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บทคัดย่อ 
 

 การพฒันาผลิตภณัฑน์มหมกัโดยการหมกัดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกในงานวจิยัครั� งนี�  มีวตัถุ 
ประสงคห์ลกัเพื�อผลิตโยเกิร์ตใหมี้อรรถประโยชน์ในการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ จาก
การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ�านมดิบหมกั จาํนวน 31 ตวัอยา่ง พบวา่สามารถเก็บรวบรวม
แบคทีเรียแกรมบวกที�มีลกัษณะรูปร่างแบบท่อนหรือแบบกลมได ้ จาํนวน 284 ไอโซเลต       เมื�อนาํ
แบคทีเรียทั�งหมดไปทดสอบคุณสมบติัในการเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติก อาทิ คุณสมบติัในการยบัย ั�งการ
เจริญของเชื�อก่อโรค 8 สายพนัธ์ุ การทนต่อสภาวะแวดลอ้มในระบบทางเดินอาหารที�เป็นกรดและเกลือนํ�าดี 
การไม่ยอ่ยสลายเมด็เลือดแดง และคุณสมบติัการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ พบวา่มีแบคทีเรีย     
กรดแลคติกเพียง 8 ไอโซเลต เท่านั�นที�มีคุณสมบติัการเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกที�ดี      ผลจากการศึกษา
ประสิทธิภาพของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ โดยวธีิการแบบ MTT 
พบวา่มีแบคทีเรียโปรไบโอติกเพียง 4 ไอโซเลต ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้ประมาณ 
11 – 25% โดยมีกลไกมาจากการผลิตกรดไขมนัสายสั�นชนิด acetic, propionic และ butyric ของแบคทีเรีย
โปรไบโอติก เมื�อนาํแบคทีเรียโปรไบโอติกมาจดัจาํแนกชนิดของสายพนัธ์ุโดยการเปรียบเทียบลาํดบัเบส
ของยนี 16S rRNA  และทาํการตั�งชื�อแบคทีเรียโปรไบโอติกไดโ้ดยดงันี�  Enterococcus faecium FM20, 
Lactobacillus plantarum PM1-23, Lactobacillus plantarum PM2-13 และ Lactobacillus zeae PM11-5   เมื�อ
นาํแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุคือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 ไปหมกัผลิตภณัฑ ์  
โยเกิร์ต พบวา่เวลาที�ใชใ้นการหมกัโยเกิร์ตเท่ากบั 8 ชั�วโมง  40 นาที โดยใชเ้วลาหมกัเท่ากบักลุ่มควบคุมที�
หมกัดว้ย Streptococcus thermophillus TISTR 458 และ Lactobacillus bulgaricus TISTR 895 อตัราการ 



 

 

รอดชีวติของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตพบวา่มีมากกวา่ 108 CFU/ml ตลอด
ช่วงเวลาในการเก็บรักษาเป็นเวลา 28 วนั คุณสมบติัทางเคมีกายภาพ คุณค่าทางโภชนาการ และคะแนนการ
ทดสอบทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ พบวา่มีค่าไม่
แตกต่างกนัทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม  ประสิทธิภาพของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัดว้ย
แบคทีเรียโปรไบโอติก  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 พบวา่สามารถยบัย ั�งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้มากกวา่กลุ่มควบคุม  1.17 และ 1.47 เท่า ตามลาํดบั  

แบคทีเรียโปรไบโอติกที�คดัเลือกไดใ้นการศึกษาวจิยัครั� งนี�  สามารถนาํไปหมกัผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต
เพื�อเพิ�มอรรถประโยชน์ในการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ไดดี้    
คาํสาํคญั :  แบคทีเรียกรดแลคติก ป้องกนัและรักษาโรค โปรไบโอติก มะเร็งลาํไส ้โยเกิร์ต 
 
 

Abstract 
 

 The aim of this study was to evaluate an activity of yogurt fermented with probiotic lactic acid 
bacteria isolated from fermented dairy milks as starter culture on protection and/or biotherapy of colon 
cancer. A total of 284 isolates of Gram-positive rod or cocci bacteria were collected from naturally 
fermented dairy milks of 31 samples. Of only 8 isolates had bacterial probiotic criteria including activity 
against 8 foodborne pathogens, tolerances in the human gastrointestinal tract such as pH 2.5 and 0.3% bile 
salt, high activity to adhere to intestinal epithelial cells and no blood hemolysis. There are only 4 isolates 
from these probiotic bacteria that had an antiproliferation of colon cancer cells by using MTT assay as the 
rates of 11 – 25%. Comparison of 16S rRNA sequences of these 4 bacterial probiotic isolates showed that 
they are genera of Enterococcus faecium FM20, Lactobacillus plantarum PM1-23, Lactobacillus 

plantarum PM2-13 and Lactobacillus zeae PM11-5. Production of probiotic yogurt using L. plantarum 
PM2-13 or L. zeae PM11-5 as starter culture showed that the survival rates of both probiotics are higher 
than 108 CFU/ml in the stored process of 28 d. Properties and qualities of the probiotic yogurt including 
pH, total lactic acid, protein, total solid, ash and fat are not significant different which compared to the 
control group. As well as, the sensory scores of probiotic yogurt are also did not differ to that of control 
group. Potential of both probiotic yogurts inducing antiproliferation of colon cancer cells as higher than 
that of control group. 

This study suggested that these probiotic yogurts could be applied for prophylactic and/or 
biotherapy of colon cancer. 
Key words :  Lactic acid bacteria, Protection and biotherapy, Probiotic, Colon cancer, Yogurt 



 

 

คํานํา 

 

ปัญหาสุขภาพและการเจบ็ไขไ้ดป่้วยของประชากรในประเทศไทยเรานั�น  มีสาเหตุหลกัๆ มาจาก
การบริโภคอาหารที�ขาดหลกัโภชนาการ  โดยจะเห็นไดว้า่ในแต่ละปีจะพบอตัราการเจบ็ป่วยและเสียชีวติ
ของประชากรในอนัดบัตน้ๆ นั�นมาจากโรคมะเร็งและโรคที�เกี�ยวกบัหวัใจหรือเส้นเลือดสมองผดิปกติ  ซึ� ง
โรคดงักล่าวลว้นมีสาเหตุส่วนใหญ่มาจากผลิตภณัฑอ์าหารที�ไดบ้ริโภค  จากปัจจยัเหล่านี�ทาํใหใ้นแต่ละปี
นั�น ประเทศไทยของเราตอ้งจดัสรรงบประมาณจาํนวนมากเพื�อดูแลคนไขที้�เจบ็ป่วยจากโรคเหล่านี�  
เช่นเดียวกนักบัคนไขที้�จาํเป็นจะตอ้งเสียค่าใชจ่้ายในการดูแลรักษาที�สูงมาก  ดว้ยเหตุที�ยาและวสัดุภณัฑที์�
จาํเป็นนั�นมีราคาที�แพง และบางส่วนตอ้งนาํเขา้จากต่างประเทศเท่านั�น   ปัจจุบนันั�นหลายๆ ภาคส่วนของรัฐ
รวมถึงภาคเอกชนไดต้ระหนกัถึงความสาํคญัของผลิตภณัฑอ์าหารเพื�อสุขภาพ โดยเนน้ถึงอรรถประโยชน์
ในการป้องกนัโรคภยัไขเ้จบ็เหล่านี�ดว้ย   นมหมกั (fermented milk) เป็นผลิตภณัฑจ์ากนํ�านมที�ผา่นการหมกั
นมดว้ยแลคติกแอซิคแบคทีเรีย (lactic acid bacteria, LAB)  ผลิตภณัฑที์�ไดน้ั�นจะมีอยู ่ 2 รูปแบบคือ นม
เปรี� ยวและโยเกิร์ต  ในปัจจุบนันกัวจิยักาํลงัพฒันาผลิตภณัฑน์มหมกัใหมี้อรรถประโยชน์มากที�สุด  นมหมกั
ที�หมกัดว้ยหวัเชื�อหรือการเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติกก็เป็นวธีิการพฒันาผลิตภณัฑ์นมหมกั 
ที�นกัวจิยัไดใ้หค้วามสาํคญัในอนัดบัตน้ๆ  (Maragkoudakis et al., 2006)  

แบคทีเรียโปรไบโอติก  (probiotic bacteria) หมายถึงอาหารเสริมที�เป็นแบคทีเรียที�ยงัมีชีวติและเมื�อ
รับประทานเขา้ไปในร่างกายแลว้จะช่วยใหร่้างกายผูบ้ริโภคมีสุขภาพที�ดีขึ�น (Salminen et al., 1998)   
นอกจากนั�นยงัช่วยในการป้องกนัหรือรักษาโรคต่างๆ   บทบาทหรือการประยกุตใ์ชโ้ปรไบโอติกในการ
ป้องกนัโรคมะเร็งนั�นกาํลงัไดรั้บความสนใจสาํหรับหน่วยงานวจิยัในหลายประเทศ     ทั�งนี� มีการศึกษาถึงผล
ของโปรไบโอติกต่อการป้องกนัและรักษาโรคมะเร็งหลายชนิด อยา่งเช่น มะเร็งลาํไส้ (colon cancer) มะเร็ง
เตา้นม (breast cancer) มะเร็งกระเพาะอาหาร (gastric cancer) และมะเร็งตบั (liver cancer) เป็นตน้    (Kim 
et al., 2007)  ถึงแมบ้ทบาทของแบคทีเรียโปรไบโอติกในการป้องกนัหรือรักษามะเร็งลาํไส้จะมีการศึกษาใน
ต่างประเทศ  แต่อยา่งไรก็ตามวธีิการในการคดัเลือกเพื�อใหไ้ดแ้บคทีเรียโปรไบโอติกชนิดใหม่ที�มีคุณสมบติั
ตา้นโรคมะเร็งลาํไส้นั�นยงัไม่มีรูปแบบและหรือวธีิการที�เด่นชดั ทั�งที�เรื�องดงักล่าวมีประโยชน์ต่อประชากร
ของประเทศไทยอยา่งสูง  ดว้ยเหตุผลดงักล่าวผูว้จิยัพยายามศึกษาโดยการคดัแยกและคดัเลือกแบคทีเรีย  
โปรไบโอติกที�มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้  นอกจากนั�นจะนาํหวัเชื�อหมกั
ดงักล่าวมาพฒันาเป็นผลิตภณัฑน์มหมกัที�มีประสิทธิภาพในการป้องกนั และบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ 
ทั�งนี�หากผลการวจิยัเป็นไปตามความคาดหวงั  ผูว้ิจยัสามารถนาํแบคทีเรียโปรไบโอติกที�คดัเลือกไดไ้ป
พฒันาเป็นหวัเชื�อของผลิตภณัฑน์มหมกัในเชิงพานิชยที์�มีราคาถูก รวมทั�งยงัเป็นการลดการนาํเขา้ยาที�มีราคา
แพงจากต่างประเทศและสามารถทาํใหป้ระชาชนมีสุขภาพแขง็แรงปลอดภยัจากการติดเชื�อก่อโรคที�จะทาํให้
เกิดโรคชนิดต่างๆ หรือป้องกนัโรคมะเร็งหลายชนิดโดยเฉพาะโรคมะเร็งลาํไส้ได ้

 



 

 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 

 
1. เพื�อผลิตและพฒันาผลิตภณัฑ์นมหมกัด้วยหัวเชื�อหมกัที�มีประสิทธิภาพที�ดี          ในกลุ่ม

แบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติก 
2. เพื�อเพิ�มอรรถประโยชน์ของนมหมกัในเชิงสุขภาพและการป้องกนัโรคมะเร็งลาํไส้ต่อผูบ้ริโภค 
 
 
 

ประโยชน์ทีBคาดว่าจะได้รับ 

 

การพฒันาผลิตภณัฑน์มหมกัเพื�อเพิ�มอรรถประโยชน์ในรูปแบบอาหารเพื�อสุขภาพในครั� งนี�  ผูว้จิยั
คาดหวงัวา่ผลิตภณัฑที์�พฒันาขึ�นมาไดจ้ะตอ้งมีความสามารถในการป้องกนัหรือบาํบดัรักษาโรคได ้  ทั�งนี�
ผูว้จิยัไดเ้ล็งเห็นถึงสุขภาพของประชากรของคนไทยเรานั�น ที�นบัวนัจะยิ�งมีอตัราการเสี�ยงต่อสารพดัโรคที�
เพิ�มขึ�น  โดยเฉพาะโรคที�เกิดจากการรับประทานอาหารขาดหลกัโภชนาการ อาทิ  โรคมะเร็งลาํไส้ ซึ� งโรค
ดงักล่าวนี� ก่อใหเ้กิดการสูญเสียต่อชีวติและเพิ�มค่าใชจ่้ายในการดูแลสุขภาพที�สูงมาก   ดงันั�นกระบวน      
การพฒันานมหมกัและการคดัเลือกหวัเชื�อสาํหรับผลิตภณัฑน์มหมกัที�ไดรั้บจากการวจิยัในครั� งนี�  จึงเป็น
ทางเลือกหนึ�งเพื�อใชใ้นการพฒันาผลิตภณัฑ์อาหารเพื�อสุขภาพที�สามารถป้องกนั และบาํบดัโรคดว้ย
ค่าใชจ่้ายที�มีราคาถูกและปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค  นอกจากนี�ยงัเป็นการช่วยลดการนาํเขา้ยาและผลิตภณัฑ์
รักษาโรคที�มีราคาแพงจากต่างประเทศไดอี้กทางหนึ�งดว้ย 

 

  



 

 

การตรวจเอกสาร 

 

โรคมะเร็ง (Cancer) 

 

 โรคมะเร็งเป็นโรคที�เกิดเนื�องจากเซลลข์องร่างกายมีความผดิปกติที� DNA หรือสารพนัธุกรรม 
ส่งผลใหเ้ซลลมี์การเจริญเติบโต มีการแบ่งตวัเพื�อเพิ�มจาํนวนเซลลอ์ยา่งรวดเร็วและมากกวา่ปกติ ซึ� งจะส่งผล
ทาํใหเ้กิดเป็นกอ้นเนื�อที�ผิดปกติหรือโรคมะเร็ง โดยปกติแลว้ถา้โรคมะเร็งเกิดขึ�นที�อวยัวะใดในร่างกายก็จะ
เรียกชื�อมะเร็งตามอวยัวะนั�นๆ เช่น โรคมะเร็งลาํไส้ มะเร็งตบั มะเร็งปอด มะเร็งเมด็เลือดขาว มะเร็งเตา้นม 
มะเร็งปากมดลูก และมะเร็งต่อมนํ�าเหลือง เป็นตน้ (สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ, 2555) ในประเทศไทยของเรา
พบวา่มีผูป่้วยดว้ยโรคมะเร็งเพิ�มขึ�นมากกวา่ในอดีตอยา่งเห็นไดช้ดั   จากรายงานทะเบียนมะเร็งระดบั
โรงพยาบาลของสถาบนัมะเร็งแห่งชาติ (Hospital – Based Cancer Registry) ปี 2554 พบวา่มีผูป่้วยใหม่มา
รับการตรวจวนิิจฉยัและรักษาที�สถาบนัมะเร็งแห่งชาติจาํนวน 25,476 คน (ภทัรวนิฑ์และรังสิยา, 2554) โดย
ขอ้มูลดงักล่าวนี�จะไม่รวมผูป่้วยที�เป็นโรคมะเร็งที�ทาํการรักษาในสถานที�อื�นๆ หรือเสียชีวติโดยไม่รับการ
รักษาเลย ซึ� งหากรวมผูป่้วยที�เป็นโรคมะเร็งทั�งหมดที�รวมทั�งผูป่้วยเก่าและผูป่้วยใหม่แลว้ ในประเทศไทย
ของเราจะมีผูป่้วยเป็นมะเร็งจาํนวนมาก ดงันั�นจึงส่งผลให้โรคมะเร็งเป็นสาเหตุของการเสียชีวติมากที�สุด ซึ� ง
มีอตัราสูงกวา่สาเหตุมาจากอุบติัเหตุหรือโรคหวัใจมาประมาณ 5 - 6  ปีที�ผา่นมาแลว้  
 โรคมะเร็งที�พบมากในประเทศไทยในปัจจุบนันี�  จะพบโรคมะเร็งในผูช้ายเป็นอนัดบั 1, 2 และ 3 ก็
คือ โรคมะเร็งปอด มะเร็งลาํไส้ และมะเร็งตบัตามลาํดบั ในขณะที�โรคมะเร็งที�พบมากในผูห้ญิงเป็นอนัดบั 
1, 2 และ 3 ก็คือ โรคมะเร็งเตา้นม มะเร็งปากมดลูก และมะเร็งลาํไส้ตามลาํดบั (ภทัรวนิฑแ์ละรังสิยา, 2554) 
จากขอ้มูลดงักล่าวนี�จะพบวา่โรคมะเร็งลาํไส้นั�นจะพบมากเป็นอนัดบัตน้ๆ ทั�งในผูช้ายและผูห้ญิง และเมื�อ
เปรียบเทียบกบัประชากรแถบยโุรปแลว้ โรคมะเร็งลาํไส้ก็พบมากและเป็นสาเหตุของการเสียชีวติที�เพิ�มมาก
ขึ�นในปัจจุบนั โดยเป็นโรคมะเร็งที�พบมากเป็นอนัดบั 3 ในผูช้ายที�พบรองจาก โรคมะเร็งอณัฑะและมะเร็ง

ปอด  ในขณะที�พบเป็นมากอนัดบัที� 2 รองจากมะเร็งเตา้นมในผูห้ญิง (McCann et al., 2007)  
 

โรคมะเร็งลาํไส้ (Colon cancer) 

 
 โรคมะเร็งลาํไส้ (Colon cancer) มีสาเหตุหรือปัจจยัเสี�ยงมาจากหลายๆ ปัจจยั (multifactors) แต่
โดยรวมแลว้จะมีปัจจยัหลกัๆ มาจากปัจจยัทางสิ�งแวดลอ้มและปัจจยัทางดา้นพนัธุกรรม ซึ� งสาเหตุหรือ
ปัจจยัเสี�ยงทางสิ�งแวดลอ้มนั�นจะเกิดจากการบริโภคอาหารที�ไม่ถูกตอ้งตามหลกัโภชนาการ กล่าวคือมะเร็ง
ลาํไส้จะพบมากในผูที้�บริโภคอาหารที�มีไขมนัมาก การบริโภคเนื�อและผลิตภณัฑเ์นื�อลว้นๆ แต่บริโภค
อาหารที�มีเส้นใยอาหารตํ�า (Commane et al., 2005) นอกจากนั�นโรคมะเร็งลาํไส้จะพบไดใ้นผูป่้วยที�มีภาวะ



 

 

ลาํไส้อกัเสบเรื�อรัง ดงัเช่น Chronic ulcerative colitis และ Crohn’s disease (Gordon, 1999)  ปัจจยัอื�นๆ ที�
เป็นสาเหตุหรือปัจจยัเสี�ยงต่อโรคมะเร็งลาํไส้ ดงัเช่น การสูบบุหรี�  คนอว้น และบุคคลที�ไม่ออกกาํลงักาย      
เป็นตน้  
 ปัจจยัจากการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม อาทิ มีพอ่ แม่ พี�และนอ้งเป็นโรคมะเร็งลาํไส้ ซึ� งโดยปกติแลว้
มีมะเร็งลาํไส้บางชนิดสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได ้เช่น Familial adenomatous polyposis (FAP) ที�เกิด
จากความผดิปกติของยนี Adenomatous polyposis coli (APC) ซึ� งก่อใหเ้กิดลกัษณะที�สาํคญัก็คือ การมีติ�ง
เนื�องอกที�ลาํไส้ใหญ่ (adenomatous polyp) จาํนวน 100 อนัหรือมีมากกวา่นี�  นอกจากนี�ยงัมีมะเร็งลาํไส้อีก
ชนิดหนึ�งที�สามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมไดก้็คือ hereditary nonpolyposis colon cancer (HNPCC) หรือ 
Lynch syndrome จะมีลกัษณะที�สาํคญักล่าวคือผูป่้วยจะมีติ�งเนื�องอกจาํนวนไม่มากนกั แต่ทั�งนี�จะมีอตัราเร่ง
ของการพฒันาจากติ�งเนื�องอกไปเป็นมะเร็งลาํไส้โดยใชเ้วลาประมาณ 2-3 ปี (Muyphuag, 2010) 
  กลไกการเกิดโรคมะเร็งลาํไส้มีกระบวนการหลายขั�นตอน (รูปที� 1) โดยส่วนใหญ่ประมาณ 80 
เปอร์เซ็นตจ์ะมีการเปลี�ยนแปลงเป็นลาํดบัขั�น               ซึ� งเริ�มตน้จากการเปลี�ยนแปลงของมิวโคซา (mucosa)  
 

 
 
รูปทีB  1  กลไกการเกิดโรคมะเร็งลาํไส้ที�เกิดจากความผดิปกติของยนี เช่น การกลายพนัธ์ุของยนี APC การมี

ความผดิปกติใน β-catenin  การมีความผดิปกติของ K-ras หรือ B-raf oncogene และการทาํหนา้ที�
ของยนี P53 ผดิปกติ โดยการเปลี�ยนแปลงจะมีผลต่อมิวโคซาปกติกลายไปเป็นมะเร็งในขั�นตอน
สุดทา้ย   

ทีBมา : Medina et al., 2008. 



 

 

กลายไปเป็นติ�งเนื�องอก และมีการเปลี�ยนแปลงไปเป็นมะเร็งในขั�นตอนสุดทา้ย ซึ� งจะเรียกรูปแบบการ
เปลี�ยนแปลงเป็นลาํดบัขั�นตอนนี�วา่ Adenoma-carcinoma sequence หรือ Polyp-cancer sequence โดยการ
เปลี�ยนแปลงของเซลลป์กติไปเป็นมะเร็งนั�น จะเริ�มตั�งแต่การมีกระบวนการสะสมการเปลี�ยนแปลงของยนี 
หรือมีความผดิปกติของยนี เช่น การกลายพนัธ์ุ (mutation) ของยนี APC การมีความผดิปกติใน β-catenin 
การมีความผดิปกติของ K-ras หรือ B-raf oncogene และมีการทาํหนา้ที�ผดิปกติในยนี P53 เป็นตน้     
(Medina  et al., 2008; Muyphuag, 2010)  
 ระยะของโรคมะเร็งลาํไส้ (รูปที� 2) สามารถจาํแนกไดห้ลายรูปแบบ โดยที�รูปแบบการจาํแนกระยะ
ของโรคที�เป็นที�นิยม   เช่น Duke’s classification (1932), Modified Astler Coller (1974) และ AJCC/IUAC 
(1997)  แต่ทั�งนี� โดยรวมๆ แลว้การจาํแนกในแต่ละระบบนั�นก็จะมีความคลา้ยคลึงกนั ซึ� งการจาํแนกระยะ
ของโรคนั�นก็เพื�อใหท้ราบวา่โรคนั�นอยูใ่นช่วงใด หรือเหมาะสาํหรับการรักษาดว้ยวธีิใดที�เหมาะสมที�สุด 
เป็นตน้  ตวัอยา่งการจาํแนกระยะของมะเร็งลาํไส้แบบ Duke’s classification ซึ� งมี 4 ระยะดงันี�  (รูปที� 2) 
 

Duke’s classification 
 

     Duke A   มะเร็งยงัอยูใ่นชั�นผนงัลาํไส้ 
     Duke B   มะเร็งออกนอกผนงัลาํไส้ 
     Duke C   มะเร็งกระจายไปยงัต่อมนํ�าเหลือง (lymph nodes) 
     Duke D  มะเร็งกระจายไปยงัช่องทอ้ง ตบั กระดูก และปอด เป็นตน้ 
 
 การจดัจาํแนกตามระบบ AJCC/IUAC จาํแนกได ้4 ขั�นตอน คือ I, II, III, และ IV  ในขณะที�การจดั
จาํแนกตามระบบ Astler Coller ก็แบ่งออกเป็น 4 ระยะเหมือนกนั  แต่ทั�งนี�จะมีการจาํแนกระยะที�เป็นระยะ
ปลีกยอ่ยลงไปอีก เช่น A, B1, B2, B3, C1, C2, C3 และ D (Medina et al., 2008) (รูปที� 2) 

ปัจจุบนัมีการรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ดว้ยวธีิที�ไดม้าตรฐาน อาทิ การผา่ตดั การใชเ้คมีหรือยาบาํบดั 
และการฉายรังสี เป็นตน้ แต่อยา่งไรก็ตามวธีิดงักล่าวไม่สามารถที�จะฆ่าเซลลม์ะเร็งไดท้ั�งหมดและยงัมี
ค่าใชจ่้ายในการบาํบดัรักษาโรคที�สูงมาก รวมทั�งอาจเกิดอาการแพย้าบาํบดัหรือเกิดผลขา้งเคียงขึ�น เป็นตน้ 
ดงันั�นการคน้หาวธีิการป้องกนั และหรือการบาํบดัรักษามะเร็งลาํไส้จากแบคทีเรียโปรไบโอติกซึ�งเป็น
ทรัพยากรชีวภาพที�มีอยูใ่นประเทศไทยของเรานั�น ก็จะเป็นวธีิการหรือรูปแบบใหม่ในการป้องกนัและหรือ
บาํบดัรักษาโรคมะเร็งที�กาํลงัมีการศึกษาวจิยั  ดงันั�นจาํเป็นที�จะตอ้งมีการศึกษาวจิยักนัอยา่งจริงจงั ทั�งนี� โดย
มีวตัถุประสงคห์ลกัเพื�อลดอตัราการเกิดโรคและหรือลดอตัราการเสียชีวติจากโรคมะเร็งในที�สุด 
 



 

 

 
 

รูปทีB  2  ระยะของโรคมะเร็งลาํไส้ที�มีการจดัจาํแนกตามระบบที�แตกต่างกนั เช่น   AJCC/IUAC, Astler 
Coller และ Duke’s classification  

ทีBมา : Medina et al., 2008.  
 

แบคทเีรียโปรไบโอติก (Probiotic bacteria) 

 

 แบคทีเรียโปรไบโอติก หมายถึงแบคทีเรียที�ยงัมีชีวติและเมื�อรับประทานเขา้ไปในร่างกายแลว้จะ
ช่วยใหร่้างกายผูบ้ริโภคมีสุขภาพที�ดี (Salminen et al., 1998)  นอกจากนี�ยงัพบวา่การประยกุตใ์ชแ้บคทีเรีย
โปรไบโอติกก็เป็นทางเลือกหนึ�งในการป้องกนั และบาํบดัรักษาการติดเชื�อของเชื�อก่อโรคในระบบทางเดิน
อาหาร (Millette et al., 2008; Spinler et al., 2008) โดยปกติแลว้แหล่งของแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�นจะมี
ส่วนสาํคญัและส่วนสัมพนัธ์ต่อการนาํไปประยกุตใ์ชเ้ป็นอยา่งมาก    ทั�งนี� เนื�องจากแบคทีเรียโปรไบโอติก
แต่ละแหล่งที�มาก็จะมีคุณลกัษณะเฉพาะที�แตกต่างกนัออกไป แต่โดยทั�วไปแลว้หากเป็นแบคทีเรีย          
โปรไบโอติกที�นาํไปประยกุตใ์นการป้องกนัและบาํบดัรักษาโรคในระบบทางเดินอาหารนั�น ส่วนใหญ่แลว้
จะเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกที�มีแหล่งกาํเนิด หรือคดัแยกมาจากแบคทีเรียเฉพาะถิ�นในระบบทางเดิน
อาหารของมนุษยเ์ราเอง (Millette et al., 2008;    Pridmore et al., 2008;  Verdenelli et al., 2009; Gaudana   
et al., 2010)  อยา่งไรก็ตามก็มีแบคทีเรียโปรไบโอติกบางส่วน หรือบางชนิดที�คดัเลือกมาจากผลิตภณัฑ์
อาหารที�มนุษยเ์รารับประทาน (Fayol-Messaoudi et al., 2007; Chiu et al., 2008; Yuksekdag and Aslim, 
2010) ทั�งนี� เพื�อนาํแบคทีเรียโปรไบโอติกที�คดัเลือกไดม้าผลิตหรือเสริมในผลิตภณัฑอ์าหาร โดยมี             
วตัถุประสงคใ์นการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคไดเ้พิ�มเติมอีกทางหนึ�งดว้ย 



 

 

กลุ่มของแบคทีเรียโปรไบโอติกที�มีการประยกุตใ์ชเ้ป็นจาํนวนมากนั�น ก็คือกลุ่มของ Lactobacillus 
spp. และ Bifidobacterium spp. นอกจากนั�นยงัมีแบคทีเรียโปรไบโอติกในกลุ่มอื�น เช่น Enterococcus spp., 
Streptococcus spp. และ Bacillus spp. เป็นตน้ (Sorokulova et al., 2008; Wescombe et al., 2009) ปัจจุบนั
รูปแบบของการประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกนั�นมีหลายรูปแบบ ทั�งนี� ขึ�นอยูรู่ปแบบในการเตรียม
แบคทีเรียโปรไบโอติกใหเ้หมาะสมกบัการนาํไปประยกุตใ์ช ้ อาทิ รูปแบบแคปซูล แบบเมด็ แบบนํ�า หรือ
แบบที�เสริมในอาหารสุขภาพ (functional foods)    เช่น ในนมเปรี� ยวและหรือโยเกิร์ต เป็นตน้    

คุณสมบติัของแบคทีเรียโปรไบโอติกจะตอ้งมีคุณสมบติัที�ดีหลายประการ  เช่น การมีคุณลกัษณะไม่
เป็นเชื�อก่อโรค มีความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อก่อโรค มีความสามารถทนต่อสภาวะแวดลอ้ม
ในระบบทางเดินอาหารของมนุษยเ์ราได ้ และมีความสามารถในการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ได ้
(Fuller, 1989; Salminen et al., 1998)  และเมื�อไดแ้บคทีเรียโปรไบโอติกที�ดีที�มีคุณสมบติัทั�วๆ ไปแลว้ ก็จะ
ทดสอบการมีคุณสมบติัเฉพาะเพิ�มเติม เช่น คุณสมบติัในการตา้นโรคมะเร็ง เป็นตน้ การนาํแบคทีเรีย      
โปรไบโอติกที�ดีที�ผา่นการคดัเลือกดงักล่าวนี�มาทาํการผลิตหรือเสริมในผลิตภณัฑ์นมหมกั ทั�งนี� เพราะวา่
หากผลิตในรูปของผลิตภณัฑ์นมหมกันั�นจะสะดวกในการนาํไปบริโภค  ผลิตไดง่้าย  ราคาถูก  อีกทั�งนม
หมกัไม่วา่จะเป็นนมเปรี� ยวหรือโยเกิร์ตนั�น ก็เป็นผลิตภณัฑที์�ประชาชนทั�วไปนิยมรับประทานกนัเป็น
ประจาํ ซึ� งผูว้จิยัคาดหวงัวา่ผลิตภณัฑน์มหมกัที�ผลิตดว้ยกระบวนการดงักล่าวนี�  จะเป็นแนวทางหนึ�งในการ
นาํไปประยกุตใ์ชเ้พื�อการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้   
  



 

 

อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

 
1. วสัดุและอุปกรณ์ 

 

1.1. ตัวอย่างนํ�านมดิบ 
1.1.1. นํ�านมดิบ จาํนวน 31 ตวัอยา่ง จากฟาร์มโคนมที�มีแหล่งที�มาแตกต่างกนั 

 
1.2. เซลล์สายพนัธ์ุของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

1.2.1. เซลล ์Caco-2 (ATCC, USA) 
 
1.3. แบคทเีรียก่อโรคทีBนํามาใช้เป็นเชื�อทดสอบ 

1.3.1. Salmonella Typhimurium TISTR 292 
1.3.2. Staphylococcus aureus TISTR 118 
1.3.3. Salmonella Enteritidis DMST 15676 
1.3.4. Escherichia coli TISTR 780 
1.3.5. Bacillus cereus TISTR 121 
1.3.6. Listeria monocytogenes DMST 1783 
1.3.7. Vibrio cholera DMST 2873 
1.3.8.  Helicobacter pyroli DMST 20165 

 
1.4. อาหารและสารเสริมในสูตรอาหารทีBใช้สําหรับเพาะเลี�ยงเซลล์ 

1.4.1. Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential medium (DMEM; GibcoTM, USA)  
1.4.2. Fetal calf serum     (Hyclone, USA) 
1.4.3. Non-essential amino acid    (Hyclone, USA) 
1.4.4. Penicillin-streptomycin (10,000 IU/ml and 10,000 µg/ml) (Hyclone, USA) 

 
1.5. อาหารทีBใช้สําหรับการเพาะเลี�ยงแบคทเีรีย 

1.5.1. อาหารแขง็สูตร De Man, Rogaso and Sharpe (MRS) (Criterion, USA) 
1.5.2. อาหารเหลวสูตร De Man, Rogaso and Sharpe   (Criterion, USA) 
1.5.3. อาหารแขง็สูตร Brain heart infusion (BHI)   (Scharlau, Spain) 
1.5.4. อาหารกึ�งเหลวสูตร Brain heart infusion   (Scharlau, Spain) 



 

 

1.5.5. อาหารเหลวสูตร Brain heart infusion    (Scharlau, Spain) 
1.5.6. อาหารแขง็สูตร Blood agar     (Sigma, Germany) 
1.5.7 อาหารแขง็สูตร LP-MRS agar 
1.5.8 อาหารแขง็สูตร ST agar 

 
1.6. สารเคมี  ไพรเมอร์ เอนไซม์และชุดยาปฏิชีวนะ 

1.6.1. Glycerol      (Merk, Germany) 
1.6.2. Hydrochloric acid     (Merk, Germany) 

1.6.3. Hydrogen peroxide (H2O2)    (Merk, Germany) 
1.6.4. Sodium hydroxide     (Merk, Germany) 
1.6.5. Sodium chloride (NaCl)    (Merk, Germany) 

1.6.6. Sodium bicarbonate (NaH2CO3)   (Merk, Germany) 
1.6.7. Ethylene Diamine Tetra Acetic acid (EDTA)  (Ajax Finechem, Austraria) 
1.6.8. Emulsion oil      (Merk, Germany) 
1.6.9. Bile salt      (Sigma, USA) 
1.6.10. Trypan blue      (Sigma-Aldrich, USA) 
1.6.11. Trysin EDTA     (Hyclone, USA) 
1.6.12. Absolute ethanol     (Merk, Germany) 
1.6.13. Triton-X 100     (Merk, Germany) 
1.6.14. Barium chloride      (Ajax Finechem, Austraria) 
1.6.15. Sulfuric acid      (Ajax Finechem, Austraria) 
1.6.16. MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazoly)-2,5-diphenyl-2H tetrazoliumbromide (Sigma, USA) 
1.6.17. DMSO       (Sigma, USA) 
1.6.18. Diethyl ether      (Merk, Germany) 
1.6.19. Dichloromethane      (Merk, Germany) 
1.6.20. Acetic acid        (Merk, Germany) 
1.6.21. Butyric acid       (Merk, Germany) 
1.6.22. Propionic acid       (Merk, Germany) 
1.6.23. ชุดยอ้มแกรม (Gram’s strain set)   (Bio-Medical Laboratory, Thailand) 
1.6.24. ชุดสกดั DNA สาํเร็จรูป (Mobio DNA extraction kit)  

(Genomic DNA minikit blood/cell) 



 

 

1.6.25. Master mix      (Fermentas, USA) 
1.6.26. Primer      (Operon, Germany) 

  - 27F (forward primer) 5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′ 
  - 520R (reverse primer) 5′-ACCGCGGCKGCTGGC-3′ 

- 1522R (reverse primer) 5′-AAGGAGGTGATCCRCCGCA-3′ 
1.6.27. ชุดทาํ PCR product ใหบ้ริสุทธิ�    (TaKaRa SUPREC™-PCR, Japan) 

        (RBC Bioscience, Taiwan) 
1.6.28. Loading dye      (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) 
1.6.29. O’ GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder   (Fermentas LIFE SCIENCES, USA) 
1.6.30. เอนไซม ์RNase     (Nippon Gene, Japan) 
1.6.31. ผงวุน้อะกาโรส 
1.6.32. ชุดยาปฏิชีวนะ (แผน่ยาปฏิชีวนะ)   (Oxoid, England) 

 
1.7. เครืBองมือและอุปกรณ์ 

1.7.1. ตูบ้่ม (Oven, ยี�หอ้ Menmert, Germany) 
1.7.2. ตูบ้่ม (Standard Lab Oven, ยี�หอ้, Binder GMBH รุ่น ED240(E2), USA) 
1.7.3. ตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 Incubator, ยี�หอ้ Forma Scientific, รุ่น 3111, USA) 
1.7.4. ตูอ้บเครื�องแกว้ (Standard Lab Oven, ยี�หอ้ Binder GMBH รุ่น ED115 (E2), USA) 
1.7.5. ตูอ้บเครื�องแกว้ (High Performance Lab Oven, ยี�หอ้ Binder GMBH รุ่น ED240 (E2),  USA) 
1.7.6. ตูเ้ขี�ยเชื�อ (Horizontal type larminar flow, ยี�หอ้ Triwork 2000  รุ่น CLEAN H2-3) 
1.7.7. ตูแ้ช่แขง็ -80 องศาเซลเซียส (Chest-type Ult Freezer, ยี�หอ้ Sanyo รุ่น MDF-592, Japan) 
1.7.8. ตูฆ่้าเชื�อความดนัไอ (Autoclave, ยี�หอ้ Hirayama รุ่น HVE-50, Japan) 
1.7.9. สเปกโตรโฟโตรมิเตอร์ ( ยี�หอ้ Thermo Sciencetronic รุ่น Genesys5, USA)  
1.7.2. เครื�องปั�นเหวี�ยง (Centrifugation, Hettich, รุ่น 320R, Germany) 
1.7.3. เครื�องเขยา่ (Shaker) 
1.7.4. เครื�องพีซีอาร์ (PCR Sprint Thermal Cycler, ยี�หอ้ Thermal hybrid รุ่น Sprint) 
1.7.5. เครื�องชั�งไฟฟ้า 2 ตาํแหน่ง (Digital Balance, ยี�หอ้ OHAUS) 
1.7.14. กลอ้งจุลทรรศน์เลนส์ประกอบ (Compound Microscope, ยี�หอ้ Olympus รุ่น UM 500 
1.7.15. กลอ้งจุลทรรศน์ชนิดหวักลบั (Inverted Microscope, Olympus, ULWCD 0.30) 
1.7.16. พีเอชมิเตอร์ (pH/Ion/Conductivity, ยี�หอ้ WTW รุ่น PP50) 
1.7.17. อ่างนํ�าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, ยี�หอ้ Julabo Labortechink GMBH    รุ่น TW12) 
1.7.18. ถงัไนโตรเจนเหลว (TAYLOR-WHARTON, XT-20, USA) 



 

 

1.7.19. ไมโครปิเปต ปรับปริมาตรไดข้นาด 0-20, 20-200 และ 100-1,000 มิลลิลิตร 
1.7.20. Nylon syringe filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany) 
1.7.21. ห่วงถ่ายเชื�อ (loop) 
1.7.22. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
1.7.23. Cork borer ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.6 เซนติเมตร 
1.7.24. ฮีโมไซโตรมิเตอร์ (Haemocytometer) 
1.7.25. Gas chromatography Mass chromatography (GC, Agilent, รุ่น 6890) (MS, Agilent, รุ่น 5973) 
1.7.26. ชุดวเิคราะห์โปรตีนดว้ยวธีิ  Kjeldahl 
       - เครื�องยอ่ย (block digestor) (Buchi, รุ่น CH9230, Switzerland) 
       - ชุดกาํจดัไอกรด (scrubber) (Buchi, รุ่น B414, Switzerland) 
       - ชุดเครื�องกลั�น (distilling unit) (Foss, รุ่น Kjeltec 2200, Denmark) 
1.7.27. เตาเผาเถา้ (Muffle furnace) (Carbolite, รุ่น CFW, 1200, UK) 

 
1.8. ภาชนะเพาะเลี�ยงเซลล์ 

1.8.1. ฟาร์จเลี�ยงเซลล ์ขนาด 50 มิลลิลิตร 
1.8.2. ถาดหลุม 24 หลุม 
1.8.3. ถาดหลุม 96 หลุม 

 
1.9. เครืBองแก้วและภาชนะหมักโยเกิร์ต 

1.9.1. จานเพาะเลี�ยงเชื�อ (petri dish) 
1.9.2. หลอดทดลอง ขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร 

   1.9.3. ขวดรูปชมพู ่ขนาด 125 มิลลิลิตร 
1.9.4. บีกเกอร์ขนาด 50, 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
1.9.5. ปิเปตขนาด 1, 5 และ 10 มิลลิลิตร 
1.9.6. ถว้ยพลาสติกที�มีฝาปิดสาํหรับหมกัโยเกิร์ต 

 
 

 

 

 

 



 

 

2. วธีิการวจัิย 

 

2.1. การคัดเลอืกแบคทเีรียโปรไบโอติก 

2.1.1. การคัดแยกและเกบ็รวบรวมแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ�านมดิบหมัก 

 ทาํการเก็บตวัอยา่งนํ�านมโคจากฟาร์มโคนม โดยไดร้วบรวมตวัอยา่งนํ�านมจาํนวน 31 ตวัอยา่ง จาก
ฟาร์มโคนมที�มีสถานที�แตกต่างกนั โดยการเก็บนํ�านมในภาชนะที�ปลอดเชื�อ จากนั�นนาํนํ�านมมาหมกัตาม
ธรรมชาติ ในตูบ้่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ในสภาวะที�ไร้อากาศ   จากนั�นนาํนมที�
หมกัตามธรรมชาติดงักล่าวนี�มา 1 มิลลิลิตร แลว้ทาํการเจือจางในนํ�าเกลือ (NaCl) 0.85 เปอร์เซ็นต ์เป็นลาํดบั
ขั�น (serial dilution) แลว้นาํ 100 ไมโครลิตร มาเกลี�ย (spread) บนอาหารแขง็ MRS agar บ่ม 48 ชั�วโมง ที� 37 
องศาเซลเซียส จากนั�นจะทาํการเลือกสุ่มเอาลกัษณะโคโลนีที�แตกต่างกนัจากจานเพาะเลี�ยงเชื�อโดยคดัเลือก
ตวัอยา่งละ  5-10 โคโลนี นาํมาทาํใหบ้ริสุทธิ� โดยการขีด (streak) บนอาหารแขง็ MRS agar จนไดโ้คโลนี
เดี�ยวที�บริสุทธิ�  จากนั�นทาํการยอ้มสีของแบคทีเรียดว้ยวิธีการยอ้มแกรมและศึกษาใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เพื�อ
คดัเลือกเอาเฉพาะแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแบบท่อนหรือแบบกลม จากการคดัแยกเชื�อในขั�นตอนนี�
สามารถคดัแยกแบคทีเรียไดท้ั�งหมด 284 ไอโซเลต            และทาํการเก็บรักษาแบคทีเรียที�แยกไดใ้น        
กลีเซอรอล 40 เปอร์เซ็นต ์นาํไปเก็บที�อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํไปทดสอบขั�นต่อไป 

  
2.1.2. การศึกษาความสามารถในการยบัยั�งเชื�อก่อโรค 

โดยการนาํแบคทีเรียทั�ง 284 ไอโซเลต ที�คดัแยกไดม้าศึกษาคุณสมบติัการยบัย ั�งเชื�อก่อโรค 8 ชนิด 
ดงันี�  Helicobacter pylori DMST 20165, Escherichia coli TISTR 780, Salmonella Enteritidis DMST 
15676, Salmonella Typhimurium TISTR 292, Staphylococcus aureus TISTR 118, Bacillus cereus TISTR 
121, Listeria monocytogenes DMST 1783 และ Vibrio cholera DMST 5655  โดยใชว้ธีิการทดสอบการ
ยบัย ั�งเชื�อก่อโรคแบบ spot on lawn  การเพาะเลี�ยงเชื�อก่อโรคจะเพาะเลี�ยงในอาหารเหลวสูตร BHI ที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ในสภาวะที�มีอากาศ ยกเวน้ H. pylori DMST 20165 และ   
V. cholera DMST 5655 ที�ทาํการเพาะเลี�ยงในสภาวะที�ไร้อากาศ  ในขณะที�แบคทีเรียทดสอบจะทาํการ
เพาะเลี�ยงในอาหารเหลวสูตร MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที�บรรจุในหลอดขนาด 16 x 150 มิลลิลิตร นาํไปบ่ม
ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ในสภาวะไร้อากาศ 

ขั�นตอนในการทดสอบจะเริ�มจากเตรียมอาหารแขง็สูตร MRS ในจานเพาะเลี�ยง จากนั�นจะทาํการดูด
เอาแบคทีเรียทดสอบปริมาตร 3 ไมโครลิตร มาหยดบนอาหารแขง็แลว้นาํไปบ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ในสภาวะที�ไร้อากาศ เพื�อใหแ้บคทีเรียเจริญเป็นโคโลนีขึ�นมา จากนั�นทาํการเทเชื�อ     
ก่อโรคที�ไดผ้สมเชื�อก่อโรคในอตัราส่วน 0.05 เปอร์เซ็นต ์ บนอาหารกึ�งแขง็กึ�งเหลว BHI (0.75 เปอร์เซ็นต ์
agar)  รอให้อาหารแขง็แลว้จึงนาํจานเพาะเลี�ยงไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง ทาํ



 

 

การบนัทึกวงใส (clear zone) ที�เกิดขึ�นจากการยบัย ั�งเชื�อก่อโรค  ซึ� งการทดสอบการยบัย ั�งเชื�อก่อโรคจะทาํ
การทดสอบทั�งหมด 3 ซํ� า 
 

2.1.3. ศึกษาการทนต่อกรดและเกลอืนํ�าดี 
 การทดสอบการทนต่อกรดและเกลือนํ�าดีนั�น เป็นการทดสอบความสามารถในการอยูร่อดของ
แบคทีเรียที�ทดสอบวา่จะมีความสามมารถในการอยูร่อดในระบบทางเดินอาหารหรือไม่ เนื�องจากในระบบ
ทางเดินอาหารนั�นมีทั�งสภาวะที�เป็นกรดและเกลือนํ�าดี ซึ� งสามารถทาํใหแ้บคทีเรียในระบบทางเดินอาหาร
ตายลงได ้ โดยการทดสอบการทนต่อกรดนี�ไดด้ดัแปลงจากวธีิการของ Pennacchia et al. (2004) โดยเลี�ยง
แบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบในอาหาร MRS broth อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 ชั�วโมง จากนั�นนาํ 1 
มิลลิลิตร เติมลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ทีมีพีเอช 2.5 ที�ปรับค่าพีเอชดว้ย HCl 5 N ปริมาตร 9 
มิลลิลิตร นาํไปบ่มที� อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0 และ 3 ชั�วโมง แลว้หาจาํนวนแบคทีเรียที�รอด
ชีวติที� 0 และ 3 ชั�วโมง โดยวธีิเกลี�ย (spread) บนอาหารแขง็ MRS agar การศึกษาการทนต่อสภาวะที�เป็น
กรดจะทาํการทดลองทั�งหมด 3 ซํ� า   

สาํหรับการทดสอบการทนต่อสภาวะของเกลือนํ�าดีนั�น จะทาํการทดลองโดยดดัแปลงวธีิการของ 
Gilliland et al. (1984) และ Pennacchia et al. (2004) ทาํการเลี�ยงแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบในอาหาร MRS 
broth อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 18 ชั�วโมง จากนั�นนาํ 1 มิลลิลิตร เติมในอาหาร MRS broth ที�มีการเติม
เกลือนํ�าดี 0.3 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากนั�นหาจาํนวนแบคทีเรียที�รอดชีวิตที� 0 และ 24 ชั�วโมง 
โดยวธีิเกลี�ย (spread) บนอาหารแขง็ MRS agar การศึกษาการทนต่อสภาวะที�มีเกลือนํ�าดีจะทาํการทดลอง
ทั�งหมด 3 ซํ� า   

 
2.1.4. ศึกษากจิกรรมการย่อยสลายเม็ดเลอืดแดง 

 โดยการนาํแบคทีเรียที�แยกไดม้าทดสอบความเป็นพิษ การศึกษาการสลายเมด็เลือดแดงจะทาํการ
ทดสอบโดยการนาํแบคทีเรียทดสอบมาขีดลงบนอาหาร    Columbia blood agar (Sigma)         ที�มีการเติม
เลือดมนุษย ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ นาํไปบ่มไวที้� 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั�วโมง สังเกตการเกิดวงใสรอบๆ 
รอยขีด ผลการยอ่ยสลายเมด็เลือดแดงจะมีหลายลกัษณะ  อาทิเช่น แบบ  β- hemolysis เป็นบริเวณใสรอบ
โคโลนี   การเกิด α - hemolysis เป็นบริเวณสีเขียวรอบโคโลนี การเกิด γ - hemolysis ไม่เกิดบริเวณใสรอบ
โคโลนี คือไม่มีการยอ่ยสลายเมด็เลือดแดง การทดสอบการยอ่ยสลายของเมด็เลือดแดงจะทาํการทดลอง
ทั�งหมด 2 ซํ� า  
 

2.1.5. การศึกษาความสามารถในการยดึเกาะกบัเซลล์เยืBอบุผวิของลาํไส้ โดยวธีิ hydrophobicity 
 โดยศึกษาความสามารถของแบคทีเรียทดสอบในการยดึเกาะกบัสารไฮโดรคาร์บอน ซึ� งเป็นการ
จาํลองการยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ โดยวธีิการศึกษาแบบ hydrophobicity จะดดัแปลงจากวธีิการ



 

 

ของ Savage (1992)  โดยการเลี�ยงแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบในอาหาร MRS broth บ่มที� อุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง หลงัจากนั�นนาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 4,500 g ที�อุณหภูมิ 4      
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที นาํอาหารเลี�ยงเซลลทิ์�งไปเหลือไวเ้ฉพาะแบคทีเรียที�อยูก่น้หลอด ทาํการลา้ง
แบคทีเรียดว้ย PBS จาํนวน 2 ครั� ง จากนั�นทาํการเจือจางแบคทีเรียดว้ย PBS โดยการนาํไปวดัค่าความยาว
คลื�นที� 600 นาโนเมตร ใหไ้ดค้่าอยูร่ะหวา่ง 0.800 A – 1.00 A ดว้ยเครื�องสเปกโตรโพโตมิเตอร์ เมื�อเจือจาง
แบคทีเรียเสร็จเรียบร้อยแลว้ จะนาํแบคทีเรียดงักล่าวไปใส่ในหลอดทดลอง 3 มิลลิลิตร จากนั�นจะทาํการเติม
สารละลายไฮโดรคาร์บอนแต่ละชนิดโดยแยกหลอดออกจากกนัในปริมาตรหลอดละ 60 ไมโครมิลลิลิตร   
โดยไฮโดรคาร์บอนที�ใชใ้นการทดลองครั� งนี�ไดแ้ก่  Xylene, Toluene และ Hexadecane  จากนั�นทาํการผสม
ใหเ้ขา้กนัแลว้ตั�งทิ�งไว ้ 30 นาที แลว้นาํไปวดัค่าดูดกลืนแสงอีกครั� งที�ความยาวคลื�นเท่าเดิม ทาํการบนัทึกค่า
ดูดกลืนแสง การคาํนวณค่า hydrophobicity จะทาํการคาํนวณ ตามสูตรดงันี�  
 
   Hydrophobicity (%) = [(AOD600 – BOD600)/ AOD600 x 100] 
 

หมายเหตุ A  คือ ค่าดูดกลืนแสงก่อนเติมสารไฮโดรคาร์บอน 
  B  คือ ค่าดูดกลืนแสงหลงัเติมสารไฮโดรคาร์บอน  

 
2.2. การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่อการยบัยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 

2.2.1. การเพาะเลี�ยงเซลล์มะเร็งลาํไส้ 
 ทาํการเพาะเลี�ยงเซลล ์ Caco-2 ในอาหารสูตร Dulbecco’s modified Eagle’s minimal essential 
medium (DMEM) ที�มี fetal calf serum 10 เปอร์เซ็นต ์ โดยทาํการ inactivated ที� 56°C นาน 30 นาที   โดยใช้
ยาปฏิชีวนะ 1 เปอร์เซ็นต ์(penicillin - streptomycin)  และ non-essential amino acid (Hyclone) 1 เปอร์เซ็นต ์
โดยทาํการเพาะเลี�ยงเซลลม์ะเร็งในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซด ์ ที�มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมีสัดส่วน
ของคาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ เพาะเลี�ยงจนกระทั�งเซลลเ์พิ�มจาํนวนและอยูใ่นสภาวะเติบโตเตม็ที� 
จากนั�นทาํการยอ่ยเซลลด์ว้ยวธีิการที�ใชเ้อนไซม ์ trypsin-EDTA ยอ่ยเซลลใ์หไ้ดเ้ซลลเ์ดี�ยว ๆ ทาํการเติมลง
ในถาดหลุมขนาด 96 หลุม เพื�อทาํการทดสอบขั�นตอนต่อไป 

 

2.2.2. การเตรียมสารเมตาบอไลท์จากแบคทเีรียโปรไบโอติก  
ทาํการเพาะเลี�ยงแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบในอาหารเหลวสูตร MRS นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง จากนั�นทาํการแยกเอาแบคทีเรียออกจากนํ�าเลี�ยงเซลล ์โดยทาํการนาํเอาอาหาร
ที�มีแบคทีเรียที�เจริญอยูม่าปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็วรอบ 4,500 g ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
เพื�อแยกเอาส่วนใสที�มีสารเมตาบอไลท ์ (supernatant) ของแบคทีเรียออกมา นาํส่วนใสที�ไดไ้ปกรองดว้ยตวั



 

 

กรองชนิดไนลอน (nylon syringe filter) ที�มีขนาดรูกรองประมาณ 0.2 ไมโครเมตร นาํส่วนใสหรือนํ�าเลี�ยง
แบคทีเรียไปเก็บในหลอดเก็บขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที�อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  เพื�อนาํไปทาํการทดสอบ
ในขั�นตอนต่อไป 

 
2.2.3. การทดสอบอตัราการยับยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 การศึกษาประสิทธิภาพการยบัย ั�งการเจริญเซลลม์ะเร็งลาํไส้ของแบคทีเรียที�ตอ้งการทดสอบในครั� ง
นี�จะศึกษาดว้ยวธีิ MTT assay  โดยทาํการทดลองตามวธีิของ Thirabunyanon et al. (2009) โดยเริ�มตน้จาก
การเตรียมเซลลม์ะเร็งโดยการเจือจางเซลลเ์ริ�มตน้ใหไ้ด ้ 1 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร ดูดเซลลแ์ขวนลอยใส่ใน
ถาดเลี�ยงเซลล ์96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร นาํไปบ่มในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซดที์�มีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  คาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง จากนั�นเติม CM ของแบคทีเรีย
ทดสอบที�เตรียมไดจ้ากขา้งตน้ ลงในถาดเลี�ยงเซลล ์ 96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยกลุ่ม
ควบคุมจะใชอ้าหารเลี�ยงแบคทีเรีย MRS ที�ผา่นการกรอง filter membrane แลว้ จากนั�นนาํเซลลม์ะเร็งไปบ่ม
ในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซด์ที�มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์                
เป็นเวลา 24 ชั�วโมง 

การวดัอตัราการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้โดยใชว้ธีิ MTT assay โดยเริ�มจากการลา้ง
เซลลม์ะเร็งที�มีการบ่มร่วมกบั CM ของแบคทีเรีย ดว้ยสารละลาย PBS จาํนวน 2 ครั� ง จากนั�นเติมสารละลาย 
MTT ที�มีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย DMSO ในปริมาตรหลุมละ 10 ไมโครลิตร 
นาํไปบ่มในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซดที์�มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด ์5 เปอร์เซ็นต ์เป็น
เวลา 4 ชั�วโมง จากนั�นเติมสารละลาย DMSO ความเขม้ขน้ 100 เปอร์เซ็นต ์ (v/v) ปริมาตรหลุมละ 100 
ไมโครลิตร เพื�อละลายผลึก formazan ทิ�งไวน้าน 5 นาที และนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใชเ้ครื�อง 
microplate reader ที�ความยาวคลื�น 595 nm โดยใชก้ลุ่มควบคุมคือ MRS ใหคิ้ดการรอดชีวติของเซลลเ์ป็น 
100 เปอร์เซ็นต ์แลว้นาํค่าการดูดกลืนแสงที�วดัไดม้าคาํนวณตามสูตรดงันี�  
 

เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลลม์ะเร็ง  = (sample O.D /control O.D) x 100 
 

หมายเหตุ  sample O.D เป็นค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลอง 
  control O.D เป็นค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม 

 

2.3. ศึกษากจิกรรมการต้านต่อยาปฏิชีวนะ 
การทดสอบการตา้นทานยาปฏิชีวนะ ดว้ยวธีิ disc diffusion โดยการเลี�ยงแบคทีเรียที�ตอ้งการ

ทดสอบในอาหาร MRS broth บ่มที� อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง จากนั�นทาํการเกลี�ยทา
เชื�อที�ตอ้งการทดสอบลงบนอาหาร MRS agar นาํ antibiotic dish วางบนอาหารที�เกลี�ยทาเชื�อที�ตอ้งการ



 

 

ทดสอบ บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 48 ชั�วโมง จากนั�นทาํการวดัเส้นผา่นศูนยก์ลางรอบ antibiotic dish 
กลุ่มของยาปฏิชีวนะที�ใชด้งัเช่น chloramphenicol (30 µg), ampicillin (10 µg), erythromycin (15 µg), 
tetramycin (30 µg) และ kanamycin (30 µg) เป็นตน้ (ตารางที� 4) โดยทาํการทดสอบทั�งหมด 3 ซํ� า 
 

2.4. การจัดจําแนกแบคทเีรียโปรไบโอติกโดยวิธีการหาลาํดับเบสของดีเอน็เอในส่วนของยนี 16S rRNA 

แบคทีเรียที�ผา่นการทดสอบและมีคุณสมบติัที�ดีในการเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติก จะนาํไปจดั
จาํแนกชนิดของแบคทีเรียโปรไบโอติกโดยการเปรียบเทียบลาํดบัเบสในส่วนของยนี 16S rRNA  การ
เพาะเลี�ยงแบคทีเรียจะเพาะเลี�ยงในอาหารเหลวสูตร MRS แลว้นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 18 ชั�วโมง จากนั�นนาํแบคทีเรียมาปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็วรอบ 4,500 g  ที�อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ทาํการเทอาหารเลี�ยงแบคทีเรียออก และนาํเฉพาะเซลลแ์บคทีเรียมาสกดั genomic DNA 
จากนั�นจะเพิ�มปริมาณยนี 16S rRNA โดยวธีิ Polymerase chain reaction (PCR) ซึ� งไพรเมอร์ที�ใช ้ คือ 27F 
(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) และ 1522R (5′-AAGGAGGTGATCCRCCGCA-3′)  

การเพิ�มปริมาณในส่วนของยีน 16S rRNA จะมีส่วนประกอบดงันี�   MasterMix 25 ไมโครลิตร ไพร
เมอร์ 27F ความเขม้ขน้ 10 พิโกโมลาร์ 4 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ 1522R ความเขม้ขน้ 10 พิโกโมลาร์ 4 
ไมโครลิตร นํ�ากลั�นบริสุทธิ�  12 ไมโครลิตร และตวัอยา่งของ genomic DNA 5 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้ 20 
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) ทาํการผสมส่วนประกอบต่าง ๆ ใหเ้ขา้กนั จากนั�นนาํไปเพิ�มปริมาณยนี 16S 
rRNA โดยใชเ้ครื�อง PCR (Sprint Thermal Cycler) โดยกาํหนดโปรแกรมการทาํงานดงันี�  94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 นาที ตามดว้ย 35 รอบของ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที  55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 
และ72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที สุดทา้ย 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ทาํการเก็บ PCR product 
ออกจากเครื�อง PCR โดยนาํไปเก็บไวที้�อุณหภูมิ – 20 องศาเซลเซียส 

การศึกษาขนาดของ DNA โดยการนาํผล PCR product  5 ไมโครลิตร ผสมกบั loading dye ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร นาํมาตรวจสอบขนาดของ DNA ดว้ยเครื�องอิเลคโตรโพรีซีสผา่นตวักลางชนิดวุน้ (agarose gel 
electrophoresis) ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ (w/v) แลว้นาํเจลไปยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์ (EtBr) แลว้นาํ
เจลไปส่องดูแถบดีเอน็เอที�เกิดขึ�นดว้ย UV illumination จากนั�นทาํการทาํ DNA ใหบ้ริสุทธิ� โดยใชชุ้ด     
RBC Real GenomicsTM DNA/RNA Purification ทาํการหาลาํดบัเบสของยนีในส่วน 16S rRNA โดยบริษทั 
First Base Laboratories Company ประเทศมาเลเซีย โดยการนาํลาํดบัเบสที�ไดไ้ปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน 
GenBank โดยใชโ้ปรแกรม BLAST ของ The National Center for Biotechnology Information; NCBI)   
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  
 
2.5. การศึกษาความสามารถของแบคทีเรียโปรไบโอติกในการผลติกรดไขมันสายสั�น  

การวเิคราะห์ปริมาณการผลิตกรดไขมนัสายสั�น (Short chain fatty acid, SCFA) ของแบคทีเรีย   
โปรไบโอติก การวิเคราะห์โดยการดดัแปลงจากวธีิการของ Hussain et al. (2009) โดยมีวธีิการเริ�มจากการ



 

 

เลี�ยงแบคทีเรียโปรไบโอติกในอาหารเหลวสูตร MRS ในสภาวะไร้อากาศเป็นเวลา 18 ชั�วโมง จากนั�นนาํไป
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 4,500 g เป็นเวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาํนํ�าที�เลี�ยงเซลล ์
(supernatant) 10 มิลลิลิตร ของแต่ละตวัอยา่งมาเติมดว้ยโซเดียมคลอไรด ์ 4 กรัม จากนั�นเติมกรดซลัฟิวริก
ความเขม้ขน้ 50 เปอร์เซ็นต ์2 มิลลิลิตร ตามดว้ยสารสกดัไดเอททิลอีเทอร์ (diethyl ether) 5 มิลลิลิตร ผสม
ใหเ้ขา้กนัเป็นเวลา 30 นาที จากนั�นนาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ 1,500 g เป็นเวลา 5 นาที ที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  นาํ 1 มิลลิลิตรของของเหลวในชั�นไดเอททิลอีเทอร์เก็บไวใ้นหลอด screw-cap flask เพื�อ
นาํไปวเิคราะห์ปริมาณกรดไขมนัสายสั�นต่อไป 

การวเิคราะห์ปริมาณกรดไขมนัสายสั�นที�แบคทีเรียโปรไบโอติกผลิตได ้ จะทาํการวเิคราะห์ดว้ย
เครื�อง Gas chromatograph; CG (Agilent 6890 series) detector คือ Mass spectrometer; MS (Agilent 5973 
series, Palo Alto, CA, USA) โดยใช ้AT-WAX column ยาว 30 เมตร x กวา้ง 0.25 มิลลิเมตร x หนา 0.25 
ไมโครเมตร (Alltech associates, Deerfield, IL, USA) ขั�นตอนการวิเคราะห์กรดไขมนัสายสั�นโดยการนาํ
สารที�สกดัมาระเหยที�อุณหภูมิหอ้ง จากนั�นเติมสารไดคลอโรมีเทน (CH2Cl2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนั แลว้นาํสารสกดัดงักล่าวมา 50 ไมโครลิตร ผสมกบัสารมาตรฐาน 50 ไมโครลิตร ที�ประกอบดว้ย         
ไดคลอโรมีเทน 970 ไมโครลิตร กรดอะซิติก 10 ไมโครลิตร กรดบิวทิริก 10 ไมโครลิตร และ                  
กรดโพรพิโอนิก 10 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั�นนาํสารสกดันี�  1 ไมโครลิตร ฉีดเขา้เครื�องวเิคราะห์ 
GC-MS ดว้ย split mode ในอตัรา 20 ต่อ 1 โดยสภาวะในการวเิคราะห์กรดไขมนัมีดงันี�  อุณหภูมิ oven เริ�มที� 
60 องศาเซลเซียส ไวน้าน 2 นาที จากนั�นเพิ�มขึ�น 15 องศาเซลเซียสต่อนาที จนถึงอุณหภูมิ 220 องศา
เซลเซียส โดยมีก๊าซฮีเลียมเป็นเฟสเคลื�อนที�ที�มีอตัราการไหลเป็น 36 เซนติเมตรต่อวนิาที และค่า Electron 
Ionization (EI) ใหพ้ลงังานแก่อิเลคตรอน คือ 70 อิเลคตรอนโวล ์(eV) เมื�อสิ�นสุดระยะเวลาการวเิคราะห์ใน
แต่ละตวัอยา่งใชเ้วลารวมทั�งหมด 27.67 นาที จากนั�นนาํผลที�ไดจ้ากการฉีดตวัอยา่งมาเปรียบเทียบกบักราฟ
มาตรฐานเพื�อคาํนวณหาความเขม้ขน้ของกรดไขมนัสายสั�นที�แบคทีเรียโปรไบโอติกผลิตได ้

 
2.6. การพฒันาผลติภัณฑ์โยเกร์ิตเสริมแบคทเีรียโปรไบโอติก 

 โดยการพฒันาผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตใหมี้อรรถประโยชน์ในการป้องกนัและหรือรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ 
ทั�งนี� โดยการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกลงในผลิตภณัทโ์ยเกิร์ต โดยมีกระบวนการผลิตดงันี�  
 

2.6.1. การเตรียมหัวเชื�อสําหรับการหมักโยเกร์ิตและการเตรียมแบคทเีรียโปรไบโอติก 

 การผลิตโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกในครั� งนี�จะผลิตโดยการใชห้วัเชื�อโยเกิร์ต 2 ชนิด คือ 
Streptococcus thermophillus TISTR 458 และ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus TISTR 895 (L. 

bulgaricus) ในขณะที�แบคทีเรียโปรไบโอติกที�เลือกใชใ้นการทดลองครั� งนี�  มี 2 ชนิด คือ Lactobacillus 

plantarum PM2-13  และ Lactobacillus zeae PM11-5 โดยคดัเลือกมาจากการที�แบคทีเรียโปรไบโอติก         
ทั�ง  2 ชนิดนี� มีคุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้ 



 

 

 การเตรียมหวัเชื�อโยเกิร์ตและแบคทีเรียโปรไบโอติกจะเพาะเลี�ยงในอาหาร MRS ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั�วโมง  หลงัจากนั�นนาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ    
4,500 g  หลงัจากนั�นทาํการทาํการลา้งเซลลแ์บคทีเรีย 2 ครั� ง ดว้ยสารละลายโซเดียมคลอไรดที์�ความเขม้ขน้ 
0.85 เปอร์เซ็นต ์ และนาํไปปรับจาํนวนเซลลใ์หเ้ท่ากบั McFarland No. 1 ซึ� งมีความเขม้ขน้ของแบคทีเรีย

เท่ากบั 3 x 108 เซลลต่์อมิลลิลิตร จากนั�นนาํไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็วรอบ    4,500 g แลว้ทาํการกระจายเซลล์
แบคทีเรียใน skim milk ที�ความเขม้ขน้ 12 เปอร์เซ็นต ์ที�ไดผ้า่นการฆ่าเชื�อแลว้ที�อุณหภูมิ 115 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที   
 

2.6.2. การเตรียมนํ�านมสําหรับการผลติโยเกร์ิต  

 การผลิตโยเกิร์ตในงานวจิยัโดยการใชน้ม UHT ชนิดขาดมนัเนยที�มีขายในทอ้งตลาด โดยนาํนมมา
วดัของแขง็ที�ละลายไดท้ั�งหมดดว้ยเครื�อง hand refractometer จากนั�นทาํการเติม skim milk และนํ�าตาล
ทรายขาว 7 เปอร์เซ็นต ์ แลว้ปรับค่าปริมาณของแขง็ทั�งหมดใหมี้ค่าเท่ากบั 16 oBrix ปรับค่า pH ใหไ้ด ้ 6.5 
ดว้ยกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ จากนั�นนาํนมที�เตรียมไวไ้ปฆ่าเชื�อจุลินทรียที์�อุณหภูมิ 90              
องศาเซลเซียส   เป็นเวลา 10 นาที       และทาํใหเ้ยน็ลงทนัทีโดยยา้ยนมที�ฆ่าเชื�อจุลินทรียแ์ลว้ไปใส่ในอ่าง
นํ�าเยน็  
 

2.6.3. การหมักโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติก 

การหมกัและผลิตโยเกิร์ตในการวจิยัครั� งนี�แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม กลุ่มที�เสริม       
โปรไบโอติก L. plantarum PM2-13 และกลุ่มที�เสริมโปรไบโอติก L. zeae PM11-5 ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
โดยกลุ่มควบคุมจะเติมหวัเชื�อหมกัโยเกิร์ต คือ S. thermophillus TISTR 458 และ L. bulgaricus TISTR 895 
ชนิดละ 4 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะกลุ่มที�เสริมโปรไบโอติกจะเติมหวัเชื�อหมกัชนิดละ 2 เปอร์เซ็นต ์ และเสริม
ดว้ยโปรไบโอติก 4 เปอร์เซ็นต ์ซึ� งดดัแปลงตามวธีิการของ Hemsworth et al. (2011) 

กระบวนการหมกัและผลิตโยเกิร์ตในงานวจิยัครั� งนี�  จะเริ�มจากการนาํนมที�ผา่นการปรับค่าความแขง็
และฆ่าเชื�อจุลินทรียแ์ลว้ มาอุ่นที�อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เติมหวัเชื�อหมกัหรือเติมดว้ยโปรไบโอติกตาม
สัดส่วนเปอร์เซ็นตที์�กาํหนดไว ้ จากนั�นนาํไปบ่มไวที้�อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ทาํการวดัค่า pH ทุกๆ         
1 ชั�วโมง จนกวา่ค่า pH ลดลงจนถึงค่า pH 4.6 หลงัจากนั�นจะทาํการเก็บรักษาโยเกิร์ตไวที้�อุณหภูมิ                  
4 องศาเซลเซียส ทาํการศึกษาคุณสมบติัหรือคุณภาพดา้นต่างๆ ของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตจะทาํการศึกษาใน 
ช่วงเวลาที�ทาํการเก็บรักษาโยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั    

 
 

 



 

 

2.7. คุณสมบัติของโยเกร์ิตเสริมโปรไบโอติก  

 คุณสมบติัหรือคุณภาพของโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกในการวจิยัครั� งนี�   มีการวิเคราะห์คุณสมบติั
หรือคุณภาพหลายๆ ประการ ทั�งนี� เพื�อเป็นการประเมินวา่ในกลุ่มของโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกนั�น จะมี
คุณสมบติัหรือคุณภาพแตกต่างจากกลุ่มที�ไม่ไดเ้สริมโปรไบโอติกอยา่งไรบา้ง หรือยงัมีคุณสมบติัในการ
ยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้บา้งหรือไม่ ซึ� งคุณสมบติัหรือคุณภาพของโยเกิร์ตที�มีการวิเคราะห์มี
ดงัต่อไปนี�  
 

2.7.1. ปริมาณของหัวเชื�อหมักและแบคทเีรียโปรไบโอติกในโยเกิร์ต 
 โยเกิร์ตที�เสริมและไม่ไดเ้สริมโปรไบโอติกจะนาํมานบัปริมาณของหวัเชื�อหมกั นอกจากนั�นในกลุ่ม
ที�เสริมโปรไบโอติกก็จะทาํการนบัแบคทีเรียโปรไบโอติกที�เสริมลงไปดว้ย ซึ� งโดยการตรวจนบัแต่ละ
ช่วงเวลาของการเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต วธีิการตรวจนบัโดยการนาํผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตมา 1 มิลลิลิตร มา
เจือจางในสารละลายโซเดียมคลอไรด ์0.85 เปอร์เซ็นต ์9 มิลลิลิตร จากนั�นทาํการคดัเลือกระดบัความเจือจาง
ที�เหมาะสม โดยนาํมา 100 ไมโครลิตร เพื�อนาํมาเพาะเลี�ยงในอาหารแขง็ที�เหมาะสมสาํหรับหวัเชื�อแต่ละ
ชนิดหรือแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยวธีิการ spread plate และนาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะที�ไร้อากาศ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง ซึ� งอาหารจาํเพาะของแบคทีเรียและวธีิการตรวจนบัแบคทีเรียแต่ละ
ชนิดมีหลกัการดงันี�  

(1). ปริมาณแบคทีเรียทั�งหมดตรวจนบัดว้ยอาหาร MRS agar 
 (2). ปริมาณ L. bulgaricus TISTR 895 โดยทาํการตรวจนบั S. thermophillus TISTR 458 และ
แบคทีเรียโปรไบโอติกที�เสริมในโยเกิร์ตดว้ยอาหาร LP-MRS agar (Vinderola and Reinheimer, 2000) 
จากนั�นนาํค่าแบคทีเรียทั�งหมดลบดว้ยแบคทีเรียที�เจริญในอาหาร LP-MRS agar จะไดป้ริมาณเฉพาะ           
L. bulgaricus TISTR 895 เท่านั�น 

(3).  ปริมาณ S. thermophillus TISTR 458 โดยทาํการตรวจนบัเฉพาะ S. thermophillus TISTR 458  
ในอาหาร ST-MRS agar (Dave and Shah, 1997) 

(4).  ปริมาณแบคทีเรียโปรไบโอติก  ตรวจนบัโดยคาํนวณจากค่าแบคทีเรียทั�งหมดลบดว้ยแบคทีเรีย
ที�เจริญในอาหาร LP-MRS agar และแบคทีเรียที�เจริญในอาหาร ST-MRS agar จะไดป้ริมาณเฉพาะแบคทีเรีย          
โปรไบโอติกที�เสริมในผลิตภณัฑเ์ท่านั�น  
 

2.7.2. ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 
 การวดัค่าความเป็นกรดด่างของผลิภณัฑโ์ยเกิร์ต ทาํการวดัดว้ยเครื�อง pH meter ในระหวา่ง
กระบวนการเก็บรักษา คือ วนัที� 1, 7, 14, 21 และ 28 วนั 
 

  



 

 

 2.7.3. ปริมาณกรดทั�งหมด (เปอร์เซ็นต์ของกรดแลคติก) 

 การไตเตรทเพื�อวิเคราะห์หาปริมาณของกรดทั�งหมด โดยการนาํโยเกิร์ตมาไตเตรทดว้ยโซเดียม  
ไฮดรอกไซด ์ (NaOH) ที�ความเขม้ขน้ 0.1 M โดยใชฟี้นอลพ์ธาลีนที�ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ เป็น          
อินดิเคเตอร์ (AOAC, 2000) 
 

2.7.4. ปริมาณโปรตีนทั�งหมด 
   การวเิคราะห์ปริมาณของโปรตีนทั�งหมดโดยการนาํโยเกิร์ตมาชั�งนํ�าหนกั และวเิคราะห์ตามวธีิการ
ของ Kjeldahl โดยการนาํโยเกิร์ตไปยอ่ยดว้ยเครี�องยอ่ย แลว้นาํไปกลั�นดว้ยเครื�องกลั�นไนโตรเจน และนาํไป
ไตเตรทดว้ยกรดไฮโดรคลอริกที�ความเขม้ขน้ 0.1 N (AOAC, 2007) 
 

2.7.5. ปริมาณของแข็งทั�งหมด 
 การวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ทั�งหมด โดยการนาํตวัอยา่งโยเกิร์ตมาชั�งนํ�าหนกั จากนั�นนาํไปอบที�
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง จากนั�นนาํไปใส่ในโถดูดความชื�นใหต้วัอยา่งเยน็ลง แลว้ชั�ง
นํ�าหนกัดว้ยเครื�องชั�งที�มีทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (AOAC, 2007) 
 

2.7.6. ปริมาณเถ้า 

 การวเิคราะห์ปริมาณเถา้โดยการนาํโยเกิร์ตมาใส่ถว้ยครูซิเบิลและชั�งนํ�าหนกั จากนั�นนาํไปเผาที�
อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั�วโมง ต่อจากนั�นจะนาํตวัอยา่งนี�ไปใส่ในโถดูดความชื�น และเมื�อ
ตวัอยา่งเยน็ลงแลว้ก็ทาํการชั�งนํ�าหนกัดว้ยเครื�องชั�งที�มีทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (AOAC, 2007) 
 

2.7.7. ปริมาณไขมัน 

 การวเิคราะห์ปริมาณไขมนัโดยวธีิการใชก้รวยแยกไขมนั แลว้นาํไขมนัไปใส่ถว้ยครูซิเบิลไปอบที�
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมง จากนั�นนาํไปใส่ในโถดูดความชื�นใหต้วัอยา่งเยน็ลง แลว้ชั�ง
นํ�าหนกัดว้ยเครื�องชั�งที�มีทศนิยม 4 ตาํแหน่ง (AOAC, 2007) 
 

2.7.8. การทดสอบทางประสาทสัมผสัของผลติภัณฑ์โยเกร์ิต 

 เป็นกระบวนการทดสอบการยอมรับในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ผลิตไดจ้ากการเสริมโปรไบโอติก โดย
ใชว้ธีิการ 9-point hedonic scale ซึ� งผูท้าํการวจิยัทาํการสุ่มติดฉลากรหสัของโยเกิร์ตก่อนการใหผู้ชิ้มได้
ทดลองชิม คุณลกัษณะที�สาํคญัของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ใหผู้ชิ้มทาํการประเมินก็คือ ลกัษณะปรากฏ สี กลิ�น 
รสชาติ ลกัษณะเนื�อสัมผสั และความชอบโดยรวม โดยกาํหนดใหค้ะแนนตั�งแต่ 1-9 คะแนน จากระดบั 1 คือ 
ไม่ชอบมากที�สุด จนถึงระดบั 9 คือ ชอบมากที�สุด 



 

 

2.8. การศึกษาประสิทธิภาพของโยเกร์ิตเสริมโปรไบโอติกต่อการยบัยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 ประสิทธิภาพหรือผลของโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกต่อการยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งลาํไส้ จะมีวธีิการ
ทดสอบเป็นลาํดบัดงันี�   
 

2.8.1. การเตรียมส่วนใส (supernatant) จากผลติภัณฑ์โยเกร์ิต 

 วธีิการเตรียมโดยการนาํผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตมาปั�นเหวี�ยงดว้ยเครื�องปั�นเหวี�ยง 13,000 g ที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 20 นาที  จากนั�นทาํการดูดส่วนใสมากรองต่อดว้ย syringe filter membrane ที�มี
ขนาดรูกรอง 0.45 ไมโครเมตร และ 0.2 ไมโครเมตร ตามลาํดบั และนาํส่วนใสที�ไดม้าทาํการเก็บรักษาไวที้�
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื�อนาํไปทดสอบในขั�นตอนต่อไป (Fiander et al., 2005)  
 

2.8.2. การทดสอบอตัราการยับยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 การศึกษาผลของโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกต่อการยบัย ั�งการเจริญเซลลม์ะเร็งลาํไส้ โดยทาํการศึกษา
ดว้ยวธีิ  MTT ซึ� งดดัแปลงตามวธีิการศึกษาของ Thirabunyanon et al. (2009) โดยเริ�มตน้ศึกษาจากการเตรียม
เซลลม์ะเร็งโดยการเจือจางเซลลเ์ริ�มตน้ใหไ้ด ้1 x 106 เซลลต่์อมิลลิลิตร จากนั�นดูดเซลลแ์ขวนลอยใส่ในถาด
เลี�ยงเซลล ์96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซดที์�มีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส  คาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 24 ชั�วโมง จากนั�นทาํการเติมส่วนใสของ
โยเกิร์ตที�เตรียมไวข้า้งตน้ลงในถาดเลี�ยงเซลล ์96 หลุม ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยกลุ่มควบคุมจะ
เป็นส่วนใสของโยเกิร์ตที�ไม่ไดเ้สริมโปรไบโอติก  จากนั�นนาํเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไปบ่มต่อในตูบ้่ม
คาร์บอนไดออกไซดที์�มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์  เป็นเวลา                
24 ชั�วโมง 

การลา้งเซลลม์ะเร็งที�มีการบ่มร่วมกบัส่วนใสของโยเกิร์ต จะลา้งเซลลด์ว้ยสารละลาย PBS จาํนวน 
2 ครั� ง จากนั�นทาํการเติมสารละลาย MTT ที�มีความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย DMSO 
ในปริมาตรหลุมละ 10 ไมโครลิตร แลว้นาํไปบ่มในตูบ้่มคาร์บอนไดออกไซดที์�มีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
คาร์บอนไดออกไซด ์ 5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นเวลา 4 ชั�วโมง จากนั�นก็เติมสารละลาย DMSO ความเขม้ขน้ 100 
เปอร์เซ็นตป์ริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร เพื�อละลายผลึก formazan ทิ�งไวน้าน 5 นาที และทาํการวดัค่า
โดยนาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงโดยใชเ้ครื�อง microplate reader ที�ความยาวคลื�น 595 nm โดยเทียบค่าการ
ดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุมใหมี้ค่าการรอดชีวิตของเซลลเ์ป็น 100 เปอร์เซ็นต ์ซึ� งสามารถนาํค่าการดูดกลืน
แสงที�วดัไดม้าคาํนวณตามสูตรดงันี�  

 
เปอร์เซ็นตก์ารรอดชีวิตของเซลลม์ะเร็ง  = (sample O.D /control O.D) x 100 
   หมายเหตุ sample O.D เป็นค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มทดลอง 

   control O.D เป็นค่าการดูดกลืนแสงของกลุ่มควบคุม 



 

 

2.9. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ขอ้มูลที�เก็บรวบรวมไดจ้ากการวจิยัในงานวจิยัครั� งนี�  จะนาํมาวเิคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ    
One-way analysis of variance (ANOVA) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS (version 17.0) และวเิคราะห์ความ
แตกต่างระหวา่งค่าเฉลี�ยของแต่ละกลุ่มโดยวธีิ Duncan’s multiple range test ที�ระดบันยัสาํคญั P < 0.05 
  



 

 

ผลการวจัิย 

 

1. การคัดเลอืกแบคทเีรียโปรไบโอติกทีBมีประสิทธิภาพยบัยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้และกลไกการ

ทาํลายเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 รูปแบบการคดัเลือกและศึกษาจะเป็นแบบมีขั�นตอน กล่าวคือจะเริ�มจากการคดัเลือกแบคทีเรียที�มี
จาํนวนมาก และทาํการคดัเลือกแบคทีเรียที�ดีที�สุดเพื�อศึกษาตามลาํดบัขั�นจนถึงขั�นตอนสุดทา้ยก็คือ ได้
แบคทีเรียที�มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งเซลลม์ะเร็งลาํไส้ จากนั�นทาํการศึกษาหากลไกในการทาํลาย
เซลลม์ะเร็งลาํไส้ของแบคทีเรียโปรไบโอติก ซึ� งขั�นตอนการศึกษามีเป็นขั�นตอนดงันี�  
 

1.1. แบคทเีรียและลกัษณะรูปร่างสัณฐานของแบคทีเรีย  

 แบคทีเรียกรดแลคติกที�ไดจ้ากการหมกันํ�านมดิบ 31 ตวัอยา่ง แลว้ทาํการเก็บรวมรวมแบคทีเรีย   
กรดแลคติกที�มีลกัษณะของโคโลนีที�ไม่เหมือนกนั  ซึ� งการวจิยัในครั� งนี�สามารถเก็บรวมรวบแบคทีเรีย    
กรดแลคติกไดท้ั�งหมดจาํนวน 284 ไอโซเลต  และเมื�อทาํการยอ้มแกรมเพื�อดูลกัษณะรูปร่างสัณฐานของ
แบคทีเรียกรดแลคติกแลว้ พบวา่แบคทีเรียที�เก็บรวบรวมไดท้ั�งหมดเป็นแกรมบวกมีลกัษณะรูปร่างเป็นแบบ
ท่อนหรือกลม ซึ� งจะนาํแบคทีเรียทั�งหมดที�ไดจ้ากขั�นตอนนี�ไปศึกษาในขั�นตอนต่อไป 
 
1.2. ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการยบัยั�งการเจริญของเชื�อก่อโรค 

ผลจากการนาํแบคทีเรียที�เก็บรวบรวมไดจ้าํนวน 284 ไอโซเลต มาทดสอบคุณสมบติัในการยบัย ั�ง
เชื�อก่อโรคที�สาํคญั 8 สายพนัธ์ุ คือ Helicobacter pyroli, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, 
Salmonella Enteritidis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes และ Vibrio 

cholera  ผลที�ไดพ้บวา่มีแบคทีเรียจาํนวน 17 ไอโซเลต ที�มีความสามารถในการยบัย ั�งเชื�อก่อโรคไดดี้   ซึ� ง
ไดแ้ก่ไอโซเลต FM16, FM18, FM20, FM21, PM1-6, PM1-11, PM1-15, PM1-23, PM2-1, PM2-9, PM2-
10, PM2-13, PM2-14, PM5, PM6-10, PM11-5 และ PM15-6 (ตารางที� 1)  

 
1.3. ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการทนในสภาวะกรดและเกลอืนํ�าดี 

ความสามารถการทนอยูไ่ดใ้นสภาวะระบบทางเดินอาหารของแบคทีเรียที�แยกได ้ พบวา่ทั�ง           
17 ไอโซเลต มีความสามารถทนอยูไ่ดใ้นแบบจาํลองในกระเพาะอาหารไดดี้ กล่าวคือมีความสามารถในการ
ทนต่อกรดที�พีเอช 2.5 ไดดี้ ทั�งนี� โดยพบวา่แบคทีเรียหลายไอโซเลตสามารถเพิ�มจาํนวนมากขึ�นกวา่ก่อนที�ทาํ
การทดสอบกบัพีเอช 2.5 เป็นเวลา 3 ชั�วโมง ซึ� งไอโซเลตเหล่านี�ไดแ้ก่ FM16, PM1-6, PM1-15, PM2-9, 
PM2-13 และ PM6-10 โดยที�ไอโซเลต PM2-13 มีอตัราการรอดชีวิตมากที�สุด คือ 107.7 เปอร์เซ็นต ์โดยมี 

 



 

 

        ตารางทีB 1   ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�แยกไดจ้ากนมหมกัต่อการยบัย ั�งการเจริญของ 
                            เชื�อก่อโรค 8 สายพนัธ์ุ (Mean ± SD, n = 3) 

        
  

 
แบคทีเรียกรดแลคติก 

บริเวณยบัย ั�ง (มิลลิเมตร) 

Helicobacter 

pylori 

Escherichia  

coli 

Salmonella 

Typhimurium 
Salmonella 

Enteritidis 

FM16 19 ± 1 12 ± 2 17 ± 1 11 ± 1 
FM18 19 ± 1 13 ± 1 12 ± 0 13 ± 1 
FM20 19 ± 2 13 ± 1 12 ± 1 13 ± 1 
FM21 19 ± 2 11 ± 1 21 ± 2 15 ± 2 
PM1-6 21 ± 2 14 ± 1 23 ± 2 15 ± 2 

PM1-11 23 ± 1 15 ± 1 13 ± 4 11 ± 2 
PM1-15 20 ± 3 14 ± 0 16 ± 3 18 ± 2 
PM1-23 21 ± 1 16 ± 2 15 ± 3 16 ± 2 
PM2-1 31 ± 1 15 ± 2 16 ± 4 15 ± 4 
PM2-9 25 ± 3 18 ± 1 14 ± 1 16 ± 1 

PM2-10 18 ± 2 17 ± 3 19 ± 3 18 ± 5 
PM2-13 21 ± 2 13 ± 1 15 ± 3 11 ± 3 
PM2-14 23 ± 1 21 ± 2 9 ± 3 13 ± 2 

PM5 20 ± 3 14 ± 1 18 ± 0 15 ± 1 
PM6-10 21 ± 1 12 ± 2 18 ± 0 14 ± 1 
PM11-5 17 ± 2 13 ± 3 16 ± 1 16 ± 2 
PM15-6 21 ± 1 15 ± 1 16 ± 1 13 ± 1 



 

 

 ตารางทีB 1   ประสิทธิภาพของแบคทีเรียที�แยกไดจ้ากนมหมกัต่อการยบัย ั�งการเจริญของ 

                            เชื�อก่อโรค 8 สายพนัธ์ุ (Mean ± SD, n = 3) (ต่อ) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
แบคทีเรียกรดแลคติก 

บริเวณยบัย ั�ง (มิลลิเมตร) 

Staphylococcus 

aureus 

Bacillus 

cereus 

Listeria 

monocytogenes 
Vibrio  

cholerae 

FM16 19 ± 1 9 ± 1 13 ± 1 11 ± 1 
FM18 19 ± 1 14 ± 0 12 ± 0 15 ± 1 
FM20 16 ± 1 11 ± 1 12 ± 0 13 ± 2 
FM21 17 ± 5 11 ± 2 11 ± 1 11 ± 1 
PM1-6 18 ± 1 15 ± 1 19 ± 1 20 ± 2 

PM1-11 11 ± 3 18 ± 1 16 ± 3 13 ± 2 
PM1-15 19 ± 1 15 ± 2 16 ± 2 17 ± 2 
PM1-23 15 ± 6 12 ± 2 16 ± 3 21 ± 3 
PM2-1 18 ± 5 15 ± 1 14 ± 1 15 ± 3 
PM2-9 14 ± 1 12 ± 1 14 ± 2 18 ± 2 

PM2-10 20 ± 1 17 ± 1 14 ± 0 16 ± 2 
PM2-13 19 ± 1 17 ± 1 15 ± 5 17 ± 1 
PM2-14 14 ± 1 14 ± 1 13 ± 2 14 ± 2 

PM5 17 ± 1 13 ± 1 15 ± 1 15 ± 2 
PM6-10 21 ± 2 13 ± 1 14 ± 0 15 ± 2 
PM11-5 22 ± 4 11 ± 1 12 ± 1 11 ± 1 

PM15-6 21 ± 2 12 ± 2 13 ± 1 11 ± 1 



 

 

จาํนวนแบคทีเรียเพิ�มขึ�นจากก่อนทดสอบที� 7.11 (log) โคโลนีต่อมิลลิลิตร เพิ�มขึ�นป็น 7.65 (log) โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร ความสามารถทนอยูไ่ดใ้นแบบจาํลองที�บริเวณลาํไส้เล็ก คือทดสอบต่อการทนในสภาวะที�มีเกลือ
นํ�าดี 0.3 เปอร์เซ็นต ์ ผลที�ไดจ้ากการนาํแบคทีเรียทั�ง 17 ไอโซเลต มาทดสอบการทนต่อเกลือนํ�าดี พบวา่มี
เพียงไอโซเลต PM11-5 เท่านั�นที�มีอตัราการรอดที�เพิ�มขึ�นมากกวา่ก่อนการทดสอบ คือเพิ�มขึ�นจากเริ�มตน้ 
6.65 (log) โคโลนีต่อมิลลิลิตร เพิ�มขึ�นป็น 6.98 (log) โคโลนีต่อมิลลิลิตร หรือมีอตัรารอดชีวติเป็น 105 
เปอร์เซ็นต ์ ในขณะที�ไอโซเลตอื�นๆ มีอตัราการลดลงเล็กนอ้ยเมื�อเทียบกบัก่อนและหลงัทดสอบกบัเกลือ
นํ�าดี       และโดยรวมพบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวนเพียง 11 ไอโซเลต ที�ทนในสภาวะเกลือนํ�าดีไดดี้
โดยแบคทีเรียกรดแลคติกทั�ง 11 ไอโซเลต ดงักล่าวไดแ้ก่ ไอโซเลต FM16, FM18, FM20, FM21, PM1-6, 
PM1-11, PM1-15, PM1-23,  PM2-9,  PM2-13  และ PM11-5 
 

1.4. ความเป็นพษิของแบคทเีรียกรดแลคติกต่อการย่อยสลายเม็ดเลอืดแดง 

 การทดสอบความเป็นอนัตรายของแบคทีเรียกรดแลคติกที�แยกได ้ โดยทดสอบการยอ่ยสลายเมด็
เลือดแดงของมนุษย ์ ซึ� งหากมีแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลตใดที�ยอ่ยสลายเมด็เลือดแดงไดก้็แสดงวา่
แบคทีเรียไอโซเลตนั�นสามารถเป็นอนัตรายต่อร่างกายของมนุษยเ์ราได ้ ผลจากการนาํแบคทีเรียทั�ง 11       
ไอโซเลตที�มีคุณสมบติัการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารไดดี้มาทดสอบ พบวา่แบคทีเรียกรดแลคติก
ทั�ง 11 ไอโซเลต คือไอโซเลต FM16, FM18, FM20, FM21, PM1-6, PM1-11, PM1-15, PM1-23,  PM2-9,  
PM2-13  และ PM11-5 ใหผ้ลทดสอบแบบแกมมา (γ - hemolysis) คือไม่เกิดบริเวณใสรอบโคโลนีหรือไม่มี
การยอ่ยสลายเมด็เลือดแดง ซึ�งแสดงวา่แบคทีเรียทั�งหมดมีความปลอดภยัต่อผูบ้ริโภค 
 
1.5. การยดึเกาะของแบคทเีรียกรดแลคติกกบัเซลล์เยืBอบุผิวของลาํไส้ โดยวธีิ hydrophobicity 
 ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการยดึเกาะเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ โดยวธีิ 
hydrophobicity ซึ� งทาํการทดสอบกบัสารไฮโดรคาร์บอน 3 ชนิด คือ Hexadecane, Toluene และ Xylene ผล
ที�ไดพ้บวา่จากแบคทีเรียที�ทดสอบ 11 ไอโซเลตนั�น มีเพียงแบคทีเรียจาํนวน 8 ไอโซเลต คือ FM20, PM1-6, 
PM1-11, PM1-15, PM1-23,  PM2-9,  PM2-13  และ PM11-5 ที�มีประสิทธิภาพเกิด hydrophobic กบั
ไฮโดรคาร์บอนทั�ง 3 ชนิด ซึ� งจะมีค่า hydrophobic แตกต่างกนัออกไป แต่ทั�งนี� จะมีเพียง 3 ไอโซเลต คือ 

PM1-15, PM1-23 และ PM11-5 ที�ใหค้่า hydrophobicity กบัไฮโดรคาร์บอนทั�ง 3 ชนิด มากกวา่ 45 
เปอร์เซ็นต ์(ตารางที� 2) 
 
 1.6. ประสิทธิภาพของแบคทเีรียกรดแลคติกต่อการยบัยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 ความสามารถของแบคทีเรียกรดแลคติกจาํนวน 8 ไอโซเลต ไดแ้ก่ไอโซเลต FM20, PM1-6, PM1-
11, PM1-15, PM1-23,  PM2-9,  PM2-13  และ PM11-5 ต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ ผลการ
ทดลองที�ไดพ้บวา่มีเพียง 4 ไอโซเลตเท่านั�น คือไอโซเลต FM20, PM1-23,  PM2-13  และ PM11-5 ที�มี



 

 

ความสามารถยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้มากกวา่ 10 เปอร์เซ็นต ์ โดยไอโซเลต PM2-13 มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดสู้งที�สุด คือ 25 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะที�ไอโซเลต 

FM20, PM1-23  และ PM11-5  ก็มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้อยูใ่นช่วง       
11-13 เปอร์เซ็นต ์ (ตารางที� 3) 
 

ตารางทีB 2  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการเกิด hydrophobicity  กบัสาร
ไฮโดรคาร์บอน  (Mean ± SD, n = 3)  

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตารางทีB 3  ประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลคติกต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง          
ลาํไส้  (Mean ± SD, n = 5)  

 
 
  

 
 
 
 
 
 
 

 
แบคทีเรียกรดแลคติก 

Hydrophobicity (%) 

Hexadecane Toluene Xylene 

FM20 4.4 ± 1.2 2.8 ± 0.3 2.4 ± 0.5 
PM1-6 21.3 ± 0.3 24.1 ± 1.4 20.9 ± 2.3 

PM1-11 6.9 ± 1.0 3.4 ± 3.4 5.0 ± 2.4 
PM1-15 57.4 ± 0.4 46.6 ± 2.1 49.4 ± 5.7 
PM1-23 61.6 ± 3.0 65.5 ± 3.8 53.5 ± 4.9 
PM2-9 46.7 ± 2.8 42.9 ± 2.6 35.6 ± 2.4 
PM2-13   33.3 ± 7.5 22.9 ± 2.5 13.8 ± 2.7 
PM11-5 45.4 ± 1.2 64.8 ± 5.8 56.1 ± 6.6 

แบคทีเรียกรดแลคติก Antiproliferation (%) 

FM20 11 ± 2 
PM1-23 13 ± 1 
PM2-13   25 ± 4 
PM11-5 11 ± 4 



 

 

1.7. ประสิทธิภาพการต้านทานต่อยาปฏิชีวนะของแบคทเีรียกรดแลคติก 

การทดสอบการตา้นทานยาปฏิชีวนะ 12 ชนิด ของแบคทีเรียทั�ง 4 ไอโซเลต คือไอโซเลต FM20, 
PM1-23,  PM2-13  และ PM11-5  ผลการทดสอบที�ไดพ้บวา่ทุกไอโซเลตสามารถตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ 
(resistant) ชนิด Kanamycin, Nalidixic acid, Penicillin และ Streptomycin นอกจากนั�นยงัพบวา่ทุกไอโซเลต
ยงัไวต่อยาปฏิชีวนะ (sensitive) ต่อยา Chloramphenicol  ในขณะที�แบคทีเรียทั�ง 4 ไอโซเลตดงักล่าวมี
ความสามารถในการตา้นทานหรือมีความไวต่อยาปฏิชีวนะชนิด Ampicillin, Bacitracin, Cephalothin, 
Erythromycin, Gentamycin, Penicillin, Tetracycline และ Vancomycin แตกต่างกนัออกไป  (ตารางที� 4) 

 
ตารางทีB 4  การตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะของแบคทีเรียกรดแลคติก 

 
หมายเหตุ : R (ตา้นทานยาปฏิชีวนะ),  S (ไวต่อยาปฏิชีวนะ) และ MS (ไวต่อยาปฏิชีวนะปานกลาง) 

ชนิดของยาปฏิชีวนะ 
ความ

เขม้ขน้ 
(µg) 

ไอโซเลต 

FM20 PM1-23 PM2-13 PM11-5    

Broad spectrum 
Chloramphenicol 

Tetracycline 

 
30 
30 

 
S 
S 

 
S 
R 

 
S 
S 

 
S 
S 

Gram-positive spectrum 
Bacitracin 

Erythromycin 
Vancomycin 

Gram-negative spectrum 

Nalidixic acid 
Aminoglycoside 

Gentamycin 
Kanamycin 

Streptomycin 

β−Lactams 
Ampicillin 

Cephalothin 
Penicillin 

 
10 
15 
30 

 
30 

 
10 
30 
10 

 
10 
30 
10 

 
R 
S 
S 
 

R 
 

R 
R 
R 
 

S 
R 
R 

 
S 

MS 
R 
 

R 
 

S 
R 
R 
 

R 
R 
R 

 
S 
S 
R 
 

R 
 

S 
R 
R 
 

S 
R 
R 

 
S 
S 
R 
 

R 
 

S 
R 
R 
 

S 
S 
R 



 

 

1.8. การจัดจําแนกแบคทเีรียโปรไบโอติกโดยการเปรียบเทยีบลาํดับเบสของดีเอน็เอในส่วนของยนี 16S 

rRNA 

 ผลจากการคดัเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติกได ้ 4 ไอโซเลต คือไอโซเลต FM20, PM1-23, PM2-13 
และ PM11-5   ซึ� งมีคุณสมบติัในการเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็ง
ลาํไส้ไดดี้ ดงันั�นจึงนาํแบคทีเรียเหล่านี�มาจาํแนกชนิดโดยการเปรียบเทียบลาํดบัเบสของดีเอ็นเอในส่วนของ
ยนี 16S rRNA กบัฐานขอ้มูลใน GenBank  

ผลการจดัจาํแนกชนิดของแบคทีเรียพบวา่ไอโซเลต FM20 มีความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
Enterococcus faecium 100 เปอร์เซ็นต ์ (accession no : HQ293030.1) ไอโซเลต PM1-23 มีความคลา้ยคลึง
กบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum 99.9 เปอร์เซ็นต ์ (accession no : GU372710.1) ไอโซเลต 
PM2-13 มีความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum 100 เปอร์เซ็นต ์ (accession no : 
JN573606.1) และไอโซเลต PM11-5 มีความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Lactobacillus zeae 99.6 
เปอร์เซ็นต ์(accession no: AB362765.1) 

การจดัเรียกชื�อใหม่ของแบคทีเรียที�จดัจาํแนกชนิดได ้ โดยมีการจดัเรียกชื�อใหม่ดงันี�  ไอโซเลต 
FM20 มีการจดัเรียกชื�อใหม่วา่ Enterococcus faecium FM20 ไอโซเลต PM1-23 มีการจดัเรียกชื�อใหม่วา่ 
Lactobacillus plantarum PM1-23 ไอโซเลต PM2-13 มีการจดัเรียกชื�อใหม่วา่ Lactobacillus plantarum 
PM2-13 และไอโซเลต PM11-5 มีการจดัเรียกชื�อใหม่วา่ Lactobacillus zeae PM11-5  
 
1.9. แบคทเีรียโปรไบโอติกสําหรับการนําไปประยุกต์ใช้ในผลติภัณฑ์โยเกิร์ต 

 การพิจารณาคดัเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติกสาํหรับการนาํไปหมกั หรือเสริมในกระบวนการหมกั
นมหมกั (โยเกิร์ต) เนื�องจากการคดัเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติกที�มีคุณสมบติัที�ดีในการยบัย ั�งการเจริญ 
เติบโตของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ในครั� งนี�  มีแบคทีเรียโปรไบโอติกที�มีคุณสมบติัที�ดี 4 ชนิด คือ E. faecium 
FM20, L. plantarum PM1-23, L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ซึ� งคณะผูว้จิยัจะนาํเอาแบคทีเรีย
โปรไบโอติกเพียง 2 ชนิด ไปศึกษาการหมกัหรือหมกัเสริมในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตเท่านั�น โดยคณะผูว้จิยัจะ
คดัเลือกโดยพิจารณาจาก 2 ปัจจยัดงันี�  คือ อตัราการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้และชนิดของ
แบคทีเรียโปรไบโอติกที�นิยมหมกัในโยเกิร์ต 
  ผลจากการพิจารณาตามปัจจยัดงักล่าว คณะผูว้จิยัจึงตดัสินใจเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติกชนิด            
L. plantarum PM2-13 ดว้ยสาเหตุที�มีอตัราการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้มากที�สุด คือ 25 
เปอร์เซ็นต ์ และชนิด L. zeae PM11-5 ดว้ยเหตุผลมาจากการที�มีการใชแ้บคทีเรียชนิดนี�มาทาํการหมกัและ
หรือหมกัเสริมในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
 
 
 



 

 

1.10. ความสามารถของแบคทเีรียโปรไบโอติกในการผลติกรดไขมันสายสั�น (Short chain fatty acid) 

 การผลิตกรดไขมนัสายสั�นของแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 และ  

L. zeae PM11-5 พบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ มีการผลิตกรดไขมนัสายสั�นทั�ง 3 ชนิด ไดแ้ก่ 
acetic, propionic และ butyric โดยที� L. plantarum PM2-13 ผลิตกรดไขมนัสายพนัธ์ุอยูใ่นช่วง 1.5 – 2.8 
ppm ในขณะที�  L. zeae PM11-5 มีอตัราการผลิตกรดไขมนัสายสั�นนอ้ยกวา่ L. plantarum PM2-13 เล็กนอ้ย 
โดยผลิตอยูใ่นช่วง 1.3-1.9 ppm (ตารางที� 5) 
 
ตารางทีB 5  ประสิทธิภาพการผลิตกรดไขมนัสายสั�นของแบคทีเรียโปรไบโอติก  (Mean ± SD, n = 3)  

 
 
2. การผลติผลติภัณฑ์โยเกิร์ตเสริมแบคทเีรียโปรไบโอติก และการศึกษาประสิทธิภาพของโยเกิร์ตในการ

ยบัยั�งการเจริญของเซลล์มะเร็งลาํไส้  

การนาํแบคทีเรียโปรไบโอติกมาประยกุตใ์นผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต โดยการใชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกมา
หมกัหรือหมกัเสริมในการผลิตโยเกิร์ต จากนั�นทาํการศึกษาคุณภาพหรือคุณสมบติัของแบคทีเรียโยเกิร์ต
เพื�อใหมี้ความเหมาะสมสาํหรับผูบ้ริโภค ในขั�นตอนสุดทา้ยมีการศึกษาประสิทธิภาพของโยเกิร์ตต่อการ
ยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ ซึ� งผลของการหมกัหรือการหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกใน
การผลิตผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตมีดงัต่อไปนี�  
 
2.1. ระยะเวลาในการหมักผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วยแบคทเีรียโปรไบโอติก 
 ผลจากการนาํแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 ชนิด คือ L. plantarum PM2-13 และ  L. zeae PM11-5 มาทาํ
การหมกัหรือหมกัเสริมในกระบวนการผลิตโยเกิร์ต และทาํการเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที�ทาํการหมกั
ดว้ยหวัเชื�อหมกัเท่านั�น คือหวัเชื�อหมกัชนิด S. thermophillus TISTR 458 และ L. bulgaricus TISTR 895 
ระยะเวลาที�ทาํการหมกัทั�งในกลุ่มควบคุมและกลุ่มโปรไบโอติกนั�น ใชเ้วลาในการหมกัไม่แตกต่างกนั คือใช้
เวลาในการหมกั 8 ชั�วโมง และ 40 นาที โดยที� pH ของโยเกิร์ตค่อยๆ ลดลงตามระยะเวลาที�ใชใ้นการหมกั
เพิ�มขึ�น (ตารางที� 6)  

 

แบคทีเรียโปรไบโอติก 
Short chain fatty acids (ppm) 

Acetic acid Propionic acid Butyric acid 

Lactobacillus plantarum PM2-13   2.6 ± 0.1 2.8 ± 0.2 1.5 ± 0.1 
Lactobacillus zeae PM11-5 1.9 ± 0.4 1.9 ± 0.6 1.3 ± 0.3 



 

 

 ตารางทีB 6  ระยะเวลาในการหมกัและการลดลงของค่า pH ในกระบวนการผลิตโยเกิร์ตที�มีการหมกัหรือ
หมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 

 

 
 
 2.2. ปริมาณของหัวเชื�อหมักและแบคทเีรียโปรไบโอติกในผลติภัณฑ์โยเกิร์ตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วย

แบคทเีรียโปรไบโอติก 
 ปริมาณของหวัเชื�อหมกัโยเกิร์ตในช่วงเวลาการเก็บรักษาโยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั ในกลุ่มควบคุม
พบวา่ปริมาณของ  S. thermophilus TISTR 458 มีปริมาณลดลงในช่วงสัปดาห์ที� 3-4 คือเริ�มตน้ที� 6.93 × 108 
CFU/ml และมีจาํนวนลดลงเหลือ 6.08 × 107 และ 2.33 × 107 CFU/ml ในสัปดาห์ที� 3 และ 4 ตามลาํดบั 
ในขณะที�กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 
จะมีจาํนวน   S. thermophilus TISTR 458 ลดลงเล็กนอ้ย อาทิ เริ�มตน้ที� 6.62 × 108 และ 6.10 × 108 CFU/ml 
ลดลงในสัปดาห์ที� 4 เหลือจาํนวน 2.33 × 108 และ 1.38 × 108 CFU/ml ของกลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย
แบคทีเรียโปรไบโอติกชนิด  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ตามลาํดบั (ตารางที� 7)  
  จาํนวนของ L. bulgaricus TISTR 895 ในช่วงเวลาการเก็บรักษาโยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั พบวา่ทั�ง
ในกลุ่มควบคุม กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 มีปริมาณของ       
L. bulgaricus TISTR 895 ลดลงค่อนขา้งมากใกลเ้คียงกนัตั�งแต่สัปดาห์ที� 2, 3 และ 4 โดยที�ในสัปดาห์ที� 4 มี
จาํนวน L. bulgaricus TISTR 895 เหลืออยูป่ริมาณ 2.41 × 107, 5.55 × 107 และ 2.97 × 107 CFU/ml ในกลุ่ม
ควบคุม กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกชนิด   L. plantarum PM2-13 และ L. zeae 
PM11-5 ตามลาํดบั (ตารางที� 8)  
 

 

ระยะเวลาในการหมกั 
(ชั�วโมง : นาที) 

pH 
Control L. plantarum PM2-13 L. zeae PM11-5 

0 6.50 6.50 6.50 

2 6.34 6.42 6.34 

4 6.04 6.11 5.98 

6 5.45 5.47 5.35 

8 4.81 4.75 4.62 

8 : 40 4.60 4.56 4.53 



 

 

ตารางทีB 7  ปริมาณของ S. thermophilus TISTR 458 (CFU/ml) ในช่วงระยะเวลา 28 วนั ของการเก็บรักษา
ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

 
 

ตารางทีB 8   ปริมาณของ L. bulgaricus TISTR 895 (CFU/ml) ในช่วงระยะเวลา 28 วนั ของการเก็บรักษา
ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 
 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย L. plantarum PM2-13 แลว้ทาํการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตดงักล่าวเป็นเวลา 28 วนั ผลจากการตรวจนบัแบคทีเรียโปรไบโอติกดงักล่าวในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต
พบวา่จาํนวนของ  L. plantarum PM2-13 ยงัคงมีเหลือปริมาณจาํนวนมากตลอดอายกุารเก็บรักษา ซึ� งปริมาณ
จาํนวนดงักล่าวเป็นความเขม้ขน้ที�เพียงพอสาํหรับแบคทีเรียโปรไบโอติก ที�สามารถประยกุตใ์ชใ้นการ
บาํบดัรักษาโรคไดดี้ โดยปริมาณของ L. plantarum PM2-13 ที�คงเหลือในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในสัปดาห์ที�        
3 และ 4  คือจาํนวน  5.35 × 108 และ 4.06 × 108 CFU/ml ตามลาํดบั (ตารางที� 9)  

 
  

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
S. thermophilus TISTR 458   (CFU/ml) 

วนัที� 1 วนัที� 7 วนัที� 14 วนัที� 21 วนัที� 28 

Control 6.93 × 108 6.34 × 108 1.23 109 6.08 × 107 2.33 × 107 

L. plantarum PM2-13 6.62 × 108 7.27 × 108 6.50 × 108 1.67 × 108 2.33 × 108 

L. zeae PM11-5 6.10 × 108 8.80 × 108 5.13 × 108 2.22 × 108 1.38 × 108 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
L. bulgaricus TISTR 895 (CFU/ml) 

วนัที� 1 วนัที� 7 วนัที� 14 วนัที� 21 วนัที� 28 

Control 1.94 × 109 4.04 × 109 3.33 × 107 1.19 × 107 2.41 × 107 

L. plantarum PM2-13 4.71 × 109 2.00 × 107 2.30 × 108 3.68 × 108 5.55 × 107 

L. zeae PM11-5 1.73 × 108 6.03 × 108 2.50 × 108 6.53 × 108 2.97 × 107 



 

 

 กลุ่มผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย L. zeae PM11-5 และทาํการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตดงักล่าวเป็นเวลา 28 วนั โดยจาํนวนแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตดงักล่าวมีปริมาณใน     
วนัที�  1 เป็นจาํนวน 1.82 × 109 CFU/ml ในขณะที�สัปดาห์ที� 2-4 ปริมาณของแบคทีเรียโปรไบโอติกลดลง
เล็กนอ้ย ซึ� งปริมาณจาํนวนที�เหลือจาํนวนมากตลอดอายกุารเก็บรักษาดงักล่าวเป็นความเขม้ขน้ที�เพียงพอ
สาํหรับแบคทีเรียโปรไบโอติกที�สามารถประยกุตใ์ชใ้นการบาํบดัรักษาโรคไดดี้ โดยปริมาณของ L. zeae 
PM11-5 ที�คงเหลือในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในสัปดาห์ที� 3 และ 4 คือจาํนวน  1.44 × 108 และ 1.54 × 108 
CFU/ml ตามลาํดบั (ตารางที� 9) 
 

ตารางทีB 9   ปริมาณของแบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติก (CFU/ml) ในช่วงระยะเวลา 28 วนั ของการเก็บ
รักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
แบคทีเรียโปรไบโอติก (CFU/ml) 

วนัที� 1 วนัที� 7 วนัที� 14 วนัที� 21 วนัที� 28 

Control - - - - - 

L. plantarum PM2-13 3.60 × 109 9.42 × 108 8.60 × 108 5.35 × 108 4.06 × 108 

L. zeae PM11-5 1.82 × 109 4.10 × 108 8.93 × 108 1.44 × 108 1.54 × 108 

 
 

2.3.  การเปลีBยนแปลงค่า pH ของโยเกร์ิตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วยแบคทเีรียโปรไบโอติกในระหว่าง 

กระบวนการเกบ็รักษา  

 ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในทุกกลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก
ทั�ง  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ต่างก็มีค่าการเปลี�ยนแปลงของ pH นอ้ยมาก อาทิ ในกลุ่ม
ควบคุม วนัที� 1 จะมีค่า pH เท่ากบั 4.25 แต่เมื�อทาํการเก็บรักษาเป็นเวลา 28 วนั ค่า pH ก็เพิ�มขึ�นเล็กนอ้ยมีค่า
เท่ากบั pH 4.4  (ตารางที� 10) 
 กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae 
PM11-5  ก็มีค่าการเปลี�ยนแปลง pH เพิ�มขึ�นเล็กนอ้ยเช่นเดียวกนักบักลุ่มควบคุม เช่น ในวนัที� 1 ค่า pH 
เท่ากบั 4.41 และ 4.44 แลว้เพิ�มขึ�นเล็กนอ้ยเป็น pH 4.47 และ 4.48 ในกลุ่ม  L. plantarum PM2-13 และ        
L. zeae PM11-5 ตามลาํดบั (ตารางที� 10)    
  



 

 

ตารางทีB 10  การเปลี�ยนแปลงค่าของ pH ในกระบวนการเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�มีการหมกัหรือหมกั
เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
pH 

วนัที� 1 วนัที� 7 วนัที� 14 วนัที� 21 วนัที� 28 

Control 4.25 4.26 4.32 4.46 4.40 

L. plantarum PM2-13 4.41 4.2 4.31 4.38 4.47 

L. zeae PM11-5 4.44 4.26 4.32 4.46 4.48 

 

2.4.  ปริมาณกรดทั�งหมด (เปอร์เซ็นต์) ของผลติภัณฑ์โยเกิร์ตในระหว่างกระบวนการเก็บรักษาการ  
 ความเป็นกรดของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�หมกัดว้ยหวัเชื�อหมกั คือ กลุ่มควบคุม และกลุ่มที�หมกัหรือ
หมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 ชนิด คือ  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ต่างก็มีค่า
ความเป็นกรดเพิ�มขึ�นทุกๆ สัปดาห์ และเพิ�มขึ�นสูงที�สุดในสัปดาห์ที� 4 ของช่วงเวลาที�ทาํการเก็บรักษา 

กลุ่มควบคุม กลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง  L. plantarum PM2-13 และ 
L. zeae PM11-5  มีค่าความเป็นกรดในสัปดาห์แรกเท่ากบั 0.96, 0.90 และ 0.87 เปอร์เซ็นต ์ เพิ�มสูงขึ�นใน
สัปดาห์ที� 4 โดยมีค่าเท่ากบั 1.17, 1.05 และ 1.11 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั (ตารางที� 11) 
 
2.5. คุณค่าทางโภชนาการของผลติภัณฑ์โยเกร์ิตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วยแบคทเีรียโปรไบโอติก 

 การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต โดยการวิเคราะห์โภชนะของผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก ผลการวเิคราะห์คุณค่าทางโภชนาการ เช่น โปรตีน 
ของแขง็ เถา้ และไขมนั ทั�งในวนัที� 1 (ตารางที� 12) และวนัที� 28 (ตารางที� 13) ของโยเกิร์ต พบวา่คุณค่าทาง
โภชนาการ คือ โปรตีน ของแขง็ เถา้ และไขมนั มีค่าไม่แตกต่างกนัทางสถิติ  

คุณค่าทางโภชนาการในวนัที� 1 โดยพบวา่โปรตีนมีค่าอยูใ่นช่วง 3.26 – 3.39 เปอร์เซ็นต ์ของแขง็อยู่
ในช่วง 17.76 – 19.01 เปอร์เซ็นต ์ เถา้อยูใ่นช่วง 0.82-0.85 เปอร์เซ็นต ์ และไขมนัอยูใ่นช่วง 1.57 – 1.81  
เปอร์เซ็นต ์(ตารางที� 12) 



 

 

คุณค่าทางโภชนาการในวนัที� 28 โดยพบวา่โปรตีนมีค่าอยูใ่นช่วง 3.29 – 3.56 เปอร์เซ็นต ์ของแขง็
อยูใ่นช่วง 18.57 – 19.23 เปอร์เซ็นต ์ เถา้อยูใ่นช่วง 0.71-0.81 เปอร์เซ็นต ์ และไขมนัอยูใ่นช่วง 1.82 – 1.85  
เปอร์เซ็นต ์(ตารางที� 13) 
 

ตารางทีB 11  ค่าความเป็นกรดของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�มีการหมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก
ในช่วงกระบวนการเก็บรักษา 

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
ค่าความเป็นกรด (เปอร์เซ็นต)์ 

วนัที� 1 วนัที� 7 วนัที� 14 วนัที� 21 วนัที� 28 

Control 0.96 1.02 1.08 1.17 1.17 

L. plantarum PM2-13 0.9 0.99 0.96 1.02 1.05 

L. zeae PM11-5 0.87 0.96 1.05 1.02 1.11 

 

ตารางทีB 12  คุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต (วนัที� 1) ที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรีย     
โปรไบโอติก (Mean ± SD, n = 3) 

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
คุณค่าทางโภชนาการ (เปอร์เซ็นต)์ 

โปรตีน ของแขง็ เถา้ ไขมนั 

Control 3.39 ± 0.03a 19.01 ± 0.19a 0.82 ± 0.02a 1.75 ± 0.36a 

L. plantarum PM2-13 3.51 ± 0.53a 17.76 ± 0.92a 0.84 ± 0.05a 1.57 ± 0.02a 

L. zeae PM11-5 3.35 ± 0.22a 18.74 ± 0.09a 0.85 ± 0.06a 1.81 ± 0.22a 

 

 

 



 

 

ตารางทีB 13  คุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต (วนัที� 28) ที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรีย     
โปรไบโอติก (Mean ± SD, n = 3) 

 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 
คุณค่าทางโภชนาการ (เปอร์เซ็นต)์ 

โปรตีน ของแขง็ เถา้ ไขมนั 

Control 3.69 ± 0.18a 19.23 ± 0.08a 0.81 ± 0.02a 1.85 ± 0.11a 

L. plantarum PM2-13 3.30 ± 0.12a 18.57 ± 0.10a 0.71 ± 0.13a 1.88 ± 0.15a 

L. zeae PM11-5 3.56 ± 0.14a 18.74 ± 0.31a 0.08 ± 0.01a 1.82  ± 0.05a 

 

 

2.6.  การยอมรับและการทดสอบทางประสาทสัมผัสของผลิตภัณฑ์โยเกิร์ตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วย

แบคทเีรียโปรไบโอติก 

การยอมรับผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกในครั� งนี�  ผูว้ิจยัไดน้าํ
ผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตไปให้ผูบ้ริโภคจาํนวน 71 คน ไดชิ้มและให้คะแนนตามคุณลกัษณะต่างๆ ที�เป็นขอ้บ่งชี�
คุณภาพของโยเกิร์ต และทาํการเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที�หมกัโดยหวัเชื�อหมกัโยเกิร์ต ผลการทดสอบ
ทางประสาทสัมผสัตามคุณลกัษณะของโยเกิร์ตที�ประกอบดว้ย ลกัษณะปรากฏ สี กลิ�น รสชาติ เนื�อสัมผสั 
และความชอบโดยรวม ผลที�ได้พบว่าโยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมด้วยแบคทีเรียโปรไบโอติกมีคะแนน
ความชอบตามคุณลกัษณะที�ดีของโยเกิร์ตไม่แตกต่างกนัทางสถิติกบักลุ่มควบคุม (ตารางที� 14) 
 คะแนนการยอมรับผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกจากผูบ้ริโภค โดยพบวา่ไดค้ะแนนในทุก

คุณลกัษณะที�ดีของโยเกิร์ตมากกวา่ 6 คะแนน จากคะแนนเตม็ 9 คะแนน หรืออยูใ่นระดบัคะแนนค่อนขา้ง

ชอบ โดยเฉพาะคะแนนความชอบโดยรวมในกลุ่มที�หมกั หรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกชนิดทั�ง       

L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5  ก็ไดค้ะแนนจากผูบ้ริโภคเป็นคะแนน 6.76 และ 6.72 คะแนน

ตามลาํดบั (ตารางที� 14) 

 

 



 

 

ตารางทีB 14  คะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย

แบคทีเรียโปรไบโอติก (Mean ± SD, n = 71) 

ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 

คุณลกัษณะของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต 

ลกัษณะ
ปรากฏ 

สี กลิ�น รสชาติ เนื�อสมัผสั 
ความชอบ
โดยรวม 

Control 6.55 ± 1.31a 6.79 ± 1.25a 6.49 ± 1.26a 6.73 ± 1.58a 6.10 ± 1.4a 6.72 ± 1.29a 

L. plantarum PM2-1 6.54 ± 1.32a 6.73 ± 1.29a 6.62 ± 1.41a 6.38 ± 1.67a 6.24 ± 1.45a 6.76 ± 1.29a 

L. zeae PM11-5 6.54 ± 1.46a 6.82 ± 1.31a 6.51 ± 1.53a 6.59 ± 1.91a 6.31 ± 1.51a 6.72 ± 1.44a 

 

2.7.  ประสิทธิภาพของโยเกิร์ตทีBหมักหรือหมักเสริมด้วยแบคทเีรียโปรไบโอติกต่อการยับยั�งการเจริญของ

เซลล์มะเร็งลาํไส้ 

 การยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ดว้ยโยเกิร์ตที�เสริม และไม่ไดเ้สริมแบคทีเรียโปรไบโอติก
ในครั� งนี�  ผลการทดลองที�ไดพ้บวา่ในโยเกิร์ตที�เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง  L. plantarum PM2-13 
และ L. zeae PM11-5 มีประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้สูงกวา่กลุ่มควบคุม        
โดยกลุ่มที�เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก  L. plantarum PM2-13 มีประสิทธิภาพยบัย ั�งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งลาํไส้มากกวา่กลุ่มควบคุม 1.17 เท่า ในขณะที�กลุ่มที�เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก  L. zeae 
PM11-5 มีความสามารถในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้มากกวา่กลุ่มควบคุม 1.47 เท่า  
 

 
  

 
  



 

 

วจิารณ์ผลการวจัิย 

 
 การประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกในการป้องกนัและบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้นั�น ปัจจุบนั
กาํลงัไดรั้บความสนใจและมีการศึกษาวจิยักนัอยา่งกวา้งขวาง (Thirabunyanon and Hongwittayakorn, 2013) 
ทั�งนี� เนื�องจากสามารถพฒันารูปแบบและประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกในการป้องกนัและรักษาโรคได้
หลากหลายรูปแบบ เช่น แบบเมด็ยา แบบผสมนํ�า หรือแบบอาหารฟังกช์นั (functional food) ในอาหาร
หลายๆ ชนิด เช่น นมเปรี� ยว โยเกิร์ต และเนย เป็นตน้ แต่อยา่งไรก็ตามยงัมีหลายๆ ปัจจยัที�จะทาํใหก้าร
ประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกในการป้องกนั และหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ไดเ้ป็นผลสาํเร็จที�ดี  
ดงัเช่น สายพนัธ์ุเฉพาะของแบคทีเรียที�เหมาะสมสาํหรับอาหารฟังกช์นั คุณสมบติัเฉพาะของแบคทีเรีย               
โปรไบโอติกที�มีประสิทธิภาพในการตา้นโรคมะเร็งลาํไส้ และการเปลี�ยนแปลงคุณภาพหรือคุณสมบติัของ
อาหารฟังกช์นัเมื�อมีการเสริมแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภณัฑ ์เป็นตน้ 
 การศึกษาครั� งนี� มีจุดมุ่งหมายหลกัในการพฒันาผลิตภณัฑ์อาหารฟังกช์นัในกลุ่ม โยเกิร์ต ทั�งนี�
เพื�อให้โยเกิร์ตที�ผลิตไดนี้� มีประสิทธิภาพในการนาํไปประยกุตใ์ชเ้พื�อการบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ได ้ ซึ� ง
ในปัจจุบนัสาเหตุการตายเป็นลาํดบัหนึ�งก็มีสาเหตุมาจากโรคมะเร็ง  และชนิดของมะเร็งที�พบมากและเป็น
สาเหตุลาํดบัตน้ๆ ที�ทาํใหเ้สียชีวติทั�งในผูช้ายและผูห้ญิงก็คือโรคมะเร็งลาํไส้  (ภทัรวนิฑแ์ละรังสิยา, 2554) 
โรคมะเร็งลาํไส้มีสาเหตุเกิดจากพฤติกรรมการรับประทานอาหารที�ไม่ถูกหลกัโภชนาการ อาทิ การ
รับประทานอาหารประเภทไขมนัสูง และหรือมีการรับประทานอาหารที�มีกากใยนอ้ย เป็นตน้ (Commane   
et al., 2005) การรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ในปัจจุบนัมีหลายวธีิ เช่น การผา่ตดั การฉายรังสี และการใชย้ารักษา
หรือเคมีบาํบดั เป็นตน้ แต่อยา่งไรก็ตามวธีิการรักษาโรคมะเร็งดว้ยวธีิเหล่านี� มีค่าใชจ่้ายที�สูง และไม่สามารถ
ฆ่าหรือทาํลายเซลลม์ะเร็งไดท้ั�งหมด ดงันั�นทางเลือกหนึ�งในการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็ง
ลาํไส้ก็คือ การประยกุตใ์ชแ้บคทีเรียโปรไบโอติกในรูปแบบต่างๆ เช่น อาหารฟังกช์นัในกลุ่มโยเกิร์ต      
เป็นตน้  
 การศึกษาประสิทธิภาพของโยเกิร์ตต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ในครั� งนี�  โดยเริ�ม
จากการเก็บรวมรวบแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ�านมดิบหมกั 31 ตวัอยา่ง ซึ� งรวบรวมแบคทีเรียกรดแลคติก
ไดท้ั�งหมด 284 ไอโซเลต  ซึ� งแบคทีเรียกรดแลคติกดงักล่าวจะถูกนาํไปคดัเลือกคุณสมบติัการเป็นแบคทีเรีย
โปรไบโอติก และนาํไปหมกัและหรือหมกัเสริมผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต จากนั�นทาํการทดสอบความสามารถของ
โยเกิร์ตในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ในขั�นตอนสุดทา้ย ผลจากการนาํแบคทีเรียกรดแลคติก 
284 ไอโซเลต ไปทดสอบประสิทธิภาพในการยบัย ั�งเชื�อก่อโรค 8 สายพนัธ์ุ พบวา่มีเพียง 17 ไอโซเลต ที�มี
ความสามารถในการยบัย ั�งเชื�อก่อโรคเหล่านี�ไดดี้ ซึ� งเป็นที�ทราบกนัดีวา่เชื�อก่อโรคดงักล่าวนี�จะมีกิจกรรม
การผลิตเอนไซมห์ลายๆ ชนิดที�เป็นอนัตราย ตวัอยา่งเช่น เอ็นไซม ์ β-glucuronidase, nitroreductase, 
azoreductase, 7-α-dehydroxylase และ cholesterol dehydrogenase เป็นตน้ ซึ� งเอน็ไซมเ์หล่านี� เป็นสาเหตุทาํ
ก่อใหเ้กิดโรคมะเร็งลาํไส้ได ้ นอกจากนั�นเชื�อก่อโรค  E. coli  และ H. pylori  ก็เป็นสาเหตุที�ก่อใหเ้กิด



 

 

โรคมะเร็งลาํไส้ไดเ้ช่นเดียวกนั (Shmuely et al., 2001; Travaglione et al., 2008) ดงันั�นการยบัย ั�งการเจริญ
ของเชื�อก่อโรคจากแบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติกเหล่านี�นั�น อาจจะมีส่วนในการป้องกนัการเกิด
โรคมะเร็งลาํไส้ในระยะเริ�มตน้ได ้  
 คุณสมบติัที�ดีของแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�น จะตอ้งทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารของ
มนุษยไ์ด ้ จากการทดสอบการทนต่อสภาวะในระบบทางเดินอาหารพบวา่มีเพียงแบคทีเรียกรดแลคติก
จาํนวน 11 ไอโซเลต ที�มีความสามารถอยูร่อดในระบบทางเดินอาหารที�มีทั�งปัจจยัทั�งจากการเป็นกรดและ
จากสภาวะที�มีเกลือนํ�าดี  โดยปกติแลว้การที�แบคทีเรียโปรไบโอติกจะออกฤทธิ� ไดน้ั�นจะตอ้งอยูร่อดใน
สภาวะระบบทางเดินอาหารก่อน จากนั�นแบคทีเรียโปรไบโอติกก็สามารถแบ่งตวัเพิ�มจาํนวนและทาํหนา้ที�
ตามกลไกต่างๆ ต่อไปได ้  ซึ� งสอดคลอ้งกบัแบคทีเรียโปรไบโอติกหลายๆ ชนิดที�สามารถทนต่อสภาวะใน
ระบบทางเดินอาหาร อาทิ L. fermentum ACA-DC 179 (Zoumpopoulou et al., 2008), L. rhamnosus IMC 
501, L. paracasei 502 (Verdenelli et al., 2009) และ L. plantarum CS23 (Gaudana et al., 2010)  
 ความปลอดภยัของแบคทีเรียโปรไบโอติกก็เป็นขอ้สาํคญัอีกหนึ�งปัจจยัที�ตอ้งทาํการพิจารณา ผลการ
ทดลองที�ไดพ้บวา่แบคทีเรียกรดแลคติกทั�ง 11 ไอโซเลต ไม่สามารถยอ่ยเมด็เลือดได ้ ซึ� งผลดงักล่าวแสดง
แบคทีเรียดงักล่าวเป็นสายพนัธ์ุที�ไม่เป็นพิษ (Maragkoudakis et al., 2009) ดงันั�นจึงเหมาะสมที�จะนาํไป
คดัเลือกเพื�อเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกในขั�นตอนต่อไป  
  กลไกหนึ�งที�สาํคญัของแบคทีเรียโปรไบโอติกก็คือ การยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ ซึ� งเป็น
กลไกที�สาํคญัเพราะการยดึเกาะของแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�น จะทาํใหเ้ชื�อก่อโรคไม่มีพื�นที�ในการยดึเกาะ 
ดงันั�นเชื�อก่อโรคก็จะถูกขบัออกนอกร่างกายผา่นระบบทางเดินอาหารจึงไม่สามารถก่อโรคได ้ นอกจากนั�น
เมื�อแบคทีเรียโปรไบโอติกยดึเกาะกบัเซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้แลว้ก็สามารถแบ่งตวัเพิ�มจาํนวนได ้ และ
แบคทีเรียโปรไบโอติกดงักล่าวก็จะแสดงบทบาทหนา้ที�ของตวัเองไดอ้ยา่งเตม็ที� จากการทดลองครั� งนี� มี
แบคทีเรียจาํนวน 8 ไอโซเลต ที�สามารถยดึเกาะกบัไฮโดรคาร์บอนไดดี้ ซึ� งการทดลองครั� งนี�สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของนกัวจิยัที�ไดใ้ชว้ธีิการดงักล่าวในการคดัเลือกแบคทีเรียโปรไบโอติก (Savage, 1992; 
Vinderola and Reinheimer, 2003) 
 การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ โดย
การทดสอบแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 8 ไอโซเลต ผลที�ไดพ้บวา่มีเพียงแบคทีเรียโปรไบโอติกเพียง 4        
สายพนัธ์ุ คือ E. faecium FM20, L. plantarum PM1-23, L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ที�มี
ประสิทธิภาพในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้   ผลที�ไดจ้ากการทดลองครั� งนี�สอดคลอ้งกบั
การศึกษาของ  Ewaschuk et al. (2006) ที�พบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติกกรดแลคติก VSL3 มีความสามารถใน
การยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ได ้ นอกจากนั�นยงัพบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติก 2  สายพนัธ์ุ         
คือ E. faecium RM11 และ L. fermentum RM28 ซึ� งคดัเลือกมาจากนมหมกัก็สามารถยบัย ั�งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้เช่นเดียวกนั (Thirabunyanon et al., 2009) 



 

 

 แบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 มีประสิทธิภาพ
ในการยบัย ั�งการเจริญเติบโตไดดี้ ดงันั�นจึงนาํแบคทีเรียทั�ง 2 สายพนัธ์ุดงักล่าวไปศึกษากลไกในการยบัย ั�ง
การเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ และนาํไปหมกัหรือหมกัเสริมในกระบวนการผลิตโยเกิร์ตต่อไป       กลไก
ในการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ในครั� งนี�  พบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุสามารถ
ผลิตกรดไขมนัสายสั�นชนิด acetic, butyric และ propionic  ทั�งนี� มีรายงานถึงกรดไขมนัสายสั�นที�ผลิตจาก
แบคทีเรียก็เป็นกลไกหนึ�งที�กระตุน้ให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ (Jan et al., 2002) ซึ� งผลการทดลอง
ครั� งนี�สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Thirabunyanon and Hongwittayakorn (2013) ที�พบวา่กรดไขมนัสายสั�นที�
ผลิตจากแบคทีเรียโปรไบโอติกสายพนัธ์ุ Pediococcus pentosaceus FP3, L. salivarius FP25 และ                
L. salivarius FP35 สามารถกระตุน้ให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็งลาํไส้   โดยที�อตัราการตายของเซลลม์ะเร็ง
ลาํไส้จะมีอตัราการตายที�เพิ�มขึ�น ซึ� งสอดคลอ้งกนักบัปริมาณของกรดไขมนัสายสั�นที�ผลิตจากแบคทีเรีย        
โปรไบโอติกในระดบัที�สูงดว้ย  
 การเพิ�มอรรถประโยชน์ของอาหารใหมี้คุณสมบติัที�ดีหรืออาหารฟังกช์นันั�น เป็นแนวคิดหนึ�งที�
ผูว้จิยัไดท้าํการพฒันาผลิตภณัฑอ์าหาร ทั�งนี� เพื�อนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนัและหรือรักษาโรคมะเร็ง
ลาํไส้ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกในงานวจิยัครั� งนี�  ผูว้ิจยัสามารถผลิตโยเกิร์ตเสริมโปรไบโอติกที�มี
วธีิการที�ไม่ยุง่ยากซบัซอ้น ใชเ้วลาในการหมกัโยเกิร์ตไม่แตกต่างกนักบักลุ่มที�ไม่ไดห้มกัดว้ยแบคทีเรีย   
โปรไบโอติกเลย   นอกจากนั�นผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�ผลิตไดก้็มีแบคทีเรียโปรไบโอติกที�มีประสิทธิภาพใน
จาํนวนที�สามารถป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ได ้ กล่าวคือโยเกิร์ตที�หมกัดว้ยแบคทีเรีย               
โปรไบโอติกชนิดทั�ง L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 แลว้ทาํการเก็บรักษาเป็นเวลา 28 วนั และ
เมื�อนาํมาตรวจนบัจาํนวนแบคทีเรียโปรไบโอติกแลว้ก็พบวา่มีจาํนวนไม่นอ้ยกวา่ 108 CFU/ml ซึ� งเป็น
จาํนวนที�แบคทีเรียโปรไบโอติกสามารถออกฤทธิ� ในการป้องกนัและหรือบาํบดัรักษาโรคไดดี้ (Williams, 
2010, Thirabunyanon, 2011)  
   คุณสมบติัทางเคมีกายภาพ เช่น การเปลี�ยนระดบั pH  และปริมาณกรดทั�งหมดของโยเกิร์ตที�หมกั
หรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�น เป็นดชันีที�บ่งบอกถึงคุณภาพหรือคุณสมบติัของโยเกิร์ตที�
ผลิตได ้ กล่าวคือโยเกิร์ตหรือนมเปรี� ยวที�ดีจะตอ้งมีรสออกค่อนขา้งเปรี� ยว ซึ� งการทดลองครั� งนี�สามารถวดั
ปริมาณกรดแลคติกทั�งหมดในช่วงกระบวนการเก็บรักษาโยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั โดยไดค้่าไม่แตกต่างกนั
ระหวา่งกลุ่มทดลอง คืออยูใ่นช่วง 1.05 – 1.17 เปอร์เซ็นต ์     ซึ� งกรดแลคติกดงักล่าวนี� เกิดจากการสร้างและ
หลั�งกรดแลคติกของแบคทีเรียกรดแลคติกที�ใชห้มกัโยเกิร์ตในครั� งนี�  นอกจากนั�นปริมาณกรดแลคติก
ทั�งหมดจะเพิ�มขึ�นเล็กนอ้ยทุกๆ สัปดาห์ ทั�งนี�ก็มีสาเหตุมาจากการสะสมกรดแลคติกที�ผลิตจากแบคทีเรีย        
กรดแลคติกในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�สามารถรอดชีวิตไดต้ลอดอายกุารเก็บรักษา และแบคทีเรียดงักล่าวก็
สามารถสร้างและหลั�งกรดแลคติกออกมาสะสมอยูใ่นผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตได ้ กระบวนการหมกัโยเกิร์ตจะ
เริ�มตน้การหมกันมที� pH 6.5 โดยใชเ้วลาหมกั 8 ชั�วโมง 40 นาที จะมีไดค้่า pH ประมาณ 4.6 ซึ� งเป็นระดบั 
pH ที�นมหมกัดงักล่าวจะกลายเป็นโยเกิร์ต และเมื�อทาํการเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา    



 

 

28 วนั แบคทีเรียกรดแลคติกที�ยงัมีชีวติอยูใ่นผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตก็จะสร้างและหลั�งกรดแลคติกออกมา ซึ� ง
ส่งผลใหร้ะดบั pH ในโยเกิร์ตลดลงเล็กนอ้ยในช่วงอายกุารเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตดงักล่าว  การศึกษา
ครั� งนี�พบวา่สอดคลอ้งกบัรายงานของ Maragkoudakis et al. (2006) ที�พบวา่หลงัจากการเก็บรักษาผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตที�หมกัดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกเป็นเวลา 14 วนั จะมีค่า pH ลดลงเล็กนอ้ย      
 คุณสมบติัหรือคุณค่าทางโภชนาการของโยเกิร์ตที�หมกั หรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 
โดยปกติแลว้การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตนั�น จะเป็นการตรวจสอบการเปลี�ยน 
แปลงคุณลกัษณะที�ดีของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตวา่มีการเปลี�ยนแปลงหรือไม่ ถา้มีการเปลี�ยนในลกัษณะที�ไม่ดี
เท่ากบักลุ่มควบคุมแลว้ การศึกษารูปแบบใดๆ เกี�ยวกบัโยเกิร์ต เช่น การเติมสารเสริมใดๆ ในผลิตภณัฑ์     
โยเกิร์ต หรือการเสริมหวัเชื�อหมกับางชนิดในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ต เป็นตน้ ก็จะไม่เป็นที�ยอมรับในการศึกษา
ครั� งนั�นๆ ดงันั�นในการศึกษาครั� งนี�ผูว้จิยัไดท้าํการศึกษาคุณค่าทางโภชนาการของโยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกั
เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกหลายประการ ทั�งนี� เพื�อเป็นการยนืยนัวา่ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ผลิตไดจ้ากการ
หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�น มีคุณลกัษณะที�ดีไม่ดอ้ยไปกวา่กลุ่มควบคุมหรือกลุ่มที�ใช้
หวัเชื�อหมกัปกติสาํหรับการผลิตโยเกิร์ต การศึกษาคุณค่าทางโภชนาการในงานวิจยัครั� งนี�ประกอบดว้ย การ
วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน การวเิคราะห์ปริมาณของแขง็ การวเิคราะห์ปริมาณเถา้ และการวเิคราะห์ปริมาณ
ไขมนั ซึ� งผลที�ไดพ้บวา่คุณค่าทางโภชนาการเหล่านี� มีค่าไม่แตกต่างกนัระหวา่งกลุ่มที�หมกัหรือหมกัเสริม
ดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกและกลุ่มควบคุม ดงันั�นจึงสามารถสรุปและบ่งชี�ไดว้า่การผลิตโยเกิร์ตดว้ยการ
หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 และ L. zeae 
PM11-5 ไม่มีผลต่อการเปลี�ยนแปลงคุณค่าทางโภชนาการของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเลย  เช่นเดียวกนักบัการ
หมกัโยเกิร์ตดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�น ก็ไม่ทาํให้คุณสมบติัทางเคมีกายภาพของโยเกิร์ตเปลี�ยนแปลง
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมเลย  (Maragkoudakis et al., 2006) รูปแบบการประยกุตใ์ชป้ระโยชน์จากการนาํ
แบคทีเรียโปรไบโอติกเหล่านี�ไปหมกัหรือหมกัเสริมในการผลิตโยเกิร์ตนั�น จะเป็นแนวทางที�เหมาะสมเพื�อ
นาํแบคทีเรียโปรไบโอติกในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตใหก้บัผูบ้ริโภคโดยตรง ทั�งนี� เพื�อประโยชน์ในการป้องกนั
และหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ในที�สุด 
 การทดสอบทางประสาทสัมผสัของโยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก  โดย
ปกติแลว้การศึกษาการทดสอบทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ผลิตไดน้ั�น จะเป็นตวับ่งชี�หรือ
ดชันีบ่งชี�วา่ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตดงักล่าวนี�ไดรั้บการยอมรับจากผูบ้ริโภคมากหรือนอ้ยเท่าใด แต่โดยทั�วไปแลว้
หากผลการทดสอบทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ผลิตขึ�นมาไดน้ั�น ไดค้ะแนนไม่แตกต่างกบั
กลุ่มควบคุมที�ผลิตจากหวัเชื�อหมกัปกติ การแปรผลของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�ผลิตไดนี้� ถือวา่มีคุณลกัษณะหรือ
มีรสชาติที�ดีเทียบเท่ากบัการผลิตดว้ยหวัเชื�อหมกัปกติ หรือมีความหมายอีกดา้นหนึ�งวา่การหมกัหรือหมกั
เสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกนั�นไม่มีผลต่อคุณลกัษณะหรือรสชาติในดา้นลบเลย ดงันั�นถือวา่การพฒันา
ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในครั� งนี�ประสบผลสาํเร็จ  แต่อยา่งไรก็ตามถา้หากไดค้ะแนนทางประสาทสัมผสัดีกวา่
กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติแลว้ ก็แสดงวา่การหมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 



 

 

สามารถทาํใหผ้ลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตมีคุณลกัษณะหรือรสชาติดีกวา่กลุ่มที�หมกัดว้ยหวัเชื�อหมกัปกติ  ซึ� งจะถือวา่
การพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในครั� งนี�ก็ประสบผลสาํเร็จเช่นเดียวกนั          

การพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตดว้ยการหมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ 
คือ L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 ในครั� งนี�นั�น การยอมรับผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเสริม              
แบคทีเรียโปรไบโอติกจากผูท้ดสอบพบวา่ไดค้ะแนนในทุกคุณลกัษณะที�ดีของโยเกิร์ตมากกวา่ 6 คะแนน 
จากคะแนนเตม็ 9 คะแนน หรืออยูใ่นระดบัคะแนนค่อนขา้งชอบ ทั�งนี� โดยคะแนนที�ไดไ้ม่แตกต่างจากกลุ่ม
ควบคุมเลย ดงันั�นสามารถสรุปไดว้า่การพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกในครั� งนี�
ประสบผลสาํเร็จไดด้ว้ยดี   สอดคลอ้งกบัการผลิตผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตโดยการใชห้วัเชื�อหมกัและหมกัเสริม
ดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก Lactobacillus paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037 ที�พบวา่โยเกิร์ต
ดงักล่าวไดค้ะแนนการทดสอบทางประสาทสัมผสัที�ดี  (Maragkoudakis et al., 2006) นอกจากนั�นการเสริม
แบคทีเรียโปรไบโอติก L. paracasei ssp. paracasei ในผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตก็ไม่มีผลต่อการเปลี�ยนแปลง
คะแนนการยอมรับทางประสาทสัมผสัเลย (Pimentel et al., 2013)  

การพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตในรูปแบบอาหารฟังกช์นั โดยเพิ�มอรรถประโยชน์ของผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตสาํหรับการบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ในการวจิยัครั� งนี�  โดยสรุปและแปรผลการวจิยัที�ไดพ้บวา่
โยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 และ       
L. zeae PM11-5 สามารถยบัย ั�งการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ได ้ ซึ� งสามารถแปรผลไดว้า่ผลิตภณัฑ์
โยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติกดงักล่าวนี�  สามารถนาํไปประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนั
และหรือบาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ได ้ โดยผลจากการวจิยัครั� งนี�สอดคลอ้งกบันกัวิจยัหลายๆ ท่านที�ได้
รายงานถึงการประยกุตใ์ชป้ระโยชน์จากโยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก ดงัเช่น 
ประยกุตใ์ชส้าํหรับผูป่้วยโรคเอดส์ (Hemsworth et al., 2011) หรือเพื�อป้องกนัและรักษาบาํบดัโรคมะเร็ง
ลาํไส้ (Balansky et al., 1999; Kumar et al., 2010) เป็นตน้  

การวจิยัครั� งนี� เป็นวธีิการพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเพื�อเพิ�มอรรถประโยชน์ในการป้องกนั และหรือ
บาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้   โดยแบคทีเรียโปรไบโอติกที�คดัเลือกมาจากนํ�านมหมกัและมีประสิทธิภาพใน
การยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ที�ดี 2 สายพนัธ์ุ คือ  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 
สามารถนาํไปหมกัหรือหมกัเสริมในผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตเพื�อการประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนั และหรือบาํบดั 
รักษาโรคมะเร็งลาํไส้ได ้ โดยกลไกของแบคทีเรียโปรไบโอติกในการทาํลายเซลลม์ะเร็งลาํไส้มาจาก 
ความสามารถในการผลิตกรดไขมนัสายสั�นในกลุ่ม acetic, propionic และ butyric   

 
 
 

 
  



 

 

สรุปผลการวจัิย 

 
1. การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกจากนํ�านมดิบหมกั จาํนวน 31 ตวัอยา่ง พบวา่สามารถเก็บรวบ 

รวมแบคทีเรียแกรมบวกที�มีลกัษณะรูปร่างแบบท่อนหรือแบบกลมได ้จาํนวน 284 ไอโซเลต        
2.  การศึกษาคุณสมบติัการเป็นแบคทีเรียโปรไบโอติกจากแบคทีเรียกรดแลคติกที�คดัแยกไดท้ั�งหมด 

284 ไอโซเลต อาทิ คุณสมบติัในการยบัย ั�งการเจริญของเชื�อก่อโรค 8 ชนิด การทนต่อสภาวะแวดลอ้มใน
ระบบทางเดินอาหารที�เป็นกรดและเกลือนํ�าดี การไม่ยอ่ยสลายเมด็เลือดแดง และคุณสมบติัการยดึเกาะกบั
เซลลเ์ยื�อบุผวิของลาํไส้ พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติกเพียง 8 ไอโซเลต เท่านั�นที�มีคุณสมบติัการเป็น
แบคทีเรียโปรไบโอติกที�ดี       
  3. การศึกษาประสิทธิภาพของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่อการยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ 
โดยวธีิการแบบ MTT พบวา่มีแบคทีเรียโปรไบโอติกเพียง 4 ไอโซเลต ที�สามารถยบัย ั�งการเจริญของ
เซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้ประมาณ 11 – 25% 

4. การจดัจาํแนกสายพนัธ์ุของแบคทีเรียโปรไบโอติก โดยการเปรียบเทียบลาํดบั 16S rRNA  กบั
ฐานขอ้มูล GenBank ผลจากการตรวจสอบสายพนัธ์ุและทาํการตั�งชื�อแบคทีเรียโปรไบโอติก ทั�ง 4 สายพนัธ์ุ
ดงันี�   Enterococcus faecium FM20, Lactobacillus plantarum PM1-23, Lactobacillus plantarum PM2-13 
และ Lactobacillus zeae PM11-5 

5. การศึกษากลไกของแบคทีเรียโปรไบโอติกต่อการกระตุน้ให้เกิดการตายของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ 
พบวา่แบคทีเรียโปรไบโอติกที�ดี 2 สายพนัธ์ุ คือ  L. plantarum PM2-13 และ L. zeae PM11-5 สามารถผลิต
กรดไขมนัสายสั�นในกลุ่ม acetic, propionic และ butyric  

6. การพฒันาผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตโดยการหมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุ 
คือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 พบวา่เวลาที�ใชใ้นการหมกัโยเกิร์ตเท่ากบั 8 ชั�วโมง  40 นาที 
โดยใชเ้วลาหมกัเท่ากบักลุ่มควบคุมที�หมกัดว้ย Streptococcus thermophillus TISTR 458 และ Lactobacillus 

bulgaricus TISTR 895  
7. ผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum 

PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 พบวา่มีอตัราการรอดชีวติของแบคทีเรียโปรไบโอติกทั�ง 2 สายพนัธ์ุ สูงกวา่ 
108 CFU/ml ตลอดช่วงเวลาในการเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั  

8. คุณสมบติัทางเคมีกายภาพของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอ-
ติก 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 พบวา่ค่า pH อยูใ่นช่วง 4.41-4.48 ในขณะที�
ปริมาณกรดแลคติกทั�งหมดอยูใ่นช่วง 0.87-1.11 เปอร์เซ็นต ์ระหวา่งช่วงเวลาการเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ต
เป็นเวลา 28 วนั โดยคุณสมบติัทางเคมีกายภาพไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

 
 



 

 

9. คุณสมบติัทางโภชนาการของผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 
2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 พบวา่มีโปรตีนเป็นส่วนประกอบ 3.35-3.56 
เปอร์เซ็นต ์ ของแขง็ 17.76-18.74 เปอร์เซ็นต ์ เถา้ 0.71-0.85 เปอร์เซ็นต ์ และไขมนั 1.57-1.88 เปอร์เซ็นต ์
ระหวา่งช่วงเวลาการเก็บรักษาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเป็นเวลา 28 วนั โดยคุณสมบติัทางโภชนาการไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

10. คะแนนการทดสอบลกัษณะทางประสาทสัมผสัของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ย
แบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สายพนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 พบวา่ลกัษณะปรากฏ สี 
กลิ�น รสชาติ เนื�อสัมผสั และความชอบโดยรวม มีคะแนนมากกวา่ 6 จากคะแนนเตม็ 9 คะแนน โดยคะแนน
การทดสอบลกัษณะทางประสาทสัมผสัไม่มีความแตกต่างทางสถิติเมื�อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

11. ประสิทธิภาพของผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตที�หมกัหรือหมกัเสริมดว้ยแบคทีเรียโปรไบโอติก 2 สาย
พนัธ์ุ คือ L. plantarum PM2-13 หรือ L. zeae PM11-5 สามารถยบัย ั�งการเจริญของเซลลม์ะเร็งลาํไส้ไดดี้
มากกวา่กลุ่มควบคุม  1.17 และ 1.47 เท่า ตามลาํดบั 
 ผลการวจิยัครั� งนี�สามารถพฒันาผลิตภณัฑโ์ยเกิร์ตเพื�อเพิ�มอรรถประโยชน์ในการป้องกนั และหรือ
บาํบดัรักษาโรคมะเร็งลาํไส้ไดดี้ โดยผลิตภณัฑ์โยเกิร์ตที�ผลิตไดไ้ม่มีผลทางดา้นลบต่อการเปลี�ยนแปลง
คุณสมบติัทางเคมีกายภาพ คุณค่าทางโภชนาการ และความชอบของผูบ้ริโภค    
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