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การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากอาหารหมกัดอง ผลไมส้ด และนํ#าทิ#งจากโรงนม

จาํนวน 46 ตวัอยา่ง โดยนาํตวัอยา่งเพาะเลี#ยงบนอาหารแข็ง Mann Rogosa Sharpe (MRS) สามารถ
คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไดจ้าํนวน 552 ไอโซเลท เมื�อตรวจสอบการสร้างสารยบัย ั#งการเจริญของ
ยสีต ์C. albicans BCC6120 ดว้ยวธีิเททบั พบ 51 ไอโซเลทสามารถสร้างสารเมแทบอไลทย์บัย ั#งการ
เจริญของ C. albicans BCC6120 ไดคิ้ดเป็นร้อยละ 9.24 จากนั#นทดสอบความสามารถในการ
เกาะติดพื#นผวิโดยเลี#ยงเชื#อในอาหารเหลว MRS ที�มีแท่งไมไ้ผเ่ป็นแกนกลาง และสังเกตการเกาะติด
ของเชื#อที�แท่งไมไ้ผแ่ละผวิหลอดทดลอง พบวา่ไอโซเลท L47-2 สามารถเกาะติดพื#นผวิไดดี้ที�สุด 
เมื�อศึกษาฤทธิT ในการยบัย ั#งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ดว้ยวธีิ agar well diffusion โดย
ปรับ pH ของส่วนใสของนํ#าเลี#ยงเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติคเป็น 3, 5, 7, 9 และ 11 พบวา่มีฤทธิT การ
ยบัย ั#งอยูใ่นช่วง pH 3.0-5.0 แต่จะสูญเสียฤทธิT ในการยบัย ั#งเมื�อปรับ pH ใหสู้งขึ#น จากนั#นศึกษา
คุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา การทดสอบทางชีวเคมี และการใชชุ้ดทดสอบ API 50 CHL Medium 
รวมทั#งยนืยนัผลการจดัจาํแนกโดยการวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA พบวา่ไอโซเลท L47-2 
ใกลเ้คียงกบั Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ร้อยละ 99.65 จากนั#นปรับปรุงสายพนัธ์ุ 
L47-2 โดยการเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการกลายดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น 254 นาโนเมตร 
เป็นเวลา 1 นาที พบวา่เชื#อมีอตัราการรอดตายร้อยละ 10 และสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 ผลิตสาร
ยบัย ั#งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ไดสู้งสุดคือ มีค่าผลต่างระหวา่งวงใสรอบโคโลนี
และขนาดของโคโลนีเท่ากบั 13 มิลลิเมตร ซึ� งมากกวา่สายพนัธ์ุดั#งเดิม และสายพนัธ์ุกลายดงักล่าว
ยงัคงมีความสามารถในการเกาะติดพื#นผวิดงัเดิม 
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Five hundred and fifty-two isolates of lactic acid bacteria (LAB) have been isolated and 

screened from fermented foods, fruits and dairy effluents on De Mann Rogosa Sharpe (MRS) 
agar. Fifty-one isolates, in the percentile of 9.24, produced the secondary metabolites that could 
inhibit the growth of Candida albicans BCC6120 by using overlay method. The broth culture 
supernatant of LAB showed anti-C. albicans activity in acidic condition at pH range of 3.0-5.0 by 
using agar well diffusion method. Interestingly, the isolate L47-2 showed the best colonization 
surrounding the surface of sterile bamboo stick and test tube when growing in MRS broth. The 
isolate L47-2 was identified on the basis of morphological and biochemical characteristics and 
API 50 CHL Test Kit. The identification was confirmed by 16S rRNA gene sequence analysis 
revealed that isolate L47-2 was similar to Lactobacillus paracasei subsp. paracasei with 99.65 % 
nucleotide identity. The isolate L47-2 was subsequently mutated by ultraviolet (UV) radiation at 
the wavelength of 254 nm for 1 min which only 10% survival could be obtained. The mutant 
strain, L47-2UV116 exhibited the highest anti-C. albicans activity. The results demonstrated that 
the mutant strain produced the maximum clear zone were 13 millimeter. The mutant strain,  
L47-2UV116 can still colonize surrounding the surface of sterile bamboo stick and test tube. 
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20  การเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS  

และมีแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางหลงัจากเพาะเลี�ยงเป็นเวลา 5 วนั     63 
21  รูปร่างและการจดัเรียงตวัของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

กาํลงัขยายของภาพเท่ากบั 1,000 เท่า         65 
22  การทดสอบการสร้างเอนไซมแ์คตาเลสของแบคทีเรียกรดแลคติค      66 
23  ลกัษณะจีโนมิกส์ดีเอ็นเอที�ตรวจสอบดว้ย 0.8% agarose gel electrophoresis      72 
24  ลกัษณะดีเอ็นเอของชิ3นยนี 16S rRNA ทีMตรวจสอบดว้ย 1.2% 

agarose gel electrophoresis           73 
25  การตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoR I ตรวจผลดว้ย  

1% agarose gel electrophoresis          74 
26  การเปรียบเทียบลาํดบัเบสของชิ�นยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 กบัลาํดบัเบส 

ของชิ�นยนี16S rRNA ของสายพนัธ์ุอา้งอิงในสกุล Lactobacillus โดยใช ้ClustalW    76 
27  แผนภูมิตน้ไมข้องแบคทีเรียกรดแลคติค L47-2 กบัสายพนัธ์ุอา้งอิงโดยใช ้ 

neighbor-joining method ดว้ยโปรแกรม Mega4 (bootstrap test 1,000 replicates)    84  
28  เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2  

ที�ผา่นการฉายรังสีอลัตราไวโอเลต ณ เวลาต่างๆ        85 
29  การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุกลายที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 

C. albicans BCC6120 โดยวิธีเททบั         86 
30  การศึกษาคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120  

ของแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10  

โดยวธีิ agar well diffusion          87 
31  การศึกษาคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120  

ของแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116  

โดยวธีิ agar well diffusion          88 
 



(6) 

สารบัญภาพ    (ต่อ) 

 
ภาพที�           หน้า 
 

32  การเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ที�มี 
แท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางหลงัจากเพาะเลี�ยงเป็นเวลา 5 วนั     89 

 

ภาพผนวกที�           
 

ค1 การนบัจาํนวนเซลลใ์นแต่ละช่องเล็กโดยใช ้Haemacytometer    126 
ค2 แผนที�ของยนีพลาดมิด pGEM®-T Vector ขนาด 3.015 กิโลเบส  

ที�ประกอบดว้ยยนีตา้นยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน และยนี lacZ (Promega, 2010)   127 
ง1 ขั�นตอนการทดสอบดว้ยชุด API 50 CHL Medium      132 
ง2  ตารางเปรียบเทียบแบคทีเรียกรดแลคติคชนิดต่างๆ      133 
ง3  การทดสอบดว้ยชุด API 50 CHL Medium ในชั�วโมงที� 0     134 
ง4  การทดสอบดว้ยชุด API 50 CHL Medium ในชั�วโมงที� 48     135 
จ1 การเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS  

โดยมีแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางตั�งแต่วนัที� 1-7     137 
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การแยกและคดัเลอืกแบคทเีรียกรดแลคติดที�ผลติสารเมแทบอไลท์ยบัยั�ง 

การเจริญของยสีต์ Candida albicans BCC6120 

 

Isolation and Selection of Anti Candida albicans BCC6120 Metabolites  

Producing Lactic Acid Bacteria  

 

คาํนํา 
 

Candida albicans เป็นยสีตใ์นกลุ่มราที�อาศยัในช่องปาก ทางเดินอาหาร ช่องคลอด ผวิหนงั
และเยื�อเมือกของมนุษย ์สามารถทาํใหเ้กิดการติดเชื�อที�เล็บ ผวิหนงัหรือใตผ้วิหนงั ทาํใหเ้กิดการ
อกัเสบในช่องคลอด และช่องปาก (Beck-Sague and Jarvis, 1993) นอกจากนี�ยงัเป็นเชื�อฉวยโอกาส
โดยเฉพาะอยา่งยิ�งทาํใหเ้กิด oropharyngeal candidiasis (OPC) ซึ� งพบบ่อยในผูป่้วยติดเชื�อไวรัส 
(human immunodeficiency virus; HIV) และโรคภูมิคุม้กนับกพร่อง (acquired immunodeficiency 
syndrome; AIDS) ในผูป่้วยที�ไดรั้บยาปฏิชีวนะแบบครอบจกัรวาล หรือผูป่้วยที�ไดรั้บการผา่ตดั และ
ผูป่้วยโรคมะเร็งที�รักษาดว้ยยาเคมีบาํบดั (Wenzel, 1995) การรักษาโดยทั�วไปใชย้าปฏิชีวนะในกลุ่ม 
azole และ imidazole (Odds, 1993; Rex et al., 1995) แต่ C. albicans สามารถตา้นทานต่อยา 
fluconazole ได ้โดยเฉพาะอยา่งยิ�งผูป่้วยที�ไดรั้บยาปฏิชีวนะติดต่อกนัเป็นระยะเวลานาน ทาํให ้ 
C. albicans สามารถเจริญไดดี้กวา่เชื�อประจาํถิ�น (Odds, 1993; white et al., 1998) 

 
ในปัจจุบนัมีการพบโรคติดเชื�อที�รักษาไม่ได ้(untreatable infectious disease) ที�ไม่ใช่โรค

เอดส์เพิ�มขึ�นตลอดเวลา โดยเฉพาะอยา่งยิ�งผูป่้วยเอดส์เตม็ขั�นพบการติดเชื�อ C. albicans สาเหตุของ
โรค Candidiasis ไดถึ้งร้อยละ 71.26 ของโรคติดเชื�อฉวยโอกาสที�พบ (นลินี และคณะ, 2540) ใน
ดา้นการรักษาโรคที�เกิดจากเชื�อ C. albicans ไดมี้การพฒันายาชนิดต่างๆ เพื�อใชใ้นการรักษา แต่มี
รายงานการดื�อยาของ C. albicans ออกมาเช่นกนั (Odds, 1993; Rex et al., 1995) ซึ� งทาํใหต้อ้งมีการ
คิดคน้และพฒันาตวัยาเพื�อการรักษาอยา่งต่อเนื�อง ดงันั�นวิธีควบคุมอตัราการดื�อยาที�ดีที�สุดคือ การ
เลือกใชย้าตา้นจุลชีพอยา่งเหมาะสมทั�งชนิดและระยะเวลา รวมทั�งหาทางเลือกใหม่ในการรักษาโรค
ติดเชื�อชนิดนี�  เช่น การใชส้ารจากพืชสมุนไพร และ/หรือสารจากจุลินทรียที์�ผลิตสารตา้นจุลชีพ เช่น 
แบคทีเรียกรดแลคติค (lactic acid bacteria, LAB) (Duarte et al., 2005; Naeini et al., 2009; Wynne 
et al., 2004) เป็นตน้ 
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แบคทีเรียกรดแลคติคถูกนาํไปใชใ้นกระบวนการหมกัเพื�อรักษาคุณภาพทางโภชนาการ
ของอาหารต่างๆ โดยผลผลิตของการหมกัคือ กรดแลคติค ทาํให ้pH ของอาหารลดลงสามารถยบัย ั�ง
การเจริญของจุลินทรียช์นิดอื�นได ้นอกจากนี�ยงัสามารถผลิตสารยบัย ั�งจุลินทรียช์นิดต่างๆ เช่น  
กรดอินทรีย ์กรดไขมนั cyclic dipeptides คาร์บอนไดออกไซด ์เอทานอล ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
แบคเทอริโอซิน diacetyl และยาปฏิชีวนะ (Corsetti et al., 1998) เป็นตน้ ในกลุ่มของกรดอินทรีย ์
เช่น กรดแลคติค กรดแอซีติค phenyllactic acid (PLA) และ hydroxyphenyllactic acid (OH-PLA) ที�
ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติคมีบทบาทในการยบัย ั�งการเจริญของราและแบคทีเรียชนิดต่างๆ 
(Lavermicocca et al., 2003; Valerio et al., 2008) และมีรายงานเกี�ยวกบัการผลิตสารยบัย ั�งแบคทีเรีย
ชนิดอื�นโดยแบคทีเรียกรดแลคติคก่อนหนา้หลายฉบบั แต่พบวา่มีรายงานจาํนวนนอ้ยเกี�ยวกบัการ
ยบัย ั�งยสีตแ์ละราเส้นใย (Magnusson และ Schnurer, 2001) 
 

สารยบัย ั�งราจากแบคทีเรียกรดแลคติคส่วนใหญ่เป็นสารประกอบอินทรียที์�มีมวลโมเลกุล
ตํ�า เช่น capric acid และ short-chain fatty acid นอกจากจุลินทรียเ์ป้าหมายในกลุ่มแบคทีเรียยงัพบวา่
แบคทีเรียกรดแลคติคสามารถผลิตกรดอินทรียที์�ออกฤทธ̀ิต่อราเส้นใยและยสีต ์โดย Corsetti et al. 
(1998) พบวา่ Lactobacillus sanfrancisco CB1 สามารถผลิต caproic acid ซึ� งออกฤทธ̀ิยบัย ั�งราได ้
และงานวจิยัของ Lavermicocca et al. (2000) พบสารกลุ่มใหม่ที�ผลิตจาก Lactobacillus plantarum 

สายพนัธ์ุ 21B ไดแ้ก่ phenyllactic acid และ 4-hydroxy-phenyllactic acid ซึ� งออกฤทธ̀ิยบัย ั�งราใน
กลุ่มกวา้งไดแ้ก่ Aspergillus niger FTDC3227 และ IDM1, A. flavus FTDC3226, Eurotium repens 
IBT18000, E. rubrum FTDC3228, Endomyces fibuliger IBT605 และ IDM3812, Fusarium 

graminearum IDM623, Monilia sitophila IDM/FS5, Pennicillium corylophilum IBT6978, P. 
roqueforti IBT18687 และ P. expansum IDM/FS2 จากการศึกษาที�ผา่นมามีการคน้พบสารยบัย ั�งราที�
ผลิตโดย Lactobacillus casei ซึ� งสามารถยบัย ั�งไดท้ั�งการเจริญและการผลิต aflatoxin จาก A. 
parasiticus (El-Gendy and Marth, 1981; Silva et al., 1987) 

 
มีรายงานการนาํแบคทีเรียกรดแลคติคมาใชเ้ป็นโปรไบโอติกส์ (probiotics) เพื�อปรับปรุง

อตัราการเจริญของไก่ และเป็นผลิตภณัฑเ์สริมสุขภาพมนุษยไ์ด ้ปัจจุบนัไดมี้การคดัเลือกแบคทีเรีย
กรดแลคติคอยา่งแพร่หลายเพื�อศึกษาชีวสารที�สามารถยบัย ั�งจุลินทรียช์นิดอื�นๆ ซึ� งอาจนาํมาทดแทน
สารเคมีสังเคราะห์เพื�อผลิตสารยบัย ั�งจุลชีพก่อโรคในมนุษย ์(วลิาวณัย,์ 2543; ชุตินนัท ์และคณะ, 
2545) ดงันั�นงานวจิยัฉบบันี� จึงมุ่งเนน้ในการแยกและคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถสร้าง
สารยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans และเพื�อเป็นแนวทางในการนาํไปพฒันาเป็นสารออกฤทธ̀ิ
ทางชีวภาพทดแทนการใชส้ารเคมีสังเคราะห์ในอนาคตต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.  เพื�อคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากแหล่งต่างๆ 
 
2.  เพื�อคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถผลิตสารที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของ

ยสีต ์Candida albicans BCC6120 
 
3.  เพื�อจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคที�ผลิตสารยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 

Candida albicans BCC6120 
 
4.  เพื�อปรับปรุงสายพนัธ์ุของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัเลือกไดใ้หมี้ฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการ

เจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 สูงขึ�นดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  แบคทเีรียกรดแลคติค (Lactic acid bacteria, LAB) 

 
แบคทีเรียกรดแลคติคเป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) มีรูปร่างกลมหรือ

เป็นแท่ง (cocci or rods) ไม่สร้างสปอร์ (non spore forming) ส่วนใหญ่ไม่เคลื�อนที� (non-motile) 
หรือถา้มีการเคลื�อนที�จะใชแ้ฟลคเจลลา สามารถเจริญไดท้ั�งในสภาวะที�มีหรือไม่มีออกซิเจน จึง
จดัเป็น facultative anaerobe และสามารถผลิตกรดแลคติคไดโ้ดยใชค้าร์บอนเป็นแหล่งสารอาหาร
จากการหมกันํ�าตาล ไดแ้ก่ กลูโคส และแลคโทส แบคทีเรียกรดแลคติคที�มีรูปร่างกลม ไดแ้ก่ 
Lactococcus, Vagococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Tetragenococcus, 
Streptococcus, Oenococcus, Weissella และ Enterococcus และรูปร่างแท่ง ไดแ้ก่ Lactobacillus 
และ Carnobacterium เป็นตน้ (Axelsson, 1993; De Vuyst and Vandamme, 1994; Stiles and 
Holzapfel, 1997) 
 

ปัจจุบนัไดมี้การนาํแบคทีเรียกรดแลคติคมาใชใ้นการหมกัอาหารชนิดต่างๆ เช่น ผลิตภณัฑ์
จากนม ชีส ผกัดอง และ sour dough bread กรดแลคติคไดถู้กนาํมาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 
เป็นสารที�ใหค้วามเป็นกรด (acidulant) และสารถนอมอาหาร เป็นตน้ (Francis, 2000) ในทาง
การแพทยไ์ดมี้การนาํกรดแลคติคมาใชใ้นการปรับ pH ของการผลิตพลาสติกที�สามารถยอ่ยสลายได้
เพื�อใชใ้นการเชื�อมต่อกระดูกหรือใชเ้ป็นไหมสาํหรับเยบ็แผล เกลือแคลเซียมของกรดแลคติคทั�งที�อยู่
ในรูปเมด็และผง เช่น calcium lactate trihydrate เป็นแหล่งแคลเซียมสาํหรับผูป่้วย และเป็นสารช่วย
ตกตะกอนเลือดในระหวา่งการทาํฟัน เป็นตน้ (มีชยั, 2546) 
 

1.1  การจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติค 
 

การสร้างกรดแลคติคของแบคทีเรียกรดแลคติคเกิดจากการใชส้ารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตในกระบวนการเมแทบอลิซึมไดก้รดแลคติคเป็นผลิตภณัฑ ์ดงันั�นเมื�อพิจารณา
ผลิตภณัฑที์�เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมสามารถจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคไดเ้ป็น 2 กลุ่ม 
คือ homofermentative และ heterofermentative lactic acid bacteria (Holzapfel and Wood, 1995) 
 
 
 



5 

1.1.1  Homofermentation 
 

กระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติคกลุ่มนี3 เกิดขึ3นโดยผา่นวถีิ 
Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) หรือ glycolysis pathway สามารถผลิตกรดแลคติคไดป้ระมาณ
ร้อยละ 95 ซึ� งกรดแลคติคที�เกิดขึ�นพบทั�ง D-Lactic acid และ L-Lactic acid แสดงดงัภาพที� 1 โดย
เปลี�ยนกลูโคสเป็นกรดแลคติค ในขั�นตอนแรกของปฏิกิริยามีการใชพ้ลงังานจาก ATP จาํนวน 2 
โมเลกุลเพื�อเปลี�ยนกลูโคสเป็นกลูโคส-6-ฟอสเฟต และเปลี�ยนฟรุกโตส-6-ฟอสเฟตเป็นฟรุกโตส-
1,6-ไดฟอสเฟตโดยอาศยัเอนไซมเ์ฮกโซไคเนสและฟอสโฟฟรุกโตไคเนส ตามลาํดบั จากนั�น 
ฟรุกโตส-1,6-ไดฟอสเฟตถูกเปลี�ยนเป็นสารประกอบคาร์บอน 3 อะตอม ไดแ้ก่ กลีเซอรอลดีไฮด์-3-
ฟอสเฟตและไดไฮดรอกซีอะซีโตนฟอสเฟต จากนั�นกลีเซอรอลดีไฮด์-3-ฟอสเฟตเกิดปฏิกิริยา 
เอสเทอริฟิเคชนัควบคู่กบัการรีดิวซ์ NAD เป็น 1,3-ไดฟอสโฟกลีเซอเรท และ 1,3-ไดฟอสโฟกลี-
เซอเรทถ่ายทอดอนุมูลฟอสเฟตไปยงั ADP เพื�อสังเคราะห์ ATP และเปลี�ยนเป็น 3-ฟอสโฟกลีเซอเรท 
จากนั�นเปลี�ยนรูปเป็น 2-ฟอสโฟกลีเซอเรท และฟอสโฟอีนอลไพรูเวท ตามลาํดบั ฟอสโฟอีนอล-
ไพรูเวทเปลี�ยนเป็นไพรูเวทพร้อมกบัการถ่ายทอดอนุมูลฟอสเฟตไปยงั ADP เพื�อสังเคราะห์ ATP 
ไพรูเวทที�เกิดขึ�นเขา้สู่กระบวนการหมกัซึ� งมีบทบาทสาํคญัในการรักษาสมดุลของสภาวะออกซิเดชนั
และรีดกัชนัในเซลล ์โดย NADH ที�เกิดขึ�นถูกออกซิไดซ์เพื�อเปลี�ยนไพรูเวทเป็นแลคเตทโดยตรง 
จากกระบวนการดงักล่าวนี�ไดพ้ลงังานสุทธิ 2 โมเลกุล และกรดแลคติค 2 โมเลกุลต่อกลูโคส  
1 โมเลกุล (Cooper, 2000) แสดงดงัภาพที� 2 แบคทีเรียกรดแลคติคที�มีการหมกัแบบ homofermentation 
มีทั�งรูปร่างกลมและเป็นแท่ง แสดงดงัตารางที� 1 
 

     CH3    CH3 
 

 HCOH          HOCH 
 

        COOH       COOH 
     D-Lactic acid     L-Lactic acid 

 

ภาพที� 1  โครงสร้างของกรดแลคติคชนิด D-Lactic acid และ L-Lactic acid 
 

ที�มา: พวงพร (2547) 
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Glucose 

Glucose-6-Phosphate 
 

Fructose-6-Phosphate 

Fructose-1,6-Diphosphate 

2 Lactate 

2NADH+2H+ 
2NAD+ 

Glyceraldehyde-3-Phosphate 

2(1,3-Diphosphoglycerate) 
 

2(3-Phosphoglycerate) 

dihydroxyacetonephosphate 

2(2-Phosphoglycerate) 

2(Phosphoenolpyruvate) 
e 

2 Pyruvate 

2ADP 
2ATP 

2ADP 
2ATP 

2NAD+ 
2NADH+2H+ 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Homofermetation 

 

ภาพที� 2  กระบวนการหมกัของแบคทีเรียกรดแลคติคแบบ Homofermetation 
 

ที�มา: Cooper (2000); Axelsson (1998) 
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ตารางที� 1  ตวัอยา่งแบคทีเรียกรดแลคติคในกลุ่ม Homofermentation 
 

Cocci Rod 

Streptococci Lactobacilli 
Lactococcus lactis subsp. Lactis 
Lactococcus lactis subsp. lactis  

var. diacetialactis 

Thermobacteria  
      เจริญไดดี้ที�อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  
      ไม่เจริญที�อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

Lactococcus lactis subsp. cremoris  

Enterococcus feacalis 

Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii 
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis 

Streptococcus salivarius subsp. salivarius Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus Lactobacillus helveticus 

Streptococcus pyrogenes Lactobacillus salivarius 
 Streptobacteria  

      เจริญไดดี้ที�อุณหภูมิ 30-37 องศาเซลเซียส 
      และเจริญไดที้�อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส 

 Lactobacillus casei 
 Lactobacillus alimentaris 
 Lactobacillus coryniformis 
 Lactobacillus plantarum 
 
ที�มา: Schlegel (1993) 
 

1.1.2  Heterofermentation 
 

กระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลคติคกลุ่มนี� เกิดขึ�นโดยผา่น 
วถีิฟอสโฟคีโตเลส (phosphoketolase) ผลิตภณัฑ์หลกัที�ไดจ้ากกระบวนการหมกัคือ กรดแลคติค
ประมาณร้อยละ 70 คาร์บอนไดออกไซด์ และเอทานอล หรือกรดแอซีติค แสดงดงัภาพที� 3 
แบคทีเรียกรดแลคติคที�มีวถีิการหมกัแบบนี�  ไดแ้ก่ สกุล Lactobacillus บางสปีชีส์ และสกุล 
Leuconostoc ตวัอยา่งของแบคทีรียกรดแลคติคทั�ง 2 สกุล แสดงดงัตารางที� 2  
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กระบวนการหมกัเริ�มตน้จากกลูโคสถูกเปลี�ยนเป็นกลูโคส-6-ฟอสเฟต และ
กลูโคส-6-ฟอสเฟต เปลี�ยนเป็น 6-ฟอสโฟกลูโคเนท และไรบูโลส-5-ฟอสเฟตโดยการทาํงานของ
เอนไซมดี์ไฮโดรจีเนส และ 6-ฟอสโฟกลูโคเนทดีไฮโดรจีเนส ตามลาํดบั จากนั�นไรโบส-5-
ฟอสเฟต เปลี�ยนเป็นไซลูโลส-5-ฟอสเฟตโดยเอนไซมเ์พนโตสฟอสเฟตไอโซเมอร์เรส และ 
ไซลูโลส-5-ฟอสเฟต เปลี�ยนเป็นอะซีติลฟอสเฟต และกลีเซอรอลดีไฮด์-3-ฟอสเฟต จากนั�น 
กลีเซอรอลดีไฮด์-3-ฟอสเฟต เปลี�ยนเป็นไพรูเวท และแลคเตท ตามลาํดบั ส่วนอะซีติลฟอสเฟตถูก
เปลี�ยนเป็นเอทานอล หรือกรดแอซีติคขึ�นอยูก่บัความสมดุลของสภาวะออกซิเดชนัและรีดกัชนั 
ผลิตภณัฑสุ์ทธิไดพ้ลงังาน จาํนวน ATP 1 โมเลกุล ต่อกลูโคส 1 โมเลกุล (Kandler and Weiss, 
1986) แสดงดงัภาพที� 4 

 
C6H12O6    CH3CHOHCOOH + CH3CH2OH + CO2 or CH3COOH 
Glucose                        Lactic acid           Ethanol                   Acetic acid 

 

ภาพที� 3  ผลิตภณัฑจ์ากการหมกัแบบ Heterofermentation 
 

ที�มา: พวงพร )2547(  
 
ตารางที� 2  ตวัอยา่งแบคทีเรียกรดแลคติคในกลุ่ม Heterofermentation 
 

Cocci       Rod 

Streptococci       Lactobacilli 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides  Lactobacillus bifermentans 

Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum  Lactobacillus brevis 

Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris  Lactobacillus fermentum 

Leuconostoc lactis     Lactobacillus kandleri 

       Lactobacillus viredescens 

 
ที�มา: Schlegel (1993) 
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Glucose 

Glucose-6-Phosphate 
 

6-Phospho-gluconate 

Ribulose-5-Phosphate 

Xylulose-5-Phosphate 

Glyceraldehyde-3-Phosphate 

1,3-Diphosphoglycerate 

NAD+ 
NADH+H+ 

3-Phosphoglycerate 

ADP 
ATP 

2-Phosphoglycerate 

Phosphoenolpyruvate 

Pyruvate 

ADP 
ATP 

Lactate 

NADH+H+ 
NAD+ 

Acetyl-Phosphate 

Acetyl-CoA 

CoA 

ADH 

Ethanol 

NADH+H+ 
NAD+ 

Acetaldehyde 

NADH+H 
CoA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Heterofermentation 
 

ภาพที� 4  กระบวนการหมกัของแบคทีเรียกรดแลคติคแบบ Heterofermetation 
 

ที�มา: Cooper (2000); Axelsson (1998) 
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1.2  แบคทีเรียที�จดัอยูใ่นกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติค 
 

De Vuyst and Vandamme (1994) จดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคไดเ้ป็น 12 สกุล คือ 
Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus และ Weissella แต่ละ
สกุลมีลกัษณะดงันี�  
 

1.2.1  Aerococcus 
 

เซลลมี์รูปร่างกลม ไม่เคลื�อนที� มีการแบ่งตวัแบบ 2 ระนาบ จึงพบเซลลอ์ยูเ่ป็นคู่
หรือ 4 เซลล ์สามารถเจริญไดดี้ในสภาพที�มีอากาศเพียงเล็กนอ้ย เป็นกลุ่ม homofermentation ไม่
สร้างเอนไซมแ์คตาเลส แต่มีบางสายพนัธ์ุผลิตเอนไซมแ์คตาเลสเทียม (pseudocatalase) แบคทีเรียที�
พบในสกุลนี� มี 2 สปีชีส์ คือ Aerococcus urinae และ A. viridans (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 

1.2.2  Carnobacterium 

 
เซลลมี์รูปร่างเป็นแท่งคลา้ย lactobacilli ซึ� งก่อนหนา้นี� ถูกจาํแนกไวใ้น 

lactobacilli ไม่สร้างเอนไซมแ์คตาเลส เป็นกลุ่ม heterofermentation ส่วนใหญ่เจริญไดที้�อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที� 45 องศาเซลเซียส บางสายพนัธ์ุสร้างแก๊สคาร์บอนไดออกไซดจ์ากการ
ใชน้ํ�าตาลกลูโคส ไม่สามารถเจริญบนอาหารที�มีแอซีเตท และไม่สร้างกรดโอลิอิค มี GC content 
ประมาณ 33.0-37.2 โมลเปอร์เซ็นต ์พบไดใ้นเนื�อสัตวที์�บรรจุสภาพสุญญากาศ และผลิตภณัฑจ์าก
สัตวปี์ก แบคทีเรียที�พบอยูใ่นสกุลนี�ไดแ้ก่ Carnobacterium alterfunditum, C. divergens, C. funditum, 
C. gallinarum, C. mobile และ C. piscicol (Schillinger and Holzapfel, 1995) 
 

1.2.3  Enterococcus 
 

เซลลเ์ป็นรูปไข่ การจดัเรียงตวัของเซลลเ์ป็นเซลลเ์ดี�ยวหรือคู่ อาจพบเป็นโซ่สาย
สั�นๆ สามารถเจริญไดที้�อุณหภูมิ 10 และ 45 องศาเซลเซียส และในสภาวะที�มีโซเดียมคลอไรด์ร้อยละ 
6.5 นํ�าดีร้อยละ 40 และที�ความเป็นกรด-เบส 9.6 มี GC content ประมาณ 37-45 โมลเปอร์เซ็นต ์
แบคทีเรียที�จดัอยูใ่นสกุลนี�ไดแ้ก่ Enterococcus avium, E. cecorum, E. faecium, E. faecalis, และ  
E. gallinarum (Devriese and Pot, 1995) 
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1.2.4  Lactobacillus 
 

เป็นกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติคกลุ่มใหญ่ที�สุด มีความหลากหลายของลกัษณะ
ทางฟีโนไทป์ ลกัษณะทางชีวเคมี และลกัษณะทางสรีรวทิยา เนื�องจากมีความแตกต่างของ GC 
content ภายในสกุลค่อนขา้งสูง โดยอยูร่ะหวา่ง 32-53 โมลเปอร์เซ็นต ์(Axelsson, 1998) เซลลมี์
รูปร่างเป็นแท่งหรือทรงรี มีการจดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ดี�ยวๆ หรือเป็นโซ่ ไม่เคลื�อนที� ไม่สร้าง
เอนไซมแ์คตาเลส บางสายพนัธ์ุสร้างเอนไซมแ์คตาเลสเทียม มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ไดเ้ป็น
อยา่งดี มกัพบทั�วไปในมนุษย ์สัตว ์นม ผลิตภณัฑ์นม อาหารหมกัชนิดต่างๆ และเครื�องดื�ม พบใน
พืชบางชนิด เช่น หญา้หมกัและผกัดอง Hammes และ Vogel (1995) แบ่งแบคทีเรียสกุลนี�โดย
พิจารณาจากกระบวนการหมกัออกเป็น 3 กลุ่ม คือ 

 
ก.  Obligately homofermentative lactobacilli: หมกันํ�าตาลแลคโทสไดเ้ป็น 

กรดแลคติคมากกวา่ร้อยละ 85 โดยผา่นวถีิ EMP ผลิตเอนไซม ์fructose-1,6-bisphosphate aldolase 
ได ้แต่ไม่ผลิตเอนไซม ์phosphoketolase ดงันั�นแบคทีเรียกลุ่มนี� จึงไม่สามารถหมกันํ�าตาลเพนโทส
ได ้เช่น Lactobacillus acidophilus, L. delbrueckii และ L. salivarius (Stiles and Holzapfel, 1997)  

 
ข.  Facultative heterofermentative lactobacilli: หมกันํ�าตาลเฮกโซสไดเ้ป็น 

กรดแลคติคโดยผา่นวถีิ EMP ผลิตไดท้ั�งเอนไซม ์aldolase และ phosphoketolase จึงสามารถหมกั
นํ�าตาลเพนโทสได ้เช่น L. plantarum และ L. spicheri (Tannock, 1992; Meroth et al., 2004) 

 
ค.  Obligately heterofermentative lactobacilli: หมกันํ�าตาลเฮกโซส และนํ�าตาล

เพนโทสไดโ้ดยผา่นวถีิ phosphogluconate ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกรดแลคติค เอทานอล และ
คาร์บอนไดออกไซด ์เช่น L. siliginis, L. vaginalis และ L. zymae (Embley et al., 1989; Vancanneyt 
et al., 2005; Aslam et al., 2006) 
 

1.2.5  Lactococcus 
 

เป็นแบคทีเรียที�พบไดใ้นผลิตภณัฑน์มหลายชนิด มีเซลลเ์ป็นรูปไข่ ขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลาง 0.5-1 ไมโครเมตร ไม่เคลื�อนที� มีการจดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ดี�ยว เป็นคู่ หรือต่อกนัเป็น
สายโซ่ มีกระบวนการหมกัไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกรดแลคติค (L-lactic acid) เจริญไดดี้ที�อุณหภูมิ 10 
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องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที� 45 องศาเซลเซียส มี GC content ประมาณ 34-43 โมลเปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่ 
Lactococcus garvieae, L. lactis, L. piscium, L. plantarum และ L. raffinolactis (Teuber, 1995) 

 
1.2.6  Leuconostoc 

 
เป็นแบคทีเรียที�พบไดใ้นผลิตภณัฑน์มหลายชนิด เครื�องดื�มที�ไดจ้ากการหมกั 

และผกัดองหลายชนิด ลกัษณะของเซลลมี์รูปร่างกลม มีการจดัเรียงตวัเป็นคู่ หรือเป็นสายโซ่ 
จดัเป็นกลุ่ม heterofermentation อุณหภูมิที�เหมาะสมในการเจริญอยูร่ะหวา่ง 20-30 องศาเซลเซียส 
เป็นกลุ่มที�ไม่สร้างเอนไซมแ์คตาเลส มกัพบอยูร่่วมกบั lactobacilli มี GC content ประมาณ 38-44  
โมลเปอร์เซ็นต ์ประกอบดว้ย 8 สปีชีส์ คือ Leuconostoc argentinum, L. carnosum, L. citreum,  
L. fallax, L. gelidum, L. lactis, L. mesenteroides และ L. pseudomesenteroides (Dellaglio et al., 
1995)  
 

1.2.7  Oenococcus 

 
มีรูปร่างกลม ซึ� งเปลี�ยนชื�อมาจาก Leuconostoc oenus เดิม เนื�องจากมีลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมแตกต่างจาก Leuconostoc และทนต่อกรดและเอทานอลไดดี้กวา่ นอกจากนี�ลาํดบั
เบสของ 16S rRNA ต่างจากสปีชีส์อื�นในสกุล Leuconostoc อยา่งชดัเจน (Dellaglio et al., 1995) 
 

1.2.8  Pediococcus 
 

มีรูปร่างกลม การแบ่งตวัเป็นแบบ 2 ทิศทางบนระนาบเดียวกนั พบการจดัเรียง
ตวัอยูเ่ป็นคู่หรืออยูเ่ป็น 4 เซลลติ์ดกนั เป็นกลุ่ม homofermentation ตอ้งการสารอาหารที�มีความ
ซบัซอ้น มกัพบร่วมกบัพืชที�นาํมาหมกั เช่น ผกัดองเคม็ นอกจากนี�ยงัพบวา่มีการปนเปื� อนใน
เครื�องดื�มที�หมกัดว้ยยสีต ์มี GC content ประมาณ 34-44 โมลเปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่ Pediococcus 
acidilactici, P. damnosus, P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus และ P. pentosaceus 
(Simpson and Taguchi, 1995) 
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1.2.9  Streptococcus 
 

เซลลมี์รูปร่างกลมหรือรูปไข่ มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.8-1.2 ไมโครเมตร มี
การจดัเรียงตวัเป็นคู่หรือเป็นสายโซ่ ตอ้งการสารอาหารหลายชนิด เจริญไดที้�อุณหภูมิ 20-40  
องศาเซลเซียส เป็นทั�ง homofermentation และ heterofermentation พบในอาหารเป็นส่วนใหญ่ นิยม
ใชเ้ป็นกลา้เชื�อในอุตสาหกรรมนมหมกั ไดแ้ก่ Streptococcus cremoris, S. diacetylactis และ  
S. lactis (Hardie and Whiley, 1995) 
 

1.2.10  Tetragenococcus 
 

เป็นสกุลที�เปลี�ยนชื�อมาจาก Pediococcus halophillus เดิม ลกัษณะส่วนใหญ่จึง
เหมือนกนั มีรูปร่างกลม ตอ้งการโซเดียมคลอไรดใ์นการเจริญ สามารถเจริญไดใ้นอาหารที�มี
โซเดียมคลอไรดสู์งถึงร้อยละ 18 และมีลาํดบัของ 16S rRNA ต่างจาก Pediococcus (Simpson and 
Taguchi, 1995) 
 

1.2.11  Vagococcus 
 

เป็นแบคทีเรียกรดแลคติคซึ�งเคลื�อนที�ไดแ้ต่ไม่ทุกสปีชีส์ ประกอบดว้ย 2  
สปีชีส์ คือ Vagococcus fluvialis ซึ� งเดิมอยูใ่นสกุล Streptococcus ที�แยกไดจ้ากอุจจาระของไก่ และ 
V. salmonnarum ซึ� งแยกไดจ้ากปลาแซลมอน (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 

1.2.12  Weissella 

 
เป็นแบคทีเรียกรดแลคติคสกุลเดียวที�มีทั�งรูปร่างกลมและแท่ง ประกอบดว้ย 7 

สปีชีส์ ซึ� งเดิมจาํแนกอยูใ่นสกุล Lactobacillus และ Leuconostoc คือ Weissella cofusus 

(Lactobacillus cofusus), W. halotolerans (L. halotolerans), W. kandleri (L. kandleri), W. minor  

(L. minor), W. paramenteroides (Leuconostoc paramesenteroides), W. viridescens (L. viridescens) 
และสปีชีส์ใหม่ที�แยกไดจ้ากไส้กรอกเปรี� ยว คือ W. hellenica (Stiles and Holzapfel, 1997) 
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2.  สารยบัยั�งการเจริญของจุลนิทรีย์อื�นที�สร้างจากแบคทเีรียกรดแลคติค 
 

การนาํแบคทีเรียกรดแลคติคมาใชป้ระโยชน์ส่วนใหญ่เป็นผลิตภณัฑที์�เกิดขึ�นจาก
กระบวนการเมแทบอลิซึมทั�งชนิดที�เป็นผลิตภณัฑป์ฐมภูมิและผลิตภณัฑทุ์ติยภูมิ โดยผลิตภณัฑ์
เหล่านี� มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งจุลินทรียช์นิดอื�นไดห้ลายชนิด เช่น Bacillus cereus, Clostridium 
botulinum, C. perfringens, Staphylococcus aureus และ Listeria monocytogenes รวมทั�งแบคทีเรีย
กรดแลคติคบางชนิด (De Vuyst and Vandamme, 1994) ซึ� งสารที�แบคทีเรียกรดแลคติคสร้างออกมา
ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มดงักล่าว ส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติคและกรดแอซีติค รวมทั�งยงัมี
สารชนิดอื�นๆ ที�เกิดขึ�นในปริมาณที�นอ้ยกวา่กรดแลคติค และกรดแอซีติค แต่มีผลในการยบัย ั�งการ
เจริญของแบคทีเรียชนิดต่างๆ เช่นกนั ไดแ้ก่ กรดฟอร์มิค กรดไขมนัอิสระ แอมโมเนีย ไดอะซีทิล 
อะซีทลัดีไฮด ์เอทานอล เบนโซเอต ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์อะซีโตอิน เอนไซมที์�มีผลทาํใหเ้ซลล์
แบคทีเรียแตก (bacteriolytic enzyme) และแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) (Kelly et al., 1996) 
นอกจากนี�การมีแบคทีเรียกรดแลคติคเจริญอยูร่่วมกบัแบคทีเรียชนิดอื�นๆ ถือเป็นการควบคุม
แบคทีเรียเหล่านั�นทางออ้มคือ ทาํใหเ้กิดการแข่งขนักนัในการใชส้ารอาหาร และการใชพ้ื�นที�
สาํหรับการเจริญ โดยสารยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียกลุ่มต่างๆ ที�สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติค
ที�มีการศึกษากนัแพร่หลาย ไดแ้ก่ 
 

2.1  กรดอินทรีย ์
 

กรดอินทรียที์�เกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติค คือ กรดแลคติคและกรดแอซีติค มี
การศึกษาพบวา่กรดแอซีติคมีความสามารถในการยบัย ั�งราเส้นใย ยสีต ์และแบคทีเรียได ้โดยพบวา่
กรดแลคติคและกรดแอซีติคเมื�อทาํงานร่วมกนัสามารถลดการเจริญของ Salmonella typhimurium 

ทั�งกรดแลคติคและกรดแอซีติคที�ผลิตจากแบคทีเรียกรดแลคติคมีผลทาํใหค้่า pH ของผลิตภณัฑ์
อาหารหมกัดองลดลง กรดอินทรียที์�เกิดขึ�นในผลิตภณัฑ์เนื�อสัตวส่์วนใหญ่พบวา่เป็นกรดแลคติค มี
กรดแอซีติคเพียงเล็กนอ้ย และพบวา่กรดแลคติคสามารถแทรกผา่นเขา้ไปภายในเซลลจุ์ลินทรียไ์ด ้
เมื�อพบสภาพภายในเซลลที์�มีค่า pH สูงกวา่ภายนอกเซลล ์(De Vuyst and Vandamme, 1994)  
การยบัย ั�งจึงเกิดขึ�นเนื�องจากการลดลงของ pH และการสะสมของกรดอินทรีย ์โดยปกติเยื�อหุม้เซลล์
ของจุลินทรียมี์หนา้ที�เป็นเยื�อเลือกผา่น กรดอินทรียใ์นรูปที�ไม่แตกตวัสามารถผา่นเยื�อหุม้เซลลไ์ด้
โดยวธีิแพร่ผา่น (Diffusion method) เมื�อเขา้สู่ภายในเซลล์ กรดอินทรียเ์กิดการแตกตวัและปลดปล่อย
โปรตอนเขา้สู่ภายในไซโตพลาสซึม ทาํใหเ้กิดการสะสมของกรดภายในเซลลแ์ละทาํลายสมดุล
ความต่างศกัยที์�เยื�อหุม้เซลล ์ส่งผลใหแ้รงขบัเคลื�อนโปรตอนถูกทาํลาย ซึ� งไปขดัขวางกระบวนการ
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เมแทบอลิซึมที�สาํคญัภายในเซลล ์ยบัย ั�งกลไกการขนส่งอาหาร และกระบวนการสร้างพลงังาน ทาํ
ใหเ้ซลลไ์ม่สามารถเจริญและอยูร่อดได ้(Cherrington, 1990) 

 
2.2  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์

  
ในภาวะที�มีออกซิเจน แบคทีเรียกรดแลคติคบางกลุ่มโดยเฉพาะ lactobacilli สามารถ

สร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดที์�สามารถทาํลายเซลลแ์บคทีเรีย โดย sulfhydryl group ของโปรตีน
และไขมนัที�เยื�อหุม้เซลลจ์ะถูกออกซิไดซ์อยา่งรุนแรง ทาํใหไ้ม่สามารถควบคุมการผา่นเขา้ออกของ
สารได ้(Lindgren and Dobrogosz, 1990) การสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์กี�ยวขอ้งกบักระบวนการ
ส่งผา่นอิเลคตรอน (electron transport) อาศยัเอนไซมใ์นกลุ่ม Flavin และมีออกซิเจนเป็น
ตวัรับอิเลคตรอน แสดงดงัตารางที� 3  
 
ตารางที� 3  เอนไซมจ์ากแบคทีเรียกรดแลคติคที�เกี�ยวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลิซึมของ 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์
 

                                          ปฏิกริิยา เอนไซม์ 

NADH + H+ + O2                            NAD+ + H2O2 
2O-

2 + 2H+                                        H2O2 + O2 
Pyruvate + (PO4)

3 + O2                    Acetyl-phosphate + CO2 + H2O2 
α-glycerophosphate + O2                Dihydroxyacetone phosphate +  
                                                        H2O2 
Lactate + O2                                    Pyruvate + H2O2     
NADH + H+ + H2O2                        NAD+ + 2H2O 
2H2O2                                              2H2O + O2 

NADH:H2O2 oxidase 
superoxide dismutase 
pyruvate oxidase 
α-glycerophosphate 
oxidase 
L-lactate oxidase 
NADH peroxidase 
Mn2+-pseudocatalase 

 
ที�มา: Vuyst and Vandamme (1994) 
 

กลไกการยบัย ั�งจุลินทรียโ์ดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์กิดขึ�นโดยการออกซิไดซ์อยา่ง
รุนแรงบนเซลลข์องจุลินทรียเ์ป้าหมาย โดยจะเขา้ทาํปฏิกิริยาที�หมู่ sulphydryl group ของโปรตีนใน
เซลล ์โครงสร้างชั�นนอกของกรดนิวคลีอิคและไขมนัที�เยื�อหุม้เซลล ์ในบางปฏิกิริยามีการจบั
ออกซิเจนทาํใหจุ้ลินทรียเ์ป้าหมายอยูใ่นสภาวะไร้อากาศจึงไม่สามารถเจริญได ้(Salminen and 
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Wright, 1998) ในสภาวะที�มีไธโอไซยาเนต (thiocyanate, SCN-) และเอนไซมแ์ลคโตเปอร์ออกซิเดส 
(lactoperoxidase) พบวา่ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดแ์สดงผลการยบัย ั�งจุลินทรียม์ากขึ�น เนื�องจาก
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดเ์ขา้ทาํปฎิกิริยากบัไธโอไซยาเนตโดยอาศยัเอนไซมแ์ลคโตเปอร์ออกซิเดส
เกิดผลิตภณัฑเ์ป็นไฮโปไธยาไนต ์(hypothyanite, OSCN-) ซึ� งไฮโปไธยาไนตมี์ฤทธ̀ิในการยบัย ั�ง
จุลินทรียไ์ดเ้ช่นกนั กลไกหลกัในการยบัย ั�งจุลินทรียคื์อ ขดัขวางกระบวนการไกลโคไลซิส โดย
ยบัย ั�งการขนส่งกลูโคส และเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชนักบัหมู่ซลัไฮดริลของเอนไซมเ์ฮกโซไคเนส 
(hexokinase) และกลีเซอรอลดีไฮด์-3-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase) นอกจากนี�ยงัพบวา่ไฮโปไธยาไนตอ์อกฤทธ̀ิต่อแบคทีเรียแกรมบวกในลกัษณะ
ยบัย ั�งการเจริญแต่ไม่ทาํลาย (bacteriostatic) และออกฤทธ̀ิต่อแบคทีเรียแกรมลบในลกัษณะทาํลาย
อยา่งรวดเร็ว (bactericidal) (Ouwehand, 1998) 
 

2.3  ไดอะซิติล (Diacetyl) 
 

เป็นผลิตภณัฑที์�ไดจ้ากการสังเคราะห์ไพรูเวท ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถ
ใชซิ้เตรทเป็นแหล่งคาร์บอนได ้เช่น Lactobacillus cremoris และ L. lactis subsp. lactis var. diacetyl 
(Hugenholtz, 1993) ในสภาวะที�มีซิเตรท และพลงังานจากกระบวนการเมเทบอลิซึมจะเหนี�ยวนาํให้
เกิดการสังเคราะห์ไพรูเวทจาํนวนมาก ไพรูเวทส่วนเกินจะถูกเปลี�ยนเป็นไดอะซิติลและอะซีโตอิน 
ซึ� งสามารถยบัย ั�งจุลินทรียก่์อโรคและจุลินทรียที์�เป็นสาเหตุของการเน่าเสียของอาหารไดห้ลายชนิด 
(Motlagh et al., 1991)  
 

2.4  คาร์บอนไดออกไซด์ 
 

เป็นผลิตภณัฑที์�เกิดจากกระบวนการหมกันํ�าตาลแบบ heterofermentation ซึ� งแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซดที์�เกิดขึ�นจะไปแทนที�แก๊สออกซิเจนในสภาวะแวดลอ้มทาํใหเ้กิดสภาวะ 
anaerobe จึงไม่เหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรียที์�ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญ โดยเฉพาะใน
กลุ่มของรา นอกจากนี�แก๊สคาร์บอนไดออกไซดย์งัทาํใหค่้า pH ภายในเซลล ์และรอบๆ เซลลล์ดลง 
มีผลทาํใหเ้ยื�อหุม้เซลลถู์กทาํลาย (De Vuyst and Vandamme, 1994) 
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2.5  แบคเทอริโอซิน 
 

เป็นสารประกอบโปรตีนที�มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งจุลินทรีย ์(proteinaceous 
antimicrobial substance) ชนิดหนึ�ง ผลิตจากแบคทีเรียบางชนิดสามารถยบัย ั�งหรือทาํลายจุลินทรีย์
ในสปีชีส์หรือสายพนัธ์ุที�ใกลเ้คียงกนั กลไกการทาํลายมีความจาํเพาะต่อเซลลเ์ป้าหมายที�แน่นอน 
แบคเทอริโอซินบางชนิดทนความร้อนไดที้�อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จึงใชร่้วมกบั
การแปรรูปอาหารที�ใชค้วามร้อนได ้แบคเทอริโอซินสามารถถูกยบัย ั�งดว้ยเอนไซมที์�ยอ่ยสลาย
โปรตีน เช่น ทริปซิน (Trypsin) เป็นตน้ ตวัอยา่งของแบคเทอริโอซินที�ผลิตจากแบคทีเรีย 
กรดแลคติคและอนุญาตใหใ้ชผ้สมในอาหาร ไดแ้ก่ ไนซิน (Nysin) (De Vuyst and Vandamme, 
1994) 
 

กลไกการออกฤทธ̀ิของแบคเทอริโอซินเริ�มจากการทาํใหเ้กิดโพรงบนเยื�อหุม้เซลล์
(Bruno et al., 1992; Bruno and Montville, 1993) แสดงดงัภาพที� 5 ส่งผลใหมี้การเคลื�อนยา้ย 
อิออนอยา่งอิสระและสูญเสียแรงเคลื�อนของโปรตอน (proton motive force) จึงทาํใหค้วามต่างศกัย์
ลดลงและไม่มีการสร้างพลงังานเกิดขึ�น ดงันั�นเมื�อเซลลไ์ม่สามารถนาํสารอาหารขนาดใหญ่เขา้สู่
เซลลไ์ด ้แต่นํ�าสามารถไหลเขา้พร้อมกบัการไหลออกของสารโมเลกุลขนาดเล็กจึงทาํใหเ้ซลลแ์ตก
จากแรงดนัออสโมติค (Sahl et al., 1995) 
 

 
 
ภาพที� 5  กลไกการสร้างโพรงที�เยื�อหุม้เซลลข์องเชื�อเป้าหมายโดยแบคเทอริโอซินจาก 

  แบคทีเรียกรดแลคติค 
 
ที�มา: Ruhr et al. (1985) 

Bacteriocin molecule 

Membrane interaction 

Leakge of intracellular 
constituents 

Peptidoglycan 

G (+) bacterial 
Cell membrane 
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คาํนิยามของแบคเทอริโอซินคือ สารประกอบโปรตีนที�มีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของ
แบคทีเรียที�มีความไวต่อสารดงักล่าวและไม่เป็นพิษต่อเซลลที์�ผลิต (De Vuyst and Vandamme, 
1994) โดย Cleveland et al. (2001) ไดส้รุปความแตกต่างระหวา่งแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 
แสดงดงัตารางที� 4 
 

ตารางที� 4  เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งแบคเทอริโอซินและสารปฏิชีวนะ 
 

ลกัษณะและคุณสมบัต ิ แบคเทอริโอซิน สารปฏิชีวนะ 

การนาํไปใชง้าน ทางอาหาร ทางการแพทย ์
   

กระบวนการสังเคราะห์ ผลิตจากไรโบโซม 
ผลิตผา่นกระบวนการที�เป็น 
secondary metabolism 

   
ความสามารถในการยบัย ั�งแบคทีเรีย
เป้าหมายที�มีความหลากหลาย 

นอ้ย มาก 

   
การสร้างระบบภูมิคุม้กนัตนเอง 
ของเซลลผ์ูผ้ลิต 

มี ไม่มี 

   
กลไกในการต่อตา้นของเซลล ์
เป้าหมาย 

ปรับสภาพองคป์ระกอบ
เยื�อหุม้เซลล ์

การเปลี�ยนแปลง 
ทางพนัธุกรรม 

   
ลกัษณะของปฏิกิริยา 
บนเซลลเ์ป้าหมาย 

เกิดรูที�เยื�อหุม้เซลล ์
ทาํลายเยื�อหุม้เซลลห์รือ 
โครงสร้างภายในเซลล ์

   

 

ที�มา: Cleveland et al. (2001) 
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2.6  อะซีทลัดีไฮด์ (Acetaldehyde) 
 

เกิดขึ�นในระหวา่งกระบวนการเมแทบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตแบบ heterofermentation 
ในสภาวะที�ไม่มีเอนไซม ์alcohol dehydrogenase ทาํใหเ้กิดการสร้างและขบัอะซีทลัดีไฮดอ์อกมา
ภายนอกเซลล ์ผลของอะซีทลัดีไฮดต่์อจุลินทรียช์นิดต่างๆ นั�นยงัไม่มีการศึกษามากนกั แต่มีรายงาน
วา่อะซีทลัดีไฮดที์�มีความเขม้ขน้ระหวา่ง 10-100 ส่วนในลา้นส่วน สามารถยบัย ั�งการเจริญของ
จุลินทรียก่์อโรคที�มกัปนเปื� อนในอาหาร เช่น E. coli, S. aureus และ S. typhimurium ได ้(De Vuyst 
and Vandamme, 1994) 

 
3.  การใช้ประโยชน์จากแบคทเีรียกรดแลคติค 
 

แบคทีเรียกรดแลคติคถูกนาํมาใชอ้ยา่งกวา้งขวางเพื�อเป็นหวัเชื�อในผลิตภณัฑอ์าหารหมกั 
นอกจากประโยชน์ในการปรับปรุงคุณลกัษณะของอาหารใหดี้ขึ�นแลว้ แบคทีเรียกรดแลคติคยงั
สามารถผลิตสารยบัย ั�งจุลินทรียใ์นระหวา่งกระบวนการหมกัไดแ้ก่ กรดแลคติค เอทานอล  
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ไดอะซีติล และแบคเทอริโอซิน ปัจจุบนัแบคเทอริโอซินจากแบคทีเรีย 
กรดแลกติคไดรั้บความสนใจอยา่งสูงในการนาํไปใชเ้ป็นสารกนัเสียโดยตรง (Cintas et al., 1998) 
ใชเ้ป็นผลิตภณัฑเ์พื�อสุขภาพ (Claypool, 1996) โปรไบโอติกส์ (Saarela et al., 2000) และเป็น
เครื�องหมายสาํหรับ Food-grade cloning vector (Allison and Klaenhammer, 1996; Takala and 
Saris, 2002) และป้องกนัโรคเตา้นมอกัเสบในววั (Ryan, 1998) เป็นตน้ 
 

3.1  ความสามารถในการเป็นโปรไบโอติกส์ 
 

ในธรรมชาติแบคทีเรียสายพนัธ์ุที�สามารถผลิตแบคเทอริโอซินได ้โดยเฉพาะ
Lactobacillus ซึ� งพบมากในลาํไส้ใหญ่ของมนุษยแ์ละสัตว ์แบคทีเรียกลุ่มนี� มีอิทธิพลต่อความสมดุล
ในระบบทางเดินอาหาร โดยจะช่วยป้องกนัการเกาะของแบคทีเรียก่อโรคที�ผนงัลาํไส้ เช่น E. coli 
(Saarela et al., 2000) ช่วยกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัทาํให้ร่างกายแขง็แรง ช่วยยบัย ั�งการทาํงานของ
สารที�มีสมบติัเป็นสารก่อมะเร็ง (Adachi, 1992) และสารก่อกลายพนัธ์ุ (Park and Rhee, 2001) 
นอกจากนั�นยงัช่วยลดคอเลสเตอรอลไดอี้กดว้ย (Shun et al., 1989) พบวา่จุลินทรียส์ายพนัธ์ุที�ผลิต
แบคเทอริโอซินจะมีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งจุลินทรียก่์อโรคในระบบทางเดินอาหารไดดี้กวา่
จุลินทรียที์�มีอยูใ่นระบบทางเดินอาหารปกติ Balcazar et al. (2006) อธิบายกลไกการทาํงานของ 
โปรไบโอติกส์ดงันี�   
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3.1.1  การสร้างสารยบัย ั�งจุลินทรีย ์(production of inhibitory compounds) พบวา่
แบคทีเรียในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติคสามารถสร้างแบคเทอริโอซิน กรดอินทรีย ์และ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เป็นตน้ ซึ� งสารดงักล่าวมีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียชนิดอื�นๆ ได ้

 
3.1.2  การยดึเกาะที�เยื�อบุผวิเซลล ์(competition for adhesion sites) การยดึเกาะของ 

โปรไบโอติกส์ที�ครอบครองพื�นที�ของเซลลเ์ยื�อบุในระบบทางเดินอาหารเป็นกลไกหนึ�งในการ 
ป้องกนัหรือขดัขวางการเกาะติดของแบคทีเรียก่อโรค เช่น E. coli และ Salmonella sp. โดยกลไก 
การยดึเกาะเริ�มตั�งแต่แบคทีเรียที�เป็นโปรไบโอติกส์เจริญบนผนงัลาํไส้ และเพิ�มจาํนวนเซลลไ์ดเ้ป็น
จาํนวนมาก ซึ� งจะขดัขวางไม่ใหแ้บคทีเรียก่อโรคมาเกาะบนผนงัลาํไส้ได ้แสดงดงัภาพที� 6 
 

  
 

ภาพที� 6  แบบจาํลองการยดึเกาะของแบคทีเรียที�เป็นโปรไบโอติกส์และแบคทีเรียก่อโรค 
 

ที�มา: Nestle (2002) 
 

Nikoskelainen et al. (2001) ไดน้าํแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุ Bifidobacterium 

lactis Bb12, Enterococcus faecium, Lactobacillus bulgaricus, L. casei, L. johnsonii La1,  
L. rhamnosus LC705 และ L. rhamnosus ATCC53103 ซึ� งใชเ้ป็นโปรไบโอติกส์ในมนุษยม์าศึกษา
การแข่งขนัการยดึเกาะกบัแบคทีเรียที�ก่อโรคในปลาคือ Aeromonas salmonicida ที�เมือกบริเวณ
ผวิหนงัและลาํไส้ของปลา โดยการตรวจแบคทีเรียชนิดต่างๆ ดว้ยวธีิการติดฉลากสารกมัมนัตรังสี

No protection 
Infection and cell death 

Cultured intestinal cells 

Infectious bacteria 
Probiotic bacteria 

Cultured intestinal cells 
Infectious bacteria 
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บนเซลลข์องแบคทีเรีย (radioactively labeled bacteria) และวดักิจกรรมของสารกมัมนัตรังสี 
(radioactivity) ดว้ยวธีิ liquid scintillation พบวา่ L. rhamnosus ATCC53103 และ L. bulgaricus 
สามารถยดึเกาะกบัเมือกบริเวณหลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ลาํไส้ เหงือก ผวิหนงั และสามารถ
แข่งขนัการยดึเกาะกบั A. salmonicida ที�บริเวณเมือกของผวิหนงัและลาํไส้ไดดี้ที�สุด 
 

3.2  แบคเทอริโอซินมีคุณสมบติัที�เหมาะสมในการนาํมาใชเ้ป็นสารกนัเสียในอาหาร 
กล่าวคือ 

3.2.1  เป็นที�ยอมรับวา่เป็นสารที�ปลอดภยั 
3.2.2  ไม่เป็นพิษต่อเซลลย์คูาริโอต 
3.2.3  สามารถถูกยบัย ั�งไดด้ว้ยนํ�ายอ่ยประเภทโปรติเอส จึงมีผลนอ้ยมากกบัแบคทีเรีย 

ที�อยูใ่นระบบทางเดินอาหาร 
3.2.4  มกัทนต่อ pH และความร้อน 
3.2.5  มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งกวา้ง สามารถยบัย ั�งแบคทีเรียก่อโรค และแบคทีเรียที�ทาํให้

เกิดการเน่าเสียในอาหาร เช่น Listeria monocytogenes และ Clostridium botulinum เป็นตน้ 
3.2.6  มีกิจกรรมจาํเพาะ (specific activity) สูง (Holzapfel et al., 1995) 
3.2.7  ปัจจุบนัมีการนาํแบคเทอริโอซินมาใชใ้นผลิตภณัฑ์เพื�อรักษาสุขภาพปากและ

ฟัน เช่น ยาสีฟันและนํ�ายาบว้นปาก เพื�อป้องกนัฟันผแุละโรคที�เกิดขึ�นในช่องปาก (Claypool, 1996) 
 

3.3  หวัเชื3อจุลินทรียใ์นอุตสาหกรรมอาหาร 
 

การนาํจุลินทรียส์ายพนัธ์ุที�ผลิตแบคเทอริโอซินมาใชเัป็นหวัเชื�อในกระบวนการหมกั
นั�นเป็นการเพิ�มความปลอดภยัแก่ผูบ้ริโภค เนื�องจากแบคเทอริโอซินสามารถยบัย ั�งการเจริญของ
จุลินทรียก่์อโรคหลายชนิด เช่น C. botulinum, L. monocytogenes และ S. aureus ซึ� งเป็นแบคทีเรียที�
ถูกเฝ้าระวงัในผลิตภณัฑอ์าหารทั�งสิ�น (Cleaveland, 2001) ผลิตภณัฑที์�ไดจึ้งมีความปลอดภยักวา่
ผลิตภณัฑที์�ผลิตจากหวัเชื�อจุลินทรียป์กติ นอกจากแบคทีเรียก่อโรคแลว้ Lactobacillus plantarum 
21B สายพนัธ์ุที�ใชใ้นการผลิตโดเปรี� ยว (sour dough) และยงัสามารถผลิตสารยบัย ั�งเชื�อราได ้
(Lavermicocca et al., 2000) ทาํใหส้ามารถยดือายกุารเก็บไดน้านยิ�งขึ�น 
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3.4  การใชแ้บคเทอริโอซินเป็นสารกนัเสียในผลิตภณัฑ์อาหาร 
 

ปัจจุบนัไดมี้การนาํผลิตภณัฑจ์ากธรรมชาติเขา้มาทดแทนการใชส้ารเคมีในการควบคุม
จุลินทรียที์�เป็นสาเหตุของอาหารเน่าเสียและจุลินทรียก่์อโรค ไนซิน (Nisin) เป็นแบคเทอริโอซิน
เพียงชนิดเดียวที�ไดรั้บการยอมรับจากองคก์ารอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกา (Food and 
Drug Association; FDA) สามารถใชเ้ป็นสารกนัเสียในผลิตภณัฑอ์าหาร (Delves-Broughton et al., 
1996) และยงัมีงานวจิยัจาํนวนมากรายงานถึงการนาํแบคเทอริโอซินชนิดอื�นมาใชใ้นผลิตภณัฑ์
ต่างๆ เช่น ผลิตภณัฑน์ม (Laukova et al., 1999; McAuliffe et al., 1999) ผลิตภณัฑเ์นื�อ (Aymerich 
et al., 2000; Callewart et al., 2000) ผลิตภณัฑก์ุง้ (Einarsson and Laucon, 1995) และผลิตภณัฑป์ลา 
(Nilsson et al., 1999) ไนซินสามารถยบัย ั�งแบคทีเรียก่อโรคไดห้ลายสายพนัธ์ุ เช่น  
B. stearothermophilus, L. monocytogenes และยบัย ั�งการงอกของสปอร์ของ B. subtilis,  
C. botulinum และ C. butyricum (Thomas, 2000) แต่ประสิทธิภาพของแบคเทอริโอซินในการเป็น
สารกนัเสียในผลิตภณัฑอ์าหารแต่ละชนิดนั�นไม่เหมือนกนั จึงจาํเป็นตอ้งหาปริมาณแบคเทอริโอซิน
ที�เหมาะสม และคาํนวณปริมาณแบคเทอริโอซินที�จะนาํมาใชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารต่างๆ ภายใต้
สภาวะการเก็บรักษาที�หลากหลาย โดยตอ้งคาํนึงถึงค่าการละลาย ความเสถียร รสสัมผสั ค่า pH และ
ความร้อน รวมถึงสายพนัธ์ุและจาํนวนจุลินทรียที์�ถูกยบัย ั�ง 
 
4.  ยสีต์ Candida albicans 
 

4.1  สัณฐานวทิยา 
 

เชื�อในสกุล Candida จดัเป็น Yeast-like fungi คือ เป็นยสีตเ์ซลล ์มีรูปร่างกลมหรือรี 
สืบพนัธ์ุโดยการแตกหน่อ (budding) ไดเ้ป็น blastoconidia และสามารถสร้างไดท้ั�ง true hyphae 
และ pseudohyphae ส่วนปลายมกัสร้าง chlamydospores รูปร่างกลม แสดงดงัภาพที� 7 ยสีต ์
Candida มีหลายสปีชีส์ที�เป็นสาเหตุของโรคที�พบบ่อย คือ C. albicans (ประมาณร้อยละ 90) 
รองลงมาไดแ้ก่ C. tropicalis, C. stellaoidea, C. parapsilosis, C. krusei และ C. guilliermondii เป็น
ตน้ (พรรณกร, 2535) 
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ภาพที� 7  ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของยสีต ์C. albicans  

A:  budding cells กาํลงัขยาย 600 เท่า 
B:  chlamydospores กาํลงัขยาย 1500 เท่า 

 

ที�มา: Hoog et al. (2000) 
 

4.2  สรีรวทิยา 
 

เป็นยสีตที์�มีรูปร่างทั�งแบบ yeast form และ mycelium form ขึ�นอยูก่บัระยะเวลาของ
การเจริญ อาหารเพาะเลี�ยง และสภาวะแวดลอ้ม เมื�อเจริญบนอาหารแขง็ Sabouraud dextrose agar ที�
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั รูปร่างเซลล์มีลกัษณะกลมหรือรูปไข่ ขนาด 5-7
ไมโครเมตร บางชนิดค่อนขา้งยาว เพิ�มจาํนวนดว้ยการสร้าง blastoconidia ถา้เลี�ยงบนอาหารแขง็ 
Cornmeal ที�อุณหภูมิหอ้ง มีรูปร่างเป็น mycelium และ pseudomycelium ส่วนปลายมกัสร้าง 
chlamydoconidia รูปร่างกลมผนงัหนา ขนาด 8-12 ไมโครเมตร สร้าง blastoconidia จาก hyphae 
หรือ pseudohyphae ตรงบริเวณที�มีผนงักั�นเซลล ์ถา้อยูใ่นสภาวะที�มีอากาศนอ้ยภายใตแ้ผน่ cover 
slip สามารถสร้าง mycelia และ chlamydoconidia ไดเ้ร็วขึ�น (พรรณกร, 2535) 
 
 
 

A B 
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4.3  นิเวศวทิยา 
 

C. albicans เป็นเชื�อประจาํถิ�นในระบบทางเดินอาหาร และตามเยื�อบุต่างๆ ของมนุษย ์
เช่น ปาก และช่องคลอด เป็นตน้ นอกจากนี�ยงัพบในลาํไส้ของนกและสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนม ส่วน 
Candida ชนิดอื�นๆ พบตามผิวหนงัของมนุษยป์กติ โดยเฉพาะบริเวณระหวา่งนิ�วเทา้ ใตเ้ล็บเทา้ 
สะดือ และยงัพบอยูต่ามพืชผกั และดิน อยา่งไรก็ตามเชื�อนี� ไม่สามารถเจริญอยูใ่นธรรมชาติได ้ถา้
พบแสดงวา่ถูกปนเปื� อนดว้ยอุจจาระของมนุษยห์รือสัตว ์โดยเฉพาะจาํนวนเชื�อที�อยูใ่นปากจะมาก
ขึ�น ถา้ไม่รักษาความสะอาดในช่องปาก ส่วนเชื�อที�อยูใ่นลาํไส้ขึ�นอยูก่บัจุลินทรียช์นิดอื�นๆ ที�คอย
แยง่อาหาร หรือปล่อยสารยบัย ั�งต่างๆ ออกมา เช่น กรดแลคติคทาํให้ C. albicans ไม่สามารถเพิ�ม
จาํนวนได ้(พรรณกร, 2535) 

 
4.4  การก่อโรค 
 

4.4.1  โรคติดเชื�อ Candida ในปาก (Candidiasis of oral cavity) 
 

ภายในช่องปากมีสภาพเปียกชื�นและเป็นแหล่งรวมของจุลินทรียห์ลายชนิด เมื�อ
เนื�อเยื�อภายในช่องปากมีภูมิตา้นทานต่อเชื�อนอ้ยลง เชื�อต่างๆ โดยเฉพาะ Candida จะสามารถ
แบ่งตวัเพิ�มจาํนวนไดเ้ป็นจาํนวนมาก ลกัษณะทางคลินิคของโรคติดเชื�อ Candida ในปากมีหลาย
แบบที�พบบ่อย คือ ฝ้าขาว (oral thrush) มกัพบในทารก เนื�องจากภูมิคุม้กนัต่อเชื�อยงัเกิดขึ�น 
ไม่เพียงพอ ติดเชื�อจากหวันม ขวดนม และนํ�านมที�ใชเ้ลี�ยงทารก ติดเชื�อจากช่องคลอดมารดาที�เป็น
โรคตกขาวจากเชื�อ Candida นอกจากนี�ยงัพบในผูสู้งอาย ุผูป่้วยโรคมะเร็ง ผูป่้วยที�ไดรั้บยาจาํพวก 
สเตอรอยด์ และผูป่้วยโรคเรื�อรังอื�นๆ เช่น ผูป่้วยติดเชื�อ human immunodeficiency virus (HIV) และ
โรคภูมิคุม้กนับกพร่อง (acquired immunodeficiency syndrome; AIDS) ในผูป่้วยที�ไดรั้บยา
ปฏิชีวนะแบบครอบจกัรวาล (Hoepelmana and Dupont, 1996) ลกัษณะเป็นแผน่ฝ้าสีขาว หนา
พอประมาณบริเวณกระพุง้แกม้ ลิ�น เหงือก เพดานปาก ตลอดจนทอนซิล เมื�อใชป้ากคีบจบัจะอ่อน
ยุย่คลา้ยฝ้านํ�านม ขดูออกไดง่้ายโดยเลือดไม่ออก อีกแบบหนึ�งคือ ปากนกกระจอก (angular cheilitis) 
ผวิหนงัตรงมุมปากที�เป็นโรคขา้งใดขา้งหนึ�งหรือทั�ง 2 ขา้ง มีลกัษณะเปื� อยยุย่ เป็นคราบสีขาว และ
เห็นรอยปริ อาจพบนํ�าเหลืองจบักรังเป็นสะเก็ดสีเหลืองอยูที่�ขอบ ในสภาวะที�ภูมิตา้นทานตํ�ามากๆ 
อาจกลายเป็น candida granuloma ได ้คือ มีลกัษณะเป็นกอ้นนูนแขง็สีแดง มีสะเก็ดสีเหลืองปกคลุม 
ผูที้�ใส่ฟันปลอมอาจทาํใหเ้กิดแผลขึ�นก่อนแลว้เชื�อ Candida ที�มีอยูใ่นช่องปากลุกลามก่อโรคขึ�น 
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เรียกวา่ denture stomatitis มีการอกัเสบของเนื�อเยื�อชั�นใตเ้ยื�อบุ เกิดแผลอกัเสบเรื�อรังที�รอยต่อของ
เหงือกกบัฟันปลอม (พรรณกร, 2535) 

 
4.4.2  โรคติดเชื�อ Candida บริเวณผวิหนงัและเล็บ (cutaneous candidiasis) 
 

บริเวณรอยพบั เช่น ขาหนีบ รักแร้ ซอกนิ�วมือ นิ�วเทา้ โดยเฉพาะในเด็ก คนอว้น 
ผูป่้วยเบาหวาน ผูที้�ไดรั้บยาสเตอรอยดจ์ะติดเชื�อ Candida ไดง่้าย (Beck-Sague and Jarvis, 1993) 
ลกัษณะทางคลินิคจะเห็นเป็นตุ่มอกัเสบสีแดงบริเวณผวิหนงัที�ติดเชื�อ ต่อมาตุ่มเหล่านี�จะกลายเป็น
หนองและแตกออกเป็นแผลตื�นๆ และมีฝ้าขาวของผวิหนงัที�ตายติดอยู ่ตุ่มเหล่านี� จะขยายตวัรวมกนั
เป็นแผน่ฝ้าขนาดใหญ่ มีอาการคนัและแสบ ในผูป่้วยที�เป็นอยูน่านแผน่ฝ้าจะค่อยๆ จางหายไปเอง 
แต่ผวิหนงับริเวณที�เป็นโรคจะหนาขึ�นมีสีคลํ�าพบรอยปริปรากฏอยูต่รงซอกหลงัรอยพบั ลกัษณะ
ของโรคชนิดนี� เรียกวา่ candida intertrigo ในกรณีเป็นที�เล็บ เนื�อขา้งเล็บจะบวมแดง มีอาการอกัเสบ
ร่วมดว้ยต่างจากโรคกลากที�เล็บ ซึ� งจะพบโรคที�เล็บเท่านั�น เล็บที�เกิดโรคมกัมีสีเหลือง ผวิของแผน่
เล็บจะกลายเป็นระลอกคลื�นในแนวขวาง (พรรณกร, 2535) 
 

4.4.3  โรคติดเชื�อ Candida บริเวณผวิหนงัและเยื�อบุชนิดเรื� อรัง (Chronic mucocutaneous 
candidiasis) 
 

มกัเกิดที�ผวิหนงัชั�นนอกสุดและเยื�อเมือกเท่านั�น และพบที�ผวิหนงัรอยพบัใน
ผูป่้วยบางรายที�มีภูมิคุม้กนัของร่างกายตํ�า เช่น โรคต่อมไร้ท่อ เชื�อ Candida จะลุกลามไปไดท้ั�ว
ร่างกาย เช่น ลาํตวั ศีรษะ ปาก ช่องปาก ลิ�น อวยัวะเพศ และเล็บ เกิดเป็นกลุ่มอาการที�เรียกวา่ โรค
ติดเชื�อ Candida บริเวณผวิหนงัและเยื�อบุชนิดเรื� อรัง (Chronic mucocutaneous candidiasis) ซึ� งพบ
ไดใ้นเด็กที�มีอายุต ํ�ากวา่ 10 ปี และในผูป่้วยบางรายโรคมีอาการรุนแรงมากจนทาํใหเ้สียชีวติได ้
เริ�มแรกลกัษณะทางคลินิคจะเป็นตุ่มนํ�าหนองเมด็เล็กๆ สีแดงเกิดขึ�นหลายตุ่มรวมกนัเป็นกลุ่ม มี
อาการเจบ็ๆ คนัๆ ต่อมาตุ่มเหล่านี�จะแตกออกแลว้รวมกนัเป็นแผน่ฝ้าปนกบัสะเก็ดสีเหลือง ผวิหนงั
รอบๆ แผน่ฝ้าจะมีอาการอกัเสบ และค่อยๆ ขยายตวัออกไปโดยรอบเกิดโรคขนาดเล็กขึ�นที�ขอบเดิม
ของผวิหนงัยกตวัเป็นแผน่แข็งนูนขึ�น และมีสะเก็ดสีเหลืองปิดอยูค่ลา้ยเพลี�ยเกาะ เรียกวา่ crusty 
granuloma เมื�อใชป้ากคีบดึงสะเก็ดออกมาส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์พบเชื�อ Candida จาํนวนมาก ถา้
โรคนี� เกิดที�หนงัศีรษะสามารถทาํใหผ้มร่วงได ้นอกจากนี�ผูป่้วยยงัมีไข ้เบื�ออาหาร ผอมแหง้ มี
อาการขาดอาหารและโลหิตจาง ตบั มา้ม และต่อมนํ�าเหลืองขยายใหญ่ เมด็เลือดขาวมีจาํนวนสูงขึ�น 
เมด็เลือดแดงตกตะกอนเร็วขึ�น (พรรณกร, 2535) 
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4.4.4  โรคติดเชื�อ Candida บริเวณอวยัวะเพศ (Candidiasis of the genitalia) 
 

ในผูห้ญิงการเกิดตกขาวจากเชื�อ Candida (vaginal thrush) พบไดบ่้อยและมี
อาการคนัรุนแรง มีสาเหตุเสริมหลายประการ เช่น การมีครรภ ์การร่วมเพศ ตกขาวมีลกัษณะเป็น
เมือกขน้สีขาว มีกลิ�นเปรี� ยว ภายในช่องคลอดพบวา่ผิวเยื�อบุที�เป็นโรคมีลกัษณะเป็นแผน่ฝ้าสีขาว 
เปื� อยยุย่ และมีแผลตื�นๆ ขนาดเล็ก ในผูป่้วยที�เป็นมาก เมือกขาวจะไหลออกมานอกช่องคลอด
ลุกลามไปถึงทวารหนกัและขาหนีบ (Odds, 1979) อวยัวะเพศของผูช้ายก็อาจเกิดโรคจากเชื�อ 
Candida ได ้(Candida balanitis) ลกัษณะทางคลินิคเกิดที�ดา้นบนของปลายองคชาติ เมื�อเริ�มเกิดเป็น
จุดสีแดงขนาดเล็กเท่าหวัเขม็หมุดกระจายอยูท่ ั�วไป ต่อมาตุ่มเหล่านี�แตกออกกลายเป็นฝ้ายุย่สีขาวอยู่
เตม็ผวิหนงับริเวณที�เป็นโรค เมื�อฝ้าเหล่านี�หลุดออกไปหมดผวิเนื�อจะมีสีแดงสดมีอาการแสบและ
คนั (พรรณกร, 2535) 
 

4.4.5  โรค Candida ตามระบบ (Systemic candidiasis) 
 

ในสภาวะที�ภูมิคุม้กนัของร่างกายตํ�า เช่น ผูป่้วยเด็ก ผูป่้วยโรคมะเร็ง อาจเกิดโรค
ติดเชื�อ Candida ได ้และอาจเกิดร่วมกบัโรคอื�นๆ จากการวเิคราะห์ขอ้มูลการตรวจศพของ
โรงพยาบาลศิริราช จาํนวน 16,219 ราย ภายในระยะเวลา 21 ปี ระหวา่ง พ.ศ. 2502-2522 พบวา่มี
โรคติดเชื�อตามระบบ จาํนวน 165 ราย คิดเป็นร้อยละ 1 เชื�อที�พบไดบ่้อยคือ Aspergillus, Candida 
และ Cryptococcus คิดเป็นร้อยละ 37.29, 35.03 และ 12.99 ตามลาํดบั ระบบต่างๆ ที�มกัเกิดโรคติด
เชื�อ Candida ไดแ้ก่ 

1.  ระบบทางเดินปัสสาวะ พบไดป้ระมาณ 1 ใน 3 ของผูป่้วยโรคติดเชื�อ 
Candida ตามระบบ มกัพบในผูป่้วยที�มีสายสวนคาท่อปัสสาวะ กระเพาะปัสสาวะอกัเสบ แลว้เชื�อ
ลุกลามขึ�นไปก่อโรคที�ไต บางรายเชื�อกระจายไปตามหลอดเลือด ทาํใหมี้อาการไขแ้ละหนาวสั�น 
 

2.  ระบบหวัใจ เกิดการอกัเสบที�กลา้มเนื�อหวัใจ ผนงัหรือเยื�อหุม้หวัใจ มีอาการ
คลา้ยกบัที�เกิดจากแบคทีเรีย เช่น มีไข ้เสียงหวัใจเตน้ผดิปกติ หวัใจลม้เหลว มา้มโต มกัพบในผูป่้วย
ที�ไดรั้บการผา่ตดัหวัใจ โดยเฉพาะการเปลี�ยนลิ�นหวัใจ ผูป่้วยที�มีสายสวนคาอยูห่รือไดรั้บนํ�าเกลือ
ทางหลอดเลือดดาํเป็นเวลานาน ผูป่้วยติดยาเสพติดชนิดฉีดเขา้หลอดเลือดดาํ 
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3.  ระบบประสาท อาจก่อให้เกิดโรคเยื�อหุม้สมองอกัเสบ เกิดฝีขนาดต่างๆ ขึ�น
ในสมอง ซึ� งเกิดจากการกระจายของเชื�อตามหลอดเลือด หรือเชื�อเขา้โดยตรง เช่น ในการเจาะหลงั
หรือไดรั้บการผา่ตดัระบบประสาท (พรรณกร, 2535) 
 
5.  การคัดเลอืกแบคทเีรียกรดแลคติคที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน 

 

Hoover and Harlander (1993) ไดส้รุปเทคนิคที�ใชใ้นการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที� 
สามารถสร้างแบคเทอริโอซินออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ 
 

5.1  การคดัเลือกดว้ยอาหารแขง็หรือกึ�งแขง็ สามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 แบบ คือ 
 
5.1.1  วธีิคู่เชื�อเจริญไม่พร้อมกนั (deferred method) เป็นวิธีที�นิยมใชใ้นการตรวจหา

การสร้างแบคเทอริโอซินของแบคทีเรียกรดแลคติคในเบื�องตน้โดยการเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติค 
บนอาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ภายใตส้ภาวะที�เหมาะสมแลว้เททบัดว้ยอาหารเลี�ยงเชื�อแบบกึ�งแขง็กึ�งเหลว 
(semi-solid agar) ที�มีแบคทีเรียทดสอบผสมอยู ่ซึ� งอาหารเลี�ยงเชื�อแบบกึ�งแขง็กึ�งเหลวจะช่วยลดการ
แพร่กระจายของโคโลนีแบคทีเรียกรดแลคติคไดดี้กวา่การใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อแขง็ หรืออาจฆ่าเชื�อ
แบคทีเรียกรดแลคติคที�เจริญอยูด่ว้ยสารเคมี เช่น คลอโรฟอร์มหรือความร้อนเพื�อป้องกนัการ
แพร่กระจายดงักล่าว แต่ในบางครั� งพบวา่การใชส้ารเคมีและความร้อนในการทาํลายแบคทีเรียที�
สร้างแบคเทอริโอซินอาจทาํใหแ้บคเทอริโอซินเสียสภาพได ้นอกจากนี�อาจเลือกใชว้ธีิการทาํให้
อาหารเลี�ยงเชื�อดา้นที�มีแบคทีเรียกรดแลคติคเจริญอยูค่ว ํ�าลงบนฝาดา้นบนของจานเพาะเชื�อดว้ย
วธีิการที�ปลอดเชื�อ แลว้เททบัดา้นบน (บริเวณกน้จานเพาะเชื�อเดิม) ดว้ยแบคทีเรียทดสอบ ซึ� งวธีิการ
แบบนี�โคโลนีของแบคทีเรียทดสอบและแบคทีเรียกรดแลคติคที�สร้างแบคเทอริโอซินจะไม่สัมผสั
กนัโดยตรง เนื�องจากมีชั�นของอาหารเลี�ยงเชื�อแข็งกั�นอยูเ่พื�อลดการยบัย ั�งที�เกิดจากอิทธิพลของ
กรดอินทรีย ์ส่วนการอ่านผลสังเกตจากบริเวณใสที�เกิดขึ�นจากการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรีย
ทดสอบเหมือนวธีิการตรวจสอบทั�วไป 
 

5.1.2  วธีิคู่เชื�อเจริญพร้อมกนั (simultaneous method หรือ direct assay) เป็นวธีิที�ทาํได้
ง่ายและใชเ้วลานอ้ยกวา่ deferred method สามารถทาํไดด้ว้ยเทคนิคที�เรียกวา่ spot on lawn โดยการ
เกลี�ยแบคทีเรียทดสอบบนผวิหนา้อาหารเลี�ยงเชื�อแขง็ แลว้นาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�ตอ้งการ
ทดสอบการสร้างแบคเทอริโอซินมาปลูกเชื�อโดยจุดลงบนผวิหนา้ของอาหารเลี�ยงเชื�อที�เกลี�ย
แบคทีเรียทดสอบดงักล่าว วธีิการนี�จะใชไ้ดผ้ลดีกบัแบคทีเรียที�สร้างแบคเทอริโอซินไดอ้ยา่ง
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รวดเร็วในระยะตน้ของการเจริญ ในขณะที�วธีิการแบบ deferred method จะใชไ้ดผ้ลดีกบัแบคทีเรีย
ที�สร้างแบคเทอริโอซินในระยะหลงัๆ ของการเจริญ ในกรณีที�แบคทีเรียที�ตอ้งการตรวจสอบการ
สร้างแบคเทอริโอซินเป็นกลุ่มที�ไม่ตอ้งการออกซิเจนในการเจริญหรือตอ้งการเพียงเล็กนอ้ย อาจใช้
วธีิการ stab เชื�อดงักล่าวลงในแบคทีเรียทดสอบที�เตรียมอยูใ่นจานเพาะเชื�อดว้ยวธีิ pour plate หรือ 
surface streaked agar แต่วธีิการทดสอบโดยการใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อแขง็และอาหารกึ�งแข็งกึ�งเหลวนี�
พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคนอกจากผลิตแบคเทอริโอซินแลว้ยงัสามารถผลิตสารชนิดอื�นๆ ออกมา
ยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบดว้ย เช่น กรดแลคติค ซึ� งจะทาํใหผ้ลการทดสอบเกิดความ
ผดิพลาดได ้ดงันั�นจึงควรเลือกวธีิใหเ้หมาะสมกบัการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�ตอ้งการ 

 
5.2  การคดัเลือกดว้ยอาหารเหลว 
 

วธีินี�ไม่นิยมใชใ้นการตรวจหาแบคทีเรียที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซินในขั�นตน้ 
เนื�องจากวธีิการเพาะเชื�อบนอาหารแขง็จะทาํไดส้ะดวกและรวดเร็วกวา่ แต่วธีินี�มกัใชใ้นการ
ตรวจวดักิจกรรมของแบคเทอริโอซิน เนื�องจากสามารถกาํจดัปัจจยัอื�นๆ ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญ
ของแบคทีเรียทดสอบได ้โดยเริ�มจากขั�นตอนการแยกเซลลแ์บคทีเรียที�สามารถสร้างแบคเทอริโอซิน 
ออกมาจากอาหารเลี�ยงเชื�อเหลวดว้ยวธีิการกรองหรือเหวี�ยงแยก จากนั�นนาํของเหลวที�ไดม้าแยก
กรดหรือสารในกลุ่ม dialyable compound ออกดว้ยวธีิการ dialysis หรือการปรับค่า pH ใหเ้ป็น
กลางเพื�อลดผลของกรด การเติมเอนไซมแ์คตาเลสเพื�อลดผลจากไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์รวมทั�ง
กาํจดัสารยบัย ั�งจุลินทรียช์นิดอื�นๆ ที�มีผลยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ นาํของเหลวที�ไดม้า
ทดสอบผลการยบัย ั�งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบโดยการเติมลงในหลุมที�เจาะไวบ้นอาหารเลี�ยง
เชื�อแขง็ที�มีแบคทีเรียทดสอบผสมอยูด่ว้ยวธีิ agar well diffusion แลว้ตรวจผลโดยดูจากบริเวณใสที�
เกิดขึ�น หรืออาจใชว้ธีิการเติมลงไปในสารแขวนลอยของแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบ แลว้ตรวจผล
โดยการวดัค่าความขุ่นดว้ยเครื�องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ หรือวธีิการนบัจาํนวนแบคทีเรียทดสอบที�
เหลืออยูด่ว้ยวธีิการเพาะเชื�อในอาหารเลี�ยงเชื�อ ซึ� งวธีิการนี�สามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการศึกษาถึง
ปัจจยัต่างๆ ที�มีผลต่อการทาํงานของแบคเทอริโอซินที�ตอ้งการศึกษาไดอี้กดว้ย โดยสิ�งที�ตอ้งคาํนึงถึง
ในการนาํเทคนิคแบบนี�มาใชคื้อ อาหารเลี�ยงเชื�อที�นาํมาใชใ้นการเพาะเชื�อตอ้งมีความเหมาะสมกบั
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบ และในสารแขวนลอยผสมที�ใชท้ดสอบจะตอ้งมีอาหารเพียงพอต่อ
การเจริญของแบคทีเรียทดสอบ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  ตวัอยา่งที�ใชใ้นการทดลอง 

ตวัอยา่งจากดิน ดอกไม ้ผลไมส้ด นํ�าทิ�งจากโรงนม และอาหารหมกัดอง เช่น ปลาร้า 
แหนม ผลไมด้อง ผกัดอง 
 

2.  จุลินทรีย ์
2.1  ยสีต ์Candida albicans BCC6120 เป็นสายพนัธ์ุบ่งชี�  (indicating strain) จาก 

ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ (National Center for Genetic Engineering and 
Biotechnology) ประเทศไทย 

2.2  แบคทีเรียเจา้บา้น (competent cell) ที�ใชใ้นการโคลนยีนคือ E. coli DH5α เลี�ยงใน
อาหาร LB ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (Sambrook et al., 
1989) ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บเชื�อบริสุทธ̀ิที�เลี�ยงในอาหารเหลว LB ผสมกลีเซอรอลความ
เขม้ขน้ร้อยละ 20 โดยปริมาตร ที�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
 

3.  อาหารเลี�ยงเชื�อ 
3.1  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar 
3.2  Luria-Burtani (LB) medium 
3.3  Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 
3.4  Tryptone Glucose Extract (TGE) 
3.5  Super optical broth with catabolite repression (SOC) medium 

 

4.  เครื�องมือ  
4.1  เครื�องชั�งสารทศนิยม 3 ตาํแหน่ง (Precision Balance รุ่น FX-300i) 
4.2  เครื�องเขยา่ (Vortex-Genie II mixer) 
4.3  เครื�องนึ�งฆ่าเชื�อความดนัไอ (autoclave) 
4.4  เครื�องควบคุมอุณหภูมิ (Thermo Block, DaiDaiki Sciences Company Limited) 
4.5  ชุดดูดสารละลายอตัโนมติั (Autopipette) 
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4.6  เครื�องแกว้ ไดแ้ก่ แท่งแกว้รูปตวัแอล (spreader) จานอาหารเลี�ยงเชื�อ หลอดทดลอง  
ปิเปต ฟลาสก ์บีกเกอร์ และกระบอกตวง  

4.7  กลอ้งจุลทรรศน์  
4.8  กลอ้งถ่ายรูป  
4.9  ตูเ้ขี�ยเชื�อจุลินทรีย ์
4.10  ตูบ้่มเชื�ออุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
4.11  เครื�องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
4.12  เครื�องวดั pH (Consort C830) 
4.13  เครื�องเซนตริฟิวส์ (Labnet และ Sigma-202-M-Cen) 
4.14  ตูอ้บลมร้อน  
4.15  เตาไมโครเวฟ  
4.16  อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบเขยา่ (water bath shaker) 
4.17  เครื�อง thermal cycler PCR (MyGenie®, 32 Thermal block) 
4.18  เครื�อง gel document system 
4.19  เครื�อง hot plate stirrer 
4.20  เครื�อง UV transilluminator 
4.21  ตูแ้ช่เยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
4.22  ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Sanyo รุ่น SF-C992, Thailand) 
4.23  ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
4.24  อุปกรณ์อื�นๆ ไดแ้ก่ เข็มเขี�ยเชื�อ ตะเกียงแอลกอฮอล์ จุกยาง สาํลี ชอ้นตกัสาร  

กระดาษฟอยด ์แผน่พาราฟิน tip และ eppendorf 
 

5.  สารเคมี  
5.1  95% alcohol 
5.2  Glycerol 
5.3  NaOH 
5.4  Hydrogen peroxide 
5.5  Tris-HCl 
5.6  NaCl 
5.7  Cetyl trimethyl ammonium bromine (CTAB) 
5.8  Tris-EDTA buffer 
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5.9  Agarose power 
5.10  Ethidium bromide 
5.11  Sodium dodecyl sulfate 
5.12  Chloroform 
5.13  Isoamyl alcohol 
5.14  Isopropanol 
5.15  Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 
5.16  5-bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-Gal) 
5.17  Disodium ethylenediamine tetraacetate 
5.18  CaCl2 
5.19  STE solution 
5.20  Alkaline lysis solution I 
5.21  Alkaline lysis solution II 
5.22  Alkaline lysis solution III 
5.23  สียอ้มสาํหรับการยอ้มสีแบบแกรม 
 

 6.  ชุดทดสอบสาํเร็จรูป 
6.1  API 50 CHL Medium Kit (Biomerieux) 
6.2  GeneJETTM Gel Extraction Kit (Fermentas, European Union) 

6.3  FastPlasmidTM Mini Kit (Fermentas, European Union) 

6.4  pGEM®-T Easy Vector (Promega, USA) 
 

วธีิการ 

 
1.  การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลคติค 

 
1.1  การเก็บรวบรวมตวัอยา่งเพื�อคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติค 

โดยเก็บตวัอยา่งจากดอกไม ้ดิน อาหารหมกัดอง และผลไมที้�วางจาํหน่ายในตลาด 
อมรพนัธ์แยกเกษตร ตลาดบางกะปิ ตวัอยา่งดินบริเวณโรงนมเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
วทิยาเขตบางเขน และตวัอยา่งดินบริเวณมหาวทิยาลยัรามคาํแหง วทิยาเขตหวัหมาก 
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1.2  การเตรียมตวัอยา่ง  
ชั�งตวัอยา่งหนกั 10 กรัม ใส่ถุงพลาสติก บดใหล้ะเอียด ถ่ายตวัอยา่งลงในสารละลาย 

normal saline ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.85 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร เขยา่สารละลายตวัอยา่งใหเ้ขา้กนั ทาํ
ใหไ้ดต้วัอยา่งที�มีความเจือจาง 10 เท่า จากนั�นปิเปตสารละลายตวัอยา่ง และเจือจางต่อไปจนได้
ความเขม้ขน้ที�ตอ้งการ 

 
1.3  การหาจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติค  

ใชปิ้เปตปราศจากเชื�อดูดสารละลายตวัอยา่งที�เตรียมไดจ้ากขอ้ 1.2 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร 
ใส่ลงบนจานอาหารแขง็ MRS จากนั�นใชแ้ท่งแกว้รูปตวัแอลที�ปราศจากเชื�อกระจายเชื�อใหท้ั�ว
ผวิหนา้อาหาร นาํจานเพาะเชื�อบ่มในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 โดยใชที้�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-48 ชั�วโมง สังเกตและนบัจาํนวนโคโลนีที�เจริญบนอาหารที�มีจาํนวน 30-300 โคโลนี 
 

1.4  การแยกและเก็บแบคทีเรียกรดแลคติค  
หลงัจากนบัจาํนวนโคโลนีบนอาหารเลี�ยงเชื�อ ใชไ้มจิ้�มฟันปราศจากเชื�อเลือกเก็บ

โคโลนีเดี�ยวๆ เพื�อเป็นตวัแทนของเชื�อที�คดัแยกได ้จากนั�นนาํมาจุดลงบนอาหารแขง็ MRS ทาํ 2 ซํ� า 
โดยใชเ้ทคนิค replica plating จานเพาะเชื�อที� 1 นาํไปทดสอบคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของ
ยสีต ์C. albicans BCC6120 อีกจานเพาะเชื�อเก็บไวเ้พื�อเป็นตวัแทนของเชื�อในการทดลองขอ้ 2.1 
จากนั�นเก็บแบคทีเรียกรดแลคติคที�แยกไดใ้นกลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 20 ที�อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส 
 
2.  การทดสอบการสร้างสารต้านยสีต์ C. albicans BCC6120 
 

2.1  วธีิเททบั (Overlay method) ดดัแปลงจากวธีิการของ Fleming et al. (1985)  
นาํยสีต ์C. albicans BCC6120 มาขีดลงบนอาหาร SDA จากนั�นนาํโคโลนีเดี�ยวที�ได้

เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว SDB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเขยา่ที�ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ปรับความขุ่นของเซลลด์ว้ยอาหารเหลว SDB ปราศจากเชื�อ
เป็น 107 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยการนบัจาํนวนเซลลแ์บบ direct count ดว้ย haemacytometer จาก
นั�นปิเปตเชื�อปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหาร SDA กึ�งแขง็ (semi-solid agar ที�เติมวุน้ร้อยละ 0.7) 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที�หลอมไวป้ระมาณ 45-50 องศาเซลเซียส เขย่าให้เขา้กนั จากนั�นนาํมาเททบั
ลงบนอาหารแข็ง MRS ที�มีแบคทีเรียกรดแลคติค บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนัทึก
ผลโดยวดัขนาดของวงใสที�เกิดขึ�นรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติค (clear zone diameter, CZ)
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และเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (colony diameter, CO) นาํมาหาค่าผลต่าง (CZ-CO) ระหวา่งเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของวงใส (CZ) และเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (CO) ที�เกิดขึ�น 

 
2.2  วธีิขีดเชื�อ (Streak method) ทาํตามวธีิการของ Monthon (2005)  

เขี�ยโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans 
BCC6120 ที�ไดจ้ากขอ้ 2.1 ขีดเป็นเส้นตรงกลางอาหารแข็ง TGE จากขอบดา้นหนึ�งไปอีกดา้นหนึ�ง
ของจานเพาะเชื�อ บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 
ชั�วโมง จากนั�นเขี�ยโคโลนีเดี�ยวของยีสต ์C. albicans BCC6120 มาขีดเป็นเส้นตรงเริ�มจากริมของ
เส้นแบคทีเรียกรดแลคติคไปยงัขอบของจานเพาะเชื�อที�อยูข่า้งเดียวกนั บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง สังเกตการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ที�ติดกบัแบคทีเรีย
กรดแลคติควา่มีการเจริญเกิดขึ�นหรือไม่ แสดงดงัภาพที� 8 

 
 

 
 
  
 
 

 
 

ภาพที� 8  ตวัอยา่งการทดสอบฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรีย
กรดแลคติคโดยวธีิขีดเชื�อ 

 
2.3  วธีิ agar well diffusion ดดัแปลงจากวธีิการของ Magnusson and Schnurer (2001)  

สุ่มเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 
ไดม้ากกวา่ 3 มิลลิเมตร จากการทดลองในขอ้ 2.1 มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS และ TGE 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 
จากนั�นปรับความขุ่นของเซลลใ์หเ้ท่ากบั MacFarland No. 0.5 และปิเปตเซลลซ์สัเพนชนัปริมาตร 
0.1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารเหลว MRS และ TGE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เพื�อทาํเป็น 1 เปอร์เซ็นต์
ของเชื�อ บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 ชั�วโมง 
จากนั�นนาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

ยสีต ์C. albicans BCC6120 
แบคทีเรียกรดแลคติค 
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กรองส่วนใสดว้ยกระดาษกรองที�มีขนาดรูผา่นเท่ากบั 0.45 ไมโครเมตร จากนั�นหยอดส่วนใสที�ได้
ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ในอาหารแขง็ SDA ที�ป้ายเชื�อ C. albicans BCC6120 ไวก่้อนหนา้ 
ควบคุมการทดลองโดยหยอดอาหารเหลว MRS และ TGE ที�ไม่ผา่นการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรด- 
แลคติคลงในหลุมทดสอบ จากนั�นตั�งไวที้�อุณหภูมิห้องจนกระทั�งอาหารเลี�ยงเชื�อซึมผา่นเนื�อวุน้จน
หมด นาํบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั�วโมง บนัทึกผลของวงใสที�เกิดขึ�นรอบหลุม
ทดสอบ 

 
2.4  การศึกษาผลของ pH ต่อการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ดดัแปลง

จากวธีิการของ Rojo-Bezares et al. (2007) 
เพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคจากหวัขอ้ 2.3 ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 50 

มิลลิลิตร บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 จากนั�นปรับความ
ขุ่นของเซลลใ์หเ้ท่ากบั MacFarland No. 0.5 และปิเปตเซลลซ์สัเพนชนัปริมาตร 1 มิลลิลิตร ถ่ายลง
ในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพื�อทาํเป็น 1 เปอร์เซ็นตข์องเชื�อ บ่มที�อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 ชั�วโมง จากนั�นนาํซสัเพนชนัของเชื�อมา
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ปิเปตส่วน
ใสผา่นกระดาษกรองที�มีรูผา่นเท่ากบั 0.45 ไมโครเมตร จากนั�นนาํส่วนใสที�ไดป้ริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ใส่ในหลอดปราศจากเชื�อ 5 หลอด นาํมาปรับ pH ดว้ย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH ใหไ้ด ้pH เท่ากบั 
3, 5, 7, 9 และ 11 ตามลาํดบั จากนั�นหยอดส่วนใสที�ปรับ pH ต่างๆ ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม 
ในอาหารแขง็ SDA ที�ไดป้้ายเชื�อ C. albicans BCC6120 ไวก่้อนหนา้ บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั�วโมง บนัทึกผลเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสที�เกิดขึ�น 
 
3.  การศึกษาการเกาะติดพื�นผวิของแบคทเีรียกรดแลคติค (Colonization) 

 
ความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิ (colonization) ทดสอบโดยนาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�

คดัแยกไดจ้ากโคโลนีที�เกิดบริเวณใสจากการทดลองในขอ้ 2.1 มาปรับเทียบความขุ่นของเซลใ์ห้
เท่ากบั McFarland No. 0.5 จากนั�นถ่ายเซลลซ์สัเพนชนัปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในอาหารเหลว 
MRS ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที�บรรจุอยูใ่นหลอดทดลองฝาเกลียวขนาด 16×150 มิลลิเมตร ภายใน
บรรจุแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อ เติมนํ�ากลั�นปราศจากเชื�อปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร ลงในหลอดอาหาร
เหลว MRS เพื�อเป็นหลอดควบคุมผลลบ สังเกตและบนัทึกผลการเกาะติดพื�นผิวบริเวณแท่งไมไ้ผ่
และผวิดา้นในหลอดทดลองทุกวนั เป็นเวลา 5 วนัติดต่อกนั คดัเลือกเชื�อที�เกาะติดพื�นผิวไดเ้ร็วที�สุด 
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ปริมาณมากที�สุด และเกาะติดแน่นที�สุด จากนั�นนาํเชื�อที�ไดขี้ดลงบนอาหารแขง็ MRS ใหไ้ดโ้คโลนี
เดี�ยวๆ เก็บเชื�อในกลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 20 ที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (ทาํซํ� า 2 หลอด) 
 
4.  การศึกษาอนุกรมวธิานของแบคทเีรียกรดแลคติค 

 
4.1  การทดสอบการติดสีแกรม (Beishier, 1991)  

ทาํความสะอาดสไลดแ์ละเช็ดใหแ้หง้ เตรียมรอยสเมียร์ของเชื�อ ตั�งไวใ้ห้รอยสเมียร์
แหง้ จากนั�น heat fix โดยผา่นเปลวไฟ 2-3 ครั� ง หยดสี crystal violet ใหท้่วมรอยสเมียร์ ตั�งไวน้าน  
1 นาที เทสีที�เหลือคา้งบนสไลดทิ์�ง หยดสารละลายไอโอดีนใหท่้วมรอยสเมียร์ ตั�งไวน้าน 1 นาที  
เทสารละลายไอโอดีนทิ�ง จากนั�นชะดว้ยสารละลายแอลกอฮอลร้์อยละ 95 จนกระทั�งไม่มีสีม่วง
ละลายออกมา ลา้งนํ�าทนัที โดยใหน้ํ�าผา่นเบาๆ ซบัใหแ้ห้ง ยอ้มทบัดว้ยสี saflanin O ใหท้่วมรอย 
สเมียร์ ตั�งไวน้าน 1 นาที เทสีทิ�ง ลา้งดว้ยนํ�า และซบัใหแ้หง้ จากนั�นศึกษารูปร่างและการจดัเรียงตวั
ของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 
 

4.2  การทดสอบเอนไซมแ์คตาเลส (Johnson and Case, 1989)  
หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ความเขม้ขน้ร้อยละ 3 ลงบนสไลด ์ 

1 หยด ใชล้วดเขี�ยเชื�อบริสุทธ̀ิที�ตอ้งการทดสอบสเมียร์ลงบนสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์ถา้
เกิดฟองอากาศขึ�นแสดงวา่ใหผ้ลบวกคือ แบคทีเรียสามารถสร้างเอนไซมแ์คตาเลสได ้ส่วนโคโลนีที�
ไม่เกิดฟองอากาศแสดงวา่ให้ผลลบคือ แบคทีเรียไม่สามารถสร้างเอนไซมแ์คตาเลสได ้
 

4.3  การทดสอบการสร้างแก๊ส (Johnson and Case, 1989)  
เขี�ยเชื�อบริสุทธ̀ิลงในอาหารเหลว MRS ที�มีหลอดดกัแก๊ส (durham tube) บ่มในสภาวะ

ที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18-72 ชั�วโมง ถา้มีช่องวา่งแทนที�
อาหารเหลวในหลอดดกัแก๊สแสดงวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม heterofermentation แต่ถา้ไม่มีช่องวา่ง
แสดงวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม homofermentation 

 
4.4  การศึกษาความสามารถในการหมกัคาร์โบไฮเดรตของแบคทีเรียกรดแลคติคดว้ยชุด

ทดสอบ API 50 CHL Medium (Biomerieux)  
โดยทดสอบความสามารถในการหมกัคาร์โบไฮเดรต 49 ชนิด เริ�มจากเลี�ยงเชื�อบริสุทธ̀ิ

บนอาหารแขง็ MRS บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา  
18 ชั�วโมง จากนั�นเขี�ยเชื�อใส่ลงใน API 50 CHL medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ป็นเนื�อ
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เดียวกนั ปรับความขุ่นของเซลลใ์หเ้ทียบเท่ากบั McFarland No. 2 และเตรียมชุดทดสอบโดยการ
เติมนํ�ากลั�นปราศจากเชื�อลงในถาดเพื�อให้เกิดความชื�นในขณะบ่ม เรียงชุดตรวจสอบลงบนถาด 
หยอด API 50 CHL medium ที�มีเชื�ออยูล่งในหลุมทดสอบ (strip) ทุกหลุมจาํนวน 50 หลุมๆ ละ  
12 ไมโครลิตร ระวงัไม่ใหเ้กิดฟองอากาศ จากนั�นปิดทบัผิวหนา้ทุกหลุมดว้ย mineral oil เพื�อป้องกนั
อากาศเขา้ไป นาํบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนัทึกผลหลงัจากบ่มเป็นเวลา 24 และ 48 ชั�วโมง 
นาํผลที�ไดว้เิคราะห์ดว้ยซอฟแวร์ API 50 V.5.1 (BioMerieux) โดยอ่านผลจากการเปลี�ยนแปลงสี
อาหารในหลุม ถา้เปลี�ยนจากสีนํ�าเงินม่วงเป็นสีเหลือง และสีดาํในหลุมที�ทดสอบ esculin แสดงวา่
ใหผ้ลเป็นบวก หากอาหารไม่เปลี�ยนสีบนัทึกผลเป็นลบ 
 

4.5  การวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA 
 

4.5.1  การสกดัดีเอน็เอจากแบคทีเรียกรดแลคติค  
สกดัดีเอน็เอทั�งหมดของแบคทีเรียกรดแลคติคตามวธีิที�ไดด้ดัแปลงจากวธีิการ

ของ Zhou et al. (1994) โดยเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคในอาหารเหลว MRS ปริมาตร  
5 มิลลิลิตร บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง ถ่ายเชื�อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
ลงในหลอด microcentrifuge นาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที จากนั�น 
เทส่วนใสทิ�ง เติมสารละลาย TE buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ลงบนตะกอนเซลลผ์สมใหเ้ขา้กนั 
และเติมเอนไซม ์lysozyme (50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที�
อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 30 นาที และเติมเอนไซม ์proteinase K (20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร  
4 ไมโครลิตร SDS ความเขม้ขน้ร้อยละ10 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร และเอนไซม ์RNase A (100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที�อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที 
จากนั�นเติม 5 M NaCl ปริมาตร 70 ไมโครลิตร CTAB ความเขม้ขน้ร้อยละ 10 (10% CTAB/0.7 M 
NaCl) ปริมาตร 55 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มที�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
จากนั�นสกดัดว้ย chloroform : isoamyl alcohol (24:1) โดยใชป้ริมาตร 1 เท่าของสารละลาย กลบั
หลอดไปมาเบาๆ และนาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิห้อง 
ปิเปตสารละลายชั�นบนดว้ยไมโครปิเปตใส่ microcentrifuge หลอดใหม่ ทาํซํ� าอีกครั� งโดยเติม 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย กลบัหลอดไปมาเบาๆ ปั�น
เหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง ปิเปตสารละลายชั�นบนใส่ 
microcentrifuge หลอดใหม่ จากนั�นตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย isopropanol ปริมาตร 0.6 เท่าของ
สารละลายเดิม กลบัหลอดไปมาเบาๆ นาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 2 นาที จากนั�นเทส่วนใสทิ�ง ลา้งตะกอนดีเอน็เอดว้ยเอทานอลเยน็ความเขม้ขน้ร้อยละ 70 
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ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง ตาก
ตะกอนดีเอน็เอให้แหง้ ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ย nuclease free water ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นาํ
สารละลายดีเอน็เอที�ไดว้ดัความบริสุทธ̀ิดว้ยเครื�องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ ค่าที�ไดค้วรแสดงอตัราส่วน
ระหวา่งค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 260 ต่อ 280 นาโนเมตร และ 260 ต่อ 230 นาโนเมตรอยู่
ในช่วง 1.8-2.0 และ 2.0-2.2 (Harry et al., 1999) ตามลาํดบั จากนั�นวเิคราะห์แถบดีเอ็นเอที�สกดัได้
โดยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส (Sambrook and Russell, 2001) 
 

4.5.2  การสังเคราะห์ดีเอนเอเป้าหมายดว้ยเทคนิคการเพิ�มปฎิกิริยาลูกโซ่ (Polymerase 
Chain Reaction, PCR) 

นาํดีเอน็เอของแบคทีเรียกรดแลคติคที�สกดัไดจ้ากขอ้ 4.5.1 มาเพิ�มปริมาณชิ�นยนี 
16S rRNA โดยใชไ้พรเมอร์ 27F (5′-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′) และไพรเมอร์ 
1389R (5′-ACG GGC GGT GTG TAC AAG- 3′) (Hongoh et al., 2003) สารเคมีในปฏิกิริยา PCR 
ประกอบดว้ยเอนไซม ์Taq DNA polymerase 1 ยนิูต สารละลาย 10X PCR buffer แมกนีเซียมคลอไรด์ 
25 มิลลิโมลาร์ นิวคลีโอไทด์ 4 ชนิดๆ ละ 2.5 มิลลิโมลาร์ ไพรเมอร์ 27F ปริมาณ 10 พิโคโมลาร์ ไพร
เมอร์ 1389R ปริมาณ 10 พิโคโมลาร์ ดีเอนเอตน้แบบ 125 นาโนกรัม ปรับปริมาตรสุทธิเป็น 25 
ไมโครลิตร ดว้ยนํ�าดีไอออไนซ์ปราศจากเชื�อ สภาวะในการทาํปฏิกิริยาดว้ยเครื�อง Thermal cycler 

PCR (MyGenie,® 32 Thermal block) โดยตั�งโปรแกรมในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป้าหมาย 
ดงัตารางที� 5 
 
ตารางที� 5  สภาวะที�ใชใ้นการทาํ PCR ของชิ�นยนี 16S rRNA 
 

Condition Temperature (๐C) Time (sec.) 
Initial Denaturation 95 180 
Denaturation 95 30 
Annealing 50 30 
Extension 72 120 
Final Extension 72 240 

 
 
 
 

35 รอบ 
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4.5.3  การตรวจสอบผลิตภณัฑ ์PCR ดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  
ปิเปตสารละลายดีเอ็นเอที�ไดจ้ากการทาํ PCR ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกบั 

2X loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร หยอดลงหลุมอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ใน
สารละลาย 0.5X TBE buffer โดยใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 35 นาที ยอ้มเจลดว้ย 
เอธิเดียมโบรไมดค์วามเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เป็นเวลา 10 นาที และลา้งเอธิเดียมโบรไมด์
ส่วนเกินออกดว้ยนํ�าเปล่าเป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแ้สงยวูเีทียบกบัดีเอ็นเอ
มาตรฐาน GeneRulerTM 1 Kb DNA ladder 

 
4.5.4  การทาํผลิตภณัฑ ์PCR ใหบ้ริสุทธ̀ิดว้ย GeneJETTM Gel Extraction Kit 

(Fermentas, European Union) 
นาํผลิตภณัฑ ์PCR ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาแยกดว้ยวธีิอะกาโรสเจลอิเล็กโตร-

โฟรีซิส ตดัแถบ PCR ชั�งนํ�าหนกั เติม Binding Buffer ปริมาตร 1 เท่าของนํ�าหนกัดีเอน็เอ (ปริมาตร
ต่อนํ�าหนกั) บ่มที�อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที กลบัหลอดไปมาทุกๆ 1 นาที  
ถ่ายสารละลายดีเอน็เอลงใน GeneJETTM Purification Column นาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000  
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ�ง เติม Wash Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ปั�นเหวี�ยง 
อีกครั� ง นาํคอลมัน์ใส่ใน microcentrifuge หลอดใหม่ เติม Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เก็บส่วนใสที�ไดซึ้� งเป็นผลิตภณัฑ ์PCR  
ที�ผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ̀ิ 
 

4.5.5  การเตรียม competent cell ของ E. coli DH5α โดยการใชแ้คลเซียมคลอไรด์ 
(Cohen et al., 1972) 

ขีดเชื�อ E. coli DH5α บนอาหารแขง็ LB บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ถ่ายโคโลนีเดี�ยวลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ที�ความเร็ว 150 รอบต่อนาที  
ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง ถ่ายเซลลซ์สัเพนชนัปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร  
ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 40 มิลลิลิตร (คิดเป็น 1 เปอร์เซ็นตข์องเชื�อ) ในฟลาสกข์นาด 250 
มิลลิลิตร บ่มเขยา่ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 ชั�วโมง ใหไ้ดค่้า OD600 ~ 0.4 ซึ� งจะได้
เซลลไ์ม่เกิน 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร ถ่ายเซลลซ์สัเพนชนัลงในหลอดปั�นเหวี�ยงปราศจากเชื�อ (steriled 
centrifuge tube) ขนาด 50 มิลลิลิตร นาํปั�นเหวี�ยงที� 5,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ�ง เก็บตะกอนเซลล ์เติมสารละลายที�เยน็ของ 50 mM CaCl2 ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ละลายตะกอนเซลลเ์บาๆ จากนั�นนาํแช่ในนํ�าแข็งเป็นเวลา 45 นาที นาํเซลลซ์สัเพนชนัปั�น
เหวี�ยงที� 5,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ�ง เก็บตะกอน
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ของ competent cell ไว ้เติมสารละลายที�เยน็ของ 50 mM CaCl2 ที�ผสมกลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 
20 ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ค่อยๆ ชะตะกอน competent cell ออกมา (ทุกขั�นตอนทาํในอ่างนํ�าแขง็) แช่
นํ�าแขง็ต่ออีกเป็นเวลา 30 นาที จากนั�นแบ่ง competent cell ใส่ใน microtube หลอดละ 100 
ไมโครลิตร เก็บที�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํออกมาใชง้าน 

 

4.5.6  การเชื�อมต่อดีเอน็เอเป้าหมายกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy Vector  
คาํนวณปริมาณของผลิตภณัฑ ์PCR ที�ตอ้งการแทรกในอตัราส่วน 1:1 จาก

โปรแกรม http://www.promega.com/techserv/tools/biomath/calc06.htm เชื�อมต่อดีเอน็เอเป้าหมาย

กบั pGEM®-T Easy Vector ดว้ยปฎิกิริยา ligation ซึM งมีส่วนประกอบแสดงดงัตารางที� 6 จากนั�น
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั บ่มที�อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ชั�วโมง  
 
ตารางที� 6  ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Ligation  
 

Reagents 
Standard 

Reaction (µl) 
Positive 

Control (µl) 
Background 
Control (µl) 

2X Rapid Ligation Buffer 5 5 5 

pGEM®-T Easy Vector (50 ng/µl) 1 1 1 

PCR Product 1 - - 
Control Insert DNA - 2 - 
T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µl) 1 1 1 
Deionized water 2 1 3 
Total 10 10 10 

 
ที�มา: Promega (2010) 
 

4.5.7  การทาํ Transformation ดว้ยวธีิ heat shock ตามวธีิการของ Sambrook and 
Russell (2001) 

นาํ competent cell ที�เก็บรักษาไวที้�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาแช่ในอ่าง
นํ�าแขง็เพื�อใหเ้ซลลห์ลอมละลาย จากนั�นเติม ligation reaction ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ลงใน 
competent cell ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ นาํแช่ในนํ�าแขง็ที�อุณหภูมิ 0  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที บ่มที�อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วนิาที (ห้ามเขยา่
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หลอด) จากนั�นแช่ในนํ�าแขง็ทนัที เป็นเวลา 2 นาที เติม SOC medium ปริมาตร 900 ไมโครลิตร และ
บ่มในเครืMองเขยา่ชนิดควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที�ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา  
40 นาที จากนั�นนาํเซลลซ์สัเพนชนักระจายลงบนอาหารแขง็ LB ที�ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
IPTG และ X-gal ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อจานเพาะเชื�อ นาํเซลลซ์สัเพนชนัที�เหลือปั�นเหวี�ยง 
ที�ความเร็ว 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง เทส่วนใสทิ�ง ผสมตะกอนเซลลใ์น
หลอดเบาๆ จากนั�นนาํเซลลซ์สัเพนชนักระจายลงบนอาหารแขง็ LB ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
IPTG และ X-gal นาํจานเพาะเชื�อทั�งหมดบ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั�นคดัเลือก
โคโลนีสีขาว ซึ� งเป็นทรานส์ฟอร์แมนต ์(transformant) ที�ได ้ 
 

4.5.8  สกดัพลาสมิดดีเอน็เอดว้ยวธีิ Alkaline extraction ตามวธีิการของ Sambrook and 
Russell (2001) 

เลี�ยงเชื�อในอาหารเหลว LB ผสมยาแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเขยา่ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง ถ่ายเชื�อ
ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ใน microtube นาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิห้อง 
เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ�ง เติมสารละลาย STE แช่เยน็ ปริมาตร 0.25 เท่า ลงบนตะกอนเซลล ์
ผสมให้เขา้กนัโดยการเขยา่หรือปิเปตขึ�นลง ปั�นเหวี�ยงอีกครั� ง และเทส่วนใสทิ�ง จากนั�นเติมสารละลาย 
Alkaline lysis solution I ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex เติม Alkaline lysis 
solution II ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมาจาํนวน 5 ครั� ง (หา้มปั�น
เหวี�ยง และไม่ควรบ่มนานเกิน 5 นาที เพราะจะทาํให ้supercoiled plasmid DNA เสียสภาพ) เติม 
Alkaline lysis solution III ผสมใหเ้ขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมา นาํแช่นํ�าแขง็เป็นเวลา 5 นาที นาํปั�น
เหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตสารละลาย
ชั�นบนใส่ microtube หลอดใหม่ จากนั�นสกดัดีเอน็เอดว้ย chloroform : isomyl alcohol (24:1) 
ปริมาตร 1 เท่า ผสมโดยการเขยา่ดว้ย vortex และปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เก็บส่วนใสดา้นบนใส่หลอดทดลองใหม่ ตกตะกอนพลาสมิด 
ดีเอ็นเอดว้ย absolute ethanol ปริมาตร 2 เท่า ตั�งไวที้�อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 นาที นาํปั�นเหวี�ยงที� 
13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ�ง เติมเอทานอลความ
เขม้ขน้ร้อยละ 70 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนใสทิ�ง และตากตะกอนดีเอน็เอที�อุณหภูมิหอ้งเพื�อระเหย 
เอทานอลเป็นเวลา 5-10 นาที ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ยสารละลาย TE buffer (pH 8.0) ที�มีเอนไซม ์
RNase A ความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั�นนาํสารละลาย 
ดีเอ็นเอที�สกดัไดต้ดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI ดงัตารางที� 7 บ่มทีMอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
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เป็นเวลา 1 ชัMวโมง และหยดุปฏิกิริยาโดยบ่มทีMอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั�น
นาํมาวเิคราะห์โดยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสดว้ยอะกาโรสเจลความเขม้ขน้ร้อยละ 1.2 
ตารางที� 7  ส่วนประกอบของปฏิกิริยา Digestion 
  

Reagents Volume (µl) 
Deionized water 16 
10X Rapid digestion Buffer 2 
DNA (1 µg/µl) 1 
EcoRI (10 U/µl) 1 
Total 20 

 
4.5.9  การทาํพลาสมิดดีเอ็นเอใหบ้ริสุทธ̀ิ  

นาํพลาสมิดดีเอน็เอมาทาํให้บริสุทธ̀ิดว้ยชุดสาํเร็จรูป FastPlasmidTM Mini Kit 
(Fermentas, European Union) ตามคาํแนะนาํของผลิตภณัฑ ์โดยเพาะเลี�ยงทรานส์ฟอร์แมนตใ์น
อาหารเหลว LB ผสมแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เขยา่ที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง ถ่ายเชื�อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ใน microtube 
และปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง เทส่วนใสทิ�ง เติม 
lysis solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 30 วนิาที บ่มที�อุณหภูมิหอ้ง เป็น
เวลา 3 นาที ปิเปตสารละลายใส่ใน spin column ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
1 นาที เติม wash buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 นาที เทส่วนใสทิ�ง และนาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที หลงัจาก
นั�นนาํ spin column ใส่ใน microtube หลอดใหม่ เติม elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ปั�น
เหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ปิเปตสารละลายพลาสมิดดีเอน็เอที�บริสุทธ̀ิ
ใส่ใน microtube หลอดใหม่ เก็บที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

4.5.10  การวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA  
โดยการวิเคราะห์หาลาํดบัเบสของ 16S rDNA โดยบริษทัไบโอดีไซน์ จาํกดั 

(BioDesign Co.,Ltd.) ดว้ยไพรเมอร์ T7 (5′-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3′) และ SP6 (5′-
ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3′) นาํขอ้มูลลาํดบัเบสที�ไดม้าเปรียบเทียบความเหมือน (% identity) 
กบัแบคทีเรียทั�งหมดที�อยูใ่นฐานขอ้มูล EzTaxon server 2.1 ผา่นเวบ็ไซต ์http://www.eztaxon.org/ 
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จากนั�นทาํ alignment ลาํดบัเบสของ 16S rDNA จากแบคทีเรียกรดแลคติคเปรียบเทียบกบัเชื�อที�มี
ความคลา้ยคลึงกนัโดยใชโ้ปรแกรม BioEdit (Sequence Alignment Editor) และ Clastal W 

 
4.5.11  การสร้างแผนภูมิตน้ไม ้(Phylogenetic tree)  

โดยเทคนิค Neighbor Joining (NJ) เปรียบเทียบความสัมพนัธ์ของสายพนัธ์ุ 
ที�คดัแยกไดก้บัสายพนัธ์ุอา้งอิง โดยการจดัเรียงลาํดบัเบสหลายสายพนัธ์ุพร้อมกนั (multiple 
alignment) ดว้ยโปรแกรม Clastal W และนาํขอ้มูลที�ไดม้าสร้างแผนภูมิตน้ไม ้โดยใช ้N-J method 
และใช ้Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 เป็นตวันอกกลุ่ม (outgroup) (Heilig et al., 202) 
จากนั�นประเมินแผนภูมิตน้ไมด้ว้ยวธีิบูทสแตร๊ป (boottrapping) จาํนวน 1,000 ครั� ง เพื�อความ
น่าเชื�อถือของแผนภูมิ โดยกิ�งใดที�มีค่าบูทสแตร๊ปมาก แสดงถึงความน่าเชื�อถือสูงวา่จะเกิดการจบั
กลุ่มของลาํดบัเบสนั�นจริง 
 
5.  การปรับปรุงสายพันธ์ุของแบคทเีรียกรดแลคติคที�คัดเลอืกได้ด้วยรังสีอลัตราไวโอเลต 

 
5.1  การหาเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อดของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัเลือกไดห้ลงัจากฉายรังสี

อลัตราไวโอเลตที�ระยะเวลาต่างๆ ซึ� งดดัแปลงจากวธีิการของ Arihara and Makoto (2000)  
โดยนาํโคโลนีเดี�ยวของไอโซเลท L47-2 เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 นาํมาเตรียมเซลล์
ซสัเพนชนัใน 0.85% normal saline ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยปรับความขุ่นของเซลลใ์หเ้ทียบเท่า
กบั MacFarland No. 0.5 (มีเชื�อประมาณ 1.5×108 เซลลต่์อมิลลิลิตร) ถ่ายเซลลซ์สัเพนชนัลงใน 
จานเพาะเชื�อ จานละ 3 มิลลิลิตร นาํฉายรังสีอลัตราไวโอเลต ที�ความยาวคลื�น 254 นาโนเมตร โดยมี
ระยะห่างจากจุดกาํเนิดแสงเท่ากบั 50 เซ็นติเมตร โดยจบัเวลาในแต่ละช่วงตั�งแต่ 0, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 
10, 15, 20 และ 30 นาที จากนั�นปิเปตซสัเพนชนัของเชื�อจากแต่ละจานเพาะเชื�อปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
เจือจางแบบ 10 เท่าไปจนถึงความเจือจางที� 10-7 จากนั�นปิเปตเชื�อในแต่ละความเจือจางปริมาตร 
 0.1 มิลลิลิตร กระจายเชื�อลงบนผวิหนา้อาหารแขง็ MRS ความเจือจางละ 3 จานเพาะเชื�อ บ่มใน 
ที�มืดที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 ชั�วโมง จากนั�น 
นบัจาํนวนโคโลนีที�เจริญ และคาํนวณหาเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด (จากค่าเฉลี�ยการทดลอง 3 ซํ� า)  
เพื�อสร้างกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งระยะเวลาและเปอร์เซ็นตก์ารอยูร่อด เพื�อใหไ้ด ้killing curve 
สาํหรับใชใ้นการคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายโดยเลือกระยะเวลาใดเวลาหนึ�งที�เหมาะสม ซึ� งก่อใหเ้กิด
การกลายดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตในระยะเวลาที�ทาํใหเ้ซลลมี์เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายร้อยละ 10  
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5.2  การคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายที�มีความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 
C. albicans BCC6120  

นาํเซลลซ์สัเพนชนัของไอโซเลท L47-2 ที�มีความขุ่นเทียบเท่ากบั MacFarland No. 0.5 
มาฉายรังสีอลัตราไวโอเลต เป็นเวลา 1 นาที ซึ� งทาํใหเ้ชื�อมีเปอร์เซ็นตร์อดตายที�ร้อยละ 10 จากนั�น
เจือจางแบบ 10 เท่าไปจนถึงความเจือจางที� 10-7 และปิเปตเชื�อในแต่ละความเจือจางปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตร กระจายลงบนผวิหนา้อาหารแขง็ MRS ความเจือจางละ 3 จานเพาะเชื�อ บ่มในที�มืดที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 ชั�วโมง จากนั�นนาํแต่ละ
โคโลนีที�เจริญมาจุดลงบนอาหารแขง็ MRS จาํนวน 8 โคโลนีต่อจานเพาะเชื�อ โดยจุดไอโซเลท 
L47-2 สายพนัธ์ุดั�งเดิมลงบนจานเพาะเชื�อเดียวกนั เพื�อเปรียบเทียบขนาดของวงใส เมื�อครบเวลาที�
กาํหนด เททบัดว้ยซสัเพนชนัของยสีต ์C. albicans BCC6120 ที�ปรับความขุ่นของเซลลเ์ป็น 107 
เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยการนบัจาํนวนเซลลแ์บบ direct count ดว้ย haemacytometer จากนั�นถ่ายเซลล์
ซสัเพนชนัลงในอาหารเลี�ยงเชื�อกึ�งแขง็ SDA (เติมวุน้ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.7) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
ที�หลอมไวที้� 45 องศาเซลเซียส เขยา่ให้เขา้กนั เททบัลงบนอาหารแขง็ MRS ที�มีแบคทีเรียกรดแลคติค
เจริญ นาํบ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนัทึกผลโดยวดัขนาดของวงใสที�เกิดขึ�นรอบ
โคโลนี (clear zone diameter, CZ) และเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนี (colony diameter, CO) นาํมา
หาค่าผลต่างระหวา่งเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใส (CZ) กบัเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (CO) โดยมี 
ไอโซเลท L47-2 สายพนัธ์ุดั�งเดิมเป็นตวัเปรียบเทียบ 

 
5.3  การเปรียบเทียบคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ของ 

ไอโซเลท L47-2 สายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลายดว้ยวธีิ agar well diffusion  
นาํไอโซเลท L47-2 สายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลายที�คดัเลือกไดจ้ากขอ้ 5.2 มา

เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มขา้มคืนที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 จากนั�นปรับความขุ่นของเซลลใ์หเ้ทียบเท่ากบั MacFarland No. 0.5 
และปิเปตเซลลซ์สัเพนชนัปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ถ่ายลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เพื�อทาํเป็น 1 เปอร์เซ็นตข์องเชื�อ บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 
เป็นเวลา 48 ชั�วโมง จากนั�นนาํปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที กรองส่วนใสผา่นกระดาษกรองที�มีขนาดรูผา่น 0.45 ไมโครเมตร นาํส่วนใสที�ได้
ทดสอบฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ที�ปรับความขุ่นของเซลลเ์ป็น 
107 เซลลต่์อมิลลิลิตร โดยการนบัจาํนวนเซลลด์ว้ย haemacytometer จากนั�นนาํเชื�อป้ายใหท้ั�ว
ผวิหนา้อาหารแขง็ SDA ตั�งไวใ้หผ้วิหนา้อาหารแหง้เป็นเวลา 5 นาที เจาะหลุมใหมี้ขนาดเส้นผา่น
ศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร หยอดส่วนใสลงในหลุมที�เจาะไวป้ริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ตั�งไว้
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ที�อุณหภูมิห้องจนส่วนใสซึมผา่นเนื�อวุน้จนหมด จากนั�นนาํบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั�วโมง ตรวจผลการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 โดยสังเกตบริเวณใสที�
เกิดขึ�นรอบหลุมทดสอบ 
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ผลและวจิารณ์ 
 
1.  การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลคติค 
 

1.1  การคดัแยกและตรวจนบัจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดจ้ากดิน  
นํ�าทิ�งจากโรงนม ดอกไม ้ผลไมส้ด และอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ 
 

จากการตรวจนบัจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีชีวิตทั�งหมดจากตวัอยา่งดิน  
นํ�าทิ�งจากโรงนม ดอกไม ้ผลไมส้ด ผลไมด้อง ผกัดอง ปลาร้า และแหนม เป็นตน้ โดยเพาะเลี�ยงเชื�อ
บนอาหารแขง็ MRS พบวา่สามารถคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไดจ้ากตวัอยา่งทั�งหมด 46 ชนิด ซึ� ง
พบปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติคทั�งหมดอยูร่ะหวา่ง 104-107 โคโลนีต่อกรัมตวัอยา่งทดสอบ มีบาง
ตวัอยา่งที�ไม่สามารถนบัจาํนวนได ้เนื�องจากมีการปนเปื� อนของยสีตแ์ละราในจานเพาะเชื�อ  

 
จากการทดลองพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งแต่ละชนิดจะมี

ปริมาณที�ต่างกนั เนื�องจากความแตกต่างของวตัถุดิบและความแตกต่างของจุลินทรียป์ระจาํถิ�นของ
แต่ละตวัอยา่งทดสอบ ซึ� งจุลินทรียที์�พบในแหล่งอาหารมีความแตกต่างกนัขึ�นอยูก่บัปัจจยัต่างๆ เช่น 
แหล่งอาศยั คุณภาพอาหาร และระยะเวลาในการเก็บรักษาอาหาร จากตารางที� 8 จะเห็นไดว้า่
ตวัอยา่งอาหารที�มีปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติคบนอาหารแขง็ MRS มากที�สุดคือ แหนมและ
กากถั�วเหลือง ซึ� งพบจาํนวน 107 โคโลนีต่อกรัมตวัอยา่งทดสอบ ทั�งนี� เป็นผลมาจากในอาหาร
ประเภทเนื�อหมกัและผลิตภณัฑเ์นื3อหมกัรวมทั3งกากถัMวเหลืองมีส่วนประกอบของโปรตีน ไขมนั 
และมีความชื�นสูง ทาํใหแ้บคทีเรียกรดแลคติคสามารถเจริญไดดี้ โดยในหน่อไมด้องและปลาร้าพบ
แบคทีเรียกรดแลคติคจาํนวน 104 โคโลนีต่อกรัมตวัอยา่งทดสอบ ซึ� งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ 
สุรียรั์ตน์ (2545) โดยใหเ้หตุผลวา่อาจเป็นเพราะตวัอยา่งเหล่านี� มีการเติมเกลือในปริมาณสูงทาํให้
ปริมาณนํ�าที�จาํเป็นต่อการเจริญของแบคทีเรียมีนอ้ย (aw ตํ�า) ไม่เหมาะสมต่อการเจริญ หรือมีการเติม
สารยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรีย ์นอกจากนี�อาจเป็นผลมาจากกรดที�เกิดขึ�นมีผลยบัย ั�งการเจริญของ
แบคทีเรียกรดแลคติคดว้ย และยงัมีจุลินทรียป์ระจาํถิ�นชนิดอื�นที�เจริญในหน่อไมด้องทาํใหมี้การ
แข่งขนัและใชแ้หล่งอาหารร่วมกนั 
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ตารางที� 8  จาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดท้ั�งหมดจากตวัอยา่งทดสอบต่างๆ 
 

ชนิดของอาหาร รหสั แหล่งที�มา 
จาํนวนเชื�อบนอาหารแขง็ MRS 

(CFU/ml) 
1.  เงาะ L1 ตลาดอมรพนัธ์ 7.2×104 

2.  ดอกเขม็ L2 ม. เกษตรศาสตร์ 2.8×106 
3.  ดิน 1 L3 ม. รามคาํแหง 5.4×104 
4.  ดิน 2 L4 ม. รามคาํแหง - 
5.  องุ่นดอง L5 ตลาดอมรพนัธ์ 4.2×106 

6.  พุทธาดอง L6 ตลาดอมรพนัธ์ 1.7×106 
7.  ฝรั�งดอง L7 ตลาดอมรพนัธ์ - 
8.  หน่อไมด้อง L8 ตลาดอมรพนัธ์ 3.1×106 
9.  ฝรั�งเน่า L9 รถขายผลไม ้ 2.9×105 
10.  ฝรั�งดอง L10 รถขายผลไม ้ 2.8×104 
11.  องุ่นเน่า L11 ตลาดอมรพนัธ์ 4.2×106 

12.  สับปะรด L12 ตลาดอมรพนัธ์ 1.7×105 

13.  องุ่น L13 ตลาดบางกะปิ - 
14.  องุ่นดอง L14 รถขายผลไม ้ - 
15.  แตงโมเน่า L15 ตลาดบางกะปิ 5.4×106 

16.  สับปะรด L16 ตลาดบางกะปิ 2.8×104 

17.  ดิน 3 L17 ม. รามคาํแหง 2 - 
18.  ดิน 4 L18 ม. รามคาํแหง 2 - 
19.  ดิน 5 L19 ม. รามคาํแหง 2 2.9×104 
20.  สับปะรด 1 L20 ตลาดบางกะปิ 8.3×105 

21.  สับปะรด 2 L21 ตลาดบางกะปิ 2.2×105 

22.  เตา้เจี�ยว L22 ตลาดบางกะปิ - 
23.  ผกักาดดอง 1 L23 ตลาดบางกะปิ 5.5×106 
24.  ผกักาดดอง 2 L24 ตลาดอมรพนัธ์ 4.3×106 

25.  แหนม 1 L25 ตลาดอมรพนัธ์ - 
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ตารางที� 8  (ต่อ) 
 

ชนิดของอาหาร รหสั แหล่งที�มา 
จาํนวนเชื�อบนอาหารแขง็ MRS 

(CFU/ml) 
26.  แหนม 2 L26 ตลาดอมรพนัธ์ 2.6×107 

27.  แหนม 3 L27 ตลาดอมรพนัธ์ 4.6×106 

28.  แหนม 4 L28 ตลาดอมรพนัธ์ 3.2×107 

29.  ดิน 6 L29 โรงนมเกษตร - 
30.  ดิน 7 L30 โรงนมเกษตร 3.6×105 

31.  ดิน 8 L31 โรงนมเกษตร - 
32.  ดิน 9 L32 โรงนมเกษตร 5.6×105 
33.  ปลาร้า L33 ตลาดอมรพนัธ์ 5.0×104 

34.  นํ�าทิ�งจากโรงนม L34 โรงนมเกษตร 1.7×105 

35.  นํ�าทิ�งจากโรงนม L35 โรงนมเกษตร 2.5×105 

36.  กากถั�วเหลือง 1 L36 ตลาดอมรพนัธ์ - 

37.  กากถั�วเหลือง 2 L37 ตลาดอมรพนัธ์ - 
38.  กากถั�วเหลือง 3 L38 ตลาดอมรพนัธ์ 5.5×107 
39.  กากถั�วเหลือง 4 L39 ตลาดอมรพนัธ์ 1.7×107 

40.  กากถั�วเหลือง 5 L40 ตลาดอมรพนัธ์ 3.0×105 

41.  ปลาร้า L41 ตลาดอมรพนัธ์ 5.0×104 

42.  หน่อไมส้ด 2 L42 ตลาดอมรพนัธ์ 1.5×104 
43.  กระเทียมดอง 1 L43 ตลาดอมรพนัธ์ 5.0×105 
44.  กระเทียมดอง 2 L44 ตลาดอมรพนัธ์ - 
45.  หน่อไมด้อง 1 L45 ตลาดอมรพนัธ์ 5.0×104 

46.  หน่อไมด้อง 2 L46 ตลาดอมรพนัธ์ 1.4×104 

 
หมายเหตุ  - ไม่สามารถนบัจาํนวนโคโลนีได ้เนื�องจากปนเปื� อนยสีตแ์ละรา 
 

คดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไดจ้ากตวัอยา่งจาํนวน 552 ไอโซเลท จากนั�นนาํโคโลนี
ของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดขี้ดลงบนอาหารแขง็ MRS เพื�อใหไ้ดเ้ชื�อบริสุทธ̀ิ พบวา่
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หลงัจากบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5-10 เป็นเวลา 48 ชั�วโมง พบ
ลกัษณะโคโลนีมีสีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แสดงดงัภาพที� 9 

 

 

 
ภาพที� 9  ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เจริญบนอาหารแขง็ MRS  
 

จากนั�นเก็บโคโลนีเดี�ยวๆ เพื�อเป็นตวัแทนของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกได ้และ
นาํไปทดสอบความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์โดยใชไ้มจิ้�มฟันปราศจากเชื�อจุดลงบน
อาหารแขง็ MRS จาํนวน 9 โคโลนีต่อจานเพาะเชื�อ ทาํ 2 ซํ� า โดยใชเ้ทคนิค replica plating จานเพาะ
เชื�อหนึ�งนาํไปทดสอบคุณสมบติัการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 อีกจานเพาะ
เชื�อเก็บไวเ้พื�อเป็นตวัแทนของโคโลนีที�สามารถสร้างสารยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ด ้เนื�องจากจาน
เพาะเชื�อทั�งสองมีโคโลนีที�เหมือนกนั แสดงดงัภาพที� 10  
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ภาพที� 10  การทาํ replica plating ของแบคทีเรียกรดแลคติคบนอาหารแขง็ MRS 
 
2.  การทดสอบการสร้างสารยับยั�งการเจริญของยีสต์ C. albicans BCC6120 โดยแบคทีเรียกรดแลคติค 

 
2.1  วธีิเททบั (Overlay method)  

 
นาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�ไดจ้ากการทดลองในขอ้ 1 มาทดสอบการสร้างสารยบัย ั�งการ

เจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 โดยนาํเชื�อที�คดัแยกไดเ้พาะเลี�ยงบนอาหารแขง็ MRS จาํนวน 
9 โคโลนีต่อจานเพาะเชื�อ เพื�อไม่ใหโ้คโลนีของเชื�อติดกนัมากจนเกินไป โดยแบคทีเรียกรดแลคติค
ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ไดน้ั�นจะสร้างวงใสรอบโคโลนี ซึ� งใหผ้ลการ
ทดสอบ แสดงดงัภาพที� 11 สามารถคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ  
C. albicans BCC6120 ไดท้ั�งหมด 51 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 9.24 ของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดั
แยกไดท้ั�งหมด และจากการตรวจสอบพบวา่ทั�ง 51 ไอโซเลทมีค่า CZ-CO ที�แตกต่างกนั โดยไอโซเลท 
L47-2 มีค่า CZ-CO มากที�สุดคือ 9 และรองลงมาคือ ไอโซเลท L46-3 มีค่าเท่ากบั 7 มิลลิเมตร 
ดงัตารางที� 9 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 

1 2 3 

4 5 6 

7 8 9 
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ภาพที� 11  การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถสร้างสารยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 
 C. albicans BCC6120 โดยวิธีเททบั  
 A:  แบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC612  
 B:  แบคทีเรียกรดแลคติคที�ไม่สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120  

 
ตารางที� 9  ค่าผลต่างระหวา่งขนาดของวงใสที�เกิดขึ�นรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติค (clear 

zone diameter, CZ) และเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (colony diameter, CO) 
 

ลาํดบั รหสั CZ-CO (มิลลิเมตร) 
1 L 8-7 5 
2 L 8-8 2 
3 L 8-9 1 
4 L 8-10 5 
5 L 8-11 2 
6 L 8-12 1.5 
7 L24-1 2 
8 L24-2 4 

 
 

B 

A 
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ตารางที� 9  (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั CZ-CO (มิลลิเมตร) 
9 L24-3 2.0 

10 L24-4 2.0 
11 L24-5 1.0 
12 L24-6 2.0 
13 L24-7 2.0 
14 L24-8 2.0 
15 L24-9 2.5 
16 L24-10 4.5 
17 L24-11 2.0 
18 L24-12 2.0 
19 L40-1 2.0 
20 L40-3 2.0 
21 L40-5 2.0 
22 L40-6 5.5 
23 L40-7 1.0 
24 L40-8 1.0 
25 L40-10 5.0 
26 L41-4 1.0 
27 L41-7 5.0 
28 L42-7 1.5 
29 L42-9 1.3 
30 L42-12 1.1 
31 L43-1 2.1 
32 L43-2 2.0 
33 L43-3 1.0 
34 L43-4 2.0 
35 L43-5 1.0 
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ตารางที� 9  (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั CZ-CO (มิลลิเมตร) 
36 L43-6 2.2 
37 L43-9 1.0 
38 L43-11 2.0 
39 L43-12 1.0 
40 L45-1 1.1 
41 L45-4 1.0 
42 L45-8 1.0 
43 L45-10 2.4 
44 L45-11 6.0 
45 L46-1 1.0 
46 L46-3 7.0 
47 L46-8 1.0 
48 L46-9 1.0 
49 L46-10 1.0 
50 L46-12 2.0 
51 L47-2 9.0 

 

ผลจากการทดสอบดว้ยวธีิเททบัพบแบคทีเรียกรดแลคติคจาํนวน 10 ไอโซเลทที�มีค่า 
CZ-CO มากกวา่ 3 มิลลิเมตร คือ L8-7, L8-10, L24-2, L24-10, L40-6, L40-10, L41-7, L45-11, 
L46-3 และ L47-2 จากนั�นจึงเก็บแบคทีเรียกรดแลคติคที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 
C. albicans BCC612 ทั�งหมดในกลีเซอรอลความเขม้ขน้ร้อยละ 20 ที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
เพื�อเป็นการรักษาไม่ใหเ้ซลลถู์กทาํลายดว้ยเกล็ดนํ�าแขง็ และป้องกนัการกลายพนัธ์ุที�อาจเกิดขึ�นจาก
การถ่ายเชื�อหลายๆ ครั� ง ซึ� งอาจทาํใหฤ้ทธ̀ิของการยบัย ั�งการเจริญของของยสีตห์ายไป 
 

2.2  วธีิขีดเชื�อ (Streak method) 
 

เมื�อนาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�ใหผ้ลบวกจากขอ้ 2.1 มาทดสอบการยบัย ั�งการเจริญของ
ยสีต ์C. albicans BCC6120 โดยวธีิขีดเชื�อบนอาหารแขง็ TGE เพื�อเปรียบเทียบกบัการคดัเลือกใน
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ขั�นตอนแรก เนื�องจากการทดสอบในขอ้ 2.1 ใชอ้าหารเลี�ยงเชื�อ MRS ที�มีนํ�าตาลกลูโคสเป็นส่วน 
ประกอบความเขม้ขน้ร้อยละ 2 ซึ� งเป็นอาหารเลี�ยงเชื�อที�เหมาะสมกบัการเจริญของแบคทีเรียในกลุ่ม 
lactobacilli (De Man et al., 1960) แต่อาหารเลี�ยงเชื�อ TGE มีนํ�าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ร้อยละ 1 ซึ� ง
อาจไม่เพียงพอในการสร้างกรดแลคติคส่งผลทาํใหค่้า pH ของอาหารเลี�ยงเชื�อเป็นกรด และมีผลต่อ
การยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ด ้ดงันั�นหากมีการยบัย ั�งเกิดขึ�นอาจเกิดจากสารอื�นที�ไม่ใช่กรดอินทรีย ์
เช่น สารที�มีคุณสมบติัคลา้ยแบคเทอริโอซิน (bacteriocin-like peptide) (Okkers et al., 1999) หรือ
สารประกอบโปรตีนที�มีฤทธ̀ิยบัย ั�งรา Proteinaceous Antifungal Compound (Atanassova et al., 
2003; Magnusson and Schnurer, 2001) จากผลการทดลองพบวา่ทุกไอโซเลทไม่สามารถยบัย ั�งการ
เจริญของ C. albicans BCC6120 ได ้แสดงวา่ฤทธ̀ิของการยบัย ั�งหายไปเนื�องจากเหตุผลที�ไดก้ล่าวไว้
ขา้งตน้ โดยบริเวณรอยขีดระหวา่งแบคทีเรียกรดแลคติคและยสีตไ์ม่พบการยบัย ั�งเกิดขึ�น แสดงดงั
ภาพที� 12 
 

 
 
ภาพที� 12  การทดสอบการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ดว้ยวธีิขีดเชื�อบนอาหารแข็ง TGE 

A:  เชื�อที�ขีดในแนวกลางคือ Lactic acid bacteria (LAB) 
B:  เชื�อที�ขีดในแนวตั�งฉากคือ C. albicans BCC6120 

 
 

 

A 

B 
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2.3  วธีิ agar well diffusion 
 

การทดสอบดว้ยวธีิ agar well diffusion เป็นการตรวจสอบการสร้างสารยบัย ั�งการ
เจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ในอาหารเหลวของแบคทีเรียกรดแลคติค โดยคดัเลือก
แบคทีเรียกรดแลคติคจาํนวน 10 ไอโซเลทที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ดม้ากกวา่  
3 มิลลิเมตร คือ L8-7, L8-10, L24-2, L24-10, L40-6, L40-10, L41-7, L45-11, L46-3 และ L47-2 
โดยนาํส่วนใสที�ผา่นการปั�นเหวี�ยงและกรองเซลลข์องแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหาร
เหลว 2 ชนิดคือ ส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว TGE และส่วนใสของ
แบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS หยอดลงในหลุมของอาหารแขง็ SDA ที�ป้าย
เชื�อ C. albicans BCC6120 ไวก่้อนหนา้ เพื�อศึกษาวา่อาหารทั�งสองชนิดนั�นใหผ้ลของการยบัย ั�ง
เหมือนกนัหรือไม่เมื�อทดสอบโดยปราศจากการเจริญของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติค ผลการทดลอง
พบวา่ส่วนใสจากอาหารเหลว TGE ไม่สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ไดท้ั�ง 10 
ไอโซเลท ในขณะที�ส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS สามารถ
ยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ดทุ้กไอโซเลท แสดงดงัตารางที� 10 และผลการยบัย ั�งดว้ยวธีิดงักล่าว แสดง
ดงัภาพที� 13 โดยพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคที�มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans 
BCC6120 ไดดี้ที�สุด คือ รหสั L47-2  
 

ในการทดสอบนี� เมื�อเปรียบเทียบกบัวธีิเททบัจะเห็นไดว้า่บริเวณยบัย ั�งลดลงอยา่งมาก 
เนื�องจากในอาหารแขง็นั�นเมื�อแบคทีเรียกรดแลคติคสร้างสารยบัย ั�งขึ�น สารจะแพร่ออกรอบๆ 
โคโลนี โดยมีความเขม้ขน้มากกวา่ในอาหารเหลว หรือวธีิ agar well diffusion นั�น สารเมแทบอไลท์
ในอาหารเหลวจะตอ้งซึมผา่นวุน้จึงทาํให้เจือจางฤทธ̀ิของสารยบัย ั�งมากกวา่วธีิเททบัซึ� งสอดคลอ้ง
กบังานวจิยัของ Ostergaard et al. (1998) ที�กล่าววา่การทดสอบการยบัย ั�งเมื�อเชื�อมีชีวิตสัมผสักบัเชื�อ
ทดสอบโดยตรงมกัใหผ้ลการตรวจสอบสูงกวา่ไม่มีการสัมผสักนัของเชื�อ หรืออธิบายผลของ
สถานะอาหารดงัที�พบใน Staphylococcus epidermis ซึ� งผลิตสารยบัย ั�งจุลินทรียช์นิดแบคเทอริโอซิน
ในอาหารกึ�งแขง็สูงกวา่อาหารเหลวถึง 20 เท่า (Jetten et al., 1972) และพบวา่ Lactobacillus 
plantarum NCDO1193 และ L. plantarum BF001 สามารถผลิตสารยบัย ั�งชนิดแบคเทอริโอซินเมื�อ
เจริญในอาหารแขง็เท่านั�น (West and Warner, 1988; Fricourt et al., 1994)  
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ตารางที� 10  การยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 โดยแบคทีเรียกรดแลคติค 
 ดว้ยวธีิ agar well diffusion 

 

ไอโซเลท รหสั 
อาหารเหลว 

TGE MRS 
1 L8-7 - + 
2 L8-10 - + 
3 L24-2 - + 
4 L24-10 - + 
5 L40-6 - + 
6 L40-10 - + 
7 L41-7 - + 
8 L45-11 - + 
9 L46-3 - + 

10 L47-2 - ++ 
 
หมายเหตุ  -  ไม่สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ได ้

 +  มีวงใสไม่เกิน 10 มิลลิเมตร (รวมขนาดหลุม 6 มิลลิเมตร) 
 ++  มีวงใสมากกวา่ 10 มิลลิเมตร (รวมขนาดหลุม 6 มิลลิเมตร) 
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ภาพที� 13  ฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ดว้ยวธีิ agar well diffusion  

A:  อาหารเหลว MRS )หลุมควบคุม(  
B:  อาหารเหลว TGE )หลุมควบคุม(  
C:  ส่วนใสจากอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS ของแบคทีเรียกรดแลคติค  
D:  ส่วนใสจากอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว TGE ของแบคทีเรียกรดแลคติค  

 
2.4  การศึกษาผลของ pH ต่อการยบัย ั�งยสีต ์C. albicans BCC6120 

 
เนื�องจากมีรายงานวา่กรดอินทรียที์�ไดจ้ากแบคทีเรียกรดแลคติคมีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญ

ของแบคทีเรียอื�นๆ รวมทั�งรา (ปาริชาติ และคณะ 2543; ชุตินนัท ์และคณะ 2545; Niku-paavola et al., 
1999; Cabo et al., 2002) ดงันั�นเพื�อยืนยนัขอ้ความดงักล่าวจึงนาํส่วนใสของอาหารเหลว MRS ที�
เพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคเป็นเวลา 48 ชั�วโมง มาปรับ pH เป็น 3, 5, 7, 9 และ 11 ดว้ย 1 N HCl 
และ 1 N NaOH เปรียบเทียบกบัอาหารเหลว MRS ที�ไม่ผา่นการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคที�
ปรับ pH เช่นเดียวกนั จากนั�นนาํไปหยอดลงในหลุมเช่นเดียวกบัการทดลองที� 2.4 ผลการทดลอง
พบว่าฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท 
L47-2 จากเดิมที�ไม่ปรับ pH คือ 3.76 แต่เมื�อปรับเป็น pH 3 ฤทธ̀ิของการยบัย ั�งเพิ�มขึ�นจากเดิม
เล็กนอ้ย แต่ที� pH 5, 7, 9 และ 11 ฤทธ̀ิของการยบัย ั�งจะค่อยๆ ลดลง และหายไปตามลาํดบั ในขณะที�

A B 

C D 
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อาหารเหลว MRS ที�ปรับ pH ดงักล่าวไม่พบวงใสเกิดขึ�น ดงัภาพที� 14-15 ดงันั�นฤทธ̀ิของการยบัย ั�ง
อาจเกิดจากกรดอินทรียแ์ละ/หรือชีวสารอื�นๆ ซึ� งมีการทาํงานร่วมกนัทาํให้เมื�อ pH เปลี�ยนไปสาร
เหล่านั�นจึงสูญเสียฤทธ̀ิของการยบัย ั�งไปดว้ย (Magnusson and Schnurer, 2001) 

 

 
 

ภาพที�  14  ฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรียกรดแลคติค 
ไอโซเลท L47-2 ที�ปรับ pH เป็น 3, 5, 7, 9 และ 11 ดว้ยวธีิ agar well diffusion และส่วน
ใสของแบคทีเรียกรดแลคติคที�ไม่ปรับ pH (3.76) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3 

5 

7 9 

11 

3.76 



58 

 

 
 

ภาพที�  15  ฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ของอาหารเหลว MRS ที�ไม่ผา่นการ 
  เพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคที�ปรับเป็น pH 3, 3.76, 5, 7, 9 และ 11 ดว้ย 1 N HCl และ   
  1 N NaOH ทดสอบโดยวธีิ agar well diffusion  

 
เนื�องจากการทดสอบดว้ยวธีิเททบัไม่สามารถบอกไดว้า่วงใสที�เกิดขึ�นเป็นผลจาก 

กรดอินทรียห์รือไม่ ดงันั�นการทดสอบดว้ยวธีิ agar well diffusion เป็นการศึกษาฤทธ̀ิของสารยบัย ั�ง
ดว้ยการปรับ pH ของสาร ซึ� งผลการทดลองพบวา่ฤทธ̀ิของสารยบัย ั�งยสีต ์C. albicans BCC6120 
ของแบคทีเรียกรดแลคติคอยูใ่นช่วง pH 3.0-5.0 และฤทธ̀ิค่อยๆ หายไปเมื�อ pH สูงขึ�น ซึ� งผลการ
ทดลองสอดคลอ้งกบังายวจิยัของ Magnusson และ Schnurer (2001) โดยแบคทีเรียกรดแลคติค
สามารถผลิตสารเมแทบอไลท ์เช่น กรดแลคติค กรดแอซีติค ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์กรดฟอร์มิก  
กรดโพรพิโอนิก และไดอะซิทิล สามารถยบัย ั�งการเจริญของราได ้โดยกรดแลคติคเป็น 
สารเมแทบอไลทส์าํคญัที�แบคทีเรียกรดแลคติคสร้างขึ�น เนื�องจากทาํใหค่้า pH ลดลง และมีผลใน
การยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียที์�ไม่ทนกรดได ้(Eklund, 1989) ในขณะเดียวกนักรดแลคติค  
กรดแอซีติค และกรดโพรพิโอนิก ทาํปฏิกิริยากบัเยื�อหุม้เซลลท์าํใหเ้กิด electrochemical proton 
gradient แต่การทาํงานของกรดทั�ง 3 ชนิดนั�นขึ�นอยูก่บัการลดลงของค่า pH โดยมีกรดแลคติคเป็น
ตวัการสาํคญั (Eklund, 1989; Freese et al., 1973; De Vuyst and Vandamme, 1994; Lindgren and 
Dobrogosz, 1990) ซึ� งกรดโพรพิโอนิกจะมีผลกระทบต่อเยื�อหุม้เซลลข์องราและสามารถยบัย ั�งการ

3 

5 

7 9 

11 
3.76 
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เจริญของราไดโ้ดยเฉพาะที� pH ตํ�ากวา่ 4.5 (Hunter and Segel, 1973; Woolford, 1984) ดงันั�นจาก
ผลของ pH ต่อฤทธ̀ิของสารในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 จาํกดัอยูใ่นช่วง 
pH 3.0-5.0 เท่านั�น อยา่งไรก็ตามการเปลี�ยนแปลงค่า pH ของส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติค 
สูงกวา่ 5.0 ส่งผลใหฤ้ทธ̀ิของสารยบัย ั�งหายไป (Magnusson and Schnurer, 2001) 

 
สาเหตุที�แบคทีเรียกรดแลคติคสามารถยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 

ไดน้ั�น มีผูศึ้กษาพบวา่การยบัย ั�งการเจริญเกิดจากกรดแลคติคมีผลทาํให ้pH ในไซโตพลาสซึมลดลง
ไม่เหมาะสาํหรับการเจริญของจุลินทรียที์�ไม่ทนกรด (Russell, 1992) และยงัเกิดจากการทาํงาน
ร่วมกนัระหวา่งกรดแลคติคและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดด์ว้ย (Dahiya and Speck, 1968; Collins 
and Aramaki, 1980) เมื�อกล่าวถึงกลุ่มของกรดอินทรีย ์เช่น กรดแลคติค กรดแอซีติค phenyllactic 
acid (PLA) และ hydroxyphenyllactic acid (OH-PLA) ที�ผลิตโดยแบคทีเรียกรดแลคติคนั�นมี
บทบาทในการยบัย ั�งการเจริญของราและแบคทีเรียชนิดต่างๆ ได ้(Lavermicocca et al, 2003; 
Valerio et al, 2008; Magnusson, 2005) โดยสารที�จดัเป็นอนุพนัธ์ของกรดแลคติคดงักล่าวมี
โครงสร้างดงัภาพที� 16 
 

   
 
L-phenyllactic acid   D-Phenyllactic acid 
 

ภาพที� 16  โครงสร้างของ L-phenyllactic acid และ D- phenyllactic acid 
 

ที�มา: Strom et al. (2002) 
 

แบคทีเรียกรดแลคติคสามารถสร้างสารเมแทบอไลทช์นิดอื�นนอกเหนือจากกรดแลคติค
และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ เช่น รูเทอริน หรือ 3-hydroxypropionaldehyde (reuterin, 3-HPA) ซึ� ง
มีคุณสมบติัที�สาํคญัคือ มีนํ�าหนกัโมเลกุลตํ�า ละลายนํ�า สามารถยบัย ั�งการเจริญของจุลินทรียช์นิดอื�น
ได ้โดยรูเทอรินมีฤทธ̀ิค่อนขา้งกวา้งสามารถยบัย ั�งการเจริญของยสีตแ์ละราได ้(Axelsson et al., 
1989; Chung et al., 1989; Magnusson et al., 2003; Nakanishi et al., 2002; Talarico et al., 1988) 
นอกจากนี�สารในกลุ่มกรดไขมนัที�มีองคป์ระกอบของคาร์บอน 12-16 อะตอม (C12-C16) ซึ� งมี
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คุณสมบติัเหมือนสารซกัฟอก (Kabra, 1983) สามารถยบัย ั�งยสีตแ์ละรา แต่กรดไขมนัที�มีคาร์บอน 
12 อะตอม สามารถยบัย ั�งการเจริญของราไดดี้ที�สุดเมื�อเทียบกบักรดไขมนัที�มีจาํนวนคาร์บอน
อะตอมมากกวา่ (Sjogren et al., 2003) โดยมีโครงสร้างดงัภาพที� 17 

 

 
 

ภาพที� 17  โครงสร้างของกรดไขมนั 4 ชนิด ที�แยกไดจ้ากส่วนใสของ L. plantrum strain MiLAB 14 
I:   3-hydroxydecanoic acid (myrmicacin, 3-HDA) 
II:   3-hydroxydodecanoic acid 
III:   3-hydroxytetradecanoic acid 
IV:   3-hydroxy-5-cis-dodecenoic acid 

 

ที�มา: Magnusson et al. (2003) 
 

จากงานวจิยัของ Strom et al. (2002) พบสารในกลุ่ม cyclic dipeptides เช่น cyclo (L-
Phe–L-Pro) และ cyclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) ที�แยกไดจ้าก L. plantarum strain MiLAB 393 
สามารถยบัย ั�งไดท้ั�งการเจริญของราและยสีต ์โดยมีโครงสร้างดงัภาพที� 18 นอกจากนี�ยงัมีสารยบัย ั�ง
ราที�พบจากแบคทีเรียกรดแลคติคซึ�งเป็นสารที�จดัอยูใ่นกลุ่ม cyclic dipeptides เช่น benzoic acid, 5-
methyl-2,4-imidazolidinedione (methylhydantoine), tetrahydro-4-hydroxy-4-methyl-2H-pyran-2-
one (mevalonolactone) และ cyclo (glycyl-L-leucyl) (Niku-Paavola et al., 1999; Ganzle et al., 
2000; Graz et al., 1999; Graz et al., 2001; Magnusson et al., 2003)  

 
 

I 

II 

III 

IV 
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   A              B 

 

ภาพที� 18  โครงสร้างของ cyclic dipeptides ที�มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งรา 
A:  cyclo (Phe-Pro) 
B:  cyclo (L-Phe-trans-4-OH-L-Pro) 

 

ที�มา: Strom et al. (2002) 
 

จากการรายงานเกี�ยวกบัสารเมแทบอไลทต่์างๆ ของแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีฤทธ̀ิใน
การยบัย ั�งการเจริญของรานั�น ส่วนใหญ่เป็นสารที�มีมวลโมเลกุลตํ�า เช่น phenyllactic acids, cyclic 

dipeptides หรือ shot chain fatty acid และสารชนิดอื�นๆ ที�สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติด โดยสรุป
ไวด้งัภาพที� 19 

 
 

  

  

 

 

  

 

 

ภาพที� 19  สารตา้นราชนิดต่างๆ ที�สร้างโดยแบคทีเรียกรดแลคติค 
 

ที�มา: Magnusson (2005) 

LAB 

Caproic acid 
3-hydroxy fatty acid 

Phenyllactic acid 
Reuterin 

Carbon dioxide 

Hydrogen peroxide 

Lactic acid  
Acetic acid 

 Diacety
l 

Cyclic dipeptides 

Proteinaceous compounds 
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3.  ความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิ 
 

แบคทีเรียกรดแลคติคส่วนใหญ่มีคุณสมบติัเป็นโปรไบโอติกส์ ซึ� งคุณสมบติัประการหนึ�ง
ของโปรไบโอติกส์คือ มีความสามารถในการเกาะติดพื�นผิว (Nousiainen and Setala, 1993; Tuomola 
and Salminen, 1998) ดงันั�นจึงไดท้ดสอบการเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคทั�ง 51 ไอโซเลท 
ที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์เพื�อคดัเลือกไอโซเลทที�สามารถเกาะติดพื�นผวิไดดี้ที�สุด 
มาเพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ที�มีแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลาง และบ่มเป็นเวลา 5 วนั 
จากการตรวจผลการเกาะติดของแบคทีเรียกรดแลคติคที�ผวิแท่งไมไ้ผทุ่กๆ วนั พบ 2 ไอโซเลท คือ  
ไอโซเลท L46-3 และ L47-2 ที�แยกไดจ้ากหน่อไมด้องสามารถยดึเกาะผวิแท่งไมไ้ผแ่ละผวิหลอด
ทดลองได ้โดยเชื�อทั�งสองไอโซเลทแสดงการเกาะติดพื�นผิวไดเ้ร็วและยาวนาน แสดงดงัตารางที� 11 
 

ตารางที� 11  คุณสมบติัในการเกาะติดพื�นผวิของไอโซเลท L46-3 และ L47-2 
 

ไอโซเลท 
ระยะเวลาที�เริ�มเกาะติด 

พื�นผวิ (วนั) 
จาํนวนวนัที�เกาะติด

พื�นผวิ (วนั) 
การคงสภาพเกาะติด

พื�นผวิ 
L46-3 2 >5 นอ้ย 
L47-2 2 >5 มาก 

 
จากการตรวจสอบดว้ยสายตาพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 มีการเกาะติด

พื�นผวิไดดี้กวา่ L46-3 โดยเริ�มเกาะติดในวนัที� 2 ของการเพาะเลี�ยง สังเกตไดจ้ากอาหารเลี�ยงเชื�อมี
ลกัษณะใสเนื�องจากเซลลแ์บคทีเรียเกาะผวิแท่งไมไ้ผ ่แต่ในหลอดอาหารที�เพาะเลี�ยง L46-3 มี
ลกัษณะขุ่นมากกวา่ เนื�องจากมีเซลลเ์กาะที�ผวิแท่งไมไ้ผไ่ดน้อ้ยกวา่ แสดงดงัภาพที� 20 
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ภาพที� 20  การเกาะติดพื�นผวิของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS และมี 

แท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางหลงัจากเพาะเลี�ยงเป็นเวลา 5 วนั 
หลอดทดลองที� 1:  อาหาร MRS ที�ไม่มีการเลี�ยงเชื�อ 
หลอดทดลองที� 2:  แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2  
หลอดทดลองที� 3:  แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L46-3 
หลอดทดลองที� 4:  แบคทีเรียกรดแลคติคที�ไม่เกาะติดผวิแท่งไมไ้ผ ่

 
แบคทีเรียกรดแลคติคบางชนิดสามารถเกาะติดผวิของระบบทางเดินอาหารได ้โดยที�ผนงัมี 

lectin เป็นส่วนประกอบ ซึ� ง lectin คือ สารประกอบคาร์โบไฮเดรตที�จบักบัโปรตีนหรือไกลโคโปรตีน 
(Slifkin and Doyle, 1990) ปัจจยัสาํคญัที�ควบคุมการเกาะติดพื�นผวิคือ ความจาํเพาะของจุลินทรียต่์อ
ชนิดของสิ�งมีชีวิตนั�นๆ ซึ� งเป็นขอ้บ่งชี�วา่การคดัแยกแบคทีเรียจากที�ต่างๆ นั�นไม่จาํเป็นตอ้งมีการ
เกาะติดพื�นผวิบริเวณเดียวกนั จากงานวจิยัของ Morata de Ambrosoni et al. (1999) พบวา่ 
แบคทีเรียกรดแลคติค Lactobacillus casei ที�แยกไดจ้ากมนุษยมี์ความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิ
สูงกวา่ L. casei ที�แยกไดจ้ากนม และสามารถเกาะติดไดดี้ที�สุดที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ซึ� งจาก
งานวจิยัก่อนหนา้นี�พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติค L. acidophilus ที�สามารถผลิตสารยบัย ั�งการเจริญของ 

1   2     3        4 
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Salmonella cholera, S. enteritidis, S. typhimurium และยสีต ์Yersinia enterocolitica นั�นยงัมี
ความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิไดด้ว้ย (Gusils et al., 2002) 

 
จากงานวจิยัของ Ouwehand et al. (2001) พบแบคทีเรียในกลุ่มกรดแลคติคที�มี

ความสามารถในการเกาะติดผวิของผนงัลาํไส้ ไดแ้ก่ L. brevis PEL1, L. johnsonii, L. reuteri ING1, 
L. paracasei, L. rhamnosus E-800, L. rhamnosus LC-705 และ L. salivarius ซึ� งคุณสมบติัดงักล่าว
เป็นผลจากการเป็น hydrophobicity ของเชื�อที�มีบทบาทสําคญัทาํใหแ้บคทีเรียสามารถเกาะติดพื�นผวิ
ได ้(Wadstrom, 1988; Harty and Knox, 1991; Kirjavainen et al., 1998) จากรายงานต่างๆ พบวา่
แบคทีเรียกรดแลคติคโดยเฉพาะในสกุล Lactobacillus มีความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิ ซึ� ง
สอดคลอ้งกบัผลการทดสอบที�พบแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L46-3 และ L47-2 ที�สามารถ
เกาะติดพื�นผวิได ้ 
 

จากการศึกษาแบคทีเรียกรดแลคติคที�แยกไดจ้ากแหล่งต่างๆ และทดสอบดว้ยวธีิเททบั
สามารถคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคไดท้ั�งหมด 51 ไอโซเลท คิดเป็นร้อยละ 9.24 และจากการ
ทดสอบผลของ pH ต่อฤทธ̀ิของสารยบัย ั�งการเจริญของยสีตด์ว้ยวธีิ agar well diffusion พบวา่ฤทธ̀ิ
ของสารดงักล่าวอยูใ่นช่วง pH 3.0-5.0 และจะสูญเสียฤทธ̀ิไปเมื�อปรับ pH ใหสู้งขึ�น จากการทดสอบ
การเกาะติดพื�นผิวในอาหารเลี�ยงเชื�อเหลว MRS ที�มีแท่งไมไ้ผเ่ป็นแกนกลาง พบวา่ไอโซเลท L47-2 
มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ดสู้งที�สุดและสามารถเกาะติดพื�นผิวไดดี้ที�สุดอีกดว้ย 
 
4.  การศึกษาอนุกรมวธิานของแบคทเีรียกรดแลคติคที�คัดเลอืกได้ 

 
การจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคในระดบัสกุลสามารถทาํไดโ้ดยอาศยัลกัษณะทาง 

สัณฐานวทิยา สรีรวทิยา และชีวเคมี เช่น รูปร่าง การจดัเรียงตวัของเซลล ์การผลิตคาร์บอนไดออกไซด์
จากกระบวนการหมกักลูโคส และการจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคดว้ยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 
50 CHL ซึM งสามารถจาํแนกไดใ้นระดบัสปีชีส์ แต่เพื�อความแม่นยาํในการจดัจาํแนกในระดบัสปีชีส์
จึงตอ้งอาศยัเทคนิคขั�นสูงทางชีวโมเลกุล เช่น การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี 16S rRNA 
(Woese, 1987) 
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4.1  การศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยา 
 

จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ของแบคทีเรียกรดแลคติค
ที�คดัเลือกทั�งหมด 51 ไอโซเลท โดยขีดเชื�อลงบนอาหารแข็ง MRS เพื�อทาํใหเ้ป็นเชื�อบริสุทธ̀ิ 
ตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยาดว้ยการยอ้มสีแบบแกรม และตรวจดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
กาํลงัขยาย 1,000 เท่า พบวา่ทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมบวก โดยติดสีม่วงของ crystal violet มี
รูปร่างเป็นแท่งยาว และไม่สร้างเอนโดสปอร์ ดงัภาพที� 21 

 

 
 

ภาพที� 21  รูปร่างและการจดัเรียงตวัของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
กาํลงัขยายของภาพเท่ากบั 1,000 เท่า  

 
4.2  การทดสอบการสร้างเอนไซมแ์คตาเลส 
 

การทดสอบการสร้างเอนไซมแ์คตาเลสของแบคทีเรียกรดแลคติคทั�ง 51 ไอโซเลท 
พบวา่ทุกไอโซเลทใหผ้ลเป็นลบคือ ไม่มีฟองแก๊สเกิดขึ�นหลงัจากเชื�อทาํปฏิกิริยากบั 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดค์วามเขม้ขน้ร้อยละ 3 ดงัภาพที� 22 
 
 
 
 
 

3.0 µm 
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ภาพที� 22  การทดสอบการสร้างเอนไซมแ์คตาเลสของแบคทีเรียกรดแลคติค 
 

จากการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีคุณสมบติัในการ
ยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC612 จาํนวน 51 ไอโซเลท พบวา่ทุกไอโซเลทเป็น
แบคทีเรียแกรมบวก และไม่สร้างเอนไซมแ์คตาเลส โดยสรุปลกัษณะต่างๆ ดงัตารางที� 12 

 
ตารางที� 12  คุณสมบติัของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดจ้ากตวัอยา่งทดสอบ 

 
ลาํดบั รหสั ลกัษณะโคโลนี การติดสีแกรม การทดสอบแคตาเลส 

1 L 8-7 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
2 L 8-8 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
3 L 8-9 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
4 L 8-10 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
5 L 8-11 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
6 L 8-12 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
7 L24-1 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
8 L24-2 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
9 L24-3 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 

10 L24-4 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
11 L24-5 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
12 L24-6 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
13 L24-7 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
14 L24-8 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 

 

LAB 

3% H2O2 ทาํซํ�าที� 2 
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ตารางที� 12  (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั ลกัษณะโคโลนี การติดสีแกรม การทดสอบแคตาเลส 
15 L24-9 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
16 L24-10 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
17 L24-11 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
18 L24-12 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
19 L40-1 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
20 L40-3 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
21 L40-5 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
22 L40-6 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
23 L40-7 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
24 L40-8 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
25 L40-10 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
26 L41-4 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
27 L41-7 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
28 L42-7 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
29 L42-9 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
30 L42-12 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
31 L43-1 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
32 L43-2 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
33 L43-3 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
34 L43-4 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
35 L43-5 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
36 L43-6 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
37 L43-9 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
38 L43-11 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
39 L43-12 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
40 L45-1 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
41 L45-4 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
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ตารางที� 12  (ต่อ) 
 

ลาํดบั รหสั ลกัษณะโคโลนี การติดสีแกรม การทดสอบแคตาเลส 
42 L45-8 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
43 L45-10 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
44 L45-11 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
45 L46-1 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
46 L46-3 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
47 L46-8 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
48 L46-9 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
49 L46-10 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
50 L42-12 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 
51 L47-2 สีขาวขุ่น กลมนูน ขอบเรียบ แกรมบวก - 

 
หมายเหตุ  - ไม่สามารถสร้างเอนไซมแ์คตาเลสได ้
 

จากการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ และการทดสอบเอนไซม์
แคตาเลส ทาํใหท้ราบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคทั�ง 51 ไอโซเลท จดัอยูใ่นสกุล Lactobacillus 
(Atanassova et al., 2003) ดงันั�นจึงเก็บรักษาเชื�อทุกไอโซเลทไวที้�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื�อเก็บ
เชื�อไวไ้ดน้านยิ�งขึ�น 
 

เนื�องจากแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของ 
C. albicans BCC6120 และมีความสามารถในเกาะติดพื�นผวิไดดี้ที�สุด จึงเป็นไอโซเลทที�ถูกเลือก
เพื�อใชจ้ดัจาํแนกในระดบัสปีชีส์ต่อไป 
 

4.3  การจดัจาํแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติคดว้ยชุดทดสอบ API 50 CHL Medium 
 

จากการตรวจสอบสมบติัการหมกัคาร์โบไฮเดรต 49 ชนิด โดยชุดทดสอบสาํเร็จรูป 
API 50 CHL แสดงผลการทดสอบดงัตารางที� 13 โดยไอโซเลท L47-2 สามารถสร้างกรดไดจ้ากการ
หมกั Amygdalin, Arbutin, Cellubiose, D-Turanose, D-Tagalose, Esculin, Fructose, Galactose, 
Glucose, Gluconate, Glucosamine, Inulin, Lactose, Maltose, Mannose, Mannitol, Melezitose,  
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N-Acetyl-Glucosamine, Ribose, Sorbitol, Salicin, Sucrose และ Trehalose ซึ� งเป็นแหล่งคาร์บอน
ได ้เมื�อนาํขอ้มูลดงักล่าวมาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม API 50 CHL V. 5.1 พบวา่ไอโซเลท L47-2 คือ
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ร้อยละ 99.9 แสดงดงัภาพภาคผนวก ค 
 
ตารางที� 13  ผลการหมกัคาร์โบไฮเดรตทั3ง 49 ชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 โดย 

 ชุดทดสอบสาํเร็จรูป API 50 CHL 
 

ลาํดบั คาร์โบไฮเดรต ผลการหมกั 
0 Control - 
1 Glycerol - 
2 Erythritol - 
3 D-Arabinose - 
4 L-Arabinose - 
5 Ribose + 
6 D-Xylose - 
7 L-Xylose - 
8 Adonitol - 
9 β-Methyl-D-Xyloside - 
10 Galactose + 
11 Glucose + 
12 Fructose + 
13 Mannose + 
14 Sorbose + 
15 Rhamnose - 
16 Dulcitol - 
17 Inositol - 
18 Mannitol + 
19 Sorbitol + 
20 α-Methyl-D-Mannoside - 
21 α-Methyl-D-Glucoside - 
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ตารางที� 13  (ต่อ) 
 

ลาํดบั คาร์โบไฮเดรต ผลการหมกั 
22 N-Acetyl-Glucosamine + 
23 Amygdalin + 
24 Arbutin + 
25 Esculin + 
26 Salicin + 
27 Cellubiose + 
28 Maltose + 
29 Lactose + 
30 Melibiose - 
31 Sucrose + 
32 Trehalose + 
33 Inulin + 
34 Melezitose + 
35 Raffinose - 
36 Starch - 
37 Glycogen - 
38 Xylitol - 
39 Gentiobiose - 
40 D-Turanose + 
41 D-Lyxose - 
42 D-Tagalose + 
43 D-Fucose - 
44 L-Fucose - 
45 D-Arabitol - 
46 L-Arabitol - 
47 Gluconate + 
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ตารางที� 13  (ต่อ) 
 

ลาํดบั คาร์โบไฮเดรต ผลการหมกั 
48 2-keto-gluconate - 
49 5-keto-gluconate - 

 
หมายเหตุ  + ใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้

- ใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนไม่ได ้
 

4.4  การวเิคราะห์หาลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA 
 

ความกา้วหนา้อยา่งรวดเร็วของเทคโนโลยกีารหาลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นสิ�งมีชีวิตส่งผล
ใหก้ารวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดจ์าํเพาะเป็นวธีิการมาตรฐานในการศึกษาความสัมพนัธ์ทาง
อนุกรมวธิานและสายววิฒันาการระหวา่งจุลินทรียช์นิดต่างๆ (Towner and Cockayne, 1993) การ
ระบุสายพนัธ์ุจุลินทรียโ์ดยการเปรียบเทียบลาํดบัเบสของยีน 16S rRNA เป็นวธีิที�ไดรั้บการยอมรับ
อยา่งกวา้งขวาง เนื�องจากเป็นวธีิการที�รวดเร็วและแม่นยาํ นอกจากนี�ยงัสามารถเพิ�มประสิทธิภาพได้
ดว้ยการใชร่้วมกบัเทคนิค PCR (Steffan and Atlas, 1988; Stackebrandt and Goodfellow, 1991) 
 

4.4.1  การสกดัดีเอน็เอของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 
 

สกดัดีเอน็เอของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ตามวธีิของ Zhou et al. 
(1996) จากนั�นตรวจสอบโดยวธีิอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสที�ความเขม้ขน้เจลร้อยละ 0.8 พบวา่
แบคทีเรียกรดแลคติคมีจีโนมิกส์ดีเอน็เอขนาดใหญ่กวา่ 21 กิโลเบส ดงัภาพที� 23 เมื�อนาํมาวเิคราะห์
ความเขม้ขน้และความบริสุทธ̀ิของดีเอน็เอโดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 230, 260 
และ 280 นาโนเมตร และคาํนวณความเขม้ขน้ของดีเอน็เอตามวธีิของ Sambrook et al. (1989) 
พบวา่ดีเอ็นเอที�สกดัไดจ้ากไอโซเลท L47-2 มีความเขม้ขน้ 445 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมี

อตัราส่วนระหวา่ง A260/280 เท่ากบั 1.94 แสดงวา่สารละลายดีเอ็นเอมีการปนเปื� อนของโปรตีนใน

ปริมาณนอ้ย และมีค่า A260/230 เท่ากบั 2.24 ซึ� งบ่งชี�วา่สารละลายดีเอ็นเอมี chloroform หรือสารเคมี
ชนิดอื�นปนเปื� อนในปริมาณตํ�า (Harnpicharnchai et al., 2007) จากอตัราส่วนดงักล่าวทาํใหท้ราบวา่
ดีเอ็นเอมีความบริสุทธ̀ิเพียงพอในการนาํไปใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบในการทาํปฏิกิริยา PCR ต่อไป 
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ภาพที� 23  ลกัษณะจีโนมิกส์ดีเอ็นเอที�ตรวจสอบดว้ย 0.8% agarose gel electrophoresis  

เลนที� 1:  ดีเอน็เอมาตรฐานของ Lambda DNA ที�ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI และ HindIII  
เลนที� 2:  Genomic DNA ของไอโซเลท L47-2 

 
4.4.2  การสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยเทคนิค PCR 

 
หลงัจากไดส้ารละลายดีเอน็เอที�มีความบริสุทธ̀ิจึงนาํไปเพิ�มปริมาณยีน 16S rRNA 

โดยอาศยัเทคนิค PCR จากไพรเมอร์ 27F และ 1389R โดยในชุด negative control มีนํ�าดีไอออไนซ์
ปราศจากเชื�อแทนดีเอน็เอตน้แบบ ผลการทดลองพบวา่ไดผ้ลิตภณัฑ ์PCR จาํนวน 1 แถบ มีขนาด
ประมาณ 1.4 กิโลเบส ซึ� งผลิตภณัฑ์ PCR ที�ควรไดมี้ขนาด 1,362 bp ใกลเ้คียงกบัขนาดยนี 16S rRNA 
ของแบคทีเรีย (Klijn et al., 1991) จากนั�นนาํชิ�นดีเอน็เอเป้าหมายมาทาํใหบ้ริสุทธ̀ิดว้ยชุดสกดั
สาํเร็จรูป GeneJETTM Gel Extraction และตรวจสอบดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิสที�ความ
เขม้ขน้เจลร้อยละ 1.2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร พบผลิตภณัฑ ์PCR มีความบริสุทธ̀ิมากขึ�น เมื�อเทียบ
กบัผลิตภณัฑ ์PCR ที�ไม่ไดผ้า่นการทาํใหบ้ริสุทธ̀ิ ดงัภาพที� 24 จากนั�นนาํผลิตภณัฑ ์PCR ที�บริสุทธ̀ิ
เชื�อมต่อกบัเวคเตอร์ในขั�นตอนต่อไป 
 
 

 1   2

bp 

564 

21,226 

5,148 
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947 
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ภาพที� 24  ลกัษณะดีเอ็นเอของชิ3นยนี 16S rRNA ทีMตรวจสอบดว้ย 1.2% agarose gel electrophoresis  

เลนที� 1: GeneRulerTM 1 kb DNA ladder ปริมาตร 0.7 ไมโครลิตร 
เลนที� 2: Purified PCR product (L47-2) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
เลนที� 3: Neative control ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

 
4.4.3  การโคลนดีเอ็นเอเป้าหมาย 

 

เชื�อมต่อดีเอ็นเอเป้าหมายกบัพลาสมิด pGEM®-T Easy Vector ที�ผา่นการตดั
ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI เนื�องจากบริเวณปลายของเวคเตอร์ชนิดนี� มีเบสไธมีนที�สามารถเขา้คู่
กบัเบสอะดีนีนที�อยูบ่ริเวณปลายของผลิตภณัฑ์ PCR ได ้นอกจากนี�ยงัประกอบดว้ยยีนตา้นยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน และยนี lacZ ซึ� งแสดงกิจกรรมของเอนไซม ์β-galactosidase ทาํใหส้ามารถ
คดัเลือกโคลนไดง่้าย หลงัจากถ่ายโอนพลาสมิดลูกผสมเขา้สู่เซลลเ์จา้บา้น E. coli สายพนัธ์ุ DH5α 
ที�มีสภาพเป็น competent cell ดว้ยวธีิ heat shock transformation จากนั�นนาํไปเพาะเลี�ยงบนอาหาร
แขง็ LB ที�มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน IPTG และ X-Gal เพื�อคดัเลือกโคลน โดยเซลลที์�ไดรั้บพลาสมิด 
ลูกผสมจะเจริญเป็นโคโลนีสีขาวบนอาหารคดัเลือก ส่วนเซลลที์�ไม่ไดรั้บชิ�นดีเอ็นเอเป้าหมายจะ
เจริญเป็นโคโลนีสีฟ้า เนื�องจากชิ�นดีเอ็นเอจะแทรกอยูบ่ริเวณยนี lacZ ทาํให้เซลลที์�ไดรั้บพลาสมิด 
ลูกผสมไม่สามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซม ์β-galactosidase ได ้ดงันั�นจึงไม่สามารถยอ่ย X-Gal 
ทาํใหไ้ดโ้คโลนีสีขาว (สุรินทร์, 2543) 
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จากนั�นนาํโคลนที�คดัเลือกไดม้าสกดัพลาสมิด เพืMอตรวจสอบชิ3นดีเอน็เอ
เป้าหมายโดยอาศยัเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoRI ผลการตดัดว้ยเอนไซมพ์บแถบดีเอน็เอ 2 แถบ คือ

แถบบนมีขนาดประมาณ 3.0 กิโลเบส ซึ� งเท่ากบัขนาดของเวคเตอร์ pGEM®-T Easy Vector (ภาพ
ภาคผนวกที� ค1) และแถบล่างมีขนาดประมาณ 1.4 กิโลเบส ซึ� งเท่ากบัขนาดของดีเอนเป้าหมาย 
แสดงดงัภาพที� 25 จากผลการทดลองดงักล่าวสามารถยนืยนัไดว้า่ โคลนที�คดัเลือกไดมี้ชิ�นดีเอน็เอ
เป้าหมายอยูจ่ริง จึงนาํพลาสมิดดีเอน็เอมาทาํใหบ้ริสุทธ̀ิ และนาํส่งวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทด์
ของชิ�นดีเอ็นเอเป้าหมายไปยงับริษทัไบโอดีไซน์ จาํกดั 

 
 

 
 
ภาพที� 25  การตดัพลาสมิดลูกผสมดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ EcoR I ตรวจผลดว้ย 1% agarose gel 

electrophoresis  
เลนที� 1: ดีเอน็เอมาตรฐาน GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder 
เลนที� 2: พลาสมิดลูกผสมจากโคลน L47-2 ที�ผา่นการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoR I 

เลนที� 3: พลาสมิด pGEM®-T Easy Vector 
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4.4.4  การวเิคราะห์ลาํดบัเบสของชิ�นยนี 16S rRNA 
 

ผลการวเิคราะห์ลาํดบัเบสของชิ�นยนี 16S rRNA โดยบริษทัไบโอดีไซน์ จาํกดั 
พบวา่ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 มีความยาวประมาณ 1.4 กิโลเบส จากนั�น
นาํลาํดบัเบสดงักล่าวมาเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของแบคทีเรียบนฐานขอ้มูล 
EzTaxon server version 2.1 (Chun et al., 2007) ผา่นเครือข่ายอินเทอร์เนต http://147.47.212.35: 
8080/2_identify.jsp 
 

ผลการวเิคราะห์พบวา่ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 มีความ
ใกลเ้คียงกบัลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของ Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ร้อยละ 
99.65 ผลการเปรียบเทียบลาํดบัความเหมือนใน 5 ลาํดบัแรก แสดงดงัตารางที� 14 โดยมีความ
คลา้ยคลึงกบัชิ�นยนี 16S rRNA ของ L. paracasei subsp. paracasei มากที�สุด โดยมี % identity 
แสดงการเปรียบเทียบลาํดบัเบสดงัภาพที� 23 
 
ตารางที� 14  การเปรียบเทียบลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 กบัลาํดบัเบสใน

ฐานขอ้มูล EzTaxon server version 2.1 
 

Strains Accession No. % Identity reference 
Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei ATCC 25302 (T) 

ACGY01000162 99.65 
Collins et al. 
(1989) 

Lactobacillus zeae ATCC 15820 (T) D86516 96.70 
Dicks et al. 
(1996) 

Lactobacillus casei ATCC 393 (T) AF469172 96.55 
Hansen and 
Lessel (1971) 

Lactobacillus rhamnosus JCM1136 (T) D16552 96.24 Hansen (1968) 
Lactobacillus saniviri YIT 12363 (T) AB602569 95.76 Oki et al. (2012) 

 
หมายเหตุ  T: Type strain 
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จากการนาํลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 เปรียบเทียบกบั
ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของสายพนัธ์ุอา้งอิงในสกุล Lactobacillus โดยใช ้Clastal W เพื�อ
ระบุสปีชีส์ที�ใกลชิ้ดกบัสายพนัธ์ุ L47-2 ผลดงัภาพที� 26 
 
CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment 
 

L47-2             AGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 59 

ACGY01000162      AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 59 

D86516            --------------------GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 39 

AF469172          ---------TCCTGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 50 

D16552            --------------------GRTSAACGCTSGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 39 

AB602569          -------GATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 52 

AB257864          -------------------------------------AGCCTAATACATGCAAGGTTCAA 23 

AF000162          AGAGTTTGATCATGGCTCAGGATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 59 

AF264701          -----------------CAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 42 

AB205055          ----TTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 55 

AB366389          AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 59 

AB262734          ---------ACATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 50 

ACGP01000200      AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 59 

AB262731          --------ATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 51 

AY733084          ---------------------ATGAACGCTGGCGGTATGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 38 

AY204893          ---------------------ACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAG-TCGAA 38 

                                                        **************** *  ** 

 

L47-2             CGAGTTCTCGTTGAT-GAT--CGGTGCTTGCACC---GAGATTCAAC-ATGGAACGAGTG 112 

ACGY01000162      CGAGTTCTCGTTGAT-GAT--CGGTGCTTGCACC---GAGATTCAAC-ATGGAACGAGTG 112 

D86516            CGAGTTTTGGTCGAT-GAA--CGGTGCTTGCATC---GTGATTCAAC-TTAAAACGAGTG 92 

AF469172          CGAGTTTTGGTCGAT-GAA--CGGTGCTTGCACT---GAGATTCGAC-TTAAAACGAGTG 103 

D16552            CGAGTTCTGATTATT-GAA--AGGTGCTTGCATC---TTGATTTAAT-TTTGAACGAGTG 92 

AB602569          CGAGTTCTGGTTAAT-GATGGCGGTGCTTGCACCA-ATAGATTTAACATTTGAACGAGTG 110 

AB257864          CGAGGNGTTGATGATTGACTGAGGTGCTTGCACCG-AAGGATTTTAT-TAACACCGAGTG 81 

AF000162          CGAGATTTTATTAATTGATTA-----CTT---CGG-TATGATTTTTC-TAAAATCGAGTG 109 

AF264701          CGCGTCTTGGTCAATGATTTTAGGTGCTTGCACTTGAATGATTTGACATTAAGACGAGTG 102 

AB205055          CGCGTCTCCGTTGATGATTTTAGGTGCTTGCACTTGAAAGATTTAACATTGAGACGAGTG 115 

AB366389          CGCGTCTTGGTTAAAGATTTTAGGTGCTTGCATTTAAATGATTTAACATTGAGACGAGTG 119 

AB262734          CGCGTCTTGGTTAATGATGTTAGGTGCTTGCATTTAACTGATTTAACATTGAGACGAGTG 110 

ACGP01000200      CGCGTCTTGGTCAATGAAGTTGAGTGCTTGCATTTAACTGATTTGACATTAAGACGAGTG 119 

AB262731          CGCGTCCCGGTTGATGAAGTTGAGTGCTTGCACTTGATTGATTCAACTTGGTGACGAGTG 111 

AY733084          CGCATTCTCGTTTTCGATTGAAGGTGCTTGCACTAGATTGAAAAAACATTGGAATGAGTG 98 

AY204893          CGCACTCTCGTTTA-GATTGAAGGAGCTTGCTCCTGATTGATAAA-CATTTGAGTGAGTG 96 

                  **                        ***          **              ***** 

 

L47-2             GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 171 

ACGY01000162      GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 171 

D86516            GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 151 

AF469172          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 162 

D16552            GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 151 

AB602569          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-AAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 169 

AB257864          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 140 

AF000162          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-TAAGTAGGGGATAACATTTGGAAA 168 

AF264701          GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGTAGAGGATAACACTTGGAAA 162 

AB205055          GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAA 175 

AB366389          GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCTTGAAGTAGGGGATAACACTTGGAAA 179 

AB262734          GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-GAAGTGGGGGATAACACTTGGAAA 169 

ACGP01000200      GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACTTGCCCC-GAAGCGGGGGATAACATTTGGAAA 178 

AB262731          GCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCC-GAAGCGGGGGATAACATTTGGAAA 170 

AY733084          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCA-AAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 157 

AY204893          GCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCT-AAAGTGGGGGATAACATTTGGAAA 155 

                  *** ** ********************* *****   ***  * ******** ******* 

 
ภาพที� 26  การเปรียบเทียบลาํดบัเบสของชิ�นยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 กบัลาํดบัเบสของ

ชิ�นยนี16S rRNA ของสายพนัธ์ุอา้งอิงในสกุล Lactobacillus โดยใช ้ClustalW 
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L47-2             CAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGT-- 229 

ACGY01000162      CAGATGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGT-- 229 

D86516            CAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGT-- 209 

AF469172          CAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTC- 221 

D16552            CAGATGCTAATACCGCATAAATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGT-- 209 

AB602569          CAGATGCTAATACCGCATAAATCTTGGAACCTCATGGTTCCAAGCTGAAAGATGGCGT-- 227 

AB257864          CAGATGCTAATACCGCATAAACCCTTAGACCACATGGTCTTTGGTTGAAAGATGGCGT-- 198 

AF000162          CAGATGCTAATACCGTATAAATCTCAGAAACACATGTTTCTGAGCTGAAAGGCGGCTTTC 228 

AF264701          CAGGTGCTAATACTGCATAACAACGAAAACCGCCTGGTTTTCGTTTGAAAGATGGCTTC- 221 

AB205055          CAGGTGCTAATACCGTATAACAACCAAAACCACCTGGTTTTGGTTTAAAAGACGGCTTC- 234 

AB366389          CAGGTGCTAATACCGTATAACAACTCAAACCACATGGTTTGAGTTTGAAAGATGGCTTC- 238 

AB262734          CAGGTGCTAATACCGCATAACAACGAAAACCACATGGTTTTCGTTTGAAAGATGGCTTC- 228 

ACGP01000200      CAGGTGCTAATACCGCATAACAACAAAAACCACATGGTTTTTGTTTAAAAGATGGTTTC- 237 

AB262731          CAGGTGCTAATACCGCATAACAACCAAAACCACCTGGTTTTGGTTTGAAAGACGGCTTC- 229 

AY733084          CAAATGCTAATACCGCATAATAGTTAGAACCGCATGGTTCTAATTTGAAAGATGGTTTC- 216 

AY204893          CAGATGCTAATACCGCATAAAACCTAACACCGCATGGTGTAGGGTTGAAAGATGGTTTC- 214 

                  **  ********* * ***         * * * ** *       * ****  **  *   

 

L47-2             AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC 289 

ACGY01000162      AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 289 

D86516            AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 269 

AF469172          AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 281 

D16552            AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 269 

AB602569          AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCAC 287 

AB257864          AAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCCTAC 258 

AF000162          GAGCTGTCGCTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCAC 288 

AF264701          -GGCTATCGCTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 280 

AB205055          -GGCTGTCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTAAGGTAACGGCCTAC 293 

AB366389          -GGCTGTCACTTTAGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 297 

AB262734          -GGCTGTCACTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 287 

ACGP01000200      -GGCTATCACTTTGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC 296 

AB262731          -GGCTGTCACTTTGGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCAC 288 

AY733084          -GGCTATCACTTTTGGATGGACCCGCGGCGTATTAGTTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCAC 275 

AY204893          -GGCTATCACTTTAGGATGGACCCGCGGTGCATTAGTTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCAC 273 

                    *** ** **** ************** * ***** * ****** ****** ***  ** 

 

L47-2             CAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 349 

ACGY01000162      CAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 349 

D86516            CAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 329 

AF469172          CAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 341 

D16552            CAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 329 

AB602569          CAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 347 

AB257864          CAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACG 318 

AF000162          CAAGGCAGTGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 348 

AF264701          CAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 340 

AB205055          CAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 353 

AB366389          CAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 357 

AB262734          CAAGGCCATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 347 

ACGP01000200      CAAGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 356 

AB262731          CAAGGCGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACG 348 

AY733084          CAAGACAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACG 335 

AY204893          CAAGACCGTGATGCATAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACACTGGGACTGAGACACG 333 

                  **** *  **** * ******* ******** * ********** *************** 

 

L47-2             GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 409 

ACGY01000162      GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 409 

D86516            GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 389 

AF469172          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 401 

D16552            GCCCAAACTC-TACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 388 

AB602569          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 407 

AB257864          GCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 378 

AF000162          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 408 

AF264701          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 400 

AB205055          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 413 

AB366389          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 417 

AB262734          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 407 

ACGP01000200      GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 416 

AB262731          GCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATG 408 

AY733084          GCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGAAAGCCTGATG 395 

AY204893          GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG 393 

                  ***** **** *********************************** ** *** ****** 

 

ภาพที� 26  (ต่อ) 
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L47-2             GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 469 

ACGY01000162      GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 469 

D86516            GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 449 

AF469172          GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 461 

D16552            GAGCAACGCCGCGTGAGTNAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 448 

AB602569          GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 467 

AB257864          GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 438 

AF000162          GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 468 

AF264701          GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 460 

AB205055          GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 473 

AB366389          GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 477 

AB262734          GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 467 

ACGP01000200      GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 476 

AB262731          GAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 468 

AY733084          GAGCAATACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 455 

AY204893          GAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGA 453 

                  ******  ********** * ***** ****** ************************** 

 

L47-2             ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 529 

ACGY01000162      ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 529 

D86516            ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 509 

AF469172          ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 521 

D16552            ATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 508 

AB602569          ACGTACGTGAGAGTAACTGTTCACGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 527 

AB257864          ACACGTTTGAGAGTAACTGTTCAGACGTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 498 

AF000162          ACACGTTTGAGAGTAACTGTTCAGACGTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 528 

AF264701          ACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 520 

AB205055          ACAGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 533 

AB366389          ACAGGTGTGAGAGTAACTGTTCACATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 537 

AB262734          ACAGGTGATAGAGTAACTGTTATCATCTTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 527 

ACGP01000200      ACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 536 

AB262731          ACGGGTGTCAGAGTAACTGTTGACATCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 528 

AY733084          ACGTATGTGATAGTAACTGATCATGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 515 

AY204893          ATGTATCTGATAGTAACTGATCAGGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAAC 513 

                  *        * ******** *       ******************************** 

 

L47-2             TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 589 

ACGY01000162      TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 589 

D86516            TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 569 

AF469172          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 581 

D16552            TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 568 

AB602569          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 587 

AB257864          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 558 

AF000162          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 588 

AF264701          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 580 

AB205055          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 593 

AB366389          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 597 

AB262734          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 587 

ACGP01000200      TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 596 

AB262731          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 588 

AY733084          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGT 575 

AY204893          TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT 573 

                  ***************************************** ****************** 

 

L47-2             AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG 649 

ACGY01000162      AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG 649 

D86516            AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG 629 

AF469172          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG 641 

D16552            AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAG 628 

AB602569          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTCAACCGAGGAAG 647 

AB257864          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAG 618 

AF000162          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAGGAAG 648 

AF264701          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 640 

AB205055          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 653 

AB366389          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 657 

AB262734          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 647 

ACGP01000200      AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 656 

AB262731          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAG 648 

AY733084          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTTGGCTCAACCAAGGAAG 635 

AY204893          AAAGCGAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAG 633 

                  ******************** *** **************** * **** ****   **** 

 
ภาพที� 26  (ต่อ) 
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L47-2             CGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 709 

ACGY01000162      CGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 709 

D86516            CGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 689 

AF469172          CGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 701 

D16552            TGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTNCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 688 

AB602569          TGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 707 

AB257864          TGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 678 

AF000162          TGCATCGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 708 

AF264701          TGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 700 

AB205055          TGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 713 

AB366389          TGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 717 

AB262734          GGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 707 

ACGP01000200      TGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 716 

AB262731          TGCATCGGAAACCGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 708 

AY733084          TGCATCGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 695 

AY204893          TGCATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGG 693 

                   *********** **   ******** ********************************* 

 

L47-2             TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 769 

ACGY01000162      TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 769 

D86516            TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 749 

AF469172          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 761 

D16552            TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 748 

AB602569          TGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 767 

AB257864          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 738 

AF000162          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 768 

AF264701          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACT 760 

AB205055          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 773 

AB366389          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 777 

AB262734          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 767 

ACGP01000200      TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACT 776 

AB262731          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACT 768 

AY733084          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 755 

AY204893          TGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACT 753 

                  ** **************************************************** **** 

 

L47-2             GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 829 

ACGY01000162      GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 829 

D86516            GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 809 

AF469172          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 821 

D16552            GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 808 

AB602569          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 827 

AB257864          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 798 

AF000162          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 828 

AF264701          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 820 

AB205055          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 833 

AB366389          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 837 

AB262734          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 827 

ACGP01000200      GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 836 

AB262731          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 828 

AY733084          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 815 

AY204893          GACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCC 813 

                  **************************** ******************************* 

 

L47-2             GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 889 

ACGY01000162      GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 889 

D86516            GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 869 

AF469172          GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 881 

D16552            GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 868 

AB602569          GTAAACGATGAATACTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 887 

AB257864          GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 858 

AF000162          GTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 888 

AF264701          GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 880 

AB205055          GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 893 

AB366389          GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 897 

AB262734          GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 887 

ACGP01000200      GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 896 

AB262731          GTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCAGCTAACGCAT 888 

AY733084          GTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 875 

AY204893          GTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAT 873 

                  *********** * *** **************************** ************* 
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L47-2             TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 949 

ACGY01000162      TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 949 

D86516            TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 929 

AF469172          TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 941 

D16552            TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 928 

AB602569          TAAGTATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 947 

AB257864          TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 918 

AF000162          TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 948 

AF264701          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 940 

AB205055          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 953 

AB366389          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 957 

AB262734          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 947 

ACGP01000200      TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 956 

AB262731          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 948 

AY733084          TAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 935 

AY204893          TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC 933 

                  **** * ***************************************************** 

 

L47-2             CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1009 

ACGY01000162      CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1009 

D86516            CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 989 

AF469172          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1001 

D16552            CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 988 

AB602569          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1007 

AB257864          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 978 

AF000162          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1008 

AF264701          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1000 

AB205055          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1013 

AB366389          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1017 

AB262734          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1007 

ACGP01000200      CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1016 

AB262731          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 1008 

AY733084          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGHACCTTACCAGGTC 995 

AY204893          CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTC 993 

                  ********************************** ** ******** ************* 

 

L47-2             TTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT-TCGGGGGCAAAATGACAGGT 1068 

ACGY01000162      TTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT-TCGGGGGCAAAATGACAGGT 1068 

D86516            TTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT-TCGGGGGCAAAATGACAGGT 1048 

AF469172          TTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT-TCGGGGGCAAAATGACAGGT 1060 

D16552            TTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCT-TCGGGGGCAAAATGACAGGT 1047 

AB602569          TTGACATCTTCTGCTATTCTAAGAGATTAGAAGTTCCCT-TCGGGGACAGAATGACAGGT 1066 

AB257864          TTGACATCCTATGCCAACCTGAGAGATCAGGCGTTCCCT-TCGGGGACATAGTGACAGGT 1037 

AF000162          TTGACATCCTATGCCAATCTGAGAGATCAGACGTTCCCT-TCGGGGACATAGTGACAGGT 1067 

AF264701          TTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACAGAATGACAGGT 1059 

AB205055          TTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACAGAATGACAGGT 1072 

AB366389          TTGACATCTTCTGCCAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACAGAATGACAGGT 1076 

AB262734          TTGACATCTTCTGCTAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACGGAATGACAGGT 1066 

ACGP01000200      TTGACATCTTCTGCTAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACGGAATGACAGGT 1075 

AB262731          TTGACATCTTCTGCTAACCTAAGAGATTAGGCGTTCCCT-TCGGGGACGGAATGACAGGT 1067 

AY733084          TTGACATCTAGCGCCAATCCTAGAGATAGGACGTTCCCT-TCGGGGACGCTAAGACAGGT 1054 

AY204893          TTGACATCCTTTGACCACTCTAGAGATAGAGCTTTCCCTCTCGGGGACAAAGTGACAGGT 1053 

                  ********    *        ******      * **** ****** *     ******* 

 

L47-2             GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1128 

ACGY01000162      GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1128 

D86516            GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1108 

AF469172          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1120 

D16552            GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1107 

AB602569          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1126 

AB257864          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1097 

AF000162          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1127 

AF264701          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1119 

AB205055          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1132 

AB366389          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1136 

AB262734          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1126 

ACGP01000200      GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1135 

AB262731          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1127 

AY733084          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1114 

AY204893          GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC 1113 

                  ************************************************************ 
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L47-2             AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1188 

ACGY01000162      AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1188 

D86516            AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTYAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1168 

AF469172          AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTGAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1180 

D16552            AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1167 

AB602569          AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAATCAGACTGCCGGTGACAA 1186 

AB257864          AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1157 

AF000162          AACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAA 1187 

AF264701          AACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAA 1179 

AB205055          AACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAA 1192 

AB366389          AACCCTTATTGTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGCAAGACTGCCGGTGACAA 1196 

AB262734          AACCCTTATTGTCAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTGGCGAGACTGCCGGTGACAA 1186 

ACGP01000200      AACCCTTATTGTCAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTGGCGAGACTGCCGGTGACAA 1195 

AB262731          AACCCTTATTGTCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGCGAGACTGCCGGTGACAA 1187 

AY733084          AACCCTTATTATTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAA 1174 

AY204893          AACCCTTATTACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAA 1173 

                  *********    ************* *************    **************** 

 

L47-2             ACCGGAGGGAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGGCCTGGGCTACACAC 1248 

ACGY01000162      ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1248 

D86516            ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1228 

AF469172          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1240 

D16552            ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1227 

AB602569          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1246 

AB257864          ACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1217 

AF000162          ACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1247 

AF264701          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1239 

AB205055          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1252 

AB366389          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1256 

AB262734          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1246 

ACGP01000200      ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1255 

AB262731          ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1247 

AY733084          ACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1234 

AY204893          ACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACAC 1233 

                  ******** ********* ************************** ************** 

 

L47-2             GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1308 

ACGY01000162      GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1308 

D86516            GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1288 

AF469172          GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1300 

D16552            GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1287 

AB602569          GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCAAAACCGCGAGGTTAAGCTAATCTCTTAAAG 1306 

AB257864          GTGCTACAATGGCCGGTACAACGAGTTGCGAACCCGCGAGGGTAAGCTAATCTCTTAAAG 1277 

AF000162          GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAACCCGCGAGGGCAAGCTAATCTCTTAAAG 1307 

AF264701          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1299 

AB205055          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1312 

AB366389          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1316 

AB262734          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1306 

ACGP01000200      GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAG 1315 

AB262731          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAAACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTGAAAG 1307 

AY733084          GTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGGGTAAGCTAATCTCTTAAAG 1294 

AY204893          GTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAA 1293 

                  ************  ************ ** *   *******   *********** ***  

 

L47-2             CCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1368 

ACGY01000162      CCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1368 

D86516            CCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1348 

AF469172          CCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1360 

D16552            CCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1347 

AB602569          CCATTCTCAGTCCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1366 

AB257864          CCGGTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1337 

AF000162          CCATTCTCAGTCCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1367 

AF264701          CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1359 

AB205055          CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1372 

AB366389          CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1376 

AB262734          CCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1366 

ACGP01000200      CCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1375 

AB262731          CCGTTCTCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGTTGGAATCGCTAGTAA 1367 

AY733084          CCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA 1354 

AY204893          CCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCCGGAATCGCTAGTAA 1353 

                  **  ******* **** ** **************** ** ****  ************** 
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L47-2             TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGT---- 1424 

ACGY01000162      TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1428 

D86516            TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1408 

AF469172          TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1420 

D16552            TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1407 

AB602569          TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1426 

AB257864          TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1397 

AF000162          TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1427 

AF264701          TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG------------------ 1401 

AB205055          TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1432 

AB366389          TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1436 

AB262734          TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1426 

ACGP01000200      TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1435 

AB262731          TCGTGGATCAGCATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1427 

AY733084          TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA 1414 

AY204893          TCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC------- 1406 

                  *** ********* *** ************************                   

 

L47-2             ------------------------------------------------------------ 

ACGY01000162      CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCT 1488 

D86516            CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCT 1468 

AF469172          CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCT 1480 

D16552            CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCT 1467 

AB602569          CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGGGTAACCTTTT--AGGAGCTAGCCGTCT 1484 

AB257864          CCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGGGTAACCTCTTTGAGGAGCTAGCCGTCT 1457 

AF000162          CCATGAGAATTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGGGTAACCTTTT--AAGAACTAGCCGTCT 1485 

AF264701          ------------------------------------------------------------ 

AB205055          CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTC---GGGGACCAGCCGTCT 1489 

AB366389          CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTC---GGGAACCAACCGTCT 1493 

AB262734          CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTC---GGGAACCAGCCGTCT 1483 

ACGP01000200      CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTC---GGGGGCCAGCCGTCT 1492 

AB262731          CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGAGGTAACCTTC---GGGGGCCAGCCGTCT 1484 

AY733084          CCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACTTC----GGGAGCCAGCCGCCT 1470 

AY204893          ------------------------------------------------------------ 

                                                                               

 

L47-2             ---------------------------------------- 

ACGY01000162      AAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1528 

D86516            AAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1508 

AF469172          AAGGTGGGACAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAG--- 1517 

D16552            AAGGTGGGNCAAATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1507 

AB602569          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1524 

AB257864          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1497 

AF000162          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1525 

AF264701          ---------------------------------------- 

AB205055          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1529 

AB366389          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1533 

AB262734          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1523 

ACGP01000200      AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCGTAACAAGGTA 1532 

AB262731          AAGGTGGGACAGATGATTAGGGTGAAGTCG---------- 1514 

AY733084          AAGGTGGGACAGATGATTAGG------------------- 1491 

AY204893          ---------------------------------------- 
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ภาพที� 26  (ต่อ) 
 

หมายเหตุ  ACGY01000162 คือ Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ATCC 25302T 
 D86516 คือ Lactobacillus zeae ATCC 15820T 
 AF469172 คือ Lactobacillus casei ATCC 393T 
 D16552 คือ Lactobacillus rhamnosus JCM 1136T 
 AB602569 คือ Lactobacillus saniviri YIT 12363T 
 AB257864 คือ Lactobacillus camelliae MCH3-1T 
 AF000162 คือ Lactobacillus manihotivorans OND 32T 
 AF264701 คือ Lactobacillus diolivorans JKD6T 
 AY733084 คือ Lactobacillus oligofermentans AMKR18T 
 ACGP01000200 คือ Lactobacillus hilgardii ATCC 8290T 
 AB205055 คือ Lactobacillus buchneri JCM 1115T 
 AB262731 คือ Lactobacillus farraginis NRIC 0676T 
 AB262734 คือ Lactobacillus parafarraginis NRIC 0677T 
 AB366389 คือ Lactobacillus rapi YIT 11204T 
 AY204893 คือ Lactobacillus sakei subsp. sakei DSM 20017T 

 
เมื�อนาํลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 เปรียบเทียบกบัลาํดบัเบส

ของยนี 16S rRNA ของสายพนัธ์ุอา้งอิงโดยใช ้ClustalW และนาํมาสร้างแผนภูมิตน้ไม ้
(Phylogenetic tree) โดยใชว้ิธี Neighbor-Joining พบวา่ไอโซเลทดงักล่าวใกลเ้คียงกบั L. paracasei 
subsp. paracasei และเมื�อนาํลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 เปรียบเทียบกบั
ลาํดบัเบสของสายพนัธ์ุอา้งอิงดว้ยโปรแกรม EzTaxon server 2.1 พบวา่มีความคลา้ยคลึงกนัร้อยละ 
99.65 แสดงดงัภาพที� 27 

 
จากการพิจารณาผลการวเิคราะห์ทางสัณฐานวทิยา ชีวเคมี คุณสมบติัการหมกั

คาร์โบไฮเดรต และการวเิคราะห์ลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 พบวา่มีความ
สอดคลอ้งกนั จึงสามารถระบุไดว้า่ไอโซเลท L47-2 อยูใ่นสปีชีส์ Lactobacillus paracasei subsp. 
paracasei 

 



 
 

 

 

   
ภาพที� 27  แผนภูมิตน้ไมข้องแบคทีเรียกรดแลคติค L47-2 กบัสายพนัธุ์อา้งอิงโดยใช ้neighbor-joining method ดว้ยโปรแกรม Mega4  

 (bootstrap test 1,000 replicates)
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99.65% 

L. rapi YIT 11204T (AB366389) 
L. diolivorans JKD6T (AF264701) 

B. subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T (ABQL01000001) 

L. hilgardii ATCC 8290T 
(ACGP01000200)L. farraginis NRIC 0676T 

L. parafarraginis NRIC 0677T 

L. buchneri JCM 1115T (AB205055) 

L. zeae ATCC 15820T (D86516) 
L. casei ATCC 393T (AF469172) 
L. rhamnosus JCM 1136T 

L. camelliae MCH3-1T 
L. manihotivorans OND 32T 

L. sakei subsp. sakei DSM 20017T 
(AY204893)

L. paracasei subsp. paracasei ATCC 25302T 
L47-2 

L. saniviri YIT 12363T 

L. oligofermentans AMKR18T 
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5.  การปรับปรุงสายพันธ์ุของแบคทเีรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ด้วยรังสีอลัตราไวโอเลต 

 
5.1  การหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายของเชื�อหลงัจากฉายรังสีอลัตราไวโอเลต 

 
จากการทดลองนาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัเลือกไดไ้อโซเลท L47-2 ฉายรังสี

อลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น 254 นาโนเมตร ที�ระยะเวลาต่างๆ พบวา่ ณ เวลา 0.5, 1, 2, 4 และ 6 
นาที มีเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายเท่ากบั 21.9, 10.6, 1.1, 0.1 และ 0 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั จากกราฟ
ความสัมพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายกบัระยะเวลาที�ไดรั้บรังสีอลัตราไวโอเลต แสดงดงั
ภาพที� 28 พบวา่มีเปอร์เซ็นตร์อดตายของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 หลงัจากฉายรังสี
อลัตราไวโอเลตเป็นระยะเวลา 1 นาที เท่ากบัร้อยละ 10.6  

 

 
 

ภาพที� 28  เปอร์เซ็นตก์ารรอดตายของเซลลแ์บคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ที�ผา่นการฉาย
รังสีอลัตราไวโอเลต ณ เวลาต่างๆ 

 
5.2  การคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายที�สามารถผลิตสารเมแทบอไลทย์บัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 

C. albicans BCC6120 โดยวิธีเททบั 
 

จากการเหนี�ยวนาํแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ใหเ้กิดการกลายดว้ยรังสี
อลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น 254 นาโนเมตร โดยมีระยะห่างจากจุดกาํเนิดแสง 50 เซ็นติเมตร 
เป็นระยะเวลา 1 นาที พบวา่เชื�อมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายร้อยละ 10.6 จากนั�นไดค้ดัเลือกเชื�อที�รอด
ตายมาทาํ replica plating เพื�อทดสอบความสามารถในการสร้างสารเมแทบอไลทย์บัย ั�งยสีต ์ 
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C. albicans BCC6120 โดยวิธีเททบั พบเชื�อสายพนัธ์ุกลายมีค่า CZ-CO นอ้ยกวา่หรือเท่ากบัสายพนัธ์ุ
ดั�งเดิม และบางสายพนัธ์ุสูญเสียฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ป แสดงวา่เชื�อที�รอดตายใน
กลุ่มนี�ไม่เกิดการกลาย หรืออาจเกิดการกลายขึ�นในยนีส่วนที�ควบคุมลกัษณะอื�นของเชื�อ ส่วนเชื�อที�
รอดตายจาํนวนสองสายพนัธ์ุ คือ L47-2UV10 และ L47-2UV116 มีค่า CZ-CO มากกวา่สายพนัธ์ุ
ดั�งเดิม โดยมีค่า CZ-CO มากกวา่ 9 มิลลิเมตร ดงัภาพที� 29 ซึ� งแสดงวา่เชื�อสองสายพนัธ์ุนี� มีการ
เปลี�ยนแปลงในส่วนที�ควบคุมการสร้างสารเมแทบอไลทที์�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans 
BCC6120 โดยสายพนัธ์ุกลายรหสั L47-2UV10 และ L47-2UV116 มีค่า CZ-CO สูงสุด คือ 12 และ 
13 มิลลิเมตร ตามลาํดบั ดงัตารางที� 15 ดงันั�นจึงนาํทั�งสองสายพนัธ์ุมาศึกษาการผลิตสารยบัย ั�งการ
เจริญดว้ยวธีิ agar well diffusion ต่อไป 
 

 
 
ภาพที� 29  การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุกลายที�สามารถผลิตสารเมแทบอไลทย์บัย ั�ง

การเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 โดยวธีิเททบั  
 A:   สายพนัธ์ุดั�งเดิม L47-2 
 B-I: สายพนัธ์ุกลายไอโซเลท L47-2 
 
 

A C 

I 

B 

D E F 

G H 
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ตารางที� 15  ค่าผลต่างระหวา่งขนาดของวงใสที�เกิดขึ�นรอบโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติค (clear 
zone diameter, CZ) และเส้นผา่นศูนยก์ลางโคโลนี (colony diameter, CO)  

 
แบคทีเรีย CZ-CO (หน่วยมิลลิเมตร)  

สายพนัธ์ุดั�งเดิม L47-2 9 
สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 12 
สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 13 

 

จากการทดสอบความสามารถในการสร้างสารเมแทบอไลทย์บัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 
C. albicans BCC6120 ดว้ยวิธี agr well diffusion เปรียบเทียบกนัระหวา่งสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสาย
พนัธ์ุกลาย พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 และ L47-2UV116 มีขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลางของวงใสกวา้งกวา่สายพนัธ์ุดั�งเดิมอยา่งเห็นไดช้ดั แสดงดงัภาพที� 30-31 
 

 
 

ภาพที� 30  การศึกษาคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจิรญของยีสต ์C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรีย  
 กรดแลคติคสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 โดยวธีิ agar well diffusion 

 A:  สายพนัธ์ุดั�งเดิม L47-2 มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 11 มิลลิเมตร 

 B:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 มีเส้นผา่นศูนย ์14 มิลลิเมตร 
 
 

A B 
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ภาพที� 31  การศึกษาคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของยีสต ์C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรีย  

 กรดแลคติคสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 โดยวธีิ agar well diffusion 

 C:  สายพนัธ์ุดั�งเดิม L47-2 มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 11 มิลลิเมตร 
 D:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 มีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 15 มิลลิเมตร 

 
จากการฉายรังสีอลัตราไวโอเลตแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ทาํใหมี้การ

เปลี�ยนแปลงเกิดขึ�นโดยเฉพาะการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ที�มีฤทธ̀ิเพิ�มขึ�น 
แต่อาจมีผลทาํใหล้กัษณะอื�นเปลี�ยนแปลงไป เช่น การเกาะติดพื�นผวิ ดงันั�นจึงไดท้ดสอบคุณสมบติั
ในการเกาะติดพื�นผวิของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 เปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุกลาย  
L47-2UV10 และ L47-2UV116 พบวา่สายพนัธ์ุกลายทั�งสองยงัคงสามารถเกาะติดพื�นผิวไดดี้
เหมือนกบัสายพนัธ์ุดั�งเดิม สังเกตไดจ้ากอาหารเลี�ยงเชื�อมีลกัษณะใส เนื�องจากเซลลแ์บคทีเรียเกาะ 
ที�ผวิแท่งไมไ้ผ ่และผวิดา้นในหลอดทดลอง ดงัภาพที� 32 ซึ� งทั�งสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย 
มีการเกาะติดพื�นผิวในวนัที�สองของการเพาะเลี�ยง และสามารถเกาะติดพื�นผิวไดน้านกวา่ 5 วนั  
ดงัตารางที� 16 โดยสังเกตการเกาะติดพื�นผวิของเชื�อนบัตั�งแต่วนัที� 1 จนถึงวนัที� 7 (ภาพภาคผนวก ง) 
 
 
 
 

C D 
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ภาพที� 32  การเกาะติดพื�นผวิของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS ที�มีแท่งไม้
ไผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางหลงัจากเพาะเลี�ยงเป็นเวลา 5 วนั 
หลอดทดลองที� 1:  ไอโซเลท L47-2  
หลอดทดลองที� 2:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 
หลอดทดลองที� 3:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 
หลอดทดลองที� 4:  แบคทีเรียกรดแลคติคที�ไม่เกาะติดผวิแท่งไมไ้ผ ่
หลอดทดลองที� 5:  อาหาร MRS ที�ไม่ผา่นการเลี�ยงเชื�อ 

 

ตารางที� 16  คุณสมบติัในการเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุดั�งเดิม 
และสายพนัธ์ุกลาย 

 

ไอโซเลท 
ระยะเวลาที�เริ�มเกาะติด

พื�นผวิ (วนั) 
จาํนวนวนัที�เกาะติด

พื�นผวิ (วนั) 
การคงสภาพการเกาะติด 

L47-2 2 >5 มาก 
L47-2UV10 2 >5 มาก 
L47-2UV116 2 >5 มาก 
 

1     2        3         4            5  
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การกลาย (Mutation) เป็นการเปลี�ยนแปลงที�เกิดขึ�นในสายพนัธุกรรมหรือยนี ทาํให้
เกิดการแสดงออกของลูกหลานผดิไปจากสายพนัธ์ุเดิม การกลายมี 2 แบบ คือ การกลายที�เกิดขึ�นเอง
ตามธรรมชาติ (Spontaneous mutation) มีอตัราการเกิดระหวา่ง 10-5 ถึง 10-10 ต่อเซลลต่์อรุ่น และการ
กลายที�เกิดขึ�นโดยการเหนี�ยวนาํ (Induced mutation) เป็นการเร่งใหเ้กิดการกลายในอตัราที�สูงขึ�นทาํ
ไดโ้ดยใชรั้งสีอตัราไวโอเลต รังสีเอกซ์ รังสีแกมมา และสารเคมี ซึ� งอาจทาํใหเ้กิดการกลายใน
ลกัษณะที�มีประโยชน์หรือโทษต่อสิ�งมีชีวตินั�นๆ เช่น การเหนี�ยวนาํใหแ้บคทีเรีย Streptomyces 

fradiae เกิดการกลายดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต เพื�อใหมี้ความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะ 
tylosin ไดม้ากขึ�น (Khaliq et al., 2009) 

 
แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 สามารถผลิตสารเมแทบอไลทแ์ละปล่อยออกมา

ภายนอกเซลล ์ซึ� งมีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ฤทธ̀ิดงักล่าวมีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตโ์ดยมีวงใสของการยบัย ั�งเท่ากบั 9.0 มิลลิเมตร และเมื�อเปรียบเทียบกบั
งานวจิยัของ Atanassova ในปี 2003 ที�คดัแยก L. paracasei subsp. paracasei สายพนัธ์ุ M3 ที�สามารถ
ผลิตสารยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans NBIMCC 72 ไดโ้ดยมีวงใสของการยบัย ั�งเท่ากบั 12 มิลลิเมตร 
ซึ� งฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของยสีตข์องไอโซเลท L47-2 มีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่ ดงันั�นจึงไดน้าํ 
ไอโซเลท L47-2 มาปรับปรุงลกัษณะดงักล่าวโดยเหนี�ยวนาํใหเ้กิดการกลายดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต
เพื�อเพิ�มประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตใ์หสู้งขึ�น ดงัที�เคยมีการรายงานเกี�ยวกบัการ
เหนี�ยวนาํ Streptomyces fradiae ดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตเพื�อใหมี้ความสามารถในการผลิต 
สารปฏิชีวนะ tylosin ไดม้ากขึ�น (Khaliq et al., 2009) โดยมีรายงานวา่รังสีอลัตราไวโอเลตมีผลต่อ 
thymine dimer ซึ� งมีผลทาํใหเ้บสมีโครงสร้างเปลี�ยนแปลงไปไม่สามารถทาํหนา้ที�เป็นตน้แบบ 
ในการสร้างดีเอน็เอสายใหม่ได ้ทาํใหส้ายดีเอน็เอที�สร้างขึ�นใหม่มีเบสที�เขา้คู่กบัตาํแหน่งดงักล่าว
ผดิพลาด ซึ� งมีความจาํเพาะต่อการเกิดการกลายที�ตาํแหน่งของเบส purine (ภทัรชยั, 2549) ซึ� งทาํให้
เกิดการกลายของแบคทีเรียได ้จากการศึกษาดงักล่าวสามารถคดัเลือกแบคทีเรียสายพนัธ์ุกลายได้
จาํนวน 2 ไอโซเลท ซึ� งแสดงฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของยีสต ์C. albicans BCC6120 ไดดี้กวา่
แบคทีเรียสายพนัธ์ุดั�งเดิม 

 
แบคทีเรียสายพนัธ์ุกลายที�คดัเลือกไดย้งัคงมีลกัษณะโคโลนีที�เหมือนกบัไอโซเลท 

L47-2 คือ มีโคโลนีสีขาวขุ่น ขอบเรียบ กลมนูน และยงัคงมีความสามารถในการเกาะติดพื�นผวิที�
เหมือนกนั แต่มีการเปลี�ยนแปลงลกัษณะบางประการคือ ฤทธ̀ิการยบัย ั�งการเจริญของยีสต ์ 
โดยพบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 และ L47-2UV116 ที�ถูกทาํใหเ้กิดการกลายดว้ย 
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รังสีอลัตราไวโอเลตสามารถผลิตสารเมแทบอไลทที์�มีฤทธ̀ิยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans 
BCC6120 ไดดี้ที�สุด จากการทดสอบดว้ยวธีิเททบั และ agar well diffusion เนื�องจาก 
รังสีอลัตราไวโอเลตอาจทาํใหเ้กิดการกลายในส่วนที�ทาํใหแ้บคทีเรียมีการปลดปล่อยชีวสารออกมา
ภายนอกเซลลไ์ดง่้าย นอกจากนี�ยงัมีรายงานการเหนี�ยวนาํแบคทีเรียกรดแลคติค L. gasseri  
ดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตเพื�อใหท้นต่อโซเดียมคลอไรดแ์ละโซเดียมไนไตรทไ์ดม้ากขึ�น เพื�อใชใ้น
กระบวนการหมกัเนื�อสัตว ์(Arihara and Makoto, 2000) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
1.  ผลการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากตวัอยา่งทดสอบ เช่น ดิน ดอกไม ้เงาะ สับปะรด 

แตงโม หน่อไมด้อง ผกักาดดอง แหนม กากถั�วเหลือง ปลาร้า และนํ�าทิ�งจากโรงนม รวมทั�งหมด 46 
ตวัอยา่ง โดยเพาะเลี�ยงบนอาหารแข็ง MRS พบวา่มีจาํนวนแบคทีเรียกรดแลคติคอยูใ่นช่วง 104-107 

โคโลนีต่อกรัมตวัอยา่งทดสอบ โดยพบแบคทีเรียกรดแลคติคในตวัอยา่งอาหารที�แยกไดจ้ากกากถั�ว
เหลืองและแหนมมากที�สุด จากนั�นไดค้ดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคไวจ้าํนวน 552 ไอโซเลท เพื�อ
ทดสอบการสร้างสารยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 โดยวธีิเททบั (overlay method) 
และ agar well diffusion ตามลาํดบั 
 

2.  การทดสอบการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ของแบคทีเรียกรดแลคติค
ดว้ยวธีิเททบั พบแบคทีเรียกรดแลคติคจาํนวน 51 ไอโซเลท ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ  
C. albicans BCC612ได ้คิดเป็นร้อยละ 9.24 ของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัแยกไดท้ั�งหมด โดยผล
จากการทดสอบพบแบคทีเรียกรดแลคติคจาํนวน 10 ไอโซเลทที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งยสีต ์C. albicans 
BCC6120 ไดม้ากกวา่ 3 มิลลิเมตร คือ L8-7, L8-10, L24-2, L24-10, L40-6, L40-10, L41-7, L45-11, 
L46-3 และ L47-2  
 

3.  เมื�อนาํแบคทีเรียกรดแลคติคที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 
จาํนวน 10 ไอโซเลทมาทดสอบดว้ยวธีิ agar well diffusion โดยเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคทั�ง
ในอาหารเหลว TGE และ MRS พบวา่ส่วนใสที�เพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคในอาหารเหลว TGE 
ไม่สามารถยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ได ้ในขณะที�ส่วนใสของแบคทีเรียกรดแลคติค
ที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS สามารยบัย ั�งการเจริญของ C. albicans BCC6120 ไดท้ั�งหมด  
สรุปไดว้า่ฤทธ̀ิของการยบัย ั�งนั�นเป็นผลมาจากกรดอินทรียโ์ดยเฉพาะกรดแลคติค เนื�องจากใน
อาหารเหลว TGE มีนํ�าตาลกลูโคสร้อยละ 1 ซึ� งมีผลทาํใหแ้บคทีเรียกรดแลคติคสร้างกรดแลคติคได้
นอ้ย ทาํใหค่้า pH ของอาหารเลี�ยงเชื�อเป็นกรดนอ้ยลง และมีผลทาํใหฤ้ทธ̀ิของการการยบัย ั�งการ
เจริญของยสีตห์ายไป 
 

4.  เมื�อนาํส่วนใสจากการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคในอาหารเหลว MRS จาํนวน 10 
ไอโซเลทที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีตไ์ดม้ากกวา่ 3 มิลลิเมตร คือ ไอโซเลท L8-7, L8-10, 
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L24-2, L24-10, L40-6, L40-10, L41-7, L45-11, L46-3 และ L47-2 มาปรับ pH เป็น 3, 5, 7, 9 และ 
11 ดว้ย 1 N HCl และ 1 N NaOH ก่อนทดสอบการยบัย ั�งยสีตด์ว้ยวธีิ agar well diffusion พบวา่เมื�อ
ปรับ pH เป็น 3 ฤทธ̀ิของการยบัย ั�งเพิ�มขึ�นจากเดิมเล็กนอ้ย แต่ที� pH 5, 7, 9 และ 11 ฤทธ̀ิของการ
ยบัย ั�งจะค่อยๆ ลดลง และหายไปตามลาํดบั ในขณะที�อาหารเหลว MRS ที�ปรับ pH ดงักล่าวไม่พบ
วงใสเกิดขึ�น ดงันั�นฤทธ̀ิของการยบัย ั�งอาจเกิดจากกรดอินทรีย ์และ/หรือชีวสารอื�นๆ ซึ� งมีการทาํงาน
ร่วมกนัทาํใหเ้มื�อ pH เปลี�ยนไป สารเหล่านั�นจึงสูญเสียฤทธ̀ิของการยบัย ั�งไปดว้ย 
 

5.  จากการทดสอบการเกาะติดพื�นผิวของแบคทีเรียกรดแลคติคทั�ง 51 ไอโซเลท เพื�อคดัเลือก
ไอโซเลทที�สามารถเกาะติดพื�นผวิไดดี้ที�สุด โดยเพาะเลี�ยงแบคทีเรียกรดแลคติคในอาหารเหลว 
MRS ที�มีแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลาง และบ่มเป็นเวลา 5 วนั พบแบคทีเรียกรดแลคติค
สามารถเกาะติดผิวแท่งไมไ้ผแ่ละผวิหลอดทดลองไดจ้าํนวน 2 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท L46-3 และ 
L47-2 ที�แยกไดจ้ากหน่อไมด้องเช่นเดียวกนั เมื�อเปรียบเทียบทั�งสองไอโซเลทแลว้พบวา่ L47-2 มี
การเกาะติดพื�นผิวไดดี้ที�สุด 
 

6.  จากการจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 โดยศึกษาลกัษณะสัณฐาน
วทิยา ชีวเคมี และการใชชุ้ดทดสอบ API 50 CHL Medium พบวา่สามารถสร้างกรดไดจ้ากการหมกั
โดยใช ้Amygdalin, Arbutin, Cellubiose, D-Turanose, D-Tagalose, Esculin, Fructose, Galactose, 
Glucose, Gluconate, Glucosamine, Inulin, Lactose, Maltose, Mannose, Mannitol, Melezitose,  
N-Acetyl-Glucosamine, Ribose, Sorbitol, Salicin, Sucrose และ Trehalose เป็นแหล่งคาร์บอนได ้
เมื�อนาํขอ้มูลดงักล่าวมาวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม API 50 CHL V. 5.1 พบวา่ไอโซเลท L47-2 คือ 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 
 

7.  เมื�อนาํลาํดบัเบสของชิ�นยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 
เปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของสายพนัธ์ุอา้งอิงโดยใช ้ClustalW และนาํมาสร้าง
แผนภูมิตน้ไมโ้ดยใชว้ธีิ Neighbor-Joining พบวา่ไอโซเลท L47-2 ใกลเ้คียงกบั L. paracasei subsp. 
paracasei มากที�สุด และเมื�อนาํลาํดบัเบสของยนี 16S rRNA ของไอโซเลท L47-2 เปรียบเทียบกบั
ลาํดบัเบสของสายพนัธ์ุอา้งอิงดว้ยโปรแกรม EzTaxon server 2.1 พบวา่มีความคลา้ยคลึงกนัร้อยละ 
99.65 
 

8.  การหาเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายหลงัจากฉายรังสีอลัตราไวโอเลตความยาวคลื�น 254  
นาโนเมตร ที�ระยะเวลาต่างๆ พบวา่ ณ เวลา 0.5, 1, 2, 4 และ 6 นาที พบวา่หลงัจากจากเซลล์
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แบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2 ไดรั้บรังสีอลัตราไวโอเลตมีเปอร์เซ็นตก์ารรอดตายเท่ากบั
ร้อยละ 21.9, 10.6, 1.1 และ 0.1 และ 0 ตามลาํดบั จากกราฟความสัมพนัธ์ระหวา่งเปอร์เซ็นตก์าร
รอดตายกบัระยะเวลาที�ไดรั้บรังสีอลัตราไวโอเลต พบวา่เปอร์เซ็นตร์อดตายของแบคทีเรียกรดแลคติค
หลงัจากฉายรังสีอลัตราไวโอเลตเท่ากบัร้อยละ 10.6 ณ เวลา 1 นาที จึงเลือกระยะเวลาดงักล่าวเพื�อ
ทดสอบในขั�นตอนต่อไป 
 

9.  จากการเหนี�ยวนาํไอโซเลท L47-2 ใหเ้กิดการกลายดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลต พบวา่
สามารถคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติคสายพนัธ์ุกลายไดจ้าํนวน 2 สายพนัธ์ุที�มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการ
เจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 เพิ�มขึ�นโดยวธีิเททบัคือ L47-2UV10 และ L47-2UV116 โดยมี
ค่า CZ-CO มากกวา่สายพนัธ์ุดั�งเดิม คือ 12 และ 13 มิลลิเมตร ตามลาํดบั ในขณะที�สายพนัธ์ุดั�งเดิม มี
ค่า CZ-CO เท่ากบั 9.0 มิลลิเมตร 
 

10.  จากการทดสอบการสร้างสารยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 ดว้ยวิธี 
agr well diffusion เปรียบเทียบระหวา่งสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลาย พบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุ
กลาย L47-2UV10 และ L47-2UV116 มีเส้นผา่นศูนยก์ลางของวงใสกวา้งกวา่สายพนัธ์ุดั�งเดิมอยา่ง
ชดัเจน 
 

11.  การทดสอบความสามารถในการเกาะติดพื�นผิวของไอโซเลท L47-2 สายพนัธ์ุกลาย 
L47-2UV10 และ L47-2UV116 พบวา่สายพนัธ์ุกลายทั�งสองยงัคงสามารถเกาะติดพื�นผิวไดดี้
เหมือนกบัสายพนัธ์ุดั�งเดิม สังเกตไดจ้ากอาหารเลี�ยงเชื�อมีลกัษณะใส เนื�องจากเซลลแ์บคทีเรียเกาะ 
ที�ผวิแท่งไมไ้ผแ่ละผวิหลอดทดลอง ซึ� งทั�งสายพนัธ์ุดั�งเดิมและสายพนัธ์ุกลายมีการเกาะติดพื�นผวิ
ของเชื�อในวนัที�สองของการเพาะเลี�ยง และสามารถเกาะติดพื�นผวิไดดี้นานกวา่ 5 วนั  
 

ข้อเสนอแนะ 
 

1.  การทดลองนี� เป็นเพียงจุดเริ�มตน้ของการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติคจากดอกไม ้ดิน 
ผลไมส้ด และอาหารหมกัดองชนิดต่างๆ ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์C. albicans BCC6120 
ได ้ต่อไปควรศึกษาคุณสมบติัของการนาํไปใชเ้ป็นโปรไบโอติกส์ในมนุษย ์เนื�องจากแบคทีเรีย 
กรดแลคติคส่วนใหญ่มีคุณสมบติัในการเป็นโปรไบโอติกส์ได ้
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2.  ควรศึกษาความสามารถในการยบัย ั�งแบคทีเรียก่อโรคอื�นๆ เช่น เชื�อก่อโรคที�เป็นสาเหตุ
ทาํใหอ้าหารเน่าเสีย และ/หรือการศึกษาสารสาํคญัจากแบคทีเรียกรดแลคติคที�ไดเ้พื�อนาํไปใชใ้น
อุตสาหกรรมอาหาร เป็นตน้ 
 

3.  ควรศึกษาลกัษณะการเกาะติดพื�นผวิของแบคทีเรียกรดแลคติคที�คดัเลือกไดบ้นวสัดุชนิด
อื�น เช่น แท่งพลาสติกเปรียบเทียบกบัแท่งไมไ้ผ ่เป็นตน้ 
 

4.  ควรศึกษาลกัษณะโครงสร้างของแบคทีเรียกรดแลคติคภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) เพื�อให้เห็นโครงสร้างที�แบคทีเรียกรดแล
คติคใชใ้นการเกาะติดพื�นผวิ 
 

5.  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 และ L47-2UV116 มีฤทธ̀ิในการยบัย ั�งการเจริญของยสีต ์ 
C. albicans BCC6120 สูงกวา่สายพนัธ์ุดั�งเดิม และยงัคงมีคุณสมบติัในการเกาะติดพื�นผวิไดดี้ 
ดงันั�นจึงควรศึกษาเพิ�มเติมถึงคุณสมบติัอื�นๆ เพื�อนาํไปพฒันาเป็นสารออกฤทธ̀ิทางชีวภาพทดแทน
การใชส้ารเคมีสังเคราะห์ในอนาคตต่อไป 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเลี�ยงเชื�อ 
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1.  De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) 
 

Peptone      10     กรัม 
Beef extract     10    กรัม 
Yeast extract     5.0    กรัม 
Dextrose     20     กรัม 
Polysorbate 80     1.0    กรัม 
Ammonium citrate    2.0    กรัม 
Sodium acetate     5.0    กรัม 
Magnesium sulfate    0.1   กรัม 
Manganese sulfate    0.05  กรัม 
Dipotassium phosphate    2.0    กรัม 

 
เติมนํ�ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร นึ� งฆ่าเชื�อดว้ยเครื�อง autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 12 นาที  
 
หมายเหตุ  การเตรียมอาหารแขง็ตอ้งเติมผงวุน้ร้อยละ 1.5  
 
2.  Sabouraud Dextrose broth (SDB) 
 

 Peptone     20 กรัม 
 Dextrose     40 กรัม 

 
เติมนํ�ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร นึ� งฆ่าเชื�อดว้ยเครื�อง autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
หมายเหตุ  การเตรียมอาหารแขง็ตอ้งเติมผงวุน้ร้อยละ 1.5 
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3.  Tryptone Glucose Extract (TGE)  
 

Tryptone     10 กรัม 
Yeast extract     10 กรัม 
Glucose      10 กรัม 
Magnesium sulfate    0.01 กรัม 
Manganese sulfate    0.01 กรัม 
Tween 80     2-3 หยด 

 
เติมนํ�ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร นึ� งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที  
 
หมายเหตุ  การเตรียมอาหารแขง็ตอ้งเติมผงวุน้ร้อยละ 1.5  
 
4.  Luria-Burtani (LB) medium 
 

Peptone      10.0  กรัม 
Yeast extract     5.0  กรัม 
Sodium Chloride    10.0  กรัม 

 
เติมนํ�ากลั�นปริมาตร 1 ลิตร นึ� งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส  

ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที 
 
หมายเหตุ  การเตรียมอาหารแขง็ตอ้งเติมผงวุน้ร้อยละ 1.5  
 
5.  LB agar/ampicillin/IPTG/X-gal 
 

นาํอาหารแขง็ LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร อุณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส ผสม 
stock solution ของยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนั แลว้เทลงจานเพาะเชื�อ  
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ปิเปตสารละลาย IPTG ปริมาตร 40 ไมโครลิตร และ X-gal ปริมาตร 40 ไมโครลิตร จาก 
stock solution ลงบนผวิหนา้อาหารแขง็ LB plate จากนั�นกระจายใหท้ั�วผวิหนา้จนสารละลายซึมเขา้
สู่เนื�อวุน้ ตั�งไวใ้หผ้วิหนา้อาหารแหง้ก่อนนาํไปใช ้
 
6.  Super optial broth added glucose (SOC) medium 
 

Tryptone      2.0  กรัม 
Yeast extract      0.5  กรัม 
1 M NaCl      1.0  มิลลิลิตร 
1 M KCl      0.25  มิลลิลิตร 
2 M Mg2+      1.0  มิลลิลิตร 
2 M glucose      1.0  มิลลิลิตร 

 
นึ�งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว 

เป็นเวลา 15 นาที จากนั�นรอใหอุ้ณหภูมิประมาณ 45-50 องศาเซลเซียส แลว้เติม  
2 M Mg2+ และ 2 M glucose 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมี 
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1.  Lysozyme solution (50 mg/ml) 
 

Lysozyme      50  มิลลิกรัม 
TE buffer (10 mM, pH 8.0)    1  มิลลิลิตร 

 
ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 
2.  10 % SDS 
 

Sodium dodecyl sulfate     2  กรัม  
Distilled water      20  มิลลิลิตร 

 
ทาํใหป้ราศจากเชื�อโดยการกรองผา่นเมมเบรนที�มี pore size ขนาด 0.45 ไมโครเมตร เก็บที�

อุณหภูมิหอ้ง 
 

3.  10X Tris-Borate-EDTA buffer (TBE) pH 8.0 
 

Trizma base      108  กรัม  
Boric acid      55  กรัม  
EDTA       7.4  กรัม  
NaOH       1.0  กรัม  
Distilled water      1,000  มิลลิลิตร 

 
นึ�งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว 

เป็นเวลา 15 นาที เก็บที�อุณหภูมิหอ้ง 
 
4.  Tris-EDTA buffer (TE; 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0)  
 

Tris-HCl (1 M, pH 8.0)     10  มิลลิลิตร  
EDTA (0.5 M, pH 8.0)     2  มิลลิลิตร  
Distilled water      1,000  มิลลิลิตร  
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นึ�งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว 
เป็นเวลา 15 นาที เก็บที�อุณหภูมิหอ้ง 
 
5.  Alkaline Lysis Solution I 
 

Dextrose     0.99 กรัม 
1 M Tris-Cl (pH 8.0)    2.5 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA (pH 8.0)    2 มิลลิลิตร 

 
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร นาํนึ�งฆ่าเชื�อดว้ยเครื�อง autoclave ที�อุณหภูมิ 121  

องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว เป็นเวลา 15 นาที เก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
6.  Alkaline Lysis Solution II 
 

0.4 N NaOH     100 ไมโครลิตร 
2% (w/v) SDS     100 ไมโครลิตร 

 
เตรียมใชใ้นทนัทีที�อุณหภูมิห้อง 

 
7.  Alkaline Lysis Solution III 
  

5 M potassium acetate    60 มิลลิลิตร 
Glacial acetic acid    11.5 มิลลิลิตร 
Distilled water     28.5 มิลลิลิตร 

 
นึ�งฆ่าเชื�อดว้ย autoclave ที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิ�ว 

เป็นเวลา 15 นาที เก็บที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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8.  X-Gal stock solution (40 mg/ml)  
 

X-gal      0.4 กรัม 
Dimethylformamide    10 มิลลิลิตร 

 
แบ่งใส่ eppendorf หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บใหพ้น้แสง ที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
9.  0.1 M IPTG stock solution  
 
 IPTG      0.238 กรัม 
 Deionized water     10 มิลลิลิตร 
 

กรองผา่นเมมเบรนที�มี pore size ขนาด 0.45 ไมโครเมตร แบ่งใส่ eppendorf หลอดละ 1 
มิลลิลิตร เก็บที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
10.  3% hydrogen peroxide solution 
 35% ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์   8.6 กรัม 
 Distilled water     100 มิลลิลิตร 
 
11.  Stock ethidium bromide 

Ethidium bromide     1  กรัม 
Distilled water     100 มิลลิลิตร 
 
นาํใส่ขวดสีชา เก็บที�อุณหภูมิหอ้ง 

 
12.  0.8 % agarose gel  

Agarose      0.16 กรัม 
0.5X TBE buffer     20 มิลลิลิตร  
 
หลอม agarose ใหล้ะลาย ตั�งไวใ้หส้ารละลาย agarose อุ่น จากนั�นเทใส่ถาดเจล 
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1.  ความเขม้ขน้ของ agarose 
 

ดีเอ็นเอจะเคลื�อนที�ผา่นรูผา่น (pore) ภายในเจล ถา้รูพรุนมีขนาดใหญ่อตัราการเคลื�อนที�
ของดีเอน็เอก็จะสูง ซึ� งขนาดรูผา่น (pore size) ภายใจเจลจะเปลี�ยนแปลงตามความเขม้ขน้ของ 
agarose และการเคลื�อนที�ของดีเอ็นเอใน agarose gel จะแปรผนัโดยตรงกบัความเขม้ขน้ของ 
agarose ดงัตารางที� 1 

 
ตารางผนวกที� ค1  ความเขม้ขน้ของ agarose ที�ใชใ้นการตรวจหา linear DNA ขนาดต่างๆ 
 

Agarose concentration in Gel 
(%) 

Range of separation of linear DNA molecules 
(kb) 

0.3 5-60 
0.6 1-20 
0.7 0.8-10 
0.9 0.5-7 
1.2 0.4-6 
1.5 0.2-3 
2.0 0.1-2 

 
2.  การทาํอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
 

นาํถาดเจลวางใน chamber โดยใหด้า้นที�มี wells อยูใ่กลข้ั�วลบ จากนั�นเท electrophoresis 
buffer (0.5X TBE buffer) ลงใน chamber ใหท้่วมเจล ใหผ้ิวเจลอยูใ่ตบ้ฟัเฟอร์ประมาณ 0.1-0.3
เซ็นติเมตร ผสม loading dye กบัสารละลายดีเอน็เอแลว้หยอดลงใน well ปิดฝา chamber และต่อ
ขั�วไฟฟ้า แลว้จึงปล่อยกระแสไฟฟ้าที�มีความต่างศกัยค์งที� 100 โวลท ์เป็นเวลาประมาณ 30 นาที เมื�อ
เห็นสีของ tracking dye เคลื�อนไปอยูป่ลายเจลอีกดา้นหนึ�ง จึงหยุดเครื�องจ่ายกระแสไฟฟ้า 
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3.  การคาํนวณปริมาณของดีเอน็เอต่อเวคเตอร์ในปฏิกิริยา ligation อตัราส่วนระหวา่งผลิตภณัฑ ์
PCR: เวคเตอร์ (1:1) 
 
ng of insert needed for a 1:1 ratio = length of insert (in kb) × ng of vector 

   length of vector (in kb) 
  

ng of insert = 1.362×50 = 22.59  
    3.015 
 

4.  การตรวจนบัเซลลย์สีตด์ว้ย Haemacytometer 
 

Haemacytometer เป็นอุปกรณ์ที�ใชน้บัปริมาณเมด็เลือด ต่อมาไดน้าํมาประยกุตใ์ชใ้นการ
นบัจาํนวนเซลลแ์บคทีเรีย ยีสต ์และสปอร์ของรา สามารถใชต้รวจนบัจาํนวนจุลินทรียใ์นอาหาร
เหลวได ้อุปกรณ์นี� มีลกัษณะคลา้ยแผน่สไลดท์ั�วไป ขนาดยาวและกวา้งกวา่เล็กนอ้ย แต่หนากวา่
ประมาณ 3 เท่า ตรงกลางมีช่องแบ่งเป็น 2 ส่วน ทาํใหต้รวจนบัไดค้รั� งละ 2 ตวัอยา่ง แต่ละส่วนมี
ตารางรูปสี�เหลี�ยมจตุรัส แบ่งเป็น 5×5 = 25 ช่องใหญ่ ในแต่ละช่องใหญ่มีพื�นที�เท่ากบั 0.2×0.2 
ตารางมิลลิเมตร และในแต่ละช่องใหญ่มี 4×4 = 16 ช่องเล็ก แต่ละช่องเล็กมีพื�นที�เท่ากบั 0.05×0.05 
ตารางมิลลิเมตร เนื�องจากขีดตารางแบ่งช่องมีขอบยกสูงจากสไลดขึ์�นมา เมื�อปิดดว้ยกระจกปิด
สไลด ์(cover slip) ที�ใชก้บั Haemacytometer ที�มีความจาํเพาะจึงเกิดช่องวา่งระหวา่งสไลดแ์ละ
กระจกปิดสไลดป์ระมาณ 0.1 มิลลิเมตร ดงันั�นปริมาตรตวัอยา่งของเหลวที�ใส่ในหนึ�งช่องใหญ่
เท่ากบั 0.1×0.2×0.2 ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร และในหนึ�งช่องเล็กเท่ากบั 0.1×0.05×0.05 = 0.00025 
ลูกบาศกมิ์ลลิเมตร  

 
นบัจาํนวนเซลลใ์นหนึ�งช่องเล็กรวม 10 ช่อง หาค่าเฉลี�ยจาํนวนที�ไดจ้ะเป็นต่อปริมาตรหนึ�ง

ช่องเล็กซึ� งเท่ากบั 0.00025 มิลลิเมตร และคาํนวณหาจาํนวนเซลลต่์อตวัอยา่ง 1 มิลลิลิตร (ลูกบาศก์
เซ็นติเมตร) คูณกลบัดว้ยระดบัความเจือจางจะไดป้ริมาณเซลลต่์อตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
(1 ลูกบาศกเ์ซ็นติเมตร) ตามวิธีดงันี�  

 
ตวัอยา่งปริมาตร 0.00025 มิลลิเมตร มีจาํนวนเซลลจุ์ลินทรียเ์ฉลี�ยเท่ากบั  A เซลล ์

1  ลูกบาศกเ์ซ็นติเมตร  A × 10×10×10× (1/0.00025) เซลล ์
     = A × 4×106  เซลลต่์อมิลลิลิตร 
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การนบัจาํนวนเซลลย์สีตโ์ดยคาํนวณจาก Haemacytometer 
 

1.  เจือจางเซลลซ์สัเพนชนัของยสีตก์บันํ�ายาไอโอดีนในอตัราส่วน 1:1 (นํ�ายาไอโอดีนช่วย
ใหเ้ซลลห์ยดุการเคลื�อนที�และทาํใหส้ังเกตเซลลย์สีตไ์ดง่้ายขึ�น) ถา้ปริมาณเซลลย์งัหนาแน่นเกินไป 
ไม่สามารถนบัจาํนวนได ้ใหเ้จือจางปริมาณเซลลล์งจนสามารถนบัจาํนวนเซลลอ์ยูร่ะหวา่ง 1-10 ต่อ
หนึ�งช่องเล็ก 

 
2.  ลา้งและเช็ดแผน่ Haemacytometer ใหแ้หง้ ปิดทบับริเวณช่องแบ่งดว้ยกระจกปิดสไลด ์ 
 
3.  ปิเปตตวัอยา่งใหเ้ตม็กระเปาะกลาง แตะปลายปิเปตที�ช่องระหวา่งกระจกปิดสไลด ์และ

แผน่ Haemacytometer เป่าตวัอยา่งใหซึ้มเขา้ไปเตม็บริเวณพื�นที�สี� เหลี�ยมที�มีช่องแบ่งอยูร่ะหวา่ง
กระจกปิดสไลดแ์ละแผน่ Haemacytometer 

 
4.  นบัจาํนวนเซลลย์สีตที์�อยูใ่นช่องเล็กรวม 10 ช่อง โดยใชเ้ลนส์วตัถุกาํลงัขยาย 40 เท่า ให้

นบัแบบทะแยงมุมซา้ยไปขวาและขวาไปซา้ยตามภาพที� 1 จากนั�นหาจาํนวนเฉลี�ยต่อช่อง 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที� ค1  การนบัจาํนวนเซลลใ์นแต่ละช่องเล็กแบบทะแยงมุมโดยใช ้Haemacytometer  
 

5.  คาํนวณจาํนวนเซลลต่์อตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
จากสูตร 

จาํนวนเซลลต่์อตวัอยา่งปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
= 4×106 × จาํนวนเซลลเ์ฉลี�ยต่อช่อง × ระดบัความเจือจางของนํ�ายาไอโอดีน 
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ภาพผนวกที� ค2  แผนที�ของยีน pGEM®-T Vector ขนาด 3.015 กิโลเบส ที�ประกอบดว้ยยนีตา้นยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน และยนี lacZ  

 
ที�มา: Promega (2010) 
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ภาคผนวก ง 
การจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคไอโซเลท L47-2  

ดว้ยชุดทดสอบ API 50 CHL Medium 
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การจดัจาํแนกแบคทีเรียกรดแลคติคดว้ยชุดทดสอบสาํเร็จรูป API 50 CHL Medium 
 
1.  API 50 CHL Medium บรรจุกล่องแบบ 10 tests ประกอบดว้ย 

1.1  strip API 50 CHL Medium จาํนวน 10 strip 
1.2  กล่องสาํหรับบ่มเชื�อ (incubation boxes) จาํนวน 10 ชุด 
1.3  แผน่บนัทึกผลจาํนวน 10 ชุด 
1.4  คู่มือแนะนาํการใชจ้าํนวน 1 เล่ม 

 
2.  สารเคมีและวสัดุอื�นๆ  

2.1  สารเคมี 
2.1.1  อาหารเหลว API 50 CHL Medium ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
2.1.2  Oxidase reagent 
2.1.3  Mineral Oil 
2.1.4  McFarland Standard No. 2  
2.1.5  MRS medium 
 

2.2  วสัดุอื�นๆ  
2.2.1  Pipette  
2.2.2  Ampoule Protector 
2.2.3  Rack วาง Ampoule 
2.2.4  ไมพ้นัสาํลี 
2.2.5  เครื�องมือปฎิบติัการทางจุลชีววทิยาทั�วไป 
2.2.6  API 50 CH Analytical Profile Index (คู่มือเปรียบเทียบผล) หรือ Identification 

software 
 

2.3  คาํเตือนและขอ้ควรระวงั 

2.3.1  ใช ้API 50 CHL Medium สาํหรับการวนิิจฉยัในหอ้งปฏิบติัการและการควบคุมทาง 
จุลชีววทิยา 

2.3.2  ผูใ้ชจ้ะตอ้งมีความชาํนาญทางจุลชีววทิยา 
2.3.3  ไม่ควรใช ้strip และ reagent ที�หมดอาย ุ
2.3.4  บรรจุภณัฑแ์ละส่วนประกอบตอ้งอยูใ่นสภาพสมบูณ์เท่านั�นก่อนใชง้าน 
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2.3.5  ไม่ควรใช ้strip ที�ไดรั้บความเสียหาย เช่น หลุมทดสอบผดิรูปร่าง 
2.3.6  การเปลี�ยนแปลงหรือไม่ปฎิบติัตามรายละเอียดหรือขั�นตอนในการใชชุ้ดทดสอบอาจ

มีผลต่อการทดสอบที�ได ้
 
3.  API 50 CHL Medium 

3.1  แยกจุลินทรียที์�ตอ้งการทดสอบบนอาหารเลี�ยงเชื�อที�เหมาะสมต่อการเจริญเพื�อใหไ้ดเ้ชื�อ
โคโลนีเดี�ยวๆ 

3.2  นาํโคโลนีเดี�ยวๆ มาเพาะเลี�ยงบนอาหารแขง็ MRS และบ่มที�สภาวะไร้อากาศ เป็นเวลา 24 
ชั�วโมง ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

3.3  ตรวจสอบใหม้ั�นใจวา่เชื�อที�จะนาํมาทดสอบคือ เชื�อในกลุ่ม Lactic Acid Bacteria ซึ� งตอ้ง
เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ ใหผ้ลการทดสอบเอนไซมแ์คตาเลสเป็นลบ  
 

4.  การใชชุ้ดทดสอบ 
4.1  การเตรียม strip 

4.1.1  เตรียมกล่องสาํหรับบ่ม (ถาดล่างและฝาปิด) โดยเติมนํ�ากลั�นหรือนํ�า demineralized 
หรือนํ�าที�ไม่มีสารเคมีหรือสารเจือปนที�อาจจะปล่อยแก๊สออกมา เช่น CO2 เป็นตน้ ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร ลงในทุกหลุมของถาดล่างเพื�อใหมี้ความชื�น  

4.1.2  บนัทึกรหสั หรือลกัษณะของเชื�อบริเวณพลาสติกที�ยื�นออกมา (ไม่ควรบนัทึกไวที้�ฝา
ปิดของกล่อง เพราะอาจเกิดการสับสนได)้ 

4.1.3  นาํแถบของ strip API 50 CHL ชุดที� 1 (0 - 19) และชุดที� 2 (20 - 39) มาตดัแยกออก 
strip ละสองส่วน ซึ� งจะไดเ้ป็น 4 strip คือ 0 – 9, 10 – 19, 20 – 29 และ 30 – 39 แลว้จึงนาํไปวางใน
กล่องสาํหรับบ่ม 

4.1.4  นาํแถบของ strip ที�เหลือ (40 - 49) วางในกล่องสาํหรับบ่มอีกอนั 
 
5.  การเตรียมเชื�อตั�งตน้ 

5.1  เปิดฝาขวด ampoule API 50 CHL Medium (10 มิลลิลิตร) ตามรายละเอียดในคาํเตือนและ
ขอ้ควรระวงั 

5.2  เขี�ยเชื�อโคโลนีเดี�ยวๆ จากจานอาหารเลี�ยงเชื�อ MRS ใส่ลงใน API 50 CHL Medium และ
ปรับความขุ่นใหไ้ดเ้ทียบเท่ากบั McFarland No. 2 

5.3  ใชปิ้เปตค่อยๆ ละลายเซลลใ์หเ้ป็นเนื�อเดียวกนั 
5.4  ซสัเพนชนัของเชื�อที�เตรียมขึ�นจะตอ้งนาํไปใชท้ดสอบทนัที 
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6.  การหยอดเชื�อตั�งตน้ลง strip 
6.1  ปิเปตซสัเพนชนัของเชื�อลงในหลุมของ strip  
6.2  เติมซสัเพนชนัของเชื�อลงในหลุมทั�ง 50 หลุม 
6.3  หยอด mineral oil ลงในหลุมทดสอบทั�ง 50 หลุม เพื�อป้องกนัอากาศเขา้ 
6.4  ปิดฝากล่อง และบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง 

 
7.  การอ่านผลและแปลผล 

7.1  การอ่านผล 
7.1.1  หลงัจากบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 และ 48 ชั�วโมงแลว้ (เวลาใน

การอ่านผลขึ�นอยูก่บัชนิดของเชื�อและชนิดของการทดสอบในแต่ละหลุม)  
7.1.2  วธีิอ่านผลวา่เป็นบวกหรือไม่ โดยสังเกตการเปลี�ยนแปลง 2 ลกัษณะคือ การ

เปลี�ยนแปลงสีของสารชีวเคมี และความขุ่นของสารละลาย 
7.1.3  การทดสอบที�ใหผ้ลบวกคือ เปลี�ยนจากสีนํ�าเงินม่วงเป็นสีเหลือง ยกเวน้ในหลุมที� 25 

หากเปลี�ยนจากสีนํ�าเงินม่วงเป็นสีดาํใหถื้อวา่เป็นบวก 
7.2  การแปลผล 

ใช ้software ช่วยแปลผล โดยใส่เป็นเครื�องหมาย +, − หรือ numerical profile (ใส่เป็น
ตวัเลข) ซึ� งตวัเลขสามารถคาํนวณไดด้งันี�  คือ ในกระดาษบนัทึกผลจะแบ่งการทดสอบเป็นกลุ่มๆ 
โดยใน 1 กลุ่มประกอบดว้ย 3 การทดสอบ ใหค่้าเป็น 1, 2 และ 4 เหมือนกนัทุกกลุ่ม จากนั�นใหน้าํ
ตวัเลขของผลการทดสอบในช่องที�เป็นบวกมารวมกนั  
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ภาพผนวกที� ง1  ขั�นตอนการทดสอบดว้ยชุด API 50 CHL Medium 
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ภาพผนวกที� ง2  ตารางเปรียบเทียบแบคทีเรียกรดแลคติคชนิดต่างๆ 
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ภาพผนวกที� ง3  การทดสอบดว้ยชุด  API 50 CHL Medium ในชั�วโมงที� 0 
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ภาพผนวกที� ง4  การทดสอบดว้ยชุด API 50 CHL Medium ในชั�วโมงที� 48 
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ภาคผนวก จ 
การเกาะติดพื�นผิวของ L47-2  

และสายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 และ L47-2UV116 
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การเกาะติดพื�นผิว 
 

  

วนัที� 1     วนัที� 2 
 

  

   วนัที� 3     วนัที� 4 
 

ภาพผนวกที� จ1  การเกาะติดพื�นผวิของแบคทีเรียกรดแลคติคที�เพาะเลี�ยงในอาหารเหลว MRS โดย  
 มีแท่งไมไ้ผป่ราศจากเชื�อเป็นแกนกลางตั�งแต่วนัที� 1-7 
 หลอดทดลองที� 1:  ไอโซเลท L47-2  
 หลอดทดลองที� 2:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV10 
 หลอดทดลองที� 3:  สายพนัธ์ุกลาย L47-2UV116 
 หลอดทดลองที� 4:  หลอดทดลองควบคุม (ไม่มีการเกาะติดที�ผวิแท่งไมไ้ผ)่ 
 หลอดทดลองที� 5:  อาหาร MRS ที�ไม่ผา่นการเลี�ยงเชื�อ 

1           2          3            4            5 1           2           3         4           5 

1            2           3           4          5 1           2           3          4          5 
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วนัที� 5     วนัที� 6 

 
 

 
วนัที� 7 

 

ภาพผนวกที� จ1  (ต่อ) 
 
 
 
 
 
 

1           2            3         4           5 1          2            3            4          5 

1           2          3         4          5 
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