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บทคัดย่อ 
  

Lactobacillus johnsonii เป็นโพรไบโอติกท่ีมีศักยภาพซึ่งมีคุณสมบัติท่ีเฉพาะเจาะจง 
เช่น  สามารถทนกรดและน้ำดีในระบบทางเดินอาหารได้ดี  สามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ได้  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค Helicobacter pylori ท่ีเป็นสาเหตุ
ของโรคกระเพาะอาหารอักเสบและมะเร็งกระเพาะอาหารได้  จึงมีความน่าสนใจในการนำมา
เพาะเล้ียงในระดับอุตสาหกรรมเพื่อผลิตชีวมวลสำหรับใช้เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริม ดังนั้นงานวิจัยนี้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาศักยภาพของแบคทีเรีย L. johnsonii ท่ีสามารถยับยั้งเช้ือก่อโรคสายพันธุ์ 
H. pylori ออกแบบอาหารเหลวเล้ียงเช้ือต้นทุนต่ำสำหรับเพาะเล้ียง  L. johnsonii รวมท้ังศึกษา
กระบวนการท่ีเหมาะสมในการขึ้นรูปผลิตภัณฑ์อาหารเสริม  โดย L. johnsonii จากคลังเช้ือของ
ห้องปฎิบัติการเทคโนโลยีจุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ได้แก่ L. johnsonii CK3 
และ L. johnsonii VCF2-9 ได้ถูกนำมายืนยันสายพันธุ์ด้วยการศึกษาลำดับเบสของยีน  16S rRNA 
และทดสอบคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติก พบว่า L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลตไม่มีกิจกรรมการ
ย่อยสลายเม็ดเลือดแดง มีคุณสมบัติในการทนกรดและน้ำดีจำลองในทางเดินอาหารได้สูง  มี
ความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง ไวต่อยาปฏิชีวนะ และมีความสามารถในการยับย้ังแบคทีเรียก่อ
โ ร ค  Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Salmonella enterica serovar 
Typhimurium และ  Escherichia coli เมื่ อทดสอบด้วยเทคนิค  agar spot test ในขณะท่ี  H. 
pylori นั้น พบว่าถูกยับยั้งการเจริญได้อย่างสมบูรณ์โดยสารเมแทบอไลท์ท้ังท่ีอยู่ภายในและภายนอก
เซลล์ของ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลต และสารเมแทบอไลท์ดังกล่าวยังกระตุ้นให้เซลล์ของ H. 
pylori จับกลุ่มกันด้วย คาดว่าเกิดจากโปรตีน  GroEL ท่ี L. johnsonii ผลิตขึ้น สำหรับผลการ
ออกแบบสูตรอาหารเหลวต้นทุนต่ำท่ีมีแหล่งคาร์บอนหลักจากนมผงพร่องมันเนยเพื่อเพาะเล้ียง  L. 
johnsonii เปรียบเทียบกับอาหารเหลวสูตร de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) พบว่าสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีสุด คือ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% (w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ 32.5 องศาเซลเซียส นาน 
24 ช่ัวโมง เมื่อทำการขยายขนาดการผลิตจาก 100 มิลลิลิตร เป็น 15 ลิตรโดยใช้สภาวะท่ีเหมาะสม
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ดังกล่าว พบว่าสามารถเพิ่ม productivity ในการผลิตชีวมวลของไอโซเลต CK3 และ VCF2-9 ได้ถึง 
3.88 และ 12.15 เท่า ตามลำดับ หลังจากการขึ้นรูปชีวมวลโพรไบโอติกท้ังสองไอโซเลตให้เป็นผงด้วย
เทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าไอโซเลต CK3 และ VCF2-9 มีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 
59.16±0.23% และ 72.59±0.47% ตามลำดับ ซึ่งเมื่อนำผงชีวมวลมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 3 เดือน พบว่าไอโซเลต CK3 และ VCF2-9 มีอัตราการรอดชีวิต สูงถึง 98.44% 
และ 89.10% ตามลำดับ ซึ่งสูงกว่าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีคุณภาพด้าน
ความช้ืน สี และกล่ินมีการเปล่ียนแปลงน้อย จากผลการทดลองท้ังหมดช้ีให้เห็นว่า L. johnsonii ท้ัง
สองไอโซเลตมีคุณสมบัติท่ีดีในการเป็นโพรไบโอติกและสามารถพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีมี
มูลค่าสูงในเชิงพาณิชย์ต่อไป 

 
คำสำคัญ : ผงโพรไบโอติก, แลกโตบาซิลลัสจอนสันนิไอ, เฮลิโคแบคเตอร์ไพโลริ, เช้ือก่อโรคใน
ทางเดินอาหาร, อาหารเสริม 
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ABSTRACT 
  

Lactobacillus johnsonii is an effective probiotic bacterium that exhibits 
specific properties such as acid and bile resistance and production of antimicrobial 
substances, especially the ability in pathogenic Helicobacter pylori inhibition. This 
bacterium causes gastritis and gastric cancer.  The industrial scale production of L. 
johnsonii biomass for utilizing as food supplement is very interesting. Therefore, the 
aims of this study were to investigate a potential of L. johnsonii for prevention of 
pathogenic H. pylori, formulate low-cost medium for cultivation of L. johnsonii, and 
study the optimal process in formulation of supplement product.  L. johnsonii 
isolates from stock culture of Microbial technology Laboratory, Faculty of Science, 
Maejo university, including isolate CK3 and VCF2-9, were confirmed their species 
based on 16S rRNA sequence and tested probiotic properties. It was found that both 
L. johnsonii CK3 and L. johnsonii VCF2-9 were not hemolytic strains. They possess 
high level of acid and bile resistibility in simulated gastrointestinal tract, high 
autoaggregation ability and were susceptible to tested antibiotics. In addition, they 
exhibited antibacterial activity against pathogenic Staphylococcus aureus, Proteus 
vulgaris, Salmonella enterica serovar Typhimurium, Escherichia coli when agar spot 
test technique was used.  In case of H. pylori, its growth was completely inhibited by 
extra- and intracellular metabolites of both isolates. Moreover, these metabolites 
promoted aggregation of H. pylori cells. It was expected that GroEL protein produced 
by L. johnsonii might be the reason. The development of low-cost liquid medium 
composing of skim milk powder as main carbon source for L. johnsonii cultivation 
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comparing to de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth was studied. The results 
showed that optimal conditions were 3.25% (w/v) skim milk powder, incubating 
temperature at 32.5 °C and 24 h of cultivation time. Then, the productivity of isolate 
CK3 and VCF2-9 biomass were enhanced 3.88 and 12.15 folds, respectively, after the 
cultivation scale was increased from 100 ml to 15 L under the optimized 
conditions.  Subsequently, the biomass of both CK3 and VCF2-9 were powdered by 
spray drying and 59.16±0.23% and 72.59±0.47% of survival rate were obtained, 
respectively. It was also found that approximately 98.44% and 89.10% of CK3 and 
VCF2-9, respectively, could survive in a powder form under 4 °C for 3 months, which 
are higher than those at 37 °C. The other physical characteristics, including moisture, 
color and odor did not obviously change. From all the results above, It might be 
indicated that L. johnsonii CK3 and VCF29 could be effective probiotic candidates 
and further developed as commercially high-value functional. 

 
Keywords : probiotic powder, Lactobacillus johnsonii, Helicobacter pylori, gastro 

pathogen, food supplement 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สำเร็จลุล่วงไปด้วยดี โดยได้รับความกรุณาและความช่วยเหลือจากคณา
อาจารย์ ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณ ผศ. ดร. ไพโรจน์ วงศ์พุทธิสิน อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ท่ีให้
คำปรึกษา คำแนะนำ เรียนรู้เทคนิค ประสบการณ์ ตลอดระยะเวลาการปฏิบัติงานของข้าพเจ้าใน
ห้องปฏิบัติการจนปรับปรุงแก้ไขข้อบกพร่อง ความเอาใจใส่ข้าพเจ้าอย่างดียิ่ง และให้ความรู้แก่ข้าพเจ้า
จนวิทยานิพนธ์ฉบับนี้เสร็จสมบูรณ์ และข้าพเจ้าขอขอบพระคุณ ผศ. ดร. ปิยะนุช เนียมทรัพย์ เจ้าของ
เช้ือแบคทีเรียแลกโตบาซิลลัสจอนสันนิไอ ผศ. ดร. กาญจนา นาคประสม อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วมใน
วิทยานิพนธ์ท่ีให้คำปรึกษา คำแนะนำ ตลอดระยะเวลาในการทำวิทยานิพนธ์ของข้าพเจ้า ขอขอบคุณ อ.
ดร. ทิพปภา พิสิษฐ์กุล ในการวิเคราะห์การกระจายตัวของโปรตีน ขอขอบคุณ อ. ดร.ภัทราภรณ์ ศรี
สมรรถการ  ผศ. ดร. นิอร โฉมศรี สำหรับเครื่องมือในการวัดสีของตัวอย่าง ขอขอบคุณแหล่งทุนจาก
โครงการพัฒนานักวิจัยและงานวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม  (พวอ.) สำนักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย 
(สกสว.) และขอขอบคุณ ดร. ณสพน โพธิ์วิจิตร จากบริษัท ดีท็อกซ์ (ประเทศไทย) จำกัด ผู้สนับสนุน
หลักในการทำวิจัยครั้งนี้ 

ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณบิดา มารดา และครอบครัวท่ีคอยให้การสนับสนุน ให้ความห่วงใยใส่
ใจข้าพเจ้าจนการวิจัยประสบความสำเร็จ ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าท่ี และผู้มีส่วนร่วมทุกท่านท่ีข้าพเจ้า
เคารพรัก รวมท้ังพี่ๆ น้องๆ ท่ีช่วยให้คำแนะนำท่ีดีมาโดยตลอด และขอบพระคุณห้องปฏิบัติการ คณะ
วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ท่ีให้ความสะดวกแก่ข้าพเจ้าตลอดระยะเวลาท่ีปฏิบัติงาน 

ผู้วิจัยรู้สึกซาบซึ้งในพระคุณอย่างสูง หวังว่าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้จะมีประโยชน์อยู่ไม่น้อย จึงขอ
มอบส่วนดีท้ังหมดนี้ ให้แก่เหล่าคณาจารย์ บิดา มารดา และผู้ท่ีเกี่ยวข้องทุกท่าน จนทำให้ผลงานวิจัย
เป็นประโยชน์ต่อผู้ท่ีเกี่ยวข้อง และยินดีท่ีจะรับฟังคำแนะนำจากทุกท่านท่ีเข้ามาศึกษา เพื่อพัฒนา
งานวิจัยต่อไป ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณไว้ ณ ท่ีนี้ 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
 Helicobacter pylori เป็นแบคทีเรียก่อโรคท่ีพบมากในกระเพาะอาหาร ซึ่งเป็นสาเหตุใน
การเกิดโรคกระเพาะอาหารอักเสบจนอาจทำให้เกิดโรคมะเร็งกระเพาะอาหารได้ ซึ่งอาการของโรค 
ได้แก่ อาการปวดท้อง รู้สึกแสบร้อน เบ่ืออาหาร น้ำหนักลด มีอาการแสบร้อนกลางอก อาหารไม่ย่อย 
มีเลือดในอุจจาระ และอาเจียน โดย H. pylori เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเกลียวหรือโค้ง เป็น
แบคทีเรียท่ีต้องการออกซิเจนเพียงเล็กน้อยเพื่อใช้ในการเจริญ และใช้แฟกเจลลาในการเคล่ือนท่ี 
(Diaconu et al., 2017)  ซึ่งสาเหตุการติดเช้ือ H. pylori สามารถเกิดขึ้นจากการรับประทานอาหาร
และน้ำด่ืมท่ีมีการปนเปื้อนเช้ือจากทางเดินอาหาร (fecal-oral transmission) นอกจากนี้ยังมีการติด
เช้ือจากสัตว์ท่ีเป็นพาหะของโรคด้วย จากข้อมูลของกลุ่มวิจัยโรคกระเพาะอาหารสมาคมแพทย์ระบบ
ทางเดินอาหารแห่งประเทศไทยปี พ.ศ. 2558 ได้รายงานว่าพบผู้ป่วยท่ีมีการติดเช้ือ H. pylori เป็น
จำนวนมากในประเทศไทย โดยรายงานครั้งแรกต้ังแต่ปี พ.ศ. 2542 ในระยะเวลากว่า 15 ปีท่ีผ่านมา 
จึงได้ศึกษาแนวทางเวชปฏิบัติในการวินิจฉัยและการรักษาผู้ป่วยท่ีมีการติดเช้ือ H. pylori ปัจจุบัน
แนวทางการรักษาการติดเช้ือ H. pylori สามารถทำได้โดยการใช้ยาปฏิชีวนะชนิด levofloxacin  
(ลีโวฟลอกซาซิน) และอาจทำให้เช้ือเกิดการดื้อยาปฏิชีวนะได้ จึงมีการศึกษาแนวทางใหม่ในการรักษา
โดยใช้แบคทีเรียโพรไบโอติก โดยโพรไบโอติกคือแบคทีเรียท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพช่วยปรับสมดุล
จุลินทรีย์ภายในลำไส้ของผู้บริโภค เพิ่มการดูดซึมของแร่ธาตุ ลดระดับของคอเลสเตอรอล สามารถ
ป้องกันการติดเช้ือแบคทีเรียก่อโรค กระตุ้นกลไกการสร้างภูมิคุ้มกันได้ (Pandey et al., 2015) และ
ถูกยอมรับจากองค์การอาหารและยาแล้วว่าปลอดภัยในการบริโภค จึงถูกนำมาใช้เป็นส่วนประกอบ
ของอาหารเพื่อสุขภาพหลายชนิดและได้รับความนิยมจากผู้บริโภคท่ีใส่ใจต่อสุขภาพ  
 แบคทีเรีย Lactobacillus johnsonii จัดว่าเป็นโพรไบโอติกท่ีมีศักยภาพสายพันธุ์หนึ่ง ซึ่ง
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีลักษณะรูปร่างท่อนเป็นส่วนใหญ่ ไม่สร้างสปอร์ และสามารถเจริญได้ใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน โดย L. johnsonii สามารถแยกได้จากอุจจาระของมนุษย์ หมู 
และไก่ และสามารถพบได้ในลำไส้ของมนุษย์และวัว เป็นต้น (Maldonado et al., 2018) ซึ่ง
แบคทีเรีย L. johnsonii มีคุณสมบัติทนกรดได้สูง สามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ได้ มีความสามารถ
ในการยึดเกาะกับเยื่อเมือกและเยื่อบุเซลล์ผิวได้ และคุณสมบัติท่ีน่าสนใจคือมีความสามารถในการ
ป้องกันการยึดเกาะเช้ือ H. pylori บนผนังทางเดินอาหาร โดยกระตุ้นให้เซลล์ auto- aggregation 
(Bergonzelli et al., 2006) ซึ่งมีรายงานผลการศึกษาจากคณะวิจัยหลายกลุ่ม เช่น Aiba et al. 
(2015) ท่ีได้ศึกษาแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii No. 1088 ในการต้านเช้ือก่อโรค H. pylori 
พบว่า L. johnsonii No. 1088 สามารถยึดเกาะกับผนังลำไส้ได้ดี และสามารถลดจำนวนของเช้ือก่อ
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โรค H. pylori ได้ เป็นต้น อีกท้ังจากงานวิจัยท่ีผ่านมาของนักวิจัยจากห้องปฏิบัติการเทคโนโลยี
จุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ได้มีการคัดแยกแบคทีเรีย L. johnsonii หลายไอโซ
เลตจากทางเดินอาหารของสัตว์ ซึ่งมีความเป็นไปได้สูงในการนำไปใช้ประโยชน์โดยพัฒนาเป็น
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริม และตอบสนองต่อผู้ท่ีสนใจในสุขภาพในปัจจุบัน  
 จากข้อมูลดังกล่าวข้างต้น จึงทำให้มีความสนใจศึกษากระบวนการพัฒนา L. johnsonii ให้
เป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมกลุ่มโพรไบโอติกในระดับห้องปฏิบัติการ อย่างไรก็ตามจำเป็นต้องศึกษา
ยืนยันศักยภาพการเป็นแบคทีเรีย โพรไบโอติกของ L. johnsonii เสียก่อน จากนั้น จึงศึกษา
กระบวนการผลิตมวลเซลล์และขึ้นรูปเป็นผลิตภัณฑ์ ดังนั้นวัตถุประสงค์ในงานวิจัยนี้คือ เพื่อทดสอบ
คุณสมบัติโพรไบโอติกของ L. johnsonii ท่ีมีในห้องปฏิบัติการรวมถึงศึกษาศักยภาพในการกำจัด  
H. pylori วัตถุประสงค์ประการต่อมาคือเพื่อออกแบบสูตรอาหารต้นทุนต่ำในการผลิตมวลเซลล์ของ 
L. johnsonii และทำการขึ้นรูปเป็นผลิตภัณฑ์ผงท่ีมีองค์ประกอบของ L. johnsonii  เพื่อใช้เป็น
ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีโพรไบโอติก นอกจากนี้ตลาดผลิตภัณฑ์อาหารเสริมเพื่อสุขภาพโดยเฉพาะยิ่ง
กลุ่มอาหารเชิงหน้าท่ี (functional foods) กำลังได้รับความนิยมเป็นอย่างมากจากผู้บริโภคในยุค
ปัจจุบัน ส่งผลให้งานวิจัยนี้สามารถสร้างผลิตภัณฑ์ท่ีมีมูลค่าในเชิงพาณิชย์ด้านสุขภาพในเรื่องของการ
ต่อต้านการติดเช้ือในทางเดินอาหารได้ และยังตอบสนองนโยบายของประเทศในการส่งเสริมการ
พัฒนานวัตกรรมจากผลงานวิจัยเพื่อส่งเสริมเศรษฐกิจของประเทศไทยอีกด้วย  
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วัตถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาศักยภาพของแบคทีเรีย L. johnsonii ในการเป็นโพรไบโอติกโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ความสามารถต่อต้านเช้ือก่อโรคสายพันธุ์ H. pylori 

2. เพื่อออกแบบอาหารเล้ียงเช้ือเหลวต้นทุนต่ำสำหรับผลิตชีวมวลของแบคทีเรีย L. johnsonii  
3. เพื่อศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในการขึ้นรูปผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีประกอบไปด้วยเช้ือ  

L. johnsonii ท่ีมีชีวิต 
 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1. ได้ข้อมูลคุณสมบัติในการเป็น โพรไบโอติกของ L. johnsonii แต่ละสายพันธุ์  และมี
ความสามารถในการต่อต้านเช้ือก่อโรคสายพันธุ์ H. pylori ได้ 

2. ได้สูตรอาหารต้นทุนต่ำในการเพิ่มปริมาณชีวมวลของ L. johnsonii เพื่อใช้ทดแทนสูตร
อาหารเหลวมาตรฐาน MRS ท่ีมีราคาแพง ซึ่งจะสามารถลดต้นทุนการผลิตในระดับ
อุตสาหกรรมได้  

3. ได้ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ีมีองค์ประกอบของผงเช้ือโพรไบโอติกสายพันธุ์ L. johnsonii ท่ีมี
ความสามารถต่อต้านเช้ือก่อโรคสายพันธุ์ H. pylori ได้อย่างมีประสิทธิภาพและมีปริมาณ
เช้ือท่ีมีชีวิตอยู่สูง นอกจากนี้ยังเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีระยะเวลาการเก็บรักษาได้นาน 

4. ได้นำผลงานวิจัยจากห้องปฏิบัติการไปต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีมูลค่าในเชิงพาณิชย์ และยัง
ส่งเสริมการพัฒนานวัตกรรมจากผลงานวิจัยเพื่อส่งเสริมเศรษฐกิจของประเทศได้ 
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บทท่ี 2 
ทฤษฎีและการตรวจเอกสาร 

 

1. โพรไบโอติก (Probiotics) 
1.1 นิยาม 

โพรไบโอติกเป็นแบคทีเรียท่ีมีคุณประโยชน์ต่อร่างกายของเรา ซึ่งนิยามของโพรไบโอติกจาก
องค์การอาหารและยา (Food and Drug Administration, FAO) และองค์การอนามัยโลก (World 
Health Organization, WHO) กล่าวว่า โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตซึ่งเมื่อรับประทานเข้าไปใน
ปริมาณท่ีเพียงพอจะทำให้มีประโยชน์ทางด้านสุขภาพต่อโฮสต์ (Gibson and Fuller, 2000) และ
สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.) ประเทศไทย ได้นิยามโดยอ้างอิงจาก FAO/WHO ว่า
โพรไบโอติกเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิตซึ่งเมื่อร่างกายได้รับในปริมาณท่ีเพียงพอจะทำให้เกิดผลท่ีเป็น
ประโยชน์ด้านสุขภาพ (FAO/WHO, 2001)  

ลักษณะทางสรีรวิทยาของโพรไบโอติกโดยท่ัวไปมีรูปร่างท่อน รูปร่างคล้ายตัววาย (Y-
shaped) และรูปร่างคล้ายตัววี (V-shaped) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่มีสี ไม่สร้างสปอร์ และ
สามารถเจริญได้ดีในสภาวะไร้อากาศ แต่บางสายพันธุ์สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มี
อากาศ (Kumar and Kumar, 2015) 

 
1.2 เกณฑ์ในการคัดเลือกโพรไบโอติก 

จุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีจะนำมาใช้กับในส่ิงมีชีวิตท้ังคนและสัตว์ โดยเฉพาะการนำโพรไบโอ
ติกไปใช้ในมนุษย์ต้องคำนึงถึงเรื่องความปลอดภัย และประโยชน์ท่ีจะได้รับเป็นหลัก ดังนั้นหลักเกณฑ์
สำคัญในการคัดเลือกจุลินทรีย์โพรไบโอติกควรมีคุณสมบัติหลัก (Vasiljevic, et al., 2008) ดังนี้ 
    (1) สามารถอาศัยอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์หรือสัตว์ชนิดนั้นๆ ได้ 
    (2) ไม่เป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรค 
    (3) สามารถเจริญเพิ่มจำนวนในทางเดินอาหารได้ 
    (4) มีปริมาณสูงเพียงพอท่ีจะก่อให้ เกิดผลดีต่อสุขภาพ (ประมาณ 10 7-109 CFU/ml ของ
ผลิตภัณฑ์) 

เกณฑ์ในการคัดเลือกโพรไบโอติก ความสำคัญขึ้นอยู่กับความปลอดภัยเมื่อนำไปใช้กับ
ส่ิงมีชีวิตโดยเฉพาะเมื่อนำโพรไบโอติกไม่ว่าจะเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีชีวิต จะต้องมีข้อควรคำนึงถึงในเรื่อง
ความปลอดภัย หรือผลข้างเคียงท่ีอาจเกิดขึ้นท่ีนอกเหนือจากประโยชน์ของโพรไบโอติกเพียงอย่าง
เดียว ดังนั้นในการท่ีจะนำจุลินทรีย์ชนิดใดมาเป็นโพรไบโอติก จะต้องมีการศึกษาและทดสอบทาง
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วิทยาศาสตร์เพื่อให้ทราบข้อมูลท้ังในเรื่องคุณสมบัติ ประสิทธิผลต่อสุขภาพ และความปลอดภัย หรือ
ได้รับการรับรองจากสถาบันท่ีน่าเช่ือถือ เช่น องค์การอนามัยโลกก็ได้ให้การรับรองว่าจุลินทรีย์ใดเป็น
ชนิดท่ีมีความปลอดภัย (Generally Regarded as Safe หรือ GRAS) ซึ่งได้มีการศึกษาและนำมาใช้
ในส่ิงมีชีวิต มีข้อมูลทางวิทยาศาสตร์รองรับถึงความปลอดภัยในการนำมาใช้ 

โดยคุณลักษณะเบื้องต้นของโพรไบโอติกเพื่อใช้เป็นเกณฑ์ในการคัดเลือกตามทฤษฎีเบ้ืองต้น
ในการคัดเลือก คือ เป็นเช้ือท่ีเริ่มต้นมาจากมนุษย์ มีชีวิต สามารถทนต่อสภาวะท่ีเป็นกรดและน้ำดี 
สามารถยึดเกาะ ต้ังรกราก ดำรงชีวิตและคงอยู่ในลำไส้ได้ สามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ได้ สามารถ
กระตุ้นภูมิคุ้มกันได้ ทนทานต่อแบคทีเรียก่อโรคฟันผุและเช้ือก่อโรค ปลอดภัยในอาหารและใช้ในทาง
คลินิก โดยมีตรวจสอบทางคลินิกและบันทึกผลกระทบด้านสุขภาพ  และสามารถรอดชีวิตใน
กระบวนการผลิต (Saarela et al., 2000) 

 
1.3 จุลินทรีย์กลุ่มที่เป็นโพรไบโอติก  

ซึ่งแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีรู้จักกันอย่างกว้างขวาง เช่น กลุ่มของ Bifidobacterium sp. และ 
Lactobacillus sp. และยังมีแบคทีเรียกลุ่มอื่นๆ ท่ีจัดว่าเป็นโพรไบโอติก แสดงดังตารางต่อไปนี้  
ตารางที่ 1 จุลินทรีย์ท่ีจัดว่าเป็นโพรไบโอติก 
Lactobacillus Bifidobacterium Others 
L. acidophilus  
L. brevis  
L. bulgaricus  
L. casei  
L. crispatus  
L. fermentum  
L. gallinarum  
L. gasseri  
L. johnsonii  
L. paracasei  
L. plantarum  
L. reuteri  
L. rhamnosus  

B. bifidum  
B. infantis  
B. longum  
B. thermophilum  
B. adolescentis  
B. animalis  
B. breve  
B. lactis 
 

Salivarius subsp. thermophilus  
Saccharomyces boulardii  
S. cerevisiae                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                   
Bacillus cereus (‘toyoi’) 
Escherichia coli (‘Nissle 1917’) 
Propionibacterium freudenreichii 
 

ท่ีมา: Holzapfel et al. (1998) 
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1.4 ประโยชน์ของโพรไบโอติก (ไชยวัฒน์, 2556) 

1.4.1 การปรับสมดุลของระบบทางเดินอาหารและระบบขับถ่าย 
โพรไบโอติกสามารถลดความถี่และระยะเวลาของอาการท้องร่วง ลดอาการติดเช้ือภายใน

ลำไส้ได้ เนื่องจากโพรไบโอติกท่ีอาศัยอยู่ในลำไส้จะใช้อาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตเพื่อสร้างพลังงาน 
เกิดกรดแลคติก และกรดอะซิติก ซึ่งกรดดังกล่าวสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคได้ 
นอกจากนี้โพรไบโอติก สามารถช่วยป้องกันและลดภาวะท้องผูก (constipation) โดยช่วยปรับปรุง
ความสามารถในการเคล่ือนไหวของลำไส้ช่วยเพิ่มความถี่ของการเคล่ือนไหวของลำไส้และเพิ่มความ
นุ่มของอุจจาระช่วยให้ขับถ่ายได้คล่องขึ้น อีกท้ังยังช่วยลดการยึดเกาะของเช้ือก่อโรคเพื่อปรับสมดุล
จุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหาร (Ahasan et al., 2015) 

1.4.2. เพิ่มการย่อยน้ำตาลแลคโตสในร่างกาย (lactose intolerance) 
 โพรไบโอติกสามารถผลิตน้ำย่อยเพื่อช่วยย่อยแลกโตสในนมได้ ซึ่ งเป็นเอนไซม์ชนิด  
ß-galactosidase จึงทำให้ผู้ท่ีบริโภคสามารถด่ืมนมและผลิตภัณฑ์นมได้ โดยไม่เกิดอาการท้องอืด 
ท้องเฟ้อ หรือแน่นท้องได้ 

1.4.3. การป้องกันหรือลดระดับการเกิดสารก่อมะเร็ง 
 โพรไบโอติกมีส่วนช่วยป้องกันมะเร็งในลำไส้ โดยอาศัยกลไกต่างๆ เช่น ลดการทำงานของ
สารก่อมะเร็ง ลดสารท่ีเหนี่ยวนำให้เกิดการกลายพันธุ์ การยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียก่อ
มะเร็ง และลดการดูดซึมของสารก่อมะเร็ง 

1.4.4.การปรับเปล่ียนการทำงานของระบบภูมิคุ้มกัน 
 โพรไบโอติกสามารถกระตุ้นการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายโดยอาศัยกลไกการ
กระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิดโมโนไซต์ (monocyte) ท่ีมีอยู่ทุกหนทุกแห่งไหลเวียนไปตามหลอดเลือดให้
เคล่ือนมายังตำแหน่งท่ีเช้ือโรครุกล้ำเข้ามาสู่ร่างกาย แล้วโมโนไซต์ก็เติบโตเป็นแมคโครฟาจ 
(macrophage) เพื่อจับกินเช้ือโรคนั้น นอกจากนี้ ยังหล่ังสารเคมีท่ีเกี่ยวข้องกับการทำลายเช้ือโรค 
เช่น ไซโตคายน์  (cytokine) ชนิดแกมมาโกลบูลินเอ (Immunoglobulin A; IgA) อินเตอร์ลิวคิน 
(Interleukin) และทูเมอนิวโครซีสแฟคเตอร์ แอลฟา (Tumor Necrosis Factor; TNF-a) ทำให้
ร่างกายป้องกัน ต่อต้านและกำจัดเช้ือโรคและส่ิงแปลกปลอมต่างๆ ท่ีเข้าสู่ร่างกายได้ยิ่งขึ้น   

1.4.5.การลดภาวะภูมิแพ้และการอักเสบรุนแรง 
โพรไบโอติกสามารถกระตุ้นการสร้างสารท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย โดยช่วย

ลดหรือป้องกันการสร้างโปรตีนหรือแอนติบอดี (antibody) ท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อสารก่อ
ภูมิแพ้และการอักเสบรุนแรงของร่างกายได้ ซึ่งแอนติบอดีดังกล่าวท่ีเกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อ
ภูมิแพ้ของร่างกาย คือ IgE และโพรไบโอติกยังช่วยกระตุ้นให้ร่างกายสร้างสารตอบสนองต่อภูมิคุ้มกัน
ของร่างกายเพื่อไม่ให้เกิดการอักเสบรุนแรง เช่น อินเตอร์ลิวคิน-10 (IL-10) ซึ่งจากรายงานของ 
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Kalliomki et al. (2001) พบว่าในเด็กอายุ 2 ปี ท่ีได้รับ Lactobacillus GG สามารถลดการเกิด
ภาวะผ่ืนแพ้ได้ร้อยละ 50 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้รับแบคทีเรียดังกล่าว 

1.4.6. การลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด 
 โคเลสเตอรอลเป็นสารต้ังต้นในการสังเคราะห์เกลือน้ำดี โพรไบโอติกสามารถสร้างเอนไซม์ท่ี
สามารถย่อยเกลือน้ำดีได้จะทำให้เกลือน้ำดีท่ีถูกย่อยแล้วเป็นเกลือน้ำดีอิสระ (deconjugated bile 
salt) ดังนั้นสามารถถูกขับออกทางอุจจาระได้ ทำให้ร่างกายใช้โคเลสเตอรอลมาสังเคราะห์เป็นเกลือ
น้ำดีทดแทนจึงส่งผลให้ลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดลดลงได้ 
 
2. แลกโตบาซิลลัส จอนสันนิไอ (Lactobacillus johnsonii) 

เป็นโพรไบโอติกสายพันธุ์หนึ่งท่ีได้รับการยอมรับว่ามีประโยชน์และมีคุณสมบัติต่างๆ 
โดยเฉพาะเจาะจง เช่น ความสามารถในการยับยั้งการยึดเกาะของเช้ือก่อโรคบนเยื่อเมือกและเซลล์
เย่ือบุผิวกระเพาะอาหาร และความสามารถในการกระตุ้นให้เกิดการจับตัวกันของเช้ือ H pylori ท่ี
เป็นสาเหตุของโรคกระเพาะอาหารอักเสบและโรคมะเร็งในกระเพาะอาหาร โดยลักษณะทาง
สรีรวิทยาของ L. johnsonii มีรูปร่างท่อน แกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมี
และไม่มีออกซิเจน โดยแหล่งท่ีพบท่ัวไปของ L. johnsonii สามารถแยกได้จากลำไส้ อุจจาระของ
มนุษย์ อุจจาระของหมู (Guinane et al., 2011) อุจจาระของไก่ (Bagon  et al., 2018) และใน
ลำไส้ของวัว (Maldonado et al., 2018) ซึ่งลักษณะทางชีวเคมีของ L. johnsonii สามารถหมัก
น้ ำตาลก ลุ่ม  Amygdalin, D-cellobiose, Esculin, D-Fructose, D-Galactose, D-Lactose, D-
Maltose, D-Melibiose, D- Raffinose, D-Mannose, Salicin, D-Sucrose แ ล ะ  D-Trehalose  
(Doi et al., 2013) ได้ 
 

 

ภาพที่ 1 Lactobacillus johnsonii ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
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2.1 คุณสมบัติของ L. johnsonii 
คุณสมบัติในการทนต่อกรดน้ำดีและกรดน้ำย่อยในกระเพาะอาหาร จากงานวิจัยของ 

Yamano et al. (2007) ได้ทดสอบการทนต่อกรดน้ำดี 0.1% เป็นเวลา 15 ช่ัวโมงและกรดน้ำย่อยใน
กระเพาะอาหารนาน 3 ช่ัวโมงของแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii La1 เปรียบเทียบกับโพรไบโอ
ติกสายพั น ธุ์ อื่ น ๆ  (L. reuteri, L. gasseri, L. amylovorus, L. plantarum, B. longum และ  
B. breve) พบว่า L. johnsonii La1 มีความสามารถในการทนกรดน้ำดีได้และทนต่อกรดน้ำย่อยใน
กระเพาะอาหารได้ดีท่ีสุดเมื่อเทียบกับแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์อื่น และในงานวิจัยของ Aiba et 
al. (2015) ได้ทดสอบการทนต่อค่าความเป็นกรดต่ำ (pH 2.0, 1.5 และ 1.0) ของแบคทีเรียสายพันธุ์ 
L. johnsonii La1, L. johnsonii No. 1088 และ L. johnsonii JCM2012 เปรียบเทียบกับโพรไบโอ
ติกสายพันธุ์อื่นๆ (L. gasseri OLL2716, L. casei shirota, L. rhamnosus GG, L. acidophilus 
BF, L. brevis KB290 และ L. gasseri JCM1131) ในระยะเวลา 2 ช่ัวโมงพบว่าแบคทีเรียสายพันธุ์ 
L. johnsonii มีความสามารถในการทนค่า pH 1.0, 1.5 และ 2.0 ได้ดีกว่าโพรไบโอติกกลุ่มอื่นๆ 

คุณสมบั ติ ในการยึดเกาะกับ  Caco-2 cell แบคทีเรียสายพันธุ์  L. johnsonii La1 มี
ความสามารถในการยึดเกาะกับ Caco-2 cell ซึ่งเป็นเซลล์มะเร็งลำไส้ได้ดีกว่าแบคทีเรียโพรไบโอ
ติกสายพันธุ์ L. acidophilus La3, La4, La5, La7, La10 และ La18 โดยทำการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อ
ในระดับ in vitro (Yamano et al., 2007) 

คุณสมบัติในการผลิต hydrogen peroxide จากงานวิจัยของ Pridmore et al. (2008) ท่ี
ได้ทำการศึกษาคุณสมบัติในการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคของแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii 
NCC533 ท่ีแยกได้จากลำไส้ของมนุษย์ พบว่าแบคทีเรียมีสามารถในการผลิต hydrogen peroxide 
ได้ถึง 617±20 µM และสารท่ีผลิตได้มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค Salmonella 
enterica serovar Typhimurium SL1344 ได้ 

คุณสมบัติการกระตุ้นการหล่ังไซโตไคน์ (cytokine) ในแมคโครฟาจ (macrophage) และ
การทำให้เช้ือก่อโรค H pylori จับตัวกันเองโดยโปรตีน GroEL จากงานวิจัยของ Bergonzelli et al. 
(2006) ท่ีได้ทำการศึกษาโปรตีน GroEL ท่ีอยู่บนผนังเซลล์ของ L johnsonii La1 (NCC 533) และ
ได้รับการยืนยันว่ามีโปรตีน GroEL อยู่โดยใช้เทคนิค ELISA นอกจากนี้ยังพบว่ามีโปรตีนดังกล่าวใน 
supernatant ท่ีได้จากการเพาะเล้ียงเช้ือ ซึ่งคาดว่าจะถูกขนส่งออกมานอกเซลล์ ซึ่งวิธีการศึกษาพวก
เขาได้ทำการโคลนโปรตีน GroEL เข้าไปใน E. coli โดย recombinant GroEL ท่ีได้จะนำไปทดสอบ
การยึดเกาะกับ mucus และเย่ือบุผิวของลำไส้ ผลการทดลองพบว่าโปรตีน GroEL มีบทบาทช่วยให้ 
L. johnsonii La1 ยึดเกาะกับเยื่อเมือกและผนังลำไส้ได้ และยังพบว่าโปรตีน GroEL สามารถกระตุ้น
การหล่ัง interleukin-8 (IL-8) ในแมคโครฟาจ และ HT29 cells ได้ นอกจากนี้โปรตีน GroEL ยังมี
ความสามารถในการกระตุ้นการจับตัวกันเองของเช้ือ H. pylori ได้ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
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Aiba et al., (2015) ท่ีได้ศึกษาแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii No. 1088 ในการต้านเช้ือก่อโรค 
H. pylori พบว่าเมื่อทำการทดสอบการเพาะเล้ียงเช้ือร่วมกัน (mixed cultures) ปริมาณหรืออัตรา
ของเช้ือก่อโรค H. pylori ลดลงอย่างชัดเจน และเมื่อนำมาทดสอบในหนูทดลองท่ีทำให้ติดเช้ือ  
H. pylori พบว่าเมื่อทรีตด้วยแบคทีเรีย L. johnsonii No. 1088 ในสัปดาห์ท่ี 2 และ 4 เช้ือก่อโรคมี
ปริมาณลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า L. johnsonii No. 1088 สามารถยึดเกาะกับผนัง
ลำไส้ได้ดี และสามารถลดจำนวนของเช้ือก่อโรค H. pylori ลงได้ 

 
3. เฮลิโคแบคเตอร์ ไพโลริ (Helicobacter pylori) 

เฮลิโคแบคเตอร์ไพโลริเป็นเช้ือแบคทีเรียชนิดหนึ่ง ซึ่งก่อโรคในกระเพาะอาหาร และทำให้
เกิดการอักเสบของกระเพาะอาหาร อาจทำให้เกิดโรคแผลในกระเพาะอาหาร หรือแผลในลำไส้เล็ก
ส่วนต้น รวมถึงมะเร็งกระเพาะอาหาร ซึ่งลักษณะทางสรีระวิทยา มีรูปร่างเกลียว (spiral) หรือรูปร่าง
โค้งงอ (curved rod) เป็นแบคทีเรียแกรมลบ มีขนาดกว้าง 0.5 -0.9 ไมโครเมตร ยาว 2.0-4.0 
ไมโครเมตร เจริญได้ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนต่ำ (Diaconu et al., 2017) โดยสามารถเจริญได้ดีใน
สภาวะท่ีมีออกซิเจน 5% และมีคาร์บอนไดออกไซต์ 5-10% บนอาหารท่ีมีเลือดผสมอยู่ เช่น อาหาร 
Oxoid brain heart infusion agar (BHI) และอาหารท่ีเสริมด้วยเลือดม้า 5% ผสมกับ IsoVitaleX 
1% ซึ่งอาจจะมีการเสริมด้วยวิตามินต่างๆ ในการเจริญเติบโต เช่น วิตามิน  B2, L-glutamine,  
L-cysteine โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญ คือ 37 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 3-5 วัน 
 

 

ภาพที่ 2  Helicobacter pylori ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 
 

ลักษณะทางชีวเคมีของเฮลิโคแบคเตอร์ไพโลริ ไม่สามารถหมักคาร์โบไฮเดรตได้ ไม่มีปฏิกิริยา
การรีดิวซ์ไนเตรตและ indoxyl acetate hydrolysis แต่มีความสามารถในการผลิต catalase และ 
cytochrome oxidase และท่ีโดดเด่นคือสามารถผลิตหรือมีกิจกรรมเอนไซม์ urease และ alkaline 
phosphatase ในระดับท่ีสูง (Owen, 1998) 
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ซึ่งโดยปกติแล้ว H. pylori จะอาศัยอยู่ในกระเพาะอาหาร แต่เนื่องจากในกระเพาะอาหารมี
สภาพท่ีเป็นกรดอย่างแรงทำให้แบคทีเรียส่วนใหญ่ไม่สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ แต่เช้ือ H. pylori จะมี
ลักษณะพิเศษท่ีสำคัญอย่างหนึ่งคือ สามารถสร้างด่างออกมาได้ จึงทำให้เช้ือนี้สามารถอยู่และ
เจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมท่ีเป็นกรดอย่างแรงในกระเพาะอาหารได้  

สาเหตุของการติดเช้ือ H. pylori เกิดจากการติดต่อระหว่างคนสู่คน ซึ่งอาจติดมาจากการ
ปนเปื้อนในอาหารและอุจจาระ โดยส่วนมากจะพบอัตราการติดเช้ือต้ังแต่ในเด็ก โดยคาดว่าเป็นการ
ติดเช้ือจากแม่สู่ลูก ซึ่งในประเทศท่ีกำลังพัฒนาจะพบการติดเช้ือ H. pylori สูงเนื่องจากการดูแลด้าน
สุขอนามัยท่ีแตกต่างกัน โดยกลไกในการติดเช้ือในกระเพาะอาหาร คือเช้ือจะใช้เส้นใยขนาดยาวหรือ
แฟลกเจลลัม (flagellum) รวมถึงรูปร่างท่ีเป็นเกลียวในการเคล่ือนท่ีเข้าไปอยู่ในช้ันเยื่อเมือก 
(mucous) ท่ีเคลือบอยู่บนเยื่อบุผิวของกระเพาะอาหารและเข้าไปเกาะอยู่กับเซลล์เยื่อบุผิว โดยการ
อยู่ในช้ันเย่ือเมือกจะช่วยป้องกันไม่ให้แบคทีเรียถูกขับออกไปจากกระเพาะอาหารจากการบีบตัวของ
กระเพาะอาหาร นอกจากนี้แบคทีเรียยังมีเอนไซม์ urease ท่ีสามารถย่อยสลายสารยูเรียท่ีมีอยู่ใน
กระเพาะอาหารให้กลายเป็นคาร์บอนไดออกไซด์และแอมโมเนีย จึงช่วยให้เกิดภาวะความเป็นด่างทำ
ให้ความเป็นกรดรอบๆ ตัวของแบคทีเรียอ่อนลงได้ ดังนั้นจึงสามารถอาศัยอยู่ในกระเพาะอาหารได้ 
เมื่อมีแบคทีเรียเข้ามาในร่างกาย ร่างกายจะไปกระตุ้นให้เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ ท่ีอยู่ในกระแสเลือด 
ออกมายังบริเวณเซลล์เยื่อบุผิวของกระเพาะอาหาร และปล่อยสารเคมีท่ีเกี่ยวข้องกับการอั กเสบ
ออกมา ทำให้เซลล์เย่ือบุกระเพาะอาหารเกิดการอักเสบทำให้มีโอกาสท่ีจะเป็นแผลในกระเพาะอาหาร
หรือในลำไส้เล็กส่วนต้นได้ ดังนั้นในผู้ท่ีติดเช้ือจะมีการอักเสบของเซลล์เย่ือบุกระเพาะอาหารเกิดขึ้น 
เรียกว่า กระเพาะอาหารอักเสบ (gastritis) ซึ่งการอักเสบจะมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับปริมาณของเช้ือ 
และชนิดย่อยของเช้ือ หรืออาจทำให้กลายเป็นมะเร็งกระเพาะอาหารได้ 

 
4. ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย 
 4.1 แหล่งคาร์บอน ซับสเตรตหลายๆ ชนิดถูกใช้ในการผลิตกรดแลคติกโดยเช้ือแบคทีเรีย
กรดแลคติก ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์จะได้จากการใช้แหล่งน้ำตาลท่ีมีความบริสุทธิ์ในการหมัก ซึ่ง
ทำให้มีค่าใช้จ่ายในการเก็บเกี่ยวผลผลิตต่ำ อย่างไรก็ตามแหล่งน้ำตาลท่ีมีความบริสุทธิ์นั้นมีราคาแพง
จึงไม่ คุ้มทุน ทำให้มีการใช้ผลผลิตท่ีเป็นของเหลือท้ิงจากการเกษตรและอุตสาหกรรมมาใช้ให้เกิด
ประโยชน์ เช่น หางนม เวย์ และกากน้ำตาล เป็นต้น (Hofvendahl and Hahn-Hgerdal, 2000) 
จุลินทรีย์ต้องการคาร์บอนเป็นธาตุอาหารหลักเนื่องจากคาร์บอนเป็นส่วนประกอบของสารชีวโมเลกุล
หลายชนิดในเซลล์โดยท่ัวไปจุลินทรียก์ลุ่มท่ีสามารถใช้สารอนินทรีย์เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งได้แก่ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์จะเรียกกลุ่มนี้ว่า Autotrophs ส่วนจุลินทรีย์กลุ่มท่ีได้รับคาร์บอนจากสารอาหาร 
เช่น กรดอะมิโน ไขมัน คาร์โบไฮเดรต หรือสารอินทรีย์อื่นๆ จะเรียกกลุ่มนี้ว่า Heterotrophs  
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4.2 แหล่งไนโตรเจน การเติมสารแหล่งไนโตรเจนท่ีความเข้มข้นสูงเพียงพอจะให้ผลท่ีดีต่อ
การผลิตกรดแลคติก อาหารเล้ียงเช้ือสูตร MRS ซึ่งมีท้ังสารสกัดจากยีสต์ เพปโตน และสารสกัดจาก
เนื้อดีกว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีเพียงสารสกัดจากมอลท์ ไนโตรเจนเป็นส่วนประกอบของสารชีวโมเลกุลท่ี
สำคัญ เช่น ดีเอ็นเอ กรดอะมิโน จุลินทรีย์ สามารถนำไนโตรเจนมาใช้ประโยชน์ได้ในหลายรูปแบบ
ขึ้นอยู่กับชนิดของจุลินทรีย์เช่น การได้รับไนโตรเจนจากสารอินทรีย์ ไนเตรต ไนไตรท์หรือการได้รับ
โดยการตรึงไนโตรเจนจากอากาศ เป็นต้น  

4.3 อุณหภูมิ การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อความสามารถในการสร้างผลผลิตต่อหน่วยเวลา
ของแบคทีเรียกรดแลคติกยังมีการศึกษาน้อยกว่าผลของอุณหภูมิต่อความเข้มข้นของกรดแลคติก และ
ผลผลิตกรดแลคติกท่ีได้ มีการรายงานว่าเช้ือ L. amylophilus มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู่ในช่วง 25-
35 องศาเซลเซียส ซึ่งทำให้ความสามารถในการสร้างผลผลิตต่อหน่วยเวลาและผลผลิตสูงสุด สําหรับ
เช้ือ L. casei และ L. paracasei มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู่ระหว่าง 37-44 องศาเซลเซียส 

4.4 ธาตุอาหารอื่นๆ เช่น ออกซิเจน ซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส เป็นต้น ธาตุเหล่านี้มีความจำเป็น
ต่อกิจกรรมภายในเซลล์ ออกซิเจนเกี่ยวข้องกับการหายใจระดับเซลล์เพื่อสร้างพลังงานในจุลินทรีย์ท่ี
ต้องการออกซิเจนในการเจริญ ซัลเฟอร์เป็นส่วนประกอบของ กรดอะมิโนบางชนิด เช่น ซีสเทอีน ซี
สตีน แบคทีเรียบางชนิดสร้างพลังงานจากการท่ีซัลเฟอร์เป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายในปฏิกิริยา
การหายใจระดับเซลล์ ในขณะท่ีฟอสฟอรัสเป็นส่วนประกอบของหมู่ฟอสเฟตในดีเอ็นเอและอาร์เอ็น
เอ ซึ่งเกี่ยวข้องโดยตรงกับการแบ่งเซลล์ (สุขสันติ, 2557) 

 
5. นมพร่องมันเนย (Skim milk) 
 นมพร่องมันเนย (skim milk) หรือน้ำนมท่ีขจัดเอาไขมันออกไป เช่น ไขมัน 0% ไขมัน 
0.15% เป็นต้น เหมาะสำหรับคนท่ีไม่ต้องการพลังงานจากการด่ืมนม แต่ต้องการสารอาหารจากนม 
จะมีส่วนประกอบโดยประมาณของหางนม ได้แก่ น้ำ (90%) , โปรตีน (3.7%), แลกโตส (5%) และแร่
ธาตุ (1%) ตามพระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 กำหนดให้มีปริมาณมันเนย (butter fat) เหลืออยู่
ไม่เกิน 0.1% ของน้ำหนักเมื่อนำมาทำแห้ง (dehydration) จะได้นมผงขาดมันเนย (skim milk 
powder) และ สภานมนานาชาติ (International Dairy Federation ; IDF) ได้ช้ีให้เห็นว่าแบคทีเรีย
โพรไบโอติกสามรถรอดชีวิตได้ในผลิตภัณฑ์นมถึง 107 กรัมของผลิตภัณฑ์นม (Sahni and Gupta, 
2014) 

นมพร่องมันเนยมีประโยชน์สำหรับการเสริมสร้างกล้ามเนื้อ ซึ่งเป็นผลการศึกษาใหม่ ท่ีพบว่า
เมื่อเปรียบเทียบกันระหว่าง การด่ืมนมพร่องมันเนย กับนมถั่วเหลือง (soy milk) แล้วผู้ท่ีด่ืมนมพร่อง
มันเนยจะมีผลกับการเสริมสร้างกล้ามเนื้อท่ีดีกว่า และเมื่อยืดผลการศึกษานานออกไปถึง 10 เดือน
พบว่า ความแตกต่าง ในการพัฒนาของกล้ามเนื้อของผู้ท่ีด่ืมหางนมเมื่อเทียบกับนมถั่วเหลืองแล้ว มี
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มากกว่าถึง 2 เท่าตัวทีเดียวสำหรับการด่ืมผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นโปรตีน ท่ีดูดซึม "เร็ว" อย่ าง Whey 
Protein หรือ Soy Protein นั้นจะมีส่วนช่วยในการเสริมสร้างกล้ามเนื้อหลังจากการฝึก ส่วนการด่ืม
ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นโปรตีนท่ีดูดซึม "ช้า" อย่างเช่นนม จะมีส่วนช่วยป้องกันอาการสูญเสียของกล้ามเนื้อ 
อันเกิดจากการฝึก ซึ่งท้ังสองอย่าง ล้วนแต่มีข้อดี ข้อจำกัดท่ีแตกต่างกันไป การเลือกทานให้เหมาะสม
ท้ังโปรตีนที่ดูดซึมเร็ว และช้า จะช่วยให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด ในการเสริมสร้างและพัฒนากล้ามเนื้อ 
  นมพร่องมันเนยถูกใช้ในอุตสาหกรรมอาหารหลากหลายประเภท อาหารหลายประเภท เช่น 
ซุป ซอส ขนมและเบเกอรี่ ได้รับประโยชน์จากนมพร่องมันเนยคุณสมบัติท่ีดีคือเก็บรักษาได้นาน 
(Kelly, 2004) ซึ่งอาจจะต้องเก็บรักษาภายใต้อุณหภูมิและความช้ืนท่ีเอื้ออำนวยจึงจะทำให้ไม่มีความ
หนืดและความเหนียวเกิดข้ึน 
 
ตารางที่ 2 ตารางโภชนาการของนมผงพร่องมันเนย  

* Nutritional Information per 100 g 

Energy 363 kcal From Fat 7.2 kcal 

% Daily Value 

Total Fat 0.8 g 1.2% 

Saturated Fat 0.4 2.0% 

Cholesterol 14.5 mg 4.8% 

Sodium 581.1 mg 24.2% 

Total Carbohydrates 54.0 g 18.0% 

Sugar (As lactose) 54.0 g   

Sugar (Added) 0.0 g   

Protein 35.0 g 70.0% 

Vitamin A 4.1 mcg 0.2% 

Phosphorus 0.8 mg 0.1% 

Calcium 1379.9 mg 138.0% 
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6. การออกแบบการทดลองเพือ่ศึกษาผลของปัจจัยหลายปัจจัย 
การออกแบบการทดลองเป็นการออกแบบเพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความเหมาะสมโดยการหา

ค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด (Optimization) ซึ่งอาศัยแบบจำลองหรือสมการทางคณิตศาสตร์มา อธิบาย
ความสัมพันธ์ของปัจจัยท่ีมีผลต่อปริมาณหรือคุณภาพของผลิตภัณฑ์ สามารถศึกษาผลของหลายๆ
ปัจจัยพร้อมกันในเวลาเดียวกันด้วยวิธีใช้จำนวนการทดลองน้อยกว่าการศึกษาท่ีละปัจจัย การ
ออกแบบการทดลองจึงเป็นวิธีการเก็บข้อมูลท่ีมีประสิทธิภาพโดยการเปล่ียนแปลงหรือปรับค่าของ 
input (factors) อย่างมีจุดมุ่งหมายท่ีจะสังเกตการเปล่ียนแปลงของ output (response) ท่ีเกิดขึ้น 
กระบวนการท่ีมีปัจจัย (factor) หรือ input (X1 , X2 , X3 , X4) ต่างๆ ท่ีส่งผลต่อค่า Y ซึ่งเป็น
คุณลักษณะด้านคุณภาพ (quality characteristic) ของกระบวนการ ในการออกแบบการทดลองเรา
ต้องทำการทดลองอย่างเป็นระบบเพื่อท่ีจะหาความสัมพันธ์เชิงสถิติของ Y และ X ต่างๆ โดยท่ี
พยายามใช้ทรัพยากรในการทดลองให้มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ความสัมพันธ์เชิงสถิติท่ีได้จะทำให้เรามี
ความรู้เกี่ยวกับกระบวนการ (process knowledge) เพื่อนำไปปรับปรุงกระบวนการต่อไป 

 
6.1 การออกแบบการทดลองแบบ Plackett and Burman 
 Plackett และ Burman ได้นําเสนอวิธีการออกแบบท่ีใช้สําหรับคัดเลือกปัจจัยสำคัญ กรณีมี

ปัจจัยจํานวนมาก หลังจากนั้นผลงานของพวกเขาก็ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวางวิธีการคือ 
เลือกใช้จำนวนการทดลองให้เป็นเลข 4 เท่าของเลขอนุกรม นั่นคือจะมีจำนวนการทดลองเป็น 8, 12, 
16, และ 20 โดยให้จำนวนการทดลองมีค่ามากกว่าจำนวนปัจจัยอยู่ 1 เป็นอย่างน้อยเสมอ ดังนั้นเมื่อ
มีจำนวนปัจจัย 5 ปัจจัย จะได้จำนวนการทดลองเท่ากับ 8 หรือเมื่อมีจำนวนปัจจัย 7 ปัจจัยก็จะได้
จำนวนการทดลองเท่ากับ 8 เช่นกัน หรืออีกนัยหนึ่งจำนวนการทดลอง 8 การทดลอง สามารถ
ออกแบบการทดลองสำหรับจำนวนปัจจัยได้สูงสุด 7 ปัจจัยนั่นเอง จะเห็นว่าแม้จำนวนปัจจัยเพิ่มขึ้น 
แต่จำนวนการทดลองอาจจะไม่เพิ่มก็ได้ 

การออกแบบการทดลองแบบนี้เป็นส่วนหนึ่งของการออกแบบการทดลองแบบ แฟคทอเรียล 
(Factorial) หรืออาจจัดให้ เป็นแฟคทอเรียลบางส่วน ท่ีมีการออกแบบให้ เป็นอิสระต่อกัน 
(orthogonal) ใช้เพื่อคัดเลือกปัจจัยในการพัฒนาสูตร หรือพัฒนากรรมวิธีการผลิตจาก 4-20 ปัจจัย 
ท่ีได้จากการทดสอบเบ้ืองต้นให้เหลือ 1-4 ปัจจัย โดยท่ีไม่ต้องทำการทดลองในขนาดใหญ่ แต่มีข้อเสีย
คือไม่สามารถศึกษาปฏิสัมพันธ์ของปัจจัยต่างๆ ได้ การออกแบบการทดลองจะใช้การออกแบบเชิง
แฟคทอเรียล 2 ซึ่งแต่ละปัจจัยจะประกอบด้วย 2 ระดับเป็นพื้นฐาน โดยจะมีแบบแผนมาตรฐานดัง
ตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3 Initial block สำหรับแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman 
N Initial block 
8 +  +  +  -  +  -  - 

12 +  +  -  +  +  +  -  -  -  +  - 

16 +  +  +  +  -  +  -  +  +  -  -  +  -  -  - 

20 +  +  -  -  +  +  +  +  -  +  -  +  -  -  -  -  +  +  - 

24 +  +  +  +  +  -  +  -  +  +  -  -  +  +  -  -  +  -  +  -  -  -  - 

* ดัดแปลงจาก Chauhan et al. (2007) 
 

 6.2 การออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design 
Central Composite Design (หรือ box-wilson design) เป็นการทดลองท่ี 3 ปัจจัย 5 

ระดับ (นิยมแทนด้วยสัญลักษณ์ –α, -1, 0, +1, +α) กล่าวคือ จะปรับตัวแปรท่ีต้องการศึกษาตัวแปร
ละ 3 ค่า แต่แทนท่ีจะปรับตัวแปรแบบ Full Combination หรือ Full Factorial กลับเลือกบาง 
Runs หรือบางสภาวะการทดลองท่ีจำเป็น เพื่อให้ได้ข้อมูลเพียงพอต่อการสร้างแบบจำลองทางสถิติ 
โดย Model ท่ีได้จะยังคงมีท้ัง Main Effect, Interaction และ Quadratic Terms โดยใช้ทรัพยากร
ไม่มากจนเกินไป 

ตัวอย่างของ Central Composite Design สำหรับการศึกษาตัวแปร 3 ตัว ถูกแสดงไว้ดัง
ภาพท่ี 3 และตารางท่ี 4 ซึ่งจะเห็นได้ว่า Design of experiment (DOE) ประกอบไปด้วย 3 ส่วน คือ 
1. Factorial Points ซึ่งในท่ีนี้เป็นการนำ 2-Level Full Factorial มาเป็นส่วนหนึ่งของการทดลอง
นั่นเอง 2. Axial Points เป็นการปรับค่าตัวแปรใดตัวแปรหนึ่งในขณะท่ี Fix ให้ค่าตัวแปรอื่นอยู่ท่ีค่า
กลาง (หรือค่า 0) และ 3. Center Points เป็นการปรับค่าของตัวแปรทุกตัวแปรท่ีค่ากลาง (หรือค่า 
0) สำหรับตัวอย่างในตารางท่ี 1 เลือกค่า Alpha = 1 หรือ ระยะจาก Axial Point ไปยัง Center 
Point เป็น 1 ซึ่งค่าดังกล่าวมักจะเหมาะสมในทางปฏิบัติ (บางครั้งเรียก design ท่ี alpha = 1 แบบนี้
ว่า face centered design) (จรัล, 2552) 

 
ภาพที่ 3 Central Composite Design สำหรับ 3 Factors (จรัล, 2552) 
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ตารางที่ 4 ตัวอย่างตารางการเก็บข้อมูลของ Central Composite Design สำหรับ 3 Factors  
Treatment Factor 1 Factor 2 Factor 3 Responses 

1 -1 -1 -1 - 
2 +1 -1 -1 - 
3 -1 +1 -1 - 
4 +1 +1 -1 - 
5 -1 -1 +1 - 
6 +1 -1 +1 - 
7 -1 +1 +1 - 
8 +1 +1 +1 - 
9 -α 0 0 - 

10 +α 0 0 - 

11 0 -α 0 - 

12 0 +α 0 - 

13 0 0 -α - 

14 0 0 +α - 

15 0 0 0 - 
16 0 0 0 - 
17 0 0 0 - 
18 0 0 0 - 
19 0 0 0 - 
20 0 0 0 - 

ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก จรัล (2552) 

7. การขยายกำลังการผลิต (Scale up) 
การขยายกำลังการผลิต คือการศึกษาหรือดำเนินการจากการหมักในระดับห้องปฏิบัติการ 

โรงงานต้นแบบ เพื่อนำไปสู่ข้อมูลผลิตผล และสร้างการหมักขนาดใหญ่ในระดับอุตสาหกรรม อย่างไร

ก็ตามความสำคัญในระหว่างการขยายกำลังการผลิตต้องสามารถทดสอบขนาดความจุในการหมัก การ

ทำซ้ำ ความสม่ำเสมอ หรือเมื่อปิดการผลิต ผลิตภัณฑ์การหมัก ในระดับอุตสาหกรรมต้องมี

ประสิทธิภาพเหมือนกับผลิตภัณฑ์การหมักในระดับห้องปฏิบัติการ 
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ภาพที่ 4 Scale-up Strategies (Wenten et al., 2016) 

วัตถุประสงค์สำคัญในการทำ Scale up นั้น เกิดขึ้นจากความต้องการท่ีจะนำผลความสำเร็จ

จากการทดลองในระดับ Lab-scale มาเพิ่มการผลิตเพื่อการพาณิชย์ให้ประสบความสำเร็จ ซึ่งการทำ

ให้ได้ผลสำเร็จอย่างมั่นใจและปลอดภัย จะต้องเริ่มต้นจากการทดลองในระดับ Pilot หรือ Demo 

Plant ก่อนเพื่อเก็บข้อมูลมาช่วยในการออกแบบ และการดำเนินงาน เพื่อท่ีจะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีต้องการ

จากโรงงานท่ีออกแบบในอัตราท่ีออกแบบไว้ให้มีคุณภาพ และมีมูลค่าท่ีสามารถสร้างรายได้ แต่

อย่างไรก็ตามส่ิงท่ีต้องคำนึงถึง คือ ความปลอดภัยท้ังต่อชุมชนและส่ิงแวดล้อมด้วย จึงจะเป็น 

Successful scale-up 

การศึกษาการดำเนินการในระหว่างการขยายกำลังการผลิต ประกอบด้วย การเจริญเติบโต

ของหัวเช้ือ (Inoculum development) การฆ่าเช้ือท่ีสมบูรณ์  (Sterilization: Establishing the 

Process) ปัจจัยทางส่ิงแวดล้อม เช่น สารอาหารท่ีสภาพพร้อมใช้งาน ความเป็นกรด-เบส อุณหภูมิ 

ค่าการละลายออกซิเจน ค่าการละลายคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นต้น สภาวะของแรงเฉือน (Shear 

conditions) และการผลิตโฟม (foam production) 

ปัจจัยท่ีต้องควบคุมในระหว่างการหมัก คือ อุณหภูมิในระหว่างกระบวนการหมัก (process 

temperature) ความเป็นกรด-เบส (pH) ปริมาณหัวเช้ือในการผลิตแต่ละขั้นตอน (inoculation 

percentages (v/v) for each step) การกำหนดการตารางในการเพิ่มอาหารเข้าไปในระหว่างการ

หมัก (schedule of feed-media additions) และแนวทางในการป้องกันปัญหาและอุปสรรคท่ี

อาจจะเกิดขึ้น อันเนื่องมาจากการก้าวกระโดดจาก Lab-scale สู่ Full-scale ยกตัวอย่าง ปัญหาท่ีมัก

เกิดขึ้น เช่น ปัญหาส่ิงปนเป้ือน (impurity)  
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8. การเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ 
เป็นการยืดอายุหรือช่วงระยะเวลาท่ีผลิตภัณฑ์อยู่ในบรรจุภัณฑ์และในสภาวะท่ีกำหนดได้

ยาวนานกว่าปกติ ซึ่งยังสามารถรักษาคุณภาพและความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ให้อยู่ในระดับท่ี
กำหนดได้ 

8.1 สารห่อหุ้ม (carried out) 
 สารห่อหุ้มเป็นสารหรือวัสดุตัวกลางท่ีใช้ห่อหุ้มจุลินทรีย์ไว้เพื่อป้องกันการทำลายจากสภาวะ
แวดล้อมภายนอก สารห่อหุ้มมีหลายชนิด ซึ่งท่ีนิยมใช้ได้แก่ แอลจิเนต แซนแทนกัม แป้ง ซูโครส มอล
โตเดกตริน อินูลิน เวย์โปรตีน และนมพร่องมันเนย เป็นต้น ซึ่งการเลือกใช้วัสดุหรือตัวกลางในการ
ห่อหุ้มจุลินทรีย์อย่างเหมาะสมจะทำให้โพรไบโอติกมีการรอดชีวิตสูงขึ้น 

Spray drying หรือเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย เป็นเทคนิคทำให้อาหารเหลวเป็นละออง 
สัมผัสกับกระแสลมร้อนภายในห้องอบแห้ง (drying chamber) ทำให้น้ำในอาหารระเหยออกไปอย่าง
รวดเร็ว ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จะเป็นผงแห้ง ตกลงสู่ภาชนะรองรับด้านล่าง ผงบางส่วนท่ีรวมอยู่กับลมร้อนจะ
ถูกแยกออกด้วยระบบ แยกอาหาร ผงท่ีได้มีความช้ืนต่ำกว่า 5% สอดคล้องกับประกาศกระทรวง
สาธารณสุข เกี่ยวกับความช้ืนของอาหารสำเร็จรูป และเครื่องด่ืมชนิดแห้งท่ีมีการควบคุมความช้ืนอยู่
ใน ระดับ 5-10% จึงนิยมใช้ผลิตอาหารแห้งหรืออาหารท่ีเป็นผง ข้อควรระวัง ปัจจัยท่ีมีอิทธิพลต่อ 
ประสิทธิภาพและคุณภาพ ของอาหารท่ีทำแห้งด้วย เครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย ได้แก่ อัตราการไหล
ของ อาหารเหลวขาเข้า (feed) ความหนืดของอาหารเหลว อุณหภมูขิองลมร้อนขาเข้า 
 

 
 

ภาพที่ 5 แสดงแบบแผนของระบบการห่อหุ้มแบบ matrix type ของแบคทีเรียโพรไบโอติกโดยใช้
เทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย (Burgain et al., 2011) 

  



 18 

เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน (microencapsulation) คือ กระบวนการห่อหุ้มสารบางชนิด 
เช่น วิตามิน ยารักษาโรค สารต้านอนุมูลอิสระ และจุลินทรีย์ เป็นต้น ด้วยพอลิเมอร์ให้อยู่ในรูปของ
แคปซูลช้ันบางๆ ขนาดเล็ก เรียกว่า ไมโครแคปซูล ซึ่งมีขนาดต้ังแต่ 1 จนถึง 1 ,000 ไมครอน เพื่อ
ประโยชน์ในการคงตัวของสารตลอดการใช้งาน การห่อหุ้มสารท่ีมีความไวต่อส่ิงแวดล้อม เช่น ถูก
ออกซิไดซ์ได้ง่าย ไวต่อแสง อุณหภูมิและความเป็นกรดด่าง เป็นต้น จะทำให้สารดังกล่าวมีความคงตัว
ดีขึ้นและเก็บรักษาได้ยาวนาน กระบวนการดังกล่าวยังช่วยป้องกันสารท่ีระเหยง่าย นอกจากนั้นการ
นำสารท่ีเป็นของเหลวมาอยู่ในไมโครแคปซูลอาจช่วยลดการทำปฏิกิริยาของสารผสม สะดวกต่อการ
นำไปใช้งาน รวมท้ังสามารถควบคุมการปลดปล่อยสารไปสู่บริเวณท่ีต้องการในเวลาท่ีเหมาะสมได้ จึง
มีประโยชน์ช่วยลดความส้ินเปลืองในการใช้สาร 

 

 
ภาพที่ 6 แสดงแบบแผนของระบบการห่อหุ้ม : (a) แบบกักเก็บ (reservoir type), (b) matrix type 

และ (c) coated matrix type (Burgain et al., 2011) 
 

 โดยการจำแนกประเภทของไมโครแคปซูล แบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ ซึ่ง Reservoir type 
คือสารท่ีต้องการห่อหุ้มอาจเป็นชนิดเดียวหรือไม่ก็ได้กระจายตัวอยู่ภายในส่วนของ encapsulation 
material ท่ีเป็น shell เรียกว่า core ส่วน Matrix type สารท่ีเราต้องการห่อหุ้มจะกระจายตัวอยู่ใน 
encapsulation material โดยเทคนิคการ encapsulation มีหลายวิธี ด้วยกัน ยกตัวอย่างเช่น 
กระบวนการทางกายภาพ  (physical process) ไ ด้แก่  spray drying, freeze drying, spray 
chilling และ extrusion เป็นต้น กระบวนการทางเคมี (chemical process) ได้แก่ coacervation 
เป็นต้น และ กระบวนการทางเคมีฟิสิกส์ (Physicochemical) ได้แก่ phytosome และ liposome 
เป็นต้น 

จากงานวิจัยของ Maciel et al. (2014) ท่ีได้ทำการศึกษาเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน 
(Microencapsulation) ของแบคทีเรียโพรไบโอติก L. acidophilus La-5 จากการสเปรย์ดรายโดย
ใช้สารจากผงเวย์ (sweet whey) และนมพร่องมันเนยเป็นวัสดุห่อหุ้มเซลล์โพรไบโอติก และพบว่า
สารท้ังสองชนิดนี้มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้มเซลล์และยังทำให้มีอัตราการรอดชีวิตสูง และนอกจากนี้
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เขายังทดสอบอายุการเก็บรักษาซึ่งพบว่าเช้ือมีอัตราการลดลงจากเดิมเพียง 0.43 log CFU/g ใน
ระยะเวลาการเก็บรักษา 90 วัน 

8.2 อายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์ (Shelf life) 
อายุการเก็บรักษา หมายถึง ช่วงระยะเวลาท่ีอาหารอยู่ในบรรจุภัณฑ์และการเก็บรักษาใน

สภาวะท่ีกำหนด ซึ่งสามารถรักษาคุณภาพและความปลอดภัยของอาหารให้อยู่ในระดับท่ีกำหนดได้ 
ซึ่งเกณฑ์ท่ีใช้กำหนดอายุการเก็บของอาหาร ยกตัวอย่างเช่น การเปล่ียนแปลงทางเคมี (การ

เปล่ียนสี (discolouration) การหืน (rancidity) การเปล่ียนแปลงทางประสาทสัมผัส (staling และ 
texture) การเปล่ียนแปลงทางจุลินทรีย์ (microbial spoilage และ ปริมาณจุลินทรีย์ท่ีใช้เป็นเกณฑ์
ด้านความปลอดภัย) กฏระเบียบแนวทางปฏิบัติท่ีเกี่ยวกับ food safety (Listeria monocytogenes 
และ Clostridium botulinum) 

คุณภาพของผลิตภัณฑ์โดยปกติแล้วการเปล่ียนแปลงในขณะเก็บรักษาเป็นส่ิงท่ีไม่เป็นท่ี
ต้องการในการเก็บรักษา เพราะทำให้เกิดการเปล่ียนแปลงลักษณะ ความคงตัว กล่ินรส และเนื้อ
สัมผัส การเปล่ียนแปลงดังกล่าวมีความสำคัญมากในการวิเคราะห์อายุการเก็บผลิตภัณฑ์ คุณลักษณะ
ทางประสาทสัมผัสของอาหารทุกชนิดจะเปล่ียนไปเมื่อเก็บรักษา อายุการเก็บผลิตภัณฑ์เป็นค่าท่ี
ประมาณได้ยาก เนื่องจากถ้าใช้วิธีทดสอบอายุการเก็บตามหลักการคือ บรรจุอาหารตามเงื่อนไขการ
ผลิต ต้ังไว้ในสภาวะท่ีต้องการหาค่าอายุการเก็บจริง  กำหนดค่าช่วงเวลาของการทดสอบแล้วนำ
ตัวอย่างอาหารมาตรวจวัดค่าตัวแปรท่ีใช้เป็นดัชนีช้ีวัดคุณภาพ ติดตามดูเวลาเก็บ เท่าใดท่ีทำให้
อาหารท่ีบรรจุเส่ือมสภาพ แต่การทดลองดังกล่าวให้เวลายาวนานและหากต้องการตรวจผลิตภัณฑ์ใน
ปริมาณมาก เวลาท่ีใช้ในการทดลองในแต่ละสภาวะจะเพิ่มมากขึ้นและในทางอุตสาหกรรมไม่สามารถ
รอผลการทดลองยาวนานได้ ดังนั้นจึงมีการทดลองในสภาวะเร่ง โดยทดสอบการเก็บตัวอย่าง ผลิตไว้ที่
อุณหภูมิสูง ซึ่งเรียกว่า การทดสอบในสภาวะเร่ง (Accelerated Shelf Life Test, ASLT)  

accelerated shelf life testing (ASLT) คือ การหาอายุการเก็บรักษาโดยใช้วิธีการประเมิน
ทางวิทยาศาสตร์ ด้วยการใช้ค่า Q10 Factor ซึ่งเป็นวิธีการสากลท่ีนิยมใช้ในการหาอายุการเก็บของ
ผลิตภัณฑ์อาหารท่ีใช้เวลาการหาส้ันและประหยัดค่าใช้จ่าย แต่สามารถคาดคะเนอายุการเก็บของ
ผลิตภัณฑ์ท่ีเก็บรักษาต่างๆ ได้ โดยไม่ต้องทดลองทุกอุณหภูมิ และยังใช้ประเมินอายุการเก็บท่ีเหลือ
หลังจากการเก็บท่ีอุณหภูมิต่างๆ แล้วได้เช่นกัน แต่มีข้อจำกัดสำหรับอาหารบางชนิด เช่น การเพิ่ม
อุณหภูมิในระยะการบ่มอาจจะเร่งให้เกิดการเปล่ียนแปลง กระบวนการทางเคมีและกายภาพบางชนิด 
ทำให้การคาดคะเนอายุมีความคลาดเคล่ือนได้ (ธนกิจ และคณะ, 2561)  
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ซึ่งการอธิบายความสัมพันธ์ของค่า Q10 และ Q1 ได้ต่อไปนี้  
 

Q10 =
𝜃𝑠(𝑇)

𝜃𝑠(𝑇+10)
  และ Q1=Q

0.1

10
   Q∆T =

𝑄𝑠(𝑇)

𝑄𝑠(𝑇+∆𝑇)
 

 

เมื่อ  s(T) = อายุการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ T (วัน)  

s(T+10) = อายุการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ T + 10 (วัน)  
Q10 = อัตราส่วนของอัตราการเกิดปฏิกิริยาท่ี มีอุณหภูมิต่างกัน 10 องศาเซลเซียส  
Q1 = อัตราส่วนของอัตราการเกิดปฏิกิริยาท่ี มีอุณหภูมิต่างกัน 1 องศาเซลเซียส  
∆T = ผลต่างของอุณหภูมิท่ีทำนายกับ อุณหภูม ิT 

 จากงานวิจัยของ Achour et al. (2001) ท่ีได้ทำการศึกษาอายุการเก็บรักษาในสภาวะเร่ง 
(accelerated shelf life testing) และอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียกลุ่ม Lactococcus ท่ีผ่าน
การทำแห้งแบบแช่เยือกแข็งเพื่อใช้เป็นหัวเช้ือเริ่มต้น พบว่าแบคทีเรียกลุ่ม Lactococcus มีอัตราการ
รอดชีวิตสูงในภาพรวม และมีค่าครึ่งชีวิต  (half-life) เฉล่ียอยู่ท่ีการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ประมาณเป็นเวลา 7 วัน เมื่อเทียบกับ 43 วันในการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
และงานวิจัย Senz et al. (2015) ท่ีได้ทำการศึกษาการควบคุมลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์
โพรไบโอติก L. acidophilus เพื่อเพิ่มการคงตัวในระหว่างกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
และนอกจากนี้ยังได้ศึกษาอายุการเก็บรักษาผลิตภัณฑ์แบบสภาวะเร่ง (accelerated shelf life test, 
ASLT) ในการออกแบบการทดลองจะทำการเก็บตัวอย่างท่ีอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน คือ 4, 20, 26, 37, 
45 และ 60 องศาเซลเซียส วิเคราะห์ค่าทำนายการรอดชีวิต ในเวลา 2 (60 องศาเซลเซียส) ถึง 520 
วัน (4 องศาเซลเซียส) ซึ่งในส่วนของผลการหาอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์พบว่าตัวอย่างท่ีทำการ
เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส มีค่าอายุการเก็บรักษาท่ีดีท่ีสุด ซึ่งการเพาะเล้ียงในอาหาร MRSD มีอายุการ
เก็บรักษาสูงถึง 7 เท่า เมื่อเทียบกับการเพาะเล้ียงในอาหาร GEM 
 
9. งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

Cruchet et al. (2003) ได้ศึกษาในกลุ่มเด็กนักเรียนอายุระหว่าง 6 -17 ปี 326 คนใน
ประเทศซิลีซึ่งพบว่ามีการติดเช้ือ H. pylori โดยแบ่งนักเรียนเป็น 5 กลุ่ม คือกินผลิตภัณฑ์ท่ีมี
ส่วนผสมของเช้ือ L. johnsonii La1 (กลุ่มท่ี 1) เช้ือ L. paracasei ST11 (กลุ่มท่ี 3) เช้ือตายของ 
La1 (กลุ่มท่ี 2) เช้ือตายของ ST11 (กลุ่มท่ี 4) และกลุ่มควบคุม (กลุ่มท่ี 5) ทำการทดลองให้กิน
ผลิตภัณฑ์เหล่านี้เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ผลการทดลองช้ีให้เห็นว่า การกินเช้ือ L. johnsonii La1 อย่าง
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สม่ำเสมอจะช่วยขัดขวางการยึดเกาะของ H. pylori ในกลุ่มประชากรท่ีศึกษานี้ได้ และช่วยลดความ
รุนแรงของผลจากการติดเช้ือ H. pylori นี้ได้ 

Bergonzelli et al. (2 006 ) ท ำก าร ศึก ษ าโป ร ตีน  GroEL ท่ี อ ยู่ บ น ผนั ง เซ ล ล์ขอ ง  
L. johnsonii La1 ซึ่ ง ยื น ยั น ก ารมี อ ยู่ ไ ด้ จ าก ก าร ใช้ เท คนิ ค  whole cell enzyme-linked 
immunosorbent assay นอกจากนี้ยังพบว่ามีโปรตีนดังกล่าวนี้ใน supernatant ท่ีได้จากการ
เพาะเล้ียง La1 ด้วย ซึ่งคาดว่าจะถูกส่งออกมาจากเซลล์ไม่ใช่เกิดจากเซลล์ท่ีแตก โปรตีน GroEL ได้
ถูกโคลนใน E. coli  ซึ่ง recombinant GroEL ท่ีได้นี้ได้ถูกนำไปจับ (binding) กับเยื่อเมือกเละเย่ือบุ
เซลล์ผิว epithelial cell ของผนังลำไส้ผลการทดลองพบว่า GroEL นี้มีบทบาทช่วยให้ La1 ยึดจับกับ
เย่ือเมือกและเซลล์ผนังลำไส้ได้ นอกจากนี้ยังพบว่าโปรตีน GroEL กระตุ้นการหล่ัง interleukin-8 ใน 
macrophage และ HT29 cells ได้ และผลจากการทดลองท่ีน่าสนใจเป็นอย่างมาก คือโปรตีน 
GroEL ของเช้ือ La1 นี้ สามารถกระตุ้นการจับตัวกันเองของเช้ือ H. pylori ได้  

Yamano et al. (2007) ทำการศึกษาคุณสมบัติในการทนต่อกรดน้ำดีและกรดน้ำย่อยใน
กระเพาะอาหาร โดยได้ทดสอบการทนต่อกรดน้ำดี 0.1% เป็นเวลา 15 ช่ัวโมงและกรดน้ำย่อยใน
กระเพาะอาหารนาน 3 ช่ัวโมงของแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii La1 เปรียบเทียบกับโพรไบโอ
ติกสายพั น ธุ์ อื่ น ๆ  (L. reuteri, L. gasseri, L. amylovorus, L. plantarum, B. longum และ  
B. breve) พบว่า L. johnsonii La1 มีความสามารถในการทนกรดน้ำดีได้และทนต่อกรดน้ำย่อยใน
กระเพาะอาหารได้ดีท่ีสุดเมื่อเทียบกับแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์อื่น และได้ทำการศึกษา
คุณสมบัติในการยึดเกาะกับ Caco-2 cell โดยทำการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อในระดับ in vitro พบว่า
แบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii La1 มีความสามารถในการยึดเกาะกับ Caco-2 cell ซึ่งเป็น
เซลล์มะเร็งลำไส้ได้ดีกว่าแบคทีเรียโพรไบโอติกสายพันธุ์ L. acidophilus La3, La4, La5, La7, 
La10 และ La18 

Pridmore et al. (2008) ได้ทำการศึกษาคุณสมบัติในการผลิต Hydrogen peroxide โดย
ทำการศึกษาการผลิตสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคของแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii NCC533 ท่ีแยก
ได้จากลำไส้ของมนุษย์ พบว่าแบคทีเรียมีสามารถในการผลิต Hydrogen peroxide ได้ถึง 617±20 
ไมโครโมล และสารท่ีผลิตได้มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรค Salmonella enterica 
serovar Typhimurium SL1344 ได้ 

Aiba et al. (2017) ท่ีได้ทำการศึกษาการต้านเช้ือแบคทีเรียก่อโรค H. pylori โดยใช้
แบคทีเรีย L. johnsonii No. 1088 ท่ีไม่มีชีวิตแล้ว และท่ีถูกฆ่าด้วยความร้อน ผลการทดลองพบว่าใน
ระดับหลอดทดลองเช้ือ L. johnsonii No. 1088 ท่ีถูกฆ่าด้วยความร้อนแล้วมีความสามารถในการ
ต้านเช้ือ H. pylori ลงได้ และเมื่อนำมาทดสอบในหนูทดลองท่ีทำให้ติดเช้ือ H. pylori ก่อน หลังจาก
นั้น 24 วัน ทำการทรีต L. johnsonii No. 1088 ท่ีถูกฆ่าด้วยความร้อนความเข้มข้น 6.8×10 8 
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cell/mice เป็นระยะเวลา 21 วัน ผลการทดลองพบว่าปริมาณของเช้ือ H. pylori ลดลงอย่างมี
นัยสำคัญ 

Aiba et al. (2015) ท่ีได้ศึกษาแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii No. 1088 ในการต้านเช้ือ
ก่อโรค H. pylori พบว่าเมื่อทำการทดสอบการเพาะเล้ียงเช้ือร่วมกัน (mixed cultures) ปริมาณหรือ
อัตราของเช้ือก่อโรค H. pylori ลดลงอย่างชัดเจน และเมื่อนำมาทดสอบในหนูทดลองท่ีทำให้ติดเช้ือ 
H. pylori พบว่าเมื่อทรีตด้วยแบคทีเรีย L. johnsonii No. 1088 ในสัปดาห์ท่ี 2 และ 4 เช้ือก่อโรคมี
ปริมาณลดลงอย่างเห็นได้ชัด ซึ่งแสดงให้เห็นว่า L. johnsonii No. 1088 สามารถยึดเกาะกับผนัง
ลำไส้ได้ดี และสามารถลดจำนวนของเช้ือก่อโรค H. pylori ลงได้ 

Bulatović et al. (2014) หางนมท่ีเสริมด้วยสารสกัดยีสต์ 3.0% และอินนู ลิน 1 % ท่ี
อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส เมื่อทำการหมักแล้วการเจริญเติบโต L. johnsonii NRRL B-2178 และ
ยังสามารถเจริญเติบโตได้เมื่อเวลาผ่านไป 15 วัน  

Hofvendahl and Hahn-Hgerdal (2000) การเติมสารแหล่งไนโตรเจนท่ีความเข้มข้นสูง
เพียงพอจะให้ผลท่ีดีต่อการผลิตกรดแลคติก และซับสเตรตหลายๆ ชนิดถูกใช้ในการผลิตกรดแลคติก
โดยเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์จะได้จากการใช้แหล่งน้ำตาลท่ีมีความ
บริสุทธิ์ในการหมัก ซึ่งทำให้มีค่าใช้จ่ายในการเก็บเกี่ยวผลผลิตต่ำ อย่างไรก็ตามแหล่งน้ำตาลท่ีมีความ
บริสุทธิ์นั้นมีราคาแพงจึงไม่ คุ้มทุน ทำให้มีการใช้ผลผลิตท่ีเป็นของเหลือท้ิงจากการเกษตรและ
อุตสาหกรรมมาใช้ให้เกิดประโยชน์ เช่น หางนม เวย์ และกากน้ำตาล เป็นต้น 

Pantoflickova et al. (2003) L. johnsonii ในนมสามารถช่วยให้เยื่อเมือกของกระเพาะ
อาหารมีความหนาขึ้นและลดความเส่ียงของการเกิดแผลในกระเพาะอาหารท่ีเกิดจากเช้ือ H. pylori 

La Ragione et al. (2004) L. johnsonii ในอุตสาหกรรมสัตว์ปีก การศึกษาครั้งนี้พบว่า  
L. johnsonii ในลำไส้ ไก่ ช่ วยยั บ ยั้ ง โรค ท่ี เกิ ดจาก เช้ือ  Escherichia coli และ  Clostridium 
perfringens ดังนั้น L. johnsonii จึงมีศักยภาพท่ีจะนำไปใช้โดยตรงในอุตสาหกรรมสัตว์ปีกเพื่อเป็น
ทางเลือกแทนยาต้านจุลชีพ  



 23 

บทที่ 3 
อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

อุปกรณ์และสารเคมี 
1. เชื้อจุลินทรีย ์

1.1 Lactobacillus johnsonii CK3  ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีจุลินทรีย์ 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 

1.2 Lactobacillus johnsonii VCF 2-9  ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีจุลินทรีย์ 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยแม่โจ้ 

1.3 Lactobacillus johnsonii JCM1022  JCM, Japan 
1.4 Lactobacillus johnsonii JCM8791  JCM, Japan 
1.5 Helicobacter pylori ATCC49503 ATCC, USA 
1.6 Escherichia coli - 
1.7 Salmonella enterica serovar Typhimurium - 
1.8 Staphylococcus aureus - 
1.9 Proteus vulgaris - 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย ์
2.1 De Man, Rogosa, and Sharpe agar Himedia, India 
2.2 Eosin Methylene Blue agar Himedia, India 
2.3 Salmonella-Shigella agar Himedia, India 
2.4 Columbia Sheep Blood Agar Biomedia, Thailand 
2.5 Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar) Himedia, India 
2.6 Nutrient Broth (NB) Himedia, India 

3. สารเคมี 
3.1 Lactic acid RCI labscan, Thailand 
3.2 ซูโครส (sucrose) 
3.3 Yeast extract 
3.4 Ammonium sulfate 
3.5 Ammonium dihydrogen orthophosphate 
3.6 Bromocresol purple 
3.7 Sodium chloride 
 

Fluka, Japan 
Himedia, India 
RCI labscan, Thailand 
Univer, Australia 
Fisher sciencetific, Thailand 
Univer, Australia 
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3.8 เอนไซม์เพปซิน (pepsin) - 
3.9 ชุดสกัด DNA สำเร็จรูป  TIANamp Bacteria DNA Kit, 

China 
3.10 Tris HCl ChemCruz™ , Netherland 
3.11 Coomassie blue - 
3.12 SDS (sodium dodecyl sulphate) - 
3.14 Tris base - 
3.15 Methanol RCI labscan, Thailand 
3.16 Acetic acid RCI labscan, Thailand 
3.17 β-mercaptoethanol - 
3.18 Acrylamide mix Bio-rad, USA 
3.19 Ammonium persulfate RCI labscan, Thailand 
3.20 TEMED Himedia, India 
3.21 Protein ladder Bio-helix, Taiwan 
3.22 Fetal bovine serum (FBS) Gibco, Brazil 

4. อุปกรณ์ 
4.1 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง 
(spectrophotometer) 

Genesys 20 

4.2 ตู้อบลมร้อน (hot air oven) Binder, USA 
4.3 เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) Vortex-Genie-2, USA 
4.4 เครื่องช่ัง 2 ตำแหน่ง (analytical balance) Mettler-Toledo, Switzerland 
4.5 เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง (analytical balance) OHAUS, USA 
4.6 หม้อนึ่งฆ่าเช้ือแรงดันไอน้ำ (autoclave) Sturdy, Thailand 
4.7 อ่างน้ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) Memmert, Germany 
4.8 ตู้เข่ียเช้ือ (laminar air flow) Microtech, Thailand 
4.9 ตู้บ่มเช้ือจุลินทรีย์ (incubator) Gallenkamp 
4.10 เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) Drawell 
4.11 ไมโครเวฟ (microwave) Sharp, Japan 
4.12 ไมโครปิเปต (automatic pipette) Gilson, France 
4.13 ไมโครปิเปตทิป (pipette tip) Hycon 
4.14 จานเพาะเช้ือ (petri dish) Hycon 
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4.15 หลอดทดลอง (test tubes) PYREX 
4.16 ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (test tube rack 

stainless) 
- 

4.17 บีกเกอร์ (beaker) KIMAX, USA 
4.18 แท่งแก้วคนสาร (glass stirring rod) - 
4.19 กระบอกตวง (cylinder) - 
4.20 ขวดฝาเกลียว (duran) Schott Duran, Germany 
4.21 หลอดป่ันเหวี่ยง (centrifuge tube) Superclear, USA 
4.22 ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) Schott Duran, Germany 
4.23 ขวดปรับปริมาตร (volumetric flask) JSGW 
4.24 ช้อนตักสาร (spatula) - 
4.25 แท่งแก้วสามเหล่ียม (spreade) - 
4.26 พาราฟิล์ม (Parafilm) BEMIS, USA 
4.27 Gas pack BD BBL™ 
4.28 โถบ่มไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) BD BBL™ 
4.29 colorimeter NR200 3nh 

 
5. วัตถุดิบ 

5.1 ถั่วเหลือง (Soy bean)  Khaothong, Thailand  
5.2 ถั่วเขียว (Mung bean)  Khaothong, Thailand  
5.3 ถั่วดำ (Black bean) Khaothong, Thailand 
5.4 ถั่วแดง (Red bean) Raitip, Thailand 
5.5 นมผง (Anlene) Anlene, Thailand 
5.6 นมพร่องมนัเนยผง (Skim milk powder) Cottage Farm 
5.7 นมพร่องมนัเนย (Foremost) Foremost, Thailand 
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วิธีการทดลอง 
1.แบคทีเรีย L. johnsonii 
รวบรวมแบคทีเรีย L. johnsonii ในห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีจุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยแม่โจ้ ซึ่งแยกได้มาจากระบบทางเดินอาหารของไก่ (Niamsup et al., 2003) และมีการ
เก็บรักษาเช้ือในกลีเซอรอลความเข้มข้น 20% แช่แข็งไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส นำแต่ละไอโซ
เลตมากระตุ้นด้วยอาหารเหลวสูตร MRS จากนั้นยืนยันสปีชีส์อีกครั้งด้วยการวิเคราะห์ลำดับเบสของ 
16S rRNA โดยสกัด DNA ด้วย TIANamp Bacteria DNA Kit (China) ทำการเพิ่มปริมาณ DNA โดย
ใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และนำส่งวิเคราะห์หาลำดับเบสท่ี 16S rRNA แล้ว
จึงนำไปวิ เคราะห์ผลโดยเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล BLAST ของ The National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) เพื่อระบุสายพันธุ์ของ
เช้ือแบคทีเรีย 

นำลำดับเบสยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย L. johnsonii มาวิเคราะห์ phylogenetic tree 
โดยโปรแกรม ClustalX สร้างสายวิวัฒนาการโดย alignment และทำ Bootstrap Neighbour-
Joining tree แสดงผลในรูปสายวิวัฒนาการด้วยโปรแกรม Treeview วิเคราะห์หาค่า Bootstrap 

 
2.การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติกของ L. johnsonii 
2.1 การทดสอบการย่อยเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 

 ทำการขีดเช้ือ (streak) ลงบนอาหาร blood agar (7% (v/v) sheep blood) จากนั้นนำไป
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง (Pieniz et al., 2014) บันทึกลักษณะอาหารรอบโคโลนี ได้แก่ ไม่

เกิดการย่อยเม็ดเลือดแดง (γ-hemolysis) รอบโคโลนีเกิดเกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงบางส่วน 

(α-hemolysis) และรอบโคโลนี เกิดการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงอย่างสมบูรณ์ ท้ังหมด (β-
hemolysis) 

2.2 การทดสอบความสามารถในการทนกรด 
ทำการเตรียมหัวเช้ือ L. johnsonii โดยเพาะเล้ียงในอาหารเหลว MRS ทำการวัดค่าความขุ่น

ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) แล้วปรับความขุ่นให้อยู่ท่ี 0.5 นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว
รอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีและทำการล้างเซลล์โดยทำซ้ำอีก 2 รอบ จากนั้นดูดหัว
เช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในสารละลาย phosphate buffered saline (PBS) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร 
ท่ีมีค่าความเป็นกรดเท่ากับ 2.5 และมีการเติมเอนไซม์เพปซิน 0.5% ทำการบ่มท่ีอุณภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง และเก็บตัวอย่างในช่ัวโมงท่ี 0 , 1, 2 และ 3 เพื่อนับจำนวน
แบคทีเรียท่ีมีชีวิต โดยวิธีการเจือจางเป็นลำดับขั้น (Serial dilution) ครั้งละ 10 เท่า ด้วย 0.85% 
(w/v) Sodium chloride และหยดสารแขวนลอยของเช้ือในแต่ละหลอดการเจือจางปริมาณ 0.02 
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มิลลิลิตร บนอาหารแข็งสูตร MRS นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ใน
สภาวะไร้ออกซิเจน ทำการตรวจสอบนับจำนวนเช้ือแบคทีเรียท่ีสามารถเจริญบนอาหารในหน่วย 
CFU/ml โดยเป็นวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Rajam et al. (2012) 

2.3 การทดสอบความสามารถในการทนน้ำดี 
ใช้วิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Yamano et al. (2007) เตรียมหัวเช้ือ L. johnsonii โดยเพาะเล้ียง

ในอาหาร MRS ทำการวัดค่าความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) แล้วปรับความขุ่นให้
อยู่ท่ี 0.5 จากนั้นดูดหัวเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในลงในอาหาร MRS broth ท่ีมีค่าความเป็นกรด
ด่างเท่ากับ 7.2 และมีการเติมน้ำดี (oxgall bile) 0.3% (w/v) ทำการบ่มท่ีอุณภูมิ 37 องศาเซลเซียส
เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง และเก็บตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์เช้ือท่ีรอดชีวิตในช่ัวโมงท่ี 0, 1, 2 และ 3 ใน
หน่วย CFU/ml ด้วยเทคนิคเช่นเดียวกับข้อ 2.2  

2.4 การทดสอบความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง (Auto-aggregation Assay) 
ทำการเพาะเช้ือลงในอาหารเหลว MRS นำไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง จากนั้น

นำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ทำซ้ำโดยการล้างเซลล์ 2 รอบ
ด้วยน้ำเกลือฆ่าเช้ือ แล้วเติม phosphate-buffered saline (PBS) ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
7.2 ทำการวัดค่าความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร (OD600) แล้วปรับความขุ่นให้อยู่ท่ี 0.5 
จากนั้นดูดสารละลายเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงในสารละลาย PBS ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 
7.2 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 2 ช่ัวโมง บันทึกผลโดยการ
สังเกตการเกาะกลุ่มกันและตกตะกอนของเซลล์ท่ีก้นหลอดและส่วนของสารละลาย PBS ทำการเก็บ
ตัวอย่างสารแขวนลอยส่วนบนในช่ัวโมงท่ี 0 และ 2 ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600  
นาโนเมตร จากนั้นคำนวณค่า % aggregation ตามสูตรดังนี้ 

(1− [At /A0]) × 100 
 เมื่อ At = ค่าการดูดกลืนแสงเวลา 2 ช่ัวโมง และ A0 = ค่าการดูดกลืนแสงเวลา 0 ช่ัวโมง (Tarep et 
al., 2013) 

2.5  การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
ทดสอบโดยใช้เทคนิค agar diffusion disk method ซึ่งดัดแปลงมาจาก Gheziel et al. 

(2019) ทำการเพาะเล้ียงเช้ือ L. johnsonii ในอาหารเหลวสูตร MRS broth นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงในสภาวะไร้ออกซิเจน จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที แล้วดูดเอาส่วนใสท้ิง ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย 0.85% 
Sodium chloride ปรับปริมาตรเช้ือโดยใช้ 0.85% sodium chloride ให้ได้ตามความเข้มข้นของ
เช้ือตามมาตรฐาน 0.5 McFarland Standard แล้วทำการใช้ไม้พันสำลีท่ีปราศจากเช้ือจุ่มเช้ือท่ีได้
ป้ายลงบนอาหาร MRS agar หลังจากนั้นจึงนำแผ่นยาปฏิชีวนะท้ัง 8 ชนิด คือ cefoxitin (30 µg), 
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tetracycline (30 µg), chloramphenicol (30 µg), erythromycin (15 µg), clindamycin  
(2 µg), vancomycin (30 µg), ampicillin (10 µg) และ ceftriaxone (30 µg) วางลงบนผิวหน้า
อาหารแข็ง MRS ท่ีได้มีการ swab เช้ือลงบนผิวหน้าอาหารเป็นท่ีเรียบร้อยแล้ว โดยระยะห่างของ
แผ่นยาแต่ละชนิดควรมีระยะห่าง ท่ีพอเหมาะแก่การอ่ านผล และนำไปบ่ม ท่ีอุณหภูมิ  37  
องศาเซลเซียสในสภาวะไร้ออกซิเจน เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ทำการอ่านผลโดยการวัดความกว้างของวง
ใสท่ีเกิดขึ้นบริเวณรอบแผ่นยาปฏิชีวนะ บันทึกขนาดวงใส (clear zone) ท่ีเกิดข้ึน แล้วเทียบขนาดวง
ใสกับฐานข้อมูล CLSI ปี 2017 

2.6 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 
2.6.1 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารโดยใช้เทคนิค agar spot 

test 
ใช้ เทคนิค agar spot test ซึ่ ง ดัดแปลงมาจาก  Shokryazdan et al. (2014) ทำการ

เพาะเล้ียงเช้ือ L. johnsonii ในอาหารเหลวสูตร MRS แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงในสภาวะไร้ออกซิเจน และทำการขีดเช้ือ L. johnsonii ลงบนอาหารแข็งเล้ียงเช้ือ 
MRS คัดเลือกโคโลนีบริสุทธิ์ของเช้ือมาทำการ spot ลงบนจานอาหารแข็ง MRS ท้ิงไว้ให้แห้ง และ
นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจนทำการเพาะเล้ียง
เช้ือแบคทีเรีย Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris 
ในอาหารเหลวสูตร Brain Heart Infusion soft agar (BHI) นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงในสภาวะท่ีมีอากาศ ทำการปั่นเหวี่ยงเซลล์ด้วยความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดเอาส่วนใสท้ิง ล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย Phosphate Buffer 
Saline (PBS) ท่ีมีค่า pH 7.2 ลงไป ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ทำการผสมให้กลายเป็นเนื้อเดียวกันด้วย
เครื่องเขย่า (Vortex) แล้วนำเช้ือแบคทีเรียก่อโรคไปปรับค่าความขุ่นท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
(OD600) โดยให้ได้ค่าความขุ่นอยู่ท่ี 0.5 ทำการถ่ายเช้ือท่ีปรับความขุ่นแล้ว ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใน
อาหารกึ่งแข็งกึ่งเหลว BHI ท่ีมีวุ้น 0.7% หลังจากนั้นนำมาเททับบนจานอาหารแข็ง MRS ท่ีได้ทำการ 
Spot เช้ือ L. johnsonii ไว้ ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ BHI ท่ีมีวุ้น 0.7% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ซึ่งในหลอด
มีเช้ือก่อโรคแต่ละสายพันธุ์ และนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจผล
การยับยั้งโดยการสังเกตดูจากการเกิดวงใสของการยับยั้ง ( inhibition zone) จากขอบแบคทีเรียจน
สุดขอบวงใสของการยับยั้งและบันทึกขนาดวงใสท่ีเกิดขึ้น 

2.6.2 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรค H. pylori โดยใช้เทคนิค mixed cultures 
ทำการเพาะเล้ียงเช้ือก่อโรค H. pylori ภายใต้สภาวะ  microaerophilic ในโถบ่มไร้

อ อ ก ซิ เจ น  (Anaerobic jar) ท่ี มี  gas pack (CO2 absorption) ท ำก ารบ่ ม ท่ี อุ ณ ห ภู มิ  3 7  
องศาเซลเซียสเป็นเวลาอย่างน้อย 7 วัน จากนั้นทำการเพาะเล้ียงเช้ือ L. johnsonii ในสภาวะไร้
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ออกซิเจนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นำไปปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีเก็บสารละลายส่วนใส เป็นตัวอย่างสารละลายของ extracellular 
product และนำตะกอนเซลล์มาละลายกับน้ำเกลือความเข้มข้น 0.85% ท่ีผ่านการฆ่าเซื้อแล้ว ผสม
ให้เป็นสารละลายเนื้อเดียวกัน และทำให้เซลล์แตกโดยใช้เครื่องโซนิเคเตอร์ (sonicator) ภายใต้
สภาวะ Ampl 65 % pulse on 30 วินาที pulse off 10 วินาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที และทำการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10 ,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เก็บ
สารละลายส่วนใสเป็นตัวอย่างของ intracellular product จากนั้นนำมาเพาะเล้ียงร่วมกับ H. pylori 
โดยใช้เทคนิค mixed cultures โดยทำการผสมตัวอย่างเช้ือก่อโรค H. pylori กับตัวอย่างสารละลาย
ท่ีเป็น extracellular product และ intracellular product ในอัตราส่วน 1:0, 1:1 และ 0.5:1.5 ทำ
การบ่มตัวอย่างภายใต้สภาวะ  microaerophilic ในโถบ่มไร้ออกซิเจน (Anaerobic jar) ท่ีมี gas 
pack (CO2 absorption) ลงไป บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บตัวอย่าง
ช่ัวโมงท่ี 0 และ 24 ช่ัวโมง และนับจำนวนแบคทีเรียท่ีเหลือรอดชีวิต โดยวิธีการเจือจางเป็นลำดับขั้น 
(Serial dilution) ครั้งละ 10 เท่า ด้วย 0.85% (w/v) Sodium chloride แล้วเลือกระดับความเจือ
จางท่ีเหมาะสม ทำการ drop บนอาหาร blood agar นำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลาอย่างน้อย 7 วัน ภายใต้สภาวะ  microaerophilic ในโถบ่มไร้ออกซิเจนท่ีมี gas pack (CO2 
absorption) ทำการตรวจสอบนับจำนวนเช้ือก่อโรค H. pylori ท่ีสามารถเจริญบนอาหาร  blood 
agar (CFU/ml) และบันทึกผล (Aiba et al., 2015) 

2.6.3 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารโดยใช้เทคนิคการจับตัวกัน 
(aggregation assay) 

เพาะเล้ียงเช้ือก่อโรค H. pylori ภายใต้สภาวะ  microaerophilic เช่นเดียวกับวิธีการข้อ 
2.6.2 นำมาทดสอบการจับ ตัวกัน โดยใช้ ตั วอย่ างสารละลาย  extracellular product และ 
intracellular product ของเช้ือ L. johnsonii ท่ีเตรียมได้จากการทดลอง (ข้อ 2.6.2) โดยผสมสาร
แขวนลอยของ H. pylori กับตัวอย่างสารละลายผลิตภัณฑ์ท่ีเตรียมจาก L. johnsonii แต่ละชนิดใน
อัตราส่วน 1:1 โดยปริมาตร ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง บันทึกการจับตัวกันของเซลล์ H. pylori ภายใน
กล้องจุลทรรศน์ นอกจากนี้ ทำการทดสอบการกระตุ้นการจับตัวของเซลล์ H. pylori โดยสาร
แขวนลอยของเซลล์ท่ีสมบูรณ์ของ L. johnsonii และสารละลายบัพเฟอร์ (ชุดการทดลองควบคุม) 
ด้วย  

2.6.4 การวิเคราะห์ โปรตีน GroEL เบื้องต้นโดยใช้ เทคนิค Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) 
 ทำการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย L. johnsonii ในอาหารเหลว MRS เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง แล้วนำ
ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดละลายส่วนใสท้ิง นำตะกอนเซลล์
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ท่ีได้มาแขวนลอยในน้ำเกลือความเข้มข้น 0.85% ท่ีผ่านการฆ่าเซื้อแล้ว ผสมให้เป็นสารละลายเนื้อ
เดียวกัน และทำให้เซลล์แตกโดยใช้เครื่องโซนิเคเตอร์ ภายใต้สภาวะ Ampl 65% pulse on 30 
วินาที pulse off 10 วินาที อุณหภูมิ 29 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นำของผสมท่ีได้มาปั่น
เหวี่ยงผ่าน amicon ultra centrifugal filters ขนาดรูพรุน (MW cut off) 50 kDa, 30 kDa และ  
3 kDa ตามลำดับ นำตัวอย่างสารละลายส่วนใสท่ีผ่านการกรองแต่ละขั้นตอนมาวิเคราะห์รูปแบบการ
กระจายตัวและประมาณน้ำหนักโมเลกุลของโปรตีนท่ีเป็นองค์ประกอบในแต่ละตัวอย่าง ด้วยเทคนิค 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) (ดังภาคผนวก ง) อ่านผลและบันทึกผลจาก
แผ่นเจลท่ีเทียบกับ protein marker แล้ววิเคราะห์ประมาณค่าของน้ำหนักโมเลกุล 
 

3.การออกแบบสูตรอาหารต้นทุนต่ำสำหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii 
3.1 การคัดเลือกองค์ประกอบอาหารหลักที่มีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii 

 ทำการคัดเลือกองค์ประกอบหลักท่ีเหมาะสมจากวัตถุดิบต่างๆ ได้แก่ ถั่วเขียว ถั่วดำ ถั่วแดง 
ถั่วเหลือง โดยกรณีเมล็ดพืชตระกูลถั่วนั้น ทำการเตรียมโดยแช่ถั่วเขียว ถั่วดำ ถั่วแดง และถั่วเหลือง
ด้วยอัตราส่วน 1 กรัม : 5 มิลลิลิตร แช่ท้ิงไว้ 1 คืน แล้วกรองน้ำออกและนำไปปั่นละเอียด จากนั้น
ปรับปริมาตรด้วยน้ำให้เป็น 500 มิลลิลิตร จากนั้นให้ความร้อนท่ี 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 
นาที แล้วจึงนำมากรองด้วยสำลีขณะร้อน รอให้เย็น บันทึกปริมาตรและเก็บรักษาสารสกัดไว้ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อใช้เป็นตัวอย่างอาหารทดสอบเล้ียงเช้ือต่อไป  

ในการทดสอบประสิทธิภาพกระตุ้นการเจริญเติบโตของ L. johnsonii โดยวัตถุดิบแต่ละชนิด 
ทำได้โดยนำวัตถุดิบแต่ละชนิดเตรียมเป็นสารละลายท่ีมีความเข้มข้น 5% (w/v) ปริมาตร 50 
มิลลิลิตร นำไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งความดันไอน้ำท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 15 นาที ถ่ายหัวเช้ือ
แบคทีเรีย L. johnsonii ลงไป 1 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง ทำการนับจำนวนโคโลนีของเซลล์ท่ีมีชีวิตโดยใช้เทคนิค drop plate บนอาหารแข็ง 
MRS ท้ังนี้ทำการเปรียบเทียบการเจริญของ L. johnsonnii ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MRS 
 เมื่อได้องค์ประกอบหลักของอาหารเล้ียงเช้ือต้นทุนต่ำ จึงนำมาศึกษาระดับท่ีเหมาะสมโดย
ศึกษาท่ีความเข้มข้นของแข็ง 5 -20% (w/v) หลังจากถ่ายหัวเช้ือ L. johnsonii ลงไป ทำการ
เพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้นนำไปวิเคราะห์จำนวนเซลล์ท่ีมี
ชีวิตในหน่วย log CFU/ml ในช่ัวโมงท่ี 0, 6, 12, 18 และ 24 รวมท้ังหาร้อยละของประสิทธิภาพการ
ผลิต (Productivity) ในหน่วย CFU/ml/h ต่อไป 

3.2 การคัดกรองปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของเชื้อแบคทีเรีย L. johnsonii 
ศึกษาปัจจัยท้ังหมด 8 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียม

ฟอสเฟต ((NH4)3PO4) สารสกัดยีสต์ (yeast extract) น้ำตาลซูโครส ปริมาณหัวเช้ือ อุณหภูมิ นมผง
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พร่องมันเนย และเวลาการเพาะเล้ียง ท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ L. johnsonii ด้วยแผนการทดลอง
แบบ Plackett and Burman ชนิด N=11 โดยกำหนดระดับของแต่ละปัจจัยดังตารางท่ี 4 ทำให้ได้
จำนวนหน่วยการทดลองท้ังส้ิน 12 ทรีตเมนต์ พร้อมกับเตรียมอาหารตามตารางท่ี 5 จากนั้นนำไปฆ่า
เช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงไว้ให้เย็นและทำการเติมหัวเช้ือ L. johnsonii ตาม
ปริมาณท่ีได้กำหนดไว้ในแต่ละทรีตเมนต์และเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะและเวลาท่ีกำหนดไว้สำหรับแต่
ละทรีตเมนต์ เก็บตัวอย่างแต่ละทรีตเมนต์ มานับจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (CFU/ml) โดยใช้เทคนิค drop 
plate บนอาหารแข็ง MRS แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนำ
ค่าท่ีได้ไปประมวลผลด้วยโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ Design-Expert® Software Version 7.0.0 

 
ตารางที่ 5 การกำหนดระดับของแต่ละปัจจัยโดยการออกแบบ Plackett and Burman  
ปัจจัย ระดับสูง ระดับต่ำ 
แอมโมเนียมซัลเฟต (%) 1 0.01 
แอมโมเนียมฟอสเฟต(%) 1 0.01 
สารสกัดยีสต์ (%) 2.5 0.05 
น้ำตาลซูโครส (%) 5 0.05 
ปริมาณหัวเช้ือ (ml) 5 0.5 
อุณหภูมิ (ºC) 45 25 
นมผงพร่องมันเนย (%) 5 0.5 
เวลาการเพาะเล้ียง (h) 3 18 
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ตารางที่ 6 แผนการทดลอง Plackett-Burman ของท้ัง 8 ปัจจัย 
ทรีตเมนต์ 1 2 3 4 5 6 7 8 

1 1.00 1.00 0.05 5.00 5.00 45.00 0.50 3.00 
2 0.01 1.00 2.50 0.05 5.00 45.00 5.00 3.00 
3 1.00 0.01 2.50 5.00 0.50 45.00 5.00 18.00 
4 0.01 1.00 0.05 5.00 5.00 20.00 5.00 18.00 
5 0.01 0.01 2.50 0.05 5.00 45.00 0.50 18.00 
6 0.01 0.01 0.05 5.00 0.50 45.00 5.00 3.00 
7 1.00 0.01 0.05 0.05 5.00 20.00 5.00 18.00 
8 1.00 1.00 0.05 0.05 0.50 45.00 0.50 18.00 
9 1.00 1.00 2.50 0.05 0.50 20.00 5.00 3.00 
10 0.01 1.00 2.50 5.00 0.50 20.00 0.50 18.00 
11 1.00 0.01 2.50 5.00 5.00 20.00 0.50 3.00 
12 0.01 0.01 0.05 0.05 0.50 20.00 0.50 3.00 

หมายเหตุ : 1 = แอมโมเนียมซัลเฟต (%), 2 = แอมโมเนียมฟอสเฟต (%), 3 = สารสกัดยีสต์ (%), 4 
= น้ำตาลซูโครส (%), 5 = ปริมาณหัวเช้ือ (ml), 6 = อุณหภูมิ (ºC), 7= นมผงพร่องมันเนย (%) และ 
8 = เวลาการเพาะเล้ียง (h)  
 

3.3 การศึกษาระดับที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii  
 จากปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii ได้แก่ อุณหภูม ินมผงพร่องมันเนย และเวลา 
ทำการศึกษาระดับท่ีเหมาะสมของแต่ละปัจจัยด้วยแผนการทดลองแบบ Central composite 
design (CCD) ชนิด 3 ปัจจัย โดยกำหนดระดับของแต่ละปัจจัยดังตารางท่ี 7 ได้หน่วยการทดลอง
ท้ังส้ิน 20 ทรีตเมนต์ ดังตารางท่ี 8 จากนั้นนำอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละทรีตเมนต์ไปฆ่าเช้ือท่ี 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท้ิงไว้ให้เย็นและทำการเติมหัวเช้ือ L. johnsonii ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลง
ไปในแต่ละทรีตเมนต์ ทำการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะท่ีกำหนดตามแผนการทดลองในตารางท่ี 8 เก็บ
ตัวอย่างแต่ละทรีตเมนต์ มานับจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตโดยใช้เทคนิค drop plate บนอาหารแข็ง MRS 
แล้วนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง นับอัตราการเจริญของ L. johnsonii 
จากนั้นนำค่าท่ีได้ไปประมวลผลด้วยโปรแกรมสำเร็จรูปทางสถิติ Design-Expert® Software 
Version 7.0.0  
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ตารางที่ 7 การกำหนดระดับของแต่ละปัจจัยโดยการออกแบบ Central composite design (CCD) 
ของท้ัง 3 ปัจจัย 
ทรีตเมนต์ หน่วย ระดับต่ำ ระดับกลาง ระดับสูง 
อุณหภูม ิ องศาเซลเซียส 15 32.50 50 
นมผงพร่องมันเนย เปอร์เซ็นต์ 1.5 3.25 5 
เวลาการเพาะเล้ียง ช่ัวโมง 12 24 36 

 

ตารางที่ 8 แผนการทดลอง Central composite design (CCD) ของท้ัง 3 ปัจจัย  

ทรีตเมนต์ อุณหภูมิ (ºC) นมผงพร่องมันเนย (%) เวลาการเพาะเลี้ยง (h) 

1 15.00 1.50 12.00 
2 50.00 1.50 12.00 
3 15.00 5.00 12.00 
4 50.00 5.00 12.00 
5 15.00 1.50 36.00 
6 50.00 1.50 36.00 
7 15.00 5.00 36.00 
8 50.00 5.00 36.00 
9 3.07 3.25 24.00 
10 61.93 3.25 24.00 
11 32.50 0.31 24.00 
12 32.50 6.19 24.00 
13 32.50 3.25 3.82 
14 32.50 3.25 44.18 
15 32.50 3.25 24.00 
16 32.50 3.25 24.00 
17 32.50 3.25 24.00 
18 32.50 3.25 24.00 
19 32.50 3.25 24.00 
20 32.50 3.25 24.00 
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4.ทดสอบขยายกำลังการผลิตชีวมวลของ L. johnsonii ในถังหมักขนาด 20 ลิตร 
ทำการขยายกำลังการผลิต (Scale-up) ในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวปริมาตร 15 ลิตร โดยใช้

อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีได้ทำการออกแบบและพัฒนาขึ้นก่อนหน้านี้ ใช้รูปแบบการหมักแบบกะ (batch 
fermentation) เริ่มจากทำการเตรียมหัวเช้ือโดยการเพาะเล้ียง L. johnsonii ในอาหารเหลวสูตร 
MRS ปริมาตร 1 ลิตร ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไร้ออกซิเจน 
จากนั้นทำการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทสารละลายส่วนใส
ท้ิง เก็บตะกอนเซลล์ท้ังหมดเป็นหัวเช้ือเริ่มต้น เติมน้ำเกลือความเข้มข้น 0.85% ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว 
150 มิลลิลิตรเป็นหัวเช้ือเริ่มต้นในการทดลอง จากนั้นเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 15 ลิตร ในถังหมัก
ขนาด 20 ลิตร โดยใช้นมผงพร่องมันเนย 30% (w/v) แล้วทำการฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ท้ิงไว้ให้เย็น แล้วเติมหัวเช้ือลงไป ทำการบ่มท่ีอุณหภูมิ 32.5 องศา
เซลเซียส จากนั้นทำการเก็บตัวอย่างวัดอัตราการเจริญในช่วงเวลา 0, 12, 15, 18, 24 และ 36 ช่ัวโมง 
และนับจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตโดยใช้เทคนิค drop plate บนอาหารแข็ง MRS  

5.ศึกษาความเป็นไปได้ในการข้ึนรูปผงโพรไบโอติก L. johnsonii 
จากการขยายกำลังการผลิตตามวิธีข้างต้น แล้วจึงทำการทดสอบความสามารถในการทำแห้ง

เซลล์โพรไบโอติก L. johnsonii ด้วยเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอย (spray drying) ใช้อุณหภูมิอากาศขา
เข้าและอุณหภูมิอากาศขาออก เท่ากับ 130 องศาเซลเซียส และ 70 องศาเซลเซียส ตามลำดับ 
จากนั้นเก็บตัวอย่าง 1 กรัม นำมาวัดอัตราการรอดชีวิตด้วยเทคนิค drop plate บนอาหารแข็ง MRS 
และนำค่าท่ีได้ไปประมวลผลโดยใช้โปรแกรมทางสถิติ นอกจากนี้ยังนำไปศึกษาอายุการเก็บรักษาของ
ผลิตภัณฑ์ต้นแบบในขั้นตอนต่อไป 

6.ทดสอบคุณภาพและอายุการเก็บ รักษาของผลิตภัณ ฑ์ ต้นแบบ โพรไบโอติก  
L. johnsonii ชนิดผง 

ทำการบรรจุผลิตภัณฑ์ต้นแบบโพรไบโอติก L. johnsonii ชนิดผงลงในซองอลูมิเนียม 
ฟรอยด์ขนาด 6*9 เซนติเมตร จากนั้นเก็บรักษาไว้ภายใต้อุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 เดือน ระหว่างนั้นทำการเก็บตัวอย่างผงโพรไบโอติกเพื่อทดสอบจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (viable 
total plate count, CFU/g) โดยนับจำนวนเซลล์ด้วยเทคนิค drop plate บนอาหารแข็ง MRS และ
ศึกษาการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ ได้แก่ ความช้ืน กล่ิน และสี  

โดยการวัดสีมีการกำหนดหน่วยวัดสีมีสัญลักษณ์ L*-a*-b* โดยท้ัง 3 ตัวแปรมีรายละเอียด 
ดังนี้     – แกน L* บ่งบอกถึง ความสว่าง (lightness) มี ค่าต้ังแต่ 0-100 โดย 0 คือ สีดำ และ 100 
คือ สีขาว    

– แกน a* บรรยายแกนสี จากสีเขียว (-a*) จนถึงสีแดง (+a*) 
– แกน b* บรรยายแกนสี จากสีน้ำเงิน (-b*) จนถึงสีเหลือง (+b*) 
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7.สถิติที่ใช้ในการวิจัย 
ทำการทดลอง 3 ซ้ำ จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติ (ANOVA) และเปรียบเทียบ

ความต่างของค่าเฉล่ียด้วย Duncan´s new multiple range test (DMRT) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ 
STATISIX© และวิ เคราะห์ผลแผนการทดลอง  Plackett-Burman Experimental Design และ 
Central composite design (CCD) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ Design-Expert® Software Version 
7.0.0 และวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) ท่ี
ระดับนัยสำคัญ 0.05 โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ SPSS Software Version 16.0 
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บทท่ี 4 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 

 

1.การจัดจำแนกสายพันธุ์แบคทีเรียกรดแลคติก 
 จากการนำแบคทีเรียกรดแลคติกจากห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีจุลินทรีย์ คณะวิทยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยแม่โจ้ มายืนยันสปีชีส์โดยวิธีการหาลำดับเบสบนยีน 16S rRNA และวิเคราะห์จาก

ฐานข้อมูล GenBank พบว่าเป็น L. johnsonnii ท้ังส้ินจำนวน 2 ไอโซเลต (100% identity) ได้แก่ 

L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 phylogenetic tree ของแบคทีเรีย L. johnsonii ท้ัง

สองไอโซเลทนี้แสดงได้ดังภาพท่ี 7 ท้ังนี้ ในงานวิจัยนี้ยังได้นำเช้ือแบคทีเรีย L. johnsonii สายพันธุ์

มาตรฐาน ได้แก่  L. johnsonii JCM1022 และ L. johnsonii JCM8791 จากคลังเช้ือ Japan 

Collection of Microorganisms (JCM) ประเทศญี่ปุ่น มาศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติด้านต่างๆ 

กับแบคทีเรียจากงานวิจัยด้วย อย่างไรก็ตาม L. johnsonii เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถตรวจพบได้ท่ัวไป

ในทางเดินอาหารคนและสัตว์อยู่แล้ว ซึ่งมีงานวิจัยหลายช้ินท่ีรายงานดังกล่าว เช่น Bagon et al. 

(2018) ท่ีสามารถแยก L. johnsonii ได้จากมูลไก่เช่นกัน และจากงานวิจัยของ Davoren et al. 

(2018) สามารถแยก L. johnsonii 456 จากตัวอย่างอุจจาระของมนุษย์ได้ และมีคุณสมบัติในการทน

กรดท่ีโดดเด่น 
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ภาพที่ 7 phylogenetic tree ของแบคทีเรียกรดแลคติกจากการทำ phylogenetic tree ของลำดับ
เบสบนยีน 16S rRNA 
 

2.การทดสอบคุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก 
2.1 การย่อยเม็ดเลือดแดง (Hemolytic activity) 

 ในการทดสอบความสามารถในการย่อยเม็ดเลือดแดงของ L. johnsonnii ท้ัง 4 ไอโซเลตคือ 

CK3, VCF2-9, JCM1022 และ JCM8791 ซึ่งแสดงผลการย่อยออกเป็นสามแบบคือ α- β- γ- 

hemolysis พบว่าท้ัง 4 ไอโซเลตไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง จัดอยู่ในกลุ่ม Gamma-

hemolysis (γ) ท้ังหมด (ดังแสดงในตารางท่ี 9) ซึ่งเป็นการบ่งบอกได้ว่าแบคทีเรีย L. johnsonii จะ

ไม่ทำลายเม็ดเลือดแดงภายในร่างกาย และยังสามารถบ่งช้ีได้ว่าแบคทีเรียสายพันธุ์นี้จะไม่ให้โทษและ

เป็นอันตรายต่อร่างกาย ซึ่งในงานวิจัยของ Pisano et al. (2014) ท่ีทำการทดสอบการย่อยเม็ดเลือด

แดงของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus ท้ั งหมด 23 ไอโซเลต (L. paracasei 10 ไอโซเลต ,  
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L. plantarum 9 ไอโซเลต , และ L. brevis 4 ไอโซเลต) พบว่าแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacillus 

ท้ังหมด 23 ไอโซเลตไม่มีกิจกรรมการย่อยสลายเม็ดเลือดแดงท้ังหมดเช่นกัน 

 

ตารางที่ 9 กิจกรรมการย่อยเม็ดเลือดแดงของ Lactobacillus johnsonii  
แบคทีเรีย L. johnsonii Hemolysis activity ลักษณะในการย่อยเม็ดเลือดแดง 

CK3 ƴ 

 
VCF2-9 ƴ 

 
JCM1022 ƴ 

 
JCM8791 ƴ 
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2.2 ความสามารถในการทนกรด และน้ำดี 
 การทดสอบคุณสมบัติของ L. johnsonii ในการทนต่อสภาพกรดในสภาวะจำลองของ

กระเพาะอาหารมนุษย์ โดยใช้สารละลาย PBS pH 2.5 และเติมเอนไซม์เพปซินความเข้มข้น 0.5% 

เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต VCF2-9 และ JCM1022 เป็นกลุ่มท่ีสามารถทน

กรดได้ดีท่ีสุด โดยจากช่ัวโมงท่ี 0 มีจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตเท่ากับ 8.09±0.05 logCFU/ml และ 

7.88±0.09 logCFU/ml ตามลำดับ และเมื่อทำการบ่มเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เช้ือมีอัตราการรอดชีวิต

เท่ากับ 7.66±0.01 logCFU/ml และ 7.50±0.02 logCFU/ml ตามลำดับ ในขณะท่ีแบคทีเรียไอโซ

เลต JCM8791 ยังคงมีอัตรารอดชีวิตสูงเมื่อบ่มเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง แต่เมื่อผ่านไป 3 ช่ัวโมงกลับพบ

อัตราการรอดชีวิตลดลงเท่ากับ 6.47±0.07 logCFU/ml และไอโซเลต CK3 มีความสามารถในการ

ทนกรดได้น้อยท่ีสุด ซึ่งอัตราการรอดชีวิตลดลง ถึง 2 เท่า ภายหลังการบ่มภายใต้สภาวะดังกล่าวเป็น

เวลา 3 ช่ัวโมง ดังแสดงในภาพท่ี 8 

 

ภาพที่ 8 ความสามารถในการรอดชีวิตของ L. johnsonii CK3 (●) และ L. johnsonii VCF2-9 (♦) 
ในน้ำย่อยจำลองของระบบอาหาร เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิง L. johnsonii JCM1022 (▲) 
และ L. johnsonii JCM8791 (■) 
  

ส่วนการทดสอบคุณสมบัติในการทนน้ำดีในสภาวะจำลองของไอโซเลต CK3, VCF2-9, 
JCM1022 และ JCM8791 ในอาหารเหลว MRS ท่ีมีน้ำดีความเข้มข้น 0.3% เป็นระยะเวลา 3 ช่ัวโมง 
พบว่าทุกสายพันธุ์สามารถทนต่อน้ำดีได้ในระดับใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตาม แบคทีเรีย L. johnsonii 
JCM8791 สามารถทนน้ำดีได้ดีท่ี สุด รองลงมาคือ L. johnsonii JCM1022, VCF2-9 และ CK3 
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ตามลำดับ โดยมีจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตภายหลังการบ่มเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง เท่ากับ 7.88±0.02, 
7.52±0.12, 7.59±0.08 และ 7.58±0.05 logCFU/ml ตามลำดับ และเมื่อผ่านไป 3 ช่ัวโมงมีจำนวน
เซลล์ท่ีมีชีวิตเท่ากับ 7.67±0.04, 7.55±0.12, 7.19±0.01 และ 6.62±0.29 logCFU/ml ตามลำดับ 
(ภาพท่ี 9) 

 
ภาพที่ 9 ความสามารถในการรอดชีวิตของ L. johnsonii CK3 (●) และ L. johnsonii VCF2-9 (♦) 
ในน้ ำ ดี  เปรียบ เที ยบกับสายพั นธุ์ อ้ างอิ ง  L. johnsonii JCM1022  (▲ ) และ L. johnsonii  
JCM8791 (■) 

โดยแบคทีเรียโพรไบโอติกจำเป็นต้องมีการรอดชีวิตจากสภาวะท่ีมีความรุนแรงสูงในระบบ

ทางเดินอาหาร ได้แก่ ในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูงในกระเพาะอาหาร และน้ำดีจากลำไส้เล็กส่วนต้น 

จากภาพท่ี 8 และภาพท่ี 9 แสดงความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรียแต่ละไอโซเลต เมื่อเวลา

ผ่านไป 3 ช่ัวโมงหลังจากบ่มร่วมกับสภาวะจำลองท่ีมีน้ำย่อยในกระเพาะอาหาร (0.5% pepsin, pH 

2.5) พบว่า VCF2-9 สามารถรอดชีวิตในสภาวะท่ีมีความเป็นกรดสูงได้ดีใกล้เคียงกับสายพันธุ์อ้างอิง 

JCM1022 และถึงแม้ว่าอีกสองสายพันธุ์จะมีอัตราการรอดชีวิตท่ีต่ำ แต่ก็มีอัตราการรอดชีวิตถึง 65-

80% ซึ่งไอโซเลต CK3 มีอัตราการรอดชีวิตในสภาวะความเป็นกรดต่ำท่ีสุด (ภาพท่ี 8) ในส่วนของ

อัตราการรอดชีวิตในสภาวะน้ำดีจำลอง (0.3% bile acid) แบคทีเรียท้ัง 4 ไอโซเลตมีอัตราการรอด

ชีวิตได้ดี และแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย (ภาพท่ี 9) นอกจากนี้เป็นท่ีน่าสนใจว่าแบคทีเรียท้ัง 4 ไอโซ

เลต สามารถทนต่อสภาวะน้ำดีจำลองได้ และมีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 90% ซึ่งในการเป็นโพรไบโอ

ติกท่ีมีประสิทธิภาพจำเป็นต้องทนกรด และน้ำดีในระบบทางเดินอาหารได้ดีเพื่อสามารถรอดชีวิตไป

จนถึงลำไส้ใหญ่เพื่อเจริญเติบโตและยึดครองพื้นท่ีได้ การรอดชีวิตของโพรไบโอติกในระบบทางเดิน

อาหารไม่เพียงแต่ขึ้นอยู่กับการมีลักษณะเฉพาะเจาะจงของแต่ละสายพันธุ์เท่านั้น แต่อาจจะเกิดจาก
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สารอาหารเชิงซ้อนหรือการแข่งขันของจุลินทรีย์ในระบบทางเดินอาหารได้ จากผลการทดลองของ 

Aiba et al. (2015) และ Yamano et al. (2007) พบว่า L. johnsonii ในเชิงการค้าสามารถรอด

ชีวิตได้เมื่อทำการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะท่ีมีค่า pH เท่ากับ 1.0, 1.5 และ 2.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส นานถึง 2 ช่ัวโมง นอกจากนี้ L. johnsonii La1 มีความสามารถในการรอดชีวิตดีท่ีสุด

หลังจากทำการเพาะเล้ียงในสภาวะทางเดินอาหารจำลองท่ีมีน้ำดีความเข้มข้น 0.1% เป็นเวลา 15 

ช่ัวโมง และยังสามารถรอดชีวิตได้ในสภาวะกรดจำลองได้ดีกว่าทุกไอโซเลตท้ังหมดท่ีนำมาทดสอบ ซึ่ง

ในกรณีของความสามารถในการทนต่อน้ำดีของแบคทีเรียกลุ่ม Lactobacilli และ Bifidobacteria 

เกี่ยวข้องกับกลไกมากมาย โดยกลไกการขจัดพิษของน้ำดี เช่น การผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเกลือน้ำดี 

(bile salt hydrolase) การกระตุ้นการไหลออกของกรดหรือเกลือน้ำดีและการเปล่ียนแปลงใน

องค์ประกอบของเย่ือหุ้มเซลล์และผนังเซลล์ เป็นต้น (Ruiz et al., 2013) 

2.3 ความสามารถในการเกาะกลุ่มกันเอง (Auto-aggregation Assay) 
 พบว่าแบคทีเรีย L. johnsonii JCM1022 มีคุณสมบัติในการเกาะกลุ่มกันเองสูงท่ีสุด 

เท่ ากับ  24 .82±1.03%  รองลงมาคือ ไอโซเลต CK3, JCM8791 และ VCF2-9 มี ค่าเท่ ากับ 

18.37±5.30, 11.35±2.06 และ 9.19±0.71% ตามลำดับ อย่างไรก็ตาม กรณี JCM1022 และ CK3 

ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05)  ซึ่งโดยท่ัวไป เซลล์โพรไบโอติกสามารถเกาะกลุ่มได้ดีกว่า

แบคที เรี ยก่ อ โรค ความสามารถในการ เกาะก ลุ่มกั น เอง เกี่ ย วข้ อ งกับความ ไม่ ชอบน้ ำ 

(hydrophobicity) ของเซลล์ และจะขึ้นอยู่กับความจำเพาะของเซลล์ท่ีทำให้มีความสามารถเกาะ

กลุ่มกันให้สูงขึ้นด้วย นอกจากนี้การเกาะกลุ่มกันเองยังมีกลไกเกี่ยวข้องกับแบคทิริโอซินและกรดแลก

ติกท่ีแบคทีเรียผลิตขึ้นต่อเช้ือก่อโรค และยังช่วยป้องกันเซลล์และทำให้เซลล์สามารถยึดเกาะกัน

ได้มากขึ้น (กาญจนา, 2556) โดยโพรไบโอติกท่ีดีจะต้องมีความสามารถในการเกาะกลุ่มกันสูง เพื่อ

ช่วยในการป้องกันเซลล์และช่วยยึดเกาะกับผนังลำไส้ได้ดียิ่งขึ้น ในขณะเดียวกันก็เป็นการยับยั้งเช้ือก่อ

โรคต่อการยึดเกาะผนังลำไส้ได้ (Ouwehand and Vesterlund, 2004) 
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ภาพที่ 10 ความสามารถในการเกาะตัวกันเอง (Auto-aggregation) ของ L. johnsonii CK3 และ  
L. johnsonii VCF2-9 เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิง L. johnsonii JCM1022  และ L. johnsonii 
JCM8791  
*Different letters represent significant difference (p<0.05). Duncan’s multiple range test 

 
 ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผิวในลำไส้ของแบคทีเรียสามารถทดสอบและ
วิเคราะห์โดยใช้วิธี auto-aggregation assay ในการศึกษาครั้งนี้พบว่าค่าการจับตัวกันเองมีค่าอยู่
ระหว่าง 9.2% และ 24.8% ดังแสดงภาพท่ี 10 หลังจากทำการบ่ม 2 ช่ัวโมง การจับตัวกันเองของ
โพรไบโอติกสามารถพิจารณาจากความสามารถการจับตัวกันเองได้ และแสดงให้เห็นถึงการยึดเกาะ
กับเซลล์เย่ือบุผิวในลำไส้ได้ ดังนั้นการท่ีแบคทีเรียโพรไบโอติกมีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์
เย่ือบุผิวในลำไส้ได้จะเป็นการป้องกันการยึดเกาะ (colonization) ของจุลินทรีย์ชนิดอื่น โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งเช้ือก่อโรคได้เช่นกัน การท่ีโพรไบโอติกยึดเกาะกับเย่ือบุผิวในลำไส้อาจจะทำให้ลดจำนวนของ
เช้ือก่อโรคลงโดยการลดค่าความเป็นกรดด่างในทางเดินอาหาร ซึ่งอาจจะเป็นเหตุผลโดยตรงในการ
ต้านเช้ือก่อโรค (Vesterlund et al., 2005) ดังนั้นไอโซเลต CK3 และ JCM1022 แสดงให้เห็นว่ามี
ศักยภาพในการยึดเกาะกับเยื่อบุผิวในลำไส้ได้สูง และความสามารถในการจับตัวกันเองของไอโซเลต 
CK3 มีค่าสูงกว่าเพียงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับโพรไบโบติกสายพันธุ์อื่นๆ และสูงกว่าอย่างโดดเด่นเมื่อ
เทียบกับเช้ือก่อโรคบางสายพันธุ์ในงานวิจัยของ Tareb et al. (2013) ถึงแม้ว่าบ่มเป็นระยะเวลา
เพียงแค่ 2 ช่ัวโมงในการทดลองครั้งนี้ เพราะฉะนั้นอาจกล่าวได้ว่า ไอโซเลต CK3 มีศักยภาพและ
ได้รับการยอมรับว่าเป็นหนึ่งในโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพในการยึดเกาะและแข่งขันในการจับกับ
เย่ือบุลำไส้ได้ 
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2.4 การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
จากผลการทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะจำนวน 8 ชนิด ของ L. johnsonni ท้ัง 4 ไอโซเลต  

โดยประเมินจากขนาดวงใสท่ีเกิดโดยรอบแผ่นยาปฏิชีวนะซึ่งบ่งบอกประสิทธิภาพการยับย้ังการเจริญ

ของแบคทีเรีย พบว่ายาปฏิชีวนะส่วนใหญ่ท่ีนำมาทดสอบสามารถยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียท้ัง 4 

สายพันธุ์ได้ แต่แตกต่างกันในแต่ละสายพันธุ์ ดังแสดงในตารางท่ี 10 โดยไอโซเลต CK3 และ VCF2-9 

ทนต่อยา erythromycin และ  tetracycline ตามลำดับ ส่วน ไอโซเลต JCM8791 ทนต่อยา 

erythromycin และ clindamycin แต่ JCM1022 ไม่สามารถทนต่อยาชนิดใดได้ ซึ่งอาจกล่าวได้ว่า 

L. johnsonnii ท่ีนำมาศึกษาครั้งนี้มีความไวต่อยาปฏิชีวนะเมื่อพิจารณาจากเกณฑ์มาตรฐานของ

ฐานข้อมูล CLSI ปี 2017 เป็นต้น 
 

ตารางที่ 10 ความไวต่อยาปฏิชีวนะของ L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 เปรียบเทียบ
กับสายพันธุ์อ้างอิง L. johnsonii JCM1022 และ L. johnsonii JCM8791 

Antibiotics disc CK3 VCF2-9 JCM1022 JCM8791 
Cefoxitin  S S S S 
Tetracycline  S R S R 
Chloramphenicol  S S S S 
Erythromycin  R S S S 
Clindamycin  S S S R 
Vancomycin  S S S S 
Ampicillin  S S S S 
Ceftriaxone  S S S S 
* The inhibition zone diameters were measured, and susceptibility was expressed in 
terms of resistant (R) and susceptible (S). 
 
 จากผลการทดลองข้างต้นมีความสอดคล้องกับข้อมูลท่ีได้มีการรายงานมาก่อนหน้านี้สำหรับ
แบคทีเรียกลุ่ม lactobacilli และ bifidobacteria ซึ่งโดยท่ัวไปแบคทีเรียกลุ่มเหล่านี้จะไวต่อยา
ปฏิชีวนะ erythromycin, tetracycline, chloramphenicol และ ampicillin (Georgieva et al., 
2015) หากแบคทีเรียโพรไบโอติกมีความสามารถการต้านยาปฏิชีวนะอาจมีการส่งถ่ายยีนจาก
แบคทีเรียโพรไบโอติกไปสู่เช้ือก่อโรคในลำไส้ได้ (Sharma et al., 2017) ดังนั้นแบคทีเรียโพรไบโอติก
ท่ีไม่มีการต้านต่อยาปฏิชีวนะจึงมีความน่าสนใจในการนำมาใช้ประโยชน์ในอาหารมนุษย์และอาหาร
สัตว์ได้ อย่างไรก็ตาม ยังมีข้อคิดเห็นท่ีเกี่ยวกับการโต้แย้งในประเด็นนี้เกิดขึ้น นั้นก็คือถ้าโพรไบโอติกมี
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ความต้านทานต่อยาปฏิชีวะนะได้แสดงว่าแบคทีเรียโพรไบโอติกจะสามารถรอดชีวิตและอยู่ในระบบ
ทางเดินอาหารของเจ้าบ้านได้ในระหว่างท่ีมีการบำบัดด้วยยาปฏิชีวนะในกรณีท่ีเป็นโรคบางชนิด
เกิดขึ้น แต่ในปัจจุบันพบมีเช้ือก่อโรคท่ีปรับตัวสามารถต้านยาปฎิชีวะนะได้สูงขึ้นและเกิดความเส่ียง
ต่อมนุษย์และสัตว์ ดังนั้นแบคทีเรียท่ีสามารถต้านยาปฎิชีวะนะจึงไม่ได้รับการยอมรับและสร้างความ
กังวล 
 

2.5 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร 
2.5.1 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินอาหารโดยใช้เทคนิค agar spot 

test  

 ความสามารถต้านแบคทีเรียก่อโรคท่ัวไปในระบบทางเดินอาหารของโพรไบโอติกท้ัง 4 ไอโซ

เลตแสดงดังตารางท่ี 11 แบคทีเรีย L. johnsonii ทุกไอโซเลตมีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรีย

ก่อโรคทุกชนิดท่ีนำมาทดสอบ แต่อยู่ในระดับท่ีแตกต่างกัน  การต้านเช้ือก่อโรคของไอโซเลต CK3 

และ VCF2-9 ให้ผลใกล้เคียงกัน ยกเว้นความสามารถในการยับยั้งเช้ือ S. aureus  ซึ่งแบคทีเรีย 

VCF2-9 มีกิจกรรมการยับยั้ งเช้ือก่อโรค S. aureus มากท่ีสุด (zone of inhibition > 6 mm) 

อย่างไรก็ตามแบคทีเรีย L. johnsonii สายพันธุ์อ้างอิงท้ังสองไอโซเลตมีความสามารถในการต้านเช้ือ

ก่อโรคทุกสายพันธุ์ได้ดีท้ังหมด กิจกรรมการต้านเช้ือก่อโรคของแบคทีเรีย L. johnsonii ต่อแบคทีเรีย

ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารสายพันธุ์อื่น มีการรายงานในงานวิจัยของ  Aiba et al. (2015) โดย

แบคทีเรีย L. johnsonii No. 1088 มีความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori, E. coli 

O-157 และ C. difficile ซึ่งแบคทีเรียโพไบโอติกส์มีความเป็นไปได้ในการต้านเช้ือก่อโรค โดย

ส่วนมากสามารถผลิตสารต้านจุลินทรีย์ก่อโรคหรือสารเมแทบอไลท์ชนิดต่างๆ เช่น กรดอินทรีย์ 

(acetic acid, propionic acid, butyric acid และ lactic acid) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และ 

แบคทิริโอซิน เป็นต้น (Pridmore et al., 2008) 
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ตารางที่ 11 กิจกรรมการต้านเช้ือก่อโรคของ ของ L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 
เปรียบเทียบกับสายพันธุ์อ้างอิง L. johnsonii JCM1022 และ L. johnsonii JCM8791 

Strains   
Zone of inhibition (mm) 

S. aureus P. vulgaris  S. Typhimurium E. coli 
CK3 4.0±0.0 6.0±0.0 5.0±0.0 4.0±0.0 

VCF2-9 10.3±0.6 6.0±0.0 5.0±0.0 5.0±0.0 
JCM1022 6.7±1.2 7.0±0.0 7.0±0.0 6.3±2.3 
JCM8791 10.0±1.7 7.0±0.0 7.0±0.0 6.7±0.6 

 
2.5.2 การทดสอบการต้านเชื้อก่อโรค H. pylori โดยใช้เทคนิค mixed cultures 

จากการทดสอบการต้านเช้ือก่อโรค H. pylori โดยใช้เทคนิค mixed cultures โดยตัวอย่าง
จากเช้ือ L. johnsonii พบว่าสารละลายมีองค์ประกอบของสารเมแทบอไลท์ท่ีถูกขับออกนอกเซลล์ 
(extracellular products) และท่ีมีองค์ประกอบของสารเมแทบอไลท์ในเซลล์ (intracellular 
products) ของ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลต (CK3 และ VCF2-9) มีความสามารถในการยับยั้งการ
เจริญของเช้ือ H. pylori ลงได้ในระดับท่ีแตกต่างกัน โดยพบว่าตัวอย่างสารเมแทบอไลท์ภายนอก
เซลล์ของ CK3 และ VCF2-9 ในอัตราส่วน 0.5:1.5 มีความสามารถโดดเด่นในการกำจัดเช้ือก่อโรค  
H. pylori ลงได้โดยสมบูรณ์ (ตารางท่ี 12) โดยไม่พบการเจริญของเช้ือก่อโรคท่ีมีชีวิตเมื่อทำการบ่ม
ร่วมกันเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ในขณะท่ีอัตราส่วน 1:1 สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ได้ 
ประมาณ 10 เท่า และ 60 เท่า ตามลำดับ ส่วนสารละลายของ intracellular ของ L. johnsonii ท้ัง
สองไอโซเลตก็สามารถยับยั้งการเจริญของเช้ือ H. pylori ได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งตัวอย่างจาก VCF2-9 
ดังตารางท่ี 29 และลักษณะการเจริญโคโลนีของ H. pylori ของแต่ละชุดการทดลองแสดงดังภาค
ผนวค ค ซึ่งอาจจะมีกลไกต่างกันท่ีทำให้ป้องกันการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคได้  

จากงานวิจัยของ Aiba et al. (2015) ท่ีได้ศึกษาแบคทีเรียสายพันธุ์ L. johnsonii JCM2012 
และ L. johnsonii No. 1088 ในการต้านเช้ือก่อโรค H. pylori No. 130 พบว่าเมื่อทำการทดสอบ
การเพาะเล้ียงเช้ือร่วมกัน (mixed cultures) ปริมาณหรืออัตราของเช้ือก่อโรค H. pylori ลดลงอย่าง
ชัดเจน โดยเมื่อเวลาผ่านไป 48 ช่ัวโมง การเพาะเล้ียงเช้ือร่วมกันระหว่าง H. pylori No. 130 และ  
L. johnsonii JCM2012 ปริมาณหรืออัตราของเช้ือก่อโรค H. pylori ลดลงประมาณ 300 เท่า ส่วน
เมื่อเพาะเล้ียง H. pylori ร่วมกับ L. johnsonii No. 1088 ปริมาณเช้ือลดลงสูงถึง 3000 เท่า ซึ่งคาด
ว่ากลไกในการผลิตกรดอินทรีย์และความสามารถในการทนกรดได้สูงของเช้ือ L. johnsonii ถูกใช้ใน
การยับยั้งเช้ือ H. pylori No. 130  
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  จากค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลาย intracellular products และ extracellular 
products ของ L. johnsonii CK3 และ VCF2-9 ท้ังสองไอโซเลต คือ 5.44 และ 5.06 ในกรณีของ 
intracellular products ส่วน 5.62 และ 5.01 ในกรณีของ extracellular products ตามลำดับ จัด
ได้ว่าสารละลาย intracellular products และ extracellular products มีค่าความเป็นกรดอ่อน
และมีค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายใกล้เคียงกันในแต่ละชุดการทดลอง และเนื่องจากเช้ือก่อ
โรค H. pylori เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถอาศัยอยู่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของกรดได้สูง ซึ่งปกติแล้ว
กระเพาะอาหารจะมีสภาพท่ีเป็นกรดอย่างแรงท่ีจะทำหน้าท่ีทำลายแบคทีเรีย ทำให้แบคทีเรียส่วน
ใหญ่ไม่สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ แต่เนื่องจากเช้ือ H. pylori จะมีลักษณะพิเศษท่ีสำคัญคือ สามารถ
สร้างด่างมาหักล้างกับกรดได้ ทำให้เช้ือนี้สามารถอยู่และเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อมท่ีเป็นกรดอย่าง
แรงในกระเพาะอาหารได้ (Owen, 1998) ซึ่งในระบบการทดลองในงานวิจัยนี้มีค่า pH เพียง 5-6 ซึ่ง
ไม่น่าจะเพียงพอท่ีจะยับยั้งเช้ือก่อโรคชนิดนี้ได้  โดยสาเหตุการยับยั้งอาจจะไม่ได้มาจากกรดเพียง
อย่างชนิดเดียว เพราะในชุดควบคุมเช้ือก่อโรคชนิดนี้ ไม่ได้ถูกการยับยั้งด้วยความเป็นกรดอ่อน และ
อาจจะเป็นไปได้ว่าสารละลายท้ังสองมีกลไกอื่นอีกในการยับย้ังเช้ือก่อโรคท่ีแตกต่างกันออกไป 
 
ตารางที่ 12 ประสิทธิภาพการยับยั้งเช้ือ H. pylori จากสารเมแทบอไลท์ท่ีผลิตโดย L. johnsonii 

CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 ท้ังส่วนท่ีผลิตและขับออกนอกเซลล์และอยู่ภายในเซลล์ 

Treatments อัตราส่วน H. pylori ที่มีชีวิต (CFU/ml) การยับยั้ง (%) 

0 hr 24 hr 

HP : ECP-CK3 1 : 1 2.40×106 2.25×105 90.62 

0.5 : 1.5 3.32×105 0.00 100.00 

HP : ICP-CK3 1 : 1 1.22×106 2.65×105 78.28 

0.5 : 1.5 3.92×105 1.85×105 52.81 

HP : ECP-VCF2-9 1 : 1 1.37×106 4.00×102 99.97 

0.5 : 1.5 8.25×104 0.00 100.00 

HP : ICP-VCF2-9 1 : 1 1.32×106 nd nd 

0.5 : 1.5 1.37×105 6.50×102 99.53 

HP : Buffer (ชุดควบคุม) 1 : 0 2.45×106 1.72×106 29.8 

หมาย เห ตุ : HP = Helicobacter pylori, ECP = extracellular products, ICP = intracellular 

products, CK3 =L. johnsonii CK3, VCF2-9 = L. johnsonii VCF2-9 
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นอกจากนี้ ยังได้ทดสอบนำตัวอย่างสารเมแทบอไลท์ดังกล่าวท้ังจากภายนอกเซลล์และ
ภายในเซลล์ และเซลล์ L. johnsonii ท่ีสมบูรณ์มาทดสอบความสามารถกระตุ้นเซลล์ H. pylori ใน
การจับตัวกัน ผลการทดลองพบว่าตัวอย่างเซลล์ L. johnsonii ท้ัง 4 สายพันธุ์ ท่ีบ่มร่วมกับสาร
แขวนลอยของ H. pylori สามารถกระตุ้นให้เซลล์ H. pylori จับตัวกันได้เมื่อทำการบ่มเป็นเวลา  
1 ช่ัวโมง ดังแสดงในตารางท่ี 13 และผลการทดสอบการกระตุ้นการจับตัวกันของเซลล์ H. pylori 
โดยใช้ตัวอย่างสารเมแทบอไลท์จากภายในเซลล์ L. johnsonii แต่ละสายพันธุ์ก็ให้ผลในทำนอง
เดียวกัน นั่นคือสามารถกระตุ้นการจับตัวของเซลล์ H. pylori ได้อย่างชัดเจน ยกเว้นตัวอย่างจาก 
VCF2-9 ท่ีสามารถกระตุ้นให้เซลล์ H. pylori จับตัวกันต้ังแต่เริ่มต้นบ่มร่วมกัน แต่เมื่อบ่มเป็นเวลา  
1 ช่ัวโมงแล้วกลับไม่พบการจับตัวกันของ H. pylori ต่อไป (ตารางท่ี 14) แต่ประเด็นท่ีน่าสนใจจาก
การทดลองนี้ ยังพบว่าตัวอย่างสารเมแทบอไลท์ท่ีถูกขับออกภายนอกเซลล์ของ L. johnsonii ทุกสาย
พันธุ์สามารถกระตุ้นให้เซลล์ H. pylori จับตัวกันได้ต้ังแต่เริ่มต้นทำการบ่มดังแสดงในตารางท่ี 15 
อย่างไรก็ตาม งานวิจัยนี้ได้ทำการทดสอบยืนยันเป็นท่ีเรียบร้อยแล้วว่าเซลล์ของท้ัง H. pylori และ  
L. johsonnii ไม่ได้จับตัวกันเองโดยธรรมชาติ ดังแสดงผลการทดสอบในตารางท่ี 16 ท้ังนี้จากรายงาน
ของนักวิจัยหลายกลุ่มได้รายงานว่ากลไกท่ี L. johnsonii ใช้ในการกระตุ้นเซลล์แบคทีเรียก่อโรคให้จับ
ตัวกันเองคือโปรตีน GroEL (Bergonzelli et al., 2006) 
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ตารางที่ 13 การจับตัวกัน (co-aggregation) ระหว่างเซลล์แบคทีเรีย H. pylori และ L. johnsonii 

แต่ละไอโซเลต 

Sample 
Aggregation assay 

0 h. 1 h. 

H. pylori และ  

L. johnsonii CK3 

 

  

H. pylori และ  

L. johnsonii VCF2-9 

 

  

H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM1022 

 

  

H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM8791 
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ตารางที่ 14 การจับตัวกันของเซลล์ H. pylori เมื่อบ่มร่วมกับตัวอย่างสารเมแทบอไลท์จากภายใน

เซลล์ L. johnsonii แต่ละไอโซเลต 

Sample 
Aggregation assay 

0 h. 1 h. 

H. pylori และ  

L. johnsonii CK3 

 

  
H. pylori และ  

L. johnsonii VCF2-9 

 

  
H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM1022 

 
  

H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM8791 

  
H. pylori และ  
L. johnsonii 
No.1088 
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ตารางที่ 15 การจับตัวกันของเซลล์ H. pylori เมื่อบ่มร่วมกับตัวอย่างสารเมแทบอไลท์ท่ีถูกขับออก

ภายนอกเซลล์เซลล์ L. johnsonii แต่ละไอโซเลต 

Sample 
Aggregation assay 

0 h. 1 h. 

H. pylori และ  

L. johnsonii CK3 

 

  
H. pylori และ  

L. johnsonii VCF2-9 

 

  
H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM1022 

 

  
H. pylori และ  

L. johnsonii 

JCM8791 
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ตารางที่ 16 การจับตัวกัน (auto-aggregation) ของเซลล์แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ 

Sample 
Aggregation assay 

0 h. 1 h. 

H. pylori 

  
L. johnsonii CK3 
 

  
L. johnsonii VCF2-9 
 

  
L. johnsonii 
JCM1022 
 

  
L. johnsonii 
JCM8791 
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จากข้อมูลอ้างอิงหลายแหล่งท่ีระบุว่าโปรตีน GroEL ของ L. johnsonnii เป็นกลไกทำให้

เซลล์ H. pylori จับตัวกัน ดังนั้นในเบื้องต้นจึงได้นำตัวอย่างสารเมแทบอไลท์ท่ีเตรียมจากไอโซเลต 

CK3 และ VCF2-9 ข้างต้นมาทำการวิเคราะห์การกระจายตัวของโปรตีนท้ังหมด โดยใช้เทคนิค 

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) และพบว่าแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลตน่าจะมี

โปรตีน GroEL เนื่องจากพบแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 60 kDa ดังแสดงภาพท่ี 11 ซึ่งสอดคล้อง

กับ ราย งาน ของ  Bergonzelli et al. (2006) ซึ่ ง ไ ด้ รายงานขน าดของ โป ร ตีน  GroEL จาก  

L. johnsonnii ไว้ที่ 60 kDa และได้ทำการศึกษาและวิเคราะห์หาโปรตีน GroEL แล้วพบว่าแบคทีเรีย 

L. johnsonii มีโปรตีน GroEL อยู่ท้ังในน้ำเล้ียงเซลล์ และบนเยื่อเมือกและเย่ือบุเซลล์ผิว (mucins 

and intestinal epithelial cell) ของแบคทีเรีย L. johnsonii  และโปรตีนชนิดนี้ยังมีความสามารถ

ในการกระตุ้นการจับตัวของเช้ือก่อโรค H. pylori ได้ 

 

 
(A)        (B) 

ภาพที่ 11 SDS-PAGE ของการวิเคราะห์โปรตีน GroEL ของเช้ือ L. johnsonii CK3 (A) และ  

L. johnsonii VCF2-9 (B) 

*หมายเหตุ: 1, 6 เป็น “โปรตีนหยาบ” และ 2, 7, 8 เป็น “โปรตีนหลังการกรองผ่านเย่ือกรอง 50 
kDa cut off”  
 

3.การออกแบบสูตรอาหารต้นทุนต่ำสำหรับเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย L. johnsonii 
3.1 การคัดเลือกองค์ประกอบหลักของอาหารเลี้ยงเชื้อต้นทุนต่ำ  
เมื่อทำการคัดเลือกองค์ประกอบหลักของอาหารเล้ียงเช้ือผลการทดลองพบว่านมวัวชนิดผง

สามารถผลิตเซลล์ท่ีมีชีวิตสูงสุดถึง 8.02 logCFU/ml ซึ่งใกล้เคียงกับอาหารเหลวสูตร MRS ดังแสดง
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ในตารางท่ี 17 ซึ่งเป็นอาหารเล้ียงเช้ือมาตรฐานสำหรับแบคทีเรียกรดแลคติก ดังนั้นจึงพบว่าสามารถ

ใช้นมวัวในการเพาะเล้ียง L. johnsonii ทดแทนการใช้อาหารสำเร็จรูป MRS ซึ่งมีราคาสูงได้ อย่างไร

ก็ตามในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้นมผงชนิดพร่องมันเนยแทนแม้ว่าจะให้ผลผลิตเซลล์ L. johnsonii ท่ีต่ำ

กว่า เนื่องด้วยเหตุผลด้านราคาและความสะดวกในการเตรียมวัตถุดิบ 

แต่อย่างไรก็ตามในการเตรียมวัตถุดิบหรือการสกัดวัตถุดิบ อาจจะมีปริมาณน้ำตาลท่ีแตกต่าง

กัน อันเป็นผลท่ีแสดงในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ L. johnsonii ท่ีแตกต่างกันออกไป ทำให้

จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวแต่ละชนิดมีจำนวนท่ีแตกต่างกันออกไปเช่นกัน 

ตารางที่ 17 จำนวนเซลล์ L. johnsonii CK3 ท่ีมีชีวิตในอาหารเล้ียงเช้ือเหลวแต่ละชนิด 
Sample Viable cell (log CFU/mL ± SD)* 

สารสกัดจากถั่วดำ 7.79 ± 0.08b 

สารสกัดจากถั่วแดง 6.63 ± 0.04d 

สารสกัดจากถั่วเหลือง 6.75 ± 0.02d 

สารสกัดจากถั่วเขียว 7.71 ± 0.02b 

นมโค 100% 8.02 ± 0.00a 

นมถ่ัวเหลือง 6.96 ± 0.01c 

นมผงพร่องมนัเนย 7.04 ± 0.01c 

อาหารเหลวสูตรมาตรฐาน MRS 8.01 ± 0.02a 

หมายเหตุ: “*” = ค่าเฉล่ีย±SD จาก 3 ซ้ำ อักษรท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยวิธี Duncan’s multiple range test 

จากการศึกษาระดับท่ีเหมาะสมของนมพร่องมันเนยในช่วงระหว่าง 5-20% โดยน้ำหนัก พบว่า

จำนวนเซลล์สูงสุดท่ีผลิตได้ในอาหารแต่ละสูตรค่อนข้างใกล้เคียงกัน แต่ใช้เวลาการเพาะเล้ียงท่ีไม่

เท่ากันเพื่อให้ได้จำนวนเซลล์สูงสุด อย่างไรก็ตาม การเพาะเล้ียงไอโซเลต CK3 ในนมพร่องมันเนย

ระดับ 5% เป็นเวลา 6 ช่ัวโมงสามารถผลิตเซลล์ได้ใกล้เคียงกับการเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MRS 

ซึ่งสามารถประหยัดค่าใช้จ่ายสำหรับอาหารเล้ียงเช้ือและระยะเวลาการผลิตมวลเซลล์ลงได้ รองลงมา

คือการใช้นมพร่องมันเนย 20% ท่ีถูกหมักเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง 15% ถูกหมักเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง และ 

10% ถูกหมักเป็นเวลา 6 ช่ัวโมง ดังภาพท่ี 12 ซึ่งเหตุผลท่ีนมผงพร่องมันเนยส่งเสริมการเจริญของ  

L. johnsonii ได้ดีเทียบเท่ากับอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน MRS อาจจะเป็นเพราะในนมผงพร่องมัน



 54 

เนยมีน้ำตาลแลกโตสเป็นองค์ประกอบในปริมาณท่ีสูงพอสมควร จึงเป็นเหตุผลในการส่งเสริมการ

เจริญของ ของ L. johnsonii ได้ 

 

ภาพที่ 12  จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตของ L. johnsonii CK3 ในอาหารเหลวนมผงพร่องมันเนยท่ีความ
เข้มข้นระดับต่างๆ เปรียบเทียบกับอาหารเหลว MRS broth และเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
หมายเหตุ: “*” = ค่าเฉล่ีย±SD จาก 3 ซ้ำ อักษรท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยวิธี Duncan’s multiple range test 

  

3.2 ผลการคัดกรองปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii 
 จากการศึกษาข้อมูลของการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์พบว่ามีปัจจัยหลายๆชนิดท่ีมีผลต่อการ

เจริญ ได้แก่ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) แอมโมเนียมฟอสเฟต ((NH4)3PO4) สารสกัด

ยีสต์ (yeast extract) น้ำตาลซูโครส ปริมาณหัวเช้ือ อุณหภูมิ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย และเวลา  

ในการทดลองการคัดกรองปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ L. johnsonii แต่ละสายพันธุ์อย่างมี

นัยสำคัญโดยใช้แผนการทดลอง Plackett-Burman experimental design ผลท่ีได้จะแสดงออกมา

ในค่าการเจริญของเช้ือ L. johnsonii ในหน่วยของ logCFU/ml ดังตารางท่ี 19 พบว่าแต่ละทรีต

เมนต์มี ค่าการเจริญ เติบโตท่ีต่างกันออกไป และเช้ือ L. johnsonii ท้ังสองสายพันธุ์มี ค่าการ

เจริญเติบโตในแต่ละทรีตเมนต์ไม่แตกต่างกันมากนัก และเมื่อทำการประมวลผลการทดลองโดยใช้

โปรแกรมทางสถิติ พบว่าปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลต ได้แก่ 

เวลา อุณหภูมิ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย และปริมาณหัวเช้ือ โดยมีค่า p-value เท่ากับ 0.0024, 

0.0104, 0.0122 และ 0.0223 ตามลำดับ ท่ีระดับนัยสำคัญ P<0.05 โดยปัจจัยท่ีให้ผลในเชิงลบคือ 
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เวลา และอุณหภูมิ ส่วนปัจจัยท่ีให้ผลในเชิงบวกคือปริมาณนมผงพร่องมันเนย และปริมาณหัวเช้ือ  

ส่วนปัจจัยท่ีไม่มีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii ได้แก่ ปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต แอมโมเนียม

ฟอสเฟต สารสกัดยีสต์ และน้ำตาลซูโครส ดังตารางท่ี 18 

 

ตารางที่ 18 ผลการวิเคราะห์ (ANOVA) ของแต่ละปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเจริญของ L. johnsonii อย่าง
มีนัยสำคัญ 

Source SS DF MS F-value p-value   
Model 1.26 8 0.16 23.64 0.0125 significant 
A-(NH4)2SO4 0.047 1 0.047 7.03 0.0769  
B-(NH4)3PO4 0.019 1 0.019 2.85 0.1900  
C-Yeast extract 0.040 1 0.040 6.02 0.0915  
D-Sucrose 0.001974 1 0.001974 0.30 0.6237  
E-inoculumn 0.13 1 0.13 19.02 0.0223  
F-temp 0.22 1 0.22 33.21 0.0104  
G-skim milk 0.20 1 0.20 29.64 0.0122  
H-time 0.61 1 0.61 91.02 0.0024  
Residual 0.020 3 0.006649    
Cor Total 1.281 1     
SS= Sum of Squares, DF=degrees of freedom, MS=mean square, A: ปริมาณแอมโมเนียม

ซัลเฟต, B: แอมโมเนียมฟอสเฟต, C: สารสกัดยีสต์, D: น้ำตาลซูโครส, E: ปริมาณหัวเช้ือ, F: อุณหภูมิ, 

G: ปริมาณนมผงพร่องมันเนย และ H: เวลา   
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3.3 ระดับที่เหมาะสมของปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii 
 จากการคัดกรองปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของเช้ือ L. johnsonii ข้างต้น พบว่าปัจจัยท่ีมีผล 

คือ ปริมาณหัวเช้ือ อุณหภูมิ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย และเวลาการเพาะเล้ียง ท่ีระดับนัยสำคัญ  

95% จากนั้นจึงนำปัจจัยเหล่านี้มาหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ CK3 และ 

VCF2-9 โดยใช้แผนการทดลอง CCD จากแผนการทดลองในตารางท่ี 20 พบว่าไอโซเลต CK3 และ 

VCF2-9 สามารถเจริญได้ในสภาวะการเพาะเล้ียงเกือบทุกทรีตเมนต์ ยกเว้นทรีตเมนต์ท่ี 6, 8 และ 10 

ท่ีไม่พบการเจริญของเช้ือท้ังสอง และจากการวิเคราะห์ ANOVA แบบจำลองทางคณิตศาสตร์ 

(model) และความสมรูปของแบบจำลอง (lack of fit) ท่ีได้มีระดับนัยสำคัญ P<0.05 (significant) 

ดังตารางท่ี 21 และจากตารางท่ี 22 ปัจจัยท่ีส่งผลต่อการเจริญของ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลต

มากท่ีสุด คือ อุณหภูมิและเวลา โดยมีค่า p-value เท่ากับ < 0.0001 และ 0.0028 ตามลำดับ และ

ปัจจัยท่ีมีปฏิสัมพันธ์ (interaction) ร่วมกันได้แก่ อุณหภูมิและเวลา โดยมีค่า p-value เท่ากับ 

0.0008  

 จากความสมรูปของแบบจำลองท่ีได้มีระดับนัยสำคัญ P<0.05 (significant) สามารถบอกถึง

โมเดลท่ีมีความผิดปกติ ความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยท่ีมีต่อการเจริญของเช้ืออาจไม่สามารถอธิบาย

อย่างแม่นยำด้วยสมการแบบ quadratic equation อาจจะเกิดจากส่ิงท่ีวัดผลหรือการประมวลผลยัง

มีความคาดเคล่ือนสูง  
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ตารางที่ 20 แผนการทดลอง Central composite design (CCD) ของท้ัง 3 ปัจจัย และค่าจริงและ

ค่าทำนายของ L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 

ทรีต
เมนต์ 

อุณหภูมิ 
(ºC) 

นมผงพร่อง 
มันเนย (%) 

เวลา 
(h) 

ค่าจริง 
CK3* 

ค่าทำนาย 
CK3* 

ค่าจริง 
VCF2-9* 

ค่าทำนาย 
VCF2-9* 

1 15.00 1.50 12.00 6.19 5.89 6.21 5.84 
2 50.00 1.50 12.00 5.23 4.92 4.52 4.41 
3 15.00 5.00 12.00 6.20 6.01 6.10 6.03 
4 50.00 5.00 12.00 5.07 4.93 5.40 5.08 
5 15.00 1.50 36.00 6.14 6.77 5.97 7.00 
6 50.00 1.50 36.00 0.00 0.68 0.00 0.78 
7 15.00 5.00 36.00 6.16 6.97 5.99 6.80 
8 50.00 5.00 36.00 0.00 0.79 0.00 1.07 
9 3.07 3.25 24.00 5.97 5.65 6.01 5.51 
10 61.93 3.25 24.00 0.00 -0.37 0.00 -0.51 
11 32.50 0.31 24.00 5.92 5.75 6.06 5.60 
12 32.50 6.19 24.00 6.45 5.93 6.54 6.00 
13 32.50 3.25 3.82 6.24 7.04 6.23 7.09 
14 32.50 3.25 44.18 5.79 4.30 6.54 4.69 
15 32.50 3.25 24.00 6.23 6.30 6.47 6.45 
16 32.50 3.25 24.00 6.44 6.30 6.38 6.45 
17 32.50 3.25 24.00 6.29 6.30 6.31 6.45 
18 32.50 3.25 24.00 6.21 6.30 6.51 6.45 
19 32.50 3.25 24.00 6.17 6.30 6.29 6.45 
20 32.50 3.25 24.00 6.32 6.30 6.54 6.45 

* = L. johnsonii CK3 (logCFU/ml), L. johnsonii VCF2-9 (logCFU/ml) 
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ตารางที่ 21 Analysis of variance (ANOVA) for the model regression 
Source SS DF MS F-value Significant value 

(p-value) 

Model 90.17 9 10.02 17.11 < 0.0001 

Residual 5.86 10 0.59   
Lack of Fit 5.81 5 1.16 119.75 < 0.0001 
Pure Error   0.048 5 0.009699   
Total 96.03 19    
R2=0.9390      
SS= Sum of Squares, DF=degrees of freedom, MS=mean square 

ตารางที่ 22 Coefficient estimate by the regression model 
Independent 

variables 
(parameter) 

Coefficient Standard error Significant value 
(p-value) 

Intercept 6.30 0.31  
A-temp -1.79 0.21 < 0.0001 
B-skim milk 0.055 0.21 0.7952 
C-time -0.82 0.21 0.0028 
AB -0.025 0.27 0.9284 
AC -1.28 0.27 0.0008 
BC 0.023 0.27 0.9329 

*Statistically singnificant at 95% of confidence level. 

 นอกจากนี้ภาพท่ี 13 และท่ี 14 ของกราฟพื้นผิวแสดงความสัมพันธ์ (Response Surface 
Quadratic Model) ยังยืนยันได้ว่าจุดสูงสุดของกราฟคือค่าท่ีมีอุณหภูมิ 32.50 องศาเซลเซียส ใช้
เวลาเพาะเล้ียง 24 ช่ัวโมง และใช้ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเช้ือ 
L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลตมากท่ีสุด และสามารถสร้างสมการทำนายการเจริญของเช้ือท้ังสองไอโซ
เลต จากปัจจัยอุณหภูมิ ปริมาณปริมาณนมผงพร่องมันเนย และเวลาในการเพาะเล้ียงท่ีได้จากการ
วิเคราะห์อัตราการเจริญของจุลินทรีย์ ซึ่งแสดงสมการ ดังนี้  
 

y= 6.30 -1.79A +0.055B -0.82C -1.28AC -1.29A2 -0.16B2 -0.22C2 (1) 
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y= 6.45 -1.79A +0.12B -0.71C -1.20AC -1.39A2 -0.23B2 -0.20C2   (2) 
 

เมื่อ y=จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต (logCFU/ml), A=อุณหภูม,ิ B=ปริมาณปริมาณนมผงพร่องมันเนย,  
C=เวลาในการเพาะเล้ียง คือค่าจริง (decoded values) ในสมการ  
ซึ่งสมการ (1) ใช้อธิบาย L. johnsonii CK3 และ (2) L. johnsonii VCF2-9 
 

 
ภาพที่ 13 กราฟพื้นผิวแสดงความสัมพันธ์ของ  L. johnsonii CK3 (A: อุณหภูมิและปริมาณของนม

ผงพร่องมันเนย, B: อุณหภูมิและเวลา และ C: ปริมาณของนมผงพร่องมันเนยและเวลา) 
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ภาพที่ 14 กราฟพื้นผิวแสดงความสัมพันธ์ของ L. johnsonii VCF2-9 (A: อุณหภูมิและปริมาณของ

นมผงพร่องมนัเนย, B: อุณหภูมิและเวลา และ C: ปริมาณของนมผงพร่องมันเนยและเวลา) 
 

   จากผลการศึกษาข้างต้น ซึ่งพบว่าปัจจัยท่ีมีผลต่อการเจริญของ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลต

มีท้ังส้ิน 4 ปัจจัย ได้แก่ ปริมาณหัวเช้ือ อุณหภูมิ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย และเวลาในการ

เพาะเล้ียงนั้น โดยปริมาณหัวเช้ือมีผลในเชิงบวก กล่าวคือยิ่งเพิ่มปริมาณหัวเช้ือมากขึ้น ทำให้ได้มวล

เซลล์เพิ่มขึ้น ในขณะท่ีอุณหภูมิและเวลาให้ผลเชิงลบ นั่นคือควรใช้อุณหภูมิระดับต่ำและเวลาการ

เพาะเล้ียงระยะส้ันในการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย ซึ่งพบว่าเป็นผลดีในการลดค่าใช้จ่ายด้านพลังงานใน

การผลิตและเวลาท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียได้ ส่งผลให้มีการผลิตได้อย่างต่อเนื่อง ส่วนปริมาณ

นมผงพร่องมันเนยให้ผลในเชิงบวก คือสามารถช่วยในการเจริญของ L. johnsonii และสามารถเพิ่ม

มวลเซลล์ได้สูงขึ้น สอดคล้องกับงานวิจัยของ Chen et al. (2015) ท่ีได้ทำการศึกษาสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมต่อการเพาะเล้ียง L. acidophilus โดยใช้แผนการทดลอง Plackett-Burman พบว่าแหล่ง

คาร์บอน ท่ีสามารถส่งเสริมการเจริญของ L. acidophilus ได้ดี ท่ี สุด คือ Whey powder ซึ่ ง

สอดคล้องกับงานวิจัยของ Bulatovic et al. (2014) ท่ีได้ศึกษาสารอาหารเสริมในการเจริญของ  

L. johnsonii NRRL B-2178 และก็พบว่า L. johnsonii NRRL B-2178 สายพันธุ์นี้สามารถเจริญได้

ในหางนมหรือ whey นอกจากนี้ Wong et al. (1978) ยังพบว่านมพร่องมันเนยมีปริมาณแร่ธาตุ

อื่นๆ สูงกว่าเวย์โปรตีน ดังนั้นการใช้หางนมหรือนมผงพร่องมันเนยเป็นแหล่งคาร์บอนก็สามารถช่วย
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ส่งเสริมการเจริญของแบคทีเรียได้ดี สามารถใช้ทดแทนอาหารสำเร็จรูป MRS ท่ีมีราคาสูงได้ อีกท้ังยัง

ลดต้นทุนในการผลิตลงได้สำหรับการผลิตในระดับอุตสาหกรรม นอกจากปัจจัยท่ีมีผลเหล่านี้ ในการ

ทดลองยังหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของบคทีเรียโดยใช้แผนการทดลอง CCD และสภาวะท่ี

เหมาะสมท่ีสุดคือ สูตรอาหารท่ีใช้ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% บ่มท่ีอุณหภูมิ 32.50 องศา

เซลเซียส ในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง ถึงแม้ในกราฟพื้นผิวแสดงความสัมพันธ์จะเป็นจุดท่ีเหมาะสมท่ีสุด

ในการเจริญของแบคทีเรีย แต่ปริมาณนมผงพร่องมันเนย กลับไม่มีนัยสำคัญ (p<0.05) มีเพียงปัจจัย

อุณหภูมิและเวลาท่ีมีผลท่ีสุด อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05, significant) แต่ในงานวิจัยของ Polak-

Berecka et al. (2011) ท่ีศึกษาการผลิตมวลเซลล์ของ L. rhamnosus โดยใช้แผนการทดลอง 

Plackett-Burman และ CCD พบว่า สูตรอาหารท่ีมีองค์ประกอบของกลูโคส 15.44 g/l, sodium 

pyruvate 3.92 g/l, meat extract 8.0 g/l, potassium phosphate 1.88 g/l, sodium acetate 

4.7 g/l, และ ammonium citrate 1.88 g/l สามารถผลิตมวลเซลล์ได้สูงกว่าอาหารสูตรมาตรฐาน 

MRS โดยอาหารสูตรนี้ได้น้ำหนักเซลล์แห้งของ L. rhamnosus 23 g/l ใช้ระยะเวลาในการหมัก 18 

ช่ัวโมง ในขณะท่ีอาหาร MRS ได้น้ำหนักเซลล์แห้งของ L. rhamnosus 21 g/l ในระยะการหมัก

เท่ากัน และในงานวิจัยของ Dong et al. (2014) ท่ีได้ทำการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพิ่มมวล

เซลล์ของ Lactobacillus salivarius BBE 09-18 โดยได้ใช้แผนการทดลอง CCD ซึ่งสูตรอาหารท่ีมี

องค์ประกอบของ α–lactose 43.8 g/l, yeast extract 79.5 g/l และ Tween-80 5.15 g/l ใช้

ระยะเวลาการหมัก 18 ช่ัวโมง สามารถนับจำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตได้  5.94×109 CFU/ml ซึ่งสูงกว่า

อาหาร MRS ถึง 3 เท่า ดังนั้นสูตรอาหารท่ีได้ออกแบบในงานวิจัยนี้มีปัจจัยคือนมผงพร่องมันเนยท่ี

สามารถส่งเสริมการเจริญได้ดีท่ีสุด เมื่อเทียบกับงานวิจัยท่ีกล่าวมาข้างต้นมีหลายปัจจัยท่ีส่งผลและ

อาจจะเพิ่มค่าใช้จ่ายอีกหลายเท่า แต่ระยะเวลาในการหมักอาจจะใช้เวลานานกว่า ซึ่งการท่ีใช้

ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นเชิงอาหารก็สามารถนำไปพัฒนาเป็นอาหารเสริมสำหรับคนรักสุขภาพได้อย่าง

ปลอดภัย ท้ังนี้การออกแบบสูตรอาหารต้นทุนต่ำยังสามารถพัฒนาเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเสริมในระดับ

อุตสาหกรรมมีต้นทุนการผลิตท่ีต่ำลง มีกำไรเพิ่มมากขึ้น และผู้บริโภคยังสามารถเลือกซื้อสินค้าท่ีมี

ราคาไม่สูงมากเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหารต้นทุนต่ำ กับอาหาร

เหลวสูตรมาตรฐาน MRS ดังตารางท่ี 23 ถึงแม้ว่าสูตรอาหารต้นทุนต่ำจะส่งเสริมการเจริญของ  

L. johnsonii ได้ไม่เทียบเท่า แต่ก็สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของ L. johnsonii เพิ่มขึ้นสูงถึง 

87-88% เมื่อเทียบกับอาหารเหลวสูตรมาตรฐาน MRS 
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ตารางที่ 23 ตารางเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการผลิตมวลเซลล์ L. johnsonii โดยอาหารสูตร
ต้นทุนต่ำและอาหารสูตรมาตรฐาน MRS 

condition  viable cells (CFU/ml) viable cells (logCFU/ml) 
L. johnsonii CK3 
temp 32.50 °C,  
time 24 h and skim milk 3.25% 

2.78×106 6.44±0.00 

L. johnsonii VCF2-9 
temp 32.50 °C,  
time 24 h and skim milk 3.25% 

3.48×106 6.54±0.05 

L. johnsonii CK3 
temp 37 °C,  
time 24 h and MRS broth 

2.21×107 7.34±0.04 

L. johnsonii VCF2-9 
temp 37 °C,  
time 24 h and MRS broth 

2.58×107 7.41±0.02 

 

4.ผลการทดสอบขยายกำลังการผลิตชีวมวลของ L. johnsonii  
 จากการทดสอบขยายกำลังการผลิต (Scale-up) ชีวมวลของ L. johnsonii ท้ังสองไอโซเลตจาก

กำลังการผลิตในระดับห้องปฏิบัติการ 100 มิลลิลิตร ไปถึง 15 ลิตร โดยใช้อาหารเล้ียงเช้ือสูตรท่ีได้ทำ

การออกแบบและพัฒนาขึ้นคือ ใช้ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% อุณหภูมิ 32.5 องศาเซลเซียส 

และระยะเวลาในการหมัก 24 ช่ัวโมง โดยใช้กระบวนการหมักแบบกะ (batch fermentation) แต่

เนื่องจากว่าการทดลองก่อนหน้านี้พบว่าการใช้ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% ไม่สามารถเพิ่ม

ปริมาณของชีวมวลได้ จึงเลือกท่ีจะใช้ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 30% ท่ีได้ทดลองในระดับ

ห้องปฎิบัติการและสามารถเพิ่มชีวมวลได้  ผลการทดลองพบว่าปริมาณเช้ือสูงท่ีสุดของ CK3 และ 

VFC2-9 พบในช่ัวโมงท่ี 12 (ดังภาพท่ี 15) จากอัตราการเจริญในช่ัวโมงท่ี 0 มีค่าเท่ากับ 5.35±0.07 

logCFU/ml และ  6.30±0.09 logCFU/ml ตามลำดับ สามารถขยายกำลังการผลิต เพิ่ มขึ้นถึง 

7.86±0.03 logCFU/ml และ 8.14±0.08 logCFU/ml ตามลำดับ นอกจากนี้ยังพบว่าประสิทธิภาพ

การผลิต (productivity) ในระดับ scale-up ของท้ังสองไอโซเลตมี ค่าเท่ากับ 5.99×106 และ 
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1.17×107 CFU/ml/h ซึ่งเพิ่มข้ึนจากระดับการผลิตในระดับห้องปฏิบัติการถึง 3.88 เท่า และ 12.15 

เท่า ตามลำดับ ดังตารางท่ี 24 

 แสดงให้ถึงความเป็นไปได้ในการขยายกำลังการผลิตจากระดับท่ี เพาะเล้ียงในระดับ

ห้องปฏิบัติการขนาด 20-100 มิลลิลิตร จนเพิ่มขึ้นไปยัง 15 ลิตรในระดับอุตสาหกรรมสามารถเพิ่ม

มวลเซลล์ขึ้นได้เป็นจำนวนเท่าตัว  

 

ตารางที่ 24 จำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิต และ ประสิทธิภาพการผลิต (Productivity) ในระดับ lab scale 

และ up scale 

sample h 
viable count (CFU/ml)* Productivity (CFU/ml/h)* 

CK3 VCF2-9 CK3 VCF2-9 

lab scale 

(100 ml) 

0 7.05×106 7.53×106 
1.54×106 9.63×105 

24 4.16×107 3.06×107 

up scale 

(15 L) 

0 2.26×105 2.01×106 
5.99×106 1.17×107 

12 7.21×107 1.38×108 

หมายเหตุ: “*” = ค่าเฉล่ียจาก 3 ซ้ำ, CK3 = L. johnsonii CK3, VCF2-9 = L. johnsonii VCF2-9 

 

 
ภาพที่ 15 อัตราการเจริญเติบโตของเช้ือ L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 ในถังหมัก

ขนาด 15 ลิตร 
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5.ความเป็นไปได้ในการข้ึนรูปผง L. johnsonii ด้วยเทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย 
 เมื่อเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก CK3 และ VCF2-9 ภายใต้สภาวะและสูตรอาหารท่ี

ศึกษาได้ข้างต้นแล้ว จึงได้ทดสอบนำมาทำแห้งด้วยเครื่องทำแห้งแบบพ่นฝอยท่ีกำหนดอุณหภูมิ

อากาศขาเข้าและอุณหภูมิอากาศขาออกเท่ากับ  130 องศาเซลเซียส และ 70 องศาเซลเซียส 

ตามลำดับ ทำให้ได้ผงเช้ือท่ีมีชีวิตของไอโซเลต CK3 และ VCF29 ดังภาพท่ี 16 ซึ่งพบว่าเช้ือผงท่ีได้มี

ปริมาณความช้ืนเริ่มต้นเท่ากับ 1.88% และ 0.67% ตามลำดับ โดยไอโซเลต CK3 มีปริมาณเช้ือ

เริ่มต้นก่อนการทำแห้งเท่ากับ 4.50×108 CFU/g (8.65±0.01 log CFU/g) แต่ภายหลังการทำแห้ง 

พบว่าจำนวนเซลล์ลดลง 3.53±0.02 log CFU/g หรือคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 

59.16±0.23% (5.12±0.02 log CFU/g) ส่วนไอโซเลต VCF2-9 ปริมาณเช้ือเริ่มต้นก่อนการทำแห้ง

แบบพ่นฝอยเท่ากับ 2.31×109 CFU/g (9.36±0.08 log CFU/g) ภายหลังการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

พบว่าจำนวนเซลล์ลดลง 2.30±0.07 log CFU/g หรือคิดเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต เท่ากับ 

72.59±0.47% (6.79±0.02 log CFU/g) ดังตารางท่ี 25 

 

 
1                                          2 

ภาพที่ 16 ผงเช้ือ L. johnsonii CK3 (1) และผงเช้ือ L. johnsonii VCF2-9 (2)  
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ตารางที่ 25 จำนวนเซลล์ท่ีรอดชีวิตในกระบวนการทำแห้งด้วยเทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

sample trearment CFU/g logCFU/g* %survival* 

CK3 
before spray dry 4.50×108 8.65±0.01 

59.16±0.23 after spray dry 1.32×106 5.12±0.02 
Log Reduction Value  3.53±0.02 

VCF2-9 
before spray dry 2.31×109 9.36±0.08 

72.59±0.47 after spray dry 6.20×106 6.79±0.02 
Log Reduction Value  2.57±0.07 

หมายเหตุ: “*” = ค่าเฉล่ีย±SD จาก 3 ซ้ำ  

 จากงานวิจัยของ Maciel et al. (2014) ท่ีได้ทำการศึกษาเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน 

(Microencapsulation) ของแบคทีเรียโพรไบโอติก L. acidophilus La-5 จากการทำแห้งแบบพ่น

ฝอยโดยใช้สารจากผงเวย์ (sweet whey) และนมพร่องมันเนย (skim milk) เป็นวัสดุห่อหุ้มเซลล์โพร

ไบโอติกโดยมี total solids เท่ากับ 30% และพบว่าสารท้ังสองชนิดนี้มีประสิทธิภาพในการห่อหุ้ม

เซลล์และยังทำให้มีอัตราการรอดชีวิตสูง และงานวิจัยของ Guerin et al. (2017) ได้ทำการศึกษาการ

เอนแคปซูเลชัน L. rhamnosus GG โดยใช้ spray-drying ท่ีมีตัวห่อหุ้มคือ milk proteins สามารถ

ทำให้  L. rhamnosus GG รวด ชีวิต ได้  นอกจากนี้ ใน งานวิ จัยของ Ilha et al. (2015) ท่ี ได้

ทำการศึกษาคุณสมบัติในการเป็นโพรไบโอติกในเรื่องของการทนต่อกรด เกลือน้ำดี และความร้อน 

ภายหลังจากเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน (Microencapsulation) ของแบคทีเรียโพรไบโอติก  

L. paracasei FNU จากการสเปรย์ดรายโดยใช้นมพร่องมันเนยและ cheese whey ซึ่งผลพบว่า

ภายหลังจากการใช้เทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชันมีอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติก  

L. paracasei FNU อยู่ท่ี 9.49 ± 0.07 log CFU/g และ encapsulation yield (EY) อยู่ท่ี 93.12 ± 

2.15 g/100g จากงานวิจัยข้างต้นอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียโพรไบโอติกสูงกว่าในงานวิจัยนี้

เกือบ 1 เท่าตัว ซึ่งมีอัตราการรอดชีวิตสูงมาก แต่เนื่องจากเป็นแบคทีเรียสายพันธุ์ท่ีแตกต่างจึงอาจ

เป็นไปได้ท่ีจะทนความร้อนได้ไม่เท่ากัน 

 จากอัตราการรอดชีวิตภายหลังกระบวนการทำแห้งด้วยเทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

ทำให้มีอัตราการรอดชีวิตเมื่อเทียบกับงานวิจัยอื่นๆ ยังมีค่าการรอดชีวิตท่ีน้อยกว่า เนื่องจากเมื่อผ่าน

กระบวนการหมักเรียบร้อยแล้ว จึงได้นำส่วนท่ีผ่านการหมักแล้วมาขึ้นรูปเป็นผงโดยตรง เพื่อเป็นการ

ลดกระบวนการในการผลิต ทำให้มีการข้ามขั้นตอนในการหาสภาวะท่ีเหมาะสม และตัวห่อหุ้มท่ี
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สามารถทำให้แบคทีเรียรอดชีวิตได้สูงท่ีสุด จึงทำให้อัตราการรอดชีวิตระหว่างการขึ้นรูปมีค่าไม่สูง

เทียบเท่ากับการหาสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการทำแห้งแบบพ่นฝอย 

6.อายุการเก็บรักษาและคุณสมบัติบางประการของของผลิตภัณฑ์ต้นแบบผงโพรไบโอติก  
L. johnsonii  
 จากการทดลองข้างต้นผลิตภัณฑ์ท่ีได้ คือ ผงโพรไบโอติก CK3 และ VCF2-9 จึงได้นำมา

วิเคราะห์คุณภาพในระหว่างการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียส ผลการทดลองพบว่า 

การรอดชีวิตของท้ังสองไอโซเลต มีแนวโน้มในทางเดียวกัน ซึ่งพบว่าเช้ือท่ีเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสมีการรอดชีวิตท่ีสูงกว่าท่ีเก็บรักษาท่ี 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 3 เดือนของการ

เก็บรักษา ดังภาพท่ี 17 และ 18 ดังนั้นเมื่อส้ินสุดการทดลองแล้วจึงพบว่า CK3 รอดชีวิต 92.18% 

และ 81.44% เมื่ออยู่ภายใต้อุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียสตามลำดับ ในขณะท่ี VCF2-9 รอด

ชีวิต 86.89% และ 64.94% เมื่ออยู่ภายใต้อุณหภูมิ 4 และ 37 องศาเซลเซียสตามลำดับ 

 

ภาพที่ 17 อัตราการรอดชีวิตของผลิตภัณฑ์ต้นแบบโพรไบโอติก L. johnsonii CK3 ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส (▲) และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (■) 
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ภาพที่ 18 อัตราการรอดชีวิตผลิตภัณฑ์ต้นแบบโพรไบโอติก L. johnsonii VCF2-9 ท่ีอุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส (▲) และ อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (■) 

 นอกจากนี้ยังทดสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์ต้นแบบโพรไบโอติก L. johnsonii ชนิดผง โดย

วิเคราะห์หาค่าของความช้ืน สี และกล่ิน ของผลิตภัณฑ์ ดังตารางท่ี 26-28 ในระยะเวลา 3 เดือน 

พบว่าความช้ืนของผงเช้ือ CK3 และ VCF2-9 เพิ่มข้ึนเล็กน้อย ส่วนค่าสีความสว่าง (L*) ค่าสีแดง (a*) 

ค่าสีเหลือง (b*) มีแนวโน้มลดลงและมีการเปล่ียนแปลงเล็กน้อย ในกรณีของ CK3 ส่วนค่าสีความ

สว่าง (L*) มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น ค่าสีแดง (a*) ค่าสีเหลือง (b*) มีการเปล่ียนแปลงลดลงเล็กน้อย ในกรณี

ของ VCF2-9 ส่วนคุณภาพกล่ินของผลิตภัณฑ์ มีลักษณะล่ินสัมผัสหอมกล่ินนมของหางนมผงท่ีเป็น

องค์ประกอบหลัก ไม่มีกล่ินหืนหรือกล่ินอื่นเจือปน ในระยะเวลาตลอดการเก็บรักษา 3 เดือน 
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ตารางที่ 26 ความช้ืน (Moisture) ของผงเช้ือโพรไบโอติก L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii 

VCF2-9 จากการทำแห้งด้วยแบบพ่นฝอย 

Sample Month %Moisture 
CK3 0 1.88±0.44b 

 1 1.12±0.05a 
 2 1.75±0.10b 
 3 1.89±0.04b 

VCF2-9 0 0.67±0.34a 
 1 0.80±0.07a 
 2 1.41±0.03b 
 3 1.62±0.02b 

หมายเหตุ: “*” = ค่าเฉล่ีย±SD จาก 3 ซ้ำ อักษรท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกัน

ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยวิธี Duncan’s multiple range test 

ตารางที่ 27 แสดงค่าการวิเคราะห์ค่าสีระบบ L*-a*-b* ของผงเช้ือโพรไบโอติก L. johnsonii CK3 

และ VCF2-9 จากการทำแห้งด้วยแบบพ่นฝอย 

Sample Month L* a* b* 
CK3 0 96.67±0.76a 1.04±0.44a 7.92±0.74a 
 1 92.12±0.26c 0.46±0.02b 6.73±0.28b 
 2 91.51±0.92c 0.42±0.05b 6.63±0.09b 
 3 95.10±0.63b 0.29±0.04b 7.40±0.36a,b 
VCF2-9 0 88.80±1.10c 1.16±0.08a 8.23±0.16a 
 1 96.05±0.95a 0.06±0.32c 5.44±0.18c 
 2 96.86±0.24a 0.54±0.04b 5.69±0.38c 
 3 91.78±0.28b 0.62±0.17b 6.71±0.11b 
หมายเหตุ: “*” = ค่าสีความสว่าง (L*), ค่าสีแดง (a*), ค่าสีเหลือง (b*) และค่าเฉล่ีย±SD จาก 3 ซ้ำ 

อักษรท่ีแตกต่างกันแสดงถึงค่าเฉล่ียท่ีมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลโดยวิธี 

Duncan’s multiple range test 
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ตารางที่ 28 การทดสอบกล่ินของผงเช้ือโพรไบโอติก L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 

จากการทำแห้งด้วยแบบพ่นฝอย 

Sample Month Characteristic 
CK3 0-3 กล่ินหอมนม จากหางนมผง ไม่มีกล่ินหืน ปกติ 
VCF2-9 0-3 กล่ินหอมนม จากหางนมผง ไม่มีกล่ินหืน ปกติ 

 

ผลการศึกษานี้สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Wirunpan et al. (2016) ท่ีได้ทำการศึกษาการ

รอดชีวิต และอายุการเก็บรักษาของแบคทีเรีย L. lactis 1464 ในอาหารกุ้งชนิดเม็ดภายหลังการใช้

เทคนิคทำแห้งแบบฟลูอิไดซ์เบด (fluidized bed drier) พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตสูงถึง 75.94%- 

96.87% และเมื่อศึกษาอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 30 องศา

เซลเซียส พบว่าอัตราการรอดชีวิตของ L. lactis 1464 ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสมีค่าอัตราการรอด

ชีวิตสูงกว่าการเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายในระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ปี ส่วน

งานวิจัยของวิจัยของ Maciel et al. (2014) ท่ีได้ทำการศึกษาเทคนิคไมโครเอนแคปซูเลชัน 

(Microencapsulation) ของแบคทีเรียโพรไบโอติก L. acidophilus La-5 จากการสเปรย์ดรายโดย

ใช้สารจากผงเวย์ (sweet whey) และนมผงพร่องมันเนยเป็นวัสดุห่อหุ้มและศึกษาอายุการเก็บรักษา

ของผลิตภัณฑ์ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 25 องศาเซลเซียส พบว่าอัตราการรอดชีวิตของ  

L. acidophilus La-5 มีค่าลดลงเฉล่ียอยู่ท่ี 0.43 log CFU/g ภายในระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี 90 

วัน  
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บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 

L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 มีศักยภาพในการเป็นโพรไบโอติก โดยไม่ย่อย

สลายเม็ดเลือดแดง (γ hemolysis) สามารถทนกรดและน้ำดีในทางเดินอาหารได้สูง สามารถเกาะ

กลุ่มกันเองได้ดี มีความไวต่อยาปฏิชีวนะเกือบทุกชนิด และมีความสามารถต้านแบคทีเรียก่อโรค S. 

aureus, P. vulgaris, S. Typhimurium และ E. coli โดยเฉพาะอย่างยิ่งแบคทีเรียท้ังสองไอโซเลต

ยังสามารถยับย้ังเช้ือก่อโรค H. pylori ได้อย่างชัดเจน  

สำหรับการออกแบบสูตรอาหารเหลวต้นทุนต่ำท่ีมีแหล่งคาร์บอนหลักจากนมผงพร่องมันเนยใน

การผลิตชีวมวล L. johnsonii โดยสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด คือ ปริมาณนมผงพร่องมันเนย 3.25% 

(w/v) บ่มท่ีอุณหภูมิ 32.5 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง และหลังจากการขยายขนาดการผลิตด้วย

สูตรอาหารดังกล่าวพบว่าสามารถเพิ่ มประสิทธิภาพ  (productivity) การผลิตชีวมวลของ  

L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 ได้ถึง 3.88 และ 12.15 เท่า ตามลำดับ เมื่อเทียบกับ

ผลการผลิตในระดับห้องปฏิบัติการ 

ในส่วนของการศึกษากระบวนการท่ีเหมาะสมในการขึ้นรูปผงผลิตภัณฑ์อาหารเสริมท่ี

ประกอบด้วยชีวมวล L. johnsonii ท่ีมีชีวิต ด้วยเทคนิคการทำแห้งแบบพ่นฝอย พบว่าอัตราการรอด

ชีวิตหลังจากกระบวนการทำแห้งของ  L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 เท่ากับ 

59.16±0.23% และ 72.59±0.47% ตามลำดับ และเมื่อเก็บรักษาผงชีวมวลของเช้ือท้ังสองไอโซเลต

ไว้ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลานาน 3 เดือน พบว่าเช้ือแบคทีเรียยังคงรอดชีวิตและมี

คุณภาพด้านความช้ืน สี และกล่ินแทบไม่เปล่ียนแปลง 

จากผลการทดลองท้ังหมดช้ีให้ เห็นว่า  L. johnsonii CK3 และ L. johnsonii VCF2-9 มี

คุณสมบัติการเป็นโพรไบโอติก สามารถขยายขนาดการผลิตชีวมวลเพื่อขึ้นรูปเป็นผงท่ีเก็บรักษาได้โดย

ไม่เปล่ียนแปลงคุณภาพ ทำให้สามารถนำงานวิจัยนี้ไปต่อยอดเป็นผลิตภัณฑ์อาหารเพื่อสุขภาพท่ีมี

มูลค่าสูงในเชิงพาณิชย์ และยังช่วยส่งเสริมให้ประเทศไทยเป็นประเทศแห่งสินค้านวัตกรรมจาก

งานวิจัยได้อย่างดียิ่ง 
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ข้อเสนอแนะ 

 

 ในงานวิจัยนี้สามารถนำไปต่อยอดในการศึกษากลไกของ L. johnsonii ในการยับยั้งแบคทีเรีย

ก่อโรค โดยเฉพาะอย่างยิ่งเช้ือ H. pylori ในเชิงลึกต่อ ยกตัวอย่างเช่น การผลิตสารแบคทิริโอซิน และ

โปรตีนชนิด GroEL เพื่อใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนาผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพสูง การ

ปรับปรุงรูปแบบการหมักเพื่อผลิตชีวมวลของ  L. johnsonii ให้ได้ yield ท่ีสูงยิ่งขึ้น การทดสอบ

ประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์ (sensory test) และการพัฒนาผลิตภัณฑ์ ให้ เป็นซินไบโอติกส์ 

(synbiotic) โดยคัดเลือกสารพรีไบโอติก (prebiotic) ท่ีมีความจำเพาะกับ L. johnsonii ไอโซเลตท่ี

คัดเลือก แล้วผสมเข้าไว้ในผลิตภัณฑ์เดียวกัน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการส่งเสริมสมดุดของจุลินทรีย์ใน

ลำไส้ให้สูงสุดได้ 
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ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 

 

1. De Man, Rogoa, and Sharpe agar (MRS agar) 
Peptone      10.0 g 
Beef extract      10.0 g 
Yeast extract      5.0 g 
Glucose      20.0 g 
Tween 80      1.0 g 
K2HPO4       2.0 g 
Triammonium citrate     2.0 g 
MgSO4.12H2O      0.2 g 
MnSO4       0.2 g 
Agar       15.0 g 
Distilled water      1000 ml 
 
2. Eosin Methylene Blue agar (EMB agar) 
Peptone      10.0 g 
Lactose      5.0 g 
Sucrose      5.0 g 
K2HPO4       2.0 g 
Eosin       0.4 g 
Methylene Blue     0.065 g 
Agar       15.0 g 
Distilled water      1000 ml 
 
3. Salmonella-Shigella agar (SS-agar) 
Peptone      5.0 g 
Beef extract      5.0 g 
Lactose      10.0 g 
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Bacto-bile salts No3     8.0 g 
Sodium citrate      8.5 g 
Sodium thiosulfate     8.5 g 
Ferric citrate      1.0 g 
Brilliant green      0.33 g 
Neutral red      25 mg 
Agar       15 g 
 

4. Blood Agar  
Heart Muscle, Infusion from (solids)   2.0  g 

Pancreatic Digest of Casein    13.0  g 

Yeast Extract      5.0 g 

Sodium Chloride     5.0  g 

Agar       15.0  g 

Sheep Blood      70.0  ml 
 

5. Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar) 
Peptone Mixture      10.00 g 

Beef Heart Infusion      10.00 g 

Calf Brain Infusion      7.50 g 

Dextrose       2.00 g 

Disodium Phosphate      2.50 g 

Sodium Chloride      5.00 g 

Bacteriological Agar      15.00 g 

Agar       15 g 
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ภาคผนวก ข 
การจำแนกจุลินทรีย์โดยวิธีทางชีววิทยาโมเลกุล 

 
วิธีการจำแนกจุลินทรีย์โดยใช้ข้อมูลของลำดับเบสบนยีน rRNA นั้น ประกอบด้วยขั้นตอน

หลักๆได้แก่ สกัด DNA ของแบคทีเรียและเช้ือรา การเพิ่มปริมาณยีน ด้วยวิธี PCR การทำ PCR 

product ให้บริสุทธิ์ การหาลำดับเบส และนำผลของลำดับเบสท่ีได้มาเทียบกับฐานข้อมูล  

 1.วิธีการสกัดดีเอ็นเอ ด้วยชุดสกัดสำเร็จรูป Genomic DNA Mini Kit 

 2.การทำ PCR และทำ PCR product ให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสำเร็จรูป GEL/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit 

ส่วนประกอบของ
ปฎิกิริยา 

ปริมาตรต่อปฏิกิริยา (ไมโครลิตร) คูณจำนวนตัวอย่าง +1 

PCR Mastermix 25 25*11=275 
Primer I 4 4*11=44 
Primer II 4 4*11=44 
dH2O 15 15*11=165 
DNA 2 - 
Total 50  
-สำหรับแบคทีเรีย Universal Primer ท่ีใช้ คือ 27F และ 1522R 

-สำหรับเช้ือรา Universal Primer ท่ีใช้ คือ ITS1 และ ITS4 

 

โปรแกรม PCR reaction 

-สำหรับแบคทีเรีย (Primer 27F และ 1522R) 

Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 
Denaturation 95 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Annealing 55 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
Set Hold 20 องศาเซลเซียส  
 

25 รอบ 
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-สำหรับเช้ือรา (Primer ITS1 และ ITS4) 

Initial Denaturation 95 องศาเซลเซียส 52นาที 
Denaturation 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Annealing 54 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
Final Extension 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 
Set Hold 20 องศาเซลเซียส  
  
 

3.การตรวจสอบ PCR product ด้วยวิธีการ run gel-electrophoresis ดังนี ้

3.1 นำ 1.5% agarose gel ปริมาณ 30 ml ไปหลอมด้วยไมโครเวฟ 

3.2 ต้ังท้ิงไว้ให้เจลมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส 

3.3 เติม gel star ปริมาตร 1 µl/agarose gel 10 ml 

3.4 เทเจลลงในแม่พิมพ์และเสียบหวีลงไป เพื่อให้เกิดช่องสำหรับหยดตัวอย่าง 

3.5 รอให้เจลแข็งและนำเจลไปบ่มไว้ที่มืด 

3.6 เมื่อเจลแข็งให้ค่อยๆดึงหวีออกแล้วนำแผ่นเจลไปวางไว้ในเครื่อง electrophoresis 

3.7 เติม TAE buffer ลงไปให้ท่วมเจล นำ marker และตัวอย่างมาหยอดลงในแต่ละ

ช่องดังนี ้

-marker : marker 1 µl+TAE buffer 4 µl+ loading dye 2 µl 

 -sample : DNA 3 µl+ loading dye 2 µl 

3.8 ปิดฝาเครื่อง electrophoresis โดยต้ังค่าไว้ที่ 100v ให้เคล่ือนท่ีจากขั้วลบไปยัง

ขั้วบวก 

3.9 ท้ิงไว้ประมาณ 30-45 นาที จากนั้นปิดเครื่อง electrophoresis 

3.10 นำแผ่นเจลไปวงบนเครื่องตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 

4.นำผลของลำดับเบสท่ีได้มาเทียบกับฐานข้อมูลโดยใช้โปรแกรม bioEdit และเทียบกับ

ฐานข้อมูลใน NCBI 

 
 
 

 

30 รอบ 
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ลำดับเบสของยีน 16S rRNA 

 
1. ลำดับเบสของ DNA ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลต L. johnsonii 

CK3 
 

 
 
TACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTAGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATAC
AAGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCT
GGAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAGAGTTTGAAAGATGGTTCT
GCTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGC
AATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTC
CTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCG
TGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAAC
TGGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTA
ATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAA
GTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCA
GAAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG
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ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTC
TCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAG
AACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCT
GAGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACG
AGCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACA
AACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTG
CTACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCT
CAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGTA
ACACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGATTAG
GGTGAAG 
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2. ลำดับเบสของ DNA ในส่วนของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลต L. johnsonii 
VCF2-9 

 
 

ACATGCAAGTCGAGCGAGCTTGCCTAGATGATTTTAGTGCTTGCACTAAATGAAACTAGATACA

AGCGAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAAGAGACTGGGATAACACCTG

GAAACAGATGCTAATACCGGATAACAACACTAGACGCATGTCTAGAGTTTGAAAGATGGTTCTG

CTATCACTCTTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCA

ATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCC

TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGT

GAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGGTAGTGAAGAAAGATAGAGGTAGTAACT

GGCCTTTATTTGACGGTAATTACTTAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAA

TACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGTGCAGGCGGTTCAATAAG

TCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGGAGAATTGCATCAGAAACTGTTGAACTTGAGTGCAG

AAGAGGAGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTG

GCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGA

TTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGGAGGTTTCCGCCTCT

CAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA



 89 

ACCTTACCAGGTCTTGACATCCAGTGCAAACCTAAGAGATTAGGTGTTCCCTTCGGGGACGCTG

AGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA

GCGCAACCCTTGTCATTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAATGAGACTGCCGGTGACAA

ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC

TACAATGGACGGTACAACGAGAAGCGAACCTGCGAAGGCAAGCGGATCTCTTAAAGCCGTTCTC

AGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGC

ACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTCTGTAA

CACCCAAAGCCGGTGGGATAACCTTTATAGGAGTCAGCCGTCTAAGGTAGGACAGATGATTAGG

GTG  
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ภาคผนวก ค 
โคโลนีของ H. pylori 

ตารางที่ 29 ภาพโคโลนีของ H. pylori จากการทดสอบการยับยั้งเช้ือจาก extracellular products 

และ intracellular products ของ L. johnsonii CK3, VCF2-9 

Microor
ganism 

sample 
 

ratio 
 

Colony 
0 h 24 h 

HP control 1:0 

 

 

CK HP : ECP-
CK3 
 

1:1 

 
 

VCF HP : ICP-
VCF2-9 

0.5:1.5 

 
 

หมายเหตุ: HP = Helicobacter pylori, ECP = extracellular products, ICP = intracellular 

products, CK3 =L. johnsonii CK3, VCF2-9 = L. johnsonii VCF2-9 
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 

การเตรียมเจล 
1.separation gel  
4.1  ml H2O 
3.3  ml gel solution 30% acrylamide/bis solution 
2.5  ml Tris HCl (1.5M) pH 8* 
100  µl 10% SDS 
32  µl APS 10% (w/v) ammonium persulphate 
10  µl TEMED 
2.stacking gel  
6.1  ml H2O 
1.3  ml gel solution  
2.5  ml Tris HCl (0.5M) pH 7* 
100  µl 10% SDS 
100  µl APS 10% (w/v)  
10  µl TEMED 
 
ขั้นตอนการเตรียมเจล 

1. เตรียมส่วนของ separation gel ก่อนท้ิงไว้ให้แข็งตัว (กรณีเกิดฟองเติม isopropanol เมื่อ
เจลแข็งจึงซับออก) 

2. พอเจลส่วนแรกแข็งตัว จึงเตรียมส่วนของ stacking gel โดยเทเข้าไปในส่วนท่ีสอง จากนั้น
เสียบหวี ท้ิงไว้ให้แข็งตัว 

3. แกะแผ่นกระจกท่ีมีเจลมาประกอบเครื่องรันเจล แล้วแกะหวีออก 
ขั้นตอนการ run gel 

1. ประกอบเครื่องเท buffer ลงไปในส่วนท่ีเป็นตัวอย่างให้เต็มก่อน รอสักพักตรวจดูการรั่วไหล 
จากนั้นจึงเท buffer ลงไปในขีดท่ีกำหนด ส่วนของตัวอย่างผสมตัวอย่างกับ laemmli 
buffer ท่ีมีการเติม BME 10% (v/v) 1:1 denature heat 90-95 °C 5 นาที 

2. ปิดฝา จากนั้นต่อเครื่องต้ังค่า 120-150 v กด run รอประมาณ 1.30 ช่ัวโมง เมื่อถึงระยะท่ี
กำหนด ทำการปิดเครื่อง 
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ขั้นตอนการย้อมสีเจล 
1. ค่อยๆ แกะเจลออกมาจากพิมพ์ใส่ลงในกล่อง จากนั้นเทสีย้อม Coomassie blue staining  
2. นำไปเข้าไมโครเวฟ 15 วินาที แล้วย้อมสีข้ามคืนด้วยเครื่องเขย่าแบบอัตโนมัติ 

ขั้นตอนการล้างเจล 
1. Acetic acid 30 ml, methanol 50 ml และ H2O 20 ml  
2. Acetic acid 80 ml, methanol 160 ml และ H2O 40 ml 

3. Acetic acid 80 ml, methanol 160 ml และ H2O 40 ml  

การอ่านผล : ดูเทียบกับ protein ladder ในหน่วยของ kDa 

 



 

ประว ัติผู้ว ิจยั 
 

ประวัติผู้วิจัย 
 

ชื่อ-สกุล ฤทัยมาศ  วงค์ปันติ 
เกิดเม่ือ 8 กรกฎาคม 2538 
ประวัติการศึกษา พ.ศ. 2554-2556 มัธยมศึกษาตอนปลายจากโรงเรียนมัธยมวิทยา ลำปาง  

พ.ศ. 2557-2560 ปริญญาตรี สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยแม่โจ้   
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