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บทคัดย่อ 
แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย (lactic acid bacteria) หลายสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติก ซึ่งสามารถส่งเสริมสุขภาพของผู้

บริโภคได้ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อหาแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติก จากการน�ำ LAB จ�ำนวน 10 ไอ

โซเลตทีแ่ยกได้จากอาหารหมกัต่าง ๆ  ได้แก่ แหนม ปลาส้ม และผกัดอง มาทดสอบการทนกรด และเกลอืน�ำ้ด ีซึง่จดัเป็นคณุสมบตัิ

หลักของโพรไบโอติก พบว่า LAB รหัส F1 ซึ่งแยกได้จากปลาส้มสามารถทนกรดที่ pH เท่ากับ 2 และทนเกลือน�้ำดีที่ความเข้ม

ข้นเท่ากับ 2% ได้ดีที่สุด นอกจากนี้จากการศึกษายังพบว่า LAB ดังกล่าวสามารถยับยั้งการเจริญ Escherichia coli O157:H7 

ATCC 43895 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ได้ เมื่อน�ำ LAB รหัส F1 ไปตรวจสอบสายพันธุ์ด้วยวิธี 16S rDNA 

sequence analysis พบว่าล�ำดับเบสของ 16S rDNA ของ LAB ดังกล่าวคล้ายกับล�ำดับเบสของ 16S rDNA ของ Lactobacillus 

plantarum strain JCM 1149 (accession number NR_115605.1) ด้วยเปอร์เซ็นต์ความคล้ายเท่ากับ 99% LAB ที่มีคุณสมบัติ

ของโพรไบโอติกที่ได้จากการทดลองนี้สามารถน�ำไปศึกษาต่อเพื่อใช้ประโยชน์ในอนาคต

ค�ำส�ำคัญ: แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย โพรไบโอติก อาหารหมัก

Abstract 
Many strains of lactic acid bacteria (LAB) have probiotic properties that can promote consumers’ health. This study 

aims to find LAB having probiotic properties. Ten isolates of LAB isolated from fermented foods including Nham, Pla 

Som and fermented vegetables were tested for their tolerance to acid and to bile salt, considered to be major probiotic 

properties. It was found that LAB F1, isolated from Pla Som, was the most tolerant isolate to acid at pH 2 and to bile 

salt at the concentration of 2%. Furthermore, the study showed that the LAB isolate had antimicrobial ability against 

Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. When LAB F1 was identified using 

16S rDNA sequence analysis, it was found that its 16S rDNA sequence showed 99% homology to that of Lactobacillus 

plantarum strain JCM 1149 (accession number NR_115605.1). LAB with probiotic properties obtained from this study 

can be further characterized in order to utilize it in the future.
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บทน�ำ 
โพรไบโอติก (probiotics) คือ จุลินทรีย์ที่มีชีวิตที่เมื่อคน หรือ

สตัว์รบัเข้าสู่ร่างกายแล้วมปีระโยชน์ต่อสุขภาพ1 จลุนิทรย์ีเหล่า

นี้มักพบในทางเดินอาหารของของคน และสัตว์ นอกจากนี้ยัง

สามารถพบได้ในอาหาร คณุสมบัตทิีส่�ำคญัทีน่ยิมใช้ในการจดั

จ�ำแนกว่าจลุนิทรย์ีใดเป็นโพรไบโอตกิ ได้แก่ ความสามารถใน

การยบัยัง้เชือ้ก่อโรค ความสามารถในการทนต่อสภาวะในทาง

เดินอาหาร เช่น สภาวะความเป็นกรดในกระเพาะอาหาร และ

สภาวะการมีน�ำ้ดใีนล�ำไส้เล็ก ความสามารถในการคงอยูใ่นทาง

เดินอาหาร ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโต และ

ความสามารถในการกระตุ ้นระบบภูมิคุ ้มกันของร่างกาย 

เป็นต้น1,2 ถึงแม้ว่ามีจุลินทรีย์หลายชนิดท่ีมีคุณสมบัติเป็น

โพรไบโอตกิ แต่โดยส่วนใหญ่แล้วจุลนิทรย์ีเหล่านีม้กัอยูใ่นกลุม่

ของแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี (lactic acid bacteria) โดยเฉพาะ 

Lactobacillus และ Bifidobacterium3,4

	 ในปัจจบุนัมกีารน�ำจลุนิทรย์ีทีมี่คณุสมบตัโิพรไบโอตกิมา

ใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางทัง้ในอตุสาหกรรมอาหารทางการ

เกษตร และทางด้านการแพทย์ ตัวอย่างของการน�ำโพรไบโอ

ติกมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น การผลิตอาหารเสริม

โพรไบโอตกิ เพือ่ให้อาหารดงักล่าวมปีระโยชน์ต่อสขุภาพของ

ผู้บริโภค5,6 ส่วนตัวอย่างของการน�ำโพรไบโอติกมาใช้ในด้าน

การเกษตร เช่น การน�ำโพรไบโอตกิไปเสรมิในอาหารเลีย้งสัตว์ 

ไม่ว่าจะเป็น ไก่ วัว หรือปลา เพื่อให้สัตว์มีอัตราการเจริญที่สูง 

และมีภูมิต้านทานโรคที่ดี7 นอกจากนี้ความก้าวหน้าทาง

เทคโนโลยีชีวภาพยังท�ำให้มีการปรับปรุงสายพันธุ์ของโพรไบ

โอติกเพื่อให้มีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการน�ำมาใช้ในทางการ

แพทย์ เช่น น�ำมาใช้ในการน�ำวัคซีนเข้าสู่ร่างกายคน และ

สัตว์8,9

	 จากประโยชน์ของโพรไบโอติกที่กล่าวมาข้างต้น ท�ำให้

งานวจิยันีมุ้ง่เน้นทีจ่ะแยกแล็กตกิแอซดิแบคทเีรยี จากอาหาร 

และทดสอบความสามารถในการเป็นโพรไบโอติกของ

แบคทีเรียดังกล่าว โพรไบโอติกท่ีได้จากการศึกษานี้สามารถ

น�ำไปศกึษาต่อเพือ่ใช้ประโยชน์ในอตุสาหกรรมอาหาร ทางการ

เกษตร หรือทางด้านการแพทย์ในอนาคต

วัสดุอุปกรณ์และวิธีด�ำเนินการวิจัย 
	 1.	 การแยกแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกั 

	 การศึกษานี้ใช้อาหารหมัก 3 ชนิด ได้แก่ แหนม ปลาส้ม 

และผักดอง ชนิดละ 1 ตัวอย่างในการแยก แล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ซึ่งใช้ขั้นตอนตามวิธีของ Phupaboon et al.10 โดย

ชัง่ตวัอย่างอาหาร 25 กรมั ใส่ในสารละลาย 0.85% (w/v) NaCl 

ปรมิาตร 225 มลิลลิติร ผสมให้เข้ากนั น�ำเฉพาะส่วนน�ำ้มาเจอื

จางที่ ระดับความเจือจาง 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6 น�ำ

ทกุความเจือจางมาท�ำการ spread plate บนอาหาร MRS agar 

ที่เติม 1% (w/v) CaCO
3
 น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากการบ่มเป็นเวลา 24 

ชั่วโมง ท�ำการคัดเลือกเฉพาะโคโลนีเดี่ยว ๆ (single colony) 

ที่เจริญบนอาหาร MRS agar ไปเพาะเลี้ยงใน MRS broth 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น�ำแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ที่คัดเลือกไว้

ไปตรวจสอบลกัษณะรูปร่างของเซลล์ โดยการย้อมสแีกรม และ

ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส

	 การเก็บรักษาแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ในรูป glycerol 

stock culture ท�ำโดยน�ำ culture ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

ทีเ่ล้ียงใน MRS broth ทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง ปริมาตร 600 ไมโครลิตร มาเติม glycerol ปริมาตร 

400 ไมโครลิตร จากนั้นน�ำไปเก็บไว้อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส เพื่อไว้ใช้ในการทดลองต่อไป

	 2.	 การตรวจสอบความสามารถในการทนกรดของ

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

	 การตรวจสอบความสามารถในการทนกรดของแล็กติกแอ

ซิดแบคทีเรีย ท�ำโดยใช้วิธีท่ีดัดแปลงมาจากวิธีของ Melia  

et al.11 ซึ่งมีขั้นตอนการท�ำดังนี้ เลี้ยงแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

ในอาหาร MRS broth ปรมิาตร 5 มลิลลิติร และบ่มที ่37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อ 20 ไมโครลิตร ลงใน

อาหาร MRS broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่ปรับ pH ให้มีค่า

เท่ากับ 2 (ชุดทดลอง) ส่วนชุดควบคุมใช้อาหาร MRS broth 

ที่มีค่า pH เท่ากับ 7 วิเคราะห์ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นที่ 0 

ชัว่โมง และหลงัจากบ่มเป็นเวลา 6 ชัว่โมง ทีอ่ณุหภูม ิ37 องศา

เซลเซียส โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ของ 

culture ที่ความยาวคลื่นเท่ากับ 600 นาโนเมตร

	 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (% survival) ค�ำนวณได้จาก

(ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดลอง/ค่าการดูดกลืนแสงของชุด

ควบคุม) x 100

	 3.	 การตรวจสอบความสามารถในการทนเกลอืน�ำ้ดี

ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

	 การตรวจสอบความสามารถในการทนเกลอืน�ำ้ดขีองแลก็

ติกแอซิดแบคทีเรีย ท�ำโดยใช้วิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธีของ 

Melia et al.11 ซึ่งมีขั้นตอนการท�ำดังนี้ เลี้ยงแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ในอาหาร MRS broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และบ่ม

ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ถ่ายเชื้อ 20 

ไมโครลิตร ลงในอาหาร MRS broth ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ที่

เติม Ox bile powder ให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 2% 
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(w/v) (ชุดทดลอง) วิเคราะห์ความเข้มข้นของเชื้อเริ่มต้นที่ 0 

ชั่วโมง และหลังจากบ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) 

ของ culture ที่ความยาวคล่ืนเท่ากับ 600 นาโนเมตร ชุด

ควบคุมของการทดลองนี้ให้ท�ำทุกอย่างเหมือนกับชุดทดลอง

เพียงแต่ในชุดควบคุมไม่มีการเติมเกลือน�้ำดีใน MRS broth

เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต (% survival) ค�ำนวณได้จาก 

(ค่าการดูดกลืนแสงของชุดทดลอง/ค่าการดูดกลืนแสงของชุด

ควบคุม) x 100

	 4.	 การตรวจสอบความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค 

	 การเตรียมตวัอย่างเพือ่ใช้ในการตรวจสอบความสามารถ

ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรียในการยับยั้งการเจริญของ

จลุนิทรย์ีก่อโรคท�ำโดยเล้ียงแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี ในอาหาร 

MRS broth บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง น�ำ  culture ที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบเท่ากับ 

5,000 xg เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใส (supernatant) ที่ได้

ไปทดสอบต่อไป 

	 การตรวจสอบความสามารถของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรคมีขั้นตอนดังนี้ น�ำ

จลิุนทรย์ีทดสอบ ซึง่ได้แก่ Escherichia coli O157:H7 ATCC 

43895 และ Staphylococcus aureus ATCC 25923 ที่เลี้ยง

ไว้ในอาหาร nutrient broth (NB) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาป้าย (swab) บนจานอาหาร 

nutrient agar (NA) น�ำ paper disc ที่ปลอดเชื้อ (ขนาดเส้น

ผ่านศูนย์กลางเท่ากับ 6 มิลลิเมตร) มาวางบนผิวหน้าของ

อาหาร NA หยดส่วนใสทีเ่ตรยีมไว้แล้วปรมิาตร 10 ไมโครลติร

ลงบนแผ่น paper disc culture น�ำจานเล้ียงเชื้อไปบ่มที่

อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง บันทึกผลโดย

ให้เครื่องหมาย + เมื่อพบ inhibition zone เกิดขึ้นรอบแผ่น 

paper disc และให้เครื่องหมาย - เมื่อไม่พบ inhibition zone 

เกิดขึ้นรอบแผ่น paper disc การทดสอบนี้ใช้อาหาร MRS 

broth ที่ปลอดเชื้อเป็น control 

	 5.	 การศึกษาจัดจ�ำแนกชนิดของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย โดยวิธี 16S rDNA sequence analysis

	 การศกึษาจดัจ�ำแนกชนดิของแลก็ติกแอซดิแบคทเีรยี โดย

วิธี 16S rDNA sequence analysis ท�ำโดยสกัด genomic 

DNA ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูป 

Genomic DNA Extraction Kit Mini (RBC Bioscience, 

Taipei, Taiwan) โดยท�ำตามค�ำแนะน�ำของบรษัิทผูผ้ลติ (Real 

Biotech Corporation, Taiwan) น�ำ genomic DNA ที่ได้มาใช้

เป็นแม่แบบ (template) เพื่อท�ำ  PCR (polymerase chain 

reaction) โดยใช ้ primers 2 ชนิด ได ้แก ่ FD1 (5’ 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) และ RP2 (5’ 

ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3’)10 สภาวะทีใ่ช้ในการท�ำ 

PCR คอื 94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาท ี1 รอบ, 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 รอบ และ 

72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาที 1 รอบ น�ำ PCR product 

ที่ได้ไปตรวจวิเคราะห์ล�ำดับเบสด้วยเครื่อง automated DNA 

sequencer (BioDesign Co., Ltd., Prathumthani. Thailand) 

แล้วน�ำล�ำดับเบสที่ได้ไปเปรียบเทียบกับล�ำดับเบสของ 16S 

rDNA ในฐานข้อมูล GENBANK โดยใช้โปรแกรม BLASTN 

(Basic Local Alignment Search Tools) เพือ่หาค่าเปอร์เซน็ต์

ความคลายคลึงหรือความเหมือน (% homology) ระหว่าง

ล�ำดับเบสของ 16S rDNA ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย กับ

ล�ำดบัเบสของ 16S rDNA ของแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี ในฐาน

ข้อมูล GENBANK

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง
	 1.	 การแยกแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยีจากอาหารหมกั 

	 การทดลองนี้คัดเลือกแล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่แยกได้

จากอาหารหมักแบบสุ ่มจากลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกัน

จ�ำนวน 10 ไอโซเลต (isolate) โดยได้จากแหนม 4 ไอโซเลต 

(N1-N4) ปลาส้ม 3 ไอโซเลต (F1-F3) และผักดอง 3 ไอโซเลต 

(V1-V3) เมื่อน�ำแบคทีเรียทั้งหมดไปตรวจสอบคุณสมบัติทาง

สัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา ได้แก่ การตรวจสอบลักษณะ 

รูปร่างของเซลล์โดยการย้อมสีแกรม (Gram’s stain) และการ

ทดสอบการสร้างเอนไซม์คะตะเลส (Catalase test) พบว่าแลก็

ติกแอซิดแบคทีเรียท้ังหมดเป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้าง

เอนไซม์คะตะเลสเซลล์ แบคทีเรียท่ีแยกได้จากแหนมและผัก

ดองมีลักษณะกลม (coccus) ส่วนแบคทีเรียที่แยกได้จาก

ปลาส้มมีลักษณะเป็นแท่ง (bacillus) (Table 1) 
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Table 1	 Morphology of lactic acid bacteria (LAB) 

isolated from fermented foods

Isolate Source Morphology

N1 แหนม coccus

N2 แหนม coccus

N3 แหนม coccus

N4 แหนม coccus

F1 ปลาส้ม bacillus

F2 ปลาส้ม bacillus

F3 ปลาส้ม bacillus

V1 ผักดอง coccus

V2 ผักดอง coccus

V3 ผักดอง coccus

	 แล็กติกแอซิดแบคทีเรียที่สามารถน�ำไปใช้เป็น โพรไบโอ

ตกิได้จ�ำเป็นต้องมคีณุสมบตัขิองการเป็นโพรไบโอตกิทีส่�ำคญั 

คือ ความสามารถในการทนต่อสภาวะในทางเดินอาหาร เช่น 

สภาวะทีเ่ป็นกรดและมีเอนไซม์ย่อยโปรตนีในกระเพาะอาหาร 

และสภาวะที่มีเกลือน�้ำดีและเอนไซม์ที่หล่ังจากตับอ่อน 

(pancreatic juice) ในล�ำไส้เลก็12,13 เนือ่งจากแบคทเีรยีทกุชนดิ

ที่จะน�ำไปใช้เป็นโพรไบโอติกจ�ำเป็นต้องมีคุณสมบัติเหล่านี้ มิ

เช่นนั้นแบคทีเรียก็จะถูกท�ำลายโดยสภาวะต่าง ๆ ดังกล่าวใน

ระบบทางเดินอาหาร14 นอกจากน้ีแล็กติกแอซิดแบคทีเรียท่ี

สามารถน�ำไปใช้เป็นโพรไบโอติกได้ยงัอาจมคีณุสมบัติของการ

เป็นโพรไบโอติกอื่น ๆ อีก เช่น ความสามารถในยับยั้งการ

เจริญจุลินทรีย์ก่อโรค15 ความสามารถในการยึดเกาะผนัง

ล�ำไส้16 ความสามารถในการแข่งขันกับเชื้อก่อโรคในการยึด

เกาะผนังล�ำไส้16 ความสามารถในการส่งเสริมการเจริญ

เติบโต17 และความสามารถในการส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกัน18 

เป็นต้น 

	 ในการศกึษานีไ้ด้น�ำแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยีทีค่ดัเลอืกได้

ทั้ง 10 ไอโซเลตไปทดสอบความสามารถในการทนกรด และ

เกลอืน�ำ้ด ีจากนัน้น�ำไอโซเลตทีท่นกรดและเกลอืน�ำ้ดีได้ดีทีสุ่ด 

ไปทดสอบความสามารถในการยบัย้ังจุลินทรย์ีก่อโรค ซึง่ได้แก่ 

E. coli O157:H7 ATCC 43895 และ S. aureus ATCC 25923

	 2.	 การตรวจสอบความสามารถในการทนกรดของ

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

	 โดยปกติกระเพาะอาหารของคนมีสภาวะเป็นกรด โดยมี 

pH ประมาณ 2 ซึ่งเป็นสภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับการท�ำงาน

ของเอนไซม์ย่อยโปรตนีทีมี่ชือ่ว่า pepsin ดงันัน้แลก็ตกิแอซดิ

แบคทเีรียทีจ่ะใช้เป็นโพรไบโอตกิได้จึงจ�ำเป็นทีจ่ะต้องสามารถ

ทนต่อสภาวะที่เป็นกรดที่ pH 2 ได้ มิเช่นนั้นแล้วแล็กติก 

แอซิดแบคทีเรีย ก็จะถูกท�ำลายที่กระเพาะอาหาร และ 

ไม่สามารถท�ำหน้าที่เป็นโพรไบโอติกได้19

	 การทดลองนี้เป็นการทดสอบความสามารถของแล็กติก

แอซิดแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลต ในการทนกรดที่ pH 2 ซึ่งได้

ผลดังแสดงใน Table 2

Table 2	 Acid tolerance of lactic acid bacteria isolated 

from fermented foods

Isolate

OD
600

% 

survival
pH7

(control)
pH2

N1 1.66 1.36 81.93

N2 1.61 1.03 63.98

N3 1.54 0.76 49.35

N4 1.57 0.89 56.69

F1 1.36 1.11 81.62

F2 1.39 0.82 58.99

F3 1.35 1.04 77.04

V1 1.47 0.77 52.38

V2 1.44 0.63 43.75

V3 1.45 0.72 49.66

	 ในการทดลองนี้ได้จัดระดับการทนกรด (level of acid 

tolerance) ออกเป็น 3 ระดับโดยใช้เกณฑ์ คือ 

	 ระดับสูง (high) มีค่า % survival มากกว่า 80%

	 ระดับปานกลาง (moderate) มีค่า % survival ในช่วง 

50%-80%

	 ระดับต�่ำ (poor) มีค่า % survival น้อยกว่า 50%-

	 จาก Table 2 พบว่าแลก็ติกแอซดิแบคทีเรยีทีส่ามารถทน

กรดที่ pH 2 ในระดับสูง คือ N1 และ F1 ในระดับปานกลาง 

คือ N2, N4, F2, F3 และ V1 และในระดับต�่ำ  คือ N3, V2 

และ V3 

	 3.	 การตรวจสอบความสามารถในการทนเกลอืน�ำ้ดี

ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย 

	 การย่อยไขมันที่เกิดขึ้นในล�ำไส้เล็กของคนจ�ำเป็นต้อง

อาศยัการท�ำงานร่วมกันระหว่างเอนไซม์ lipase และเกลอืน�ำ้ดี 

โดยในล�ำไส้เล็กของคนปกติมักมีเกลือน�้ำดีที่ความเข้มข้น

ประมาณ 0.2% ถึง 2%20 ด้วยเหตุที่เกลือน�้ำดีสามารถยับยั้ง
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การเจริญของแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี ได้ ดงันัน้แลก็ตกิแอซดิ

แบคทเีรยี ทีจ่ะใช้เป็นโพรไบโอตกิได้จงึจ�ำเป็นทีจ่ะต้องสามารถ

ทนต่อเกลอืน�ำ้ดทีีค่วามเข้มข้น 0.2% ถงึ 2% ได้ มเิช่นนัน้แล้ว 

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ก็จะถูกท�ำลายที่ล�ำไส้เล็ก และไม่

สามารถท�ำหน้าที่เป็นโพรไบโอติกได้ ในการทดลองนี้เลือกใช้

เกลือน�้ำดีที่ความเข้มข้น 2% เพื่อให้มั่นใจว่า แล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ที่ได้จากการทดลองน้ีสามารถทนต่อความเข้มข้น

ของเกลือน�้ำดีที่พบในล�ำไส้เล็กได้

	 การทดลองนี้เป็นการทดสอบความสามารถของแล็กติก

แอซดิแบคทเีรยีทัง้ 10 ไอโซเลต (isolate) ในการทนเกลอืน�ำ้ดี

ที่ความเข้มข้น 2% ซึ่งได้ผลดังแสดงใน Table 3

Table 3	 Bile salt tolerance of lactic acid bacteria 

isolated from fermented foods

Isolate

OD
600

% 

survival
0% bile salt 

(control)
2% bile salt

N1 1.64 1.06 64.63

N2 1.62 0.77 47.53

N3 1.56 1.03 66.03

N4 1.60 1.32 82.50

F1 1.33 1.14 85.71

F2 1.41 0.54 38.30

F3 1.36 0.67 49.26

V1 1.45 0.98 67.59

V2 1.50 0.83 55.33

V3 1.55 1.21 78.06

	 ในการทดลองนีไ้ด้จัดระดบัการทนเกลอืน�ำ้ด ี(level of bile 

salt tolerance) ออกเป็น 3 ระดับโดยใช้เกณฑ์ คือ 

	 ระดับสูง (high) มีค่า % survival มากกว่า 80%

	 ระดับปานกลาง (moderate) มีค่า % survival ในช่วง 

50%-80%

	 ระดับต�่ำ (poor) มีค่า % survival น้อยกว่า 50%

	 จาก Table 3 พบว่าแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ที่สามารถ

ทนเกลือน�้ำดีที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 2% ในระดับสูง คือ N4 

และ F1 ในระดับปานกลาง คือ N1, N3, V1, V2 และ V3 และ

ในระดับต�่ำ คือ N2, F2 และ F3 

	 จากการทดสอบความสามารถในการทนกรด และเกลือ

น�ำ้ดขีองแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี พบว่า F1 เป็นแล็กตกิแอซดิ

แบคทีเรีย ที่สามารถในการทนกรด และเกลือน�้ำดีในระดับสูง 

ดังนั้นจึงได้คัดเลือกแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย F1 ไปใช้ในการ

ทดลองต่อไป

	 4.	 การตรวจสอบความสามารถของแล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย ในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค 

	 เม่ือน�ำแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย F1 มาทดสอบความ

สามารถในการยังยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค พบว่า

สามารถยับยัง้การเจรญิได้ทัง้ E. coli O157:H7 ATCC 43895 

และ S. aureus ATCC 25923 (Figure 1) 

	 แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย หลายสายพันธุ์มีความสามารถ

ในการสร้างสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์ก่อโรค โดยสาร

ดังกล่าวอาจเป็น กรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซต์ หรือ 

แบคเทอริโอซิน21 อย่างไรก็ตามในการศึกษานี้ยังไม่สามารถ

สรุปได้ว่าสารใดเป็นสาเหตุท่ีแท้จริงท่ีท�ำให้แล็กติกแอซิด

แบคทีเรีย F1 สามารถยับยั้งการเจริญของ E. coli O157:H7 

ATCC 43895 และ S. aureus ATCC 25923 ได้ 

Figure 1	 Inhibition zones caused by the inhibiton of  

E. coli O157:H7 ATCC 43895 (a) and 

S. aureus ATCC 25923 (b) by lactic acid 

bacteria F1

	 5.	 การจดัจ�ำแนกชนดิของแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี 

โดยวิธี 16S rDNA sequence analysis

	 เมื่อน�ำ genomic DNA ของแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย F1 

มาใช้เป็น template ในการท�ำ  PCR เพื่อเพิ่มจ�ำนวน 16S 

rDNA แล้วน�ำ PCR product ทีไ่ด้ไปตรวจหาล�ำดบัเบส พบว่า

มีล�ำดับเบสจ�ำนวน 1,435 bp (Figure 2) เมื่อน�ำล�ำดับเบสดัง

กล่าวไปเปรยีบเทียบกบัล�ำดบัเบสของ 16S rDNA ทีอ่ยูใ่นฐาน

ข้อมูล GENBANK พบว่าล�ำดับเบสของ PCR product ที่ได้มี

ความคล ้ายคลึงกับล�ำดับเบสของ 16S rDNA ของ 

Lactobacillus plantarum strain JCM 1149 (accession 

number NR115605.1) ด้วยเปอร์เซ็นต์ความคล้ายคลึง (% 

homology) เท่ากับ 99% ผลจากการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า

แล็กติกแอซิดแบคทีเรีย F1 มีความเป็นไปได้ที่จะเป็น 

Lactobacillus plantarum
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	 จากการศกึษาทีผ่่านมาพบว่าม ีLactobacillus plantarum 

หลายสายพันธุ์ท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติก ตัวอย่างเช่น L. 

plantarum WCFS118 ซึ่งมีความสามารถในการทนต่อสภาวะ

ในทางเดินอาหาร และส่งเสริมระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย L. 

plantarum U3222 ซึ่งช่วยส่งเสริมกระบวนหมักในกระเพาะ

อาหารส่วนต้น (rumen fermentation) ของสัตว์เคี้ยวเอื้อง L. 

plantarum ZLP00123 ซึ่งช่วยป้องกันสุกรจากการติดเชื้อ E. 

coli โดยช่วยป้องกันไม่ให้แบคทีเรียดังกล่าวยึดเกาะท่ีผนัง

ล�ำไส้ และ L. plantarum A724 ซึ่งสามารถยับยั้งการแบ่งตัว

เพิ่มจ�ำนวนของเซลล์มะเร็ง (Caco-2 cell)

Figure 2	 Nucleotide sequence of 16S rDNA of lactic 

acid bacteria F1

สรุปและเสนอแนะ
Lactobacillus plantarum F1 เป็นแล็กติกแอซิดแบคทีเรีย ที่

แยกได้จากปลาส้ม มคีวามสามารถในการทนกรดที ่pH 2 และ

ทนเกลือน�้ำดีที่ความเข้มข้น 2% ได้ดี โดยมี % survival ใน

สภาวะดังกล่าวสูงกว่า 80% นอกจากนี้ Lactobacillus 

plantarum F1 ยังสามารถยับยั้ง E. coli O157:H7 ATCC 

43895 และ S. aureus ATCC 25923 ได้ หากท�ำการศึกษา

ต่อเพือ่ตรวจสอบกลไกการยบัยัง้เชือ้ก่อโรคของแลก็ติกแอซดิ

แบคทเีรีย ดงักล่าว รวมทัง้การศกึษาคณุสมบตัอิืน่ ทีเ่กีย่วข้อง

กบัความเป็นโพรไบโอติกของแลก็ตกิแอซดิแบคทเีรยี ดงักล่าว 

เช่น ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลล์เยื่อบุผนังล�ำไส้ 

ความสามารถในการทนต่อน�ำ้ย่อยต่าง ๆ  ทีพ่บได้ในกระเพาะ

อาหาร และล�ำไส้เลก็ กจ็ะมปีระโยชน์ต่อการน�ำ Lactobacillus 

plantarum F1 ไปประยุกต์ใช้ต่อไป
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