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การศึกษาในครัง้นีม้ีวัตถุประสงคเ์พื่อคัดเลือกสายพันธุข์องแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติ

เป็นโพรไบโอติกที่แยกไดจ้ากมลูของสนุขั และศึกษาคุณสมบตัิของการเป็นโพรไบโอติกที่ดีในดา้นต่าง ๆ จากนัน้
น าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติที่ดีไปใชพ้ฒันาผลิตภณัฑโ์ดยน าไปเคลือบชิน้ตบัและเบคอนที่ผ่านการ
อบแหง้ดว้ยวิธีการพา โดยไดค้ดัเลือกเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก 2 ไอโซเลท ไดแ้ก่ Pom1 และ Pom5 มาศึกษา
คุณสมบตัิในการเป็นโพรไบโอติกพบว่า เชือ้สามารถทนต่อพีเอชต ่าและเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้สงูได้ สามารถ
ยับยั้งเชือ้แบคทีเรียก่อโรค สามารถเกาะกลุ่มกันเองและเกาะกลุ่มกับเชือ้ก่อโรคสายพันธุ์ต่าง  ๆ มีคุณสมบัติ
ความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลล ์สามารถยึดเกาะกบัเซลล ์Caco-2 ไดด้ี และมีความสามารถในการสรา้งสารตา้น
อนุมลูอิสระ โดยเมื่อน าไปประเมินความปลอดภยัพบว่า ไม่ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ไม่สรา้งเอมีน มีความไวต่อ
ยาปฏิชีวนะที่ทดสอบ และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ Vero เมื่อจัดจ าแนกสายพันธุ์ในระดับสปีชีสโ์ดยศึกษา
ล า ดั บ เบ ส บ ริ เวณ  16S rDNA พ บ ว่ า  ไอ โซ เล ท  Pom1 มี ค ว า ม ค ล้ า ย ค ลึ ง กั บ  Agrilactobacillus 
fermenti  99.83% และไอโซเลท Pom5 มีความคล้ายคลึงกับ  Limosilactobacillus fermentum 100% เมื่อ
ศกึษาล าดบัจีโนมทัง้หมดพบว่า เชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุ ์มีขนาดจีโนมอยู่ระหว่าง 2.0-2.5 ลา้นคู่เบส ไม่พบบรเิวณยีน
ดือ้ยาปฏิชีวนะ ไม่พบพลาสมิดและบริเวณยีนก่อโรคบนจีโนม เมื่อน าแบคทีเรียไปใชพ้ฒันาผลิตภณัฑเ์ป็นขนม
อบแหง้ส าหรบัสนุขั โดยน าไปโพรไบโอติกไปเคลือบบนชิน้ตบัและเบคอน โดยใช ้3 สภาวะในการเคลือบ ไดแ้ก่ 
การเคลือบโพรไบโอติกที่อยู่ในน า้เปปโทน การเคลือบโพรไบโอติกดว้ยโซเดียมอลัจิเนต และการเคลือบโพรไบโอ
ติกดว้ยโซเดียมอลัจิเนตและกลีเซอรอล จากนัน้น าไปอบแหง้ดว้ยวิธีพา พบว่าชดุการทดลองที่เคลือบชิน้ตบัและ
เบคอนดว้ยโพรไบโอติกรว่มกบัอลัจิเนตและกลีเซอรอลเชือ้สามารถรอดชีวติไดม้ากที่สดุ ตลอดระยะเวลาการเก็บ 
28 วนั ที่อณุหภมูิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส อีกทัง้ยงัมีคณุสมบตัิทางเคมีและกายภาพที่ยงัคงรกัษาคณุภาพของ
ผลิตภณัฑโ์ดยมีเชือ้จุลินทรียท์ัง้หมดไม่เกินมาตรฐานตลอดอายุการเก็บ  นอกจากนีย้งัพบว่าการเคลือบชิน้ตับ
และเบคอนดว้ยโพรไบโอติกร่วมกับอลัจิเนตและกลีเซอรอลสามารถรกัษาจ านวนการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพร
ไบโอติกไดม้ากที่สุดเมื่อสัมผสักับสภาวะน า้ย่อยจ าลอง การศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอ์ิเล็คตรอนแบบส่อง
กราด พบว่า ชุดการทดลองที่เคลือบชิน้ตบัและเบคอนดว้ยโพรไบโอติกร่วมกับอลัจิเนตมีการเกาะติดบนชิน้ตับ
และเบคอนดีที่สดุ จากการศึกษาชีใ้หเ้ห็นว่าเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุม์ีคุณสมบตัิเป็นโพรไบโอติก สามารถน าไปใชต้่อ
ยอดพฒันาผลิตภณัฑช์ิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกส าหรบัอาหารสนุขัต่อไป 
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This study aimed to isolate lactic acid bacteria (LAB) with probiotic attributes from dog 

feces, characterized their probiotic properties, and developed as coatings for dog snacks. The 
isolated LAB strains, Pom1 and Pom5, were selected for probiotic potential. These isolates 
demonstrated resistance to low pH, tolerance to high bile salt concentrations, inhibitory effects 
against pathogenic bacteria, and auto- and co-aggregation. Both strains exhibited hydrophobic 
properties on their cell surfaces, strong adhesion to Caco-2 cells, and antioxidant activity. Safety 
evaluations revealed no hemolytic activity, no amine production, no sensitivity to the antibiotics in this 
study, and no cytotoxic effects on Vero cells. Identification of these isolates by 16S rDNA sequences 
showed Pom1 and Pom5 were closely related to Agrilactobacillus fermenti (99.83% identity) 
and Limosilactobacillus fermentum (100% identity). The genome analysis indicated sizes between 
2.0-2.5 million base pairs, with no antibiotic resistance, plasmids, or virulence genes. The probiotic 
strains were employed in developing dry snacks for dogs by coating liver and bacon slices: coating 
with probiotics in peptone water, sodium alginate, and sodium alginate and glycerol, followed by 
conventional drying. The results showed that coating with sodium alginate and glycerol achieved the 
highest survival rates over a 28-day storage period at 4°C and 25°C. Additionally, these coatings 
maintained chemical and physical quality in accordance with recommended shelf-life and preserved 
probiotic viability under gastrointestinal conditions. These findings indicate that both strains exhibit 
strong probiotic characteristics, suggesting their potential incorporation into dried liver and bacon 
products coated with probiotics for canine consumption. 
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บทที ่1  
บทน า 

ภูมิหลัง  
ปัจจุบนัสตัวเ์ลีย้งทั่วโลกมีจ านวนหลายลา้นตัว จึงท าใหอุ้ตสาหกรรมอาหารสตัวเ์ลีย้งมี

การขยายตัวเพิ่มมากขึน้โดยเนน้หนักไปที่ความตอ้งการสารอาหารที่ครบถว้นของสตัวเ์ลีย้ง โดย
สัตวเ์ลีย้งจะไม่มีอิสระในการบริโภคอาหาร ทั้งนีสุ้นัขและแมวอาจไดร้บัอาหารที่คลา้ยคลึงกับ
มนุษย์เนื่องจากการให้ของเจ้าของซึ่งจะเป็นผู้ตัดสินว่าสัตว์เลี ้ยงเหล่านั้นชอบหรือไม่ชอบ (1)  
นอกจากนีเ้จา้ของยังนิยมซือ้อาหารสัตวแ์บบแห้งเนื่องจากมีอายุการเก็บที่ยาวนาน มีปริมาณ
สารอาหารที่เพียงพอ และมีราคาถกู(2) ซึ่งนอกจากอาหารแลว้ ผลิตภณัฑป์ระเภทขนมสนุขัยงัไดร้บั
ความนิยมจากผูเ้ลีย้งเช่นเดียวกนั โดยมกัจะใหเ้ป็นรางวลัเมื่อสนุขัปฏิบติัตามค าสั่ง อย่างไรก็ตาม 
ผลิตภัณฑ์ประเภทขนมเสริมจุลินทรีย์ที่ เป็นโพรไบโอติกยังมีรายงานไม่มากนักทั่วโลก และ
ผลิตภณัฑอ์าหารและเครื่องด่ืมที่มีองคป์ระกอบของจลุินทรียท์ี่เป็นโพรไบโอติกทัง้หมดถกูออกแบบ
มาเพื่อใชใ้นมนุษยแ์ละสัตวจ์ าพวกโคกระบือ และมีการศึกษาน้อยมากที่แยกโพรไบโอติกจาก
ทางเดินอาหารของสนุขั  

โพรไบโอติก หมายถึงจุลินทรียท์ี่มีชีวิตซึ่งเมื่อรบัประทานในปริมาณที่เพียงพอจะส่งผลดี
ต่อสุขภาพของโฮสต์(3, 4) การใชแ้บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในสุนัขหรือสตัวเ์ลีย้งนอกจากจะช่วย
รกัษาสมดุลของจุลินทรียภ์ายในล าไสแ้ลว้ ยังช่วยเพิ่มจุลินทรียท์ี่มีประโยชนใ์หแ้ก่สุนัข ส่งผลให้
สนุัขมีสขุภาพที่ดีและมีอายุยืนยาว การคัดเลือกจุลินทรียท์ี่มีคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติกมาใชจ้ริง
นัน้ตอ้งแยกจากทางเดินอาหารสตัวท์ี่มีสขุภาพดี มีความปลอดภยัหรือมีประวติัในการน าไปใช้ทาง
การคา้ สามารถจัดจ าแนกหรือระบุสายพันธุ์ไดอ้ย่างถูกตอ้ง ไม่มีขอ้มูลว่าสามารถก่อโรคได ้ไม่มี
ผลข้างเคียงต่อโฮสต์ รวมทั้งไม่มียีนที่ ดื ้อยาปฏิชี วนะที่ สามารถถ่ายทอดได้ นอกจาก
คณุสมบติัเฉพาะของสายพนัธุแ์ลว้ แบคทีเรียโพรไบโอติกจะตอ้งสามารถแข่งขนักบัจลุินทรียอ่ื์นใน
ล าไสใ้นการเขา้เกาะ มีความสามารถในการสรา้งสารที่ยบัยัง้การเจริญของเชือ้ก่อโรค สามารถรอด
ชีวิตในระบบทางเดินอาหารของสนุขั ตลอดจนตอ้งทนต่ออณุหภูมิที่ใชใ้นกระบวนการผลิตทางการ
คา้ ความแหง้และสภาวะทางกายภาพอ่ืนในระหว่างการเก็บรกัษา เพื่อใหโ้พรไบโอติกสามารถรอด
ชีวิตในระบบทางเดินอาหารและไปถึงที่ล  าไสซ้ึ่งเป็นบริเวณเป้าหมายในปริมาณที่เพียงพอเพื่อ
ก่อใหเ้กิดประโยชนใ์หแ้ก่สนุขั  
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การพฒันาผลิตภณัฑอ์าหารอบแหง้ประเภทขนมใหส้นุขัในงานวิจยันีจ้ะใชว้ิธีการท าแหง้ 
(drying) ซึ่งเป็นกระบวนการที่ใชใ้นการถนอมอาหารและยาสมนุไพรที่ใชม้าแต่โบราณ โดยเป็นวิธี
ที่ง่าย ไม่ยุ่งยาก เนื่องจากใชเ้พียงแสงแดดในการท าใหแ้หง้ ในปัจจุบนัไดม้ีการใชอุ้ปกรณ์หลาย
ชนิดและมีการศึกษาถึงปัจจัยและขั้นตอนต่าง ๆ ที่มีผลต่อการท าแห้ง เพื่อหากระบวนการที่
เหมาะสมและใหไ้ดผ้ลิตภัณฑท์ี่มีคุณภาพ เทคนิคในการท าแหง้ที่มีการใชอ้ย่างแพร่หลายไดแ้ก่ 
กระบวนการท าแหง้ที่ใช้วิธีการพา  (convective drying; CD) กระบวนการท าแหง้แบบแช่เยือก
แข็ง (freeze drying; FD) กระบวนการท าแห้งแบบสเปรย์ (spray drying; SD) กระบวนการท า
แห้งแบบสุญญากาศ (vacuum drying) กระบวนการการท าแห้งด้วยวิธีออสโมซิส (osmotic 
dehydration; OD) เป็นตน้ ซึ่งการท าแหง้โดยวิธีการพา เป็นกระบวนการที่น ามาใชเ้นื่องจากเป็น
วิธีที่สะดวก สามารถใชเ้ครื่องมือที่มีอยู่แลว้ในห้องปฏิบัติการ และเป็นวิธีที่ได้รบัความนิยมใน
โรงงานอตุสาหกรรมท าแหง้ในผลิตภณัฑอ์าหารต่าง ๆ  การท าแหง้โดยวิธีการพานี ้ผลิตภัณฑจ์ะ
ถูกใหค้วามรอ้นโดยความรอ้นแหง้ (hot air) ดังนัน้ความชืน้ในผลิตภัณฑจ์ะสูญเสียไป โดยทั่วไป
อาหารต่าง ๆ ที่ถูกท าใหแ้หง้จะตอ้งลดความชืน้ประมาณ 10-15 % ลงจากความชืน้เริ่มตน้ ซึ่งจะ
ท าใหจุ้ลินทรียต่์าง ๆ เช่น แบคทีเรีย ไวรสั รา ที่เป็นสาเหตใุหอ้าหารเน่าเสียเจรญิไม่ได ้การท าแหง้
จึงถือเป็นวิธีที่จ  าเป็นในการพัฒนาผลิตภณัฑเ์นื่องจากจะท าใหเ้ก็บผลิตภัณฑไ์ดย้าวนานขึน้และ
ง่ายต่อการขนสง่จากท่ีหนึ่งไปยงัอีกที่หนึ่ง(5)  
 อย่างไรก็ตามเพื่อใหโ้พรไบโอติกสามารถรอดชีวิตในระบบทางเดินอาหารและไปถึงที่
ล  าไสซ้ึ่งเป็นบรเิวณเป้าหมายในปริมาณที่เพียงพอเพื่อก่อใหเ้กิดประโยชนใ์หแ้ก่สนุขั นอกจากการ
ท าแห้งโดยวิ ธีการพาที่ นิ ยม ใช้กัน แล้ว  ยั งมี วิ ธี การ อ่ืน  ๆ  เช่น  การห่ อหุ้ม ใน เมทริกซ ์
(encapsulation) หรือการใชว้ิธีการตรึงเซลล ์(immobilization) เพื่อช่วยใหโ้พรไบโอติกมีการรอด
ชีวิตไดม้ากขึน้เมื่อไปถึงล าไส้(6, 7) ซึ่งการห่อหุม้ในเมทริกซท์ี่นิยมใชจ้ะเตรียมสารไฮโดรคอลลอยด์
จากแป้ง (starch) อลัจิเนต (alginate) คาราจีแนน (carrageenan) และไคโตซาน (chitosan) เป็น
ตน้ โดยไฮโดรคอลลอยดจ์ะเคลือบที่บริเวณผิวของอาหารเกิดลกัษณะเป็นฟิลม์เกิดขึน้ (8, 9) ซึ่งการ
เคลือบชิน้ผลิตภณัฑด์ว้ยไฮโดรคอลลลอยดท์ี่ผสมแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกนีน้อกจากจะช่วยใน
การพฒันาอาหารเสรมิที่มีประโยชนต่์อสขุภาพของสนุขัแล้วยงัสามารถเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของ
เชือ้แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกไดอี้กดว้ย  ดังนัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงคัดเลือกสายพันธุข์องแบคทีเรีย
กรดแลคติกที่แยกไดจ้ากมลูของสนุัข และศึกษาคณุสมบติัของการเป็นโพรไบโอติกที่ดีในดา้นต่าง 
ๆ และน าแบคทีเรียโพรไบโอติกที่มีคณุสมบติัที่ดีไปใชพ้ฒันาผลิตภณัฑโ์ดยน าไปเคลือบชิน้ตบัและ
เบคอนที่ผ่านการอบแหง้ดว้ยวิธีการพา  รวมทัง้ศึกษาการเคลือบดว้ยโพรไบโอติกที่ผสมกบัไฮโดร
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คอลลอยดช์นิดอลัจิเนตเพื่อปกป้องเซลลโ์พรไบโอติกก่อนที่จะน าไปท าแหง้ดว้ยวิธีการพา จากนัน้
น าขิน้ตับและเบคอนที่เคลือบด้วยโพรไบโอติกและโพรไบโอติกที่ผสมกับไฮโดรคอลลอยด์ชนิด                   
อัลจิเนตมาทดสอบการอยู่รอดในระบบทางเดินอาหารจ าลอง และทดสอบความปลอดภัยโดย
ทดสอบความไวต่อยาปฎิชีวนะ รวมถึงการศึกษาล าดบัจีโนมทัง้หมดของโพรไบโอติกโดยวิธี next 
generation sequencing เพื่อค้นหายีนที่ก่อโรค หรือยีนที่ต้านทานยาปฏิชีวนะ รวมถึงศึกษา
ลักษณะการเกาะติดของโพรไบโอติกบนพืน้ผิวตับและเบคอนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็คตรอ
นแบบสอ่งกราด ซึ่งผลที่ไดจ้ะน าไปใชใ้นการพฒันาเป็นขนมสนุขัในทางการคา้ต่อไป 

ขอบเขตการศึกษาวิจัย  
1. การศึกษาคุณสมบัติของการเป็นโพรไบโอติกที่ ดีในด้านต่าง ๆ ได้แก่ การศึกษา

ความสามารถในการสรา้งสารยบัยัง้การเจริญของจลุินทรียก์่อโรค การศึกษาความสามารถในการ
ทนกรดและเกลือน า้ดี การศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนที่ไม่ชอบน า้ ศึกษาความสามารถในการยึด
เกาะของโพรไบโอติกกบัเซลล ์Caco-2 และการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยใชว้ิธี E-test  

2. การศกึษาจีโนมทัง้หมดของแบคทีเรียที่น ามาใชเ้ป็นโพรไบโอติก 
3. การผลิตชิน้เบคอนและชิน้ตบัอบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติก รวมทัง้การเคลือบดว้ย

โพรไบโอติกที่ผสมกบัไฮโดรคอลลอยดช์นิดอัลจิเนตก่อนที่จะน าไปท าแหง้ดว้ยวิธีการพา และน า
ผลิตภณัฑท์ี่ไดไ้ปศกึษาการอยู่รอดของโพรไบโอติกในสภาวะของระบบทางเดินอาหารจ าลอง  

4. การศกึษาการเกาะติดของโพรไบโอติกบนพืน้ผิวตบัและเบคอนภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็คตรอนแบบสอ่งกราด  

ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 
ไดเ้ชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก คือสามารถสรา้งสาร

ยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค มีความสามารถในการทนกรดและเกลือน า้ดี  มีคุณสมบัติ
พืน้ผิวเซลลใ์นส่วนที่ไม่ชอบน า้ มีความไวต่อยาปฏิชีวนะ และมีความปลอดภัยส าหรบัน าไปใช้
พฒันาผลิตภณัฑช์ิน้เบคอนและชิน้ตบัอบแหง้เคลือบโพรไบโอติกเพื่อสง่เสรมิสขุภาพสนุขั และเมื่อ
น ามาเคลือบบนชิน้ตับและเบคอนแลว้เชือ้สามารถอยู่รอดไดใ้นระหว่างการเก็บ และสามารถอยู่
รอดในระบบทางเดินอาหารจ าลองได ้ 
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บทที ่2  
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง  

1. โพรไบโอติก 
1.1 ค าจ ากัดความของโพรไบโอติก 

ค าว่า “โพรไบโอติก” มาจากรากศพัทภ์าษากรีกมีความหมายว่า “ส าหรบัชีวิต” ซึ่ง
เป็นค าที่ใชก้ าหนดความหมายของจุลินทรียท์ี่มีชีวิตที่ไม่ก่อโรคและเป็นจุลินทรียท์ี่ ส่งผลดีต่อโฮสต ์
(host)(10) โดยโพรไบโอติกถูกน ามาใชเ้ป็นครัง้แรกในปี ค.ศ. 1965 โดย Lilley และ Stillwell ซึ่งได้
ใหค้  าจ ากัดความไวว้่า โพรไบโอติก คือ ผลิตภัณฑ์ที่สรา้งโดยจุลินทรียช์นิดหนึ่ง ซึ่งมีผลในการ
กระตุน้การเจรญิเติบโตจลุินทรียอี์กชนิดหนึ่ง(11)  

Fuller ไดใ้หค้  าจ ากัดความเพิ่มเติมว่า โพรไบโอติกคือ จุลินทรียท์ี่ไม่ก่อโรคซึ่งเมื่อ
รบัประทานเขา้ไปจะสง่ผลดีต่อสขุภาพหรือสรีรวิทยาของโฮสต์(12) 

ค าจ ากดัความของโพรไบโอติกที่ใชใ้นปัจจุบนั ถูกก าหนดโดยองคก์ารอาหารและ
การเกษตรแห่งสหประชาชาติ และองค์การอนามัยโลก หมายถึง จุลินทรีย์ที่มีชีวิต ซึ่งเมื่อ
รบัประทานเขา้ไปในปรมิาณที่เหมาะสม จะสง่ผลดีต่อสขุภาพโฮสต์(13) 

1.2 หลักเกณฑใ์นการคัดเลือกโพรไบโอติก 
ก่อนน าโพรไบโอติกมาใชป้ระโยชนเ์พื่อใชใ้นการส่งเสริมสขุภาพของคนและสตัว ์

จะต้องมีเกณฑ์การคัดเลือก และสิ่งส าคัญคือความปลอดภัยของโพรไบโอติกเมื่อน าไปใช้ โดย
หลกัเกณฑก์ารคัดเลือกโพรไบโอติกตามทฤษฎีเบือ้งตน้ และลกัษณะที่เหมาะสมส าหรบัน าไปใช้
งานในผลิตภณัฑอ์าหาร แสดงรายละเอียดดงัภาพประกอบ 1 โดยมีแนวทางหลกั ๆ ดงันี ้ 

1) สามารถอาศยัอยู่ไดใ้นระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสตัวท์ี่น ามาใช ้การ
ที่โพรไบโอติกจะใหผ้ลที่เป็นประโยชนต่์อโฮสตไ์ดน้ัน้จะตอ้งสามารถอยู่รอดผ่านกระเพาะและล าไส ้
และสามารถทนกรดและเอนไซมย์่อยโปรตีนของกระเพาะอาหารได ้  

2) การพิจารณาดา้นความปลอดภัย ไดแ้ก่ เป็นสายพนัธุท์ี่ไม่มีประวติัการก่อโรค 
โดยจะตอ้งผ่านการคดัเลือกว่ามีความปลอดภยั ไม่สรา้งสารพิษ และไม่มีความสามารถในการถ่าย
ยีนตา้นยาปฏิชีวนะไปยงัแบคทีเรียอ่ืน ๆ  

3) มีปริมาณเพียงพอที่จะส่งผลดีต่อสุขภาพ (107 ถึง 109 cfu/ml ของผลิตภัณฑ์
อาหาร)  
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4) สามารถสรา้งสารยบัยัง้จุลินทรียก์่อโรค โดยโพรไบโอติกหลายชนิดสามารถสรา้งสาร
ยับยัง้จุลินทรียก์่อโรค เช่น กรดอินทรียแ์ละสารเมทาบอไลท ์ไดแ้ก่ lactic acid และ acetic acid 
เป็นตน้  

5) การยึดเกาะกับพืน้ผิวของล าไส ้ความสามารถในการยึดเกาะกับล าไสน้ัน้เป็น
การหลกัเกณฑส์ าคัญในการคัดเลือกโพรไบโอติก ซึ่งการยึดเกาะกับล าไสข้องโพรไบโอติกนัน้จะ
ช่วยป้องกนัไม่ใหเ้ชือ้ก่อโรคเขา้มาเกาะติดบริเวณทางเดินอาหารและยงัสามารถช่วยส่งเสรมิระบบ
ภมูิคุม้กนัได ้ 

 

 

ภาพประกอบ 1 หลกัเกณฑก์ารคดัเลือกโพรไบโอติก และคุณลกัษณะที่เหมาะสมส าหรบัน าไปใช้
งานในผลิตภณัฑอ์าหาร(14)  

1.3 คุณสมบัติของโพรไบโอติก  
โพรไบโอติกที่น ามาใชใ้นเชิงพาณิชยใ์นอาหารและยาจะตอ้งมีลักษณะเฉพาะ 

โดยสามารถมีชีวิตอยู่รอดไดใ้นระหว่างกระบวนการผลิตอาหาร และความสามารถในการมีชีวิต
รอดในกระเพาะอาหารและล าไสเ้ล็ก ที่ส  าคญัโพรไบโอติกตอ้งคงไวซ้ึ่งลกัษณะเฉพาะที่ก่อใหเ้กิด
ประโยชนต่์อร่างกาย ดังนัน้จึงจ าเป็นตอ้งทดสอบความเสถียรของคุณลกัษณะเหล่านีใ้นระหว่าง
กระบวนการผลิตอาหารและการเก็บรกัษา โดยโพรไบโอติกที่น ามาเสรมิในอาหารตอ้งมีคณุสมบติั
ดงัต่อไปนี ้(15) 
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1.3.1 การทนต่อสภาวะความเป็นกรดและเกลือน ้าดีในกระเพาะอาหาร  
โพรไบโอติกจะสามารถสง่เสรมิสขุภาพของโฮสตไ์ดน้ัน้จ าเป็นตอ้งสามารถอยู่รอด

ผ่านกระเพาะและล าไส ้และตอ้งมีปริมาณเพียงพอที่จะไปถึงล าไสใ้หญ่ ดงันัน้โพรไบโอติกจะตอ้ง
มีคุณสมบัติในการทนต่อสภาวะกรดและเกลือน า้ดี เนื่องจากเมื่อประทานอาหารที่ผสมโพรไบโอ
ติกเขา้ไปอาหารนั้นจะตอ้งผ่านกระเพาะอาหารที่มีความเป็นกรดและล าไสซ้ึ่งมีการหลั่งน า้ย่อย
ออกมาซึ่งมีผลท าใหจ้ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกลดลง โดยความสามารถในการอยู่รอด
ของโพรไบโอติกในทางเดินอาหารแต่ละส่วนจะแตกต่างกันขึน้อยู่กับสายพันธุ์ บางสายพันธุ์ตาย
อย่างรวดเร็วเมื่ออยู่ในกระเพาะอาหาร ในขณะเชือ้ในกลุ่ม bifidobacteria  สามารถมีชีวิตอยู่รอด
ได้ตลอดระบบทางเดินอาหาร ซึ่ ง ค่ า pH กระเพาะอาหารมี ค่าอยู่ ที่  1.2- 2.5(16) ดั งนั้น
ความสามารถในการทนกรดจึงเป็นหนึ่งในคณุสมบติัเบือ้งตน้ในการคดัเลือกสายพนัธุโ์พรไบโอติก
(17) และอีกคณุสมบติัหนึ่งที่ส  าคัญของโพรไบโอติกคือตอ้งสามารถทนต่อเกลือน า้ดี เนื่องจากเป็น
ตัวก าหนดความสามารถในอยู่รอดในล าไส้เล็ก โดยเกลือน ้าดีจะถูกสังเคราะห์ขึน้ในตับจาก
คอเลสเตอรอล  และหลั่งจากถุงน า้ดีไปยงัล าไสเ้ล็กสว่นตน้ (500-700 มิลลลิิตร/วนั) ซึ่งช่วยในการ
ย่อยสารอาหารประเภทไขมนัในล าไสเ้ล็กของคนและสตัว์(18) โดยความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดีที่หลั่ง
ไปยังล าไสเ้ล็กจะอยู่ในช่วงรอ้ยละ 1.5.- 2.0% ในชั่วโมงแรกของการย่อยอาหาร จากนั้นความ
เข้มข้นของเกลือน า้ดีจะลดลงเหลือประมาณรอ้ยละ 0.3% ซึ่งเกลือน ้าดีมีผลต่อผนังเซลลข์อง
แบคทีเรีย โดยท าใหผ้นงัเซลลย์อมใหส้ารซึมผ่านเขา้ออกไดแ้ละมีผลต่อโครงสรา้งของเยื่อหุม้เซลล ์
โดยฉพาะอย่างยิ่งโครงสรา้งในส่วนของไขมนัท าใหโ้ครงสรา้งส่วนเยื่อหุม้เซลลเ์กิดการบิดเบีย้วผิด
รูป และส่งผลให้เกิดการตายของเซลลแ์บคทีเรียในที่สุด (19) มีรายงานว่าเชือ้โพรไบโอติกในกลุ่ม 
lactobacilli และ bifidobacteria สามารถปรบัตัวให้ทนต่อเกลือน า้ดีได้ เมื่อน ามาเพาะเลีย้งใน
อาหารที่ค่อย ๆ เพิ่มความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดี โดยโพรไบโอติกสายพันธุ์ที่สามารถทนต่อเกลือ
น า้ดีไดม้ักจะทนต่อสภาวะเครียดอ่ืน ๆ ไดด้ว้ย (cross-resistance) เช่น ทนต่อสภาวะความเป็น
กรดที่สงู และการทนต่อความรอ้นในระหว่างกระบวนการผลิตอาหาร เป็นตน้ สิ่งนีแ้สดงใหเ้ห็นถึง
กลไกทั่วไปของแบคทีเรียในการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้มที่มีความเครียดต่าง ๆ และแสดงให้
เห็นถึงความสามารถในการปรบัตวัที่ดีของโพรไบโอติกในทางเดินอาหารซึ่งช่วยใหส้ามารถมีชีวิต
อยู่รอดได้(20) จากการรายงานของ Mohammad และคณะ (2017)(21)  ที่ไดศ้ึกษาการรอดชีวิตของ
เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดจ้ากมูลสนุัขในสภาวะที่เป็นกรดที่ pH 2, 3 และ 6.5 พบว่าเชือ้ 
20 ไอโซเลทจาก 28 ไอโซเลท สามารถเจริญไดท้ี่ pH 2 และ 3 ในขณะที่ไอโซเลทอ่ืน ๆ มีการเจริญ
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ต ่ามาก และพบว่าเชือ้ทัง้ 20 ไอโซเลทสามารถเจริญไดใ้นเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15% 
และเชือ้ไม่สามารถเจรญิไดท้ี่ความเขม้ขน้ของเกลือน า้ดีที่ 0.3 และ 1%  

1.3.2 ความสามารถในการเกาะติดล าไส้  
คณุสมบติัที่ส  าคญัอีกอย่างหนึ่งของโพรไบโอติก คือความสามารถในการเกาะติด

กับพื ้นผิวของล าไส้  โดยการเกาะติดกับเยื่อเมือกจะช่วยยืดระยะเวลาให้โพรไบโอติกสามารถ 
กระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของโฮสต์ได ้ ความสามารถในการเกาะติดกบัพืน้ผิวล าไสข้องโพรไบโอติก
จะขึน้อยู่กบัสายพนัธุข์องโพรไบโอติกแต่ละชนิด(22) นอกจากนีก้ารยึดเกาะของโพรไบโอติกในล าไส้
ยงัมีบทบาทส าคญัในการรกัษาเยื่อเมือกที่เสียหาย และสามารถป้องกนัการยดึเกาะของเชือ้ก่อโรค
ในล าไสไ้ด้(23) โดยปัจจยัที่ท าใหโ้พรไบโอติกสามารถยึดเกาะกบัเซลลล์  าไสม้ีดงันี ้  

1.3.2.1 โปรตีน Surface-layer  
โปรตีน Surface-layer หรือ S-layer ประกอบดว้ยไกลโคโปรตีน หรือเรียกว่า 

S-protein มีมวลโมเลกุลระหว่าง 40 ถึง 200 kDa ซึ่งโปรตีนมีลักษณะเป็น 2 มิติ อยู่ชัน้นอกของ
เซลลแ์บคทีเรีย(24) สามารถพบไดท้ัง้แบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ ซึ่งจะช่วยใหเ้กิดการเกาะติด
กับเยื่อบุผิว (epithelial cells) และเมือก (mucus) หรือโปรตีนที่ถูกสรา้งออกมาอยู่ดา้นนอกของ
เยื่อหุ้มเซลล์ (extracellular matrix; ECM proteins) มีการรายงานว่า โปรตีน S-layer พบได้ใน
จีนสั Lactobacillus และมีบทบาทส าคญัในการเกาะติดกับเซลลข์องล าไส้(25) ซึ่งสอดคลอ้งกบัผล
การทดลองของ Frece และคณะ (2004)(26) ไดศ้ึกษาบทบาทหน้าที่ของโปรตีน S-layer ของโพร
ไบโอติก L. acidophilus M92 ในการเกาะติดกบัเซลลเ์ยื่อบุผิวของล าไสห้นูทดลอง โดยตรวจสอบ
ข น า ด ข อ ง โ ป ร ตี น  S-layer ด้ ว ย วิ ธี  Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis และตรวจสอบยีน slpA gene ที่สรา้งโปรตีน S-layer ด้วยวิธี Southern blot 
รวมถึงศึกษาการเกาะติดกบัเซลลล์  าไสข้องหนูโดยเปรียบเทียบระหว่าง L. acidophilus M92 ที่ไม่
มีโปรตีน S-layer กับ L. acidophilus M92 ที่มีโปรตีน S-layer ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า เชือ้
โพรไบโอติกที่มี slpA gene มีการแสดงออกของ S-layer โปรตีน โดยมีมวลโมเลกุลขนาด 45 kDa 
และเมื่อน าโปรตีน S-layer ออกจะลดการยดึเกาะของ  L. acidophilus M92 กบัเซลลเ์ยื่อบผุิวของ
หนู นอกจากนี ้การรอดชีวิตของเซลลท์ี่ไม่มีโปรตีน S-layer จะลดลงเมื่ออยู่ในสภาวะกระเพาะ
อาหารจ าลองที่ช่วง pH 2, 2.5 และ 3 และการรอดชีวิตลดลงเมื่ออยู่ในสภาวะล าไส้จ าลอง 
(simulated pancreatic juice และ bile salts ความเขม้ขน้ 1.5 และ 3 g/l) นอกจากนีโ้ปรตีน S-
layer ของ L. acidophilus M92 สามารถท าใหเ้ชือ้ทนต่อ pepsin และ pancreatin แต่ไม่ทนต่อ 
proteinase K   
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1.3.2.2 การทดสอบพืน้ผิวเซลลท์ีไ่ม่ชอบน ้า  
การทดสอบพืน้ผิวเซลลท์ี่ไม่ชอบน า้ หรือ cell surface hydrophobicity เป็น

การทดสอบคณุสมบติัการเกาะติดของเซลลโ์พรไบโอติกเบือ้งตน้ก่อนการทดสอบความสามารถใน
การเกาะติดกับเซลลล์  าไส้ คุณสมบัติความไม่ชอบน า้เป็นคุณสมบัติที่ส  าคัญอย่างแรกในการ
เกาะติดระหว่างเซลลแ์บคทีเรียและโฮสต์(27) โดยคุณสมบติัความไม่ชอบน า้ของผิวเซลลจ์ะขึน้อยู่
กบัองคป์ระกอบของไขมนัที่อยู่บรเิวณผิวเซลล ์ซึ่งถา้มีองคป์ระกอบของไขมนัมากก็จะท าใหเ้ซลลม์ี
คุณสมบัติความไม่ชอบน ้ามาก (28) โดยวิธีที่ใช้ในการทดสอบความไม่ชอบน า้ของผิวเซลลข์อง     
โพรไบโอติกคือวิ ธี  MATH (Microbial adhesion to hydrocarbons)(29) หรือการทดสอบสาร
ไฮโดรคารบ์อน เนื่องจากมีความเก่ียวเนื่องกับความสามารถในการเกาะติดของเซลลแ์บคทีเรีย 
และเป็นตวับ่งชีค้วามสามารถในการเกาะกบัพืน้ผิวของล าไส ้จึงนิยมน ามาใชว้ดัความสามารถใน
การเกาะติดของโพรไบโอติก จากการรายงานของ Bhagya และคณะ (2018) (30) ได้ทดสอบ
คุณสมบัติความไม่ชอบน า้ของโพรไบโอติกที่แยกไดจ้ากนมแม่ โดยใชส้ารที่มีคุณสมบติัเป็นสาร
ไฮโดรคารบ์อน คือ xylene จากการทดลองพบว่าเชื ้อ 4 ไอโซเลทแสดงค่า % cell surface 
hydrophobicity น้อยกว่า 50% และเชือ้ 3 ไอโซเลท ไดแ้ก่  L. plantarum CKR5, L. plantarum 
CKR8 และ  L. plantarum CKR22 แสดงค่า  % cell surface hydrophobicity ที่สูง คือ 65% , 
67% และ 74% ตามล าดบั โดยเชือ้ L. plantarum CKR28 แสดงค่าสงูสุด คือ 76% ซึ่งสอดคลอ้ง
กับผลความสามารถในการยึดเกาะกับเซลลม์ะเร็งของล าไส้ Caco-2 cell line จากการทดลอง
แสดงใหเ้ห็นว่า % cell surface hydrophobicity ที่สูง จะท าให้ความสามารถในการยึดเกาะใน
ล าไสท้ี่สูง อย่างไรก็ตามความความสามารถในการยึดเกาะอาจมาจากอิทธิพลอ่ืน ๆ อีกดว้ย เช่น 
ประจแุละโมเลกลุที่อยู่บนผิวเซลล ์

1.3.2.3 การเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียสายพันธุเ์ดียวกัน  
การเกาะกลุ่มกนัเองของแบคทีเรียสายพนัธุเ์ดียวกนั หรือ auto-aggregation

ของโพรไบโอติกมีความส าคญัต่อการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื่อบผุิวของล าไส ้ซึ่งเป็นคณุสมบติัเบือ้งตน้
ของโพรไบโอติกในการตัง้รกราก (colonization) และการคงอยู่ของโพรไบโอติกในทางเดินอาหาร
(31) โดย auto-aggregation จะอาศยัลกัษณะทางเฉพาะทางฟิสิกสเ์คมีของผิวเซลล ์เช่น ความไม่
ชอบน า้ ซึ่งจะส่งผลใหแ้บคทีเรียสามารถยึดเกาะกับพืน้ผิวต่าง ๆ ไดดี้อีกดว้ย นอกจากนีย้งัมีการ
รายงานว่าโปรตีนที่เป็นองคป์ระกอบบนผิวเซลลบ์างสว่น และโปรตีน S-layer protein ของเชือ้โพร
ไบโอติกจีนัส Lactobacillus อาจมีส่วนเก่ียวข้องในการเกาะติดเช่นกัน (31)  Topçu และคณะ 
(2020)( 27 )  ไ ด้ ศึ ก ษ า  cell surface hydrophobicity แ ล ะ  auto-aggregation ข อ ง เ ชื ้ อ 
Pediococcus pentosaceus ที่แยกได้จาก Pastirma จากการทดลอง พบว่า ค่า % cell surface 
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hydrophobicity, % auto-aggregation และ ที่สูงที่สุดพบในเชื ้อ P. pentosaceus K44 strain ซึ่ง
จากผลดังกล่าวสามารถพิจารณาไดว้่าเชือ้ดังกล่าวสามารถน ามาใชเ้ป็นโพรไบโอติกได้(32)  และ
สอดคล้องจากการรายงานผลการศึกษาอ่ืน ๆ มีการรายงานว่า คุณสมบัติ  cell surface 
hydrophobicity และ auto-aggregation ของโพรไบโอติกนอกจากจะช่วยในการเกาะติดกบัพืน้ผิว
ของล าไสแ้ลว้ยงัสามารถปอ้งกนัการเขา้เกาะของจลุินทรียก์่อโรคในล าไสไ้ดอี้กดว้ย 

1.3.2.4 การเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียต่างสายพันธุก์ัน  
การเกาะกลุ่มกัน เองระหว่างเซลล์แบคที เรีย ต่างสายพันธุ์กัน  หรือ  

co-aggregation จะมุ่งเน้นไปที่ปฏิสัมพันธ์ของโพรไบโอติกกับเชือ้ก่อโรค(33) ซึ่งความสามารถ
ดังกล่าวจะกีดขวางและป้องกันการเข้าเกาะของเชื ้อก่อโรคในทางเดินอาหารได้(34) โดยจาก
การศึกษาของ Choi และคณะ (2018)(35) ได้ศึกษาความสามารถในการเกาะกลุ่มของเซลล์
แบคทีเรียต่างสายพนัธุก์นั และศกึษาการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียสายพนัธุเ์ดียวกนั พบว่า % 
co-aggregation ที่สูงที่สุดพบในชุดการทดลองระหว่างเชื ้อ W. koreensis KCCM 41517 กับ 
Salmonella Typhimurium KCTC ซึ่งสอดคลอ้งกับการทดสอบความสามารถในการป้องกันการ
เกาะติดของเชือ้ก่อโรคในล าไส้โดยทดสอบใน HT-29 cells พบว่าเชือ้โพรไบโอติกทุกสายพันธุ์
สามารถลดการเขา้เกาะของเชือ้ก่อโรคใน HT-29 cells ได ้และพบว่าเชือ้ W. koreensis KCCM 
41517 มี % auto-aggregation ที่สูงที่สุด อีกด้วย ซึ่งจากการทดสอบคุณสมดังกล่าวสามารถ
พิจารณาไดว้่าเชือ้ไอโซเลทดงักลา่วเหมาะสมที่จะน าไปใชเ้ป็นโพรไบโอติกได ้  

1.3.3 การยับย้ังเชือ้ก่อโรค 
เชือ้โพรไบโอติกในจีนัส Lactobacillus สามารถผลิต lactic acid, acetic acid, 

formic acid ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ส  าคัญในการแข่งขันกับจุลินทรียช์นิดอ่ืน นอกจากนีย้ังสามารถ
หลั่ง antimicrobial molecules เช่น ethanol, fatty acid, hydrogen peroxide และ bacteriocins 
เพื่อใช้ในการยับยั้งเชื ้อแบคทีเรียก่อโรคหลายชนิดได้ เช่น Escherichia coli, Streptococcus 
mutans, Clostridium difficile, Pseudomonas aeruginosa, Shigella spp., แ ล ะ
Staphylococcus aureus(36)  ซึ่งสอดคล้องกับจากการศึกษาของ Prabhurajeshwar และคณะ 
(2019)(37) ซึ่งได้แยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากโยเกิรต์แล้วศึกษาความสามารถในการยับยั้ง
แบคทีเรียก่อโรค โดยใชว้ิธี agar well diffusion จากการทดลองพบว่า เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก
ทัง้หมด 13 ไอโซเลท แสดงผลในการยับยั้งเชือ้จุลินทรียก์่อโรคไดท้ั้งหมด โดยฤทธิ์การยับยั้งจะ
แตกต่างกนัไปตามสายพนัธุข์องแบคทีเรียกรดแลคติก และพบว่าสารที่แบคทีเรียกรดแลคติกผลิต
ออกมามีฤทธิ์ยบัยัง้การเจริญ (bacteriostatic) แต่ไม่พบฤทธิใ์นการท าลาย (bactericidal) เชือ้ก่อ
โรค ซึ่งรายละเอียดของสารที่โพรไบโอติกสรา้งขึน้เพื่อใชใ้นการยบัยัง้จลุินทรียอ่ื์นมีดงันี ้    
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1.3.3.1 กรดอินทรีย ์ 
กรดอินทรีย์ เช่น short chain fatty acids, lactic acid และ formic acid มี

ผลในการยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรค โดยแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตกรดแลคติกไดจ้ากการ
ย่อยสลายน า้ตาล นอกจากนีแ้บคทีเรียกรดแลคติกที่อยู่ในกลุ่ม hetero-fermentative จะสามารถ
หมักน า้ตาลแล้วใหผ้ลผลิตเป็น acetic acid ดว้ย(38) โดยกลไกในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคคือ 
เมื่อกรดอินทรีย์เข้าสู่ เซลล์จะเกิดการแตกตัวแล้วปล่อยโปรตอนเข้าไปในไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) ท าให้เกิดภาวะความเป็นกรดในเซลล์ จึงท าให้เกิดการยับยั้งเชื ้อก่อโรคได้ (39) 
นอกจากนีก้รดอินทรีย์มีเป้าหมายหลักคือ ผนังเซลลข์องแบคทีเรีย เยื่อหุ้มเซลล ์และ specific 
metabolic functions (replication และ protein synthesis) ซึ่งน าไปสู่การรบกวนการท างานของ
เซลลแ์ละท าใหเ้ซลลต์ายในที่สดุ อีกทัง้กรดอินทรียย์งัท าใหเ้กิดสภาวะแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสมต่อ
เชือ้แบคทีเรียก่อโรค(40, 41) จากการรายงานของ Desniar และคณะ (2020)(42) ไดค้ดัแยกแบคทีเรีย
กรดแลคติกจากผลิตภณัฑป์ลาหมักของชาวอินโดนีเซีย แลว้ศึกษาชนิดของกรดอินทรียท์ี่ผลิตขึน้
จากแบคทีเรียในระหว่างการเจริญโดยใช้เทคนิค HPLC พบว่ากรดอินทรียท์ี่เชือ้สรา้งขึน้ปริมาณ
มากที่สดุ คือ กรดแลคติก และกรดอะซิติก และพบว่าเชือ้ไอโซเลท SK (5)  แสดงฤทธิ์ในการยบัยัง้
เชือ้ B. cereus มากที่สดุ (15 มิลลิเมตร)  

1.3.3.2 ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด ์ 
ในสภาวะที่มีออกซิเจนเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสรา้งไฮโดรเจน

เปอรอ์อกไซด ์(Hydrogen peroxide, H2O2) ซึ่งเกิดขึน้ในกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนโดยการ
ท างานของ flavoprotein oxidases หรือ NADH peroxidases (43) โดยคุณสมบัติของไฮโดรเจน
เปอรอ์อกไซดคื์อเป็นตัวออกซิไดซรุ์นแรง มีผลต่อเซลลข์องแบคทีเรียท าใหเ้กิดการท าลายโปรตีน
และกรดนิวคลิอิกภายในเซลลจ์นท าให้เซลล์ไม่สามารถท างานได้ นอกจากนี ้ไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซดย์งัสามารถไปรวมตวักบัสารชนิดอ่ืนเกิดเป็นสารประกอบที่สามารถยบัยัง้จุลินทรียช์นิดอ่ืน
ได ้โดยจะท าปฏิกิริยากับ endogenous thiocyanate ซึ่งเร่งปฏิกิริยาโดย lactoperoxidase เกิด
เป็น hypothiocyanite เป็นผลิตภณัฑ ์ท าใหเ้ยื่อหุม้เซลลถ์กูท าลาย(44)   

1.3.3.3 คารบ์อนไดออกไซด ์ 
คารบ์อนไดออกไซด ์(Carbon dioxide, CO2) เกิดจากการหมักน า้ตาลเฮก

โซสของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก โดยคารบ์อนไดออกไซดจ์ะสง่ผลยบัยัง้การท างานของเอนไซมใ์น
กระบวนการ decarboxylation และท าใหเ้กิดการสะสมคารบ์อนไดออกไซดท์ี่บริเวณชัน้ไขมนัของ
เยื่อหุม้เซลลท์ าใหเ้ยื่อหุม้เซลลส์ญูเสียคณุสมบติัในการเป็นเยื่อเลือกผ่าน(43) 
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1.3.3.4 แบคเทอริโอซิน  
แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) เป็นโปรตีนที่สังเคราะห์จากไรโบโซม  มี

น า้หนักโมเลกุลต ่า (น้อยกว่า 10 KDa) และส่วนใหญ่มีฤทธิ์ในการยับยัง้แบคทีเรียชนิดอ่ืนที่เป็น
สายพนัธุท์ี่ใกลเ้คียงกนั โดยสามารถออกฤทธิ์ในการยบัยัง้การเจรญิ หรือท าลายแบคทีเรียได้(45) แบ
คเทอริโอซินสามารถถูกท าลายไดง้่ายดว้ยเอนไซมย์่อยโปรตีน เช่น เอนไซม ์proteases ในระบบ
ทางเดินอาหารของสตัวเ์ลีย้งลูกดว้ยนม ซึ่งท าใหแ้บคเทอริโอซินมีความปลอดภัยเมื่อน าไปใชใ้น
ผลิตภัณฑ์อาหาร และสามารถน าไปใช้เป็นทางเลือกในการทดแทนสารกันเสียในอุตสาหกรรม
อาหารได ้ตัวอย่างแบคเทอริโอซินที่มีการศึกษามากที่สุด เช่น ไนซิน โดยทั่วไปกลไกในการยับยัง้
เชือ้จลุินทรียข์องแบคเทอรโิอซินมกัออกฤทธิ์ต่อเย่ือหุม้เซลล ์โดยไม่จะไม่ก่อใหเ้กิดอนัตรายต่อเชือ้
ประจ าถิ่นอ่ืน กลไกการออกฤทธ์จะท าใหเ้กิดรูรั่ว และขัดขวางกระบวนการ proton motive force 
รวมทัง้รบกวนสมดลุของ pH เป็นผลใหเ้กิดการรั่วไหลของไอออน และการสลายตวัของ ATP ท าให้
เกิดการตายในท่ีสดุ(46)   

1.4 การประเมินความปลอดภัย  
โพรไบโอติกจะตอ้งมีการประเมินความปลอดภัยก่อนน าไปใชใ้นมนุษยแ์ละสตัว ์

โดยการทดสอบภายนอก (in vitro) หรือในสัตว์ (in vivo) เพื่อประเมินความปลอดภัย และ
ปฏิกิรยิาของรา่งกายต่อจลุินทรียโ์พรไบโอติกมีดงันี ้ 

1.4.1 ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ 
ปัญหาการดือ้ยาของแบคทีเรียโพรไบโอติกส่วนหนึ่งมาจากการใช้ยาอย่างไม่

ระมดัระวงัในมนษุยแ์ละสตัว ์โดยมีการใชย้ามากเกินกว่าความจ าเป็นและไม่เหมาะสม โดยเฉพาะ
การใชย้าปฏิชีวนะเป็นสารเร่งการเจริญเติบโตเพื่อเพิ่มน า้หนักของสตัว ์ท าใหเ้กิดความกังวลต่อ
ปัญหาการดือ้ยาของแบคทีเรียที่เพิ่มมากขึน้ เนื่องจากโพรไบโอติกสามารถถ่ายทอดยีนดือ้ยา
ปฏิชีวนะไปยังแบคทีเรียก่อโรคได ้โดยมีการรายงายว่าเชือ้แบคเทียกรดแลคติกส่วนใหญ่มีการ 
ดือ้ต่อยา bacitracin, furantoin, cefoxitin, kanamycin, norfloxacin, gentamicin, trimethoprim 
sulfadiazine, teicoplanin, streptomycin, metronidazole,และ vancomycin(47) ซึ่งกลไกการดือ้
ยาของเชือ้แบคทีเรียมี 2 ประเภท ไดแ้ก่(48)  

1) การดือ้ยาปฏิชีวนะโดยธรรมชาติของแบคทีเรียเอง (intrinsic resistance) เป็น
การดือ้ยาของเชือ้แบคทีเรียโพรไบโอติกอยู่แลว้ในธรรมชาติหรือมีการดือ้ยามาตัง้แต่แบคทีเรียขนิด 
wild-type การดื ้อยาโดยธรรมชาติจะไม่สามารถส่งถ่ายยีนดื ้อยาไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได ้
เนื่องจากยีนดือ้ยามักอยู่บนโครโมโซมของแบคทีเรีย ซึ่งจากคุณสมบัติดังกล่าวนีส้ามารถเป็น
ประโยชนต่์อโพรไบโอติกในรา่งกายสตัวห์ลงัไดร้บัยาปฏิชีวนะ  
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2) การดือ้ยาปฏิชีวนะที่เกิดขึน้ภายหลัง (acquired resistance) เกิดจากการที่
เชือ้แบคทีเรียไม่ไดม้ีการดือ้ยาแต่ดัง้เดิม แต่การดือ้ยาเกิดขึน้ภายหลงัไม่ว่าจะเกิดจากการกลาย
พันธุ์หรือการไดร้บัยีนกลายพันธุ์มาจาก horizontal gene transfer ท าใหเ้กิดการดือ้ยาปฏิชีวนะ
ของแบคทีเรียเพิ่มมากขึน้ และการใชย้าปฏิชีวนะต่อเชือ้ดือ้ยาจึงไม่ไดผ้ล และสง่ผลเสียต่อสขุภาพ
ของมนษุยแ์ละสตัว ์ 

ดังนั้นจึงจ าเป็นต้องตรวจความสอบไวต่อยาปฏิชีวนะของโพรไบโอติกก่อน
น าไปใช ้โดยปัจจุบนัมีวิธีการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะหลายวิธีดว้ยกนั โดยการหาค่าความ
เขม้ขน้ที่ต  ่าที่สดุที่สามารถยบัยัง้การเจรญิของเชือ้แบคทีเรีย (Minimal Inhibitory Concentration; 
MIC) โ ด ย วิ ธี ที่ นิ ย ม  ไ ด้ แ ก่  Kirby-Barer disk-diffusion method (K-B9 method), E-test 
(Epsilometer test), microarray และ PCR เป็นตน้(49)  

1.4.2 การสร้างเอมีน  
สารประเภทเอมีน เป็นสารเมทาบอไลท์ี่ไม่พงึประสงคท์ี่โพรไบโอติกบางชนิดสรา้ง

ขึน้ โดยการท างานของเอนไซม ์decarboxylase เปลี่ยนกรดอะมิโนท าใหไ้ดส้ารในกลุ่มเอมีน โดย
มีการงานว่าสารในกลุม่เอมีที่มกัตรวจสอบ คือ histamine และ tyramine เนื่องจากมีความเป็นพิษ
ต่อร่างกายของโฮสต ์โดย histamine จะท าให้เกิดอาการแพ้ เช่น ผื่นคัน คลื่นไส้ อาเจียน และ
ทอ้งเสีย เป็นตน้ ส่วน tyramine มีผลท าใหเ้กิดภาวะความดนัโลหิตสูงในผู้ป่วยที่ไดร้บัยาประเภท 
monoamine oxidase inhibitors โดยส านกังานคณะกรรมการอาหารและยาแห่งสหรฐัอเมรกิาได้
ระบปุรมิาณ histamine ที่ยอมรบัไดอ้ยู่ที่ 50 ppm(50)  

1.4.3 การย่อยสลายเม็ดเลือดแดง  
Hemolysins เป็นสารพิษที่ ท าให้เม็ดเลือดแดงแตก (hemolysis) และเป็น 

virulence factors ที่มีความส าคญัที่ท าใหเ้กิดภาวะโลหิตจาง (anaemia) และอาการบวมน า้ของ
โฮสต์ (oedema) โดยมักตรวจสอบกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงด้วยการเพาะเชื ้อ
แบคทีเรียในอาหาร Columbia agar plates ที่เติม 5% (v/v) sheep blood ซึ่งจะพบลกัษณะของ
โซนใส หรือ hemolytic zone ที่เกิดจากการแตกของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงในอาหารเลีย้งเชือ้ ดังนั้น
ในการน าโพรไบโอติกมาใช้ในมนุษยแ์ละสตัวจ์ึงควรเลือกสายพันธุ์ที่ไม่มีกิจกรรมการย่อยสลาย
เม็ดเลือดแดง(51)  

1.4.4 การประเมินความปลอดภัยโดยใช้เทคนิค whole genome sequencing 
ปัจจุบันนอกจากวิธีทั่วไปในการตรวจสอบและการประเมินความปลอดภัยของ

โพรไบโอติกแลว้ เทคนิคและวิธีในระดับโมเลกุลโดยเฉพาะ whole genome sequencing ไดร้บั
ความนิยมอย่างมากและถูกน ามาใชใ้นตรวจสอบยีนดือ้ยาปฏิชีวนะ ยีนก่อโรค และยีนที่สรา้งสาร
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เมทาบอไลทท์ี่เป็นพิษ โดยงานวิจยัที่เก่ียวขอ้งกบัการน าเทคนิค whole genome sequencing มา
ใชม้ีดงัรายงานต่อไปนี ้ 

Nipa และคณ ะ (2020)(52 ) ได้ป ระ เมิ นความปลอดภัยของโพ รไบ โอ ติก 
Lactobacillus plantarum BCC954 ดว้ยเทคนิค whole genome sequencing โดยตรวจสอบยีน
ก่ อ โ ร ค  โ ด ย ใ ช้ ฐ า น ข้ อ มู ล  virulence factor database (http://www.mgc.ac.cn/cgi-
bin/VFs/v5/main.cgi) และตรวจสอบยีนดื ้อยาปฏิชีวนะโดยใช้ฐานข้อมูล (Comprehensive 
Antibiotic Resistance Database (https://card.mcmaster.ca/) จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลไม่
พบยีนก่อโรคและยีนที่เก่ียวขอ้งการกบัการสรา้งสารเมทาบอไลทท์ี่เป็นพิษต่อโฮสต ์เช่น ยีนในการ
ย่อยสลายเม็ดแดง ยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งเอมีน และพบว่าเชือ้โพรไบโอติกมียีนดือ้ยาปฏิชีวนะ 
12 ชนิด นอกจากนีไ้ม่พบบริเวณ  oriT  ซึ่งชีใ้หเ้ห็นว่าเชือ้โพรไบโอติกไม่สามารถส่งถ่าย plasmid 
ไปยังแบคทีเรียชนิดอ่ืนได ้จึงสรุปไดว้่า โพรไบโอติก Lactobacillus plantarum BCC954 มีความ
ปลอดภยัส าหรบัน ามาใชเ้ป็นโพรไบโอติกได ้

Wang และคณะ (2021)(53)  ไดป้ระเมินความปลอดภัยของโพรไบโอติก 10 ไอโซ
เลท ด้วยเทคนิค  whole genome sequencing โดยตรวจสอบยีนก่อโรค โดยใช้ฐานข้อมูล 
virulence factor database (http://www.mgc.ac.cn/VFs/main.htm) และตรวจสอบยีนดื ้อยา
ป ฏิ ชี ว น ะ  โ ด ย ฐ า น ข้ อ มู ล  Comprehensive Antibiotic Resistance Database 
(http://arpcard.mcmaster.ca/) จากผลการวิเคราะหข์อ้มลู พบว่า เชือ้ 8 จาก 10 ไอโซเลท มียีนที่
เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งสารพิษ (ยีนสรา้งแคปซุลและไบโอฟิลม์) มียีนดือ้ยาปฏิชีวนะ และยีนที่สรา้ง
สารเมทาบอไลท์ที่ เป็นพิษต่อโฮสต์ โดยมีเพียง 2 ไอโซเลทเท่านั้นที่มีความปลอดภัยส าหรับ
น าไปใชเ้ป็นโพรไบโอติก  

2. ประโยชนข์องโพรไบโอติก  
ปัจจุบนัไดม้ีการน าโพรไบโอติกมาใชใ้นการส่งเสริมสขุภาพทัง้ในมนุษยแ์ละสตัวม์ากขึน้ 

โดยหนึ่งในสามของผลิตภัณฑ์อาหารและเครื่องด่ืมทั่ วโลกมักประกอบด้วยโพรไบโอติก  ซึ่ง
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมโพรไบโอติกเพื่ อสุขภาพแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันไปขึ ้นอยู่กั  
วตัถุประสงคใ์นการใช ้ปริมาณโพรไบโอติกในอาหาร และอายุการเก็บรกัษาของผลิตภัณฑน์ัน้ ๆ 
(54) และจากงานวิจยัต่าง ๆ ไดก้ลา่วถึงโพรไบโอติกและประโยชนต่์อสขุภาพไวด้งันี ้ 

2.1 การส่งเสริมและกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย  
โพรไบโอติกสามารถส่งเสริมและระบบภูมิคุม้กันของร่างกายใหท้ างานไดอ้ย่างมี

ประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้ ดว้ยการกระตุน้เม็ดเลือดขาว monocyte ที่อยู่ในรา่งกายใหม้ายงับริเวณที่
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มีการติดเชือ้ แลว้พัฒนาเป็น macrophage เพื่อจับกินเชือ้โรค นอกจากนีโ้พรไบโอติกสามารถ 
กระตุน้การหลั่งสารในระบบภูมิคุม้กันในร่างกาย เพื่อมาท าลายเชือ้โรคและสิ่งแปลกปลอม เช่น 
Immunoglobulin A, interleukin และ TNF-alpha (55-57) ส่งผลให้ร่างกายสามารถป้องกันและ
ต่อต้านเชือ้โรคที่เข้าสู่ร่างกายได้ สารเหล่านีค้ล้ายกับฮอรโ์มนในร่างกายโดยท าหน้าที่สื่อสาร
ระหว่างเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กันเพื่อกระตุน้ใหร้่างกายป้องกนัเชือ้โรคและสิ่งแปลกปลอมต่าง ๆ ที่
เขา้มา นอกจากนีโ้พรไบโอติกยงัสามารถเพิ่มปริมาณสารตา้นเชือ้โรคและท าให้สามารถสื่อสารกบั
เนือ้เยื่อน า้เหลืองในล าไส้ได้ดีมากขึน้ ทั้งยังก่อให้เกิดการสรา้งสารป้องกันและเกิดการกระตุ้น
ภูมิคุม้กันใหเ้ขา้สู่สภาวะสมดุล ตลอดจนท าใหเ้นือ้เยื่อที่เกิดการอักเสบลดลง และช่วยซ่อมแซม
เซลลร์า่งกายใหก้ลบัมาฟ้ืนตวัได้(58)   

2.2 การป้องกันการเกิดมะเร็ง  
จากการศึ กษ าของ  Goldin แล ะคณ ะ  (1980)  พ บ ว่ า เชื ้อ โพ รไบ โอ ติ ก                                  

L. acidophilus สามารถลดสารเคมีที่ก่อใหเ้กิดเนือ้งอกในล าไสห้นูได ้โดยกลไกอย่างหนึ่งในการ
ยับยั้งการเกิดมะเร็งของโพรไบโอติก คือ การยับยั้งการสรา้งเอนไซม์ที่ท าให้เกิดสารก่อมะเร็ง 
(procarcinogenic enzyme) ของแบคทีเรียในล าไส้ (59) นอกจากนี ้โพรไบโอติกยังยับยั้งและ
ควบคุมแบคทีเรียที่สรา้งสารที่ก่อใหม้ะเร็ง และยังมีผลต่อการเคลื่อนไหวและและการบีบตัวของ
ล าไส ้สง่ผลใหเ้กิดการก าจดัสารก่อมะเรง็ใหอ้อกจากรา่งกายไดเ้รว็ขึน้(60) 

2.3 การลดภาวะร่างกายไม่สามารถย่อยหรือไม่ทนต่อน ้าตาลแล็กโทส  
ภาวะที่ไม่ทนต่อน ้าตาลแล็กโทส (lactose intolerance) เกิดจากร่างกายขาด

เอนไซม ์beta-galactosidase ส  าหรบัไปใชใ้นการย่อยน า้ตาลแล็กโทส ท าใหเ้กิดอาการไม่สบาย
ทอ้ง ทอ้งอืดได้(61) ซึ่งโพรไบโอติกสามารถสรา้งเอนไซมม์าย่อยน า้ตาลแล็กโทสได ้ท าใหป้ริมาณ
น า้ตาลแล็กโทสในอาหารนอ้ยลง จึงท าใหผู้ท้ี่มีภาวะไม่ทนน า้ตาลแล็กโทสสามารถรบัประทาน
อาหารหรือด่ืมนมโดยไม่เกิดอาหารทอ้งอืดหรือทอ้งเฟ้อ(62)  

2.4 การสร้างสารเมทาบอไลทท์ีเ่ป็นประโยชนต์่อร่างกาย  
โพรไบโอติกสามารถสรา้งสารเมทาบอไลทต่์าง ๆ ที่ก่อใหเ้กิดประโยชนต่์อรา่งกาย

ได้ เช่น วิตามิน K และ วิตามิน B 12(63) และสามารถสร้าง indole, short-chain fatty acids, 
extracellular proteins, extracellular vesicles,  และ bacteriocins ซึ่งช่วยในการปกป้องเยื่อบุ
ผิวเซลลล์  าไส้จากการติดเชือ้ การอักเสบ และความเสียหายที่เกิดขึน้  โดยจะไปจับกับ receptor 
บริเวณผิวเซลล์ของล าไส้แล้วกระตุ้นให้  Goblet cell เกิดการหลั่ งเมือก และเพิ่มการหลั่ ง 
antimicrobial peptide เป็นตน้(64) นอกจากนีโ้พรไบโอติกบางสายพันธุส์ามารถสรา้งเอนไซม ์bile 
salt hydrolase (BSH) ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่มีผลในการลดระดบัคอเลสเตอรอลได้(65) 
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2.5 ช่วยปรับสมดุลของระบบทางเดินอาหารและระบบขับถ่าย 
การน าโพรไบโอติกมาใชใ้นการรกัษาอาการทอ้งร่วงในมนุษยแ์ละสัตวเ์ป็นวิธีที่

ไดร้บัการยอมรบัอย่างกนัอย่างมากมายในปัจจบุนั โดยโพรไบโอติกจะช่วยปรบัสมดลุของจลุินทรีย์
ในร่างกายท าใหส้ามารถลดอาการทอ้งเสียจากเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ เช่น ไวรสัและแบคทีเรีย (66) ซึ่ง 
โพรไบโอติก ระยะเวลาของอาการทอ้งร่วง และลดอาการติดเชือ้ในล าไสไ้ด ้โดยโพรไบโอติกจะเขา้
ไปแข่งขนัและเขา้ครอบครองพืน้ที่ในล าไสแ้ทนที่เชือ้ก่อโรค หรือแย่งสารอาหารที่จ  าเป็นต่อเชือ้ก่อ
โรค และโพรไบโอติกสามารถใชอ้าหารประเภทคารโ์บไฮเดรตที่สัตวร์บัประทานเขา้ไปเพื่อสรา้ง
พลังงานแลว้ไดเ้ป็นกรดแลกติกและกรดอะซิติก ซึ่งกรดแลคติกที่เชือ้สรา้งขึน้สามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชือ้ก่อโรคได ้นอกจากนีโ้พรไบโอติกยังผลิตสารอ่ืน ๆ เช่น แบคเทอริโอซิน มา 
ยบัยัง้เชือ้ก่อโรคได้(67) 

3. การน าโพรไบโอติกไปใช้ในสัตว ์ 
ปัจจุบนัมีการน าโพรไบโอติกมาใช้เป็นอาหารเสริมในการส่งเสริมสุขภาพสัตว์ในฟารม์

เลีย้งสตัว ์เพื่อลดการเจ็บป่วยและการตาย ช่วยเพิ่มผลผลิตสตัวใ์นฟารม์ ไดแ้ก่ เนือ้ นม และไข่(68) 
โดยโพรไบโอติกจะช่วยลดการแพร่กระจายของเชือ้โรคในสตัว ์ปรบัปรุงระบบการย่อยอาหาร ช่วย
เพิ่มการดูดซึมสารอาหารในล าไส้ และช่วยปรับความสมดุลของจุลินทรีย์ในล าไส้ของสัตว ์ 
นอกจากนีย้งัมีการน าโพรไบโอติกมาใชท้ดแทนการใชย้าปฏิชีวนะในสตัว ์เนื่องจากหลายทศวรรษ
ที่ผ่านมามีการใชย้าปฏิชีวนะจนท าใหเ้กิดการดือ้ยาของแบคทีเรียก่อโรค(69) โดยการน าโพรไบโอติก
ไปใชก้บัสตัวม์กัเตรียมในรูปแบบอาหารเม็ดผสมโพรไบโอติก หรือป้อนใหส้ตัวท์างปากโดยตรง(70) 
โดยปัจจบุนัไดม้ีการน าโพรไบโอติกมาใชก้บัสตัวห์ลายประเภทดงัต่อไปนี ้ 

3.1 การน าโพรไบโอติกมาใช้ในสุนัข  
การน าโพรไบโอติกมาใช้ในการส่งเสริมสุขภาพของมนุษย์นั้นจะต้องมีการ

ประเมินความปลอดภัยก่อนการใช ้ดังนั้นการน าโพรไบโอติกไปใชใ้นสุนัขจึงควรประเมินความ
ปลอดภัยก่อนน าไปใชด้ว้ยเช่นกัน(71) โดยการน าไพรไบโอติกมาใชใ้นสุนัขจะช่วยส่งเสริมสุขภาพ
ของสุนขัใหดี้ขึน้ โดยการปรบัสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส ้และสามารถน าโพรไบโอติกไปใชใ้นการ
รักษาโรคระบบทางเดินอาหาร (gastrointestinal disease) สุนัขได้อีกด้วย (72, 73) ปัจจุบันได้มี
งานวิจยัหลายฉบบัที่น าเอาโพรไบโอติกมาใชส้ง่เสรมิสขุภาพสนุขั ดงัต่อไปนี ้ 

Vahjen และคณะ (2003)(74) ได้ศึกษาการป้อนโพรไบโอติก E. faecium NCIB 
10415 (Enteroferm) ที่แยกไดจ้ากสนุขัที่มีสขุภาพดีใหแ้ก่สนุขั 12 ตวั (ความเขม้ขน้เชือ้ 9.2 × 109 
cfu/สุนัข/วัน) เป็นเวลา 18 วัน แลว้เก็บตัวอย่างอุจจาระมาวิเคราะห ์พบว่าการป้อนโพรไบโอติก 
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สามารถลดปริมาณ  Clostridium spp. ในอุจจาระของสุนัขได้  แต่ไม่สามารถลดจ านวน 
Campylobacter spp. และ Salmonella spp. ซึ่งแสดงใหเ้ห็นว่าการป้อนโพรไบโอติกใหแ้ก่สุนัข
สง่ผลเกิดการเปลี่ยนแปลงของจ านวนจลุินทรียใ์นทางเดินอาหารของสนุขัทกุตวั 

Biagi และคณะ (2007)(75) ได้ศึกษาผลการป้อนโพรไบโอติก L. animalis LA4 
ใหแ้ก่สุนัขโตเต็มวัย 9 ตัว เป็นเวลา 10 วัน แลว้เก็บตัวอย่างอุจจาระมาวิเคราะห ์พบว่าการป้อน
เชือ้โพรไบโอติกส่งผลท าให้เกิดการลดจ านวนของเชือ้แบคทีเรียในกลุ่ม enterococci และเชือ้ 
Clostridium perfringens และเพิ่มจ านวนเชื ้อในกลุ่ม lactobacilli นอกจากนี ้ยังพบว่าความ
เขม้ขน้ของแอมโมเนียในอุจจาระสุนัขลดลงในขณะที่ความเขม้ขน้ของกรดแลคติกเพิ่มขึน้ และ
พบว่าโพรไบโอติกยงัสามารถอยู่รอดในทางเดินอาหารสนุขัได ้ 

3.1.1 ระบบทางเดินอาหารสุนัข  
โพรไบโอติกเมื่อเขา้ไปอยู่ในสุนัขจะส่งเสริมสุขภาพของสุนัขใหดี้ขึน้โดยจะช่วย

ปรบัสมดลุของจุลินทรียใ์นล าไสข้องสนุขั ดงันัน้โพรไบโอติกจึงตอ้งมีคณุสมบติัทนต่อสภาวะต่าง ๆ
ในระบบทางเดินอาหารของสนุขัได ้โดยระบบทางเดินอาหารของสนุขัประกอบดว้ย 

3.1.1.1 ปาก 
การย่อยอาหารของสนุขัเริ่มตน้ที่ปากดว้ยกลไกของการเคีย้ว โดยใชฟั้นขนาด

ใหญ่ 42 ซี่ เมื่อสนุขักินอาหารเขา้ไปสว่นใหญ่มกัจะกลืนอาหารทนัทีโดยจะเคีย้วเฉพาะส่วนที่กลืน
ยากเท่านัน้ และจะมีการหลั่งน า้ลายออกมา น า้ลายจะประกอบดว้ยสารคดัหลั่งซึ่งช่วยใหส้ามารถ
กลืนอาหารไดส้ะดวก โดยปรมิาณน า้ลายที่หลั่งออกมาจะขึน้อยู่กบัประเภทของอาหาร โดยค่า pH 
ของน า้ลายสุนัขจะอยู่ในช่วง  7.34-7.80  หลังจากนั้นอาหารจะผ่านหลอดอาหารลงสู่กระเพาะ
อาหารโดยการบีบตวัของกลา้มเนือ้ในทางเดินอาหาร(76) 

3.1.1.2 กระเพาะอาหาร  
เมื่ออาหารผ่านคอหอยและหลอดอาหารแลว้ อาหารจะเขา้สู่กระเพาะอาหาร 

โดยอาหารจะถกูย่อยใหใ้หม้ีโมเลกลุขนาดเล็กลง โดยกระเพาะอาหารท าหนา้ที่ในการพกัอาหารไว้
ชั่วคราว อาหารที่ถูกย่อยไปบางส่วนและผสมอยู่กับน ้าย่อยในกระเพาะอาหาร เรียกว่าคายม ์
(chyme) ซึ่งน า้ย่อยในกระเพาะอาหารประกอบดว้ยเอนไซมท์ี่ส  าคัญไดแ้ก่ เปบซิน (pepsin) ท า
หนา้ที่ในการย่อยอาหารในกลุ่มโปรตีน เอนไซมเ์ปบซินที่หลั่งออกมาจะอยู่ในรูปที่ยังท างานไม่ได ้
โดยจะท างานไดต่้อเมื่อมีการกระตุน้จากกรดเกลือ ซึ่งช่วยรกัษาความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร 
โดยค่า pH ในกระเพาะอาหารจะอยู่ในช่วง 2-5.5(77)  โดยการท างานของเอนไซมแ์ละความเป็น
กรดในกระเพาะอาหารสามารถก่อใหเ้กิดการเสียหายต่อผนงัเซลลข์องแบคทีเรีย และดีเอ็นเอของ
แบคทีเรียโพรไบโอติกท าใหแ้บคทีเรียโพรไบโอติกไม่สามารถรอดชีวิตได้ อาหารแต่ละชนิดจะใช้
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เวลาในการย่อยและอยู่ในกระเพาะอาหารต่างกัน โดยอาหารเหลวใชเ้วลาเพียงครึ่งชั่วโมงใน
กระเพาะอาหาร แต่อาหารแข็งหรืออาหารประเภทไขมันจะใชเ้วลาถึง 4 ชั่วโมง จากนัน้คายมจ์ะ
เคลื่อนสูล่  าไสเ้ล็ก(78)  

3.1.1.3 ล าไส้  
เมื่อคายมเ์คลื่อนสู่ล  าล าไสเ้ล็กจะมีการดดูซึมอาหารบริเวณนี ้ ล  าไสเ้ล็กของ

สุนัขแบ่งออกเป็น 3 ส่วนเช่นเดียวกับมนุษย ์คือ ส่วนตน้ เรียกดูโอดินัม (duodenum) ส่วนกลาง 
เรียกเจจูนัม (jejunum) และส่วนปลาย เรียกไอเลียม (ileum) โดยน า้ย่อยที่หลั่งจากตับอ่อนและ
ผนังล าไสเ้ล็กจะเปลี่ยนคายม์ใหม้ีสภาวะเป็นด่างอีกครัง้ ซึ่งค่า pH ของล าไสเ้ล็กจะอยู่ในช่วง  
7.6 – 8.2 และอาหารจะอยู่ ในล าไส้เล็กเป็นเวลา 3-4 ชั่ วโมง  ซึ่ งอาหารประเภทโปรตีน 
คารโ์บไฮเดรต และไขมันจะถูกย่อยในบริเวณล าไสเ้ล็กโดยเอนไซม์ที่ผลิตจากตับอ่อน จากนั้น
อาหารจะเคลื่อนที่สู่ล  าไส้ใหญ่ ซึ่งจะมีการดูดซึมอาหารเล็กน้อย และจะมีการดูดซึมน ้าและ 
electrolytes เขา้สู่รา่งกายของสนุขับรเิวณนี ้และเป็นบริเวณที่มีการเขา้เกาะและตัง้รกรากของโพร
ไบโอติก นอกจากนีบ้รเิวณล าไสใ้หญ่ยงัมีความหลากหลายของแบคทีเรียและจลุินทรียจ์  านวนมาก 
เมื่อโพรไบโอติกเมื่อเขา้ไปยึดเกาะบริเวณล าไสใ้หญ่จะช่วยปรบัสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไสแ้ละ
ช่วยสง่เสรมิสขุภาพของสนุขั(79) 

3.2 การน าโพรไบโอติกมาใช้ในสุกร  
การเลีย้งสกุรในปัจจุบนัไดป้รบัปรุงแนวทางในการเลีย้งแบบใหม่เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิต

สูงสุด แต่อาจท าให้สุกรเกิดความเครียดเนื่องจากความเป็นอยู่ที่แออัด และท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของจุลินทรียใ์นล าไสส้ง่ผลใหส้กุรตา้นทานเชือ้ก่อโรคไดน้อ้ย นอกจากนีม้ีการรายงาน
ว่าในระหว่างที่ลกูสกุรหย่านม ลกูสกุรจะถูกแยกออกจากแม่อย่างกะทนัหนั ท าใหเ้กิดความเครียด
ในลกูสุกร และการเปลี่ยนแปลงอาหารจากนมแม่มาเป็นอาหารแข็งท าใหเ้กิดการระคายเคืองของ
ล าไสแ้ละดดูซึมสารอาหารไดย้าก จนท าใหเ้กิดปัญหาสุขภาพในลูกสกุร(80) ดังนัน้การน าโพรไบโอ
ติกมาใช้กับสุกรจะช่วยปรบัสมดุลของจุลินทรียใ์นล าไส ้ความสมบูรณ์ของเยื่อบุผิวล าไส้ท าให้
สง่เสรมิสขุภาพของสกุรในสภาวะที่เกิดความเครียดได้(81)  

Giang และคณะ (2010) (82) ไดศ้ึกษาผลของการเสริมโพรไบโอติกสายพันธุ์ผสม 
ได้แก่ E. faecium 6H2 จ านวน  3 × 108cfu/g, L. acidophilus C3 จ านวน 4 × 106cfu/g และ                 
L. plantarum 1K8 จ านวน 2 × 106 cfu/g ในอาหารของลูกสุกรหย่านมอายุ 21-23 วัน พบว่าลูก
สกุรที่เลีย้งดว้ยอาหารเสริมโพรไบโอติกมีอตัราการเจรญิเฉลี่ย (average daily gain, ADG) อัตรา
การกินอาหาร (average daily feed intake, ADFI) และอัตราการเปลี่ยนอาหารเป็นน ้าหนักตัว 
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(feed conversion ratio, FCR) ที่สูงขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกับลูกสุกรที่เลีย้งดว้ยอาหารไม่เติมโพร
ไบโอติก ภายหลงั 2 สปัดาหแ์รกหลงัการหย่านม   

3.3 การน าโพรไบโอติกมาใช้ในสัตวปี์ก  
ในฟารม์เลีย้งขนาดใหญ่สัตวปี์กมักเผชิญกับความเครียดจากสิ่งแวดลอ้ม และ

ปัญหาจากโรคที่เกิดขึน้ในสัตวปี์ก น าไปสู่การน ายาปฏิชีวนะมาใชเ้พื่อป้องกันและควบคุมโรค 
อย่างไรก็ตาม การน ายาปฏิชีวนะมาใชใ้นสตัวปี์กท าใหเ้กิดความกังวลเก่ียวกับปัญหาการดือ้ยา
ของเชื ้อจุลินทรีย์ก่อโรค โพรไบโอติกจึงได้รับพิจารณาให้เป็นทางเลือกส าหรับเกษตรกรเพื่อ
น ามาใชท้ดแทนยาปฏิชีวนะ(69, 83)  

Higgins และคณะ (2007)(84) ได้ศึกษาการป้อนโพรไบโอติกที่ความเขม้ขน้เชือ้
แตกต่างกนัใหล้กูไก่แรกเกิดทางปากและสงัเกตการลดจ านวนของเชือ้ Salmonella Enteritidis  ใน
ลูกไก่ พบว่าเมื่อป้อนเชื ้อให้แก่ลูกไก่ที่ความเข้มข้น 106 และ 108 cfu/ml สามารถลดจ านวน                    
S. Enteritidis ได ้แต่เมื่อน าส่วนใสที่ไม่มีเซลล ์(cell-free supernatant) มาป้อนใหแ้ก่ลกูไก่พบว่า 
ไม่สามารถลดจ านวน S. Enteritidis ได ้

X. Zhou และคณะ (2010)(85) ไดศ้ึกษาผลการเสริมโพรไบโอติก B. coagulans 
ZJU0616 ที่ความเขม้ขน้เชือ้แตกต่างกันในอาหารไก่ พบว่าการเสริมโพรไบโอติกที่ความเขม้ขน้ 
2.0×106 cfu/g ลงในอาหารไก่ช่วยส่งเสริมอัตราการเจริญเติบโต และอัตราการอยู่รอดของไก่ 
มากกว่าชดุการทดลองที่ไม่เติมโพรไบโอติกลงในอาหาร 

3.4 การน าโพรไบโอติกมาใช้ในสัตวเ์คีย้วเอือ้ง  
ปัจจุบนัไดม้ีการน าเอาโพรไบโอติกมาใชใ้นโคนมและโคเนือ้กันอย่างแพร่หลาย 

โดยมีการรายงานว่าการป้อนเชือ้โพรไบโอติก Lactobacillus และ Bifidobacterium ให้แก่สัตว์
เคี ้ยวเอื ้องโดยตรงจะช่วยส่งเสริมการเจริญ เพิ่มคุณภาพของผลิตภัณฑ์ และส่งเสริมระบบ
ภมูิคุม้กนั  

Krehbiel และคณะ (2014)(86) ไดศ้ึกษาผลการป้อนเชือ้โพรไบโอติกโดยตรงใหแ้ก่
โคนม  พบว่าการเสริมโพรไบโอติกช่วยเพิ่มอตัราการเจริญของโคนม และเพิ่มปรมิาณการผลิตนม 
นอกจากนีก้ารเสรมิโพรไบโอติกยงัช่วยลดการติดเชือ้ E. coli O157:H7 อีกดว้ย  

Ghazanfer และคณะ (2015)(87) ไดศ้ึกษาผลการเสรมิโพรไบโอติก S. cerevisiae 
ในอาหารโคนม พบว่าชุดการทดลองที่มีการเสริมดว้ยโพรไบโอติกช่วยเพิ่มน า้หนักตัวเฉลี่ยของ               
โคนมเมื่อเปรียบเทียบการชุดการทดลองที่ไม่เสริมโพรไบโอติกลงในอาหาร และยงัพบว่าการเสริม
โพรไบโอติกช่วยเพิ่มอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้มากขึน้ 
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4. กระบวนการท าแห้ง  
การท าแหง้ (Drying process) เป็นวิธีการเก็บและถนอมอาหารที่เก่าแก่ที่สดุ ซึ่งใชย้งัคง

นิยมใชว้ิธีการนีใ้นการถนอมอาหารจนถึงปัจจบุนั โดยการท าแหง้เป็นการดงึน า้ออกจากอาหารโดย
การระเหยใหเ้ป็นไอหรือการระเหิด ซึ่งจะลดจ านวนของจลุินทรียใ์นอาหารและลดประสิทธิภาพการ
ท างานของเอนไซมท์ี่ส่งผลใหเ้กิดการเน่าเสียของอาหาร (88) นอกจากนีก้ารท าแหง้ยังช่วยลดขนาด
ของบรรจุภัณฑ์ที่ ใช้บรรจุ น ้าหนัก รวมถึงค่าใช้จ่ายในการขนส่งอีกด้วย โดยข้อส าคัญใน
กระบวนการนีคื้อ การขจัดน า้ออกจากผลิตภัณฑ์โดยยังคงคุณภาพของผลิตภัณฑท์ี่ดีไว ้โดยใช้
ตน้ทุนในการด าเนินงานที่ต  ่า(89)  ส่วนการท าแหง้โพรไบโอติกนั้นมีวัตถุประสงคเ์พื่อเพิ่มอายุการ
เก็บรกัษาเชือ้และประหยัดตน้ทุนในการเก็บรกัษาผลิตภัณฑ ์นอกจากนีก้ารท าแหง้จะท าใหโ้พร
ไบโอติกมีความเสถียรโดยสามารถคงสภาพไม่ท าใหเ้กิดการเปลี่ยนแปลงกิจกรรมต่าง  ๆ ของโพร
ไบโอติก(90) ซึ่งวิธีการท าแหง้ในปัจจบุนัมีหลายวิธีดว้ยกนัดงัต่อไปนี ้  

4.1 การท าแห้งแบบวิธีการพา  
การท าแหง้แบบวิธีการพา (Convective drying) เป็นวิธีการที่นิยมกันใชม้ากใน

โรงงานอตุสาหกรรม เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย สะดวก และใชต้น้ทนุต ่า การท าแหง้ดว้ยวิธีการพาเป็น
การถ่ายโอนความรอ้นจากอากาศไปยังอาหาร จากนั้นความรอ้นจะถ่ายเทเขา้สู่ภายในอาหาร
สง่ผลใหน้ า้ภายในอาหารเกิดการระเหยออกและถูกพดัพาออกไปดว้ยลมรอ้น(91) การเพิ่มอณุหภูมิ
และความเรว็ลมในการท าแหง้จะท าใหอ้ตัราการระเหยสงูขึน้ ซึ่งจะช่วยลดระยะเวลาในการท าแหง้
(92) อย่างไรก็ตามการท าแห้งในระยะเวลาที่นานเกินไปอาจส่งผลต่อคุณภาพและคุณค่าทาง
โภชนาการของอาหารได ้

Burca-Busaga และคณะ (2020)(68) ได้ศึกษาการท าแห้งชิน้แอปเป้ิลที่เคลือบ
ดว้ยโพรไบโอติก L. salivarius CECT 4063 ดว้ยวิธีการท าแหง้แบบวิธีการพา เปรียบเทียบกบัการ
ท าแหง้แบบแช่เยือกแข็ง (freeze-drying) พบว่าการท าแหง้แบบวิธีการพาสามารถรกัษาสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) ในแอปเป้ิลไดดี้ที่สุดโดยการรอดชีวิตของโพรไบโอติก
จะเพิ่มมากขึน้เมื่อเติม trehalose เขา้ไป  

Argyropoulos และคณะ (2011)(93) ไดศ้ึกษาการท าแหง้เลมอน บาลม์ (Melissa 
officinalis L.) ด้วยวิ ธีการท าแห้งแบบ วิ ธีการพาที่ อุณ หภู มิ  30, 40, 45, 50, 60 และ  70  
องศาเซลเซียส โดยใช้ความเร็วลมคงที่  0.2 เมตร/วินาที  พบว่าการท าแห้งที่ อุณหภูมิ  30  
องศาเซลเซียส สามารถรกัษาสรรพคณุทางยา (medicinal qualities) และสีของเลมอน บาลม์ไดดี้
ที่สดุ แต่การท าแหง้อณุหภูมิที่สงูขึน้ส่งผลต่อสี ท าใหป้รมิาณ rosmarinic acid และปรมิาณน า้มนั
หอมระเหยลดลง 
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4.2 การท าแห้งแบบสุญญากาศ  
การท าแหง้แบบสุญญากาศ (Vacuum drying) เป็นการท าใหแ้หง้โดยการดึงน า้

ออกจากอาหารดว้ยการลดความดนัลงใหต้ ่าเป็นสญุญากาศ น า้จะระเหยออกอย่างรวดเร็วภายใต้
แรงดันต ่า และการท าแหง้วิธีนีใ้ชอุ้ณหภูมิต ่า จึงเหมาะส าหรบัอาหารที่ไวต่อความรอ้นสงู ซึ่งนิยม
ใช้การอย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมยา เคมีภัณฑ์ ผลิตภัณฑ์อาหาร และเทคโนโลยีชีวภาพ 
นอกจากนีก้ารท าแหง้ดว้ยวิธีแบบสญุญากาศสามารถปอ้งกนัการเกิดออกซิเดชนัของอาหาร ท าให้
ลดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพของอาหาร และการท าแห้งภายใต้แรงดันที่ลดลงจะส่งผลให้
ผลิตภณัฑแ์หง้ไดเ้รว็ยิ่งขึน้ อย่างไรก็ตามการท าแหง้ดว้ยวิธีนีต้อ้งใชพ้ลงังานมาก ท าใหส้ิน้เปลือง
พลงังานในการท าแหง้(94) 

Noorbakhsh และคณะ (2013)(95) ไดศ้ึกษาการท าแหง้แอปเป้ิลที่เคลือบดว้ยโพร
ไบโอติก ด้วยวิธีท าแห้งแบบสุญญากาศประยุกต์ใช้ร่วมกับวิธีการท าแห้งแบบวิธีการพา  
เปรียบเทียบกบัการท าแหง้แบบวิธีการพา หรือวิธีท าแหง้แบบแช่เยือกแข็งอย่างใดอย่างหนึ่ง แลว้
น าผลิตภณัฑไ์ปเก็บที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกบัอณุหภูมิ 25  องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 120 วนั พบว่าเมื่อเก็บแอปเป้ิลที่อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส วิธีการท าแหง้แบบสญุญากาศ
รว่มกบัวิธีการท าแหง้แบบวิธีการพาท าใหเ้ชือ้โพรไบโอติกในแอปเป้ิลมีการรอดชีวิตมากที่สดุ จาก
การประเมินคุณภาพทางประสาทสมัผสั พบว่าการท าแหง้แบบสุญญากาศร่วมกับวิธีการท าแหง้
แบบวิ ธีการพา ให้ผลการยอมรับทางประสาทสัมผัสที่ ดี ตลอดการเก็บที่ อุณ หภูมิ  4  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 130 วนั  

4.3 การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  
การท าแห้งแบบแช่เยือกแข็ง (freeze drying) เป็นกระบวนการดึงน า้ออกจาก

อาหาร โดยอาศัยหลักการระเหิดของน ้าจากสภาพของแข็งกลายเป็นไอโดยไม่ผ่านสถานะ
ของเหลวในภาวะสุญญากาศ โดยการระเหิดของน า้แข็งในอาหารกลายเป็นไอจะท าใหค้วามชืน้
ของอาหารลดลง   อาหารจะมีการเปลี่ยนโครงสรา้งและเกิดการหดตัวเล็กนอ้ย ซึ่งประโยชนข์อง
การท าแหง้ดว้ยวิธีนีคื้อสามารถรกัษาคณุค่าทางโภชนาการของอาหารและคณุภาพทางประสาท
สมัผสัไดดี้กว่าการท าแหง้แบบทั่วไป(96)  

Lee และคณะ (2004)(97) ไดศ้ึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติก L. bulgaricus 
KFRI673 ที่ห่อหุม้ดว้ยโซเดียมอลัจิเนตเคลือบดว้ยไคโตซาน แลว้น าเม็ดแคปซูลไปท าแหง้ดว้ยวิธี
แช่เยือกแข็ง แลว้น าไปเก็บที่อณุหภมูิ 4 และ 22 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 สปัดาห ์พบว่าเชือ้โพร
ไบโอติกมีจ านวนการรอดชีวิตคงที่ตลอดการเก็บที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และการเคลือบดว้ย
ไตซานช่วยสง่เสรมิใหโ้พรไบโอติกมีการรอดชีวิตที่ดีขึน้เมื่อน าไปเก็บที่อณุหภมูิ 22 องศาเซลเซียส  
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5. ผลิตภัณฑอ์าหารเสริมโพรไบโอติก  
ในปัจจุบนัอตุสาหกรรมผลิตภณัฑอ์าหารเสริมโพรไบโอติกไดม้ีการขยายตวัมากขึน้ การ

เสริมโพรไบโอติกลงในอาหารเป็นอีกทางเลือกหนึ่งส าหรบัผลิตภัณฑอ์าหารเพื่อสุขภาพ (98) การ
บริโภคผลิตภณัฑอ์าหารเสรมิโพรไบโอติกจะช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนั ลดความเสี่ยงในการเป็น
เบาหวาน และช่วยลดภาวะไม่ทนต่อแล็กโทส(99) โดยเชือ้ที่โพรไบโอติกที่น ามาใชเ้สริมในอาหารมี
หลายสายพันธุ์ ซึ่งเชือ้เหล่านีม้ีคุณสมบติัที่ส  าคัญ คือ ทนอุณหภูมิสูง ทนต่อความเป็นกรด และ
สภาวะที่เป็นเกลือ จึงเหมาะส าหรบัการน ามาใชใ้นผลิตภัณฑท์ี่ตอ้งท าแหง้ (100) โดยโพรไบโอติกที่
น ามาใชใ้นอาหารแหง้และขนมขบเคีย้วมีดงัรายงานต่อไปนี ้ 

Afzaal และคณะ (2020)(101) ไดพ้ัฒนาผลิตภัณฑข์นมแอปเป้ิลอบแหง้เสริมโพร
ไบโอติกที่ถูกห่อหุม้ดว้ยอัลจิเนตและคาราจีแนน พบว่าแอปเป้ิลเสริมโพรไบโอติกที่ถูกห่อหุม้ดว้ย
วัสดุทั้ง 2 ชนิดสามารถเพิ่มการรอดชีวิตของโพรไบโอติก ภายหลังการเก็บที่อุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 25 วนั และการห่อหุม้โพรไบโอติกช่วยเพิ่มปรมิาณ phenolic content และการ
อยู่รอดของโพรไบโอติกในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ไม่มี
การห่อหุม้เซลลโ์พรไบโอติก 

González-Forte และคณะ (2014)(102) ได้พัฒนาผลิตภัณฑ์ขนมบิสกิตอบแห้ง
เสริมโพรไบโอติกส าหรบัอาหารสุนัข โดยน าบิสกิตที่เสริมโพรไบโอติกและพรีไบโอติกมาเคลือบ
ดว้ยอัลจิเนต และ starch-glycerol เพื่อช่วยในการอยู่รอดของโพรไบโอติก พบว่าการเคลือบดว้ย 
starch-glycerol ช่วยเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของเชือ้โพรไบโอติกในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองได ้
และพบว่าการเคลือบช่วยเพิ่มอตัราการรอดชีวิตในระหว่างการเก็บเป็นเวลา 28 วนั  

Miranda และคณะ (2020)(103) ได้พัฒนาผลิตภัณฑ์ลูกอมเคี ้ยวหนึบ  (jelly 
candies) เสริมโพรไบโอติก B. coagulans GBI-306086 พบว่าลูกอมสามารถคงคุณสมบัติทาง
กายภาพเคมีไวไ้ม่เปลี่ยนแปลงตลอดการเก็บรกัษา และมีความปลอดภัยส าหรบัการบริโภคตาม
หลกักฎหมายของประเทศบราซิล โดยมีปริมาณโพรไบโอติกคงเหลือมากกว่า 6.4 log cfu/g ตลอด 
90 วัน และสามารถมีชีวิตอยู่ไดใ้นระบบทางเดินอาหารจ าลอง การบริโภคลูกอมในปริมาณ 30 
กรมัจะไดร้บัโพรไบโอติกประมาณ 7.82 log cfu/g ซึ่งเป็นจ านวนที่ช่วยสง่เสรมิสขุภาพต่อผูบ้รโิภค  

6. การตรึงและการห่อหุ้มเซลลโ์พรไบโอติกในอาหาร  
เพื่อใหโ้พรไบโอติกมีประสิทธิภาพสูงสุดในการส่งเสริมสขุภาพ จึงจ าเป็นตอ้งรกัษาการ

รอดชีวิตและกิจกรรมการสรา้งเมตาบอไลตต่์าง ๆ ที่เป็นประโยชน์ต่อร่างกายไว้ ทั้งในระหว่าง
กระบวนการแปรรูปอาหาร ตลอดจนอยู่ในทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสัตว ์ดังนั้นจึงไดม้ีการ
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พัฒนาวิธีการต่าง ๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของโพรไบโอติกให้ทนต่อความรอ้น pH ต ่า และ
ความเครียดจากแรงดันออสโมติก เป็นต้น โดยปัจจุบันได้น าวิธีการไมโครเอนแคปซูเลชัน 
(microencapsulation) ร่วมกับการเคลือบดว้ยฟิลม์ที่บริโภคได ้(edible packaging) น ามาใชใ้น
การตรงึเซลลแ์ละห่อหุม้ เพื่อช่วยในการปกป้องและส่งเสริมการรอดชีวิตของโพรไบโอติก(104) และ
เป็นทางเลือกอีกหน่ึงวิธีในการเสรมิโพรไบโอติกลงในอาหาร  

6.1 ไมโครเอนแคปซูเลชัน  
ไมโครเอนแคปซูเลชัน (Microencapsulation) เป็นกระบวนการตรึงเซลล์หรือ

ห่อหุม้เซลลจ์ุลินทรียโ์ดยการเคลือบดว้ยสารไฮโดรคอลลอยด ์(hydrocolloid) เพื่อแยกเซลลอ์อก
จากสภาพแวดลอ้มโดยรอบ และสามารถเกิดการปลดปล่อยเซลลใ์นล าไส้ได้(105)  โดยการห่อหุม้
เซลลโ์พรไบโอติกสามารถรกัษาและปกป้องเซลลจ์ากปัจจยัแวดลอ้มที่เป็นอันตราย เช่น ค่าความ
เป็นกรดสงู ผลกระทบจากความเย็นที่เกิดจากสภาวะของกระบวนการแช่แข็ง การท าใหแ้หง้แบบ
เยือกแข็ง รวมทั้งโมเลกุลออกซิเจน เป็นตน้(106) นอกจากนีไ้มโครเอนแคปซูเลชันยังช่วยปรบัปรุง
คณุสมบติัทางประสาทสมัผสั และวิธีการนีส้ามารถตรงึเซลลใ์หเ้กิดการกระจายเป็นเนือ้เดียวกนัทั่ว
ทัง้ผลิตภัณฑไ์ด ้ซึ่งกระบวนนีถู้กน ามาใชไ้ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพในการปรบัปรุงการรอดชีวิตของ
แบคทีเรีย โพรไบโอติกในอาหาร ตลอดจนการทดสอบในทางเดินอาหารจ าลอง  โดยสาร 
ไฮโดรคอลลอยดท์ี่ใชใ้นการห่อหุม้เซลลม์ีหลายชนิด ไดแ้ก่ โซเดียมอลัจิเนต เซลลโูลส เจลาติน คา
ราจีแนน และ acetate phthalate เป็นตน้(107)  

Gbassi และคณะ (2009)(108)  ได้ศึกษาการรอดชีวิตของเชื ้อโพรไบโอติก                       
L. plantarum ที่ห่อหุม้ดว้ยอลัจิเนตและอลัจิเนตที่เคลือบเวยโ์ปรตีน พบว่าเชือ้ L. plantarum ที่ถูก
ห่อหุม้ด้วยอัลจิเนตที่เคลือบด้วยเวย์โปรตีน มีการรอดชีวิตในสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง ได้
ดีกว่าชุดควบคมุที่ไม่มีการเคลือบดว้ยเวยโ์ปรตีน และจากภาพตัดขวางแสดงใหเ้ห็นกระจายของ
เชือ้โพรไบโอติกทั่วทัง้แคปซูลอลัจิเนต  

Nualkaekul และคณะ (2012)(109) ไดศ้ึกษาผลการรอดชีวิตของ L. plantarum ที่
ห่อหุ้มอัลจิเนตและอัลจิเนตที่เคลือบด้วยไคโตซานในน า้ทับทิม พบว่าเชือ้ L. plantarum ที่ถูก
ห่อหุ้มด้วยอัลจิเนตที่เคลือบด้วยไคโตซานช่วยส่งเสริมให้เชือ้โพรไบโอติกอยู่รอดได้ในสภาวะ
กระเพาะอาหารจ าลอง (pH 1.5) โดยมีจ านวนการรอดชีวิตมากกว่าชุดการทดลองที่ไม่เคลือบดว้ย
ไคโตซาน 0.5-2 log cfu/ml และมีจ านวนเชือ้คงเหลือมากกว่า 5.5 log cfu/ml ตลอดการเก็บรกัษา
เป็นเวลา 6 สปัดาห ์ในขณะที่เซลลอิ์สระไม่สามารถอยู่รอดไดห้ลงัจากเก็บเป็นเวลา 4 สปัดาห ์ 
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6.2 การเคลือบอาหารด้วยฟิลม์บริโภคได้ทีม่ีโพรไบโอติก  
ความใส่ใจของผูบ้ริโภคต่อสุขภาพ โภชนาการ ความปลอดภัยของอาหาร และ

ปัญหาสิ่งแวดลอ้มน าไปสู่การพฒันาฟิลม์บรโิภคได้ (Edible film) ที่สามารถย่อยสลายไดโ้ดยง่าย 
โดยฟิลม์บริโภคได ้คือวสัดแุผ่นบางที่มีความหนานอ้ยกว่า 0.3 มิลลิเมตร เกิดจากการผสมของพอ
ลิเมอรช์ีวภาพและสารเติมแต่งต่าง ๆ แลว้น ามาใชใ้นการห่อหุม้หรือเคลือบลงบนอาหารโดยตรง
(110) การเคลือบฟิล์มลงบนอาหารสามารถท าได้หลายวิธี เช่น การจุ่ม (dipping) การสเปรย ์
(spraying) การทา (brushing) และการร่อน (panning) เป็นต้น โดยฟิลม์บริโภคไดน้ั้นสามารถ
แบ่งได้ตามวัสดุที่ใชใ้นการท าฟิลม์คือ ไขมัน โปรตีน และคารโ์บไฮเดรต(111) ประโยชน์ของการ
เคลือบอาหารดว้ยฟิลม์ คือ ป้องกันแสงยูวี การระเหยของน า้และสารอินทรียใ์นอาหาร ป้องกัน
ความเสียหายของผลิตภณัฑใ์นระหว่างการขนส่ง และเพิ่มอายุการเก็บรกัษา(111) โดยวตัถปุระสงค์
ของการน าโพรไบโอติกมาผสมลงในฟิลม์บริโภคได้ คือ การเพิ่มการรอดชีวิตของโพรไบโอติกใน
ผลิตภณัฑอ์าหาร และสามารถรอดชีวิตไดเ้มื่อเผชิญต่อสภาวะของน า้ย่อยในกระเพาะอาหารและ
ล าไสเ้ล็ก(112) นอกจากนีก้ารรอดชีวิตของโพรไบโอติกอาจขึน้อยู่กับชนิดของอาหารและการเก็บ
รักษาที่สภาวะแตกต่างกัน โดยตัวอย่างการศึกษาการเคลือบอาหารด้วยฟิล์มบริโภคได้ที่มี
สว่นผสมของโพรไบ-โอติกมีดงัต่อไปนี ้  

Soukoulis และคณะ (2014) (113) ได้ศึ กษาการรอดชี วิตของโพรไบ โอติก                                   
L. rhamnosus โดยน าโพรไบโอติกไปผสมกบัฟิลม์อลัจิเนตและโปรตีนเวยแ์ลว้น าไปเคลือบบนชิน้            
เบเกอร ีพบว่าเชือ้สามารถอยู่รอดไดห้ลงัจากเก็บที่อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 7 วนั  

Bambace และคณะ (2019)(114) ไดพ้ัฒนาผลิตภัณฑบ์ลเูบอรร์ี่เสริมโพรไบโอติก 
โดยน าเชือ้โพรไบโอติก L. rhamnosus CECT 8362 มาผสมกับฟิลม์อัลจิเนตแล้วน าไปเคลือบ
กับบลูเบอรร์ี่ พบว่าเชือ้โพรไบโอติกมีจ านวนอยู่รอดมากกว่า 6.2 log cfu/g ตลอดการเก็บรกัษา 
และมีปริมาณจุลินทรีย์อ่ืน ๆ อยู่ในเกณฑ์มาตรฐานความปลอดภัยต่อผู้บริโภค และให้ค่าการ
ยอมรบัทางประสาทสมัผสัที่ดี  

7. ปัจจัยทีม่ีผลต่อการอยู่รอดของโพรไบโอติกในอาหาร   
ปัจจุบันมีการศึกษาจ านวนมากเพื่อปรบัปรุงการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์

อาหารต่าง ๆ ก่อนจ าหน่ายแก่ผู้บริโภค โดยการมีชีวิตรอดของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในอาหาร 
หมายถึง จ านวนเซลลท์ี่มีชีวิตของโพรไบโอติกต่อกรมัหรือต่อมิลลิลิตรในอาหาร (115) ดังนั้นเพื่อ
รกัษาความเชื่อมั่นของผูบ้ริโภคต่อผลิตภัณฑอ์าหารเสริมโพรไบโอติก สิ่งส าคัญคือตอ้งแน่ใจว่า
แบคทีเรียมีอตัราการรอดชีวิตสงูในระหว่างการผลิตอาหารและตลอดอายุการเก็บรกัษา แมจ้ะยัง
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ไม่มีขอ้ตกลงกนัทั่วโลกของจ านวนโพรไบโอติกที่ควรบริโภคเขา้ไป แต่โดยทั่วไปแลว้ควรบรโิภคเขา้
ไปในปริมาณอย่างนอ้ย 106 หรือ 107-108 cfu/mL (cfu/g) นอกจากนีย้ังมีการรายงานว่าปริมาณ
อาหารเสริมโพรไบโอติกที่ควรบริโภคเขา้ไปอยู่ที่ 100 กรมัต่อวัน เพื่อส่งผ่านเซลลโ์พรไบโอติก 
ปริมาณ 109  เขา้สู่ล  าไส้(116) อย่างไรก็ตามการน าแบคทีเรียโพรไบโอติกมาเติมลงในอาหารโดยตรง
จะท าใหอ้ตัราการรอดชีวิตของแบคทีเรียต ่า เนื่องจากตอ้งเผชิญกบัสภาวะไม่เหมาะสมในระหว่าง
กระบวนการแปรรูปอาหาร และในระบบทางเดินอาหารของมนุษยแ์ละสตัว ์โดยปัจจยัที่เก่ียวขอ้ง
การรอดชีวิตของโพรไบโอติกในผลิตภณัฑอ์าหารมีดงันี ้ 

7.1 สายพันธุข์องแบคทเีรียโพรไบโอติก  
ในการคัดเลือกโพรไบโอติกส าหรบัน ามาใชใ้นอาหารควรไปเป็นตามเกณฑก์าร

คดัเลือก โดยหลกัการคดัเลือกสายพันธุ์ที่เหมาะสมส าหรบัน ามาประยุกตใ์ชใ้นผลิตภัณฑอ์าหาร 
คือความเขา้กนัไดข้องสายพันธุ์แบคทีเรียกับผลิตภัณฑอ์าหาร การทนต่อสภาวะต่าง ๆ ในอาหาร 
และการมีชีวิตรอดในระบบทางเดินอาหาร โดยการคดัเลือกสายพนัธุท์ี่เหมาะสมนัน้จะช่วยเพิ่มการ
รอดชีวิตของโพรไบโอติกเมื่อน ามาเสริมในผลิตภัณฑ์  นอกจากนีค้วามทนต่อสภาวะต่าง ๆ ของ
โพรไบโอติกนัน้จะแตกต่างกนัไปขึน้อยู่กบัสายพนัธุ ์(strain-specific) (117, 118)   

7.2 ค่า pH และปริมาณกรดทัง้หมดทีม่ีอยู่ในอาหาร 
ค่า pH และปริมาณกรดที่มีอยู่ในผลิตภัณฑอ์าหารมีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์

โพรไบโอติก  ซึ่งค่า pH ที่ต  ่าเป็นปัจจยัที่ส  าคญัที่สุดที่จ  ากดัการเจริญและความเสถียรของโพรไบ-
โอติกในผลิตภัณฑอ์าหาร เนื่องจากไฮโดรเจนไอออนในผลิตภัณฑอ์าหารที่มีความเป็นกรดจะไป
ท าลายเซลลโ์พรไบโอติก และในอาหารที่มี pH ที่ต  ่ามาก อาจท าใหค้วามเขม้ขน้ของกรดอินทรียท์ี่
ไม่แตกตวัเพิ่มขึน้ ซึ่งจะส่งผลต่อการมีชีวิตรอดของเชือ้โพรไบโอติก โดยกรดอินทรียจ์ะสามารถเขา้
สู่เซลล์จุลินทรีย์และเกิดการแตกตัวภายในเซลลท์ าให้ pH ภายในเซลลเ์กิดการเปลี่ยนแปลง 
นอกจากนีก้รดอินทรียอ์าจจับกับสารประกอบต่าง ๆ  ภายในเซลล ์ซึ่งจะไปรบกวนกระบวนการ             
เมแทบอลิซมึของโพรไบโอติกได้(119)  

7.3 Molecular oxygen 
เชื ้อแบคทีเรียโพรไบโอติกในกลุ่ม  lactobacilli  สามารถทนอยู่ในสภาวะที่มี

ออกซิเจนได ้(aerotolerant) ในขณะที่ bifidobacteria เป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่เจริญไดใ้นภาวะที่
ไม่มีอากาศหรือไม่มีออกซิเจนเท่านัน้ ดงันัน้โมเลกลุออกซิเจนจึงเป็นอนัตรายต่อการเจริญและการ
อยู่รอดของโพรไบโอติก อย่างไรก็ตามระดบัความไวต่อออกซิเจนจะแตกต่างกนัไปตามสปีชีสแ์ละ
สายพันธุ์ต่าง ๆ โดยทั่ วไปเชื ้อแบคเรียกลุ่ม  lactobacilli สามารถทนต่อออกซิเจนได้ดีกว่า 
bifidobacteria โดยผลกระทบของออกซิเจนที่มีผลต่อโพรไบโอติกมี 3 ประการดงันี ้1) เป็นพิษต่อ
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เซลลโ์ดยตรง 2) ในที่มีออกซิเจนจะมีการสรา้งสารเปอรอ์อกไซดซ์ึ่งเป็นพิษต่อเซลลโ์พรไบโอติก             
3) อนุมูลอิสระที่เกิดจากการออกซิเดชันขององคป์ระกอบไขมันสามารถเป็นพิษต่อเซลลโ์พรไบ -             
โอติก(120) ดังนัน้จึงตอ้งมีการลดปริมาณออกซิเจนในผลิตภัณฑอ์าหาร เช่น ใชส้ารที่มีคุณสมบัติ
สามารถดดูซบัออกซิเจนได ้(oxygen scavengers) เช่น ascorbic acid และควบคุมกระบวนการ
ผลิตใหอ้อกซิเจนผ่านเขา้สูผ่ลิตภณัฑไ์ดน้อ้ยที่สดุ(121, 122)  

7.4 การแช่แข็งและการหลอมละลายอาหาร  
ในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง (Freezing operations) เซลลโ์พรไบโอติกสามารถ

เกิดการบาดเจ็บได ้ไม่ว่าจะเป็นการท าใหผ้นังเซลลห์รือเยื่อหุม้เซลลเ์กิดการบาดเจ็บ ซึ่งเกิดจาก
ความตึงเครียดเชิงกล (mechanical stresses) ของผลึกน า้แข็งที่เกิดขึน้ขา้งในและขา้งนอกเซลล ์
และอณุหภูมิที่ลดลงจะท าใหเ้กิดการควบแน่นของตวัถูกละลายทัง้ภายนอกเซลลแ์ละภายในเซลล ์
หรือท าใหเ้ซลลข์าดน า้ ปัจจัยที่กล่าวมาทั้งหมดท าใหก้ิจกรรมการเผาผลาญที่ส  าคัญของเซลล์
ลดลงหรือหยุดชะงักซึ่งจ าเป็นต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก (123) ในการกระบวนการแช่แข็ง 
ขนาดของผลึกน า้แข็งจะเพิ่มขึน้ตามอัตราการแช่เยือกแข็ง (freezing rate) ที่ลดลง ดังนัน้การแช่
แข็งอย่างรวดเร็วหลงัจากการเติมเชือ้โพรไบโอติกลงไปในอาหาร มีส่วนช่วยในการรกัษาการรอด
ชีวิตของโพรไพรไบโอติกในผลิตภัณฑ์อาหารได้ดี อย่างไรก็ตามการละลาย (thawing) ของ
ผลิตภัณฑ์แช่แข็งจะส่งผลให้เซลล์โพรไบโอติกต้องเผชิญกับความเครียดทางเคมี  (chemical 
stresses) อีกครัง้ซึ่งอาจท าใหเ้ซลลต์ายได้(124)   

7.5 วัสดุและสภาวะทใีช้ผลิตบรรจุภัณฑ ์ 
บรรจุภัณฑ์ของผลิตภัณฑ์อาหารที่มีโพรไบโอติกมีอิทธิพลต่อการซึมผ่านของ

ออกซิเจนในผลิตภัณฑ ์ส่งผลใหล้ดจ านวนเชือ้โพรไบโอติก การรอดชีวิตของโพรไบโอติกมาจาก
อิทธิพลต่าง ๆ เช่น ชนิดของวัสดุบรรจุภัณฑ ์(แกว้และพลาสติก) ความหนา และการประยุกตใ์ช้
ระบบ active/intelligent packaging นอกจากวสัดบุรรจุภณัฑแ์ลว้ อณุหภูมิและความชืน้สมัพทัธ์
ของบรรยากาศยังเป็นปัจจัยส าคัญที่ส่งผลต่อการซึมผ่านของออกซิเจน ทั้งนีน้อกจากการเลือก
บรรจุภัณฑท์ี่ช่วยรกัษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกแลว้ ยังควรพิจารณาดา้นเศรษฐศาสตรด์ว้ย 
(ราคาของวัสดุบรรจุภัณฑ์ และราคาของเครื่องจกัรที่ใชท้ าบรรจุภัณฑ)์ เพราะส่งผลอย่างมากต่อ
ราคาของผลิตภณัฑแ์ละการเลือกซือ้ของผูบ้ริโภค(115)  

7.6 ค่าปริมาณน ้าอิสระ  
ค่าปริมาณน ้าอิสระ (water activity) มีความส าคัญต่อการรอดชีวิตของเชื ้อ 

โพรไบโอติก โดยทั่วไปแลว้อาหารสดจะมีปริมาณน า้อิสระที่สูง ท าใหอ้ายุการเก็บรกัษาของโพร
ไบโอติกในอาหารสดนัน้สัน้ (ประมาณหนึ่งสปัดาห)์ ส่วนในอาหารแหง้จะมีค่าปริมาณน า้อิสระที่
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ต ่าท าใหม้ีอายุการเก็บรกัษาที่นานกว่า มีการรายงานว่าค่าปริมาณน า้อิสระมีบทบาทส าคัญต่อ
กลไกในการอยู่รอดของโพรไบโอติก โดยค่าปริมาณน า้อิสระที่มากกว่า 0.3 ขึน้ไปจะส่งผลต่อการ
อยู่รอดของโพรไบโอติก(125) และจากการรายงานของ Weinbrecket และคณะ (2010)(126) ซึ่งได้
ศกึษาผลของค่าปรมิาณน า้อิสระ ที่ 0.15 และ 0.7 ต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก L. rhamnosus 
GG พบว่าค่าปริมาณน า้อิสระ ที่ 0.7 ส่งผลใหจ้ านวนโพรไบโอติกลดลงมากกว่า 10 log ภายใน
ระยะเวลาการเก็บ 2 สปัดาห ์ในขณะที่ค่าปริมาณน า้อิสระที่ 0.15 ท าใหจ้ านวนการรอดชีวิตของ 
โพรไบโอติกมากกว่า อย่างไรก็ตามถึงแมว้่าค่าปริมาณน า้อิสระที่ต  ่าจะส่งผลดีต่อการอยู่รอดของ
โพรไบโอติก แต่การท าใหค่้าปริมาณน า้อิสระต ่ามากตอ้งใชพ้ลงังานสงูในการท าแหง้และส่งผลเสีย
ต่อรสชาติของอาหารได ้
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1.อุปกรณท์ีใ่ช้ในการทดลอง  
ตูบ้่มเพาะเชือ้ (Incubator) (Gallenkamp, UK) 
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ (Autoclave) (Tomy, Japan) 
อ่างน า้ควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) (Witeg Labortechnik GmbH, Germany) 
ตูแ้ช่แข็งอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส (Freezer)  (Sanden intercool, Thailand) 
ตูป้ลอดเชือ้ (Laminar air flow) (Science Tech, Canada) 
ตูอ้บฆ่าเชือ้ (Hot-air sterile oven) (Thermo Fisher Scientific, USA) 
เครื่องวดั pH (pH meter) (Denver Instrument, USA) 
เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Electrophoresis) (Mupid, Japan) 
เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (Dry bath incubator) 
เครื่องถ่ายภาพเจล (Gel documentation ) (Bio-Rad, USA) 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง (Microscope) (Olympus Optical Co.Ltd, Japan) 
กลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราด (JEOL InTouchScope, USA) 
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ (Shaker) (Chemoscience, Thailand) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ (Refrigerated centrifuge) (Merck, USA) 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบไม่ควบคุมอุณหภูมิ  (Microcentrifuge) (Witeg Labortechnik    

GmbH, Germany) 
Vernier caliper (Misumi, Thailand) 
เครื่องวดัปรมิาณน า้อิสระ (water activity meter) (Charpa Techcenter, England) 
เครื่องตีบดผสมตวัอย่าง (Stomacher) (Seaward, England) 
เครื่องวดัสี (Colorimeter) (X-Rite, USA) 
โถดดูความชืน้ (deciactor) (Misumi, Thailand) 
24 well plate (Thermo Fisher Scientific, Denmark) 
Haemacytometer (Boeco, Germany) 
T-flask (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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2.อาหารเลีย้งเชือ้ และสารเคมี  
Peptone water (Himedia, India) 
Yeast extract (Himedia, India) 
Beef extract (Himedia, India) 
Sodium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Calcium chloride (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Agar (Himedia, India) 
D (+)- glucose (Thermo Fisher Scientific, USA) 
Ethanol (Merck, USA) 
GelRed Loading Buffer (Biosharp, China)  
Glycerol (Merck, USA) 
Isopropanol (Merck, USA) 
Phenol (Amresco, USA) 
TE buffer (Bio Basic Inc., Canada) 
Tris base (Serva, Germany) 
Pepsin (Himedia, India) 
Triton X-100 (Merck, Germany) 

3. วัตถุดิบ  
ตบัหม ู(บรษิัทเบทาโกร) 
เบคอน (บรษิัทบีเอ็มพี) 

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

5. อุปกรณเ์พ่ิมเติม  
Cellulose acetate filter, pore size 0.45 µm (Sartorius, Germany) 
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6. วิธีด าเนินการทดลอง  
6.1 การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลคติก 

การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท าไดโ้ดยเก็บตวัอย่างอจุจาระจากสุนขัทัง้หมด 
12 ตัวอย่าง โดยแบ่งออกเป็น 6 สายพันธุ์ได้แก่ Chihuahua, French bulldog, Mongrel dog, 
Poodle, Shih-Tzu และ Pomeranian ท าการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยน าตวัอย่างอจุจาระมา
เจือจาง 10 เท่าเพื่อให้มีจ านวนที่เหมาะสมในอาหาร  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 
broth (ภาคผนวก ก) จากนัน้น าไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น ามา spread 
plate ลงบนอาหาร MRS agar (ภาคผนวก ก) ที่เติมแคลเซียมคารบ์อเนต 0.3% (w/v) น าไปบ่มที่ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง ใน candle jar คัดเลือกโคโลนีที่มีการสรา้งบริเวณใส 
(clear zone) มา streak ลงบนอาหาร MRS agar 2-3 ครัง้เพื่อให้ไดเ้ชือ้บริสุทธิ์ จากนั้นน าเชือ้ที่
คดัแยกไดไ้ปศึกษารูปร่างและการติดสีแกรมภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์โดยแบคทีเรียกรดแลคติกจะ
ติดสีแกรมบวก น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกไปทดสอบในขัน้ตอนต่อไป ส่วนเชือ้แบคทีเรียกรดแล
คติกท่ีบริสุทธิ์น าไปเก็บรกัษาในอาหาร MRS broth ที่เติมกลีเซอรอล 20% (v/v) แลว้น าไปเก็บที่
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

6.2 การจ าแนกสปีชีสโ์ดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคดัเลือกมาจดัจ าแนกดว้ยเทคนิค colony PCR 

โดยใช ้primer ที่จ  าเพาะกบับรเิวณ 16S rDNA ดงันี ้ 
Forward primer (27F): 5’ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3’ 
Reverse primer (1429R): 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกมาเลีย้งบนอาหาร MRS agar ท าการ cross streak 

เพื่อให้เชื ้อบริสุทธ์ จากนั้นน าโคโลนีเด่ียวที่ได้มาท าให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง Ultra-sonicator 
จากนัน้น าไปใส่ลงในส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR reaction โดยมีปริมาตรรวมทัง้หมดเท่ากับ 50 
ไมโครลิตร ซึ่งแสดงในตาราง 1 น าไปเขา้เครื่อง PCR โดยก าหนดอณุหภมูิและเวลาเพื่อเพิ่มจ านวน
ชิน้ดีเอ็นเอบริเวณ 16S rDNA ดังแสดงในตาราง 2 น า PCR product ที่ไดไ้ปวิเคราะหข์นาดดว้ย
วิธี gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน จากนั้นน าดีเอ็นเอส่งหา
ล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA แลว้น าขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดท์ี่ไดม้าเปรียบเทียบขอ้มูล
พนัธุกรรมกบัฐานขอ้มลูนิวคลีโอไทดข์อง GenBank เพื่อระบสุปีชีส ์ 
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ตาราง 1 PCR mixture ส าหรบัเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็นเอบรเิวณ 16S rDNA 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) 
2X TopTaq Master Mix 25 
10 µM 27F primer 1 
10 µM 1492R primer   1 
น า้กลั่นส าหรบั PCR 8 
ดีเอ็นเอแม่แบบ   15 
ปรมิาตรรวม 50 

 
ตาราง 2 ขัน้ตอนการท า PCR เพื่อเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็นเอบรเิวณ 16S rDNA 

ขั้ น ต
อน 

อุณหภูมิ  
(องศ

าเซลเซียส) 

เวลา 
(นาท)ี 

จ า น
วนรอบ 

    
1. pre-denaturation 94  7 1 
2. denaturation 94  1  
3. annealing 47 1 35 
4. extension 72 2  
5. final extension 72 5 1 

 
6.3 การทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก 

6.3.1 การศึกษาความสามารถในการทนกรด 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาทดสอบความสามารถในการทน

กรด โดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกลงใน MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 10,000xg 
เป็นเวลา 5 นาที ลา้งตะกอนเซลล  ์2 ครัง้ดว้ยสารละลาย NaCl 0.85% (w/v) (ภาคผนวก ข) น า
ตะกอนเซลลท์ี่ไดม้าปรบัความเขม้ขน้ดว้ย NaCl 0.85% (w/v) ใหม้ีค่า OD600 เท่ากบั 0.5 จากนัน้
ถ่ายเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ปรบัความขุ่นแลว้ลงใน MRS broth ที่ปรบัค่า pH เป็น 2, 3, 4 และ 
5 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง น าไปตรวจสอบการรอดชีวิตของ
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แบคทีเรียกรดแลคติก โดยวดัค่าดดูกลืนแสงที่ OD600 และเปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS ที่มีค่า 
pH เท่ากบั 6 ซึ่งเป็นชดุควบคมุ  

6.3.2 การศึกษาความสามารถในการทนเกลือน ้าดี 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาเลีย้งในอาหาร MRS broth น าไป

บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่ วโมง เตรียมเชื ้อให้มี ค่า  OD600 เท่ากับ 0.5 
เช่นเดียวกับการทดลองขอ้ 6.3.1 จากนัน้ถ่ายเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ปรบัความขุ่นแลว้ลงใน 
MRS broth ที่เติมเกลือน า้ดี 0.15, 0.3 และ 1.0% (w/v) น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชั่วโมง  น าไปตรวจสอบการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยวดัค่าดดูกลืนแสงที่ 
OD600 และเปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS ที่ไม่มีการเติมเกลือน า้ดีซึ่งเป็นชดุควบคมุ 

6.3.3 การศึกษาความสามารถในการยับย้ังการเจริญของจุลินทรียก์่อโรค 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาเลีย้งในอาหาร MRS broth น าไป

บ่มที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ  4  
องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 20 นาที น าสว่นใส (cell free supernatant) มา
กรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นน าไปศึกษาความสามารถในการยับยัง้การ
เจรญิของจลุินทรียท์ดสอบดว้ยวิธี agar well diffusion ซึ่งจะแบ่งออกเป็นสองการทดลองย่อย โดย
การทดลองแรกจะใช้เชือ้ทดสอบได้แก่ E. coli, S. aureus, Salmonella sp., และ B. cereus ที่
เลีย้งในอาหาร TSB เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น าเชือ้ทดสอบมาปรบัความขุ่นใหม้ีค่า OD600 เท่ากบั 0.5 
จากนัน้น ามา spread ลงบนอาหาร TSA แลว้ท าการเจาะหลมุโดยใช ้cork borer เติมส่วนใสของ
แบคที เรีย ก รดแลค ติกปริม าตร 200 ไม โค รลิ ต ร  ล งในหลุม  น า ไป บ่ มที่ อุณ หภู มิ  37  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตรวจสอบบริเวณการยบัยัง้ที่เกิดขึน้ สว่นการทดลองที่สองเป็น
การทดสอบการสร้างแบคเทอริโอซิน  น าส่วนใสไปปรับ pH ให้เป็น 6 (neutralize cell free 
supernatant) จากนั้นเติมเอนไซม์ย่อยโปรตีน ได้แก่ trypsin, pepsin และ proteinase K น าไป
บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ขัน้ตอนการทดสอบท าไดโ้ดยน าเชือ้ทดสอบ 
ไ ด้ แ ก่  Enterococcus hirae NCTC12368, Pediococcus pentosaceus HBUAS3 3 9 5 , 
Limosilactobacillus fermentum YL-11 และ Ligilactobacillus animalis JCM 8692 ที่เลีย้งใน
อาหาร MRS broth เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น ามาปรบัความขุ่นให้มีค่า OD600 เท่ากับ 0.5 จากนั้น
น ามา spread ลงบนอาหาร MRS agar แล้วเจาะหลุมโดยใช้ cork borer เติมส่วนใสที่เตรียม
ขา้งต้น ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลุม น าบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ใน candle jar แลว้ตรวจสอบว่าเชือ้มีการสรา้ง    แบคเทอริโอซินหรือไม่ โดยดจูากบริเวณ
การยบัยัง้ หากบริเวณการยบัยัง้นอ้ยลงหรือไม่พบหลงัจากเติมเอนไซมย์่อยโปรตีนลงไป แสดงว่า



  51 

เชือ้มีการสรา้งแบคเทอริโอซิน โดยในการศึกษานีจ้ะมีส่วนใสที่ไม่ปรบัค่า pH และส่วนใสที่ปรบัค่า 
pH ท าควบคู่ไปดว้ย    

6.3.4 การศึกษาพืน้ผิวเซลลใ์นส่วนทีไ่ม่ชอบน ้า  
น าเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก  มาศึกษาความไม่ชอบน ้า เพื่ อ

ตรวจสอบคณุสมบติัการเกาะติดล าไส้ โดยเลีย้งแบคทีเรียกรดแลคติกลงใน MRS broth น าไปบ่ม
ที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่ วโมง เตรียมเชื ้อให้มี ค่า  OD600 เท่ากับ  0.5 
เช่นเดียวกับการทดลองขอ้ 6.3.1 ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลว้บันทึกเป็นค่าเริ่มตน้ (A0) จากนั้น
เติม hexadecane 1 มิลลิลิตร น าไปเขย่าเป็นเวลา 2 นาที ตั้งทิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 20 
นาที เพื่อใหเ้กิดการแยกชัน้ออกเป็น 2 ส่วน แยกส่วนน า้ออกมาซึ่งเป็นส่วนชัน้ล่าง (aqueous cell 
suspension)  มาวัดค่าดูดกลืนแสงที่ OD600 จากนัน้บนัทึกค่า (A1) แลว้ค านวณค่า cell surface 
hydrophobicity โดยใชส้ตูรดงัสมการต่อไปนี ้

 
 

                                                              
 

โดย A0 คือ ค่าการดูดกลืนแสงเริ่มตน้ และ A1 คือค่าการดูดกลืนแสงในส่วนที่
แยกชัน้ (aqueous cell suspension)   

ค่า cell surface hydrophobicity (%) มากกว่า 70% แสดงความไม่ชอบน า้ของ
พืน้ผิวเซลลท์ี่สงู (high hydrophobicity) 

ค่า cell surface hydrophobicity (%) อยู่ระหว่าง 50-70% แสดงความไม่ชอบ
น า้ของพืน้ผิวเซลลป์านกลาง (moderate hydrophobicity) 

ค่า cell surface hydrophobicity (%) ต ่ากว่า 50% แสดงความไม่ชอบน า้ของ
พืน้ผิวเซลลต์ ่า (low hydrophobicity) 

6.3.5 การศึกษาการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียสายพันธุเ์ดียวกัน  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาศึกษาการเกาะกลุ่มกันเองภายใน

สายพันธุ์เดียวกันหรือ auto-aggregation โดยเลีย้งเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร MRS 
broth  น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เตรียมเชือ้ใหม้ีค่า OD600 เท่ากบั 
0.5 เช่นเดียวกบัการทดลองขอ้ 6.3.1 แลว้บนัทึกค่าเริ่มตน้เป็น A0 จากนัน้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แลว้สงัเกตการเกาะกลุ่มกนัจากการตกตะกอนเซลลท์ี่กน้หลอด 

       A0 

A0-A1 cell surface hydrophobicity (%) = ×100 
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แลว้ท าการเก็บตวัอย่างสารแขวนลอยเชือ้ส่วนบนไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ OD600 บนัทึกเป็นค่า 
A20  แลว้ค านวณค่า % auto-aggregation โดยใชส้ตูรดงัสมการต่อไปนี ้

 
 

  
โดย A0 คือ ค่าการดดูกลืนแสงเริ่มตน้ และ A2 คือค่าการดดูกลืนแสงที่เวลา 2 ชั่วโมง 

6.3.6 การศึกษาการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทเีรียต่างสายพันธุก์ัน  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคดัเลือก มาศึกษาการเกาะกลุม่ในสายพนัธุ์

ต่างกัน หรือ co-aggregation โดยน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกมาเลีย้งลงใน MRS broth  ส่วน
แบคทีเรียก่อโรค ไดแ้ก่ E. coli, S. aureus, Salmonella sp. และ B. cereus น ามาเลีย้งในอาหาร 
TSB จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที ท าซ า้โดยการลา้งตะกอนเซลล ์
2 รอบด้วย 0.85% NaCl (w/v) แล้วน าตะกอนเซลลท์ี่ได้มาปรบัความเขม้ขน้ด้วย 0.85% NaCl 
(w/v) ใหม้ีค่า OD600 เท่ากับ 0.5 จากนั้นท าการดูดสารแขวนลอยเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกและ
แบคทีเรียทดสอบอย่างละ 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลอง แล้วเขย่าให้เข้ากัน น าไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นดูดสารแขวนลอยส่วนบนน ามาวัดค่า 
OD600 ค านวณค่า % co-aggregation โดยใชส้ตูรดงัสมการต่อไปนี ้

 
โดย Aprobiotc คือ OD600 ของเชือ้โพรไบโอติก, Apathogens คือ OD600 ของเชือ้แบคทีเรียก่อโรค 

และ Amix คือ OD600 ของเชือ้แบคทีเรียก่อโรคผสมกบัโพรไบโอติก 
6.3.7 การศึกษาความสามารถในการยึดเกาะของโพรไบโอติกกับเซลล ์ 

Caco-2 
6.3.7.1 การเตรียมเซลล ์Caco-2 

ท าการเลี ้ยงเซลล์ Caco-2 ในอาหารเลี ้ยงเซลล์ Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM) ที่ เติม fetal bovine serum  10% (v/v) และยาปฏิชีวนะ Penicillin-
Streptomycin 1% (v/v)  ใน T-flask  จากนัน้น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส และมีปรมิาณ
คารบ์อนไดออกไซด  ์ 5% จากนัน้สงัเกตการเจริญ และการปนปนเป้ือนจากแบคทีเรีย โดยตรวจดู
ลกัษณะของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน ์inverted microscope และท าการเปลี่ยนอาหารทุก ๆ    
2 วนั เลีย้งเซลลจ์นกระทั่งมีการเจริญเต็มที่ซึ่งสงัเกตจากการเกาะบรเิวณดา้นล่างของภาชนะเลีย้ง
เซลล ์จากนัน้เทอาหารเลีย้งเซลลอ์อกใหเ้หลือเพียงเซลล ์Caco-2 แลว้ลา้งดว้ย PBS buffer เป็น

2 

       Aprobiotic + Apathogens 

1- Amix Co-aggregation (%)  = ×100 

       A0 

A0-A2 Auto-aggregation (%) = ×100 
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เวลา 5 นาที แลว้เติม 0.25% Trypsin-EDTA (w/v) 3 มิลลิลิตร บนเซลลใ์หท้ั่วเพื่อท าใหเ้ซลลท์ี่ติด
อยู่บนภาชนะแยกออกจากกันเป็นเซลลเ์ด่ียว น าไปบ่มเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นเติมอาหารเลีย้ง
เซลล ์DMEM 5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเรว็ 1,000xg เป็นเวลา 
5 นาที  ดูดส่วนใสออก เติมอาหารเลี ้ยงเซลล์ DMEM เพื่อท าเป็นเซลล์แขวนลอย น าเซลล์
แขวนลอยไปยอ้มดว้ยสี trypan blue ท าการตรวจนับจ านวนเซลลด์ว้ย hemocytometer จากนัน้
ปรบัความเขม้ขน้ของเซลลใ์หเ้ท่ากับ  5×105 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร แลว้น าเซลลไ์ปใส่ใน 24 
well plate น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส ในที่มีปริมาณคารบ์อนไดออกไซด์  5% ท าการ
เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลลท์ุก ๆ 48 ชั่วโมง โดยเลีย้งเซลลจ์นเซลลม์ีการเจริญติดที่กน้หลุมของ 24 
well plate น าเซลลท์ี่ได้ไปใชศ้ึกษาความสามารถในยึดเกาะของโพรไบโอติกกับเซลล ์Caco-2 
ต่อไป 

6.3.7.2 การศึกษาความสามารถการยึดเกาะของโพรไบโอติกกับเซลล ์
Caco-2 

ท าการเตรียมเซลลแ์ขวนลอยของเชือ้โพรไบโอติก โดยเลีย้งเชือ้ลงในอาหาร 
MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเรว็ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที ท าซ า้โดยการลา้งตะกอนเซลล ์3 
รอบดว้ย 0.85% NaCl (w/v) แลว้น าตะกอนเซลลท์ี่ไดม้าปรบัความเขม้ขน้ดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์
DMEM ที่ไม่เติม fetal bovine serum และยาปฏิชีวนะ Penicillin-Streptomycin ให้มีค่า OD600 
เท่ากับ  0.1 จากนั้นศึกษาความสามารถการยึดเกาะของโพรไบโอติกกับเซลล ์Caco-2 โดยน า
เซลล ์Caco-2 ที่เตรียมไวใ้นขอ้ 6.3.7.1 มาลา้งดว้ย PBS buffer 2 ครัง้ แลว้เติมสารแขวนลอยของ
โพรไบโอติกที่เตรียมไวล้งใน 24 well pale จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มี
ปริมาณคารบ์อนไดออกไซด ์ 5%  เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้ลา้งเซลลโ์พรไบโอติกที่ไม่ยึดเกาะกบั
เซลล ์Caco-2 ดว้ย PBS buffer จ านวน 3 ครัง้ จากนั้นท าการย่อยเซลล ์Caco-2 โดยเติม 0.5% 
Trion X-100  บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในที่มีปริมาณคารบ์อนไดออกไซด  ์ 5% เป็นเวลา 5 
นาที แลว้ท าการนับจ านวนเซลลโ์พรไบโอติกที่สามารถยึดเกาะกับเซลล ์Caco-2 แลว้ค านวณหา

อตัราการยดึเกาะ (%) โดยใชส้ตูรดงัสมการต่อไปนี ้
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อตัราการยึดเกาะ(%) =
จ านวนเซลลโ์พรไบโอติกที่ยดึเกาะ 

จ านวนเซลลโ์พรไบโอติกเริ่มตน้ 
×100 

 
6.3.8 การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดง  

ท าการขีดเชือ้ (streak) ลงบนอาหาร blood agar (7% (sheep blood) จากนั้น
น าไปบ่มที่ 37องศาเซลเซียส 24 ชั่วโมง บันทึกลกัษณะอาหารรอบโคโลนี ไดแ้ก่ ไม่เกิดการย่อย

เม็ดเลือดแดง (γ-hemolysis) รอบโคโลนี เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบางส่วน(α-hemolysis) 

และรอบโคโลนีเกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างสมบรูณท์ัง้หมด (β-hemolysis) 
6.3.9 การทดสความสามารถในการสร้างเอนไซม ์bile salt hydrolase 

น าแบคทีแบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดม้าตรวจสอบกิจกรรมการสรา้งเอนไซม ์
bile salt hydrolase โดยเลีย้งแบคทีเรียกรดแลคติกลงใน MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เตรียมเชือ้ใหม้ีค่า OD600 เท่ากับ 0.5 เช่นเดียวกับการทดลอง
ขอ้ 6.3.1จากนั้นดูดลงบนอาหาร MRS agar ที่เติม taurodeoxycholate (TDC) 10  ไมโครลิตร 
น าไปบ่มที่อณุภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 72 ชั่วโมง ตรวจสอบกิจกรรมการสรา้งเอนไซม์ bile 
salt hydrolase โดยจะมีตะกอนสีขาวขึน้รอบ ๆโคโลนี ซึ่งเป็นบรเิวณที่เกิดการย่อยสลายเกลือน า้ดี  

6.3.10 การทดสอบความสามารถในการสร้างสารต้านสารอนุมูลอิสระ 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดม้าทดสอบความสามารถในการสรา้งสาร

ตา้นอนุมลูอิสระดว้ยวิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl: DPPH assay) ในการศึกษาครัง้
นีด้ัดแปลงวิธีมาจาก Yang และคณะ (2020)(127)  โดยท าการเลีย้งเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกใน
MRS broth น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เตรียมเชือ้ใหม้ีค่า OD600 
เท่ากบั 0.5 เช่นเดียวกบัการทดลองขอ้ 6.3.1 แลว้เติมลงใน 96 well plate หลมุละ 100 ไมโครลิตร 
แลว้เติมสารละลาย DPPH ความเขม้ขน้ 0.4 mM ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร (ก าหนดใหเ้ป็น Asample) 

ในขณะที่ชุดควบคุม คือ สารละลายเมทานอลที่ผสมกับสารละลาย DPPH 
(ก าหนดให้เป็น Acontrol) จากนั้นห่อด้วยกระดาษฟอยด์น าไปบ่มในที่มืดที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 517 นาโนเมตร จากนั้น
ค านวณกิจกรรมการสรา้งสารตา้นสารอนมุลูอิสระโดยใชส้ตูรดงัสมการต่อไปนี ้

 
 

  
       Acontrol 

Asample 
DPPH activity (%)   =     1-   ×100 
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6.3.11 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์Vero 
6.3.11.1การเตรียม เซลล ์Vero 
ท าการเลี ้ยงเซลล์ Vero (ATCC CCL-81)ในอาหารเลี ้ยงเซลล์ Dulbecco's 

modified Eagle's medium ที่มีการเติม fetal bovine serum ความเข้มข้น 10 % (v/v) และยา
ปฏิ ชี วน ะ  penicillin-streptomycin (10,000 U/ml) 1 % (v/v) ใน  T-flask ขน าด  25 ตาราง
เซนติเมตร บ่มในตูบ้่มที่ประกอบดว้ย 5% CO2 อณุหภมูิ 37 °C จนกว่าเซลลเ์จริญเติบโตเต็ม flask 
ในระหว่างนัน้ท าการสงัเกตการเจริญ และการปนปนเป้ือนจากแบคทีเรีย โดยตรวจดลูกัษณะของ
เซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ inverted microscope และท าการเปลี่ยนอาหารทุก ๆ    2 วัน 
จากนั้นเทอาหารเลีย้งเซลล์ออกให้เหลือเพียงเซลล์ Vero แล้วล้างด้วย PBS buffer แล้วเติม 
0.25% Trypsin-EDTA (w/v) 3 มิลลิลิตร บ่มในตู้ CO2 ประมาณ 1 นาที เมื่อครบเวลาน า flask 
ออกม าและเคาะ flask เพื่อใหเ้ซลลห์ลุดออกจ ากพืน้ผิว เติม DMEM (เพื่อยับยั้งการท างานของ 
TrypsinEDTA) 5 ml จ ากนัน้น าเซลลจ์าก flask ใส่ลงในหลอดทดลอง 15 มิลลิลิตร Centrifuge ที่
อณุหภูมิหอ้ง 7000xg เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้ทิง้ส่วนใส ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหาร DMEM 
และนาไปยอ้มดว้ยสี trypan blue แลว้นบัจานวนเซลลด์ว้ย haemacytometer จากนัน้ปรบัความ
เขม้ขน้ของเซลลใ์หเ้ท่ากับ  3×103 เซลลต่์อตารางเซนติเมตร แลว้น าเซลลไ์ปใส่ใน 96 well plate 
น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส ในที่มีปริมาณ CO2  5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไป
ทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์Vero ดว้ยวิธี MTT colorimetric assay 

6.3.11.2 การสกัดสารจากเชือ้แบคทเีรียกรดแลคติก  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกมาเลีย้งอาหารเหลว MRS น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ไปป่ันเหวี่ยงที่  10,000xg เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนส่วนใสมา
กรองดว้ยแผ่นกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนัน้น าสว่นในที่กรองแลว้ไปใชใ้นการทดสอบต่อไป  

6.3.11.3 การทดสอบความ เป็ นพิ ษ ต่ อ เซลล์  Vero ด้ วยวิ ธี  MTT 
colorimetric assay 

น าเซลล ์Vero ที่เตรียมไวใ้นขอ้ 6.3.11.1 ดดูเอาส่วนของอาหารออกจาก 96 
well plate แลว้เติมส่วนใสของแบคทีเรียที่เตรียมไวใ้นขอ้ 6.3.11.2 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และ
อาหาร DMEM 180 ไมโครลิตร ลงในหลุม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส ในที่มีปริมาณ 
CO2  5% เป็น เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ดูดส่วนของอาหารออก และใส่ MTT reagent 20 ไมโครลิตร 
และอาหาร DMEM 80 ไมโครลิตร ต่อหลุม หลุม น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศเซลเซียส ในที่มี
ปริมาณ CO2  5% เป็น เป็นเวลา 4 ชั่ วโมง ในขณะนี ้ MTT จะถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซม ์
mitochondrial reductase ไดเ้ป็นผลกึ formazan ท่ีไม่ละลายน ํํํ

ํํํ
ํ ้

า เมื่อครบก าหนดเวลา ดดูอาหาร 
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เลีย้งเซลลแ์ละสารละลาย MTT ออกจากหลุม แลว้ละลายผลึกformazan ดว้ย DMSO ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ตั้งทิง้ไวเ้ป็นเวลา 5 นาที น า ไปอ่านค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตรด้วย
เครื่อง Microplate Reader ค านวณอตัราการมีชีวิตของเซลลด์ว้ยสมการดงัต่อไปนี ้ 

 
 
 

6.3.12 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะด้วยวิธี Epsilometer test (E-test) 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะดว้ย

วิธี E-test โดยน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกมาเลีย้งในอาหาร MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 
10,000xg เป็นเวลา 10 นาที ท าซ า้โดยการลา้งตะกอนเซลลส์องรอบดว้ย 0.85% NaCl (w/v) แลว้
น าตะกอนเซลลท์ี่ไดม้าปรบัความเขม้ขน้ดว้ย 0.85% NaCl (w/v) ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ตามมาตรฐาน 
0.5 McFarland Standard (1.5x108 cells/ml) จากนัน้ใชไ้มพ้ันส าลีปราศจากเชือ้จุ่มเชือ้ที่เตรียม
เอาไว้ แล้วน าไปป้ายลงบนอาหาร MRS agar ให้ทั่ ว แล้วคีบแผ่นยาปฏิชีวนะ 5 ชนิด ได้แก่ 
gentamycin, chloramphenicol, ampicillin, erythromycin และ tetracycline วางลงบนอาหาร 
MRS agar น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง อ่านผลโดยสงัเกตบริเวณ
การยบัยัง้รอบแผ่นยา จากนัน้น าไปพิจารณาค่า Minimum Inhibitory Concentration (MIC) แลว้
น าไปเปรียบเทียบกับมาตรฐานของ EFSA Panel on Additives and Products or Substances 
used in Animal Feed(128) 

6.3.13 การศึกษาความสามารถในการสร้างเอมีน  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาศึกษาความสามารถในการสรา้ง           

เอมีน โดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกใน MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เตรียมเชือ้ใหม้ีค่า OD600 เท่ากบั 0.5 เช่นเดียวกบัการทดลองขอ้ 6.3.1 จากนัน้
ถ่ายเชือ้ลงในอาหาร decarboxylase medium (ภาคผนวก ก) ที่เติมกรดอะมิโน 4 ชนิด ได้แก่               
L-histidine, L-lysine, L-arginine และ L-ornithine โดยมีหลอดควบคุมเป็นหลอดที่ไม่เติมกรด             
อะมิโนลงไป จากนัน้เติมพาราฟินลงไปใหส้งูกว่าอาหารเลีย้งเชือ้ 1 เซนติเมตร น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้บนัทึกผลโดยสงัเกตการเปลี่ยนแปลงสีของอินดิเคเตอร์
ในอาหารทดสอบ โดยผลบวกคือ หลอดควบคุมเปลี่ยนเป็นสีเหลืองและหลอดที่มีกรดอะมิโน
เปลี่ยนเป็นสีม่วง สว่นผลลบคือ หลอดควบคมุและหลอดที่มีกรดอะมิโนเปลี่ยนเป็นสีเหลือง  

Cell viability (%)  = ×100 
   ODcontrol -ODblank 

ODsample-ODblank 
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6.3.14 การศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของโพรไบโอติกโดยวิธี next generation 
sequencing 

6.3.14.1 การสกัดดีเอ็นเอแบคทเีรียกรดแลคติก  
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่ถูกคัดเลือก มาท าการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้

วิธีการสกดัดว้ยสารละลายฟีนอล-คลอโรฟอรม์ ตามวิธีการของ  Sambrook และคณะ(129) ซึ่งท าได้
โดยน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกไปเลีย้งในอาหาร MRS broth 5 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสขา้มคืน จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่ความเร็ว 10,000xg 
เป็นเวลา 5 นาที ท าการลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย Tris-EDTA-NaCl (ภาคผนวก ข) 2 รอบ จากนัน้
น าตะกอนเซลลม์าละลายดว้ยสารละลาย  Tris-EDTA-NaCl ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนัน้น า
สารแขวนลอยของเชือ้ที่ได้ไปวางในบีกเกอรท์ี่บรรจุน า้แข็ง น าไปท าให้เซลลแ์ตกโดยใช้เครื่อง  
ultra-sonicator เป็นเวลา 4 วินาที แลว้หยดุ 4 วินาที ท าซ า้จ านวน 40 รอบ จากนัน้เติม lysozyme 
(ความเขม้ขน้ 50 mg/ml) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่ความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 5 
นาท ีดดูสว่นใสออกแลว้เติมสารละลาย lysis buffer (ภาคผนวก ข ) ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร  sodium 
dodecyl sulfate (SDS) 10% (w/v) (ภาคผนวก ข)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ proteinase K 
ความเข้มข้น  20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมสารละลายฟีนอล-คลอโรฟอรม์ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) 
กลบัหลอดขึน้ลงเบา ๆ แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่ความเรว็ 10,000xg เป็น
เวลา 10 นาที  แล้วดูดส่วนใสที่อยู่ด้านบน (aqueous phase) โดยไม่ถูกส่วนที่อยู่ชั้นกลาง 
(interphase) ซึ่งมีโปรตีนปนเป้ือนอยู่ไปส่วนหลอดใหม่ จากนัน้เติมสารละลายสารละลายฟีนอล -
คลอโรฟอรม์ในอัตราส่วน 1:1 เท่าเดิม ท าซ า้จนกว่ามองไม่เห็นชัน้โปรตีนที่อยู่ตรงกลาง แลว้เติม
สารละลายคลอโรฟอรม์ในอัตราส่วน 1:1 แล้วน าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่
ความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย
สารละลาย 0.5 M sodium acetate และเติมสารละลาย isopropanol แลว้น าไปแช่เย็นที่อณุหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสที่ความเร็ว 
10,000xg เป็นเวลา 20 นาที  ดูดส่วนใสออก แล้วเติมสารละลาย 70% ethanol ปริมาตร                           
1 มิลลิลิตร แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ความเร็ว 10,000xg เป็นเวลา 20 
นาท ีจากนัน้ดดูสว่นใสออก แลว้ท าการระเหย ethanol ที่อณุภมูิ 45 องศาเซลเซียส ละลายตะกอน
ดีเอ็นเอที่ไดด้ว้ย TE buffer แลว้น าดีเอ็นเอที่ไดไ้ปตรวจสอบดว้ยเทคนิค gel electrophoresis โดย
เปรียบเทียบขนาดกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 
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6.3.14.2 การวิเคราะหจ์ิโนมทั้งหมดเพ่ือศึกษายีนต่าง ๆ ในโพรไบโอติก
แบคทเีรีย  

น าดีเอ็นเอที่สกัดไดจ้ากขอ้ 6.3.10.1  ส่งไปวิเคราะหห์าล าดับเบสใชเ้ครื่อง 
BGISEQ-500 จากนั้นน าข้อมูลที่ ได้มาท าการประกอบเรียงชิ ้นล าดับเบสดีเอ็นเอ็นเอใหม่ 
(assembly) โดยใชโ้ปรแกรม SPAdes 3.11.1 จากนัน้น าขอ้มลูไปวิเคราะหห์ายีนต่าง ๆ ดงันี ้

1) วิ เคราะห์ยี น ดื ้อยาปฏิ ชี วนะโดยฐานข้อมูล  The comprehensive 
antibiotic resistance database (CARD, http://arpcard.mcmaster.ca/)   

2) วิ เ ค ร า ะ ห์  Clustered regularly interspersed short palindromic 
repeats (CRISPR) โดยใช ้CRISPR Finder (http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/) 

และ prophage โดยใช ้PHASTER (https://phaster.ca/) 
3) วิ เ ค ร า ะ ห์ ห า ยี น ก่ อ โ ร ค โ ด ย ใ ช้  virulence factors database 

(http://www.mgc.ac.cn/ Fs/main.htm) 
4) วิ เค ราะห์ห ายี นส ร้า งแบค เทอริ โอซิ น โดยฐานข้อมู ล  BAGEL 4 

(http://bagel4.molgenrug.nl/)  
5) น าขอ้มลูล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ที่ไดม้าเปรียบเทียบขอ้มูล

พนัธุกรรมกบัฐานขอ้มูลนิวคลีโอไทดข์อง GenBank เพื่อระบุสปีชีส ์แลว้สรา้ง phylogenetic tree 
ดว้ยโปรแกรม MEGA7  

 
6.4 การผลิตผลิตภัณฑช์ิน้เบคอนและชิน้ตับอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติก  

6.4.1 การเลีย้งเชือ้โพรไบโอติก 
น าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกไดจ้ากสนุขัที่ผ่านการคดัเลือกและมคีณุสมบติั

การเป็นโพรไบโอติก มาเลีย้งในอาหาร MRS broth น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง น าเชือ้ที่ไดไ้ปใชใ้นการศกึษาดงัต่อไปนี ้  

6.4.2 การเตรียมหัวเชือ้โพรไบโอติก 
เลีย้งเชือ้โพรไบโอติกในอาหาร MRS broth บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง น าไปป่ันที่เหวี่ยงที่ 10,000xg เป็นเวลา 5 นาที เพื่อเก็บตะกอนเซลล ์ลา้งตะกอน
เซลล์ด้วย peptone water 2 ครั้ง จากนั้นน ามาปรับความเข้มข้นด้วย peptone water ให้มี
ปรมิาณเชือ้เริ่มตน้เป็น 109-1010 cfu/ml  
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6.4.3 การเคลือบชิน้เบคอนและชิน้ตับด้วยแบคทเีรียทีเ่ป็นโพรไบโอติก 
การเคลือบชิน้เบคอนและชิน้ตับดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติกประยุกตต์ามวิธีของ  

Perihan Kubra Akman และคณะ (2019)(130) โดยหั่ นชิ ้นเบคอนและชิ ้นตับให้มีขนาด 5x5 
เซนติเมตร น าไปลวกในน า้เดือดเป็นเวลา 10 วินาที และ 2 นาที ตามล าดับ เพื่อฆ่าเชือ้บางส่วนที่
อยู่บนชิ ้นเบคอนและชิ ้นตับ จากนั้นน าไปใส่ในขวดอาหารเหลว peptone water ที่มีหัวเชื ้อ
แบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกที่เตรียมไวใ้นขอ้ 6.4.2 แลว้น าไปเขย่าที่ความเร็ว 150 rpm เป็นเวลา 
20 นาที จากนัน้น าไปท าใหแ้หง้ในตู ้biosafety cabinet class 2 เป็นเวลา 20 นาที ที่อณุหภมูิหอ้ง 
เพื่อใหแ้บคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกเกาะกบัชิน้เบคอนและชิน้ตบัและระเหยน า้สว่นเกินออก โดยขัน้
ตอนนีจ้ะมีตัวควบคุมเป็นชิน้เบคอนและชิน้ตับที่น าไปใส่ในขวดอาหาร  peptone water แต่ไม่มี
เชือ้โพรไบโอติก  

6.4.4 การท าแห้งชิ้นเบคอนและชิ้นตับที่ เคลือบด้วยแบคที เรียที่ เป็น          
โพรไบโอติก  

น าชิน้เบคอนและชิน้ตบัที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติก ในขอ้ 6.4.3 มา
ผ่านกระบวนการท าแหง้โดยวิธีการพาหรือ convective drying โดยขัน้ตอน convective drying 
ท าไดโ้ดยน าชิน้เบคอนและชิน้ตบัที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกไปอบที่อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 6, 12 และ 18 ชั่วโมง ในเครื่องอบไอรอ้น (hot air oven) จากนัน้น าชิน้ผลิตภัณฑม์าเก็บใน
สภาวะสุญญากาศโดยใชเ้ครื่อง vacuum sealer ในถุงสุญญากาศปราศจากเชือ้ น าตัวอย่างไป
เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส น ามานับจ านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่รอดชีวิตและวัดค่า 
water activity ทุก ๆ 0, 2, 4, 6 และ 8 วนั จากนัน้คัดเลือกเวลาในการท าแหง้ที่เหมาะสมส าหรบั
การผลิตชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติก แลว้น าเวลาในการท าแหง้ที่เหมาะสม
ไปใชใ้นการทดลองต่อไป  

6.4.5 การเคลือบแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในชิ้นเบคอนและชิ้นตับด้วย             
อัลจิเนต 

6.4.5.1 การเคลือบแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในชิ้นเบคอนและชิ้นตับ
ด้วยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียว 

การห่อหุม้ตับและเบคอนดว้ยโซเดียมอับจิเนตประยุกตต์ามวิธีของ  Gonzalez-
Forte และคณะ (2014)(102) ท าไดโ้ดยเตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความเขม้ขน้ 2% (w/v) 
ละลายในน า้กรอง จากนัน้น าไปใหค้วามรอ้นเพื่อผสมใหส้ารละลายเขา้กนั น าไปฆ่าเชือ้ที่อณุหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นน าชิ ้นตับและเบคอนที่ เคลือบด้วยแบคทีเรีย 
โพรไบโอติกซึ่งเตรียมจากการคัดเลือกเวลาในการท าแหง้ที่เหมาะสมในขอ้ 6.4.4 น ามาท าการ
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เคลือบด้วยโซเดียมอัลจิเนตที่เตรียมไว้  จากนั้นน าไปจุ่มลงใน 0.05 M CaCl2 เป็นเวลา 1 นาที 
เพื่อท าใหโ้ซเดียมอลัจิเนตแข็งตวั น าไปท าใหแ้หง้ในเครื่องอบไอรอ้นที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นน าชิน้ผลิตภัณฑ์มาเก็บในสภาวะสุญญากาศโดยใชเ้ครื่อง vacuum 
sealer ในถงุสญุญากาศปราศจากเชือ้น าตวัอย่างไปเก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และอณุหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เก็บตวัอย่างเป็นเวลา 4 สปัดาห ์แลว้น ามานบัจ านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติ
กที่รอดชีวิตและนบัจ านวนจลุินทรียท์ัง้หมดในผลิตภณัฑท์ุก ๆ 7 วนั  

6.4.5.2 การเคลือบแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกในชิ้นเบคอนและชิ้นตับ
ด้วยอัลจิเนตร่วมกับกลีเซอรอล 

การห่อหุม้ตบัและเบคอนดว้ยโซเดียมอบัจิเนตร่วมกบักลีเซอรอลประยุกตต์ามวิธี
ของ Gonzalez-Forte และคณะ (2014)(102) ท าไดโ้ดยเตรียมสารละลายโซเดียมอัลจิเนตความ
เขม้ขน้ 2% (w/v) แลว้เติมกลีเซอรอล 2% (v/v) ละลายในน า้กรอง จากนัน้น าไปใหค้วามรอ้นเพื่อ
ผสมใหส้ารละลายเขา้กนั น าไปฆ่าเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้
น าตบัและเบคอนที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติกซึ่งเตรียมจากการคดัเลือกเวลาในการท าแหง้
ที่เหมาะสมในขอ้ 6.4.4 น ามาท าการเคลือบดว้ยสารละลายโซเดียมอลัจิเนตที่ผสมกบักลีเซอรอลที่
เตรียมไว ้จากนัน้น าไปจุ่มลงใน 0.05 M CaCl2 เป็นเวลา 1 นาที เพื่อท าใหโ้ซเดียมอลัจิเนตแข็งตวั 
น าไปท าใหแ้หง้ในเครื่องอบไอรอ้นที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้น าชิน้
ผลิตภณัฑม์าเก็บในสภาวะสญุญากาศโดยใชเ้ครื่อง vacuum sealer ในถุงสญุญากาศปราศจาก
เชือ้ น าตัวอย่างไปเก็บที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่าง
เป็นเวลา 4 สัปดาห์ แล้วน ามานับจ านวนของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่รอดชีวิตและนับจ านวน
จลุินทรียท์ัง้หมดในผลิตภณัฑท์กุ ๆ 7 วนั  

6.4.6 การตรวจนับจ านวนเชือ้จุลินทรียใ์นผลิตภัณฑแ์ละการศึกษาคุณสมบัติ
ทางกายภาพ 

6.4.6.1 การตรวจนับจ านวนจุลินทรียใ์นผลิตภัณฑ ์
การตรวจนับจ านวนจุลินทรีย์ในผลิตภัณฑ์ประยุกต์ใชต้ามวิธีของ Holda 

และคณะ (2017)(131)  ซึ่งมีขัน้ตอนการด าเนินการดงัต่อไปนี ้ 
6.4.6.1.1 การเตรียมตัวอย่างทดสอบส าหรับตรวจนับเชือ้จุลินทรีย ์

การเตรียมตัวอย่างทดสอบและการเจือจางส าหรบัตรวจนบัเชือ้จุลินทรีย ์
โดยน าตัวอย่างชิน้เบคอนหรือชิน้ตับอบแหง้ที่เคลือบด้วยแบคทีเรียโพรไบโอติก 5 กรมั จากข้อ 
6.4.4 และ 6.4.5 ใส่ลงในถุง  stomacher bag เติมอาหารเหลว peptone water ปริมาตร 45 
มิลลิลิตร ท าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัดว้ยเครื่อง stomacher เป็นเวลา 2 นาที น าตัวอย่างอาหารที่เป็น
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เนือ้เดียวกันมาท าการเจือจางแบบ 10 เท่าในอาหารเหลว peptone water แลว้ดูดตวัอย่างแต่ละ
ความเจือจางไปนบัจ านวนแบคทีเรียชนิดต่าง ๆ ต่อไป 

6.4.6.1.2 การตรวจนับเชือ้แบคทเีรียโพรไบโอติก 
น าตัวอย่างสารละลายชิน้ตับและเบคอนที่เจือจางไวใ้นหัวขอ้ 6.4.6.1.1

มานบัจ านวนโพรไบโอติก ดว้ยวิธี spread plate บนอาหาร MRS agar ที่เติมแคลเซียมคารบ์อเนต 
0.3% CaCO3 น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ใน candle jar ท าการ
ตรวจนบัแบคทีเรียที่เป็นโพรไบโอติกโดยบนัทกึเป็นจ านวนเซลลต่์อกรมัอาหาร (cfu/g) 

6.4.6.1.3 การตรวจนับปริมาณเชือ้จุลินทรียทั์ง้หมด  
การตรวจนับปริมาณ เชื ้อจุลินทรีย์ทั้ งหมดท าได้โดยน าตัวอย่าง

สารละลายชิ ้นตับและเบคอนที่ เจือจางไว้ในหัวข้อ 6.4.6.1.1  มานับจ านวน total aerobic 
bacteria ด้วยวิธี spread plate บนอาหาร Plate count agar (PCA) (ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ท าการตรวจนบัจ านวนเซลลแ์บคทีเรีย โดยบนัทึก
เป็นจ านวนเซลลต่์อกรมัอาหาร (cfu/g) 

6.4.6.1.4 การตรวจนับเชือ้ยีสตแ์ละรา  
การตรวจนบัเชือ้ยีสตแ์ละรา ท าไดโ้ดยน าตวัอย่างสารละลายชิน้ตบัและ

เบคอนที่เจือจางไวใ้นหัวขอ้ 6.4.6.1.1 มานบัจ านวนยีสตแ์ละรา ดว้ยวิธี spread plate บนอาหาร 
Sabouraud dextrose agar (SDA) (ภาคผนวก ก)  ที่เติม chloramphenicol 0.05 กรมัต่อลิตร 
น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั ท าการตรวจนับเชือ้ ยีสตแ์ละรา โดยบนัทึก
เป็นจ านวนเซลลต่์อกรมัอาหาร (cfu/g) 

6.4.6.1.5 การตรวจนับปริมาณเชือ้ Salmonella sp. 
น าตัวอย่างชิน้เบคอนหรือชิน้ตับอบแหง้ที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอ

ติก 5 กรมั จากข้อ 6.4.4 และ 6.4.5  ใส่ลงในถุง stomacher bag เติมอาหาร buffer peptone 
water (BPW) (ภาคผนวก ก)  45 มิลลิลิตร น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18±2  
ชั่วโมง  หากมีเชือ้ Salmonella sp. อาหารจะเปลี่ยนสีจากใสเป็นขุ่น น ามาทดสอบต่อ โดยดูด
ตัวอย่างที่ผลเป็นบวก 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร Rappaport-Vassiliadis (RV) broth 
(ภาคผนวก ก)  น าไปบ่มที่อณุหภูมิ 42.5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ถ่ายเชือ้จาก 
RV broth ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ Xylose lysine deoxycholate (XLD) (ภาคผนวก ก) น าไปบ่มที่
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24  ชั่วโมง บนัทกึผลตวัอย่างที่มีลกัษณะโคโลนีสีแดงใส และ
มีจดุสีด าอยู่ตรงกลางแสดงว่ามีการปนเป้ือนของเชือ้  Salmonella sp. 
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6.4.6.2 การวัดค่า pH, water activity (Aw) และความชืน้ 
น าชิน้ตับและเบคอนที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติกจากขอ้ 6.4.4 และ 

6.4.5 หั่นใหเ้ป็นชิน้เล็ก ๆ น าไปวดัค่า water activity ดว้ยเครื่อง water activity meter สว่นการวดั
ค่า  pH น าตวัอย่างตบัและเบคอนท าใหเ้ป็นเนือ้เดียวกนัแลว้มาวดัค่า pH โดยใชเ้ครื่อง pH meter 
โดยวดัในช่วงเริ่มตน้และในระหว่างการเก็บตวัอย่างที่เวลาต่าง ๆ  ส าหรบัการวดัความชืน้ท าไดโ้ดย
น าตวัอย่าง 5 กรมั ชั่งและน าไปอบที่อณุหภมูิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง แลว้น าไปใส่
ในโถดดูความชืน้ (desiccator) เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อใหน้ า้หนกัคงที่ แลว้บนัทกึน า้หนกั จากนัน้
น ามาค านวณหาค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามชืน้ (H) จากสตูร  
 
 

 
 
โดย H(%) คือ ค่าเปอรเ์ซ็นตค์วามชืน้, Wi คือ น า้หนักเริ่มตน้ (ก่อนอบ) ของ

ตวัอย่าง และ Wf คือน า้หนกัสดุทา้ย (หลงัอบ) 
6.4.6.3 การวัดสี  

น าตั วอย่ างชิ ้น เบคอนหรือชิ ้น ตับ อบแห้งที่ เคลื อบด้วยแบคที เรีย 
โพรไบโอติกจากขอ้ 6.4.4 และ 6.4.5 มาวดัค่าความเขม้สีที่ผิวโดยใชเ้ครื่อง colorimeter โดยวดัค่า 
luminosity L* และค่า chromaticity a* และ b*  ค่าที่ไดร้ายงานเป็นค่าเฉลี่ยจากการวัดตัวอย่าง 
โดยวดัซ า้ในตวัอย่างเดียวกนัอย่างนอ้ย 3 ครัง้ โดยค่า L* ใชก้ าหนดค่าความสว่าง (Lightness) ค่า 
a* ใชก้ าหนดสีแดงหรือสีเขียว และค่า b* ใชก้ าหนดสีเหลืองหรือสีน า้เงิน 

6.4.7 การศึกษาการอยู่รอดของโพรไบโอติกในชิ้นเบคอนและชิ้นตับอบแห้ง
ต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารจ าลอง 

6.4.7.1 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในปากจ าลอง  
การทดสอบการอยู่รอดในสภาวะน า้ย่อยในปากจ าลองประยุกตใ์ชต้ามวิธี

ของ Quatrin และคณะ (2020)(132) ท าไดโ้ดยน าตวัอย่างชิน้เบคอนหรือชิน้ตบัอบแหง้ที่เคลือบดว้ย
แบคทีเรียโพรไบโอติก 5 กรมั จากขอ้ 6.4.4 และ 6.4.5  เติมดว้ยน า้ย่อยในปากจ าลอง (simulated 
salivary fluid) ที่มีค่า pH 7.5 (ภาคผนวก ข) 45 มิลลิลิตร น ามาท าให้เป็นเนื ้อเดียวกันโดยใช้
เครื่อง stomacher เป็นเวลา 2 นาที นับจ านวนการรอดชีวิตของเชือ้ที่ เวลา 0 และ 2 นาที โดยน า
ตวัอย่างมาท าการเจือจาง 10 เท่า แลว้น ามานบัจ านวนโพรไบโอติกบนอาหาร MRS agar รายงาน
ผลเป็นจ านวนเซลลต่์อกรมั (cfu/g) 

       Wf 

Wi - Wf   H (%)    = ×100 
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6.4.7.2 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในกระเพาะจ าลอง  
การทดสอบการอยู่ รอดในสภาวะน ้าย่อยในกระเพาะอาหารจ าลอง

ประยุกตใ์ชต้ามวิธีของ Ranadheera และคณะ (2012)(133) ท าไดโ้ดยน าตวัอย่างชิน้เบคอนหรือชิน้
ตบัอบแหง้ที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติก 5 กรมั จากขอ้ 6.4.4 และ 6.4.5 เติมดว้ยน า้ย่อยใน
กระเพาะจ าลอง (simulated gastric fluid) ที่มีค่า pH 2 (ภาคผนวก ข) 45 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่
ความเร็ว 100 rpm อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  นับจ านวนการรอดชีวิตของ
เชือ้ที่เวลา 0, 30, 60, 90 และ 120 นาที  โดยน าตัวอย่างมาท าการเจือจาง 10 เท่า แลว้น ามานับ
จ านวนโพรไบโอติกบนอาหาร MRS agar รายงานผลเป็นจ านวนเซลลต่์อกรมั (cfu/g) 

6.4.7.3 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในล าไส้จ าลอง  
การทดสอบการอยู่รอดในสภาวะน า้ย่อยในล าไสจ้ าลองประยุกตใ์ชต้ามวิธี

ของ Ranadheera และคณะ (2012)(133) ท าได้โดยน าตัวอย่างชิ ้นเบคอนหรือชิน้ตับอบแห้งที่
เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติก 5 กรมั จากขอ้ 6.4.4 และ 6.4.5 เติมดว้ยน า้ย่อยในล าไสจ้ าลอง 
(simulated intestinal fluid) ที่มีค่า pH 8 (ภาคผนวก ข) 45 มิลลิลิตร น าไปเขย่าที่ความเร็ว 100 
rpm อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง  นบัจ านวนการรอดชีวิตของเชือ้ที่เวลา 0, 30, 
60, 120, 180 และ 240 นาที โดยน าตัวอย่างมาท าการเจือจาง 10 เท่า แลว้น ามานับจ านวนโพร
ไบโอติกบนอาหาร MRS agar รายงานผลเป็นจ านวนเซลลต่์อกรมั (cfu/g)  

6.4.7.4 การอยู่รอดของเชือ้ในระบบทางเดินอาหารแบบต่อเน่ือง 
การทดสอบการอยู่รอดในสภาวะน า้ย่อยในทางเดินอาหารจ าลองประยุกตใ์ช้

ตามวิธีของ Burca-Busaga และคณะ (2021)(134) ท าได้โดยน าตัวอย่างชิ ้นเบคอนหรือชิน้ตับ
อบแหง้ที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติก 5 กรมั จากขอ้ 6.4.4 และ 6.4.5 ใส่ในสภาวะน า้ย่อยใน
ปากจ าลอง pH 7.5 ในอัตราส่วน 1:1 (w/v) จากนั้นน ามาท าให้เป็นเนื ้อเดียวกันโดยใช้เครื่อง 
stomacher เป็นเวลา 2 นาที นบัจ านวนการรอดชีวิตของเชือ้โพรไบโอติกที่เวลา 2 นาที จากนัน้น า
ตัวอย่างจากน า้ย่อยในปากจ าลองมาผสมกับน า้ย่อยกระเพาะอาหารจ าลอง pH 2 ในอัตราส่วน 
1:5 (v/v) น าไปเขย่าที่ความเร็ว 100 rpm อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่ วโมง นับ
จ านวนการรอดชีวิตของเชือ้ที่เวลา 60 และ 120 นาที แลว้น าตวัอย่างจากน า้ย่อยกระเพาะอาหาร
จ าลองไปผสมกับน า้ย่อยล าไสจ้ าลอง pH 8 ในอัตราส่วน 1:1.8 (v/v) น าไปเขย่าที่ความเร็ว 100 
rpm อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง นับจ านวนการรอดชีวิตของเชือ้ที่เวลา 60, 
120, 180 และ 240 นาท ี 
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6.4.8 การศึกษาการเกาะติดบนพืน้ผิวภายใต้กล้องจุลทรรศนอ์ิเล็คตรอนแบบ
ส่องกราด  

น าตัวอย่างชิน้เบคอนหรือชิน้ตับอบแหง้ที่เคลือบดว้ยแบคทีเรียโพรไบโอติกจาก
ข้อ 6.4.4 และ 6.4.5 มาท าการดึงน ้าออกโดยเติม ethanol ความเข้มข้น 70%, 80%, 90%, 95 
และ 100% โดยแต่ละครั้งที่ เติม ethanol จะท าการทิ ้งตัวอย่างไว้เป็นเวลา 30 นาที แล้วดูด
สารละลายออกแลว้ค่อยเติม ethanol ความเขม้ขน้ที่สูงขึน้จากนั้นน าไปท าใหแ้หง้ ณ จุดวิกฤต 
ดว้ยเครื่อง critical point dryer แลว้ติดตัวอย่างบนแผ่น stub จากนัน้น าไปเคลือบดว้ยทอง แลว้
น าไปสอ่งดว้ยกลอ้งจลุทรรศนอิ์เล็คตรอนแบบส่องกราด  

6.5 การทดสอบทางสถิติ  
การทดสอบทางสถิติประมวลผลโดยใชโ้ปรแกรมทางสถิติ SPSS (Statistic Packages 

for the Social Science) version 26 วิเคราะหค์วามแปรปรวนทางเดียว (Analysis of variance; 
One-way) และใช้การเปรียบเทียบด้วยความแตกต่างของค่าเฉลี่ยแต่ละกลุ่มด้วยวิธี LSD 
(Fisher’s Least Significant Difference) ที่ระดบัความเชื่อมั่น 95% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  65 

บทที ่4  
ผลการศึกษา  

1. การคัดแยกและการทดสอบคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกของเชื้อแบคทีเรียกรด   
แลคติกทีแ่ยกได ้

จากงานวิจัยก่อนหนา้นีโ้ดย Foongsawat และคณะ(2023)(135) ไดค้ดัแยกเชือ้แบคทีเรีย
โพรไบโอติกจากตวัอย่างอจุจาระของสนุัขจ านวน  12 ตัวอย่าง สามารถแยกเชือ้แบคกรดแลคติก
ไดท้ัง้หมด 20 ไอโซเลท โดยไดค้ดัเลือกเชือ้ 2 ไอโซเลทจากงานวิจยัมาศึกษาคณุสมบติัในการเป็น
โพรไบโอติก ไดแ้ก่ ไอโซเลท Pom1 และไอโซเลท Pom5 ผลการทดลองแสดงดงัตาราง 3 อย่างไรก็
ตามเมื่อน ามาทดสอบการสรา้งแบคเทอริโอซิน พบว่าทั้ง 2 ไอโซเลทไม่สามารถสรา้งแบคเทอริ
โอซินได ้
ตาราง 3 คณุสมบติัการเป็นโพรไบโอติกของเชือ้ไอโซเลท Pom1 และไอโซเลท Pom5 

ไอโซเลท Pom1 Pom 5 
ความสามารถในการทนกรดa  
 pH 2 
 pH 3  
 pH 4  
 pH 5 

 
+ 

++ 
+++ 
+++ 

 
++ 

+++ 
+++ 
+++ 

ความสามารถในการทนเกลือน า้ดีb 
 0.15% 
 0.3% 
 1.0% 

 
+++ 
++ 
++ 

 
+++ 
+++ 
++ 

ความสามารถในการยบัยัง้การเจริญของจลุินทรียก์่อโรค             (ขนาดเสน้
ผ่านศนูยก์ลางบริเวณการยบัยัง้; มิลลิเมตร) 
 S. aureus  
 B. cereus  
 E. coli  
 Salmonella sp. 

 
 

9.31±0.11 
11.22±0.12 
15.23±0.13 

- 

 
 

10.14±0.15 
10.68±0.11 
12.54±0.10 
16.58±0.12 

ค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลล ์(hydrophobicity index; %)c 88.91±0.13 
(ไม่ชอบน า้มาก)  

34.89±0.05 
(ไม่ชอบน า้ต ่า) 

ค่าการเกาะกลุ่มกนัเอง  (%autoaggregation)d 58.34±0.10 
(ปานกลาง) 

68.36±0.17 
(ปานกลาง) 
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ตาราง 3 (ต่อ)   

ไอโซเลท Pom1 Pom 5 
ค่าการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคตกิกบัเชือ้ก่อโรคe 
 S. aureus  
 B. cereus  
 E. coli  
 Salmonella sp. 
อตัราการยึดเกาะกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2 (%) 
ความสามารถในการสรา้งเอนไซม ์bile salts hydrolase 
เปอรเ์ซ็นตก์ารสรา้งสารตา้นอนมุลูอิสระ (%DPPH activity)f    

 
71.21±0.14 (สงู) 
72.52±0.12 (สงู) 

68.33±0.11 (ปานกลาง) 
60.39±0.04 (ปานกลาง) 

87.63 
- 

16.74 

 
69.28±0.14 (ปานกลาง) 

71.49±0.11 (สงู) 
71.38±0.02 (สงู) 

57.83±0.14 (ปานกลาง) 
84.25 

- 
32.23 

หมายเหต ุ 

+: เจรญิไดเ้ล็กนอ้ย, ++: เจรญิไดด้ี และ +++: เจรญิไดด้ีมากเหมือนกบั Control  
aControl คือ MRS broth ที่มีค่า pH เท่ากบั 6 
bControl คือ MRS broth ที่ไม่เติมเกลือน า้ดี  
cค่าความไม่ ชอบน ้า  (%hydrophobicity index) มากกว่า  70% จัด เป็นประเภทไม่ชอบน ้ามาก (high 

hydrophobicity), HPBI ระหว่าง 50-70% จัดเป็นประเภทไม่ชอบน า้ปานกลาง (moderate hydrophobicity) 

และ HPBI ต ่ากว่า 50% จดัเป็นประเภทไม่ชอบน า้ต ่า (low hydrophobicity)  
dค่าการเกาะกลุ่มกันเอง (%autoaggregation) ต ่า หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มกันเองนอ้ยกว่า 50%, ปานกลาง 
หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มกนัเองอยู่ระหว่าง 50-70% และสงู หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มกนัเองมากกว่า 70% 
eค่าการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรค (%coaggregation) ต ่า หมายถึง ค่าการเกาะ
กลุ่มน้อยกว่า 50%, ปานกลาง หมายถึง หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มอยู่ระหว่าง 50-70% และสูง หมายถึง 
หมายถึง ค่าการเกาะกลุ่มมากกว่า 70% 
fPositive Control ที่ใชค้ือ ascorbic acid ซึ่งมีค่า (%DPPH activity) เท่ากบั 93.70% 
 

2. การจัดจ าแนกสปีชีสโ์ดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA  
เมื่อท าการสกัดดีเอ็นเอของไอโซเลท Pom1 และ Pom5  แลว้น าไปเพิ่มจ านวนชิน้ดีเอ็น

เอบริเวณ 16S rDNA โดยการท า PCR พบว่าชิน้ดีเอ็นเอที่ได้จาการท า PCR มีขนาดประมาณ 
1,500 คู่เบส (base pair; bp) และเมื่อน ามาจัดจ าแนกสปีชีสโ์ดยเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ 
16S rDNA ในฐานขอ้มูล GenBank พบว่า ไอโซเลท Pom1 มีความคลา้ยคลึงกับ Lactobacillus 
sp. strain CC-MHH1034 92% และไอโซเลท  Pom 5 มีความคล้ายคลึงกับ  Lactobacillus 
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salivarius strain HBUAS54044 99% จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าเชื ้อ Pom1 ไม่สามารถ
ระบุสปีชีสไ์ดด้งันัน้ เพื่อระบุสปีชีสเ์ชือ้ไอโซเลท Pom1 จึงน าเชือ้ไปทดสอบในการทดลองต่อไปเพื่อ
ระบสุปีชีส ์ 
ตาราง 4 ผลการจดัจ าแนกเชือ้ในระดบัสปีชีสโ์ดยอาศยัล าดบัเบสบริเวณ 16S rDNA ของไอโซเลท 
Pom1 และ Pom5 

ไอโซเลท ผลการจดัจ าแนก Accession number % identity 
Pom1 Lactobacillus sp. strain 

CC-MHH1034 
MH379635.1 92% 

Pom5 
 

Lactobacillus salivarius 
strain HBUAS54044 

MH473275.1 99% 

 

4. การศึกษาความปลอดภัยของแบคทเีรียโพรไบโอติกทีค่ัดเลือก 
4.1 การตรวจสอบการสร้างเอมีน 

เมื่ อน าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุ์มาทดสอบการสร้างเอนไซม ์
decarboxylase โดยแบคทีเรียจะใชน้ า้ตาลกลูโคสในอาหารและสรา้งกรดท าใหเ้กิดการเปลี่ยนสี
ของ indicator เป็นสีเหลือง หลังจากน า้ตาลกลูโคสหมด เชือ้บางชนิดจะใช้กรดอะมิโน lysine, 
histidine, arginine และ  ornithine ในอาหารโดยส ร้า ง เอน ไซม์  decarboxylase เกิ ด เป็ น
สารประกอบเอมีนและคารบ์อนไดอ้อกไซดท์ าใหส้ีของ indicator เปลี่ยนเป็นสีม่วง โดยจากการ
ทดลองพบว่าเชื ้อทั้ง 2 สายพันธุ์ไม่สามารถใช้กรดอะมิโน  lysine, histidine, arginine และ 
ornithine ในการสรา้งเอมีนได ้ 

4.2 การตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง  
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 2 สายพนัธุม์าทดสอบความสามารถในการย่อย

เม็ดเลือดแดง พบว่าเชือ้ทั้ง 2 สายพันธุ์ไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง จัดอยู่ในกลุ่ม 

Gamma hemolysis ()  (ตาราง 5) 
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ตาราง 5 กิจกรรมการย่อยเม็ดเลือดแดงของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคดัเลือก 

สายพนัธุ ์ Hemolysis activity ลกัษณะในการย่อยเม็ดเลือด
แดง 

Agril. fermenti Pom1  

 
Lim. fermentum Pom5  

 
 

4.3 การศึกษาความเป็นพิษของ cell free supernatant ต่อเซลลไ์ลน์ Vero ด้วยวิธี 
MTT colorimetric assay 

น าสว่นน า้เลีย้งเซลล ์(cell free supernatant) ของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 2 
สายพันธุ์มาทดสอบการยับยั้งการเจริญของเซลล์ไลน์ Vero โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี MTT assay 
จากนั้นน าไปค านวณอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ พบว่าเชื ้อแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง Agril. 
fermenti Pom1 และ Lim. fermentum Pom5 ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลโ์ดยมีอตัราการรอดชีวิต
ของเซลลอ์ยู่ที่ 85.69% และ 91.26% ตามล าดบั  

4.4 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยใช้วิธี E-test 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 2 สายพนัธุ ์มาทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 5 

ชนิด ได้แก่ Ampicillin, Gentamicin, Erythromycin, Chloramphenicol และ Tetracycline โดย
ใชว้ิธี E-test ผลการทดลองแสดงดังตาราง 6 จากการทดลองเมื่อเทียบค่า MIC ที่ไดก้ับค่า MIC 
ม าต รฐ าน ขอ ง  EFSA Panel on Additives and products or Substances Used in Animal 
Feed พบว่า แบคทีเรียทัง้ 2 สายพนัธุม์ีความไวต่อยาปฏิชีวนะทัง้ 5 ชนิด  
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ตาราง 6 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีคดัเลือก 
สายพนัธุ ์ ชนิดยาปฏิชีวนะ Cut-off 

value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity ผลการทดสอบ 

Agril. fermenti 
Pom1  

Ampicillin  2 0.75 S 

 
Gentamicin 16 7.5 S 

 
Erythromycin 1 0.125 S 

 
Chloramphenicol 4 4 S 

 
Tetracycline 8 0.38 S 
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ตาราง 6 (ต่อ) 

สายพนัธุ ์ ชนิดยาปฏิชีวนะ Cut-off 
value 
(mg/L)* 

MIC 
(mg/L) 

Sensitivity ผลการทดสอบ 

Lim. 
fermentum 

Pom5 

Ampicillin 2 0.125 S 

 
Gentamicin 16 7.5 S 

 
Erythromycin 1 0.064 S 

 
Chloramphenicol 4 3 S 

 
Tetracycline 8 2 

 
S 

 
หมายเหต;ุ R = ดือ้, I = ไวปานกลาง, S = ไว,* หมายถึง ค่ามาตรฐานความไวของยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรด

แลคติกอ้างอิงตามเกณฑ์ของ EFSA Panel on Additives and Products or Substances Used in Animal 

Feed 
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5. การศึกษาล าดับจีโนมทั้งหมดของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คัดเลือกโดยวิธี next 
generation sequencing 

5.1 ผลการจัดจ าแนกสปีชีส์โดยศึกษาล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA ที่ได้จาก
การวิเคราะหล์ าดับจีโนมทัง้หมดของแบคทเีรีย 

เมื่อน าขอ้มูลล าดับเบสในบริเวณ 16S rDNA ที่ไดจ้ากการวิเคราะหล์  าดับจีโนมทัง้หมด  
ของแบคทีเรียมาจัดจ าแนกสปีชีสโ์ดยเปรียบเทียบล าดับเบสบริเวณ 16S rDNA ในฐานขอ้มูล 
GenBank พบว่า ไอโซเลท Pom1 มีความคล้ายคลึงกับ Agrilactobacillus fermenti  99.83% 
และไอโซเลท Pom 5 มีความคลา้ยคลงึกบั  Limosilactobacillus fermentum 100% (ตาราง 7) 
ตาราง 7 ผลการจดัจ าแนกเชือ้ในระดบัสปีชีสโ์ดยอาศยัล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA ของไอโซเลท 
Pom1 และ Pom5 

ไอโซเลท ผลการจดัจ าแนก Accession number % identity 
Pom1 Agrilactobacillus (Agril.) 

fermenti strain CC-
MHH1034 

MH379635.1 99.83% 

Pom5 Limosilactobacillus (Lim.) 
fermentum strain HFD1 

CP050919.1 100% 

 

5.2 การสร้างแผนภูมิแสดงการจัดกลุ่มของแบคทเีรียโพรไบโอติกทีค่ัดเลือก 
เมื่อน าแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 2 สายพันธุ์ มาสรา้งแผนภูมิความสัมพันธุ์ทาง

พนัธุกรรมจากล าดบัเบสบรเิวณ 16S rDNA และใชเ้ชือ้ E. coli ATCC 11775 เป็น out group โดย
ใช้แบบจ าลองแผนภูมิของ neighbor-joining โมเดล Kimura 2-parameter และก าหนดค่า 
bootstrap 1,000 (ภาพประกอบ 2) พบว่า เชือ้แบคทีเรียกรดแลคติก Pom1 และ Pom5 ถูกจดัอยู่
ใน ก ลุ่ ม เ ดี ย วกั น กั บ  Agrilactobacillus fermenti CC-MHH1034 แ ล ะ Limosilactobacillus 
fermentum CECT 562 โดยมีค่า Bootstrap 88 % และ 99 % ตามล าดบั 
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ภาพประกอบ 2 แผนภูมิแสดงการจดักลุ่มของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 2 สายพันธุ ์ที่คดัเลือก
ได้ โดยตัวเลขที่ node แสดงระดับความเชื่อมั่น bootstrap (%) จากการท าซ า้ 1,000 ครัง้ และ
scale bar แสดงอตัราการถกูแทนที่ของนิวคลีโอไทดต่์อ 1 ต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์

 

 

 

 

 

 Pom1

 Agrilactobacillus fermenti CC-MHH1034 (T)

 Agrilactobacillus yilanensis 54-2 

 Agrilactobacillus composti NRIC 0689 

 Schleiferilactobacillus shenzhenensis LY-73T

 Scheleiferlactobacillus perolens DSM 12744

 Limosilactobacillus reuteri strain DSM 20016 

 Limosilactobacillus antri strain DSM 106038 

 Pom5

 Limosilactobacillus fermentum CECT 562 (T)

 Limosilactobacillus mucosae S32 

 E. coli ATCC 11775 (T)

99

98

57

69

98

100

88

94

90
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5.3 ผลการวิเคราะหล์ักษณะเฉพาะจากล าดับจีโนมทั้งหมดของเชือ้แบคทีเรียโพร
ไบโอติก 

จากผลการวิเคราะหล์กัษณะเฉพาะจากล าดบัจีโนมทัง้หมดของเชือ้แบคทีเรียโพร
ไบโอติก Agril. fermenti Pom1 และ Lim. fermentum Pom5 แสดงดังตาราง 7 โดยแผนที่จีโนม
เชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุ ์แสดงดงัภาพประกอบ 7  
ตาราง 8 ลกัษณะเฉพาะของจีโนมของแบคทีเรียโพรไบโอติกที่คดัเลือก 

ลกัษณะเฉพาะของจีโนม Agril. fermenti Pom1 Lim. fermentum Pom5 
ขนาด (คู่เบส) 2,562,775 2,046,384 
G + C content 40.2 52.0 
N50 (คู่เบส) 83,936 72,163 
Contigs 127 262 
Plasmid - - 
จ านวนพลาสมิด - - 
บรเิวณยีนตา้นยาปฏิชีวนะ - - 
บรเิวณที่คาดว่าเป็น Prophage 3 3 
บรเิวณยีนที่เก่ียวขอ้งกบั CRISPR 3 1 
บรเิวณยีนที่คาดว่าสรา้งแบคเทอรโิอซิน 2 - 
บรเิวณยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งวิตามิน 2 2 
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ภาพประกอบ 3 แผนที่จีโนมของเชือ้ Agril. fermenti Pom1 (ซา้ย) และ Lim. fermentum Pom5  
(ขวา) โดยวงที่ 1 และ 2 ลูกศรสีสม้แสดงทิศทางบนเสน้ forward และ reverse strand วงที่ 3 คือ 
GC skew วงที่ 4 คือ GC content วงที่ 5 ดา้นในสุดคือต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด ์และสีแต่
ละต าแหน่งในแผนที่คือ tRNA และ rRNA 

จากผลการวิเคราะห์ยีนดือ้ยาปฏิชีวนะโดยใชฐ้านข้อมูล Comprehensive Antibiotic 
Resistance Database (CARD) พบว่า ไม่พบยีนดือ้ยาปฏิชีวนะและบริเวณยีนที่ก่อใหเ้กิดโรคใน
จีโนมของเชื ้อ  Agril. fermenti Pom1 และ Lim. fermentum Pom5 ซึ่ งสอดคล้องกับผลการ
ทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะโดยใชว้ิธี E-test และเมื่อท าการวิเคราะหต์ าแหน่งพลาสมิดโดยใช้
โปรแกรม PlasmidFinder พบว่า ไม่พบพลาสมิดในจีโนมของเชือ้ทั้ง 2 สายพันธุ์ นอกจากนีเ้มื่อ
วิเคราะห์บริเวณที่คาดว่าเป็น  Prophage โดยใช้โปรแกรม PHAge Search Tool Enhanced 
Release (PHASTER) ยีนที่สรา้งแบคเทอริโอซินโดยใช้โปรแกรม BAGEL4 วิเคราะหบ์ริเวณยีนที่
อาจก่อใหเ้กิดโรค โดยเปรียบเทียบกับฐานขอ้มลู virulence factors database (VFDB) วิเคราะห์
บริเวณของ Clustered regularly interspersed short palindromic repeats (CRISPR) พบว่า 
เชือ้ทัง้ 2 ชนิด พบบรเิวณ prophage 3 บรเิวณ และไม่พบบรเิวณยีนที่ท าใหเ้กิดโรค โดยมีเพียงเชือ้ 
Agril. fermenti Pom1 ที่ พบยีนสร้างแบคเทอริโอซิน  2 ยีน ได้แก่  sakacin_G_skga2 และ 
amylocyclicin นอกจากนีเ้มื่อวิเคราะหย์ีนที่สรา้งสารเมทาบอไลทท์ี่เป็นประโยชนต่์อร่างกาย โดย
ใช้ฐานข้อมูล RAST server พบว่าเชือ้ทั้ง 2 สายพันธุ์มียีนที่เก่ียวข้องกับสรา้งวิตามินบี 2 และ                  
ไบโอติน 2 บรเิวณ  

Agril. fermenti Pom1 
2,562,775 bp 

Lim. fermentum Pom5 
2,046,384 bp 
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6. ระยะเวลาในการอบชิน้ตับและเบคอนทีเ่หมาะสมต่อการรอดชีวิตของโพรไบโอติก  
จากการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการอบชิน้ตับและเบคอนที่เคลือบดว้ยโพรไบโอ

ติกทัง้ 2 สายพนัธุท์ี่อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 6, 12 และ 18 ชั่วโมง จากนัน้น าไปเก็บที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 8 วัน และดูผลการรอดชีวิตของโพรไบโอติกพรอ้มทั้ง
พิจารณาค่า aw ต ่าสุดที่เชือ้โพรไบโอติกสามารถอยู่รอดได้มากกว่า 6 log cfu/g ซึ่งเป็นไปตาม
เกณฑท์ี่ก าหนดของ FAO/WHO ใหผ้ลิตภณัฑอ์าหารเสริมโพรไบโอติกใหม้ีปริมาณเชือ้ที่รอดชีวิต
ในผลิตภณัฑ ์ จากการทดลองพบว่า การอบตบัและเบคอนเคลือบดว้ยเชือ้ Agril. fermenti Pom1 
ทัง้ 3 ช่วงเวลา มีจ านวนการรอดชีวิตและค่า aw แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ตลอดระยะเวลาการเก็บ 8 วนั โดยการอบตบัและเบคอนที่เวลา 18 ชั่วโมง ใหค่้า aw ที่ต  ่าที่สุดซึ่ง
อยู่ในช่วง 0.72-0.78 และ 0.66-0.70 ตามล าดบั แต่มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกนอ้ยกว่า 6 log 
cfu/g หลงัจากเก็บเป็นระยะเวลา 6 วัน ดังนัน้จึงเลือกการอบชิน้ตับและเบคอนที่เวลา 12 ชั่วโมง 
เนื่องจากใหค่้า aw ต ่าสุดอยู่ในช่วง 0.81-0.82 และ 0.71-0.73 ตามล าดับ และมีจ านวนการรอด
ชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่า 6 log cfu/g ตลอดระยะเวลาในการเก็บรกัษา และจากทดลองเมื่อ
เคลือบชิน้ตับและเบคอนดว้ย Lim. fermentum Pom5 พบว่าการอบชิน้ตบัและเบคอนที่เวลา 18 
ชั่วโมง มีค่า aw ที่ต  ่าที่สดุซึ่งอยู่ในช่วง 0.72-0.78 และ 0.66-0.68 ตามล าดบั แต่มีการรอดชีวิตของ
โพรไบโอติกนอ้ยกว่า  6 log cfu/g หลงัจากเก็บเป็นระยะเวลา 6 วัน ดังนัน้จึงเลือกการอบชิน้ตับ
และเบคอนที่เวลา 12 ชั่วโมง เนื่องจากใหค่้า aw ต ่าสดุและมีจ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
มากกว่า 6 log cfu/g ตลอดระยะเวลาในการเก็บรกัษา (ภาพประกอบ 4)  
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ภาพประกอบ 4 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ที่อุณหภูมิ 45 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6, 12 และ 18 ชั่วโมง จากนัน้น าไปเก็บที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 8 วนั 

หมายเหตุ; ผลการทดลองแสดงผลของการอบแหง้ต่อจ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอ
ติกและค่า aw ในชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ โดยแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้  
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7. การตรวจนับจ านวนจุลินทรียใ์นชิน้ตับและเบคอนอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติกทั้ง 
2 สายพันธุ ์

7.1  การนับจ านวนของโพรไบโอติก 
7.1.1 การนับจ านวนโพรไบโอติกในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน   
จากการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุ์หลังจากการเก็บ

อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วนั  โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตบั
และเบคอนใน 3 ชุดการทดลองคือ ชุดการทดลองที่เคลือบด้วยโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว 
(Coated) ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกับโซเดียมอัลจิเนต (Coated-SA) และชุด
การทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอัลจิเนตและกลีเซอรอล (Coated-SA-G) ผล
การทดลองพบว่า ในวนัที 14 ของการเก็บรกัษา ชดุการทดลอง Coated-SA และ Coated-SA-G มี
จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกสงูกว่าชุด Coated อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และ
ชุดการทดลอง Coated-SA-G มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากที่สุด  ขณะที่ชุดการทดลอง 
Coated มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกนอ้ยที่สุด โดยทุกชุดการทดลองมีจ านวนการรอดชีวิตของ
โพรไบโอติกมากกว่า 6 log cfu/g ตลอดระยะเวลาการเก็บรกัษา จากการทดลองยงัพบว่า ชุดการ
ทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบชิน้ตับด้วยเชือ้ Lim. fermentum Pom5 มีจ านวนการรอดชีวิต
มากที่สดุ คือ 7.45±0.16 log cfu/g (ภาพประกอบ 5) 

7.1.2 การนับจ านวนโพรไบโอติกในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน   

จากการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุ์หลังจากการเก็บ
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั โดยเปรียบเทียบการรอดชีวิตของโพรไบโอติกของชุด
การทดลองเช่นเดียวกบัการทดลองก่อนหนา้ จากการทดลองพบว่า ชุดการทดลอง Coated-SA-G 
มีจ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากที่สุด โดยมีจ านวนการรอดชีวิตมากกว่าชุดการทดลอง
อ่ืนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) นอกจากนีเ้มื่อเปรียบเทียบการรอดชีวิตของโพรไบโอ-                   
ติกทุกชดุการทดลองในวนัที่ 28 ของการเก็บรกัษาพบว่า จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกที่เก็บ
ที่อุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียสสูงกว่าการเก็บที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.05) (ภาพประกอบ 6) 
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ภาพประกอบ 5 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการ
เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วนั  

หมายเหตุ; สญัลกัษณ์ Coated หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว,  Coated-SA หมายถึง ชดุการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต 
และ Coated-SA-G หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนตและ              
กลีเซอรอล ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ระหว่างชุดการทดลองในวันเดียวกัน วิเคราะห์
โดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย 
LSD test   
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ภาพประกอบ 6 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการ
เก็บท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั  

 หมายเหตุ; สญัลกัษณ ์Coated หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว,  Coated-SA หมายถึง ชดุการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต 
และ Coated-SA-G หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนตและ            
กลีเซอรอล ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ระหว่างชุดการทดลองในวันเดียวกัน วิเคราะห์
โดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย 
LSD test   

a a b b
c

a a
b b b

a a a
a a

0

2

4

6

8

10

0 7 14 21 28

จ า
นว
นก
าร
รอ
ดชี
วิต
 (lo

g 
cfu

/g
)

เวลาการเก็บ (วนั) 

เบคอนอบแหง้-Agril. fermenti Pom1 

a b b b
c

a a a b b
a a a a a

0

2

4

6

8

10

0 7 14 21 28

จ า
นว
นก
าร
รอ
ดชี
วิต
 (lo

g 
cfu

/g
)

เวลาการเก็บ (วนั) 

ตบัอบแหง้-Lim. fermentum Pom5



  80 

7.2 การนับจ านวนจุลินทรียทั์ง้หมด 
7.2.1 การนับจ านวนจุลินทรียทั์้งหมดในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน   
เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภัณฑช์ิน้ตับและเบคอนอบแหง้ที่มีคุณภาพตามเกณฑม์าตรฐาน 

จึงตอ้งท าการตรวจหาปริมาณจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมด โดยจากการศึกษาจ านวนเชือ้จุลินทรีย์
ทัง้หมดในชิน้ตบัและเบคอนในระหว่างการเก็บที่อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั ในชุด
การทดลอง Coated, Coated-SA และ Coated-SA-G และชุดควบคุมที่ เคลือบด้วย peptone 
water เพียงอย่างเดียวไม่มีโพรไบโอติก (Control) พบว่า จ านวนเชือ้จุลินทรียท์ั้งหมดในวันที่ 0 
ของทุกชดุการทดลองอยู่ในช่วง 2.10-2.31 log cfu/g โดยการเคลือบโพรไบโอติกในชุดการทดลอง 
Coated-SA-G ไม่ส่งผลท าให้จ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดเพิ่มสูงขึ ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุด Control และหลงัจากเก็บเป็นระยะเวลา 28 วนั จ านวนจุลินทรีย์
ทั้งหมดทุกชุดการทดลองเพิ่มขึน้อยู่ในช่วง 3.08-3.58 log cfu/g  ซึ่งปริมาณของเชือ้จุลินทรีย์
ทัง้หมดยงัไม่สงูกว่าเกณฑม์าตรฐานท่ีก าหนด (ตาราง 8 ) 

7.2.2 การนับจ านวนจุลินทรียทั์้งหมดในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน 

จากการศึกษาจ านวนเชือ้จุลินทรียท์ัง้หมดในชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ในระหว่าง
การเก็บที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน โดยของเปรียบเทียบจ านวนจุลินทรีย์
ทัง้หมดของชุดการทดลองเช่นเดียวกบัการทดลองก่อนหนา้ พบว่า ในวนัที่ 0 จ านวนเชือ้จุลินทรีย์
ทั้งหมดของทุกชุดการทดลองอยู่ในช่วง 2.10-2.33 log cfu/g โดยชุดการทดลองที่เคลือบด้วย                       
อัลจิเนตทั้ง 2 ชุดการทดลอง (Coated-SA และ Coated-SA-G) ไม่ส่งผลท าให้จ านวนจุลินทรีย์
ทั้งหมดเพิ่มสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด Control และ
หลังจากเก็บเป็นระยะเวลา 28 วัน จ านวนจุลินทรีย์ทั้งหมดทุกชุดการทดลองเพิ่มขึน้อยู่ในช่วง 
3.20-3.81 log cfu/g ซึ่งปริมาณของเชือ้จลุินทรียท์ัง้หมดคงยงัไม่สงูกว่าเกณฑม์าตรฐานที่ก าหนด 
(ตาราง 9) นอกจากนีเ้มื่อเปรียบเทียบจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมดของทุกชุดการทดลองในวันที่ 28 
ของการเก็บรกัษาพบว่าจ านวนจุลินทรียท์ัง้หมดของทุกชุดการทดลองที่เก็บที่อณุหภูมิที่ 30 องศา
เซลเซียส สงูกว่าการเก็บที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05)  
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7.3 การนับจ านวนยีสต ์ราและเชื้อ Salmonella ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 
และ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน 

จากการศึกษาการตรวจนับจ านวนเชือ้ยีสต์ ราและ Salmonella พบว่า ไม่พบปริมาณ
เชือ้ยีสต ์ ราและ Salmonella sp.ในชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ตลอดการเก็บที่อณุหภูมิ 4 และ 30 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั 
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8. การวัดค่า aw ในชิน้ตับและเบคอนอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติก 
8.1 การวัดค่า aw ในระหว่างการเก็บทีอุ่ณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วัน 
ค่า  aw สามารถบอกถึงอายุการเก็บรกัษาผลิตภัณฑ ์เนื่องจากเป็นสิ่งส าคัญที่เก่ียวขอ้ง

กบัการเจริญของจุลินทรียท์ี่เป็นสาเหตุท าใหเ้กิดการเน่าเสียในอาหาร ซึ่งจากการศึกษาการวดัค่า 
aw ของชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน 
พบว่า ค่า aw ของชิ ้นตับและเบคอนทุกชุดการทดลองในวันที่  0 ไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่า aw อยู่ในช่วง 0.80-0.81 และ 0.72-0.75 ตามล าดับ และ
หลงัจากเก็บเป็นระยะเวลา 28 วนั ค่า aw ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ในทุกชุดการทดลองเช่นกัน โดยค่า aw อยู่ในช่วง 0.80-0.81 และ 0.72-0.74 ตามล าดับ (ตาราง 
10) 

8.2 การวัดค่า aw ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 
วัน 

จากการศกึษาการวดัค่า aw ของชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อณุหภมูิ 30 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน โดยเปรียบเทียบค่า aw ชิน้ตับและเบคอนของชุดการทดลอง

เช่นเดียวกับการทดลองก่อนหนา้ จากการทดลองพบว่า ค่า aw ของชิน้ตับและเบคอนทุกชุดการ

ทดลองในวันที่ 0 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่า aw อยู่ในช่วง 

0.80-0.82  และ 0.70-0.74 ตามล าดับ และหลังจากเก็บเป็นระยะเวลา 28 วัน ค่า aw ไม่มีความ

แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) ในทุกชดุการทดลองเช่นกนั โดยอยู่ในช่วง 0.80-0.82 

และ 0.72-0.73 ตามล าดบั (ตาราง 11) 
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9. การวัดค่าความชืน้ในชิน้ตับและเบคอนอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติก  
9.1 การวัดค่าความชื้นในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

28 วัน  
จากการศึกษาค่าความชืน้ของชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน พบว่าค่าความชืน้ของชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ในชุดการทดลอง 
Coated, Coated-SA และ Coated-SA-G และชุด Control ที่เคลือบด้วย peptone water เพียง
อย่างเดียวไม่มีโพรไบโอติก มีค่าความชืน้ของชิน้ตับและเบคอนอยู่ในช่วง 11.50-    20.02% ใน
วนัที่ 0 โดยการเคลือบชิน้ตบัและเบคอนดว้ยโพรไบโอติกและอลัจิเนตของชุดการทดลองทัง้ 3 ชุด 
ไม่ส่งผลท าให้ค่าความชื ้นสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด 
Control และในวนัที่ 28 ของการเก็บรกัษาค่าความชืน้ของตับและเบคอนในทุกชุดการทดลองอยู่
ในช่วง 12.85-20.65% (ตาราง 12) 

9.2 การวัดค่าความชื้นในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
28 วัน  

จากการศกึษาค่าความชืน้ของชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน โดยเปรียบเทียบการทดลองเช่นเดียวกับการทดลองก่อนหน้า 
พบว่า ค่าความชืน้ของชิน้ตับและเบคอนทุกชุดการทดลองอยู่ในช่วง 11.07-23.00% ในวันที่ 0 
โดยเช่นเดียวกบัการทดลองก่อนหนา้ การเคลือบชิน้ตับและเบคอนดว้ยโพรไบโอติกและอัลจิเนต
ของชุดการทดลองทัง้ 3 ชุด ไม่ส่งผลท าใหค่้าความชืน้สูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบกับชุด Control และในวันที่ 28 ของการเก็บรกัษาค่าความชืน้ของตับและเบคอน
ในทกุชดุการทดลองอยู่ในช่วง 10.94-21.52% (ตาราง 13) 
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10. การวัดค่า pH ในชิน้ตับและเบคอนอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติก  
10.1 การวัดค่า pH ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 

วัน 
จากการวัดค่า pH ของชิน้เบคอนและตับอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 28 วัน โดยเปรียบเทียบชิน้ตับและเบคอนที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกทั้ง 2 สาย
พนัธุเ์พียงอย่างเดียว โพรไบโอติกร่วมกับโซเดียมอัลจิเนต โพรไบโอติร่วมกับโซเดียมอัลจิเนตและ
กลีเซอรอล และชุด Control ที่เคลือบดว้ย peptone water พบว่า ในวนัที่ 0 ของการเก็บรกัษาค่า 
pH ของตบัและเบคอนในทกุชุดการทดลองอยู่ในช่วง  5.98-6.78  และ 5.98-6.76 ตามล าดบั โดย
จากการทดลองการเคลือบโพรไบโอติกลงในชิน้เบคอนและตบัไม่ส่งผลท าใหค่้า pH ลดลงอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกบัชุด Control ที่เคลือบดว้ย peptone water เพียง
อย่างเดียว และในวันที่ 28 ของการเก็บรกัษาค่า pH ของตับและเบคอนในทุกชุดการทดลองอยู่
ในช่วง  6.17-6.94 และ 6.25-7.22 ตามล าดบั (ตาราง 14) 

10.2 การวัดค่า pH ในระหว่างการเก็บที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 
วัน 

จากการวดัค่า pH ของชิน้เบคอนและตบัอบแหง้ในระหว่างการเก็บที่อณุหภูมิ  30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 28 วนั โดยเปรียบเทียบค่า pH ชิน้ตบัและเบคอนของชุดการทดลองเช่นเดียวกบั
การทดลองก่อนหน้า พบว่า ในวันที่ 0 ของการเก็บรกัษาค่า pH ของตับและเบคอนในทุกชุดการ
ทดลองอยู่ในช่วง  5.98-6.78  และ 5.98-6.76 ตามล าดบั โดยจากการทดลองการเคลือบโพรไบโอ
ติกลงในชิน้เบคอนและตับไม่ส่งผลท าใหค่้า pH ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุด Control ที่เคลือบดว้ย peptone water เพียงอย่างเดียว และในวันที่ 28 ของ
การเก็บรกัษาค่า pH ของตับและเบคอนในทุกชุดการทดลองอยู่ในช่วง 6.26-7.21 ตามล าดับ 
(ตาราง 15) 
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11. การวัดสีในชิน้ตับและเบคอนอบแห้งทีเ่คลือบด้วยโพรไบโอติก 
จากการน าชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้มาวิเคราะหค่์าสี ผลการวดัค่าสี L* (ค่าความสว่าง), 

a* (ค่าสีแดง) และ b* (ค่าสีเหลือง) พบว่า ชิน้ตับชุดการทดลอง Coated-SA และ Coated-SA-G 
มีค่าความสว่างแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด Control 
ชีใ้หเ้ห็นว่าการเคลือบชิน้ตบัดว้ยอลัจิเนตมีผลท าใหค่้าความสว่างชิน้ตับเพิ่มสงูขึน้ โดยมีค่าความ
สว่างอยู่ในช่วง 20.91-27.08 ในขณะที่ชดุการทดลอง Coated ไม่สง่ผลท าใหค่้าความสว่างเพิ่มขึน้ 
อย่างไรก็ตามการเคลือบดว้ยอลัจิเนตไม่ส่งผลท าใหค่้าสีแดงและสีเหลืองเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (p<0.05) และจากการวิเคราะห์ค่าสีของชิน้เบคอนพบว่า ชิน้เบคอนชุดการทดลอง 
Coated-SA, Coated-SA-G และ Coated ไม่ส่งผลต่อค่าความสว่าง ค่าสีแดงและสีเหลืองอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุด Control ซึ่งจากผลการทดลองค่าของความ
สว่าง ค่าสีแดงและค่าสีเหลืองของเบคอนมีค่าแตกต่างกันเพียงเล็กน้อยซึ่งอยู่ในช่วงเดียวกัน 
(ตาราง 16)    
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12. การศึกษาการอยู่รอดของโพรไบโอติกในชิ้นตับและเบคอนภายใต้สภาวะในระบบ
ทางเดินอาหารจ าลอง 

12.1 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในกระเพาะจ าลอง 
การทดสอบการรอดชีวิตของเชือ้แบคทีเรียโพรไบโอติกในสภาวะกรดนั้น เพื่อ

จ าลองสภาวะของกระเพาะอาหารของร่างกาย ซึ่งเชือ้แบคทีเรียโพรไบโอติกตอ้งทนตอสภาวะกรด
ในกระเพาะเพื่อท าใหส้ามารถเดินทางไปยังบริเวณเป้าหมายและใหป้ระโยชนต่์อร่างกายได ้จาก
การศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบไบโอติกต่อสภาวะในระบบกระเพาะอาหารจ าลองที่ pH 2 เป็น
เวลา 180 นาที พบว่าเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุม์ีจ  านวนลดลงเมื่อระยะเวลาบ่มเพิ่มขึน้ โดยหลงัจากบ่ม
เป็นระยะเวลา 180 นาที ทุกชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบตับและเบคอนดว้ยโพรไบโอ-
ติกทัง้ 2 สายพันธุ ์มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าชุดการทดลอง Coated-SA และชุดการ
ทดลอง Coated อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และจะเห็นไดว้่าชุดการทดลอง Coated มี
การรอดชีวิตของโพรไบโอติกน้อยที่สุด โดยชุดการทดลอง  Coated-SA-G ที่เคลือบตับดว้ยโพร
ไบโอติก Lim. fermentum  Pom5 มีจ านวนการรอดชีวิตมากที่สุด คือ 7.22±0.02 log cfu/g  
(ภาพประกอบ 7) 
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ภาพประกอบ 7 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตับและเบคอนอบแหง้ต่อสภาวะใน
กระเพาะจ าลอง pH 2  

หมายเหตุ สญัลกัษณ์ Coated หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว,  Coated-SA หมายถึง ชดุการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต 
และ Coated-SA-G หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนตและ
กลีเซอรอล) ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ระหว่างชุดการทดลองในวันเดียวกัน วิเคราะห์
โดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย 
LSD test   
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12.2 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในล าไส้จ าลอง 
จากการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบไบโอติกต่อสภาวะน า้ย่อยในล าไสจ้ าลองที่ 

pH 6.5 เป็นเวลา 240 นาที พบว่า ชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบตับและเบคอนดว้ยโพร
ไบโอติกทัง้ 2 สายพนัธุ ์มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าชุดการทดลอง Coated-SA และชุด
การทดลอง Coated อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) และจะเห็นไดว้่าชุดการทดลอง Coated 
มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกน้อยที่สุด นอกจากนีย้ังพบว่าจ านวนของโพรไบโอติกทุกชุดการ
ทดลองมีจ านวนการรอดชีวิตมากกว่า 6 log cfu/g หลงัจากบ่มเป็นเวลา 240 นาที แสดงใหเ้ห็น
ความสามารถในการทนต่อเกลือน า้ดีของเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุ ์ โดยชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่
เคลือบตับด้วยโพรไบโอติก Lim. fermentum  Pom5 มีจ านวนการรอดชีวิตมากที่ สุด คือ 
7.21±0.03  log cfu/g  (ภาพประกอบ 8) 
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ภาพประกอบ 8 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตบัและเบคอนอบแหง้ต่อสภาวะน า้ย่อย
ในล าไสจ้ าลอง 

หมายเหตุ; สญัลกัษณ์ Coated หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว,  Coated-SA หมายถึง ชดุการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต 
และ Coated-SA-G หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนตและ
กลีเซอรอล) ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ระหว่างชุดการทดลองในวันเดียวกัน วิเคราะห์
โดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย 
LSD test   
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12.3 การอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะทางเดินอาหารจ าลองแบบต่อเน่ือง  
จากการศึกษาการรอดชีวิตของโพรไบไบโอติกต่อสภาวะทางเดินอาหารจ าลอง

แบบต่อเนื่อง โดยบ่มในสภาวะกระเพาะอาหารจ าลอง pH 2 เป็นเวลา 180 นาที จากนัน้น าไปบ่ม
ในสภาวะล าไสจ้ าลอง pH 6.5 เป็นเวลา 240 นาที พบว่า ชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบ
ตับและเบคอนด้วยโพรไบโอติกทั้ง 2 สายพันธุ์ มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าชุดการ
ทดลอง Coated-SA และชุดการทดลอง Coated อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และ
หลงัจากสิน้สุดระยะทางเดินอาหารจ าลอง 420 นาที ชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบตับ
ด้วยโพรไบโอติก Lim. fermentum Pom5 มีจ านวนการรอดชีวิตมากที่สุด คือ 6.22±0.07 log 
cfu/g ในขณะที่ชุดการทดลอง Coated-SA-G ที่เคลือบเบคอนดว้ย Agril. fermenti Pom1 มีการ
รอดชีวิตของโพรไบโอติกน้อยที่สุด คือ 4.63±0.10 logcfu/g หลงัจากสิน้สุดระยะทางเดินอาหาร
จ าลอง 420 นาที (ภาพประกอบ 9) 
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ภาพประกอบ 9 จ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกในชิน้ตับและเบคอนอบแห้งต่อสภาวะ
ทางเดินอาหารแบบต่อเนื่อง 

หมายเหตุ; สญัลกัษณ์ Coated หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว,  Coated-SA หมายถึง ชดุการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนต 
และ Coated-SA-G หมายถึง ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัโซเดียมอลัจิเนตและ
กลีเซอรอล) ผลการทดลองแสดงเป็นค่าเฉลี่ย ± SD จากการทดลองสามซ า้ ตวัอกัษรภาษาองักฤษ
พิมพเ์ล็กแสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05) ระหว่างชุดการทดลองในวันเดียวกัน วิเคราะห์
โดยใชค้วามแปรปรวนทางเดียว (One-Way ANOVA) จดักลุ่มและเปรียบเทียบความแตกต่างดว้ย 
LSD test   
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13. การศึกษาการเกาะติดของโพรไบโอติกบนพื้นผิวชิ้นตับและเบคอนอบแห้งภายใต้
กล้องจุลทรรศนอ์ิเล็คตรอนแบบส่องกราด 

ในการศึกษาครัง้นีไ้ดน้ าโพรไบโอติก Lim. fermentum Pom5 ซึ่งมีคุณสมบัติความเป็น
โพรไบโอติกที่ดีที่สุดมาศึกษาการเกาะติดบนพืน้ผิวภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็คตรอนแบบส่อง
กราด  พบว่า การเคลือบชิน้ตับและเบคอนในชุดการทดลอง Coated-SA-G ส่งผลใหแ้ผ่นฟิลม์มี
ลกัษณะที่เป็นเนือ้เดียวกันและไม่มีรอยรั่วหรือรอยแยก ซึ่งต่างจากชุดการทดลอง Coated-SA ซึ่ง
จะเห็นไดว้่ามีช่องว่างและรอยต่อของฟิลม์บนพืน้ผิวที่ไม่เป็นเนือ้เดียวกนั (ภาพประกอบ 10) 
 
 
 
 

 

ภาพประกอบ 10 ภาพลกัษณะผลิตภณัฑข์องเบคอนและตบัอบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติก  
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a) 

 

 

 
b) 

 

 

 
  
C)  

 

 

 

ภาพประกอบ 11 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดของพืน้ผิวตับอบแหง้ที่
เคลือบดว้ย a) Lim. fermentum Pom 5 ในชุดการทดลอง Coated, b) Lim. fermentum Pom 5 
ในชุดการทดลอง Coated-SA และ c) Lim. fermentum Pom5 ในชุดการทดลอง Coated-SA-G 
ภาพดา้นซา้ยแสดงที่ก าลงัขยาย 1,000 เท่าและภาพดา้นขวาแสดงที่ก าลงัขยาย 5,000 เท่า 
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a) 

      

 

       

b) 

 

 

 
c)  

 

 

 

ภาพประกอบ 12 ภาพถ่ายจากกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็กตรอนแบบส่องกราดของพืน้ผิวเบคอนอบแหง้
ที่เคลือบดว้ย a) Lim. fermentum Pom 5 ในชดุการทดลอง Coated, b) Lim. fermentum Pom 5 
ในชุดการทดลอง Coated-SA และ c) Lim. fermentum Pom5 ในชุดการทดลอง Coated-SA-G 
ภาพดา้นซา้ยแสดงที่ก าลงัขยาย 1,000 เท่าและภาพดา้นขวาแสดงที่ก าลงัขยาย 5,000 เท่า 
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บทที ่5  
สรุปและอภปิรายผลการทดลอง  

ในปัจจุบันผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกที่มีจ าหน่ายทางการค้าทั้งหมดถูกออกแบบมาเพื่อ
มนุษยแ์ละสตัวจ์ าพวกวัวควาย และมีการศึกษานอ้ยมากที่แยกโพรไบโอติกจากทางเดินอาหาร
ของสุนัข นอกจากนี ้การพัฒนาผลิตภัณฑ์ประเภทขนมเสริมจุลินทรีย์ที่ เป็นโพรไบโอติกยังมี
รายงานไม่มากนักทั่วโลก  ในงานวิจัยนีจ้ึงไดร้ิเริ่มผลิตชิน้เบคอนและชิน้ตับอบแหง้ที่เคลือบดว้ย
โพรไบโอติก และโพรไบโอติกที่คดัเลือกจะมุ่งเนน้ไปที่แบคทีเรียกรดแลคติก เนื่องจากเป็นกลุม่ที่จดั
ว่าเป็น  Generally Recognized as Safe (GRAS) หรือเป็นจุลินทรีย์ที่ ยอมรับโดยทั่ วไปว่า
ปลอดภัย สามารถน ามาใชใ้นการผลิตผลิตภัณฑอ์าหารหลายชนิด นอกจากนีแ้บคทีเรียกรดแล
คติกที่คดัเลือกไดน้ัน้แยกมาจากมลูสนุขัซึ่งเป็นจุลินทรียป์ระจ าถิ่นที่อยู่ในระบบทางเดินอาหาร ซึ่ง
มีความสามารถในการปรบัตัวให้อยู่รอดในระบบทางเดินอาหารและเหมาะสมในการน าไปใช้
พฒันาผลิตภณัฑอ์าหารเพื่อน าไปใชใ้นสนุขั  

จากงานวิจัยก่อนหน้านีโ้ดย งามลักษณ์ (2566)(135) ได้คัดแยกเชือ้แบคทีเรียโพรไบโอติก 
จากตัวอย่างมูลของสุนัขจ านวน 12 ตัวอย่าง สามารถแยกเชือ้แบคกรดแลคติกได้ทั้งหมด 20                  
ไอโซเลท โดยได้คัดเลือกเชือ้ 2 ไอโซเลท ได้แก่ ไอโซเลท Pom1 และไอโซเลท Pom5 มาศึกษา
คุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติก ซึ่งจากประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื่องการใชจุ้ลินทรียโ์พร
ไบโอติกในอาหาร จะตอ้งมีการทดสอบคณุสมบติัต่าง ๆ  ไดแ้ก่ การทนต่อสภาวะความเป็นกรดใน
กระเพาะอาหาร (resistance to gastric acidity) การทนต่อสภาวะของเกลือน ้าดี (bile salt 
resistance) ความสามารถในการเกาะติดกับเยื่อมูกหรือเซลลผ์ิวเยื่อบุของมนุษยห์รือเซลลไ์ลน ์
(adherence to mucus and/or human epithelial cells and cell line) ฤทธิ์ของเอนไซม์ไฮโดร
เลสในการย่อยเกลือน ้าดี (bile salt hydrolase activity) และการประเมินความปลอดภัยของ
จลุินทรียโ์พรไบโอติกต่อมนุษย์(136) จากการศกึษาพบว่า เมื่อน าทัง้ 2 ไอโซเลทมาทดสอบการทนต่อ
สภาวะความเป็นกรดที่ pH 2, 3, 4 และ 5 แลว้บ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง 
พบว่าแบคทีเรียกรดแลกติกทัง้ 2 ไอโซเลท สามารถมีชีวิตรอดไดแ้มใ้นการบ่มที่ pH เท่ากบั 2 และ
เมื่อน ามาทดสอบความสามารถในการทนเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้รอ้ยละ 0.15, 0.3 และ 1.0 แลว้
บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง พบว่าแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถรอดชีวิต
ไดแ้มก้ระทั่งที่ปริมาณเกลือน า้ดีรอ้ยละ 1.0 ซึ่งเป็นไปไดว้่าเชือ้ทัง้ 2 ไอโซเลทแยกมาจากทางเดิน
อาหารของสนุขัจึงสามารถทนต่อความเป็นกรดและเกลือน า้ดีไดดี้ สอดคลอ้งกบังานวิจยั Beasley 
และคณะ (2006)(137) ได้ท าการแยกแบคที เรียโพรไบโอติกจากอุจจาระของสุนัข  ได้แก่ 
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Lactobacillus mucosae LAB12 แลว้น ามาทดสอบความสามารถในการทนกรดโดยท าการเลีย้ง
ในอาหาร MRS broth ที่มีค่า pH เท่ากับ 2, 4 และ 7 เป็นเวลา 2 ชั่ วโมง พบว่าเชื ้อแบคทีเรีย
ดังกล่าวสามารถมีชีวิตรอดได้ นอกจากนี ้ยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ Kumar และคณะ 
(2017)(138) ซึ่งไดร้ายงานว่า เมื่อน าเชือ้โพรไบโอติกที่แยกไดจ้ากมลูสุนขัทัง้ 9 ไอโซเลทมาทดสอบ
ความทนกรดและเกลือน า้ดีพบว่า ทุกไอโซเลทสามารถทนไดดี้ที่ pH 4 และจะมีจ านวนลดลงตาม
ค่าความเป็นกรดที่เพิ่มขึน้ นอกจากนีทุ้กไอโซเลทยงัทนต่อเกลือน า้ดีที่ความเขม้ขน้ oxgall รอ้ยละ 
0.3 แต่จะลดลงเป็นอย่างมากที่ความเขม้ขน้ oxgall รอ้ยละ 1.0  

จากการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเชือ้แบคทีเรียก่อโรคพบว่า เชื ้อไอโซเลท 
Pom1 แสดงบริเวณยับยั้งเชื ้อ  B. cereus และ E. coli  มากที่สุดเท่ากับ  11.22 และ 15.23 
มิลลิเมตร ตามล าดบั แต่ไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ Salmonella sp. ในขณะที่ไอโซเลท Pom5 สามารถ
ยบัยัง้เชือ้ทกุชนิดที่ท าการทดสอบ ทัง้นีม้ีรายงานว่าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตสารตา้น
จุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่  กรดอินทรีย์ เช่น กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทีริก กรด                   
แลคติก, ไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์ และแบคเทอริโอซิน (139) อย่างไรก็ตามเมื่อน าส่วนใสของเชือ้
แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกได้ไปปรบั pH ให้เป็น 6.0 แล้วน าไปทดสอบความสามารถในการ
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรีย พบว่า ทัง้ 2 ไอโซเลทไม่สามารถยบัยัง้เชือ้ที่ท าการทดสอบได ้แสดงใหเ้ห็นว่า
การยบัยัง้เชือ้ก่อโรคส่วนใหญ่เกิดจากกรดอินทรียท์ี่เชือ้สรา้งขึน้ และเชือ้ไม่สามารถสรา้งแบคเทอ-            
ริโอซินได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Adetoye และคณะ (2018)(140) ที่ได้แยกแบคทีเรียที่มี
คุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกจากอุจจาระของวัว และศึกษากิจกรรมการยับยั้งเชื ้อก่อโรคได้แก่                 
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Salmonella sp. และ Klebsiella spp. ดว้ยวิธี 
agar well diffusion พบว่ามีเชือ้ 88 ไอโซเลทที่แสดงกิจกรรมการยับยัง้เชือ้แบคทีเรียก่อโรค และ
เมื่อน าส่วนใสไปปรบั pH เป็น 6.2 พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทไม่สามารถยับยัง้เชือ้ก่อโรค แสดงใหเ้ห็น
ว่าเชือ้ที่คดัแยกไดไ้ม่สามารถสรา้งแบคเทอรโิอซิน นอกจากนีเ้มื่อน าส่วนใสของเชื ้อที่คดัแยกไดไ้ป
ศึกษาความเข้มข้นของกรดอินทรีย์ด้วย High-performance liquid chromatography พบว่า                  
มีองค์ประกอบของกรดแลคติกมากที่สุดเท่ากับ 81.11% ในขณะที่มีองค์ประกอบของกรด                          
โพรพิโอนิกนอ้ยที่สดุเท่ากบั  5.61% และยงัพบว่าเชือ้แบคทีเรียที่สรา้งกรดแลคติกในปรมิาณสงูจะ
มคีวามสามารถในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคที่สงูอีกดว้ย 

คุณสมบัติการเกาะติดกับเซลล์เยื่อบุผิวและการเข้า colonization ที่ล  าไส้ถือว่าเป็น
คุณสมบัติส าคัญที่ส่งเสริมใหโ้พรไบโอติกสามารถเพิ่มจ านวนในล าไสแ้ละกีดขวางการเขา้เกาะ
ของเชือ้ก่อโรค โดยการศกึษาคณุสมบติัการเกาะติดในระดบั in vitro มกัใชก้ารศกึษาความไม่ชอบ
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น า้ของพืน้ผิวเซลล ์ ค่าการเกาะกลุ่มกนัเอง ค่าการเกาะกลุ่มของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกบัเชือ้
ก่อโรค และการยึดเกาะกบัเซลลไ์ลน ์โดยเฉพาะเซลล ์Caco-2 หรือเซลล ์HT-29-MTX ซึ่งเป็นเซลล์
ไลน์ชนิด colorectal adenocarcinoma(141)  โดยจากการศึกษาพบว่า เมื่อน าเชือ้แบคทีเรียกรด               
แลคติกทั้ง 2 ไอโซเลทมาศึกษาคุณสมบัติของพืน้ผิวในส่วนที่ไม่ชอบน า้ เพื่อดูคุณสมบัติการยึด
เกาะกับล าไสเ้บือ้งตน้ พบว่า เชือ้ไอโซเลท Pom1 เปอรเ์ซ็นตค์วามไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลส์ูง 
(88.91%) ในขณะที่เชือ้ไอโซเลท Pom5 มีเปอรเ์ซ็นตค์วามไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลต์ ่า (34.89%) 
แต่เมื่อน าไปทดสอบความสามารถในการยึดเกาะกบัเซลลไ์ลน ์Caco-2 พบว่าเชือ้ทัง้ 2 ไอโซเลทมี
อตัราการยดึเกาะที่สงูมากกว่า 85% ซึ่งไม่สอดคลอ้งกนั โดยจากก่อนหนา้นี ้โดย Sidira และคณะ 
(2015) (142) ไดร้ายงานว่า คณุสมบติัความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลท์ี่สงูอาจแสดงถึงการเกาะติด
ที่มากขึน้ แต่อย่างไรก็ตาม มีงานวิจัยหลายฉบบัที่แสดงใหเ้ห็นว่า ค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิว
เซลลท์ี่ต  ่าอาจมีการยึดเกาะบนเซลลไ์ลน์ที่สูง ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Krausova และคณะ  
(2019)(27) ที่รายงานว่า เชือ้ L. reuteri E3M2  ซึ่งแยกจากอจุจาระเด็กทารก สามารถเขา้เกาะเซลล์
ไลนไ์ดดี้ แต่มีค่าความไม่ชอบน า้ของพืน้ผิวเซลลเ์พียง 9.1% ทัง้นีก้ลไกการยึดเกาะของแบคทีเรีย
กรดแลคติกนัน้มีหลายกลไก สามารถเกิดขึน้ไดท้ัง้แบบจ าเพาะ (receptor-specific blind) แบบใช้
ประจุ และการจับกันของเซลล์กับตัวรับโดยการมีปฏิสัมพันธ์แบบไม่ชอบน ้า (hydrophobic 
interaction) นอกจากนีแ้บคทีเรียยังสามารถสรา้งโปรตีนบางชนิดบนผนังเซลล ์เช่น collagen, 
fibrinogen และ vitronectin โดยโปรตีนเหล่านีจ้ะยึดเกาะกบัเยื่อเมือกบนผนงัล าไสไ้ด้(143) ส  าหรบั
การศึกษาความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเองของแบคทีเรียกรดแลคติกพบว่า เชือ้ไอโซเลท 
Pom1 และ Pom5 มีค่าการเกาะกลุ่มกันเองมากกว่า 50% และจากการศึกษาการเกาะกลุ่มของ
เซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติกกับเชือ้ก่อโรคต่าง ๆ ไดแ้ก่  E. coli, S. aureus, Salmonella sp. และ     
B. cereus พบว่า เชือ้ไอโซเลท Pom1 และ Pom5 มีความสามารถในการเกาะกลุ่มการเชือ้ก่อโรค
มากกว่า 50 % ซึ่งโดยทั่ วไปแบคทีเรียโพรไบโอติกสามารถยึดเกาะกลุ่มกันเองได้ดีกว่าเชื ้อ
แบคทีเรียก่อโรค โดยความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเองนั้นยังเก่ียวข้องกับความไม่ชอบน า้ 
(hydrophobicity) ของเซลล ์และขึน้อยู่กบัความจ าเพาะของเซลลข์องโพรไบโอติกแต่ละสายพนัธุ์
อีกดว้ย นอกจากนีคุ้ณสมบติัการเกาะกลุ่มกันเองยงัช่วยป้องกันเซลลแ์ละท าใหเ้ซลลส์ามารถยึด
เกาะกันไดม้ากขึน้ โดยโพรไบโอติกที่ดีจะตอ้งมีความสามารถในการเกาะกลุ่มกนัเองสูง เพื่อช่วย
ในการป้องกน้เซลลแ์ละช่วยยึดเกาะกบัผนังล าไสไ้ดดี้ยิ่งขึน้ และเป็นการป้องกนัการยบัยัง้เชือ้ก่อ
โรคต่อการยดึเกาะผนงัล าไสไ้ด้(144)     
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คณุสมบติัหนึ่งของโพรไบโอติกที่มกัน ามาใชใ้นการคดัเลือกเชือ้คือ ความสามารถในการ
สรา้งเอนไซม ์bile salts hydrolase อย่างไรก็ตาม ในการศึกษานี ้พบว่าเชือ้ไอโซเลท Pom1 และ 
Pom5 ไม่สามารถสรา้งเอนไซม์ bile salts hydrolase ได้ โดยเอนไซม์ bile salts hydrolase ที่
สรา้งจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่อยู่ในล าไส้จะช่วยในการลดระดับคอเลสเตอรอล กล่าวคือ 
เอนไซมน์ีจ้ะไปย่อยที่พนัธะเอไมดใ์นส่วนของกรดอะมิโนที่เชื่อมกบัเกลือน า้ดี (เกลือน า้ดีชนิดคอน
จเูกต) ใหเ้ป็นกรดอะมิโนไกลซีนหรือทอรีน และเกลือน า้ดีอิสระ (free bile salt) มีคณุสมบติัละลาย
น า้ได้และบางส่วนจะตกตะกอนและขับออกทางอุจจาระ ร่างกายจึงตอ้งสรา้งเกลือน า้ดีขึน้มา
ทดแทน โดยการดึงคอเลสตอรอลซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ในการสรา้งเกลือน า้ดีมาใชม้ากขึน้ และท าให้
ระดบัของคอเลสเตอรอลที่สะสมในรา่งกายลดลง (145)  

การประเมินความปลอดภัยของจุลินทรียโ์พรไบโอติกถือเป็นคุณสมบติัที่ส  าคัญก่อนน า
โพรไบโอติกไปใช้ โดยการประเมินความปลอดภัยที่นิยมใช้คือ โพรไบโอติกต้องไม่สร้าง
สารประกอบเอมีน ไม่สามารถย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ไม่เป็นพิษต่อเซลลไ์ลน ์และมีความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ โดยทดสอบการสรา้งสารประกอบเอมีนจะดจูากการสรา้งเอนไซม ์decarboxylase ซึ่งจะ
เปลี่ยนกรดอะมิโนใหไ้ดเ้ป็นสารประกอบเอมีน โดยมีรายงานว่าสารประกอบเอมีนที่มกัตรวจสอบ 
คือ histamine เนื่องจากมีความเป็นพิษต่อร่างกายของโฮสต ์โดย histamine จะท าใหเ้กิดอาการ
แพ ้เช่น ผื่นคัน คลื่นไส ้อาเจียน และทอ้งเสีย  เป็นตน้ การทดสอบมีหลักการคือ แบคทีเรียจะใช้
น า้ตาลกลูโคสในอาหารและสรา้งกรดท าใหเ้กิดการเปลี่ยนสีของ indicator เป็นสีเหลือง หลงัจาก
น า้ตาลกลูโคสหมด เชือ้บางชนิดจะใชก้รดอะมิโน lysine, histidine, arginine และ ornithine ใน
อาหารโดยสรา้งเอนไซม ์decarboxylase เกิดเป็นสารประกอบเอมีนและคารบ์อนไดออกไซดท์ าให้
สีของ indicator เปลี่ยนเป็นสีม่วง (50) โดยจากผลการศึกษาการสร้างสารประกอบเอมีนใน
การศึกษานีพ้บว่า เชือ้ทั้ง 2 ไอโซเลท ไม่สามารถสรา้งเอนไซม ์decarboxylase เพื่อเปลี่ยนกรด                          
อะมิโน lysine, histidine, arginine และ ornithine ไปเป็นสารประกอบเอมีน รวมทั้งไม่สามารถ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง ซึ่งชีใ้หเ้ห็นว่าเชือ้แบคทีเรียจะไม่ท าลายเม็ดเลือดแดงในร่างกาย และไม่
ส่งผลเสียเมื่อรับประทานเข้าไป จากการศึกษาความเป็นพิษของ cell free supernatant ของ
แบคทีเรียกรดแลคติกต่อเซลลไ์ลน ์vero พบว่า เชือ้แบคทีเรียทัง้ 2 ไอโซเลท ไม่มีความเป็นพิษต่อ
เซลล์ไลน์ vero ซึ่งคล้ายคลึงกับงานวิจัยของ Chimchang และคณะ (2016)(146) ซึ่งได้คัดแยก
แบคทีเรียกรดแลคติกจากอุจจาระของเด็กแรกเกิด แลว้น ามาทดสอบความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน ์
Vero พบว่าเชือ้ไอโซเลท MSMC112-2 และ MSMC37-4 มีความเป็นพิษต่อเซลลไ์ลน์ Vero ใน
ระดับเล็กน้อยปานกลาง ตามล าดับ ส าหรบัการประเมินความไวต่อยาปฏิชีวนะ 5 ชนิด ได้แก่ 
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Ampicillin, Gentamicin, Erythromycin, Chloramphenicol และ Tetracycline พบว่าเชื ้อทั้ง 2 
ไอโซเลทมีความไวต่อยาปฏิชีวนะทัง้ 5 ชนิด ซึ่งหากแบคทีเรียโพรไบโอติกมีความสามารถในการ
ตา้นยาปฏิชีวนะอาจมีการส่งถ่ายยีนจากแบคทีเรียโพรไบโอติกไปสู่เชือ้ก่อโรคในล าไสไ้ด ้ดังนั้น
แบคทีเรียที่ไม่ดือ้ต่อปฏิชีวนะจึงสามารถน ามาใชป้ระโยชนใ์นอาหารมนุษยแ์ละอาหารสตัวไ์ด้(147) 

ปัจจุบนัคณุสมบติัที่ไดร้บัความสนใจในการศึกษาโพรไบโอติก คือคณุสมบติัในการสรา้ง
สารตา้นอนุมลูอิสระ เนื่องจากสารอนมุลูอิสระสามารถเขา้ไปจบักบัเซลลแ์ลว้ท าใหท้ าใหเ้กิดความ
เสียหายน าไปสู่การเกิดโรคต่าง ๆ โดยแบคทีเรียกรดแลคติกความสามารถในการสรา้งสารตา้น
อนุมูลอิสระที่แตกต่างกันขึน้อยู่กับสายพันธุ์ (148) ในงานวิจัยนีไ้ด้ใช้วิธี DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl; DPPH assay) โดยพบว่าเชื ้อ Pom1 และ Pom5 มีกิจกรรมการสรา้งสารต้าน
อนุมลูอิสระอยู่ที่ 16.74% และ 32.23% ตามล าดบั โดยไดม้ีรายงานการสรา้งสารตา้นอนุมลูอิสระ
โดยแบคทีเรียกรดแลคติกหลายฉบับ ตัวอย่างเช่น งานวิจัยของ Cai และคณะ (2022)(149) ที่ได้
ศึกษาความสามารถในการสรา้งสารต้านอนุมูลอิสระของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่แยกจาก
อุจจาระของเด็กทารก โดยวิธี DPPH assay พบว่าในส่วนใสเชื ้อ  B. longum subsp. infantis 
BF66-2 มีกิจกรรมการสรา้งสารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุดเท่ากับ 25.68% รองลงมาคือเชื ้อ L. 
rhamnosus GG เท่ากบั 11.44% และงานวิจยัของ Amaretti และคณะ (2013)(150) ที่รายงานว่าใน
ระหว่างการเจริญแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่ม Superoxide dismutase (SOD) 
ซึ่งสามารถยับยั้งสารอนุมูลอิสระได้ นอกจากนีย้ังพบว่าเชือ้  S. thermophilus, Lactobacillus 
spp. และ Lactococcus lactis มีประสิทธิภาพในการสรา้งสารตา้นอนุมูลอิสระมากกว่า 31 % 
เมื่อเปรียบเทียบกบัเชือ้อ่ืน ๆ ที่น ามาทดสอบ  

จากการน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบติัความเป็นโพรไบโอติกเบือ้งตน้ ทัง้ 2 
ไอโซเลท มาจัดจ าแนกในระดับสปีชีสโ์ดยศึกษาล าดับเบสบริเวณ 16S rDNA พบว่า ไอโซเลท 
Pom1 มีความคลา้ยคลงึกบั Lactobacillus sp. strain CC-MHH1034 92% และไอโซเลท Pom 5 
มีความคล้ายคลึงกับ Lactobacillus salivarius strain HBUAS54044 99% จากผลการทดลอง
จะเห็นไดว้่าเชือ้ Pom1 ไม่สามารถระบสุปีชีสไ์ดด้งันัน้ เพื่อระบุสปีชีสเ์ชือ้ไอโซเลท Pom1 จึงน าเชือ้
ไปหาล าดับจีโนมทั้งหมดและใช้ข้อมูลบริเวณ 16 S rDNA มาวิเคราะห์เพี่อระบุสปีชีส ์ พบว่า 
พบว่า ไอโซเลท Pom1 มีความคลา้ยคลึงกบั Agrilactobacillus fermenti  99.83% และไอโซเลท 
Pom5 มีความคลา้ยคลงึกบั  Limosilactobacillus fermentum 100% (ตาราง 7) 

การศึกษาล าดับจี โนมทั้งหมดของโพรไบโอติกที่ คัดเลือกทั้ง  2 ไอด้วยวิ ธี  next 
generation sequencing พบว่า Agril. fermenti Pom1 และ Lim. fermentum Pom5 มีขนาด
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จีโนมเท่ากับ 2,562,775 และ 2,046,384 คู่เบส และมีค่า GC-content เท่ากบั 40.2 และ 52.0 % 
ตามล าดบั และเมื่อน ามาวิเคราะหม์ีการตรวจพบยีนต่าง ๆ ดงันี ้

- การวิเคราะหย์ีนดือ้ยาปฏิชีวนะของเชือ้ Agril. fermenti Pom1 และ Lim. fermentum  
Pom5 พบว่า ไม่พบยีนดือ้ยาปฏิชีวนะบนจีโนมของเชือ้ ซึ่งสอดคลอ้งการประเมินความไวต่อยา
ปฏิชีวนะ 5 ชนิด ที่พบว่าเชือ้ 2 สายพันธุ์ไวต่อยาปฏิชีวนะทั้ง 5 ชนิด นอกจากนีไ้ม่พบบริเวณที่
คาดว่าเป็นพลาสมิดของเชือ้ทัง้ 2 สายพันธุ ์โดยการที่แบคทีเรียสามารถตา้นทานยาปฏิชีวนะได้
นัน้ เกิดจากการมียีนดือ้ยาปฏิชีวนะอยู่บนโครโมโซมหรือพลาสมิดของเชือ้แบคทีเรียแต่ละชนิด 
โดยในการศึกษาครัง้นีช้ีใ้หเ้ห็นว่าเชือ้ทัง้ 2 สายพันธุม์ีความปลอดภยัสงูและไม่สามารถส่งถ่ายยีน
ดื ้อยาไปยังเชื ้อก่อโรคในล าไส้ได้ นอกจากนี ้จากการวิเคราะห์ยีนก่อโรคของเชื ้อจากการใช้
ฐานขอ้มลู VFDB พบว่า เชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุไ์ม่พบบรเิวณยีนที่ก่อใหเ้กิดโรค  

- การวิเคราะหต์ าแหน่ง prophage โดยใชโ้ปรแกรม PHASTER พบบริเวณ prophage 
ของเชื ้อทั้ง 2 สายพันธุ์ โดยบริเวณ prophage นั้นมีความเก่ียวข้องกับการส่งถ่ายยีนดื ้อยา
ปฏิชีวนะ และมีการรายงานว่า แบคทีเรียที่พบบรเิวณที่เป็นพลาสมิด และ prophage อยู่บนจีโนม
มีส่วนส าคัญท าใหเ้กิดความหลากหลายทางพันธุกรรมของแบคทีเรีย (53) และผลจากการวิเคราะห์
บริเวณของ CRISPR) พบว่า เชือ้ Agril. fermenti Pom1 และ Lim. fermentum  Pom5 มีบริเวณ 
CRISPR 3 และ 1 บริเวณตามล าดบั โดยบริเวณดงักล่าวท าหนา้ที่คลา้ยภูมิคุม้กนัของแบคทีเรียมี
บทบาทส าคญัในการก าจดัดีเอ็นเอแปลกปลอมภายในเซลลข์องแบคทีเรีย(151) 

- การวิเคราะห์หาบริเวณยีนที่สรา้งแบคเทอริโอซิน พบยีนสรา้งแบคเทอริโอซิน 2 ยีน 
ไดแ้ก่ sakacin_G_skga2 และ amylocyclicin ทัง้นีม้ีรายงานว่า แบคทีเรียแลคติกมักมีการสรา้ง 
sakacin หลายประเภท ไดแ้ก่ A, G, K, P และ Q   ซึ่งมีฤทธิ์ในการยบัยัง้เชือ้ก่อโรค Listeria sp.ได้
(1 5 2 )  แ ล ะ จ า ก ง า น วิ จั ย ข อ ง  Scholz แ ล ะ ค ณ ะ  (2014) พ บ ว่ า เชื ้ อ โพ ร ไ บ โอ ติ ก                                                      
B. amyloliquefaciens FZB42 มีการสรา้งแบคเทอริโอซิน amylocyclicin โดยมีฤทธิ์ในการยบัยัง้
แบคทีเรียแกรมบวกแต่ไม่ยบัยัง้แบคทีเรียแกรมลบ(153)  

- การวิเคราะหห์าบรเิวณยีนที่สรา้งสารเมทาบอไลทต่์าง ๆ ที่ก่อใหเ้กิดประโยชนต่์อโฮสต์
โดยใช้ฐานข้อมูล RAST server พบว่าเชือ้ทั้ง 2 สายพันธุ์มียีนที่ เก่ียวข้องกับสรา้งวิตามินบี 2 
และไบโอติน 2 บริเวณ จากการรายงานของ Karaseva และคณะ (2023)(154) ไดค้ดัแยกแบคทีเรีย
กรดแลตติกจากผักดอง แลว้ท าการศึกษาล าดับจีโนมทัง้หมดของแบคทีเรีย จากนัน้วิเคราะหห์า
บรเิวณยีนที่สรา้งสารเมทาบอไลทท์ี่ก่อใหเ้กิดประโยชนต่์อร่างกายโดยใชฐ้านขอ้มลู RAST server 
พบว่าเชือ้ L. plantarum FCa3L มีบริเวณยีนที่เก่ียวขอ้งกบัสรา้ง biotin, thiamine และ folic acid 
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ซึ่งการสรา้งสารเมทาบอไลทท์ี่เป็นประโยชนเ์หล่านีไ้ดร้บัความสนใจเป็นอย่างมากในปัจจบุนั โดย
นิยมน าไปเป็นหวัเชือ้ในกระบวนการหมกัอาหารเพื่อสขุภาพ 

เมื่อน าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคติกทัง้ 2 สายพันธุท์ี่ผ่านการทดสอบความเป็นโพรไบโอติก 
มีความปลอดภยั และมีการจดัจ าแนกโดยละเอียดแลว้ มาเคลือบลงบนชิน้ตับและเบคอนส าหรบั
เป็นอาหารสนุขั สิ่งที่ตอ้งค านึงถึงคือความอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน า้ย่อยจ าลองสนุขั ในระหว่าง
กระบวนการผลิต และจ านวนเชือ้ที่คงเหลือในผลิตภณัฑต์ลอดระเวลาเก็บรกัษา โดยจากประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข เรื่องการใชจุ้ลินทรียโ์พรไบโอติกในอาหาร จะตอ้งมีปริมาณจุลินทรียโ์พร
ไบโอติกที่ยงัมีชีวิตอยู่ คงเหลืออยู่ไม่นอ้ยกว่า 6 log cfu ต่ออาหาร 1 กรมั ตลอดอายกุารเก็บรกัษา
ของอาหารนัน้ รวมถึงคุณสมบติัการเปลี่ยนแปลงทางเคมี (ความเป็นกรด-ด่าง) ทางกายภาพ (สี, 
ความชืน้ และค่า aw ) ทัง้นีก้่อนเริ่มพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ ์จ าเป็นตอ้งศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม
ในการอบชิน้ตับและเบคอนที่สามารถคงความมีชีวิตของโพรไบโอติกไปสูงสดุ โดยจากการศึกษา
พบว่า การอบชิน้ตบัและเบคอนที่เวลา 12 ชั่วโมง มีความเหมาะสม เนื่องจากใหค่้า aw ต ่าสดุ และ
มีจ านวนการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่า 6 log cfu/g ตลอดระยะเวลาในการเก็บรกัษา และ
พบว่าระยะเวลาการอบที่นานขึน้ถึงแม้ว่าจะท าให้ค่า aW ในชิน้ตับและเบคอนลดลง แต่ท าให้
จ านวนของโพรไบโอติกลดลงด้วย โดยปัจจัยที่ส  าคัญต่อการอบแห้ง คือ ธรรมชาติของอาหาร 
ขนาดของผลิตภณัฑ ์และอณุหภมูิของอากาศ เป็นตน้(155)  และเมื่อน าผลิตภณัฑช์ิน้เบคอนและตบั
อบแหง้น าไปเก็บไวท้ี่อณุหภูมิ 4 และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 28 วนัแลว้ตรวจนบัจ านวนการ
รอดชีวิต พบว่าในทุกชุดการทดลองเชือ้ทัง้ 2 สายพันธุส์ามารถมีชีวิตรอดไดม้ากกว่า 6 log cfu/g 
ตลอดเวลาการเก็บรักษา โดยการทดลองที่เคลือบชิน้ตับและเบคอนด้วยโพรไบโอติกร่วมกับ
โซเดียมอัลจิเนตและกลีเซอรอล (Coated-SA-G) มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าการ
ทดลองที่ เคลือบด้วยโพรไบโอติกเพียงอย่างเดียว  สอดคล้องกับงานวิจัย Valerion และคณะ 
(2020)(156) ได้ศึกษาการเคลือบแอปเป้ิลด้วยโพรไบโอติก Lactobacillus paracasei IMPC2.1 
ร่วมกับฟิล์มเพคติกกินได้ แล้วน าไปท าแห้งด้วยวิธีแช่เยือกแข็ง แล้วเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั พบว่าชุดการทดลองที่เคลือบแอปเป้ิลดว้ยโพรไบโอติกร่วมกบัเพคตินมี
การรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าที่สุด (7.98 log cfu/g) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่
ไม่เคลือบดว้ยเพคติน  

เมื่อน าชิน้ผลิตภัณฑ์ชิ ้นตับและเบคอนอบแห้งที่ เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 และ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 28 วนั แลว้น ามาตรวจนบัจ านวนเชือ้จุลินทรียท์ัง้หมด ปรมิาณยีสต ์ราและเชือ้ 
Salmonella sp. พบว่าจ านวนชองเชือ้จุลินทรียท์ัง้หมดอยู่ในเกณฑม์าตรฐานที่ก าหนดในอาหาร
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สัตว์ท าแห้งของประเทศไทย (<6 log cfu/g) และไม่พบยีสต์ รา และเชื ้อ Salmonella sp. ใน
ผลิตภัณฑ์ ทั้งนี ้เกณฑ์จ านวนเชื ้อจุลินทรีย์ที่ควรตรวจพบในอาหารสุนัขท าแห้งนั้นขึน้อยู่กับ
ขอ้บงัคบัและมาตรฐานของอตุสาหกรรมอาหารแต่ละประเทศ(157)  

จากการศกึษา aw  ในชิน้ตบัและเบคอนที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกพบว่า ค่า aw ของชิน้ตบั
และเบคอนทุกชุดการทดลองในวันที่ 0 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  โดยการ
เคลือบดว้ยอลัจิเนตไม่ส่งผลท าใหค่้า aw เปลี่ยนแปลงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบ
กบัชุด Control โดยค่า aw ในอาหารมีความจ าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรียใ์นอาหาร ซึ่งการปรบั
ลดค่า aw ของอาหารให้ต ่าลงเป็นวิธีการที่ใช้เพื่อถนอมอาหารเพื่อยืดอายุการเก็บรกัษาและ
สามารถลดจ านวนจุลินทรียก์่อโรคที่อยู่ในอาหารได ้มีการรายงานว่าอาหารที่มีค่า aw ที่ต  ่ากว่า 
0.85 สามารถลดการเจริญของราและเชือ้จุลินทรียก่อโรคบางชนิดได้(158) ซึ่งสอดคลอ้งกบังานวิจยั
ในครัง้นีท้ี่ไม่พบการเจริญของเชือ้ราและเชือ้ก่อโรค Salmonella sp. ในผลิตภัณฑ์และจากการ
ตรวจสอบค่า pH ของตบัและเบคอนอยู่ช่วงระหว่าง 5.98-6.84 และ 5.98-7.22 ตามล าดบั และค่า
ความชืน้ของชิน้ตับและเบคอน 20.02-23.67 % และ 11.50-16.08% ตามล าดับ ซึ่งค่า aw, pH 
และค่าความชืน้ที่อยู่ในช่วงดงักล่าวไม่ส่งผลกระทบต่อการรอดชีวิตของเชือ้โพรไบโอติก สามารถ
รกัษาปริมาณเชือ้ให้คงอยู่มากกว่า 6 log cfu/g ในระหว่างการเก็บและยังมีปริมาณจุลินทรีย์
ทัง้หมดในผลิตภณัฑอ์ยู่ในเกณฑม์าตรฐานอีกดว้ย 

เมื่อน าชิน้ตับและเบคอนมาตรวจสอบค่าทางกายภาพ โดยวัดค่าสีโดยใชร้ะบบ L*, a* 
และ b* พบว่า พบว่า ชิน้ตบัชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตและกลีเซอรอล ส่งผลใหค่้าความ
สว่างเพิ่มสงูขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกบัชุด Control ในขณะที่ชุดการทดลอง 
ที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียวไม่ผลต่อค่าสีแดงและสีเหลืองอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุด Control ในขณะที่ชิ ้นเบคอนชุดการทดลองที่ เคลือบด้วยอัลจิเนตและ                   
กลีเซอรอล ไม่ส่งผลท าใหค่้าความสว่างเพิ่มขึน้ อย่างไรก็ตามจ าเป็นในอนาคตตอ้งมีการทดสอบ
ความชอบของผลิตภัณฑ์ และทดสอบความน่ากินของผลิตภัณฑ์จากสุนัข ก่อนน าไปผลิตทาง
การคา้ต่อไป 

จากการทดสอบการอยู่รอดของเชือ้ในสภาวะน ้าย่อยในกระเพาะจ าลอง และล าไส้
จ าลองทัง้แบบเด่ียวและแบบต่อเนื่องพบว่า ชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตและกลีเซอรอล มี
การรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตเพียงอย่างเดียว และชุด
การทดลองที่ไม่เคลือบอัลจิเนตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยเมื่อแบคทีเรียสมัผัสกับสภาวะใน
กระเพาะอาหารที่มีค่า pH ต ่า และเอนไซมเ์ปบซินที่เป็นเอนไซมย์่อยโปรตีนจะใหแ้บคทีเรียเกิดการ
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บาดเจ็บ จากนัน้เมื่อแบคทีเรียสมัผสักบัสภาวะในล าไสเ้ล็กที่ประกอบดว้ยเกลือน า้ดีท าใหเ้กิดการ
ละลายไขมนัและเยื่อหุม้เซลลไ์ด ้ส่งผลใหส้่วนประกอบในเซลลร์ั่วไหลออกมาและท าใหเ้ซลลต์าย
ในที่สดุ โดยการเคลือบโพรไบโอติกดว้ยอลัจิเนตร่วมกบักลีเซอรอลสามารถป้องกนัเซลลแ์บคทีเรีย
ไม่ใหส้ัมผัสกับน า้ย่อยโดยตรงท าใหเ้ซลลส์ามารถรอดชีวิตไดม้ากขึน้ (159) สอดคลอ้งกับงานวิจัย
ของ Ardabili และคณะ(2016)(160) ไดท้ าการเคลือบอัลจิเนตร่วมกับโพรไบโอติก L. rhamnosus 
GG ลงบนขนมปังแลว้ท าการอบ จากนัน้น าไปทดสอบการรอดชีวิตในน า้ย่อยจ าลองพบว่า ชุดการ
ทดลองที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตมีการรอดชีวิตมากกว่าชุดการทดลองที่ไม่เคลือบดว้ยอลัจิเนตอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ นอกจากนีจ้ากงานวิจยัของ Valerio และคณะ(2020)(156) ไดเ้คลือบฟิลม์เพคติน
ที่กินไดร้่วมกับโพรไบโอติก L. paracasei IMPC2.1 ลงแอปเป้ิลแลว้น าไปท าแหง้ดว้ยวิธีแช่เยือก
แข็ง จากนัน้ทดสอบความสามารถในการรอดชีวิตในน า้ย่อยจ าลอง พบว่าชุดการทดลองที่เคลือบ
ดว้ยเพคติน มีการรอดชีวิตของโพรไบโอติกมากกว่าชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกเพียง
อย่างเดียว  

เมื่อน าชิน้ตับและชิน้เบคอนที่เคลือบด้วยโพรไบโอติกมาศึกษาการเกาะติดบนพื ้นผิว

ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็คตรอนแบบส่องกราด  พบว่า การเคลือบชิน้ตับและเบคอนในชุดการ

ทดลองที่เคลือบดว้ยอลัจิเนตและกลีเซอรอล สง่ผลใหแ้ผ่นฟิลม์มีลกัษณะที่เป็นเนือ้เดียวกนัและไม่

มีรอยรั่วหรือรอยแยก ซึ่งต่างจากชุดการทดลองที่เคลือบดว้ยอัลจิเนตเพียงอย่างเดียวซึ่งจะพบได้

ว่ามีช่องว่างและรอยต่อของฟิลม์บนพืน้ผิวที่ไม่เป็นเนือ้เดียวกนั ชีใ้หเ้ห็นว่าชดุการทดลองที่เคลือบ

ดว้ยอลัจิเนตและกลีเซอรอล สามารถปกปอ้งเซลลข์องแบคทีเรียไดดี้ที่สดุเมื่อเจอกบัสภาวะน า้ย่อย

จ าลองหรือสภาวะรุนแรงในระหว่างกระบวนการผลิต สอดคลอ้งกับงานวิจัยของ Prasana และ

คณะ (2023)(161) ไดท้ าการเคลือบเม็ดอัลจิเนตที่มีโพรไบโอติกร่วมกับไคโตซานแลว้น ามาศึกษา

ลักษณะพืน้ผิวดว้ยกลอ้งจุลทรรศนอิ์เล็คตรอนแบบส่องกราดพบว่า เม็ดอัลจิเนตที่เคลือบด้วย                       

ไคโตซานมีรอยแยกที่สัมผัสกับสิ่งแวดล้อมภายนอกน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับอัลจิเนตที่ไม่

เคลือบด้วยไคโตซานซึ่งมีรอยแยกและสัมผัสกับสิ่งแวดล้อมภายนอกมากกว่า  และเมื่อน าไป

ทดสอบการรอดชีวิตของเชื ้อโพรไบโอติกในน ้าย่อยจ าลองพบว่าชุดการทดลองที่ เคลือบเม็ด                  

อลัจิเนตดว้ยไคโตซานมีการรอดชีวิตของเชือ้มากกว่าการทดลองอื่น ๆ  

จากการศึกษาในครัง้นีช้ีใ้หเ้ห็นว่า Agril. fermenti Pom1  และ Lim. fermentum Pom5 

มีศักยภาพในการเป็นโพรไบโอติก โดยมีความปลอดภัย มีความสามารถในการยึดเกาะกับเยื่อบุ

ล  าไส้ได้ดี มีความสามารถในการสร้างสารต้านแบคทีเรียก่อโรค และเมื่อน ามาพัฒนาเป็น
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ผลิตภณัฑช์ิน้เบคอนและตบัอบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกรว่มกบัอลัจิเนตและกลีเซอรอลพบว่า 

เชือ้สามารถรอดชีวิตไดม้ากกว่า 6 log cfu/g ตลอดระยะเวลาการเก็บที่ 4 และ 25 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 28 วัน และเมื่อสัมผัสกับสภาวะน ้าย่อยจ าลอง อีกทั้งยังมีคุณสมบัติทางเคมีและ

กายภาพที่ยังคงรกัษาคุณภาพของผลิตภัณฑ์ รวมทัง้มีผิวสมัผสัที่สามารถปกป้องเซลล์โพรไบโอ

ติกใหส้่งผ่านไปถึงล าไสไ้ด ้ดงันัน้จากผลการทดลองทัง้หมดสามารถสรุปไดว้่าเชือ้ทัง้ 2 สายพนัธุท์ี่

มีคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก สามารถน าไปใช้ต่อยอดพัฒนาผลิตภัณฑ์ชิน้ตับและเบคอน

อบแหง้ที่เคลือบดว้ยโพรไบโอติกส าหรบัใชเ้ป็นอาหารสนุขัต่อไป  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเชือ้ 

1. อาหาร MRS (de Man, Rogosa, and Sharpe) broth หรือ 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 าหรบัท าอาหาร MRS agar) 15  กรมั 
Calcium carbonate (ส าหรบัท าอาหาร MRS agar+0.3% CaCO3)    3 กรมั 
ชั่งอาหารตามสตูร ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่า

เชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 
 
 

2. อาหาร Peptone water  
Peptone  10 กรมั 
Sodium chloride  5 กรมั 
ชั่งอาหารตามสตูร ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่า

เชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

3. อาหาร Buffer peptone water ส าเรจ็รูป (Sisco Research Laboratories Pvt. Ltd., India) 
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Peptone  10 กรมั 
Sodium chloride 5 กรมั  
Disodium phosphate 3.5 กรมั 
Dihydrogen potassium phosphate  1.5 กรมั  
ชั่งอาหารส าเร็จรูป 20 กรมั ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ย

การน่ึงฆ่าเชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
  

4. อ า ห า ร  Xylose lysine deoxycholate agar (XLD agar) ส า เ ร็ จ รู ป  (Sisco Research 
Laboratories Pvt. Ltd., India) 

Yeast extract 3 กรมั 
L-Lysine  5 กรมั 
Xylose  3.5 กรมั 
Lactose  7.5 กรมั 
Sucrose  7.5 กรมั 
Sodium deoxycholate  2.50 กรมั 
Ferric ammonium citrate  0.8 กรมั 
Sodium thiosulphate 6.8 กรมั 
Sodium Chloride  5 กรมั   
Phenol red  0.08 กรมั 
Agar 15  กรมั 

  
ชั่งอาหารส าเร็จรูป 56.68 กรมั ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร น าไปให้ความรอ้น

จนกระทั่งอาหารละลายเขา้กนั (ไม่ตอ้งท าการนึ่งฆ่าเชือ้)  
 

5. อ า ห า ร  Rappaport Vassiliadis soya broth (RVS broth) ส า เ ร็ จ รู ป  (Sisco Research 
Laboratories Pvt. Ltd., India) 

Soya peptone 4.5 กรมั 
Magnesium chloride hexahydrate 29 กรมั 
Sodium chloride 8 กรมั 
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Dipotassium phosphate  0.4 กรมั 
Monopotassium phosphate 0.6 กรมั 
Malachite green  0.036 กรมั 
ชั่งอาหารส าเร็จรูป 42.53 กรมั ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้

ดว้ยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

6. อาหาร Plate count agar (PCA) 
Tryptone  5 กรมั 
Yeast extract  2.5 กรมั 
Dextrose (Glucose)  1 กรมั 
Agar  15 กรมั 
ชั่งอาหารตามสตูร ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่า

เชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

7. อาหาร Sabouraud dextrose agar (SDA) 
Dextrose (Glucose)  40 กรมั 
Peptone  10 กรมั 
Agar  15 กรมั 
ชั่งอาหารตามสตูร ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่า

เชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

8. อาหาร Decarboxylase medium 
Decarboxylase base medium 9.02 กรมั 
กรดอะมิโน 4 ชนิด 
(L-histidine, L-lysine, L-arginine และ L-ornithine)  5 กรมั 
ชั่งอาหารตามสตูร ละลายในน า้กลั่น 1,000 มิลลิลิตร ท าใหป้ราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่า

เชือ้ที่ 115 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
ภาคผนวก ข 

สารเคมี 
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1. สารละลายบฟัเฟอร ์Tris-NaCl-EDTA  
Tris-HCl 0.1 โมลาร ์
EDTA 1      มิลลิโมลาร ์
NaCl 20 มิลลิโมลาร ์
น า้กลั่น  100 มิลลิลิตร 
ละลายสารทัง้หมดใหเ้ขา้กนัตามสตูรขา้งตน้ จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร 
 

2. Lysis buffer 
0.5 M EDTA 1 มิลลิลิตร 
Triton X-100 3 มิลลิลิตร 
Tris-HCl 5 มิลลิลิตร 
น า้กลั่น 250 มิลลิลิตร 
ละลายสารทัง้หมดใหเ้ขา้กนัตามสตูรขา้งตน้ จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 250 มิลลิลิตร 
 

 
 
 
 
 
 
3. ไลโซไซม ์(lysozyme) 

Lysozyme  50  มิลลิกรมั 
น า้กลั่น 1 มิลลิลิตร 
ละลายสารทัง้หมดใหเ้ขา้กนัตามสตูรขา้งตน้ จากนัน้ปรบัปรมิาตรใหเ้ป็น 1 มิลลิลิตร  
 

4. 10% sodium dodecyl sulfate  
Sodium dodecyl sulfate 100 กรมั 
น า้กลั่น 500 มิลลิลิตร 
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ละลายสารทั้งหมดให้เขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ท าใหป้ราศจากเชือ้ด้วยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 
121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี

 
5. สารละลายบฟัเฟอร ์TE 

Tris-HCl  0.1 โมลาร ์
EDTA 1  มิลลิโมลาร ์
ละลายสารทัง้หมดใหเ้ขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ปรบัค่า pH ใหเ้ป็น 8.0 และปรบัปริมาตร

เป็น 1,000 มิลลิลิตร ดว้ยน า้กลั่น ท าการฆ่าเชือ้ที่อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี
 

6. 2% sodium alginate  
Sodium alginate 2    กรมั 
น า้กลั่น 100   มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดให้เขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ท าใหป้ราศจากเชือ้ด้วยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

7. 0.05 M calcium chloride  
Calcium chloride 0.056 กรมั 
น า้กลั่น 100 มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดให้เขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ท าใหป้ราศจากเชือ้ด้วยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

8. 0.85% sodium chloride  
Sodium chloride 0.85  กรมั  
น า้กลั่น 100  มิลลิลิตร 
ละลายสารทั้งหมดให้เขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ท าใหป้ราศจากเชือ้ด้วยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 

121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาท ี
 

9.  Simulated gastric fluid pH 2 
Pepsin (1,000 U/mg) 0.3 กรมั 
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NaCl 0.5 กรมั 
ชั่ง NaCl ตามสูตรขา้งตน้ละลายในน า้กลั่น 100 มิลลิลิตร จากนั้นท าใหป้ราศจากเชือ้

ด้วยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่  121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
จากนั้นเติม pepsin ผสมให้เข้ากัน แล้วปรบั pH เป็น 2 จากนั้นน ามากรองผ่านกระดาษกรอง
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร   

 
 

10.  Simulated intestinal fluid pH 8 
Bile salt 0.3 กรมั 
NaCl 0.5 กรมั 
ละลายสารทัง้หมดใหเ้ขา้กันตามสูตรขา้งตน้ ปรบัปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร ท าให้

ปราศจากเชือ้ดว้ยการนึ่งฆ่าเชือ้ที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดต่์อตารางนิว้ เป็นเวลา 
15 นาท ี
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