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(1)

สารบัญ 
 

 หนา 
 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (5) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  2 
การตรวจเอกสาร  3 
อุปกรณและวธีิการ 23 
 อุปกรณ 23 
 วิธีการ 25 
ผลและวิจารณ 37 
สรุป  88 
เอกสารและสิ่งอางอิง 91 
ภาคผนวก 107 
              ภาคผนวก ก 108 
              ภาคผนวก ข 113 
              ภาคผนวก ค 119 
ประวัติการศึกษา และการทํางาน 164 
 
 



 

(2)

สารบัญตาราง 
 

ตารางที่ หนา 
  
     1 สายพันธจุลินทรียที่พบวามกีารใชเปนโพรไบโอติก  6 
     2 คุณสมบัติที่ใชในการแยกแบคทีเรียกรดแลกติก 21 
     3 คาความเปนกรดเบสแลคาเฉลี่ยระยะเวลาการเคลื่อนที่ของอาหารภายใน

สวนตางๆของระบบทางเดินอาหารของไก หลังจากที่ใหอาหารตลอด     
(ad libitum) เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
22 

     4 อาหารเลี้ยงเชือ้และสภาวะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย 24 
     5 ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในปฏิกิริยา PCR 35 
     6 กิจกรรมของเอนไซมยอยน้าํดี (Bile salt hydrolase, BSH) ในแบคทีเรียกรด

แลกติก 11 ไอโซเลท 
 

61 
7 ประสิทธิภาพการยึดตดิกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกตกิ 11  

ไอโซเลท 63 
8 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคุณลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียกรด

แลกติกที่คัดเลือกไดทั้ง 11 ไอโซเลท 
 

66 
9 ผลการหมักคารโบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คดัเลือก

ได 11 ไอโซเลท โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL 
 

67 
10 การเปรียบเทยีบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D7-

3, J6-1, I4-8 และ    I4-9 กับ Lactobacillus salivarius 
 
71 

11 การเปรียบเทยีบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท  
D1-8, D2-6, D2-8,    D3-9, J9-2 และ C3-3  กับ Lactobacillus fermentum 

 
72 

12 การเปรียบเทยีบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท  
C4-4  กับ Lactobacillus crispatus 

 
74 

13 การคํานวณความเขมขนและบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 
280 นาโนเมตร และ 260 ตอ 230 

 
76 

14 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8, 
D3-9, C3-3, J9-2 และ     C4-4 

 
80 



 

(3)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่ หนา 
  

15 การเปรียบเทยีบการเปรียบเทียบการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท   
C4-4 กั บ Lactobacillus crispatus และ Lactobacillus  fermentum 

 
82 

16 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6, 
D7-3, J6-1, I4-8 และ I4-9 

 
84 

17 การเปรียบเทยีบการเปรียบเทียบการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท   
D2-6 กับ Lactobacillus fermentum และ Lactobacillus salivarius 

 
85 

18 การเปรียบเทยีบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8 86 
19 การเปรียบเทยีบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D2-6 กับ 

Lactobacillus reuteri และ Lactobacillus fermentum 
 

87 
 

ตารางผนวกที่ 
 

 
   
ค1 ผลการทดสอบความสามารถทนตอ 3 % น้ําดี ของแบคทีเรียกรดแลกติก 120 
ค2 

 
ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Samonella Enterititis DMST 17368 
ของแบคทีเรียกรดแลกตกิ 129 

ค3 ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Shigella dysentiriae ของแบคทีเรีย
กรดแลกตกิ 

 
130 

ค4 ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
131 

ค5 ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Escherichia coli  O157:H7 ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
132 

ค6 ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Salmonella Typhimurium ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
133 

ค7 ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อ Campyrobacter jejuni ATTC 
33291 ของแบคทีเรียกรดแลกติก 

 
134 



 

(4)

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่ หนา 
  

ค8 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 2 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 135 
ค9 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 3 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 135 
ค10 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 4 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 136 
ค11 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 5 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 136 
ค12 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 6 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 137 
ค13 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 7 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 137 
ค14 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 8 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 138 
ค15 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 0, 

20, 40, 80 และ 120 วินาที(Log CFU/ml) 
 
138 

ค16 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เวลา 0, 
20, 40, 80 และ 120 วินาที(Log CFU/ml) 

 
139 

ค17 ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 0, 
20, 40, 80 และ 120 วินาที(Log CFU/ml) 

 
139 

ค18 ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยน้าํดีของแบคทีเรียกรดแลกติก 140 
ค19 ผลการทดสอบการยึดตดิกบัเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก 141 

 
 



 

 (5)

สารบัญภาพ 
ภาพที ่ หนา 
  

 1 ชวงเปอรเซ็นต G+C ของแบคทีเรียประจาํถ่ินชนิดตางๆในลําไสไก ตาราง
ส่ีเหล่ียมคือชวงที่สะสมของสายพันธตางๆในแตละสกุล เสนตรงในตาราง
ส่ีเหล่ียมคือคามัธยฐานของสกุลนั้นๆ และคาที่อยูในวงเลบ็แสดงจํานวนของ
สายพันธุที่ทําการตรวจสอบ 

 
 
 

 5 
 2 การกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยโพรไบโอตกิ 13 
 3 ระบบทางเดินอาหารของไก 20 
 4 กิจกรรมการทนตอน้ําดีที่ระดับความเขมขน 3% ของแบคทีเรียกรดแลกติก 

194 ไอโซเลท 
 

39 
 5 กิจกรรมการยบัยั้ง Sal. Enterititis DMST 17368 ของแบคทีเรียกรดแลกติก 

11 ไอโซเลท 
 

41 
 6 กิจกรรมการยบัยั้ง Sal. Typhimurium ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11           

ไอโซเลท 
 

42 
 7 กิจกรรมการยบัยั้ง Shigella dysentiriae ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11         

ไอโซเลท 
 

43 
 8 กิจกรรมการยบัยั้ง V. parahaemolyticus ขแงแบคทีเรียกรดแลกติก 11       

ไอโซเลท 
 

43 
 9 กิจกรรมการยบัยั้ง E. coli 0157 :H7 ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 44 
10 กิจกรรมการยบัยั้ง  Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของแบคทีเรีย กรด

แลกติก 11 ไอโซเลท 
 

45 
11 กิจกรรมการยบัยั้งแบคทีเรียกอโรคชนิดตางๆของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 

ไอโซเลท 
 

46 
12 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท I4-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 48 
13 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท I4-9 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 49 
14 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท C4-4 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 49 
15 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D1-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 50 



 

 (6)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที ่ หนา 
  

16 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D3-9 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 51 
17 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D7-3 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 51 
18 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท J9-2 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 52 
19 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท C3-3 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 53 
20 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D2-6 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 54 
21 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D2-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 54 
22 เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท J6-1 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 55 
23 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท ที่อุณหภูม ิ60, 

70 และ 80    องศาเซลเซียส เวลา 20 วินาที (ก) เวลา 40 วินาที (ข) 58 
24 เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท ที่อุณหภูมิ 60, 

70 และ 80    องศาเซลเซียสเวลา 80 วินาที (ก) เวลา 120 วินาที (ข) 59 
25 ลักษณะดีเอน็เอที่สกัดจากไอโซเลท I4-8, I4-9, J6-1, J9-2, D3-9, D2-8,   

D2-6, D1-8, D7-3, C4-4 และ C3-3 เลนที่ 2-12 ตามลําดับ, เลนที่ 1: ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน λ DNA ตัดดวยเอนไซม EcoRI + Hind III 

 
 

75 
26 การเพิ่มขยายดีเอ็นเอบางสวนของยีน 16S rRNA โดยเทคนิค PCR เลนที่ 

1,15: 1 Kb DNA ladder; เลนที่ 2 : negative control; เลนที่ 3 : positive 
control; เลนที่ 4-14 : ไอโซเลท I4-8, I4-9, C3-3, C4-4, J6-1, J9-2, D7-3, 
D2-8, D1-8, D2-6 และ D3-9 ตามลําดับ 77 

27 ลักษณะพลาสมิดลูกผสมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR I ของไอโซเลท 
C3-3, C4-4, J9-2, I4-8, I4-9, D1-8, D2-8, D3-9, J6-1, D2-6 และ D7-3 เลน
ที่ 2-12 ตามลําดับ, เลนที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder, 79 

   
  

  



 

 (7)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  

ค1 การยับยั้งเชื้อ Samonella Enterititis DMST 17368 ของ กลุมควบคุม (ก) บน 
D3-9 ลาง C3-3 (ข)  บน D1-8 ลาง C4-4 (ค)  บน D3-9 ลาง J6-1(ง)  บน  
D2-8 ลาง D1-8 (จ) บน-ลาง J9-2 (ฉ) บน C4-4 ลาง I4-8 (ช) บน D7-3 ลาง 
I4-9 (ซ) บน C3-3 ลาง D2-6 (ด) 

 
 
 

129 
ค2 การยับยั้งเชื้อ Shigella dysentiriae ของกลุมควบคุม (ก) บน D4-4 ลาง I4-8 

(ข) บน J6-1 ลาง J9-2 (ค) บน D7-3 ลาง I4-9 (ง) บน D2-6 ลาง C3-3 (จ) บน 
D3-9 ลาง J6-1 (ฉ) บน D2-8 ลาง D1-8 (ช) 

 
 

130 
ค3 การยับยั้งเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ของ กลุมควบคุม (ก) บน C4-4 ลาง 

I4-8 (ข) บน C3-3 ลาง I4-9 (ค) บน D2-6 ลาง J6-1 (ง) บน D2-8 ลาง D1-8 
(จ) บน D3-9 ลาง D7-3 (ฉ) บน-ลาง J9-2 (ช) 131 

ค4 การยับยั้งเชื้อ Escherichia coli  O157:H7 ของ บนกลุมควบคุม ลาง C3-3 (ก) 
บน C4-4 ลาง D1-8 (ข) บน D3-9 ลาง D7-3 (ค) บน I4-9 ลาง I4-8 (ง) บน 
D2-8 ลาง D2-6 (จ) บน J9-2 ลาง J6-1 (ฉ) 132 

ค5 การยับยั้งเชื้อ Salmonella Typhimurium ของกลุมควบคุม (ก) บน D2-8 ลาง 
D1-8 (ข) บน C3-3 ลาง D2-6 (ค) บน D3-9 ลาง J6-1 (ง) บน D7-3 ลาง I4-9 
(จ) J9-2 (ฉ)  บน C4-4 ลาง I4-8 (ช) 133 

ค6 การยับยั้งเชื้อ Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของกลุมควบคุม (ก) J6-1 
(ข) C3-3 (ค) บน D2-8 ลาง D3-9 (ง)   บน I4-9 ลาง I4-9 (จ) J9-2 (ฉ)  บน 
D2-6 ลาง C4-4 (ช) บน D1-8 ลาง D7-3 (ซ) 134 

ค7 กราฟมาตรฐานของ taurine 140 
ค8 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
fermentum MD-9 (Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 

 
 
 

142 



 

 (8)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  

ค9 
 

การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D3-9 (เสนบน) 
มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
fermentum MD-9 (Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 

 
 
 

144 
ค10 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท C3-3 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
fermentum MD-9 (Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 

 
 
 

146 
ค11 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท J9-2 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
fermentum MD-9 (Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 

 
 
 

148 
ค12 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท C4-4 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
fermentum MD-9 (Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 
เปอรเซ็นต 150 

ค13 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6 (เสนบน) 
มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
salivarius subsp. Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสน
ลาง) เทากับ 100 เปอรเซ็นต 

 
 
 

152 
ค14 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D7-3 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
salivarius subsp. Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสน
ลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 154 



 

 (9)

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพผนวกที ่ หนา 
  

ค15 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท J6-1 (เสนบน) 
มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
salivarius subsp. Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสน
ลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

 
 
 

156 
ค16 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท I4-8 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
salivarius subsp. Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสน
ลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

 
 
 

158 
ค17 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท I4-9 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus 
salivarius subsp. Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสน
ลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

 
 
 

160 
ค18 การเปรียบเทยีบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8 (เสนบน) 

มีความเหมือนกับลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus reuteri 
DSM 20016 T  (Accession No X76328.1) (เสนลาง) เทากับ 98 เปอรเซ็นต 
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การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีมีคุณสมบัติโพรไบโอติก 
 

Selection of Lactic Acid Bacteria Having Probiotic Properties 
 

คํานํา 
 

อุตสาหกรรมการผลิตไกเนื้อเปนอุตสาหกรรมที่สรางรายไดใหแกประเทศไทยไดอยาง
มหาศาล โดยเปนสินคาสงออกไปยังตางประเทศที่สําคัญ ทั้งไกดิบ ไกสดแชเย็น และเนื้อไกแปรรูป 
ถึงแมวาอัตราการสงออกในป พ.ศ.2547 จะลดลง เนื่องจากการระบาดของโรคไขหวัดนกทั้งใน
ประเทศไทย และประเทศในแถบเอเชีย ยกตัวอยางเชน พ.ศ.2547 ไกสดแชเย็นและแชแข็งมีมูลคา
การสงออกประมาณ 1731.7 ลานบาท และอัตราการขยายตัว รอยละ 91.49 โดยประมาณ ลดลง จาก 
ป พ.ศ.2546 ซ่ึงมีมูลคาการสงออก 20346.5 ลานบาท และอัตราการขยายตัวรอยละ 7.88  แตก็ยังมี
มูลคาการสงออกและอัตราการขยายตัวของไกแปรรูปที่เพิ่มขึ้น ในป พ.ศ.2547 (ศูนยเทคโนโลยี
สารสนเทศและการสื่อสาร โดยความรวมมือของกรมศุลกากร, 2547) ดังนั้นจึงไดมีการเรงพัฒนา
และหาวิธีการกระตุนการเจริญเติบโตและภูมิตานทานของไกใหเพิ่มขึ้น เพื่อสนองใหทันตอความ
ตองการบริโภคเนื้อไกทั้งในและตางประเทศ  ปจจุบันไดมีการออกกฎหมายหามใชยาปฏิชีวนะเพื่อ
กระตุนการเจริญเติบโตของสัตว ดังนั้นผูผลิตไกเนื้อจึงหาวิธีการใหมที่จะกระตุนการเจริญเติบโต
ของไกดังนั้นการใชโพรไบโอติกจึงเปนทางเลือกใหมอีกทางเลือกหนึ่ง 

  
แบคทีเรียกรดแลกติกเปนแบคทีเรียที่มีสมบัติโพรไบโอติกที่มีการนํามาใชอยางกวางขวาง 

เพื่อสงเสริมใหคนและสัตวมีสุขภาพดี ในปจจุบันโพรไบโอติกสําหรับไกมีวางจําหนายเพื่อการคา
แลว อยางไรก็ตาม โพรไบโอติกที่มีการนํามาใชกับสัตวนั้นยังไมประสบความสําเร็จเทาที่ควร 
สาเหตุหนึ่งเนื่องจากปจจัยตางๆที่มีผลตอการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลกติก ดังนั้นจึงมี
การศึกษา คัดเลือกและ พัฒนาสายพันธุแบคทีเรียใหสามารถผลิตเปนโพรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพ
ใหเหมาะสมกับสัตวชนิดนั้นๆอยางตอเนื่อง 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกจากลําไสไก ซ่ึงมีคุณสมบัติของโพรไบโอติก 
 

2. เพื่อศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกได 
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การตรวจเอกสาร 
 
1. ความหมายและคําจํากัดความของโพรไบโอติก   
 
 โพรไบโอติกเปนคําที่มีรากศัพทมาจากภาษา กรีก-ลาติน หมายถึง เพื่อชีวิต ในป ค.ศ.1955 
ไดเร่ิมมีการนําเอาคําวาโพรไบโอติกมาใชเปนครั้งแรกแตยังไมมีใครใหคําจํากัดความของโพร
ไบโอติกไวอยางชัดเจน ตอมา Lilly and Stillwell (1965) ไดใหคําจํากัดความของโพรไบโอติกไว
เปนคนแรกวาโพรไบโอติก คือสารที่ผลิตขึ้นจากจุลินทรียชนิดหนึ่ง และสารนั้นสามารถกระตุน
การเจริญเติบโตของจุลินทรียชนิดอื่นๆได จากนั้นไดมีผูใหความหมาย และคําจํากัดความของ     
โพรไบโอติกไวอยางมากมาย 
 

คําจํากัดความของโพรไบโอติกที่ถูกนํามาใชมากที่สุดเปนของ Fuller (1989) ซ่ึงไดใหคํา
จํากัดความไววา โพรไบโอติก คือ อาหารเสริมที่เปนจุลินทรียมีชีวิต สงผลใหเกิดประโยชนตอสัตว
ที่จุลินทรียนั้นเขาไปอาศัยอยู โดยอาหารเสริมชวยเพิ่มความสมดุลของจุลินทรียภายในทางเดิน
อาหารของสัตว 

 
Havenaar et al. (1992)ไดเพิ่มเติมคําจํากัดความของ Fuller (1989) คือโพรไบโอติกสามารถ

ใชในรูปของอาหารและที่ไมใชอาหารได โดยโพรไบโอติกสามารถผลิตจากเชื้อบริสุทธิ์สายพันธุ
เดียวหรือเชื้อหลายสายพันธุผสมกันได 

 
กลุมผูเชี่ยวชาญทางดานโพรไบโอติกในยุโรปไดเสนอใหเพิ่มเติมคําจํากัดความของโพร

ไบโอติกจาก Fuller (1989) วา โพรไบโอติกสามารถกอใหเกิดกลไกการเปลี่ยนแปลงตางๆใน
รางกาย นอกเหนือจากกลไกที่เกิดขึ้นจากจุลินทรียประจําถ่ินในรางกาย (Salminen et al., 1998) 

 
ปจจุบันคําวาโพรไบโอติกมีคําจํากัดความที่ใชกันโดยทั่วไปดังนี้คือ โพรไบโอติกเปน       

จุลินทรียที่ยังมีชีวิต สามารถสงเสริม หรือสนับสนุน ความสมดุลของจุลินทรียในระบบทางเดิน
อาหารเพิ่มมากขึ้น (Holzapfel et al., 2001) 
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2. จุลินทรียประจําถิ่นและระบบนิเวศนวิทยาในระบบทางเดินอาหารของไก   
 

การเกิดจุลินทรียประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหารของไกจะเกิดขึ้นทันทีหลังจากที่ลูกไก
ฟกออกมาจากไข และตอเนื่องไปอีกหลายสัปดาหของการเจริญเติบโต (Ochi et al., 1964 ; Smith, 
1965) โดยกระเพาะพักของลูกไกที่มีอายุ 1 วัน จะประกอบดวยจุลินทรียเพียงไมกี่ชนิด ไดแก faecal 
cocci, enterobacteria และ lactobacilli แตตอมาพบวาแบคทีเรีย lactobacilli จะยึดติดกับเยื่อบุผิวของ
กระเพาะพักไปจนตลอดชีวิตของไก  

 
แบคทีเรียกรดแลกติกในระบบทางเดินอาหารของไกจะเกิดขึ้นทันทีหลังจากที่ลูกไกฟก

ออกจากไข และระหวางการยอยอาหาร (Smith, 1965 ; Barn et al., 1972 ; Mead and Adams, 1975) 
สายพันธุหลักๆ ที่พบไดแก Lactobacillus acidophilus, L. salivarius ,L. fermentum  และL. reuteri 
(Morishita et al.,1971 ; Salanitro et al., 1978) 

 
นอกจากแบคทีเรียกรดแลกติกแลวยังมีแบคทีเรียอีกหลายชนิดที่อาศัยอยูในลําไสไก ซ่ึงเมื่อ

เปนแบคทีเรียที่ตางสายพันธุก็ยอมจะมีความตองการอาหารเพื่อทํากิจกรรมแตกตางกัน นอกจากนี้
สภาวะแวดลอมภายในลําไสของสัตวนั้นยังมีผลทําใหแบคทีเรียตางๆมีความสามารถในการทนตอ
น้ํายอย เอนไซม และการดูดซึมภายในลําไสไดแตกตางกันอีกดวย ดังนั้นเมื่อแบคทีเรียแตละสาย
พันธุที่อยูในระบบทางเดินอาหารของไกมีความตองการอาหาร การเจริญเติบโตตางกัน จึงไดเกิด
ระบบนิเวศนขึ้นภายในทางเดินอาหารของสัตว (Wagner and Thomas, 1987 ; Savory, 1992)  

 
Campyrobacter, Salmonella, Shigella และ Escherichia coli เปนแบคทีเรียกอโรคที่อยูใน

ระบบทางเดินอาหารของไก ทําใหเกิดโรคอาหารเปนพิษ และทองเสียอยางรุนแรง (Sackey et al., 
2001) นอกจากนี้แบคทีเรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารของไกยังมีอีกหลายชนิด เชน Clostridia 
และ Vibrio  (Murry, et al., 2004) โดยแบคทีเรียที่กลาวมาทั้งหมดนี้สามารถอยูในระบบทางเดิน
อาหารของไกไดเนื่องจากการปนเปอนของอาหารและน้ํา (Sackey et al., 2001)  หรือเกิดจาก
สภาพแวดลอม เชน การจัดการฟารม การกําจัดสิ่งปฏิกูลภายในฟารม หรืออุปนิสัยการกินของสัตว
เอง (Apajalahti et al., 2004) 
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เมื่อทําการศึกษาระบบนิเวศนวิทยาในระบบทางเดินอาหารของไกกระทงโดยใชวิธีการทาง    
ดีเอ็นเอ และแยกชนิดของแบคทีเรียแตละชนิดโดยอาศัยเปอรเซ็นตเบส G+C (Apajalahti et al., 
1998) จะสามารถแยกชนิดของแบคทีเรียประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหารของไกไดดังภาพที่ 1 
 

 
 

ภาพที่ 1  ชวงเปอรเซ็นต G+C ของแบคทีเรียประจําถ่ินชนิดตางๆในลําไสไก ตารางสีเ่หล่ียมคือชวง
ที่สะสมของสายพันธตางๆในแตละสกุล เสนตรงในตารางสี่เหล่ียมคือคามัธยฐานของ
สกุลนั้นๆ และคาที่อยูในวงเล็บแสดงจํานวนของสายพันธุที่ทําการตรวจสอบ 

ที่มา : Apajalahti et al.  (1998) 
 

Apajalahti et al. (2004) ไดทําการศึกษาลักษณะแบคทีเรียในระบบนิเวศนทางเดินอาหาร
ของไกดวยวิธีการตรวจสอบเปอรเซ็นตเบส G+C จากดีเอ็นเอที่สกัดจากตัวอยางลําไสไก พบวา
แบคทีเรียที่ตรวจพบในลําไสไก 90 เปอรเซ็นตเปนแบคทีเรียที่ไมทราบสายพันธุ (species) ซ่ึง
แบคทีเรียภายในระบบทางเดินอาหารสามารถทนตอน้ํายอยและทนตอการดูดซึมของสัตวเจาถ่ินได
สูง มีหนาที่ในระบบนิเวศนทางเดินอาหารแตกตางกัน เชน แบคทีเรียสามารถผลิตไวตามินและแร
ธาตุที่จําเปนใหแกแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่ง  เปนตน นอกจากนี้แบคทีเรียแตละสายพันธุในระบบ
นิเวศนยังมีความตองการอาหารแตกตางกัน ดังนั้นจึงสามารถที่จะเปลี่ยนระบบนิเวศนที่อันตรายตอ
สัตวเจาถ่ินเปนระบบนิเวศนที่ไมมีอันตรายไดโดย การเพิ่มแบคทีเรียดวยโพรไบโอติก หรือ อาหาร
ประเภทคารโบไฮเดรตที่สงเสริมแบคทีเรียมีประโยชน ( พรีไบโอติก) (Cresci et al., 1999 ; Garriga 
et al., 1998 ; Gusils et al., 1999 ; Hock et al., 1997 ; Izat et al., 1990 ; Jin et al., 1998) ซ่ึงอาหาร
ดังกลาว จะทําหนาที่สงเสริมแบคทีเรียมีประโยชนและระงับการเจริญของของแบคทีเรียกอโรค 
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3. จุลินทรียโพรไบโอติก   
 

จุลินทรียโพรไบโอติกไมจําเปนวาจะตองเปนจุลินทรียประจําถ่ินในระบบทางเดินอาหาร
ของสัตว แตควรเปนจุลินทรียที่สงผลใหเกิดประโยชนตอมนุษยและสัตว (Fuller et al., 1989 ; 
Havenaar et al., 1992 ; Salminen et al., 1998) ดังนั้นจึงมีการศึกษาจุลินทรียสายพันธุตางๆ ที่
สามารถสงเสริมสุขภาพของมนุษยและสัตวใหดีขึ้น ไดแก แบคทีเรียกรดแลกติก ไบไฟโดแบคทีเรีย
(Park et al., 1999) และยีสต(Fuller, 1992)  โดยแบคทีเรียกรดแลกติกเปนแบคทีเรียที่มีสมบัติเปน
โพรไบโอติกมากที่สุด (Murry et al., 2004) 

 
 แบคทีเรียกรดแลกติกเปนแบคทีเรียสวนใหญที่อยูในระบบทางเดินอาหารและสงผลให

เกิดประโยชนในระบบนิเวศนวิทยาของสัตว ดังนั้นแบคทีเรียกรดแลกติกจึงมีความเหมาะสมเปน
อยางยิ่งที่จะนํามาใชเปนโพรไบโอติก (Wilhelm et al., 2002) ดังเชนที่แสดงในตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1  สายพันธจุลินทรยีที่พบวามกีารใชเปนโพรไบโอติก 
 
Lactobacillus species Bifidobacterium species Other LAB “Non-lactics” a 
L. acidophilus 
L. amylovorus 
(L. casei) 
L. crispatus 
L. gallinarumb 
L. gasseri 
L. johnsonii 
L. paracasei 
L. plantarum 
L. reuteri 
L. rhamnosus 

B. adolescentis 
B. animalis 
B. bifidum 
B. breve 
B. infantis 
B. lactisc 
B. longum 

Ent. faecalisb 
Ent. faecium 
Sporolactobacillus 
inlinus 

Bacillus cereus (toyoi)b 
Escherichia coli Nissle, 
1917 
Propionibacterium 
freudenreichiib 
Saccharomyces 
cerevisiae (boulardii) 

a ใชในการเตรยีมยา, b ใชกับสัตว, c Synonymous กับ B. animalis 
ที่มา: Holzapfel et al. (1998) 
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4. คุณสมบัติโพรไบโอติก   
 
จุลินทรียที่จะนํามาผลิตเปนโพรไบโอติกตองมีคุณสมบัติดังนี้ (Salminen et al., 1998a) 
 
4.1 จุลินทรียที่ใชเปนโพรไบโอติกตองผานการพิสูจนแลววาเปนสายพันธุที่ปลอดภัย 

(GRAS = Generally Recognized As Safe) ซ่ึงจุลินทรียโพรไบโอติกที่ปลอดภัยตองมีลักษณะ
ดังตอไปนี้( Salminen et al., 2000) 
 

4.1.1 แหลงที่มาในการแยกเชื้อตองเปนแหลงทีม่ีความปลอดภัย เมื่อตรวจสอบสกุล 
(genus) และสายพันธุของจุลินทรียในเบื้องตนตองพบวาเปนสายพันธุทีป่ลอดภัย 
 

4.1.2 เปนจุลินทรียที่ไมสรางสารพิษ 
 

4.1.3 มีการยึดติดของจุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหาร 
 

4.1.4 จุลินทรียสายพันธุที่จะเปนโพรไบโอติกตองมีความสัมพันธเกื้อกูลหรือสาย
พันธชนิดเดียวกับแบคทีเรียประจําถ่ินในสัตวเจาบาน 
 

4.2 สามารถทนตอน้ําดีและความเปนกรดภายในระบบทางเดินอาหารของสัตวเจาบาน 
รวมทั้งสามารถดํารงชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหารได 
 

โพรไบโอติกเปนจุลินทรียที่ตองเดินทางผานและอาศัยอยูในระบบทางเดินอาหารของ
สัตวที่บริโภคโพรไบโอติก  สภาวะแวดลอมแรกที่สงผลกระทบตอการรอดชีวิตของโพรไบโอติก 
คือสภาวะแวดลอมในกระเพาะอาหาร ที่มีความเปนกรดเบสต่ํา (Lankaputhra and Shah, 1995) และ
การหลั่งน้ําดีในลําไสเล็กสามารถทําลายผนังเซลลของจุลินทรีย ซ่ึงมีสวนประกอบสวนใหญเปน
สารประเภทไลปด และกรดไขมัน ( Gilliand, 1987 ; 1984) ดังนั้นโพรไบโอติกจึงตองสามารถที่จะ
ทนตอน้ําดีและความเปนกรดในทางเดินอาหารของสัตวได (Reuter, 2001) ความสามารถทนตอ
น้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติกมีปจจัยที่เกี่ยวของหลายประการ  
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การศึกษาของ Suskovae et al. (2000) พบวา เมื่อรูปรางโคโลนีและโครงสรางของ 
Lactobacillus acidophilus M92 เปนแบบเรียบ  ( smooth, S) จะสามารถทนตอน้ําดีไดสูงกวาแบบ
หยัก (rough, R) เพราะโคโลนีแบบหยักจะมีชองวางของผนังเซลลมาก ทําใหน้ําดีสามารถเขาไปทํา
อันตรายตอตัวเซลลไดมากกวาแบบเรียบ นอกจากนี้เมื่อความเขมขนเกลือน้ําดีโซเดียมทอโรคอเลต 
(sodium taurocholate) มาก L. acidophilus M92 จะผลิตเอนไซมยอยน้ําดี (bile salt hydrolase, 
BSH) มาก จึงสามารถทนตอน้ําดีที่ความเขมขนสูงได 

 
เอนไซมยอยน้ําดี หรือ BSH เปนเอนไซมที่ยอย เกลือน้ําดีชนิดไกลซีน หรือ ทอรีน ได

กรดน้ําดี และ กรดอะมิโนชนิดไกลซีน หรือ ทอรีน จากการศึกษาพบวาเกลือน้ําดีที่ถูกยอยโดย
แบคทีเรียกรดแลกติกสามารถลดระดับคลอเรสเตอรอลในเลือดของคนที่มีระดับคลอเรสเตอรอลสูง
และชวยปองกันภาวะการมีระดับคลอเรสเตอรอลสูงในคนปกติ (Smet et al., 1994) 

 
กิจกรรมเอนไซมยอยน้ําดี ของแบคทีเรียกรดแลกติกในปจจุบัน ไดรับความสนใจเปน

อยางมาก เนื่องจากเปนเอนไซมที่มีผลตอการเผาผลาญคลอเรสเตอรอลในคนและปศุสัตว(Tanaka 
et al., 1999) ซ่ึงกระบวนการเมตาบอลิซึม ของคลอเรสเตอรอลพบวา ผลสุดทายที่ไดคือ น้ําดี ที่ใช
เปน อิมัลซิฟายเออร (emulsifier) เพื่อชวยในการแตกตัวของไขมันในลําไส ทําใหน้ํายอย ไลเปส
สามารถยอยไขมันได และเพิ่มการดูดซึมไขมันในลําไส (Bateup et al., 1995) เอนไซม BSH สลาย
พันธะเอไมดของน้ําดีไดเปน bile acid และ กรดอะมิโน สงผลใหปริมาณและคุณสมบัติการเปน
อิมัลซิฟายเออรของน้ําดีลดลง ทําใหกระบวนการเผาผลาญคลอเรสเตอรอลสูงขึ้น เพื่อเพิ่มการผลิต
น้ําดี (Cole and Fuller, 1984; Hill, 1995) 

 
การสลายพันธะเอไมดของเกลือน้ําดีเปนการทํางานของเอนไซมยอยน้ําดีของแบคทีเรีย

ที่อยูภายในลําไสไก ซ่ึงความสามารถในการผลิตเอนไซมยอยน้ําดีเปนคุณสมบัติเฉพาะตัวของ
แบคทีเรียแตละชนิด (Knarreborg et al., 2002) และจากการศึกษา ของ Tanaka et al. (1999) พบวา 
แบคทีเรียไบฟโดทุกสายพันธุมีเอนไซมยอยน้ําดี ในขณะที่แบคทีเรียกรดแลกติกบางสายพันธุ
เทานั้นที่มีเอนไซมยอยน้ําดี 
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4.3 สามารถยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาบาน และแขงขันการยึดติดกับจุลินทรียกอโรค  
 

การยึดติดของจุลินทรียกับผนังลําไสของสัตวเจาบานเปนปจจัยหนึ่งในการคัดเลือก     
จุลินทรียโพรไบโอติก นอกเหนือจากคุณสมบัติการทนตอกรดและน้ําดี การตอตาน   จุลินทรียกอ
โรค (Mattila-Sandholm et al., 1999) เนื่องจากการยึดติดกับลําไสทําใหเชื้อจุลินทรียสามารถเพิ่ม
จํานวนไดภายในระบบทางเดินอาหาร (Beachey, 1981) กระตุนระบบภูมิคุมกันของสัตวเจาบาน 
(Ouwehand et al., 1999 ; Blum et al., 2002) ชวยในการซอมแซมผนังทางเดินอาหาร (Elliott et al., 
1998) และตอตานจุลินทรียกอโรค (Reid et al., 2002) 

 
การศึกษาแบบจําลองการยึดติดผนังลําไสของโพรไบโอติกในสัตวเจาถ่ินมีวิ ธี

การศึกษาหลายวิธี แตที่นิยม คือ ศึกษาเกี่ยวกับชั้นของเยื่อบุผนังลําไส เนื่องจากการยึดติดของ          
โพรไบโอติกจะเกิดขึ้นที่บริเวณชั้นของเยื่อบุผนังลําไส (Ouwehand et al., 1999) เยื่อบุผนังลําไสที่
นํามาทําการศึกษาสามารถไดจากแหลงตางๆ เชน การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เซลลไลน Caco-2 และ HT-
29 ซ่ึงมีลักษณะคลายกับเซลลไขมัน  แตสามารถหลั่งเยื่อบุ (mucus) ผนังลําไสได (Lesuffleur et al., 
1990) เนื้อเยื่อบริเวณลําไส (Ouwehand et al., 2001) หรือ อุจจาระ (Kirjavainen et al., 1998) เปน
ตน 

 
การแขงขันการยึดติดบนเยื่อบุทางเดินอาหารของแบคทีเรีย โพรไบโอติก   สามารถยึด

ติดกับลําไสแบบเฉพาะเจาะจงและแบบไมเฉพาะเจาะจง การยึดติดแบบเฉพาะเจาะจงจะเกิดขึ้นก็
ตอเมื่อแบคทีเรียเกาะยึดกับบริเวณจําเพาะ (receptor) ของเยื่อบุผนังลําไสเทานั้น สวนการยึดติด
แบบไมจําเพาะจะเปนการยึดติดโดยอาศัยลักษณะการมีขั้ว (hydrophobic) หรือโดยแรงไฟฟาสถิตย 
(Jonson and Conway, 1992) 

 
Vesterlund et al., (2004) ศึกษาการแขงขันการยึดติดผนังลําไสของมนุษย ระหวาง 

Lactobacillus rhamnosus GG กับ Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC14028 พบวา 
L. rhamnosus และ S. enterica serovar Typhimurium มีบริเวณเกาะยึดกับผนังลําไสแตกตางกัน แต
อยางไรก็ตาม L. rhamnosus สามารถลดการยึดติดของ S. enterica serovar Typhimurium ได  การ
ยับยั้งการยึดติดของแบคทีเรียกอโรคนี้อาจจะเปนผลมาจากคาความเปนกรดเบสที่ลดลงภายใน
ลําไส มากกวาเกิดจากตัวเซลลของแบคทีเรียกรดแลกติกโดยตรง (Lehto and salminen,  1997) และ
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จากการศึกษาของ Rinkinen et al., (2003) พบวาการยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาถ่ินกับแบคทีเรีย
กรดแลกติกเปนลักษณะเฉพาะตัวของเชื้อมากกวา เนื่องจากความจําเพาะของเชื้อตอสัตวเจาถ่ิน  
 

4.4  ความสามารถในการเพิ่มจํานวนในระบบทางเดินอาหารของสัตวไดมาก โดยมีจํานวน
เซลลเร่ิมตนนอย 
 

4.5 ผลิตสารตอตานจุลินทรียกอโรคที่เปนจุลินทรียภายในระบบทางเดินอาหาร 
 

4.5.1 กรดอินทรีย (Organic acid) 
 

Murry et al. (2004) ทําการศึกษา L. salivarius และ L. plantarum ที่เปนโพร
ไบโอติกทางการคา สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Escherichia coli, Salmonella Typhimurium 
และ  Clostridia perfringens ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตจากอาหารไกได โดยพบวาความสามารถใน
การยับยั้งแบคทีเรียกอโรคดังกลาวเปนผลสืบเนื่องมาจากแบคทีเรีย  L. salivarius และ  L. 
plantarum มีการหมักสารอาหารพวกคารโบไฮเดรต ผลิตกรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก และกรด
แลกติกเพิ่มมากขึ้น ความเปนกรดเบสในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผลิตจากอาหารไกลดลง ทําใหแบคทีเรีย
กอโรคไมสามารถเจริญ 
 

4.5.2 ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogen peroxide) 
 

ในสภาวะที่มีออกซิเจนแบคทีเรียกรดแลกติกสามารถผลิตไฮโดรเจนเปอร
ออกไซด ซ่ึงเปนสารออกซิไดซ มีผลทําใหโปรตีนในชั้นไขมันของเซลลเมมเบรน และโปรตีน
ภายในเซลลของแบคทีเรีย โครงสรางของกรดนิวคลีอิกและโปรตีนในเซลลเปลี่ยนไป จนไม
สามารถทําหนาที่ได (Lindgren and Dobrogosz, 1990) 

 
Ander (1970) พบวา ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 0.12 มิลลิโมล/ลิตร สามารถ

ยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียกลุม lactococci ได 50 เปอรเซ็นต และเมื่อความเขมขนมากกวา 1.5 
มิลลิโมล/ลิตร จะทําใหเซลลตาย 
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4.5.3 คารบอนไดออกไซค (Carbondioxide) 
 

กลไกการยับยั้งจุลินทรียของ คารบอนไดออกไซค เกิดจากกาซคารบอนไดออก
ไซค เขาไปแทนที่กาซออกซิเจน ทําใหความเปนกรดเบสทั้งภายในและภายนอกเซลลลดลง            
จุลินทรียที่ตองการออกซิเจนไมสามารถเจริญเติบโตและตายในที่สุด (Lindgren and Dobrogosz, 
1990) 
 

4.5.4 ไดอะซิติล (Diacetyl) 
 

เปนผลิตภัณฑที่สังเคราะหจากไพรูเวท (pyruvate) ทั้งในสภาวะที่มีอากาศ และ
ไมมีอากาศ  โดยแบคทีเรียกรดแลกติกจะหมักซิเตรท ไดพลังงานและไพรูเวทจํานวนมาก ไพรูเวท
จะเปลี่ยนเปนไดอะซิติลและอะซิโตอิน (acitoin)  

 
ไดอะซิติลสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ ยีสต และรา มากกวาแบคทีเรีย     

แกรมบวก โดยไปขัดขวางการใชกรดอะมิโนอารจินีน (arginine) ในแบคทีเรียแกรมลบ 
(Ouwehand, 1998) 
 

4.5.5 สารตอตานจุลชีพน้ําหนักโมเลกุลต่ํา 
 

จากการศึกษาของ Ouwehand (1998) พบวา สารตอตานจุลชีพน้ําหนักโมเลกุล
ต่ํา สามารถจําแนกออกมาไดเปน 2  สาร คือ Reuterin และ 2-pyrorolidone-5-carboxylic acid 
(PCA) Reuterin เปนสารตอตานจุลชีพน้ําหนักโมเลกุลต่ําที่สรางโดย L. reuteri มีคุณสมบัติในการ
ยับยั้ง แบคทีเรียชนิดตางๆ รา โปรโตรซัว และไวรัส สวน PCA สรางโดย Latobacillus casei 
สามารถยับยั้ง Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae และ Pseudomonas putida ได 
 

4.5.6 อะซิตาลดีไฮด (Acetaldehyde) 
 

เกิดระหว างการยอยคาร โบไฮเดรตของแบคที เ รียกรดแลกติกชนิด 
Heterofermentative โดยจะแปรสภาพไปเปนเอธานอลดวยเอนไซม alcohol dehydrogenase  ถา
แบคทีเรียกรดแลกติกขาดเอนไซมนี้ หรือเอนไซมถูกขัดขวาง จะทําใหมีปริมาณของ อะซิตาลดีไฮด
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มาก เกิดกลิ่นเฉพาะตัว เชน กล่ินในโยเกิรต ซ่ึงถามีปริมาณ ของอะซิตาลดีไฮด 10-100 ppm. จะ
สามารถยับยั้งเชื้อจุลินทรียกอโรคในอาหารได (Yoshimura, 2000) 
 

4.5.7 แบคเทอริโอซิน (Bacteriocin) 
 

แบคเทอริโอซิน หมายถึง สารที่มีลักษณะเปนโมเลกุลโปรตีน มีฤทธิ์ในการ
ตอตานแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียสายพันธุใกลเคียงกัน Ross (2002) พบวา แบคเทอริโอซิน
บางชนิดสามารถออกฤทธิ์ทําลายแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนได (broadspectrum) โดยทําลายประจุบน
เยื่อหุมเซลลของเซลลเปาหมาย หรือยับยั้งการสังเคราะหผนังเซลล  

 
Franz et al. (1998) พบวา L. plantarum BFE 905 สามารถผลิต    แบคเทอริโอ

ซิน ที่เรียกวา Plantaricin D มีฤทธิ์ยับยั้ง Listeria monocytogenas และมีความคงตัวที่ชวงความเปน
กรดเบส 2-10 
 

4.6 การปองกันการรุกรานของจุลินทรียกอโรค และชวยเพิ่มระดับของภูมิคุมกัน 
 

4.6.1 การยึดติดผนังลําไส  
 

การบริโภคแบคทีเรียที่สามารถยึดติดกับผนังลําไส เชน L. johnsonii Lj1 และ 
B. lactis Bb12 ทําใหเพิ่มความสามารถในการกําจัด E. coli ดวยขบวนการฟาโกไซตของเซลลเม็ด
เลือดขาว ( Schiffrin et al., 1994) 

 
การยึดติดผนังลําไสสัตวเจาถ่ินของจุลินทรียโพรไบโอติกมีอิทธิพลตอการ

กระตุนระบบภูมิคุมกัน โดยกระตุนเซลลเม็ดเลือดขาวที่อยูในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไส โดย
เนื้อเยื่อน้ําเหลืองนี้แพรกระจายอยูระหวางชั้นของเซลลเยื่อบุผิว (epithelial cells) และถัดมาจนเกือบ
ถึงชั้นของกลามเนื้อ (Mardara,1997)โพรไบโอติกสามารถกระตุนเนื้อเยื่อน้ําเหลืองบริเวณลําไสโดย
ตัวโพรไบโอติก หรือช้ินสวนโพรไบโอติก หรือสารแมตาบอไลตที่โพรไบโอติกผลิตขึ้น เรียกสิ่ง
เหลานี้วา เอนติเจน เมื่อเอนติเจนเขาไปในลําไสจะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของเยื่อบุผิว เปน M-
cells เรียกวา follicle associated epithelium (FAE) ที่ตอมน้ําเหลืองภายในลําไสหรือ Payer ‘s 
patches (Laissue et al., 1993)  M-cells สามารถรับเอนติเจนไดดังภาพที่ 2. (ทางที่ 2) หรือเซลลเยื่อ
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บุผิวรับเอนติเจนเขามาโดยตรง (ทางที่1a) หรือ เอนติเจนผานเขามาทางที่เชื่อมตอกันระหวางเซลล
เยื่อบุผิว (tight junctions) (ทางที่1b) 
 

 
 
ภาพที่ 2  การกระตุนระบบภูมิคุมกันโดยโพรไบโอติก 
ที่มา : Madara et al. (1999) 
 

จากภาพที่ 2. การยึดติดของโพรไบโอติกที่มีความแข็งแรงสงผลให เซลลเยื่อบุนํา
โพรไบโอติกผานเขามาในเนื้อเยื่อน้ําเหลืองไดดี โพรไบโอติกจึงสามารถการชักนําใหเกิด เซลลที่มี
หนาที่ในการนําเสนอเอนติเจน (antigen presenting cells ) และ ลิมโฟไซตชนิด ทีเซลลไดมากขึ้น 
(Strober et al., 1998) 
 

4.6.2 ไมเกี่ยวของกับการยึดติดผนังลําไส 
 

แบคทีเรียที่ไมยึดติดกับผนังลําไสของสัตวเจาถ่ินสามารถกระตุนภูมิคุมกันของ
สัตวไดโดยตรง เชน เพิ่มแบคทีเรียประจําถ่ินในลําไสของสัตว กระตุนการดูดซึมเอนติเจนของสัตว 
และผลิตสารชวยเสริมภูมิคุมกัน เชน อินเตอเฟอรอน (interferon) เปนตน (Ouwehand et al., 1999) 
โดยการบริโภค แบคทีเรียกรดแลกติก สามารถเพิ่มการหมุนเวียนของแอนตีบอดีในรางกาย เพิ่ม
กิจกรรมของมาโครฟาจ (macrophage) และเพิ่มจํานวน natural killer cells (NK-cells) (Fuller and 
Perdigon, 2000) 
 

Payer‘s patche 
แทรกระหวาง
เยื่อบุลําไส 

Villi 

FAE 
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4.7 มีความคงตัวสูง โดยเมื่อผานกระบวนการผลิตโพรไบโอติกแลวตองสามารถที่จะมี
ชีวิตอยูและเก็บรักษาไดนาน 
 

นอกจากคุณสมบัติที่กลาวมาแลวยังมีประโยชนทางดานโภชนะที่คาดวาจะไดรับจาก        
จุลินทรียโพรไบโอติก (Holzapfel et al., 1998)  คือ 
 

4.8 ผลิตเอนไซมสําหรับยอยสารอาหารบางชนิดได เชน  β- galactosidase 
 

เพิ่มกิจกรรมของเอนไซม เชน สงเสริมการทํางานของเอนไซม กาแลกโตซิเดส 
(galactosidase) ในคน โดยแบคทีเรียกรดแลคติกจะสงเสริมการทํางานของเอนไซมกาแลกโตซิเดส
ในการชวยยอยน้ําตาลกาแลกโตสในน้ํานม (Marteau et al., 1997) 
 

ลดการทํางานของเอนไซมบางชนิดเชน  กลูคูโรนิ เดส  (-glucuronidase) และ              
อะโซรีดักเทส (azoreductase) ซ่ึงเอนไซมเหลานี้เปนสารกอมะเร็ง (Rowland, 1992) 
 

4.9 ชวยลดระดับคลอเรสเตอรอล 
 

จากการศึกษาของ Liong and Shah (2004) พบวา ผูบริโภคผลิตภัณฑโพรไบโอติกจะมี
ระดับคลอเรสเตอรอลต่ํา เนื่องจากการผลิตน้ําดีในตับของคนและ สัตวใชคลอเรสเตอรอลเปนสาร
ตั้งตนในการผลิต โพรไบโอติกที่สามารถผลิตเอนไซมยอยน้ําดี (BSH) ทําใหเกิด free bile salt  และ 
cholic acid  ซ่ึงมีความสามารถในการละลายน้ําต่ํา จึงมีการดูดซึมที่ลําไสใหญต่ํา สงผลใหมีการใช
คลอเรสเตอรอลเพื่อสราง free bile salt และ cholic acid เพิ่มมากขึ้นในตับ ทําใหระดับคลอ
เรสเตอรอลในกระแสเลือดลดลง 
 

4.10 ทนตออุณหภูมิสูง 
 

การผลิตโพรไบโอติกในระดับอุตสาหกรรมโดยสวนใหญจะใชวิธีการ Spray-dried 
ผสมกับอาหาร และสวนประกอบตางๆ เนื่องจากสะดวกในการเก็บรักษา และขนสง (Ross et al., 
2005) แตในขัน้ตอนของการผลิตโพรไบโอติก ซ่ึงใชความรอนสูง สงผลใหเซลลเกิดการสูญเสียน้าํ 



 
 

15

และ ตาย ประสิทธิภาพลดลง (Teixeira et al., 1995) ดังนั้นคณุสมบัติการทนอุณหภูมิสูงของ
แบคทีเรียจึงเปนคุณสมบัติโพรไบโอติก (Desmond et al., 2001) 
 
5. แบคทีเรียกรดแลกติก 
 

5.1 กระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย 
 

แบคทีเรียกรดแลกติกมีความสามารถในการหมักน้ําตาลเฮกโตสแตกตางกันโดยแบง
กระบวนการออกเปน 2 รูปแบบคือ 
 

5.1.1 Homofermentative   
 

กระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลกติกลักษณะนี้เกิดขึ้นโดยผาน
วิถี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)ซ่ึงเปลี่ยนกลูโคสแลวไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนกรดแลกติก 
ในขั้นตอนแรกของปฏิกิริยามีการใชพลังงานจาก ATP 2 โมเลกุล เพื่อเปลี่ยนกลูโคสไปเปน 
glucose-6-phosphate และ fructose-1,6-diphosphate ตามลําดับ จากนั้น fructose-1,6-diphosphate 
เปล่ียนเปนสารประกอบคารบอน 3 อะตอม ไดแก glyceraldehyde-3-phosphate และ acetone 
phosphate ตอมา glyceraldehyde-3-phosphate เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นควบคูกับการรีดิวซ NAD 
และปฏิกิริยาเอสเทอริฟเคชั่น (erterification) ของอนุมูลฟอสเฟตกลายเปน 1,3-diphosphoglyceric 
acid จากนั้นอนุมูลฟอสเฟตจะถายทอดจาก ไปยัง ADP เพื่อสังเคราะห ATP และเกิด 3-
phosphoglyceric acid จากนั้น 3-phosphoglyceric acid จะเปลี่ยนรูปเปน 2-phosphoglyceric acid 
และ phosphoenolpyruvic acid ตามลําดับ กอนที่จะเปลี่ยนเปนกรดไพรูวิกพรอมกับการถายเท
อนุมูลฟอสเฟต กรดไพรูวิกที่เกิดขึ้นนั้นจะเขาสูกระบวนการหมักซึ่งมีบทบาทสําคัญในการรักษา
สมดุลของสภาวะออกซิเดชั่นและรีดักชั่นในเซลล โดย NADH ที่เกิดขึ้นจะออกซิไดซเพื่อเปลี่ยน
กรดไพรูวิกเปนกรดแลกติกโดยตรง จากกระบวนการดังกลาวนี้จะไดพลังงาน ATP 2 โมเลกุล ตอ
กลูโคส 1 โมเลกุล (Kandler, 1983) 
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5.1.2 Heterofermentative 
 

กระบวนการเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลกติกกลุมนี้ดําเนินตามวิถีฟอส
โฟคีโตเลส (phosphoketolase) ผลิตภัณฑหลักที่ไดจากกระบวนการหมักคือกรดแลกติก ประมาณ 
70 เปอรเซ็นต สวนที่เหลือเปนคารบอนไดออกไซค เอธานอล หรือกรดอะซิติก กระบวนการหมัก
เร่ิมตนจากกลูโคสถูกเปลี่ยนไปเปน glucose-6-phosphate จากนั้น glucose-6-phosphate จะ
เปลี่ยนไปเปน 6-phophogluconic acid และ ribose-5-phosphate โดยการทํางานของ dehydrogenase 
และ 6-phosphategluconate dehydrogenase ตามลําดับ ตอมา ribose-5-phosphate เปลี่ยนเปน 
xylulose-5-phosphate โดยเอนไซม pentose phosphate isomerase จากนั้น xylulose-5-phosphate จะ
เปลี่ยนเปน acetyl phosphate และ glyceraldehyde-3-phosphate ตอมา glyceraldehyde-3-phosphate 
จะเปลี่ยนเปนกรดไพรูวิกและกรดแลกติกตามลําดับ สวน acetyl phosphate จะเปลี่ยนเปนเอธานอล 
หรือกรดอะซิติกขึ้นอยูกับความสมดุลของสภาวะออกซิเดชั่นและรีดักชั่น สําหรับผลผลิตสุทธิจะได
พลังงาน ATP 1 โมเลกุลตอกลูโคส 1 โมเลกุล (Kandler, 1983) 
 

5.2 การศึกษาอนกุรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

โดยอาศัยลักษณะทางกายภาพ สมบัติทางชีวเคมี ลักษณะสัณฐาน องคประกอบของ
ผนังเซลล กรดไขมันภายในเซลล ไอโซโพรีนอยด (isoporenoid) ควิโนน (quinone)รวมทั้ง
การศึกษาในระดับโมเลกุล เชน อัตราสวนของเบสดีเอ็นเอ (G+C content) การเขาคูกันของดีเอ็นเอ 
ลําดับเบสบน rRNA (Stiles and Holzapfel, 1997) ทําใหพบลักษณะที่แตกตางของแบคทีเรียแตละ
สกุล ปจจุบันแบคทีเรียกรดแลกติกถูกจําแนกเปน 12 สกุล ไดแก 
 

5.2.1 Lactobacillus เปนแบคทีเรียกรดแลกติกกลุมใหญทีสุ่ด เนื่องจากมีความ
แตกตางในอัตราสวนของเบสในดีเอ็นเอ (G+C content) ภายในสกุลสูงถึง 32-53 โมลเปอรเซ็นต จึง
ทําใหแบคทเีรียในกลุมนี้มีความหลากหลายของลักษณะทางฟโนไทป สมบัติทางชีวเคมีและสรีระ
เซลลซ่ึงมีรูปรางเปนทอน หรือทรงรี (coccobacilli) มีความตองการสารอาหารในการเจริญสูงบาง
สายพันธุเปนสาเหตุของโรคติดเชื้อในมนษุย แบคทีเรียกรดแลกตกิกลุมนี้ ประกอบดวย 56 สาย
พันธุ ซ่ึงแบงไดเปน 3 กลุมยอย (Hammes and Vogel, 1995) คือ 
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ก. กลุม  obligately homofermentative lactobacilli ประกอบดวย 17 สปชีส 
หมักน้ําตาลเฮกโตส ผานวิถี Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ไดผลิตภัณฑเปนกรดแลกติกมาก
กวา 85 เปอรเซ็นต สามารถสรางเอนไซม fructose-1,6-bisphosphate-aldolase แตไมสรางเอนไซม 
phosphoketolase จึงไมสามารถใชน้ําตาลเพนโตสและกลูโคเนทได 
 

ข. กลุม facultatively heterofermentative lactobacilli ประกอบดวย 18 สปชีส 
หมักน้ําตาลเฮกโตสเปนกรดแลกติกผานวิถี EMP สามารถสรางเอนไซม aldolase และ 
phosphoketolase ได จึงสามารถหมักน้ําตาลเฮกโตส เพนโตส และกลูโคเนทได โดยในสภาวะที่มี
กลูโคสจะยับยั้งการสรางเอนไซมในวิถีฟอสโฟกลูโคเนท 

 
ค. กลุม obligately heterofermentative lactobacilli ประกอบดวย 22 สปชีส 

หมักน้ําตาลเฮกโตสและเพนโตส ผานวิถีฟอสโฟกลูโคเนทไดผลิตภัณฑเปนแลกเตท กรดอะซิติก
เอธานอลและคารบอนไดออกไซค 
  

5.2.2 Streptococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือรูปไข ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.8-1.2 
ไมครอน มักจดัเรียงตวัเปนสายโซหรือคู ผลิตกรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภัณฑหลักเทานั้น จาก
การหมักกลูโคส (homofermentative) เจริญที่อุณหภมูิ 20-42 องศาเซลเซียส ตองการอาหารที่
ซับซอนในการเจริญ ประกอบดวย 39 สายพันธุ ที่เปนปรสิตในคนหรือสัตว และบางสายพันธุ
กอใหเกิดโรครุนแรงได มีปริมาณเบส G+C ระหวาง 34-46 โมลเปอรเซ็นต (Hardie and Whiley, 
1995) 
 

5.2.3 Vagococcus เปนแบคทีเรียกรดแลกติกซึ่งเคลื่อนที่ได แตไมทุกสายพันธุ 
ประกอบดวย 2 สายพันธุ คือ V. fluviais ซ่ึงเดิมอยูในสกุล Streptococcus กลุม N แยกไดจาก
อุจจาระของไก และ V. salmoninarum ซ่ึงแยกไดจากปลาแซลมอนที่เปนโรค (Stiles and Holzapfel, 
1997) 
 

5.2.4 Pediococcus เซลลมีรูปรางกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.36-1.43 ไมครอน 
สามารถแบงตัวไดใน 2 ลักษณะ ทิศทางบนระนาบเดียวโดยแบงครั้งที่ 2 ในทิศทางดานขวามือของ
คร้ังแรก ทําใหเกิดลักษณะเฉพาะเปนเซลล 4 เซลล ติดกันคลายจตุรัส (tetrad formation) ในสภาวะ
ไมมีอากาศผลิตกรดแลกตกิชนิด DL และ L(+) จากการหมักกลูโคส เจริญที่อุณหภมูิ 25-40 องศา
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เซลเซียส บางสายพันธุผลิตเอนไซมคะตะเลสเทียม (pseudocatalase) และบางสายพนัธุเปนสาเหตุ
ของการเสื่อมสภาพในเบียรและไวน ประกอบดวย 6 สายพันธุ ไดแก P. acidilactici, P. damnosus, 
P. dextrinicus, P. inopinatus, P. parvulus, P. pentosaceus มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-44 
โมลเปอรเซ็นต 
 

5.2.5 Tetragenococcus มีลักษณะการแบงตัวเหมือน Pediococcus สายพันธุเดิม คือ   
P. halophilus อยางไรก็ตามไดนํามาจดัจําแนกใหมเนื่องจากความสามารถในการเจรญิในอาหารทีม่ี
ปริมาณเกลือโซเดียมคลอไรดสูงถึง 18 เปอรเซ็นต และลําดบัเบสบน 16S rRNA  ใกลเคียงกับเชื้อ
สกุล Enterococcus และ Carnobacterium มากกวาสกุลเดิม (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 

5.2.6 Aerococcus มีลักษณะการแบงตัวเหมือน Pediococcus ประกอบดวย 2 สาย
พันธุ คือ A. viridans และ A. urinae สายพนัธุเดิมคือ P. homari และ P. urine-equi ตามลําดับ นํามา
จัดจําแนกใหมเนื่องจากความสามารถในการเจริญในอาหารที่มีสภาวะเปนเบสสูงและสามารถเจริญ
ไดในอาหารทีไ่มมีคารโบไฮเดรต มีปริมาณเบส G+C ระหวาง 39.6-39.7 โมลเปอรเซ็นต               
A. viridans กอใหเกดิโรคในกุงลอบสเตอรและเกีย่วของกับการติดเชือ้ในคน (Stiles and Holzapfel, 
1997) 
 

5.2.7 Lactococcus เซลลมีรูปรางกลมหรือไข ขนาดเสนผานศูนยกลาง 0.5-1 ไมครอน 
จัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว เปนคูหรือตอกันเปนสายโซ ผลิตกรดแลกตกิชนิด L(+) จากการหมกัแลก
โตส มักใชเปนกลาเชื้อในผลิตภัณฑนมสามารถเจริญไดที่ 10 องศาเซลเซียส แตไมเจริญที่ 45 องศา
เซลเซียส ประกอบดวย 5 สายพันธุ ไดแก Lc. lactis, Lc. garvieae, Lc. plantarum, Lc. raffinolactis 
และ Lc. piscium มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 34-43 โมลเปอรเซ็นต (Teuber, 1995)  
 

5.2.8 Enterococcus เซลลมีรูปไขจัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว คู หรือเปนสายโซ ส้ันๆ 
ผลิตกรดแลกติกชนิด L(+) เปนผลิตภณัฑหลักเทานัน้จากการหมกักลูโคสสามารถเจริญไดที่ 10 
และ 45 องศาเซลเซียส ตองการอาหารที่ซับซอนในการเจริญ บางสายพันธุผลิตเอนไซม  คะตะเลส 
เทียม (pseudocatalase) และบางสายพันธุกอใหเกดิโรค แบคทีเรียกรดแลกติกกลุมนี้ประกอบดวย 5 
สายพันธุ คือ Ent. faecalis , Ent. avium, Ent. gallinarum และ Ent. cecorum มีปริมาณเบส G+C 
ระหวาง 37-40 โมลเปอรเซ็นต (Dervriese and Pot, 1995) 
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5.2.9 Leuconostoc สัณฐานของเซลลขึ้นกับอาหารเลี้ยงเชื้อ ในอาหารที่มีกลูโคส 
เซลลมีลักษณะยืดออกคลายกลุม Lactobacilli แตเมื่อเจริญในน้ํานม เซลลจะมีลักษณะกลม การ
จัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว เปนคู หรือเปนสายโซส้ันถึงปานกลาง ผลิตกรดแลกติกชนิด D(-) 
เอธานอล คารบอนไดออกไซค และไดอะซิติล จากการหมักกลูโคส จึงชวยสรางกลิ่นรสในอาหาร
หมักดอง จดัเปน heterofermentative การเจริญตองการอาหารสูง ประกอบดวย 8 สายพนัธุ ไดแก 
Leuc. mesenteroides, Leuc. lactis, Leuc. gelidum, Leuc. carnosum, Leuc. pseudomesenteroides, 
Leuc. citreum, Leuc. argentimum และ Leuc. fallax มีปริมาณของเบส G+C ระหวาง 37-40 โมล
เปอรเซ็นต (Dellagio et al., 1995) 
 

5.2.10 Oenococcus ประกอบดวยสายพันธุเดยีวคือ O. oeni ซ่ึงเปลี่ยนมาจาก Leu. 
oenos ดวยคณุสมบัติการทนกรดและเอธานอลปริมาณสูง รวมทั้งขอมูลพันธุกรรมจากดีอ็นเอดวย
การศึกษาดเีอน็เอไฮบริไดซเซชั่น และลําดับเบสของ 16S rRNA ตางจากสายพันธุอ่ืนในสกุล 
Leuconostoc อยางชดัเจน (Dellagio et al., 1995) 
 

5.2.11 Weissella เซลลมีรูปรางเปนแทงและกลมลักษณะคลายกับ Leuconostoc 
(Leuconostoc-like bacteria) ซ่ึงเดิมอยูในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus ประกอบดวย 7 สาย
พันธุ คือ W. paramesenteroides (Leuc. paramesenteroides), W. confuses (Lactobacillus confuses), 
W. halotolerans (Lb. halotolerans), W. kandleri (Lb. kandleri), W. minor (Lb. minor), W. 
viridescens (Lb. viridescens) และสายพันธุใหมที่แยกไดจากไสกรอกหมัก คือ W. hellenica (Stiles 
and Holzapfel, 1995) 
 

5.2.12 Carnobacterium เซลลมีรูปรางเปนทอนตรง ขนาดสั้นถึงปานกลางหรือเปน
ทอนเรียว (slender rod) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5-0.7 ไมครอน และยาว 1.1-3.0 ไมครอน 
จัดเรียงตวัเปนเซลลเดี่ยว หรือคู มักไมพบการเรียงเปนสายโซ ผลิตกรดแลกติกชนิด L(+) อะซิเตท 
เอธานอล และคารบอนไดออกไซค จากการหมักน้ําตาลเฮกโตส อาจพบการผลิตอะวิโตอิน และ
กรดฟอรมิก ในสภาวะการใหอากาศ ประกอบดวย 6 สายพันธุ คือ Carnobacterium divergens, C. 
piscicola, C. gallinarum, C. mobile, C. fundium และ C. alterfunditum มีปริมาณของเบส G+C 
ระหวาง 31.6-37.2 โมลเปอรเซ็นต (Schillinger and Holzapfel, 1995) 
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สกุลของแบคทีเรียกรดแลกติกตามการจดัจําแนกในปจจบุันและลักษณะที่สําคัญ
สามารถสรุปไดดังตารางที่ 2 

6. กายวิภาคในระบบทางเดินอาหารของไก 
 

การศึกษากายวิภาค ในระบบทางเดินอาหารของไกไข (Simon and Versteeg, 1989) ดัง
แสดงในภาพที่ 3 ทําใหทราบความเปนกรดเบสในระบบทางเดินอาหารของไก ดังแสดงในตารางที่ 
3 

 
 

 
 
 

ภาพที่ 3  ระบบทางเดินอาหารของไก 
ที่มา : Simon and Versteeg (1989) 
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ตารางที่ 2  คุณสมบัติที่ใชในการแยกแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

รูปรางทอน รูปรางกลม  
ลักษณะ Carnob. Lactob. Aeroc. Enteroc Lactococ. 

Vagoc. 
Leucon. 
Oenoc. 

Pedioc. Streptoc. Tetragenoc. Weissella. 

เซลลตอกันเปน 4 เซลลก 
ผลิต CO2 จากกลูโคส ข 
เจริญที่ 10 ๐ซ ค 
เจริญที่ 45๐ ซ 
เจริญที่ 6.5% NaCl 
เจริญที่ 18%  NaCl 
เจริญที่ pH 4.5 
เจริญที่ pH 9.6 
ชนิดของกรดแลกติก 

- 
- 
+ 
- 

ND 
- 

ND 
- 
L 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 

D,L,DL 

+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
- 
+ 
L 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
L 

- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 

  L 

- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
D 

+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 

L,DL 

- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
L 

+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
+ 
L 

- 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 

D,DL 
หมายเหตุ   ก +  เซลลตอกันเปน 4 เซลล , -  เซลลไมตอกันเปน 4 เซลล   ข + ผลิต CO2 , - ไมผลิต CO2, + ขึ้นกับชนิดของเชื้อ  
                  ค +  เจริญ, - ไมเจริญ,  + ขึ้นกับชนิดของเชื้อ, ND ไมระบ ุ
ที่มา : Axelsson (1998)
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ตารางที่ 3  คาความเปนกรดเบสและคาเฉลี่ยระยะเวลาการเคลื่อนที่ของอาหารภายในสวนตางๆของ
ระบบทางเดินอาหารของไก หลังจากที่ใหอาหารตลอด (ad libitum) เปนเวลา 6 สัปดาห 

 
สวนตางๆของระบบทางเดินอาหาร ชวงระยะเวลาที่อาหารผาน (นาที) pH 
Crop 
Proventiculus and gizzard 
Duodenum 
Jejunum 
Ileum 
Rectum 

50 
90 
5-8 

20-30 
50-70 

25 

5.5 
2.5-3.5 

5-6 
6.5-7 
7-7.5 

8 
ที่มา : Simon and Versteeg (1989) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. เชื้อจุลินทรียและสภาวะการเจริญ  
 

1.1 แบคทีเรียกรดแลกติก 
 

แบคทีเรียกรดแลกติกแยกจากลําไสไก ของไกจํานวน 20 ตัว  (คมแข และคณะ, 2542)  
แบงออกเปนลําไสสวนตางๆไดแก สวนดูโอดีนัม (duodenum) เจจูนัม (jejunum) อิเลียม (ileum) 
และ ซีกัม (cecum) ใหเปนรหัส D, J, I และ C ตามลําดับ รวม 194 ไอโซเลท เก็บเชื้อที่แยกไดใน
อาหารเหลวMRS ที่มี กลีเซอรอล 15 เปอรเซ็นต ที่ตูทําความเย็นอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ใช
อาหารเหลวMRS และอาหารแข็ง MRS (1.5% agar) ในการเลี้ยง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 18-24 ช่ัวโมง 
 

1.2  แบคทีเรียกอโรค   
 

 เชื้อกอโรคในระบบทางเดินอาหารของไกซ่ึงเปนเชื้อเปาหมายในการศึกษาไดแก 
Shigella dysenteriae., Salmonella Enterititis DMST 17368, Salmonella Typhimurium, 
Escherichia coli O157:H7, Campyrobacter jejuni ATTC 33291 และ Vibrio parahaemolyticus  
สภาวะการเจริญของเชื้อกอโรค ดังแสดงในตารางที่ 3 สวนวิธีการเตรียม และสวนประกอบของ
อาหารเลี้ยงเชื้อดูที่ภาคผนวก ก 
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ตารางที่ 4  อาหารเลี้ยงเชื้อและสภาวะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย 
 

เชื้อจุลินทรีย อาหาร สภาวะ 
Salmonella Enterititis DMST 
17368 
 
Salmonella Typhimurium 
 
 
Shigella dysenteriae 
 
 
Escherichia coli O157:H7 
 
 
Campyrobacter jejuni ATTC 
33291 
 
 
Vibrio parahaemolyticus 
 

Nutrient broth ,NB และ 
Nutrient agar,NA (1.5%agar) 
 
NB และ NA 
 
 
NB และ NA 
 
 
NB และ NA 
 
 
Bruceela broth และ 
Columbia blood agar ที่มี
เลือด 5 % 
 
NB และ NA ที่มี15 % 
โซเดียมคลอไรด 
 

มีออกซิเจนแบบเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
 
มีออกซิเจนแบบเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
 
มีออกซิเจนแบบเขยาที่อุณหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
 
มีออกซิเจนแบบเขยาที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง 
 
มีออกซิเจนเลก็นอย (5% ของ
อากาศ) ที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
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วิธีการ 
 
1. การทดสอบความสามารถทนตอน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติก   
 

วิธีการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีความสามารถทนตอน้ําดี ดัดแปลงจากวิธีของ Jin 
et al. (1998) โดยถายเชื้อ 1 loop ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร นําไปบม 37 องศา
เซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาเขี่ยบนอาหารแข็ง MRS บม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง 
ถายเชื้อ 1 โคโลนี ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง 
แลวถายเชื้อ 50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS 5 มิลลิลิตร ที่มี น้ําดีไกสด 3 เปอรเซ็นต 
(น้ําหนักตอปริมาตร) และอาหารเหลว MRS ที่ไมมีน้ําดี 5 มิลลิลิตร เปนชุดควบคุม บมทั้ง 2 ชุด
ทดลองที่37 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นวัดปริมาณเชื้อที่มีชีวิตดวยวิธีการ spread plate นํา
ผลที่ไดมาคํานวณหาคากิจกรรมการทนตอน้ําดี 

 
คากิจกรรมการทนตอน้ําดี 
=        ปริมาณเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีน้ําดี–ปริมาณเชื้อในชุดทดลองควบคุม× 100 
                      ปริมาณเชื้อในชดุทดลองควบคุม 

 
2. การทดสอบความสามารถยบัยั้งเชื้อกอโรค 
  

2.1 การทดสอบดวยวิธี Agar-well-diffusion  
 

ใชทดสอบกับ Shigella dysentiriae, Salmonella Enterititis DMST 17368, Salmonella 
Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, และ Vibrio parahaemolyticus โดยดัดแปลงจากวิธีการ
ของ Schillenger and Lucke (1989) การเตรยีมเชื้อจุลินทรยีทดสอบสามารถทําวิธีการตามตารางที่ 3 

 
2.1.1 การเตรียมน้ําเลี้ยงเชื้อปราศจากเซลลของแบคทีเรียกรดแลกติก 

 
ถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีความสามารถในการทนตอน้ําดีเขมขน 3 % ลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว MRS บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง นําตัวอยาง
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ไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เพื่อแยกเอาเซลลออก จากนั้นนําสวน
ใสไปทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง 
 

2.1.2 การทดสอบกจิกรรมการยับยั้งโดยวิธี Agar-well-diffusion 
 

ถายเชื้อทดสอบ ไดแก Shigella dysenteriae., Salmonella Enterititis DMST 
17368, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7 และ Vibrio parahaemolyticus 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงใน อาหารแข็ง NA ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ที่หลอมตัวและมีอุณหภมูิ
ประมาณ 45 องศาเซลเซียส ผสมใหเปนเนื้อเดียวกนั แลวเทบนจานเลี้ยงเชื้อที่ผานการฆาเชื้อ รอจน
อาหารแข็งและ ผิวอาหารแหง ใช cork borer เบอร3 (6 มิลลิเมตร) เจาะอาหารใหเปนหลุม จากนัน้ 
หยดน้ําเลี้ยงเชือ้ปราศจากเซลลที่เตรียมไวจากขอ 2.1.1 ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลงในหลุม นําไป
บมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวตรวจสอบการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ทดสอบโดยคาํนวณประสิทธิภาพการยับยัง้เปนกิจกรรมการยับยั้ง (inhibition activity) 

 
กิจกรรมการยับยั้ง =       เสนผานศูนยกลางการยับยั้ง (มิลลิเมตร)   

             เสนผานศูนยกลางของหลุม 6 มิลลิเมตร 
 

2.2 การทดสอบดวยวิธีการ Direct method  
 

ใชทดสอบกับ Campyrobacter jejuni ATTC 3329 โดยดดัแปลงวิธีการจากวิธีของ 
Coventry et al. (1997) ซ่ึงการเตรียมเชื้อดังแสดงในตารางที่ 3 
 

2.2.1 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

เล้ียงเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีความสามารถในการทนตอน้ําดีในอาหาร
เล้ียงเชื้อแข็ง MRS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นแยกเชื้อ 1 โคโลนี 
จุดลงใน MRS agar บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง 
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2.2.2 การทดสอบประสิทธิภาพการยับยั้ง โดยวิธี Direct method 
 
ถายเช้ือ Campyrobacter jejuni ATTC 3329 ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ Columbia 

blood agar ที่มีเลือด 5% ในขณะที่อาหารยังหลอมอยู จากนั้นเททับอาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียกรด
แลกติก  บมในสภาวะมี  ออกซิเจน  5% โดยใชแผนสังเคราะหกาซคารบอนไดออกไซค           
(Anaerocult® C, Merck, Thailand) อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ตรวจสอบการ
ยับยั้งการเจริญของเชื้อทดสอบโดยคํานวณประสิทธิภาพการยับยั้งเปนกิจกรรมการยับยั้ง 
(inhibition activity) 

 
 กิจกรรมการยับยั้ง =                 เสนผานศูนยกลางการยับยั้ง (มิลลิเมตร)  
                                                    เสนผานศูนยกลางของโคโลนีแบคทีเรียกรดแลกติก(มิลลิเมตร) 
 
3. การทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส   
 

วิธีการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีความสามารถทนตอกรดและเบส ดัดแปลงมาจาก
วิธีของ Jin et al. (1998) โดยถายเชื้อ 1 loop จาก stock culture ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร นําไปบม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นนํามาเขี่ยบนอาหารแข็ง MRS บม 37 
องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง ถายเชื้อบริสุทธิ์ 1 โคโลนีในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
และบม 37 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง ถายเชื้อ 50 ไมโครลิตร ลงในอาหารเหลว MRS 5 
มิลลิลิตร ที่ปรับ pH คาตางๆ คือ 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 โดยใช  sodium hydroxide ความเขมขน 2 
โมลาร ในการปรับ MRS ใหเปนเบส และ hydrochloric acid ความเขมขน 2 โมลาร  ในการปรับ 
MRS ใหเปนกรด วิเคราะหปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ 0 ช่ัวโมง และหลังจากบม 37 องสาเซลเซียส 3 
ช่ัวโมง โดยวิธีการ spread plate แสดงผลเปนคาเปอรเซ็นตการอยูรอดซ่ึงสามารถคํานวณโดย  

 
เปอรเซ็นตการอยูรอด = ปริมาณเชื้อรอดชีวิตที่ 3 ช่ัวโมง  (Log CFU/ml)× 100 
   ปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่ 0 ช่ัวโมง (Log CFU/ml) 
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4. การทดสอบความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูง 
 

เตรียมการเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์ดังวิธีการขอ 3 จากนั้นถายเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก 1 %  ลง
อาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมใน water bath อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่ 
0, 20, 40, 80 และ 120 วินาที วัดปริมาณของเชื้อโดยการ pour plate แสดงผลเปนเปอรเซ็นตการอยู
รอดซ่ึงสามารถคํานวณไดโดย 

 
เปอรเซ็นตการอยูรอด  
= ปริมาณเชื้อรอดชีวิตที่ เวลา 0, 20, 40, 80 และ 120 วินาที  (Log CFU/ml)× 100 
             ปริมาณเชื้อเร่ิมตนที ่0 วินาที (Log CFU/ml) 
 

5. การวิเคราะหกิจกรรม (activity) ของเอนไซนยอยน้ําดี (Bile salt hydrolase, BSH) 
 

การทดสอบกจิกรรมของเอนไซม  BSH ใชวิธีการของ Liong and  Shah (2005)  
 
5.1 การเตรียมเอนไซมจากแบคทีเรียกรดแลกติก 

 
เล้ียงเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติกในอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth 1 % ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง แยกเซลลโดยปนเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลที่ไดดวยสารละลาย  phosphate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร 
pH7 จากนัน้เตรียมเซลลแขวนลอยโดยใช phosphate buffer ความเขมขน 0.1 โมลาร pH7 ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร ปรับความเขมขนของเซลลในชุดทดลองใหเทากันโดยใชเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ที่
ความยาวคลื่นของแสง 600 นาโนเมตร เปน 0.9 นําสารละลายเซลลที่ไดไปทําใหเซลลแตกโดยใช 
glass beads ที่มีขนาด 0.1  มิลลิเมตร จํานวน 0.3 กรัม ดวยเครื่อง Bead beater (Minibead beater, 
Biospec) เปนเวลา 180 วินาที แยกเศษเซลลออกโดยนําตวัอยางไปปนเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที นําสวนใสที่ไดไปทดสอบกิจกรรมของเอนไซม  
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5.2 การทดสอบกจิกรรมของเอนไซม 
 

เตรียม taurodeoxycholic acid ความเขมขน 6 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เปน
สับสเตรท และ sodium phosphate buffer (pH6) 0.1 โมลารปริมาตร 1.8 มิลลิลิตร ลงในหลอด
ทดลอง จากนัน้ใสสวนใสที่ไดจากขอ 5.1 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัโดยใช vortex  โดย
ชุดควบคุมใชน้ําปราศจากไออน ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 30 
นาที หยดุปฏกิิริยาของเอนไซมโดยใสสารละลาย trichloroacetic acid  ( 15% w/v) 0.5 มิลลิลิตร 
จากนั้นนําตวัอยางมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 10 นาที แยกเอาสวนใส 0.2 
มิลลิลิตร เติมดวย น้ํากลั่นปริมาตร 0.8 มิลลิลิตร และ สารละลาย ninhydrin (แสดงวิธีเตรียมใน
ภาคผนวก ก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวย vortex นํามาตมในน้ําเดือด เปนเวลา 14 นาที 
จากนั้นแชในน้ําแข็ง รอจนกระทั่งเย็น จึงวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร นํา
ผลที่ไดมาวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซม  

 
กําหนดให 1 หนวยของเอนไซม (Unit) คือปริมาณเอนไซม ที่สามารถยอยสับสเตรท 

ใหกรดอะมิโนอิสระ 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที เมื่อเทียบกับชุดควบคุมภายใตสภาวะทดสอบ 
 
การคํานวณคากิจกรรมของเอนไซมยอยน้าํดี สามารถคํานวณโดยใชสูตรคํานวณดังนี้ 
 

Unit/ml     = (ODs-ODc) × Dilution × Vt 
                     Vs × mw × Slope × time 
 
ODs  =  คาการดูดกลืนแสงของชุดตัวอยาง 
ODc  =  คาการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม 
Vt    =  ปริมาตรของสารกอนปฏิกิริยาการเกิดส ี
Vs = ปริมาตรของสารละลายใส 
Dilution = คาการเจือจางชุดตัวอยาง 
Mw = มวลโมเลกุลของ taurine มีคาเทากับ 125.15 
Slope = ความชันของกราฟมาตรฐาน 
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5.3 การเตรียมกราฟมาตรฐาน  
 

ใชวิธีการเดียวกับการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมในขอ 6.2 โดยใช taurine ที่ความ
เขมขน 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  แทนสารละลายตัวอยาง 

 
6. การทดสอบการยึดตดิกับเยื่อบุผนงัลําไส 
 

6.1 การเตรียมเยื่อบุผนังลําไส 
 

ใช spatula ขูดเยื่อบุผนังลําไสไกเนื้ออายุ 45 วัน  ใสลงใน phosphate buffer saline (pH 
7.3) ที่เยน็ ปริมาตร 200 มิลลิลิตร  ตามวิธีการของ Roose et al. (2000) นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที 10 นาท ีและ 15000 รอบตอนาที 15 นาที ทําแหงสารละลายที่ได โดยวิธี freeze 
dry ดวยเครื่อง Freeze dry LyoLab 3000 (Heto Holten, Denmark) และเก็บเยือ่บุผนังลําไสที่
อุณหภูมิ -20 องสาเซลเซียส  

 
6.2 การเตรียมแบคทีเรียกรดแลกติก 

 
ใชกลาเชื้อแบคทีเรียกรดแลกติก 1 %ในอาหารเลี้ยงเชือ้เหลว MRS บมที่อุณหภูม ิ 37 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 ช่ัวโมง จากนัน้แยกเซลลปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8000 รอบตอนาที เปน
เวลา 10 นาท ี ลางเซลลและทําเปนสารละลายเซลล ดวย phosphate buffer saline (pH 7.3) ที่มี 
Tween 20 เขมขน 0.05 % (v/v) (PBST) นําสารละลายเซลลมาวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร โดยกําหนดใหมีคาเทากบั 0.5 ในทุกชดุการทดลอง  
 

6.3 การทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไส 
 

การทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไส ทําตามวิธีการของ Nitisinprasert et al. 
(2006) โดยละลายเยื่อบุผนงัลําไสปริมาณ 0.5 มิลลิกรัม ใน disodium carbornate buffer (pH 9.7)  
เขมขน  50 มลิลิโมลาร ปริมาตร 1000 มลิลิลิตร จากนั้นเคลือบสารละลายเยื่อบุผนงัลําไสปริมาณ 
150 ไมโครลิตร ใน Eppendorf (E-tube) บมที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24 ช่ัวโมง นํา
สารละลายเซลลที่ไดจากขอ 7.2 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ใสลงในหลอด E-tube บมที่ 37 องศา
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เซลเซียสเปนเวลา 1  ช่ัวโมง จากนัน้ดูดสารละลายเซลลทิ้ง ลาง E-tube ดวย สารละลาย PBST  150 
ไมโครลิตร จํานวน 3 คร้ัง และเก็บน้ําลาง เพื่อวิเคราะหปริมาณเซลลที่ไมยึดติดกบัเยื่อบุผนังลําไส 
ดวยวิธีการ pour plate จากนัน้ ใสสารละลาย normal saline 1 มิลลิลิตร ลงใน E- tube บมที่ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 120 นาที และผสมดวย vortex ทุกๆ 30 นาที จากนัน้นํามาวเิคราะหเซลลที่มีการ
ยึดกับเยื่อบุลําไสดวยวิธีการ pour plate คํานวณประสิทธิภาพการยึดติด 

 
 ประสิทธิภาพการยึดตดิ =  ปริมาณเซลลที่มีการยึดตดิกบัเยื่อบุลําไส (logCFU/ml) × 100 

             ปริมาณเซลลทั้งหมด (logCFU/ml) 
 

7. การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดเลือกได 
 

7.1 การศึกษาสัณฐานวิทยาและลักษณะทางกายภาพ 
 
       เล้ียงเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารแข็ง MRS บมเปนเวลา 18- 24 ช่ัวโมงทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส แลวนํามาทดสอบดังนี ้
 

7.1.1 การตรวจการติดสีแกรม  (Beisheier, 1991) 
 

หยดน้ํากลั่นปลอดเชื้อลงบนกระจกสไลดเขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ใหกระจายบนหยดน้ํา
กล่ัน ทิ้งใหแหง นํามาผานความรอน (heat fixed) ยอมดวยสารละลาย crystal violet เปนเวลา 1 นาที 
ลางดวยน้ํากลัน่ หยดสารละลายไอโอดีน ทิ้งไว 1 นาท ีลางดวยน้ํากลัน่ จากนั้นหยด 95 เปอรเซน็ต 
แอลกอฮอล พอทําใหสีของ crytal violet หลุดออก แลวลางดวยน้ํากลั่นทันทีจากนั้นหยดสารละลาย 
saflanin O ทิ้งไว 30 วนิาท ีลางดวยน้ํากลั่น ทิ้งใหแหง นําไปตรวจสอบการติดสี  แกรม ลักษณะ
รูปรางเซลล และการจัดเรยีงตัวใหกลองจุลทรรศน 

 
7.1.2 ทดสอบการเคลื่อนที่ (Johnson and case, 1989) 

 
ใชเข็มเขี่ยเชื้อ (needle) เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธีแทงลงบนอาหารแข็ง MRS ที่มี

ผงวุน 0.8 เปอรเซ็นต แทงลึกประมาณ 2 ใน3 ของสวนสูงของอาหาร บมที่ อุณหภูมิ 37 องศา
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เซลเซียส เปนเวลา 1-7 วัน ตรวจสอบการเคลื่อนที่โดยสังเกตที่รอยแทง หากมกีารกระจายของเชื้อ
ออกจากรอยทีแ่ทงไว แสดงวาเชื้อสามารถเคลื่อนที่ได 

 
7.1.3 ทดสอบคะตะเลส (Johnson and case, 1989) 

 
หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอรออกไซดความเขมขน 3 เปอรเซ็นต ลงบน

กระดาษกรองปลอดเชื้อ จากนั้นเขีย่เชื้อบริสุทธิ์ลงบนกระดาษกรอง ถาเกิดฟองอากาศ แสดงวาเชื้อ
สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได ดังสมการ 

 
 catalse 
H2O2                                         H2O +O2 

 
7.1.4 การตรวจสอบการสรางกาซ (Johnson and Case, 1989) 

 
เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเหลว MRS ที่มีหลอดดักกาซ (durham tube) บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-72 ช่ัวโมง หากพบกาซในหลอดดกักาซแสดงวาเปน
แบคทีเรียในกลุม heterofermentative หากไมพบกาซในหลอดดกักาซแสดงวาเปนแบคทีเรียในกลุม 
homofermentative 
 

7.1.5 ทดสอบการเจริญที่อุณหภูมติางๆ (Siliker et al., 1980) 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหารเหลว MRS บมที่อุณหภูมิ 10, 37, 45 และ 50 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเจรญิ โดยวดัคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 
600 นาโนเมตร 
 

7.1.6 ทดสอบความทนเกลือ (Siliker et al., 1980) 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหาร MRS ที่เติมโซเดียมคลอไรดความเขมขน 6.5 และ 
18 เปอรเซ็นต น้ําหนักตอปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง 
ตรวจสอบการเจริญโดยการวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
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7.1.7 ทดสอบความสามารถในการเจริญที่ระดับความเปนกรดดางตางๆ (Wistreich 

and Lechtman, 1980) 
 

เขี่ยเชื้อบริสุทธิ์ลงในอาหาร MRS ที่ปรับพีเอช เปน 4.5 และ 9.6 บมที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง ตรวจสอบการเจริญโดยการวัดคาการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร 
 

7.2 การศึกษาทางชีวเคม ี
 

ศึกษาการหมักคารโบไฮเดรตดวยชุดตรวจสําเร็จรูป API 50 CHL (BioMerieux, 
France) โดยเลี้ยงเชื้อบริสุทธิ์บนอาหารแขง็ MRS บมที่ 37 องศาเซลเซียส 18-24 ช่ัวโมง จากนั้นใช
ไมพันสําลีที่ผานการฆาเชื้อแลวเขี่ยเซลลใหไดปริมาณมากพอ ใสลงในน้ํากลั่นปลอดเชื้อ 2 
มิลลิลิตร เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน ถายสารแขวนลอยเซลลดวยปริมาตรที่แนนอน (n) ใสในน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อ 5 มลิลิลิตร เขยาใหเปนเนื้อเดยีวกัน แลวนําไปวัดคาแสงสองผาน (% T) ที่ความยาวคลื่น 
480 นาโนเมตร ใหอยูในชวง 48-53%T ซ่ึงมีคาเทากับ 2McF ถายเชื้อปริมาตร 2n จากสารแขวนลอย
เซลล ใสใน API 50 CHL medium เขยาใหเปนเนื้อเดียวกัน เตรียมชดุทดสอบ โดยการเติมน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อลงในหลุมที่ถาด เพื่อใหเกิดความชื้นในขณะทีบ่ม เรียงชุดทดสอบลงบนถาด ถาย API 50 
CHL medium ที่มีเชื้ออยูลงไปทุกชอง ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศและอยาใหปลายทิปสัมผัสกับ
อาหารในขณะที่อาหารจะเตม็ เททับดวย mineral oil นําไปบมที่ 37 องศาเซลเซียส อานผลหลังจาก
บม 24 และ 48 ช่ัวโมง นําผลที่ไดไปวิเคราะหดวยโปรแกรม APILAB version 3.22 (BioMerieux, 
France) โดยอานผลบวกจากการเปลี่ยนสีจากมวงน้ําเงินเปนเหลือง ยกเวนชองที่ 25 ผลบวกอาหาร
จะเปลี่ยนเปนสีดํา หากอาหารเปลี่ยนเปนสีเขียว หรืออานผลไมชัดเจน ใหใสเครื่องหมาย ? 
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7.3 การวิเคราะหหาลําดับเบสของ 16S rDNA 
 

7.3.1 การสกัดดีเอน็เอ 
 

 สกัดดีเอ็นเอทั้งหมดของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกไดโดยใชชุดสกัดดี
เอ็นเอสําเร็จรูป E-zi DNA KIT (Sunnolincorporation, Thailand) ตามคูมือของชุดสกัดโดยแสดงใน
ภาคผนวก ข จากนั้นวิเคราะหแถบดีเอ็นเอที่สกัดไดโดย วิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 
(Sambrook and Russell, 2001) คํานวณความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปก
โตรโฟโตมิเตอร ดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์ควรแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 280   
นาโนเมตร มากกวา 1.8 และแสดงคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 230 นาโนเมตร 
มากกวา 1.5 
 

7.3.2 การสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมายดวยเทคนิคเพิ่มขยายจํานวนดีเอ็นเอแบบ
ปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

สังเคราะหดีเอน็เอ 1500 base pair (bp) ของยีน 16S rRNA โดยใชดีเอ็นเอที่
สกัดได จากขอ 7.3.1 เปนดีเอ็นเอตนแบบ ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยเอนไซม Taq DNA 
polymerase (Phamacia, Uppsala, Sweden) 1 ยนูติ สารละลายบัฟเฟอรของเอนไซม (1X) 
แมกนีเซยีมคลอไรด 25 มิลลิโมลาร นิวคลีโอไทดไพรเมอร 1407B และ 8UA แสดงในตารางที่ 5 
(Nitisinprasert et al., 2000) ดีเอ็นเอตนแบบ   200 นาโนกรัม ปรับปริมาตรสุดทายเปน 25 
ไมโครลิตรดวยน้ําดไีอออไนซปลอดเชื้อ จากนั้นนาํเขาเครื่อง Thermalccycler PCR (Hybaid, UK) 
โดยตั้งโปรแกรมในการสังเคราะหดีเอน็เอเปาหมาย 3 ขั้นตอน ขั้นแรกประกอบดวยชวง 
denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 ประกอบดวยชวง 
denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ชวง annealing 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 
และ ชวง extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ทั้งหมดจํานวน 35 รอบ ขั้นสุดทาย
ประกอบดวยชวง extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที จํานวน 1 รอบ หลังจากเสร็จสิ้น
ปฏิกิริยาเก็บดเีอ็นเอที่สังเคราะหได (PCR product) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้นํามา
วิเคราะหโดยวธีิอะกาโรสอิเลคโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต ทํา
บริสุทธิ์ PCR product ดวยชุดสกัดสําเรจ็รูป NucleoSpin R Extract (MACHEREY-NAGEL, 
Germany) ตามคูมือของชุดสกัดสําเร็จรูปซึ่งแสดงไวในภาคผนวก ข 
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ตารางที่ 5  ลําดับเบสของไพรเมอรที่ใชในปฏิกิริยา PCR 
 
Primer Type Hits Sequence (5’-3’) Reference 
1407B Reverse At 3’ end of 16S rRNA  GACGGGCGGTGTGTAC Oyaizu, 

1992 
8UA Forward At 5’ end of 16S rRNA AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Kawamura 

et al., 1995 
 
ที่มา : Nitisinprasert et al. (2000) 
 

7.3.3 การเตรียม competent cell จากเชื้อ E. coli DH5α 
 

เตรียม competent cell จากเชือ้ E. coli DH5αโดยวิธีการใช แคลเซียมคลอไรด 
(Cohen et al., 1972) โดยเล้ียงเชื้อ E. coli DH5α จนเซลลเจริญถึงระยะเพิ่มจาํนวน (exponential 
phase) สังเกตจากคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร อยูในชวง 0.3-0.4 จากนัน้
นํามาแชในน้ําแข็งประมาณ 10 นาที แลวนําไปเหวี่ยงแยกเซลลที่ความเร็วรอบ 4000 รอบตอนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที แลวเติม 30 mM CaCl2 ที่เย็น ปริมาตรครึ่งหนึ่งของ
ปริมาตรเดิม เขยาใหเซลลกระจายทัว่แลววางทิ้งไวในน้าํแข็งเปนเวลา 12-24 ช่ัวโมง จากนั้นแบง 
competent cell ลงในหลอด microtube ที่ฆาเชื้อแลว หลอดละ 210 ไมโครลิตร 
 

7.3.4 การโคลน PCR product และการคัดเลือกโคลน 
 

เชื่อมตอ PCR product จากขอ 7.3.2 เขา pGEM T Easy vector (Promega, USA)   
ดวยปฏิกิริยา ligation ดังแสดงในภาคผนวก ข แลวทรานสฟอรม (transform) เขาสู E. coli DH5α 
ในสภาพ competent cell จากขอ 7.3.3 โดยวิธีการ heat shock  จากนั้นคัดเลือกโคลนที่ไดรับดีเอ็นเอ
ลูกผสมโดยคัดเลือกโคโลนีสีขาวที่เจริญบนอาหาร LB ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน X-gal และ 
IPTG ตรวจสอบโคลนที่คัดเลือกไดดวย Colony PCR reaction (Nitisinprasert et al., 2000) โดยนาํ
โคโลนีที่คัดเลือกมาละลายในน้ําปราศจากไออนปลอดเชือ้ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปตม
ในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที แลวแชน้ําแข็งทันทีจนกระทั่งเยน็ นําไปเหวีย่งที่ความเร็ว 8000 รอบ
ตอนาที เปนเวลา 2 นาที ใชสารละลายใสสวนบนเปนดีเอ็นเอตนแบบในการทําปฏิกริิยา PCR โดย



 
 

36

ใชนิวคลีโอไทด ไพรเมอรเปน SP6 และ T7  (Promega, USA) ดังแสดงวิธีการในภาคผนวก ข  
จากนั้นยืนยันโคลนที่สามารถเพิ่มปริมาณ PCR product โดยนํามาสกัดพลาสมิด โดยชุดสกดั
สําเร็จรูป QIA prep Spin Miniprep Kit 50 (QIAGEN) ตามคูมือของชุดสกัดสําเร็จรูปซึ่งแสดงไวใน
ภาคผนวก ข แลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI  จากนั้นนํามาวิเคราะหโดยวธีิการอะกาโรส
เจลอิเลคโตรโฟรีซิสดวย   อะกาโรสเจล ความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต 

 
7.3.5 การวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของยนี 16S rRNA 

 
วิเคราะหหาลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rRNA โดยหนวยบริการชีวภาพ 

(Macrogen, Korea) แลวนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบความเหมือน (% identity) กับฐานขอมูล 
(Gene Bank database) ผานเครือขายอินเตอรเนต http://www.ncbi.nlm.nil.gov/BLAST/ โดยใชโดย
ใชโปรแกรม CAP3 seguence Assembly Program ( Huang and Madan, 1999) และ BLASTN 
version  2.2.16 (Mar-25-2007) 
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ผลและวิจารณ 
 
1. การทดสอบความสามารถทนตอน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติก   
 

การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติก จํานวน 194 ไอโซเลท ที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติกใน
เบื้องตนเปนการคัดเลือกจาก ความสามารถในการการทนตอน้ําดีเนื่องจากน้ําดีเปนสารชวยยอย
สารอาหารประเภทไขมันในลําไสเล็กของคนและสัตว มีคุณสมบัติในการทําใหไขมันแตกตัว 
(Eugene et al., 1996) จึงสามารถทําลายเยื่อหุมเซลลของแบคทีเรีย ทําใหแบคทีเรียตายได (Jin et al., 
1998) ดังนั้น ความสามารถในการทนตอน้ําดีจึงเปนปจจัยสําคัญในการคัดเลือกเชื้อที่จะนําไปผลิต
โพรไบโอติก จากการทดสอบความสามารถทนตอน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติก 194 ไอโซเลท ที่
ระดับความเขมขนของน้ําดีไกเทากับ 3 เปอรเซ็นต pH 6.4-6.8 เปนเวลา 2 ช่ัวโมง พบวาแบคทีเรีย
กรดแลกติก 194 ไอโซเลทมีความสามารถทนตอน้ําดีไดแตกตางกัน พบไอโซเลท ที่สามารถเจริญ
ในอาหาร เล้ียงเชื้อ MRS ที่มีน้ําดี 3 % มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0% ไดแกไอโซเลท   
D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4  โดยไอโซเลท C3-3 เปนไอ
โซเลท ที่มีความสามารถในการทนตอน้ําดีไดดีที่สุดมีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีเปน 55.92 % ดัง
แสดงใน ภาพที่  4 

 

นอกจากนี้พบวากลุมของเชื้อ 194 ไอโซเลทที่มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 
เปอรเซ็นต สามารถแบงออกตามแหลงที่แยกได คือ สวนของ ดูโอดินัมมี 69 ไอโซเลท พบเชื้อที่มี
คากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 เปอรเซ็นตมีจํานวนมากที่สุด คือ รอยละ 7.24 ของเชื้อที่แยก
จากดูโอดินัม ไดแกไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9 และ D7-3 สวนเจจูนัมคิดเปนรอยละ 3.92 
ของเชื้อที่แยกจากเจจูนัมทั้งหมด 51 ไอโซเลท ไดแก ไอโซเลท J6-1 และ J9-2 สวนของอิเลียม คิด
เปนรอยละ 5.26 ของเชื้อที่แยกจากอิเลียมทั้งหมด 38 ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท I4-8 และ I4-9 และ
สวนของ ซีกัม คิดเปนรอยละ 5.55 ของเชื้อที่แยกจากซีกัมทั้งหมด 36 ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท 
C3-3 และ C4-4  นอกจากนี้พบวาไอโซเลทจากลําไสสวนดูโอดินัมมีคากิจกรรมการทนตอน้ําดี
มากกวา 0 เปอรเซ็นตมีจํานวนมากที่สุดคือ 5 ไอโซเลท หรือ 45.45 เปอรเซ็นตของเชื้อที่คัดเลือกได
ทั้งหมด 11 ไอโซเลท 
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การที่พบเชื้อที่มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 เปอรเซ็นตมากบริเวณลําไส สวน      
ดูโอดินัม เนื่องจาก น้ําดีที่เก็บในถุงน้ําดี ถูกปลอยออกมาในสวนของลําไสเล็กสวน ดูโอดินัม (Jin et 
al., 1998) ดังนั้นในลําไสสวนดูโอดินัม จึงอาจมีแบคทีเรียที่สามารถทนตอน้ําดีไดมาก 
 

ไอโซเลทที่มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 เปอรเซ็นตในลําไสสวนดูโอดินัมคิดเปน
รอยละ 7.24 ซ่ึงมากกวาลําไสสวนซีกัม อิเลียม และเจจูนัม ที่มีรอยละ 5.55, 5.26 และ 3.92 
ตามลําดับ สอดคลองกับการศึกษาของ  Jin et al. (1998) ที่พบแบคทีเรีย Lactobacillus สามารถทน
ตอ 0.3 % น้ําดี บริเวณลําไสสวน ซีกัม มากกวาอิเลียม  แตการศึกษาของ Jin et al. (1998) และ 
Gilliland et al.(1994) พบวา ไมทําการศึกษา แบคทีเรียที่แยกจากลําไสสวนดูโอดินัม 

 
สําหรับระบบการยอยอาหารในไก อาหารจะเดินทางผานระบบทางเดินอาหารของไกตั้งแต

สวนตนมาจนถึงสวนปลายจะใชเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง (วิโรจน, 2538) ดังนั้นแบคทีเรียที่อยู
ภายในลําไสจึงตองสามารถที่จะทนน้ําดีที่ความเขมขนสูงไดเปนเวลา 2 ช่ัวโมง และจากการศึกษา
ของ Gilliland et al.(1994) พบวาความเขมขนของน้ําดีที่เพียงพอตอการทดสอบความสามารถใน
การทนน้ําดีของแบคทีเรียคือ 0.3% (น้ําหนักตอปริมาตร) ดังนั้นการใชน้ําดีที่ระดับความเขมขนสูง
คือ 3 % (น้ําหนักตอปริมาตร) เปนการทดสอบเพื่อยืนยันการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกที่ทนตอ
น้ําดีที่ความเขมขนสูงได สงผลใหอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลกติกสูง  

 
จากการศึกษาของ  Stevens (1988) พบวา สัตวตางชนิดกันก็จะมีองคประกอบของน้ําดี 

แตกตางกัน เชนในสัตวปกมีเกลือน้ําดี (conjugate bile salt) Taurochenodeoxycholate (TCDC) เปน
องคประกอบหลัก (Knarreborg et al.,  2002) สวนในคน   มี glycochenodeoxycholatem (GCDC) 
เปนองคประกอบหลักโดยมีอัตราสวนของglycine ตอ taurine 3 :1 (Harper et al., 1977 ) ดังนั้นการ
ทดสอบความสามารถการทนตอน้ําดีเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียที่จะผลิตเปนโพรไบโอติกในไก ควรใช
น้ําดีจากไกมาทดสอบ 
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ภาพที่ 4  กจิกรรมการทนตอน้ําดีที่ระดับความเขมขน 3 % ของแบคทีเรียกรดแลกติก 194 ไอโซเลท 
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2. การทดสอบความสามารถยบัยั้งเชื้อกอโรค 
 

การศึกษาความสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคเนื่องจาก แบคทีเรียโพรไบโอติกตองมีความ 
สามารถในการสงเสริมใหสัตวเจาบานมีสุขภาพที่ดี การยับยั้งเชื้อกอโรคจึงเปนปจจัยหนึ่งที่สําคัญ
ในการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

2.1 ความสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคของแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

2.1.1 การยับยั้งเชื้อกอโรคโดยวิธี Agar-well-diffusion 
 

การทดสอบความสามารถยับยั้งเชื้อกอโรคของแบคทีเรียกรดแลกติก จะ
ทดสอบความสามารถของแบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 % โดยมี
ทั้งหมด 11 ไอโซเลท ไดแกไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 
และ C4-4  โดยเมื่อนําสารละลายปราศจากเซลลของแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท มา
ทดสอบการยับยั้งการเจริญของ Shigella dysentiriae, Salmonella Enterititis DMST 17368, 
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, และ Vibrio parahaemolyticus  พบวา
แบคทีเรีย 11 ไอโซเลทสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกอโรคทั้ง 5 สายพันธุได  

 

การยับยั้ง Sal. Enterititis DMST 17368 พบวาไอโซเลท J9-2, D2-6 และ D1-8 
สามารถยับยั้งการเจริญของ Sal. Enterititis DMST 17368  ไดดีที่สุดโดยมีกิจกรรมการยับยั้ง 3.25
สวนแบคทีเรียกรดแลกติกไอโซเลท I4-9, D7-3, I4-8, C4-4, D3-9,  J6-1 และ C3-3 มีกิจกรรมการ
ยับยั้งอยูในชวง 3.08-2.42 เรียงตามกิจกรรมการยับยั้งจากสูงไปต่ํา สวนไอโซเลท D2-8 มีกิจกรรม
การยับยั้งต่ําสุดคือ 2.08 ดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5  กจิกรรมการยับยั้ง Sal. Enterititis DMST 17368 ของแบคทีเรียกรดแลกตกิ 11 ไอโซเลท 

 
Salmonella  spp. เปนแบคทีเรียที่อาจจะอาศัยอยูในลําไสไก ซ่ึงเปนสาเหตุหลัก

ที่ทําใหไกทองเสียและสงผลใหคนเสียชีวิต (Tauxe, 1991) จุลินทรียที่เปนโพรไบโอติกจึงตองมี
ความสามารถที่จะยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกอโรค เพื่อทําใหสัตวเจาบานมีสุขภาพที่ดี 
(Nurrni et al., 1983 ; Chateau et al.,1993) 

 
จากการศึกษาของ  Oyarzabal and Conner (1995) พบวาแบคทีเรียกรดแลกติก 

สามารถยับยั้ง Salmonella spp. ได 6 สายพันธุ และจากการศึกษาของ Ehrmann et al. (2002) พบวา 
Lactobacilli ที่แยกจากกระเพาะพัก และลําไสของเปดสามารถยับยั้ง E .coli CTC 1028,                  
S. enteritidis CTC 039 และ S. typhimurium CTC 1037 ได 

 

การยับยั้ง  Sal. Typhimurium พบวาไอโซเลท I4-9  และ D7-3  สามารถยับยั้ง
การเจริญของ Sal. Typhimurium ไดดีที่สุดโดยมีกิจกรรมการยับยั้ง 0.27 สวนแบคทีเรียกรดแลกติก
ไอโซเลท J9-2,   I4-8, D3-9,  J6-1, D2-8, D2-6, D1-8 และ C3-3 มีกิจกรรมการยับยั้งอยูในชวง 
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0.26-0.20 เรียงตามกิจกรรมการยับยั้งจากสูงไปต่ํา สวนไอโซเลท C4-4  มีกิจกรรมการยับยั้งต่ําสุด
คือ 0.19 ดังแสดงในภาพที่ 6 
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ภาพที่ 6  กจิกรรมการยับยั้ง Sal. Typhimurium ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
 

การยับยั้ง Shigella dysentiriae พบวาไอโซเลท I4-9  และ I4-8 สามารถยับยั้ง
การเจริญของ Shigella dysentiriae ไดดีที่สุดโดยมีกิจกรรมการยับยั้ง  เทากับ 3.33 สวนไอโซเลท 
J9-2, D2-6, D7-3, D2-8, D3-9, D1-8, C4-4 และ C3-3 มี กิจกรรมการยับยั้งอยูในชวง 3.25-2.58 
เรียงตามกิจกรรมการยับยั้งจากสูงไปต่ํา สุดทายพบวาไอโซเลท J6-1 สามารถยับยั้ง Shigella 
dysentiriae ไดต่ําสุด มีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 2.50 ดังแสดงในภาพที่ 7 

 
การยับยั้ง V. parahaemolyticus  พบวาไอโซเลท I4-8 สามารถยับยั้งการเจริญ

ของ V. parahaemolyticus  ไดดีที่สุด มีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 3.00 สวนไอโซเลท I4-9, D2-6, 
D2-8, J9-2, J6-1, D7-3, C3-3, C4-4 และ D1-8 มีกิจกรรมการยับยั้งอยูในชวง 2.50-2.00 เรียงตาม
กิจกรรมการยับยั้งจากสูงไปต่ํา นอกจากนี้พบวาไอโซเลท D3-9 มีกิจกรรมการยับยั้งต่ําที่สุดคือ 1.83 
ดังแสดงในภาพที่ 8 
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ภาพที่ 7  กจิกรรมการยับยั้ง Shigella dysentiriae ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
 

2.00
2.33 2.17

1.83
2.08 2.08 2.08

3.00

2.50

2.00 2.08

0.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

3.00

3.50

4.00

D1,8 D2,6 D2,8 D3,9 D7,3 J6,1 J9,2 I4,8 I4,9 C4,4 C3,3

แบคทีเรียกรดแลกติก

กิจ
กร
รม
การ

ยับ
ยั้ง

 
 
ภาพที่ 8  กจิกรรมการยับยั้ง V. parahaemolyticus  ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
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การยับยั้ง E. coli 0157 :H7 พบวาไอโซเลท D2-8 สามารถยับยั้งการเจริญของ 
E. coli 0157 :H7  ไดดีที่สุดมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 2.42 สวนแบคทีเรียกรดแลกติกที่เหลือไดแก
ไอโซเลท D2-6, D1-8, D3-9, I4-9, I4-8, D7-3, C3-3, C4-4 และ J6-1 เรียงลําดับตามกิจกรรมการ
ยับยั้งจากสูงไปต่ํา  มีกิจกรรมการยับยั้งอยูในชวง 2.25-1.83 สวนไอโซเลท J9-2  มีกิจกรรมการ
ยับยั้งต่ําที่สุดคือ 1.75  ดังแสดงในภาพที่ 9 
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ภาพที่ 9  กิจกรรมการยับยั้ง E. coli 0157 :H7 ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
 

Jin et al. (1996)  พบวาแบคทีเรียกรดแลกติก ที่แยกจากลําไสไกสามารถยับยั้ง
แบคทีเรีย E. coli และ Salmonella spp. ได นอกจากนี้ Itoh et al. (1995) พบวาแบคทีเรียกรดแลก
ติกสามารถสรางแบคเทอริโอซิน และยับยั้ง Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, S. aureus 
และ E. coli 
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2.1.2 การยับยั้งเชื้อกอโรค Campyrobacter jejuni ATTC 33291โดยวิธี Direct 
method 
 

การทดสอบความสามารถยับยั้ง Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก ทั้งหมด 11 สายพันธุ ไดแก ไอโซเลท J9-2, D2-8, D2-6, D3-9, C4-4, I4-9, 
I4-8, D1-8, J6-1, D7-3 และC3-3 โดยเมื่อนําเซลลของแบคทีเรียทั้ง 11 สายพันธุ มาทดสอบการ
ยับยั้งการเจริญของ Campyrobacter jejuni ATTC 33291  พบวาแบคทีเรีย 11 สายพันธุสามารถ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของ Campyrobacter jejuni ATTC 33291ได  

 

การยับยั้ง Campyrobacter jejuni ATTC 33291 พบวาไอโซเลท D2-6 สามารถ
ยับยั้งการเจริญของ Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ไดดีที่สุดโดยมีกิจกรรมการยับยั้งเทากับ 
11.00 สวนแบคทีเรียกรดแลกติกที่เหลือไดแกไอโซเลท D2-8, D7-3, I4-8, J6-1, D1-8, C3-3, J9-2, 
I4-9 และ D3-9 เรียงลําดับตามกิจกรรมการยับยั้งจากสูงไปต่ํา  มีกิจกรรมการยับยั้งอยูในชวง 1.25-
6.00 สวนไอโซเลท C4-4  มีกิจกรรมการยับยั้งต่ําที่สุดคือ 1.00 ดังแสดงในภาพที่ 10 
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ภาพที่ 10  กจิกรรมการยับยัง้  Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของแบคทีเรีย กรดแลกติก 11 

ไอโซเลท 
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2.2 ความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคชนิดตางๆ (Inhibition spectrum) 
 

แบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท มีความสามารถในการยับยั้งเชื้อกอโรคชนิดตางๆ
แตกตางกัน โดยดูจากคากิจกรรมการยับยั้งเชื้อกอโรค อยางไรก็ตามเมื่อนําคากิจกรรมการยับยั้ง 
Shigella dysenteriae., Salmonella Enterititis DMST 17368, Salmonella Typhimurium, 
Escherichia coli O157:H7, Campyrobacter jejuni ATTC 33291 และ Vibrio parahaemolyticus  
ของแบคทีเรียกรดแลกตกิ  11 ไอโซเลท  วิเคราะหรวมกัน ดังแสดงในภาพที่ 11 
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ภาพที่ 11  กจิกรรมการยับยัง้แบคทีเรียกอโรคชนิดตางๆของแบคทีเรียกรดแลกตกิ 11 ไอโซเลท 
                      Shigella dysentiriae         Sal. Enterititis DMST 17368         V. parahaemolyticus   
                      E. coli 0157 :H7           Campyrobacter jejuni ATTC 33291          Sal. Typhimurium 
 

พบวาแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอ
โรคกวาง โดยสามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Shigella dysenteriae., Salmonella Enterititis DMST 
17368, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Campyrobacter jejuni ATTC 33291 
และ Vibrio parahaemolyticus ได แตมีคากิจกรรมการยับยั้งสะสมแตกตางกัน  ไอโซเลท D2-6 มีคา
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กิจกรรมการยับยั้งเชื้อกอโรคสะสมสูงสุด เทากับ 22.28 ดังแสดงในภาพที่ 11 นอกจากนี้ยังพบวา 
ไอโซเลท D1-8, D2-8, D7-3 และ I4-8  มีคากิจกรรมการยับยั้งสะสม มากกวา 14  

 
จากการศึกษาแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท พบวามีกิจกรรมการยับยั้งแบคทีเรีย

กอโรค Shigella dysenteriae., Salmonella Enterititis DMST 17368, Salmonella Typhimurium, 
Escherichia coli O157:H7, Campyrobacter jejuni ATTC 33291 และ Vibrio parahaemolyticus   
ดังนั้นถานําแบคทีเรียกรดแลกติกจากแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท มาผลิตเปนโพรไบโอติก จะมี
ความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคในสัตวเจาถ่ินได สอดคลองกับการศึกษาของ 
Kingamkono et al. (1999) โดยพบวา การบริโภคอาหารที่หมักดวยแบคทีเรียกรดแลกติก สามารถ
ลดปริมาณ  E.coli, Campyrobacter, Salmonella และ Shigella ไดในเด็กอายุ 5 ป 

 
3. การทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส 
 

ความสามารถในการทนตอกรดและเบสเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคทีเรียที่มีคุณสมบัติ
เปนโพรไบโอติก (Havenaar et al., 1992) เนื่องจากในระบบทางเดินอาหารของคน และสัตวบาง
ชนิด เชนสุกร และวัว เปนตน มีการหลั่งกรดเกลือทําให pH ในระบบทางเดินอาหารลดลงจนเทากบั 
0.5-2 .0 สงผลตอแบคทีเรียสวนใหญทําใหไมสามารถทนและเจริญได ( Jin et al., 1998) ดังนั้นใน
การศึกษานี้จึงเปนการคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกที่สามารถทนตอกรดและเบส เพื่อสามารถเจริญ
และอยูรอดไดในระบบทางเดินอาหารของสัตวเจาถ่ิน และจากการทดลองพบวาสามารถแบง
แบคทีเรียกรดแลกติกเปนกลุมตามความสามารถในการทนตอกรดและเบสดังนี้ 

 
3.1 กลุมแบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการอยูรอดลดลงเมื่อคา pH ลดลงไดแก ไอโซเลท I4-8, 

I4-9 และ C4-4  
 

จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 ของ 
ไอโซเลท  I4-8 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง         
20.48- 109.56โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 7 ดังแสดงในภาพที่ 12 
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จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 ของ 
ไอโซเลท  I4-9 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 8.36-93.04 
โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 6 ดังแสดงในภาพที่ 13 
 

จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
ของ ไอโซเลท  C4-4 พบวา สามารถทนตอ pH 3-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 
32.36-103.48โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 7 นอกจากนี้พบวาไอโซเลท C4-4  ไม
สามารถทนตอ pH 2 ได โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 0 ดังแสดงในภาพที่ 14 
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ภาพที่ 12  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท I4-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 13  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท I4-9 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 14  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท C4-4 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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3.2 กลุมแบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการอยูรอดคงที่เมื่อคา pH ลดลง และมีคาเปอรเซ็นตการ
อยูรอดที่ pH 2 ไมเทากับ 0 ไดแกไอโซเลท D1-8, D3-9, D7-3, J9-2 และ C3-3 
 

จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
ของ ไอโซเลท D1-8 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 
33.81-113.80 โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 8 ดังแสดงในภาพที่ 15 

 
จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 

ของ ไอโซเลท D3-9 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 
55.61-105.18 โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 6  ดังแสดงในภาพที่ 16 

 
จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 

ของ ไอโซเลทD7-3 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง  
39.26- 99.51โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 8 ดังแสดงในภาพที่ 17 
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ภาพที่ 15  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D1-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 16  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D3-9 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 17  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D7-3 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
ของ ไอโซเลท J 9-2 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง   
33.33 -92.93โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 6 ดังแสดงในภาพที่ 18 

 
จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 

ของ ไอโซเลท C3-3 พบวา สามารถทนตอ pH 2-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด 2 อยูในชวง
45.15 -119.11โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 8 ดังแสดงในภาพที่ 19 
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ภาพที่ 18  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท J9-2 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 19  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท C3-3 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
              

3.3 กลุมแบคทีเรียที่มีเปอรเซ็นตการอยูรอดคงที่เมื่อคา pH ลดลง และมีคาเปอรเซ็นตการ
อยูรอดที่ pH 2 เทากับ 0 ไดแกไอโซเลทD2-6, D2-8 และ J6-1 
 

จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
ของ ไอโซเลท  D2-6 พบวา สามารถทนตอ pH 3-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง  
89.92-105.41โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 3 นอกจากนี้พบวาไอโซเลท D2-6  ไม
สามารถทนตอ pH 2 ได โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 0 ดังแสดงในภาพที่ 20 

 
จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 

ของ ไอโซเลท  D2-8 พบวา สามารถทนตอ pH 3-8 ได  และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 
71.28-114.23โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 7 นอกจากนี้พบวาไอโซเลท D2-8  ไม
สามารถทนตอ pH 2 ได โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 0 ดังแสดงในภาพที่ 21 
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จากการทดสอบความสามารถในการทนตอกรดและเบส ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
ของ ไอโซเลท  J6-1 พบวา สามารถทนตอ pH 3-8 ได และมีเปอรเซ็นตการอยูรอด อยูในชวง 
76.15-99.87โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH  เทากับ นอกจากนี้พบวาไอโซเลท J6-1  ไม
สามารถทนตอ pH 2 ได โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอด เทากับ 0 ดังแสดงในภาพที่ 22 
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ภาพที่ 20  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D2-6 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 21  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท D2-8 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
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ภาพที่ 22  เปอรเซ็นตการอยูรอดของไอโซเลท J6-1 ที่ pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ 8 
 

จากการศึกษาความสามารถในการทนตอกรดและเบสของไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, 
D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 โดยพิจารณา pH ภายในระบบทางเดินอาหาร
ของไก  พบวาไอโซเลท D1-8, D3-9, D7-3, J9-2, I4-8, I4-9 และ C3-3 จะสามารถอยูรอดไดตลอด
ระบบทางเดินอาหารของไกที่มี pH อยูระหวาง 2-8 (Simon and Versteg, 1989) เนื่องจากแบคทีเรีย
ทั้ง 7 ไอโซเลทมีคาเปอรเซ็นตการอยูรอดที่ pH  2 ไมเทากับ 0 สวนไอโซเลท D2-6, D2-8, J6-1 และ 
C4-4 จะมีเปอรเซ็นตการอยูรอดต่ําเมื่อผานสวนของ proventiculus และ gizzard ของไก ซ่ึงมีคา pH 
อยูระหวาง 2.5-3.5 (Simon and Versteg, 1989) 

 
Jin et al. (1998) ทําการศึกษาความสามารถในการทนตอกรด pH 0.5, 1, 2, 3, 4 และ 5 ของ 

Lactobacillus สามสปชีส วัดปริมาณเซลลที่ 0, 0.5, 1, 2 และ 3 ช่ัวโมง พบวา Lactobacillus ทั้ง 3 
สปชีส มีปริมาณเซลล (Log CFU/ml) ที่ pH 0.5-5 ประมาณ 7 ที่ 0 ชั่วโมง และเมื่อเวลา 3 ช่ัวโมง 
พบวา L. acidophilus I26 และ L. fermentum I24 ที่แยกไดจากลําไสเล็กสวนอิเลียมของไก มีปริมาณ
เซลลประมาณ 1 ที่ pH 0.5-2 สวน L. brevis C10 ที่แยกจากลําไสสวนซีกัมของไก มีปริมาณเซลล
ประมาณ 5 ที่ pH 2 จึงสามารถสรุปไดวา Lactobacillus ที่แยกจากลําไสสวนซีกัม สามารถทนตอ
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กรดไดสูงกวา Lactobacillus ที่แยกไดจากลําไสสวนอิเลียม ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลอง คือ    
ไอโซเลท C 3-3  ที่แยกไดจากลําไสสวนซีกัม มีคาเปอรเซ็นตการอยูรอดที่ pH 2 และ 3 สูงกวา     
ไอโซเลท  I4-8 และ I4-9 ที่แยกจากลําไสสวนอิเลียม 

 
4. การทดสอบความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูง   
 

การผลิตโพรไบโอติกในระดับอุตสาหกรรมอาหารนั้น มีการใชความรอน ในกระบวนการ
ผลิต สงผลใหเกิดการตายของแบคทีเรียโพรไบโอติก ดังนั้นความสามารถในการทนตออุณหภูมิสูง
จึงเปนคุณสมบัติที่สําคัญของแบคทีเรียโพรไบโอติก (Gardiner et al.,  2000)    จึงไดทําการศึกษาที่
อุณหภูมิสูง คือ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส 
 

จากการศึกษาความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่เวลา 20 
วินาที ของเชื้อ 11 ไอโซเลท พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสไอโซเลท J9-2 มีคาเปอรเซ็นตการ
อยูรอดสูงสุด เทากับ 107.68 สวน J6-1, D3-9, D2-8, D1-8, C3-3, I4-9, D2-6, D7-3, I4-8 และ C4-4 
มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 101.78-80.12 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา สวนที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส พบวา ไอโซเลท D7-3 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุด เทากับ 83.17 สวน J9-2, I4-8, C3-3, 
D3-9,  D2-8, D1-8, D2-6, J6-1, I4-9 และ C4-4 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 81.77-46.30 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท D2-6 มีเปอรเซ็นตการอยู
รอดสูงสุด เทากับ 67.94 สวน D1-8, J9-2, I4-9, I4-8, C3-3, D2-8, D7-3, J6-1, D3-9 และ C4-4 มี
เปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 66.01-0.00 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา ดังแสดงในภาพที่ 23 (ก) 
 

จากการศึกษาความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่เวลา 40 
วินาที ของเชื้อ 11 ไอโซเลท พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสไอโซเลท J6-1 มีคาเปอรเซ็นตการ
อยูรอดสูงสุด เทากับ 116.59 สวน J9-2, D1-8, D3-9, D2-8, D2-6, D7-3, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 
มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 97.89-75.24 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา สวนที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส พบวาไอโซเลท D3-9 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุด เทากับ 63.63 สวน D7-3,J9-2, I4-8, 
C3-3,   D2-8, D1-8, D2-6, J6-1, I4-9 และ C4-4 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 61.04-30.12 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท D1-8มีเปอรเซ็นตการอยู
รอดสูงสุด เทากับ 74.05 สวน D2-6, I4-9, C3-3, J6-1, J9-2, I4-8, D7-3, D2-8, D3-9 และ C4-4 มี
เปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 57.82-0.00 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา ดังแสดงในภาพที่ 23 (ข) 
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จากการศึกษาความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่เวลา 80 
วินาที ของเชื้อ 11 ไอโซเลท พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสไอโซเลท J6-1มีคาเปอรเซ็นตการ
อยูรอดสูงสุด เทากับ 104.08 สวน J9-2, D3-9, D2-6, D2-8, D1-8, I4-9, I4-8, D7-3, C3-3 และ C4-4 
มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 99.16-60.61 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา สวนที่อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส พบวาไอโซเลท D7-3 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุด เทากับ 57.82 สวน I4-9,  J9-2, C3-3, 
D2-6,  D2-8, D1-8, D3-9, J6-1, I4-8และ C4-4 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 56.63-0.00 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท D1-8 มีเปอรเซ็นตการอยู
รอดสูงสุด เทากับ 57.11 สวน D2-6, C3-3, J6-1, J9-2, I4-8, D2-8, I4-9, D7-3,  3-9และ C4-4 มี
เปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 41.07-0.00 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา ดังแสดงในภาพที่ 24 (ก) 

 
จากการศึกษาความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่เวลา 

120 วินาที ของเชื้อ 11 ไอโซเลท พบวาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสไอโซเลท J6-1 มีคาเปอรเซ็นต
การอยูรอดสูงสุด เทากับ 105.68 สวน J9-2, D3-9, I4-9, D2-8, D2-6, I4-8, D7-3, C3-3, D1-8 และ 
C4-4 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 96.03-50.89 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา สวนที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท I4-9 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุด เทากับ 53.04 สวน C3-3, J9-2, 
D1-8, D2-6,   J6-1, D2-8, D3-9, I4-8, D7-3และ C4-4 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 46.27-0.00 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา และอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส พบวาไอโซเลท D1-8 มีเปอรเซ็นตการอยู
รอดสูงสุด เทากับ 51.21 สวน J6-1, D2-6, C3-3, J9-2, I4-8, D2-8, I4-9, D3-9, D7-3 และ C4-4 มี
เปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 50.52-0.00 เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา ดังแสดงในภาพที่ 24 (ข) 

 
จากการศึกษาความสามารถในการทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ที่เวลา 20 

วินาที ในภาพที่ 23 (ก) พบวาไอโซเลท I4-9, J9-2, I4-8, D2-6 และ D1-8 มีคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นต
การอยูรอดที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มากกวา 59.00 เปอรเซ็นต สวนที่ เวลา 40 
วินาที ในภาพที่ 23 (ข) พบวาไอโซเลท I4-9, D2-6 และ D1-8 มีคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตการอยูรอดที่
อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มากกวา 50.00 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ที่เวลา 80 วินาที ใน
ภาพที่ 24 (ก) พบวาไอโซเลท D2-6, C3-3 และ D1-8 มีคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิ 
60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส มากกวา 40.00 เปอรเซ็นต และที่เวลา 120 วินาที ในภาพที่ 24 (ข) 
พบวาไอโซเลท D2-6 และ D1-8 มีคาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 
องศาเซลเซียส มากกวา 39.00 เปอรเซ็นต 
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ภาพที่ 23  เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท ที่อุณหภูม ิ60, 70 และ 80    

องศาเซลเซียส เวลา 20 วินาที (ก) เวลา 40 วินาที (ข)  
                  60 องศาเซลเซียส                     70 องศาเซลเซียส                   80 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ 24  เปอรเซ็นตการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท ที่อุณหภูม ิ60, 70 และ 80                           
องศาเซลเซียส เวลา 80 วินาที (ก) เวลา 120 วินาที (ข)  

                60 องศาเซลเซียส                     70 องศาเซลเซียส                   80 องศาเซลเซียส 
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จากการศึกษาของ Steidinger et al. (2000) พบวาชวงอุณหภูมิที่ทําใหอัตราการแลกเนื้อแดง
และอัตราการเจริญของสุกรที่บริโภคอาหารเม็ดไมลดลงในชวงอายุขุน 0-28 วัน คืออยูในชวง     
60-77 องศาเซลเซียส  และใชเวลาในการอัดเม็ด 10 วินาที และการทดสอบความสามารถแบคทีเรีย
กรดแลกติก 11 ไอโซเลท ในการทนตออุณหภูมิสูงที่ 60,70 และ 80 องศาเซลเซียส พบวาแตละ           
ไอโซเลทมีคาเปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสแตกตางกัน โดยทั้ง 11 
ไอโซเลท  มีเปอรเซ็นตการอยูรอดไมเทากับ 0 % ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 20-120 
วินาที สวนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แบคทีเรียกรดแลกติก 11ไอโซเลท มีเปอรเซ็นตการอยูรอด
ไมเทากับ 0 % ที่เวลา 20-40 วินาที  ซ่ึงเปนเวลาการทดสอบที่มากกวาเวลาที่ใชในการอัดอาหารเม็ด
ของสุกรขุน ดังนั้นแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลทจะสามารถรอดชีวิตไดเมื่อผานกระบวนการ
อัดอาหารเม็ดของสุกรขุน  

 
จากการศึกษาของ Campbell et al. (2006) พบวาอุณหภูมิที่ใชในการอัดอาหารเม็ดของไก

เนื้อคือประมาณ 85 องศาเซลเซียส  และสามารถเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นไดตามวัตถุดิบที่นํามาอัดเม็ด 
จนถึง 149 องศาเซลเซียส ระยะเวลาที่ใชในการอัดเม็ดคือ 15 วินาที และการศึกษาความสามารถใน
การทนตออุณหภูมิสูงที่ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
พบวาแบคทีเรียกรดแลกติก 9 ไอโซเลท ไดแก D1-8, D2-6, D2-8, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9 และ 
C3-3 สามารถรอดชีวิตไดที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส โดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดไมเทากับ 0%
เปนเวลา 20-80 วินาที  ซ่ึงเปนเวลาการทดสอบที่มากกวาเวลาที่ใชในการอัดอาหารเม็ดของไกเนื้อ
ดังนั้นเมื่อนําแบคทีเรียกรดแลกติก 9 ไอโซเลท ผานกระบวนการอัดเม็ดเพื่อผลิตเปนโพรไบโอติก
สําหรับไกเนื้อ  แบคทีเรียกรดแลกติก 9 ไอโซเลทจะมีโอกาสในการรอดชีวิตสูง  
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5. การวิเคราะหกิจกรรม (activity) ของเอนไซนยอยน้ําดี (Bile salt hydrolase, BSH) 
 

การศึกษากิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดี เนื่องจาก เอนไซมยอยน้ําดีมีความสําคัญทางดาน
โภชนะ คือชวยลดระดับคลอเรสเตอรอลของสัตวเจาถ่ิน (Tanaka et al., 1999) ทําใหสัตวเจาถ่ิน
นั้นๆมีสุขภาพดี ลดการเปนภาวะคลอเรสเตอรอลสูง ดังนั้นจึงทําการศึกษากิจกรรมของเอนไซม
ยอยน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกได เพื่อใหมีประโยชนทางดานโภชนะตอสัตวเจาถ่ิน 

 
เมื่อทดสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีในแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท ดวยวิธี 

การใชสารละลาย ninhydrin พบวาไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, 
C3-3 และ C4-4  มีคากิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีแตกตางกันดังในตาราง ที่ 6 

 
ตารางที่ 6  กิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดี (Bile salt hydrolase, BSH) ในแบคทีเรียกรดแลกติก 11 

ไอโซเลท 
 

แบคทีกรดแลกติก กิจกรรมของเอนไซม (Units/ml) 
D1-8 
D2-6 
D2-8 
D3-9 
D7-3 
J6-1 
J9-2 
I4-8 
I4-9 
C3-3 
C4-4  

3.538 ±0.016 
1.789 ±0.017 
2.368 ±0.041 
1.652 ±0.009 
1.144 ±0.022 
0.997 ±0.013 
2.675 ±0.034 
2.069 ±0.018 
1.492 ±0.021 
3.019 ±0.022 
1.275 ±0.008  

 
ไอโซเลท D1-8 มีกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีสูงที่สุด คือ 3.538 Units/ml สวน C3-3,  

J9-2, D2-8, I4-8, D2-6, D3-9, I4-9, C4-4 และ D7-3 มีกิจกรรมของเอนไซมอยูในชวง 3.019 -1.144 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา นอกจากนี้พบวาไอโซเลท  J6-1 มีกิจกรรมการยับยั้งต่ําสุดคือ 0.997 
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ผลการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีสอดคลองกับผลการทดสอบความสามารถ
ในการทนตอน้ําดีที่ระดับความเขมขน 3 % ของแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลทโดยไอ
โซเลท C3-3 มีคาการเพิ่มปริมาณสูงสุดเทากับ 55.92 % และมีกิจกรรมของเอนไซมสูง คือ 3.019 
สวนไอโซเลท D1-8 มีคาการเพิ่มปริมาณสูงสุดรองลงมาเทากับ 39.34 % และมีกิจกรรมของ
เอนไซมสูงสุด คือ 3.538  

 
เอนไซมยอยน้ําดี หรือ BSH เปนเอนไซมที่มีความสําคัญในกระบวนการสันดาปคลอ

เรสเตอรอล ของมนุษยและสัตว (Tanaka et al., 1999) โดยในคนที่มีการบริโภคผลิตภัณฑโพร
ไบโอติกพบวาจะมีระดับคลอเรสเตอรอลต่ํา (Corzo and Gilliland, 1999) เอนไซมยอยน้ําดีจะทํา
หนาที่ในการสลายพันธะเอไมดของกรดอะมิโนกับกรดน้ําดี ทําใหเกิด กรดน้ําดีอิสระ เชน 
deoxycholic acid และ lithocholic acid ซ่ึงกรดน้ําดีเหลานี้สามารถละลายน้ําไดนอย จึงมีการดูดซึม
ในสวนของลําไสใหญต่ํา (Center, 1993) 

 
จากการศึกษาของ Corzo and Gilliland (1999) พบวาโดยสวนใหญจะพบเอนไซมยอยน้ําดี

ในแบคทีเรียแกรมบวกและแบคทีเรียจะมีกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีไดสูงในสภาพ pH ต่ํา ซ่ึง
สอดคลองกับผลการทดสอบความสามารถในการทนตอน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกได
โดย จะพบวา แบคทีเรียกรดแลกติกที่มีคากิจกรรมการทนตอน้ําดีมากกวา 0 เปอรเซ็นตจะเปน
แบคทีเรียที่อยูในสวนของลําไสเล็กสวนดูโอดินัมเปนสวนใหญ คือไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, 
D3-9 และ D7-3 ซ่ึงมีคา pH ต่ํา อยูระหวาง pH 5-6 ซ่ึงต่ํากวาในลําไสสวนอื่นๆของไก และไอ
โซเลท D1-8 ยังมีกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีสูงที่สุด 

 
Liong and Shah ( 2005) ทําการศึกษาเอนไซมยอยน้ําดีของ Lactobacillus acidophilus และ 

Lactobacillus casei โดยการนําเอนไซมที่ไดจากการทาํใหเซลลแตกดวยวิธีการ sonicated มายอย
สับสเตรท คือ sodium taurocholate และ sodium glycocholate จากนั้นวดัปริมาณ taurine และ 
glycine ที่ไดโดยการทําปฏกิิริยากับ ninhydrin พบวา กิจกรรมของเอนไซมยอยน้าํดี ทั้ง sodium 
taurocholate และ sodium glycocholate มีคาอยูระหวาง 0.45-1.47 ซ่ึงมีคานอยกวาไอโซเลท D1-8, 
D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 
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6. การทดสอบการยึดตดิกับเยื่อบุผนงัลําไส   
 
 ความสามารถยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติกทําใหแบคทีเรียสามารถ
เพิ่มจํานวน และเจริญอยูได (Salminen et al., 1999b) จึงสามารถมีชีวิตอยูในระบบทางเดินอาหาร
ของ สัตวเจาถ่ิน ดังนั้นจึงทําการทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก 
เพื่อใหแบคทีเรียที่คัดเลือกไดสามารถชีวิตอยูไดในระบบทางเดินอาหารของสัตวและจากการ
ทดสอบพบวา 

 
เมื่อทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท กับ 

eppendorf ที่ผานกระบวนการเคลือบดวยเยื่อบุผนังลําไส วัดปริมาณเซลลที่ยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไส 
และเซลลที่ไมยึดติดกับผนังเยื่อบุลําไส พบวาแบคทีเรียกรดแลกทั้ง 11ไอโซเลท มีประสิทธิภาพ
การยึดติดแตกตางกันดังแสดงในตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 7  ประสิทธิภาพการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท 
 

แบคทีเรียกรดแลกติก ประสิทธิภาพการยึดตดิ 
D1-8 
D2-6 
D2-8 
D3-9 
D7-3 
J6-1 
J9-2 
I4-8 
I4-9 
C3-3 
C4-4  

74.72 ±3.76 
79.05 ±10.14 
76.14 ±4.48 
61.22 ±8.24 
71.63 ±5.26 
69.25 ±19.98 
58.46 ±4.56 
58.86 ±10.19 
66.92 ±1.20 
62.45 ±4.00 
60.98 ±15.97  
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ไอโซเลท D2-6 มีประสิทธิภาพการยึดติดสูงสุด คือ 79.05 สวนไอโซเลท D2-8, D1-8,   
D7-3, J6-1, I4-9, C3-3, D3-9, C4-4 และ I4-8 มีประสิทธิภาพการยึดติดอยูในชวง 76.14-58.86 
เรียงลําดับจากสูงไปต่ํา สุดทายพบวาไอโซเลท  J9-2  มีประสิทธิภาพการยึดติดต่ําที่สุดคือ 58.46 

 
Nitisinprasert et al. (2006) ไดทําการศึกษาความสามารถในการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไส

ของแบคทีเรียกรดแลกติก 5 สายพันธ เปรียบเทียบกับแบคทีเรียกอโรค E. coli E010, E. coli 
ATCC8739, Salmonella sp. S003 และ Salmonella Typhimurium ATCC13311 พบวา 
Lactobacillus reuteri KUB-AC5 มีประสิทธิภาพการยึดติดดีที่สุดคือ 21.58 เปอรเซ็นต 
 

Gusils et al. (2002) ทําการศึกษาโครงสราง และสารที่ใชในการยึดติดของ Lactobacillus 
animalis, Lactobacillus fermentum และ Lactobacillus fermentum ssp. cellobiosus ที่แยกจากลําไส
ไก โดยวิธีการ chromatography พบวาโครงสรางผิวหนาของเซลล Lactobacillus ทั้ง 3 สปชีส มี
ลักษณะความมีขั้ว และสารที่อยูในผนังเซลลแตกตางกัน ทําใหมีประสิทธิภาพการยึดติดแตกตางกนั 
ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองคือ แบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพการยึดติด
กับเยื่อบุผนังลําไสแตกตางกัน ดังนั้นสามารถนําแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท ซ่ึงมีคา
ประสิทธิภาพการยึดติดมากกวา 50 เปอรเซ็นต มาผลิตเปนโพรไบโอติกได 

 
7. การศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดเลือกได   
 

การจําแนกแบคทีเรียกรดแลกติกสามารถทําไดโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา          
สรีรวิทยา ชีวเคมี โดยนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลของ Bergey’s Manual of Systemic 
Bacteriology (Sneath, 1986)   

 
7.1 การศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาและทางกายภาพ 

 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตกลองจุลทรรศน พบวา แบคทีเรียกรด

แลกติกทั้ง 11 ไอโซเลทติดสีแกรมบวก รูปรางแบบทอนสั้น สวนผลการศึกษาลักษณะทางกายภาพ
โดยการศึกษาการผลิตคารบอนไดออกไซคจากการหมักกลูโคส การเคลื่อนที่ ปฏิกิริยาคะตะเลส 
ความสามารถในการเจริญที่อุณหภูมิตางๆ pH ตาง ๆ และความสามารถในการทนเกลือ แสดงใน
ตารางที่ 8 
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จากตารางที่ 8 พบวาไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, 
C3-3 และ C4-4  ติดสีแกรมบวก รูปรางเปนแบบทอนสั้น ปฏิกิริยาคะตะเลสเปนลบ จึงจัดอยูใน
กลุมของ Lactobacillus  และ Carnobacterium จากนัน้เมื่อทําการตรวจสอบการเจรญิที่ 10 และ 45 
องศาเซลเซียส พบวา แบคทเีรียทั้ง 11 ไอโซเลท สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส จงึ
จัดอยูในกลุม Lactobacillus (Axelsson, 1998) และเมื่อทําการตรวจสอบการสรางกาซคารบอนได
ออกไซคจากการหมักกลูโคส พบวาไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, J9-2 และ C3-3 สามารถ
สรางกาซไดจงึจัดอยูในกลุม heterofermentative สวนไอโซเลท D7-3, J6-1, I4-8, I4-9 และ C4-4 
ไมสามารถสรางกาซไดจึงจดัอยูในกลุม homofermentative  
 

7.2 การศึกษาทางชีวเคมี 
 

การศึกษาทางชีวเคมีเปนการตรวจสอบสมบัติการหมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด โดยชุด
ทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL แสดงผลการทดสอบดังตารางที่ 9  
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ตารางที่ 8  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและคณุลักษณะทางกายภาพของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกได ทั้ง 11 ไอโซเลท 
 
ลักษณะ D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 D7-3 J6-1 J9-2 I4-8 I4-9 C3-3 C4-4 
การติดสีแกรมก 

รูปราง 
เอนไซมคะตะเลสข 
การสรางกาซ CO2

ค 
การเจริญที่ 10 องศาเซลเซียสง 
การเจริญที่ 45 องศาเซลเซียส 
การเจริญที่ 50 องศาเซลเซียส 
การเจริญที่ 6.5 % เกลือ 
การเจริญที่ 18 % เกลือ 
การเจริญที่ pH 4.5 
การเจริญที่ pH 9.6 
การเคลื่อนที่ 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

+ 
ทอนสั้น 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 

  
หมายเหต ุ      ก +  แกรมบวก ,  -  แกรมลบ           ข + สรางเอนไซมคะตะเลส , - ไมสรางเอนไซมคะตะเลส 
                      ค +  สรางกาซ CO2  , - ไมสรางกาซ CO2                   ง +  เจริญ, - ไมเจริญ  
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ตารางที่ 9  ผลการหมักคารโบไฮเดรตทั้ง 49 ชนิด ของแบคทีเรียกรดแลกติกที่คัดเลือกได 11 ไอโซเลท โดยชุดทดสอบสําเร็จรูป API 50 CHL 
 

คารโบไฮเดรต D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 D7-3 I4-8 I4-9 J6-1 J9-2 C3-3 C4-4 
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 

- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
+ 
? 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
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ตารางที่ 9 (ตอ) 
 

คารโบไฮเดรต D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 D7-3 J6-1 J9-2 I4-8 I4-9 C3-3 C4-4 
15 Rhamnose 
16 Dulcitol 
17 Inositol 
18 Mannitol 
19 Sorbitol 
20 Methyl-D-Mannoside 
21 Methyl-D-Glucoside 
22 N-Acetyl-Glucosamine 
23 Amygdalin 
24 Arbutin 
25 Esculin 
26 Salicin 
27 Cellubiose 
28 Maltose 
29 Lactose 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 

- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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ตารางที่ 9 (ตอ) 
 

คารโบไฮเดรต D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 D7-3 J6-1 J9-2 I4-8 I4-9 C3-3 C4-4 
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 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
- 
- 
- 
- 
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ตารางที่ 9 (ตอ) 
 

คารโบไฮเดรต D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 D7-3 J6-1 J9-2 I4-8 I4-9 C3-3 C4-4 
45 D-Arabitol 
46 L-Arabitol 
47 Gluconate 
48 2-keto-gluconate 
49 5-keto-gluconate 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
? 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 

 
 
หมายเหตุ  + ใชเปนแหลงคารบอนได, - ใชเปนแหลงคารบอนไมได, ? ผลการทดสอบไมชัดเจน 
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จากตารางที่ 9 สามารถนําผลขอมูลการผลิตกรดจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ มาวิเคราะห 
ดวยโปรแกรม APILAB พบวา D7-3, J6-1, I4-8 และ I4-9 คือ Lactobacillus salivarius ที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 99.9 เปอรเซ็นต จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกับ ขอมูลของ Bergey’s Manual 
of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) ดังแสดงในตารางที่ 10 

 
ตารางที่ 10  การเปรียบเทียบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D7-3, J6-1,   

I4-8 และ   I4-9 กับ Lactobacillus salivarius 
 
ชนิดของคารโบไฮเดรต Lactobacillus salivarius I4-8 I4-9 J6-1 D7-3 
Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
Manitol 
Sorbital 
N-Acetyl-Glucosamine 
Esculin 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Trehalose 
Raffinose 

+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
0 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได 0 ไมพบขอมูลใน Bergey’s          

Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 
 

จากตารางที่ 10 พบวาไอโซเลท D7-3, J6-1, I4-8 และ   I4-9 สามารถผลิตกรดโดยใช 
Mannose และ Sorbitol เปนแหลงคารบอนได ซ่ึงแตกตางจากเชื้อ Lactobacillus salivarius สวน
ใหญ (90 %) จาก Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) นอกจากนี้ยังพบวา 
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ไอโซเลท I4-8 มีความแตกตางจาก D7-3, J6-1 และ I4-9 คือสามารถผลิตกรดจากการใช Maltose 
และ Trehalose เปนแหลงคารบอนได ซ่ึงเหมือนกับ Lactobacillus  salivarius โดยสวนใหญ (90 %) 

 
ขอมูลการผลิตกรดจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ ของไอโซเลท D2-8, D3-9, C3-3, D2-6, 

J9-2 และ D1-8 เมื่อนํามาวิเคราะห ดวยโปรแกรม APILAB พบวา ทั้ง 6 ไอโซเลท คือ 
Lactobacillus fermentum ที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 92.8, 93.1, 99.4, 99.6, 99.6 และ 99.6 
เปอรเซ็นตตามลําดับ จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกับ ขอมูลของ Bergey’s Manual of 
Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) ดังแสดงในตารางที่ 11 

 
ตารางที่ 11  การเปรียบเทียบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท  D1-8, D2-6, 

D2-8,  D3-9, J9-2 และ C3-3  กับ Lactobacillus fermentum 
 

ชนิดของ
คารโบไฮเดรต 

Lactobacillus 
fermentum 

D1-8 D2-6 D2-8 D3-9 J9-2 C3-3 

L-Arabinose 
Ribose 
Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
Esculin 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Raffinose 
Gluconate 

d 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได d 11-89 % ใชเปนแหลง

คารบอนได  ? ผลไมชัดเจน 
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จากตารางที่ 11 พบวาไอโซเลท D2-8 และ D3-9 แตกตางจากไอโซเลท D1-8, D2-6 C3-3 
และ J9-2 คือ สามารถผลิตกรดจากการใช L-Arabinose เปนแหลงคารบอน นอกจากนี้ไอโซเลท 
D2-8 และ D3-9 ยังไมสามารถผลิตกรดจากการใช Fructose และ Mannose เปนแหลงคารบอนได
ซ่ึงแตกตางจาก Lactobacillus fermentum สวนใหญ (90 %) ของขอมูลใน Bergey’s Manual of 
Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 

 
ขอมูลการผลิตกรดจากแหลงคารบอนชนิดตางๆ ของไอโซเลท C4-4 เมื่อนํามาวิเคราะห 

ดวยโปรแกรม APILAB พบวา  คือ Lactobacillus crispatus ที่ระดับความเชื่อมั่น 99.9 เปอรเซ็นต 
จากนั้นนําขอมูลที่ไดมาเปรียบเทียบกับ ขอมูลของ Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology 
(Sneath, 1986) ดังแสดงในตารางที่ 12 
 

จากตารางที่ 12 พบวาไอโซเลท C4-4 สามารถ ผลิตกรดจากการใช Melibiose และ 
Raffinose เปนแหลงคารบอนไดซ่ึงแตกตางจาก Lactobacillus crispatus สวนใหญ (90 %) ใน 
Bergey’s Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) ที่สามารถผลิตกรดจากการใช 
Melibiose และ Raffinose นอกจากนี้พบวา C4-4 ยังสามารถใช Starch เปนแหลงคารบอนได ดังนั้น
ในการเลี้ยงไอโซเลท C4-4  จึงสามารถลดตนทุนในการเลี้ยงไดโดยใช Starch เปนแหลงคารบอน
ของไอโซเลท C4-4 ซ่ึง  Starch เปนวัตถุดิบซึ่งสามารถหาไดงายและมีราคาถูก 
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ตารางที่ 12  การเปรียบเทียบความสามารถในการหมกัคารโบไฮเดรตของไอโซเลท C4-4  กับ 
Lactobacillus crispatus 

 
ชนิดของคารโบไฮเดรต Lactobacillus crispatus C4-4 
Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
N-Acetyl-Glucosamine 
Amygdalin 
Arbutin 
Esculin 
Salicin 
Cellubiose 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Raffinose 
Starch 
Glycogen 
Gentiobiose 

+ 
+ 
+ 
+ 
0 
+ 
0 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
0 
0 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได 0 ไมพบขอมูลใน Bergey’s          

Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 
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7.3 การวิเคราะหหาลําดับเบสของยีน 16S rDNA   
 

ปจจุบันการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดในสิ่งมีชีวิตเปนวิธีมาตรฐานในการศึกษา
ความสัมพันธของอนุกรมวิธานและสายวิวัฒนาการระหวางจุลินทรียชนิดตางๆ (Towner and 
Cockayne, 1993)  

 
7.3.1 การสกัดดีเอน็เอทั้งหมดของแบคทีเรียกรดแลกติก   

 
สกัดดีเอ็นเอทั้งหมดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, 

D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ   C4-4 โดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป EziDNA KIT จากนั้น
นํามาวิเคราะหคุณภาพโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส โดยใชความเขมขนเจล 0.8 เปอรเซ็นต 
พบวาแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท แสดงแถบดีเอ็นเอ 1 แถบดังแสดงในภาพที่ 25 

 
                1       2        3       4        5       6       7       8       9       10      11     12 

                                            
 
ภาพที่ 25  ลักษณะดเีอ็นเอที่สกัดจากไอโซเลท I4-8, I4-9, J6-1, J9-2, D3-9, D2-8, D2-6, D1-8,   

D7- 3, C4-4 และ C3-3 เลนที่ 2-12 ตามลําดับ, เลนที่ 1: ดีเอ็นเอมาตรฐาน λ DNA ตัด
ดวยเอนไซม EcoRI + Hind III 

 
 

21227 bp 
  
  5148 bp 
  3530 bp 2027 bp 

1584 bp 
1375 bp 
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การคํานวณความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอดวยเครื่องสเปกโตร
โฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 280   นาโนเมตร และ 260 ตอ 230 นาโนเมตรพบวา เมื่อ
คํานวณความเขมขนของดีเอ็นเอ ตามวิธีของ Sambrook and Russell (2001) แบคทีเรียกรดแลกติก 
ไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 ความเขมขนดีเอ็น
เอจะอยูในชวง 360-470ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดัง แสดงในตารางที่ 13 

 
ตารางที่ 13  การคํานวณความเขมขนและบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 280 นาโน

เมตร และ 260 ตอ 230 
 
ไอ

โซเลท 
A260 ความเขมขนดเีอ็นเอ 

µg/µl 
A280 A230 A260/280 A260/230 

D1-8 
D2-6 
D2-8 
D3-9 
D7-3 
J6-1 
J9-2 
I4-8 
I4-9 
C3-3 
C4-4 

0.045 
0.042 
0.047 
0.044 
0.047 
0.038 
0.042 
0.044 
0.046 
0.044 
0.036 

450 
420 
470 
440 
470 
380 
420 
440 
460 
440 
360 

0.024 
0.022 
0.028 
0.028 
0.025 
0.018 
0.020 
0.026 
0.022 
0.021 
0.018 

0.018 
0.024 
0.016 
0.018 
0.034 
0.022 
0.015 
0.016 
0.020 
0.018 
0.014 

1.875 
1.909 
1.678 
1.571 
1.880 
1.727 
2.100 
1.692 
2.090 
2.095 
2.000 

2.500 
1.750 
2.937 
2.444 
1.382 
1.727 
2.100 
2.750 
2.090 
2.444 
2.571 

 
จากการวิเคราะห ความบริสุทธิ์ดวยวิธี โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟรีซิส 

โดยใชความเขมขนเจล 0.8 เปอรเซ็นต ในภาพที่ 25 แสดงแถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว แสดงวาดีเอ็น
เอที่ไดมีความสมบรูณ และไมแตกหัก และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 ตอ 280   นาโน
เมตร และ 260 ตอ 230 นาโนเมตร  ของแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท อยูในชวง         
1.571-2.100  และ 1.382-2.937  ตามลําดับ จากอัตรสวนดังกลาวพบวามีความบริสุทธิ์เพียงพอ
สําหรับการนําไปใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยา PCR 
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7.3.2 การสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมายดวยเทคนิค PCR 
 

หลังจากไดดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์เพียงพอแลวจึงนําไปเพิ่มปริมาณยีน
บางสวนของ 16S rRNA โดยอาศัยเทคนิค PCR จากไพรเมอร 1407B และ 8UA ในปฏิกิริยาเพิ่ม
ขยายของยีนโดยใชน้ําไอออไนซปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอตนแบบในชุด negative control และใชดี
เอ็นเอจากเชื้อไอโซเลท KUB-AC5 แทนดีเอ็นเอตนแบบในชุด positive control (Nitisinprasert et 
al., 2000) จากผลการทดลองพบวาเกิด PCR product 1 แถบ มีขนาดประมาณ 1500 bp ดังแสดงใน
ภาพท่ี 26 จากนั้นทําใหบริสุทธิ์ช้ินดีเอ็นเอเปาหมายดวยชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin R Extract 
(MACHEREY-NAGEL, Germany) เพื่อนําไปโคลนตอไป 

 
        1     2     3    4    5    6    7     8    9    10  11  12  13  14  15 

                                           
 
 

ภาพที่ 26  การเพิ่มขยายดีเอ็นเอบางสวนของยีน 16S rRNA โดยเทคนิค PCR เลนที่ 1,15: 1 Kb 
DNA ladder; เลนที่ 2 : negative control; เลนที่ 3 : positive control; เลนที่ 4-14 : ไอ
โซเลท I4-8,   I4-9, C3-3, C4-4, J6-1, J9-2, D7-3, D2-8, D1-8, D2-6 และ D3-9 
ตามลําดับ                                                                                                                                                         

 
 

2000 bp 
1500 bp 
1000 bp 
 700  bp 
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7.3.3 การโคลนดีเอ็นเอเปาหมาย 
 

เชื่อมตอดีเอ็นเอเปาหมายกับพลาสมิด pGEM-T Easy ซ่ึงใชเปนเวกเตอร
เนื่องจากบริเวณปลายของเวกเตอรชนิดนี้มีเบสไธมีนอยูจึงสามารถเขาคูกับเบสอะดีนีนที่อยูบริเวณ
ปลายของ PCR product ได นอกจากนี้ยังประกอบดวยยีนตานยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินและยีน lacZ 
ซึ่งแสดงกิจกรรมของเอนไซม β–galactosidase ทําใหสามารถคัดเลือกโคลนไดงาย หลังจากได 
พลาสมิดลูกผสมแลวจึงทรานสฟอรมเชาสูเซลลเจาบาน E. coli DH5α ที่มีสภาพเปน competent 
cell จากนั้นนําไปเลี้ยงในอาหารที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน IPTG และ X-Gal เพื่อคัดเลือกโคลน
โดยเซลลที่ไดรับพลาสมิดลูกผสมจะปรากฏเปนโคโลนีสีขาวที่เจริญบนอาหารคัดเลือก สวนเซลลที่
ไมไดรับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายจะเจริญเปนโคโลนีสีฟา เนื่องจากชิ้นดีเอ็นเอจะสอดแทรกอยูบริเวณ
ยีน lacZ ทําใหเซลลที่ไดรับพลาสมิดลูกผสมไมสามารถแสดงกิจกรรมของเอนไซม β–
galactosidase ได ดังนั้นจึงไมสามารถยอย X-Gal ทําใหมีโคโลนีสีขาว (สุรินทร, 2543) 
 

จากนั้นตรวจสอบโคลนที่คัดเลือกไดดวยปฏิกิริยา PCR พบวาสามารถเพิม่ขยาย
ยีนที่ตองการได พบชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1500 bp ซ่ึงมีขนาดเทากับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย
จากนั้นจึงนําโคโลนีไดรับการยืนยันมาสกัดพลาสมิดเพื่อนําไปตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายโดย
อาศัยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR I ผลการตัดดวยเอนไซมพบแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ แถบแรกมีขนาด
ประมาณ 3000 bp ซ่ึงเทากับขนาดของเวกเตอร pGEM-T Easy และแถบที่สองมีขนาด 1500 bp ซ่ึง
เทากับขนาดของดีเอ็นเอเปาหมายดังแสดงในภาพที่ 27  จากผลการทดลองดังกลาวสามารถยืนยัน
ไดวาโคลนที่คัดเลือกไดมีช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยูจริง จึงสงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดี
เอ็นเอเปาหมายโดยหนวยบริการ Macrogen (Macrogen, Korea) 
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                                       1      2        3        4        5        6        7         8        9      10      11       12 

 
 

ภาพที่ 27  ลักษณะพลาสมิดลูกผสมที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoR I ของไอโซเลท C3-3, C4-4, 
J9-2, I4-8, I4-9, D1-8, D2-8, D3-9, J6-1, D2-6 และ D7-3 เลนที่ 2-12 ตามลําดับ, เลนที่ 1: 
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder  

 
7.3.4 การวิเคราะหหาลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA 

 
ผลการวิเคราะหลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA โดยหนวยบริการชีวภาพ 

Macrogen, Korea พบวาลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, 
D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 มีความยาวอยูในชวง 1495-1556 ดังแสดงใน
ภาพผนวกที่ ค8-ค18 จากนั้นนําลําดับเบสดังกลาวมาเปรียบเทียบความเหมือน (% identity) กับ
ลําดับเบสของยีน 16S rDNA บนฐานขอมูล (Gene Bank database) ผานเครือขายอินเตอรเนต 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ โดยใชโปรแกรม BLASTN version  2.2.16 (Mar-25-2007) 

 
ผลการวิเคราะหพบวาลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8, D3-9, 

C3-3, J9-2 และ C4-4  มีความใกลเคียงกับ ลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus 
fermentum 99 เปอรเซ็นต (วิเคราะหวันที่ 14 มิถุนายน 2550) แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับความ
เหมือนใน 5 ลําดับแรกดังแสดงในตารางที่ 14 โดยไอโซเลท D1-8, D3-9, C3-3, J9-2 และ C4-4  มี

1500 bp 

3000 bp 
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ความเหมือนกับยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus fermentumMD-9 มากที่สุดมี % identity เทากับ 
99 เปอรเซ็นต  
 
ตารางที่ 14  การเปรียบเทียบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8, D3-9,    

C3-3, J9-2 และ C4-4 
 
ไอโซเลท สายพันธ Accession No % Identity 

D1-8 
 
 
 
 

D3-9 
 
 
 
 

C3-3 
 
 
 
 

J9-2 
 
 
 

 

Lactobacillus fermentum MD-9 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-6c 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-1 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 
Lactobacillus fermentum strain YB5 
Lactobacillus fermentum MD-9 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-6c 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-1 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 
Lactobacillus fermentum strain YB5 
Lactobacillus fermentum MD-9 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-6c 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-1 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 
Lactobacillus fermentum strain YB5 
Lactobacillus fermentum MD-9 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-6c 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-1 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 
Lactobacillus fermentum strain YB5 

AY373589.1 
DQ486144.1 
DQ399350.1 
DQ399352.1 
DQ208931.1 
AY373589.1 
DQ486144.1 
DQ399350.1 
DQ399352.1 
DQ208931.1 
AY373589.1 
DQ486144.1 
DQ399350.1 
DQ399352.1 
DQ208931.1 
AY373589.1 
DQ486144.1 
DQ399350.1 
DQ399352.1 
DQ208931.1 

99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 
ไอโซเลท สายพันธ Accession No % Identity 

C4-4 
 
 

 

Lactobacillus fermentum MD-9 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-6c 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-1 
Lactobacillus fermentum strain SFCB2-3 
Lactobacillus fermentum strain YB5 

AY373589.1 
DQ486144.1 
DQ399350.1 
DQ399352.1 
DQ208931.1 

99 
99 
99 
99 
99 

 

 
เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา คุณลักษณะทางกายภาพ สมบัติ

การหมักคารโบไฮเดรต และการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8, D3-9, 
C3-3 และ J9-2 พบวามีความสอดคลองกันจึงสามารถระบุไดวาไอโซเลท D1-8, D3-9, C3-3 และ 
J9-2 อยูใน สปชีส Lactobacillus salivarius  
  

สวนผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีน16S rDNA ของไอโซเลท C4-4 มีผล
สอดคลองกับผลการวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา และคุณลักษณะทางกายภาพ จึงสามารถบอกไดวา
อยูในสกุล Lactobacillus  แตเมื่อพิจารณารูปแบบการหมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด พบวาไอโซเลท 
C4-4 มีรูปแบบการหมักเหมือนกับ Lactobacillus crispatus ซ่ึงแตกตางจากรูปแบบการหมักของ 
Lactobacillus  fermentum  โดยแสดงการเปรียบเทียบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท C4-4 
กับ Lactobacillus crispatus และ Lactobacillus  fermentum  ดังแสดงในตารางที่ 15 Bergey’s 
Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 
 

การทดสอบการผลิตกาซคารบอนไดออกไซคและการศึกษาชีวเคมี พบวา ไอ
โซเลท C4-4 ไมสามารถผลิตกาซคารบอนไดออกไซคไดและจัดอยูในกลุมของ obligately 
homofermentative  (Du toil et al., 2001) นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหรูปแบบการหมักคารโบไฮเดรต
ดวยโปรแกรม API พบวาไอโซเลท C4-4 อยูในกลุมของ Lactobacillus crispatus แตไมสอดคลอง
กับผลการวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA  โดยพบวา มีความใกลเคียงกับยีน 16S rDNA ของ 
Lactobacillus fermentum  ซ่ึงอยูในกลุมของ heterofermentative ดังนั้นจึงไมสามารถระบุสปชีสได 
แตสามารถบอกไดวาอยูในสกุล Lactobacillus sp. 
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ตารางที่ 15  การเปรียบเทียบการเปรียบเทยีบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท C4-4 กับ 
Lactobacillus crispatus และ Lactobacillus  fermentum 

 
ชนิดของคารโบไฮเดรต C4-4 Lactobacillus crispatus Lactobacillus fermentum 

Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
N-Acetyl-Glucosamine 
Amygdalin 
Arbutin 
Esculin 
Salicin 
Cellubiose 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Raffinose 
Starch 
Glycogen 
Gentiobiose 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
0 
+ 
0 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
- 
0 
0 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
0 
- 
0 
- 
- 
d 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 
0 
0 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได 0 ไมพบขอมูลใน Bergey’s          

Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986)  d 11-89 % ใชเปนแหลงคารบอน
ได   
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ผลการวิเคราะหพบวาลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6, D7-3, 
J6-1, I4-8 และ I4-9  มีความใกลเคียงกับ ลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus 
salivarius 99-100 เปอรเซ็นต (วิเคราะหวันที่ 4 มิถุนายน 2550) แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับ
ความเหมือนใน 5 ลําดับแรกดังแสดงในตารางที่ 16 โดยไอโซเลท D2-6, D7-3, J6-1, I4-8 และ I4-9  
มีความเหมือนกับยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1230  มาก
ที่สุดโดยไอโซเลท D2-6 และ I4-8 มี % identity เทากับ 100 เปอรเซ็นต สวนไอโซเลท D7-3, J6-1 
และ I4-9 มี % identity เทากับ 99 เปอรเซ็นต  

 
เมื่อพิจารณาผลการวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา คุณลักษณะทางกายภาพ สมบัติ

การหมักคารโบไฮเดรต และการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท  D7-3, J6-1, 
I4-8 และ I4-9 พบวามีความสอดคลองกันจึงสามารถระบุไดวาไอโซเลท D7-3, J6-1, I4-8 และ I4-9 
อยูใน  สปชีส Lactobacillus salivarius  

 
สวนผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6 มีผล

สอดคลองกับผลการวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา และคุณลักษณะทางกายภาพ จึงสามารถบอกไดวา
อยูในสกุล Lactobacillus  แตเมื่อพิจารณารูปแบบการหมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด พบวาไอโซเลท 
D2-6 มีรูปแบบการหมักเหมือนกับ Lactobacillus fermentum ซ่ึงแตกตางจากรูปแบบการหมักของ 
Lactobacillus  salivarius  โดยแสดงการเปรียบเทียบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D2-6 
กับ Lactobacillus fermentum และ Lactobacillus salivarius   ดังแสดงในตารางที่ 17 Bergey’s 
Manual of Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 
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ตารางที่ 16  การเปรียบเทียบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6, D7-3, J6-1, 
I4-8 และ I4-9 

 
ไอโซเลท สายพันธ Accession No % Identity 

D2-6 
 
 
 

 
D7-3 

 
 
 

 
J6-1 

 
 
 
 

I4-8 
 
 
 
 

I4-9 

Lactobacillus salivarius  subsp. Salicinius JCM1230 
Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1047 
Lactobacillus salivarius RA 2115 
Lactobacillus salivarius RA2116 
Lactobacillus salivarius RA2105 
Lactobacillus salivarius  subsp. Salicinius JCM1230 
Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1047 
Lactobacillus salivarius RA 2115 
Lactobacillus salivarius RA2116 
Lactobacillus salivarius RA2105 
Lactobacillus salivarius  subsp. Salicinius JCM1230 
Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1047 
Lactobacillus salivarius RA 2115 
Lactobacillus salivarius RA2116 
Lactobacillus salivarius RA2105 
Lactobacillus salivarius  subsp. Salicinius JCM1230 
Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1047 
Lactobacillus salivarius RA 2115 
Lactobacillus salivarius RA2116 
Lactobacillus salivarius RA2105 
Lactobacillus salivarius  subsp. Salicinius JCM1230 
Lactobacillus salivarius subsp. Salicinius JCM1047 
Lactobacillus salivarius RA 2115 
Lactobacillus salivarius RA2116 
Lactobacillus salivarius RA2105 

AY137589.1 
AY137588.1 
AY389803.1 
AY389802.1 
AY137586.1 
AY137589.1 
AY137588.1 
AY389803.1 
AY389802.1 
AY389804.1 
AY137589.1 
AY137588.1 
AY389803.1 
AY389802.1 
AY389804.1 
AY137589.1 
AY137588.1 
AY389803.1 
AY389802.1 
AY389804.1 
AY137589.1 
AY137588.1 
AY389803.1 
AY389802.1 
AY389804.1 

100 
100 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
100 
100 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
99 
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ตารางที่ 17  การเปรียบเทียบการเปรียบเทยีบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D2-6 กับ 
Lactobacillus fermentum และ Lactobacillus salivarius 

 
ชนิดของคารโบไฮเดรต D2-6 Lactobacillus fermentum Lactobacillus salivarius 

L-Arabinose 
Ribose 
Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
Esculin 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Raffinose 
Gluconate 
Manitol 

- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 
- 

d 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 

- 
- 
+ 
+ 
+ 
- 
d 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได d 11-89 % ใชเปนแหลง

คารบอนได  ? ผลไมชัดเจน 
 
การทดสอบการผลิตกาซคารบอนไดออกไซคและการศึกษาชีวเคมี พบวา ไอ

โซเลท D2-6 สามารถผลิตกาซคารบอนไดออกไซคได และจัดอยูในกลุม heterofermentative 
นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหรูปแบบการหมักคารโบไฮเดรตดวยโปรแกรม API พบวา D2-6 อยูในกลุม
ของ Lactobacillus fermentum แตไมสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับเบส 16S rDNA  โดยพบวา 
มีความใกลเคียงกับยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus salivarius  ซ่ึงอยูในกลุมของ 
homofermentative ดังนั้นจึงไมสามารถระบุสปชีสได สามารถบอกไดเพียงอยูในสกุล 
Lactobacillus sp. 
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ผลการวิเคราะหพบวาลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8  มี
ความใกลเคียงกับ ลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus reuteri 98 เปอรเซ็นต (วิเคราะห
วันที่ 4 มิถุนายน 2550) แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับความเหมือนใน 5 ลําดับแรกดังแสดงใน
ตารางที่ 18 โดยไอโซเลท D2-8  มีความเหมือนกับยีน 16S rDNA ของ Lactobacillus reuteri DSM 
20016 T  มี % identity เทากับ 98 เปอรเซ็นต  
 
ตารางที่ 18  การเปรียบเทียบลําดับเบสบางสวนของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8  
 
ไอโซเลท สายพันธ Accession No % Identity 

D2-8 Lactobacillus reuteri DSM 20016 T 
Lactobacillus reuteri C16 
Lactobacillus reuteri OJUS 
Lactobacillus reuteri ONK5 
Lactobacillus reuteri C10 

X76328.1 
EF412977.1 
AY324629.1 
AY324628.1 
EF412976.1 

98 
98 
98 
98 
98 

 

 
ผลการวิเคราะหลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8 มีผล

สอดคลองกับผลการวิเคราะหทางสัณฐานวิทยา และคุณลักษณะทางกายภาพ จึงสามารถบอกไดวา
อยูในสกุล Lactobacillus  แตเมื่อพิจารณารูปแบบการหมักคารโบไฮเดรต 49 ชนิด พบวาไอโซเลท 
D2-8 มีรูปแบบการหมักเหมือนกับ Lactobacillus  fermentum ซ่ึงแตกตางจากรูปแบบการหมักของ 
Lactobacillus reuteri โดยแสดงการเปรียบเทียบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D2-8 กับ 
Lactobacillus reuteri และ Lactobacillus fermentum   ดังแสดงในตารางที่ 19 Bergey’s Manual of 
Systemic Bacteriology (Sneath, 1986) 
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ตารางที่ 19  การเปรียบเทียบการหมักคารโบไฮเดรตของไอโซเลท D2-8 กับ Lactobacillus reuteri 
และ Lactobacillus fermentum 

 
ชนิดของคารโบไฮเดรต D2-8 Lactobacillus reuteri Lactobacillus fermentum 
L-Arabinose 
Ribose 
Galactose 
Glucose 
Fructose 
Mannose 
Esculin 
Maltose 
Lactose 
Melibiose 
Sucrose 
Raffinose 
Gluconate 

+ 
+ 
+ 
+ 
- 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
? 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
0 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 

d 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
- 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

 
หมายเหตุ   + ใชเปนแหลงคารบอนได  – ใชเปนแหลงคารบอนไมได d 11-89 % ใชเปนแหลง

คารบอนได  ? ผลไมชัดเจน 
 
จากผลการผลการศึกษาทางชีวเคมีของของไอโซเลท D2-8 พบวาไอโซเลท  

D2-8 อยูในกลุมของ Lactobacillus fermentum ที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 92.8 เปอรเซ็นต ซ่ึงเปน
เปอรเซ็นตที่ต่ํา นอกจากนี้พบวา Lactobacillus fermentum มีรูปแบบการหมักคารโบไฮเดรต
ใกลเคียงกับ Lactobacillus reuteri (Sneath, 1986) และเมื่อวิเคราะหหาลําดับเบส 16S rDNA ของไอ
โซเลท D2-8 พบวาอยูในกลุมของ Lactobacillus reuteri โดย ไอโซเลท D2-8 มีรูปแบบการหมัก
แตกตางกับรูปแบบการหมักของ  Lactobacillus reuteri  เพียง 2 รูปแบบ คือไมสามารถใช Fructose  
เปนแหลงคารบอนได แตสามารถใช Sucrose เปนแหลงคารบอนได จึงสามารถสรุปไดวาไอโซเลท 
D2-8 อยูในกลุม Lactobacillus reuteri 
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สรุป 
 
1. การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีแยกจากลําไสไก ซ่ึงมคีุณสมบัตขิองโพรไบโอติก   
 

การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติกแยกจากลําไสไกที่มีคุณสมบัติโพรไบโอติก พบวา
แบคทีเรียกรดแลกติกที่แยกจากลําไสไก 194 ไอโซเลท มี 11 ไอโซเลทที่สามารถทนตอน้ําดีที่ระดับ
ความเขมขน 3 %ได  สายพันธุดังกลาวไดแกไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, 
I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 การทดสอบความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคดวยวิธีการ agar 
well diffusion ของแบคทีเรียทั้ง 11 ไอโซเลท พบวาแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท มีความสามารถใน
ยับยั้งแบคทีเรีย Shigella dysentiriae., Salmonella Enterititis DMST 17368, Escherichia coli 
O157:H7, Vibro parahaemolyticus, Salmonella Typhimurium และ  Campyrobacter jejuni ATCC 
33291โดย ไอโซเลท I4-8 สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Shigella dysentiriae., Salmonella 
Enterititis DMST 17368, Escherichia coli O157:H7, Vibro parahaemolyticus และ Salmonella 
Typhimurium ไดดีที่สุด มีกิจกรรมการยับยั้งสูงสุดโดยมีคาเทากับ 3.05  สวนไอโซเลท D2-6  
สามารถยับยั้งแบคทีเรียกอโรค Campyrobacter jejuni โดยวิธีการ direct method ไดดีที่สุดมี
กิจกรรมการยับยั้งสูงสุดโดยมีคาเทากับ 11.00 นอกจากนี้ พบวาไอโซเลท D2-6 ซ่ึง มีคากิจกรรม
การยับยั้งเชื้อกอโรคสะสมสูงสุด เทากับ 22.28  
 

การศึกษาความสามารถในการทนตอกรดและเบสในชวงสภาวะ pH2 - pH8 เปนเวลา 3 
ช่ัวโมง พบวาไอโซเลท D3-9, I4-8, I4-9, C3-3, D7-3, D1-8 และ  J9-2 สามารถทนตอสภาวะ pH 2-
pH8 ไดโดยมีเปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 8.36-119.11 สวนไอโซเลท C4-4, J6-1, D2-6 และ 
D2-8 ไมสามารถทนตอสภาวะ pH 2 ได คือมีเปอรเซ็นตการอยูรอดเปน 0 นอกจากนี้พบวาไอ
โซเลท D1-8 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุดที่ pH 3 คือ 108.47 เปอรเซ็นต และไอโซเลท D3-9 มี
เปอรเซ็นตการอยูรอดสูงสุด ที่ pH 2 คือ 55.61 เปอรเซ็นต นอกจากนี้พบวาไอโซเลท J9-2, C3-3, 
D7-3, D3-9  และ  D1-8 มีเปอรเซ็นตการอยูรอดในชวง pH กวาง คือมีคาเปอรเซ็นตการอยูรอดคงที่ 
เมื่อ pH ลดลง 
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การศึกษาการทนตออุณหภูมิสูงที่ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 0, 20, 40, 80 
และ 120 วินาที  ของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลท พบวาไอโซเลท I4-8, I4-9, C3-3, D7-3, 
D1-8 , J6-1, D2-6, J9-2 และ D2-8 สามารถทนตออุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศาเซลเซียสได โดยมี
เปอรเซ็นตการอยูรอดอยูในชวง 80.1-101.8, 61.8-83.2 และ 30.7-67.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
นอกจากนี้ไอโซเลท D2-6 และ D1-8 มีคาเปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิ 60, 70 และ 80 องศา
เซลเซียส ที่เวลา 120 วินาที เฉลี่ย มากกวา 40 เปอรเซ็นต 

 
การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติกพบวา แบคทีเรียกรด

แลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท มีกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีอยูในชวง 0.997-3.019 โดยไอโซเลท D1-8 
มีกิจกรรมของเอนไซมสูงที่สุดคือ 3.019 Unit/ml และมีผลสอดคลองกับการทดสอบความสามารถ
ทนตอน้ําดีไก ความเขมขน 3 %โดยไอโซเลท D1-8 สามารถทนตอ 3 % น้ําดีไกไดสูง โดยมีคาการ
เพิ่มปริมาณ 39.34 % 

 
การทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก กับ Eppendorf ที่ผาน

กระบวนการเคลือบเยื่อบุผนังลําไส พบวาแบคทีเรียกรดแลกติกทั้ง 11 ไอโซเลท สามารถยึดติดกับ
เยื่อบุผนังลําไสไดโดยมีประสิทธิภาพการยึดติดอยูในชวง 58.46-79.05 นอกจากนี้พบวาไอโซเลท 
D2-6 มีการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสสูงที่สุด คือมีประสิทธิภาพการยึดติดเทากับ 79.05 

 
การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลกติก โดยอาศัยคุณสมบัติโพรไบโอติกเปนตัวคัดเลือก

ดังกลาว พบวา ความสามารถของแบคทีเรีย 11 ไอโซเลท มีความสามารถที่เดน แตกตางกันไป 
โดยเฉพาะไอโซเลท D2-6 ที่มีเปอรเซ็นตการยับยั้งเชื้อกอโรค ประสิทธิภาพการยึดติดและ 
เปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิสูงไดสูง นอกจากนี้ไอโซเลท D1-8 มีกิจกรรมการทนตอน้ําดี 
กิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดี และเปอรเซ็นตการอยูรอดที่อุณหภูมิสูงไดสูง ดังนั้นการนํามาใชผลิต
เปนโพรไบโอติก จึงสามารถนํามาใชไดในรูปของเชื้อผสม เพื่อใหลักษณะเดนของแตละไอโซเลท
รวมกันแสดงออก เพื่อใหสัตวเจาถ่ินมีสุขภาพที่ดี 
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2. เพื่อศึกษาอนุกรมวิธานของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคัดเลือกได   
  

การจําแนกชนิดของแบคทีเรียกรดแลกติก 11 ไอโซเลทไดแกไอโซเลท D1-8, D2-6, D2-8, 
D3-9, D7-3, J6-1, J9-2, I4-8, I4-9, C3-3 และ C4-4 โดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา 
การศึกษารูปแบบการหมักคารโบไฮเดรตดวยชุดทดสอบ API 50 CH  และ การวิเคราะหลําดับเบส
ของยีน 16S rDNA สามารถจําแนกไอโซเลท   J6-1,  I4-9, I4-8และ อยูในสปชีส Lactobacillus 
salivarius เปอรเซ็นต ตามลําดับ สวนไอโซเลท D1-8, D3-9, D7-3, C3-3 และ  J9-2 อยูในสปชีส 
Lactobacillus fermentum สวน ไอโซเลท D2-8 อยูในสปชีส Lactobacillus reuteri  นอกจากนี้     
ไอโซเลท D2-6  และ C4-4 ยังไมสามารถระบุสปชีสได แตสามารถบอกไดวาอยูในสกุล 
Lactobacillus sp. 
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ภาคผนวก ก  
อาหารเลี้ยงเชือ้และสารเคมี 
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1. MRS  (de Man Rogosa and Sharp) ( De Man et al., 1960)   
 

Glucose      20.0 กรัม 
Peptone      10.0 กรัม 
Yeast extract     4.0 กรัม 
Beef extract     8.0 กรัม 
Sodium acetate     3.0 กรัม 
Tri-ammoniumhydrogenphosphate  2.0 กรัม 
Dipotassiumhydrogenphosphate   2.0 กรัม 
20% manganesesulphate    1.0 มิลลิลิตร 
5% magnesiumsulphateheptahydrate  1.0 มิลลิลิตร 
sorbitanmonostearate    1.0 มิลลิลิตร 
Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH เทากับ 6.2+0.05 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 

ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 
หมายเหต ุ    อาหารแข็ง MSR เตรียมโดยเติมผงวุน 1.5 % 

อาหารเหลว MRS ที่มีน้ําดไีก 3 % เตรียมโดย ใชน้ําดีไกสดซึ่งทําการหาเปอรเซ็นต
ความชื้นแลวมาผสมในอาหารเหลว MRS  
 
2. LB 

 
Peptone      10.0 กรัม 

 Yeast extract     5.0 กรัม 
 Sodium Chloride    10.0 กรัม 
 Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 

นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 

หมายเหต ุ    อาหารแข็ง MSR เตรียมโดยเติมผงวุน 1.5 % 
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อาหาร LB ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน เตรียมโดย Stock solution ของแอมพิซิลิน ความ
เขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตรลงในอาหาร LB 1000 มิลลิลิตร ที่ผานการฆา
เชื้อแลว 

  
3. LB plate ท่ีมียาปฏชิีวนะแอมพิซิลิน  IPTG และ X-gal 
 

เตรียม Stock solution ของ IPTG (Isopropylthiogalactoside) ความเขมขน 0.1 โมลาร โดย
ละลาย IPTG 1.2 กรัม ในน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร กรองผานตัวกรองที่มรูีพรุน 0.2 ไมโครเมตร เก็บไว
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
เตรียม Stock solution ของ X-gal ( 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความ

เขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยละลาย X-gal 100 มิลลิกรัม ใน N,N’ – dimethyl- formamide 2 
มิลลิลิตร เก็บไวในที่พนแสง ที่อุณหภูมิ -20 องสาเซลเซียส 

 
นํา Stock solution ของแอมพิซิลิน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร IPTG 5 มิลลิลิตร และ X-gal 1.6 มิ

ลิลิตร เติมลงในอาหาร LB (ผานการฆาเชือ้แลวและมีอุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส) 1 ลิตร 
เขยาสวนผสมใหเขากนัแลวเทลงจานเพาะเชื้อ 

 
4. Columbia blood agar 
 

Special peptone     25.0 กรัม 
Starch      1.0 กรัม 
Sodium chloride     5.0 กรัม 
Agar      10.0 กรัม 
Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH เทากับ 7.3+0.2 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 

ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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5. Brucella broth 
 

Peptone      10.0 กรัม 
Lab-Lemco powder    5.0 กรัม 
Glucose      10.0 กรัม 
Sodium chloride     5.0 กรัม 
Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH เทากับ7.5+0.2 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 

ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 

6. NB (Nutrient broth) 
 
Peptone       5.0 กรัม 
Beef extract     3.0 กรัม 
Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 
ปรับ pH เทากับ 6.2+0.2 นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ 

ตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
 

หมายเหต ุ อาหารแข็ง NA เตรียมโดยเติมผงวุน 1.5%  
  อาหาร NA และ NB เติม NaCl 1.5 %สําหรับเลี้ยงเชื้อ Vibrio parahaemolyticus  
 
7. SOB  medium   
 

Tryptone     20 กรัม 
Yeast extract     5 กรัม 
NaCl      0.5 กรัม 
Distilled water     1000 มิลลิลิตร 
 
นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 15 นาที 
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8. SOC medium 
 

SOB 1 ลิตร (ผานการฆาเชือ้แลว) +  กลูโคส ความเขมขน 2 โมลาร (ผานการฆาเชือ้แลว)
ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

 
9. สารละลาย ninhydrin ท่ีใชในการทดสอบเอนไซมยอยน้าํดี   
 

Ninhydrin      5.0 มิลลิกรัม 
Glycerol     1.2 มิลลิลิตร 
0.5M Sodium citrate buffer (pH 5.5 )  0.7 มิลลิลิตร   
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ภาคผนวก ข  
วิธีการทดสอบ 
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1. การสกัดดีเอ็นเอดวยชดุสกัดสําเร็จรูป E-zi DNA KIT (Sunnolincorporation, Thailand) 
 

นําแบคทีเรียกรดแลกติกมาสกัดดีเอ็นเอตามวิธีการของชุดสกัดสําเร็จรูป E-zi DNA KIT 
(Sunnolincorporation, Thailand) ดังนี ้
 

1.1 นําแบคทีเรียกรดแลกติกที่เพาะในอาหารเหลว MRS  1.5 มิลลิลิตรจนไดชวง early log 
phase ใสลงใน eppendroff  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 8000 รอบตอนาที 5 นาที  
ทิ้งสารละลายใส ระหวางนีน้ํา DA และ  DB ไปอุนที่ 65 องศาเซลเซียส 
 

1.2 เตมิ DA  ที่อุน 65 องสาเซลเซียส 500 ไมโครลิตร และ DB ที่อุน 65 องสาเซลเซียส 40 
ไมโครลิตร ลงในหลอดตวัอยางแลว vortex นาน 10 วินาที 
 

1.3 Incubate ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวยายหลอดมาตั้งที่อุณหภูมหิอง นาน 1 
นาที 
 

1.4 เติม Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 500 ไมโครลิตร  vortex นาน 10 วินาที แลว 
centrifuge ที่ 10000 rpm 4 องศาเซลเซียส  นาน 10 นาท ี
 

1.5 เทสารละลายทิ้ง นํา pellet มาลางดวย 70 % Cold ethanol 500 ไมโครลิตร แลว 
centrifuge ที่ 10000 rpm  4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที  
 

1.6 เทสารละลายทิ้ง นํา pellet  ของ DNA ไปทําใหแหง แลวละลายใน Distilled  water 
 
2. การทําบริสุทธ์ิ PCR product ดวยชุดสกัดสําเร็จรูป NucleoSpin R Extract (MACHEREY-
NAGEL, Germany) 
 

2.1 นําตัวอยาง 1 ปริมาตร ผสมกับปฟเฟอร NT2 4 ปริมาตร ในกรณีทีต่ัวอยางมีปริมาตร
นอยกวา 50 ไมโครลิตร ใหปรับปริมาตรเปน 50 ไมโครลิตรดวยบัฟเฟอร TE pH 7.5 
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2.2 นําคอลัมน NucleoSpin R Extract ใสลงในหลอดเก็บตวัอยางขนาด 2 มลิลิลิตร จากนั้น
เติมสารผสมตัวอยางจากขอ 1.1 ลงในคอลัมนแลวนาํไปเหวีย่งแยกที่ความเร็ว  10000 xg เปนเวลา 1 
นาที ทิ้งสวนทีผ่านคอลัมน แลวนําคอลัมนกลับมาใสหลอดเก็บตวัอยางเดิมอีกครั้ง 
 

2.3 เติมบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแยก
ที่ ความเร็ว 10000 xg เปนเวลา 2 นาทีเพื่อกําจัดบัฟเฟอร NT3 
 

2.4 เติมบัฟเฟอร NT3 ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงในคอลัมน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงแบก
ที่ความเร็ว 10000 xg เปนเวลา 2 นาที เพื่อกําจัดบัฟเฟอร NT3 
 

2.5 หลังจากทิ้งสวนที่ผานออกมาจากคอลัมนแลวจึงนําคอลัมนไปบมที่ อุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 2-5 นาที 
 

2.6 ยายคอลัมนมาใสในหลอด micotube จากนั้นเติมบัฟเฟอรสําหรับชะ NE ปริมาตร 25-
50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมนนําไปบมทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 1 นาที จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10000 xg เปนเวลา 1 นาที 
 
3. การเชื่อมตอดีเอ็นเอเปาหมายกับพลาสมิด pGEM-T Easy Vector 
 

เชื่อมตอดีเอ็นเอเปาหมายกับพลาสมิด pGEM-T Easy Vector ดวยปฏิกิริยา ligation ซ่ึงมี
สวนประกอบดังนี ้

 
2X Rapid Ligation buffer, T4 DNA ligase  5 ไมโครลิตร 
pGEM-T Easy Vector (50 นาโนกรัม)  1 ไมโครลิตร 
PCR product      X* ไมโครลิตร 
T4 DNA Ligase (3 ยนูิตตอไมโครลิตร)  1 ไมโครลิตร 
น้ําปราศจากออิอน    ... ไมโครลิตร 
  ปริมาตรสุดทาย   10 ไมโครลิตร 
 
ผสมสวนประกอบทั้งหมดใหเขากันดวยปเปต จากนั้นนาํไปบมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง 
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*การคํานวณปริมาตร PCR  product จากสตูร 
 
ng of vector × kb size of insert × insert vector molar ratio = ng insert 

      kb size of vecteor 
 

4. การเคล่ือนยายดีเอ็นเอลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน (Promega, USA) 
 

ถายดีเอ็นเอลูกผสมจากปฏิกิริยา ligation ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ใสในหลอด microtube 
หลอดใหม พรอมกับนําหลอด microtube ที่ใส competent มาบมในน้ําแข็ง เปนเวลา 15 นาที 
จากนั้น เติม competent cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอด microtube ที่เตรียมไว ผสมใหเขา
กันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ แลวบมบนน้ําแข็งตอเปนเวลา 15 นาที จากนั้นนําไปบมที่อุณหภมูิ 42 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 45-50 วินาท ี (heat shock) แลวนํามาบมบนน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาท ี
จากนั้น เติม SOC medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตร ลงไป ผสมใหเขากัน นาํไปเขยาบนเครื่องเขยา
ชนิดควบคุมอณุหภูมิ ที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาที จากนั้นนาํไปปนเหวี่ยงแยกที่ความเรว็ 
1000 xg เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอดวย  SOC medium ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร 

 
5. การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกดัสําเร็จรูป QIA prep Spin Miniprep Kit 50 (QIAGEN) 
 

5.1 นําแบคทีเรียกรดแลกติกที่เพาะในอาหารเหลว MRS  1.5 มิลลิลิตรจนไดชวง early log 
phase ใสลงใน eppendroff  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 8000 รอบตอนาที 5 นาที  
ทิ้งสารละลายใส 
 

5.2 ละลาย pellet cell ดวย buffer P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  
 

5.3 ใส buffer P2  250 ไมโครลิตร ผสมดวยการกลับหลอดไปมา 4-6 คร้ัง 
 

5.4 ใส buffer  N3 35 ไมโครลิตร ผสมดวยการกลับหลอดไปมา 4-6 คร้ัง 
 

5.5 นําไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 13000 rpm เปนเวลา 10 นาที 
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5.6 ใส สารละลายใสใน spin column โดยใชปเปต 
 

5.7 นําไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 13000 rpm 30-60 วินาที ทิ้งสารละลายที่ผานคอลัมน 
 

5.8 ลางคอลัมนโดย buffer PE 750 ไมโครลิตร เหวี่ยงแยกทีค่วามเร็วรอบ 13000 rpm เปน
เวลา30-60 วินาที 
 

5.9 ทิ้งสารละลาย และจากนั้นนําไปเหวี่ยงแยกที่ความเร็วรอบ 13000 rpm  เปนเวลา 1 
นาที เพื่อกําจัด buffer สวนที่เหลือ 
 

5.10 นําคอลัมนใสลงใน microtube  ใหม เติม buffer EB 50 ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน 
ทิ้งไว 1 นาที แลวนําไปเหวีย่งแยกที่ความเร็วรอบ 13000 rpm 1 นาท ี
 
6. การตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (Promega, USA) 
 

ปฏิกิริยาการตดัพลาสมิด pGEM-T-Easy vector ดวยเอนไซม EcoRI มีสวนประกอบดังนี ้
 
น้ําปราศจากออิอนปลอดเชื้อ  16.3 ไมโครลิตร 
บัฟเฟอรของเอนไซม (10X)  2.0 ไมโครลิตร 
Acetylated BSA, 10 µg/µl  0.2 ไมโครลิตร 
DNA, 1 µg/µl    1.0  ไมโครลิตร 
EcoRI, 10 U/ µl    0.5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุดทาย    20  ไมโครลิตร 
 
นําไปบมที่อุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ช่ัวโมง หยุดปฏกิิริยา โดยนําไปบม

ที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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7. การตรวจสอบโคลนดวย Colony PCR product โดยใช นวิคลีโอไทดไพรเมอร SP6 และ T7 
(Promega, USA) 

  
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยเอนไซม Taq DNA polymerase (Phamacia, Uppsala, Sweden) 

1 ยูนิต สารละลายบัฟเฟอรของเอนไซม (1X) แมกนีเซยีมคลอไรด 25 มิลลิโมลาร นิวคลีโอไทด
ไพรเมอร SP6 และ T7 (Promega, USA) ดีเอ็นเอตนแบบ   5 ไมโครลิตร จากนั้นนําเขาเครื่อง 
Thermalccycler PCR (Hybaid, UK) โดยตั้งโปรแกรมในการสังเคราะหดีเอ็นเอเปาหมาย 3 ขั้นตอน 
ขั้นแรกประกอบดวยชวง denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ ขั้นที่ 2 
ประกอบดวยชวง denaturation 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาท ีชวง annealing 50 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 2 นาที และ ชวง extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ทั้งหมดจํานวน 35 รอบ ขัน้
สุดทายประกอบดวยชวง extension 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จํานวน 1 รอบ หลังจาก
เสร็จสิ้นปฏิกิริยาเก็บดีเอ็นเอที่สังเคราะหได (PCR product) ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้
นํามาวิเคราะหโดยวิธีอะกาโรสอิเลคโตรโฟรีซิส ดวยอะกาโรสเจลความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต 
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ภาคผนวก ค  
ขอมูลการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ค1  ผลการทดสอบความสามารถทนตอ 3 % น้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

D1,4 
D1,8 
J5,1 
J5,2 
J5,3 
J5,4 
J5,5 
J5,6 
J5,7 
J5,8 
J5,9 
J5,10 
C7,1 
J6,1 
J6,9 
J6,10 
J17,1 
J17,2 
J17,3 
J17,4 
D5,10 
D5,9 
D5,2 

138 
51 
166 
120 
251 
247 
546 
656 
315 
294 
438 
1200 
436 
119 
163 
257 
160 
240 
39 
115 
354 
207 
147  

140 
71 
163 
125 
251 
234 
742 
884 
364 
257 
474 
880 
440 
119 
163 
290 
202 
202 
46 
128 
330 
250 
146  

139 
61 

164.5 
122.5 
251 

240.5 
644 
770 

339.5 
275.5 
456 
1040 
438 
119 
163 

273.5 
181 
221 
42.5 
121.5 
342 

228.5 
146.5  

149 
95 
74 
106 
166 
61 
308 
49 
205 
73 
178 
294 
153 
123 
160 
168 
62 
140 
29 
33 
217 
117 
85  

122 
75 
61 
106 
166 
69 
430 
33 
170 
94 
170 
237 
134 
123 
160 
142 
60 
137 
33 
62 
210 
139 
94  

135.5 
85 

67.5 
106 
166 
65 
369 
41 

187.5 
83.5 
174 

265.5 
143.5 
123 
160 
155 
61 

138.5 
31 

47.5 
213.5 
128 
89.5  

-2.52 
39.34 
-58.97 
-13.47 
-33.86 
-72.97 
-42.70 
-94.68 
-44.77 
-69.69 
-61.84 
-74.47 
-67.24 
3.36 
-1.84 
-43.33 
-66.30 
-37.33 
-27.06 
-60.91 
-37.57 
-43.98 
-38.91  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

D5,5 
D5,6 
D2,3 
D2,6 
D2,8 
D1,10 
D3,6 
D4,4 
D4,10 
D7,1 
D7,3 
D8,5 
D8,8 
D12,1 
D13,1 
D13,3 
D14,1 
D8,6 
D1,6 
D1,3 
D2,2 
D7,5  

28 
0 

822 
122 
73 
102 
29 
148 
366 
64 
105 
160 
110 
3 

329 
0 
0 

278 
196 
54 
0 

329  

3 
0 

940 
107 
65 
137 
14 
110 
370 
60 
112 
178 
175 
7 

273 
0 
0 

322 
217 
77 
0 

338  

15.5 
0 

881 
114.5 

69 
119.5 
21.5 
129 
368 
62 

108.5 
169 

142.5 
5 

301 
0 
0 

300 
206.5 
65.5 

0 
333.5  

0 
0 

455 
124 
87 
52 
6 
39 
199 
31 
134 
61 
86 
4 

185 
0 
0 

106 
115 
25 
0 

132  

2 
0 

504 
125 
91 
72 
11 
63 
134 
26 
142 
57 
48 
0 

248 
0 
0 

149 
119 
9 
0 

164  

1 
0 

479.5 
124.5 

89 
62 
8.5 
51 

166.5 
28.5 
138 
59 
67 
2 

216.5 
0 
0 

127.5 
117 
17 
0 

148  

-93.55 
0.00 

-45.57 
8.73 
28.99 
-48.12 
-60.47 
-60.47 
-54.76 
-54.03 
27.19 
-65.09 
-52.98 
-60.00 
-28.07 
0.00 
0.00 

-57.50 
-43.34 
-74.05 
0.00 

-55.62  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

D7,9 
D7,7 
D7,10 
D7,4 
D7,6 
D7,8 
C13,1 
D8,3 
C13,6 
C13,7 
C2,4 
C13,8 
C13,2 
C4,5 
C2,1 
D4,3 
D4,1 
D1,9 
C6,6 
C7,1 

D15,4 
D1,7  

168 
129 
12 
95 
52 
65 
38 
326 
243 
36 
52 
26 
170 
170 
400 
4 
96 
187 
354 
15 
452 
182  

168 
129 
12 
95 
52 
65 
38 
326 
243 
36 
52 
26 
170 
170 
400 
4 
96 
187 
354 
15 
452 
182  

208 
138 
15 
53 
44 
78 
44 
288 
173 
42 
65 
16 
143 
143 
434 
8 

108 
185 
401 
11 
436 
164  

188 
133.5 
13.5 
74 
48 

71.5 
41 
307 
208 
39 

58.5 
21 

156.5 
156.5 
417 
6 

102 
186 

377.5 
13 
444 
173  

47 
63 
10 
30 
27 
29 
0 

109 
170 
17 
31 
20 
26 
26 
272 
0 
49 
92 
118 
5 

100 
110  

49 
69 
14 
32 
17 
31 
9 
54 
86 
17 
31 
21 
61 
61 
251 
1 
78 
91 
96 
0 

109 
88  

-48.00 
-66.00 
-12.00 
-31.00 
-22.00 
-30.00 
-4.5.00 
-81.50 
-128.00 
-17.00 
-31.00 
-20.50 
-43.50 
-43.50 
-261.50 
-0.50 
-63.50 
-91.50 
-107.00 
-2.50 

-104.50 
-99.00  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

C6,9 
C3,5 
C15,3 
D4,7 
C4,4 
C7,4 
D8,3 
J2,2 
J4,4 
J7,6 
J2,3 
D4,9 
J2,7 
J2,8 
J1,8 
D8,9 
D13,2 
D4,8 
D4,3 
J7,4 

D9,10 
J4,3  

321 
385 
153 
23 
151 
116 
322 
51 
45 
264 
0 
63 
0 
0 

118 
167 
141 
39 
21 
54 
113 
50  

369 
375 
190 
13 
121 
116 
410 
54 
48 
290 
0 
59 
0 
0 

121 
105 
145 
23 
39 
31 
125 
53  

345 
380 

171.5 
18 
136 
116 
366 
52.5 
46.5 
277 
0 
61 
0 
0 

119.5 
136 
143 
31 
30 

42.5 
119 
51.5  

201 
315 
14 
14 
45 
76 
135 
18 
19 
66 
0 
8 
0 
0 
33 
98 
74 
8 
4 
1 
88 
45  

205 
227 
23 
19 
51 
62 
89 
18 
60 
61 
0 
5 
0 
0 
69 
54 
45 
5 
3 
14 
103 
41  

203 
271 
18.5 
16.5 
48 
69 
112 
18 

39.5 
63.5 

0 
6.5 
0 
0 
51 
76 

59.5 
6.5 
3.5 
7.5 
95.5 
43  

-41.16 
-28.68 
-89.21 
-8.33 
-64.71 
-40.52 
-69.40 
-65.71 
-15.05 
-77.08 
0.00 

-89.34 
0.00 
0.00 

-57.32 
-44.12 
-58.39 
-79.03 
-88.33 
-82.35 
-19.75 
-16.50  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

J7,7 
J7,9 
J7,3 
J7,8 

D13,8 
D9,10 
D9,8 
J7,10 
J4,2 
J7,2 
J7,5 

D15,1 
J4,1 
D5,8 
D8,10 
J1,5 
J12,4 
J12,5 
J1,2 
J9,2 
J9,1 
J12,2  

66 
17 
37 
11 
0 
4 
21 
85 
200 
195 
3 

124 
161 
51 
270 
1 
91 
410 
207 
183 
135 
85  

82 
18 
48 
11 
0 
17 
20 
65 
195 
208 
4 
87 
176 
47 
362 
2 
80 
400 
240 
157 
133 
56  

74 
17.5 
42.5 
11 
0 

10.5 
20.5 
75 

197.5 
201.5 
3.5 

105.5 
168.5 

49 
316 
1.5 
85.5 
405 

223.5 
170 
134 
70.5  

12 
2 
14 
1 
0 
0 
19 
7 
26 
124 
2 
80 
43 
54 
154 
3 
61 
223 
98 
200 
55 
36  

9 
0 
27 
2 
0 
2 
9 
12 
30 
173 
3 
72 
44 
38 
157 
0 
38 
240 
121 
217 
54 
103  

10.5 
1 

20.5 
1.5 
0 
1 
14 
9.5 
28 

148.5 
2.5 
76 

43.5 
46 

155.5 
1.5 
49.5 
231.5 
109.5 
208.5 
54.5 
69.5  

-85.81 
-94.29 
-51.76 
-86.36 
0.00 

-90.48 
-31.71 
-87.33 
-85.82 
-26.30 
-28.57 
-27.96 
-74.18 
-6.12 
-50.79 
0.00 

-42.11 
-42.84 
-51.01 
22.65 
-59.33 
-1.42  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

J1,6 
J1,9 
J1,1 
I1,2 
I1,3 
I1,4 
J1,7 
I7,8 
I9,7 

D13,9 
I9,3 
I9,5 

D13,4 
I5,3 
I9,2 
I9,4 
I9,7 
I9,8 
D3,8 
I9,1 
D3,2 
D3,5  

27 
250 
103 
250 
170 
275 
54 
513 
131 
24 
8 

206 
6 
48 
147 
34 
54 
82 
11 
224 
406 
241  

23 
268 
92 
310 
166 
345 
65 
502 
157 
42 
25 
279 
6 
52 
159 
44 
95 
76 
9 

189 
357 
129  

25 
259 
97.5 
280 
168 
310 
59.5 
507.5 
144 
33 

16.5 
242.5 

6 
50 
153 
39 

74.5 
79 
10 

206.5 
381.5 
185  

8 
37 
68 
93 
51 
71 
29 
109 
27 
22 
9 
58 
0 
12 
32 
16 
30 
37 
1 
52 
41 
15  

25 
56 
64 
77 
53 
51 
32 
140 
53 
18 
6 
85 
0 
11 
27 
24 
11 
50 
2 
52 
35 
13  

16.5 
46.5 
66 
85 
52 
61 

30.5 
124.5 

40 
20 
7.5 
71.5 

0 
11.5 
29.5 
20 

20.5 
43.5 
1.5 
52 
38 
14  

-34.00 
-82.05 
-32.31 
-69.64 
-69.05 
-80.32 
-48.74 
-75.47 
-72.22 
-39.39 
-54.55 
-70.52 
-100.00 
-77.00 
-80.72 
-48.72 
-72.48 
-44.94 
-85.00 
-74.82 
-90.04 
-92.43  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

D3,1 
I4,7 
I4,6 
C9,2 
C4,4 
J3,2 
C6,7 
C6,10 
I4,8 

C9,10 
I3,4 
C3,6 
C9,9 
C9,5 
I3,7 
I4,9 
C9,4 
C3,2 
C7,8 
C9,6 
J3,4  

332 
228 
116 
356 
136 
276 
72 
387 
104 
492 
422 
184 
186 
145 
170 
40 
238 
406 
340 
146 
242  

399 
288 
124 
212 
157 
312 
79 
392 
156 
470 
416 
192 
242 
180 
196 
52 
216 
380 
336 
240 
228  

365.5 
258 
120 
284 

146.5 
294 
75.5 
389.5 
130 
481 
419 
188 
214 

162.5 
183 
46 
227 
393 
338 
193 
235  

52 
99 
45 
105 
145 
76 
41 
92 
121 
198 
118 
72 
34 
45 
71 
45 
55 
166 
40 
58 
104  

56 
68 
68 
109 
183 
83 
51 
78 
146 
172 
101 
130 
61 
50 
130 
66 
83 
154 
36 
44 
139  

54 
83.5 
56.5 
107 
164 
79.5 
46 
85 

133.5 
185 

109.5 
101 
47.5 
47.5 
100.5 
55.5 
69 
160 
38 
51 

121.5  

-85.23 
-67.64 
-52.92 
-62.32 
11.95 
-72.96 
-39.07 
-78.18 
2.69 

-61.54 
-73.87 
-46.28 
-77.80 
-70.77 
-45.08 
20.65 
-69.60 
-59.29 
-88.76 
-73.58 
-48.30  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

I4,5 
I5,2 
C4,3 
D3,9 
C1,1 
C13,2 
I3,3 
C3,3 
C9,3 
I3,5 
D7,2 
D7,4 
I3,6 
I3,1 
I4,10 
C6,8 
I14,2 
I3,2 

J12,5 
C7,9 
C9,8  

169 
400 
159 
205 
140 
187 
114 
130 
194 
306 
396 
104 
144 
169 
32 
308 
223 
273 
0 
0 

174  

164 
452 
173 
182 
178 
156 
116 
115 
145 
297 
378 
111 
131 
207 
18 
203 
209 
236 
0 
0 

236  

166.5 
426 
166 

193.5 
159 

171.5 
115 

122.5 
169.5 
301.5 
387 

107.5 
137.5 
188 
25 

255.5 
216 

254.5 
0 
0 

205  

63 
54 
108 
192 
39 
90 
48 
182 
84 
31 
202 
63 
22 
20 
32 
22 
68 
108 
0 
0 
23  

68 
101 
90 
293 
23 
107 
40 
200 
36 
39 
189 
54 
19 
35 
18 
22 
84 
103 
0 
0 
20  

65.5 
77.5 
99 

242.5 
31 

98.5 
44 
191 
60 
35 

195.5 
58.5 
20.5 
27.5 
25 
22 
76 

105.5 
0 
0 

21.5  

-60.66 
-81.81 
-40.36 
25.32 
-80.50 
-42.57 
-61.74 
55.92 
-64.60 
-88.39 
-49.48 
-45.58 
-85.09 
-85.37 
0.00 

-91.39 
-64.81 
-58.55 
0.00 
0.00 

-89.51  
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ตารางผนวกที่ ค1 (ตอ) 
 

ชุดทดลองที่ไมมีน้ําดี (×10^5/ml) ชุดทดลอง(×10^5/ml) ไอโซเลท 
1 2 เฉลี่ย 1 2  เฉลี่ย 

คากิจกรรม
การทนตอ
น้ําดี % 

I7,6 
J3,6 
I7,3 
D6,3 
I7,5 

D12,4 
J3,7 
I7,9 
I7,1 
I4,1 
D7,9 
I7,7 
I7,2 
I7,4 

D12,5 
D6,5 
I5,3 

D13,2 
D6,1  

198 
307 
212 
0 
52 
66 
292 
390 
205 
116 
113 
103 
107 
27 
15 
19 
0 
67 
0  

204 
284 
270 
0 
44 
44 
278 
372 
251 
116 
131 
168 
107 
25 
20 
12 
0 
81 
0  

201 
295.5 
241 
0 
48 
55 
285 
381 
228 
116 
122 

135.5 
107 
26 

17.5 
15.5 

0 
74 
0  

33 
79 
64 
0 
1 
10 
118 
62 
63 
38 
30 
41 
12 
1 
0 
0 
0 
35 
0  

35 
114 
51 
0 
7 
15 
100 
51 
67 
27 
30 
33 
15 
2 
28 
0 
0 
23 
0  

34 
96.5 
57.5 

0 
4 

12.5 
109 
56.5 
65 

32.5 
30 
37 

13.5 
1.5 
14 
0 
0 
29 
0  

-83.08 
-67.34 
-76.14 
0.00 

-91.67 
-77.27 
-61.75 
-85.17 
-71.49 
-71.98 
-75.41 
-72.69 
-87.38 
-94.23 
-20.00 
-100.00 

0.00 
-60.81 
0.00  
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ตารางผนวกที่ ค2  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Samonella Enterititis DMST 17368 ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
ไอโซเลท เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการยบัยั้ง
เฉลี่ย 

J9-2 20.0 3.17 19.0 3.33 3.25 
D2-8 13.0 3.17 12.0 3.33 3.25 
D2-6 19.0 2.17 20.0 2.00 2.08 
D3-9 17.0 2.83 16.0 2.67 2.75 
C4-4 18.0 3.00 17.0 3.17 3.08 
I4-9 18.0 2.67 19.0 2.50 2.58 
I4-8 18.0 3.33 17.0 3.17 3.25 
D1-8 19.0 3.00 20.0 2.83 2.92 
J6-1 16.0 3.00 15.0 3.17 3.08 
D7-3 18.0 2.50 19.0 2.33 2.42 
C3-3 15.0 3.00 14.0 2.83 2.92 

 

                         
 
       (ก)                        (ข)                             (ค)                              (ง)                            (จ)    
 

 
          (ฉ)                          (ช)                             (ซ)                              (ด) 
 
ภาพผนวกที่ ค1  การยับยั้งเชื้อ Samonella Enterititis DMST 17368 ของ กลุมควบคุม (ก) บน D3-9 

ลาง C3-3 (ข)  บน D1-8 ลาง C4-4 (ค)  บน D3-9 ลาง J6-1(ง)  บน D2-8ลาง D1-8 (จ) 
บน-ลาง J9-2 (ฉ) บน C4-4 ลาง I4-8 (ช) บน D7-3 ลาง I4-9 (ซ) บน C3-3 ลาง D2-6 (ด) 
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ตารางผนวกที่ ค3  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Shigella dysentiriae ของแบคทีเรียกรด
แลกติก 

 
ไอโซเลท เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการยบัยั้ง
เฉลี่ย 

J9-2 17.0 2.83 16.0 2.67 2.75 
D2-8 19.0 3.17 20.0 3.33 3.25 
D2-6 17.0 2.83 18.0 3.00 2.92 
D3-9 16.0 2.67 17.0 2.83 2.75 
C4-4 20.0 3.33 17.0 2.83 3.08 
I4-9 15.0 2.50 15.0 2.50 2.50 
I4-8 20.0 3.33 19.0 3.17 3.25 
D1-8 20.0 3.33 20.0 3.33 3.33 
J6-1 19.0 3.17 21.0 3.50 3.33 
D7-3 15.0 2.50 16.0 2.67 2.58 
C3-3 16.0 2.67 15.0 2.50 2.58 

 

 
                    (ก)                                      (ข)                                 (ค)                                     (ง) 

                           
                                      (จ)                                      (ฉ)                                    (ช) 
 
ภาพผนวกที่ ค2  การยับยั้งเชื้อ Shigella dysentiriae ของกลุมควบคุม (ก) บน D4-4 ลาง I4-8 (ข)         

บน J6-1 ลาง J9-2 (ค) บน D7-3 ลาง I4-9 (ง) บน D2-6 ลาง C3-3 (จ) บน D3-9 ลาง J6-1 
(ฉ) บน D2-8 ลาง D1-8 (ช) 
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ตารางผนวกที่ ค4  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Vibrio parahaemolyticus ของแบคทีเรีย
กรดแลกตกิ 

 
ไอโซเลท เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการยบัยั้ง
เฉลี่ย 

J9-2 12.0 2.00 12.0 2.00 2.00 
D2-8 15.0 2.50 13.0 2.17 2.33 
D2-6 13.0 2.17 13.0 2.17 2.17 
D3-9 11.0 1.83 11.0 1.83 1.83 
C4-4 13.0 2.17 12.0 2.00 2.08 
I4-9 13.0 2.17 12.0 2.00 2.08 
I4-8 12.0 2.00 13.0 2.17 2.08 
D1-8 18.0 3.00 18.0 3.00 3.00 
J6-1 15.0 2.50 15.0 2.50 2.50 
D7-3 12.0 2.00 12.0 2.00 2.00 
C3-3 13.0 2.17 12.0 2.00 2.08 

 

 
                 (ก)                                  (ข)                                         (ค)                                  (ง) 

 
                                   (จ)                                       (ฉ)                                        (ช) 
 
ภาพผนวกที่ ค3  การยับยั้งเชื้อ Vibrio parahaemolyticus ของ กลุมควบคุม (ก) บน C4-4 ลาง I4-8 

(ข)  บน C3-3 ลาง I4-9 (ค) บน D2-6 ลาง J6-1 (ง) บน D2-8 ลาง D1-8 (จ) บน D3-9 ลาง 
D7-3 (ฉ) บน-ลาง J9-2 (ช) 
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ตารางผนวกที่ ค6  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Escherichia coli  O157:H7 ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
ไอโซเลท เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการยบัยั้ง
เฉลี่ย 

J9-2 13.0 2.17 13.0 2.17 2.17 
D2-8 13.0 2.17 14.0 2.33 2.25 
D2-6 14.0 2.33 15.0 2.50 2.42 
D3-9 12.0 2.00 13.0 2.17 2.08 
C4-4 12.0 2.00 12.0 2.00 2.00 
I4-9 11.0 1.83 11.0 1.83 1.83 
I4-8 11.0 1.83 10.0 1.67 1.75 
D1-8 12.0 2.00 12.0 2.00 2.00 
J6-1 12.0 2.00 12.0 2.00 2.00 
D7-3 11.0 1.83 12.0 2.00 1.92 
C3-3 12.0 2.00 11.0 1.83 1.92 

หมายเหตุ  + ขอบเขตการยับยั้งชัดเจน 
       -  ขอบเขตการยับยั้งไมชัดเจน 

 
                 (ก)                                 (ข)                                       (ค)                                  (ง) 

 
                                                        (จ)                                        (ฉ) 
 
ภาพผนวกที่ ค4  การยับยั้งเชื้อ Escherichia coli  O157:H7 ของ บนกลุมควบคุม ลาง C3-3 (ก) บน 

C4-4 ลาง D1-8 (ข) บน D3-9 ลาง D7-3 (ค) บน I4-9 ลาง I4-8 (ง) บน D2-8 ลาง D2-6 (จ) 
บน J9-2 ลาง J6-1 (ฉ) 
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ตารางผนวกที่ ค6  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Salmonella Typhimurium ของแบคทีเรีย
กรดแลกตกิ 

 
ไอโซเลท เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการยบัยั้ง
เฉลี่ย 

J9-2 1.20 0.20 1.20 0.20 0.20 
D2-8 1.20 0.20 1.20 0.20 0.20 
D2-6 1.20 0.20 1.20 0.20 0.20 
D3-9 1.30 0.22 1.30 0.22 0.22 
C4-4 1.70 0.28 1.50 0.25 0.27 
I4-9 1.30 0.22 1.20 0.20 0.21 
I4-8 1.50 0.25 1.60 0.27 0.26 
D1-8 1.70 0.28 1.50 0.25 0.27 
J6-1 1.50 0.25 1.50 0.25 0.25 
D7-3 1.20 0.20 1.20 0.20 0.20 
C3-3 1.10 0.18 1.20 0.20 0.19 

 
 

                                  
       
                (ก)                            (ข)                                    (ค)                                      (ง) 
 

                                             
                           
                                      (จ)                                 (ฉ)                                 (ช) 
 
ภาพผนวกที่ ค5  การยับยั้งเชื้อ Salmonella Typhimurium ของกลุมควบคุม (ก) บน D2-8 ลาง D1-8 

(ข) บน C3-3 ลาง D2-6 (ค) บน D3-9 ลาง J6-1 (ง) บน D7-3 ลาง I4-9 (จ) J9-2 (ฉ)บน 
C4-4 ลาง I4-8 (ช) 
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ตารางผนวกที่ ค7  ผลการทดสอบความสามารถยับยั้งเชือ้ Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของ
แบคทีเรียกรดแลกติก 

 
ไอ

โซเลท 
เสนผาน

ศูนยกลาง (1) 
ขนาด

เซลล (1) 
กิจกรรมการ
ยับยั้ง (1) 

เสนผาน
ศูนยกลาง(2) 

ขนาด
เซลล (1) 

กิจกรรมการ
ยับยั้ง(2) 

กิจกรรมการ
ยับยั้งเฉลี่ย 

J9-2 0.50 0.10 5.00 0.30 0.10 3.00 4.00 
D2-8 1.00 0.10 10.00 1.20 0.10 12.00 11.00 
D2-6 0.70 0.10 7.00 0.50 0.10 5.00 6.00 
D3-9 0.20 0.20 1.00 0.30 0.20 1.50 1.25 
C4-4 1.20 0.20 6.00 1.20 0.20 6.00 6.00 
I4-9 0.50 0.15 3.33 0.70 0.15 4.67 4.00 
I4-8 0.70 0.25 2.80 0.70 0.25 2.80 2.80 
D1-8 1.20 0.30 4.00 1.20 0.30 4.00 4.00 
J6-1 0.30 0.25 1.20 0.40 0.25 1.60 1.40 
D7-3 0.70 0.20 3.50 0.80 0.20 4.00 3.75 
C3-3 0.20 0.20 1.00 0.20 0.20 1.00 1.00 

 

                                    
    
             (ก)                                 (ข)                                 (ค)                            (ง) 
       

                                
 
              (จ)                               (ฉ)                                (ช)                               (ซ) 
 
ภาพผนวกที่ ค6  การยับยั้งเชื้อ Campyrobacter jejuni ATTC 33291 ของกลุมควบคุม (ก) J6-1 (ข)          

C3-3 (ค) บน D2-8 ลาง D3-9 (ง)   บน I4-9 ลาง I4-9 (จ) J9-2 (ฉ)  บน D2-6 ลาง C4-4 (ช) 
บน D1-8 ลาง D7-3 (ซ) 
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ตารางผนวกที่ ค8  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 2 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1 (log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml) ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

8.66 
7.79 
7.94 
8.14 
9.04 
9.20 
8.29 
8.04 
9.22 
4.67 
7.83  

1.70 
1.30 
2.60 
0.00 
3.04 
4.11 
3.04 
4.47 
0.00 
0.00 
0.00  

19.61 
16.71 
32.75 
0.00 

33.64 
44.67 
36.68 
55.57 
0.00 
0.00 
0.00  

8.72 
7.76 
7.89 
8.14 
9.05 
9.15 
8.31 
8.00 
9.18 
4.73 
7.90  

1.85  
0.00  
2.68  
0.00  
3.08  
4.17  
3.48  
4.46  
0.00  
0.00  
0.00   

21.17 
0.00 

34.00 
0.00 

34.01 
45.60 
41.84 
55.72 
0.00 
0.00 
0.00  

20.48 
8.36 

33.33 
0.00 

33.81 
45.15 
39.26 
55.61 
0.00 
0.00 
0.00  

 
ตารางผนวกที่ ค9  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 3 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

9.58 
6.94 
8.81 
8.74 
9.56 
10.49 
8.05 
10.00 
8.66 
8.89 
8.58  

3.25 
2.43 
7.72 
9.12 
10.38 
9.46 
7.08 
7.68 
8.76 
2.80 
6.40  

33.94 
35.01 
87.65 
104.35 
108.66 
90.17 
87.91 
76.81 
101.16 
31.48 
74.57  

9.59 
7.04 
8.79 
8.61 
9.57 
10.49 
8.10 
9.96 
8.64 
8.90 
8.41  

3.23 
2.49 
7.59 
9.18 
10.35 
9.48 
7.11 
7.80 
8.84 
2.95 
6.54  

33.63 
35.38 
86.41 
106.54 
108.21 
90.32 
87.82 
78.28 
102.26 
33.13 
77.77  

33.82 
35.20 
87.05 
105.41 
108.47 
90.28 
87.87 
77.56 
101.73 
32.36 
76.15  
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ตารางผนวกที่ ค10  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 4 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

9.21 
8.00 
8.57 
8.74 
8.20 
9.90 
9.82 
8.04 
8.85 
7.59 
9.62  

6.59 
5.49 
7.74 
7.89 
7.95 
7.18 
7.70 
6.48 
9.01 
6.45 
9.32  

71.52 
68.64 
90.34 
90.29 
96.96 
72.46 
78.40 
80.55 
101.85 
84.93 
96.87  

9.20 
7.71 
8.62 
8.90 
8.21 
9.99 
9.81 
8.08 
8.91 
7.68 
9.69  

6.58 
5.49 
7.76 
7.99 
7.72 
7.18 
7.78 
6.49 
9.09 
6.49 
9.35  

71.54 
71.25 
90.03 
89.76 
94.06 
71.86 
79.26 
80.35 
102.04 
84.51 
96.51  

71.53 
69.94 
90.12 
89.92 
95.62 
72.16 
78.82 
80.40 
101.91 
84.69 
96.69  

 
ตารางผนวกที่ ค11  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 5 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

8.85 
8.38 
8.89 
7.90 
8.61 
8.03 
8.66 
10.85 
10.23 
7.63 
8.74  

6.88 
6.73 
6.00 
8.01 
8.89 
7.84 
7.00 
8.76 
9.10 
7.62 
8.18  

77.73 
80.34 
67.52 
101.34 
103.18 
97.63 
80.81 
80.81 
89.01 
99.87 
93.64  

8.81 
8.41 
9.04 
8.08 
8.60 
7.99 
8.70 
10.95 
10.22 
7.74 
8.81  

6.79 
6.57 
5.70 
7.99 
8.81 
7.88 
6.78 
8.68 
9.07 
7.58 
8.13  

76.99 
78.05 
63.03 
98.81 
102.45 
98.67 
77.92 
79.25 
88.79 
97.93 
92.29  

77.35 
79.20 
65.55 
100.00 
102.81 
98.13 
79.49 
80.00 
88.94 
98.83 
93.04  
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ตารางผนวกที่ ค12  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 6 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

8.28 
8.16 
8.16 
8.01 
7.94 
8.79 
10.83 
9.66 
10.64 
8.60 
7.92  

8.20 
7.59 
7.59 
8.18 
8.07 
8.57 
7.79 
10.17 
7.60 
7.48 
7.96  

99.07 
93.05 
93.01 
102.09 
101.56 
97.45 
71.98 
105.28 
71.42 
86.92 
100.44  

8.31 
8.22 
8.23 
8.03 
8.03 
8.70 
10.79 
9.65 
10.72 
8.65 
8.02  

8.18 
7.64 
7.64 
8.06 
8.07 
8.54 
7.66 
10.14 
7.64 
7.58 
7.96  

98.55 
92.96 
92.84 
100.34 
100.48 
98.22 
71.00 
105.01 
71.27 
87.60 
99.34  

98.79 
93.00 
92.93 
101.25 
101.00 
97.83 
71.51 
105.18 
71.28 
87.25 
99.87  

 
ตารางผนวกที่ ค13  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 7 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

9.09 
9.01 
8.24 
8.15 
8.02 
8.74 
8.79 
9.87 
8.04 
7.38 
7.83  

10.04 
6.48 
7.00 
8.04 
7.85 
8.79 
7.62 
7.63 
9.25 
7.72 
7.00  

110.42 
71.90 
84.92 
98.68 
97.86 
100.51 
86.70 
77.35 
115.04 
104.66 
89.44  

9.10 
9.03 
8.18 
8.17 
8.05 
8.78 
8.79 
9.79 
8.11 
7.56 
7.85  

9.89 
6.30 
7.08 
8.08 
7.97 
8.80 
7.71 
7.49 
9.20 
7.75 
7.04  

108.60 
69.78 
86.55 
98.96 
98.95 
100.24 
87.73 
76.50 
113.44 
102.54 
89.76  

109.56 
70.84 
85.75 
98.77 
98.38 
100.34 
87.26 
77.01 
114.23 
103.48 
89.54  
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ตารางผนวกที่ ค14  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่ pH 8 เวลา 0 และ 3 ช่ัวโมง 
 

ผลการทดลองครั้งที่ 1(log CFU/ml) ผลการทดลองครั้งที่ 2(log CFU/ml)   ไอ
โซเลท 0 ช่ัวโมง  3ช่ัวโมง %การอยูรอด 0 ช่ัวโมง 3ช่ัวโมง %การอยูรอด 

% 
เฉลี่ย 

I4-8 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
D1-8 
C3-3 
D7-3 
D3-9 
D2-8 
C4-4 
J6-1  

8.30 
8.08 
8.04 
9.91 
9.05 
8.80 
8.11 
8.18 
9.90 
8.85 
8.05  

7.76 
7.15 
6.05 
10.43 
10.32 
10.49 
8.08 
7.85 
9.01 
6.93 
7.56  

93.55 
88.49 
75.27 
105.23 
114.07 
119.23 
99.57 
95.92 
91.06 
78.34 
93.92  

8.30 
8.20 
8.04 
9.83 
9.07 
8.78 
8.16 
8.13 
9.88 
8.86 
8.02  

7.71 
7.08 
6.06 
10.36 
10.31 
10.44 
8.11 
7.84 
9.12 
6.98 
7.59  

92.85 
86.37 
75.32 
105.45 
113.67 
118.98 
99.42 
96.38 
92.34 
78.78 
94.64  

93.25 
87.43 
75.25 
105.37 
113.80 
119.11 
99.51 
96.08 
91.71 
78.53 
94.27  

 
ตารางผนวกที่ ค15  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เวลา 0, 20, 

40, 80 และ 120 วินาท ี(Log CFU/ml) 
 
เชื้อ 0 ๐ C  20 ๐ C 40 ๐ C  80 ๐ C  120 ๐ C  
D1-8 
D2-8 
C3-3 
C4-4 
J6-1 
D2-6 
D7-3 
D3-9 
I4-8 
I4-9 
J9-2  

12.08 
10.51 
12.60 
10.52 
8.63 
11.70 
11.13 
11.04 
11.25 
8.83 
11.52 

12.11 
10.54 
12.60 
10.71 
8.64 
11.70 
11.15 
11.00 
11.15 
8.90 
11.51 

11.40 
10.40 
11.54 
8.54 
8.77 
10.54 
10.08 
10.99 
9.15 
9.50 
10.47 

11.42 
10.42 
11.58 
8.47 
8.81 
10.56 
9.90 
10.95 
9.13 
9.57 
10.47 

11.41 
9.54 
10.78 
7.99 
10.04 
10.46 
9.91 
10.25 
10.00 
8.66 
10.20 

11.35 
9.56 
10.78 
7.99 
10.09 
10.49 
9.97 
10.15 
10.00 
8.69 
10.14 

10.58 
9.29 
9.69 
6.47 
8.95 
10.34 
9.46 
10.20 
9.62 
8.79 
10.07 

10.59 
9.14 
9.69 
6.39 
9.02 
10.40 
9.46 
10.19 
9.62 
8.78 
10.07 

9.28 
8.60 
9.69 
5.39 
9.06 
9.53 
8.60 
10.02 
9.00 
8.54 
9.79 

9.24 
8.42 
9.69 
5.41 
9.08 
9.54 
8.60 
10.09 
8.97 
8.47 
10.01 
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ตารางผนวกที่ ค16  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เวลา 0, 20, 
40, 80 และ 120 วินาท(ีLog CFU/ml) 

 
เชื้อ 0 ๐  20 ๐C  40 ๐ C  80 ๐ C  120 ๐  

D1-8 
D2-8 
C3-3 
C4-4 
J6-1 
D2-6 
D7-3 
D3-9 
I4-8 
I4-9 
J9-2  

11.59 
11.78 
11.70 
8.60 
8.73 
11.67 
7.95 
10.28 
8.71 
8.60 
8.87 

11.60 
11.78 
11.70 
8.67 
8.63 
11.69 
8.18 
10.82 
8.69 
8.57 
8.90 

8.00 
8.46 
8.47 
4.30 
5.60 
7.85 
6.74 
7.65 
6.96 
7.00 
5.46 

7.90 
8.49 
8.47 
0.00 
5.69 
7.91 
6.69 
7.67 
6.99 
7.04 
5.46 

5.69 
4.99 
6.02 
2.47 
4.17 
6.32 
4.91 
6.81 
4.79 
5.02 
5.10 

5.82 
5.10 
6.12 
2.69 
4.04 
6.29 
4.94 
6.70 
4.77 
5.00 
5.07 

5.50 
5.72 
5.83 
0.00 
3.47 
5.72 
4.62 
4.93 
2.62 
4.30 
4.90 

5.60 
4.60 
5.84 
0.00 
3.60 
5.82 
4.71 
4.86 
2.91 
4.43 
4.92 

5.01 
4.30 
4.69 
0.00 
3.23 
4.84 
0.00 
3.23 
2.54 
3.81 
4.65 

5.02 
4.32 
4.72 
0.00 
3.23 
4.81 
1.77 
314 
2.60 
3.86 
4.72 

 
ตารางผนวกที่ ค17  ผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกติกที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เวลา 0, 20, 

40, 80 และ 120 วินาท(ีLog CFU/ml) 
 
เชื้อ 0 ๐ C  20 ๐ C  40 ๐ C  80 ๐ C  120 ๐ C  
D1-8 
D2-8 
C3-3 
C4-4 
J6-1 
D2-6 
D7-3 
D3-9 
I4-8 
I4-9 
J9-2  

12.08 
10.51 
12.60 
10.52 
8.63 
11.70 
11.15 
11.00 
11.15 
8.83 
11.52 

12.11 
10.54 
12.60 
10.71 
8.64 
11.70 
11.13 
11.04 
11.25 
8.90 
11.51 

11.40 
10.40 
11.54 
8.54 
8.77 
10.54 
10.08 
10.99 
9.15 
9.50 
10.47 

11.42 
10.42 
11.58 
8.47 
8.81 
10.56 
9.90 
10.95 
9.13 
9.57 
10.47 

11.40 
9.54 
10.77 
7.99 
10.04 
10.46 
9.91 
10.25 
10.00 
8.66 
10.20 

11.35 
9.56 
10.78 
7.99 
10.09 
10.49 
9.97 
10.15 
10.00 
8.69 
10.14 

10.58 
9.29 
9.69 
6.47 
8.95 
10.34 
9.46 
10.20 
9.62 
8.78 
10.07 

10.59 
9.14 
9.69 
6.39 
9.02 
10.40 
9.46 
10.19 
9.62 
8.79 
10.07 

9.28 
8.60 
9.69 
5.39 
9.06 
9.53 
8.60 
10.02 
9.00 
8.54 
9.79 

9.24 
8.72 
9.69 
5.41 
9.08 
9.54 
8.60 
10.09 
8.97 
8.47 
10.01 
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ตารางผนวกที่ ค18  ผลการทดสอบกิจกรรมของเอนไซมยอยน้ําดีของแบคทีเรียกรดแลกติก 
 

คาการดูดกลืนแสง (O.D.)  
ไอโซเลท 1 2 
I4-8 
D1-8 
J6-1 
C3-3 
C4-4 
D7-3 
I4-9 
J9-2 
D2-6 
C3-3 
D2-8 
D3-9  

0.269 
0.485 
0.140 
0.414 
0.163 
0.139 
0.178 
0.316 
0.217 
0.227 
0.279 
0.227  

0.262 
0.449 
0.142 
0.423 
0.180 
0.147 
0.227 
0.398 
0.252 
0.209 
0.289 
0.209  

0.302 
0.481 
0.134 
0.393 
0.163 
0.184 
0.194 
0.346 
0.232 
0.214 
0.322 
0.214  

0.267 
0.466 
0.114 
0.375 
0.172 
0.138 
0.194 
0.362 
0.250 
0.228 
0.369 
0.228  

 

y = 0.0177x
R2 = 0.9939

0
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ภาพผนวกที่ ค7 กราฟมาตรฐานของ taurine 
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ตารางผนวกที่ ค19  ผลการทดสอบการยึดติดกับเยื่อบุผนังลําไสของแบคทีเรียกรดแลกติก 

 
จํานวนเซลลที่ไมยึดตดิกับผนังลําไส (LogCFU/ml) จํานวนเซลลที่ยึดติดกับผนังลําไส (LogCFU/ml) 

1 2 3 1 2 3 
ไอโซเลท 

1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 
I4-8 
C3-3 
J6-1 
C4-4 
D7-3 
D2-6 
J9-2 
I4-9 
D1-8 
D3-9 
D2-8  

5.18 
6.03 
5.48 
5.91 
5.65 
5.95 
6.38 
5.72 
6.47 
5.95 
5.84  

5.11 
6.14 
5.52 
5.96 
5.76 
5.90 
6.36 
5.75 
6.46 
5.96 
5.87  

5.63 
5.78 
6.23 
6.12 
6.23 
6.00 
5.91 
5.95 
6.41 
5.76 
6.38  

5.49 
5.86 
6.20 
6.16 
6.26 
5.99 
5.67 
6.04 
6.45 
5.90 
6.34  

5.06 
6.38 
6.08 
6.54 
6.05 
6.23 
6.16 
5.63 
6.59 
5.91 
6.09  

5.06 
6.41 
6.08 
6.55 
6.05 
6.28 
6.17 
5.74 
6.60 
5.86 
6.17  

2.85 
3.95 
2.78 
2.60 
3.72 
5.08 
3.56 
3.80 
4.62 
3.90 
4.74  

2.00 
4.01 
2.30 
3.08 
3.76 
5.23 
3.51 
3.78 
4.48 
3.70 
4.78  

3.60 
3.38 
5.09 
3.52 
4.60 
4.04 
3.04 
4.08 
4.88 
4.00 
4.63  

3.54 
3.36 
5.05 
3.40 
4.78 
4.07 
3.48 
4.11 
4.98 
3.91 
4.77  

3.60 
4.09 
4.86 
5.16 
4.48 
5.15 
3.92 
3.83 
5.10 
3.08 
4.65  

3.00 
4.09 
4.86 
5.16 
4.49 
5.18 
3.93 
3.72 
5.08 
3.04 
4.32  
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    Query  76    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  135 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
    Sbjct  1     AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  60 
 
    Query  136   GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  195 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
    Sbjct  61    GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCCTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  120 
 
    Query  196   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  255 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
    Sbjct  121   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  180 
 
    Query  256   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  315 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  181   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  240 
 
Query  316   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  375 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  300 
 
Query  376   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  435 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  360 
 
Query  436   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  495 
             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  496   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  555 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  480 
 
Query  556   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  615 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  616   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  675 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 

 
Query  676   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  735 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  660 
 
Query  736   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  795 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  796   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  855 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  856   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  915 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  916   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  975 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 
 

 

 
ภาพผนวกที่ ค8  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D1-8 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus fermentum MD-9 
(Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  976   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1035 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACCCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 
 
Query  1036  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1095 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1096  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1155 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1156  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1215 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1216  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1275 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1276  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1335 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1336  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1395 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1320 
 
Query  1396  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1455 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1456  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1509 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

 
 
ภาพผนวกที่ ค8  (ตอ) 
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Query  76    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  135 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  60 
 
Query  136   GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  195 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCCTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  120 
 
Query  196   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  255 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  180 
 
Query  256   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  315 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  240 
 
Query  316   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  375 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  300 
 
Query  376   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  435 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  360 
 
Query  436   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  495 
             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  496   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  555 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  480 
 
Query  556   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  615 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  616   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  675 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 
 
Query  676   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  735 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  660 
 
Query  736   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  795 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  796   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  855 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  856   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  915 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  916   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  975 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 

 
 
ภาพผนวกที่ ค9  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D3-9 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus fermentum MD-9 
(Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  976   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1035 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACCCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 
 
Query  1036  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1095 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1096  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1155 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1156  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1215 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1216  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1275 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1276  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1335 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1336  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1395 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1320 
 
Query  1396  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1455 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1456  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1509 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

  
 
ภาพผนวกที่ ค9  (ตอ) 
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Query  50    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  109 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  60 
 
Query  110   GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  169 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCCTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  120 
 
Query  170   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  229 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  180 
 
Query  230   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  289 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  240 
 
Query  290   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  349 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  300 
 
Query  350   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  409 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  360 
 
Query  410   CATACCCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  469 
             || || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  470   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  529 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  480 
 
Query  530   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  589 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  590   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  649 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 
 
Query  650   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  709 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  660 
 
Query  710   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  769 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  770   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  829 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  830   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  889 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  890   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  949 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 

 
 
ภาพผนวกที่ ค10  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท C3-3 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus fermentum MD-9 
(Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  950   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1009 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACCCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 
 
Query  1010  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1069 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1070  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1129 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1130  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1189 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1190  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1249 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1250  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1309 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1310  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1369 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1320 
 
Query  1370  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1429 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1430  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1483 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

 
 

ภาพผนวกที่ ค10  (ตอ) 
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Query  48    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  107 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  60 
 
Query  108   GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  167 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCCTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  120 
 
Query  168   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  227 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  180 
 
Query  228   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  287 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  240 
 
Query  288   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  347 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  300 

 
Query  348   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  407 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  360 
 
Query  408   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  467 
             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  468   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  527 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  480 
 
Query  528   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  587 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  588   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  647 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 
 
Query  648   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  707 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  660 
 
Query  708   ATCGGAAACTGGATAACTGGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  767 
             |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  768   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  827 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  828   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  887 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  888   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  947 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 

 
 
 
 

ภาพผนวกที่ ค11  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท J9-2(เสนบน) มี
ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus fermentum MD-9 
(Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  948   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1007 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACCCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 
 
Query  1008  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1067 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1068  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1127 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1128  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1187 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1188  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1247 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1248  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1307 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1308  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1367 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1320 
 
Query  1368  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1427 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1428  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1481 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

 

 
ภาพผนวกที่ ค11  (ตอ) 
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Query  48    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  107 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGAAC  60 
 
Query  108   GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  167 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCGTTGGCCCAATTGATTGACGGTGCCTGCACCTGATTGATTTTGGTTGCCAACGAGTGG  120 
 
Query  168   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  227 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACA  180 
 
Query  228   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  287 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   GATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCG  240 
 
Query  288   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  347 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAA  300 
 
Query  348   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  407 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCC  360 
 
Query  408   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  467 
             || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  468   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  527 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAGAACA  480 
 
Query  528   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  587 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   CGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  588   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  647 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 
 
Query  648   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  707 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGC  660 
 
Query  708   ATCGGAAACTGGATAACTGGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  767 
             |||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  768   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  827 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTACCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  828   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  887 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  888   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  947 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 
 

 
ภาพผนวกที่ ค12  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท C4-4 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus fermentum MD-9 
(Accession No AY373589.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  948   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1007 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACCCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 

 
Query  1008  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1067 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1068  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1127 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1128  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1187 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1188  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1247 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1248  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1307 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1308  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1367 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGGCAAGCAAATCTCTTAAAACCGT  1320 
 
Query  1368  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1427 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1428  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1481 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

 
 
ภาพผนวกที่ ค12  (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

152

Query  70    GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  129 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  60 
 
Query  130   GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  189 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  120 
 
Query  190   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  249 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  180 
 
Query  250   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  309 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  240 
 
Query  310   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  369 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  300 
 
Query  370   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  429 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  360 
 
Query  430   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  489 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  420 
 
Query  490   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  549 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  480 
 
Query  550   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  609 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  540 
 
Query  610   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  669 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  600 
 
Query  670   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  729 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  660 
 
Query  730   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  789 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  720 
 
Query  790   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  849 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  780 
 
Query  850   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  909 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  840 
 
Query  910   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  969 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  900 

 

 
ภาพผนวกที่ ค13  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-6 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus salivarius subsp. 
Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสนลาง) เทากับ 100 เปอรเซ็นต 
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Query  970   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  1029 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  960 
 
Query  1030  CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1089 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1020 
 
Query  1090  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1149 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1080 
 
Query  1150  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1209 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1140 
 
Query  1210  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1269 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1200 
 
Query  1270  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1329 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1260 
 
Query  1330  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1389 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1320 
 
Query  1390  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1449 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1380 
 
Query  1450  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1470 
             ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1401 

 
 
ภาพผนวกที่ ค13  (ตอ) 
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Query  69    GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  128 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  60 
 
Query  129   GCTTGCATTTACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  188 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  120 
 
Query  189   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  248 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  180 
 
Query  249   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  308 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  240 
 
Query  309   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  368 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  300 
 
Query  369   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  428 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  360 
 
Query  429   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  488 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  420 
 
Query  489   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  548 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  480 
 
Query  549   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  608 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  540 
 
Query  609   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  668 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  600 
 
Query  669   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  728 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  660 
 
Query  729   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAAAAACAGTGGCG  788 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||| 
Sbjct  661   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  720 
 
Query  789   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAAGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  848 
             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  780 
 
Query  849   ATAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  908 
              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  840 
 
Query  909   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  968 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  900 

 
 
 

ภาพผนวกที่ ค14  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D7-3 (เสนบน) มี
ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus salivarius subsp. 
Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

 
 
 



 

155

Query  969   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  1028 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  960 
 
Query  1029  CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1088 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1020 
 
Query  1089  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1148 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1080 
 
Query  1149  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1208 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1140 
 
Query  1209  TCTGGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1268 
             |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1200 
 
Query  1269  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1328 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1260 
 
Query  1329  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1388 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1320 
 
Query  1389  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1448 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1380 
 
Query  1449  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1469 
             ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1401 

 

 
ภาพผนวกที่ ค14  (ตอ) 
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Query  71    GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  130 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  60 
 
Query  131   GCTTGCATTCATCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  190 
             ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  120 
 
Query  191   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  250 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  180 
 
Query  251   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  310 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  240 
 
Query  311   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  370 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  300 
 
Query  371   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  430 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  360 
 
Query  431   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  490 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  420 
 
Query  491   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  550 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  480 
 
Query  551   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  610 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  540 
 
Query  611   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  670 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  600 
 
Query  671   AAGCCTTCGGCTTAACCAGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  730 
             ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  660 
 
Query  731   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  790 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  720 
 
Query  791   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  850 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  780 
 
Query  851   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  910 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  840 
 
Query  911   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  970 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  900 

 
 
ภาพผนวกที่ ค15  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท J6-1 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus salivarius subsp. 
Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  971   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  1030 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  960 
 
Query  1031  CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1090 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1020 
 
Query  1091  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1150 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1080 
 
Query  1151  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1210 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1140 
 
Query  1211  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1270 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1200 
 
Query  1271  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1330 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1260 
 
Query  1331  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1390 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1320 
 
Query  1391  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1450 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1380 
 
Query  1451  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1471 
             ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1401 

 
 
ภาพผนวกที่ ค15  (ตอ) 
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Query  95    GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  154 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  60 
 
Query  155   GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  214 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  120 
 
Query  215   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  274 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  180 
 
Query  275   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  334 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  240 
 
Query  335   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  394 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  300 
 
Query  395   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  454 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  360 
 
Query  455   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  514 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  420 
 
Query  515   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  574 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  480 
 
Query  575   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  634 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  540 
 
Query  635   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  694 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  600 
 
Query  695   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  754 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  660 
 
Query  755   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  814 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  720 
 
Query  815   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  874 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  780 
 
Query  875   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  934 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  840 
 
Query  935   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  994 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  900 

 
 
ภาพผนวกที่ ค16  การเปรยีบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท I4-8 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus salivarius subsp. 
Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 
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Query  995   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  1054 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  960 
 
Query  1055  CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1114 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1020 
 
Query  1115  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1174 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1080 
 
Query  1175  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1234 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1140 
 
Query  1235  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1294 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1200 
 
Query  1295  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1354 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1260 
 
Query  1355  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1414 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1320 
 
Query  1415  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1474 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1380 
 
Query  1475  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1495 
             ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1401 

 
 
ภาพผนวกที่ ค16  (ตอ) 
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Query  70    GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  129 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAAACTTTCTTACACCGAAT  60 
 
Query  130   GCTTGCATTTACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  189 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61    GCTTGCATTCACCGTAAGAAGTTGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGC  120 
 
Query  190   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  249 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   CTAAAAGAAGGGGATAACACTTGGAAACAGGTGCTAATACCGTATATCTCTAAGGATCGC  180 
 
Query  250   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  309 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   ATGATCCTTAGATGAAAGATGGTTCTGCTATCGCTTTTAGATGGACCCGCGGCGTATTAA  240 
 
Query  310   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  369 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGTGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT  300 
Query  370   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  429 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT  360 
 
Query  430   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  489 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATC  420 
 
Query  490   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  549 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   GTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACACGAGTGAGAGTAACTGTTCATTCGATGACGGTA  480 
 
Query  550   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  609 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TCTAACCAGCAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAA  540 
 
Query  610   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  669 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGGGAACGCAGGCGGTCTTTTAAGTCTGATGTGA  600 
 
Query  670   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  729 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   AAGCCTTCGGCTTAACCGGAGTAGTGCATTGGAAACTGGAAGACTTGAGTGCAGAAGAGG  660 
 
Query  730   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  789 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   AGAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCG  720 
 
Query  790   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  849 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AAAGCGGCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGTTCGAAAGCGTGGGTAGCAAACAGGA  780 
 
Query  850   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  909 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAATGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGC  840 
 
Query  910   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  969 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   CCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTG  900 
 

 

 
ภาพผนวกที่ ค17  การเปรยีบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท I4-9 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus salivarius subsp. 
Salicinius JCM1230 (Accession No AY138579.1) (เสนลาง) เทากับ 99 เปอรเซ็นต 

 
 



 

161

 
Query  970   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  1029 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG  960 

 
Query  1030  CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1089 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTTTGACCACCTAAGAGATTAGGCTTTC  1020 
 
Query  1090  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1149 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  CCTTCGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT  1080 
 
Query  1150  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1209 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1081  GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTGTCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCAC  1140 
 
Query  1210  TCTGGCAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1269 
             |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  TCTGGCGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGC  1200 
 
Query  1270  CCCTTATGATCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1329 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGACCGC  1260 
 
Query  1330  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1389 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  GAGGTTTAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTA  1320 
 
Query  1390  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1449 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  CATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGG  1380 
 
Query  1450  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1470 
             ||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  CCTTGTACACACCGCCCGTCA  1401 

 
 
ภาพผนวกที่ ค17  (ตอ) 
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Query  49    AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTAC  108 
             ||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1     AGAGTTTGATNNTGGCTCAGGATGAACGCCGGCGGTGTGCCTAATACATGCAAGTCGTAC  60 
 
Query  109   GCACTGGCCCACCTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATTACCAGTGAGTG  168 
             ||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct  61    GCACTGGCCCAACTGATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTG  120 
 
Query  169   GCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAAC  228 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121   GCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAAC  180 
 
Query  229   AGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCTGCATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTGG  288 
             ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181   AGATGCTAATACCGCATAACAACAAAAGCCGCATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTGG  240 
 
Query  289   CTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAA  348 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  241   CTATCACTCTGGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAA  300 
 
Query  349   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTC  408 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  301   GGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTC  360 
 
Query  409   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  468 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  361   CATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAG  420 
 
Query  469   CAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACG  528 
             |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  421   CAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACG  480 
 
Query  529   TGCGTGAGAGTAACTGTTCACGTAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  588 
             ||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  481   TGCGTGAGAGTAACTGTTCNCGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTAC  540 
 
Query  589   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  648 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  541   GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAA  600 
 
Query  649   GCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGC  708 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  601   GCGAGCGCAGGCGGTTGCTTAGGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGC  660 
 
Query  709   ATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  768 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  661   ATCGGAAACCGGGCGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGG  720 
 
Query  769   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGAC  828 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  721   AATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGAC  780 
 
Query  829   GCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  888 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  781   GCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTA  840 
 
Query  889   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  948 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  841   AACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCATTAA  900 

 
 
ภาพผนวกที่ ค18  การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน 16S rDNA ของไอโซเลท D2-8 (เสนบน) มี

ความเหมือนกบัลําดับเบสของยีน 16S rRNA ของยีน Lactobacillus reuteri DSM 20016 
T  (Accession No X76328.1) (เสนลาง) เทากับ 98 เปอรเซ็นต 
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Query  949   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  1008 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  901   GCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCG  960 
 
Query  1009  CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1068 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  961   CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTG  1020 
 
Query  1069  ACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTG  1128 
             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1021  ACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTNCCTTCGGGGACGCAATGACAGGTGGTG  1080 
 
Query  1129  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACC  1188 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
Sbjct  1081  CATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCTGCAACGAGCGCAACC  1140 
 
Query  1189  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1248 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1141  CTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCG  1200 
 
Query  1249  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1308 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1201  GAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGC  1260 
 
Query  1309  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGT  1368 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1261  TACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGT  1320 
 
Query  1369  TCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1428 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1321  TCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGC  1380 
 
Query  1429  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1482 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1381  GGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCA  1434 

 
 
ภาพผนวกที่ ค18  (ตอ) 
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