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การศึกษานีม้ีวตัถุประสงคเ์พื่อคัดแยกและศึกษาลักษณะของโพรไบโอติกท่ีมีศักยภาพทั้งทางฟีโนไทป์

และจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากอจุจาระของสนุขั นอกจากนีย้งัมีวตัถปุระสงคเ์พื่อศึกษาการห่อหุม้เซลล์
แบคทีเรียท่ีคดัเลือกโดยใชวิ้ธีเอกซท์รูชันในโซเดียมอลัจิเนตและโซเดียมอลัจิเนตร่วมกับนมแพะ รวมทัง้เพื่อประเมินการ
รอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลท่ี์ถกูห่อหุม้ภายใตส้ภาวะต่าง ๆ จากการศึกษาพบว่า แบคทีเรียกรดแลคติก 4 สายพนัธุ ์
จ า ก  20 ส า ย พั น ธุ์  ได้ แ ก่  Enterococcus hirae Pom4, Limosilactobacillus fermentum Pom5, Pediococcus 
pentosaceus Chi8 และ Ligilactobacillus animalis FB2 แสดงคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกท่ีมีศักยภาพ  ได้แก่ 
ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย ความทนต่อกรดและเกลือน า้ดี ความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง
และการเกาะกลุ่มกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ ความไม่ชอบน า้ การเกาะติดกับเซลลไ์ลน์ Caco-2 รวมถึง ความสามารถในการ
สรา้งเอนไซม ์ß-galactosidase และการสรา้งสารตา้นสารอนมุลูอิสระ  นอกจากนีก้ารตรวจสอบความปลอดภยัของโพร
ไบโอติกของทัง้ 4 สายพันธุ ์พบว่า ทุกสายพันธุไ์ม่ท าใหเ้กิดการแตกของเม็ดเลือดแดง ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์ไม่สรา้งเอมีน 
และยงั ไวต่อยาปฏิชีวนะส่วนใหญ่ท่ีใชใ้นการศึกษา จากการศึกษาล าดบัจีโนมทั้งหมดพบว่า ขนาดจีโนมของแบคทีเรีย
กรดแลคติกแต่ละสายพันธุ์อยู่ระหว่าง 1.74-2.92 ลา้นคู่เบส ไม่พบยีนดือ้ยาปฏิชีวนะท่ีถ่ายทอดไดแ้ละยีนท่ีท าใหเ้กิด
ความรุนแรงของโรค ยกเวน้จีโนมของ E. hirae Pom4 ซึ่งพบยีนท่ีดือ้ยา tetracycline บริเวณเดียวกับพลาสมิด และเพื่อ
เพิ่มความเสถียรและความมีชีวิตของโพรไบโอติก จึงน าแบคทีเรียไปห่อหุ้มดว้ยอัลจิเนตและอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ  
พบว่า การห่อหุม้เซลลด์ว้ยอลัจิเนตรว่มกับนมแพะท าใหอ้ตัราการรอดชีวิตสงูสดุเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท่ี์ห่อหุม้ดว้ยอลั
จิเนตและเซลลท่ี์ไม่ถูกห่อหุม้ภายใตส้ภาวะต่าง ๆ ไดแ้ก่ สภาวะทางเดินอาหารจ าลอง การเก็บรกัษาในตูเ้ย็นเป็นเวลา 28 
วนั และที่อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์และอตัราการปลดปล่อยของเซลลท่ี์ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตและอลัจิเนตรว่มกับนมแพะมี
เท่ากับ 86.61 และ 85.01 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เมื่อสัมผัสกับสภาวะน ้าย่อยล าไส้จ าลองเป็นเวลา  6 ชั่วโมง จาก
การศึกษาชีใ้ห้เห็นว่า สายพันธุ์โพรไบโอติกท่ีคัดเลือกมาจากจุลินทรียจ์ากสุนัขนีม้ีศักยภาพในการใช้เป็นโพรไบโอติก
โดยเฉพาะกับสุนัข นอกจากนี ้การห่อหุม้แบคทีเรียโพรไบโอติกในไมโครแคปซูลชนิดอัลจิเนตร่วมกับนมแพะสามารถ
น าไปพฒันาเป็นผลิตภณัฑอ์าหารเสริมโพรไบโอติกส าหรบัสนุขัต่อไป 
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The objectives of this study were to screen and investigate the phenotypic and genomic 

characteristics of potential probiotic lactic acid bacteria (LAB) isolated from canine fecal samples. 
Additionally, this study aimed to encapsulate selected LAB strains using the extrusion method with sodium 
alginate (SA) and sodium alginate-goat milk (SAGM), as well as to evaluate the survival of free and 
encapsulated bacterial cells under different conditions. Among the twenty LAB isolates examined, four 
strains - Enterococcus hirae Pom4, Limosilactobacillus fermentum Pom5, Pediococcus pentosaceus Chi8, 
and Ligilactobacillus animalis FB2 – and exhibited potential probiotic properties, such as antibacterial 
activity, acid and bile salt tolerance, auto- and co-aggregation, hydrophobicity, adhesion to the Caco-2 cell 
line, ß-galactosidase and antioxidant activities. The safety assessments of the four selected probiotic strains 
revealed that all strains did not show hemolytic activity on blood agar, cytotoxicity, or production of biogenic 
amines, and were sensitive to the majority of tested antibiotics. Whole-genome sequencing revealed that the 
genome size of the LAB strains ranged from approximately 1.74 to 2.92 Mb, and they lacked transferable 
antibiotic-resistance and virulence genes, except for E. hirae Pom4, which had tetracycline resistance genes 
in the same region as the plasmid-related replication genes. In order to improve the stability and viability of 
the probiotics, encapsulation in alginate matrices (SA and SAGM) was investigated. Encapsulated cells in 
SAGM exhibited the highest viability compared to those in SA and non-encapsulated cells under various 
conditions, including simulated gastrointestinal conditions, refrigerated storage at 4°C for 28 days, and 
exposure to pasteurization temperatures. The release rate of encapsulated cells from SA and SAGM 
matrices reached a maximum of 86.61% and 85.01%, respectively, after six hours of exposure to simulated 
intestinal juice. These findings indicated that the selected strains, derived from the canine microbiota, and 
had the potential to serve as host-specific LAB probiotics for dogs. Furthermore, the use of SAGM 
microcapsules shows promise in the development of probiotic-containing foods tailored for dogs. 
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บทที ่1 
บทน า 

ภูมิหลัง 
จุลินทรียใ์นระบบทางเดินอาหารถือเป็นจุลินทรียป์ระจ าถิ่นที่ส  าคัญที่ส่งผลต่อสุขภาพ

ของสตัวเ์ลีย้งโดยเฉพาะสนุขั โดยจลุินทรียเ์หล่านีส้่งผลทัง้ทางตรงและทางออ้มต่อสนุขั ทัง้ควบคมุ
ระบบเมแทบอลิซึมใหเ้ป็นปกติ ป้องกันเชือ้ก่อโรค และส่งเสริมระบบภูมิคุม้กัน เป็นตน้ การรกัษา
ปริมาณของจุลินทรียใ์นล าไสใ้หส้มดลุจะช่วยส่งเสรมิสขุภาพรวมทัง้ยงัช่วยยืดอายุและปอ้งกนัโรค
ที่เก่ียวขอ้งกบัระบบทางเดินอาหารใหแ้ก่สนุัข เช่น ทอ้งผูก ทอ้งเสีย โรคกระเพาะหรือล าไสอ้ักเสบ 
โรคล าไสแ้ปรปรวน อาการแพต่้าง ๆ นอกจากนีก้ารน าจุลินทรียท์ี่มีคณุสมบติัเป็นโพรไบโอติกมาใช้
ยงัส่งผลในการรกัษาโรคเบาหวาน การมีน า้หนกัเกิน อาการเครียด และโรคติดเชือ้จากปรสิตไดอี้ก
ด้วย ในปัจจุบันการรักษาโรคที่เกิดจากการติดเชื ้อในล าไส้เหล่านี ้นิยมใช้ยาปฏิชีวนะ ท าให้
จุลินทรียท์ี่มีประโยชน์ภายในล าไสม้ีปริมาณลดลง มีแบคทีเรียดือ้ยาจ านวนมากขึน้ รวมทั้งยัง
ส่งผลต่อความสมดุลของจุลินทรีย์ภายในล าไส้ของสุนัขในระยะยาวอีกด้วย โดยจากผลเสีย
ดังกล่าวจึงมีแนวคิดที่จะน าจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกมาผสมกับอาหารสัตวห์รือ
น ามาใช้เป็นอาหารเสริมในสุนัขหรือสัตว์เลีย้ง เพื่อใช้ในการรกัษาหรือป้องกันโรคและความ
ผิดปกติต่าง ๆ ที่อาจเกิดขึน้ในสุนัข ซึ่งจุลินทรียท์ี่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกที่จะน ามาใชค้วรมี
ความจ าเพาะต่อโฮสต ์โดยในกรณีที่น าไปใชใ้นสนุัข จุลินทรียท์ี่มีคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติกก็ควร
แยกมาจากสนุขัดว้ย นอกจากนีส้นุัขในแต่ละพืน้ที่ย่อมจะมีโภชนาการที่แตกต่างกนัตามอาหารที่
ได้รับ การคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกในแต่ละพื ้นที่จึงเป็นสิ่งจ าเป็นและ
สามารถน าไปใชไ้ดก้ับสุนัขในพืน้ที่นั้น อย่างไรก็ตาม การศึกษาและการพัฒนาโพรไบโอติกเพื่อ
ประยุกตใ์ชใ้นสัตวโ์ดยเฉพาะสนุัขนัน้ยังมีนอ้ยมาก โดยเฉพาะในประเทศไทยที่ยงัไม่มีการศึกษา
เพื่อน าไปใชจ้รงิในสนุขั  

โพรไบโอติก คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตซึ่งเมื่อบริโภคในปริมาณที่เพียงพอจะช่วยส่งเสริม
สุขภาพร่างกายของโฮสต ์แบคทีเรียที่นิยมน ามาใชเ้ป็นโพรไบโอติกไดแ้ก่ แบคทีเรียกรดแลคติก 
(lactic acid bacteria) เช่น  lactobacilli และ  bifidobacteria เป็นต้น การใช้แบคที เรียที่ เป็น             
โพรไบโอติกในสุนัขหรือสตัวเ์ลีย้งนอกจากจะช่วยรกัษาสมดุลของจุลินทรียภ์ายในล าไส้แลว้ ยัง
ช่วยเพิ่มจุลินทรียท์ี่มีประโยชนใ์หแ้ก่สนุขั สง่ผลใหส้นุขัมีสุขภาพที่ดีและมีอายุยืนยาว การคดัเลือก
จุลินทรียท์ี่มีคณุสมบติัเป็นโพรไบโอติกมาใชจ้ริงนัน้ตอ้งแยกจากทางเดินอาหารสตัวท์ี่มีสขุภาพดี  
มีความปลอดภัยหรือมีประวัติในการน าไปใชท้ี่ปลอดภัย สามารถจัดจ าแนกหรือระบุสายพันธุไ์ด้
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อย่างถูกตอ้ง ไม่มีข้อมูลว่าสามารถก่อโรคได้ ไม่มีผลขา้งเคียงต่อโฮสต์ รวมทั้งไม่มียีนที่ดือ้ยา
ปฏิชีวนะที่สามารถถ่ายทอดได้ นอกจากคุณสมบัติเฉพาะของสายพันธุ์แล้ว แบคทีเรียที่ เป็น 
โพรไบโอติกจะตอ้งสามารถแข่งขันกบัจุลินทรียอ่ื์นในล าไสใ้นการเขา้เกาะ มีความสามารถในการ
สรา้งสารที่ยับยั้งการเจริญของเชือ้ก่อโรค สามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารของสุนัข 
ตลอดจนต้องทนต่ออุณหภูมิที่ใช้ในกระบวนการผลิตทางการค้า ความแห้งและสภาวะทาง
กายภาพอ่ืนในระหว่างการเก็บรกัษา ดังนัน้เพื่อใหโ้พรไบโอติกสามารถรอดชีวิตในระบบทางเดิน
อาหารและไปถึงที่ล  าไสซ้ึ่งเป็นบริเวณเป้าหมายในปริมาณที่เพียงพอเพื่อก่อใหเ้กิดประโยชนใ์หแ้ก่
สนุขั ดงันัน้ในงานวิจยันีจ้ึงไดน้ าเทคนิคการห่อหุม้ (microencapsulation) มาใชใ้นการห่อหุม้เซลล์
โพรไบโอติก โดยวิธีที่ใช้คือ วิธีเอกซท์รูชัน (extrusion technique) ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้สภาวะในการ
ห่อหุม้ที่ไม่รุนแรง จึงช่วยปกป้องและส่งเสริมการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก และใช ้
ไฮโดรคอลลอยด์หรือเมทริกซ์ที่ใช้ในการห่อหุ้มเป็นอัลจิเนต (alginate) และอัลจิเนตร่วมกับ 
นมแพะ (alginate-goat milk) นอกจากนีย้ังศึกษาการรอดชีวิตของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่ 
อยู่ในเมทริกซท์ั้งสองแบบในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองของสุนัข  ในสภาวะที่เก่ียวข้องกับ
กระบวนการผลิตอาหาร และในระหว่างการเก็บรกัษาในตูเ้ย็นที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั 

วัตถุประสงค ์
1. เพื่อแยกเชือ้ จัดจ าแนกและศึกษาลักษณะของแบคทีเรียกรดแลคติกจากมูลสุนัข

สุขภาพดี ศึกษาความปลอดภัยของสายพันธุ์ที่คัดเลือก ไดแ้ก่ การหาบริเวณยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ 
และการสรา้งสารเมแทบอไลตข์องเชือ้โดยอาศัยการหาล าดับจีโนมทัง้หมดของเชือ้ โดยวิธี next 
generation sequencing  

2. เพื่อศึกษาคุณสมบติัการเป็นโพรไบโอติกที่ดีของเชือ้ของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละ
ชนิด  

3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพในการห่อหุม้เซลลแ์บคทีเรียที่มีคณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติก
โดยใชว้ิธีเอกซท์รูชนัในรูปแบบของเมทริกซอ์ลัจิเนต และเมทรกิซร์่วมระหว่างอลัจิเนตและนมแพะ
รวมทั้งศึกษาโครงสรา้งของไมโครแคปซูลที่ เตรียมได้โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ 
สอ่งกราด (Scanning electron microscopic; SEM) 

4. เพื่อศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในไมโครแคปซูลในสภาวะ
ทางเดินอาหารจ าลองของสุนัข ในสภาวะที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการผลิตอาหาร และในระหว่าง
การเก็บรกัษาในตูเ้ย็นที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั  
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ขอบเขตของโครงงานวิจัย 
เพื่อแยกเชือ้ จดัจ าแนกและศึกษาลกัษณะของแบคทีเรียกรดแลคติกจากมลูสนุขัสขุภาพ

ดี ศึกษาความปลอดภัยของสายพันธุ์ที่คัดเลือก ไดแ้ก่ การหาบริเวณยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ และการ
สร้างสารเมแทบอไลต์ของเชื ้อโดยอาศัยการหาล าดับจีโนมทั้งหมดของเชื ้อ โดยวิธี next 
generation sequencing จากนัน้น าเชือ้ที่แยกไดม้าศึกษาคุณสมบติัการเป็นโพรไบโอติกที่ดีของ
เชื ้อแบคที เรียกรดแลคติกแต่ละชนิด ได้แก่  การสร้างสารยับยั้งการเจริญของเชื ้อก่อโรค 
ความสามารถในการรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารจ าลอง คุณสมบัติในการเขา้เกาะที่ล  าไส ้
จากนัน้น าแบคทีเรียที่มีคณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติกที่ดีมาห่อหุม้โดยใชว้ิธีเอกซท์รูชนัในรูปแบบ
ของเมทริกซ์อัลจิเนต เมทริกซ์ร่วมระหว่างอัลจิเนตและนมแพะ จากนั้นท าการวิเคราะห์
ประสิทธิภาพของการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติก (encapsulation efficiency) และขนาดของไมโคร
แคปซูลที่เตรียมได้ ศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในแคปซูลในสภาวะ
จ าลองในปาก น า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองและสภาวะที่มีเกลือน า้ดีของสุนขัทัง้แบบเด่ียวและ
แบบต่อเนื่อง ศกึษาการปลดปล่อยเซลลท์ี่ถกูห่อหุม้ในไมโครแคปซูลในสภาวะน า้ย่อยล าไสจ้ าลอง 
ศกึษาการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในไมโครแคปซูลในระหว่างการเก็บรกัษาใน
ตูเ้ย็นที่ 4 องศาเซลเซียส และในระหว่างการเก็บรกัษาในนมแพะที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 28 วนั รวมถึงการศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในไมโครแคปซูลใน
ระหว่างกระบวนการผลิตอาหาร คือ ที่อณุหภมูิพาสเจอรไ์รซ ์(pasteurization) 

ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 
ได้เชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ที่มีความปลอดภัย และมีคุณสมบัติการเป็น 

โพรไบโอติกที่ดี เมื่อน ามาห่อหุม้ในเมทริกซอ์ลัจิเนต และเมทริกซโ์ซเดียมอลัจิเนตร่วมกบันมแพะ 
สามารถปกป้องแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกใหม้ีปริมาณคงเหลือมากกว่า 106 CFU/g ในสภาวะที่
ไม่เหมาะสมไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรม 

1. โพรไบโอติก (probiotic) 
1.1 ความหมายของจุลินทรียโ์พรไบโอติก 

โพรไบโอติก มาจากภาษากรีกสองค า คือ “pro” และ “bios” ซึ่งมีความหมายว่า 
“เพื่อชีวิต” โพรไบโอติกได้ถูกกล่าวถึงและให้ความหมายครั้งแรกในปี ค.ศ. 1907 โดย Elie 
Metchnikoff ซึ่งตั้งข้อสังเกตว่า ชาวบัลแกเรียที่บริโภคนมเปรีย้วที่ประกอบด้วยแบคทีเรียกรด                 
แลคติก (lactic acid bacteria) ในปริมาณมากมกัจะมีอายุยืน โดย Metchnikoff เชื่อว่าน่าจะเกิด
จากจุลินทรียใ์นนมเปรีย้วที่สง่ผลต่อล าไสท้ าใหส้ขุภาพโดยรวมแข็งแรง หลงัจากนัน้ค าว่าโพรไบโอ
ติกไดถ้กูใหค้วามหมายที่แตกต่างกนั(1) ดงัตาราง 1 

ตาราง 1 ค าจ ากดัความของโพรไบโอติก(1) 

ปี ค.ศ. ค าจ ากัดความ 
1965 สารที่จุลินทรีย์ชนิดหนึ่งหลั่งออกมาแล้วสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของ

จลุินทรียอี์กชนิดหนึ่ง 
1971 สารสกดัซึ่งสามารถกระตุน้การเจรญิของจลุินทรียไ์ด ้
1974 จลุินทรียแ์ละสารที่สง่ผลต่อความสมดลุของจลุินทรียใ์นล าไส ้
1989 อาหารเสริมซึ่งเป็นจุลินทรียท์ี่มีชีวิตที่ส่งผลดีต่อโฮสต ์โดยการปรบัปรุงสมดุลของ

จลุินทรียใ์นล าไส ้
1992 การเพาะเลีย้งเชือ้จุลินทรีย์ที่มีชีวิตแบบสายพันธุ์เด่ียวหรือสายพันธุ์ผสมเพื่อ

น าไปใชส้  าหรบัมนุษยห์รือสัตว ์ซึ่งจุลินทรียด์ังกล่าวจะส่งผลดีต่อโฮสตโ์ดยการ
ปรบัปรุงคณุสมบติัของจลุินทรียป์ระจ าถิ่น 

1996 การเพาะเลีย้งจุลินทรียท์ี่มีชีวิตหรือผลิตภณัฑน์มที่หมกัจากจุลินทรียซ์ึ่งก่อใหเ้กิด
ประโยชนแ์ละสง่ผลดีต่อสขุภาพของโฮสต ์

1999 จลุินทรียท์ี่เป็นอาหารเสรมิที่มีประโยชนต่์อโฮสต ์โดยการปรบัภมูิคุม้กนัที่เยื่อเมือก
รวมทัง้ปรบัปรุงสมดลุทางโภชนาการและจลุินทรียภ์ายในระบบทางเดินอาหาร 
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ตาราง 1 (ต่อ) 
 ค าจ ากัดความ 
2001 การเตรียมหรือผลิตผลิตภัณฑ์ที่ประกอบด้วยจุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่มีปริมาณที่

เพียงพอ ซึ่งจุลินทรียเ์หล่านีจ้ะไปเขา้เกาะและตัง้รกรากในส่วนต่าง ๆ ของโฮสต์
สง่ผลใหเ้กิดประโยชนต่์อสขุภาพของโฮสต ์

 
ค าจ ากัดความของโพรไบโอติกในปัจจุบนัถูกก าหนดขึน้ในปี ค.ศ. 2002 โดยองคก์ร

อาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติและองค์การอนามัยโลก (FAO/WHO) และ International 
Scientific Association of Probiotic and Prebiotics (ISAPP) ซึ่งไดใ้หค้วามหมายของโพรไบโอติ
กว่า “เป็นจุลินทรียท์ี่มีชีวิตซึ่งเมื่อรบัประทานในปริมาณที่เพียงพอจะส่งผลดีต่อสขุภาพของโฮสต”์
(1, 2) แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกไดถู้กน ามาใชอ้ย่างกวา้งขวางเพื่อเป็นอาหารเสริมที่เป็นประโยชน์
แก่โฮสตท์ัง้ในคนและสตัว ์โดยจะช่วยปรบัสมดลุของจลุินทรียภ์ายในล าไสข้องโฮสต์ กระตุน้ระบบ
ภมูิคุม้กนัของโฮสต ์ช่วยในการดดูซึมอาหารของโฮสต ์ลดอาการแพน้ า้ตาลแลคโตส ลดความเสี่ยง
ที่จะเกิดโรคต่าง ๆ ภายในระบบทางเดินอาหารของโฮสต์(3) รวมถึงแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกจะ
ท าหนา้ที่ย่อยสลายสารอาหารต่าง ๆ และสรา้งเป็นสารที่มีประโยชนต่์อโฮสต ์เช่น วิตามินต่าง ๆ 
กรดอะมิโน กรดแลคติก และสารตา้นจุลินทรียก์่อโรค เป็นตน้ โดยแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกส่วน
ใหญ่จะอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งจะรูจ้กักนัอย่างแพรห่ลายในกลุม่ lactobacilli และ 
bifidobacteria 

1.2 คุณสมบัติของจุลินทรียท์ีเ่ป็นโพรไบโอติก  
คุณสมบัติของจุลินทรีย์ที่ เป็นโพรไบโอติกต้องสอดคล้องกับ หลัก เกณฑ์ที่  

Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food, Joint FAO/WHO Working Group 
Report on Drafting Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food ก าหนดขึน้ในปี ค.ศ. 
2002 ดงันี ้

1.2.1 การทนต่อสภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร  
แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกจะถูกรบัประทานเขา้ไปพรอ้มอาหาร ซึ่งจะตอ้งเผชิญ

กับสภาวะที่ ไม่ เหมาะสมต่อการรอดชี วิต ในระบบทางเดินอาหาร โดยเฉพาะบริ เวณ  
กระเพาะอาหารซึ่งถือว่าเป็นบรเิวณที่มีผลท าใหก้ารรอดชีวิตของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกลดลง
มากที่สุด (4) กระเพาะอาหารของคนและสัตว์นอกจากจะมีสภาวะความเป็นกรดสูง (มีค่า pH 
ประมาณ 1.0 - 2.5) แลว้ ยงัประกอบดว้ยเอนไซม์ pepsin ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่ย่อยสลายสารจ าพวก
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โปรตีน ดงันัน้จุลินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกจ าเป็นตอ้งรอดชีวิตจากสภาวะไม่เหมาะสมเหลา่นีภ้ายใน
กระเพาะอาหาร เขา้สู่บริเวณของล าไสเ้ล็ก และถึงจะเขา้ยึดเกาะที่บริเวณล าไสไ้ด้(5) ซึ่งโดยทั่วไป
จีนสั Lactobacillus มีความทนต่อความเป็นกรดสงู แต่อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการทนกรด
นีจ้ะมีความแตกต่างกนัในแต่ละสปีชีสแ์ละสายพนัธุ ์ซึ่งจุลินทรียโ์ดยทั่วไปจะมีความไวต่อค่า pH 
ที่ต  ่ากว่า 3.0(4) 

Jin และคณะ (1998)(6) ได้ศึกษาการรอดชีวิตของเชื ้อในจีนัส Lactobacillus 
จ านวน 12 สายพนัธุท์ี่แยกไดจ้ากมลูไก่ในสภาวะที่เป็นกรดสงูที่ค่า pH เท่ากบั 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 
5 พบว่า เชือ้ในจีนัส Lactobacillus ส่วนใหญ่สามารถรอดชีวิตในสภาวะที่เป็นกรดได ้และมีการ
รอดชีวิตที่มากที่สดุที่ค่า pH เท่ากับ 4 และ 5 และการรอดชีวิตของเชือ้จะลดลงเมื่อค่า pH ต ่าลง 
โดยที่ค่า pH เท่ากบั 0.5 มีการรอดชีวิตนอ้ยที่สดุ 

Tokatli และคณะ (2015)(7) ได้ศึกษาการรอดชีวิตของเชือ้จีนัส Lactobacillus 
สายพนัธุต่์าง ๆ ในสภาวะที่เป็นกรดสงูและในสภาวะน า้ย่อยจ าลองที่ประกอบดว้ยเอนไซม ์pepsin 
พบว่า เชือ้ในจีนสั Lactobacillus ทัง้หมด 14 สายพนัธุ ์มีการรอดชีวิตต ่ากว่า 1 Log CFU/ml ที่ค่า 
pH เท่ากบั 2.5 เมื่อบ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมง ยกเวน้ L. plantarum และ L. brevis ที่ยงัคงมีการรอด
ชีวิตที่สงู 

1.2.2 การทนต่อสภาวะของเกลือน ้าดีในล าไส้ 
ความสามารถในการทนต่อเกลือน ้าดี (bile salt) ถือเป็นเกณฑ์ส าคัญในการ

คดัเลือกสายพันธุจ์ุลินทรียเ์พื่อใช้เป็นโพรไบโอติก(8) ซึ่งเกลือน า้ดีจะถูกสงัเคราะหข์ึน้จากกรดน า้ดี 
(bile aicd) ภายในตับโดยใช้คอเลสเตอรอลเป็นสารตั้งต้น โดยน ้าดี (bile) จะมีลักษณะเป็น
ของเหลวสีเขียวแกมเหลือง(9) จากนัน้จะถูกส่งไปเก็บไวท้ี่ถุงน า้ดีในรูปของเกลือน า้ดีผ่านท่อน า้ดี 
และจะหลั่งออกมาในส าไลภ้ายใตก้ารควบคุมโดยฮอรโ์มนหลายชนิด ซึ่งมีบทบาทส าคัญในการ  
ดูดซึมไขมันในล าไสข้องทั้งคนและสัตว ์โดยความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดีภายในล าไสเ้ล็กจะอยู่ที่
ประมาณ 4-20 mM แต่ความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดีจะลดลงเมื่ออยู่ในสภาวะอดอาหาร(10) น า้ดีที่ถูก
หลั่งออกมาที่ล  าไสเ้ล็กนีจ้ะมีผลต่อการรอดชีวิตของจุลินทรีย ์โดยจะช่วยละลายไขมันจึงมีผลไป
ท าลายเยื่อหุม้เซลลซ์ึ่งมีองคป์ระกอบหลกัเป็นไขมันและกรดไขมัน(11) ท าใหเ้ยื่อหุม้เซลลเ์กิดการ
รั่วไหล ส่งผลต่อกระบวนการ proton motive force ของจุลินทรีย ์และมีผลท าใหเ้ซลลต์ายในที่สุด
(12) ดังนั้นจุลินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกที่ยึดเกาะบริเวณล าไสจ้ึงตอ้งมีการพัฒนากลไกการป้องกัน
ตัวเองจากเกลือน ้าดีในล าไส้ อย่างไรก็ตาม ความสามารถในการทนต่อเกลือน ้าดีจะมีความ
แตกต่างกนัระหว่างสายพนัธุข์องแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก(13) 
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de Valdez และคณะ (2003)(14) ไดศ้ึกษาการทนต่อเกลือน า้ดีในระดับ in vitro 
ของเชือ้ L. reuteri พบว่าเชือ้ L. reuteri สามารถเจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีการเติม oxgall เมื่อ
เปรียบเทียบกับอาหารเลีย้งเชือ้ที่ไม่มีการเติม oxgall เมื่อศึกษาเชิงลึกพบว่า L. reuteri มีการ
ปรบัตวัใหท้นต่อสภาวะที่มีเกลือน า้ดีโดยลดปรมิาณของฟอสโฟลิพิดที่เยื่อหุม้เซลลแ์ละมีอตัราสว่น
ของกรดไขมนัอ่ิมตวัต่อกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัในเยื่อหุม้เซลลล์ดลง 

SÏusÏkovic และคณะ (2000)(8) ได้ศึกษาความสามารถของ L. acidophilus 
M92 ในการทนต่อ oxgall และเกลือน า้ดีเป็นเวลา 8 ชั่วโมง พบว่า L. acidophilus M92 สามารถ
ทนต่อ oxgall และเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้ 3 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร และ 2 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดบั 

Jatmiko และคณะ (2017)(15) ได้ศึกษาความสามารถในการทนต่อสภาวะที่มี
เกลือน ้าดีในระดับ in vitro ของเชื ้อในกลุ่มแบคที เรียกรดแลคติกสายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่า 
Lactococcus lactis subsp. lactis, L. plantarum และ  E. faecium ม ากกว่ า  20 สายพันธุ์
สามารถทนต่อสภาวะที่มีเกลือน า้ดีความเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) เป็นเวลา 210 นาท ี

1.2.3 ความสามารถในการเกาะติดกับเย่ือเมือกหรือเซลลเ์ย่ือบุผิวล าไส้ของ
โฮสตแ์ละเซลลไ์ลน ์ 

ความสามารถในการเกาะติดล าไสข้องจุลินทรียภ์ายในระบบทางเดินอาหารเป็น
หนึ่งในคุณสมบัติในการคัดเลือกจุลินทรีย์ที่ มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก โดยโพรไบโอติก
จ าเป็นต้องรอดชีวิตเมื่อผ่านระบบทางเดินอาหารและสามารถเข้าเกาะติดกับเยื่อบุผิวล าไส ้
(epithelial cell) ของโฮสตแ์ละสามารถสรา้งสารเมแทบอไลตต่์าง ๆ เพื่อที่จะสามารถแข่งขันกับ
เชือ้ก่อโรคและก่อใหเ้กิดประโยชนต่์อสุขภาพโฮสต์(16) ซึ่งการแข่งขนักบัเชือ้ก่อโรคในการเขา้ยึดเกาะ
บริเวณเยื่อบุผิวล าไสข้องโฮสต ์และการผลิตสารต้านจุลินทรียก์่อโรคชนิดต่าง ๆ ถือเป็นบทบาท 
ส าคญัของโพรไบโอติกเมื่อไปถึงบรเิวณล าไส้(17) การทดสอบความสามารถในการเขา้เกาะติดของ
โพรไบโอติกอาจทดสอบโดยใช้เซลล์ไลน์ (cell line) ของล าไส้เพื่อเลียนแบบการยึดเกาะของ
แบคทีเรียกับเซลลเ์ยื่อบุผิวล าไส ้ทัง้นีก้ารยึดเกาะกบัเยื่อบุผิวล าไสข้องโฮสตน์ัน้เป็นกลไกส าคญัที่
ช่วยป้องกันการเขา้เกาะของเชือ้ก่อโรคในล าไส ้โดยจะไปขัดขวางการเขา้เกาะที่บริเวณรีเซพเตอร์
ของเยื่อบุผิวล าไส ้ซึ่งจุลินทรียโ์พรไบโอติกจะแย่งชิงพืน้ที่ในการเขา้เกาะและเพิ่มจ านวนท าใหเ้ชือ้
ก่อโรคไม่สามารถเขา้เกาะ และถกูก าจดัออกจากระบบทางเดินอาหาร โดยปัจจยัที่ช่วยใหโ้พรไบโอ
ติกสามารถยึดเกาะกับเยื่อเมือก (mucus) หรือเซลล์เยื่อบุผิวล าไส้ รวมถึงเซลล์ไลน์ มีดังนี ้
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1.2.3.1 โปรตีน S-layer  
โปรตีน S-layer (S-layer proteins; SlpA) เป็นองค์ประกอบชั้นนอกสุดของ

ผนังเซลลท์ี่ลอ้มรอบเซลลข์องแบคทีเรียทัง้แกรมบวกและแกรมลบ (ภาพประกอบ 1) ซึ่งสามารถ
พบไดท้ั่วไปในจีนสั Lactobacillus ชัน้ของโปรตีน S-layer จะช่วยสง่เสริมการยดึเกาะที่บรเิวณเยื่อ
บุล  าไส้ของโฮสต์และยังช่วยปรบัระบบภูมิคุ้มกันในเยื่อเมือกล าไส้อีกด้วย จึงถือได้ว่า โปรตีน  
S-layer เป็นโครงสรา้งแรกของแบคทีเรียที่มีปฏิสัมพันธ์กับผิวเยื่อบุผิวล าไส้ของโฮสต์(18) โดย
โปรตีน S-layer ประกอบดว้ย หน่วยย่อยของโปรตีนหรือไกลโคโปรตีนเรียงตวัต่อกนัเป็นผลึกรูปหก
เหลี่ยม หรือรูปสี่เหลี่ยม มีมวลโมเลกุลประมาณ 40-200 kDa(19)  ซึ่งมีการศึกษาเก่ียวกับโปรตีน  
S-layer ที่ช่วยในการยดึเกาะของเชือ้ในกลุม่ lactobacilli ตวัอย่างเช่น  

Beganovic และคณะ (2011)(20) ได้ท าการศึกษาลักษณะและหน้าที่ของ
โปรตีน S-layer ของเชือ้ L. helveticus M92 เปรียบเทียบกับ L. helveticus M92 ที่ถูกก าจัดยีน 
slpA ที่ถอดรหัสให้โปรตีน SlpA ออกไป พบว่า โปรตีน SlpA มีความเก่ียวข้องกับการรวมกลุ่ม
กันเอง (auto-aggregation) ของเชือ้ L. helveticus M92 และเก่ียวขอ้งกับการเกาะขา้มกลุ่มกัน 
(co-aggregation) ของเชื ้อ L. helveticus M92 กับ Salmonella Typhimurium FP1 นอกจากนี ้
หลงัจากปอ้นเชือ้ L. helveticus M92 ที่มียีน slpA ใหแ้ก่หนู mice ก่อนที่จะที่มีการป้อนเชือ้ก่อโรค 
S. Typhimurium FP1 ยั งแสดงผลการตอบสนองทางภูมิ คุ้ม กันที่ ดี  และลดการติด เชื ้อ  
S. Typhimurium FP1 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิ ติ  เมื่ อเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ ได้รับเชื ้อ  
L. helveticus M92 ที่ถูกก าจัดยีน slpA และกลุ่มที่ ไม่ได้รับเชื ้อ L. helveticus M92 จากผล
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการติดเชื ้อ S. Typhimurium FP1 ที่ลดลงในหนูที่ ได้รบั L. helveticus 
M92 นั้นอาจเก่ียวข้องกับการแข่งขันการยึดเกาะกับเชื ้อก่อโรคในล าไส้และการตอบสนอง
ภมูิคุม้กนัที่เพิ่มขึน้จากการไดร้บัเชือ้  L. helveticus M92 ที่มียีน slpA 

Xue และคณะ (2012)(21) ไดค้ดัแยกเชือ้ Lactobacillus 5 สายพนัธุจ์ากล าไส้
ของมนุษยแ์ละนมหมกั และน ามาศึกษาความสามารถในการยบัยั้งการเขา้เกาะของเชือ้ก่อโรคใน
ล า ไส้ โดย ใช้ เซ ลล์ ไลน์  HT-29 พบว่ า  เชื ้อ  Lactobacillus ที่ ถู ก ก าจั ด โป ร ตีน  S-layer มี
ความสามารถในการยบัยัง้การยดึเกาะของเชือ้ก่อโรคในล าไสก้บัเซลลไ์ลน์ HT-29 ลดลง ซึ่งแสดง
ใหเ้ห็นว่าโปรตีน S-layer เป็นโครงสรา้งที่ส  าคัญที่เก่ียวขอ้งกับความสามารถในการยึดเกาะกับ 
เยื่อบผุิวเซลลล์  าไสข้องแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก 
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ภาพประกอบ 1 รูป A แสดงลกัษณะของชัน้โปรตีน S-layer, รูป B แสดงบทบาทของโปรตีน  
S-layer ในการเกาะกลุม่กนัเอง (auto-aggregation) และการยึดเกาะของเซลลแ์บคทีเรียที่เป็น
โพรไบโอติกกบัเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ (co-aggregation) และรูป C แสดงภาพการยึดเกาะกบัเยื่อเมือก

หรือเซลลเ์ยื่อบผุิวล าไส ้(22) 

1.2.3.2 พืน้ผิวเซลลใ์นส่วนทีไ่ม่ชอบน ้า 
นอกจากโปรตีน S-layer ที่ช่วยในการยึดเกาะที่ เยื่อบุผิวเซลล์ล  าไส้แล้ว 

พืน้ผิวเซลลใ์นสว่นที่ไม่ชอบน า้ (cell surface hydrophobicity) ยงัเป็นปัจจยัส าคญัที่อาจเก่ียวขอ้ง
กับความสามารถในการรวมกลุ่มหรือยึดเกาะของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกภายในล าไสข้อง
โฮสต ์ซึ่งในการทดสอบความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลแ์บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก นิยมใชว้ิธีการ
ทดสอบการยึดเกาะกับสารไฮโดรคารบ์อน (Bacterial Adhesion To Hydrocarbons; BATH หรือ 
Microbial Adherence To  Hydrocarbons; MATH) ซึ่งวิธีการทดสอบความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิว
เซลลแ์บคทีเรียนีส้ามารถน ามาใชใ้นการประเมินคณุสมบติัของแบคทีเรียในการเป็นโพรไบโอติกเบือ้ง
ตน้ได ้โดยแบคทีเรียสายพนัธุท์ี่สามารถยึดเกาะกบัสารไฮโดรคารบ์อนไดดี้จะแสดงถึงความไม่ชอบ
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น า้ที่มาก ซึ่งอาจบ่งชีถ้ึงความสามารถในการยึดเกาะกับพืน้ผิวต่าง ๆ ไดดี้ (23) โดยจากการศึกษา
ของ Duary และคณะ (2010)(23) มีรายงานว่าเชือ้ L. plantarum Lp91 ที่แยกไดจ้ากอุจจาระของ
มนุษย์แสดงเปอร์เซ็นต์ความไม่ ชอบน ้าที่ สู ง  (% hydrophobicity) เมื่ อทดสอบกับสาร
ไฮโดรคารบ์อนคือ เฮกเซนและโทลูอีน ซึ่งสอดคลอ้งกับผลการทดสอบการยึดเกาะกับเซลลไ์ลน์ 
HT-29 และ Caco-2 ที่แสดงการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื่อบผุิวดงักลา่วไดส้งูที่สดุเช่นกนั 

1.2.3.3 การเกาะกลุ่มกันเอง 
การเกาะกลุ่มกันเอง (auto-aggregation) หรือการจับกลุ่มของแบคทีเรียที่

เป็นโพรไบโอติกในสายพนัธุเ์ดียวกนั มีบทบาทส าคัญที่เก่ียวขอ้งกบัการยึดเกาะกบัเซลลเ์ยื่อบุผิว
ล าไสแ้ละป้องกันการตัง้รกราก (colonization) ของเชือ้ก่อโรค ซึ่งแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่มี
ความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัและมีพืน้ผิวเซลลท์ี่ไม่ชอบน า้อาจมีโอกาสที่จะเกิดการยึดเกาะ
กับเซลลเ์ยื่อบุผิวของระบบทางเดินอาหารของโฮสตไ์ดม้ากขึน้ จากการศึกษาของ Abdulla และ
คณะ (2014)(24) พบว่า เมื่อคดัเลือกเชือ้ Lactobacillus 3 สายพันธุ์ที่มีคณุสมบติัของผิวเซลลท์ี่ไม่
ชอบน ้าสูงมาศึกษาความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง พบว่ามีหนึ่ งสายพันธุ์ที่ แสดง
ความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเองที่สูงถึง 63.1 เปอรเ์ซ็นต ์ภายหลังจากการบ่มเป็นเวลา 5 
ชั่วโมง ในอาหารเหลว MRS  

1.2.3.4 การเกาะกลุ่มกันหรือการยึดเกาะของเซลลแ์บคทีเรียที่เป็นโพร
ไบโอติกกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ  

นอกจากการเกาะกลุ่มกันเองของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกแลว้ การเกาะ
กลุ่มกันระหว่างสายพันธุ์แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกและเซลลข์องเชือ้ก่อโรค (co-aggregation) 
นัน้อาจช่วยป้องกนัการเขา้เกาะของเชือ้ก่อโรค บรเิวณล าไสข้องโฮสตไ์ด ้จากรายงานของ Dlamini 
และคณะ (2018)(25) ที่ศึกษาความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัเอง การเกาะกลุ่มกนักบัเชือ้ก่อโรค 
และศึกษาความไม่ชอบน ้าของเซลล์ Lactobacillus ที่แยกได้ พบว่า ไอโซเลทที่แยกได้ใน
การศึกษานีม้ีความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง การเกาะกลุ่มกันกับเชือ้ก่อโรค และความไม่
ชอบน า้ของเซลลท์ี่สงู ซึ่งจากคณุสมบติัดังกล่าวนีไ้อโซเลทดังกล่าวจึงเหมาะที่จะน าไปใชเ้ป็นโพร
ไบโอติกต่อไป 

1.2.4 ความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
เกณฑก์ารคัดเลือกแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่ส  าคัญอีกประการหนึ่งคือ การ

ประเมินความไวต่อยาปฏิชีวนะของจุลินทรียโ์พรไบโอติก ซึ่งจัดเป็นการประเมินความปลอดภัย
ก่อนการน าโพรไบโอติกไปใชใ้นโฮสต ์การเติมยาปฏิชีวนะลงในอาหารสตัวแ์ละการใชย้าปฏิชีวนะ
ในปศสุตัวท์ี่ใชเ้ป็นอาหารของมนุษยน์ัน้สง่ผลใหเ้กิดการดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้แบคทีเรียที่เป็นโพร
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ไบโอติกเพิ่มมากขึน้ นอกจากนีก้ารดือ้ยาอาจเกิดจากการถ่ายทอดยีนดือ้ยาจากเชือ้แบคทีเรียอ่ืน 
ๆ มายังแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก ดังนั้นการคัดเลือกแบคทีเรียที่จะน ามาใชเ้ป็นโพรไบโอติก
ส าหรบัสตัวน์ัน้ไม่ควรมียีนตา้นยาปฏิชีวนะที่สามารถถ่ายทอดได้(26, 27)  

กลไกการดือ้ยาปฏิชีวนะแบ่งออก 2 ประเภท ไดแ้ก่  
1.2.4.1 การดือ้ยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติ  

การดื ้อยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติ ( intrinsic resistance) เป็นลักษณะที่
เกิดขึน้ตามธรรมชาติของแบคทีเรียที่ เป็นโพรไบโอติกบางชนิด  มักจะเป็นลักษณะที่ต้องการ 
เนื่องจากโพรไบโอติกที่มีการดือ้ยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติ จะช่วยฟ้ืนฟูจุลินทรียใ์นล าไสข้องโฮสต์
ในระหว่างหรือหลงัการไดร้บัยาปฏิชีวนะ โดยยีนที่เก่ียวขอ้งกับการดือ้ยาปฏิชีวนะตามธรรมชาติ
จะอยู่บนโครโมโซม ซึ่งจะไม่สามารถถ่ายทอดไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนโดยวิธี horizontal gene 
transfer(28, 29) จึงถือว่า การแสดงออกของการดือ้ยาปฏิชีวนะแบบธรรมชาตินีจ้ะไม่เป็นอนัตรายต่อ
ผู้บริโภค (30) ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะตามธรรมชาตินีจ้ะมีความอนุรกัษ์บนโครโมโซมค่อนข้างสูงจึง
สามารถถ่ายทอดลกัษณะดงักล่าวไปยังแบคทีเรียสายพนัธุเ์ดียวกนัในรุ่นต่อไปได ้(vertical gene 
transfer) และมักพบว่ายีนดือ้ยาปฏิชีวนะตามธรรมชาติที่พบในแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกมกัจะ
พบในแบคทีเรียที่อยู่ในกลุม่ที่คลา้ยคลงึกนั(30, 31) ดงัตาราง 2  

ตาราง 2 การดือ้ยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติที่มกัพบในแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก(32) 
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ตาราง 2 (ต่อ)  
 
 
 

1.2.4.2 การดือ้ยาปฏิชีวนะทีไ่ด้รับมาภายหลัง 
การดื ้อยาปฏิชีวนะที่ได้รับมาภายหลัง (acquired antibiotic resistance) 

เกิดขึน้เมื่อแบคทีเรียที่มีความไวต่อยาปฏิชีวนะมีการกลายพันธุ์ให้ดือ้ยาหรือการได้รับการ
ถ่ายทอดยีนดื ้อยามาจากแบคทีเรียอ่ืนโดยวิธี horizontal gene transfer ผ่านกระบวนการ 
transformation, transduction และ conjugation(33) ท าให้เกิดการแพร่กระจายของเชื ้อดื ้อยา
มากกว่าการดือ้ยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติ ซึ่งคณะกรรมการพิจารณาสารเจือปน ผลิตภัณฑแ์ละ
สารเคมีที่ ใช้ในอาหารสัตว์ (The Panel on Additives and Products or substances used in 
Animal Feed; FEEDAP) ไดก้ าหนดไวว้่า สายพันธุ์ที่ดือ้ยาปฏิชีวนะที่เกิดจากการไดร้บัยีนดื ้อยา
ปฏิชีวนะภายหลัง jumping genes หรือ transposable elements นั้นไม่เป็นที่ยอมรบัในการใช้
ผสมในอาหารสตัว์(34) 

วิธีการตรวจสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะที่เป็นมาตรฐานและเป็นที่ยอมรบั 
ไดแ้ก่ การประเมินค่าความเขม้ขน้ที่ต  ่าที่สดุของยาปฏิชีวนะหรือสารตา้นจุลชีพในหน่วยมิลลิกรมั
ต่อลิตร หรือไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรที่ สามารถยับยั้ง เชื ้อได้ หรือค่า minimum inhibitory 
concentration (MIC)(35) วิธีหนึ่งที่นิยมในการประเมินค่า  MIC เพื่อตรวจสอบความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ คือ Epsilometer test (E-test) วิธีนี ้จะน าแผ่นของยาปฏิชีวนะที่มีการไล่ระดับความ
เขม้ขน้วางลงบนพืน้ผิวของอาหารเลีย้งเชือ้แข็งที่มีเชือ้ที่ตอ้งการตรวจสอบ แผ่นของยาปฏิชีวนะจะ
มีการแพรค่วามเขม้ขน้ของยาปฏิชีวนะลงบนอาหารและยบัยัง้การเจรญิของเชือ้ โดยสามารถหาค่า 
MIC ได้โดยการสังเกตจากปลายของวงรีของแผ่นยาและอ่านค่าความเข้มข้นของยาปฏิชีวนะ
บรเิวณนัน้(36) (ภาพประกอบ 2) ซึ่งเทคนิคนีม้ีความแม่นย าสงูและสามารถท าซ า้ได้(37) 
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ภาพประกอบ 2 การตรวจสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยวิธี Epsilometer test (E-test)(38) 

เท ค นิ ค ใน ร ะ ดั บ โม เล กุ ล  เช่ น  polymerase chain reaction (PCR), 
microarray analysis หรือ whole genome sequencing ได้ถูกน ามาใช้ในการระบุแผนที่ยีน
บริเวณที่ท าใหเ้กิดการดือ้ยาปฏิชีวนะ รวมถึงระบุชนิดของยีนดือ้ยาต่าง ๆ ที่จุลินทรียท์ี่เป็นโพร
ไบโอติกชนิดนั้นต้านทานได้(30) การศึกษาของ Li และคณะ (2018)(39) ได้ท าการประเมินความ
ปลอดภัยของ E. durans KLDS6.0930 ที่มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก โดยวิเคราะหล์  าดับของ
จีโนมทัง้หมดเพื่อวิเคราะหห์ายีนที่เก่ียวขอ้งกบัความปลอดภยั ไดแ้ก่ ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ  ยีนก่อโรค 
ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งสารเมแทบอไลตท์ี่ไม่เหมาะสม โดยการศึกษายีนเหล่านีจ้ะเปรียบเทียบ
กั บ ฐ า น ข้ อ มู ล  comprehensive antibiotic resistance database (CARD; 
http://arpcard.mcmaster.ca/) แ ล ะ  virulence factors database (VFDB; http://www.mgc. 
ac.cn/VFs/main.htm) เพื่อระบุชนิดของยีนดือ้ยาปฏิชีวนะและยีนก่อโรค และระบุกลไกของการ
ดื ้ อ ย า ป ฏิ ชี ว น ะ ที่ ไ ด้ รั บ ม า ภ า ย ห ลั ง  โ ด ย ใ ช้ ฐ า น ข้ อ มู ล  ResFinder 3.0 
(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/) ซึ่งจากการวิเคราะหพ์บว่า จีโนมของ E. durans 
KLDS6.0930 มียีนที่คาดว่าจะเป็นยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ 12 ยีน และไม่พบยีนดือ้ยาปฏิชีวนะที่ไดร้บั
มาภายหลงัจากการถ่ายทอดแบบ horizontal gene transfer ไม่พบยีนก่อโรคและยีนที่เก่ียวขอ้ง
กับการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง และไม่พบยีนที่ใชส้รา้งสารเมแทบอไลทท์ี่ไม่เหมาะสมอีกด้วย 
ดังนั้นในงานวิจัยนีจ้ึงสรุปไว้ว่า E. durans KLDS6.0930 สามารถใช้เป็นโพรไบโอติกที่มีความ
ปลอดภัยในมนุษย์และสัตว์ นอกจากนี ้จากการศึกษาของ Ghattargi และคณะ (2018)(40) ได้
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ศึกษายีนดือ้ยาปฏิชีวนะของ E. faecium 17OM39 โดยการศึกษาล าดับของจีโนมทั้งหมด ซึ่ง
พบว่า E. faecium 17OM39 ไม่มียีนดือ้ยา vancomycin และ tetracycline นอกจากนีย้ังพบว่า
จีโนมของ E. faecium 17OM39 มีความเสถียร เนื่องจากไม่พบสว่นของ transposable elements 
อีกดว้ย 

1.2.5 ความสามารถในการสร้างสารเมแทบอไลตท์ีเ่ป็นประโยชน ์
ความสามารถในการสรา้งสารเมแทบอไลต์ที่เป็นประโยชน์หรือการสรา้งสาร

ยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคต่าง ๆ ของแบคทีเรียโพรไบโอติก ถือเป็นอีกหนึ่งปัจจัยที่ส  าคัญในการ
คดัเลือกโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพ โดยตวัอย่างของสารสารเมแทบอไลตท่ี์มีฤทธิ์ยบัยัง้จลุินทรีย์
ก่อโรคที่โพรไบโอติกสรา้งขึน้ ได้แก่ กรดอินทรีย์  ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ และแบคเทอริโอซิน  
เป็นตน้(41) ซึ่งฤทธิ์การยบัยัง้จลุินทรียก์่อโรคจะแตกต่างกนัขึน้อยู่กบัแต่ละสายพนัธุข์องโพรไบโอติก  

1.2.5.1 กรดอินทรีย ์
กรดอินทรีย ์เช่น กรดแลคติก ถือเป็นสารเมแทบอไลตห์ลักที่แบคทีเรียกรด                

แลคติกผลิตขึน้ นอกจากนี ้แบคทีเรียกรดแลคติกในกลุ่มของ heterofermentative ยงัสามารถผลิต
กรดแอซีติกไดน้อกเหนือจากกรดแลคติก โดยการผลิตและสะสมกรดทัง้สองชนิดนีท้  าใหส้ภาวะ
แวดลอ้มในล าไสม้ีความเป็นกรดที่มากขึน้ ซึ่งมีผลในการยับยัง้จุลินทรียก์่อโรคทัง้แบคทีเรียแกรม
บวกและแบคทีเรียแกรมลบแบบไม่จ าเพาะ โดยกรดแลคติกและกรดแอซีติกจะสามารถผ่านเยื่อหุม้
เซลลข์องจุลินทรียเ์ขา้ไปภายใน cytoplasm ของเซลล ์ซึ่งภายใน cytoplasm จะมีค่า pH ที่สงูกว่า
ค่า pKa (ค่าคงที่การแตกตัวของกรดอ่อน) มีผลท าใหก้รดแลคติกและกรดแอซีติกแตกตัวและได้
เป็นไฮโดรเจนไอออน (H+) (ภาพประกอบ 3) ซึ่งจะไปรบกวนการท างานของระบบเมแทบอลิซึมที่
จ  า เป็ น ของจุ ลิ น ท รีย์ ก่ อ โรค  เช่ น  proton motive force, oxidative phosphorylation แ ล ะ 
substrate translocation 
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ภาพประกอบ 3 กลไกการออกฤทธิ์ยบัยัง้จลุินทรียก่์อโรคของกรดอินทรียท่ี์ผลิตขึน้จาก 
แบคทีเรียกรดแลคติก(42) 

1.2.5.2 แบคเทอริโอซิน 
แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) เป็นสารประเภทเปปไทดห์รือโปรตีนท่ีมีฤทธิ์

ในการยับยั้งจุลินทรีย์ก่อโรคที่ค่อนข้างจ าเพาะกว่ายาปฏิชีวนะ โดยแบคเทอริโอซินส่วนใหญ่
ยกเวน้ nisin จะมีผลในการยบัยัง้จุลินทรียส์ายพันธุท์ี่ใกลเ้คียงกนั กลไกการยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรค
ของแบคเทอริโอซินมกัจะออกฤทธิ์ท่ีบริเวณเยื่อหุม้เซลลข์องจุลินทรียเ์ป้าหมาย โดยจะไปรบกวน
กระบวนการ proton motive force ก่อใหเ้กิดรูบนเยื่อหุม้เซลล ์ส่งผลใหเ้กิดการสูญเสียพลงังาน
และเกิดการรั่วไหลของไอออน ท าใหเ้ซลลเ์กิดการตายในที่สดุ (43) ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกบางสาย
พันธุ์จะสามารถผลิตแบคเทอริโอซินไดเ้พียงชนิดเดียว ในขณะที่บางสายพันธุ์สามารถผลิตแบ
คเทอริโอซินได้มากกว่า 1 ชนิด โดยตัวอย่างของแบคเทอริโอซินที่มีการน ามาใชใ้นอาหาร เช่น 
nisin และ pediocin เป็นต้น (44) โดยมีการศึกษาจ านวนมากได้รายงานว่า  แบคเทอริโอซินที่ถูก
สรา้งจากแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีถูกน าไปใชใ้นอาหาร แสดงฤทธิ์การยบัยัง้แบคทีเรียในกลุ่มแกรม
บวกที่มกัก่อโรคในอาหาร เช่น Listeria(45)  

1.2.5.3 ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ 
แบคทีเรียกรดแลคติกจะสามารถสรา้งไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์(hydrogen 

peroxide; H2O2) ในสภาวะที่มีออกซิเจน ผ่านกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนผ่านเอนไซมฟ์ลาวิน 
ซึ่งไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซดเ์ป็นตัวออกซิไดซท์ี่มีความรุนแรง และส่งผลต่อชัน้ไขมันในของเยื่อหุม้



 17 
 

 

เซลล์ โมเลกุลของโปรตีน รวมถึงโครงสรา้งของกรดนิวคลิอิก ซึ่งท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
โครงสรา้งและไม่สามารถท างานได ้ส่งผลใหเ้ซลลแ์บคทีเรียตายในที่สุด (46) ทั้งนีไ้ฮโดรเจนเปอร์
ออกไซดม์ีฤทธิ์ยบัยัง้ไดท้ัง้ยีสต ์แบคทีเรียในกลุม่แกรมบวก และแบคทีเรียในกลุม่แกรมลบ(43) 

1.2.5.4 Exopolysaccharide 
Exopolysaccharide ที่ผิวเซลลข์องแบคทีเรียในกลุ่ม lactobacilli ส่วนใหญ่

จะประกอบด้วย heteropolysaccharide ที่ประกอบด้วยน า้ตาลชนิดต่าง ๆ เช่น D-glucose, D 
galactose แ ล ะ  L-rhamnose ซึ่ ง ใน บ า ง ก ร ณี ยั ง มี  N-acetylglucosamine (GlcNAc), N- 
acetylgalactosamine (GalNAc) หรือกรดกลูโคโรนิก (GlcA) เป็นองค์ประกอบด้วย (47) โดย
exopolysaccharide มีส่วนช่วยในการยึดเกาะของแบคทีเรียกรดแลคติกกับเยื่อบุผิวล าไส ้
นอกจากนีย้ังช่วยปกป้องเซลลจ์ากสภาวะที่ รุนแรงในกระเพาะอาหาร ส่งผลให้แบคทีเรียกรด               
แลคติกมีการรอดชีวิตเมื่อผ่านกระเพาะอาหารมากขึน้(48) รวมทัง้มีฤทธิ์ในการตา้นอนมุลูอิสระและ
ยงัช่วยในการปกป้องเซลลจ์ากสภาวะเครียดต่าง ๆ เช่น สภาวะ  osmotic shock การท าแหง้ การ
แช่แข็ง สภาวะที่มียาปฏิชีวนะหรือสารเคมีที่รุนแรง นอกจากนี ้exopolysaccharide ที่ผลิตขึน้จาก
แบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดนั้นยังมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียก่์อโรค เช่น Escherichia coli, 
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacillus cereus, 
Salmonella Typhimurium, Shigella sonnei, Shigella flexneri, E. coli O157 แ ล ะ  Pseudomonas 
aeruginosa เป็นตน้(49) 

1.2.5.5 สารต้านอนุมูลอิสระ 
สารอนุมลูอิสระเป็นสารที่มีอิเล็กตรอนโดดเดี่ยวอยู่ในโมเลกุล มีผลท าใหเ้ป็น

สารที่เสถียรและมีความว่องไวต่อการเกิดปฏิกิรยิากบัสารอ่ืน ๆ ซึ่งหากมีการสะสมสารอนุมลูอิสระ
ในปริมาณที่สูงจะส่งผลเสียและก่อใหเ้กิดโรคต่าง ๆ  โดยมีการศึกษาก่อนหน้าที่แสดงใหเ้ห็นว่า
แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกมีคุณสมบัติในการตา้นสารอนุมูลอิสระทั้งในระดับ in vitro และ in 
vivo(50) 

1.2.5.6 การสร้างเอนไซม ์ß-galactosidase 
อาการแพน้ า้ตาลแลคโตสเนื่องจากขาดเอนไซมท์ี่ใชใ้นการย่อยน า้ตาลแลค

โตส อาจใชแ้บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่สามารถสรา้งเอนไซม์ ß-galactosidase ซึ่งมีบทบาท
ส าคัญ ในการย่อยสลายน ้าตาลแลคโตส และสามารถผลิตได้จาก  Lactobacillus และ 
Bifidobacterium บางสายพนัธุ ์  
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1.3 ประโยชนข์องแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติก 
ในปัจจุบันการใช้ยาปฏิชีวนะในการรกัษาโรคต่าง ๆ ท าให้จุลินทรีย์ภายในระบบ

ทางเดินอาหารเสียความสมดุลซึ่งอาจส่งผลใหเ้กิดโรคหรือปัญหาทางดา้นสุขภาพอ่ืน ๆ ตามมา 
ดงันัน้การใชจุ้ลินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกจึงไดร้ับความสนใจเพิ่มมากขึน้ โดยบทบาทที่ส  าคัญของ
โพรไบโอติกนั้นอาจไม่ใช่การรักษาโรคต่าง ๆ แต่เป็นการป้องกันหรือบรรเทาปัญหาทางด้าน
สุขภาพ เช่น การใช้ทดแทนยาปฏิชีวนะในกรณีเป็นโรคท้องร่วงที่ เกิดจากเชือ้ดือ้ยาปฏิชีวนะ  
อาการแพน้ า้ตาลแลคโตส โรคในกลุ่มอาการแพต่้าง ๆ โรคล าไสอ้ักเสบ การติดเชือ้ Helicobacter 
pylori การลดระดับคอเลสเตอรอลในเลือด และยังสามารถช่วยป้องกันการเกิดโรคมะเร็งอีกดว้ย 
ซึ่งในปัจจุบันมีการศึกษากลไกของแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในการส่งเสริมสุขภาพของโฮสต ์
เช่น การสรา้งสารเมแทบอไลต์ต่าง ๆ ออกมายับยั้งการเจริญจุลินทรีย์ก่อโรคอ่ืน ๆ ในระบบ
ทางเดินอาหาร เช่น กรดแลคติก กรดแอซิติก กรดไขมัน ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์แบคเทอริโอซิน 
และอื่น ๆ โดยสารเมแทบอไลตท์ี่เป็นกรดจะท าใหค่้า pH ภายในล าไสน้ัน้ลดลง สง่ผลใหส้ภาวะใน
ล าไสม้ีความเป็นกรด ท าใหส้ภาวะในล าไสไ้ม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียก์่อโรคที่ส่วน
ใหญ่ไม่ทนต่อกรด แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกยงัสามารถป้องกนัการตัง้รกรากของจุลินทรียก์่อโรค
ภายในล าไสข้องโฮสต ์โดยการแก่งแย่งพืน้ที่ผิวยึดเกาะและเพิ่มจ านวนที่บริเวณเยื่อบุผิวล าไส ้ท า
ใหจุ้ลินทรียก์่อโรคไม่สามารถเขา้เกาะและถกูก าจดัออกจากทางเดินอาหาร นอกจากนีแ้บคทีเรียที่
เป็นโพรไบโอติกยงัมีประโยชนด์า้นการกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต ์ดงัรายงานของ Scharek 
และคณะ (2007)(51) พบว่า เมื่อป้อน B. cereus var. toyoi ที่มีคณุสมบติัเป็นโพรไบโอติกใหก้บัแม่
และลกูสกุรพบว่า สามารถกระตุน้การหลั่ง IgA ภายในล าไสไ้ดเ้พิ่มขึน้ มีการสรา้งเยื่อเมือกมากขึน้
เพื่อป้องกันการยึดเกาะของจุลินทรีย์ก่อโรค นอกจากนี ้เมื่อคนหรือสัตว์ได้รบัแบคทีเรียที่ เป็น                 
โพรไบโอติกผ่านทางการกิน อาจเกิดการเหนี่ยวน าให้เกิ ดการสร้าง Interleukin-10, Tumor 
Necrosis Factor (TNF)-alpha, Interferon-gamma ซึ่งการหลั่ ง cytokines เหล่านี ้มีผลในการ
รกัษาระดบัของภมูิคุม้กนัใหอ้ยู่ในสภาวะสมดลุ(52)  

1.4 เกณฑก์ารคัดเลือกและข้อก าหนดส าหรับสายพันธุโ์พรไบโอติก 
องคก์ารอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติและองคก์ารอนามยัโลก (FAO/WHO) 

และหน่วยงานความปลอดภัยดา้นอาหารแห่งสหภาพยุโรป (European Food Safety Authority; 
EFSA) ไดก้ าหนดเกณฑก์ารคัดเลือกสายพันธุ์ที่เป็นโพรไบโอติกในดา้นคุณสมบัติต่าง ๆ ความ
ปลอดภัยและการน าไปใชเ้ป็นประโยชน์ทางเทคโนโลยี โดยโพรไบโอติกจะตอ้งมีคุณสมบติัตามที่
กล่าวไปขา้งตน้ อาทิเช่น โพรไบโอติกตอ้งสามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหาร สามารถยึด
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เกาะและเพิ่มจ านวนกบัเซลลเ์ยื่อบุผิวล าไสข้องโฮสต ์สามารถสรา้งสารยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรคอ่ืน ๆ 
ภายในล าไสไ้ด ้และโพรไบโอติกที่จะน ามาใชต้อ้งเป็นสายพันธุ์ที่มีความปลอดภัย โดยตอ้งเป็น
สายพันธุ ์ที่คัดแยกจากมนุษยห์รือสัตวท์ี่มีสุขภาพดี และโพรไบโอติกสายพันธุ์ที่จะน ามาใช้
ค ว ร เ ป็ น ส า ย พั น ธุ์ ที่ มี แ ห ล่ ง ก า เนิ ด เ ดี ย ว กั บ โ ฮ ส ต์  เนื่ อ ง จ า ก โพ ร ไ บ โอ ติ ก  
แต่ละสายพันธุ์จะก่อให้เกิดประโยชน์ในโฮสต์ที่จ  าเพาะ ดังนั้นโพรไบโอติกที่จะน ามาใช้ใน
ผลิตภัณฑ์อาหารสัตวจ์ึงควรถูกคัดเลือกใหเ้หมาะสมกับสัตวใ์นแต่ละสายพันธุ์ใหม้ากที่สุด ซึ่ง
จ าเป็นตอ้งมีการระบลุกัษณะทางฟีโนไทป์และลกัษณะทางจีโนไทป์ที่แม่นย า ไม่มีบรเิวณของยีนที่
เก่ียวขอ้งกับการก่อให้เกิดโรคหรือการสรา้งสารพิษ รวมทั้งตอ้งไม่พบบริเวณของยีนที่ดือ้ต่อยา
ปฏิชีวนะที่สามารถถ่ายทอดไดอี้กดว้ย นอกจากนีใ้นดา้นการน าไปใชเ้ป็นประโยชนท์างเทคโนโลยี 
แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่ถูกเติมลงในอาหารสัตวค์วรทนต่ออุณหภูมิและความดันที่ใช้ใน
กระบวนการผลิตทางการค้า มีความเสถียรหรือมีกิจกรรมในการสรา้งสารเมแทบอไลต์ที่ เป็น
ประโยชนท์ี่สงู เช่น ยงัคงความสามารถในการสรา้งเอนไซมห์รือสารยบัยัง้จุลินทรีย ์สามารถขยาย
การผลิตหวัเชือ้ไดง้่าย มีอตัราการรอดชีวิตสงูในระหว่างการจดัการและจดัเก็บ มีความเสถียรทาง
พนัธุกรรม และมีความตา้นทานต่อการติดเชือ้ของไวรสัที่จ  าเพาะต่อแบคทีเรีย(1) 

1.5 การน าแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกมาใช้ในสัตว ์
ในปัจจุบันการใช้แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในอาหารสัตวเ์ป็นที่นิยมมากขึน้เพื่อ

สง่เสรมิสขุภาพของสตัว ์และเพื่อป้องกนัปัญหาทางดา้นสขุภาพต่าง ๆ โดยสขุภาพที่ดีของสตัวน์ัน้
จะขึน้อยู่กบัจุลินทรียภ์ายในล าไสเ้ช่นเดียวกบัมนุษย ์การผสมจลุินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกในอาหาร
สัตวโ์ดยตรงหรือใชใ้นรูปของอาหารเสริมจะช่วยในการรกัษาสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้ และ
ป้องกันเชือ้ก่อโรคในล าไส ้นอกจากนีจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกเหล่านีย้ังช่วยในการผลิตวิตามิน สาร
ยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรคต่าง ๆ และช่วยในการย่อยและดูดซึมสารอาหารต่าง ๆ อีกดว้ย(53) ซึ่งการน า
โพรไบโอติกมาใชใ้นอาหารสัตวน์ีอ้าจใชใ้นรูปสายพันธุ์เด่ียวหรือสายพันธุ์ผสม โดยผลิตภัณฑ ์            
โพรไบโอติกที่ให้กับสัตว์อาจอยู่ในรูปของผง น ้า แคปซูล และเจลหรือเพสท์ (paste) เป็นต้น 
ตวัอย่างรายงานการน าแบคทีเรียโพรไบโอติกไปใชใ้นสตัวม์ีดงันี ้

Nikoskelainen และคณะ (2001)(54) รายงานว่า หลังจากป้อน L. rhamnosus 
ATCC 53103 ใหแ้ก่ปลา Rainbow trout ซึ่งถูกท าใหติ้ดเชือ้ดว้ย Aeromonas salmonicida ssp. 
salmonicida พบว่า ปลามีอัตราการตายที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุม่ควบคมุที่ไม่มีการปอ้นเชือ้ L. rhamnosus ATCC 53103   
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กีรวิชญ์ เพชรจุล และ ทัศพร เครือศรี (2559)(55) ศึกษาผลของการเสริมโพรไบโอติก
และอีเอ็มต่ออตัราการเจริญ อัตราการรอดชีวิต และอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ของปลาหมอ
ไทยที่เลีย้งในกระชงั พบว่า ปลาหมอไทยที่ไดร้บัอาหารส าเรจ็รูปโปรตีน 32 เปอรเ์ซ็นต ์ที่มีการผสม
โพรไบโอติกจะมีอตัราการรอดตายสงูจากการตายโดยธรรมชาติ และมีอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็น
เนือ้ที่ดีกว่าปลาหมอไทยในชุดควบคุมที่ไดร้บัอาหารส าเร็จรูปโปรตีน 32 เปอรเ์ซ็นตท์ี่ไม่มีการเติม
โพรไบโอติก ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่า การผสมโพรไบโอติกกบัอาหารส าเร็จรูปสามารถน ามาใชเ้ลีย้งเพื่อ
เพิ่มอตัราการรอดชีวิตและเพิ่มอตัราการแลกเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ของปลาหมอไทยได ้

สมศักดิ์ อยู่บริบูรณ์และคณะ (2564)(56) ศึกษาผลของการเสริมแบคทีเรียที่เป็นโพร
ไบโอติก 4 สายพันธุ์ ไดแ้ก่ L. casei TISTR 390, L. plantarum TISTR 541, L. curvatus TISTR 
938 และ L. acidophilus TISTR 2365 ลงในอาหารเลีย้งผึง้ Apis mellifera และศึกษาผลต่อการ
สรา้งสเปิรม์ของผึง้ พบว่า ผึง้ตวัผูท้ี่ไดร้บัอาหารที่เสริมโพรไบโอติกมีการสรา้งสเปิรม์สงูกว่าผึง้ตวัผู้
ที่ เลีย้งด้วยอาหารตามธรรมชาติ และผึง้ที่ เลีย้งในอาหารที่ไม่มีการผสมโพรไบโอติกอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ   

ชาญวิทย์ สุวรรณ์ และ ชนกันต์ จิตมนัส (2563)(57) ได้ศึกษาถึงการใช้ผลิตภัณฑ์
อาหารส าเร็จรูปที่มีการผสมแบคที เรียที่ เป็นโพรไบโอติก ได้แก่ B. subtilis ในการเร่งการ
เจรญิเติบโตและเสริมภมูิคุม้กนัของปลานิลในบ่อดิน พบว่า ปลานิลที่ไดร้บัอาหารเสริมโพรไบโอติก 
มีน า้หนักที่เพิ่มขึน้ รวมทั้งมีน า้หนักสุดทา้ย และอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงกว่าปลานิลที่
ไม่ไดร้บัอาหารเสริมโพรไบโอติก และผลของการเสริมภูมิคุม้กนัของปลานิลพบว่า ปลานิลที่ไดร้บั
อาหารเสริมโพรไบโอติก มีค่าการจบักินสิ่งแปลกปลอมของเม็ดเลือดขาวสงูกว่าชุดควบคมุอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ  

1.5.1 การน าแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกมาใช้กับสัตวใ์นฟารม์และปศุสัตว ์
สตัวท์ี่ถูกเลีย้งในฟารม์จะเผชิญกบัความเครียดที่เกิดจากสิ่งแวดลอ้ม เช่น วิธีการ

เลีย้ง การจดัการฟารม์ หรือองคป์ระกอบของอาหาร อาทิเช่น การเติมสารปฏิชีวนะหรือสารเร่งการ
เจรญิลงในอาหาร ซึ่งปัจจยัเหล่านีอ้าจท าใหเ้กิดการเสียสมดลุของจุลินทรียใ์นล าไส ้ท าใหเ้กิดการ
พฒันาของจุลินทรียใ์หม้ีการดือ้ต่อยาปฏิชีวนะมากขึน้  และส่งผลใหเ้กิดอาการแพห้รือโรคต่าง ๆ 
ได้(58) ซึ่งมีการศึกษาจ านวนมากที่ยืนยันว่าการเสริมจุลินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกในอาหารสตัวน์ัน้
ส่งผลใหเ้กิดความสมดลุของจุลินทรียใ์นล าไส ้รวมถึงการใหโ้พรไบโอติกในปริมาณที่เหมาะสมทัง้
สายพันธุเ์ด่ียว หรือสายพันธุ์ผสมนัน้ มีผลอย่างมากต่อการดูดซึมสารอาหาร น า้หนักตัวโดยรวม
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ของสัตว ์รวมทั้งยังมีผลต่อปริมาณและคุณภาพของนม เนือ้สัตว์ และไข่ที่ดีขึน้ (59) ดังรายงาน
ต่อไปนี ้

Bohmer และคณะ (2006) (60) ได้ศึกษาถึงการเติมโพรไบโอติกสายพันธุ ์                      
E. faecium DSM 7134 ลงในอาหารของแม่สุกร 33 ตัว ระหว่างวันที่ 90 ของการตั้งทอ้ง จนถึง
วนัที่ 28 ของการใหน้ม พบว่า แม่สุกรที่ไดร้บัอาหารที่มีการเติมโพรไบโอติกมีการบริโภคอาหารที่
มากขึน้ รวมถึงขนาดตัวของลูกสุกร น า้หนักของแม่และลูกสุกรสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
โดยน า้หนักตัวของแม่สุกรในวันที่ 28 ของการใหน้มสูงกว่าแม่สุกรที่ไม่ไดร้บัอาหารเสริมโพรไบโอ
ติก 11 กิโลกรมั  

Mountzouris และคณะ (2007)(61) ไดศ้ึกษาประสิทธิภาพของการใชแ้บคทีเรียที่
เป็นโพรไบโอติกสายพันธุ์ผสมที่ถูกเติมลงในอาหารและน า้ในการเลีย้งไก่เนือ้ 400 ตัว โดยมีการ
เติมโพรไบโอติกสายพนัธุต่์าง ๆ รว่มกนั ดงันี ้L. reuteri, E. faecium และ P. acidilactici ที่แยกได้
จากระบบทางเดินอาหารของไก่ที่มีสุขภาพดี เปรียบเทียบกบัอาหารไก่ที่มีการเติมยา avilamycin 
และกลุ่มควบคุม คือ อาหารไก่ที่ไม่มีการเติมโพรไบโอติกและยา avilamycin พบว่า ไก่ที่ได้รบั
อาหารและน ้าที่มีการเติมโพรไบโอติกสายพันธุ์ผสม และไก่ที่ ได้รับอาหารที่มีการเติมยา 
avilamycin มีน ้าหนักตัวเพิ่มขึน้มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับไก่ที่ได้รบัอาหารในกลุ่มควบคุม 
นอกจากนีย้ังไดท้ าการประเมินระบบนิเวศของจุลินทรียใ์นล าไสข้องไก่เนือ้ พบว่าเมื่อการทดลอง
สิน้สุดลง ไก่เนือ้ที่ไดร้บัอาหารและน า้ที่มีการเติมโพรไบโอติก ตรวจพบจุลินทรียโ์พรไบโอติกใน
ล าไส ้ไดแ้ก่ Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. สงูกว่ากลุ่มควบคมุและกลุ่มที่ไดร้บั
อาหารไก่ที่มีการเติม avilamycin และยังพบ fatty acids และกิจกรรมของเอนไซม์ที่ เกิดจาก
แบคที เรียที่ เป็นโพรไบโอติก ได้แก่  α-galactosidase, β-galactosidase, α-glucosidase, β-
glucosidase และ β-glucuronidase ในระดบัสงูอีกดว้ย ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการเสรมิอาหารไก่ดว้ย
โพรไบโอติก สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของไก่ และสามารถปรบัปรุงสมดลุของจุลินทรียใ์น
ล าไสไ้ดอี้กดว้ย  

Haddadin และคณะ (2018)(62) ไดศ้ึกษาผลของการเติมแบคทีเรียโพรไบโอติก 
L. acidophilus ความเข้มข้น 4×106 CFU/g ของอาหารไก่ โดยท าการป้อนให้ไก่เป็นเวลา 48 
สปัดาห ์พบว่า ผลผลิตและคุณภาพของไข่เพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคมุ นอกจากนีย้งัพบระดบัคอเลสเตอรอลในไข่แดงที่ลดลงในไก่ที่เลีย้งดว้ยอาหารที่มีการ
ผสมโพรไบโอติก 
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1.5.2 การน าแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกมาใช้กับสัตวเ์ลีย้ง 
สัตว์เลีย้งโดยเฉพาะสุนัขหรือแมวมักประสบปัญหาความผิดปกติของระบบ

ทางเดินอาหาร เช่น อาการท้องร่วงฉับพลันหรือเรือ้รงั ล  าไส้อักเสบ เบื่ออาหาร รวมทั้งอาการ
อาเจียน การประยุกตใ์ชจ้ลุินทรียโ์พรไบโอติกในสตัวเ์ลีย้งเหลา่นีใ้หม้ีประสิทธิภาพมากที่สดุ ควรใช้
จุลินทรียโ์พรไบโอติกที่แยกมาจากโฮสตเ์ดียวกัน แต่อย่างไรก็ตาม โพรไบโอติกที่ใชใ้นเชิงพาณิชย์
ส  าหรบัสตัวเ์ลีย้ง เช่น สนุัข ไม่ไดม้ีแหล่งก าเนิดมาจากสุนขั ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการน าไปใช้
ลดลง โดยไดม้ีงานวิจัยที่น าโพรไบโอติกที่แยกจากล าไสห้รืออุจจาระของสุนัขที่มีสุขภาพดี เพื่อ
น ามาประยกุตใ์ชเ้ป็นอาหารเสรมิโพรไบโอติกส าหรบัสนุขั ดงันี ้

O’Mahony และคณะ (2009)(63) ไดแ้ยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากทางเดินอาหาร
ของสุนัขที่มีสุขภาพดีและทดสอบคุณสมบติัความเป็นโพรไบโอติกในระดับ in vitro และ in vivo 
ภายใต้สมมติฐานที่ว่า การแยกและคัดเลือก lactobacilli และ bifidobacteria ที่ยึดเกาะใน
ทางเดินอาหารของสุนัขสุขภาพดีจะท าใหไ้ดส้ายพันธุ์ที่สามารถน าไปใชส้  าหรบัสุนัขได ้ซึ่งพบว่า   
B. animalis  AHC7 สามารถยึดเกาะกับเซลลเ์ยื่อบุผิวล าไส้ได้ดี มีอัตราการรอดชีวิตในระบบ
ทางเดินอาหารที่สูง และสามารถยับยัง้และลดการติดเชือ้ S. Typhimurium ไดอ้ย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม และเมื่อน าไปทดสอบในสุนัขพบว่า เมื่อสุนัขบริโภค  B. 
animalis AHC7 สามารถลดการติดเชือ้ในกลุม่ของ Clostridia โดยเฉพาะ C. difficile ได ้

Kumar และคณะ (2017)(64) ไดค้ดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้หมด 9 สายพนัธุ ์
จากอจุจาระของสนุขั พบว่า L. johnsonii cPRO23 มีคณุสมบติัในการเป็นโพรไบโอติก จากนัน้ได้
น าโพรไบโอติกที่ได้มาผสมลงในอาหารสุนัขลาบาดอรท์ี่โตเต็มวัย 15 ตัว เป็นเวลา 9 สัปดาห ์
พบว่า ความเขม้ขน้แอมโมเนียในอจุจาระของสุนขัที่ไดร้บัโพรไบโอติกลดลง แต่มีความเขม้ขน้ของ 
acetate, butyrate และ lactate ที่สูงขึ ้น และยังพบว่าสุนัขที่มีการกินโพรไบโอติกจะมีการ
ตอบสนองของภูมิคุม้กันที่อาศัยเซลล ์(cell-mediated immune response) เพิ่มขึน้เมื่อเทียบกับ
สนุขัที่ไดร้บัโพรไบโอติกที่มาจากผลิตภณัฑน์ม และกลุม่ที่ไม่ไดร้บัโพรไบโอติก 

อย่างไรก็ตาม ในประเทศไทยยังมีการศึกษาการน าโพรไบโอติกที่แยกจากล าไส้
หรืออุจจาระของสุนัขที่มีสุขภาพดีส าหรบัมาประยุกตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมของสุนัขน้อยมาก โดย
สนุัขในแต่ละพืน้ที่ย่อมที่จะมีโภชนาการที่แตกต่างกันตามอาหารที่ได้รบั การคดัแยกจุลินทรียท์ี่มี
คณุสมบติัเป็นโพรไบโอติกในแต่ละพืน้ที่จึงเป็นสิ่งจ าเป็น และสามารถน าไปใชไ้ดก้ับสนุัขในพืน้ที่
นัน้ ๆ(65) ซึ่งนอกจากจะเกิดประโยชนก์บัสนุขัดงัที่กลา่วมาแลว้ จลุินทรียด์งักลา่วยงัสามารถอยู่รอด
ไดใ้นทางเดินอาหารของสนุขัในประเทศไทยอย่างแทจ้รงิ 
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2. การห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติก 
ในปัจจุบันโพรไบโอติกไดถู้กน ามาประยุกตใ์ชเ้ป็นอาหารเสริมของทั้งคนและสัตว์  แต่

อย่างไรก็ตามส่วนส าคัญที่ สุดที่ โพรไบโอติกจะช่วยส่งเสริมสุขภาพของโฮสต์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพนั้นจ าเป็นต้องมีจ านวนของเซลลโ์พรไบโอติกในปริมาณที่มากพอเมื่อถึงบริเวณ
เป้าหมาย เช่น บริเวณล าไสข้องโฮสต์ นอกจากนีโ้พรไบโอติกจะตอ้งสามารถรอดชีวิตในสภาวะ
ต่าง ๆ ที่ไม่เหมาะสมในระหว่างกระบวนการผลิต รวมถึงสภาวะที่รุนแรงในระบบทางเดินอาหาร
ของโฮสต ์ดงันัน้จึงมีการศกึษาวิธีการที่ช่วยปกป้องและเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกเมื่อ
ผ่านสภาวะที่ไม่เหมาะสมดงักลา่ว โดยวิธีการไมโครเอนแคปซูเลชนั (microencapsulation) ไดถู้ก
น ามาใชเ้ป็นทางเลือกหนึ่งมาใชเ้พื่อปรบัปรุงการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 

2.1 ความหมายและวัตถุประสงคข์องวิธีการไมโครเอนแคปซูเลชัน 
การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกโดยใชว้ิธีไมโครเอนแคปซูเลชัน เป็นกระบวนการห่อหุม้

เซลล์โพรไบโอติกร่วมกับเมทริกซ์ (matrix) หรือสารที่ใช้ในการห่อหุ้มที่สามารถปกป้องเซลล  ์               
โพรไบโอติกจากสภาวะแวดล้อมที่ไม่ เหมาะสม ได้เป็นไมโครแคปซูล  (microcapsule) และ
สามารถควบคุมการปลดปล่อยไมโครแคปซูลได้ในสภาวะที่ต้องการ (66) โดยการห่อหุ้มเซลล ์                  
โพรไบโอติกโดยวิธีไมโครเอนแคปซูเลชนั มีวตัถุประสงคเ์พื่อปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกจากสภาวะที่
ไม่เหมาะสมในระบบทางเดินอาหาร รวมถึงสภาวะในระหว่างกระบวนการผลิต และการเก็บรกัษา
ผลิตภณัฑ ์แต่จะตอ้งสามารถปลดปลอ่ยเซลลโ์พรไบโอติกเมื่อเขา้สูล่  าไสข้องโฮสต ์

2.2 วิธีการไมโครเอนแคปซูเลชันประเภทต่าง ๆ  
วิธีการไมโครเอนแคปซูเลชันที่ใช้ในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกแบ่งออกเป็น 3 

ประเภทหลัก ไดแ้ก่ เอกซท์รูชัน (extrusion) อิมัลชัน (emulsion) และการท าใหแ้ห้งโดยการพ่น
ฝอย (spray drying) ซึ่งไมโครแคปซูลที่ห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกส่วนใหญ่ที่น าไปประยุกตใ์ชใ้น
ผลิตภณัฑน์มนัน้สว่นใหญ่ผลิตขึน้โดยใชเ้ทคนิคเอกซท์รูชนั และอิมลัชนั(67)  

2.2.1 เอกซท์รูชัน 
วิธีเอกซท์รูชัน จะเริ่มจากการเตรียมสารละลายไฮโดรคอลลอยด ์หรือเมทริกซท์ี่

ใช้ในการห่อหุ้ม จากนั้นจะมีการเติมสารแขวนลอยจุลินทรีย์เขม้ข้นลงไปในสารละลายไฮโดร
คอลลอยดท์ี่เตรียมไว ้จากนัน้ท าการหยดสารผสมของเซลลแ์ละไฮโดรคอลลอยดผ์่านหวัฉีดลงไป
ในสารละลายที่ ท าให้เกิดการแข็งตัว  ซึ่ งจะได้เป็น เม็ดไมโครแคปซูลขนาดเล็กเกิดขึ ้น 
(ภาพประกอบ 4) โดยการห่อหุม้ที่ใชว้ิธีเอกซท์รูชันนีน้ิยมใชโ้ซเดียมอัลจิเนต (sodium-alginate) 
เป็นสารไฮโดรคอลลอยดห์รือสารห่อหุม้ซึ่งจะถูกหยดลงสู่สารละลายแคลเซียมคลอไรด ์(calcium 
chloride) ซึ่งจะเกิดเป็นไมโครแคปซูลแคลเซียมอัลจิเนตเกิดขึน้ โดยขนาดของไมโครแคปซูลที่ได้
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จากวิธีการนีจ้ะขึน้อยู่กบัเสน้ผ่านศนูยก์ลางของหวัฉีด ระยะห่างระหว่างหวัฉีดและสารละลายท่ีท า
ใหเ้กิดการแข็งตัว และความหนืดของส่วนผสมเซลลไ์ฮโดรคอลลอยด ์ซึ่งวิธีเอกซท์รูชันนีเ้ป็นวิธีที่
สามารถท าไดง้่าย ไม่ซบัซอ้น ตน้ทุนต ่าและมีสภาวะในการห่อหุม้ที่ไม่รุนแรง จึงไม่ส่งผลต่อการมี
ชีวิตของเซลลโ์พรไบโอติก ดังนั้นจึงมีการใชว้ิธีนีใ้นการศึกษาการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกอย่าง

แพรห่ลาย ถึงแมว้่าขนาดของไมโครแคปซูลที่ไดจ้ากวิธีนีจ้ะมีขนาดใหญ่อยู่ในช่วง 0.5-3 มิลลิเมตร 
ก็ตาม(67) 
 

ภาพประกอบ 4 การห่อหุม้โดยใชว้ิธีเอกซท์รูชนั(67) 

2.2.2 อิมัลชัน  
วิธีอิมลัชนัจะใชส้ารไฮโดรคอลลอยดใ์นการห่อหุม้เช่นเดียวกบัวิธีเอกซท์รูชนั โดย

วิธีนีจ้ะอาศยัความสมัพันธ์ของเฟสไม่ต่อเนื่องและเฟสต่อเนื่อง ซึ่งสารผสมระหว่างเซลลแ์ละสาร
ไฮโดรคอลลอยดป์ริมาณเล็กน้อยจะถูกท าใหเ้ป็นอิมัลชันก่อน จากนั้นจะถูกเติมลงในน า้มันพืช 
เช่น น ้ามันถั่ วเหลือง น ้ามันข้าวฟ่าง น ้ามันดอกทานตะวัน หรือ light paraffin oil ที่มีปริมาณ
มากกว่า และจะถูกกวนเบา ๆ จนเกิดอิมัลชันในน า้มันอยู่ในรูปของ water-in-oil emulsion เสร็จ
แล้วจึงเติมสารละลายที่ท าให้เจลแข็งตัว เช่น แคลเซียมคลอไรด์ ท าให้เกิดเป็นเม็ดไฮโดร
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คอลลอยด ์(hydrocolloid droplets) (ภาพประกอบ 5) ซึ่งในการควบคุมขนาดของไมโครแคปซูล
นัน้จะขึน้อยู่กับความเร็วในการกวน และความเขม้ขน้และความหนืดระหว่างเฟสไม่ต่อเนื่องและ
เฟสต่อเนื่อง วิธีนีเ้ป็นวิธีที่ง่ายต่อการผลิตไมโครแคปซูลขนาดเล็กเมื่อเปรียบเทียบกบัวิธีเอกซท์รูชนั 
แต่อย่างไรก็ตาม วิธีอิมัลชันเป็นวิธีที่มีตน้ทุนที่สูงกว่าวิธีเอกซท์รูชัน นอกจากนีข้นาดและรูปร่าง
ของ   ไมโครแคปซูลจะมีความไม่สม ่าเสมอ และควบคุมใหอ้ยู่ในสภาวะปลอดเชือ้ไดย้าก รวมถึง
บางครั้งอาจไม่เหมาะส าหรับการน าไปใช้ในการผลิตผลิตภัณฑ์อาหารหรือนมที่มีไขมัน ต ่า 
เนื่องจากอาจมีการตกคา้งของน า้มันที่ใชใ้นกระบวนการห่อหุม้ และอาจส่งผลต่อรสสัมผัสของ
อาหารอีกดว้ย(67-69) 

 

ภาพประกอบ 5 การห่อหุม้โดยใชว้ิธีอิมลัชนั(67) 

2.3 ไฮโดรคอลลอยดท์ี่ใช้ห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติก 
ในกระบวนการการห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกนั้นสามารถใช้ไฮโดรคอลลอยด์ที่เป็น                

พอลิเมอรท์างชีวภาพที่มีความเสถียร สามารถปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกไดดี้ ไม่เป็นพิษต่อเซลล ์
ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ และไม่ต้องใช้ตัวท าละลายอินทรีย์ในการเตรียมไมโครแคปซูล ซึ่ง
ตวัอย่างของพอลิเมอรท์ี่มีการใชส้  าหรบัการห่อหุม้ ไดแ้ก่ พอลิแซ็กคาไรด ์เช่น อลัจิเนต ไคโตซาน 
gellan gum, xanthan gum หรือโปรตีน เช่น เคซีน โปรตีนเวย์ และผลิตภัณฑ์ที่มีทั้งเคซีนและ
โปรตีนเวย ์เป็นตน้ อย่างไรก็ตาม นอกจากคณุสมบติัดังกล่าวของการเลือกพอลิเมอรท์ี่เหมาะสม
ส าหรบัห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกดังที่กล่าวมาข้างต้นแล้ว การค านึงถึงลักษณะของผลิตภัณฑ์
สุดท้ายของไมโครแคปซูลที่จะน าไปใช้นั้นก็เป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญในการคัดเลือกพอลิเมอร์
ห่อหุม้ที่เหมาะสมอีกดว้ย 



 26 
 

 

2.3.1 การห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต  
อลัจิเนตจดัเป็นสารพอลิแซ็กคาไรดส์ายตรงที่สามารถสกดัไดจ้ากสาหร่ายชนิด

ต่าง ๆ เช่น สาหร่ายสีน ้าตาล เป็นต้น ประกอบด้วยโครงสรา้งของ β-D-mannuronic (M) และ  
α-L-guluronic acid (G) ส าหรับในการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก จะนิยมใช้อัลจิเนตในรูปของ
แคลเซียมอัลจิเนตที่ความเขม้ขน้ 0.5-4 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) เนื่องจากไม่มีความเป็นพิษ 
และผ่านการยอมรับโดยองค์การอาหารและยาว่าสามารถใช้ในการเติมลงในอาหารได้อย่าง
ปลอดภยั (Generally recognized as safe: GRAS) มีความเขา้กันไดก้บัเซลลแ์บคทีเรีย มีตน้ทุน
ต ่า ใชส้ภาวะในการเกิดเจลที่ไม่รุนแรง และสามารถปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ภายในล าไสไ้ด ้
ซึ่งอลัจิเนตจะสามารถเกิดเป็นไฮโดรเจล (hydrogel) เมื่อสมัผสักบัโลหะไดวาเลนต ์เช่น แคลเซียม 
แคดเมียม หรือสงักะสี เป็นตน้(70) ท าใหเ้กิดโครงสรา้งที่เรียกว่า egg box model ซึ่งเป็นการเชื่อม

กนัระหว่างโลหะไดวาเลนต ์และหมู่คารบ์อกซิลของ α-L-guluronic acid 4 ตวั(71) (ภาพประกอบ 
6) 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของอลัจิเนตและการเกิดไฮโดรเจลของแคลเซียมอลัจิเนต(72) 
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แต่อย่างไรก็ตามการใชอ้ลัจิเนตในการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกก็ยงัมีขอ้เสีย เช่น 
ไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนตเป็นวสัดุห่อหุม้มีความไวต่อสภาวะที่มีความเป็นกรดสงู เช่น สภาวะใน
กระเพาะอาหารของโฮสต์ นอกจากนี ้พื ้นผิวของไมโครแคปซูลที่ ได้มี รูพ รุน หรือรอยแตก
ค่อนขา้งมากซึ่งส่งผลเสียต่อการป้องกันเซลลโ์พรไบโอติกจากสภาวะที่ไม่เหมาะสมต่าง ๆ อีกทัง้
การขยายขนาดของกระบวนการผลิตค่อนขา้งยาก ดงันัน้จึงมีการศึกษาการน าพอลิเมอรอ่ื์น ๆ ใช้
ในการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกรว่มกบัอลัจิเนตเพื่อลดขอ้เสียดงักล่าว (67, 73) ตวัอย่างเช่น การห่อหุม้
ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับแป้ง(74) อัลจิเนตร่วมกับเจลาติน (75) และอัลจิเนตร่วมกับโปรตีนเวย์ (whey 
protein)(76) เป็นตน้ 

2.3.2 การห่อหุ้มด้วยนมและโปรตีนจากนม  
นมและโปรตีนจากนมเป็นสารห่อหุม้ในธรรมชาติส าหรบัการห่อหุม้โพรไบโอติก 

และเป็นที่ยอมรบัของผูบ้ริโภคอย่างกวา้งขวางในการน ามาใชใ้นอาหารหลายประเภท เนื่องจาก
คณุสมบติัทางโครงสรา้งและทางเคมีกายภาพของโปรตีน ซึ่งนมและโปรตีนจากนมมีความเขา้กัน
ไดท้างชีวภาพกบัเซลลโ์พรไบโอติก มีความเป็นบฟัเฟอรส์งู และมีโครงสรา้งที่สามารถปกป้องเซลล์
ไดดี้ในระหว่างกระบวนการทางอาหารและในสภาวะระบบทางเดินอาหาร ซึ่งโปรตีนจากนมเป็น
หนึ่งในตัวเลือกที่น่าสนใจในการใชห้่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกร่วมกับอัลจิเนตเพื่อปรบัปรุงลกัษณะ
โครงสรา้งของอลัจิเนต(77, 78) ไมโครแคปซูลที่ใชโ้ปรตีนจากนมในการห่อหุม้จะช่วยปรบัปรุงการรอด
ชีวิตของเซลลโ์พรไบโอติกในสภาวะที่อยู่ในระบบทางเดินอาหาร (79) โดยนมและโปรตีนจากนมที่มี
การใชใ้นการห่อหุม้ไดแ้ก่ เคซีน โปรตีนเวย ์รวมถึงผลิตภณัฑท์ี่มีทัง้เคซีนและโปรตีนเวย ์เช่น นมววั 
หรือ นมแพะ เป็นตน้ นอกจากนีก้ารใชน้มและโปรตีนจากนมเป็นวสัดุห่อหุม้มีความเหมาะสมใน
การน าไปใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารที่ท าจากนมในการปรบัปรุงคุณสมบัติทางเคมีกายภาพของ
ผลิตภณัฑใ์หดี้ขึน้อีกดว้ย ตวัอย่างรายงานที่ศกึษาเก่ียวกบัการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกดว้ยนมและ
โปรตีนจากนม แสดงดงัตาราง 3 

ดังนั้นในงานวิจัยนี ้จึงมีความสนใจที่จะผลิตภัณฑ์จากนมแพะมาใช้เป็นวัสดุ
ห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกรว่มกบัอลัจิเนต เพื่อลดขอ้บกพรอ่งของการปกป้องโพรไบโอติกในสภาวะที่
ไม่เหมาะสม และเพื่อส่งเสรมิการรอดชีวิตและน าส่งเซลลโ์พรไบโอติกไปยงับริเวณเป้าหมายไดใ้น
ปรมิาณที่เพียงพอที่จะก่อใหเ้กิดประโยชนแ์ก่สนุขั นอกจากนีน้มแพะยงัเป็นผลิตภณัฑน์มที่นิยมให้
สุนัขรบัประทานจึงมีความเหมาะสมที่จะใชเ้ป็นวัสดุห่อหุม้ร่วมกับอัลจิเนตในผลิตภัณฑอ์าหาร
เสรมิสนุขั  
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2.4 การปลดปล่อยของเซลลโ์พรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้ม 
ในการประยุกต์ใชไ้มโครแคปซูลที่มีการห่อหุม้โพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารได้

อย่างมีประสิทธิภาพนั้น จ าเป็นตอ้งท าการทดสอบความสามารถการปกป้องเซลลโ์พรไบโอติก
ภายใตส้ภาวะที่ไม่เหมาะสมต่าง ๆ เพื่อใหเ้ซลลโ์พรไบโอติกมีชีวิตรอดไดอ้ย่างเพียงพอ รวมทัง้ยัง
ตอ้งทดสอบความสามารถในการปลดปล่อยเซลลโ์พรไบโอติกในสภาวะที่จ  าเพาะ หรือในบริเวณ
เป้าหมาย เช่น ในสภาวะล าไสข้องโฮสต ์ซึ่งความสามารถในการปลดปล่อยโพรไบโอติกออกจาก
ไมโครแคปซูลนีถื้อเป็นขัน้ตอนที่มีความส าคญัในการเกิดปฏิสมัพนัธร์ะหว่างเซลลโ์พรไบโอติกและ
โฮสต ์ 

อย่างไรก็ตาม กลไกการควบคมุการปลดปล่อยโพรไบโอติกยังไม่เป็นที่ทราบชัดเจน 
ซึ่งไดม้ีการศึกษาการปลดปล่อยของเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในสภาวะล าไสจ้ าลองในระดับ in vitro โดย 
Shi และคณะ (2013)(84) ได้ท าการศึกษาการปลดปล่อยของเซลล์ L. bulgaricus ที่ถูกห่อหุ้ม
ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบั pure milk ในสภาวะล าไสจ้ าลองเป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่า มีการปลดปล่อย 
L. bulgaricus อย่างรวดเร็วภายหลงัจาก 60 นาที ซึ่งกลไกการปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้นีอ้าจ
เกิดจากการบวมหรือการสลายของโครงสรา้งไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับ pure milk โดยการ
ปลดปล่อยจะขึน้กับความเข้มข้นของวัสดุห่อหุ้มที่น ามาใช้อีกด้วย นอกจากนี ้ Liao และคณะ 
(2019)(85) ไดท้ าการศึกษาศึกษาการปลดปล่อยและการรอดชีวิตของ L. fermentum ที่ถูกห่อหุม้
ด้วยอัลจิ เนต และอัลจิ เนตร่วมพรีไบโอติกชนิดต่าง  ๆ ซึ่งมี รายงานว่าการห่อหุ้มโดยใช้                     
อัลจิเนต และอัลจิเนตร่วมกับพรีไบโอติกชนิดต่าง ๆ มีความเสถียรภายใตส้ภาวะน า้ย่อยจ าลอง 
และมีการปลดปล่อยเซลลอ์ย่างชา้ ๆ เมื่อสมัผสักบัสภาวะล าไสจ้ าลอง เช่นเดียวกบัการศึกษาของ 
Gebara และคณะ (86)) ซึ่งมีรายงานว่าการห่อหุม้ L. acidophilus La5 ดว้ยเพกตินที่เคลือบด้วย
โปรตีนเวย์ที่ผ่านและไม่ผ่านความรอ้นสามารถปกป้องเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มภายในสภาวะน า้ย่อย
จ าลองเป็นเวลา 120 นาทีเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระ และมีการปลดปลอ่ยเซลลท์ี่ถกูห่อหุม้เมื่อ
ภายหลงัจากการสมัผสักบัสภาวะล าไสจ้ าลองเป็นเวลา 300 นาที  

3. ปัจจัยทีส่่งผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑอ์าหารเสริมนมแพะส าหรับ
น าไปใช้ในสุนัข 

ปริมาณของโพรไบโอติกที่มีชีวิตเป็นข้อก าหนดที่ส  าคัญในผลิตภัณฑ์อาหารเสริม                   
โพรไบโอติก ซึ่งไดม้ีการศึกษาเก่ียวกับการเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์
อาหารเสรมิโพรไบโอติกเพื่อใหโ้พรไบโอติกมีปริมาณที่เพียงพอในการก่อใหเ้กิดประโยชนต่์อโฮสต ์
ซึ่งในระหว่างขั้นตอนการผลิตหรือในระหว่างการเก็บรกัษาผลิตภัณฑ์ รวมทั้งสภาวะในระบบ
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ทางเดินอาหารของโฮสตน์ัน้จะส่งผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก โดยปัจจยัที่สง่ผลต่อการรอด
ชีวิตของโพรไบโอติกในการประยุกตใ์ชร้่วมกบัอาหารสตัวห์รือใชเ้ป็นอาหารเสริมส าหรบัสุนขันัน้มี
ดงันี ้

3.1 กระบวนการให้ความร้อน  
กระบวนการใหค้วามรอ้น (heat treatment) เป็นหนึ่งในกระบวนการแปรรูปอาหาร

ของผลิตภัณฑ์นม และเพื่อใหเ้ซลลโ์พรไบโอติกมีประสิทธิภาพและเหลือรอดชีวิตในผลิตภัณฑ์
อาหารเสริมนมแพะ โพรไบโอติกจึงจ าเป็นต้องมีการรอดชีวิตในอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์ซึ่งเป็น
อุณหภูมิที่นิยมใชล้ดปริมาณเชือ้ก่อโรคหรือลดจุลินทรียท์ี่ก่อใหเ้กิดการเน่าเสียในผลิตภัณฑน์ม 
โดยจากการศึกษาของ Teoh และคณะ (2011)(87) มี รายงานว่า L. acidophilus LA-5 และ                               
B. pseudocatenulatum G4 ที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับแป้งและถูกเคลือบดว้ยไคโตซานมี
การรอดชีวิตที่สูงกว่าเซลลอิ์สระเมื่อใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 55, 60 และ 65 องศาเซลเซียส และ
การศึกษาของ Mahmoud และคณะ (2020)(78) รายงานว่า L. plantarum ที่ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต
ร่วมกับ skim milk มีการรอดชีวิตของเซลลโ์พรไบโอติกมากกว่าเซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้เมื่อใหค้วาม
รอ้นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wang และ
คณะ (2015)(88) ที่รายงานว่าการห่อหุม้ L. kefiranofaciens M1 ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบั gellan gum 
และ skim milk ท าใหโ้ครงสรา้งของไมโครแคปซูลที่ไดแ้ข็งแรงขึน้ซึ่งมีผลในการช่วยปกป้องเซลล ์
L. kefiranofaciens M1 เมื่อใหค้วามรอ้นที่อณุหภูมิสงูถึง 75 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ
การศึกษาของ Ilha และคณะ (2015)(89) รายงานว่า การห่อหุ้ม L. paracasei FNU ด้วย skim 
milk และ cheese whey สามารถป้องกันเซลลไ์ดเ้มื่อใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลท์ี่ไม่ถกูห่อหุม้ 

3.2 การเก็บรักษาผลิตภัณฑ ์
ในปัจจุบันโพรไบโอติกได้รับความนิยมใช้เป็นอาหารเสริมของคน สัตว์ในฟารม์ 

รวมถึงสัตว์เลีย้ง โดยควรมีปริมาณของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อย่างน้อย 106 CFU/g หรือ 
CFU/ml ในผลิตภัณฑ์อาหาร ณ เวลาที่บริโภค เพื่อก่อให้เกิดผลดีต่อสุขภาพของโฮสต์ (90) ซึ่ง
กระบวนการเก็บรกัษาผลิตภณัฑเ์ป็นอีกหนึ่งปัจจยัที่ส่งผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่อยู่ใน
ผลิตภณัฑอ์าหารเสริม ซึ่งการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในระหว่างการเก็บรกัษานัน้ขึน้อยู่กบัปัจจยั
ต่าง ๆ เช่น อณุหภูมิที่ใชใ้นการเก็บรกัษา และระยะเวลาในการเก็บรกัษา เป็นตน้ ซึ่งในผลิตภณัฑ์
อาหารเสรมิที่มีโพรไบโอติกควรเก็บที่อณุหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส(91) โดยตวัอย่างรายงานเก่ียวกบั
ผลของอณุหภมูิต่อการเก็บรกัษาโพรไบโอติกมีดงันี ้
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Mortazavian และคณะ (2007)(91) ศึกษาผลของอุณหภูมิที่  2, 5 และ 8 องศา
เซลเซียส ต่อการรอดชีวิตของ L. acidophilus LA-5 และ B. lactis BB-12 ในโยเกิรต์ เป็นเวลา 20 
นาที พบว่า L. acidophilus LA-5 มีการรอดชีวิตที่สูงที่สุดเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  2 องศา
เซลเซียส ในขณะที่ B. lactis BB-12 มีอัตราการรอดชีวิตสูงที่สดุเมื่อเก็บรกัษาที่อณุหภูมิ 8 องศา
เซลเซียส  

Shi และคณะ (2013)(84) ไดศ้ึกษาการรอดชีวิตของ L. bulgaricus ที่ถูกห่อหุม้ และ
ไม่ถูกห่อหุ้มในระหว่างการเก็บรกัษาผลิตภัณฑ์ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 เดือน 
พบว่าเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้สามารถรอดชีวิตและไม่มีการลดลงของจ านวนเซลล ์ในขณะที่เซลลท์ี่ไม่ถูก
ห่อหุม้มีการรอดชีวิตที่ลดลงจาก 10 log CFU/ml เหลือเพียง 2.3 log CFU/ml ภายหลงัจากเก็บ
รกัษาเป็นเวลา 1 เดือน  

Liao และคณะ (2019)(85) รายงานว่า L. fermentum L7 ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต
ร่วมกับพรีไบโอติกชนิดต่าง ๆ มีการรอดชีวิตที่มากกว่าเซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้ภายใตก้ารเก็บรกัษาที่
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั  

Prasanna และคณะ (2018)(77) รายงานว่า การห่อหุม้ B. longum subsp. infantis 
CCUG 5248 ดว้ยอัลจิเนต อัลจิเนตร่วมกับนมวัว อัลจิเนตร่วมกับนมแพะ และอัลจิเนตร่วมกับ 
casein hydrolysate โดยวิธีเอกซท์รูชนั สามารถปอ้งกนัเซลลใ์นระหว่างการเก็บรกัษาในนมแพะที่
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท์ี่ไม่ไดถู้กห่อหุม้ โดยเฉพาะ
การห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบันมแพะสามารถปกป้องเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ใหม้ีการรอดชีวิตไดส้งูที่สดุ 
ดงันัน้ การใชอ้ลัจิเนตรว่มกบันมแพะจึงเหมาะสมในการใชเ้ป็นวสัดหุ่อหุม้ส  าหรบัผลิตภณัฑอ์าหาร
เสรมิโพรไบโอติกจากนมแพะ 

3.3 ระบบทางเดินอาหารของสุนัข 
เมื่อรบัประทานอาหารเสริมที่มีโพรไบโอติก โพรไบโอติกจะตอ้งมีจ านวนที่รอดชีวิต

เพียงพอจนไปถึงบริเวณล าไสเ้พื่อก่อใหเ้กิดประโยชนแ์ก่โฮสต ์ซึ่งระบบทางเดินอาหารของคนหรือ
สัตวน์ั้นมีสภาวะที่ไม่เหมาะสมหรือสภาวะที่รุนแรงซึ่งจะส่งผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
ดงันัน้ งานวิจยัต่าง ๆ จึงน าเทคนิคการห่อหุม้มาใชใ้นการห่อหุม้โพรไบโอติก เพื่อใหโ้พรไบโอติกมี
อัตราการรอดชีวิตที่เพียงพอและยังช่วยในการขนส่งโพรไบโอติกไปยังบริเวณเป้าหมายอีกดว้ย 
โดยสภาวะของระบบทางเดินอาหารของสนุขัที่สง่ผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมีดงันี ้
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3.3.1 กระเพาะอาหารของสุนัข 
ความเป็นกรดและเอนไซมใ์นกระเพาะอาหารของสนุขัเป็นหนึ่งในปัญหาที่ส  าคญั

ส าหรบัการรอดชีวิตของโพรไบโอติก โดยเมื่ออาหารถูกขนส่งมาถึงกระเพาะอาหารของสุนัข 
ภายในกระเพาะอาหารจะมีค่า pH อยู่ระหว่าง 3-6 ขึน้อยู่องคป์ระกอบของอาหารนัน้ ๆ ดงันัน้ การ
น าโพรไบโอติกมาใชร้่วมกับอาหารเสริมของสุนัขจึงมักท าการประเมินความทนต่อค่า pH ในช่วง 
2-5(92) โดยในน า้ย่อยกระเพาะอาหารของสนุัขจะมีสภาวะที่เป็นกรดสงู และประกอบดว้ยเอนไซม ์
pepsin ซึ่งจะท างานในสภาวะที่มีความเป็นกรด และท าหน้าที่ในการย่อยสลายโปรตีน และ
ฮอรโ์มน gastrin ซึ่งท าหนา้ที่ในการควบคุมการย่อยอาหารของสนุขั ซึ่งระบบย่อยอาหารของสนุัข
จะมีความแตกต่างจากมนุษย ์โดยในสนุัขนัน้อาหารที่ถูกย่อยจะถูกเก็บไวใ้นกระเพาะอาหารนาน
กว่ามนุษย์ โดยใช้เวลาประมาณ 4-8 ชั่วโมง จากนั้นอาหารที่ย่อยแล้วรวมอยู่กับน ้าย่อยหรือ 
chyme จะถกูสง่ไปสูส่ว่นของล าไส้(93)   

3.3.2 ล าไส้ของสุนัข 
เมื่อ chyme เขา้สู่ล  าไสเ้ล็กจะมีการย่อยและดูดซึมสารอาหาร ซึ่งล าไสเ้ล็กของ

สุนัขมีทั้งหมด 3 ส่วนคือ duodenum, ileum และ jejunum ซึ่งโดยรวมจะท าหน้าที่ในการย่อย
อาหารใหส้มบูรณ์เพื่อใหดู้ดซึมไดดี้ขึน้ ซึ่งในส่วนของล าไสน้ีจ้ะมีองคป์ระกอบของเกลือน า้ดีที่ถูก
ส่งออกมาจากถุงน า้ดี ซึ่งท าใหส้ภาวะในล าไสม้ีความเป็นด่าง และมีบทบาทส าคัญในการย่อย
สลายและดูดซึมไขมัน ซึ่งน า้ดีนัน้จะส่งผลต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก เนื่องจากเยื่อหุม้เซลล์
ของโพรไบโอติกมีสว่นประกอบหลกัคือไขมันและกรดไขมนั ท าใหจ้ านวนโพรไบโอติกลดลง โดยใน
ล าไสเ้ล็กของสุนัขจะมีความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดีแตกต่างกันในแต่ละส่วนของล าไส้เล็ก โดยมี
ความเขม้ขน้อยู่ที่ประมาณ 44.58 milliequivalents/liter (mEq/L)(94) และจะใชเ้วลาอยู่ที่ล  าไสเ้ล็ก
สัน้กว่าในกระเพาะอาหาร ทั้งนีข้ึน้อยู่กับปัจจัยต่าง ๆ อาทิเช่น ขนาดตัวของสุนัข สายพันธุ์ของ
สนุัข อายุของสุนัข สุขภาพโดยรวม และอาหารของสุนัข เป็นตน้ (95) และในส่วนของล าไสใ้หญ่ซึ่ง
เป็นบริเวณเป้าหมายในการเกาะติดและตัง้รกรากของโพรไบโอติก มีหน้าที่หลกัคือเป็นแหล่งกัก
เก็บของอาหารที่ไม่สามารถย่อยได ้ซึ่งในบริเวณล าไสใ้หญ่นีไ้ม่มีการย่อยอาหาร ยกเวน้การย่อย
อาหารโดยจุลินทรียต่์าง ๆ ภายในล าไส ้ซึ่งจะมีการดดูซึมเฉพาะของเหลว สาร electrolytes กรด
ไขมันที่ผลิตขึน้จากการหมักเสน้ใยหรืออาหารที่สุนัขไม่สามารถย่อยได ้และรวมถึงวิตามิน A, B 
และ K(93) ซึ่งควรมีปริมาณของเซลลโ์พรไบโอติกในล าไสไ้ม่นอ้ยกว่า  106-107 CFU/ml เพื่อใหเ้กิด
ประโยชนต่์อสนุขัไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ(96) โดยปรมิาณที่เหมาะสมของเซลลโ์พรไบโอติกจะขึน้อยู่
กบัขนาดและน า้หนกัตวัของสนุขั 
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ดังนั้นความสามารถในการรอดชีวิตต่อสภาวะที่ไม่เหมาะสมทั้งในระหว่าง
กระบวนการแปรรูปอาหารโดยใช้ความรอ้น  การเก็บรกัษาผลิตภัณฑ์ รวมทั้งสภาวะในระบบ
ทางเดินอาหารของสนุขั เช่น ความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร สภาวะที่มีเกลือน า้ดีในล าไสเ้ล็ก จึง
เป็นปัจจัยส าคัญในการคัดเลือกโพรไบโอติก และเพื่อใหโ้พรไบโอติกไปถึงบริเวณเป้าหมายใน
ปริมาณเพียงพอ ในงานวิจยันีจ้ึงไดม้ีการน าวิธีการห่อหุม้มาประยุกตใ์ชเ้พื่อเพิ่มอตัราการรอดชีวิต
และควบคุมการขนส่งโพรไบโอติกให้ไปถึงบริเวณเป้าหมายได้อย่ างเพียงพอต่อการก่อให้เกิด
ประโยชนแ์ก่โฮสต ์
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บทที ่3 
วัสดุ อุปกรณ ์และวธิีการทดลอง 

1. เคร่ืองมือและอุปกรณท์ี่ใช้ในการทดลอง 
 กระบอกฉีดยา (Syringe) (Nipro, Thailand) 
 กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (Olympus Optical Co., Ltd. Japan) 
 กลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด (JEOL InTouchScope, USA) 
 กลอ้งจลุทรรศนแ์บบหวักลบั (Inverted microscope) (Nikon, Japan) 
 เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) (Taitec, Japan) 
 เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ (Shaker) (Chemoscience, Thailand) 
 เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge) (Merck, USA) 
 เครื่องป่ันเหวี่ยงส าหรับไมโครทิวป์ (Microcentrifuge) (Witeg Labortechnik GmbH, 
 Germany) 
 เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรม (PCR thermal cycler) (Scilogex, USA) 
 เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) (Mupid, Japan) 
 เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation ) (Bio-Rad, USA) 
 เครื่องกวนสาร (Stirrer) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (Dry bath incubator) (Major Science, USA) 
 เครื่องวดั pH (pH meter) (Denver Instrument, USA) 
 เครื่องสั่นดว้ยเสียง (Ultra-sonicator) (Yihua, China) 
 เครื่องผสมสารละลาย (Vortex mixer) (Scientific Industries, Inc., USA) 
 ตูบ้่มเชือ้ (Incubator) (Gallenkamp, UK) 
 ตูบ้่มที่เติมก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) 
 ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Freezer) (Sanden intercool, Thailand) 
 ตูป้ลอดเชือ้ (Biosafety cabinet class 2) (Science Tech, Canada) 
 ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Hot-air sterile oven) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave) (Tomy, Japan) 
 อ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) (Witeg Labortechnik GmbH, Germany) 
 24 well plate (Thermo Fisher Scientific, Denmark) 
 Haemacytometer (Boeco, Germany)  
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 T-flask (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Vernier caliper (Misumi, Thailand) 

2. สารเคมีและอาหารเลีย้งเชือ้ 
 Agar (Himedia, India) 
 Agarose (Invitrogen, New Zealand) 
 Beef extract (Himedia, India) 
 Bile salt (Himedia, India) 
 Calcium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Calcium carbonate (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Chloroform (RCI Labscan Limited, Thailand) 
 de Man, Rogosa, and Sharpe MRS broth (Himedia, India) 
 D (+)- glucose (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium ( DMEM)  
 (Gibco-Invitrogen, USA) 
 Ethanol (Merck, USA) 
 Ethidium bromide (Sigma Chemical, USA) 
 Fetal bovine serum (FBS) (Gibco-Invitrogen, USA) 
 GelRed loading buffer (Biosharp, China)  
 Glycerol (Merck, USA) 
 Hexadecane (Sigma, USA) 
 Isopropanol (Merck, USA) 
 Potassium chloride (Sigma Chemical, USA) 
 Peptone (Himedia, India) 
 Phenol saturated (Amresco, USA) 
 Penicillin-streptomycin (10,000 U/ml) (Gibco-Invitrogen, USA) 
 Phosphate buffered saline (PBS) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Pepsin (Himedia, India)  
 Sodium bicarbonate (Himedia, India) 
 Sodium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA)  
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 TE buffer (Bio Basic Inc., Canada) 
 Tris acetate EDTA (TAE) buffer (Cepham Life Sciences, USA) 
 Tris base (Serva, Germany) 
 Triton X-100 (Merck, Germany) 
 Trypsin EDTA (Gibco-Invitrogen, USA) 
 Tri-sodium citrate (Prolabo, Belgium) 
 Xylene (Sigma, USA) 

3. อุปกรณเ์พ่ิมเติม 
 Cellulose acetate filter, pore size 0.45 µm (Sartorius, Germany)  
 Hypodermic needle 21G (Nipro sales, Thailand) 

4. Molecular marker 
 100 bp Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 GenerularTM DNA ladder mix (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 Loading dye (Thermo Fisher Scientific, USA)  

5. เซลลไ์ลนท์ี่ใช้ทดสอบ 
 Human colon carcinoma cell line (Caco-2) (ATCC HTB37) 
 Vero cell line (ATCC CCL-81) 

6. วิธีการทดลอง  
6.1 การคัดแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกจากอุจจาระของสุนัข 

เก็บตวัอย่างอจุจาระของสนุขัที่มีสขุภาพดี จ านวน 30 ตวั (กรุงเทพมหานคร เมื่อวนัที่ 
22 พฤศจิกายน 2563) มาเจือจาง 10 เท่าในอาหารเหลว MRS จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าตัวอย่างที่บ่มแลว้มา spread บนอาหารแข็ง MRS ที่มี
การเติมแคลเซียมคารบ์อเนต 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) (ภาคผนวก ก) บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน ภายหลังจากการบ่มจะคัดเลือก
โคโลนีที่มีบริเวณใส (clear zone) มาท าให้บริสุทธิ์โดยวิธี cross streak เก็บเชื ้อท่ีบริสุทธิ์ใน
สารละลายกลีเซอรอล 30 เปอรเ์ซ็นต ์(ปรมิาตร/ปริมาตร) ในตูแ้ช่แข็งอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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และน าไปยอ้มสีแกรมเพื่อดูลกัษณะรูปร่าง และการจัดเรียงตัวของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์
โดยจะคดัเลือกเชือ้ที่ติดสีแกรมบวกมาใชใ้นการศกึษาต่อไป 

6.2 การศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งต้น 
6.2.1 การศึกษาความสามารถในการทนกรด 

น าแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากขอ้ 6.1 มาศึกษาความสามารถในการทนต่อเกลือน า้ดี
โดยดัดแปลงจากวิธีของ Guo และคณะ (2010)(97) โดยเลีย้งในอาหารเหลว MRS ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่  10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และล้างเซลลด์ว้ย NaCl 0.85 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) จ านวน 3 
ครัง้ จากนัน้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย NaCl 0.85 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) และวดัค่าการดดูกลืน
แสง (optical density: OD) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ใหเ้ท่ากบั 0.5 จากนัน้ใส่ลง
ในอาหารเหลว MRS ที่มีการปรับค่า pH ให้เท่ากับ  3.5 และ 4.5 โดยใช้ 1 N HCl น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง ตรวจสอบการเจริญโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 
600 นาโนเมตร และเปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS ที่มีคา่ pH เท่ากบั 6 ซึ่งเป็นชดุควบคมุ 

6.2.2 การศึกษาความสามารถในการทนเกลือน ้าดี 
น าแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากขอ้ 6.1 มาศึกษาความสามารถในการทนต่อเกลือน า้ดี

โดยดัดแปลงจากวิธีของ Guo และคณะ (2010)(97) ท าการเตรียมเชือ้ดังขอ้ 6.3.2 โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากับ 0.5 จากนัน้ใส่ลงในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติมเกลือน า้ดี 0.15, 
0.3 และ 1 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) จากนัน้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
ตรวจสอบการเจรญิโดยวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS 
ที่ไม่มีการเติมเกลือน า้ดีซึ่งเป็นชดุควบคมุ 

6.2.3 การศึกษาการสร้างสารยับย้ังการเจริญของจุลินทรียก์่อโรค 
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้จากขอ้ 6.1 มาเลีย้งในอาหารเหลว MRS ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 10,000xg ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าส่วนใสที่ไดม้ากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
และน าส่วนใสที่กรองไดม้าศึกษาความสามารถในการสรา้งสารยับยัง้จุลินทรียโ์ดยวิธี agar well 
diffusion(98) โดยใช้อาหารแข็ง NA (ภาคผนวก ก) ที่มีการ spread เชื ้อทดสอบ ได้แก่ E. coli, 
S. aureus, Salmonella sp., Vibrio cholerae และ Bacillus cereus จากนั้นเจาะหลุมโดยใช ้
cork borer ดดูส่วนใสที่กรองไดป้ริมาตร 100 ไมโครลิตร ลงในบริเวณหลมุที่เจาะไว ้บ่มที่อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบขนาดของบริเวณใสที่เกิดขึน้บริเวณหลุม  ซึ่ง
แสดงว่าเชือ้สามารถสรา้งสารยับยั้งการเจริญของเชือ้ทดสอบได ้ส าหรบัการศึกษาการสรา้งแบ
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คเทอริโอซินจะใช้วิธี agar well diffusion โดยใช้อาหารแข็ง MRS ที่มีการ spread เชือ้ทดสอบ
เช่นเดียวกับการทดลองขา้งต้น แต่ส่วนใสที่ได้ให้น ามาปรบัค่า pH ให้มีค่าเท่ากับ 6.0 จากนั้น
น ามากรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร และแบ่งเป็น 2 หลอด หลอดที่ 1 ดูดส่วนใสที่
กรองไดล้งในบริเวณหลุมที่เจาะไว้ อีก 1 หลอดที่เหลือ น าไปบ่มร่วมกับเอนไซมย์่อยโปรตีน ไดแ้ก่ 
protease, proteinase K, และ trypsin จากนัน้ดดูมาลงในบริเวณหลมุที่เจาะไว ้บ่มที่อณุหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบผลว่าเชือ้มีการสรา้งแบคเทอริโอซินหรือไม่  โดยดู
จากหลุมที่ไม่มีบริเวณใสหรือมีบริเวณใสแคบลงหลงัจากย่อยดว้ยเอนไซมท์ี่ย่อยโปรตีน จะจดัว่า
เป็นแบคเทอรโิอซิน 

6.2.4 การศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนทีไ่ม่ชอบน ้า  
ท าการเตรียมเชือ้ดังข้อ 6.2.1 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากับ 0.5 

ก าหนดให้เป็น A0 น าไปใส่ลงในหลอดทดลอง 3.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม  hexadecane หรือ 
xylene 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ข้ากันโดยโดยใชเ้ครื่องผสมสารละลายเป็นเวลา 2 นาที ตั้งทิง้ไว้
เพื่อใหเ้กิดการแยกชัน้เป็นเวลา 20 นาที วดัค่าการดดูกลืนแสงความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรของ
ตัวอย่างในชัน้ aqueous ดา้นล่าง ก าหนดใหเ้ป็น A1 ค านวณค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลล์
หรือ cell surface hydrophobicity ไดจ้ากสมการดงันี ้ 

        cell surface hydrophobicity (%) =   A0-A1 ×100 
                                                    A0   
จลุินทรียท์ี่มีค่า cell surface hydrophobicity (%) มากกว่า 70 เปอรเ์ซ็นต ์แสดง

ความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลท์ี่สงู (high hydrophobicity) 
จุลินทรียท์ี่มีค่า cell surface hydrophobicity (%)อยู่ระหว่าง 50-70 เปอรเ์ซ็นต์

แสดงความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลป์านกลาง (moderate hydrophobicity) 
จุลินทรีย์ที่มีค่า cell surface hydrophobicity (%)ต ่ากว่า 50 เปอรเ์ซ็นต์แสดง

ความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลต์ ่า (low hydrophobicity)(99) 
6.2.5 การศึกษาการเกาะกลุ่มกันเองของแบคทเีรียกรดแลคติก  

ท าการเตรียมเชือ้ดังข้อ 6.3.2 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากับ 0.5 
จากนัน้น าไปใส่หลอดทดลอง 3 มิลลิลิตร ก าหนดใหเ้ป็น A0 จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 ชั่วโมง จากนัน้ดดูสว่นใสดา้นบนน ามาวดัค่าการดดูกลืนแสงความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร ก าหนดใหเ้ป็น A20 ค านวณค่าการเกาะกลุ่มกันเองหรือ auto-aggregation จาก
สมการดงันี ้
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                  auto-aggregation (%)  =    A0-A20 ×100 
                                                                A0 

6.2.6 การศึกษาการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชื้อก่อโรค
ต่าง ๆ  

น าแบคทีเรียที่แยกได้จากข้อ 6.1 มาเลี ้ยงในอาหารเหลว MRS ที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง และเลี ้ยงแบคทีเรียก่อโรค ได้แก่ E. coli, S. aureus, 
Salmonella sp., V. cholerae และ B. cereus ในอาหารเหลว NB (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าแบคทีเรียกรดแลคติกและแบคทีเรียก่อโรคไปป่ันเหวี่ยง
ที่  10,000xg ที่ อุณ หภู มิ  4 องศาเซล เซี ยส  เป็ น เวลา  5 นาที  และล้าง เซลล์ด้วย  NaCl  
0.85 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) จ านวน 3 ครั้ง  จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ด้วย NaCl  
0.85 เปอรเ์ซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) และวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ให้เท่ากับ 0.5 จากนั้นน า
แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ (Aprobiotic) และแบคทีเรียก่อโรค (Apathogens) ไปใส่หลอดทดลอง
เดียวกนัชนิดละ 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยโดยใชเ้ครื่องผสมสารละลายจากนัน้น าไป
บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ดดูส่วนใสดา้นบนน ามาวดัค่าการดดูกลืนแสง
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร ค านวณการเกาะกลุม่ของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกบัเชือ้ก่อโรค
ต่าง ๆ หรือ co-aggregation จากสมการดงันี ้        

co-aggregation = [(1-Amix)/( Aprobiotic+ Apathogens )/2 ] x 100 
6.3 การจ าแนกสปีชีสโ์ดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA โดยการท า 

colony PCR  
น าแบคทีเรียกรดแลคติกจากการทดสอบขา้งตน้มาจัดจ าแนกสปีชีสโ์ดยใชเ้ทคนิค 

colony PCR โดยใช ้universal primer ที่จ  าเพาะกบับรเิวณ 16S rDNA ที่มีล  าดบัเบสดงันี ้
Forward primer (27F): 5’ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’ 
Reverse primer (1492R): 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’  
น าโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหารแข็ง MRS ที่ได้จากการ cross 

streak มาท าใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยเครื่อง Ultra-sonicator จากนัน้น าไปใส่ลงในส่วนประกอบปฏิกิริยา 
PCR reaction โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมดเท่ากับ 50 ไมโครลิตร ดังตาราง 4 จากนั้นน าไปเข้า
เครื่อง PCR โดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาส าหรบัเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ซึ่ง
แสดงในตาราง 5 โดยขนาดชิน้ดีเอ็นเอที่ได้จะมีความยาวประมาณ 1,500 คู่เบส ซึ่งจะท าการ
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ตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอที่ไดโ้ดยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส เปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่ไดก้บัดีเอ็น
เอมาตรฐาน โดยแถบดีเอ็นเอของแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีขนาดที่ตอ้งการจะถูกน าไปหาล าดับ  
นิวคลีโอไทด ์และเปรียบเทียบขอ้มูลพนัธุกรรมที่ไดก้บัล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank 
เพื่อท าการระบสุปีชีสข์องแบคทีเรียกรดแลคติก  

ตาราง 4 สว่นประกอบปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็นเอบรเิวณ 16S rDNA 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นสุดท้าย 
2X TopTaq Master Mix Kit 
(QIAGEN) 

25 1X 

Forward primer 10 µM 1 0.2 ไมโครโมลาร ์
Reverse primer 10 µM 1 0.2 ไมโครโมลาร ์
น ้ากล่ันส าหรับ PCR 8 - 
ดีเอ็นเอแม่แบบ 15 ≤ 250 นาโนกรมั 
รวม 50  

หมายเหตุ: 2X TopTaq Master Mix Kit ประกอบดว้ย TopTaq DNA Polymerase, PCR buffer 
(MgCl2 3 µM) และ dNTP 400 µM 

ตาราง 5 ขัน้ตอนการท า PCR ในการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบรเิวณ 16S rDNA  

ขั้นตอน 
อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 5 นาท ี  

Denaturation 94 30 วินาที  

Annealing 55 40 วินาที 35 รอบ 

Extension 72 1.30 นาท ี  

Final extension 72 7 นาท ี  

6.4 การสร้างแผนภูมิแสดงการจัดกลุ่มของเชือ้แบคทเีรียกรดแลคติก  
น าขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่ท าการ

ระบุสปีชีส์แล้วจากข้อ 6.3 และข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย 
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กรดแลคติกสายพันธุ์ต่าง ๆ ที่ไดจ้ากฐานขอ้มูล GenBank มาสรา้งแผนภูมิ phylogenetic tree 
เพื่อแสดงการจัดกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติกด้วยวิธี neighbor joining (NJ) โดยใช้โมเดล 
Kimura 2-parameter โดยใช้โปรแกรม MEGA11 ver. 11.0.10 และก าหนดความเชื่อมั่นของ 
bootstrap เท่ากบั 1,000 ซ  า้ (replicate) 
 

6.5 การศึกษาคุณสมบัติของแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกเพ่ิมเติม 
6.5.1 การศึกษาความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกับเซลลไ์ลน ์

Caco-2  
6.5.1.1 การเตรียมเซลลไ์ลน ์Caco-2  

น าเซลลไ์ลน ์Caco-2  (ATCC HTB37) มาเลีย้งในอาหารส าหรบัเลีย้งเซลล ์
Dulbecco's modified Eagle's medium ที่ มี ก า ร เ ติ ม  fetal bovine serum ค ว า ม เข้ ม ข้ น  
10 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) และยาปฏิชีวนะ penicillin-streptomycin (10,000 U/ml)  
1 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ใน T-flask ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีการเติมก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ 5 เปอรเ์ซ็นต ์โดยท าการสงัเกต
รูปร่างของเซลลท์ุก ๆ วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบหวักลบัจนกระทั่งเซลลไ์ลน ์Caco-2  มีการ
เจริญจนเต็มพื ้นผิวและยึดเกาะบริเวณพื ้นผิวด้านล่างของ T-flask เป็นชั้นเดียว ซึ่งใช้เวลา
ประมาณ 21 วนั โดยในระหว่างการบ่มจะท าการเปลี่ยนอาหาร DMEM ทุก ๆ 2 วนั จากนัน้จะทิง้
ส่วนของอาหารเลีย้งเซลลอ์อก ซึ่งจะเหลือเพียงเซลล์ไลน์ Caco-2  ซึ่งจะติดอยู่บนพื ้นผิวของ  
T-flask จากนั้นจะท าการล้างเซลลไ์ลน์ Caco-2  ด้วย PBS เพื่อก าจัดตัวยับยั้งเอนไซม์ trypsin 
จากนัน้เติม trypsin-EDTA 0.25 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) ปรมิาตร 3 มิลลิลิตร และบ่มเป็นเวลา 
3 นาที เพื่อท าใหเ้ซลลไ์ลน ์Caco-2  ที่เกาะอยู่บนพืน้ผิวหลุดออกเป็นเซลลเ์ด่ียว โดยหา้มมีการ
เขย่าเพื่ อป้องกันการเกาะกลุ่มกันเองของเซลล์ไลน์ Caco-2  จากนั้นเติมอาหาร  DMEM  
5 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ trypsin จากนั้นน าสารแขวนลอยเซลลไ์ปป่ันเหวี่ยงที่ 
7000xg เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทิง้ส่วนใส และละลายตะกอนเซลลด์้วยอาหาร  DMEM และ
น าไปยอ้มดว้ยสี  trypan blue แลว้นับจ านวนเซลลด์ว้ย haemacytometer  โดยใหจ้ านวนเซลล์
ต่อหลุมของ 24 well plate เท่ากับ 5×105 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร จากนัน้ท าการบ่มจนเซลลม์ี
การเจริญและยึดเกาะที่ก้นหลุม โดยจะท าการเปลี่ยนอาหาร DMEM ทุก ๆ 2 วัน จากนั้นน าไป
ทดสอบความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2 
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6.5.1.2 การเตรียมเซลลแ์บคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติก 
เลีย้งเซลลแ์บคทีเรียในอาหารเหลว MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที และลา้งเซลลด์ว้ย NaCl 
0.85 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) จ านวน 3 ครัง้ จากนัน้ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์
DMEM ที่ ไม่มีการเติม FBS และยาปฏิชีวนะ นับจ านวนเซลล์โพรไบโอติกเริ่มต้นในหน่วย  
Log CFU/ml และน าไปใชท้ดสอบในขัน้ตอนต่อไป 

6.5.1.3 การศึกษาความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกับเซลล์
ไลน ์Caco-2  

น าเซลลไ์ลน ์Caco-2  ที่มีการเจริญใน 24 well plate มาลา้งดว้ย PBS เพื่อ
ลา้งสารยบัยัง้เซลลแ์บคทีเรีย จากนัน้น าเซลลแ์บคทีเรียที่ปรบัความเขม้ขน้ในขอ้ 6.5.1.2 มาเติมลง
ใน 24 well plate ที่มีการเจริญของเซลลไ์ลน์ Caco-2  ท าการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
ในตูบ้่มที่มีก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 4 ชั่วโมง ท าการลา้งเซลลแ์บคทีเรียที่
ไม่ได้ยึดเกาะกับเซลล์ไลน์ Caco-2  ด้วย PBS จ านวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม Triton X-100 0.5 
เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) ในที่เย็น เป็นเวลา 3 นาที เพื่อชะเซลลแ์บคทีเรียและเซลลไ์ลน ์Caco-2  
ที่มีการยดึเกาะกนัออกจากกน้หลมุ น าไปนบัจ านวนเซลลแ์บคทีเรียที่สามารถยดึเกาะกบัเซลลไ์ลน ์
Caco-2  โดยวิธีการ spread plate ลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติมแคลเซียมคารบ์อเนต  
0.3 เปอรเ์ซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง  
ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน และรายงานผลในหน่วย Log CFU/ml ค านวณเปอรเ์ซ็นตก์ารยึดเกาะ
ของเซลลโ์พรไบโอติกกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2  จากสตูรดงันี ้(100)  

เปอรเ์ซ็นตก์ารยดึเกาะ = 
จ านวนเซลลโ์พรไบโอติกที่สามารถยึดเกาะเซลลไ์ลน ์Caco-2  หลงัจากการบ่ม 4 ชั่วโมง 

จ านวนเซลลโ์พรไบโอติกเริ่มตน้ 
 

6.5.2 การศึกษาการอยู่ร่วมกันของแบคทเีรียกรดแลคติก  
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดส้ายพนัธุต่์าง ๆ มาศกึษาการอยู่รว่มกนัของ

แบคทีเรียกรดแลคติก (coexistence test) ตามวิธีของ Daeschel และคณะ (2019)(101) โดยขีดลง
บนอาหารแข็ง MRS ในแนวตัง้ และขีดในแนวตัง้ฉากกันอีกครัง้ ดังภาพประกอบ 7 จากนัน้น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน และสงัเกตการ
เจริญของเชือ้บริเวณจุดตดั โดยจะคดัเลือกสายพนัธุท์ี่ไม่มีบริเวณการยบัยัง้กนั ซึ่งแสดงถึงการอยู่
รว่มกนัโดยไม่มีการยบัยัง้ซึ่งกนัและกนั 
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ภาพประกอบ 7 การศกึษาการอยู่ร่วมกนัของแบคทีเรียกรดแลคติก 

6.5.3 การศึกษาการสร้างเอนไซม ์bile salt hydrolase  
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดส้ายพันธุต่์าง ๆ มาศึกษาการความสามารถใน

การสร้างเอนไซม์ bile salt hydrolase (BSH) เพื่ อทดสอบความสามารถในการย่อยสลาย 
เกลือน า้ดี ท าการเตรียมเชือ้ดังขอ้ 6.2.1 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากับ 0.5  น าไป
หยดลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม taurodeoxycholate (TDC) (ภาคผนวก ก) 10 ไมโครลิตร 
จากนั้นบ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ตรวจสอบว่าเชือ้มีการสรา้งเอนไซม ์
bile salt hydrolase หรือไม่ โดยตรวจสอบจากบริเวณของการตะกอน (opaque zone) รอบรอย
หยดเชือ้ ซึ่งเป็นบรเิวณที่เกิดการย่อยสลายเกลือน า้ดี 

6.5.4 การศึกษาการสร้างสารต้านสารอนุมูลอิสระ 
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดส้ายพันธุ์ต่าง ๆ มาทดสอบความสามารถใน

การสรา้งสารตา้นสารอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl: DPPH assay) 
ตามวิธีของ Yang และคณะ (2020)(102) ท าการเตรียมเชือ้ดังขอ้ 6.2.1 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง 
OD600 ให้เท่ากับ 0.5 ก าหนดเป็น Asampleจากนั้นใส่เชื ้อลงใน 96 well plate ปริมาตรหลุมละ  
100 ไมโครลิตร และผสมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.4 mM ปริมาตร 50 ไมโครลิตร น าไป
บ่มในที่มืด ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่
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ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร เปรียบเทียบกับชุดควบคุม คือ สารละลายเมทานอลที่ผสมกับ
สารละลาย DPPH ก าหนดเป็น Acontrol และค านวณความสามารถในการสรา้งสารตา้นสารอนุมูล
อิสระดงันี ้

DPPH scavenging activity (%) = [1-
Asample

Acontrol
] ×100 

6.5.5 การศึกษาการสร้างเอนไซม ์ß-galactosidase 
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดส้ายพันธุ์ต่าง ๆ มาทดสอบความสามารถใน

การสรา้งเอนไซม์ ß-galactosidase ตามวิธีของ Miller (103) ท าการเตรียมเชื ้อดังข้อ 6.2.1 โดย 
วัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ให้เท่ากับ 0.5 ในสารละลาย Z buffer (ภาคผนวก ข) และท าการ 
เจือจางสารละลายตะกอนเซลล ์10 เท่าในสารละลาย Z buffer ก าหนดใหเ้ป็น V เติมสารละลาย 
chloroform ป ริม าต ร  100 ไม โค รลิ ต ร  แล ะส ารล ะล าย  sodium dodecyl sulfate (SDS)  
0.1 เปอรเ์ซ็นต์ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมด้วย
สารละลาย o-nitrophenyl-ß-D-galactoside (ONPG; 4 mg/mL) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กันโดยโดยใชเ้ครื่องผสมสารละลาย 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ก าหนดใหเ้ป็น  
T จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย Na2CO3 ความเขม้ขน้ 1 M ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กันและดดูสารละลายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด Eppendorf และ
น าไป ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที เพื่อก าจดัตะกอนเซลลจ์ากนัน้น าไปวดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 420 และ 550 นาโนเมตร ตามล าดับ ค านวณความสามารถใน
การสรา้งเอนไซม ์β-galactosidase ดงันี ้

Miller Units = 1000 × [(OD420 – 1.75 × OD550)] / (T × V × OD600) 
6.4 การศึกษาความปลอดภัยของแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกที่แยกได้ 

6.4.1 การศึกษาการสร้าง amine  
การตรวจสอบการสรา้งสารประกอบ amine เป็นการทดสอบการสรา้งเอนไซม ์

decarboxylase ของแบคทีเรียกรดแลคติก ซึ่งจะเปลี่ยนกรดอะมิโนเป็นสารประกอบเอมีนที่มี
ความเป็นพิษต่อสัตว ์ท าการเตรียมเชือ้ดังขอ้ 6.2.1 โดยวัดค่าการดูดกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากับ  
0.5 จากนัน้ใสเ่ชือ้ลงในอาหาร decarboxylase base broth ที่มีการเติมกรดอะมิโน 4 ชนิดแยกกนั 
ได้แก่  histidine, lysine, arginine และ  ornithine (ภาคผนวก ก) เติม paraffin เหลวความสูง
ประมาณ 1 เซนติเมตร และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ตรวจสอบการ
สรา้งสารประกอบ amine โดยสังเกตจากสีอินดิเคเตอรข์องอาหาร คัดเลือกเชือ้ที่ไม่มีการสรา้ง
สารประกอบ amine  
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6.4.2 การศึกษาความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
น าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดส้ายพันธุ์ต่าง ๆ มาทดสอบความสามารถใน

การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงเพื่อประเมินความปลอดภยัของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได ้ท าการ 
cross streak เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธุ์ลงบนอาหารแข็ง Columbia ที่มีการเติม
เลือดแกะ 5 เปอรเ์ซ็นต์ บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน สงัเกตผลการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงรอบโคโลนี ดงันี ้ 

beta-hemolysis เป็นการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงโดยสมบูรณ์ จะเกิดโซนใสรอบ
โคโลนีของเชือ้  

alpha-hemolysis เป็นการย่อยสลายเม็ดแดงที่ไม่สมบูรณ์ จะเกิดโซนใสสีเขียวรอบ
โคโลนีของเชือ้  

gamma-hemolysis คือ ไม่มีการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ซึ่งจะไม่มีการเปลี่ยนแปลง
รอบโคโลนีของเชือ้(104) 

6.4.3 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero ด้วยวิธี  MTT colorimetric 
assay 

6.4.3.1 การเตรียมเซลล ์Vero 
น าเซลล์ Vero (ATCC CCL-81) มาเลี ้ยงในอาหารส าหรับ เลี ้ยงเซลล ์

Dulbecco's modified Eagle's medium ที่ มี ก ารเติม  fetal bovine serum ความ เข้ม ข้น  10 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) และยาปฏิชี วนะ penicillin-streptomycin (10,000 U/ml)  
1 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ใน T-flask ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร จากนั้นน าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่มีการเติมก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต์ โดยท าการสงัเกต
รูปร่างของเซลลท์ุก ๆ วนั ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบหัวกลบัจนกระทั่งเซลล ์Vero มีการเจริญจน
เต็มพืน้ผิวและยดึเกาะบรเิวณพืน้ผิวดา้นลา่งของ T-flask เป็นชัน้เดียว โดยในระหว่างการบ่มจะท า
การเปลี่ยนอาหาร DMEM ทุก ๆ 2 วัน จากนั้นจะทิง้ส่วนของอาหารเลีย้งเซลลอ์อก ซึ่งจะเหลือ
เพียงเซลล ์Vero ซึ่งจะติดอยู่บนพื ้นผิวของ T-flask จากนั้นจะท าการล้างเซลล ์Vero ดว้ย PBS 
เพื่อก าจัดตัวยับยั้งเอนไซม ์trypsin จากนั้นเติม trypsin-EDTA 0.25 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) 
ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และบ่มเป็นเวลา 3 นาที เพื่อท าให้เซลล์ Vero ที่เกาะอยู่บนพื ้นผิวหลุด
ออกเป็นเซลล์ จากนั้นเติมอาหาร DMEM 5 มิลลิลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ trypsin 
จากนั้นน าสารแขวนลอยเซลลไ์ปป่ันเหวี่ยงที่ 7000xg เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นทิง้ส่วนใส และ
ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหาร DMEM และน าไปยอ้มดว้ยสี trypan blue แลว้นับจ านวนเซลล์
ด้วย haemacytometer โดยให้จ านวนเซลลต่์อหลุมของ 96 well plate เท่ากับ 3×103 เซลลต่์อ
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ตารางเซนติเมตร จากนั้นท าการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปทดสอบความเป็นพิษต่อ
เซลล ์Vero ดว้ยวิธี MTT colorimetric assay 

6.4.3.2 การสกัดสารจากเซลลแ์บคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติก 
เลีย้งเซลลแ์บคทีเรียในอาหารเหลว MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใสมากรองผ่าน
แผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าสว่นใสที่ผ่านการกรองไปใชใ้นการทดสอบต่อไป 

6.4.3.3 การทดสอบความเป็นพิษของ cell free supernatant ต่อเซลล ์
Vero ด้วยวิธี MTT colorimetric assay 

น าเซลล์ Vero ที่ผ่านการบ่มเป็นเวลา 24 ชั่ วโมง ใน 96 well plate มาดูด
ส่วนของอาหาร DMEM ออก จากนั้นเติมส่วนใสของแบคทีเรียที่ไดจ้ากการเตรียมในขอ้ 6.4.3.2 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และอาหาร DMEM 180 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลมุ น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ที่มีการเติมก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์5 เปอรเ์ซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้
ดดูสารละลายออก เติม MTT reagent  ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และอาหาร DMEM 80 ไมโครลิตร 
ลงในแต่ละหลุม  บ่มที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ที่มีการเติมก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ 
5 เปอรเ์ซ็นต์ เป็นเวลา 4 ชั่ วโมง ซึ่งหากเซลล์ยังมีชีวิตจะมีการสร้างเอนไซม์ mitochondrial 
dehydrogenases ไป  รีดิวซ์สี เหลืองของสารละลาย MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) เป็นผลึกสีม่วงของ formazan จากนั้นละลายผลึก formazan 
ดว้ยการเติม DMSO ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที น ามาวัดค่าการดูดกลืน
แสงความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร โดยเครื่อง microplate reader เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม คือ 
อาหาร DMEM และ positive control คือ TritonX-100 ความเขม้ขน้ 0.1 เปอรเ์ซ็นต ์ค านวณอตัรา
การมีชีวิตของเซลล ์Vero หรือ cell viability จากสมการดงันี ้

cell viability (%)= 
ODSample-ODBlank

ODControl-ODBlank
×100 

6.4.4 การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยใช้วิธี E-test  
ท าการเตรียมเชือ้ดงัขอ้ 6.2.1 โดยวดัค่าการดดูกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากบั 0.5 ท าการ 

spread plate เชือ้บนอาหารแข็ง MRS จากนั้นน าแผ่นยาปฏิชีวนะ (biodisk) ไดแ้ก่ Ampicillin, 
Gentamycin, Erythromycin, Chloramphenicol และ Tetracycline วางลงบนผิวหนา้อาหารแข็ง 
MRS น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน
พิจารณาค่า MIC โดยสังเกตจากปลายวงรีของแผ่นยา น าค่า MIC ของแต่ละเชื ้อที่ ได้ไป
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เปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานของ EFSA Panel on Additives and Products or Substances 
Used in Animal Feed เพื่อประเมินความไวต่อยาปฏิชีวนะของเชือ้ 

6.5 การศึกษาล าดับจีโนมทัง้หมดของโพรไบโอติกโดยวิธี next generation 
sequencing 

6.5.1 การสกัดดีเอ็นเอของเซลลโ์พรไบโอติก 
น าเชือ้บริสุทธิ์ของโพรไบโอติกแต่ละสายพันธุม์าสกดัดีเอ็นเอ โดยใชวิ้ธีการสกัด

ดว้ยสารละลายฟีนอล-คลอโรฟอรม์ (phenol-chloroform method) ตามวิธีการของ Sambrook 
และคณะ (1989)(105) โดยน ามาเชือ้โพรไบโอติกมาเลีย้งในอาหารเหลว MRS น าไปบ่มขา้มคืนที่
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนมีค่าความขุ่นที่ OD600 เท่ากบั 1 จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ลา้งและละลายตะกอนเซลลท์ี่ได้
ด้ วยสารละลาย  Tris-EDTA buffer (ภ าคผนวก  ข ) น า ไปท า ให้ เซล ล์แตกด้วย เค รื่ อ ง  
Ultra-sonicator จากนั้นเติมเอนไซม ์lysozyme ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรมัต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ลงในสารแขวนลอยเซลล ์และบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
จากน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็ 10,000xg ที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที น าตะกอน
เซลล์ที่ ได้จากการป่ันเหวี่ยงมาเติมด้วยสารละลาย lysis buffer (ภาคผนวก ข) ปริมาตร  
1 มิลลิลิตร และสารละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 เปอรเ์ซ็นต์ (มวล /ปริมาตร) 
ปรมิาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 นาที จากนัน้เติมดว้ย
สารละลาย phenol: chloroform (อัตราส่วน 1: 1)  ปริมาตรเท่ากับสารแขวนลอยเซลลท์ี่มีอยู่เดิม 
และผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมาเบา ๆ จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 10,000xg 
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสในชั้นบน (aqueous phase) ไปใส่ใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใหม่  ท าซ ้า 2 ครั้ง เติมสารละลาย chloroform 
ปริมาตรเท่ากับสารละลายที่มีอยู่เดิม น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000×g ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท าการตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม sodium acetate ใหม้ีความเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากับ 0.3 M และเติมสารละลาย isopropanol ที่เย็นปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้เก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสข้ามคืน จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้เก็บตะกอนดีเอ็นเอที่ไดม้าเติมดว้ยสารละลาย ethanol 
70 เปอรเ์ซ็นต์ (ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เย็น และท าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000xg ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บตะกอนเซลลม์าลา้งดว้ยสารละลาย ethanol 99 เปอรเ์ซ็นต ์
(ปริมาตร/ปริมาตร) ที่เย็น และท าไปป่ันเหวี่ยงความเร็ว 10,000xg ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาทีอีกครั้ง ระเหยสารละลาย  ethanol ออกจากตะกอนดีเอ็นเอ ที่อุณหภูมิ  45  
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องศาเซลเซียส ละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ยสารละลาย  TE buffer (ภาคผนวก ข) และตรวจสอบ 
ดีเอ็นเอที่สกดัไดด้ว้ยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

6.5.2 การตรวจสอบดีเอ็นเอทีส่กัดด้วยเทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
น าอะกาโรส (agarose) 1 กรมั ละลายในสารละลาย TAE buffer (ภาคผนวก ข) 

ในอัตราส่วน 1 เปอรเ์ซ็นต์ จากนั้นน าไปหลอมให้อะกาโรสละลาย เติมสีย้อมดีเอ็นเอ GelRed 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาผสมกับสาร loading dye buffer (10X) ใหม้ีความ
เขม้ข้นสุดท้ายเท่ากับ 1X น าไปวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต ์ 
เป็นเวลา 30 นาที ใน TAE buffer น าเจลที่ไดไ้ปตรวจสอบภายใตแ้สงอัลตราไวโอเลตดว้ยเครื่อง
ถ่ายภาพเจล (gel-documentation) 

6.5.3 การวิเคราะหล์ าดับจีโนมทัง้หมด 
น าดีเอ็นเอที่ ได้จากการสกัดในข้อ 6.3.11.1 ไปตรวจสอบล าดับเบสโดยใช ้

BGISEQ-500 จากนัน้ขอ้มลูล าดบัเบสทัง้หมดของแบคทีเรียที่ไดจ้ะถูกน ามาท า assembled โดย
ใช ้SPAdes 3.11.1 ขอ้มูลล าดับเบสทัง้หมดของแบคทีเรียจะถูกวิเคราะหห์ายีนตา้นยาปฏิชีวนะ
โด ย ใ ช้  comprehensive antibiotic resistance database (CARD, http://arpcard.mcmaster.ca/)  
และ Resfinder วิเคราะห์หาบริเวณที่ก่อใหเ้กิดโรคโดยใช ้virulence factors database (VFDB, 
http://www.mgc.ac.cn/ Fs/main.htm) วิ เคราะห์หา Clustered regularly interspersed short 
palindromic repeats (CRISPR) และ  prophage โดยใช้  CRISPR Finder (http://crispr.i2bc. 
paris-saclay.fr/Server/) และ PHASTER ตามล าดบั(39) 

6.6 การห่อหุ้มแบคทเีรียที่เป็นโพรไบโอติกโดยวิธีเอกซท์รูชัน  
6.6.1 การเลีย้งเชือ้แบคทเีรียกรดแลคติก 

การเตรียมเซลลโ์พรไบโอติกเขม้ขน้ ท าไดโ้ดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มี
คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกและผ่านการระบุสปีชีส์โดยการเปรียบเทียบการหาล าดับ  
16S rDNA แลว้ที่เก็บในกลีเซอรอล อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาเลีย้งในอาหารเหลว MRS บ่ม
ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน จากนัน้น ามา cross 
streak บนอาหารแข็ง MRS บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน เพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเชือ้ และเพื่อให้ได้โคโลนีเด่ียวท่ีบริสุทธิ์ จากนั้นน า
โคโลนีเด่ียวท่ีไดล้งในอาหารเหลวเพื่อใชใ้นการศกึษาต่อไป  

6.6.2 การเตรียมเซลลแ์บคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกส าหรับการห่อหุ้ม 
เลีย้งเซลลแ์บคทีเรียในอาหารเหลว MRS บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที และลา้งเซลลด์้วย NaCl 
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0.85 เปอร์เซ็นต์ (มวล/ปริมาตร)  จ านวน 3 ครั้ง  จากนั้นละลายตะกอนเซลล์ด้วย NaCl  
0.85 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) และวดัค่าการดดูกลืนแสง OD600 ใหเ้ท่ากบั 1 เพื่อท าไปใชใ้นการ
ทดสอบในขัน้ตอนต่อไป 

6.6.3 การห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกด้วยอัลจิเนต 
วิธีการห่อหุม้เซลลแ์บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกดว้ยอัลจิเนตโดยวิธีเอกซท์รูชันได้

ท าตามวิธีของ Prasanna และ Charalampopoulos (2018)(77) ซึ่งในการเตรียมไฮโดรคอลลอยดท์ี่
มีเพียงโซเดียมอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวท าไดโ้ดยเตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขม้ขน้  
2 เปอรเ์ซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) ละลายในน ้ากรอง จากนั้นน าไปฆ่าเชื ้อที่อุณหภูมิ  121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที และเมื่อผสมสารไฮโดรคอลลอยดเ์รียบรอ้ยแลว้ ใหเ้ติมแบคทีเรียที่เป็น 
โพรไบโอติกที่ เตรียมได้ในข้อ 6.4.2 ลงในสารละลายโซเดียมอัลจิ เนตในอัตราส่วน 4: 1  
(ไฮโดรคอลลอยดโ์ซเดียมแอลจิเนต: เซลลแ์บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกเขม้ขน้, ปริมาตร/ปริมาตร) 
โดยในขัน้ตอนการเตรียมไมโครแคปซูลที่มีเชือ้แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกอยู่ดา้นในท าไดโ้ดยการ
ปล่อยสารแขวนลอยเซลลข์องแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกเขม้ขน้ผ่านหวัเข็มฉีดยาที่มีขนาด 21G 
ใหม้ีลกัษณะเป็นหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.5 M โดยมีการกวนเบา ๆ 
ดว้ยเครื่องกวนสารตลอดเวลา ซึ่งความสงูที่ใชใ้นการหยดคือ 10 เซนติเมตร ทิง้ไว ้30 นาที เพื่อให้
เม็ดไมโครแคปซูลแข็งตัว จากนั้นน าไมโครแคปซูลที่ ได้ไปล้างด้วย NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต ์ 
(มวล/ปริมาตร) ก่อนที่จะน าไปเก็บในหลอดที่ผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ เพื่อน าไปใชใ้นการทดลองขั้น
ต่อไป 

6.6.4 การห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกด้วยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ 
การห่อหุ้มแบคทีเรียที่ เป็นโพรไบโอติกด้วยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ โดยวิธี 

เอกซ์ท รูชัน ได้ท าตามวิ ธี ของ Prasanna และ  Charalampopoulos (2018) (77) โดย เตรียม
สารละลายไฮโดรคอลลอยด์จากการน าสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซ็นต ์
(มวล/ปริมาตร) ละลายในน า้กรอง จากนัน้น าไปฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที จากนั้นเติมนมแพะที่ผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ลงในสารละลายโซเดียมอัลจิเนตในอัตราส่วน  
2: 1 (ไฮโดรคอลลอยดโ์ซเดียมแอลจิเนต: นมแพะ, ปริมาตร/ปริมาตร) จากนัน้เติมแบคทีเรียที่เป็น
โพรไบโอติกที่เตรียมไดใ้นขอ้ 6.4.2 และท าการเตรียมไมโครแคปซูลที่มีเซลลโ์พรไบโอติกอยู่ดา้นใน
โดยท าการปล่อยสารแขวนลอยเซลลข์องแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกเขม้ขน้ผ่านหัวเข็มฉีดยาที่มี
ขนาด 21G ใหม้ีลกัษณะเป็นหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดค์วามเขม้ขน้ 0.5 M โดยมี
การกวนเบา ๆ ดว้ยเครื่องกวนสารตลอดเวลา ซึ่งความสูงที่ใชใ้นการหยดคือ 10 เซนติเมตร ทิง้ไว ้
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30 นาที เพื่ อให้เม็ดไมโครแคปซูลแข็งตัว จากนั้นน าไมโครแคปซูลที่ ได้ไปล้างด้วย NaCl  
0.85 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) ก่อนที่จะน าไปเก็บในหลอดที่ผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ เพื่อน าไปใชใ้น
การทดลองขัน้ต่อไป 

6.6.5 การนับจ านวนเซลลโ์พรไบโอติก 
6.6.5.1 การนับจ านวนเซลลโ์พรไบโอติกอิสระ 

น าตั วอย่ า ง เซลล์ โพ รไบ โอ ติ ก อิ ส ระม า เจื อ จ าง  10 เท่ า  ใน  NaCl  
0.85 เปอรเ์ซ็นต์ (มวล/ปริมาตร) จนได้ความเข้มข้นที่ เหมาะสม  จากนั้นนับจ านวนเชือ้โดยใช้
วิธีการ spread plate ลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติมแคลเซียมคารบ์อเนต 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์ 
(มวล/ปริมาตร) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง ในสภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน และรายงานผลในหน่วย Log CFU/ml(77) 

6.6.5.2 การนับจ านวนเซลลโ์พรไบโอติกทีถู่กห่อหุ้ม 
ชั่งตัวอย่างไมโครแคปซูลอัลจิเนต หรืออลัจิเนตร่วมกบันมแพะ 1 กรมั ใส่ลง

ในสารละลายโซเดียมซิเตรทความเขม้ข้น 50 mM pH 7.5 ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข)                
ไมโครแคปซูลที่อยู่ในรูปของแคลเซียมอลัจิเนตจะกลบัมาอยู่ในรูปของโซเดียมอลัจิเนตที่สามารถ
ละลายได ้จากนัน้เจือจางตวัอย่างของไมโครแคปซูลที่ละลายแลว้เป็นล าดบั และน ามานบัจ านวน
เชือ้โดยใชว้ิธีการ spread ลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติมแคลเซียมคารบ์อเนต 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์
(มวล/ปริมาตร) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง ในสภาวะที่ไม่มี
ออกซิเจน และรายงานผลในหน่วย Log CFU/g(77)  

6.6.6 การวิเคราะหค์่า encapsulation efficiency และขนาดของไมโครแคปซูล
ทีเ่ตรียมได้ 

6.6.6.1 การวิเคราะหค์่า encapsulation efficiency  
ประสิทธิภาพของการห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติกของวัสดุห่อหุ้มแต่ละชนิด

สามารถท าไดโ้ดยน าไมโครแคปซูลแต่ละชนิดมาละลายและนบัจ านวนตามขอ้ 6.6.5.2 จากนัน้น า
ค านวณหาประสิทธิภาพการห่อหุม้ (encapsulation efficiency) ซึ่งค านวณไดจ้ากสมการดงันี ้ 

encapsulation efficiency (%)=
จ านวนเซลลท่ี์ปลดปล่อยออกมาจากเม็ดไมโครแคปซูล 

จ านวนเซลลโ์พรไบโอติกเริ่มตน้ท่ีถกูเติมลงไปก่อนการห่อหุม้ 
×100 

6.6.6.2 การศึกษาขนาดของไมโครแคปซูลทีเ่ตรียมได้ 
สุ่มไมโครแคปซูลที่เตรียมไดแ้ต่ละชนิดจ านวน 30 เม็ด มาวัดขนาดโดยใช ้

vernier caliper และน าไปค านวณหาค่าเฉลี่ย รายงานในหน่วยมิลลิเมตร 
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6.6.7 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลใ์นเม็ดไมโครแคปซูล
ในสภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัข 

6.6.7.1 สภาวะจ าลองในปากของสุนัข  
ชั่งไมโครแคปซูลอลัจิเนต และไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ 1 กรมั 

หรือดูดตวัอย่างเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในสภาวะจ าลองในปากของสนุัข (simulated saliva 
juice; SSJ) ซึ่งมีค่า pH เท่ากับ 7.4 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร น าไปบ่มใน water bath  
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างที่เวลา 0 และ 5 นาที จากนั้นน ามาเจือจางและ 
นบัจ านวนเชือ้โพรไบโอติกที่รอดชีวิตตามขอ้ 6.6.5 

6.6.7.2 สภาวะน ้าย่อยกระเพาะอาหารจ าลองของสุนัข 
ชั่งไมโครโครแคปซูลอัลจิเนต และไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ  

1 กรมั หรือดูดตัวอย่างเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในน า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองของสุนัข 
(simulated gastric juice; SGJ) ซึ่งมีค่า pH เท่ากับ 2.1 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มใน water bath  ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างที่เวลา 0, 30, 60, 90, 
120, 150 และ 180 นาที จากนัน้น ามาเจือจางและนับจ านวนเชือ้โพรไบโอติกที่รอดชีวิตตามขอ้ 
6.6.5(77) 

6.6.7.3 สภาวะน ้าย่อยล าไส้จ าลองของสุนัขทีม่ีการเติมเกลือน ้าดี  
ชั่งไมโครโครแคปซูลอัลจิเนต และไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ  

1 กรมั หรือดดูตวัอย่างเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร  ใสล่งในสภาวะน า้ย่อยล าไสจ้ าลองของสนุขัที่มีการ
เติมเกลือน า้ดี (Simulated Intestinal Juice; SIJ) ซึ่งมีค่า pH เท่ากบั 7.4 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
9 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปบ่มใน water bath  ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บตวัอย่างที่เวลา 
0, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที จากนั้นน ามาเจือจางและนับจ านวนเชือ้โพรไบโอติกที่ 
รอดชีวิตตามขอ้ 6.6.5(77) 

6.6.8 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลใ์นเม็ดไมโครแคปซูล
ในสภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัขโดยการทดสอบแบบต่อเน่ือง 

ชั่งไมโครแคปซูลอลัจิเนต และไมโครแคปซูลอลัจิเนตร่วมกบันมแพะ 1 กรมั หรือ
ดูดตัวอย่างเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในสภาวะจ าลองในปากของสุนัขปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
น าไปบ่มใน water bath  ที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเก็บตวัอย่างที่เวลา 0 และ 5 นาที เพื่อ
นบัจ านวนเซลลอิ์สระ เซลลท์ี่ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต และอลัจิเนตรว่มกบันมแพะที่รอดชีวิต ตามขอ้ 
6.6.5 ในส่วนของเซลลอิ์สระ น าส่วนที่เหลือไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000xg ที่อุณหภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  เก็บตะกอนเซลล์เพื่ อใช้ในขั้นตอนต่อไป  ในส่วนของ 
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ไมโครแคปซูลดดูส่วนน า้ย่อยในปากจ าลองทิง้ จากนัน้น าทัง้ตะกอนเซลลอิ์สระและไมโครแคปซูล
มาใส่ลงในน ้าย่ อยก ระ เพาะอาหารจ าลองของสุนั ขบ่ ม ใน  water bath ที่ อุณ หภูมิ  37  
องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างที่เวลา 60, 120 และ 180 นาที เพื่อนับจ านวนเซลลอิ์สระ เซลลท์ี่
ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต และอลัจิเนตร่วมกบันมแพะที่รอดชีวิตตามขอ้ 6.6.5 ในส่วนของเซลลอิ์สระ
น าสว่นที่เหลือไปป่ันเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 10,000xg ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
เพื่อแยกเก็บตะกอนเซลล ์ส าหรบัส่วนของไมโครแคปซูลดูดน า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองทิง้  
น าทั้งตะกอนเซลล์อิสระและไมโครแคปซูลใส่ลงในน ้าย่อยล าไส้จ าลองของสุนัขน าไปบ่มใน  
water bath ที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส และเก็บตัวอย่างที่ เวลา 240, 300 และ 360 นาที  
เพื่อนับจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนต และอัลจิเนต
รว่มกบันมแพะตามขอ้ 6.4.5 

6.6.9 การศึกษาการปลดปล่อยเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มในเม็ดไมโครแคปซูลใน
สภาวะน ้าย่อยล าไส้จ าลอง 

ชั่งไมโครแคปซูลอัลจิเนต และไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ 1 กรัม 
จากนั้ น น า ไป ใส่ ล งในน ้ าย่ อยล า ไส้จ าลอง  และน า ไปบ่ ม ใน  water bath ที่ อุณ หภู มิ  
37 องศาเซลเซียส จากนั้นดูดตัวอย่างส่วนของเหลวดา้นนอกไมโครแคปซูล 100 ไมโครลิตร ท า
การเก็บตัวอย่างที่ เวลา 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ชั่วโมง จากนั้นน ามานับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตที่ 
ถูกปลดปล่อยออกจากไมโครแคปซูลตามข้อ 6.6.5 ซึ่งในระหว่างที่มีการเก็บตัวอย่างที่มีการ 
ดูดออกจะตอ้งมีการเติมน า้ย่อยล าไสจ้ าลองลงไป 100 ไมโครลิตรเพื่อรกัษาระดับปริมาตรของ
น า้ย่อยล าไสจ้ าลอง 

6.6.10 การศึกษาความเสถียรของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มภายในไม
โครแคปซูลในตู้เย็นทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ภายในไมโครแคปซูล
ในตู้เย็นที่ อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ท าได้โดยเก็บตัวอย่างไมโครแคปซูลอัลจิ เนต และ 
ไมโครแคปซูลอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ หรือดูดตัวอย่างเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลองที่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว จากนั้นน าไปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน  
เก็บตัวอย่างทุก ๆ วันที่ 0, 7, 14, 21 และ 28 วัน มานับจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตตามวิธีการในขอ้ 
6.6.5(77) 
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6.6.11 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มภายในไม
โครแคปซูลในนมแพะ ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ชั่งไมโครแคปซูลที่มีการห่อหุม้เซลลท์ัง้แบบอลัจิเนต และอลัจิเนตร่วมกบันมแพะ 
1 กรมั หรือดดูตวัอย่างของเหลวเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองที่ผ่านการเชือ้แลว้ที่
มี การเติมนมแพะที่ ป ราศจากเชื ้อปริมาตร 10 มิ ลลิลิตร จากนั้นน าไป เก็บที่ อุณ หภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน โดยท าการเก็บตัวอย่างทุก ๆ วันที่ 0, 7, 14, 21 และ 28 วัน  
มานบัจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตตามวิธีการในขอ้ 6.6.5(77) 

6.6.12 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มในไมโคร
แคปซูลในระหว่างกระบวนการการให้ความร้อนที่อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์

ชั่งไมโครแคปซูลที่มีการห่อหุม้เซลลท์ัง้แบบอลัจิเนต และอลัจิเนตร่วมกบันมแพะ 
1 กรมั หรือดดูตวัอย่างของเหลวเซลลอิ์สระ 1 มิลลิลิตร ใสล่งในนมแพะที่ปราศจากเชือ้ 9 มิลลิลิตร 
จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ์ที่ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและที่อุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที จากนัน้น ามานับจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตหลงัจากการผ่าน
กระบวนการใหค้วามรอ้นตามวิธีการในขอ้ 6.6.5(78) 

6.6.13 การศึกษาโครงสร้างของเม็ดไมโครแคปซูลโดยใช้กล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด  

น าเม็ดไมโครแคปซูลที่มีการห่อหุม้เซลลท์ั้งแบบอัลจิเนต และอัลจิเนตร่วมกับ  
นมแพะมาดึงน า้ออกโดยใช้ความเข้มขน้ของ ethanol ตามล าดับดังนี ้30, 50, 70, 80, 90 และ 
100 เปอรเ์ซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) จากนัน้น ามาท าใหแ้หง้และตรึงตัวอย่างบน SEM stub และ
น าไปสอ่งใตก้ลอ้งจลุทรรศนแ์บบสอ่งกราด(77)  

6.7 การทดสอบทางสถิติ 
การทดสอบทางสถิติของผลการวิเคราะหค่์า encapsulation efficiency และขนาด

ของไมโครแคปซูลจะใช ้Student's t-test  ที่ค่า p < 0.05 และวิเคราะหค์วามแปรปรวนของผลการ
รอดชีวิตของเซลลอิ์สระและเซลลใ์นเม็ดไมโครแคปซูลในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองน า้ลายของ
สนุัข น า้ย่อยจ าลอง น า้ย่อยล าไสจ้ าลอง ทางเดินอาหารจ าลองสุนัขแบบต่อเนื่อง ในระหว่างเก็บ
รกัษานมแพะที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และในระหว่างกระบวนการให้ความรอ้นที่ อุณหภูมิ 
พาสเจอรไ์รซ ์โดยใช ้One-Way ANOVA ซึ่งจัดกลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย Tukey’s 
HSD (Honestly significant difference) test โดยพิจารณาความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติที่ p < 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics 20 
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บทที ่4  
ผลการศึกษา 

1. การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลคติกจากอุจจาระของสุนัข 
จากการคัดแยกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกจากอุจจาระของสุนัขที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี 

จ านวน 30 ตัวอย่าง โดยคัดเลือกโคโลนีที่มีบริเวณใส (clear zone) บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการ
เติมแคลเซียมคารบ์อเนต 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) (ภาพประกอบ 9) พบว่า มีทั้งหมด 20  
ไอโซเลท ที่มีบริเวณใส จากนัน้น าไปยอ้มสีแกรมเพื่อศึกษาลกัษณะรูปร่าง การติดสีแกรม และการ
จดัเรียงตัวของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์คดัเลือกเชือ้ที่ติดสีแกรมบวก รูปร่างท่อน กลมหรือรูป
ไข่ ไม่สรา้งสปอร ์(ภาพประกอบ 10) พบว่า สามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกได้ทั้งหมด  
20 ไอโซเลท โดยมีรูปร่างกลม 6 ไอโซเลท รูปร่างท่อน 8 ไอโซเลท และรูปทรงไข่ 6 ไอโซเลท 
(ตาราง 6) และน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดม้าทดสอบคณุสมบติัเบือ้งตน้ของแบคทีเรียที่
เป็นโพรไบโอติกต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพประกอบ 9 การเจรญิของแบคทีเรียกรดแลคติกบนอาหาร MRS ที่มีการเติม  
แคลเซียมคารบ์อเนต 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) 
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ภาพประกอบ 10 ตวัอย่างลกัษณะรูปร่างของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได ้ 
(ก าลงัขยาย 1,000 เท่า) 

ตาราง 6 รายละเอียดการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 20 ไอโซเลทจากตวัอย่าง 

สายพันธุสุ์นัข ไอโซเลททีแ่ยกได้ รูปร่าง 

French bulldog FB1 รูปกลม 
Pomeranian FB2 รูปท่อน 
Pomeranian Pom1 รูปท่อน 
Pomeranian Pom2 รูปท่อน 
Pomeranian Pom4 รูปไข่ 
Pomeranian Pom5 รูปท่อน 
Pomeranian Pom9 รูปท่อน 
Chihuahua Chi3 รูปไข่ 
Chihuahua Chi4 รูปไข่ 
Chihuahua Chi5 รูปไข่ 
Chihuahua Chi6 รูปกลม 
Chihuahua Chi7 รูปกลม 
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ตาราง 6 (ต่อ) 

2. การศึกษาคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งต้น 
2.1 การศึกษาความสามารถในการทนกรด 

เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดม้าศึกษาความสามารถในการทนกรด พบว่า 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้หมด 20 ไอโซเลทสามารถรอดชีวิตในอาหารเหลว MRS ที่มี
การปรบัค่า pH ใหเ้ท่ากบั 3.5 และ 4.5 ตามล าดบั (ตาราง 7) จึงคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่
แยกไดท้ัง้ 20 ไอโซเลทเพื่อศกึษาความสามารถในการทนเกลือน า้ดีต่อไป 

2.2 การศึกษาความสามารถในการทนต่อเกลือน ้าดี 
เมื่ อน าแบคที เรียกรดแลคติกที่ สามารถทนกรดทั้ ง  20 ไอโซ เลทมาศึกษา

ความสามารถในการทนต่อเกลือน า้ดี พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ั้ง 20 ไอโซเลท 
สามารถรอดชีวิตในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติมเกลือน ้าดีทั้ง 0.15, 0.3 และ 1 เปอรเ์ซ็นต ์ 
(มวล/ปริมาตร) ดงันัน้จึงคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีการทนต่อกรดและเกลือน า้ ดีทัง้ 20 ไอ
โซเลท (ตาราง 7) ไปศกึษาความสามารถในการสรา้งสารยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียก์่อโรค 

Mongrel dog MD2 รูปกลม 
Mongrel dog MD3 รูปท่อน 
Mongrel dog MD12 รูปท่อน 
Mongrel dog MD13 รูปไข่ 
Shih-Tzu Shi1 รูปท่อน 
Poodle PD3 รูปกลม 
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ตาราง 7 ความสามารถในการทนกรดและเกลือน า้ดีของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัแยกได ้

ไอโซเลท ความสามารถในการทนกรด* ความสามารถในการทนเกลือน ้าดี** 
pH 3.5 pH 4.5 0.15% 0.3% 1% 

FB1 ++ ++ ++ ++ + 
FB2 ++ +++ ++ + + 
Pom1 ++ +++ +++ + + 
Pom2 + ++ +++ ++ + 
Pom4 +++ +++ +++ +++ +++ 
Pom5 ++ +++ ++ ++ ++ 
Pom9 + +++ + + + 
Chi3 ++ ++ ++ + + 
Chi4 + ++ ++ ++ + 
Chi5 + ++ +++ +++ +++ 
Chi6 ++ ++ ++ + + 
Chi7 + + +++ +++ +++ 
Chi8 +++ +++ +++ +++ +++ 
MD1 + ++ ++ ++ + 
MD2 + ++ + + + 
MD3 ++ +++ + + + 
MD12 + +++ + + + 
MD13 ++ ++ + + + 
Shi1 ++ ++ + + + 
PD3 + + + + + 

หมายเหต ุ+: เจรญิไดเ้ล็กนอ้ย, ++: เจรญิไดดี้ และ +++: เจรญิไดดี้เช่นเดียวกบัชดุควบคมุ     
*ชดุควบคมุ คือ อาหารเหลว MRS ที่มีค่า pH เท่ากบั 6, **ชุดควบคมุ คือ อาหารเหลว MRS ที่ไม่มี
การเติมเกลือน า้ดี) 
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2.3 การศึกษาความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียก์่อโรค 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีความสามารถในการทนต่อกรดและเกลือน า้ดีทัง้ 20 

ไอโซเลท มาศกึษาความสามารถในการสรา้งสารยบัยัง้จุลินทรียโ์ดยวิธี agar well diffusion โดยใช้
เชือ้ทดสอบ ได้แก่ E. coli, S. aureus, Salmonella sp. และ B. cereus พบว่า มีเพียงไอโซเลท 
Pom4, Pom5 และ Chi8 ที่สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ทั้ง 4 ชนิด ไอโซเลท 
FB2, Pom1, Pom2, Pom9 สามารถยบัยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรคได ้3 ชนิด ไอโซเลท Chi3, 
Chi5, Chi7, MD1 และ Shi1 สามารถยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียก์่อโรคได ้2 ชนิด ไอโซเลท FB1, 
Chi4, MD2 และ MD3 สามารถยบัยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรคได้เพียง 1 ชนิด นอกจากนี ้ไอ
โซ เล ท  Chi6, MD12, MD13 แ ล ะ  PD3 ไม่ ส า ม า ร ถ ยั บ ยั้ ง ก า ร เจ ริญ ข อ ง จุ ลิ น ท รี ย ์
ก่อโรคทกุชนิดที่ใชใ้นการทดสอบ (ตาราง 8) 

ตาราง 8 ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียก์่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่แยกได ้

ไอโซเลท ความกว้างของบริเวณใสทีเ่กดิจากการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียก์่อโรค 
(มิลลิเมตร) 

E. coli B. cereus S. aureus Salmonella sp. 
FB1 - - 13±0.15 - 
FB2 13.42±0.10 14±0.13 - 13.42±0.13 
Pom1 13±0.15 14±0.13 15±0.06 - 
Pom2 13±0.10 14±0.12 13±0.02 - 
Pom4 10.88±0.12 8.40±0.10 9.80±0.10 9.62±0.13 
Pom5 10.43±0.10 15±0.12 11.95±0.2 13.05±0.12 
Pom9 - 14±0.13 15±0.10 11±0.13 
Chi3 12±0.12 12±0.14 - - 
Chi4 12±0.12 - - - 
Chi5 13±0.14 0.37±1.0 - - 
Chi6 - - - - 
Chi7 14±0.11 15±0.10 - - 
Chi8 12.79±0.10 14±0.20 13±0.14 13.42±0.12 
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ตาราง 8 (ต่อ) ความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของจุลินทรียก์่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติก 
ที่แยกได ้

MD1 12±0.15 - 12±0.11 - 

MD2 - 14±0.20 - - 
MD3 - 13±0.30 - - 
MD12 - - - - 
MD13 - - - - 
Shi1 - 12±0.3 12±0.2 - 
PD3 - - - - 

ส าหรบัผลการทดสอบความสามารถในการสรา้งแบคเทอริโอซินพบว่า เชือ้แบคทีเรีย
กรดแลคติกทัง้ 20 ไอโซเลท ไม่สามารถสรา้งแบคเทอริโอซินมายบัยัง้เชือ้ทดสอบและเชือ้แบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้หมดจากการศึกษานีไ้ด ้ 

2.4 การศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนทีไ่ม่ชอบน ้า 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 20 ไอโซเลท มาศึกษาความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิว

เซลล ์หรือ cell surface hydrophobicity เพื่อวิเคราะหค์ณุสมบติัการเกาะติดล าไสเ้บือ้งตน้ พบว่า  
ไอโซเลทที่มีค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลส์งูกว่า 70 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแสดงความไม่ชอบน า้ของ
พืน้ผิวเซลลท์ี่สงู (high hydrophobicity) ไดแ้ก่ Pom1 และ Pom2 ไอโซเลทที่มีค่าความไม่ชอบน า้
ของพืน้ผิวเซลลอ์ยู่ระหว่าง 50-70 เปอรเ์ซ็นต ์แสดงถึงความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลป์านกลาง 
(moderate hydrophobicity) ได้แก่ FB2 และ MD13 และไอโซเลทที่มีค่าความไม่ชอบน ้าของ
พื ้ น ผิ ว เซ ล ล์ต ่ า ก ว่ า  50 เป อ ร์เซ็ น ต์  แ ส ด งถึ ง ค วาม ไม่ ช อบ น ้ า ข อ งพื ้ น ผิ ว เซ ล ล์ต ่ า  
(low hydrophobicity) ได้แก่ FB1, Pom4, Pom5, Pom9, Chi3, Chi4, Chi5, Chi6, Chi7, Chi8, 
MD1, MD2, MD3, MD12, Shi1 และ PD3 (ตาราง 9)  
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ตาราง 9 ค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได ้

ไอโซเลท ค่าความไม่ชอบน ้าของพืน้ผิวเซลล ์(%) สรุปความไม่ชอบน ้าของพืน้ผิวเซลล ์

FB1 1.03±1.50 ต ่า 
FB2 56.66±0.0 ปานกลาง 
Pom1 88.91±1.20 สงู 
Pom2 88.45±1.50 สงู 
Pom4 15.59±0.09 ต ่า 
Pom5 32.27±0.16 ต ่า 
Pom9 34.25±0.30 ต ่า 
Chi3 1.01±0.40 ต ่า 
Chi4 22.13±0.10 ต ่า 
Chi5 0.37±1.0 ต ่า 
Chi6 0.42±1.0 ต ่า 
Chi7 1.72±1.20 ต ่า 
Chi8 22.91±0.12 ต ่า 
MD1 5.84±1.10 ต ่า 
MD2 8.05±0.30 ต ่า 
MD3 0.04±0.40 ต ่า 
MD12 0.31±0.40 ต ่า 
MD13 63.89±1.0 ปานกลาง 
Shi1 0.64±1.50 ต ่า 
PD3 5.57±1.40 ต ่า 

หมายเหต;ุ ต ่า หมายถึง ค่าความไม่ชอบน า้นอ้ยกว่า 50 เปอรเ์ซ็นต,์ ปานกลาง หมายถึง ค่าความ
ไม่ชอบน า้ของพื ้นผิวเซลลอ์ยู่ระหว่าง 50-70 เปอรเ์ซ็นต์ และสูง หมายถึง ค่าความไม่ชอบน ้า
มากกว่า 70 เปอรเ์ซ็นต ์
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2.5 การศึกษาการเกาะกลุ่มกันเองของแบคทเีรียกรดแลคติก 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้ 20 ไอโซเลท มาศึกษาการเกาะกลุ่มกันเอง

ของแบคทีเรียกรดแลคติก หรือ auto-aggregation พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกจ านวน 6 ไอโซ
เลท  คือ  FB1, FB2, Pom5, Chi3, Chi7 และ MD1 มี ค่ าการเกาะกลุ่ มกัน เองมากกว่า 70 
เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัเองที่สูง  11 ไอโซเลท คือ Pom1, Pom2, 
Pom4, Pom9, Chi4, Chi5, Chi6, Chi8, MD12, MD13 และ Shi1 มีค่าการเกาะกลุ่มกันเองอยู่
ระหว่าง 50-70 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัเองปานกลาง และมี 3 ไอ
โซเลท คือ MD2, MD3 และ PD3 ที่มีค่าการเกาะกลุ่มกันเองต ่ากว่า 50 เปอรเ์ซ็นต์ ซึ่งแสดงถึง
ความสามารถในการเกาะกลุม่กนัเองต ่า 

ตาราง 10 ค่าการเกาะกลุม่กนัเองของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได ้ 

ไอโซเลท ค่าการเกาะกลุ่มกันเอง (%) สรุปความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง 

FB1 80.76±0.08 สงู 

FB2 79.73±0.12 สงู 

Pom1 58.34±0.10 ปานกลาง 

Pom2 52.34±0.50 ปานกลาง 

Pom4 68.14±0.05 ปานกลาง 

Pom5 70.31±0.04 สงู 

Pom9 57.91±0.20 ปานกลาง 

Chi3 81.75±0.14 สงู 

Chi4 64.11±0.16 ปานกลาง 

Chi5 66.04±0.17 ปานกลาง 

Chi6 64.27±0.10 ปานกลาง 

Chi7 76.35±0.21 สงู 

Chi8 57.40±0.15 ปานกลาง 

MD1 71.57±0.16 สงู 

MD2 31.68±0.41 ต ่า 

MD3 27.34±0.15 ต ่า 
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ตาราง 10 (ต่อ) ค่าการเกาะกลุม่กนัเองของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได ้ 

หมายเหตุว; ต ่า หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มกันเองต ่ากว่า 50 เปอรเ์ซ็นต,์ ปานกลาง หมายถึง ค่า
การเกาะกลุ่มกันเองอยู่ระหว่าง 50-70 เปอรเ์ซ็นต์ และสูง หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มกันเอง
มากกว่า 70 เปอรเ์ซ็นต ์

2.6 การศึกษาการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ั้ง 20 ไอโซเลท มาศึกษาการเกาะกลุ่มของ

เซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ หรือ co-aggregation พบว่า แบคทีเรียกรดแล
คติกที่แยกไดท้ัง้ 20 ไอโซเลท มีค่าการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกบัเชือ้ก่อโรคชนิด
ต่าง ๆ ที่มากกว่า 50 เปอรเ์ซ็นต ์แสดงถึงความสามารถในการเกาะกลุ่มกนักบัเชือ้ก่อโรคชนิดต่าง 
ๆ ในระดบัปานกลางถึงสงู 

ตาราง 11 ค่าการเกาะกลุม่ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดก้บัเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ  

ไอโซเลท 
ค่าการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรค (%) 

E. coli B. cereus S. aureus Salmonella sp. 
FB1 76.16±0.15 78.75±0.22 75.8±0.20 72.73±0.11 

FB2 76.73±0.10 81.50±0.2 76.68±0.12 77.22±0.15 

Pom1 68.33±0.17 72.52±0.25 71.21±0.45 60.39±0.25 

Pom2 69.08±0.14 72.53±0.14 71.58±0.23 61.61±0.20 

Pom4 75.97±0.10 75.17±0.1 72.48±0.4 58.45±0.20 

Pom5 77.64±0.14 76.22±0.12 73.16±0.2 51.55±0.30 

Pom9 66.88±0.17 72.67±0.25 70.50±0.41 60.42±0.37 

Chi3 68.55±0.12 72.94±0.21 71.74±0.3 64.24±0.18 

Chi4 69.78±0.23 72.42±0.33 71.19±0.22 62.11±0.38 

Chi5 67.75±0.14 72.27±0.68 68.60±0.77 57.90±0.34 

MD12 60.38±0.23 ปานกลาง 

MD13 58.99±0.20 ปานกลาง 

Shi1 63.78±0.19 ปานกลาง 

PD3 48.21±0.21 ต ่า 
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ตาราง 11  (ต่อ) ค่าการเกาะกลุม่ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดก้บัเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ 
Chi6 71.41±0.33 72.81±0.55 72.13±0.66 63.29±0.22 

Chi7 69.18±0.32 72.63±0.77 69.52±0.27 59.04±0.23 

Chi8 52.73±0.11 72.52±0.21 79.17±0.3 51.55±0.09 

MD1 64.82±0.25 67.13±0.41 66.73±0.55 53.79±0.41 

MD2 62.50±0.45 65.59±0.17 64.21±0.47 48.49±0.56 

MD3 62.69±0.25 66.43±0.28 65.79±0.36 51.85±0.74 

MD12 66.24±0.29 70.48±0.09 68.16±0.24 57.67±0.05 

MD13 66.19±0.41 69.54±0.14 63.57±0.61 57.36±0.10 

Shi1 61.52±0.39 69.93±0.14 65.29±0.57 51.19±0.36 

PD3 64.53±0.36 69.36±0.09 67.63±0.23 55.19±0.25 

จากคณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งตน้ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้ 20 ไอ
โซเลท จึงไดท้ าการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้หมด 4 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติและสามารถ
เจริญในอาหารที่ ใช้เพาะเลี ้ยงได้ดี  ได้แก่  ไอโซเลท FB2, Pom4, Pom5 และ Chi8 ไปใช้ใน
การศกึษาขัน้ต่อไป 
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3. การจ าแนกสปีชีสโ์ดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ั้ง 4 ไอโซเลท มาสกัดดีเอ็นเอและน าไปเพิ่ม

จ านวนชิน้ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดว้ยวิธี PCR พบว่า PCR product ที่ได ้มีขนาดประมาณ 
1,500 bp เมื่อเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน เมื่อน าไปหาล าดับเบสบริเวณ 16S rDNA 
และเปรียบเทียบในฐานขอ้มูล GenBank เพื่อท าการระบุสปีชีสข์องแบคทีเรียกรดแลคติก พบว่า 
ไอโซเลท Pom4 มีความคล้ายคลึงกับ Enterococcus hirae (GenBank accession number; 
LR134297.1) 99 เปอรเ์ซ็นต,์ ไอโซเลท Pom5 มีความคลา้ยคลึงกับ Limosilactobacillus (Lim.) 
fermentum (GenBank accession number; MT611889.1) 99 เปอร์เซ็นต์, ไอโซเลท Chi8 มี
ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ  Pediococcus pentosaceus (GenBank accession number; 
MK402182.1) 99 เปอรเ์ซ็นต ์และ ไอโซเลท FB2 มีความคลา้ยคลึงกับ Ligilactobacillus (Lig.) 
animalis (GenBank accession number; AB911530.1) 99 เปอรเ์ซ็นต ์ 

ตาราง 13 การจ าแนกสปีชีสโ์ดยศกึษาล าดบัเบสในบรเิวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่
คดัเลือกไดท้ัง้ 4 ไอโซเลท 

ไอโซเลท BLAST results Accession number Similarity (%) 
Length of obtained 
sequencing read (bp) 

ผลการจัดจ าแนก 
เชือ้แบคทเีรีย 

Pom4 
Enterococcus hirae 
strain NCTC12368 

LR134297.1 99.00% 1422/1427 
Enterococcus (E.) 
hirae 

Pom5 
Lactobacillus 
fermentum strain 2950 

MT611889.1 99.86% 1425/1427 
Limosilactobacillus 
(Lim.) fermentum 

Chi8 

Pediococcus 
pentosaceus strain 
HBUAS53395 

MK402182.1 99.00% 1414/1416 
Pediococcus (P.) 
pentosaceus 

FB2 

Ligilactobacillus 
animalis strain: JCM 
8692 

AB911530.1 99.00% 1382/1383 
Ligilactobacillus 
(Lig.) animalis 
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4. การสร้างแผนภูมิแสดงการจัดกลุ่มของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ัง้  4 ไอโซเลท มาสรา้งแผนภูมิแสดงการจัด

กลุ่มของเชือ้ดว้ยวิธี neighbor joining (NJ) โดยใชโ้มเดล Kimura 2-parameter โดยใชโ้ปรแกรม 
MEGA11 ver. 11.0.10 แ ล ะก าห น ด ค่ าค วาม เชื่ อ มั่ น ข อ ง  bootstrap เท่ ากั บ  1,000 ซ  ้ า 
(ภาพประกอบ 11) สามารถยืนยันไดว้่าแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ ์Pom4, Pom5, Chi8 และ 
FB2 จัดอยู่ในกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติก คือ E. hirae, Lim. fermentum, P. pentosaceus 
และ Lig. animalis โดยมีค่า bootstrap เท่ากบั 99, 100, 100 และ 98 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั 

ภาพประกอบ 11 แผนภมูิแสดงการจดักลุม่ของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์ที่คดัเลือก
ได ้โดยตวัเลขที่ node แสดงระดบัความเชื่อมั่น bootstrap (%) จากการท าซ า้ 1,000 ครัง้ และ 

scale bar แสดงอตัราการถูกแทนที่ของนิวคลีโอไทดต่์อ 1 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์ 
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5. การศึกษาคุณสมบัติของแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกเพ่ิมเติม 
5.1 การศึกษาความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกับเซลลไ์ลน ์Caco-2  

เมื่อน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้ 4 สายพนัธุ ์มาศึกษาความสามารถ
ในการเกาะ ติดกับ เซลล์ไลน์  Caco-2 พบว่ า  E. hirae Pom4, Lim. fermentum Pom5, P. 
pentosaceus Chi8 และ Lig. animalis FB2 มีอัตราการเกาะติดกับเซลล์ไลน์ Caco-2 เท่ากับ 
76.92, 88.40, 95.08 และ 83.95 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการเกาะติด
กบัเซลลไ์ลน ์Caco-2 หรือเซลลล์  าไสท้ี่สงู (ตาราง 14) 

ตาราง 14 ความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2 ของแบคทีเรียกรด            
แลคติกทัง้ 4 สายพนัธุท์ี่คดัเลือกได ้

สายพันธุ ์
ความสามารถของโพรไบโอติกในการเกาะติดกับ
เซลลไ์ลน ์Caco-2 (%) 

E. hirae Pom4 76.92±0.56 
Lim. fermentum Pom5 88.40±1.85 
P. pentosaceus Chi8 95.08±2.92 
Lig. animalis FB2 83.95±1.70 

5.2 การศึกษาการอยู่ร่วมกันของแบคทเีรียกรดแลคติก 
การศึกษาการอยู่ร่วมกันของเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ โดยน าเชื ้อ

แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ ขีดลงบนอาหารแข็ง MRS ในแนวตั้ง และขีดใน
แนวตัง้ฉากกันอีกครัง้ ดงัภาพประกอบ 7 ซึ่งพบว่า เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพันธุ์ ไม่มี
การยบัยัง้ที่บรเิวณแต่ละจุดตดัของสายพนัธุ ์ซึ่งแสดงถึงการอยู่รว่มกนัโดยไม่มีการยบัยัง้ซึ่งกนัและ
กนั (ภาพประกอบ 12) 
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ภาพประกอบ 12 การอยู่รว่มกนัของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุท์ี่คดัเลือกได ้โดยจาก
ภาพไม่พบการยบัยัง้ที่บรเิวณแต่ละจดุตดัของสายพนัธุ ์ ซึ่งแสดงถึงการอยู่รว่มกนัโดยไม่มีการ

ยบัยัง้ซึ่งกนัและกนั 

5.3 การศึกษาการสร้างเอนไซม ์bile salts hydrolase 
การศึกษาความสามารถในการสร้างเอนไซม์ bile salts hydrolase ในการย่อย 

เกลือน ้าดี taurodeoxycholate (TDC) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 4 สายพันธุ ์
พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ัง้ 4 สายพันธุ์ ไม่พบ opaque zone รอบรอยหยดเชือ้ 
ซึ่งแสดงถึงไม่มีการสร้างเอนไซม์ bile salts hydrolase ออกมาย่อยสลายเกลือน ้าดีประเภท 
taurodeoxycholate  

5.4 การศึกษาการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือก มาศึกษาความสามารถในการสรา้งสารตา้น

อนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH assay) โดยใชก้รด ascorbic 
เป็น positive control น าไปค านวณเปอรเ์ซ็นต์ความสามารถในการสรา้งสารต้านอนุมูลอิสระ 
พ บ ว่ า  Lim. fermentum Pom5 มี ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใ น ก า ร ส ร้ า ง ส า ร ต้ า น 



 71 
 

 

อนุมลูอิสระสงูที่สดุ คือ 36.96 เปอรเ์ซ็นต ์รองลงมา คือ E. hirae Pom4, Lig. animalis FB2 และ 
P. pentosaceus Chi8 ซึ่งมีเปอรเ์ซ็นต์การสรา้งสารต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 28.87, 23.34 และ 
16.42 เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดบั (ตาราง 15) 

ตาราง 15 ความสามารถในการสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระดว้ยวิธี DPPH ของแบคทีเรียกรดแลคติก
ทัง้ 4 สายพนัธุท์ี่คดัเลือกได ้ 

5.5 การศึกษาการสร้างเอนไซม ์ß-galactosidase 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดม้าศึกษาความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์

ß -galactosidase โดยใช ้o-nitrophenyl- ß- D-galactosidase (ONPG) เป็นสารตั้งต้น จากนั้น
น า ม า ค า น ว ณ กิ จ ก ร ร ม ข อ ง เ อ น ไ ซ ม์  ß  -galactosidase ที่ แ บ ค ที เ รี ย 
กรดแลค ติกที่ คั ด เลื อก ได้ส ร้า งขึ ้น ในหน่ วย  Miller Unit พบว่ า  กิ จกรรมของ เอน ไซม ์ 
ß -galactosidase ของทัง้ 4 สายพนัธุ ์ซึ่งอยู่ระหว่าง 301.90-373.48 Miller Unit (ตาราง 16) 
 

 

สายพันธุ ์ ค่าการสร้างสารต้านอนุมูลอิสระ 
E. hirae Pom4 28.87±0.02 
Lim. fermentum Pom5 36.39±0.01 
P. pentosaceus Chi8 16.42±0.01 
Lig. animalis FB2 23.34±0.01 
Ascorbic acid (positive control) 83.41±0.02 



 72 
 

 

 

ภาพประกอบ 13 กิจกรรมของเอนไซม ์ß -galactosidase ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกได ้

ตาราง 16 ความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์ß -galactosidase ของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 
สายพนัธุท์ี่คดัเลือกได ้

 

สายพันธุ ์
ค ว า ม ส า ม า ร ถ ใน ก า ร ส ร้ า ง เอ น ไ ซ ม ์ 
ß -galactosidase (Miller unit) 

E. hirae Pom4 301.90±0.01 
Lim. fermentum Pom5 327.75±0.18 
P. pentosaceus Chi8 373.48±0.16 
Lig. animalis FB2 364.23±0.02 
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6. การศึกษาความปลอดภยัของแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกทีค่ัดเลือกทั้ง 4 สายพันธุ ์
6.1 การตรวจสอบการสร้าง amine 

เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกมาศึกษาการสรา้งเอนไซม ์decarboxylase 
ซึ่งจะเปลี่ยนกรดอะมิโนเป็นสารประกอบเอมีนที่มีความเป็นพิษต่อสตัว ์พบว่า แบคทีเรียกรดแล
คติกที่แยกได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ ไม่มีการสรา้งสารประกอบ amine เมื่อใช้กรดอะมิโน histidine, 
lysine, arginine และ ornithine เป็นสารตัง้ตน้ โดยสงัเกตไดจ้ากไม่มีการเปลี่ยนสีของอินดิเคเตอร ์ 

6.2 การทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้มาศึกษาความสามารถในการย่อยสลาย

เม็ดเลือดแดง พบว่า แบคทีเรียดกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ัง้ 4 สายพันธุ ์มีการย่อยเม็ดเลือดแดง
แบ บ  gamma-hemolysis ห รื อ ไม่ มี ค ว าม ส าม า รถ ใน ก า รย่ อ ย ส ล าย เม็ ด เลื อ ด แ ด ง
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ตาราง 17 การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้ 4 สายพนัธุ ์

สายพันธุ ์ ภาพการย่อยสลายเม็ดเลือด
แดง 

ส รุ ป ลั ก ษ ณ ะ  hemolysis ที่
เกิดขึน้ 

E. hirae Pom4 

 

gamma-hemolysis 

Lim. fermentum 
Pom5 

 

gamma-hemolysis 

P. pentosaceus 
Chi8 

 

gamma-hemolysis 

Lig. animalis FB2 

 

gamma-hemolysis 

 

6.3 การศึกษาความเป็นพิษของ cell free supernatant ต่อเซลลไ์ลน ์Vero ด้วยวิธี 
MTT colorimetric assay 

เมื่อน าสว่นใสที่ผ่านการเลีย้งแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกได้มาศกึษาการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน ์Vero พบว่า เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้ 4 สายพันธุ์ไม่มี
ความเป็นพิษต่อเซลล ์Vero โดยยังคงมีอัตราการรอดชีวิตของเซลลท์ี่สูงมากกว่า 70 เปอรเ์ซ็นต ์
(ตาราง 18) 
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ภาพประกอบ 14 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์Vero ที่มีการเจรญิใน 96 well plate  
ดว้ยวิธี MTT colorimetric assay 

ตาราง 18 ผลความเป็นพิษของ cell free supernatant ต่อเซลลไ์ลน ์Vero ดว้ยวิธี MTT 
colorimetric assay 

สายพันธุ ์ ผลความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน ์Vero (%) 

E. hirae Pom4 87.11±0.09 
Lim. fermentum Pom5 93.26±0.17 
P. pentosaceus Chi8 82.43±0.07 
Lig. animalis FB2 74.58±0.01 

 

6.4 การทดสอบความไวตอ่ยาปฏิชีวนะโดยใช้วิธี E-test 
การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได้ทั้ง 4  

ส ายพั น ธุ์  โด ย วิ ธี  E-test โด ยท ดสอบ กั บ ย าปฏิ ชี วน ะ ได้ แ ก่  Ampicillin, Gentamycin, 
Erythromycin, Chloramphenicol และ Tetracycline จากผลการทดลองเมื่อน าค่า MIC ที่ไดข้อง
แต่ละเชื ้อไปเปรียบเทียบกับค่ามาตรฐานของ EFSA Panel on Additives and Products or 
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Substances Used in Animal Feed พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้ 4 สายพนัธุ ์มีความ
ไวต่อยาทัง้ 5 ชนิด  มีเพียงสายพนัธุ ์E. hirae Pom4 และ Lig. animalis FB2 ที่ดือ้ต่อยาปฏิชีวนะ 
Tetracycline (ตาราง 19) 

ตาราง 19 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้ 4 สายพนัธุโ์ดยวิธี  
E-test 

สายพันธุ ์
ช นิ ด ข อ ง 
ยาปฏิชีวนะ 

Cut-off 
value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity 
ภาพประกอบผลการ
ทดสอบ 

E. hirae 
Pom4 

Ampicillin 2 .094 S 

 

Gentamicin 16 12 S 

 

Erythromycin 1 .064 S 

 

Chloramphenicol 4 2 S 

 

Tetracycline 4 12 R 
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ตาราง 19 (ต่อ) ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ั้ง 4 สาย
พนัธุโ์ดยวิธี E-test  

สายพันธุ ์
ชนิดของยา
ปฏิชีวนะ 

Cut-off 
value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity 
ภาพประกอบผลการ

ทดสอบ 

Lim. 
fermentum 
Pom5 

Ampicillin 2 .125 S 

 

Gentamicin 16 7.5 S 

 

Erythromycin 1 .064 S 

 

Chloramphenicol 4 3 S 

 

Tetracycline 8 2 S 
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สายพันธุ ์
ช นิ ด ข อ ง ย า
ปฏิชีวนะ 

Cut-off 
value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity 
ภาพประกอบผลการ
ทดสอบ 

P. 
pentosaceus 
Chi8 

Ampicillin 4 2 S 

 

Gentamicin 16 12 S 

 

Erythromycin 1 .19 S 

 

Chloramphenicol 4 4 S 

 

Tetracycline 8 6 S 

 

ตาราง 19 (ต่อ) ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ัง้ 4 สาย
พนัธุโ์ดยวิธี E-test  
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ส า ย
พันธุ ์

ช นิ ด ข อ ง ย า
ปฏิชีวนะ 

Cut-off value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity 
ภาพประกอบผลการ
ทดสอบ 

Lig. 
animalis 
FB2 

Ampicillin 4 .125 S 

 

Gentamicin 16 2 S 

 

Erythromycin 1 .064 S 

 

Chloramphenicol 4 2 S 

 

Tetracycline 8 16 R 

 
หมายเหต;ุ * หมายถึง ค่ามาตรฐานความไวของยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกอา้งอิงตาม
เกณฑข์อง EFSA Panel on Additives and Products or Substances Used in Animal Feed 
 

ตาราง 19 (ต่อ) ความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คดัเลือกไดท้ัง้ 4 สายพนัธุ ์
โดยวิธี E-test  
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7. การศึกษาล าดับจีโนมทัง้หมดของโพรไบโอติกโดยวิธี next generation 
sequencing 

เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกไดท้ัง้ 4 สายพันธุ ์มาสกัดดีเอ็นเอ และน าไป
วิเคราะหล์  าดับจีโนมทั้งหมดโดยใช ้BGISEQ-500 ซึ่งขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดท์ั้งหมดที่ได้ของ
แบคทีเรียจะถูกน ามาประกอบกัน โดยลักษณะเฉพาะของจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 
สายพนัธุแ์สดงดงัตาราง 20 จากการศึกษาพบว่า ขนาดจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสาย
พันธุ์อยู่ระหว่าง 1,746,086-2,922,639 คู่เบส โดยจีโนมของ E. hirae Pom4 มีขนาดที่ใหญ่ที่สุด
และ P. pentosaceus Chi8 มีขนาดของจีโนมที่ เล็กที่สุด (ภาพประกอบ 15) และมีค่า G+C 
content อยู่ระหว่าง 36.6-52.0 เปอรเ์ซ็นต ์(ตาราง 20) 

ตาราง 20 ลกัษณะเฉพาะของจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์

ลักษณะเฉพาะของ 
จีโนม 

สายพันธุข์องโพรไบโอติก 
Pom4 Pom5 Chi8 FB2 

ขนาด (คู่เบส) 2,922,639 2,046,384 1,746,086 2,046,384 
G + C content (%) 36.6 52.0 37.1 52.0 
N50 (คู่เบส) 222,522 72,163 331,800 254,780 
Contigs 78 262 18 62 
Plasmid Present - Present - 
จ า น ว น 
พลาสมิด 

4 - 1 - 

บ ริเวณ ยีนต้ านยา
ปฏิชีวนะ 

3 - - 1 

บริเวณที่คาดว่าเป็น 
Prophage 

1 3 4 8 

บริเวณ ยีนที่
เกี่ยวข้องกับ 
CRISPR 

2 1 1 2 

บริเวณยีนที่คาดว่า
สร้างแบคเทอริโอซิน 

4 - - - 

บ ริ เว ณ ยี น ที่ ส ร้ า ง  
ß-galactosidases 

2 2 1 2 
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ภาพประกอบ 15 ลกัษณะเฉพาะของจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์จากวงดา้น
นอกสูว่งดา้นในแสดงตามล าดบัดงันี ้วงที่ 1 คือ forward strand, วงที่ 2 คือ reverse strand, วงที่ 
3 คือ GC content, วงที่ 4 คือ GC skew และวงที่ 5 คือ ต าแหน่งของล าดบันิวคลีโอไทด ์โดยสีใน

แต่ละวง รวมถึงต าแหน่งของ tRNA และ rRNA แสดงดงัสญัลกัษณท์างดา้นขวาของภาพ   

เมื่อน าขอ้มูลล าดับเบสทัง้หมดที่ไดข้องแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ไปวิเคราะหห์ายีน
ต้านยาปฏิ ชี วนะโดย เปรียบ เที ยบกับฐานข้อมูล  comprehensive antibiotic resistance 
database (CARD, http://arpcard.mcmaster.ca/)  และ Resfinder พบว่า ไม่พบยีนต้านยา
ปฏิชีวนะในจีโนมของ Lim. fermentum Pom5 และ P. pentosaceus Chi8 แต่ในส่วนของจีโนม
ของ E. hirae Pom4 พบยีนที่คาดว่าจะเป็นยีนต้านยาปฏิชีวนะทั้งหมด 3 ยีน คือ aac(6')-Iid, 
tet(45) และ tetM ซึ่งเก่ียวข้องกับการดือ้ต่อยาในกลุ่มของ aminoglycoside และ tetracycline 
ตามล าดับ นอกจากนี ้จีโนมของ Lig. animalis FB2 ยังพบยีนตา้นยาปฏิชีวนะ 1 ยีน ไดแ้ก่ ยีน 
tetM ซึ่งเป็นยีนที่อาจส่งผลให้ดือ้ต่อยาในกลุ่มของ tetracycline ทั้งนีผ้ลดังกล่าวสอดคล้องกับ
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การศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยใชว้ิธี E-test ซึ่งเชือ้ E. hirae Pom4 และ Lig. animalis FB2 
พบการตา้นยาปฏิชีวนะ tetracycline  

ในส่วนของบริเวณที่คาดว่าเป็นพลาสมิด พบว่า มีส่วนที่คาดว่าจะเป็นพลาสมิดใน
จีโนมของ E. hirae Pom4 และ P. pentosaceus Chi8 โดยในจีโนมของ E. hirae Pom4 พบพ
ลาสมิด บริเวณเดียวกันกับบริเวณยีนต้านยาปฏิชีวนะ tetracycline อาจเป็นไปได้ว่ายีนดือ้ยา
ปฏิชีวนะนีอ้าจจะอยู่บนพลาสมิด ซึ่งอาจเป็นยีนปฏิชีวนะที่ไดร้บัมาในภายหลงั ในขณะที่ จีโนม
ของ P. pentosaceus Chi8 ไม่พบยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะในบรเิวณเดียวกนักบัพลาสมิด 

เมื่อน าข้อมูลล าดับเบสทั้งหมดที่ได้ของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธุ์ไป
วิเคราะห์หาบริเวณยีนที่อาจก่อให้เกิดโรค โดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล virulence factors 
database พบว่า มีเพียงจีโนมของ E. hirae Pom4 ที่พบบรเิวณที่คาดว่าจะเป็นยีนที่อาจก่อใหเ้กิด
โรคทั้งหมด 2 ยีน  คือ ยีน  clpP (proteolytic subunit of the ATP-dependent Clp protease) 
แ ล ะ ยี น  bopD (Maltose operon transcriptional repressor MalR, LacI family, biofilm 
formation) อย่างไรก็ตาม ไม่พบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นยีนที่อาจก่อให้เกิดโรคในจีโนมของ  
Lim. fermentum Pom5, P. pentosaceus Chi8 และ Lig. animalis FB2  

จากการน าขอ้มูลล าดับเบสทัง้หมดที่ไดข้องแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพนัธุไ์ป
วิเคราะห์หา prophage โดยใช้ PHASTER พบบริเวณของ prophage แทรกอยู่ในจีโนมของ
แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์เมื่อน าขอ้มลูล าดบัเบสทัง้หมดที่ไดข้องแบคทีเรียกรดแลคติก
แต่ละสายพนัธุไ์ปวิเคราะห์หาบริเวณของ Clustered regularly interspersed short palindromic 
repeats (CRISPR) และยีนที่สร้างแบคเทอริโอซินโดยใช้ CRISPR Finder (http://crispr.i2bc. 
paris-saclay.fr/Server/) และ BAGEL4 ตามล าดับ ผลการวิเคราะห์พบว่า สามารถยืนยันส่วน
ของ CRISPR ในจีโนมของ Lim. fermentum Pom5 และ Lig. animalis FB2 และพบบริเวณที่
คาดว่าจะเป็นบริเวณของ CRISPR ในจีโนมของ E. hirae Pom4 และ P. pentosaceus Chi8 
นอกจากนี ้ยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นยีนที่สรา้งแบคเทอริโอซินในจีโนมของ E. hirae Pom4 
ไดแ้ก่ Enterolysin_A, Hiracin และ Lanthipeptide class II  
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8. การห่อหุ้มแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติกโดยวิธีเอกซท์รูชัน 
8.1 การวิเคราะหค์่า encapsulation efficiency และขนาดของไมโครแคปซูลที่

เตรียมได้ 
เมื่อท าการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ์ที่คัดเลือกได้ดว้ยอัลจิเนตความ

เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) และอลัจิเนตรว่มกบันมแพะโดยวิธีเอกซท์รูชนั จะไดล้กัษณะ
ของไมโครแคปซูลแต่ละชนิดดงัภาพประกอบ 16 และเมื่อน าไมโครแคปซูลที่ไดแ้ต่ละชนิดมาศกึษา 
encapsulation efficiency พบว่า การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกทัง้ 4 สายพันธุ์ ดว้ยอัลจิเนตความ
เขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปรมิาตร) และอลัจิเนตร่วมกบัร่วมกบันมแพะมีประสิทธิภาพการห่อหุม้
โพรไบโอติกอยู่ระหว่าง 92.27-98.97 เปอรเ์ซ็นต ์นอกจากนี ้การศึกษาขนาดของไมโครแคปซูลที่
เตรียมไดโ้ดยใช ้vernier caliper ยงัพบว่าขนาดของไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนตร่วมกบันมแพะเป็น
วัสดุห่อหุ้มมีขนาดอยู่ระหว่าง 2.26-2.29 มิลลิเมตร ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกบัไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนตเพียงอย่างเดียวเป็นวสัดหุ่อหุม้ในเชือ้เดียวกนั 

ภาพประกอบ 16 ลกัษณะของเม็ดไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนต (A) และอลัจิเนตรว่มกบันมแพะ 
เป็นวสัดหุ่อหุม้ (B)

A B 
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ตาราง 21 ค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกของวสัดหุ่อหุม้แต่ละชนิด และขนาดของ 
ไมโครแคปซูล 

สายพันธุ ์

ขนาด (มิลลิเมตร) 
ค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์
โพรไบโอติก (%) 

อลัจิเนต 
อัลจิเนตร่วมกับ
นมแพะ 

อลัจิเนต 
อัลจิเนตร่วมกับ
นมแพะ 

E. hirae Pom4 2.20±0.04B 2.26±0.01A 93.35±0.98A 93.64±1.14A 
Lim. fermentum 
Pom5 

2.24±0.02B 2.26±0.01A 94.05±1.29A 96.64±0.81A 

P. pentosaceus Chi8 2.21±0.02B 2.29±0.01A 92.27±1.16B 98.97±0.73A 
Lig. animalis FB2 2.23±0.02B 2.27±0.01A 95.13±0.84B 96.01±0.16A 

หมายเหตุ; ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตัวอักษรพิมพใ์หญ่ที่
แตกต่างกันแสดงความแตกต่างของขนาดและค่าประสิทธิภาพการห่อหุ้มเซลล์เปรียบเทียบ
ระหว่างวัสดุห่อหุม้ในเชือ้สายพันธุ์เดียวกัน (แนวแถว) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของแต่ละการ
ทดลอง การทดสอบทางสถิติจะใช ้Student's t-test  ที่ค่า p < 0.05  

8.2 การศึกษาโครงสร้างของเม็ดไมโครแคปซูลโดยใช้กล้องจุลทรรศนอ์ิเล็กตรอน
แบบส่องกราด 

เมื่อน าไมโครแคปซูลที่ห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกทัง้แบบอัลจิเนตและอัลจิเนตร่วมกับ
นมแพะไปศึกษาโครงสรา้งของเม็ดไมโครแคปซูลโดยใชก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด 
พบว่า พื ้นผิวของเม็ดไมโครแคปซูลแบบอัลจิเนตมีรอยแตก หรือมีรูปพรุนค่อนข้างมากเมื่ อ
เปรียบเทียบกบัเม็ดไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนตรว่มกบันมแพะ ซึ่งมีพืน้ผิวที่เรียบและไม่มีรูพรุน  
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ภาพประกอบ 17 โครงสรา้งของเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดภายใตก้ลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอน
แบบส่องกราด (bar = 1 ไมโครเมตร) 

 A และ B ไมโครแคปซูลที่ห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกแบบอลัจิเนต 
C และ D ไมโครแคปซูลที่ห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกแบบอลัจิเนต รว่มกบันมแพะ  

8.3 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลใ์นเม็ดไมโครแคปซูลใน
สภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัข 

8.3.1 สภาวะจ าลองในปากของสุนัข 
เมื่อน าเซลลโ์พรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ์ ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตและอัลจิเนต

รว่มกบันมแพะ มาศึกษาการรอดชีวิตเปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระในสภาวะจ าลองในปากของสนุขัที่
มีการเติมเอนไซม ์amylase เป็นเวลา 5 นาที พบว่า เซลลโ์พรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ์ที่ถูกห่อหุม้
ดว้ยอัลจิเนตและอลัจิเนตร่วมกับนมแพะมีการรอดชีวิตไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ ไม่ถูกห่อหุ้ม โดยเซลล์โพรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มและไม่ถูกห่อหุ้มทั้ง  
4 สายพนัธุม์ีอตัราการรอดชีวิตสงูกว่า 95 เปอรเ์ซ็นต ์เมื่อสมัผัสกบัสภาวะจ าลองในปากของสนุัข
เป็นเวลา 5 นาท ี(ตาราง 22) 

A B 

C 
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8.3.2 สภาวะน ้าย่อยกระเพาะอาหารจ าลองของสุนัข 
เมื่อน าแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกทัง้ 4 สายพนัธุท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตและอลั

จิเนตร่วมกับนมแพะไปศึกษาการรอดชีวิตเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกห่อหุม้ในสภาวะน า้ย่อย
กระเพาะอาหารจ าลองของสุนัขที่มีการเติมเอนไซม์ pepsin ที่มีค่า pH เท่ากับ 2 เป็นเวลา 180 
นาที พบว่า เซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้ของเซลลโ์พรไบโอติกทุกสายพนัธุม์ีการรอดชีวิตนอ้ยที่สดุภายหลงั
สมัผสัน า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองของสนุขัเป็นเวลา 180 นาที โดยมีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตนอ้ย
กว่า 6 log CFU/mL ซึ่งต ่ากว่าปริมาณที่แนะน าในการน าโพรไบโอติกมาใชใ้ห้เกิดประโยขนแ์ก่
โฮสต ์ในขณะที่เซลลโ์พรไบโอติกทัง้ 4 สายพันธุท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบันมแพะมีจ านวน
เซลลท์ี่รอดชีวิตสงูกว่าการห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตและเซลลอิ์สระอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติในทุกสาย
พนัธุ ์โดย Lim. fermentum Pom5 ที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตรว่มกบันมแพะมีการรอดชีวิตที่สงูที่สดุ 
คือ 7.57 log CFU/g รองลงมา คือ P. pentosaceus Chi8, Lig. animalis FB2 และ E. hirae 
Pom4 ซึ่งมีการรอดชีวิตเท่ากบั 7.45, 7.37 และ 7.32 log CFU/g ตามล าดบั (ตาราง 23) 
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8.4.3 สภาวะน ้าย่อยล าไส้จ าลองของสุนัขทีม่ีการเติมเกลือน ้าดี 
เมื่อท าการศึกษาการรอดชีวิตของเซลล์ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตและอัลจิเนต

ร่วมกบันมแพะเปรียบเทียบกับเซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้ในสภาวะน า้ย่อยล าไสจ้ าลองของสุนัขที่มีการ
เติมเกลือน า้ดีเป็นเวลา 180 นาที พบว่า เซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้ของแต่ละสายพันธุ์มีการรอดชีวิตที่
นอ้ยที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตและอัลจิเนตร่วมกับนมแพะในแต่ละ
สายพันธุ ์นอกจากนีย้ังพบว่า การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกดว้ยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะมีการรอด
ชีวิตของเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้สงูกว่าเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียว และเซลลท์ี่ไม่ไดถู้ก
ห่อหุ้มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดย P. pentosaceus Chi8 มีการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 8.09  
log CFU/g รองลงมาคือ Lig. animalis FB2, E. hirae Pom4 และ Lim. fermentum Pom5 โดยมี
จ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตเท่ากบั 7.99, 7.93 และ 7.63 log CFU/g ตามล าดบั (ตาราง 24) 

8.4. การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลใ์นเม็ดไมโครแคปซูลใน
สภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัขโดยการทดสอบแบบต่อเน่ือง 

เมื่อน าเซลลโ์พรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตและอัลจิเนตร่วมกับนมแพะมา
ศึกษาการรอดชีวิตเปรียบเทียบกับเซลลอิ์สระในสภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัข
แบบต่อเนื่อง โดยเริ่มจากสภาวะจ าลองในปากของสุนัขเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นน าไปใส่ลงใน
น า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองของสุนัขเป็นเวลา 180 นาที และใส่ลงในน า้ย่อยล าไสจ้ าลองของ
สนุัขเป็นเวลาอีก 180 นาที และน าไปนับจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิต ซึ่งพบว่า เซลลโ์พรไบโอติกที่ถูก
ห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะของทัง้ 4 สายพันธุ์มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตมากกว่าเซลลโ์พร
ไบโอติกที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว และเซลลอิ์สระอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
สมัผัสกับสภาวะระบบทางเดินอาหารจ าลองเป็นเวลา 360 นาที โดย Lim. fermentum Pom5 ที่
ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะมีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตมากที่สุด คือ 6.89 log CFU/g 
ในขณะที่การห่อหุม้เซลลด์ว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวและเซลลอิ์สระ มีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตต ่า
กว่า 6 log CFU/g (หรือ CFU/ml) เมื่อสัมผัสกับระบบทางเดินอาหารจ าลองของสุนัขเป็นเวลา  
360 นาท ี(ตาราง 25) 
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8.5 การศึกษาการปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุ้มในเม็ดไมโครแคปซูลในสภาวะ
น ้าย่อยล าไส้จ าลอง 

เมื่อน าเม็ดไมโครแคปซูลอัลจิเนต และอัลจิเนตร่วมกบันมแพะที่เตรียมได ้มาศึกษา
การปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในเม็ดไมโครแคปซูลในสภาวะน า้ย่อยจ าลอง เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 
พบว่า เมื่อเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดของเชือ้โพรไบโอติกแต่ละสายพนัธุส์มัผสักบัสภาวะน า้ย่อย
ล าไสจ้ าลองจะมีการปลดปล่อยเซลลอ์อกมาอย่างชา้ ๆ  ภายหลงัจากการสมัผัสกบัน า้ย่อยล าไส้
จ าลองเป็นเวลา 6 ชั่วโมง  โดย Lim. fermentum Pom5 ที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว
แสดงอตัราการปลดปล่อยที่สงูสดุ คือ 86.13 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งไม่แตกต่างจากการห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนต
รว่มกบันมแพะอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (ตาราง 26) 

8.6. การศึกษาความเสถียรของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ีถู่กห่อหุ้มในไมโครแคปซูล
ในตู้เย็นทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เมื่อน าเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดมาศึกษาการ
รอดชีวิตในระหว่างการเก็บรกัษาในตูเ้ย็นที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28  วนั  พบว่า เซลลอิ์สระ
ของเชือ้ทัง้ 4 สายพันธุ์ มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตนอ้ยที่สดุ  ในขณะที่ เซลลโ์พรไบโอติกแต่ละสาย
พนัธุท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกับนมแพะมีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตสงูที่สุด ซึ่งสูงกว่าการห่อหุม้
ดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียว และเซลลอิ์สระอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายหลงัจากการเก็บรกัษา
ในตูเ้ย็นที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั (ตาราง 27) 

8.7 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ีถู่กห่อหุ้มในไมโครแคปซูล
ในนมแพะ ทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เมื่อน าเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดมาศึกษาการ
รอดชีวิตในระหว่างการเก็บรกัษาในนมแพะ ที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28  วัน พบว่า ทัง้เซลล์
อิสระ และเซลลท์ี่ถกูห่อหุม้ดว้ยเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดของเชือ้แต่ละสายพนัธุ ์มีการรอดชีวิต
ที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเก็บรกัษาในนมแพะที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 28 วนั (ตาราง 28) 

8.8 การศึกษาการรอดชีวิตของเซลลอ์ิสระและเซลลท์ีถู่กห่อหุ้มในไมโครแคปซูล
ในระหว่างกระบวนการให้ความร้อนทีอุ่ณหภูมิพาสเจอรไ์รซ ์

เมื่อน าเซลลอิ์สระและเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในเม็ดไมโครแคปซูลแต่ละชนิดมาศึกษาการ
รอดชีวิตในระหว่างกระบวนการใหค้วามรอ้นที่อณุหภมูิพาสเจอรไ์รซท์ี่ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาทีและที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที พบว่า การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติก
แต่ละสายพันธุ์ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะใหก้ารปกป้องเซลลใ์นระหว่างกระบวนการใหค้วาม
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รอ้นที่อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซ์ที่  63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที ไดดี้กว่าการห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว และเซลลท์ี่ไม่ถูก
ห่อหุม้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดย P. pentosaceus Chi8 มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตสงูที่สดุ คือ 
7.37 log CFU/g เมื่อสมัผัสกับอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซท์ี่  63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ 
E. hirae Pom4 มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตสูงที่สุด คือ 8.25 log CFU/g เมื่อสมัผัสกับอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที (ตาราง 29) 
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บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง 

การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากทางเดินอาหารของสุนขัเพื่อน าไปใชเ้ป็นโพรไบโอ
ติกนั้น จะตอ้งมีคุณสมบัติเบือ้งตน้ ไดแ้ก่ สามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหาร สามารถยึด
เกาะและเพิ่มจ านวนกบัเซลลเ์ยื่อบุผิวล าไสข้องโฮสต ์สามารถสรา้งสารยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรคอ่ืน ๆ 
ภายในล าไสไ้ด ้เป็นตน้ นอกจากนี ้โพรไบโอติกที่จะน ามาใชต้อ้งเป็นสายพนัธุ์ที่มีความปลอดภัย 
โดยตอ้งเป็นสายพันธุ์ที่คัดแยกจากมนุษยห์รือสัตวท์ี่มีสุขภาพดี และโพรไบโอติกสายพนัธุท์ี่
จะน ามาใช้ควรเป็นสายพันธุ์ที่มีแหล่งก าเนิดเดียวกับโฮสต์ ดังนั้น ในการศึกษานี ้ จึงคัดเลือก
แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งตน้จากอุจจาระของสุนัขที่มีอายุ
นอ้ยกว่า 5 ปี จ านวน 30 ตวัอย่าง พบว่าสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกไดท้ัง้หมด 20 ไอโซเลท 
จากนั้นน ามาทดสอบความสามารถในการทนกรดและเกลือน ้าดีซึ่ งเป็ นสภาวะที่พบใน 
ระบบทางเดินอาหาร พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 20 ไอโซเลท สามารถรอดชีวิตในสภาวะที่
เป็นกรดสูงที่ค่า pH เท่ากับ 3.5 และ pH 4.5 และสภาวะที่มีเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้ 0.1, 0.15 
และ 0.3 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Rajoka และคณะ (2018)(106) ซึ่งรายงานว่า เชือ้ 
Lactobacillus สายพันธุ์ต่าง ๆ ที่แยกไดจ้ากทางเดินอาหารของสตัวปี์กมีอัตราการรอดชีวิตที่สูง 
คือ 82 และ 93 เปอรเ์ซ็นต ์เมื่อสมัผสักบัสภาวะที่เป็นกรดสงูที่มีค่า pH เท่ากบั 2 และ 3 เป็นเวลา 
3 ชั่วโมง และยังสามารถรอดชีวิตในสภาวะที่มีการเติมเกลือน า้ดีที่ความเข้มขน้ 0.3, 0.5 และ  
1 เปอรเ์ซ็นตไ์ดอี้กดว้ย นอกจากนีย้ังสอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Jun Jang และคณะ (2021)(107) 

ซึ่งไดท้ าการแยกเชือ้แบคทีเรียที่มีคณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติกจากอจุจาระของสุนขั และศึกษา
ความสามารถในการทนต่อกรดและเกลือน า้ดีของ B. longum subsp. longum CACC517, P. 
acidilactici CACC5 3 7 , L.  plantarum subsp. plantarum CACC5 5 8  แ ล ะ  L.  paracasei 
subsp. tolerans CACC566 ที่ แ ย ก ไ ด้  พ บ ว่ า  CACC517, CACC537, CACC558 แ ล ะ 
CACC566 สามารถรอดชีวิตในสภาวะที่เป็นกรดที่มีค่า pH เท่ากบั 2.5 และสภาวะที่มีเกลือน า้ดีที่
ความเขม้ขน้ 0.3 และ 1 เปอรเ์ซ็นต ์พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัเมื่อเปรียบเทียบกบั
สายพันธุ์อ้างอิง Lactobacillus rhamnosus GG ATCC53103 (LGG) ซึ่งเป็นโพรไบโอติกที่ใช้
ทางการคา้ 

จากการทดสอบความสามารถในการสรา้งสารยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรค พบว่า มี 3 ไอโซเลท
ที่แสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของจุลินทรียก์่อโรคไดท้ัง้ 4 ชนิด 5 ไอโซเลทที่สามารถ
ยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียก์่อโรคได ้3 ชนิด 4 ไอโซเลทที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของจลุินทรียก์่อ
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โรคได ้2 ชนิด และ 4 ไอโซเลทที่สามารถยบัยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรคได ้1 ชนิด โดยผลการ
ยบัยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรคเหล่านีม้ักเกิดจากการสรา้งสารเมแทบอไลตช์นิดต่าง ๆ  เช่น 
กรดอินทรีย ์ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์หรือแบคเทอรโิอซิน อย่างไรก็ตาม จากผลการทดลองยงัแสดง
ให้ เห็ น ว่ า  ไม่ พ บ ไอ โซ เล ท ที่ ส า ม า รถ ยั บ ยั้ ง เชื ้ อ ท ด ส อบ ห ลั ง จ า ก มี ก า รป รับ ค่ า  
pH ของส่วนใสใหเ้ท่ากับ 6.0 จากผลการศึกษานีช้ีใ้หเ้ห็นว่า กรดอินทรียท์ี่แบคทีเรียกรดแลคติก
สรา้งขึน้มีบทบาทส าคัญในการยับยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรค โดยการผลิตและสะสมกรด
อินทรียน์ีท้  าใหส้ภาวะแวดลอ้มมีความเป็นกรดที่มากขึน้ ซึ่งมีผลในการยับยัง้จุลินทรียก์่อโรคทั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียแกรมลบแบบไม่จ าเพาะ (108) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Amarantini และคณะ (2019)(109) ที่ไดท้ าการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยก
ไดจ้าก Peda fish ทัง้หมด 26 สายพันธุ ์ในการยบัยัง้การเจริญของจุลินทรียก์่อโรคชนิดต่าง ๆ คือ 
Salmonella Typhi BPE 127.1.MC, Salmonella Typhi BPE122.4.CCA, Salmonella Typhi 
NCTC 786, Salmonella Typhimurium FNCC 0050, Pseudomonas putida FNCC 0071, 
Bacillus subtilis ATCC 6633 และ  Staphylococcus aureus ATCC 25923 โดยวิธี agar well 
diffusion พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 26 สายพนัธุ ์แสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจริญ
ของจลุินทรียก์่อโรค แต่ไม่สามารถยบัยัง้การเจรญิจุลินทรียก์่อโรคไดท้กุชนิด มีเพียง 21 สายพนัธุท์ี่
สามารถยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคได้ทั้งแกรมบวกและแกรมลบ และมีเพียง 2 จาก 
 26 สายพนัธุท์ี่ยงัคงแสดงความสามารถในการยบัยัง้การเจรญิของจุลินทรียก์่อโรคเมื่อปรบัค่า pH 
ของส่วนใสใหม้ีค่าเท่ากบั 6.5 นอกจากนีเ้มื่อน าส่วนใสที่ปรบัค่า pH ใหม้ีค่าเท่ากบั 6.5 มาทดสอบ
ความสามารถในการสร้างแบคเทอริโอซิน  โดยใช้เชื ้อแบคที เรียกรดแลคติกที่ แยกได้ใน
หอ้งปฏิบติัการเป็นเชือ้ทดสอบ พบว่า สารที่ผลิตขึน้ไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ทดสอบได ้ซึ่งในเบือ้งตน้
นีอ้าจสรุปไดว้่า เชือ้ไม่มีการสรา้งแบคเทอริโอซิน อย่างไรก็ตาม ขอ้จ ากดัในการทดสอบการสรา้ง
แบคเทอริโอซิน คือ เชือ้แบคทีเรียที่น ามาทดสอบอาจไม่ใช่กลุ่มที่ไวต่อแบคเทอริโอซินที่เชือ้สรา้ง
ขึน้ ดังนั้นเพื่อยืนยันว่าเชือ้มีการสรา้งแบคเทอริโอซินหรือไม่จึงจ าเป็นตอ้งมีการศึกษาต่อไปใน
อนาคต 

คณุสมบัติของพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนที่ไม่ชอบน า้ สามารถใชเ้พื่อประเมินความสามารถใน
การเกาะติดล าไส้ ซึ่งเป็นคุณสมบัติหนึ่งในการคัดเลือกโพรไบโอติกเบือ้งต้น จากงานวิจัยของ 
Falah และคณะ (2019)(110) ไดร้ายงานว่า การศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนที่ไม่ชอบน า้ถือเป็นการ
ทดสอบความสามารถในการยึดเกาะของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกในเบือ้งตน้ โดยในการศึกษา
พืน้ผิวเซลลใ์นสว่นที่ไม่ชอบน า้ในงานวิจยันีจ้ะใชไ้ฮโดรคารบ์อนที่ไม่มีขัว้ ไดแ้ก่ hexadecane และ
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น ามาค านวณค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลล ์พบว่า แบคทีกรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้ 
20 ไอโซเลท มี 0.04-88.91 เปอรเ์ซ็นต์ โดยมีจ านวน 16 จาก 20 ไอโซเลท แสดงค่าเปอรเ์ซ็นต์
ความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลต์ ่า (<50%) มีเพียง 2 ไอโซเลท แสดงค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามไม่ชอบ
น า้ของพืน้ผิวเซลลท์ี่สงู (>70%) และ 2 ไอโซเลท แสดงความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลป์านกลาง 
(50-70%) จากการศกึษาก่อนหนา้นีม้ีรายงานว่าแบคทีเรียกรดแลคติกที่แสดงความไม่ชอบน า้ของ
พืน้ผิวเซลลท์ี่สงูกว่าอาจแสดงการยึดเกาะกับเซลลไ์ลน ์Caco-2  ที่มากกว่า(111) และจากงานวิจัย
ของ Krausova และคณะ  (2019)(112) ที่ ท าการศึกษาพื ้นผิวเซลล์ในส่วนที่ ไม่ชอบน ้าของ  
L. fermentum และ L. casei ทัง้หมด 19 สายพนัธุ ์พบว่า มีค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลอ์ยู่
ระหว่าง 0.3-68.8 เปอรเ์ซ็นต ์โดยค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลท์ี่แตกต่างกนันีอ้าจเกิดจากวิธี 
BATH ที่ใชท้ดสอบการยึดเกาะกับสารไฮโดรคารบ์อน และปัจจัยอ่ืน ๆ เช่น เวลาที่ใชใ้นการบ่ม 
องคป์ระกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ และชนิดของสารไฮโดรคารบ์อน เป็นตน้  

การศึกษาการเกาะกลุ่มกันเองของแบคทีเรียกรดแลคติก และการเกาะกลุ่มของเซลล์
แบคที เรียกรดแลคติกกับเชื ้อก่อโรคต่าง ๆ  ได้แก่  E. coli, S. aureus, Salmonella sp. และ  
B. cereus พบว่า แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ทั้ง 20 ไอโซเลท มีค่าเปอรเ์ซ็นตก์ารเกาะกลุ่ม
กันเองอยู่ระหว่าง 27.37-81.75 เปอรเ์ซ็นต ์และมีค่าเปอรเ์ซ็นตก์ารเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรีย
กรด            แลคติกกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ ที่มากกว่า 50 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งความสามารถในการเกาะ
กลุ่มกันเองของแบคทีเรียกรดแลคติกมีบทบาทส าคัญในการยึดเกาะกับเยื่อบุผิวล าไส ้ในขณะที่
การเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรคมีบทบาทส าคญัในการป้องกันการเขา้
เกาะของเชือ้ก่อโรคที่บริเวณล าไส ้ดังนัน้ ความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัเองของแบคทีเรียกรด
แลคติก และการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรคจึงถูกน ามาใช้ในการ
คดัเลือกแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่เหมาะสมกบัทัง้ส  าหรบัคนและสตัว์(113) โดยความสามารถใน
การเกาะกลุ่มกันเอง และการเกาะกลุ่มกับเชื ้อก่อโรคของแบคทีเรียกรดแลคติกอาจเกิดจาก
องคป์ระกอบที่แตกต่างกนัของพืน้ผิวเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพนัธุ์(104)  

จากการศกึษาคณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งตน้ จึงไดท้ าการคดัเลือกแบคทีเรียกรด
แลคติกทัง้หมด 4 ไอโซเลทที่มีคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกเบือ้งตน้ที่ดี ไดแ้ก่ ไอโซเลท Pom4, 
Pom5, Chi8 และ FB2 ไปท าการจ าแนกสปีชีส์โดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ  16S rDNA 
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank พบว่า ไอโซเลท Pom4 มีความคล้ายคลึงกับ E. hirae 
(GenBank accession number; LR134297.1) 99 เปอรเ์ซ็นต,์ ไอโซเลท Pom5 มีความคลา้ยคลงึ
กับ Lim. fermentum (GenBank accession number; MT611889.1) 99 เปอรเ์ซ็นต์ ไอโซเลท 
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Chi8 มีความคล้ายคลึงกับ P. pentosaceus (GenBank accession number; MK402182.1)  
99 เปอรเ์ซ็นต์ และ ไอโซเลท FB2 มีความคล้ายคลึงกับ Lig. animalis (GenBank accession 
number; AB911530.1) 99 เปอรเ์ซ็นต ์ 

แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์ที่จดัจ าแนกแลว้ไดน้ ามาศึกษาความสามารถ
ในการเกาะติดกับเซลลไ์ลน ์Caco-2  ซึ่งถูกใชเ้ป็นตัวแทนของเซลลเ์ยื่อบุผิวล าไส้ จากการศึกษา
พบว่า สายพันธุ์ Pom4, Pom5, Chi8 และ FB2 มีอัตราการยึดเกาะอยู่ระหว่าง 76.92-95.08 
เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแสดงถึงความสามารถในการยึดเกาะกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2  หรือล าไสท้ี่สงู แต่มีค่า
เปอรเ์ซ็นต์ความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลล์ในระดับต ่าถึงปานกลาง คืออยู่ในช่วง 22.91-56.66 
เปอรเ์ซ็นต ์โดยค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลแ์ละการเกาะติดกับเซลลไ์ลน ์Caco-2  อาจไม่
สัมพันธ์กันได้ เนื่องจากคุณสมบัติในการยึดเกาะของเซลลไ์ด้รบัอิทธิพลจากหลายปัจจัย เช่น 
องค์ประกอบของอาหารเลี ้ยงเชื ้อ อุณหภูมิ  และค่า pH(114, 115) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Krausova และคณะ (2019)(112) ที่ไดท้ าการศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนที่ไม่ชอบน า้และการยึดเกาะ
กบัเซลลไ์ลน ์Caco-2  ของ Lactobacillus และ Bifidobacterium ที่แยกไดจ้ากมลูและน า้ลายของ
ลกูโคและลกูสกุร ซึ่งพบว่า L. reuteri E3M2 และ L. casei E3TD แสดงความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิว
เซลลท์ี่ต  ่าคือ 9.1 และ 11.3 เปอรเ์ซ็นต ์แต่กลับแสดงความสามารถในการเกาะติดกับเซลลไ์ลน ์
Caco-2 ไดดี้ที่สดุมากกว่า 30 เปอรเ์ซ็นต ์ 

นอกจากคุณสมบัติที่ กล่าวมาเบื ้องต้นที่ โพรไบโอติกควรมีแล้ว แบคที เรียที่ เป็น  
โพรไบโอติกบางสายพันธุ์อาจมีความสามารถในการสร้างสารที่มีประโยชน์แก่โฮสต์ เช่น  
ความสามารถในการสรา้งสารอนุมูลอิสระ ความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์ß-galactosidase 
หรือความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์bile salts hydrolase(116) ซึ่งผลการศกึษาเป็นดงันี ้

- การศึ กษ าความสามารถในการสร้างสารต้านอนุมู ล อิสระจะใช้วิ ธี  DPPH  
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; DPPH assay) ซึ่ งมีหลักการคือ สาร DPPH จะเป็นสารที่ มี
อนมุลูอิสระและมีสีม่วง หากมีสารตา้นอนุมลูอิสระที่สรา้งจากแบคทีเรียกรดแลคติกจะท าปฏิกิรยิา
กับสารอนุมูลอิสระ DPPH เปลี่ยนจากสารสีม่วงเป็นสารสีเหลือง จากผลการศึกษาพบว่า 
แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ั้ง 4 สายพันธุ์ มีค่าเปอรเ์ซ็นต์การตา้นอนุมูลอิสระอยู่ที่ 16.42-
36.96 เปอรเ์ซ็นต์ โดย Lim. fermentum Pom5 มีความสามารถในการต้านสารอนุมูลอิสระสูง
ที่สุด จากการรายงานก่อนหนา้นีโ้ดย Lee และคณะ (2006)(117) ซึ่งไดท้ าการศึกษาคณุสมบติัการ
ต้านอนุมูล อิสระของเชื ้อ  L. plantarum NK181 ด้วยวิ ธี  DPPH เช่น เดียวกัน  พบว่า  เชื ้อ  
L. plantarum NK181 มีค่าเปอรเ์ซ็นต์การต้านอนุมูลอิสระเท่ากับ 30 เปอรเ์ซ็นต์ ซึ่งแสดงถึง
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คุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระที่ดี แต่อย่างไรก็ตาม สาร DPPH เป็นสารอนุมูลอิสระที่มีความ
เสถียร ซึ่งมีความไวต่อปฏิกิริยาน้อยกว่าสารอนุมูลอิสระที่ เกิดขึน้จริง จึงท าให้สาร DPPH  
ท าปฏิกิริยาไดช้า้กว่า มีผลท าใหค่้าการตา้นอนุมูลอิสระที่ไดจ้ากวิธี DPPH นีต้  ่ากว่าความเป็นจริง
ได้(118)   

- การศึกษาความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์ß-galactosidase ที่สรา้งจากแบคทีเรีย
กรดแลคติก โดยใช ้o-nitrophenyl-ß-D-galactoside (ONPG) เป็นสารตัง้ตน้ พบว่า กิจกรรมของ
เอนไซม์ ß-galactosidase ของทั้ง  4 ไอโซเลท อยู่ ระหว่าง 301.90-373.48 Miller Unit โดย
เอนไซม์ ß-galactosidase มีการใช้กันอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมนมเพื่อช่วยในการย่อย
น า้ตาลแลคโตสใหเ้ป็นกรดไขมันสายสัน้ เช่น กรดแลคติก, กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทิริก เป็น
ตน้ ซึ่งเป็นประโยชนใ์หแ้ก่ผูบ้รโิภคหรือโฮสต์(119) ทัง้นีไ้ดม้ีรายงานว่าแบคทีเรียกรดแลคติกบางสาย
พนัธุส์ามารถสรา้งเอนไซม ์ß-galactosidase ได ้อาทิเช่น งานวิจยัของ Son และคณะ (2017)(116) 
ไดท้ าการศึกษากิจกรรมของเอนไซม ์ß -galactosidase ของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพนัธุ ์
ได้แก่ L. rhamnosus KCTC 12202BP, L. plantarum Ln4 และ L. plantarum G72 ในอาหาร
เหลว MRS ที่มีการเติมน า้ตาลแลคโตส พบว่า L. plantarum Ln4 มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ß-
galactosidase สงูที่สดุ เท่ากบั 3,320.99 Miller units  

- การศึกษาการสรา้งเอนไซม์ bile salts hydrolase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการ
ย่อยสลายเกลือน ้าดีให้ได้เป็นกรดน ้าดีและกรดอะมิโนไกลซีนหรือทอรีน จากผลการศึกษา
ความสามารถในการสรา้งเอนไซม์ bile salts hydrolase ของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือก
ไดท้ั้ง 4 สายพันธุ์ โดยใช ้taurodeoxycholate ที่เติมลงในอาหารแข็ง MRS เป็นสารตัง้ตน้ พบว่า 
ไม่พบกิจกรรมของเอนไซม ์bile salts hydrolase ของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์ซึ่งอาจ
เกิดจากความจ าเพาะของเอนไซม ์bile salts hydrolase ต่อสารตัง้ตน้ ที่จะมีการ conjugate ของ
กรดอะมิโนที่แตกต่างกนั(120) สอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Kumar และคณะ (2012)(120) ซึ่งไดศ้ึกษา
การสรา้งเอนไซม ์bile salts hydrolase ของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธุต่์าง ๆ โดยใชส้ารตัง้ตน้
ที่แตกต่างกัน คือ sodium glycocholate, sodium taurocholate และ taurodeoxycholate ซึ่ง
พบว่า มีแบคทีเรียกรดแลคติก 62 สายพันธุ์ ที่ ไม่สามารถย่อย sodium glycocholate และ 
sodium taurocholate ได้และมีเพียง 12 สายพันธุ์ ที่สามารถย่อย sodium glycocholate และ 
sodium taurocholate แต่ไม่สามารถย่อย sodium taurocholate และมี 4 สายพันธุ์ที่สามารถ
ย่อย sodium glycocholate ไดเ้พียงอย่างเดียว และยงัมีรายงานว่า เอนไซม ์bile salts hydrolase 
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ที่สรา้งจากแบคทีเรียกรดแลคติกส่วนใหญ่สามารถย่อย glycocholate ไดดี้กว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กบั taurodeoxycholate(120)  

นอกจากคณุสมบติัต่าง ๆ แลว้ การประเมินความปลอดภยัก่อนที่จะน าโพรไบโอติกไปใช้
ในโฮสตย์งัมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง ซึ่งในการศกึษานีไ้ดต้รวจสอบจากการสรา้งเอมีน การย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดง ความเป็นพิษของ cell free supernatant ของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อเซลลไ์ลน ์
Vero และความไวต่อยาปฏิชีวนะ ซึ่งผลการศกึษาเป็นดงันี ้

- ความสามารถในการสรา้งเอมีน พบว่า เชือ้ทัง้ 4 สายพนัธุ ์ไม่มีการสรา้งสารประกอบเอ
มีน เนื่องจากไม่สามารถสรา้งเอนไซม์ decarboxylase ซึ่งในการเปลี่ยนกรดอะมิโน histidine, 
lysine, arginine และ ornithine ที่ใชท้ดสอบเป็นสารประกอบเอมีนชนิดต่าง ๆ ที่อาจก่อให้เกิด
ผลเสียต่อโฮสต ์โดยสารประกอบเอมีนเหลา่นีอ้าจท าใหเ้กิดอาการแพต่้าง ๆ หากไดร้บัในปรมิาณที่
มาก(121)  

- การย่อยสลายเม็ดเลือดแดงและความเป็นพิษของ cell free supernatant ของ
แบคทีเรียกรดแลคติกต่อเซลลไ์ลน ์vero พบว่า เชือ้ทัง้ 4 สายพนัธุไ์ม่สามารถสรา้งเอนไซมใ์นการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง รวมทั้งไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ไลน์ Vero ซึ่งใช้เป็นตัวแทนของ 
เซลลป์กติในการทดสอบความเป็นพิษของเซลล ์โดยสอดคลอ้งกับงานวิจยัของ Cunha และคณะ 
(2021)(122) ได้ท าการประเมินความปลอดภัยแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก คือ 
Lactococcus (Lc.) lactis subsp. lactis R7 โดยได้ท าการตรวจสอบความสามารถในการย่อย
สลายเม็ดเลือดแดงบนอาหาร blood agar ที่มีการเติมเลือดมา้ 7 เปอรเ์ซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) 
และความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน์ Vero พบว่า Lc. lactis R7 ไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือด
แดง รวมถึงไม่มีความเป็นพิษเซลลไ์ลน ์Vero หลงัจากบ่มร่วมกบั cell free supernatant เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง 

- การประเมินความไวต่อยาปฏิชีวนะ  ampicillin, gentamicin, chloramphenicol, 
tetracycline และ erythromycin ของแบคที เรียกรดแลคติกที่แยกได้ทั้ง 4 สายพันธุ์ พบว่า  
Lim. fermentum Pom5 และ P. pentosaceus Chi8 ไวต่อยาปฏิชีวนะที่น ามาทดสอบทุกชนิด 
แ ต่  E. hirae Pom4 และ  Lig. animalis FB2 มี ค วาม ไวต่ อยาปฏิ ชี วน ะทุ ก ชนิ ด  ยก เว้น 
tetracycline การศึกษาข้อมูลล าดับเบสทั้งหมดที่ได้ของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 4 สายพันธุ ์
พบว่า  

- ขนาดจีโนมของของแบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสายพันธุ์อยู่ระหว่าง 1,746,086-
2,922,639 คู่เบส โดยจีโนมของ E. hirae Pom4 มีขนาดที่ใหญ่ที่สุดและ P. pentosaceus Chi8 
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มีขนาดของจีโนมที่เล็กที่สุดและมีค่า G+C content อยู่ระหว่าง 36.6-52.0 เปอรเ์ซ็นต ์โดยขนาด
จีโนมของเชื ้อ E. hirae Pom4 (2,922,639คู่เบส) และค่า G+C content (36.6 เปอรเ์ซ็นต์) อยู่
ในช่ วงเดียวกันกับ  E. hirae R17 ซึ่ งมี ขนาดของจี โนม  เท่ ากับ  2,886,481 bp และมี ค่ า  
G+C content เท่ากับ 36.96 เปอรเ์ซ็นต์ ส าหรบัเชือ้ P. pentosaceus Chi8 พบว่า ขนาดของจี
โนม  (1,746 ,086 คู่ เบส) และค่า G+C content (37.1 เปอร์เซ็นต์) อยู่ ในช่วงเดียวกันกับ  
P. pentosaceus MR001 ซึ่งมีขนาดของจีโนม เท่ากับ  1,804,896 bp และมีค่า G+C content 
เท่ากับ 37.2 เปอร์เซ็นต์ (123) ในส่วนของ Lim. fermentum Pom5  พบว่า ขนาดของจี โนม 
(2,046,384 คู่เบส) และค่า G+C content (52.0 เปอรเ์ซ็นต)์ อยู่ในช่วงเดียวกนักบั L. fermentum 
YLE016 ซึ่งมีขนาดของจีโนม เท่ากับ 2,094,354 bp และมีค่า G+C content เท่ากับ 51.46 
เปอรเ์ซ็นต ์(124) 

- การวิเคราะห์หาบริเวณ prophage โดยใช้ PHASTER พบบริเวณของ prophage 
แทรกอยู่ในจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์โดย prophage มีบทบาทส าคญัในการ
ถ่ายทอดยีนในรูปแบบ lateral gene transfer ระหว่างสายพันธุ์ ท าใหเ้กิดความหลากหลายและ
ความจ าเพาะของสายพันธุ์(125) ซึ่งจากรายงานก่อนหนา้นีไ้ดม้ีรายงานว่าสามารถพบ prophage 
ในจีโนมของแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ์ รวมทั้งแบคทีเรียในกลุ่มของ lactobacilli(126) และ 
Pediococcus สายพนัธุต่์าง ๆ(127) 

- การวิเคราะห์หาบริเวณ CRISPR สามารถยืนยันบริเวณที่เป็น CRISPR ในจีโนมของ 
Lim. fermentum Pom5 และ Lig. animalis FB2 ได้ นอกจากนี ้ยังพบบริเวณที่คาดว่าจะเป็น
บริเวณ เป็น CRISPR ในจีโนมของ E. hirae Pom4 (2 บริเวณ ) และ  P. pentosaceus Chi8  
(1 บริเวณ) ซึ่งการพบบริเวณของ CRISPR ในจีโนมของแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดท้ัง้ 4 สาย
พันธุ์นีแ้สดงให้เห็นถึงความเสถียรของจีโนมและการตา้นทานการแพร่กระจายของยีนที่ดือ้ต่อ  
ยาปฏิชีวนะแบบรบัมาโดยกระบวนการต่าง ๆ เช่น กระบวนการ horizontal gene transfer เป็นตน้
(128)  

- การวิเคราะห์หาบริเวณยีนที่สรา้งแบคเทอริโอซิน พบว่า มีเพียงจีโนมของ E. hirae 
Pom4 ที่พบบริเวณที่คาดว่าจะเป็นบริเวณของยีนที่สรา้งแบคเทอริโอซิน ไดแ้ก่ Enterolysin_A, 
Hiracin และ  Lanthipeptide class II ซึ่งไม่สอดคล้องกับการศึกษาการสรา้งแบคเทอริโอซิน
การศึกษานี ้ ซึ่งเป็นไปได้ว่า เชื ้อทดสอบที่ใช้ไม่ไวต่อแบคเทอริโอซิ นที่ เชื ้อสรา้งขึน้ เนื่องจาก               
แบคเทอริโอซินส่วนใหญ่ถูกสรา้งจากแบคทีเรียกรดแลคติกมกัจะมีฤทธิ์ในการยบัยัง้จุลินทรียส์าย
พนัธุท์ี่มีความใกลเ้คียงกนั(129)  ท าใหไ้ม่พบการสรา้งแบคเทอรโิอซินในการศกึษานี ้ 
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- การวิเคราะหห์าบรเิวณยีนตา้นยาปฏิชีวนะพบว่า ไม่พบบรเิวณของยีนตา้นยาปฏิชีวนะ
ในจีโนมของ Lim. fermentum Pom5 และ P. pentosaceus Chi8 ซึ่งถือว่าเป็นสายพนัธุท์ี่มีความ
ปลอดภัยในการน าไปใชเ้ป็นโพรไบโอติก ในขณะที่จีโนมของ E. hirae Pom4 และ Lig. animalis 
FB2 พบยีนที่คาดว่าจะเป็นยีนตา้นยาปฏิชีวนะ tetracycline โดย tetracycline ถือเป็นหนึ่งในยา
ปฏิชีวนะที่นิยมใชส้  าหรบัการติดเชือ้ทัง้ในมนุษยแ์ละสตัว ์ซึ่งจากงานวิจยัก่อนหนา้ไดม้ีรายงานว่า
พบยีนที่คาดว่าจะเป็นยีนต้านยาปฏิชีวนะ tetracycline โดยเฉพาะยีน tet(M) ในจีโนมของ
แบคทีเรียกรดแลคติก(130) นอกจากนี ้เมื่อตรวจสอบสว่นของบริเวณที่คาดว่าเป็นพลาสมิด พบส่วน
ที่คาดว่าจะเป็นพลาสมิดในจีโนมของ E. hirae Pom4 และ P. pentosaceus Chi8 ซึ่งบ่งชีไ้ดว้่า
อาจมีพลาสมิดแทรกในจีโนมของ E. hirae Pom4 และ P. pentosaceus Chi8 โดยในจีโนมของ 
E. hirae Pom4 พบพลาสมิดบริเวณเดียวกันกับบริเวณยีนต้านยาปฏิชีวนะ tetracycline อาจ
เป็นไปไดว้่ายีนดือ้ยาปฏิชีวนะนีอ้าจจะอยู่บนพลาสมิด ซึ่งคือเป็นยีนตา้นยาปฏิชีวนะที่ไดร้บัการ
ถ่ายทอดมาจากกระบวนการ horizontal gene transfer ในขณะที่จีโนมของ P. pentosaceus 
Chi8 ไม่พบยีนตา้นทานยาปฏิชีวนะบนพลาสมิด ดังนัน้จากขอ้มลูการพบยีนตา้นยาปฏิชีวนะที่พ
ลาสมิดของ E. hirae Pom4 นีจ้ึงสรุปไดว้่า เชือ้ดงักลา่วอาจจะไม่ปลอดภยัหากจะน าไปใชใ้นโฮสต ์
เนื่องจากอาจมีการถ่ายทอดยีนตา้นยาปฏิชีวนะไปยังสายพันธุ์อ่ืนในล าไส ้ส่งผลใหเ้ชือ้เกิดการ
ตา้นยาปฏิชีวนะนัน้ ๆ ขึน้ ท าใหก้ารรกัษาโดยใชย้าปฏิชีวนะนัน้เป็นไปไดย้ากขึน้   

- การวิเคราะหห์าบริเวณยีนที่อาจก่อใหเ้กิดโรคพบว่า มีเพียงจีโนมของ E. hirae Pom4 
ที่พบบรเิวณที่คาดว่าจะเป็นยีนที่อาจก่อใหเ้กิดโรคทัง้หมด 2 ยีน ไดแ้ก่ clpP (proteolytic subunit 
of the ATP-dependent Clp protease) แ ล ะ ยี น  bopD (Maltose operon transcriptional 
repressor MalR, LacI family, biofilm formation) ซึ่งถูกระบุว่าเป็นยีนที่อาจก่อให้เกิดโรคใน
ฐานขอ้มลู VFDB เนื่องจากเป็นยีนที่มีความเก่ียวขอ้งกบัการปรบัตวั, การอยู่รอด และการยดึเกาะ
กบัโฮสตข์องแบคทีเรียก่อโรค แต่อย่างไรก็ตาม ยงัไม่มีฐานขอ้มูลที่เก่ียวขอ้งกับการประเมินความ
ปลอดภัยที่จ  าเพาะต่อแบคทีเรียกรดแลคติกจึงมีผลท าใหอ้าจเกิดความคลาดเคลื่อนของผลการ
ประเมิน(131) เช่น รายงานของ Liu และคณะ (2019)(132)  

อย่างไรก็ตาม โพรไบโอติกที่จะน ามาใช้เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมส าหรับสุนัข  
ตอ้งสามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหาร รวมถึงสภาวะที่ไม่เหมาะสมต่าง ๆ และมีจ านวนของ
เซลลโ์พรไบโอติกในปริมาณที่เพียงพอ โดยในการศึกษานี ้ได้น าวิธีการไมโครเอนแคปซูเลชัน 
(microencapsulation) มาใชเ้ป็นเพื่อปรบัปรุงการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่คัดเลือกได ้โดยเมื่อ
ท าการห่อหุ้มแบคทีเรียที่ เป็นโพรไบโอติกที่ถูกคัดเลือกทั้ง 4 สายพันธุ์ไปห่อหุ้มด้วยโซเดียม             
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อัลจิเนตความเขม้ขน้ 2 เปอรเ์ซ็นต ์(มวล/ปริมาตร) และโซเดียมอัลจิเนตร่วมกับนมแพะดว้ยวิธี
เอกทรูชนั จากนัน้น าไปวิเคราะห์ encapsulation efficiency และขนาดของไมโครแคปซูลที่เตรียม
ได ้พบว่า การห่อหุม้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 4 สายพนัธุ ์ดว้ยอลัจิเนตและอลัจิเนตร่วมกบันมแพะ
มีค่าประสิทธิภาพการห่อหุม้อยู่ระหว่าง 93.64-98.97 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่ามีการสูญเสีย
ความมีชีวิตที่ต  ่า เนื่องจากการห่อหุม้โดยวิธีเอกซท์รูชันใชส้ภาวะที่ไม่รุนแรงในระหว่างการห่อหุม้
จึงไม่ส่งผลต่อการมีชีวิตของเซลลโ์พรไบโอติก และยังเป็นวิธีที่นิยมใชร้่วมกับสารละลายไฮโดร
คอลลอยด์(133) นอกจากนีย้ังพบว่าขนาดของไมโครแคปซูลที่มีการเติมนมแพะร่วมกับอัลจิเนตมี
ขนาดใหญ่กว่าไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนตเพียงอย่างเดียวอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ซึ่งสอดคลอ้ง
กบังานวิจยัของ Prasanna และคณะ (2018)(77) ที่ไดท้ าการห่อหุม้ B. longum ดว้ยอลัจิเนต อลัจิ
เนตร่วมกับ casein hydrolysate อลัจิเนตร่วมกบันมววั และอลัจิเนตร่วมกับนมแพะ โดยวิธี เอกซ์
ทรูชนั พบว่า การใชอ้ลัจิเนตร่วมกับนมวัวและนมแพะในการห่อหุม้ส่งผลใหข้นาดของของไมโคร
แคปซูลใหญ่กว่าการใชอ้ัลจิเนตร่วมกับ casein hydrolysate และอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว โดย
อาจเกิดจากปริมาณของโปรตีนที่เป็นองคป์ระกอบในนมววัและนมแพะที่สูงจึงส่งผลใหข้นาดของ
ไมโครแคปซูลที่ขนาดที่ใหญ่กว่า 

เมื่อน าไมโครแคปซูลที่เตรียมไดม้าศึกษาโครงสรา้งดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบ
ส่องกราดหรือ SEM โดยใชก้ าลงัขยาย 10,000 เท่า พบว่า พืน้ผิวของไมโครแคปซูลที่ใชอ้ัลจิเนต
เพียงอย่างเดียวเป็นวัสดุในการห่อหุม้มีลกัษณะเป็นรูพรุนหรือมีรอยแตก ซึ่งอาจส่งผลใหไ้มโคร
แคปซูลแบบอัลจิเนตไม่สามารถปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกที่ถูกห่อหุ้มในสภาวะที่ไม่เหมาะสม              
ต่าง ๆ ได ้ เมื่อเปรียบเทียบไมโครแคปซูลที่ใชอ้ัลจิเนตร่วมกับนมแพะเป็นวัสดุห่อหุม้ซึ่งลกัษณะ
พืน้ผิวที่เรียบและไม่มีรอยแตก ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Prasanna และ Charalampopoulos 
(2018)(134) ที่มีการศกึษาลกัษณะทางกายภาพของเม็ดไมโครแคปซูลที่ใชอ้ลัจิเนต อลัจิเนตร่วมกบั
นมวัว อัลจิเนตร่วมกับนมแพะ และอัลจิเนตร่วมกับ casein hydrolysate โดยใช้กล้อง SEM ที่
ก าลงัขยาย 10,000 เท่า พบว่า เม็ดไมโครแคปซูลที่ใชว้สัดหุ่อหุม้เป็นอลัจิเนตมีรูพรุนและรอยแตก
บนพืน้ผิว ในขณะที่เม็ดไมโครแคปซูลที่ใชว้ัสดุห่อหุม้อัลจิเนตร่วมกับนมวัวและนมแพะสามารถ
ปรบัปรุงโครงสรา้งของเม็ดไมโครแคปซูลใหม้ีความหนา และไม่มีรอยแตก ซึ่งอาจสง่ผลใหส้ามารถ
ปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกที่อยู่ภายในเม็ดไมโครแคปซูลไดม้ากกว่าการห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตเพียง
อย่างเดียว  

เมื่อท าการศกึษาการรอดชีวิตของไมโครแคปซูลที่ใชว้สัดหุ่อหุม้เป็นอลัจิเนตและอลัจิเนต
รว่มกบันมแพะเปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระในสภาวะจ าลองในปาก สภาวะน า้ย่อยกระเพาะอาหาร
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จ าลอง และสภาวะน า้ย่อยล าไสจ้ าลองของสนุขัแบบเด่ียว พบว่า เซลลโ์พรไบโอติกทัง้ 4 สายพนัธุ์
ที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบันมแพะมีการรอดชีวิตที่สงูที่สดุเมื่อเปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระและ
เซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ในทัง้ 3 สภาวะ ซึ่งสภาวะ
น า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลองมีค่า pH ที่ต  ่า และมีเอนไซม ์pepsin จึงส่งผลต่อการรอดชีวิตของ
เซลลโ์พรไบโอติกทั้งที่ถูกห่อหุม้และไม่ถูกห่อหุม้มากที่สุดภายหลงัจากสมัผัสเป็นเวลา 120 นาที 
สอดคลอ้งกับงานของ  Dikit และคณะ (2015)(135) ซึ่งรายงานว่า ค่า pH ที่ต  ่าของสภาวะน า้ย่อย
จ าลองส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์ L. plantarum D6SM3 ที่ถูกห่อหุ้มและไม่ถูกห่อหุ้ม 
นอกจากนีย้ังมีรายงานว่า เซลล ์L. plantarum D6SM3 ที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตมีการรอดชีวิตที่
มากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลท์ี่ไม่ไดถู้กห่อหุ้ม ซึ่งการห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกดว้ยอัลจิเนต
รว่มกบันมแพะสามารถใหก้ารปกปอ้งเซลลโ์พรไบโอติกไดม้ากที่สดุ อาจจะเกิดจากนมแพะมีความ
เป็นบฟัเฟอรท์ี่สงูสง่ผลใหส้ามารถปกปอ้งเซลลโ์พรไบโอติกไดม้าก(134)  

การศึกษาการรอดชีวิตเปรียบเทียบกบัเซลลอิ์สระในสภาวะจ าลองในปาก สภาวะน า้ย่อย
กระเพาะอาหารจ าลอง และสภาวะน า้ย่อยล าไสจ้ าลองของสนุขัแบบของต่อเนื่องของโพรไบโอติก
ทัง้ 4 สายพนัธุ ์พบว่า เซลลโ์พรไบโอติกที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตรว่มกบันมแพะของทัง้ 4 สายพนัธุ์
มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตมากกว่า 6 log CFU/g ซึ่งเป็นปริมาณที่เพียงพอที่จะก่อใหเ้กิดประโยชน์
ต่อโฮสต ์และมีความแตกต่างกบักบัโพรไบโอติกที่ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวและเซลล์
อิสระอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยสอดคล้องกับผลการศึกษาการรอดชีวิตในระบบทางเดิน
อาหารจ าลองแบบเดี่ยว ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Shoaei และคณะ (2022)(136) ซึ่งมีการศกึษา
การรอดชีวิตของ L. plantarum ที่ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบั arabic gum เปรียบเทียบกบัเซลล์
ที่ไม่ถูกห่อหุ้ม ในสภาวะน า้ย่อยกระเพาะอาหารและสภาวะน า้ย่อยส าไส้จ าลองแบบต่อเนื่อง 
พบว่า การห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกดว้ยอัลจิเนตร่วมกับ arabic gum ส่งผลใหก้ารรอดชีวิตของ  
L. plantarum สูงกว่าเซลล์ที่ไม่ถูกห่อหุ้มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดย    L. plantarum ที่ถูก
ห่อหุม้มีการรอดชีวิตสูงที่สุด คือ 6.37± 0.10 Log CFU/g ในขณะที่เซลลท์ี่ไม่ถูกห่อหุม้มีการรอด
ชีวิตเหลือเพียง 1.46 ± 0.05 Log CFU/g   

การศึกษาการปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้ในเม็ดไมโครแคปซูลในสภาวะน า้ย่อยล าไส้
จ าลองเวลา 6 ชั่วโมง พบว่า เมื่อเม็ดไมโครแคปซูลของเชือ้โพรไบโอติกแต่ละสายพันธุ์สมัผัสกับ
สภาวะน า้ย่อยล าไส้จ าลองจะมีการปลดปล่อยเซลลอ์อกมาอย่างชา้ ๆ  โดย Lim. fermentum 
Pom5 ที่ถกูห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวแสดงอตัราการปลดปลอ่ยเท่ากบั 86.13 เปอรเ์ซ็นต ์
ซึ่งไม่แตกต่างจากการห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตร่วมกบันมแพะอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยสอดคลอ้ง



 120 
 

 

กับงานวิจัยของ Shi และคณะ (2013) (84) ซึ่ ง ได้ท าการศึกษาการปลดปล่อยของเซลล ์ 
L. bulgaricus ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตร่วมกับ pure milk ในสภาวะล าไส้จ าลองเป็นเวลา 3 
ชั่วโมง พบว่า มีการปลดปล่อย L. bulgaricus อย่างรวดเร็วภายหลังจาก 60 นาที ซึ่งกลไกการ
ปลดปล่อยเซลลท์ี่ถูกห่อหุม้นีอ้าจเกิดจากการบวมหรือการสลายของโครงสรา้งไมโครแคปซูล ทัง้นี ้
การปลดปลอ่ยเซลลจ์ะขึน้กบัความเขม้ขน้ของวสัดหุ่อหุม้ที่น ามาใชอี้กดว้ย(84) 

การศึกษาการรอดชีวิตในระหว่างการเก็บรักษาในนมแพะและในตู้เย็นที่  4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน จะเห็นไดว้่า การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ์ดว้ยอัลจิเนต
ร่วมกับนมแพะสามารถปกป้องเซลลใ์นระหว่างการเก็บรกัษาในนมแพะและในตูเ้ย็นไดม้ากที่สุด 
โดยมีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตสงูที่สดุ ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Prasanna และคณะ (2018)(134) 
ซึ่งศกึษาการรอดชีวิตของ B. longum subsp. infantis CCUG 52486 ที่ไม่ถกูห่อหุม้และถูกห่อหุม้
ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะ  อัลจิเนตร่วมกับนมแพะ  อัลจิเนตร่วม casein hydrolysate และ 
อลัจิเนตเพียงอย่างเดียวในระหว่างการเก็บรกัษาในตูเ้ย็นที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 
วัน พบว่า B. longum ที่ถูกห่อหุ้มด้วยอัลจิ เนตร่วมกับนมแพะมีการรอดชีวิตสูงที่สุดเมื่ อ
เปรียบเทียบกับการใชว้ัสดุอ่ืน ๆ ในการห่อหุม้ โดยอาจเกิดจากการใชน้มแพะซึ่งมีองคป์ระกอบ
ของโปรตีนซึ่งอาจช่วยปรบัปรุงโครงสรา้งของอัลจิเนต ท าใหส้ามารถปกป้องเซลลจ์ากสภาวะที่  
ไม่เหมาะสมต่าง ๆ ไดม้ากกว่าการใชอ้ลัจิเนตเพียงอย่างเดียว 

กระบวนการพาสเจอร์ไรซ์เป็นกระบวนการให้ความร้อนที่ส  าคัญในการท าลาย
เชื ้อจุลินทรีย์ก่อโรคในผลิตภัณฑ์อาหารและเครื่องด่ืม แต่อย่างไรก็ตาม แบคทีเรียที่ เป็น  
โพรไบโอติกจะไม่ทนต่อความรอ้นสง่ผลใหก้ารรอดชีวิตลดลง จึงเป็นปัญหาในการน าไปใชใ้นระดบั
อุตสาหกรรม (137) จากการศึกษาการรอดชีวิตเซลล์โพรไบโอติกทั้ง 4 สายพันธุ์ในระหว่าง
กระบวนการใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิพาสเจอรไ์รซท์ี่ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและที่
อณุหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที พบว่า การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติกแต่ละสายพนัธุ์
ดว้ยอัลจิเนตร่วมกับนมแพะใหก้ารปกป้องเซลลใ์นระหว่างกระบวนการใหค้วามรอ้นที่อุณหภูมิ
พาสเจอรไ์รซท์ั้งสองอุณหภูมิไดดี้กว่าการห่อหุ้มดว้ยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียวและเซลลท์ี่ไม่ถูก
ห่อหุม้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ โดย P. pentosaceus Chi8 มีจ านวนเซลลท์ี่รอดชีวิตสงูที่สดุ คือ 
7.37 log CFU/g เมื่อสมัผัสกับอุณหภูมิพาสเจอรไ์รซท์ี่ 63 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ 
E. hirae Pom4 มีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตสูงที่สุด คือ 8.25 log CFU/g เมื่อสัมผัสกับอุณหภูมิ  
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที 
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จากการศึกษานี ้สามารถสรุปได้ว่า โพรไบโอติก 2 สายพันธุ์ ได้แก่ Lim. fermentum 
Pom5 และ  P. pentosaceus Chi8 ที่แยกได้จากอุจจาระของสุนัขที่อายุน้อยกว่ า 5 ปี  ซึ่งมี
คณุสมบติัของการเป็นโพรไบโอติกที่ดี และเป็นสายพันธุ์ที่มีความปลอดภัย และเมื่อน าไปห่อหุม้
โดยใช้อัลจิเนต และอัลจิเนตร่วมกับนมแพะเพื่อปรบัปรุงการรอดชีวิตในสภาวะแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมต่าง ๆ พบว่า การห่อหุม้แบคทีเรียโพรไบโอติกโดยใชอ้ัลจิเนตร่วมกับนมแพะเป็นวัสดุ
ห่อหุม้สามารถปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกแต่ละสายพันธุ์ไดม้ากกว่าการใชอ้ัลจิเนตเป็นวัสดุห่อหุม้
และเซลลโ์พรไบโอติกที่ไม่ถูกห่อหุม้ไดท้ัง้สภาวะทางเดินอาหารจ าลอง การเก็บรกัษาในตูเ้ย็นเป็น
เวลา 28 วนั และยงัทนต่ออณุหภมูิที่ใชใ้นการพาสเจอรไ์รซ ์  

ดังนั้นการห่อหุม้แบคทีเรียโพรไบโอติก Lim. fermentum Pom5 และ P. pentosaceus 
Chi8 โดยใชอ้ัลจิเนตร่วมกับนมแพะจึงช่วยในการรกัษาการมีชีวิตของโพรไบโอติกใหม้ีปริมาณ
คงเหลือมากกว่า 106CFU/g ในสภาวะที่ ไม่เหมาะสมไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพและสามารถน าไป
พั ฒ น า เ ป็ น ผ ลิ ต ภั ณ ฑ์ อ า ห า ร เ ส ริ ม โ พ ร ไ บ โ อ ติ ก ส า ห รั บ สุ นั ข ต่ อ ไ ป 
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ภาคผนวก ก 
องคป์ระกอบและการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ 

1. de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth/agar 
Peptone      10  กรมั 
Meat extract      8  กรมั 
Yeast extract     4  กรมั 
D(+)-glucose      20  กรมั 
Dipotassium hydrogen phosphate   2  กรมั 
Sodium acetate trihydrate    5  กรมั 
Triammonium citrate     2  กรมั 
Magnesium sulfate heptahydrate   0.2  กรมั 
Manganese sulfate tetrahydrate   0.05  กรมั 
Tween 80      1  มิลลิลิตร 
Agar (ส าหรบั MRS agar)    15  กรมั 
น าองค์ประกอบของอาหารต่าง ๆ ละลายในน า้กลั่นแล้วปรบัปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 

หลังจากนั้นคนให้ส่วนผสมเข้ากัน และท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน ้า  
ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

2. MRS agar ที่เติม calcium carbonate 
องคป์ระกอบของ MRS agar ที่แสดงในขอ้ 1 จะถูกเติมดว้ย calcium carbonate 3 กรมั 

จากนัน้ละลายในน า้กลั่น น าไปตม้ใหวุ้น้ละลาย จากนัน้ปรบัปริมาตรใหเ้ป็น 1 ลิตร น าไปท าให้
ปราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี  
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3. Nutrient broth (NB) 
Beef extract     3  กรมั 
Peptone      5  กรมั 
Agar (ส าหรบั Nutrient agar)   15 กรมั 
น าองค์ประกอบของอาหารต่าง ๆ ละลายในน า้กลั่นแล้วปรบัปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 

น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 
5. Decarboxylase base broth 

Peptone     5 กรมั 
Yeast extract     3 กรมั 
Dextrose     1 กรมั 
Bromocresol purple    0.02 กรมั 
Amino acid 
(L-arginine หรือ L-lysine หรือ L-ornithine) 5  กรมั 
น าองค์ประกอบของอาหารต่าง ๆ ละลายในน า้กลั่นแล้วปรบัปริมาตรให้เป็น 1 ลิตร 

น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิว้ 
อณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
บัฟเฟอรแ์ละสารเคมี 

1. Sodium alginate 2% 
Sodium alginate     0.08  กรมั 
น า Sodium alginate ละลายในน า้กลั่น 4 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้

นึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน า้ ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาท ี

 
2. Sodium alginate 2%-Goat milk  

Sodium alginate     0.08  กรมั 
นมแพะ     2  มิลลิลิตร 
น า Sodium alginate ละลายในน า้กลั่น 4 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้

นึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน า้ ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที หลังจากนั้นเติมนมแพะ 2 มิลลิลิตร ลงในสารละลาย Sodium alginate 4 มิลลิลิตร  ที่
ผ่านการฆ่าเชือ้แลว้ และคนใหส้ว่นผสมเขา้กนั 
 

3. Sodium citrate 0.05 M 
Sodium citrate    1.29 กรมั 
น า Sodium citrate ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร ปรบัค่า pH ใหเ้ท่ากบั 7.5 ดว้ยกรด

ไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 
ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

4. Calcium chloride 0.5 M 

Calcium chloride    5.5 กรมั 
น า Calcium chloride ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วย

หมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ความดนัไอน า้ ท่ีความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาท ี
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5. NaCl 0.85 % 
NaCl      0.85  กรมั 
น า NaCl ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้

ความดนัไอน า้ ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

6. Simulated salivary juice 
100 U α-Amylase from porcine pancreas 0.77  กรมั 
NaCl      0.85  กรมั 
น า NaCl ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้

ความดนัไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
จากนัน้กรองเอนไซม ์α-Amylase ดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ใส่สารละลาย NaCl 
ที่ปราศจากเชือ้แลว้ 
 

7. Simulated gastric juice 
NaCl      0.85 กรมั 
Pepsin     0.3 กรมั 
น า NaCl ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้

ความดนัไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นกรองเอนไซม ์Pepsin ดว้ยกระดาษกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร ใส่สารละลาย NaCl ที่
ปราศจากเชือ้แลว้ 
 
8. Simulated intestinal juice 

NaCl      6.5 กรมั 
KCl      0.835 กรมั 
CaCl2      0.22 กรมั 
NaHCO3     1.386 กรมั  

Bile salt     3 กรมั 
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น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ท่ากับ 1,000 
มิลลิลิตร น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ดว้ยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

9. 50X TAE buffer 
Tris-base     24.2  กรมั 
Glacial acetic acid    5.7 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA (pH 8.0)    10 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาละลายในน า้กลั่นและปรบัปริมาตรสุดท้ายใหเ้ท่ากับ 100 

มิลลิลิตร น าไปท าให้ปราศจากเชือ้ด้วยหม้อนึ่งฆ่าเชือ้ความดันไอน า้ ที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

10. Lysis buffer 
Tris-HCl     5 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA     1 มิลลิลิตร 
Triton X-100     3 มิลลิลิตร 
Molecular-grade water 250 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทั้งหมดมาผสมกัน และปรบัปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ท่ากับ 250 มิลลิลิตร

ดว้ย Molecular-grade water 
 

11. TE buffer 
Tris      1.211 กรมั 
0.5 M EDTA     1 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาละลายในน า้กลั่น ปรบัค่า pH ใหเ้ท่ากบั 8 แลว้ปรบัปริมาตร

สดุทา้ยใหเ้ท่ากบั 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน า้กลั่น น าไปท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยหมอ้นึ่งฆ่าเชือ้ความ
ดนัไอน า้ ที่ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

 

 



  

 

116 

12. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% 
Sodium dodecyl sulfate   10 กรมั 
น ามาละลายในน า้ปราศจากไอออนและปรบัปริมาตรสุดทา้ยใหเ้ท่ากับ 100 มิลลิลิตร 

ดว้ยน า้ปราศจากไอออน และเก็บรกัษาที่อณุหภมูิหอ้ง 
 

13. Z buffer  

0.06 M Na2HPO4.7H2O   0.08 กรมั 
0.04 M Na2HPO4.7H2O   0.28 กรมั 
0.01 M KCl     0.5 มิลลิลิตร 
0.001 M MgSO4    0.05 มิลลิลิตร 
0.05 M Beta-mercaptoethanol   0.135 มิลลิลิตร 
น าส่วนประกอบทัง้หมดมาผสมกนั และปรบัปรมิาตรสดุทา้ยใหเ้ท่ากบั 50 มิลลิลิตรดว้ย 

น า้ปราศจากไอออน 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล งามลกัษณ ์ฟุ้งสวาท 
วัน เดือน ปี เกิด 4 ธันวาคม 2540 
สถานทีเ่กิด สมทุรปราการ   
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