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บทคดัย่อ 
 งานวิจยันีม้ีจดุมุง่หมายเพื่อคดัแยกและจ าแนก Bifidobacterium spp. จากเด็กทารก ไก่ และสกุร ตลอดจนศกึษา
คุณสมบัติโพรไบโอติกของ Bifidobacterium spp. ที่คัดแยกได้ พบว่าสามารถคัดแยกแบคทีเรียจ านวน 16 ไอโซเลท                          
ที่มีลกัษณะทางสณัฐานและคุณสมบัติทางชีวเคมีเช่นเดียวกับ  Bifidobacterium spp. และมีสายสมัพันธ์เชิงวิวัฒนาการ
ใกล้ชิดกับ B. animalis เมื่อพิจารณาจากข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA เมื่อศึกษาคุณสมบัติโพรไบโอติก             
ของ B. animalis พบว่ามี 3 สายพนัธุ์ (H1-05, H9-01, H9-02) ที่คดัแยกจากอจุจาระเด็กทารก และ 1 สายพนัธุ์ที่คดัแยกจาก     
มูลลูกสุกร (P8-S01) ที่มีศักยภาพโดดเด่นส าหรับน าไปใช้เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก โดยพบการรอดชีวิตมากกว่า 85 %                 
ทัง้ในสภาวะที่เป็นกรดที่คา่ pH 2.0 และในสภาวะที่มีน า้ดีความเข้มข้น 1 %  มีความสามารถในการยดึเกาะเยื่อเมือกผนงัล าไส้
อยูใ่นระดบัสงูและสามารถทนอณุหภมูิได้สงูสดุที่ 60 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้สายพนัธุ์ P8-S01 มีลกัษณะเดน่  คือ สามารถ
เจริญได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
  
ค าส าคัญ : Bifidobacterium  animalis    โพรไบโอติก    เด็กทารก   ไก่   สกุร 
 
 
 
 
 
 
*Corresponding author. E-mail : patcharanan@go.buu.ac.th  



บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม – สิงหาคม  พ.ศ. 2560 318 

 
 

Abstract 
 This research aimed to isolate and identify Bifidobacterium spp. from infants, chickens, and swines.  
Probiotic properties of isolated Bifidobacterium spp. strains were also evaluated. Total number of 16 bacterial 
isolates inherited morphological and biochemical characteristics of Bifidobacterium spp. were retrieved and they 
were closely related to B. animalis based on phylogenetic analysis of 16S rRNA. Investigation of probiotics 
properties revealed that strains that were isolated from infants’ faeces (H1-05, H9-01 and H9-02) and from piglet 
stool samples (P8-S01) showed the best characteristics of probiotics since they had over 85% survival rate after 
exposure to acidic (pH 2.0) and 1% oxgall conditions. They showed high adhesion efficiency to intestinal mucus 
and they were able to survive at the maximum temperature of 60OC. In addition, strain P8-S01 was able to grow in 
aerobic conditions. 
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บทน า   
 แม้วา่การผลติและการสง่ออกสนิค้าปศสุตัว์ของไทยมีแนวโน้มสงูขึน้อยา่งตอ่เนื่อง แตย่งัคงพบปัญหาและอปุสรรค
หลายอย่าง เช่น การระบาดของโรคในไก่ ปัญหาโรคปากและเท้าเป่ือย โรคท้องร่วงติดต่อในสุกร (BAAC research and 
development center, 2016; Krungsri research, 2016) จากการพบยาปฏิชีวนะตกค้างในเนือ้สตัว์ ตลอดจนการตระหนกัถึง
ความปลอดภยัของผู้บริโภคเป็นหลกั ท าให้จุลินทรีย์โพรไบโอติกถกูน ามาใช้เป็นทางเลือกใหม่ทดแทนยาปฏิชีวนะที่เมื่อเลีย้ง
สตัว์ติดตอ่กนัเป็นระยะเวลานานสง่ผลให้จุลนิทรีย์ในล าไส้เกิดการดือ้ยา เกิดความไมส่มดลุของจลุินทรีย์ในล าไส้และอาจมียา
ปฏิชีวนะตกค้างที่เป็นอนัตรายตอ่ผู้บริโภคได้ (Landers et al., 2012) คณุสมบตัิที่ส าคญัของจลุินทรีย์โพรไบโอติก คือ จะต้อง
สามารถรอดชีวิตได้ในระบบทางเดินอาหารของโฮสต์ซึ่งมีทัง้สภาวะที่เป็นกรดจากน า้ย่อยกระเพาะอาหารไปจนถึงสภาวะที่มี
น า้ดีในล าไส้เล็ก และจะต้องสามารถยึดเกาะกบัเยื่อบผุนงัล าไส้ได้จึงจะไปช่วยปรับสมดลุของจุลินทรีย์ในล าไส้  และช่วยลด
ปริมาณเชือ้ก่อโรคโดยการป้องกนัการครอบครองพืน้ท่ีและการรุกรานของเชือ้ก่อโรค ตลอดจนการสร้างสารท่ีมีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้
ก่อโรคได้ (Williams et al., 2001) นอกจากนีแ้ล้วการน าจุลินทรีย์โพรไบโอติกไปใช้ในอุตสาหกรรมอาหารมนุษย์และสตัว์
จ าเป็นต้องมีการศึกษาคณุสมบตัิที่นอกเหนือจากคณุสมบตัิโพรไบโอติกเนื่องจากในกระบวนการผลิตผลิตภณัฑ์โพรไบโอติก 
เช่น การท า spray drying หรือ freeze drying นัน้มีขัน้ตอนท่ีเซลล์จลุนิทรีย์ต้องสมัผสักบัออกซิเจนและอณุหภมูิสงู (Simpson, 
Stanton, Fitzgerald, & Ross, 2005) ซึ่งจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะต้องสามารถรอดชีวิตอยู่ในผลิตภัณฑ์หลังจากผ่าน
กระบวนการดงักลา่วได้ อีกทัง้ยงัต้องมีจ านวนเซลล์มีชีวิตปริมาณมากเพียงพอท่ีจะก่อให้เกิดผลดีตอ่สขุภาพของโฮสต์ (Morelli 
& Lucio, 2012) ส าหรับประเทศไทย สายพนัธุ์ของจุลินทรีย์โพรไบโอติกที่เติมในอาหารส าหรับสตัว์และมนษุย์จะต้องมี รายช่ือ
ตามประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ และประกาศกระทรวงสาธารณสขุ ตามล าดบั โดยมีปริมาณไม่น้อยกวา่ 105 CFU/
อาหารสตัว์ 1 กิโลกรัม (MOAC, 2016) และมีปริมาณไม่น้อยกว่า 106 CFU/อาหารส าหรับมนษุย์  1 กรัม ตลอดอายกุารเก็บ
รักษาของอาหาร (MOPH, 2011)  
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 จุลินทรีย์โพรไบโอติกที่ใช้กนัอยู่ในปัจจุบนัมีอยู่หลายจีนสั เช่น Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus 
และ Bacillus (Gaggia et al., 2010) ซึ่งถูกน ามาใช้ทัง้ในอุตสาหกรรมอาหารของมนุษย์และสัตว์ หลายสปีชีส์ของ 
Bifidobacteria เช่น  B. infantis, B. adolescentis, B. animalis subsp. animalis, B. animalis subsp. lactis, B. bifidum, 
B. longum และ B. breve ถกูน ามาใช้ในอตุสาหกรรมอาหารของมนษุย์ (Fijan, 2014; Song et al., 2012) แตใ่นอตุสาหกรรม
อาหารสตัว์ในประเทศไทยยังพบได้น้อย เนื่องจาก Bifidobacterium spp. มักจะมีความจ าเพาะต่อการเจริญหลายอย่าง 
Bifidobacterium spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก เซลล์มีรูปร่างท่อนหลายแบบ จัดเป็นจุลินทรีย์ Anaerobes แต่ก็มีบางสาย
พนัธุ์ที่สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน (Zhang et al., 2016) และเป็นแบคทีเรียที่พบอยู่ในล าไส้ของมนุษย์และสตัว์ 
ตลอดจนมลูของสตัว์ เช่น ไก่  สกุร และอจุจาระของเด็กทารก (Ventura et al., 2001; Bottacini et al., 2014)  
 การค้นหาและคดัเลือก Bifidobacterium spp. ที่มีคณุสมบตัิด้านตา่ง ๆ ตามเกณฑ์หลกัของจลุินทรีย์โพรไบโอติก
นัน้เป็นหวัใจส าคญัส าหรับการน า Bifidobacterium spp. ไปใช้ประโยชน์ในระดบัอตุสาหกรรม เช่น อตุสาหกรรมอาหาร และ
การศึกษาการรอดชีวิตของจุลินทรีย์ในสภาวะต่าง ๆ จะท าให้ได้ข้อมูลที่เป็นประโยชน์ในการน าไปใช้ปรับสภาวะต่าง ๆ ใน
กระบวนการผลิตเพื่อให้แบคทีเรียสามารถรอดชีวิตได้ตามต้องการ ดงันัน้การศึกษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อคดัแยกและ
จ าแนก Bifidobacterium spp. จากเด็กทารก ไก่และสุกรในจังหวัดชลบุรี และตรวจสอบคุณสมบัติของโพรไบโอติกใน
ห้องปฏิบตัิการ ได้แก่ ความสามารถในการทนกรดและน า้ดี ความสามารถในการยดึเกาะเยื่อเมือกผนงัล าไส้ ความสามารถใน
การเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน และความสามารถในการทนอณุหภมูิสงู เพื่อใช้เป็นข้อมลูส าคญัส าหรับการพฒันาจุลินทรีย์
โพรไบโอติกเพื่อน าไปใช้ในผลติภณัฑ์อาหารสขุภาพตอ่ไป 
 
วิธีด าเนินการวิจัย  
1. สภาวะในการเก็บตัวอย่างและการเลีย้งเชือ้แบคทเีรีย Bifidobacterium spp. 
 เก็บตวัอยา่งที่ศกึษาและเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย Bifidobacterium spp. ในสภาวะไร้ออกซิเจนที่เกิดจากการใช้ซองผลติ
ก๊าซเพื่อเลีย้งเชือ้ Anaerobes (Mitsubishi Gas Chemical, AnaeroPack®-Anaero) ใน AnaeroPack Rectangular Jar   
2. การเก็บตัวอย่างและการคดัแยกเชือ้แบคทีเรีย Bifidobacterium spp.  
 2.1  ตัวอย่างและขัน้ตอนการเก็บตัวอย่าง (ได้รับการรับรองจริยธรรมการวิจยัในคนและการใช้สตัว์เพื่องานทาง
วิทยาศาสตร์ จากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์และคณะกรรมการก ากับดูแลการเลีย้งและใช้สตัว์ 
มหาวิทยาลยับรูพา)  
      เก็บตวัอย่างอุจจาระเด็กทารกแรกเกิดถึงอายุ 5 เดือนจากจังหวดัชลบุรี จ านวน 10 ตวัอย่าง โดยใช้ Cotton 
swab ป้ายอุจจาระประมาณ 1-2 กรัม ใส่ใน Thioglycollate broth ปริมาตร 10 มิลลิลิตร เก็บตัวอย่างล าไส้ไก่ส่วนต่าง ๆ 
(ล าไส้เลก็สว่นต้น ล าไส้เลก็สว่นกลาง ล าไส้เลก็สว่นปลายและไส้ตนั) จากไก่พืน้เมือง จ านวน 10 ตวั ที่ซือ้จากตลาดในจงัหวดั
ชลบรีุ โดยการผ่าซากไก่แล้วน าล าไส้ไก่ไปใสใ่น Thioglycollate broth ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และเก็บตวัอย่างมลูแมส่กุร มลู
ลกูสกุรและน า้นมสกุร จากฟาร์มสกุรในจงัหวดัชลบุรีอย่างละ 10 ตวัอย่าง โดยเก็บใส่ในถงุพลาสติก บรรจุตวัอย่างทัง้หมด             
ลงใน AnaeroPack Rectangular Jar ในสภาวะไร้ออกซิเจน ก่อนน าไปคดัแยกเชือ้ 
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 2.2  ขัน้ตอนการคัดแยกเชือ้แบคทีเรีย Bifidobacterium spp.  
     น าตัวอย่างมาเจือจางด้วยสารละลาย Anaerobic dilution buffer จากนัน้ปิเปตตัวอย่าง 0.1 มิลลิลิตร ไป 
Spread บนอาหารเลีย้งเชือ้ Bifidobacterium medium (BM agar) (DSMZ GmbH) ที่เติม Bifido selective supplement A 
(FD250) (Himedia) น าไปบม่ในสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง คดัเลอืกโคโลนีท่ีมีสีขาว 
ขอบเรียบ ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง ≥ 1 มิลลเิมตร (Simpson et al., 2004) ตวัอยา่งละ 10-20 โคโลนี  
3. การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยา คุณสมบตัทิางชวีเคมีและอื่น ๆ 
 น าเชือ้แบคทีเรียมาศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและคุณสมบตัิทางชีวเคมี  โดยการย้อมแกรม ย้อมสปอร์ 
ตรวจสอบการเคลือ่นที่ การสร้างเอนไซม์ Catalase และ Oxidase การรีดิวซ์ไนเตรต การสร้างกรดจากการหมกัน า้ตาลกลโูคส 
การทดสอบคณุสมบตัิในการหมกัน า้ตาลฟรุกโตสแบบ homofermentative /heterofermentative และการตรวจสอบกิจกรรม
ของเอนไซม์ Fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK)  
4. การสกดัดีเอ็นเอและการวเิคราะห์ดีเอ็นเอ   
 สกดัดีเอ็นเอของแบคทีเรียตามขัน้ตอนที่ระบใุนคู่มือของชุดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป PureLinkTMGenomic DNA kits 
(Invitrogen) เก็บรักษาดีเอ็นเอบริสทุธ์ิท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  
 4.1 การเพิ่มชิน้ส่วนบริเวณ 16S rRNA ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อยีน 16S rRNA ของจีนัส Bifidobacteria คือ ไพรเมอร์ Bif164-f (5’-GGG TGG TAA TGC CGG ATG-3’) และ 
Bif662-r (5’-CCA CCG TTA CAC CGG GAA-3’) (Kok et al., 1996) ด าเนินปฏิกิริยา PCR ในเคร่ือง Thermocycler โดยใช้
สภาวะดงัตอ่ไปนี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ; 95 องศาเซลเซียส 1 นาที, 66 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 72 องศา
เซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ; และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ และตรวจสอบ PCR products ขนาด 520 คู่
เบส ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้เจลอะกาโรส 1.2% ที่ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ใน 1 X TAE buffer และใช้กระแสไฟฟ้าความตา่งศกัย์  80 โวลต์  เป็นเวลา 40 นาที จากนัน้ตรวจดแูถบ   
ดีเอ็นเอโดยใช้ UV Transilluminator (Sambrook & Russell, 2001) 
 4.2 การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA และวิเคราะห์สายสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ  
 น า PCR products มาท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ PureLinkTM Quick PCR purification kit (Invitrogen) จากนัน้น าไป
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม FinchTV (version 1.4.0) และ BioEdit (version 7.2.5.0) แล้วน าไป Blast 
(www.ncbi.nim.gov/BLAST/) เป รียบเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลี โอไทด์  16S ribosomal RNA sequences และ
ด าเนินการระบุสปีชีส์โดยใช้ % similarity ตัง้แต่ 99% ขึน้ไป จากนัน้น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ไปจัดเรียงแบบ Multiple 
sequence alignment โดยใช้ CLUSTAL W (version 1.6) แล้วสร้างแผนภมูิสายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการด้วยโปรแกรม MEGA 
(version 7.0) โดยใช้วิธี Neighbor-joining และทดสอบความเช่ือมัน่ของแผนภมูิด้วยวิธี Bootstrap 1000 ซ า้  
 5. การทดสอบคุณสมบัตโิพรไบโอตกิ  
 ทดสอบคุณสมบตัิโพรไบโอติกในด้านต่างๆ โดยใช้ B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 เป็นสายพนัธุ์
อ้างอิง เนื่องจากเป็นสายพนัธุ์ต้นแบบ (Type strain) ของ B. animalis ที่เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติก (Loquasto et al., 2011) 
และมีรายงานการทดสอบคณุสมบตัิโพรไบโอติกมาก่อน (Chae & Jhon, 2006) และใช้ Salmonella Enteritidis DMST 15676 
เป็น positive control และ Bacillus subtilis ATCC 6633 เป็น negative control ส าหรับการทดสอบความสามารถในการยดึ

http://www.ncbi.nim.gov/BLAST/
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เกาะกบัเยื่อเมือกผนงัล าไส้ เนื่องจากมีการศึกษามาก่อนหน้านีว้่า Salmonella Enteritidis และ Bacillus subtilis มีและไม่มี
คณุสมบตัิในการยดึเกาะกบัเยื่อเมือกผนงัล าไส้ ตามล าดบั (Lertworapreecha, 2007)  
 5.1 ความสามารถในการทนกรด (ดดัแปลงจาก Erkkila & Petaja, 2000)  
       ทดสอบโดยปิเปต Bifidobacterium spp. ที่เลีย้งใน BM broth ในสภาวะไร้ออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (มีปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 108-109 CFU/ml ซึ่งได้มาจากการนบัจ านวนเชือ้บน BM agar โดยวิธี 
spread plate) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ไปใสใ่นสารละลาย PBS ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ท่ีมีค่า pH แตกต่างกนั ได้แก่ pH 2.0, 
3.0, 4.0 และ 5.0 และมี Pepsin ความเข้มข้น 0.3 % เก็บตวัอยา่งเซลล์ที่เวลา 0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง มาตรวจนบัจ านวน
เชือ้แบคทีเรียบนอาหาร BM agar และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจากสมการดงัตอ่ไปนี ้
 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติ = (N/ N0) x100   
  เมื่อ  N = ปริมาณแบคทีเรียที่รอดชีวิต ณ เวลาใดๆ (CFU/ml)   
                          N0 = ปริมาณแบคทีเรียเร่ิมต้นท่ีเวลา 0 ชัว่โมง (CFU/ml) 
 5.2 ความสามารถในการทนน า้ดี (ดดัแปลงจาก Chung et al., 1999)  
        ทดสอบโดยปิเปตเชือ้ Bifidobacterium spp. ที่เลีย้งใน BM broth ในสภาวะไร้ออกซิเจน ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (มีปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 108-109 CFU/ml) ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ไปใส่ใน BM broth (pH 5.0)              
ที่เติม oxgall bile (Merck KGaA, ประเทศเยอรมนี) ความเข้มข้น 0, 0.30 และ 1 % หลอดละ 10 มิลลลิติร เก็บตวัอยา่งที่เวลา 
0, 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ชัว่โมง มาตรวจนบัจ านวนเชือ้แบคทีเรียบนอาหาร BM agar และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต     
 5.3 ความสามารถในการยดึเกาะกับเยื่อเมือกผนังล าไส้ (ดดัแปลงจาก Ehrmann et al., 2002 และ 
Lertworapreecha, 2007)   
       ทดสอบโดยน าเชือ้ Bifidobacterium spp. ที่เลีย้งใน BM broth ในสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาเจือจางให้ได้ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 1.5x108 CFU/ml จากนัน้ปิเปตเชือ้ที่เจือจางแล้วปริมาตร 
0.15 มิลลลิติร ไปใสใ่นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ที่มี Mucus ที่เตรียมจากล าไส้ไก่ซึง่ละลายใน 50 mM Na2CO3 buffer (pH 9.7) 
ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตร น าไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ล้างเซลล์
แบคทีเรียที่ไม่ยึดเกาะออกด้วย PBS ที่เติม Tween 20 (0.05 %) ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร ทัง้หมด 3 ครัง้ เท PBS ทิง้ เก็บเซลล์
แบคทีเรียที่ยึดเกาะโดยเติม Anaerobic dilution buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในแต่ละหลอดแล้วน าไปตรวจนบัจ านวน
เชือ้แบคทีเรียบนอาหาร BM agar และค านวณหาประสทิธิภาพในการยดึเกาะได้ของแบคทีเรียจากสมการดงัตอ่ไปนี ้   
   ประสทิธิภาพในการยดึเกาะได้ของแบคทีเรีย (%) = (N/ N0) x100 
   เมื่อ    N =  ปริมาณแบคทีเรียทีย่ดึเกาะได้ (CFU/ml)  
                        N0  =  ปริมาณแบคทเีรียเร่ิมต้น (CFU/ml) 
 5.4 ความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน (ดดัแปลงจาก Maxwell et al., 2004)  
       ทดสอบโดยปิเปตเชือ้ Bifidobacterium spp. ที่เลีย้งใน BM broth ในสภาวะไร้ออกซิเจน ที่อณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 108-109 CFU/ml) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไปใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้ BM  
broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จ านวน 6 หลอด  จากนัน้แบ่งหลอด  BM broth จ านวน 3 หลอด ไปบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน และ
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อีก 3 หลอด ไปบ่มในสภาวะที่มีออกซิเจน ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตรวจสอบการเจริญโดยน าไปวดั
คา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 630 นาโนเมตร และค านวณคา่ความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน (RBGR 
= relative bacteria  growth ratio) จากสมการดงัตอ่ไปนี ้
                   RBGR =   OD630 ในสภาวะที่มีออกซิเจน  
                                    OD630 ในสภาวะไร้ออกซิเจน 
    5.5 ความสามารถในการทนอุณหภมิูสงู (ดดัแปลงจาก Simpson et al., 2005)                                     
        ทดสอบโดยปิเปตเชือ้ Bifidobacterium spp. ที่เลีย้งใน BM broth (ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น 108-109 CFU/ml) 
ปริมาตร 0.25 มิลลิลิตร ไปใสใ่น BM broth ที่เตรียมใหมป่ริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนัน้น าไปแช่ใน Water bath ที่อณุหภมูิ 42, 
52, 55, 60 องศาเซลเซียส เก็บตวัอยา่งที่เวลา 0, 5, 10, 30  และ 60 นาที มาตรวจนบัจ านวนเชือ้แบคทีเรียบนอาหาร BM agar 
และค านวณหาเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต   
    
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. การคัดแยก การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยา คุณสมบัติทางชีวเคมีและการเคลื่อนที่ของ Bifidobacterium spp.  
 จากตวัอย่างทัง้หมดที่น ามาคดัแยกเชือ้ Bifidobacterium spp. บนอาหาร BM agar ที่เติม FD250 ซึ่งเป็นอาหาร
คัดเลือกส าหรับ Bifidobacterium spp. เนื่องจากมี mupirocin ซึ่งเป็นสารยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียกลุ่มอื่น ได้แก่ 
lactobacilli, bacilli, enterococci และ streptococci (Simpson et al., 2004) พบว่าสามารถคดัแยกเชือ้แบคทีเรียได้ทัง้หมด
จ านวน 16 ไอโซเลท ซึ่งเป็นแบคทีเรียที่คดัแยกได้จากมลูสกุร จ านวน 6 ไอโซเลท ได้แก่ P1-P01, P4-S01, P4-S03, P8-S03 
P8-P01 และ P9-P01 และคดัแยกได้จากอจุจาระเดก็ทารก จ านวน 10 ไอโซเลท ได้แก่ H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, 
H9-05, H9-06, H10-01, H10-03 และ H10-05  โดยทัง้ 16 ไอโซเลทนี ้มีลกัษณะโคโลนีสขีาว ขอบเรียบ เป็นแบคทีเรีย  แกรม
บวก รูปท่อนคล้ายกระบองและรูปตวัวี  เรียงตวัเป็นแนวคล้ายรัว้ ไม่สร้างสปอร์ ดงัแสดงในภาพที่ 1 ซึ่งลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยาดงักลา่วคล้ายคลงึกบัแบคทีเรียในสกุล Bifidobacterium spp. และเมื่อทดสอบคณุสมบตัิทางชีวเคมีและการเคลื่อนที่ 
พบว่าทุกไอโซเลทมีคณุสมบตัิคล้ายคลึงกบัคณุสมบตัิของ Bifidobacterium spp. กล่าวคือ ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ ไม่สร้าง
เอนไซม์  Catalase และ Oxidase ไม่รีดิวซ์ไนเตรต ผลิตกรดจากการหมักน า้ตาลกลูโคส หมักน า้ตาลฟรุกโตสแบบ 
Heterofermentative และมีกิจกรรมของเอนไซม์ F6PPK  อย่างไรก็ตาม การศึกษาครัง้นี  ้ไม่พบ Bifidobacterium spp.            
ในล าไส้ไก่และน า้นมสุกร ซึ่งเป็นไปได้ว่าการแพร่กระจายของ Bifidobacterium spp. ในล าไส้ไก่อาจมีอยู่น้อย เนื่องจาก
แบคทีเรียที่พบเป็นหลกัในล าไส้ไก่มกัเป็นแบคทีเรียในไฟลมั Firmicutes  (เช่น Lactobacillus spp.) รองลงมาคือแบคทีเรีย  
ในไฟลมั Proteobacteria และ Bacteroidetes ในขณะท่ีแบคทีเรียในไฟลมั Actinobacteria (ซึง่ Bifidobacterium spp. จดัอยู่
ในไฟลมันี)้ พบอยูใ่นปริมาณที่น้อยมาก (Waite & Taylor, 2014) และถึงแม้วา่จะมีรายงานการคดัแยก Bifidobacterium spp. 
จากน า้นมของมนษุย์มาก่อน (Arboleya et al., 2011)  แต่ก็ยงัไม่เคยมีรายงานการพบ Bifidobacterium spp. ในน า้นมสกุร 
ซึง่ผลการศกึษาครัง้นีไ้ด้แสดงให้เห็นเช่นเดียวกนั 
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2. การระบุสปีชีส์ของ Bifidobacterium spp. โดยการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA และวิเคราะห์
สายสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
 เมื่อน าจีโนมิกดเีอ็นเอที่สกดัจากแบคทีเรียจ านวน 16 ไอโซเลท มาเพิ่มจ านวนยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR โดย
ใช้คูไ่พรเมอร์ Bif164-f และ Bif662-r พบ PCR products ขนาดประมาณ 520 คูเ่บส จากการใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียทัง้ 
16 ไอโซเลทเป็นดีเอ็นเอแมแ่บบ เช่น ไอโซเลท H1-05, H9-01, H9-02, H9-06 ที่แสดงในภาพท่ี 2 (แสดงผล PCR ของบาง             
ไอโซเลท)  
 เมื่อน า PCR products ไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าไอโซเลทที่คดัแยกได้จากอจุจาระเด็กทารก จ านวน 
10 ไอโซเลท คือ  H1-05, H9-01, H9-02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, H10-03 และ H10-05 และไอโซเลท                
ที่คดัแยกจากตวัอย่างสกุร จ านวน 4 ไอโซเลท คือ P1-P01, P4-S01, P4-S03 และ P8-S03 มีล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 16S 
rRNA คล้ายคลึง 100% กับล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของ B. animalis  subsp. lactis YIT 4121 ส่วนอีก 2               
ไอโซเลทที่คดัแยกจากตวัอยา่งสกุร คือ P8-P01 และ P9-P01 มีล าดบันิวคลีโอไทด์คล้ายคลงึ 99% กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน 16S rRNA ของ B. animalis  subsp. lactis  YIT 4121 และเพื่อพิสจูน์ความถกูต้องของการระบแุทกซอนโดยการวิเคราะห์
สายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของยีน 16S rRNA ของทัง้ 16 ไอโซเลท กบั Bifidobacteria สปีชีส์ต่างๆ ที่เป็น Type strains และ
ใช้ Gardnerella เป็น outgroup เนื่องจากเป็นจีนสัที่อยู่ใน Family เดียวกนักบั Bifidobacteria จึงมีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดมาก
ที่สดุกบั Bifidobacteria  พบว่าทัง้ 16 ไอโซเลทจดัอยู่ในคลสัเตอร์เดียวกนักบั B. animalis  subsp. lactis  และ B. animalis  
subsp. animalis ดงัแสดงในภาพที่ 3 จากผลการวิเคราะห์ดงักลา่วจึงระบไุด้วา่ทัง้ 16 ไอโซเลทมีสายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการ
ใกล้ชิดกบั B. animalis และแม้ว่าผลการศึกษาครัง้นี ้ดเูหมือนว่าจะขาดความหลากหลายของสปีชีส์ที่พบ แต่ก็เคยมีรายงาน
การคดัแยก B. animalis ได้จากโฮสต์ที่แตกตา่งกนัไมว่า่จะเป็นจากเด็กทารกและสกุรมาก่อนหน้านีเ้ช่นกนั โดย Kharchenko 
et al. (2015) ได้ คดัแยกและจ าแนก B. animalis จากอจุจาระเด็กทารกแรกเกิด ในขณะที่ Zhang et al. (2016) รายงานการ
คดัแยกและจ าแนก B. animalis จากมลูสกุรพนัธุ์  Guizhou Xiang  
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ภาพที่ 1    ลกัษณะโคโลนีและเซลล์ที่ผา่นการย้อมแกรมของ Bifidobacterium spp. ไอโซเลท H9-01 (ก) และ P1-P01  
    (ข) ท่ีคดัแยกจากอจุจาระเด็กทารกและมลูแมส่กุร ตามล าดบั โดยเซลล์เจริญบนอาหาร BM agar ในสภาวะไร้ 
    ออกซิเจน อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง (ก าลงัขยายรวม 1000 เทา่) 
 
 

 
 
 
  

ภาพที่ 2  ผลการเพิ่มจ านวนยีน 16S rRNA ของแบคทเีรียไอโซเลทตา่ง ๆ ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพรเมอร์ Bif164-f และ Bif662-r   
               บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.2 % ใน 1x TAE buffer ที่ความตา่งศกัย์ 80 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที โดย M,Marker         

 = 100 bp DNA ladder, lane 1 = B. animalis subsp. animalis ATCC 25527, lane 2 = H1-05, lane 3 = 
 H9-01, lane 4 = H9-02, lane 5 = H9-06, lane 6 = No template control, lane 7 = No primer control  
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ภาพที่ 3 แผนภมูิสายสมัพนัธ์เชิงววิฒันาการของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลทตา่งๆ ที่คดัแยกได้จากการศกึษานี ้

เปรียบเทียบกบั Bifidobacteria สปีชีส์ตา่งๆ และมี Gardnerella vaginalis เป็น outgroup แผนภมูินีถ้กูสร้างขึน้บน
โปรแกรม MEGA (version 7.0) ด้วยวิธี Neighbor-joining และทดสอบความเช่ือมัน่ของแผนภมูิด้วยวธีิ Bootstrap 
1000 ซ า้  

 
3. การทดสอบคุณสมบตัิความเป็นโพรไบโอตกิ 
 3.1 ความสามารถในการทนกรด  
 B. animalis ทุกสายพนัธุ์สามารถทนกรดที่ pH 2.0-5.0 ในสภาวะที่มี Pepsin ความเข้มข้น 0.3% ได้นานสงูสดุ 4 
ชัว่โมง โดยบางสายพนัธุ์มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตลดลงเมื่อมีความเป็นกรดสงูขึน้ ในขณะที่  สายพนัธุ์อื่นมีเปอร์เซ็นต์การรอด
ชีวิตที่ใกล้เคียงกนัส าหรับทกุค่า pH ที่ทดสอบ และพบว่ามี 6 สายพนัธุ์  ได้แก่  H1-05, H9-01, H9-02, H9-06, P4-S03 และ 
P8-S01 ที่สามารถทนกรดที่ pH 2.0 ได้ในระดบัดีมากโดยมีเซลล์ที่รอดชีวิตไม่ต ่ากว่า 87% และพบว่าสายพนัธุ์  H1-05 และ 
H9-02 มีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสงูกว่าสายพนัธุ์อ้างอิง (B. animalis subsp. animalis ATCC 25527) โดยมีเปอร์เซ็นต์การ
รอดชีวิตเท่ากบั 100.66  และ 100.14 ตามล าดบั (ตารางที่ 1) ความสามารถในการทนกรดของ B. animalis แต่ละสายพนัธุ์มี
ความแตกต่างกนั โดย Zuo et al. (2016) รายงานว่า B. animalis subsp. lactis BB-12 สามารถทนสภาวะกรดของน า้ย่อย
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กระเพาะอาหารจ าลองที่มีคา่ pH 2.5  และมี pepsin 0.3 % เป็นเวลา 1 ชัว่โมงได้โดยมีเซลล์ที่รอดชีวิต 70.13±0.26% ในขณะ
ที่ Presti et al. (2015) พบวา่ B. animalis subsp. lactis PBS 075 มีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตลดลงในสภาวะที่มี คา่ pH เทา่กบั 
2.0 เมื่อเปรียบเทียบกบั pH 3.0, 4.0 และ 5.0 ที่เวลา 180 นาที 
 
ตารางที่ 1  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ B. animalis สายพนัธุ์ตา่งๆ ในสภาวะทีเ่ป็นกรด เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 

สายพันธ์ุ  
 

% การรอดชีวติ หลังจากเผชิญสภาวะกรด 
ท่ี pH 2.0 ท่ี pH 3.0 ท่ี pH 4.0 ท่ี pH 5.0 

H1-05 100.66 104.11 102.68 105.11 
H9-01 88.74 93.43 92.61 95.60 
H9-02 100.14 100.08 99.52 99.87 
H9-03 60.11 84.25 90.95 95.95 
H9-04 77.99 94.76 93.98 93.11 
H9-05 76.41 95.78 93.47 96.61 
H9-06 96.83 104.95 105.65 107.99 
H10-01 80.00 102.41 111.82 109.54 
H10-03 59.91 80.81 86.81 97.64 
H10-05 82.19 93.52 98.77 99.71 
P1-P01 68.62 98.34 91.90 98.77 
P4-S01 53.55 85.13 94.23 94.10 
P4-S03 91.29 102.28 100.58 100.00 
P8-S01 87.05 97.05 96.41 94.44 
P8-S03 84.46 96.69 92.40 94.44 
P9-P01 79.34 86.02 99.32 98.58 
B. animalis subsp. animalis  
ATCC 25527   

96.86 101.78 101.28 104.25 

 
 3.2 ความสามารถในการทนน า้ดี  
 B. animalis ทกุสายพนัธุ์ สามารถทนสภาวะที่มีน า้ดีได้นานสงูสดุ 4 ชัว่โมง โดยมี 10 สายพนัธุ์ที่สามารถทนน า้ดีที่
ความเข้มข้น 1 % ได้ในระดบัดีมากโดยมีการรอดชีวิตไม่ต ่ากว่า 88 % และพบว่าสายพนัธุ์  H9-04, P4-S01 และ P8-S01 มี
เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตสงูกว่าสายพนัธุ์อ้างอิง โดยมีเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตเท่ากบั 98.88 105.11 และ 98.01 ตามล าดบั ดงั
แสดงในตารางที่ 2 มีรายงานการศึกษาก่อนหน้านีท้ี่แสดงให้เห็นความสามารถในการทนน า้ดีของ B. animalis ที่แตกต่างกนั
ทัง้นีข้ึน้อยูก่บัองค์ประกอบของสารละลายที่ใช้ทดสอบด้วย โดย Ranadheera et al. (2014)  รายงานวา่  B. animalis subsp. 
lactis  BB-12  สามารถรอดชีวิตได้นาน 240 นาที ในระบบน า้ยอ่ยจากล าไส้เลก็จ าลองที่มีองค์ประกอบเป็น Pancreatin 0.1% 
ที่ละลายในสารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.5% และมีเกลือน า้ดี  0.3% ที่ pH 8.0  Zuo et al. (2016) รายงานว่า B. animalis 
subsp. lactis  BB-12  ที่สัมผัสกับ Bile juice ซึ่งประกอบด้วยโซเดียมคลอไรด์ 45 มิลลิโมลาร์ Pancreatine 0.1%  และ 
Oxgall 0.3% ที่ pH 8.0 เป็นเวลา 1 ชัว่โมง B. animalis subsp. lactis BB-12 มีจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิต 0.46% 
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ตารางที่ 2  เปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ B. animalis สายพนัธุ์ตา่งๆ ในสภาวะทีม่ีน า้ดี เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 
สายพันธ์ุ  

 
% การรอดชีวติ หลังจากเผชิญสภาวะท่ีมีน า้ดีความเข้มข้น  

0 % 0.3 % 1 % 
H1-05 103.09 102.17 94.80 
H9-01 104.42 95.22 95.92 
H9-02 96.94 97.19 97.24 
H9-03 82.96 72.15 44.56 
H9-04 93.16 100.15 98.88 
H9-05 92.81 91.67 88.72 
H9-06 97.18 88.91 88.15 
H10-01 99.58 101.53 94.45 
H10-03 99.14 100.74 83.50 
H10-05 103.22 96.90 78.22 
P1-P01 104.09 93.00 78.62 
P4-S01 109.54 105.97 105.11 
P4-S03 85.57 82.96 83.81 
P8-S01 107.51 102.05 98.01 
P8-S03 90.92 95.14 92.88 
P9-P01 98.20 85.33 75.11 
B. animalis subsp. animalis ATCC 25527   97.28 97.39 97.39 

 
 3.3 ความสามารถในการยดึเกาะกับเยื่อเมือกผนังล าไส้  
     การทดสอบความสามารถในการยึดเกาะโดยใช้เยื่อเมือกผนงัล าไส้มีข้อได้เปรียบกว่าการศึกษาการยึดเกาะกบั
เซลล์เพาะเลีย้งตรงที่เป็นวิธีที่ง่าย รวดเร็ว และไม่ต้องใช้วสัดอุปุกรณ์หรือเคร่ืองมือเฉพาะทาง (Tassell & Miller, 2011) และ
งานวิจยันีไ้ด้ใช้เยื่อเมือกผนงัล าไส้จากไก่ในการทดสอบกบั B. animalis ทกุสายพนัธุ์ที่คดัแยกได้จากมนษุย์และสกุร เนื่องจาก
มีรายงานมาก่อนว่าแบคทีเรียโพรไบโอติกทัง้ที่อยู่ในจีนัส  Bifidobacterium spp. และ Lactobacillus spp. ยึดเกาะกับเยื่อ
เมือกผนังล าไส้ได้โดยไม่แสดงความจ าเพาะต่อโฮสต์  (Rinkinen et al., 2003; He et al., 2001) ดังนัน้การศึกษานีจ้ึงมี
จดุมุง่หมายเพื่อเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการยดึเกาะของ B. animalis ทกุสายพนัธุ์ที่มาจากโฮสต์ที่แตกตา่งกนักบัเยื่อเมอืก
ผนงัล าไส้ที่ถกูเตรียมด้วยวิธีเดียวกนั โดยจากผลการศกึษา พบว่า B. animalis จ านวน 11 สายพนัธุ์  คือ H1-05, H9-01, H9-
02, H9-03, H9-04, H9-05, H9-06, H10-01, P4-S03, P8-S01 และ P8-S03 มีประสทิธิภาพในการยดึเกาะเยื่อเมอืกผนงัล าไส้
ได้ในระดบัสงู (>60%)  มี 3 สายพนัธุ์  คือ H10-03, H10-05 และ P1-P01 ที่มีประสิทธิภาพในการยึดเกาะในระดบัปานกลาง 
(40-60%) และสายพนัธุ์  P4-S01 และ P9-P01 มีประสทิธิภาพในการยดึเกาะในระดบัต ่า (<40%) ดงัแสดงในภาพท่ี 4 ในขณะ
ที่สายพนัธุ์อ้างอิง B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 มีประสิทธิภาพในการยึดเกาะ 62.31% S. Enteritidis DMST 
15676 มีประสทิธิภาพในการยดึเกาะ 66.48% และ B. subtilis  ATCC 6633 ไมส่ามารถยดึเกาะได้ ซึง่เป็นไปตามที่คาดการณ์
เอาไว้ลว่งหน้าส าหรับสายพนัธุ์ที่น ามาใช้เป็น Positive control และ Negative control ตามล าดบั จากผลการศกึษานีแ้สดงให้
เห็นว่า B. animalis ทัง้สายพนัธุ์ที่คดัแยกมาจากมนษุย์และสกุรสามารถยึดเกาะกบัเยื่อเมือกผนงัล าไส้ของไก่ได้ และพบว่า
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ประสิทธิภาพในการยึดเกาะกับเยื่อเมือกผนังล าไส้มีค่าสูงกว่าที่มีรายงานการศึกษาก่อนหน้านี ้ โดย Gueimonde et al. 
(2005) รายงานว่า Bifidobacterium spp. แต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการยึดเกาะเยื่อเมือกผนังล าไส้ของมนุษย์ได้
แตกตา่งกนั  โดย B. animalis 4549dOX สามารถยดึเกาะได้ดี โดยมีเปอร์เซ็นต์การยดึเกาะ 14.5±3.6 ในบฟัเฟอร์ที่ไมเ่ตมิน า้ดี 
แต่ในบัฟเฟอร์ที่มีน า้ดี  0.3 % พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การยึดเกาะลดลงอยู่ที่ 10.1±1.2 และ Collado et al. (2007) รายงานว่า      
B. breve Bb99 และ L. rhamnosus GG สามารถยดึเกาะเยื่อเมือกผนงัล าไส้ของมนษุย์ได้แตกตา่งกนัโดยมีเปอร์เซ็นต์การยึด
เกาะเทา่กบั 2.5 และ 20 ตามล าดบั นอกจากนี ้ Nishiyama  et al. (2014) ได้ศกึษาการยดึเกาะของ Bifidobacterium จ านวน 
22 สายพนัธุ์กบัเยื่อเมือกผนงัล าไส้ของสกุรด้วยวิธี Biacore assays พบวา่แตล่ะสายพนัธุ์มีประสทิธิภาพในการยดึเกาะ crude 
mucin และ purified mucin ได้แตกตา่งกนัโดย B. pseudolongum subsp. pseudolongum PNC-2-9G ยดึเกาะกบั purified 
mucin ได้ดีที่สดุ ในขณะท่ี B. animalis subsp. lactis MCC-0525 ยดึเกาะกบั purified mucin ได้ดีกวา่ crude mucin  สาเหตุ
ที่ Bifidobacterium spp. สามารถยึดเกาะกับเยื่อเมือกผนงัล าไส้ของของโฮสต์ได้นัน้ อาจเป็นเพราะว่ามี mucus binding 
proteins หรือระยางค์ประเภท pili เป็นต้น (Tassell & Miller, 2011; Grimm et al., 2014)  
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
ภาพที่ 4 ประสทิธิภาพในการยดึเกาะเยื่อเมือกผนงัล าไส้ของ B. animalis สายพนัธุ์ตา่งๆ 

 

 3.4 ความสามารถในการเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจน  
     การวิเคราะห์การเจริญของแบคทีเรียในสภาวะที่มีออกซิเจนในการศึกษานีไ้ด้ใช้วิธีการวดัค่า Optical density 
เนื่องจากเป็นวิธีที่มีรายงานมาก่อนว่าสามารถน ามาใช้วดัการเจริญของจุลินทรีย์โพรไบโอติกในอาหารเหลวได้อย่างรวดเร็ว 
และท าได้ง่าย (Homayouni et al., 2008) จากผลการศึกษา พบว่า B. animalis ที่แยกได้จากเด็กทารก จ านวน 1 สายพนัธุ์   
คือ H10-05 สามารถเจริญได้ดีในสภาวะที่มีออกซิเจน ในขณะที่อีก 9 สายพนัธุ์   ไม่สามารถเจริญได้ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับ    
สายพนัธุ์อ้างอิง ส่วนสายพนัธุ์ที่แยกได้จากสกุร พบว่า ทุกสายพนัธุ์สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน โดยมีจ านวน         
4 สายพนัธุ์  คือ P1-P01, P4-S01, P4-S03 และ P8-S03 ที่สามารถเจริญได้ในระดบัดี (RBGR >9) สว่นอีก 2 สายพนัธุ์ คือ P8-
S01 และ P9-P01 สามารถเจริญได้ในระดับปานกลาง (RBGR <9) ดังแสดงในภาพที่ 5 ถึงแม้ว่า Bifidobacterium spp.      
สว่นใหญ่ไม่ต้องการออกซิเจนในการเจริญ แต่ก็มีบางสายพนัธุ์ที่สามารถรอดชีวิตได้ในสภาวะที่มีปริมาณออกซิเจน 1-21 % 
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(Zhang et al., 2016) และความแตกต่างของระดบัการทนออกซิเจนของ Bifidobacterium spp. แต่ละสายพนัธุ์นัน้ขึน้อยู่กับ
กิจกรรมของเอนไซม์ที่ช่วยในการก าจัด Reactive oxygen species (ROS) ที่เป็นพิษต่อเซลล์ เช่น  NADH oxidase, NADH 
peroxidase และ  Superoxide dismutase (Lee& O’Sullivan, 2010) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5  ความสามารถในการเจริญในสภาวะทีม่ีออกซิเจนของ B. animalis สายพนัธุ์ตา่งๆ 
 
 3.5 ความสามารถในการทนอุณหภมิูสูง  
 ในอุตสาหกรรมการผลิตผลิตภัณฑ์โพรไบโอติกเพื่อให้ได้ระดับความเข้มข้นของเชือ้ 105-106cfu/g หรือ cfu/ml  
จ าเป็นต้องใช้เทคโนโลยีมาช่วยในกระบวนการผลิต เช่น spray drying  ซึ่งมีขัน้ตอนที่เชือ้จุลินทรีย์ต้องสมัผสักบัอุณหภูมิสงู  
(60 องศาเซลเซียส) ซึ่งสง่ผลต่อการรอดชีวิตของจลุินทรีย์เนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์ ผนงัเซลล์  ไรโบโซมและดี เอ็นเอของจลุินทรีย์
จะถกูท าลาย การศึกษานีจ้ะสามารถน าไปใช้ในการปรับสภาวะตา่ง ๆ ในกระบวนการผลิตเพื่อให้แบคทีเรียสามารถอยูร่อดได้ 
(Simpson et al., 2005) เมื่อพิจารณาการรอดชีวิตในทกุอณุหภมูิที่ทดสอบโดยใช้ค่าเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตที่สงูกว่า 85 เป็น
เกณฑ์ ดงัแสดงในตารางที่ 3 พบว่า B. animalis จ านวน 8 สายพนัธุ์   คือ H1-05, H9-01, H9-02, H9-04, P4-S01, P4-S03, 
P8-S01 และ P8-S03  สามารถทนอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสได้ที่เวลาแตกต่างกัน  โดยสายพันธุ์   P8-S01 สามารถทน
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียสได้นานสงูสดุเป็นเวลา 30 นาที และพบวา่มีจ านวน 6  สายพนัธุ์  คือ H9-03, H9-05, H9-06, H10-
01, H10-03, H10-05 และสายพนัธุ์อ้างอิง สามารถทนอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียสได้ที่เวลาแตกตา่งกนั โดยสายพนัธุ์  H10-01 
สามารถทนได้นานสงูสดุ 60 นาที นอกจากนีย้งัพบว่าสายพนัธุ์  P1-P01 และ P9-P01 ทนอุณหภูมิสงูได้ไม่ดีเท่ากบัสายพนัธุ์  
อื่น ๆ โดยสายพนัธุ์ P1-P01 ทนได้ที่ 52 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และสายพนัธุ์  P9-P01 ทนได้ที่ 42 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที โดยสรุป จากผลการศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่า เกือบทุกสายพนัธุ์ของ  B. animalis ยกเว้นไอโซเลท P1-P01 และ 
P9-P01 สามารถรอดชีวิตได้ดีที่อณุหภมูิสงูทัง้ที่ 55 และ 60 องศาเซลเซียส  ซึง่เป็นอณุหภมูิที่สงูกวา่ที่รายงานไว้โดย Simpson 
et al. (2005) ที่รายงานว่า Bifidobacterium spp. แต่ละสปีชีส์มีระดับการทนอุณหภูมิสูงได้แตกต่างกันออกไป โดย               
B. animalis subsp. animalis DSMZ 20104, B. animalis subsp. lactis JCM 7117, B. animalis subsp. lactis DSMZ 
20105  และ B. animalis subsp. lactis BB12  สามารถทนอณุหภมูิสงูได้ในระดบัสงูโดยมเีปอร์เซน็ต์การรอดชีวติที่  60  องศา
เซลเซียส เท่ากบั 1.9±0.1, 65.4±6.9, 1.3±0.9 และ 1.2±0.2 ตามล าดบั  และรายงานของ Bevilacqua et al. (2012) ที่พบวา่ 
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B. animalis subsp. lactis DSMZ 10140 ไมม่ีเซลล์ที่รอดชีวิตเหลอือยูเ่ลยหลงัจากน าไปบม่ที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 30 นาที  
 

ตารางที่ 3 ระยะเวลาในการทนอณุหภมูิสงูของ  B. animalis สายพนัธุ์ตา่งๆ 

สายพันธ์ุ  

ระยะเวลาท่ีเชือ้สามารถรอดชีวติได้ >85% (นาที) 
ท่ีอุณหภูมิ ระดับความสามารถในการทน

อุณหภูมสูิง 
42 OC 52 OC 55 OC 60 OC 

H1-05 60 30 10 5 สงู 
H9-01 60 30 5 5 สงู 
H9-02 60 30 10 5 สงู 
H9-03 60 10 5 - กลาง 
H9-04 60 60 10 10 สงู 
H9-05 30 10 10 - ปานกลาง 
H9-06 60 10 10 - ปานกลาง 
H10-01 60 30 60 - ปานกลาง 
H10-03 60 30 10 - ปานกลาง 
H10-05 60 30 10 - ปานกลาง 
P1-P01 60 5 - - ต ่า 
P4-S01 60 60 10 10 สงู 
P4-S03 60 60 5 5 สงู 
P8-S01 60 60 30 30 สงู 
P8-S03 60 60 5 5 สงู 
P9-P01 30 - - - ต ่า 
B. animalis subsp. animalis  ATCC 25527   60 10 10 - ปานกลาง 

 
สรุปผลการวิจัย  
 ในการศึกษาครัง้นีส้ามารถคดัแยกแบคทีเรีย Bifidobacterium spp. จากอจุจาระเด็กทารกและมลูสุกรได้ทัง้หมด 
จ านวน 16 สายพนัธุ์ที่มีสายสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการใกล้ชิดกบั B. animalis เมื่อพิจารณาจากข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
16S rRNA ซึ่งเป็นสปีชีส์ที่มีอยู่ในบัญชีรายช่ือเชือ้จุลินทรีย์ที่เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกส าหรับใช้ในอาหารตามประกาศ             
ของกระทรวงสาธารณสขุ เมื่อศึกษาคณุสมบตัิความเป็นโพรไบโอติกทัง้ 16 สายพนัธุ์ พบว่ามีจ านวน 4 สายพนัธุ์ คือ H1-05, 
H9-01, H9-02 และ P8-S01 ที่มีคณุสมบตัิโดดเดน่ท่ีสดุในทกุการทดสอบ คือ สามารถทนกรดที่ pH 2.0 ได้นานสงูสดุ 4 ชัว่โมง 
ทนน า้ดีที่ความเข้มข้น 1% ได้นานสงูสดุ 4 ชัว่โมง มีประสทิธิภาพในการยดึเกาะเยื่อเมือกผนงัล าไส้อยูใ่นระดบัสงู และสามารถ
ทนอุณหภูมิได้สูงสุดที่ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นคุณสมบัติที่ดีกว่า B. animalis subsp. animalis ATCC 25527 ที่ใช้เป็น     
สายพนัธุ์อ้างอิง อยา่งไรก็ตาม ในจ านวน 4 สายพนัธุ์นีม้ี 1 สายพนัธุ์ คือ P8-S01 ที่มีคณุสมบตัิที่เหมาะสมที่สดุที่จะน าไปใช้ใน
อตุสาหกรรมอาหารเนื่องจากสามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซเิจนได้ในระดบัดี จึงสามารถน าไปเลีย้งและจดัการได้ง่ายกวา่อกี 
3 สายพนัธุ์ที่ไมส่ามารถเจริญในสภาวะที่มีออกซิเจนได้ อย่างไรก็ตาม ยงัต้องมีการศกึษาคณุสมบตัิอื่น ๆ  ของสายพนัธุ์เหลา่นี ้



บทความวิจยั 
 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม – สิงหาคม  พ.ศ. 2560 331 

 
 

เพิ่มเติม เช่น การยบัยัง้เชือ้ก่อโรค ความไวตอ่ยาต้านจลุชีพ  ตลอดจนการประเมินความปลอดภยัในระบบ in vivo ก่อนน าไป
พฒันาเพื่อใช้ประโยชน์ตอ่ไป 
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