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ABSTRACT 

 

Potential probiotic strain for being health protectant especially intestinal 

illness is strain specific.  Accordingly, this study was purposed to select the new strain 

of probiotic from non-human origin and human origin to discover probiotic strain 

with the properties of intestinal protectant that related with health and intestinal 

prevention.  To assess the efficacy of probiotic, in vitro and in vivo studies were 

performed.  Lactobacillus plantarum CM4 was the new probiotic strain from non-

human origin in this study.  CM4 cells could well tolerate and grow in 0.3% bile salt 

after 5 hours of incubation, in pH3 after 6 hours of incubation, and in 100µg/ml 

indole, phenol, p-cresol presence condition for 144hours.  In addition, live CM4 cells 

showed a statistically significant (p≤0.05) binding ability the tested-heterocyclic 

amines (HCA).  It showed the most effective to bind 2-amino-1-methyl-6-

phenylimidazo[4,5-b]pyridine (PhIP) mutagen (50 µg/ml) after 24 hours of incubation 
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with 37.73% binding ability. Using 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f]quinoline (IQ) 

mutagen, CM4 cell grown for144 hours could bind IQ with 85.34% binding.  

Moreover, CM4 strain had N-nitrosamine degrading ability at doses of 1.0-200 µg/ml.  

It could be better degrade diphenylnitrosamine (DPN) than 1-nitrosopyrrolidine 

(NPR) with dose response. Additionally, by in vivo study about intestinal adherence 

ability of probiotic, a live CM4 cells labeled with a fluorescent dye (cFDA-SE) was 

able to persist in mouse small intestine and colon for 5 days.  It may imply that the 

CM4 strain could be the added value for the consuming pharmaceutical probiotic 

product based on scientific proves about its role for intestinal survival properties and 

colon cancer prevention through binding PhIP and IQ mutagen and degrading 

nitrosamine.  Moreover, CM4 strain would be safe because of no death or illness of 

the animals.  The new probiotic strain could decrease the activities of bacterial 

enzyme as β-glucuronidsae and azoreductase in rat feces.  A statistical analysis of 

azoreductase activity by repeated measure ANOVA showed significantly different 

(p=0.02) from the control group.  Importantly, it decreased the amount of indole, 

cresols, skatole, and the number of enterobacteria such as E. coli and Salmonella in 

rat feces during the probiotic-feeding period.  In addition, production of lactic acid 

and short chain fatty acid as acetic acid and propionic acid in rat feces has revealed an 

increasing trend at that time. 

 

 

 

 

 



vi 

 

 

ช่ือเร่ืองวทิยานิพนธ์                             ผลของโพรไบโอติกต่อการจบัเฮทเทอโรไซคลิกเอมีน  
      การสลายไนโตรซามีนและจุลินทรียใ์นล าไส้หนูขาว 

ผู้เขียน          นางสาวยศวร์ี  ดวงจิตตเ์จริญ 
ปริญญา          วทิยาศาสตรดุษฎีบณัฑิต (เภสัชศาสตร์) 
คณะกรรมการทีป่รึกษาวิทยานิพนธ์    ผศ.ดร.ไชยวฒัน์  ไชยสุต            อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 
           รศ.ดร. ดวงพร  คนัธโชติ                     อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
           ผศ.ดร.ชุตินนัท ์ ประสิทธ์ิภูริปรีชา   อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
 

บทคัดย่อ 
 จุลินทรียโ์พรไบโอติกท่ีมีสมบติัในการปกป้องสุขภาพโดยเฉพาะอยา่งยิง่ความเจบ็ป่วยท่ี
จะเกิดข้ึนกบัระบบล าไส้นั้น จะเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีความจ าเพาะ  ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีมีเป้าหมายใน
การคดัเลือกจุลินทรียโ์พรไบโอติกสายพนัธ์ุใหม่ท่ีคดัเลือกมาจากตวัอยา่งท่ีมีแหล่งท่ีมาจากทั้งท่ี
เก่ียวขอ้งและไม่เก่ียวขอ้งกบัมนุษย ์ แลว้น ามาศึกษาคุณสมบติัการป้องกนัสุขภาพและระบบล าไส้ 
ซ่ึงจะท าการทดสอบทั้งในระดบัหลอดทดลองและในส่ิงมีชีวติ ผลการศึกษาพบวา่ โพรไบโอ
ติกสายพนัธ์ุใหม่ท่ีคดัเลือกไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ีคือ Lactobacillus plantarum CM4 ซ่ึงคดัแยก
มาไดจ้ากตวัอยา่งท่ีไม่เก่ียวขอ้งกบัมนุษย ์โดยโพรไบโอติก สายพนัธ์ุ CM4 น้ี สามารถทนและเจริญ
ไดใ้นสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือน ้าดีร้อยละ 0.3 นาน 5 ชัว่โมง และท่ีสภาวะค่า
ความเป็นกรด-ด่างท่ีระดบั 3 นาน 6 ชัว่โมงและ ทนสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีมีสารอินโดล ฟีนอล 
พาราครีซอล 100 ไมโครกรัม/มล. นาน 144 ชัว่โมง ยิง่ไปกวา่นั้น เซลลมี์ชีวติสายพนัธ์ุ CM4 แสดง
ความสามารถในการจบัสารทดสอบเฮทเทอโรไซคลิกเอมีนท่ีน ามาทดสอบอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p≤0.05) นอกจากน้ี ยงัพบวา่ โพรไบโอติกสายพนัธ์ุ CM4 มีคุณสมบติัการจบัสารเฮเทอโรไซ
คลิกเอมีนชนิด PhIP ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ย 50 ไมโครกรัม/มล.ไดร้้อยละ 37.73 หลงัจาก
ระยะเวลาการทดสอบนาน 144 ชัว่โมง ในขณะท่ีสามารถจบัสารเฮเทอโรไซคลิกเอมีนชนิด IQ ได ้
ร้อยละ 85.34 หลงัจากระยะเวลาการทดสอบนาน 144 ชัว่โมง นอกจากน้ี ในการทดสอบการ
สามารถสลายสารไนโตรซามีนท่ีช่วงความเขม้ขน้ 1.0-200ไมโครกรัม/มล. พบวา่ โพรไบโอติกสาย
พนัธ์ุ CM4 สามารถสลายสารไนโตรซามีนชนิด diphenylnitrosamine (DPN) ไดม้ากกวา่ 1-
Nitrosopyrrolidine (NPR) อยา่งมีรูปแบบข้ึนกบัความเขม้ขน้ของสารทดสอบ และในการทดสอบ
ในหนูถีบจกัรพบวา่ จุลินทรียโ์พรไบโอติกยงัมีชีวิตมีคุณสมบติัในการเกาะติดล าไส้ของหนูถีบจกัร
ไดท้ั้งในล าไส้เล็กและล าไส้ใหญ่นาน 5 วนั ดว้ยการติดตามโดยอาศยัการติดฉลากดว้ยสารฟลูออ
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เรสเซ็นต ์ cFDA-SE ใหแ้ก่เซลลข์องจุลินทรีย ์ ซ่ึงเป็นแนวทางในการบ่งช้ีไดว้า่โพรไบโอติกสาย
พนัธ์ุ CM4 สามารถน าไปใชใ้นทางเภสัชกรรมได ้ โดยมีขอ้มูลคุณสมบติัพื้นฐานท่ีไดจ้ากการ
ทดลองทางวทิยาศาสตร์ท่ีแสดงถึงการมีคุณสมบติัในการรอดชีวิตเม่ือผา่นทางเดินอาหารไดร้วมทั้ง
การมีคุณสมบติัในการป้องกนัมะเร็งล าไส้ใหญ่จากการพบการคุณสมบติัการสามารถจบัสารก่อ
กลายพนัธ์ุกลุ่มเฮเทอโรไซคลิกเอมีนคือ PhIP และ IQ รวมถึงการสลายสารไนโตรซามีนได ้
นอกจากน้ี จากการศึกษาในหนูขาวเพื่อศึกษาการปรับเปล่ียนจุลินทรียแ์ละส่ิงแวดลอ้มจุลินทรียใ์น
ล าไส้ พบวา่จุลินทรียโ์พรไบโอติกสายพนัธ์ุ CM4 มีความปลอดภยัต่อสัตวท์ดลอง ไม่พบการตาย
หรือการป่วยของหนูขาวตลอดการศึกษา และผลการศึกษาแสดงใหเ้ห็นการสามารถลดปริมาณของ
เอน็ไซมบี์ตากลูคูโรนิเดสและเอโซรีดกัเตสจากการวเิคราะห์ในมูลของหนูขาวได้ ผลการวเิคราะห์
ทางสถิติกิจกรรมของเอ็นไซมเ์อโซรีดกัเตสโดยใชส้ถิติ repeated measure ANOVA แสดงความ
แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (p=0.02) รวมทั้งการลดปริมาณสารประกอบ อินโดล ฟีนอล ครีซอล สกา
โตลได ้และการลดประมาณจุลินทรียก่์อโรคในล าไส้ คือ  E.coli และ  Salmonella ไดร้วมทั้งศึกษา
พบการเพิ่มปริมาณของแบคทีเรียผลิตกรดแลกติก นอกจากน้ี ยงัพบการเพิ่มปริมาณของกรดอินทรีย์
ชนิดกรดน ้านม และกรดไขมนัสายสั้น คือ กรดอะซีติกและโพรพิโอนิก ในช่วงของการทดลองท่ีมี
การป้อนจุลินทรียโ์พรไบโอติกแก่หนูขาวอีกดว้ย 
 


