมื่อบ่มใหเ้จริญในอาหารเหลว MRS ในสภาวะไร้อากาศ ที่ 37 oC   

 
ข. ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม 

(1)   อุณหภูมิ 
ศึกษาผลของอุณหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการเจรญิของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท (3C2-10, 

21C2-10 และ 21C2-12) โดยเปรียบเทียบอัตราการเจริญทีอุ่ณหภูมิ 30, 37 และ 45 oC ตามล าดับ ดังรูป
ที่ 4.4 พบว่า ทั้ง 3 ไอโซเลท มลีักษณการเจริญที่ใกลเ้คียงกันในช่วงอุณหภูมิ 30 และ 37 oC การเจรญิสงู
ที่สุดในช่วงระยะเวลาการบม่ 20-24 ช่ัวโมง มีอัตราการเพิม่ของจ านวนเซลล์ประมาณ 3 Log CFU/mL) 
ในขณะที่ อุณหภูมิ 45 oC มีอัตราการเพิม่ของจ านวนเซลลส์ุงสุดประมาณ 1.26 Log CFU/mL ทั้ง 3 ไอโซ
เลทมีอัตราการเจริญทีอุ่ณหภูมิ 45 oC ต่ ากว่าที่อุณหภูมิ 30 และ 37 oC  ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียทั่วไปจะ
สามารถเจริญได้ดีในช่วง 25-40 oC ข้ึนอยู่กับชนิดและสายพันธ์ุ Coeurel et al (2004) พบว่า L. 
acidophilus, L. casei L. rhamnosus และ L. zeae สามารถเจรญิและผลิตกรด acetic, formic และ 
succinic ได้ดีที่อุณหภูมิ 37 oC และการเจรญิและการผลิตกรดจะลดลงทีอุ่ณหภูมิ 45 oC 
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รูปท่ี 4.4  แสดงอัตราการเจริญของแบคทเีรียแลคติก (3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12)  
            ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 oC ภายในระยะเวลา 72 ช่ัวโมง ในอาหารเหลว MRS  
             a) 3C2-10, b) 21C2-10 และ c) 21C2-12 
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ค ปัจจัยด้านสารอาหาร 
(1) ศึกษาชนิดที่เหมาะสมของแหล่งคารบ์อน 
องค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังและสารสกัดธัญพืชแสดงได้ดังตารางที่ 4.8 จากผลการ

วิเคราะห์ทางเคมีพบว่า ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด (Total sugars) ของกากมันส าปะหลัง ข้าวกล้อง ร าข้าว 
และ MRS มีค่าสูงกว่าปริมาณ reducing sugar ทั้งนี้เนื่องมาจากปรมิาณน้ าตาลทั้งหมดสัมพันธ์กับปริมาณ
ของน้ าตาลซูโคสและปริมาณ oligosaccharides (Charalampopoulos et al., 2002) นอกจากนี้จะเห็น
ได้ว่าสารสกัดจากข้าวกล้องมีปริมาณน้ าตาลทั้งหมดสูงกว่ากากมันส าปะหลัง  และ ร าข้าว ในขณะที่
ปริมาณอะมิโนไนโตรเจนในร าข้าวมีปรมิาณสูงที่สดุ อย่างไรก็ตามจากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี
ตามตารางที่ 4.8 จะเห็นได้ว่า กากมันส าปะหลัง ข้าวกล้อง และ ร าข้าว มีปริมาณของแหล่งคาร์บอนและ
ไนโตรเจนซึ่งเป็นแหล่งพลังงานที่ส าคัญในการน าไปใช้ในการเจริญของแบคทีเรียน้อยกว่าอาหาร MRS ซึ่ง
อาจจะส่งผลต่ออัตราการเจริญของแบคทีเรียแลคติกที่ทดสอบ 
 
ตารางท่ี 4.8 แสดงองค์ประกอบทางเคมีของกากมันส าปะหลังและสารสกัดธัญพืช 

  MRS กากมันส าปะหลัง ข้าวกล้อง  ร าข้าว 
pH 5.85 + 0.06a 6.75 + 0.16a 6.54 + 0.09a 6.59 + 0.13a 

Total sugars (ug/mL) 1191.35 + 0.28a 42.82 + 0.17c 103.45 + 0.22b 14.72 + 0.15d 
Reducing sugars (ug/mL) 18.40 + 0.18a 5.36 + 0.07c 8.96 + 0.13b 2.46 + 0.06d 

Free amino nitrogen (mg/L) 64.77 + 2.25a 2.10 + 0.05d 6.09 + 0.03c 11.71 +0.13b 
Row with superscript different letters are significantly different (p<0.05), n=3   

 

เมื่อทดสอบการเจริญของแบคทเีรียที่คัดเลอืกได้ทั้ง 3 ไอโซเลท ในอาหารทีเ่ติม กากมันส าปะหลัง 
ข้าวกล้อง และ ร าข้าว เปรียบเทียบกับ อาหารเหลว MRS บ่มใหเ้จริญที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ติดตามผลการเจริญทีเ่วลา 0, 24 และ 48 ช่ัวโมง แสดงได้ดังรูปที่ 4.5 จากผลการทดสอบพบว่ากากมัน
ส าปะหลงั และสารสกัดธัญพืช (ข้าวกล้อง และร าข้าว) ไม่ส่งผลต่อการเพิม่จ านวนของปรมิาณเซลล์
แบคทีเรียภายในระยะเวลาการบ่ม 48 ช่ัวโมง แต่อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าจ านวนของแบคทีเรียมีค่าคงที่
ตลอดระยะเวลาการบ่ม 48 ช่ัวโมง  
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รุปท่ี 4.5 แสดงการเจรญิของแบคทีเรีย Lactobacillus strains ในสารสกัดกากมันส าปะหลัง และสาร 
            สกัดธัญพืช  (BRT: brown rice, CD: cassava pulp และ RW: rice bran), a) 3C2-10,  
            b) 21C2-10 และ c) 21C2-12. ค่าเฉลี่ย n=5 
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(2) ทดสอบผลของ Oligosaccharide ต่อการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลอืก (Prebiotic scores)  
ท าการทดสอบความสามารถในการเจริญของแบคทีเรียที่คัดเลือก (3C2-10, 21C2-10, 21C2-12   

และ เปรียบเทียบกับแบคทีเรียโพรไบโอติกทางการค้า L. plantarum LAB 1465)  ใน prebiotic ชนิด
ต่างๆ คือ inulin, Lactulose,  fructooligosaccharide (FOS), Cellulose, DF (dietary fiber), กากมัน
ส าปะหลงั และ แป้งแก่นตะวัน จากผลการทดสอบพบว่า 3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12 สามารถ
เจริญได้ใน inulin Lactulose และ FOS แต่ไม่สามารถเจรญิได้ใน กากมันส าปะหลัง DF และ cellulose  
ขณะที่ แบคทีเรียโพรไบโอติกทางการค้า L. plantarum LAB 1465 สามารถเจริญได้ในทุกชนิดของ 
probiotic ที่ทดสอบ ยกเว้นแปง้แก่นตะวัน ทั้งนี้เนื่องมาจากความสามารถในการใช้แหล่งคารบ์อนของ
แบคทีเรียแลคติกได้แตกต่างกัน ดังรูปที่ 4.6  

 

 
 
รูปท่ี 4.6  แสดงค่า Prebiotic score ของ Lactobacillus strains (3C2-10, 21C2-10, 21C2-12 
             และ Lactobacillus plantarum LAB 1465). 
 
4.1.5 การศึกษาการเพ่ิมการรอดชีวิตของเชื้อท่ีคัดเลือกในระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

ก. ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะจ าลองของไอโซเลทที่คัดเลอืก  
จากการศึกษาผลของสารสกัดจากกากมันส าปะหลังและธัญพืชต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติก  

ในสภาวะกระเพาะจ าลอง ที่มีค่า pH 2 ภายในระยะเวลา 120 นาที ดังรูปที่ 4.7 พบว่า ปริมาณเซลล์ของ 
Lactobacillus strains (3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12) ทั้ง 3 ไอโซเลท ที่ไม่มีการเติมสารสกัดกาก
มันส าปะหลังและธัญพืช (ตัวอย่างควบคุม) มีปริมาณเซลล์ลดลง 4, 5 และ 11 log CFU/mL ที่ระยะเวลา 
30, 60 และ 120 นาที ตามล าดับ และปริมาณเซลล์ที่ลดลงของแบคทีเรียที่ทดสอบทั้ง 3 ไอไซเลทเมื่อเติม
สารสกัดกากมันส าปะหลังให้ผลไม่แตกต่างกันทางสถิติกับตัวอย่างควบคุม  (p<0.05) ที่ระยะเวลา 120 
นาที ที่ระยะเวลาการบ่มที่ 30 และ 60 นาที ในสภาวะกระเพาะจ าลอง สารสกัดกากมันส าปะหลังและ
ธัญพืช พบปริมาณการรอดชีวิตของเซลล์แบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลทสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่าง
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ควบคุม และเมื่อเพิ่มระยะเวลาการบ่มในกระเพาะจ าลองเป็น 120 นาที พบว่า สารสกัดจากข้าวกล้องและ
ร าข้าวมีผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์แบคทีเรียสูงกว่าสารสกัดจากกากมันส าปะหลัง จะเห็นได้ว่าสารสกัด
จากข้าวกล้องและร าข้าวสามารถปกป้องเซลล์ของแบคทีเรียในสภาวะกระเพาะจ าลองได้ตลอดระยะเวลา
การบ่ม 120 นาที โดยทั่วไปคุณสมบัติของโพรไบโอติกควรจะต้องสามารถผ่านกระเพาะที่มีช่วง pH 2-3 ได้
เพื่อให้มีปริมาณของเซลล์แบคทีเรียเหลือรอดมากที่สุดก่อนไปถึงล าไส้เล็ก (Nase et al., 2001)  ดังนั้น 
สารสกัดกากมันส าปะหลังและธัญพืชสามารถช่วยปกป้องเซลล์แบคทีเรียจากสภาวะความเป็นกรดสูงและ
ผ่านไปถึงล าไส้เล็กได้ โดยปกติระยะเวลาในการไหลผ่านกระเพาะกรณีที่เป็นอาหารแข็งจะใช้เวลา 90-120 
นาที ส่วนอาหารเหลวจะใช้เวลา 60 นาที (Kong and Singh, 2008) ดังนั้นโพรไบโอติกที่ดีควรจะต้อง
สามารถอยู่รอดในสภาะ pH 2-3 ได้นานอย่างน้อย 120 นาที 
 

ข. ทดสอบการรอดชีวิตในระบบกระเพาะและล าไส้จ าลองของไอโซเลทที่คัดเลือก  
จากการศึกษาผลของสารสกัดจากกากมันส าปะหลังและธัญพืชต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรีย 

แลคติก ในสภาวะกระเพาะและล าไส้จ าลอง เปรียบเทียบกับเซลล์อิสระ (ตัวอย่างควบคุมที่ไม่มีการเติมสาร
สกัด) พบว่า ภายหลังจากการบ่มในสภาวะกระเพาะจ าลอง (pH 2) นาน 30 นาที และบ่มต่อเนื่องใน
สภาวะล าไส้จ าลอง นาน 60 และ 240 นาที (pH 7.4) ดังรูปที่ 4.8  
 เซลล์อิสระที่ไม่มีการเติมสารสกัดกากมันส าปะหลังและธัญพืช พบปริมาณเซลล์ลดลง 4 log CFU 
/mL เมื่อบ่มในสภาวะกระเพาะจ าลอง 30 นาที และเมื่อบ่มต่อเนื่องในสภาวะล าไส้จ าลองนาน 240 นาที 
พบการลดลงของเซลล์ 6 log CFU/mL ขณะที่ เซลล์ที่เติมสารสกัดจากกากมันส าปะหลังและธัญพืช
สามารถช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียแลคติดที่ทดสอบทั้ง 3 ไอโซเลทได้ โดยสังเกตได้จากผล
การลดลงของปริมาณเชลล์ภายหลังการบ่มในสภาวะล าไส้จ าลองนาน 240 นาที เพียง 3.62-4.33 log 
CFU/mL และไม่แตกต่างกันทางสถิติในทุกสารสกัดที่ท าการทดสอบ (p<0.05) ซึ่งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบสารสกัดจากข้าวบาร์เลย์และข้าวสาลีต่อการเพิ่มความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียใน
ระบบสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง (Charalampopoulos et al., 2003; Michida et al., 2006). โดย
ปกติจุลินทรีย์จะถูกยับยั้งการเจริญในสภาวะที่มีความเป็นกรดต่ า จึงส่งผลต่อการลดลงของปริมาณเซลล์
จุลิ นท รีย์ ที่ รอ ด ชี วิต เมื่ อผ่ าน เข้ าไป ยั งระบบทางเดินทางอาห าร (McDonald et al., 1990 ; 
Charalampopoulos et al., 2002) อย่างไรก็ตามมีรายงานว่า สารสกัดจากธัชพืชที่มีส่วนประกอบของ 
water-soluble fibers, oligosaccharides และ resistant starch จะช่วยท าหน้าที่ในการรักษาสภาพ
กรดเบสได้ดี (buffering capacity) (Blaiotta et al., 2013).  
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รูปท่ี 4.7 แสดงผลการเปลี่ยนแปลงจ านวนแบคทีเรียแลคติกในสารสกัดจากกากมันส าปะหลังและ

ธัญพืชต่อการทนในสภาวะกระเพาะจ าลอง (pH 2) เมื่อบ่มเป็นระยะเวลา นาน 120 นาที  
(rice bran; RW, cassava pulp; CD แ ล ะ  brown rice; BRT) ข อ ง  Lactobacillus 
strains a) 3C2-10, b) 21C2-10 และ c) 21C2-12. ค่าเฉลี่ย n=5 
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รูปท่ี 4.8 แสดงผลการเปลี่ยนแปลงจ านวนแบคทีเรียแลคติกในสารสกัดจากกากมันส าปะหลัง และ ธัญพืช 
ต่อการทนในสภาวะกระเพาะและล าไส้จ าลอง เมื่อบ่มต่อเนือ่งเป็นระยะเวลา นาน 240 นาที 
(rice bran; RW, cassava pulp; CD และ brown rice; BRT) ของ Lactobacillus strains  
a) 3C2-10, b) 21C2-10 และ c) 21C2-12. ค่าเฉลี่ย n=5 
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บทท่ี 5 
บทสรุป 

 

จากผลการคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติในการช่วยลดคอเลสเตอรอลจากกากมัน
ส าปะหลัง ที่ระยะเวลาการหมัก 0-28 วัน สามารถคัดแยกแบคทีเรียแลคติกจาก 390 ไอโซเลท ได้ 38 ไอ
โซเลทที่แสดงกิจกรรมของเอนไซม์ย่อยเกลือน้ าดี และสามารถทนต่อสภาวะที่มีเกลือน้ าดีได้สูงสุดร้อยละ 
0.50 โดยสามารถเจริญได้ในช่วง pH 2-9. จากผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่ มีแนวโน้วในการช่วยลด
คอเลสเตอรอลได้ดีที่สุด 3 ไอโซเลท คือ 3C2-10, 21C2-10 และ 21C2-12 โดยสามารถลดปริมาณ
คอเลสเตอรอลในอาหารเหลวที่ทดสอบได้ 18-24 µg/mL และระบุสายพันธ์ุแบคทีเรียที่คัดเลือกได้คือ 
L.plantarum, L. acidophilus และ L. fermentum ตามล าดับ นอกจากนีย้ังพบว่าสารสกัดจากกากมัน
ส าปะหลังและธัญพืช (ข้าวกล้องและร าข้าว) สามารถช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติก
ที่ทดสอบในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองได้  
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ภาคผนวก ก 

สารละลายและสีย้อม 
 

1. Crystal violet (Gram stain) 
Crystal violet 2.0 กรัม 
Ethanol (95%) 20.0 กรัม 
Ammonium oxalate  
(1% Aqueous solution) 

80.0 มิลลิลิตร 

 
2. Hydrogen peroxide (3% solution) 

Hydrogen peroxide (30%) 10.0 มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น 100.0 มิลลิลิตร 

 
3. Iodine solution (Gram’s iodine) 

Iodine 1.0  กรัม 
Potassium iodide 2.0  กรัม 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 300.0 มิลลิลิตร 
เก็บไว้ในขวดสีชา   

 
4. Safranin (Gram stain) 

Safranin O (2.5% solution ใน 95% 
Ethanol) 

10.0 มิลลิลิตร 

น้ ากลั่น 90.0 มิลลิลิตร 
ถ้ามีตะกอนให้กรองก่อนใช้ทุกครั้ง   

 
5. PUM buffer 

K2HPO4 22.2 กรัม 
KH2PO4  7.26 กรัม 
Urea 1.8   กรัม 
MgSO4 0.2 กรัม 
น้ ากลั่น (ปรับปรมิาตรให้ครบ) 1000.0 มิลลิลิตร 

   pH 7.0 + 0.2   
 
6. Pepsin solution (SGJ-Simulated gastric juice) 

Pepsin A from porcine stomach 0.3 กรัม 
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mucosa P-7000  (0.2% NaCl) 
NaCl (0.2%) 1000.0 มิลลิลิตร 
ละลาย Pepsin A ใน 0.2%NaCl ให้ความเข้มข้นสุดท้าย 0.3 กรมั/ลิตร 

   pH 2.0 + 0.2  
 

 

7. Pancreatin solution (SIJ-Simulated intestinal juice) 
Pancreatin 8.0 กรัม 
Bile salts 36.0   กรัม 
Phosphate buffer (0.02 M) 
(ปรบัปริมาตรให้ครบ) 

1000.0 มิลลิลิตร 

pH 7.4 + 0.2   
   

8. Alcohol (95%) 
Ethanol 95.0 มิลลิลิตร 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 100 มิลลิลิตร 
ผสมสารที่เป็นส่วนประกอบให้เข้ากัน   
   

9. Turbidity standard 
1% Barium chloride 
1% Sulfuric acid 

เตรียม McFarland nephelometer scale ดังนี ้
McFarland 
tube no. 

Sulfuric acid 
1% aqueous 

solution (มิลลลิิตร) 

Barium chloride 
1% aqueous solution 

(มิลลิลิตร) 

Corresponding 
density of bacteria 

(106) 
1 9.9 0.1 300 
5 9.5 0.5 1500 
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ภาคผนวก ข 
 
อาหารเลีย้งจุลินทรีย์ 
 
1. Blood agar (Atlas and Parks, 1997) 

Sodium chloride 5.00 กรัม 
Pancreatic digest of casein 14.00 กรัม 
Peptone 4.50 กรัม 
Yeast extract 4.50 กรัม 
Agar 12.50 กรัม 
Sheep blood defibrinated 

 
70.00 

pH 6.0 + 0.2 
มิลลิลิตร 
 

2. MRS broth 
MRS broth เป็นอาหารส าเรจ็ จากบริษัท Himedia (HIMEDIA LABORATORIES. PVT. LTD.,  
India) ท าให้ปลอดเช้ือโดยการนึง่ฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ118 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
3. MRS agar 

เตรียมได้จาก MRS broth ที่เติม Agar 15.0 กรมัต่อลิตร หลอมให้ Agar ละลายด้วยความร้อน   ท า
ให้ปลอดเช้ือด้วยความร้อนช้ืนที่อุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาท ี

 
4. MRS-medium 

Proteose peptone 10.00 กรัม 
Beef extract 10.00  กรัม 
Yeast extract 5.00 กรัม 
Dextrose หรือ Glucose 20.00 กรัม 
di-Potassium hydrogen phosphate 2.00 กรัม 
Tween-80 1.00 มิลลิลิตร 
di-Ammonium hydrogen citrate 2.00 กรัม 
Sodium acetate 5.00 กรัม 
Magnesium sulphate 0.20 กรัม 
Manganese sulphate 0.04 กรัม 
Agar 15.00 กรัม 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 1,000.00 มิลลิลิตร 

pH 5.7+0.2 
ละลายส่วนประกอบเข้าด้วยกัน ท าใหป้ลอดเช้ือโดยการนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 118 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

 
5. Nutrient agar 

Beef extract 1.5 กรัม 
Peptone 5.0 กรัม 
Yeast extract 1.5 กรัม 
Sodium chloride 5.0 กรัม 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

 pH 7.0 + 0.2  
ละลายส่วนประกอบในน้ ากลั่นโดยใช้ความร้อนช่วย นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที หรืออาหารส าเรจ็ Himedia (HIMEDIA LABORATORIES. PVT. LTD., India) 
 

6. Plate count agar (PCA) 
Tryptone 5.0 กรัม 
Yeast extract 2.5 กรัม 
Dextrose 1.0 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

pH 7.0+0.2  
นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
หรืออาหารส าเรจ็ Himedia (HIMEDIA LABORATORIES. PVT. LTD., India) 
 

7. Motility medium 
Tryptose 10.0 กรัม 
Sodium Chloride 5.0 กรัม 
Agar 5.0 กรัม 
เติมน้ ากลั่นให้มปีรมิาตรครบ 1,000.0 มิลลิลิตร 

pH 7.0+0.2  
นึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูม ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
หรืออาหารส าเรจ็ Himedia (HIMEDIA LABORATORIES. PVT. LTD., India) 
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