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บทคดัย่อ 

งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อศกึษาการเตรยีมหวัเชื้อโพรไบโอตกิส์ด้วยกรดอนิทรยี์และอนินทรยี์ 

และตดิตามความสามารถในการรอดชวีติของโพรไบโอตกิสใ์นสภาวะกรดในกระเพาะอาหารและใน

น้ําผลไมจ้าํลอง จากการศกึษาพบวา่ ในสภาวะการเตรยีมหวัเชือ้ทีม่คี่า pH เทา่กนั การใชก้รดไฮโดร

คลอรคิซึง่เป็นกรดอนินทรยีใ์นการเตรยีมหวัเชือ้ทาํให ้Lactobacillus casei สามารถทนต่อสภาวะทีม่ ี

กรดซิตริคเป็นส่วนประกอบและสภาวะน้ําผลไม้จําลองได้ดีขึ้น แต่ในสภาวะที่มีกรดมาลิคเป็น

ส่วนประกอบหลกักลบัพบว่าการเตรยีมหวัเชื้อดว้ยกรดอนิทรยีจ์ะทําให ้L. casei สามารถทนความ

เป็นกรดไดม้ากกว่า ส่วนการทดสอบการทนกรดในสภาวะกระเพาะอาหารจําลองพบว่าการเตรยีม

เซลลโ์พรไบโอตกิสด์ว้ยกรดอนิทรยีแ์ละกรดอนินทรยีใ์หผ้ลไมแ่ตกต่างกนั จากการตรวจสอบปรมิาณ

น้ําตาลและกรดทีถู่กใชไ้ปในสารละลายทีใ่ชใ้นการเตรยีมเซลลพ์บวา่ ในสารละลายสาํหรบัเตรยีมเซลล์

ที่ใชก้รดไฮโดรคลอรคิเป็นส่วนประกอบจะพบการใชน้ํ้าตาลของเชื้อที่ตํ่ากว่าในสารละลายสําหรบั

เตรยีมเซลลท์ีใ่ชก้รดอนิทรยีเ์ป็นสว่นประกอบอยา่งมนียัสาํคญั ซึง่ชีใ้หเ้หน็ถงึการแสดงออกของเซลล์

ทีแ่ตกต่างกนั และกลไกการตอบสนองต่อกรดอนิทรยีแ์ละกรดอนินทรยีท์ีแ่ตกต่างกนัของเซลล ์

คาํสาํคญั: โพรไบโอตกิส ์น้ําผลไมจ้าํลอง 
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ABSTRACT 

This research aims to study the adaptation of probiotic bacteria with organic and inorganic 

acid to monitor the survival of probiotics in acidic conditions, the condition found in stomach 

and in simulated fruit juice. According to the studies, it has been found that, adaption of the 

cell with hydrochloric acid, and inorganic acid, promoted the acid resistance of Lactobacillus 

casei in citric acid solution and in simulated fruit juice. In the condition that malic acid was 

the main acid component, the cell adaptation with organic acid causes more acid tolerance 

of the cell. However, preparation of the cell with organic and inorganic acid showed the same 

acid tolerance of the Lactobacillus in simulated stomach condition. The sugar content in the 

adapted solution was determined and found that in hydrochloric acid adjusted solution, sugar 

utilization of the cells was significantly lower than in the organic acid adjusted solution. This 

indicates the cell adaption process and the response mechanism of the cell to organic and 

inorganic acid were not the same. 

KEYWORDS: probiotics, model fruit juice 

 

1.  บทนํา 

โพรไบโอตกิส์ หมายถงึจุลนิทรยี์ที่มชีวีติที่มคีวามสามารถในการทนกรดในกระเพาะอาหาร 

และผา่นเขา้สูล่าํไสเ้ลก็ได ้และช่วยปรบัสมดุลในระบบลาํไสข้องผูบ้รโิภค [1] สายพนัธุข์องจุลนิทรยี์

ทีถ่อืวา่เป็นโพรไบโอตกิสท์ีด่โีดยทัว่ๆ ไป ไดแ้ก่ Lactobacilli และ Bifidobacteria [2] โพรไบโอตกิส์

แบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที่ก่อประโยชน์ให้กับเจ้าบ้านเมื่อรับประทานเข้าไปในปริมาณที่มาก

เพยีงพอ [3] ส่วนใหญ่แลว้โพรไบตกิสแ์บคทเีรยีจะถูกประยุกต์ใชใ้นผลติภณัฑน์มโดยใชใ้นรูปของ

ทัง้หวัเชือ้จุลนิทรยีส์าํหรบัการหมกัหรอืเพยีงแต่เตมิลงไปในผลติภณัฑก์ไ็ด ้

เดมิทนีัน้เชื้อโพรไบโอตกิส์มกัจะถูกเตมิหรอืใชเ้ป็นส่วนประกอบของหวัเชื้อในกระบวนการ

ผลติผลติภณัฑ์นมหมกั เช่น โยเกริ์ต เนยแขง็ รวมทัง้ เนย [4] ซึ่งผูบ้รโิภคที่แพน้มหรอืมอีาการ 

lactose intolerant ไมส่ามารถรบัประทานผลติภณัฑจ์ากนมไดเ้น่ืองจากอาการดงักล่าวเกดิจากการ

ขาดเอนไซมย์่อยแลคโตส และยงัไม่มกีารคน้พบวธิกีารรกัษาทีไ่ดผ้ลแน่นอน การดูแลผูท้ีม่อีาการ

ดงักล่าวจงึต้องอาศยัการควบคุมอาหารเป็นหลกั [5] ต่อมาจงึได้มกีารวจิยัและพฒันาผลติภณัฑ์

อาหารเสรมิโพรไบโอตกิสม์ากขึน้โดยใชว้ตัถุดบิหลกัอื่นๆ นอกเหนือจากนมในการผลติโพรไบโอตกิส์

บางสายพนัธุ ์

ในทางอุตสาหกรรม Lactobacillus casei ได้ถูกนํามาใช้เป็นโพรไบโอตกิส์อย่างแพร่หลาย 

โดยใช้เติมลงในอาหารหลากหลายชนิดโดยเฉพาะอย่างยิ่งผลิตภัณฑ์จากนม อย่างไรก็ดียงัมี
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ผูบ้รโิภคสว่นหน่ึงทีม่อีาการแพน้มววัและไมส่ามารถรบัประทานนมได ้โดยเฉพาะในประเทศไทยซึง่

ประชากรบางส่วนไม่ดื่มนม โดยวยักลางคนและผู้สูงอายุของไทยไม่ดื่มนมถึงร้อยละ 77.7 ใน

จํานวนน้ีมผีูท้ ี่ดื่มนมเป็นประจํามตีํ่ากว่ารอ้ยละ 10 และประชากรไทยส่วนใหญ่บรโิภคนมตํ่ากว่า

ระดบัมาตรฐานที่แนะนํา [6] น้ําผลไมจ้งึเป็นทางเลอืกหน่ึงที่ผูผ้ลติส่วนใหญ่หนัมาใหค้วามสนใจ 

เน่ืองจากเป็นผลติภณัฑท์ีส่ามารถรบัประทานไดทุ้กเพศทุกวยั อยา่งไรกด็ปัีญหาหลกัของการใชน้ํ้า

ผลไมเ้ป็นผลติภณัฑ์หลกัในการเสรมิโพรไบโอตกิส์คอืความเป็นกรดที่สูงในน้ําผลไม ้ทําใหเ้ซลล์

โพรไบโอตกิสท์ีม่ชีวีติตายลงอย่างรวดเรว็ระหว่างการเกบ็รกัษา จงึมผีูว้จิยัศกึษาความสามารถใน

การทนกรดและการเตรยีมเซลลโ์พรไบโอตกิสร์ปูแบบต่างๆ เพือ่ใหจุ้ลนิทรยีท์ีม่ปีระโยชน์น้ีสามารถ

อยูร่อดในผลติภณัฑไ์ดน้านขึน้ 

จุลนิทรยี์ในกลุ่ม Lactobacillus มคีวามสามารถในการทนกรดไดม้ากกว่าจุลนิทรยี์สายพนัธุ์

อื่นๆ โดยส่วนใหญ่ เน่ืองจากมกีลไกธรรมชาตทิีห่ลากหลายซึ่งสามารถป้องกนัตวัเองจากการถูก

ทําลายจากกรด ไดแ้ก่ กลไกในการรกัษาสมดุลของ pH ระหว่างภายในและภายนอกเซลล ์ซึ่งการ

เคลื่อนย้ายโปรตอนโดยอาศยัการทํางานของเอนไซม์ ATPase หรอื H+-ATPase นัน้เป็นกลไก

สาํคญัอย่างหน่ึงทีจุ่ลนิทรยีท์ีม่คีวามสามารถในการหมกัหลายๆ ชนิดใชใ้นการควบคุม pH ภายใน

เซลล์ด้วย [7-8] โดยสมบตัเิอนไซม์ดงักล่าวน้ีที่พบใน L. casei และ L. plantarum จะทํางานได้ดี

ที่สุดที ่pH ประมาณ 5.0-5.5 ซึ่งตํ่ากว่า pH ที่เหมาะสําหรบัการทํางานของ H+-ATPase ที่พบใน

แบคทีเรียอื่นๆ โดยพบว่าใน pH ที่เหมาะสมในการทํางานของ H+-ATPase ใน E. coli และ 

L. lactis subsp. lactis อยู่ที่ 6.0 และ 7.0 ตามลําดบั [9-10] ซึ่งความสามารถในการทํางานของ 

H+-ATPase น้ีจะสง่ผลต่อการขนสง่โปรตรอนออกจากไซโตพลาสซมึโดยรวม สาํหรบั pH ทีต่ํ่าทีสุ่ด

ที ่H+-ATPase ยงัทาํงานไดใ้น L. casei และ L. plantarum ตรวจพบที ่pH 4.0 [11] ซึง่แตกต่างจาก

สายพนัธุ์แบคทเีรยีที่มคีวามสามารถในการทนกรดตํ่า เช่น Actinomyces viscosus ที่พบการขบั 

pH ออกจากเซลล์ไดต้ํ่าสุดอยู่ที ่6.0 [12] กลไกอย่างทีส่องทีท่ําใหเ้ซลล์ของ Lactobacillus ทนต่อ

กรดได้ดีคือ  Glutamate decarboxylation เ ป็นกระบวนการเปลี่ยนกรดอะมิโนกลูตา เมท 

(glutamate) ให้ เ ป็น  γ-aminobutyric acid (GABA) โดยการทํางานของเอนไซม์  glutamate 

decarboxylase (GAD) ซึ่งในกระบวนการจะมีการใช้โปรตอน (H+) ร่วมด้วย เอนไซม์ GAD 

สามารถพบไดท้ัว่ไปในเซลล์ยูคารโิอตและโปรคารโิอต แต่จะมหีน้าทีแ่ตกต่างกนัไปในแต่ละชนิด

ของเซลล์ที่พบ สําหรบัในจุลินทรีย์ GAD จะทําหน้าที่สําคญัในการต้านทานสภาวะที่เป็นกรด

ภายนอกเซลล ์โดยการเปลีย่นกลูตาเมทซึ่งมคีวามเป็นกรดใหก้ลายเป็น GABA ทีม่คีวามเป็นกรด

ตํ่ากว่าจะเป็นการลดความเป็นกรดในระบบอีกทางหน่ึงนอกเหนือจากการดึงโปรตอนมาใช้ใน

ปฏกิริยิา [13-14] สว่นกลไกอยา่งทีส่ามไดแ้ก่ Arginine Deiminase Pathway (ADI) เป็นกระบวนการ

ที่พบบ่อยในจุลนิทรยี์ Lactobacillus โดยจะเกดิปฏกิริยิาที่ทําใหเ้กดิการแตกของโมเลกุล arginine 
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ได้เป็นแอมโมเนีย (NH3) และสารประกอบอื่นๆ โดยอาศยัการทํางานของเอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่ 

arginine deiminase, ornithine transcarbamoylase และ carbamate kinase โดยมลีาํดบัขัน้ของการ

เกิดปฏิกิริยา 3 ขัน้ตอน ตามลําดับของเอนไซม์ทัง้สาม โดย arginine 1 โมเลกุลจะทําให้เกิด

แอมโมเนีย 2 โมเลกุล ซึง่แอมโมเนียมฤีทธิเ์ป็นด่าง จงึทาํใหก้ลไกน้ีเป็นกลไกสาํคญัอนัหน่ึงทีจ่ะชว่ย

ในการตา้นทานต่อสภาวะกรดของจุลนิทรยีไ์ด ้[15] จากงานวจิยัหลายๆ งานจะพบกระบวนการ ADI 

ใน Lactobacillus หลายสายพนัธุ์ เช่น L. sanfranciscensis, L. brevis AM1, AM8, 10A, L. hilgradii 

51B และ L. fructivoran [16] และกลไกสุดท้ายที่สําคญัและพบมากใน Lactobacillus ทุกสายพนัธุ์ 

ไดแ้ก่ การปรบัเปลีย่นองคป์ระกอบของเยือ่หุม้เซลล ์เน่ืองจากเยื่อหุม้เซลลแ์บคทเีรยีเป็นส่วนสําคญั

ในการอยู่รอดของจุลนิทรยีใ์นสภาวะแวดลอ้มต่างๆ โดยเฉพาะสภาวะทีท่ําใหเ้ซลลเ์กดิความเครยีด 

เช่น อุณหภูม ิแรงดนัออสโมตกิ หรอืค่า pH ที่ไม่เหมาะสม การที่จุลนิทรยี์ต้องอยู่ในสภาวะที่ไม่

เหมาะสมจะพบการเปลี่ยนแปลงการสังเคราะห์โปรตีนบางชนิดที่ส่งผลถึงการเปลี่ยนแปลง

องคป์ระกอบของกรดไขมนัในเยือ่หุม้เซลลด์ว้ย [17] กลไกการเปลีย่นแปลงดงักล่าวประกอบดว้ยการ

เปลี่ยนอัตราส่วนไขมันอิ่มตัว ความยาวของสายคาร์บอน ตําแหน่งของกิ่งก้าน cis-trans 

isomerisation และการปรับเปลี่ยนกรดไขมนัไม่อิ่มตัวไปเป็นกรดไขมนัที่มีไซโคลโพรเพนเป็น

ส่วนประกอบในโมเลกุล (cyclopropane fatty acid) โดยการทาํงานของเอนไซม ์cyclopropane fatty 

acid (CFA) synthase [18] แมว้่ายงัไม่มคีําอธบิายทีช่ดัเจนเกีย่วกบัการทํางานหรอืลกัษณะทางเคมี

กายภาพทีเ่ปลีย่นแปลงไปของเยื่อหุม้เซลลท์ีป่ระกอบดว้ย CFA ปรมิาณสงู แต่มรีายงานวจิยัหลาย

งานยนืยนัเป็นที่แน่ชดัว่าการสรา้ง CFA เพิม่ขึน้มสี่วนเกี่ยวขอ้งในการช่วยใหจุ้ลนิทรยี์หลายชนิด

รอดชวีติในสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ดขีึ้น เช่น Escherichia coli [19] Samonella [20] และ

แบคทเีรยีกลุม่ Lactobacillus เป็นตน้ จากรายงานของ Zavaglia และคณะในปี 2000 [21] พบวา่การ

เพิม่ขึน้ของ CFA ช่วยใหเ้ยื่อหุม้เซลลข์องจุลนิทรยีม์เีสถยีรภาพทีด่ขี ึน้ในดา้นการเป็นเยื่อเลอืกผา่น 

แต่ยงัไม่สามารถอธบิายกลไกได้แน่ชดั อย่างไรก็ด ีCFA เป็นสารประกอบที่มคีวามเสถียรต่อการ

เปลี่ยนแปลงทางเคมมีากกว่ากรดไขมนัไม่อิม่ตวั ซึ่งพบว่า CFA สามารถต้านทานต่อ ozonolysis 

และ oxidation ที่ไม่รุนแรงมากไดด้ ีจงึคาดว่าคุณสมบตัทิางเคม ีของ CFA น่าจะเป็นส่วนสําคญัที่

ชว่ยเสรมิการรอดชวีติมากกวา่สมบตัทิางกายภาพ [18] 

จากกลไกต่างๆ ทีเ่กีย่วขอ้งกบัความสามารถในการทนกรดของจุลนิทรยีใ์นกลุม่ Lactobacillus 

ได้มีการศึกษาเพิ่มเติมจํานวนมากถึงยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆ และพบว่ามียีนที่

หลากหลายที่เกี่ยวขอ้ง ซึ่งยนีส่วนใหญ่ที่เกี่ยวขอ้งนัน้จะไม่ทํางานหากจุลนิทรยี์อยู่ในสภาวะที่

เหมาะสม หรอืในสภาวะทีไ่มม่คีวามเป็นกรดสงูเกนิไป อยา่งไรกต็ามเมือ่จุลนิทรยีเ์ริม่อยู่ในภาวะที่

เป็นกรด มนัจะเริม่ปรบัตวัและเริม่เตรยีมพรอ้มในการตา้นทานสภาวะดงักลา่ว ในปี 1999 Rowbury 

และ Goodson [22] ได้ศกึษาโปรตนีที่เกี่ยวขอ้งกบัการตรวจจบัค่าความเป็นกรดของเชื้อ E. coli 

และพบว่าโปรตนีดงักล่าวจะทํางานโดยการตรวจวดั pH ภายนอกเซลล์ มใิช่ภายในเซลล์ ทําให้
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จุลนิทรยีท์ีม่รีะบบดงักล่าวสามารถตอบสนองต่อสภาวะทีเ่ป็นกรดไดร้วดเรว็ ส่งผลใหส้ามารถทน

กรดไดด้ขีึน้ดว้ย ดงันัน้จงึมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะกระตุน้จุลนิทรยีใ์หม้คีวามพรอ้มในการทนกรดมาก

ขึ้นด้วยการปรบั pH ภายนอกเซลล์ ต่อมาได้มกีารศกึษาเกี่ยวกบัการเปลี่ยนแปลงต่างๆ ที่เกิด

ขึน้กบัเซลลท์ีอ่ยูใ่นสภาวะกรด ทัง้ในดา้นการสงัเคราะหโ์ปรตนีและกรดไขมนัทีเ่ปลีย่นแปลงไป และ

พบว่าโปรตนีทีส่งัเคราะหข์ึน้โดย Lactobacillus ทีเ่จรญิในสภาวะทีเ่ป็นกรดจะมคีวามแตกต่างจาก

การเจรญิทีส่ภาวะปกตเิป็นอยา่งมาก โดยโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสรา้งเอนไซม ์H+-ATPase และ

เอนไซมใ์นระบบเมทาบอลซิมึของคาร์โบไฮเดรตจะเปลีย่นแปลงไป [23-24] นอกจากน้ียงัพบการ

เปลีย่นแปลงทีเ่ยื่อหุม้เซลล์โดยใน L. casei จะพบกรดไขมนัไม่อิม่ตวัเพิม่ขึน้และมคีวามยาวเฉลีย่

ของสายคารบ์อนหลกัมากขึน้ นอกจากน้ียงัพบการเพิม่ขึน้ของ CFA อยา่งมนียัสาํคญัเมือ่เพาะเลีย้ง

ที ่pH 3.5 ซึง่หากทาํใหเ้กดิการกลายพนัธุใ์นลกัษณะทีเ่พิม่ความสามารถในการสงัเคราะห ์CFA จะ

ทําให้เซลล์ทนกรดได้ดีขึ้นอีกด้วย [25] ในปี 2012 Zhang และคณะ [26] ได้ทดลองเตรียมเชื้อ 

L. casei ในสภาวะที่เป็นกรดที่ช่วงเวลาต่างๆ เปรียบเทียบกับสายพันธุ์ที่เตรียมด้วย pH ที่

เหมาะสมกบัเชือ้ (pH 6) และพบว่าเชือ้ทีผ่่านการเตรยีมในสภาวะกรดในช่วงเวลาสัน้ๆ แลว้นําไป

เติมลงในอาหารอื่นที่มคี่า pH ตํ่าๆ จะมคีวามสามารถในการรอดชวีติได้ดกีว่าเชื้อที่ไม่ผ่านการ

เตรยีมในสภาวะกรดถงึ 318 เทา่ 

แบคทเีรยีในกลุ่ม Lactobacillus น้ี จะพบการเปลีย่นแปลงอตัราส่วนของกรดไขมนัอิม่ตวัและ

ไม่อิ่มตัว รวมถึงปริมาณ CFA ในเยื่อหุ้มเซลล์ เมื่อเซลล์อยู่ ใสภาวะที่ เ ป็นกรด โดยใน 

L. coryniformis Si3 จะพบ CFA ชนิด 18:1∆9cis เพิม่ขึน้อยา่งมนีัยสาํคญัเมือ่เพาะเลีย้งที ่pH 4.5 

[27] และใน L. casei จะพบกรดไขมนัไม่อิม่ตวัเพิม่ขึน้และมคีวามยาวเฉลีย่ของสายคาร์บอนหลกั

มากขึน้ นอกจากน้ียงัพบการเพิม่ขึน้ของ CFA อยา่งมนีัยสาํคญัเมือ่เพาะเลีย้งที ่pH 3.5 ซึง่หากทาํ

ใหเ้กดิการกลายพนัธุ์ในลกัษณะทีเ่พิม่ความสามารถในการสงัเคราะห์ CFA จะทําใหเ้ซลล์ทนกรด

ไดด้ขีึน้อกีดว้ย [25] อย่างไรกด็ยีงัมขีอ้ขดัแยง้จากการศกึษาของ Broadbent และคณะในปี 2010 

[28] ที่ไดท้ําการศกึษาใน L. casei ATCC334 ที่ pH 4.5 กลบัพบการเพิม่ขึน้ของกรดไขมนัอิม่ตวั

แทน  ในงานวจิยัหลายๆ งานได้ศกึษายนีที่เกี่ยวขอ้งกบั CFA ใน Lactobacillus และพบว่า ยนี 

CFA ซึ่งเป็นยนีทีค่วบคุมการสงัเคราะหเ์อนไซม ์cyclopropane fatty acid synthase จะถูกกระตุน้

ไดด้ว้ยค่า pH ตํ่าๆ จากการศกึษาใน L. rhamnosus อธบิายการทํางานของยนีดงักล่าวว่าไม่พบ

การแสดงออกเพิม่ขึน้เมื่อ pH ในระบบสงูกว่า 5.0 [29] นอกจากการทํางานของยนีทีเ่กีย่วขอ้งแลว้ 

สภาพแวดลอ้มอื่นๆ ทีจุ่ลนิทรยีอ์าศยัอยู่ยงัมสี่วนในการสงัเคราะห์ CFA เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่

เป็นกรด จากการศกึษาใน L. helveticus ทีเ่ลีย้งในอาหารทีม่กีรด oleic และ linoleic อยูม่ากจะมผีล

ให้การสังเคราะห์ CFA สูงขึ้นเมื่อเชื้ออยู่ในสภาวะกรด [30] และใน L. sanfranciscensis จะ

สงัเคราะห ์CFA ผา่นกระบวนการทีม่อีอกซเิจนไดด้ ีในขณะที ่L. helveticus จะใชก้ระบวนการทีไ่ม่
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มอีอกซเิจนไดด้กีว่า ส่งผลใหท้ัง้ 2 สายพนัธุน้ี์มคีวามสามารถในการทนกรดไดต่้างกนัเมื่อปรมิาณ

ออกซเิจนในระบบต่างกนั [31] 

จากทีก่ลา่วมาทัง้หมดจะเหน็ไดว้า่ แบคทเีรยีในกลุม่ Lactobacillus สามารถป้องกนัตวัเองจาก

สภาวะภายนอกทีเ่ป็นกรดไดด้ว้ยกลไกทีห่ลากหลาย และการเตรยีมเชื้อในสภาวะทีเ่ป็นกรดก่อน

นํามาใชง้าน จะทาํใหเ้ชือ้มคีวามสามารถในการทนกรดไดม้ากขึน้อย่างมนีัยสาํคญั อยา่งไรกด็ยีงัมี

ความแตกต่างของการใชก้รดอนิทรยีแ์ละกรดอนินทรยีต่์อการกระตุน้ความสามารถในการทนกรดน้ี 

เน่ืองจากความสามารถในการผา่นเขา้สูเ่ซลลข์องกรดแต่ละชนิดไมเ่ท่ากนั ในกรณีของกรดแลคตกิ 

ซึ่งเป็นกรดอนิทรยีอ์ย่างอ่อน จะสามารถผ่านเขา้สู่เซลล์ไดง้่ายในลกัษณะทีเ่ป็น protonated form 

[7] สาํหรบักรดซติรกิจุลนิทรยีใ์นกลุ่ม Lactobacillus สามารถนําไปใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในการผลติสาร

จําพวก acetoin และ diacetyl ได ้[32] และกรดมาลกิจะเป็นสารตัง้ต้นในกระบวนการ malolactic 

fermentation [33] กรดอนิทรยีเ์หล่าน้ีจะมผีลกระทบต่อเซลล์น้อยกว่ากรดอนินทรยี์ งานวจิยัน้ีจงึ

สนใจศกึษาความแตกต่างระหว่างการใช้กรดอนิทรยี์และกรดอนินทรยี์ในการเตรยีมหวัเชื้อ ต่อ

ความสามารถในการรอดชวีติของแบคทเีรยี Lactobacillus casei ในสภาวะกรดชนิดต่างๆ เพือ่เป็น

ขอ้มลูสาํคญัในการนําจุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิสไ์ปใชใ้นการพฒันาผลติภณัฑเ์ครือ่งดืม่โพรไบโอตกิสท์ี่

ทาํจากน้ําผลไม ้ซึง่จะมคีา่ pH คอ่นขา้งตํ่าโดยธรรมชาต ิ

 

2. วิธีดาํเนินการวิจยั 

2.1 จลิุนทรียแ์ละการเพาะเลี้ยง 

คณะผูว้จิยัเลอืกใชเ้ชื้อจุลนิทรยี์ในตระกูล Lactobacilli 1 สายพนัธุ์ ไดแ้ก่ Lactobacillus casei 

LC1 ทีไ่ดร้บัการรบัรองว่ามคีวามสามารถเป็นโพรไบโอตกิส ์จากบรษิทัตวัแทนจําหน่ายในประเทศ

ไทย อาหารเลีย้งเชือ้ MRS ซึง่เป็นอาหารเลีย้งเชือ้สาํหรบัสายพนัธุ ์Lactobacilli [34] เป็นอาหารเลีย้ง

เชื้อที่ใชต้ลอดการทดลอง การเพาะเลี้ยงหวัเชื้อจุลนิทรยี์ใช ้L. casei ที่เป็นผงแหง้ (freezed-dry) 

ปรมิาณ 0.05 กรมั เตมิลงในอาหาร MRS broth ปรมิาตร 30 mL นําไปบ่มที่อุณหภูม ิ37 oC เป็น

เวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ถ่ายเชื้อ 1 mL ลงอาหารเลี้ยงเชื้อ MRS broth ขวดใหม่ปรมิาตร 30 mL 

นําไปบม่ทีอุ่ณหภมู ิ37 oC ต่อเป็นเวลา 24 ชัว่โมง เพือ่นําไปใชเ้ป็นหวัเชือ้ในการทดลองขัน้ต่อๆ ไป 

 

2.2 การเตรียมหวัเช้ือด้วย pH ตํา่ 

นําหวัเชือ้ L. casei ทีผ่่านการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ปรมิาตร 10 mL มาปัน่เหวีย่งที่

ความเรว็ 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ีทีอุ่ณหภมู ิ4 oC จากนัน้ลา้งเซลลด์ว้ย phosphate buffer 

2 ครัง้ และนํามากระจายตวัอกีครัง้ใน MRS broth ปรมิาตร 10 mL แลว้จงึเตมิลงใน MRS broth 

ปรมิาตร 100 mL ทีป่รบั pH ใหเ้ป็น 3.5, 4.5 และ 5.5 โดยใชก้รดซติรคิ หรอืกรดมาลคิ หรอืกรด
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ไฮโดรคลอรคิ (HCl) ที่ผ่านการฆ่าเชื้อโดยการกรองดว้ยเมมเบรน ขนาด 0.2 µm (ไม่ฆ่าเชื้อดว้ย

ความรอ้นเพราะจะทําใหก้รดซติรคิเปลีย่นรปูและสลสยตวั) จากนัน้นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC เป็น

เวลา 1 ชัว่โมง เมื่อบ่มครบตามเวลาแลว้จะทําการลา้งเซลลด์ว้ย phosphate buffer 2 ครัง้ และนํา

เซลล์ของ L. casei มากระจายตัวอีกครัง้ใน phosphate buffer pH 6.5 แล้วจึงนําเซลล์ที่ได้ไป

ตรวจสอบความสามารถของเชือ้ในการทนกรดรปูแบบต่างๆ 

 

2.3 การเตรียมหวัเช้ือด้วย pH ตํา่ต่อการรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะกรด 

นําเชื้อ L. casei ทีผ่่านการเตรยีมทีส่ภาวะ pH ตํ่ารูปแบบต่างๆ ปรมิาตร 3 mL มาเตมิลงใน

อาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth ปรมิาตร 30 mL ทีป่รบั pH ใหเ้ป็น 3.5, 4.5 และ 5.5 โดยใชก้รดซติรคิ 

หรอืกรดมาลคิ และผ่านการฆ่าเชื้อโดยกรองดว้ยเมมเบรน ขนาด 0.2 µm นําไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 
oC เป็นเวลา 2 วนั เกบ็ตวัอยา่งมาตรวจวดัการรอดชวีติของเชือ้ทุกวนั โดยทาํการ spread plate ลง

บน MRS agar แลว้นําไปบม่ทีอุ่ณหภมู ิ37 oC เป็นเวลา 48 – 72 ชัว่โมง 

 

2.4 การเตรียมหวัเช้ือด้วย pH ตํา่ต่อการรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะน้ําผลไม้จาํลอง 

เตรยีมน้ําผลไมจ้ําลองโดยผสมซูโครส 2% กลูโคส 1% และฟรุกโตส 1% ด้วยน้ํากลัน่ และ

ปรบั pH เป็น 3.5 ดว้ยกรดซติรกิ จากนัน้ฆ่าเชือ้โดยกรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.2 µm แลว้นําเชือ้ 

L. casei ทีผ่า่นการเตรยีมทีส่ภาวะ pH ตํ่ารปูแบบต่างๆ มาเตมิลงในน้ําผลไมจ้าํลอง ศกึษาการรอด

ชวีติของเชือ้ L. casei ในน้ําผลไมจ้าํลองทีเ่กบ็รกัษาทีอุ่ณหภมู ิ4 oC โดยตรวจวดัการรอดชวีติของ

เชือ้ทุก 1 สปัดาห ์เป็นเวลา 2 สปัดาห ์โดยทาํการ spread plate ลงบน MRS agar แลว้นําไปบ่มที่

อุณหภมู ิ37 oC เป็นเวลา 48 – 72 ชัว่โมง และทาํการวดัปรมิาณกรดทัง้หมด รวมถงึปรมิาณน้ําตาล

แต่ละชนิดทีเ่หลอือยูใ่นน้ําผลไมจ้าํลอง 

 

2.5 การศึกษาผลของ pH ท่ีใช้เตรียมหวัเช้ือต่อการรอดชีวิตของ Lactobacillus casei ใน

ระบบทางเดินอาหารจาํลอง 

นําเชือ้ L. casei ทีผ่่านการเตรยีมทีส่ภาวะ pH ตํ่า ซึ่งใหผ้ลการรอดชวีติในสภาวะกรดดทีี่สุด 

ปรมิาตร 3 mL เตมิลงในสารละลายเปปโตน ปรมิาตร 30 mL ที่ปรบั pH เป็น 2.0 ด้วยกรด HCl 

และผ่านการฆ่าเชือ้โดยการกรองดว้ยเมมเบรน ขนาด 0.2 µm นําตวัอย่างไปบ่มทีอุ่ณหภูม ิ37 oC 

เกบ็ตวัอยา่งและวดัการรอดชวีติของเชือ้ทุกชัว่โมงเป็นเวลา 3 ชัว่โมง 
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2.6 การวิเคราะหท์างเคมี 

วเิคราะหป์รมิาณน้ําตาล (ซูโครส, กลโูคส, ฟรุกโตส) โดยใช ้HPLC นําตวัอยา่งประมาณ 1mL 

ใช้หลอดฉีดยาดูดขึ้นมาจนหมด นํามาฉีดลงใน vial โดยผ่านหวักรอง ปิดฝาแล้วนําเข้าเครื่อง 

HPLC โดยใช้ column carbohydrate ปรมิาณตวัอย่างที่ใช้เท่ากบั 0.5 µL ใช้ mobile phase เป็น

สารผสม อตัราสว่นระหวา่ง น้ํา : Acetonitrile เป็น 25 : 75  มอีตัราการไหล 1.4 mL/min ใชเ้วลาใน

การวเิคราะหต์วัอยา่ง ตวัอยา่งละ 10 นาท ี

ตรวจวเิคราะห์ปรมิาณกรดซิตรคิและกรดแลคตคิด้วยเครื่อง HPLC โดยใช้คอลมัม์ C-18 มี

กรดซลัฟิว รคิเขม้ขน้ 0.1 M เป็น mobile phase ปรมิาตรตวัอย่าง 10 µL ใชอ้ตัราเรว็ในการชะ 1 

mL/min ระยะเวลาการวเิคราะห์ 30 นาท ีใช ้detector ชนิด DAD ที่ความยาวคลื่น 210 nm และ

ตรวจวดัปรมิาณกรดทัง้หมดดว้ยวธิกีารไตเตรท โดยปิเปตตวัอย่างมา 2 mL ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ 

หยด 1% ฟีนอฟธาลนี 2 – 3 หยด  ไทเทรตกบั 0.01 N NaOH จนถงึจุดยุตแิลว้นํามาคํานวณหา

ปรมิาณกรดดว้ยสมการ 

 

 %Acidity =  ความเขม้ขน้(Normal)ของNaOH × ปรมิาตรของNaOH ทีใ่ช ้(mL) × น้ําหนกัสมมลูของกรด (1) 
                                  ปรมิาตรของตวัอยา่ง (mL) × 10 

 

3. ผลและการวิจารณ์ผลการทดลอง  

3.1 ผลของการเตรียมหวัเช้ือด้วย pH ตํา่ต่อการรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะกรด 

ในการเตรยีมหวัเชื้อดว้ยสภาวะกรด (pH ตํ่า) ใชก้รด 3 ชนิด ไดแ้ก่ กรดไฮโดรคลอรคิ (เป็น

ตวัแทนของกรดอนินทรยีท์ีนิ่ยมใชใ้นการปรบัสภาวะเลยีนแบบระบบทางเดนิอาหารจําลอง) กรด 

ซติรคิ และกรดมาลคิ (เป็นตวัแทนของกรดอนิทรยีท์ีพ่บมากในน้ําผลไม)้ โดยใชร้ะดบัความเขม้ขน้

ของกรดทัง้ 3 ชนิด ที่ 3 ระดบั คอืที่ pH 3.5, 4.5, และ 5.5 ซึ่งค่า pH ที่ 4.5 เป็นค่าที่นิยมใช้ใน

สารละลายสําหรบัเตรียมเซลล์เพื่อให้ทนต่อสภาวะที่เป็นกรด เน่ืองจากเป็นสภาวะที่ไม่รุนแรง

เกินไปและสามารถกระตุ้นให้จุลินทรีย์โพรไบโอติกส์ปรบัตวัได้ อีกทัง้ยงัไม่ทําให้สูญเสยีเซลล์

จุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิสท์ีม่ชีวีติไป เน่ืองจากที ่pH 4.5 ไมท่าํให ้pH ภายในเซลลข์อง Lactobacillus 

ลดตํ่าลงมากเกนิไป ซึ่งหาก pH ภายในเซลล์ยงัอยู่ในช่วง 4.6 – 4.8 จะทําให ้Lactobacillus บาง

สายพนัธุช์ะลอการเจรญิ และทําใหย้นีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการทนกรดของเซลลถ์ูกกระตุน้ใหท้ํางาน แต่

เป็นสภาวะทีไ่มท่ําใหเ้ซลลต์าย [35] ในการทดลองน้ีคาดหวงัผลในการพฒันาหวัเชือ้โพรไบโอตกิส์

ดว้ยสภาวะทีเ่ป็นกรด เพือ่ใหจุ้ลนิทรยีเ์กดิการปรบัตวัและทนสภาวะกรดในน้ําผลไมไ้ดม้ากขึน้ และ

เป็นขอ้มลูเบือ้งตน้ในการพฒันาผลติภณัฑน้ํ์าผลไมเ้สรมิโพรไบโอตกิสไ์ดต่้อไป 

จากการทดลองเตรยีมเซลล์โพรไบโอตกิส์สายพนัธุ์ Lactibacillus casei ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

MRS broth ที่ปรบั pH ด้วยกรดทัง้ 3 ชนิดขา้งต้น พบว่าการใช้กรดอนิทรยี์และกรดอนินทรยี์ใน
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การเตรียมเซลล์โพรไบโอติกส์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จะส่งผลต่อการทนกรดในสภาวะต่างๆ ไม่

เหมอืนกนั โดยการเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดไฮโดรคลอรคิทาํให ้L. casei สามารถทนสภาวะกรดซติรคิ 

ได้ดทีี่สุดเมื่อทําการทดลองเป็นเวลา 2 วนั ดงัแสดงในตารางที่ 1 โดยมจีํานวนเซลล์ลดลงเพยีง

ประมาณ 1.5 logCFU/mL ในขณะที่การเตรยีมเซลล์ด้วยกรดซิตรกิและกรดมาลกิจะพบจํานวน 

L. casei ทีร่อดชวีติลดลงในช่วง 2 – 5 logCFU/mL แต่การเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดมาลคิ จะทาํใหเ้ชือ้

ทนต่อสภาวะเครยีดในกรดมาลคิไดด้กีว่าการเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดไฮโดรคลอรคิ (ตารางที ่2) โดย

เมือ่ทาํการทดลองเป็นเวลา 2 วนั จาํนวนเซลลท์ีม่ชีวีติของ L. casei ทีผ่า่นการเตรยีมดว้ยกรดมาลคิ

ที่ pH 4.5 จะลดลงเพยีงประมาณ 2 logCFU/mL แต่เซลล์ที่ผ่านการเตรยีมด้วยกรดไฮโดรคลอรคิ 

ที ่pH 4.5 มจีํานวนเซลลท์ีร่อดชวีติลดลงถงึประมาณ 5 logCFU/mL ทัง้น้ีหากพจิารณาจากค่า pH 

ทีเ่ทา่กนั กรดไฮโดรคลอรคิทีเ่ป็นกรดแก่จะแตกตวัได ้100% ในขณะทีก่รดอนิทรยีท์ัง้ 2 ชนิด ไดแ้ก่ 

กรดซิตริคและกรดมาลิคจะแตกตัวได้แตกต่างกันตามค่า pKa ของกรดแต่ละชนิด ดงันัน้เมื่อ

พิจารณาที่ค่า pH ที่เท่ากันโดยใช้กรดที่แตกต่างกัน 3 ชนิดน้ีปรบัค่า จะทําให้ในสารละลายมี

ปรมิาณโมเลกุลของกรดในสารละลายแตกต่างกนั  

 

ตารางท่ี 1 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะกรดซิตริค pH 3.5 เมื่อเตรียมเช้ือด้วยกรด

ไฮโดรคลอริก กรดมาลิค และกรดซิตริคท่ี pH ต่างๆ 

สภาวะการเตรียม

เซลล ์

จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 1 วนัท่ี 2 

ไมผ่า่นการเตรยีมเซลล ์ 7.17 ± 0.05 ND ND 

HCl (pH 5.5) 

HCl (pH 4.5) 

HCl (pH 3.5) 

7.26 ± 0.03 

7.08 ± 0.25 

7.31 ± 0.37 

6.60 ± 0.15 

6.78 ± 0.20 

6.78 ± 0.31 

6.52 ± 0.07 

6.67 ± 0.20 

6.46 ± 0.11 

Malic acid (pH 5.5) 

Malic acid (pH 4.5) 

Malic acid (pH 3.5) 

7.44 ± 0.07 

7.48 ± 0.40 

7.59 ± 0.29 

6.00 ± 0.30 

4.48 ± 0.24 

3.13 ± 0.13 

4.40 ± 0.46 

2.52 ± 0.77 

ND 

Citric acid (pH 5.5) 

Citric acid (pH 4.5) 

Citric acid (pH 3.5) 

7.47 ± 0.05 

7.52 ± 0.04 

7.45 ± 0.07 

6.22 ± 0.11 

6.03 ± 0.03 

3.23 ± 0.23 

5.94 ± 0.26 

4.91 ± 0.13 

ND 
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ตารางท่ี 2 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะกรดมาลิค pH 3.5 เมื่อเตรียมเช้ือด้วยกรด

ไฮโดรคลอริก กรดมาลิค และกรดซิตริคท่ี pH ต่างๆ 

สภาวะการเตรียม

เซลล ์

จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 1 วนัท่ี 2 

ไมผ่า่นการเตรยีมเซลล ์ 7.22 ± 0.11 3.35 ± 0.13 ND 

HCl (pH 5.5) 

HCl (pH 4.5) 

HCl (pH 3.5) 

7.49 ± 0.05 

7.11 ± 0.17 

7.30 ± 0.13 

5.00 ± 0.25 

3.08 ± 0.07 

2.55 ± 0.11 

ND 

2.40 ± 0.90 

ND 

Malic acid (pH 5.5) 

Malic acid (pH 4.5) 

Malic acid (pH 3.5) 

7.14 ± 0.23 

6.97 ± 0.22 

7.59 ± 0.29 

6.89 ± 0.48 

6.25 ± 0.19 

3.13 ± 0.13 

ND 

5.68 ± 0.46 

ND 

Citric acid (pH 5.5) 

Citric acid (pH 4.5) 

Citric acid (pH 3.5) 

7.53 ± 0.05 

7.52 ± 0.04 

7.53 ± 0.07 

ND 

2.15 ± 0.25 

3.23 ± 0.23 

ND 

2.63 ± 0.13 

ND 

 

กลไกต่างๆ ที่เซลล์ใชใ้นการป้องกนัตนเองจากสภาวะหน่ึงๆ อาจส่งผลดเีมื่อเซลล์จุลนิทรยี์

ตอ้งเจอกบัสภาวะเครยีด เช่น สภาวะกรด แต่ในสภาวะเครยีดแบบเดยีวกนั (ในทีน้ี่คอืสภาวะกรด) 

หากองค์ประกอบของสิง่กระตุ้นความเครยีดที่พบในระบบมคีวามแตกต่างกนั เช่นในกรณีน้ีคอื 

สภาวะกรดทีเ่กดิจากกรดซติรคิและกรดมาลคิ จาํทาํใหผ้ลทีไ่ดม้คีวามแตกต่างกนัได ้เน่ืองจากกรด

แต่ละชนิดสามารถชกันําใหเ้กดิการเปลี่ยนแปลงของยนีได้ในระดบัที่ต่างกนั [36] ทัง้น้ีเน่ืองจาก

ปรมิาณประจุและขนาดโมเลกุลเป็นปัจจยัสาํคญัทีท่าํใหก้รดอนิทรยีแ์ต่ละชนิดผา่นเยือ่หุม้เซลลเ์ขา้สู่

ภายในเซลล์จุลนิทรยี์ไดไ้ม่เหมอืนกนั ลกัษณะโมเลกุลของกรดอนิทรยี์ที่ยงัไม่แตกตวัจะสามารถ

ผ่านเยื่อหุม้เซลลเ์ขา้สู่ภายเซลลไ์ดง้่ายและไปเกดิการแตกตวัภายในเซลล ์ในขณะทีก่รดอนินทรยี์

ซึง่ในทีน้ี่ไดแ้ก่กรดไฮโดรคลอรคิจะแตกตวัไดท้ัง้หมด แมว้า่เซลลแ์บคทเีรยีจะมกีระบวนการป้องกนั

การแพร่ของ H+ ทีม่ากเกนิไปเขา้สู่เซลล ์แต่ดว้ยลกัษณะโมเลกุลทีส่ามารถผ่านเขา้สู่เซลลไ์ดอ้ยา่ง

รวดเรว็จงึทําให้กรดไฮโดรคลอรคิสามารถกระตุ้นให้เกดิการตอบสนองของเซลล์ต่อปรมิาณ H+ 

ภายในเซลลท์ีส่งูขึน้ไดร้วดเรว็กว่า [37] โดยการตอบสนองระดบัยนีทีส่าํคญัของเซลลแ์บคทเีรยีต่อ

สภาวะทีเ่ป็นกรดคอืการปรบัลดอตัราการผา่นเขา้ออกของสารระหวา่งภายในและภายนอกเซลล ์ซึง่

ก็คอืการลด membrane fluidity ของเซลล์ลง กระบวนการสําคญัที่พบคอืการปรบัอตัราส่วนการ

สร้างกรดไขมนัอิม่ตวัใหสู้งขึน้และลดปรมิาณกรดไขมนัไม่อิม่ตวัที่โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ลง 
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โดยกรดแต่ละชนิดจะกระตุน้ใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงดงักล่าวไดไ้ม่เท่ากนั ส่วนหน่ึงขึน้กบัค่า pKa 

ของกรดนัน้ๆ และโดยส่วนมากกรดที่กระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงที่เยื่อหุ้มเซลล์ได้มากเมื่อ

นํามาใช้เตรยีมเซลล์จะทําให้จุลนิทรยี์รอดชวีติในสภาวะกรดได้ดขีึ้น แต่หลกัการดงักล่าวยงัไม่

สามารถใชอ้ธบิายการทํางานของกรดบางชนิด เช่น กรดเบนโซอคิ ทีม่ฤีทธิใ์นการฆ่าเชือ้สูงแมว้่า

จะทําใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงอตัราส่วนกรดไขมนัทีเ่ยื่อหุม้เซลลข์องจุลนิทรยีไ์ดด้กีต็าม ดงันัน้เมื่อ

ใช้กรดต่างชนิดกนัในการเตรยีมเซลล์จงึให้ผลที่แตกต่างกนัไป [38] ทัง้น้ีผลที่ได้ขึ้นกบัชนิดของ

จุลนิทรยี ์ชนิดของกรด และคา่ pH ทีใ่ชใ้นการเตรยีมเซลล ์[39] 

 

3.2 ผลของการเตรียมหวัเช้ือด้วย pH ตํา่ต่อการรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะน้ําผลไม้

จาํลอง 

น้ําผลไมจ้ําลองทีใ่ชใ้นงานวจิยัทําการปรบั pH ดว้ยกรดซติรคิ ซึ่งเป็นกรดอ่อนทีพ่บทัว่ไปใน

น้ําผลไม ้และทําการฆ่าเชื้อดว้ยการกรองไดว้ยเมมเบรนขนาด 0.2 µm ซึ่งเป็นการไม่ผ่านความ

รอ้น ทาํใหโ้ครงสรา้งโมเลกุลของกรดซติรคิไมเ่กดิการเปลีย่นสภาพ ผลการศกึษาการรอดชวีติของ 

L. casei ทีผ่า่นการเตรยีมเซลลด์ว้ยสภาวะกรดแบบต่างๆ ในน้ําผลไมจ้าํลองแสดงในตารางที ่3 ซึง่

พบวา่การเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดไฮโดรคลอรคิที ่pH 3.5, 4.5 และ 5.5 ทาํให ้L. casei รอดชวีติในน้ํา

ผลไมจ้าํลองไดด้ทีีสุ่ดในทุกค่า pH ทีใ่ชใ้นการเตรยีมเซลล ์โดยมจีาํนวนเซลลท์ีร่อดชวีติลดลงเพยีง

ประมาณ 1.5 logCFU/mL ในเวลา 14 วนัของการเกบ็รกัษาที่อุณหภูม ิ4๐C และการเตรยีมเซลล์

ด้วยกรดซิตริคที่ pH 3.5 ให้ผลในการรอดชีวิตดีเป็นลําดับถัดมาโดยมีเซลล์ที่รอดชีวิตลดลง

ประมาณ 2 logCFU/mL ในเวลา 14 วนั ซึ่งผลทีไ่ดม้แีนวโน้มไปในทศิทางเดยีวกบัผลการทดลอง

ในตารางที ่1 ซึง่ใช ้MRS broth เป็นสารละลายกรดในการทดสอบการรอดชวีติ 

 

ตารางท่ี 3 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะน้ําผลไม้จาํลองท่ี pH 3.5 เกบ็รกัษาท่ี 4 oC 

เป็นเวลา 14 วนั 

สภาวะการเตรียม

เซลล ์

จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 7 วนัท่ี 14 

ไมผ่า่นการเตรยีมเซลล ์ 7.21 ± 0.06 ND ND 

HCl (pH 5.5) 

HCl (pH 4.5) 

HCl (pH 3.5) 

7.03 ± 0.53 

7.01 ± 0.47 

7.18 ± 0.03 

5.82 ± 0.20 

6.23 ± 0.24 

6.03 ± 0.11 

5.52 ± 0.24 

5.58 ± 0.14 

5.50 ± 0.18 
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ตารางท่ี 3 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะน้ําผลไม้จาํลองท่ี pH 3.5 เกบ็รกัษาท่ี 4 oC 

เป็นเวลา 14 วนั (ต่อ) 

สภาวะการเตรียม

เซลล ์

จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

วนัท่ี 0 วนัท่ี 7 วนัท่ี 14 

Malic acid (pH 5.5) 

Malic acid (pH 4.5) 

Malic acid (pH 3.5) 

7.52 ± 0.22 

7.02 ± 0.28 

7.59 ± 0.29 

3.17 ± 0.19 

3.20 ± 0.20 

3.13 ± 0.13 

1.34 ± 0.26 

3.01 ± 0.77 

2.20 ± 0.17 

Citric acid (pH 5.5) 

Citric acid (pH 4.5) 

Citric acid (pH 3.5) 

7.03 ± 0.43 

7.47 ± 0.67 

7.22 ± 0.33 

5.80 ± 0.09 

5.95 ± 0.24 

5.66 ± 0.40 

3.74 ± 0.12 

4.95 ± 0.06 

5.14 ± 0.17 

  

การใชน้ํ้าผลไมจ้าํลองใหข้อ้สงัเกตุของความแตกต่างระหว่างการผลการทดลองเทยีบกบัการ

ใช ้MRS broth โดยการใชน้ํ้าผลไมจ้ําลองเป็นระบบที่มเีพยีงน้ําตาลและกรด ไม่มอีงค์ประกอบที่

เป็นกรดอะมโิน ซึ่งแมก้ารทดลองในน้ําผลไมจ้ําลองจะใหผ้ลเช่นเดยีวกบัการทดลองในสารละลาย 

MRS broth แต่การเตรยีมเซลล์ดว้ยกรดอนิทรยี ์คอื กรดซติรกิและกรดมาลคิโดยใช ้pH ทีต่ํ่ากว่า

ในการเตรยีมเซลล์ส่งผลให้การรอดชวีติดกีว่า ซึ่งสวนทางกบัการทดสอบใน MRS broth ที่การ

เตรยีมเซลล์ที่ pH สูงกว่าให้ผลการรอดชวีติที่ดกีว่า อย่างไรก็ดจีํานวนจุลนิทรยี์ที่รอดชวีติในน้ํา

ผลไมใ้นวนัที ่14 จะมจีํานวนตํ่ากว่าการรอดชวีติในการทดสอบดว้ย MRS broth จงึเป็นขอ้สงัเกตุ

อย่างหน่ึงว่า เมื่อทําการเตรียมเซลล์ด้วย MRS broth ในสภาวะกรดเป็นสภาวะที่มกีรดอะมโิน

จาํนวนมากอยูใ่นระบบ ซึง่ L. casei จะปรบัตวัโดยใชท้ัง้กลไกทีม่แีละไมม่กีารใชก้รดอะมโินเขา้ร่วม

ในกลไก แต่เมือ่นํามาทดสอบการรอดชวีติในสภาวะทีไ่มม่กีรดอะมโิน เช่น ในน้ําผลไม ้ทาํใหก้ลไก

ทีใ่ชก้รดอะมโินเขา้ร่วมไมส่ามารถใชง้านได ้คงเหลอืแต่บางกลไกทีไ่มจ่าํเป็นตอ้งใชก้รดอะมโินเขา้

รว่มยงัสามารถทาํหน้าทีล่ดสภาวะเครยีดในเซลล ์และยงัคงทาํใหเ้ซลลร์อดชวีติไดด้รีะดบัหน่ึง 

กลไกหลกัทีม่กีรดอะมโินเขา้มาเกีย่วขอ้งซึง่จุลนิทรยีใ์นกลุ่ม Lactobacillus ทัว่ไปใชใ้นการลด

สภาวะเครียดจากกรดในสิ่งแวดล้อม ได้แก่ Glutamate Decarboxylation system (GDS) และ 

Arginine Deiminase pathway (ADP) ซึ่งใช้กรดอะมิโนกลูตาเมท (glutamate) และอาร์จินีน 

(arginine) รว่มในระบบตามลาํดบั โดยระบบ ADP จะสามารถลดความเป็นกรดในไซโตพลาสซมึได้

มากกว่าเน่ืองจากมกีารสร้างแอมโมเนียซึ่งเป็นด่างออกมา ส่วนกลไกที่ไม่เกี่ยวข้องกบัการใช้

กรดอะมโินไดแ้ก่ การทํางานของเอนไซม ์H+-ATPase ซึ่งทําหน้าที่ขนส่งโปรตอนออกนอกเซลล์ 

และกลไกการปรบัเปลีย่นโครงสรา้งเยื่อหุม้เซลลข์องแบคทเีรยีทีท่ําใหเ้กดิการสรา้ง cyclopropane 
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fatty acid ซึ่งเป็นโครงสรา้งทีท่ําใหเ้ยื่อหุม้เซลล์ถูกทําลายยากดว้ยกรดไดย้ากขึน้ [40] ดงันัน้จาก

ผลการทดลองในตารางที ่2 (น้ําผลไมจ้ําลอง) จงึพบการรอดชวีติโดยรวมทีต่ํ่าลงเมื่อเปรยีบเทยีบ

กับตารางที่ 1 (acidify MRS broth) อาจเน่ืองมาจากระดบัปริมาณกรดอะมิโนที่แตกต่างกันใน

สภาวะทีใ่ชส้ภาวะทีใ่ชท้ดสอบ ในส่วนของปรมิาณกรดในน้ําผลไมห้ลงัจากเตมิโพรไบโอตกิสแ์ละ

เกบ็รกัษาไวเ้ป็นเวลา 14 วนั ไม่พบการเปลี่ยนแปลงปรมิาณกรดซิตรกิในน้ําผลไม ้(ตารางที่ 4) 

แสดงใหเ้หน็ถงึสภาวะความเป็นกรดทีไ่ม่เปลีย่นแปลงในตวัอย่างน้ําผลไมจ้ําลองตลอดระยะเวลา

การทดลอง ส่วนปรมิาณกรดแลคตกิในน้ําผลไมจ้ําลองตรวจไม่พบตลอดระยะเวลา 14 วนัของการ

ทดลองในทุกสภาวะที่ทดสอบ (ไม่แสดงผลการทดลอง) สําหรบัการตรวจวดัปรมิาณน้ําตาลในน้ํา

ผลไมจ้ําลองเป็นทีน่่าสนใจว่าไม่เหน็แนวโน้มการเปลีย่นแปลงปรมิาณน้ําตาลทีแ่น่นอนในน้ําผลไม้

จําลองทัง้ในระบบทีเ่ตมิ L. casei ทีผ่่านการเตรยีมเซลล์และไม่ผ่านการเตรยีมเซลล์ (ไม่แสดงผล

การทดลอง) จงึเป็นเป็นไปไดว้่ากลไกการใชน้ํ้าตาลของเซลล์เน้นเพื่อการสรา้งพลงังานเพื่อสรา้ง

โปรตนีและกรดไขมนัที่เกี่ยวขอ้งกบัการป้องกนัตวัจากสภาวะกรด ดงันัน้เมื่อไม่มกีรดอะมโินใน

ระบบซึง่ทาํใหข้าดสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะหโ์ปรตนีการใชน้ํ้าตาลจงึชา้ลงดว้ย 

 

ตารางท่ี 4 ปริมาณกรดซิตริคในน้ําผลไม้เมื่อมีการเติมจุลินทรียโ์พรไบโอติกส์ท่ีผ่านการ

เตรียมท่ีสภาวะต่างๆ และเกบ็รกัษาท่ีอณุหภมิู 4 oC เป็นเวลา 14 วนั 

สภาวะการเตรียมเซลล ์ วนัท่ี ปริมาณกรดซิตริกในน้ําผลไม้ (g/L) 

ไมผ่า่นการเตรยีมเซลล ์ 0 0.68 ± 0.12 

7 0.71 ± 0.09 

14 0.79 ± 0.10 

เตรยีมเชือ้ดว้ยกรดซติรคิ pH 3.5 0 0.74 ± 0.05 

7 0.71 ± 0.02 

14 0.75 ± 0.15 

เตรยีมเชือ้ดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิ pH 4.5 

 

0 0.74 ± 0.09 

7 0.82 ± 0.06 

14 0.85 ± 0.10 
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3.3 การศึกษาผลของ pH ท่ีใช้เตรียมหวัเช้ือต่อการรอดชีวิตของ L. casei ในระบบทางเดิน

อาหารจาํลอง 

ในการศกึษาผลของ pH ทีใ่ชใ้นการเตรยีมหวัเชือ้ต่อการรอดชวีติของจุลนิทรยีโ์พรไบโอตกิส์

ในระบบทางเดนิอาหารจําลอง ผูว้จิยัเลอืกสภาวะการเตรยีมเซลล์ทีใ่ชก้รดไฮโดรคลอรคิที ่pH 4.5 

และกรดซติรคิที ่pH 3.5 ซึง่ใหก้ารรอดชวีติของเซลลใ์นน้ําผลไมด้ทีีส่ดุมาใชใ้นการเตรยีมเซลล ์และ

ศกึษาการรอดชวีติของ L. casei ในสภาวะระบบทางเดนิอาหารจาํลองที ่pH 2.0 (ปรบัโดยใชก้รด 

ไฮโดรคลอรคิ) บม่ตวัอยา่งที ่37 oC เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ไดผ้ลดงัตารางที ่5 จะเหน็ไดว้า่เมือ่ทดสอบ

ในสภาวะระบบทางเดนิอาหารจาํลองที ่pH 2.0 เป็นเวลา 3 ชัว่โมง การรอดชวีติของจุลนิทรยีท์ีผ่า่น

การเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดจะสงูขึน้อยา่งมากเมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีไ่มผ่่านการเตรยีม อยา่งไรก็

ตามไม่มคีวามแตกต่างกนัระหว่างการเตรยีมเซลล์ดว้ยกรดซติรคิและกรดไฮโดรคลอรคิ โดยการ

รอดชวีติของเซลลจ์ะลดลงประมาณ 3 logCFU/mL เมือ่อยูใ่นระบบทางเดนิอาหารจําลองที ่pH 2.0 

เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เป็นทีท่ราบกนัดวีา่การเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดจะช่วยเพิม่ความสามารถในการทน

กรดของ Lactobacillus และมงีานวจิยัหลายงานทีศ่กึษาผลของการเตรยีมเซลล ์Lactobacillus ดว้ย

กรดต่อการรอดชวีติในสภาวะระบบทางเดนิอาหารจําลอง ซึ่งพบว่าการเตรยีมเซลลด์ว้ยกรดที ่pH 

ต่างกนัส่งผลอย่างมากต่อการรอดชวีติในระบบทางเดนิอาหารจําลอง เน่ืองจากการอตัราการสรา้ง

กรดไขมนัอิม่ตวัและ cyclopropane fatty acid ทีไ่ม่เท่ากนัในสภาวะการเตรยีมเซลลท์ี ่pH ต่างกนั 

ดงันัน้สภาวะการเตรยีมเซลลท์ีเ่หมาะกบั Lactobacillus สายพนัธุห์น่ึงอาจไม่ใช่สภาวะทีเ่หมาะสม

สาํหรบัสายพนัธุอ์ื่นๆ [28] 

 

ตารางท่ี 5 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะทางเดินอาหารจาํลองท่ี pH 2.0 

สภาวะการเตรียมเซลล ์ เวลา (ชัว่โมง) จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

ไมผ่า่นการเตรยีมเซลล ์ 0 

1 

2 

3 

7.23 ± 0.12 

3.23 ± 0.16 

ND 

ND 

กรดไฮโดรคลอรคิ (pH 4.5) 0 

1 

2 

3 

7.25 ± 0.22 

5.82 ± 0.02 

5.18 ± 0.11 

4.14 ± 0.12 
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ตารางท่ี 5 การรอดชีวิตของ L. casei ในสภาวะทางเดินอาหารจาํลองท่ี pH 2.0 (ต่อ) 

สภาวะการเตรียมเซลล ์ เวลา (ชัว่โมง) จาํนวนเซลลท่ี์รอดชีวิต (logCFU/mL) 

กรดซติรคิ (pH 3.5) 

 

0 

1 

2 

3 

7.23 ± 0.01 

5.81 ± 0.03 

5.17 ± 0.05 

4.09 ± 0.04 

 

การศกึษาทีผ่า่นมาพบว่าการเตรยีมเซลลท์ีส่ภาวะ pH ประมาณ 3.5 – 4.5 จะทาํใหเ้ซลลร์อด

ชีวิตในสภาวะกรดที่ pH ในช่วง 2.0 – 3.0 ได้ดีที่สุด โดยการทดลองลองใน Lactobacillus 

plantarum NCIMB 8826 พบว่าเชื้อจะรอดชวีติในน้ําแครนเบอร์รี่ (pH 2.7) ได้ดทีี่สุดเมื่อเตรยีม

เซลล์ด้วย MRS broth pH 3.0 [41] และการศึกษาใน Lactobacillus brevis และ Lactobacillus 

reuteri พบว่าการเตรยีมเซลล์ที่ pH 4.0 ทําใหแ้บคทเีรยีทัง้ 2 ชนิดน้ีรอดชวีติไดด้ขี ึน้มากที่สุดใน

สภาวะทางเดนิอาหารจําลอง (pH 2.5) โดยรอดชวีติไดม้ากกว่าเซลลท์ีไ่ม่ผ่านการเตรยีมประมาณ 

2.5 logCFU/mL [42] โดยทุกๆ การทดลองจะพบการ เพิ่มขึ้นของกรดไขมันอิ่มตัวและ 

cyclopropane fatty acid ทีบ่รเิวณเยื่อหุม้เซลลท์ัง้สิน้ ซึ่งการเปลีย่นแปลงของเยื่อหุม้เซลล์ลกัษณ

ดงักล่าวจะเป็นการลด cell membrane fluidity และ cell membrane permeability เพื่อลดการแพร่

ของกรดเขา้สู่ภายในเซลล์ ในการทดลองน้ีจงึมคีวามเป็นไปได้ว่าเมื่อเตรยีมเซลล์ Lactobacillus 

casei ดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิที ่pH 4.5 และกรดซติรคิที ่pH 3.5 เซลลจ์ะมอีตัราการสรา้งกรดไขมนั

อิ่มตัวและ cyclopropane fatty acid ใกล้เคียงกัน จึงทําให้ทนต่อสภาวะกรดในทางเดินอาหาร

จาํลองที ่pH 2.0 ไดใ้กลเ้คยีงกนั  

 

3.4 การวิเคราะหป์ริมาณน้ําตาลในสารละลายท่ีใช้ในการเตรียมเซลล ์

การวเิคราะห์ปรมิาณน้ําตาลในตวัอย่างสารละลายที่ใชใ้นการเตรยีมเซลล์โดยศกึษาเปรยีบเทยีบ

ปรมิาณน้ําตาลกลโูคสใน MRS broth ทีป่รบั pH เป็น 3.5 ดว้ยกรดซติรคิ กรดมาลคิ และกรดไฮโดร

คลอรคิ เพื่อวเิคราะหล์กัษณะการใชน้ํ้าตาลหรอืลกัษณะเมทาบอลซิมึของแหล่งคารบ์อน เมื่ออยูใ่น

สภาวะทีเ่ป็นกรดของ L. casei ไดผ้ลดงัตารางที ่6 โดยในสารละลายสาํหรบัเตรยีมเซลลท์ีป่รบั pH 

ดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิจะพบการใขน้ํ้าตาลตํ่ากวา่ในสารละลายทีป่รบั pH ดว้ยกรดซติรคิและกรดมา

ลคิอยา่งเหน็ไดช้ดั  
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ตารางท่ี 6 ปริมาณน้ําตาลท่ีถกูใช้ไปในสารละลายกรดท่ีใช้ในการเตรียมเซลล ์L. casei 

เมื่อบม่เซลลใ์น MRS broth เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

สภาวะการเตรียมเซลล ์ ปริมาณน้ําตาลท่ีใช้ไป (g/L) 

กรดไฮโดรคลอรคิ (pH 3.5) 

กรดซติรคิ (pH 3.5) 

กรดมาลคิ (pH 3.5) 

2.92 ± 1.34 

12.02 ± 2.50 

12.57 ± 0.30 

 

จากการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันในเชื้อ Lactobacillus plantarum ใน

สภาวะเครยีดจากกรดแลคตคิพบว่ามกีารแสดงออกของยนี 2 กลุ่มทีเ่พิม่ขึน้ ไดแ้ก่ ยนีทีเ่กีย่วขอ้ง

กบัการสรา้ง surface protein และยนีที่เกี่ยวขอ้งในวถีกีระบวนการหมกั (fermentation pathway) 

ซึ่งวถิกีารหมกัน้ีเกีย่วขอ้งกบัการใชก้ลโูคสและเปลีย่นเป็นไพรเูวท (pyruvate) ทัง้น้ีกรดอนิทรยีแ์ต่

ละชนิดจะกระตุน้ใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของเซลล์ไดม้ากน้อยต่างกนั เน่ืองจากรูปแบบทีเ่ป็นพษิ

ต่อเซลล์เป็นรูปแบบของกรดที่ไม่แตกตวั (undissociated form) ซึ่งสามารถซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์

ของแบคทเีรยีไปไดง้า่ย ดงันัน้ความสามารถในการแตกตวัที ่pH ต่างๆ และความเขม้ขน้ของกรด

อินทรีย์แต่ละชนิดจึงส่งผลต่อการทํางานของยีนกลุ่มต่างๆ ของแบคทีเรียไม่เท่ากันด้วย [43] 

นอกจากน้ีจากการทดลองของ Koponen และคณะ [24] แสดงใหเ้หน็ชดัเจนว่าในสภาวะทีเ่ป็นกรด 

Lactobacillus rhamnosus GG จะมีการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับระบบ glycolysis และ 

phosphorylation เพื่อการเร่งใช้กลูโคสเมื่อมกีรดแลคติกซึ่งเป็นกรดอินทรยี์อยู่ในระบบ และใน

งานวจิยัของ Chen และคณะ [44] แสดงใหเ้หน็ว่าการเตรยีมเซลล ์Lactobacillus Kefiranofaciens 

ดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิซึ่งไม่ใช่กรดอนิทรยีส์ามารถกระตุน้การใชค้ารโ์บไฮเดรตในเซลลไ์ดเ้ช่นกนั 

จะเหน็ไดว้า่การกระตุน้การใชค้ารโ์บไฮเดรตเป็นกลไกสาํคญักลไกหน่ึงในการปรบัตวัในสภาวะกรด

ของเซลล์ อย่างไรก็ดีแม้ว่ายีนที่เกี่ยวข้องกับการใช้คาร์โบไฮเดรตจะถูกกระตุ้น แต่วิถีการใช้

คารโ์บไฮเดรตหลงัจากไดเ้ป็นไพรูเวทแลว้มคีวามแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนระหว่างการเตรยีมเซลล์

ดว้ยกรดอนิทรยีแ์ละกรดอนินทรยี ์โดยการใชก้รดแลคตคิซึง่เป็นกรดอนิทรยีจ์ะพบการปรบัวถิเีมทา

บอลิซึมในการใช้ไพรูเวทให้เปลี่ยนไปเป็นกรดไขมนัเพื่อใช้ในปรบัโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์

เพิม่ขึ้นอย่างมนีัยสําคญั [45] ในขณะที่การใช้กรดไฮโดรคลอรคิในการเตรยีมเซลล์จะพบวถิกีาร

ปรบัตวัที่เกี่ยวขอ้งกบั pH homeostasis มากขึน้ แต่พบวถิทีี่เกี่ยวขอ้งกบัการปรบัโครงสรา้งของ

เยือ่หุม้เซลลน้์อยกวา่ [44, 46] อยา่งไรกด็ผีลการทดลองทีผ่า่นมาใช ้Lactobacillus คนละสายพนัธุ์

และวธิกีารทดลองทีแ่ตกต่างกนั การเทยีบเคยีงอตัราการใชน้ํ้าตาลทีแ่ตกต่างกนัของระบบทีเ่ตรยีม

เซลลด์ว้ยกรดต่างชนิดกนัจงึเป็นไปไดย้าก  
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จากการทดลองน้ีจะเหน็วา่เมือ่เตรยีมเซลลด์ว้ยกรดอนิทรยีจ์ะพบการใชน้ํ้าตาลกลโูคสทีส่งูกวา่

อยา่งมนีัยสาํคญั อาจเป็นผลมาจากกรดอนิทรยีท์ีอ่ยูใ่นรปูแบบทีไ่มแ่ตกตวัสามารถแพร่ผา่นเยือ่หุม้

เซลล์ของ L. casei ได้ดีกว่าเมื่อเทียบกับ H+ จากกรดไฮโดรคลอริค เ น่ืองจากเซลล์ของ 

Lactobacillus มกีลไกป้องกนัการผ่านเขา้ออกของ H+ ทีม่ากเกนิไปอยูแ่ลว้ตามธรรมชาต ิเมื่อกรด

อนิทรยี์สามารถแพร่เขา้สู่เซลล์ไดเ้รว็กว่าทําใหเ้ซลล์เริม่การปรบัตวัเรว็กว่าและเร่งการใชก้ลูโคส

เพือ่ปรบัโครงสรา้งของเยือ่หุม้เซลล ์จะเหน็ไดว้่าการแสดงออกของเซลล์เมื่ออยู่ในสภาวะกรดของ

แต่ละสายพันธุ์มีความแตกต่างกันและเป็นเรื่องที่ละเอียดอ่อน จึงควรมีการศึกษาทางด้าน 

ชวีโมเลกุลหรอืการศกึษาระดบัยนีของแต่ละสายพนัธุเ์พิม่เตมิต่อไป 

 

4. สรปุผลการทดลอง 

จากการศกึษาผลของการเตรยีมเซลล์ด้วยกรดอนิทรยี์และกรดอนินทรยี์พบว่า การเตรยีม

เซลลด์ว้ยกรดไฮโดรคลอรคิเพิม่ความสามารถในการทนต่อกรดซติรคิและความสามารถในการรอด

ชวีติในระบบน้ําผลไมจ้าํลองของ L. casei ไดด้ทีีสุ่ด เมือ่พจิารณาถงึการทดลองทีผ่า่นมาซึง่ระบุถงึ

กลไกการปรบัตวัทีต่่างกนัเมื่อจุลนิทรยี ์Lactbacillus อยู่ในสภาวะเครยีดจากกรดอนิทรยีแ์ละกรด 

อนินทรยี ์โดยในสภาวะกรดอนิทรยีเ์ซลลจ์ะปรบัตวัโดยเน้นการปรบัเปลีย่นโครงสรา้งเยื่อหุม้เซลล ์

ในขณะที่ในสภาวะกรดอนินทรยี์เซลล์จะเน้นระบบ pH homeostasis ภายในเซลล์ ทัง้น้ีจากการ

ทดลองนําเซลลท์ีผ่า่นการเตรยีมดว้ยกรดอนิทรยีห์รอืกรดอนินทรยีม์าทดสอบการทนกรดในรปูแบบ

ต่างๆ จงึสรุปไดว้า่ การกระตุน้เซลลข์อง L. casei ไปในทศิทางทีเ่น้นการเพิม่การทํางานของระบบ 

pH homeostasis ส่งผลดต่ีอการทนกรดมากกว่า โดยเฉพาะอย่างยิง่หากต้องการนําเซลล์ไปใช้

ประโยชน์ต่อในระบบทีข่าดกรดอะมโิน เชน่ ในน้ําผลไม ้เป็นตน้ 

จากการศกึษาความสามารถในการทนกรดในระบบทางเดนิอาหารจาํลองที ่pH 2.0 พบวา่การ

เตรยีมเซลล ์L. casei ดว้ยกรดไฮโดรคลอรคิที ่pH 4.5 ใหผ้ลใกลเ้คยีงกบัการเตรยีมเซลลด์ว้ยกรด

ซติรคิที ่pH 3.5 แสดงใหเ้หน็ว่าการใชก้รดแต่ละชนิดในการเตรยีมเซลลจ์ะใหผ้ลแตกต่างกนัไปหา

ใช้ที่ pH ต่างกัน ดังนัน้การเตรียมเซลล์ด้วยกรดต่างชนิดกันจึงต้องมีการศึกษาถึงค่า pH ที่

เหมาะสมควบคูก่นัไปดว้ยเสมอ 
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