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บทคัดยŠอ 
  การศึกษานี้มีวัตถุประสงคŤเพื่อศึกษาคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกและคุณสมบัติเชิง

หนšาที่ของจุลินทรียŤที่คัดแยกไดšจากอาหารหมัก พืช ดิน และมูลสัตวŤ  ในจังหวัดนŠาน ประเทศไทย โดย

ทำการตรวจสอบปลอดภัยที่มีตŠอการยŠอยสลายเม็ดเลือดแดง ความไวตŠอยาปฏิชีวนะ การจัดจำแนก

สายพันธุŤดšวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดŤในบริเวณ 16S rDNA แลšว

ทำการศึกษาคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกดšานการทนตŠอสภาวะคลšายน้ำยŠอยในระบบทางเดิน

อาหารที่มีความเปŨนกรดและและเกลือน้ำดี ความสามารถในการเกาะติดกับเซลลŤเยื ่อบุลำไสš  การ

ทดสอบการยับยั้งจุลินทรียŤกŠอโรค และการทดสอบการออกฤทธิ์เชิงหนšาที่ที่มีผลตŠอการทำงานของ

เอนไซมŤ α-glucosidase, α-amylase และ Pancreatic lipase ที่เกี ่ยวขšองกับการยŠอยแปŜงและ

ไขมัน พบวŠา แบคทีเรียที ่คัดแยกไดšเปŨนกลุ Šมแลคติกแอซิดแบคทีเรียไดšทั ้งหมด 10 ไอโซเลท            

ผลการศึกษาพบวŠา เชื้อแตŠละไอโซเลตเปŨนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรŠางเปŨนทŠอนสั้น และกลม ไมŠมีการ

ยŠอยเม็ดเลือดแดง และไมŠมีการถŠายทอดการดื้อตŠอยาปฏิชีวนะ  เมื่อทำการจำแนกสายพันธุŤจุลินทรยีŤ 

ไดšสามารถจำแนกจุลินทรียŤโพรโอติกทั ้งหมด 4 สปŘช ีสŤ (Species) ไดšแกŠ Lacticaseibacillus 

paracasei subsp. tolerans, จำนวน 4 สายพันธุŤ Limosilactobacillus fermentum จำนวน 3 

สายพันธุŤ, Pediococcus pentosaceus จำนวน 1 สายพันธุŤ และ Enterococcus hirae  จำนวน 2 

สายพันธุŤ เชื้อทั้ง 10 ไอโซเลต มีความสามารถในการอยูŠรอดในสภาวะคลšายน้ำยŠอยที่มีความเปŨนกรด

ในกระเพาะอาหารและเกลือน้ำดีอยูŠที่ประมาณรšอยละ 80 ขึ้นไป ผลการทดสอบความสามารถในการ

เกาะเซลลŤเยื่อบุลำไสš คือ Caco-2 และ HT29  พบวŠาจุลินทรียŤมีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลลŤ

เยื่อบุลำไสšทั้งสองชนิดในชŠวงรšอยละ 53.33± 0.52 - 97.55± 0.09 และ 2.94± 0.41 - 96.67±0.41 

ตามลำด ับ  โพรไบโอติกสายพ ันธ ุ Ť  Limosilactobacillus  fermentum ม ีฤทธ ิ ์ ในการย ับยั้ ง

เช ื ้อจ ุล ินทร ีย Ťก Šอโรคไดš  1 สายพันธ ุ Ť  ได šแก Š  Staphylococcus aureus (ATCC 6538) และ 

Pediococcus pentosaceus  มีฤทธิ ์ในการยับยั ้งเช ื ้อจ ุล ินทรีย Ťก Šอโรคไดš 1 สายพันธุŤ  ไดšแกŠ 

Streptococcus mutans (ATCC 25175)  และเมื ่อทำการศึกษาการยับยั ้งเอนไซมŤ โดยทำการ
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ตาย (Heat killed)  พบวŠา สŠวนใส (Supernatant) ของจุลินทรียŤโพรไบโอติกทั ้ง 10 ไอโซเลต           

มีรšอยละในการยับยั้งเอนไซมŤ  α-glucosidase, α-amylase และ Pancreatic lipase ที่สูงกวŠาเซลลŤ

มีชีวิต (Live cell) และ เซลลŤตาย (Heat killed)        

 

คำสำคัญ : แบคทีเรียกรดแลคติก, โพรไบโอติก, α-glucosidase, α-amylase, Pancreatic lipase   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ค 

 

Title                              THE STUDY OF PROBIOTIC PROPERTIES AND  

                                        FUNCTIONAL ACTION PROPERTIES OF THE ISOLATED             

                                        MICROORGANISMS 

Students                          Miss CHANIDAPA SIRISOM  63050460                                       

Degree                               Bachelor of Science (INDUSTRIAL MICROBIOLOGY)  

Department                    Biology 

School                             Science 

University                         King Mongkut’s Institute of Technology Ladkrabang  

                                         (KMITL)                                   

Academic Year 2023 

Advisor Dr. Kawinchaya Saikaew  

 

 

 

Abstract 
 

         The objective of this study was to study the probiotic properties and functional 

properties of microorganisms isolated from fermented food, plants, soil, and animal 

manure in Nan Province, Thailand. By examining the safety effects on red blood cell 

digestion, antibiotics susceptibility, classification of species by morphological 

characteristics and study of nucleotide sequences in the 16S rDNA region. The 

properties of the probiotics were then studied in terms of their tolerance to conditions 

similar to acidic gastrointestinal juice and bile salts. Ability to adhere to intestinal lining 

cells, testing for the inhibition of pathogenic microorganisms and testing of functional 

effects on enzyme activity α-glucosidase, α-amylase and Pancreatic lipase involved in 

the digestion of starch and lipid. It was found that 10 bacterial isolates were classified 

as lactic acid bacteria. The results of the study found that each isolate was a gram-

positive bacterium. The shape is short rod and coccus. There is no digestion of red 

blood cells and there is no transmission of antibiotic resistance. When classifying 

microbial species a total of 4 probiotic species were identified: Lacticaseibacillus 

paracasei subsp. tolerans, Limosilactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus 

and Enterococcus hirae. Each isolate exhibited approximately 80% survival ability in เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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the acidic environment of the stomach and in the presence of bile salts. Results of 

tests on their ability to adhere to intestinal mucosa cells, specifically  Caco-2 and HT29, 

indicated that the microorganisms demonstrated adhesion abilities to both types of 

intestinal mucosa cells, ranging from 53.33±0.52 - 97.55± 0.09 and 2.94±0.41 - 

96.67±0.41 respectively. Probiotic  Limosilactobacillus fermentum has the effect of 

inhibiting 1 strain of pathogenic microorganisms, namely Staphylococcus aureus (ATCC 

6538) and Pediococcus pentosaceus it has the effect of inhibiting 1 strain of pathogenic 

microorganisms, namely Streptococcus mutans (ATCC 25175).  And when studying 

enzyme inhibition by testing the components of 3 factions of the bacteria namely the 

supernatant, live cells and heat killed, it was found that the supernatant of all 10 

probiotic microorganism isolates had a percentage of enzyme inhibition α-glucosidase, 

α-amylase and Pancreatic lipase that are higher than live cells and heat killed.  

 

Keywords : Lactic acid bacteria, Probiotic, α-glucosidase, α-amylase, Pancreatic lipase   
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กิตติกรรมประกาศ 
 

 หัวขšอสหกิจศึกษาฉบับนี ้ที ่ไดšรับมอบหมายเปŨนการศึกษาวิจัยเรื ่อง การศึกษาคุณสมบัติ      

ความเปŨนโพรไบโอติกและคุณสมบัติเชิงหนšาที่ของจุลินทรียŤที่คัดแยกไดš สามารถดำเนินการจนประสบ

ความสำเร็จลุลŠวงไดšอยŠางสมบูรณŤดšวยความอนุเคราะหŤจากบุคคลหลายทŠาน ในการสนับสนุนใหš

คำปรึกษา และแนะนำแนวทางในการศึกษาคšนควšา ตลอดจนแกšไขปŦญหาขšอบกพรŠองตŠาง ๆ ผูšวิจัย   

ขอกราบขอบพระคุณเปŨนอยŠางสงูไวš ณ โอกาสนี้ 

 ขอขอบพระคุณ ดร. จารุวรรณ สิทธิพล  นักวิจัยอาวุโส ที่กรุณาใหšโอกาสในการเขšามาทำสหกิจ

ศึกษาที่ศูนยŤความหลากหลายทางชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรŤและเทคโนโลยีแหŠงประเทศไทย 

ใหšคำแนะนำและชŠวยตรวจทานแกšไขขšอบกพรŠองในสŠวนตŠาง ๆ ใหšถูกตšองและสมบูรณŤ  

  ขอขอบพระคุณ ดร. ขนิษฐา นิวาศะบุตร นักวิจัย ที่ใหšความรูšเทคนิคการทดสอบเอนไซมŤ  

หลักการทำงาน และใหšคำปรึกษาในระหวŠางที่ปฏิบัติงาน 

  ขอขอบพระคุณ นางสาวหนึ่งนุช ไชยวรรณŤ นักทดลองวิทยาศาสตรŤ ที่ใหšความรูšในดšานเทคนิค

ทางจุลชีววิทยา การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ เทคนิคการทำ PCR, Gel electrophoresis การทดสอบ

คุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก คอยใหšแนะนำและชŠวยตรวจทานแกšไขขšอบกพรŠองในสŠวนตŠาง ๆ ใหš

ถูกตšองและสมบูรณŤ  ใหšความชŠวยเหลือในดšานตŠางๆ ตลอดจนใหšคำปรึกษาและชŠวยแกšปŦญหาที่เกิดขึ้น

ระหวŠางปฏิบัติงาน 

  ขอขอบพระคุณ นางสาวกมลศรี นวลคำ ผู šชŠวยนักวิจัย ผู šใหšคำแนะนำในเทคนิคการทำ 

Purified และการวิเคราะหŤขšอมูลดšวยโปรแกรม BioEdit 

  ขอขอบพระคุณ นางสาวณัฐริการŤ นวลศรี ผูšชŠวยนักวิจัย ที่ใหšความรูšในดšานเทคนิคทางจุล

ชีววิทยา การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ การเลี้ยงเชื้อจุลินทรียŤ การทดสอบคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอ-

ติก ใหšความชŠวยเหลือในดšานตŠางๆ ตลอดจนใหšคำปรึกษาและชŠวยแกšปŦญหาที่เกิดขึ ้นระหวŠาง

ปฏิบัติงาน 

  ขอขอบพระคุณ ดร. กวินชญา สายแกšว อาจารยŤที่ปรึกษาสหกิจศึกษา ที่คอยใหš แนะนำและ

ชŠวยตรวจทานแกšไขขšอบกพรŠองในสŠวนตŠาง ๆ ใหšความถูกตšองและสมบูรณŤ ตลอดการทำสหกิจศึกษา 

  ขอขอบพระคุณ รศ. ดวงใจ โอชัยกุล อาจารยŤนิเทศสหกิจศึกษา ที่คอยใหšคำปรึกษา ติดตาม

การทำงาน และดูแลความเรียบรšอยในระหวŠางการฝřกสหกิจศึกษา 

   

  

                           ชนิดาภา ศิริสม
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 

1.1 ความเปŨนมาและความสำคัญของปŦญหา  

ในปŦจจุบันปŦญหาดšานสุขภาพของคนไทยเกิดจากพฤติกรรมการบริโภค และพฤติกรรมการใชšชีวิต    

ทำใหšเกิดโรคตŠางๆ เชŠน โรคอšวน โรคคลอเรสเตอรอลสูง โรคมะเร็ง และปŦญหาตŠางๆในระบบทางเดินอาหาร 

ระบบยŠอยอาหาร ไปจนถึงระบบขับถŠาย   การใชšโพรไบโอติกในการเปŨนอาหารเสริมทางเลือกใหมŠเปŨนที่นิยม

และรูšจักกันอยŠางแพรŠหลายในปŦจจุบัน เนื่องจากโพรไบโอติกเปŨนเชื้อจุลินทรียŤที่ไมŠกŠอใหšเกิดโรค เหมาะสำหรับ

กระบวนการอุตสาหกรรม สามารถทนกรด ทนน้ำดี และผลิตสารตšานจุลชีพ (Mojgani et al., 2015)            

และนอกจากนี้โพรไบโอติกยังมีประโยชนŤทางดšานระบบทางเดินอาหาร ระบบขับถŠาย และการเพิ่มการดูดซึม

สารอาหาร  การลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือด ลดความเสี่ยงของโรคทšองรŠวงและมะเร็งบางชนิด (Nami et 

al., 2022)  โดยทั่วไปโพรไบโอติกจะอยูŠในรูปของจุลินทรียŤตามธรรมชาติในลำไสšและอาหารหมักตŠางๆ เชŠน   

ผักดอง ชีส  โยเกิรŤต เบียรŤ ไวนŤ น้ำผลไมš รวมไปถึงแหลŠงธรรมชาติตŠางๆ เชŠน ดิน พืช และมูลสัตวŤ  ซึ่ง

คุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกที่ดีคือตšองมีความทนตŠอคŠาpH ที่ต่ำและเกลือน้ำดีเพื่อใหšสามารถอยูŠรอดใน

ระบบทางเดินอาหารไดš และตšองมีความสามารถในการเกาะติดกับเซลลŤเยื่อบุลำไสšไดš  มีความสามารถในการ

ยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค และลักษณะสำคัญอื่นๆที่ตšองคำนึงถึงในการเลือกใชšสายพันธุŤโพรไบโอติก   ไดšแกŠ 

ความไวตŠอยาปฏิชีวนะ การยŠอยเม็ดเลือดแดง เพื่อความปลอดภัยของผูšบริโภค (Saarela et al., 2000)                 

ดšวยคุณสมบัติที่มีประโยชนŤตามรายงานขšางตšน โพรไบโอติกจึงเปŨนอีกทางเลือกหนึ่งที่นŠาสนใจในการศึกษา 

เพื่อศึกษาหาสายพันธุŤโพรไบโอติกที่มีคุณสมบัติในดšานการอยูŠรอดในสภาวะไรšอากาศ การทนตŠอกรดใน

กระเพาะอาหารและเกลือน้ำดี ความสามารถในการยึดเกาะเซลลŤเยื ่อบุลำไสš  ความสามารถในการยับยั้ง

เชื้อจุลินทรียŤที่กŠอโรคในทางเดินอาหารไดš รวมไปถึงและการทดสอบการออกฤทธิ์เชิงหนšาที่  ที่มีผลตŠอการ

ทำงานของเอนไซมŤ α-glucosidase, α-amylase และ Pancreatic lipase ที่เกี่ยวขšองกับการยŠอยแปŜงและ

ไขมัน 
        การศึกษานี้จึงมีจุดมุŠงหมายเพ่ือคัดแยกและจำแนกแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคุณสมบัติเปŨนโพรไบโอติก           

เพ่ือทำการศึกษาตŠอในการเสริมสุขภาพในดšานการลดระดับน้ำตาลและไขมันในเลือดไดšตŠอไป 

 

1.2 วัตถุประสงคŤของงานวิจัย  

1) เพ่ือคัดแยกจุลินทรียŤที่สรšางกรดแลคติกจากอาหารหมัก ดิน พืช และมูลสัตวŤ 

2) เพ่ือทดสอบคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดš 

3) เพ่ือทดสอบคุณสมบัติเชิงหนšาที่ของแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดš 
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1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  

1) คัดแยกและรวบรวมแบคทีเรียกรดแลคติกจากตัวอยŠางแหลŠงธรรมชาติ และอาหารหมักใน

จังหวัดนŠาน ประเทศไทย 

2) ทดสอบคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก และคุณสมบัติเชิงหนšาที่ของจุลินทรียŤที่คัดแยกไดš 

 

1.4  ประโยชนŤที่คาดวŠาจะไดšรับ       

1) ทราบถึงวิธ ีการคัดแยกแบคทีเรียและการทดสอบคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกและ

คุณสมบัติเชิงหนšาทีข่องจุลินทรียŤที่คัดแยกไดš 

    2)  สามารถจำแนกสายพันธุŤจุลินทรียŤที่คัดแยกไดšเพ่ือนำไปใชšประโยชนŤดšานตŠางๆ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกีย่วขšอง 
 

2.1 โพรไบโอติก 

  โพรไบโอติกมาจากคำภาษากรีกวŠา “Probios” ซึ ่งหมายถึง "การมีชีว ิต" ซึ ่งตรงขšามกับคำวŠา 

"Antibiotic" ซึ่งหมายถึง "ตŠอตšานการมีชีวิต" (Das et al., 2022) ตามรายงานของ Food and Organisation 

(2001)   กลŠาววŠา  “โพรไบโอติกคือจุลินทรียŤที่มีชีวิตซึ่งเมื่อไดšรับในปริมาณที่เพียงพอจะมีประโยชนŤตŠอสุขภาพ

ตŠอรŠางกาย” (Macho Fernandez et al., 2011) ตŠอมาในเดือนตุลาคม 2556 สมาคมวิทยาศาสตรŤระหวŠาง

ประเทศดšานชีวภาพ (International Scientific Association)   ไดšกŠอตั้งคณะกรรมการที่ปรึกษา เพื่อปรับ

แนวคิดเกี ่ยวกับโพรไบโอติก โดยปรับปรุงคำจำกัดความของ FAO/WHO (Rashmi & Gayathri, 2017)       

ใหšเหมาะสมการการนำไปใชšประโยชนŤมีการปรับเปลี่ยนไวยากรณŤเล็กนšอยและกำหนดใหšเปŨน  ‘จุลินทรียŤที่มี

ชีวิตซึ่งใหšประโยชนŤตŠอสุขภาพแกŠโฮสตŤเมื่อใชšในปริมาณที่เหมาะสม’  (Hill et al., 2014)  ผลิตภัณฑŤอาหาร

หมักหลายชนิดเปŨนแหลŠงที่อยูŠสำคัญของโพรไบโอติก นอกจากนี้ยังมีพรีไบโอติกที่เปŨนสารที่กระตุšนการ

เจริญเติบโตของโพรไบโอติกท่ีสามารถหาไดšจากแหลŠงตŠางๆ เชŠน นมแมŠ ถั่วเหลือง  ขšาวโอŢตดิบ  รวมไปถึงโอลิ-

โกแซ็กคาไรดŤที่ไดšจากพืช (Saarela et al., 2000)     ปŦจจุบัน โพรไบโอติก ไดšรับการยอมรับวŠาเปŨนสŠวนผสม

อาหารที่สŠงเสริมสุขภาพหลายประการ โพรไบโอติกจึงเปŨนจุลินทรียŤที่ทั่วโลกใหšความสนใจเพื่อใหšไดšรับการ

สำรวจวŠาเปŨนการบำบัดทางชีวภาพที่มีศักยภาพในการรักษาความผิดปกติทางเมตาบอลิซึมตŠางๆ (Oniszczuk 

et al., 2021)  เนื ่องจากโพรไบโอติกเปŨนเชื ้อจุลินทรียŤที ่ไมŠกŠอใหšเกิดโรค เหมาะสำหรับกระบวนการ

อุตสาหกรรม สามารถทนกรด ทนน้ำดี และผลิตสารตšานจุลชีพไดš (Mojgani et al., 2015)   

 

2.2 คุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก   

 

2.2.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของจุลินทรียŤโพรไบโอติก 

              รูปรŠางเซลลŤของโพรไบโอติกมีหลากหลายรูปแบบโดยเซลลŤจะมีรูปรŠาง กลม (Coccous) และรูป

ทŠอน (Bacillus)  ผนังเซลลŤยšอมติดสีมŠวงของคริสตัลไวโอเลต  เนื่องจากผนังเซลลŤของแบคทีเรียแกรมบวก      

มีผนังหนาจึงติดสีคริสตัลไวโอเลตไดšดีและเมื่อเติมสารละลายไอโอดีนลงไปจะรวมกับสีคริสตัลไวโอเลต 

กลายเปŨนผลึกที่มีโครงสรšางซับซšอน (crystal violetiodine complex) ทำใหšสีติดดียิ่งขึ้น ตŠอมาเมื่อลšางเซลลŤ

แบคทีเรียดšวย ethyl alcohol 95% ขั้นตอนนี้ แบคทีเรียแกรมลบซึ่งมีไขมันอยูŠในสŠวนประกอบของผนังเซลลŤ

มาก ไขมันจะถูกละลายออกมากับแอลกอฮอลŤ ทำใหšรูผนังเซลลŤกวšางขึ้น ผลึกของสีจึงหลุดออกมากับผนังเซลลŤ

ตอนนี้แบคทีเรียนแกรมลบจึงไมŠติดสี สŠวนแบคทีเรียนแกรมบวกที่มีสŠวนประกอบของผนังเซลลŤที่เปŨนไขมันอยูŠ

นšอย ผลึกของสียังคงติดแนŠนอยูŠ (คริสตัลไวโอเลตสีน้ำเงินหรือมŠวง) ซึ่งตŠอมาเม่ือยšอมทับดšวยซาฟรานิน (สีแดง)   

ผนังเซลลŤของแบคทีเรียพวกแกรมลบซึ่งเดิมไมŠติดสีจะติดสีแดงในขั้นตอนนี้จึงเห็นความแตกตŠางระหวŠาง

แบคทีเรียทั้ง 2 กลุŠมอยŠางชัดเจน  (Moyes et al., 2009)   สามารถเจริญไดšทั้งในที่ท่ีมีอากาศและไมŠมีอากาศ   
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2.2.2  ความสามารถในการทนตŠอกรดและเกลือน้ำดี (Bile salt Tolerant)  

                  เนื่องจากวŠาโพรไบโอติกถูกนำไปใชšประโยชนŤอยŠางแพรŠหลายในดšานอาหารเสริมและการใชš          

โพรไบโอติกคือการนำไปบริโภคเปŨนสŠวนใหญŠ ซึ่งจะตšองผŠานระบบทางเดินอาหาร ตั้งแตŠปาก คอหอย กระเพาะ

อาหาร ไปจนถึงลำไสšเล็ก  จุลินทรียŤโพรไบโอติกจึงมีความจำเปŨนตšองมีความสามารถในการอยูŠรอดในกระเพาะ

อาหารที่มีคŠา pH ต่ำและเกลือน้ำดีที่มีความเขšมขšนสูง  (Kobierecka et al., 2017)   เนื่องจากเกลือน้ำดีสŠงผล

ตŠอโครงสรšางของเยื่อหุšมเซลลŤของแบคทีเรีย (ผุสดี, จิรโรจนŤ และ กานตŤ. 2559)  และความทนทานตŠอกรดของ

แบคทีเรียในกระเพาะอาหารยังเปŨนขšอกำหนดเบื้องตšนสำหรับการใชšเปŨนอาหารเสริม และชŠวยใหš  โพรไบโอติก 

สามารถอยูŠรอดไดšในระยะเวลานานขึ้นในอาหารที่มีกรดสูง   

 

2.2.3  การทดสอบการเกาะติดเซลลŤเยื่อบุลำไสš  

        การยึดเกาะตŠอเซลลŤเยื่อบุลำไสšของโพรไบโอติกมีความสำคัญเนื่องจากชŠวยปŜองกันการบุกรุก และ

การสรšางสารพิษของเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรคไดš และยังมีรายงานวŠาการเกาะติดและการเพิ่มจำนวนของโพรไบโอ-

ติกในลำไสšเปŨนผลทางสรีรวิทยาซึ่งเปŨนพื้นฐานสำคัญของคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก การเกาะติดของ   

โพรไบโอติกชŠวยรักษาสมดุลโครงสรšางของจุลินทรียŤประจำถิ่นในลำไสšใหšเปŨนปกติ รักษาความสมบูรณŤทาง

สัณฐานวิทยาและการทำงานของเยื่อเมือกในลำไสšและยับยั้งการ เพิ่มจำนวนของแบคทีเรียที่กŠอโรคในลำไสš  

(Juge, 2012)   กลไกในการชŠวยยึดเกาะลำไสšของโพรไบโอติกเกี่ยวขšองกับปฏิกิริยาระหวŠางไขมันและเพปทิโด

ไกลแคน และโปรตีนบนพื้นผิวที่อยูŠบนผนังเซลลŤของแบคทีเรีย ผนังเซลลŤของแบคทีเรียเชื่อมโยงองคŤประกอบที่

เปŨนโปรตีน ชŠวยใหšเกิดการยึดเกาะของแบคทีเรียกับเซลลŤเยื่อบุผิวในลำไสš  (Singh et al., 2017) 

 

2.2.4  การยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค 

               ตามรายงานของ (Divyashree et al., 2021) กลŠาววŠากิจกรรมนี้อาจเกิดจากการมีสารประกอบที่

ตšานจุลชีพ เชŠน กรดอินทรียŤ และไฮโดรเจนเปอรŤออกไซดŤ ที่ผลิตโดยเชื้อโพรไบโอติกที่มีศักยภาพ  กลไกการ

ออกฤทธิ์ของโพรไบโอติกมีหลากหลาย เชŠน การผลิตสารยับยั้ง คือ แบคเทอริโอซินและไฮโดรเจนเปอรŤ

ออกไซดŤ  ซึ ่งสามารถยับยั ้งแบคทีเร ียกŠอโรคทั ้งแกรมบวกและแกรมลบไดš  (Kanmani et al., 2013)              

มีโพรไบโอติกหลายสายพันธุŤที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื้อแบคทีเรียกŠอโรค  Sikorska & Smoragiewicz, 

(2013)   กล Šาวว Šา โพรไบโอต ิกสายพ ันธุŤ  Lactobacillus reuteri, Lactobacillus  rhamnosus GG, 

Propionibacterium freudenreichii, Propionibacterium Acnes, Lactobacillus paracasei, 

Lactobacillus casei,  Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgarocus และ  Lactobacillus 

fermentus  ยับยั ้งการสรšางไบโอฟŗลŤมของ  Staphylococcus aureus  (MRSA)  ที ่ทนตŠอ methicillin    

อาจเกิดจากการผลิตกรดหรือสารยับยั้งแบคทีเรีย  
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2.2.5  การยับยั้งเอนไซมŤ 

               α-Glucosidase และ α-Amylase เป Ũนเอนไซม Ťท ี ่ม ีความสำค ัญต Šอการย Šอยแป Ŝง  และ

คารŤโบไฮเดรตใหšเปŨนน้ำตาลโมเลกุลเดี ่ยวในผู šป śวยโรคเบาหวานการยับยั ้งการทำงานขอ งเอนไซมŤ                

α- Glucosidase ไดšรับการพิสูจนŤแลšววŠาชŠวยลดระดับน้ำตาลในเลือดลงไดš (ภัทรา และ นาฏศจี. 2556 )      

โดยโมเลกุลขนาดใหญŠของคารŤโบไฮเดรตที่มีอยูŠในอาหารจะถูกไฮโดรไลซŤในขั้นแรกดšวย α-amylase ซึ่งพบไดš

ทั ้งในน้ำลายและตับอŠอน ใหšเปŨนโอลิโกแซ็กคาไรดŤหรือไดแซ็กคาไรดŤที ่ม ีขนาดเล็กลงโดยมีพ ันธะ                      

D-glycosidic จากนั้นโมเลกุลเหลŠานี้จะถูกยŠอยสลายเพ่ิมเติมโดย α-glucosidase ที่ขนเล็กๆรอบๆของเซลลŤที่

อยูŠในลำไสšเล็กเพ่ือผลิตกลูโคส สŠงผลใหšระดับน้ำตาลในเลือดเพ่ิมข้ึน (Ren et al., 2023)      

                 (Chen et al., 2014)  มีการทดสอบวŠา Cell free Supernatant ของเชื้อ Lactobacillus 

rhamnosus Z7, Bifidobacterium bifidum F-35, Lactobacillus casei 2W และ Lactobacillus 

bulgaricus L24 แสดงฤทธิ์ยับยั้ง α-Glucosidase  ที่มีศักยภาพมาก  

                 Pancreatic Lipase เปŨนเอนไซมŤท่ีสรšางโดยตับอŠอนที่มีบทบาทสำคัญในการยŠอยและการดูดซึม

ไขมันในอาหาร  หนšาที่ของเอนไซมŤ Pancreatic Lipase คือสลายไตรกลีเซอไรดŤซึ่งเปŨนไขมันประเภทหนึ่งใหš

กลายเปŨนกรดไขม ันท ี ่ เป Ũนส Šวนประกอบของโมโนกลี เซอไรดŤ ทำให šเป Ũนสาเหต ุหนึ ่งของโรคอ šวน  

Tetrahydrolipostatin (Orlistat / Xenical)  เปŨนตัวยับยั้งไลเปสเพียงตัวเดียวที่ไดšรับการอนุมัติจาก FDA 

สำหรับการรักษาโรคอšวนที่ออกฤทธิ์ผŠานการมีปฏิกิริยาที่ไมŠสามารถยšอนกลับไดšกับสารตกคšาง Asp176, 

His263 และ Ser152 ของบริเวณที่ทำงานของเอนไซมŤ     แตŠการใชš Orlistat ก็มีผลขšางเคียงที่รšายแรงบาง

ประการ รวมถึงการดูดซึมวิตามินที่ละลายในไขมัน อุจจาระที่มีไขมัน ทšองอืด ทšองเสียฉับพลัน และปวดทšอง 

(Aydin & Onbasi, 2021) จึงมีการศึกษาใชšโพรไบโอติก ในการยับยั้งเอนไซมŤ Pancreatic Lipase แทนการใชš 

Orlistat 

 

2.3 การศึกษาความปลอดภัยของจุลินทรียŤโพรไบโอติก 

 

2.3.1 การยŠอยสลายเม็ดเลือดแดง 

             การยŠอยเม็ดเลือดแดงมีทั้งหมด 3 ลักษณะคือ คือ ß-hemolysis คือยŠอยสลายแบบสมบูรณŤ ซึ่งจะ

พบ clear zone ใสรอบๆรอยขีด, α-hemolysis คือการยŠอยสลายบางสŠวน มีสีเขียวรอบๆรอยขีด และ       

γ-hemolysis คือไมŠเก ิดการเปลี ่ยนแปลง (Wang et al., 2016) โดยจุล ินทรีย Ťโพรไบโอติกต šองไมŠมี

ความสามารถในการยŠอยเม็ดเลือดแดงใหšแตกคือ เปŨนลักษณะ γ-hemolysis (ไมŠเกิดการเปลี่ยนแปลง)  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3.2  ความไวตŠอยาปฏิชีวนะ 

       สำหรับแบคทีเรียทำการทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะตามที่ (Hazards, 2012) ระบุใหšเชื้อที่จะนำไปใชš

เป Ũนแบคท ี เร ีย โพรไบโอต ิกต šองทำการทดสอบก ับยาปฏ ิช ี วนะ 9 ชน ิด  ค ือ Ampicillin (AMP), 

Chloramphenicol (C), Gentamycin (GN), Clindamycin (DA), Erythromycin (E), Kanamycin (K), 

Streptomycin (S), Tetracycline (TE) และ Vancomycin (VA)  จากขšอมูลการศึกษามีการรายงานไวšวŠาเชื้อ

กลุŠมแบคทีเรียกรดแลคติกดื้อตŠอยาปฏิชีวนะ Vancomycin แบบ Intrinsic factors คือจะไมŠสามารถถŠายทอด

คุณสมบัติการดื้อยานี้ใหšกับเชื้อจุลินทรียŤอื่น เนื่องจากกลไกการทำงานของ Vancomycin ในการยับยั้งการ

เจริญของแบคทีเรียจะเกิดขึ้นโดยยาจะเขšาไปจับกับกรดอะมิโน  D-alanine ที่ตำแหนŠงปลายของสายของ 

muramyl pentapeptide ซึ่งเปŨนสารตั้งตšนในโครงสรšางของ peptidoglycan ที่เปŨนสŠวนประกอบของผนัง

เซลลŤ ทำใหšเซลลŤไมŠสามารถเจริญไดšเพราะไมŠสามารถสรšางผนังเซลลŤใหšสมบูรณŤไดš  ซึ่ง Delcour et al., 1999  

รายงานวŠาแบคเรียกรดแลคติก ไดšแกŠจีน ัส (Genus) Leuconostoc, Pediococcus, Enterococci และ 

Lactobacillus  จะมี การแทนท ี ่ ก รดอะม ิ โน  D-alanine ด š วย  D-lactate หร ื อ  D-serine จ ึ งทำ ใหš  

Vancomycin ไมŠสามารถเขšาจับไดš สŠงผลใหšแบคทีเรียในจีนัสดังกลŠาว เกิดการดื้อตŠอ Vancomycin   

     สŠวนการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกตŠอยากลุŠม aminoglycosides (Kanamycin, Neomycin, 

Gentamicin และ Streptomycin)  ไดšร ับการพิจารณาวŠาเปŨนการดื ้อยา แบบ Intrinsic factor  เพราะ

แบคทีเรียไมŠมีสารตัวกลาง cytochrome mediated electron transport ที่จะดูดซึมตัวยากลุŠมนี้เขšาสูŠวงจร

การเจริญของเซลลŤ  (Charteris et al., 2001; Danielsen and Wind, 2003)    ดังนั้นแบคทีเรียที่มีการดื้อ

ต Š อยา  Gentamicin (GN), Kanamycin (K), Streptomycin (S)  และ Vancomycin (VA)   จ ึ งสามารถ

นำไปใชšทดสอบเปŨนจุลินทรียŤโพรไบโอติกในขั้นตŠอไปไดš    

 

2.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวขšอง  

               

               ภูมิใจ และ คณะ (2566) ทำการศึกษาคุณลักษณะของคุณสมบัติโพรไบโอติกที่แยกไดšจากกลšวย 

และพัฒนาผลิตภัณฑŤจากกลšวยตŠอโดยการทำแหšงและแบบแชŠแข็ งจากการศึกษาพบวŠา L. paracasei            

มีคุณสมบัติที่ เปŨนโพรไบโอติกในการเอาอยู Šรอดจากสภาวะความเครียดในระบบทางเดินอาหารและ

ความสามารถในการยับยั้งจุลินทรียŤกŠอโรคในลำไสš นอกจากนี้ยังปลอดภัยในการใชšและแสดงคุณสมบัติ ใน     

ความไวตŠอยาปฏิชีวนะอีกดšวย 

                Dong et al., (2023) ทำการแยกแบคทีเรียกรดแลคติกทั้งหมด 7 สายพันธุŤจากผลิตภัณฑŤนม

หมักแบบดั้งเดิมในมองโกเลีย ไดšจุลินทรียŤโพรไบโอติก 7 สายพันธุŤ ไดšแกŠ ไดšแกŠ Lactobacillus plantarum 

3 สายพันธุŤ, Pediococcus pentosaceus 1 สายพันธุŤ, Lacticaseibacillus paracasei  2 สายพันธุŤ และ 

Pediococcus acidilactici 1 สายพันธุŤ และทำการทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรคทั้งหมด 10 สายพันธุŤ

ได šแก Š  Aspergillus niger (M-518) , Aspergillus flavus (CICC 2031) , Aspergillus parasiticus (CICC เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



7 

 

 

2175), Talaromyces rubrifaciens (LRS-407), Penicillium Roqueforti (M-517), Penicillium citrinum 

(M-519), Mucor niemalis (CICC 40868), Zygosaccharomyces rouxii (LJL117) และ Rhodotorula 

glutinis (CICC 33037), Candida albicans (CICC 32819)  จากการศึกษาพบวŠา   Cell free Supernatant  

ของ Lacticaseibacillus paracasei  ใหšผลการยับยั้งที่มีนัยยะสำคัญตŠอยีสตŤ  C. albicans   และเชื้อรา    

A. niger และ A. flavus  

                   F. Kouhi et al., (2022) ทำการศึกษาศักยภาพและความปลอดภัยของโพรไบโอติกโดยทำการ

แยกโพรไบโอติกจากชีส Motal ทั้งหมด 52 ไอโซเลท พบวŠา 10 ไอโซเลทมีคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก คือ

สามารถทนตŠอกรดในกระเพาะอาหารและทนตŠอเกลือน้ำดี จึงทำการทดสอบขั้นตŠอไป คือกาทดสอบการยŠอย

เม็ดเลือดแดง การทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะ การยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค และความสามารถในการยึด

เกาะกับเซลลŤเยื่อบุลำไสš จากผลการทดสอบ เชื้อที่ผŠานการทดสอบ 6 ใน 10 ไอโซเลท ไดšแกŠ Enterococcus 

faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus hirae,  Enterococcus avium    และ Enterococcus 

durans  ไมŠไดšแสดงใหšเห็นถึงการยŠอยเม็ดเลือดแดง หรือการดื้อตŠอยาปฏิชีวนะที่ศึกษา และทั้ง 6 ไอโซเลท  

ยังยับยั้งการเจริญเติบโตของ Listeria monocytogenes และมีความสามารถในการยึดเกาะกับเซลลŤเยื่อบุผิว

ลำไสšไดšด ี

                 Kim et al., (2018) ทำการทดสอบศักยภาพของ Lactobacillus plantarum K10 พบวŠามี

ความสามารถในการการยับยั้ง α-amylase ถึง 94.66±4.88% และมีความสามารถในการยับยั้ง pancreatic 

lipase ไดšถึง 87.40±1.41% การยับยั้ง pancreatic lipase มีประสิทธิภาพในการปŜองกันโรคอšวนเนื่องจาก

เปŨนการยับยั้งการดูดซึมไขมันในลำไสš    

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 

บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
เครื่องมือ   

3.1.1 เครื่องชั่ง 4 ตำแหนŠง (Analytical Balances)  (OHAUS, USA) 

3.1.2 ตูšบŠมเชื้อ (Incubator) ยี่หšอ  (Memmert, Germany) 

3.1.3 ตูšนิรภัย (Biosafety Cabinet)  (Memmert, Germany) 

3.1.4 ตูšอบลมรšอน (Hot air oven)  (Memmert, Germany) 

3.1.5 เครื่องปŦũนเหวี่ยง (Centrifuge)   (Mikro Hettich zentrifuen, Thailand) 

3.1.6 กลšองจุลทรรศนŤแบบใชšแสง (Microscope)  

3.1.7 เครื่องไมโครเวฟ  (TOSHIBA, Japan) 

3.1.8 ตูšเย็น 4 องศาเซลเซียส  

3.1.9 ตูšแชŠงแข็ง -20 องศาเซลเซียส 

3.1.10 เครื่องกวนสารละลายพรšอมใหšความรšอน (Hot plate stirrer)  (LABTron,   Korea) 

3.1.11 เครื่องวัดความเปŨนกรดดŠาง (pH meter) 

3.1.12 หมšอนึ่งความดันไอ (Autoclave)  (Memmert, Germany) 

3.1.13 เครื่องถŠายรูปเจล  (UVTECH  Cambridge ALLIANCE, UK) 

3.1.14 เครื่องวัดปริมาณกรดนิวคลิอิก  (Thermo Scientific Nanodrop 2000C, USA) 

3.1.15 เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (Thermo cycler)   (Biometra TP Professional 

Thermocycler,  Germany) 

3.1.16 เครื่องแยกสารพันธุกรรมใหšบริสุทธิ์ดšวยไฟฟŜา (Gel Electrophoresis)   (ENDURO Gel XL, 

USA) 

3.1.17 อŠางควบคุมอุณภูมิ (Water Bath)   (Memmert,  Germany) 

3.1.18 เครื่องเขยŠาสาร (Vortex Mixer)  

3.1.19 เครื่องอุŠนหลอดทดลอง (Heating block)  (Boekel Scientific, USA) 

3.1.20 เครื่องวัดคŠาดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

3.1.21 เครื่องอŠานผลไมโครเพลท (Microplate reader)  

3.1.22 กลšองจุลทรรศนŤสำหรับเซลลŤไลนŤ (Microscope for cell line) 

3.1.23 กลšองจุลทรรศนŤแบบสเตอริโอ (Stereomicroscope) (Olympus, Japan)  

 

 อุปกรณŤ 

3.1.24 เครื่องแกšวขนาดตŠาง ๆ 
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3.1.25 Petri dish (Plate) ขนาดปกต ิ(9 เซนติเมตร) 

3.1.26 Auto Pipette ขนาด ตŠาง ๆ 

3.1.27 ทิป ขนาด ตŠาง ๆ  

3.1.28 หŠวงเขี่ยเชื้อ (Loop) 

3.1.29 เข็มเขี่ยเชื้อ (Needle) 

3.1.30 แผŠนสไลดŤ 

3.1.31 กระบอกฉีดยา (Syring) ขนาด 20 มิลลิลิตร 

3.1.32 หัวกรอง (Filter) ขนาด 0.2 ไมครอน 

3.1.33 ชšอนตักสารพลาสติก 

3.1.34 ถšวยชั่งสาร  

3.1.35 หลอด Microcentrifuge tube 2 มิลลิลิตร 

3.1.36 หลอด Microcentrifuge tube 1.5 มิลลิลิตร 

3.1.37 หลอด Microcentrifuge tube 0.5 มิลลิลิตร 

3.1.38 หลอด DFH Column 

3.1.39 หลอด Collection Tube  

3.1.40 หลอด Centrifuge 15 มิลลิลิตร 

3.1.41 หลอด Centrifuge 50 มิลลิลิตร 

3.1.42 Micro well plate 24 well 

3.1.43 ½ Micro well plate 96 well flat white  

3.1.44 ½ Micro well plate 96 well flat black 

3.1.45 ตะเกียงแอลกอฮอลŤ  

3.1.46 คีมคีบสแตนเลส  (Forceps) 

3.1.47 ที่เจาะรูวุšน (Cork borer) เบอรŤ 3  

3.1.48 ไมšพันสำลี (Cotton swab) 

3.1.49 แทŠงแกšวคนสาร (Stirring rod) 

3.1.50 T flask cell culture 

3.1.51 ปŗเปตพลาสติก  

3.1.52 หลอด 4 แดรม 

3.1.53 กระบอกตวง (Cylinder) 

3.1.54 แทŠงแมŠเหล็กกวนสาร (Magnetic stirring bars) 

3.1.55 หลอดดูดพลาสติก (Transfer pipette) 

3.1.56 Anaerobic box 

3.1.57 Anaerobic cultivation bag  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.58 Anaerobic pack ขนาด 2.5 ลิตร 

3.1.59 Anaerobic pack ขนาด 3.5 ลิตร 

3.1.60 ไมšจิ้มฟŦน  

สารเคมี  

3.1.61 Glyceral (Merck, Germany) 

3.1.62 Tween 80 (Merck, Germany) 

3.1.63 Triton X100 (Merck, Germany) 

3.1.64 Sodium Chloride (Supelco EMSURE, Germany)  

3.1.65 L- cysteine hydrochloride monohydrate  (Himedia, India) 

3.1.66 Alcohol 95%  (กรมสรรพสามิตร, ประเทศไทย) 

3.1.67 Gram Iodine  (Merck, Germany) 

3.1.68 Safranin  (Merck, Germany) 

3.1.69 Crystal violet  (Merck, Germany) 

3.1.70 Immersion oil  (Merck, Germany) 

3.1.71 Distilled water  (Merck, Germany) 

3.1.72 Calcium carbornate (CaCO3)   (Himedia, India) 

3.1.73 Potassium Dihydrogen Phosphate (KH2PO4)   (UNIVAR, Germany)  

3.1.74 Disodium phosphate (Na2HPO4)  (Merck, Germany) 

3.1.75 Potassium chloride (KCl)   (UNIVAR, Germany) 

3.1.76 McFarland No.1  (Himedia, India) 

3.1.77 Hydrochloric (HCl) (Merck, Germany) 

3.1.78 Sodium hydroxide (NaOH) (Merck, Germany)  

3.1.79 Bile salt (Sigma, Austria) 

3.1.80 Pepsin   (Sigma, Austria) 

3.1.81 Agar  (Merck, Germany) 

3.1.82 Penicillin   (Oxoid, UK) 

3.1.83 Chloramphenicol  (Oxoid, UK) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.84 Clindamycin  (Oxoid, UK) 

3.1.85 Gentamicin (Oxoid, UK) 

3.1.86 Tetracycline (Oxoid, UK) 

3.1.87 Kanamycin (Oxoid, UK) 

3.1.88 Vancomycin  (Oxoid, UK) 

3.1.89 Erythromycin  (Oxoid, UK) 

3.1.90 Streptomycin  (Oxoid, UK) 

3.1.91 3 % Hydrogen peroxide (H2O2)   (Merck, Germany) 

3.1.92 TE buffer   

3.1.93 L- Cysteine  (Merck, Germany) 

3.1.94 TAE buffer  (Thermo Scientific, UK) 

3.1.95 Tag DNA polymerase (Thermo Scientific, UK) 

3.1.96  Distilled water (dH2O) 

3.1.97  Gel star (Thermo Scientific, UK) 

3.1.98  6x Loading dye (Thermo Scientific, UK) 

3.1.99  DNA Template (Thermo Scientific, UK) 

3.1.100  Primer สำหรับเพิ่มจำนวนยีนและวิเคราะหŤลำดับนิวคลีโอไทดŤ 27F และ 1492R 

3.1.101  0.8 % Agarose gel  

3.1.102  DNA Marker 1000 kbp (Kilo base pair)  (Thermo Scientific, UK) 

3.1.103  Purification kit ประกอบดšวย PCR Gel Buffer, Wash buffer และ Elution   

GenepHlowTM Gel/PCR Kit  (Taiwan) 

3.1.104  Enzyme Yeast a-glucosidase  (Thermo Scientific, UK) 

3.1.105  p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside   (Thermo Scientific, UK) 

3.1.106  Acarbose Standard  (Sigma, Austria) 

3.1.107  Tris-HCl Buffer 

3.1.108  Pancreatic lipase (type II, from porcine pancreas)   (Sigma, Austria) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.1.109  4-Methyl Umbelliferyl Oleate 

3.1.110  Orlistat Standard 

3.1.111  Hepes Buffer 

3.1.112   Enzyme α-Amylase from Porcine Pancreas 

3.1.113   4-nitrophenyl α-D-moltohexaside  

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ  

3.1.114  De Man–Rogosa–Sharpe broth (MRS)  (Himedia, India) 

3.1.115  Tryptic Soy Broth (TSB)   (Difco, USA) 

3.1.116  Colombia Blood Agar Base (CBA)  (Difco, USA) 

3.1.117  Brain Heart Infusion Agar (BHI)  (Himedia, India) 

3.1.118  Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)  (Cytiva, USA) 

 

 

ขั้นตอนการทดสอบ 

 

3.1 การเก็บตัวอยŠางและการคัดแยกเชื้อจุลินทรียŤ   
 

        ทำการเก็บตัวอยŠางจากดิน มูลสัตวŤ และพืช ในจังหวัดนŠาน ประเทศไทย นำมาเลี้ยงในอาหารเหลว 

MRS บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง ในสภาวะไรšอากาศ จนไดšเชื้อที่บริสุทธิ์ เมื่อเชื้อ

เจริญดีแลšว จึงทำการเก็บเชื้อลงใน 20%  กลีเซอรอล และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.2 การเลี้ยงเชื้อจุลินทรียŤ 
 

        นำเชื้อที่เก็บใน 20% กลีเซอรอล มาเลี้ยงในอาหารเหลว MRS ทีม่ีการเติม 0.05% L-cysteine 

hydrochloride monohydrate  เพ่ือทำการไลŠอากาศ  ทำการปŗเปตเชื้อ 200 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว 

MRS ทีม่ีการเติม 0.05% L- cysteine hydrochloride monohydrate 10 มิลลิลิตร และทำการเลี้ยงบน

อาหารแข็ง MRS ทีม่ีการเติม 0.05% L- cysteine hydrochloride monohydrate  50 ไมโครลิตร              

ดšวยเทคนิค Streak plate  บŠมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง ในสภาวะไรšอากาศ  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาของเซลลŤ 
 

3.3.1 ทดสอบการติดสีแกรม (Gram’s strain)   

                หยดน้ำกลั่นลงบนแผŠนสไลดŤ ใชšลูปเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์เกลี่ยลงแผŠนสไลดŤ รอใหšแหšง เมื่อแหšง

แลšวนำสไลดŤผŠานไฟเพ่ือทำการตรึงเซลลŤ  หลังจากนั้น หยดสียšอมคริสตัลไวโอเลตใหšทŠวมรอย Smear ทิ้งไวš 1 

นาที ลšางออกดšวยน้ำกลั่น จากนั้นหยดสารละลายแกรมไอโอดีน ทิ้งไวš 1 นาที ลšางออกดšวยน้ำกลั่นอีกครั้ง หยด

แอลกอฮอลŤความเขšมขšน 95% เพ่ือลšางสี แลšวลšางออกดšวยน้ำกลั่นทันที เมื่อลšางออกดšวยน้ำกลั่นแลšวหยดสีซาฟ

รานินโอ   ทิ้งไวš 30 วินาที ลšางออกดšวยน้ำกลั่น รอจนแหšงแลšวนำไปสŠองดูใตšกลšองจุลทรรศนŤเพ่ือศึกษาลักษณะ

รูปรŠางและการเรียงตัวของเซลลŤภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ   

3.3.2 ทดสอบความสามารถในการสรšางเอนไซมŤคะตาเลส    

                     หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรŤออกไซดŤ (3% H2O2) ลงแผŠนสไลดŤ นำลูปเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ 

เสมียรŤลงบนแผŠนสไลดŤ แลšวตรวจผลโดยการสังเกตการเกิดฟองแกŢส  หากเกิดฟองแกŢสแสดงวŠาแบคทีเรียที่

ทดสอบ มีความสามารถในการยŠอยสลายไฮโดรเจนเปอรŤออกไซดŤ และถšาหากไมŠเกิดฟองแกŢสแสดงวŠาแบคทีเรีย

ที่ทดสอบไมŠมีความสามารถในการยŠอยสลายไฮโดรเจนเปอรŤออกไซดŤ  

 

3.3.3 การทดสอบการทนกรดในกระเพาะอาหารและทนตŠอเกลือน้ำดี  
 
ขั้นตอนการเตรียมเชื้อทดสอบ 

ทำการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกในอาหารเหลว MRS ทีม่ีการเติม  0.05%  L- cysteine 

hydrochloride monohydrate   ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 

18–24  ชั่วโมง  ในสภาวะไรšอากาศ  และปรับความเขšมขšนของเชื้อใหšอยูŠที่ 1x108  โคโลนี/มิลลิลิตร   

 

3.3.3.1 การทดสอบความสามารถในการทนกรดในกระเพาะอาหาร 

นำเช ื ้อท ี ่ เล ี ้ยงในอาหารเหลว ปŗเปตลงอาหารเหลว MRS ที่ม ีการเต ิม 0.05% L- cysteine 

hydrochloride monohydrate   ทำการปรับ pH 2 กŠอนใชšงานเติม 0.1% pepsin และทดสอบ  การอยูŠ

รอดท่ีเวลา 0 , 90 และ 180 นาที  โดยการทำการเจือจาง 10 เทŠา (10-1-10-7)   และนับเชื้อดšวยวิธีการ drop 

plate  บนอาหารแข็ง MRS  หลังจากนั้น นำไปบŠมที่  37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา  24 ชั่วโมง   ที่สภาวะไรš

อากาศ  เมื่อครบเวลา ทำการนับจำนวนเซลลŤ และคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการอยูŠรอดของเชื้อ โดยเปรียบเทียบกับ

จำนวนเซลลŤเริ่มตšน ตามสมการดังนี้ 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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% การรอดชีวิต = 
𝒍𝒐𝒈จำนวนเซลลŤที่เวลาตŠางๆ

𝒍𝒐𝒈 จำนวนเซลลŤเริ่มตšน
 ×100 

 

 

3.3.3.2 การทดสอบความสามารถในการทนตŠอเกลือน้ำดี 

นำเชื้อที่เจริญบนอาหารเหลว MRS ปŗเปตลงอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม 0.05% L- cysteine 

hydrochloride monohydrate ทำการปรับ pH 8  กŠอนใชšงานเติม 0.3%  bile salt และทดสอบการอยูŠรอด

ที่เวลา 0 , 90 และ 180 นาที  โดยการทำการเจือจาง 10 เทŠา (10-1-10-7)  และนับเชื้อดšวยวิธีการ drop plate 

บนอาหารแข็ง MRS  หลังจากนั้น นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24 ชั่วโมง ที่สภาวะไรšอากาศ  

เมื่อครบเวลา ทำการนับจำนวนเซลลŤ และคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการอยูŠรอดของเชื้อ โดยเปรียบเทียบกับจำนวน

เซลลŤเริ่มตšน โดยเปรียบเทียบกับจำนวนเซลลŤเริ่มตšน  ตามสมการดังนี้ 

 

% การรอดชีวิต =  
𝒍𝒐𝒈จำนวนเซลลŤที่เวลาตŠางๆ

𝒍𝒐𝒈 จำนวนเซลลŤเริ่มตšน
 ×100 

 

ในการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกในการทนตŠอสภาวะที่เปŨนกรดและเกลือน้ำดี จะคัดเลือก

เอาเฉพาะแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีคŠาการรอดชีวิตตั้งแตŠ 80% ขึ้นไป เพ่ือนำไปทดสอบในขั้นตอนตŠอไป 

 

3.3.4 การทดสอบการยึดเกาะกับเซลลŤเยื่อบุลำไสš  
 
1. ขั้นตอนการเลี้ยง Caco-2 cell และ HT29  

เลี้ยง Caco-2 / HT29 cell ใน T flask culture ดšวยอาหาร Complete media (Dulbecco's 

Modified Eagle Medium : DMEM) ที่มีการเติมยาปฏิชีวนะ Penicillin และ Streptomycin  เพ่ือปŜองกัน

การเจริญของเชื้อแบคทีเรีย  หลังจากนั้นบŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูšที่มีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% เปŨน

เวลา 3-7 วัน    โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ  2 วัน  

2. ขั้นตอนการ Seed cell   

นำเซลลŤที่เลี้ยง ปรับความขุŠนใหšไดš 1x105 เซลลŤ/หลุม แลšว เพาะเลี้ยงเซลลŤ ลง micro well plate     

24 หลุม ปริมาตร 2 มิลลิลิตร หลังจากนั้น    บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในตูšที่มีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5% 

เปŨนเวลา 3-7 วัน  โดยเปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 วัน 

3. ขั้นตอนการเตรียมเชื้อทดสอบ  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เตรียมเชื้อทดสอบโดยทำการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม 0.05% 

L- cysteine hydrochloride monohydrate 10 มิลลิลิตร  นำไปบŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส              

เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ที่สภาวะไรšอากาศ   ปรับความเขšมขšนของเชื้อทดสอบใหšไดš 1x108  โคโลนี/มิลลิลิตร   

ปŗเปตเชื้อ 10 มิลลิลิตรในหลอด centrifuge และนำมาปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4,000 รอบตŠอนาที  เปŨนเวลา  

10 นาที จากนั้นลšางตะกอนเซลลŤดšวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรŤ (PBS) 3 รอบ แลšวละลายกลับดšวย 

Incompleted media (Dulbecco's Modified Eagle Medium : DMEM) 10 มิลลิลิตร  

4. ขั้นตอนการทดสอบ  

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลŤ Caco-2 / HT29 ใหšเปŨน Incompleted media 2 มิลลลิิตรตŠอหลุม  จากนั้น

เติมเชื้อจุลินทรียŤที่ละลายอยูŠใน Incompleted media ลงใน well ที่มี Caco-2 / HT29 cell  2 มิลลิลิตร     

บŠมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  ในตูšที่มีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5%  เปŨนเวลา 1 ชั่วโมง  จากนั้นดูดอาหารเหลว

ทิ้งแลšวลšางดšวย  PBS 3 ครัง้  เติมสาร tritonX100 (0.05%) 1 มิลลิลิตร ตŠอหลุม และนำไปบŠมที่อุณหภูมิ         

37 องศาเซลเซียส  ในตูšที่มีคารŤบอนไดออกไซดŤ 5%  เปŨนเวลา  10 นาที  แลšวจึงทำการนับปริมาณเชื้อดšวยวิธี 

drop plate บนอาหารแข็ง MRS และบŠมที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง ในสภาวะ      

ไรšอากาศ 

 

การอŠานผล : จำนวนโคโลนีที่นับไดšนำมาคำนวณคŠา % การยึดเกาะ   

            % Adhesion = 100 x (ை௕௦௘௥௩௘ௗ 
஻௔௦௘௟௜௡௘ 

) 

 

Baseline : จำนวนแบคทีเรียเริ่มตšนที่ใชšทดสอบที่อยูŠใน Incompleted media (DMEM)  

Observed : จำนวนแบคทีเรียที่ใชšทดสอบหลังจากการบŠมเชื้อไวšรŠวมกับเซลลŤ HT29/Caco-2 ใน 

Incompleted media 

 

 

 

3.3.5 การจัดจำแนกเชื้อจุลินทรียŤ  
 

1.  เพิ่มจำนวน DNA โดยการทำ Colony Polymerase Chain Reaction (Colony PCR)  

เลือกโคโลนีบริสุทธิ์จากอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม  L- cysteine hydrochloride monohydrate 

นำมาเจือจางกับ  TE buffer 50 ไมโครลิตร จากนั้นทำการเตรียมสŠวนประกอบของ PCR mixture ในหลอด 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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PCR ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยมีสŠวนประกอบดังในตารางที่ 6.1 นำหลอด PCR ไปปŦũนเหวี่ยงดšวยเครื่อง          

spin down เพ่ือใหšสŠวนประกอบตŠางๆ ผสมรวมเปŨนเนื้อเดียวกัน จากนั้นนำเขšาเครื่อง PCR เปŨนเวลา 3 ชั่วโมง 

 

ตารางท่ี 3.3.5  สŠวนประกอบของสารในการทำปฏิกิริยา PCR  ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

สŠวนประกอบของสารในการทำ PCR                                          ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

EmeraldAmp GT PCR Master mix (2X Premix)                         25  ไมโครลิตร 

Forward Primer                                                                  0.5 ไมโครลติร 

Reverse Primers                                                                 0.5 ไมโครลติร 

dH2O                                                                                14  ไมโครลิตร 

DNA Template                                                                   10 ไมโครลติร 

ปริมาตรรวม                                                                        50 ไมโครลิตร 

 

2. ตรวจสอบขนาดของ DNA ดšวยวิธี Horizontal  Gel  Electrophoresis                             

นำ PCR product มาตรวจสอบขนาดของ DNA ดšวย 0.8%  Agarose gel electrophoresis        

เทียบกับ Standard marker ขนาด 1 กิโลเบส ใชšสำหรับเชื้อแบคทีเรีย ทดสอบโดยนำ loading dye มาหยด

ลงบนแผŠนพาราฟŗลŤม  ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  จากนัน้นำ PCR product มาผสมกับ loading dye ปริมาตร      

5 ไมโครลิตร  ทำการผสมโดยการปŗเปตขึ้นลงชšาๆ หลังจากนั้นดูดตัวอยŠางที่ผสมกันแลšว คŠอยๆโหลดลงหลุม 

agarose gel อยŠางชšาๆ ทำการเปŗดเครื่อง โดยศักยŤไฟฟŜาที่ใชšคือ 100 โวลตŤ  เปŨนเวลา 30 นาที  

3. ขั้นตอนการถŠายรูปเจล                                                                    

      นำเจลออกจากเคร ื ่อง Gel electrophoresis เข šาเคร ื ่อง UVITEC  Chemiluminescence 

Imager และใชšโปรแกรม UVTEC ในการถŠายรูปเจล  

 

4. การทำใหšบริสุทธิ์ดšวยชุด GenepHlowTM Gel/PCR Kit   

ก. ผสม PCR Product 45 ไมโครลิตร ในหลอด Micro Centrifuge ขนาด  1.5 

มิลลิลิตร เติม  PCR Buffer 5 เทŠาของปริมาตรของ PCR Product ผสมทั้งหมดเขšา

ดšวยกัน 

ข. นำหลอด DFH column ใสŠลงในหลอด Collection tube 2 มิลลิลิตร จากนั้น               

นำตัวอยŠางที่ผสมกันแลšวใสŠลงใน DFH Column นำไปปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ       เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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14,000-16,000 รอบ เปŨนเวลา 30 วินาที  เมื่อปŦũนเหวี่ยงเสร็จแลšว เทสŠวนที่เปŨนสŠวน

ใสทิ้ง 

ค. ดูด wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร (ท่ีเติมเอทานอลแลšว) ใสŠลงในหลอด DFH 

Column วางไวšที่อุณหภูมิหšอง 1 นาที เมื่อครบเวลาแลšวนำไปปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็ว

รอบ 14,000-16,000 รอบ เปŨนเวลา 1 นาที เมื่อปŦũนเหวี่ยงเสร็จแลšว เทสŠวนที่เปŨนสŠวน

ใสทิ้ง หลังจากนั้นนำไปปŦũนเหวี่ยงอีกครั้ง เปŨนเวลา 3 นาที  

ง. นำ Elution Buffer ไปใหšความรšอนที ่ 60-70 องศาเซลเซียส ดูดลงหลอด  DFH 

Column หลอดใหมŠ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  วางไวšที่อุณหภูมิหšอง 2 นาที หลังจาก

นั้นนำไป       ปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 14,000-16,000 รอบ เปŨนเวลา 2 นาที 

จ. เก็บสŠวนที่บริสุทธิ์ลงหลอด Micro Centrifuge และนำไปวิเคราะหŤปริมาณกรด

นิวคลิอิก 

ฉ. ทำการวัดปริมาณกรดนิวคลิอิกดšวยเครื่อง Nanodrop  ทำการดูดตัวอยŠาง DNA 

บริสุทธิ์ 1 ไมโครลิตร หยดลงบนเครื่อง Nanodrop และบันทึกปริมาณกรดนิวคลิอิก 

โดยใชšโปรแกรม Nanodrop 

ช. ทำการวิเคราะหŤหาลำดับยีนและระบุสายพันธุŤแบคทีเรียดšวยโปรแกรม  BioEdit ทำ

การตัดลำดับยีนดšวยโปรแกรม BioEdit โดยลำดับยีนที่ไดšจะถูกนำมาเปรียบเทียบกับ

ฐานขšอมูลของ National Center for Biotechnology Information (NCBI) เพ่ือ

วิเคราะหŤสายพันธุŤของแบคทีเรียตŠอไป  

 

3.3.6 การทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะ 

         นำแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกไดšมาทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะ 9 ชนิด ไดšแกŠ Ampicillin 

(AMP) ความเขšมขšน 10 ไมโครกรัม, Chloramphenicol (C) ความเขšมขšน 30 ไมโครกรัม, Tetracycline (TE)       

ความเขšมขšน 30 ไมโครกรัม, Kanamycin (K) ความเขšมขšน 30 ไมโครกรัม, Vancomycin (VA) ความเขšมขšน 

30  ไมโครกร ัม , Clindamycin (DA) ความเข šมข šน 2  ไมโครกร ัม , Streptomycin (S) ความเข šมขšน                  

10 ไมโครกรัม , Gentamicin (GN) ความเขšมขšน 10 ไมโครกรัม และ Erythromycin (E) ความเขšมขšน          

15 ไมโครกรัม  ดšวยวิธี Disc diffusion assay   (โดยดัดแปลงจากวิธีของ National Committee for Clinical 

Laboratory Standards, 1983)   ทดสอบโดยเลี้ยงแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม 

0.05%   L- cysteine hydrochloride monohydrate และบŠมที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา      

24-48 ชั่วโมง ในสภาวะไรšอากาศ เมื่อเชื้อเจริญดีแลšวนำมาปรับปริมาณเชื้อใหšมีความขุŠนเทŠากับสารละลาย

มาตรฐาน McFarland No.1 ที่ความเขšมขšนประมาณ 1x108   ของโคโลนี/มิลลิลิตร แลšวนำไป Swab ลงบน

ผิวหนšาอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม  0.05% L- cysteine hydrochloride monohydrate  ดšวยไมšพันสำลี 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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(cotton swab) เปŨน  3 แนวระนาบใหšเชื้อกระจายอยŠางสม่ำเสมอ  จากนั้นวางแผŠนยาปฏิชีวนะลงบนผิวหนšา

อาหารดšวยเทคนิค  ปลอดเชื้อ แลšวนำไปบŠมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง ในสภาวะ

ไรšอากาศ เมื่อครบเวลาบŠม วัดผลโดยการวัดขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลางโซนใสรอบแผŠนยาปฏิชีวนะ แลšวนำไป

เปรียบเทียบกับตารางแปลผลมาตรฐานของ Clinical and Laboratory Standards Institute Interpretive 

chart (CLSI), 2021     ดังตารางที่ 3.3.6  

 

ตารางที่ 3.3.6  คŠามาตรฐานสำหรับการอŠานผลความไวตŠอยาปฏิชีวนะท่ีใชšในการทดสอบแบคทีเรียและยีสตŤ 
 

No.  

 

Antimicrobial agent 

 

Disc Content 

(µg) 

Zone Diameter Interpretive Criteria nearest whole (mm.) 

R I S 

1 Ampicillin (AMP) 10 ≤13 14-16 ≥17 

2 Chloramphenicol (C) 30 ≤12 13-17 ≥18 

3 Clindamycin (DA) 2 ≤15 16-18 ≥19 

4 Erythromycin (E) 15 ≤13 14-22 ≥23 

5 Gentamicin (GN) 10 ≤12 13-14 ≥15 

6 Kanamycin (K) 30 ≤13 14-17 ≥18 

7 Streptomycin (S) 10 ≤11 12-20 ≥21 

8 Tetracycline (TE) 30 ≤11 12-14 ≥15 

9 Vancomycin (VA) 30 ≤14 15-16 ≥17 

 

ที่มา: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2021. (CLSI) R = Resistant, I = Intermediate,  S = Sensitivity 

 

3.3.7 การทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดง  

         การทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดง (Hemolysis) ทดสอบโดยการนำแบคทีเรียกรดแลคติก  แตŠละ        

ไอโซเลตมาขีดลงบน Blood Agar โดยวิธี Single  streak หลังจากนั้นนำไปบŠมที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 

เปŨนเวลา 48 ชั่วโมง วัดผลโดยการสังเกตการยŠอยเม็ดเลือดแดง โดยการยŠอยเม็ดเลือดแดงมีทั้งหมด 3 ลักษณะ

คือ   ß-hemolysis คือยŠอยสลายแบบสมบูรณŤ ซึ ่งจะพบ clear zone ใสรอบๆรอยขีด , α-hemolysis        

คือการยŠอยสลายบางสŠวน มีสีเขียวรอบๆรอยขีด และ γ-hemolysis คือไมŠเกิดการเปลี่ยนแปลง (Wang et 

al., 2016)  โดยเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีความสามารถในการยŠอยสลายเม็ดเลือดแดงแบบ ß-hemolysis 

และ α-hemolysis จะไมŠถูกนำไปทำการทดสอบขั้นตŠอไป  

      
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูป 3.3.7 รูปแสดงตัวอยŠางการยŠอยเม็ดเลือดแดงแบบ ß-hemolysis, α-hemolysis และ γ-hemolysis 

ตามลำดับ (Sugar, 2021) 

 

 

3.3.8 การทดสอบการยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค 

1.  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อทดสอบ  

   เล ี ้ ย ง เช ื ้ อทดสอบในอาหาร เหลว  MRS  ท ี ่ ม ี การ เต ิม  0.05% L- cysteine hydrochloride 

monohydrate ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นำไปบŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปŨนเวลา   24-48 ชั่วโมง          

ในสภาวะไรšอากาศ 

2.  ขั้นตอนการเตรียมเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค  

ก. เลี้ยงเชื้อ E. coli (ATCC 8739) ในอาหารเหลว Mueller Hinton Broth (MHB)   

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง  ปรับความขุŠนของเชื้อดšวย

สารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุŠนของสารละลายมาตรฐาน McFarland 

No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร) 

ข. เลี้ยงเชื้อ Listeria monocytogenes (DMST 13820) ในอาหารเหลว Mueller Hinton 

Broth (MHB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ปรับความขุŠน

ของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุŠนของสารละลายมาตรฐาน 

McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108   โคโลนี/มิลลิลิตร) 

ค. เลี้ยงเชื้อ Psuedomonas aeruginosa (ATCC 9027) ในอาหารเหลว Mueller Hinton Broth 

(MHB)  ปริมาตร  10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา  18-24 ชั่วโมง ปรับความขุŠนของ

เชื ้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุ Šนของสารละลายมาตรฐาน 

McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร) 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



20 

 

 

ง. เลี้ยงเชื้อ Salmonella Typhimurium (TISTR 292) ในอาหารเหลว Mueller Hinton 

Broth (MHB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ปรับความขุŠน

ของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุŠนของสารละลายมาตรฐาน 

McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร) 

จ. เลี้ยงเชื้อ Staphylococcus aureus (ATCC 6538)  ในอาหารเหลว Mueller Hinton 

Broth (MHB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ปรับความขุŠน

ของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุŠนของสารละลายมาตรฐาน 

McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร) 

ฉ. เลี้ยงเชื้อ Streptococcus Enteritidis (DMST 15676) ในอาหารเหลว Mueller Hinton 

Broth (MHB) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ปรับความขุŠน

ของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความขุŠนของสารละลายมาตรฐาน 

McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร) 

ช. เลี้ยงเชื้อ Streptococcus mutans (ATCC 25175)  ในอาหารเหลว Brain Heart 

Infusion Broth (BHI) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ที่

สภาวะไรšอากาศ ปรับความขุŠนของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤ ความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความ

ขุŠนของสารละลายมาตรฐาน McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร)  

ซ. เลี้ยงเชื้อ Streptococcus epidemidis (TISTR 518) ในอาหารเหลว Brain Heart 

Infusion Broth (BHI) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 18-24 ชั่วโมง ที่

สภาวะไรšอากาศ ปรับความขุŠนของเชื้อดšวยสารละลายโซเดียมคลอไรดŤ ความเขšมขšน 0.85% ใหšเทŠากับความ

ขุŠนของสารละลายมาตรฐาน McFarland No.1 (ความเขšมขšนประมาณ 1x108 โคโลนี/มิลลิลิตร)  

 

3.  ขั้นตอนการทดสอบ  

  เตรียมอาหารแข็ง Brain Heart Infusion (BHI)  ใชš Cork borer เบอรŤ 3 ขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลาง         

7 มลิลิเมตร เจาะหลุมวุšน  จากนั้นปรับความขุŠนเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรคที่เตรียมไวšในขšอ 9.2  ใหšมีความขุŠนเทŠากับ

สารละลายมาตรฐาน McFarland No.1 ที่ความเขšมขšนประมาณ 1x108
  โคโลนี/มิลลิลติร  แลšว Swab ลงบน

ผิวหนšาอาหาร เมื่อทำการ Swab เชื้อแลšว ดูดเชื้อที่ใชšทดสอบปริมาตร 70 ไมโครลิตร  ปŗเปตลงในหลุมวุšน     

แลšวบŠมตามสภาวะของเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรค วัดผลโดยการวัดขนาดเสšนผŠานศูนยŤกลางของโซนใส และนำมา

คำนวณขนาดของโซนที่สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียŤกŠอโรคไดš  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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3.3.9 การทดสอบกิจกรมของเอนไซมŤ  (Enzyme Activity Assay) 

 เปŨนการทดสอบวŠาเชื้อจุลินทรียŤที่ใชšทดสอบมีความสามารถในการยับยั้งเอนไซมŤทั้ง 3 ชนิดไดšหรือไมŠ 

ไดšแกŠเอนไซมŤ  α-Glucosidase, α-Amylase และ Pancreatic Lipase  ซึ่งเปŨน เอนไซมŤสำคัญในกระบวนการ

ยŠอยไขมันและคารŤโบไฮเดรต  

 

1. ขั้นตอนการเตรียมเชื้อทดสอบ  

เลี้ยงเชื้อทดสอบในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม 0.05% L-cysteine hydrochloride 

monohydrate ปริมาตร 10 มิลลิลิตร นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง              

ในสภาวะไรšอากาศ  โดยจะทำการทดสอบเชื้อ 3 รูปแบบ ไดšแกŠ  สŠวนใส (Supernatant)  เชื้อมีชีวิต (Live Cell) 

และเชื้อตาย (Heat killed)  จึงตšองมีขั้นตอนการเตรียมดังนี้ 

 

ก. การเตรียมสŠวนใส (Supernatant) 

                นำเชื้อที่เจริญดีแลšวในอาหารเหลว MRS ที่มีการเติม 0.05% L- cysteine hydrochloride 

monohydrate เทลงในหลอด Centrifuge ขนาด 50 มิลลิลิตร  แลšวนำไปปŦũนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 4000 รอบ

ตŠอนาที  เปŨนเวลา 15 นาที เพ่ือใหšเซลลŤตกตะกอน หลังจากนั้นทำการแยกสŠวนใสออก และทำการกรองดšวย   

เมมเบรนขนาด 0.2 ไมครอน แลšวนำไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 

ข. การเตรียมเชื้อมีชีวิต (Live Cell) 

                นำตะกอนที่ไดšจากการปŦũนเหวี่ยงมาละลายกลับดšวย 0.85% NaCl นำไปปŦũนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 

4000 รอบ เปŨนเวลา 15 นาทีเพ่ือลšางตะกอน จากนั้นเท 0.85% NaCl ทิ้ง และละลายกลับดšวย 0.85% NaCl 

อีกครั้ง จากนั้นนำไปปรับความเขšมขšนดšวยการวัดคŠาการดูดกลืนแสง (Optical Density) ใหšเทŠากับ 0.8 โดยวัด

ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร จะไดšความเขšมขšนประมาณ 1x108 CFU/มิลลิลิตร แลšวนำไปเก็บรักษา            

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

ค. การเตรียมเชื้อตาย (Heat killed) 

                นำเชื้อที่มีชีวิต (Live cell) ที่ปรับความเขšมขšนแลšว ไปใหšความรšอนใน Water Bath  ที่อุณหภูมิ 

75 องศาเซลเซ ียส เป Ũน เวลา 1 ช ั ่ ว โมง  เม ื ่ อครบเวลาแล šวแช Š เย ็นท ันท ี  แล šวนำไปเก ็บร ักษา                                    

ทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.9.1 การทดสอบกิจกรรมเอนไซมŤ α-Glucosidase Screening Assay  

         α-glucosidase เปŨนเอนไซมŤที่ผลิตจากลำไสšเล็กมีความสำคัญตŠอการยŠอยแปŜงและคารŤโบไฮเดรตใหš

เปŨนน้ำตาลโมเลกุลเดี่ยวในผูšปśวยเบาหวาน ในงานวิจัยนี้ไดšทำการศึกษาฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของ       

α-glucosidase เพื่อทำการศึกษาวŠาตัวอยŠางที่ใชšทดสอบมีความสามารถในการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ   

α-glucosidase ได šหร ือไมŠ    โดยเปร ียบเท ียบก ับ Acarbose ซ ึ ่ งเป Ũนสารมาตรฐานที ่ม ีฤทธ ิ ์ย ับยั้ ง                              

α-glucosidase ไดš   

        Acarbose เปŨนยารักษาโรคเบาหวานประเภทที่ 2 โดยมีกลไกการออกฤทธิ์ คือ ตัวยาจะออกฤทธิ์ยับยั้ง

กลุŠมเอนไซมŤในลำไสšเล็กที่มีชื่อวŠา Glycoside hydrolase โดยเฉพาะเอนไซมŤ    α-glucosidase ไมŠใหšเปลี่ยน

แปŜงหรืออาหารจำพวกคารŤโบไฮเดรตที่บริโภคเขšาไปใหšเปŨนน้ำตาลที่มีโมเลกุลเล็กลง  สŠงผลใหšลำไสšเล็กดูดซึม

น้ำตาลโมเลกุลเล็กกลูโคสเขšาสู Šกระแสเลือดไดšนšอยลง ชŠวยในการบำบัดอาการเบาหวานประเภทที ่ 2 

(Borgström, 1988)   การยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ α-glucosidase จะทำใหšสามารถลดระดับน้ำตาลใน

เลือดไดš 

      ผูšทดลองไดšทำการทดสอบความสามารถในการยับยั้งการทำงานของ α-glucosidase ของโพรไบโอติก 

โดยใชš p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (PNPG)  เปŨนสารตั้งตšนซึ่งเปŨนสารละลายใสไมŠมีสี เมื่อทำ

ปฏิกิริยากับ α-glucosidase จะเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ของสารตั้งตšน ไดšผลิตภัณฑŤเปŨน p-nitrophenol  

ซึ่งเปŨน สารละลายใสสีเหลือง และน้ำตาลกลูโคส สามารถติดตามผลิตภัณฑŤที่เกิดขึ้นโดยการวัดคŠาการดูดกลืน

แสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ดšวย Microplate Reader  โดยมีข้ันตอนการทดสอบดังนี้ 

 

1. ข้ันตอนการเตรียมสารเคมี 

ก.  ขั้นตอนการเตรียมเอนไซมŤ Yeast α-Glucosidase (EC 3.2.1.20) 0.2 unitsมิลลิลิตร 

               ผสมเอนไซมŤ Yeast α-Glucosidase 13 ไมโครลิตร (75 units/มิลลิลิตร) ลงในฟอสเฟตบัฟเฟอรŤ 

2.5 มิลลิลิตร 

ข.   ขั้นตอนการเตรียมสับสเตรต p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside  

               ชั่ง p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 1.8 กรัม ละลายในฟอสเฟตบัฟเฟอรŤ                  

ปริมาตร 1500 ไมโครลิตร  

ค.   ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Acarbose  

               ชั่ง Acarbose 13 มิลลิกรัม ละลายดšวยน้ำกลั่น 200  ไมโครลิตร  

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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2.  ขัน้ตอนการทดสอบ 

ก. ทำการหยอดสารละลายมาตรฐาน  Acarbose และตัวอย Šาง ลง 96 well plate ½ plate 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตŠอหลุม ในแถว A2-H12  หลังจากนั้นหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลงในแถว 

A1-D1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตŠอหลุม และหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลงในหลุม E1-H1               

ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตŠอหลุม 

ข. ทำการหยอดเอนไซมŤ Yeast α-Glucosidase ลงในแถว A1-D1 และ ในแถว A2-H12 

ค. นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 10 นาท ี

ง. ทำการหยอดสับสเตรต p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside ลงทุกหลุม ปริมาตร          

10 ไมโครลิตร 

จ. นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 10 นาที 

 

เมื่อครบเวลาบŠมแลšวนำไปวัดคŠาการดูดกลืนแสง (OD) ดšวยเครื่อง Microplate Reader โดย  ใชšความยาวคลื่น 

405 นาโนเมตร และนำคŠาที่ไดšมาคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง ดังสมการ 

 

                          % Inhibition = 
୅ୡି୅ୱ

୅ୡ
×  100 

 

Ac= คŠาการดูดกลืนแสงของสารตั้งตšน 

As = คŠาการดูดกลืนแสงหลังจากการเติมสารตัวอยŠาง 

 

3.3.9.2 การทดสอบกิจกรรมเอนไซมŤ α- Amylase Screening Assay Optimisation 

           เปŨนวิธีการทดสอบการทำงานของเอนไซมŤ เพื่อทำการศึกษาวŠาตัวอยŠางที่ใชšทดสอบ มีความสามารถ  

ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ α-amylase ไดšหรือไมŠ  โดย α- amylase เปŨนเอนไซมŤที่ไฮโดรไลซŤ      

พันธะไกลโคไซดŤภายในสายพอลิเมอรŤของโมเลกุลแปŜง และไกลโคเจนที่ตำแหนŠงอัลฟา 1,4 ทำใหšโมเลกุลของ

แปŜงและไกลโคเจนถูกไฮโดรไลซŤไดšน้ำตาล เชŠน น้ำตาลมอลโทสและกลูโคส เอนไซมŤ α-amylase เปŨนเอนไซมŤ

ที่พบไดšท่ัวไปในระบบยŠอยอาหารของมนุษยŤและสัตวŤ เชŠน ในน้ำลายและน้ำยŠอยจากตับอŠอนเปŨนตšน    

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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        ในงานวิจัยนี้ทำการศึกษาฤทธิ์การยับยั้งเอนไซมŤ α-Amylase ของโพรไบโอติก โดยการเปรียบเทียบกับ

สารมาตรฐาน Acarbose โดยใชš 4-nitrophenyl α-D-maltohexaside (PNPG6)  เปŨนสารตั ้งตšนซึ ่งเปŨน

สารละลายใสไมŠมีสี เมื่อทำปฏิกิริยากับ α- Amylase จะเกิดปฏิกิริยา hydrolysis ของสารตั้งตšน ไดšผลิตภัณฑŤ

เปŨน p-nitrophenol  ซึ่งเปŨน สารละลายใสสีเหลือง และน้ำตาลกลูโคส สามารถติดตามผลิตภัณฑŤที่เกิดขึ้น

โดยการวัดคŠาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร ดšวย Microplate Reader   

โดยมีขั้นตอนการทดสอบดังนี้  

 

1. ขั้นตอนการเตรียมสารเคมี 

ก.  ขั้นตอนการเตรียมเอนไซมŤ α- Amylase (3.2.1.1) from Porcine Pancreas 

                   ละลายเอนไซมŤ α- Amylase (3.2.1.1) from Porcine Pancreas ใน Hepes buffer       

50  ไมโครโมลารŤ ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร  

ข.   ขั้นตอนการเตรียมสับสเตรต (PNPG6) 4-nitrophenyl α-D-maltohexaside 

                   ทำการชั่งสาร (PNPG6) 4-nitrophenyl α-D-maltohexaside 8.3 มิลลิกรัม ละลายใน 

Hepes buffer 50 ไมโครโมลารŤ ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร 

ค.   ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Acarbose  

                  ชั่ง Acarbose 6.46 มิลลิกรัม ละลายใน Hepes buffer 50 ไมโครโมลารŤ 100 ไมโครลิตร     

 

2. ขั้นตอนการทดสอบ 

ก. หยอดสารละลายมาตรฐาน Acarbose และตัวอยŠาง ลง 96 well plate ½ plate 10  

ไมโครลิตรตŠอหลุม ในแถว A2-H12  หลังจากนั้นหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลงในแถว A1-D1 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตŠอหลุม และหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลงในหลุม E1-H1 ปริมาตร          

30 ไมโครลิตรตŠอหลุม 

ข. ทำการหยอดเอนไซม Ť  α- Amylase (3.2.1.1) from Porcine Pancreas ลงในแถว      

A1-D1 และ ในแถว A2-H12  20 ไมโครลิตร 

ค.  นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 30 นาที 

ง. ทำการหยอดสับสเตรต (PNPG6) 4-nitrophenyl α-D-maltohexaside ลงทุกหลุม

ปริมาตร  10 ไมโครลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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จ. นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 30 นาที           

 เมื่อครบเวลาบŠมแลšวนำไปวัดคŠาการดูดกลืนแสง (OD) ดšวยเครื่อง Microplate Reader  โดย ใชšความยาวคลื่น 

405 นาโนเมตร และนำคŠาท่ีไดšมาคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง ดังสมการ 

 

% Inhibition = 
୅ୡି୅ୱ

୅ୡ
×  100 

 

Ac = คŠาการดูดกลืนแสงของสารตั้งตšน  

As = คŠาการดดูกลืนแสงหลังจากการเตมิสารตัวอยŠาง 

 

 

3.3.9.3 การทดสอบกิจกรรมเอนไซมŤ Pancreatic Lipase Screening Assay  

         Pancreatic lipase ซึ่งเปŨนเอนไซมŤที่สรšางมาจากตับอŠอน ซึ่งทำหนšาที่ยŠอยสลายไขมันจากอาหารที่     

อยูŠในรูปไตรกลีเซอไรดŤซึ่งเปŨนไขมันที่มีขนาดโมเลกุลใหญŠใหšกลายเปŨนกรดไขมันและกลีเซอรอลซึ่งมีขนาด

โมเลกุลเล็กลง  พบไดšในระบบการยŠอยอาหารของมนุษยŤและสัตวŤ รŠางกายใชšเอนไซมŤไลเปสในการสลายไขมัน

ในอาหารเพื่อใหšลำไสšสามารถดูดซึมไดš   การทดสอบการยับยั้งเอนไซมŤเปŨนการศึกษาวŠาตัวอยŠางที่ใชšทดสอบ     

ม ีความสามารถในการยับย ั ้ งการทำงานของเอนไซม Ť Pancreatic lipase ได šหร ือไม Š โดย 4-Methyl 

Umbelliferyl Oleate ทำหนšาที่เปŨนสารตั้งตšนในปฏิกิริยา จะทำปฏิกิริยากับเอนไซมŤ Pancreatic lipase ไดš

ผลิตภัณฑŤเปŨน 4-methylumbelliferone (4-MU) และ Oleic acid  

     Orlistat เปŨนยาลดความอšวนมีโครงสรšางคลšายกับสารตั้งตšนตามธรรมชาติสำหรับเอนไซมŤ Pancreatic 

lipase ซึ่งเปŨนไตรกลีเซอไรดŤในอาหาร มีกลไกการยับยั้งโดยสรšางพันธะโควาเลนตŤจับกับบริเวณ Active site 

ของ Pancreatic lipase ทำใหš Pancreatic lipase ไมŠสามารถทำปฏิกิริยากับสารตั้งตšนไดš จึงทำใหšไขมันยังคง

อยูŠในลักษณะที่เปŨนโมเลกุลใหญŠจึงไมŠสามารถดูดซึมเขšาสูŠรŠางกายไดšทำใหšเกิดการขับถŠาย เปŨนไขมันออกทาง

อุจจาระ  (Borgström, 1988)  

 

1.  ขั้นตอนการเตรียมสารเคมี 

ก.  ขัน้ตอนการเตรียมเอนไซมŤ Pancreatic lipase (Type II, from Porcine 

Pancreas) 

      ชั่งเอนไซมŤ Pancreatic lipase (Type II, from Porcine Pancreas) 5 มิลลิกรัม  ละลายใน Tris-HCl 

buffer 0.1 ไมโครโมลารŤ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ข.   ขั้นตอนการเตรียมสับสเตรต 4-Methyl Umbelliferyl Oleate  

          ผสม 4-Methyl Umbelliferyl Oleate 12.5 ไมโครลิตร (100 ไมโครโมลารŤ) ใน Tris-HCl buffer 

0.1 ไมโครโมลารŤ ปริมาตร 1.25 มิลลิลิตร (กŠอนใชšงาน นำไปใหšความรšอนที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส) 

ค.   ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐาน Orlistat  

              ชั่ง Orlistat 4.95 มิลลิกรัม ละลายใน Tris-HCl buffer 0.1 ไมโครโมลารŤ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

 

2.  ขั้นตอนการทดสอบ 

ก. ทำการหยอดสารละลายมาตรฐาน Orlistat และตัวอยŠาง ลง 96 well plate ½ area 

black plate 10 ไมโครลิตรตŠอหลุม ในแถว A2-H12 หลังจากนั้นหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลง

ในแถว A1-D1 ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตŠอหลุม และหยอดสารละลายบัฟเฟอรŤลงในหลุม          

E1-H1 ปริมาตร 30 ไมโครลิตรตŠอหลุม 

ข. ทำการหยอดเอนไซมŤ Pancreatic lipase (Type II, from Porcine Pancreas) ลงในแถว 

A1-D1 และ ในแถว A2-H12  20 ไมโครลิตร 

ค. นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 25 นาท ี

ง. ทำการหยอดสับสเตรต 4-Methyl Umbelliferyl Oleate ลงทุกหลุม ปริมาตร 

10 ไมโครลิตร  

จ. นำไปบŠมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 25 นาท ี

 

              เมื ่อครบเวลาบŠมแลšวนำไปวัดคŠาการเรืองแสง (Fluorescence) ดšวยเครื ่อง Microplate 

Reader โดยใชšความยาวคลื่น Excitation 360 นาโนเมตร และความยาวคลื่น Emission 460 นาโนเมตร 

และนำคŠาที่ไดšมาคำนวณเปอรŤเซ็นตŤการยับยั้ง ดังสมการ 

 

% Inhibition = 
୅ୡି୅ୱ

୅ୡ
×  100 

 

Ac = คŠาการดูดกลืนแสงของสารตั้งตšน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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As = คŠาการดูดกลืนแสงหลังจากการเติมสารตัวอยŠาง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภปิรายผล 

 
4.1 การเก็บตัวอยŠางและการคัดแยกเชื้อจุลินทรียŤ 

     ผลการคัดแยกตัวอยŠางจากอาหารและแหลŠงธรรมชาติตŠางๆ ไดšแกŠ ดิน พืช และมูลมšา จำนวน 4 ตัวอยŠาง 

โดยทำการเลี้ยงจุลินทรียŤในอาหารเหลว และ วิธี Streak plate บนอาหารแข็ง MRS ที่มีการเติม 0.05%         

L-cysteine hydrochloride monohydrate บŠมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปŨนเวลา 24-48 ชั่วโมง           

ที่สภาวะไรšอากาศ สามารถแยกเชื้อจุลินทรียŤไดšทั้งหมด 10 ไอโซเลต           

ดังแสดงในตารางที่ 4.1  

 

               ตารางท่ี 4.1 ผลการคัดแยกเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกจากแหลŠงธรรมชาติตŠางๆ  

 

 

 

 

ลำดับ รหัสไอโซเลต ตัวอยŠาง แหลŠงที่มา 

1 1-4-1 ดอกเทียน อำเภอทุŠงชšาง จังหวัดนŠาน 

2 16-1/1 

มูลมšา อำเภอปŦว จังหวัดนŠาน 

3 16-1/2 

4 16-1/3 

5 16-1/4 

6 16-2-1 

7 16-2/2 

8 20-6 
ผักกาดดอง อำเภอเวียง จังหวัดนŠาน 

9 20-9 

10 21-7 ดอกคุณนายตื่นสาย อำเภอเมืองแพรŠ จังหวัดนŠาน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.1.1 การศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยา  

ศึกษาลักษณะทางสรีรวิทยาและสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 10  ไอโซเลต โดยการดู

ล ักษณะของโคโลน ีท ี ่ เจร ิญบนอาหารแข ็ ง MRS ท ี ่ม ีการเต ิม 0.05%  L-cysteine hydrochloride 

monohydrate  ผลการศึกษาพบวŠาลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติก แตŠละไอโซเลตมีลักษณะ

กลม นูน มันวาว ขอบเรียบ  สีขาว และมีลักษณะแบน มันวาว ขอบหยัก สีครีม ดังแสดงในรูป  4.1.1    

 

          
                                  (ก)                                                      (ข) 

 

รูป 4.1.1 ลักษณะของโคโลนีที่เจริญบนอาหารแข็ง MRS  

(ก) ลักษณะของโคโลนีที่มีลักษณะกลม นูน มันวาว ขอบเรียบ สีขาว 

(ข) ลักษณะของโคโลนีทีม่ีลักษณะแบน มันวาว ขอบหยัก สีครีม 

 

                

 

4.1.2 การทดสอบการติดสีแกรม (Gram’s stain)  รูปรŠาง และการเรียงตัวของเซลลŤภายใตš 

กลšองจุลทรรศนŤ  ผลการศึกษาพบวŠา เซลลŤของแบคทีเรียยšอมติดสีมŠวงของคริสตัลไวโอเลต (Crystal violet) 

เปŨนแบคทีเรียแกรมบวก และรูปรŠางของเซลลŤมีลักษณะกลม (Coccus) และรูปรŠางทŠอน (Rod)  ดังแสดงใน

ตารางที่ 4.2.1  

 

 

4.2  การทดสอบความปลอดภัยเบื้องตšนของจุลินทรียŤโพรไบโอติก  
 

4.2.1 การทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดง (Hemolysis) 

               การทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดงเปŨนการทดสอบความปลอดภัยเบื้องตšนในระดับหšองปฏิบัติการ 

ซึ่งการยŠอยเม็ดเลือดแดงมี 3 ลักษณะ คือ  

 Beta Hemolysis (ß-hemolysis) คือยŠอยสลายแบบสมบูรณŤ ซึ่งจะเกิดโซนใส (clear zone) รอบๆ

รอยขีดของเชื้อทดสอบ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 Alpha Hemolysis (α-hemolysis) คือมีผลกระทบตŠอเม็ดเลือดแดงบางสŠวน จะเกิดสีเขียวรอบๆรอยขีด  

 Gamma Hemolysis (γ-hemolysis) คือไมŠเกิดการเปลี่ยนแปลงใดๆ   

 

           ผลการทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดงของเชื้อจุลินทรียŤที่คัดแยกไดš พบวŠา ทั้ง 10 ไอโซเลต มีการยŠอย

แบบ Gamma Hemolysis   (γ-hemolysis)  คือไมŠยŠอยเม็ดเลือดแดง  ดังแสดงในตาราง 4.2.1  เชื้อทุก     

ไอโซเลตจึงไดšทำการนำไปทดสอบในข้ันตอนตŠอไป   

 

 

ตารางที ่4.2.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา, การทดสอบคะตาเลส และผลการทดสอบการยŠอยเม็ดเลือดแดง 

ลำดับ รหัสไอโซเลต แกรม รูปรางเซลล ลักษณะโคโลนี 

ทดสอบคะ

ตาเลส 

การยอย 

เม็ดเลือดแดง 

(Hemolysis) 

1 1-4-1 + Rod 
Circular, Entire edge, Convex, Smooth 

surface, Color white 
- 

γ-hemolysis 

2 16-1/1 + 
Rod Circular, Entire edge, Convex, Smooth 

surface, Color white 
- 

γ-hemolysis 

3 16-1/2 + 
Rod Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Pulvinate, Color white 
- 

γ-hemolysis 

4 16-1/3 + 
Rod Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Pulvinate, Color white 
- 

γ-hemolysis 

5 16-1/4 + 
Rod Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Convex, Color white 
- 

γ-hemolysis 

6 16-2-1 + 
Rod Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Convex, Color white 
- 

γ-hemolysis 

7 16-2/2 + Coccus 

Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Umbonate, Color white - 
γ-hemolysis 

8 20-6 + Coccus 
Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Convex, Color white 
- 

γ-hemolysis 

9 20-9 + Rod 
Circular, Irregular, Smooth surface, Flat, 

Color white 
- 

γ-hemolysis 

10 21-7 + Coccus 
Circular, Entire edge, Smooth surface, 

Convex, Color white 
- 

γ-hemolysis 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



31 

 

 

4.2.2 การทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะ  

               คุณสมบัติของจุลินทรียŤที ่ไมŠดื ้อตŠอยาปฏิชีวนะ เปŨนอีกหนึ ่งคุณสมบัติที ่สำคัญเพื ่อจะบŠงชี้วŠา

เชื้อจุลินทรียŤที่จะนำไปใชšในสิ่งมีชีวิตนั้นมีความปลอดภัย ซึ่งจะตšองทำการทดสอบกŠอนที่จะนำจุลินทรียŤนั้นไป

ใชšเปŨนโพรไบโอติก โดยในงานวิจัยนี้ทำการทดสอบดšวยเทคนิค agar disc diffusion กับยาปฏิชีวนะ  9 ชนิด 

ได šแก Š  Ampicillin (AMP) 10 ไมโครกร ัม , Chloramphenicol (C)  30 ไมโครกร ัม , Tetracycline (TE)         

30 ไมโครกรัม, Kanamycin (K)  30 ไมโครกรัม, Vancomycin (VA) 30 ไมโครกรัม, Clindamycin (DA)        

2 ไมโครกรัม, Streptomycin (S) 10 ไมโครกรัม, Gentamicin (GN)  10 ไมโครกรัม และ Erythromycin (E) 

15 ไมโครกรัม     พบวŠา แบคทีเรียที่แยกไดšทั้ง 10 ไอโซเลต ใหšผลมีรายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 4.2.2  

โดยสรุปดังนี้ 

 มีความไวตŠอยาปฏิชีวนะ 5 ชนิด คือ Ampicillin (AMP), Chloramphenicol (C), Clindamycin (DA), 

Erythromycin (E) และ Tetracycline (TE)    

 ด ื ้ อต Š อยาปฏ ิช ี วนะ 4  ชน ิดค ือ  Gentamicin (GN), Kanamycin (K), Streptomycin (S)  และ 

Vancomycin (VA)   

จากขšอมูลการศึกษามีการรายงานไวšวŠาเชื้อกลุŠมแบคทีเรียกรดแลคติกดื้อตŠอยาปฏิชีวนะ Vancomycin 

แบบ Intrinsic factors คือจะไมŠสามารถถŠายทอดคุณสมบัติการดื้อยานี้ใหšกับเชื้อจุลินทรียŤอื่น เนื่องจากกลไก

การทำงานของ Vancomycin ในการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียจะเกิดขึ้นโดยยาจะเขšาไปจับกับกรดอะมิโน  

D-alanine ที ่ตำแหนŠงปลายของสายของ muramyl pentapeptide ซึ ่งเปŨนสารตั ้งตšนในโครงสรšางของ 

peptidoglycan ที่เปŨนสŠวนประกอบของผนังเซลลŤ ทำใหšเซลลŤไมŠสามารถเจริญไดšเพราะไมŠสามารถสรšางผนัง

เซลลŤใหšสมบูรณŤไดš  ซึ ่ง (Delcour et al., 1999)  รายงานวŠาแบคเรียกรดแลคติก ไดšแกŠจีนัส (Genus) 

Leuconostoc, Pediococcus, Enterococci และ Lactobacillus  จะมีการแทนที่กรดอะมิโน    D-alanine 

ดšวย  D-lactate หรือ D-serine จึงทำใหš Vancomycin ไมŠสามารถเขšาจับไดš สŠงผลใหšแบคทีเรียในจีนัส

ดังกลŠาว เกิดการดื้อตŠอ Vancomycin   

สŠวนการดื้อยาของเชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกตŠอยากลุŠม aminoglycosides (Kanamycin, Neomycin, 

Gentamicin และ Streptomycin)  ไดšร ับการพิจารณาวŠาเปŨนการดื ้อยา แบบ Intrinsic factor  เพราะ

แบคทีเรียไมŠมีสารตัวกลาง cytochrome mediated electron transport ที่จะดูดซึมตัวยากลุŠมนี้เขšาสูŠวงจร

การเจริญของเซลลŤ  (Charteris et al., 2001; Danielsen and Wind, 2003)    ดังนั้นแบคทีเรียที่มีการดื้อ

ต Šอยา  Gentamicin (GN), Kanamycin (K), Streptomycin (S)  และ Vancomycin (VA)    จ ึ งสามารถ

นำไปใชšทดสอบเปŨนจุลินทรียŤโพรไบโอติกในขั้นตŠอไปไดš    
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ตารางที ่4.2.2  ผลการทดสอบความไวตŠอยาปฏิชีวนะ 

ลำดับ รหัสไอโซเลต 
การดื้อตŠอยาปฏชิีวนะ 

AMP C DA E GN K S TE VA 

1 1-4-1 S S S S R R R S R 

2 16-1/1 S S S S R R R S R 

3 16-1/2 S S S S R R R S R 

4 16-1/3 S S S S R R R S R 

5 16-1/4 S S S S R R R S R 

6 16-2-1 S S S S R R R S R 

7 16-2/2 S S S S R R R S S 

8 20-6 S S S S R R R S R 

9 20-9 S S S S R R R S S 

10 21-7 S S S S R R R S R 

ที่มา: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2021. (CLSI) R = Resistant, I = Intermediate,  S = 

Sensitivity 

 

4.3 การทดสอบคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติก 

 

4.3.1 การทดสอบการทนกรดและทนตŠอเกลือน้ำดี (Bile-Salt Resistance) 

       จุลินทรียŤที่จัดวŠาเปŨนโพรไบโอติกจะตšองสามารถอยูŠรอดไดšในระบบทางเดินอาหารทั้งในกระเพาะ

อาหารและลำไสšเล็ก จึงตšองมีการทดสอบความสามารถในการทนตŠอน้ำยŠอยในกระเพาะอาหารที่มีคŠา

ความเปŨนกรด เทŠากับ 2 และเกลือน้ำดีที่มีคŠาความเปŨนดŠางเทŠากับ 8 เปŨนเวลา 3 ชั่วโมง (180 นาที) ตาม

สภาวะระบบการยŠอยอาหารของมนุษยŤ ผลการทดสอบการทนตŠอกรดและเกลือน้ำดีของเชื้อจุลินทรียŤที่คัด

แยกไดšพบวŠา มีเชื้อจุลินทรียŤ ทั้งหมด 10 ไอโซเลต มีความสามารถในการอยูŠรอดในสภาวะคลšายน้ำยŠอยที่

มีความเปŨนกรด pH 2 เปŨนเวลา 90 และ 180 นาที ไดšรšอยละ 92.72 - 99.26 และ 89.09 - 99.37 

ตามลำดับ และความสามารถในการอยูŠรอดในเกลือน้ำดี pH 8 เปŨนเวลา 90 และ 180 นาที ไดšรšอยละ 

91.89 - 99.76 และ 85.05 - 99.84 ตามลำดับ  ดังแสดงในตาราง 4.3.1   
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4.3.2 การทดสอบการยึดเกาะกับเซลลŤเยื่อบุลำไสš (Adhesion Test) 

     ความสามารถในการยึดเกาะกับเซลลŤเย ื ่อบุลำไสšเล็กเปŨนอีกหนึ ่งคุณสมบัติของความเปŨน            

โพรไบโอติก เนื่องจากการยึดเกาะเซลลŤเยื่อบุลำไสšไดšดีจะชŠวยใหšโพรไบโอติกสามารถคงอยูŠและเพิ่มจำนวนไดš   

ชŠวยรักษาชนิดของจุลินทรียŤที่ดีใหšมีอยูŠในรŠางกาย ชŠวยยŠอยและสรšางสารที่จะสามารถยับยั้งการเพ่ิมจำนวนของ

แบคทีเรียกŠอโรคในลำไสšไดš   ในงานวิจัยนี้ทำการทดสอบความสามารถในการเกาะติดกับเซลลŤเยื่อบุผนังลำไสš  

(Colorectal adenocarcinoma cells) 2 ชนิด คือ CaCo-2 และ HT-29 พบวŠา แบคทีเรียแตŠละไอโซเลต

สามารถยึดเกาะเซลลŤไลนŤทั้งสองชนิดไดšแตกตŠางกันไป แตŠไมŠสามารถยึดเกาะไดšเลยในบางไอโซเลต เชŠน        

ไอโซเลต 1-4-1 ไมŠสามารถยึดเกาะเซลลŤไลนŤ CaCo-2 ไดš ไอโซเลต 16-2-1 ไมŠสามารถยึดเกาะเซลลŤไลนŤ      

HT-29 ไดš และไอโซเลต 20-6 ไมŠสามารถยึดเกาะเซลลŤไลนŤไดšทั้ง CaCo-2 และ HT-29   สŠวนไอโซเลตอื่นๆ 

สามารถยึดเกาะ CaCo-2 และ HT-29 ไดšในชŠวงรšอยละ 53.33 ± 0.52 - 97.55 ± 0.09 และ 2.94 ± 0.41 - 

96.67 ± 0.41 ตามลำดับ ดังแสดงในตาราง 4.3.1  

  

ตารางท่ี 4.3.1  การอยูŠรอดของแบคทีเรียแตŠละไอโซเลตในสภาวะคลšายน้ำยŠอยในระบบทางเดินอาหารที่เปŨน

กรดและเกลือน้ำดี และความสามารถในการยึดเกาะเซลลŤเยื่อบุผนังลำไสš 
 

ลำดับ ไอโซ

เลต 

การอยูŠรอดของแบคทีเรียในสภาวะคลšายน้ำยŠอยทีร่ะยะเวลาตŠางๆ (เปอรŤเซ็นตŤ) การยึดเกาะเซลลŤเยื่อบุผนังลำไสš 

(เปอรŤเซ็นตŤ) 
 pH 2 (Pepsin) pH 8 (Bile Salt) 

     T90     T180      T90     T180   Caco-2      HT29 

1 1-4-1 99.26 ± 0.22 96.87 ± 0.13 99.43 ± 0.04 94.67 ± 0.27 0 84.48 ± 0.07 

2 7-2 97.17± 0.46 95.00 ± 0.40 98.35 ± 0.31 96.80 ± 0.16 53.33 ± 0.52 88.33 ± 0.33 

3 16-1/2 98.98 ± 0.02 99.37 ± 0.04 91.89 ± 0.12 95.33 ± 0.55 87.50 ± 0.31 78.33 ± 0.15 

4 16-1/4 97.36 ± 0.18 98.49 ± 0.20 97.77 ± 0.15 98.20 ± 0.40 65.39 ± 0.08 63.28 ± 0.19 

5 16-2-1 92.72 ± 0.13 89.55 ± 0.49 99.76 ± 0.23 99.84 ± 0.03 59.32 ± 0.08 0 

6 16-2/2 98.39 ± 0.34 89.09 ± 0.28 98.85 ± 0.05 89.95 ± 0.16 55.56 ± 0.12 96.67 ± 0.41 

7 20-6 96.52 ± 0.07 95.41 ± 0.14 98.62 ± 0.43 96.84 ± 0.4 0 0 

8 20-9 97.67 ± 0.31 94.50 ± 0.04 98.38 ± 0.29 98.83 ± 0.06 97.55 ± 0.09 90.00 ± 0.40 

9 21-7 98.67 ± 0.38 93.84 ± 0.27 98.85 ± 0.11 98.97 ± 0.11 97.37 ± 0.12 83.33 ± 0.24 

10 29-1 95.10 ± 0.01 90.79 ± 0.25 99.00 ± 0.03 85.05 ± 0.09 83.93 ± 0.01 2.94 ± 0.41 
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4.3.3 การจัดจำแนกสายพันธุŤจุลินทรียŤดšวยการจัดลำดับนิวคลีโอไทดŤ 

จากการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดŤในบริเวณ 16S rDNA พบวŠาสามารถจัดจำแนกสายพันธุŤแบคทีเรียไดšเปŨน       

4 สปŘชีสŤ (Species) ดังนี้   

1) Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans จำนวน 4 สายพันธุŤ ไดšแกŠ ไอโซเลต 1-4-1, 

16-1/1, 16-1/2 และ 16-2-1 

2) Limosilactobacillus fermentum จำนวน 3 สายพันธุŤ ไดšแกŠ ไอโซเลต 16-1/3, 16-1/4, และ 

20-9  

3) Pediococcus pentosaceus จำนวน 1 สายพันธุŤ ไดšแกŠ ไอโซเลต 16-2/2 

4) Enterococcus hirae จำนวน 2 สายพันธุŤ ไดšแกŠ ไอโซเลต 20-6 และ 21-7    

 

             โดยมีรายละเอียดของเปอรŤเซ็นตŤความใกลšเคียง และความยาวของนิวคลีโอไทดŤของแตŠละสายพันธุŤ 

ดังแสดงในตาราง 4.3.3 จากผลการจัดจำแนกนี้พบวŠาทุกสายพันธุŤมีรายงานวŠามีความปลอดภัย  โดยเฉพาะ

Lacticaseibacillus paracasei เปŨนสายพันธุŤที่มีชื่อตรงกับรายชื่อเชื้อจุลินทรียŤที่ยอมรับวŠามีความปลอดภัย

อนุญาตใหšใชšไดšในอาหารตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรื ่องการใชšจุลินทรียŤโพรไบโอ-ติกในอาหาร 

(กระทรวงสาธารณสุข, 2554)    Limosilactobacillus fermentum  ไดšรับการยอมรับจาก  ทั่วโลก ยืนยัน

วŠาไมŠมียีนที่เขšารหัสลักษณะความรุนแรงหรือสารเมตาโบไลตŤที่เปŨนอันตราย หรือยีนที่ดื ้อตŠอยาปฏิชีวนะ 

(Nataraj et al., 2023)   Pediococcus pentosaceus  ไดšรับการรายงานวŠาเปŨนสปŘชีสŤที่มีบทบาทสำคัญใน

อุตสาหกรรมอาหารและการเล ี ้ยงสัตวŤ  ม ีความสามารถในการปร ับสมดุลของจ ุล ินทร ีย Ťในลำไสšไดš                    

P. pentosaceus  จึงมีศักยภาพสูงและไดšรับการยอมรับใหšเปŨนโพรโอติก (Jiang et al., 2021)   และมี

รายงานวŠามีการศึกษาการใชš Enterococcus hirae  หมักกับนมแพะ ชŠวยเสริมภูมิคุšมกันใหšสุนัข และชŠวยปรับ

สมดุลในลำไสšของสุนัขไดš (de Castro Santos Melo et al., 2021)   ดังนั้นจากสายพันธุŤที่ผŠานการจัดจำแนก

นี้ ทั้งหมดจึงนับวŠามีความปลอดภัย ไมŠยŠอยเม็ดเลือดแดง ไมŠถŠายทอดการดื้อตŠอยาปฏิชีวนะ มีความสามารถใน

การทนตŠอความเปŨนกรดและเกลือน้ำดีในสภาวะคลšายน้ำยŠอยในระบบทางเดินอาหาร และมีความสามารถใน

การยึดเกาะเซลลŤไลนŤไดš  โดยสายพันธุŤที ่จะถูกนำไปใชšศึกษาคุณสมบัติความเปŨนโพรไบโอติกในขั้นตŠอไป         

มีจำนวนทั้งสิ้น   7 สายพันธุŤ  ไดšแกŠ Limosilactobacillus fermentum 3 สายพันธุŤ , Lacticaseibacillus 

paracasei subsp. tolerans 2 สายพันธุŤ, Pediococcus pentosaceus 1 สายพันธุŤ  และ Enterococcus 

hirae  1 สายพันธุŤ  

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.3.3 ผลการจัดจำแนกสายพันธุŤจุลินทรียŤดšวยการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดŤ 

ลำดับ 

ตัวอยŠางที่ใชš

คัดแยก ไอโซเลต ผลการจัดจำแนกมีความใกลšเคียงกบั 
ความใกลšเคียง 

(% Similarity) 

ความยาวของ

ลำดับนิวคลีโอ

ไทดŤ (bp) 

1 
     ดอกเทียน 

1-4-1 
Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans 100 

1407 
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei 99.93 

2 มูลมšา 16-1/1 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans 100 1413 

3 

 

 

มูลมšา 
16-1/2 

Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans 99.93 

1493 
Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei 99.87 

Lacticaseibacillus zeae 99.19 

Lacticaseibacillus chiayiensis 99.19 

4 มูลมšา 16-1/3 Limosilactobacillus fermentum 99.79 1398 

5 มูลมšา 16-1/4 Limosilactobacillus fermentum 99.79 1406 

6 มูลมšา 16-2-1 Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans 100 1420 

Lacticaseibacillus paracasei subsp. paracasei 99.93 

Lacticaseibacillus zeae 99.22 

7 มูลมšา 16-2/2 Pediococcus pentosaceus 100 1413 

8 ผักกาดดอง 20-6 Enterococcus hirae 99.93 1353 

   Enterococcus durans 99.78  

9 ผักกาดดอง 20-9 Limosilactobacillus fermentum 99.86 1405 

10 ดอกคุณนายตื่น

สาย 

21-7 Enterococcus hirae 100 1354 

หมายเหตุ : Limosilactobacillus fermentum *Lactobacillus fermentum (Beijerinck 1901 

Approved Lists 1980) เปลี่ยนชื่อเปŨน Limosilactobacillus fermentum (Zheng et al. 2020) 

 

 

 

 

4.3.4 การทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียŤกŠอโรค  

              การศึกษาความสามารถในการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียŤกŠอโรคโดยทดสอบกับจุลินทรียŤที่

กŠอใหšเกิดโรคจำนวน 8 สายพันธุŤ คือ Escherichia coli (ATCC 8739), Listeria monocytogenes (DMST 13820),  

Pseudomonas aeruginasa (ATCC 9027), Salmonella Typhimurium (TISTR 292), Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538), Streptococcus Enteritidis (DMST 15676), Streptococcus mutans (ATCC 25175) และ 

Streptococcus epidemidis (TISTR 518) พบวŠาโพรไบโอติกจำนวน 10  สายพันธุ Ť มีฤทธิ ์ในการยับยั้ง

จุลินทรียŤกŠอโรคไดšแตกตŠางกัน ดังนี้  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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              โพรไบโอติก Limosilactobacillus  fermentum  2 สายพันธุŤ  จากไอโซเลต 16-1/4 และ 20-9 

ที่ทำการทดสอบมีฤทธิ์ในการยับยั้งจุลินทรียŤกŠอโรคไดšเพียง 1 สายพันธุŤ ไดšแกŠ Staphylococcus aureus 

(ATCC 6538)   

              โพรไบโอติก Pediococcus pentosaceus  1 สายพันธุŤ จากไอโซเลต 16-2/2  มีฤทธิ์ในการยับยั้ง

จุลินทรียŤกŠอโรคไดš 1 สายพันธุŤ ไดšแกŠ Streptococcus mutans (ATCC 25175)  ดังแสดงในตาราง 4.3.4 

 

ตารางท่ี 4.3.4 ผลการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียŤกŠอโรคดšวยเทคนิค Agar well diffusion 

หมายเหตุ : NA = Not Analysis = ไมŠไดšทดสอบ 

 

 

 

4.3.5 ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซมŤ α-glucosidase Screening Assay 

               การทดสอบความสามารถในการยับยั ้งการทำงานของเอนไซมŤ α-glucosidase  โดยใชšสาร

มาตรฐาน Acarbose เปŨนสารควบคุมเชิงบวก (Positive Control)   พบวŠา Acarbose ที่ความเขšมขšน 0.12 

มิลลิโมลารŤ  มีฤทธิ์ในการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ  α-glucosidase ไดšสูงสุดเทŠากับรšอยละ  58.21      

ดังแสดงในตาราง 4.3.5  จึงใชšเปŨนเกณฑŤมาตรฐานในการใชšเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวอยŠางที่ใชšทดสอบ   

               กลไกลในการยับยั้งเอนไซมŤ α-glucosidase คือ  เมื่อสารมาตรฐาน  Acarbose จับกับบริเวณ 

active site ของ α-glucosidase  จะเกิดเปŨนสารประกอบเชิงซšอนที่มีความเสถียร และขัดขวางการทำงาน

ของเอนไซมŤในการไฮโดรไลซŤคารŤโบไฮเดรต การจับกันของ Acarbose กับ α-glucosidase  จะทำใหšการ

สลายคารŤโบไฮเดรตเชิงซšอนใหšเปŨนน้ำตาลเชิงเดี่ยวชšาลง จึงสŠงผลใหšอัตราการดูดซึมกลูโคสในลำไสšเล็กลดลง   

ในการทดลองนี้ใชš Acarbose เปŨนสารมาตรฐานเปรียบเทียบกับโพรไบโอติกที่เปŨนตัวอยŠางทดสอบ ซึ่งเชื้อโพร

ลำดับ รหัส 

ไอโซ

เลต 

สายพันธุŤ ขนาดของเสšนผŠานศูนยŤกลางของโซนใส (เซนติเมตร) 

E. coli 

(ATCC 

8739) 

L.  

monocytogenes 

(DMST 13820) 

Pseudomonas 

aeruginasa 

(ATCC 9027) 

Sal. 

Typhimurium 

(TISTR 292) 

St. aureus 

(ATCC 

6538) 

Str. 

Enteritidis 

(DMST 

15676) 

Str. 

mutans 

(ATCC 

25175) 

Str. 

epidemidis 

(TISTR 518) 

1 1-4-1 Lacticaseibacillus paracasei  0.7 0.6 0.8 0.5 0.2 0.7 0.7 0.1 

2 7-2 Lacticaseibacillus paracasei  NA NA NA NA NA NA NA NA 

3 16-1/2 Lacticaseibacillus paracasei.  0.4 0.8 0.5 0.2 0.2 0.3 0.7 0.2 

4 16-1/3 Limosilactobacillus fermentum NA NA NA NA NA NA NA NA 

5 16-1/4 Limosilactobacillus fermentum 0.2 0.6 0 0 1.5 0.2 0 0 

6 16-2-1 Lacticaseibacillus paracasei  0.8 1.2 0.9 0.3 0.2 0.5 0.7 0.6 

7 16-2/2 Pediococcus pentosaceus 0.4 0.7 0.1 0.2 0.5 0.4 1.3 0.5 

8 20-6 Enterococcus hirae 0.6 0.2 0.7 0.1 0.1 0.4 0 0 

9 20-9 Limosilactobacillus fermentum 0.4 0.5 0 0 1.3 0.3 0 0 

10 21-7 Enterococcus hirae 0.5 0.1 0.6 0.1 0.1 0.3 0 0 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไบโอติกที่มีประสิทธิภาพเทียบเทŠากับสารมาตรฐาน จัดไดšวŠามีคุณสมบัติในการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ  

α-glucosidase  

               ผลการศึกษาฤทธ ิ ์ ในการย ับย ั ้งเอนไซมŤ α-glucosidase ของโพรไบโอติก พบว Šาส Šวนใส 

(Supernatant) ของ  Pediococcus pentosaceus  ( จ าก ไอ โซ เลต  16 - 2 /2 )  แสดงผลการย ั บ ยั้ ง                    
α-glucosidase ไดšสูงกวŠาโพรไบโอติกสายพันธุŤอื่นๆ โดยยับยั้งไดšรšอยละ 37.35 ± 3.33  ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ

กับสารมาตรฐานแลšว ใหšผลการยับยั้งที่ต่ำกวŠาสารมาตรฐาน Acarbose ที่ความเขšมขšน 0.12 มิลลิโมลารŤ      

ดังแสดงในตาราง ตาราง 4.3.5   

 

ตารางที ่4.3.5.  การยับยั้งเอนไซมŤ α-glucosidase ของ โพรไบโอติก และ Acarbose  

ลำดับ            สารทดสอบ 
เปอรŤเซ็นตŤการยบัยัง้ α-glucosidase ± สŠวนเบีย่งเบนมาตรฐาน 

Supernatant Live cell Heat killed 

1 Lacticaseibacillus paracasei   (1-4-1) 8.65 ± 4.29 -39.45 ± 3.43 -10.52 ± 17.09 

2 Lacticaseibacillus paracasei   (16-1/1) NA NA NA 

3 Lacticaseibacillus paracasei   (16-2/2) 6.95 ±1.79 -62.44 ± 4.60 -59.01 ± 0.42 

4 Limosilactobacillus fermentum  (16-1/3) NA NA NA 

5 Limosilactobacillus fermentum   (16-1/4) 21.61 ± 0.51 -59.50 ± 1.10 -71.95 ± 4.76 

6 Lacticaseibacillus paracasei  (16-2-1) 27.40 ± 0.19 -45.37± 28.41 -19.89 ± 13.08 

7 Pediococcus pentosaceus  (16-2/2) 37.35 ± 3.33 -73.70 ±1.09 -69.30 ± 6.06 

8 Enterococcus hirae  (20-6) 33.96 ± 3.62 -65.81 ± 0.61 -59.42 ± 4.62 

9 Limosilactobacillus fermentum   (20-9) 7.81 ± 1.18 -52.60 ± 0.11 -20.59 ± 9.71 

10 Enterococcus hirae  (21-7) 20.46 ± 9.01 -25.79 ± 2.93 -11.89 ± 0.68 

11  Positive Control  (Acarbose  0.12 mM) 58.21   

 

 

4.3.6 ผลการทดสอบความสามารถในการยับยั้งเอนไซมŤ  α-Amylase  

         จากการศึกษาความสามารถในการยับยั้งเอนไซมŤ α-amylase โดยใชšสารมตรฐาน Acarbose เปŨน

สารควบคุมเชิงบวก (Positive Control)  พบวŠาสาร Acarbose ที่ความเขšมขšน 0.4 มิลลิโมลารŤ  มีฤทธิ์ใน

การยับยั ้งการทำงานของเอนไซมŤ α-amylase  ไดšร šอยละ 79.33  ดังแสดงในตาราง 4.3.6 จึงใชš 

Acarbose เปŨนเกณฑŤมาตรฐานสำหรับเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวอยŠางทดสอบ  

         กลไกในการยับยั ้งเอนไซมŤ α-amylase คือ  Acarbose ที ่ม ีโครงสรšางเปŨนซูโดแซ็กคาไรดŤ            

มีลักษณะคลšายกับโมเลกุลของกลูโคส จะจับกับ active site ของ  α-amylase  จะทำหนšาที่เปŨนตัวยับยั้ง

ซ ึ ่งจะไปรบกวนความสามารถของเอนไซมŤ  α-amylase ในการไฮโดรไลซŤคาร Ťโบไฮเดรตอย Šางมี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ประสิทธิภาพ และการจับกันของ Acarbose กับ α-amylase  จะปŜองกันไมŠใหšเอนไซมŤยŠอยแปŜงใหšเปŨน

น้ำตาลโมเลกุลเดี่ยว  

        จากการศึกษาการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ α- amylase  ของโพรไบโอติก จะเห็นไดšวŠา    

สŠวนใส (Supernatant) ของ  Limosilactobacillus  fermentum (จากไอโซเลต 20-9) แสดงผลการ

ยับยั้ง  α- amylase  ไดšสูงกวŠาโพรไบโอติกสายพันธุŤอื่นๆ โดยยับยั้งไดšรšอยละ 58.60 ± 8.03  ซึ่งเมื่อ

เปรียบเทียบกับสารมาตรฐานแลšว ใหšผลการยับยั้งที่ต่ำกวŠาสารมาตรฐาน Acarbose ที่ความเขšมขšน      

0.4 มิลลิโมลารŤ    ดังแสดงในตาราง 4.3.6 

 

ตาราง 4.3.6 การยับยั้งเอนไซมŤ α- amylase ของโพรไบโอติก และ Acarbose 
 

ลำดับ 

 

         สารทดสอบ 

เปอรŤเซ็นตŤการยบัยัง้ α- amylase ± สŠวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

Supernatant Live cell Heat killed 

1 Lacticaseibacillus paracasei   (1-4-1) 42.79 ± 9.09 -25.62 ±18.02 -32.85 ± 7.32 

2 Lacticaseibacillus paracasei   (16-1/1) 46.96 ±6.90 -58.97 ± 0.08 -17.78 ± 32.87 

3 Lacticaseibacillus paracasei   (16-2/2) 48.94 ± 1.14 -20.62 ± 9.62 -30.39 ± 0.45 

4 Limosilactobacillus fermentum  (16-1/3) 50.88 ± 0.40 -6.04 ± 8.08 -18.19 ± 0.79 

5 Limosilactobacillus fermentum   (16-1/4) 31.49 ± 2.99 -13.57 ± 0.03 -31.25 ± 2.83 

6 Lacticaseibacillus paracasei  (16-2-1) 48.79 ± 0.03 -6.04 ± 8.08 -24.00 ± 1.56 

7 Pediococcus pentosaceus  (16-2/2) 51.39 ± 0.32 -59.85 ± 3.06 -35.13 ± 7.32 

8 Enterococcus hirae  (20-6) 50.55 ± 1.08 -31.00 ± 3.01 9.57 ± 1.16 

9 Limosilactobacillus fermentum   (20-9) 58.60 ± 8.03 -10.58 ± 1.03 -1.47 ± 14.77 

10 Enterococcus hirae  (21-7) 52.81 ± 9.78 -51.33 ± 3.96 -29.86 ± 5.36 

11 Positive Control  (Acarbose  0.4 mM)  79.33    

 

 

4.3.7 ผลการทดสอบการยับยั้งเอนไซมŤ Pancreatic Lipase 

       จากการศึกษาความสามารถในการยับยั ้งเอนไซมŤ Pancreatic Lipase โดยใชšสารมาตรฐาน 

Orlistat เป Ũนสารควบคุมเช ิงบวก (Positive control) พบว Šาสารมาตรฐาน Orlistat  ท ี ่ความเข šมขšน              

4 มิลลิโมลารŤ  มีฤทธิ์การยับยั้งเอนไซมŤ Pancreatic Lipase  ไดšรšอยละ 70  ดังแสดงในตาราง 4.3.7   

จึงใชšเปŨนเกณฑŤมาตรฐานในการใชšเปรียบเทียบประสิทธิภาพของตัวอยŠางที่ใชšทดสอบ 

             Orlistat เปŨนยาลดความอšวนมีโครงสรšางคลšายกับสารตั ้งต šนตามธรรมชาติสำหรับเอนไซมŤ 

Pancreatic lipase ซึ่งเปŨนไตรกลีเซอไรดŤในอาหาร มีกลไกการยับยั้งโดยสรšางพันธะโควาเลนตŤจับกับบริเวณ 

Active site ของ Pancreatic lipase ทำใหš Pancreatic lipase ไมŠสามารถทำปฏิกิร ิยากับสารตั ้งต šนไดš         

จึงทำใหšไขมันยังคงอยูŠในลักษณะที่เปŨนโมเลกุลใหญŠจึงไมŠสามารถดูดซึมเขšาสูŠรŠางกายไดš  ทำใหšเกิดการขับถŠาย

เปŨนไขมันออกทางอุจจาระ (Borgström, 1988) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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           จากการศึกษาการยับยั้งการทำงานของเอนไซมŤ Pancreatic lipase  ของโพรไบโอติก จะเห็นไดšวŠา 

สŠวนใส (Supernatant) ของโพรไบโอติกทุกสายพันธุŤใหšคŠาการยับยั้งที่สูงสุด ในชŠวงรšอยละ 39.83 ± 1.61- 

92.45 ± 0.27  โดยเฉพาะสายพันธุŤ Pediococcus pentosaceus (จากไอโซเลต16-2/2)  สามารถยับยั้งไดš

สูงสุดคือ รšอยละ 92.45 ± 0.27  และสูงกวŠาสารมาตรฐาน Orlistat  ที่ความเขšมขšน 4 มิลลิโมลารŤ ที่ใชšทดสอบ  

ดังแสดงในตาราง 4.3.7 

 

4.3.7 การยับยั้งเอนไซมŤ Pancreatic lipase ของโพรไบโอติกและ Orlistat  
 

ลำดับ 

 

สารทดสอบ 

เปอรŤเซ็นตŤการยบัยัง้ Pancreatic lipase ± สŠวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

Supernatant Live cell Heat killed 

1 Lacticaseibacillus paracasei (1-4-1) 88.40 ± 0.96 -1.55 ± 2.61 -4.14 ± 0.67 

    2 Lacticaseibacillus paracasei  (16-/1) 92.19 ± 1.25 15.15 ± 24.63 -1.07 ± 1.57 

3 Lacticaseibacillus paracasei  (16-1/2) 89.23 ± 0.25 5.17 ± 2.32 13.66 ± 15.18 

4 Limosilactobacillus fermentum  (16-1/3) 90.90 ± 6.93 4.59 ± 10.40 3.26 ± 4.19 

5 Limosilactobacillus fermentum  (16-1/4) 39.83 ± 1.61 10.94 ± 4.58 9.74 ± 16.56 

6 Lacticaseibacillus paracasei (16-2-1) 88.09 ± 3.77 3.90 ± 6.10 6.68 ± 5.55 

7 Pediococcus pentosaceus  (16-2/2) 92.45 ± 0.27 -5.25 ± 1.31 5.81 ± 3.41 

8 Enterococcus hirae  (20-6) 81.93 ± 11.61 11.17 ± 7.43 50.14 ± 69.97 

9 Limosilactobacillus fermentum  (20-9) 77.61 ± 1.11 3.68 ± 3.47 2.31 ± 23.35 

10 Enterococcus hirae  (21-7) 78.32 ± 4.12 2.18 ± 40.66 5.67 ± 10.79 

11  Positive control (Orlistat 4 mM)  70  
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและขšอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย  

            จากการคัดแยกจุลินทรียŤจากตัวอยŠางตŠาง ๆ ในจังหวัดนŠาน ไดšแบคทีเรียกรดแลคติกท้ังหมด 

10 ไอโซเลต เมื่อทำการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา และทดสอบความปลอดภัย

เบื้องตšน พบวŠาแบคทีเรียกรดแลคติกทั้ง 10 ไอโซเลต เปŨนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรŠางของเซลลŤเปŨน

ทŠอนสั้น และกลม ไมŠมีเอนไซมŤคะตาเลส ไมŠมีการยŠอยเม็ดเลือดแดง และไมŠถŠายทอดการดื ้อตŠอ        

ยาปฏิชีวนะ   

       เมื่อทำการทดสอบความสามารถในการอยูŠรอดในสภาวะคลšายน้ำยŠอยที่มีความเปŨนกรดและ

เกลือน้ำดี พบวŠาแบคทีเรียกรดแลคติก ทั้ง 10 ไอโซเลต มีความสามารถในการอยูŠรอดในสภาวะที่    

เปŨนกรด pH 2 เปŨนเวลา 90 และ180 นาที ในชŠวงรšอยละ  92.72 ± 0.13 - 99.26± 0.22 และ        

89.09 ± 0.28 - 99.37 ± 0.04 ตามลำดับ ทำการทดสอบความสามารถในการอยูŠรอดในสภาวะคลšาย

น้ำยŠอยที่มีเกลือน้ำดี pH 8 เปŨนเวลา 90 และ 180 นาที เชื้อแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถอยูŠรอด

ในชŠวงรšอยละ 91.89 ± 0.12 - 99.76 ± 0.23 และ85.05 ± 0.09- 99.84 ± 0.03 ตามลำดับ  สำหรับ

ความสามารถในการเกาะเซลลŤเยื่อบุลำไสš 2 ชนิด คือ Caco-2 และ HT29  พบวŠามีแบคทีเรียกรด-  

แลคติก 7 สายพันธุ Ť ที่สามารถยึดเกาะกับเซลลŤเย ื ่อบุลำไส šไดšทั ้งสองชนิด  ในชŠวงร šอยละ            

53.33 ± 0.52 - 97.55 ± 0.09 และ 2.94 ± 0.41 - 96.67 ± 0.41 ตามลำดับ 

        หลังจากนั้นไดšทำการจัดจำแนกสายพันธุŤดšวยการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดŤในบริเวณ 16S rDNA  

พบว Šาเป Ũนจ ุล ินทร ีย Ťโพรไบโอติกทั ้งหมด  4 สปŘช ีส Ť  ได šแก Š Lacticaseibacillus paracasei, 

Limosilactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus แ ล ะ  Enterococcus hirae      

ซึ ่งเปŨนสปŘชีสŤที ่ไดšร ับการรายงานวŠามีความปลอดภัย และ เปŨนสายพันธุ Ťที ่ม ีชื ่อตรงกับรายชื่อ

เชื้อจุลินทรียŤที่ยอมรับวŠามีความปลอดภัยอนุญาตใหšใชšไดšในอาหารตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข 

เรื่องการใชšจุลินทรียŤโพรไบโอติกในอาหาร   จากการทดสอบการยับยั้งการเจริญของจุลินทรียŤกŠอโรค

ของโพรไบโอต ิกท ั ้ งหมด  10 สายพ ันธุŤ  พบว Š า  โพรไบโอต ิกจำนวน 3 สายพ ันธ ุ Ť   คือ  

Limosilactobacillus  fermentum 2 สายพันธุŤ และ Pediococcus pentosaceus  1 สายพันธุŤ    

ม ีฤทธ ิ ์ ในการย ับย ั ้ งจ ุล ินทร ีย Ťก Šอโรคได š ค ือ Staphylococcus aureus (ATCC 6538)  และ 

Streptococcus mutans (ATCC 25175) ไดš ตามลำดับ 

        จากการศึกษาการยับยั้งเอนไซมŤ โดยทำการทดสอบสŠวนประกอบของเชื้อ 3 สŠวน คือ สŠวนใส 

(Supernatant) เซลลŤมีชีวิต (Live cell) และ เซลลŤตาย (Heat killed)  พบวŠา สŠวนใส (Supernatant) 

ของจุลินทรียŤโพรไบโอติกทั ้ง 10 สายพันธุ Ť มีคŠารšอยละในการยับยั ้งเอนไซมŤ α-glucosidase,            
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α-amylase  และ Pancreatic lipase ที ่ส ูงกวŠาเซลลŤมีช ีว ิต (Live cell) และ เซลลŤตาย (Heat 

killed)   

         จากการศึกษานี้จึงสรุปไดšวŠาจุลินทรียŤที่คัดแยกไดšทั้งหมดมีความปลอดภัย ไมŠยŠอยเม็ดเลือดแดง 

ไมŠถŠายทอดการดื้อตŠอยาปฏิชีวนะ มีความสามารถในการทนตŠอความเปŨนกรดและเกลือน้ำดีในสภาวะ

คลšายน้ำยŠอยในระบบทางเดินอาหาร และมีความสามารถในการยึดเกาะเซลลŤไลนŤไดš มีคุณสมบัติความ

เปŨนโพรไบโอติก  สามารถนำไปใชšเปŨนโพรไบโอติกและทำการศึกษาตŠอเพื่อชŠวยเสริมสุขภาพในดšาน

การลดระดับน้ำตาล และไขมันในเลือดไดšตŠอไป 

 

 

5.2  ขšอเสนอแนะ  

       ควรทำการศึกษาเพ่ิมเติมในเรื่องสภาวะที่เหมาะสมตŠอการเจริญ เชŠน อุณหภูมิ คŠาความเปŨนกรด

ดŠาง ปริมาณโซเดียมคลอไรดŤ เปŨนตšน เพื ่อใหšทราบสภาวะการเลี้ยงที ่เหมาะสมตŠอการผลิตเชื้อ

แบคทีเรียในแตŠละสายพันธุŤในระดับขยายขนาด หรือการพัฒนาไปใชšตŠอในผลิตภัณฑŤที่ตšองผŠาน

กระบวนการตŠาง ๆ ตŠอไป    
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ภาคผนวก ก 

 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมีที่ใชšสำหรับวิเคราะหŤ  

 

1. BHI Broth (Brain Heart Infusion Broth) (Himedia™, India)  

สŠวนผสมของอาหารตŠอปริมาตร 1 ลิตร (Composition) 

HM infusion powder                          12.500 กรัม 

BHI powder                                      5.000   กรัม 

Proteose peptone                             10.000  กรัม 

Dextrose (Glucose)                             2.000   กรัม 

Sodium chloride                                5.000   กรัม 

Disodium phosphate                          2.500   กรัม 

ถšาเปŨนอาหารแข็งใหšเติมวุšน 15 กรัม pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียŤ เทŠากับ 6.5  0.2 ที่อุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส นำไปฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨน

เวลา 15 นาท ี

 

2. MRS Broth (de Man Ros) (Merck, Germany) 

Peptone from Casein                      10.0  กรัม 

Meat extract                                  8.0    กรัม 

Yeast extract                                  4.0   กรัม 

D (+) Glucose                                 20.0  กรัม 

Dipotassiumhydrogenphosphate       2.0   กรัม 

TweenTM 80                                  1.0   กรัม 

di-Ammonim hydrogen citrate          2.0   กรัม 

Sodium acetate                              5.0   กรัม 

Magnesium sulfate                          0.2   กรัม 

Manganese sulfate                          0.04  กรัม 

น้ำกลั่น                                           1.0   ลิตร 

ถšาเปŨนอาหารแข็งใหšเติมวุšน 15 กรัม pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรียŤ เทŠากับ 6.5  0.2 ที่อุณหภูมิ 

25 องศาเซลเซียส นำไปฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨน

เวลา 15 นาท ี
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3. สารละลายคลšายน้ำยŠอยในกระเพาะอาหาร (Simulated gastric juice) 

Pepsin                           1   มิลลิกรัม 

น้ำกลั่น                          100 มิลลิลิตร 

นำ Pepsin ละลายน้ำกลั่นที่ฆŠาเชื้อแลšว ปรับ pH ใหšไดš 2.0 ดšวยกรด HCl เขšมขšน 4 M ปรับ นำไป

กรองผŠานแผŠนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน เพ่ือเปŨนการฆŠาเชื้อ 

 

4. สภาวะคลšายน้ำยŠอยในลำไสšเล็ก (Simulated small intestinal fluid)  

Bile salt                         0.2  กรัม 

น้ำกลั่น                          100  มิลลิลิตร 

นำ Bile salt ละลายน้ำกลั่นที่ฆŠาเชื้อแลšว ปรับ pH ใหšไดš 8 ดšวยกรด NaOH เขšมขšน 4 M ปรับ นำไป

กรองผŠานแผŠนเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอนเพ่ือเปŨนการฆŠาเชื้อ 

 

5. สารละลายโซเดียมคลอไรดŤ  

 NaCl                             8.5     กรัม 

น้ำกลั่น                           1,000  มิลลิลิตร 

นำไปฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดŤตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาท ี

 

6. Blood agar base 

Blood agar base               4.0     กรัม 

          น้ำกลั่น                             95      มิลลิลิตร 

          เลือดแกะ                          5.0      มิลลิลิตร 

นำ Blood agar base ผสมกับน้ำกลั่นนำไปฆŠาเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดŤ

ตŠอตารางนิ้ว เปŨนเวลา 15 นาทีรอจนอาหารอุŠนประมาณ 45 องศาเซลเซียสจึงเติมเลือดแกะ 
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ภาคผนวก ข 

 

ขšอมูลลำดับนิวคลีโอไทดŤของเชื้อจุลินทรียŤท่ีทำการจัดจำแนกสายพันธุŤ 

1. Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans  (1-4-1) ความยาวของ Sequence 1407 bp  

TGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCC

TTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGA

AAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAA

GGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGG

GAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTT

TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAAC

CAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG

GGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGG

AAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA

AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACA

GGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGC

CGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGG

CCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTT

GATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT

CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTC

TAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGG

CTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATT

CTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCG

CGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTG

GCGTAACCCTTTTAGGGAGCG 

 

2. Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans (16-1/1) ความยาวของ Sequence 1413 bp 

TTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGT

AACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCA

TGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGG

TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACT

GAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG

GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGG

CAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG

CGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTA

AGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAA

GAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGG
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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CGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTG

GTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAAC

GCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGC

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTT

GATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCT

CGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAG

TTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC

CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAA

GCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCG

CTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACAC

CATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAG 

 

3. Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans (16-1/2) ความยาวของ Sequence 1493 bp 

TTCACCCTAATCATTTGTCCCACCTTAGACGGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGG

TGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGC

TGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTACGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAAT

GGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTA

GCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGT

CTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC

CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACC

TGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCAC

ATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAG

GCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGT

TTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTA

CAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGA

GTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCGCTTCCTCGGTTAAGCCGAGGGCT

TTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACC

TACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACA

ACAGTTACTCTGCCGACCATTCTTCTCCAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACG

CGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTG

GGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATCGCCTTGGTGAG

CCATTACCTCACCAACTAGCTAATACGCCGCGGGTCCATCCAAAAGCGATAGCTTACGCCATCTTTCA

GCCAAGAACCATGCGGTTCTTGGATCTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTA

AGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTCCATGTTGAATCTCGGTGCAAGCAC

CGATCATCAACGAGAACTCGTTCGACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCA 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. Limosilactobacillus fermentum (16-1/3) ความยาวของ  Sequence 1398 bp 

TGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAG

TAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACA

ACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGC

ATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGG

CCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGG

CGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAA

GAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGC

AGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAA

CTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACA

CCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGG

ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAG

TGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATT

GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGT

CTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATG

GTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGT

TGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGT

CAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAA

CTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCAC

GAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA

CCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGT 

 
5. Limosilactobacillus fermentum (16-1/4) ความยาวของ  Sequence 1406 bp 

GAACGCGTTGGCCCAATTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGA

CGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACC

GCATAACAACGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCT

GCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGAC

TGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCA

CAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGT

TGTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCT

AACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGA

GAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACT

GGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGA
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AGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCG

AACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCC

CTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAA

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTA

CCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGG

TGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTT

ACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGA

CGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGT

CGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGC

CTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG

TACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGT 

 
6. Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans (16-2-1) ความยาวของ  Sequence 1420 bp 

GAGTTCTCGTTGATGATCGGTGCTTGCACCGAGATTCAACATGGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAA

CACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAGATCCA

AGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTA

GCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCAC

ATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCA

AGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAG

AATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGC

CAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGC

GGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGCGCATCGGAAACTGGGAAACTTG

AGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTA

GATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCC

GCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACG

GGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG

ACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCC

AGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAA

TCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCG

CGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAG

TCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
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7. Pediococcus pentosaceus (16-2/2) ความยาวของ  Sequence 1413 bp 

TCGAACGAACTTCCGTTAATTGATTATGACGTACTTGTACTGATTGAGATTTTAACACGAAGTGAGTGG

CGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAGAAGTAGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAA

TACCGTATAACAGAGAAAACCGCATGGTTTTCTTTTAAAAGATGGCTCTGCTATCACTTCTGGATGGAC

CCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAG

GGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTC

CACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCT

GTTGTTAAAGAAGAACGTGGGTAAGAGTAACTGTTTACCCAGTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACG

GCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAA

AGCGAGCGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTAATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATTGGAA

ACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAT

GGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTA

GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGATTACTAAGTGTTGGAGGGTTTCC

GCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGTAATCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC

AAAAGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAAC

CTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGACAGTCTAAGAGATTAGAGGTTCCCTTCGGGGACAGAATGACAG

GTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT

TATTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTG

GGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAC

GAGTCGCGAGACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAAC

TCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGC

CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGG 

 
8. Enterococcus hirae (20-6) ความยาวของ Sequence 1353 bp 

GTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTG

CTAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGG

ATGGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACC

TGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGG

AATCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTA

AAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAA

GCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGG

GCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTCTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCA

TTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAG
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ATATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCG

TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGG

GTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG

AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGA

AGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGT

GACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA

ACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA

AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGT

ACAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCT

GCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC

CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGG 

 
9. Limosilactobacillus fermentum (20-9) ความยาวของ Sequence 1405 bp 

GATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAG

GTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCG

CATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTT

GGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGA

CTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGA

TGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACACGT

ATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC

CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAGAGTGCAGGCGGTTTTC

TAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAG

AAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAA

GGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCC

TGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTA

ACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCC

GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTT

GCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAG

CTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTA

AGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCAT

GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGC

AAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAAT

CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC

ACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTT 
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10. Enterococcus hirae (21-7)  ความยาว Sequence 1354 bp  

TGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCATCAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGC

TAATACCGTATAACAATCGAAACCGCATGGTTTTGATTTGAAAGGCGCTTTCGGGTGTCGCTGATGGAT

GGACCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCATAGCCGACCTG

AGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAA

TCTTCGGCAATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAA

ACTCTGTTGTTAGAGAAGAACAAGGATGAGAGTAACTGTTCATCCCTTGACGGTATCTAACCAGAAAG

CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGG

CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCAT

TGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGA

TATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGT

GGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGG

TTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGA

AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAA

GAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTCCCCTTCGGGGGCAAAGTG

ACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAA

CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA

GGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGAAGTA

CAACGAGTCGCAAAGTCGCGAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCTTCTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTG

CAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCC

GGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTA 
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ภาคผนวก ค 

 

ภาพลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียภายใตšกลšองสเตอริโอสโคป (Stereoscope) 

 

 

                     
 

รูปที ่1  ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 1-4-1 

 

                                     
 

รูปที ่2  ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 16-1/1 
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รูปที ่4   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 16-1/3 

 

          
 

รูปที ่5   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 16-1/4 

 

 

             
 

รูปที ่6   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 16-2-1 
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รูปที ่7   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 16-2/2 

 

            
 

 

รูปที ่8   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 20-6 

 

 
 

รูปที ่9   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 20-9 
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รูปที ่10   ภาพโคโลนีของเชื้อ รหัส 21-7 
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ภาคผนวก ง 
ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤแบคทีเรียภายใตšกลšองจุลทรรศนŤที่กำลังขยาย 100 เทŠา 

 

                 
 

รูปที ่1   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 1-4-1 

 

             
 

 

รูปที ่2   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-1/1 

 

             
 

รูปที ่3   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-1/2 
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รูปที ่4   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-1/3 

 

             
 

รูปที ่5   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-1/4 

 

             
 

รูปที ่6   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-2-1 
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รูปที ่7   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 16-2/2 

 

        
 

รูปที ่8   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 20-6 

 

           
 

รูปที ่9   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 20-9 
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รูปที ่10   ภาพลักษณะรูปรŠางของเซลลŤ รหัส 21-7 
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