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บทคัดย่อ 
 

 การมีระดับโคเลสเตอรอลที่เพ่ิมสูงขึ้นมีความสัมพันธ์กับโรคหลอดเลือดหัวใจ ซึ่งเป็นสาเหตุ
สําคัญของการเสียชีวิตและความพิการในหลายประเทศ ปัจจุบันได๎มีรายงานการใช๎แบคทีเรียกรดแล
คติกโพรไบโอติกมาชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด ซึ่งสามารถพบเชื้อกลุํมดังกลําวอยูํในรูปของ
อาหาร เชํน นมเปรี้ยว เนย โยเกิร์ต ไอศกรีม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารโพรไบโอติก โดยเฉพาะ
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่กําลังได๎รับความนิยมและมีหลากหลายรูปแบบทั้งที่อยูํในรูปของแคปซูลและ
รูปแบบอื่นๆ แทนการใช๎ยาสังเคราะห์ทางเคมีที่อาจเกิดผลข๎างเคียงขึ้นได๎ ดังนั้นทางกลุํมวิจัยจึงสนใจ
ศึกษาการลดลงของโคเลสเตอรอลในหลอดทดลอง ด๎วยแบคทีเรียกรดแลคติกที่เก็บรักษาไว๎ที่
มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ ได๎แกํ เอนเทอโรค็อกคัส ฟีเซี่ยม เอ็น 15 และแลคโตบาซิลลัส แพลนทาลัม 
แอล 26 รวมไปถึงแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จากแหลํงธรรมชาติ ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร ได๎แกํ แลคโตบาซิลลัส เพนโทซัส I และ II ซึ่งในเบื้องต๎นพบวํากลุํมแบคทีเรียกรดแลคติก     
ที่นํามาศึกษาสามารถเจริญได๎ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mann Rogosa Sharpe (MRS) ย๎อมติดสี      
แกรมบวก รูปรํางกลม และทํอน ให๎ผลลบกับการทดสอบคะตะเลส แบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 5 
สายพันธุ์ สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ได๎ทุกสายพันธุ์ สามารถทน
เกลือน้ําดีได๎ที่ความเข๎มข๎น 0.30 % และแสดงสมบัติการลดระดับโคเลสเตอรอลตั้งแตํ  24.04% ถึง 
62.67% ได๎แตกตํางกันอยํางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) โดยไมํต๎องอาศัยเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอย
เกลือน้ําดี อยํางไรก็ตาม เอ็น15 สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลได๎ดีที่สุด (62.67%) และที่นําสนใจ
คือสามารถตรวจพบยีนผลิตเอนเทอโรซินในแบคทีเรียดังกลําวได๎ด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ ดังนั้นจึงอาจจะ
นําไปใช๎รํวมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกายชํวยในการลดระดับโคเลสเตอรอล    
ในเลือดเพ่ือป้องกันโรคหลอดเลือดแดงแข็งและ/หรือชํวยเสริมสร๎างภูมิคุ๎มกันโรค เพ่ือเป็นการพัฒนา
คุณภาพชีวิตให๎ดียิ่งขึ้นและมีประสิทธิภาพ 
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Abstract 

 
 Hypercholesterolemia is a major risk factor for artherosclerosis and 
cardiovascular disease, cause of mortality and defectiveness in several country. The 
recent studies have demonstrated that lactic acid bacteriamay remove and reduce 
cholesterol level. Dairy products such as milk, yoghurt, ice cream and cheeses are 
common carriers for lactic acid bacteria (LAB), and fermented dairy products, 
including food supplement have been reported to exhibit hypercholesterolemia 
properties, know as probiotics. For the reason, this study aims to study on 
cholesterol-lowering properties of LAB from Enterococcus faeciumN15 and 
Lactobacillus plantarum L26 including isolated from natural source, food and food 
supplements (Lact. pentosus I and Lact. pentosus II). All tested LAB have been 
growth in Mann Rogosa Sharpe (MRS), Gram-positive bacilli and cocci, negative result 
for catalase test. Also, they could be grown in MRS plus 0.30 % oxgall and showed 
capability to reduce cholesterol level significantly difference (p<0.05) from 24.04% to 
62.67%, but not depended on bile salt hydrolase activity. Interestingly Ent. 
faecium(N15) showed the most reduce cholesterol level (62.67%) and may produce 
bacteriocin (enterocin gene) when detected indirectly by PCR method. It implied that 
N15 may benefits for hypercholesterolemia and supplemented with probiotic 
product in order to promotion of health in nearly future. 

 



iii 
 

กิตติกรรมประกาศ 

 
 งานวิจัยนี้สําเร็จลุลํวงได๎ด๎วยความอุตสาหะของผู๎รํวมงานวิจัย โดยได๎รับความชํวยเหลือจาก 
ผู๎ชํวยศาสตราจารย์ ดร. นุชจรี จีนด๎วง เป็นอยํางดี ผู๎วิจัยจึงขอขอบคุณไว๎ ณ ที่นี้ด๎วย ขอขอบคุณ
เจ๎าหน๎าที่ห๎องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ และนางสาวธัญญลักษณ์ พลายด๎วง ที่ได๎ชํวยวิเคราะห์และ
สอนเทคนิคทางห๎องปฏิบัติการเก่ียวกับการศึกษาลดลงของโคเลสเตอรอล 
 ขอขอบคุณสถาบันวิจัยและพ๎ฒนา มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ ที่ได๎จัดสรรเงินงบประมาณ
แผํนดิน ปีงบประมาณ 2558 เพ่ือสนับสนุนการทําวิจัย จนกระทั่งการดําเนินงานวิจัยนี้ประสบ
ความสําเร็จด๎วยดี 
 ขอขอบคุณผู๎ประพันธ์ทุกทํานที่ได๎ใช๎แหลํงทรัพยากรข๎อมูลของทํานมาใช๎ในการเรียบเรียง
เขียนรูปเลํมงานวิจัยจนสําเร็จลุลํวง และหวังวําความรู๎ที่ได๎จากงานวิจัยชิ้นนี้จะมีประโยชน์บ๎างไมํมาก
ก็น๎อยสําหรับผู๎ที่มีความสนใจ และขอมอบความรู๎ที่ได๎ให๎แกํประเทศชาติ 
 
 

รองศาสตราจารย์ ดร. มณฑล เลิศคณาวนิชกุล 
        กุมภาพันธ์ 2558 

 

 

 

 

 

 



iv 
 

สารบัญ 
 

 
 หน้า 
บทคัดยํอภาษาไทย…………………………………………………………………………………………………………  i 
บทคัดยํอภาษาอังกฤษ……………………………………………………………………………………………………. ii 
กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………………………………………. iii 
สารบัญ................... …………………………………………………………………………………………………………. iv 
สารบัญตาราง……………………………………………………………………………………………………..………….  vi 
สารบัญภาพ………………………..…………………………………………………………………………………….…… vii 
สารบัญสัญลักษณ์และคํายํอ………………………………………………………………………………………….…. viii 
บทที่ 1 บทนํา………………………………………………………………………………………………………………… 1  
 1.1 ความสําคัญและที่มาของปัญหา…………………………………………………………..………….. 1  
 1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย……………………………………………………………………..………… 3 
 1.3 สมมติฐานของการวิจัย………………………………………………………………………..…………. 3 
 1.4 ขอบเขตของการวิจัย………………………………………………………………………………………. 3 
 1.5 ประโยชน์ที่คาดวําจะได๎รับจากการวิจัย ………………………………………………….……….. 3  
บทที่ 2 การทบทวนวรรณกรรม………………………………………………………………………………………… 4 
 2.1 รายละเอียดเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแลคติก………………………………………………………… 4  
 2.2 รายละเอียดเกี่ยวกับโพรไบโอติก……………………………………………………………………… 7 
 2.3 รายละเอียดเกี่ยวกับโคเลสเตอรอล……………………………………………………………….…. 9 
 2.4 รายละเอียดเกี่ยวกับเกลือน้ําดี......................................………………………………….…… 12 
 2.5 รายละเอียดเกี่ยวกับแบคเทอริโอซิน………………………………………………………….…….. 14 
 2.6 รายละเอียดเกี่ยวกับงานวิจัยที่เกี่ยวข๎อง………………………………………………….……….. 20 
บทที่ 3 วัสดุอุปกรณ์และวิธีการดําเนินการวิจัย………………………………………………………….………. 21 
 3.1 วัสดุอุปกรณ์…………………………………………………………………………………………….……. 21  
 3.2 วิธีการดําเนินการวิจัย……………..………………………………………………………………….….. 25  
บทที่ 4 ผลการวิจัย ………………………………………………………………………………………………….…….. 31 
บทที่ 5 อภิปรายผลการวิจัย…………………………………………………………………………………….………. 44 
บทที่ 6 สรุปผลการวิจัย …………………………………………………………………………………………….……. 48 
เอกสารอ๎างอิง …………………………………………………………………………………………………….…………. 49 
  



v 
 

สารบัญ (ต่อ) 
 

 หน้า 

ภาคผนวก……………………………………………………………………………………………………………………… 53 
ภาคผนวก ก การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี………………………………………………………….. 54 
ภาคผนวก ข การย๎อมแกรมและการทดสอบคะตะเลส……………………………………………………….. 56 
ภาคผนวก ค การเตรียมกราฟมาตรฐานโคเลสเตอรอล……………………………………………………….. 59 
ภาคผนวก ง การวิเคราะห์ข๎อมูล……………………………………………………………………………………… 60 
ภาคผนวก จ การเผยแพรํผลงานวิจัย………………………………………………………………………………… 63 
 
 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



vi 
 

สารบัญตาราง 
 

 หน้า 

ตารางที่ 2.1 ชนิดและสํวนประกอบของ lipoproteins………………………………………….…………. 12 
ตารางที่ 3.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีนํามาใช๎ในการศึกษา…………………………………….…………… 21 
ตารางที่ 3.2 ไพรเมอร์ที่ใช๎ในการตรวจหายีนแบคเทอริโอซิน…………………………….……………….. 22 
ตารางที่ 3.3 สํวนผสมที่ใช๎ในการทํา PCR………………………………………………………….…………….. 26 
ตารางที่ 3.4 สภาวะที่ใช๎ทํา PCR จํานวน 30 รอบ ประกอบด๎วย…………………………………………. 27 
ตารางที่ 3.5 สํวนผสมของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือทดสอบการลดลงของระดับโคเลสเตอรอล………. 29 
ตารางที่ 4.1 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบ 
  เอนไซม์คะตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกจากเชื้อที่เก็บรักษาไว๎ที่มหาวิทยาลัย- 
  วลัยลักษณ์. ………………………………………………………………………………………………… 32 
ตารางที่ 4.2 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบ
 เอนไซม์คะตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกจากBCC……………………………………… 34 
ตารางที่ 4.3 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบ 
 เอนไซม์คะตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกซ่ึงคัดแยกจากกลุํมตัวอยําง………………. 36 
ตารางที่ 4.4 ผลการหมักคาร์โบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได๎ไอโซเลต 

โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL…………………………………………………………… 38 

ตารางที่ 4.5 ระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มีสํวนผสมตํางๆที่ 
 ผํานการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติก 6 สายพันธุ์ (น้ําเลี้ยงเชื้อ) ในสภาวะที่มี  
 0.30% oxgall และไมํมี 0.30% oxgall ……………………………………………………….. 42 

ตารางที่ 4.6 เปอร์เซ็นต์การลดลงของระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS……….... 42 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



vii 
 

สารบัญภาพ 
 

 หน้า 

ภาพที่ 2.1 โครงสร๎างของโคเลสเตอรอล…………………………………………………………..……………… 10 
ภาพที่ 2.2 กระบวนการสังเคราะห์โคเลสเตอรอลใน HMG-CoA reductase pathway……..… 11 
ภาพที่ 2.3 แบคทีเรียแลคติกสามารถสร๎างสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได๎หลายชนิด........................ 15 
ภาพที่ 2.4 โครงสร๎างของไนซิน……………………………………………………………………………..………… 15 
ภาพที่ 3.1 แถบดีเอ็นเอของ100-bp ladder………………………………………………………………….…. 28 
ภาพที่ 3.2 รูปแบบแถบยีนแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์จาก BCC  
 ภายหลังจากการทํา PCR…………………………………………………………………………….…. 28 
ภาพที่ 4.1 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 Ped.pentosaceus 1 L14/1 (L14/1),Ped.acidilactici L25 (L25),  
 Lact. plantarum (L26), Ent. faecium N15 (N15), L. lactis C3 (C3)………….. 33 
ภาพที่ 4.2 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 L. lacticBCC19567, Ped. pentosaceus BCC38100, 
 Lact. plantarum BCC47648 และ Ent. faeciumBCC38124 ………………………. 35 
ภาพที่ 4.3 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 ที่คัดแยกจากตัวอยําง ขนมจีน, มูลวัว, ลําไส๎ไกํ 1, ลําไส๎ไกํ 2,  
 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร1, ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 2, นมเปรี้ยว, และแหนม…………... 37 
ภาพที่ 4.4 ผลการทดสอบหายีนแบคเทอริโอซิน (Enterocin)…………………………………………..… 40 
ภาพที่ 4.5 ความเข๎มข๎นของโคเลสเตอรอลหลังจากการบํมเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหาร 
 เลี้ยงเชื้อเหลว MRSไมํมีเกลือน้ําดี oxgallหรือที่มีเกลือน้ําดี oxgall 0.30 % …….… 43 
 

 
 
 
 



viii 
 

สารบัญสัญลักษณ์และค้าย่อ 
  
 ดล. = เดซิลิตร 
 มค.ก. = ไมโครกรัม 
 มค.ล. = ไมโครลิตร 
 มค.ม. = ไมโครเมตร 
 มล. = มิลลิลิตร 
 มม. = มิลลิเมตร 
 ๐ซ = องศาเซลเซียส 
 ATP = Adenosine triphosphate 
 BCC = BIOTEC Culture-collection 
 bp = Base pair 
 BSH = Bile salt hydrolase 
 C3 = Lactococcus lactis C3 
 CaCl2 = Calcium chloride 
 Cho = Cholesterol 
 DNA = Deoxyribonucleic acid 
 dNTP = Deoxyribonucleotide triphosphate 
 DTT = Dithiothreitol 
 HACCP =  Hazard Analysis Critical Control Point 
 HDL = High-density lipoprotein 
 HHP = High Hydrostatic Pressure 
 H2SO4 = Sulfuric acid 
 IDL = Intermediate-density lipoprotein 
 KOH = Potassium hydroxide 
 L14/1 = Pediococcus pentosaceus 1 L14/1 
 L25 = Ped. acidilactici L25 
 L26 = Lactobacillus plantarum L26 
 LAB = Lactic acid bacteria 
 LCAT = lecithin-cholesterol-acyl-transferase 
 LDL = Low-density lipoprotein 

 
 
 



ix 
 

สารบัญสัญลักษณ์และค้าย่อ (ต่อ) 
 

 MgCl2 = Magnesium chloride 
 MRS = Mann Rogosa Sharpe  
 N15 = Enterococcus faecium N 15 
 NaCl = Sodium chloride 
 NTCP = Na-taurocholate cotransporter 
 OD = Optical density 
 PCR = Polymerase chain reaction 
 pH = Positive potential of the hydrogen ions 
 pKa = Acid dissociation constant 
 rRNA = Ribosomal ribonucleic acid 
 TBE = Tris borate ethylenediaminetetraacetic acid 
 TDCA = Taurodeoxycholic acid 
 TG = Triglyceride 
 TISTR = Thailand Institute of Scientific and   
   Technological Research 
 VLDL = Very low-density lipoprotein 
 w/v = Weight by volume 
 w/w = Weight by weight 
 µM = Micromolarity 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

  



1 
 

บทที่ 1 
บทน้า 

 
 
1.1 ความส้าคัญและที่มาของปัญหา 
 การมีระดับโคเลสเตอรอลที่เพ่ิมสูงขึ้นมีความสัมพันธ์กับโรคหลอดเลือดหัวใจ ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญ
ของการเสียชีวิตและความพิการในหลายประเทศ การเพ่ิมสูงขึ้นของระดับโคเลสเตอรอลเป็นปัจจัย
เสี่ยงสําหรับการพัฒนาไปเป็นโรคหลอดเลือดแดงแข็ง (Atherosclerotic vascular disease) (1-2) 
การเกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็งเกิดจากการมีชั้นไขมันไปเกาะพอกพูนอยูํบริเวณผิวเอนโดธีเลียม 
(endothelium) ทําให๎เกิดความเสื่อมสภาพของหลอดเลือดแดง ซึ่งโรคนี้จะพบได๎เมื่อมีอายุมากขึ้น 
นอกจากนี้ยังพบวํามีหลายปัจจัยที่อาจทําให๎เกิดโรคหลอดเลือดแดงแข็งเร็วขึ้น เชํน การสูบบุหรี่จัด 
การขาดการออกกําลังกาย โรคความดันโลหิตสูง โรคเบาหวาน โรคเกาต์ การกินยาเม็ดคุมกําเนิด และ
โดยเฉพาะการมีระดับโคเลสเตอรอลในเลือดสูง (3-4) ปัจจุบันมีการใช๎ยาสังเคราะห์ทางเคมีเพ่ือลด
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดแตํอาจจะทําให๎เกิดผลข๎างเคียงขึ้นได๎ (1) ดังนั้นจึงได๎มีความสนใจใช๎
วิถีทางชีววิธีมาชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดโดยมีรายงานการใช๎แบคทีเรียกลุํมโพรไบโ อติก 
หลายชนิด เชํน Lactobacillus acidophilus, Pediococcus pentosaceus, Bifidobacterium 
bifidum และ Enterococcus faecium (1-2, 5) โพรไบโอติกมักจะกลําวโดยรวมถึงกลุํมจุลินทรีย์  
มีชีวิตเมื่อได๎รับเข๎าสูํรํางกายในปริมาณที่พอเหมาะจะชํวยสํงเสริมสุขภาพของผู๎บริโภค (5-6) ซึ่งพบ
เชื้อกลุํมดังกลําวอยูํในรูปของอาหาร เชํน นมเปรี้ยว เนย โยเกิร์ต ไอศกรีม และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร         
โพรไบโอติก โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่กําลังได๎รับความนิยมและมีหลากหลายรูปแบบทั้งที่อยูํ
ในรูปของแคปซูลและรูปแบบอ่ืนๆ ชํวยเพ่ิมคุณคําทางอาหาร ชํวยให๎การยํอยดีขึ้นเพ่ิมการดูดซึมของ
แรํธาตุและวิตามินป้องกันการติดเชื้อในลําไส๎ ลดการตอบสนองตํอการอักเสบรวมถึงชํวยลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือดได๎ (5, 7) จากการที่ได๎ถูกรายงานไว๎วํามีอยูํด๎วยกันหลายกลไก ได๎แกํ กลไกการ
ลดระดับโคเลสเตอรอลผํานทางผิวเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกโดยการดูดซับ (absorb) ผํานทางผนัง
เซลล์ peptidoglycan ของแบคทีเรียสํงผลให๎โคเลสเตอรอลถูกลําไส๎ดูดซึมได๎ลดลงและจะถูกขับ
ออกมาพร๎อมกับอุจจาระ กลไกการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยแบคทีเรียจะนําโคเลสเตอรอลไปใช๎ใน
กระบวนการเมเทบอลิซึม กลไกการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยเซลล์แบคทีเรียกรดแลคติกมีชีวิต 
กลไกการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยอาศัยไมเซลล์โคเลสเตอรอล กลไกการลดระดับโคเลสเตอรอล
โดยการแตกตัวของเกลือน้ําดี (deconjugation of bile salt) และกลไกการลดระดับโคเลสเตอรอล
โดยการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี (bile salt hydrolase: BSH) (5) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
จะสนใจความสามารถของเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีที่ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่อาจชํวย
เพ่ิมประสิทธิภาพในการลดระดับโคเลสเตอรอล 
 เอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี พบได๎ในแบคทีเรียกรดแลคติกหลายสกุล เชํน Lactobacillus, 
Bifidobacterium และ Lactococcus เอนไซม์ดังกลําวทําหน๎าที่เข๎าไปสลายการสังเคราะห์เกลือ
น้ําดี โดยจะตัดพันธะตรงตําแหนํงของกรดอะมิโน glycine และ/หรือ taurine ที่รวมตัวกับกรดน้ําดี 
สํงผลให๎เกลือน้ําดีไมํสามารถทําหน๎าที่แตกตัวไขมันเพ่ือชํวยในการยํอยและดูดซึมอาหารประเภท
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ไขมันได๎ ทําให๎มีการดูดซึมโคเลสเตอรอลที่ลําไส๎ลดลงและขับโคเลสเตอรอลออกมาในรูปของกรดน้ําดี
พร๎อมกับอุจจาระ เป็นผลให๎ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดลดลง (5, 8) จากการศึกษาในปัจจุบัน
ชี้ให๎เห็นวําผลของจุลินทรีย์โพรไบโอติกนอกจากจะชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดโดยการสร๎าง
เอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีแล๎วยังมีประโยชน์ตํอสุขภาพด๎านการยํอยอาหาร การดูดซึม
สารอาหาร การขับถําย ชํวยกระตุ๎นระบบภูมิคุ๎มกันรวมทั้งบรรเทาอาการของโรคภูมิแพ๎ตํอต๎านเชื้อ
โรค และป้องกันมะเร็งลําไส๎ดังที่ได๎เคยมีรายงานมาบ๎างแล๎วในกลุํมของแบคทีเรียกรดแลคติกโพรไบโอ
ติก (8) นอกจากนี้ยังมีรายงานวําแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถสร๎างสารกลุํมโปรตีนออกฤทธิ์ต๎านเชื้อ
โรคที่เรียกวํา แบคเทอริโอซิน (bacteriocins) ได๎แกํ acidolin, acidophilin, bulgarican, 
lactocilin และ nisin เป็นต๎น แตํสารดังกลําวยังคงมีฤทธิ์ยับยั้งแคบและเป็นพิษกับแบคทีเรียที่มี
ความสัมพันธ์ใกล๎เคียงกันเทํานั้น (9) จากสมบัติดังกลําวแสดงให๎เห็นวําแบคทีเรียกรดแลคติกมีสมบัติ
เบื้องต๎นของโพรไบโอติก คือสามารถแสดงฤทธิ์ต๎านจุลินทรีย์กํอโรคด๎วยสารที่แบคทีเรียผลิตออกมา 
นอกจากนี้ยังมีรายงานวําแบคทีเรียกรดแลคติกยังคงสามารถแสดงสมบัติอื่นๆ ของโพรไบโอติกได๎ เชํน 
สามารถทนตํอสภาวะกรดในกระเพาะอาหารได๎ดี สามารถทนตํอเกลือน้ําดีได๎ดี สามารถยึดเกาะผนัง
ลําไส๎ได๎ดี มีฤทธิ์ของเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีและสํงเสริมสุขภาพของเจ๎าของบ๎านได๎ดีขึ้น    
(6, 10) จะเห็นได๎วํามีการรายงานกลไกการลดระดับโคเลสเตอรอลหลากหลายกลไกดังที่ได๎กลําว
มาแล๎วข๎างต๎น ดังนั้นทางกลุํมวิจัยจึงสนใจศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีสมบัติเป็นโพรไบโอติกในแงํ
ที่สามารถผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีและ/หรือผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือศึกษาการทําให๎มี
ระดับของโคเลสเตอรอลลดลงในหลอดทดลอง โดยใช๎กลุํมของแบคทีเรียกรดแลคติกที่เก็บรักษาไว๎ที่
มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์จํานวน 5 ชนิด  (ไอโซเลต) ได๎แกํ Ped. pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), 
Ped. acidilactici L25 (L25), Lact. plantarum L26 (L26), Ent. faecium N15 (N15) และ L. 
lactisC3 (C3) เชื้อจากห๎องปฏิบัติการเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ BIOTEC Culture Collection 
(BCC) ได๎แกํ Ent. faecium BCC38124, Lact. plantarum BCC47648, L. Lactic BCC19567 
และ Ped. pentosaceus BCC38100 คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก จากตัวอยํางอาหารจาก
ธรรมชาติและจากผลิตภัณฑ์อาหารเสริม ได๎แกํ ขนมจีน ลําไส๎ไกํ มูลวัว แหนม นมเปรี้ยว (ดัชมิลค์ 
ดีไลท์) และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารโพรไบโอติก (Probiotic defense) มาใช๎ในการศึกษาดังกลําว
เพ่ือให๎ได๎ข๎อมูลเบื้องต๎นที่มีประโยชน์ในการนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปใช๎เพ่ือสํงเสริมสุขภาพและ/
หรือเกิดเป็นแนวทางนําไปใช๎รํวมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกายชํวยในการลด
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดเพ่ือป้องกันโรคหลอดเลือดแดงแข็งและ/หรือชํวยเสริมสร๎างภูมิคุ๎มกันโรค 
เพ่ือเป็นการพัฒนาคุณภาพชีวิตให๎ดียิ่งขึ้นตํอไป 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.2.1 พิสูจน์ยืนยันแบคทีเรียกรดแลคติกจากเชื้อที่เก็บไว๎ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 
 1.2.2 คัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลํงธรรมชาติ ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์       
เสริมอาหาร รวมทั้งพิสูจน์ยืนยันเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 1.2.3 ศึกษาวิธีการตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีและหายีนแบคเทอริโอซิน
จากแบคทีเรียกรดแลคติกในข๎อ 1.2.1 และ 1.2.2 
 1.2.4 ศึกษาการลดระดับโคเลสเตอรอลในหลอดทดลอง โดยแบคทีเรียกรดแลคติกในข๎อ 1.2.1 
และ 1.2.2 
 
1.3 สมมติฐานของการวิจัย 
 แบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาศึกษาสามารถลดระดับของโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
Mann Rogosa Sharpe (MRS) ในหลอดทดลอง 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย 
 1.4.1 คัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก จากแหลํงธรรมชาติ ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์เสริม
อาหารในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
 1.4.2 ตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 
ผสม 0.5% taurodeoxycholic acid (TDCA) และ 0.37 g/L CaCl2 
 1.4.3 ตรวจสอบหายีนแบคเทอริโอซินโดยดูการปรากฏของยีน เมื่อทดสอบด๎วยวิธี Polymerase 
chain reaction (PCR) โดยใช๎คูํ primer สําหรับแบคเทอริโอซิน Pediocin, Enterocin และ Nisin 
(ตารางที ่3.2 ในบทที ่3) 
 1.4.4 ทดสอบหาการลดระดับของโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ในหลอดทดลอง  
 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
 1.5.1 ทราบวิธีการและ/หรือสามารถพิสูจน์ยืนยันแบคทีเรียกรดแลคติกจากเชื้อที่เก็บไว๎ที่
มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 
 1.5.2 ทราบวิธีการและ/หรือสามารถคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลํงธรรมชาติ ตัวอยําง
อาหาร และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร รวมทั้งพิสูจน์ยืนยันเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 1.5.3 ทราบวิธีการและ/หรือสามารถตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีจาก
แบคทีเรียกรดแลคติก ในข๎อ 1.5.1 และ 1.5.2 
 1.5.4 ทราบวิธีการและ/หรือสามารถตรวจสอบหายีนแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก
ในข๎อ 1.5.1 และ 1.5.2 เมื่อตรวจสอบด๎วยวิธี PCR 
 1.5.5 ทราบวิธีการและ/หรือสามารถศึกษาการลดระดับโคเลสเตอรอลในหลอดทดลองโดย
แบคทีเรียกรดแลคติก ในข๎อ1.5.1 และ 1.5.2 
 1.5.6 ได๎ข๎อมูลเบื้องต๎นเก่ียวกับการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยแบคทีเรียกรดแลคติกในข๎อ 1.5.1
และ 1.5.2 เพ่ือนําไปพัฒนาเป็นต๎นแบบของสารชีวภาพในการลดระดับโคเลสเตอรอล 
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บทที่ 2 
การทบทวนวรรณกรรม 

 
 
2.1 รายละเอียดเกี่ยวกับแบคทีเรียกรดแลคติก 
 2.1.1 คุณสมบัติของแบคทีเรียกรดแลคติก (11) 
  แบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) หมายถึง กลุํมของแบคทีเรียที่มี
ความสามารถในการหมักน้ําตาลและให๎กรดแลคติกเป็นผลิตภัณฑ์หลักในการหมัก เป็นกลุํมของ
แบคทีเรียที่มีลักษณะทั่วไป คือ ติดสีแกรมบวก มีรูปรํางทั้งแบบแทํง ทรงกลม และกึ่งแทํงกึ่งทรงกลม 
ไมํเคลื่อนที่ ไมํมีระบบไซโตโครม สํวนใหญํไมํสร๎างสปอร์ ยกเว๎นในจีนัส Bacillus และ 
Sporolactobacillus ไมํสร๎างเอนไซม์ catalase บางชนิดสร๎าง pseudocatalase ซึ่งขาดกลุํม 
porphyrin ต๎องการอากาศเพียงเล็กน๎อยในการเจริญ บางชนิดสามารถเจริญได๎ในบริเวณที่ไมํมีอากาศ 
สามารถเจริญได๎ที่อุณหภูมิแตกตํางกันและสามารถทนกรดได๎ แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นพวกที่มีความ
ต๎องการสารอาหารที่ซับซ๎อนและคํอนข๎างสมบูรณ์ เชื้อที่เจริญได๎ในอาหารที่มี growth factor และ 
vitamin หลายชนิด เชํน biotin และ riboflavin เป็นต๎น สํวนใหญํต๎องการสารอนินทรีย์ในปริมาณ
คํอนข๎างสูง เชํน แมงกานีส แมกนีเซียม และฟอสฟอรัส เป็นต๎น สํวนใหญํเป็นพวกไมํกํอให๎เกิดโรค 
เชื้อกลุํมนี้เป็นเชื้อประจําถิ่น พบได๎ในรํางกาย เชํน บริเวณเยื่อบุภายในทํอทางเดินอาหาร ชํองฟันและ
ชํองคลอดของสัตว์เลี้ยงลูกด๎วยนม นอกจากนั้นยังพบทั่วไปตามธรรมชาติโดยเฉพาะในอาหาร เชํน
อาหารหมักดอง ผลิตภัณฑ์นม เนื้อหมัก เครื่องในสัตว์และเครื่องดื่มตํางๆ เป็นต๎น 
  แบคทีเรียกรดแลคติกจัดวําเป็นจุลินทรีย์ที่มีความปลอดภัย (Generally Recognized as 
Safe, GRAS) ซึ่งมนุษย์ได๎นํามาใช๎ประโยชน์มานานนับศตวรรษ โดยนําไปใช๎ในการถนอมอาหารและ
ใช๎เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกในอาหารหลายประเภท เนื่องจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีคุณสมบัติที่
เหมาะสมหลายประการ โดยสามารถผลิตสารยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์กํอโรคหลายชนิด เชํน
แบคเทอริโอซินและกรดอินทรีย์ตํางๆ นอกจากนี้ยังสามารถสร๎างสารจําเพาะที่มีผลตํอลักษณะกลิ่น
และรสชาติของอาหาร 
 2.1.2 แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถจําแนกได๎เป็น 12 สกุล (12) ได๎แกํ 
  1) Streptococcus เซลล์มีรูปรํางกลมหรือรูปไขํขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.8-1.2          
มิลมิเมตร (มม.) จัดเรียงตัวเป็นสายโซํหรือคํูผลิตกรดแลคติกชนิด L(+) เป็นผลิตภัณฑ์หลักเทํานั้นจาก
การหมักกลูโคส (Homofermentative) ต๎องการสารอาหารสูงในการเจริญมีหลายสปีชีส์เป็นปรสิตใน
คนหรือสัตว์และบางสปีชีส์สามารถทําให๎เกิดโรคได๎เจริญที่อุณหภูมิ  20-41 oซปัจจุบันประกอบด๎วย 
39 สปีชีส์มีmol % G+C ระหวําง 34-46 % 
  2) Vagococcus เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งเคลื่อนที่ได๎ (ไมํทุกสายพันธุ์) ประกอบด๎วย 
2 สปีชีส์คือ Vagococcus fluvialis และ V. salmoninarum ซึ่งแยกได๎จากปลาแซลมอนท่ีเป็นโรค 
  3) Lactococcus เซลล์มีรูปรํางกลมหรือรูปไขํขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5-1 มม. จัดเรียง
ตัวเป็นเซลล์เดี่ยวเป็นคูํหรือตํอกันเป็นสายโซํผลิตกรดแลคติกชนิด L (+) จากการหมักกลูโคส มักใช๎
เป็นกล๎าเชื้อในผลิตภัณฑ์สามารถเจริญได๎ที่  10 oซแตํไมํเจริญที่  45 oซ พบในแหลํง
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ตํางๆ เชํน ผักกาด ถั่ว หญ๎ามันฝรั่ง น้ํานมดิบ ปัจจุบันประกอบด๎วย 5 สปีชีส์ ได๎แกํL. lactis ssp. 
hordniae, L. lactis ssp. lactic, L. lactis ssp. cremoris, L. garvieae, L. plantarum, 
L. lactis ssp. hordniae, L. raffinolactis และ L. piscium มี mol % G+Cระหวําง 34-43 % 
  4) Enterococcus เซลล์มีรูปไขํจัดเรียงตัวเป็นเซลล์เดี่ยวหรือสายโซํสั้นๆผลิตกรดแลคติก 
ชนิด L (+) เป็นผลิตภัณฑ์หลักเทํานั้นจากการหมักกลูโคส ต๎องการสารอาหารสูงในการเจริญสามารถ
เจริญที่ 10 oซ หรือบางสายพันธุ์ผลิตเอนไซม์คะตะเลสเทียมได๎และบางสปีชีส์ทําให๎เกิดโรคปัจจุบัน
ประกอบด๎วย5 กลุํมสปีชีส์ ได๎แกํ Ent. faecalis, Ent. avium, Ent. gallinarum และ Ent. 
cecorum มี mol % G+C ระหวําง 37-40 % 
  5) Pediococcus เซลล์มีรูปรํางกลมขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.36–1.43 มม. แบํงตัว
ลักษณะ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกัน โดยแบํงตัวครั้งที่ 2 ในทิศด๎านขวามือของครั้งแรกทําให๎เกิด
ลักษณะเฉพาะเป็นเซลล์ 4 เซลล์ติดกันคล๎ายจัตุรัส (tetrad formation) ในสภาวะไมํมีอากาศ ผลิต
กรดแลคติกชนิด DL และ L(+) จากการหมักกลูโคส บางสปีชีส์ทําให๎เบียร์และไวน์เสีย ปัจจุบัน
ประกอบด๎วย 6 สปีชีส์ ได๎แกํ Ped. acidilactici, Ped. damonosus, Ped. dextrinicus,        
Ped.inopinatus, Ped. parvulus และ Ped. pentosaceus มี mol % G+Cระหวําง 34-44 % 
  6) Tetragenococcus มีลักษณะการแบํงตัวเหมือน Pediococcus เนื่องจากเดิม คือ                              
สปีชีส์ Ped. halophilus ซึ่งจัดจําแนกใหมํจากการเจริญในอาหารซึ่งมีเกลือโซเดียมคลอไรด์สูงถึง  
18% และมีลําดับเบสบน 16s rRNA ใกล๎เคียงกับเชื้อสกุล Enterococcus และ Carnobacterium
มากกวําสกุลเดิม 
  7)  Aerococcusมีลักษณะการแบํงตัวเหมือน Pediococcus ประกอบด๎วย 2 สปี-
ชีส์ คือ Aerococcus viridians และ A. urinaeโดย A. viridians ทําให๎กุ๎งลอบสเตอร์เกิดโรคและ
เกี่ยวข๎องกับการติดเชื้อในคน 
  8) Leuconostoc เซลล์มีสัณฐานขึ้นกับอาหารเลี้ยงเชื้อในอาหาร ซึ่งมีกลูโคสเซลล์มี
ลักษณะยืดออกคล๎ายกลุํม lactobacilli แตํในน้ํานมเซลล์จะมีรูปรํางกลม การจัดเรียงตัวเป็นเซลล์
เดี่ยวอยูํเป็นคูํหรือเป็นสายโซํสั้นถึงปานกลาง ผลิตกรดแลคติกชนิด D (-) เอทานอล สารหอมระเหย
และคาร์บอนไดออกไซด์จากการหมักกลูโคส (heterofermentative) จึงชํวยสร๎างกลิ่นรสในอาหาร
หมักดอง การเจริญต๎องการสารอาหารสูง ปัจจุบันประกอบด๎วย 8 สปีชีส์ Leuconostoclactis, 
Leuc.mesenteroides,Leuc.gelidum, Leuc. carnosum, Leuc. pseudomesenteroides, 
Leuc. citreum, Leuc. argentinum และ Leuc.fallax มี mol % G+C ระหวําง 37-40 % 
  9) Oenococcus ประกอบด๎วยสปีชีส์เดียวคือ Oenococcus oeni ซึ่งเปลี่ยนมา
จาก Leuc. oenos ด๎วยสมบัติการทนตํอกรดและเอทานอลปริมาณสูงรวมทั้งข๎อมูลพันธุกรรมจากดี
เ อ็นเอ:  ดี เ อ็นเอไฮบริ ไดเซซั่นและลํ าดับ เบสของ  16s rRNA ตํ างจากสปีชีส์ อ่ืนใน                
สกุล Leuconostoc อยํางชัดเจน 
  10) Weissella ประกอบด๎วยแบคทีเรีย 7 สปีชีส์ ซึ่งลักษณะ Leuconostoc 
(leuconostoc-like bacteria) รูปรํางเซลล์เป็นแทํงและกลม ซึ่งเดิมอยูํในสกุล Leuconostoc และ
Lactobacillus คือLactobacillus confuses (W. confuses), Leuc. paramesenteroides 
(W. paramesenteroides), L. kandleri (W. kandleri), L. halotolerans (W.halotoleran), 
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L. minor(W.minor), L. viridescens(W. viridescen)และสปีชีส์ใหมํซึ่งแยกได๎จากไส๎กรอกหมัก
คือ W. hellenica  
  11) Lactobacillus เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกกลุํมใหญํที่สุดมีความหลากหลายของ
ลักษณะทางฟีโนไทป์สมบัติทางชีวเคมีและสรีระ เนื่องจากความแตกตํางของ mol% G+C ภายใน
สกุลสูงคือระหวําง 32-53 % พบในแหลํงตําง ๆเชํน เยื่อเมือกของมนุษย์และสัตว์ พืชและน้ําทิ้ง เป็น
ต๎น บางสปีชีส์เป็นสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนุษย์ เซลล์มีรูปรํางเป็นทํอนหรือทรงรี (coccobacilli) 
ต๎ อ ง ก า ร ส า รอา ห า รสู ง ใ น ก า ร เ จ ริ ญ  ป ร ะก อบด๎ ว ย  55 สปี ชี ส์  ซึ่ ง แบํ ง ไ ด๎ เ ป็ น  3 กลุํ ม 
คือ  กลุํม  Obligately homofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลแลคโทส (มากกวํา 85 %) 
เป็นกรดแลคติกโดยวิถี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม์ 1,6 biphosphate-
aldolase แตํไมํผลิตเอนไซม์  phosphoketolase จึงหมักน้ําตาลเพนโทสและกลูโคเนทไมํได๎
ประกอบด๎วย18 สปีชีส์ 
   กลุํม Facultatively heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซสเป็น
กรดแลคติกผํานวิถี EMP มีการผลิตเอนไซม์ทั้ง aldolase และphosphoketolase จึงหมักน้ําตาล
เพนโทสได ๎
   กลุํม Obilgately heterofermentative lactobacilli หมักน้ําตาลเฮกโซสและเพน-
โทสผํานวิถีฟอสโฟกลูโคเนทเป็นแลคเตทเอทานอลและคาร์บอนไดออกไซด์ 
  12) Carnobacterium เซลล์มีรูปรํางเป็นทํอนตรงขนาดสั้นถึงปานกลางหรือเป็นทํอน
เรียว (Slender rod) ขนาดเส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5-0.7 มม. และยาว1.1-3.0 มม. จัดเรียงตัวเป็น
เซลล์เดี่ยวหรือคูํมักไมํพบการเรียงเป็นสายโซํผลิตกรดแลคติกชนิด L (+) คาร์บอนไดออกไซด์         
อะซีเตทและเอทานอลจากการหมักน้ําตาลเฮกโซส ประกอบด๎วย 6 สปีชีส์คือ Carnobacterium 
divergens, C. piscicola, C. mobile, C. funditumและ C. alterfunditumมี mol % G+C 
ระหวําง 31.6-37.2 % 
 2.1.3 การใช๎ประโยชน์ของแบคทีเรียกรดแลคติก (13, 14) 
  1) ด๎านอาหารและเครื่องดื่ม 
   มีการนํากรดแลคติกมาใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารมากกวําร๎อยละ 50 ของปริมาณกรด
แลคติกทั้งหมดสํวนใหญํจะใช๎กรดแลคติกเป็นสํวนประกอบในอาหารโดยตรง (food ingredient) ใช๎
ปรับสภาพความเป็นกรดเพ่ือให๎เกิดรสเปรี้ยวตามต๎องการและมีการใช๎กรดแลคติกรํวมกับกรดซิตริก
และพรอพาโนอิกเพ่ือทําให๎เกิดรสเปรี้ยวในอาหาร แตํอาจมีความจําเป็นต๎องใช๎กรดแลคติกเพียงชนิด
เดียวสําหรับผลิตภัณฑ์ที่ต๎องการกลิ่นและรสชาติที่จําเพาะ กรดแลคติกที่อยูํในรูปของ stearoyl-2 
lactylate (SSL) โดยที่ CSL ใช๎เป็นตัวปรับสภาวะแป้งหมัก (dough conditioner) ซึ่งรวมตัวกับ
กลูเตนในแป้งหมักทําให๎สามารถทนตํอสภาวะการกวนและสภาวะตําง ๆ ในระหวํางกรรมวิธีการผลิต
ขนมอบได๎ดีขึ้น  ปกติใช๎ CSL เป็นสํวนประกอบในผลิตภัณฑ์ขนมอบ สํวน SSL มีคุณสมบัติเป็น
emulsifier ได๎ดีและสามารถยืดอายุการเก็บรักษาของผลิตภัณฑ์ขนมอบได๎กรดแลคติกยังใช๎เป็น
สํวนประกอบในเนยแข็งชนิดตํางๆ ในผลิตภัณฑ์บางชนิด เชํน  salami ก็มีกรดแลคติกเป็น
องค์ประกอบนอกจากนั้นมีการนํากรดแลคติกไปใช๎ในอุตสาหกรรมเครื่องดื่มแทนกรดซิตริกฟอสฟอริก 
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และกรดอื่นๆ สําหรับอุตสาหกรรมเบียร์และการผลิตขนมหวานก็มีการใช๎กรดแลคติกในการปรับความ
เป็นกรด-ดํางของน้ําที่ใช๎ในการผลิต 
   2) ด๎านอ่ืนๆ คือการนํากรดแลคติกไปใช๎เป็นสารตั้งต๎นสําหรับการผลิตพอลิแลคเทตซึ่ง
เป็นพลาสติกที่สามารถยํอยสลายได๎ทางชีวภาพเพ่ือใช๎แทนพลาสติกสังเคราะห์ที่ได๎จากอุตสาหกรรมปิ
โตรเคม ี
 2.1.4 ประเภทของการหมักด๎วย lactic acid bacteria (15) 
  1) Homofermentation  เป็นการหมักด๎วยแบคทีเรียที่ใช๎น้ําตาลแล๎วให๎กรดแลคติกเพียง
อยํางเดียว สามารถใช๎น้ําตาลที่มีอยูํในผลิตภัณฑ์ได๎ประมาณ 85-95% เพ่ือเปลี่ยนเป็นกรดแลคติก 
สํวนน้ํ าตาลที่ เหลืออาจใช๎ เ พ่ือให๎พลังงานและสารระเหย อ่ืนๆ  ตัวอยํางแบคที เรียกลุํมนี้
เชํน Streptococcus, Pediococcus 
  2) Heterofermentation เป็นการหมักที่ใช๎น้ําตาลประมาณ 50% ให๎เป็นกรดแลคติก 
น้ําตาลที่เหลืออีกประมาณ 20-25 % ให๎เป็นกรดอะซิติก และเอทิลแอลกอฮอล์ที่เหลืออีก 20-25% 
ใช๎ในการผลิตก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ตัวอยําง เชํน Leuconoctoc 
 2.1.5 ผลิตภัณฑ์อาหารเสริมทีมีคุณสมบัติชํวยลดโคเลสเตอรอล (16) 
  การลดโคเลสเตอรอลในธรรมชาตินอกจากมีการรับประทานอาหารและการออกกําลังกาย
ยังมีผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีแบคทีเรียบรรจุในรูปแบบตํางๆ เชํน แคปซูล เป็นผง ชํวยลดการ
โคเลสเตอรอล ซึ่งอยูํภายใต๎การควบคุม มีผลิตภัณฑ์เสริมอาหารธรรมชาติหลายอยํางที่ชํวยให๎ลด 
LDL และเพ่ิม HDL ได๎ แบคทีเรียซึ่งพบในอาหารจําพวกโพรไบโอติก เชํน โยเกิร์ต และอาหารเสริม
บางชนิด ได๎สลายน้ําตาลและคาร์โบไฮเดรต ทําให๎รํางกายไมํสะสมพวกแป้งและน้ําตาลไว๎ในรูปไขมัน 
 
2.2 รายละเอียดเกี่ยวกับโพรไบโอติก 
 คําวํา โพรไบโอติก (Probiotic) ถูกนํามาใช๎เป็นครั้งแรกในรายงานการวิจัยทางวิทยาศาสตร์ของ 
Lilly และ Stillwell ในปี พ.ศ. 2508 เพ่ือกลําวถึงสารที่จุลินทรีย์ชนิดหนึ่งขับออกมา และชํวยกระตุ๎น
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์อีกชนิดหนึ่ง ซึ่งเป็นการทํางานที่ตรงข๎ามกับการทํางานของยาปฏิชีวนะ 
(Antibiotic) ที่จะทําลายจุลินทรีย์เกือบทุกชนิดในปี พ.ศ. 2517 Parker ได๎ให๎คําจํากัดความวํา      
โพรไบโอติกคือสิ่งมีชีวิตและสารเคมีท่ีมีผลตํอสมดุลของจุลินทรีย์ในลําไส๎คําจํากัดความลําสุด ซึ่งเสนอ
โดย Fuller ในปี พ.ศ. 2532 อธิบายคําวํา โพรไบโอติกคืออาหารเสริมซึ่งเป็นจุลินทรีย์ที่มีชีวิต 
สามารถกํอประโยชน์ตํอรํางกายของสิ่งมีชีวิตที่มันอาศัยอยูํโดยการปรับสมดุลของจุลินทรีย์ในรํางกาย 
คําวําจุลินทรีย์ (Microorganism) หมายถึงสิ่งมีชีวิตซึ่งสํวนใหญํมีขนาดเล็กมากจนมองด๎วยตาเปลําไมํ
เห็น ที่อาจมีโทษหรือมีประโยชน์ตํอเราก็ได๎ แบํงออกได๎เป็น 4 ชนิดใหญํๆ คือไวรัสราหรือยีสต์
แบคทีเรีย และ พาราไซต์ไวรัส เป็นจุลินทรีย์ที่มีขนาดเล็กท่ีสุดได๎แกํ เชื้อเอชไอวีงูสวัดและเริม เป็นต๎น
ราหรือยีสต์ได๎แกํโรคผิวหนังที่ขึ้นตามท่ีอับชื้น มักทําให๎มีอาการคัน พาราไซต์ ได๎แกํ เชื้อมาเลเรีย 
 แบคทีเรียนําจะเป็นคําที่รู๎จักแพรํหลายมากที่สุดในบรรดาจุลินทรีย์ที่กลําวมาแล๎ว และคนก็มักนึก
ถึงแตํเชื้อโรคอยํางเดียว ตัวอยํางของแบคทีเรียที่ทําให๎เกิดโรคได๎แกํ เชื้อวัณโรค เชื้อที่ทําให๎เจ็บคอ 
หรือเชื้อที่ทําให๎เราท๎องเสียจากอาหารเป็นพิษ เป็นต๎น แตํยังมีแบคทีเรียที่ดีมีประโยชน์ตํอรํางกายเรา 

http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Homofermentation
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Streptococcus
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Pediococcus
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Heterofermentation
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
http://www.foodnetworksolution.com/vocab/wordcap/Leuconoctoc
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ได๎แกํแบคทีเรียที่ผลิตกรดแลคติกได๎ ซึ่งอาจเรียกวํา แลคติกแอซิดแบคทีเรีย แบคทีเรียที่ดีเหลํานี้ คือ       
โพรไบโอติกนั่นเอง ได๎แกํ Lact. acidophilus, Ent. faecalis, S. thermophiles และ B. bifidum 
 แบคทีเรียที่ดีมีประโยชน์ตํอเรานี้ อาศัยอยูํในลําไส๎เล็กและลําไส๎ใหญํของเรา ตั้งแตํเราเกิดเป็น
ทารก ทําหน๎าที่ชํวยยํอยอาหารและผลิตสารอาหารที่ดีมีประโยชน์ให๎กับเรา ได๎แกํ กรดอะมิโน     
กรดแลคติก พลังงาน วิตามินเค วิตามินบี และสารปฏิชีวนะธรรมชาติหลายชนิดซึ่ งจะกํอให๎เกิด
ประโยชน์ตํอรํางกายเป็นที่ทราบกันดีวํา โดยปกติแล๎วแบคทีเรียโพรไบโอติกที่ใช๎ในอุตสาหกรรมนม
เปรี้ยวสํวนใหญํ คือแบคทีเรียในกลุํม Lactobacilli และ Streptococci แตํจากการศึกษาคุณสมบัติ
ในการสํงเสริมสุขภาพของแบคทีเรียในลําไส๎จากอดีตจนถึงปัจจุบัน พบวําความจริงแล๎ว 
Bifidobacteria สามารถเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในอุตสาหกรรมประเภทนี้  ประเทศญี่ปุ่นซึ่งเป็นหนึ่งใน
ผู๎นําในทางการศึกษาแบคทีเรียในลําไส๎ ได๎เป็นผู๎บุกเบิกในการผลิตโยเกิร์ตและนมเปรี้ยวที่ได๎จากหมัก
ของ Bifidobacteria ซึ่งแม๎วํารสชาติจะไมํดีเทําผลิตภัณฑ์ที่หมักจาก Lactobacilli แตํด๎วยประโยชน์
ที่มากกวํา จึงเป็นสิ่ งที่นําสนใจสําหรับผู๎ รักสุขภาพ และในเมืองไทยก็มีโยเกิร์ตที่หมักโดย 
Bifidobacteria วางจําหนํายแล๎ว 
 นอกจากใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารแล๎ว โพรไบโอติกก็ยังถูกใช๎ในการรักษาโรคทางเดินอาหาร ใน
การทดลองทางการแพทย์อยํางแพรํหลาย อาทิ การใช๎ Lact. rhamnosus GG ในการบรรเทาและ
ป้องกันอาการท๎องรํวงในเด็กทารก การใช๎ Bifidobacteria และ Lactobacilli รํวมกันในการรักษา
อาการท๎องรํวงอยํางรุนแรง และชํวยลดอัตราการเจ็บป่วยด๎วยโรคทางเดินอาหารและการเสียชีวิตใน
ทารกที่คลอดกํอนกําหนด นอกจากนี้ยังมีหลักฐานจากงานวิจัยทางการแพทย์อีกหลายชิ้นที่ยืนยันวํา 
Bifidobacteria สามารถกระตุ๎นภูมิค๎ุมกันในรํางกายได๎อยํางมีประสิทธิภาพ 
 2.2.1 ตัวอยํางโพรไบโอติกท่ีมีใช๎อยูํในปัจจุบัน (พ.ศ. 2547) (17) 
  1) Lactobacilli 
   1.1) Lact.acidophilus 
   1.2) Lact.casei 
   1.3) Lact.delbrueckii ssp. bulgaricus 
   1.4) Lact.reuteri 
   1.5) Lact.brevis 
   1.6) Lact.rhamnosus 
  2) Gram-positive cocci 
   2.1) L. lactis ssp. cremoris 
   2.2) S. salivarius ssp. thermophiles 
   2.3) Ent. faecium 
  3) Bifidobacteria 
   3.1) B. bifidum 
   3.2) B. adolescentis 
   3.3) B. animalis 
   3.4) B. infantis 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B8%8D%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%9B%E0%B8%B8%E0%B9%88%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A0%E0%B8%B9%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B8%84%E0%B8%B8%E0%B9%89%E0%B8%A1%E0%B8%81%E0%B8%B1%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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   3.5) B. longum 
   3.6) B. thermophilum 
 2.2.2 ประโยชน์ของโพรไบโอติกตํอรํางกาย (18) 
  1) กรดแลคติกที่แบคทีเรียผลิตออกมา จะทําให๎สภาวะภายในลําไส๎มีความเป็นกรดมาก
พอที่จะยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกํอโรค 
  2) ทําให๎ระบบขับถํายดี ไมํเกิดการสะสมของของเสียในรํางกายเป็นการลดอัตราเสี่ยงของ
การเกิดมะเร็ง โดยเฉพาะอยํางยิ่งมะเร็งลําไส๎ใหญํ และมะเร็งตับ 
  3) วิตามินบีที่ได๎ จะทําให๎เซลล์ในระบบภูมิต๎านทานทํางานอยํางมีประสิทธิภาพ และยังทํา
ให๎มีการผลิตเม็ดเลือดแดงดีข้ึนด๎วย 
  4) ชํวยยับยั้งการเจริญของเซลล์มะเร็ง และกําจัดสารกํอมะเร็งบางชนิด 
  5) แบคทีเรียกรดแลคติกยังชํวยลดระดับน้ําตาลและโคเลสเตอรอลในเลือดด๎วย  
  6) นอกจากนี้ ยังผลิตเอนไซม์แลคเตส ซึ่งชํวยยํอยน้ําตาลในนม ทําให๎เราไมํมีอาการ
ท๎องอืดจากการดื่มนม และชํวยให๎การดูดซึมแคลเซียมดีขึ้น 
 2.2.3 สมดุลของแบคทีเรียสามารถถูกรบกวนได๎ด๎วยสาเหตุ 2 ประการด๎วยกัน (19) คือ 
  1) สารปฏิชีวนะ ซึ่งมีฤทธิ์ในการฆําแบคทีเรียที่ดีในระบบทางเดินอาหาร เชํนเดียวกับ
แบคทีเรียที่ไมํดี บางคนใช๎โพรไบโอติกเพ่ือชดเชยผลกระทบที่เกิดจากสารปฏิชีวนะ เชํนการเกิดก๏าซ 
ตะคริวหรือท๎องเสีย เชํนเดียวกับที่บางคนใช๎เพ่ือบรรเทาอาการที่สภาวะรํางกายขาดเอนไซม์ที่ชํวย
ยํอยน้ําตาลแลคโตสในนม และอาการของโรคระบบทางเดินอาหาร 
  2) จุลินทรีย์ที่ไมํดีซึ่งอาจกํอให๎เกิดโรค เชํน แบคทีเรีย ยีสต์ ราและปาราสิต จะทําให๎เกิด
การเสียสมดุล นักวิจัยหลายทํานพบวําโพรไบโอติกสามารถต๎านจุลินทรีย์ที่ไมํดีได๎โดยการแทน หรือ
ยับยั้งการเจริญและกิจกรรมที่เกิดข้ึนดังนี้ได๎ 
  
2.3 รายละเอียดเกี่ยวกับโคเลสเตอรอล (20-22) 
 โคเลสเตอรอล (Cholesterol) เป็นทั้งสารสเตอรอยด์ (Steroid) ลิพิด(Lipid) และแอลกอฮอล์
(alcohol) ไมํมีสี ไมํมีกลิ่น และไมํละลายน้ําเป็นสิ่งจําเป็นตํอชีวิต เนื่องจากรํางกายต๎ องใช๎เป็น
สํวนประกอบของโครงสร๎างของผนังเซลล์ และเป็นสํวนประกอบที่สําคัญของฮอร์โมน เชํน estrogen, 
progesterone, testosterone, aldosterone และ cortisol นอกจากนั้นโคเลสเตอรอลยังใช๎ในการ
สร๎างวิตามินดี และน้ําดีสําหรับยํอยไขมันในอาหาร เป็นต๎น 
 โคเลสเตอรอลมีบทบาทในกระบวนการทางชีวเคมีมากมาย แตํที่รู๎จักกันดีคือ มันเป็นสาเหตุทําให๎
เกิดโรคหัวใจและระบบหลอดเลือด (cardiovascular disease) และภาวะโคเลสเตอรอลในเลือดสูง
หากโคเลสเตอรอลในเลือดมีมากเกินความต๎องการของรํางกาย คือ มากกวํา 200 มิลลิลิตร/เดซิลิตร
(มล./ดล.) โคเลสเตอรอลเหลํานี้สะสมใต๎ผนังหลอดเลือดด๎านในมากข้ึนทําให๎หลอดเลือดตีบและอุดตัน
ในที่สุด 
 
 
 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%94%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%9E%E0%B8%B4%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%AE%E0%B8%AD%E0%B8%A5%E0%B9%8C
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AB%E0%B8%B1%E0%B8%A7%E0%B9%83%E0%B8%88%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94&action=edit&redlink=1
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 2.3.1 คุณสมบัติของโคเลสเตอรอล 
  โคเลสเตอรอลมีสูตรเคมี คือ C27H46O มวลโมเลกุลคือ 386.654 ลักษณะทางกายภาพคือ
white crystalline powder จุดหลอมเหลว148-150 °ซ จุดเดือด360 °ซ ความสามารถละลายได๎ใน
น้ํา 0.095 มิลลิกรัม/ลิตร (30 °ซ) 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 2.1 โครงสร๎างของโคเลสเตอรอล (20) 

 
 2.3.2 ชนิดของโคเลสเตอรอล 
  1) Low-density lipoprotein (LDL) ทําหน๎าที่ขนสํงโคเลสเตอรอลไปเก็บไว๎ตามเซลล์
ตํางๆ เพ่ือนําไปผลิตฮอร์โมน หรือไปสร๎างผนังเซลล์ สําหรับโคเลสเตอรอลสํวนที่เกินความต๎องการ 
LDLsจะนําไปเกาะไว๎ตามผนังเส๎นเลือดแดง และเมื่อมีการสะสมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ จะทําให๎เส๎นเลือดแดง
ตีบลง ในที่สุดจะเกิดการอุดตันของเส๎นเลือดแดง ทําให๎เซลล์บริเวณนั้นขาดเลือดไปหลํอเลี้ยงทําให๎
เซลล์ตาย จึงเรียก LDL วําโคเลสเตอรอลชนิดร๎ายโคเลสเตอรอลที่น๎อยกวํา 100 มิลลิกรัม/เดซิลิตร 
(มก./ดล.) จะชํวยลดปัจจัยเสี่ยงตํอการเกิดโรคหัวใจได๎ 
  2) High-density lipoprotein (HDL) ทําหน๎าที่ขนสํงไปยังตับ และขับออกจากรํางกาย
ผํานทางน้ําดี เนื่องจาก HDLทําหน๎าที่กําจัดโคเลสเตอรอลสํวนเกิน จึงเรียกวํา โคเลสเตอรอลชนิดดีที่
มีคําตั้งแตํ 40 มก./ดล.ขึ้นไป จะชํวยลดปัจจัยเสี่ยงตํอการเกิดโรคหัวใจได๎ 
  3) ไตรกลีเซอไรด์ (Triglyceride, TG) เป็นไขมันอีกประเภทหนึ่งในกระแสเลือด 
เปรียบเสมือนผู๎ชํวยผู๎ร๎ายคนที่มีระดับไตรกลีเซอไรด์สูง พร๎อมกับระดับ HDL ต่ํา หรือ LDL สูงยิ่งเพ่ิม
ความเสี่ยงตํอการเป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ 
 2.3.3 การสังเคราะห์โคเลสเตอรอลและการนําเข๎าสูํรํางกาย 
  การสังเคราะห์โคเลสเตอรอลในรํางกายมีสารตั้งต๎นการสังเคราะห์มาจากอะซิทิลโค
เอ (Acetyl CoA) 1 โมเลกุลและอะซิโทซิทิลโคเอ (Acetoacetyl-CoA) 1 โมเลกุลโดยผําน เอชเอ็มจี-
โคเอ รีดักเทส พาทเวย์ (HMG-CoA reductase pathway) การผลิตโคเลสเตอรอลทั้งหมดในรํางกาย
ประมาณ 20-25 % (ซึ่งผลิตได๎วันละ 1 กรัม) เกิดขึ้นในตับ สํวนอ่ืนของรํางกายที่ผลิตมากรองลงไป
ได๎แกํลําไส๎เล็ก ตํอมหมวกไตอวัยวะสืบพันธุ์  ในผู๎ใหญํที่มีน้ําหนักตัวประมาณ 68 กิโลกรัม (150 
ปอนด์) จะมีโคเลสเตอรอลในรํางกายทั้งหมดประมาณ 35 กรัม โดยที่รํางกายจะสังเคราะห์ขึ้นเอง
ประมาณ 1 กรัมตํอวัน ซึ่งโดยทั่วไปรํางกายของคนไทยควรได๎รับโคเลสเตอรอลจากอาหารที่
รับประทานเข๎าไปไมํเกิน 300 มิลลิกรัมตํอวัน ซึ่งสํวนที่รํางกายรับเพ่ิมเข๎าไปจะถูกชดเชยโดยการลด
ปริมาณที่สังเคราะห์ข้ึนเอง 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B9%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A1%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A1%E0%B8%A7%E0%B8%A5%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%94%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B8%A7
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%94%E0%B9%80%E0%B8%94%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%94
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%A5_%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%AD&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%A5_%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%AD&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%A5-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%AD&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%A1%E0%B8%88%E0%B8%B5-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%AD_%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%94%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AA_%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B9%80%E0%B8%A7%E0%B8%A2%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%8A%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%A1%E0%B8%88%E0%B8%B5-%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B9%80%E0%B8%AD_%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%94%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AA_%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B9%80%E0%B8%A7%E0%B8%A2%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%9A
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%95
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%A7%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%95
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B9%8C:Cholesterol-3d.png
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B9%8C:Cholesterol.svg
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B9%8C:Cholesterol-3d.png
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B9%8C:Cholesterol.svg
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ภาพที่ 2.2 กระบวนการสังเคราะห์โคเลสเตอรอลใน HMG-CoA reductase pathway (21) 

  
  การขนสํงโคเลสเตอรอลภายในรํางกายนั้นเริ่มตั้งแตํการดูดซึมจากลําไส๎เล็กในรูปของไคโล
ไมครอนระหวํางทางอาจจะมีไลโพไลเปสมายํอยได๎กรดไขมันอิสระให๎กับเนื้อเยื่อตํางๆ ระหวํางทางทํา
ให๎มีขนาดเล็กลงกลายเป็น Chylomicrons remnant แล๎วเข๎าสูํตับ (Exogenous pathway) สํวน
ตับจะมีการขนสํงโคเลสเตอรอลจากตับไปสูํสํวนตํางๆของรํางกายในรูปของ VLDL กํอน บางสํวนจะ
ถูกยํอยสลายโดยไลโพไลเปสจะเหลือเป็น IDL และ LDL ตามลําดับจึงไปสูํอวัยวะเป้าหมายนํา
โคเลสเตอรอลและกรดไขมันให๎กับเซลล์ (Endogenous pathway) สํวนอวัยวะตํางๆ จะสามารถ
สํงกลับโคเลสเตอรอลมาสูํตับได๎โดย HDL หน๎าที่ของ HDL คือทําหน๎าที่ขนสํงโคเลสเตอรอลและ กรด
ไขมัน จากสํวนตํางๆของรํางกายไปที่ตับเพ่ือทําลายโดยใช๎เอนไซม์ LCAT                  (Lecithin-
cholesterol-acyl-transferase) เปลี่ยนโคเลสเตอรอลให๎เป็นโคเลสเตอรอลเอสเทอร์เก็บไว๎ใน

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%A5%E0%B9%8C:HMG-CoA_reductase_pathway.png
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แกนกลางของ HDL-c โดย HDL-c ตัวนี้เรียกวํา HDL3 ในระหวํางทางอาจจะมีการรับกรดไขมันอิสระ
หรือไตรกลีเซอไรด์จากพวกท่ีโดนไลเปสยํอยสลายไว๎ ก็จะมีโมเลกุลใหญํขึ้นเรียกวําเป็น HDL2 แล๎วจึง
นําเข๎าสูํตับ แตํโมเลกุลของ HDL2 และ HDL3 นั้นอาจเปลี่ยนรูปไปมากันได๎โดยอาศัย LCAT ชํวย
โคเลสเตอรอล สํวนใหญํจะถูกขับออกนอกรํางกายทางระบบน้ําดี เนื่องจากโคเลสเตอรอลเป็นสารที่
ไมํละลายน้ํา ดังนั้นการที่จะถูกพาไปในกระแสเลือดจะต๎องรวมกับโปรตีนจําเพาะกํอนเพ่ือให๎มี
คุณสมบัติในการละลายน้ํา โปรตีนจําเพาะนี้เรียกวํา อะโพโปรตีนสารประกอบที่เกิดขึ้นเรียกวําไลโพ
โปรตีน ซึ่งจะทําหน๎าที่ขนสํงโคเลสเตอรอลไตรกลีเซอไรด์และฟอสโฟลิพิดซึ่งสามารถแบํง
โคเลสเตอรอลด๎วยวิธี ultracentrifugation และวิธี electrophoresis  ออกเป็น 4 สํวนและ 4 แถบ
ตามลําดับแตํละชนิดของไลโพโปรตีน มีสํวนประกอบของโปรตีนและไขมันเป็นสัดสํวนแตกตํางกัน 
LDL-c หรือ beta band จะทําหน๎าที่ขนสํงโคเลสเตอรอลออกจากตับไปสะสมที่เนื้อเยื่อและผนัง
เลือดมากที่สุด 
 
ตารางท่ี 2.1 ชนิดและสํวนประกอบของ Lipoproteins 

 
2.4 รายละเอียดเกี่ยวกับเกลือน ้าดี (22) 
 เกลือน้ําดี เป็นสารที่ไมํมีสี  ละลายน้ําได๎ดี และมีรสขม เกลือหรือกรดน้ําดีมี 2 ชนิดที่สําคัญ คือ 
primary bile acid และ secondary bile acid ตับสังเคราะห์เกลือน้ําดีชนิด primary bile acids 
คือ cholic acid และ chenodeoxycholic acid จากโคเลสเตอรอลสํวน secondary bile acids 
คือ deoxycholic acid และ lithocholic acid เปลี่ยนมาจาก primary bile acids โดยแบคทีเรียใน
ลําไส๎ 
 2.4.1 การสังเคราะห์เกลือน้ําดี 
  ตับเปลี่ยนโคเลสเตอรอลเป็น primary bile acid โดยปฏิกิริยาที่ต๎องใช๎เอนไซม์หลาย
ขั้นตอน เอนไซม์ที่ควบคุม rate limiting step ของการสังเคราะห์เกลือน้ําดี คือ 7-hydroxylase 
ทําหน๎าที่อ็อกซิไดส์โคเลสเตอรอลให๎เป็น 7-hydroxycholesterol กํอนที่จะถูกเปลี่ยนแปลงตํอไป
เป็น cholic acid และ chenodeoxycholic acid ซึ่งเป็น primary bile acid cholic acid และ 
chenodeoxycholic acid ทําปฏิกิริยา conjugation กับกรดอะมิโน glycine หรือ taurine ได๎เป็น 
glycocholate, taurocholate, glycochenodeoxycholate และ taurochenodeoxycholate  
การ conjugation กับกรดอะมิโนทั้งสองทําให๎คํา pKa ของกรดน้ําดีลดลง Conjugated bile acids 
จึงอยูํในรูปที่เป็น anion ทําให๎ละลายน้ําได๎ดีขึ้น ป้องกันการตกตะกอนในสารละลายที่เป็นกรดและมี

แยกโดยวิธี สํวนประกอบ(%) 
Electrophoresis Ultracentrifugation Protein Triglyceride Cholesterol Phospholipid 
Chylomicrons Chylomicrons 2 98 - - 

 Beta VLDL 10 55 13 22 
Pre-Beta LDL 21 12 45 22 
Alpha HDL 50 6 18 26 
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แคลเซียม Conjugated bile acids ในน้ําดีจะอยูํในสภาพเกลือของโซเดียมหรือโปแตสเซียม เชํน 
sodium glycocholate หรือ potassium glycocholate 
 2.4.2 การสํงเกลือน้ําดีออกจากตับ 
  ตับสํงเกลือน้ําดีออกจากเซลล์เข๎าสูํ bile canaliculi โดยใช๎ active transport ซึ่งต๎องใช๎
พลังงานจาก ATP การสํงออกเกลือน้ําดีเป็นการกระตุ๎นการหลั่งน้ําดีอยํางหนึ่ง จะมีผลทําให๎มีการขับ 
อิเล็กโทรไลต์ โคเลสเตอรอลและฟอสโฟไลปิดตามมา เมื่อเกลือน้ําดีถูกขับลงสูํลําไส๎เพ่ือชํวยในการ
ยํอยและดูดซึมอาหารไขมัน แบคทีเรียในลําไส๎ และ colon จะสลาย (Deconjugate) พันธะระหวําง
เกลือน้ําดีกับ glycine และ taurine ได๎เป็น unconjugated primary bile acid ซึ่งสํวนหนึ่งจะถูก
รีดิวส์ให๎เป็น secondary bile acids โดยการตัด hydroxyl group ที่ตําแหนํงคาร์บอนที่7ออก 
secondary bile acid จะไมํสามารถเปลี่ยนกลับเป็น primary bile acid ได๎อีก แตํถูกคอนจูเกตกับ 
glucuronic acid ได๎ secondary bile acids ละลายน้ําได๎น๎อยกวํา primary bile acids  สํวนใหญํ
จะถูกขับทิ้งไปทางอุจจาระ 
 2.4.3 Enterohepatic circulation ของเกลือน้ําดี  
  เกลือน้ําดีในลําไส๎สํวนใหญํจะถูกดูดกลับโดย Na-cotransport ที่ไอเลียมตอนปลาย ผําน
เยื่อบุลําไส๎กลับเข๎าสูํระบบไหวเวียนทางหลอดเลือดดําปอร์ตัลโดยจับกับแอลบูมิน เกลือน้ําดีกลับเข๎าสูํ
ตับโดย Na-cotransport เชํนเดียวกับที่ลําไส๎ เกลือน้ําดีในรํางกายรวมกันทั้งหมดมีประมาณ 2-4 
กรัม แตํเกลือน้ําดีจะมีการไหลเวียนระหวํางตับและลําไส๎ประมาณวันละ 4 -12 ครั้งตํอวัน คือ 
ประมาณ 2-3 รอบตํออาหารแตํละมื้อ ทําให๎มีเกลือน้ําดีผํานลําไส๎มากกวําวันละ 30 กรัม แตํในคน
ปกติจะมีเกลือน้ําดีถูกขับออกทางอุจจาระเพียงประมาณวันละ 0.2 -0.6 กรัม ซึ่ งแสดงถึง
ความสามารถในการดูดกลับเกลือน้ําดีของลําไส๎และความสําคัญของ enterohepatic circulation ที่
ทําให๎นําเกลือน้ําดีกลับมาใช๎ได๎ใหมํ 
  การนําเกลือน้ําดีกลับเข๎าสูํเซลล์เป็นการขนสํงแบบ Na-cotransport โปรตีนที่ทําหน๎าที่ชื่อ 
Na-taurocholate cotransporter (NTCP) เป็น integral membrane protein ทําหน๎าที่apical 
membrane ของเซลล์เยื่อบุลําไส๎และที่ sinusoidal membrane ของเซลล์ตับNTCP ในคนไข๎บาง
รายที่มีอาการท๎องเดินโดยไมํทราบสาเหตุ พบวํามี mutation ของโปรตีนนี้ทําให๎การดูดกลับเกลือ
น้ําดีเสีย ทําให๎มีเกลือน้ําดีค๎างอยูํใน distal intestine มากซึ่งอาจเป็นสาเหตุของการท๎องเดิน 
  ตับทําหน๎าที่สังเคราะห์เกลือน้ําดีขึ้นมาชดเชยปริมาณที่เสียไปทางอุจจาระ ถ๎ารํางกายเสีย
เกลือน้ําดีไปมาก เชํน การดูดกลับที่ลําไส๎น๎อยลง เกลือน้ําดีกลับเข๎าสูํตับน๎อย เสียไปทางอุจจาระมาก 
ตับก็จะสลายโคเลสเตอรอลเพ่ือสังเคราะห์เป็นเกลือน้ําดีมากขึ้น ดังนั้น จึงได๎มีนําวิธีการนี้มาใช๎ลด
ระดับโคเลสเตอรอลในเลือดโดยการให๎สารบางอยํางที่ขัดขวางการดูดกลับของเกลือน้ําดี เชํน 
cholestyramine ซึ่งเป็น anion-exchange resin ชนิดหนึ่ง สามารถจับเกลือน้ําดีไว๎และถูกขับทิ้ง
ทางอุจจาระ สารในธรรมชาติที่ออกฤทธิ์ทํานองเดียวกัน คือ dietary fiber ทําให๎เกลือน้ําดีไมํถูกดูด
กลับซึ่งถ๎ามีมากในอาหารจะชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด 
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2.5 รายละเอียดเกี่ยวกับแบคเทอริโอซิน (23) 
 แบคเทอริโอซินหมายถึงเปปไทด์หรือโปรตีนที่สังเคราะห์จากไรโบโซม และมีฤทธิ์ในการยับยั้ง
แบคทีเรีย แบคเทอริโอซินแตกตํางจากสารปฏิชีวนะ (Antibiotics) คือแบคเทอริโอซินมีฤทธิ์การ
ยับยั้งแคบและเป็นพิษกับแบคทีเรียที่มีความสัมพันธ์ใกล๎เคียงกัน แบคเทอริโอซินสามารถสร๎างได๎จาก
แบคทีเรียกลุํมแกรมลบและแกรมบวกหลายสปีชีส์ แตํแบคเทอริโอซินที่สร๎างจากกลุํมแบคทีเรียกรด
แลคติก (Lactic acid bacteria) กลับเป็นที่ได๎รับความสนใจมากท่ีสุด  
 แบคทีเรียแลคติก เป็นแบคทีเรียแกรมบวก มีรูปรํางกลม (cocci) หรือทํอน (rods) ไมํสร๎างสปอร์ 
เป็นพวก microaerophilic หรือ facultative anaerobe ไมํมีไซโตโครม (cytochrome) ไมํสร๎าง
เอนไซม์คะตะเลส (catalase) และมีคํา G+C content น๎อยกวํา 55 mol % ประกอบด๎วยจีนัสตํางๆ 
ได๎แกํ Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, 
Lactobacillus, Weissella,Aerococcus, Vagococcus, Oenococcus, Carnobacterium และ
Tetragenococcusแบคทีเรียกรดแลคติกจะเปลี่ยนอาหารที่มีน้ําตาลให๎เป็นกรดแลคติกประมาณ 50 
% และผลิตภัณฑ์อ่ืน เชํน ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ไดอะเซทิล อะเซโทอินและกรดอินทรีย์ แบคทีเรีย
กรดแลคติกได๎รับการยอมรับวําเป็นแบคทีเรียที่ปลอดภัย (generally recognized as safe 
bacteria, GRAS status) และมักใช๎ในการหมักอาหารและถนอมอาหาร ซึ่งอาจหมักตามธรรมชาติ
โดยใช๎แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีอยูํในวัตถุดิบหรืออาจเติมแบคทีเรียกรดแลคติกในรูปเชื้อตั้งต๎น 
(starter culture) เติมลงในอาหารภายใต๎ภาวะควบคุม ตัวอยํางของจีนัสที่ใช๎เป็นเชื้อตั้งต๎นใน
กระบวนการหมักผลิตภัณฑ์นม เนื้อ และผัก ได๎แกํ Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, 
Leuconostoc, Lactobacillus และ Carnobacterium 
 กลุํมแบคทีเรียกรดแลคติกที่สร๎างแบคเทอริโอซินได๎มักแยกมาจากอาหาร ดังนั้นจึงเหมาะที่จะ
นํามาใช๎ในการประยุกต์ทางด๎านอาหาร การสร๎างแบคเทอริโอซินนี้มีข๎อดีแกํแบคทีเรียกรดแลคติกเอง
คือแบคเทอริโอซินสามารถฆําหรือยับยั้งแบคทีเรียอื่นท่ีอยูํในแหลํงอาหารนั้นๆ ดังภาพที่ 2.3 แบคเทอ
ริโอซินที่สร๎างขึ้นโดยแบคทีเรียกรดแลคติกบางชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งคํอนข๎างกว๎าง การนําแบคเทอริ
โอซินไปใช๎ในอุตสาหกรรมอาหารจะชํวยลดการใช๎สารกันเสียที่เป็นสารเคมี รวมทั้งลดการใช๎ความ
ร๎อน ทําให๎อาหารยังคงอุดมไปด๎วยคุณคําของสารอาหาร ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งที่ผู๎บริโภคต๎องการ
เนื่องจากมีความปลอดภัย มีรสชาติสดใหมํ และพร๎อมรับประทาน 
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ภาพที่ 2.3 แบคทีเรียแลคติกสามารถสร๎างสารยับยั้งเชื้อแบคทีเรียได๎หลายชนิด รวมทั้งแบคเทอริโอ-

ซินซึ่งจะให๎ผลยับยั้งแบคทีเรียที่เกี่ยวข๎องเชื้อที่ผลิตแบคเทอริโอซินจะทําให๎เกิดบริเวณ
ยับยั้งกับแบคทีเรียที่ใช๎ทดสอบ (23) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.4 โครงสร๎างของไนซิน (23) 
 

 แบคเทอริโอซินบางชนิดที่มีฤทธิ์กว๎าง เชํน ไนซิน จะมีประสิทธิภาพในการใช๎มากกวํา โดยพบวํา 
ไนซินมีผลในการยับยั้งแบคทีเรียกลุํมแกรมบวกได๎หลายชนิด รวมถึงกลุํมที่กํอโรคด๎วย ซึ่งมักจะกํอโรค
ในอาหารกระป๋องและผลิตภัณฑ์นม โดยเฉพาะผลิตภัณฑ์นมที่นํามาแปรรูปเป็นเนย ซึ่งความร๎อนที่ใช๎
ในการฆําเชื้อจะแพรํผํานได๎ลําบาก ในขณะที่แบคเทอริโอซินที่มีฤทธิ์แคบก็สามารถยับยั้งเชื้อเฉพาะ
กลุํม โดยเฉพาะเชื้อแบคทีเรียที่กํอโรคในอาหาร เชํน Listeria monocytogenes โดยไมํกํอให๎เกิด
อันตรายกับเชื้อประจําถิ่นชนิดอื่น 
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 แบคเทอริโอซินที่สร๎างจากแบคทีเรียแลคติกนั้นมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการนํามาใช๎เป็นสารกัน
เสียในอาหาร กลําวคือ 
 1) เป็นที่ยอมรับวําเป็นสารที่ปลอดภัย 
 2) ไมํเป็นพิษตํอเซลล์ยูคาริโอต 
 3) สามารถถูกยับยั้งได๎ด๎วยน้ํายํอยประเภทโปรติเอส จึงมีผลน๎อยมากกับแบคทีเรียที่อยูํในระบบ
ทางเดินอาหาร 
 4) มักจะทนตํอ pH และความร๎อน 
 5) บางชนิดมีฤทธิ์ในการยับยั้งกว๎าง สามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกํอโรคและแบคทีเรียที่ทําให๎เกิด
การเนําเสียในอาหาร เชํน L.monocytogenesและ Clostridium botulinum 
 6) มักถูกควบคุมการสร๎างโดยพลาสมิด จึงงํายตํอการทํา genetic manipulation 
 7) ชํวยให๎ผลิตภัณฑ์อาหารมีคุณภาพดีข้ึน เชํน เพ่ิมความปลอดภัย และรสชาติดีขึ้น 
 8) มีแอคติวิตีจําเพาะ (specific activity) สูง  
 การประยุกต์ใช๎แบคเทอริโอซินเป็นสารกันเสียในอาหาร มีข๎อดีหลายประการ คือ 
 1) ชํวยยืดอายุการเก็บของอาหาร 
 2) ชํวยในการรักษาอาหารที่อุณหภูมิตํางๆ 
 3) ลดความเสี่ยงจากการแพรํกระจายของเชื้อกํอโรคในอาหาร 
 4) ลดคําใช๎จํายจากการเนําเสียของอาหาร 
 5) ลดการใช๎สารเคมีในการถนอมอาหาร 
 6) ชํวยลดการใช๎ความร๎อนในการทําลายเชื้อในอาหาร ทําให๎รักษาคุณคําของสารอาหารและ
วิตามินในอาหาร 
 7) เป็นที่ต๎องการของโรงงานและผู๎บริโภค โดยแนวที่โรงงานอุตสาหกรรมอาหารในยุโรปนิยมใน
ปัจจุบัน คือ ไมํใช๎สารปรุงแตํง ลดกระบวนการแปรรูปอาหาร เพ่ือให๎อาหารสดใหมํ 
 2.5.1 การจัดจําแนกแบคเทอริโอซินที่สร๎างจากแบคทีเรียแลคติก 
  แบคเทอริโอซินแตกตํางจากสารปฏิชีวนะจําพวกเปปไทด์อ่ืน คือสร๎างมาจากไรโบโซม 
(ribosomally synthesized) และจัดเป็นเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolites) รวมทั้ง
ยีนที่เกี่ยวข๎องกับการสร๎างจะพบเป็นคลัสเตอร์ (cluster) ในโอเปอรอน ในปัจจุบันมีการจัดจําแนกแบ
คเทอริโอซินออกเป็น 4 class ซึ่งสํวนใหญํแบคเทอรโิอซินที่พบมักจัดอยูํใน Class I และClass II 
  1) Class I 
   Class I มีโครงสร๎างเป็นเปปไทด์ ที่ทนความร๎อนและมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (น๎อยกวํา 5 
กิโลดาลตัน) ซึ่งหลังจากผํานกระบวนการแปลรหัสแล๎ว จะเข๎ารวมตัวกับกรดอะมิโนแลนไธโอนีน 
(Lanthionine, Lan) ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่มีไธโออีเทอร์ (Thioether) อยูํในโมเลกุล และเมธิลแลนไธ-
โอนีน (Methyllanthionine, MeLan) ในบางครั้งจึงเรียก class I นี้วําแลนติไบโอติก (Lantibiotics) 
   แลนติไบโอติกมักแบํงออกเป็น 2 type หรือ 2 subclass โดยอาศัยความคล๎ายคลึงกัน
ทางโครงสร๎างเป็นหลักคือ type A หรือ subclass Ia ซึ่งเป็นสารที่มีโครงสร๎างเป็นเปปไทด์ที่มีประจุ
เป็นบวก มีสายยาว ไมํคงรูป และออกฤทธิ์โดยทําให๎เกิดรูที่เยื่อหุ๎มเซลล์ของแบคทีเรียบางสปีชีส์
ตัวอยํางของกลุํมนี้คือไนซิน อีกกลุํมหนึ่งคือ type B หรือ subclass Ib มีโครงสร๎างเป็นเปปไทด์ที่เป็น
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ก๎อน (Globular) ซึ่งคงรูป และมีประจุลบหรือไมํมีประจุ มีฤทธิ์ในการรบกวนการทํางานของเอนไซม์
ที่จําเป็นตํอเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียบางชนิด ตัวอยํางของกลุํมนี้คือ เมอซาซิดิน (Mersacidin) ซึ่ง
ออกฤทธิ์รบกวนการสร๎างผนังเซลล์โดยการเข๎าเชื่อมตํอกับสารตั้งต๎นในการสร๎าง เปปติโดไกลแคน 
(Peptidoglycan) ทําให๎แบคทีเรียไมํสามารถสร๎างผนังเซลล์ได๎อยํางไรก็ตามเมื่อเร็วๆ นี้ได๎มีการ
จําแนก subclass ของแลนติไบโอติกเพ่ิมขึ้นโดยอาศัยกลไกการออกฤทธิ์ซึ่งมักจะเกิดความสับสน
เนื่องจากสารบางชนิดสามารถออกฤทธิ์ได๎หลายแบบ เชํน สามารถทําให๎เกิดรู และยับยั้งการสร๎างผนัง
เซลล์ในบางครั้งจึงแบํงแลนติไบโอติกออกเป็น 11 subclass โดยอาศัยความคล๎ายคลึงกันของ
โครงสร๎างทางเปปไทด์ ซึ่งแตํละกลุํมมีชื่อดังนี้คือ ไนซิน (Nisin) อีพิเดอมิน (Epidermin) สเตรปติน 
(Streptin) เปป 5 (pep 5) แลคติซิน 481 (Lacticin 481) เมอซาซิดิน (Mersacidin) แอลทีเอ็นเอ 2 
(LtnA 2) ไซโตไลซิน (Cytolysin) แลคโตซิน S (Lactocin S) ซินนามัยซิน (Cinnamycin) และ ซับ
แลนซิน (Sublancin) 
  2) Class II 
   Class II มีโครงสร๎างเป็นเปปไทด์ที่ทนความร๎อนและมีน้ําหนักโมเลกุลต่ํา (น๎อยกวํา 10 
กิโลดาลตัน) แตํไมํมีอนุพันธ์ของกรดอะมิโนแลนไธโอนีน ปัจจุบันที่พบมากมี2 subclass คือ 
subclass IIa มีชื่อวํา pediocin-like (หรือเรียกวํา Listeria-active) และ subclass IIb หรือ แบ
คเทอริโอซินที่มี 2 องค์ประกอบ (Two-component bacteriocins) ใน class IIa ตัวที่มีการศึกษา
มากทีสุ่ด คือ เพดดิโอซิน AcH/PA-1 สารที่จัดอยูํในกลุํมนี้มีความคล๎ายคลึงกันทางลําดับของกรดอะมิ
โน 40-60 % โดยบริเวณ N-terminal ของโครงสร๎าง จะมีลําดับของกรดอะมิโนเป็น 
YGNGVXCXXXXCXV หรือเรียกวํา pediocin box ตํอกับกรดอะมิโนซีสเตอีน 2 ตัว ด๎วยพันธะได
ซัลไฟด์ (disulphide bridge)subclass IIa ปัจจุบันได๎รับความสนใจมากเนื่องจากฤทธิ์ในการยับยั้งไมํ
กว๎างเหมือนไนซิน โดยจะยับยั้งเฉพาะเชื้อ Listeriaเทํานั้น จึงไมํยับยั้งเชื้อตั้งต๎นที่ใช๎ในหมักอาหาร 
แตํอยํางไรก็ตามข๎อจํากัดก็คือไมํสามารถยับยั้งเชื้อกํอโรคชนิดนี้ได๎อยํางสมบูรณ์ ในอาหาร subclass 
IIb หมายถึงแบคเทอริโอซินที่มีโครงสร๎างประกอบด๎วยองค์ประกอบ 2 สํวน ประกอบด๎วยเปปไทด์ 2 
ชนิดที่ทํางานเสริมฤทธิ์กันถ๎าเหลือตัวใดตัวหนึ่งมักจะไมํมีแอคติวิตีหรือมีแอคติวิตีเหลือเล็กน๎อยเทํานั้น 
ตัวอยํางของกลุํมนี้ คือ แลคตาซินเอฟ (Lactacin F)และแลคโตคอกซินจี (Lactococcin G) 
นอกจากนี้ยังมี subclass IIc (Sec-dependent bacteriocins) ตัวอยํางเชํน อะซิโดซิน B (Aidocin 
B) ไดเวอจิซิน A (Divergicin A) แบคเทอริโอซิน 31 และเอนเทอโรซิน P (Enterocin P) และ 
subclass IId ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนที่แตกตํางจาก subclass อ่ืน ตัวอยํางเชํน แลคโตคอกซิน A และ 
B ไดอะเซติน B (Diacetin B) อะซิโดซิน 8912 (Acidocin 8912) เป็นต๎น 
  3) Class III 
   Class III ประกอบด๎วยแบคเทอริโอซินขนาดใหญํ ไมํทนความร๎อน จึงแตกตํางจาก 
class I และ II ตัวอยํางของกลุํมนี้ คือ เฮลเวติซิน J (Helveticin J) และเอนเทอโรไลซิน A 
(Enterolysin A) 
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  4) Class IV 
   Klaenhammer (1993) ได๎เสนอให๎มีการแบํงกลุํมแบคเทอริโอซินเพ่ิมขึ้นอีก 1 class 
คือclass IV ซึ่งแบคเทอริโอซินในกลุํมนี้จะมีหมูํกลูซิดิค (Glucidic) และ/หรือลิปิดในโครงสร๎างด๎วย
นอกเหนือจากสํวนที่เป็นโปรตีน ตัวอยํางของแบคเทอริโอซินกลุํมนี้ เชํน ลิวโคซิน S (Leucocin S) 
และแลคโตซิน 27 ซึ่งจะมีสํวนของไกลโคโปรตีนในโครงสร๎าง หรือมีเซ็นเทอริซิน 52 (Mesenterocin 
52) ซึ่งจะพบสํวนของลิโพโปรตีนในโครงสร๎าง เป็นต๎น 
 2.5.2 กลไกการออกฤทธิ์ 
  แบคเทอริโอซินที่สร๎างจากแบคทีเรียแลคติก มีกลไกในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ได๎แตกตําง
กันโดยทั่วไปมักออกฤทธิ์ตํอเยื่อหุ๎มเซลล์ ไนซินเป็นสารที่มีแอคติวิตีตํอเชื้อในกลุํมแกรมบวกเป็นสํวน
ใหญํโดยการยับยั้งการงอกของสปอร์ของ Bacillus spp. และClostridium spp. ในทางกลับกันแลค
โตคอกซิน A (Lactococcin A) มีฤทธิ์คํอนข๎างแคบ สามารถยับยั้งเฉพาะกลุํม Lactococci     แบค-
เทอริโอซินจะเข๎าสูํเยื่อหุ๎มเซลล์เป้าหมายโดยอาศัยแรง electrostatic และแบคเทอริโอซินสํวนใหญํ
จะเหนี่ยวนําให๎เกิดรูบนเยื่อหุ๎มเซลล์ของจุลินทรีย์เป้าหมาย โดยกลไกการออกฤทธิ์ของแบคเทอริ
โอซินที่มีการศึกษามากที่สุดคือ ไนซิน ซึ่งไนซินจะทําให๎เกิดรูและขัดขวางกระบวนการ proton 
motive force รวมทั้งรบกวนสมดุลของ pH เป็นผลให๎เกิดการรั่วไหลของไอออน และการสลายตัว
ของ ATP ทําให๎เซลล์เกิดการตายที่สุด นอกจากนี้ยังมีแลนติไบโอติกอ่ืนที่ทําให๎เกิดรูบนเยื่อหุ๎ม เซลล์ 
ได๎แกํ แลคติซิน 3147 เปป 5 ซับทิลิน และอีพิเดอมิน อยํางไรก็ตามไนซินยังชํวยรบกวนการสร๎างผนัง
เซลล์ด๎วย ซึ่งกลไกการทํางานของไนซินทั้งสองนี้ สามารถออกฤทธิ์ได๎ที่ความเข๎มข๎นในระดับนาโนโม
ลาร์ (nM) เทํานั้น 
  แบคเทอริโอซิน class II จะออกฤทธิ์โดยการสร๎างรูบนเยื่อหุ๎มเซลล์เชํนกัน เป็นผลให๎เกิด
การแยกตัวของเยื่อหุ๎มเซลล์เกิดการรั่วไหลของกรดอะมิโนและไอออน รวมทั้ง ATP ภายในเซลล์การ
นําแบคเทอริโอซินไปใช๎ในการปรับปรุงความปลอดภัยในอาหาร 
  แบคเทอริโอซินจะชํวยในการปรับปรุงความปลอดภัยในอาหารและลดการป่วยอัน
เนื่องมาจากอาหารเป็นพิษ การใช๎แบคเทอริโอซินมักใช๎เป็นตัวเสริมในภายหลังเพ่ือป้องกันโรคอาหาร
เป็นพิษเทํานั้นโดยทั่วไปการควบคุมการผลิตอาหารในโรงงานอุตสาหกรรมควรจะมีระบบที่ป้องกัน
หรือลดจํานวนการปนเปื้อนของแบคทีเรีย ทั้งนี้รวมถึงการมีระบบสุขาภิบาล สุขอนามัย และการ
จัดการที่ดี (Good manufacturing practices) ซึ่งครอบคลุมถึงกระบวนการตั้งแตํการคัดเลือก
วัตถุดิบ บริเวณโรงงานผลิต ควบคุมผลิตภัณฑ์อาหาร รวมทั้งอนามัยสํวนบุคคล นอกจากนี้การ
ควบคุมความปลอดภัยของอาหารโดยอาศัยหลักการพ้ืนฐานของ Hazard Analysis Critical Control 
Point (HACCP) นั้น จะวัดจากการที่โรงงานสามารถจําแนก ประเมิน และควบคุมระบบอันตรายที่
สํงผลถึงความปลอดภัยในอาหาร อยํางไรก็ตาม ถึงแม๎วําจะมีระบบควบคุมที่เครํงครัด แตํการระบาด
ของโรคอาหารเป็นพิษก็ยังคงพบได๎ทั่วไป จากรายงานของ Council for Agricultural Science and 
Technology พบวํามีผู๎ป่วยจากโรคติดเชื้อที่มากับอาหาร 6.5-33 ล๎านคน และมีการตายถึง 9,000 
รายตํอปี ในจํานวนนี้โรคติดเชื้อที่เกิดจาก L. monocytogenes นับวํามีความสําคัญมาก เชื้อชนิดนี้
จะปนเปื้อนในโรงงานผลิตภัณฑ์อาหารและสํงผลร๎ายตํอผู๎บริโภค โดยเฉพาะหญิงมีครรภ์ทารก ผู๎ป่วย
ที่มีภูมิคุ๎มกันอํอนแอ L. monocytogenes นี้พบทั่วไปในสิ่งแวดล๎อม สามารถรอดชีวิตได๎ในอุณหภูมิ
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ตู๎เย็นและที่ความเข๎มข๎นของเกลือสูง รายงานในประเทศเวลส์และอังกฤษพบผู๎ป่วยที่เป็นโรคจากเชื้อนี้
194 คนในปี2000 และตาย 68 คน นอกจากนี้ในประเทศสหรัฐอเมริกายังพบผู๎ป่วยประมาณ 2,500 
คน และทําให๎เกิดการตาย 500 คนตํอปี จึงจําเป็นต๎องมีการควบคุมเชื้อ ซึ่งแบคเทอริโอซินจะเข๎ามามี
บทบาท นอกจาก L. monocytogenes แล๎วยังมีเชื้อกํอโรคในกลุํมแกรมลบที่ทําให๎เกิดโรคอาหาร
เป็นพิษ เชํน Escherichia coli VTEC 0157, CampylobacterและSalmonella ถึงแม๎วําฤทธิ์ของ
แบคเทอริโอซินจะไมํสามารถทําลายผนังเซลล์ของกลุํมแกรมลบได๎อยํางสมบูรณ์ แตํสามารถใช๎รํวมกับ
กรรมวิธีอ่ืน เชํน การใช๎ความดันสูง (High Hydrostatic Pressure, HHP) เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพใน
การทําลายเชื้อ หรือใช๎รํวมกับกรดแลคติกที่ความเข๎มข๎นสูงจะสํงผลให๎มีประสิทธิภาพในการทําลาย
เชื้อในกลุํมแกรมลบ เชํน Salmonella anatum ที่พบมากในแหนม ถูกทําลายได๎เร็วขึ้น ดังนั้นแบ
คเทอริโอซินสามารถนําไปประยุกต์ใช๎ในการยับยั้งจุลินทรีย์กํอโรคและพวกที่กํอให๎เกิดการเนําเสียใน
อาหาร โดยเฉพาะจะเข๎าไปมีบทบาทในการควบคุมการปนเปื้อนภายหลังกระบวนการผลิต 
  แบคเทอริโอซินได๎เข๎ามามีบทบาทอยํางน๎อย 3 ทางในการควบคุมความปลอดภัยในอาหาร
คือ การใช๎แบคเทอริโอซินที่บริสุทธิ์หรือบริสุทธิ์บางสํวนในการเติมเป็นสํวนประกอบหนึ่งในอาหาร 
การใช๎สายพันธุ์ของเชื้อที่สร๎างแบคเทอริโอซิน ผสมกับองค์ประกอบที่ใช๎เตรียมอาหาร หรือการใช๎สาย
พันธุ์ที่สร๎างแบคเทอริโอซินแทนสายพันธุ์เดิมที่ใช๎เป็นเชื้อตั้งต๎นในอาหารหมัก 
  บทบาทของแบคเทอริโอซินในการควบคุมความปลอดภัยในอาหาร โดยอาจใช๎ในรูปการ
เติมเชื้อตั้งต๎นที่สามารถสร๎างแบคเทอริโอซินลงไปในอาหาร ให๎เป็นอาหารหมักหรือใช๎ในรูปสํวนผสมที่
เป็นผงเติมลงไปในอาหาร ซึ่งใช๎เติมได๎ทั้งในอาหารหมักและอาหารทั่วไป 
 2.5.3สรุป 
  ประโยชน์ของแบคเทอริโอซินนั้นเป็นที่รู๎จักกันมากวํา 1,000 ปีความรู๎เกี่ยวกับแบคเทอริ
โอซินชนิดอ่ืนที่มีประสิทธิภาพใกล๎เคียงกับไนซินสามารถนํามาประยุกต์ใช๎ในอาหารชนิดอ่ืน รวมทั้ง
นํามาใช๎ในการยับยั้งเชื้ออ่ืน การใช๎แบคเทอริโอซินนั้นเป็นที่ยอมรับของผู๎บริโภค เนื่องจากจะชํวยลด
การใช๎สารเคมีโดยอาจใช๎แบคเทอริโอซินรํวมกับสารที่ใช๎ถนอมอาหารทางธรรมชาติอ่ืน 
  ปัญหาที่พบในการใช๎แบคเทอริโอซินในการใช๎เป็นสารกันเสียในอาหาร คือ พบการ
พัฒนาการดื้อตํอแบคเทอริโอซิน ซึ่งการแก๎ไขปัญหานี้ทําได๎โดยการใช๎เชื้อตั้งต๎นที่สร๎างแบคเทอริโอซิน
หลายสายพันธุ์เชํน การใช๎สายพันธุ์ที่สร๎างเอนเทอโรซิน A รํวมกับสายพันธุ์ที่สร๎างเพดดิโอซิน PA-1 
เป็นต๎น 
  ปัจจุบันได๎มีการประยุกต์ใช๎อนุพันธ์ของแบคเทอริโอซินที่มีการปรับปรุงทางพันธุวิศวกรรม
มาใช๎ในอุตสาหกรรมอาหาร โดยเทคนิคดังกลําวสามารถเพ่ิมความเสถียรและเพ่ิมการสร๎างแบคเทอริ
โอซินให๎มากขึ้น ตัวอยํางเชํน การเปลี่ยนกรดอะมิโนในโครงสร๎างของไนซิน Z โดยเปลี่ยนจากเมไธ
โอนีนที่ตําแหนํง 21 เป็นไลซีน พบวําสามารถเพ่ิมการละลายของเปปไทด์ที่ pH 8 ให๎เพ่ิมขึ้น 5 เทํา 
เมื่อเทียบกับไนซิน Z เดิม รวมทั้งชํวยเพ่ิมประสิทธิภาพการทําลายเชื้อแบคทีเรียแกรมลบในอาหาร 
ซึ่งทั้งเนื้อของอาหารและกระบวนการผลิตล๎วนมีผลตํอแอคติวิตีและความเสถียรของแบคเทอริโอซิน 
การสร๎างอนุพันธ์ของแบคเทอริโอซินชนิดใหมํจะชํวยเพ่ิมคุณสมบัติดังกลําวให๎ดีขึ้น และสํงผลดีตํอ
ผู๎บริโภคตามมา 
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2.6 รายละเอียดเกี่ยวกับงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 การลดปริมาณโคเลสเตอรอล (Cholesterol) ในเลือดโพรไบโอติกบางสายพันธุ์ เชํน
Lactobacillus, Clostridium, Bacteroides และ Bifidobacterium เป็นต๎นสามารถสร๎างเอนไซม์
ไบล์ซอลต์ไฮโดรเลส (Bile Salt Hydrolase; BSH) ซึ่งทําให๎น้ําดี (Bile) แตกตัวออกเป็นกรดน้ําดี
อิสระและกรดอะมิโนสํงผลให๎ประสิทธิภาพการละลายไขมันลดลงเนื่องจากกรดน้ําดีอิสระมี
ประสิทธิภาพการละลายไขมันต่ํากวําน้ําดีนอกจากนั้นกรดน้ําดีอิสระสํวนใหญํยังถูกขับออกจาก
รํางกายไปพร๎อมกับมูลดังนั้นเพ่ือให๎รํางกายสามารถดูดซึมไขมันไปใช๎ได๎อยํางมีประสิทธิภาพจึงมีการ
นําโคเลสเตอรอลมาใช๎ในการสังเคราะห์น้ําดีขึ้นมาใหมํเป็นผลให๎ระดับโคเลสเตอรอลลดลง (25) 
 ผลการทดลองนี้สอดคล๎องกับรุจา (2544) ที่ได๎ทําการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติก 8 สายพันธุ์
ได๎แกํ Lact.buchneriA11, Lact. sakeA14, Lact. plantarumC01, Lact. plantarumK01, Ent. 
faeciumKUPB20, Ped.dextranicusD01, Ped. dextranicusT09 และ              Leuc. 
paramesenteroides T05 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มีความเข๎มข๎นของน้ําดี 1 และ4 % 
(น้ําหนักตํอปริมาตร) ซึ่งเป็นความเข๎มข๎นระดับใกล๎เคียงกับน้ําดีภายในกระเพาะพักของไกํหลังจาก
นําไปบํมที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ เป็นเวลา 48 ชั่วโมงพบวําทุกสายพันธุ์สามารถเจริญได๎ในอาหารเหลวที่มี
น้ําดีทั้งสองความเข๎มข๎นถึงแม๎วํากลไกความทนทานตํอน้ําดีของ Lactobacilli จะไมํเป็นที่เข๎าใจมาก
นักแตํสันนิษฐานวําอาจเนื่องจากกิจกรรมของเอนไซม์ไบล์ซอลต์ไฮโดรเลส (bile salt hydrolase, 
BSH) ซึ่งแบคทีเรียหลายสายพันธุ์รวมทั้ง Lactobacillus สร๎างขึ้นมาทําให๎เกิดการแตกตัวของน้ําดี
ออกเป็นกรดน้ําดีและกรดอะมิโนสํงผลให๎ความสามารถในการละลายและทําให๎การทํางานของน้ําดี
อํอนฤทธิ์ลง(26)จึงไมํสามารถทําลายไขมันที่เป็นสํวนประกอบผนังเซลล์ของแบคทีเรียได๎จึงทําให๎
แบคทีเรียสามารถดํารงชีวิตอยูํในสภาวะที่มีน้ําดีได๎ 
 Morovský และคณะ (1998) ได๎รายงานวําพบเชื้อ Enterococcus faecium BC25 สามารถ
สร๎าง Enterocin BC25 ซึ่งเชื้อดังกลําวแยกได๎จากกระเพาะอาหารของวัว Enterocin BC25 และเชื้อ
ดังกลําวสามารถต๎านเชื้อ Streptococcus bovis AO 24/85 ที่ความเข๎มข๎นมากกวํา 125 AU/ml 
(27) 
 Morovský และคณะ (2001) ได๎รายงานวําพบเชื้อ Ent.faecium BC25 สามารถสร๎าง 
Enterocin BC25มีลําดับเบสที่คล๎ายคลึงกันมากกับยีน Enterocin A และเชื้อดังกลําวสามารถต๎าน
เชื้อกลุํม Streptococci และ Enterococci (28) 
 Viola และคณะ (2007) ได๎รายงานพบวําเชื้อแบคทีเรีย Ent.faecium EF55 ที่แยกได๎จากลําไส๎
ของไกํมีการสร๎าง Enterocin ชนิด A และ P (37) 
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มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 

บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณ์และวิธีการด้าเนินการวิจัย 

 
 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ 
 3.1.1 แบคทีเรียกรดแลคติก 
  แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีนํามาศึกษาได๎มาจากที่เก็บรักษาไว๎ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์และที่
ได๎มาจาก BIOTEC Culture-collection (BCC) ดังแสดงในตารางที่ 3.1  
 
ตารางท่ี 3.1 แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีนํามาใช๎ในการศึกษา 

แบคทีเรียกรดแลคติก แหล่งที่มาของเชื อแบคทีเรีย 
Pediococcus pentosaceus 1 L14/1 (L14/1)  

 

 

Ped.acidilactici L25 (L25)  
Lactobacillus  plantarum(L26) 
L. lactis C3 
Enterococcus faecium N 15 (N15) 
Candida albicans TISTR5779 
L. lactis  BCC19567  

  BIOTEC Culture collection     
(BCC) 

Ped. pentosaceus BCC38100 
Lact. plantarumBCC47648 
Ent. faecium BCC38124 

  
 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง/อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Mann Rogosa Sharpe (MRS) ใช๎สําหรับ
เพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติก 
 3.1.3 สารเคมี 
 1) สารเคมีสําหรับการย๎อมสีแบบแกรม 
  1.1) Crystal violet เป็นสีย๎อมแรกในการย๎อมแบบแกรม (primary stain) 
  1.2) Iodine ชํวยในการติดสีย๎อมได๎ดีขึ้น (mordant) 
  1.3) 95 % Alcohol เป็น decolorize ในการล๎างสี 
  1.4) Safranin O เป็นสีที่สองในการย๎อมแกรม (counter stain) 
 2) สารเคมีสําหรับการคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก 
  2.1) Glycerol (Merck, Germany) 
  2.2) 0.85 % NaCl (Merck, Germany) 
  2.3) Bromocresol purple ความเข๎มข๎น 0.004 % (w/v) (Merck, Germany) 
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  2.4) CaCO3 ความเข๎มข๎น 0.5 % (w/v) (Merck, Germany) 
 3) สารเคมีสําหรับเทคนิคการเพ่ิมขยายดีเอ็นเอด๎วยปฏิกิริยาลูกโซํพอลิเมอเรส 
(Polymerase chain reaction, PCR) เพ่ือตรวจหาชิ้นยีนที่สร๎างแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) 
  3.1) 10X buffer (i-Taq, Intron, Korea) 
  3.2) 25 mM MgCl2 (i-Taq, Intron, Korea) 
  3.3) Taq DNA polymerase (5ยูนิต/มค.ล.) (i-Taq, Intron, Korea) 
  3.4) 2 mM dNTPs (i-Taq, Intron, Korea) 
  3.5) 20 µMPrimers (i-Taq, Intron, Korea) ใช๎เพ่ือตรวจหายีนแบคเทอริโอซินดัง
แสดงในตารางที่ 3.2 
 
ตารางท่ี 3.2 ไพรเมอร์ที่ใช๎ในการตรวจหายีนแบคเทอริโอซิน (29) 

 
   3.6) 6X loading dye 
   3.7) Ethidium bromide (Merck, Germany) 
   3.8) ผงวุ๎นอะกาโรส (Difco, USA) 
   3.9) 10X TBE buffer (Tris base 108 กรัม, 0.5 M EDTA 40 มล., boric acid 55 
กรัม) (Merck, Germany) 
   3.10) 100-bp ladder (Vavitist, Malaysia) 
   3.11) น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ (i-Taq, Intron, Korea) 
  4) สารเคมีสําหรับการทดสอบการสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี (Bile salt-
hydrolase: BSH) 
   4.1) 0.5 % taurodeoxycholic acid (TDCA) (Merck, Germany) 
   4.2) Potassium phosphate buffer ที่ pH 6.5 (Merck, Germany) 
   4.3) 10 mM Dithiothreitol (DTT) (Merck, Germany) 

ยีน
เป้าหมาย 

ชื่อไพรเมอร์ ล้าดับเบส ขนาด(bp) 

 
Pediocin 

Sense, pedF 5’-GGTAAGGCTACCACTTGCAT-3’  
332 Anti-sense, 

pedR 
5’-CTACTAACGCTTGGCTGGCA-3’ 

 
Enterocin 

Sense, entAF 5’-GGGTACCACTCATAGTGGAA-3’  
412 Anti-sense, 

entAR 
5’-CCAGCAGTTCTTCCAATTTCA-3’ 

 
Nisin 

Sense, nisRF 5’-CTATGAAGTTGCGACGCATCA-3’  
608 Anti-sense, 

nisRR 
5’-CATGCCACTGATACCCAAGT-3’ 
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   4.4) Oxgall bile (Difco, USA) ความเข๎มข๎น 0.3 % (w/v) 
   4.5) Trichloroacetic acid (15 % w/v) (Merck, Germany) 
   4.6) 2 % ninhydrin (Merck, Germany) 
   4.7) Glycine (Merck, Germany) 
  5) สารเคมีสําหรับการทดสอบวัดระดับโคเลสเตอรอล 
   5.1) Horse serum, Donor herd Hybridoma test, Sterile filtered (Sigma-
Aldrich, USA) 
   5.2) Oxgall bile (Difco, USA) ความเข๎มข๎น 0.3 % (w/v) 
   5.3) 95 % ethanol (Merck, Germany) 
   5.4) 50 % KOH (Merck, Germany) 
   5.5) n-Hexane (Merck, Germany) 
   5.6) o-phthalaldehyde (Merck, Germany) 
   5.7) H2SO4 (Merck, Germany) 
   5.8) Glacial acetic acid (Lab-scan,Thailand) 
   5.9) สารละลายมาตรฐานโคเลสเตอรอลความเข๎มข๎น 181 มิลลิกรัม (มก.)/มิลลิลิตร 
(มล.)(Thermo, USA) 
  6) สารเคมีสําหรับการวินิจฉัยเชื้อ 
   6.1) ชุด API 50 CHL kit (Biomereux, France) 
 3.1.5 วัสดุอุปกรณ์ 
  1) จานเพาะเชื้อพลาสติก ขนาดเส๎นผําศูนย์กลาง 90 มิลลิเมตร (มม.)    
   
  2) Automatic pipettes ขนาด 100 200 และ 1,000 ไมโครลิตร (มค.ล.)   
  3) Tips    
  4) Cuvette ขนาดบรรจุ 1 มิลลิลิตร (มล.)  
  5) ขวด duran ขนาดบรรจุ 500 และ 1,000 มล.  
  6) หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 13x100, 25x150 มม.  
  7) Rack     
  8) Millipore filter ขนาดรูพรุน 0.45 ไมโครเมตร (มค.ล.)  
  9) ขวดใสํ 70 % alcohol พร๎อม alcohol  
  10) Needle และ loop  
  11) ตะเกียง alcohol พร๎อม 90 % alcohol  
  12) เครื่องปรับเทียบความขํุน Mcfarland No. 0.5  
  13) หลอดปั่นก๎นแหลม ขนาดบรรจุ 50 มล.  
  14) Candle jar พร๎อมเทียนไขสีขาว  
  15) ถุงมือ เบอร์ S  
  16) หลอดทดลองขนาด 13x100 มม.   
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  17) หลอดทดลองขนาด 12x75มม.  
  18) Spreader   
  19) ไม๎จิ้มฟัน   
  20) Slide    
  21) กระบะใสํน้ํายาฆําเชื้อ  
  22) ถาดใสํน้ําแข็งสําหรับทํา PCR  
  23) อาหารหมักดอง (แหนมปลาเค็มผักกาดดอง และผลไม๎ดอง)  
  24) Moist chamber No. 987  
  25) Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล.  
  26) Microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มล.  
 3.1.5 เครื่องมือ 
  1) Spectophotometer (Thermo spectronic GENESYS 20, USA)  
  2) Light microscroscope ชนิด compound (Olympus CH30, Japan)  
  3) Autoclave (Tomy-pressure steam sterilizer ES-315, Japan)  
  4) Refrigerated centrifuge (Thermo electron corporation, France)  
  5) Incubator (WTB BINDER KB, Germany)  
  6) Biological safety cabinet class 2 (Hareaus HERA safe, Germany)  
  7) Hot air oven (WTB BINDER FD, Germany)  
  8) Vortex mixer (VM 300, Taiwan)  
  9) Freezer (SANYO, Thailand)  
  10) Refrigerator (SANDEN Intercool, Thailand)  
  11) Water bath (Heto HMT-200, Denmark)  
  12) Sonicator (SONIC SVCCX 750, USA)  
  13) Gel electrophoresis apparatus (Amersham EPS 3501XL)  
  14) Gel documentation (SYNGENE)  
  15) PCR machine (Biorad iCycler Thermo cycler)  
  16) Stomacher (Seward 400, Canada)  
  17) Microwave (Sharp R351, Thailand)  
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3.2 วิธีการด้าเนินการวิจัย 
 3.2.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติก 
  1) จากเชื้อที่ได๎เก็บรักษาไว๎ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 
   1.1) หยดสารแขวนลอยแบคทีเรียกรดแลคติกแตํละสายพันธุ์ (ไอโซเลต) ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.1จาก 15% glycerol ที่เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิ -80 oซ ปริมาตร 100 มค.ล. ลงบนผิวหน๎า
อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS บริเวณกลางจานเพาะเชื้อแล๎วนําไปบํมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 oซ ใน
สภาวะที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % (candle jar) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง (ชม.) หรือจนกระทั่ง
ปรากฏโคโลนี 
   1.2) นําโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกในข๎อ 1.1) ไปขีดลงบนผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็ง MRS บํมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 oซ ในสภาวะเดิมข๎างต๎น 
   1.3) นําโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกในข๎อ 1.2) มายืนยันเชื้อด๎วยการย๎อมสีแบบแก
รม และทําการวินิจฉัยเชื้อเบื้องต๎นด๎วยการนําไปทดสอบเอนไซม์คะตะเลส ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติก
จะให๎ผลลบ 
   1.4) แยกเพาะเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกแตํละสายพันธุ์ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ปริมาตร 100 มค.ล. ในหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 13x100 มม. บํมเลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 37 oซ โดย
ไมํต๎องเขยําหลอดทดลองเป็นเวลา 24-48 ชม.จนกระทั่งอาหารเลี้ยงเชื้อขุํน (เชื้อเจริญ) 
   1.5) แยกแบํงเก็บสารแขวนลอยเชื้อใสํลงใน 15 % glycerol และเก็บรักษาไว๎ที่
อุณหภูมิ-30oซ 
  2) จากการคัดแยกกลุํมตัวอยํางจากธรรมชาติ ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์อาหารเสริม 
(29-30) 
   2.1) นําตัวอยํางจากธรรมชาติ ได๎แกํ นมแหนม มูลสัตว์ และอาหารเสริม ปริมาณ 25
กรัม ผสม 0.85 % NaCl ปริมาตร 225 มล. นํามาตีด๎วยเครื่องตีป่นอาหาร (Stomacher) 
   2.2) นําไปเจือจางที่ระดับ 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 จนมีระดับความเจือจางถึง 10-6 ด๎วย
0.85 % NaCl 
   2.3) ใช๎ปิเปตต์ดูดตัวอยํางปริมาตร 0.1 มล.จากระดับความเจือจาง 10-2 ถึง 10-6 ใสํลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS 
   2.4) เกลี่ยตัวอยํางให๎กระจายทั่วผิวหน๎าอาหารด๎วย แทํงแก๎วเกลี่ยเชื้อรูปตัวแอล 
(Sterile spreader รูป L) ที่ทําจากแทํงแก๎ว 
   2.5) นําไปบํมเลี้ ยงเชื้อที่ 37oซ เป็นเวลา 24-48 ชม. ในสภาวะที่ มีก๏าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% (candle jar) 
   2.6) คัดเลือกโคโลนีที่เจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS นําไปบํมเลี้ยงเชื้อที่ 37 oซ เป็น
เวลา 24-48 ชม. ในสภาวะที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % จนเกิดโคโลนีเดี่ยวๆ นําตัวอยํางโคโลนีที่
เกิดข้ึนไปตรวจสอบคุณสมบัติเบื้องต๎น โดยใช๎สมบัติการติดสีแกรม ทดสอบการผลิตเอนไซม์คะตะเลส  
 3.2.2 การทดสอบการสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี  
  1) การทดสอบเชิงคุณภาพ (31) 
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   1.1) นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่ต๎องการทดสอบมาทํา Replica Test ลงบนอาหารแข็ง 
MRS ที่ผสม 0.5 % taurodeoxycholic acid (TDCA) 
   1.2) นําไปบํมเลี้ยงเชื้อที่ 37 oซ เวลา 72 ชม.ในสภาวะที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
   1.3) ตรวจสอบวําเชื้อใดบ๎างที่สามารถเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลําว โดยเชื้อที่
สามารถสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีจะมีลักษณะสีขาวขุํนรอบโคโลนี 
 3.2.3 การตรวจหายีนแบคเทอริโอซิน (bacteriocins) 
  1) ขั้นตอนการเตรียมตัวอยําง (ดัดแปลงจาก 32-33) 
   1.1) นําแบคทีเรียแลคติกในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS (ประมาณ 1 loop) ที่อุณหภูมิ
37 oซข๎ามคืน มาใสํในน้ําปราศจากอิออน 100 มค.ล.vortexให๎เข๎ากัน แล๎วนําแชํแข็งที่ -20oซเวลา 
10 นาที จากนั้นนําไปต๎มในน้ําเดือดเป็นเวลา 5 นาที ทําซ้ํา 3 ครั้ง 
   1.2) นําไปปั่นเหวี่ยงในเครื่อง centrifuge ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตํอนาที เป็น
เวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิห๎อง 
  2) ขั้นตอนการทํา PCR 
   2.1) นําน้ํายา PCR ทั้งหมดวางที่ อุณหภูมิห๎องจนกวําจะละลาย ยกเว๎นเอนไซม์ 
TaqDNA polymerase 
   2.2) Label หลอด microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มล.สําหรับใช๎เป็นหลอด 
master mix 
   2.3) Label หลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มล.จํานวน 18 หลอด 
   2.4) นําหลอดทดลองทั้งหมดที่ label แล๎ว ใสํในตะแกรงวางหลอดทดลองที่แชํไว๎ใน
ถาดน้ําแข็งเพ่ือรักษาอุณหภูมิสํวนประกอบสําหรับทํา PCR ให๎เย็นอยูํเสมอ 
   2.5) คํานวณสํวนผสม PCR ทั้งหมด ตามจํานวนตัวอยํางดีเอ็นเอที่จะทําการตรวจ 
ยกเว๎นดีเอ็นเอแมํแบบดังแสดงตารางที่ 3.3 
 
ตารางท่ี 3.3 สํวนผสมที่ใช๎ในการทํา PCR (ดัดแปลงจาก 33) 

สาร ปริมาตร (มค.ล.) ความเข้มข้นสุดท้าย 
ดีเอ็นเอแมํแบบ 10 - 
10X buffer ทีม่ี 15 mM MgCl2 5 1X มี  1.5 mM MgCl2 
MgCl2(25 mM) 2 1 mM 
Taq DNA polymerase (5 ยูนิต/มค.ล.) 1.25 0.125 ยูนิต/มค.ล. 
2 mM dNTPs  4 200 µM 
20 µM Forward Primer 2 0.8 µM 
20 µM Reverse Primer 2 0.8 µM 
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 23.75 - 
รวม 50 - 
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30 รอบ 

   2.6) เติมสํวนผสม PCR ทั้งหมดลงในหลอด master mix (เติม Taq DNA 
polymerase หลังสุด) จากนั้นผสมสํวนผสมทั้งหมดให๎เข๎ากัน ด๎วย vortex mixer เบาๆ และปั่น
เหวี่ยงด๎วยความเร็วรอบสูงสุดประมาณ 10 วินาที (spin down) 
   2.7) แบํงสํวนผสม PCR ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนาด 0.2 มล.หลอดละ 
40 มค.ล. 
   2.8) เติมดีเอ็นเอแตํละตัวอยํางที่ต๎องการตรวจ10 มค.ล.ลงในหลอดทดลองแตํละหลอด 
(1 ตัวอยํางดีเอ็นเอตํอสํวนผสม PCR 1 หลอด) 
   2.9) ปั่นเหวี่ยงหลอดทดลองด๎วยความเร็วรอบสูงสุดประมาณ 10 วินาท ี
   2.10) นําหลอดทดลองใสํเครื่องควบคุมอุณหภูมิ และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช๎
อุณหภูมิและเวลาตํางๆดังตารางที่ 3.4 
   2.11) เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ให๎นําผลิตภัณฑ์ที่ได๎ (PCR product) ไปตรวจสอบแถบ
ดีเอ็นเอด๎วยการนําไปวิ่งในวุ๎นอะกาโรสภายใต๎กระแสไฟฟ้า (agarose gel electrophoresis) ดัง
แสดงรายละเอียดในข๎อ 3) และ 4) 
 
ตารางท่ี 3.4 สภาวะที่ใช๎ทํา PCR จํานวน 30 รอบ ประกอบด๎วย (33) 

ขั นตอน อุณหภูมิ (๐ซ) เวลา (วินาที) 
Initial denaturation 94 300 
Denaturation 94 60 
Annealing 55 30 
Extension  72 45 
Final extension 72 300 
 
  3) การเตรียมวุ๎นอะกาโรส (ดัดแปลงจาก 32, 34) 
   3.1) ชั่งผงวุ๎นอะกาโรสเจลน้ําหนัก 1 กรัม ลงใน 0.5X TBE buffer 
   3.2) นําไปเข๎าเครื่องไมโครเวฟ เพ่ือละลายผงวุ๎น จากนั้นตั้งทิ้งไว๎ให๎อํุน 
   3.3) เทใสํแมํพิมพ์ที่วางหวีไว๎แล๎ว จากนั้นปลํอยทิ้งให๎แข็งตัวแล๎วดึงหวีออก 
   3.4) นําวุ๎นอะกาโรสไปหลํอด๎วย 0.5X TBE buffer ในเครื่องวิ่งวุ๎นอะกาโรสภายใต๎
กระแสไฟฟ้า เพ่ือรอการโหลดตัวอยํางจากข๎อ 2) 
  4) การวิ่งวุ๎นอะกาโรสเจลภายใต๎กระแสไฟฟ้า 
   4.1) นําผลผลิตจากข๎อ 2) ปริมาตร 10 มค.ล.ผสมกับ 6X loading dye 2 มค.ล. บน
แผํนพาราฟิล์ม เพ่ือเตรียมตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด๎วยวิธีวิ่งในวุ๎นอะกาโรส 
   4.2) โหลดตัวอยํางลงในหลุม 1 % อะกาโรสที่เตรียมไว๎ในข๎อ 3) ซึ่งแชํอยูํใน       0.5X 
TBE ตั้งแตํหลุมที่ 5 ถึง 17 เมื่อโหลดตัวอยํางครบแล๎ว ให๎โหลดดีเอ็นเอมาตรฐาน (standard 
DNA)100-bp ladder 4 มค.ล.ลงในหลุมที่ 1 เพ่ือใช๎เปรียบเทียบกับขนาดดีเอ็นเอของตัวอยํางดัง
ภาพที่ 1 โหลด DNA 10 มค.ล.ลงในหลุมที่ 2 ถึงหลุม 17 และโหลด C. albicans TISTR 5779 ใน
หลุมที่ 18 เพ่ือใช๎เป็นตัวควบคุมผลลบ 
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ภาพที่ 3.1 แถบดีเอ็นเอของ 100-bp ladder (35) 
 

   4.3) ทํา electrophoresis โดยใช๎ความตํางศักย์คงที่ 100 โวลต์ เวลาประมาณ 40 
นาที หรือจนสีของ loading dye เคลื่อนที่ไป 2/3 ของเจล 
   4.4) เมื่อครบเวลาให๎นําเจลไปแชํในสารละลาย ethidium bromide 5 นาที เพ่ือย๎อม 
ดีเอ็นเอและล๎างในน้ํากลั่น 5-10 นาท ี
   4.5) บันทึกภาพผลการทดลองโดยใช๎ gel documentation โดยใช๎ C. albicans หรือ
น้ํากลั่นเป็นตัวควบคุมผลลบดังภาพที่ 3.2 
 

 
 
ภาพที่ 3.2 รูปแบบแถบยีนแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์จาก BCC ภายหลังจาก

การทํา PCR Lane 1: 100-bp ladder; lane 2: ยีนควบคุมการผลิต Pediocin ขนาด 
332 bp จาก Ped. pentosaceus BCC38100 ; lane 3: ยีนควบคุมการผลิต 
Enterocinขนาด 412 bp จาก Ent. faecium BCC38124; lane 4: ยีนควบคุมการ
ผลิต nisin ขนาด 608 bp จาก L. lactisBCC19567; lane 5: ตัวควบคุมผลลบจาก C. 
albicans ภายหลังจากทํา PCR (33) 
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 3.2.4 การวัดระดับโคเลสเตอรอล (5) 
  1) การเตรียมกราฟมาตรฐานของโคเลสเตอรอล 
   1.1) เตรียมสารละลายมาตรฐานโคเลสเตอรอลที่ความเข๎มข๎น 20, 40, 60, 80 และ 
120 มก./มล. จากโคเลสเตอรอลเข๎มข๎น 181 มก./มล. เพ่ือใช๎ในการเตรียมกราฟมาตรฐาน 
   1.2) เตรียมโคเลสเตอรอลที่ใช๎เป็นตัวควบคุมจากความเข๎มข๎น 128-173 มก./มล. โดย
ทําการเจือจางความเข๎มข๎นเป็น 30 เทํา 
   1.3) นําสารละลายโคเลสเตอรอลที่ใช๎ทํากราฟมาตรฐานและนําสารตัวควบคุมมาหา
ปริมาณโคเลสเตอรอลตามวิธีการของ Rudel and Morris (5) ดังมีรายละเอียดในข๎อ 2) 
   1.4) นําสารที่ได๎ไปวัดคําการดูดกลืนแสง (Optical density, OD) ที่ 550 นาโนเมตร 
(นม.) และนําคําการดูดกลืนแสงที่ได๎มาสร๎างกราฟโคเลสเตอรอลมาตรฐาน แล๎วนําสารละลาย
โคเลสเตอรอลที่ใช๎เป็นควบคุมมาทดสอบความเชื่อถือโดยได๎กราฟเส๎นตรง 
  2) การวัดระดับโคเลสเตอรอล 
   2.1) การเตรียมแบคทีเรียกรดแลคติกกํอนวัดระดับโคเลสเตอรอล 
    2.1.1) นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่ผํานเกณฑ์การคัดเลือกมาจากข๎อ 3.2.2 และ/
หรือ 3.2.3 
    2.1.2) ปรับเทียบความขุํนในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ให๎มีจํานวนเซลล์
ประมาณ 108CFU/ml ด๎วยการวัดคําดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 650 นม. ให๎มีคํา OD =0.5 
    2.1.3) แบํงชุดการทดลองออกเป็น 8 ชุดตํอเชื้อแบคทีเรีย 1 ชนิด ดังแสดงใน
ตารางที่ 3.5 
ตารางท่ี 3.5 สํวนผสมของอาหารเลี้ยงเชื้อเพ่ือทดสอบการลดลงของระดับโคเลสเตอรอล 

สํวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS 

(มล.) 
Cholesterol1

(มล.) 
สารแขวนลอย2

แบคทีเรีย (มล.) 
1.MRS 20 - - 
2.MRS+LAB 19 - 1 
3.MRS+Cholesterol 18 2 - 
4.MRS+Cholesterol+LAB 17 2 1 
5. MRS+0.30 % oxgall 20 - - 
6. MRS+0.30 % oxgall+LAB 19 - 1 
7.MRS+0.30 % oxgall+Cholesterol 18 2 - 
8. MRS+0.30 % oxgall+Cholesterol+LAB 17 2 1 

MRS, Mann Rogosa Sharpe; LAB Lactic acid bacteria 
1: Cholesterol: horse serum, ความเข๎มข๎น 820 มค.ก./มล. 
2: สารแขวนลอยแบคทีเรีย, ปริมาณเชื้อตั้งต๎น 1.0 x 108 CFU/ml 
    2.1.4) บํมที ่37 oซ ใช๎เวลา 20 ชม. 
    2.1.5) นําไปปั่นที่ 12,000 รอบตํอนาทีที่ 4oซ เวลา 15 นาที แล๎วแยกนําสํวนของ
น้ําเลี้ยงเชื้อและตัวเชื้อไปตรวจวัดระดับโคเลสเตอรอลในขั้นตอนตํอไป 
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   2.2) ระดับโคเลสเตอรอลในน้ําเลี้ยงเชื้อ 
    2.2.1) นําสํวนของน้ําเลี้ยงเชื้อไปกรองผํานเยื่อกรองขนาดรูผําน 0.45 มค.ม. 
    2.2.2) นําน้ําเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากเชื้อในข๎อ 2.2.1) ปริมาตร 1 มล.ใสํหลอดปั่น
เหวี่ยงพลาสติกก๎นแหลมขนาดบรรจุ 50 มล. เติม 95 % ethanol ปริมาตร 6 มล. และเติม 50 % 
KOH ปริมาตร 4 มล. ผสมให๎เข๎ากัน 
    2.2.3) นําไปอํุนในอํางน้ําควบคุมอุณหภูมิที่ 60 oซ เป็นเวลา 10 นาที 
    2.2.4) ตั้งทิ้งไว๎ให๎เย็นจากนั้นเติม n-hexane ปริมาตร 10 มล.ผสมให๎เข๎ากันโดย
ใช๎ vortex mixer ที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 20 วินาที ตั้งทิ้งไว๎เป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิห๎อง
เพ่ือให๎เกิดการแยกชั้น 
    2.2.5) ดูดสารละลายในชั้น n-hexane ปริมาตร 5 มล.ใสํในหลอดทดลองฝา
เกลียวขนาด 25x150 มม. ที่สะอาดและแห๎ง 
    2.2.6) ระเหย hexane ออก โดยตั้งทิ้งไว๎ที่อุณหภูมิ 60 oซ เป็นเวลา 24 ชม. หรือ
จนกวําสารละลายระเหยหมด 
    2.2.7) เติม o-phthalaldehyde 0.5 มก. ละลายใน glacial acetic acid 1 มล. 
ซึ่งใช๎เป็นตัวทําละลาย จากนั้นดูดสารละลายมามาปริมาตร 2 มล. ผสมให๎เข๎ากันวางไว๎ที่อุณหภูมิห๎อง
เป็นเวลา 10 นาท ี
    2.2.8) เติม H2SO4 เข๎มข๎นปริมาตร 2 มล. โดยคํอยๆ ปลํอยสารลงข๎างๆ หลอด 
และนําไป vortex ตั้งทิ้งไว๎อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 10 นาที แล๎วนําไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่       
ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร 
    2.2.9) นําคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร ที่ได๎ไปเปรียบเทียบ
กับคําการดูดกลืนแสงของกราฟมาตรฐานของโคเลสเตอรอลในข๎อที1่) 
 3.2.5 การทดสอบจําแนกชนิดแบคทีเรียกรดแลคติกด๎วยชุดทดสอบ API 50 CHL (36) 
  1) นําแบคทีเรียกรดแลคติกที่ต๎องการทดสอบเขี่ยโคโลนีลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวMRS 
บํมที่อุณหภูมิ37 oซ เป็นเวลา 72ชม. 
 2) เมื่อครบเวลานํามาปั่นที่ 6,000 รอบตํอนาทีเป็นเลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 25 oซ 
 3) เทน้ําเลี้ยงเชื้อทิ้งให๎เหลือตะกอนเซลล์ แล๎วเติม 0.85% NaCl 
 4) นํามาปั่นที่ 6,000 รอบตํอนาทีเป็นเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 25 oซแล๎วเทสํวนใสทิ้ง 
ทําซ้ํา 2 ครั้ง แล๎วซับด๎วยกระดาษทิชชูให๎เหลือสํวนตะกอนเซลล์ 
 5) นําตะกอนเซลล์ที่ได๎มาผสมกับ Bromocresol purple 10 มล. 
 6) นําสํวนผสมจากข๎อ 5) มา 100 มค.ล.เติมลงในชุดทดสอบ API 50 CHL ทั้ง 50 หลุม 
แล๎วหยด paraffin oil จํานวน 3-4 หยดปิดทับแตํละหลุมการทดสอบ  
 7) นําไปบํมที่อุณหภูมิ 37 oซ เป็นเวลา 48 ชม. โดยให๎อํานผลการทดสอบหลุมที่ให๎สี
เหลืองเป็นบวกและอํานผลที่เวลา 24 ชม. และ 48 ชม.  
 8) นําผลการทดสอบไปวินิจฉัยแยกเชื้อด๎วย ซอฟแวร์ API v.5.1 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
 
 กลุํมวิจัยศึกษาการลดลงของโคเลสเตอรอลในหลอดทดลอง โดยใช๎แบคทีเรียกรดแลคติกที่เก็บไว๎
ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ที่มสีมบัติเป็นโพรไบโอติก รวมถึงแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จากแหลํงธรรมชาติ 
ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร โดยนํามาคัดแยกและศึกษาสมบัติการเป็นโพรไบโอติก 
เบื้องต๎น ได๎แกํการย๎อมแกรม การทดสอบคะตะเลส เพ่ือพิสูจน์ยืนยันแบคทีเรียกรดแลคติกและการ
ตรวจสอบการผลิตยีนแบคเทอริโอซินด๎วยเทคนิคพีซีอาร์ และนําเชื้อที่คัดแยกได๎มาศึกษาการลดลง
ของระดับโคเลสเตอรอลในหลอดทดลอง เพ่ือเป็นประโยชน์ในการนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปใช๎
สํงเสริมสุขภาพหรือเกิดเป็นแนวทางนําไปใช๎รํวมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกาย
ชํวยในการลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด 
 
4.1 ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 4.1.1 ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียกรดแลคติกจากเชื้อที่เก็บ
รักษาไว๎ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 
  แบคทีเรียกรดแลคติกที่ใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ คือ Ped. pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), 
Ped.acidilactici L25 (L25), Lact. plantrumL26 (L26), Ent. faecium N15 (N15) และ L. 
lactis C3 (C3) จาก stock 15% glycerol ที่เก็บรักษาไว๎ที่อุณหภูมิ -80 ๐ซ ในตู๎เย็นแชํแข็งซึ่ง
สามารถเจริญบนผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% 
เมื่อบํมเลี้ยงไว๎เป็นเวลา 48 ชม. ให๎ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง เส๎นผําน
ศูนย์กลางขนาด 1-2 มม. ยกเว๎น N15 มีลักษณะโปรํงแสง เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 0.5 มม. 
แบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมดที่นํามาศึกษาให๎ผลลบกับการทดสอบเอนไซม์คะตะเลส 
  แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่ใช๎ในการศึกษาย๎อมติดสีแกรมบวกมีรูปรํางเซลล์ภายใต๎
กล๎องจุลทรรศน์เป็นรูปรํางกลมเรียงตัวเป็นสายโซํ (cocci in chain) ได๎แกํ C3 และ N15 รูปรํางกลม
คูํสี่ (cocci in tetrad) ได๎แกํ L25 และรูปแทํง (bacilli) ได๎แกํ L14/1 และ L26 ดังตารางที่ 4.1 และ
ภาพที่ 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบเอนไซม์คะ
ตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกจากเชื้อที่เก็บรักษาไว๎ที่มหาวิทยาลัยวลัยลักษณ์ 

แบคทีเรีย
กรดแลคติก 

ลักษณะโคโลนี ลักษณะภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน์ 

ผลการทดสอบ
เอนไซม์คะตะเลส* 

L14/1 กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

L25 กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นคูํสี่ 

ลบ 

L26 กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

N15 กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มันวาว 
เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นสายโซํ 

ลบ 

C3 กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นสายโซํ 

ลบ 

* ลบ, ไมํเกิดฟองก๏าซ 
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ภาพที่ 4.1 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติก

Ped.pentosaceus 1 L14/1 (L14/1) (ก), Ped.acidilactici L25 (L25) (ข), Lact. 
plantarum (L26) (ค), Ent. faecium N15 (N15) (ง) และ L. lactis C3 (C3) (จ) 

 
 
 4.1.2 ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียกรดแลคติกจาก BCC 
  แบคที เรียกรดแลคติกซึ่ งคัดแยกจากกลุํมตัวอยํ างที่ ใช๎ ในการศึกษาครั้ งนี้  คือL. 
lacticBCC19567, Ped. pentosaceus BCC38100, Lact.plantarum BCC47648 และ                
Ent. faeciumBCC38124 ซึ่งสามารถเจริญบนผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ที่มี
ก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่อบํมเลี้ยงไว๎เป็นเวลา 48 ชม. ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกจาก
กลุํมตัวอยํางได๎แกํ BCC19567, BCC38100 และ BCC47648ให๎ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขาว ขอบ
เรียบ ทึบแสง มันวาว เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 1-2 มม. ยกเว๎น BCC38124 ให๎ลักษณะโคโลนี กลม 
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นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มันวาว เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 0.5 มม. แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่
นํามาศึกษาให๎ผลลบกับการทดสอบเอนไซม์คะตะเลส 
  แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่ใช๎ในการศึกษาย๎อมติดสีแกรมบวกมีรูปรํางเซลล์ภายใต๎
กล๎องจุลทรรศน์เป็นรูปรํางกลมเรียงตัวเป็นกลุํมคล๎ายพวงองุํน ได๎แกํ BCC19567 รูปรํางกลมเรียงตัว
เป็นสายโซํ (cocci in chain) ได๎แกํ BCC38124 รูปรํางกลมคูํสี่ (cocci in tetrad) ได๎แกํ BCC38100  
รูปรํางแทํง (bacilli) ได๎แกํ BCC47648 ดังตารางที่ 4.2 และภาพท่ี 4.2 
 
ตารางท่ี 4.2 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบเอนไซม์คะ

ตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกจาก BCC 
แบคทีเรียกรด

แลคติก 
ลักษณะโคโลนี ลักษณะภายใต๎กล๎อง

จุลทรรศน์ 
ผลการทดสอบ

เอนไซม์คะตะเลส* 
BCC19567 กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน

วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 
แกรมบวก รูปกลม 

จัดเรียงตัวเป็น     
กลุํมคล๎ายพวงองุํน 

ลบ 

BCC38100 
 

กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นคูํสี่     

ลบ 

BCC38124 
 

กลม นูน  ขอบเรียบ โปรํงแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นสายโซํ 

ลบ 

BCC47648 
 

กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

* ลบ, ไมํเกิดฟองก๏าซ 
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ภาพที่ 4.2 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติก       

L. lactic BCC19567 (ก), Ped. pentosaceus BCC38100 (ข), Lact. plantarum 
BCC47648 (ค) และ Ent. faeciumBCC38124 (ง) 

 
4.2 ลักษณะโคโลนีและลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์ของแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งคัดแยกจาก
กลุ่มตัวอย่าง 
 แบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งคัดแยกจากกลุํมตัวอยํางที่ใช๎ในการศึกษาครั้งนี้ คือ ขนมจีน มูลวัว ลําไส๎
ไกํ 1 ลําไส๎ไกํ 2 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 1 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 2 นมเปรี้ยว และแหนมซึ่งสามารถ
เจริญบนผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่อบํมเลี้ยง
ไว๎เป็นเวลา 48 ชม. ซึ่งแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกจากกลุํมตัวอยํางได๎แกํ มูลวัว ลําไส๎ไกํ 2 
ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร1 นมเปรี้ยว และแหนม ให๎ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 1-2 มม. สํวนจากตัวอยํางอาหารขนมจีน ลําไส๎ไกํ 1 ผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร 2 ให๎ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มันวาว เส๎นผํานศูนย์กลางขนาด 0.5 มม. 
แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดท่ีนํามาศึกษาให๎ผลลบกับการทดสอบเอนไซม์คะตะเลส 
 แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่ใช๎ในการศึกษาย๎อมติดสีแกรมบวกมีรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน์เป็นรูปรํางกลมคูํสี่ (cocci in tetrad) ได๎แกํ มูลวัว และลําไส๎ไกํ2  และรูปแทํง (bacilli) 
ได๎แกํ ขนมจีน ลําไส๎ไกํ 1ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร1 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร2 นมเปรี้ยว และแหนมดัง
ตารางที่ 4.3 และภาพท่ี 4.3 
 

ก ข 

ค ง 
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ตารางท่ี 4.3 ลักษณะโคโลนี ลักษณะรูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ และการทดสอบเอนไซม์คะ
ตะเลสของแบคทีเรียกรดแลคติกซึ่งคัดแยกจากกลุํมตัวอยําง 

แบคทีเรียกรด
แลคติก 

ลักษณะโคโลนี ลักษณะภายใต๎
กล๎องจุลทรรศน์ 

ผลการทดสอบ
เอนไซม์คะตะเลส* 

ขนมจีน 
 

กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

มูลวัว กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นคูํสี่ 

ลบ 

ลําไส๎ไกํ  (1) กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

ลําไส๎ไกํ (2) กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปกลม 
จัดเรียงตัวเป็นคูํสี่ 

ลบ 

ผลิตภัณฑ์
เสริมอาหาร(1) 

กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน 
 

ลบ 

ผลิตภัณฑ์
เสริมอาหาร(2) 

กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

นมเปรี้ยว กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

แหนม กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มัน
วาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 

แกรมบวก รูปทํอน ลบ 

* ลบ, ไมํเกิดฟองก๏าซ 
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ภาพที่ 4.3 รูปรํางเซลล์ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทําของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัด
แยกจากตัวอยําง ขนมจีน (ก), มูลวัว (ข), ลําไส๎ไกํ 1 (ค), ลําไส๎ไกํ 2 (ง), ผลิตภัณฑ์เสริม
อาหาร 1 (จ), ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 2 (ฉ), นมเปรี้ยว (ช) และแหนม (ซ) 

ก ข 

ค ง 

จ ฉ 

ช ซ 
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4.3 การวินิจฉัยเชื อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 จากการวินิจฉัยเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากอาหารเสริมที่สามารถเจริญบนผิวหน๎าอาหารเลี้ยง
เชื้อ MRS ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ ที่มีก๏าซคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เมื่อบํมเลี้ยงไว๎เป็นเวลา 48 ชม.จาก
ตารางที่ 4.4 สามารถนําข๎อมูลการผลิตกรดจากแหลํงคาร์บอนตํางๆ มาวิเคราะห์ด๎วยโปรแกรม     
API v.5.1 โดยใช๎ชุดทดสอบ API 50 CHL ผลปรากฏวําทั้ง ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 1 และ ผลิตภัณฑ์
เสริมอาหาร 2 เป็น Lact. pentosus ทั้ง 2 ไอโซเลต โดยโอกาสเป็นไปได๎เทํากับ เทํากับ 97.2% และ 
80.5% ตามลําดับ 
 
ตารางท่ี 4.4 ผลการหมักคาร์โบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได๎ ไอโซ-

เลต โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL 
หลุมที ่

 
คาร์โบไฮเดรต ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 1 ผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร 2 

บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. 
0 Control - - - - 
1 Glycerol - - - - 
2 Erythritol - - - - 
3 D-Arabinose - - - - 
4 L-Arabinose + + + + 
5 Ribose + + + + 
6 D-Xylose + + + + 
7 L-Xylose - - - - 
8 Adonitol - - - - 
9 -methyl-D-xyloside - - - - 
10 Galactose + + + + 
11 Glucose + + + + 
12 Fructose + + + + 
13 Mannose + + + + 
14 Sorbose - - - - 
15 Rhamnose - - - - 
16 Dulcitol - - - - 
17 Inositol - - - - 
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ตารางท่ี 4.4 ผลการหมักคาร์โบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได๎  ไอโซ-
เลต โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL (ตํอ) 

หลุมที ่ คาร์โบไฮเดรต Probiotic 1 Probiotic 2 
บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. 

18 Mannitol + + + + 
19 Sorbitol + + + + 
20 Methyl-D-Mannoside - - - - 
21 Methyl-D-Glucoside - - - - 
22 N-Acetyl-Glucosamine + + + + 
23 Amygdalin + + + + 
24 Arbutin + + + + 
25 Esculin - - - - 
26 Salicin + + + + 
27 Cellubiose + + + + 
28 Maltose + + + + 
29 Lactose + + + + 
30 Melibiose + + - + 
31 Sucrose + + + + 
32 Trehalose + + - + 
33 Insulin - - - - 
34 Melezitose + + + + 
35 Raffinose - + - - 
36 Starch - - - - 
37 Glycogen - - - - 
38 Xylitol - - - - 
39 Gentiobiose + + - + 
40 D-Turanose + + + + 
41 D-Lyxose - - - - 
42 D-Tagalose - + - - 
43 D-Fucose - - - - 
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ตารางท่ี 4.4 ผลการหมักคาร์โบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดเลือกได๎  ไอโซ-
เลต โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL (ตํอ) 

หลุมที ่ คาร์โบไฮเดรต Probiotic 1 Probiotic 2 
บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. บํม 24 ชม. บํม 48 ชม. 

44 L-Fucose - - - - 
45 D-Arabitol - - - - 
46 L-Arabitol - - - - 
47 Gluconate - - - - 
48 2-Keto-gluconate - - - - 
49 5-Keto-gluconate - - - - 

หมายเหตุ   +  ใช๎เป็นแหลํงคาร์บอนได๎,   -  ใช๎เป็นแหลํงคาร์บอนไมํได๎ 
 
4.4 การทดสอบหายีนแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาศึกษาทั้งหมด มีเพียง Ent. faecium N15 (N15) ที่ตรวจพบยีน
ควยคุมการผลิต Enterocin ซึ่งมีขนาด 400-500 คูํเบส ดังภาพที่ 4.4 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
ภาพที่ 4.4  ผลการทดสอบหายีนแบคเทอริโอซิน (Enterocin) ชํอง M คือ 100 bp ladder ชํอง 1 

คือ Ent. faecium N15 (N15) ชํอง 2 คือ C. albicansTISTR 5779 และ ชํอง B คือ 
Blank 

 
 
 

M   1   2     B 

400 bp 
500 bp 

Enterocin 
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4.5 การตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสย่อยเกลือน ้าดีจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้ 
 จากการตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได๎
จากแหลํงจากธรรมชาติ ตัวอยํางอาหาร และผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร โดยจุดเชื้อลง (Replica test)   
ในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS พบวําไมํมีแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์ใดเลยที่มีผลิตเอนไซม์ไฮโดรเล
สยํอยเกลือน้ําดี 
 
4.6 การลดโคเลสเตอรอลในอาหารเลี ยงเชื อเหลว MRS 
 แบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมดที่นํามาศึกษาสามารถเจริญได๎ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มี
สํวนผสมของซีรัมม๎า (Horse serum) ที่ใช๎เป็นแหลํงโคเลสเตอรอลปริมาณ 82 มค.ก./มล. เมื่อบํม
เลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 oซ เป็นเวลา 20 ชม. ปรากฏวําเมื่อนํามาวัดระดับโคเลสเตอรอลที่หลงเหลือใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS หลังจากบํมเลี้ยงที่สภาวะดังกลําวข๎างต๎น มีความแตกตํางกันออกไปแตํละ
สายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาศึกษาและจะเห็นได๎วําในสภาวะที่เติมเกลือน้ําดี 0.30% 
oxgall ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS จะมีการลดลงของโคเลสเตอรอลได๎ดีกวําในหลอดที่มีซีรัมม๎า
ผสมกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS เพียงอยํางเดียว โดยแบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาศึกษาสามารถ
ลดระดับโคเลสเตอรอลได๎ตั้งแตํ 24.04 ถึง 62.67 % และ N15 ลดระดับของโคเลสเตอรอลได๎ดีที่สุด 
คือ 62.67% ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และตารางที่ 4.6 และความเข๎มข๎นของโคเลสเตอรอลหลังจาก
การบํมเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่ไมํมีเกลือน้ําดี 0.30% oxgall และ
ที่มีเกลือน้ําดี 0.30% oxgall เป็นเวลา 20 ชั่วโมงพบวําสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลได๎แตกตําง
อยํางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05) ดังภาพที่ 4.5 
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ตารางท่ี 4.5 ระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มีสํวนผสมตํางๆที่ผํานการเลี้ยง
แบคทีเรียกรดแลคติก 6 สายพันธุ์ (น้ําเลี้ยงเชื้อ) ในสภาวะที่มี 0.30% oxgall และไมํมี 
0.30% oxgall เป็นเวลา 20 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ 

 
ลําดับ 

 
เชื้อ 

ความเข๎มข๎นของโคเลสเตอรอล(มค.ก/มล.) 

MRS + Cho MRS + Cho + 
LAB 

MRS + 0.30% 
oxgall + Cho 

MRS + 0.30% oxgall 
+ Cho + LAB 

1 N15 140.12 ± 0.17 175.12±0.17 173.81± 0.34 64.88±0.51 

2 L26 178.10± 0.34 170.36± 0.84 159.64 0.17 59.52±2.02 
3 Lact. 

pentosus I 
196.19±0.00 127.26±0.84 123.21± 0.17 67.02± 0.17  

4 Lact. 
pentosus II 

205.36± 0.51 192.38± 0.67 119.17± 0.51 151.79± 0.17 

5 LAB isolated 
from curd 

150.24± 3.70 182.50± 0.51 207.98± 0.84 157.98± 0.17 

6 C.  albicans 160.48± 0.34 157.62±0.67 133.69± 0.51 86.43± 0.34 

N15, Ent. faecium N15; L26, Lact. plantarum; Cho, Cholesterol; MRS, Mann Rogosa 
Sharpe; LAB, Lactic acid bacteria 
 
ตารางท่ี 4.6 เปอร์เซ็นต์การลดลงของระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ที่มีสํวนผสม

ตํางๆ ที่ผํานการเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติก 5 สายพันธุ์และยีส 1 สายพันธุ์   (น้ําเลี้ยง
เชื้อ) ในสภาวะที่มี 0.30% oxgall เป็นเวลา 20 ชม. ที่อุณหภูมิ 37 ๐ซ 

 
 

 

 

 

 

 

N15, Ent. faecium N15; L26, Lact. Plantarum 

 

 

ล้าดับ เชื อ % การลดลงของโคเลสเตอรอล 
1 N 15 62.67 
2 L26 60.83 
3 Lact. pentosus I 45.60 
4 Lact. pentosus II 0 
5 LAB isolated from curd 24.04 
6 C.  albicans 35.35 
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ภาพที่ 4.5 ความเข๎มข๎นของโคเลสเตอรอลหลังจากการบํมเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเลี้ยง
เชื้อเหลว MRS ที่ไมํมีเกลือน้ําดี oxgall (     ) หรือที่มีเกลือน้ําดี oxgall 0.30% (    ) 
เป็นเวลา 20 ชั่วโมง; Mean ± 2SD; MRS, Mann Rogosa Sharpe; Cho, 
Cholesterol; LAB; Lactic acid bacteria; N15; Enterococcus faecium N15; 
L26, Lactobacillus plantarum; Lp I, Lactobacillus pentosus; Lp II, 
Lactobacillus pentosus; Milk, นมเปรี้ยว; * p< 0.05 
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการวิจัย 

 
 
5.1 การพิสูจน์แบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียทั้งหมดที่ได๎นํามาศึกษาในครั้งนี้ จากเชื้อที่เก็บไว๎ที่มหาลัยวลัยลักษณ์ได๎แกํPed. 
pentosaceus 1 L14/1 (L14/1), Ped. acidilactici L25 (L25), Lact. plantarum (L26), Ent. 
faecium N15 (N15) และ L. lactis C3 (C3) เชื้อจาก BIOTEC Culture collection (BCC) ได๎แกํ 
L. lactic BCC19567, Ped. pentosaceus BCC38100,Lact. plantarum BCC47648และ Ent. 
faecium BCC38124และแบคทีเรียที่คัดแยกได๎จากอาหารตัวอยําง โดยเชื้อสามารถเจริญได๎บน
ผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติกมี
ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขอบเรียบ ขาว ทึบแสง มันวาว แบคทีเรียกรดแลคติกทุกชนิดให๎ผลลบกับ
การทดสอบคะตะเลส (29) ลักษณะภายใต๎กล๎องเป็นแบคทีเรียติดสีแกรมบวก รูปรํางมีทั้งกลม ทํอน 
ทํอนเกือบกลม โดยจะมีการเรียงตัวที่แตกตํางกันออกไป เชํน เรียงตัวเป็นสายโซํ (cocci in chain) 
ในกลุํมของ Lactococcus กลมเป็นคูํสี่ (cocci in tetrad) ในกลุํมของPediococcus ทํอนเกือบกลม
หรือรูปไขํ (coccobacilli) ในกลุํมของEnterococcus (30) 
 
5.2 การวินิจฉัยเชื อแบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียที่คัดแยกได๎จากผลิตภัณฑ์อาหารเสริม พบเชื้อลักษณะ 2 แบบ ที่สามารถเจริญได๎บน
ผิวหน๎าอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง MRS ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคติก โดย 
Probiotic 1 มีลักษณะโคโลนี กลม นูน ขาว ขอบเรียบ ทึบแสง มันวาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 1-2 มม. 
และ Probiotic 2 มีลักษณะโคโลนี กลม นูน ขอบเรียบ โปรํงแสง มันวาว เส๎นผํานศูนย์กลาง 0.5 มม.
เมื่อนําเชื้อมาทั้งสองมาทําการทดสอบเอนไซม์คะตะเลสเป็นลบ มีลักษณะภายใต๎กล๎องเป็นแบคทีเรีย
ติดสีแกรมบวก รูปทํอน และทําการทดสอบจําแนกชนิดของเชื้อด๎วยชุดทดสอบ API 50 CHL kit (36) 
เมื่อทําการวิเคราะห์เชื้อจากผลิตภัณฑ์เสริมอาหาร พบวํา Probiotic 1 และ Probiotic 2 มีลักษณะ
ใกล๎เคียงกับแบคทเีรียกรดแลคติกชนิด Lact. pentosusทั้ง 2 ไอโซเลต โดยมีโอกาสเป็นไปได๎ เทํากับ 
97.2% และ 80.5% ตามลําดับโดยเชื้อมีการใช๎ชีวเคมี 25 ชนิด คือ L-Arabinose, Ribose, D-
Xylose, Galactose, Glucose, Fructose, Mannose, Mannitol, Sorbitol, N-Acetyl 
Glucosamine, Amygdalin, Arbulin, Esculin, Salicin, Cellubinose, Maltose, Lactose, 
Melibiose, Sucrose, Trehalose, Melezitose, Raffinose, Gentiobinose, D-Turanose และ 
D-Tagalose ซึ่งมีความสอดคล๎องกับการแปลผลในคูํมือ หรือซอฟแวร์API v. 5.1 
5.3 การตรวจสอบการผลิตเอนไซม์ไฮโดรเลสย่อยเกลือน ้าดี 
 การทดสอบหาเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีจากแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได๎เนื่องจาก
กิจกรรมการยํอยน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลคติกปัจจุบันได๎รับความสนใจเป็นอยํางมาก ซึ่งเป็นเอนไซม์
ที่มีผลตํอการเผาผลาญโคเลสเตอรอลในคนและสัตว์ ซึ่งกระบวนการเมตาบอลิซึมของโคเลสเตอรอล
พบวํา ผลสุดท๎ายที่ได๎คือ น้ําดีที่ใช๎เป็นอิมัลซิฟายเออร์ (emulsifier) เพ่ือชํวยในการแตกตัวไขมันใน
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ลําไส๎ ทําให๎น้ํายํอยไลเปสสามารถยํอยไขมันได๎ และเพ่ิมการดูดซึมไขมันในลําไส๎ เอนไซม์ BSH สลาย
พันธะเอไมด์ของน้ําดีได๎เป็น bile acid และกรดอะมิโน สํงผลให๎ปริมาณและคุณสมบัติการเป็นอิมัลติ
ฟายเออร์ของน้ําดีลดลง ทําให๎กระบวนการเผาผลาญโคเลสเตอรอลสูงขึ้น เพื่อเพ่ิมการผลิตน้ําดี (38)มี
การศึกษาพบวําเกลือน้ําดีที่ถูกยํอยโดยแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือด
ของคนท่ีมีระดับโคเลสเตอรอลสูงและชํวยป้องกันภาวะการมีระดับโคเลสเตอรอลสูงในคนปกติ (39) 
 มีการศึกษาพบวําแบคทีเรียกลุํมแลคโตบาซิลัสมีการผลิต BSH ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่กระตุ๎นการ
สลายตัวของ glycine หรือ taurine ที่รวมตัวกับเกลือน้ําดี หรือทั้ง glycine และ taurine ที่รวมตัว
กับเกลือน้ําดีที่เป็นสํวนหนึ่งกรดอะมิโนและเกลือน้ําดีอิสระ การแตกตัวของเกลือน้ําดีจะถูกขับออกมา
ในปริมาณมากของกรดน้ําดีอิสระในอุจจาระ ดังนั้นการทําลายกรดน้ําดีโดยแบคทีเรียกลุํมแลคโตบา
ซิลัสสามารถที่จะลดระดับคอเลสเตอรอลได๎ (40) และจากการศึกษาของแบคทีเรียไบพิโด พบวํา
แบคทีเรียไบฟิโดทุกสายพันธุ์มีเอนไซม์ยํอยน้ําดี ในขณะที่แบคทีเรียกรดแลคติกบางสายพันธุ์เทํานั้นที่
มีเอนไซม์ยํอยน้ําดี (41) นอกจากนี้จากการศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติก Lact. buchneri ที่มีการ
เพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะที่เหมาะสมจะชํวยเพ่ิมผลผลิตของเอนไซม์ BSH ของ Lact. buchneri ซึ่งมี
ประโยชน์ในการชํวยลดระดับของโคเลสเตอรอลในเลือดที่เป็นปัจจัยเสี่ยงทําให๎เกิดโรคหลอดเลือด
หัวใจ (1) 
 แบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยํางธรรมชาติ ได๎แกํตัวอยํางอาหาร ได๎ถูกรายงานวํา โพรไบโอติก
แลคโตบาซิลัส ที่มีอยูํในนมเปรี้ยวมีผลชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดได๎ (42) และได๎เพ่ิมตัวอยําง
จากธรรมชาติ คือ จากลําไส๎ไกํ ซึ่งจากการศึกษากิจกรรมของเอนไซม์ยํอยน้ําดีของแบคทีเรียกรดแล
คติกที่คัดเลือกจากลําไส๎ไกํ พบวํามีการสร๎างเอนไซม์ยํอยเกลือน้ําดี (BSH) ซึ่งสามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลได๎ (39) และได๎ทําการศึกษาวิธีการตรวจหาเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีเชิงคุณภาพ
โดยจากการศึกษาพัฒนาอาหารเลี้ยงเชื้อที่สามารถจําแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในการสร๎างเอนไซม์
ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีพบวํา MRS ที่ผสมด๎วย 0.5% TDCA จะให๎ผลการตกตะกอนขาวรอบโคโลนี
สําหรับเชื้อที่สร๎าง BSH ได๎ ด๎วยวิธี Replica test (31) และจากการทดสอบด๎วยวิธี Replica test 
พบวําไมํมีแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดใดที่นํามาศึกษาสามารถสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี จึง
ได๎ทําการปรับเปลี่ยนสํวนผสมในอาหาร MRS ที่ผสม TDCA ที่ใช๎ทดสอบเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือ
น้ําดี โดยการเติม 0.37g/L CaCl2 (43) ด๎วยวิธี spotting test จะมีความแตกตํางโดยเตรียมเชื้อหยด
ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีการใช๎ CaCl2 เป็นสํวนชํวยการตกตะกอนของเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือ
น้ําดี และจากการทําการทดสอบไมํพบเชื้อที่สามารถสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดีอาจ
เนื่องจากสภาวะที่ใช๎บํมเลี้ยงเชื้อไมํเหมาะสมจึงไมํสามารถตรวจวัดได๎ หรืออาจเกิดจากปริมาณ
เอนไซม์มีน๎อยจึงไมํสามารถตรวจวัดด๎วยวิธีเชิงคุณภาพได๎ จึงได๎ทําการศึกษาวิธีการทดสอบเชิง
ปริมาณหาเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี (1) แตํเนื่องจากทางกลุํมไมํมีสารในการเตรียมกราฟ
มาตรฐานในการเทียบกับปริมาณเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี จึงไมํได๎ทําการทดสอบในขั้นตอนนี้
ซึ่งหากมีการใช๎สาร Taurodeoxycholic acid เป็นสารตั้งต๎น ต๎องใช๎สาร Taurine เป็นสารในการ
เตรียมกราฟมาตรฐาน จึงควรใช๎ Glycocholate เป็นสารตั้งต๎น และต๎องใช๎สาร Glycine เป็นสารใน
การเตรียมกราฟมาตรฐาน ซึ่งสามารถหาสารมาตรฐานได๎งํายกวํา (39) 
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5.4 การทดสอบตรวจหายีนแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติก 
 แบคทีเรียกรดแลคติกที่นํามาศึกษาในครั้งนี้มีเพียง Ent. faecium N15 (N15) ที่ตรวจพบยีนที่
ควบคุมการสร๎าง Enterocin เมื่อทดสอบโดยวิธีอ๎อมด๎วยการใช๎คูํของ Primer ที่จําเพาะสําหรับ 
Enterocin (ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.2 ในบทที่ 3)  ซึ่งเป็นแบคเทอโอซินที่ผลิตจากแบคทีเรียกรด
แลคติก ซึ่งสอดคล๎องกับรายงานของ Morovský และคณะ (1998) ได๎พบวําแบคทีเรียกรดแลคติก
Ent.faecium BC25 สามารถสร๎าง Enterocin BC25 ซึ่งเชื้อดังกลําวแยกได๎จากกระเพาะอาหารของ
วัว (27) และจากการรายงานของ Viola และคณะ (2007) ได๎พบวําแบคทีเรียกรดแลคติก      
Ent.faecium EF55 ที่แยกได๎จากลําไส๎ของไกํสามารถผลิต Enterocin ชนิด A และ P (37) และจาก
การศึกษาในครั้งนี้มีแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธุ์อ่ืนตรวจไมํเจอยีน Enterocin ซึ่งอันที่จริงแล๎ว
แบคทีเรียที่นํามาศึกษาเคยถูกรายงานวํามีการผลิต Enterocin อยํางไรก็ตามอาจมีความแตกตํางกัน
ออกไป ขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ของแบคทีเรียกรดแลคติก (33) 
 
5.5 การลดลงของโคเลสเตอรอล 
 แบคทีเรียกรดแลคติกหลากหลายสายพันธุ์มีคุณสมบัติเป็นโพรไบโอติกนั่นคือกลุํมจุลินทรีย์มีชีวิต
เมื่อได๎รับเข๎าสูํรํางกายในปริมาณที่พอเหมาะจะมีประโยชน์ตํอระบบขับถํายและสุขภาพของผู๎บริโภค 
ปัจจุบันได๎มีการศึกษาวําแบคทีเรียกรดแลคติกโพรไบโอติกสามารถลดและกําจัดโคเลสเตอรอลได๎ (5) 
ตัวอยํางแบคทีเรียกรดแลคติกที่มีรายงานวําสามารถลดโคเลสเตอรอลได๎แกํ Lact.acidophilus, 
Lact. plantarum, B. bifidum, L. delbrueckii ssp bulgaricusและ Ent. Faecium เป็นต๎น 
แบคทีเรียเหลํานี้สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลได๎ (44) นอกจากนี้ผลิตภัณฑ์จากนมหมัก เชํน นม
เปรี้ยว โยเกิร์ต ไอศกรีม เนย และผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีสํวนผสมของแบคทีเรียกรดแลคติก ได๎มี
การรายงานวําสามารถลดระดับโคเลสเตอรอลลงได๎  โดยการลดลงของระดับโคเลสเตอรอล 1% 
สามารถลดอัตราเสี่ยงของโรคหลอดเลือดหัวใจได๎ 2-3% แบคทีเรียกรดแลคติก เชํน Lact. 
Acidophilus ATCC 43121 สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในหนูได๎ นอกจากนี้ยังสามารถลด 
VLDL, IDL และ LDL ได๎เชํนกัน (5) จากการศึกษาแบคทีเรีย Ent. faecium M-74 สามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลได๎ 12% หลังจาก 56 สัปดาห์(45) และการการศึกษาให๎หนูกิน isoXavone-
supplemented soy โยเกิร์ตที่ผสมด๎วย Ent. faecium สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลรวมและ
โคเลสเตอรอลที่ไมํใชํ HDL (non-HDL cholesterol) เมื่อเปรียบเทียบกับหนูที่ไมํได๎กิน (44) จาก
การศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได๎จากอุจจาระของทารก และจากLact. plantarum A7 
สามารถลดโคเลสเตอรอลรวมและไตรกลีเซอไรด์ในหนูได๎แตํไมํมีผลตํอ HDL-cholesterol (46) จาก
การศึกษาการลดลงของโคเลสเตอรอลในหลอดทดลองของแบคทีเรียกรดแลคติก  Lact.plantarum
และ Lact. paracasei ที่คัดแยกได๎จากเนย Italian Castelmagno PDO สามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลลงได๎ใน MRS broth โดยเฉพาะ Lact.plantarum ลดระดับโคเลสเตอรอลลงได๎ 
19.4% สํวน Lact. paracasei ลดระดับโคเลสเตอรอลลงได๎ 6.8% ผํานกระบวนการดูดซับโดยสํวน
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ของผนังเซลล์และกลไกการสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี (5, 47) จะเห็นได๎วําสอดคล๎องกับ
การศึกษาในครั้งนี้คือ Ent. faecium (N15) สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลได๎ดีที่สุด รองลงมาคือ 
Lact. plantarum (L26), Lact. pentosus I, Lact. pentosus II และแบคทีเรียทีค่ัดแยกได๎จากนม
เปรี้ยว ตามลําดับ และกลไกที่ชํวยลดระดับโคเลสเตอรอลจากการศึกษาในครั้งนี้ได๎แกํ 1) กลไกการ
ลดระดับโคเลสเตอรอลโดยการดูดซับ (absorb) ผํานทางผนังเซลล์ peptidoglycan ของแบคทีเรีย
สํงผลให๎โคเลสเตอรอลถูกลําไส๎ดูดซึมได๎ลดลงและจะถูกขับออกมาพร๎อมกับอุจจาระ (5, 44) 2) กลไก
การลดระดับโคเลสเตอรอลโดยแบคทีเรียจะนําโคเลสเตอรอลไปใช๎ในกระบวนการเมเทบอลิซึม สํวน
กลไกการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยแบคทีเรียกรดแลคติกสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเลสยํอยเกลือน้ําดี (Bile 
salt hydrolase) เอนไซม์ดังกลําวทําหน๎าที่เข๎าไปสลายการสังเคราะห์เกลือน้ําดี โดยจะตัดพันธะตรง
ตําแหนํงของกรดอะมิโน glycine และ/หรือ taurine ที่รวมตัวกับกรดน้ําดี สํงผลให๎เกลือน้ําดีไมํ
สามารถทําหน๎าที่แตกตัวไขมันเพ่ือชํวยในการยํอยและดูดซึมอาหารประเภทไขมันได๎ ทําให๎มีการดูด
ซึมโคเลสเตอรอลที่ลําไส๎ลดลงและขับโคเลสเตอรอลออกมาในรูปของกรดน้ําดีพร๎อมกับอุจจาระ จาก
การศึกษาในครั้งนี้แบคทีเรียไมํได๎ใช๎กลไกของเอนไซม์ BSH ใช๎เพียงกลไกการดูดซับและกลไกการนํา
โคเลสเตอรอลไปใช๎ในกระบวนการเมเทบอลิซึม โดยแบคทีเรียกรดแลคติกรูปทํอนสามารถลด
โคเลสเตอรอลได๎ดีกวําแบคทีเรียกรดแลคติกรูปกลมอาจเกี่ยวกับพ้ืนที่ผิวในการสัมผัสโคเลสเตอรอล
มากกวํา ในการศึกษาการลดลงของโคเลสเตอรอลจะใช๎ซีรัมม๎า โดยในบางสภาวะของการเตรียมสูตร
อาหารที่มีสํวนผสมของโคเลสเตอรอลลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวอาจทําให๎มีตะกอนของโคเลสเตอรอล
ได๎ และการใช๎ซีรัมม๎าเป็นแหลํงโคเลสเตอรอลอาจทําให๎มีผลรวมของโคเลสเตอรอลสูงเกินกวําคําจริงที่
เติมลงไป เพราะเป็นสํวนผสมของ LDL, VLDL, IDL, HDL และ TG ซึ่งมีความแตกตํางกันทางด๎าน
ของน้ําหนักโมเลกุลและมีผลทําให๎เกิดตะกอนของโคเลสเตอรอลเมื่อผสมลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
และจะเห็นได๎วํา      C. albicans สามารถลดโคเลสเตอรอลได๎เชํนกัน อาจเนื่องมาจากขนาดที่ใหญํ
ของ C.  albicans จึงมีพ้ืนที่ผิวในการสัมผัสโคเลสเตอรอลได๎มากอาจใช๎กลไกการลดระดับ
โคเลสเตอรอลโดยการดูดซับ (absorb) ผํานทางผนังเซลล์ chitin ซึ่งอาจเทียบเคียงวําอาจคล๎ายกับ
แบคทีเรีย ซึ่งกลไกการลดโคเลสเตอรอลที่ได๎กลําวมาได๎มีการกลําวถึงในงานวิจัยหลายฉบับที่ผํานมา 
ซึ่งในการศึกษาครั้งตํอไปควรศึกษาการลดระดับโคเลสเตอรอลโดยผํานกลไกการสร๎างเอนไซม์ไฮโดรเล
สยํอยเกลือน้ําดี และควรจะมีการศึกษาในสัตว์ทดลองรํวมด๎วย โดยคาดวํานําจะมีประโยชน์ในการนํา
แบคทีเรียกรดแลคติกที่มีคุณสมบัติในการลดระดับโคเลสเตอรอลไปใช๎การพัฒนาอาหารเพ่ือสํงเสริม
สุขภาพหรือเกิดเป็นแนวทางนําไปใช๎รํวมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกายชํวยใน
การลดระดับโคเลสเตอรอลในเลือดเพ่ือป้องกันโรคหลอดเลือดแดงแข็งและ/หรือชํวยเสริมสร๎าง
ภูมิค๎ุมกันโรค เพ่ือเป็นการพัฒนาคุณภาพชีวิตให๎ดียิ่งขึ้นตํอไป 
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บทที่ 6 
สรุปผลการวิจัย 

 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติกจํานวน 5 สายพันธุ์ คือ Ent. faecium (N15), Lact. plantarum (L26), 
Lact. pentosus I, Lact. pentosus II และแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได๎จากนมเปรี้ยว พบวํา
สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS ได๎ทุกสายพันธุ์ โดยเฉพาะ Ent. 
faecium (N15) สามารถลดระดับโคเลสเตอรอลได๎ดีที่สุด และมีคุณสมบัติความเป็นโพรไบโอติกโดย
ตรวจพบยีนที่ควบคุมการผลิตEnterocin ได๎ อยํางไรก็ตามความสามารถในการทนตํอเกลือน้ําดีถือ
เป็นสมบัติหนึ่งในการเป็นโพรไบโอติก และพบวําแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 5 สายพันธุ์สามารถทนตํอ
เกลือน้ําดี 0.30 % oxgall ได๎ และแบคทีเรียกรดแลคติกสํวนใหญํที่นํามาศึกษาสามารถลดระดับ
โคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวที่มีหรือไมํมีเกลือน้ําดี oxgall ได๎แตกตํางอยํางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p< 0.05) อยํางไรก็ตามจากการศึกษานี้เป็นสิ่งพิสูจน์ได๎ถึงความสามารถลดโคเลสเตอรอลของ
แบคทีเรียกรดแลคติก และอาจนําแบคทีเรียโพรไบโอติกไปใช๎เพ่ือสํงเสริมสุขภาพและ/หรือเกิดเป็น
แนวทางนําไปใช๎รํวมเป็นผลิตภัณฑ์เสริมอาหารที่มีประโยชน์ตํอรํางกายชํวยในการลดระดับ
โคเลสเตอรอลในเลือดเพ่ือป้องกันโรคหลอดเลือดแดงแข็งและ/หรือชํวยเสริมสร๎างภูมิคุ๎มกันโรค เพ่ือ
เป็นการพัฒนาคุณภาพชีวิตให๎ดียิ่งขึ้นตํอไป 
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อาหารเลี ยงเชื อ 
1. MRS broth (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม:ชั่ง MRS broth 52.2 ก. ในน้ํากลั่นปริมาตร 1 ล. ผสมให๎เข๎ากัน ดูดแบํงใสํหลอด
ทดลอง หลอดละ 10 มล. แล๎วนําไปนึ่งฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110 ๐ซ ความดัน 15 ปอนด์
ตํอตารางนิ้ว นาน 10 นาท ี
 
2. MRS agar (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม: ชั่ง MRS broth 5.22 ก. และชั่งผงวุ๎น 1.8 ก. ในน้ํากลั่นปริมาตร 100 มล. ผสมให๎
เข๎ากันแล๎วนําไปนึ่งฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110 ๐ซ ความดัน 15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว นาน 10 
นาท ี
 
3. MRS agar + 0.5% TDCA (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม : ชั่ง MRS broth 5.22 ก. ผงวุ๎น 1.8 ก. และชั่ง TDCA 0.5 ก. ในน้ํากลั่นปริมาตร 
100 มล.ผสมให๎เข๎ากันแล๎วนําไปนึ่งฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110 ๐ซ ความดัน 15 ปอนด์ตํอ
ตารางนิ้ว นาน 10 นาที 
 
4. MRS agar + 0.5% TDCA + 0.037% CaCl2 (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม: ชั่ง MRS broth 5.22 ก. ผงวุ๎น 1.8 ก. TDCA 0.5 ก. และ CaCl2 0.037 ก.ในน้ํา
กลั่นปริมาตร 100 มล.ผสมให๎เข๎ากันแล๎วนําไปนึ่งฆําเชื้อ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 110 ๐ซ ความดัน 
15 ปอนด์ตํอตารางนิ้ว นาน 10 นาท ี

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ก 

การเตรียมอาหารเลี ยงเชื อและสารเคมี 
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การเตรียมสารเคมี 
1. การเตรียม 0.85% NaCl (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม : ละลาย NaCl ปริมาตร 6.8 ก. ในน้ํากลั่นปราศจากไอออนปริมาตร 800 มล. ผสม
ให๎เข๎ากัน จากนั้นนําไปนึ่งฆําเชื้อที่อุณหภูมิ 121 ๐ซ นาน 15 นาท ี
 
2. การเตรียม 95% ethanol (Merck, Germany) (ใช้สูตร C1V1 = C2V2)  
 วิธีการเตรียม : ต๎องการเตรียม 95% ethanol ใช๎จากความเข้มข้น 99.8% ปริมาตร 60 มล. 
โดยตวง ethanol ปริมาตร 57.11 มล. ในน้ํากลั่น 2.89 มล. ผสมให๎เข๎ากัน 
 
3. การเตรียม 50% KOH (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม: ชั่ง KOH 50 ก. ในน้ํากลั่น 100 มล. ผสมให๎เข๎ากัน 
 
4. การเตรียม O-phthaldi-aldehyde (Merck, Germany) 
 วิธีการเตรียม: ชั่ง O-phthaldi-aldehyde (Merck, Germany) 0.5 มค.ก. ใน Glacial acetic 
acid 1 มล. (Lab-scan,Thailand) ผสมให๎เข๎ากัน 
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การย้อมสีแกรม 
 การย๎องสีแกรม เป็นวิธีการเบื้องต๎นที่สําคัญในการวิเคราะห์จําแนกแบคทีเรีย การย๎อมแกรมวิธีนี้ใช๎
การย๎อมแกรมสองสี แตํเซลล์แบคทีเรียจะติดสีย๎อมเพียงสีเดียวเทํานั้น จึงทําให๎เห็นความแตกตํางของ
แบคทีเรียที่นํามาศึกษาได๎ อยํางไรก็ตามการที่จะนําแบคทีเรียมาย๎อมแกรมควรจะทําให๎อยูํในรูป เชื้อ
บริสุทธิ์ 
 ส่วนประกอบของชุดสีย้อม 
 1. Crystal violet 
 2. Gram iodine 
 3. 95% ethyl alcohol 
 4. Safranin  
 วิธีการย้อม 
 1. เกลี่ย (smear) เชื้อแบคทีเรียที่ต๎องการย๎อมลงบนสไลด์ที่สะอาด แล๎วตั้งทิ้งไว๎ให๎แห๎ง จากนั้น
นําไปผํานเปลวไฟ 2-3 ครั้ง เพ่ือ fix เชื้อให๎ติดกับสไลด์ 
 2. หยด Crystal violet ให๎ทํวมรอย smear ทิ้งไว๎นาน 1 นาที ล๎างสีด๎วยน้ําเบา 
 3. หยด Gram iodine บนสไลด์นาน 1 นาที ล๎างด๎วยน้ํา 
 4. หยด 95% ethyl alcohol บนสไลด์นาน 30 วินาที หรือเม่ือสีหมด ล๎างด๎วยน้ํา 
 5. หยด Safranin บนสไลด์นาน 15-30 วินาที ล๎างสีด๎วยน้ํา ซับให๎แห๎ง แล๎วจึงมาดูภายใต๎กล๎อง
จุลทรรศน์กําลังขยาย 1,000 เทํา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
การย้อมแกรมและการทดสอบคะตะเลส 
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ตารางท่ี ข1ลักษณะการเปลี่ยนแปลงระหว่างการย้อมแกรมของแบคทีเรีย 
สีและสารละลายที่ใช้ ปฏิกิริยาที่เกิดขึ น 

แบคทีเรียแกรมบวก แบคทีเรียแกรมลบ 
1. Ammonium 
oxalase crystal 
violet 

เซลล์ติดสีมํวง เซลล์ติดสีมํวง 

2. Gram iodine สารละลายไอโอดีนรวมกับ crystal violet เป็น
สารประกอบที่มีโมเลกุลขนาดใหญํ ภายในเซลล์
ยังติดสีมํวง 

สารละลายไอโอดีน
รวมกับ crystal 
violet เป็น
สารประกอบที่มี
โมเลกุลขนาดใหญํ 
ภายในเซลล์ยังติดสี
มํวง 

3. Acetone-alcohol 
decolorizer 

ไซโตพลาสซึมและผนังเซลล์สูญเสียน้ํา จึงเกิดการ
เหี่ยวหรือหดตัว ทําให๎รูของผนังเซลล์มีขนาดเล็ก 
สารประกอบของสี ซึ่งมีโมเลกุลขนาดใหญํไมํ
สามารถละลายออกมาได๎ เซลล์จึงติดสีมํวง 

สารพวกลิปิดที่ผนัง
เซลล์ 

4. Safranin เซลล์ไมํทําปฏิกิริยากับสีนี้เซลล์ติดสีมํวงตามเดิม เซลล์ติดสีแดงของ 
Safranin 

 
 หลักเกณฑ์ในการย้อมแกรม 
 1. เซลล์ปกติ (Vegetative cell) เทํานั้นที่ติดสีแกรมบวกหรือแกรมลบ แตํถ๎าเซลล์เกิดแตกข้ึนมา
จะติดสีเฉพาะแกรมลบเทํานั้น 
 2. การย๎อมแกรมต๎องใช๎ Crystal violet และสารละลายไอโอดีนเสมอ 
 3. แบคทีเรียเทํานั้นที่ให๎ผลตํางกันในการย๎อมแกรม แตํจุลินทรีย์ชนิดอ่ืนๆจะติดสีย๎อมแกรมอยําง
ใดอยํางหนึ่งเทํานั้น เชํน เซลล์ยีสต์จะติดสีแกรมบวก 
 4. การย๎อมสีแกรมสามารถเปลี่ยนแบคทีเรียแกรมบวกเป็นแกรมลบได๎ แตํไมํสามารถเปลี่ยน
แบคทีเรียแกรมลบเป็นแกรมบวกได๎ 
 5. ไซโตพลาสซึมติดสีแกรมลบเทํานั้น 
 6. แบคทีเรียแกรมบวกถูกล๎างสียากกวําแกรมลบ 
 7. สปอร์ที่ยังไมํเจริญเต็มที่ (immature endospore) จะติดสีแกรมบวก สํวนสปอร์ที่เจริญเต็มที่ 
(mature endospore) ไมํติดสีแกรม 
 การทดสอบคะตะเลส 
 หลักการ 
 ทดสอบความสามารถในการสร๎าง enzyme catalase ซึ่งแบคทีเรียสร๎างขึ้นมาเพ่ือยํอยสลาย 
H2O2 ซึ่งเป็นอันตรายตํอเซลล์ 
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 การใช้งาน 
 3% H2O2ใช๎แยก staphylococcus ซึ่งให๎ผลการทดสอบ catalase positive ออกจาก 
streptococcus ซึ่งให๎ผลการทดสอบ catalase negative และแบคทีเรียกรดแลคติกให๎ผลการ
ทดสอบ catalase negative 
 30% H2O2 ใช๎แยก Neisseria gonorrhoese ซึ่งให๎ผลการทดสอบ catalase positive ออกจาก 
neisseria meningitidis 
 
 การทดสอบ 
 1. ใช๎ไม๎จิ้มฟันเขี่ยเชื้อแล๎วแตะลงบนสไลด์ที่สะอาด 
 2. หยด H2O2ลงบนเชื้อที่อยูํบนสไลด์ 
 
 การอ่านผล 
 Positive: มีฟองเกิดขึ้นทันท ี
 Negative: ไมํมีฟองเกิดขึ้น 
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1. เตรียม stock calibrator ของโคเลสเตอรอล (ใช้สูตร C1V1 = C2V2) 
 1.1 Stock calibrator เข๎มข๎น 120 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 663 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 337 มล. 
 1.2 Stock calibrator เข๎มข๎น 100 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 552 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 448 มล. 
 1.3 Stock calibrator เข๎มข๎น 80 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 442 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 558 มล. 
 1.4 Stock calibrator เข๎มข๎น 60 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 331 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 669 มล. 
 1.5 Stock calibrator เข๎มข๎น 40 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 221 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 779 มล. 
 1.6 Stock calibrator เข๎มข๎น 20 มค.ก./มล. (ใช๎สูตร C1V1 = C2V2) 
  ดูด Stock calibrator เข๎มข๎น 181 มค.ก./มล. ปริมาตร 110 มล. แล๎วเติมน้ํากลั่นปราศจากอิ
ออนปริมาตร 890 มล. 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ค 
การเตรียมกราฟมาตรฐานโคเลสเตอรอล 
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ตารางที่ ฉ1  ผลการทดสอบ ANOVA เพ่ือบอกความแตกตํางในการลดระดับโคเลสเตอรอลที่ไมํมี
เกลือน้ําดี oxgall (0%) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

 

 

 

 

ตารางที่ ฉ2ผลการทดสอบ ANOVA เพ่ือบอกความแตกตํางในการลดระดับโคเลสเตอรอลที่มีเกลือ
น้ําดี oxgall (0.30%) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

 

 

 

 
ตารางที่ ฉ3  ผลการทดสอบ Independent t-test เพ่ือบอกความแตกตํางในการลดระดับ
โคเลสเตอรอลที่ไมํมีเกลือน้ําดี oxgall (0%)และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) 
   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของ Ent. faecium N15 (N15) ที่
ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 

 

 

ภาคผนวก ง 
การวิเคราะห์ข้อมูล 

 
1) One-Way ANOVA ใช้ในการทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกทั ง 5 ชนิดและยีสต์ 1ชนิด 
2) Independent t-test ใช้ในการทดสอบแบคทีเรียกรดแลคติกและยีสต์ชนิดเดียวกัน 
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   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของ L. lactic ssp. lactis1 L26 
(L26) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

 

 

 
   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของ Lact. pentosus I                
ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
 
 
 
 
 
   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของ Lact. pentosus II ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95% 

 

   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยก
ได๎จากนมเปรี้ยวดัชมิลค์ ดีไลท์ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
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   เปรียบเทียบความสามารถในการลดระดับโคเลสเตอรอลในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS 
ที่ไมํมีเกลือน้ําดี Oxgall (0%) และมีเกลือน้ําดี Oxgall (0.30%) ของ C. albicans ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 
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ภาคผนวก จ 

การเผยแพร่ผลงานวิจัย 


