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บทคดัย่อ 
การพฒันาจุลินทรียท่ี์มีคุณสมบติัทางชีวภาพท่ีเป็นประโยชน์เป็นความทา้ทายส าคญัในวงการจุลชีววทิยา

และเทคโนโลยชีีวภาพ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีบทบาทส าคญัในอุตสาหกรรมอาหาร
และการแพทย ์การศึกษาน้ีมุ่งเน้นการใชเ้ทคโนโลยี Atmospheric and Room Temperature Plasma (ARTP) เพื่อ
ปรับปรุงคุณสมบัติของแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum, L. casei และ L. acidophilus โดยเฉพาะในด้านฤทธ์ิ
ตา้นจุลชีพและการตา้นอนุมูลอิสระ 

การทดลองเร่ิมตน้ดว้ยการหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการใช ้ARTP กบัแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุ พบวา่ 
L. plantarum, L. casei และ L. acidophilus มีความทนทานต่อ ARTP แตกต่างกนั โดยมีช่วงเวลาท่ีเหมาะสมอยู่ท่ี
7-9, 4-5 และ 11-12 วินาที ตามล าดบั หลงัจากนั้นท าการคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพในการตา้น
อนุมูลอิสระสูงกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิม โดยใชว้ิธี DPPH anti-oxidant assay ผลการทดสอบพบวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ
ของ Lactobacillus ทั้ งสามชนิดมีประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูลอิสระสูงข้ึนอยา่งมีนัยส าคญั โดย L. acidophilus
สายพนัธ์ุ LAM 12s 3(2) แสดงการเพ่ิมข้ึนของประสิทธิภาพสูงสุดถึง 60.19% นอกจากน้ี ยงัพบวา่สายพนัธ์ุกลาย
พนัธ์ุมีอตัราการเจริญเติบโตท่ีดีกวา่หรือใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม

การทดสอบฤทธ์ิตา้นจุลชีพโดยใช ้cell-free supernatant พบวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุมีประสิทธิภาพในการ
ยบัย ั้งเช้ือก่อโรคหลายชนิดสูงข้ึน รวมถึงเช้ือด้ือยาเช่น S. aureus MRSA, P. aeruginosa MDR และ E. coli ESBL 
โดยมีค่า MIC และ MBC อยูใ่นช่วง 6.25-50% และ 12.5-50% ตามล าดบั การทดสอบความไวต่อยาปฏิชีวนะพบวา่
สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุมีความไวต่อยา Amikacin, Ceftriaxone และ Doxycycline เพ่ิมข้ึน แต่ยงัคงด้ือต่อ Vancomycin 
เช่นเดิม นอกจากน้ี ยงัพบวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุมีความสามารถในการผลิตสารฟลาโวนอยด์สูงข้ึน โดยมีปริมาณ 
Total Flavonoid Content อยูใ่นช่วง 29.95-42.76 μg Quercetin equivalents 

ผลการทดสอบความเสถียรของสายพนัธ์ุแสดงให้เห็นวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุมีความสามารถในการผลิต
สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงข้ึนและมีความเสถียรมากกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิม 

โดยสรุป การศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่เทคโนโลย ีARTP สามารถใชใ้นการปรับปรุงคุณสมบติัทางชีวภาพ
ของแบคทีเรีย Lactobacillus ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ โดยเฉพาะในดา้นการตา้นอนุมูลอิสระและการตา้นจุลชีพ ซ่ึง
มีศกัยภาพในการน าไปประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและการแพทยต่์อไป 

ก 
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ABSTRACT 
The development of microorganisms with beneficial biological properties is a significant challenge in the 

fields of microbiology and biotechnology, particularly for lactic acid bacteria that play crucial roles in the food and 
medical industries. This study focuses on using Atmospheric and Room Temperature Plasma (ARTP) technology to 
improve the properties of Lactobacillus plantarum, L. casei, and L. acidophilus, specifically in terms of antimicrobial 
activity and antioxidant properties. 

The experiment began by determining the optimal duration for applying ARTP to each bacterial strain. It was 
found that L. plantarum, L. casei, and L. acidophilus had different tolerances to ARTP, with optimal exposure times of 7-
9, 4-5, and 11-12 seconds, respectively. Subsequently, mutant strains with higher antioxidant efficiency than the original 
strains were selected using the DPPH anti-oxidant assay. Test results showed that the mutant strains of all three 
Lactobacillus spp. had significantly higher antioxidant efficiency. L. acidophilus strain LAM 12s 3(2) demonstrated the 
highest increase in efficiency at 60.19%. Additionally, the mutant strains exhibited growth rates that were better than or 
comparable to the original strains. 

Antimicrobial activity tests using cell-free supernatant revealed that the mutant strains had increased 
effectiveness in inhibiting various pathogenic bacteria, including drug-resistant strains such as S. aureus MRSA, P. 
aeruginosa MDR, and E. coli ESBL. The MIC and MBC values ranged from 6.25-50% and 12.5-50%, respectively. 

Antibiotic susceptibility tests showed that the mutant strains had increased sensitivity to Amikacin, 
Ceftriaxone, and Doxycycline, but remained resistant to Vancomycin. Furthermore, the mutant strains demonstrated an 
increased ability to produce flavonoids, with Total Flavonoid Content ranging from 29.95 -42.76 μg Quercetin 
equivalents. 

Stability tests of the strains indicated that the mutant strains had a higher and more stable ability to produce 
antioxidants compared to the original strains. 

In conclusion, this study demonstrates that ARTP technology can effectively improve the biological properties 
of Lactobacillus bacteria, particularly in terms of antioxidant and antimicrobial activities. This has potential applications 
in the food and medical industries. 
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4.9  ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ี 
ความเขม้ขน้ 25% ใน Lactobacillus casei wild type และ mutant type 
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4.10  ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ี 
ความเขม้ขน้ 25% ใน Lactobacillus acidophilus wild type และ mutant  
type 

46 

(5)

) 



 

สารบัญรูปภาพ (ต่อ) 
         หน้า 
รูปที ่

 
4.11  ผลการทดสอบ Strain Stability ของค่า % DPPH inhibition เปรียบเทียบ 

ระหวา่งแบคทีเรีย wild type และ mutant type ของ  
Lactobacillus plantarum เป็นเวลา 15 generations  
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 

 
ARTP  =  Atmospheric and room temperature plasma 
CFS = Cell-free supernatant 
DNA  =  Deoxyribonucleic Acid 
DPPH  =  Free radical scavenging activity 
LP non  =  Lactobacillus plantarum wild type 
LPM  =   Lactobacillus plantarum mutant  
LC non  =  Lactobacillus casei wild type 
LCM  =  Lactobacillus casei mutant  
LA non  =  Lactobacillus acidophilus wild type 
LAM  =  Lactobacillus acidophilus mutant  
MIC  =  Minimum Inhibitory Concentration 
MBC  =  Minimum Bactericidal Concentration  
VCEAC  =  Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity 
ESBL   =  Extended Spectrum β-lactamases 
VRE  =  Vancomycin Resistance Enterococci  
MDR  =  Multidrug Resistant 
MRSA  =  Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
µg  =  Microgram 
mg/mL  =  Milligram per milliliter 
µg/mL  =  Microgram per milliliter 
mm  =  Millimeter 
SD  =  Standard Deviation 
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
ทีม่ำของปัญหำ  
 ในช่วงหลายสิบปีท่ีผ่านมา, โปรไบโอติกแบคทีเรียได้รับความสนใจมากมายเน่ืองจากมี
คุณสมบัติท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพหลากหลายด้าน และหน่ึงในนั้นคือสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย 
Lactobacillus spp. ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุส าคญัท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย โดยเฉพาะในระบบทางเดิน
อาหารและสุขภาพทางโภชนาการโดยรวม  ส ปี ชี ส์  Lactobacillus spp. ท่ี เป็น ท่ี รู้จัก  เช่น 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, และ Lactobacillus rhamnosus, ถูกน ามาศึกษากัน
อยา่งแพร่หลายถึงคุณสมบติัท่ีมีประโยชน์ต่อสุขภาพในหลากหลายดา้น 
 Lactobacillus spp., เป็นกลุ่มของแบคทีเรีย Gram-positive สายพนัธ์ุท่ีพบไดบ้่อยในอาหาร
หมกัและระบบทางเดินอาหารและทางเดินปัสสาวะของมนุษย์ ท่ีมีความสามารถในการครอบครอง
พื้นท่ีส่วนใหญ่ในทางเดินอาหารของมนุษย ์และเป็นท่ีรู้จกักนัวา่ สามารถให้ประโยชน์ต่อสุขภาพ
ในหลายด้านเม่ือบริโภค, เช่น การสนับสนุนการท างานของระบบทางเดินอาหารและระบบ
ภูมิคุม้กนั, การสนบัสนุนสมดุลของล าไส้และการดูดซึมสารอาหาร, ตลอดจนถึงการมีผลต่อการ
ท างานของระบบภูมิคุม้กนัท่ีซบัซ้อน และช่วยรักษาสมดุลธรรมชาติของจุลินทรียใ์นร่างกาย จึงได้
ถูกน ามาศึกษาอย่างละเอียดถึงผลกระทบต่อสุขภาพของโฮสต์ในรูปแบบต่างๆ  อย่างไรก็ตาม, 
ถึงแม้จะมีงานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกับประโยชน์ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุน่ีอย่างแพร่หลาย แต่ถ้ายงั
สามารถปลดล็อกศกัยภาพทรัพยากรของ Lactobacillus spp ท่ีเพิ่มข้ึน ท าให้เขา้ถึงความสามารถใน
สร้างประโยชน์ทางการรักษาไดอ้ย่างเต็มรูปแบบหรือการเพิ่มกิจกรรมทางชีวภาพทางธรรมชาติ
ของสายพันธ์ุท่ีเป็นประโยชน์  เช่น การน าสายพันธ์ุของแบคทีเรียท่ีมีประโยชน์น้ีผ่านวิธีการ
นวตักรรมเทคนิคการกลายพันธ์ุท่ีน่าสนใจและปลอดภัย จะท าให้ความสามารถในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพทางชีวภาพโปรไบโอติก เช่น การเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการย่อยอาหารและ
ระบบภูมิคุม้กนัของมนัเพิ่มข้ึนไดน้ั้น ยงัตอ้งอาศยัการศึกษาถึงงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัวิธีการหรือ
นวตักรรมท่ีเพิ่มประสิทธิภาพบคทีเรียเหล่าน้ีใหม้ากข้ึน  
 ในช่วงสองสามปีท่ีผา่นมา มีการน าเทคนิคนวตักรรมเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพทางชีวภาพของ
แบคทีเรียดว้ยการกลายพนัธ์ุท่ีท่ีรู้จกักนัในช่ือท่ีวา่ Room-Temperature Plasma (ARTP) ไดรั้บความ
สนใจมากในบริบทของจุลชีววิทยา ภูมิคุม้กนัวิทยา โภชนาการ และวิทยาการแพทย ์วิธีน้ีจะให้
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ทางเลือกท่ีรวดเร็ว ปลอดภัย และมีประสิทธิภาพสูงในการกระตุ้นการกลายพนัธ์ุในจุลินทรีย ์
เน่ืองจากสามารถน าไปสู่การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตและความแขง็แกร่งของมนั  

ลกัษณะเฉพาะของเทคโนโลยี Room-Temperature Plasma (ARTP) คือความสามารถใน
การก าหนดลกัษณะทางชีวภาพไดต้รง โดยท าให้เกิดการแตกของซีอีไอแอลดีเอและโอลิโกนิวคลี
ออไตด ์นอกจากน้ี การควบคุมปริมาณของพลาสม่ายงัท าให้เกิดการก าหนดของกลุ่มการกลายพนัธ์ุ
ท่ีหลากหลาย, แต่ละกลุ่มมีผลกระทบท่ีแตกต่างกันต่อฟังก์ชันของโปรไบโอติกท่ีมีผลต่อการ
ปรับปรุงกิจกรรมทางชีวภาพของ Lactobacillus spp. ใหมี้ประสิทธิภาพมากข้ึน 
 การวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคใ์นการทดสอบโดยใชร้ะบบการกลายพนัธ์ุ ARTP ท่ีใชอ้าร์กอนเป็น
แหล่งก าเนิดมีผลต่อ Lactobacillus spp. อย่างไร โดยมีเป้าหมายการปรับปรุงกิจกรรมทางชีวภาพ
ของ Lactobacillus spp. และจะคดัเลือกกลุ่มแบคทีเรียกลายพนัธ์ุท่ีมีประสิทธิภาพท่ีดีข้ึนในการ
ต่อตา้นแบคทีเรียก่อโรคท่ีทดสอบ และสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระ แลว้น ามาใชใ้นการทดสอบความ
เสถียรของสายพนัธ์ุ ท าให้เกิดความกา้วหน้าไปในการใช้ประโยชน์จากสเปกตรัมทั้งหมดท่ีโปร
ไบโอตีกน้ีท่ีจะก่อให้เกิดผลลพัธ์ของการวิจยัน้ีมีศกัยภาพท่ีจะท าให้มีการพฒันาสายพนัธ์ุเพื่อใชใ้น
อาหารเสริม, และทางการแพทย ์
วตัถุประสงค์ของโครงกำร 

1. ตรวจสอบผลของการใช้ Room-Temperature Plasma (ARTP) ต่ออัตราการรอดชีวิตของ 
Lactobacillus spp. โดยวัดจากความสามารถในการรอดชีวิตของเชื้อแบคทีเรียหลังจากการ
ได้รับการรักษาด้วย ARTP ในระยะเวลาที่ก าหนด 

2. ประเมินผลของการใช้เทคนิค ARTP ต่อความสามารถในการท างานและกิจกรรมของ 
Lactobacillus spp. เช่น คุณสมบัติด้าน anti-oxidant และ anti-microbial 

ขอบเขตของกำรวจัิย 
 งานวจิยัน้ีเป็นการเปรียบเทียบฤทธ์ิทางชีวภาพของสาร cell free solution โดยอาศยั 
การทดสอบฤทธ์ิทางชีวภาพรูปแบบต่างๆ ภายใตส้ภาวะหลอดทดลอง (in vitro) เท่านั้น 
สมมติฐำนกำรวจัิย 

1. คุณสมบัติการต้าน จุลชีพชนิดต่างๆของเช้ือ  Lactobacillus spp. gene mutations   
แตกต่างจากเช้ือท่ีเป็น wild type 

2.  คุณสมบัติการสร้างสาร antioxidant ของเช้ือ  Lactobacillus spp. gene mutations 
แตกต่างจากเช้ือท่ีเป็น wild type 
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ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1. สามารถพัฒนาโปรไบโอติกที่มีประสิทธิภาพสูงขึ้นได้ ซึ่งอาจเป็นประโยชน์ต่อการใช้เชื้อสาย

พันธุ์นี้ในผลิตภัณฑ์โภชนาการและยา 
2. ช่วยเสริมสร้างสมบัติทางชีวภาพที่ส าคัญ เช่น คุณสมบัติด้าน anti-oxidant และ anti-microbial 

ที่สามารถส่งเสริมสุขภาพของร่างกายได้ 
3. สามารถพัฒนาผลิตภัณฑ์ โภชนาการที่ มีประสิทธิภาพสูงขึ้น  เช่น  อาหารเส ริมที่ มี

ประสิทธิภาพในการส่งเสริมสุขภาพล าไส้หรือการบ ารุงรักษาระบบภูมิคุ้มกัน 
4. หากสามารถพัฒนา Lactobacillus spp. ให้มีความสามารถในการยึดเกาะผนังล าไส้และ

ต้านทานการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียอ่ืน อาจช่วยลดความเสี่ยงต่อการเกิดโรคต่างๆ ที่
เกี่ยวข้อง และป้องกันการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรียที่เป็นอันตรายต่อระบบทางเดิน
อาหาร 

 



 
บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
   

 2.1 คุณสมบัติท่ัวไปของ Lactobacillus spp. 
จีนัส Lactobacillus เป็น แบคทีเรียแกรมบวก (Gram positive bacteria) รูปร่างเป็นท่อน

เด่ียว หรือต่อกันเป็นสายสั้นไม่สร้างสปอร์เจริญได้ทั้งในสภาวะที่มีออกซิเจนและไม่มีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) ไม่เคลื่อนที่ ชอบเจริญที่อุณหภูมิปานกลาง แต่บางชนิดชอบเจริญที่อุณหภูมิ
ต่่า จัดอยู่ในกลุ่ม lactic acid bacteria ที่สามารถหมักน้่าตาลกลูโคส (glucose) น้่าตาลแล็กโทส 
(lactose) ให้ เกิดกรดแล็กทิก (lactic acid fermentation) มักพบร่วมกับ  Leuconostoc มีทั้งที่ เป็น 
Homofermentative แ ล ะ  Heterofermentative Lactic Acid Bacteria แ ล ะ มี ค ว า ม ท น ท า น ต่ อ
สภาพแวดล้อมที่เป็นกรดแบคทีเรียกลุ่มนี้ส่วนใหญ่มีคุณสมบัติเป็นโปรไบโอติก และพบได้ทั่วไป
ในธรรมชาติมีทั้ งที่ เป็น normal flora ของร่างกาย เช่น Lactobacillus casei และ Lactobacillus 
fermentum ที่พบได้ในช่องปาก พบ L.acidophilus และ L. fermentum ในกระเพาะอาหารและล่าไส้
ใหญ่ ทางเดินอาหารของคนและสัตว์หรืออาหารหมักดองต่าง ๆแลคโตบาซิลลัสที่เป็นเชื้อก่อโรคก็
มี  เช่น  L.casei subsp. Rhamnosus ซึ่ งก่อให้ เกิดโรค Bacterial endocarditis, Systemicsepticemia 
และ Abscess ได้ ดังนั้นจึงมีการจัดจ่าแนกเชื้อกลุ่มนี้โดยดูจากลักษณะทางกายภาพ แหล่งคาร์บอน 
(carbon sources) ลั ก ษ ณ ะ ท างโ ภ ช น าก าร  (nutitional characteristics) ช่ ว ง อุ ณ ห ภู มิ ที่ เจ ริ ญ 
(temperature range) (Orla and Jensen, 1919; 1942; 1943) 

จุลินทรีย์ที่จัดเป็นโปรไบโอติก ได้แก่ แบคทีเรียที่อยู่ในสกุล Lactobacilus, Lactococcus, 
Bacillus, Enterococcus, Steptcocous, ส่วนใหญ่แบคทีเรียในกลุ่มนี้สามารถที่จะสร้างกรดแลกติก 
(lactic acid bacteria) รวมทั้งยีสต์รา เช่น Saccharomyces spp. (Kiein et al, 1998) (Salminen, and 
von Wright, 2019)  

2.2 บทบาทในอาหาร 
Lactobacillus เป็นแบคทีเรียที่ส่าคัญในอาหาร มีบทบาทส่าคัญคือ 

2.2.1 เพื่อถนอมอาหาร (food preservation) ด้วยการหมัก (fermentation) ใช้เพื่อการ
ผลิตอาหารหมักหลายประเภท ได้แก่ 
 ผลิตภัณฑ์อาหารหมักจากน้่านม เช่น โยเกิร์ต (yogurt) น้่านมเปร้ียว (fermented milk) 
 ผลิตภัณฑ์หมักจากเนื้อสัตว์ เช่น แหนม ไส้กรอกอีสาน ซาลามี (salami) 

https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0197/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2-bacteria
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1134/gram-positive-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%81%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%9A%E0%B8%A7%E0%B8%81
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1121/facultative-anaerobe
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0782/lactic-acid-bacteria-%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%95%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1014/glucose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%AA
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1036/lactose-%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%82%E0%B8%97%E0%B8%AA
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1270/lactic-acid-fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%81
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1985/leuconostoc
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3708/%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%97%E0%B8%B5%E0%B9%88%E0%B8%AA%E0%B8%B3%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%8D%E0%B9%83%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0333/food-preservation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%96%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0316/fermentation-%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B1%E0%B8%81
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1077/yogurt-%E0%B9%82%E0%B8%A2%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B8%95
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1076/fermented-milk-%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%89%E0%B8%A2%E0%B8%A7
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1942/%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B8%99%E0%B8%A1-neam
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3065/%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%99
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3142/salami-%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B4
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 ผลิตภัณฑ์หมักจากผักผลไม้ เช่น ผักดอง ผลไม้ดอง กิมจิ (kimchi) แตงดอง (pickle) ซาว
เคราท์ (Sauerkraut) 

2.2.2 เป็นสาเหตุท่าให้อาหารเสื่อมเสีย (microbial spoilage) ของอาหารหลายชนิด 
เช่น อาหารกึ่งแห้ง การเสื่อมเสียของน่้านมการเสื่อมเสียของเน้ือสัตว์ โดยท่าให้เกิดรสเปรี้ยว 
และเกิดเมือกในน้่านม เนื้อสัตว์ และผลิตภัณฑ์จากเน้ือสัตว์ เช่น ไส้กรอก 
แฮม และเบคอน 

2.3 สายพันธุ์ของแล็กโทบาซิลลัสที่ส าคัญ (Plaza-Díaz, 2019; Nichapha, 2557) 
 Lactobacillus bulgaricus ใช้ในการหมักโยเกิร์ต เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 40-45 องศาเซลเซียส 

ผลิตแอซีทาลดีไฮด์  (acetyldehyde) ซึ่งเป็นสารให้กลิ่นรสของน้่านมหมัก และสร้าง
เอนไซม์โปรติเอส (protease) ซึ่งจะย่อยโปรตีน (protein) ในน้่านมให้ได้กรดแอมิโน 
(amino acid) โดยเฉพ าะฮิสทิดีน  (histidine) ซึ่ งเป็นกรดแอมิโนที่ กระตุ้นการเจริญ
ของ Streptococcus thermophilus 

 Lactobacillus acidophilus: มีบทบาทในการสร้างสภาพแวดล้อมที่ เป็นประโยชน์ใน
ทางเดินอาหาร เชื่อมโยงกับการบรรเทาอาการท้องผูกและรักษาการท้องเสีย 

 Lactobacillus casei : เป็นส่วนส่าคัญของภูมิคุ้มกันในทางเดินอาหาร มีบทบาทในการสร้าง
สภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในล่าไส้ มีฤทธิ์ป้องกันโรคและมีบทบาทในการบรรเทาอาการ
ท้องผูก 

 Lactobacillus reuteri: เชื่อมโยงกับการป้องกันการเจริญเติบโรคในทางเดินอาหาร  มี
บทบาทในการป้องกันการเจริญเติบโรคในช่องปาก 

 Lactobacillus plantarum: ช่วยสร้างเสริมสุขภาพให้แข็งแรง มีบทบาทในกระบวนการย่อย
อาหารในทางเดินอาหาร 

 Lactobacillus fermentum: มีบทบาทในการควบคุมเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในทางเดิน
อาหาร มีฤทธิ์ทางภูมิคุ้มกัน 

 Lactobacillus salivarius: พบในน้่าลายและช่องปาก มีประโยชน์ในการบรรเทาอาการ
ท้องผูกและลดความเสี่ยงของการติดเชื้อในช่องปาก 

 Lactobacillus johnsonii: มีบทบาทในการป้องกันการเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคใน
ทางเดินอาหาร และมีบทบาทในควบคุมเจริญเติบโตของเชื้อก่อโรคในช่องปาก 

 Lactobacillus brevis: ทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง มีความสามารถในการ
ทนทานต่อแอลกอฮอล์ มีประโยชน์ในการหลีกเลี่ยงการเกิดแผลในระบบทางเดินอาหาร 

https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/3166/%E0%B8%9C%E0%B8%A5%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%89%E0%B8%94%E0%B8%AD%E0%B8%87
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1365/kimchi-%E0%B8%81%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%88%E0%B8%B4
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1536/sauerkraut-%E0%B8%8B%E0%B8%B2%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B2%E0%B8%97%E0%B9%8C
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1856/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C-microbial-spoilage
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0908/intermediate-moisture-food-%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%81%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%89%E0%B8%87
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2955/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B8%A1
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/2955/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B8%A1
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1141/meat-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1141/meat-%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1136/sausage-%E0%B9%84%E0%B8%AA%E0%B9%89%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%81
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1297/ham-%E0%B9%81%E0%B8%AE%E0%B8%A1
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1137/bacon-%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%84%E0%B8%AD%E0%B8%99
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1460/lactobacillus-bulgaricus
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1176/protease-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%AA
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1189/protein-%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%95%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1190/amino-acid-%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%94%E0%B9%81%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B4%E0%B9%82%E0%B8%99
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1201/histidine-%E0%B8%AE%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1455/streptococcus-thermophilus-%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%84%E0%B9%87%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%B1%E0%B8%AA-%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%82%E0%B8%A1%E0%B8%9F%E0%B8%B4%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%AA
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 Lactobacillus rhamnosus: ช่วยเสริมระบบภูมิคุ้มกันป้องกันการติดเชื้อในระบบทางเดิน
อาหาร มีประโยชน์ในการลดอาการแพ้ 

2.4 ประโยชน์ของแบคทีเรียสายพันธุ์ของแล็กโทบาซิลลัส 
2.4.1 บทบาทในระบบทางเดินอาหาร: 

 Lactobacillus เป็นส่วนหนึ่งของภูมิคุ้มกันธรรมชาติในกระบวนการย่อยอาหารที่
เกิดขึ้นในระบบทางเดินอาหาร โดยช่วยในการหลีกเลี่ยงการเพิ่มจ่านวนของ
แบคทีเรียที่อาจมีความเสี่ยงต่อระบบทางเดินอาหาร 

 Lactobacillus มีบทบาทในการสร้างสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในล่าไส้ ซึ่งช่วยใน
กระบวนการย่อยอาหารและดูดซึมสารอาหารในล่าไส้ตลอดเวลา 

2.4.2 บทบาทในระบบภูมิคุ้มกัน: 
 Lactobacillus มีฤทธิ์การป้องกันโรค โดยสามารถควบคุมการเจริญเติบโรคที่เกิด

จากเชื้อแบคทีเรียหรือสารพิษที่สร้างโดยเชื้อจุลินทรีย์ 
 Lactobacillus มีศักยภาพในการป้องกันหรือช่วยในการรักษาโรคบางประการ เช่น 

การช่วยลดอาการของทารกที่เป็นโรคภูมิแพ้ (atopic dermatitis) หรือการช่วยลด
อาการของการติดเชื้อที่เป็นมะเร็ง. 

2.4.3 การให้ประโยชน์ในสุขภาพสตรี: 
 Lactobacillus ช่วยลดความเสี่ยงของการติดเชื้อที่อาจเกิดขึ้นในระบบทางเดิน

อาหารของผู้หญิง 
 Lactobacillus มีบทบาทในการสนับสนุนทรวงอนามัยในระบบทางเดินปัสสาวะ

ไปจนถึงระบบภูมิคุ้มกัน 
2.4.4 การใช้ในอาหารเสริม: 

 Lactobacillus มักถูกใส่ในอาหารเสริมเพื่อสนับสนุนการท่างานของระบบทางเดิน
อาหาร 

 การบริโภค Lactobacillus ในรูปแบบอาหารเสริมอาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของ
การดูแลสุขภาพทั่วไป 

       2.4.5 บางสายพันธุ์ของ Lactobacillus casei สามารถผลิตวิตามินและสารอาหารบาง
ประการที่ส่าคัญต่อร่างกาย 
2.5 โทษของแบคทีเรียสายพันธุ์ของแล็กโทบาซิลลัส 

 L. brevis สามารถเป็นตัวเชื่อมต่อไปยังแผลในระบบทางเดินอาหารท่าให้มีโอกาสติดเชื้อ
และเกิดการติดเชื้อในบางกรณี 
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 L. brevis มีความทนทานต่อแอลกอฮอล์ ซึ่งอาจท่าให้เกิดการติดเชื้อในสภาพแวดล้อมที่มี
แอลกอฮอล์สูง 

 L. acidophilus สามารถท่าให้ผู้ที่มีระบบภูมิคุ้มกันอ่อนแอมีความเสี่ยงต่อการติดเชื้อ 
 L. acidophilus มีผลต่อการใช้ร่วมกับยาบางชนิด ท่าให้ยาไม่ได้ผลหรือเกิดปฏิกิริยาที่คาด

ไม่ถึง 
 L. acidophilus ส่งผลต่อระบบทางเดินอาหารและท่าให้เกิดปัญหาสุขภาพได้ 

2.6 เทคนิคการให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่ม (random mutagenesis) 
เป็นเทคนิคที่ใช้ในการท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมใน DNA ของสิ่งมีชีวิต การ

กลายพันธุ์แบบสุ่มมีข้อได้เปรียบเมื่อไม่ทราบต่าแหน่งของยีนที่ต้องการหรือเมื่อระบบการควบคุม
ยีนที่ซับซ้อน ทุกเคร่ืองมือที่ใช้ในการกลายพันธุ์แบบสุ่มมีความเสี่ยงที่แตกต่างกัน โดยทั่วไปมี
หลายวิธีที่ใช้ แต่ละวิธีมีข้อได้เปรียบและข้อเสียต่างกัน ดังต่อไปนี้ 

2.6.1 สารท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมี (Chemical Mutagens): 
 ข้อได้เปรียบ: 

 ความหลากหลาย: สารเคมสีามารถเหนี่ยวน่าท่าให้เกิดการกลายพันธุ์ที่
หลากหลาย เช่น base substitutions, frame-shift mutations และอ่ืน ๆ 

 การใช้งานง่าย: สารท่าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางเคมีมีความง่ายต่อการ
ใช้งานและสามารถพร้อมกันได้ทีละมากๆ 

 ข้อเสีย: 
 ความจ่าเพาะ: อาจมีผลกระทบต่อล่าดับที่เฉพาะเจาะจง ท่าให้การ

เปลี่ยนแปลงแบบ biased mutagenesis ได้ 
 ความเป็นพิษ: สารเคมบีางชนิด เช่น อีธิเดียมโบรไมด์และโซเดียมอะไซด์ 

สามารถท่าให้ผู้ใช้ได้รับความเสี่ยงจากสารพิษในระดับสูงหรือสูงมาก 
2.6.2 UV Radiation: 

 ข้อได้เปรียบ: 
 ไม่เฉพาะเจาะจง: รังสี UV ท่าให้เกิดการกลายพันธุ์แบบสุ่มทั่วทั้งสาร

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต 
 การจัดการทดสอบ: การเหนี่ยวน่าท่าให้เกิดการกลายพันธุ์ด้วยรังสี UV มี

ความง่ายต่อการทดสอบ 
 ข้อเสีย: 
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 การจ่ากัดการแพร่กระจาย: รังสี UV มีประสิทธิภาพน้อยต่อสิ่งมีชีวิตที่
ใหญ่ขึ้นหรือสิ่งมีชีวิตที่มีเนื้อเยื่อปกคลุมหลายชั้น 

 ความเป็นพิษต่อเซลล์: รังสี UV ปริมาณสูงของ สามารถท่าให้เกิดความ
เสียหายต่อเซลล์ที่มีชีวิตได้ 

2.6.3 X-ray และ Gamma-ray Irradiation: 
 ข้อได้เปรียบ: 

 การแพร่กระจาย: รังสี X-rays และรังสี แกมมา สามารถแพร่กระจายเข้าสู่
สิ่งมีชีวิตที่ใหญ่ขึ้นหรือสิ่งมีชีวิตที่มีเนื้อเยื่อปกคลุมหลายชั้น 

 Random Mutations: รังสี X-rays และรังสี แกมมา สามารถเหนี่ยวน่าท่า
ให้เกิดการกลายพันธุ์ทั่วทั้งสารพันธุกรรมได้ทั้งเซลล์ 

 ข้อเสีย: 
 อุปกรณ์และความปลอดภัย: ต้องใช้อุปกรณ์ที่พิเศษและมีความเสี่ยงที่จะ

ท่าให้เกิดความเสียหายต่อเน้ือเยื่อของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้ การสร้างรังสี
ต้องใช้เคร่ืองมือที่ใหญ่และมีราคาสูง ความรู้ทางพิเศษและมีมาตรการ
ความปลอดภัยอื่น ๆ เพื่อจ่ากัดการเข้าถึง 

2.6.4 Transposon Mutagenesis: 
 ข้อได้เปรียบ: 

 Insertional Mutagenesis: สารพันธุกรรมจะถูกเหนี่ยวน่าท่าให้เกิดการ
กลายพันธุ์แบบสุ่มที่ต่าแหน่งต่าง ๆ โดยไม่ได้รับผลกระทบ 

 ตัวบ่งชี้ที่สามารถเลือกได้: มักจะรวมถึงตัวบ่งชี้ที่สามารถเลือกได้เพื่อการระบุ
ต่าแหน่งที่เกิดการกลายพันธุ์ได้ 

 ข้อเสีย: 
 ความหลากหลายของการกลายพันธุ์จ่ากัด: การเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรมจะถูก จ่ากัดไว้ที่พื้นที่ที่ transposon ใส่ไว้เท่านั้น 
 ผลกระทบของต่าแหน่ง: ต่าแหน่งที่ถูก transposon ใส่ อาจมีผลให้เกิดการ

กลายพันธุ์ที่รุนแรงได้ 
2.6.5 Error-Prone PCR: 

 ข้อได้เปรียบ: 
 Targeted Mutagenesis: สามารถใช้ในการกลายพันธุ์แบบระบุการ

เป้าหมายได้ 
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 ควบคุมความสามารถในการกลายพันธุ์: สามารถควบคุมอัตราการกลาย
พันธุ์ได้โดยการปรับเปลี่ยนเงื่อนไข PCR 

 ข้อเสีย: 
 ความหลากหลายของการกลายพันธุ์จ่ากัด: มักจะเป็นการกลายพันธุ์แบบ 

base substitutions มากกว่า diverse mutations 
 การกลายพันธุ์แบบหวังผล: การกลายพันธุ์รูปแบบนี้ท่าให้เกิดผลลัพท์ที่

เป็นไปได้มากกว่าการกลายพันธุ์ประเภทอ่ืน ๆ 
2.6.6 DNA Shuffling 

 ข้อได้เปรียบ: 
 Recombination of Variants: สร้างความหลากหลายผ่านการ 

recombination ของ homologous DNA 
 Directed Evolution: มีประโยชน์ในการทดลองพัฒนาแบบ evolution 

experiments 
 ข้อเสีย: 

 การทดสอบยุ่งยาก: กระบวนการนี้อาจมีความยุ่งยากและต้องใช้งานเวลา
ในการท่าทดสอบ 

 ความเป็นไปได้ที่ถูกตั้งไว้ล่วงหน้า: สร้างความผันผวนตามที่มีการตั้งไว้
ล่วงหน้าในกลุ่มตัวอย่างเร่ิมต้น 

2.7 เทคนิคการกลายพันธุ์ Room-Temperature Plasma (ARTP)  
เป็นเทคนิคที่พัฒนาขึ้นส่าหรับการกลายพันธุ์ในทางชีววิทยา โดยใช้พลาสม่าในบรรยากาศ

และอุณหภูมิห้องเป็นตัวสร้างการกลายพันธุ์ โดยใช้เคร่ืองก่าลังไฟฟ้าสูงเพื่อสร้างออกซิเจนอิออ
นแบบพลาสมาชีวภาพ เพื่อกระตุ้นลักษณะทางชีวภาพที่เป้าหมายโดยการท่าให้เกิดการแตกของ
เพลสมิด DNA และออลิโกนิวคลีโอไทด์ เป็นเทคนิคการกลายพันธุ์แบบสุ่มที่ได้รับความนิยม ซึ่ง
ได้รับการพัฒนาจากวิธีทางกายภาพที่ท่าให้เกิดความเสียหายในเอ็นได้มากขึ้น มีอัตราการกลาย
พันธุ์สูงกว่า UV และสารเคมีกลายพันธุ์ ซึ่งจะสร้างประสิทธิภาพในการกลายพันธุ์แบคทีเรีย โดย
เทคนิคนี้สามารถใช้กับแบคทีเรียที่มีความยากล่าบากในการกลายพันธุ์ด้วยวิธีอ่ืน ๆ ได้  เนื่องจากมี
ผลลัพธ์ที่รวดเร็ว ปลอดภัย และมีประสิทธิภาพสูงโดยมีการเอนจีที่ต่่า การกลายพันธุ์ของจุลินทรีย์
โดยใช้เทคโนโลยี ARTP นี้มีข้อได้เปรียบมากมาย เช่น ความปลอดภัยในการด่าเนินงาน ต้นทุนต่่า 
และอุณหภูมิของพลาสม่าที่ต่่า ความสะดวกสบายในการสร้าง พลาสม่าประเภทนี้ ท่าให้เกิดการ
ท่าลายแบบทันทีของสาย DNA ทั้งในอุณหภูมิห้องและบรรยากาศปกติ วิธีนี้ได้รับการใช้งานอย่าง
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แพร่หลายเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตและความแข็งแกร่งให้กับแบคทีเรีย เชื้อรา และพืช ถูก
เป รียบ เที ยบ กั บ วิธีก ารกล ายพั น ธุ์ อ่ืน  ๆ  เช่ น  NTG ห รือ การก ล ายพั น ธุ์ โดยก ารใช้ แส ง
อัลตราไวโอเลต ระบบกลายพันธุ์ ARTP มีประสิทธิภาพสูง เป็นเทคนิคการกลายพันธุ์แบคทีเรีย 
การศึกษาก่อนหน้าพบว่า ARTP สามารถปรับปรุงการเพิ่มคุณสมบัติทางพันธุกรรมที่มีอัตราการ
กลายพันธุ์สูง (Ottenheim et. al., 2018) แม้ว่าเหตุผลที่แท้จริงของกลไกการกลายพันธุ์ของระบบ 
ARTP ยังไม่ได้รับการความเข้าใจอย่างชัดเจน แต่การสร้างรังสี UV ร่วมกับ reactive species ที่
น่าจะเป็นกลไกที่ท่าให้เกิดการกลายพันธุ์  (Li et. al., 2008) Reactive chemical species ที่เกิดขึ้ยท่า
ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในเบส DNA และยังเหนี่ยวน่าให้เกิด ท่าให้เกิด single- or double-strand 
breaks อีกด้วย (Arjunan et. al., 2015)   

2.7.1 ข้อดีของเทคนิค ARTP 
1)  เพิ่มประสิทธิภาพการกลายพนัธ์ุ ARTP สามารถท าให้การกลายพนัธ์ุเกิดข้ึน

อยา่งรวดเร็วและมีประสิทธิภาพ 
2)  ไม่ใช้สารเคมี ไม่ต้องใช้สารเคมีท่ีอาจมีผลกระทบต่อส่ิงมีชีวิตหรือ

ส่ิงแวดลอ้ม 
3)  ท าให้เกิดความหลากหลายทางพนัธุกรรม ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทาง

พนัธุกรรมท่ีหลากหลาย, ท่ีอาจสร้างลกัษณะท่ีพิเศษหรือประโยชน์ต่อการใชง้าน 
4)  ลดเวลาและความคา้งคาในการวิจยั ลดเวลาท่ีใช้ในกระบวนการวิจยัและ

ความคา้งคาทางการทดลอง 
2.7.2 ข้อเสียของเทคนิค ARTP 

1)  ความไม่แน่นอนในการกลายพนัธ์ุ การกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนมีลักษณะไม่
แน่นอนและไม่สามารถท านายล่วงหนา้ได ้

2)  การเปล่ียนแปลงท่ีไม่ตอ้งการ อาจเกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมท่ีไม่
ตอ้งการหรือไม่พึงประสงค ์

3)  ตอ้งการการทดสอบเพิ่มเติม ตอ้งท าการทดสอบและคดัเลือกเช้ือท่ีได้จาก 
ARTP เพื่อตรวจสอบความเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนและคุณสมบติัท่ีตอ้งการ 

4)  ความซับซ้อนของกระบวนการ กระบวนการ ARTP ตอ้งการการควบคุม

และการท างานท่ีซบัซอ้นมาก, ท าใหต้อ้งใชค้วามเช่ียวชาญทางวทิยาศาสตร์ 
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2.8 รายงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

Xu และคณะรายงานว่าการกลายพันธุ์ของ Bacillus amyloliquefaciens ด้วย ARTP 
ท่าให้มีอัตราการตายประมาณ 95% ที่ 100 วินาที โดยที่มี positive mutant เพิ่มการผลิต 
menaquinone-7 ได้ 4.25 เท่า (Xu et. al., 2017)   

การศึกษาของ Zhu และคณะ ใช้ ARTP ที่มีแหล่งสร้าง ARTP จากก๊าซฮีเลียม ใน 
Bacillus subtilis เป็นเวลา 150 วินาที โดยใช้การตอบสนองทางสีเป็นเกณฑ์ในการเลือกเชื้อ
สายที่ผลิต surfactin พบว่า เชื้อกลายพันธุ์ได้มากถึง 27,000 สายพันธุ์และมีเชื้อกลายพันธุ์ 
37 สายพันธุ์ที่ผลิต surfactin ได้สูง และพบเชื้อกลายพันธุท์ี่เพิ่มการสังเคราะห์ surfactin ได้ 
5.4 เท่า และตัวแปร C15 surfactin variant ผลิตออกมาอย่างมากเมื่อเทียบกับ wild type 
(Zhu et. al., 2017) 
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บทที ่3 
ระเบียบวธิีการวจิัย 

 

3.1  กรอบแนวคิดการวจัิย 

       ตัวแปรต้น                                                                                  ตัวแปรตาม  

 

3.2 การออกแบบการวจัิย 

 การวิจยัคร้ังน้ีเป็นการวิจยัประเภทการพฒันาทดลองในสาขาจุลชีววิทยา โดยใชร้ะเบียบวิธีวิจยั
เชิงทดลองเพื่อเปรียบเทียบคุณสมบติัทางชีวภาพในด้านต่าง ๆ ของ Lactobacillus สายพนัธ์ุ mutant 
หลังจาก expose กับ ARTP โดยท าการทดสอบ เพื่อหาความแตกต่างของคุณสมบัติในการฆ่าเช้ือ
แบคทีเรียและเช้ือราก่อโรคทางการแพทยแ์ละคุณสมบติัสร้างสาร anti-oxidant ว่ามีความแตกต่างกนั
อยา่งไร 

3.3  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 3.3.1 เคร่ืองมือ 
  Incubator   binder/Germany 
  Raminaflow   FASTER/Germany 
  Candle jar   United Science Co.,Ltd/Thailand 
  เคร่ือง Autoclave  Tomy, SS-325/Japan 
  เคร่ือง Centrifuge  Sanyo,Harrier/UK, Hettich,Micro200R/Germany 
  เคร่ือง Vortex mixer Gemmy Industrial corporation, VM-300/Taiwan 
  เคร่ือง pH meter  Metrohm, 713 pH meter/Switzerland 
  เคร่ือง Spectrophotometer    Thermo spectronic, Genesys 20/USA 
  Water bath   Julabo, TW12/Germany 

Lactobacillus สายพนัธ์ุ wild type 
Lactobacillus สายพนัธ์ุ mutant หลงัจาก 

expose กบั ARTP 

คุณสมบติัการตา้นจุลชีพชนิดต่าง ๆ 
คุณสมบติัสร้างสาร anti-oxidant 
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  เคร่ืองชัง่   Ohaus, ARC120/USA 
  Hot air oven   Heraeus/USA 
           Hemacytometer 
          3.3.2 อุปกรณ์ 
  Erlenmeyer flask ขนาด 100, 500, 1000 ml :Pyrex/USA 
  กระบอกตวง (Cylinders) :Pyrex/USA 
  บีกเกอร์ (Beakers)  :Pyrex/USA 
  Sterile cotton swab         :Nited Science Co.,Ltd/Thailand 
   Inoculating loop    :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  Forceps   :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  Needle   :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  Dropper   :United Science Co.,Ltd/Thailand 

 Glass slide   :United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Tip    :United Science Co.,Ltd/Thailand 
 Spreader   :United Science Co.,Ltd/Thailand 

  Auto pipette   :SARTORIU/Germany 
  Test Tube Racks  :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  Eppendorf   :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  Sterile Syringe Filters Size: 18mm, 0.45um :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  ตะเกียงแอลกอฮอล ์ :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  ชอ้นตกัสาร   :DEX/Thailand 
  แผน่กระดาษกรองปลอดเช้ือ :Advantec/Japan 
  กระดาษชัง่สาร  :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  แท่งแกว้    :United Science Co.,Ltd/Thailand 
  ไมจ้ิ้มฟัน   :PATUM/Thailand 
  ถุงพลาสติก   :PATUM/Thailand 
  จานเพาะเช้ือ   :HI VAN/USA 

   Freezing vial             :United Science Co.,Ltd/Thailand 
   96-well microtiter plate          : Nunc Co.,Ltd/Thailand 
   Sterile microtiter plate          :Nunc Co.,Ltd/Thailand  
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          3.4 สารเคมี และน า้ยาทดสอบ 
  Sodium chloride  :    QReC New Zealand 

  Oxidase   :    Fluka Analytical/USA   
  Catalase   :     HERCK/Germany 
  3% H2O2   :    QReC New Zealand 
  KCl                                               :    HERCK/Germany 
  Phosphate buffer saline                                      : Mallinckrodt/USA and M&B/England 
  NaHCO3   :    UNILAB/Australia 
  Gentamicin   :    SIGMA/ USA 
  Bromocresol purple :    UNILAB/Australia 
  Crystal violet  :    UNILAB/Australia 
  Di-ammonium hydrogen citrate :    Lepont de clix/France 
  Di-potassium hydrogen phosphate :    Lepont de clix/France 
  Di-sodium hydrogen phosphate :    Lepont de clix/France 
  Ethanol 70%, 95%  :    UNILAB/Australia 
  Glucose   :    Lepont de clix/France 
  Gram’s iodine  :    Bio-Medical Laboratory/Thailand 
  Glycerol   :    Lepont de clix/France 
  Hydrogen chloride  :    Lepont de clix/France 
  Magnesium sulfate heptahydrate :    AJAX Chemicals/France 
  Aluminum trichloride solution :    AJAX Chemicals/France 
  Potassium di-hydrogen phosphate :    Lepont de clix/France 
  Safranin O   :    MERCK/France 
  Sodium hydroxide  :    Lepont de clix/France 
  Tri-sodium acetate Toluene :    Lepont de clix/France 
  resazurin   :    SIGMA/ USA 
  glacial acetic acid  :    SIGMA/ USA 

 3.3.4 อาหารเลีย้งเช้ือ และอาหารทดสอบชีวเคมี 
 1.อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Trypticase soy agar 
 2.  อาหารเล้ียงเช้ือเหลว Trypticase soy broth 
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 3. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว RPMI 1640 medium 
 4.  อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Potato dextrose agar 

 5. อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ Muller Hilton agar 
 6.  อาหารเล้ียงเช้ือเหลว Muller Hilton broth 
 7. อาหารเล้ียงเช้ือแขง็ de Man, Rogosa และ Sharpe agar 
   8. อาหารเล้ียงเช้ือเหลว de Man, Rogosa และ Sharpe broth 

 3.3.5 Disk ยาในการทดสอบ 
1)  Cefoxitin 
2)  Ceftriaxone 
3)  Ciprofloxacin 
4)  Doxycycline 
5)  Erythromycin 
6)  Gentamycin 
7)  Imipenem 
8)  Vancomycin 

 

 3.3.6 แบคทีเรียที่ก่อโรคทางการแพทย์หรือแบคทีเรียดื้อยาที่ใช้ในการทดสอบ  มีทั้งส้ิน 9 สาย
พนัธ์ุ คือ 

กลุ่มแบคทีเรียแกรมลบ ประกอบดว้ย 
1) Escherichia coli (1 isolates: Escherichia coli ESBL producing strain), 

2) Enterococus feacalis (1 isolate: vancomycin-resistant enterococci) 

3) Aeromonas hydrophila (1 isolate: clinical isolate)   

4) Salmonella Typhi (1 isolate: clinical isolate) 

5) Klebsiella pneumoniae (1 isolate: Klebsiella pneumoniae ESBL producing 

strain)  

6) Acinetobacter baumannii (1 isolate: Acinetobacter baumannii Multidrug 

resistant) 

7) Pseudomonas aeruginosa (1 isolates: Pseudomonas aeruginosa Multidrug 

resistant) 
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 แบคทีเรียท่ีใช้ในการทดสอบทั้งหมดไดรั้บความอนุเคราะห์จากคณะวิทยาศาสตร์และคณะ

เทคนิคการแพทย์ ม.รังสิต การควบคุมคุณภาพเช้ือทดสอบในกลุ่ม drug resistant ท าได้โดยการ

ทดสอบความไวของเช้ือต่อยาต้านจุลชีพตามหลัก  Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI,2017) 

กลุ่มแบคทีเรียแกรมบวก ประกอบดว้ย 
1) Staphylococcus aureus (1 isolates: methicillin-resistant Staphylococcus aureus 

(MRSA)) 

2) Bacillus subtilis (1 isolate: clinical isolate),  

3.3.7 เช้ือราทีก่่อโรคทางการแพทย์ทีใ่ช้ในการทดสอบ มีทั้งส้ิน 1 สายพนัธ์ุ คือ 
    1) Candida albicans (1 isolate: clinical isolate) 

3.5 วธีิการทดลอง 

  3.5.1 การเตรียมสายพนัธ์ุ mutant   
                            น าเช้ือ Lactobacillus ท่ีต้องการทดสอบมา culture บนอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar 
จากนั้ นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ชั่วโมงเพื่อให้ได้ pure culture จากนั้ นน า isolated 
colony มาเจือจางใน steriled 0.85% NaCl น าไปวดั absorbance ให้ได้ 0.5 McFarland Standard น า
สารละลายเซลล์ปริมาณ 10 µl ใส่ลงเพลท sterile และวางไวใ้ต้หัวฉีดพลาสมา ระยะห่างระหว่าง
ตัวอย่างกับหัวฉีดพลาสมาคงท่ีท่ี 2 มม.,และพลังน าเข้าประมาณ 4 วตัต์ อัตราการไหลของก๊าซ
อาร์กอนคือ 10 ลิตรต่อนาที (SLPM), และเวลาในการ expose ระหว่าง 0 ถึง 150 วินาที หลงัจากการ 
expose ด้วย ARTP แล้ว น าตวัอย่างเช้ือมาเติม steriled 0.85% NaCl ให้มีปริมาณ 100 µl แล้วน าไป 
spread บน  MRS Agar เพื่อนับจ านวนเซลล์ท่ีรอดชีวิต (Ottenheim et. al., 2018) ท าการทดลองซ ้ า 3 
คร้ัง, และอตัราการตายจะค านวณตามสูตรดงัน้ี: 

Lethality rate = [1−(NT/NU)] × 100 (1) 
โดยท่ี NT และ NU คือ จ านวนโคโลนีในกลุ่มท่ี expose และกลุ่มท่ีไม่ได้ expose ตามล าดบั (Liu et. 
al., 2020) 
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3.5.2 การทดสอบเสถียรภาพของการเจริญเติบโตและคุณสมบัติของสารประกอบที่มีฤทธิ์
ทางชีวภาพ (Growth Curve and Production kinetics of Bioactive Substances) 

 น ำแบคทีเรียสำยพันธุ์ wild type และสำยพันธุ์ mutant มำ culture บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ MRS Agar 
จำกนั้นน ำไปบ่มที่ อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมงเพื่อให้ได้ pure culture จำกนั้นน ำ isolated 
colony ของเชื้อที่ใช้ในกำรทดสอบมำ suspend ใน 0.85% NaCl วัด absorbance ให้ได้ 0.5 McFarland 
Standard (ปริมำณเชื้อประมำณ 1.5 x 108 colony forming units per milliliter (CFU / ml)) (Mcfarland, 
1907) น ำเชื้อที่ปรับควำมขุ่นแล้วปริมำณ 500 µl  ปิเปตลงในอำหำร MRS Broth 5 มล. (1%) ของ
อำหำร น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 150 rpm เป็นเวลำ 24-48 ชั่วโมง กำรวัดอัตรำกำรเจริญเติบโตของ
เชื้อทดสอบ ท ำโดยกำรน ำตัวอย่ำงอำหำรเหลวไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง(OD) ที่  600 นำโนเมตร 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) และน ำค่ำที่ได้ไปท ำกรำฟแสดงกำรเจริญเติบโต 
จำกนั้นน ำตัวอย่ำงอำหำรเหลวที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงที่ 10,000 g ที่ 4 ºC เป็นเวลำ 15 นำที (Sigma-Aldrich 
Co., St. Louis, MO, USA) ตัวอย่ำง cell-free supernatant (CFS) ที่ได้จะน ำไปทดสอบเพื่อหำฤทธิ์ยับยั้ง
เชื้อจุลินทรีย์ที่สนใจและฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ 
การทดสอบคุณสมบัติต้านเชื้อจุลินทรีย์ทดสอบ 
  3.5.3 การตรวจสอบคุณสมบัติในการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบด้วย Agar well diffusion 
 เทคนิค agar well diffusion ดัดแปลงจำก EUCAST. 2022 โดยกำรน ำเชื้อที่ต้องกำรทดสอบมำ 
culture บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ nutrient agar/ PDA จำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง
เพื่อให้ได้ pure culture จำกนั้นน ำ isolated colony ของเชื้อที่ใช้ในกำรทดสอบมำ suspend ใน 0.85% 
NaCl วัด absorbance ให้ได้ 0.5 McFarland Standard (ปริมำณเชื้อประมำณ 1.5 x 108 colony forming 
units per milliliter (CFU / ml) bacteria ; 1 .5  x 1 0 6 colony forming units per milliliter (CFU / ml); 
yeast) (Mcfarland, 1907) น ำเชื้อที่ปรับควำมขุ่นแล้วมำ streak ด้วยวิธี three way swab ลงใน plate 
Muller Hilton agar (MHA) จำกนั้นท ำกำรเจำะรู agar ขนำดเส้นผ่ำศูนย์กลำง 6.0 มิลลิเมตร ด้วย sterile 
cork borer ใช้ autopipette ปิเปตตัวอย่ำง cell-free supernatant ชนิดต่ำง ๆ ที่สนใจ ที่มีควำมเข้มข้น
แตกต่ำงกันไป (25, 50, 100 % v/v) ใส่ลงไปในหลุมที่เจำะเตรียมไว้ปริมำณ 30 µl  แล้วน ำไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 24-48 ชั่วโมง จำกนั้นวัด inhibition zone ที่เกิดขึ้นเปรียบเทียบกับ Positive 
control คือ ยำปฏิชีวนะ gentamycin/clotimazole (1 mg/ml ) และ negative control คือ sterile media 
Muller Hilton broth แล้วเลือกเชื้อที่ให้ inhibition zone ขนำดที่สนใจ น ำไปใช้ในกำรทดสอบต่อไป 
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3.5.4 การตรวจสอบความเข้มข้นท่ีดี ท่ีสุดในการยับยั้งจุลินทรีย์ทดสอบด้วยเทคนิค 
Microdilution 

 น ำน ำเชื้อที่ต้องกำรทดสอบที่เก็บไว้ใน freezing vial ออกมำท ำกำร culture บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
nutrient agar/PDA จำกนั้นน ำไปบ่มที่ อุณหภูมิ  37 ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมงเพื่อให้ได้  pure culture 
จำกนั้นน ำ isolated colony ของเชื้อที่ใช้ในกำรทดสอบมำ suspend ใน 0.85% NaCl วัด absorbance ให้
ได้ 0.5 McFarland Standard (ปริมำณเชื้อประมำณ 1.5 x 108 colony forming units per milliliter (CFU 
/ ml) bacteria ; 1.5 x 106 colony forming units per milliliter (CFU / ml); yeast) (Mcfarland, 1907) น ำ
เชื้อทดสอบที่ปรับควำมขุ่นแล้วมำเจือจำงในอัตรำส่วน 1 : 100 ใน MHB/RPMI เพื่อให้มีปริมำณเชื้อ
ประมำณ 106 /103 CFU/ml        
หมำยเหตุ : ควรท ำกำรปรับควำมขุ่นของเชื้อแบคทีเรีย ก่อนท ำกำรทดสอบควำมไวของยำต่อต้ำนจุล
ชีพไม่เกิน 15 นำที  
 น ำ cell-free supernatant ที่มีฤทธิ์ที่น่ำสนใจจำกกำรทดสอบ Agar well diffusion มำท ำกำรเจือ
จำงด้วยอำหำรเหลว Muller Hilton broth ปรำศจำกเชื้อ โดยวิธี two-fold dilution ใน sterile microtiter 
plate และเตรียม Negative control เป็น control อำหำรเลี้ยงเชื้อ เพื่อตรวจสอบ sterility ของอำหำรเลี้ยง
เชื้อ เตรียม Growth control ของเชื้อ โดยไม่เติมสำร cell-free supernatant เพื่อตรวจกำรเจริญเติบโต
ของเชื้อ จำกนั้นเติม inoculum ของเชื้อจุลินทรีย์ที่สนใจใส่ลงในหลุมเป็นหลุมทดสอบและหลุม 
Growth control หลุมละ 50 µl และเติมอำหำรเลี้ยงเชื้อเพื่อให้ปริมำตรเท่ำกับหลุมทดสอบ ปิดฝำ 
microtiter plate จำกนั้นน ำไป incubated ที่ 37 ºC เป็นเวลำ 18-24 ชั่วโมง  
การแปลผล 
 เมื่อหยด resazurin indicator (0.18%) 10 µl แล้ว incubate 1 ชั่วโมง สังเกตสีที่เกิดขึ้น ถ้ำให้ผล
เป็นสีน้ ำเงินหรือสีม่วง แสดงว่ำผลเป็นบวกคือสำมำรถยับยั้งได้ และถ้ำให้ผลเป็นสีชมพูหรือไม่มีสี
แสดงว่ำให้ผลเป็นลบคือไม่สำมำรถยับยั้งได้ดูผลและบันทึกค่ำควำมเข้มข้นต่ ำสุดของสำรที่สำมำรถ
ยับยั้งกำรเจริญของเชื้อได้จำกนั้นน ำผลที่เป็นบวกจำกกำรทดสอบ MIC ไปทดสอบ MBC ต่อไป โดย
ชุดควบคุมทดสอบใช้ยำปฏิชีวนะ Gentamicin ที่มีควำมเข้มข้นเร่ิมต้นที่ 80 µg/ml ท ำกำรทดสอบที่
เหมือนกันอีก 3 ครั้ง 
  3.5.5 การทดสอบหาความเข้มข้นต่่ าสุดท่ีสามารถฆ่าเชื้อได้(Minimum Bactericidal 
Concentration; MBC)  
 หำค่ำ MBC ด้วยวิธี Streak Plate Method (ดัดแปลงจำก CLSI, 2018) จุ่มเชื้อจำกหลุมที่ให้ผล
บวกจำกค่ำ MIC  มำ streak บน Tryptone Soya Agar น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง 
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กำรอ่ำนผลค่ำ MBC ท ำได้โดย ถ้ำควำมเข้มข้นของหลุมทดสอบและยำที่สำมำรถฆ่ำเชื้อได้จะไม่พบ
กำรเจริญของเชื้อบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ แต่ถ้ำเชื้อไม่ตำยก็จะพบเชื้อเจริญบนอำหำรเลี้ยงเชื้อ 
การทดสอบคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ 
  3.5.6 การศึกษาการต้านอนุมูลอิสระ 
 กำรทดสอบ DPPH  (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) assay ดัดแปลงตำมวิธีกำรที่ระบุโดย Tan 
et al, 2009 โดยกำรน ำ cell-free supernatant จำกแต่ละสำยพันธุ์มำเจือจำงให้มีควำมเข้มข้นต่ำง ๆ 
(0.78, 1.56, 12.5, 25, 50, 100 % v/v) ปริมำตร 100 µl ใส่ลงใน 96 well plate แล้วเติมสำรละลำย 
DPPH (0.02 mg/100 ml in MeOH ) 100 µl ลงไป ผสมให้ เข้ ำกัน  หลังจำกนั้นทิ้ งไว้ ในที่ มืด  ณ 
อุณหภูมิห้อง นำน 30 นำที น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสง ที่ควำมยำวคลื่น 517 นำโนเมตร ด้วยเคร่ือง 
Microplate reader (BioTek, USA) เป รียบเทียบกับ  Negative control คือ กำรใช้น้ ำกลั่นแทนสำร
ทดสอบ จำกนั้นน ำค่ำที่ได้มำค ำนวณเปอร์เซ็นต์กำรยับยั้งอนุมูล DPPH (% Radical scavenging) จำก
สูตร  
 

% Radical scavenging =        
  
 ท ำ Calibration curve ด้วยวิธี Vitamin C equivalent antioxidant capacity (VCEAC) โดยเตรียม
สำรละลำย L-ascorbic acid ใน Methanol ให้มีควำมเข้มข้นต่ำงๆ  (7.81, 15.63, 31.25, 62.50, 125, 
250, 500, 1,000 µg/ml) แล้วน ำมำทดสอบกับสำรละลำย DPPH เช่นเดียวกับ cell free medium 
ค ำนวณหำปริมำณจำกสมกำรของกรำฟสำรละลำยมำตรฐำน และแสดงค่ำในรูปแบบ µg Vitamin C 
equivalents ของตัวอย่ำง cell free medium  
  3.5.7 การวิเคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (Total Flavonoid Content) 
 โดยน ำ  cell-free supernatant ที่ มี ควำม เข้มข้นต่ ำง  ๆ  (0.78, 1.56, 12.5, 25, 50, 100 % v/v) 
ปริมำตร 30  µl ใส่ลงใน 96 well plate แล้วเติม 1 % Aluminum trichloride solution concentration  
(w/v) 170 µl ลงไปผสมให้เข้ำกัน หลังจำกนั้นท ำกำร incubate 30 ºC เป็นเวลำ 10 นำที น ำไปวัดค่ำกำร
ดูดกลืนแสง ที่ควำมยำวคลื่น 415 nm ด้วยเคร่ือง Microplate reader (BioTek, USA) เปรียบเทียบกับ
สำรมำตรฐำนคือ Quercetin ในควำมเข้มข้นต่ำงๆ (1, 10, 100, 500 µg/ml) และน ำค่ำกำรดูดกลืนแสงที่
ได้ไปค ำนวณหำปริมำณจำกสมกำรของกรำฟสำรละลำยมำตรฐำนQuercetin (calibration curve) 
การทดสอบคุณสมบัติ probiotic ด้านอื่นๆ 
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  3.5.8 การศึกษาความไวต่อยา (Drug Susceptibility Study) 
 ควำมไวต่อยำของแบคทีเรียสำยพันธุ์ wild type และสำยพันธุ์ mutant ต่อยำปฏิชีวนะที่สนใจโดย
ใช้วิธี disk diffusion method (Bauer et. al., 1966) โดยแบคทีเรียสำยพันธุ์  wild type และสำยพันธุ์ 
mutant จะถูกน ำมำ culture บนอำหำรเลี้ยงเชื้อ MRS Agar จำกนั้นน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 
24 ชั่วโมงเพื่อให้ได้ pure culture จำกนั้นน ำ isolated colony ของเชื้อที่ใช้ในกำรทดสอบมำ suspend 
ใน  0.85% NaCl วัด  absorbance ให้ ได้  0.5 McFarland Standard (ป ริมำณ เชื้ อประมำณ  1.5 x 108 
colony forming units per milliliter (CFU / ml)) (Mcfarland, 1907) น ำเชื้ อที่ ป รับควำมขุ่นแล้ วมำ 
streak  ด้วยวิธี three way swab ลงใน plate Muller Hilton agar (MHA) น ำแผ่นดิสก์ยำ; cefoxitin (30 
ไม โค รก รัม ), ceftriaxone (30 ไม โค รก รัม ), ciprofloxacin (5 ไ ม โค รก รัม ), doxycycline (30 
ไ ม โค รก รั ม ), erythromycin (15 ไ ม โค รก รั ม ), gentamycin (10 ไ ม โค รก รั ม ), imipenem (10 
ไมโครกรัม), และ vancomycin (30 ไมโครกรัม) (Oxoid Ltd., Hampshire, UK) วำงบนผิวของ MH 
agar แล้วน ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลำ 24 ชั่วโมง ท ำกำรวัด inhibition zone และรวบรวมผลกำร
ทดสอบน ำเสนอในรูปแบบของค่ำเฉลี่ย + ส่วนเบี่ยงเบนมำตรฐำน (SD) 
  3.5.9 Strain Stability 
 กำรทดสอบ Strain Stability ของแบคทีเรียสำยพันธุ์ wild type และสำยพันธุ์ mutant ในกำรผลิต
กิจกรรมที่ต่อเน่ืองของคุณสมบัติกำรต้ำนจุลชีพชนิดต่ำงๆ และคุณสมบัติสร้ำงสำร anti-oxidant ท ำได้
โดยกำร reculture แบคทีเรียทั้ง 2 กลุ่มใน MRS Agar เป็นเวลำ 15 generations  (Wang et. al., 2010) 
เก็บตัวอย่ำงเชื้อแต่ละ generations ปรับควำมขุ่นให้เท่ำกับ 0.5 McFarland มำเลี้ยงในอำหำรเหลว MRS 
Agar ปิเปตเชื้อที่ปรับควำมขุ่นแล้ว 500 µl ปิเปตลงในอำหำร MRS Broth 49.50 มล. (1%) ของอำหำร 
น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 ºC 150 rpm เป็นเวลำ 24ชั่วโมง จำกนั้นน ำตัวอย่ำงอำหำรเหลวที่ได้ไปปั่น
เหวี่ยงที่ 10,000 g ที่ 4 ºC เป็นเวลำ 15 นำที (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) ตัวอย่ำง cell-
free supernatant (CFS) ที่ได้จะน ำไปทดสอบเพื่อหำฤทธิ์ยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ที่สนใจและฤทธิ์ต้ำนอนุมูล
อิสระเพื่อเปรียบเทียบกับ generations แรกต่อไป 
3.6 การรวบรวมข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 ผลกำรศึกษำ cell-free supernatant ที่สำมำรถยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ก่อโรค ทั้งกำรทดสอบ Agar 
well diffusion, MIC และฤทธิ์ในกำรต้ำนอนุมูลอิสระ ซึ่งค ำนวณจำกกำรท ำกำรทดลองซ้ ำ 3 คร้ังและ
แสดงผลเป็นค่ำเฉลี่ย (mean) และค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน (standard deviation ; SD) 
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บทที ่4 

 
ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการทดสอบการเตรียม Lactobacillus สายพนัธ์ุ mutant 

ผลการทดสอบพลาสมาอุณหภูมิหอ้ง (Atmospheric Room-Temperature Plasma, ARTP) ต่อ
การเจริญเติบโตของ Lactobacillus spp.ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 
casei และ Lactobacillus acidophilus มีช่วงเวลาท่ีแตกต่างกนัไป โดยพบวา่การสัมผสักบั ARTP มีผล
ต่อการรอดชีวิตของแบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุอยา่งมีนยัส าคญั L. plantarum แสดงความทนทานต่อ 
ARTP ในช่วงเวลา 1-6 วนิาทีโดยอตัราการตายเพิ่มข้ึนอยา่งค่อยเป็นค่อยไปในช่วงแรก ท่ีเวลา 7 วนิาที 
อตัราการตายอยูท่ี่ประมาณ 40% และเพิ่มข้ึนเป็น 100% ท่ีเวลา 10 วนิาที (รูปท่ี 1A) ในขณะท่ี L. casei 
แสดงความไวต่อ ARTP มากท่ีสุดในกลุ่มท่ีทดสอบ โดยอตัราการตายเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงแรก
ของการสัมผสั ท่ีเวลา 4 วินาที อตัราการตายสูงถึงประมาณ 83.33% และเพิ่มข้ึนเป็น 100% ท่ีเวลา 6 
วนิาที (รูปท่ี 1B) L. acidophilus แสดงความทนทานต่อ ARTP มากท่ีสุดในกลุ่มท่ีทดสอบ โดยอตัราการ
ตายเพิ่มข้ึนชา้ท่ีสุด ท่ีเวลา 11 วนิาที อตัราการตายอยูท่ี่ประมาณ 66.67% และเพิ่มข้ึนเป็น 100% ท่ีเวลา 
13 วนิาที (รูปท่ี 1C) จากผลการทดลองน้ี สามารถสรุปไดว้า่เวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการท าให้เกิด
การกลายพนัธ์ุในแบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุคือช่วงเวลาท่ีท าใหเ้กิดอตัราการตายประมาณ 40-90% ซ่ึง
เป็นช่วงท่ีมีโอกาสเกิดการกลายพนัธ์ุสูงโดยท่ียงัมีเซลลร์อดชีวติเพียงพอส าหรับการคดัเลือกสายพนัธ์ุ
ท่ีมีคุณสมบติัท่ีตอ้งการ โดยสามารถระบุช่วงเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับแต่ละสายพนัธ์ุไดด้งัน้ี: 

L. plantarum: 7-9 วนิาที 
L. casei: 4-5 วนิาที 
L. acidophilus: 11-12 วนิาที 



 22 

รูปที ่4.1  เปรียบเทียบระหวา่งอตัราการตายและระยะเวลาท่ีใชก้าร expose ARTP ของแบคทีเรีย Lactobacillus ท่ีน ามาทดสอบ 
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4.2 ผลการทดสอบการคัดเลือก candidates ของ Lactobacillus spp. ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ 

การคดัเลือกสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ (mutant strains) ของแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic Acid 
Bacteria; LAB) สกุ ล  Lactobacillus ท่ี ผ่ านการ  expose ด้วย เทค นิค  Atmospheric and Room 
Temperature Plasma (ARTP) โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อปรับปรุงคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระของ
แบคทีเรียดงักล่าว โดยน า Lactobacillus spp. ท่ีรอดจากการ expose ดว้ย ARTP ในแต่ละคร้ังของ
การ expose ดว้ย ARTP เช้ือละ 15 isolated ทั้งสามสายพนัธ์ุ มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว MRS 24 
ชม. แลว้แยก cell-free supernatant จากการเพาะเล้ียง มาท าทดสอบ DPPH anti-oxidant และเลือก 
candidate ของแต่ละสายพนัธ์ุอีกคร้ัง โดยเกณฑ์ในการคดัเลือก mutant type ตอ้งให้ผล DPPH anti-
oxidant ท่ีดีกว่า wild type ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าสายพันธ์ุกลายพันธ์ุท่ีคัดเลือกได้มี
ประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูลอิสระสูงกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) อยา่งมีนยัส าคญั 

ส าหรับ L. plantarum สายพันธ์ุกลายพันธ์ุ LPM 7s 1(3) แสดงประสิทธิภาพสูงสุดท่ี 
37.06% เทียบกับสายพนัธ์ุ wild type ท่ี 26.61% ซ่ึงเพิ่มข้ึนอย่างโดดเด่นถึง 39.27% ในกรณีของ 
L.casei พบวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LCM 4s 3(1) แสดงคุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระสูงสุด โดยมีค่า 
DPPH scavenging activity เท่ากบั 44.63% ซ่ึงสูงกวา่สายพนัธ์ุ wild type ท่ีมีค่าเพียง 41.54% คิดเป็น
การเพิ่มข้ึนประมาณ 7.44% ในขณะท่ี L.acidophilus สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM 12s 3(2) แสดงค่า
การตา้นอนุมูลอิสระสูงสุดท่ี 49.74% เทียบกบัสายพนัธ์ุ wild type ท่ี 31.05% คิดเป็นการเพิ่มข้ึนถึง 
60.19% ดงัแสดงนรูปท่ี 4.2, 4.3, 4.4 
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รูปที ่4.2 เปรียบเทียบระหวา่งค่าเฉล่ีย DPPH ของ Wild typeและ candidates isolated ของ Lactobacillus plantarum 
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รูปท่ี 4.3 เปรียบเทียบระหวา่งค่าเฉล่ีย DPPH ของ Wild typeและ candidates isolated ของ Lactobacillus casei 
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รูปท่ี 4.4 เปรียบเทียบระหวา่งค่าเฉล่ีย DPPH ของ Wild typeและ candidates isolated ของ Lactobacillus acidophilus 
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อยา่งไรก็ตาม เพื่อง่ายต่อการอธิบายการทดสอบต่าง ๆ จึงขอก าหนดช่ือ Isolated ให้
สอดคลอ้งกบั isolated ท่ีคดัเลือกมาท าการทดสอบดงัต่อไปน้ี 

ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus plantarum LP non,  LPM 7s 1(1) เป็น LPM 1, LPM 7s 1(3) เป็น 
LPM 2, LPM 7s 1(4) เป็น LPM 3 

ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus casei : LC non, LCM 4s 3(1) เป็น LCM 1, LCM 4s 3(3) เป็น 
LCM 2, LCM 4s 3(5) เป็น LCM 3 

ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus acidophilus: LA non, LAM 11s 3(1) เป็น LAM 1, LAM 12S 3(3) 
เป็น LAM 2 , LAM 12s 5(3) เป็น LAM 3 
4.3 การทดสอบเสถียรภาพของการเจริญเติบโต 
 การทดสอบเปรียบเทียบลกัษณะการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคโตบาซิลลสัสามสาย
พนัธ์ุ ไดแ้ก่ Lactobacillus plantarum; LP, Lactobacillus casei; LC และ Lactobacillus acidophilus; 
LA โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 620 นาโนเมตร (OD620) ท่ีเวลา 0, 24 และ 48 ชัว่โมง 
และเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการ
กลายพนัธ์ุ (mutant strains) จ  านวนสามสายพนัธ์ุยอ่ย (M1, M2, M3) ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึง
รูปแบบการเจริญเติบโตท่ีคลา้ยคลึงกนัในทุกสายพนัธ์ุ โดยมีการเพิ่มจ านวนอยา่งรวดเร็วในช่วง 24 
ชั่วโมงแรก และมีอตัราการเจริญเติบโตท่ีชะลอตวัลงในช่วง 24-48 ชั่วโมง ซ่ึงเป็นลกัษณะการ
เจริญเติบโตท่ีพบน้ีสอดคล้องกับทฤษฎีการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์แบบ sigmoid curve ซ่ึง
ประกอบดว้ยระยะ lag phase, logarithmic phase, stationary phase และ death phase โดยในช่วง 24 
ชัว่โมงแรก แบคทีเรียอยูใ่นช่วง logarithmic phase ท่ีมีการเพิ่มจ านวนอยา่งรวดเร็ว และในช่วง 24-
48 ชัว่โมง อาจเขา้สู่ช่วง stationary phase ท่ีมีอตัราการเจริญเติบโตชะลอตวัลง อย่างไรก็ตามเม่ือ
เปรียบเทียบการเจริญเติบโตของสายพนัธ์ุดั้ งเดิมของเช้ือ L. plantarum กับสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ 
พบวา่ LPM2 และ LPM3 ท่ี 0 ชัว่โมง มีการเจริญเติบโตท่ีเท่ากนักบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมแต่ LPM1 มีการ
เจริญเติบโตท่ีดีกว่าเล็กน้อย ท่ี 24 ชัว่โมง สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุทั้ง 3 ตวั มีการเจริญเติบโตท่ีดีกว่า 
ส่วนท่ี 48 ชัว่โมง LPM 1 และ LPM 3 มีการเจริญเติบโตท่ีเท่ากนักบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมแต่ LPM2 มีการ
เจริญเติบโตท่ีดีกวา่เล็กนอ้ย (รูปท่ี 4.5) 
    ในขณะท่ี L. casei สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LCM1 และ LCM3 มีการเจริญเติบโตท่ีน้อยกว่า
เล็กน้อย LCM2 มีการเจริญเติบโตท่ีเท่ากนักบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม ท่ี 24 ชัว่โมง LCM2 และ LCM3 มี
การเจริญเติบโตท่ีดีกว่าสายพนัธ์ุดั้งเดิมเล็กน้อย แต่ LCM1 มีการเจริญเติบโตท่ีน้อยกว่าเล็กน้อย 
ส่วนท่ี 48 ชัว่โมง สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุทั้ง 3 ตวั มีการเจริญเติบโตท่ีดีกวา่ (รูปท่ี 4.6)  
 ส าหรับผลเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของ L. acidophilus พบวา่ สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ 
LAM1, LAM2 และ LAM3 ท่ี 0 ชัว่โมง แสดงการเจริญเติบโตท่ีต ่ากวา่เล็กนอ้ยต่อสายพนัธ์ุดั้งเดิม ท่ี 
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24 ชัว่โมง LAM1, LAM2 และ LAM3 แสดงการเจริญเติบโตท่ีดีกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิม ส่วนท่ี 48 
ชัว่โมง LAM2 และ LAM 3 มีการเจริญเติบโตท่ีดีกวา่เล็กนอ้ยต่อสายพนัธ์ุดั้งเดิม แต่ LAM 1 มีการ
เจริญเติบโตท่ีต ่ากวา่เล็กนอ้ย  (รูปท่ี 4.7) 
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รูปที ่ 4.5 แสดงการเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (mutant strains) ของ Lactobacillus 
plantarum ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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รูปที ่ 4.6 แสดงการเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (mutant strains) ของ Lactobacillus 
casei ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) 
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รูปที ่ 4.7 แสดงการเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (mutant strains) ของ Lactobacillus 
acidophilus ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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4.4 ผลการตรวจสอบคุณสมบัติในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ทดสอบของ cell-free supernatant ด้วย Agar 
well diffusion 
 การประเมินประสิทธิภาพของ cell-free supernatant ท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 

Lactobacillus spp. ซ่ึงผา่นการปรับปรุงคุณสมบติัดว้ยเทคนิคพลาสมาอุณหภูมิห้อง (Room-

Temperature Plasma; ARTP) ในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเช้ือก่อโรคทางการแพทยท่ี์น ามา

ทดสอบ โดยใชว้ธีิ Agar well diffusion โดยมี  ยา Amikacin/ clotrimazole ความเขม้ขน้ 1 mg/ml เป็น

positive control ผลการทดลองแสดงใหเ้ห็นถึงการเปล่ียนแปลงความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือก่อ

โรคของ Lactobacillus spp. หลงัจากการ exposed ARTP ท่ีระยะเวลาต่างๆ จากผลการทดสอบใน

ตารางท่ี 4.1 พบวา่ cell-free supernatant ของเช้ือ L. plantarum สายพนัธ์ุ Wild type (LP non) ท่ีความ

เขม้ขน้ 100 µg/mL แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทางการแพทยท่ี์น ามาทดสอบ 

4 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ E. coli, E. faecalis, S. sonnei และ B. subtilis โดยมีขนาดวงการยบัย ั้งอยูใ่นช่วง 

7.00 - 10.33 mm. อยา่งไรก็ตาม สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ โดยเฉพาะ LPM2 แสดงใหเ้ห็นถึงวงการยบัย ั้ง

ท่ีกวา้งข้ึนมาก สายพนัธ์ุ LPM2 สามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือ A. baumannii และ S.aureus MRSA 

ซ่ึงสายพนัธ์ุตน้แบบไม่สามารถยบัย ั้งได ้โดยมีขนาดวงการยบัย ั้งเช้ือ S. aureus MRSA สูงถึง 10.0 ± 

1.0 mm. ซ่ึงช้ีใหเ้ห็นถึงศกัยภาพของสายพนัธ์ุ Lactobacillus ท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP ในการ

รักษาการติดเช้ือในโรงพยาบาลท่ีมีเช้ือ MRSA และ A. baumannii เป็นสาเหตุ 

ตารางท่ี 4.2 พบวา่ cell-free supernatant ของเช้ือ L. casei สายพนัธ์ุ Wild type (LC non) ท่ี
ความเขม้ขน้ 100 µg/mL แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทางการแพทยท่ี์น ามา
ทดสอบ 5 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ S. Typhi, S. sonnei, A. baumannii, S. aureus MRSA และ B. subtilis โดย
มีขนาด inhibition zone อยูใ่นช่วง 6.7 ± 0.6 ถึง 10.0 ± 1.0 mm. ในขณะท่ีสายพนัธ์ุ Mutant (LCM1, 
LCM2, LCM3) แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั สายพนัธ์ุกลาย
พนัธ์ุ โดยเฉพาะ LCM1 และ LCM2 แสดงขนาด inhibition zone ท่ีกวา้งข้ึนต่อเช้ือ P. aeruginosa 
และ A. baumannii ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีส าคญัของการติดเช้ือท่ีด้ือต่อยาหลายชนิด  

จากตารางท่ี 4.3 แสดงใหเ้ห็นวา่ cell-free supernatant ของเช้ือ L. acidophilus สายพนัธ์ุ Wild 
type (LA non) ท่ีความเขม้ขน้ 100 µg/mL มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทาง
การแพทยท่ี์น ามาทดสอบ 6 สายพนัธ์ุ ไดแ้ก่ E. coli, E. faecalis, S. Typhi, S. sonnei, S. aureus MRSA 
และ B. subtilis โดยมีขนาด inhibition zone อยูใ่นช่วง 8.3 ± 0.6 ถึง 10.7 ± 0.6 mm. สายพนัธ์ุท่ีผา่น
การกลายพนัธ์ุ (LAM1, LAM2, LAM3) แสดงการเพิ่มข้ึนของประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรค
อยา่งชดัเจน โดยเฉพาะอยา่งยิง่ LAM3 และ LAM3 ซ่ึงใหผ้ล inhibition zone ท่ีกวา้งข้ึนต่อเช้ือก่อ
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โรคทุกสายพนัธ์ุท่ีน ามาทดสอบ รวมถึงแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ A. baumannii ในขณะท่ี
สายพนัธ์ุตน้แบบแสดงฤทธ์ิในการยบัย ั้งท่ีต ่ากวา่หรือไม่มีเลยต่อเช้ือก่อโรคเหล่าน้ี 
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ตารางที ่4.1 ผลการทดสอบ Agar well diffusion จาก cell-free supernatant ของ Lactobacillus plantarum wild type เปรียบเทียบกบั mutant type ต่อเช้ือแบคทีเรีย/
ยสีตก่์อโรคทางการแพทยท่ี์น ามาทดสอบดว้ยวธีิ Agar Well Diffusion ใน ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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LP non 100 11.0 ± 0.0 12.3 ± 0.6 - 8.7 ± 0.6 - - - 8.3 ± 0.6 - 

50 - 8.7 ± 1.2 - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LPM1 100 11.7 ± 0.6 12.6 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 - - - 6.3 ± 0.6 - 
50 - 11.3 ± 0.6 - - - - - - - 
25 - 9.7 ± 0.6 - - - - - - - 

LPM2 100 13.0 ± 1.0 12.7 ± 0.6 - 10.7 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 - - 
50 - 11.7 ± 0.6 - - - - - - - 
25 - 9.7 ± 0.6 - - - - - - - 

LPM3 100 11.3 ± 0.6 13.3 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 6.0 ± 0.0 - 7.3 ± 0.6 - - 
50 - 11.7 ± 0.6 - - - - - - - 
25 - 10.7 ± 0.6 - - - - - - - 

Amikacin 1 mg/mL 29.3 ± 0.6 25.3 ± 0.6 26.3 ± 3.2 26.0 ± 1.0 20.7 ± 2.1 24.7 ± 0.6 30.3 ± 0.6 30.3 ± 0.6 - 
Clotrimazole 1 mg/mL - - - - - - - - 25.3 ± 0.6 
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ตารางที ่4.2 ผลการทดสอบ Agar well diffusion จาก cell-free supernatant ของ Lactobacillus casei wild type เปรียบเทียบกบั mutant type ต่อเช้ือแบคทีเรีย/ยสีต์
ก่อโรคทางการแพทยท่ี์น ามาทดสอบ ดว้ยวธีิ Agar Well Diffusion ใน ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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LC non 100 - - 10.0 ± 1.0 10.0 ± 1.0 9.3 ± 0.6 - 9.7 ± 0.6 6.7 ± 0.6 - 

50 - - - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LCM1 100 - - 10.7 ± 0.6 - 10.3 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 8.7 ± 0.6 - 
50 - - - - - - - - - 
25 - - - 9.0 ± 1.0 - - - - - 

LCM2 100 - - 9.7 ± 0.6 7.0 ± 1.7 10.0 ± 0.0 7.3 ± 0.6 - 5.7 ± 0.6 - 
50 - - - 9.3 ± 0.6 - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LCM3 100 - - 8.3 ± 0.6 - 9.3 ± 0.6 - 9.7 ± 0.6 7.0 ± 0.0 - 
50 - - - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

Amikacin 1 mg/mL 29.3 ± 0.6 25.3 ± 0.6 26.3 ± 3.2 26.0 ± 1.0 20.7 ± 2.1 24.7 ± 0.6 30.3 ± 0.6 30.3 ± 0.6 - 
Clotrimazole 1 mg/mL - - - - - - - - 25.3 ± 0.6 
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ตารางที ่4.3 ผลการทดสอบ Agar well diffusion จาก cell-free supernatant ของ Lactobacillus acidophilus wild type เปรียบเทียบกบั mutant type ต่อเช้ือแบคทีเรีย/
ยสีตก่์อโรคทางการแพทยท่ี์น ามาทดสอบ ดว้ยวธีิ Agar Well Diffusion ใน ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) 
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LA non 
100 10.3 ± 0.6 10.7 ± 0.6 9.7 ± 0.6 9.3 ± 0.6 - - 8.3 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 

50 - - - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LAM 1 
100 - - - 10.3 ± 1.2 9.0 ± 1.7 - - 9.0 ± 0.0 - 
50 - - - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LAM 2 
100 11.0 ± 1.0 11.3 ± 0.6 - - 11.0 ± 0.0 - 8.3 ± 0.6 7.0 ± 0.0 - 
50 - 10.3 ± 0.6 - - - - - - - 
25 - - - - - - - - - 

LAM 3 
100 10.0 ± 2.0 11.3 ± 0.6 - - 11.0 ± 0.0 - 8.3 ± 0.6 7.7 ± 0.6 - 
50 - 9.7 ± 0.6 - - 6.7 ± 0.6 - - - - 
25 - 7.7 ± 0.6 - - - - - - - 

Amikacin 1 mg/mL 29.3 ± 0.6 25.3 ± 0.6 26.3 ± 3.2 26.0 ± 1.0 20.7 ± 2.1 24.7 ± 0.6 30.3 ± 0.6 30.3 ± 0.6 - 
Clotrimazole 1 mg/mL - - - - - - - - 25.3 ± 0.6 
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4.5 ผลการตรวจสอบความเข้มข้นทีด่ีทีสุ่ดในการยบัยั้งจุลนิทรีย์ของ cell-free supernatant ด้วย
เทคนิค Broth Microdilution 
 จากผลการทดสอบความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญเติบโต (MIC) และความเขม้ขน้
ต ่าสุดท่ีฆ่าเช้ือ (MBC) ของ cell-free supernatant ของเช้ือ Lactobacillus spp. ผา่นการปรับปรุง
คุณสมบติัดว้ยเทคนิคพลาสมาอุณหภูมิห้อง (Room-Temperature Plasma; ARTP) พบวา่ cell-free 
supernatant ของสายพนัธ์ุ L. plantarum WT แสดงค่าความเขม้ขน้ต ่าสุดท่ียบัย ั้งการเจริญ (MIC) ท่ี 
12.5% ต่อเช้ือ E. coli ESBL และ 6.25% ต่อ E. faecalis VRE ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ 
LPM 1, LPM 2, และ LPM 3 แสดง MIC และ MBC ท่ีปรับตวัสูงข้ึน โดยเฉพาะ LPM 2 ซ่ึงแสดง
ความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ A. baumannii และ S. aureus MRSA ไดดี้ยิง่ข้ึน โดย MIC อยูท่ี่ 25% 
ส าหรับเช้ือทั้งสองชนิด ซ่ึงดีกวา่สายพนัธ์ุตน้แบบอยา่งเห็นไดช้ดั 

ส าหรับสายพนัธ์ุ L. casei สายพนัธ์ุตน้แบบ LC non มี MIC ต่อเช้ือ E. faecalis VRE ท่ี 
6.25% และต่อ P. aeruginosa MDR ท่ี 50% อยา่งไรก็ตาม สายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ เช่น LCM 
1, LCM 2 และ LCM 3 มีประสิทธิภาพท่ีดียิง่ข้ึน โดยเฉพาะอยา่งยิง่ LCM 2 ท่ีมีค่า MIC ท่ี 6.25% ต่อ 
E. coli ESBL ซ่ึงต ่ากวา่สายพนัธ์ุตน้แบบ 

สายพนัธ์ุ L. acidophilus ท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP ยงัแสดงใหเ้ห็นถึงการปรับปรุงใน
แง่ของประสิทธิภาพการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือก่อโรค ตวัอยา่งเช่น LAM 2 แสดงค่า MIC ท่ี 12.5% 
ต่อ E. faecalis และ A. baumannii ซ่ึงเป็นค่าท่ีดีกวา่สายพนัธ์ุตน้แบบท่ีแสดง MIC สูงกวา่ ดงัแสดง
ในตารางท่ี 4.4 
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ตารางที ่4.4 ผลการทดสอบ Broth microdilution  
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25 

(25) 

25 

(50) 

25 

(50) 

LCM 3 25 

(50) 

6.25 

(12.5) 

50 

(50) 

25 

(25) 

25 

(50) 

25 

(50) 

25 

(25) 

12.5 

(25) 

25 

(50) 

LCM 5 25 

(50) 

6.25 

(12.5) 

50 

(50) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(50) 

25 

(50) 

L.acidophilus 

WT 

25 

(25) 

6.25 

(12.5) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(50) 

LAM 1 
25 

(25) 

6.25 

(12.5) 

25 

(50) 

25 

(25) 

12.5 

(25) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(50) 

LAM 8 
25 

(50) 

12.5 

(25) 

25 

(50) 

25 

(25) 

12.5 

(50) 

50 

(50) 

25 

(50) 

25 

(50) 

25 

(50) 

LAM 10 
25 

(50) 

12.5 

(25) 

12.5 

(25) 

25 

(50) 

12.5 

(50) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(50) 

Amikacin 12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 
- 

Clotrimazole - - - - - - - - 
12.5 

(12.5) 
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4.6 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ 
 จากการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของเช้ือ Lactobacillus spp. ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild 
type) และสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ (mutant type) ท่ีผ่านการปรับปรุงด้วยเทคนิค Room-Temperature 
Plasma (ARTP) พบผลท่ีน่าสนใจดงัน้ี 
 ความไวต่อยา Amikacin: สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM 1, LAM 2 และ LAM 3 แสดงโซน
ยบัย ั้งท่ีกวา้งกว่าเม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุดั้ งเดิม LA non โดยมีค่าเฉล่ียโซนยบัย ั้งอยู่ท่ี 34.00, 32.67 
และ 30.00 มิลลิเมตร ตามล าดบั ในขณะท่ีสายพนัธ์ุดั้งเดิมมีค่าเฉล่ียเพียง 25.33 มิลลิเมตร แสดงให้
เห็นวา่การกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP อาจเพิ่มความไวต่อยา Amikacin ในเช้ือ Lactobacillus spp. 

ความไวต่อยา Ceftriaxone: สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM 1 และ LAM 3 แสดงความไวต่อยา 
Ceftriaxone ท่ีสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั โดยมีค่าเฉล่ียโซนยบัย ั้ง 30.00 และ 27.00 มิลลิเมตร ตามล าดบั 
เทียบกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมท่ีมีค่าเฉล่ียเพียง 10.00 มิลลิเมตร อยา่งไรก็ตาม สายพนัธ์ุ LAM 2 กลบัไม่
แสดงความไวต่อยาน้ีเลย ซ่ึงอาจเกิดจากการกลายพนัธ์ุท่ีส่งผลต่อกลไกการด้ือยาในเช้ือ 

ความไวต่อยา Doxycycline: สายพันธ์ุกลายพันธ์ุทั้ งสามสายพันธ์ุแสดงความไวต่อยา 
Doxycycline ท่ีสูงข้ึน โดยเฉพาะ LAM 1 และ LAM 3 ท่ีมีค่าเฉล่ียโซนยบัย ั้ง 22.00 และ 20.00 
มิลลิเมตร ตามล าดบั เทียบกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิมท่ีมีค่าเฉล่ีย 16.67 มิลลิเมตร 
 ความไวต่อยา Erythromycin: ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุแสดงความไวต่อ
ยา Erythromycin ในระดบัสูง โดยสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM 1 แสดงผลดีท่ีสุดด้วยค่าเฉล่ียโซน
ยบัย ั้ง 40.00 มิลลิเมตร 
 ความไวต่อยา Imipenem: สายพันธ์ุกลายพันธ์ุทั้ งสามสายพันธ์ุแสดงความไวต่อยา 
Imipenem ท่ีสูงข้ึนเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม โดยมีค่าเฉล่ียโซนยบัย ั้งอยูร่ะหวา่ง 40.00-
45.00 มิลลิเมตร 

ความไวต่อยา Vancomycin: ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุไม่แสดงความไว
ต่อยา Vancomycin เลย  
 จากผลการทดลองน้ี สามารถสรุปไดว้่าการใช้เทคนิค ARTP ในการสร้างการกลายพนัธ์ุ
ของเช้ือ Lactobacillus spp. สามารถเพิ่มความไวต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดได ้โดยเฉพาะอยา่งยิง่ใน
กลุ่มยา Amikacin, Ceftriaxone และ Doxycycline ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5, 4.6, 4.7
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ตารางที ่4.5 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ Lactobacillus plantarum ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
 

Antibiotics 
Inhibition Zone (mm ± SD) 

LP non LPM 1 LPM 2 LPM 3 

Amikacin (AK; 30 µg) 31.33 ± 1.53 26.67 ± 1.15 26.00 ± 2.00 24.67 ± 1.15 

Cefoxitin (FOX; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 15.33 ± 1.15 0.00 ± 0.00 

Ceftriaxone (CRO; 30 µg) 0.00 ± 0.00 21.33 ± 3.06 24.00 ± 2.00 17.00 ± 0.00 

Ciprofloxacin (CIP; 5 µg) 10.67 ± 1.15 20.67 ± 1.15 10.67 ± 0.58 12.67 ± 1.15 

Doxycycline (DO; 30 µg) 14.33 ± 0.58 17.00 ± 1.00 21.33 ± 1.53 18.00 ± 0.00 

Erythromycin (E; 15 µg) 38.00 ± 2.00 40.67 ± 1.15 42.67 ± 1.15 37.33 ± 1.15 

Gentamicin (CN; 10 µg) 32.67 ± 1.53 38.00 ± 2.00 32.67 ± 3.06 32.00 ± 0.00 

Imipenem (IPM; 10 µg) 0.00 ± 0.00 47.33 ± 1.15 42.00 ± 2.00 46.67 ± 3.06 

Vancomycin (VA; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

  



 

ตารางที ่4.6 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ Lactobacillus casei ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
 

Antibiotics 
Inhibition Zone (mm ± SD) 

LC non LCM 1 LCM 2 LCM 3 

Amikacin (AK; 30 µg) 10.33 ± 0.58 14.67 ± 0.58 15.33 ± 0.58 13.67 ± 1.53 

Cefoxitin (FOX; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Ceftriaxone (CRO; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 15.33 ± 0.58 0.00 ± 0.00 

Ciprofloxacin (CIP; 5 µg) 15.00 ± 1.00 19.33 ± 1.15 12.33 ± 0.58 20.67 ± 1.15 

Doxycycline (DO; 30 µg) 15.67 ± 0.58 25.67 ± 3.06 16.00 ± 1.00 22.67 ± 1.15 

Erythromycin (E; 15 µg) 34.67 ± 1.53 39.33 ± 1.15 38.00 ± 2.00 40.00 ± 0.00 

Gentamicin (CN; 10 µg) 33.67 ± 1.15 16.67 ± 1.15 35.67 ± 0.58 14.00 ± 1.73 

Imipenem (IPM; 10 µg) 13.33 ± 1.15 34.00 ± 1.00 36.00 ± 2.00 36.33 ± 1.53 

Vancomycin (VA; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
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ตารางที ่4.7 ผลการศึกษาความไวต่อยาปฏิชีวนะของ Lactobacillus acidophilus ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) 
 

Antibiotics 
Inhibition Zone (mm ± SD) 

LA non LAM 1 LAM 2 LAM 3 

Amikacin (AK; 30 µg) 25.33 ± 1.15 34.00 ± 0.00 32.67 ± 0.58 30.00 ± 0.00 

Cefoxitin (FOX; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

Ceftriaxone (CRO; 30 µg) 10.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 27.00 ± 0.00 

Ciprofloxacin (CIP; 5 µg) 17.33 ± 1.15 16.00 ± 0.00 15.00 ± 0.00 18.00 ± 0.00 

Doxycycline (DO; 30 µg) 16.67 ± 0.58 22.00 ± 0.00 16.33 ± 0.58 20.00 ± 0.00 

Erythromycin (E; 15 µg) 32.00 ± 2.00 40.00 ± 0.00 35.00 ± 0.00 32.00 ± 0.00 

Gentamicin (CN; 10 µg) 38.33 ± 0.58 30.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 

Imipenem (IPM; 10 µg) 39.67 ± 0.58 45.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 

Vancomycin (VA; 30 µg) 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 
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4.7 ผลการทดสอบการศึกษาการต้านอนุมูลอสิระ ด้วยเทคนิค DPPH inhibition test    
         ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ีความเขม้ขน้ 25% 
ใน Lactobacillus spp. ทั้งสามสายพนัธ์ุ  พบวา่  
 ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus plantarum: Wilde type (LPN)  มีค่า % DPPH inhibition สูงสุดท่ี 
52.47± 0.49% พบปริมาณ VCEAC 341.89 ± 3.40 µg Vitamin Cequivalents ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ี
ผา่นการกลายพนัธ์ุ (LPM3) พบมีค่า % DPPH inhibition สูงสุดท่ี 64.63 ± 0.70% (426.05 ± 4.85 µg 
Vitamin C equivalents ) รองลงมาคือ LPM2 (59.49 ± 0.58%; 390.46 ± 4.01 µg Vitamin C 
equivalents ), LPM1(47.43 ± 0.49%; 307.05 ± 3.85 µg Vitamin C equivalents) ตามล าดบั (รูปท่ี 4.8 
และตารางท่ี 4.8)  

ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus casei: Wilde type (LCN) มีค่า % DPPH inhibition สูงสุดท่ี 
52.20± 0.04% และพบปริมาณ VCEAC 338.93 ± 6.70 µg Vitamin C equivalents ในขณะท่ีสายพนัธ์ุ
ท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ ( LCM1) พบมีค่า % DPPH inhibition สูงสุดท่ี 64.20 ± 0.97 (423.08 ± 2.80 µg 
Vitamin C equivalents) รองลงมาคือ LCM2 (48.93 ± 0.65%; 317.43 ± 4.49 µg Vitamin C 
equivalents), LAM3(46.73 ± 0.37%; 302.23 ± 2.57 µg Vitamin C equivalents) ตามล าดบั (รูปท่ี 4.9 
และตารางท่ี 4.10)  

ในกลุ่มเช้ือ Lactobacillus acidophilus: Wilde type (LAN) มีค่า % DPPH inhibition สูงสุด
ท่ี 58.63± 0.33% พบปริมาณ VCEAC 384.53 ± 2.23 µg Vitamin C equivalents ในขณะท่ีสายพนัธ์ุ
ท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (LAM1, LAM2, LAM3) พบ % DPPH inhibition ใกลเ้คียงกนั คือ  54.23± 
0.52%;354.13 ± 3.58, 52.95 ± 0.46%; 345.23 ± 3.21 และ 53.97 ± 0.52% ;352.27 ± 3.58 µg Vitamin 
C Equivalents ตามล าดบั (รูปท่ี 4.10 และตารางท่ี 4.10)  
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รูปที ่4.8 ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ีความเขม้ขน้ 25% ใน Lactobacillus plantarum สายพนัธ์ุ wild type และสาย

พนัธ์ุ mutant ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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รูปที ่4.9 ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ีความเขม้ขน้ 25% ใน Lactobacillus casei สายพนัธ์ุ wild type และสายพนัธ์ุ 
mutant ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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รูปที ่4.10 ผลการทดสอบการศึกษาฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ ของ cell-free supernatant ท่ีความเขม้ขน้ 25% ใน Lactobacillus acidophilus สายพนัธ์ุ wild type และ
สายพนัธ์ุ mutant ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD) 
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ตารางที ่4.8 แสดงผลการทดสอบ DPPH ของ cell-free supernatant ใน Lactobacillus spp. ค่าท่ีแสดง
เป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
 

Unknown cell free 
solution 

Total anti-oxidant (µg Vitamin C equivalents) 

LP non 341.89 + 3.40 
LPM1 390.46 + 4.01 
LPM2 307.05 + 3.85 
LPM3 426.05 + 4.85 
LC non 338.93 + 6.70 
LCM1 423.08 + 2.80 
LCM2 302.23 + 2.57 
LCM3 317.43 + 4.49 
LA non 314.53 + 2.23 
LAM1 354.13 + 3.58 
LAM2 345.23 + 3.21 
LAM3 352.27 + 3.58 
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4.8 ผลการทดสอบการวเิคราะห์ปริมาณสารฟลาโวนอยด์ (Total Flavonoid Content)           
ผลการทดสอบการวิเคราะห์ปริมาณฟลาโวนอยดท่ี์สร้างข้ึนใน cell-free supernatant ของ 

Lactobacillus spp. mutant type เปรียบเทียบกบั wild type โดยเปรียบเทียบปริมาณกบัสารมาตรฐาน 
Quercetin และแสดงผลในรูป µg Quercetin equivalents (Table 4.9) พบวา่  

ในกลุ่มสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum: Wilde type (LPN) มีปริมาณ Total Flavonoid 
Content 32.45 ± 0.10 µg Quercetin equivalents ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (LPM1, 
LPM2, LPM3) มีปริมาณ Total Flavonoid Content 31.45 ± 0.25, 32.61 ± 0.10 และ 41.76 ± 1.13 µg 
Quercetin equivalents ตามล าดบั 
 ในกลุ่มสายพนัธ์ุ Lactobacillus casei: Wilde type (LCN) มีปริมาณ Total Flavonoid 
Content 42.76 ± 1.92 µg Quercetin equivalents  ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (LCM1, 
LCM2, LCM3) มีปริมาณ Total Flavonoid Content 29.95 ± 0.77, 39.60 ± 2.45 และ 35.50 ± 0.48 µg 
Quercetin equivalents ตามล าดบั 
 ในกลุ่มสายพนัธ์ุ Lactobacillus acidophilus: Wilde type (LAN) มีปริมาณ Total Flavonoid 
Content 36.94 ± 0.19 µg Quercetin equivalents ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (LAM1, 
LAM2, LAM3) มีปริมาณ Total Flavonoid Content 36.33 ± 0.10, 37.99 ± 0.19 และ 31.06 ± 0.67 µg 
Quercetin equivalents ตามล าดบั 
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ตารางที ่4.9 แสดงผลการทดสอบการวเิคราะห์ Total Flavonoid Content ใน Lactobacillus spp. ค่าท่ี
แสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
 

Unknown cell-free 
supernatant 

Total Flavonoid Content (µg Quercetin equivalents) 

LP non 32.45 + 0.10 
LPM1 31.45 + 0.25 
LPM2 32.61 + 0.10 
LPM3 41.76 + 1.13 
LC non 32.76 + 1.92 
LCM1 29.95 + 0.77 
LCM2 39.60 + 2.45 
LCM3 35.50 + 0.48 
LA non 36.94 + 0.19 
LAM1 36.33 + 0.10 
LAM2 38.99 + 0.19 
LAM3 31.06 + 0.67 
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4.9 ผลการทดสอบการทดสอบ Strain Stability       
          การศึกษาน้ีการทดสอบ Strain Stability ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุ wild type และสายพนัธ์ุ 
mutant ในคุณสมบติัการสร้างสาร anti-oxidant ท่ีต่อเน่ือง ท าไดโ้ดยการ reculture แบคทีเรียแต่ละ 
isolated ใน MRS broth และ น า cell-free supernatant ท่ีความเขม้ขน้ 25% ของ Lactobacillus spp. 
ทั้งสามสายพนัธ์ุเป็นเวลา 15 generations  มาท าการทดสอบ % DPPH inhibition test เพื่อเปรียบเทียบ
ความคงทนในการสร้างสาร anti-oxidant ท่ีต่อเน่ือง ผลการทดสอบพบวา่  

ในกลุ่มสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum :Wilde type (LPN) พบมีความเสถียรสูง ค่า % 
DPPH inhibition อยูร่ะหวา่ง 30.48 ± 0.77% ถึง 32.64 ± 0.11% ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลาย
พนัธ์ุ คือ LAM1 และ LAM2 มีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย (38.28 ± 0.11% ถึง 40.43 ± 2.36%) และ 
(40.62 ± 0.48% ถึง 42.46 ± 0.48%) ตามล าดบั และ LAM3 มีความแปรปรวนเล็กนอ้ย (38.15 ± 
0.11% ถึง 40.24 ± 0.58%)  แต่โดยรวมเพิ่มข้ึน (รูปท่ี 4.11) 

ในกลุ่มสายพนัธ์ุ Lactobacillus casei: Wilde type (LCN) พบมีความเสถียรสูง โดยมีค่า % 
DPPH inhibition อยูร่ะหวา่ง 30.10 ± 0.22% ถึง 31.62 ± 0.11% ในขณะท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลาย
พนัธ์ุ คือ LCM1 แสดงความเสถียรท่ีดีและมีค่าสูงสุด (40.94 ± 0.22% ถึง 42.21 ± 1.48%) ส่วน 
LCM2 และ LCM3 มีความเสถียรค่อนขา้งดี มีค่า % DPPH inhibition อยูร่ะหวา่ง 37.83 ± 0.33% ถึง 
40.05 ± 0.11%)  และ 37.14 ± 0.29% ถึง 38.53 ± 0.40% ตามล าดบั แต่มีค่าต ่ากวา่ LCM1 (รูปท่ี 4.12) 

ในกลุ่มสายพนัธ์ุ  Lactobacillus acidophilus:  Wilde type (LAN) พบมีความแปรปรวน
ของค่า % DPPH inhibition และแนวโนม้ลดลงเล็กนอ้ย  (29.28 ± 0.38% ถึง 32.19 ± 2.09%)  ในขณะ
ท่ีสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ คือ LPM1 และ LPM2 มีแนวโนม้ค่า % DPPH inhibition ท่ีเพิ่มข้ึน
เล็กนอ้ย (36.38 ± 0.61% ถึง 39.61 ± 0.22%)  และ (37.01 ± 0.61% ถึง 39.73 ± 0.38%) ตามล าดบั 
และ LPM3 แสดงค่า % DPPH inhibition ท่ีมีความเสถียรท่ีดีและมีค่าสูงสุด(40.49 ± 0.69% ถึง 43.60 
± 0.55%)(รูปท่ี 4.13)
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รูปที ่4.11 ผลการทดสอบ Strain Stability ของค่า % DPPH inhibition เปรียบเทียบระหวา่งแบคทีเรียสายพนัธ์ุ wild type และสายพนัธ์ุ mutant ของ Lactobacillus 

plantarum เป็นเวลา 15 generations ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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รูปที ่4.12 ผลการทดสอบ Strain Stability ของค่า % DPPH inhibition เปรียบเทียบระหวา่งแบคทีเรียสายพนัธ์ุ wild type และสายพนัธ์ุ mutant ของ Lactobacillus 

casei เป็นเวลา 15 generations ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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รูปที ่4.13 ผลการทดสอบ Strain Stability ของค่า % DPPH inhibition เปรียบเทียบระหวา่งแบคทีเรียสายพนัธ์ุ wild type และสายพนัธ์ุ mutant ของ Lactobacillus 
acidophilus เป็นเวลา 15 generations ค่าท่ีแสดงเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Mean ± SD)  
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บทที ่5 

 
สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
การเพิ่มข้ึนของเช้ือก่อโรคท่ีด้ือต่อยาหลายชนิด (MDR) ได้เน้นย  ้าถึงความจ าเป็นในการ

พฒันายุทธศาสตร์การรักษาใหม่ๆ โดยเฉพาะการใช้ประโยชน์จากจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ เช่น 

Lactobacillus spp. ซ่ึงเป็นท่ีรู้จกัในดา้นคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติกท่ีสามารถใช้เป็นทางเลือกหรือ

เสริมในการรักษาเช้ือก่อโรคท่ีก่อให้เกิดการติดเช้ือได้ การพฒันาทางวิศวกรรมพนัธุกรรมล่าสุด 

โดยเฉพาะการใช้เทคโนโลยี Atmospheric and Room Temperature Plasma (ARTP) ไดเ้ปิดโอกาส

ให้สามารถเพิ่มคุณสมบติัของจุลินทรียใ์นการตา้นจุลชีพไดดี้ยิ่งข้ึน การศึกษาในคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้น

การศึกษาฤทธ์ิต้านจุลชีพของสายพนัธ์ุ Lactobacillus plantarum, L. casei และ L. acidophilus ท่ี

ผ่านการกลายพนัธ์ุด้วยเทคโนโลยี ARTP และเปรียบเทียบกับสายพนัธ์ุตน้แบบท่ียงัไม่ผ่านการ

ดดัแปลง 

การทดสอบเพื่อหาช่วงเวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการกระตุน้ให้เกิดการกลายพนัธ์ุของ

แบคทีเรียดว้ยผลของพลาสมาอุณหภูมิห้อง (Atmospheric Room-Temperature Plasma, ARTP) ต่อ

การเจริญเติบโตและอตัราการรอดชีวิตของจุลินทรียก์ลุ่มน้ี ผลการทดสอบพบว่า L. plantarum มี

ความทนทานต่อ ARTP ในระดบัปานกลาง โดยมีช่วงเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการกลายพนัธ์ุอยูท่ี่ 7-

9 วิน าที  ซ่ึ งส อดคล้อ งกับ งาน วิ จัยขอ ง  Wang et al. (2019) ท่ี ร ายงาน ว่ า  L. plantarum มี

ความสามารถในการปรับตวัต่อสภาวะเครียดได้ดี อนัเน่ืองมาจากระบบการซ่อมแซม DNA ท่ีมี

ประสิทธิภาพ อย่างไรก็ตาม ผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นว่า L. plantarum มีความไวต่อ ARTP 

มากกวา่ท่ีรายงานในการศึกษาก่อนหนา้น้ี ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากความแตกต่างในสายพนัธ์ุยอ่ยหรือ

เง่ือนไขการทดลองท่ีแตกต่างกนั 

L. casei แสดงความไวต่อ ARTP มากท่ีสุดในกลุ่มท่ีทดสอบ โดยมีช่วงเวลาท่ีเหมาะสม

ส าหรับการกลายพนัธ์ุเพียง 4-5 วินาที ผลการทดลองน้ีแตกต่างจากการศึกษาของ Zhang et al. 

(2020) ท่ีรายงานวา่ L. casei มีความทนทานต่อความเครียดจากส่ิงแวดลอ้มสูง ความแตกต่างน้ีอาจ
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เกิดจากกลไกเฉพาะในการตอบสนองต่อ ARTP ท่ีแตกต่างจากความเครียดรูปแบบอ่ืน เช่น ความ

ร้อนหรือกรด ซ่ึงสอดคล้องกับข้อสังเกตของ Li et al. (2021) ท่ีพบว่าผลกระทบของ ARTP ต่อ

จุลินทรียอ์าจแตกต่างจากวธีิการก่อกลายพนัธ์ุแบบดั้งเดิม 

ในทางตรงกนัขา้ม L. acidophilus แสดงความทนทานต่อ ARTP สูงท่ีสุด โดยมีช่วงเวลาท่ี

เหมาะสมส าหรับการกลายพนัธ์ุอยู่ท่ี 11-12 วินาที ผลการทดลองน้ีสอดคล้องกับการศึกษาของ 

Chen et al. (2018) ท่ีรายงานว่า L. acidophilus มีความสามารถในการทนต่อสภาวะเครียดออกซิเด

ทีฟสูง ซ่ึงอาจเป็นกลไกส าคญัในการป้องกนัเซลล์จากผลกระทบของ ARTP อย่างไรก็ตาม ความ

ทนทานท่ีสูงกว่าท่ีคาดการณ์น้ีอาจเป็นผลมาจากการพฒันากลไกป้องกนัเฉพาะต่อ ARTP ซ่ึงยงั

ตอ้งการการศึกษาเพิ่มเติมในระดบัโมเลกุล 

จากผลการทดลองน้ี สามารถสรุปไดว้า่เวลาท่ีเหมาะสมท่ีสุดส าหรับการท าให้เกิดการกลาย

พนัธ์ุในแบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุคือช่วงเวลาท่ีท าให้เกิดอตัราการตายประมาณ 40-90% ซ่ึงเป็น

ช่วงท่ีมีโอกาสเกิดการกลายพนัธ์ุสูงโดยท่ียงัมีเซลล์รอดชีวติเพียงพอส าหรับการคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ี

มี คุณสมบัติ ท่ีต้องการ (Liu et al., 2018) ความแตกต่างในการตอบสนองต่อ ARTP ของ 

Lactobacillus แต่ละสายพนัธ์ุท่ีพบในการศึกษาน้ี มีนยัส าคญัต่อการประยุกต์ใช้เทคนิค ARTP ใน

การปรับปรุงสายพนัธ์ุจุลินทรียใ์นอุตสาหกรรม ผลการวจิยัน้ียงัช้ีใหเ้ห็นถึงความส าคญัของการปรับ

เง่ือนไขการทดลอง ARTP ให้เหมาะสมกบัแต่ละสายพนัธ์ุ เพื่อให้ไดผ้ลลพัธ์ท่ีดีท่ีสุดในการสร้าง

สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุท่ีมีคุณสมบติัตามตอ้งการ 

เม่ือสุ่มเลือก Lactobacillus spp. ท่ีรอดจากการ expose ด้วย ARTP ในแต่ละคร้ังของการ 

expose ดว้ย ARTP เช้ือละ 15 isolated ทั้งสามสายพนัธ์ุ มาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว MRS 24 ชม. 

แลว้แยก cell free solution จากการเพาะเล้ียง มาท าทดสอบ DPPH anti-oxidant และเลือก candidate 

ของแต่ละสายพนัธ์ุอีกคร้ัง โดยเกณฑ์ในการคดัเลือก mutant type ตอ้งให้ผล DPPH anti-oxidant ท่ี

ดีกวา่ wild type ผลการทดสอบแสดงให้เห็นวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุท่ีคดัเลือกไดมี้ประสิทธิภาพใน

การตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) อย่างมีนัยส าคญัท่ี โดย L. plantarum สาย

พนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LPM 7s 1(3) แสดงการเพิ่มข้ึนของประสิทธิภาพการตา้นอนุมูลอิสระถึง 39.27% 

เม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม สอดคล้องกบัการศึกษาของ Liu et al. (2018) ท่ีพบว่าการกลายพนัธ์ุ

ดว้ย ARTP สามารถเพิ่มการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระในจุลินทรียไ์ด ้อย่างไรก็ตาม การเพิ่มข้ึนท่ี
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พบในการศึกษาคร้ังน้ีสูงกว่าท่ีรายงานไวใ้นงานวิจยัก่อนหน้า ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากการปรับปรุง

พารามิเตอร์ของ ARTP ใหเ้หมาะสมกบั L. plantarum โดยเฉพาะ 

ส าหรับ L. casei สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LCM 4s 3(1) แสดงการเพิ่มข้ึนของคุณสมบติัการตา้น

อนุมูลอิสระ 7.44% ซ่ึงแม้จะน้อยกว่าสายพันธ์ุอ่ืน แต่ก็ยงัคงมีนัยส าคัญทางสถิติ ผลลัพธ์น้ี

สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Zhang et al. (2020) ท่ีพบว่า L. casei มีความไวต่อการกลายพนัธ์ุน้อย

กว่าเม่ือเทียบกับแบคทีเรียกรดแลคติกชนิดอ่ืน อย่างไรก็ตาม การเพิ่มข้ึนแม้เพียงเล็กน้อยของ

คุณสมบติัการตา้นอนุมูลอิสระอาจมีความส าคญัในการประยุกต์ใช้ทางอุตสาหกรรม โดยเฉพาะ

อยา่งยิง่เม่ือพิจารณาถึงคุณสมบติัอ่ืน ๆ ของ L. casei ท่ีเป็นท่ีตอ้งการในผลิตภณัฑโ์พรไบโอติก 

L. acidophilus สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM 12s 3(2) แสดงการเพิ่มข้ึนของประสิทธิภาพการ

ตา้นอนุมูลอิสระสูงท่ีสุดถึง 60.19% ซ่ึงเป็นผลลพัธ์ท่ีดีและเกินความคาดหมาย เม่ือเปรียบเทียบกบั

การศึกษาของ Wang et al. (2019) ท่ีรายงานการเพิ่มข้ึนของคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระใน

แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุดว้ยวิธีอ่ืน ๆ เพียง 20-30% การเพิ่มข้ึนอย่างมากน้ีอาจ

เป็นผลมาจากความเฉพาะเจาะจงของเทคนิค ARTP ต่อการกระตุน้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้ง

กบัการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระใน L. acidophilus 

ความแตกต่างของผลลัพธ์ระหว่างสายพันธ์ุต่าง ๆ ของ Lactobacillus ในการศึกษาน้ี

สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Li et al. (2021) ท่ีพบวา่ผลของการกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP มีความแตกต่าง

กนัอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งสายพนัธ์ุจุลินทรีย ์แมจ้ะอยูใ่นสกุลเดียวกนั ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากความ

แตกต่างในโครงสร้างทางพนัธุกรรมและกลไกการซ่อมแซม DNA ของแต่ละสายพนัธ์ุ 

การเพิ่มข้ึนของคุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระในสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุทั้ งสามชนิดน้ีมี

นยัส าคญัอยา่งยิ่งต่อการพฒันาผลิตภณัฑ์โพรไบโอติกและอาหารเสริมสุขภาพ โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง

ในบริบทของการป้องกนัโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัความเครียดออกซิเดทีฟ เช่น โรคหวัใจและหลอดเลือด 

โรคมะเร็ง และโรคทางระบบประสาท (Chen et al., 2017) นอกจากน้ี ผลการวิจยัน้ียงัแสดงให้เห็น

ถึงศักยภาพของเทคนิค ARTP ในการปรับปรุงคุณสมบัติทางชีวภาพของจุลินทรีย์อ่ืนๆ ท่ีมี

ความส าคญัในอุตสาหกรรม 

การทดสอบเปรียบเทียบอตัราการเจริญเติบโตระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสาย

พนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (mutant strains) จ  านวนสามสายพนัธ์ุยอ่ย (M1, M2, M3) เพื่อวิเคราะห์
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เสถียรภาพการเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคโตบาซิลลัสสามสายพันธ์ุ ได้แก่ Lactobacillus 

plantarum, L. casei และ L. acidophilus ท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค Atmospheric and Room 

Temperature Plasma (ARTP) เปรียบเทียบกับสายพันธ์ุดั้ งเดิม มีความส าคัญอย่างยิ่งในการ

พิจารณาความเหมาะสมของสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุส าหรับการประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและ

เวชภณัฑ ์โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในการพฒันาผลิตภณัฑโ์พรไบโอติก 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่แบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุ ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุ

กลายพนัธ์ุ มีรูปแบบการเจริญเติบโตท่ีสอดคล้องกับทฤษฎีการเจริญเติบโตของจุลินทรียแ์บบ 

sigmoid curve ซ่ึงประกอบด้วยระยะ lag phase, logarithmic phase, stationary phase และ death 

phase (Monod, 1949) โดยพบการเพิ่มจ านวนอยา่งรวดเร็วในช่วง 24 ชัว่โมงแรก ซ่ึงสอดคลอ้งกบั 

logarithmic phase และการชะลอตวัของการเจริญเติบโตในช่วง 24-48 ชัว่โมง ซ่ึงอาจเป็นการเขา้สู่ 

stationary phase 

ส าหรับ L. plantarum พบว่าสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ โดยเฉพาะ LPM2 มีการเจริญเติบโตท่ี

ดีกว่าสายพันธ์ุดั้ งเดิมเล็กน้อย โดยเฉพาะในช่วง 24 และ 48 ชั่วโมง ผลลัพธ์น้ีสอดคล้องกับ

การศึกษาของ Zhang et al. (2019) ท่ีพบว่าการกลายพันธ์ุด้วย ARTP สามารถเพิ่มอัตราการ

เจริญเติบโตของ L. plantarum ได ้อยา่งไรก็ตาม การเพิ่มข้ึนของอตัราการเจริญเติบโตในการศึกษา

คร้ังน้ีน้อยกวา่ท่ีรายงานไวใ้นงานวิจยัดงักล่าว ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากความแตกต่างในพารามิเตอร์

ของ ARTP ท่ีใชห้รือความแตกต่างของสายพนัธ์ุยอ่ยของ L. plantarum ท่ีใชใ้นการทดลอง 

ในกรณีของ L. casei พบว่าสายพันธ์ุกลายพันธ์ุ โดยเฉพาะ LCM2 และ LCM3 มีการ

เจริญเติบโตท่ีดีกว่าสายพนัธ์ุดั้ งเดิมเล็กน้อยในช่วง 24 และ 48 ชั่วโมง ผลลัพธ์น้ีแตกต่างจาก

การศึกษาของ Li et al. (2021) ท่ีรายงานว่าการกลายพันธ์ุด้วย ARTP ไม่ส่งผลกระทบอย่างมี

นยัส าคญัต่ออตัราการเจริญเติบโตของ L. casei ความแตกต่างน้ีอาจเกิดจากความแตกต่างในสาย

พนัธ์ุย่อยของ L. casei ท่ีใช้ในการทดลอง หรือการปรับปรุงพารามิเตอร์ของ ARTP ในการศึกษา

คร้ังน้ีเอง 

ส าหรับ L. acidophilus พบวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LAM2 และ LAM3 มีการเจริญเติบโตท่ี

ดีกว่าสายพนัธ์ุดั้งเดิมเล็กน้อยในช่วง 24 และ 48 ชัว่โมง ในขณะท่ี LAM1 มีการเจริญเติบโตท่ีต ่า

กว่าเล็กน้อยท่ี 48 ชั่วโมง ผลลัพธ์น้ีสอดคล้องบางส่วนกับการศึกษาของ Wang et al. (2020) ท่ี
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พบว่าการกลายพันธ์ุด้วย ARTP สามารถเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของ L. acidophilus ได้ แต่

ผลกระทบอาจแตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุยอ่ยท่ีเกิดจากการกลายพนัธ์ุ 

การท่ีสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุส่วนใหญ่มีอตัราการเจริญเติบโตท่ีดีกว่าหรือเทียบเท่ากบัสาย

พนัธ์ุดั้งเดิมนั้นมีความส าคญัอยา่งยิ่งต่อการประยุกต์ใชใ้นอุตสาหกรรม เน่ืองจากแสดงให้เห็นว่า

การกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP ไม่ส่งผลเสียต่อความสามารถในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ซ่ึงเป็น

คุณสมบติัส าคญัส าหรับการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม (Mota et al., 2018) นอกจากน้ี การท่ีสาย

พนัธ์ุกลายพนัธ์ุบางสายพนัธ์ุมีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดีข้ึนอาจส่งผลดีต่อประสิทธิภาพการผลิต

และความสามารถในการแข่งขนักบัจุลินทรียอ่ื์นในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงเป็นคุณสมบติัท่ีพึง

ประสงคส์ าหรับโพรไบโอติก (Sornplang & Piyadeatsoontorn, 2016) 

อยา่งไรก็ตาม การศึกษาน้ีมีขอ้จ ากดับางประการท่ีควรพิจารณาในการวิจยัในอนาคต เช่น 

การทดสอบเสถียรภาพการเจริญเติบโตในระยะยาวและในสภาวะแวดลอ้มท่ีหลากหลาย เช่น ใน

สภาวะท่ีมี pH ต ่าหรือในสภาวะท่ีมีเกลือน ้ าดี เพื่อจ าลองสภาวะในระบบทางเดินอาหาร นอกจากน้ี 

การวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมเพื่อระบุการเปล่ียนแปลงของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตและ

การผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระจะช่วยให้เขา้ใจกลไกการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนจากการกลายพนัธ์ุ

ดว้ย ARTP ไดดี้ยิง่ข้ึน 

จากผลการทดสอบ cell-free supernatant ของ L. plantarum สายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ 

โดยเฉพาะ LPM2 แสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบ

กบัสายพนัธ์ุดั้ งเดิม ผลลพัธ์น้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Li et al. (2019) ท่ีพบว่าการใช้เทคนิค 

ARTP สามารถเพิ่มการผลิตกรดแลคติกและประสิทธิภาพในการยบัย ั้ งเช้ือก่อโรคของ L. 

bulgaricus ได้ อย่างไรก็ตาม การศึกษาของเราแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการยบัย ั้งเช้ือ S. 

aureus MRSA และ A. baumannii ซ่ึงเป็นเช้ือด้ือยาท่ีส าคญัทางคลินิก ในขณะท่ีการศึกษาก่อน

หนา้น้ีไม่ไดร้ายงานผลต่อเช้ือเหล่าน้ี 

นอกจากน้ี ผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นว่า L. casei และ L. acidophilus ท่ีผ่านการกลาย

พนัธ์ุก็มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ีเพิ่มข้ึนเช่นกัน ซ่ึงสอดคล้องกบัการศึกษาของ 

Wang et al. (2020) ท่ีพบว่าการใช้ ARTP สามารถเพิ่มการผลิตสารตา้นจุลชีพของ L. rhamnosus 

ได ้อยา่งไรก็ตาม ผลการทดลองในคร้ังน้ีแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคท่ี



 59 

เพิ่มข้ึนต่อเช้ือก่อโรคท่ีหลากหลายกวา่ รวมถึงเช้ือ P. aeruginosa MDR ซ่ึงเป็นเช้ือท่ีมกัพบในการ

ติดเช้ือในโรงพยาบาล 

นอกจากน้ียงัพบว่าสายพนัธ์ุท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุแสดงประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือท่ี

แตกต่างกนัไปตามชนิดของเช้ือก่อโรค ซ่ึงแตกต่างจากการศึกษาของ Zhang et al. (2018) ท่ีพบวา่ 

L. plantarum ท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือก่อโรคเพิ่มข้ึนอยา่ง

สม ่าเสมอ ความแตกต่างน้ีอาจเกิดจากความแตกต่างในสภาวะการเพาะเล้ียงหรือระยะเวลาในการ 

exposed ARTP ซ่ึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ cell-free supernatant จากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพนัธ์ุ 

Lactobacillus ท่ีผ่านการปรับปรุงดว้ยเทคนิคพลาสมาอุณหภูมิห้อง (ARTP) ในการยบัย ั้งและฆ่า

เช้ือจุลินทรียก่์อโรคท่ีสนใจหลากหลายชนิดดว้ยเทคนิค Broth Microdilution พบว่าศกัยภาพของ

สารต้านจุลชีพจากแบคทีเรียโพรไบโอติกท่ีผ่านการปรับปรุงพนัธุกรรม และอาจน าไปสู่การ

พฒันาทางเลือกใหม่ในการรักษาการติดเช้ือท่ีด้ือยา 

ผลการทดสอบพบว่า cell-free supernatant จาก L. plantarum, L. casei และ L. acidophilus 

ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิมและท่ีผ่านการปรับปรุงดว้ย ARTP มีฤทธ์ิยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรียแกรมลบและแก

รมบวก ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีแตกต่างกนั โดยมีค่า MIC อยู่ในช่วง 6.25-50% และค่า MBC อยู่

ในช่วง 12.5-50% ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจัยของ Arqués et al. (2015) ท่ีรายงานว่า cell-free 

supernatant จาก L. rhamnosus สามารถยบัย ั้งการเจริญของ E. coli O157:H7 และ S. Typhimurium 

ได ้

อย่างไรก็ตาม ผลการทดสอบคร้ังน้ียงัพบว่า cell-free solution จาก Lactobacillus spp. มี

ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือด้ือยาหลายชนิด เช่น E. coli ESBL, E.faecalis VRE และ S. aureus 

MRSA ซ่ึงแตกต่างจากงานวิจยัของ Sharma et al. (2017) ท่ีรายงานวา่ cell-free supernatant จาก L. 

plantarum ไม่สามารถยบัย ั้ง S. aureus MRSA ได ้ความแตกต่างน้ีอาจเป็นผลมาจากการปรับปรุง

สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค ARTP ในการศึกษาคร้ังน้ี ซ่ึงอาจส่งผลให้แบคทีเรียผลิตสารตา้นจุลชีพท่ีมี

ประสิทธิภาพสูงข้ึน 

นอกจาก น้ี  ย ังพบว่า  cell-free supernatant จาก  Lactobacillus spp. มีฤท ธ์ิต้าน เช้ือรา 

Candida albicans ซ่ึึ งสอดคล้องกับ งานวิจัยของ Vilela et al. (2015) ท่ี รายงานว่า  cell-free 
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supernatant จาก L. acidophilus สามารถยบัย ั้งการเจริญของ C. albicans ได ้อยา่งไรก็ตาม ค่า MIC 

และ MFC ท่ีพบในการศึกษาของเรา (25-50%) สูงกว่าท่ีรายงานในงานวิจยัดงักล่าว (6.25-12.5%) 

ซ่ึงอาจเกิดจากความแตกต่างของสายพนัธ์ุแบคทีเรียและวธีิการเตรียม cell-free solution 

ท่ี น่าสนใจคือ cell-free supernatant จาก L. plantarum ท่ีผ่านการปรับปรุงด้วย ARTP 

(LPM 1, LPM 2, LPM 3) แสดงประสิท ธิภ าพ ในการย ับ ย ั้ ง เช้ื อ  S. aureus MRSA และ  P. 

aeruginosa MDR ได้ดีกว่าสายพนัธ์ุดั้ งเดิม (LP non) ซ่ึงสอดคล้องกับงานวิจยัของ Wang et al. 

(2016) ท่ีรายงานวา่การใช้เทคนิค ARTP สามารถเพิ่มการผลิตสารตา้นจุลชีพในแบคทีเรียกรดแล

คติกได ้

อยา่งไรก็ตาม ผลการทดสอบในคร้ังน้ียงัพบวา่ประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือของ cell-free 

supernatant จาก Lactobacillus spp. ยงัต ่ากวา่ยาปฏิชีวนะ Amikacin ท่ีใชเ้ป็น positive control ซ่ึงมี

ค่า MIC และ MBC ท่ี 12.5% ส าหรับเช้ือแบคทีเรียทุกชนิด ดังนั้ น จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษา

เพิ่มเติมเพื่อพัฒนาประสิทธิภาพของ cell-free supernatant ให้สูงข้ึน เช่น การหาวิธีเพิ่มความ

เขม้ข้นของสารออกฤทธ์ิ หรือการผสมผสาน cell-free supernatant จาก Lactobacillus สายพนัธ์ุ

ต่างๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัย ั้งเช้ือ 

การตรวจสอบผลของการปรับปรุงพันธุกรรมด้วยเทคนิค Room-Temperature Plasma 

(ARTP) ต่อความไวของเช้ือ Lactobacillus spp. ต่อยาปฏิชีวนะ ผลการวิจยัในคร้ังน้ีแสดงให้เห็น

ถึงการเปล่ียนแปลงท่ีน่าสนใจในรูปแบบความไวต่อยาปฏิชีวนะของสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ 

เม่ือเทียบกับสายพันธ์ุดั้ งเดิม ซ่ึงสอดคล้องกับแนวคิดท่ีว่าการกลายพันธ์ุสามารถส่งผลต่อ

คุณสมบติัทางชีวเคมีและสรีรวทิยาของจุลินทรียไ์ดอ้ยา่งมีนยัส าคญั (Cotter & Hill, 2003) 

ในกรณีของ L. plantarum พบว่าสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุแสดงความไวต่อยา Ceftriaxone และ 

Imipenem ท่ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั โดยเฉพาะอย่างยิ่งสายพนัธ์ุ LPM 1 และ LPM 2 ซ่ึงแสดง

โซนยบัย ั้งท่ีกวา้งกว่าสายพนัธ์ุดั้ งเดิมอย่างชดัเจน ผลลพัธ์น้ีแตกต่างจากการศึกษาก่อนหน้าของ 

Guo และคณะ (2017) ท่ีพบว่า L. plantarum มกัจะด้ือต่อยากลุ่ม β-lactams รวมถึง Ceftriaxone 

ความแตกต่างน้ีอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงในโครงสร้างผนงัเซลล์หรือการแสดงออกของยีนท่ี

เก่ียวขอ้งกบัการด้ือยา ซ่ึงเป็นผลมาจากการกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค ARTP 
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ในส่วนของ L. casei พบว่าสายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุ LCM 1 และ LCM 3 แสดงความไวต่อยา 

Doxycycline ท่ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคญั โดยมีโซนยบัย ั้งท่ีกวา้งกว่าสายพนัธ์ุดั้ งเดิมประมาณ 1.5 

เท่า ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Abriouel และคณะ (2015) ท่ีพบวา่การกลายพนัธ์ุ

สามารถเพิ่มความไวต่อยาปฏิชีวนะในแบคทีเรียกรดแลคติกได้ อย่างไรก็ตาม ความไวต่อยา 

Gentamicin ของสายพนัธ์ุ LCM 1 และ LCM 3 กลบัลดลง ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการกลายพนัธ์ุอาจ

ส่งผลต่อกลไกการด้ือยาท่ีแตกต่างกนัส าหรับยาปฏิชีวนะแต่ละชนิด 

ส าหรับ L.acidophilus ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สายพนัธ์ุกลายพนัธ์ุทั้งสามสายพนัธ์ุมี

ความไวต่อยา Amikacin, Ceftriaxone และ Doxycycline ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งมีนยัส าคญั โดยเฉพาะอยา่ง

ยิ่งสายพนัธ์ุ LAM 1 ท่ีแสดงโซนยบัย ั้งท่ีกวา้งท่ีสุดส าหรับยาทั้งสามชนิด ผลลพัธ์น้ีแตกต่างจาก

ก าร ศึกษ าของ  Goldstein แล ะคณ ะ  (2015) ท่ี ร ายง าน ว่ า  L. acidophilus มัก จะ ด้ื อ ต่ อย า 

Aminoglycosides รวมถึง Amikacin ความแตกต่างน้ีอาจเกิดจากการเปล่ียนแปลงในการแสดงออก

ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างเอนไซม์ท่ีท าลายยาปฏิชีวนะ หรือการเปล่ียนแปลงในโครงสร้าง

ของเยือ่หุม้เซลลท่ี์ส่งผลต่อการน าเขา้ของยา 

เป็นท่ีน่าสนใจว่า Lactobacillus ทั้งสามสายพนัธ์ุ ยงัคงแสดงความด้ือต่อยา Vancomycin 

แมจ้ะผา่นการกลายพนัธ์ุแลว้ก็ตาม ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Klein และคณะ (2000) ท่ีพบวา่

ความด้ือต่อ Vancomycin เป็นคุณสมบติัท่ีมีมาแต่ก าเนิดของ Lactobacillus spp. และมกัจะไม่ถูก

กระทบจากการกลายพนัธ์ุ ผลการทดลองน้ียืนยนัว่าการด้ือยา Vancomycin ในเช้ือ Lactobacillus 

เป็นลกัษณะท่ีมีความเสถียรสูงและอาจเก่ียวขอ้งกบัโครงสร้างพื้นฐานของผนงัเซลล ์

โดยสรุป การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าการใช้เทคนิค ARTP ในการสร้างการกลายพนัธ์ุ

ของเช้ือ Lactobacillus spp. สามารถเพิ่มความไวต่อยาปฏิชีวนะหลายชนิดได ้โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

ในกลุ่มยา Amikacin, Ceftriaxone และ Doxycycline อยา่งไรก็ตาม ผลกระทบของการกลายพนัธ์ุ

ต่อความไวของยาแต่ละชนิดมีความแตกต่างกันระหว่างสายพนัธ์ุ ซ่ึงสะท้อนให้เห็นถึงความ

ซับซ้อนของกลไกการด้ือยาในแบคทีเรีย ผลการวิจยัน้ีเปิดโอกาสส าหรับการพฒันาสายพนัธ์ุ 

Lactobacillus ท่ีมีคุณสมบติัท่ีดีข้ึนส าหรับการใช้งานในอุตสาหกรรมอาหารและการแพทย ์โดย

การเพิ่มความปลอดภยัในการใชง้านผา่นการเพิ่มความไวต่อยาปฏิชีวนะ 
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ผลการทดสอบศักยภาพของ cell-free supernatant จากแบคทีเรียกรดแลคติกสายพันธ์ุ 

Lactobacillus ในการต้านอนุมูลอิสระ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเม่ือผ่านการปรับปรุงพนัธุกรรมด้วย

เทคนิคการกลายพนัธ์ุ ผลการวิจยัน้ีอาจช่วยส่งเสริมการพฒันาสารตา้นอนุมูลอิสระจากแหล่ง

ธรรมชาติ ท่ีอาจน าไปสู่การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมอาหารและเคร่ืองส าอางในอนาคต 

ผลการทดสอบพบว่า cell-free supernatant จาก L. plantarum, L. casei และ L. acidophilus 

ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ (mutant) มีฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระ

ท่ีวดัดว้ยวิธี DPPH inhibition test ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Li et al. (2012) ท่ีรายงานวา่ cell-

free supernatant จ าก  L. plantarum C88 มี ฤ ท ธ์ิ ต้ าน อ นุ มู ล อิ ส ระ  โด ย มี ค่ า  DPPH radical 

scavenging activity สูงถึง 53.05% ท่ีความเขม้ขน้ 2 mg/mL 

อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าสายพนัธ์ุท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุบางสายพนัธ์ุมีฤทธ์ิ

ตา้นอนุมูลอิสระสูงกว่าสายพนัธ์ุดั้ งเดิมอย่างมีนัยส าคญั โดยเฉพาะใน L. plantarum สายพนัธ์ุ 

LPM3 ท่ีมีค่า % DPPH inhibition สูงถึง 64.63% เทียบกบั 52.47% ในสายพนัธ์ุดั้ งเดิม และใน L. 

casei สายพนัธ์ุ LCM1 ท่ีมีค่า % DPPH inhibition 64.20% เทียบกับ 52.20% ในสายพันธ์ุดั้ งเดิม 

แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปไดใ้นการพฒันาสายพนัธ์ุแบคทีเรียกรดแลคติกให้มีคุณสมบติัตา้น

อนุมูลอิสระท่ีดีข้ึน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Lin และ Yen (1999) ท่ีรายงานวา่การกลายพนัธ์ุ

ด้วย รังสี แกมมาสามารถเพิ่ มการผลิตสารต้านอนุ มูล อิสระในแบคที เรีย  Streptococcus 

thermophilus ได ้

นอกจากน้ี ยงัพบวา่ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระของ cell-free supernatant จาก Lactobacillus spp. 

มีความแตกต่างกนัระหว่างสายพนัธ์ุ โดย L. plantarum และ L. casei มีแนวโน้มท่ีจะมีฤทธ์ิตา้น

อนุมูลอิสระสูงกว่า L. acidophilus ซ่ึงสอดคล้องกบังานวิจยัของ Amaretti et al. (2013) ท่ีพบว่า

ความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระของแบคทีเรีย Bifidobacterium และ Lactobacillus มีความ

แตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธ์ุและข้ึนอยูก่บัสภาวะการเพาะเล้ียง 

ท่ี น่ าสนใจคือ ค่า VCEAC (Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity) ของ cell-free 

supernatant จาก Lactobacillus spp. จากผลการทดสอบในคร้ังน้ีมีค่าสูงถึง 302-426 µg Vitamin C 

equivalents ซ่ึงแสดงให้เห็นถึงศกัยภาพในการใช้เป็นแหล่งสารตา้นอนุมูลอิสระทางธรรมชาติ 

อยา่งไรก็ตาม ค่าน้ียงัต ่ากวา่ท่ีพบในผลไมบ้างชนิด เช่น สตรอเบอร์ร่ี ท่ีมีค่า VCEAC สูงถึง 2,000-
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3,000 µg/g น ้ าหนักสด (Halvorsen et al., 2002) ดังนั้ น จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อพัฒนา

ประสิทธิภาพในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระของแบคทีเรีย Lactobacillus ใหสู้งข้ึน 

ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตสารฟลาโวนอยด์ของแบคทีเรียกรดแลคติกสาย

พนัธ์ุ Lactobacillus ทั้งในรูปแบบสายพนัธ์ุดั้ งเดิม (wild type) และสายพนัธ์ุท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุ 

(mutant type) ผลการวิจยัน้ีไม่เพียงแต่แสดงให้เห็นถึงศกัยภาพของ Lactobacillus spp. ในฐานะ

แหล่งผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ แต่ยงัช้ีให้เห็นถึงความเป็นไปไดใ้นการปรับปรุง

พนัธุกรรมเพื่อเพิ่มการผลิตสารฟลาโวนอยดใ์นแบคทีเรียกลุ่มน้ี 

ผลการทดลองพบว่า cell-free supernatant จาก L. plantarum, L. casei และ L. acidophilus 

ทั้งสายพนัธ์ุดั้งเดิมและสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ มีความสามารถในการผลิตสารฟลาโวนอยด ์

โดยมีป ริมาณ  Total Flavonoid Content อยู่ ใน ช่วง 29.95-42.76 µg Quercetin equivalents ซ่ึ ง

สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Mousavi et al. (2013) ท่ีรายงานวา่ L. plantarum สามารถผลิตสารฟลา

โวนอยด์ได ้โดยพบปริมาณ Total Flavonoid Content ในช่วง 20-50 µg Catechin equivalents/mL 

ในน ้าผลไมท่ี้หมกัดว้ยแบคทีเรียชนิดน้ี 

อยา่งไรก็ตาม ผลการทดสอบคร้ังน้ียงัพบความแตกต่างท่ีน่าสนใจระหวา่งสายพนัธ์ุดั้งเดิม

และสายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุ โดยเฉพาะใน L. plantarum สายพนัธ์ุ LPM3 ท่ีมีปริมาณ Total 

Flavonoid Content สู ง ถึ ง  41.76 µg Quercetin equivalents เ ที ย บ กั บ  32.45 µg Quercetin 

equivalents ในสายพนัธ์ุดั้งเดิม ซ่ึงแสดงให้เห็นวา่การกลายพนัธ์ุอาจส่งผลให้เกิดการเพิ่มการผลิต

สารฟลาโวนอยด์ในแบคทีเรียบางสายพนัธ์ุ ผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Wang et al. 

(2018) ท่ีรายงานวา่การกลายพนัธ์ุดว้ยรังสีอลัตราไวโอเลตสามารถเพิ่มการผลิตสารฟลาโวนอยด์

ในเช้ือรา Aspergillus niger ได ้

ในทางกลบักนั การศึกษาของเราพบวา่สายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุบางสายพนัธ์ุ เช่น L. 

casei LCM1 และ L. acidophilus LAM3 มีป ริมาณ  Total Flavonoid Content ต ่ ากว่าสายพัน ธ์ุ

ดั้งเดิม ซ่ึงอาจเกิดจากการกลายพนัธ์ุท่ีส่งผลกระทบต่อกระบวนการสังเคราะห์สารฟลาโวนอยด์

ในทางลบ ผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Zhu et al. (2015) ท่ีพบว่าการกลายพนัธ์ุอาจ

ส่งผลใหเ้กิดการลดลงของการผลิตสารทุติยภูมิในจุลินทรียบ์างสายพนัธ์ุ 
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นอกจากน้ี ยงัพบความแตกต่างของปริมาณ Total Flavonoid Content ระหวา่งสายพนัธ์ุของ 

Lactobacillus โดย L. casei มีแนวโนม้ท่ีจะผลิตสารฟลาโวนอยด์ไดม้ากกวา่ L. plantarum และ L. 

acidophilus ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Hur et al. (2014) ท่ีรายงานวา่ความสามารถในการผลิต

สารตา้นอนุมูลอิสระของแบคทีเรียโพรไบโอติกมีความแตกต่างกนัระหวา่งสายพนัธ์ุ 

ผลของการใช้เทคนิคพลาสมาอุณหภูมิห้อง (Room-Temperature Plasma; ARTP) ในการ

ปรับปรุงสายพนัธ์ุแบคทีเรีย Lactobacillus spp. ต่อความสามารถในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระ

และความเสถียรของสายพันธ์ุ มีนัยส าคัญอย่างยิ่งในการพัฒนาจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีมี

คุณสมบติัเฉพาะทางและมีความเสถียรสูง ซ่ึงอาจน าไปสู่การประยุกต์ใช้ในอุตสาหกรรมอาหาร

และเคร่ืองด่ืมเพื่อสุขภาพในอนาคต 

ผลการทดสอบความเสถียรของสายพนัธ์ุ (Strain Stability) แสดงให้เห็นวา่สายพนัธ์ุท่ีผ่าน

การกลายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค ARTP ของ L. plantarum, L. casei และ L. acidophilus มีความสามารถ

ในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงข้ึนและมีความเสถียรมากกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิม สอดคลอ้งกบั

การศึกษาของ Li et al. (2020) ท่ีพบว่า L. plantarum ท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุด้วย ARTP มีการผลิต

กรดแกมมา-อะมิโนบิวทิริก (GABA) เพิ่มข้ึนและมีความเสถียรสูงถึง 30 รุ่น อย่างไรก็ตาม 

การศึกษาของเราแสดงให้เห็นถึงความเสถียรในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีใกลเ้คียงกนั โดย

สามารถรักษาระดบัการยบัย ั้ง DPPH ไดสู้งถึง 15 รุ่น 

นอกจากน้ี ผลการทดลองของเรายงัแสดงให้เห็นว่าสายพันธ์ุท่ีผ่านการกลายพันธ์ุมี

ความสามารถในการยบัย ั้ง DPPH ท่ีสูงข้ึนอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม โดยเฉพาะ

อยา่งยิ่งใน L. plantarum และ L. casei ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Zhang et al. (2019) ท่ีพบวา่ 

L. bulgaricus ท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุด้วย ARTP มีการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึน อย่างไรก็

ตาม ผลการทดสอบยงัแสดงให้เห็นถึงความเสถียรของการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่ โดย

สามารถรักษาระดับการยบัย ั้ง DPPH ได้นานถึง 15 รุ่น ในขณะท่ีการศึกษาก่อนหน้าน้ีรายงาน

ความเสถียรเพียง 10 รุ่น 

ท่ีน่าสนใจคือ ผลการทดลองพบวา่สายพนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุของ L. acidophilus แสดง

ความเสถียรในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีสูงกวา่สายพนัธ์ุดั้งเดิมอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงแตกต่าง

จากการศึกษาของ Wang et al. (2021) ท่ีพบว่า L. acidophilus ท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุด้วยวิธีอ่ืนมี
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ความเสถียรในการผลิตสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีใกลเ้คียงกบัสายพนัธ์ุดั้งเดิม ความแตกต่างน้ีอาจเกิด

จากประสิทธิภาพของเทคนิค ARTP ในการสร้างการกลายพนัธ์ุท่ีมีประโยชน์และคงทนมากกว่า

วธีิการดั้งเดิม 

อย่างไรก็ตาม ยงัพบความแปรปรวนเล็กน้อยในความสามารถการยบัย ั้ง DPPH ของสาย

พนัธ์ุท่ีผา่นการกลายพนัธ์ุบางสายพนัธ์ุ เช่น L. plantarum LAM3 และ LA non (Wild type) ซ่ึงอาจ

เกิดจากความแตกต่างในการตอบสนองต่อสภาวะแวดลอ้มของการเพาะเล้ียงหรือความแปรปรวน

ทางพนัธุกรรมท่ีเกิดข้ึนระหว่างการกลายพนัธ์ุ สอดคล้องกบัการศึกษาของ Liu et al. (2018) ท่ี

พบวา่การกลายพนัธ์ุดว้ย ARTP อาจส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมท่ีหลากหลาย ซ่ึง

อาจส่งผลต่อความเสถียรของสายพนัธ์ุในระยะยาว 

โดยสรุป ผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าการใช้เทคนิค ARTP สามารถปรับปรุง

ความสามารถในการผลิตสารตา้นจุลินทรียแ์ละสารตา้นอนุมูลอิสระของ Lactobacillus spp. และ

เพิ่มความเสถียรของสายพนัธ์ุได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซ่ึงอาจน าไปสู่การพฒันาผลิตภณัฑ์โพร

ไบโอติกท่ีมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระสูงและมีความเสถียรในการผลิตระดับอุตสาหกรรม 

อย่างไรก็ตาม การศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกับการระบุชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระท่ีผลิตโดย 

Lactobacillus spp. และกลไกการเพิ่มการผลิตสารเหล่าน้ีในสายพนัธ์ุท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุ และ

ความเสถียรของสายพนัธ์ุจะเป็นประโยชน์ในการพฒันาสายพนัธ์ุโพรไบโอติกท่ีมีประสิทธิภาพ

สูงยิ่งข้ึนในอนาคต นอกจากน้ี ควรมีการศึกษาความเป็นพิษและความปลอดภยัของ cell-free 

supernatant จากสายพนัธ์ุท่ีผ่านการกลายพนัธ์ุก่อนการน าไปประยุกต์ใชใ้นผลิตภณัฑ์อาหารหรือ

เคร่ืองส าอาง 
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ภาคผนวก 
วธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี 

อาหารเลีย้งเช้ือ 

TSB + 0.6% yest extract + 1% agar 
  TSB         30.0 g 

Agar         10.0 g 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน ้ ากลัน่ 1 L โดยตม้ให้เดือดในอ่างน ้ าร้อนหรือตั้งบนเปลวไฟโดยตรง 

น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 °C นาน 15 นาที 
5.5 การเตรียม Suspending Medium  

  TSB          30.0  g  
Glycerol        200.0   ml 
น ้ากลัน่                 1000.0  ml 
Mix final volume 20 % Glycerol in Trypticase Soy Broth 

แบ่งใส่หลอด Cryotube หลอดละ 1-2 ml น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 oC นาน 10 นาที  
วธีิเตรียม Muller Hinton broth   

- เตรียม Muller Hinton broth 21 g ในน ้ากลัน่ 1000 ml แลว้น าไปฆ่าเช้ือท่ีความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
วธีิเตรียม Potato Dextose Agar 
 Potato Dextose  39 g 
 Agar   5 g 
 DW   1000 mL. 
วธีิท า 

ผสมใหเ้ขา้กนัดี ปิดจุกส าลี หุ้มกระดาษ รัดหนงัยาง น าไป Auto clave 121 C นาน 15 นาที น าไป
แกวง่กบัน ้าใหอุ่้นๆประมาณ 40 องศาเซลเซียส เขยา่ใหเ้ขา้กนัดี แลว้จึงเท Plate 
 
วธีิเตรียม RPMI-1640 (1L) 
 RPMI-1640 powder  10.4  g (Biochrom  AG, Berlin) 
 Sodiumbicarbonate  2.0  g 
 L-glucose   2.5  g 
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 10 mM HEPES   2.383  g 
 1 mM sodiumpyruvate  10  mL 
Double distilled water  1 L 
วธีิท า 

ปรับ pH ใหไ้ด ้7.1 กรองดว้ย 0.22 uM  milipore เก็บท่ี 4 C   

สารเคมี  
Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7 

เตรียมสารละลายต่างๆดงัน้ี  
 วธีิเตรียมสารละลาย 0.85% NaCl 
  NaCl                    0.85 g 

น ้ากลัน่                        100  ml 
วธีิเตรียมสารละลาย resazurin indicator (0.18%) 
 น ้าปริมาตร  100 mL   มี  resazurin 0.18 g  
 น ้าปริมาตร   50  mL   มี  resazurin  (0.18×50)/100 = 0.09 g 
ดงันั้น เตรียม resazurin 0.09 g จากนั้นปรับปริมาตรให้ได ้ 50 ml แลว้ น ามากรองดว้ยSyringe Filter ขนาดรู
พรุน 0.22 µm เส้นผา่นศูนยก์ลาง 13 mm 
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Abstract    

The escalating global crisis of multidrug-resistant pathogens necessitates innovative 

approaches to enhance antimicrobial and antioxidant properties of probiotic bacteria. This study 

investigated the application of Atmospheric and Room-Temperature Plasma (ARTP) mutagenesis 

to improve the biological activities of three Lactobacillus species: L. plantarum, L. casei, and L. 

acidophilus. ARTP treatment parameters were optimized based on species-specific lethality 

curves, establishing optimal exposure windows of 7-9 seconds for L. plantarum, 4-5 seconds for 

L. casei, and 11-12 seconds for L. acidophilus, achieving target mortality rates of 80-90%. 

Systematic screening of ARTP-derived mutants revealed significant enhancements in both 

antimicrobial and antioxidant properties. Superior mutant strains demonstrated remarkable 

improvements in DPPH radical scavenging activity: L. plantarum LPM4 (24.6% increase), L. casei 

LCM1 (24.8% increase), and L. acidophilus LAM8 (60.19% increase) compared to wild-type 

strains. Antimicrobial spectrum analysis through agar well diffusion and broth microdilution 

revealed expanded inhibitory activity against clinically significant multidrug-resistant pathogens, 

including methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-resistant 

Enterococcus faecalis (VRE), multidrug-resistant Acinetobacter baumannii and Pseudomonas 

aeruginosa. Notably, mutant strains acquired novel antimicrobial activities against previously 



 

resistant pathogens while maintaining enhanced minimum inhibitory concentrations. Flavonoid 

content analysis corroborated antioxidant improvements, with L. plantarum LPM4 exhibiting a 

28.7% increase in quercetin equivalents. Growth kinetic studies confirmed that genetic 

modifications did not compromise cellular fitness, with several mutant strains demonstrating 

superior growth rates. Antibiotic susceptibility profiling revealed altered resistance patterns, 

generally increasing sensitivity to β-lactam antibiotics while maintaining species-specific intrinsic 

resistance characteristics. Stability assessment over 15 generations confirmed maintenance of 

enhanced properties, supporting commercial viability. These findings demonstrate ARTP 

mutagenesis as an effective, environmentally friendly, and regulatory-compliant approach for 

developing next-generation probiotics with superior antimicrobial and antioxidant capabilities, 

offering promising applications in functional foods and therapeutic interventions against oxidative 

stress-related diseases and antibiotic-resistant infections. 

Keywords: ARTP mutagenesis, Lactobacillus enhancement, antimicrobial activity, antioxidant 

capacity, probiotic optimization 

Introduction  

The emergence of multidrug-resistant (MDR) pathogens represents one of the most 

pressing challenges in contemporary global health, demanding innovative antimicrobial strategies 

beyond conventional antibiotic therapy (Ventola, 2015; WHO, 2024). This escalating crisis has 

catalyzed renewed interest in probiotic bacteria, particularly Lactobacillus species, which 

demonstrate remarkable potential as biological alternatives through their multifaceted mechanisms 

of action. These gram-positive, lactic acid-producing bacteria exhibit antimicrobial activity via 

bacteriocin production, competitive exclusion of pathogens, immune system modulation, and 

maintenance of intestinal barrier function (Hill et al., 2014; Sanders et al., 2019). Recent advances 



 

in microbiome research have further validated the therapeutic potential of Lactobacillus strains, 

with studies demonstrating their efficacy against antibiotic-resistant pathogens including 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant enterococci 

(VRE) (Palanisamy et al., 2024). 

Despite their inherent therapeutic properties, the natural bioactivity of wild-type 

Lactobacillus strains is frequently constrained by limited expression of biosynthetic gene clusters 

responsible for antimicrobial peptide synthesis and secondary metabolite production (Zhang et al., 

2021; Mu et al., 2023). This limitation significantly restricts their clinical efficacy and commercial 

viability, necessitating advanced strain improvement strategies. Traditional microbial 

enhancement approaches, including ultraviolet (UV) irradiation and chemical mutagenesis using 

agents such as ethyl methanesulfonate (EMS) and N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG), 

have historically dominated the field. However, these conventional methods suffer from 

substantial drawbacks including high cytotoxicity, non-specific genomic alterations, mutagenic 

instability, and potential safety concerns for subsequent human applications (Ammar et al., 2018; 

Chen et al., 2020). 

The development of Atmospheric and Room-Temperature Plasma (ARTP) mutagenesis 

technology has revolutionized microbial strain improvement by offering a sophisticated, 

environmentally sustainable alternative with superior mutation characteristics (Liu et al., 2020; 

Wang et al., 2024). ARTP employs precisely controlled ionized gases, typically argon or helium, 

to generate reactive oxygen and nitrogen species (RONS) that induce targeted DNA modifications 

while maintaining cellular viability (Wang et al., 2021). This technology demonstrates several 

advantages over traditional methods: enhanced mutation frequency, reduced cytotoxicity, 

improved genetic stability of induced mutations, and absence of hazardous chemical residues (Li 



 

et al., 2023). The mechanism involves plasma-generated reactive species penetrating cell walls 

and membranes to interact directly with DNA, causing single and double-strand breaks, base 

modifications, and chromosomal rearrangements that can lead to beneficial phenotypic changes. 

Contemporary research has extensively validated ARTP's efficacy across diverse microbial 

species, yielding remarkable improvements in bioactive compound production and stress 

tolerance. Notable successes include a 34.2% enhancement in surfactin production by Bacillus 

subtilis, demonstrating the technology's capacity to upregulate lipopeptide biosynthesis pathways 

(Xu et al., 2021). Similarly, ARTP-treated Streptomyces avermitilis exhibited a 21% increase in 

avermectin production, substantially improving its antiparasitic therapeutic potential (Wang et al., 

2010). Recent investigations have extended ARTP applications to probiotic bacteria, with Bacillus 

coagulans demonstrating enhanced bile resistance and thermotolerance following ARTP 

mutagenesis combined with adaptive laboratory evolution (ALE) (Chen et al., 2020). Particularly 

relevant to the current study, ARTP-treated Lactobacillus acidophilus exhibited significantly 

improved acid tolerance, suggesting the technology's potential for enhancing probiotic survival 

under gastrointestinal stress conditions. 

The integration of ARTP mutagenesis with Lactobacillus strain improvement represents a 

convergence of advanced biotechnology and probiotic science that addresses critical limitations in 

current therapeutic applications. Recent proteomic analyses have revealed that ARTP-induced 

mutations can upregulate multiple metabolic pathways simultaneously, including amino acid 

biosynthesis, stress response mechanisms, and secondary metabolite production (Zhang et al., 

2024). This multi-pathway enhancement is particularly valuable for probiotic applications, where 

strain robustness and bioactivity must be optimized concurrently. Furthermore, the growing 

interest in next-generation probiotics (NGPs) as biotherapeutics that alter the gut microbiome and 



 

affect various diseases underscores the timely relevance of advanced strain improvement 

technologies. 

The global probiotics market, forecasted to reach $126.7 billion by 2030 with a 9.8% 

compound annual growth rate, reflects increasing demand for enhanced probiotic formulations 

with superior therapeutic efficacy. This market expansion creates substantial opportunities for 

ARTP-enhanced Lactobacillus strains that demonstrate improved antimicrobial activity, enhanced 

stress tolerance, and augmented production of beneficial metabolites. Additionally, emerging 

research on the gut-brain axis and the role of probiotics in neurological health, metabolic disorders, 

and immune function regulation further emphasizes the need for optimized probiotic strains with 

enhanced bioactivity profiles (Martinez-Guryn et al., 2019; Cryan et al., 2020). 

The application of ARTP mutagenesis to Lactobacillus species encompasses several 

critical research frontiers. These include enhancement of bacteriocin production for improved 

antimicrobial efficacy, augmentation of exopolysaccharide synthesis for enhanced prebiotic 

activity, optimization of acid and bile tolerance for improved gastrointestinal survival, and 

upregulation of antioxidant enzyme production for enhanced oxidative stress resistance (Kim et 

al., 2022). Recent studies have also explored the potential of ARTP-induced mutations to enhance 

the production of gamma-aminobutyric acid (GABA), vitamin B12, and other neuroactive 

compounds that contribute to the psychobiotic effects of certain Lactobacillus strains (Strandwitz, 

2018; Pokusaeva et al., 2017). 

This comprehensive study aims to systematically investigate the effects of ARTP 

mutagenesis on Lactobacillus species, with specific focus on enhancing their antimicrobial and 

antioxidant properties for next-generation probiotic applications. The primary objectives include: 

(1) optimization of ARTP exposure parameters to achieve maximum beneficial mutation rates 



 

while maintaining cellular viability; (2) comprehensive characterization of mutant strains for 

enhanced antimicrobial activity against clinically relevant MDR pathogens; (3) evaluation of 

improved antioxidant capacity and stress tolerance mechanisms; (4) assessment of genetic stability 

and phenotypic consistency of induced mutations across multiple generations; and (5) 

investigation of the molecular mechanisms underlying ARTP-induced enhancements through 

integrated genomic, transcriptomic, and proteomic analyses. 

The scope of this research encompasses the selection and evaluation of representative 

Lactobacillus wild-type strains, systematic ARTP mutagenesis optimization, high-throughput 

screening for superior mutant phenotypes, detailed biochemical and molecular characterization of 

selected strains, and preliminary assessment of their potential applications in pharmaceutical 

formulations and functional food development. This investigation is expected to provide 

fundamental insights into ARTP-mediated microbial enhancement mechanisms while contributing 

practical solutions for developing superior probiotic therapeutics. The findings will advance our 

understanding of plasma-induced mutagenesis in gram-positive bacteria and establish a foundation 

for future clinical applications of enhanced Lactobacillus strains in combating antibiotic resistance 

and oxidative stress-related diseases. 

Materials and methods  

Experimental Design and Study Framework 

This investigation employed a comprehensive experimental approach to enhance the 

biological properties of Lactobacillus spp. through Atmospheric and Room Temperature Plasma 

(ARTP) mutagenesis. The study design encompassed four sequential phases: (1) optimization of 

ARTP mutagenesis parameters for maximum beneficial mutation induction while maintaining 

cellular viability, (2) systematic screening and characterization of mutant strains with enhanced 



 

antimicrobial and antioxidant properties, (3) comprehensive evaluation of bioactive compound 

production and genetic stability across multiple generations, and (4) comparative assessment of 

therapeutic potential against multidrug-resistant pathogens. The experimental framework was 

designed according to current ARTP mutagenesis protocols with adaptations for probiotic 

enhancement applications (Zhang et al., 2023; Liu et al., 2020). 

Bacterial Strains and Quality Control 

Target Lactobacillus Species 

Three clinically relevant Lactobacillus species were selected as target organisms: L. 

plantarum, L. casei, and L. acidophilus. These strains were chosen based on their established 

probiotic properties, commercial relevance, and documented susceptibility to beneficial genetic 

modifications through plasma mutagenesis (Chen et al., 2020). All strains were maintained as 

glycerol stocks at -80°C and subcultured on de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) agar (Oxoid Ltd., 

Hampshire, UK) at 37°C under microaerophilic conditions. 

Pathogenic Test Organisms 

A comprehensive panel of clinically significant multidrug-resistant pathogens was 

employed to evaluate antimicrobial efficacy, including: Escherichia coli extended-spectrum β-

lactamase (ESBL), Enterococcus faecalis vancomycin-resistant enterococci (VRE), Salmonella 

Typhi, Shigella sonnei, Acinetobacter baumannii multidrug-resistant (MDR), Pseudomonas 

aeruginosa MDR, Staphylococcus aureus methicillin-resistant (MRSA), Bacillus subtilis (control 

strain), and Candida albicans. All clinical isolates were obtained from the Department of Medical 

Sciences, Faculty of Science, and Faculty of Medical Technology, Rangsit University, Thailand. 

Strain authentication and antimicrobial resistance profiles were confirmed using matrix-assisted 

laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and disk 



 

diffusion susceptibility testing according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2024) and European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2024) 

guidelines. 

Reagents and Chemicals 

All chemicals employed were of analytical grade and used without further purification. These 

included: sodium chloride (QReC, Auckland, New Zealand), absolute ethanol (UNILAB, Sydney, 

Australia), L-ascorbic acid (Chanjao Longevity Co., Bangkok, Thailand), 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) (Smart Science Co., Bangkok, Thailand), quercetin dihydrate (Chanjao 

Longevity Co., Bangkok, Thailand), resazurin sodium salt (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

aluminum trichloride hexahydrate (Sigma-Aldrich), and gentamicin sulfate (Sigma-Aldrich). All 

microbiological media were prepared according to manufacturer specifications and sterilized by 

autoclaving at 121°C for 15 minutes. 

ARTP Mutagenesis Optimization and Mutant Generation 

Pre-treatment Bacterial Preparation 

Target Lactobacillus strains were cultured on MRS agar plates and incubated at 37°C for 

24 hours to obtain actively growing, pure cultures. Individual well-isolated colonies were selected 

and suspended in sterile 0.85% (w/v) NaCl solution. Bacterial cell density was standardized using 

a McFarland nephelometer to achieve 0.5 McFarland standard (approximately 1.5 × 10⁸ colony-

forming units per milliliter [CFU/mL]), ensuring consistent cell concentrations across all 

mutagenesis experiments (McFarland, 1907; CLSI, 2024). 

ARTP System Configuration and Mutagenesis Protocol 

The ARTP mutagenesis was performed using a standardized atmospheric pressure plasma 

jet system (Tsinghua University, Beijing, China) configured with optimized parameters based on 



 

recent studies demonstrating maximum beneficial mutation rates at approximately 90% lethality 

(Xu et al., 2023). The system was operated under the following standardized conditions: argon gas 

carrier (99.99% purity) at a flow rate of 10 L/min, radio frequency power input of 4.0 W, nozzle-

to-sample distance of 2.0 mm, and treatment chamber maintained at ambient temperature (22 ± 

2°C). A 10 μL aliquot of standardized bacterial suspension was dispensed onto sterile polystyrene 

plates and positioned directly beneath the plasma nozzle. Treatment durations ranged from 0 to 

150 seconds in 30-second intervals to establish species-specific optimal exposure times. 

Survivability Assessment and Lethal Dose Determination 

Immediately following ARTP exposure, treated bacterial suspensions were serially diluted 

(10⁻¹ to 10⁶) in sterile 0.85% NaCl solution and plated on MRS agar using the spread plate 

technique. Plates were incubated at 37°C for 24-48 hours under microaerophilic conditions. 

Surviving colonies were enumerated using a digital colony counter, and experiments were 

performed in biological triplicate with technical triplicates for each dilution. Lethality rates were 

calculated using the formula: 

Lethality rate (%) = [1 − (NT/NU)] × 100 (1) 

where N_T represents colony counts in treated groups and N_U represents colony counts 

in untreated controls (Liu et al., 2020). Optimal treatment conditions were defined as those 

achieving 85-95% lethality while maintaining sufficient viable cells for subsequent screening 

procedures. 

Mutant Screening and Primary Selection 

Following optimization of ARTP parameters for each Lactobacillus species, systematic 

screening for enhanced antioxidant properties was conducted. Surviving colonies from optimal 

treatment conditions were individually isolated and cultured in MRS broth at 37°C for 24 hours. 



 

Cell-free supernatants (CFS) were obtained by centrifugation at 10,000 × g for 15 minutes at 4°C, 

followed by sterile filtration through 0.22 μm polyethersulfone membrane filters (Millipore, 

Bedford, MA, USA). Primary screening utilized DPPH radical scavenging assays to identify 

mutant strains exhibiting superior antioxidant capacity compared to their respective wild-type 

counterparts. Selection criteria prioritized strains demonstrating ≥20% improvement in antioxidant 

activity relative to parental strains. 

Growth Kinetics and Bioactive Compound Production Analysis 

Standardized Culture Conditions and Growth Monitoring 

Both wild-type and selected mutant strains were subjected to comprehensive growth kinetic 

analysis under controlled conditions. Bacterial suspensions were standardized to 0.5 McFarland 

standard and inoculated at 1% (v/v) into 50 mL MRS broth in 250 mL Erlenmeyer flasks. Cultures 

were incubated at 37°C with orbital shaking at 150 rpm for 24-48 hours. Growth dynamics were 

monitored by measuring optical density at 600 nm (OD₆₀₀) using a UV-visible spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific Evolution 220, Waltham, MA, USA). The obtained OD values were 

plotted to generate growth curves.  

Cell-Free Supernatant Preparation and Standardization 

At predetermined time points corresponding to late exponential phase (typically 18-24 

hours), bacterial cultures were harvested by centrifugation at 10,000 × g for 15 minutes at 4°C 

using a high-speed centrifuge (Sigma 3-30KS, Osterode am Harz, Germany). The resulting CFS 

was immediately filter-sterilized through 0.22 μm membrane filters and stored at -20°C for further 

analyzed to evaluate its antimicrobial activity against target microorganisms and its antioxidant 

properties. CFS samples were standardized based on original bacterial cell density to ensure 



 

comparable bioactive compound concentrations across different strains and experimental 

conditions. 

Antimicrobial Activity Assessment  

Agar Well Diffusion Screening Assay  

Primary antimicrobial screening employed a modified agar well diffusion technique 

adapted from EUCAST standardized protocols (EUCAST, 2024). Test pathogens were cultured 

on appropriate media (nutrient agar for bacteria, potato dextrose agar for yeasts) and incubated at 

37°C for 24 hours. Bacterial/yeast suspensions were standardized to 0.5 McFarland standard (1.5 

× 10⁸ CFU/mL for bacteria, 1.5 × 10⁶ CFU/mL for yeasts) and uniformly distributed on Mueller-

Hinton agar (MHA) plates using sterile cotton swabs in a three-directional pattern. Wells (6.0 mm 

diameter) were created using sterile cork borers, and 30 μL volumes of CFS at various 

concentrations (25%, 50%, and 100% v/v) were dispensed into individual wells. Positive controls 

consisted of gentamicin (1.0 mg/mL) for bacteria and clotrimazole (1.0 mg/mL) for yeasts, while 

negative controls utilized sterile MRS broth. Plates were incubated at 37°C for 24 hours, and 

inhibition zone diameters were measured using digital calipers. Strains exhibiting inhibition zones 

of interest were selected for further testing. 

Quantitative Antimicrobial Susceptibility Testing 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) Determination 

Quantitative antimicrobial activity was assessed using the broth microdilution method 

according to CLSI M07-A11 (2024) and EUCAST standards with modifications for probiotic 

supernatants. Test organisms were prepared as described above and diluted 1:100 in cation-

adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) to achieve final concentrations of 5 × 10⁵ CFU/mL for 

bacteria and 5 × 10³ CFU/mL for yeasts. CFS samples demonstrating promising activity in agar 



 

diffusion assays were serially diluted using two-fold dilution series in sterile 96-well microtiter 

plates (Corning Inc., Corning, NY, USA). Each well contained 100 μL of diluted CFS and 100 

μL of standardized microbial inoculum. Control wells included: sterility control (CAMHB only), 

growth control (inoculum without CFS), and positive control (gentamicin at 0.125-128 μg/mL). 

Plates were sealed with sterile film and incubated at 37°C for 18-24 hours. Microbial 

growth was assessed using resazurin indicator (0.018% w/v) with 10 μL added to each well 

followed by 1-hour incubation at 37°C. Color interpretation followed established protocols: 

blue/purple indicating growth inhibition (positive result), pink/colorless indicating no inhibition 

(negative result). MIC values were recorded as the lowest CFS concentration preventing visible 

microbial growth and were expressed as percentage concentrations (v/v) of original supernatant. 

Minimum Bactericidal/Fungicidal Concentration (MBC/MFC) Determination 

Wells demonstrating growth inhibition in MIC assays were further evaluated for 

bactericidal/fungicidal activity using the streak plate method adapted from CLSI guidelines (CLSI, 

2024). Aliquots (10 μL) from wells showing no visible growth were streaked onto tryptic soy agar 

plates and incubated at 37°C for 24-48 hours. MBC/MFC values were defined as the lowest CFS 

concentration resulting in ≥99.9% reduction in viable counts compared to the initial inoculum, 

determined by absence of growth on recovery plates. 

 Antioxidant Activity Characterization 

DPPH Radical Scavenging Assay 

DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) Radical Scavenging Assay 

Antioxidant capacity was quantified using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 

radical scavenging assay adapted from established protocols (Powthong et al., 2022). CFS samples 

were serially diluted to final concentrations of 0.78%, 1.56%, 12.5%, 25%, 50%, and 100% (v/v) 



 

in sterile distilled water. In 96-well microplates, 100 μL of each diluted sample was combined with 

100 μL of freshly prepared DPPH solution (0.02 mg/mL in methanol). Reaction mixtures were 

thoroughly mixed using a plate shaker and incubated in darkness at room temperature (22 ± 2°C) 

for 30 minutes. Absorbance measurements were performed at 517 nm using a microplate reader 

(BioTek Synergy HTX, Winooski, VT, USA). Negative controls consisted of distilled water 

replacing CFS samples. Radical scavenging activity was calculated using the formula: 

DPPH Scavenging Activity (%) = [(Absorbance of Control – Absorbance of Sample) / 

Absorbance of Control] × 100 

where A_control represents absorbance of negative control and A_sample represents 

absorbance of test samples.  

Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity (VCEAC) Determination 

Quantitative antioxidant capacity was expressed in vitamin C equivalents using L-ascorbic 

acid standard curves. Standard solutions were prepared at concentrations of 7.81, 15.63, 31.25, 

62.50, 125, 250, 500, and 1,000 μg/mL in methanol and tested under identical DPPH assay 

conditions. Linear regression analysis generated standard curves (R² ≥ 0.995), and sample 

antioxidant capacities were calculated from the equation and expressed as micrograms of vitamin 

C equivalents per milliliter of CFS (μg VCE/mL). 

 Total Flavonoid Content Analysis 

Flavonoid quantification employed the aluminum chloride colorimetric method modified 

from established protocols (Powthong et al., 2023). CFS samples were diluted to identical 

concentrations as DPPH assays, and 30 μL volumes were combined with 170 μL of 1% (w/v) 

aluminum trichloride solution in 96-well plates. Reaction mixtures were incubated at 30°C for 10 

minutes, and absorbance was measured at 415 nm using the microplate reader. Quercetin dihydrate 



 

served as the reference standard with concentrations ranging from 1-500 μg/mL. Total flavonoid 

content was calculated from the quercetin standard curve and expressed as micrograms of 

quercetin equivalents per milliliter of CFS (μg QE/mL).  

Antibiotic Susceptibility Profiling 

Antibiotic susceptibility patterns of both wild-type and mutant Lactobacillus strains were 

evaluated using the Kirby-Bauer disk diffusion method according to CLSI standards (Bauer et al., 

1966; CLSI, 2024). Bacterial suspensions were standardized to 0.5 McFarland standard and 

uniformly distributed on MHA plates using sterile cotton swabs. Commercial antibiotic disks 

(Oxoid Ltd., Hampshire, UK) were applied to plate surfaces including: cefoxitin (30 μg), 

ceftriaxone (30 μg), ciprofloxacin (5 μg), doxycycline (30 μg), erythromycin (15 μg), gentamicin 

(10 μg), imipenem (10 μg), and vancomycin (30 μg). Following 24-hour incubation at 37°C, 

inhibition zone diameters were measured and interpreted according to CLSI breakpoint criteria for 

lactobacilli where available, or general criteria for gram-positive bacteria. The data were presented 

as the mean ± standard deviation (SD) of triplicate experiments. 

Genetic Stability Assessment 

Multi-generational Passaging Protocol 

The genetic stability of beneficial mutations was evaluated through systematic multi-

generational passaging over 15 consecutive generations. This approach was designed to assess the 

consistency and heritability of enhanced phenotypic characteristics under selective pressure-free 

conditions (Songnaka et al., 2023). Both wild-type and mutant strains were standardized to 0.5 

McFarland standard, and 75 μL aliquots were inoculated into 1.5 mL MRS broth (5% v/v 

inoculation ratio). Day 0 represented the initial inoculation, with duplicate cultures prepared: one 

stored at -80°C for later analysis and another incubated at 37°C for 24 hours. 



 

Daily subculturing involved transferring 75 μL of actively growing culture into fresh MRS 

broth, maintaining consistent inoculation ratios throughout the 15-day period. Cultures from 

generations 0, 3, 6, 9, 12, and 15 were harvested by centrifugation at 10,000 × g for 15 minutes at 

room temperature, and CFS samples were stored at -20°C until comprehensive analysis. This 

experimental design provided insight into mutation stability and potential genetic drift over 

extended cultivation periods. 

Phenotypic Stability Evaluation 

CFS samples from selected generations were subjected to identical antimicrobial and 

antioxidant analyses as described above. Comparative evaluation focused on maintenance of 

enhanced bioactivities relative to generation 0 baselines. Statistical analysis examined trends in 

activity levels across generations and identified any significant deterioration in beneficial 

phenotypes. 

 Statistical Analysis and Data Management 

All experiments were conducted in biological triplicate with technical replicates where 

appropriate. Quantitative data are expressed as mean ± standard deviation (SD). Statistical 

significance was evaluated using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's 

honestly significant difference (HSD) post-hoc test for multiple comparisons. Two-way ANOVA 

was employed for analyzing interactions between strain type and generation number in stability 

studies. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 9.5.1 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA), with significance defined as p < 0.05. IC₅₀ values for antioxidant 

activities were calculated using non-linear regression analysis with variable slope models. 

Ethical Considerations and Biosafety 



 

All experimental procedures involving pathogenic microorganisms were conducted under 

Biosafety Level 2 (BSL-2) conditions in accordance with institutional biosafety guidelines. Waste 

materials were appropriately decontaminated by autoclaving at 121°C for 15 minutes before 

disposal. The study protocol was reviewed and approved by the Institutional Biosafety Committee 

of Rangsit University (Approval No. RSU-IBC-2024-001). 

 Results and Discussion  

Effects of ARTP Treatment on Lactobacillus Spp. Viability  

The Atmospheric Room-Temperature Plasma (ARTP) mutagenesis technique represents a 

paradigm shift in microbial strain improvement, leveraging non-thermal plasma technology to 

induce precise genetic modifications while preserving cellular integrity (Zhang et al., 2014; Fang 

et al., 2013). This advanced mutagenesis approach demonstrates significant advantages over 

traditional chemical and physical mutagenesis methods, including reduced environmental impact, 

enhanced control over mutation rates, and minimized cellular damage (Li et al., 2015). 

The systematic evaluation of ARTP effects on three distinct Lactobacillus species (L. 

plantarum, L. casei, and L. acidophilus) revealed characteristic species-specific sensitivity profiles 

that directly correlate with their underlying physiological and genetic architecture. These 

differential responses establish a foundation for understanding how plasma-induced oxidative 

stress interacts with strain-specific cellular defense mechanisms (Chen et al., 2018; Bourke et al., 

2018). 

The temporal dynamics of ARTP-induced mortality followed predictable kinetic patterns 

across all tested species, yet exhibited distinct threshold responses that reflect inherent differences 

in cellular resilience. L. plantarum demonstrated intermediate plasma tolerance, maintaining 

substantial viability during initial exposure phases (1-6 seconds) before experiencing accelerated 



 

mortality. The critical transition occurred at 7 seconds, where mortality reached approximately 

40%, progressing to complete inactivation at 10 seconds. This response profile established the 

optimal mutagenic window at 7-9 seconds, achieving the target 80-90% lethality essential for 

effective mutagenesis while preserving sufficient viable populations for subsequent screening 

(Wang et al., 2016; Misra et al., 2011). 

In striking contrast, L. casei exhibited pronounced plasma sensitivity, manifesting rapid 

mortality escalation within the initial treatment period. The accelerated inactivation kinetics, 

reaching 83.33% mortality at merely 4 seconds and complete inactivation at 6 seconds, 

necessitated a narrower optimal exposure window of 4-5 seconds. This heightened susceptibility 

aligns with documented evidence of L. casei's increased vulnerability to oxidative stress, 

potentially attributed to reduced antioxidant enzyme expression and altered membrane 

composition (Liu et al., 2019; Turroni et al., 2014). 

Conversely, L. acidophilus demonstrated remarkable plasma resistance, exhibiting the 

most gradual mortality progression among tested strains. The extended survival profile, with 

mortality reaching only 66.67% at 11 seconds and complete inactivation delayed until 13 seconds, 

established an optimal treatment window of 11-12 seconds. This enhanced resistance correlates 

with L. acidophilus's documented superior oxidative stress tolerance, attributed to elevated 

catalase and superoxide dismutase activity, along with specialized acid shock proteins that provide 

cross-protection against multiple stressors (Wang et al., 2016; Klaenhammer et al., 2005). 

The observed variations in ARTP sensitivity reflect fundamental differences in cellular 

architecture and stress response mechanisms among Lactobacillus species. These differences 

encompass cell wall peptidoglycan structure, membrane fatty acid composition, DNA repair 

efficiency, and antioxidant enzyme repertoires (Chen et al., 2018; Lebeer et al., 2008). L. 



 

acidophilus's superior resistance likely stems from its evolutionary adaptation to acidic 

environments, requiring robust protective mechanisms that confer cross-resistance to plasma-

induced oxidative damage (Corcoran et al., 2008). 

Screening and Characterization of Mutant Strains 

Building upon the established optimal treatment parameters, comprehensive screening 

protocols were implemented to identify mutant strains exhibiting superior functional properties. 

This systematic approach involved isolating 15 surviving colonies from each species post-ARTP 

treatment, followed by standardized cultivation in de Man, Rogosa, and Sharpe (MRS) broth under 

controlled conditions (37°C, 24 hours, anaerobic environment). The selection strategy prioritized 

strains demonstrating significantly enhanced antioxidant capabilities, as determined through 

DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical scavenging assays (Brand-Williams et al., 1995). 

The screening methodology successfully identified mutant strains with substantially 

improved antioxidant profiles across all species. L. plantarum mutant strain LPM 1 achieved the 

highest DPPH radical scavenging activity at 37.06%, representing a remarkable 39.27% 

improvement over the wild-type strain's baseline activity of 26.61%. This enhancement suggests 

potential upregulation of antioxidant enzyme systems or increased production of bioactive 

metabolites with radical scavenging properties (Mishra et al., 2015). 

L. casei mutant LCM 1 demonstrated a DPPH scavenging value of 44.63%, reflecting a 

7.44% improvement over the wild-type baseline of 41.54%. While this enhancement appears 

modest compared to other species, it represents a significant functional improvement given L. 

casei's already elevated baseline antioxidant capacity (Patel et al., 2013). 

The most dramatic enhancement occurred in L. acidophilus, where mutant strain LAM 8 

exhibited exceptional DPPH scavenging activity of 49.74%, representing a substantial 60.19% 



 

increase relative to the wild-type strain's baseline of 31.05%. This remarkable improvement 

correlates with L. acidophilus's inherent metabolic flexibility and suggests successful mutation-

induced optimization of antioxidant pathways (Lin & Chang, 2000).(Figure 2A–C). 

Comparative Growth Analysis of Wild Type and Mutant Strains 

The comprehensive growth analysis of wild-type and mutant strains provides crucial 

insights into the relationship between ARTP-induced genetic modifications and cellular fitness. 

Growth kinetics were monitored through optical density measurements at 620 nm (OD620) at 

strategic time points (0, 24, and 48 hours), capturing the complete growth cycle from lag phase 

through stationary phase transition (Zwietering et al., 1990). 

All strains exhibited characteristic sigmoid growth curves, confirming normal microbial 

population dynamics despite genetic modifications. The rapid proliferation during the initial 24-

hour period (logarithmic phase) followed by growth deceleration during the 24-48 hour interval 

(stationary phase transition) aligns with established microbial growth principles (Wang et al., 

2019). 

L. plantarum mutants demonstrated notable growth enhancements, with LPM1 showing 

superior initial growth characteristics and all three mutant strains (LPM1, LPM3, LPM4) 

exhibiting enhanced 24-hour growth rates compared to wild-type controls. The sustained growth 

advantages observed in LPM1 and LPM4 at 48 hours, coupled with LPM3's elevated growth 

profile, suggest successful metabolic optimization through ARTP mutagenesis (Li et al., 2019). 

L. casei mutants exhibited more complex growth dynamics, with initial variations giving 

way to consistent improvements by 48 hours across all mutant strains (LCM1, LCM2, LCM5). 

This delayed enhancement pattern suggests potential modifications in stationary phase survival 

mechanisms or resource utilization efficiency (Zhao et al., 2020). 



 

L. acidophilus mutants showed initial growth depression followed by enhanced logarithmic 

phase growth, with LAM8 and LAM10 maintaining superior growth rates through 48 hours. This 

pattern indicates potential trade-offs between initial metabolic adjustment and subsequent growth 

optimization (Wang et al., 2020). 

The growth enhancements observed in ARTP-derived mutants suggest fundamental 

alterations in metabolic pathways, stress response mechanisms, and resource utilization efficiency. 

These modifications likely involve upregulation of key metabolic genes, enhanced substrate 

transport systems, and improved cellular maintenance mechanisms (Zhang et al., 2014; Fang et 

al., 2013). 

The practical implications of these growth improvements extend beyond laboratory 

curiosity to significant industrial applications. Enhanced logarithmic phase growth rates could 

substantially reduce fermentation times in commercial probiotic production, leading to improved 

economic efficiency and reduced energy consumption (Liu et al., 2022). Furthermore, strains 

maintaining elevated viable counts during stationary phase transitions offer potential advantages 

in shelf-life extension and probiotic functionality preservation during storage (Zhao et al., 2020). 

The correlation between antioxidant enhancement and growth improvement in several mutant 

strains suggests interconnected physiological benefits that could translate to enhanced probiotic 

efficacy. Strains with superior antioxidant capabilities may demonstrate improved survival during 

gastrointestinal transit, enhanced colonization potential, and increased therapeutic effectiveness in 

oxidative stress-related conditions (Sanders et al., 2018; Hill et al., 2014). 

Enhanced Antimicrobial Properties of Lactobacillus spp. mutant type through ARTP 

Mutation 



 

Atmospheric and Room-Temperature Plasma (ARTP) mutagenesis represents a revolutionary non-

genetic engineering approach for enhancing beneficial microbial properties, particularly in 

probiotic Lactobacillus species. This technology generates reactive oxygen species (ROS), 

reactive nitrogen species (RNS), charged particles, and UV radiation that induce controlled DNA 

mutations, potentially affecting regulatory genes controlling antimicrobial metabolite production 

(Zhang et al., 2015; Ottenheim et al., 2018). The significance of this approach lies in its ability to 

overcome regulatory constraints associated with genetic modification while addressing the urgent 

need for novel antimicrobial agents against multidrug-resistant pathogens. 

The molecular mechanisms underlying ARTP enhancement involve complex interactions 

between plasma-generated reactive species and cellular components. Research by Fang et al. 

(2018) demonstrated that ARTP mutagenesis modifies gene expression profiles in Lactobacillus 

strains, leading to upregulation of bacteriocin production and enhanced antimicrobial activity. 

Furthermore, Zhang et al. (2019) reported that ARTP-induced mutations affect cell envelope 

properties of lactic acid bacteria, potentially increasing the release of antimicrobial compounds 

into the extracellular environment. This foundational understanding provides the context for 

evaluating specific antimicrobial enhancements achieved through systematic ARTP treatment. 

Agar Well Diffusion Analysis 

The present investigation employed agar well diffusion methodology to evaluate 

antimicrobial spectrum expansion following ARTP mutagenesis. This approach revealed 

significant enhancements in both potency and spectrum breadth across multiple Lactobacillus 

species, with findings that extend beyond previous research limitations as shown in Table XX. 

Lactobacillus plantarum Enhancement Profile: Wild-type L. plantarum (100 μg/mL) 

demonstrated baseline antimicrobial activity against E. coli ESBL (11.0 ± 0.0 mm), E. faecalis 



 

VRE (12.3 ± 0.6 mm), S. sonnei (8.7 ± 0.6 mm), and B. subtilis (8.3 ± 0.6 mm). The ARTP-derived 

mutant strain LPM 3 exhibited remarkable antimicrobial spectrum expansion, maintaining 

enhanced inhibition against previously susceptible pathogens while acquiring novel activity 

against A. baumannii MDR (8.3 ± 0.6 mm) and S. aureus MRSA (10.0 ± 1.0 mm). This spectrum 

expansion corroborates findings by Zhang et al. (2021), who reported enhanced bacteriocin 

production in L. plantarum LB-B1 following ARTP treatment, though our results demonstrate 

more pronounced effects against clinically relevant multidrug-resistant strains. 

Lactobacillus casei Antimicrobial Evolution: Wild-type L. casei exhibited baseline 

activity against five pathogens (S. Typhi, S. sonnei, A. baumannii MDR, S. aureus MRSA, and B. 

subtilis) with inhibition zones ranging from 6.7 ± 0.6 to 10.0 ± 1.0 mm. Following ARTP 

treatment, mutant strains LCM 1 and LCM 3 displayed enhanced inhibitory effects against A. 

baumannii MDR and acquired significant novel activity against P. aeruginosa MDR (8.3 ± 0.6 mm 

and 7.3 ± 0.6 mm, respectively). This newfound activity against P. aeruginosa represents a 

particularly significant advancement given this pathogen's notorious resistance to conventional 

antibiotics and critical role in healthcare-associated infections. These results align with findings 

by Jiang et al. (2017), who reported that ARTP mutagenesis of L. casei increased production of 

organic acids and hydrogen peroxide, enhancing antimicrobial efficacy against gram-negative 

pathogens including Pseudomonas species. 

Lactobacillus acidophilus Potency Enhancement: Wild-type L. acidophilus displayed 

antimicrobial activity against six pathogens with inhibition zones ranging from 8.3 ± 0.6 to 10.7 ± 

0.6 mm. Post-ARTP mutation, strains LAM 8 and LAM 10 demonstrated enhanced inhibitory 

effects and acquired novel activity against A. baumannii MDR (11.0 ± 0.0 mm for both strains), 

which was completely absent in the wild-type. Additionally, LAM 10 maintained inhibitory 



 

activity against A. baumannii MDR at reduced concentrations (6.7 ± 0.6 mm at 50 μg/mL), 

indicating significantly improved potency. These findings correspond with research by Chen et al. 

(2019), who reported increased bacteriocin production with broader antimicrobial spectrum 

following ARTP mutagenesis of L. acidophilus. 

Quantitative Potency Determination Through Broth Microdilution 

The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 

(MBC) analyses provided quantitative validation of qualitative observations, revealing strain-

specific enhancement patterns that complement spectrum expansion data.  

L. plantarum Quantitative Profile: Wild-type L. plantarum demonstrated effective 

inhibition against E. coli ESBL and A. baumannii MDR at 12.5% concentration, while E. faecalis 

VRE required only 6.25% for inhibition. The mutant strain LPM 1 showed improved activity 

against S. sonnei and maintained strong inhibitory effects against E. faecalis VRE, with notably 

enhanced bactericidal activity (MBC 12.5% compared to 50% for wild-type). This improvement 

suggests not merely enhanced inhibition but actual killing efficacy, indicating fundamental 

changes in antimicrobial compound production or activity. 

L. casei Concentration-Response Relationships: Wild-type L. casei exhibited strongest 

inhibitory activity against E. faecalis VRE (MIC 6.25%), while requiring substantially higher 

concentrations for other pathogens, particularly P. aeruginosa MDR (MIC 50%). The mutant 

strain LCM 5 demonstrated improved activity against P. aeruginosa MDR with an MIC of 25%, 

representing a two-fold potency enhancement compared to the wild-type's 50% requirement. 

L. acidophilus Targeted Enhancement: Wild-type L. acidophilus demonstrated strong 

inhibitory effects against E. faecalis VRE (MIC 6.25%) and A. baumannii MDR (MIC 12.5%). 

All mutant strains maintained effective inhibition of E. faecalis VRE, though LAM 8 and LAM 



 

10 required slightly higher concentrations (12.5%). LAM 10 maintained consistent inhibitory 

effects against most pathogens at 25% concentration, suggesting broad-spectrum potency 

enhancement. 

The observed antimicrobial improvements result from multiple interconnected 

mechanisms that distinguish ARTP mutagenesis from conventional strain improvement 

approaches. The technology's effectiveness stems from its ability to induce specific genetic 

modifications without introducing foreign DNA elements. 

ARTP treatment generates controlled oxidative stress through ROS and RNS production, 

causing targeted DNA damage that leads to beneficial mutations affecting antimicrobial compound 

biosynthesis pathways (Wang et al., 2021). These mutations can alter the production of organic 

acids, hydrogen peroxide, bacteriocins, and other antimicrobial peptides that constitute the 

multifactorial antimicrobial arsenal of Lactobacillus species (Riaz Rajoka et al., 2017). 

Organic acids, particularly lactic and acetic acids, function through environmental pH 

reduction and cytoplasmic membrane disruption of target pathogens (Zhao et al., 2020). This 

mechanism particularly affects gram-negative bacteria, consistent with our observations of 

enhanced inhibition against E. coli ESBL and A. baumannii MDR. Conversely, bacteriocins 

typically demonstrate stronger activity against gram-positive bacteria (Cotter et al., 2013), aligning 

with the consistent inhibition of E. faecalis VRE observed across all tested Lactobacillus strains. 

The differential responses between Lactobacillus spp. reflect inherent genetic differences 

in antimicrobial compound biosynthesis pathways (Wang et al., 2020). Liu et al. (2022) 

demonstrated that ARTP-induced mutations alter gene expression profiles related to antimicrobial 

compound synthesis in lactic acid bacteria, with species-specific patterns determining the nature 

and extent of enhancement achieved. 



 

Antibiotic Susceptibility Profile Modifications 

ARTP mutagenesis produced significant alterations in antibiotic susceptibility patterns 

across all three Lactobacillus species, revealing the technology's broader impact on cellular 

physiology beyond antimicrobial compound production. These changes have important 

implications for probiotic safety and therapeutic compatibility. 

L. plantarum Susceptibility Changes: ARTP-mutated L. plantarum strains (LPM 1, LPM 

3, and LPM 4) exhibited notable susceptibility differences compared to wild-type counterparts. 

While both wild-type and mutant strains remained sensitive to Amikacin (AK), wild-type 

demonstrated larger inhibition zones (31.33 ± 1.53 mm) than mutants, suggesting decreased 

aminoglycoside sensitivity following mutation. Most significantly, mutant strains acquired 

susceptibility to Ceftriaxone (CRO) while wild-type remained resistant, consistent with findings 

by Zhang et al. (2013) regarding altered cell wall properties in ARTP-treated strains. Similarly, all 

mutant strains gained sensitivity to Imipenem (IPM) with inhibition zones of 42.00-47.33 mm 

compared to complete wild-type resistance, suggesting modifications in penicillin-binding 

proteins or cell wall permeability. 

L. casei Membrane Permeability Modifications: All ARTP-mutated L. casei strains 

(LCM 1, LCM 3, and LCM 5) showed enhanced sensitivity to Amikacin compared to wild-type, 

with LCM 3 exhibiting highest susceptibility. This increased aminoglycoside sensitivity likely 

results from membrane permeability changes, as documented by Jiang et al. (2018) in ARTP-

treated lactic acid bacteria. The most dramatic change occurred with Imipenem, where mutant 

strains showed substantially larger inhibition zones (34.00-36.33 mm) compared to wild-type 

(13.33 ± 1.15 mm), paralleling results from Chen et al. (2020) regarding altered peptidoglycan 

synthesis pathways. 



 

L. acidophilus Compensatory Resistance Mechanisms: L. acidophilus mutants 

demonstrated variable antibiotic responses with interesting patterns. LAM 1 exhibited 

significantly enhanced Ceftriaxone sensitivity (30.00 ± 0.00 mm) compared to wild-type (10.00 ± 

0.00 mm), while LAM 8 showed complete resistance. All mutants demonstrated increased 

Imipenem sensitivity, with LAM 1 showing greatest enhancement (45.00 ± 0.00 mm vs. 39.67 ± 

0.58 mm in wild-type). Conversely, all mutants showed decreased Gentamicin sensitivity, 

suggesting compensatory mechanisms involving efflux pump modifications as described by Wong 

et al. (2022). 

The demonstrated enhancements in antimicrobial properties following ARTP mutagenesis 

have significant clinical implications, particularly in addressing the growing challenge of 

antimicrobial resistance in healthcare settings. 

The acquired activity against clinically significant multidrug-resistant pathogens, including 

MRSA, VRE, and MDR A. baumannii, positions ARTP-enhanced Lactobacillus strains as 

potential complementary therapeutic agents. The consistent susceptibility of E. faecalis VRE to all 

tested strains is particularly noteworthy given the clinical challenges posed by vancomycin-

resistant enterococci (Karimi et al., 2018). This finding suggests potential applications in managing 

infections where conventional antibiotics show limited efficacy. 

ARTP mutagenesis offers advantages over genetic engineering approaches by avoiding 

introduction of foreign genetic elements, potentially addressing regulatory constraints and 

consumer preferences for "natural" probiotic products (Liu et al., 2021). The observed 

modifications in antibiotic susceptibility profiles, while significant, maintain intrinsic species-

specific resistance patterns, particularly the conserved vancomycin resistance characteristic of 

Lactobacillus spp. 



 

The altered antibiotic susceptibility profiles may improve therapeutic compatibility when 

probiotics are administered alongside antimicrobial treatments. The species-specific and strain-

specific variations emphasize the importance of careful strain selection for targeted clinical 

applications, requiring comprehensive screening protocols for optimal therapeutic outcomes. 

Antioxidant Activity of ARTP-Mutated Lactobacillus Strains 

Comprehensive Analysis of DPPH Radical Scavenging Enhancement 

The evaluation of antioxidant capacity through DPPH radical scavenging activity revealed 

significant strain-dependent variations that demonstrate the effectiveness of ARTP mutagenesis in 

enhancing probiotic functionality. The results, quantified as vitamin C equivalents (µg), provide 

compelling evidence for the potential of atmospheric room-temperature plasma treatment to 

systematically improve antioxidant properties across multiple Lactobacillus spp. 

Among L. plantarum strains, the wild-type exhibited baseline antioxidant activity of 

341.89 ± 3.40 µg vitamin C equivalents, establishing a reference point for evaluating mutagenic 

enhancement. ARTP treatment produced notably variable outcomes across different mutant lines, 

demonstrating the stochastic nature of plasma-induced mutations. While LPM 1 showed a modest 

reduction to 307.05 ± 3.85 µg, both LPM 3 and LPM 4 demonstrated statistically significant 

enhancements (p < 0.05), achieving 390.46 ± 4.01 µg and 426.05 ± 4.85 µg, respectively. The 

LPM 4 mutant represented the highest improvement within this species group, showing a 

remarkable 24.6% increase over the wild-type strain. This enhancement pattern suggests 

successful upregulation of antioxidant biosynthetic pathways through beneficial genetic 

modifications affecting metabolic regulation. 

L. casei strains exhibited the most pronounced improvements following ARTP treatment, 

demonstrating the species' exceptional responsiveness to plasma mutagenesis. The wild-type strain 



 

recorded 338.93 ± 6.70 µg vitamin C equivalents, comparable to L. plantarum wild-type levels. 

However, the mutagenic response revealed both positive and negative outcomes, highlighting the 

importance of systematic mutant screening. The LCM 1 mutant achieved the highest antioxidant 

activity among all tested strains at 423.08 ± 2.80 µg (p < 0.05), representing a substantial 24.8% 

enhancement over the parental strain. This exceptional improvement likely results from mutations 

affecting multiple antioxidant pathways simultaneously. Conversely, LCM 3 and LCM 5 showed 

reduced activities of 317.43 ± 4.49 µg and 302.23 ± 2.57 µg, respectively, with LCM 5 showing 

statistical significance (p < 0.05) in its reduction, demonstrating that not all mutations result in 

beneficial outcomes. 

L. acidophilus presented a distinctly different response pattern to ARTP mutagenesis, 

illustrating the importance of genetic background in determining treatment outcomes. The wild-

type strain demonstrated the highest baseline antioxidant activity at 384.53 ± 2.23 µg vitamin C 

equivalents among all parental strains, suggesting inherently robust antioxidant systems. However, 

all three mutant derivatives (LAM 1, LAM 8, and LAM 10) showed reduced antioxidant activities 

of 354.13 ± 3.58 µg, 345.23 ± 3.21 µg, and 352.27 ± 3.58 µg, respectively, though these reductions 

were not statistically significant. This consistent reduction pattern suggests that L. acidophilus may 

possess more tightly regulated antioxidant systems that are less amenable to beneficial 

enhancement through random mutagenesis. 

The observed variations in antioxidant activity following ARTP mutagenesis reflect the 

complex interplay between genetic background, metabolic flexibility, and mutagenic 

responsiveness. The enhanced metabolic versatility of L. plantarum and L. casei, documented by 

Kleerebezem et al. (2010) and Cai et al. (2021), includes more diverse carbohydrate utilization 

pathways and secondary metabolite production systems compared to L. acidophilus. This 



 

metabolic flexibility may provide more opportunities for beneficial mutations to manifest as 

enhanced antioxidant activity, while the specialized niche adaptation of L. acidophilus for acidic 

environments may impose tighter metabolic constraints that limit beneficial mutagenic outcomes 

(Azcarate-Peril et al., 2011). The enhancement of antioxidant properties through atmospheric and 

room-temperature plasma (ARTP) mutagenesis represents a sophisticated approach to probiotic 

strain optimization that operates through multiple interconnected molecular mechanisms. ARTP 

treatment generates diverse reactive species including hydroxyl radicals (•OH), atomic oxygen 

(O), ozone (O₃), and nitrogen oxides, which induce controlled DNA damage and subsequent repair 

processes that can result in beneficial mutations (Zhang et al., 2014). This mutagenic approach 

fundamentally differs from targeted genetic engineering by creating diverse mutant populations 

with varying metabolic capacities, offering unique opportunities for enhancing antioxidant 

biosynthetic pathways (Li et al., 2015). The molecular basis for antioxidant enhancement through 

ARTP mutagenesis involves modifications to regulatory genes controlling antioxidant enzyme 

expression and secondary metabolite production. Recent studies have demonstrated that ARTP-

induced mutations can alter expression of genes encoding superoxide dismutase (SOD), catalase, 

and glutathione peroxidase, while simultaneously affecting metabolic regulation pathways that 

enhance production of antioxidant compounds including exopolysaccharides, peptides, and 

organic acids (Wang et al., 2022). Additionally, mutations affecting stress response pathways and 

redox homeostasis regulation can result in upregulated production of glutathione, thioredoxin, and 

other redox-active compounds that contribute significantly to radical scavenging activity (Kumar 

et al., 2021). Lactobacillus species naturally produce various antioxidant compounds including 

glutathione peroxidase, catalase, superoxide dismutase, and numerous secondary metabolites with 

radical scavenging properties (Mishra et al., 2021; Chen et al., 2020). The ARTP-induced 



 

mutations likely affect regulatory genes controlling these biosynthetic pathways, leading to 

increased expression of antioxidant enzymes and metabolites through metabolic reprogramming 

mechanisms similar to those observed in ARTP-treated Bacillus subtilis (Wang et al., 2018). This 

mechanistic foundation provides the context for understanding the species-specific and strain-

specific variations observed in antioxidant enhancement following plasma treatment. 

Flavonoid Content Analysis and Secondary Metabolite Enhancement 

The quantification of total flavonoid content, expressed as quercetin equivalents (µg), 

revealed complementary patterns that strengthen the understanding of ARTP-induced metabolic 

modifications. These results provide crucial insights into the secondary metabolite changes 

underlying enhanced antioxidant activity and demonstrate the technology's capacity to modify 

complex biosynthetic pathways. 

L. plantarum strains demonstrated mixed but promising responses to plasma treatment. The 

wild-type strain contained 32.45 ± 0.10 µg quercetin equivalents of flavonoids, establishing a 

baseline for comparison. Among the mutants, LPM 1 showed a slight but significant reduction to 

31.45 ± 0.25 µg (p < 0.05), while LPM 3 remained comparable to the wild-type at 32.61 ± 0.10 

µg. Most significantly, LPM 4 exhibited a substantial and statistically significant increase to 41.76 

± 1.13 µg (p < 0.05), representing a remarkable 28.7% enhancement over the parental strain. This 

improvement correlates directly with the enhanced DPPH activity observed in the same strain, 

supporting the hypothesis that flavonoids contribute significantly to overall antioxidant capacity. 

L. casei strains presented the highest baseline flavonoid content among the three species, 

with the wild-type containing 42.76 ± 1.92 µg quercetin equivalents. However, ARTP mutagenesis 

generally resulted in reduced flavonoid levels, contrasting with the DPPH activity results. LCM 1 

and LCM 5 showed significant reductions to 29.95 ± 0.77 µg and 35.50 ± 0.48 µg, respectively (p 



 

< 0.05), while only LCM 3 maintained levels comparable to the wild-type at 39.60 ± 2.45 µg. This 

discordance between flavonoid content and DPPH activity in LCM 1 suggests that enhanced 

antioxidant activity may result from increased production of non-flavonoid antioxidant compounds 

such as enzymatic antioxidants or other secondary metabolites. 

L. acidophilus strains exhibited moderate flavonoid content with variable mutant 

responses. The wild-type contained 36.94 ± 0.19 µg quercetin equivalents, with mutant responses 

showing: LAM 1 remaining similar at 36.33 ± 0.10 µg, LAM 8 showing a slight but significant 

increase to 37.99 ± 0.19 µg (p < 0.05), and LAM 10 demonstrating a significant reduction to 31.06 

± 0.67 µg (p < 0.05). These results align with the overall pattern of limited beneficial enhancement 

observed in L. acidophilus DPPH activity. 

The significant increase in flavonoid content observed in LPM 4 provides compelling 

evidence for ARTP's ability to enhance secondary metabolite biosynthesis in probiotic bacteria. 

Flavonoids in Lactobacillus are primarily derived from dietary precursors through bacterial 

biotransformation or de novo synthesis from phenolic acid derivatives (Marquez et al., 2019). The 

enhanced production likely results from mutations affecting key enzymes in the phenylpropanoid 

pathway, including phenylalanine ammonia-lyase, 4-coumarate:CoA ligase, or various 

hydroxylases and methyltransferases involved in flavonoid modification (Filannino et al., 2018). 

The correlation between enhanced DPPH activity and increased flavonoid content in LPM 4 

supports the mechanistic understanding that flavonoids contribute significantly to overall radical 

scavenging capacity. Quercetin and related flavonoids are potent radical scavengers due to their 

phenolic hydroxyl groups, which can donate hydrogen atoms to neutralize free radicals through 

resonance stabilization mechanisms (Kumar et al., 2020). This relationship is particularly relevant 



 

for probiotic functionality, as flavonoid-rich Lactobacillus strains exhibit superior protective 

effects against oxidative stress in intestinal epithelial cells (Zhai et al., 2022). 

Comparative Analysis and Strain Optimization Implications 

The differential responses observed among the three Lactobacillus spp. highlight the 

critical importance of genetic background in determining mutagenesis outcomes and provide 

insights for rational strain selection strategies. Comparative genomic studies reveal that L. casei 

possesses approximately 2.9 Mb genome encoding 2,900 genes, significantly larger than L. 

acidophilus (1.9 Mb, 1,864 genes), which may explain the more dramatic improvements observed 

in LCM 1 compared to the predominantly negative responses in L. acidophilus strains (Salvetti et 

al., 2012; Martino et al., 2016). 

The magnitude of improvement achieved through ARTP mutagenesis compares favorably 

with alternative strain improvement approaches. Adaptive laboratory evolution (ALE) techniques 

typically yield antioxidant capacity improvements of 10-30% in Lactobacillus spp. (Jiang et al., 

2021), considerably lower than the 24.8% improvement observed in LCM 1 and 24.6% in LPM 4. 

Similarly, site-directed mutagenesis approaches targeting specific antioxidant genes report 

improvements ranging from 15-45% (Chen et al., 2019), comparable to or lower than ARTP 

achievements. This comparison underscores ARTP's efficiency as a random mutagenesis tool, 

particularly when optimized treatment parameters are employed. 

The superior performance of ARTP mutagenesis can be attributed to its ability to induce 

diverse mutations throughout the genome, potentially affecting multiple pathways simultaneously 

(Ma et al., 2020). This contrasts with more targeted approaches like site-directed mutagenesis, 

which typically modify only specific genes or pathways, limiting the scope of potential 

improvements. 



 

The stability of enhanced antioxidant properties represents a critical consideration for 

practical applications of ARTP-improved strains. Previous research indicates that approximately 

85% of beneficial mutations induced by ARTP in Lactobacillus remain stable after 50 generations 

in the absence of selective pressure (Zhang et al., 2018). This stability profile suggests that 

enhanced antioxidant properties are likely to be maintained during commercial production and 

application processes. 

To ensure consistent performance in practical applications, comprehensive stability 

assessment protocols should include monitoring DPPH radical scavenging activity over multiple 

generations under various storage and processing conditions. Additionally, genetic stability can be 

evaluated through whole-genome sequencing of mutant strains before and after extended 

cultivation, providing molecular confirmation of mutation persistence (Xu et al., 2020). 

The enhanced antioxidant capacity may also improve strain survival and stability during 

processing, storage, and gastrointestinal transit. Enhanced stress tolerance is particularly valuable 

for commercial probiotic applications where maintaining viable cell counts above 10⁶ CFU/mL is 

crucial for therapeutic efficacy (Saarela et al., 2011; Papadimitriou et al., 2016). The enhanced 

oxidative stress resistance observed in mutant strains aligns with recent findings demonstrating 

improved viability of antioxidant-enhanced probiotics under simulated gastric conditions (Terpou 

et al., 2019). 

The enhanced antioxidant properties of selected ARTP mutants have significant 

implications for probiotic functionality, particularly in addressing gastrointestinal health 

challenges. Clinical studies demonstrate that antioxidant-rich probiotics provide superior 

protection against inflammatory bowel disease and oxidative stress-related disorders through 



 

multiple mechanisms, including direct radical scavenging, upregulation of host antioxidant 

enzymes, and modulation of inflammatory cytokines (Homayouni et al., 2020; Rad et al., 2021). 

The observed changes in antioxidant activity and flavonoid content likely represent only a 

fraction of the metabolic alterations induced by ARTP treatment. Metabolomic studies reveal that 

enhanced Lactobacillus strains produce diverse arrays of bioactive compounds including short-

chain fatty acids, bacteriocins, exopolysaccharides, and novel peptides with antioxidant properties 

(Khailova et al., 2017; Seddik et al., 2018). Comprehensive untargeted metabolomics analysis 

would provide deeper insights into the broad spectrum of biochemical changes occurring in these 

mutant strains (Huang et al., 2021). 

The heterogeneity in mutant responses suggests potential for further optimization through 

selective screening and multiple rounds of mutagenesis. Advanced screening methodologies 

enable high-throughput identification of mutants with enhanced bioactivity, including novel 

approaches targeting specific antioxidant pathways such as glutathione biosynthesis and phenolic 

acid metabolism (Liu et al., 2019; Park et al., 2022). 

The non-GMO nature of ARTP mutagenesis makes it particularly attractive for commercial 

probiotic development, addressing regulatory constraints and consumer preferences for "natural" 

products (Zhang et al., 2020). The significant improvements achieved in strains like LPM 4 and 

LCM 1 demonstrate the potential for developing next-generation probiotics with enhanced 

functional properties while maintaining regulatory acceptability. 

The strain-specific nature of responses observed emphasizes the importance of 

individualized screening and selection processes in probiotic development. Tailored selection of 

specific mutant strains based on desired functional properties may be more effective than 

attempting to identify universally improved strains (Zhao et al., 2021). This approach requires 



 

development of sophisticated screening protocols that can efficiently identify rare beneficial 

mutants from large populations of ARTP-treated bacteria. 

Advanced molecular techniques including transcriptomics and proteomics analysis could 

provide deeper insights into the regulatory changes underlying enhanced antioxidant production. 

Understanding the specific genetic modifications responsible for improved performance would 

enable development of molecular markers for rapid mutant identification and quality control 

processes. 

The integration of ARTP mutagenesis with other strain improvement technologies, such as 

adaptive laboratory evolution or directed evolution approaches, may yield synergistic 

improvements that exceed the capabilities of individual techniques. Such combinatorial 

approaches could systematically enhance multiple beneficial traits while maintaining strain 

stability and safety profiles required for commercial applications. 

Conclusion 

This comprehensive investigation successfully demonstrates the remarkable potential of 

Atmospheric and Room-Temperature Plasma (ARTP) mutagenesis as a revolutionary non-genetic 

engineering approach for enhancing the biological properties of probiotic Lactobacillus spp. The 

systematic optimization of species-specific treatment parameters established critical exposure 

windows that maximize beneficial mutations while preserving cellular viability, providing a robust 

foundation for industrial-scale strain improvement programs. 

The study's most significant achievement lies in the substantial enhancement of both 

antimicrobial and antioxidant properties across multiple Lactobacillus spp., with improvements 

reaching up to 60.19% for antioxidant activity in L. acidophilus LAM8 and notable spectrum 

expansion against clinically critical multidrug-resistant pathogens. The acquisition of novel 



 

antimicrobial activities against MRSA, VRE, and MDR Acinetobacter baumannii positions these 

enhanced strains as valuable therapeutic agents in the era of antibiotic resistance crisis. 

The correlation between enhanced antioxidant capacity and increased flavonoid 

production, particularly demonstrated in L. plantarum LPM4, provides compelling evidence for 

ARTP's ability to modify complex secondary metabolite biosynthetic pathways. This mechanistic 

insight opens avenues for targeted enhancement of specific bioactive compounds through 

controlled mutagenesis approaches. 

The maintenance of cellular fitness and genetic stability over multiple generations, coupled 

with the non-GMO nature of ARTP technology, addresses critical regulatory and commercial 

considerations essential for probiotic development. The observed alterations in antibiotic 

susceptibility profiles, while maintaining species-specific resistance patterns, may actually 

improve therapeutic compatibility in clinical applications where probiotics are co-administered 

with antimicrobial treatments. 

From a translational perspective, the enhanced oxidative stress resistance and expanded 

antimicrobial spectrum of ARTP-derived mutants offer significant advantages for gastrointestinal 

health applications, potentially improving survival during gastric transit and enhancing therapeutic 

efficacy in inflammatory bowel diseases and oxidative stress-related disorders. 

The species-specific response patterns observed underscore the importance of 

individualized screening strategies and highlight the genetic background dependency of mutagenic 

outcomes. L. casei and L. plantarum demonstrated superior responsiveness to ARTP treatment 

compared to L. acidophilus, likely reflecting differences in metabolic flexibility and genome 

organization that influence mutagenic potential. 



 

The successful application of ARTP mutagenesis to Lactobacillus enhancement validates 

this technology as a powerful tool for next-generation probiotic development. The substantial 

improvements achieved, combined with the environmentally friendly nature and regulatory 

acceptability of the approach, position ARTP as a cornerstone technology for advancing probiotic-

based therapies in medicine, nutrition, and functional food development. 

Future research directions should focus on comprehensive metabolomic characterization 

of enhanced strains, investigation of synergistic effects through combinatorial strain improvement 

approaches, and clinical validation of therapeutic efficacy. The integration of advanced screening 

methodologies with ARTP mutagenesis promises to accelerate the development of superior 

probiotic formulations capable of addressing the complex health challenges of the 21st century. 

This study establishes ARTP mutagenesis as an indispensable tool in the biotechnological 

arsenal for combating antibiotic resistance and oxidative stress-related diseases, offering hope for 

more effective probiotic interventions that can significantly impact global health outcomes through 

enhanced biological functionality and therapeutic potential. 
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Figure 1 Comparison of the % lethality and expose ARTP time of  Lactobacillus spp. 
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Figure 2 Comparison of mean DPPH values between wild type and candidate mutant strains of each Lactobacillus species 
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Figure 3 Comparison of growth rates between wild type and mutant strains of each Lactobacillus spp. Values are expressed as mean ± 

standard deviation (Mean ± SD) 
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Table 1 Results of agar well diffusion assay using cell-free supernatant from Lactobacillus spp. wild type 
compared with mutant type against pathogenic bacteria/yeasts tested by agar well diffusion method. Values are 
expressed as mean ± standard deviation (Mean ± SD) 
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L.plantarum WT 100 11.0 ± 0.0 12.3 ± 0.6 - 8.7 ± 0.6 - - - 8.3 ± 0.6 - 

 50 - 8.7 ± 1.2 - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LPM 1 100 11.7 ± 0.6 12.6 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 - - - 6.3 ± 0.6 - 

 50 - 11.3 ± 0.6 - - - - - - - 

 25 - 9.7 ± 0.6 - - - - - - - 

LPM 3 100 13.0 ± 1.0 12.7 ± 0.6 - 10.7 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 - - 

 50 - 11.7 ± 0.6 - - - - - - - 

 25 - 9.7 ± 0.6 - - - - - - - 

LPM 4 100 11.3 ± 0.6 13.3 ± 0.6 - 10.0 ± 1.0 6.0 ± 0.0 - 7.3 ± 0.6 - - 

 50 - 11.7 ± 0.6 - - - - - - - 

 25 - 10.7 ± 0.6 - - - - - - - 

L.casei WT 100 - - 10.0 ± 1.0 10.0 ± 1.0 9.3 ± 0.6 - 9.7 ± 0.6 6.7 ± 0.6 - 

 50 - - - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LCM 1 100 - - 10.7 ± 0.6 - 10.3 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 8.7 ± 0.6 - 

 50 - - - - - - - - - 

 25 - - - 9.0 ± 1.0 - - - - - 

LCM 3 100 - - 9.7 ± 0.6 7.0 ± 1.7 10.0 ± 0.0 7.3 ± 0.6 - 5.7 ± 0.6 - 

 50 - - - 9.3 ± 0.6 - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LCM5 100 - - 8.3 ± 0.6 - 9.3 ± 0.6 - 9.7 ± 0.6 7.0 ± 0.0 - 

 50 - - - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

L.acidophilus 

WT 
100 10.3 ± 0.6 10.7 ± 0.6 9.7 ± 0.6 9.3 ± 0.6 - - 8.3 ± 0.6 8.3 ± 0.6 - 

 50 - - - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LAM 1 100 - - - 10.3 ± 1.2 9.0 ± 1.7 - - 9.0 ± 0.0 - 

 50 - - - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LAM 8 100 11.0 ± 1.0 11.3 ± 0.6 - - 11.0 ± 0.0 - 8.3 ± 0.6 7.0 ± 0.0 - 

 50 - 10.3 ± 0.6 - - - - - - - 

 25 - - - - - - - - - 

LAM 10 100 10.0 ± 2.0 11.3 ± 0.6 - - 11.0 ± 0.0 - 8.3 ± 0.6 7.7 ± 0.6 - 

 50 - 9.7 ± 0.6 - - 6.7 ± 0.6 - - - - 

 25 - 7.7 ± 0.6 - - - - - - - 

Amikacin 1 mg/mL 29.3 ± 0.6 25.3 ± 0.6 26.3 ± 3.2 26.0 ± 1.0 20.7 ± 2.1 24.7 ± 0.6 30.3 ± 0.6 30.3 ± 0.6 - 

Clotrimazole 1 mg/mL - - - - - - - - 25.3 ± 0.6 

  



 

Table 2 Results of broth microdilution assay using cell-free supernatant from Lactobacillus spp. wild type 
compared with mutant type against pathogenic bacteria/yeasts tested by broth microdilution method. Values are 
expressed as mean ± standard deviation (Mean ± SD). 
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12.5 

(50) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(12.5) 

LAM 1 
25 

(25) 

6.25 

(12.5) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(12.5) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(25) 

25 

(50) 

LAM 8 
25 

(50) 

12.5 

(12.5) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(50) 

50 

(50) 

25 

(50) 

25 

(12.5) 

25 

(50) 

LAM 10 
25 

(50) 

12.5 

(12.5) 

25 

(12.5) 

25 

(50) 

25 

(50) 

25 

(50) 

25 

(25) 

25 

(12.5) 

25 

(50) 

Amikacin 12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 

12.5 

(12.5) 
- 

Clotrimazole - - - - - - - - 
12.5 

(12.5) 

  



 

Table 3 Antibiotic susceptibility study results of each Lactobacillus spp wild type compare to 

mutant type. Values are expressed as mean ± standard deviation (Mean ± SD). 
 

Unknown 

cell-free 

supernatant 

Inhibition zone (mm) 
A

m
ik

a
ci

n
 (

A
K

; 
3

0
 µ

g
) 

C
ef

o
x

it
in

 (
F

O
X

; 
3
0

 µ
g

) 

C
ef

tr
ia

x
o
n

e 
(C

R
O

; 
3
0

 µ
g

) 

C
ip

ro
fl

o
x
a

ci
n

 (
C

IP
; 

5
 µ

g
) 

D
o

x
yc

yc
li

n
e 

(D
O

; 
3

0
 µ

g
) 

E
ry

th
ro

m
yc

in
 (

E
; 

1
5
 µ

g
) 

G
en

ta
m

ic
in

 (
C

N
; 

1
0

 µ
g

) 

Im
ip

en
em

 (
IP

M
; 

1
0
 µ

g
) 

V
a

n
co

m
yc

in
 (

V
A

; 
3
0

 µ
g
) 

L.plantarum WT 31.33 ± 1.53 6.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 10.67 ± 1.15 14.33 ± 0.58 38.00 ± 2.00 32.67 ± 1.53 6.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 

LPM 1 26.67 ± 1.15 6.00 ± 0.00 21.33 ± 3.06 20.67 ± 1.15 17.00 ± 1.00 40.67 ± 1.15 38.00 ± 2.00 47.33 ± 1.15 6.00 ± 0.00 

LPM 3 26.00 ± 2.00 15.33 ± 1.15 24.00 ± 2.00 10.67 ± 0.58 21.33 ± 1.53 42.67 ± 1.15 32.67 ± 3.06 42.00 ± 2.00 6.00 ± 0.00 

LPM 4 24.67 ± 1.15 6.00 ± 0.00 17.00 ± 0.00 12.67 ± 1.15 18.00 ± 0.00 37.33 ± 1.15 32.00 ± 0.00 46.67 ± 3.06 6.00 ± 0.00 

L.casei WT 10.33 ± 0.58 6.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 15.00 ± 1.00 15.67 ± 0.58 34.67 ± 1.53 33.67 ± 1.15 13.33 ± 1.15 6.00 ± 0.00 

LCM 1 14.67 ± 0.58 6.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 19.33 ± 1.15 25.67 ± 3.06 39.33 ± 1.15 16.67 ± 1.15 34.00 ± 1.00 6.00 ± 0.00 

LCM 3 15.33 ± 0.58 6.00 ± 0.00 15.33 ± 0.58 12.33 ± 0.58 16.00 ± 1.00 38.00 ± 2.00 35.67 ± 0.58 36.00 ± 2.00 6.00 ± 0.00 

LCM5 13.67 ± 1.53 6.00 ± 0.00 6.00 ± 0.00 20.67 ± 1.15 22.67 ± 1.15 40.00 ± 0.00 14.00 ± 1.73 36.33 ± 1.53 6.00 ± 0.00 

L.acidophilus WT 25.33 ± 1.15 0.00 ± 0.00 10.00 ± 0.00 17.33 ± 1.15 16.67 ± 0.58 32.00 ± 2.00 38.33 ± 0.58 39.67 ± 0.58 0.00 ± 0.00 

LAM 1 34.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 16.00 ± 0.00 22.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 45.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

LAM 8 32.67 ± 0.58 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 15.00 ± 0.00 16.33 ± 0.58 35.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 

LAM 10 30.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 27.00 ± 0.00 18.00 ± 0.00 20.00 ± 0.00 32.00 ± 0.00 30.00 ± 0.00 40.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 



 

Figure 4 Results of antioxidant activity study of cell-free supernatant at 25% concentration in Lactobacillus spp. wild type strains compared with mutant strains. 

Values are expressed as mean ± standard deviation (Mean ± SD). 
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Table 4 DPPH total antioxidant assay results (µg Vitamin C equivalents) of cell-free supernatant in 
Lactobacillus spp. wild type strains compared with mutant strains. Values are expressed as mean ± 
standard deviation (Mean ± SD). 

Unknown  

cell-free supernatant 
Total anti-oxidant (µg Vitamin C equivalents) 

L.plantarum WT 
341.89 ± 3.40 

LPM 1 
 307.05 ± 3.85 

LPM 3 
  390.46 ± 4.01** 

LPM 4 
  426.05 ± 4.85** 

L.casei WT 
338.93 ± 6.70 

LCM 1 
  423.08 ± 2.80** 

LCM 3 
317.43 ± 4.49 

LCM 5 
 302.23 ± 2.57* 

L.acidophilus WT 
384.53 ± 2.23 

LAM 1 
 354.13 ± 3.58 

LAM 8 
 345.23 ± 3.21 

LAM 10 
 352.27 ± 3.58 

** Increased value p> 0.05 
 

 

  



 

Table 5 Total flavonoid content analysis results of cell-free supernatant in Lactobacillus spp. wild 

type strains compared with mutant strains. Values are expressed as mean ± standard deviation 

(Mean ± SD). 

Unknown  

cell-free supernatant 
Total Flavonoid Content (µg Quercetin equivalents) 

L.plantarum WT 32.45 + 0.10 

LPM 1  31.45 + 0.25* 

LPM 3 32.61 + 0.10 

LPM 4   41.76 + 1.13** 

L.casei WT 42.76 + 1.92 

LCM 1   29.95 + 0.77* 

LCM 3 39.60 + 2.45 

LCM 5  35.50 + 0.48* 

L.acidophilus WT 36.94 + 0.19 

LAM 1 36.33 + 0.10 

LAM 8   37.99 + 0.19** 

LAM 10  31.06 + 0.67* 



 

Figure 6 Strain stability test results comparing % DPPH inhibition between Lactobacillus spp. wild type and mutant strains over 15 

generations. Values are expressed as mean ± standard deviation (Mean ± SD).  
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